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１．はじめに 

 インフルエンザの世界的な流行を迎え、その迅速検出法の開発は非常に重要である。本研

究では、我々が開発した電解発光法とイムノリポソームを組み合わせた新規手法を使用して

ウイルスの迅速検出を検討し、昨年の成果として数 100PFU/mL ウイルスを９０分程度で検出

することに成功した。今年度も、この検出操作によりほぼ同様な検出感度を達成し、他の型

のインフルエンザに対する応答及び異なる抗体を用いるイムノリポソームによる応答を検討

した。本手法は、様々なウイルスあるいはタンパクにも適用できるので幅広い展開が期待で

きる。 
２．イムノリポソームの調製 

 ホスファチジルコリン・ジパルミトイル、ホスファチジルエタノールアミン・ジパルミトイル

（SPDP 修飾）及びコレステロールを膜材料として押し出し法によりルテニウム錯体を内封した
リポソーム（粒径約 80 nm）を調製した。続いてインフルエンザウイルスのヘマグルチニン抗体
を SPDP修飾し、ジチオスレイトールで活性化した。この抗体 (A型 H1) をリポソーム表面に化
学結合した後、ゲルクロマトグラフィー(Sepharose 4B)で 
精製し、イムノリポソーム（図１）を得た。 
３．インフルエンザウイルス検出法 

 ①ピラニア液で前処理した金電極基盤にジチオジプロ

ピオン酸の SAM を形成した後、表面カルボキシル基を

活性化し、ウイスル抗原ペプチドを化学結合した。 

 ②この電極上に、希釈したウイルス(不活性化処理済)、 

 続いてイムノリポソームを加え４℃１時間抗原抗体 

反応した。 

 ③電極表面に結合していない成分を除くためにリン酸   図１ イムノリポソーム 

緩衝液で電極を洗浄した。 

④電極上のリポソームを破壊するためにエタノールの加え、60℃５分間加熱した。 

 ⑤電極を洗浄後、電解液（トリエチルアミン TEA＋0.1 Mリン酸緩衝液(pH 7.4)）を加え、
電圧を印加（1.3 V vs. Au）し、発光を観測した。 

４．インフルエンザウイルスの測定 

 バックグランド発光を抑えるために検出操作における金電極表面上の SAM 形成及びそのタ

ンパク結合過程の検討を行い、最適な反応温度及び反応時間を検討した。 

 その後、A／H１型に対する抗体を結合したイムノリポソームを使用し、種々のウイスルを

測定した。その結果、A/Beijing/262/95(H1N1)については、数 100PFU/mL ウイルスの検出が

錯体 



可能であり、この感度は ELISA の結果と比較して 100 倍以上高感度であった。他の H1型につ

いては応答が異なり、検出感度が少し低下していた。予想どおり B 型については全く応答が

認められなかった。また、A型 H3 抗体修飾リポソームを調製し、ウイルスに対する応答を調

べた。さらに、オスミウム錯体についても従来とは異なる配位子の導入を検討した。 
５．まとめ 
 本検出法は、感度の点では現行の迅速判定法を大きく凌駕しているので、抗原抗体反応時間を

最適化し、短時間化を達成すれば大きな展開が期待できる。また、本検出法を実施する装置開発

も合わせて進める必要がある。 
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