実験５生化学分析入門レポート

4/18-4/20雨

共同実験者：00818石川聖実　00819市原玲華

実験目的：実験Ａ１酵素免疫分析法

サンドイッチ法のＥＩＡにより代表的な抗原であるヒトIgGを定量する。ここで免疫分析に特有なHigh-dose hook effectを経験し、B/F分離の有効性と欠点について考察する。

実験Ａ２ラテックス凝集法

B/F分離をしないホモジニアス法の代表であるラテックス凝集法を学ぶ。ヒトIgGを定量し、免疫分析の高感度性、高選択性、簡便性を体験する。

実験Ｂ　バイオセンサー

天然物イオノフォアであるであるノナクチンをアンモニウムイオン認識分子として用いる液膜型アンモニウムイオン選択性電極と、ウレアーゼ固定化酵素膜を組み合わせたバイオセンサーを作製し、その構造と原理を理解する。また、電気化学分析の初歩についても学ぶ

実験方法：実験Ａ１酵素免疫分析法；（操作１抗体感作）試験管に抗ヒトIgG原液（10000ppm）をマイクロピペットで36.9μlはかり取り、0.1M炭酸緩衝液を４mlメートルグラスではかりとり、これを加えてよく混ぜた。この溶液を２つのELIZAプレート（角穴１６）に連続分注ピペットで100μlずつ入れ、サランラップをかぶせて３７℃の恒温槽に１時間放置した。

この後、ELISAプレートを裏返して勢いよく逆さにして溶液を捨てた。紙で表面の溶液を吸い取ってからPBS溶液200μlずつを連続分注ピペットで全ての穴に入れ、爪で軽く揺すぶった。これを３回繰り返してからPBS-B溶液を200μlずつ全ての穴に連続分注ピペットで加えてから、ラップをかぶせてから５℃の冷蔵庫に二日間入れた。

（操作２抗原抗体反応）放置後、再びPBS溶液で３度洗い、紙で表面の溶液を吸い取った。次にヒトIgG１mgにPBS-T溶液25mlを加えて調製したヒトIgG溶液（40ppm）を１２本の試験管にPBS-T溶液を用いて、倍数希釈を行い、それぞれ１mlに調製した。この溶液をプレートに希薄な溶液から100μlずつ分注した。また、PBS-T溶液のみを一つの穴に入れた。これにラップをかけ、３７℃の恒温槽に３０分ほど放置した。

（操作３酵素標識抗体の抗原抗体反応）まず、５mlのPBS-TB溶液を試験管に入れ、１μlのHRPを加えて5000倍に希釈した。放置後の２つのプレートのうち１つのプレートに対して、ヒトIgG溶液に抗ヒトIgG-HRP溶液を100μlずつ全ての穴に分注し、ラップをかぶせまた３７℃恒温槽に２０分ほど放置し、PBS-T溶液で２回、PBS溶液で１回、ELISAプレートを洗浄した。もう１つのプレートはPBS溶液でよく洗い、他方と同じようにIgG-HRP溶液を加えて恒温槽に入れた。

（操作４基質の酵素反応と定量操作）o-フェニレンジアミン0.0615gを100mlビーカーにはかり取り、これにクエン酸－リン酸緩衝液を20mlを加え、スターラーで溶解した。これに５％過酸化水素水を100μｌ加えてよく混ぜた直後にプレート全ての穴に連続分注ピペットで100μｌずつ分注した。約３０秒ほど放置すると、淡く黄の着色が認められたので、速やかに２M硫酸を２５μｌずつすべての穴に入れ、反応を停止させた。このプレートをマイクロタイター用比色計を用いて波長490nmで各穴の吸光度を測定した。

実験Ａ２ラテックス凝集法；（操作１ラテックス粒子の洗浄）ラテックス粒子懸濁液をバイブレータで軽く撹拌してから100μｌマイクロピペットでとり、グリシン緩衝液１mlとともに1.5mlマイクロチューブにとり、バイブレータでよく混ぜた後、6000rpmで１０分間遠心分離した。このマイクロチューブのふたを開け、勢いよく上澄み液を捨てた後、グリシン緩衝液500μｌを加え、バイブレーターを用いてラテックス粒子を再浮遊させた。

（操作２抗体感作）抗ヒトIgGを上皿天秤を使用してはかり、試験管に0.009gをとり、グリシン緩衝液2.5mlを加えてよく振り混ぜ、抗ヒトIgGの400ppm溶液を調製した。ラテックス粒子懸濁液にこの抗ヒトIgG溶液500μｌを加えよく混ぜた。３０分後、ＢＳＡ３０％溶液を１７μｌをマイクロピペッターで加えて５℃の冷蔵庫に保存した。二日間おいた後、6000rpmで１０分間遠心分離し、上澄み液を捨てた。ここで、グリシン緩衝液３mlにＢＳＡ１０μｌを加え、グリシン－アルブミン緩衝液を調製した。遠心分離したマイクロチューブにこの溶液を１ml加えてバイブレーターで再び再浮遊させた。

（操作３抗原抗体反応）ヒトIgG10000ppmの溶液２４μｌをグリシン緩衝液120μｌで希釈し、2000ppm溶液を調製した。この溶液をマイクロピペットで各５０μｌずつ８本の５００μｌのマイクロチューブにグリシン緩衝液を用いて倍数希釈を行い、各濃度の標準液を調製した。この際、倍数希釈を行うときにはマイクロピペッターで濃い方から何度かジェット対流により混ぜてきちんと希釈されるようにした。各濃度のヒトIgG溶液を４０μｌずつホールグラスの穴に分注し、ラテックス粒子懸濁液を同じホールグラスの穴に４０μｌずつ連続分注ピペッターを用いて速やかに注入した。これを水平回転振とう機にて１０分間振とうし、凝集反応を観察した。

実験Ｂ１アンモニウムイオン電極の作製と測定；薬包紙でPVCを0.0067gをはかり、試薬ビンに入れた。これにノナクチン200μｌとK-TCPB溶液とo-NPOE溶液を20μlずつ加えた。ミニ回転子を用いて、スターラーで３０分ほど撹拌し、THF溶液が50μｌくらいになるまで揮発させた。この溶液をパスツールピペットを用いてブランクチップ上のテフロンフィルターに移し入れ、これを３７℃の恒温槽に１時間入れて、THF溶液を完全に揮発させた。次に、塩化アンモニウムを薬包紙に1.0690gをはかり取り、100mlビーカーに入れて３０mlほどの水で溶解させた。これを100mlメスフラスコに入れてメスアップした。この溶液５mlをメートルグラスを用いてはかりとり、再び別のメスフラスコに入れてメスアップした。同様にしてこの溶液の希釈を繰り返し、２×10-5、２×10-4、２×10-3、２×10-2、２×10-1Ｍの溶液を調製した。トリス緩衝液10mlと２×10-1Ｍ塩化アンモニウム溶液１０mlを５０mlビーカーに入れよく混ぜた。恒温槽においておいた。ブランクチップのテフロンフィルターに１×１０-2Ｍ塩化アンモニウム溶液を入れて内部参照電極に差し込んだ。これをトリス緩衝液と塩化アンモニウム溶液の混合液に１時間ほど浸した。この後電極を純粋で洗い流した。上で調製した溶液にトリス緩衝液を同量入れたものに回転子を入れ、撹拌しながら電極をゆっくりとさし、３０秒ごとに３分間電位を測定した。

実験Ｂ２尿素センサーの作製と尿素の測定；５０mlビーカーにトリス緩衝液１０mlをとり、これに薬包紙を用いてはかりとったアクリルアミド1.1992g、N,N-メチレンビスアクリルアミド0.2294g、リボフラビン0.0010g、ペルオキソ二硫酸アンモニウム0.0008gを加えて撹拌、溶解させた。この溶液500μlを1.5mlマイクロチューブにとり、ウレアーゼ0.0902gを加えて再び撹拌器で３分間撹拌した。これを室温に２０分間放置した。このマイクロチューブを冷蔵庫で５℃１０分間冷却し、速やかに遠心分離を６０００rpmで１０分間行い、上澄み液を捨てた。前項で作製したアンモニウム電極のチップ部分を外して、キムワイプで水分をふき取った。これにマイクロチューブ内の酵素ゲル液をミニスパチュラを用いて感応膜部分にまんべんなく塗った。このチップの酵素ゲルに紫外光を２時間ほどあてて酵素を固定した。アンモニウムイオン電極の作製と同様にしてチップを取り付け、イオン交換水で２倍に希釈したトリス緩衝液に３０分浸した。この後電極の感応膜部分をイオン交換水でよく洗い流し、アンモニウムイオン測定時と同様に、トリス緩衝液で２倍希釈した２×10-4、６×10-4、２×10-3、６×10-3、２×10-2、６×10-2、２×10-1Ｍの尿素溶液を３０秒ごとに５分間電位を測定した。
実験結果：

（ＥＩＡ）マイクロタイター用比色計による吸光度測定結果
１～２列のデータがB/F分離をしたもので1-A～2-Eまで４０ppmから濃い順になっている。また、2-Fが原液、2-GがPBS-T溶液のみのデータとなっている。11～12列のデータがテキスト通りに洗浄を行わずに処理したもので、12-Aから11-Eまで濃い順、11-Fが原液、11-GがPBS-Tのみの溶液となっている。

（ラテックス凝集法）凝集が認められたのは62.5ppm辺りからだった。やはり、2000ppm～500ppmあたりが最も凝集体が生成していた。リニア領域もこの辺りである。

（アンモニウムイオン電極）

自作アンモニウムイオン電極による塩化アンモニウム溶液の電位測定結果

	分　　　　　　　Ｍ
	２×10-5
	２×10-4
	２×10-3
	２×10-2
	２×10-1

	０．０
	
	
	35.5
	72.0
	118

	０．５
	-30.0
	10.0
	36.0
	75.0
	124

	１．０
	-25.0
	12.0
	39.0
	77.0
	126

	１．５
	-21.0
	14.0
	40.0
	78.5
	128

	２．０
	-18.0
	15.0
	41.0
	80.0
	129.5

	２．５
	-14.9
	15.0
	41.5
	80.1
	130

	３．０
	-12.0
	16.0
	42.0
	80.1
	130


ただし、表中の電位の単位はmv。グラフでは上記3.0分時の値をプロットした。

自作尿素センサーによる尿素溶液の電位測定結果

	分　　　　Ｍ
	２×10-4
	６×10-4
	２×10-3
	６×10-3
	２×10-2
	６×10-2
	２×10-1

	０．５
	-51
	-32
	-2
	+11
	+40
	+42
	+49

	１．０
	-49
	-27
	+1
	+20
	+37
	+44
	+46

	１．５
	-48
	-25
	+1
	+24
	+40
	+44
	+49

	２．０
	-47
	-24
	+1
	+25
	+37
	+45
	+34

	２．５
	-45
	-24
	±0
	+26
	+38
	+46
	+43

	３．０
	-45
	-22
	+1
	+27
	+38
	+47
	+43

	３．５
	-45
	-21
	+2
	+27
	+39
	+48
	+43

	４．０
	-44
	-21
	+1
	+26
	+38
	+49
	+43

	４．５
	-43
	-22
	+1
	+27
	+38
	+47
	+44

	５．０
	-42
	-21
	0.5
	+24
	+37
	+48
	+43


ただし、表中の電位の単位はmv。グラフでは上記５分時の値をプロットした。
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設問Ａ

（１）：操作１　ELIZAプレートの洗浄の際にプレートの溶液を除去するが、この時洗浄液が少し残らず除去できるように勢いよく液を捨てる。

操作２　倍数希釈した溶液を調製する際に毎回マイクロピペッターでよく混合させ、濃度勾配が出来ないように気をつける。

操作３　抗体に結合しなかったヒトIgGを洗浄することによって取り除く。また、抗体に結合した抗原にサンドイッチ状に酵素で標識した抗体が結合するが、余った抗体を取り除かなければ測定誤差が生じてしまうので、これも念入りに除去する必要がある。

操作４　気質溶液を加えて反応し、着色が認められたら速やかに硫酸を入れる必要がある。また、この際気質溶液を入れた順で入れるよう気をつける。

（２）：操作２　前操作でプレートに固定した抗体に抗原を反応、結合させる。

操作３　抗体に結合した抗原に対して酵素標識をした抗体を結合させ、サンドイッチ状にする。

（３）：凝集したラテックス粒子がよく吸収する波長の光を当て、その吸光度を計測し、凝集量を定量することが出来る。

（４）：ホモジニアス法はB/F分離をしなくて行うことが出来ることなど、操作が簡便で時間もかからないと言う利点があるが、B/F分離を行わないために誤差を生じる要因となる分子などが多く存在してしまうため、微量検出には向いていない。

（５）：抗体の固着しているラテックス同士は、間に抗原を挟んで凝集し合う。この凝集体により、光を照射した際に散乱が起こるため、凝集体量によって吸光度が変化するから。

（６）：抗原抗体反応はその高選択性からよく結合するが、それでもわずかながら結合が壊れ、分離する抗原が存在する。抗原の濃度が小さい場合はこの値も無視できるほど小さいが、濃度が大きくなってくると、この値が大きくなり、抗体に結合する抗体の量が比例しなくなり、あまり変わらなくなってくるから。

（７）：抗原の量が多い場合、（６）の様に分離する抗原の量が比較的多くなってくる。ここで、酵素標識抗体を反応させると、固着抗体に結合した抗原以外の分離した抗原に結合してしまう。ここで酵素活性を計測するとこの固着していない酵素標識抗体－抗原からも酵素活性が検知され、また、酵素標識抗体と結合しなかった抗原単体からは検知されないという状態になってしまう。これを防ぐために、酵素標識抗体を反応させた後に未反応の抗体や抗原を洗い流せばどんなに抗原濃度が高くなっても固着抗体全てに抗原が結合したとき以上の酵素活性になることはなく、分析値は飽和する。

（８）：ある程度の抗原濃度までは濃度に比例してラテックス凝集体が生成すると思われるが、高濃度になるにつれて凝集限界に近づき、凝集体の量が一定値に近づいていくと考えられる。よって検量線は以下のようになると思われる。

設問Ｂ

　（１）：尿素はウレアーゼ固定化酵素膜により、アンモニウムイオンと二酸化炭素に分解される。このアンモニウムイオンがアンモニウムイオンのみを選択的に透過させるPVC膜を通り、電極内溶液に溶け出す。これにより、pHが変化しその電位変化からアンモニウムイオンを感応する。

（２）：尿素センサーではアンモニウムイオン電極を下地電極としており、酵素が尿素を分解したことにより生じるアンモニウムイオンを検知し、この値から間接的に尿素を測定する。アンモニウムイオン電極がアンモニウムイオンを検知するときには直接アンモニウムイオンを検知するのに比べて、尿素電極ではその間に酵素による尿素分解反応があるため、この反応の速度に応じて尿素の方が応答時間が長くなってしまう。

（３）：〔Ｓ〕＜＜Kmの場合、酵素の反応速度ｖ=Ｖmax／Kmとなりこれは定数である。よって、〔Ｓ〕と〔Ｐ〕は比例する。また、逆に〔Ｓ〕＞＞Kmの時にはｖ=Ｖmax／〔Ｓ〕は０に近づいていくため、あまり、〔Ｐ〕は増加しない。よって検量線は以下のようになると予測される。

結果考察：（ＥＩＡ）ELISAプレートの吸光度をプロットしたグラフを見てみると、明らかに２０ppm溶液の吸光度が小さくなってしまっている。原因は分からないが、明らかに実験操作にミスがあった可能性が高いだろう。このデータを無視した場合、B/F分離していないものはHigh-dose hook effectを起こしていることがわかる。B/F分離したものはわずかに見られるが、測定範囲内ではほぼ起こしていないといえる。濃度が小さい値においてはどちらもほぼ同程度の吸光度を示していることからもB/F分離以外の点では２つのプレートが同じ状況になっているといえる。

（ラテックス凝集法）今回の実験では凝集を肉眼で観察するのみにとどまったため、おおよその定量しか行うことは出来なかったが、微量検出にはあまり適していないようだった。濃度が高い場合においても、特に肉眼では、あまり変化が見られなかった。この方法は検知することが目的の場合には非常に簡便で、時間もかからないので便利であるが、定量を行おうとする場合、ラテックスの濃度をうまく調製しない限りはなかなか正確に求めることは難しいと思われる。

（バイオセンサー）今回のこの実験はデータを見る限りあまり精度よく行えたとは言い難い。Nernstの式からアンモニウムイオンの濃度が１０倍になった場合、ΔＥは５９mv程であるが、今回の実験では表にもあるとおり、傾きは３５mv程度である。尿素センサーの方もリニア領域においてこそ理論値に近い値であるが、少し濃度が高くなると精度が格段に落ちてしまっている。これらの原因は、操作が複雑であったこともあり、可能性は多岐にわたるが、アンモニウムイオン感応膜の作製の際にTHFを揮発させすぎてしまい、溶液がほとんどなくなってしまって、テフロンフィルターにうまく膜を作ることが出来なかったことが大きな要因かも知れない。
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