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磁磁性性ナナノノ粒粒子子ととタタンンパパクク質質のの抗抗原原抗抗体体反反応応にによよるる凝凝集集効効果果のの評評価価  
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    We developed a rapid, low-cost protein detection method using magnetic nanoparticles and demonstrated that 

GDF-15 (Growth Differentiation Factor 15) binding induces nanoparticle aggregation through an antigen-antibody 
reaction. This aggregation by cross-bridging increased magnetic responsiveness to switch magnetic fields with 
increasing GDF-15 concentration, although this aggregation was not quantitatively verified. In this study, 
transmission electron microscopy (TEM) was used to quantitatively assess the role of GDF-15 in promoting the 
aggregation of magnetic nanoparticles. TEM analysis showed that the GDF-15-bound samples formed approximately 
1.5% more aggregates larger than 0.03 μm² compared to controls, confirming the cross-bridge effect was confirmed. 
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11..  ははじじめめにに  
    

ミトコンドリア病 1)-5)や転移性癌 6)-8)の診断において

バイオマーカーとして機能するタンパク質の迅速診断

のニーズが高まっている．現状の主なタンパク質検出

法としては，ウエスタンブロッティング法 9)，酵素結合

免疫吸着測定法 (ELISA)10)，質量分析法 11)が挙げられ

る．これらの方法は測定に前処理，後処理，洗浄など専

門的な操作が必要であり，装置価格も高価である．タン

パク質バイオマーカーの一種である GDF-15 (Growth 
Differentiation Factor 15)1)-3)はミトコンドリア病患者

の血液や尿中に含まれ，ミトコンドリア病早期検知の

ために用いられる．ミトコンドリア病は，ミトコンドリ

アDNAまたは核DNAの変異が原因でミトコンドリア
成分の組み立てやミトコンドリア機能に影響を及ぼす

病気であり，難病に指定されている 12)． 
筆者らは迅速，簡便，低コスト，高精度なタンパク質

検出の開発を目的とし，磁性ナノ粒子を用いたタンパ

ク質検出システムを開発している．磁性ナノ粒子は磁

界を用いて遠隔操作が簡便であることから，過去にも

磁性ナノ粒子を用いて抗原抗体反応を評価する様々な

研究が行われてきた 13)-24)． 
筆者らはこれまで，磁気インピーダンスセンサ (MI
センサ)を用いた口腔内細菌の検出システムを開発した
25),26)．また，磁性ナノ粒子，抗体，抗原凝集体の磁気特

性を利用して細菌 (Fusobacterium Nucleatum 等)を
検出することに成功した 27),28)．その後，筆者らは複数

のサンプルを同時に評価可能な新たな検出システムを

開発し，タンパク質(GDF-15)を検出した 29)． 
 筆者らの先行論文 29)では，磁性ナノ粒子に GDF-15
を抗原抗体反応によって結合させ，スイッチ磁界を印

加することで，磁性ナノ粒子を凝集させながら磁気信

号を取得した．この際，磁気信号は GDF-15 が高濃度
ほど強くなった．これは，磁性ナノ粒子とタンパク質間

にできたクロスブリッジにより磁性ナノ粒子が連鎖的

に結合し，磁性ナノ粒子間の距離が短くなり，磁気結合

が強化されるためだと考えられる．しかし，先行論文で

はこのことを定量的に示すことは困難であった． 
そこで本研究では，磁性ナノ粒子の凝集がタンパク

質によって強まることを定量的に示すために，磁性ナ

ノ粒子に GDF-15 を結合させ，透過型電子顕微鏡
(TEM)30),31)で観察した．TEM観察では，磁性ナノ粒子
に GDF-15 を結合したサンプルと未結合のサンプルを
比較し，GDF-15の有無による凝集体の寸法の違いを画
像解析によって定量的に比較した．その結果，GDF-15
を結合させたサンプルの方が，より大きな磁性ナノ粒

子凝集体を形成した．これは，磁性ナノ粒子がGDF-15
を介して連鎖的に凝集したためだと考えられることか

ら報告する． 
 

                                             
Corresponding author: K. Kaneko  
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FFiigg..  11 Sample preparation procedure.  

うに磁性ナノ粒子および抗体の量を定めた． 
スイッチ磁界に対する磁気応答性評価実験では，2つ

のサンプルを測定した．1サンプルあたり，磁性ナノ粒
子 0.8 μL，抗体 0.4 μLを加え，抗体付着後の磁性ナノ
粒子濃度は 80 μg/mL であった．GDF-15溶液は，PBS-
T中に GDF-15濃度 0, 1000 ng/mLの 2サンプルを作
製した． 

TEM 観察では，2 つのサンプルを観察した．1 サン
プルあたり，磁性ナノ粒子 0.25 μL，抗体 0.2 μLを加
え，抗体付着後の磁性ナノ粒子濃度は 25 μg/mL であ
った．GDF-15 溶液は，PBS-T 中に GDF-15 濃度 0, 
1000 ng/mLの 2サンプルを作製した． 
22..22  ススイイッッチチ磁磁界界にに対対すするる磁磁性性ナナノノ粒粒子子のの応応答答性性評評価価  

磁性ナノ粒子および抗原凝集体に磁界を印加して凝

集させ，磁気応答を検出した． 
Fig. 3は，磁性ナノ粒子と抗原による凝集体にスイッ

チ磁界 25), 29)を印加し，サンプルの漏れ磁界を測定する

システムである 29)．Fig. 4は上記の Fig. 3のシステム
のフローチャートである 29)．サンプルは，表面磁束密

度約 300 mTの NdFeB磁石によって 300秒間凝集さ
れた．続いて凝集した磁性ナノ粒子サンプルを針状

NiFe ヨーク上約 250 mT で 300 秒間磁化した．その
後，上方向及び下方向に直流磁界HDCを 23.5 mTのス
テップ間隔で，0 mT から 211.5 mT (+0 mT, -0 mT, 
+23.5 mT, -23.5 mT, +47.0 mT, -47.0 mT, …, +211.5 
mT, -211.5 mT) まで変化させてサンプルに磁場印加し
た 25)．各直流磁界 HDCは 30 秒間印加し，印加後にサ
ンプルを MI センサヘッド近傍 53  °/secの速度で回転
させた．回転ごとにMIセンサで磁性ナノ粒子サンプル
からの漏れ磁界を測定した． 

22..  実実験験方方法法  
  
22..11  ササンンププルル調調製製  

Fig. 1は protein Aでコーティングされた磁性ナノ粒
子に抗体を結合させた後，抗原抗体反応で GDF-15 を
結合させる様子を模式的に示したものである．スイッ

チ磁界に対する磁気応答性評価および透過型電子顕微

鏡観察で測定するサンプルを以下の手順で作製した． 
最初に，protein Aでコーティングされた磁性ナノ粒
子 nanomag ® -D (130 nmϕ，10 mg/mL，micromod 
Partikeltechnologie GmbH) に PBS-T 100 μLを加え
て希釈し，超音波洗浄器 (yamato 5510)で 1 分間分散
させた．抗体は Anti-Human GDF-15 antibody (0.5 
mg/mL)を使用し，磁性ナノ粒子溶液と抗体を混合さ
せ，ロータリーミキサー (AS ONE MTR-103)で 30分
間反応させた．次に遠心分離機(4 ℃，3000 rpm，20 
min)で磁性ナノ粒子を分離し上清を取り除き，PBS-
T100 Lを加えた後に GDF-15溶液と等量混合し，再
度ロータリーミキサーで 30分間抗原抗体反応させた． 
磁性ナノ粒子への抗体の結合量は BCA キット

(Visual Protein 社，Dual-RangeTM BCA Protein 
Assay Kit，BC03-500)により評価した．磁性ナノ粒子
20 μLと抗体 10 μLを PBS-Tで 200 μLに希釈し，上
記の手順で結合させた溶液(抗体濃度 25 μg/mL)，およ
び磁性ナノ粒子 20 μLを PBS-Tで 200 μLに希釈した
溶液を調製した．また，タンパク質 Bovine Serum 
Albumin Standardを PBS-Tで希釈し，タンパク質濃
度 0, 5, 25 μg/mL の標準サンプルを調製した．Fig. 2
は，磁性ナノ粒子/抗体混合溶液の上清および磁性ナノ
粒子溶液の上清の波長 560 nmにおける吸光度である．
Fig. 2より，磁性ナノ粒子溶液の上清にも protein Aが
流出していることがわかる．標準サンプルから算出し

た較正直線を用いて，磁性ナノ粒子に結合した抗体量

を以下の式を用いて求めた． 
Antibody binding = 25-｛(A-B)/0.00437｝[μg/mL] (1) 
ただし，A は磁性ナノ粒子/抗体混合溶液の上清の吸
光度，Bは磁性ナノ粒子溶液の上清の吸光度である．上
清中の抗体は磁性ナノ粒子とは結合していない分であ

り，全体量から上清中の抗体量を差し引くことで結合

している抗体量を求めた．式(1)より，加えた抗体 10 μL
のうち約 14%が磁性ナノ粒子に結合し，磁性ナノ粒子：
抗体＝1：39程度の個数比で結合していることが判明し
た．この結果から，いずれの実験条件でも抗体は磁性ナ

ノ粒子に対するほぼ飽和量が結合するよう，以下のよ

FFiigg..  22 Average absorbance of supernatant of 
magnetic nanoparticle solution and supernatant of 
magnetic nanoparticle/antibody mixture solution 
(n=3). 
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FFiigg..  33 Schematic (bottom) and photo (top) of a 
laboratory-made system for detecting protein in a 
liquid phase using magnetic nanoparticles. 
Reproduced from 29), with the permission of AIP 
Publishing. 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FFiigg..  55 Output waveform and optical micrographs of 
magnetic nanoparticle/antigen aggregates.  

FFiigg..  66 Aggregation of magnetic nanoparticles via 
GDF-15 (antigen).  

定後の磁性ナノ粒子および抗原凝集体の光学顕微鏡写

真である．出力波形は，磁性ナノ粒子サンプルからの磁

気信号をセンサで測定したものである．サンプルはセ

ンサ素子近傍を通過するため，時間に応じて出力が変

化している．奇数回転時に着磁した場合の信号波形は

青い系列，偶数回転時に着磁した場合の信号波形は赤

い系列で示している．信号波形の色は，回転数が増加す

22..33 透透過過型型電電子子顕顕微微鏡鏡((TTEEMM))観観察察  

GDF-15 によって磁性ナノ粒子の凝集が強まること
を定量的に示すために透過型電子顕微鏡(JEM-1400 
Plus)で観察した．磁性ナノ粒子にGDF-15を結合した
サンプルと未結合のサンプルを作製し，以下の手順で

ネガティブ染色 TEM観察用グリッドを準備した． 
親水化したHoleyマイクログリッド(EMジャパン社)
に作製したサンプルを 3 L 滴下し，30 秒間静置した
後にろ紙でグリッド上に残ったサンプル液を吸い取っ

た．その後，グリッドに 25 %EMステイナー(日新 EM
社)を 3 μL滴下し，30 秒間静置した後にグリッド上に
残った 25 %EMステイナーをろ紙で吸い取った．再度
25 %EM ステイナーで染色した後，同様にグリッド上

に残った 25 %EMステイナーをろ紙で吸い取った． 
 

33..  実実験験結結果果おおよよびび考考察察  

 

33..11  ススイイッッチチ磁磁界界にに対対すするる磁磁性性ナナノノ粒粒子子のの応応答答性性評評価価  

Fig. 5は，Fig. 3のシステムで測定した出力波形と測

((aa)) Without GDF-15 ((bb)) With GDF-15 

FFiigg..  44 Flowchart of protein measurement system. 
Reproduced from 29), with modification and 
permission of AIP Publishing. 

FFiigg..  77 Output voltage in each concentration of GDF-
15 and magnetic field strength as a function of 
rotating number.  



95Transaction of the Magnetics Society of Japan (Special Issues) Vol.9, No.1, 2025

INDEX

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

るにつれて奇数回転では青から黄緑に，偶数回転では

赤から黄色に変化する．回転するごとに印加磁場の上

昇に伴って磁気信号が増大しており，偶数回転におけ

る出力が強くなるよう MI センサのバイアス点をずら
している．Fig. 6は，GDF-15と抗体の抗原抗体反応を
介して，磁性ナノ粒子が凝集した様子を示したもので

ある．Fig. 5のサンプル凝集体画像から，GDF-15が高
濃度ほどサンプルの色の濃度が増し，凝集が促進され

ていることが確認できる．これは Fig. 6(b)のように，
磁性ナノ粒子が GDF-15 を介して連鎖的に凝集したた
めであると考えられる． 

Fig. 7は，回転ごとの出力波形の振幅である．Fig. 5
の波形の偶数回転時と奇数回転時のピーク値の差

(peak-to-peak)をプロットした．回転数の増加に伴って
スイッチ磁界の強度が増大し，振幅が大きくなった．ま

た，GDF-15が高濃度なサンプルほど振幅が大きい．こ
れは Fig. 6(b)に示すように，磁性ナノ粒子が GDF-15
を介して連続的に凝集したことで，磁性ナノ粒子間の

距離が短くなったためであると考えられる．このこと

を定量的に示すために，TEMで磁性ナノ粒子および抗
原凝集体を観察した． 
33..22  透透過過型型電電子子顕顕微微鏡鏡((TTEEMM))観観察察結結果果  

Fig. 8は凝集体のネガティブ染色 TEM画像を示し，
黒い凝集物は磁性ナノ粒子，円状に見える部分はグリ

ッドのカーボン支持膜由来の背景である．本節では，3.1
節のスイッチ磁界に対する磁性ナノ粒子の応答性評価

と異なり，磁場を印加せず，2次元的な磁性ナノ粒子の
凝集を観察する．磁気力の無い状況下でも，磁性ナノ粒

子同士がタンパク質を介したクロスブリッジ結合によ

って凝集することを示すために，GDF-15濃度 0, 1000 
ng/mLサンプルを TEM観察した．0と 1000 ng/mLを
比較すると，1000 ng/mLの方が磁性ナノ粒子の凝集体
のサイズが大きく観測される． 
これを定量的に示すため，解析ソフト MIPAR (株式

会社ライトストーン社)を用いて画像解析した．解析で
は，カーボン膜の上にある磁性ナノ粒子凝集体の面積

を求めた．Fig. 9は解析結果である．横軸は画像上の凝

集体の面積，縦軸は凝集体の各面積範囲における凝集

体の個数の割合を示す．縦軸の算出方法には，以下の式

を用いて実効的面積を求めた． 
｛S(i)/n｝×100 [%]               (2) 

ただし，S(i) [個]は横軸の i番目に該当する凝集体の個
数，nは画像上の凝集体全ての個数の総和である． 

Fig. 9(a)は，凝集体個数の割合を GDF-15 濃度 0 と
1000 ng/mL で比較したものである．磁性ナノ粒子
nanomag ® -D (130 nmϕ)の断面積は単独で約 0.013 
μm2である． Fig. 9(a)より，2 つ以上の磁性ナノ粒子
で形成された 0.03 μm2より大きい凝集体割合は，1000 
ng/mLの方が約 1.5 %高い結果となった．また Fig. 9(b)
は，GDF-15濃度 0と 1000 ng/mL の凝集体個数の割
合の差分を示したものである．0.02 μm2以下の粒子割

合は抗原無しの方が高くなっており，0.02 μm2より大

きい凝集体個数の割合は 1000 ng/mL が高くなってい
る．これは Fig. 6(b)のように，磁性ナノ粒子がGDF-15
によって連鎖的に凝集したためであると考えられる．

3.1 節のスイッチ磁界に対する磁性ナノ粒子の応答性
評価では，磁場を印加した状況下で GDF-15 高濃度ほ
ど磁気応答が強くなった．スイッチ磁界による凝集に

加え，TEM観察で明らかになったGDF-15を介した凝
集も作用したためと考えられる．  

FFiigg..  88 Negative stain TEM images. 
(Upper 3 images: GDF-15 concentration 0 ng/mL 
Bottom 3 images: GDF-15 concentration 1000 ng/mL) 

(b) Subtraction difference between 1000 ng/ml 
and 0 ng/ml agglutination. 
(1000 ng/ml) ― (0 ng/ml). 

(a) Percentage comparison greater than 0.03 
μm2.  

FFiigg..  99 Percentage distribution of magnetic 
nanoparticle aggregates.  
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濃度 0 と 1000 ng/mL で比較したものである．磁性

本観察は，真空中で観察されるため，液相中での磁性

ナノ粒子と抗体および GDF-15 との実際の結合を直接
観測することは困難である．そこで今後は，クライオ透

過型電子顕微鏡を用いて，磁性ナノ粒子に結合した抗

体および GDF-15を凍結させた観察を検討する．また，
本磁気的手法は，現状GDF-15検出下限値が 10 pg/mL
程度 32)であり，代表的なタンパク質検出法の

ELISA(abcam 社 , Human GDF-15 ELISA Kit，
ab155432)の精度は 2 pg/mL33)である．筆者らのタンパ

ク質検出感度を上げる手段として， MI センサの感度
向上が挙げられる．MIセンサの感度向上により，微小
な漏れ磁界を検知でき，タンパク質低濃度においても

磁気信号の変化を測定可能だと考えられる．

44.. ままととめめ

1. 磁性ナノ粒子にGDF-15を抗原抗体反応で結合さ
せ，スイッチ磁界に対する磁気応答性および透過

型電子顕微鏡 (TEM)で磁性ナノ粒子凝集体の寸法
を測定した．

2. GDF-15が高濃度ほど，スイッチ磁界に対する磁
性ナノ粒子の磁気応答性が強かった．

3. 磁性ナノ粒子にGDF-15を 0, 1000 ng/mL結合さ
せたサンプルを透過型電子顕微鏡 (TEM)で観察し
た．GDF-15濃度 1000 ng/mLの方が，0.03 μm2

より大きい凝集体割合が約 1.5 %高いことを示し
た．
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