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(57)【要約】
【課題】導波モードセンサを用いた標的物質の検出操作
を簡素化すること。
【解決手段】本発明の標的物質検出方法は、導波モード
センサのセンサチップの表面にビオチンを固定化するビ
オチン固定化工程と、被検体と、ストレプトアビジン等
及びこれと結合されるとともに前記標的物質と結合して
捕捉可能とされる第１の標的物質捕捉物質を含む試薬と
が混合された混合液を調製する混合液調製工程と、前記
ビオチンが固定化された前記センサチップの表面上に前
記混合液を導入する混合液導入工程と、前記標的物質を
含まない状態の前記混合液等である基準液を前記ビオチ
ンが固定化された前記センサチップの表面に導入したと
きの前記導波モードセンサのセンシング状態を基準状態
とし、前記混合液導入工程により前記混合液を導入した
ときの前記センシング状態を測定状態として、これらの
状態を比較する標的物質検出工程と、を含む。
【選択図】図５
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　導波モードセンサのセンサチップの表面にビオチンを固定化するビオチン固定化工程と
、
　検出対象となる標的物質の存在が検証される被検体と、少なくともストレプトアビジン
及びアビジンのいずれかから選択されるビオチン結合体及び前記ビオチン結合体と結合さ
れるとともに前記標的物質と結合して捕捉可能とされる第１の標的物質捕捉物質を含む試
薬とが混合された混合液を調製する混合液調製工程と、
　前記ビオチンが固定化された前記センサチップの表面上に前記混合液を導入する混合液
導入工程と、
　前記標的物質を含まない状態の前記混合液、前記被検体と混合されない状態の前記試薬
及び前記標的物質の含有量がコントロールされた状態の前記混合液のいずれかである基準
液を前記ビオチンが固定化された前記センサチップの表面に導入したときの前記導波モー
ドセンサのセンシング状態を基準状態とし、前記混合液導入工程により前記混合液を導入
したときの前記導波モードセンサの前記センシング状態を測定状態として、前記基準状態
と前記測定状態とを比較することで前記標的物質を検出する標的物質検出工程と、
　を含むことを特徴とする標的物質検出方法。
【請求項２】
　試薬が、導波モードセンサでセンシング可能な標識物質と、前記標識物質と結合される
とともに標的物質と結合して捕捉可能とされる第２の標的物質捕捉物質とを更に含む請求
項１に記載の標的物質検出方法。
【請求項３】
　第１の標的物質捕捉物質及び第２の標的物質捕捉物質が、標的物質に対する抗体及びア
プタマーのいずれかである請求項２に記載の標的物質検出方法。
【請求項４】
　標識物質が、可視光領域において光吸収性を有する色素及びナノ粒子、蛍光を発する色
素及び微粒子、並びに、散乱光を発する微粒子のいずれかである請求項２から３のいずれ
かに記載の標的物質検出方法。
【請求項５】
　ビオチン固定化工程が、シラン化合物にビオチンが付加されたビオチニル化シランカッ
プリング剤の溶液をセンサチップの表面に接触させた後、前記センサチップを乾燥させる
工程である請求項１から４のいずれかに記載の標的物質検出方法。
【請求項６】
　ビオチニル化シランカップリング剤が、下記一般式（１）に示す化合物である請求項５
に記載の標的物質検出方法。
　ただし、前記一般式（１）中、Ｒ１は、炭素数が２～１０のアルキレン基を示し、Ｒ２

は、炭素数が２～１５のアルキレン基を示す。
【化１】

【請求項７】
　導波モードセンサによるセンシングが、センサチップの裏面側から全反射条件で照射さ
れた光の反射光を検知して実施される請求項１から６のいずれかに記載の標的物質検出方
法。
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【請求項８】
　標的物質検出工程が、基準状態と測定状態とでそれぞれ検知された反射光の反射光スペ
クトルにおけるディップ底部の深さを比較して実施される請求項７に記載の標的物質検出
方法。
【請求項９】
　導波モードセンサによるセンシングが、センサチップに対し裏面側から全反射条件で光
を照射することに基づいて発せられる標的物質の存在に伴う蛍光又は散乱光を検知して実
施される請求項１から６のいずれかに記載の標的物質検出方法。
【請求項１０】
　シラン化合物にビオチンが付加されたビオチニル化シランカップリング剤により表面修
飾されたセンサチップが配されることを特徴とする導波モードセンサ。
【請求項１１】
　ビオチニル化シランカップリング剤が、下記一般式（１）に示す化合物である請求項１
０に記載の導波モードセンサ。
　ただし、前記一般式（１）中、Ｒ１は、炭素数が２～１０のアルキレン基を示し、Ｒ２

は、炭素数が２～１５のアルキレン基を示す。
【化２】

 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、導波モードセンサを用いて標的物質を検出する際、アビジン等により標的物
質を捕捉するための処理を簡易化する標的物質検出方法及び前記標的物質検出方法の実施
に好適な導波モードセンサに関する。
【背景技術】
【０００２】
　溶液中に存在する微小物質を標的物質とし、前記標的物質の検出を行うセンサとして、
導波モードセンサが用いられている（例えば、非特許文献１～３参照）。
　前記導波モードセンサにおいて前記標的物質の検出を担うセンサチップとしては、光透
過性基板上に、金属材料、半導体材料及び第１の誘電体材料のいずれかで形成される第１
の層と、第２の誘電体材料で形成される第２の層とをこの順で積層させたものが用いられ
る。
　このようなセンサチップに対し、裏面側（前記光透過性基板側）から全反射条件を満た
しつつ特定の入射角度で前記光を照射すると、特定波長の光が前記第１の層及び前記第２
の層の中を伝搬する導波モード（光導波モード、導波路モード、光導波路モード、リーキ
ーモードなどとも呼ばれる）と結合し、前記導波モードが励起される。
【０００３】
　前記導波モードセンサによるセンシングの実施方法として、前記センサチップに照射さ
れる前記光の反射光を検知する第１の方法がある。
　この第１の方法では、特定波長の入射光を前記導波モードセンサに入射すると、前記導
波モードが励起される特定の入射角度において前記反射光の強度が変化すること、或いは
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、特定の入射角度でスペクトル幅を持つ入射光を前記導波モードセンサに入射すると、前
記導波モードが励起される特定の波長において前記反射光の強度が変化することを利用す
る。
　また、前記第１の方法では、前記導波モードが励起される前記入射角度付近又は前記特
定波長付近における反射光強度が前記センサチップの表面近傍の複素屈折率によって変化
することを利用する。
　即ち、前記センサチップの表面に前記標的物質が吸着したり接近したりして前記複素屈
折率に変化が生じると、前記入射角度或いは前記特定波長の付近における反射光強度に変
化をもたらすことから、前記標的物質を前記反射光の特性変化として検出することができ
る。
　具体的には、前記標的物質の吸着等を、特定波長の光を入射したときの特定の入射角度
における急激な反射光強度の減少を示すディップの位置や深さ、或いは、特定の入射角度
でブロードな波長特性を持つ光を入射したときの特定波長における急激な反射光強度の減
少を示すディップの位置や深さを検出器で捉えることで、前記センサチップ表面における
前記標的物質の吸着等を検出することができる。
　前記導波モードの励起条件は、前記センサチップ表面における前記複素屈折率の虚部の
変化、つまり吸光度の変化に敏感であり、前記標的物質の吸着等によって吸光度に変化が
生ずると、前記反射光の特性の大きな変動となって現れることから、前記導波モードセン
サによる前記標的物質の高感度検出を期待できる。
【０００４】
　他の前記導波モードセンサによるセンシングの実施方法として、前記センサチップに照
射される光に基づいて発せられる前記標的物質の存在に伴う蛍光又は散乱光を検知する第
２の方法がある。
　この第２の方法では、前記センサチップ裏面側から全反射条件を満たしつつ特定の入射
角度で前記光を照射し、前記導波モードを励起させたときに前記センサチップ表面近傍に
増強電場が形成されることを利用する。
　即ち、前記増強電場が形成されると、前記センサチップ表面上に導入された前記標的物
質自身又は前記標的物質を標識する標識物質から蛍光又は散乱光が発せられることから、
前記蛍光等を検出器で捉えることで前記標的物質の存在を検出することが可能となる。
【０００５】
　ところで、前記導波モードセンサにより、前記標的物質として特定の生体物質等を検出
する場合、前記標的物質を特異的に捕捉する抗体を前記センサチップの表面上に固定化し
た上で、前記抗体で前記標的物質（抗原）を抗原抗体反応により捕捉することにより、前
記標的物質を検出することが行われている。
　この従来法では、先ず、前記センサチップを、ビオチン部位を有する化合物で表面修飾
した後、前記センサチップの表面上にストレプトアビジン又はアビジンに前記抗体を結合
させた試薬を導入し、前記ビオチン部位に前記ストレプトアビジン等を結合させることで
、前記ビオチン部位を有する化合物及び前記ストレプトアビジン等を介して前記抗体を前
記センサチップの表面上に固定化する前処理を実施する。
　次いで、被検体液を前記センサチップの表面上に導入して、前記抗体に対し、前記標的
物質（抗原）を前記抗原抗体反応により捕捉させる捕捉処理を実施する。
　次いで、前記抗体が前記標的物質を捕捉している状態と捕捉していない状態とにおける
前記導波モードセンサの各センシング状態の比較を通じて、前記被検体液中に含まれる前
記標的物質を検出する検出処理を実施する。
【０００６】
　しかしながら、前記試薬と前記被検体液とを別々に取り扱うと、スペースが限られた前
記センサチップの表面上で、前記抗原抗体反応のための前記試薬と前記被検体液との混合
を行う必要があり、前記検出処理を行う前の作業が煩雑となる。加えて、前記抗原抗体反
応のための前記捕捉処理とは別に、前記ビオチン部位を有する化合物と前記抗体付きのス
トレプトアビジン等とを結合させる前記前処理が必要であるため、前記検出処理を行う前
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の作業が段階的となり、より一層、前記検出処理を行う前の作業を煩雑化させる。
　更に、前記ビオチン部位を有する化合物と未結合の前記抗体付きのストレプトアビジン
等が前記捕捉処理において前記抗原と結合した結合体は、前記検出処理において夾雑物と
の区別が付かないため、前記前処理と前記捕捉処理との間に前記ビオチン部位を有する化
合物と未結合の前記抗体付きのストレプトアビジン等を洗浄する洗浄工程が必要となる。
　よって、従来法では、作業の煩雑さや検出に必要な工程数が嵩むとともに、前記標的物
質の検出に多くの時間を要する問題がある。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Nanotechnology Vol. 19, 095503 (2008)
【非特許文献２】Optics Express Vol. 18, No. 15, 15732 (2010)
【非特許文献３】Optics Express Vol. 25, No. 21, 26011 (2017)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明は、従来技術における前記諸問題を解決し、導波モードセンサを用いた標的物質
の検出操作を簡素化可能な標的物質検出方法及び前記標的物質検出方法の実施に好適な前
記導波モードセンサを提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　前記課題を解決するための手段としては、以下の通りである。即ち、
　＜１＞　導波モードセンサのセンサチップの表面にビオチンを固定化するビオチン固定
化工程と、検出対象となる標的物質の存在が検証される被検体と、少なくともストレプト
アビジン及びアビジンのいずれかから選択されるビオチン結合体及び前記ビオチン結合体
と結合されるとともに前記標的物質と結合して捕捉可能とされる第１の標的物質捕捉物質
を含む試薬とが混合された混合液を調製する混合液調製工程と、前記ビオチンが固定化さ
れた前記センサチップの表面上に前記混合液を導入する混合液導入工程と、前記標的物質
を含まない状態の前記混合液、前記被検体と混合されない状態の前記試薬及び前記標的物
質の含有量がコントロールされた状態の前記混合液のいずれかである基準液を前記ビオチ
ンが固定化された前記センサチップの表面に導入したときの前記導波モードセンサのセン
シング状態を基準状態とし、前記混合液導入工程により前記混合液を導入したときの前記
導波モードセンサの前記センシング状態を測定状態として、前記基準状態と前記測定状態
とを比較することで前記標的物質を検出する標的物質検出工程と、を含むことを特徴とす
る標的物質検出方法。
　＜２＞　試薬が、導波モードセンサでセンシング可能な標識物質と、前記標識物質と結
合されるとともに標的物質と結合して捕捉可能とされる第２の標的物質捕捉物質とを更に
含む前記＜１＞に記載の標的物質検出方法。
　＜３＞　第１の標的物質捕捉物質及び第２の標的物質捕捉物質が、標的物質に対する抗
体及びアプタマーのいずれかである前記＜２＞に記載の標的物質検出方法。
　＜４＞　標識物質が、可視光領域において光吸収性を有する色素及びナノ粒子、蛍光を
発する色素及び微粒子、並びに、散乱光を発する微粒子のいずれかである前記＜２＞から
＜３＞のいずれかに記載の標的物質検出方法。
　＜５＞　ビオチン固定化工程が、シラン化合物にビオチンが付加されたビオチニル化シ
ランカップリング剤の溶液をセンサチップの表面に接触させた後、前記センサチップを乾
燥させる工程である前記＜１＞から＜４＞のいずれかに記載の標的物質検出方法。
　＜６＞　ビオチニル化シランカップリング剤が、下記一般式（１）に示す化合物である
前記＜５＞に記載の標的物質検出方法。
　ただし、前記一般式（１）中、Ｒ１は、炭素数が２～１０のアルキレン基を示し、Ｒ２

は、炭素数が２～１５のアルキレン基を示す。
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【化１】

　＜７＞　導波モードセンサによるセンシングが、センサチップの裏面側から全反射条件
で照射された光の反射光を検知して実施される前記＜１＞から＜６＞のいずれかに記載の
標的物質検出方法。
　＜８＞　標的物質検出工程が、基準状態と測定状態とでそれぞれ検知された反射光の反
射光スペクトルにおけるディップ底部の深さを比較して実施される前記＜７＞に記載の標
的物質検出方法。
　＜９＞　導波モードセンサによるセンシングが、センサチップに対し裏面側から全反射
条件で光を照射することに基づいて発せられる標的物質の存在に伴う蛍光又は散乱光を検
知して実施される前記＜１＞から＜６＞のいずれかに記載の標的物質検出方法。
　＜１０＞　シラン化合物にビオチンが付加されたビオチニル化シランカップリング剤に
より表面修飾されたセンサチップが配されることを特徴とする導波モードセンサ。
　＜１１＞　ビオチニル化シランカップリング剤が、下記一般式（１）に示す化合物であ
る前記＜１０＞に記載の導波モードセンサ。
　ただし、前記一般式（１）中、Ｒ１は、炭素数が２～１０のアルキレン基を示し、Ｒ２

は、炭素数が２～１５のアルキレン基を示す。
【化２】

【発明の効果】
【００１０】
　本発明によれば、従来技術における前記諸問題を解決することができ、導波モードセン
サを用いた標的物質の検出操作を簡素化可能な標的物質検出方法及び前記標的物質検出方
法の実施に好適な前記導波モードセンサを提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】特定の入射角度でブロードな波長特性を持つ光を入射した時の特定波長における
急激な反射光強度の減少によって生じるディップの検出例を示す図である。
【図２】第１実施形態を説明するための説明図である。
【図３】ビオチン固定化工程の概要を示す説明図である。
【図４】混合液調製工程の概要を示す説明図である。
【図５】混合液導入工程の概要を示す説明図である。
【図６】第２実施形態を説明するための説明図である。
【図７】ネガティブコントロール、ポジティブコントロール及びＣＲＰ抗原１００ｐＭ，
２００ｐＭの試料に対する反射光スペクトルのディップ位置における測定結果を示す図で
ある。
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【図８】ネガティブコントロール及びＣＲＰ抗原１０ｐＭ，５０ｐＭの試料に対する反射
光スペクトルのディップ位置における測定結果を示す図である。
【図９】ネガティブコントロール、ポジティブコントロール及びＣＲＰ抗原３００ｐＭの
試料に対する反射光スペクトルのディップ位置における測定結果を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
（導波モードセンサの基本構成）
　先ず、本発明の標的物質検出方法が適用される導波モードセンサの基本構成について説
明し、次いで、前記導波モードセンサの基本構成に基づき、前記標的物質検出方法につい
て説明する。
【００１３】
　前記導波モードセンサは、センサチップと、液体保持部と、光照射部と、光検出部とを
有して構成される。
【００１４】
＜センサチップ＞
　前記センサチップは、光透過性基板と導波モード励起層とが配され、前記光透過性基板
側から全反射条件で光が照射されたときに前記導波モード励起層に導波モードが励起され
るように構成される。
【００１５】
－光透過性基板－
　前記光透過性基板は、公知のガラス材料、プラスチック材料で形成される基板である。
　なお、本明細書において、「光透過性」とは、可視光透過率が０．５％以上であること
を示す。
【００１６】
　前記透過性基板の形成材料である前記ガラス材料としては、特に制限はないが、前記光
透過性基板の製造コスト及び入手し易さの観点に加え、好適な屈折率を満足する前記光透
過性基板が得られる観点から、シリカガラスが好ましい。前記シリカガラスとしては、二
酸化珪素（ＳｉＯ２）を単一成分として形成されるシリカガラスそのもののほか、溶融石
英ガラスのような不純物を含むシリカガラス、ホウ素シリカガラス、フッ素添加シリカガ
ラス、ゲルマニウム添加シリカガラスなどのシリカガラスに添加剤を添加したガラスを含
み、例えば、ＢＫ７ガラスやパイレックスガラス（登録商標）などを含む。
　プラスチック材料としては、ポリスチレンや、ポリカーボネート、アクリル、ポリエス
テル、ＣＯＰ等の一般的な透明なプラスチック材料を用いることができる。
【００１７】
－導波モード励起層－
　前記導波モード励起層は、前記光透過性基板上に第１の層と第２の層とがこの順で積層
されて構成され、前記導波モードが励起可能とされる層である。
　前記導波モードは、前記センサチップに対して前記光透過性基板側（裏面側）から全反
射条件で光を照射することで励起される。
【００１８】
－－第１の層－－
　前記第１の層は、金属材料、半導体材料及び第１の誘電体材料のいずれかで形成される
。
　前記金属材料としては、特に制限はなく、例えば、金、銀、銅等の金属材料が挙げられ
る。
　前記半導体材料としては、特に制限はなく、Ｓｉ、Ｇｅ、ＳｉＧｅ等の公知の半導体材
料又は化合物半導体材料が挙げられるが、中でも、３．０以上の高い屈折率が得られ易い
Ｓｉ、Ｇｅが好ましい。
　前記第１の誘電体材料としては、特に制限はなく、例えば、ＴｉＯ２、Ｔａ２Ｏ５等の
公知の光透過性の誘電体材料が挙げられるが、中でも、２．５以上の高い屈折率が得られ
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易く、消衰係数が低い（光透過性が高い）ＴｉＯ２が好ましい。
　また、前記第１の層の厚みとしては、構成材料及び照射する光の波長によって最適値が
決定されるとともに、この値は、フレネルの式を用いた計算から算出可能であることが知
られている。一般に、近紫外から近赤外域の波長帯の光を使用する場合、前記第１の厚み
は、数ｎｍ～数百ｎｍとなる。
　なお、前記第１の層の形成方法としては、特に制限はなく、形成材料に応じて適宜選択
することができ、例えば、貼り合わせ法、スパッタリング法、蒸着法等の公知の方法が挙
げることができる。
【００１９】
－－第２の層－－
　前記第２の層は、第２の誘電体材料で形成される。
　前記第２の誘電体材料としては、特に制限はなく、例えば、シリカガラス等のガラス材
料、ＴｉＯ２等の酸化物、ＡｌＮ等の窒化物、ＭｇＦ２、ＣａＦ等のフッ化物が挙げられ
るが、中でも、消衰係数が低いシリカガラスが好ましい。前記シリカガラスとしては、二
酸化珪素（ＳｉＯ２）を単一成分として形成されるシリカガラスそのもののほか、ホウ素
シリカガラス、フッ素添加シリカガラス、ゲルマニウム添加シリカガラスなどのシリカガ
ラスに添加剤を添加したガラスを含む。
　また、前記第２の層の厚みとしては、前記第１の層と同様に構成材料及び照射する光の
波長によって最適値が決定されるとともに、この値は、フレネルの式を用いた計算から算
出可能であることが知られている。一般に前記第２の層の厚みは、数十ｎｍ～数μｍとな
る。
　なお、前記第２の層の形成方法としては、特に制限はなく、形成材料に応じて適宜選択
することができ、例えば、スパッタリング法、スピンコート法等の公知の方法が挙げるこ
とができる。また、前記第１の層が半導体で形成されている場合、前記第１の層の熱酸化
により前記第２の層を形成することもできる。
【００２０】
　ここで、前記光透過性基板が表面と裏面とが平行な板である場合、裏面側から照射され
た光は、表面上に液体が存在すると全反射されない。よって、このような場合には、前記
光透過性基板の裏面部分に回折格子を形成することにより、回折格子に特定の角度で光を
照射したときに、光が回折格子で回折されてセンサチップ内に導入されるとともに、セン
サチップ内に導入された光が全反射条件で表面に照射されて前記導波モード励起層内に導
波モードを励起するように、センサチップを構成してもよい。または、前記光透過性基板
の表面と裏面とが平行にならないように形成してもよい。或いは、光源から照射される光
を公知のプリズムを介して検出板の裏面に照射することとしてもよい。プリズムは、セン
サチップの裏面に屈折率調整オイル又は光学用接着剤等により光学的に貼り合せて用いる
ことができる。プリズムの形成材料として、前記光透過性基板の形成材料と同じ形成材料
が選択される場合には、前記光透過性基板とプリズムとが一体成型されたものを用いるこ
ともできる。
【００２１】
＜液体保持部＞
　前記センサチップの前記導波モード励起層側の面、つまり、前記センサチップの表面に
は、液体試料（混合液）が導入される。前記液体試料を前記センサチップの表面上に保持
させる方法としては、例えば、前記液体試料を前記センサチップの表面上に滴下した後、
カバーガラス等で覆うことが挙げられる。
　また、前記液体試料を確実に保持させるため、前記センサチップの表面上に液体試料槽
を形成してもよい。前記液体試料槽としては、特に制限はないが、簡易な構成とする観点
から、前記センサチップ表面領域の全体又は一部を囲むように前記センサチップの表面上
に立設され、前記表面を底とした前記液体試料槽の構成部とされる側壁部が配されること
で、構成されることが好ましい。
　なお、前記側壁部の形成材料としては、特に制限はなく、公知のガラス材料、樹脂材料
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等を挙げることができ、前記側壁部の形成方法としても、材料に応じた公知の方法を挙げ
ることができる。
【００２２】
＜光照射部＞
　前記光照射部は、前記光学プリズムを介して前記センサチップに対し前記光透過性基板
側から全反射条件で光が照射可能とされる部である。
　前記光照射部の光源としては、特に制限はなく、目的に応じて適宜選択することができ
、公知のランプ、ＬＥＤ、レーザー等が挙げられる。
　前記光学プリズムを介して前記センサチップに対し全反射条件で光を照射すると前記セ
ンサチップの第１の層及び第２の層内に導波モードが形成される。
　したがって、この場合に前記光照射部に求められる役割としては、前記光学プリズムを
介して前記センサチップに対し全反射条件で光を照射することのみであり、前記光学プリ
ズムを用いる場合、光源の選択に制限がない。
【００２３】
　ランプ、ＬＥＤ等の放射光源を用いる場合には、入射角度を一定にすることが好ましい
。こうしたことから、放射光源を用いる場合には、照射光の照射方向を特定の方位に規制
するコリメートレンズ等の案内部を用いることが好ましい。
【００２４】
＜光検出部＞
　前記光検出部は、前記センサチップの裏面側から全反射条件で照射された光の反射光及
び前記センサチップに対し裏面側から全反射条件で光を照射することに基づいて発せられ
る前記標的物質の存在に伴う蛍光又は散乱光のいずれかの光を検出する部である。
　前記光検出部としては、特に制限はなく、フォトダイオード、光電子増倍管、ＣＣＤ、
ＣＭＯＳイメージセンサなどの光検出器を用いることができる。また、反射光スペクトル
を観測して、検出光強度の波長依存性を測定する場合には、光検出部に分光器を用いるこ
とが好ましい。
【００２５】
　また、前記光検出部の構成としては、前記導波モードセンサのセンシング態様に応じて
設定される。
　即ち、前記導波モードセンサによるセンシング態様としては、前記センサチップの裏面
側から全反射条件で照射された光の反射光を検出するタイプと、前記センサチップに対し
裏面側から全反射条件で光を照射することに基づいて発せられる前記標的物質の存在に伴
う蛍光又は散乱光タイプとで、２つに大別される。
　前記反射光を検出するタイプでは、前記反射光の経路上に前記光検出部を配し、前記蛍
光又は前記散乱光を検出するタイプでは、前記蛍光又は前記散乱光が発せられる前記セン
サチップの表面上に前記光検出部を配することで、これら２つのタイプの前記導波モード
センサが構成される。
【００２６】
（標的物質検出方法）
　本発明の前記標的物質検出方法について、前記標的物質検出方法に好適に用いられる前
記導波モードセンサについての説明を交えつつ、以下に説明する。
【００２７】
　前記標的物質検出方法は、ビオチン固定化工程と、混合液調製工程と、混合液導入工程
と、標的物質検出工程とを含む。
【００２８】
－ビオチン固定化工程－
　前記ビオチン固定化工程は、前記導波モードセンサの前記センサチップの表面にビオチ
ンを固定化する工程である。
　前記ビオチンは、比較的低分子で安定性が高く、また、前記センサチップの表面に固定
化される前記ビオチンの量は、制御が容易であるので、製造が容易であり、安定供給及び
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長期保存が可能な前記センサチップを提供することができる。
　前記センサチップの表面に前記ビオチンを固定化する方法としては、特に制限はなく、
公知の固定化法の中から適宜選択することができる。
　前記公知の固定化法の一例としては、次の通りである。
【００２９】
　先ず、センサチップをアセトンで超音波洗浄した後、エタノールにて超音波洗浄し、セ
ンサチップ表面の清浄な状態にする。
　次いで、3-Aminopropyltriethoxysilane（APTES、信越化学工業社製、LS-3150）の０．
１体積％エタノール溶液に前記センサチップを常温で２４時間浸漬することで、前記セン
サチップ表面に3-Aminopropyltriethoxysilaneを固定して前記センサチップ表面をアミノ
化する表面修飾を行う。
　次いで、溶液から取り出した前記センサチップに対し、アセトンによるリンス、エタノ
ール中での３分間の超音波洗浄、１ｍＭのＮａＯＨ溶液中での３分間の超音波洗浄、１ｍ
ＭのＨＣｌ溶液中での３分間の超音波洗浄、超純水中での３分間の超音波洗浄、及び窒素
ブローによる乾燥の各処理をこの順で行う。
　次いで、ビオチン部位を有する化合物であるBiotin-(AC5)2 Sulfo-Osu（同仁化学社製
、Ｃ２６Ｈ４０Ｎ５ＮａＯ１０Ｓ２＝６６９．７５）を、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ
、和光純薬工業社１０×ＰＢＳ（－）を１０倍希釈して使用）中に３５０μｇ／ｍＬの含
有量で混合した溶液中にセンサチップを常温で２４時間浸漬させる。
　次いで、溶液から取り出したセンサチップに対し、Ｔｗｅｅｎ２０（東京化成工業社、
製品コードＴ０５４３）を０．０５質量％含む超純水によるリンス、超純水による３回の
リンス、及び乾燥の各処理をこの順で行う。
　以上の手順により、前記センサチップの表面に前記ビオチンが固定化される。
【００３０】
　前記公知の固定化法では、概して、アミノ基を有する化合物を前記センサチップ表面に
固定して前記センサチップ表面をアミノ化する第１の表面修飾ステップと、ビオチン部位
を有する化合物を導入して前記アミノ基と結合させ、前記センサチップ表面を前記ビオチ
ン化する第２の表面修飾ステップとのマルチステップにより実施される。
　しかし、前記各表面修飾ステップの実施には、比較的複雑な操作が必要であり、前記ビ
オチンの固定化に対する再現性が低く、最適化が求められる。
　また、表面に前記ビオチンが固定化された前記センサチップを量産する場合、工程数が
増えることで製品間のバラツキを抑えるための管理項目が増えるため、製品の安定供給、
歩留りの向上においても不利となる。
【００３１】
　そのため、１ステップで前記センサチップ表面を前記ビオチン化する１ステップ方法が
好ましい。
　前記１ステップ方法では、前記ビオチン固定化工程が、シラン化合物にビオチンが付加
されたビオチニル化シランカップリング剤の溶液をセンサチップの表面に接触させた後、
前記センサチップを乾燥させる工程として実施される。
　即ち、前記センサチップの表面と結合するシラン部位とビオチン部位とを併せ持つ前記
ビオチニル化シランカップリング剤を用いることで、これまでマルチステップにより実施
されていた前記センサチップの表面に前記ビオチンを固定化する工程を１ステップで行う
。
【００３２】
　前記ビオチニル化シランカップリング剤としては、前記シラン部位と前記ビオチン部位
とを併せ持つものであれば、特に制限はなく用いることができる。
　例えば、下記一般式（Ａ）に示すビオチニル化シランカップリング剤を用いることがで
きる。
　ただし、前記一般式（Ａ）中、Ｘは、Ｆ，Ｃｌ，Ｂｒ等のハロゲン原子を示し、Ｙは、
エトキシ基等のアルコキシ基を示し、Ｒは、アルキル基、エチレングリコール鎖、アラル
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キル鎖、エーテル鎖、チオエーテル鎖等の二価の鎖状基を示し、ｎは、０～３の整数を示
す。
【００３３】
【化２】

【００３４】
　中でも、本発明者らが新たに合成した、下記一般式（１）に示す化合物が好ましい。
　ただし、前記一般式（１）中、Ｒ１は、炭素数が２～１０のアルキレン基を示し、Ｒ２

は、炭素数が２～１５のアルキレン基を示す。
【００３５】
【化３】

【００３６】
　以下では、前記一般式（１）で示すビオチニル化シランカップリング剤の代表例として
、１１－ビオチニル化アミノウンデカン（トリエトキシシリルプロピル）チオエーテル（
以下、１１－ビオチン化シランカップリング剤）の合成方法を説明するが、出発物質の炭
素鎖長を選択することで、前記一般式（１）中のＲ１，Ｒ２に該当する任意の炭素鎖長の
ビオチニル化シランカップリング剤を前記合成方法に準じて合成することができる。
【００３７】
＜１１－ビオチニル化シランカップリング剤の合成＞
（１）先ず、下記スキーム（１）に従って、１１－アジ化ウンデセンを合成する。
【００３８】
【化４】

【００３９】
　具体的には、先ず、三口フラスコ（１００ｍＬ）に１１－ブロモウンデセン２．３３ｇ
（１０ｍｍｏｌ）とＤＭＦ８０ｍＬを入れ、室温で撹拌する。次いで、アジ化ナトリウム
１．３０ｇ（２０ｍｍｏｌ）を加え、８０℃で１２時間撹拌する。次いで、放冷後反応液
を５質量％塩酸１００ｍＬに注ぎ、クロロホルム１００ｍＬで抽出する。次いで、クロロ
ホルム、ＤＭＦを留去し、減圧乾燥して粗１１－アジ化ウンデセンを合成する。
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　なお、この手法により実際に合成した前記粗１１－アジ化ウンデセンは、次のように得
られた。
・無色液体
・粗収率１００％
・Ｃ１１Ｈ２１Ｎ３、Ｍ＝１９５．３１
【００４０】
（２）次いで、下記スキーム（２）に従って、１１－アミノウンデセンを合成する。
【００４１】
【化５】

【００４２】
　具体的には、先ず、三口フラスコ（３００ｍＬ）に前記粗１１－アジ化ウンデセン１．
９５ｇ（１０ｍｍｏｌ）、水４ｍＬ、ＴＨＦ１００ｍＬを入れ、０℃で撹拌する。次いで
、トリフェニルホスフィン３．９３ｇ（１５ｍｍｏｌ）のＴＨＦ溶液２５ｍＬを滴下し、
室温で１２時間撹拌する。次いで、ＴＨＦを留去し、シリカゲルカラム（濃度勾配；クロ
ロホルム：メタノール＝１００：２→１００：１００）を用いて前記１１－アミノウンデ
センを精製する。
　なお、この手法により実際に合成した前記１１－アミノウンデセンは、次のように得ら
れた。
・淡黄色液体
・収率８３％
・Ｃ１１Ｈ２３Ｎ、Ｍ＝１６９．３１
【００４３】
（３）次いで、下記スキーム（３）に従って、ビオチンアミドウンデセンを合成する。
【００４４】
【化６】

【００４５】
　具体的には、先ず、三口フラスコ（１００ｍＬ）に窒素雰囲気下ビオチン４８８ｍｇ（
２ｍｍｏｌ）、前記１１－アミノウンデセン３３９ｍｇ（２ｍｍｏｌ）、ヒドロキシベン
ゾトリアゾール（ＨＯＢｔ）３２４ｍｇ（２．４ｍｍｏｌ）、ジイソプロピルエチルアミ
ン（ＤＩＥＡ）３１０ｍｇ（２．４ｍｍｏｌ）、脱水ＤＭＦ３０ｍＬのそれぞれを加え、
氷冷する。次いで、ベンゾトリアゾールイルテトラメチルウロニウムヘキサフルオロフォ
スフェート（ＨＢＴＵ）９３４ｍｇ（２．２ｍｍｏｌ）の脱水ＤＭＦ溶液３０ｍＬを滴下
し、窒素雰囲気下室温で１２時間撹拌する。ＤＭＦを留去し、得られた残渣を５質量％塩
酸１００ｍＬに注ぎ、クロロホルム１００ｍＬで抽出し、クロロホルム層を５質量％塩酸
１００ｍＬで三回洗浄する。クロロホルムを留去し、シリカゲルカラム（濃度勾配；クロ
ロホルム：メタノール＝１００：２→１００：５）を用いて前記ビオチンアミドウンデセ
ンを精製する。
　なお、この手法により実際に合成した前記ビオチンアミドウンデセンは、次のように得
られた。
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・無色固体（ゲル状）
・収率７０％
・Ｃ２１Ｈ３７Ｎ３Ｏ２Ｓ、Ｍ＝３９５．６０
【００４６】
（４）次いで、下記スキーム（４）に従って、前記１１－ビオチニル化シランカップリン
グ剤を合成する。
【００４７】
【化７】

【００４８】
　具体的には、ナスフラスコ（５０ｍＬ）に前記ビオチンアミドウンデセン１９９ｍｇ（
０．５ｍｍｏｌ）、２，２’－ジメトキシ－２－フェニルアセトフェノン（ＤＭＰＡ）５
．１ｍｇ（０．０２ｍｍｏｌ）、メルカプトプロピルトリエトキシシラン２３８ｍｇ（１
ｍｍｏｌ）、脱水ジクロロメタン３０ｍＬのそれぞれを加え、素早く撹拌しながらジクロ
ロメタンを留去して減圧乾燥（０℃、５分）し、紫外光を３０分間まんべんなく照射する
。次いで、シリカゲルカラム（濃度勾配；クロロホルム：エタノール＝１００：２→１０
０：１０）を用いて前記１１－ビオチニル化シランカップリング剤を精製する。
　なお、この手法により実際に合成した前記１１－ビオチニル化シランカップリング剤は
、次のように得られた。
・無色固体
・収率６６％
・Ｃ３０Ｈ５９Ｎ３Ｏ５Ｓ２Ｓｉ、Ｍ＝６３４．０２
【００４９】
　次に、前記１１－ビオチニル化シランカップリング剤による前記センサチップ表面のビ
オチン化の手順について説明する。
　先ず、前記センサチップをアセトンで超音波洗浄した後、エタノールにて超音波洗浄し
、センサチップ表面の清浄な状態にする。
　次いで、前記１１－ビオチニル化シランカップリング剤を１ｍＭ含むトルエン溶液中に
前記センサチップを浸漬して２０℃で２週間放置する。この放置期間は、浸漬時の温度を
４０℃にすると２４時間にまで短縮が可能である。
　次いで、浸漬後、前記センサチップを溶液から取り出し、トルエンでリンスして、アセ
トンでリンス後、窒素ブローにて乾燥させる。
　以上のプロセスで、前記センサチップの表面に前記ビオチンを固定化することができる
。前記１１－ビオチニル化シランカップリング剤を用いる方法では、前記トルエン溶液中
に前記センサチップを所定の時間浸漬させ、その後リンスし乾燥するだけ（１ステップ）
でビオチン化が行うことができ、前記公知の固定化法（マルチステップ）における不利な
点を解消することができる。
　即ち、前記１ステップによる方法では、前記公知の固定化法（マルチステップ）よりも
工程が単純で、再現性が高く、量産時に製品のバラツキを抑えることができる。
【００５０】
　また、こうした観点から、前記導波モードセンサとしては、前記ビオチニル化シランカ
ップリング剤により表面修飾された前記センサチップが配されたものを用いることが好ま
しく、中でも、前記ビオチニル化シランカップリング剤が、前記一般式（１）に示す化合
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物であることが特に好ましい。
【００５１】
＜混合液調製工程＞
　前記混合液調製工程は、検出対象となる前記標的物質の存在が検証される被検体と、少
なくともストレプトアビジン及びアビジンのいずれかから選択されるビオチン結合体及び
前記ビオチン結合体と結合されるとともに前記標的物質と結合して捕捉可能とされる第１
の標的物質捕捉物質を含む試薬とが混合された混合液を調製する工程である。
【００５２】
　前記第１の標的物質捕捉物質としては、前記標的物質を特異的に捕捉する物質であれば
、特に制限はなく、前記標的物質の設定や目的に応じて適宜選択することができ、前記標
的物質に対する抗体やアプタマー等が挙げられる。
　前記第１の標的物質捕捉物質に前記ビオチン結合体を付加する方法としては、特に制限
はなく、目的に応じて適宜選択することができ、例えば、市販のストレプトアビジン標識
キット等を用いる方法が挙げられる。
【００５３】
　前記試薬としては、更に前記導波モードセンサでセンシング可能な標識物質と、前記標
識物質と結合されるとともに前記標的物質と結合して捕捉可能とされる第２の標的物質捕
捉物質とを含み得る。
　前記標識物質としては、特に制限はなく、目的に応じて適宜選択することができ、色素
や、色付きのビーズ、金属ナノ粒子などが挙げられる。これらの中でも、可視光領域にお
いて光吸収性を有する色素及びナノ粒子、蛍光を発する色素及び微粒子、散乱光を発する
微粒子が好ましく、金ナノ粒子が特に好ましい。なお、微粒子とは、最大径が１ｎｍ～１
μｍである粒子を指す。
　前記金ナノ粒子の形状としては、特に制限はなく、球状、楕円球状、板状等のものを用
いることができる。
　前記金ナノ粒子の大きさとしては、形状に制限がないため体積換算とすると、６．５×
１０－２０ｃｍ３～１．１×１０－１６ｃｍ３が好ましい。この大きさは、前記金ナノ粒
子の形状が球状である場合、直径５ｎｍ～６０ｎｍに相当する。以下、球状である場合と
して好ましい大きさを説明する。
　即ち、前記球状の金ナノ粒子の直径が５ｎｍ未満であると、信号が弱く検知が困難にな
り易く、また、粒径の揃ったものを入手することが困難となり易い。
　また、前記球状の金ナノ粒子の直径が６０ｎｍを超えると、重力による沈降がブラウン
運動に打ち勝ち自重により前記センサチップの表面まで沈むことがある。自重によって沈
んだ粒子は、信号として検知されてしまうことから、誤検知の原因となる。こうした観点
からは、前記球状の金ナノ粒子の直径が４０ｎｍ以下であることがより好ましい。ただし
、前記球状の金ナノ粒子の直径が４０ｎｍを超える場合でも、６０ｎｍ以下であれば、沈
降速度が遅いため、測定を数分以内に完了させる場合には用いることができる。なお、直
径４０ｎｍの前記球状の金ナノ粒子を体積換算すると、３．４×１０－１７ｃｍ３となる
。
【００５４】
　前記標識物質は、前記標的物質自身が前記反射光の特性変化を付与するか、前記蛍光又
は前記散乱光を発する場合には必要ないが、前記標的物質がこのような性質を持たない場
合に、前記導波モードセンサでのセンシングのために用いられる。
　例えば、前記標的物質がタンパク質等の透明物質である場合について図１を参照しつつ
説明する。
　図１は、特定の入射角度でブロードな波長特性を持つ光を入射した時の特定波長におけ
る急激な反射光強度の減少によって生じるディップの検出例を示す図である。
　前記透明物質が前記センサチップの表面に吸着されると、ディップの位置は、横方向（
長波長方向）に移動する。一方、このセンサチップ表面に、この波長帯で光吸収を持つ物
質（前記標識物質）が吸着すると、ディップ底部の深さがより深くなる。
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　この場合、ディップの変化の仕方は、前記標的物質がない場合と、ある場合とで以下の
ような変化の仕方をする。
　即ち、前記標的物質がないときは、前記ビオチン結合体（前記ストレプトアビジン等）
付きの前記第１の標的捕捉物質（抗体など）が前記センサチップ表面に吸着するが、この
時、前記ビオチン結合体も前記第１の標的捕捉物質も透明であると、ディップは横方向に
動く。
　一方、前記標的物質があるときは、前記ビオチン結合体付きの前記第１の標的捕捉物質
－前記標的物質－前記標識物質の結合体が前記センサチップ表面に吸着するが、この時、
前記ビオチン結合体、前記第１の標的捕捉物質及び前記標的物質が透明であることから、
ディップが横方向に動くものの、前記標識物質は、光吸収を持つ物質を用いるため、ディ
ップ底部の深さがより深くなる方向にシフトする。
　以上から、ディップの横方向の動きに注目しても、前記標的物質があるかないかは判定
できないが、ディップの深さをモニターすることによって、前記標的物質の存在を検知で
き、また、ディップ深さの変化量から、前記標的物質の量を測定することができる。
　更に、前記被検体に不純物が含まれる場合があるが、一般に不純物は透明な物質である
ことが多い。よって、ディップの深さを測定する手法を用いれば、不純物吸着の影響を受
けにくいというメリットもある。
【００５５】
　前記標識物質としては、前記標識物質自身が前記標的物質に吸着する性質を有するもの
であれば、そのまま使用することが可能である。しかし、前記標識物質そのものが前記標
的物質に吸着する性質を持たない場合には、前記標識物質と結合されるとともに前記標的
物質と結合して捕捉可能とされる前記第２の標的物質捕捉物質を付加して使用する。
　前記第２の標的物質捕捉物質としては、前記標識物質と結合し、前記標的物質を特異的
に捕捉する物質であれば、特に制限はなく、前記標識物質、前記標的物質の設定や目的に
応じて適宜選択することができ、前記標的物質に対する抗体やアプタマー等が挙げられる
。
【００５６】
　ところで、前記標識物質と、前記標識物質付きの前記第２の標的物質捕捉物質としては
、前記混合液に含めず、後述の前記混合液導入工程により前記センサチップ表面に前記ビ
オチン－前記ビオチン結合体付きの前記第１の標的物質捕捉物質－前記標識物質の結合体
が形成された状態で、改めてこれらを含む導入液を前記センサチップ表面上に導入するこ
ともできる。
　しかしながら、従来技術における、前記センサチップの表面上にストレプトアビジン又
はアビジンに前記抗体を結合させた前記試薬と前記被検体液とを別々に取り扱う場合と同
様に、前記混合液と前記導入液とを別々に取り扱うと、スペースが限られた前記センサチ
ップの表面上で、前記標的物質と前記第２の標的物質捕捉物質とを結合させるための前記
混合液と前記導入液との混合を行う必要があり、検出処理を行う前の作業が煩雑となる。
　よって、前記標識物質及び前記標識物質付きの前記第２の標的物質捕捉物質としては、
前記試薬に含ませ、一つの前記混合液中で取り扱うことが好ましい。
【００５７】
＜混合液導入工程＞
　前記混合液導入工程は、前記ビオチンが固定化された前記センサチップの表面上に前記
混合液を導入する工程である。
　前記センサチップの表面上に前記混合液が導入されると、前記混合液の含有成分に応じ
て、前記ビオチン結合体付きの前記第１の標的捕捉物質－前記標的物質、前記ビオチン結
合体付きの前記第１の標的捕捉物質－前記標的物質－前記標識物質の結合体及び前記ビオ
チン結合体付きの前記第１の標的捕捉物質－前記標的物質－前記標識物質付きの前記第２
の標的物質捕捉物質のいずれかが、前記ビオチン結合体を介して前記センサチップ表面上
に固定されることとなる。
　したがって、前記導波モードセンサによるセンシング前の前処理を著しく簡素化させる
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ことができる。
【００５８】
　前記混合液の導入方法としては、特に制限はなく、前記センサチップの表面上に導入さ
れた前記混合液をカバーガラスで覆い、保持することや、前記センサチップに前記液体試
料槽が形成される場合には、前記液体試料槽内に前記混合液を導入することが挙げられる
。
　また、前記混合液を前記センサチップの表面上に導入後、前記ビオチンと前記ビオチン
結合体との結合等のために必要な時間分、前記混合液を静置してもよいし、必要に応じて
前記センサチップの表面上に導入された状態の前記混合液を攪拌等してもよい。
【００５９】
＜標的物質検出工程＞
　前記標的物質検出工程は、前記標的物質を含まない状態の前記混合液、前記被検体と混
合されない状態の前記試薬及び前記標的物質の含有量がコントロールされた状態の前記混
合液のいずれかである基準液を前記ビオチンが固定化された前記センサチップの表面に導
入したときの前記導波モードセンサのセンシング状態を基準状態とし、前記混合液導入工
程により前記混合液を導入したときの前記導波モードセンサの前記センシング状態を測定
状態として、前記基準状態と前記測定状態とを比較することで前記標的物質を検出する工
程である。
【００６０】
　前記基準液として、前記標的物質を含まない状態の前記混合液及び前記被検体と混合さ
れない状態の前記試薬を選択すると、前記標的物質の有無、前記標的物質の存在量を検出
でき、更に前記基準液として、前記標的物質の含有量がコントロールされた状態の前記混
合液を選択すると、前記標的物質の存在量の定量化に役立つ。
　なお、前記基準液としては、前記導波モードセンサを用いたセンシングにより、前記標
的物質の有無、存在量の定量化のために用いるものであり、センシングに影響を与えない
添加剤が加えられていてもよい。
【００６１】
　前記標的物質検出工程としては、前記導波モードセンサによるセンシング態様に応じて
実施することができる。
　即ち、前記導波モードセンサによるセンシングの実施方法に関する前記第１の方法に応
じて、前記導波モードセンサによるセンシングが、センサチップの裏面側から全反射条件
で照射された光の反射光を検知して実施されることが挙げられる。
　この場合、図１を用いた説明の通り、不純物吸着の影響を抑える観点などから、前記標
的物質検出工程としては、前記基準状態と前記測定状態とでそれぞれ検知された反射光の
反射光スペクトルにおけるディップ底部の深さを比較して実施されることが好ましい。
　また、前記導波モードセンサによるセンシングの実施方法に関する前記第２の方法に応
じて、前記導波モードセンサによるセンシングが、前記センサチップに対し裏面側から全
反射条件で光を照射することに基づいて発せられる前記標的物質の存在に伴う前記蛍光又
は前記散乱光を検知して実施されることが挙げられる。
【００６２】
（第１実施形態）
　次に、本発明の第１の実施形態を図２～図５を参照しつつ、説明する。なお、図２は、
第１実施形態を説明するための説明図であり、図３は、ビオチン固定化工程の概要を示す
説明図であり、図４は、混合液調製工程の概要を示す説明図であり、図５は、混合液導入
工程の概要を示す説明図である。
【００６３】
　図２に示すように、導波モードセンサ１００は、センサチップ１０１と光照射部１０４
と光検出部１０５と光学プリズム１０６とを有する。
　また、導波モードセンサ１００では、センサチップ１０１の表面上に導入された混合液
１０２をカバーガラス１０３で覆うことで、混合液１０２がセンサチップ１０１の表面上
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に保持される。
　この導波モードセンサ１００は、センサチップ１０１の裏面側（光学プリズム１０６と
接する側）から全反射条件で照射された光の反射光を検出するタイプの導波モードセンサ
となる。
【００６４】
　第１実施形態に係る標的物質検出方法では、図３に示すように、先ず、混合液１０２が
センサチップ１０１の表面上に導入される前に、センサチップ１０１の表面にビオチン３
を固定化する（ビオチン固定化工程）。図３では、前記マルチステップにより、センサチ
ップ１０１の表面にアミノ化表面修飾層２を一旦形成した上で、アミノ化表面修飾層２上
にビオチン３を形成しているが、前記ビオチニル化シランカップリング剤を用いた前記１
ステップにより、センサチップ１０１の表面に直接、ビオチン３を固定化することもでき
る。
　次いで、図４に示すように、検出対象となる標的物質１３（例えば、抗原）の存在が検
証される前記被検体と、前記ストレプトアビジン及び前記アビジンのいずれかから選択さ
れるビオチン結合体１１と、ビオチン結合体１１と結合されるとともに標的物質１３と結
合して捕捉可能とされる第１の標的物質捕捉物質１２（例えば、抗体）と、更に導波モー
ドセンサ１００でセンシング可能な標識物質１５（例えば、金ナノ粒子）と、標識物質１
５と結合されるとともに標的物質１３と結合して捕捉可能とされる第２の標的物質捕捉物
質１４（例えば、抗体）とを含む試薬とが混合された混合液１０２を調製する（混合液調
製工程）
　次いで、図５に示すように、混合液１０２をセンサチップ１０１の表面上に導入する。
　混合液１０２が導入されると、センサチップ１０１の表面上に固定化されたビオチン３
と、ビオチン結合体１１、第１の標的物質捕捉物質１２、標的物質１３、第２の標的物質
捕捉物質１４及び標識物質とがこの順で結合された結合体とが、ビオチン結合体１１を介
して結合され、標的物質１３の存在を検出するための前処理が完了する。
　即ち、第１実施形態に係る標的物質検出方法では、センサチップ１０１の表面上に混合
液１０２を導入するだけで、標的物質１３の存在を検出するための前処理を完了させるこ
とができ、導波モードセンサ１００を用いた標的物質１３の検出操作を著しく簡素化させ
ることができる。
【００６５】
（第２実施形態）
　次に、本発明の第２の実施形態を図６を参照しつつ、説明する。なお、図６は、第２実
施形態を説明するための説明図である。
　図６に示すように、導波モードセンサ２００は、センサチップ２０１と光照射部２０４
と光検出部２０５と光学プリズム２０６とを有する。
　また、導波モードセンサ２００では、センサチップ２０１の表面上に導入された混合液
２０２をカバーガラス２０３で覆うことで、混合液２０２がンサチップ２０１の表面上に
保持される。
　この導波モードセンサ２００は、センサチップ２０１に対し裏面側（光学プリズム２０
６と接する側）から全反射条件で光を照射することに基づいて発せられる前記標的物質の
存在に伴う前記蛍光又は前記散乱光を検出するタイプの導波モードセンサとなる。
　即ち、導波モードセンサ２００は、前記反射光の検出のため前記反射光の経路上に光検
出部１０５が配される導波モードセンサ１００と異なり、前記蛍光又は前記散乱光（図中
「Ｌ」で表示される光）の検出のためセンサチップ２０１上に光検出部２０５が配される
。
　この他の事項は、導波モードセンサ１００と同様であるため、説明を省略する。
【実施例】
【００６６】
（実施例１）
　実施例１として、本発明の標的物質検出方法を次のように実施した。



(18) JP 2019-132675 A 2019.8.8

10

20

30

40

50

　導波モードセンサとしては、シーアンドアイ社製の導波モードセンサ（Eva-M01）を使
用した。また、センサチップとしては、シーアンドアイ社製の導波モードセンサチップ（
M01-35-40-325-01）を使用した。
　先ず、センサチップをアセトンで超音波洗浄した後、エタノールにて超音波洗浄し、セ
ンサチップ表面の清浄な状態にした。
　次いで、3-Aminopropyltriethoxysilane（APTES、信越化学工業社製、LS-3150）の０．
１体積％エタノール溶液にセンサチップを常温で２４時間浸漬することで、センサチップ
表面に3-Aminopropyltriethoxysilaneを固定してセンサチップ表面をアミノ化する表面修
飾を行った。
　次いで、溶液から取り出したセンサチップに対し、アセトンによるリンス、エタノール
中での３分間の超音波洗浄、１ｍＭのＮａＯＨ溶液中での３分間の超音波洗浄、１ｍＭの
ＨＣｌ溶液中での３分間の超音波洗浄、超純水中での３分間の超音波洗浄、及び窒素ブロ
ーによる乾燥の各処理をこの順で行った。
　次いで、ビオチン部位を有する化合物であるBiotin-(AC5)2 Sulfo-Osu（同仁化学社製
、Ｃ２６Ｈ４０Ｎ５ＮａＯ１０Ｓ２＝６６９．７５）の３５０μｇ／ｍＬＰＢＳ溶液中に
センサチップを常温で２４時間浸漬させた。
　次いで、溶液から取り出したセンサチップに対し、Ｔｗｅｅｎ２０を０．０５質量％含
む超純水によるリンス、超純水による３回のリンス、及び乾燥の各処理をこの順で行った
。
　以上の手順により、センサチップ表面にビオチンを固定化した。
【００６７】
　検出対象とする標的物質としては、ＣＲＰ抗原（Ｃ反応性蛋白、Fitzgerald社製）を用
いた。
【００６８】
　第１の標的物質捕捉物質としてAnti-h CRP clone 6405 SPTN-5（code:100358、Medix社
製、以下、「６４０５抗体」と呼ぶ）を用いた。また、ストレプトアビジン付き第１の標
的物質捕捉物質（以下、「一次抗体」と呼ぶ）は、次のように準備した。
　６４０５抗体にストレプトアビジンを付けるためのキットとして、ストレプトアビジン
標識キット（FastLink Streptavidin Labeling Kit、Abnova社製）を用いた。６４０５抗
体にストレプトアビジンを付ける手順としては、同キットに添付のプロトコールに従って
行った。具体的には、以下の通りである。
　先ず、ＰＢＳで１ｍｇ／ｍＬに希釈した６４０５抗体の溶液１００μＬに１０μＬのMo
difier Reagentを加えて混合する。この混合液全量をFast Link Mix（ＮＨＳ活性化－ス
トレプトアビジン凍結乾燥粉末）入りのガラスバイアルに添加して十分混合し４℃で一晩
反応させる。
　次いで、反応液あたり１／１０容積のQuencher Reagentを添加して十分混合した後、室
温下で３０分間静置し、反応を停止させる。
【００６９】
　標識物質としては、金ナノコロイドを選択した。
　また、標識物質には、第２の標的物質捕捉物質としてAnti-h CRP clone 6404 SP-6（co
de:100061、Medix社製、以下、「６４０４抗体」と呼ぶ）を結合させた。ここで作製した
金ナノコロイド付き６４０４抗体を二次抗体と呼ぶ。
　二次抗体の作製には、金ナノコロイド標識キット（20nm NHS-Activated Gold Nanopart
icle Conjugation Kit、CTD社製）を用いた。二次抗体の作製手順としては、同キットに
添付のプロトコールに従って行った。具体的には、以下の通りである。
　先ず、６４０４抗体溶液を透析し、Buffer A（２０ｍＭ　ＮａＨＣＯ３，０．１Ｍ　Ｎ
ａＣｌ）に置換する。
　次いで、透析後の抗体溶液４８μＬとReaction Buffer ６０μＬとをよく混合して得ら
れた１０８μｍのうち、９０μＬを凍結乾燥ＮＨＳ活性化金ナノコロイドのバイアルに加
えて十分混合する。４℃で一晩反応させる。
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　次いで、Quencher solution １０μＬを添加して十分混合した後、７，５００ｒｐｍ、
２０℃、６０分間の条件下で遠心分離を行い、上清を除去する。
　次いで、残滓にBuffer B（２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，１５０ｍＭ　ＮａＣｌ，１質量％ＢＳ
Ａ，０．０５質量％ＰＥＧ２００００，ｐＨ８．２）を加えた後、７，５００ｒｐｍ、２
０℃、６０分間の条件下で遠心分離を行い、上清を除去する。
　次いで、残滓に対し、同様の上清除去操作をさらに２回繰り返し、標識物質と未反応の
６４０４抗体を除去する。
　次いで、Buffer Bに再溶解する。
　以上の手順により、二次抗体を作製した。
【００７０】
　作製した一次抗体及び二次抗体を０．０１質量％のＴｗｅｅｎ　ＰＢＳにて希釈し、そ
れぞれ混合時の終濃度が２ｎＭ及び２００ｐＭになるように調整した。
　また、ＣＲＰ抗原を０．０１質量％のＴｗｅｅｎ　ＰＢＳにて希釈し、混合時の終濃度
が１０ｐＭ，５０ｐＭ，１００ｐＭ，２００ｐＭの４種の濃度に調整した。
　また、ネガティブコントロールには、ＣＲＰ抗原を含まない０．０１質量％のＴｗｅｅ
ｎ　ＰＢＳを用いた。
　また、ポジティブコントロールには、金ナノコロイドに直接ストレプトアビジンを吸着
させた結合体（ＳＡ－Ａｕ）を２００ｐＭ含む溶液を用いた。
　導波モードセンサ（Eva-M01）によるセンシングとしては、これら希釈された、一次抗
体、二次抗体及びＣＲＰ抗原を含む溶液をチューブにてミックスして得られた混合液を３
０分間放置した後、導波モードセンサのセンサチップ上に４０μＬ滴下した状態で行った
。
　また、導波モードセンサ（Eva-M01）によるセンシングとしては、同センサに内蔵され
ている、導波モード励起によって生じる反射スペクトルにおけるディップ位置での反射率
の変化をトレースする機能を用いて行った。
　ＣＲＰ抗原と一次抗体と二次抗体との結合体が、ストレプトアビジンによってセンサチ
ップ表面に固定化されたビオチンに結合すると、金ナノコロイドの効果によって、導波モ
ード励起によって生じる反射スペクトルにおけるディップ位置での反射率が減少する。つ
まり、ＣＲＰ抗原と一次抗体と二次抗体との結合体が、ストレプトアビジンによってセン
サチップ表面に固定化されたビオチンに結合していない状態に比べ、反射光スペクトルに
おけるディップ底部の位置がより深い位置となる。
【００７１】
　図７は、ネガティブコントロール、ポジティブコントロール及びＣＲＰ抗原１００ｐＭ
，２００ｐＭの試料に対する反射光スペクトルのディップ位置における測定結果を示す図
である。
　図７に示すように、濃度依存性のあるＣＲＰ抗原の検出ができていることが分かる。
【００７２】
　図８は、ネガティブコントロール及びＣＲＰ抗原１０ｐＭ，５０ｐＭの試料に対する反
射光スペクトルのディップ位置における測定結果を示す図である。
　図８に示すように、ＣＲＰ抗原が１０ｐＭと非常に低濃度な場合でも、ネガティブコン
トロールとは明確な差が得られており、検出に成功していることが分かる。また、ＣＲＰ
抗原１０ｐＭの場合とＣＲＰ抗原５０ｐＭの場合とを比較すると、濃度に応じて信号強度
が大きくなっていることも分かる。
【００７３】
　以上に示す実施例１の手法により、被検体と一次抗体、二次抗体を含んだ試薬とを混合
して、センサチップの表面上に導入するだけで、標的物質の検出及び定量的な評価が可能
であることが確認される。
【００７４】
（実施例２）
　実施例２では、センサチップ表面にビオチンを固定化する方法を実施例１の方法に代え
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　先ず、センサチップをアセトンで超音波洗浄した後、エタノールにて超音波洗浄し、セ
ンサチップ表面の清浄な状態にした。
　次いで、前述の１１－ビオチニル化シランカップリング剤を１ｍＭ含むトルエン溶液中
にセンサチップを浸漬して２０℃で２週間放置した。
　次いで、センサチップを溶液から取り出し、トルエンによるリンス、アセトンによるリ
ンス、及び窒素ブローによる乾燥の各処理をこの順で行った。
　以上の手順によってセンサチップ表面にビオチンを固定化した。この実施例２における
手順では、センサチップ表面をアミノ化する表面修飾等の処理が不要であり、この処理を
実施する実施例１の手順に比べて操作が簡便化される。
【００７５】
　ＣＲＰ抗原、一次抗体、二次抗体としては、実施例１で準備したものを使用した。
　また、センサ及びセンサチップも実施例１で使用したものと同じ型番のものを使用し、
同様のセンシングを行った。
　また、一次抗体及び二次抗体を０．０１質量％　Ｔｗｅｅｎ　ＰＢＳにて希釈し、それ
ぞれ混合時の終濃度が２ｎＭ及び６００ｐＭになるように調整した。
　また、ＣＲＰ抗原を０．０１質量％のＴｗｅｅｎ　ＰＢＳにて希釈し、混合時の終濃度
が３００ｐＭになるように調整した。
　また、ネガティブコントロールには、ＣＲＰ抗原を含まない０．０１質量％　Ｔｗｅｅ
ｎ　ＰＢＳを用いた。
　また、ポジティブコントロールには、金ナノコロイドに直接ストレプトアビジンを吸着
させた結合体（ＳＡ－Ａｕ）を６００ｐＭ含む溶液を用いた。
【００７６】
　図９は、ネガティブコントロール、ポジティブコントロール及びＣＲＰ抗原３００ｐＭ
の試料に対する反射光スペクトルのディップ位置における測定結果を示す図である。
　図９に示すように、３００ｐＭのＣＲＰ抗原の検出ができていることが分かる。
【符号の説明】
【００７７】
　１０１，２０１　センサチップ
　　　２　　アミノ化表面修飾層
　　　３　　ビオチン
　１０２，２０２　混合液
　　１１　　ビオチン結合体
　　１２　　第１の標的物質捕捉物質
　　１３　　標的物質
　　１４　　第２の標的物質捕捉物質
　　１５　　標識物質
　１００，２００　導波モードセンサ
　１０３，２０３　カバーガラス
　１０４，２０４　光照射部
　１０５，２０５　光検出部
　１０６、２０６　光学プリズム
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