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(57)【要約】
【課題】簡便な操作で、かつ、磁場を用いることなくデ
ジタルカウント方式による生体分子分析を実現する。
【解決手段】　被検出支持体と固定反応分子と分析対象
生体分子とからなる複合体を、結合分子を介して支持基
板に固定し、前記支持基板上に固定された複合体を前記
被検出支持体に基づいて光学的に検出し、これに基づい
て前記支持基板上に固定された複合体を計数する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　分析対象生体分子を選択的に捕捉する第一の捕捉分子を有する被検出支持体と、第一の
結合分子を有する支持基板と、前記分析対象生体分子を選択的に捕捉する第二の捕捉分子
と前記支持基板表面上の前記第一の結合分子に結合する第二の結合分子とを有する固定反
応分子とを用い、前記被検出支持体と前記固定反応分子と前記分析対象生体分子とを接触
させる工程と、
　前記被検出支持体と前記固定反応分子と前記分析対象生体分子とからなる複合体を、前
記第一の結合分子及び前記第二の結合分子を介して前記支持基板に固定する工程と、
　前記支持基板上に固定された複合体を前記被検出支持体に基づいて光学的に検出し、こ
れに基づいて前記支持基板上に固定された複合体を計数する工程を含む、生体分子分析方
法。
【請求項２】
　前記第一の捕捉分子及び前記第二の捕捉分子は、それぞれ前記分析対象生体分子の異な
る領域をエピトープとする抗体である、請求項１記載の生体分子分析方法。
【請求項３】
　前記第一の結合分子及び前記第二の結合分子は、それぞれアビジン及びビオチン又はそ
れぞれビオチン及びアビジンである、請求項１記載の生体分子分析方法。
【請求項４】
　前記第二の結合分子は、前記第一の結合分子と特異的に結合する塩基配列を有する核酸
分子である、請求項１記載の生体分子分析方法。
【請求項５】
　前記第二の結合分子は、前記第一の結合分子と特異的に結合する塩基配列からなるポリ
ヌクレオチド単位を複数単位有する核酸分子である、請求項１記載の生体分子分析方法。
【請求項６】
　前記被検出支持体は微粒子である、請求項１記載の生体分子分析方法。
【請求項７】
　前記被検出支持体は非磁性微粒子である、請求項１記載の生体分子分析方法。
【請求項８】
　前記被検出支持体は、比重10以上であり、かつ平均粒径が40～300ｎｍの微粒子である
、請求項１記載の生体分子分析方法。
【請求項９】
　前記被検出支持体は、金、白金及びタングステンからなる群から選ばれる元素を含む微
粒子である、請求項１記載の生体分子分析方法。
【請求項１０】
　第一の結合分子を有する支持基板と、
　分析対象生体分子と、前記分析対象生体分子を選択的に捕捉する第一の捕捉分子を有す
る被検出支持体と、前記分析対象生体分子を選択的に捕捉する第二の捕捉分子と前記支持
基板表面上の前記第一の結合分子に結合する第二の結合分子とを有する固定反応分子とを
接触させる反応容器と、
　前記被検出支持体と前記固定反応分子と前記分析対象生体分子とからなる複合体を含む
反応溶液を前記反応容器から前記支持基板上に供給する反応溶液供給装置と、
　前記支持基板上に固定された前記複合体を前記被検出支持体に基づいて光学的に検出し
、これに基づいて前記支持基板上に固定された複合体を計数する検出装置とを含む、生体
分子分析装置。
【請求項１１】
　前記検出装置は、蛍光、フォトルミネッセンス、散乱光から選ばれる少なくとも一つの
光学画像を取得する撮像装置を備え、当該撮像装置により前記被検出支持体を検出する、
請求項１０記載の生体分子分析装置。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生体分子を分析対象として当該生体分子を一分子レベルで計測する生体分子
分析方法及び生体分子分析装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　試料に含まれる微量の生体分子を分析対象として高精度に分析するニーズが高まってい
る。例えば、近年、癌診断の分野では、早期に癌発症の徴候を知るため様々な癌マーカー
が研究され、実用化も進んでいる。癌マーカーとは癌細胞由来の分泌型の生体因子であり
、癌の進行とともに増加し血中や尿中に現れる。例えば、ホルモン、サイトカイン等のタ
ンパク質、マイクロRNA等の核酸が癌マーカーとして知られている。早期の癌ではこれら
の癌マーカーの量は少なく検出が難しい。また、術後の経過判断や予後の予測を実現する
ためには、極微量の癌マーカーの微小な量の変化を検出することが求められ、高感度な検
出技術の実現が求められている。
【０００３】
　血液中の癌マーカーを検出する場合、患者から採取できる血液量は限られており、その
中から極微量の癌マーカーを出来るだけ多く捕捉して検出することが求められる。例えば
、50μlの血漿中から検出する場合、早期の癌では癌マーカーは10-16～10-12Mの濃度範囲
であるため、50μl中に存在する約3000分子程度の標的分子を定量する検出感度が必要に
なる。このように、50μlに数千分子しか存在しない極微量の癌マーカーを定量性良く検
出可能な超高感度の検出技術が求められている。しかしながら、現在、主流である高感度
の癌マーカー検出方法では、抗体を用いた免疫測定法でELISA法やナノ微粒子アッセイと
いった手法が知られているが、検出感度はpMレベルであり、上述したような極微量の癌マ
ーカーの検出などには適用できない。
【０００４】
　従来の解析方法では、分子数の総数に比例する物性値を求める方法が採用されている。
例えば、分析対象の生体分子を蛍光ラベルし、所定量の試料全体から生じる蛍光強度を測
定し、試料中に含まれる生体分子を蛍光強度に基づいて定量する方法である。このような
解析方法では、分析対象がない、いわゆるバックグラウンドの強度や変動が1pM以下の低
濃度領域では無視できず、測定自体が困難になるという問題が回避できず、高感度化の大
きな隘路となっていた。これに対して、分析対象の生体分子を一分子レベルで計数する、
いわゆるデジタルカウント方式が開発されている。デジタルカウント方式では、個々の信
号強度を正確に測定する必要はなく、所定の閾値を超える信号輝点の数を計数すれば良く
、低濃度領域でもバックグラウンドの強度や変動は無視することが可能である。そのため
、デジタルカウント方式は高感度検出技術として有望である。最近、デジタルカウント方
式を用いた免疫測定法として、デジタルELISAが提案されている（非特許文献1-2、特許文
献１）。
【０００５】
　非特許文献1と特許文献１で用いられている抗原の捕捉と標識の手順は以下のとおりで
ある。先ず、分析対象である生体分子を、当該生体分子を抗原とするモノクローナル抗体
付きの磁気ビ－ズと反応させ捕獲する。次にビオチン修飾したポリクローナル抗体でサン
ドイッチ反応を行い、抗原をビオチンで標識する。さらに、このビオチンに対してStrept
avidin β-Galactosidase Conjugateを結合させた後、発色基質を導入し生体分子を検出
する。この手法では、試薬の混入を防ぐため、隔離したウエルの中に、生体分子を捕捉し
た磁気ビ－ズを一つずつ挿入し、発色溶液を導入した後に各ウエルを封止している。
【０００６】
　特許文献2で用いられている抗原の捕捉と標識の手順は以下のとおりである。磁気ビ－
ズと溶液中の分析対象の生体分子を結合した後、外部磁場を用いて磁気ビーズを基板上に
集めた後、分析対象の生体分子を介して磁気ビ－ズを基板上に固定する。分析対象の生体
分子を捕捉していない磁気ビーズは洗浄工程により基板上から除去される。洗浄後、磁気
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共鳴や工学的手法により、基板上に固定された磁気ビーズの量を求め、この量から分析対
象分子の量の情報が得られる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】US Patent No. 8,236,574
【特許文献２】US Publication No. US 2012/0062219
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Rissin DM et al, Nature Biotecnology, Jun 28(6); p595-599 (2010)
【非特許文献２】Rissin DM et al, Anal. Chem, 83; p2279-2285 (2011)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　非特許文献1及び特許文献１に開示された方法では、生体分子を捕捉した磁気ビーズを
、隔離されたウエルに挿入し、発色溶液を導入した後、各ウエルを封止する必要がある。
このように、非特許文献1及び特許文献１に開示された方法は操作が煩雑であり、分析に
要する時間（turn around time：TAT）が長くなるとともに、消耗品のコストが高いとい
う問題がある。これに対して特許文献２に開示された方法は、非特許文献1及び特許文献
１に開示された方法と比べる工程数が少なく、簡便であると言える。しかしながら、特許
文献２に開示された方法は、外部磁場によって磁気ビーズを基板表面に集めており、磁力
線に沿って磁気ビーズが凝集して（積み上がって）基板上に固定されるこことなる。この
場合、基板上に固定された磁気ビーズを、顕微鏡を用いた散乱画像などから正確に計測す
ることができない。すなわち、特許文献２に開示された方法は、上述したデジタルカウン
ト方式に適用することは非常に困難であるといった問題があった。さらにまた、特許文献
２に開示された方法では、基板近傍に磁石を配置せねばならず、分析装置の小型化を困難
にするという問題もあった。
【００１０】
　そこで、本発明は、上述した事情に鑑み、簡便な操作で、かつ、磁場を用いることなく
デジタルカウント方式による分析を実現する、生体分子分析方法及び生体分子分析装置を
提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　上述した目的を達成した本発明に係る生体分子分析方法は、分析対象生体分子を選択的
に捕捉する第一の捕捉分子を有する被検出支持体と、第一の結合分子を有する支持基板と
、前記分析対象生体分子を選択的に捕捉する第二の捕捉分子と前記支持基板表面上の前記
第一の結合分子に結合する第二の結合分子とを有する固定反応分子とを用い、前記被検出
支持体と前記固定反応分子と前記分析対象生体分子とを接触させる工程と、
　前記被検出支持体と前記固定反応分子と前記分析対象生体分子とからなる複合体を、前
記第一の結合分子及び前記第二の結合分子を介して前記支持基板に固定する工程と、
　前記支持基板上に固定された複合体を前記被検出支持体に基づいて光学的に検出し、こ
れに基づいて前記支持基板上に固定された複合体を計数する工程を含む。
【００１２】
　本発明に係る生体分子分析方法では、前記第一の捕捉分子及び前記第二の捕捉分子を、
それぞれ前記分析対象生体分子の異なる領域をエピトープとする抗体とすることができる
。
【００１３】
　本発明に係る生体分子分析方法では、第一の結合分子及び第二の結合分子をそれぞれア
ビジン及びビオチン又はそれぞれビオチン及びアビジンとすることができる。本発明に係
る生体分子分析方法において第二の結合分子は、第一の結合分子と特異的に結合する塩基
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配列を有する核酸分子とすることもできる。また、この場合、第二の結合分子は、第一の
結合分子と特異的に結合する塩基配列からなるポリヌクレオチド単位を複数単位有する核
酸分子としてもよい。
【００１４】
　本発明に係る生体分子分析方法では、前記被検出支持体を微粒子とすることができる。
特に前記被検出支持体を非磁性微粒子とすることが好ましい。さらに、前記被検出支持体
を比重１０以上であり、かつ平均粒径が４０～３００ｎｍの微粒子とすることが好ましい
。より具体的に、前記被検出支持体は、金、白金及びタングステンからなる群から選ばれ
る元素を含む微粒子とすることができる。
【００１５】
　また、本発明に係る生体分子分析装置は、
　第一の結合分子を有する支持基板と、
　分析対象生体分子と、前記分析対象生体分子を選択的に捕捉する第一の捕捉分子を有す
る被検出支持体と、前記分析対象生体分子を選択的に捕捉する第二の捕捉分子と前記支持
基板表面上の前記第一の結合分子に結合する第二の結合分子とを有する固定反応分子とを
接触させる反応容器と、
　前記被検出支持体と前記固定反応分子と前記分析対象生体分子とからなる複合体を含む
反応溶液を前記反応容器から前記支持基板上に供給する反応溶液供給装置と、
　前記支持基板上に固定された前記複合体を前記被検出支持体に基づいて光学的に検出し
、これに基づいて前記支持基板上に固定された複合体を計数する検出装置とを含む。
【００１６】
　本発明に係る生体分子分析装置において、前記検出装置は、蛍光、フォトルミネッセン
ス、散乱光から選ばれる少なくとも一つの光学画像を取得する撮像装置を備え、当該撮像
装置により前記被検出支持体を検出することができる。
【００１７】
　本発明に係る生体分子分析方法及び生体分子分析装置では、分析対象生体分子を含む複
合体を外部磁場を利用することなく支持基板上に固定化し、固定化した複合体における被
検出支持体を光学的に検出する。これにより、本発明に係る生体分子分析方法及び生体分
子分析装置によれば、分析対象生体分子を一分子レベルで計数することができる。
【発明の効果】
【００１８】
　本発明によれば、分析対象生体分子を極微量で含むような試料であっても、当該分析対
象生体分子を高精度に分析することができる。特に、本発明を適用することによって、特
殊な基板や煩雑な工程を要することなく、極微量の分析対象生体分子を定量的に分析する
ことができる。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】本実施例の生体分子分析方法の一例を説明するための図。
【図２】本実施例の生体分子分析方法の一例を説明するための図。
【図３】本実施例の生体分子分析装置の構成の一例を説明するための図。
【図４】本実施例の生体分子分析装置で得られた結果の一例を示すための図。
【図５】試料中のPSA濃度（横軸）と視野当たりの平均金微粒子数（縦軸）との関係を示
す特性図である。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　以下、本発明に係る生体分子分析方法及び生体分子分析装置を、図面を参照して詳細に
説明する。
【００２１】
　生体分子分析方法及び生体分子分析装置では、生体分子を分析対象とする。分析対象と
なる生体分子は、特に限定されず、タンパク質、ペプチド、アミノ酸、核酸、低分子化合
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物、糖鎖、脂質、ビタミン、ホルモン等の生物が作り出すあらゆる物質を含む意味である
。
【００２２】
　生体分子分析方法及び生体分子分析装置では、特に、タンパク質、ペプチド及び核酸を
分析対象とすることが好ましい。なかでも、分析対象の生体分子としては、癌等の疾患の
進行とともに増加する生体分子、すなわち臨床検査において検出対象となる疾患マーカー
とすることが好ましい。より具体的には、腫瘍マーカーを分析対象の生体分子とすること
ができる。腫瘍マーカーとしては、特に限定されず、例えば、AFP（α-フェトプロテイン
）、AFP-L3%（AFPレクチン分画）、BFP（塩基性フェトプロテイン）、CEA、BCA225、CA 1
5-3、CA 19-9、CA 50、CA 54/61 (CA546)、CA 72-4、CA 125、CA 130、CA 602、CSLEX（
シアリルLex抗原）、DUPAN-2（膵癌関連糖蛋白抗原）、KMO-1、NCC-ST-439、SLX（シアリ
ルLex-i抗原）、SPan-1、STN（シアリルTn抗原）、CYFRA（サイトケラチン19フラグメン
ト）、SCC抗原（扁平上皮癌関連抗原）、TPA（組織ポリペプチド抗原）、IAP（免疫抑制
酸性蛋白）、ICTP（I型コラーゲンC-テロペプチド）、CTx（I型コラーゲン架橋C-テロペ
プチド）、尿中BTA（膀胱腫瘍抗原）尿中NMP22（核マトリックスプロテイン22）、PIVKA-
II、PSA（前立腺特異抗原）、SP1（妊娠特異蛋白）、γ-Sm（γ-セミノプロテイン）、フ
ェリチン、hCG（ヒト絨毛性ゴナドトロピン）、ProGRP（ガストリン放出ペプチド前駆体
）、カテコールアミン、HVA（ホモバニリン酸）、VMA（バニリルマンデル酸）、カルシト
ニン (CT)、ALP（アルカリフォスファターゼ）、PL-ALP（胎盤性ALP）、GAT（癌関連ガラ
クトース転移酵素）、LDH（乳酸脱水素酵素）、NSE（神経特異エノラーゼ）、PAP（前立
腺酸性フォスファターゼ）、ペプシノゲン (PG) I/II比及びerbB-2を挙げることができる
。
【００２３】
　なお、これら分析対象の生体分子は、血液、血清、尿、乳汁、唾液、組織片及び培養細
胞等に含まれている。従って、生体分子分析方法及び生体分子分析装置では、分析対象の
生体分子によって、血液、血清、尿、乳汁、唾液、組織片及び培養細胞等を試料とする。
分析対象の生体分子の試料中の濃度は、特に限定されないが、早期の癌における腫瘍マー
カーの濃度範囲である10-16～10-12Mであってもよい。本生体分子分析方法及び生体分子
分析装置では、このようなごく微量の濃度範囲である生体分子を高精度に分析できる。
【００２４】
　本生体分子分析方法及び生体分子分析装置では、上述した分析対象の生体分子を含む複
合体を形成し、この複合体を支持基板の表面に固定し、固定された複合体を光学的に検出
する。ここで、複合体とは、分析対象の生体分子と特異的に結合する被検出支持体と、分
析対象の生体分子と特異的に結合する固定反応分子と、分析対象の生体分子とから構成さ
れる。被検出支持体とは、複合体を光学的に検出する際の検出対象となる物質、すなわち
光学的に検出される物質である。固定反応分子とは、複合体を支持基板上に固定する機能
を有する物質である。
【００２５】
　被検出支持体、生体分子及び固定反応分子からなる複合体を形成する工程及び形成され
た複合体を支持基板に固定する工程、並びに複合体を固定した支持基板を撮像した画像を
一実施形態として図１に示す。
【００２６】
　図１に示す例において被検出支持体は、微粒子101及び微粒子101の表面に固定された第
一の捕捉分子102から構成されている。第一の捕捉分子102とは、分析対象生体分子103を
特異的に捕捉する分子であり、例えば、分析対象生体分子103の所定の領域をエピトープ
とする抗体を使用することができる。ここで、分析対象生体分子103を特異的に捕捉する
とは、第一の捕捉分子102が抗体である場合、分析対象生体分子103に対する結合定数（Ka
）が他の物質に対する結合定数より有意に高いことを意味する。なお、第一の捕捉分子10
2には、分析対象生体分子103に合わせて、抗体や核酸分子を用いることができる。
【００２７】



(7) JP 2015-55568 A 2015.3.23

10

20

30

40

50

　微粒子101には、金属、シリカ、高分子などの微粒子、フェライトを含有した磁気微粒
子のいずれを用いることができる。特に微粒子101としては非磁性微粒子を使用すること
が好ましい。微粒子101の比重及び平均粒径としては、特に限定されないが、比重10以上
で、かつ、平均粒径が40～300nmとすることが好ましい。
【００２８】
　微粒子101の材料としては、表面修飾が容易にできる材料が好ましい。例えば、金、白
金からなる微粒子101を用いれば、チオール基が選択的に表面に固定されるため、容易に
表面修飾することが可能であり、第一の捕捉分子102を微粒子101の表面に結合させること
ができる。例えば、金、白金からなる微粒子の表面にアミノチオールを固定した微粒子10
1を用い、第一の捕捉分子102を抗体とした場合、抗体のカルボキシル基とアミノチオール
のアミノ基を1-エチル-3-（3-ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸を用いたカ
ップリング反応で容易に結合できる。微粒子101の材料としてタングステンを用いた場合
には、リン酸が選択的に表面の酸化膜と結合することから、リン酸化合物で表面修飾する
ことができる。例えば、アミノリン酸化合物を用いることで、金や白金の場合と同じよう
に第一の捕捉分子102として抗体を固定できる。この場合、微粒子101には、抗体の活性を
保ったまま結合できる二次抗体、プロテインA又はプロテインG修飾の微粒子を使用するこ
とができる。これらの微粒子101は市販されており、容易に入手することができる。例え
ば、金の微粒子101を用いる場合には、KPL社金コロイド標識製品Anti-Mouse IgG (H+L) A
ntibody, Gold labeledを利用することができる。Anti-Mouse IgG修飾微粒子に対して約1
0倍以上の一次抗体を混合しインキュベートすることで、第一の捕捉分子102として抗体を
固定した微粒子101を得ることができる。
【００２９】
　また、固定反応分子104は、第二の捕捉分子105と第二の結合分子106から構成されてい
る。これら第二の捕捉分子105と第二の結合分子106は、直接的に結合していても良いが、
例えば炭素数５～２０の炭化水素鎖を介して結合していても良い。炭化水素鎖としてはア
ルキル鎖を例示できるが、分岐側鎖を有しても良いし所定の官能基を側鎖に有しても良い
。ここで、第二の捕捉分子105とは、分析対象生体分子103を特異的に捕捉する分子である
。よって、第二の捕捉分子105には、上述した第一の捕捉分子102と同様に、分析対象生体
分子103に合わせて抗体や核酸分子を用いることができる。ただし、第一の捕捉分子102と
第二の捕捉分子105とは、互いに分析対象生体分子103の異なる領域を特異的に捕捉する。
すなわち、例えば第一の捕捉分子102と第二の捕捉分子105が抗体である場合、第一の捕捉
分子102と第二の捕捉分子105は、それぞれ分析対象生体分子103における異なる領域をエ
ピトープとする。
【００３０】
　なお、分析対象生体分子103が核酸分子の場合には、第一の捕捉分子102及び第二の捕捉
分子105として核酸を用いるのが好ましいが、塩基配列を設計する場合には、融解温度、
反応バッファー、反応温度を十分考慮する必要があることは言うまでもない。
【００３１】
　図１に示す例において複合体107は、微粒子101及び第一の捕捉分子102からなる被検出
支持体と分析対象生体分子103と固定反応分子104とを接触させることで形成することがで
きる。より具体的には、分析対象生体分子103を含む試料と、被検出支持体及び/又は固定
反応分子104を含む溶液とを混合することで、複合体107を形成することができる。ここで
、分析対象生体分子103を含む試料とは、上述のように、血液、血清、尿、乳汁、唾液、
組織片及び培養細胞等の生体サンプル自体や、希釈、濃縮、遠心分離及び破砕等の各種処
理を生体サンプルに施して得られる処理サンプルを含む意味である。
【００３２】
　反応時には、反応液を入れた容器を回転させるなど、反応液を攪拌させることが好まし
い。また、複合体107を形成するための反応時間は、特に限定されないが、30分以下とす
ることが好ましく、15分以下とすることがより好ましい。この範囲の反応時間とすること
で、通常の臨床検査試験に用いることが可能となる。また、反応時間については、反応液
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中の被検出支持体の濃度及び/又は固定反応分子104の濃度により適宜調整することができ
る。
【００３３】
　このとき、微粒子101には、分析対象生体分子103が一分子だけ捕捉されることが好まし
い。そのため、微粒子101及び第一の捕捉分子102からなる被検出支持体は、反応液中の分
析対象生体分子103よりも多いことが好ましく、反応液中の分析対象生体分子103の個数よ
り10倍以上の個数を反応液中に投入することがより好ましい。例えば、試料液の液量が50
μlとし、検出する分析対象生体分子103の濃度を1pMとすると、使用する被検出支持体は
、少なくとも、３×１０７個以上、より好ましくは３×１０８個以上用いることが好まし
い。微粒子101の数をこの範囲とすることで、１つの微粒子101に対して複数の分析対象生
体分子103が結合することを防止することができる。
【００３４】
　上述のように形成された複合体107は、図１に示すように、固定反応分子104を介して支
持基板109に固定することができる。支持基板109としては、薄い石英ガラス基板やシリコ
ン基板など平滑性に優れた基板材料が光学測定上好ましい。支持基板109は、固定反応分
子104における第二の結合分子106と結合することで、固定反応分子104を固定する第一の
結合分子108を有している。ここで、第一の結合分子108と第二の結合分子106には、例え
ば、アビジンとビオチンを用いることができる。例えば、支持基板109としては薄い石英
ガラス基板やシリコン基板を用いた場合には、ビオチンを官能基として末端に有するシラ
ン化合物を用いることで、容易に、支持基板109の表面に第一の結合分子108としてビオチ
ンを導入することができる。例えば、Nanocs Inc.社製のSilane-PEG-Biotin, MW 5000を
利用することができる。第一の結合分子108としてアビジンを用いる場合には、ビオチン
を支持基板109の表面に導入後、過剰のアビジンを付与することで、容易に実現できる。
第二の結合分子106は第二の捕捉分子105と結合して固定反応分子104を形成することから
、第二の結合分子106はあまり大きな分子は好ましくない。したがって、第二の結合分子1
06にビオチンを、第一の結合分子108としてアビジンを用いる組合せがより好ましい。第
二の捕獲分子105として抗体を用いる場合には、市販のビオチン化抗体を固定反応分子104
として用いることができる。
【００３５】
　上述のように複合体107を形成した後、複合体107を含む反応液を支持基板109上に載せ
、所定の時間反応させる。反応を促進するため、空気を断続的に支持基板109上の反応液
に吹きかけ、攪拌することが好ましい。乾燥を防ぐ目的で、フローチャンバー中に支持基
板109と反応液を密閉して反応させる方法も好ましい。その場合、攪拌を目的に、反応液
をフローチャンバー中でおだやかに動かすことも反応促進の点で好ましい。例えば、外部
より振動波を印可する方法や、ヒーターで加熱して反応液中に対流をおこし、液を攪拌す
る方法を用いることができる。
【００３６】
　所定の時間反応させた後、未固定の微粒子101や固定反応分子104、複合体107以外のそ
の他の成分を洗浄工程により支持基板109上から除去する。洗浄工程は、例えば、フロー
チャンバー中に洗浄液をおだやかに流すことで容易に行うことができる。
【００３７】
　なお、上述した複合体107を形成する際の反応液及び複合体107を固定した後に使用する
洗浄液には、リン酸バッファーなどの一般的なバッファー液を用いることができる。さら
に、複合体107を形成する際の反応液には、非特異吸着を低減するために、BSAなどのいわ
ゆるブロッキング剤を添加することもできる。
【００３８】
　以上の工程によって、分析対象生体分子103を含む複合体107を支持基板109の表面に固
定することができる。このとき、複合体107は、外部磁界によることなく自重で支持基板1
09の表面に固定される。よって、複合体107は、重なり合うことなく、支持基板109の表面
に分散して固定することができる。
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【００３９】
　次に、支持基板109に固定された複合体107について、被検出支持体を光学的に検出する
。すなわち、複合体107を固定した支持基板109の表面の画像を取得することで、複合体10
7に含まれる微粒子101を光学的に検出することができる。なお、このとき、フローチャン
バー等の反応容器内に、複合体107を固定した支持基板109を洗浄液とともに封入した状態
で、画像取得工程を行うことが、明瞭な画像を得るうえで好ましい。
【００４０】
　このとき、画像取得の方法としては、散乱画像を取得することが簡便である点で好まし
い。予め、微粒子101に蛍光色素を含有させておき、蛍光画像を取得する方法も好ましい
。また、微粒子101として金や白金微粒子を用いた場合には、微粒子からのフォトルミネ
ッセンスが600nmから800nmにかけて観察され、これを検出して微粒子画像を得ることも好
ましい。支持基板109の全面の画像を取得するため、支持基板109の全面をスキャンできる
ように可動ステージ上に支持基板109を設置して画像取得することが好ましい。
【００４１】
　次に、得られた画像から、支持基板109に固定された複合体107を計数する。上述のよう
に、得られた画像からは、微粒子101を光学的に検出することができる。よって、微粒子1
01に基づく信号強度とバックグラウンドとを予め計測し、微粒子101の存在が認められる
閾値を予め設定しておく。得られた画像において、予め設定された閾値を超える信号強度
を示すスポットを計数することで、支持基板109に固定された複合体107を計数することが
できる。このような画像の数値処理には、Image-Jなどの簡便な画像処理ソフトウエアを
用いることができる。
【００４２】
　このとき、上述した方法では、異なる複数種類の微粒子101を使用することによって、
複数の分析対象生体分子103を同時に分析することができる。たとえば、複数の分析対象
生体分子103について、異なる蛍光波長を生じる複数種類の微粒子101を使用すれば、得ら
れた画像（蛍光画像）から蛍光波長に基づいて区別可能な複数のスポットを検出できる。
これにより、上述したような一連の工程によって、複数の分析対象生体分子103を同時に
分析することができる。
【００４３】
　以上のようにして、分析対象生体分子103を分析することができる。上述のように、本
生体分子分析方法によれば、所定の試料に含まれる極微量の分析対象生体分子103であっ
ても定量的に分析できることが判る。すなわち、所定の試料全体から生じる蛍光強度を測
定し、試料中に含まれる生体分子を測定した蛍光強度に基づいて定量する方法とは異なり
、本生体分子分析方法では分析対象生体分子103を一分子レベルで検出することができる
。
【００４４】
　なお、本生体分子分析方法においては、予め、分析対象生体分子103の濃度が既知であ
る複数の試料を上述のように計測することで検量線を作成しておき、分析対象生体分子10
3の濃度未知の試料の計測結果を検量線と照らし合わせることで、濃度未知試料における
分析対象生体分子103の濃度を決定することもできる。
【００４５】
　特に、上述した生体分子分析方法においては、比重10以上で、かつ、平均粒径が40～30
0nmである微粒子101を用いた場合、複合体107を自重で支持基板109へ沈降させる際の時間
を10分以下とすることができる。したがって、微粒子101の比重及び平均粒径を比重10以
上で、かつ、平均粒径が40～300nmとした場合、全体の解析時間を30分以下にすることで
き臨床検査装置へ適用することができる。
【００４６】
　ところで、生体分子分析方法及び生体分子分析装置は図１に示す実施形態に限定されず
、図２に示す他の実施形態としても良い。図２に示す実施形態では、複合体を構成する固
定反応分子として複数の第二の結合分子を有するものを用いている。
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【００４７】
　図２に示す実施形態において、分析対象生体分子203に対して特異的に結合する第一の
捕捉分子202を表面に固定した微粒子201を、図１に示した実施形態と同様な方法により予
め作製する。また、図２に示す実施形態において、支持基板209は、表面に導入されたリ
ンカー分子210と、リンカー分子210を介して固定された第一の結合分子208とを備えてい
る。
【００４８】
　図２に示す実施形態において、固定反応分子204は、図１に示した実施形態と同様に、
分析対象生体分子203に対して第一の捕捉分子202とは異なる認識部位に特異的に結合する
第二の捕捉分子205を備えている。図２に示す実施形態の固定反応分子204は、第一の結合
分子208と特異的に結合する第二の結合分子204として、塩基配列部211を複数個有する核
酸分子206を備えている。すなわち、図２に示す実施形態の固定反応分子204は、第二の捕
捉分子205と核酸分子206とから構成されている。
【００４９】
　本実施形態では、複合体207を形成した後に、第一の結合分子208を固定した支持基板20
9に複合体207を含む反応液を供給する。これにより、複合体207における核酸分子206が第
一の結合分子208と結合することで、複合体207を支持基板209に固定することができる。
特に、本実施形態では、核酸分子206が複数の塩基配列部211を有しており、個々の塩基配
列部211それぞれが第一の結合分子208と結合することができる。よって、核酸分子206と
第一の結合分子208との結合は、複数の塩基配列部211が寄与している場合が多くなる。こ
れにより、複合体207の支持基板209への結合確率を向上させることができる。例えば、微
粒子201の平均粒径を大きくした場合、支持基板209に自重で沈降する速度が速く測定時間
が短くなる点で好ましいが、微粒子201の表面に導入される第二の結合分子が一分子だけ
であるため、支持基板209への結合確率が低下することが、大きな問題として考えられる
。しかしながら、本実施形態のように、複数の塩基配列部211が結合できるとすると上記
結合確率を大幅に向上させることができる。
【００５０】
　より具体的に、複数の塩基配列部211としては、特定のタンパク質に特異的に結合する
特定の塩基配列、すなわちアプタマー配列が用いることができる。例えば、支持基板209
として石英ガラス基板、リンカー分子210としてビオチン化シラン（例えば、Nanocs Inc.
社製のSilane-PEG-Biotin, MW 5000）及び第一の結合分子208としてストレプトアビジン
を用いた場合、ストレプトアビジンに結合するアプタマー配列を塩基配列部211として使
用することができる。ストレプトアビジンに結合するアプタマー配列については、参考文
献であるJiangrong Q. et al, Anal. Chem, 81; p5490-5495 (2009)に開示されている。
より具体的には、表１に示すように、ストレプトアビジンに結合するアプタマー配列とし
て配列番号１～３の塩基配列からなるDNAを挙げることができる。
【００５１】
【表１】

【００５２】
　複数の塩基配列部211からなる核酸分子206は、ローリングサイクルアンプリフィケーシ
ョン反応を用いて容易に取得することができる。核酸分子206と第二の捕捉分子205との結
合は、核酸分子206の末端にアミノ基を修飾しておき、1-エチル-3-（3-ジメチルアミノプ
ロピル）カルボジイミド塩酸を用いたカップリング反応で容易に実現できる。
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【００５３】
　特に、表1に示したアプタマー配列を20個程度有した核酸分子206を用いることで、粒径
100nmの微粒子201を結合確率約40％で結合できることを確認している。微粒子201に導入
された第二の結合分子204がビオチン分子1個の場合の結合確率は5％程度であった。両者
を比較することで、第二の結合分子を複数入れることの効果、また、そのために、支持基
板209に固定した第一の結合分子208と結合する塩基配列部211を複数有する核酸分子206を
固定反応分子204の構成分子とすることの効果が確認された。さらに、表1に示したアプタ
マー配列を60個程度有した核酸分子206を用いることで、粒径100nmの微粒子201を結合確
率約70％で結合できることを確認している。このことから、表1に示したアプタマー配列
をより多く有した核酸分子206を用いることで、微粒子201の結合確率が向上する効果も確
認された。
【００５４】
　以上のように、図１及び２に示した実施形態は、例えば、図３に示すような装置構成を
有する生体分子分析装置により実現することができる。図３に示す生体分子分析装置は、
上述した支持基板307（図１に示す実施形態における支持基板109、図２に示す実施形態に
おける支持基板209）と、分析対象生体分子と被検出支持体と固定反応分子とからなる複
合体を形成する反応容器304と、複合体を含む反応溶液を反応容器304から支持基板307上
に供給する反応溶液供給装置305と、支持基板上に固定された複合体を検出・計数する検
出装置とを含む。
【００５５】
　より詳細には生体分子分析装置は、支持基板307を載置する可動ステージ308を備え、流
路を設けた流路部材を支持基板307上に貼り合せてなる計測用フローセル309を備える。流
路部材として、例えばＰＤＭＳ（ポリジメチルシロキサン）を使用することができる。
【００５６】
　生体分子分析装置は、分析対象生体分子の試料溶液槽302、微粒子及び第１の捕捉分子
からなる被検出支持体を供給する溶液槽301、固定反応分子を供給する溶液槽303を備えて
いる。これら試料溶液槽302と溶液槽301と溶液槽303とは、上述した反応容器304に連結さ
れている。また、生体分子分析装置は、バルブ320、321及び322を備えている。これらバ
ルブ320、321及び322を開くことで、分析対象生体分子、被検出支持体及び固定反応分子
を反応容器304に供給することができる。
【００５７】
　また、生体分子分析装置では、反応容器304と反応溶液供給装置（以下、送液ユニット
）305とを、バルブ315を介して連結している。反応容器304における複合体形成反応が終
了した後、バルブ315を開放することによって、所定量を送液ユニット305に供給すること
ができる。このようにバルブ315を開けて送液ユニット305で反応液を吸引した後、バルブ
315を閉めるとともにバルブ310、316を開け、送液ユニット305から反応液を計測用フロー
セル309に供給し、バルブ310、316を閉じる。これにより、複合体を支持基板307に接触さ
せることができる。所定の時間反応液を計測用フローセル309中で支持基板307上に静置す
ることで、複合体を支持基板307と反応させる。反応終了後、バルブ318を開けて洗浄液槽
317から洗浄液を送液ユニット305に送り、バルブ318を占め、バルブ310、316を開けて、
送液ユニット305から計測用フローセル309へ洗浄液を送り、廃液槽315へ洗浄液を送るこ
とで未反応の微粒子を支持基板307上から除去する。この洗浄工程を所定の回数行ったの
ち、再度計測用フローセル309中に洗浄液を入れた状態で、支持基板307の表面について画
像観察を行う。
【００５８】
　図３に示した生体分子分析装置では、光源312とダイクロイックミラー313とフィルター
319と対物レンズ311からなる光学系と、２次元ＣＣＤカメラ314とを含む検出装置を備え
る。なおこの検出装置は、２次元ＣＣＤカメラ314で撮像した画像をコントローラ306に出
力することができる。コントローラ306では、２次元ＣＣＤカメラ314で撮像した画像に基
づいて、支持基板307に固定された複合体を計数することができる。なお、コントローラ3
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06は、複合体の計数のみではなく、バルブ310、316、318、320、321、322及び323の開閉
動作、送液ユニット305による反応液の吸引及び排出動作、稼働ステージ308の移動動作及
び光学系の動作を制御することができる。これら制御は操作者により予め設定された条件
に基づいて自動的に行うことができる。
【００５９】
　生体分子分析装置の光学系では、光源312の光をダイクロイックミラー313によって対物
レンズ311に導き、支持基板307上に照射する。微粒子から発せられる蛍光又は散乱光は対
物レンズ311で集められた後、フィルター319を通過後、ダイクロイックミラー313を通過
し、２次元ＣＣＤカメラ314の感光面上に結像される。蛍光及び散乱光のいずれを観察す
るかは、フィルター319の透過率を制御することで実現できる。このとき、支持基板307の
一部を観察しても良いが、支持基板307の全面を観察しても良い。支持基板307の全面を観
察するには、例えば、可動ステージ308を動作させ、支持基板307全面をスキャンする方法
を挙げることができる。支持基板307の全面を観察することによって、取得した画像に含
まれる輝点数を増やすことができ、分析における定量性を高めることができる。図４に実
際に得られた、直径40nmの金微粒子の散乱画像を示す。視野は横430μm、縦330μmである
。図４に示すように、鮮明な微粒子画像が取得できることが確認された。
【実施例】
【００６０】
　以下、実施例により本発明をより詳細に説明するが、本発明の技術範囲は以下の実施例
に限定されるものではない。
【００６１】
〔実施例１〕
　本実施例１では、PSA（prostate cancer specific antigen）を検出すべき対象タンパ
ク質として、本発明の分析方法の妥当性を検証した。金微粒子に、KPL社金コロイド標識
製品Anti-Mouse IgG (H+L) Antibody, Gold labeledを用いた。Anti-Mouse IgG修飾微粒
子に対して約10倍量の一次抗体（Abcam社製 PSA mouse mAb PS2）を混合しインキュベー
トすることで、PSAの一次抗体付き微粒子を得た。第二の捕捉分子として、R&D system社
製 Human Kallikrein 3/PSA Affinity Purified Polyclonal Ab, Goat IgG （製品番号AF
1344）を用いた。第二の結合分子として、ストレプトアビジンに結合するアプタマー配列
（配列番号１）を60分子含む核酸分子をRCA反応で合成した後、1-エチル-3-（3-ジメチル
アミノプロピル）カルボジイミド塩酸（同仁化学社製）を用いたカップリング反応で、第
二の捕捉分子と第二の結合分子を結合させた。PSAには、R&D system社製 Recombinant Hu
man Kallikrein 3/PSAを用い、PSA濃度を1fM、10fM、100fM又は1000fMに調整した。ベー
スラインを測定するため、PSAを含まない反応液も調整した。一次抗体付き金微粒子2pM、
PSA（1fM～1000fM）、第二の結合分子を結合させた第二の捕捉分子1nMを、反応液の容量
を50μlとして30分間反応させた。反応後、卓上遠心機で、金微粒子を沈降させ、上精の
未反応液を除去し、リン酸バッファーを50ul加えて再分散させた。この洗浄を5回繰り返
すことで、未反応成分を十分に除去した。
【００６２】
　一方、硫酸－過酸化水素水洗浄液で洗浄した石英基板を、Nanocs Inc.社製Silane-PEG-
Biotin （MW 5000）1μMのエタノール溶液に1時間ほど浸漬処理し、70℃で一時間乾燥後
、ストレプトアビジン水溶液（1μM）と1時間反応させて、石英基板上にストレプトアビ
ジンを導入した基板を作製した。
【００６３】
　各PSA濃度の溶液と反応させた前記金微粒子分散液を、各々異なる前記ストレプトアビ
ジン導入基板上に適下・反応させた。反応後、基板をリン酸バッファーで3回洗浄した。
【００６４】
　基板をXYステージに載せ、散乱画像を蛍光顕微鏡（光源：100W水銀、対物レンズ：×20
、NA：0.5）で観察した。視野サイズは、330μm×430μmで、約250視野を観察し、Image-
Jにて画像解析を行い、視野当たりの平均金微粒子数を算出した。PSAを含まない反応液の
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金微粒子数をベースラインと判断し、各PSA濃度の金微粒子数から差し引いた。横軸にPSA
濃度、縦軸に視野当たりの平均金微粒子数をプロットしたものを図５に示す。図５から明
らかなように、1fMまでリニアリティが保持されていることが判る。この結果から、観察
された金微粒子数に基づいて、試料のPSA濃度を1fMレベルまで定量できることが明らかと
なった。
【符号の説明】
【００６５】
101…微粒子、102…第一の捕捉分子、103…分析対象分子、104…固定反応分子、105…第
二の捕捉分子、106…第二の結合分子、107…複合体、108…第一の結合分子、109…支持基
板、201…微粒子、202…第一の捕捉分子、203…分析対象分子、204…固定反応分子、205
…第二の捕捉分子、206…核酸分子、207…複合体、208…第一の結合分子、209…支持基板
、210…リンカー分子、301…溶液槽、302…試料溶液槽、303…溶液槽、304…反応容器、3
05…送液ユニット、306…コントローラ、307…支持基板、308…可動ステージ、309…計測
用フローセル、310…バルブ、311…対物レンズ、312…光源、313…ダイクロイックミラー
、314…２次元ＣＣＤカメラ、315…廃液槽、316…バルブ、317…洗浄液槽、318…バルブ
、319…フィルター、320…バルブ、321…バルブ、322…バルブ、323…バルブ

【図１】 【図２】
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