
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】感度のよいモニタキット（例えば血液の汚染測定用）、特異結合のアッセイ（例
えば目視、光度測定、蛍光測定によるイムノアッセイ）、およびオプトエレクトロニクス
装置（例えばバイオセンサ、光電変換器）において、修飾したまたは未修飾のフィコビリ
ソームをきわめて有力なラベルとして用いる方法およびそのための組成物を提供する。
【解決手段】フィコビリソームヘテロ抱合体を含む組成物であって、該ヘテロ抱合体は互
いに共有結合した２つの化学種を含有し、第１の該化学種はフィコビリソームであり、第
２の該化学種は、リガンド、レセプタ、信号発生分子、部位特異的分子、および製造され
た固体サポートからなる群より選択される、組成物。
【選択図】なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
２ ４ 時 間 以 内 に １ × ｇ の 加 速 度 下 で は 沈 降 し な い 単 離 ・ 安 定 化 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 均
質 な 調 製 物 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 可 溶 性 で 、 1000× ｇ の 加 速 度 を か け て ５ 分 間 遠 心 分 離 し て も 、 フ
ィ コ ビ リ ソ ー ム の ５ ５ ％ を 超 え る 量 が 上 澄 み 液 に と ど ま る 請 求 の 範 囲 第 １ 項 記 載 の 調 製 物
。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 共 有 結 合 を 介 し て 所 望 の 化 学 成 分 に よ り 修 飾 さ れ て い る 請 求 の
範 囲 第 １ 項 記 載 の 調 製 物 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ お よ び 信 号 発 生 分 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 分 子 種 に 結 合 さ れ る 請 求 の 範 囲 第 １ 項 記 載 の 調 製 物 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 分 子 種 は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 構 成 す る タ ン パ ク 質 の 一 つ の 型 に 結 合 さ れ る 請 求 の 範
囲 第 ４ 項 記 載 の 調 製 物 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 調 製 物 は 、 グ リ セ ロ ー ル の 存 在 下 で 安 定 で あ る 請 求 の 範 囲 第 １ 項 記 載 の 調 製 物 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 調 製 物 は 、 凍 結 乾 燥 に 対 し て 安 定 で あ る 請 求 の 範 囲 第 １ 項 記 載 の 調 製 物 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 調 製 物 は 、 脱 水 に 対 し て 安 定 で あ る 請 求 の 範 囲 第 １ 項 記 載 の 調 製 物 。
【 請 求 項 ９ 】
リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ お よ び 信 号 発 生 分 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 分 子 種 に 共 有 結 合 を 介
し て 結 合 さ れ た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム で あ る フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 抱 合 体 を 含 む 調 製 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 調 製 物 は 、 凍 結 乾 燥 に 対 し て 安 定 で あ る 請 求 の 範 囲 第 ９ 項 記 載 の 調 製 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 調 製 物 は 、 脱 水 に 対 し て 安 定 で あ る 請 求 の 範 囲 第 ９ 項 記 載 の 調 製 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 分 子 種 は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 構 成 す る タ ン パ ク 質 の 一 つ の 型 に 結 合 さ れ る 請 求 の 範
囲 第 ９ 項 記 載 の 調 製 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
多 特 異 性 リ ガ ン ド ま た は 多 特 異 性 レ セ プ タ に 非 共 有 結 合 を 介 し て 特 異 的 に 結 合 さ れ た 単 離
フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 調 製 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
固 体 サ ポ ー ト に 不 動 化 さ れ た 官 能 基 が 損 な わ れ て い な い 単 離 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 調 製 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 安 定 化 さ れ て い る 請 求 の 範 囲 第 １ ４ 項 記 載 の 調 製 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ お よ び 信 号 発 生 分 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 分 子 種 に 共 有 結 合 を 介 し て 結 合 さ れ た 請 求 の 範 囲 第 １ ４ 項 記 載 の 調 製 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 前 記 固 体 サ ポ ー ト に 順 序 よ く 配 列 さ れ て 固 定 化 さ れ た 請 求 の 範
囲 第 １ ４ 項 記 載 の 調 製 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 こ の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 構 成 す る タ ン パ ク 質 の 一 つ の 型 を 介 し
て 前 記 固 体 サ ポ ー ト に 固 定 化 さ れ た 請 求 の 範 囲 第 １ ４ 項 記 載 の 調 製 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
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分 析 物 が そ の 特 異 結 合 相 手 に 特 異 結 合 を す る 能 力 に よ っ て 測 定 さ れ 、 ア ッ セ イ に 使 う 成 分
は 検 出 可 能 な よ う に ラ ベ ル 付 け さ れ 、 か つ 前 記 ア ッ セ イ に 使 う 成 分 は 、 特 異 結 合 相 手 、 前
記 分 析 物 と 同 じ 化 学 的 性 質 を 有 す る 試 薬 分 子 、 お よ び 前 記 分 析 物 と 同 じ 結 合 特 異 性 を 有 す
る 試 薬 分 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 特 異 結 合 ア ッ セ イ を 行 う 方 法 で あ っ て 、 検 出 可 能 な
ラ ベ ル と し て フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 含 む 信 号 発 生 系 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 前 記 特 異 結 合 相 手 に 結 合 す る 請 求 の 範 囲 第 １ ９ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 前 記 分 析 物 と 同 じ 化 学 的 性 質 を 有 す る 試 薬 分 子 に 結 合 す る 請 求
の 範 囲 第 １ ９ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 前 記 分 析 物 と 同 じ 結 合 特 異 性 を 有 す る 試 薬 分 子 に 結 合 す る 請 求
の 範 囲 第 １ ９ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
前 記 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 前 記 ア ッ セ イ に 使 う 成 分 に 特 異 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド ま た は レ
セ プ タ に 結 合 す る 請 求 の 範 囲 第 １ ９ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 前 記 ア ッ セ イ に 使 う 成 分 に 非 共 有 結 合 に よ り 結 合 す る 請 求 の 範
囲 第 １ ９ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 前 記 ア ッ セ イ に 使 う 成 分 に 共 有 結 合 に よ り 結 合 す る 請 求 の 範 囲
第 １ ９ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
前 記 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 安 定 化 さ れ て い る 請 求 の 範 囲 第 １ ９ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 ア ッ セ イ は 、 前 記 分 析 物 の 前 記 特 異 結 合 相 手 に 対 す る 結 合 が 、 未 結 合 の 特 異 結 合 相 手
か ら 分 け 隔 て る こ と な く 測 定 さ れ る 均 質 ア ッ セ イ で あ る 請 求 の 範 囲 第 １ ９ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
前 記 信 号 発 生 系 は さ ら に 、 前 記 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム か ら 指 向 性 エ ネ ル ギ ー の 伝 達 が あ る と 同
時 に 蛍 光 を 発 す る こ と が で き る 末 端 ア ク セ プ タ 分 子 を 含 む 請 求 の 範 囲 第 １ ９ 項 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 凍 結 に よ り 調 製 す る 請 求 の 範 囲 第 １ ９ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
前 記 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 脱 水 に よ り 調 製 す る 請 求 の 範 囲 第 １ ９ 項 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 青 緑 藻 類 や 紅 藻 類 に お い て 主 た る 発 色 ア ン テ ナ と し て 機 能 す る 、
フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 と 無 色 の ポ リ ペ プ チ ド の 錯 体 で あ る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 こ れ ら 錯 体
の 機 能 の 保 全 性 に つ い て の 主 な 基 準 は 、 こ れ ら が 、 例 え ば Porphyridium cruentum フ ィ コ
ビ リ ソ ー ム に お い て 、 フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 成 分 の 間 で 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン （ Ｐ Ｅ ） か ら
フ ィ コ シ ア ニ ン （ Ｐ Ｃ ） 、 そ し て 最 終 的 に は ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン （ Ａ Ｐ Ｃ ） へ の 高 度 に 効
率 的 な エ ネ ル ギ ー 伝 達 を 示 す こ と で あ る 。 無 色 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 適 切 な 安 定 と エ ネ ル ギ
ー 伝 達 の た め 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 中 で フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 の 組 立 と 位 置 設 定 に 関 与 す
る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 種 々 の 有 機 体 か ら 得 た も の で も 、 共 通 の 性 質 を 多 数 有 す る ： （ １
） 「 錯 体 分 子 量 」 即 ち 、 多 数 の 分 子 か ら 成 る フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 錯 体 １ モ ル の 重 量 が 非 常 に
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大 き い （ ５ × １ ０ 6 ～ ２ ０ １ ０ 6 ） 、 ； （ ２ ） 電 磁 波 の 可 視 領 域 に お い て 多 数 の 極 大 吸 収 を
示 す ； （ ３ ） モ ル 吸 光 係 数 が 高 い （ ｅ ＞ １ ０ 7 Ｍ - 1 cm - 1 ） ； （ ４ ） フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質
の 間 、 通 常 １ ま た は そ れ 以 上 の 感 知 性 の 種 か ら 蛍 光 を 発 す る 最 終 的 な ア ク セ プ タ へ の 指 向
性 を 持 っ た 振 動 エ ネ ル ギ ー 伝 達 の 効 率 が 高 い （ ＞ ９ ０ ％ ） ； （ ５ ） 単 離 し た フ ィ コ ビ リ タ
ン パ ク 質 に 対 す る ス ト ー ク シ フ ト が 大 き い ； （ ６ ） フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 の 量 子 収 率 が 高
い ； （ ７ ） 水 性 緩 衝 液 へ の 溶 解 度 が 高 い ； お よ び （ ８ ） ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン を 含 有 す る 核
構 造 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 単 離 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 ほ ぼ 最 適 な 条 件 下 で 、 容 易 に 遊 離 フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質
お よ び 種 々 の フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 錯 体 に 解 離 す る 。 温 和 な イ オ ン 強 度 が 低 く （ ＜ ０ ． ５
Ｍ リ ン 酸 塩 ） 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 濃 度 が 低 く （ ＜ １ mg／ ml） 、 そ し て 温 度 が 低 い と 、 フ ィ
コ ビ リ ソ ー ム が 解 離 す る （ 非 特 許 文 献 ２ ； 非 特 許 文 献 ３ ） 。 ま た 、 藻 類 を 凍 結 し て も 、 フ
ィ コ ビ リ ソ ー ム を 崩 壊 さ せ る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ４ ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 形 態 学 的 に は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 「 ロ ッ ド (rods)」 と 呼 ば れ る 順 序 よ く 積 み 上 げ ら
れ た ス タ ッ ク (stacks)に 配 置 さ れ る オ リ ゴ フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 デ ィ ス ク の 錯 体 複 合 体 で
あ る 。 一 般 に 、 数 本 の ア ー ム 状 ロ ッ ド が 、 同 じ く ロ ッ ド か ら 形 成 さ れ る 核 と な る 部 分 か ら
放 射 状 に 外 に 延 び 出 る 。 異 な る 有 機 体 か ら 採 取 さ れ た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 こ れ を 構 成 す
る フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 と ロ ッ ド の 数 と 型 が 種 々 異 な り 、 形 態 学 的 に も ま た 科 学 量 論 的 に
も 多 様 で あ る 。 一 般 に 、 周 辺 部 の ロ ッ ド は 、 フ ィ コ エ リ ス ロ シ ア ニ ン 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン
、 お よ び ／ ま た は フ ィ コ シ ア ニ ン か ら 構 成 さ れ 、 核 の 部 分 は ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン と こ れ に
連 な る リ ン ク タ ン パ ク 質 か ら 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 単 離 さ れ た フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 蛍 光 タ ン パ ク 質 成 分 で あ る が
、 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 指 標 （ ラ ベ ル ） と し て 用 い ら れ て き た （ 例 え ば 特 許 文 献 １ 参 照
） 。 し か し 、 無 傷 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 単 離 し て 処 理 す る こ と が 困 難 で あ る た め 、 従 来 は
こ れ ら の 巨 大 分 子 複 合 体 が 同 様 に 利 用 で き る と は 考 え て い な か っ た 。 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が
与 え る こ と の で き る 信 号 は 、 理 論 的 に は 、 単 離 さ れ た フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 よ り 大 き い た
め 、 業 界 で は 、 ア ッ セ イ の ホ ス ト や 他 の 用 途 の た め に 検 出 可 能 な マ ー カ と し て 利 用 で き る
よ う 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 処 理 方 法 を 求 め る 声 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 4,520,110 号 （ Stryer外 ） お よ び Kronick 外 （ １ ９ ８ ３ 年 ） 「
Clinical Chemistry」 第 ２ ９ 巻 ， 第 1582～ 1586頁
【 非 特 許 文 献 １ 】 Gantt(1975年 )「 Phycobilisomes： light harvesting pigment complex
」 BioScience， 第 ２ ５ 巻 ， 第 ７ ８ １ ～ ７ ８ ８ 頁
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Katoh,(1988年 )「 Methods in Enzymology」 ,第 １ ６ ２ 巻 ， 第 ３ １ ３ ～ ３
１ ８ 頁
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Gantt 外 ,(1979年 )「 Plant Physiology」 ， 第 ６ ３ 巻 ， 第 ６ １ ５ ～ ６ ２
０ 頁
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Gantt 外 ,(1972年 )「 Journal of Cell Biology」 ,第 ５ ４ 巻 ， 第 ３ １ ３
～ ３ ２ ４ 頁
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 本 発 明 の 目 的 は 、 特 異 結 合 ア ッ セ イ 用 ラ ベ ル と し て 有 用 な 可 溶 性 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 提
供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 目 的 は 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ そ の 他 の 有 用 な 分 子 に 共 有 結 合 し た フ
ィ コ ビ リ ソ ー ム を 含 む フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 抱 合 体 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
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　 本 発 明 は さ ら に 、 特 異 結 合 ア ッ セ イ で 使 用 す る の に 適 し た 不 動 性 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 提
供 す る こ と も 目 的 と す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 検 出 可 能 な ラ ベ ル と し て 用 い て ア ッ セ イ を 行 う 方
法 も 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の こ れ ら 及 び 他 の 目 的 は 、 以 下 に 記 載 す る 一 ま た は そ れ 以 上 の 態 様 に よ っ て 具 体
化 さ れ る 。 本 発 明 の 一 態 様 に よ れ ば 、 単 離 さ れ た 可 溶 性 の 安 定 化 さ れ た 均 質 な フ ィ コ ビ リ
ソ ー ム が 提 供 さ れ る 。 こ の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 １ × ｇ の 加 速 度 下 で は 、 ２ ４ 時 間 以 内 に
は 沈 降 し な い 。 さ ら に 、 遠 心 分 離 に よ っ て ５ 分 間 １ ０ ０ ０ × ｇ の 加 速 度 に し て も 、 ５ ５ ％
を 超 え る 量 が 上 澄 み 液 に 残 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に よ れ ば 、 特 異 的 な 分 子 種 に 共 有 結 合 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が
提 供 さ れ る 。 こ の 分 子 種 は 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ お よ び 信 号 生 成 分 子 か ら な る 群 よ り 選 ば
れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 態 様 に よ れ ば 、 多 特 異 的 な 多 価 リ ガ ン ド ま た は レ セ プ タ に 非 共 有 結
合 し た 単 離 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 態 様 に よ れ ば 、 固 体 サ ポ ー ト 上 で 不 動 化 さ れ た 官 能 基 が 損 な わ れ て
い な い 単 離 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 態 様 に よ れ ば 、 分 析 物 が 特 異 的 な 結 合 相 手 （ リ ガ ン ド ま た は レ セ プ
タ ） に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 に よ っ て 測 定 さ れ る 特 異 結 合 ア ッ セ イ を 行 う 方 法 が 提 供 さ れ
る 。 こ の 分 析 に お い て は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 分 析 物 の 類 似 体 あ る い は そ の 分 析 物 の 特
異 的 な 結 合 相 手 を ラ ベ ル す る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に よ る こ れ ら お よ び 他 の 態 様 は 、 分 析 物 の ア ッ セ イ に お い て 、 非 常 に 感 度 の よ い
、 非 等 方 性 の 検 出 手 段 を 与 え る 。 し か し 、 酵 素 的 な ラ ベ ル と 違 っ て 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は
、 副 基 質 、 色 素 原 、 補 因 子 、 あ る い は 計 時 的 な 培 養 な し に 、 定 量 的 に 検 出 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 、 種 々 の ア ッ セ イ や フ ォ ー マ ッ ト で 無 傷 の ま ま 使 用 で き る よ う 、 安
定 化 、 抱 合 化 、 そ し て 修 飾 で き る と い う の は 、 本 発 明 者 の 発 見 で あ る 。 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム
は 、 構 成 要 素 た る フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 の 高 い 量 子 収 率 に 加 え て 、 と り わ け そ の 大 き な 分
子 量 、 吸 光 係 数 お よ び エ ネ ル ギ ー 移 動 効 率 の た め 、 高 感 度 な ラ ベ ル と な る 。 フ ィ コ ビ リ ソ
ー ム 内 で の 方 向 性 の あ る エ ネ ル ギ ー 伝 達 は 、 一 ま た は そ れ 以 上 の 検 知 性 の あ る 種 か ら 末 端
の ア ク セ プ タ に か け て 起 こ る 。 検 知 性 の あ る 種 は 、 第 ２ の （ 「 ア ク セ プ タ 」 あ る い は 「 エ
ミ ッ タ 」 ） 発 蛍 光 団 を 励 起 さ せ る 放 出 ピ ー ク を 有 す る 第 １ の 発 蛍 光 団 で あ る 。 こ の よ う な
エ ネ ル ギ ー 伝 達 は 、 均 質 な 特 異 結 合 ア ッ セ イ と 不 動 性 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 含 む ト ラ ン ス
デ ュ ー サ に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 均 質 な 単 離 ・ 可 溶 性 ・ 安 定 化 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 製 造 す る 方 法 も 提 供
さ れ る 。 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 均 質 性 は 、 １ × ｇ の 加 速 度 下 に お い て は 、 ２ ４ 時 間 の 培 養 中
に 沈 降 が な い と い う 事 実 に よ っ て 示 さ れ る 。 溶 解 度 は 、 遠 心 分 離 に よ っ て 評 価 す る こ と が
で き る 。 「 可 溶 性 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム と は 、 ５ 分 間 １ ０ ０ ０ × ｇ の 遠 心 分 離 下 で 、 ５ ５ ％
を 超 え る フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 上 澄 み 液 に 残 留 す る も の を い う 。 そ し て 、 そ の よ う な 遠 心 分
離 の 後 で も ６ ５ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ５ ％ 、 さ ら に は ９ ０ ％ の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 上 澄 み 液 に 残
留 す る こ と が 望 ま し い が 、 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 こ の よ う な 残 留 率 も 可 能 で あ る 。 フ ィ
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コ ビ リ ソ ー ム は 、 典 型 的 に は 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド や ご く 低 濃 度 の グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド で 温
和 な 架 橋 処 理 を 施 す こ と に よ っ て 安 定 化 さ れ る 。 他 の 中 間 的 な 、 短 い 、 あ る い は ほ と ん ど
長 さ が ゼ ロ の 架 橋 剤 も 使 用 す る こ と が で き る 。 安 定 化 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 天 然 の フ
ィ コ ビ リ ソ ー ム と は 対 照 的 に 、 希 釈 し た イ オ ン 強 度 （ ＜ ０ ． ５ Ｍ ） お よ び タ ン パ ク 質 濃 度
（ ＜ １ mg/ml） の 下 で も 安 定 で あ る 。 さ ら に 、 グ リ セ ロ ー ル 、 ス ク ロ ー ス お よ び ポ リ エ チ
レ ン グ リ コ ー ル の 存 在 下 で も 安 定 で あ る 。 機 能 的 に 損 な わ れ て い な い フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は
、 末 端 ア ク セ プ タ の 波 長 に お い て 主 た る 放 出 （ 発 色 ） ピ ー ク を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム に は 、 シ ス チ ン 、 リ ジ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 グ ル コ ー サ ミ ン な ど を 含 む
が こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 適 当 な 物 質 と 安 定 化 反 応 を 抑 え る こ と に よ っ て 、 特 異
的 な 化 学 基 も 付 加 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 化 学 基 は 、 レ セ プ タ 、 リ ガ ン ド あ る い は
信 号 生 成 分 子 な ど の 分 子 種 を さ ら に フ ィ コ ビ リ ソ ー ム に 結 合 す る 際 に 有 用 で あ る 。 付 加 さ
れ た 官 能 基 は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 安 定 化 さ れ た 単 離 可 能 な 複 合 体 と し て 用 い る た め 、 フ
ィ コ ビ リ ソ ー ム を 二 量 体 化 ま た は 重 合 す る の に も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 結 合 し た 分 子 種 は 、 必 ず し も 必 要 で は な い が 、 付 加 さ れ た 化 学 基 を 介 し て フ ィ コ ビ リ ソ
ー ム に 抱 合 さ せ る こ と も で き る 。 あ る い は ま た 、 安 定 化 反 応 の 際 に 、 直 接 ホ ル ム ア ル デ ヒ
ド や グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド な ど と 結 合 さ せ る こ と も で き る 。 そ の 他 、 結 合 し た 分 子 種 は 、 特
定 の 分 子 種 と フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 間 の 空 間 的 あ る い は 立 体 化 学 的 関 係 を 変 更 す る た め 、 異
な る ス ペ ー サ ア ー ム を 介 し て 結 合 さ せ る こ と も で き る 。 リ ガ ン ド に は 、 作 用 薬 、 拮 抗 薬 、
ハ プ テ ン 、 抗 原 、 薬 剤 、 ホ ル モ ン ト ラ ン ス ミ ッ タ 、 補 因 子 、 ビ タ ミ ン 、 毒 素 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド お よ び 、 こ れ ら の 分 子 を 第 二 の 分 子 に 結 合 さ せ て 形 成 さ れ る 抱 合 体 が 含 ま れ る が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 レ セ プ タ に は 、 抗 体 、 抗 体 断 片 、 抗 体 擬 体 、 分 子 認
識 単 位 、 付 着 分 子 、 可 溶 性 レ セ プ タ 、 核 酸 、 膜 レ セ プ タ 、 細 胞 レ セ プ タ 、 お よ び 薬 剤 レ セ
プ タ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 信 号 生 成 分 子 は 、 フ ィ コ ビ リ タ ン
パ ク 質 、 染 料 分 子 、 コ ロ イ ド 、 発 蛍 光 団 、 酵 素 、 燐 光 化 合 物 、 酸 化 ・ 還 元 化 合 物 、 お よ び
他 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 特 定 分 子 種 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 本 発 明 の 光 収 集 特 性 を 実 現 す る た め 、 部 位 特 異 的 、
す な わ ち フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 特 定 の 部 分 へ 結 合 す る 。 こ れ は 、 な か ん ず く 、 フ ィ コ ビ リ ソ
ー ム の タ ン パ ク 質 成 分 の 一 つ に 特 異 的 な 抗 体 の よ う な 多 価 レ セ プ タ を 介 し て 行 わ れ る 。 多
価 レ セ プ タ は 、 リ ガ ン ド と の 結 合 部 位 を 二 な い し 三 個 有 す る 。 本 発 明 で 用 い る 多 価 レ セ プ
タ は 、 多 特 異 的 、 す な わ ち 二 な い し 三 個 の リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 部 位 を 有 す る 。 こ の た め
、 こ の 多 特 異 的 な レ セ プ タ は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を も う 一 つ の 分 子 種 に 結 合 さ せ る の に 用
い る こ と が で き る 。 フ イ コ ビ リ ソ ー ム は ま た 、 タ ン パ ク 質 抱 合 化 の 当 業 者 に は 周 知 の い ろ
い ろ な 方 法 で 、 レ セ プ タ ま た は リ ガ ン ド に 共 有 結 合 さ せ る こ と が で き る （ Tijssen 1 ,Wong 2

， Pierce 3 そ の 他 こ れ ら に 記 載 さ れ た 文 献 参 照 ） 。
1 Tijssen,P.(1985年 ),「 Practice and Theory of Enzyme Immunoassays」 ;R.H.Burdon an
d P.H． van Knippenberg編 ,Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular bio
logy,第 １ ５ 巻 ， Elsevier， New York. 2 Wong,S.S． (1991年 ),「 Chemistry of Protein Con
jugation and Crosslinking」 ,CRC Press， Boca Raton.
3 Pierce Catalog & Handbook（ 1994年 ） ,Cross-linking/Protein Modification， 第 １ ５
５ ～ ２ ０ ０ 頁 ．
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は ま た 、 微 量 滴 定 皿 、 微 粒 子 、 ポ リ マ ー 性 ビ ー ズ 、 ポ リ マ ー 性 母 材 、
合 成 膜 、 リ ポ ソ ー ム な ど の 固 体 サ ポ ー ト に 固 定 （ 不 動 化 ） す る こ と も で き る 。 こ の よ う な
不 動 化 は 、 脂 腺 膜 に お け る 特 定 の レ セ プ タ を 介 し て 生 理 学 的 に 生 じ る フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の
脂 腺 膜 へ の 固 定 は 含 ま な い 。 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は ま ず 藻 類 の 細 胞 か ら 単 離 さ れ 、 つ い で 固
体 サ ポ ー ト に 結 合 す る か 、 ま た は こ の 結 合 の 前 に 、 修 飾 、 抱 合 化 ま た は 安 定 化 す る 。 結 合
は 、 共 有 結 合 で も 非 共 有 結 合 で も よ い し 、 ま た 特 異 的 で も 非 特 異 的 で も よ い 。 結 合 の 方 法
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は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 固 体 表 面 に 対 し て 好 ま し い 方 向 に 向 け ら れ る よ う に 最 適 な も の に
す る 。 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム タ ン パ ク 質 の た だ 一 つ あ る 型 は 、 リ ン ク 材 と し て の タ ン パ ク 質 に
せ よ フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 に せ よ 、 固 体 サ ポ ー ト へ の 結 合 成 分 と し て 用 い る こ と が で き る
。 い く つ か の 適 用 例 に お い て は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 グ リ ッ ド や 他 の パ タ ー ン の よ う な
整 然 と し た 配 列 に 結 合 さ せ る の が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に 係 る フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 特 異 結 合 ア ッ セ イ に 用 い る の に 特 に 適 し て い る 。 こ
の 特 異 結 合 ア ッ セ イ に は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 イ ム ノ 組 織 化 学 、 血 球 計 算 、 細 胞 の 仕 分 け 、
リ ガ ン ド ま た は レ セ プ タ 結 合 ア ッ セ イ 、 タ ン パ ク 質 － 蛋 白 質 結 合 ア ッ セ イ 、 タ ン パ ク 質 核
酸 結 合 ア ッ セ イ 、 そ し て 核 酸 － 核 酸 結 合 ア ッ セ イ な ど が あ る 。 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 典 型
的 に は 、 ア ッ セ イ に お い て 、 特 異 結 合 の 相 手 の 一 つ を ラ ベ ル 付 け す る の に 用 い ら れ る 。 例
え ば 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 ア ッ セ イ に か け る 分 析 物 に 特 異 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド ま た は
レ セ プ タ を ラ ベ ル 付 け す る の に 用 い ら れ る 。 そ の 他 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 そ の 特 異 的 な
結 合 相 手 を め ぐ っ て 分 析 物 と 競 合 す る リ ガ ン ド ま た は レ セ プ タ で あ る 試 薬 分 子 を ラ ベ ル 付
け す る の に も 用 い ら れ る 。 ラ ベ ル 付 け は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 分 析 物 に 特 異 的 に 結 合 す る
か ま た は 競 合 す る 第 １ の リ ガ ン ド ま た は レ セ プ タ に 結 合 す る 直 接 型 で も よ い し 、 ま た フ ィ
コ ビ リ ソ ー ム が 第 １ の リ ガ ン ド ま た は レ セ プ タ に 特 異 的 に 結 合 す る か ま た は 競 合 す る 第 ２
の リ ガ ン ド ま た は レ セ プ タ に 結 合 す る 間 接 型 で も よ い 。 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 特 異 的 な 結 合
相 手 へ の 結 合 は 、 共 有 結 合 で も よ い し 非 共 有 結 合 で も よ い 。 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は ま た 、 他
の 発 蛍 光 団 が フ ィ コ ビ リ ソ ー ム か ら の 方 向 性 エ ネ ル ギ ー の 伝 達 と 同 時 に 光 を 発 す る 信 号 生
成 系 の 一 部 と な る 。 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 特 異 的 な 結 合 相 手 に 結 合 す る 前 に 安 定 化 す る こ
と も で き る し 、 こ れ に 直 接 抱 合 さ せ る こ と も で き る 。 こ の 他 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 調 製 手
段 に は 、 凍 結 、 凍 結 乾 燥 、 お よ び 他 の 脱 水 方 法 が あ る 。 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 凍 結 は 、 ０ ．
１ ～ １ Ｍ の ス ク ロ ー ス を 存 在 さ せ て 行 う の が 望 ま し い 。 砂 糖 、 塩 、 ポ リ マ ー お よ び 補 助 溶
媒 な ど 他 の 安 定 化 剤 も 使 用 す る こ と が で き る 。 特 に 有 用 な 安 定 化 剤 は 、 ト レ ハ ロ ー ス 、 ソ
ル ビ ト ー ル お よ び デ キ ス ト ラ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 特 異 結 合 ア ッ セ イ に 使 用 す る 場 合 は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ 、 お よ
び ／ ま た は 信 号 生 成 分 子 に 、 一 段 階 、 二 段 階 あ る い は 多 段 階 方 法 で 抱 合 さ せ る 。 一 段 階 グ
ル タ ル ア ル デ ヒ ド 法 は 、 精 製 工 程 に 介 入 す る こ と な く 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を シ ー ケ ン ス 式
に 安 定 化 か つ 抱 合 さ せ る の に 、 効 果 的 か つ 簡 便 で あ る こ と が 分 っ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 業 界 で 知 ら れ て い る ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト は 、 均 質 ア ッ セ イ 、 非 均 質 ア ッ セ イ 、 競 合 ア
ッ セ イ お よ び サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ を 含 め て 、 ど の よ う な も の で も 使 用 す る こ と が で き る
。 均 質 ア ッ セ イ に お い て は 、 二 つ の 結 合 相 手 同 士 （ 例 え ば リ ガ ン ド と レ セ プ タ ） の 結 合 は
、 ラ ベ ル の 作 用 に 影 響 を 及 ぼ し 、 結 合 済 み の 試 薬 と 未 結 合 の 試 薬 の 分 離 は 必 要 で な い 。 他
方 、 非 均 質 ア ッ セ イ に お い て は 、 生 じ た 結 合 の 量 を 測 定 す る た め 、 結 合 済 み の 試 薬 と 遊 離
し た 試 薬 の 分 離 が 必 要 と な る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ の 制 限 は 、 測 光 手 段 、 蛍 光 分 析 手 段 、
あ る い は 光 電 子 手 段 に よ っ て 達 成 で き る 。 そ の 他 、 定 量 的 結 果 は 、 目 視 検 査 に よ っ て 得 ら
れ る 。 天 然 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 普 通 の 抱 合 ・ ア ッ セ イ 条 件 下 で は 自 発 的 に 解 離 す る た
め 、 通 常 の ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト の 場 合 は 、 使 用 前 に 安 定 化 さ せ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 非 均 質 特 異 結 合 ア ッ セ イ に お い て は 、 反 応 混 合 物 は 、 液 状 の 媒 体 を 、 特 異 的 な 結 合 相 手
に 結 合 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 含 む ラ ベ ル 付 け し た 抱 合 体 に 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 得 ら
れ る 。 そ の ラ ベ ル 付 け し た 抱 合 体 の 結 合 相 と 遊 離 相 が 形 成 さ れ る 。 二 つ の 相 に お け る ラ ベ
ル 付 け し た 抱 合 体 の 相 対 的 な 比 率 は 、 液 状 媒 体 中 の リ ガ ン ド の 有 無 お よ び そ の 存 在 量 の 関
数 で あ る 。 つ い で 、 結 合 相 と 遊 離 相 は 分 離 さ れ る 。 液 状 媒 体 中 の リ ガ ン ド は 、 結 合 相 ま た
は 遊 離 相 中 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 検 出 な い し 測 定 す る こ と に よ っ て 定 量 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 均 質 特 異 結 合 ア ッ セ イ の 方 法 は ま た 、 容 易 に 実 行 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 方 法 に お
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い て は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム で ラ ベ ル 付 け し た リ ガ ン ド ま た は レ セ プ タ を 、 第 ２ の 発 蛍 光 団
で ラ ベ ル 付 け し た 特 異 的 結 合 の 相 手 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る 。 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 内 で の エ
ネ ル ギ ー 伝 達 は 指 向 性 が あ る こ と か ら 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 そ の よ う な 蛍 光 エ ネ ル ギ ー
伝 達 ア ッ セ イ に お い て 、 効 率 的 な フ ォ ト ン ド ナ ー あ る い は ア ク セ プ タ と し て 使 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 使 っ た ア ッ セ イ は 、 蛍 光 測 定 法 だ け で な く 、 電 気 化 学 的 に 検 出 す る
こ と も で き る た め 、 電 流 計 を 使 っ た イ ム ノ セ ン サ に お い て 広 く 用 い ら れ て い る 酵 素 電 極 に
替 わ る フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 電 極 の 有 効 性 を も 示 唆 す る 。 さ ら に 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 微 小 電
子 装 置 （ 例 え ば フ ォ ト ダ イ オ ー ド 、 電 荷 結 合 素 子 ） に 指 向 性 の あ る 均 質 な 結 合 を さ せ る こ
と が で き る た め 、 ミ ク ロ ン よ り 小 さ い オ ー ダ ー で 効 率 的 な 光 電 子 信 号 変 換 の 手 段 と も な る
。 本 発 明 に お い て は 、 不 動 化 さ れ た 構 造 的 に 配 向 性 を も つ フ ィ コ ビ リ ソ ー ム か ら の 指 向 性
を も っ た 光 エ ネ ル ギ ー 伝 達 に 応 答 す る 光 電 子 コ ン バ ー タ 、 ト ラ ン ジ ス タ 、 ス イ ッ チ お よ び
増 幅 器 の よ う な 「 微 小 化 さ れ た 「 バ イ オ ト ラ ン ス デ ュ ー サ 」 を 企 図 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 に 係 る 可 溶 性 の 安 定 化 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 特 異 結 合 を す る 相 手 へ の 抱 合 化 が 不
要 な 多 数 の 用 途 を も つ 。 例 え ば 、 こ の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 希 釈 や 灌 流 の 研 究 に お い て 感
応 性 の あ る ト レ ー サ と し て 使 用 し た り 、 分 析 の 際 分 子 サ イ ズ の マ ー カ と し て 使 用 で き る 。
好 ま し い 態 様 に お い て は 、 こ れ ら は 、 危 険 性 の あ る こ ぼ れ 液 を 検 出 す る の に 用 い る 。 フ ィ
コ ビ リ ソ ー ム は 、 こ の 最 終 濃 度 を 約 １ ０ ppm よ り 小 さ く す る た め 、 使 用 前 に 危 険 性 の あ る
物 質 と 混 合 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 危 険 な 物 質 が 事 故 で こ ぼ れ
た り 、 そ の 適 当 な 位 置 か ら 除 か れ た と き に は 検 出 さ れ る 。 検 出 可 能 な フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が
存 在 し た 場 合 は 、 液 が こ ぼ れ た こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 フ イ コ ビ リ ソ ー ム は 、 フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 と 少 な く と も 一 本 の ロ ッ
ド を 含 む リ ン カ ー (linker)タ ン パ ク 質 が 自 ら 組 み 合 わ さ っ て で き る 複 合 体 で あ る 。 本 発 明
の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 原 核 生 物 の 青 緑 色 細 菌 門 （ 青 緑 藻 類 ） ま た は 真 核 生 物 の 紅 藻 類 か
ら 得 ら れ る 。 藻 類 は 、 野 生 種 、 突 然 変 異 種 、 ハ イ ブ リ ッ ド （ 雑 種 ） 、 あ る い は フ ィ コ ビ リ
ソ ー ム 構 成 要 素 を 発 現 可 能 な 遺 伝 子 組 替 え 種 の い ず れ で も よ い 。 ま た 、 藻 類 は 、 自 然 （ 野
生 ） の 環 境 か ら 採 取 し て も よ い し 、 人 工 的 に 制 御 し た 条 件 下 で 成 長 さ せ て も よ い 。 こ の よ
う な 人 工 的 な 条 件 は 、 天 然 の 環 境 を 模 し た も の で も よ い し 、 例 え ば フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 組
成 を 替 え て 色 彩 を 所 望 の も の に 誘 導 す る よ う 設 計 し た も の で も よ い 。 人 工 的 な 条 件 は 、 独
立 栄 養 体 、 混 合 栄 養 体 、 従 属 栄 養 体 の い ず れ か に よ る 成 長 を さ せ る も の で な け れ ば な ら な
い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 細 胞 が 崩 壊 す る 前 に そ の 場 で (in situ)、 ま た は 細 胞 崩 壊 後 の 細
胞 に 拘 束 さ れ た 形 態 で 安 定 化 さ れ た 後 、 こ れ を 生 成 す る 有 機 体 か ら 単 離 さ れ る 。 さ ら に ま
た 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 生 体 外 (in vitro)安 定 化 、 抱 合 化 ま た は 不 動 化 の 前 に 、 無 傷 の
状 態 で 単 離 す る こ と も で き る 。 他 の モ ー ド に お い て は 、 フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 と リ ン カ ー
タ ン パ ク 質 は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 生 成 す る た め 生 体 外 で 単 離 ・ 再 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 で 採 用 す る 安 定 化 の 方 法 と し て は 、 非 共 有 結 合 に よ る も の だ け で な く 、 共 有 結 合
に よ る も の も 含 ま れ る 。 共 有 結 合 に よ る 方 法 に は 、 少 な く と も 二 つ の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム タ
ン パ ク 質 に 跨 が る ポ リ マ ー の 架 橋 お よ び 多 点 で の 結 合 が 含 ま れ る 。 架 橋 剤 は 、 長 さ が ゼ ロ
（ 間 に 立 つ ス ペ ー サ 原 子 な し に 二 つ の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 基 が 直 接 結 合 す る 場 合 を 含 む ） で
あ る か 、 ま た は 種 々 の 長 さ の ス ペ ー サ ア ー ム を 含 む 。 非 共 有 結 合 に よ る 安 定 化 は 、 塩 や 砂
糖 な ど の 補 助 溶 媒 や 、 あ る 種 の ポ リ マ ー や 多 価 レ セ プ タ な ど と の 親 和 性 に 基 づ く 相 互 作 用
、 ま た は 凍 結 も し く は 脱 水 の よ う な 物 理 状 態 の 変 化 を 利 用 し て 行 う 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 他 の 分 子 種 へ の 抱 合 を 行 う に は 、 業 界 で 知 ら れ た 抱 合 化 法 が 用 い ら
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れ る 。 直 接 的 な 結 合 で も よ い し 、 ス ペ ー サ ア ー ム や 担 体 分 子 の よ う な 副 次 的 な 物 質 を 介 在
さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 固 体 サ ポ ー ト へ の 固 定 （ 不 動 化 ） は 、 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 を
利 用 し て 行 う 。 非 共 有 結 合 に よ る 方 法 に は 、 受 動 吸 収 、 親 和 性 に 基 づ く 方 法 、 カ プ セ ル 化
、 補 足 お よ び 制 御 し た 付 着 な ど が あ る 。 不 動 化 を 行 う と 、 構 造 が 規 則 正 し い 生 成 物 が 得 ら
れ る 。 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 特 別 な 方 法 に よ っ て 、 固 体 サ ポ ー ト に 対 し て 一 定 方 向 に 配 向
さ れ る （ 例 え ば 「 コ ア ア ッ プ (core up)」 あ る い は 「 コ ア ダ ウ ン (core down)」 ） 。 そ の 他
、 固 体 サ ポ ー ト 上 で の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 間 の 間 隔 は 、 例 え ば 二 次 元 の ア レ ー ま た は グ リ ッ
ド を 形 成 す べ く 区 画 な い し パ タ ー ン 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 に よ る 特 異 結 合 ア ッ セ イ は 、 定 量 的 な も の で も 定 性 的 な も の で も よ い 。 ま た 分 析
物 は 小 分 子 （ 特 異 結 合 が た だ 一 個 の も の を 含 む ） で も 大 分 子 （ １ 個 を 超 え る 結 合 部 位 を 有
す る も の を 含 む ） で も よ い 。 結 合 ア ッ セ イ の 結 果 を 測 定 す る た め の 検 出 手 段 は 、 目 視 、 光
測 定 、 蛍 光 測 定 あ る い は 電 気 化 学 的 手 段 な ど が あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】

　 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 広 範 な 単 細 胞 藻 類 か ら 単 離 す る 際 の 一 般 的 な 手 法 は 、 例 え ば 　 Gant
t外 (1979年 ),「 Plant Physiology」 ， 第 63巻 ： 第 615-620 頁 に 記 載 さ れ て い る 。 フ ィ コ ビ
リ ソ ー ム は 、 Ganttお よ び Lipschultz(1972年 ),「 Journal of Cell Biology」 ,第 54巻 ： 第
313-324頁 に 記 載 さ れ た 方 法 に 変 更 を 加 え た も の に よ っ て 、 紅 藻 類 （ 例 え ば Porphyridium 
cruentum)お よ び 青 緑 藻 類 （ 例 え ば Anabaena variabilis， Spirulina plantensis)か ら 単
離 さ れ る 。 バ イ オ マ ス は 、 湿 潤 重 量 で ２ ４ ｇ ま で は 、 最 終 的 な ス ク ロ ー ス 勾 配 超 遠 心 分 離
工 程 に お い て 、 Ｓ Ｗ ２ ７ ロ ー タ を ６ 本 の ３ ５ ml遠 心 分 離 管 を 使 っ て 手 軽 に 扱 う こ と が で き
る 。 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 回 収 率 は 、 最 初 の バ イ オ マ ス の ０ ． １ ～ １ ． ０ ％ の オ ー ダ ー で あ
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】

　 培 養 仕 立 て な い し 凍 結 仕 立 て （ － ２ ０ ℃ な い し － ７ ０ ℃ ） の 藻 類 を 、 ４ ０ ～ ５ ０ ０ リ ッ
ト ル の 攪 拌 タ ン ク 中 で 独 立 栄 養 方 式 で 培 養 し 、 連 続 的 に 蛍 光 を 照 射 し て 遠 心 分 離 に よ り 収
穫 す る 。 Porphyridium cruentum（ P.cruentum)は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 Tadros Metals 、 即
席 海 洋 お よ び Dunaliellaビ タ ミ ン を 含 む 人 工 的 な 海 水 媒 体 （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） 中 で ２ ０ ～ ２ ２
℃ で 成 長 さ せ る こ と が で き る 。 ま た Anabaena variabilis は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 カ リ
ウ ム 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 ク エ ン 酸 、 ク エ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム 第 二 鉄 、 A5
 Metals(pH7.8)を 含 む 二 重 強 度 の BG-11 媒 体 中 で ２ ５ ℃ で 成 長 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 で は 特 に 断 ら な い 限 り 、 調 製 に 係 る 全 工 程 は 室 温 （ ２ ０ ～ ２ ３ ℃ ） 下 で 、 ０ ．
０ ５ ％ の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む ０ ． ７ ５ Ｍ リ ン 酸 カ リ ウ ム （ pH 7.0-7.2;Ｋ Ｐ ｉ 緩 衝 液
） 中 で 行 わ れ る 。 ２ ４ ｇ （ 正 味 重 量 ） の 袋 詰 め し た 細 胞 を 、 ４ ８ ml緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 さ せ
る 。 次 に 、 Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ （ １ mM） 、 ベ ン ズ ア ミ ジ ン （ ５ mM） お よ び DNase I（ 10 U/μ リ ッ ト ル
の RNase 遊 離 ス ト ッ ク を 10μ リ ッ ト ル ） を 添 加 す る 。 懸 濁 は ４ 回 １ ５ mlづ つ 、 1000～ 1250
p.s.i で 稼 働 さ せ た フ ラ ン ス 製 の 圧 力 セ ル (Aminco)に 通 す 。 Triton X-100（ ２ ％ ） を 添 加
し て 、 崩 壊 し た 細 胞 混 合 物 を ２ ０ 分 間 攪 拌 す る 。 粒 子 状 物 は 、 Ｓ Ｓ ３ ４ ロ ー タ を 内 蔵 し た
Sorvall RC-5B1冷 蔵 超 高 速 遠 心 分 離 機 を 使 い 、 15,000rpm の 遠 心 分 離 に ４ ５ 分 間 か け て 取
り 除 く 。 上 澄 み 液 は 、 浮 遊 す る ク ロ ロ フ ィ ル 分 画 の 下 か ら シ リ ン ジ で 吸 い 取 っ た 。 （ 下 層
か ら 上 層 に 向 け て ） ２ Ｍ の ス ク ロ ー ス （ ４ ml） 、 １ Ｍ の ス ク ロ ー ス （ ８ ml） 、 ０ ． ５ Ｍ の
ス ク ロ ー ス （ ７ ml） お よ び 0.25Ｍ の ス ク ロ ー ス （ ７ ml） （ す べ て 0.75M KPi 溶 液 ） の 段 階
的 な 勾 配 を も つ ス ク ロ ー ス 緩 衝 液 ６ つ の そ れ ぞ れ に 、 最 上 層 と し て 、 約 ９ mlの 層 が 形 成 さ
れ て い た 。 勾 配 液 は 、 Ｓ Ｗ ２ ７ ロ ー タ を 使 っ て 、 １ ２ ～ １ ８ 時 間 25,000rpm の 遠 心 分 離 に
か け た 。 遠 心 分 離 後 は 、 緑 色 、 褐 色 、 赤 褐 色 、 赤 紫 、 紫 お よ び 透 明 の 各 層 （ 上 層 か ら 下 層
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に 向 け て ） が 種 々 の 分 離 度 で 識 別 さ れ た 。 こ の う ち 、 赤 紫 色 帯 （ ロ ッ ド と フ ィ コ ビ リ タ ン
パ ク 質 凝 集 体 ） と 紫 色 帯 （ フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ） だ け を 取 り 出 し た 。 赤 紫 色 帯 は 、 パ ス ツ ー
ル ピ ペ ッ ト を 使 っ て 吸 引 に よ り 取 り 出 し 、 ２ ～ ８ ℃ で 貯 蔵 し た 。 安 定 化 と 抱 合 化 し た ロ ッ
ド は 、 こ の 分 画 か ら 調 製 し 、 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 し 、 不 動 化 し た 。 １ ． ０ Ｍ ス
ク ロ ー ス 層 に お け る 紫 色 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 帯 は 、 抽 出 し て 一 時 貯 蔵 し 、 Ｋ Ｐ ｉ 緩 衝 液 で
４ 倍 に 希 釈 し て か ら ４ ０ 分 間 SS34ロ ー タ を 使 っ て 15,000rpm の 回 転 数 で 遠 心 分 離 す る 。 得
ら れ た 上 澄 み 液 は 、 ペ レ ッ ト 化 さ れ た 沈 殿 物 （ 存 在 す る 場 合 ） と 分 離 し 、 ２ 時 間 VTi50 ロ
ー タ を 使 っ て 30,000rpm の 回 転 数 で 遠 心 分 離 す る 。 最 終 的 な 上 澄 み 液 を 迅 速 か つ 注 意 深 く
吸 引 す る と 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 含 む ペ レ ッ ト が 最 小 限 の Ｋ Ｐ ｉ 緩 衝 液 に 再 懸 濁 す る 。 タ
ン パ ク 質 の 濃 度 は 、 Lowry 外 （ 1951年 ） の 方 法 に よ っ て 測 定 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 の 測 定 は
、 ス ク ロ ー ス と Triton X-100の 干 渉 に 対 す る 適 当 な 比 較 例 と し て ウ シ の 血 清 ア ル ブ ミ ン を
用 い 、 Folin フ ェ ノ ー ル 試 薬 （ 「 J.Biol.Chem」 ,第 193 巻 ： 第 265-275 頁 ） を 使 っ て 行 う
。 吸 収 ス ペ ク ト ル は 、 島 津 モ デ ル UV-160記 録 装 置 付 き ス ペ ク ト ロ フ ォ ト メ ー タ で 測 定 す る
。 蛍 光 ス ペ ク ト ル は 、 ４ mlの 石 英 製 キ ュ ベ ッ ト 内 の も の を 、 Compudyne PCに 接 続 さ れ た Sp
ex FluoroMaxフ ル オ ロ メ ー タ を 使 っ て 、 室 温 で 記 録 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 一 般 に 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 放 射 ス ペ ク ト ル は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 、 遠 方 側 の フ ィ コ
ビ リ タ ン パ ク 質 の 吸 収 極 大 (例 え ば P． cruentum B-PEに あ っ て は 545nm)で 励 起 す る こ と に
よ っ て 得 ら れ る 。 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 通 常 以 下 の 特 徴 を 有 す る ： １ ） タ ン パ ク 質 １ mg当
り の 極 大 吸 収 （ 例 え ば P.cruentum B-PE に あ っ て は 、 1mg当 り AU 5 4 5 )， ２ ） 所 定 濃 度 当 り
の 蛍 光 信 号 （ 例 え ば 無 傷 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 10ng/ml に つ い て の Ｅ m a x に お け る １ 秒 当 り
の 計 数 (cps))， ３ ） フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 間 エ ネ ル ギ ー 伝 達 の 効 率 を 反 映 す る 一 ま た は そ
れ 以 上 の 蛍 光 比 (例 え ば APC/B-PE結 合 の 指 標 と し て の P.cruentum B-PE に あ っ て は 、 666nm
 と 573nm)。
【 ０ ０ ４ ０ 】

　 公 知 の 方 法 （ 例 え ば Gantt と Lipschultz（ 1972年 ） 前 掲 お よ び Gantt外 （ 1979年 ） 前 掲
） に よ る フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 単 離 の 簡 便 性 、 規 模 お よ び コ ス ト パ フ ォ ー マ ン ス に は 、 勾 配 超
遠 心 分 離 と の 対 比 に よ っ て 厳 し い 基 準 が あ る 。 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 大 規 模 で 経 済 的 な 生 産
を 可 能 な ら し め る た め 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 、 種 々 の 有 機 体 か ら 、 勾 配 超 遠 心 分 離 に よ ら
ず に 単 離 す る 手 順 が 開 発 さ れ た 。 Triton X-100に よ る 安 定 化 と PEG に よ る 沈 殿 を 使 っ て An
abaena variabilis の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 単 離 す る 方 法 は 、 他 の 有 機 体 、 特 に P.cruentum
か ら は 、 無 傷 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 得 る こ と は で き な か っ た 。 Triton X-100と PEG の 除 去
中 に P.cruentumの フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 保 護 す る た め に は 、 さ ら に 処 理 工 程 が 必 要 で あ る 。
ス ク ロ ー ス あ る い は ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の ど ち ら を 処 理 す る 方 法 も 有 効 で あ る こ と が 分 っ た
。 以 下 に 要 点 を 示 し た の は 、 ス ク ロ ー ス の 処 理 手 順 で あ る 。 こ れ は 、 修 正 を 加 え れ ば 、 rh
odophytes(例 え ば P.cruentum)と cyanophytes(例 え ば Anabaena variabilis,Spirulina pla
tensis)の 両 方 に 有 効 で あ る こ と が 分 っ た 。 調 製 の 規 模 は 、 遠 心 分 離 機 と ロ ー タ の 組 み 合
わ せ を 選 択 し 、 容 積 を 調 整 す れ ば 、 容 易 に 変 更 で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 細 胞 は 、 そ の 湿 潤 重 量 １ ｇ 当 り 0.75Ｍ の Ｋ Ｐ ｉ (pH 6.8)溶 液 ５ mlに 懸 濁 さ せ た 。 PMSFと
ベ ン ズ ア ミ ジ ン を 、 そ れ ぞ れ 最 終 濃 度 が １ mMと ５ mMに な る よ う に 添 加 し 、 懸 濁 液 を 1000-1
250p.s.i． の フ レ ン チ 圧 力 セ ル に ３ 回 通 し た 。 細 胞 膜 に 関 連 す る フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 ０
． ７ ５ Ｍ の Ｋ Ｐ ｉ (PH 6.8)溶 液 中 で 、 ２ ％ の Triton X-100と と も に ２ ０ 分 間 攪 拌 し な が ら
処 理 す る こ と に よ っ て 溶 解 す る 。 崩 壊 し た 細 胞 を 調 製 す る に は 、 細 胞 膜 の 断 片 と 粒 子 状 の
屑 を 除 去 す る た め 、 SS34ロ ー タ を 備 え た Sorval RC-5B冷 蔵 超 高 速 遠 心 分 離 機 を 使 い 、 15,0
00rpm の 回 転 数 で ２ ０ 分 間 遠 心 分 離 す る 。 上 澄 み 液 は 、 浮 遊 す る ク ロ ロ フ ィ ル 層 の 下 か ら
、 吸 引 に よ っ て 収 集 す る 。 ペ レ ッ ト は 廃 棄 す る 。 つ い で 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 8000を
、 濃 度 が １ ５ ％ （ 重 量 ／ 容 量 ） と な る ま で 、 先 の 上 澄 み 液 に 添 加 す る 。 こ の 混 合 物 は １ 時
間 攪 拌 し 、 SS34ロ ー タ を 使 い 、 15,000rpm の 回 転 数 で ２ ０ 分 間 遠 心 分 離 す る 。 そ し て 、 上
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澄 み 液 は 廃 棄 す る 。 ペ レ ッ ト は 、 ０ ． ７ ５ Ｍ の Ｋ Ｐ ｉ 中 で 穏 や か に 渦 巻 き を 描 き な が ら 、
２ Ｍ の ス ク ロ ー ス を ス ク ロ ー ス の 最 終 濃 度 が １ ． ５ Ｍ と な る ま で 添 加 す る こ と に よ っ て 再
懸 濁 さ せ る 。 ス ク ロ ー ス の 添 加 後 ３ ０ 分 し た ら 、 懸 濁 液 を 、 ０ ． ７ ５ Ｍ の Ｋ Ｐ ｉ (PH 6.8)
で 約 ４ 倍 に 希 釈 し 、 VTi50 ロ ー タ を 使 っ た Bexkman L8-M超 遠 心 分 離 装 置 を 用 い て 回 転 数 40
,000rpm で ３ 時 間 （ ２ ０ ℃ ） 遠 心 分 離 に か け る 。 上 澄 み 液 は 廃 棄 す る 。 ペ レ ッ ト は 、 最 小
量 の ０ ． ７ ５ Ｍ の Ｋ ｐ ｉ （ pH6.8） 溶 液 に 再 懸 濁 す る が 、 タ ン パ ク 質 、 吸 光 お よ び 蛍 光 を
そ れ ぞ れ 測 定 し て 同 定 し （ 前 掲 参 照 ） 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 供 給 源 に 応 じ て 、 冷 蔵 下 ま た
は 室 温 下 で 貯 蔵 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】

　 公 知 の 文 献 （ 例 え ば Katoh(1988年 )「 Phycobilisome stability」 ， 「 Methods in Enzym
ology」 ,第 １ ６ ７ 巻 ， 第 ３ １ ３ ～ ３ １ ８ 頁 ,Academic Press;お よ び Gantt 外 (1979年 )前 掲
書 ） に よ れ ば 、 単 離 さ れ た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 不 安 定 で 、 タ ン パ ク 質 濃 度 と イ オ ン 強 度
が 減 少 し て い く 。 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 内 エ ネ ル ギ ー 伝 達 は 、 濃 度 に 関 連 し た ５ ４ ５ nmの 励 起
線 に よ る ６ ６ ６ ／ ５ ７ ３ nm蛍 光 放 出 比 の 減 少 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 蛋 白 質 ま た は （ 約
１ mg／ ml以 下 ） の 緩 衝 液 （ 約 ０ ． ５ M Ｋ Ｐ ｉ 以 下 ） 希 釈 後 の 数 分 間 に 中 断 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 公 知 の 特 異 結 合 ア ッ セ イ に 用 い る フ ィ コ ビ リ ソ ー ム で ラ ベ ル 付 け し た 安 定 な リ ガ ン ド と
レ セ プ タ を 何 度 も 調 製 で き る よ う に す る た め に は 、 ま ず フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 安 定 化 す る ：
１ ） 共 有 結 合 に よ る 安 定 化 は 、 好 ま し く は タ ン パ ク 質 修 飾 の 分 野 で よ く 知 ら れ た （ 例 え ば
Wong(1991 年 )「 Chemistry of Protein Conjugation and Crosslinking」 ,CRC Press)長
さ が 短 い か ゼ ロ の 二 官 能 基 性 試 薬 を 使 っ て 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 内 （ サ ブ ユ ニ ッ ト 間 ） の 架
橋 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 ２ ） 共 有 結 合 に よ る 安 定 化 は ま た 、 炭 水 化 物 、 脂 質 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ア ミ ノ 酸 、 無 秩 序 ま た は 秩 序 立 っ た ア ミ ノ 酸 の コ
ポ リ マ ー 、 ヌ ク レ オ シ ド 、 砂 糖 ま た は 他 の 小 さ な 有 機 分 子 な ど の 天 然 ま た は 合 成 ポ リ マ ー
を 多 部 位 結 合 さ せ る こ と に よ っ て も 達 成 さ れ る 。 こ の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の サ ブ ユ ニ ッ ト 間
を 共 有 結 合 さ せ て 相 互 に 連 結 す る 方 法 は 、 一 工 程 で も 二 工 程 で も 行 う こ と が で き る 。 ３ ）
非 共 有 結 合 に よ る 安 定 化 は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 解 離 を 熱 力 学 的 に 好 ま し く な い も の に す
る 補 助 溶 媒 、 洗 剤 あ る い は 他 の 緩 衝 添 加 剤 を 使 っ て 行 う こ と が で き る 。 ４ ） 非 共 有 結 合 、
す な わ ち 親 和 力 に 基 づ い た 安 定 化 は ま た 、 少 な く と も 二 つ の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ
ト に 跨 が る 官 能 基 結 合 部 位 に 対 し て 確 固 た る 親 和 力 を 有 す る 分 子 ま た は 分 子 群 を 使 っ て も
行 う こ と が で き る 。 適 当 な 親 和 力 を 有 す る 分 子 は 、 天 然 の 、 修 飾 し た あ る い は 合 成 し た 抗
体 ま た は 抗 体 断 片 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 レ ク チ ン 、 炭 水 化 物 ま
た は 小 さ な 有 機 分 子 の ポ リ マ ー の 、 ラ ン ダ ム な ふ る い 分 け あ る い は 組 み 合 わ せ に よ っ て 選
択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 長 さ が 短 か 目 か ら 中 位 の 架 橋 剤 を 使 い 、 一 工 程 反 応 に よ っ て 安 定
化 さ せ る こ と が で き る 。 試 薬 と 反 応 条 件 は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 間 重 合 よ り も フ ィ コ ビ リ ソ
ー ム 内 架 橋 に と っ て 好 ま し い も の と な る よ う 選 択 す る 。 鎖 長 が 中 位 の ホ モ 二 官 能 基 性 ジ ア
ル デ ヒ ド で あ る グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド （ Ｇ Ａ ） な ら び に 鎖 長 が 短 い モ ノ ア ル デ ヒ ド で あ る ホ
ル ム ア ル デ ヒ ド （ Ｆ Ａ ） は 、 両 方 と も 、 希 釈 に よ っ て 誘 発 さ れ る エ ネ ル ギ ー 伝 達 の 寸 断 か
ら フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 保 護 す る の に 効 果 が あ る 。 Ｇ Ａ を 使 っ た 場 合 は フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の
安 定 化 の 程 度 が 最 大 に な る が 、 こ の と き は 一 部 が 溶 解 し な い 。 こ の 事 実 は 遠 心 分 離 あ る い
は 長 期 の 格 納 後 に 明 ら か に な る 。 Ｇ Ａ を 使 っ た と き の 不 溶 解 現 象 は 、 Ｇ Ａ と フ ィ コ ビ リ ソ
ー ム の 濃 度 と 反 応 時 間 を と も に 最 適 に す れ ば 最 小 限 に と ど め る こ と が で き る 。 そ の 他 、 条
件 は 、 ８ ０ ０ ０ ｇ で ２ 分 間 遠 心 分 離 を し た と き 、 沈 降 物 を 完 全 に 分 離 し な が ら 、 Ｇ Ａ で 安
定 化 さ れ た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 均 質 な 懸 濁 状 態 に と ど め た ま ま 得 ら れ る よ う 、 調 整 す る こ
と が で き る 。 Ｇ Ａ の 安 定 化 効 果 は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 、 Ｇ Ａ ／ フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 重 量
比 が 低 い 状 態 （ た と え ば 0.027%の Ｇ Ａ ／ 0.727%の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ） か ら 、 Ｇ Ａ で 緩 衝 し
た 反 応 混 合 物 で 希 釈 し て Ｇ Ａ ／ フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 重 量 比 を 高 め る （ た と え ば 0.10%の Ｇ
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Ａ ／ 0.10%の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ） よ う 、 順 序 立 て て 処 理 す る こ と に よ っ て 改 善 す る こ と が
で き る 。 Ｇ Ａ で 処 理 す る 場 合 と は 対 象 的 に 、 鎖 長 が 短 い 架 橋 剤 （ 例 え ば Ｆ Ａ ） で 安 定 化 す
る 場 合 は 、 効 果 が 最 大 に な る の は 、 可 溶 性 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 凝 集 体 や 沈 殿 し た り す る
こ と の な い と き で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 調 製 物 の サ イ ズ 分 布 と 浮 力 密 度 へ の 安 定 化 お よ び 抱 合 化 処 理 の 効 果 を
測 定 す る た め 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 単 離 時 に 用 い た も の に 似 た 不 連 続 な ス ク ロ ー ス 勾 配 に つ
い て 、 反 応 前 駆 体 お よ び 反 応 生 成 物 の 挙 動 を 評 価 し た 。 リ ジ ン で 反 応 を 終 了 さ せ Ｇ Ａ で 安
定 化 さ せ た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 、 未 精 製 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 抗 体 抱 合 体 お よ び 未 修 飾 の フ ィ
コ ビ リ ソ ー ム を そ れ ぞ れ ０ ． ５ mg、 ０ ． ７ ５ Ｍ の Ｋ Ｐ ｉ （ pH 7.35） 中 に ２ ． ０ Ｍ 、 １ ．
０ Ｍ 、 ０ ． ５ Ｍ お よ び ０ ． ２ ５ Ｍ の ス ク ロ ー ス を 含 む そ れ ぞ れ ２ ． ５ mlの 溶 液 か ら な る １
０ mlの ス ク ロ ー ス 勾 配 に 適 用 し た 。 核 勾 配 は 、 70.1Tiロ ー タ 中 で 回 転 数 50,000rpm の 下 に
２ ０ 時 間 （ １ ８ ℃ ） 遠 心 分 離 に か け た 。 未 修 飾 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 勾 配 の 上 半 分 に は 、 赤
紫 色 の 帯 （ ロ ッ ド と Ｂ － Ｐ Ｅ 凝 集 体 ） が 現 れ た が 、 こ れ は 天 然 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が こ れ
ま で の 条 件 下 で 一 部 分 解 し た こ と を 示 し て い る 。 Ｇ Ａ で 安 定 化 さ せ た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム と
フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 抗 体 の 抱 合 体 勾 配 は 、 こ れ と は 対 照 的 に 、 １ ． ５ Ｍ ス ク ロ ー ス 域 に 単 一
の 帯 を 形 成 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 １ ） Ｇ Ａ で 安 定 化 処 理 す る と 、 超 遠 心 分 離 中 の フ ィ コ
ビ リ ソ ー ム の 解 離 を 防 止 す る こ と が で き る ； ２ ） Ｇ Ａ に よ る 一 工 程 で の 安 定 化 ／ 抱 合 化 プ
ロ セ ス は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム あ る い は 抱 合 体 の 制 御 不 能 な 重 合 を 引 き 起 す こ と は な い ； ３
） 安 定 化 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム お よ び 抱 合 体 は 、 上 述 の 共 有 結 合 に よ る 架 橋 の 後 も 可 溶 性
の ま ま と ど ま る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】

　 リ ジ ン で 消 光 さ せ 、 ケ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 さ れ た 、 Ｆ Ａ で 処 理 し た フ ィ コ ビ リ
ソ ー ム と フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 抗 体 抱 合 体 （ 「 修 飾 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 」 ） は 、 共 有 結 合 ま
た は 受 動 吸 収 に よ っ て 均 一 な ラ テ ッ ク ス 粒 子 に 不 動 化 さ れ る 。 培 養 は す べ て 、 室 温 で 回 転
さ せ な が ら 行 う 。 蛍 光 性 お よ び 非 蛍 光 性 の カ ル ボ キ レ ー ト で 修 飾 し た ラ テ ッ ク ス 微 粒 子 （
粒 径 ０ ． ０ ３ ～ １ μ ｍ ） は 、 １ ～ １ ０ mg／ mlの 最 終 濃 度 で 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 微 粒 子 へ の 受 動 吸 収 は 、 ２ ０ ～ ２ ０ ０ μ g/mgの 不 動 化 率 （ μ ｇ （ タ ン パ ク 質 ／ mg（ 粒 子
） ） の 下 、 １ ０ ０ mMの リ ン 酸 塩 溶 液 （ pH 7.2） 中 で １ ～ １ ６ 時 間 か け て 行 っ た 。 修 飾 し た
フ ィ コ ビ リ ソ ー ム と ラ テ ッ ク ス の 懸 濁 液 は 、 150mM の 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 100mM の Ｋ Ｐ
ｉ 中 で ８ ０ ０ ０ ｇ の 加 速 度 の 下 に 、 遠 心 分 離 を 繰 り 返 し て 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 共 有 結 合 に よ る 不 動 化 は 、 100mM MES(pH 6.8)中 で １ － エ チ ル － ３ － （ ３ － ジ メ チ ル ア
ミ ノ プ ロ ピ ル ） － カ ル ボ ジ イ ミ ド （ Ｅ Ｄ Ａ Ｃ ） を 用 い る 一 工 程 手 順 に お い て も 、 同 じ タ ン
パ ク 質 ／ 粒 子 比 の 下 に 行 わ れ る 。 修 飾 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 攪 拌 し な が ら 、 粒 子 懸 濁
液 の 中 に 一 気 に 注 ぎ 、 １ ～ ２ 時 間 反 応 さ せ た 後 、 遠 心 分 離 で 洗 浄 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 長 期 に わ た っ て 保 存 す る 場 合 に は 、 不 動 化 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 １ ％ Ｆ Ａ で 後 処 理
を 施 し 、 リ ジ ン で 消 光 さ せ 、 ナ ト リ ウ ム シ ア ノ ボ ロ ヒ ド リ ド で 還 元 さ せ た 後 、 150mM の 塩
化 ナ ト リ ウ ム と 0.05% の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 100mM KPiで 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】

　 不 動 化 は 、 以 下 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 室 温 下 で 行 っ た 。
　 ア ミ ン で 修 飾 し た BioMag（ 高 磁 性 体 ） を 、 10mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ NaPi; pH 7.35）
の 激 し い 渦 巻 き 流 中 で ５ 回 洗 浄 し 、 粒 子 濃 度 が ５ ～ １ ０ mg/ml と な る よ う に 磁 性 体 を 分 離
し た 。 最 終 洗 浄 の 後 、 湿 潤 下 ケ ー キ は 、 ６ ． ２ ５ ％ の Ｇ Ａ （ Sigma） 中 で ２ ５ mg／ mlの 濃
度 に 再 懸 濁 さ せ 、 室 温 下 で ３ 時 間 攪 拌 す る 。 こ の Ｇ Ａ で 処 理 し た 粒 子 は NaPi中 で ６ 回 洗 浄
し た 。 洗 浄 を 終 え た 、 Ｇ Ａ で 活 性 化 さ せ た 粒 子 は 、 タ ン パ ク 質 を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ pH 7.2-7.4
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)で 、 ３ ～ １ ０ mg／ mlに 不 動 化 さ せ 、 BioMag 1mg当 り １ ０ ０ ～ １ ６ ０ μ ｇ タ ン パ ク 質 を 産
生 す べ く 、 再 懸 濁 さ せ た 。 Ｂ Ｓ Ａ は 、 BioMag粒 子 上 の イ ム ノ 反 応 体 間 の 間 隔 を 調 整 す る ド
ー ピ ン グ 剤 と し て 含 有 さ せ る 。 タ ン パ ク 質 溶 液 の 一 部 は 、 不 動 化 効 率 を 測 定 す る た め に 保
存 し て お く 。 タ ン パ ク 質 と 粒 子 を 含 む ス ラ リ ー は 、 室 温 で １ ６ ～ ２ ４ 時 間 攪 拌 す る 。 粒 子
は 、 磁 気 を 使 っ て 分 離 す る 。 上 澄 み 液 は デ カ ン ト し 、 残 留 す る タ ン パ ク 質 の 推 測 を 行 う た
め に 保 存 し て お く 。 未 反 応 の Ｇ Ａ 基 は 、 粒 子 を 、 １ Ｍ の グ リ シ ン (pH 8.0)中 で 約 １ ０ mg／
mlの 濃 度 に 再 懸 濁 さ せ る こ と に よ っ て 消 光 さ せ 、 そ の 後 １ 時 間 攪 拌 し た 。 消 光 さ せ た 粒 子
は Ｐ Ｂ Ｓ (pH 7.4)中 で ２ 度 洗 浄 し 、 ２ mg／ mlの Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ 中 で ２ ～ ４ 時 間 攪 拌 し
て 粘 着 さ せ た 。 粘 着 さ せ た 粒 子 は 、 １ mg／ mlの Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ 中 で ３ 度 洗 浄 し 、 粒 子
濃 度 が １ ０ mg／ mlと な る ま で 再 検 索 さ せ 、 ２ ～ ８ ℃ で 保 存 し た 。 一 方 、 使 用 す る 方 は 、 不
動 化 さ せ た 試 薬 を 長 期 に わ た る 保 存 中 の 浸 出 か ら 保 護 す る た め 使 用 す る 前 に 、 粒 子 濃 度 が
約 １ mg／ mlの ア ッ セ イ 緩 衝 液 中 で 激 し い 渦 巻 き 流 に よ り ３ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】

　 タ ン パ ク 質 は 、 以 下 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 表 面 を 修 飾 し た ポ リ ス チ レ ン 製 微 小 滴 定 プ
レ ー ト に 受 動 吸 収 さ れ る 。 抗 原 と 抗 体 は 、 ホ ウ ケ イ 酸 ガ ラ ス 管 ま た は ５ ０ mlの ポ リ プ ロ ピ
レ ン 製 遠 心 分 離 管 に お い て 、 50mMの カ ー ボ ネ ー ト 緩 衝 液 (pH9.6)ま た は 10mMの リ ン 酸 ナ ト
リ ウ ム （ Ph 7.4） 中 で 、 使 用 の 直 前 に ２ ～ ２ ０ μ ｇ ／ mlに 希 釈 し た 。 透 明 な ポ リ ス チ レ ン
製 の Immulon 4(商 品 名 )ま た は 白 色 の Microlite 2(商 品 名 )（ 平 底 の 微 小 滴 定 プ レ (Dynatec
h)） を 、 １ 皿 当 り １ ０ ０ μ リ ッ ト ル の 割 合 で 、 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 、 室 温 （ ２ ０ ～ ２ ３ ℃ ） で
４ 時 間 、 ま た は ２ ～ ８ ℃ で １ ５ ～ ２ ４ 時 間 か け て 、 抗 原 ・ 抗 体 を 塗 布 し た 。 プ レ ー ト は デ
カ ン ト し 、 洗 浄 緩 衝 液 （ Ｂ Ｓ Ａ を １ mg／ ml含 む Ｐ Ｂ Ｓ (pH 7.4)） を 充 填 し て １ 度 だ け 洗 浄
し た 後 、 ま た デ カ ン ト し た 。 プ レ ー ト は 、 １ 時 間 か け て 、 ２ mg／ mlの Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ
２ ０ ０ μ リ ッ ト ル で ブ ロ ッ キ ン グ を 施 し 、 さ ら に 洗 浄 緩 衝 液 で ５ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 実 施 例
実 施 例 １ ：
　 末 修 飾 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 特 異 結 合 試 薬 の 調 製 と 使 用 に 用 い る 典 型 的 な 条 件 下 で は
急 速 に 解 離 す る た め 、 非 共 有 結 合 に よ る フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 抱 合 体 は 、 プ ロ セ ス の 各 工 程 に
お い て 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 濃 度 と 反 応 条 件 に 注 意 が 必 要 で あ っ た 。 ０ ． ５ ～ ２ ０ IgG2b/
フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の モ ル 比 を 得 る た め 、 IgG2b サ ブ タ イ プ (Sigma Chemical Company 製 造
)の ネ ズ ミ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 抗 フ ィ コ エ リ ス リ ン 抗 体 を 、 激 し く 攪 拌 し な が ら
、 ２ ． ５ mg／ mlの Ｂ Ｓ Ａ を 含 む ０ ． ６ Ｍ の Ｋ Ｐ ｉ (pH 7.2)中 の P.cruentumの フ ィ コ ビ リ ソ
ー ム （ ５ ． ６ mg／ ml） に 滴 下 し た 。 反 応 は 、 室 温 下 で ３ ０ 分 間 進 行 さ せ た 。 免 疫 学 的 抱 合
体 形 成 は 、 常 磁 性 粒 子 上 に 不 動 化 さ れ た ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG2b 抗 体 を 使 う と 、 IgG2b-フ ィ コ
ビ リ ソ ー ム 複 合 体 が 特 異 的 に 補 足 さ れ る こ と に よ っ て 示 さ れ る 。 ５ ０ μ リ ッ ト ル の BioMag
-IgG2b(1％ の Ｂ Ｓ Ａ を 含 む 0.75M KPi で 洗 浄 さ れ 、 濃 度 は 30mg/ml)を 、 ２ ０ ０ μ ｇ の フ ィ
コ ビ リ ソ ー ム を 含 む ４ ０ μ リ ッ ト ル の 抱 合 体 混 合 物 に 添 加 し た 。 補 足 試 薬 を 添 加 し た 後 、
ア ッ セ イ 混 合 物 は 、 ６ ． ７ mg／ mlの Ｂ Ｓ Ａ を 含 む ０ ． ６ ６ Ｍ の Ｋ Ｐ ｉ 中 に 拘 束 さ れ た IgG2
bと と も に ま た は こ れ な し で 、 ２ ． ２ mg／ mlの フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 含 む 。 こ の 混 合 物 は 、
室 温 下 で ３ ０ 分 間 培 養 し 、 磁 気 を 帯 び た プ レ ー ト （ Corning社 製 ） 上 に 分 離 し た 。 そ し て
、 ０ ． ７ ５ Ｍ の Ｋ Ｐ ｉ 中 で ４ ０ 倍 に 希 釈 し た 上 澄 み 液 を 使 っ て 、 ５ ４ ５ nmに お け る 吸 光 度
を 測 定 し た 。 IgG2bを 増 加 さ せ る と 、 そ の 投 与 量 に 応 じ て 吸 光 度 が 減 少 し た 。 こ れ は 、 Bio
Mag-IgG2bを 介 し て 特 異 結 合 に よ り フ ィ コ ビ リ ソ ー ム -IgG2b複 合 体 が 生 じ た こ と を 示 し て
い る 。 特 異 結 合 が 最 大 （ ２ ６ ％ ） に な る の は 、 IgG2bが １ ～ ３ μ ｇ の と き で 、 こ れ を 超 え
る と 、 固 体 相 の 容 量 が 不 足 す る た め 結 合 割 合 は 減 少 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
実 施 例 ２ ：
　 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 検 出 す る 試 薬 と し て 使 用 す る 場 合 は 、 こ の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 通 常
、 構 造 的 に は 無 傷 （ 「 非 解 離 状 態 」 ） に と ど ま ら な け れ ば な ら な い 。 非 均 質 の 特 異 結 合 ア
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抗 原 と 抗 体 の 微 小 滴 定 溜 め へ の 不 動 化

非 共 有 結 合 に よ る フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － 抗 体 抱 合 体 特 異 結 合 ア ッ セ イ

ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 用 い た 安 定 な Ｕ Ｓ フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 試 薬 の 調 製



ッ セ イ （ 測 定 前 は 、 結 合 し た 首 都 遊 離 し た 種 は 無 傷 の ま ま 分 け て ら れ て い な け れ ば な ら な
い ） に 使 用 す る に は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 縫 合 、 精 製 、 ア ッ セ イ な ら び に 製 品 の 製 造 、
輸 送 お よ び 貯 蔵 の 間 、 自 発 的 な 解 離 を 防 ぐ た め 、 安 定 化 さ れ て い な け れ ば な ら な い 。 共 有
結 合 に よ る 安 定 化 方 法 は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 、 溶 解 度 を 損 な う こ と な く 、 エ ネ ル ギ ー 結
合 お よ び ／ ま た は 構 造 的 な 一 体 性 を 保 存 す る よ う に 開 発 さ れ た 。 制 御 な く 重 合 や 中 和 を 行
っ た と き に 生 ず る 沈 殿 を 防 ぐ た め 注 意 深 く 最 適 化 し た 条 件 の 下 で は 、 架 橋 剤 を 使 用 し た 。
最 適 化 の 際 重 要 な パ ラ メ ー タ に は 、 架 橋 剤 の 型 と 反 応 性 、 絶 対 試 薬 と 相 対 試 薬 な ら び に フ
ィ コ ビ リ ソ ー ム の 濃 度 、 反 応 時 間 、 ｐ Ｈ な ら び に 反 応 終 結 と 精 製 の 方 法 が 含 ま れ る 。 P.cr
uentumの フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 用 い て 例 示 し た ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に よ る 安 定 化 は 、 以 下 の よ
う に 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 単 離 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 ０ ． ０ ５ ％ の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 0.75Ｍ の Ｋ Ｐ ｉ (p
H 7.2)中 に お け る タ ン パ ク 質 濃 度 を ８ ． ０ mg／ mlに 調 整 し た 。 最 終 的 な 濃 度 が １ ． ０ ％ に
な る よ う 、 Ｆ Ａ （ 0.75H KPi 中 で １ １ ％ ） を 攪 拌 し な が ら 滴 下 し た 。 反 応 混 合 物 は 、 室 温
下 で １ ８ 時 間 放 置 し 、 １ Ｍ の Ｌ － リ ジ ン で 消 光 さ せ た 。 そ し て 、 長 期 保 存 す る た め 、 Ｆ Ａ
で 処 理 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を ナ ト リ ウ ム シ ア ノ ボ ロ ヒ ド リ ド で 還 元 し 、 150mM の 塩 化 ナ
ト リ ウ ム と 0.05% の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 100mM の KPi(pH 7.2)で 平 衡 さ せ た セ フ ァ ロ
ー ズ Ｃ Ｌ － ６ Ｂ で 精 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 希 釈 後 に お け る 解 離 の し や す さ は 、 希 釈 後 の 時 間 と 量 に 応 じ た Ｆ Ａ
処 理 を 施 す こ と に よ っ て 防 止 し た 。 種 々 の Ｆ Ａ 濃 度 で １ ８ 時 間 処 理 し た 調 製 物 を 、 吸 光 度
と 蛍 光 を 測 定 す る 前 に （ ５ ４ ５ nm励 、 起 、 0.75M KPi(pH7.2)中 で 、 ６ ５ μ ｇ ／ mlと ０ ． ６
μ ｇ ／ mlの 濃 度 に 分 け て 、 ２ 時 間 か け て 培 養 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 エ ネ ル ギ ー 伝 達 が 最 適 に 保 持 さ れ た の は Ｆ Ａ 濃 度 が １ ％ の と き で あ っ た 。 Ｆ Ａ 濃 度 を ２
％ に し て 処 理 し た 場 合 も 、 ほ ぼ 同 程 度 の 保 持 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 イ オ ン 強 度 が 低 く し た 緩 衝 液 中 で フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 解 離 し な い よ う 安 定 化 さ せ る た め
に も 、 同 じ よ う な Ｆ Ａ 処 理 条 件 が 必 要 で あ っ た 。 Ｆ Ａ で 処 理 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 ０
． １ Ｍ の Ｋ Ｐ ｉ 中 で 約 ０ ． ７ ５ μ ｇ ／ mlに 希 釈 し 、 ４ ０ 時 間 室 温 下 で 放 置 し た 。 時 間 間 隔
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を 増 大 さ せ る た め １ ％ の Ｆ Ａ で 処 理 し た 調 製 物 の 蛍 光 に 関 す る デ ー タ を 以 下 の よ う に 要 約
し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 Ｆ Ａ の 安 定 化 効 果 が 架 橋 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 大 き な 不 溶 性 の ポ リ マ ー が 形 成 に よ る も の
で あ る か ど う か を 調 べ る た め 、 Ｆ Ａ を 使 っ た 調 製 物 を 遠 心 分 離 で 推 定 し た 。 フ ィ コ ビ リ ソ
ー ム は 、 濃 度 が ３ ． ０ ％ ま で の Ｆ Ａ を 使 っ て 処 理 し た 。 反 応 は 、 室 温 下 で ２ ～ １ ８ 時 間 か
け て 行 っ た 。 そ し て 、 可 溶 性 の 修 飾 済 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 回 収 率 を 、 十 分 に 混 合 し た 調 製
物 の ５ ４ ５ nmに お け る 吸 光 度 を 、 8000ｇ で の 遠 心 分 離 を ２ 分 間 行 っ て 得 ら れ た 上 澄 み 液 の
も の と 比 較 し て 推 定 し た 。 沈 殿 の 相 対 的 な ％ 割 合 は 、 Ｆ Ａ で 処 理 し た 調 製 物 の 回 収 率 （ ％
） を 未 処 理 の 比 較 例 の も の か ら 差 し 引 い て 測 定 し た 。 高 い Ｆ Ａ 濃 度 で 長 時 間 処 理 し た も の
だ け が 、 十 分 な 沈 殿 を 生 起 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 Ｆ Ａ で 修 飾 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム （ ２ ％ の Ｆ Ａ で ５ 時 間 処 理 ） は 、 室 温 下 で １ ８ 週 間 放
置 し て も 、 沈 殿 が 生 じ な か っ た 。 さ ら に 、 Ｆ Ａ で 処 理 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 攪 拌 の 有
無 に か か わ ら ず 、 回 収 率 、 抱 合 効 率 お よ び イ ム ノ ア ッ セ イ の 成 果 に お い て 、 違 い が 見 ら れ
な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｆ Ａ で 処 理 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 調 製 物 が 、 タ ン パ ク 質 の 修
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飾 、 精 製 、 イ ム ノ ア ッ セ イ お よ び 長 期 保 存 に 適 す る 均 質 な 溶 液 の ご と き 挙 動 を し た こ と を
示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 Ｆ Ａ で 処 理 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 通 常 の 条 件 に 従 い 、 室 温 下 で 貯 蔵 し た 。 一 方 、 参
照 試 料 は 、 安 定 性 の 比 較 の た め 、 ２ ～ ８ ℃ で 冷 蔵 し た 。 Ｆ Ａ で 安 定 化 さ せ た フ ィ コ ビ リ ソ
ー ム の 吸 光 度 お よ び 蛍 光 は 、 島 津 モ デ ル UV-160記 録 計 付 き ス ペ ク ト ロ メ ー タ お よ び SPEX F
luoroMaxフ ル オ ロ メ ー タ を 使 っ て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
実 施 例 ３ ：
　 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 0.05% の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 0.75M KPi(pH 7.3)を 用 い て 、
濃 度 を ２ ～ １ ０ mg／ ml、 好 ま し く は 約 ８ ． ０ mg／ mlに 調 整 す る 。 つ い で 、 Ｇ Ａ (0.75M KPi
中 で 0.2-1.0%)を 、 そ の 容 量 の １ ０ ～ ５ ０ ％ を ２ 分 間 か け て 滴 下 す る か 、 あ る い は ３ 時 間
ま で か け て さ ら に ３ ～ ６ 分 画 を 追 加 し た 。 Ｆ Ａ の 添 加 後 、 反 応 混 合 物 を 室 温 下 で １ ～ １ ８
時 間 放 置 し た 。 修 正 し た 一 工 程 Ｇ Ａ 法 に よ る 抱 合 化 に 先 立 っ て 設 計 し た 好 ま し い 安 定 化 プ
ロ ト コ ル に お い て は 、 ７ ． ２ ７ mg／ mlの フ ィ コ ビ リ ソ ー ム と 0.023%の Ｇ Ａ を 含 む 反 応 混 合
物 は 、 第 一 ア ミ ン を 含 む リ ガ ン ド （ 例 え ば 抗 原 ） ま た は レ セ プ タ （ 例 え ば 抗 体 ） の 添 加 前
に 、 室 温 下 で ３ 時 間 培 養 す る 。 あ る い は 、 Ｇ Ａ に よ る 安 定 化 反 応 は 、 過 剰 の 第 一 ア ミ ン （
例 え ば １ ０ ０ ｍ Ｍ の リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ リ シ ン 、 シ ス チ ン ま た は グ ル タ ミ ン 酸 ） を 添
加 す れ ば 終 結 す る 。 Ｇ Ａ に よ る 安 定 化 の 好 ま し い プ ロ ト コ ル に よ り 、 遊 離 ア ル デ ヒ ド 以 外
の 基 を 介 し て 抱 合 化 ま た は 不 動 化 を す る 前 に 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム （ ７ ． ２ ７ mg/ml） を ま
ず １ ～ ２ 時 間 か け て 0.023%の Ｇ Ａ に 使 っ て 安 定 化 し 、 つ い で 、 ０ ． ０ ５ ～ ０ ． １ ５ ％ の Ｇ
Ａ を 先 の ５ ～ １ ０ ％ の 容 量 を 使 用 し １ ～ ４ 時 間 か け て 培 養 を 行 っ た 。 反 応 は 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ
の リ ジ ン 、 グ リ シ ン 、 シ ス チ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 ま た は 他 の 第 一 ア ミ ン を 含 有 す る 消 光 剤 を
添 加 し て 終 結 さ せ た 。 Ｇ Ａ で 安 定 化 さ れ た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 未 修 飾 の フ ィ コ ビ リ ソ ー
ム と Ｆ Ａ で 安 定 化 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム に つ い て 用 い た 方 法 に よ り 、 吸 光 係 数 と 蛍 光 を 測
定 す る こ と に よ っ て 同 定 し た 。 P.cruentumか ら 得 た 安 定 化 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 以 下 の 性
質 に つ い て 再 現 性 が あ っ た ：
　 － 吸 光 係 数 ： 　 　 　 　  ＞ ４ Ａ Ｕ 5 4 5 /mg（ 平 均 は 約 ５ ． ０ ）
　 － 蛍 光 信 号 (666nm)： 　 ＞ １ ０ 4 cps(1 ng/ml当 り ； ５ ４ ５ nmで 励 起 )
　 － 蛍 光 比 ： 　 　 　 　 　  666/573nm 放 射 比 ＞ 3.0（ ５ ４ ５ nmで 励 起 ）
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 Ｇ Ａ の 安 定 化 効 果 は 、 以 下 の よ う に 滴 定 し た 。 １ ０ mg／ mlの フ ィ コ ビ リ ソ ー ム と 0.003-
0.3%の Ｇ Ａ を 含 む 反 応 混 合 物 を 得 る た め 、 Ｇ Ａ (0.75M kpi中 で の 濃 度 が 0.03-3.0%)を 、 0.
75M KPi中 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム に 攪 拌 し な が ら 滴 下 し た 。 室 温 で １ ２ 時 間 経 過 し た ら 、 反
応 混 合 物 を １ ０ ０ mMの グ リ シ ン で 消 光 さ せ 、 滴 定 前 に ２ 週 間 室 温 下 で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 希 釈 に 対 す る 安 定 性 は 、 得 ら れ た 調 整 物 を 、 ０ ． ７ ５ Ｍ の Ｋ Ｐ ｉ （ PH7.2)中 に お い て １
０ μ g/mlの 濃 度 で 種 々 の 時 間 培 養 す る こ と に よ っ て 測 定 し た 。 濃 縮 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム
貯 蔵 物 は 、 一 気 に １ ０ μ g/mlま で 希 釈 し た 。 希 釈 し た 調 整 物 の ５ ４ ５ nmで 励 起 し た と き の
放 射 ス ペ ク ト ル は 、 種 々 の 時 間 間 隔 で 記 録 し た 。 蛍 光 デ ー タ は 、 Ｅ 6 6 6 /Ｅ 5 7 3 比 で 表 し た
。 直 後 （ 希 釈 後 ３ ０ 秒 ） の 比 は 、 未 処 理 の 比 較 例 で は 平 均 ２ ． １ ０ で あ る の に 対 し 、 ０ ．
０ ３ ％ の Ｇ Ａ で 処 理 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム に あ っ て は ３ ． ２ １ で あ り 、 こ れ は 比 較 例 に お
い て は 、 大 幅 な 希 釈 に よ っ て ３ ０ 秒 以 内 に 解 離 が 生 じ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 Ｇ Ａ の 沈 殿 物 中 の 濃 度 に よ っ て 減 少 し た イ オ ン 強 度 に 対 す る 安 定 化 は 、 脱 イ オ ン 水 と 0.
75M KPi の 種 々 の 混 合 物 を 希 釈 し た 後 に 、 比 較 例 と ０ ． ０ ３ ％ の Ｇ Ａ で 処 理 し た フ ィ コ ビ
リ ソ ー ム の 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 監 視 す る こ と に よ っ て 評 価 し た 。 ０ ． ０ ３ ％ の Ｇ Ａ で 処 理 し
た こ と に よ る 安 定 化 効 果 は 、 希 釈 後 １ 時 間 以 内 に 顕 著 に 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 Ｇ Ａ （ お よ び Ｆ Ａ ） に よ る 安 定 化 プ ロ セ ス に お け る 消 光 、 還 元 お よ び 精 製 工 程 の 詳 細 は
、 用 途 に よ っ て 異 な る 。 ア ル デ ヒ ド で 処 理 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 性 質 は 、 消 光 反 応 に 使
用 す る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば グ リ シ ン 、 Ｄ － ア ル ギ ニ ン 、 Ｌ － リ ジ ン ） に よ っ て 変 化 す る 。 さ
ら に 、 適 当 な 消 光 剤 （ 例 え ば 、 チ オ ー ル 基 の 導 入 に は Ｌ － シ ス チ ン 、 糖 基 の 導 入 に は グ ル
コ サ ミ ン ） を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 新 し い 化 学 基 を 好 便 に 導 入 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 0.023%の Ｇ Ａ で 処 理 し 、 10mMの Ｌ － シ ス チ ン で 消 光 し 、 そ の 後
の 使 用 に 備 え て 貯 蔵 し て も 、 あ る い は 以 下 の よ う に 還 元 、 精 製 お よ び 抱 合 し て も よ い 。 シ
ス チ ン で 消 光 し Ｇ Ａ で 処 理 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 30mMの ジ チ オ エ リ ス リ ト ー ル で 還 元
し 、 100mM の NaCl(pH 7.4)を 含 む 100mM の Ｋ Ｐ ｉ で 平 衡 化 し た Sepharose CL-6B で 精 製 し
た 。 100mM の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH 7.4)に 溶 解 し た Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ を 用 い る 確 立 し た 方 法 に よ っ
て 、 ピ リ ジ ル で 誘 導 し た ス ト レ プ タ ビ ジ ン を 調 製 し た （ Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ と ス ト レ プ タ ビ ジ ン の モ
ル 比 は １ ０ ） 。 生 成 物 は 、 同 一 緩 衝 液 中 で 透 析 に よ っ て 精 製 し 、 ス ト レ プ タ ビ ジ ン と フ ィ
コ ビ リ ソ ー ム の モ ル 比 が ２ ～ １ ０ の 範 囲 で 、 チ オ レ ー ト 化 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム と 反 応 さ せ た
。 ス ト レ プ タ ビ ジ ン と フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 抱 合 体 は 、 Sepharose CL-6B で 精 製 し た 。 ビ オ
チ ン と 特 異 的 な 結 合 を し た こ と は 、 補 足 剤 と し て の 常 磁 性 粒 子 上 に 不 動 化 し た ビ オ チ レ ー
ト 化 し た Ｂ Ｓ Ａ を 用 い て 示 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
実 施 例 ４ ：
　 試 薬 追 加 工 程 を 除 去 す る 手 段 と し て 多 く の 診 断 テ ス ト や キ ッ ト に 用 い る 際 に は 、 再 現 性
を 改 善 し 、 ま た 寿 命 を 延 ば す た め に は 、 乾 燥 試 薬 の 形 が 好 ま し い 。 試 薬 を 長 期 保 存 の た め
乾 燥 す る に は 、 凍 結 乾 燥 が 一 般 的 な 方 法 で あ る 。 文 献 に よ れ ば 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 凍 結
に 対 し て 不 安 定 で あ る （ 例 え ば Gantt と Lipschultz(1972年 )「 Phycobilisomes of Porphy
ridium Cruentum」 ,J.Cell Biol． 第 54巻 ， 第 313-324頁 ； Canaani 外 （ 1980年 )「 Reassem
bly of Phycobilisomes from Allophycocyanin and a Phycocyanin-Phycoerythrin Compl
ex」 ,FEBS Letters,第 115(2)巻 ， 第 225-229 頁 ） 。 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム と 抱 合 体 の 凍 結 乾 燥
は 、 乾 燥 試 薬 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 製 品 フ ォ ー マ ッ ト の 実 現 可 能 性 を 確 立 す る た め に 行 っ た 。
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【 ０ ０ ７ ２ 】
　 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 0.75M KPi 中 に ８ ． ８ ～ ９ ． ５ mg／ ml存 在 す る P.cruentumか ら 単
離 し た 。 こ の う ち ２ ～ ３ ml（ ４ ５ ～ １ ９ ０ μ ｇ ） を 瞬 間 凍 結 し 、 微 小 滴 定 用 の 液 体 溜 め 中
で 真 空 蒸 発 さ せ た 。 乾 燥 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 ０ ～ ４ 週 間 室 温 下 で 貯 蔵 し 、 再 懸 濁 、
希 釈 し て 、 吸 光 度 と 蛍 光 を 測 定 す る た め 、 ３ mlの キ ュ ベ ッ ト に 移 し た 。 緩 衝 液 中 に 貯 蔵 し
て お い た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム （ 0.05%の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 0.75M KPi中 に 8.8-9.8ml/ml
存 在 す る ） は 、 参 照 例 と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 結 果 を み る と 、 吸 光 度 は 影 響 さ れ な か っ た が 、 蛍 光 の 放 射 に つ い て は わ ず か に 影 響 が あ
っ た 。 未 修 飾 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 凍 結 乾 燥 と ４ 週 間 の 貯 蔵 に 耐 え 、 吸 光 度 に 変 化 は な
か っ た 。 し か し 、 蛍 光 の 強 度 と Ｅ 6 6 6 /Ｅ 5 7 3 の 放 射 比 は 、 未 処 理 の 比 較 例 と 比 べ る と 、 凍
結 乾 燥 と ４ 週 間 の 貯 蔵 の 後 に は 、 １ ５ ～ ２ ０ ％ 減 少 し た 。 凍 結 乾 燥 し た 沈 殿 物 に お け る 蛍
光 強 度 が 大 き く 減 少 し た の は 、 ０ ～ １ 週 間 で あ っ た 。 そ し て 、 １ ～ ４ 週 間 の 貯 蔵 中 は 、 大
き な 変 化 は な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 共 有 結 合 に よ り 安 定 化 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム （ フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － 抗 体 抱 合 体 ） は 、 15
0mM の 塩 化 ナ ト リ ウ ム と 0.05% の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 100mM の KPi 中 で 凍 結 乾 燥 し た
直 後 に 、 相 当 程 度 分 解 す る 。 ６ ６ ６ nmに お け る 蛍 光 の 放 出 は 約 ６ ０ ％ 減 少 し 、 Ｅ 6 6 6 /Ｅ 5 7

3 比 も ５ 分 の １ に 減 少 し た 。 そ し て 吸 収 ス ペ ク ト ル は か き 乱 れ た 。 凍 結 乾 燥 の 前 に １ Ｍ の
ス ク ロ ー ス を 添 加 し た と こ ろ 、 分 解 の 徴 候 が 緩 和 し た 。 ス ク ロ ー ス を 補 充 し た Ｋ Ｐ ｉ 中 の
凍 結 乾 燥 し た 抱 合 体 に は 、 ４ 週 間 た っ て も 、 液 体 比 較 例 ま た は 瞬 間 凍 結 乾 燥 し た 抱 合 体 と
比 べ 、 蛍 光 と 吸 光 度 特 性 に は 顕 著 な 変 化 は 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
実 施 例 ５ ：
　 す べ て の 工 程 は 、 室 温 下 （ ２ ０ ～ ２ ３ ℃ ） で 行 っ た 。 P.cruentumか ら 単 離 し た フ ィ コ ビ
リ ソ ー ム は 、 ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム （ ２ mM） を 含 む 0.75M KPi（ pH 7.35） 中 で 、 濃 度 ８ mg／ ml
に 規 格 化 し た 。 そ し て 、 Ｇ Ａ 濃 度 が 0.023%で フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 自 身 の 濃 度 が ７ ． ２ ７ mg／
mlの 反 応 混 合 物 を 生 成 さ せ る た め 、 そ の １ ０ ％ の 容 量 の Ｇ Ａ （ ０ ． ２ ５ ％ ） を 、 攪 拌 し な
が ら ２ 分 間 に わ た っ て 滴 下 し た 。 反 応 混 合 物 は 、 ２ 時 間 放 置 し た 。 親 和 力 で 精 製 し た Ｆ ｃ
に 特 異 的 な ヤ ギ の 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｇ Ａ Ｍ ； Ｏ Ｅ Ｍ 概 念 ； １ ０ mMリ ン 酸 塩 で 緩 衝 し た 0.1%
の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 等 張 生 理 食 塩 水 ２ mg／ ml） を 、 Ｇ Ａ Ｍ ／ フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の モ
ル 比 が １ ２ ： １ （ フ ィ コ ビ リ ソ ー ム １ mgに 対 し て Ｇ Ａ Ｍ が １ ２ ８ μ ｇ ） と な る よ う 、 攪 拌
し な が ら 滴 下 し た 。 ４ 時 間 の 培 養 後 、 そ の １ ０ ％ の 量 の 1.1M L－ リ ジ ン を 添 加 し て 反 応 を
終 結 さ せ た 。 消 光 し た 反 応 物 は 、 回 転 さ せ な が ら １ 時 間 に わ っ て 混 合 し た 。 こ の 反 応 混 合
物 の ５ 容 量 ％ に 当 る 新 し く 調 製 し た ば か り の ホ ウ 化 水 素 ナ ト リ ウ ム （ Aldrich； 0.1mM の N
aOH中 で 濃 度  5mg／ mlの も の ） を 、 攪 拌 し な が ら 反 応 混 合 物 に 加 え 、 さ ら に ５ 分 後 に 同 じ
溶 液 を １ ０ 容 量 ％ 加 え た 。 ホ ウ 化 水 素 塩 で 還 元 し た 反 応 混 合 物 は 、 遠 心 分 離 ま た は 、 好 ま
し く は １ ５ ０ mMの Ｎ ａ Ｃ lと ０ ． ０ ５ ％ の Ｎ ａ Ｎ 3 を 含 む １ ０ ０ mMの Ｋ Ｐ ｉ （ pH 7.35） で
平 衡 化 し た Sephacryl S300も し く は Sepharose CL-6B(Pharmacia 社 製 )ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー で 精 製 す る ま で ２ ～ ８ ℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 抱 合 体 は 、 回 収 率 （ フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 出 発 物 質 に 対 す る ％ 割 合 で 示 す 可 溶 性 フ ィ コ ビ リ
ソ ー ム 抱 合 体 の 収 率 ； 反 応 進 行 中 の 損 失 を 計 算 す る ） ； 吸 光 計 数 （ Ａ Ｕ ／ mg） ； 蛍 光 強 度
（ 濃 度 を 規 格 化 し た 上 で の 放 出 強 度 ； ピ ー ク 比 ） お よ び 、 固 体 相 補 足 試 薬 と し て BioMag-M
IgG を 用 い た 競 合 的 な フ ル オ ロ イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 特 異 結 合 に 基 づ い て 評 価 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 超 遠 心 分 離 で 精 製 し た 抱 合 体 の 評 価 材 料 と な る 可 溶 性 材 料 の 収 率 は 、 ７ ２ ～ １ ０ ０ ％ 、
平 均 で 約 ９ ０ ％ で あ っ た 。 単 一 ロ ッ ト の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム か ら 調 製 し た １ ２ の 抱 合 体 の Ｅ

6 6 6 /Ｅ 5 7 3 比 は 、 ２ ． ９ ２ ～ ３ ． ５ ５ （ 平 均 ３ ． １ ６ ） で あ っ た 。 規 格 化 し た 蛍 光 強 度 (入
力 を 固 定 し た と き の Ｅ 6 6 6 )は 、 平 均 で ４ ． １ ５ × １ ０ 6 （ 抱 合 体 の 濃 度 は １ μ ｇ ／ ml） で
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あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 抱 合 体 の BioMag-MIgG に 対 す る 特 異 結 合 の ６ ０ ％ ま で は 、 疑 似 過 剰 （ 完 全 な 飽 和 は な さ
れ て い な い ） 状 態 に お い て 、 固 相 試 薬 に よ っ て 示 す こ と が で き た 。 代 表 的 な 結 合 デ ー タ は
下 記 の 通 り で あ る 。 ５ ０ μ リ ッ ト ル の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ 抱 合 体 （ ８ ０ μ ／ ml） を
、 ５ ０ μ リ ッ ト ル の 緩 衝 液 を 収 め 、 MIgGに １ ０ ０ μ リ ッ ト ル の BioMag-MIgG(試 験 １ 回 に つ
き １ mg)を 加 え た も の を 入 れ た か ま た は 入 れ な い 試 験 管 に 添 加 し た 。 ア ッ セ イ 用 の 試 験 管
は 攪 拌 し ６ ０ 分 間 室 温 で 培 養 し た 。 蛍 光 は 、 磁 気 に よ る 分 離 後 取 り 出 し た １ ６ ０ μ リ ッ ト
ル の ア ッ セ イ 用 上 澄 み 液 を 使 っ て 、 ３ mlに 対 し て 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 Ｇ Ａ は ま た 、 Ｇ Ａ Ｍ 抗 体 を Ｆ Ａ で 安 定 化 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム に 抱 合 さ せ る の に も 用 い
た 。 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 ２ ％ の Ｆ Ａ で ４ 時 間 処 理 し 、 １ Ｍ の Ｌ － リ ジ ン で 消 光 し 、 さ ら
に Sepharose CL-6B に よ っ て ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け た 。 気 泡 を 生 じ た 安 定 化 さ せ た フ
ィ コ ビ リ ソ ー ム は 、 Ｇ Ａ で 処 理 し 、 抗 体 と １ ２ ： １ の モ ル 比 で 一 晩 反 応 さ せ た 。 リ ジ ン に
よ る 消 光 、 ホ ウ 化 水 素 塩 に よ る 還 元 お よ び 精 製 を 、 す で に 述 べ た Ｇ Ａ に よ る 抱 合 化 方 法 に
従 っ て 行 っ た 。 得 ら れ た 抱 合 体 は 、 Ｅ 6 6 6 /Ｅ 5 7 3 比 が ３ ． ０ を 超 え 、 ６ ０ ％ が BioMag-MIgG
 に 特 異 結 合 し て い た 。 １ ０ mMの Ｋ Ｐ ｉ を ベ ー ス と す る ア ッ セ イ 用 緩 衝 液 中 で 使 用 濃 度 で
一 晩 室 温 で 貯 蔵 し て も 、 ま た １ ０ ０ mMの Ｋ Ｐ ｉ を ベ ー ス と す る ア ッ セ イ 用 緩 衝 液 中 で １ 週
間 貯 蔵 し て も 蛍 光 強 度 (Ｅ 6 6 6 )ま た は イ ム ノ 反 応 性 （ 特 異 結 合 の ％ 割 合 )に は 顕 著 な 減 少 は
見 ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
実 施 例 ６ ：
　 ５ ０ μ リ ッ ト ル の 試 料 （ ア ッ セ イ 緩 衝 液 ） マ ウ ス の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン (MIgG)の 濃 度 は 変
化 さ せ て も さ せ な く て も よ い ） を 、 側 方 引 き 出 し 磁 気 ベ ー ス （ Corning社 製 ） を 備 え た Mag
ic T M セ パ レ ー タ に 配 置 し た １ ２ × ７ ５ mmの ガ ラ ス 製 試 験 管 に 添 加 し た 。 粒 子 濃 度 が ０ ． ３
～ １ ０ mg／ mlで 洗 浄 し た ば か り の BioMag-MIgG を 100μ リ ッ ト ル 添 加 し た 。 試 験 管 は 攪 拌
し 、 ５ ０ μ リ ッ ト ル の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ 抱 合 体 （ Ｇ Ａ Ｍ ／ フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の モ
ル 比 は １ ． ５ ～ １ ８ ） を 、 １ ～ １ ０ ０ μ g/ml（ ５ ～ ５ ０ ０ mAU/ml） の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 濃
度 で 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 は 攪 拌 し 、 室 温 で １ 時 間 培 養 し た 。 粒 子 は 、 Magic T M ラ ッ ク を
そ の 磁 気 ベ ー ス に ５ 分 間 乗 せ た と こ ろ 、 分 離 さ れ た 。 ア ッ セ イ 用 の 上 澄 み 液 １ ６ ０ μ リ ッ
ト ル を 、 １ ２ × ７ ５ mmの ガ ラ ス 製 試 験 管 に 移 し 、 つ い で １ ０ ０ mMの Ｋ Ｐ ｉ (pH 7.35)で 希
釈 し 、 光 度 計 を 使 う ア ッ セ イ 用 に は １ mlを 、 蛍 光 計 を 使 う ア ッ セ イ 用 に は ３ mlを 用 意 し た
。
　 特 異 結 合 の ％ 割 合 は 、 粒 子 濃 度 を 増 加 さ せ た と こ ろ 、 急 激 に 増 加 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 こ れ と は 別 の 実 験 に お い て 、 抱 合 体 と 固 体 相 の 濃 度 を １ ０ 倍 に し て み た と こ ろ 、 抱 合 体
の 結 合 は 、 急 激 に 増 加 し た 。 ア ッ セ イ の 感 度 は 、 100ng/ml MIgG 以 下 と 測 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
実 施 例 ７ ：
　 ア ッ セ イ は 、 実 施 例 ６ の 方 法 に 従 っ て 行 っ た 。 た だ し 、 試 薬 の 濃 度 は 、 蛍 光 検 出 に 適 す
る よ う に 変 え た 。 下 に 示 す デ ー タ は 、 １ 回 の 試 験 当 り 250ngの フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ
抱 合 体 と 、 １ 回 の 試 験 当 り 250ng の BioMag-MIgG を 使 用 し て 得 た も の で あ る 。 蛍 光 は 、 54
5nm で 励 起 し て 記 録 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ６ 】
実 施 例 ８ ：
　 洗 浄 し た BioMag－ ウ サ ギ IgG（ BioMag-RIgG） を 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ 抱 合 体 （ Ｇ

10

20

30

40

50

(21) JP 2006-234824 A 2006.9.7

蛍 光 検 出 に よ る 競 合 的 イ ム ノ ア ッ セ イ

不 動 化 し た 抗 原 に 予 備 結 合 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 抱 合 体 を 用 い た 変 位 ア ッ セ イ



Ａ Ｍ ／ フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の モ ル 比 が ５ ／ １ ） で 、 攪 拌 し な が ら 室 温 下 で ２ 時 間 予 備 処 理 し
た 。 予 備 結 合 し た 試 薬 混 合 物 は 、 ア ッ セ イ 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 し 、 粒 子 濃 度 が 400μ g/mlと
な る よ う に 再 懸 濁 さ せ た 。 予 備 結 合 し た 試 薬 ５ ０ ０ μ リ ッ ト ル を 、 １ ２ × ７ ５ mmの 試 験 管
に 注 入 し た 。 ア ッ セ イ は 、 ５ ０ μ リ ッ ト ル の 試 料 を 混 合 物 に 添 加 し 、 攪 拌 し て ６ ０ 分 間 室
温 で 培 養 す る こ と に よ り 行 っ た 。 磁 気 を 使 っ た 分 離 後 、 ５ ０ ０ μ リ ッ ト ル の 上 澄 み 液 を 、
蛍 光 測 定 の た め 、 2.5ml の 0.1M KPiに 移 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 RIgGを 塗 布 し た 液 体 溜 め （ ２ ０ μ g/ml） に 予 備 結 合 し た 同 じ フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ
抱 合 体 を 用 い た 変 位 フ ォ ー マ ッ ト に お い て 、 微 小 滴 定 用 プ レ ー ト を 使 っ た ア ッ セ イ を 行 っ
た と こ ろ 、 同 じ よ う な 結 果 が 得 ら れ た 。 よ り 低 い 変 位 可 能 な 信 号 は 、 微 小 滴 定 用 液 体 溜 め
の 固 体 相 に お け る 結 合 容 量 が 常 磁 性 粒 子 の も の よ り 低 い こ と に 起 因 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ０ 】
実 施 例 ９ ：
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　 MIgGを フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ 抱 合 体 を 使 っ て 予 備 培 養 し 、 つ い で フ ィ コ ビ リ ソ ー ム
Ｇ Ａ Ｍ － MIgG複 合 体 を BioMag－ ウ サ ギ の 抗 マ ウ ス 抗 体 （ BioMag－ Ｒ Ａ Ｍ ） で 補 足 す る こ と
に よ っ て 、 逆 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ を 行 っ た 。 こ の プ ロ ト コ ル は 、 主 な （ 動 的 ） イ ム ノ 反
応 を 溶 液 中 で 進 行 さ せ 、 ア ッ セ イ 動 態 を 完 全 に し て 立 体 障 害 を 最 小 に す る こ と に よ っ て 、
ア ッ セ イ の 感 度 を 最 大 に す る 。 一 方 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ 抱 合 体 は 、 以 下 の よ う に
、 不 動 化 し た ウ サ ギ の IgG(RIgG)に 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 検 出 す る ラ ベ ル を 付 し
た 第 ２ の 抗 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ５ ０ μ ｌ の 緩 衝 液 ま た は マ ウ ス の 抗 ウ サ ギ 抗 体 （ Ｍ Ａ Ｒ ） を 、 ５ ０ μ ｌ の フ ィ コ ビ リ ソ
ー ム － Ｇ Ａ Ｍ 抱 合 体 （ ２ ０ ～ ８ ０ μ g/ml） と と も に ３ ０ 分 間 予 備 培 養 し た 。 免 疫 複 合 体 は
、 粒 子 濃 度 １ ０ mg／ mlに お い て 、 洗 浄 し た ば か り の BioMag－ RIgGを １ ０ ０ μ ｌ を 加 え て 補
足 し た 。 反 応 は 、 磁 気 を 使 っ た 分 離 の 前 に 、 ６ ０ 分 間 進 行 さ せ た 。 蛍 光 測 定 は 、 １ ６ ０ μ
ｌ の ア ッ セ イ 用 上 澄 み 液 を ２ ． ８ ４ mlの ０ ． １ M KPi に 希 釈 ／ 移 し 替 え し た 後 に 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ３ 】
実 施 例 １ ０ ：
　 競 合 ア ッ セ イ ： 白 色 の ポ リ ス チ レ ン Microlite T M ２ 微 小 滴 定 プ レ ー ト (Dynatech 社 製 )に
、 １ ０ mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH 7.35)中 に ２ － ２ ０ μ g/ml溶 解 し た MIgGを 、 ２ ～ ８ ℃ で
１ ５ 時 間 、 受 動 吸 収 に よ っ て 塗 布 し た 。 上 澄 み 液 は 吸 引 し た 。 微 小 滴 定 用 の 液 溜 め は 、 ２
０ ０ μ g/ｌ の ブ ロ ッ ク 緩 衝 液 （ １ ０ ０ mMの リ ン 酸 カ リ ウ ム (pH 7.35)、 ２ mHの ア ジ 化 ナ ト
リ ウ ム お よ び ２ mg／ mlの Ｂ Ｓ Ａ を 含 む １ ０ mMの リ ン 酸 塩 で 緩 衝 し た 等 張 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ
Ｓ ， pH 7.4） ） で 、 ６ ０ 分 間 室 温 で 培 養 し 、 ２ ５ ０ μ リ ッ ト ル の 洗 浄 緩 衝 液 （ １ mg／ mlの
Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ ） で ６ 回 洗 浄 し た 。 最 後 の 洗 浄 後 、 プ レ ー ト は ペ ー パ ー タ オ ル の 上 に
逆 さ ま に 置 き 、 し っ か り と 水 を ふ き 取 っ た 。 各 液 溜 め に は 、 ５ ０ μ ｌ の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム
－ Ｇ Ａ Ｍ を 各 液 溜 め に つ き ０ ． ５ ～ １ ０ μ ｇ の 濃 度 で 添 加 し た 後 、 ５ ０ μ ｌ の ア ッ セ イ 用
緩 衝 液 （ １ ０ ０ mMの リ ン 酸 カ リ ウ ム （ pH 7.35） を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ ） 、 ２ mMの ア ジ 化 ナ ト リ ウ
ム お よ び １ mg／ mlの Ｂ Ｓ Ａ 、 あ る い は MIgG（ 各 液 溜 め の ア ッ セ イ 用 緩 衝 液 中 に 10-1000ng 
含 有 さ せ る ） を 添 加 し た 。 プ レ ー ト （ 液 溜 め ） は 、 室 温 下 で １ 時 間 攪 拌 し な が ら 培 養 し た
後 デ カ ン ト し 、 ア ッ セ イ 用 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 す る 前 と 後 で 検 査 を 行 っ た 。 不 動 化 し た MIgG
に 結 合 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ 抱 合 体 は 以 下 の 条 件 下 に お い て は 、 プ レ ー ト の 底 部
お よ び 下 方 側 壁 に お い て 紫 が か っ た ピ ン ク 色 の 塗 膜 と し て 、 目 視 で 識 別 で き る （ プ レ ー ト
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洗 浄 の 前 も 後 も ） 。
　 １ ． MIgGの 塗 布 濃 度 が ０ ． ５ μ g/液 溜 め よ り 大 き い こ と ；
　 ２ ． フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ 抱 合 体 の 濃 度 が １ μ g/液 溜 め よ り 大 き い こ と ；
　 ３ ． 競 合 す る 可 溶 性 MIgGの 濃 度 が １ ０ ng/ 液 溜 め よ り 小 さ い こ と 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 洗 浄 し た プ レ ー ト に お い て は 、 非 特 異 的 な 結 合 （ 可 溶 性 MIgG1μ g/液 溜 め 当 り の 呈 色 ）
は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ 濃 度 が 最 も 高 い と き で も 、 目 視 で は 明 ら か で は な か っ た 。
目 視 で 検 出 可 能 な 特 異 結 合 （ MIgGが ± １ μ g/液 溜 め で の 色 差 ） は 、 コ ー テ ィ ン グ と 抱 合 体
の 濃 度 を 最 も 高 く し て （ コ ー テ ィ ン グ が １ ０ ～ ２ ０ μ g/ml、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ Ｕ
が ５ ～ １ ０ μ g/液 溜 め ） 処 理 し た 液 溜 め に お い て 、 最 も 顕 著 で あ っ た 。 こ れ ら の 条 件 下 で
、 MIgGの 目 視 に よ る 検 出 限 界 は 、 １ ０ - 1 2 ～ １ ０ - 1 3 モ ル （ MIgGが 約 １ ０ - 9 Ｍ ） に 対 応 し て
、 １ ０ ～ １ ０ ０ ngで あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ ： 　 白 色 の ポ リ ス チ レ ン Microlite T M ２ 微 小 滴 定 プ レ ー ト （ Dynat
ech 社 製 ） に 、 １ ０ mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH 7.35)中 に ２ － ２ ０ μ g/mlの 親 和 精 製 し た
Ｒ Ａ Ｍ （ Ｈ ＋ Ｌ ） を 、 ２ ～ ８ ℃ で １ ５ 時 間 か け て 塗 布 し た 。 上 澄 み 液 は 吸 引 し た 。 微 小 滴
定 用 の 液 溜 め は 、 ２ ０ ０ μ g/ｌ の ブ ロ ッ ク 緩 衝 液 （ 前 述 の 競 合 ア ッ セ イ と 同 じ も の ） を 使
っ て 、 ６ ０ 分 間 室 温 で 培 養 し 、 つ い で ２ ５ ０ μ リ ッ ト ル の 洗 浄 緩 衝 液 （ １ mg/mlの Ｂ Ｓ Ａ
を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ ） で ６ 回 洗 浄 し た 。 最 後 の 洗 浄 後 、 プ レ ー ト は ペ ー パ ー タ オ ル の 上 に 逆 さ ま
に 置 き 、 し っ か り と 水 を ふ き 取 っ た 。 各 液 溜 め に は 、 １ ０ ０ μ ｌ の ア ッ セ イ 用 緩 衝 液 ま た
は MIgG（ 各 液 溜 め の ア ッ セ イ 用 緩 衝 液 中 に 10-1000ng 含 有 さ せ る ） を 添 加 し 、 室 温 下 で １
時 間 培 養 し た 後 吸 引 し た 。 液 溜 め は 、 ２ ５ ０ μ g/の 洗 浄 用 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 し た 。 フ ィ コ
ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ 抱 合 体 は 、 １ ０ ０ μ ｌ の ア ッ セ イ 用 緩 衝 液 に 、 １ 回 の 試 験 当 り ０ ． ５
～ １ ０ μ ｇ を 添 加 し た 。 そ し て 、 室 温 下 で ２ 時 間 攪 拌 し な が ら 培 養 し た 後 デ カ ン ト し 、 ア
ッ セ イ 用 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 す る 前 と 後 で 検 査 を 行 っ た 。 洗 浄 を 行 っ て も 行 わ な く て も 、 結
合 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ 抱 合 体 は 、 以 下 の 条 件 下 に お い て は 、 MIgGに 曝 さ れ た 液
溜 め 内 に お い て 、 目 視 で 識 別 す る こ と が で き た 。
　 １ ． Ｒ Ａ Ｍ の 塗 布 濃 度 が ０ ． ２ μ g/液 溜 め よ り 大 き い こ と ；
　 ２ ． MIgGの 濃 度 が １ ０ ng/液 溜 め よ り 大 き い こ と ；
　 ３ ． フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ 抱 合 体 の 濃 度 が 、 Ｒ Ａ Ｍ と MIgGの 濃 度 に 対 応 し て 、 １ ．
５ ～ １ ０ μ g/液 溜 で あ る こ と 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 洗 浄 の 前 に 、 10ng/ml の MIgGに 曝 し た 液 溜 め を 、 ア ッ セ イ 用 緩 衝 液 と 目 視 で 見 分 け る の
は 余 計 な こ と で あ っ た 。 洗 浄 し て も 、 解 像 度 は わ ず か し か 改 善 し な か っ た 。 固 体 相 の 結 合
能 力 や 抱 合 体 濃 度 の 増 加 、 よ り 高 い 親 和 力 ト レ ー サ 抗 体 の 選 択 、 ア ッ セ イ プ ロ ト コ ル ま た
は 緩 衝 液 の 組 成 の 変 更 、 あ る い は 紫 外 線 照 射 下 で の 結 合 し た 固 体 相 検 査 用 の 好 ま し い 条 件
決 定 な ど 、 免 疫 測 定 用 の 微 小 滴 定 ア ッ セ イ に お け る 目 視 検 査 の 限 界 を 最 適 な も の に す る た
め の 工 夫 は 、 特 に 行 わ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
実 施 例 １ １ ：
　 競 合 ア ッ セ イ の 方 法 ： 　 MIgGを 、 以 下 の よ う に し て 、 ア ル デ ヒ ド で 処 理 し た 修 飾 済 ポ リ
ス ル ホ ン 膜 上 の 局 所 領 域 に 共 有 結 合 で 不 動 化 さ せ た 。 有 効 孔 径 ０ ． ８ μ Ｍ の Ultrabind T M  
US800 不 支 持 膜 (Gelman Sciences社 製 )を ２ ０ cm× ６ cmに 切 断 し た 。 MIgG（ 10mMの リ ン 酸
塩 で 緩 衝 し た 等 張 る 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 中 に ２ ～ １ ０ mg／ ml溶 解 し た も の ； pH 7.2； ア
ジ 化 ナ ト リ ウ ム を ０ ． １ ％ 含 む ） を 、 先 細 り の キ ャ ピ ラ リ ー ピ ペ ッ ト （ Drummond Scienti
fic社 製 ） を 使 い 、 先 の 切 断 片 の 中 程 （ 各 縁 か ら ３ cm） に 鉛 筆 で 引 い た 線 に 沿 っ て １ cm当
り ４ μ ｌ の 量 だ け 、 手 で ス ポ ッ ト を 垂 ら し た 。 ３ ０ 分 間 風 乾 し た 後 、 膜 は 、 10mMの Ｐ Ｂ Ｓ
(pH 7.4)中 に １ ％ の Ｂ Ｓ Ａ を 含 む ブ ロ ッ ク 緩 衝 液 ５ ０ ml中 で 、 穏 や か に 攪 拌 し な が ら １ 時
間 室 温 下 で 培 養 し 、 ０ ． １ ％ の Ｂ Ｓ Ａ を 含 む １ ０ ０ mlの Ｐ Ｂ Ｓ (pH 7.4)で ２ 度 す す ぎ 、 ３
時 間 風 乾 し た 。 す す ぎ と 乾 燥 を 終 え た 膜 は つ い で 、 ０ ． ２ ％ の Tween 20を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ (pH 
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7.2)中 で 、 １ 時 間 攪 拌 し な が ら 洗 浄 し 、 室 温 下 で 一 晩 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ 抱 合 体 は 、 以 下 の よ う に し て MIgGで 修 飾 し た 膜 に 適 用 し た 。
乾 燥 し 、 洗 浄 し た 膜 の 切 断 片 を ２ ０ 個 の １ × ６ cmの 細 片 に 切 断 し た 。 0.1Mの ス ク ロ ー ス を
含 む 0.5M KPi(pH 7.35)中 に 約 ０ ． ５ mg／ mlの 安 定 化 し た P.cruentumフ ィ コ ビ リ ソ ー ム と
１ ０ μ g/mlの 免 疫 学 的 に 活 性 な Ｇ Ａ Ｍ を 含 む フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ 抱 合 体 (2.5 AU 5 4 5
/ml)１ ０ μ リ ッ ト ル を 、 各 １ × ６ cm細 片 に お い て 、 不 動 化 し た MIgGを 垂 ら し た 中 央 横 断 線
と 細 片 の 一 端 の 間 の 中 間 部 分 に お け る 約 １ cm 2 に 適 用 し た 。 抱 合 体 で 処 理 し た 細 片 は 、 使
用 前 に ３ ０ 分 間 空 気 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 用 い る MIgG計 量 棒 は 、 抱 合 体 で 処 理 し た 乾 燥 し た 細 片 の 両
端 部 を 緩 衝 液 （ １ mg／ mlの Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ pH 7.4)） ま た は MIgG（ 緩 衝 液 中 の 濃 度
が １ μ ｇ /ml） に 接 触 さ せ 、 試 料 を 毛 管 減 少 に よ っ て 細 片 に 染 み 上 が ら せ て 使 用 し た 。 液
体 の 前 端 が 緩 衝 液 で 処 理 し た 細 片 を ３ ． ５ cm上 昇 し た と こ ろ で （ 約 １ ０ 分 後 ） 、 紫 が か っ
た ピ ン ク の 帯 が 不 動 化 し た MIgGの 線 （ ３ cm） に 現 れ た 。 帯 が 緩 衝 液 で 完 全 に 飽 和 さ れ る に
つ れ て （ 約 ２ ０ 分 か か る ） 、 徐 々 に 明 瞭 に な っ た 。 MIgGを 含 む 緩 衝 液 に 曝 さ れ た 細 片 に は
帯 は 現 れ ず 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ の 不 動 化 し た MIgGへ の 特 異 結 合 が 可 溶 性 MIgGに よ
っ て か な り 阻 害 さ れ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 細 片 を 暗 室 で 腸 は 長 の 紫 外 線 （ ３ ６ ５ nm） に 当 て て 検 査 し た と こ ろ 、 MIgGで 処 理 し た 細
片 に は 局 所 的 な フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ 蛍 光 は 探 り 当 て る こ と は で き な か っ た 。 一 方 、
緩 衝 液 で 処 理 し た 細 片 に お い て は 、 不 動 化 し た MIgGに 結 合 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ
が 、 暗 青 色 の 背 景 に 対 し て 強 い 蛍 光 を 放 つ 赤 い 帯 と し て 明 瞭 に 識 別 さ れ た 。 こ の 蛍 光 帯 は
、 細 片 を 空 気 乾 燥 さ せ た と こ ろ 、 消 失 し た 。 緩 衝 液 で 処 理 し 乾 燥 さ せ た 細 片 に 現 れ た 帯 に
水 を か け た と こ ろ 、 強 い 局 所 的 な 赤 色 （ フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ） と 動 的 な オ レ ン ジ 色 （ Ｂ － Ｐ
Ｅ ） の 蛍 光 相 が 観 察 さ れ た 。 こ れ は 、 Ｇ Ａ で 処 理 し 乾 燥 と 再 湿 潤 を 行 っ た フ ィ コ ビ リ ソ ー
ム が 一 部 解 離 し た こ と を 示 唆 し て い る 。 凍 結 乾 燥 の 前 と 後 で フ ィ コ ビ リ ソ ー ム － Ｇ Ａ Ｍ 抱
合 体 を 蛍 光 計 で 評 価 し た と き も 、 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。 ５ ４ ５ nmの 光 で 励 起 し た と き の
E 6 6 6 ／ E 5 7 3 の 放 出 比 は 、 乾 燥 と 再 構 成 の た め 顕 著 に 減 少 し た 。 こ れ は 、 抱 合 体 が ス ク ロ ー
ス ま た は 他 の 保 護 基 で 前 処 理 さ れ な い と き は 、 蛍 光 エ ネ ル ギ ー の 伝 達 が 十 分 に 行 わ れ な か
っ た こ と を 示 唆 し て い る 。 単 離 し た Ｂ － Ｐ Ｅ は 、 Ａ Ｐ Ｃ （ P.cruentumフ ィ コ ビ リ ソ ー ム の
末 端 ア ク セ プ タ ） よ り 強 い 蛍 光 体 で あ る た め 、 抱 合 体 結 合 工 程 と 検 出 工 程 の 間 に 起 こ る フ
ィ コ ビ リ ソ ー ム の 解 離 は 、 蛍 光 信 号 を 増 幅 し 、 ア ッ セ イ 感 度 を 増 加 さ せ る 手 段 を 提 供 す る
こ と に な る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ の 手 順 ： 親 和 力 を 利 用 し て 精 製 し た Ｒ Ａ Ｍ 抗 体 （ （ Ｈ ＋ Ｌ 鎖 ） に
特 異 的 な 結 合 を す る ； Ｏ Ｅ Ｍ 概 念 ） を 除 い て 、 競 合 ア ッ セ イ に お け る 細 片 の 調 製 と ほ ぼ 同
じ 方 法 に よ っ て 、 免 疫 測 定 用 の MIgG片 を 調 製 す る 。 １ cm当 り １ ０ μ ｌ の Ｒ Ａ Ｍ （ ２ mg／ ml
） を 、 １ ０ × ６ cm膜 片 の 幅 方 向 に ス ポ ッ ト を つ く る の に 用 い た 。 こ の MIgG片 は つ い で 、 ス
ポ ッ ト の 拡 大 を 抑 え 、 す す ぎ と 洗 浄 を し 、 さ ら に MIgG不 動 化 膜 の よ う な １ × ６ cmの 細 片 に
切 断 し た 。 ０ ． ２ Ｍ の ス ク ロ ー ス を 含 む 0.5M KPi(pH7.35） に 溶 解 し た 約 １ mg／ mlの 安 定
化 P.cruentumと ２ ０ μ g/mlの 免 疫 学 的 に 活 性 な Ｇ Ａ Ｍ を 含 む １ ０ μ ｌ の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム
－ Ｇ Ａ Ｍ 抱 合 体 （ 5.1 AU 5 4 5 /ml） を 、 競 合 ア ッ セ イ に お け る 細 片 と 同 じ よ う に 不 動 化 し た
Ｒ Ａ Ｍ 線 と 細 片 端 の 間 の 中 間 箇 所 に 適 用 し 、 こ の 細 片 を 使 用 前 に 空 気 乾 燥 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 用 の MIgG細 片 は 、 MIgG（ １ μ g/ml） と と も に 、 あ る い は MIgGな し
で 、 抱 合 体 で 処 理 し た 端 部 を Ｐ Ｂ Ｓ － Ｂ Ｓ Ａ 緩 衝 液 に 接 触 さ せ 、 毛 管 作 用 に よ っ て 細 片 を
試 料 で 飽 和 さ せ る （ 約 ２ ０ 分 か か る ） こ と に よ っ て 評 価 し た 。 MIgGで 処 理 し た 細 片 に は 、
不 動 化 し た Ｒ Ａ Ｍ 線 に 明 瞭 な 紫 － ピ ン ク の 帯 が 形 成 さ れ た が 、 緩 衝 液 で 処 理 し た 比 較 例 に
は 現 れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 免 疫 測 定 に お い て 、 ６ × １ ０ - 9 Ｍ の 検 出 限 界 以 下 で も
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、 可 溶 性 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 抱 合 体 が 特 異 的 な 結 合 す る こ と を 示 し て い る 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 3月 22日 (2006.3.22)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　

【 請 求 項 ２ 】
　
【 請 求 項 ３ 】
　

【 請 求 項 ４ 】
　

【 請 求 項 ５ 】
　
【 請 求 項 ６ 】
　

【 請 求 項 ７ 】
　

【 請 求 項 ８ 】
　

【 請 求 項 ９ 】
　

【 請 求 項 １ ０ 】
　
【 請 求 項 １ １ 】
　

【 請 求 項 １ ２ 】
　

【 請 求 項 １ ３ 】
　

【 請 求 項 １ ４ 】
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フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 該 ヘ テ ロ 抱 合 体 は 互 い に 共 有 結
合 し た 2つ の 化 学 種 を 含 有 し 、 第 1の 該 化 学 種 は フ ィ コ ビ リ ソ ー ム で あ り 、 第 2の 該 化 学 種
は 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ 、 信 号 発 生 分 子 、 部 位 特 異 的 分 子 、 お よ び 製 造 さ れ た 固 体 サ ポ ー
ト か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 組 成 物 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 固 体 サ ポ ー ト に 固 定 化 さ れ て い る 、 請 求 項 1記 載 の 組 成 物 。

固 定 化 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 安 定 化 し て お り 、 天 然 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 解 離 を 引 き 起
こ す 希 釈 し た イ オ ン 強 度 の 条 件 下 で あ っ て も 、 安 定 化 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 機 能 的 に 損
な わ れ て い な い 、 請 求 項 2記 載 の 組 成 物 。

固 定 化 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 、 規 定 さ れ た 方 向 で 固 体 サ ポ ー ト に 固 定 化 さ れ て い る 、
請 求 項 2記 載 の 組 成 物 。

固 定 化 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 少 な く と も 1つ の ロ ッ ド を 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 組 成 物 。

固 定 化 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 、 共 有 結 合 を 介 し て 所 望 の 化 学 成 分 に よ り 修 飾 さ れ て い
る 、 請 求 項 2記 載 の 組 成 物 。

化 学 成 分 が 、 固 定 化 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 特 定 の タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い る 、 請 求 項
6記 載 の 組 成 物 。

固 定 化 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ 、 お よ び 信 号 発 生 分 子 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 分 子 種 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 2記 載 の 組 成 物 。

分 子 種 が 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 構 成 す る タ ン パ ク 質 の 1つ の 型 に 結 合 し て お り 、 任 意 で
多 価 リ ガ ン ド ま た は 多 価 レ セ プ タ を 介 し て い て も よ い 、 請 求 項 8記 載 の 組 成 物 。

分 子 種 が 、 固 定 化 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム に 共 有 結 合 し て い る 、 請 求 項 8記 載 の 組 成 物 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 、 末 端 ア ク セ プ タ の 波 長 に お い て 主 要 な 放 出 ピ ー ク を 保 持 し て い る
、 請 求 項 2記 載 の 組 成 物 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 は 24時 間 以 内 の 1× gで は 沈 降 せ ず 、 好 ま し く は 1,000× g
、 5分 間 の 遠 心 分 離 で 、 55％ を 超 え る フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 上 澄 み 液 に と ど ま っ て い る 、 請
求 項 1記 載 の 組 成 物 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 が 固 体 サ ポ ー ト に 固 定 化 さ れ て い る 、 請 求 項 1記 載 の 組
成 物 。
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フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 が 安 定 化 し て お り 、 天 然 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 解 離 を 引 き
起 こ す 希 釈 し た イ オ ン 強 度 の 条 件 下 で あ っ て も 、 安 定 化 し た フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は 機 能 的 に
損 な わ れ て い な い 、 請 求 項 1記 載 の 組 成 物 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 が 、 規 定 さ れ た 方 向 で 固 体 サ ポ ー ト に 固 定 化 さ れ て い る
、 請 求 項 1記 載 の 組 成 物 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 が 少 な く と も 1つ の ロ ッ ド を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 組 成 物
。

第 2の 化 学 種 が フ ィ コ ビ リ ソ ー ム に 共 有 結 合 し て い る 、 請 求 項 1記 載 の 組 成 物 。

第 2の 化 学 種 が 特 定 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 17記 載 の 組
成 物 。

第 2の 化 学 種 が 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 構 成 す る タ ン パ ク 質 の 1つ の 型 に 結 合 し て お り 、 任
意 で 多 価 リ ガ ン ド ま た は 多 価 レ セ プ タ を 介 し て い て も よ い 、 請 求 項 18記 載 の 組 成 物 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 が 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 に 特 異 的 に 結 合 す る
多 特 異 性 リ ガ ン ド ま た は 多 特 異 性 レ セ プ タ に 非 共 有 結 合 に よ り 結 合 し て い る 、 請 求 項 1記
載 の 組 成 物 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 が 、 グ リ セ ロ ー ル の 存 在 下 、 お よ び ／ ま た は 凍 結 に 対 し
て 、 お よ び ／ ま た は 脱 水 に 対 し て 安 定 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 組 成 物 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 が 、 単 離 さ れ た フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 、 単 離 さ れ た リ ン
カ ー タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 混 合 を 含 む 混 合 物 か ら 再 構 成 さ れ て い る 、 請 求 項 1記 載 の 組
成 物 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 が 、 信 号 発 生 系 に 対 す る エ ネ ル ギ ー ド ナ ー ま た は ア ク セ
プ タ で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 組 成 物 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 が 、 突 然 変 異 種 、 ハ イ ブ リ ッ ド 、 お よ び フ ィ コ ビ リ ソ ー
ム 構 成 要 素 を 発 現 可 能 な 遺 伝 子 組 換 え 種 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 藻 類 よ り 得 ら れ る 少 な
く と も 1つ の タ ン パ ク 質 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 組 成 物 。

分 析 物 を 含 む サ ン プ ル を 特 異 結 合 相 手 に 接 触 さ せ 、 特 異 結 合 相 手 に 特 異 的 に 結 合 す る 能
力 に よ っ て サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 分 析 物 の 量 を 測 定 す る 特 異 結 合 ア ッ セ イ を 実 施 す る た め
の 方 法 で あ っ て 、 ア ッ セ イ 成 分 が 、 検 出 可 能 な よ う に ラ ベ ル 付 け さ れ て お り 、 該 ア ッ セ イ
成 分 は 、 特 異 結 合 相 手 、 特 異 結 合 相 手 に 特 異 的 に 結 合 す る た め に 分 析 物 と 競 合 す る 試 薬 分
子 、 お よ び 分 析 物 と 同 じ 結 合 特 異 性 を 有 す る 試 薬 分 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 検 出 可 能
な ラ ベ ル は 、 請 求 項 1記 載 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 を 含 む 信 号 発 生 系 で あ る こ と
を 特 徴 と す る 、 方 法 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 が 特 異 結 合 相 手 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 抱 合 体 が 、 ア ッ セ イ 成 分 に 特 異 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド ま た は レ セ プ タ
に 結 合 し て い る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 が 、 非 共 有 結 合 的 手 段 で ア ッ セ イ 成 分 に 結 合 し て い る 、
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請 求 項 25記 載 の 方 法 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 が 、 共 有 結 合 に よ り ア ッ セ イ 成 分 に 結 合 し て い る 、 請 求
項 25記 載 の 方 法 。

ア ッ セ イ が 、 結 合 済 み の 特 異 結 合 相 手 を 未 結 合 の 特 異 結 合 相 手 か ら 分 離 せ ず に 特 異 結 合
相 手 に 対 す る 分 析 物 の 結 合 を 測 定 す る 均 質 ア ッ セ イ で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。

信 号 発 生 系 が 2つ ま た は そ れ 以 上 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 を 含 む 、 請 求 項 25記
載 の 方 法 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 が エ ネ ル ギ ー ド ナ ー ま た は ア ク セ プ タ で あ る 、 蛍 光 エ ネ
ル ギ ー 移 動 を さ ら に 含 む 請 求 項 25記 載 の 方 法 。

使 用 目 的 で 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 を 凍 結 ま た は 脱 水 に よ り 調 製 す る 、 請 求 項
25記 載 の 方 法 。

分 析 物 を 含 む サ ン プ ル を 特 異 結 合 相 手 に 接 触 さ せ る 段 階 と 、 特 異 結 合 相 手 に 特 異 的 に 結
合 す る 能 力 に よ っ て サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 分 析 物 の 量 を 測 定 す る 段 階 と を 含 む 、 特 異 結 合
ア ッ セ イ を 実 施 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 検 出 可 能 な よ う に 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の ヘ テ ロ
抱 合 体 を 含 む 信 号 発 生 系 に よ っ て ア ッ セ イ 成 分 が ラ ベ ル 付 け さ れ て お り 、 該 フ ィ コ ビ リ ソ
ー ム は フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 と リ ン カ ー タ ン パ ク 質 と が 自 ら 組 み 合 わ さ っ て で き て お り 、
そ の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム の 各 々 は 少 な く と も 1つ の ロ ッ ド を 含 み 、 該 ア ッ セ イ 成 分 は 、 特 異
結 合 相 手 、 分 析 物 と 同 じ 結 合 特 異 性 を 有 す る 試 薬 分 子 、 お よ び 特 異 結 合 相 手 に 特 異 的 に 結
合 す る た め に 分 析 物 と 競 合 す る 試 薬 分 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 方 法 。

特 異 結 合 相 手 、 分 析 物 と 同 一 の 化 学 的 性 質 を 有 す る 試 薬 分 子 、 お よ び 特 異 結 合 相 手 に 特
異 的 に 結 合 す る た め に 分 析 物 と 競 合 す る 試 薬 分 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ッ セ イ 成 分
が 固 相 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 34記 載 の 方 法 。

固 相 が 、 合 成 膜 、 ポ リ マ ー 、 ポ リ マ ー 性 ビ ー ズ 、 ポ リ マ ー 性 母 材 、 微 粒 子 、 お よ び ガ ラ
ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 34記 載 の 方 法 。

分 析 物 が 、 核 酸 、 薬 剤 、 リ ガ ン ド 、 抗 原 、 ハ プ テ ン 、 抗 体 、 お よ び 炭 水 化 物 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 34記 載 の 方 法 。

信 号 発 生 系 が 2つ ま た は そ れ 以 上 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 含 む 、 請 求 項 34記 載 の 方 法 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 安 定 化 し て い る 、 請 求 項 34記 載 の 方 法 。

以 下 の 段 階 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 の 組 成 物 を 調 製 す る
方 法 ：
a． フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 内 の 架 橋 に よ り 安 定 化 す る 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム
を 架 橋 す る 段 階 、 お よ び
b． 安 定 な 可 溶 性 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 を 単 離 す る 段 階 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 が 共 有 結 合 架 橋 領 域 に よ り 安 定 化 し て い る 、 請 求 項 40記
載 の 方 法 。

過 剰 な 薬 剤 が 除 去 さ れ る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
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架 橋 が 消 光 に よ り 停 止 さ れ る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 が 二 官 能 性 多 部 位 結 合 架 橋 試 薬 に よ り 安 定 化 し て い る 、
請 求 項 41記 載 の 方 法 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 が グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド と の 架 橋 に よ り 安 定 化 し て い る 、
請 求 項 41記 載 の 方 法 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム ヘ テ ロ 抱 合 体 が ホ ル ム ア ル デ ヒ ド と の 架 橋 に よ り 安 定 化 し て い る 、 請
求 項 41記 載 の 方 法 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 間 の 架 橋 よ り も フ ィ コ ビ リ ソ ー ム 内 の 架 橋 に 有 利 で あ る 条 件 下 、 フ ィ
コ ビ リ ソ ー ム が 架 橋 に よ り 安 定 化 し て い る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。

分 析 物 を 含 む サ ン プ ル を 特 異 結 合 相 手 に 接 触 さ せ 、 特 異 結 合 相 手 に 特 異 的 に 結 合 す る 能
力 に よ っ て サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 分 析 物 の 量 を 測 定 す る 特 異 結 合 ア ッ セ イ を 実 施 す る た め
の 方 法 で あ っ て 、 ア ッ セ イ 成 分 が 、 検 出 可 能 な よ う に ラ ベ ル 付 け さ れ て お り 、 該 ア ッ セ イ
成 分 は 、 特 異 結 合 相 手 、 特 異 結 合 相 手 に 特 異 的 に 結 合 す る た め に 分 析 物 と 競 合 す る 試 薬 分
子 、 お よ び 分 析 物 と 同 じ 結 合 特 異 性 を 有 す る 試 薬 分 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 検 出 可 能
な ラ ベ ル が 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 含 む 信 号 発 生 系 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 方 法 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 特 異 結 合 相 手 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 、 ア ッ セ イ 成 分 に 特 異 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド ま た は レ セ プ タ に 結 合
し て い る 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 、 非 共 有 結 合 的 手 段 で ア ッ セ イ 成 分 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 48記 載
の 方 法 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 、 共 有 結 合 に よ り ア ッ セ イ 成 分 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 48記 載 の 方
法 。

ア ッ セ イ が 、 結 合 済 み の 特 異 結 合 相 手 を 未 結 合 の 特 異 結 合 相 手 か ら 分 離 せ ず に 特 異 結 合
相 手 に 対 す る 分 析 物 の 結 合 を 測 定 す る 均 質 ア ッ セ イ で あ る 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。

信 号 発 生 系 が 2つ ま た は そ れ 以 上 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 含 む 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が エ ネ ル ギ ー ド ナ ー ま た は ア ク セ プ タ で あ る 、 蛍 光 エ ネ ル ギ ー 移 動 を
さ ら に 含 む 請 求 項 48記 載 の 方 法 。

使 用 目 的 で 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 凍 結 ま た は 脱 水 に よ り 調 製 す る 、 請 求 項 48記 載 の 方 法
。

分 析 物 を 含 む サ ン プ ル を 特 異 結 合 相 手 に 接 触 さ せ る 段 階 と 、 特 異 結 合 相 手 に 特 異 的 に 結
合 す る 能 力 に よ っ て サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 分 析 物 の 量 を 測 定 す る 段 階 と を 含 む 、 特 異 結 合
ア ッ セ イ を 実 施 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 検 出 可 能 な よ う に 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 含 む 信
号 発 生 系 に よ っ て ア ッ セ イ 成 分 が ラ ベ ル 付 け さ れ て お り 、 該 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム は フ ィ コ ビ
リ タ ン パ ク 質 と リ ン カ ー タ ン パ ク 質 と が 自 ら 組 み 合 わ さ っ て で き て お り 、 そ の フ ィ コ ビ リ
ソ ー ム の 各 々 は 少 な く と も 1つ の ロ ッ ド を 含 み 、 該 ア ッ セ イ 成 分 は 、 特 異 結 合 相 手 、 分 析
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【 請 求 項 ６ ０ 】
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物 と 同 一 の 化 学 的 性 質 を 有 す る 試 薬 分 子 、 お よ び 特 異 結 合 相 手 に 特 異 的 に 結 合 す る た め に
分 析 物 と 競 合 す る 試 薬 分 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 方 法 。

特 異 結 合 相 手 、 分 析 物 と 同 一 の 化 学 的 性 質 を 有 す る 試 薬 分 子 、 お よ び 特 異 結 合 相 手 に 特
異 的 に 結 合 す る た め に 分 析 物 と 競 合 す る 試 薬 分 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ッ セ イ 成 分
が 固 相 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 57記 載 の 方 法 。

固 相 が 、 合 成 膜 、 ポ リ マ ー 、 ポ リ マ ー 性 ビ ー ズ 、 ポ リ マ ー 性 母 材 、 微 粒 子 、 お よ び ガ ラ
ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 57記 載 の 方 法 。

分 析 物 が 、 核 酸 、 薬 剤 、 リ ガ ン ド 、 抗 原 、 ハ プ テ ン 、 抗 体 、 お よ び 炭 水 化 物 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 57記 載 の 方 法 。

信 号 発 生 系 が 2つ ま た は そ れ 以 上 の フ ィ コ ビ リ ソ ー ム を 含 む 、 請 求 項 57記 載 の 方 法 。

フ ィ コ ビ リ ソ ー ム が 安 定 化 し て い る 、 請 求 項 57記 載 の 方 法 。
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要解决的问题：要在灵敏的监测工具包（例如，用于测量血液污染）中
进行修改，需要进行特异性结合测定（例如，视觉测定，光度测定，荧
光测定免疫测定）和光电设备（例如，生物传感器，光电转换器）。 提
供了使用经过修饰或未经修饰的藻胆体作为极有效标记的方法及其组合
物。 包含藻胆体杂合物的组合物，其中所述杂合物包含彼此共价连接的
两个化学物质，所述第一化学物质为藻胆体，第二所述化学物质为藻胆
体。 是选自配体，受体，产生信号的分子，位点特异性分子和制造的固
体支持物的组合物。 [选择图]无

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/9a2a2bb4-66ea-4058-b071-2c084b5d33e0
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/023667601/publication/JP2006234824A?q=JP2006234824A

