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(57)【要約】
【課題】　検出対象の分子以外の夾雑物の存在下でも、
夾雑物の存在に起因する背景光や非特異的な反応の影響
を受けずに、一分子蛍光分析技術を用いた分子の特異的
な結合の検出及び観測を行えるようにすること。
【解決手段】　本発明の方法は、蛍光標識された第一の
分子を含む第一の試料と、第一の分子と特異的に結合す
るか否かが判定される第二の分子を含む第二の試料（又
は第一の分子と特異的に結合する第二の分子が存在する
か否かが判定される第二の試料）との混合試料溶液へ、
第二の分子に特異的に結合する第三の分子が固相化され
たビーズを添加し、その混合試料溶液中の第一の分子の
蛍光標識の蛍光強度に基づいて、第一の分子がビーズ上
に固定されているか否かを判定する。第一の分子がビー
ズ上に固定されている判定された場合には、第一の分子
が第二の分子に特異的に結合した（又は第二の試料に第
二の分子が存在した）と判定する。
【選択図】　　　　図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　特定の分子の特異的結合を検出する方法であって、
　蛍光標識された第一の分子を含む第一の試料と、前記蛍光標識された第一の分子と特異
的に結合するか否かが判定される第二の分子を含む第二の試料とを混合し混合試料溶液を
調製する過程と、
　前記第二の分子に特異的に結合する第三の分子が表面に固相化された外径１μｍ以下の
粒子を前記第一及び第二の試料の混合試料溶液へ添加する過程と、
　前記粒子が添加された前記混合試料溶液中の前記第一の分子の蛍光標識の蛍光強度を測
定する過程と、
　前記蛍光強度に基づいて、前記第一の分子が前記粒子上に固定されているか否かを判定
する過程と
を含み、前記第一の分子が前記粒子上に固定されている判定された場合には、前記第一の
分子が前記第二の分子に特異的に結合したと判定することを特徴とする方法。
【請求項２】
　特定の分子の特異的結合を検出する方法であって、
　蛍光標識された第一の分子を含む第一の試料と、前記蛍光標識された第一の分子と特異
的に結合する第二の分子が存在するか否かが判定される第二の試料とを混合し混合試料溶
液を調製する過程と、
　前記第二の分子に特異的に結合する第三の分子が表面に固相化された外径１μｍ以下の
粒子を前記第一及び第二の試料の混合試料溶液へ添加する過程と、
　前記粒子が添加された前記混合試料溶液中の前記第一の分子の蛍光標識の蛍光強度を測
定する過程と、
　前記蛍光強度に基づいて、前記第一の分子が前記粒子上に固定されているか否かを判定
する過程と
を含み、前記第一の分子が前記粒子上に固定されている判定された場合には、前記第二の
分子が前記第二の試料に存在していると判定することを特徴とする方法。
【請求項３】
　請求項１又は２の方法であって、前記混合試料溶液へ前記粒子を添加するのに先立って
測定された前記混合試料溶液中の前記第一の分子の蛍光標識の蛍光強度に基づいて、前記
第一の分子が前記第二の試料中の分子と結合したか否かを判定する過程を含むことを特徴
とする方法。
【請求項４】
　請求項１乃至３の方法であって、前記蛍光強度の測定が蛍光相関分光法により行われる
ことを特徴とする方法。
【請求項５】
　請求項１乃至３の方法であって、前記蛍光強度の測定が蛍光偏光解消法により行われる
ことを特徴とする方法。
【請求項６】
　請求項１乃至３の方法であって、前記蛍光強度の測定が蛍光強度分布解析法により行わ
れることを特徴とする方法。
【請求項７】
　請求項１乃至３の方法であって、前記蛍光強度の測定が蛍光相互相関分光法により行わ
れることを特徴とする方法。
【請求項８】
　請求項１乃至３の方法であって、前記第二の試料が血清又は血漿又は生体から得られた
溶液試料であることを特徴とする方法。
【請求項９】
　請求項１乃至３の方法であって、前記第一の分子がＤＮＡであり、前記第二の分子がＤ
ＮＡ結合タンパク質であり、前記第三の分子が前記第二の分子に対する抗体であることを
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特徴とする方法。
【請求項１０】
　請求項１乃至３の方法であって、前記粒子が、プラスチック、ラテックス、金コロイド
、磁性粒子及びガラスから成る群から選択された少なくとも一つの材料からなるビーズで
あることを特徴とする方法。
【請求項１１】
　請求項１乃至３の方法であって、前記粒子の表面が前記第二の分子と前記第三の分子と
の特異的結合を除く前記混合溶液中に存在する分子の吸着又は結合を防止するための吸着
防止処理が施されていることを特徴とする方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、蛍光一分子からの蛍光を計測することによりタンパク質、ペプチド、核酸、
脂質、アミノ酸及びその他の生理活性物質又は生体分子（以下、「生体分子等」とする。
）の特異的な結合反応を検出する方法に係り、より詳細には、種々の生体分子間に於ける
特異的な結合反応と非特異的な結合反応を識別可能な検出方法に係る。
【背景技術】
【０００２】
　近年の技術などの光計測技術の発展により、現在では、蛍光一分子からの蛍光を測定・
解析する蛍光相関分光分析(Fluorescence　Correlation　Spectroscopy：ＦＣＳ)、蛍光
強度分布分析(Fluorescence-Intensity　Distribution　Analysis：ＦＩＤＡ)といった蛍
光分析方法が利用できるようになっている。これらの蛍光一分子レベルの蛍光測定を行う
蛍光分析法（一分子蛍光分析技術）に於いては、レーザー共焦点顕微鏡の光学系とフォト
ンカウンティング（１光子検出）も可能な超高感度の光検出装置とを用いて蛍光一分子か
らの蛍光強度が測定され、その強度の揺らぎを種々の方法により解析して、蛍光分子又は
蛍光標識された分子の運動の速さ又は分子の大きさ（ＦＣＳの場合）、分子（又は粒子）
の数密度又は一分子当たりの蛍光強度（ＦＩＤＡの場合）といった情報を得ることができ
る。従って、これらの情報に基づいて、分子の構造又は大きさの変化や分子の結合・解離
反応又は分散・凝集といった種々の現象を検出することができる。
【０００３】
　生物科学、医学又は薬学の分野に於いては、上記の如き一分子蛍光分析技術を生体分子
等の状態及び運動の検出・観測に応用し、種々の生体分子等の現象・反応を細胞レベル又
は分子レベルで解明する試みがなされている。例えば、互いに特異的に相互作用する一対
の分子（ＤＮＡとＤＮＡ結合タンパク質、抗原と抗体など）のうち、少なくとも一方の分
子に蛍光分子等で蛍光標識を施した上で、それらの分子を反応させると、一方の分子上の
蛍光分子の運動や状態の変化が蛍光分子からの蛍光強度又はその揺らぎに反映され、これ
により、タンパク質又はＤＮＡ等の分子間の相互作用が検出できることとなる。既に、そ
のような一分子蛍光分析技術を用いて分子レベルにてタンパク質と核酸の結合反応や抗原
抗体反応の検出が為された例が報告されつつある（例えば、特許文献１－２、非特許文献
１－２）。また、一分子蛍光分析技術は、従前の生化学的な方法に比して極めて微量な試
料にて且短時間にて計測が可能であるので、医学・薬理学等の分野に於いて、種々の病気
の臨床診断や生理活性物質のスクーリングに於ける応用も期待される。
【特許文献１】特開２００３－２７５０００公報
【特許文献２】特開２００５－３３７８０５公報
【非特許文献１】カスク外３名、PNAS　９６巻、２４号、１３７５６－１３７６１頁　１
９９９年１１月２３日
【非特許文献２】コバヤシ外３名、アナリティカル・バイオケミストリー、２００４年　
３３２巻　５８－６６頁
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
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【０００４】
　上記の如き一分子蛍光分析技術に於いて用いられる光学系及び光検出装置の性能は、確
かに、蛍光一分子からの蛍光又は一光子程度の光量を検出・測定することが可能なほど向
上されているが、検出したい光が微弱であることに変わりはなく、従って、背景の光が高
ければ、検出すべき光が背景に埋もれてしまい、識別することができなくなってしまう。
特に、生体分子等の相互作用の観測や病気の臨床診断等に使用されることとなる生体試料
又は生体由来の試料（血清、血漿など）は、一般に、検出したい反応に関わりのない種々
の構成物又は夾雑物が多く含まれており、その中の観測対象の分子以外に多数の分子から
の自家蛍光によって背景光が高くなり、このことにより、測定結果の精度又は信頼性が低
下してしまうこととなる。また、生体分子等の特異的な結合反応を検出しようとする場合
、生体試料中には検出したい特異的な反応とは別の反応又は非特異的な結合又は吸着をす
る分子が存在している場合が多く、そのような場合、検出したい反応以外の反応や非特異
的な結合・吸着が測定結果及び解析結果に影響すると、誤差が生じ、結果の信頼性が低下
する。
【０００５】
　上記の如き一分子蛍光分析の試料中の観測対象の分子以外の構成物又は夾雑物の影響は
、試料からそれらの夾雑物を除去するか或いは観測対象の分子を精製することにより排除
することができる。しかしながら、試料から特定の分子を抽出したり、或いは、特定の分
子以外を除去することは、時間、労力及び多量の試料を必要とし、微量にて短時間に計測
が可能であるという一分子蛍光分析技術の利点を損なうこととなる。また、生体試料の場
合、物質の抽出・精製又は除去の処理操作中に目的の物質が変性してしまうこともあり、
結局、目的の測定が実施できなくなってしまうことも有り得る。
【０００６】
　かくして、本発明の一つの主な課題は、一分子蛍光分析技術を用いた分子の相互作用、
特に、分子の特異的な結合、の検出及び観測に於いて、検出・観測結果の精度及び信頼性
を損なう原因となる試料中に含まれる検出対象の分子以外の夾雑物を除去することなく、
それらの夾雑物の存在に起因する背景光や非特異的な反応の影響を排除するか又は相対的
に低減できるようにすることである。
【０００７】
　また、本発明のもう一つの課題は、上記の如き一分子蛍光分析技術を用いた分子の相互
作用の検出及び観測に於いて、特に、試料として生体試料又は生体由来の試料（血清、血
漿など）を用いる場合に、計測結果に於いて、試料中の非特異的な結合又は吸着の影響を
排除し、計測結果の精度、信頼性をより向上させることである。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明によれば、上記の如き一分子蛍光分析技術を用いて、特定の分子の特異的結合を
、夾雑物を多く含む試料、特に生体試料溶液中に於いて精度良く又は信頼性高く検出する
ことのできる分子の特異的結合反応検出方法が提供される。
【０００９】
　本発明の一つの態様によれば、特定の分子の特異的結合を検出する方法は、蛍光標識さ
れた第一の分子を含む第一の試料と、前記の蛍光標識された第一の分子と特異的に結合す
るか否かが判定される第二の分子を含む第二の試料とを混合し混合試料溶液を調製する過
程と、第二の分子に特異的に結合する第三の分子が表面に固相化された外径１μｍ以下の
粒子を混合試料溶液へ添加する過程と、前記の粒子が添加された混合試料溶液中の第一の
分子の蛍光標識の蛍光強度を測定する過程と、蛍光強度に基づいて、第一の分子が前記粒
子上に固定されているか否かを判定する過程とを含み、第一の分子が粒子上に固定されて
いる判定された場合には、第一の分子が第二の分子に特異的に結合したと判定することを
特徴とする。即ち、この態様に於いては、第一の分子が第二の分子と特異的な結合するか
否かを判定することができる。
【００１０】



(5) JP 2010-19553 A 2010.1.28

10

20

30

40

50

　一分子蛍光分析技術を用いて或る分子（例えば、上記第一の分子）と或る別の分子（上
記第二の分子）とが特異的な結合をするか否かを判定する場合、現在までに（従来の技術
に於いて）提案されている方法では、蛍光標識された第一の分子を含む第一の試料と、第
二の分子を含む第二の試料とを混合し、そのまま、その混合試料の蛍光測定と結果の解析
が行われていた。この場合、試料中に夾雑物が多いと、背景光が高くＳ／Ｎ比が悪い場合
があり、また、夾雑物と蛍光標識された分子との非特異的な結合・吸着があっても、それ
が特異的な結合とは区別がつかない。
【００１１】
　そこで、本発明に於いては、上記の如く、蛍光標識された第一の分子と第二の分子とを
含む混合試料溶液に、第二の分子に特異的に結合する第三の分子が表面に固相化された外
径１μｍ以下の粒子を混合試料溶液へ添加し、その上で蛍光測定と結果の解析が行われる
よう従前の方法の過程が修正される。第二の分子に特異的に結合する第三の分子を表面に
担持する粒子が混合溶液に添加されると、第三の分子が第二の分子にのみ結合し、その結
果、粒子の表面上に第二の分子が収集されることとなる。もし第二の分子が第一の分子と
特異的に結合するものであれば、蛍光標識された第一の分子も粒子上に集められ、その結
果、蛍光標識から発せられる蛍光強度は、蛍光標識が外径１μｍ以下の粒子上に固定され
た状態を反映されたものとなる。他方、もし第二の分子が第一の分子と特異的に結合しな
いものであれば、仮に夾雑物と非特異的な結合をしていても、第一の分子上の蛍光標識か
らの蛍光強度は、第一の分子がフリーの状態（粒子上に結合していない状態）と大きくは
変わらないはずである。また、蛍光標識が外径１μｍ以下の粒子上に固定された状態とな
ると、そうでない状態に比して、蛍光標識のブラウン運動が大幅制限され、また、測定領
域内での蛍光標識の分布も大きく変化し、更に、蛍光標識が粒子上に収集されることによ
り、粒子上の複数又は多数の蛍光標識より蛍光が発せられることになるので、一時に観測
される蛍光強度も大きくなり、測定のＳ／Ｎが大幅に改善される。かくして、上記の如く
、第一の分子が、第二の分子と第三の分子の特異的な結合を介して粒子上に「固定」され
るか否かを判定するよう方法の構成を修正することにより、第一の分子が第二の分子と特
異的に結合する場合とそうでない場合とが、より高いＳ／Ｎ比にて検出することができる
ようになる。
【００１２】
　上記の第二の分子に特異的に結合する第三の分子が表面に固相化された外径１μｍ以下
の粒子を混合試料溶液へ添加し、その蛍光測定及び分析により、蛍光標識された第一の分
子が粒子上に固定されているか否かを判定する手法は、或る試料に第二の分子が存在する
か否かを検出するために用いることもできる。従って、本発明のもう一つの態様によれば
、本発明の特定の分子の特異的結合を検出する方法は、蛍光標識された第一の分子を含む
第一の試料と、蛍光標識された第一の分子と特異的に結合する第二の分子が存在するか否
かが判定される第二の試料とを混合して混合試料溶液を調製する過程と、第二の分子に特
異的に結合する第三の分子が表面に固相化された外径１μｍ以下の粒子を第一及び第二の
試料の混合試料溶液へ添加する過程と、粒子が添加された混合試料溶液中の第一の分子の
蛍光標識の蛍光強度を測定する過程と、蛍光強度に基づいて、第一の分子が粒子上に固定
されているか否かを判定する過程とを含み、第一の分子が粒子上に固定されている判定さ
れた場合には、第二の分子が第二の試料に存在していると判定することを特徴とする。か
かる構成によれば、或る分子（第一の分子と第三の分子に特異的に結合する分子）が任意
の試料（第二の試料）に含まれているか否かが、前記の態様と同様に、従前に比して、よ
り高いＳ／Ｎ比にて検出することができるようになる。
【００１３】
　上記の本発明の分子の特異的結合の検出方法に於ける蛍光測定及び分析（又は解析）は
、ＦＣＳ、ＦＩＤＡ、蛍光相互相関分光法（Fluorescence　cross-correlation　Spectro
scopy：ＦＣＣＳ）など、レーザー共焦点顕微鏡の光学系に超高感度光検出装置を組み合
わせた蛍光測定装置により実施される一分子蛍光分析法のいずれか任意のものであってよ
い。また、その他の分子の構造・状態・運動の変化を観測できる任意の蛍光分析法、例え
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ば、蛍光偏光解消法（Fluorescence　Depolarization　Spectroscopy：ＦＤＳ）などが用
いられてもよい（本発明の構成により各々蛍光分析方法に於いて蛍光測定・分析の結果に
どのようになるかは、実施の形態の説明の欄に於いて説明される。）。理解されるべきこ
とは、第一の分子が粒子に固定されているか否かを検出できる蛍光分析方法であれば任意
のものであってよく、そのような場合も本発明の範囲に属する。
【００１４】
　本発明の方法に於いて用いられる試料に於いて、蛍光標識される第一の分子、第二の分
子及び第三の分子は、予め特定されている必要があるが、第二の分子を含有する第二の試
料は、夾雑物を含んでいてもよく、従って、生物科学、医学又は薬学の分野の研究、病気
の臨床診断又は生理活性物質のスクリーニング等に於いて使用される血清又は血漿又はそ
の他の生体から得られた溶液試料であってよい。上記の本発明の態様の説明から理解され
る如く、第二の試料を生体から得られた溶液試料とする場合、第二の分子がその生体試料
に含まれているか否か又は第一の分子と特異的に結合するか否かが、生体試料に或る程度
の量の夾雑物が含まれていても、検出が可能となる。例えば、第一の分子をＤＮＡとし、
第二の分子をＤＮＡ結合タンパク質とし、第三の分子が第二の分子に対する抗体とすれば
、或る塩基配列を有するＤＮＡに対して或るＤＮＡ結合タンパク質が特異的に結合するか
否か又は或る塩基配列を有するＤＮＡに対して特異的に結合するＤＮＡ結合タンパク質が
或る試料（例えば、血清や血漿）中に含まれているか否かが検出される。
【００１５】
　上記の構成に於いて、第三の分子が表面に固相化される粒子は、生物科学、医学又は薬
学の分野の実験に於いて通常用いられているナノメートルオーダーのビーズであってよく
、プラスチック、ラテックス、金コロイド、磁性粒子及びガラスから成る群から選択され
た少なくとも一つの材料からなるビーズであってよい。第三の分子を粒子の表面上に固相
化、即ち、固定する方法は、生物科学、医学又は薬学の実験の分野に於いて通常知られて
いる任意の方法であってよく、当業者に於いて、ビーズの材質、第三の分子の種類に応じ
て、適宜選択されてよい。好適には、粒子の表面は、第二の分子と第三の分子との特異的
結合を除く混合試料溶液中に存在する分子の吸着又は結合を防止するための吸着防止処理
が施される。かかる処理もこの分野に於いて知られた任意の方法であってよい（例えば、
反応に寄与しないタンパク質（牛血清アルブミンなど）を第三の分子を粒子に固定した後
に表面に吸着させるなど。）。
【００１６】
　なお、上記の本発明の構成に於いて、混合試料溶液へ粒子を添加した後の蛍光測定・分
析の結果と比較するために、混合試料溶液への粒子を添加に先立って混合試料溶液中の第
一の分子の蛍光標識の蛍光強度を測定し、測定された蛍光強度に基づいて、第一の分子が
第二の試料中の分子と結合したか否かを判定する過程を含んでいてよい。粒子を添加する
前と後に於いて実行される蛍光分析の方法は、同一であってもよいが、別のものであって
よい。即ち、粒子の添加前は、第一及び第二の分子の結合の有無を確認するための蛍光測
定をＦＣＳにより行い、粒子の添加後は、ＦＩＤＡにより粒子と第一の分子との関係を確
認するための測定をＦＩＤＡにより行うようにしてよい。また、第一の分子の第二の分子
に対する結合は、或る程度、蛍光強度の測定・分析結果に反映されるはずであるので、全
く、第一の分子を第二の試料に作用させた際に蛍光測定結果に全く変化が見られない場合
（第一の分子の第二の分子に対する結合発生の可能性が殆どないと認められる場合）には
、粒子の添加は省略されてよい（試料及び時間の節約）。
【発明の効果】
【００１７】
　従来、多数の夾雑物を含む生体試料に於ける生体分子間の特異的な結合の検出は、例え
ば、ゲルろ過クロマトグラフィー、タンパク質・ＤＮＡの電気泳動法、ウエスタンブロッ
ティング法、ＥＬＩＳＡ法といった多量又は高濃度の試料量と時間を要する生化学的な方
法が必要であった。しかしながら、本発明によれば、高濃度若しくは多量の試料を必要と
せず、簡便に且迅速に、生体分子間の特異的な結合の検出を行うことができる。上記の説
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明から理解される如く、第三の分子を固相化した粒子を用いて、第二の分子を特異的に収
集することにより、或る程度の限界はあるが（例えば、励起光が透過できない場合）、蛍
光測定される試料中に夾雑物が存在していても、第二の分子と（蛍光標識された）第一の
分子との特異的な結合の有無を検出することができ、従って、種々の病気の臨床診断や生
理活性物質のスクーリングに於ける応用も期待される
【００１８】
　特記されるべきことは、第三の分子を固相化した粒子を用いて、第二の分子を特異的に
収集するという構成によれば、第二の分子が第一の分子に特異的に結合した場合には、蛍
光標識が粒子上に集められることにより、第一の分子が単独でいる場合又は別の第二の分
子とのみ結合している場合に比して、一時に得られる蛍光標識からの蛍光光量が増大し、
これにより、検出したい蛍光とそうでない蛍光との比、即ち、測定のＳ／Ｎ比が向上され
る点である。また、第二の分子が第一の分子に特異的に結合した場合には第一の分子の担
体がナノメートルオーダーの粒子となるので、蛍光標識の運動の状態も顕著な変化として
捉えることができる。総じて、従前の一分子蛍光分析による方法に比して、分子の特異的
な結合の有無を顕著に正確に検出できることとなる。
【００１９】
　本発明のその他の目的及び利点は、以下の本発明の好ましい実施形態の説明により明ら
かになるであろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２０】
　以下に添付の図を参照しつつ、本発明を幾つかの好ましい実施形態について詳細に説明
する。
【００２１】
測定試料の調製操作の手順
　図１は、生体試料溶液Ａ中に、或る塩基配列を有するＤＮＡに対して特異的に結合する
ＤＮＡ結合タンパク質Ｐが存在するか否かを検出するために、蛍光標識されたＤＮＡ（第
一の分子）とＤＮＡ結合タンパク質Ｐ（第二の分子）の一部をエピトープとするモノクロ
ーナル抗体(第三の分子)を表面に固相化したビーズとを用いて、本発明の方法を適用した
場合の試料の調製操作と分子の状態の変化を模式的に示したものであり、図２（Ａ）は、
その場合の測定の手順をフローチャートの形式で示したものである。
【００２２】
　図１及び２を参照して、本発明の方法の実施を開始する当たり、予め、ＤＮＡ結合タン
パク質Ｐに特異的に結合する塩基配列を有する蛍光標識されたＤＮＡ（Ｄ）が準備される
（ステップ１０、図１（ａ））。ＤＮＡの長さは、合成のコスト及び検出の容易さから１
０～１００merが好ましく、２０から４０merが更に好ましい。蛍光標識のためにＤＮＡに
付加される蛍光色素Ｆとしては、この分野で通常使われる任意の蛍光色素、例えば、TAMR
A（carboxymethylrhodamine）、TMR(tetramethylrhodamine)、Alexa647、Rhodamine
Green、Alexa488などであってよいが、これらに限定されない。後述の如く、蛍光分析法
として、ＦＣＳ、ＦＩＤＡ、蛍光偏光解消法を用いる場合には、蛍光標識は、１種類でよ
いが、２種類以上の蛍光標識を用いると（各ＤＮＡ分子には、一種類の蛍光分子を付与す
る。）、ＦＣＣＳでの計測が可能となる。ＤＮＡは、上記条件を満たす生物由来のＤＮＡ
でもよいが、人工的に合成したＤＮＡは、生物由来のものより安定性が高く、安価で大量
生産ができるので、継続的に、病気の臨床診断や、多種類の被検試料にてＤＮＡ結合タン
パク質Ｐの検出をする場合に適している。所望の塩基配列のＤＮＡの調製と蛍光標識の付
加は、当業者にとって任意の方法でなされてよい。ＤＮＡは、本実施形態の方法を実施す
る度に調製するのではなく、一度に量産した後、変性しない態様にて保存し、本実施形態
の方法を実施する際に必要量ずつ使用するようにされてよい。
【００２３】
　生体試料溶液Ａは、励起光及び蛍光の透過を著しく低下させないものであれば、当業者
に於いて使用されている任意の溶液であってよく、例えば、血清、血漿等であってよい（
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ステップ２０、図１（ｂ））。血清、血漿等の生体試料溶液の調製は、当業者にとって任
意の方法にて、例えば、遠心分離、ろ過、超音波などの処理を経て為されてよい。光に対
する試料の透過率が顕著に低い場合には、適宜、生理食塩水やリン酸緩衝液により（内部
の分子の活性を損なわないように）希釈されてよい。
【００２４】
　かくして、調製された生体試料溶液ＡとＤＮＡ（Ｄ）を含む溶液とが混合される（ステ
ップ３０）。この段階で、生体試料溶液Ａにタンパク質Ｐが含まれていれば、ＤＮＡとタ
ンパク質Ｐとが結合する（図１（ｃ））。しかしながら、タンパク質Ｐが含まれていなく
も、いずれかの生体分子（Ｑ）がＤＮＡ（Ｄ）又は蛍光標識Ｆに非特異的に結合又は吸着
する場合も有り得る（図１（ｄ））。従って、もしこの段階で後述の蛍光測定を行ったと
しても、ＤＮＡ（Ｄ）とタンパク質Ｐとの複合体上の蛍光色素Ｆと、ＤＮＡ（Ｄ）と生体
分子（Ｑ）とのの複合体上の蛍光色素Ｆとで、その運動状態又は分布状態は、殆ど区別が
つかない場合がある。そこで、本発明に於いては、更に、生体試料溶液ＡとＤＮＡ（Ｄ）
を含む溶液との混合試料溶液へ、更に、タンパク質Ｐに特異的に結合する抗体Ｘが表面に
固相化されたビーズが添加される（ステップ４０、図１（ｅ）、（ｆ））。
【００２５】
　タンパク質Ｐに特異的に結合する抗体Ｘは、タンパク質Ｐの一部をエピトープとするモ
ノクローナル抗体であってよい。本発明の実験に於いては、タンパク質Ｐは、ＤＮＡに結
合された状態となるので、好ましくは、抗体Ｘのエピトープは、産生された抗体Ｘがタン
パク質ＰとＤＮＡとの結合を阻害せずにタンパク質Ｐと結合するよう選択される。そのよ
うな抗体の調製は、当業者にとって公知の任意の方法により調製されたものであってよい
。ビーズは、好ましくは、直径数ｎｍ程度から１０００ｎｍ未満のこの分野で通常使用さ
れているプラスチック、ラテックス、金コロイド、磁性粒子、ガラスなどからなる任意の
ものであってよい。調製された抗体Ｘをビーズに固相化するために、ＥＬＩＳＡやアフィ
ニティクロマトグラフィー等で担体に抗体を固定する手法が採用されてよい。また、ビー
ズの表面に抗体と共有結合する官能基を修飾したものを用い、抗体Ｘが確実にビーズ表面
へ固定されるようにされてもよい。なお、ビーズ上に抗体Ｘが付加された後、結合反応に
関与しない任意のタンパク質（スキムミルク、牛血清アルブミンなど）をビーズ表面に吸
着させ（ブロッキング）、更に生体分子等が吸着することを回避できるようになっている
ことが好ましい。
【００２６】
　かくして、タンパク質Ｐに特異的に結合する抗体Ｘが表面に固相化されたビーズが混合
溶液に添加されたとき、混合溶液中にタンパク質Ｐが含まれていれば、ビーズ表面上の抗
体Ｘに結合する。従って、その場合、タンパク質Ｐに結合した蛍光色素Ｆを担持するＤＮ
Ａ（Ｄ）もビーズ上に吸着することとなる（図１（ｅ））。他方、タンパク質Ｐが存在し
ていなければ、仮に生体分子（Ｑ）がＤＮＡ（Ｄ）に非特異的に吸着していたとしても、
ＤＮＡは、ビーズ上に吸着されない（図１（ｆ））。この段階で、後述の蛍光分析法によ
り蛍光測定・解析を実行すると（ステップ５０）、図１（ｅ）及び（ｆ）の示されている
如きＤＮＡ及び蛍光色素Ｆの状態の差が、蛍光分析法の測定・解析結果に於いて顕著に表
れることとなり、これにより、ＤＮＡとタンパク質Ｐとの特異的な結合の有無が検出され
、タンパク質Ｐが生体試料中に存在するか否かが特定されることとなる。
【００２７】
蛍光分析
　上記の本発明の実施形態では、上記の如く調製された混合試料溶液に於けるＤＮＡとタ
ンパク質Ｐとの特異的な結合の有無の検出のために、レーザー共焦点顕微鏡の光学系に超
高感度光検出装置を組み合わせた蛍光測定装置を用いて、一分子蛍光分析法により、混合
試料溶液中の蛍光色素Ｆの蛍光強度が計測され、解析される。蛍光測定には、典型的には
、１分子蛍光分析システム　ＭＦ２０（オリンパス）が用いられてよい。かかるシステム
に於いては、ＦＣＳ、ＦＩＤＡ、ＦＤＳ、ＦＣＣＳが実行され、蛍光色素Ｆがビーズ上に
固定されているか否かが判定される。以下、各分析方法に於いて、蛍光色素Ｆがビーズ上
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に固定されているか否かが計測結果に如何に反映されるかについて説明する。
【００２８】
　ＦＣＳ（蛍光相関分光法）では、微小の蛍光観察領域をブラウン運動により通過する分
子の移動（並進運動）の速さが観測される。分子の並進運動の速さは、測定された蛍光強
度の時間を変数とした自己相関関数の形状に反映される。分子の並進運動の速さの指標と
しては、測定開始時から自己相関関数の値が半分になるまでの時間の長さ（並進拡散時間
）が用いられる。分子の移動は、分子の大きさが大きいほど、遅くなるので、並進拡散時
間が長くなる。本発明の場合、図１（ｅ）の如く、タンパク質Ｐに結合したＤＮＡがビー
ズ上に固定されると、蛍光色素Ｆがビーズに拘束され、従って、図１（ｆ）の場合に比し
て、蛍光色素Ｆの運動の速さが顕著に低減し、並進拡散時間の長さが顕著に長くなり、タ
ンパク質Ｐに結合したＤＮＡがビーズ上に固定された否かが検出される。更に特記すべき
ことは、ビーズ上に複数の蛍光色素が拘束されている場合には、それらの色素が一体的に
蛍光観察領域を通過するので、蛍光強度が増大し、従って、蛍光色素一分子が通過すると
きに比して、蛍光強度（シグナル）の背景光（ノイズ）に対する比がよくなり、良好なＳ
／Ｎ比にて蛍光強度の測定がなされることとなる。
【００２９】
　ＦＤＳ（蛍光偏光解消法）では、この分野に於いて知られている如く、分子の回転ブラ
ウン運動（自転）の速さが観測される。分子の回転運動の速さは、測定された蛍光の縦偏
光と横偏光の強度の割合又は偏光度に反映される（１分子蛍光分析システムで実行される
場合には、ＦＩＤＡに於いて蛍光を縦偏光及び横偏光に分けて検出し偏光度が算出される
。その場合、ＦＩＤＡ－ｐｏｌと称する。）。分子の回転は、分子の大きさが大きいほど
、遅くなるので、偏光度が大きくなる。本発明の場合、前記のＦＣＳと同様に、図１（ｅ
）の如く、タンパク質Ｐに結合したＤＮＡがビーズ上に固定されると、蛍光色素Ｆがビー
ズに拘束され、従って、図１（ｆ）の場合に比して、蛍光色素Ｆの回転運動の速さが顕著
に低減し、偏光度が長くなり、タンパク質Ｐに結合したＤＮＡがビーズ上に固定された否
かが検出される。また、１分子蛍光分析システムにて測定する場合には、ビーズ上に複数
の蛍光色素が拘束されている場合には、それらの色素が一体的に蛍光観察領域を通過する
ので、蛍光強度が増大し、測定のＳ／Ｎ比が向上する。
【００３０】
　ＦＩＤＡ（蛍光強度分布解析法）では、微小の蛍光観察領域内から発せられる光子の検
出（フォトンカウンティング）を行い、単位時間当たりの光子が検出された頻度を統計的
に処理することによって、微小の蛍光観察領域内の蛍光粒子の数密度と、一蛍光粒子当た
りの蛍光強度が算出される。本発明の場合、タンパク質Ｐに結合したＤＮＡがビーズ上に
固定されると、蛍光色素Ｆがビーズに拘束され一つの蛍光粒子として運動することになる
ので、蛍光粒子の数密度が低減する一方、ビーズに複数の蛍光色素分子Ｆが存在すること
により一蛍光粒子当たりの蛍光強度が増大する。従って、蛍光粒子の数密度の低減と一蛍
光粒子当たりの蛍光強度の増大からタンパク質Ｐに結合したＤＮＡがビーズ上に固定され
た否かが検出される。また、一蛍光粒子当たりの蛍光強度が増大すると、一時に計測され
る蛍光強度（検出光子数）が増大し、測定のＳ／Ｎ比が向上する。
【００３１】
　ＦＣＣＳ（蛍光相互相関分光法）では、二つの発光波長の異なる蛍光標識が微小の蛍光
観察領域をブラウン運動により通過する際に、各々の標識の蛍光強度の変化から二つの蛍
光標識の運動に相関があるか否かを判定することができる。もし蛍光標識が一つの担体（
分子）に存在する場合には、二つの蛍光強度の変化が一体的に変化するが、蛍光標識が別
々の担体に存在する場合には、二つの蛍光強度の変化は、独立に変化することとなる。蛍
光標識が一つの担体に乗っているか否かは、二つの蛍光強度の相互相関関数から判定する
ことができる。本発明の場合、互いに異なる蛍光色素にて標識されたＤＮＡを用いれば、
別々の蛍光色素を担持するＤＮＡがタンパク質Ｐを介してビーズ上に固定されることによ
り、二つの色素からの蛍光色素に相関があることが検出され、各ＤＮＡが自由に運動して
いる場合（ビーズに固定されていない場合）に比して、相互相関関数が高くなるので、タ



(10) JP 2010-19553 A 2010.1.28

10

20

30

40

50

ンパク質Ｐに結合したＤＮＡがビーズ上に固定された否かが検出される。また、前記の蛍
光分析法と同様に、一つのビーズから複数の色素による蛍光が発せられることにより、一
時に計測される蛍光強度が増大し、測定のＳ／Ｎ比が向上する。
【００３２】
　上記の一連の蛍光分析法に於いて、特記されるべきことは、一つの結果を検出するため
に要する試料量は、数十μｌ程度でよく、また、測定時間は、５－１５秒程度の測定を数
回繰り返す程度よく、従って、従前の生化学的な手法に比べ、試料量と時間を大幅に低減
することができる。しかも、従前の一分子蛍光分析の手法に比較すると、測定される蛍光
強度が数倍程度大きくなるので、Ｓ／Ｎ比が向上し、試料に夾雑物が在っても、特異的な
結合反応のみを良好に検出できることとなる。
【００３３】
　ところで、上記の方法に於いて、ビーズを添加した段階でのみ蛍光測定・分析を実行し
ても、その結果の数値から蛍光色素がビーズ上にあるか否かを推定することができるが、
図２（Ｂ）に例示されている如く、蛍光標識されたＤＮＡのみの段階（ステップ１０）、
生体試料溶液とＤＮＡ溶液を混合した状態（ステップ３０）で、比較のために蛍光測定・
解析を実行してもよい（ステップ１５、３５）。ステップ３５の段階で、ステップ１５の
場合と蛍光測定・解析の結果に有意な差、即ち、特異・非特異によらず、第一の分子が関
与する結合反応の発生が認められないと考える場合には、ビーズの添加及びその後の蛍光
測定を実施しなくてもよいであろう。この点に関し、ステップ３５とステップ５０とで実
行する蛍光測定の方法は、別々であってもよい。例えば、ステップ３０に於いては、ＦＣ
Ｓを実行し、ステップ５０では、ステップ３５のＦＣＳの変化を裏付ける目的でＦＩＤＡ
を実行するようにしてもよい。（ＦＣＳの場合、添加されるビーズ径が大き過ぎる場合、
並進ブラウン運動が小さくなり、測定時間中に殆ど移動しないといったことが起き得る。
他方、ＦＩＤＡの場合、ビーズを添加しない場合には、蛍光色素を有するＤＮＡは、ＤＮ
Ａ結合タンパク質に一対一に結合するのみなので、蛍光粒子数は変化せず、結合により色
素の蛍光強度が何らかの理由で変化しない限り、ＦＩＤＡの結果は変化しない。）。ステ
ップ３５とステップ５０とで別々の蛍光分析法を用いる場合、比較のためには、ステップ
１５に於いて両方の分析法による測定を行っておくことが望ましい。
【００３４】
その他の実施形態について
　上記の手順は、生体試料に含まれるＤＮＡ結合タンパク質Ｐに特異的に結合するＤＮＡ
の塩基配列を検出するために用いることもできる。その場合、ＤＮＡ結合タンパク質Ｐに
結合すると思われる塩基配列を有するＤＮＡを蛍光標識したものが用いられる。ＤＮＡが
ビーズ上に固定されたことが検出されれば、そのＤＮＡの塩基配列にＤＮＡ結合タンパク
質Ｐと特異的に結合する部位が存在することが特定される。
【００３５】
　また、上記の方法に於いて、蛍光標識される第一の分子、第二の分子は、任意のＤＮＡ
、タンパク質、その他の生体分子であってよいことは理解されるべきである。例えば、蛍
光標識される第一の分子を生体試料中に含まれるか否かが検出される分子の抗体とし、第
三の分子をその検出対象の分子の別の部分のエピトープに対する抗体としてもよい。蛍光
標識された抗体がビーズ上に固定されれば、生体試料中に第一及び第三の分子である抗体
に対する抗原が存在することが検出される。
【００３６】
　本発明の方法は、試料中に夾雑物が存在していても、有利に特定の分子の特異的結合を
非特異的な結合と見分けた態様にて検出可能なので、病気の臨床診断、生理活性物質のス
クリーニングのツールとして利用可能である。生体試料中の任意の分子を特異的に化学的
又は遺伝子工学的に（ＧＦＰなど蛍光タンパク質の発現により）蛍光標識することが可能
であれば、第一の分子を含む第一の試料が生体試料であってもよく、また、第二の試料が
、任意の態様にて調製された又は物質であってもよいことは理解されるべきであり、その
ような場合も本発明の範囲に属する。
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【図面の簡単な説明】
【００３７】
【図１】図１は、実施形態の処理過程中に於ける試料中の分子の状態を模式的に表したも
のである。
【図２】図２は、本発明の方法の好ましい実施形態に於ける処理過程をフローチャートの
形式にて示したものである。

【図１】 【図２】
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