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(57)【要約】
【課題】標的物質に対する特異的反応性を備えた帯電性
標的認識分子であって、分析用のマイクロ流路などの所
定箇所に自己集合的に高密度に集合させることができ、
またそこに可逆的または不可逆的に固定化することので
きる新規な帯電性標的認識分子を提供する。
【解決手段】免疫反応を引き起こし得る標的物質に対し
特異的に反応するアミノ酸配列を有する標的認識ペプチ
ドセグメント（１）と、標的物質に特異的に反応する機
能を有しないセグメントであって同一溶液中で同一極性
に帯電し得る３個以上の帯電性官能基を備え、且つ同一
の溶液中で異なる極性に帯電する官能基を有しない帯電
性セグメント（２）と、を有してなる標的認識分子。
【選択図】図２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫反応を引き起こし得る標的物質に対し特異的に反応するアミノ酸配列を有する標的
認識ペプチドセグメントと、
　前記標的物質に特異的に反応する機能を有しないセグメントであって同一溶液中で同一
極性に帯電し得る３個以上の帯電性官能基を備えた帯電性セグメントと、
　を有してなる標的認識分子。
【請求項２】
　請求項1に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、前記同一の溶液中で異なる極性に帯電する官能基を有しない
、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項３】
　請求項１または２に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、前記標的認識ペプチドセグメントを構成するアミノ酸に直接
結合されている、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項４】
　請求項１、２、３の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記標的認識ペプチドセグメントの平均等電点が、６以下であり、
　前記帯電性セグメントの３個以上の帯電性官能基が、ｐＨ６.５以上の溶液中でマイナ
スに帯電し得る官能基である、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項５】
　請求項１、２、３の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記標的認識ペプチドセグメントの平均等電点が、８以上であり、
　前記帯電性セグメントの３個以上の帯電性官能基が、ｐＨ７．５以下の溶液中でプラス
に帯電する官能基である、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項６】
　請求項１、２、３の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記標的認識ペプチドセグメントの平均等電点が、６を超え８未満であり、
　前記帯電性セグメントの３個以上の帯電性官能基が、ｐＨ６．５以上の溶液中でマイナ
スに帯電し得る官能基、またはｐＨ７．５以下の溶液中でプラスに帯電する官能基である
、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項７】
　請求項１、２、３、４、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、ｎが３以上の化１で表されるポリアクリル酸構成単位を有す
るセグメントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。
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【化１】

【請求項８】
　請求項１、２、３、４、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、ｎが３以上の化２で表されるポリスチレンスルホン酸構成単
位を有するセグメントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。

【化２】

【請求項９】
　請求項１、２、３、４、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、ｎが３以上の化３で表されるポリビニル硫酸構成単位を有す
るセグメントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【化３】

【請求項１０】
　請求項１、２、３、４、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
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　前記帯電性セグメントは、ｎが１以上の化４で表されるポリデキストラン硫酸構成単位
を有するセグメントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【化４】

【請求項１１】
　請求項１、２、３、４、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、ｎが１以上１５０以下の化５で表されるポリコンドロイチン
硫酸構成単位を有するセグメントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。

【化５】

【請求項１２】
　請求項１、２、３、４、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、ｎが３以上の化６で表されるポリヌクレオチド構成単位を有
するセグメントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。
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【化６】

【請求項１３】
　請求項１、２、３、５、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、化７で表されるポリエチレンイミン構成単位を有するセグメ
ントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【化７】

【請求項１４】
　請求項１、２、３、５、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、ｎが３以上の化８で表されるポリアリルアミン塩酸塩構成単
位を有するセグメントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。
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【化８】

【請求項１５】
　請求項１、２、３、５、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、ｎが３以上の化９で表されるポリジアリルジメチルアンモニ
ウムクロリド構成単位を有するセグメントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。

【化９】

【請求項１６】
　請求項１、２、３、５、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、ｎが３以上の化１０で表されるポリビニルピリジン構成単位
を有するセグメントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。

【化１０】

【請求項１７】
　請求項１ないし３の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、ペプチド鎖を有してなるものである、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項１８】
　請求項１７に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントのペプチド鎖は、アスパラギン酸残基またはグルタミン酸残基で
ある酸性アミノ酸残基を３個以上含み、アルギニン残基またはリジン残基である塩基性ア



(7) JP 2011-137651 A 2011.7.14

10

20

30

40

50

ミノ酸残基を含まないペプチド鎖からなる、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項１９】
　請求項１８に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントのペプチド鎖における酸性アミノ酸残基の含有数割合が、６０％
以上である、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２０】
　請求項１７ないし１９の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記標的認識ペプチドセグメントを構成するペプチド鎖の平均等電点が、８以下であり
、
　前記帯電性セグメントを組成するペプチド鎖の平均等電点が、２．７７以上４．５以下
である、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２１】
　請求項１ないし３の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、アルギニン残基またはリジン残基である塩基性アミノ酸残基
を含まず、アスパラギン酸残基またはグルタミン酸残基である酸性アミノ酸残基を６個以
上含み、かつ酸性アミノ酸残基の含有数割合が６０％以上であり、隣合う酸性アミノ酸残
基同士の間に介在する中性アミノ酸残基が２個以下に規制されたペプチド鎖を有してなる
、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２２】
　請求項１７に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントのペプチド鎖は、アルギニン残基またはリジン残基である塩基性
アミノ酸残基を３個以上含み、アスパラギン酸残基またはグルタミン酸残基である酸性ア
ミノ酸残基を含まないペプチド鎖からなる、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２３】
　請求項２２に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントのペプチド鎖における塩基性アミノ酸残基の含有数割合が、６０
％以上である、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２４】
　請求項１７，２２，２３の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記標的認識ペプチドセグメントを構成するペプチド鎖の平均等電点が、６以上であり
、
　前記帯電性セグメントを構成するペプチド鎖の平均等電点が、８以上１０.７６以下で
ある、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２５】
　請求項１ないし３の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、アスパラギン酸残基またはグルタミン酸残基である酸性アミ
ノ酸残基を含まず、アルギニン残基またはリジン残基である塩基性アミノ酸残基を６個以
上含み、かつ塩基性アミノ酸残基の含有数割合が６０％以上であり、隣合う塩基性アミノ
酸残基同士の間に介在する中性アミノ酸残基が２個以下に規制されたペプチド鎖を有して
なる、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２６】
　請求項１ないし２５の何れかに記載の標的認識分子において、
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　前記標的認識ペプチドセグメントはシステイン残基を含み、当該システイン残基の硫黄
元素に前記帯電性セグメントが化学結合されている、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２７】
　請求項１ないし２５の何れかに記載の標的認識分子において、
　前記標的認識ペプチドセグメントの一方端がシステイン残基であり、当該システイン残
基の硫黄元素に前記帯電性セグメントが化学結合されている、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２８】
　請求項１ないし２５の何れかに記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、前記標的認識ペプチドセグメントを構成するアミノ酸のＮ末
端またはＣ末端に化学結合されている、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２９】
　請求項１ないし２８の何れかに記載の標的認識分子において、
　前記標的認識ペプチドセグメントは、３個以上１９個以下のアミノ酸残基を有するペプ
チドである、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項３０】
　請求項１ないし２９の何れかに記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントには、基材と結合させるための官能基を備える基材結合用セグメ
ントが化学結合されている、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項３１】
　マイクロ流路内に電極の形成された分析用デバイスに標的認識分子を固定化する方法で
あって、
　上記請求項４に記載の標的認識分子を溶液に溶解し、当該溶液のｐＨを前記標的認識ペ
プチドセグメントの平均等電点以上のｐＨに調整する標的認識分子溶液作製工程と、
　前記マイクロ流路内の電極にプラス電荷を印加した状態で、前記マイクロ流路内に前記
標的認識分子溶液を流して、溶液中の標的認識分子を電極表面に電気的に吸引し保持させ
る保持工程と、
　を備えることを特徴とする標的認識分子の固定化方法。
【請求項３２】
　マイクロ流路内に電極の形成された分析用デバイスに標的認識分子を固定化する方法で
あって、
　上記請求項５に記載の標的認識分子を溶液に溶解し、当該溶液のｐＨを前記標的認識ペ
プチドセグメントの平均等電点以下のｐＨに調整する標的認識分子溶液作製工程と、
　前記マイクロ流路内の電極にマイナス電荷を印加した状態で、前記マイクロ流路内に前
記標的認識分子溶液を流して、溶液中の標的認識分子を電極表面に電気的に吸引し保持さ
せる保持工程と、
　を備えることを特徴とする標的認識分子の固定化方法。
【請求項３３】
　マイクロ流路内に電極の形成された分析用デバイスに標的認識分子を固定化する方法で
あって、
　上記請求項６に記載の標的認識分子を溶液に溶解し、当該溶液のｐＨを６．５を超え７
.５未満に調整する標的認識分子溶液作製工程と、
　前記マイクロ流路内の電極にマイナスまたはプラスの何れかの電荷を印加した状態で、
前記マイクロ流路内に前記標的認識分子溶液を流して、溶液中の標的認識分子を電極表面
に電気的に吸引し保持させる保持工程と、
　を備えることを特徴とする標的認識分子の固定化方法。
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【請求項３４】
　マイクロ流路内に電極の形成された分析用デバイスに標的認識分子を固定化する方法で
あって、
　上記請求項２０に記載の標的認識分子を溶液に溶解し、当該溶液のｐＨを６以上８.５
以下に調整する標的認識分子溶液作製工程と、
　前記マイクロ流路内の電極にプラス電荷を印加した状態で、前記マイクロ流路内に前記
標的認識分子溶液を流して、溶液中の標的認識分子を電極表面に電気的に吸引し保持させ
る保持工程と、
　を備えることを特徴とする標的認識分子の固定化方法。
【請求項３５】
　マイクロ流路内に電極の形成された分析用デバイスに標的認識分子を固定化する方法で
あって、
　上記請求項２４に記載の標的認識分子を溶液に溶解し、当該溶液のｐＨを６以上８.５
以下に調整する標的認識分子溶液作製工程と、
　前記マイクロ流路内の電極にマイナス電荷を印加した状態で、前記マイクロ流路内に前
記標的認識分子溶液を流して、溶液中の標的認識分子を電極表面に電気的に吸引し保持さ
せる保持工程と、
　を備えることを特徴とする標的認識分子の固定化方法。
【請求項３６】
　マイクロ流路内に電極の形成された分析用デバイスに標的認識分子を固定化する方法で
あって、
　上記請求項３０に記載の標的認識分子を水系溶媒に溶解し所定ｐＨに調整した標的認識
分子溶液を作製する工程と、
　前記標的認識分子溶液中における帯電性セグメントの電荷と逆極性の電荷を電極に印加
した状態で、当該電極上に前記標的認識分子溶液を流して、標的認識分子を電極表面に電
気的に吸引し暫定的に保持させ、この状態で標的認識分子の基材結合用セグメントを介し
て標的認識分子を電極面に固定化する工程と、
　を備えることを特徴とする標的認識分子の固定化方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫反応を引き起こし得る標的物質に特異的に反応する感応部位を有する標
的認識分子に関し、詳しくは分析デバイス内の特定部位に自己集合的に高密度に集合させ
固定化させることのできる、帯電性が付与された標的認識分子に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、免疫反応を引き起こし得る標的物質に対し特異的選択的に反応する標的認識分子
をマイクロ流路内に固定したチップを用いた分析デバイスが、生体試料中のタンパク質や
ＤＮＡなどの微量分析用に広く用いられるようになった。
【０００３】
　このような標的認識分子としては、従来、天然由来の抗体が使用されていた。最近では
長期保存性、生産性などの観点から、合成ペプチドなどからなる人工抗体が用いられるよ
うになっている。
【０００４】
　免疫反応を引き起こし得る標的物質に対し特異的・選択的に反応する物質が配置固定さ
れたこの種の分析デバイスは、操作が簡単で分析に高度な錬度を必要とせず、また少ない
検体量で短時間に目的とする物質のみを測定することができるという利点を備えている。
その一方、チップ内の所定箇所に必要量の標的認識分子を適正に固定化し保持させること
が容易でないなどのため、必ずしも十分な測定精度や信頼性、再現性が得られていない。
【０００５】
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　標的認識分子の固定化方法については、従前より種々な方法が提案されている。例えば
、基材表面に標的認識分子を物理吸着させる方法や共有結合させる方法が知られている。
また、標的認識分子を微小ビーズの表面に固定化し、これをマイクロ流路内に配置する方
法が知られている。更にまた、下記先行技術文献に記載の方法などが知られている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特開２００３-３４４３９６号公報
【特許文献２】特開２００６-２６６８３１号公報
【特許文献３】特表平４-５０１６０５号公報
【特許文献４】特開２０００-２６６７１６号公報
【特許文献５】特開２００６－７１３２４号公報
【特許文献６】特開平０４－３３１３６２号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明の目的は、標的認識分子自体に高密度に固定化し得る機能を付与した新規な標的
認識分子を提供することにある。また、標的認識分子を効率よく基材に固定化する技術を
提供することにある。
【０００８】
　検出目的物質に対し特異的選択的に反応する標的認識分子をマイクロ流路内の特定部位
に固定化してなる分析デバイスは、標的認識分子の固定化効率により生産性が大きく左右
されると共に、標的認識分子の固定化密度や固定化状態の良否により分析精度が大きく左
右される。標的認識分子の固定化効率が低いと、標的認識分子の多くが固定化されずに流
去してしまうため、固定化に多くの時間を必要とする。また、固定化効率が低いと、所望
の固定化密度が得られないため、十分な分析感度が得られない。それゆえ、マイクロ流路
内の所定部位に迅速的確に、かつ高密度に標的認識分子を固定化できる手段が求められて
いる。
【０００９】
　更に標的認識分子の中には化学的物理的安定性に乏しいものがあり、化学的物理的安定
性に乏しい標的認識分子が固定化されてなる分析デバイスは、製品寿命が短いという問題
がある。この問題を解決する方法の一つは、分析時にその場で標的認識分子を固定化する
ことであるが、このためには、分析現場で簡便に固定化し得る手段が必要である。
【００１０】
　特許文献１～５の方法によってもペプチド分子の固定化が可能であるものの、これらの
方法では、分子量の小さいペプチド分子を所望の信号値が得られる密度にまで固定化させ
ることが難しい。
【００１１】
　また、特許文献６の方法は、十分な電着速度や電着量が得られ難く、特に分子量の小さ
いペプチドの場合、再現性よく高密度に電着・固定化することが難しい。人工的に作製し
た分子量の小さいペプチド分子は、天然の抗体に比べ固定化部位が少ないからである。
【００１２】
　本発明者は、これらの課題を解決すべくなされたものである。本発明の目的は、標的識
別機能と高密度固定化が可能な機能とを併せもつ標的認識分子を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明は、分子中に帯電性セグメントが組み込まれた新規な標的認識分子に関し、一群
の発明は次のように構成されている。
【００１４】
　（１）第１発明にかかる標的認識分子は、免疫反応を引き起こし得る標的物質に対し特
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異的に反応するアミノ酸配列を有する標的認識ペプチドセグメントと、前記標的物質に特
異的に反応する機能を有しないセグメントであって同一溶液中で同一極性に帯電し得る３
個以上の帯電性官能基を備えた帯電性セグメントと、を有してなるものである。
【００１５】
　前記標的認識分子の帯電性セグメントは、溶液中で他のセグメントよりも強く帯電する
セグメントであり、前記「同一の溶液中で同一極性の電荷に帯電し得る帯電性官能基」と
は、標的認識分子を溶液中に浸漬したときに解離して、分子側がプラス又はマイナスに帯
電する官能基をいう。前記３個以上の帯電性官能基は、同一の官能基のみで構成されてい
てもよく、それぞれ異なる３種類以上の帯電性官能基で構成されていてもよい。
【００１６】
　また、前記標的認識ペプチドセグメントとは免疫反応を引き起こし得る標的物質に対し
特異的に結合するペプチドのことである。結合性の有無は従来の免疫学的手法を用いるこ
とが可能である。例えばＥＬＩＳＡ法やウエスタンブロット法、さらにＳＰＲやＱＣＭな
どの定量的な結合評価により結合性を評価することが可能である。
【００１７】
　前記標的認識ペプチドセグメントの作成は、遺伝子組み換え法を用い生物に生産させる
ことができ、また化学的に合成することもできる。その方法は、公知の方法でよく、遺伝
子組み換え法による場合は、作製したいアミノ酸配列に対応するＲＮＡコドンを生成する
ＤＮＡ塩基配列を決定し、このＤＮＡ塩基配列を公知のＤＮＡ合成法を用いて合成する。
このＤＮＡ塩基配列をウイルスベクターに組み込んで標的細胞に感染させ、生物学的方法
で標的認識ペプチドセグメントにかかるペプチドを生産させる。
【００１８】
　また、化学に合成する方法については、ペプチド液相法またはペプチド固相法の何れか
を用い、所望の結合が行えるように、アミノ酸側鎖の官能基及びα－アミノ基を保護基で
保護したアミノ酸を用い、所望の配列にアミノ酸鎖を合成伸張させる。この後、保護基を
外して目的とする標的認識ペプチドセグメントを得る。保護基の付加及び脱保護反応につ
いても公知の方法を用いることができる。
【００１９】
　（２）第２発明は、上記第１発明にかかる標的認識分子において、前記帯電性セグメン
トが、前記同一の溶液中で異なる極性に帯電する官能基を有しない、ことを特徴とする。
【００２０】
　この構成であると、帯電性セグメントの全ての帯電性官能基が同一極性にのみ帯電する
ので、帯電性セグメントを介して標的認識分子の動きを電気的に制御し易い。
【００２１】
　（３）第３発明は、上記第１または第２の発明にかかる標的認識分子において、前記帯
電性セグメントが、前記標的認識ペプチドセグメントを構成するアミノ酸に直接結合され
ていることを特徴とする。
【００２２】
　（４）第４発明は、上記第1ないし第３の何れかの発明にかかる標的認識分子において
、前記標的認識ペプチドセグメントの平均等電点が、６以下であり、前記帯電性セグメン
トの３個以上の帯電性官能基が、ｐＨ６．５以上の溶液中でマイナスに帯電し得る官能基
である、ことを特徴とする。
【００２３】
　（５）第５発明は、上記第１ないし第３の何れかの発明にかかる標的認識分子において
、前記標的認識ペプチドセグメントの平均等電点が、８以上であり、前記帯電性セグメン
トの３個以上の帯電性官能基が、ｐＨ７．５以下の溶液中でプラスに帯電する官能基であ
る、ことを特徴とする。
【００２４】
　（６）第６発明は、上記第１ないし第３の何れかの発明にかかる標的認識分子において
、前記標的認識ペプチドセグメントの平均等電点が、６を超え８未満であり、前記帯電性
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る官能基、またはｐＨ７．５以下の溶液中でプラスに帯電する官能基である、ことを特徴
とする。
【００２５】
　ここで上記「平均等電点」とは、標的認識ペプチドセグメントを組成する個々のアミノ
酸残基に対応するアミノ酸の等電点を合算した値（総和値）をアミノ残基数で割った値（
平均値）で定義される等電点平均値をいう。個々のアミノ酸の等電点は表１に示す通りと
する。
【００２６】
【表１】

【００２７】
〔非ペプチド系帯電性セグメント〕
　（７）第７の発明は、上記第1、第２、第３，第４、または第６の発明にかかる標的認
識分子において、前記帯電性セグメントが、ｎが３以上の化１で表されるポリアクリル酸
構成単位を有するセグメントである、ことを特徴とする。
【００２８】
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【化１】

【００２９】
　（８）第８の発明は、上記第1、第２、第３，第４、または第６の発明にかかる標的認
識分子において、前記帯電性セグメントが、ｎが３以上の化２で表されるポリスチレンス
ルホン酸構成単位を有するセグメントである、ことを特徴とする。
【００３０】

【化２】

【００３１】
　（９）第９の発明は、上記第1、第２、第３，第４、または第６の発明にかかる標的認
識分子において、前記帯電性セグメントは、ｎが３以上の化３で表されるポリビニル硫酸
構成単位を有するセグメントである、ことを特徴とする。
【００３２】
【化３】

【００３３】
　（１０）第１０の発明は、上記第1、第２、第３，第４、または第６の発明にかかる標
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トラン硫酸構成単位を有するセグメントである、ことを特徴とする。
【００３４】
【化４】

【００３５】
　（１１）第１１の発明は、上記第1、第２、第３，第４、または第６の発明にかかる標
的認識分子において、前記帯電性セグメントは、ｎが１以上１５０以下の化５で表される
ポリコンドロイチン硫酸構成単位を有するセグメントである、ことを特徴とする。
【００３６】

【化５】

【００３７】
　（１２）第１２の発明は、上記第1、第２、第３，第４、または第６の発明にかかる標
的認識分子において、前記帯電性セグメントが、ｎが３以上の化６で表されるポリヌクレ
オチド構成単位を有するセグメントである、ことを特徴とする。
【００３８】
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【化６】

【００３９】
　ここで、リン酸、糖（リボース（ＲがＯＨ）又はデオキシリボース（ＲがＨ））、塩基
（アデニン、シトシン、グアニン、チミン（デオキシリボースの場合のみ）、ウラシル（
リボースの場合のみ））から構成されるポリヌクレオチドは、リン酸を有しているため、
塩基性の溶液中でマイナス電荷を帯びる。よって、この構成の標的認識分子は、アルカリ
性から弱酸性の溶液を用いる標的物質分析に都合がよい。なお、帯電性セグメントとして
、一本鎖のポリヌクレオチド（ｓｓＤＮＡやＲＮＡ）を用いてもよく、二本鎖のポリヌク
レオチド（ｄｓＤＮＡ）を用いてもよい。
【００４０】
　（１３）第１３の発明は、上記第1、第２、第３，第５、または第６の発明にかかる標
的認識分子において、前記帯電性セグメントが、化７で表されるポリエチレンイミン構成
単位を有するセグメントである、ことを特徴とする。
【００４１】
【化７】
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【００４２】
　（１４）第１４の発明は、上記第1、第２、第３、第５、または第６の発明にかかる標
的認識分子において、前記帯電性セグメントが、ｎが３以上の化８で表されるポリアリル
アミン塩酸塩構成単位を有するセグメントである、ことを特徴とする。
【００４３】
【化８】

【００４４】
　（１５）第１５の発明は、上記第1、第２、第３、第５、または第６の発明にかかる標
的認識分子において、前記帯電性セグメントが、ｎが３以上の化９で表されるポリジアリ
ルジメチルアンモニウムクロリド構成単位を有するセグメントである、ことを特徴とする
。
【００４５】
【化９】

【００４６】
　（１６）第１６の発明は、上記第1、第２、第３、第５、または第６の発明にかかる標
的認識分子において、前記帯電性セグメントが、ｎが３以上の化１０で表されるポリビニ
ルピリジン構成単位を有するセグメントである、ことを特徴とする。
【００４７】
【化１０】

【００４８】
　ここで、上記した化１～化３、化６～化１０の構成単位を有する帯電性セグメントにつ
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いても、帯電性セグメントの「ｎ」を大きくすると、合成コストが大きくなる。また、「
ｎ」が大きくなり過ぎると（長さが長くなり過ぎると）、分子の折れ曲がりや絡み合いな
どが生じる結果、標的認識部位の特異的感応性が害されるようになる。よって、帯電性セ
グメントの「ｎ」は、標的認識ペプチドセグメントの特異的感応性を発揮させ易い大きさ
とする。例えば帯電性セグメントの「ｎ」は、１５０以下、又は６０以下、又は２０以下
程度とする。
【００４９】
〔ペプチド系帯電セグメント〕
　（１７）第１７の発明は、上記第1ないし第３の何れかの発明にかかる標的認識分子に
おいて、前記帯電性セグメントが、ペプチド鎖を有してなるものである、ことを特徴とす
る。
【００５０】
　この構成においては、標的認識分子を全てアミノ酸で構成することができ、アミノ酸の
みからなる標的認識分子であると作成し易い。標的認識分子の作成方法としては、標的認
識ペプチドセグメントと帯電性セグメントとをそれぞれ別個に作製した後、両者を結合さ
せる方法、または両者を連続的一体的に作成する方法の何れでもよく、何れの方法も公知
の方法を用いることができる。例えば標的認識分子を連続的一体的に生成する方法として
は、標的認識分子の全アミノ酸配列に対応するＤＮＡ塩基配列を合成し、このＤＮＡ塩基
配列を標的生物に組み込む遺伝子組み換え技術を用いることができる。
【００５１】
　（１８）第１８の発明は、上記第1７の発明にかかる標的認識分子において、前記帯電
性セグメントのペプチド鎖が、アスパラギン酸残基またはグルタミン酸残基である酸性ア
ミノ酸残基を３個以上含み、アルギニン残基またはリジン残基である塩基性アミノ酸残基
を含まないペプチド鎖からなる、ことを特徴とする。
【００５２】
　この構成にかかる帯電性セグメントは、等電点が低い酸性アミノ酸残基を３個以上含み
、塩基性アミノ酸残基を含まないので、弱酸性からアルカリ性側の溶液中でマイナス電荷
を強く帯びる。この構成の標的認識分子は、弱酸性からアルカリ性側の溶液を用いる必要
がある標的物質を分析するのに適する。
【００５３】
　上記構成における酸性アミノ酸残基数は、好ましくは４個以上とし、より好ましくは６
個以上、更に好ましくは８個以上とし、上限を、３０個、好ましくは２０個程度とするの
がよい。酸性アミノ酸残基数が多いほど電荷量が大きくなるが、合成費用も大きくなり、
また分子が大きくなる分、取り扱い性が悪くなるからである。また、より少ない結合数で
より強い電荷が付与できる点で、酸性アミノ酸残基同士を３個以上連続して結合させ、よ
り好ましくは５個以上、更に好ましくは８個以上連続して結合させたものがよい。
【００５４】
　（１９）第１９の発明は、上記第１８の発明にかかる標的認識分子において、前記帯電
性セグメントのペプチド鎖における酸性アミノ酸残基の含有数割合が、６０％以上である
、ことを特徴とする。
【００５５】
　この構成の帯電性セグメントは、塩基性アミノ酸残基が含まれず、且つ中性アミノ酸残
基の占める割合が４０％未満であり、酸性アミノ酸残基が支配的であるので、溶液pHとの
関係において帯電性セグメントの電荷をマイナスに整え易い。
【００５６】
　（２０）第２０の発明は、上記第1７ないし第１９の何れかの発明にかかる標的認識分
子において、前記標的認識ペプチドセグメントを構成するペプチド鎖の平均等電点が、８
以下であり、前記帯電性セグメントを構成するペプチド鎖の平均等電点が、２．７７以上
４．５以下である、ことを特徴とする。
【００５７】
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　この構成であると、中性付近のキャリア液を用いたとき、標的認識ぺプチドセグメント
はマイナスまたは無視できる程度に弱くプラス、またはゼロに帯電し、帯電性セグメント
は強くマイナスに帯電する。よって優先的に帯電性セグメント側をプラス電極に吸引する
ことが可能になる。
【００５８】
　（２１）第２１の発明は、上記第1ないし第３の何れかの発明にかかる標的認識分子に
おいて、前記帯電性セグメントが、アルギニン残基またはリジン残基である塩基性アミノ
酸残基を含まず、アスパラギン酸残基またはグルタミン酸残基である酸性アミノ酸残基を
６個以上含み、かつ酸性アミノ酸残基の含有数割合が６０％以上であり、隣合う酸性アミ
ノ酸残基同士の間に介在する中性アミノ酸残基が２個以下に規制されたペプチド鎖を有し
てなる、ことを特徴とする。
【００５９】
　この構成であると、帯電性セグメントの長さ方向における帯電電荷の種類（マイナス、
プラス極性）や強度が極端に互い違いになることがない。また、所定長さに対するマイナ
ス帯電電荷密度が十分に高い帯電性セグメントが形成できるので、被保持サイトとして好
適に機能する。この構成における隣合う酸性アミノ酸残基同士の間に介在する中性アミノ
酸残基数は、２個、１個、またはゼロ個とすることができるが、中性アミノ酸残基数を少
なくすると一層強い電荷密度を付与できる。
【００６０】
　（２２）第２２の発明は、上記第1７の発明にかかる標的認識分子において、前記帯電
性セグメントのペプチド鎖が、アルギニン残基またはリジン残基である塩基性アミノ酸残
基を３個以上含み、アスパラギン酸残基またはグルタミン酸残基である酸性アミノ酸残基
を含まないペプチド鎖からなる、ことを特徴とする。
【００６１】
　この構成にかかる帯電性セグメントは、等電点が高い塩基性アミノ酸残基を３個以上含
み、酸性アミノ酸残基を含まないので、弱アルカリ性から酸性側の溶液中でプラス電荷を
強く帯びる。よって、この構成の標的認識分子は、弱アルカリ性から酸性の溶液を用いる
ことが望まれる標的物質を分析するのに適する。
【００６２】
　（２３）第２３の発明は、上記第２２の発明にかかる標的認識分子において、前記帯電
性セグメントのペプチド鎖における塩基性アミノ酸残基の含有数割合が、６０％以上であ
る、ことを特徴とする。
【００６３】
　この構成の帯電性セグメントは、酸性アミノ酸残基が含まれず、且つ中性アミノ酸残基
の占める割合が４０％未満であり、塩基性アミノ酸残基が支配的となるので、溶液pHとの
関係において帯電性セグメントの電荷をプラスに整え易い。
【００６４】
　（２４）第２４の発明は、上記第１７、第２２、第２３の何れかの発明にかかる標的認
識分子において、前記標的認識分子を構成するペプチド鎖の平均等電点が、６以上であり
、前記帯電性セグメントを構成するペプチド鎖の平均等電点が、８以上１０.７６以下で
ある、ことを特徴とする。
【００６５】
　この構成であると、中性付近のキャリア液を用いたとき、標的認識ペプチドセグメント
は無視しうる程度に弱いマイナスまたはプラス、またはゼロに帯電し、帯電性セグメント
は強くプラスに帯電する。よって標的認識ペプチドセグメント側よりも帯電性セグメント
側を優先的にマイナス電極に吸引することができる。
【００６６】
　（２５）第２５の発明は、上記第1ないし第３の何れかの発明にかかる標的認識分子に
おいて、前記帯電性セグメントが、アスパラギン酸残基またはグルタミン酸残基である酸
性アミノ酸残基を含まず、アルギニン残基またはリジン残基である塩基性アミノ酸残基を
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６個以上含み、かつ塩基性アミノ酸残基の含有数割合が６０％以上であり、隣合う塩基性
アミノ酸残基同士の間に介在する中性アミノ酸残基が２個以下に規制されたペプチド鎖を
有してなる、ことを特徴とする。
【００６７】
　この構成であると、帯電性セグメントの長さ方向における帯電電荷の種類（プラス、マ
イナス極性）や強度が極端に互い違いになることがない。また、所定長さに対するプラス
帯電電荷密度が十分に高い帯電性セグメントが形成できるので、被保持サイトとして好適
に機能する。この構成における隣合う塩基性アミノ酸残基同士の間に介在する中性アミノ
酸残基数は、２個、１個、またはゼロ個とすることができるが、中性アミノ酸残基数が少
ないほど電荷密度が高まるので都合がよい。
【００６８】
　ここで本明細書にいう中性アミノ酸は、酸性アミノ酸および塩基性アミノ酸を除くアミ
ノ酸を意味し、具体的にはアラニン、アスパラギン、システイン、グルタミン、グリシン
、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、メチオニン、フェニルアラニン、プロリン、セ
リン、トレオニン、トリプトファン、チロシン、バリンをいう。
【００６９】
　（２６）第２６の発明は、上記第1ないし第２５の何れかの発明にかかる標的認識分子
において、前記標的認識ペプチドセグメントはシステイン残基を含み、当該システイン残
基の硫黄元素に前記帯電性セグメントが化学結合されていることを特徴とする。
【００７０】
　（２７）第２７の発明は、上記第1ないし第２５の何れかの発明にかかる標的認識分子
において、前記標的認識ペプチドセグメントの一方端がシステイン残基であり、当該シス
テイン残基の硫黄元素に前記帯電性セグメントが化学結合されている、ことを特徴とする
。
【００７１】
　（２８）第２８の発明は、上記第1ないし第２５の何れかの発明にかかる標的認識分子
において、前記帯電性セグメントは、前記標的認識ペプチドセグメントを構成するアミノ
酸のＮ末端またはＣ末端に化学結合されている、ことを特徴とする。
【００７２】
　この構成であると、帯電性セグメントの末端で結合することによって標的認識ペプチド
セグメントの標的物質に対する特異性が害され難い。
【００７３】
　（２９）第２９の発明は、上記第1ないし第２８の何れかの発明にかかる標的認識分子
において、前記標的認識ペプチドセグメントが、３個以上１９個以下のアミノ酸残基を有
するペプチドである、ことを特徴とする。
【００７４】
　３個以上１９個以下のアミノ酸数であれば、ペプチド合成が容易であり、かつ標的認識
能を発揮し得るペプチドを構成することが可能である。
【００７５】
　（３０）第３０の発明は、上記第1ないし第２９の何れかの発明にかかる標的認識分子
において、前記帯電性セグメントには、基材と結合させるための官能基を備える基材結合
用セグメントが化学結合されている、ことを特徴とする。
【００７６】
　帯電性セグメントに更に基材結合用セグメントが結合された標的認識分子であると、電
気的吸引力により標的認識分子を効率よくかつ高密度に基材の電極形成部分に集めること
ができ、この状態で基材結合用セグメントを介して電極形成部分に結合させ固定化するこ
とができる。すなわち、上記構成の標的認識分子を用いると、流路内の所定箇所に高密度
に標的認識分子を固定化させてなる分析デバイスを実現することができる。この分析デバ
イスでは、標的認識分子は電圧印加を止めても流路内の所定箇所に保持されたままである
。
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【００７７】
（３１）第３１の発明は、マイクロ流路内に電極の形成された分析用デバイスに標的認識
分子を固定化する方法であって、上記第４発明に記載の標的認識分子を溶液に溶解し、当
該溶液のｐＨを前記標的認識ペプチドセグメントの平均等電点以上のｐＨに調整する標的
認識分子溶液作製工程と、前記マイクロ流路内の電極にプラス電荷を印加した状態で、前
記マイクロ流路内に前記標的認識分子溶液を流して、溶液中の標的認識分子を電極表面に
電気的に吸引し保持させる保持工程と、を備えることを特徴とする。
【００７８】
（３２）第３２の発明は、マイクロ流路内に電極の形成された分析用デバイスに標的認識
分子を固定化する方法であって、上記第５発明に記載の標的認識分子を溶液に溶解し、当
該溶液のｐＨを前記標的認識ペプチドセグメントの平均等電点以下のｐＨに調整する標的
認識分子溶液作製工程と、前記マイクロ流路内の電極にマイナス電荷を印加した状態で、
前記マイクロ流路内に前記標的認識分子溶液を流して、溶液中の標的認識分子を電極表面
に電気的に吸引し保持させる保持工程と、を備えることを特徴とする。
【００７９】
（３３）第３３の発明は、マイクロ流路内に電極の形成された分析用デバイスに標的認識
分子を固定化する方法であって、上記第６発明に記載の標的認識分子を溶液に溶解し、当
該溶液のｐＨを６．５を超え７.５未満に調整する標的認識分子溶液作製工程と、前記マ
イクロ流路内の電極にマイナスまたはプラスの何れかの電荷を印加した状態で、前記マイ
クロ流路内に前記標的認識分子溶液を流して、溶液中の標的認識分子を電極表面に電気的
に吸引し保持させる保持工程と、を備えることを特徴とする。
【００８０】
　この構成の必須要素である第６発明に記載した標的認識分子は、標的認識ペプチドセグ
メントの平均等電点が６を超え８未満であり、帯電性セグメントの３個以上の帯電性官能
基がｐＨ７．５以上の溶液中でマイナスに帯電し得る官能基、またはｐＨ６．５以下溶液
中でプラスに帯電する官能基である。よって、標的認識分子溶液のｐＨを６．５を超え７
.５未満に調整すると、帯電性セグメントの電荷強度を標的認識ペプチドセグメントの電
荷強度よりも大きくすることができるので、帯電性セグメント側を電極に吸引させ易くな
る。
【００８１】
（３４）第３４の発明は、マイクロ流路内に電極の形成された分析用デバイスに標的認識
分子を固定化する方法であって、上記第２０発明に記載の標的認識分子を溶液に溶解し、
当該溶液のｐＨを６以上８.５以下に調整する標的認識分子溶液作製工程と、前記マイク
ロ流路内の電極にプラス電荷を印加した状態で、前記マイクロ流路内に前記標的認識分子
溶液を流して、溶液中の標的認識分子を電極表面に電気的に吸引し保持させる保持工程と
、を備えることを特徴とする。
【００８２】
　この構成であると、ｐＨが６以上８.５以下である中性付近のキャリア液を用いること
ができ、このキュリア液中では標的認識ペプチドセグメントはゼロ、またはややプラスま
たはややマイナスに帯電し、帯電性セグメントは強くマイナスに帯電する。よって、プラ
ス電荷を印加した電極に帯電性セグメントを優先的に引き寄せることが可能になる。
【００８３】
（３５）第３５の発明は、マイクロ流路内に電極の形成された分析用デバイスに標的認識
分子を固定化する方法であって、上記第２４発明に記載の標的認識分子を溶液に溶解し、
当該溶液のｐＨを６以上８.５以下に調整する標的認識分子溶液作製工程と、前記マイク
ロ流路内の電極にマイナス電荷を印加した状態で、前記マイクロ流路内に前記標的認識分
子溶液を流して、溶液中の標的認識分子を電極表面に電気的に吸引し保持させる保持工程
と、を備えることを特徴とする。
【００８４】
　この構成によると、標的認識ペプチドセグメントはゼロ、またはややプラスまたはやや
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マイナスに帯電し、帯電性セグメントは強くプラスに帯電する。よって、帯電性セグメン
トを優先的にマイナス電荷を印加した電極に引き寄せることができる。
【００８５】
（３６）第３６の発明は、マイクロ流路内に電極の形成された分析用デバイスに標的認識
分子を固定化する方法であって、上記第３０発明に記載の標的認識分子を水系溶媒に溶解
し所定ｐＨに調整した標的認識分子溶液を作製する工程と、前記標的認識分子溶液中にお
ける帯電性セグメントの電荷と逆極性の電荷を電極に印加した状態で、当該電極上に前記
標的認識分子溶液を流して、標的認識分子を電極表面に電気的に吸引し暫定的に保持させ
、この状態で標的認識分子の基材結合用セグメントを介して標的認識分子を電極面に固定
化する工程と、を備えることを特徴とする。
【００８６】
　ここで、本発明にかかる標的認識分子の使用態様を説明し、この説明を通して、一群の
本発明構成の技術的意義を明らかにする。
【００８７】
　本発明標的認識分子は、電場に集まる性質が増強されているので、この性質を利用して
所望の固定化部位に標的認識分子を集合させ保持させることができる。例えば、マイクロ
流路を形成してなる分析デバイスにおいて、標的認識分子を保持させたい箇所に電極を形
成しておき、この電極に電圧を印加しその表面をプラス又はマイナスに帯電させる。この
状態で、マイクロ流路内に標的認識分子を含む溶液（標的認識分子含有溶液）を流すと、
電気的作用により電極表面に標的認識分子が捕集され保持される。この状態は仮固定化状
態であるので、電圧印加を止めると解除される。
【００８８】
　例えば上記第２発明にかかる標的認識分子は、溶液中で同一極性の電荷に帯電し得る３
個以上の帯電性官能基を備え、かつ異なる極性に帯電する官能基を有しない。よって、こ
の標的認識分子を溶液に溶かすと、帯電性セグメントが同一の電荷を帯びる。それゆえ、
電荷が付与された固定化部位（電極）上に本発明標的認識分子を含有するキャリア液を流
すと、標的認識分子が電極表面に静電相互作用により引っぱられ、そこに高密度に捕集さ
れる。この高密度な集合状態は電極に電荷が付与されている限り保持される。つまり、こ
の方法によると、マイクロ流路内の所定箇所に標的認識分子を可逆的且つ高密度に保持（
仮固定化）させることができる。
【００８９】
　また例えば標的認識ペプチドセグメントが、平均等電点が８以下であるペプチドからな
るものであり、帯電性セグメントが、アスパラギン酸残基またはグルタミン酸残基である
酸性アミノ酸残基を３個以上含み、アルギニン残基またはリジン残基である塩基性アミノ
酸残基を含まないペプチド鎖からなり、当該帯電性セグメントを構成するペプチド鎖の平
均等電点がｐＨ２．７７以上４.５以下であることを特徴とする標的認識分子（第２０発
明にかかる標的認識分子）を、例えばｐＨ７．５のキャリア液に溶かすと、標的認識ペプ
チドセグメントはゼロ、またはややプラスまたはややマイナスに帯電し、帯電性セグメン
トは強くマイナスに帯電する。そして、帯電性セグメントは塩基性アミノ酸を有しないの
で、その電荷分布に大きな凸凹がない。
【００９０】
　この標的認識分子を含むキャリア液（標的認識分子溶液）を、プラス電荷を印加した電
極が設けられた流路内を流すと、標的認識分子の帯電性セグメント部分（マイナスに帯電
）が電極に引き寄せられてその表面に保持される。他方、標的認識分子の標的認識ペプチ
ドセグメント部分も、若干マイナスに帯電しているので、溶液中で分子同士が電気的にく
っ付き合うことはない。
【００９１】
　すなわち、本発明によると、帯電性セグメントが電極面に保持される部位として機能す
る標的認識分子を提供することができるが、この分子を溶解した溶液を、電圧印加量が適
正に制御された電極上を流すと、標的認識分子の帯電性セグメント部分のみが電極面に保
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持された状態となる。この状態では、帯電性セグメントが電極面と標的認識ペプチドセグ
メントとの間を保つスペーサとして機能するので、標的認識ペプチドセグメントが帯電性
セグメントを基端として揺らぐことのでき、標的認識分子の本来的機能である特異的な認
識機能を十分に発揮させることができる。また、この分子は、流路内の所定箇所に配置さ
れた電極（保持固定部位）に高効率高密度に捕集保持されると共に、電極への電圧印加を
止めると保持が解除され流去可能になる可逆的固定化機能を備える。
【００９２】
　以上で説明した標的認識分子は、標的認識ペプチドセグメントと帯電性セグメントとが
直接連結されたものでもよく、また標的認識ペプチドセグメントと帯電性セグメントの間
に両者を連結する連結要素を介在させることもできる。また、帯電性セグメントに基材連
結用セグメントを付加することもできる。
【発明の効果】
【００９３】
　本発明標的認識分子は、標的物質に特異的に反応する標的認識ペプチドセグメントを一
方側に備え、マイナス又はプラスの何れかに帯電する帯電性セグメントを他方側に備えた
構造を有する化合物である。この構造の本発明標的認識分子は、標的認識ペプチドセグメ
ントが分析対象となる標的物質を特異的に認識する性質を発揮し、帯電性セグメントが印
加された電極（固定化部位）に高密度に集合する性質を発揮する。さらに帯電性セグメン
トが、標的認識ペプチドセグメントの自由度の低下を防止し、標的認識ペプチドセグメン
トが特異的認識機能を十分に発揮できる状態を形成するよう機能する。
【００９４】
　このような本発明標的認識分子を用いると、電極の形成された固定化部位に分子を効率
よく高密度に保持させることができ、電気的保持による固定化は可逆的であるので、分析
デバイスの使い勝手性を大幅に向上させることができる。そしてまた、本発明標的認識分
子を用いることによる高密度な固定化により、分析デバイスの分析感度および精度を顕著
に向上させることができる。
【００９５】
　また、帯電性セグメントに基材と結合する官能基を有する基材結合用セグメントが結合
された本発明標的認識分子においては、固定化を望む部位に電圧を印加して標的認識分子
を高密度に集め、この状態で基材結合用セグメントを介して標的認識分子と基材とを結合
させることにより、高密度な固定化が可能である。基材結合用セグメントを介した結合は
、電圧印加を解除しても解除されないので、これにより不可逆的な高密度固定化が実現す
る。
【図面の簡単な説明】
【００９６】
【図１】図１は、本発明標的認識分子の構成要素の繋がりを示す概念図である。
【図２】図２は、図１に示す標的分子が電極（固定化部位）に電荷間相互作用により保持
された状態を示す概念図である。
【図３】図３は、基材結合セグメントを有する本発明標的認識分子の構成要素の繋がりを
示す概念図である。
【図４】図４は、基材結合セグメントを有する本発明標的認識分子が電極（固定化部位）
に電荷間相互作用により保持された状態を示す概念図である。
【図５】図５は、基材結合セグメントを有する本発明標的認識分子が基材である電極に化
学結合された様子を示す概念図である。
【図６】図６は、本発明標的認識分子の適用対象である分析装置の一例を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００９７】
　　　　　　　本発明の実施するための実施の形態を、順次説明する。
【００９８】
　　　　　　　　　　　　　　　〔第１実施例群〕
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　（実施例１-１）
　実施例１-１は標的認識ペプチドセグメントと帯電性セグメントの双方がペプチドで構
成された標的認識分子の例である。
【００９９】
　［標的認識ペプチドセグメント］
　標的認識ペプチドセグメントとして、ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅＢ（ＰＫＢ）基質
ペプチドを用意した。このもののアミノ酸配列は〈Ｇ-Ｒ-Ｐ-Ｒ-Ｔ-Ｓ-Ｓ-Ｆ-Ａ-Ｅ-Ｇ〉
であり、このものはセリン残基がリン酸化されている。また、下記表１および式１に基づ
いて算出したＰＫＢ基質の平均等電点は６．５である。
【０１００】
【数１】

【０１０１】
【表１】

【０１０２】
　［帯電性セグメント］
　帯電性セグメントとしては、酸性アミノ酸であるアスパラギン酸（Ｄ）を８個連結させ
たペプチド〈アミノ酸配列；Ｄ-Ｄ-Ｄ-Ｄ-Ｄ-Ｄ-Ｄ-Ｄ〉を用意した。この帯電性セグメ
ントの平均等電点は、２.７７であり、親水性である。
【０１０３】
　この実施例１-１の標的認識分子のアミノ酸構成を化１１に示し、標的認識分子の概念
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構成を図１に示す。この標的認識分子自体の平均等電点は４．９５である。
【０１０４】
【化１１】

【０１０５】
　この標的認識分子の作製方法を説明する。
【０１０６】
　（１）α－カルボキシル基以外のすべての官能基（α－アミノ基及び側鎖の官能基）が
全て保護処理された、市販のアミノ酸を準備した。なお、このアミノ酸のα－アミノ基は
、Ｆｍｏｃ（Ｆｌｕｏｒｅｎｙｌ－Ｍｅｔｈｏｘｙ－Ｃａｒｂｏｎｙｌ基）で保護され、
側鎖官能基であるアスパラギン酸の側鎖カルボキシル基は、シクロヘキシルエステルで保
護され、アルギニンのグアニジノ基は、ｐ－トルエンスルホン酸でそれぞれ保護され、セ
リンのＯＨ基はジメチルホスフェートで保護されている。
【０１０７】
　（２）表面がアミノ基で修飾されたポリスチレン（担体）に、Ｃ末端となるアミノ酸（
アスパラギン酸）のカルボキシル基を固定させた。
【０１０８】
　（３）上記（２）により得られたアスパラギン酸が固定された担体と、２０％ピペリジ
ン／Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）とを混合し、Ｆｍｏｃにより保護されてい
るアミノ基を脱保護した。
【０１０９】
　（４）脱保護により生じた副生成物を洗浄し除去した。
【０１１０】
　（５）アスパラギン酸（Ｃ末端から２番目に結合させるべきアミノ酸）を０．５Ｍ（モ
ル／リットル、以下同様）、１－ヒドロキシベンゾトリアゾール（ＨＯＢｔ）を１．１Ｍ
、ジイソプロピルカルボジイミド（ＤＩＣ）を１．１Ｍとなるように、Ｎ－メチルピロリ
ドン（ＮＭＰ）に溶解した。
【０１１１】
　（６）上記（５）により得られた溶液を、上記（４）の洗浄後の溶液に混合した。これ
により、アスパラギン酸（D）のアミノ基と、アスパラギン酸（D）のカルボキシル基と、
が縮合反応されてペプチド結合が形成される。
【０１１２】
　（７）上記（６）において、ペプチド結合しなかったアミノ酸を洗浄除去した。
【０１１３】
　（８）Ｃ末端から３番目以降のアミノ酸について順次、上記（５）～（７）と同様の操
作を行って、Ｎ末端のグリシン（Ｇ）までアミノ酸鎖を伸長させた。
【０１１４】
　（９）アミノ酸鎖の伸長操作が終了した後、アミノ酸鎖を３容量％のトリイソプロピル
シランと、２容量％の純水とを含むトリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）の混合液で処理して、ア
ミノ酸鎖を構成するアミノ酸残基の側鎖官能基の保護基（セリンについてはジメチルホス
フェートの２つのメチル基）を脱保護した。このようにして、本実施例にかかる標的認識
分子を作製した。
【０１１５】
　なお、標的認識ペプチドセグメントおよび帯電性セグメントは、両者を合わせた全セグ
メントを遺伝子組み換え法を用いた生物学的方法によっても作成することができ、この標
的認識分子の場合にはセリンのリン酸化を行う必要があるので、酵母などの真核生物に遺
伝子を組み込むのがよい。
【０１１６】
　図１に、標識認識分子の機能からする概念構成を示す。図１において、符号１が標的認
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識ペプチドセグメント、符号２が帯電性セグメントであり、１’が標的認識ペプチドセグ
メントの構成単位であるアミノ酸残基、２’が帯電性セグメントの構成単位（この例では
アミノ酸残基）を表している。なお、図１の「・・・」は構成単位の省略を表している。
【０１１７】
　この標的認識分子を水に溶かし、溶液ｐＨを弱塩基性ないし中性（例えばｐＨ７．３）
とすると、帯電性セグメント部分は強くマイナスに帯電し、標的認識ペプチドセグメント
は僅かにプラスに帯電する。この溶液をプラスに帯電させた電極面に接触させると、帯電
性セグメント部分が電極表面に電気的に保持固定され、標的認識ペプチドセグメント部分
は直接的に電極に拘束されない。この様子を図２に示す。図２は概念図であり、標的認識
分子が電極面に保持された様子を示している。図２の符号４は基材（電極）である。
【０１１８】
　次に図６を用いて、この標的認識分子の使用態様の一例を説明する。図６は分析用マイ
クロ流路デバイスを用いた分析装置１０であり、符号１１は溶液注入口、１２はマイクロ
流路、１３は排出口、１４・１５は一対の電極、１６は検出器である。この装置を用いた
分析法の基本的手順は次のようになる。
【０１１９】
　実施例１-１の標的認識分子を、例えばｐＨ７．３のリン酸緩衝生理食塩水からなるキ
ャリア液に溶解させる。濃度は例えば１００ｕｇ／ｍＬとする。
【０１２０】
　次に、一対の電極（何れか一方の電極表面が固定化部となる）に直流電圧を印加した状
態（例えば１～１０Ｖとする）で、標的認識分子含有キャリア液を溶液注入口１１から注
入しマイクロ流路１２内を流す。上記したように実施例１-１の標的認識分子はｐＨ７．
３のキャリア液中では、帯電性セグメントがマイナスに帯電するので、電極１４に吸引固
定される。この状態で、上記キャリア液（標的認識分子を含まないもの）でマイクロ流路
内を洗浄する。これにより標的認識分子の固定化操作が終了する。
【０１２１】
　この後、標的物質（ターゲット）を含むｐＨ７．３のキャリア液を流すと、標的認識ペ
プチドセグメントに捕捉されることになる。なお、固定化以降の操作は、非標識免疫測定
法や標識免疫測定法（例えばサンドイッチアッセイ法など）の公知の分析法に準じればよ
い。また、検出器としては、例えば熱レンズ、表面プラズモン共鳴、水晶発振子などが使
用でき、また、固定化部位である電極自体を電気化学的な検出器として利用することもで
きる。
【０１２２】
　標的認識分子を電極表面に保持しておく必要がなくなった段階（例えば分析が終了した
段階）で電極への電圧印加を止め、洗浄用溶液を流す。電極への電圧を止めると、電極表
面への固定化が解除されるので、洗浄用キャリア液によって標的認識分子が流路系外に流
去させられる。これにより、分析デバイスの再生利用を図ることができる。なお、洗浄に
際しては、標的認識分子の電荷を考慮し洗浄用溶液のｐＨを洗浄に都合のよいｐＨとする
と一層洗浄効果が高まる。
【０１２３】
　ここで、実施例１－１の標的認識分子は、ペプチドのみからなる分子であるが、帯電性
セグメント部分のみが電極表面に固定化され、標的認識用ペプチドセグメント部分は固定
化されないので、標的認識用ペプチドセグメント部分はキャリア液に対し自由に揺らぐこ
とができる。よって、固定化によりその標的認識機能（ターゲット捕捉機能）が大幅に害
されるといったことがない。
【０１２４】
　なお、上記電極１４の構成材料としては、例えば金（Ａｕ）、銅（Ｃｕ）、銀（Ａｇ）
、プラチナ（Ｐｔ）などの金属、導電性プラスチックなどが使用でき、電極は、分析デバ
イスの作製時にこれらの材料を固定化予定部位に塗布する等して予め形成しておけばよい
。
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【０１２５】
　　（実施例１－２）
　実施例１の標的認識分子の帯電性セグメント〈アミノ酸配列；Ｄ-Ｄ-Ｄ-Ｄ-Ｄ-Ｄ-Ｄ-
Ｄ〉のＣ末端に基材結合用セグメントとしてシステイン〈Ｃ〉を導入した。この実施例１
－２の標的認識分子を化１２に示す。化１２の平均等電点は４．９０である。この標的認
識分子は、上記実施例１－１と同様な方法で作製することができる。
【０１２６】
【化１２】

【０１２７】
　実施例１－２の標的認識分子は、システイン残基のチオール基（硫黄元素）を介して金
電極表面と化学結合させることができる性質を有する。よって、金電極に電荷を付与した
状態で標的認識分子含有溶液を流すことにより、金電極表面に高密度に標的認識分子を集
めることができ、これが金（Ａｕ）電極面に化学結合する。一旦、電極表面に化学結合し
た後は、電極への印加を止めても、固定化状態が保持される。
【０１２８】
　（実施例１－３）
　実施例１-２においては、更にシステイン残基のチオール基に、（Ｎ－［４－（ｐ－Ａ
ｚｉｄｏｓａｌｉｃｙｌａｍｉｄｏ） ｂｕｔｙｌ］－３´－（２´－ｐｙｒｉｄｙｌｄ
ｉｔｈｉｏ）ｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄｅ）（ＡＰＤＰ；Ｔｈｅｒｍｏ社）を反応させ、末
端に光架橋基であるアジド基を導入した。ＡＰＤＰのジスルフィド結合と、上記システイ
ンのＳＨ基とが反応（ジスルフィド交換）して、結合する。
【０１２９】
　実施例１－３の標的認識分子の構造を化１３に示す。
【０１３０】
【化１３】

【０１３１】
　上記化１３においては、システイン残基を含めたこれ以降の部分を基材結合用セグメン
トとすることとする。ただし、この例では、帯電性セグメントが酸性アミノ酸からなり、
システインも酸性アミノ酸であるので、システイン残基を含めた〈Ｄ-Ｄ-Ｄ-Ｄ-Ｄ-Ｄ-Ｄ
-Ｄ－Ｃ〉を帯電性セグメントと認定し、光架橋基（アジド基）と結合した、システイン
残基のＳ以降を基材結合用セグメントと認定することもできる。
【０１３２】
　この実施例１－３の標的認識分子は、基材結合用セグメントが光架橋基（アジド基）を
有するので、基材面にＵＶ長波長の光を照射することにより標的認識分子と基材とを化学
結合（固定化）させることができる。
【０１３３】
　（実施例１－４）
　上記実施例１－３の（Ｎ－［４－（ｐ－Ａｚｉｄｏｓａｌｉｃｙｌａｍｉｄｏ） ｂｕ
ｔｙｌ］－３´－（２´－ｐｙｒｉｄｙｌｄｉｔｈｉｏ）ｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄｅ）に
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代えて、Ｎ－（６－Ｍａｌｅｉｍｉｄｏｃａｐｒｏｙｌｏｘｙ）ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ
（同仁化学社）を用いて、システイン残基のチオール基にスクシンイミド基を導入した。
【０１３４】
　この実施例にかかる標的認識分子は、分子末端にスクシンイミド基を有するので、アミ
ノ基を持った基材面に化学結合（固定化）させることができる。
【０１３５】
　アミノ基を持った基材面を作製する方法としては、基板上に金薄膜を形成し、１１－Ａ
ｍｉｎｏ－１－ｕｎｄｅｃａｎｅｔｈｉｏｌ, ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ（同仁化学社
）を用いて金薄膜上にアミノ基末端を持つＳＡＭ膜（ＳＥＬＦ－Ａｓｓｅｍｂｌｅｄ Ｍ
ｏｎｏｌａｙｅｒ）を形成する方法が例示できる。
【０１３６】
　図３に、実施例１－２～実施例１－４の標的認識分子の概念構成を示す。また図４に、
これらの分子が電荷の付与された電極面（基材面）に静電気的に吸着固定された様子を示
す。さらに図５に、図４の状態で標的認識分子を基材結合セグメントを介して基材面に化
学結合させ、その後、電極面への印加を解除した場合（標的分子が溶液中で立ち上がった
状態）を示す。
【０１３７】
　図３～５に示すように、実施例１－２～実施例１－４の標的認識分子は、静電気的引力
により分子を電極に集め、この状態で基材結合セグメントの官能基を電極面に結合させる
ことができる。よって、高効率で強度の強い固定化を行うことができる。なお、この固定
化後は、電極への通電を絶っても固定化状態が保持させる。
【０１３８】
　　　　　　　　　　　　　　　〔第２実施例群〕
　（実施例２－１）
　［標的認識ペプチドセグメント］
　標的認識ペプチドセグメントとして、ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ａ（ＰＫＡ）基質
ペプチドを用意した。このもののアミノ酸配列は〈Ｌ-Ｒ-Ｒ-Ａ-Ｓ-Ｌ-Ｇ〉であり、この
ものはセリン残基がリン酸化されている。また、下記表１および式１に基づいて算出した
ＰＫＡ基質の平均等電点は７.３である。
【０１３９】
　［帯電性セグメント］
　帯電性セグメントとしては、塩基性アミノ酸であるアルギニンを１０個結合したペプチ
ド〈配列；Ｒ-Ｒ-Ｒ-Ｒ-Ｒ-Ｒ-Ｒ-Ｒ-Ｒ-Ｒ〉を用いた。標的認識分子の作製方法は、上
記実施例１－１と同様な手法によった。この実施例２-１の標的認識分子を、化１４に示
す。化１４の平均等電点は９．３４である。
【０１４０】
【化１４】

【０１４１】
　この標的認識分子は、帯電性セグメントの平均等電点が高いので、帯電性セグメントの
平均等電点よりも低いｐＨのキャリア液を用いる。
【０１４２】
　ここで、帯電性セグメントを構成する塩基性アミノ酸としては、リジンおよびアルギニ
ンが使用でき、酸性アミノ酸としては、アスパラギン酸およびグルタミン酸を使用するこ
とができる。例えばこの実施例２-１の分子における帯電性セグメントの構成アミノ酸を
アルギニンに代えて、リジンのみ、又はリジンとアルギニンの両者を相互に用いても同様
の機能を発揮し得る標的認識分子を構成することができる。さらに帯電性セグメントに中
性アミノ酸を含有させても、標的認識機能と固定化機能の双方を備えた標的認識分子を構
成することが可能である。
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【０１４３】
　ただし、中性アミノ酸の割合が多くなると、帯電性セグメントの電荷強度や密度が低く
なるので、帯電性セグメントにおける塩基性アミノ酸残基を６個以上とし、塩基性アミノ
酸残基の含有数割合を６０％以上で、かつ隣合う塩基性アミノ酸残基同士の間に介在する
中性アミノ酸残基を２個以下に規制するのがよい。このような分子を下記拡張例に例示的
に示す。酸性アミノ酸を主体とする帯電性セグメントについては、上記塩基性アミノ酸を
酸性アミノ酸（アスパラギン酸またはグルタミン酸）に読み替えて、同様に規制するのが
よい。
【０１４４】
〈拡張例〉
 〔Ｌ-Ｒ-Ｒ-Ａ-Ｓ-Ｌ-Ｇ〕-〔Ｒ-Ｒ-Ｒ-Ａ-Ｈ-Ｋ-Ｋ-Ｋ-Ｔ-Ｒ-Ｋ-Ｒ-Ｐ-Ｋ〕
【０１４５】
　（実施例２－２）
　上記実施例１－２と同様、標的認識分子の帯電性セグメント〈アミノ酸配列；ＲＲＲＲ
ＲＲＲＲＲＲ〉のＣ末端に、実施例１－２と同様に基材結合用セグメントとしてシステイ
ン〈Ｃ〉を導入した。この標的認識分子も、上記実施例１－１と同様にして作製すること
ができる。この実施例２－２の標的認識分子の構造を化１５に示す。化１５の平均等電点
は９．１０である。
【０１４６】
【化１５】

【０１４７】
　（実施例２－３）
　上記実施例１－３と同様にして、分子末端に光架橋基（アジド基）を導入した実施例２
－３にかかる標的認識分子を作製した。実施例２－３の標的認識分子を化１６に示す。
【０１４８】
【化１６】

【０１４９】
　（実施例２－４）
　上記実施例１－４と同様にして、システイン残基のチオール基にスクシンイミド基を導
入した実施例２－４にかかる標的認識分子を作製した。実施例２－４の標的認識分子の構
造を化１７に示す。
【０１５０】

【化１７】
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　　　　　　　　　　　　　　　〔第３実施例群〕
　（実施例３）
　標的認識ペプチドセグメントは、上記第1実施例群と同じＰＫＡ基質ペプチド〈配列；
ＬＲＲＡＳＬＧ〉とし、Ｃ末端にリジン残基（Ｋ）を導入した。帯電性セグメントは、下
記化１に示すポリアクリル酸構成単位（ｎ＝１４、Ｒ＝Ｎａ）を有するものとした。
【０１５２】
【化１】

【０１５３】
　帯電性セグメントのカルボキシル基の一部を１－Ｅｔｈｙｌ－３－［３－ｄｉｍｅｔｈ
ｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ］ｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ
（ＴＨＥＲＭＯ社）で活性化させ標的認識ペプチドセグメントのリジン残基の側鎖アミノ
基と結合させた。
【０１５４】
　実施例３の標的認識分子のうち１構造を化１８に示す。
【０１５５】
【化１８】

【０１５６】
　　　　　　　　　　　　　　　〔第４実施例群〕
　（実施例４）
　標的認識ペプチドセグメントは、上記第1実施例群と同じＰＫＡ基質ペプチド〈配列；
ＬＲＲＡＳＬＧ〉とし、Ｃ末端にシステイン残基を導入した。
【０１５７】
　帯電性セグメントは、下記化７に示すポリエチレンイミン構成単位（ｎ＝１４）を有す
るものとした。帯電性セグメントのアミノ基の一部と、Ｎ－（ａ－Ｍａｌｅｉｍｉｄｏａ
ｃｅｔｏｘｙ） ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ ｅｓｔｅｒ）（Ｔｈｅｒｍｏ社）のスクシンイ
ミド基とを反応させ、さらマレイミド部分に標的認識ペプチドセグメントのシステイン残
基のチオール基部分を結合させた。
【０１５８】
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【化７】

【０１５９】
　実施例４の標的認識分子構造のうち一構造を化１９に示す。
【０１６０】
【化１９】

【０１６１】
　　　　　　　　　　　　　　　〔第５実施例群〕
　（実施例５）
　標的認識ペプチドセグメントは、上記第1実施例群と同じＰＫＡ基質ペプチド〈配列；
Ｌ-Ｒ-Ｒ-Ａ-Ｓ-Ｌ-Ｇ〉とし、Ｃ末端にリジン残基（Ｋ）を導入した。
【０１６２】
　帯電性セグメントとしては、化９で表されるポリジアリルジメチルアンモニウムクロリ
ド構成単位ｎ＝１４）を有するものとした。なお、帯電性セグメントに、標的認識ペプチ
ドセグメントと結合させるためのアクリル酸構成単位を導入し、アクリル酸のカルボキシ
ル基と上記リジンの側鎖アミノ基とを結合した。
【０１６３】

【化９】

【０１６４】
　　実施例５の標的認識分子のうち一構造を化２０に示す。
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【０１６５】
【化２０】

【０１６６】
　　　　　　　　　　　　　　　〔第６実施例群〕
　（実施例６）
　実施例５において、ポリジアリルジメチルアンモニウムクロリドに代え、帯電性セグメ
ントを化８で表されるポリアリルアミン構成単位（ｎ＝１４）を有するものとした。なお
、帯電性セグメントに、標的認識ペプチドセグメントと結合させるためのアクリル酸構成
単位を導入した。これ以外は実施例５と同様にして、実施例６にかかる標的認識分子を作
製した。この分子の構造のうち１構造を化２１に示す。
【０１６７】
【化２１】

【０１６８】
　　　　　　　　　　　　　　　〔第７実施例群〕
　（実施例７）
　標的認識ペプチドセグメントは、上記第1実施例群と同じＰＫＡ基質ペプチド〈配列；
ＬＲＲＡＳＬＧ〉とし、Ｃ末端にリジン残基（Ｋ）を導入した。
【０１６９】
　帯電性セグメントは、化１０で表されるポリビニルピリジン構成単位（ｎ＝１４）を有
するものとした。なお、帯電性セグメントに、標的認識ペプチドセグメントと結合させる
ためのアクリル酸構成単位を導入した。これ以外は実施例５と同様に行った。
【０１７０】
【化１０】

【０１７１】
　　実施例７の標的認識分子のうち１構造を化２２に示す。
【０１７２】
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【０１７３】
　　　　　　　　　　　　　　　〔第８実施例群〕
　（実施例８）
　標的認識ペプチドセグメントは、上記第1実施例群と同じＰＫＡ基質ペプチド〈配列；
Ｌ-Ｒ-Ｒ-Ａ-Ｓ-Ｌ-Ｇ〉の末端にリジンＫが導入されたものとした。
【０１７４】
　帯電性セグメントは、オクトヌクレオチド（一方鎖はポリデオキシアデノシンモノホス
フェート、他方（相補）鎖はポリデオキシチミジンモノホスフェート）を有し、一方鎖の
５’末端のリン酸に（ＣＨ2）6ＳＨが導入されたもの（化２３参照）とした。
【０１７５】
【化２３】

【０１７６】
　Ｎ－（６－Ｍａｌｅｉｍｉｄｏｃａｐｒｏｙｌｏｘｙ）ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ（同仁
化学社）を用いて、帯電性セグメントのチオール基にスクシンイミド基を導入し、標的認
識ペプチドセグメントのリジン残基のアミノ基と結合させた。実施例８の標的認識分子の
一構造を化２４に示す。
【０１７７】
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【０１７８】
　（その他の事項）
　上記実施例３において、上記ポリアクリル酸構成単位を有する帯電性セグメントに代え
、化２に示すポリスチレンスルホン酸構成単位、または化３に示すポリビニル硫酸構成単
位を有する帯電性セグメントを用いることができる。
【０１７９】

【化２】

【０１８０】



(34) JP 2011-137651 A 2011.7.14

10

20

30

40

50

【化３】

【０１８１】
　また、上記実施例３～９の標的認識分子においては、基材結合セグメントを有しない標
的認識分子を示したが、これらの分子に対しても第1実施例群に示したように、基材に共
有結合させる基材結合セグメントを化学結合させることができる。
【０１８２】
　また、本発明にかかる標的認識分子は、標的認識ペプチドセグメントと帯電性セグメン
トとの間に両者を連結する連結要素を介在させたものでもよい。連結要素としては、例え
ば化２５に示すポリエチレングリコールを用いることができる。
【０１８３】

【化２５】

【０１８４】
〈帯電性セグメントの長さ〉
　帯電性セグメントの長さ（アーム長）が長過ぎると、分子相互が絡み合うなどの不都合
が生じる恐れがある。その一方、帯電性セグメントの長さが短過ぎると、標的認識ペプチ
ドセグメントの自由度が小さくなり標的認識機能が低下する。よって、帯電性セグメント
の長さはそれ自身の性質や標的認識ペプチドセグメントとの関係において適当に選定する
必要があり、好ましくは標的認識ペプチドセグメントの長さの同等以上とし、より好まし
くは１～２倍の長さとする。また、繰り返し構成単位「ｎ」が２以下であると静電的相互
作用による吸引力が不十分になるので、「ｎ」は３以上とするのが好ましい。
【０１８５】
〈標的認識ペプチドセグメントの平均等電点〉
　標的認識分子を用いる分析デバイスにおいては、一般に中性付近（ｐＨ７±１程度）の
キャリア液（水溶液）が使用される。上記各実施例２に示した標的認識分子の標的認識ペ
プチドセグメントの平均等電点は７.３であるので、この標的認識分子をｐＨが７±１程
度の中性キャリア液に溶解した場合、標的認識ペプチドセグメント部分の電荷は無視しう
る程度に小さい。すなわち、ｐＨ７±１程度のキャリア液を想定するとき、平均等電点７
.３の標的認識ペプチドセグメント部分の影響が小さいので、この域でプラス又はマイナ
スの何れかに強く帯電する官能基を備えた帯電性セグメントを、標的認識ペプチドセグメ
ントに付加すれば、分子全体の挙動を靜電気的に制御できる。
【０１８６】
　ただし、標的認識ペプチドセグメントの平均等電点と、帯電性セグメントの平均等電点
が近似していると、分子全体が電極に接触固定される。分子全体が固定されると、標的認
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識ペプチドセグメントの標的認識機能が害される恐れがある。よって、同一ｐＨ溶液中に
おいて、標的認識ペプチドセグメントと帯電性セグメントとが異なる種類の電荷に帯電す
る分子が好ましい。そして上記「同一ｐＨ溶液」としては、中性付近のｐＨ溶液が望まれ
る。標的認識ペプチドセグメントはペプチドであるので、強酸や強塩基の溶液を用いると
変性されるからである。
【０１８７】
　具体的には標的認識ペプチドセグメントと帯電性セグメントの双方がペプチドで組成さ
れている分子の標的認識ペプチドセグメントの平均等電点が「８以下」（好ましくは「７
．５以下６以上」）である場合には、帯電性セグメントの等電点を例えば「４．５以下２
．７７以上」とする。この要件を満たす標的認識分子は、例えばｐＨ７.０付近のキャリ
ア液（緩衝水溶液）に溶解すると、標的認識ペプチドセグメントは弱くプラスまたはマイ
ナス、またはゼロに帯電し、帯電性セグメントは強くマイナスに帯電する。この分子の標
的認識ペプチドセグメント部分の電荷の影響は小さいので、プラス印加量を適正に制御す
ることにより、帯電性セグメントのみを好適な形で電極（固定化部位）に保持させること
が可能になる。
【０１８８】
　他方、標的認識ペプチドセグメントの平均等電点が「６以上」、好ましくは「６．５以
上８未満」である場合には、帯電性セグメントの等電点を例えば「８以上」、好ましくは
「８．５以上１０.７６以下」、さらに好ましくは「９.５以上１０.７６以下」とする。
この要件を満たす標的認識分子は、例えばｐＨ７.０付近のキャリア液（緩衝水溶液）に
溶解すると、標的認識ペプチドセグメントは弱くマイナスまたはプラス、またはゼロに帯
電し、帯電性セグメントは強くプラスに帯電する。この分子の標的認識ペプチドセグメン
ト部分の電荷の影響は小さいので、マイナス印加量を適正に制御することにより、帯電性
セグメントのみを電極（固定化部位）に保持させることが可能になる。
【０１８９】
〈標的認識ペプチドセグメントの選定〉
　上記各実施例では、標的認識ペプチドセグメントとしてｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ 
Ａ基質ペプチドおよびｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ基質ペプチドを用いたが、本発明
はこれに限定されるものではない。本発明要素である標的認識ペプチドセグメントは、標
的物質を特異的に認識し得るペプチドであればよく、標的物質を特異的に認識するペプチ
ドであるか否かは、検出目的とする標的物質（ターゲット）との関係において決める。
【０１９０】
　標的認識ペプチドセグメントの選定方法としては、例えばファージディスプレイ法（Ｐ
ｈａｒｇｅ Ｄｉｓｐｌａｙ － Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ. Ｃｏｌｄ Ｓｐｒ
ｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｐｒｅｓｓ, ２００１ Ｂａｒｂａｓ. Ｃ. 
ｅｔ ａｌ.）や、スポット合成法（Ｔｈｅ ＳＰＯＴ－ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｔｅｃｈｎｉ
ｑｕｅ. Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｒｒａｙｓ ｏｎ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｓ
ｕｐｐｏｒｔｓ－ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ ａｎｄ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ. Ｊ. Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ. Ｍｅｔｈｏｄｓ ２６７ ２００２ １３－２６ Ｒ. Ｆｒａｎｋ）などの公知
の方法を用いることができ、これらの方法で、標的物質を認識し得るペプチドのアミノ酸
配列を決定することができる。
【０１９１】
　標的認識ペプチドセグメントの原料ペプチドは、天然由来のもの、人工的に合成したも
のの何れでもよく、ペプチドの作製方法についても何ら限定されない。
【産業上の利用可能性】
【０１９２】
　本発明の標的認識分子は、特定物質に特異的に反応する感応部位である標的認識ペプチ
ドセグメントと、帯電性が付与された帯電性セグメントとを備える新規な化学分子であり
、本発明の標的認識分子を含む溶液を用いると、電荷を付与した固定化部位に、標的認識
分子を自己集合的にかつ高密度に集合させ可逆的固定を行うことができる。また、基材結
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合セグメントを備える本発明の標的認識分子を用いると、電荷を付与した固定化部位に、
標的認識分子を自己集合的に高密度に固定化することができる。このような本発明標的認
識分子は、抗原抗体反応を利用した分析分野や医療分野などにおいて、分析用デバイスの
使い勝手性、分析精度や再現性などに対する信頼性を高め、また治療技術の向上などに資
する。よってその産業上の利用可能性は大きい。
【符号の説明】
【０１９３】
　　　　　１　　標的認識ペプチドセグメント
　　　　　１’　標的認識ペプチドセグメントの構成単位
　　　　　２　　帯電性セグメント
　　　　　２’　帯電性セグメントの構成単位
　　　　　３　　基材結合セグメント
　　　　　４　　基材（電極）
　　　　１０　　分析装置
　　　　１１　　溶液注入口
　　　　１２　　マイクロ流路
　　　　１３　　排出口
　　　　１４・１５　電極（何れか一方が固定化部位）
　　　　１６　　検出器
　　　　１７　　電源

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】

【図６】
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【配列表】
2011137651000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成23年1月14日(2011.1.14)
【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】
　免疫反応を引き起こし得る標的物質に対し特異的に反応するアミノ酸配列を有する標的
認識ペプチドセグメントと、
　前記標的物質に特異的に反応する機能を有しないセグメントであって同一溶液中で同一
極性に帯電し得る３個以上の帯電性官能基を備えた帯電性セグメントと、
　を有してなる標的認識分子。
【請求項２】
　請求項１に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、前記同一の溶液中で異なる極性に帯電する官能基を有しない
、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項３】
　請求項１または２に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、前記標的認識ペプチドセグメントを構成するアミノ酸に直接
結合されている、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項４】
　請求項１、２、３の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記標的認識ペプチドセグメントの平均等電点が、６以下であり、
　前記帯電性セグメントの３個以上の帯電性官能基が、ｐＨ６.５以上の溶液中でマイナ
スに帯電し得る官能基である、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項５】
　請求項１、２、３の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記標的認識ペプチドセグメントの平均等電点が、８以上であり、
　前記帯電性セグメントの３個以上の帯電性官能基が、ｐＨ７．５以下の溶液中でプラス
に帯電する官能基である、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項６】
　請求項１、２、３の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記標的認識ペプチドセグメントの平均等電点が、６を超え８未満であり、
　前記帯電性セグメントの３個以上の帯電性官能基が、ｐＨ６．５以上の溶液中でマイナ
スに帯電し得る官能基、またはｐＨ７．５以下の溶液中でプラスに帯電する官能基である
、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項７】
　請求項１、２、３、４、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、ｎが３以上の化１で表されるポリアクリル酸構成単位を有す
るセグメントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。
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【化１】

【請求項８】
　請求項１、２、３、４、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、ｎが３以上の化２で表されるポリスチレンスルホン酸構成単
位を有するセグメントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。

【化２】

【請求項９】
　請求項１、２、３、４、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、ｎが３以上の化３で表されるポリビニル硫酸構成単位を有す
るセグメントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【化３】

【請求項１０】
　請求項１、２、３、４、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
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　前記帯電性セグメントは、ｎが１以上の化４で表されるポリデキストラン硫酸構成単位
を有するセグメントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【化４】

【請求項１１】
　請求項１、２、３、４、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、ｎが１以上１５０以下の化５で表されるポリコンドロイチン
硫酸構成単位を有するセグメントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。

【化５】

【請求項１２】
　請求項１、２、３、４、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、ｎが３以上の化６で表されるポリヌクレオチド構成単位を有
するセグメントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。
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【化６】

【請求項１３】
　請求項１、２、３、５、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、化７で表されるポリエチレンイミン構成単位を有するセグメ
ントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【化７】

【請求項１４】
　請求項１、２、３、５、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、ｎが３以上の化８で表されるポリアリルアミン塩酸塩構成単
位を有するセグメントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。
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【化８】

【請求項１５】
　請求項１、２、３、５、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、ｎが３以上の化９で表されるポリジアリルジメチルアンモニ
ウムクロリド構成単位を有するセグメントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。

【化９】

【請求項１６】
　請求項１、２、３、５、または６の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、ｎが３以上の化１０で表されるポリビニルピリジン構成単位
を有するセグメントである、
　ことを特徴とする標的認識分子。

【化１０】

【請求項１７】
　請求項１ないし３の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、ペプチド鎖を有してなるものである、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項１８】
　請求項１７に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントのペプチド鎖は、アスパラギン酸残基またはグルタミン酸残基で
ある酸性アミノ酸残基を３個以上含み、アルギニン残基またはリジン残基である塩基性ア
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ミノ酸残基を含まないペプチド鎖からなる、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項１９】
　請求項１８に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントのペプチド鎖における酸性アミノ酸残基の含有数割合が、６０％
以上である、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２０】
　請求項１７ないし１９の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記標的認識ペプチドセグメントを構成するペプチド鎖の平均等電点が、８以下であり
、
　前記帯電性セグメントを組成するペプチド鎖の平均等電点が、２．７７以上４．５以下
である、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２１】
　請求項１ないし３の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、アルギニン残基またはリジン残基である塩基性アミノ酸残基
を含まず、アスパラギン酸残基またはグルタミン酸残基である酸性アミノ酸残基を６個以
上含み、かつ酸性アミノ酸残基の含有数割合が６０％以上であり、隣合う酸性アミノ酸残
基同士の間に介在する中性アミノ酸残基が２個以下に規制されたペプチド鎖を有してなる
、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２２】
　請求項１７に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントのペプチド鎖は、アルギニン残基またはリジン残基である塩基性
アミノ酸残基を３個以上含み、アスパラギン酸残基またはグルタミン酸残基である酸性ア
ミノ酸残基を含まないペプチド鎖からなる、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２３】
　請求項２２に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントのペプチド鎖における塩基性アミノ酸残基の含有数割合が、６０
％以上である、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２４】
　請求項１７，２２，２３の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記標的認識ペプチドセグメントを構成するペプチド鎖の平均等電点が、６以上であり
、
　前記帯電性セグメントを構成するペプチド鎖の平均等電点が、８以上１０.７６以下で
ある、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２５】
　請求項１ないし３の何れか１項に記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、アスパラギン酸残基またはグルタミン酸残基である酸性アミ
ノ酸残基を含まず、アルギニン残基またはリジン残基である塩基性アミノ酸残基を６個以
上含み、かつ塩基性アミノ酸残基の含有数割合が６０％以上であり、隣合う塩基性アミノ
酸残基同士の間に介在する中性アミノ酸残基が２個以下に規制されたペプチド鎖を有して
なる、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２６】
　請求項１ないし２５の何れかに記載の標的認識分子において、
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　前記標的認識ペプチドセグメントはシステイン残基を含み、当該システイン残基の硫黄
元素に前記帯電性セグメントが化学結合されている、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２７】
　請求項１ないし２５の何れかに記載の標的認識分子において、
　前記標的認識ペプチドセグメントの一方端がシステイン残基であり、当該システイン残
基の硫黄元素に前記帯電性セグメントが化学結合されている、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２８】
　請求項１ないし２５の何れかに記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントは、前記標的認識ペプチドセグメントを構成するアミノ酸のＮ末
端またはＣ末端に化学結合されている、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項２９】
　請求項１ないし２８の何れかに記載の標的認識分子において、
　前記標的認識ペプチドセグメントは、３個以上１９個以下のアミノ酸残基を有するペプ
チドである、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項３０】
　請求項１ないし２９の何れかに記載の標的認識分子において、
　前記帯電性セグメントには、基材と結合させるための官能基を備える基材結合用セグメ
ントが化学結合されている、
　ことを特徴とする標的認識分子。
【請求項３１】
　マイクロ流路内に電極の形成された分析用デバイスに標的認識分子を固定化する方法で
あって、
　上記請求項４に記載の標的認識分子を溶液に溶解し、当該溶液のｐＨを前記標的認識ペ
プチドセグメントの平均等電点以上のｐＨに調整する標的認識分子溶液作製工程と、
　前記マイクロ流路内の電極にプラス電荷を印加した状態で、前記マイクロ流路内に前記
標的認識分子溶液を流して、溶液中の標的認識分子を電極表面に電気的に吸引し保持させ
る保持工程と、
　を備えることを特徴とする標的認識分子の固定化方法。
【請求項３２】
　マイクロ流路内に電極の形成された分析用デバイスに標的認識分子を固定化する方法で
あって、
　上記請求項５に記載の標的認識分子を溶液に溶解し、当該溶液のｐＨを前記標的認識ペ
プチドセグメントの平均等電点以下のｐＨに調整する標的認識分子溶液作製工程と、
　前記マイクロ流路内の電極にマイナス電荷を印加した状態で、前記マイクロ流路内に前
記標的認識分子溶液を流して、溶液中の標的認識分子を電極表面に電気的に吸引し保持さ
せる保持工程と、
　を備えることを特徴とする標的認識分子の固定化方法。
【請求項３３】
　マイクロ流路内に電極の形成された分析用デバイスに標的認識分子を固定化する方法で
あって、
　上記請求項６に記載の標的認識分子を溶液に溶解し、当該溶液のｐＨを６．５を超え７
.５未満に調整する標的認識分子溶液作製工程と、
　前記マイクロ流路内の電極にマイナスまたはプラスの何れかの電荷を印加した状態で、
前記マイクロ流路内に前記標的認識分子溶液を流して、溶液中の標的認識分子を電極表面
に電気的に吸引し保持させる保持工程と、
　を備えることを特徴とする標的認識分子の固定化方法。
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【請求項３４】
　マイクロ流路内に電極の形成された分析用デバイスに標的認識分子を固定化する方法で
あって、
　上記請求項２０に記載の標的認識分子を溶液に溶解し、当該溶液のｐＨを６以上８.５
以下に調整する標的認識分子溶液作製工程と、
　前記マイクロ流路内の電極にプラス電荷を印加した状態で、前記マイクロ流路内に前記
標的認識分子溶液を流して、溶液中の標的認識分子を電極表面に電気的に吸引し保持させ
る保持工程と、
　を備えることを特徴とする標的認識分子の固定化方法。
【請求項３５】
　マイクロ流路内に電極の形成された分析用デバイスに標的認識分子を固定化する方法で
あって、
　上記請求項２４に記載の標的認識分子を溶液に溶解し、当該溶液のｐＨを６以上８.５
以下に調整する標的認識分子溶液作製工程と、
　前記マイクロ流路内の電極にマイナス電荷を印加した状態で、前記マイクロ流路内に前
記標的認識分子溶液を流して、溶液中の標的認識分子を電極表面に電気的に吸引し保持さ
せる保持工程と、
　を備えることを特徴とする標的認識分子の固定化方法。
【請求項３６】
　マイクロ流路内に電極の形成された分析用デバイスに標的認識分子を固定化する方法で
あって、
　上記請求項３０に記載の標的認識分子を水系溶媒に溶解し所定ｐＨに調整した標的認識
分子溶液を作製する工程と、
　前記標的認識分子溶液中における帯電性セグメントの電荷と逆極性の電荷を電極に印加
した状態で、当該電極上に前記標的認識分子溶液を流して、標的認識分子を電極表面に電
気的に吸引し暫定的に保持させ、この状態で標的認識分子の基材結合用セグメントを介し
て標的認識分子を電極面に固定化する工程と、
　を備えることを特徴とする標的認識分子の固定化方法。
【請求項３７】
電極と、　
前記電極の表面に固定化された請求項１ないし３０のいずれか１項に記載された標的認識
分子と、
を有する標的認識分子固定化電極。
【請求項３８】
溶液を流す流路と、
　流路内に配置された電極と、
前記電極の表面に固定化された請求項１ないし３０のいずれか１項に記載された標的認識
分子と、
　を有する特定分子検出装置。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００４１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００４１】
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【化７】

【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１５８
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要解决的问题：提供一种新的可带电目标识别分子，它是一种可充电的
目标识别分子，对目标物质具有特定的反应性，能够以高密度聚集到微
流道的预定位置进行分析，或者类似地，以自我聚集的方式并且能够可
逆地或不可逆地固定到预定位置。溶解：目标识别分子具有靶识别肽区
段（1），其具有与靶物质特异性反应的氨基酸序列，能够引起免疫反应
的可带电片段（2），其是不具有与靶物质特异性反应的功能的片段，包
含至少三个能够在相同溶液中带有相同极性的带电官能团。并且在相同
的解决方案中没有以不同极性充电的官能团。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/68708a5a-4d2d-48b7-b27d-24eb49b26dc4
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/044349218/publication/JP2011137651A?q=JP2011137651A

