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(57)【要約】
本発明は標識化レクチンを用いて検体中の検出対象物質
としての糖タンパク質を定量するためのサンドイッチ型
アッセイであって、簡便な処理を導入することにより、
夾雑物に由来する影響、すなわち検出対象物質の定量値
に対するノイズが抑制されているものを提供することで
ある。測定領域に非特異的に吸着した検体中の夾雑物が
有する、検出対象物質と同じ糖鎖への標識レクチンの結
合を抑制する処理を含む、サンドイッチ型アッセイであ
る。前記夾雑物が前記検出対象物質と同じ糖鎖を有する
糖タンパク質である場合、その糖鎖への標識レクチンの
結合を抑制する処理としては、前記夾雑物のジスルフィ
ド結合を開裂する作用を呈する物質を前記検体に添加す
ることにより、前記夾雑物から前記検出対象物質と同じ
糖鎖を含むドメインを解離させる処理が好適である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標識化レクチンおよび測定領域に固相化された捕捉物質を用いて、検出対象物質として
の糖タンパク質を定量するためのサンドイッチ型アッセイであって、前記測定領域に非特
異的に吸着した夾雑物が有する、検出対象物質と同じ糖鎖への標識化レクチンの結合を抑
制する処理を含む、サンドイッチ型アッセイ。
【請求項２】
　前記測定領域に非特異的に吸着した夾雑物が、前記検出対象物質と同じ糖鎖を有する糖
タンパク質であって、その糖鎖への標識化レクチンの結合を抑制する前記処理が、ジスル
フィド結合を開裂する作用を呈する物質を前記夾雑物としての糖タンパク質に接触させる
ことにより、前記検出対象物質と同じ糖鎖を含むドメインを遊離させる処理である、請求
項１に記載のサンドイッチ型アッセイ。
【請求項３】
　前記検出対象物質が、前記夾雑物としての糖タンパク質と同じ糖鎖および前記捕捉物質
との結合部位を同一のドメイン内に含む糖タンパク質である、請求項２に記載のサンドイ
ッチ型アッセイ。
【請求項４】
　前記検出対象物質および夾雑物が、Ｎ－アセチル－Ｄ－ガラクトサミンβ１－４Ｎアセ
チルグルコサミン残基を含む糖鎖を有する糖タンパク質であって、前記標識化レクチンが
、ノダフジレクチン（ＷＦＡ）、ダイズレクチン（ＳＢＡ）、キカラスウリレクチン－Ｉ
Ｉ（ＴＪＡ－ＩＩ）またはカラスノエンドウレクチン（ＶＶＬ）を標識化したものである
、請求項２または３に記載のサンドイッチ型アッセイ。
【請求項５】
　前記夾雑物が、免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）、インターαトリプシンインヒビター（Ｉ
αＩ）、α２－マクログロブリン（α２Ｍ）、ハプトグロビン（ＨＰ）および免疫グロブ
リンＧ（ＩｇＧ）からなる群より選ばれる少なくとも一種である、請求項２～４のいずれ
か一項に記載のサンドイッチ型アッセイ。
【請求項６】
　前記夾雑物としての糖タンパク質を前記捕捉物質に接触させる前に、前記ジスルフィド
結合を開裂する作用を呈する物質を前記夾雑物としての糖タンパク質と接触させるように
する、請求項２～５のいずれか一項に記載のサンドイッチ型アッセイ。
【請求項７】
　固相化抗体および標識化レクチンを用いて、検出対象物質としての糖タンパク質を定量
するためのサンドイッチ型アッセイを実施するためのキットであって、夾雑物としての糖
タンパク質を処理するためのジスルフィド結合を開裂する作用を呈する物質を含むキット
。
【請求項８】
　さらに、ノダフジレクチン（ＷＦＡ）、ダイズレクチン（ＳＢＡ）、キカラスウリレク
チン－ＩＩ（ＴＪＡ－ＩＩ）またはカラスノエンドウレクチン（ＶＶＬ）を用いた標識化
レクチンを含む、請求項７に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、標識化レクチンを用いるサンドイッチ型アッセイおよびそのためのキットに
関する。より詳しくは、本発明は、測定領域に非特異的に吸着した夾雑物に対する標識化
レクチンの結合を抑制する処理を含むサンドイッチ型アッセイ、およびそのような処理を
含むサンドイッチ型アッセイを実施するために好適なキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　生体の生命機能を担う主役であるタンパク質が、生体内で秩序正しくその機能を発揮す
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るためには、糖鎖修飾をはじめとする翻訳後修飾が極めて重要な役割を担っている。翻訳
後修飾に関して、近年、以下のようなことが次々と明らかにされた。生体内の大部分のタ
ンパク質は糖鎖による修飾を受けており、タンパク質に付加した糖鎖がタンパク質の安定
性、ホルモンとの結合、毒素との結合、ウイルスの感染、マイコプラズマの感染、細菌の
感染、原虫の寄生、受精、発生分化、がん細胞転移、アポトーシスなど、生命現象の様々
な場で重要な役割を果たしている。同じアミノ酸配列の、同一名称のタンパク質であって
も、修飾されている糖鎖は多種多様であり、タンパク質を産生する細胞の状態によってそ
の糖鎖構造は異なり、生体内での役割が異なるのである。
【０００３】
　このような糖鎖の変化と疾病との関係性についても明らかになってきている。例えば、
特許文献１には、前立腺疾患に罹患していることを示す前立腺特異抗原(以下ＰＳＡと称
する)に関して次の様に記載されている。即ち、前立腺癌の患者に由来する血液試料中に
は、糖鎖に特定の糖残基、Ｎ－アセチル－Ｄ－ガラクトサミンβ１－４Ｎアセチルグルコ
サミン（以下ＬａｃｄｉＮＡｃと称する）残基を有する前立腺特異抗原（以下Ｌａｃｄｉ
ＮＡｃ－ＰＳＡと称する）および／またはフコースα１－２ガラクトースβ１→４Ｎ－ア
セチルグルコサミン残基を有する前立腺特異抗原が、前立腺肥大症の患者に由来する血液
試料中と比較して、多く含まれていることが記載されている。つまり、前立腺癌の発症に
よりＰＳＡの糖鎖が変化して前記特定の糖残基を有するＰＳＡが増加し、前立腺癌患者の
血液試料中では前記特定の糖残基を有するＰＳＡは高い濃度であることが観察される。こ
れに対して、前立腺肥大症が発症してもそのような糖鎖の変化は起きないため、前立腺肥
大症患者では前記特定の糖残基を有するＰＳＡの濃度には、変化が観察されない。このこ
とにより、特許文献１には、血液試料中の前記特定の糖残基を有するＰＳＡの濃度を測定
することにより、前立腺癌の患者と前立腺肥大症の患者とを判別することができるという
、糖鎖分画測定による前立腺癌の鑑別方法が開示されている。
【０００４】
　その他にも、特許文献２、非特許文献１に開示されるようなαフェトプロテイン（ＡＦ
Ｐ）糖鎖分画測定による肝癌の鑑別方法、非特許文献２、３に開示されるような癌胎児性
抗原（ＣＥＡ）糖鎖分画測定による腺癌の鑑別方法などが知られている。
【０００５】
　糖鎖中に特定の糖残基が含まれている糖タンパク質を特異的に検出するためには、その
糖残基を特異的に認識して結合する能力を持つレクチンと呼ばれるタンパク質が広く利用
されている。それは、糖鎖をエピトープとする抗体、特に特定の糖残基をエピトープとす
る抗体が非常に作製しにくく、入手が困難であるためである。レクチンは安価で大量に入
手が可能であり、また安定性にも優れており長期間保存も可能である。
【０００６】
　例えば、ノダフジレクチン（Wisteria floribunda Agglutinin：以下ＷＦＡと称する）
はＮ－アセチルガラクトサミンを主要な結合糖残基とすることが知られている。特許文献
１には、このような特徴を持つＷＦＡを担体に結合させてカラムに充填し、アスパラギン
結合型糖鎖の側鎖にＬａｃｄｉＮＡｃ残基を有するＰＳＡを分画した後、ＥＬＩＳＡ等に
より当該画分を定量する方法が記載されている。また、特許文献３には、固相化された抗
ＰＳＡ抗体および蛍光標識されたＷＦＡを用いて、糖鎖の側鎖にＬａｃｄｉＮＡｃ残基を
有するＰＳＡとサンドイッチ型の複合体を形成させ、ＳＰＦＳ（Surface Plasmon-field 
enhanced Fluorescence Spectroscopy：表面プラズモン共鳴励起増強蛍光分光法）により
この特定の糖残基を有するＰＳＡを定量する方法が記載されている。
【０００７】
　しかしながらレクチンには、抗体よりも結合の活性が低く、また糖鎖に対する結合の特
異性が低いなどの問題がある。例えば、ノダフジレクチン（ＷＦＡ）はＮ－アセチルガラ
クトサミン残基を主要な結合部位とするが、わずかにガラクトース残基とも結合する。そ
のため、反応系内にガラクトース残基を含む糖鎖が存在する場合、ノダフジレクチンはそ
の糖鎖にも結合してしまうため、Ｎ－アセチルガラクトサミン残基を含む糖鎖のみに特異
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的に結合させることはできない。
【０００８】
　このような特徴を持つレクチンを抗体と組み合わせて用いることで、検出対象物質たる
特定の糖鎖を有するタンパク質（糖タンパク質）を、簡便に定量解析することのできるサ
ンドイッチ型アッセイが行われている。糖タンパク質のタンパク質部分に特異的に結合す
る抗体は基板に固定化されて固相化抗体として用いられ、糖タンパク質の糖鎖に含まれる
糖残基を主要な結合対象とするレクチンは標識剤に連結されて標識化レクチンとして用い
られる。
【０００９】
　しかしながらこの手法は、検出対象物質たる糖タンパク質がある程度精製されている場
合には有効であるが、通常の疾病診断において検体として用いられている血液や尿のよう
に、検出対象物質以外の糖タンパク質や糖脂質といった夾雑物が大量に含まれる系では、
検出対象物質の糖鎖だけでなく夾雑物の糖鎖にも標識化レクチンが結合してしまうため、
バックグラウンド（ノイズ）が大きくなり、感度および定量性において著しく性能が落ち
てしまう。そのため、血液等を検体とする一般的な診断において、レクチンおよび抗体を
用いるサンドイッチ型アッセイによって定量的な解析を正確に行うことは、極めて大きな
困難を伴っており、実際には、血清中の含有濃度が著しく高い（数μｇ／ｍＬ程度の）限
られた種類の糖タンパク質を検出対象とする場合の診断にしか利用されていない。
【００１０】
　夾雑物の影響（バックグラウンド）を低減するための方法として、抗体を固定化した支
持体表面への血清夾雑物の吸着を抑制するために、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、カゼ
イン等のブロッキング剤を用いる方法（特許文献４）、抗原抗体反応を阻害したりノイズ
の原因となったりする夾雑物（非特異物質）をあらかじめ吸着させ、反応系内から取り除
くために、グリコサミノグリカン、ヘパリン等、高分子、糖鎖複合体等の吸収剤を添加す
る方法（特許文献５、６）、支持体に吸着してしまった夾雑物を効率よく除去するために
、特定の塩強度、界面活性剤などの組成を有する洗浄液を用いる方法（特許文献４）など
が検討されている。
【００１１】
　しかしながら、上記のようなバックグラウンドの低減方法によっても、レクチンおよび
抗体を用いるサンドイッチ型アッセイに基づく定量解析に対して劇的な効果が認められる
例は極めて少なく、また対象に適したブロッキング剤の探索のため、検討に非常に工数が
かかることも問題である。
【００１２】
　一方で、本出願人は先に、検出対象糖鎖および非検出対象糖鎖を含む複数種の糖鎖と結
合する標識用レクチンを用いて、検体中の前記検出対象糖鎖を有する検出対象物質（アナ
ライト）を検出する方法であって、前記標識用レクチンと結合した前記検出対象物質を検
出する検出工程の前に、前記標識用レクチンを前記検出対象物質に接触させる標識処理と
、少なくとも１種の前記非検出対象糖鎖と結合するマスク用糖鎖認識分子を、前記非検出
対象糖鎖を有する夾雑物に接触させるマスク処理とを行うことを特徴とする、検出対象物
質の検出方法を提案している（特許文献７）。すなわち、マスク用糖鎖認識分子で、標識
用レクチンが副次的に結合してしまう夾雑物の非検出対象糖鎖をマスク処理することで、
標識用レクチンは検出対象物質が有する検出対象糖鎖に優占的に結合できるようになり、
バックグラウンドノイズの低減および検出対象物質の検出感度および定量性を向上させる
ことができる。マスク用糖鎖認識分子としては、検出対象糖鎖よりも非検出対象糖鎖を主
に認識して結合する、標識用レクチンとは異なる種類のレクチンを用いることができる。
　　　
【００１３】
　しかしながら、特許文献７に記載された検出対象物質の検出方法は、同じレクチンによ
って認識されるものの検出対象物質とは異なる糖残基を含む糖鎖を夾雑物が有する場合に
適用可能なものである。また、そのような夾雑物が検体中に多量に存在する場合、特許文
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献７に記載された発明では、マスク用糖鎖認識分子（標識用レクチンとは異なる種類のレ
クチン）を高濃度で添加する必要があるため試薬コストが増加してしまい、さもなくばマ
スク効率の低下を招くことになる。検出対象物質と同じ糖残基を含む糖鎖を有する夾雑物
が検体中に多量に含まれている場合であってもその影響を効率的に抑制することのできる
手段や、そのような手段を用いることにより実際に検出対象物質の測定感度や定量性を著
しく改善することができることは、特許文献７によっては開示されていない。
【００１４】
　さらに本出願人は、糖タンパク質を測定対象化合物とすることができるＳＰＦＳ免疫測
定法において、夾雑物由来の非特異的シグナルを抑制するために、検体に酸またはアルカ
リを添加する前処理、検体に金属イオンを添加する前処理、および検体を加熱する前処理
の少なくとも一つを行う、非特異的シグナルの抑制方法も提案している（特許文献８）。
これらの前処理により、夾雑物の構造を変化（変性）させることで、センサー部に非特異
的に吸着することを抑制することができる。しかしながら、特許文献８にも、検出対象物
質と同じ糖残基を含む糖鎖を有する夾雑物（糖タンパク質等）が検体中に多量に含まれて
いる場合に、影響を効率的に抑制することのできる手段は開示されていない。
【００１５】
　これらの点で、標識化レクチンを用いるサンドイッチ型アッセイにはまだ改善の余地が
あった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１６】
【特許文献１】国際公開ＷＯ２０１０／０９０２６４号公報
【特許文献２】特開昭６１－２９２０６２号公報
【特許文献３】特開２０１３－０７６６６６号公報
【特許文献４】特開２０１０－１２７８２７号公報
【特許文献５】特開２００９－５３１９５号公報
【特許文献６】特開２０１０－６０２９３号公報
【特許文献７】特開２０１３－２５３８６６号公報
【特許文献８】国際公開ＷＯ２０１４／０８７８０２号公報
【非特許文献】
【００１７】
【非特許文献１】Sugar Chains of Human Cord Serum α-Fetoprotein: Characteristics
 of N-linked Sugar Chains of Glycoproteins Produced in Human Liver and Hepatocel
lular Carcinomas, K. Yamashita et al., Cancer Res., 53, 1 (1993)
【非特許文献２】Carbohydrate Structures of Nonspecific Cross-reacting Antigen-2,
 a Glycoprotein Purified from Meconium as an Antigen Cross-reacting with Anticar
cinoembryonic Antigen Antibody, K. Yamashita et al., Biol. Chem., 264, 17873 (19
89)
【非特許文献３】Structural Studies of the Carbohydrate Moieties of Carcinoembryo
nic Antigens, K. Yamashita et al., Cancer Res., 47, 3451 (1987)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１８】
　本発明は、標識化レクチンを用いて検体中の検出対象物質としての糖タンパク質を定量
するためのサンドイッチ型アッセイであって、簡便な処理を導入することにより、夾雑物
に由来する影響、すなわち検出対象物質の定量値に対するノイズが抑制されているもの、
ならびにそのようなサンドイッチ型アッセイを実施する上で好適なキットを提供すること
を課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１９】
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　本発明者らは、標識化レクチンを用いるサンドイッチ型アッセイを応用した代表的な診
断方法の一つである、血清検体中に含まれるＷＦＡ結合性のＰＳＡ（つまりＮ－アセチル
ガラクトサミン残基を含む糖鎖を有する、特定ＰＳＡ）の濃度に基づく前立腺癌および前
立腺肥大症の診断方法の研究開発を進めている。血液検体中の全ＰＳＡの濃度をＥＬＩＳ
Ａで測定した場合、前立腺癌および前立腺肥大症患者由来の検体に比べて健常者由来の検
体の方が全ＰＳＡの濃度が極めて低いという結果を得た。にもかかわらず、Ｎ－アセチル
ガラクトサミン残基を含む糖鎖を有する、特定ＰＳＡの濃度をＳＰＦＳで測定した場合、
健常者由来の検体の中にはシグナルが高値化する（異常高値が現れる）ことが確認された
。これがＳＰＦＳに基づくサンドイッチ型アッセイを応用した診断方法において、前立腺
癌患者と健常者とを識別する精度、すなわち前立腺癌の診断の特異度を低下させている原
因になっていることが示唆された。
【００２０】
　さらに解析を進めた結果、血清中に含まれるＩｇＭ等の数種類の糖タンパク質が測定領
域に非特異的に結合することが、健常者検体において高値化する要因となっていることが
分かった。それらの糖タンパク質も特定ＰＳＡと同様にＮ－アセチルガラクトサミン残基
を含む糖鎖を有しているためＷＦＡ結合性であることが分かり、各糖タンパク質の含有量
は個人により異なるが、特定ＰＳＡよりも高い一定の濃度で血清中に含有されていること
が明らかとなった。したがって、発明者らは、特定ＰＳＡ（検出対象物質）に対する標識
化レクチンの結合を維持しつつ、測定領域に非特異的に吸着した、特定ＰＳＡと同じ糖鎖
を有するＩｇＭ等の糖タンパク質（夾雑物）へのＷＦＡ（標識化レクチン）の結合を抑制
することができれば、特定ＰＳＡを定量するためのシグナルに対してノイズとなっている
大きなシグナル（バックグラウンド）を抑制し、前述したような問題を解決することがで
きるのではないかと考えた。
【００２１】
　そこで本発明者らは、ＩｇＭ等の夾雑物が有する特定ＰＳＡと同じ糖鎖へのＷＦＡの結
合を抑制する処理として、糖タンパク質のジスルフィド結合を開裂する作用を呈する物質
、その代表例としてメタ重亜硫酸ナトリウムなどの還元剤を血清検体に添加したところ、
バックグラウンド（ノイズ）を著しく低下させることができ、このような処理がＳＰＦＳ
におけるＳ／Ｂ比の向上に予想外に優れた効果を呈することを確認した。そして、このよ
うな処理は、特定ＰＳＡ、ＩｇＭ等、およびＷＦＡが組み合わされた測定系に限らず、レ
クチンが主要な認識対象とする糖鎖を検出対象物質と夾雑物の両方が共有している他の測
定系に対しても応用可能であり、同様の作用効果が奏されるであろうことを見出し、本発
明を完成させるに至った。
【００２２】
　すなわち、本発明は一つの側面において、標識化レクチンおよび測定領域に固相化され
た捕捉物質を用いて、検出対象物質としての糖タンパク質を定量するためのサンドイッチ
型アッセイであって、前記測定領域に非特異的に吸着した夾雑物が有する、検出対象物質
と同じ糖鎖への標識化レクチンの結合を抑制する処理を含む、サンドイッチ型アッセイを
提供する。
【００２３】
　また、本発明は別の側面において、本発明のサンドイッチ型アッセイを実施するために
使用するのに好適な、標識化レクチンおよび測定領域に固相化された捕捉物質を用いて、
検出対象物質としての糖タンパク質を定量するためのサンドイッチ型アッセイを実施する
ためのキットであって、夾雑物としての糖タンパク質を処理するためのジスルフィド結合
を開裂する作用を呈する物質を含むキットを提供する。
【発明の効果】
【００２４】
　本発明により、まず、検出対象物質と同じ糖鎖を有する夾雑物が比較的多量に検体に含
まれており、測定領域に非特異的に吸着する夾雑物に対する標識化レクチンの結合を抑制
することが、ＳＰＦＳのような高感度のサンドイッチ型アッセイを用いて行われる検出対
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象物質の定量にとって極めて重要であることが明らかになった。そして、その夾雑物に対
する検出レクチンの結合は、たとえば還元剤を用いたジスルフィド結合の切断により、検
出対象物質と同じ糖鎖を含むドメインを夾雑物の他のドメインから遊離させるようにすれ
ば、抑制することができることも明らかになった。たとえ夾雑物の他のドメインが非特異
的吸着により測定領域に残存したとしても、もはやそちらに標識化レクチンが結合するこ
とはなくなるので、夾雑物に由来していたバックグラウンド（ノイズ）の上昇を抑制する
ことができる（遊離したドメインの糖鎖の方に標識化レクチンが結合することはあるかも
しれないが、それらは洗浄等により比較的容易に除去することができる）。
【００２５】
　このような作用効果を奏する本発明のサンドイッチ型アッセイを利用することにより、
血液（血清）のように夾雑物としての糖タンパク質を比較的多く含む検体を用いる場合で
あっても、腫瘍マーカー等の検出対象物質を正確に定量することができるようになる。特
に、ＳＰＦＳに基づいて測定する際に取得される測定値の異常高値を大幅に抑制すること
ができるため、特異度および感度に優れた、信頼性の高い診断を行うことができるように
なる。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】図１は、ＳＰＦＳに基づく測定工程の一実施形態における測定領域の状態を模式
的に表した図である。［Ａ］開裂処理を行っていない場合（従来の実施形態）。［Ｂ］開
裂処理を行っている場合（本発明の実施形態）。
【図２】図２は、本発明で使用する上で好適なＳＰＦＳ用測定装置の全体構成を模式的に
示す概略図である。［Ａ］基板状部材１６ａが誘電体部材１２を含む実施形態。［Ｂ］基
板状部材１６ａが誘電体部材１２を含まず、代わりに透明平面基板１３を用いる実施形態
。
【図３】図３は、図１に示すＳＰＦＳ測定装置の測定領域周辺の部分拡大図である。［Ａ
］基板状部材１６ａが誘電体部材１２を含む実施形態。［Ｂ］基板状部材１６ａが誘電体
部材１２を含まず、代わりに透明平面基板１３を用いる実施形態。
【図４】図４は、実施例および比較例で測定したバックグラウンド値（Ｂ）、シグナル値
（Ｓ）およびＳ／Ｂ比を表すグラフである。
【図５】図５は、参考例１で行った、前立腺癌検体、前立腺肥大症検体および健常者検体
それぞれに含まれる特定ＰＳＡを検出対象としたＳＰＦＳシグナルの測定値（左）、なら
びに前立腺肥大症検体および健常者検体のうち、ＳＰＦＳシグナル測定値が高値であるも
のについて、全ＰＳＡを検出対象としたＥＬＩＳＡの測定値（右）の結果を表すグラフで
ある。
【図６】図６は、参考例１で行った、健常者検体をＷＦＡカラムで処理し、その結合画分
について電気泳動解析を行った結果を示す写真である。
【図７】図７は、参考例１で行った、インターαトリプシンインヒビター（ＩαＩ）、α
２－マクログロブリン（α２Ｍ）、ハプトグロビン（ＨＰ）、免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ
）および免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）それぞれに関する、標品試薬のシアリダーゼ処理物
のＳＰＦＳシグナルの測定値を表すグラフである。
【図８】図８は、参考例１で行った、ＩｇＭ精製カラムで健常者検体を処理した際の、処
理前、素通り画分および結合画分それぞれに関するＳＰＦＳシグナルの測定値を表すグラ
フである。
【図９】図９は、本発明における夾雑物となり得る糖タンパク質の一つである、免疫グロ
ブリンＭ（ＩｇＭ）の構造を示す図である。なお、免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）は、右側
に示す、ＩｇＭの分解物であるＩｇＧ様分子と同様である。
【図１０】図１０は、本発明における夾雑物となり得る糖タンパク質の一つである、イン
ターαトリプシンインヒビター（ＩαＩ）の構造を示す図である（J. Biol. Chem. 2004,
 279:38079-38082.より引用）。
【図１１】図１１は、本発明における夾雑物となり得る糖タンパク質の一つである、α２
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－マクログロブリン（α２Ｍ）の構造を示す図である（蛋白質 核酸 酵素 Vol.7 No.9よ
り引用）。
【図１２】図１２は、本発明における夾雑物となり得る糖タンパク質の一つである、ハプ
トグロビン（ＨＰ）の構造を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　－サンドイッチ型アッセイ－
　本発明のサンドイッチ型アッセイは、標識化レクチンおよび測定領域に固相化された捕
捉物質を用いて、検出対象物質としての糖タンパク質を定量するためのサンドイッチ型ア
ッセイであって、測定領域に非特異的に吸着した夾雑物が有する、検出対象物質と同じ糖
鎖への標識レクチンの結合を抑制する処理を含む。なお、「測定領域」は、詳細は後述す
るが、そこから発せられる蛍光の強度が測定される領域（空間）であって、固相化された
捕捉物質、それを担持している支持体、さらにそれらを載せている部材の表面などを含む
領域を指す。
【００２８】
　測定領域に非特異的に吸着した夾雑物が有する、検出対象物質と同じ糖鎖への標識化レ
クチンの結合を抑制する処理は特に限定されるものではなく、その夾雑物の種類（糖タン
パク質か、糖脂質か）の他、検出対象物質、捕捉物質、標識化レクチン、測定系などに応
じて改変することが可能である。本明細書では主に、夾雑物が検出対象物質と同じ糖鎖を
有する「糖タンパク質」である場合の実施形態に即して本発明を説明するが、夾雑物が検
出対象物質と同じ糖鎖を有する「糖タンパク質以外の物質」（たとえば糖脂質）である場
合についても、その説明を応用して、所期の作用効果が奏されるように本発明を実施する
ことが可能である。
【００２９】
　＜ＳＳ結合開裂剤＞
　本発明の典型的な実施形態において、測定領域に非特異的に吸着した夾雑物は、検出対
象物質と同じ糖鎖を有する糖タンパク質である。この場合、その糖鎖への標識化レクチン
の結合を抑制する処理は、ジスルフィド結合を開裂する作用を呈する物質（本明細書にお
いて「ＳＳ結合開裂剤」と称する。）を夾雑物としての糖タンパク質に接触させることに
より、検出対象物質と同じ糖鎖を含むドメインを遊離させる処理であることが好適である
。
【００３０】
　夾雑物のジスルフィド結合を開裂する作用を呈する物質（ＳＳ結合開裂剤）は特に限定
されるものではないが、たとえば還元剤、すなわち－Ｓ－Ｓ－の架橋構造を－ＳＨ　ＨＳ
－の２つのスルフヒドリル基（チオール基）に還元する作用を呈する化合物が好適である
。
【００３１】
　還元剤は特に限定されるものではなく、タンパク質のジスルフィド結合を開裂するため
に用いられている各種の還元剤の中から選択することができる。そのような還元剤として
は、たとえば、亜硫酸、次亜硫酸、亜リン酸、次亜リン酸などの低級酸素酸塩、水酸化ア
ルカリ、求核剤となるチオール塩などが挙げられる。具体的には、たとえば、メタ重亜硫
酸ナトリウム、チオグリセロール、トルエンチオスルフィン酸ナトリウム、２-メルカプ
トエタノール、ジチオスレイトール（ＤＴＴ）、２－メルカプトエチルアミン塩酸塩、臭
化2-アミノエチルイソチオウロニウム臭化水素酸塩、トリス（２－カルボキシエチル）ホ
スフィンなどを用いることができ、これらの中では特にメタ重亜硫酸ナトリウムが好まし
い。
【００３２】
　ＳＳ結合開裂剤としては上記のような化合物以外にも、ジスルフィド還元酵素（ジスル
フィドレダクターゼ）を用いることができる。
【００３３】
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　＜検出対象物質＞
　本発明では、適切なレクチンが認識して結合する特定の糖残基を含む糖鎖を有し、かつ
適切な抗体が認識して結合する部位（特にタンパク質部分）を有する糖タンパク質を検出
対象物質とする。
【００３４】
　検出対象物質としての糖タンパク質の典型例は、検体中に含まれる、病理診断に用いら
れるマーカー分子である。例えば、ＰＳＡ、ＡＦＰ、ＣＥＡなどのがん抗原／腫瘍マーカ
ーが好適であり、その他にもシグナル伝達物質、ホルモンなどの糖タンパク質を検出対象
物質とすることも可能である。
【００３５】
　本発明の実施形態の好適な一例では、Ｎ－アセチル－Ｄ－ガラクトサミンβ１－４Ｎア
セチルグルコサミン（本明細書において「ＬａｃｄｉＮＡｃ」と略記する。）残基を含む
糖鎖を有するＰＳＡ（本明細書において「ＬａｃｄｉＮＡｃ－ＰＳＡ」と略記する。）を
検出対象物質とする。
【００３６】
　検出対象物質は、夾雑物と同じ糖鎖および捕捉物質との結合部位を同一のドメインに含
む、つまり夾雑物と同じ糖鎖を含むドメインと捕捉物質との結合部位を含むドメインとが
ＳＳ結合開裂剤により分離されない糖タンパク質であることが好ましい。検出対象物質が
そのようなものであれば、仮に夾雑物に対するＳＳ結合開裂剤が検出対象物質と接触し、
検出対象物質のドメインの一部が解離してしまったとしても、夾雑物と同じ糖鎖および捕
捉物質との結合部位を有するドメインに対して、捕捉物質および標識化レクチンの両方が
結合し、測定領域にサンドイッチ型複合体を形成することができるため、夾雑物を標的と
する処理が検出対象物質の定量に影響を及ぼすことを避けることができる。
【００３７】
　＜夾雑物＞
　本発明において、検出対象物質の定量に対する影響を抑制するための対象とする夾雑物
は、検出対象物質と同じ糖鎖を有する物質である。具体的には、検出対象物質とともに検
体中に存在する、検出対象物質以外の糖タンパク質、糖脂質、その他の糖鎖を有する生体
関連物質（低分子等）がそのような夾雑物となり得る。
【００３８】
　本発明の典型的な実施形態では、免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）、インターαトリプシン
インヒビター（ＩαＩ）、α２－マクログロブリン（α２Ｍ）、ハプトグロビン（ＨＰ）
、免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）などの糖タンパク質を、抑制の対象とする主要な夾雑物と
する。これらの糖タンパク質の構造を図９～１２に示す。いずれの糖タンパク質も、血清
中に比較的高い濃度（数ｍｇ／ｍＬ程度）で存在しており、測定領域に非特異的に吸着す
るものの割合がわずかであっても、測定シグナルに対するノイズとして大きく影響する。
また、上記５種類の糖タンパク質はいずれも、構成している糖残基の異なる複数の種類の
糖鎖を有しているが、少なくともＮ－アセチル－Ｄ－ガラクトサミンβ１－４Ｎアセチル
グルコサミン残基を含む糖鎖を有している。ただし、血清中の上記５種類の糖タンパク質
の構成比率や、各糖タンパク質が含有する糖鎖（糖残基）の構成比率は、検体によって、
つまり特定の疾患に罹患しているかどうかやその他の個体差に起因して相違しており、従
来一律に抑制することの難しかったノイズ（バックグラウンド）の原因となっていた。
【００３９】
　ＩｇＭは、血液中に通常０．３～２．５ｍｇ／ｍＬの濃度で存在する分子であり、分子
内に５０本以上のＮ－結合型糖鎖を有する。ＩｇＭは、５個または６個のＩｇＧ様分子が
ジスルフィド結合でつながった構造を有する多量体（五量体または六量体）である。
【００４０】
　ＩαＩは、血液中に通常０．５ｍｇ／ｍＬ程度の濃度で存在する分子であり、分子内に
４本のＮ－結合型糖鎖と４本のＯ－結合型糖鎖を有する。ＩαＩは、Ｈ１重鎖、Ｈ２重鎖
およびビクニン〔bikunin〕の３つのドメインが１本のコンドロイチン硫酸鎖で結ばれて
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おり、分子内に４本のジスルフィド結合を有している。
【００４１】
　α２Ｍは、血清中に通常１～２．５ｍｇ／ｍＬの濃度で存在する、分子量１６０，８０
０のサブユニット４個が会合した巨大分子であり、各サブユニット内に８本ずつＮ－結合
型糖鎖を有する。α２Ｍの各サブユニットはジスルフィド結合で結ばれ、サブユニット内
にも多数のジスルフィド結合が存在する。
【００４２】
　ＨＰは、血液中に通常０．１～１．７ｍｇ／ｍＬの濃度で存在する分子であり、α鎖と
、Ｎ－結合型糖鎖を４つ持つβ鎖が２本ずつ、ジスルフィド結合で結ばれた構造となって
いる。α鎖はα1、α2の２種類、β鎖は１種類で、その組み合わせにより１－１型、２－
１型および２－２型の３つの遺伝子型が存在する。
【００４３】
　ＩｇＧは、血液中に通常８．７～１８．１ｍｇ／ｍＬと高濃度で存在する分子であり、
分子内に２本以上のＮ－結合型糖鎖を有する。ＩｇＧは、分子内に３つのジスルフィド結
合を有し、２本のＨ鎖〔heavy chain〕および２本のＬ鎖〔light chain〕が結合した状態
で存在している。
【００４４】
　このように、上記５種類の糖タンパク質はいずれもＳＳ結合を含んでおり、それを切断
することによって断片化ないし変形することができるため、ジスルフィド結合開裂剤で処
理することが非特異的吸着を抑制するための有効な手段となる。たとえば、ＩｇＭにＳＳ
結合開裂剤を作用させると、ＩｇＧ様分子を連結しているジスルフィド結合が切断されて
個々のＩｇＧ様分子に分解する。さらに、ＳＳ結合開裂剤の作用の強さにもよるが、Ｉｇ
Ｇ様分子内に存在する３つのジスルフィド結合まで切断され、最終的にＩｇＧ様分子は２
本の軽鎖および２本の重鎖にまで分解される。その他の糖タンパク質も同様に、それぞれ
について記載したようなサブユニットないしドメインまで分解することができる。
【００４５】
　このようなＳＳ結合の切断による夾雑物の分解、あるいは変形により、測定領域に夾雑
物が非特異的に吸着する力を失わせると同時に、もしも夾雑物の部分分解物が測定領域に
非特異的に吸着したとしても、標識化レクチンが反応しうる特定の糖残基を含む糖鎖で修
飾された部位がその部分分解物から解離していれば、ノイズを発生させないようにするこ
とができる。
【００４６】
　なお、ＩｇＭにＳＳ結合開裂剤を作用させたときに現に著しい効果が認められることか
ら、ＩｇＭはおそらく抗原認識部位（ＩｇＧ様分子のＦａｂ領域）において、測定領域に
非特異的に吸着しており、レクチンが認識して結合する特定の糖残基を含む糖鎖で修飾さ
れた部位（の一部または全部）は、少なくとも１個のジスルフィド結合を挟んだ、抗原認
識部位とは離れた領域に存在しているものと考えられる。上で例示したその他の物質につ
いても同様に、ＳＳ結合開裂剤を作用させたときに効果が認められることから、測定領域
に非特異的に吸着している部位と、レクチンが認識して結合する特定の糖残基を含む糖鎖
で修飾された部位（の一部または全部）は、少なくとも１個のジスルフィド結合を挟んだ
離れたところに存在しているものと考えられる。
【００４７】
　また、後記参考例においては、ＩｇＭに注目されているが、本発明の作用効果はＩｇＭ
を夾雑物とする場合に限定して解釈されるものではない。ＩαＩ、α２Ｍ、ＨＰ、ＩｇＧ
などのＩｇＭ以外の夾雑物についても程度の差はあれＳＰＦＳシグナルに対するノイズと
なることが示されており、少しでも感度および特異度が高い分析を行うためにはそれらの
ノイズを抑制することも効果的である。また、前述したように、夾雑物の構成比率、また
はある夾雑物が有する糖鎖の構成比率は検体によって様々であり、後記参考例で用いたも
のとは異なる検体については、ＩαＩ、α２Ｍ、ＨＰ、ＩｇＧなどのＩｇＭ以外の夾雑物
がノイズの大きな要因となる可能性が十分に考えられる。したがって本発明は、ＩｇＭ、
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ＩαＩ、α２Ｍ、ＨＰ、ＩｇＧ、およびその他の、検出対象物質と同じ糖鎖を有し、同じ
標識化レクチンが結合するおそれのある、血清等の検体中に比較的多量に含まれる夾雑物
全般を対象として、作用効果を奏することができると解されるべきである。
【００４８】
　＜検体＞
　本発明では、検出対象物質および夾雑物を含む可能性のある検体を用いる。検出対象物
質および夾雑物を含む可能性のある検体は、現実にそれらを含む検体であってもよいし、
現実にはそれらを含まない検体であってもよい。具体的には、たとえば、検出対象物質（
および夾雑物）を含む可能性の高い特定の疾患の患者に由来する検体であってもよいし、
検出対象物質（および夾雑物）を含む可能性の低い健常者に由来する検体であってもよい
。また、検体を採取する対象は、典型的にはヒトであるが、ヒトの疾患のモデル動物、た
とえばマウス、ラット、モルモット、ウサギ、ヤギ、ネコ、イヌ、ブタ、サルといったヒ
ト以外の哺乳動物であってもよい。
【００４９】
　検体としては、例えば、血液、尿、髄液、唾液、細胞、組織、もしくは器官、またはそ
れらの調製物（例えば、生検標本）等の生体試料および生体由来試料を挙げることができ
る。たとえば血液や尿は、診断マーカーとして利用できる糖タンパク質を含む可能性があ
るとともに、夾雑物としての糖タンパク質も比較的多く含んでいる可能性のある検体であ
るため、本発明のサンドイッチ型アッセイに用いる検体として好ましい。
【００５０】
　血液、血清、血漿、尿、髄液、唾液などの液性の試料は、適当な緩衝液により希釈して
使用することができる。また、細胞、組織、または器官などの固形の試料は、固形の試料
の体積の２～１０倍程度の適当な緩衝液でホモジェナイズして、懸濁液またはその上清を
、そのまま、またはさらに希釈して使用することができる。
【００５１】
　本発明の実施形態の好適な一例では、血液を検体とする。ここで血液は、全血であって
もよいし、全血から調製された血清または血漿であってもよい。たとえば、測定を迅速に
行うことを目的とする場合は全血を検体として用いてもよいし、正確な定量を目的とする
場合は、全血から遠心分離等により血球成分を除去し、血清、あるいは血漿を調製してか
ら検体として用いてもよい。また、採血時には通常全血に抗凝固剤が添加され、全血、血
清および血漿には、ＳＰＦＳ等の測定に供する際には適切な濃度に調整するために希釈液
（緩衝液等）で希釈され、さらに必要な試薬等が添加される。本発明書では、必要に応じ
てそのような抗凝固剤、希釈液、その他の試薬等が添加されていてもよい、検体としての
全血、血清および血漿を「血液検体」と称する。
【００５２】
　＜標識化レクチン＞
　本発明では、検出対象物質が有する糖鎖に含まれる特定の糖残基を認識しそれに結合で
きるレクチンを標識化して、サンドイッチ型アッセイのために用いる。なお、レクチンに
は、凝集素〔agglutinin〕と呼ばれている物質も含まれるが、本明細書においてはレクチ
ンという呼び方で統一する。
【００５３】
　本発明で用いられるレクチンは、検出対象物質が有する糖鎖に含まれる特定の糖残基を
主要な認識および結合の対象とするものが適切である。すなわち、レクチンは一般的に、
複数の種類の糖残基に対して異なる結合力を示すので、検出対象物質の糖残基に対して最
も強い結合力を発揮するレクチンを用いることが適切である。
【００５４】
　レクチンには、各種の動物、植物、真菌、細菌またはウイルスに由来する様々な種類の
ものがあり、それらの材料から分離、抽出、精製することによって得ることもできるし、
商品としても市販されている。公知のレクチンの具体例を挙げれば次の通りである：ＡＣ
Ａ（センニンコクレクチン），ＢＰＬ（ムラサキモクワンジュレクチン），ＣｏｎＡ（タ
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チナタマメレクチン），ＤＢＡ（Ｈｏｒｓｅｇｒａｍレクチン），ＤＳＡ（ヨウシュチョ
ウセンアサガオレクチン），ＥＣＡ（デイゴマメレクチン），ＥＥＬ（Ｓｐｉｎｄｌｅ 
Ｔｒｅｅレクチン），ＧＮＡ（ユキノハナレクチン），ＧＳＬ Ｉ（グリフォニアマメレ
クチンＩ），ＧＳＬ ＩＩ（グリフォニアマメレクチンＩＩ），ＨＨＬ（アマリリスレク
チン），ジャカリン（ジャックフルーツレクチン），ＬＢＡ（リママメレクチン），ＬＣ
Ａ（レンズマメレクチン），ＬＥＬ（トマトレクチン），ＬＴＬ（ロータスマメレクチン
），ＭＰＡ（アメリカハリグワレクチン），ＮＰＡ（ラッパズイセンレクチン），ＰＨＡ
－Ｅ（インゲンマメレクチン－Ｅ），ＰＨＡ－Ｌ（インゲンマメレクチン－Ｌ），ＰＮＡ
（ピーナッツレクチン），ＰＳＡ（エンドウレクチン），ＰＴＬ－Ｉ（シカクマメレクチ
ン－Ｉ），ＰＴＬ－ＩＩ（シカクマメレクチン－ＩＩ），ＰＷＭ（ヨウシュヤマゴボウレ
クチン），ＲＣＡ１２０（ヒママメレクチン），ＳＢＡ（ダイズレクチン），ＳＪＡ（エ
ンジュレクチン），ＳＮＡ（セイヨウニワトコレクチン），ＳＳＡ（ニホンニワトコレク
チン），ＳＴＬ（ジャガイモレクチン），ＴＪＡ－Ｉ（キカラスウリレクチン－Ｉ），Ｔ
ＪＡ－ＩＩ（キカラスウリレクチン－ＩＩ），ＵＤＡ（Ｃｏｍｍｏｎ Ｓｔｉｎｇｉｎｇ 
Ｎｅｔｔｌｅレクチン），ＵＥＡ Ｉ（ハリエニシダレクチン），ＶＦＡ（ソラマメレク
チン），ＶＶＬ（ヘアリーベッチレクチンないしカラスノエンドウレクチン），ＷＦＡ（
ノダフジレクチン），ＷＧＡ（パンコムギレクチン），ＡＡＬ（ヒイロチャワンダケレク
チン），ＡＯＬ（アスペルギルス・オリゼレクチン）。このようなレクチンの中から、前
述したように本発明において適切なものを選択して用いることができる。
【００５５】
　本発明の実施形態の好適な一例では、標識化レクチンを作製するために、ＬａｃｄｉＮ
Ａｃ残基を主要な結合対象とするＷＦＡを用いる。ＬａｃｄｉＮＡｃ残基は、前述した特
定のＰＳＡ（ＬａｃｄｉＮＡｃ－ＰＳＡ）が有するとともに、その定量に大きな影響を与
える夾雑物であるＩｇＭも有しているので、ＷＦＡはＬａｃｄｉＮＡｃ－ＰＳＡおよびＩ
ｇＭの両方に対して強い反応性を有する。また、ＳＢＡ（ダイズレクチン）、ＶＶＬ（カ
ラスノエンドウレクチン）およびＴＪＡ－II（キカラスウリレクチン）も、ＬａｃｄｉＮ
Ａｃ残基に対して強い結合性を有するので、ＷＦＡと同様に本発明における好適なレクチ
ンとして用いることができる。
【００５６】
　標識化レクチンは、公知の一般的な手法を用いて、レクチンに所望の標識体を結合させ
ることにより作製することができ、その際には市販されている各種のキット（ラベリング
キット）を用いることもできる。
【００５７】
　標識体は、サンドイッチ型アッセイの測定系に応じたものを用いることができる。たと
えば、ＳＰＦＳにおいては一般的に蛍光色素が用いられ、ＥＬＩＳＡにおいては一般的に
酵素が用いられるが、その他にも、蛍光色素以外の蛍光体（蛍光タンパク質、蛍光微粒子
等）、化学発光物質、放射性物質等、公知の標識体を用いることが可能である。
【００５８】
　ＳＰＦＳ等で用いることのできる蛍光色素の例としては、フルオレセイン・ファミリー
の蛍光色素（Integrated DNA Technologies社）、ポリハロフルオレセイン・ファミリー
の蛍光色素（アプライドバイオシステムズジャパン(株)）、ヘキサクロロフルオレセイン
・ファミリーの蛍光色素（アプライドバイオシステムズジャパン(株)）、クマリン・ファ
ミリーの蛍光色素（インビトロジェン(株)）、ローダミン・ファミリーの蛍光色素（GEヘ
ルスケア　バイオサイエンス(株)）、シアニン・ファミリーの蛍光色素、インドカルボシ
アニン・ファミリーの蛍光色素、オキサジン・ファミリーの蛍光色素、チアジン・ファミ
リーの蛍光色素、スクアライン・ファミリーの蛍光色素、キレート化ランタニド・ファミ
リーの蛍光色素、BODIPY（登録商標）・ファミリーの蛍光色素（インビトロジェン(株)）
、ナフタレンスルホン酸・ファミリーの蛍光色素、ピレン・ファミリーの蛍光色素、トリ
フェニルメタン・ファミリーの蛍光色素、Alexa Fluor（登録商標）色素シリーズ（イン
ビトロジェン(株)）等の有機蛍光色素や、Eu、Tb等の希土類錯体系の蛍光色素（例えばAT
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BTA-Eu3+）が挙げられる。
【００５９】
　ＥＬＩＳＡ等で用いることのできる酵素としては、西洋ワサビ由来のペルオキシダーゼ
（ＨＲＰ）やアルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）が代表的であり、それぞれに対応した適
切な基質と組み合わせて用いればよい。
【００６０】
　＜捕捉物質＞
　本発明では、検出対象物質としての糖タンパク質に特異的に結合する物質を、測定領域
に固相化して用いる。それにより、測定領域に検出対象物質を捕捉し、捕捉物質－検出対
象物質－標識化レクチンの複合体（サンドイッチ型複合体）を形成することができるよう
になる。
【００６１】
　捕捉物質は、検出対象物質に対応する適切な物質であれば特に限定されるものではない
が、たとえば、抗体、アプタマー、合成ペプチドなどを用いることができる。本発明の典
型的な実施形態では、検出対象物質としての糖タンパク質、特にそのタンパク質部分を特
異的に認識して結合し、レクチンによる糖鎖認識を妨げない抗体を捕捉物質として用いる
。
【００６２】
　検出対象物質に対する抗体は、検出対象物質を抗原としたときに一般的な手法により作
製できる抗体であればよく、特に限定されるものではないが、測定の安定性（再現性）か
らポリクローナル抗体よりもモノクローナル抗体が好ましい。また、糖鎖中の特定の糖残
基に標識化レクチンが結合することを妨げないよう、糖タンパク質の糖鎖ではなくタンパ
ク質の部分をエピトープとする抗体が好ましい。
【００６３】
　たとえば、がん抗原／腫瘍マーカーを検出対象物質とする場合は、様々ながん抗原／腫
瘍マーカーに対するモノクローナル抗体が開発され、市販品として入手可能である。一例
として、前立腺癌等のマーカーとして知られているＰＳＡに対するモノクローナル抗体（
抗ＰＳＡモノクローナル抗体）としては、ＰＳ２、ＰＳ３、ＰＳ４、ＰＳ５、ＰＳ６、Ｐ
Ｓ１５、２Ｈ９、３Ｂ４、５Ａ６、５Ｇ６、８Ｇ４、９Ａ８、９Ｇ２、ＰＳ１、８Ａ６、
２Ｈ９、１Ｈ１２、Ｎｏ．７９などが挙げられる。
【００６４】
　なお、本明細書における「抗体」は、広義には、完全抗体のみならず抗体断片および誘
導体を包含する意味で用いられる。「抗体」として記載されている事項については、完全
抗体を用いて実施する場合と同様、Ｆａｂ、Ｆａｂ'2、ＣＤＲ、ヒト化抗体、多機能抗体
、単鎖抗体（ＳｃＦｖ）等の抗体断片または誘導体を用いて実施することが可能である。
　　　
【００６５】
　抗体やその他の捕捉物質を固相化するために、必要に応じてそれらを担持する「支持体
」を用いてもよい。支持体は、測定系に応じたものを用いればよく、特に限定されるもの
ではないが、例えば、アガロース、セルロース、デキストランなどの不溶性の多糖類、シ
リコン樹脂、ポリスチレン樹脂、ポリアクリルアミド樹脂、ナイロン樹脂、ポリカーボネ
イト樹脂などの合成樹脂や、ガラスなどの不溶性の支持体を挙げることができる。
【００６６】
　また、支持体は、ビーズ（主として球状）、プレート（主として平面状）など、測定系
に応じた所望の形状とすることができる。ビーズとしては磁気ビーズ、樹脂ビーズ等が充
填されたカラムなどが使用できる。プレートの場合、マルチウェルプレート（96穴マルチ
ウェルプレート等）、バイオセンサーチップなどが使用できる。
【００６７】
　捕捉物質を固相化するためには、化学結合や物理的な吸着などの、公知の固定様式を用
いることができる。たとえば、ＳＰＦＳで用いられるセンサーチップの表面に抗体を固相
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化するためには、センサーチップが備える金属薄膜等の表面に、抗体が有する官能基（ア
ミノ基、カルボキシル基等）との反応性を有する修飾基を、シランカップリング剤、リン
カー、または支持体等を用いて導入し、必要に応じて所定の反応試薬の存在下で、その修
飾基と抗体の官能基とを反応させることにより、共有結合で抗体を支持体に固定すること
ができる。特に、金属薄膜の表面にまず支持体として親水性高分子、たとえばカルボキシ
メチルデキストラン（ＣＭＤ）などの多糖類からなる層を形成し、その親水性高分子が有
する反応性基、たとえばカルボキシメチルデキストランが有する多数のカルボキシル基を
所定の試薬を用いて活性エステル化させたものに、抗体を結合させるようにすると、セン
サーチップの表面に高密度で抗体を固相化することができ、反応効率が上がるなどの点で
好ましい。
【００６８】
　＜サンドイッチ型アッセイに含まれる工程＞
　サンドイッチ型アッセイでは、測定部材の表面に測定領域を設け、そこに捕捉物質－検
出対象物質－標識化レクチンの複合体（サンドイッチ型複合体）を形成させたときに、測
定領域の内部に存在する標識化レクチンから発せられるシグナルの強度を測定し、その測
定値によって検体中の検出対象物質の含有量（濃度）を定量する。そのようなサンドイッ
チ型アッセイは、一般的に、シグナルを測定する前にサンドイッチ型複合体を形成させる
ための各種の処理を行う「測定前工程」と、サンドイッチ型複合体を形成した後、シグナ
ルを測定するための各種の処理を行う「測定工程」とに大別される。
【００６９】
　［測定前工程］
　夾雑物が検出対象物質と同じ糖鎖を有する「糖タンパク質」である場合、測定前工程は
、ジスルフィド結合を開裂する作用を呈する物質（ＳＳ結合開裂剤）を夾雑物に作用させ
る処理を含むことが好ましい。この場合、測定前工程は一般的に、下記（Ａ）～（Ｃ）の
３つの処理を含むことになる：
　（Ａ）標識化レクチンを検出対象物質に接触させる処理（標識処理）；
　（Ｂ）ＳＳ結合開裂剤を夾雑物に接触させる処理（開裂処理）；および、
　（Ｃ）捕捉物質に検出対象物質（および夾雑物）を接触させる処理（捕捉処理）。
【００７０】
　標識処理（Ａ）、開裂処理（Ｂ）および捕捉処理（Ｃ）は、測定前工程の実施形態によ
って様々な順序で行うことができる。いずれの実施形態においても、捕捉物質－検出対象
物質－標識化レクチンの複合体を形成された段階で、測定領域に非特異的に吸着した夾雑
物が存在するとしても、その夾雑物からは検出対象物質と同じ糖鎖を有するドメインが切
除されていることになる。標識処理、開裂処理および捕捉処理の順序の具体例を示せば次
の通りである。なお「＋」の記号は、その左側および右側の処理を同時に行うことを表し
、「→」の記号はその左側の処理を行った後に右側の処理を行うことを意味する。例えば
、「（標識処理＋開裂処理）→捕捉処理」は、標識処理と開裂処理を同時に行った後に、
捕捉処理を行うことを表す。
【００７１】
　（測定前工程における処理の順序）
　（１）（標識処理＋開裂処理）→捕捉処理
　（２）標識処理→開裂処理→捕捉処理
　（３）開裂処理→標識処理→捕捉処理
　（４）開裂処理→捕捉処理→標識処理
　（５）標識処理→捕捉処理→開裂処理
　（６）捕捉処理→（標識処理＋開裂処理）
　（７）捕捉処理→標識処理→開裂処理
　（８）捕捉処理→開裂処理→標識処理
　測定前工程における開裂処理の順序は、（１）～（４）の順序に対応する、捕捉処理を
行う前に開裂処理を行うグループ（Ｉ）と、（５）～（８）の順序に対応する、捕捉処理



(15) JP WO2015/194350 A1 2015.12.23

10

20

30

40

50

を行った後に開裂処理を行うグループ（ＩＩ）の２つに大きく分けることができる。
【００７２】
　グループ（Ｉ）の場合、夾雑物（糖タンパク質）を捕捉物質に接触させる前に、ＳＳ結
合開裂剤を夾雑物と接触させるようにする。たとえば、捕捉物質が固相化されている測定
領域に、検出対象物質とともに夾雑物を含有する検体またはその他の試料を接触させる前
に、その検体等にＳＳ結合開裂剤（溶液の形態であってもよい。）を添加して混合するよ
うにする。このような開裂処理を経ることにより、捕捉処理において、夾雑物中の所定の
糖鎖を有するドメインが測定領域に非特異的に吸着する可能性を低くすることができる。
【００７３】
　（１）の順序を実施する場合、検体等にＳＳ結合開裂剤と標識化レクチンを同時に添加
し、その検体等を捕捉物質と接触させればよい。一方、（２）の順序を実施する場合、検
体等に標識化レクチンを添加した後、ＳＳ結合開裂剤をさらに添加し、（３）の順序を実
施する場合、検体等にＳＳ結合開裂剤を添加した後、標識化レクチンをさらに添加し、い
ずれの場合もその後で検体等を捕捉物質と接触させればよい。また、（４）の場合、検体
等にＳＳ結合開裂剤を添加した後、その検体等を捕捉物質に接触させ、それから標識化レ
クチンの溶液をさらに捕捉物質に接触させればよい。
【００７４】
　グループ（ＩＩ）の場合、夾雑物（糖タンパク質）を捕捉物質に接触させた後に、ＳＳ
結合開裂剤を夾雑物と接触させるようにする。この場合、所定の糖鎖を有するドメインが
切断されていない状態の夾雑物が測定領域に非特異的に吸着する可能性があり、その非特
異的に吸着した夾雑物に開裂処理を施すことによって、所定の糖鎖を有するドメインを支
持体から解離させるようにする。
【００７５】
　（５）の順序を実施する場合、検体等に標識化レクチンを添加した後、その検体等を捕
捉物質に接触させ、それからＳＳ結合開裂剤の溶液をさらに捕捉物質に接触させればよい
。一方、（６）の順序を実施する場合、検体等を捕捉物質に接触させてから、そこにＳＳ
結合開裂剤および標識化抗体の両方が溶解した溶液を接触させるようにすればよい。（７
）の順序を実施する場合、検体等を捕捉物質に接触させてから、そこに標識化抗体の溶液
を接触させ、その後さらにＳＳ結合開裂剤の溶液を接触させればよい。また、（８）の順
序を実施する場合、検体等を捕捉物質に接触させてから、そこにＳＳ結合開裂剤の溶液を
接触させ、その後さらに標識化抗体の溶液を接触させればよい。
【００７６】
　しかしながら、開裂処理が捕捉処理のあとに行われるグループ（ＩＩ）の場合、すなわ
ち（４）～（８）の順序では、支持体上の固相化抗体に対してもＳＳ結合開裂剤が作用し
、検出対象物質を捕捉する能力に影響が及ぶおそれがある。したがって、本発明では、少
なくとも開裂処理を捕捉処理の前に行うグループ（Ｉ）の場合、すなわち（１）～（４）
の順序のように、夾雑物（糖タンパク質）を捕捉物質に接触させる前に、ＳＳ結合開裂剤
（還元剤等）を夾雑物と接触させることが好ましい。
【００７７】
　上述したような標識処理および開裂処理のために用いられる標識化レクチンおよびＳＳ
結合開裂剤の種類、濃度、処理時間などの諸条件は、検出対象物質と標識化レクチンとの
反応性およびＳＳ結合開裂剤と夾雑物としての糖タンパク質との反応性を考慮して、また
サンドイッチ型アッセイのために利用する測定系の実施形態に応じて、所期の作用効果が
奏されるようなものであればよく、当業者であれば過度の試行錯誤を要することなく適宜
設定することができる。
【００７８】
　ＳＳ結合開裂剤については、たとえば還元剤を、前記の順序（１）～（４）において検
体等に添加して用いる場合、一般的に、血清等の検体に終濃度として１ｍＭ～１Ｍの割合
で添加し、１分～６０分間反応させるようにすればよい。ＳＳ結合開裂剤の添加量が多け
れば、夾雑物のＳＳ結合の切断が速やかに進行し、分子量の小さな断片になりやすくなる
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。
【００７９】
　［測定工程］
　測定工程は、標識化レクチンから発せられるシグナルの強度を測定する工程であり、そ
の実施形態はサンドイッチ型アッセイを用いた測定系に準じたものとなる。
【００８０】
　たとえば、ＳＰＦＳに基づく測定系においては一般的に、標識化レクチンとして蛍光色
素と連結されたレクチンが用いられるので、測定工程ではその蛍光色素に対応した励起光
を照射し、発生する蛍光の強度を検出器によって測定するようにする。
【００８１】
　また、ＥＬＩＳＡに基づく測定系においては、標識化レクチンとして酵素と連結された
レクチンが用いられるので、測定工程ではその酵素に対応した基質を添加し、発生する蛍
光の強度を検出器によって測定するようにする。
【００８２】
　（ＳＰＦＳに準じた実施形態）
　本発明のサンドイッチ型アッセイは、ＳＰＦＳ（Surface Plasmon-field enhanced flu
orescence spectroscopy：表面プラズモン共鳴励起増強蛍光分光法）測定系に準じて実施
されることが好適である。以下に述べるように、ＳＰＦＳは標識化レクチンから発せられ
る蛍光の強度を高感度で測定することができるが、その分、蛍光強度の測定値（シグナル
：Ｓ）には、検出対象物質に結合した標識化レクチンに由来する測定されるべきシグナル
だけでなく、夾雑物に結合した標識化レクチンなどに由来する、測定されるべきでないバ
ックグラウンド（Ｂ）も含まれやすくなる。前述したような測定前工程で行われる開裂処
理は、そのようなノイズを著しく低減することにより、検出対象物質の定量値の指標とな
るＳ／Ｂ比を向上させ、検出対象物質をより正確に定量することができるようになる。
【００８３】
　ＳＰＦＳは、誘電体部材上に形成された金属薄膜に全反射減衰（ＡＴＲ）が生じる角度
で励起光を照射したときに、金属薄膜を透過したエバネッセント波が表面プラズモンとの
共鳴により数十倍～数百倍に増強されることを利用して、金属薄膜近傍に捕捉された測定
対象物質を標識した蛍光物質を効率的に励起させる方法である。その蛍光物質から発せら
れる蛍光の強度を測定し、その測定値によって検出対象物質を定量することができる。必
要に応じて、濃度が既知の標準試料を用いて測定したときの蛍光の強度の測定値と対比す
ることにより、検体中の検出対象物質の濃度に換算することができる。このようなＳＰＦ
Ｓは、一般的な蛍光標識法などに比べて極めて感度が高いため、検体中の検出対象物質の
濃度が極めて低い場合であっても、その濃度を測定することが可能である。
【００８４】
　まず、図１を参照しながら、ＳＰＦＳに基づいて測定工程を実施した場合、測定領域の
状態がどのようなものになるかを説明する。図１Ａおよび図１Ｂともに、誘電体部材１２
上に金属薄膜１４が形成されており、そこに、捕捉物質５０を担持したカルボキシメチル
デキストラン等の親水性高分子からなる支持体５４が反応層として設けられ、測定領域３
８が構築されている。
【００８５】
　図１Ａは、開裂処理を行っていない場合（従来の実施形態）の状態を示している。支持
体５４に担持されている捕捉物質５０に検出対象物質６０が結合し、その検出対象物質６
０が有する糖鎖６２ａに、蛍光物質５２ａを有する標識化レクチン５２が結合して、複合
体を形成する。一方で、支持体５４や捕捉物質５０には、検出対象物質６０が有する糖鎖
６２ａと同じ糖残基を含む糖鎖５２ａを有する夾雑物６２が、非特異的に吸着し、その糖
鎖６２ａにも標識化レクチン５２が結合する。したがって、反応領域３８から発せられる
蛍光には、検出対象物質６０の存在を示す蛍光（シグナル）とともに、非特異的に吸着し
た夾雑物に由来する蛍光（バックグラウンド）が含まれることになる。
【００８６】
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　これに対して、図１Ｂは、開裂処理を行っている場合（本発明の実施形態）の状態を示
している。支持体５４に担持されている捕捉物質５０に検出対象物質６０が結合し、その
検出対象物質６０が有する糖鎖６２ａに、蛍光物質５２ａを有する標識化レクチン５２が
結合して、複合体を形成する点は、図１Ａと同様である。しかしながら、夾雑物６２は開
裂処理によってドメイン６２ｂごとに断片化されており、糖鎖６２ａを有するドメイン６
２ｂによる支持体５４や捕捉物質５０への非特異的な吸着が抑制されている。したがって
、反応領域３８から発せられる蛍光は、主に検出対象物質６０の存在を示す蛍光（シグナ
ル）であり、非特異的に吸着した夾雑物に由来する蛍光（バックグラウンド）をほとんど
排除することができる。
【００８７】
　ＳＰＦＳを実施するための基本的な構成、すなわち、測定部材（センサーチップ等）、
測定装置およびシステム、測定手順等の実施形態は公知であり（たとえば、特開２０１３
－２５３８６６号公報：特許文献７、国際公開ＷＯ２０１４／０８７８０２号公報：特許
文献８を参照）、これらを応用して本発明を適切に実施することができる。以下、ＳＰＦ
Ｓ用測定装置および測定部材（ならびにこれらを統合するシステム）の概要を、図２およ
び図３を参照しながら説明する。
【００８８】
　ＳＰＦＳ用の測定部材は、一般的にセンサーチップ１６と呼ばれる部材であり、サンド
イッチ型免疫複合体を形成してＳＰＦＳによる蛍光測定を行うための場である測定領域が
形成されている基板状部材１６ａと、サンドイッチ型複合体の形成などに用いられる各種
の溶液（検出対象物質を含む検体またはその他の試料、標識化レクチン溶液、その他の必
要な試薬等）を測定領域上に導入し保持することのできる、流路３６を構築するための流
路部材１６ｂとを積層化した構成をとる。センサーチップ１６は、ＳＰＦＳ用測定装置１
０が備える測定部材装填部１８に着脱可能になっており、測定開始時にそこに装填して使
用される。
【００８９】
　図２Ａに示す実施形態における基板状部材１６ａは、金属薄膜１４の裏面に励起光を導
入するための、鉛直断面形状が略台形であるプリズム形状の誘電体部材１２と、誘電体部
材１２の水平な上面１２ａに形成された、表面プラズモン共鳴を発生させるための金属薄
膜１４と、金属薄膜１４の上面１４ａに形成された、検出対象物質を金属薄膜１４の表面
に捕捉するために固相化された捕捉物質を含む反応層とを備える。さらに必要に応じて、
金属薄膜１４と反応層の間に形成された、蛍光体が金属薄膜に近接しすぎることにより起
こる蛍光の金属消光を防止するためのスペーサ層を備えていてもよい。
【００９０】
　図２Ｂに示す実施形態における基板状部材１６ａは、図２Ａに示す実施形態と異なり、
プリズム形状の誘電体部材１２と、その誘電体部材１２と同様の材質の透明平面基板１３
とが分かれた構成をとっている。金属薄膜１４は、誘電体部材１２ではなく、透明平面基
板１３の表面に形成されており、反応層および必要に応じて設けられるスペーサ層もその
金属薄膜１４の上に形成される。この場合、誘電体部材１２は測定装置１０（測定部材装
填部１８）に固定的に据え付けられており、測定装置１０の一部を構成することになる。
一方、透明平面基板１３等を含む基板状部材１６ａは、流路部材１６ｂと組み合わされて
センサーチップ１６を構成した後、測定装置１０（測定部材装填部１８）に装着して用い
られる。それにより、透明平面基板１３のもう一方の面（裏面）は、誘電体部材１２の上
面１２ａと密着するように積載され、図２Ａに示す実施形態と同様に測定を行うことがで
きる。
【００９１】
　金属薄膜上の反応層が形成されている部位が測定領域３８に相当する。流路３６（また
はウェル）の底面全域に反応層を形成して測定領域３８としてもよいし、底面の一部のみ
に、必要であれば所望のパターニングで、反応層を形成して測定領域３８としてもよい。
測定領域３８の面積は、一般的にレーザー光として照射される入射光２２（励起光）の照
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射面積を考慮しながら調整することができる。たとえば、入射光２２のスポット径が１ｍ
ｍφ程度であれば、測定領域３８は通常、少なくとも数ｍｍ四方の面積を有するものとな
るよう設計される。
【００９２】
　ＳＰＦＳのシステムを、図２および図３に示すように流路３６を通じて各種の溶液を送
液する「流路型」とする場合、流路を形成するための流路部材１６ｂは、たとえば、流路
の壁面を形成する穴のあいたフィルム状の「フローセル」およびフローセルの穴に対応す
る位置に送液導入口および送液排出口のあいた「天板」を用いて構築することができ、こ
れらを基板状部材１６ａに密着させて固定することにより流路３６を形成することができ
る。上記フローセルの穴に対応する位置のセンサーチップ表面が流路３６の底面をなし、
そこに測定領域３８が形成される。あるいは、流路の高さに相当する深さの溝が彫られ、
その両端に送液導入口および送液排出口に対応する貫通孔が設けられた部材を流路部材１
６ｂとして用い、溝が内側になるように積載し、これらを密着させて固定するようにして
、流路３６を構築することもできる。
【００９３】
　流路型の場合、たとえばポンプやチューブを含む送液手段を用いて、各種の液体を送液
導入口から流路内に送液して送液排出口から排出することができ、必要に応じて往復型、
循環型の送液を行うこともできる。送液速度や送液（循環）時間などの条件は、試料の量
や試料中の検出対象物質の濃度、流路ないしウェルのサイズや反応層の態様（捕捉物質の
密度等）、ポンプの性能等を考慮しながら、適宜調整することができる。
【００９４】
　一方、ＳＰＦＳのシステムを、上記流路よりも広い空間に各種の溶液を貯留させる「ウ
ェル型」とすることもできる。その場合、上述した流路部材１６ｂの代わりに、基板状部
材１６ａの上に、ウェルを形成するための貫通孔を有する「ウェル部材」を積載して固定
するようにすればよい。ウェル型の場合、たとえばピペット状の部材を用いて、各種の液
体をウェルに添加し、除去することができる。
【００９５】
　上記フローセルは、たとえばシート状のポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）製とする
ことができる。上記天板は、測定領域３８から発せられる蛍光を測定できるよう透明性を
有する材料で作製され、たとえばプレート状のポリメタクリル酸メチル（ＰＭＭＡ）製と
することができる。あるいは、フローセルおよび天板を、成形加工やフォトリソグラフィ
により所望の形状にしたプラスチック製とすることも可能である。
【００９６】
　基板状部材１６ａにフローセルまたはウェル部材を密着させて固定する手段は特に限定
されるものではなく、一般的には物理的に上下から圧力をかけるようにすればよく、必要
であれば、透明支持体と同じ光屈折率を有する接着剤、マッチングオイル、透明粘着シー
トなどを用いてもよい。
【００９７】
　ＳＰＦＳ用測定装置１０は、基本的に、ＳＰＦＳ用測定部材が着脱可能な測定部材装填
部１８、使用する蛍光体に応じた適切な波長の励起光（好適にはレーザー光）を照射する
ための光源２０、金属薄膜で反射した光を受光しその強度を測定する受光手段２６（受光
器および可動手段）、蛍光体から発せられる蛍光を集光するためのレンズおよびその蛍光
の強度を測定するための光検出手段３２（検出器等）、励起光および蛍光から所定の波長
を有する光のみを透過させそれ以外の光をカットするための各種のフィルタ（図示せず）
、ＳＰＦＳ用測定部材の流路またはウェルに各種の溶液を供給するための送液手段（図示
せず）などを備える。
【００９８】
　誘電体部材１２の下方の一方の側面１２ｂの側には、図に示すように、光源２０が配置
されている。光源２０は標識化レクチンが有する蛍光色素に対応した励起光を照射するこ
とができるものであればよいが、たとえばレーザーダイオード（ＬＤ）を光源２０として
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用いることができる。光源２０には、金属薄膜１４に対する入射光２２の入射角α１を適
宜変更可能とする入射角調整手段（図示せず）が備えられている。入射光２２は、誘電体
部材１２の下方の一方の側面１２ｂの側から入射して、誘電体部材１２を介して、表面プ
ラズモン共鳴が最大となる好適な入射角で金属薄膜１４に向かって照射することができる
ようになっている。また、光源２０と誘電体部材１２（側面１２ｂ）との間には、光源２
０から照射される入射光２２（レーザー光）を、金属薄膜１４上で表面プラズモンを効率
よく発生させるＰ偏光とするための偏光フィルタを設けてもよい。
【００９９】
　誘電体部材１２の下方の他方の側面１２ｃの側には、入射光２２が金属薄膜１４によっ
て反射された反射光２４を受光する受光手段２６が備えられている。金属薄膜１４の上面
１４ａ側にエバネッセント波が発生し、表面プラズモン共鳴が起きて増強されると、その
程度に応じて反射光２４は入射光２２よりも減衰するので、受光手段２６が測定する光量
によって入射角α１が適切なものかどうかを判定することができる。受光手段２６にも可
動手段（図示せず）が備えられており、光源２０の入射角調整手段と同調して、入射角α
１および反射角が変わった場合にも確実に、反射光２４を受光することができるようにな
っている。
【０１００】
　光検出手段３２は、センサーチップ１６の測定領域３８から発せられる蛍光を測定でき
るよう、測定領域３８の上方に光検出器を位置させるようにする。光検出器としては、例
えば光電子倍増管（ＰＭＴ）を用いることができる。また、光検出手段３２には通常、集
光レンズや、特定の波長の蛍光のみを集光しその他の蛍光を排除するためのフィルタも備
えられている。
【０１０１】
　受光手段２６および光検出手段３２は、それぞれ、制御演算手段４０に接続されており
、受光手段２６によって受光した反射光２４の光量と、光検出手段３２によって受光した
蛍光３０の光量とが、制御演算手段４０に送信され、演算処理されるように構成されてい
る。たとえば所定の工程で測定される蛍光３０の光量のデータに基づいて、Ｓ／Ｂ比を自
動的に算出できるようにすることも可能である。また、制御演算手段４０は、所定のプロ
グラムに従って、ＳＰＦＳ用測定装置１０の構成部材を適切に作動させる機能を持たせる
こともできる。
【０１０２】
　なお、センサーチップ１６、光源２０および光検出手段３２によって構成されるユニッ
トを、ＳＰＦＳに基づく蛍光測定を行うためのＳＰＦＳ測定部３４と称することもある。
また、センサーチップ１６、光源２０および受光手段２６によって構成されるユニットを
、ＳＰＲ測定部２８と称することもある。
【０１０３】
　＜サンドイッチ型アッセイの用途＞
　本発明のサンドイッチ型アッセイは、検出対象物質の定量が必要とされる様々な用途に
対して利用することができるものであり、その利用の目的は特に限定されるものではない
。
【０１０４】
　本発明のサンドイッチ型アッセイの好適な用途の一例として、各種の疾患のマーカーと
なる糖タンパク質を検出対象物質として、その定量をサンドイッチ型アッセイにより実施
した場合に、その測定結果を前記疾患の診断のために使用することが挙げられる。前述し
たように、ＳＰＦＳ等に準じて実施された本発明のサンドイッチ型アッセイにより、ノイ
ズが著しく低減され、検出対象物質の量をより正確に表したシグナルないしＳ／Ｂ比を取
得することができる。そのようなデータを用いることにより、検体を提供した被験者がそ
の疾患の患者であるかどうかをより正確に診断することができるようになる。たとえば、
ＬａｃｄｉＮＡｃ残基を含む糖鎖を有するＰＳＡ（特定ＰＳＡ）の血中濃度によって前立
腺癌に罹患しているか、罹患していない（前立腺肥大症に罹患している、あるいは健常で
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ある）かを診断する方法において、その特定ＰＳＡの血中濃度をＳＰＦＳに準じて実施さ
れた本発明のサンドイッチ型アッセイによって測定することにより、夾雑物に由来するノ
イズに起因して測定値が異常高値となることを抑制することができるため、前立腺癌に罹
患していないのに罹患していると誤って診断する危険性を低減する、すなわち前立腺癌に
対する特異度を向上させることができる。
【０１０５】
　－キット－
　本発明のキットは、標識化レクチンおよび測定領域に固相化された捕捉物質を用いて、
検出対象物質としての糖タンパク質を定量するためのサンドイッチ型アッセイを実施する
ことのできるキットであって、少なくとも、夾雑物としての糖タンパク質を処理するため
のジスルフィド結合を開裂する作用を呈する物質（ＳＳ結合開裂剤）を含む。このような
本発明のキットは、前述したような開裂処理を含む本発明のサンドイッチ型アッセイを効
率的に実施するために好適なものとなっている。
【０１０６】
　本発明のキットは、還元剤等のＳＳ結合開裂剤以外にも、本発明のサンドイッチ型アッ
セイを実施するために用いられる試薬類や器具類を含んでいてもよい。たとえば、ＳＰＦ
Ｓに準じたサンドイッチ型アッセイを実施するためのキットとして構成する場合、固相化
された捕捉物質（抗体等）を含む反応層等を備えた基板状部材（誘電体部材または透明平
面基板）、流路部材（フローセルおよび天板）またはウェル部材、検体希釈液、標識化レ
クチン、洗浄液、蛍光測定液、あるいはこれらの溶液を予め収容して密封された、ＳＰＦ
Ｓ装置に装填して使用することのできる試薬収容器などから選ばれる少なくとも一種、好
ましくは全部を含んでいてもよい。反応層等を備えた基板状部材の代わりに、それを作製
するための、無修飾の基板状部材、捕捉物質（抗体等）、必要に応じて金属薄膜の表面に
捕捉物質を固定するためのシランカップリング剤、ＳＡＭ、カルボキシメチルデキストラ
ン等の親水性高分子および反応試薬、ならびに調製器具がキットに含まれていてもよい。
標識化レクチンの代わりに、それを調製するためのレクチン、蛍光色素等の標識体、それ
らを連結するための反応試薬および溶媒ならびに調製器具がキットに含まれていてもよい
。洗浄液の代わりに、それを調製するための洗浄剤および溶媒ならびに調製器具がキット
に含まれていてもよい。さらに、本発明のキットは、本発明のサンドイッチ型アッセイを
実施するための手順を示した使用説明書を含んでいてもよい。
【０１０７】
　なお、好適な実施形態において、本発明のキットは、前述したようにＬａｃｄｉＮＡｃ
残基を主要な結合対象とする、ノダフジレクチン（ＷＦＡ）、ダイズレクチン（ＳＢＡ）
、キカラスウリレクチン－ＩＩ（ＴＪＡ－ＩＩ）またはカラスノエンドウレクチン（ＶＶ
Ｌ）を用いた標識化レクチンを含んでいる。
【０１０８】
　また、ＳＳ結合開裂剤は、その溶液を調製しておき、検体希釈液として用いるようにす
ると、たとえば前述した処理順序（１）～（４）に従った実施形態において、検体に含ま
れる夾雑物の処理を効率的に行えるようになるので好ましい。したがって、本発明のキッ
トは、ＳＳ結合開裂剤とともにそれを溶解して用いることのできる検体希釈液、あるいは
あらかじめＳＳ結合開裂剤が溶解した検体希釈液を含むことが好ましい。
【実施例】
【０１０９】
　（作製例１：ＳＰＦＳ用測定装置）
　図２Ｂおよび図３Ｂに示す構成を有するＳＰＦＳ用測定装置を作製した（以下の記載中
の符号は図２Ｂおよび図３Ｂと同じである）。また、誘電体部材１２としてシグマ光機（
株）製の６０度プリズムを用い、この誘電体部材１２の上面に、次に述べる作製例２によ
り得られた、透明平面基板１３を用いて作製され、測定領域３８に抗ＰＳＡ抗体が固相化
された、流路３６を備えたセンサーチップ１６を固定した。光源２０としては波長６３５
ｎｍの光を照射することができるレーザーダイオード（ＬＤ）を用いた。光源２０と誘電
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体部材１２との間には、光学フィルタとして減光フィルタ（中性濃度フィルタ）を設けて
フォトン量を調整できるようにした。センサーチップ１６の測定領域３８の上部に、集光
レンズとして対物レンズを備え付け、さらに光検出器として光電子増倍管（ＰＭＴ）を備
え付け、光検出手段３２とした。
【０１１０】
　（作製例２：ＳＰＦＳ用測定部材）
　屈折率１．７２、厚さ１ｍｍのガラス製の透明平面基板「Ｓ－ＬＡＬ　１０」（（株）
オハラ）をプラズマ洗浄し、この基板の片面にクロム薄膜をスパッタリング法によって形
成した。その後、その表面にさらに金薄膜をスパッタリング法によって形成した。クロム
薄膜の厚さは１～３ｎｍ、金薄膜の厚さは４４～５２ｎｍであった。
【０１１１】
　このようにして形成された金薄膜を備える基板を、１０－カルボキシ－１－デカンチオ
ールを１ｍＭ含むエタノール溶液に２４時間以上浸漬し、当該分子からなるＳＡＭ膜（Ｓ
ｅｌｆ－Ａｓｓｅｍｂｌｅｄ　Ｍｏｎｏｌａｙｅｒ：自己組織化単分子膜）を金薄膜の表
面に形成した。基板をこの溶液から取り出し、エタノールおよびイソプロパノールで洗浄
した後、エアガンを用いて乾燥させた。
【０１１２】
　この基板にＮ－ヒドロキシコハク酸イミド（ＮＨＳ）０．５ｍＭと、水溶性カルボジイ
ミド（ＷＳＣ）０．５ｍＭとカルボキシメチルデキストラン「ＣＭＤ-５００－０６Ｉ４
」（名糖産業株式会社：平均分子量５０万，置換度０．５１）１ｍｇ/ｍＬとを含む２５
ｍＭのＭＥＳ緩衝生理食塩水および１０ｍＭのＮａＣｌ溶液（ｐＨ６．０）を０．８ｍＬ
滴下し、２０分間反応させて、ＳＡＭ上にカルボキシメチルデキストランからなる膜（Ｃ
ＭＤ膜）を形成した。
【０１１３】
　その後、高さ０．５ｍｍの流路となる溝を有し、その溝の両端に貫通孔を有するポリジ
メチルシロキサン（ＰＤＭＳ）製シートを、ＣＭＤ膜の表面が流路の内側となるように溝
をＣＭＤ膜に対向させて基板上に配置し、流路の外側のＰＤＭＳ製シート上部から圧着し
て、ビスでＰＤＭＳ製シート（流路３６）とプラズモン励起センサーとを固定した。　  
　　　
【０１１４】
 
　上記のようにしてプラズモン励起センサーの上に構築した流路にペリスタポンプを接続
し、超純水を１０分間、その後リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）を２０分間、室温（２５
℃）で、流量５００μＬ／分で循環送液させて、プラズモン励起センサーの表面を平衡化
した。
【０１１５】
　続いて、Ｎ－ヒドロキシコハク酸イミド（ＮＨＳ）５０ｍＭおよび水溶性カルボジイミ
ド（ＷＳＣ）１００ｍＭを含むＰＢＳ溶液５ｍＬを流路に導入し、２０分間、流量５００
μＬ／分で循環送液させて、ＣＭＤのカルボキシル基を活性エステル化させた。その後、
抗ＰＳＡモノクローナル抗体（Ｎｏ．７２、２．５ｍｇ／ｍＬ、ミクリ免疫研究所）の溶
液２．５ｍＬを３０分間、流量５００μＬ／分で循環送液させて、ＣＭＤの活性エステル
基に抗体を結合させることで、ＳＡＭ膜上に抗ＰＳＡモノクローナル抗体を固相化し、測
定領域を構築した。
【０１１６】
　最後に、１ｗｔ％の牛血清アルブミン（ＢＳＡ）を含むＰＢＳ溶液を３０分間、流量５
００μＬ／分で循環送液させて、流路内の非特異的吸着防止処理（ブロッキング処理）を
行った。
【０１１７】
　（作製例３：蛍光標識化レクチン）
　蛍光標識化レクチン（Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７標識ＷＦＡ）を、蛍光物質ラベ
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リングキット「Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（商標名）６４７タンパク質ラベリングキット」
（インビトロジェン社製）を利用して作製した。ＷＦＡ（ノダフジレクチン）「Ｌ-１３
５０」（Ｖｅｃｔｏｒ社）１００μｇ相当と、０．１Ｍ重炭酸ナトリウムと、Ａｌｅｘａ
　Ｆｌｕｏｒ　６４７　ｒｅａｃｔｉｖｅ　ｄｙｅとを混合し、室温で１時間反応させた
後、ゲル濾過クロマトグラフィーおよび限外濾過を行い、標識に利用されなかったＡｌｅ
ｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７　ｒｅａｃｔｉｖｅ　ｄｙｅを取り除いて、蛍光標識化ＷＦＡ
を回収した。得られた蛍光標識化ＷＦＡ溶液の吸光度を測定して濃度を定量し、ＰＢＳで
希釈して１μｇ／ｍＬの濃度となるよう調整した。
【０１１８】
　（作製例４：シグナル取得用試料およびバックグラウンド取得用試料）
　陽性試料として、ＰＳＡフリープール血清（正常ヒトプール血清、コージンバイオ社、
ＥＬＩＳＡにてＰＳＡ濃度が０．０１ｎｇ／ｍＬ以下であることを確認）に、ＬＮＣａＰ
（ヒト前立腺癌細胞培養株）培養上清を、全ＰＳＡ濃度が２ｎｇ/ｍＬとなるように添加
した血清サンプルを調製し、シグナル（Ｓ）を取得するための試料として用いた。
【０１１９】
　また、ＰＳＡフリープール血清の中から、ＥＬＩＳＡにてＰＳＡ濃度が１ｐｇ／ｍＬ（
０．００１ｎｇ／ｍＬ）以下であり、かつ非特異的反応を示す血清試料溶液を選び、バッ
クグラウンド（Ｂ）を取得するための試料として用いた。
【０１２０】
　［実施例１］メタ重亜硫酸ナトリウムを還元剤として用いる場合
　（シグナル値の測定）
　還元剤としてメタ重亜硫酸ナトリウムを３．５ｗｔ％含有するＰＢＳ（ｐＨ７．４）溶
液を調製し、処理溶液として用いた。この処理液１００μＬを、シグナル取得用試料５０
μＬに添加し、チューブ内でよく撹拌して、室温にて５分間放置した。
【０１２１】
　上記処理後のシグナル取得試料１００μＬを、ＳＰＦＳ用測定装置に装着したＳＰＦＳ
用測定部材の流路に導入し、流量２００μＬ／分で３０分間循環送液して測定領域と反応
させた。その後、流路に「Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２０」を０．０５ｗｔ％含有するＴＢ
Ｓ（ＴＢＳ－Ｔ）溶液を導入し、３分間送液して、流路および測定領域を洗浄した。
【０１２２】
　次に、作製例３により得た、濃度１μｇ／ｍＬの蛍光標識化レクチン（Ａｌｅｘａ　Ｆ
ｌｕｏｒ　６４７標識ＷＦＡ）溶液１００μＬを流路に導入し、流量２００μＬ／分で１
０分間循環送液して測定領域と反応させた。その後、流路に「Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２
０」を０．０５ｗｔ％含有するＴＢＳ（ＴＢＳ－Ｔ）溶液を導入し、３分間送液して、流
路および測定領域を洗浄した。そして、このＴＢＳ溶液で流路を満たした状態で励起光を
照射し、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７の蛍光の発光強度を測定し、その測定値をシグ
ナル値とした。
【０１２３】
　（バックグラウンド値の測定）
　シグナル取得用試料の代わりにバックグラウンド取得用試料を用いたこと以外は上記「
シグナル値の測定」と同様の手順で、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７の蛍光の発光強度
を測定し、その測定値をバックグラウンド値とした。
【０１２４】
　（Ｓ／Ｂ比の算出）
　上記の手順で取得したバックグラウンド値に対する、上記の手順で取得したシグナル値
の比の値であるＳ／Ｂ比を算出した。
【０１２５】
　［実施例２］チオグリセロールを還元剤として用いる場合
　メタ重亜硫酸ナトリウムの代わりにチオグリセロールを添加した処理溶液を用いたこと
以外は実施例１と同様の手順でシグナル値およびバックグラウンド値を取得し、Ｓ／Ｂ比
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【０１２６】
　［実施例３］トルエンチオスルフィン酸ナトリウムを還元剤として用いる場合
　メタ重亜硫酸ナトリウムの代わりにトルエンチオスルフィン酸ナトリウムを添加した処
理溶液を用いたこと以外は実施例１と同様の手順でシグナル値およびバックグラウンド値
を取得し、Ｓ／Ｂ比を算出した。
【０１２７】
　［比較例１］還元剤を用いなかった場合
　メタ重亜硫酸ナトリウムを添加していない処理溶液を用いたこと以外は実施例１と同様
の手順でシグナル値およびバックグラウンド値を取得し、Ｓ／Ｂ比を算出した。
【０１２８】
　＜結果＞
　実施例１～３および比較例の結果を表１および図４に示す。表中のシグナル値（Ｓ）は
実測値であり、特定ＰＳＡ由来のシグナル値とバックグラウンド（Ｂ）に相当するシグナ
ル値の合計に相当する。
【０１２９】
　還元剤を用いた場合（実施例１～３）は還元剤を用いなかった場合（比較例）と比べて
、非特異的に吸着したＷＦＡ反応性の夾雑物の量を反映しているバックグラウンド値が著
しく低下しており、還元剤がそのような非特異的吸着物の低減に顕著な効果を示している
ことが分かる。一方で、還元剤を用いたことにより検出対象物質（ＬａｃｄｉＮＡｃ－Ｐ
ＳＡ）の量を反映しているシグナル値も低下しており、還元剤が検出対象物質にも多少の
影響を及ぼしていることがわかる。しかしながら、全体としてみれば前述したバックグラ
ウンド値の低下の効果の方が大きいため、Ｓ／Ｂ比は著しく向上している。したがって、
検体がＬａｃｄｉＮＡｃ－ＰＳＡを多量に含む患者由来の場合に大きなＳ／Ｂ比として検
出される一方、検体がＬａｃｄｉＮＡｃ－ＰＳＡをほとんど含まない健常者由来の場合に
小さなＳ／Ｂ比として検出される（この場合、ＳはＢに近いため、Ｓ／Ｂ比は１に近くな
る）ことになるため、患者由来の検体に対する特異度および感度を向上させ、健常者を患
者と誤診断する可能性を低くすることができる。
【０１３０】
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【表１】

【０１３１】
　［参考例１］健常者異常高値の要因となっている夾雑物の検証
　前立腺癌患者由来のサンプル３５例、前立腺肥大症患者由来のサンプル（前立腺肥大症
検体）３０例、および健常者由来のサンプル（健常者検体）２５例について、まず、還元
剤を用いない比較例１と同様にして、ＳＰＦＳのシグナル値を求めた。結果を図５（左）
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に示す。次に、そのＳＰＦＳのシグナル値が高値であった、前立腺肥大症検体および健常
者検体について、ＥＬＩＳＡ法に準じて全ＰＳＡ量を定量した。結果を図５（右）に示す
。前立腺肥大症検体および健常者検体の結果について、図５（左）の四角枠内のデータを
対比すると、健常者検体は前立腺肥大症検体に比べて、全ＰＳＡ含量が低いにもかかわら
ず、特定の糖鎖を有するＰＳＡ（ＬａｃｄｉＮＡｃ－ＰＳＡ）を測定しようとしたＳＰＦ
Ｓのシグナルが高値化していることが分かる。
【０１３２】
　その原因を特定するため、健常者検体をＷＦＡカラムで処理し、その結合画分について
電気泳動解析を行った。結果を図６に示す。各バンドが表す物質を特定するため、トリプ
シン処理後、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ（マトリックス支援レーザー脱離イオン化法）に
よる同定試験を行った。その結果、インターαトリプシンインヒビター（ＩαＩ）、α２
－マクログロブリン（α２Ｍ）、ハプトグロビン（ＨＰ）、免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）
および免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）の５つの候補物質が浮上した。
【０１３３】
　上記５つの候補物質はいずれも一般的な血清タンパク質であり、標品試薬が市販されて
いる。その標品試薬をシアリダーゼで処理した後、ＰＢＳバッファーに添加し、ＳＰＦＳ
シグナルを測定した。結果を図７に示す。今回用いた健常者検体については、ＩｇＭにつ
いて、ノイズとなり得る顕著なＳＰＦＳシグナルが確認された。また、ＩαＩ、α２Ｍ、
ＨＰおよびＩｇＧについても、ＩｇＭよりは弱いながらもノイズとなり得るＳＰＦＳシグ
ナルが確認された。
【０１３４】
　ＩｇＭについてさらに検証するため、各健常者検体をＩｇＭ精製カラムで処理し、カラ
ム前、素通り画分（ＩｇＭが除去されている画分）および結合画分（ＩｇＭを溶出させた
画分）のそれぞれについて、ＳＰＦＳシグナルを測定した。結果を図８に示す。全ての健
常者検体について、素通り画分で大幅に測定シグナルが低下している一方、結合画分で測
定シグナルが高くなっている。したがって、ＩｇＭの非特異的吸着が冒頭で述べた健常者
検体のシグナルの高値化の要因となっており、これを除去することでバックグラウンドを
著しく低下させることができる可能性が極めて高いことが示されている。
【符号の説明】
【０１３５】
１０　　　ＳＰＦＳ用測定装置
１２　　　誘電体部材
　１２ａ　上面
　１２ｂ　側面
　１２ｃ　側面
１３　　　透明平面基板
１４　　　金属薄膜
　１４ａ　上面
１６　　　センサーチップ
　１６ａ　基板状部材
　１６ｂ　流路部材
１８　　　測定部材装填部
２０　　　光源
２２　　　入射光
２４　　　反射光
２６　　　受光手段
２８　　　ＳＰＲ測定部
３０　　　蛍光
３２　　　光検出手段
３４　　　ＳＰＦＳ測定部
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３６　　　流路
３８　　　測定領域
４０　　　定量演算手段
５０　　　捕捉物質
５２　　　標識化レクチン
　５２ａ　蛍光物質
５４　　　支持体
６０　　　検出対象物質
　６０ａ　糖鎖
６２　　　夾雑物
　６２ａ　糖鎖
　６２ｂ　ドメイン（断片化された夾雑物）

【図１】 【図２】
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