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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の測定対象分子を定量する方法であって、測定対象分子に対する抗体とコリンエ
ステラーゼとが結合した酵素標識抗体を試料と混合して抗原抗体反応を生じさせた後、測
定対象分子と結合した酵素標識抗体又は結合していない酵素標識抗体のコリンエステラー
ゼ活性を、コリンエステラーゼ活性によりアシルチオコリンからチオコリンを生成させ、
チオコリンを、銀塩化銀参照電極に対する電位が－０．３～－０．８Ｖに保持されるよう
に印加された金属薄膜基板表面上に吸着させ、表面プラズモン共鳴法により吸着速度を検
出することにより、測定することを含む前記方法。
【請求項２】
　コリンエステラーゼ活性によりアシルチオコリンからチオコリンを生成させる反応を行
いながら、当該反応で生成したチオコリンの前記金属薄膜基板表面上への吸着速度を表面
プラズモン共鳴法により検出することを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記金属薄膜基板が、銀薄膜基板であることを特徴とする、請求項１又は２に記載の方
法。
【請求項４】
　前記金属薄膜の厚さが２００ｎｍ以下である請求項１～３の何れか１項に記載の方法。
【請求項５】
　アシルチオコリンがアセチルチオコリンである請求項１～４の何れか１項に記載の方法
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【請求項６】
　測定対象分子が脳性ナトリウム利尿ペプチドである請求項１～５の何れか１項に記載の
方法。
【請求項７】
　コリンエステラーゼがアセチルチオコリンエステラーゼ（ＥＣ　３．１．１．７）であ
る請求項１～６の何れか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、血液や尿中に存在するペプチド等を高感度に測定する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来、生体中のペプチド類を高感度かつ選択的に測定することが盛んに行われている。
これまでは、これらペプチドに対する抗体の分子認識能力を利用した免疫測定法が行われ
てきた。しかしながら、生体試料中には脳性ナトリウム利尿ペプチド（血液中でpg/mL程
度）など極めて低濃度でのみ存在する重要なペプチド類があり、これまで汎用的に用いら
れてきた酵素イムノアッセイ法を用いてこれら極低濃度ペプチドを定量することは感度的
に困難である。サンドイッチイムノアッセイ法では、前述の酵素イムノアッセイ法にくら
べ、高感度測定が可能であることが知られている。しかしながら、測定対象分子が小さい
場合、二次抗体と結合し難く、応用範囲は限られていた。一方、ラジオイムノアッセイ法
は極めて高感度な定量が可能であるものの、放射性同位元素を用いるため安全性に問題が
あり、ベッドサイド或いは在宅での測定は困難であった。このため、例えば心疾患患者な
どの一刻を争う臨床現場においては、心疾患のマーカー分子をベッドサイドなどで迅速に
測定する新規な手法が必要とされている。
【０００３】
　一方、近年、表面プラズモン共鳴センサが注目されている。これは金属表面に全反射す
るように光を当てることにより生じるエバネッセント波と溶液表面での表面プラズモン波
の波数が一致する際に共鳴し、反射光が減衰する現象を利用したものであり、最も反射光
が減衰する角度（表面プラズモン共鳴角）は金属表面の誘電率、すなわち屈折率に大きく
依存する。このため表面プラズモン共鳴センサは、電極表面の屈折率変化を非常に高感度
に測定可能な手法として数社から装置化されている。上述したように電極近傍の屈折率変
化を高感度に読み取れることを利用し、電極表面に目的とする分子の抗体を固定化した電
極基板を用いることにより、電極上の抗体と抗原が結合する様子をラベル化することなく
、安全かつ簡便で迅速に観測することができる。しかしながら、抗体に対して抗原の分子
量が小さい場合、屈折率変化すなわち表面プラズモン共鳴角の角度変化が小さいため、極
微少量の抗原抗体反応を観測することは非常に難しい。
【０００４】
　なお特許文献１には増幅された電流信号を用いてペプチド類を検出する方法が開示され
ているが、特許文献１に開示された発明は表面プラズモン共鳴法を用いる本発明とは全く
異なる発明である。
【０００５】
【特許文献１】特開２００４－２５７９９６号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、ラジオイムノアッセイ法の迅速性、簡便性、安全面での問題点及び抗原分子
が小さい場合の表面プラズモン共鳴センサの感度の問題点に鑑み、従来行われてきた酵素
イムノアッセイ法をさらに改良し、生体内に極微量で存在する分子においても、高感度か
つ簡便、迅速に定量する手法を提供しようとするものである。
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【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は以下の発明を包含する。
（１）試料中の測定対象分子を定量する方法であって、測定対象分子に対する抗体とコリ
ンエステラーゼとが結合した酵素標識抗体を試料と混合して抗原抗体反応を生じさせた後
、測定対象分子と結合した酵素標識抗体又は結合していない酵素標識抗体のコリンエステ
ラーゼ活性を表面プラズモン共鳴法を用いて測定することを含む前記方法。
（２）コリンエステラーゼ活性の測定を、コリンエステラーゼ活性によりアシルチオコリ
ンからチオコリンを生成させ、チオコリンを金属膜表面上に吸着させ、表面プラズモン共
鳴法により吸着量又は吸着速度を検出することにより行う（１）に記載の方法。
（３）アシルチオコリンがアセチルチオコリンである（２）に記載の方法。
（４）金属膜に負電位が印加されている（２）又は（３）に記載の方法。
（５）前記負電位が銀塩化銀参照電極に対して－０．３～－０．８Ｖである（４）に記載
の方法。
（６）測定対象分子が脳性ナトリウム利尿ペプチドである（１）～（５）の何れかに記載
の方法。
（７）コリンエステラーゼがアセチルチオコリンエステラーゼ（ＥＣ ３．１．１．７）
である（１）～（６）の何れかに記載の方法。
【発明の効果】
【０００８】
　本発明に係る方法は、酵素イムノアッセイ法の１つであり、現在、極低濃度の生体分子
を測定する際に汎用されているラジオイムノアッセイ法と比較すると安全で簡便な測定法
である。これは、ラジオイムノアッセイ法ではでは放射性物質を用いるため特別な環境と
装置を必要とするためである。また酵素イムノアッセイ法はラジオイムノアッセイ法に比
べ感度の面で劣ることが多いが、本発明に係る方法では標識酵素の酵素活性を表面プラズ
モン共鳴法を用いて測定することにより、高感度の観測が可能である。これにより、生体
中に極低濃度でしか存在しない分子を、簡便かつ安全に測定することを可能にする。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００９】
　本発明において標識酵素として使用するコリンエステラーゼとしてはアセチルチオコリ
ンエステラーゼ（ＥＣ ３．１．１．７）及びアシルコリンエステラーゼ（ＥＣ ３．１．
１．１８）があげられる。これらの酵素は基質としてアセチルチオコリン等のアシルチオ
コリンを分解できる。これらの酵素による標識抗体の作製方法には特に制限がなく、酵素
イムノアッセイにおいて汎用される化学結合法やアビジン－ビオチン法等が利用できる。
【００１０】
　本発明に係る方法により定量され得る測定対象分子は、抗原性を有するものであれば特
に限定されない。具体的な測定対象分子としては、例えばペプチド、タンパク質、多糖類
、ポリヌクレオチド等が挙げられ、中でも利尿ペプチド類、特に脳性ナトリウム利尿ペプ
チド（ＢＮＰ）が好ましい。生体産生ペプチドの中でも利尿ペプチド類の生体試料中の濃
度は通常、ｐｐｔオーダーと極めて低い。利尿ペプチドの一つである脳性ナトリウム利尿
ペプチド（ＢＮＰ）は健常人の血液中においては２０ｐｇ／ｍＬ以下であるが、急性心不
全、慢性心不全、狭心症、急性心筋梗塞、腎不全、高血圧症等においてその濃度が上昇し
、特に心不全ではその病状に従って濃度が上昇することが知られている等、医療分野にお
ける重要なマーカー分子である。
　以下に、本発明に係る測定方法を順を追って説明する。
【００１１】
　（１）ある測定対象分子の濃度を測定しようとする場合、予め、測定対象分子が固定化
された基材を作成しておく。基材としては金属、炭素、ガラス、高分子等の固体材料が広
く利用される。例えば金を基材とする場合にはシステアミン等で金を処理することにより
、表面に結合性のアミノ基を導入することができる。また、ガラスや金属酸化物を基材と
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する場合には適当なシランカプラーを用いることで、表面に反応性のアミノ基、カルボキ
シル基などを導入できる。例えばアミノ基を導入した基材を水溶性カルボジイミドとＢＮ
Ｐとを含む水溶液中に浸漬することにより、ＢＮＰが基材に固定化され、ＢＮＰ固定化基
材が形成される。基材はいかなる形状のものであってもよく、例えば、棒状、板状、粉末
状等の形状であってよい。
【００１２】
　（２）一方、測定対象分子を含有する試料をコリンエステラーゼ標識抗体（標識抗体）
と混合し、適当な時間インキュベートして抗原（測定対象分子）と酵素標識抗体とを結合
させる。こうして得られた反応液中には測定対象分子と結合した酵素標識抗体と、測定対
象分子と結合していない酵素標識抗体とが含まれる。なお、当業者には自明であるが、標
識抗体は、試料中の測定対象分子に対して過剰量、通常は大過剰量使用される。試料中の
測定対象分子の量がある程度の範囲にあることが予想される場合（血液等の生体試料中の
成分の測定においては多くがこの場合である）にはその範囲を明らかに超える量の標識抗
体を使用すればよい。例えば、測定対象分子が試料中にｐｇ／ｍＬ～ｎｇ／ｍＬのオーダ
ーで含まれていると予測される場合には、標識抗体は数μｇ／ｍＬ（例えば１μｇ／ｍＬ
）となる量だけ使用すればよい。また、試料中の測定対象分子量の範囲が全く予想できな
いような場合であっても、まず種々の量の標識抗体を用い、標識抗体の量と測定結果とを
比較検討すれば「過剰量」は容易に決定できる。
【００１３】
　（３）次いで、（２）で得られた反応液を（１）で作成した測定対象分子固定化基材と
接触させ、適当な時間インキュベートする。（２）のインキュベーションにおいて測定対
象分子と結合していない酵素標識抗体は、この過程で、該基材上の測定対象分子と抗原抗
体反応により結合する。
【００１４】
　標識抗体の該基材への結合量あるいは結合速度は、上記反応液中に（２）の終了時に存
在する未反応の標識抗原の濃度と正の相関がある。言い換えれば、試料中の測定対象分子
濃度と負の相関を有する。基材に結合した標識抗体の量はコリンエステラーゼ活性に比例
するから、コリンエステラーゼ活性の測定から測定対象分子の濃度が求められることにな
る。あるいは逆に基材に結合することなく液中に残った標識抗体の量、すなわち、液中の
コリンエステラーゼ活性は試料中の測定対象分子の濃度と正の相関を有するから、溶液中
のコリンエステラーゼ活性測定結果から測定対象分子の濃度を求めることも可能である。
【００１５】
　（４）コリンエステラーゼ活性の測定は表面プラズモン共鳴法により行う。具体的には
コリンエステラーゼ活性の基質にコリンエステラーゼ標識抗体を作用させ、生じる生成物
の濃度又は濃度変化を表面プラズモン共鳴法により測定する。表面プラズモン共鳴法を用
いた測定は市販の測定装置を用いて行うことができる。この測定は典型的には以下の手順
で行う。
【００１６】
　まず、上記基材上に結合した標識抗体と結合していない標識抗体を分離する。次に、上
記基材上に結合した標識抗体或いは結合していない標識抗体を含む溶液中に、コリンエス
テラーゼ活性の基質であるアシルチオコリンを添加する。添加されたアシルチオコリンは
標識抗体のコリンエステラーゼにより分解され、反応溶液中にチオコリンが生成する。こ
の反応溶液を金属膜表面に接触させると、チオコリンが金属－硫黄結合を介して金属膜表
面に吸着される。そして、金属膜表面へのチオコリンの吸着量又は吸着速度を、表面プラ
ズモン共鳴法により検出する。チオコリンが金属膜表面上に吸着すると金属表面の屈折率
が変化し、表面プラズモン共鳴角が変化する。金属膜表面へのチオコリンの吸着量は表面
プラズモン共鳴角の大きさとして検出することができ、吸着速度は表面プラズモン共鳴角
の角度変化として検出することができる。チオコリン濃度と金属膜表面への吸着量は低濃
度領域において正の相関を示すが、ある濃度を超えると、金属膜表面への吸着量が飽和に
達するため、表面プラズモン共鳴角の大きさの測定だけでは生じたチオコリンの濃度を適
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切に評価できない場合がある。そのような場合であっても、吸着開始直後から吸着量が飽
和に近づく前までの間の吸着速度はチオコリン濃度と比例することから、この期間におい
て表面プラズモン共鳴角の角度変化を観察すれば、生じたチオコリンの濃度を適切に評価
することが可能である。このように、チオコリンの金属膜表面への吸着量又は吸着速度を
測定することにより、測定対象分子固定化基材に結合した標識抗体のコリンエステラーゼ
活性、或いは該基材に結合していない標識抗体のコリンエステラーゼ活性を測定できる。
【００１７】
　チオコリンが吸着され、さらには表面プラズモン共鳴角の測定に用いられる金属膜とし
ては、チオコリンのチオール基がその表面に金属－硫黄結合を介して化学吸着され得る金
属の薄膜、例えば銀、金、銅、アルミニウムの薄膜が好適に使用される。チオコリンの吸
着には金属膜の厚さは影響しないが、表面プラズモン共鳴法においては、エバネッセント
波の染みだしが必要なため、本発明に用いられる金属膜の厚さは好ましくは２００ｎｍ以
下である。
【００１８】
　上記金属膜は表面プラズモン共鳴測定装置により表面プラズモン共鳴角が測定できるも
のであれば如何なる形態であってもよいが、通常は、表面プラズモン共鳴角の測定に用い
られるプリズムの一面或いはガラスの一面に蒸着等の常法により形成されたものである。
金属膜は負の電位が印加されたものであってよい。チオコリンは酵素反応を行う中性溶液
中では正に荷電していることから、金属膜の電位が負電位、特に銀塩化銀参照電極に対し
て－０．３～－０．８Ｖである場合、チオコリンの金属膜への吸着が促進されるため好ま
しい。
【００１９】
　以下、本発明を実施例に基づいて説明する。ただし本発明は以下の実施例にのみ限定さ
れるものではない。
【実施例１】
【００２０】
　まず、アセチルチオコリンエステラーゼを標識酵素とする脳性ナトリウム利尿ペプチド
（ＢＮＰ）抗体（Ａｎｔｉ－ＢＮＰ－ＡｃｈＥ）を以下のように作製した。１０ｍｇ／ｍ
ＬのＳ－アセチルカプトサクシニルアンヒドリド溶液を１ｍｇ／ｍＬのアセチルチオコリ
ンエステラーゼと反応させてアセチルチオコリンエステラーゼにチオール基を導入した。
一方、０．１ｍｇ／ｍＬのスルホサクシニミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロ
ヘキサン－１－カルボキシレートと４００μｇ／ｍＬの抗ヒトＢＮＰ抗体と反応させて、
抗ヒトＢＮＰ抗体にマレイミド基を導入する。その後、チオール修飾したアセチルチオコ
リンエステラーゼとマレイミド基を導入した抗ヒトＢＮＰ抗体を反応させてＡｎｔｉ－Ｂ
ＮＰ－ＡｃｈＥを作製した。
【００２１】
　抗原抗体反応は以下のように行った。各濃度のＢＮＰ含む水溶液に終濃度が１μｇ／ｍ
ＬになるようにＡｎｔｉ－ＢＮＰ－ＡｃｈＥを加え、スターラー撹拌を行いながら３０分
間抗原抗体反応を行わせた。その後、上記反応溶液中にＢＮＰを固定化した金微粒子を５
ｍｇ加え、スターラーで撹拌することにより、抗原抗体反応していないＡｎｔｉ－ＢＮＰ
－ＡｃｈＥ（未反応抗体）を金微粒子に吸着させ、静置して金微粒子を沈殿させた。次に
、上記金微粒子を加えた溶液の上澄み溶液１００μＬを、５ｍＭのアセチルチオコリンを
含む０．１Ｍのリン酸緩衝溶液（ｐＨ８）９００μＬと混合し、１０分間酵素反応させる
ことにより、チオコリンを生成させた。その後、限外濾過し、Ａｎｔｉ－ＢＮＰ－Ａｃｈ
Ｅを取り除いた。なお、上記のＢＮＰを固定化した金微粒子は次の手順で調製したもので
ある。まず、濃硫酸で洗浄した金微粒子を０．１ｍＭシスタミン溶液に１２時間浸すこと
により金表面にアミノ基を導入した。その後、上記金微粒子を２．５ｍｇ／ｍＬのＢＮＰ
及び０．１ｇ／Ｌの水溶性カルボジイミドを含む溶液中で１時間反応させることにより、
金微粒子表面にＢＮＰを固定化した。その後、未反応のＢＮＰ及び水溶性カルボジイミド
を除くため０．１Ｍリン酸バッファで洗浄し、ＢＮＰ固定化金微粒子を得た。
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【００２２】
　表面プラズモン共鳴（Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｐｌａｓｍｏｎ　ｒｅｓｏｎａｎｃｅ：ＳＰＲ
）角の測定は、市販されているＨａｎｄｙ－ＳＰＲ（ＮＴＴ－ＡＴ社製）を用いて行った
。銀薄膜を備えた基板を、ガラス基板（16mm x16mm、厚さ0.15ｍｍ、松浪硝子社製）上に
マグネトロンスパッタ装置（日本シード社製）を用いてチタンを５ｎｍ堆積させた後、さ
らに銀薄膜を１００ｎｍ堆積させることにより形成した。上記金属膜を備えたガラス基板
をマッチングオイルを介してＳＰＲ装置に取り付けた。その後、５ｍＭのアセチルチオコ
リンを含む０．１Ｍのリン酸緩衝溶液（ｐＨ８）を５０μＬ滴下し、ＳＰＲ角を観察した
。安定したＳＰＲ角を得た後、前述した、酵素反応によりチオコリンを含む溶液５０μＬ
を加えることにより、徐々にＳＰＲ角が大きくなる様子を観測することができた。これは
、溶液中に含まれるチオコリンが徐々に銀薄膜表面に吸着されていく様子を示している。
【００２３】
　図１は各ＢＮＰ濃度に対するＳＰＲ角の上昇する様子を示している。試料中に多くのＢ
ＮＰが含まれる場合には、アセチルチオコリンエステラーゼ活性が高いために多くのチオ
コリンが生成し、ＳＰＲ角度の変化速度が速いことを示している。
【００２４】
　図２は各ＢＮＰ濃度に対する図１におけるＳＰＲ角変化の傾きを示している。試料中の
ＢＮＰ濃度の増加に伴いＳＰＲ角の変化速度が大きくなる。すなわち本発明の方法により
ＢＮＰが定量可能であることを示している。
【実施例２】
【００２５】
　アセチルチオコリンエステラーゼを標識酵素とする脳性ナトリウム利尿ペプチド（ＢＮ
Ｐ）抗体（Ａｎｔｉ－ＢＮＰ－ＡｃｈＥ）を実施例１と同様に作製し、実施例１と同様に
測定試料溶液に混合し、抗原抗体反応を起こさせた。その後、直径１．６ｍｍの金基板表
面にＢＮＰを固定化したものを測定試料溶液中に３０分間浸すことにより、抗原抗体反応
していないＡｎｔｉ－ＢＮＰ－ＡｃｈＥ（未反応抗体）を金基板表面に吸着回収した。Ｂ
ＮＰを固定化した金基板は以下のように作製した。先ず金基板をダイヤモンドスラリーに
より研磨した後、０．１ｍＭシスタミン溶液中で１２時間反応させて金表面にアミノ基を
導入した後、２．５ｍｇ／ｍＬのＢＮＰ及び０．１ｇ／Ｌの水溶性カルボジイミドを含む
溶液中で１時間反応させることにより、金基板表面にＢＮＰを固定化した。
【００２６】
　ＳＰＲ角の測定は特に説明しない事項については実施例１と同様に行った。ＳＰＲ装置
に取り付けた銀薄膜基板に５ｍＭのアセチルチオコリンを含む０．１Ｍのリン酸バッファ
溶液を５０μＬ滴下した。さらに、このバッファ溶液に銀塩化銀参照電極及び白金対向電
極を銀薄膜基板と接触しないように浸し、ポテンシオスタットを用いて銀薄膜基板に－０
．３～－０．８Ｖの電位を印加した。
【００２７】
　ＳＰＲ角を観測しつつ、未反応抗体がその表面に吸着回収された上記金基板をアセチル
チオコリンを含むバッファに浸すことにより、徐々にＳＰＲ角度が上昇した。これは金基
板表面に回収された抗体の標識酵素であるアセチルチオコリンエステラーゼによりバッフ
ァ中に含まれるアセチルチオコリンがチオコリンに分解され、さらに銀薄膜表面に吸着し
たためである。銀薄膜基板の電位を－０．３～－０．８Ｖの間で保持することにより、電
位を印可しない場合に比べてＳＰＲ角度の変化が早くなった。これは上記電位範囲におい
て銀薄膜表面の酸化膜が還元されることによりチオコリンの吸着が促進され、またカチオ
ンであるチオコリンが静電的に引き寄せられるためである。なお－０．８Ｖ以下での電位
ではチオコリンの脱離反応が起こるため上記電位範囲が適切であった。このように金属膜
表面の電位を制御することによって、より迅速な測定が可能である。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】図１は各ＢＮＰ濃度におけるＳＰＲ角の経時的な変化を示す。
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【図２】図２は各ＢＮＰ濃度に対するＳＰＲ角の変化速度を示す。

【図１】

【図２】
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