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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　タンパク質解析用の固相担体であって、基板表面に第一の抗体が固定化され、解析対象
物質に親和性を有する第二の抗体がプロテインＡ若しくはＧ又はその改変体を介して第一
の抗体に連結されている固相担体であって、第一の抗体が、基板表面に導入された当該抗
体に親和性を有する分子を介して固定化されている、固相担体。
【請求項２】
　第一の抗体に親和性を有する分子が、ビオチン、ジゴキシゲニン又はその誘導体である
請求項１記載の固相担体。
【請求項３】
　第一の抗体に親和性を有する分子が、アルブミン、カゼイン、グロブリン、ゼラチン、
スキムミルク、フィブロネクチン及びリゾチームから選ばれるタンパク質である請求項１
記載の固相担体。
【請求項４】
　第一の抗体に親和性を有する分子が、アビジン、ストレプトアビジン若しくはニュート
ラアビジン又はこれらとビオチン若しくはその誘導体との複合体である請求項１記載の固
相担体。
【請求項５】
　基板表面が、ポリエチレングリコール鎖を含む親水性ポリマーが導入された表面である
請求項１～４のいずれか１項記載の固相担体。
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【請求項６】
　基板表面が、自己組織化単分子膜が形成された表面である請求項１～４のいずれか１項
記載の固相担体。
【請求項７】
　プロテインＡ若しくはＧの改変体が、プロテインＡ又はプロテインＧの免疫グロブリン
結合活性ドメインを有する総ドメイン数２以上の改変体、又はプロテインＡ及びプロテイ
ンＧの免疫グロブリン結合活性ドメインが融合した総ドメイン数２以上の改変体である請
求項１～６のいずれか１項記載の固相担体。
【請求項８】
　プロテインＡ若しくはＧの改変体の総ドメイン数が２～１２である請求項７記載の固相
担体。
【請求項９】
　タンパク質解析用の固相担体の製造方法であって、基板表面に第一の抗体を、基板表面
に導入された当該抗体に親和性を有する分子を介して結合させ、次いでプロテインＡ若し
くはＧ又はその改変体を作用させて第一の抗体と結合させ、次いで解析対象物質に親和性
を有する第二の抗体を作用させて、当該プロテインＡ若しくはＧ又はその改変体と結合さ
せる、方法。
【請求項１０】
　請求項１～８のいずれか１項記載の固相担体を製造するためのキットであって、少なく
とも基板、第一の抗体、第一の抗体に親和性を有する分子、プロテインＡ若しくはＧ又は
その改変体、及び第二の抗体を含むキット。
【請求項１１】
　免疫グロブリン捕捉又は定量用の固相担体であって、基板表面に第一の抗体が基板表面
に導入された当該抗体に親和性を有する分子を介して固定化され、当該抗体にプロテイン
Ａ若しくはＧ又はその改変体が結合している固相担体。
【請求項１２】
　請求項１１記載の固相担体を用いる免疫グロブリンの捕捉又は定量方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、タンパク質解析用の固相担体及びその製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　バイオテクノロジー、医療或いは臨床検査の分野では、抗原抗体反応や酵素反応等の分
子間の特異的相互作用を利用して、生体分子やその誘導体を検出、定量する場合が多い。
【０００３】
　例えば、生理活性物質等のタンパク質の分析方法として酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）
等の免疫測定法があるが、当該免疫測定法では、測定領域に固定した抗体に対するタンパ
ク質相互作用の有無が、酵素標識や蛍光標識した２次抗体を用い、間接的に酵素反応や蛍
光検出することにより測定される。また、近年、固定化抗体と相互作用するタンパク質を
、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）を利用した屈折率変化の測定や水晶振動子マイクロバラ
ンス（ＱＣＭ）を利用した共振周波数が変動する（下がる）性質を利用した測定により、
直接的に分子間相互作用を検出する技術も汎用されている。斯様に、抗体を用いた分析で
は、測定領域に当該抗体を固定することが重要となる。
【０００４】
　抗体のようなタンパク質の固定化は、一般的に、物理的固定化（吸着）法と化学的固定
化法に大別されるが、化学的結合法による抗体の固定化では、抗体を固定化させる際に多
数の工程を要し、使用する反応試薬も多くなるという問題があり、さらに、抗体分子を分
子中の特定部位で固定化することができず、固定化された抗体の配向がランダムになって
しまうため固定された抗体がすべて機能できないという問題がある。
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【０００５】
　また、近年、より高感度な免疫測定が求められ、検出できる信号の強度を高めるべく、
抗体の固定化量の確保と共に、抗体の配向性の制御とノイズを低減するための非特異吸着
の抑制が重要であると考えられている。抗体の配向制御については、プロテインＡとＩｇ
Ｇの特異的結合を利用し、プロテインＡを基材へ固定しこれを介して抗体を固定化するこ
とにより抗体の配向性を制御できること（非特許文献１－２）や、ＰＳ－タグと呼ばれる
ポリスチレン親和性ペプチドと抗体フラグメントを融合させた融合タンパク質を用いる方
法などが報告されている（非特許文献３）。
　また、ビオチン化した固相担体にストレプトアビジンを介してビオチン化プロテインＧ
を固定化させる方法（特許文献１）、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）等の材料を用い
て非特異吸着の抑制とタンパク質固定化量を改善する方法（非特許文献４）等が報告され
ている。
　しかしながら、ＰＳ－タグ等の技術では、融合タンパク質の合成が必要であり、また、
基板表面ごとに親和性ペプチドを準備する必要があるなど、簡便とはいえず、また、ポリ
エチレングリコール等で修飾した基板表面は、非特異的吸着が抑制される反面、検出用抗
体等が導入しにくくなり、検出用抗体の固定化量が低下してしまうため、検出感度を上げ
にくいという問題がある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】国際公開第２０１４／１３２６９２号
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Analytica　Chimica Acta, 2012,728, 64-68
【非特許文献２】Anal. Chem., 2011, 83, 1969-1976
【非特許文献３】Anal. Bioanal. Chem., 2009, 395, 759-765
【非特許文献４】Anal.Chem., 2005, 77, 1075-1080
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明は、解析対象物質と結合する検出用の抗体をその分子中のＦｃ部位で位置特異的
に固定化でき、測定領域に配向を制御して該抗体を固定化できる固相担体を提供すること
を目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、検出用抗体の配向制御が可能なタンパク質解析用の固相界面の構築につ
いて検討した結果、基板表面に固定化された第一の抗体と、解析対象物質に親和性を有す
る第二の抗体（検出用抗体）を、プロテインＡ、Ｇ又はその改変体により位置特異的に連
結させることにより、基板表面上に第二の抗体が、配向が制御された状態で固定化された
固相担体を簡便に効率よく製造できることを見出した。
【００１０】
　すなわち、本発明は、以下の１）～４）に係るものである。
　１）タンパク質解析用の固相担体であって、基板表面に第一の抗体が固定化され、解析
対象物質に親和性を有する第二の抗体がプロテインＡ若しくはＧ又はその改変体を介して
第一の抗体に連結されている固相担体。
　２）タンパク質解析用の固相担体の製造方法であって、基板表面に第一の抗体を結合さ
せ、次いでプロテインＡ若しくはＧ又はその改変体を作用させて第一の抗体と結合させ、
次いで解析対象物質に親和性を有する第二の抗体を作用させて、当該プロテインＡ若しく
はＧ又はその改変体と結合させる、方法。
　３）免疫グロブリン捕捉用の固相担体であって、基板表面に第一の抗体が固定化され、
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当該抗体にプロテインＡ若しくはＧ又はその改変体が結合している固相担体。
　４）上記３）の固相担体を用いる免疫グロブリンの捕捉又は定量方法。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明によれば、検出用抗体が、その分子中のＦｃ部位で位置特異的に配向制御されて
測定領域に充分量固定された固相担体を提供できる。また、本発明によれば、融合タンパ
ク質等を合成する必要がなく、ポリエチレングリコール等で修飾した非特異的吸着抑制能
の高い基板表面にも、検出用抗体を十分量、固定化することが可能となる。
　本発明の固相担体は、タンパク質の解析及び免疫グロブリンの捕捉、定量又は精製に関
わる技術分野、例えば、クロマトグラフィー用担体、タンパク質センサー、イムノアフィ
ニティ担体、抗体アレイ、アフィニティ分析、アフィニティ分離等に利用することができ
る。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】本発明の固相担体の模式図。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本発明のタンパク質解析用の固相担体は、第一の抗体が基板表面に固定化され、解析対
象物質に親和性を有する第二の抗体がプロテインＡ若しくはＧ又はその改変体を介して第
一の抗体に連結されている。
　図１にその模式図を示す。
　尚、本発明において、タンパク質解析には、タンパク質の分離・精製、検出、測定の概
念が包含される。以下、本発明の固相担体について説明する。
＜担体基板＞
　本発明の固相担体において、その基板（支持体）は、表面に第一の抗体が物理的結合に
より結合可能なものであればその形状及び素材は特に限定されない。
　ここで、基板の形状としては、粒子状、モノリスタイプ、膜状、繊維状、ホロファイバ
ー状、板状やシート状、磁気ビーズ等、第一の抗体を固定化し得る不溶性のものならば、
いずれも含まれる。
【００１４】
　このような形状の基板を形成する素材としては、例えばポリエチレン、ポリプロピレン
、ポリスチレン、ポリメタクリエート、ポリビニルアルコールに代表されるプラスチック
スやハイドロゲル、アガロース、デキストラン、セルロース、キトサン、ラテックス等に
代表される天然素材、シリカ、ガラス、セラミック等に代表される無機素材、さらには、
金、アルミナ、銀等に代表される金属素材等、幅広く利用可能である。
　また、斯かる基板には、公知の表面処理技術を用いて、その表面に対してアミノ基、カ
ルボキシ基、ビニル基等の官能基を適宜導入することができる。
【００１５】
　また、基板の表面には、第一の抗体の固定化のしやすさ等の理由から、或いは第二の抗
体の配向制御、反応性の点から、第一の抗体と基板との距離を適切に確保することが可能
な分子（リンカー）が結合されていてもよい。リンカーとなり得る分子は、通常、固相担
体表面の荷電特性等に従って選択されるが、好適には、自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）を
形成するようなアルカンチオール等のチオール誘導体や、ポリエチレングリコール鎖（Ｐ
ＥＧ鎖）を含む親水性ポリマー、ＭＰＣポリマー（2-メタクリロイルオキシエチルホスホ
リルコリンの重合体）等が挙げられる。
　このうち、金、銀、アルミニウム、銅、白金等の金属の基板上に自己組織化単分子膜（
ＳＡＭ）を形成したもの又はＰＥＧを結合したものは、本発明の固相担体の基板として好
ましい。
【００１６】
　ここで、自己組織化単分子膜とは、アルカンチオール等の反応性有機分子を適当な基板
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材料に接触、放置した際に、当該有機分子と基板材料が化学反応して有機分子が基板表面
に化学吸着すると共に、有機分子間の相互作用によって吸着分子が密に集合することによ
り基板表面上に形成される分子の配向性の揃った有機単分子膜を意味し、表面プラズモン
共鳴（ＳＰＲ）、表面プラズモン共鳴励起増強蛍光分光（ＳＰＦＳ）、水晶振動子マイク
ロバランス（ＱＣＭ）等の分野で広く利用されているものである。
【００１７】
　本発明において、基板上で使用可能な自己組織化単分子膜を形成する有機分子としては
、例えば、次式：Ｘ－Ｒ（１）〔式中、Ｘは、ＳＨ－（ＣＨ２）ｎ－、又はＳＨ－（ＣＨ

２）ｎ－（Ｏ－ＣＨ２－ＣＨ２）ｍ－（ＯＣＨ２）ｌ－を示し、Ｒは水素原子、カルボキ
シ基、ヒドロキシル基、ヒドロキシメチル基、アミノ基、アミノメチル基、アルデヒド基
、アミド基（－ＣＯＮＨ２基）、ホスホン酸基、スルホ基、トリメチルアミノ基等の四級
アンモニウム基、ビニル基、アセチレン基、アジド基又はスルホベタイン基を示し、ｎは
２～１８の整数、ｍは１～１８の整数、ｌは０又は１を示す。〕
で表す化合物が挙げられる。
【００１８】
　また上述した有機分子としては、各有機分子が同一分子間又は異分子間で酸化的に結合
したジスルフィドのものも使用可能である。また、各有機分子のチオール基をアセチル化
した誘導体も使用可能である。
【００１９】
　上記式（１）において、ＸはＳＨ－（ＣＨ２）ｎ－（Ｏ－ＣＨ２－ＣＨ２）ｍ－（ＯＣ
Ｈ２）ｌ－であるのが好ましく、ｎは２～１６が好ましく、６～１６がより好ましい。ま
た、ｍは１～１２が好ましく、３～６がより好ましい。Ｒとしては、水素、カルボキシ基
、アミノメチル基、ヒドロキシメチル基が好ましい。
【００２０】
　自己組織化単分子膜を形成する有機分子の具体例としては、例えば、１－カルボキシウ
ンデカンチオール、１０－カルボキシ－１－デカンチオール、１１－ヒドロキシ－１－ウ
ンデカンチオール、カルボキシ-ＥＧ６－ウンデカンチオール（別名：２０－（１１－メ
ルカプトウンデカニルオキシ）－３，６，９，１２，１５，１８－ヘキサオキサエイコサ
ン酸）等が挙げられる。
【００２１】
　本発明においては、上記自己組織化単分子膜を形成する有機分子は、１種を単独で用い
ることができるが、２種類以上を混合して用いることもできる。この場合、カルボキシア
ルカンチオールとヒドロキシアルカンチオール、あるいはカルボキシポリエチレンオキシ
アルカンチオールとヒドロキシポリエチレンオキシアルカンチオールを組み合わせるのが
好ましく、例えば、１０－カルボキシ－１－デカンチオールと１１－ヒドロキシ－１－ウ
ンデカンチオールの混合物や、カルボキシ基又はヒドロキシ基とアルキル基の間にＰＥＧ
鎖〔－（Ｏ－ＣＨ２－ＣＨ２）ｍ－（ＯＣＨ２）ｎ－（ここで、ｍ＝１～１８、ｎ＝０又
は１）〕を含むカルボキシ又はヒドロキシアルカンチオール類の混合物が好ましい。具体
的には、例えば、カルボキシ-ＥＧ６－ウンデカンチオールとヒドロキシ-ＥＧ６－ウンデ
カンチオール（別名：２９－メルカプト－３，６，９，１２，１５，１８－ヘキサオキサ
ノナコサン－１－オール）の混合物が挙げられ、その混合比は任意である。
【００２２】
　またＰＥＧ鎖を含む親水性ポリマーとしては、ＰＥＧ鎖〔－（ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ）ｎ

－（ｎは重合度を示す整数）〕の数平均分子量又は重量平均分子量が好ましくは２００以
上、より好ましくは５００以上であり、且つ好ましくは３０，０００以下、より好ましく
は１０，０００以下である。また、好ましくは２００～３０，０００、より好ましくは５
００～１０，０００である。
　また、親水性ポリマー中のＰＥＧ鎖は、直鎖状であるのが好ましいが、分岐鎖を形成し
ていても良い。また、鎖長の異なるＰＥＧポリマーを複数種類、リンカー分子として基板
表面上へ導入することもできる。
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【００２３】
　当該ＰＥＧ鎖を含む親水性ポリマーは、当該分子を基板に化学的に導入するための官能
基をＰＥＧ鎖の一端に少なくとも１つ有することができる。このような官能基としては、
例えば、アミノ基、カルボキシル器、チオール基、エポキシ基、アルデヒド基、マレイミ
ド基、アジド基、シアノ基、活性エステル基（スクシンイミジルオキシカルボニル基、１
Ｈ－ベンゾトリアゾール－１－イルオキシカルボニル基、ペンタフルオロフェニルオキシ
カルボニル基、パラニトロフェニルオキシカルボニル基等）、(１Ｈ－イミダゾール－１
－イル)カルボニル基、ハロゲン化カルボニル基（塩化カルボニル基、フッ化カルボニル
基、臭化カルボニル基、ヨウ化カルボニル基）等が挙げられる。
　また、ＰＥＧ鎖には、上記の一端とは別の箇所（例えばもう一方の末端）に、メトキシ
基等のアルコキシ基の他、後述する第一の抗体に親和性を有する分子又はその分子を結合
させるための官能基（例えば、カルボキシル基、アミノ基、マレイミド基、エポキシ基等
）を有することができる。
　また、金基板上へＰＥＧ鎖を含む親水性ポリマーを導入する場合は、ＰＥＧ鎖の一方の
末端にチオール基を有し、もう一方の末端にメトキシ基等のアルコキシ基、カルボキシル
基、アミノ基等を有する親水性ポリマー（ＰＥＧチオール試薬）を用いることが好ましく
、これを金基板へ接触させることにより当該ポリマーを導入することができる。またその
ようなチオール基を末端に有するＰＥＧ鎖を含む親水性ポリマーを複数種類導入すること
もできる。
【００２４】
　また、本発明の基板表面（前述した官能基やリンカーが導入された表面を含む）は、第
一の抗体の物理的結合による固定化を容易にするために、第一の抗体に親和性を有する分
子が導入されているのが好ましい。
　ここで、第一の抗体に親和性を有する分子としては、抗体結合性分子が挙げられる。抗
体結合性分子とは抗体の抗原を含む分子であり、具体的には、以下に示す分子が挙げられ
る。
　・ビオチン又はジゴキシゲニン又はそれらの誘導体；
　・アビジン、ストレプトアビジン、ニュートラアビジン（NeutrAvidin）、又はこれら
とビオチン又はその誘導体との複合体；
　・ＧＦＰ（Green Fluorescent Protein）、ＲＦＰ（Red Fluorescent Protein）、ヒス
チジンタグ（６×Hisタグ）、DDDDK-tag、HA-tag（Human Influenza Hemagglutinin（HA
）由来ペプチド）、Myc-tag（c-Mycタンパク質由来のペプチド）、V5-tag（Simian Virus
 5由来ペプチド）、S-tag（Pancreatic RNase A由来ペプチド）、E-tag、T7-tag（バクテ
リオファージT7のキャプシドタンパク質由来ペプチド）、VSV-G-tag等のペプチド；
　・Glutathione-S-transferase（GST）、Luciferase,Renilla Luciferase、β-galactos
idase、Maltose Binding Protein（MBP）、Thioredoxin(Trx）、Chitin Binding Domain
（CBD）、Calmodulin Binding Protein；
　・アルブミン、カゼイン、グロブリン、ゼラチン、スキムミルク、フィブロネクチン、
リゾチーム等の非特異吸着防止層を形成するタンパク質；
　・各種鎖長のＰＥＧ誘導体
【００２５】
　尚、ビオチン誘導体としては、ビオチンエチレンジアミンモノアミド、Ｎ－（５－アミ
ノペンチル）ビオチンアミド等が挙げられる。
【００２６】
　斯かる第一の抗体に親和性を有する分子を、基板表面に化学的に導入する方法としては
、基板や基板表面上のリンカーに存在する、或いは適宜導入された任意の官能基（例えば
、カルボキシ基、アミノ基、チオール基、マレイミド基、エポキシ基等）やスペーサー分
子に化学結合させる方法が挙げられる。例えば、基板上或いはリンカー上のカルボキシ基
を、水溶性カルボジイミド（ＷＳＣ）とＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム
（ＮＨＳ）等を用いて適宜活性化した後、第一の抗体に親和性を有する分子を溶解又は分



(7) JP 6420281 B2 2018.11.7

10

20

30

40

50

散させた液体を付着する方法が挙げられる。尚、この場合において、第一の抗体に親和性
を有する分子の濃度は、第一の抗体に親和性を有する分子の導入効率の点から、好ましく
は０．０００１～１０ｍＭ、より好ましくは０．００１～１ｍＭ程度である。
【００２７】
　スペーサー分子としては、例えばＰＥＧ誘導体が挙げられ、その鎖長は、－（ＣＨ２－
ＣＨ２－Ｏ－）ｎ－において、ｎの数が１～２４であるのが好ましく、２～２４であるの
がより好ましく、４～２４であるのがより好ましい。
　ＰＥＧ誘導体としては、例えば、Ｈ２Ｎ－（ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ）ｎ－ＣＨ２－ＣＨ２

－ＣＯＯＨやＨ２Ｎ－（ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ）ｎ－ＣＨ２－ＣＨ２－ＮＨ２やＨＯＯＣ－
（ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ）ｎ－ＣＨ２－ＣＨ２－ＣＯＯＨやＨＯＯＣ－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｃ
ＯＯ－（ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ）ｎ－ＣＯ－ＣＨ２－ＣＨ２－ＣＯＯＨ、あるいはそれらの
誘導体が挙げられる。
　スペーサー分子としてＰＥＧ誘導体を用いる場合は、基板やリンカー上の表面置換基（
カルボキシル基、アミノ基、水酸基、マレイミド基、又はチオール基等）へエステル結合
、アミド結合、エーテル結合又はチオエーテル結合等を介して上記のＰＥＧ誘導体を作用
させて導入することができる。
【００２８】
　また、予めリンカーとなり得る分子に第一の抗体に親和性を有する分子を導入しておき
、それを基板に結合させることもできる。例えば、一方の末端にチオール基を有し、もう
一方の末端にビオチンがエステル結合やアミド結合で結合されているチオール誘導体やＰ
ＥＧチオール試薬を金基板にチオール基側で固定化する方法、あるいは、スペーサー分子
にビオチンを導入したモノビオチン化ＰＥＧ誘導体（例えば、Ｂｉｏｔｉｎ－ＮＨ２－Ｃ
Ｈ２－ＣＨ２―ＮＨ－ＯＣ－（ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ－）ｎ－ＣＨ２ＣＨ２－ＮＨ２の塩〔
ｎ＝２～２３〕）等）を予め導入しておいたリンカー分子を前記チオール誘導体等として
用い、基板に導入することもできる。
【００２９】
　また、非特異吸着防止層を形成するタンパク質（所謂ブロッキング剤）として知られて
いるアルブミン、カゼイン、グロブリン、ゼラチン、スキムミルク等のタンパク質を、第
一の抗体に親和性を有する分子として用いる場合は、斯かるタンパク質と緩衝剤を含有す
る溶液で基板表面を処理することにより、これらを基板表面に導入することができる。
【００３０】
＜第一の抗体＞
　本発明において、基板の表面には第一の抗体が固定化される。
　ここで、用いられる抗体は、基板表面の分子と結合し且つプロテインＡ若しくはＧ又は
その改変体と結合する定常領域（Ｆｃドメイン）を有するものであれば、特に限定される
ものではなく、例えば、その抗体が認識する抗原によって免疫された動物の血清から調製
される抗血清、抗血清から精製された免疫グロブリン画分、その抗原によって免疫された
動物の脾臓細胞を用いる細胞融合によって得られるモノクローナル抗体又はポリクローナ
ル抗体を用いることができる。さらに、その重鎖（Ｈ鎖）間のジスルフィド結合の切断に
より生成するハーフ抗体でもよい。
　第一の抗体の基板表面への固定化は、第一の抗体と基板表面上の分子との親和性結合、
ファンデル・ワールス力、クーロン力、又は水素結合等の共有結合以外の物理的結合によ
ってなされる。例えば基板表面上の自己組織化単分子膜との物理的相互作用による結合、
基板表面上のＰＥＧとの親和性結合、或いは基板表面又は基板表面上のリンカー（自己組
織化単分子膜やＰＥＧ等）上に導入された親和性分子との結合が挙げられる。
【００３１】
　例えば、第一の抗体がＰＥＧと親和性結合を形成する場合は、第一の抗体としては抗Ｐ
ＥＧ抗体が用いられ、ビオチンやジゴキシゲニンのような低分子化合物又はアルブミンや
ストレプトアビジン等のタンパク質と親和性結合を形成する場合は、第一の抗体としては
当該分子に対する抗体、例えば抗ビオチン抗体、抗ジゴキシゲニン抗体、抗アルブミン抗
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体、抗ストレプトアビジン抗体等が用いられる。
　抗ＰＥＧ抗体を使用する場合、抗ＰＥＧ抗体はＰＥＧ鎖の末端のメトキシ基などの置換
基と親和性結合を形成するもの、あるいは、ＰＥＧ鎖と親和性結合を形成するもののいず
れも用いることができる。
　各抗体は、市販の抗体を購入して使用してもよいし、モノクローナル抗体であれば、対
応する免疫源を用いて免疫後、細胞融合によりハイブリドーマを作製し、当該細胞から分
泌される抗体を精製して使用してもよい。例えば、ビオチン化抗原は公知のキャリア蛋白
質にビオチン又はその誘導体を作用させて作製することができ、例えば、biotinylated d
enatured Ovalbuminを抗原として抗ビオチン抗体を作成することができ、また、抗ＰＥＧ
抗体は、Keyhole Limpet Haemocyanin （ＫＬＨ）などにＰＥＧ誘導体を共役させた抗原
を使用することにより作製することができる。
　第一の抗体を基板表面上の分子に静置又は送液により作用させる際の抗体の濃度は特に
限定されないが、好ましくは１～１０００μｇ／ｍｌである。
【００３２】
　また、自己組織化単分子膜上へ第一の抗体を物理的に結合させる場合には、例えば自己
組織化単分子膜に抗体を含む溶液を添加し、０～５０℃で、数分～数時間静置又は送液す
ることにより達成できる。
【００３３】
＜プロテインＡ若しくはＧ又はその改変体＞
　本発明において、プロテインＡ若しくはＧ又はその改変体は、第一の抗体と第二の抗体
の両方に結合している。
　プロテインＡ（Protein A）は、黄色ブドウ球菌（Staphylococcus  aureus）が産生す
る細胞壁成分のタンパク質であり、免疫グロブリンＧ、免疫グロブリンＡ、および免疫グ
ロブリンＭの定常領域（Ｆｃドメイン）を認識し、非共有結合でこれらと結合する活性（
抗体結合活性）を有する。プロテインＡは、複数のドメインからなるマルチドメイン型膜
タンパク質で、免疫グロブリンＧのＦｃ領域を有するタンパク質に対する結合活性（抗体
結合活性）を示すのは、このうちの一部の細胞膜外ドメインである。例えばＮＣＴＣ８３
２５株由来のプロテインＡの場合、抗体結合活性を示すのはＥ、Ｄ、Ａ、Ｂ、Ｃの５つの
ドメインである。これらは、６０アミノ酸弱の大きさであり、そのアミノ酸配列の間には
高い相同性が見られる。また、プロテインＡを切断して各々のドメイン単独を単離しても
、抗体結合活性は保たれることが知られている。一方、Ｚドメインは、Ｂドメインに対し
て、１位のＡｌａと２９位のＧｌｙをそれぞれＶａｌとＡｌａに置換する変異を導入した
改変タンパク質で（Tashiro M, Montelione GT. (1995) Structures of bacterial immun
oglobulin-bindingdomains and their complexes with immunoglobulins. Curr Opin Str
uct Biol. 5, 471-481.）、Ｂドメインに比べてアルカリ耐性及び結合能が改善されてい
る。
【００３４】
　また、プロテインＧ（Protein G）も免疫グロブリンＧのＦｃ領域に対する特異的結合
活性を有するレンサ球菌により産生されるタンパク質である。プロテインＧも、複数のド
メインからなるマルチドメイン型膜タンパク質で、免疫グロブリンのＦｃ領域に対する結
合活性（抗体結合活性）を示すのは、このうちの一部の細胞膜外ドメインである。例えば
Ｇ１４８株由来のプロテインＧの場合、抗体結合活性を示すのは、Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３の３
つのドメインである（Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３ドメインとも表記される場合もある）。また、Ｇ
Ｘ７８０５株のプロテインＧでは３つの、ＧＸ７８０９株のプロテインＧでは２つの抗体
結合ドメインが存在する。これらは、いずれも６０アミノ酸弱の大きさであり、そのアミ
ノ酸配列の間には高い相同性が見られる。また、プロテインＧを切断して各々のドメイン
単独を単離しても、抗体結合活性は保たれることが知られている（Gallagher T, Alexand
er P, Bryan P, GillilandGL. (1994) Two crystalstructures of the B1 immunoglobuli
n-binding domain of streptococcal protein Gand comparison with NMR. Biochemistry
19, 4721-4729.）。
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【００３５】
　また、プロテインＡやＧの抗体結合活性を高めるべく、タンパク質工学的に改変を加え
た組み換えプロテインＡ又は組み換えプロテインＧ（「改変体」と称する）が創出されて
おり、本発明においては斯かる改変体を使用することが好ましい。
　改変体としては、前述したプロテインＡのＺドメインの他、プロテインＡ又はプロテイ
ンＧの免疫グロブリン結合活性ドメインを有する総ドメイン数２以上の改変体、プロテイ
ンＡ及びプロテインＧの免疫グロブリン結合活性ドメインが融合した総ドメイン数２以上
、好ましくは２～２０、より好ましくは２～１２の改変体が挙げられる。斯かる改変体は
、より具体的には、免疫グロブリン結合活性ドメイン以外の部分を除去した遺伝子組み換
え体の総ドメイン数が２又は３のプロテインＧ(Thermo社製、BioVision社製)、ドメイン
数が５のプロテインＡ(Thermo社製、BioVision社製)、あるいは、プロテインＡとプロテ
インＧの免疫グロブリン結合活性ドメインを融合した総ドメイン数が６又は８のプロテイ
ンＡ／Ｇ(Thermo社製、BioVision社製)等が挙げられる。
　プロテインＡ若しくはＧ又はその改変体を基板表面上の第一の抗体に作用させる際の濃
度は特に限定されないが、１～１０００μｇ／ｍＬが好ましい。
【００３６】
＜第二の抗体＞
　第二の抗体は、解析目的の化合物と結合する抗体であり、プロテインＡ若しくはＧ又は
その改変体を介して第一の抗体と結合することにより固定化される。
　第二の抗体は、測定目的の化合物と特異的に反応するものであれば特に限定されず、例
えば、その抗体が認識する化合物によって免疫された動物の血清から調製する抗血清、抗
血清から精製された免疫グロブリン画分、その化合物によって免疫された動物の脾臓細胞
を用いる細胞融合によって得られるモノクローナル抗体又はポリクローナル抗体を用いる
ことができる。また、キメラ抗体等の場合のように、修飾を加えられたものでもよい。さ
らに、その重鎖（Ｈ鎖）間のジスルフィド結合の切断により生成するハーフ抗体でもよい
。
【００３７】
　また、第二の抗体は、その動物種によらず使用でき、例えば、サル、マウス、ラット、
ウサギ、ニワトリ、ヤギ、ヒツジ、モルモット等に由来する抗体、具体的には、マウスＩ
ｇＧ、ラットＩｇＧ、ウサギＩｇＧ、ヤギＩｇＧ、ヒツジＩｇＧ等が使用でき、ポリクロ
ーナル抗体又はモノクローナル抗体の何れでもよい。
　抗体のサブクラスとしては、プロテインＡ若しくはＧ又はその改変体に結合可能なもの
であればいずれも使用可能である。
　第二の抗体を基板表面上のプロテインＡ若しくはＧ又はその改変体に作用させる際の濃
度は特に限定されないが、１～１０００μｇ／ｍＬが好ましい。
【００３８】
＜固相担体の製造＞
　本発明の固相担体の製造は、まず、基板上に第一の抗体に対して親和性のある分子又は
第一の抗体に対して親和性のあるリンカー分子又は第一の抗体に対して親和性のある化合
物が結合しているリンカー分子が固定化される。基板表面自身が第一の抗体に対して親和
性を有する場合にはそのような固定化は必要ない。その後、基板表面に第一の抗体が固定
化され、当該第一の抗体にプロテインＡ若しくはＧ又はその改変体を介して第二の抗体が
結合するように固定化されれば、その結合順序はいずれでもよく、基板表面へ、第一の抗
体、プロテインＡ若しくはＧ又はその改変体及び第二の抗体の順で固定化してもよく、あ
るいは、基板表面へ固定化した第一の抗体へ、プロテインＡ若しくはＧ又はその改変体と
第二の抗体の複合体を結合させてもよく、あるいは、第一の抗体、プロテインＡ若しくは
Ｇ又はその改変体、及び第二の抗体の複合体を予め調製しておき、基板表面へ固定化して
もよい。
　好適には、１）基板表面に第一の抗体を結合させ、次いで、２）プロテインＡ若しくは
Ｇ又はその改変体を作用させて第一の抗体と結合させ、次いで、３）第二の抗体を作用さ
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せて、当該プロテインＡ若しくはＧ又はその改変体と結合させる、方法である。
【００３９】
　ここで、基板表面と第一の抗体の間の結合、第一の抗体とプロテインＡ若しくはＧ又は
その改変体の間の結合、及びプロテインＡ若しくはＧ又はその改変体と第二の抗体の間の
結合は、いずれも共有結合以外の分子間相互作用に基づく物理的結合である。したがって
、第一の抗体、プロテインＡ若しくはＧ又はその改変体、及び第二の抗体の各分子の固定
化は、例えば、各分子をランニングバッファー（例えばＤＰＢＳ（Dulbecco`s Phosphate
 Buffered Saline））に溶解した溶液を基板上へ着滴又は当該溶液を、Biacore T200を使
用する場合には、１フローセル（長さ2.9mm，幅0.5mm，高さ0.04mm）あたり、１～３０μ
Ｌ／ｍｉｎの流速で、５～６０分間基板上へ送液することにより行うことができ、あるい
は、測定基板を各分子の上記溶液に浸漬することによっても行うことができる。
　斯くして、本発明によれば、第二の抗体を、プロテインＡ若しくはＧ又はその改変体を
利用することにより、共有結合以外の分子間相互作用に基づく物理的相互作用を利用して
、その分子構造中のＦｃ領域で、非共有結合で位置特異的に基板表面へ固定化することか
ら、抗体分子の配向が制御されるという点で、抗体の配向がランダムとなる化学的結合法
を一部に採用する方法に比べて有用である。
【００４０】
　上記固定化操作の後に、抗体が固定化されなかった固相部位をブロッキング剤、例えば
、ＢＳＡ（ウシ血清アルブミン）、ブロックエース、スキムミルク、カゼイン等を使って
ブロッキングしてもよい。さらに、ブロッキング剤と共に、又はブロッキング剤を除去し
た後に、ポリエチレングリコールや多糖類等の合成あるいは天然高分子、界面活性剤、市
販のImmunoassay Stabilizer（ABI社）等の、固定化を安定化させる安定化剤を添加する
ことができる。また、タンパク質相互作用解析装置等を使用する場合、使用する各溶液の
流路等への付着による各タンパク質のロスを低減する目的で、上記固定化操作中に使用す
る各溶液に界面活性剤を添加することができる。
【００４１】
　尚、上記固定化操作の過程で製造される、基板表面に第一の抗体が固定化され、当該第
一の抗体にプロテインＡ若しくはＧ又はその改変体が結合した固相担体は、プロテインＡ
若しくはＧ又はその改変体と結合可能なＦｃ部位を有する抗体分子、具体的には免疫グロ
ブリン、好適にはＩｇＧの精製若しくは補足又は定量用の固相担体として使用することが
できる。
【００４２】
　上述したタンパク質解析用の固相担体を製造するためには、少なくとも基板、第一の抗
体、プロテインＡ若しくはＧ又はその改変体、及び第二の抗体を含むキットを用いても良
い。該キットを用いれば、検出用抗体が、その分子中のＦｃ部位で位置特異的に配向制御
されて測定領域に充分量固定化することが可能となる。
【００４３】
　上述した実施形態に関し、本発明においては更に以下の態様が開示される。
　＜１＞タンパク質解析用の固相担体であって、基板表面に第一の抗体が固定化され、解
析対象物質に親和性を有する第二の抗体がプロテインＡ若しくはＧ又はその改変体を介し
て第一の抗体に連結されている固相担体。
　＜２＞第一の抗体が、基板表面に導入された当該抗体に親和性を有する分子を介して固
定化されている、＜１＞の固相担体。
　＜３＞第一の抗体に親和性を有する分子が、ビオチン、ジゴキシゲニン又はその誘導体
である＜２＞の固相担体。
　＜４＞第一の抗体に親和性を有する分子が、アルブミン、カゼイン、グロブリン、ゼラ
チン、スキムミルク、フィブロネクチン及びリゾチームから選ばれるタンパク質である＜
２＞の固相担体。
　＜５＞第一の抗体に親和性を有する分子が、アビジン、ストレプトアビジン若しくはニ
ュートラアビジン又はこれらとビオチン若しくはその誘導体との複合体である＜２＞の固
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相担体。
　＜６＞基板表面が、ポリエチレングリコール鎖を含む親水性ポリマーが導入された表面
である＜１＞～＜５＞のいずれかの固相担体。
　＜７＞基板表面が、自己組織化単分子膜が形成された表面である＜１＞～＜５＞のいず
れかの固相担体。
　＜８＞プロテインＡ若しくはＧの改変体が、プロテインＡ又はプロテインＧの免疫グロ
ブリン結合活性ドメインを有する総ドメイン数２以上の改変体、又はプロテインＡ及びプ
ロテインＧの免疫グロブリン結合活性ドメインが融合した総ドメイン数２以上の改変体で
ある＜１＞～＜７＞のいずれかの固相担体。
　＜９＞プロテインＡ若しくはＧの改変体の総ドメイン数が２～１２である＜８＞の固相
担体。
　＜１０＞タンパク質解析用の固相担体の製造方法であって、基板表面に第一の抗体を結
合させ、次いでプロテインＡ若しくはＧ又はその改変体を作用させて第一の抗体と結合さ
せ、次いで解析対象物質に親和性を有する第二の抗体を作用させて、当該プロテインＡ若
しくはＧ又はその改変体と結合させる、方法。
　＜１１＞＜１＞～＜９＞のいずれかの固相担体を製造するためのキットであって、少な
くとも基板、第一の抗体、プロテインＡ若しくはＧ又はその改変体、及び第二の抗体を含
むキット。
　＜１２＞免疫グロブリン捕捉又は定量用の固相担体であって、基板表面に第一の抗体が
固定化され、当該抗体にプロテインＡ若しくはＧ又はその改変体が結合している固相担体
。
　＜１３＞免疫グロブリンがＩｇＧである＜１２＞の固相担体。
　＜１４＞＜１２＞又は＜１３＞の固相担体を用いる免疫グロブリンの捕捉又は定量方法
。
【実施例】
【００４４】
実施例１
（１）SAMの作成
　カルボキシ－EG6－ウンデカンチオール（20-(11-メルカプトウンデカニルオキシ)－3,6
,9,12,15,18－ヘキサオキサエイコサノイックアシッド、同仁化学研究所、C445）の100μ
Mのエタノール溶液（10ｍL ）にBiacore　T-200で使用するセンサーチップ（GE Healthca
re, SIA Kit Au, BR-1004-05）を25℃で一晩振蕩浸漬を行い、チップの金表面上に自己組
織化単分子膜（SAM）を作成した。振蕩浸漬後のセンサーチップはエタノール及びMilli－
Q水で洗浄後、窒素で乾燥させた。
【００４５】
（２）ビオチン誘導体の固定化
　塩酸1-エチル-3-（3-ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド（株式会社ペプチド研
究所社、4mg/100μL,）とN－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム（s-NHS、和光
純薬工業株式会社、2mg/mL）のMES buffer（2-Morpholinoethanesulfonic acid, monohyd
rate、80mM、pH5.60）溶液をそれぞれ１：１の割合で混合した溶液を、SAMを作成したセ
ンサーチップ上に300μL着滴し10分間静置した。その後、Milli－Q水で洗浄後、再度、上
記の着滴操作を繰り返し行うことにより、SAM表面のカルボキシル基を活性エステル基へ
と変換した。次に、N-(5-アミノペンチル)ビオチンアミド（トリフルオロ酢酸塩）を等モ
ルのトリエチルアミンで中和した1μMのDMF溶液（10mL）にチップを浸漬し、25℃で2時間
振盪させた。その後、チップをMilli－Q水で洗浄後、チップ表面上へ１M－エタノールア
ミン溶液300μLを10分間着滴し、未反応の活性エステルの加水分解処理を行い、この着滴
操作は２回繰り返して行った。その後、Dulbecco's phosphate-buffered saline (ライフ
テクノロジー社、DPBS、14190－144、pH7.0-7.3)でチップを洗浄後、窒素で乾燥後、SPR
測定に供した。SPR測定はBiacore T200を用い、25℃で行った。
【００４６】
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（３）抗ビオチン抗体の固定化
ビオチン化されたセンサーチップ表面への抗ビオチン抗体の固定化は、抗ビオチン抗体（
アブカム社、ab53494、Rabbit polyclonal）をランニングバッファーであるDPBSに溶解し
た100μｇ／ｍL溶液をセンサーチップ上に10μL/minの流速で、15分間送液後、再びラン
ニングバッファーを15分間送液することにより行った。抗ビオチン抗体固定化量は3376.4
RUであった。
【００４７】
（４）Protein A/Gの固定化
　抗ビオチン抗体が固定化されたセンサーチップ表面へのProtein A/G（Pierce 21186、R
ecombinant Protein A/G from E.coli、6ドメイン）の固定化は、Protein A/Gをランニン
グバッファーであるDPBSに溶解した100μｇ／ｍL溶液をセンサーチップ上に10μL/minの
流速で15分間送液後、再びランニングバッファーを15分間送液することにより行った。Pr
otein A/G固定化量は558.4RUであった。
【００４８】
（５）抗アディポネクチン抗体の固定化
　抗ビオチン抗体及びProtein A/Gが固定化されたセンサーチップ表面への抗アディポネ
クチン抗体（R&D SYSTEM、Human Adiponectin/Acrp30 Antibody、Monoclonal Mouse　IgG

2B，MAB10651）の固定化は、抗アディポネクチン抗体をランニングバッファーであるDPBS
に溶解した100μｇ／ｍL溶液をセンサーチップ上に10μL/minの流速で、20分間送液後、
再びランニングバッファーを40分間することにより行った。抗アディポネクチン抗体固定
化量は1104.9RUであった。結果を表１に示す。
【００４９】
（６）BSAブロッキング
　抗アディポネクチン抗体が固定化されたセンサーチップ表面のBovine Serum Albumin（
SIGMA社、BSA，A3059-10G)によるブロッキングはBSAをランニングバッファーであるDPBS
に溶解したPBS溶液（1mｇ／ｍL）をセンサーチップ上に10μL/minの流速で、20分間送液
後、再びランニングバッファーを40分間送液することにより行った。BSA吸着量674.7RUで
あった。
【００５０】
（７）抗原（アディポネクチン）結合量
　（１）～（６）の操作により作成したセンサーチップ表面上への抗原結合量のSPR測定
もBiacore T200を用い、25℃で行った。ランニングバッファーとしてはBSA濃度が1mg／mL
の0.05％（V/W）Tween20含有DPBS溶液を使用した。アディポネクチン（Enzo Life Scienc
es社 ALX-522-063-C050、Human、Recombinant, HEK293 cells）もランニングバッファー
に溶解して使用し、1.0μg／mL溶液をセンサーチップ上に10μL/minの流速で20分間送液
後、再びランニングバッファーを20分間送液し抗原結合量を測定した。抗原結合量は、リ
ファレンスデータにより補正して求めた。リファレンスデータとしては、抗アディポネク
チン抗体を固定化する工程で、抗アディポネクチン抗体の代わりに抗ビオチン抗体を固定
化した検出界面を作成し、その界面における抗原結合量を測定値から差し引いて補正を行
った。補正後の抗原結合量は336.2RUであった。結果を表１に示す。
【００５１】
実施例２
（１）SAMの作成
　実施例の（１）の方法に従いSAMを作製した。
【００５２】
（２）ビオチン誘導体の固定化
　実施例１の（２）の方法に従い、ビオチン誘導体N-(5-アミノペンチル)ビオチンアミド
（トリフルオロ酢酸塩）の固定化を行った。ただし、ビオチン誘導体溶液濃度は10μMで
行った。
【００５３】
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（３）抗ビオチン抗体の固定化
　実施例１の（３）の方法に従い、抗ビオチン抗体の固定化を行った。抗ビオチン抗体固
定化量は6318.9RUであった。
【００５４】
（４）Protein A/Gの固定化
　実施例１の（４）の方法に従い、Protein A/Gの固定化を行った。Protein A/G固定化量
は718.3RUであった。
【００５５】
（５）抗アディポネクチン抗体の固定化
実施例１の（５）の方法に従い、抗アディポネクチン抗体の固定化を行った。抗アディポ
ネクチン抗体固定化量は934.8RUであった。結果を表１に示す。
【００５６】
（６）BSAブロッキング
実施例１の（６）の方法に従い、BSAブロッキングを行った。BSA吸着量は360.8RUであっ
た。
【００５７】
（７）抗原（アディポネクチン）結合量
　実施例１の（７）の方法に従い、抗原結合量を測定した。補正後の抗原結合量は285.8R
Uであった。結果を表１に示す。
【００５８】
実施例３
（１）混合SAMの作成
　10－カルボキシ－１－デカンチオール（同仁化学研究所、C385）の500μMのエタノール
溶液と11－ヒドロキシ－１－ウンデカンチオール（同仁化学研究所、H337）の500μMのエ
タノール溶液を１：９の割合で混合した混合溶液（10ｍL ）にBiacore　T-200で使用する
センサーチップ（GE Healthcare, SIA Kit Au, BR-1004-05）を25℃で10分間、振蕩浸漬
を行い、センサーチップの金表面上に自己組織化単分子膜（SAM）を作成した。振蕩浸漬
後のセンサーチップ表面はエタノール及びMilli－Q水で洗浄後、窒素で乾燥させた。
【００５９】
（２）ビオチン誘導体の固定化
　　実施例１の（２）の方法に従い、ビオチン誘導体N-(5-アミノペンチル)ビオチンアミ
ド（トリフルオロ酢酸塩）の固定化を行った。ただし、ビオチン誘導体溶液濃度は1mMで
行った。
【００６０】
（３）抗ビオチン抗体の固定化
　実施例１の（３）の方法に従い、抗ビオチン抗体の固定化を行った。抗ビオチン抗体固
定化量は5095.7RUであった。
【００６１】
（４）Protein A/Gの固定化
　実施例１の（４）の方法に従いProtein A/Gの固定化を行った。Protein A/G固定化量は
889.9RUであった。
【００６２】
（５）抗アディポネクチン抗体の固定化
　　実施例１の（５）の方法に従い抗アディポネクチン抗体の固定化を行った。抗アディ
ポネクチン抗体固定化量は1609.7RUであった。結果を表１に示す。
【００６３】
（６）BSAブロッキング
　実施例１の（６）の方法に従いBSAブロッキングを行った。BSA吸着量は946.4RUであっ
た。
【００６４】
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（７）抗原（アディポネクチン）結合量
　実施例１の（７）の方法に従い、抗原結合量を測定した。補正後の抗原結合量は275.7R
Uであった。結果を表１に示す。
【００６５】
実施例４
（１）混合SAMの作成
　実施例３の（１）の方法に従い、混合SAMを作成した。
　ただし、チオール試薬10－カルボキシ－１－デカンチオールと11－ヒドロキシ－１－ウ
ンデカンチオールの溶液を、１：９９の割合で混合した混合溶液を使用した。。
【００６６】
（２）ビオチン誘導体の固定化
　実施例３の（２）の方法に従い、ビオチン誘導体の固定化を行った。
【００６７】
（３）抗ビオチン抗体の固定化
　実施例１の（３）の方法に従い抗ビオチン抗体の固定化を行った。抗ビオチン抗体固定
化量は4892.8RUであった。
【００６８】
（４）Protein A/Gの固定化
　実施例１の（４）の方法に従いProtein A/Gの固定化を行った。Protein A/G固定化量は
884.2RUであった。
【００６９】
（５）抗アディポネクチン抗体の固定化
　実施例１の（５）の方法に従い、抗アディポネクチン抗体の固定化を行った。抗アディ
ポネクチン抗体固定化量は1623.1RUであった。結果を表１に示す。
【００７０】
（６）BSAブロッキング
　実施例１の（６）の方法に従い、BSAブロッキングを行った。BSA吸着量は907.6RUであ
った。
【００７１】
（７）抗原（アディポネクチン）結合量
　実施例１の（７）の方法に従い、抗原結合量の測定を行った。補正後の抗原結合量は32
0.8RUであった。結果を表１に示す。
【００７２】
実施例５
（１）混合SAMの作成
　実施例３の（１）の方法に従い、混合SAMの作成を行った。
　ただし、10－カルボキシ－１－デカンチオールと11－ヒドロキシ－１－ウンデカンチオ
ールの溶液を、１：１９９９の割合で混合した混合溶液を使用した。
【００７３】
（２）ビオチン誘導体の固定化
　実施例３の（２）の方法に従い、ビオチン誘導体の固定化を行った。
【００７４】
（３）抗ビオチン抗体の固定化
　実施例１の（３）の方法に従い、抗ビオチン抗体の固定化を行った。抗ビオチン抗体固
定化量は4791.6RUであった。
【００７５】
（４）Protein A/Gの固定化
　実施例１の（４）の方法に従い、Protein A/Gの固定化を行った。Protein A/G固定化量
は889.5RUであった。
【００７６】
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　実施例１の（５）の方法に従い、抗アディポネクチン抗体の固定化を行った。抗アディ
ポネクチン抗体固定化量は1556.1RUであった。結果を表１に示す。
【００７７】
（６）BSAブロッキング
　実施例１の（６）に従い、BSAブロッキングを行った。BSA吸着量は1184.1RUであった。
【００７８】
（７）抗原（アディポネクチン）結合量
　実施例１の（７）の方法に従い、抗原結合量の測定を行った。補正後の抗原結合量は25
8.5RUであった。結果を表１に示す。
【００７９】
比較例１
（１）SAMの作成
　実施例１の（１）の方法に従い、SAMの作成を行った。ただしチオール試薬のエタノー
ル溶液容量は5mLで行った。
【００８０】
（２）抗アディポネクチン抗体の固定化
　抗アディポネクチン抗体の固定化以降の工程は、Biacore T200を用い、流速10μL/min
、25℃で行った。SAMを作製したセンサーチップをBiacore T200にセットし、塩酸1-エチ
ル-3-（3-ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド（4mg/100μL）とN－ヒドロキシスル
ホスクシンイミドナトリウム（2mg/mL）のMES buffer 溶液をそれぞれ１：１の割合で混
合した溶液を7分間送液後、ランニングバッファーであるPBSに溶解した50μｇ／ｍLの抗
アディポネクチン抗体溶液を20分間送液した。さらに、このチップに1Mのエタノールアミ
ン水溶液を7分間送液することで未反応の活性エステルの加水分解処理を行い、その後、
再びランニングバッファーを5分間送液した。抗アディポネクチン抗体固定化量は429.1RU
であった。結果を表１に示す。
【００８１】
（３）BSAブロッキング
　抗アディポネクチン抗体が固定化されたセンサーチップ表面のBSAによるブロッキング
はBSAをランニングバッファーであるDPBSに溶解したPBS溶液（1mｇ／ｍL）をセンサーチ
ップ上に10μL/minの流速で、15分間送液後、再び、ランニングバッファーを5分間送液す
ることにより行った。BSA吸着量は112.9RUであった。
【００８２】
（４）抗原（アディポネクチン）結合量
　（１）～（３）の操作により作成したセンサーチップ表面上への抗原結合量のSPR測定
をBiacore T200を用い、25℃で行った。ランニングバッファーとしてはBSA濃度が1mg／mL
の0.05％（V/W）Tween20含有DPBS溶液を使用した。アディポネクチンもその溶液に溶解し
て使用し、1.0μg／mL溶液をセンサーチップ上に10μL/minの流速で15分間送液後、再び
ランニングバッファーを10分間送液することにより行った。抗原結合量は、リファレンス
データにより補正して求めた。リファレンスデータとしては、抗アディポネクチン抗体を
固定化する工程で、抗アディポネクチン抗体の代わりに抗インターロイキン6（IL6）抗体
（R&D SYSTEM、Human IL-6 Antibody、Monoclonal Mouse　IgG2B，MAB2061）を固定化し
た検出界面を作成し、その界面における抗原結合量を測定値から差し引いて補正を行った
。補正後の抗原結合量は100.7RUであった。結果を表１に示す。
【００８３】
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【表１】

【００８４】
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実施例６
（１）SAMの作成
　実施例１の（１）の方法に従いSAMの作成を行った。
【００８５】
（２）ビオチン誘導体の固定化
　実施例１の（２）の方法に従い、ビオチン誘導体N-(5-アミノペンチル)ビオチンアミド
（トリフルオロ酢酸塩）の固定化を行った。ただし、ビオチン誘導体溶液濃度は100μMで
行った。
【００８６】
（３）抗ビオチン抗体の固定化
　ビオチン化されたセンサーチップ表面への抗ビオチン抗体の固定化は、25℃で抗ビオチ
ンモノクローナル抗体（アブカム社、ab36406、Mouse monoclonal）をランニングバッフ
ァーであるDPBSに溶解した5.0μｇ／ｍL溶液をセンサーチップ上に10μL/minの流速で、3
0分間送液後、再びランニングバッファーを20分間することにより行った。抗ビオチン抗
体固定化量は4493.2RUであった。
【００８７】
（４）Protein Gの固定化
　抗ビオチン抗体が固定化されたセンサーチップ表面へのProtein G（BioVision，6501、
Recombinant Protein G，3ドメイン）の固定化は、25℃でProtein Gをランニングバッフ
ァーであるDPBSに溶解した40μｇ／ｍL溶液をセンサーチップ上に10μL/minの流速で30分
間送液後、再びランニングバッファーを30分間送液することにより行った。Protein G固
定化量は841.4RUであった。
【００８８】
（５）抗CRP抗体の固定化
　抗ビオチン抗体及びProtein Gが固定化されたセンサーチップ表面への抗CRP抗体（R&D 
SYSTEM、Human C－Reactive protein Antibody、Monoclonal Mouse　IgG2B，MAB17071-50
0）の固定化は、25℃で抗CRP抗体をランニングバッファーであるDPBSに溶解した100μｇ
／ｍL溶液をセンサーチップ上に10μL/minの流速で、30分間送液後、再びランニングバッ
ファーを30分間送液することにより行った。抗CRP抗体固定化量は2013.1RUであった。結
果を表２に示す。
【００８９】
（６）BSAブロッキング
　抗CRP抗体が固定化されたセンサーチップ表面のBSAによるブロッキングはBSAをランニ
ングバッファーであるDPBSに溶解したPBS溶液（1mｇ／ｍL）をセンサーチップ上に10μL/
minの流速で、20分間送液後、再び、ランニングバッファーを10分間送液することにより
行った。BSA吸着量は-194.3RUであった。
【００９０】
（７）抗原（CRP）結合量
　（１）～（６）の操作により作成したセンサーチップ表面上への抗原結合量のSPR測定
をBiacore T200を用い、25℃で行った。ランニングバッファーとしてはBSA濃度が1mg／mL
の0.05％（V/W）Tween20含有DPBS溶液を使用した。C－Reactive protein（CRP、R&D SYST
EM社1707-CR-200、Mouse myeloma cell line）をランニングバッファーに溶解して使用し
、1.0μg／mL溶液をセンサーチップ上に10μL/minの流速で30分間送液後、再びランニン
グバッファーを30分間送液することにより抗原結合量を測定した。上記（５）において抗
CRP抗体の代わりに抗インターロイキン6抗体を固定化したリファレンス界面では、CRP溶
液を送液しても抗原抗体反応が観測されなかったことから、本工程において、抗原の検出
界面への顕著な物理吸着は起こっていないと考えられ、CRP結合量は512.6RUであった。結
果を表２に示す。
【００９１】
実施例７
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（１）SAMの作成
　実施例１の（１）の方法に従いSAMの作成を行った。
【００９２】
（２）ビオチン誘導体の固定化
　実施例６の（２）の方法に従い、ビオチン誘導体N-(5-アミノペンチル)ビオチンアミド
（トリフルオロ酢酸塩）の固定化を行った。
【００９３】
（３）抗ビオチン抗体の固定化
　実施例６の（３）の方法に従い、抗ビオチン抗体を固定化した。抗ビオチン抗体固定化
量は4631.5RUであった。
【００９４】
（４）Protein A/Gの固定化
　抗ビオチン抗体が固定化されたセンサーチップ表面へのProtein A/G（Pierce 21186、R
ecombinant Protein A/G from E.coli，6ドメイン）の固定化は、25℃でProtein A/Gをラ
ンニングバッファーであるDPBSに溶解した25μｇ／ｍL溶液をセンサーチップ上に10μL/m
inの流速で30分間送液後、再びランニングバッファーを30分間送液することにより行った
。Protein A/G固定化量は622.4RUであった。
【００９５】
（５）抗CRP抗体の固定化
　実施例６の（５）の方法に従い行った。抗CRP抗体の固定化量は2303.4RUであった。結
果を表２に示す。
【００９６】
（６）BSAブロッキング
　実施例６の（６）の方法に従い行った。BSA吸着量は-19.4RUであった。
【００９７】
（７）抗原（CRP）結合量
　実施例６の（７）の方法に従い行った。CRP結合量は422.4 RUであった。結果を表２に
示す。
【００９８】
実施例８
（１）SAMの作成
　実施例１の（１）の方法に従いSAMの作成を行った。
【００９９】
（２）ビオチン誘導体の固定化
　　実施例６の（２）の方法に従い、ビオチン誘導体N-(5-アミノペンチル)ビオチンアミ
ド（トリフルオロ酢酸塩）の固定化を行った。
【０１００】
（３）抗ビオチン抗体の固定化
　実施例６の（３）の方法に従い、抗ビオチン抗体を固定化した。抗ビオチン抗体固定化
量は4702.1RUであった。
【０１０１】
（４）Protein A/Gの固定化
　抗ビオチン抗体が固定化されたセンサーチップ表面へのProtein A/G（BioVision社6502
、Recombinant Protein A/G from E.coli、8ドメイン）の固定化は、25℃でProtein A/G
をランニングバッファーであるDPBSに溶解した30μｇ／ｍL溶液をセンサーチップ上に10
μL/minの流速で30分間送液後、再びランニングバッファーを30分間送液することにより
行った。Protein A/G固定化量は868.2RUであった。
【０１０２】
（５）抗CRP抗体の固定化
　実施例６の（５）の方法に従い行った。抗CRP抗体固定化量は3455.9RUであった。結果
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【０１０３】
（６）BSAブロッキング
　実施例６の（６）の方法に従い行った。BSA吸着量は-106.2RUであった。
【０１０４】
（７）抗原（CRP）結合量
　実施例６の（７）の方法に従い行った。CRP結合量は744.6RUであった。結果を表２に示
す。
【０１０５】
比較例２
（１）SAMの作成
　比較例１の（１）の方法に従い行った。
【０１０６】
（２）抗CRP抗体の固定化
　抗CRP抗体の固定化以降の工程は、Biacore T200を用い、流速10μL/min、25℃で行った
。SAMを作製したセンサーチップをBiacore T200にセットし、EDC（4mg/100μL）とs-NHS
（2mg/mL）のMES buffer 溶液をそれぞれ１：１の割合で混合した溶液を7分間送液後、ラ
ンニングバッファーであるPBSに溶解した50μｇ／ｍLの抗CRP抗体溶液を20分間送液した
。さらに、このチップに1Mのエタノールアミン水溶液を7分間送液することで未反応の活
性エステルの加水分解処理を行い、その後、再びランニングバッファーを5分間送液した
。抗CRP抗体固定化量は1564.4RUであった。結果を表２に示す。
【０１０７】
（３）BSAブロッキング
　抗CRP抗体が固定化されたセンサーチップ表面のBSAによるブロッキングはBSAをランニ
ングバッファーであるPBSに溶解したPBS溶液（1mｇ／ｍL）をセンサーチップ上に10μL/m
inの流速で、15分間送液後、再び、ランニングバッファーを5分間送液することにより行
った。BSA吸着量は73.6RUであった。
【０１０８】
（４）抗原結合量
　（１）～（３）の操作により作成したセンサーチップ表面上への抗原結合量のSPR測定
をBiacore T200を用い、25℃で行った。ランニングバッファーとしてはBSA濃度が1mg／mL
の0.05％（V/W）Tween20含有DPBS溶液を使用した。C－Reactive protein（CRP、R&D SYST
EM社1707-CR-200、Mouse myeloma cell line）もその溶液に溶解して使用し、1.0μg／mL
溶液をセンサーチップ上に10μL/minの流速で15分間送液後、再びランニングバッファー
を10分間送液することにより行った。抗原抗体反応量は、リファレンスデータにより補正
して求めた。リファレンスデータとしては、抗CRP抗体を固定化する工程で、抗CRP抗体の
代わりに抗インターロイキン6（IL6）抗体を固定化した検出界面を作成し、その界面にお
ける抗原抗体反応量を測定値から差し引いて補正を行った。補正後のCRP結合量は284.2RU
であった。結果を表２に示す。
【０１０９】
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【表２】

【０１１０】
実施例９
（１）mPEG化界面の作成
　mPEG（メトキシポリエチレングリコール）化界面の作成はBiacore　T-200を使用して37
℃で行った。ランニングバッファーとしてDulbecco's phosphate-buffered saline (ライ
フテクノロジー社、DPBS、14190－144、pH7.0-7.3、250ｇ)に塩化ナトリウム14.61ｇを添
加した溶液を用いた。ランニングバッファーに溶解したmPEGチオール5k（Creative PEG w
orks社製，mPEG-SH, MW 5000，PLS-604, 1mg／ｍL）のランニングバッファー溶解溶液を
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センサーチップ上へ15μL/minの流速で20 分間送液後、ランニングバッファーを10分間、
0.05N－NaOH溶液を１分間、ランニングバッファーを3分間、0.05N－NaOH溶液を１分間、
その後、ランニングバッファーを15μL/minの流速で11分間送液した。この一連の操作を
２回繰り返して行いmPEGチオール5kをセンサーチップ表面へ固定化した。mPEGチオール5k
の固定化量は合計2940.1RUであった。次にｍPEGチオール2k（Creative PEG works社製，m
PEG-SH, MW 2000，PLS-605）を同条件で同一チップ上にさらに固定化した。mPEGチオール
2kの固定化量は合計65.6RUであった。
【０１１１】
（２）抗ｍPEG抗体の固定化
　mPEG化されたセンサーチップ表面への抗mPEG抗体の固定化は、25℃で抗mPEGモノクロー
ナル抗体（アブカム社ab51257、Mouse monoclonal、Anti-Polyethylene glycol antibody
 [PEG-B-47]）をランニングバッファーであるDPBSに溶解した10.0μｇ／ｍL溶液をセンサ
ーチップ上に10μL/minの流速で、30分間送液後、再びランニングバッファーを20分間送
液することにより行った。抗mPEG抗体固定化量は3906.9RUであった。
【０１１２】
（３）Protein A/Gの固定化
　抗mPEG抗体が固定化されたセンサーチップ表面へのProtein A/G（Pierce 21186、Recom
binant Protein A/G from E.coli、6ドメイン）の固定化は、25℃でProtein A/Gをランニ
ングバッファーであるDPBSに溶解した101μｇ／ｍL溶液をセンサーチップ上に10μL/min
の流速で30分間送液後、再びランニングバッファーを30分間送液することにより行った。
Protein A/G固定化量は636.8RUであった。
【０１１３】
（４）抗CRP抗体の固定化
　抗mPEG抗体及びProtein A/Gが固定化されたセンサーチップ表面への抗CRP抗体（R&D SY
STEM、Human C－Reactive protein Antibody、Monoclonal Mouse　IgG2B）の固定化は、2
5℃で抗CRP抗体をランニングバッファーであるDPBSに溶解した100μｇ／ｍL溶液をセンサ
ーチップ上に10μL/minの流速で、30分間送液後、再び、ランニングバッファーを30分間
送液することにより行った。抗CRP抗体固定化量は2841.9RUであった。結果を表３に示す
。
【０１１４】
（５）BSAブロッキング
　実施例６の（６）の方法に従い行った。BSA吸着量は-38.5RUであった。
【０１１５】
（６）抗原（CRP）結合量
　実施例６の（７）の方法に従い行った。CRP結合量は407.9RUであった。結果を表３に示
す。
【０１１６】
実施例１０
（１）mPEG化界面の作成
　mPEG化界面の作成はBiacore　T-200を使用して37℃で行った。ランニングバッファーと
してDulbecco's phosphate-buffered saline (ライフテクノロジー社、DPBS、14190－144
、pH7.0-7.3、250ｇ)に塩化ナトリウム14.61ｇを添加した溶液を用いた。ランニングバッ
ファーに溶解したmPEGチオール2k（Creative PEG works社製，mPEG-SH, MW 2000，PLS-60
5，1mg/mL ）のランニングバッファー溶解溶液をセンサーチップ上へ15μL/minの流速で2
0分間送液後、ランニングバッファーを20分間、0.05N－NaOH溶液を１分間、ランニングバ
ッファーを3分間、0.05N－NaOH溶液を１分間、その後、ランニングバッファーを15μL/mi
nの流速で11分間送液した。この一連の操作を5回繰り返して行いmPEGチオール2kをセンサ
ーチップ表面へ固定化した。mPEGチオール2kの固定化量は合計1959.7RUであった。次にポ
リ（エチレングリコール）メチルエーテルチオール800（mPEGチオール800，Sigma社製，7
29108, average Mn 800，1mg/mL）を同条件の操作を5回繰り返して行い同一チップ上にさ
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らに固定化した。mPEGチオール800の固定化量は合計90.6RUであった。
【０１１７】
（２）抗ｍPEG抗体の固定化
　mPEG化されたセンサーチップ表面への抗mPEG抗体の固定化は、25℃で抗mPEG抗体（アブ
カム社ab51257、Mouse monoclonal、Anti-Polyethylene glycol antibody [PEG-B-47]）
をランニングバッファーであるDPBSに溶解した5.0μｇ／ｍL溶液をセンサーチップ上に10
μL/minの流速で、30分間送液後、再びランニングバッファーを30分間送液することによ
り行った。抗mPEG抗体固定化量は3126.6RUであった。
【０１１８】
（３）Protein A/Gの固定化
　抗mPEG抗体が固定化されたセンサーチップ表面へのProtein A/G（Pierce 21186、Recom
binant Protein A/G from E.coli、6ドメイン）の固定化は、25℃でProtein A/Gをランニ
ングバッファーであるDPBSに溶解した1000μｇ／ｍL溶液をセンサーチップ上に10μL/min
の流速で30分間送液後、再びランニングバッファーを50分間送液することにより行った。
Protein A/G固定化量は684.6RUであった。
【０１１９】
（４）抗CRP抗体の固定化
　実施例９の（４）の方法に従い行った。抗CRP抗体固定化量は3448.0RUであった。結果
を表３に示す。
（５）BSAブロッキング
　抗CRP抗体が固定化されたセンサーチップ表面のBSAによるブロッキングはBSAをランニ
ングバッファーであるDPBSに溶解したPBS溶液（1mｇ／ｍL）をセンサーチップ上に10μL/
minの流速で、20分間送液後、再びランニングバッファーを30分間送液することにより行
った。BSA吸着量は-119.3RUであった。
【０１２０】
（６）抗原（CRP）結合量
　実施例６の（７）の方法に従い行った。CRP結合量は662.8RUであった。結果を表３に示
す。
【０１２１】
実施例１１
（１）mPEG化界面の作成
　実施例９の（１）の方法に従い行った。mPEGチオール5kの固定化量は合計3055.1RU、mP
EGチオール2kの固定化量は合計63.4RUであった。
【０１２２】
（２）抗ｍPEG抗体の固定化
　実施例９の（２）の方法に従い行った。抗mPEG抗体固定化量は3828.4RUであった。
【０１２３】
（３）Protein A/Gの固定化
　抗mPEG抗体が固定化されたセンサーチップ表面へのProtein A/G（BioVision社6502、Re
combinant Protein A/G from E.coli、8ドメイン）の固定化は、25℃でProtein A/Gをラ
ンニングバッファーであるDPBSに溶解した119μｇ／ｍL溶液をセンサーチップ上に10μL/
minの流速で30分間送液後、再びランニングバッファーを30分間送液することにより行っ
た。Protein A/G固定化量は819.8RUであった。
【０１２４】
（４）抗CRP抗体の固定化
　実施例９の（４）に従い行った。抗CRP抗体固定化量は3207.8RUであった。結果を表３
に示す。
【０１２５】
（５）BSAブロッキング
　実施例６の（６）の方法に従い行った。BSA吸着量は-119.8RUであった。
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【０１２６】
（６）抗原（CRP）結合量
　実施例６の（７）の方法に従い行った。CRP結合量は536.1RUであった。結果を表３に示
す。
【０１２７】
【表３】

【０１２８】
実施例１２
（１）ビオチンPEG化界面の作成
　ビオチンPEG化界面の作成はBiacore T-200を使用して37℃で行った。ランニングバッフ
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ァーとして塩化ナトリウム濃度が1MのPBS溶液（ｐH7.4，0.05M ）を用いた。ランニング
バッファーに溶解したビオチン化PEGチオール5k（NANOCS社製，Biotin PEG Thiol, PG2-B
NTH-5k, 1mg／ｍL）のランニングバッファー溶解溶液をセンサーチップ上へ15μL/minの
流速で20分間送液後、ランニングバッファーを10分間、0.05N－NaOH溶液を１分間、ラン
ニングバッファーを3分間、0.05N－NaOH溶液を１分間、その後、ランニングバッファーを
15μL/minの流速で11分間送液した。この一連の操作を２回繰り返して行いビオチン化PEG
チオール5kをセンサーチップ表面へ固定化した。ビオチン化PEGチオール5kの固定化量は
合計1781.2RUであった。次にmPEGチオール2k（Creative PEG works社製，mPEG-SH, MW 20
00，PLS-605， 1mg／ｍL）を同条件で同一チップ上にさらに固定化した。mPEGチオール2k
の固定化量は合計545.5RUであった。
【０１２９】
（２）抗ビオチン抗体の固定化
　実施例６の（３）の方法に従い行った。ただし抗ビオチン抗体溶液は濃度が10.0μg/mL
の溶液を使用して行った。抗ビオチン抗体固定化量は3604.5RUであった。
【０１３０】
（３）Protein A/Gの固定化
　抗ビオチン抗体が固定化されたセンサーチップ表面へのProtein A/G（Pierce 21186、R
ecombinant Protein A/G from E.coli、6ドメイン）の固定化は、25℃でProtein A/Gをラ
ンニングバッファーであるDPBSに溶解した100μｇ／ｍL溶液をセンサーチップ上に10μL/
minの流速で30分間送液後、再びランニングバッファーを30分間送液することにより行っ
た。Protein A/G固定化量は603.2RUであった。
【０１３１】
（４）抗CRP抗体の固定化
　実施例６の（５）の方法に従い行った。抗CRP抗体固定化量は2329.5RUであった。結果
を表４に示す。
【０１３２】
（５）BSAブロッキング
　実施例６の（６）の方法に従い行った。BSA吸着量は-62.5RUであった。
【０１３３】
（６）抗原（CRP）結合量
　実施例６の（７）に従い行った。CRP結合量は507.9RUであった。結果を表４に示す。
【０１３４】
実施例１３
（１）ビオチンPEG化界面の作成
　ビオチンPEG化界面の作成はBiacore T-200を使用して37℃で行った。ランニングバッフ
ァーとして塩化ナトリウム濃度が1MのPBS溶液（ｐH7.4，0.05M ）を用いた。ランニング
バッファーに溶解したビオチン化PEGチオール2k（NANOCS社製，Biotin PEG Thiol, PG2-B
NTH-2k, 1mg／ｍL）のランニングバッファー溶解溶液をセンサーチップ上へ15μL/minの
流速で20分間送液後、ランニングバッファーを10分間、0.05N－NaOH溶液を１分間、ラン
ニングバッファーを3分間、0.05N－NaOH溶液を１分間、その後、ランニングバッファーを
15μL/minの流速で11分間送液した。この一連の操作を２回繰り返して行いビオチン化PEG
チオール2kをセンサーチップ表面へ固定化した。ビオチン化PEGチオール2kの固定化量は
合計2121.6RUであった。次にポリ（エチレングリコール）メチルエーテルチオール800（m
PEGチオール800，Sigma社製，729108, average Mn 800，1mg／ｍL）を同条件で同一チッ
プ上にさらに固定化した。mPEGチオール800の固定化量は合計533.1RUであった。
【０１３５】
（２）抗ビオチン抗体の固定化
　実施例６の（３）の方法に従い行った。ただし抗ビオチン抗体溶液は濃度が10.0μg/mL
の溶液を使用して行った。抗ビオチン抗体固定化量は4623.3RUであった。
【０１３６】
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　実施例１２の（３）の方法に従い行った。Protein A/G固定化量は827.5RUであった。
【０１３７】
（４）抗CRP抗体の固定化
　実施例６の（５）の方法に従い行った。抗CRP抗体固定化量は2889.3RUであった。結果
を表４に示す。
【０１３８】
（５）BSAブロッキング
　実施例６の（６）の方法に従い行った。BSAの吸着量は-48.9RUであった。
【０１３９】
（６）抗原（CRP）結合量
　実施例６の（７）に従い行った。CRP結合量は559.6RUであった。結果を表４に示す。
【０１４０】
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【表４】

【０１４１】
実施例１４
（１）SAMの作成



(27) JP 6420281 B2 2018.11.7

10

20

30

40

　実施例１の（１）の方法に従い行った。
【０１４２】
（２）ビオチン誘導体の固定化
　実施例６の（２）の方法に従い行った。
【０１４３】
（３）ストレプトアビジンの固定化
　ビオチン化されたセンサーチップ表面へのストレプトアビジンの固定化は、25℃でスト
レプトアビジン（Thermo SCIENTIFIC社、21122, 20mM Potassium Phosphate, pH6.5）の1
0mg/ｍL溶液をランニングバッファーである0.05％（V/W）Tween20含有DPBSで希釈した50
μｇ／ｍL溶液をセンサーチップ上に10μL/minの流速で、30分間送液後、再びランニング
バッファーを10分間送液することにより行った。ストレプトアビジン固定化量は1367.6RU
であった。
【０１４４】
（４）抗ストレプトアビジン抗体の固定化
　ストレプトアビジンが固定化されたセンサーチップ表面への抗ストレプトアビジン抗体
（R&D SYSTEM，Streptavidin Antibody，Recombinant Monoclonal Rabbit IgG Clone #12
20C，MAB9020 ）の固定化は、25℃で抗ストレプトアビジン抗体をランニングバッファー
である0.05％（V/W）Tween20含有DPBSに溶解した50μｇ／ｍL溶液をセンサーチップ上に1
0μL/minの流速で、30分間送液後、再びランニングバッファーを20分間送液することによ
り行った。抗ストレプトアビジン抗体固定化量は2981.9RUであった。
【０１４５】
（５）Protein A/Gの固定化
　抗ストレプトアビジン抗体が固定化されたセンサーチップ表面へのProtein A/G（Pierc
e 21186、Recombinant Protein A/G from E.coli，6ドメイン）の固定化は、25℃でProte
in A/Gをランニングバッファーである0.05％（V/W）Tween20含有DPBSに溶解した100μｇ/
ｍL溶液をセンサーチップ上に10μL/minの流速で30分間送液後、再びランニングバッファ
ーを30分間送液することにより行った。Protein A/G固定化量は715.7RUであった。
【０１４６】
（６）抗CRP抗体の固定化
　抗ストレプトアビジン抗体及びProtein A/Gが固定化されたセンサーチップ表面への抗C
RP抗体（R&D SYSTEM、Human C－Reactive protein Antibody、Monoclonal Mouse　IgG2B
）の固定化は、25℃で抗CRP抗体をランニングバッファーである0.05％（V/W）Tween20含
有DPBSに溶解した100μｇ／ｍL溶液をセンサーチップ上に10μL/minの流速で、30分間送
液後、再びランニングバッファーを30分間送液することにより行った。抗CRP抗体固定化
量は3402.8RUであった。結果を表５に示す。
【０１４７】
（７）抗原（CRP）結合量
　（１）～（６）の操作により作成したセンサーチップ表面上への抗原結合量のSPR測定
は、Biacore T200を用い、25℃で行った。C－Reactive protein（CRP、R&D SYSTEM社1707
-CR-200、Mouse myeloma cell line）をランニングバッファーである0.05％（V/W）Tween
20含有DPBSに溶解して使用し、1.0μg／mL溶液をセンサーチップ上に10μL/minの流速で3
0分間送液後、再びランニングバッファーを30分間送液し抗原結合量を測定した。上記（
５）において抗CRP抗体の代わりに抗インターロイキン6抗体を固定化したリファレンス界
面では、CRP溶液を送液しても抗原抗体反応が観測されなかったことから、本工程におい
て、抗原の検出界面への顕著な物理吸着は起こっていないと考えられ、CRP結合量は629.7
RUであった。結果を表５に示す。
【０１４８】
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【表５】

【０１４９】
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実施例１５
（１）BSA（Bovine Serum Albumin）の吸着
　測定用センサーチップ上へのBSA吸着量の測定は、Biacore T-200を用いて行い、測定用
のセンサーチップ（GE Healthcare, SIA Kit Au, BR-1004-05）上へ、BSA（SIGMA社、A30
59）をDPBS（Dulbecco's phosphate-buffered saline 、ライフテクノロジーズ社、14190
－144、pH7.0-7.3)に溶解した0.25％（W/V）溶液を10μL/minの流速で、20分間送液後、
再度ランニングバッファーを10分間送液することにより行った。BSA吸着量は2117.6RUで
あった。
【０１５０】
（２）抗BSA抗体の固定化
　BSAを吸着させたセンサーチップ表面上への抗BSA抗体の固定化は、25℃で抗BSA抗体（B
ioss　Inc社、bs-0292R、ポリクローナル抗体）の1mg/mL溶液をランニングバッファーで
ある0.05％（V/W）Tween20含有DPBSで希釈した50μｇ/ｍL溶液をセンサーチップ上に10μ
L/minの流速で、30分間送液後、再度ランニングバッファーを20分間送液することにより
行った。抗BSA抗体固定化量は2828.9RUであった。
【０１５１】
（３）Protein A/Gの固定化
　実施例１４の（５）の方法に従い行った。Protein A/G固定化量は602.3RUであった。
【０１５２】
（４）抗CRP抗体の固定化
　実施例１４の（６）の方法に従い行った。抗CRP抗体固定化量は2802.4RUであった。結
果を表６に示す。
【０１５３】
（５）抗原（CRP）結合量
　実施例１４の（７）の方法に従い行った。　CRP結合量は518.7RUであった。結果を表６
に示す。
【０１５４】
実施例１６
（１）SAMの作成
　10－カルボキシ－1－デカンチオール（同仁化学研究所、C385）の100μMのエタノール
溶液（10ｍL ）にBiacore T-200で使用するセンサーチップ（GE Healthcare, SIA Kit Au
, BR-1004-05）を25℃で一晩振蕩浸漬を行い、基板の金表面上に自己組織化単分子膜（SA
M）を作成した。作成後の基板はエタノール及びMilli－Q水で洗浄後、窒素で乾燥させた
。
【０１５５】
（２）BSA（Bovine Serum Albumin）の吸着
　実施例１５の（１）の方法に従い行った。ただし、BSA溶液は濃度が0.005％（W/V）の
溶液を使用した。BSA吸着量は1338.7RUであった。
【０１５６】
（３）抗BSA抗体の固定化
　実施例１５の（２）の方法に従い行った。ただし抗BSA溶液は濃度が25μg/ｍLの溶液を
使用して行った。抗BSA抗体固定化量は2557.9RUであった。
【０１５７】
（４）Protein A/Gの固定化
　実施例１４の（５）の方法に従い行った。Protein A/Gの固定化量は496.9RUであった。
【０１５８】
（５）抗CRP抗体の固定化
　実施例１４の（６）の方法に従い行った。抗CRP抗体固定化量は2815.8RUであった。結
果を表６に示す。
【０１５９】
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　実施例１４の（７）の方法に従い行った。CRP結合量は513.6RUであった。結果を表６に
示す。
【０１６０】
実施例１７
（１）SAMの作成
　実施例１６の（１）の方法に従い行った。
【０１６１】
（２）BSA（Bovine Serum Albumin）の吸着
　実施例１５の（１）の方法に従い行った。BSA吸着量は2144.0RUであった。
【０１６２】
（３）抗BSA抗体の固定化
　実施例１６の（３）の方法に従い行った。抗BSA抗体固定化量は2518.0RUであった。
【０１６３】
（４）Protein A/Gの固定化
　実施例１４の（５）の方法に従い行った。Protein A/G固定化量は506.6RUであった。
【０１６４】
（５）抗CRP抗体の固定化
　実施例１４の（６）の方法に従い行った。
　抗CRP抗体固定化量は2685.0RUであった。結果を表６に示す。
【０１６５】
（６）抗原結合量
　実施例１４の（７）の方法に従い行った。CRP結合量は480.6RUであった。結果を表６に
示す。
【０１６６】
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