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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】簡便に微量の生体分子の濃度を測定可能な手段
を提供する。
【解決手段】試料中の生体分子濃度を測定する方法であ
って、（ａ）生体分子と当該生体分子に対する特異的結
合物質であってホースラディッシュペルオキシダーゼ（
ＨＲＰ）修飾された特異的結合物質２との複合体１０に
、銀イオンを作用させてＨＲＰと銀イオンとの酵素反応
を行う工程、（ｂ）前記酵素反応により銀４を生成させ
るとともに当該生成された銀を電極上に堆積させる工程
、および（ｃ）前記堆積した銀における銀イオン量を電
気化学的に測定することにより、前記生体分子濃度を測
定する工程、を含む、方法が提供される。
【選択図】図１Ｂ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の生体分子濃度を測定する方法であって、
（ａ）生体分子と当該生体分子に対する特異的結合物質であってホースラディッシュペル
オキシダーゼ（ＨＲＰ）修飾された特異的結合物質との複合体に、銀イオンを作用させて
ＨＲＰと銀イオンとの酵素反応を行う工程、
（ｂ）前記酵素反応により銀を生成させるとともに当該生成された銀を電極上に堆積させ
る工程、および
（ｃ）前記堆積した銀における銀イオン量を電気化学的に測定することにより、前記生体
分子濃度を測定する工程
を含む、前記方法。
【請求項２】
　前記複合体は、生体分子に対する第二の特異的結合物質を介して担体に固定化されてい
る、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　生体分子の検出限界濃度が１ｐｇ／ｍＬから１０ｐｇ／ｍＬの範囲である、請求項１ま
たは２に記載の方法。
【請求項４】
　前記電極の平均表面粗さ（Ｒａ）が０．０５～５ｎｍである、請求項１～３のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記電極はナノカーボン電極である、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　工程（ｃ）において反応系における銀イオンの濃度が１～１００ｎｇ／ｍＬである、請
求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記電極のサイズが、１～１００ｍｍ２である、請求項１～６のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項８】
　工程（ａ）における酵素反応は、酸化剤および還元剤の存在下で行われる、請求項１～
７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記酸化剤は、過酸化水素であり、前記還元剤は、鉄イオン（Ｆｅ２＋）およびヒドロ
キノンから選択される少なくとも一つである、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　工程（ａ）の酵素反応は、ｐＨ３．０～７．０の緩衝液中で行われ、工程（ｃ）におけ
る電気化学的測定は、ｐＨ４．０～５．０の緩衝液中で行われる、請求項１～９のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１１】
　以下の工程、
（１）生体分子に対する特異的結合物質を固定化した担体に試料を接触させ、試料中の生
体分子を担体に捕捉する工程、
（２）特異的結合物質を担体に再度接触させ、担体上の生体分子に特異的結合物質を捕捉
する工程、
（３）特異的結合物質にホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）を修飾する工程
、
（４）銀イオンを含む試薬を担体上のＨＲＰと酵素メタリゼーション反応をさせ、銀を生
成させる工程、および
（５）生成した銀を電極上に堆積させ、この堆積した銀イオン量を電気化学的に測定する
工程、



(3) JP 2019-28071 A 2019.2.21

10

20

30

40

50

を含み、銀イオン量を指標として試料中の生体分子濃度を測定することを特徴とする、請
求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　請求項１～１１のいずれか一項に記載の方法を実施するためのキットであって、生体分
子に対する特異的結合物質を固定化した担体と、ＨＲＰと、銀イオンを含み、ＨＲＰと酵
素メタリゼーション反応を実施可能な試薬と、を含むことを特徴とする生体分子濃度測定
キット。
【請求項１３】
　請求項１～１１のいずれか一項に記載の方法を実施するためのデバイスであって、生体
分子に対する特異的結合物質を固定化した担体および電極を備えた電気化学セルと、電極
への電圧印加手段と、電流測定手段と、を含むことを特徴とする生体分子濃度測定デバイ
ス。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生体分子濃度を電気化学的に測定する方法、この方法を実施するためのキッ
トおよびデバイスに関する。
【背景技術】
【０００２】
　タンパク質等の生体分子の濃度は、特定の症状や生命体の状態を測定する指標（バイオ
マーカー）等として利用されている。このような生体分子の定量法としては、特異性が高
いイムノアッセイが広く用いられている。イムノアッセイにおける抗原抗体反応を検出す
る手法としては、感度、迅速性、または簡便性などの視点から、光学手法（ＵＶ、蛍光、
発光）を主体とした検討が行われ、イムノクロマト法のようなオンサイトでも簡便・迅速
に計測できる技術も進歩してきた。実際にイムノクロマト法は簡便性および迅速性に優れ
、目視で半定量的な結果が得られるため、妊娠診断検査やインフルエンザ検査などのオン
サイト測定に利用されている。しかしながら、イムノクロマト法は酵素増幅ができないた
め、従来のイムノアッセイ（ELISA法）と比較するとその感度が低くなることが多い。一
方、電気化学法によっても電極材料や検出方法の組合せにより、簡便ながら同等以上の感
度が得られる可能性が期待されている。電気化学法は、溶液中の目的成分について、その
濃度に対応する変化を電極上での電気的（例えば電流）信号として変換、出力することを
特徴としており、簡便かつ高感度化の目標に最適の方法である。
【０００３】
　本発明者らは、近年、この電気化学的方法に基づき、微量（ｎｇ／ｍＬ）でも血液中に
混入すると発熱作用を引き起こすエンドトキシンの電気化学的手法による濃度測定法を検
討してきた。しかしながら、エンドトキシンの存在濃度はｐｇ／ｍＬ～ｎｇ／ｍＬの領域
であり、従来の電気化学的方法では正確な濃度を測定することが困難であった。そこで本
発明者らは、エンドトキシンの濃度測定の検出感度向上を目的として、以下に示す新たな
検出方法を提案した（特許文献１）。すなわち、（1）第一のエンドトキシン認識分子を
固定化した担体に試料を接触させ、試料中のエンドトキシンを担体に捕捉・濃縮する工程
、（2）重金属化合物と第二のエンドトキシン認識分子を含むエンドトキシン認識プロー
ブを担体に接触させ、担体上のエンドトキシンにエンドトキシン認識プローブを捕捉する
工程、（3）エンドトキシン認識プローブに酸性溶液を反応させ、プローブの重金属化合
物から重金属イオンを溶出する工程、および（４）重金属イオンを測定する作用電極を用
いて、溶出した重金属イオン量を電気化学的に測定する工程を含み、重金属イオン量を指
標として試料中のエンドトキシン濃度を測定することを特徴とするエンドトキシン濃度の
電気化学測定法である。この特許文献１の方法では２００ｐｇ／ｍＬ程度の濃度のエンド
トキシンを測定することが可能である。すなわち、特許文献１の方法は、エンドトキシン
とプローブの微粒子上への濃縮、ならびに重金属イオンの作用電極上への濃縮・測定の過
程を経ることで、重金属イオンを低濃度まで安定に定量でき、すなわち高感度なエンドト
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キシン検出が実現されたものである。
【０００４】
　一方、生体中には、その存在が極微量（１～１０ｐｇ／ｍＬ）であっても特定の疾患や
生命体の状態の指標となるうる生体分子（例えば、疾病マーカー抗原、ホルモン、サイト
カイン類など）が存在する。特許文献１の方法では、このような極微量（例えば１０ｐｇ
／ｍＬ以下）の生体分子を測定することはできない。このような極微量の生体分子の測定
を可能とするために、さらなる検出感度向上が求められる。そのための最大の課題として
は、対象一分子に対する検出系中の重金属イオン濃度を如何に向上させるかという点が挙
げられる（応答増幅率の向上）。改善策として、プローブ一分子中に金属錯体部位をより
多く導入したプローブ構造とすることが考えられる。これにより原理的には検出系内の重
金属イオン濃度が増加するが、反面、対象分子との結合定数の低下が懸念される。
【０００５】
　イムノクロマト法においても高感度化が検討されている。従来のイムノクロマト法では
、対象分子の標識に金コロイドを利用するが、近年、この金コロイドへの銀の堆積を利用
したイムノクロマト法の高感度化の報告が見られる（特許文献２、非特許文献１）。直径
約５０ｎｍの金コロイドを核として直径１０μｍの銀粒子にまで成長させ、光学密度（光
学濃度）の測定（デンシメトリー）により対象分子の定量を行うものである。従来のイム
ノクロマト法に比較して１０００倍の高感度化に成功している。また、μｍ間隔で隔離さ
れた二つの電極間で対象物質を捕捉し、その後その上に酵素メタリゼーションによって銀
を堆積させることで、二電極間が銀によって通電する（コンダクトメトリー）ことを利用
したバイオセンサも報告されている（非特許文献２、非特許文献３）。また、銀のストリ
ッピング反応を活用した例として、変換ストリッピング法が公知である（特許文献３、特
許文献４）。この方法は、生体分子の電極反応を行うセルおよびストリッピングを行うセ
ルの二つのセルを用意し、セル間の導通を取ることで、生体分子の電極反応を銀のストリ
ッピング反応に変換、定量する方法であるが、装置が複雑である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特開2016-151482号公報
【特許文献２】特開2011-117906号公報
【特許文献３】特表2012-530240号公報
【特許文献４】特開2015-190939号公報
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】富士フイルム研究報告 57（2012）5-10
【非特許文献２】Nano Letters 5 (2005) 1475-1482
【非特許文献３】Journal of the American Chemical Society 133 (2011) 3238-3241
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　試料中の微量の生体分子濃度を簡便に測定することのできる手段が求められている。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、対象一分子に対する検出系中の重金属イオン濃度の向上の手段として、
銀イオンの酵素メタリゼーション反応によって生成する銀を電極上に堆積させる手法を用
い、この堆積した銀における銀イオン量を電気化学的に測定することで、対象生体分子の
高感度測定が実施できることを見出し、本発明を完成させた。
　本発明の一形態は、従来のイムノクロマト法や電気化学的測定よりも簡便かつ高感度に
極微量の生体分子濃度を測定することのできる方法と、この方法を実施するための生体分
子濃度測定キットおよびデバイスを提供する。
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【００１０】
　すなわち、本発明は以下の通りである。
［１］　試料中の生体分子濃度を測定する方法であって、
（ａ）生体分子と当該生体分子に対する特異的結合物質であってホースラディッシュペル
オキシダーゼ（ＨＲＰ）修飾された特異的結合物質との複合体に、銀イオンを作用させて
ＨＲＰと銀イオンとの酵素反応を行う工程、
（ｂ）前記酵素反応により銀を生成させるとともに当該生成された銀を電極上に堆積させ
る工程、および
（ｃ）前記堆積した銀における銀イオン量を電気化学的に測定することにより、前記生体
分子濃度を測定する工程
を含む、前記方法。
［２］　前記複合体は、生体分子に対する第二の特異的結合物質を介して担体に固定化さ
れている、［１］に記載の方法。
［３］　生体分子の検出限界濃度が１ｐｇ／ｍＬから１０ｐｇ／ｍＬの範囲である、［１
］または［２］に記載の方法。
［４］　前記電極の平均表面粗さ（Ｒａ）が０．０５～５ｎｍである、［１］～［３］の
いずれかに記載の方法。
［５］　前記電極はナノカーボン電極である、［１］～［４］のいずれかに記載の方法。
［６］　工程（ｃ）において反応系における銀イオンの濃度が１～１００ｎｇ／ｍＬであ
る、［１］～［５］のいずれかに記載の方法。
［７］　前記電極のサイズが、１～１００ｍｍ２である、［１］～［６］のいずれかに記
載の方法。
［８］　工程（ａ）における酵素反応は、酸化剤および還元剤の存在下で行われる、［１
］～［７］のいずれかに記載の方法。
［９］　前記酸化剤は、過酸化水素であり、前記還元剤は、鉄イオン（Ｆｅ２＋）および
ヒドロキノンから選択される少なくとも一つである、［８］に記載の方法。
［１０］　工程（ａ）の酵素反応は、ｐＨ３．０～７．０の緩衝液中で行われ、工程（ｃ
）における電気化学的測定は、ｐＨ４．０～５．０の緩衝液中で行われる、［１］～［９
］のいずれかに記載の方法。
［１１］　以下の工程、
（１）生体分子に対する特異的結合物質を固定化した担体に試料を接触させ、試料中の生
体分子を担体に捕捉する工程、
（２）特異的結合物質を担体に再度接触させ、担体上の生体分子に特異的結合物質を捕捉
する工程、
（３）特異的結合物質にホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）を修飾する工程
、
（４）銀イオンを含む試薬を担体上のＨＲＰと酵素メタリゼーション反応をさせ、銀を生
成させる工程、および
（５）生成した銀を電極上に堆積させ、この堆積した銀イオン量を電気化学的に測定する
工程、
を含み、銀イオン量を指標として試料中の生体分子濃度を測定することを特徴とする、［
１］～［１０］のいずれかに記載の方法。
［１１－１］　前記試薬が、酸化剤および還元剤をさらに含む、［１１］に記載の方法。
［１１－２］　前記酸化剤は、過酸化水素であり、前記還元剤は、鉄イオン（Ｆｅ２＋）
およびヒドロキノンから選択される少なくとも一つである、［１１－１］に記載の方法。
［１２］　［１］～［１１］のいずれかに記載の方法を実施するためのキットであって、
生体分子に対する特異的結合物質を固定化した担体と、ＨＲＰと、銀イオンを含み、ＨＲ
Ｐと酵素メタリゼーション反応を実施可能な試薬と、を含むことを特徴とする生体分子濃
度測定キット。
［１２－１］　前記試薬が、酸化剤および還元剤をさらに含む、［１２］に記載のキット
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。
［１２－２］　前記酸化剤は、過酸化水素であり、前記還元剤は、鉄イオン（Ｆｅ２＋）
およびヒドロキノンから選択される少なくとも一つである、［１２－１］に記載のキット
。
［１３］　［１］～［１１］のいずれかに記載の方法を実施するためのデバイスであって
、生体分子に対する特異的結合物質を固定化した担体および電極を備えた電気化学セルと
、電極への電圧印加手段と、電流測定手段と、を含むことを特徴とする生体分子濃度測定
デバイス。
［１４］　前記生体分子が抗原であり、前記特異的結合物質が前記抗原に結合する抗体ま
たはそのフラグメントである、［１］～［１１］［１１－１］～［１１－２］のいずれか
に記載の方法、［１２］［１２－１］［１２－２］のいずれかに記載のキット、［１３］
［１３－１］［１３－２］のいずれかに記載のデバイス。
【００１１】
［１５］　以下の工程、
（１）生体分子に対する特異的結合物質を固定化した担体に試料を接触させ、試料中の生
体分子を担体に捕捉・濃縮する工程、
（２）特異的結合物質を担体に再度接触させ、担体上の生体分子に特異的結合物質を捕捉
する工程、
（３）特異的結合物質にホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）を修飾する工程
、
（４）銀イオンを含む試薬を担体上のＨＲＰと酵素メタリゼーション反応をさせ、銀を生
成させる工程、および
（５）生成した銀を作用電極上に堆積させ、この堆積した銀イオン量を電気化学的に測定
する工程、
を含み、銀イオン量を指標として試料中の生体分子濃度を測定することを特徴とする生体
分子濃度の測定方法。
［１６］　生体分子の検出限界濃度は１ｐｇ／ｍＬから１０ｐｇ／ｍＬの範囲である、［
１５］に記載の測定方法。
［１７］　［１５］または［１６］に記載の生体分子濃度測定方法を実施するためのキッ
トであって、生体分子に対する特異的結合物質を固定化した担体、ＨＲＰと銀イオンを含
む酵素メタリゼーション反応を実施可能な薬品を含むことを特徴とする生体分子濃度測定
キット。
［１８］　［１５］または［１６］に記載の第一生体分子濃度測定方法を実施するための
デバイスであって、生体分子に対する特異的結合物質を固定化した担体と作用電極を備え
た電気化学セル、電極への電圧印加手段および電流測定手段を含むことを特徴とする生体
分子濃度測定デバイス。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明は、以下の一以上の効果を有する。
　（１）従来のイムノクロマト法や電気化学的測定よりも高感度に生体分子濃度を測定す
ることが可能である。特に、本発明の方法によれば、極微量（例えば１～１０ｐｇ／ｍＬ
）の生体分子濃度の測定が可能である。
　（２）複雑な機器や光学手法（ＵＶ、蛍光、発光）を必要とすることなく簡便な電気化
学的測定により微量の生体分子濃度を測定することが可能である。
　（３）生体分子の担体表面上への捕捉による濃縮、および銀の酵素反応による生成、さ
らには生成した銀の電極上への還元堆積による濃縮という複数の濃縮過程の組合せと、最
終的に検出系中の重金属イオンを低濃度まで安定に測定可能な作用電極によって、低濃度
の生体分子に対しても電気化学応答を増幅させ、より一層の高感度で測定することが可能
になる。
　（４）本発明の濃度測定キットおよび濃度測定デバイスの使用により、使用者の熟練度
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を問わずに、簡便かつ高感度（例えばｐｇ／ｍＬオーダー）で極微量（例えば１～１０ｐ
ｇ／ｍＬ）の生体分子の濃度を測定することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１Ａ】本発明の一形態における生体分子の濃度の測定方法の原理を示した概念図であ
る。
【図１Ｂ】本発明の一形態における生体分子の濃度の測定方法の原理を示した概念図であ
る。
【図１Ｃ】本発明の一形態における生体分子の濃度の測定方法の原理を示した概念図であ
る。
【図２】実施例１における矩形波ボルタモグラムを示す。
【図３】（ａ）は実施例２における矩形波ボルタモグラムを示し、（ｂ）は様々な抗原濃
度と応答電流値との関係を示す。
【図４】実施例３で得られた抗原濃度と応答電流値との関係を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明の一形態は、電気化学的方法による、試料中に含まれる生体分子の濃度測定方法
である。すなわち、本発明の一形態は、試料中の生体分子濃度を測定する方法に関する。
該方法は、（ａ）生体分子と当該生体分子に対する特異的結合物質であってホースラディ
ッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）修飾された特異的結合物質との複合体に、銀イオンを
作用させてＨＲＰと銀イオンとの酵素反応を行う工程、（ｂ）前記酵素反応により銀を生
成させるとともに当該生成された銀を電極上に堆積させる工程、および（ｃ）前記堆積し
た銀における銀イオン量を電気化学的に測定することにより、前記生体分子濃度を測定す
る工程を含む。
【００１５】
　本発明は、検出系中の重金属イオンとして銀イオンを使用し、検出系中の重金属イオン
濃度の向上の手段として、銀イオンとＨＲＰとの酵素メタリゼーション反応を利用する。
すなわち、酵素反応を通じて、検出対象である生体分子一分子に対する銀濃度が高められ
る（増幅効果）。堆積された銀の量は試料中の生体分子の量に相関していることから、電
極上に堆積された銀の量を電気化学的に測定することにより、試料中の生体分子濃度を測
定することができる。本発明の方法では、酵素反応による銀の生成量の制御（応答増幅率
の向上）と電極上での銀のストリッピング反応による高感度検出（高いＳ／Ｎ比）とが可
能であり、結果として対象生体分子の高感度な測定が可能となる。
　本発明の極微量の生体分子の濃度測定の原理を以下に説明する。
【００１６】
　本形態の方法では、生成した銀を銀の電気化学測定が可能な作用電極へ誘導し堆積させ
ることで、試料中の銀濃度を定量する。ここで、銀の電気化学測定としては、例えば、ア
ノーディックストリッピングボルタンメトリー（ＡＳＶ）法と同様の方法を用いる。一般
的なＡＳＶ法は金属イオンを電極上に一度還元堆積させ、堆積した金属を酸化させる際に
得られる酸化電流値を検出する分析法である。ただし、本発明の方法が一般的な金属イオ
ンのＡＳＶ検出法と大きく異なる点は、電位印加によって金属イオンを作用電極上に還元
堆積させない点である。代わりに、本発明の方法では、酵素メタリゼーション反応によっ
て銀を生成させ、生成させた銀を作用電極上に堆積させる。堆積させた銀の量は、ＡＳＶ
法と同様にして、堆積した銀を酸化させる際に得られる酸化電流値を測定することにより
測定することができる。堆積した銀量は試料中の生体分子の量と相関関係にあるため、既
知の生体分子量とそれに応じて捕捉されたＨＲＰ量に基づき生成した銀量（より具体的に
は銀を酸化させる際に流れる酸化電流値）との間で検量線を作成し、銀の酸化電流値を測
定すれば、該検量線に基づいて試料中の生体分子の量を知ることが可能となる。ＡＳＶ法
は、非常に高感度な分析手法でありながら、安価で測定装置の小型化が可能であり、オン
サイト分析に適した分析法である。本発明の方法では、このようなＡＳＶ法の利点を有し
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つつ、酵素反応による増幅効果によって一般のＡＳＶ法よりも低い検出限界を達成するこ
とができる。
【００１７】
　本発明の方法は、基本的には電子の授受により生ずる、電極に流れる電流を測定するこ
とにより銀の量を測定して、生体分子量を把握するものである。この測定電流は銀の酵素
反応による生成（増幅）と銀の電極表面への還元堆積（濃縮）過程を経る。したがって、
捕捉された生体分子が微量であっても、酵素反応による銀生成の増幅効果と電極表面への
銀の堆積（濃縮）効果とにより高感度で生体分子量を測定し得る点に特徴を有する。
【００１８】
　具体的には、作用電極上では以下の反応が生ずる。すなわち、ＨＲＰが触媒として作用
し、銀イオン（Ａｇ＋）が還元されて、銀（Ａｇ）が作用電極上に堆積する。
（ａ）Ａｇ＋＋ｅ→Ａｇ（電極上での酵素メタリゼーション反応）
　こうして、ＨＲＰを触媒とした銀イオン（Ａｇ＋）の還元反応（酵素メタリゼーション
反応）が連続的に生じることにより、検出対象である生体分子一分子に対する銀濃度を高
めることができ、望ましい増幅効果を達成する。
【００１９】
　好ましい態様では、ＨＲＰと還元剤および酸化剤との共存下で、銀生成反応を行う。Ｈ
ＲＰと還元剤および酸化剤とが共に存在すると、銀イオンの還元反応の効率が向上し得る
。例えば、反応系に、ＨＲＰと酸化剤である過酸化水素および還元剤であるヒドロキノン
とが共存する場合には、ＨＲＰが触媒として作用し（特に下記（ａ２）の反応を触媒する
）、以下の反応が進行し得る。
（ａ１）還元剤（例えばヒドロキノン）＋２Ａｇ＋→還元剤の酸化物（例えば１，４－ベ
ンゾキノン）+２Ａｇ＋２Ｈ＋

（ａ２）酸化剤（例えばＨ２Ｏ２）＋２Ｈ＋＋２ｅ→酸化剤の還元物（例えば２Ｈ２Ｏ）
　上記反応を通じて、ＨＲＰを触媒とした銀イオン（Ａｇ＋）の連続的な還元反応（ＨＲ
Ｐ量に応じた銀の増幅生成）が効率的に進行し、検出対象である生体分子一分子に対する
銀濃度を効率的に高めることができ、一層の増幅効果が達成される。
【００２０】
　次に、作用電極へ正の電圧を印加すると作用電極上に堆積した銀が酸化されて、銀イオ
ンとなる。例えば、ｐＨ５．０のもとでＡＳＶ測定と同様の方法により堆積された銀の酸
化反応を行うと(すなわち電極上へ正の電圧を印加すると)、以下の酸化反応が生ずる（銀
の脱離反応）。
（ｂ）Ａｇ→Ａｇ＋＋ｅ
　この時に、上記反応式（ｂ）中の電子（ｅ）の量、つまり電極における電流は、電極上
に堆積した銀の量、したがって、（ａ）の酵素反応による銀の生成反応に要する生体分子
の量（ＨＲＰ量）、銀イオン濃度、酵素反応時間などの酵素反応条件に依存する。
【００２１】
　すなわち、電極表面に濃縮、堆積された銀が脱離反応を起こす際に酸化電流を与える。
このときの酸化電流は電極表面に堆積された銀量にほぼ比例する。堆積された銀の量は、
酵素反応に関与する酵素量（ＨＲＰ量）に相関するが、この酵素量（ＨＲＰ量）は試料中
の生体分子の量と対応関係にある。したがって、試料中の生体分子濃度の増加に応じて、
電極表面に堆積される銀量が増加するため、得られる電流も増加する。いいかえれば、電
流の増加の度合いから、試料中に存在する生体分子の量（濃度）を把握することが出来る
。例えば、既知の生体分子量と銀の酸化電流値との間で検量線を作成し、検量線作成の際
と同一の酵素反応条件で酵素反応を行い、堆積された銀の酸化電流値を測定することによ
り、該検量線に基づいて試料中の生体分子の量を知ることが可能となる。したがって、本
発明の方法では、複雑な機器や光学手法（ＵＶ、蛍光、発光）を必要とすることなく、簡
便な電気化学的測定により、試料中の生体分子濃度の定量が可能である。
【００２２】
　生体分子濃度の定量は、これら一連の反応、すなわち、酵素メタリゼーション反応によ
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る銀の増幅生成（検出対象である生体分子一分子に対する銀濃度向上）と作用電極上への
銀の還元堆積（濃縮）によって可能となったものであり、従来のイムノクロマトグラフィ
を含むイムノアッセイ法では実現不可能であった測定濃度の検出限界の向上（例えばイム
ノクロマト法と比較して約１００００倍の向上）をもたらすものである。本発明の一形態
による測定方法において、生体分子の検出限界濃度は、１ｐｇ／ｍＬから１０ｐｇ／ｍＬ
の範囲である。本発明の一形態によれば、従来のイムノクロマト法や電気化学的測定では
困難であった、このような極微量（１～１０ｐｇ／ｍＬ）の生体分子濃度の測定が可能で
ある。
　なお、本発明の測定方法は、極微量の生体分子濃度の測定に限られず、例えば、１ｐｇ
／ｍＬ～１０００ｎｇ／ｍＬの範囲（好ましくは１ｐｇ／ｍＬ～１００ｎｇ／ｍＬ）の生
体分子濃度の測定にも適用可能である。
【００２３】
　以下、図面を用いて本発明の一形態に係る生体分子の濃度の測定方法を詳細に説明する
。ただし、本発明は図示した形態に限定されるわけではない。
　本発明の方法では、生体分子に対する特異的結合物質を生体分子の捕捉材として用いる
。図１Ａに示すように、生体分子１は、当該生体分子１に対する特異的結合物質２と結合
し、複合体１０を形成している。特異的結合物質２はＨＲＰで修飾されている。本明細書
では、生体分子とともに複合体を構成する特異的結合物質を「第一の特異的結合物質」と
もいう。また、後述の、生体分子を担体に固定化するために介在する特異的結合物質を「
第二の特異的結合物質」ともいう。
【００２４】
　複合体１０の形成方法は特に制限されない。例えば、生体分子１を含有する試料に第一
の特異的結合物質２を添加して生体分子１を第一の特異的結合物質２に捕捉させ、次いで
、第一の特異的結合物質２にホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）を修飾する
ことにより、複合体１０が得られる。この時、生体分子１は、その量に応じて、第一の特
異的結合物質２に捕捉され、複合体１０が形成される。なお、あらかじめＨＲＰ標識した
特異的結合物質２を使用してもよい。すなわち、第一の特異的結合物質２にあらかじめＨ
ＲＰを修飾し、これを、生体分子１を含有する試料に添加して生体分子１を第一の特異的
結合物質２に捕捉させることにより、複合体１０を得てもよい。
【００２５】
　本発明の一実施形態では、生体分子に対する特異的結合物質（第二の特異的結合物質）
を例えば化学架橋により固定した担体を生体分子の捕捉材として用いることができる。本
実施形態では、図１Ｂに示すように、複合体１０は、生体分子１に対する第二の特異的結
合物質５を介して担体６に固定化されている。複合体１０を第二の特異的結合物質５を介
して担体６に固定化することにより、各工程で溶液中に存在する生体分子、特異的結合物
質（例えばビオチン標識抗体）、ＨＲＰ修飾抗体を担体表面に捕捉することで濃縮ができ
、なおかつ各工程での洗浄操作が容易となる。
　担体６は、特異的結合物質を固定化する事が出来れば、その形状に制限はなく、球状・
不定形の粒子、微粒子でも良く、繊維状、膜状、平板状、柱状でも良い。担体は、多孔質
であっても良く、無孔質であっても良い。入手の容易さを考慮すれば、免疫測定用の微粒
子、磁気ビーズ、非磁気ビーズ、球状やモノリス状のクロマトグラフィー用担体、フィル
ター、繊維などが好ましく利用できる。
【００２６】
　第二の特異的結合物質５を担体６に固定化する方法は当業者によく知られている。例え
ば、結合剤を用いて、担体の表面（活性化した表面、カルボキシル化表面、ヒドロキシル
化表面など）に特異的結合物質を固定化させることができる。結合剤の例としては、臭化
シアン、スクシンイミド、アルデヒド、トシルクロリド、アビジン－ビオチン、ストレプ
トアビジン－ビオチン、チオール、光架橋化剤、エポキシドおよびマレイミドがある。例
えば、抗体は、抗体上の自由なアミノ基を基板内に存在している反応性側鎖と化学的に架
橋させることによって基板に結合させることができる。
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【００２７】
　生体分子１（複合体１０）を担体６に捕捉する方法としては、例えば、第二の特異的結
合物質５が固定化された担体６に生体分子１を含有する試料を、例えば滴下または添加す
ることにより接触させて生体分子１を第二の特異的結合物質５を介して担体６に捕捉した
後に、第一の特異的結合物質２を接触させ、担体６上の生体分子１を第一の特異的結合物
質２に捕捉させる方法が挙げられる。この時、担体６へ捕捉された生体分子１の量に応じ
て、第一の特異的結合物質２が捕捉される。
　続いて、この第一の特異的結合物質２が捕捉された担体６に、ホースラディッシュペル
オキシダーゼ（本明細書において単に「ＨＲＰ」ともいう）を修飾することにより、図１
Ｂに示すように、生体分子１と、当該生体分子１に結合しかつＨＲＰで修飾されている第
一の特異的結合物質２とから構成される複合体１０であって、第二の特異的結合物質５を
介して担体６に固定化された複合体１０が得られる。
　なお、ＨＲＰによる修飾は第一の特異的結合物質２と生体分子１との結合前に行っても
よい。例えば、あらかじめＨＲＰ標識した第一の特異的結合物質２を用いて生体分子１を
捕捉（結合）させてもよい。
【００２８】
　複合体１０の形成およびＨＲＰ修飾は溶液中で行われることが好ましい。試料が溶液で
ある場合には試料をそのまま用いて、または、Ｔｒｉｓ緩衝液生理食塩水（ＴＢＳ）、リ
ン酸緩衝液生理食塩水（ＰＢＳ）、ＨＥＰＥＳ緩衝液等の緩衝液等で希釈して用いること
ができる。試料が溶液でない場合には上記緩衝液等の溶液に試料を分散または溶解させて
用いることができる。
　ＨＲＰによる修飾の方法は当業者によく知られている。例えば、臭化シアン、スクシン
イミド、アルデヒド、トシルクロリド、アビジン－ビオチン、ストレプトアビジン－ビオ
チン、チオール、光架橋化剤、エポキシドおよびマレイミドなどの結合剤を介して第一の
特異的結合物質２にＨＲＰを修飾することができる。例えば、第一の特異的結合物質２と
してビオチン標識抗体を用い、これに、アビジンまたはストレプトアビジンで標識された
ＨＲＰを作用させることで、アビジン－ビオチンまたはストレプトアビジン－ビオチンの
結合により、第一の特異的結合物質２にＨＲＰを修飾することができる。
【００２９】
　複合体１０の形成、担体６への固定化および／またはＨＲＰ修飾の後には、必要に応じ
て、Ｔｒｉｓ緩衝液生理食塩水（ＴＢＳ）、リン酸緩衝液生理食塩水（ＰＢＳ）、ＨＥＰ
ＥＳ緩衝液等の緩衝液などの洗浄液を用いて洗浄処理がされ、過剰な（結合していない）
特異的結合物質（２，５）、担体６、および／またはＨＲＰなどが除去される。洗浄液に
は、必要に応じて、ポリソルベート２０（Ｔｗｅｅｎ２０）などの非イオン性界面活性剤
、ＢＳＡやスキムミルクなどのブロッキング剤が添加される。
【００３０】
　生体分子に作用させる特異的結合物質（２，５）およびＨＲＰの濃度に特に制限はない
が、特異的結合物質（２，５）の濃度は数１０～数１００μｇ／ｍＬ（例えば１０～９０
０μｇ／ｍＬ、好ましくは５０～５００μｇ／ｍＬ）が好都合であり、ＨＲＰの濃度は数
ｎｇ／ｍＬ程度（例えば１～１０ｎｇ／ｍＬ、好ましくは１～５ｎｇ／ｍＬ）が好都合で
ある。特異的結合物質およびＨＲＰの濃度が大きすぎると、物理的に吸着した過剰な特異
的結合物質およびＨＲＰが洗浄処理後にも系に残存し、生体分子に結合していないＨＲＰ
による電流応答の増幅を与える場合がある。このような濃度とすることにより、生体分子
に結合していないＨＲＰの影響を低減または回避でき、測定対象である生体分子由来の明
瞭な電流応答を与え得ることができるため好ましい。
【００３１】
　本発明の方法では、図１Ａおよび図１Ｂに示されるように、複合体１０に銀イオン（Ａ
ｇ＋）を作用させることで、複合体１０中のＨＲＰと銀イオン（Ａｇ＋）との酵素反応が
生じる（工程（ａ））。酵素反応により銀４が生成し、当該生成された銀４は電極３上に
堆積される（工程（ｂ））。
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　工程（ａ）における酵素反応は、銀イオンの還元反応の効率の面から、酸化剤（例えば
過酸化水素）および還元剤（例えば鉄イオン（Ｆｅ２＋）および／またはヒドロキノン）
の存在下で行われることが好ましい。
　工程（ａ）は溶液中で行われることが好ましい。
　好ましくは、工程（ａ）の酵素反応の前段階までは、抗体およびＨＲＰの機能維持の点
で、Ｔｒｉｓ緩衝液生理食塩水（ＴＢＳ）、リン酸緩衝液生理食塩水（ＰＢＳ）、ＨＥＰ
ＥＳ緩衝液等のｐＨ（例えばｐＨ６～８）が制御された緩衝液（例えば濃度１０～１００
ｍｍｏｌ／Ｌ）を用いる。
　また、工程（ａ）の酵素反応では、溶液中に塩素イオンが存在すると銀イオンと反応し
て塩化銀（ＡｇＣｌ）が析出してしまう可能性があり、塩素イオンフリーの緩衝液で行う
ことが好ましい。具体的には酵素反応を効率よく進行させる観点で、塩素イオンフリーの
クエン酸緩衝液、酢酸緩衝液、リン酸緩衝液（ＰＢ）等のｐＨ（例えば、ｐＨ３．０～７
．０）が制御された緩衝液（例えば濃度１０～１００ｍｍｍｏｌ／Ｌ）を用いることが好
ましい。
　また、工程（ａ）および工程（ｂ）は、複合体１０を含む緩衝液に銀イオン（Ａｇ＋）
を含む試薬を添加し、得られた溶液を電極上に滴下することにより実施されることが好ま
しい。
　工程（ａ）において反応系における銀イオンの濃度は、ＨＲＰとの反応が進行する濃度
であれば特に制限されないが、効率的な酵素メタリゼーション反応の点で、好ましくは１
～５０ｍｍｏｌ／Ｌであり、より好ましくは１～３０ｍｍｏｌ／Ｌであり、さらに好まし
くは１～１０ｍｍｏｌ／Ｌである。
　工程（ｂ）の後、工程（ｃ）の前に、必要に応じて、銀４が堆積された電極３の表面を
洗浄し、過剰な（未反応の）銀（イオン）および／または複合体１０などが除去される。
　酵素反応の時間（工程（ａ）および工程（ｂ）の合計時間）は特に制限されず、測定対
象物質の存在濃度および使用する抗体、ＨＲＰの濃度により適宜設定される。一例をあげ
ると、５～１５分である。
【００３２】
　続いて、堆積した銀４における銀イオン（Ａｇ＋）の量を電気化学的に測定することに
より、試料中の生体分子１の濃度が測定される（工程（ｃ））。工程（ｃ）は溶液中で行
われることが好ましい。溶液としては、銀の電気化学測定を高感度に実施することのでき
る緩衝液およびｐＨの使用が好ましい。例えば、弱酸性（例えばｐＨ４．０～５．０、好
ましくはｐＨ５．０程度）の酢酸緩衝液、クエン酸緩衝液等の緩衝液（例えば、濃度１０
～１００ｍｍｏｌ／Ｌ）が好ましい。また、工程（ｃ）において反応系における銀イオン
の濃度が１～１００ｎｇ／ｍＬとなる条件で電気化学測定を行うことが好ましい。銀４が
堆積した電極を作用電極としてｐＨが制御された緩衝液中に挿入し、適当な対向電極、参
照電極と組み合わせて、電気化学測定を行う。銀４が堆積した電極（作用電極）に正の電
圧（例えば、０～３００ｍＶ対銀塩化銀電極）を印加することにより、銀の酸化反応に基
づく酸化電流が流れる。
【００３３】
　電気化学的測定法としては、銀の酸化電流を測定できる方法であれば、特に制限されな
い。例えば、矩形波ボルタンメトリー、サイクリックボルタンメトリー、微分パルスボル
タンメトリー、ノーマルパルスボルタンメトリー、交流ボルタンメトリー等の手法が適宜
使用可能である。
【００３４】
　本発明において利用される電極（作用電極）の材質としては特に制限はないが、例えば
、カーボン系の材料、金電極、等が挙げられる。中でも、電極素材上に最終的に銀を堆積
させ、その後堆積させた銀を電極反応させる必要があるとの観点から、カーボン系の材料
からなるカーボン電極が好都合に使用される。例えば、特許文献１などに開示されたカー
ボン薄膜（銀イオンが堆積しやすく、かつ酸化溶出反応に基づいた電気化学反応によって
測定するのに十分な広い電位窓と低いノイズ電流を有するカーボン薄膜）が挙げられる。
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具体的には、ボロンドープダイヤモンド薄膜、導電性ダイヤモンドライクカーボン薄膜、
スパッタカーボン薄膜またはグラファイト薄膜などを利用することができる。さらには、
このカーボン薄膜は、ｓｐ２カーボン結合が多いほうが良く、しかもより低濃度の銀の測
定を達成するためには電極由来のノイズ電流の低い平坦な電極表面を有するナノカーボン
電極が好ましい。カーボン薄膜におけるｓｐ３結合とｓｐ２結合との結合比は、例えばス
パッタ法における照射イオンの加速電圧を調節することにより制御できる。ｓｐ２結合の
割合（ｓｐ３結合とｓｐ２結合との比率）は、Ｘ線光電子分光分析（ＸＰＳ）により測定
することができる。
　具体的な好ましいナノカーボン電極の例は、特許４５１３０９３号に記載されたスパッ
タ法（例えば電子サイクロトロン共鳴（ＥＣＲ）スパッタ法、ＲＦスパッタ法、ＤＣスパ
ッタ法、またはイオンビームスパッタ法）により形成されるカーボン薄膜で構成されたカ
ーボン電極である。
【００３５】
　ノイズ電流を低減し、高感度を実現するため、電極（作用電極）の平均表面粗さ（Ｒａ
）は０．０５～５ｎｍであることが好ましい。本明細書において、平均表面粗さ（Ｒａ）
はＪＩＳ Ｂ ０６０１：２０１３に規定する算術平均粗さ（Ｒａ）をいう。平均表面粗さ
（Ｒａ）はより好ましくは０．１～５ｎｍであり、さらに好ましくは０．１～２．０ｎｍ
である。
　電極は、低ノイズ（一般的に電流密度で、例えば１００ｎＡ～１０μＡ／ｃｍ２）が達
成されるものが好ましい。
【００３６】
　電極サイズは、計測する電流の範囲に応じて適宜決定される。電極サイズは、例えば１
～１００ｍｍ２が好ましく、３～５０ｍｍ２がより好ましく、３～１０ｍｍ２がさらに好
ましい。例えば、微量（１～１０ｐｇ／ｍＬ）の生体分子の測定を行う場合には通常、数
μＡ～数１００μＡで計測するのが好都合であり、その場合、上記の電極のサイズが好ま
しい。電極の形状は特に制限されず、円形、楕円形、または多角形等でありうる。
　電極の厚さは、特に制限されないが、薄膜形状が好ましい。例えば、３０ｎｍ～２００
ｎｍ程度が、十分な導電性を確保し極微小な電極を作製するという観点から好ましい。
【００３７】
　特異的結合物質は、生体分子と特異的に結合する能力を持つ物質であり、例えば、対象
の生体分子に結合する、抗体またはそのフラグメント、糖鎖または複合糖質、ＤＮＡ、Ｒ
ＮＡ、オリゴヌクレオチドもしくはポリヌクレオチドまたはその誘導体などの核酸（核酸
アプタマー）、ペプチド（ペプチドアプタマー）、タンパク質、酵素、合成分子などを使
用することができる。第一の特異的結合物質および第二の特異的結合物質は同一であって
も異なっていてもよい。
【００３８】
　銀イオン（Ａｇ＋）を含む試薬（銀を生成させる薬剤）としては、銀イオン（Ａｇ＋）
を含むものであれば特に限定されない。好ましくは銀イオンと還元剤（例えば鉄イオン（
Ｆｅ２＋）、ヒドロキノンなど）と酸化剤（例えば、過酸化水素）とを含有する試薬が好
ましい。還元剤および酸化剤がＨＲＰと共に存在すると、銀イオンの還元反応の効率が向
上し得る。また、試薬は溶液形態が好ましく、銀イオンとＨＲＰとの酵素反応によって効
率よく銀を生成させることのできる溶液組成（例えば、銀イオン（例えば濃度１～１０ｍ
ｍｏｌ／Ｌ）、過酸化水素（例えば濃度１０～３０ｍｍｏｌ／Ｌ）、およびヒドロキノン
（例えば濃度１０～３０ｍｍｏｌ／Ｌ）を含む０．１ｍｏｌ／Ｌクエン酸緩衝液（例えば
ｐＨ３～５））であり、安定で、安価なものが好都合に利用される。具体的には、Ｎａｎ
ｏｐｒｏｂｅ社のＥｎｚＭｅｔなどが適宜利用できる。
【００３９】
　本発明の一実施形態について、図１Ｃに基づき詳細に説明する。図１Ｃに示す形態にお
いて、爪白癬菌抗原が測定対象である生体分子であり、抗爪白癬菌抗体が第一の特異的結
合物質および第二の特異的結合物質であり、磁気微粒子が担体である。抗体に修飾された
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ビオチンと担体である磁気粒子上のストレプトアビジンとの結合により抗体が担体に固定
化されている。図１Ｃ中の六角形のシンボルはストレプトアビジンで修飾された磁気微粒
子上のストレプトアビジン部位を示し、記号「Ａｇ＋」は銀イオンを示し、記号「Ａｇ０

」は銀を示す。ここでは、生体分子として爪白癬菌抗原、作用電極としてスパッタカーボ
ン薄膜を例に説明する。まず、担体として、ストレプトアビジンで修飾された磁気微粒子
（直径３７～１００μｍ、ＧＥ　ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ製）を調製し（１）、この磁気微
粒子にビオチン標識した抗爪白癬菌抗体（ビオチン標識抗体）を作用させることで、抗爪
白癬菌抗体固定化磁気微粒子を得る（２）。ここに爪白癬菌抗原試料を滴下し、爪白癬菌
抗原を磁気微粒子表面に捕捉する（３）。次に、ビオチン標識抗体を、再度接触させ磁気
微粒子上の爪白癬菌抗原にビオチン標識抗体を捕捉させる（４）。次にこの抗体にストレ
プトアビジン標識されたＨＲＰを作用させ、抗体にＨＲＰ修飾を行う（５）。この時、抗
原の量に応じたＨＲＰが捕捉される。ここへ銀イオンを含む試薬を添加し（６）、担体上
のＨＲＰと酵素メタリゼーション反応をさせ、銀を生成させる。生成した銀はこれの電気
化学測定が可能な作用電極であるスパッタカーボン電極表面上へ誘導・堆積させる（７）
。このような処理を施して得られた作用電極を適当な緩衝液中に添加し、ここに適当な対
向電極、参照電極と組み合わせて、電気化学測定を行うことで、爪白癬菌抗原量に応じて
生成堆積した銀の酸化電流値が得られる（８）。銀の酸化電流値から、存在する爪白癬菌
抗原の量（濃度）を把握することが出来る。
【００４０】
　工程（１）～（５）における、ビオチン標識抗体を介して磁気微粒子に固定化され、Ｈ
ＲＰ修飾されたビオチン標識抗体と爪白癬菌抗原との複合体の形成において、微粒子担体
表面上に捕捉された爪白癬菌抗原に作用させるビオチン標識抗体およびＨＲＰの濃度に特
に制限はないが、測定対象である生体分子由来の明瞭な電流応答を与え得る濃度としては
、ビオチン標識抗体は数１０～数１００μｇ／ｍＬ（例えば１０～９００μｇ／ｍＬ）、
ＨＲＰは数ｎｇ／ｍＬ程度（例えば１～１０ｎｇ／ｍＬ）が好都合である。
　また、工程（８）において使用する緩衝液の種類とそのｐＨについては、使用する銀の
電気化学測定を高感度に実施することのできる緩衝液の使用が好ましい。例えば、銀の酸
化電流測定を行う場合においては、弱酸性のｐＨ５．０、濃度１０～１００ｍｍｏｌ／Ｌ
の酢酸緩衝液が好都合に用いられる。
【００４１】
　図１Ｃの実施形態では、特異的結合物質として抗体と作用電極としてスパッタカーボン
電極の組合せによる例を説明したが、もちろん、アプタマーなどの核酸とスパッタカーボ
ン電極、あるいは抗体とボロンドープダイヤモンド電極など、銀の電気化学測定が可能な
他の作用電極と特異的結合物質の組み合わせでもよい。
【００４２】
　また、本発明における測定対象（標的物）となる生体分子は、特に限定されるものでは
なく、例えば、抗原、タンパク質、ペプチド、酵素、アミノ酸修飾物、タンパク質のドメ
イン、タンパク質のモチーフ、核酸分子、核酸配列、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｃＤＮ
Ａ、代謝物、炭水化物、核酸のモチーフなどが挙げられる。中でも、極微量濃度（１～１
０ｐｇ／ｍＬ）の存在を検出することが有用な、例えば、疾病マーカー抗原、ホルモン、
サイトカイン等である。もちろん、特許文献１が対象としたエンドトキシンもその極微量
濃度の測定が必要とされる場合は本発明方法の対象となる。
【００４３】
　例えば、生体分子と生体分子に対する特異的結合物質との組合せの具体例としては、抗
原とそれに結合する抗体またはそのフラグメント、糖鎖または複合糖質とそれに結合する
レクチン、レクチンとそれに結合する糖鎖または複合糖質、ホルモンまたはサイトカイン
とそれに結合する受容体、受容体とそれに結合するホルモンまたはサイトカイン、タンパ
ク質とそれに結合する核酸アプタマーまたはペプチドアプタマー、酵素とそれに結合する
基質、基質とそれに結合する酵素、ビオチンとアビジンまたはストレプトアビジン、アビ
ジンまたはストレプトアビジンとビオチン、ＩｇＧとプロテインＡまたはプロテインＧ、
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プロテインＡまたはプロテインＧとＩｇＧ、第１の核酸とそれに結合する（ハイブリダイ
ズする）第２の核酸（第１の核酸と相補的な配列を含む核酸であってもよい）等があげら
れる。
　本発明の一実施形態において、生体分子が抗原であり、前記特異的結合物質（第一の特
異的結合物質および第二の特異的結合物質の少なくとも一つ）が前記抗原に結合する抗体
またはそのフラグメントである。
【００４４】
　生体分子を含む試料としては、任意の供給源からの任意のサンプルを用いることができ
る。例えば、生体分子を含む試料の具体例としては、細胞サンプル、組織サンプル、細胞
抽出液、別のサンプルから精製した成分または分画、環境サンプル、培養物サンプル、体
液、バイオプシー・サンプルなどが挙げられる。
【００４５】
　本発明の他の一形態は、生体分子に対する特異的結合物質を固定化した担体と、ＨＲＰ
と、銀イオンを含み、ＨＲＰと酵素メタリゼーション反応を実施可能な試薬と、を含むこ
とを特徴とする生体分子濃度測定キットを提供する。
　例えば、生体分子濃度測定キットは、少なくとも生体分子に対する特異的結合物質を固
定化した微粒子や基板などの担体、ＨＲＰまたはＨＲＰ標識した特異的結合物質、銀イオ
ンの酵素メタリゼーション反応のための試薬、さらに銀を測定するための緩衝液を具有し
ていることを特徴としている。試薬は上述したように、銀イオンと還元剤（例えば鉄イオ
ン（Ｆｅ２＋）、ヒドロキノンなど）と酸化剤（例えば、過酸化水素）とを含有する試薬
が好ましい。還元剤および酸化剤がＨＲＰと共に存在すると、銀イオンの還元反応の効率
が向上し得る。さらに、洗浄液、ｐＨ調整剤、電流測定装置、フローセル構築のポンプ等
、測定系を構築するための部材あるいは試薬、生体分子濃度を測定するための手順や生体
分子濃度を定量するための基準（検量線など）を記載した説明書等から選択される少なく
とも一つをさらに組み合わせて測定キットとしてもよい。
　また、本発明のさらに他の一形態は、生体分子に対する特異的結合物質を固定化した担
体および電極を備えた電気化学セルと、電極への電圧印加手段と、電流測定手段と、を含
むことを特徴とする生体分子濃度測定デバイスを提供する。さらに、ＨＲＰまたはＨＲＰ
標識した特異的結合物質、銀イオン、銀イオンの酵素メタリゼーション反応のための試薬
、銀を測定するための緩衝液、洗浄液、ｐＨ調整剤、電流測定装置、フローセル構築のポ
ンプ等、本発明の測定系を構築するための部材あるいは試薬等から選択される少なくとも
一つをさらに組み合わせて測定デバイスとしてもよい。
【００４６】
　上記のとおりの本発明の測定方法、測定キット、および測定デバイスは試料中の生体分
子濃度を簡便に測定することができるものであるため、多様な分析に有用である。例えば
、ヒトや動物における疾病の早期診断、あるいは注射液、透析液等の医薬品などの品質管
理分析等に係る分野において利用される。例えば、インフルエンザウィルス抗原やサイト
カインなどは、極低濃度でも生理活性を示すため、極低濃度域での高精度の定量性の担保
は非常に重要である。このような状況の中で、本発明の測定方法は、これら極微量生体分
子を測定する上で極めて有効であり、また、本発明の測定キットおよび測定デバイスは、
使用者の熟練度を問わずに、生体分子の濃度を測定することができる。その際の具体的な
形態は、上記測定キットに特に限定されるものではなく、例えば、フローインジェクショ
ン分析用の検出器として使用してもよい。
【００４７】
　また、本明細書に用いられる用語は、異なる定義が無い限り、本発明が属する技術の当
業者によって広く理解されるのと同じ意味を有する。ここに用いられる用語は、異なる定
義が明示されていない限り、本明細書および関連技術分野における意味と整合的な意味を
有するものとして解釈されるべきであり、理想化され、または、過度に形式的な意味にお
いて解釈されるべきではない。
【００４８】
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　以下、本発明について実施例および比較例を用いて詳細に説明するが、本発明はこれら
の実施例に限定されるものではない。電気化学的な測定法として下記では矩形波ボルタン
メトリーによる実施例を示すが、その他にも、サイクリックボルタンメトリー、微分パル
スボルタンメトリー、ノーマルパルスボルタンメトリー、交流ボルタンメトリー等の手法
が適宜使用可能である。
【実施例】
【００４９】
　以下、本発明について実施例を参照して詳述するが、本発明の技術的範囲はこれに限定
されるものではない。本明細書において「室温」は通常約１０℃から約３５℃を示す。％
は特記しない限り質量パーセントを示す。
【００５０】
実施例１：スパッタカーボン薄膜電極での銀イオンの測定
　作用電極として、シリコンウェハ上に成膜されたスパッタカーボン薄膜電極（平均表面
粗さ（Ｒａ）：０．１ｎｍ、厚さ：４０ｎｍ）を用いた。なお、平均表面粗さ（Ｒａ）は
原子間力顕微鏡（ＡＦＭ；　Ａｔｏｍｉｃ　Ｆｏｒｃｅ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）（装置
名：ＳＰＩ４０００、ＳＩＩ　ＮａｎｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，　Ｉｎｃ；測定モード：
ｄｙｎａｍｉｃ　ｆｏｒｃｅ　ＡＦＭ　ｍｏｄｅ；掃引速度：０．２８Ｈｚ（２５６×２
５６ピクセル））を用い、室温大気中にて測定した。作製されたスパッタカーボン薄膜上
に直径２ｍｍの穴を開けた絶縁テープを貼り付けて、電極面積が既知のスパッタカーボン
薄膜電極（以下「スパッタカーボン電極１」ともいう；ナノカーボン電極）とした。この
薄膜電極を、５０ｍｍｏｌ／Ｌの酢酸緩衝液（ｐＨ５．０）中に挿入し、ポテンシオスタ
ット（ＣＨＩインスツルメンツ社製、ＡＬＳ１２４０Ｂ）に塩橋を施した参照電極（銀－
塩化銀：Ａｇ／ＡｇＣｌ）、対向電極（白金：Ｐｔ）とともに接続した。
【００５１】
　次に、酢酸緩衝液中に銀イオン（Ａｇ＋）の濃度が１ｎｇ／ｍＬとなるように調整し、
還元堆積電位－０．３Ｖ、堆積時間２４０秒に設定して、溶液中の銀イオンを電極表面へ
堆積した。続いて、周波数４０Ｈｚ、電位増加分２ｍＶ、振幅２５ｍＶに設定して、矩形
波ボルタンメトリー測定を行った。測定結果を図２に示した。図２において、横軸は印加
電圧、縦軸は銀の酸化溶出に伴う酸化電流である。得られた測定結果より、堆積した銀に
由来する酸化電流値が０．１９Ｖ付近に明確に観測された。この時得られた電流値は４２
ｎＡ（あるいは電流密度で１．３μＡ／ｃｍ２）であり、本実施例で使用したスパッタカ
ーボン薄膜電極で得られる銀の検出限界である。
【００５２】
実施例２：爪白癬菌抗原の濃度測定
　ストレプトアビジンが修飾された磁気微粒子（直径３７～１００μｍ、ＧＥ　ｈｅａｌ
ｔｈｃａｒｅ製）をよく分散させ、マイクロチューブに１０μＬ秤り取り、磁気微粒子表
面をＴｒｉｓ緩衝液生理食塩水（ＴＢＳ）で洗浄・磁気分離した後、ビオチン標識した抗
爪白癬菌抗体（ＴＢＳ溶液、０．０４ｍｇ／ｍＬ）を３０分作用させた。その後、未結合
のビオチン標識抗体を除去するため磁気微粒子表面をＴＢＳで洗浄・磁気分離し、抗爪白
癬菌抗体固定化磁気微粒子を得た。ここに濃度が異なる爪白癬菌抗原を３００μＬ滴下し
、室温で６０分間振盪し抗原を吸着させた後、未結合の抗原を除去するため磁気微粒子表
面を所定の洗浄液（リン酸緩衝液生理食塩水（ＰＢＳ）＋０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０＋１
％ＢｌｏｃｋＡｃｅ）で洗浄・磁気分離した。続いてビオチン標識した抗爪白癬菌抗体（
ＰＢＳ＋０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０＋１％ＢＬｏｃｋＡｃｅ、０．０４ｍｇ／ｍＬ）を再
度６０分間接触させ磁気微粒子上の爪白癬菌抗原にビオチン標識抗体を捕捉させた後、未
結合のビオチン標識抗体を除去するため磁気微粒子表面を所定の洗浄液（ＰＢＳ＋０．０
５％Ｔｗｅｅｎ２０＋１％ＢＬｏｃｋＡｃｅ）で洗浄・磁気分離した。次にこの抗体にス
トレプトアビジン標識されたＨＲＰ（ＰＢＳ＋１％ＢｌｏｃｋＡｃｅ，１．２５ｎｇ／ｍ
Ｌ）を３０分作用させ、抗体にＨＲＰ修飾を行った。こうして、抗爪白癬菌抗体を介して
磁気微粒子に固定化された爪白癬菌抗原とＨＲＰ修飾された抗爪白癬菌抗体との複合体を
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得た。磁気微粒子表面を洗浄液（ＰＢＳ＋０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０＋１％ＢｌｏｃｋＡ
ｃｅ）で洗浄・磁気分離し、抗爪白癬菌抗体に結合していないＨＲＰを除去した。ここで
さらに塩素イオンフリーのリン酸緩衝液（濃度５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ７．０）で洗浄・
磁気分離して塩素イオンを除去した。
　ここへ３０μＬの銀イオン、過酸化水素、およびヒドロキノンをクエン酸緩衝液中に含
む試薬（ＥｎｚＭｅｔ、Ｎａｎｏｐｒｏｂｅ社製）を添加し、よく懸濁させ、すぐさま磁
気微粒子ごと懸濁液をスパッタカーボン電極表面上へ滴下し、１５分間酵素メタリゼーシ
ョン反応を行い、銀を生成させた。反応後電極表面を塩素イオンフリーのリン酸緩衝液で
洗浄し、磁気微粒子などを除去し、銀の堆積した作用電極を得た。スパッタカーボン電極
としては、実施例１で用いたスパッタカーボン電極１を用いた。
【００５３】
　上述の作用電極を５０ｍｍｏｌ／Ｌの酢酸緩衝液（ｐＨ５．０）中に挿入し、ポテンシ
オスタットに塩橋を施した参照電極（銀－塩化銀：Ａｇ／ＡｇＣｌ）、対向電極（白金：
Ｐｔ）とともに接続し、周波数４０Ｈｚ、電位増加分２ｍＶ、振幅２５ｍＶに設定して、
各濃度の抗原を作用させて得られた作用電極の矩形波ボルタンメトリー測定を行った。測
定結果を図３に示した。図３（ａ）において、横軸は印加電圧、縦軸は抗原濃度が５ｐｇ
／ｍｌの場合の応答電流である。得られた測定結果より、０．２５Ｖ付近に酸化電流値の
増加が観測された。この結果は図２の銀の還元堆積による銀の酸化溶出の結果と同じ傾向
を示している。従って、本実施例による応答電流は、図１Ａ～Ｃに示した通り、還元堆積
の代わりに、酵素メタリゼーション反応によって銀を生成、作用極上に堆積させる原理を
実証するものである。また、図３（ｂ）において、横軸は抗原濃度、縦軸は応答電流値で
ある。図３（ｂ）から明らかなように、抗原濃度に依存した電流増加が認められた。爪白
癬菌抗原を対象とした場合には、およそ５ｐｇ／ｍＬを検出限界濃度として測定すること
が可能と見積もられた。爪白癬菌抗原のイムノクロマト法による検出限界は概ね５０ｎｇ
／ｍＬであり、１／１００００低い濃度まで検出できることが明らかとなった。
　図３（ｂ）を検量線として使用し、未知の抗原濃度を含む試料に対して同一の酵素反応
条件のもとで堆積した銀の酸化電流値を測定することで、試料中の抗原濃度を知ることが
可能となる。
【００５４】
実施例３：ヒトインターロイキン－６（ＩＬ－６）の濃度測定
　ストレプトアビジンが修飾された磁気微粒子（直径３７～１００μｍ、ＧＥ　ｈｅａｌ
ｔｈｃａｒｅ製）をよく分散させ、マイクロチューブに１０μＬ秤り取り、磁気微粒子表
面をＴｒｉｓ緩衝液生理食塩水（ＴＢＳ）で洗浄・磁気分離した後、ビオチン標識された
抗ＩＬ－６抗体（ＴＢＳ、０．０１ｍｇ／ｍＬ）を３０分作用させた。その後、未結合の
ビオチン標識抗体を除去するため磁気微粒子表面をＴＢＳで洗浄・磁気分離し、ビオチン
標識抗ＩＬ－６抗体固定化磁気微粒子を得た。ここにそれぞれ濃度が異なるＩＬ－６を３
００μＬ滴下し、室温で６０分間振盪しＩＬ－６を吸着させた後、未結合のＩＬ－６を除
去するため磁気微粒子表面を所定の洗浄液（ＴＢＳ＋０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０＋１％Ｂ
ｌｏｃｋＡｃｅ）で洗浄・磁気分離した。続いてビオチン標識抗ＩＬ－６抗体（ＴＢＳ＋
０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０＋１％ＢＬｏｃｋＡｃｅ、０．０１ｍｇ／ｍＬ）を再度１８０
分間接触させ磁気微粒子上のＩＬ－６にビオチン標識抗体を捕捉させた後、未結合のビオ
チン標識抗体を除去するため磁気微粒子表面を所定の洗浄液（ＰＢＳ＋０．０５％Ｔｗｅ
ｅｎ２０＋１％ＢＬｏｃｋＡｃｅ）で洗浄・磁気分離した。次にこの抗体にストレプトア
ビジン標識されたＨＲＰ（ＰＢＳ＋１％ＢｌｏｃｋＡｃｅ，１．２５ｎｇ／ｍＬ）を３０
分作用させ、抗体にＨＲＰ修飾を行った。磁気微粒子表面を洗浄液（ＰＢＳ＋０．０５％
Ｔｗｅｅｎ２０＋１％ＢｌｏｃｋＡｃｅ）で洗浄し、磁気分離し、ビオチン標識抗体に結
合していないＨＲＰを除去した。ここでさらに塩素イオンフリーのリン酸緩衝液（濃度５
０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ７．０）で洗浄・磁気分離して塩素イオンを除去した。
　ここへ３０μＬの量の銀イオン、過酸化水素、およびヒドロキノンをクエン酸緩衝液中
に含む試薬（ＥｎｚＭｅｔ、Ｎａｎｏｐｒｏｂｅ社製）を添加し、よく懸濁させ、すぐさ
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ま磁気微粒子ごと懸濁液をスパッタカーボン電極表面上へ滴下し、１５分間酵素メタリゼ
ーション反応を行い、銀を生成させた。反応後電極表面を洗浄し、磁気微粒子などを除去
し、銀の堆積した作用電極を得た。スパッタカーボン電極としては、実施例１で用いたス
パッタカーボン電極１を用いた。
【００５５】
　上述の作用電極を５０ｍｍｏｌ／Ｌの酢酸緩衝液（ｐＨ５．０）中に挿入し、ポテンシ
オスタットに塩橋を施した参照電極（銀－塩化銀：Ａｇ／ＡｇＣｌ）、対向電極（白金：
Ｐｔ）とともに接続し、周波数４０Ｈｚ、電位増加分２ｍＶ、振幅２５ｍＶに設定して、
各濃度の抗原を作用させて得られた作用電極の矩形波ボルタンメトリー測定を行った。測
定結果を図４に示した。ＩＬ－６を対象とした場合には、およそ１０ｐｇ／ｍＬを検出限
界濃度として測定することが可能であると見積もられた。
【００５６】
　本発明の範囲は以上の説明に拘束されることはなく、上記例示以外についても、本発明
の趣旨を損なわない範囲で適宜変更し実施し得る。なお、本明細書に記載した全ての文献
及び刊行物は、その目的にかかわらず参照によりその全体を本明細書に組み込むものとす
る。また、本明細書は、本願の優先権主張の基礎となる日本国特許出願である特願2017-1
45772号(2017年7月27日出願)の特許請求の範囲、明細書の開示内容を包含する。
【産業上の利用可能性】
【００５７】
　本発明の方法、キット、およびデバイスは、試料中の微量の生体分子の濃度の測定に好
適である。
【符号の説明】
【００５８】
１　生体分子
２　第一の特異的結合物質
３　電極
４　銀
５　第二の特異的結合物質
６　担体
１０　複合体
Ａｇ＋　銀イオン
Ａｇ０　銀
ＨＲＰ　ホースラディッシュペルオキシダーゼ
ｅ　電子
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