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(57)【要約】
【課題】　本発明は、標的のたんぱく質に対する染色剤の特異吸着による発色を妨げない
性能や、標的以外のたんぱく質を十分に覆い、標的以外のたんぱく質に対する染色剤の非
特異吸着を防止し、発色を防止する性能を安定して発現できる、生化学分析用ブロッキン
グ剤を提供することを目的とする。
【解決手段】　水／１－オクタノール分配係数（ＬｏｇＰ）の平均値が０以上２以下であ
るアクリル系モノマーから形成されるアクリル系ポリマーブロックと、ポリエチレンオキ
サイドブロックとを有するブロック重合体（ａ）を含み、前記ブロック重合体（ａ）に含
まれる、ポリエチレンオキサイドブロックの質量／［アクリル系ポリマーブロックとポリ
エチレンオキサイドブロックとの合計の質量］が０．０１～０．３であることを特徴とす
る生化学分析用ブロッキング剤。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　水／１－オクタノール分配係数（ＬｏｇＰ）の平均値が０以上２以下であるアクリル系
モノマーから形成されるアクリル系ポリマーブロックと、ポリエチレンオキサイドブロッ
クとを有するブロック重合体（ａ）を含み、
　前記ブロック重合体（ａ）に含まれる、ポリエチレンオキサイドブロックの質量／［ア
クリル系ポリマーブロックとポリエチレンオキサイドブロックとの合計の質量］が０．０
１～０．３であることを特徴とする生化学分析用ブロッキング剤。
【請求項２】
　前記ブロック重合体（ａ）に含まれるアクリル系ポリマーブロックとポリエチレンオキ
サイドブロックとが、下記式（ＩＡ）～（ＩＣ）のいずれかの構造を介して結合してなる
ことを特徴とする、請求項１記載の生化学分析用ブロッキング剤。
【化１】

【請求項３】
　前記ブロック重合体（ａ）に含まれるアクリル系ポリマーブロックとポリエチレンオキ
サイドブロックとが、下記式（ＩＡ）の構造を介して結合してなることを特徴とする、請
求項１記載の生化学分析用ブロッキング剤。

【化２】

【請求項４】
　前記ブロック重合体（ａ）が、下記一般式（ＩＩ）で示される部位を有する、ポリエチ
レンオキサイドブロックを有し且つ質量平均分子量が５，０００～１０万である高分子ア
ゾ重合開始剤を用いて前記アクリル系モノマーを重合してなるブロック重合体である、請
求項３記載の生化学分析用ブロッキング剤。

【化３】

（式中、ｍ及びｎは、それぞれ１以上の整数を示す。）
【請求項５】
　基材表面に固定した病理組織に、請求項１～４いずれか１項に記載の免疫染色用ブロッ
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キング剤を接触させた後、前記病理組織中の抗原に、染色用抗体を吸着させ、前記抗原を
検出する免疫染色方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生化学分析用ブロッキング剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
　生化学分析の分野では、抗原抗体反応による特異吸着を利用し、ＤＮＡやたんぱく質を
検出し可視化する方法が、サザンブロッティング法、ウエスタンブロッティング法、ＥＬ
ＩＳＡ法、免疫染色法等として広く知られている。
　抗体は、標的たんぱく質以外とも非特異的な吸着反応を起こす。このような非特異的吸
着を防ぐために、検出・測定対象表面を、非特異的な吸着は防ぐけれど特異的吸着は妨げ
ないようなブロッキング剤を覆うような前処理が行われる。
【０００３】
　ブロッキング剤としては、正常血清、ウシ血清アルブミン、ゼラチン、スキムミルクの
ような生体由来のタンパク質が知られている（特許文献１、非特許文献１）。
【０００４】
　また、ブロッキング剤としては、ＴＷＥＥＮ２０と称される界面活性剤、ヒドロキシア
ルキルセルロース、ポリビニルアルコール、（メタ）アクリロイルモルホリンとその他の
モノマーとの共重合体なども知られている（特許文献２、３、４）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】国際公開番号　ＷＯ２０１６／０５２６９０
【特許文献３】特開２００４－２１９１１１号公報
【特許文献３】特開平０４－０１９５６１号公報
【特許文献４】特開２００８－２０９１１４号公報
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】「渡辺・中根　酵素抗体法」学際企画株式会社刊　２００２年
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　しかし、特許文献１や非特許文献１に開示されるような生体由来のたんぱく質は、性能
にばらつきが生じやすいという潜在的な課題を有している。
　ところで、ブロッキング剤には、染色の標的であるたんぱく質に染色剤が特異吸着し、
発色する際、その発色を妨げないと共に、標的以外のたんぱく質を覆い、標的以外のたん
ぱく質には染色剤が吸着せずに発色しないことが求められる。しかし、特許文献２～４に
開示される界面活性剤等は、標的のたんぱく質に対する染色剤の特異吸着による発色を妨
げたり、標的以外のたんぱく質を十分には覆えず、標的以外のたんぱく質にも染色剤が吸
着し、発色してしまったりするなどの課題を有している。
　さらに、特許文献５に開示される共重合体は、原料の単量体合成時に複数の反応やそれ
に伴う精製が必要であるなど生産性に問題を有していた。
　本発明は、標的のたんぱく質に対する染色剤の特異吸着による発色を妨げない性能や、
標的以外のたんぱく質を十分に覆い、標的以外のたんぱく質に対する染色剤の非特異吸着
を防止し、発色を防止する性能を安定して発現できる、生化学分析用ブロッキング剤を提
供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
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【０００８】
　すなわち、本発明は以下の［１］～［５］に関する。
［１］水／１－オクタノール分配係数（ＬｏｇＰ）の平均値が０以上２以下であるアクリ
ル系モノマーから形成されるアクリル系ポリマーブロックと、ポリエチレンオキサイドブ
ロックとを有するブロック重合体（ａ）を含み、
　前記ブロック重合体（ａ）に含まれる、ポリエチレンオキサイドブロックの質量／［ア
クリル系ポリマーブロックとポリエチレンオキサイドブロックとの合計の質量］が０．０
１～０．３であることを特徴とする生化学分析用ブロッキング剤。
［２］前記ブロック重合体（ａ）に含まれるアクリル系ポリマーブロックとポリエチレン
オキサイドブロックとが、下記式（ＩＡ）～（ＩＣ）のいずれかの構造を介して結合して
なることを特徴とする、前記［１］記載の生化学分析用ブロッキング剤。
【０００９】
【化１】

【００１０】
［３］前記ブロック重合体（ａ）に含まれるアクリル系ポリマーブロックとポリエチレン
オキサイドブロックとが、下記式（ＩＡ）の構造を介して結合してなることを特徴とする
、前記［１］記載の生化学分析用ブロッキング剤。
【００１１】

【化２】

【００１２】
［４］前記ブロック重合体（ａ）が、下記一般式（ＩＩ）で示される部位を有する、ポリ
エチレンオキサイドブロックを有し且つ質量平均分子量が５，０００～１０万である高分
子アゾ重合開始剤を用いて前記アクリル系モノマーを重合してなるブロック重合体である
、前記［３］記載の生化学分析用ブロッキング剤。
【００１３】
【化３】

（式中、ｍ及びｎは、それぞれ１以上の整数を示す。）
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【００１４】
［５］基材表面に固定した病理組織に、前記［１］～［４］いずれか１項に記載の免疫染
色用ブロッキング剤を接触させた後、前記病理組織中の抗原に、染色用抗体を吸着させ、
前記抗原を検出する免疫染色方法。
【発明の効果】
【００１５】
　本発明のブロッキング剤は、標的のたんぱく質に対する染色剤の特異吸着による発色を
妨げない性能や、標的以外のたんぱく質を十分に覆い、標的以外のたんぱく質に対する染
色剤の非特異吸着を防止し、発色を防止する性能を、生体由来のブロッキング剤とは異な
り、安定して発現できる。このブロッキング剤を用いることにより、感度よくウエスタン
ブロッティングや免疫組織染色などの抗原抗体反応を利用した生化学分析を行うことが可
能になる。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本発明のブロッキング剤は、ブロック重合体（ａ）を含むことを特徴とする。
【００１７】
＜ブロック重合体（ａ）＞
　本発明においてブロック重合体（ａ）とは、水／１－オクタノール分配係数（ＬｏｇＰ
）の平均値が０以上２以下であるアクリル系モノマーから形成されるアクリル系ポリマー
ブロック（Ａ１）と、ポリエチレンオキサイドブロック（Ａ２）が共有結合で結合された
構造を有する重合体を指す。分子内にアクリル系ポリマーブロック（Ａ１）とポリエチレ
ンオキサイドブロック（Ａ２）を併せ持つことで、タンパク質への吸着性が制御され、優
れたブロッキング性能を有することができる。
【００１８】
　アクリル系ポリマーブロック（Ａ１）とポリエチレンオキサイドブロック（Ａ２）のブ
ロック重合体（ａ）は、下記式（ＩＡ）、（ＩＢ）又は（ＩＣ）のいずれかの構造（結合
構造）を介して結合されていることが好ましい。その合成方法については、後述するが、
特に限定されない。なお、ブロック重合体（ａ）は、下記式（ＩＡ）～（ＩＣ）のいずれ
か一以上の結合構造を含むことが好ましいが、これら以外の結合構造を一部に含んでいて
もよい。下記式（ＩＡ）の構造を介して結合してなる重合体であることがより好ましい。
【００１９】
【化１】

【００２０】
　上記の式（ＩＡ）で示される結合構造を有するブロック重合体（ａ）の合成方法の一例
を挙げる。
　例えば、ラジカル重合開始剤として４，４’－アゾビス（４－シアノ吉草酸）（例えば
、和光純薬工業株式会社の市販品「Ｖ－５０１」等）を用いてアクリル系ポリマーを合成
すると、末端にカルボキシル基を有するアクリル樹脂が得られる。これに、ポリエチレン
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オキサイドブロック（Ａ２）を構成する原料としてポリエチレングリコールを加え、エス
テル化反応をさせることで、アクリル系ポリマーブロック（Ａ１）と、ポリエチレンオキ
サイドブロック（Ａ２）とが上記式（ＩＡ）で結合してなるブロック重合体を得ることが
できる。
【００２１】
　あるいは、上記の式（ＩＡ）で示される結合構造を有するブロック重合体（ａ）は、ア
クリル系ポリマーを合成する際のラジカル重合開始剤として、下記式（ＩＩ）で示される
、ポリエチレンオキサイドブロック（Ａ２）とアゾ基を含む構造単位を有する高分子アゾ
重合開始剤を用いて好ましく合成することができる。式中、ｍ及びｎは、それぞれ独立に
１以上の整数である。高分子アゾ重合開始剤は、高分子セグメントとアゾ基（－Ｎ＝Ｎ－
）が繰り返し結合した構造を有しており、本実施形態では、高分子セグメントとしてポリ
エチレンオキサイドブロック（Ａ２）を含む高分子アゾ開始剤を用いることで、容易にブ
ロック重合体（ａ）を合成できる。
【００２２】

【化２】

【００２３】
　高分子アゾ重合開始剤を用いる場合、該開始剤中に含まれるアゾ基のモル数に対する、
アクリル系モノマーの全モル数の比率を適宜変更することによって、ブロック重合体の質
量平均分子量の調整ができる。
【００２４】
　高分子アゾ重合開始剤の質量平均分子量は、５，０００～１０万程度であることが好ま
しく、１万～５万程度であることがより好ましい。また、該開始剤のポリエチレンオキサ
イドブロック（Ａ２）の分子量は、８００～１万程度であることが好ましく、１，０００
～８，０００程度であることがより好ましい。
　また、好ましくはｍは１５～２００、より好ましくはｍは２０～１００であり、好まし
くはｎは３～５０、より好ましくはｎは４～３０である。
【００２５】
　前記高分子アゾ重合開始剤は、ポリエチレンオキサイドブロック（Ａ２）を有している
ため、水、アルコール、及び有機溶剤に可溶であり、溶液重合、乳化重合、又は分散重合
によりブロック重合体の合成が可能である。また、分子鎖骨格中に重合開始部分（ラジカ
ル発生部分：―Ｎ＝Ｎ－）を有しているため、別途重合開始剤を使用する必要がなく、さ
らには末端反応性マクロモノマーに比べてラジカルの反応性、及び安定性が高いという特
徴を有している。
　前記高分子アゾ重合開始剤は、・Ｃ（ＣＨ3）ＣＮ－（ＣＨ2）2－ＣＯＯ－（ＣＨ2ＣＨ

2Ｏ）m－ＣＯ－（ＣＨ2）2－Ｃ（ＣＨ3）ＣＮ・にて示されるようなラジカルを生じ、後
述するアクリル系モノマーを重合させる。そして、アクリル系モノマーから形成されるア
クリル系ポリマーブロック（Ａ１）と前記ラジカル由来の部分とが結合した主鎖を形成し
、ブロック重合体を形成する。ポリエチレンオキサイドブロック（Ａ２）は、ラジカルの
一部に由来する。
　高分子アゾ重合開始剤の具体例としては、和光純薬製の高分子アゾ開始剤ＶＰＥ０２０
１（上記式（ＩＩ）の（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）ｍの部分の分子量が約２０００、ｎが６程度）な
どが例示される。
【００２６】
　高分子アゾ重合開始剤の他に、２，２’－アゾビスイソブチロニトリルのようなアゾ開
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始剤や、過酸化ベンゾイルのうようなの有機過酸化物開始剤を併用することができる。こ
れらの開始剤を併用することにより、開始効率を高め、効率よくアクリル系ポリマーブロ
ック（Ａ１）にＰＥＧに組み込むことができ、残留モノマーを減らすことができる。
【００２７】
　ブロック重合体（ａ）の合成時には、用途に応じてラウリルメルカプタン、ｎ－ドデシ
ルメルカプタン等のメルカプタン類、α－メチルスチレンダイマー、リモネン等の連鎖移
動剤を使用して、分子量や末端構造を制御しても良い。
【００２８】
　次に、アクリル系ポリマーブロック（Ａ１）と、ポリエチレンオキサイドブロック（Ａ
２）とが上記式（ＩＢ）の構造を介して結合してなるブロック重合体（ａ）の合成方法に
ついて説明する。
　例えば、アクリル系ポリマーブロック（Ａ１）とポリエチレンオキサイドブロック（Ａ
２）とが、上記式（ＩＢ）の構造を介して結合してなるブロック重合体（ａ）は、アクリ
ル系モノマーを、ヒドロキシ基を有するアゾ重合開始剤を用いて重合し、末端にヒドロキ
シ基を有するアクリル系ポリマーブロックを得る工程、及び前記アクリル系ポリマーブロ
ック（Ａ１）およびポリエチレングリコールと、２官能のイソシアネート化合物とをウレ
タン化反応させる工程を含む方法により製造することができる。
【００２９】
　例えば、ラジカル重合開始剤として２，２’－アゾビス［Ｎ－（２－ヒドロキシエチル
）－２－メチルプロパンアミド］（例えば、和光純薬工業株式会社の市販品「ＶＡ－０８
６」等）を用いてアクリル系ポリマーを合成すると、末端にヒドロキシル基を有するアク
リル樹脂が得られる。これに、ポリエチレンオキサイドブロック（Ａ２）を構成する原料
としてポリエチレングリコールを加え、２官能イソシアネート化合物を用いてウレタン化
反応させることで、アクリル系ポリマーブロック（Ａ１）と、ポリエチレンオキサイドブ
ロック（Ａ２）とが結合してなるブロック重合体（ａ）を得ることができる。
　ウレタン化反応の際用いられる２官能イソシアネート化合物としては、例えば、２，２
’－ジフェニルメタンジイソシアネート、２，４’－ジフェニルメタンジイソシアネート
、４，４’－ジフェニルメタンジイソシアネート、２，４－トリレンジイソシアネート、
２，６－トリレンジイソシアネート、ヘキサメチレンジイソシアネート、及びイソホロン
ジイソシアネート等を挙げることができる。
【００３０】
　さらに、アクリル系ポリマーブロック（Ａ１）と、ポリエチレンオキサイドブロック（
Ａ２）とが上記式（ＩＣ）の構造を介して結合してなるブロック重合体（ａ）の合成方法
について説明する。
　例えば、アクリル系ポリマーブロック（Ａ１）とポリエチレンオキサイドブロック（Ａ
２）とが、上記式（ＩＣ）の構造により結合してなるブロック重合体は、アクリル系モノ
マーを、カルボキシル基を有するアゾ重合開始剤を用いて重合し、カルボキシル基を有す
るアクリル系ポリマーブロック（Ａ１）を得る工程、及び前記アクリル系ポリマーブロッ
ク（Ａ１）にポリエチレングリコールをエステル化反応させる工程を含む方法により製造
することができる。
【００３１】
　例えば、ラジカル重合開始剤として２，２’－アゾビス［Ｎ－（２－カルボキシエチル
）－２－メチルプロピオンアミジン］４水和物（例えば、和光純薬工業株式会社の市販品
「ＶＡ－０５７」等）を用いてアクリル系ポリマーを合成すると、末端にカルボキシル基
を有するアクリル樹脂が得られる。これに、ポリエチレンオキサイドブロック（Ａ２）を
構成する原料としてポリエチレングリコールを加え、エステル化反応をさせることで、ア
クリル系ポリマーブロック（Ａ１）と、ポリエチレンオキサイドブロック（Ａ２）とが結
合してなるブロック重合体（ａ）を得ることができる。
【００３２】
　なお、式（ＩＢ）～（ＩＣ）のいずれかの構造を介して結合してなるブロック重合体（
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ａ）を得る際に、上記のような高分子ではないアゾ重合開始剤を用いる場合も、高分子ア
ゾ重合開始剤を用いる際に併用し得るものとして記載した「他の開始剤」も適宜併用する
ことができる。また、連鎖移動剤も適宜使用できる。
【００３３】
＜アクリル系ポリマーブロック（Ａ１）＞
　本発明においてアクリル系ポリマーブロック（Ａ１）とは、アクリロイル基およびまた
はメタクリロイル基を少なくとも一つ有する（メタ）アクリル系モノマーを全モノマーの
内１０％以上含むブロック構造部分を指す。アクリル系ポリマーブロック（Ａ１）は、水
／１－オクタノール分配係数（ＬｏｇＰ）の平均値が０以上２以下であるモノマーから構
成されることで、得られるポリマーのタンパク質や組織片との過度な相互作用を抑えるこ
とができ、優れたブロッキング性能を得ることができる。
【００３４】
　ＬｏｇＰは、化学物質の性質を表す数値の一つであり、添加量に依存しない一定の値で
ある。対象とする物質が、水と１－オクタノールの混合液において、水相とオクタノール
相が接した系中で平衡状態にある場合を対象として、各相の濃度をその常用対数で示した
ものである。ＬｏｇＰが大きくなると、比較的に疎水性が増大する傾向があり、ＬｏｇＰ
が小さくなると、比較的に親水性が増大する傾向がある。
【００３５】
　ＬｏｇＰの測定は、一般にＪＩＳ日本工業規格Ｚ７２６０－１０７（２０００）に記載
のフラスコ浸とう法により実施することができる。また、ＬｏｇＰは実測に代わって、計
算化学的手法あるいは経験的方法により見積もることも可能である。ＬｏｇＰの計算に用
いる方法やソフトウェアについては公知のものを用いることができるが、本発明ではＣａ
ｍｂｒｉｄｇｅＳｏｆｔ社のシステム：ＣｈｅｍｄｒａｗＰｒｏ１１．０に組み込まれた
プログラムを用い、ＬｏｇＰを求めている。
【００３６】
　水／１－オクタノール分配係数（ＬｏｇＰ）が０以上２以下であるモノマーとしては、
特に限定はされないが、例えば、メチル（メタ）アクリレート、エチル（メタ）アクリレ
ート、プロピル（メタ）アクリレート、ｎ－ブチルアクリレート等のアルキルエステル（
メタ）アクリレート；（メタ）アクリルメトキシメチル（メタ)アクリレート、２－メト
キシエチル（メタ)アクリレート、エトキシメチル（メタ)アクリレート、エトキシエチル
（メタ)アクリレート、プロポキシメチル（メタ)アクリレート、プロポキシエチル（メタ
)アクリレート、２－（２－メトキシエトキシ）エチル(メタ)アクリレート、２－［２－
（２－メトキシエトキシ）エトキシ］エチル(メタ)アクリレート、２－（２－エトキシエ
トキシ）エチル(メタ)アクリレート、２－［２－（２－エトキシエトキシ）エトキシ］エ
チル(メタ)アクリレート、テトラヒドロフルフリル（メタ）アクリレート等のアルコキシ
基含有モノマー；
（メタ）アクリロニトリル、酢酸ビニル、ブタジエン、イソプレンなどのビニル基含有モ
ノマー； Ｎ－ビニルピロリドン、Ｎ－ビニル－ε－カプロラクタム、１－ビニルイミダ
ゾール、Ｎ－イソプロピルアクリルアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルアクリルアミドなどのアミ
ド基含有モノマー；（メタ）アクリル酸、（メタ）アクリル酸２－カルボキシエチル、あ
るいはエチレンオキサイドやプロピレンオキサイド等のアルキレンオキサイドの繰り返し
付加した末端にカルボキシル基を有するアルキレンオキサイド付加系コハク酸（メタ）ア
クリレート等のカルボキシル基含有モノマーなどが挙げられる。
　これらは単独で用いても良いし、２種以上を組み合わせて用いても良い。これらの化合
物のうち、特にｎ－ブチルアクリレート、２－メトキシエチルアクリレートが経済性や操
作性の点から好ましい。
【００３７】
　本発明では、使用するアクリル系モノマーのＬｏｇＰが０～２の範囲であれば、ホモポ
リマー部分の原料として使用することができる。また、使用する（メタ）アクリル系モノ
マーのＬｏｇＰが０～２の範囲外であっても、その他の（メタ）アクリル系モノマーを含
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めたＬｏｇＰの質量平均値が０～２の範囲であれば、コポリマー部分の原料として使用す
ることができる。
【００３８】
　ＬｏｇＰが０～２の範囲外のモノマーの中で、例えば、アルキル基の炭素数が５～２０
のアクリレート、アルキル基の炭素数が４～２０のメタクリレート、スチレンなどのビニ
ル基含有モノマー、マレイン酸等のカルボキシル基含有モノマー、４－ヒドロキシスチレ
ン、Ｎ－ヒドロキシエチル（メタ）アクリルアミド等の水酸基含有モノマー、ポリエチレ
ングリコール（メタ）アクリレート、メトキシポリエチレングリコール（メタ）アクリレ
ート、エトキシポリエチレングリコール（メタ）アクリレート、プロポキシポリエチレン
グリコール（メタ）アクリレート、ｎ－ブトキシポリエチレングリコール（メタ）アクリ
レート、ｎ－ペンタキシポリエチレングリコール（メタ）アクリレート、フェノキシポリ
エチレングリコール（メタ）アクリレートなどの側鎖にポリエチレンオキサイド部分を持
つモノマーなどが挙げられる。 
【００３９】
　ブロック重合体（ａ）を構成する親水性に富むポリエチレンオキサイドブロック（Ａ２
）と疎水性に富むアクリル系ポリマーブロック（Ａ１）のバランスにより、組織片や抗体
との接着性を効果的に制御し得る。重合体（ａ）は、ポリエチレンオキサイドブロック（
Ａ２）の質量／［アクリル系ポリマーブロック（Ａ１）とポリエチレンオキサイドブロッ
ク（Ａ２）との合計の質量］は、０．０１～０．３であり、０．１～０．２５であること
が好ましい。即ち、１～３０質量％であることが好ましく、１０～２５質量％であること
がより好ましい。
【００４０】
＜ガラス転移温度＞
　ブロック共重合体（ａ）のガラス転移温度（以下、Ｔｇともいう）は、－５０℃～５０
℃が好ましく、－５０～０℃がより好ましい。Ｔｇが５０℃以上の場合、たんぱく質にほ
とんど吸着が起こらなくなる可能性がある。
【００４１】
　ＤＳＣ（示差走査熱量計）によるガラス転移温度の測定は以下のようにして行うことが
できる。ブロック共重合体（ａ）を乾固した樹脂約２ｍｇをアルミニウムパン上で秤量し
、該試験容器をＤＳＣ測定ホルダーにセットし、１０℃／分の昇温条件にて得られるチャ
ートの吸熱ピークを読み取る。このときのピーク温度を本発明のガラス転移温度とする。
【００４２】
＜分子量＞
　ブロック共重合体（ａ）の質量平均分子量Ｍｗは１００００～３０００００であること
が好ましい。分子量が１００００未満である場合や３０００００より大きい場合、感度よ
く分析を行えなくなる可能性がある。また、分子量が３０００００より大きい場合、粘度
が高く、使用上問題が生じる可能性がある。
＜質量平均分子量（Ｍｗ）の測定方法＞
　Ｍｗの測定は昭和電工社製ＧＰＣ（ゲルパーミエーションクロマトグラフィー）「ＧＰ
Ｃ－１０１」を用いた。ＧＰＣは溶媒（ＴＨＦ；テトラヒドロフラン）に溶解した物質を
その分子サイズの差によって分離定量する液体クロマトグラフィーである。本発明におけ
る測定は、カラムに「ＫＦ－８０５Ｌ」（昭和電工社製：ＧＰＣカラム：８ｍｍＩＤ×３
００ｍｍサイズ）を直列に２本接続して用い、試料濃度１ｗｔ％、流量１．０ｍｌ／ｍｉ
ｎ、圧力３．８ＭＰａ、カラム温度４０℃の条件で行い、質量平均分子量（Ｍｗ）の決定
はポリスチレン換算で行った。データ解析はメーカー内蔵ソフトを使用して検量線および
分子量、ピーク面積を算出し、保持時間１５～３０分の範囲を分析対象として質量平均分
子量を求めた。
【実施例】
【００４３】
　以下に、実施例により本発明をさらに具体的に説明するが、以下の実施例は本発明の権
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利範囲を何ら制限するものではない。尚、実施例および比較例における「部」は「質量部
」を表し、ｍｏｌとは物質量を表し、ｍｏｌ％は全単量体中の物質量の割合を表す。
【００４４】
［製造例１］
＜ブロック重合体（ａ）の調製＞
　温度計、撹拌機、窒素導入管、還流冷却器、滴下管を備えた反応容器に、窒素気流下、
有機溶媒としてメチルエチルケトン（以下、ＭＥＫと略す）１５０質量部を仕込み、撹拌
下８０℃で３０分加熱した。滴下管にモノマーとしてメトキシエチルアクリレートを８０
質量部、２‐エチルヘキシルアクリレートを２０質量部、重合開始剤としてＶＰＥ０２０
１（和光純薬工業社製：マクロアゾ開始剤）を２５質量部、溶媒としてＭＥＫを１０質量
部仕込み、２時間かけて滴下した。滴下終了後６時間熟成した。その後、室温に冷却し反
応を停止した。その後、ダイヤフラムポンプでＭＥＫを除去し、ブロック重合体（ａ）を
得た。得られた重合体のＭｗは５７４００であった。
　なお、２５℃のイオン交換水中９９ｇ中に、得られたビニル系重合体（ａ）を１ｇ入れ
て撹拌し溶解後、２５℃で２４時間放置した。その結果これらの樹脂は分離、析出ともに
見られず、完全に溶解可能であり、水溶性であることが示された。
【００４５】
＜ブロッキング剤の調製＞
　上記で得られたブロック重合体（ａ）を、リン酸緩衝生理食塩水（以下ＰＢＳ溶液）に
溶かし、濃度：５質量％の製造例１のブロッキング剤を得た。
【００４６】
［製造例２～１０］
　表１に示す配合組成で、製造例１と同様の方法でブロック重合体（ａ）を合成し、ＰＢ
Ｓ溶液に溶解し、製造例２～１０のブロッキング剤を得た。
【００４７】
【表１】

【００４８】
　表中の記号は以下の通り。
ＭＥＡ：メトキシエチルアクリレート、ＬｏｇＰ＝０．４８
ＢＡ：ブチルアクリレート、ＬｏｇＰ＝１．８８
ＭＭＡ：メチルメタクリレート、ＬｏｇＰ＝１．１１
ＡＡ：アクリル酸、ＬｏｇＰ＝０．３８
ＢＭＡ：ブチルメタクリレート、ＬｏｇＰ＝２．２３
２ＥＨＡ： ２－エチルヘキシルアクリレート、ＬｏｇＰ＝３．５３
ＩＳＴＡ：イソステアリルアクリレート、ＬｏｇＰ＝７．４７
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【００４９】
＜ブロッキング剤による処理および性能評価＞
［アクチンの付着］
　ヒト血小板由来アクチン（Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ社製）を１質量％となるようにＰ
ＢＳ溶液で希釈し、評価用アクチン溶液を調整した。
　ニトロセルロース膜（メンブレン　Ｌ-０８００２-０１０＿アズワン製）２枚、各１カ
所に、前記評価用アクチン溶液を、マイクロピペッターを用いてそれぞれ２μＬずつ滴下
し、静置し乾燥させた。
【００５０】
［ブロッキング剤による処理］
　次いで、上記で調整したブロッキング剤に、アクチンを付着したニトロセルロース膜を
入れ、室温で１時間振とうし、ブロッキング処理を行った。
　その後、ブロッキング剤からニトロセルロース膜を取り出し、取り出したニトロセルロ
ース膜をＰＢＳ溶液に入れ、室温で１５分間振とうした。ＰＢＳ溶液を新しくし、同様の
洗浄作業をもう１回繰り返し、余分なブロッキング剤を取り除いた。
【００５１】
［アクチンに対する２種類の抗体の付着］
　抗β-アクチン,モノクローナル抗体,ペルオキシダーゼ結合（和光純薬工業社製）を、
ＰＢＳ溶液に溶解し、濃度０．０１質量％のアクチン抗体希釈液を得た。また同様に、抗
ＧＡＰＤＨ,モノクローナル抗体, ペルオキシダーゼ結合（和光純薬工業社製）を、ＰＢ
Ｓ溶液に溶解し、濃度０．０１質量％のＧＡＰＤＨ抗体希釈液を得た。
　余分なブロッキング剤を除去した前述のニトロセルロース膜を、それぞれの抗体希釈液
に入れ、室温で１時間振とうした。次いで、抗体希釈液からニトロセルロース膜を取り出
し、取り出したニトロセルロース膜をＰＢＳ溶液に入れ、室温で一時間振とうし、余分な
抗体を取り除いた。
　なお、ＧＡＰＤＨとはグリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼの略である。
【００５２】
［染色と評価］
　ＤＡＢ錠（和光純薬工業製）１０ｍｇを０．０５ｍｏｌ／Ｌ　トリス－塩酸バッファー
５０ｍＬに溶解し、さらに３０％過酸化水素水を１０μＬ加えて染色液を調整した。
　余分な抗体を取り除いた前述の２枚のニトロセルロース膜をそれぞれ染色液で覆い、表
面の余分な染色液はタオルで除去した。
　以下の基準に従い、２種類の抗体希釈液を用いた場合におけるアクチン付着部位の染色
状態を評価し、評価結果を表３に示す。
【００５３】
「アクチン抗体希釈液を用いた場合」
　○：明確な染色あり
　△：ほとんど染色なし
　×：染色なし
「ＧＡＰＤＨ抗体希釈液を用いた場合」
　○：染色なし
　△：染色あり
　×：明確な染色あり
「総合評価」
　○：アクチン抗体希釈液を用いた場合のみが染色され、ＧＡＰＤＨ抗体希釈液を用いた
場合に染色が無い。
　△：アクチン抗体希釈液を用いた場合染色が薄く、ＧＡＰＤＨ抗体希釈液を用いた場合
とのコントラストが小さい、もしくは、アクチン抗体希釈液を用いた場合染色されるが、
ＧＡＰＤＨ抗体希釈液を用いた場合にも明確な染色が見られる。
　×：アクチン抗体希釈液を用いた場合とＧＡＰＤＨ抗体希釈液を用いた場合との染色程
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【００５４】
【表２】

【００５５】
　表２に示すように、本発明の生化学分析用ブロッキング剤を用いることで、アクチンと
アクチン抗体との生化学分析を行うことができた。これは本発明の生化学分析用ブロッキ
ング剤に含まれるブロック重合体（ａ）がたんぱく質と適切に吸着することで、抗原抗体
反応を阻害せず、非特異的な吸着反応を抑えることができたためであると考えられる。
【００５６】
　それに対して、ポリエチレンオキサイドブロック（Ａ２）を有さない重合体を使用した
比較例１は、アクチン抗体希釈液を用いた場合に明確な染色が得られず、ＧＡＰＤＨ抗体
希釈液を用いた場合とに明確な差は見られなかった。よって分析として十分な感度を得る
ことができなかった。これは、ブロッキング剤が強力に非特異的吸着を起こしてしまった
ため抗原抗体反応自体を阻害してしまったためであると考えられる。
　また、ポリエチレンオキサイドブロックの質量／［アクリル系ポリマーブロックとポリ
エチレンオキサイドブロックとの合計の質量］が０．３よりも大きい重合体を使用した比
較例２は、ＧＡＰＤＨ抗体希釈液を用いた場合にも染色が得られ、アクチン抗体希釈液を
用いた場合とに明確な差は見られなかった。よって分析として十分な感度を得ることがで
きなかった。これは、ブロッキング剤の水溶性が高く、タンパク質に十分に吸着できなか
ったため、ブロッキング剤としての性能が得られなかったためであると考えられる。
【００５７】
　アクリル系ポリマーブロック（Ａ１）を形成するアクリル系モノマーの水／１－オクタ
ノール分配係数（ＬｏｇＰ）平均値が２より大きい重合体を使用した比較例３、４は、ア
クチン抗体希釈液を用いた場合に明確な染色が得られずとＧＡＰＤＨ抗体希釈液を用いた
場合とに明確な差は見られなかった。よって分析として十分な感度を得ることができなか
った。これは、ブロッキング剤が強力に非特異的吸着を起こしてしまったため抗原抗体反
応自体を阻害してしまったためであると考えられる。
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摘要(译)

亲切的代码：本发明中，性能能力和不与由染色的蛋白质的特异性吸附
目标发色干扰，完全覆盖目标以外的蛋白，以防止该染料的非特异性吸
附于目标以外的蛋白质，以防止颜色提供可稳定表达的生化分析阻断剂
它旨在做到。 一（A）具有由丙烯酸类单体形成的丙烯酸类聚合物嵌
段，所述丙烯酸类单体具有0或更大且2或更小的水/ 1-辛醇分配系数
（Log P）的平均值和聚环氧乙烷嵌段，其中所述嵌段在聚合物中（a）
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