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(57)【要約】
【課題】微量試料で、短時間で、高精度で反復測定可能
な免疫分析装置を提供する。
【解決手段】基盤に測定対象タンパク質と結合するタン
パク質を共有結合させ、抗原抗体反応を利用して測定対
象タンパク質を測定した後、酸性条件下で測定対象タン
パク質を脱離し、基盤上に共有結合されたタンパク質の
みを残すことを特徴とする免疫分析法、タンパク質生産
プラントのタンパク質計測装置及び免疫分析用フローセ
ルを開示する。
【選択図】図４
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　流路の表面にアミノ基又はカルボキシル基を付与したマイクロフローセルの基板に一次
抗体タンパク質を共有結合させ、前記一次抗体タンパクに測定対象タンパク質を結合し、
更に前記測定対象タンパク質に二次抗体タンパク質を結合させ、前記二次抗体タンパク質
に酵素を標識し、酵素標識免疫吸着分析法（ＥＬＩＳＡ）による抗原抗体反応を利用して
前記一次抗体タンパク質に結合した前記測定対象タンパク質を測定した後、前記酵素、前
記二次抗体及び前記測定対象タンパク質を脱離させ、基板上に共有結合された前記一次抗
体タンパク質のみを残し、前記一次抗体を固定した前記マイクロフローセルを反復使用す
ることを特徴とする免疫分析法。
【請求項２】
　前記抗原抗体反応による測定対象のタンパク質の結合解離は、酸、アルカリ、塩又は尿
素を含む液によって行うことを特徴とする請求項１記載の免疫分析法。
【請求項３】
　抗原抗体間の結合を酸性条件下で解離することを特徴とする請求項１又は３記載の免疫
分析法。
【請求項４】
　マイクロフローセルの反応部の断面積が０．０４ｍｍ２以下であることを特徴とする請
求項１～４のいずれかに記載の免疫分析法。
【請求項５】
　細胞の培養手段と、培養により生産した培養生産物を分離する手段及び分離した培養生
産物の精製手段とを含むフローと、該フローから試料液を採取するサンプリング部と、ア
ミノ基又はカルボキシル基を流路表面に形成し、かつアミノ基又はカルボキシル基と一次
抗体、測定対象タンパク質、該測定対象タンパク質に結合した二次抗体、該二次抗体と標
識した酵素を結合させたマイクロフローセルと、測定対象タンパク質を前記マイクロフロ
ーセルに流通させる手段と、前記測定対象タンパク質に酵素を標識するための試薬を供給
する手段、前記酵素を発色させるための基質を供給する手段、該一次抗体と測定対象タン
パク質の酵素標識免疫吸着分析法（ＥＬＩＳＡ）により前記測定対象タンパク質を測定す
る手段と、前記一次抗体に結合した測定対象タンパク質、二次抗体及び酵素を解離させて
、前記一次抗体のみを残すための試薬を前記マイクロフローセルに供給する手段、前記一
次抗体を固定したマイクロフローセルを反復使用可能にするための試薬を供給する手段、
を有することを特徴とする細胞培養によるタンパク質生産プラントのタンパク質分析装置
。
【請求項６】
　前記測定対象タンパク質を含む試料液を希釈及び濾過の少なくとも一方を実施して、前
記試料液が前記マイクロフローセルを流通し得るように液組成を調整する前処理部を備え
ることを特徴とする請求項５記載の細胞培養によるタンパク質生産プラントのタンパク質
分析装置。
【請求項７】
　前記解離のための試薬は酸、アルカリ、塩又は尿素を含む液である請求項５又は６記載
のタンパク質生産プラントのタンパク質分析装置。
【請求項８】
　上記マイクロフローセルの反応部の断面積が０．０４ｍｍ２以下であることを特徴とす
る請求項５～７のいずれかに記載のタンパク質生産プラントのタンパク質分析装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は免疫分析法、タンパク質分析装置及び免疫分析用マイクロフローセルに係わる
。
【背景技術】
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【０００２】
　近年，疾患原因となる体内分子に結合することで治療効果が得られる抗体医薬が注目を
集めている。この抗体医薬は遺伝子組み替えをした動物細胞を培養して生産され、培養液
から分離・精製され出荷される。これら医薬品は品質管理上、生体細胞及び分離・精製培
養といった各工程で正常に産生されているかどうかを確認することが要求される。
【０００３】
　抗体医薬の確認方法は、従来、作業員が各処理工程から培養液もしくは試料液を手作業
で採取し、９６プレートを用いたＥＬＩＳＡ（酵素標識免疫吸着分析）法により定量して
いた。ＥＬＩＳＡ（Ｅｎｚｙｍｅ　Ｌｉｎｋｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏ－Ｓｏｒｂｅｎｔ　Ａｓ
ｓａｙ）法は、抗体を酵素で標識し、該抗体と結合する物質（抗原）を検出する方法であ
り、特に抗原タンパク質の検出方法として、抗原抗体反応を利用して検体中の抗原タンパ
ク質或いは逆に特定の抗原タンパク質に結合する抗体を検出する分析方法として広く用い
られている。
【０００４】
　しかし、手作業による分析では測定作業者の負担は非常に大きく、また採取時における
外界の細菌、ウイルスの培養槽への混入で培養細胞が死滅する危険性があった。
【０００５】
　更に、マイクロウェルプレートを用いたＥＬＩＳＡ法では深さ数ｍｍ程度の比較的大き
な反応場で、拡散律速である抗原抗体反応を行うため、試料を採取してから分析結果を得
るまでの測定所要時間が３時間以上を要する。そのため、培養状態の監視や製品の品質管
理を行うには十分なものではなかった。培養状態の監視、高品質な製品管理を行うために
は測定所要時間を約２０分以下に短縮する必要がある。
【０００６】
　特許文献１にはこれら問題点を解決するため、高速測定可能で、試料液の採取時に各工
程機器のコンタミネーションがないタンパゥ質定量装置及び測定方法について記載されて
いる。このタンパク質自動計測装置は、生産プラントのフローから試料液をオンラインで
採取するサンプリング部と、タンパク質と酵素を反応させるマイクロフローセルと、反応
によって得られた結果によりタンパク質を定量する計測部等から構成される。
【０００７】
　マイクロフローセルを用いると、マイクロ反応場の効果により従来法と比べて大幅に反
応時間を短縮することができる反面、１回の反応毎にマイクロフローセルを処分しなけれ
ばならない。そのため、試料が変わる度に、検量線の一点一点を新しいフローセルと交換
しなければならない。測定精度を安定に保つためにはマイクロフローセルのロットは特に
厳しく管理されなければならず、製品管理上大きな問題となっている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】特開２００４－２１９０９４号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の目的は、高速測定が可能で、かつ試料の反復測定を可能な免疫分析法、タンパ
ク質分析法及びそれらに用いられるマイクロフローセルを提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　上記課題を解決するために、本発明は、マイクロ流路内を共有結合によりタンパク質を
固定させ、該タンパク質と対象試料とを抗体抗原反応により結合し、該試料の測定後は、
酸性、アルカリ性又は塩或いは尿素を含む溶液で洗浄して、該試料を除去し、タンパク質
を繰り返し利用するものである。
【００１１】
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　本発明は、基盤に測定対象タンパク質と結合するタンパク質を共有結合させ、抗原抗体
反応を利用して測定対象タンパク質を測定した後、酸性条件下で測定対象タンパク質を脱
離し、基板上に共有結合されたタンパク質のみを残すことを特徴とする免疫分析法を提供
するものである。
【００１２】
　また、本発明は、生体細胞を培養してタンパク質を生産するプラントにおいて、細胞の
培養工程、培養に続く分離工程及び培養生産物の精製工程を含むフローから少なくとも１
回試料液を採取するサンプリング部と、該試料液を希釈及び濾過の少なくとも一方を実施
してマイクロフローセルを流通し得るように液組成を調整する前処理部と、調整して得ら
れた液に含まれる基盤に共有結合させられたタンパク質を前記の免疫分析法を用いて酵素
による発色反応させるマイクロフローセルと、反応結果を利用してタンパク質を定量する
計測部と、上記構成による装置の一連の動作を制御する制御部と、定量結果を記録する記
録部とを有することを特徴とする細胞培養によるタンパク質生産プラントのタンパク質分
析装置を提供する。
【００１３】
　本発明は、更に、二次抗体タンパク質を結合しうる測定対象タンパク質と結合する一次
抗体タンパク質を流路に共有結合させた基盤を有する免疫分析用マイクロフローセルを提
供するものである。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明によれば、高精度で反復測定可能な免疫分析方法及び免疫分析装置を提供するこ
とができる。また、本発明によれば、免疫分析を、短時間で効率よく実施することができ
る。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】本発明によるタンパク質自動計測装置におけるマイクロフローセルの概略を示す
斜視図。
【図２】官能基付加流路によるタンパク質の共有結合法を示す概略図。（ａ１）、（ａ２
）、（ａ３）はアミノ基付加流路を用いた場合、（ｂ１）、（ｂ２）、（ｂ３）はカルボ
キシル基付加流路を用いた場合、それぞれのタンパク質が共有結合するまでの反応ステッ
プを示した図。
【図３】１次抗体を共有結合させたマイクロ流路を用いてタンパク質検出を行ったときの
検量線（（ａ））と従来法のタンパク質検出を行ったときの検量線（（ｂ））。
【図４】マイクロフローセルにおいて、反復測定を行ったときの実験結果を示す。上図（
ａ）はマイクロ流路内に１次抗体を共有結合させた場合、下図（ｂ）はマイクロ流路内に
非特異的結合で１次抗体を結合させた場合の測定結果を示すグラフ。
【図５】本発明のシステムにおいて用いられる蛍光光度測定法又は燐光光度測定法による
タンパク質定量法を説明するブロック図。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本発明により、フローセルの同一流路で複数回の免疫分析が可能となり、フローセルの
ロット差による測定誤差を回避できるとともにチップの製品管理に要する時間、工数を軽
減することができる。
【００１７】
　本発明の最良の実施形態を例示すれば、次の通りである。
【００１８】
　（１）前記免疫分析法において、酸性条件下で測定対象タンパク質を脱離した後、再度
測定対象タンパク質を測定することを特徴とする免疫分析法。
【００１９】
　（２）前記免疫分析法において、タンパク質の共有結合法がアミノ基、カルボキシル基
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の少なくともいずれか１つを介することを特徴とする免疫分析法。
【００２０】
　（３）前記免疫分析法において、基盤がマイクロフローセル内であることを特徴とする
免疫分析法。
【００２１】
　（４）前記免疫分析法において、マイクロフローセルの反応部の断面積が０．０４ｍｍ
２以下であることを特徴とする免疫分析法。
【００２２】
　（５）タンパク質分析装置において、上記マイクロフローセルは反復測定可能であるこ
とを特徴とするタンパク質生産プラントのタンパク質自動分析装置。
【００２３】
　（６）タンパク質分析装置において、上記マイクロフローセルの反応部の断面積が０．
０４ｍｍ２以下であることを特徴とするタンパク質生産プラントのタンパゥ質自動計測装
置。
【００２４】
　（７）前記マイクロフローセルにおいて、前記二次抗体及び測定タンパク質は酸性条件
下で脱離し、基盤上に共有結合された一次抗体タンパク質が残留し得る免疫分析用マイク
ロフローセル。
【００２５】
　本発明は流路内壁にタンパク質を共有結合により固定したマイクロフローセルで構成さ
れる。このマイクロフローセルで測定試料を測定した後、酸性の溶液を送液することで共
有結合させたタンパク質と結合したタンパク質は解離し、解離したタンパク質は共有結合
させたタンパク質のみを残して除去することが出来る。ｐＨを元の状態に戻すことで測定
前の状態に戻すことができ、再度測定することが可能となる。以上の操作を繰り返すこと
により、測定試料の反復測定ができる免疫分析測定法を実現した。
【００２６】
　以下、本発明を、実施例を挙げて、より具体的に説明するが、本発明の範囲が以下の実
施例に限定されるものではない。
（実施例１）共有結合法でのＥＬＩＳＡ法の妥当性
　（マイクロ流路への１次抗体の共有結合）
　次の手順に従ってマイクロ流路内面にタンパク質を共有結合させた。ただし、タンパク
質が面に共有結合させることができればよく、以下の手法に限定されるものではない。
【００２７】
　（ｉ）アミノ基修飾流路を用いた場合
　アクリル材質チップにマイクロ流路が施され（図１）、その流路内面にアミノ基の付与
された流路に２％グルタルアルデヒドを、シリンジポンプを用いて流速５０μＬ／ｍｉｎ
で１５分間送液した（図２（ａ１））。続いて純水を流速５０μＬ／ｍｉｎで１０分間送
液して洗浄した後、１次抗体（Ａｎｔｉ－ＩｇＧ　Ｍｏｕｓｅ，Ｃｈｉｃｋｅｎ－Ｐｏｌ
ｙ；Ｉｍｍｕｎｓｙｓｔｅｍ　ＡＢ社：２００倍希釈で使用）を流速５０μＬ／ｍｉｎで
１５分間送液した（図２（ａ２））。更に０．０５％のＴｗｅｅｎ２０（ＩＣＩ　Ａｍｅ
ｒｉｃａｎｓ　Ｉｎｃ．登録商標、ポリオキシエチレン（２０）ソルビタンモノラウレー
ト）を含んだリン酸緩衝液（ＰＢＳ）を流速５０μＬ／ｍｉｎで１０分間送液することで
洗浄した。これにより、図２（ａ３）に示すように流路内面に１次抗体が共有結合された
。その後、ブロッキング液（毎日骨太スキムミルク；雪印製）を送液し、流路内面のブロ
ッキングを行った。ブロッキングの後、そのまま継続して測定することが可能であるし、
４℃に保ち、液が乾燥しないようにしておけば、少なくとも２週間は保存することができ
る。
【００２８】
　（ｉｉ）カルボキシル基修飾流路を用いた場合
　アクリル材質チップにマイクロ流路が施され（図１）、その流路内面にカルボキシル基
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の付与された流路に１０ｍｇ／ｍＬ水溶性カルボジイミド（ｐＨ５．８のＰＢＳに溶解）
を、シリンジポンプを用いて流速５０μｌ／ｍｉｎで１５分間送液した（図２（ｂ１））
。続いてＰＢＳ（ｐＨ５．８）を流速５０μｌ／ｍｉｎで１０分間送液して洗浄した後、
１次抗体（Ａｎｔｉ－ＩｇＧ　Ｍｏｕｓｅ，Ｃｈｉｃｋｅｎ－Ｐｏｌｙ；Ｉｍｍｕｎｓｙ
ｓｔｅｍ　ＡＢ社：２００倍希釈で使用）を流速５０μＬ／ｍｉｎで１５分間送液した（
図２（ｂ２））。更に０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含んだリン酸緩衝液（ＰＢＳ）を流速
５０μＬ／ｍｉｎで１０分間送液することで洗浄した。これにより、図２（ｂ３）に示す
ように流路内面に１次抗体が共有結合された。ブロッキング液（ブロックエース；雪印製
）を送液し、流路内面のブロッキングを行った。アミノ基の場合と同様にブロッキングの
後、そのまま継続して測定することが可能であるし、保存することもできる。
【００２９】
　（対象タンパク質の検出）
　１次抗体を共有結合させたマイクロフローセルを用いてタンパク質の検出を行った。以
下、アミノ基修飾流路の場合について述べるが、カルボキシル基修飾流路の場合も全く同
様である。
【００３０】
　アミノ基修飾流路チップに１次抗体を共有結合させた流路に、測定対象タンパク質（マ
ウスＩｇＧ）を送液した。０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含んだリン酸緩衝液（ＰＢＳ）を
送液することにより洗浄した後、アルカリフォスファターゼ標識された抗ＩｇＧ２次抗体
（Ａｎｔｉ－ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ），Ｍｏｕｓｅ，Ｈｏｒｓｅ－Ｐｏｌｙ，ＡＰ；Ｖｅｃｔｏ
ｒ）を送液し、発色のため基質液を送液し、４１０ｎｍの吸光度を測定した。
【００３１】
　上記の手順で測定したときの検量線の結果を図３（ａ）に、９６ウェルプレートを用い
た従来法での検量線を図３（ｂ）に示す。両者を比較するとほぼ同等の検量線になり、本
発明の方法は、タンパク質の検出能は従来法と遜色ないことがわかる。
【００３２】
　なお、カルボキシル基修飾された流路を用いても同等の結果が得られるため、共有結合
させるときの流路に付与させる官能基（アミノ基、カルボキシル基等）に関係なく、流路
に１次抗体を共有結合させたマイクロ流路での測定は通常のＥＬＩＳＡ法と同等の感度で
検出できる。
【００３３】
　（実施例２）マイクロ流路への抗体の共有結合による効果
　同一流路を用いて測定対象タンパク質の反復測定を行った。まず、（実施例１）と同様
にして、流路への１次抗体の共有結合、ブロッキング、１次抗体反応、２次抗体反応を行
い、測定対象タンパク質の検出を行った。その後、同一流路に塩酸を３分間送液すること
により、１次抗体だけを流路内に残し、測定対象タンパク質、２次抗体を除去した。一度
目の測定と同条件でブロッキング液を送液し、再度同一濃度の測定対象タンパク質を送液
し、２次抗体を反応させ、基質液を送液したその吸光度を測定した。対象実験として、１
次抗体を流路に非特異的吸着（共有結合させない）した場合を行った。
【００３４】
　結果を図４に示す。１次抗体を流路に共有結合させた場合は、１度目の測定と２度目の
測定で吸光度はほぼ同じ値を示していることがわかる（図４（ａ））。一方、非特異的な
吸着で１次抗体を流路に結合した場合には、２度目の測定は１度目の測定と比べて５０％
程度低下した（図４（ｂ））。また、塩酸を送液し、洗浄後の吸光度は共有結合、非特異
的結合ともにほぼ０であることより、酸性条件下に置くことで測定対象タンパク質及び２
次抗体は完全に脱離・洗浄されることがわかる。この結果より、マイクロ流路に１次抗体
を共有結合させることにより初めて反復測定が可能となることがわかった。
【００３５】
　（実施例３）タンパク質自動分析装置
　本発明の免疫抗体検出法を用いた自動タンパク質測定装置の一実施例を図５に示す。
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（装置の構成）
　図５に示すようにタンパク質自動分析装置１６は洗浄液、基質液等の入った試薬タンク
１２、送液切替え装置６、免疫抗体反応をさせるマイクロフローセル（反応槽）４、発色
した液を計測する計測部１９、廃液を回収する廃液タンク１１からなる。試料および試薬
の送液に関してはポンプ５を用いて行う。
【００３６】
　試薬タンクは基質液等の劣化を防ぐため、２～１０℃で保存できるように温度センサが
とりつけてあり、冷却装置により温度制御が行われる。
【００３７】
　送液切替え装置６には、試薬間のコンタミネーションが防止できる低デッドボリューム
のロータリーバルブを用いた。接液面へのタンパゥの吸着によるロータリーバルブの劣化
を防止するためにマイクロフローセル（反応槽）４の内部に分岐形状の微小流路を持たせ
ることによりマイクロフローセル（反応槽）４の内部に送液選択機能を持たせても構わな
い。
【００３８】
　免疫抗体反応をさせるマイクロ流路１は、断面積を０．０４ｍｍ２以下にしてある。反
応場を従来の１／１０以下に微小化することにより、従来の測定方法（深さ２ｍｍ程度の
反応場）では分析に３時間要していたが、測定所要時間が約１／１００に短縮され、分単
位以下に短縮できるため、培養槽１４内の培養状態の監視、高品質な製品の管理が可能と
なる。温度は温度センサにより測定されヒーターもしくはペルチェ素子により温度管理が
行われる。マイクロフローセル内にはマイクロ流路が複数本あり、使用していたマイクロ
流路が繰り返し使用による劣化で測定不可になったとき、流路を切替えて未使用の流路を
使用することが可能となっている。マイクロフローセルのマイクロ流路内には抗体の付加
したビーズを詰めこんで測定することもできる。しかし、マイクロ流路内壁に直接１次抗
体を結合させた方式の方が、細胞等による流路内閉塞が生じにくく、培養液からマイクロ
フローセルまでの間で行う濾過作業を簡易化することが可能となる。
【００３９】
　計測部１９は、蛍光光度測定法、発色吸光度測定法、燐光光度測定法の何れかを用いる
ため、光学ランプ１０、光学フィルタ９、光学セル８および受光素子７といった小型簡易
機器の組合せにより構成することができる。送液時の脈動を低減することにより定量結果
の誤差を抑制する観点から、ポンプ５はシリンジポンプが好ましいが、ピエゾポンプでも
構わない。
【００４０】
　以上の動作は、制御部１７により制御され、装置の情報は記録部１８に記録される。
（動作の説明）
　ＥＬＩＳＡに必要な試薬（洗浄液、２次抗体、基質液、ブロッキング液、キャリブレー
ション用試薬、酸性溶液）は試薬タンク１２の中に納められている。
【００４１】
　１次抗体が共有結合により流路内に結合しており、更に流路内がブロッキング液に浸さ
れているチップを反応槽部に設置する。
【００４２】
　（１）最初にキャリブレーションのため、ポンプを作動させ、試薬タンク中のキャリブ
レーション用試薬を反応槽まで送液する。過剰のキャリブレーション液は廃液タンク１１
に回収される。
【００４３】
　（２）キャリブレーション試薬中の測定対象タンパク質が１次抗体と反応した後、送液
選択装置により洗浄液を反応槽まで送液し、洗浄後の廃液は廃液タンク１１に回収する。
【００４４】
　（３）試薬タンクから２次抗体を反応槽まで送液する。過剰な２次抗体は廃棄タンク１
１で回収される。
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【００４５】
　（４）２次抗体が測定対象タンパク質と反応した後、洗浄液を反応槽４まで送液し、洗
浄後の液は廃液タンク１１に回収する。
【００４６】
　（５）発色基質液を反応槽まで送液し、残存した洗浄液を十分廃液タンク１１に流しき
った後、送液切替装置６を切替え、発色した反応液を計測部１９へと送液する。ここに流
れ込んできた反応液を吸光度もしくは蛍光を検出し、記録部でその結果を記録する。
【００４７】
　（６）送液切替装置６を廃液側に戻し、試薬タンク１２から酸性溶液を反応槽４へ送液
し、測定対象タンパク質、２次抗体を脱離させる。
【００４８】
　（７）洗浄液を反応槽４に送液し、廃液タンク１１で回収し、測定対象タンパク質、２
次抗体を洗い流し、ｐＨを中性まで戻す。キャリブレーション用試薬の測定対象タンパク
質濃度を換え（１）～（７）の操作を繰り返す。記録されたデータより検量線を作成する
。
【００４９】
　検量線の作成後、測定試料の測定を行う。まず、ブロッキング液を反応槽に流すことに
より、ブロッキングを行っておく。次に培養槽から培養液をポンプにより無菌的に接続さ
れたサンプリング部１３を通して前処理部に送液する。前処理部１５に送液された培養液
は、まず粗フィルタで粗く細胞組織等の不純物を除去した後に、希釈混合セルに送液する
。同時に希釈液タンクからポンプを用いて希釈混合セルに希釈液を指定量供給する。希釈
混合セルに供給された二液を混合機により均一混合した後、ポンプを用いて精密フィルタ
に送液し、測定用に調整された試料液をタンパク質自動検出装置１６に送液する。光学ラ
ンプ１０で発生した光の内、発色した基質に吸収される波長の光を光学フィルタ９で選択
して、光学セル８を透過させる。透過光の発色吸光度を受光素子７で測定した後、基質液
は廃液タンク１１に送液される。尚、基質液以外の試薬にはタンパク質が含まれるため、
これを光学セル８に送った場合、セル表面へのタンパク質吸着により測定誤差を生じる恐
れがある。このため、基質液以外は送液切替装置６で廃液タンク１１に直接選択送液する
。測定が終了した試料液は廃液溜めに送られ分析が終了する。
【００５０】
　上記実施例では、マイクロフローセルを交換することなしに、検量線の作成、測定試料
の複数回の測定が可能であった。
【００５１】
　加えて、試料液をオンラインで採取するので、外界雰囲気と試料液が接触することが無
く、装置への細菌類の混入が無い。そのため、培養工程での生体細胞の死滅、もしくは分
離・精製工程での試料液の劣化を防止することができる。また、自動採取を行うため、作
業員の負担を大幅に低減することができる。
【００５２】
　また、採取した試料液を前処理部で塩濃度、ｐＨ等の液状態が調整されるため、抗原抗
体反応の安定性を向上し、測定誤差を低減することができる。また、抗原抗体反応を用い
た測定方法であるため、従来法である高速液体クロマトグラフィ（ＨＰＬＣ）のような微
細なカラムを通過させる必要がない。
【００５３】
　その結果、高圧ポンプおよび耐圧仕様の配管が不要にでき、装置の小型化およびコスト
低減が可能である。
【００５４】
　更に、縦断面積が１ｍｍ２以下の微小流路内で拡散律速である抗原抗体反応を行うため
、拡散時間が従来の１／９に低減され、定量時間を２０分以下に短縮することが可能であ
る。またこれにより、培養状態が監視でき、高信頼性のある製品の管理が可能である。
【符号の説明】
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【００５５】
１…マイクロ流路、２…送液口、３…排出口、４…マイクロフローセル、５…ポンプ、６
…送液切替装置、７…受光素子、８…光学セル、９…光学フィルタ、１０…光学ランプ、
１１…廃液タンク、１２…試薬送液手段、１３…サンプリング部、１４…培養槽、１５…
前処理部、１６…タンパク質自動検出器、１７…制御部、１８…記録部、１９…計測部。

【図１】

【図２】

【図３】
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【図４】 【図５】

【手続補正書】
【提出日】平成22年11月24日(2010.11.24)
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０００６
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００６】
　特許文献１にはこれら問題点を解決するため、高速測定可能で、試料液の採取時に各工
程機器のコンタミネーションがないタンパク質定量装置及び測定方法について記載されて
いる。このタンパク質自動計測装置は、生産プラントのフローから試料液をオンラインで
採取するサンプリング部と、タンパク質と酵素を反応させるマイクロフローセルと、反応
によって得られた結果によりタンパク質を定量する計測部等から構成される。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１１】
　本発明は、基板に測定対象タンパク質と結合するタンパク質を共有結合させ、抗原抗体
反応を利用して測定対象タンパク質を測定した後、酸性条件下で測定対象タンパク質を脱
離し、基板上に共有結合されたタンパク質のみを残すことを特徴とする免疫分析法を提供
するものである。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
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【補正対象項目名】００１２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１２】
　また、本発明は、生体細胞を培養してタンパク質を生産するプラントにおいて、細胞の
培養工程、培養に続く分離工程及び培養生産物の精製工程を含むフローから少なくとも１
回試料液を採取するサンプリング部と、該試料液を希釈及び濾過の少なくとも一方を実施
してマイクロフローセルを流通し得るように液組成を調整する前処理部と、調整して得ら
れた液に含まれる基板に共有結合させられたタンパク質を前記の免疫分析法を用いて酵素
による発色反応させるマイクロフローセルと、反応結果を利用してタンパク質を定量する
計測部と、上記構成による装置の一連の動作を制御する制御部と、定量結果を記録する記
録部とを有することを特徴とする細胞培養によるタンパク質生産プラントのタンパク質分
析装置を提供する。
【手続補正５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１３】
　本発明は、更に、二次抗体タンパク質を結合しうる測定対象タンパク質と結合する一次
抗体タンパク質を流路に共有結合させた基板を有する免疫分析用マイクロフローセルを提
供するものである。
【手続補正６】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２０】
　（３）前記免疫分析法において、基板がマイクロフローセル内であることを特徴とする
免疫分析法。
【手続補正７】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２３】
　（６）タンパク質分析装置において、上記マイクロフローセルの反応部の断面積が０．
０４ｍｍ２以下であることを特徴とするタンパク質生産プラントのタンパク質自動計測装
置。
【手続補正８】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２４】
　（７）前記マイクロフローセルにおいて、前記二次抗体及び測定タンパク質は酸性条件
下で脱離し、基板上に共有結合された一次抗体タンパク質が残留し得る免疫分析用マイク
ロフローセル。
【手続補正９】
【補正対象書類名】明細書
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【補正対象項目名】００３７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３７】
　送液切替え装置６には、試薬間のコンタミネーションが防止できる低デッドボリューム
のロータリーバルブを用いた。接液面へのタンパクの吸着によるロータリーバルブの劣化
を防止するためにマイクロフローセル（反応槽）４の内部に分岐形状の微小流路を持たせ
ることによりマイクロフローセル（反応槽）４の内部に送液選択機能を持たせても構わな
い。



专利名称(译) 蛋白质生产植物的细胞免疫分析和蛋白质分析

公开(公告)号 JP2011059131A 公开(公告)日 2011-03-24

申请号 JP2010260752 申请日 2010-11-24

[标]申请(专利权)人(译) 日立机电工业株式会社

申请(专利权)人(译) 日立工业设备技术有限公司

[标]发明人 渋谷啓介
難波勝
芳賀良一

发明人 渋谷 啓介
難波 勝
芳賀 良一

IPC分类号 G01N33/53 G01N33/543 G01N37/00

FI分类号 G01N33/53.D G01N33/543.545.A G01N33/543.521 G01N37/00.101

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：提供一种免疫测定装置，可以在短时间内使用微量样品
进行高精度迭代测量。解决方案：免疫分析方法的特点是测量目标蛋白
结合蛋白与底物共价连接的过程，在利用抗原 - 抗体反应测量测量目标
蛋白后，测量目标蛋白在酸性条件下解吸仅留下共价连接到底物上的蛋
白质。本发明公开了该免疫分析方法，蛋白质生产植物的蛋白质测量装
置和用于免疫测定的流动池。 Ž
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