
(57)【要約】

【課題】本発明は変形フロー式(flow type)SPRバイオセ

ンサを用いて病原性微生物をリアルタイムで検出する方

法を提供することにある。   

【解決手段】本発明は、i)病原性微生物とこれに対する

抗体を回分式で免疫反応させる段階と、ii)前記抗体と

結合された病原性微生物を選択的に分離する段階と、及

びiii)前記抗体と結合された病原性微生物をフロー式表

面プラズモン共鳴(SPR)システムのチップ上にリアルタ

イムで結合させる段階を含む変形フロー式SPRバイオセ

ンサを用いる病原性微生物のリアルタイム検出方法に関

する。

【選択図】図1b

JP 2007-183269 A 2007.7.19



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
病 原 性 微 生 物 を リ ア ル タ イ ム で 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
i)病 原 性 微 生 物 と こ れ に 対 す る 抗 体 を 回 分 式 で 免 疫 反 応 さ せ る 段 階 と 、
ii)前 記 抗 体 と 結 合 さ れ た 病 原 性 微 生 物 を 選 択 的 に 分 離 す る 段 階 、 及 び
iii)前 記 抗 体 と 結 合 さ れ た 病 原 性 微 生 物 を フ ロ ー 式 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 シ ス テ ム の チ ッ プ
上 に リ ア ル タ イ ム で 結 合 さ せ る 段 階 を 含 む 、 変 形 フ ロ ー 式 (flow type)表 面 プ ラ ズ モ ン 共
鳴 バ イ オ セ ン サ を 用 い る 病 原 性 微 生 物 の リ ア ル タ イ ム 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
病 原 性 微 生 物 に 対 す る 特 異 的 な 抗 体 が バ イ オ チ ン 接 合 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
選 択 的 に 分 離 す る 段 階 が 抗 体 と 結 合 さ れ た 病 原 性 微 生 物 を 遮 水 膜 (cut-off membrane) フ
ィ ル タ を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。   
【 請 求 項 ４ 】
フ ロ ー 式 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 シ ス テ ム の チ ッ プ の 表 面 に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 連 続 注 入 を
通 じ て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 層 が 形 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
抗 体 と 結 合 さ れ た 病 原 性 微 生 物 が フ ロ ー 式 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 シ ス テ ム の ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン チ ッ プ  の 表 面 上 で バ イ オ チ ン -ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 反 応 を 通 じ て 結 合 さ れ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
結 合 さ れ た 病 原 性 微 生 物 の フ ロ ー 式 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 シ ス テ ム に お い て 、 チ ッ プ 上 で 発
生 す る 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 信 号 を リ ア ル タ イ ム 及 び 連 続 的 に 収 集 し て 病 原 性 微 生 物 を 検 出
す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 5に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
検 出 標 的 病 原 性 微 生 物 に よ っ て 、 免 疫 反 応 の 条 件 及 び 遮 水 膜 (cut-off membrane)フ ィ ル タ
の 条 件 を 変 更 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1又 は 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
変 形 フ ロ ー 式 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 バ イ オ セ ン サ シ ス テ ム が 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 測 定 用 金 薄
膜 チ ッ プ の 表 面 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
金 薄 膜 チ ッ プ の 表 面 に 金 コ ー テ ィ ン グ さ れ た ガ ラ ス 表 面 上 に チ オ ー ル 末 端 基 (thiol termi
nated group, -SH)の 自 己 組 織 化 単 分 子 膜 (self assembled monolayer)が 形 成 さ れ 、 こ の
上 に リ ガ ン ド が 固 定 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 8に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
リ ガ ン ド が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 9に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
第 1項 の 変 形 フ ロ ー 式 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 バ イ オ セ ン サ を 通 じ て 水 因 性 病 原 菌 を リ ア ル タ
イ ム で 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
水 因 性 病 原 菌 が ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム ・ パ ル ブ ム (Cryptosporidium parvum)菌 で あ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 11に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
第 1項 の 変 形 フ ロ ー 式 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 バ イ オ セ ン サ を 通 じ て 病 原 性 ウ ィ ル ス を リ ア ル
タ イ ム で 検 出 す る を こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
病 原 性 ウ ィ ル ス が ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ ィ ル ス 、 肝 炎 ウ ィ ル ス 、 ピ コ ル ナ ウ ィ ル
ス 、 ロ タ ウ ィ ル ス 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル ス 、 パ ラ ミ ク ソ ウ ィ ル ス 、 風 疹 ウ ィ ル ス 、 狂 犬
病 ウ ィ ル ス 、 遅 発 ウ ィ ル ス 、 腫 瘍 ウ ィ ル ス 及 び HIVウ ィ ル ス か ら 構 成 さ れ た 群 か ら 選 ば れ
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る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 13に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
第 1項 の 変 形 フ ロ ー 式 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 バ イ オ セ ン サ を 通 じ て 微 生 物 の 個 体 数 を 定 量 化
す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 病 原 性 微 生 物 を リ ア ル タ イ ム で 検 出 す る た め の 変 形 フ ロ ー 式 表 面 プ ラ ズ モ ン
共 鳴 （ flow type SPR） バ イ オ セ ン サ を 用 い る 病 原 性 微 生 物 の リ ア ル タ イ ム 検 出 方 法 に 関
し 、 既 存 の フ ロ ー 式 SPRセ ン サ で 免 疫 反 応 と 表 面 結 合 反 応 を 分 離 さ せ て リ ア ル タ イ ム SPRセ
ン サ の 病 原 性 微 生 物 の 検 出 限 界 能 を 増 大 さ せ る こ と に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 産 業 の 発 達 に 伴 い 、 多 様 な 環 境 汚 染 事 故 に 人 類 が さ ら さ れ な が ら 、 健 康 と 衛 生 上 の 深 刻
な 問 題 に 直 面 す る よ う に な っ た 。 多 様 な 環 境 汚 染 事 故 の う ち 、 飲 料 水 で 頻 繁 に 発 生 し て い
る 問 題 は 、 ま さ に 病 原 性 微 生 物 に よ る 感 染 事 故 で あ る 。 過 去 と 比 較 し て 水 因 性 伝 染 病 の 感
染 事 故 が 著 し く 減 っ て い る が 、 未 だ 世 界 の ど の 国 で も 水 因 性 伝 染 病 を 根 絶 す る こ と が で き
な い と い う の が 実 情 で あ る 。 水 因 性 伝 染 病 に よ る 汚 染 が 深 刻 な 問 題 を 引 き 起 こ す 点 は 、 ま
さ に 短 期 間 で そ の 有 害 効 果 が 現 れ る と い う 点 で あ る 。 化 学 物 質 に よ っ て 水 質 汚 染 事 故 が 発
生 す る 場 合 、 長 い 年 月 に か け て 累 積 し て 現 れ る 慢 性 的 な 疾 病 を 誘 発 す る 反 面 、 水 因 性 病 原
菌 に よ る 汚 染 事 故 は 、 急 性 疾 病 を 誘 発 し て 短 期 間 で 結 果 が 現 れ 、 2次 感 染 に よ る 拡 散 の 恐
れ が あ る た め 、 予 防 が 極 め て 重 要 で あ る 。 従 っ て 、 水 質 内 に 存 在 す る 病 原 性 微 生 物 の 存 在
を 予 め 検 出 す る こ と が で き れ ば 、 こ の よ う な 水 因 性 疾 病 を 未 然 に 防 ぐ こ と が で き る も の と
期 待 さ れ る 。  
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 現 在 、 病 原 性 微 生 物 の 検 出 及 び 監 視 方 法 と し て 、 免 疫 蛍 光 法 、 特 に ELISA法 と PCR増 幅 を
通 じ た 遺 伝 子 検 出 法 な ど が 多 様 な 応 用 原 理 に 基 づ い て 多 く 開 発 が さ れ て お り 、 既 に 商 品 化
さ れ た 製 品 も 多 く 存 在 す る 。 し か し 、 こ の よ う な 方 法 は 、 現 在 ま で 病 原 性 微 生 物 に 対 す る
方 法 の う ち 、 検 出 能 に は 優 れ て い た が 、 試 料 の 前 処 理 及 び 長 時 間 の 免 疫 反 応 な ど の 短 所 が
あ り 、 新 た な 形 態 の 病 原 性 微 生 物 の 検 出 免 疫 セ ン サ の 開 発 が 求 め ら れ て き た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 既 存 の 病 原 性 微 生 物 セ ン サ の 短 所 を 克 服 し よ う と 、 最 近 多 く の 研 究 者 ら に よ っ て  リ ア
ル タ イ ム で の 検 出 及 び 非 標 識 セ ン サ (label-free sensor)機 能 を 有 す る 表 面 プ ラ ズ モ ン 共
鳴 (Surface plasmon resonance)シ ス テ ム を 用 い た 病 原 性 微 生 物 の 検 出 用 セ ン サ が 活 発 に
開 発 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 特 に 、 SPRセ ン サ 技 術 は 、 蛋 白 質 の よ う な 生 体 物 質 が セ ン サ 表 面 に 結 合 さ れ る と 信 号 変
化 を 起 こ す 現 象 を 用 い て バ イ オ セ ン サ 及 び バ イ オ チ ッ プ 測 定 方 法 と し て 多 く 用 い ら れ て い
る (文 献 [Nice, E.C. and Catimel, B., BioEssay, 1999, 21, 339-352])。 表 面 プ ラ ズ モ
ン と は 金 属 表 面 の よ う な 導 体 表 面 に 沿 っ て 伝 播 さ れ る 自 由 電 子 の 量 子 化 さ れ た 振 動 で あ る
。 こ の よ う な 表 面 プ ラ ズ モ ン は プ リ ズ ム の よ う な 誘 電 媒 体 を 経 て 誘 電 媒 体 の 臨 界 角 以 上 の
角 度 で 金 属 薄 膜 に 入 射 す る 入 射 光 に よ っ て 励 起 さ れ 、 一 定 の 角 度 で 共 鳴 を 引 き 起 こ す 。 こ
の よ う な SPRが 引 き 起 こ る 入 射 角 、 即 ち 共 鳴 角 は 金 属 薄 膜 に 近 接 し た 物 質 の 屈 折 率 変 化 に
敏 感 で あ る 。 SPRセ ン サ は こ の よ う な 性 質 を 用 い て 、 金 属 薄 膜 に 近 接 し た 物 質 、 即 ち 試 料
の 屈 折 率 変 化 か ら 試 料 の 定 量 分 析 、 定 性 分 析 及 び 薄 膜 の 試 料 の 厚 さ を 測 定 す る の に 用 い ら
れ る 。 こ の よ う な SPRセ ン サ は 、 伝 統 的 な 免 疫 分 析 法 に 比 べ て 次 の よ う な 多 様 な 長 所 を 有
す る 。 第 一 に 、 特 異 性 (specificity)の 面 に お い て 、 既 存 の 免 疫 分 析 法 は 測 定 す る た め に
特 定 の 標 識 物 質 (発 光 体 又 は 蛍 光 体 )や 二 次 抗 体 (secondary antibody)を 用 い な け れ ば な ら
な か っ た が 、 そ れ に よ っ て 測 定 対 象 の 試 料 の 活 性 や 本 来 の 性 質 が 変 質 す る 現 象 が 生 じ た 。
し か し 、 SPRセ ン サ は 特 定 物 質 の 標 識 や 前 処 理 が 不 要 な た め 、 測 定 対 象 の 試 料 固 有 の 性 質
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を 維 持 し な が ら 測 定 を 行 う こ と が で き る と い う 長 所 が あ る 。 第 二 に 、 感 度 (sensitivity)
の 面 に お い て 、 伝 統 的 な 免 疫 分 析 法 は 蛋 白 質 を 基 準 に そ の 検 出 限 界 が 普 通 数 十 ngか ら 数 ug
単 位 に 過 ぎ な い が 、 SPRセ ン サ は 数 pg単 位 ま で 検 出 が 可 能 な 優 れ た 感 度 を 有 し て い る 。 第
三 に 、 測 定 時 間 の 面 に お い て 、 伝 統 的 な 免 疫 分 析 法 は 試 料 の 前 処 理 を 始 め 、 普 通 短 く て 数
時 間 、 長 く な る と 幾 日 以 上 を 経 て そ の 結 果 を 得 る こ と が で き た 。 し か し 、 SPRセ ン サ は 試
料 の 特 別 な 前 処 理 が 不 要 な た め 、 数 分 な い し 数 十 分 内 に そ の 結 果 を 得 る こ と が で き る と い
う 迅 速 性 を 有 す る 。 最 後 に 、 分 析 手 順 の 簡 素 化 (simplicity)で あ る 。 普 通 の 免 疫 分 析 法 は
、 高 度 に 熟 練 し た 人 材 が 必 要 で あ り 、 実 験 手 順 上 で も 複 雑 な 試 料 の 前 処 理 段 階 が 含 ま れ て
い る 。 し か し 、 SPRセ ン サ は 試 料 の セ ン サ チ ッ プ 上 へ の 注 入 一 つ で そ の 結 果 を 得 る こ と が
で き る と い う 点 で 、 従 来 の 免 疫 分 析 法 に 比 べ て 分 析 手 順 の 面 に お い て 極 め て 簡 素 で あ る と
い う 長 所 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 し か し 、 病 原 性 微 生 物 を 検 出 す る た め の 免 疫 反 応 は 、 蛋 白 質 間 の 互 い の 免 疫 反 応 と は 異
な り 、 そ の 免 疫 反 応 の 速 度 が 遅 く 、 SPRの 信 号 増 幅 の 特 性 上 、 検 出 信 号 が 弱 く 測 定 さ れ 、
既 存 の 蛋 白 質 検 出 用 SPRセ ン サ の よ う な フ ロ ー 式 の 方 式 を 適 用 し て 病 原 性 微 生 物 の 検 出 用
セ ン サ と し て 用 い る こ と に は 困 難 が あ っ た 。 そ れ に よ っ て 、 現 在 開 発 さ れ て い る 大 部 分 の
病 原 性 微 生 物 の 検 出 用 SPRセ ン サ は 、 フ ロ ー 式 の 方 式 で な い 回 分 式 の 方 式 を 採 用 し て お り
、 結 局 こ の よ う な 回 分 式 セ ン サ 方 式 の 適 用 は 、 先 に 言 及 し た SPRセ ン サ の 大 き な 長 所 の 一
つ で あ る 短 い 分 析 時 間 に よ る 検 出 の 迅 速 性 実 現 に 問 題 点 を 有 し て い る 。 従 っ て 、 既 存 の 病
原 性 微 生 物 の 検 出 用 SPRセ ン サ に 迅 速 性 を 付 与 し 、 リ ア ル タ イ ム で の 検 出 用 SPRセ ン サ と し
て 用 い る た め に は 、 変 形 フ ロ ー 式 SPRセ ン サ シ ス テ ム を 用 い た 検 出 方 法 が 求 め ら れ て い る
。  
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 前 述 べ し た 従 来 技 術 の 問 題 点 を 解 決 す る た め の も の で あ っ て 、 本 発 明 の 目 的 は
 変 形 フ ロ ー 式 SPRバ イ オ セ ン サ を 用 い て 病 原 性 微 生 物 を リ ア ル タ イ ム で 検 出 す る 方 法 を 提
供 す る こ と に あ る 。    
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 前 記 目 的 を 達 成 す る た め に 、 本 発 明 は 病 原 性 微 生 物 を リ ア ル タ イ ム で 検 出 す る 方 法 で あ
っ て 、 i)病 原 性 微 生 物 と こ れ に 対 す る 抗 体 を 回 分 式 で 免 疫 反 応 さ せ る 段 階 と 、 ii)前 記 抗
体 と 結 合 さ れ た 病 原 性 微 生 物 を 選 択 的 に 分 離 す る 段 階 と 、 及 び iii)前 記 抗 体 と 結 合 さ れ た
病 原 性 微 生 物 を フ ロ ー 式 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 (SPR)シ ス テ ム の チ ッ プ 上 に リ ア ル タ イ ム で
結 合 さ せ る 段 階 を 含 む 、 変 形 フ ロ ー 式 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 バ イ オ セ ン サ を 用 い る 病 原 性 微
生 物 の リ ア ル タ イ ム 検 出 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 変 形 フ ロ ー 式 SPRバ イ オ セ ン サ を 用 い て 病 原 性 微 生 物 を リ ア ル タ イ ム で 検 出
す る た め の 方 法 に 関 す る 。 病 原 性 微 生 物 を 検 出 す る た め に 、 SPRセ ン サ の 最 も 大 き な 特 徴
で あ り 、 ま た 長 所 で あ る 非 標 識 型 リ ア ル タ イ ム 検 出 を 、 フ ロ ー 式 SPRセ ン サ シ ス テ ム を 基
本 型 と し て 本 発 明 の 技 術 に 適 用 し た 。 微 生 物 の 検 出 に お い て 、 フ ロ ー 式  SPRセ ン サ は 非 標
識 型 リ ア ル タ イ ム 検 出 の 長 所 を 有 す る が 、 他 の 病 原 性 微 生 物 の 検 出 用 セ ン サ に 比 べ て 、 そ
の 測 定 原 理 に よ っ て 病 原 性 微 生 物 の 検 出 能 力 又 は 測 定 限 界 の 短 所 を 有 す る 。 即 ち 、 病 原 性
微 生 物 と こ れ に 対 す る 抗 体 間 の 免 疫 反 応 は 、 蛋 白 質 間 の 一 般 的 な 相 互 免 疫 反 応 と は 異 な り
、 そ の 免 疫 反 応 の 速 度 が 遅 く 、 SPRの 信 号 が 増 幅 す る 特 性 上 、 検 出 信 号 が 弱 く 測 定 さ れ 、
既 存 の 蛋 白 質 検 出 用 SPRセ ン サ の よ う な フ ロ ー 式 の 方 式 を 適 用 し て 病 原 性 微 生 物 を 検 出 す
る た め の セ ン サ と し て 用 い る こ と に は 困 難 が あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 で こ の よ う な フ ロ ー 式
SPRセ ン サ の 問 題 点 を 克 服 し て リ ア ル タ イ ム で の 病 原 性 微 生 物 の 検 出 用 SPRセ ン サ と し て 病
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原 性 微 生 物 の 免 疫 反 応 効 率 、 及 び チ ッ プ の 表 面 上 の 結 合 効 率 を 増 大 さ せ た 変 形 フ ロ ー 式 SP
Rバ イ オ セ ン サ を 用 い た 前 記 微 生 物 の 検 出 方 法 を 開 発 し た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 通 常 の 病 原 性 微 生 物 の 検 出 用 フ ロ ー 式 SPRバ イ オ セ ン サ シ ス テ ム の 構 成 (図 1a)は 、 SPR測
定 用 金 薄 膜 チ ッ プ の 表 面 上 に 最 適 の リ ガ ン ド を 表 面 に 形 成 し 、 そ の 上 に 病 原 性 微 生 物 に 特
異 的 な 免 疫 反 応 性 を 有 す る 抗 体 を 固 定 化 さ せ て 最 終 表 面 を 形 成 す る 。 そ し て 、 微 生 物 が 含
ま れ る 試 料 を フ ロ ー 式 に 連 続 注 入 し 、 チ ッ プ の 表 面 を 通 過 す る 間 に 、 チ ッ プ の 表 面 の 抗 体
と 試 料 中 の 病 原 性 微 生 物 の 細 胞 表 面 の 抗 原 に 対 す る 免 疫 反 応 が 起 こ り 、 そ の 抗 原 -抗 体 の
結 合 に よ っ て 、 病 原 性 微 生 物 が チ ッ プ の 表 面 に 結 合 す る 。 こ の 時 、 SPR信 号 (RU値 )が 増 加
す る よ う に な り 、 こ れ を 増 幅 し て 微 生 物 を 検 出 す る 。 し か し 、 こ の 過 程 で 表 面 に 固 定 化 し
た 抗 体 よ り 試 料 の 病 原 性 微 生 物 の 大 き さ が 相 対 的 に は る か に  大 き い の で 、 SPRシ ス テ ム の
流 体 の 流 れ の 中 で 免 疫 反 応 に よ る 微 生 物 の 抗 体 に 対 す る  結 合 効 率 が 低 く な る 。 結 局 、 非
効 率 的 な 免 疫 反 応 及 び 表 面 の 固 定 化 に よ っ て 、 病 原 性 微 生 物 を 検 出 す る 限 界 は 、 高 い 水 準
で 形 成 さ れ ざ る を 得 な い 。   
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ の よ う な フ ロ ー 式 SPRセ ン サ の 構 造 的 な 問 題 を 解 決 す る た め に 、 本 発 明 で は 抗 体 と 病
原 性 微 生 物 間 の 免 疫 反 応 と 、 微 生 物 を SPRチ ッ プ 上 に 固 定 化 す る 段 階 を 各 々 分 離 し て 変 形
フ ロ ー 式 SPRバ イ オ セ ン サ シ ス テ ム (図 1b)を 用 い た 微 生 物 の 検 出 方 法 を 提 供 す る 。 即 ち 、
移 動 相 の 流 れ の 中 で 行 わ れ た 病 原 性 微 生 物 と 、 こ れ に 対 す る 抗 体 と 免 疫 反 応 を 十 分 余 り の
短 時 間 で 試 験 管 環 境 内 に お い て 回 分 式 に よ っ て 実 施 し 、 遮 水 膜 (cut-off membrane)フ ィ ル
タ を 用 い て 抗 体 が 結 合 さ れ た 病 原 性 微 生 物 を 選 択 的 に 分 離 し た 後 、 前 記 抗 体 と 結 合 さ れ た
病 原 性 微 生 物 を フ ロ ー 式 SPRシ ス テ ム の チ ッ プ 上 に リ ア ル タ イ ム で 結 合 さ せ 、 最 終 的 に 試
料 の 検 出 信 号 に よ っ て 病 原 性 微 生 物 を 検 出 す る 。  
【 ０ ０ １ ３ 】
　 一 つ の 具 体 的 な 例 と し て 、 前 記 病 原 性 微 生 物 に 対 す る 特 異 的 な 抗 体 は 、 バ イ オ チ ン が 結
合 さ れ て お り 、 選 択 的 に 分 離 す る 段 階 は 、 抗 体 と の 結 合 さ れ た 病 原 性 微 生 物 を 遮 水 膜 (cut
-off membrane)フ ィ ル タ を 用 い て 選 択 的 に 分 離 す る こ と が で き 、 前 記 フ ロ ー 式 SPR シ ス テ
ム の チ ッ プ の 表 面 に は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 連 続 注 入 を 通 じ て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 層 が
形 成 さ れ 、 抗 体 と 結 合 さ れ た 病 原 性 微 生 物 は フ ロ ー 式 SPRシ ス テ ム の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
チ ッ プ の 表 面 上 で バ イ オ チ ン -ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 反 応 を 通 じ て 結 合 す る 。 こ の よ う な バ
イ オ チ ン -ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合 は 、 結 合 親 和 度 が 極 め て 高 い も の と し て 知 ら れ た 代 表
的 な 対 物 質 で あ っ て 、 多 様 な 生 物 学 的 な 分 析 方 法 で 広 く 用 い ら れ て い る 。 即 ち 、 相 対 的 に
遅 い 特 性 を 有 す る 免 疫 反 応 に よ る 微 生 物 の チ ッ プ の 表 面 上 に お け る 固 定 化 を 、 高 い 親 和 性
を 有 す る バ イ オ チ ン -ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合 を 用 い る こ と に よ っ て 、 フ ロ ー 式 SPRシ ス テ
ム に お い て 、 チ ッ プ 上 で 発 生 す る SPR信 号 を リ ア ル タ イ ム 及 び 連 続 的 に 収 集 し 、 病 原 性 微
生 物 の 検 出 信 号 と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 微 生 物 の SPRチ ッ プ の 表
面 上 に お け る 固 定 化 効 率 を 高 め 、 最 終 的 に 著 し く 増 加 し た SPR信 号 を 獲 得 す る こ と が で き
る よ う に す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 一 つ の 具 体 的 な 例 と し て 、 検 出 標 的 の 病 原 性 微 生 物 に よ っ て 、 免 疫 反 応 の 条 件 及 び 遮 水
膜 (cut-off membrane)フ ィ ル タ の 条 件 を 変 更 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 一 つ の 具 体 的 な 例 と し て 、 変 形 フ ロ ー 式 SPRバ イ オ セ ン サ を 通 じ て 水 因 性 病 原 菌
を リ ア ル タ イ ム で 検 出 す る こ と が で き 、 前 記 水 因 性 病 原 菌 は ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム ・ パ ル
ブ ム (Cryptosporidium parvum)菌 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 一 つ の 具 体 的 な 例 と し て 、 変 形 フ ロ ー 式 SPRバ イ オ セ ン サ を 通 じ て 病 原 性 ウ ィ ル
ス を リ ア ル タ イ ム で 検 出 す る こ と が で き 、 前 記 病 原 性 ウ ィ ル ス は ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス 、 ポ ッ
ク ス ウ ィ ル ス 、 肝 炎 ウ ィ ル ス 、 ピ コ ル ナ ウ ィ ル ス 、 ロ タ ウ ィ ル ス 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル
ス 、 パ ラ ミ ッ ク ソ ウ ィ ル ス 、 風 疹 ウ ィ ル ス 、 狂 犬 病 ウ ィ ル ス 、 遅 発 ウ ィ ル ス 、 腫 瘍 ウ ィ ル
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ス 及 び HIVウ ィ ル ス か ら 構 成 さ れ る 群 か ら 選 ば れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 、 一 つ の 具 体 的 な 例 と し て 、 変 形 フ ロ ー 式 SPRバ イ オ セ ン サ を 通 じ て 微 生 物 の 個 体
数 を 定 量 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 、 一 つ の 具 体 的 な 例 と し て 、 前 述 し た 病 原 性 微 生 物 の 検 出 用 フ ロ ー 式 及 び  変 形 フ
ロ ー 式 SPRバ イ オ セ ン サ シ ス テ ム に 用 い ら れ た SPR測 定 用 金 薄 膜 チ ッ プ の 表 面 に 金 コ ー テ ィ
ン グ さ れ た ガ ラ ス 表 面 上 に 、 チ オ ー ル 末 端 基 (thiol terminated group, -SH)の 自 己 組 織
化 単 分 子 膜 (self assembled monolayer)を 形 成 さ せ 、 そ の 上 に 抗 体 又 は 検 出 標 的 物 な ど の
生 物 関 連 の 分 子 物 質 を 結 合 さ せ る こ と が で き る リ ガ ン ド 物 質 (特 に 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン )
を 固 定 化 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 以 下 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 例 及 び 比 較 例 を 記 載 す る 。 し か し 、 下 記 の 実 施 例 は 本 発 明
を よ り 容 易 に 理 解 す る た め に 提 供 さ れ る も の で あ り 、 本 発 明 が 下 記 の 実 施 例 に 限 ら れ る も
の で は な い 。   
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 以 上 で 説 明 し た よ う に 、 本 発 明 は 非 標 識 型 リ ア ル タ イ ム 検 出 (non-labeled real time d
etection)法 と し て 、 既 存 の フ ロ ー 式 SPRセ ン サ シ ス テ ム を 用 い た 微 生 物 の 検 出 方 法 と 比 較
し て み る と 、 変 形 フ ロ ー 式 SPRセ ン サ シ ス テ ム を 用 い て 低 濃 度 の ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム ・
パ ル ブ ム (Cryptosporidium parvum)菌 を 含 む 水 因 性 病 原 菌 の 検 出 能 を 大 き く 向 上 さ せ る こ
と が で き た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ １ 】
〔 実 施 例 〕
　 多 様 な 病 原 性 微 生 物 の 中 で 、 特 に ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム ・ パ ル ブ ム (Cryptosporidium p
arvum)は 淨 水 工 程 上 に お け る 消 毒 過 程 で も 、 卵 胞 嚢 形 態 に 変 換 さ れ て 高 い 消 毒 抵 抗 性 を 有
す る 。 従 っ て 、 よ り 徹 底 し た 水 質 管 理 が 必 要 な 水 因 性 病 原 菌 と 判 断 さ れ る の で 、 ク リ プ ト
ス ポ リ ジ ウ ム 検 出 を 本 発 明 の 優 先 実 施 例 に 選 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 病 原 性 微 生 物 の 検 出 用 の 変 形 フ ロ ー 式 (flow type)SPRバ イ オ セ ン サ シ ス テ ム (図 1b)に 用
い ら れ た SPR測 定 用 の 金 薄 膜 チ ッ プ の 表 面 は 、 金 の 表 面 上 に 混 合 ア ル カ ン チ オ ー ル 溶 液 を
用 い て 自 己 組 織 化 単 分 子 膜 を 形 成 し て 製 造 し 、 製 造 さ れ た チ ッ プ を フ ロ ー 式 SPRセ ン サ シ
ス テ ム に 設 置 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 卵 胞 嚢 試 料 を 、 各 々 102個 体 /ml、 103個 体 /ml、 104個 体 /ml及 び 10
6個 体 /ml濃 度 で 準 備 し 、 各 々 の ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 試 料 を ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 抗 体 (W
aterborne Inc, USA)と 免 疫 反 応 さ せ る た め に 、 37℃ の 環 境 で 30分 間 培 養 し た 。 こ の 時 、
ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 抗 体 は バ イ オ チ ン が 接 合 さ れ た バ イ オ チ ン -抗 体 を 用 い た 。 免 疫 反
応 が 完 了 し た 後 、 孔 隙 の 大 き さ が 0.2μ mの 遮 水 膜 フ ィ ル タ を 用 い て 試 料 を 5 分 間 遠 心 分 離
し 、 免 疫 反 応 に 関 与 し な い 抗 体 を 除 去 し て バ イ オ チ ン -抗 体 が 接 合 さ れ た ク リ プ ト ス ポ リ
ジ ウ ム 細 胞 の み を 獲 得 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 免 疫 反 応 が 完 了 し た ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 細 胞 を 、 フ ロ ー 式 SPRセ ン サ シ ス テ ム で 検 出
す る た め に 、 ま ず バ イ オ チ ン の リ ガ ン ド で あ る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を フ ロ ー 式 シ ス テ ム 内
で 固 定 化 さ せ た 。 こ の 時 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 5 μ l/minの 速 度 で 14分 間 注 入 し て チ ッ
プ の 表 面 に 固 定 化 さ せ た 。 効 果 的 に 形 成 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 表 面 上 に 製 造 さ れ た
バ イ オ チ ン -抗 体 が 接 合 さ れ た ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 試 料 を 2μ l/minの  速 度 で 10分 間 注 入
し て チ ッ プ の 表 面 で の 結 合 を 誘 導 し 、 こ の 時 に 得 ら れ た SPR信 号 を 通 じ て ク リ プ ト ス ポ リ
ジ ウ ム 細 胞 の 検 出 を 確 認 す る こ と が で き (図 2)、 ま た 、 そ の 定 量 化 も 実 現 す る こ と が で き
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た (図 3)。
【 ０ ０ ２ ５ 】
〔 比 較 例 〕
　 病 原 性 微 生 物 の 検 出 用 フ ロ ー 式 SPRバ イ オ セ ン サ シ ス テ ム (図 1a)を 用 い て ク リ プ ト ス ポ
リ ジ ウ ム 細 胞 の 検 出 を 試 み た 。 SPRシ ス テ ム に 用 い ら れ た 金 薄 膜 チ ッ プ の 表 面 形 成 及 び 製
造 さ れ た チ ッ プ の 設 置 方 法 は 実 施 例 1と 同 一 に し た 。 比 較 実 験 に 用 い る ク リ プ ト ス ポ リ ジ
ウ ム 卵 胞 嚢 を 各 々 106個 体 /ml、 107個 体 /ml及 び 108個 体 /ml濃 度 で 準 備 し 、 免 疫 検 出 に 用 い
た ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 抗 体 は 実 施 例 1と 同 一 な も の を 用 い た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 抗 体 と の 免 疫 反 応 を 通 じ た ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 細 胞 を フ ロ ー 式
SPRセ ン サ シ ス テ ム で 検 出 す る た め に 、 バ イ オ チ ン が 接 合 さ れ た 抗 体 の リ ガ ン ド で あ る ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 表 面 を 実 施 例 1と 同 様 な 方 法 で フ ロ ー 式 シ ス テ ム 内 で 固 定 化 さ せ た 。
効 果 的 に 形 成 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 表 面 上 に 製 造 さ れ た バ イ オ チ ン -抗 体 を 5μ l/mi
nの 速 度 で 10分 間 注 入 し て 固 定 化 さ せ た 。 最 後 に 、 濃 度 別 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 試 料 を 2μ
l/minの 速 度 で 10分 間 注 入 し て チ ッ プ の 表 面 で の 免 疫 結 合 を 誘 導 し 、 こ の 時 に 得 ら れ た SPR
信 号 を 通 じ て ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 細 胞 の 検 出 能 を 分 析 し た  (図 3)。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 前 記 実 施 例 1及 び 比 較 例 1の 方 法 に よ る ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 細 胞 の 検 出 結 果 を 、 図 3に
各 々 詳 細 に 比 較 し て 示 し た 。 SPRセ ン サ シ ス テ ム を 用 い た ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 細 胞 の リ
ア ル タ イ ム 検 出 に お い て 、 既 存 の 蛋 白 質 分 析 で 広 く 用 い ら れ る フ ロ ー 式  SPRセ ン サ シ ス テ
ム に 比 べ 、 本 発 明 で 提 示 さ れ た 変 形 フ ロ ー 式 SPRセ ン サ シ ス テ ム が ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム
細 胞 の 検 出 能 を 大 き く 向 上 さ せ る こ と が で き る こ と が 分 か る 。 ま た 、 現 在 多 く 提 示 さ れ て
い る 回 分 式 微 生 物 検 出 SPRセ ン サ の 微 生 物 検 出 限 界 と 比 較 し て 、 本 発 明 の セ ン サ 技 術 は 同
一 な 水 準 の 検 出 能 を 示 す だ け で な く 、 前 記 に お い て 提 示 し た フ ロ ー 式 SPRセ ン サ シ ス テ ム
の 長 所 を そ の ま ま 維 持 す る こ と が で き る 病 原 性 微 生 物 の 検 出 方 法 で あ る こ と が 分 か る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 以 上 の 説 明 は 本 発 明 を 例 示 的 に 説 明 し た も の に 過 ぎ ず 、 本 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 に お け
る 通 常 の 知 識 を 有 す る 者 で あ れ ば 、 本 発 明 の 本 質 的 な 特 性 を 超 え な い 範 囲 で 多 様 な 変 形 が
可 能 で あ る と い え る 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 実 施 例 は 本 発 明 を 限 定 す る た め の も
の で は な く 、 説 明 す る た め の も の で あ り 、 こ の よ う な 実 施 例 に よ っ て 本 発 明 の 思 想 と 範 囲
が 限 ら れ る も の で は な い 。 本 発 明 の 範 囲 は 下 記 の 請 求 の 範 囲 に よ っ て 解 釈 さ れ る べ き で あ
り 、 そ れ と 均 等 な 範 囲 内 に あ る 全 て の 技 術 は 本 発 明 の 権 利 範 囲 に 含 ま れ る も の と 解 釈 さ れ
る べ き で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ２ ９ 】
【 図 １ ａ 】 病 原 性 微 生 物 を 検 出 す る た め の 既 存 の フ ロ ー 式 SPRバ イ オ セ ン サ (flow type SP
R biosensor)の 概 念 図 で あ る 。
【 図 １ ｂ 】 本 発 明 で 開 発 さ れ た 変 形 フ ロ ー 式 SPRバ イ オ セ ン サ (modified　 flow　 type　 SP
R　 biosensor)の 概 念 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 水 因 性 病 原 菌 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム ・ パ ル ブ ム (Cryptosporidium parvum)卵 胞 嚢
(oocyst)を リ ア ル タ イ ム で 検 出 す る た め に 、 変 形 フ ロ ー 式 SPRバ イ オ セ ン サ に お け る 病 原
菌 検 出 結 果 を SPRセ ン サ グ ラ ム (sensorgram)の 変 化 で 示 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ 】 水 因 性 病 原 菌 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム ・ パ ル ブ ム 卵 胞 嚢 の リ ア ル タ イ ム 検 出 に お い
て 、 既 存 の フ ロ ー 式 SPRバ イ オ セ ン サ と 本 発 明 の 変 形 フ ロ ー 式 SPRバ イ オ セ ン サ に よ る 検 出
限 界 能 を 比 較 し て 示 し た グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ ａ 】

【 図 １ ｂ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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