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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ターゲット分子と、
前記ターゲット分子に特異的に結合する第一の抗体が修飾された担体と、
前記ターゲット分子に特異的に結合し、基質切断活性を有する酵素が標識された二以上の
抗体であって、前記酵素の基質特異性が互いに異なる第二の抗体と、
を反応させて、前記担体上に前記第一の抗体と前記ターゲット分子と前記第二抗体とから
なる複合体を形成させる複合体形成手順と、
　前記酵素の切断部位を有し、該切断部位の一端側に蛍光物質が結合され他端側に消色物
質が結合された二以上の基質であって、前記蛍光物質の蛍光波長が互いに異なる基質と、
前記複合体と、
を反応させて、前記蛍光物質から発せられる蛍光を検出する検出手順と、
　蛍光波長の異なる二以上の蛍光の検出信号を前記ターゲット分子の検出信号として処理
する解析手順と、を含むターゲット分子の検出方法。
【請求項２】
　前記複合体形成手順と前記検出手順との間に、基板上に形成された液滴のそれぞれに前
記担体を一つずつ封入する封入手順を含む、請求項１記載の検出方法。
【請求項３】
　前記担体がマイクロビーズである、請求項１又は２記載の検出方法。
【請求項４】
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　前記第一の抗体と前記第二の抗体が前記ターゲット分子の異なるエピトープに結合する
、請求項１～３のいずれか一項に記載の検出方法。
【請求項５】
　デジタルＥＬＩＳＡ法である、請求項１～４のいずれか一項に記載の検出方法。
【請求項６】
　ターゲット分子に特異的に結合する第一の抗体が修飾された担体と、
前記ターゲット分子に特異的に結合し、基質切断活性を有する酵素が標識された二以上の
抗体であって、前記酵素の基質特異性が互いに異なる第二の抗体と、
　前記酵素の切断部位を有し、該切断部位の一端側に蛍光物質が結合され他端側に消色物
質が結合された二以上の基質であって、前記蛍光物質の蛍光波長が互いに異なる基質と、
を含んでなる酵素結合免疫吸着アッセイキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ターゲット分子の検出方法及びこれに用いられるキットに関する。より詳し
くは、ターゲット分子を、担体上における該ターゲット分子と抗体との抗原抗体反応に基
づいて検出する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　種々の疾患の早期診断を目的として、生体サンプル中に低濃度に存在する疾病マーカー
（バイオマーカー）を高感度に検出するためのバイオセンシング技術が求められている。
例えば、体積１ｍｍ3の腫瘍に含まれる１００万個の癌細胞のそれぞれからバイオマーカ
ー１００分子が５Ｌの血中に分泌された場合、バイオマーカーの血中濃度は３０ａＭ程度
となる。このような非常に低濃度のターゲット分子を検出可能な技術が求められている。
【０００３】
　非特許文献１には、一分子の酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）を用いてタンパ
ク質を検出する方法が記載されている。この方法では、タンパク質特異的な抗体で覆われ
た微細なビーズによって微量のタンパク質を捕捉し、ビーズとタンパク質との複合体を蛍
光標識させる。この複合体を含むビーズを遠心力によって反応チャンバーに導入し、タン
パク質を捕捉しているビーズの数を数えることによって、タンパク質を定量的に測定する
。
【０００４】
　特許文献１には、「一分子デジタル計数デバイス」として、超高密度に微小な液滴を形
成可能なアレイデバイスが開示されている。ＥＬＩＳＡを微小な体積の液滴中で行うこと
で、ターゲット分子からのシグナルを２値化して測定を行うことができる（デジタルＥＬ
ＩＳＡ法）。具体的には、まず、ターゲット分子、捕捉抗体を表面修飾したビーズ、及び
検出抗体を反応させ、ビーズ表面上に「捕捉抗体－ターゲット分子－検出抗体」の複合体
を形成させる。ターゲット分子の濃度が低い場合、個々のビーズは、複合体を１分子のみ
結合しているか、全く結合していないかのどちらかになる。次に、アレイデバイスに形成
した多数の微小液滴のそれぞれにビーズを１つずつ封入する。そして、検出抗体に由来す
るシグナルを発する液滴の数をターゲット分子の数としてカウントする。これにより、タ
ーゲット分子からのシグナルを０か１に２値化して、ターゲット分子の検出及び定量を高
感度かつ高精度に行うことができる。
【０００５】
　本発明に関連して、特許文献２には、酵素免疫検査法において、目的物質と反応する抗
体の標識として制限酵素を用い、制限酵素の切断塩基配列を有するＤＮＡ鎖を複合体の制
限酵素により切断し、該切断されたＤＮＡ鎖断片を分析して測定することにより目的物質
を検出する方法が開示されている。
【先行技術文献】
【特許文献】



(3) JP 6522636 B2 2019.5.29

10

20

30

40

50

【０００６】
【特許文献１】国際公開第２０１２／１２１３１０号
【特許文献２】特開平７－２７０４１８号公報
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】David M Rissin et al., Nature Biotechnology: doi: 10.1038/nbt.16
41
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　上述のようにターゲット分子をＥＬＩＳＡによる一分子デジタル計数によって測定する
場合、ビーズへ非特異的に吸着した検出抗体に由来するノイズが生じると、ターゲット分
子からのシグナルを正確に２値化できず、定量性が低下する。
【０００９】
　そこで、本発明は、検出抗体の非特異的吸着により生じるノイズを排除して、ターゲッ
ト分子からのシグナルを高感度かつ高精度に検出するための技術を提供することを主な目
的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　上記の課題を解決するために、本発明は、以下の［１］～［８］を提供する。
［１］ターゲット分子と、
前記ターゲット分子に特異的に結合する第一の抗体が修飾された担体と、
前記ターゲット分子に特異的に結合し、基質切断活性を有する酵素が標識された二以上の
抗体であって、前記酵素の基質特異性が互いに異なる第二の抗体と、
を反応させて、前記担体上に前記第一の抗体と前記ターゲット分子と前記第二抗体とから
なる複合体を形成させる複合体形成手順と、
　前記酵素の切断部位を有し、該切断部位の一端側に蛍光物質が結合され他端側に消色物
質が結合された二以上の基質であって、前記蛍光物質の蛍光波長が互いに異なる基質と、
前記複合体と、
を反応させて、前記蛍光物質から発せられる蛍光を検出する検出手順と、を含むターゲッ
ト分子の検出方法。
［２］蛍光波長の異なる二以上の蛍光の検出信号を前記ターゲット分子の検出信号として
処理する解析手順を含む、［１］の検出方法。
［３］前記複合体形成手順と前記検出手順との間に、基板上に形成された液滴のそれぞれ
に前記担体を一つずつ封入する封入手順を含む、［１］又は［２］の検出方法。
［４］前記担体がマイクロビーズである［１］～［３］のいずれかの検出方法。
［５］前記第一の抗体と前記第二の抗体が前記ターゲット分子の異なるエピトープに結合
する［１］～［４］のいずれかの検出方法。
［６］デジタルＥＬＩＳＡ法である［１］～［５］のいずれかの検出方法。
［７］ターゲット分子と、
前記ターゲット分子に特異的に結合する第一の抗体が修飾された担体と、
前記ターゲット分子に特異的に結合し、互いに異なる標識がされた二以上の第二の抗体と
、
を反応させて、前記担体上に前記第一の抗体と前記ターゲット分子と前記第二抗体とから
なる複合体を形成させる複合体形成手順と、
前記標識からの信号を検出する検出手順と、
異なる二以上の前記標識からの前記信号を前記ターゲット分子の検出信号として処理する
解析手順と、を含むターゲット分子の検出方法。
【００１１】
［８］ターゲット分子に特異的に結合する第一の抗体が修飾された担体と、
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前記ターゲット分子に特異的に結合し、基質切断活性を有する酵素が標識された二以上の
抗体であって、前記酵素の基質特異性が互いに異なる第二の抗体と、前記酵素の切断部位
を有し、該切断部位の一端側に蛍光物質が結合され他端側に消色物質が結合された二以上
の基質であって、前記蛍光物質の蛍光波長が互いに異なる基質と、
を含んでなる酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ)キット。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明により、ターゲット分子を、担体上における該ターゲット分子と抗体との抗原抗
体反応に基づいて検出する方法において、検出抗体の担体への非特異的吸着により生じる
ノイズを排除して、ターゲット分子からのシグナルを高感度かつ高精度に検出するための
技術が提供される。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】複合体形成手順で形成される複合体を説明するための図である。
【図２】封入手順において微小液滴に封入されたマイクロビーズを説明するための図であ
る。
【図３】検出手順における複合体とプローブとの反応を説明するための図である。
【図４】複合体形成手順で形成される複合体を説明するための図である。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　以下、本発明を実施するための好適な形態について図面を参照しながら説明する。なお
、以下に説明する実施形態は、本発明の代表的な実施形態の一例を示したものであり、こ
れにより本発明の範囲が狭く解釈されることはない。
【００１５】
　本発明に係るターゲット分子の検出方法は、以下の手順を含む。ここでは、本発明に係
るターゲット分子の検出方法を、ＥＬＩＳＡによる一分子デジタル計数（デジタルＥＬＩ
ＳＡ法）に適用した実施形態を例として、各手順を説明する。
（１）ターゲット分子と、前記ターゲット分子に特異的に結合する第一の抗体が修飾され
た担体と、前記ターゲット分子に特異的に結合し、基質切断活性を有する酵素が標識され
た二以上の抗体であって、前記酵素の基質特異性が互いに異なる第二の抗体と、を反応さ
せて、前記担体上に前記第一の抗体と前記ターゲット分子と前記第二抗体とからなる複合
体を形成させる複合体形成手順。
（２）基板上に形成された液滴のそれぞれに前記担体を一つずつ封入する封入手順。
（３）前記酵素の切断部位を有し、該切断部位の一端側に蛍光物質が結合され他端側に消
色物質が結合された二以上の基質であって、前記蛍光物質の蛍光波長が互いに異なる基質
と、前記複合体と、を反応させて、前記蛍光物質から発せられる蛍光を検出する検出手順
。
（４）蛍光波長の異なる二以上の蛍光の検出信号を前記ターゲット分子の検出信号として
処理する解析手順。
【００１６】
　本発明に係る検出方法において、検出対象とするターゲット分子は、抗原－抗体反応に
より抗体と結合する物質であればよく、特には、細菌及び真菌等の微生物、ウイルス、タ
ンパク、核酸、糖及びにこれらの複合物等の生体分子とされる。また、検出対象とするタ
ーゲット分子は、１種類に限られず、２種類以上のターゲット分子を同時に検出すること
もできる。例えば、タンパクＡに対する第一抗体及び第二抗体と、タンパクＢに対する第
一抗体と第二抗体の、四種類の抗体を用いることで、タンパクＡとタンパクＢの二種類の
ターゲット分子を区別可能に同時検出できる。
【００１７】
１．複合体形成手順
　複合体形成手順では、ターゲット分子と、前記ターゲット分子に特異的に結合する第一
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の抗体が修飾された担体と、前記ターゲット分子に特異的に結合し、基質切断活性を有す
る酵素が標識された第二の抗体と、を反応させて、前記担体上に前記第一の抗体と前記タ
ーゲット分子と前記第二の抗体とからなる複合体を形成させる。第二の抗体には、基質特
異性が互いに異なる酵素が標識された二以上の抗体が用いられる。
【００１８】
　「基質切断活性を有する酵素」は、基質の切断による蛍光物質と消色物質の解離（詳し
く後述する）を実現し得るものであれば特に限定されない。「基質切断活性を有する酵素
」としては、例えば、EC番号（酵素番号、Enzyme Commission Number）でEC2に分類され
る転移酵素、EC3に分類される加水分解酵素及びEC4に分類される付加脱離酵素に属する酵
素を用いることができる。具体的な酵素とその基質（及び基質中の切断部位）の組み合せ
としては例えば以下が挙げられる。
【００１９】
【表１】

【００２０】
　図１に複合体形成手順で形成される複合体を示す。本手順では、まず、ターゲット分子
１に特異的に結合する第一の抗体３が修飾された担体２と、ターゲット分子１に特異的に
結合し、酵素５１，５２が標識された第二の抗体４１，４２を用意する。
【００２１】
　本発明において、「抗体が特異的に結合する」とは、抗原（ここではターゲット分子１
）に結合することができるが、他の物質とは結合しないか結合が弱いことを意味する。ま
た、「結合が弱い」とは、抗原に対する結合親和性に比して、他の物質への結合親和性が
区別可能に十分低いことを意味する。抗体の結合親和性（アフィニティー）は、例えばＳ
ｕｒｆａｃｅ　ｐｌａｓｍｏｎ　ｒｅｓｏｎａｎｃｅ（ＳＰＲ）法等の公知の手法によっ
て測定できる。
【００２２】
　第一の抗体３は、ターゲット分子１を担体２上に捕捉するために機能する。第二の抗体
４１，４２は、担体２上に捕捉されたターゲット分子１を光学的に検出可能とするために
機能する。第一の抗体３と第二の抗体４１，４２は、ターゲット分子１の異なるエピトー
プに結合することが好ましい。換言すると、第一の抗体３のエピトープ、第二の抗体４１
のエピトープ及び第二の抗体４２のエピトープは全て異なることが好ましい。以下、第一
の抗体３を「捕捉抗体３」、第二の抗体を「検出抗体４１，４２」とも称する。
【００２３】
　担体２としては、マイクロビーズが汎用されている。以下、「担体２」を「マイクロビ
ーズ２」とも称するものとする。本発明において、「マイクロビーズ」は、「粒子」と同
義に用いられ、当技術分野において慣用の技術用語である。マイクロビーズの形状は、特
に限定されないが、通常球形とされる。マイクロビーズの材料も、特に限定されず、ガラ
ス、シリカゲル、ポリスチレン、ポリプロピレン、メンブレン及び磁性体などであってよ
い。具体的な材料として、セルロース、セルロース誘導体、アクリル樹脂、ガラス、シリ
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カゲル、ポリスチレン、ゼラチン、ポリビニルピロリドン、ビニルとアクリルアミドとの
コポリマー、ジビニルベンゼンン等と架橋されたポリスチレン、ポリアクリルアミド、ラ
テックスゲル、ポリスチレンデキストラン、ゴム、ケイ素、プラスチック、ニトロセルロ
ース、セルロース、天然スポンジ、シリカゲル、ガラス、金属プラスチック、セルロース
、架橋デキストラン（Ｓｅｐｈａｄｅｘ（商標））およびアガロースゲル（セファロース
（商標））などが挙げられる。ビーズは、多孔性であってもよい。ビーズは、平均粒子径
５μｍ以下であることが好ましく、例えば１μｍ～４μｍ程度とされる。なお、平均粒子
径は、例えば電子顕微鏡観察又は動的光散乱法を用いて測定することができる。
【００２４】
　マイクロビーズ２への捕捉抗体３の修飾は、マイクロビーズ２の表面にある修飾基にリ
ンカーを介して捕捉抗体３を結合させることにより行う。例えば、アミノ基修飾ビーズの
表面にあるアミノ基に、Ｎ－ヒドロキシスクシニミド（Ｎ―ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎ
ｉｍｉｄｅ）等を持つ架橋剤を介して捕捉抗体３を共有結合させる。
【００２５】
　検出抗体４１，４２に標識される酵素５１，５２は、基質特異性が互いに異なるものと
される。ここで、「基質特異性」とは、酵素によって触媒される基質の切断において、当
該酵素が当該基質以外の物質の切断を触媒しないか触媒の程度が十分に弱いことを意味す
る。「基質特異性が互いに異なる酵素」として、例えば、酵素５１としてエステラーゼを
用いる場合、酵素５２には、エステル結合を切断部位としない酵素であるグルコシダーゼ
やフォスファターゼなどを用いる。
【００２６】
　また、酵素と基質の組み合わせとして制限酵素と核酸鎖を採用する場合には、基質特異
性が互いに異なる酵素５１，５２として、認識配列（切断部位）が互いに異なる酵素を用
いる。制限酵素としては、例えば、ＡｃｃＩ、ＡｌｕＩ、ＡｐａＩ、ＢａｍＨＩ、Ｂｇｌ
ＩＩ、ＢｓｓＨＩＩ、ＢｓｔＥＩＩ、ＣｌａＩ、ＤｄｅＩ、ＤｒａＩ、ＥｃｏＲＩ、Ｅｃ
ｏＲＶ、ＨａｅＩＩＩ、ＨｉｎｃＩＩ、ＨｉｎｄＩＩＩ、ＨｐａＩ、ＨｐａＩＩ、Ｋｐｎ
Ｉ、ＭｌｕＩ、ＮａｒＩ、ＮｃｏＩ、ＮｄｅＩ、ＮｈｅＩ、ＮｏｔＩ、ＰｓｔＩ、Ｐｖｕ
Ｉ、ＰｖｕＩＩ、ＲｓａＩ、ＳａｃＩ、ＳａｌＩ、ＳｃａＩ、ＳｍａＩ、ＳｐｅＩ、Ｓｐ
ｈＩ、ＳｓｐＩ、ＳｔｕＩ、ＸｂａＩ、ＸｈｏＩ等を挙げることができる。酵素５１，５
２には、これらのうち基質特異性が異なる２つの酵素を任意に組み合わせて用いることが
できる。以下では、酵素５１，５２として制限酵素を用いる例を主に説明し、酵素５１，
５２を「制限酵素５１，５２」とも称するものとする。
【００２７】
　検出抗体４１，４２への制限酵素５１，５２の標識は、架橋剤（クロスリンカー試薬）
を用いて検出抗体４１，４２と制限酵素５１，５２との間に架橋構造を形成させることに
より行うことができる。
【００２８】
　次に、本手順では、ターゲット分子１と、捕捉抗体３が修飾されたマイクロビーズ２と
、制限酵素５１，５２が標識された検出抗体４１，４２と、を反応させる。反応により、
マイクロビーズ２上に捕捉抗体３とターゲット分子１と検出抗体４１，４２とからなる複
合体が形成される（図１Ａ参照）。ターゲット分子１、マイクロビーズ２及び検出抗体４
１，４２の反応は一段階で行っても二段階で行ってもよい。すなわち、ターゲット分子１
、マイクロビーズ２及び検出抗体４１，４２は同時に反応させてもよいし、ターゲット分
子１とマイクロビーズ２を反応させた後、捕捉抗体３に結合しなかったターゲット分子１
を除去するためにマイクロビーズ２を洗浄してから、マイクロビーズ２と検出抗体４１，
４２を反応させてもよい。
【００２９】
　ターゲット分子１、マイクロビーズ２及び検出抗体４１，４２の反応は、適当な溶液中
でこれらを接触させることによって行えばよく、従来公知の酵素結合免疫吸着アッセイと
同様の条件で行うことができる。ターゲット分子１の濃度が低い場合、反応後の個々のマ
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イクロビーズ２は、１分子の複合体のみを有するか、全く有さないかのどちらかになる。
【００３０】
　後述する検出手順においては、本手順で形成された複合体を表面に有するマイクロビー
ズ２と、蛍光物質が結合された基質と、を接触させ、検出抗体４１，４２に標識された制
限酵素５１，５２により該基質が切断されて生じる蛍光を検出する。この際、検出抗体４
１，４２のマイクロビーズ２への非特異的な吸着が生じると、非特異的に吸着した検出抗
体４１，４２を表面に有するマイクロビーズ２からも、基質の切断による蛍光が生じるこ
ととなる。
【００３１】
　ここで、「抗体が非特異的に吸着する」とは、抗体が、抗原を含む物質のうち抗原では
ない部分に吸着したり、抗原を含まない物質に吸着したりすることを意味し、抗原－抗体
反応によらず物質に吸着することを指すものとする。
【００３２】
　図１Ｂ，Ｃは、複合体形成手順で生じ得る、検出抗体４１，４２のマイクロビーズ２へ
の非特異的な吸着を示す。図１Ｂには、検出抗体４１及び検出抗体４２のいずれか一方が
マイクロビーズ２の表面に非特異的に吸着している状態を示す。また、図１Ｃには、検出
抗体４１及び検出抗体４２の両方がマイクロビーズ２の表面に非特異的に吸着している状
態を示す。複合体形成手順では、図１Ａに示す目的とする複合体形成以外にも、図１Ｂ，
Ｃに示すような検出抗体４１，４２の非特異的吸着が生じ得る。
【００３３】
　図１Ｃに示す検出抗体４１及び検出抗体４２の両方の非特異的吸着が生じる頻度は、図
１Ｂに示すいずれか一方の抗体の非特異吸着が生じる頻度に比べて十分に小さく、ターゲ
ット分子１の検出精度にほとんど影響を与えない。例えば、マイクロビーズ２の１％で検
出抗体４１の非特異吸着が生じ、同様にマイクロビーズ２の１％で検出抗体４２の非特異
吸着が生じると仮定すると、検出抗体４１及び検出抗体４２の両方の非特異吸着が生じる
頻度は０．０１％に過ぎない。後述する解析手順では、蛍光波長の異なる二以上の蛍光の
検出信号をターゲット分子１の検出信号（シグナル）として処理することによって、図１
Ｂに示す非特異的吸着により生じる蛍光の検出信号に起因するノイズを排除する。
【００３４】
２．封入手順
　封入手順では、基板上に形成された液滴にマイクロビーズ２を封入する。本手順は、本
発明に係るターゲット分子の検出方法をデジタルＥＬＩＳＡ法に適用した場合に行われる
手順であり、本発明に係る検出方法の必須の手順となるものではない。
【００３５】
　本手順では、解析手順においてターゲット分子１からのシグナルを０か１で２値化する
ため、マイクロビーズ２を１つのみ収容可能な微小体積の液滴中に、マイクロビーズ２を
一つずつ封入する。微小液滴の形成及び微小液滴へのマイクロビーズ２の封入は、例えば
、特許文献１に開示された一分子デジタル計数デバイスを好適に用いることができる。こ
の一分子デジタル計数デバイスによれば、基板上において、超高密度に微小な液滴を形成
しながら、同時に液滴中にマイクロビーズ２を封入させることができる。複合体形成手順
後のマイクロビーズ２は、ターゲット分子１に結合しなかった検出抗体４１，４２を除去
するために洗浄を行った後、適当な溶媒に再懸濁し、本手順に供してもよい。
【００３６】
　複合体形成手順後のマイクロビーズ２は、複合体を形成したマイクロビーズ（図１Ａ参
照）と、複合体を形成してないマイクロビーズの混合物である。さらに、複合体を形成し
ていないマイクロビーズには、検出抗体４１，４２が非特異的に吸着したマイクロビーズ
（図１Ｂ，Ｃ参照）が含まれる。
【００３７】
　図２に、微小液滴に封入されたマイクロビーズ２を示す。基板Ａ上に形成された液滴Ｄ
のそれぞれにマイクロビーズ２が一つずつ封入されている。複合体形成手順における反応



(8) JP 6522636 B2 2019.5.29

10

20

30

40

の際、ターゲット分子１の濃度が低い場合には、個々のマイクロビーズ２は、１分子の複
合体のみを有するか、全く有さないかのどちらかになる。図では、表面に複合体が形成さ
れたマイクロビーズを符号２１で、複合体が形成されていないマイクロビーズを符号２２
で示した。マイクロビーズ２１は図１Ａに示す状態のビーズであり、マイクロビーズ２２
には図１Ｂ又はＣに示した状態のビーズが含まれる。以下、複合体を形成したマイクロビ
ーズ２を「マイクロビーズ２１」、複合体を形成していないマイクロビーズ２を「マイク
ロビーズ２２」と表記する。
【００３８】
３．検出手順
　検出手順では、制限酵素５１，５２の認識配列を有し、切断部位となる該認識配列の一
端側に蛍光物質が結合され他端側に消色物質が結合された基質（以下「プローブ」とも称
する）と、複合体形成手順においてマイクロビーズ２の表面に形成された複合体とを反応
させて、蛍光物質から発せられる蛍光を検出する。
【００３９】
　図３に、本手順におけるプローブと複合体との反応を示す。反応には、異なる蛍光波長
の蛍光物質が結合された２以上のプローブを用いる。具体的には、図中符号６１で示すプ
ローブは、検出抗体４１に標識された制限酵素５１の切断部位７１を含み、切断部位７１
を挟んで一方の領域に蛍光物質８１が結合され、他方の領域に消色物質９１が結合されて
いる。また、図中符号６２で示すプローブは、検出抗体４２に標識された制限酵素５２の
切断部位７２を含み、切断部位７２を挟んで一方の領域に蛍光物質８２が結合され、他方
の領域に消色物質９２が結合されている。
【００４０】
　制限酵素５１，５２は基質特異性が異なるので、切断部位７１，７２も互いに異なる塩
基配列とされる。また、プローブ７１，７２の蛍光物質８１，８２には、互いに蛍光波長
が異なり、光学的に区別して検出可能な蛍光物質が用いられる。
【００４１】
　ここで、酵素と基質の組み合わせとして制限酵素と核酸鎖の組み合せ以外を採用する場
合であって、例えば酵素５１にエステラーゼ、酵素５２にグルコシダーゼを用いる場合に
は、プローブ６１には、検出抗体４１に標識されたエステラーゼの切断部位７１（エステ
ル結合）を含み、切断部位７１を挟んで一方の領域に蛍光物質８１が結合され、他方の領
域に消色物質９１が結合されたものを用いる。また、プローブ６２には、検出抗体４２に
標識されたグルコシダーゼの切断部位７２（グリコシド結合）を含み、切断部位７２を挟
んで一方の領域に蛍光物質８２が結合され、他方の領域に消色物質９２が結合されたもの
を用いる。
【００４２】
　消色物質９１，９２は、蛍光物質８１，８２との間でエネルギー移動が可能な一定の距
離内に位置する状態で、蛍光物質８１，８２の発光を阻止する（クエンチング）。蛍光物
質８１，８２及び消色物質９１，９２には、リアルタイム定量ＰＣＲなどの核酸の光学検
出技術において汎用されている蛍光物質とクエンチャーを用いることができる。蛍光物質
とクエンチャーの組みわせとしては、例えば、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）４８
８（インビトロジェン社製）、ＡＴＴＯ　４８８（ＡＴＴＯ－ＴＥＣ　ＧｍｂＨ社製）、
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）５９４（インビトロジェン社製）及びＲＯＸ（Ｃａ
ｒｂｏｘｙ－Ｘ－ｒｈｏｄａｍｉｎｅ）からなる群より選択される蛍光物質とＢＨＱ（登
録商標、Ｂｌａｃｋ　ｈｏｌｅ　ｑｕｅｎｃｈｅｒ）－１又はＢＨＱ（登録商標）－２と
の組み合わせ等が挙げられる。また、フルオレセインとＤＡＢＣＹＬとの組み合わせ等が
挙げられる。汎用されている蛍光物質とクエンチャーの組み合わせを以下の表に示す。
【００４３】
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【表２】

【００４４】
　反応は、微小液滴Ｄに封入されたマイクロビーズ２に、プローブ６１，６２を接触させ
ることにより行う。具体的には、例えば、複合体形成手順後に洗浄を行ったマイクロビー
ズ２を、プローブ６１，６２を含む溶液に再懸濁することで、これらを接触させる。また
、反応は、制限酵素５１，５２の種類に応じて適した組成のバッファーを用いて行うこと
が好ましく、封入手順においてこのようなバッファーを用いて微小液滴を形成しておくこ
とが好ましい。なお、各種制限酵素に最適化されたバッファーは、制限酵素と組み合わさ
れて市販されている。
【００４５】
　微小液滴Ｄにマイクロビーズ２１が封入されている場合、複合体を形成する検出抗体４
１に標識された制限酵素５１によりプローブ６１の切断部位７１が切断される。切断部位
７１が切断されると、プローブ６１が断片６１ａと断片６１ｂとに切断され、蛍光物質８
１が消色物質９１から解離して発光可能な状態となる。同様に、複合体を形成する検出抗
体４２に標識された制限酵素５２によりプローブ６２の切断部位７２が切断されると、蛍
光物質８２も消色物質９２から解離して発光可能な状態となる。
【００４６】
　蛍光の検出は、マイクロビーズ２が封入された各微小液滴からの蛍光を蛍光顕微鏡、イ
メージセンサ等を用いて検出することによって行う。
【００４７】
　また、本手順においては、各微小液滴にマイクロビーズ２が収容されているか否かをも
検出することが好ましい。当該検出は、例えば顕微鏡下においてマイクロビーズ２の有無
を観察することにより行うことができ、マイクロビーズ２による散乱光を検出する方法、
電界効果トランジスタ（ＦＥＴ）による電位計測を利用する方法などによっても行うこと
ができる。
【００４８】
４．解析手順
　解析手順では、蛍光波長の異なる二以上の蛍光の検出信号をターゲット分子１の検出信
号として処理し、ターゲット分子１の検出信号を発する微小液滴Ｄの数をターゲット分子
の数としてカウントする。
【００４９】
　複合体形成手順における反応の際、ターゲット分子１の濃度が低い場合には、個々の微
小液滴Ｄに封入されたマイクロビーズ２は、１分子の複合体のみを有するマイクロビーズ
２１か、全く有さないマイクロビーズ２２かのどちらかであるので、ターゲット分子１の
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検出信号を発する微小液滴Ｄの数はターゲット分子１の数とみなすことができる。また、
マイクロビーズ２１及びマイクロビーズ２２が封入された微小液滴Ｄの数と、マイクロビ
ーズ２１が封入された微小液滴Ｄの数とを用いて、マイクロビーズ２の全数のうちターゲ
ット分子１を捕捉した数の割合を算出することができる。これにより、ターゲット分子の
濃度を定量化することが可能となる。
【００５０】
　上述の通り、微小液滴Ｄにマイクロビーズ２１が封入されていれば、蛍光物質８１から
の蛍光と、当該蛍光と波長が異なる蛍光物質９２からの蛍光が検出される。図１Ｂに示し
たような検出抗体４１又は検出抗体４２がマイクロビーズ２の表面に非特異的に吸着して
いるのみで、複合体を形成していないようなマイクロビーズ２２からは、蛍光物質８１及
び蛍光物質９２のいずれか一方からの蛍光しか検出されない。従って、蛍光物質８１及び
蛍光物質９２の両方の蛍光の検出信号をターゲット分子１の検出信号として処理すること
で、複合体を形成していないマイクロビーズ２２から生じる蛍光の検出信号に起因するノ
イズを大幅に低減できる。これにより、ターゲット分子１の検出信号の２値化を高精度に
行うことができ、ターゲット分子１の定量性を向上させることが可能となる。
【００５１】
　なお、図１Ｃに示したような検出抗体４１及び検出抗体４２の両方がマイクロビーズ２
の表面に非特異的に吸着している場合にも、蛍光物質８１及び蛍光物質９２の両方の蛍光
が生じ得るが、既に説明した通り、検出抗体４１及び検出抗体４２の両方の非特異吸着が
生じる頻度は十分に小さいため、この蛍光はターゲット分子１の定量性にはほとんど影響
を与えない。
【００５２】
　本実施形態で用いられる、マイクロビーズ２と検出抗体４１，４２（図１参照）、及び
プローブ７１，７２（図３参照）は、本発明に係るターゲット分子の検出方法を実施する
ためのキットとして好適に実施され得る。すなわち、本発明は、一側面において、
（ｉ）ターゲット分子に特異的に結合する第一の抗体が修飾された担体と、
（ｉｉ）前記ターゲット分子に特異的に結合し、基質切断活性を有する酵素が標識された
二以上の抗体であって、前記酵素の基質特異性が互いに異なる第二の抗体と、
（ｉｉｉ）前記酵素の切断部位を有し、該切断部位の一端側に蛍光物質が結合され他端側
に消色物質が結合された二以上の基質であって、前記蛍光物質の蛍光波長が互いに異なる
基質と、
を含んでなる酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）キットをも提供するものである。
【００５３】
　当該キットにおいて、マイクロビーズ２は、捕捉抗体３（第一の抗体）が予め修飾され
たものであってよく、用時にビーズの表面にある修飾基にリンカーを介して抗体を結合さ
せるものであってもよい。また、検出抗体４１，４２（第二の抗体）は、酵素が予め標識
されたものであってよく、用時に架橋剤を用いて抗体に酵素を結合させるものであっても
よい。
【００５４】
　また、本発明に係るキットは、マイクロビーズ２への捕捉抗体３の修飾あるいは検出抗
体４１，４２への酵素の標識のために用いられる架橋剤等の試薬や、複合体形成手順及び
検出手順で用いられる各種のバッファー、封入手順で用いる基板Ａ（図２参照）などをさ
らに含んでいてもよい。
【００５５】
　上記では、検出抗体を２つ、これに対応するプローブを２つ用いて、蛍光波長の異なる
２つの蛍光の検出信号をターゲット分子の検出信号とすることにより、検出抗体の非特異
的吸着に由来するノイズを低減する実施形態を説明した。本発明に係るターゲット分子の
検出方法において、検出抗体及びプローブは３組以上を用いてもよく、この場合には、蛍
光波長の異なる３つ以上の蛍光の検出信号をターゲット分子の検出信号とすればよい。用
いる検出抗体及びプローブの数が多い程、検出抗体の非特異的吸着に由来するノイズの低
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減効果を高めることができる。
【００５６】
　また、上記では、第二の抗体として、基質切断活性を有する酵素を標識した検出抗体を
用いて、プローブ中の切断部位を該酵素により切断させることによって蛍光を生じさせる
実施形態を説明した。本発明に係るターゲット分子の検出方法では、第二の抗体として、
従来化学発色に用いられてきた酵素が標識された検出抗体や、蛍光色素が標識された検出
抗体を適用することも可能である。
【００５７】
　すなわち、本発明は、その第二実施態様として、以下の手順を含むターゲット分子の検
出方法をも包含する。
（Ａ）ターゲット分子と、前記ターゲット分子に特異的に結合する第一の抗体が修飾され
た担体と、前記ターゲット分子に特異的に結合し、互いに異なる標識がされた二以上の第
二の抗体と、を反応させて、前記担体上に前記第一の抗体と前記ターゲット分子と前記第
二抗体とからなる複合体を形成させる複合体形成手順。
（Ｂ）前記標識からの信号を検出する検出手順。
（Ｃ）異なる二以上の前記標識からの前記信号を前記ターゲット分子の検出信号として処
理する解析手順。
【００５８】
　ここで、手順（Ｃ）において、「標識からの信号」には、当該標識から直接及び間接に
発生する信号が含まれる。具体的には、「標識からの信号」は、蛍光色素が標識された検
出抗体を第二の抗体として適用する場合には、該蛍光色素から発生する蛍光を指す（図４
Ｂ参照）。また、「標識からの信号」は、化学発色に用いられる酵素が標識された検出抗
体を第二の抗体として適用する場合には、該酵素による触媒される化学発色を指す（図４
Ａ参照）。
【００５９】
　手順（Ａ）は、第二の抗体として、アルカリフォスファターゼやガラクトシダーゼ等の
従来化学発色に用いられてきた酵素や、各種蛍光物質が標識された検出抗体を用いる以外
は、上述の実施形態（第一実施形態）の手順（１）と同様にして行うことができる。また
、本実施形態をデジタルＥＬＩＳＡ法として実施する場合には、第一実施形態で手順（２
）として説明した封入手順が含まれ得る。検出抗体への酵素又は蛍光色素の標識は、上述
の公知手法により行うことができる。また、酵素や蛍光色素を標識した抗体は、各種市販
されているものを利用してもよい。
【００６０】
　手順（Ｂ）では、担体の表面で複合体を形成している検出抗体の標識からの信号を検出
する。図４Ａに、検出抗体４１，４２としてアルカリフォスファターゼを標識した抗体と
ガラクトシダーゼを標識した抗体を用いた場合において、マイクロビーズ２上に形成され
た「捕捉抗体３－ターゲット物質１－第二の抗体４１，４２」の複合体を示す。酵素が標
識された検出抗体を用いる場合、信号の検出は、該酵素の基質を用いた発色法により行う
ことができる。例えば、アルカリフォスファターゼが標識された検出抗体の場合には、第
一実施形態で用いたプローブに替えてアルカリフォスファターゼの発色基質であるＢＣＩ
Ｐ（5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate）やＮＢＴ（4-Nitro blue tetrazolium chl
oride）を複合体と反応させることによって行うことができる。また、ガラクトシダーゼ
が標識された検出抗体の場合には、発色基質としてＸ－Ｇａｌ（5-ブロモ-4-クロロ-3-イ
ンドリル-β-D-ガラクトピラノシド)等を用いる。検出抗体には互いに異なる酵素が標識
された二以上の抗体が用いられ、発色基質には各抗体に標識された酵素に応じて二以上の
化合物が用いられる。各発色基質の発色を吸光度計測によって測定することで、それぞれ
の酵素に由来する信号を検出できる。
【００６１】
　また、蛍光物質が標識された検出抗体を用いる場合、信号の検出は、蛍光顕微鏡やイメ
ージセンサを用いて蛍光物質から発せられる蛍光を検出することよって行う。図４Ｂに、
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検出抗体４１，４２としてＦＩＴＣを標識した抗体とＴｅｘａｓ　Ｒｅｄ（登録商標）を
標識した抗体を用いた場合において、マイクロビーズ２上に形成された「捕捉抗体３－タ
ーゲット物質１－第二の抗体４１，４２」の複合体を示す。検出抗体には互いに蛍光波長
が異なる蛍光物質が標識された二以上の抗体が用いられ、蛍光物質からの蛍光を波長帯域
ごとに検出することで、それぞれの蛍光物質に由来する信号を検出できる。
【００６２】
　手順（Ｃ）では、異なる二以上の標識（上述の例ではアルカリフォスファターゼとガラ
クトシダーゼ、あるいはＦＩＴＣとＴｅｘａｓ　Ｒｅｄ）からの信号をターゲット分子の
検出信号として処理する。上述の通り、検出抗体が担体の表面に非特異的に吸着している
のみで、複合体を形成していないような場合には、二以上の標識のうちいずれか一つの標
識からの信号しか検出されない（図１参照）。従って、異なる二以上の標識からの信号を
ターゲット分子の検出信号として処理することで、検出抗体の担体への非特異的に吸着に
起因するノイズを大幅に低減できる。これにより、ターゲット分子の検出精度、さらには
その定量性を向上させることが可能である。
【符号の説明】
【００６３】
１：ターゲット分子、２：マイクロビーズ（担体）、３：捕捉抗体（第一の抗体）、４１
，４２：検出抗体（第二の抗体）、５１，５２：制限酵素、６１，６２：プローブ、７１
，７２：切断部位、８１，８２：蛍光物質、９１，９２：消色物質

【図１】 【図２】

【図３】
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