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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　末端に芳香族アミノ基を有するとともに、主鎖に炭素－窒素結合を有していてもよい炭
化水素誘導鎖を備えるとともに、硫黄原子を含む炭化水素構造を備えているリンカー化合
物と、還元末端を有する糖とが上記アミノ基を介して結合している構造を有するリガンド
複合体と、金とを結合させてなる糖固定化金属ナノ粒子であって、
　テトラクロロ金（ＩＩＩ）酸ナトリウムと、水素化ホウ素ナトリウムと、を混和するこ
とによって調製された金ナノ粒子の溶液に、上記構造を有するリガンド複合体を混和する
ことによって調製され、
　安定であり、
　上記金ナノ粒子の溶液と、上記リガンド複合体とを混和することによって調製された糖
固定化金属ナノ粒子の溶液に対し、テトラクロロ金（ＩＩＩ）酸ナトリウムが０．５ｍＭ
～４ｍＭ、水素化ホウ素ナトリウムが金イオンのモル濃度の３～１０倍モル濃度、上記リ
ガンド複合体が１０μＭ～１０００μＭ含まれており、
　上記糖固定化金属ナノ粒子は、糖をタンパク質と相互作用させることによって糖－タン
パク質相互作用体を生成しうることを特徴とする糖固定化金属ナノ粒子。
【請求項２】
　上記硫黄原子を含む炭化水素構造は、Ｓ－Ｓ結合またはＳＨ基を含む炭化水素構造であ
ることを特徴とする請求項１に記載の糖固定化金属ナノ粒子。
【請求項３】
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　請求項１または２に記載の糖固定化金属ナノ粒子を含む溶液と、上記糖固定化金属ナノ
粒子の末端に位置する糖を認識するタンパク質とを混和することによって、糖とタンパク
質とを相互作用させ、糖－タンパク質相互作用体を生成させる工程を含むことを特徴とす
る糖－タンパク質相互作用の測定方法。
【請求項４】
　請求項１または２に記載の糖固定化金属ナノ粒子を含む溶液と、上記糖固定化金属ナノ
粒子の末端に位置する糖を認識するタンパク質とを混和して糖とタンパク質とを相互作用
させ、糖－タンパク質相互作用体を生成させる工程と、
　当該糖－タンパク質相互作用体と水とを混和した混和液のｐＨを５以下とする工程と、
を含むことを特徴とする糖－タンパク質相互作用体からタンパク質を回収する方法。
【請求項５】
　請求項１または２に記載の糖固定化金属ナノ粒子を含む溶液と、上記糖固定化金属ナノ
粒子の末端に位置する糖を認識するタンパク質とを混和して、糖とタンパク質とを相互作
用させ、糖－タンパク質相互作用体を生成させる工程と、
　当該糖－タンパク質相互作用体と上記タンパク質が認識可能な糖とを混和する工程と、
を含むことを特徴とする糖－タンパク質相互作用体からタンパク質を回収する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、新規糖固定化金属ナノ粒子およびこれを用いて糖－タンパク質相互作用を測
定する方法、並びに糖－タンパク質相互作用体からタンパク質を回収する方法に関するも
のであり、特に、還元末端を有する糖とリンカー化合物を結合させたリガンド複合体と、
金属ナノ粒子とを結合させた新規糖固定化金属ナノ粒子、これを測定媒体とすることによ
り非標識で糖－タンパク質相互作用を測定する方法、並びに糖－タンパク質相互作用体の
凝集が解離する条件を利用して糖－タンパク質相互作用体からタンパク質を回収する方法
に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　糖とタンパク質との相互作用（以下「糖－タンパク質相互作用」と記載する）は、細胞
－細胞や細胞－細胞外基質そして細胞－病原体相互作用の理解を深めるために、構造生物
学上長い間興味を持たれている領域である。
【０００３】
　糖－タンパク質相互作用は、通常、リガンドタンパク質または複合糖質を放射性同位元
素や酵素で標識して解析される。例えば、ＥＬＩＳＡ法やブロッティング法などにおいて
、ピリジルアミノ化や蛍光等により標識した糖鎖や、２次抗体などで標識されたタンパク
質を用いる方法がある。ピリジルアミノ化や蛍光等により標識した糖鎖を用いて糖－タン
パク質相互作用を分析する方法としては、ピリジルアミンを結合させた糖鎖を用いて、糖
－タンパク質間相互作用を蛍光により、ＴＬＣ（薄相クロマトグラフィ）やＨＰＬＣ（高
速液体クロマトグラフィ）で測定する方法が挙げられる（非特許文献１）。また、２次抗
体などで標識されたタンパク質を用いて糖－タンパク質相互作用を分析する方法としては
、標識を施した２次抗体を用いて蛍光をアレイで測定する方法が挙げられる（非特許文献
２）。
【０００４】
　一方、標識剤を必要としない方法としては、例えば表面プラズモン共鳴（Ｓｕｒｆａｃ
ｅ　Ｐｌａｓｍｏｎ　Ｒｅｓｏｎａｎｃｅ；以下ＳＰＲと記載する）や水晶発振子マイク
ロバランス（Ｑｕａｒｔｓ　Ｃｒｙｓｔａｌ　Ｍｉｃｒｏｂａｌａｎｃｅ；以下ＱＣＭと
記載する）等の方法がある。
【０００５】
　ＳＰＲは、糖の一部を模擬したオリゴ糖を含んでなるリガンド複合体をセンサチップ表
面上に導入し、このリガンド複合体が導入されたセンサチップを用いて、オリゴ糖と特異
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的に相互作用するタンパク質等の物質を特定する方法である。ＱＣＭは、交流電圧を印加
した水晶発振子が外的な要因が加わらない限り常に一定の振動を繰り返す性質を利用し、
水晶発振子上に何かが付着した場合の振動数の変化を測定することにより糖－タンパク質
相互作用を測定する方法である。
【０００６】
　糖を固定化する合成手法としては、あらかじめ糖鎖を芳香族アミノ基で修飾したものと
、金属コロイドにアルデヒド基を導入したものを還元アミノ化反応を用いて結合させる方
法（非特許文献３）や、金属コロイドと結合するためのチオール基を持つ化合物と糖鎖と
の結合をグリコシル化反応（トリクロロアセトイミデート法）を用いて行う方法（非特許
文献４）など多く報告されている。
【非特許文献１】Ｍ．Ｓ．Ｓｔｏｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２
６７，１７９５－１８０４，２０００
【非特許文献２】Ｍ．Ｓｃｈｗａｒｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌ．１３，ｎｏ
．１１，７４９－７５４，２００３
【非特許文献３】Ｈ．Ｏｔｓｕｋａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１２
３，８２２６－８２３０，２００１
【非特許文献４】Ｊ．Ｍ．ｄｅ　ｌａ　Ｆｕｅｎｔｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｇｅｗ．Ｃｈ
ｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．４０，Ｎｏ．１２，２２５８－２２６０，２００１　しかしながら
、標識した糖鎖やタンパク質を用いて糖－タンパク質相互作用を測定する方法は、標識と
いう前処理が必要となるため、標識効果が測定のばらつきに大きく影響するという問題が
ある。一方、非標識の方法であっても、従来のＳＰＲやＱＣＭでは非常に高価な装置が必
要であり、簡便な測定は困難であった。
【０００７】
　また、従来、糖鎖を固定化するためには、例えば上記非特許文献３に記載の方法では糖
鎖に芳香族アミノ基を導入したものを用いるため前処理が必要となり、上記非特許文献４
に記載の方法では合成に少なくとも５ステップは必要である等、合成・精製過程が非常に
複雑であり、容易に糖鎖を固定化することは困難であるという問題があった。
【０００８】
　さらに、糖－タンパク質相互作用を分析する手法として、タンパク質を基にして糖鎖を
評価する方法は古くから行われているが、糖鎖を基にしてタンパク質を評価する方法はあ
まり行われていない。また、糖とタンパク質とが相互作用した糖－タンパク質相互作用体
からタンパク質を回収することができれば非常に経済的であるが、係る方法は見出されて
いなかった。
【０００９】
　本発明は、上記の問題点に鑑みてなされたものであり、その目的は、容易に糖鎖を固定
化することができる安定な新規糖固定化金属ナノ粒子、およびこれを用いて非標識でしか
も安価かつ容易に糖－タンパク質相互作用を測定する方法、並びに糖－タンパク質相互作
用体から簡便にタンパク質を回収する方法を提供することにある。
【発明の開示】
【００１０】
　本発明者は、上記課題に鑑み鋭意検討した結果、還元アミノ化反応によりリンカー化合
物と還元末端を有する糖とを結合させたリガンド複合体に、任意の金属を結合させた糖固
定化金属ナノ粒子が糖鎖を容易に固定化でき、しかも安定であることを見出した。
【００１１】
　さらに、本発明者は上記糖固定化金属ナノ粒子にタンパク質を添加するだけで、非標識
で非常に容易に糖－タンパク質相互作用を測定した。そして、糖－タンパク質相互作用体
のｐＨを調整すること、または糖－タンパク質相互作用体に当該タンパク質が認識可能な
糖鎖を加えることによって、糖－タンパク質相互作用体から非常に容易にタンパク質を回
収できることを見出し、本発明を完成するに至った。
【００１２】
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　すなわち、本発明に係る糖固定化金属ナノ粒子は、末端にアミノ基を有するとともに、
主鎖に炭素－窒素結合を有していてもよい炭化水素誘導鎖を備えるとともに、硫黄原子を
含む炭化水素構造を備えているリンカー化合物と、還元末端を有する糖とが、上記アミノ
基を介して結合している構造を有するリガンド複合体と、任意の金属とを結合させてなる
ことを特徴としている。
【００１３】
　上記炭化水素誘導鎖とは、炭素及び水素からなる炭化水素鎖にて、一部の炭素や水素が
他の原子や置換基に置き換わっていてもよいものを指すとする。すなわち、上記炭化水素
誘導鎖とは、末端にアミノ基を有し、炭化水素鎖の主鎖構造である炭素－炭素結合（Ｃ－
Ｃ結合）の一部が、炭素－窒素結合（Ｃ－Ｎ結合）、炭素－酸素結合（Ｃ－Ｏ結合）、ア
ミド結合（ＣＯ－ＮＨ結合）に置き換わっていてもよいものを指す。
【００１４】
　また、上記硫黄原子を含む炭化水素構造とは、炭素及び水素からなる炭化水素構造にて
、一部の炭素が硫黄に置き換わっているものを意味する。また、この硫黄原子を含む炭化
水素構造は、鎖状（直鎖、枝分かれ鎖の両方を含む）であっても、環状であってもよく、
また、鎖状構造および環状構造の両方の構造を含んでいてもよいものとする。
【００１５】
　本発明の糖固定化金属ナノ粒子において、上記硫黄原子を含む炭化水素構造は、Ｓ－Ｓ
結合またはＳＨ基を含む炭化水素構造を備えているものであってもよい。つまり、上記硫
黄原子を含む炭化水素構造中に、ジスルフィド結合（Ｓ－Ｓ結合）またはチオール基（Ｓ
Ｈ基）が含まれていてもよい。
【００１６】
　また、本発明の糖固定化金属ナノ粒子において、上記アミノ基は芳香族アミノ基である
ことが好ましい。還元アミノ化反応の最適条件であるｐＨ３～４においては、アミノ基が
プロトン化されないことが必要である。そのため、芳香族との共役によってｐＨ３～４で
も非共有電子対が窒素原子上に存在する芳香族アミノ基が好ましい。
【００１７】
　また、本発明の糖固定化金属ナノ粒子において、上記金属は金であることが好ましい。
【００１８】
　上記構成によれば、リンカー化合物内のＳ－Ｓ結合にて、任意の金属と、金属－硫黄（
Ｓ）結合、例えば金－硫黄（Ａｕ－Ｓ）結合により結合することができる。これにより、
このＡｕ－Ｓ結合を介して、糖固定化金属ナノ粒子を提供することができる。
【００１９】
　また、本発明に係る糖－タンパク質相互作用の測定方法は、本発明に係る糖固定化金属
ナノ粒子を含む溶液と、上記糖固定化金属ナノ粒子の末端に位置する糖を認識するタンパ
ク質とを混和することによって、糖とタンパク質とを相互作用させ、糖－タンパク質相互
作用体を生成させる工程を含むことを特徴としている。
【００２０】
　上記構成によれば、糖固定化金属ナノ粒子の末端に位置する糖をタンパク質が認識し、
その結果、水素結合等の糖－タンパク質相互作用が生じる。そのため、非標識で簡便に糖
－タンパク質相互作用を測定することができる。また、凝集反応を目視で確認するだけで
糖－タンパク質相互作用を測定することも可能となる。
【００２１】
　また、本発明に係る糖－タンパク質相互作用体からタンパク質を回収する方法は、本発
明に係る糖固定化金属ナノ粒子を含む溶液と、上記糖固定化金属ナノ粒子の末端に位置す
る糖を認識するタンパク質とを混和して糖とタンパク質とを相互作用させ、糖－タンパク
質相互作用体を生成させる工程と、当該糖－タンパク質相互作用体と水とを混和した混和
液のｐＨを５以下とする工程と、を含むことを特徴としている。
【００２２】
　上記構成によれば、液性が酸性となるため、糖－タンパク質相互作用体の糖鎖部分から
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タンパク質を切断することができる。または、上記混和液のｐＨを５以下にすることによ
り、糖－タンパク質相互作用体を構成するタンパク質の構造が変性し、糖のタンパク質認
識能が低下するため、糖－タンパク質相互作用体から完全に解離させることができる。し
たがって、糖－タンパク質相互作用体からタンパク質を容易に回収することができる。
【００２３】
　また、本発明に係る糖－タンパク質相互作用体からタンパク質を回収する方法は、本発
明に係る糖固定化金属ナノ粒子を含む溶液と、上記糖固定化金属ナノ粒子の末端に位置す
る糖を認識するタンパク質とを混和して、糖とタンパク質とを相互作用させ、糖－タンパ
ク質相互作用体を生成させる工程と、当該糖－タンパク質相互作用体を上記タンパク質が
認識可能な糖鎖を含む溶液と混和する工程と、を含むことを特徴としている。
【００２４】
　上記構成によれば、糖－タンパク質相互作用体を構成するタンパク質と、上記タンパク
質が認識可能な糖との間に置換反応が生じるため、上記糖－タンパク質相互作用体からタ
ンパク質を解離させることができる。したがって、糖－タンパク質相互作用体からタンパ
ク質を容易に回収することができる。
【００２５】
　本発明のさらに他の目的、特徴、および優れた点は、以下に示す記載によって十分分か
るであろう。また、本発明の利益は、添付図面を参照した次の説明で明白になるであろう
。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】マルトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液の紫外可視吸収スペクトルを示す図
である。
【図２】マルトースとＣｏｎＡまたはＢＳＡとの糖－タンパク質相互作用を示す紫外可視
吸光スペクトル図である。
【図３】左からマルトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液の写真、糖－タンパク質相互
作用により凝集している糖－タンパク質相互作用体の写真、糖－タンパク質相互作用体に
グルコースを添加することにより、糖－タンパク質相互作用体からタンパク質が解離した
ことを示す写真をそれぞれ表す図である。
【図４】解離したマルトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液に含まれるＣｏｎＡのＭＡ
ＬＤＩ－ＴＯＦ／ＭＳ分析の結果を示す図である。
【図５】ラクトースとＲＣＡ１２０またはＢＳＡとの糖－タンパク質相互作用を示す紫外
可視吸光スペクトル図である。
【図６】マルトースとＣｏｎＡまたはＢＳＡとの糖－タンパク質相互作用を示す紫外可視
吸光スペクトル図である。
【図７】キトビオースとＷＧＡまたはＢＳＡとの糖－タンパク質相互作用を示す紫外可視
吸光スペクトル図である。
【図８】ラクトースとＣｏｎＡ、ＲＣＡ１２０、ＷＧＡを用いて糖－タンパク質相互作用
を測定した結果を示すものである。
【図９】マルトースとＣｏｎＡ、ＲＣＡ１２０、ＷＧＡを用いて糖－タンパク質相互作用
を測定した結果を示すものである。
【図１０】キトビオースとＣｏｎＡ、ＲＣＡ１２０、ＷＧＡを用いて糖－タンパク質相互
作用を測定した結果を示すものである。
【図１１】ラクトース、マルトース、またはキトビオースとレクチンとの糖－タンパク質
相互作用をＳＤＳ－ＰＡＧＥで確認した結果を示すものである。
【図１２】解離に用いるガラクトースの濃度を変化させた場合におけるラクトース－ＲＣ
Ａ１２０相互作用体の解離状況を、縦軸に紫外可視吸収スペクトル（５３２ｎｍ）を取る
ことによってグラフ化したものである。
【図１３】左からラクトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液の写真、糖－タンパク質相
互作用により凝集しているラクトース－ＲＣＡ１２０相互作用体の写真、ラクトース－Ｒ
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ＣＡ１２０相互作用体に１００ｍＭのガラクトース溶液を添加することにより、ラクトー
ス－ＲＣＡ１２０相互作用体からＲＣＡ１２０が解離したことを示す写真をそれぞれ表す
ものである。
【図１４】解離に用いるグルコースの濃度を変化させた場合におけるマルトース－Ｃｏｎ
Ａ相互作用体の解離状況を、縦軸に紫外可視吸収スペクトル（５３２ｎｍ）を取ることに
よってグラフ化したものである。
【図１５】左からマルトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液の写真、糖－タンパク質相
互作用により凝集しているマルトース－ＣｏｎＡ相互作用体の写真、マルトース－Ｃｏｎ
Ａ相互作用体に１００ｍＭのグルコース溶液を添加することにより、マルトース－Ｃｏｎ
Ａ相互作用体からＣｏｎＡが解離したことを示す写真をそれぞれ表す図である。
【図１６】図１３に示すＲＣＡ１２０が解離したラクトース固定化金ナノ粒子のコロイド
溶液をＳＤＳ－ＰＡＧＥに供した結果と、図１５に示すＣｏｎＡが解離したマルトース固
定化金ナノ粒子のコロイド溶液をＳＤＳ－ＰＡＧＥに供した結果とを表すものである。
【図１７】マルトース固定化金ナノ粒子のＣｏｎＡ保持能力を示すＳＤＳ－ＰＡＧＥの結
果を示すものである。
【図１８】ラクトース固定化金ナノ粒子のＲＣＡ１２０保持能力を示すＳＤＳ－ＰＡＧＥ
の結果を示すものである。
【図１９】コロイド溶液としてマルトース固定化金ナノ粒子を、レクチンとしてＣｏｎＡ
を、糖鎖としてグルコース、マルトース、またはＧｌｃＮＡｃを用いた場合において、凝
集阻害反応を行い、吸光度を測定した結果を示すものである。
【図２０】５２５ｎｍにおける吸光度（Ａｂｓ５２５）が０．３（／ｍｍ）であるコロイ
ド溶液を用いた場合のドットブロットの結果を示すものである。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２７】
　本発明の実施の形態について説明すれば以下のとおりであるが、本発明はこれに限定さ
れるものではない。以下、本発明に係る糖固定化金属ナノ粒子、糖－タンパク質相互作用
の測定方法、および糖－タンパク質相互作用体からタンパク質を回収する方法について詳
述する。
【００２８】
　（１）糖固定化金属ナノ粒子
　本明細書において、「糖固定化金属ナノ粒子」とは、以下に詳述するリガンド複合体と
、任意の金属とを結合させてなるものである。
【００２９】
　本発明に係る糖固定化金属ナノ粒子の構成要素であるリガンド複合体は、任意の金属と
結合することのできるリンカー化合物と、分析対象となるタンパク質などと特異的に相互
作用することのできる糖鎖とから構成されている。そのため、上記リガンド複合体は、タ
ンパク質等の物質と非特異的に相互作用を起こさないものであることが必要とされる。
【００３０】
　そこで、本発明のリガンド複合体には、硫黄原子（Ｓ）が含まれており、この硫黄原子
（Ｓ）は、例えば、コロイド溶液中に分散している金（Ａｕ）と、金属－硫黄結合（Ａｕ
－Ｓ結合）を形成し、金属に強固に結合することができる。
【００３１】
　また、上記リンカー化合物は、末端にアミノ基を有するとともに主鎖に炭素－窒素結合
を有していてもよい炭化水素誘導鎖を備えている。これによって、上記リンカー化合物は
、金属に糖分子を集合化して配列することができるとともに、末端にアミノ基を有してい
ることによって、糖分子を簡便に導入することができる。なお、上記アミノ基は、修飾さ
れているアミノ基、例えばアセチル基、メチル基やホルミル基等で修飾されたアミノ基や
、芳香族アミノ基であってもよいし、未修飾のアミノ基であってもよい。
【００３２】
　当該リンカー化合物は、金属－硫黄結合（Ａｕ－Ｓ結合）を容易に形成することができ
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るという点で、Ｓ－Ｓ結合またはＳＨ基が含まれている炭化水素構造を備えていることが
好ましい。ジスルフィド結合（Ｓ－Ｓ結合）またはＳＨ基中の硫黄（Ｓ）は、例えば、コ
ロイド溶液中に分散している金（Ａｕ）と、金属－硫黄結合（Ａｕ－Ｓ結合）を形成し、
コロイド溶液中の金属に強固に結合することができる。
【００３３】
　そして、上記リガンド複合体には、上記リンカー化合物のアミノ基に、還元末端を有す
る糖鎖が導入されている。言い換えれば、上記リガンド複合体は、上記リンカー化合物と
、還元末端を有する糖とが、アミノ基を介して結合している構造を有している。この糖の
導入は、例えば、上記リンカー化合物のアミノ基（－ＮＨ２基）と糖との還元アミノ化反
応によって行うことができる。つまり、糖中の平衡によって生じるアルデヒド基（－ＣＨ
Ｏ基）またはケトン基（－ＣＲＯ基、Ｒは炭化水素基）と、上記リンカー化合物が有する
アミノ基とが反応する。そして、この反応によって形成されたシッフ塩基を引き続き還元
することによって、アミノ基に容易に糖を導入することができる。
【００３４】
　なお、上記「還元末端を有する糖」とは、アノマー炭素原子が置換を受けていない単糖
またはオリゴ糖である。上記還元末端を有する糖としては、市販のものであっても天然の
ものであってもよく、あるいは、市販および天然の多糖を分解、合成して調製したものを
用いることができる。
【００３５】
　上記還元末端を有する糖としてより具体的には、グルコース、ガラクトース、マンノー
ス、マルトース、イソマルトース、ラクトース、パノース、セロビオース、メリビオース
、マンノオリゴ糖、キトオリゴ糖、ラミナリオリゴ糖、グルコサミン、Ｎ－アセチルグル
コサミン（以下「ＧｌｃＮＡｃ」と略記）、グルクロン酸、硫酸化オリゴ糖、シアル酸、
各種抗原糖鎖、Ｎ－アセチルガラクトサミン、フコース、マルトトリオース、イソマルト
トリオース、ゲンチビオース、フコシルラクトース、キトビオース、グロボビオースなど
が挙げられるが、これに限定されることはない。
【００３６】
　上記リガンド複合体に含まれるリンカー化合物は、金属に結合可能な硫黄原子と、オリ
ゴ糖鎖等の糖分子に結合可能なアミノ基とを有している。従って、例えばＡｕ－Ｓ結合な
どの金属－硫黄結合により上記リガンド複合体が金属に固定されるので、上記リンカー化
合物を介して、本発明に係る糖固定化金属ナノ粒子に糖分子を強固にかつ簡単に結合させ
ることができるとともに、糖固定化金属ナノ粒子を溶液状態で安定化することができる。
また、上記リガンド複合体と金属との結合は、上記リガンド複合体と金属を含む溶液とを
混和するだけで行うことができるので、非常に容易に糖鎖を固定化することができる。
【００３７】
　また、上記リガンド複合体は、タンパク質との非特異的な相互作用の影響をほぼ無視す
ることができる。それゆえ、上記リンカー化合物を有する上記リガンド複合体を用いるこ
とによって、上記糖とタンパク質との相互作用を再現性よく評価することが可能になる。
【００３８】
　上記リンカー化合物は、例えば以下に示す製造方法によって製造される。つまり、上記
リンカー化合物は、チオクト酸と、芳香族アミノ基末端との縮合反応を行うことによって
製造される。
【００３９】
　上記チオクト酸と芳香族アミノ基との縮合反応により、チオクト酸のカルボキシル基（
－ＣＯＯＨ基）と、芳香族アミノ基とが縮合して、アミド結合が形成されることによって
、上記したリンカー化合物を得ることができる。
【００４０】
　上記リガンド複合体は、上述のようにして作製されたリンカー化合物に、還元末端を有
する糖が導入されたものである。
【００４１】
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　上記のリガンド複合体は、リンカー化合物と糖分子とを含んでなっているので、リンカ
ー化合物内のＳ－Ｓ結合にて、任意の金属と、金属－硫黄（Ｓ）結合、例えば金－硫黄（
Ａｕ－Ｓ）結合により結合することができる。これにより、このＡｕ－Ｓ結合を介して、
上記金属に糖分子を固定化されてなる糖固定化金属ナノ粒子を提供することができる。上
記任意の金属としては、上記リガンド複合体と結合可能なものであればよく、上記金の他
、銅、銀、白金等の金属を用いることができるが、特に金を用いることが好ましい。金と
しては、入手の容易性に鑑みると塩化金酸およびその塩類であることが好ましく、特に塩
化金酸ナトリウムであることが好ましい。
【００４２】
　なお、上記リガンド複合体に導入されている糖は、還元末端を有するものであれば単糖
でもよいし、同一の単糖分子からなる単一オリゴ糖であってもよいし、種々の単糖分子や
その誘導体からなる複合糖質であってもよい。また、上記糖は、いずれも、自然界から単
離・精製して得られる種々の天然の糖であってもよく、人工的に合成された糖であっても
よい。また、上記糖は、多糖を分解して得られたものであってもよい。
【００４３】
　本発明に係る糖固定化金属ナノ粒子は、金属を含む溶液を上記リガンド複合体と混和す
ることによって得ることができ、リガンド複合体のＳ－Ｓ結合の各Ｓ原子が、金属と金属
－硫黄結合によって結合する。具体的には、例えば、金属のコロイド溶液を上記リガンド
複合体を含む溶液に添加して攪拌することによって、上記リガンド複合体のＳ－Ｓ結合を
、金属のコロイド溶液に含まれる金等との金属－硫黄結合に変換して、糖固定化金属ナノ
粒子を得ることができる。
【００４４】
　なお、金属が塩として溶液に含まれているときは、上記リガンド複合体と混和する前に
、還元剤を用いて金属を還元しておくことが好ましい。これにより、金属と上記リガンド
複合体との結合を形成しやすくすることができる。還元剤としては、特に限定されるもの
ではないが、例えば、水素化ホウ素ナトリウムおよびその塩類、アスコルビン酸およびそ
の塩類、リン、タンニン酸およびその塩類、エタノール、ヒドラジン等を用いることがで
きる。
【００４５】
　金属を含む溶液の分散媒およびリガンド複合体を含む溶液に用いる溶媒としては、特に
限定されるものではないが、例えば、メタノール、水やこれらの混合溶媒等を挙げること
ができる。また、上記混和によって得られた糖固定化金属ナノ粒子を透析し、低分子の塩
などを除くことによって、溶液状態で安定な糖固定化金属ナノ粒子を得ることができる。
【００４６】
　糖固定化金属ナノ粒子を調製するために用いる金属、還元剤、上記リガンド複合体の混
合比は、特に限定されるものではないが、金属が塩化金酸およびその塩類である場合は、
塩化金酸およびその塩類の溶液中の最終濃度が０．５ｍＭ～４ｍＭであることが好ましく
、１ｍＭ～２ｍＭであることがさらに好ましい。
【００４７】
　還元剤としては、溶液中の最終濃度として金イオンのモル濃度の３～１０倍モル濃度で
あることが好ましく、４～５倍モル濃度であることがさらに好ましい。
【００４８】
　また、上記リガンド複合体は溶液中の最終濃度として１０μＭ～１０００μＭであるこ
とが好ましく、５０μＭ～１５０μＭであることがさらに好ましい。
【００４９】
　（２）糖－タンパク質相互作用の測定方法
　本発明に係る糖－タンパク質相互作用の測定方法は、糖固定化金属ナノ粒子を含む溶液
と、上記糖固定化金属ナノ粒子の末端に位置する糖を認識するタンパク質とを混和するこ
とによって、糖とタンパク質とを相互作用させ、糖－タンパク質相互作用体を生成させる
工程を含むものである。
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【００５０】
　上記「糖固定化金属ナノ粒子を含む溶液」とは、本発明に係る糖固定化金属ナノ粒子が
液体に分散したものとの意味である。糖固定化金属ナノ粒子を含んでいれば、他に塩など
が含まれていてもよい。上記液体としては、例えば水や緩衝液等を用いることができる。
【００５１】
　上記タンパク質としては、特に限定されるものではなく、上記糖固定化金属ナノ粒子の
末端に位置する糖を認識することができるものであればよい。例えば、糖固定化金属ナノ
粒子の末端に位置する糖がグルコースの場合は、グルコースを認識することができるタン
パク質であるコンカナバリンＡ（ＣｏｎＡ）、レンチルレクチン（ＬＣＡ）、ピーナッツ
レクチン（ＰＮＡ）などを使用する。
【００５２】
　同様に、糖固定化金属ナノ粒子の末端に位置する糖がガラクトースである場合は、ガラ
クトースを認識するタンパク質であるヒママメレクチン（ＲＣＡ１２０）等を用いること
ができる。また、糖固定化金属ナノ粒子の末端に位置する糖がＮ－アセチルグルコサミン
である場合は、Ｎ－アセチルグルコサミンを認識するタンパク質である小麦胚芽レクチン
（ＷＧＡ）等を用いることができる。
【００５３】
　また、他の糖鎖を認識するものとしては、ドリコスマメレクチン（ＢＰＡ）、イヌエン
ジュレクチン（ＭＡＭ）、ニホンニワチコレクチン（ＳＳＡ）、エンドウマメレクチン（
ＰＳＡ），ジャッカリン（ＪＡＣ）、バンデリアマメレクチン（ＧＳ－ＩＩ）、ハシリニ
エダレクチン（ＵＥＡ－Ｉ）等が挙げられるが、これに限定されるものではない。
【００５４】
　糖固定化金属ナノ粒子を含む溶液と、上記糖固定化金属ナノ粒子の末端に位置する糖を
認識するタンパク質とを混和する方法は、特に限定されるものではなく、糖とタンパク質
とを相互作用させることができるものであればよい。例えば、マイクロプレートやエッペ
ンドルフチューブなどにタンパク質の希釈系列を作製し、糖固定化金属ナノ粒子を含む溶
液を添加して放置することにより混和を行うことができる。
【００５５】
　糖とタンパク質との相互作用（糖－タンパク質相互作用）としては、水素結合、イオン
結合、静電気的相互作用、ファンデルワールス力等を挙げることができる。すなわち、上
記糖固定化金属ナノ粒子の末端に位置する糖をタンパク質が認識し、その結果、水素結合
等の糖－タンパク質相互作用が生じる。
【００５６】
　なお、上記「認識」とは、タンパク質が分子内に有する糖結合部位（糖鎖認識部位）に
よって糖鎖に結合することをいう。
【００５７】
　上記「糖－タンパク質相互作用体」とは、糖とタンパク質とが相互作用して特異的に結
合し、その結果生成される凝集物を意味する。本発明に係る糖－タンパク質相互作用の測
定方法は、糖－タンパク質相互作用を上記糖－タンパク質相互作用体の生成として目視で
確認することができる。糖とタンパク質とが相互作用しない場合は、糖－タンパク質相互
作用体は形成されない。
【００５８】
　ここで、凝集反応を確認することによって物質間の相互作用を測定する方法としては、
例えば抗原抗体反応を用いたラテックス凝集法等を挙げることができる（「バイオ診断薬
の開発・評価と企業」、ＣＭＣテクニカルライブラリー１４６、シーエムシー出版、Ｐ９
２－９７，Ｐ１０９－１１３）。上記ラテックス凝集法は、ラテックス表面に抗体を固定
化させておき、９６穴のマイクロプレートを用いて試料抗原の希釈系列を作り、凝集を生
じる最大希釈倍率を求め標準溶液と比較して測定するという方法である。結果は一定波長
の光で吸光度として測定される。
【００５９】
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　しかしながら、コロイドについて凝集反応を確認することによって物質間の相互作用を
測定する方法としては、比較的小さな粒子の呈する赤色と比較的大きな粒子の呈する紫色
をもって結果を判断するという手法が知られているのみである。したがって、コロイドに
おいても糖とタンパク質とを相互作用させて凝集物を生成させ、当該凝集物の生成を確認
することによって結果を判定することができる本発明に係る方法は、従来の方法よりも非
常に簡便であり、有用な方法であるということができる。
【００６０】
　また、本発明に係る方法は、糖－タンパク質相互作用を非標識で測定することができる
ので、標識を要する方法のような前処理を必要としない点で簡便である。さらに、標識効
果が測定のばらつきに大きく影響するという問題も存在せず、再現性のよい測定を行うこ
とができる。また、糖－タンパク質相互作用を目視で確認することができるので、特別な
装置も必要なく、非常に安価かつ容易に糖－タンパク質相互作用を測定することができる
。
【００６１】
　したがって、本発明に係る方法は、糖やタンパク質の機能解析や、検査・診断などに用
いることが可能である。
【００６２】
　なお、本発明に係る糖－タンパク質相互作用の測定方法は、糖固定化金属ナノ粒子を含
む溶液と、上記糖固定化金属ナノ粒子の末端に位置する糖を認識するタンパク質とを混和
することによって、糖とタンパク質とを相互作用させ、糖－タンパク質相互作用体を生成
させる工程を含んでいればよい。したがって、例えば上述のように糖－タンパク質相互作
用体の生成を目視で確認するだけでもよいし、より詳細な測定を行いたい場合は、一定波
長の紫外可視吸光スペクトルを測定する工程を含んでいてもよい。
【００６３】
　（３）糖－タンパク質相互作用体からタンパク質を回収する方法
　一実施形態において、本発明に係る糖－タンパク質相互作用体からタンパク質を回収す
る方法は、糖固定化金属ナノ粒子を含む溶液と、上記糖固定化金属ナノ粒子の末端に位置
する糖を認識するタンパク質とを混和して糖とタンパク質とを相互作用させ、糖－タンパ
ク質相互作用体を生成させる工程と、当該糖－タンパク質相互作用体と水とを混和した混
和液のｐＨを５以下とする工程と、を含んでいる。
【００６４】
　上記「糖－タンパク質相互作用体と水とを混和した混和液のｐＨを５以下とする工程」
は、糖とタンパク質との相互作用の結果生成した上記糖－タンパク質相互作用体を遠心分
離などの方法によって回収し、回収した上記糖－タンパク質相互作用体と水とを混和した
混和液のｐＨを、酸を用いて５以下にする工程である。上記酸としては、上記混和液の液
性を酸性にすることができるものであれば特に限定されるものではないが、例えば塩酸、
シナピン酸、硝酸、硫酸等を用いることができる。
【００６５】
　上記混和液のｐＨを５以下にすることにより、液性が酸性となるため、糖－タンパク質
相互作用体の糖鎖部分からタンパク質を切断することができる。または、上記混和液のｐ
Ｈを５以下にすることにより、糖－タンパク質相互作用体を構成するタンパク質の構造が
変性し、糖のタンパク質認識能が低下するため、糖－タンパク質相互作用体から完全に解
離させることができる。
【００６６】
　糖－タンパク質相互作用体から解離したタンパク質は、後述する実施例に示すように糖
固定化金属ナノ粒子からも明確に解離し、簡単に回収することができる。また、解離した
タンパク質は、アクリルアミド電気泳動、タンパク質定量、質量分析等の方法を用いて同
定することが可能である。上記質量分析は、マトリックス支援型レーザ脱離／飛行時間型
質量分析計（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＭＳ）などの従来公知の質量分析計を使用し、従来公
知の方法に従って実施すればよい。
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【００６７】
　一実施形態において、本発明に係る糖－タンパク質相互作用体からタンパク質を回収す
る方法は、糖固定化金属ナノ粒子を含む溶液と、上記糖固定化金属ナノ粒子の末端に位置
する糖を認識するタンパク質とを混和して糖とタンパク質とを相互作用させ、糖－タンパ
ク質相互作用体を生成させる工程と、当該糖－タンパク質相互作用体と上記タンパク質が
認識可能な糖とを混和する工程と、を含んでいる。
【００６８】
　当該糖－タンパク質相互作用体と上記タンパク質が認識可能な糖とを混和する工程では
、糖とタンパク質との相互作用の結果生成した上記糖－タンパク質相互作用体を遠心分離
などの方法によって回収し、回収した上記糖－タンパク質相互作用体に、上記糖－タンパ
ク質相互作用体を構成するタンパク質が認識可能な糖を添加して混和する。
【００６９】
　その結果、上記糖－タンパク質相互作用体を構成するタンパク質と、上記タンパク質が
認識可能な糖との間に置換反応が生じるため、上記糖－タンパク質相互作用体からタンパ
ク質が解離するものと考えられる。置換反応としては特に限定されるものではなく、求核
置換反応であっても求電子置換反応であってもよい。
【００７０】
　なお「当該糖－タンパク質相互作用体と上記タンパク質が認識可能な糖とを混和する工
程」における混和の方法は特に限定されるものではなく、攪拌は行ってもよいし、行わな
くてもよい。また、上記工程は糖－タンパク質相互作用体を構成する糖と、上記タンパク
質が認識可能な糖との親和置換を伴う工程であるため、上記タンパク質が認識可能な糖は
過剰量添加することが好ましい。
【００７１】
　解離したタンパク質は、アクリルアミド電気泳動、タンパク質定量、質量分析等の方法
を用いて同定することが可能である。
【００７２】
　また、タンパク質と糖固定化金属ナノ粒子とを反応させる際に予めタンパク質が認識可
能な様々な糖鎖を添加しておくことにより糖－タンパク質相互作用に起因する凝集を阻害
することができれば、より詳しくタンパク質の機能を解析することができる。例えば、タ
ンパク質に対してどの糖鎖がより強固に結合するかということ等の機能解析が可能になる
と考えられる。
【００７３】
　なお、本発明は以上説示した各構成に限定されるものではなく、特許請求の範囲に示し
た範囲内で種々の変更が可能であり、異なる実施形態にそれぞれ開示された技術的手段を
適宜組み合わせて得られる実施形態についても本発明の技術的範囲に含まれる。
【実施例】
【００７４】
　本発明について、実施例および図１～図２０に基づいてより具体的に説明するが、本発
明はこれに限定されるものではない。当業者は本発明の範囲を逸脱することなく、種々の
変更、修正および改変を行うことができる。
【００７５】
　〔実施例１：マルトース固定化金ナノ粒子の調製〕
　テトラクロロ金（ＩＩＩ）酸ナトリウムの終濃度が１ｍＭ、水素化ホウ素ナトリウムの
終濃度が５ｍＭとなるように、テトラクロロ金（ＩＩＩ）酸ナトリウムと水素化ホウ素ナ
トリウムとを水を用いて激しく攪拌・混和し、金ナノ粒子溶液を調製した。リガンド複合
体としては、チオクト酸、ｍ－フェニレンジアミンおよびマルトースからなる化合物（質
量比　1：1：1）を用い、終濃度が１００μＭになるように適宜水で調製した上記リガン
ド複合体を、上記金ナノ粒子溶液に添加して激しく攪拌・混和し、粗マルトース固定化金
ナノ粒子のコロイド溶液を調製した。
【００７６】
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　次に、上記粗マルトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液を透析チューブ（ＭＷＣＯ：
３，５００）へ移し、水とＰＢＳ－Ｔ（０．０５％）で透析して精製し、マルトース固定
化金ナノ粒子のコロイド溶液を得た。図１は上記マルトース固定化金ナノ粒子のコロイド
溶液の紫外可視吸収スペクトルを示すものである。図１に示すように、最大吸収波長は５
２５ｎｍであった。
【００７７】
　〔実施例２：糖－タンパク質相互作用の測定〕
　９６穴タイタープレートに、マルトースを認識するタンパク質であるコンカナバリンＡ
（以下「ＣｏｎＡ」と記載する；ＥＹラボラトリーズ製）の希釈系列およびマルトースを
認識しないタンパク質であるウシ血清アルブミン（以下「ＢＳＡ」と記載する；ＳＩＧＭ
Ａ製）の希釈系列（ＰＢＳ－Ｔ（０．０５％））を１０μＭから作製（２５μｌ）し、そ
こへ上記マルトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液を１：１で添加した。３０分から２
時間放置し、マルトース固定化金ナノ粒子が完全に凝集し終わった後、目視および紫外可
視吸収スペクトル（５４０ｎｍ）の測定により結果を評価した。
【００７８】
　図２はマルトースとＣｏｎＡまたはＢＳＡとの糖－タンパク質相互作用を示す紫外可視
吸光スペクトル図である。横軸はＣｏｎＡまたはＢＳＡの濃度を表し、縦軸は５４０ｎｍ
における吸光度を表す。図３は左からマルトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液の写真
、糖－タンパク質相互作用により凝集している糖－タンパク質相互作用体の写真、糖－タ
ンパク質相互作用体にグルコースを添加することにより、糖－タンパク質相互作用体から
タンパク質が解離したことを示す写真をそれぞれ表す図である。
【００７９】
　図２より、ＣｏｎＡを用いた場合は糖－タンパク質相互作用によってマルトースとＣｏ
ｎＡとの糖－タンパク質相互作用体が生成され、ＣｏｎＡの濃度に依存して凝集するため
、マルトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液由来の赤紫色（５４０ｎｍ付近の吸収）が
消失することが分かった。なお、マルトースに特異的に結合するタンパク質（ＣｏｎＡ）
の濃度が低い際には、吸収強度はもとのマルトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液と変
わらなかった。一方、マルトースに特異的に結合しないタンパク質（ＢＳＡ）を添加した
場合は、凝集は全く生じず、紫外可視吸光スペクトルは殆ど変化していないことが分かっ
た。
【００８０】
　図３の写真中央は糖－タンパク質相互作用体が凝集していることを表す。糖はマルトー
ス、タンパク質はＣｏｎＡである。このように、本発明に係る糖－タンパク質相互作用の
測定方法によれば、非標識で目視によって非常に簡便に糖－タンパク質相互作用を確認す
ることができる。また、図２に示すように、紫外可視吸光スペクトルを測定すれば、より
詳細な結果を知ることができる。
【００８１】
　〔実施例３：糖－タンパク質相互作用体からのＣｏｎＡの回収〕
　エッペンドルフチューブに２５０μｇ／ｍｌ（ＰＢＳ－Ｔ（０．０５％））のＣｏｎＡ
を１００μｌ分注し、実施例１で調製したマルトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液を
１００μｌ添加してボルテックスで１０秒以上撹拌した。約２時間撹拌放置した後、遠心
分離にて糖－タンパク質相互作用体を沈殿させ、上清を回収した後、当該糖－タンパク質
相互作用体をＰＢＳ－Ｔ　０．０５％、水で数回洗浄した。当該洗浄後、２００ｍＭのグ
ルコース水溶液を１００μｌ添加し約１時間放置した。結果は、糖－タンパク質相互作用
体からＣｏｎＡが解離したことにより、ＣｏｎＡが糖－タンパク質相互作用体からマルト
ース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液へ戻ることを目視することおよび紫外可視吸光スペ
クトルを測定することにより評価した。
【００８２】
　図３の写真左はマルトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液を表しており、写真中央は
糖－タンパク質相互作用体が凝集していることを表す。写真右はグルコースを添加するこ
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とにより、マルトース固定化金ナノ粒子と選択的に結合していたＣｏｎＡが解離して溶液
がマルトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液由来の赤紫色に戻ったことを表す。
【００８３】
　このとき、ＣｏｎＡが認識しない糖鎖を添加しても凝集は解離しない。このＣｏｎＡが
解離したマルトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液のタンパク質をＳＤＳ－ＰＡＧＥ、
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＭＳ（アプライドバイオシステムズ、ＶＯＹＡＧＥＲ－ＤＥ　ＰＲ
Ｏ）を用いて分析したところ、ＣｏｎＡのみが検出された。図４は、解離したマルトース
固定化金ナノ粒子のコロイド溶液に含まれるＣｏｎＡのＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＭＳ分析の
結果を示す図である。ｍ／ｚ値が７８７３．６６、１２９４８．９９、２５８１８．６９
の点において見出される３つのピークがＣｏｎＡのピーク（フラグメント）である。
【００８４】
　〔実施例４：種々の糖－タンパク質相互作用の測定〕
　本実施例では、マルトース、ラクトース、キトビオースをそれぞれ固定して、糖固定化
金ナノ粒子のコロイド溶液を調製した。そして、糖固定化金ナノ粒子のコロイド溶液につ
いて、レクチンと特異的に結合するかどうかを調べることにより、糖－タンパク質相互作
用を測定した。
【００８５】
　テトラクロロ金（ＩＩＩ）酸ナトリウムの終濃度が１ｍＭ、水素化ホウ素ナトリウムの
終濃度が５ｍＭとなるように、テトラクロロ金（ＩＩＩ）酸ナトリウムと水素化ホウ素ナ
トリウムとを水を用いて激しく攪拌・混和し、金ナノ粒子溶液を調製した。リガンド複合
体としては、チオクト酸、ｍ－フェニレンジアミンおよび糖からなる化合物を用い、終濃
度が１００μＭになるように適宜水で調製した上記リガンド複合体を、上記金ナノ粒子溶
液に添加して激しく攪拌・混和し、粗糖固定化金ナノ粒子のコロイド溶液を調製した。上
記糖としては、マルトース、ラクトースまたはキトビオースを用いた。
【００８６】
　次に、上記粗糖固定化金ナノ粒子のコロイド溶液を透析チューブ（ＭＷＣＯ：３，５０
０）へ移し、水とＰＢＳ－Ｔ（０．０５％）で透析して精製し、糖固定化金ナノ粒子のコ
ロイド溶液を得た。
【００８７】
　次に、９６穴タイタープレートに、マルトースを認識するタンパク質であるコンカナバ
リンＡ（以下「ＣｏｎＡ」と記載する；ＥＹラボラトリーズ製）の希釈系列、ラクトース
を認識するタンパク質であるヒママメレクチン（ＲＣＡ１２０；生化学工業製）またはキ
トビオースを認識するタンパク質である小麦胚芽レクチン（以下「ＷＧＡ」と記載する；
生化学工業製）およびこれらの糖を認識しないタンパク質であるウシ血清アルブミン（以
下「ＢＳＡ」と記載する；ＳＩＧＭＡ製）の希釈系列（ＰＢＳ－Ｔ（０．０５％））を１
ｍｇ／ｍｌから作製（２５μｌ）し、そこへ上記糖固定化金ナノ粒子のコロイド溶液を１
：１で添加した。３０分から２時間放置し、糖固定化金ナノ粒子が完全に凝集し終わった
後、目視および紫外可視吸収スペクトル（５４０ｎｍ）の測定により結果を評価した。
【００８８】
　図５は、ラクトースとＲＣＡ１２０またはＢＳＡとの糖－タンパク質相互作用を示す紫
外可視吸光スペクトル図、図６はマルトースとＣｏｎＡまたはＢＳＡとの糖－タンパク質
相互作用を示す紫外可視吸光スペクトル図、図７はキトビオースとＷＧＡまたはＢＳＡと
の糖－タンパク質相互作用を示す紫外可視吸光スペクトル図である。
【００８９】
　図５より、ＲＣＡ１２０を用いた場合は糖－タンパク質相互作用によってラクトースと
ＲＣＡ１２０との糖－タンパク質相互作用体が生成され、ＲＣＡ１２０の濃度に依存して
凝集するため、ラクトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液由来の赤紫色（５４０ｎｍ付
近の吸収）が消失することが分かった。
【００９０】
　一方、ラクトースに特異的に結合しないタンパク質（ＢＳＡ）を添加した場合は、凝集
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は全く生じず、紫外可視吸光スペクトルは殆ど変化していないことが分かった。
【００９１】
　図６は、ＣｏｎＡとマルトースとを用いた場合の結果であり、図２と同様の結果を示し
ている。
【００９２】
　図７より、ＷＧＡを用いた場合は糖－タンパク質相互作用によってキトビオースとＷＧ
Ａとの糖－タンパク質相互作用体が生成され、ＷＧＡの濃度に依存して凝集するため、キ
トビオース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液由来の赤紫色（５４０ｎｍ付近の吸収）が消
失することが分かった。
【００９３】
　続いて、ラクトース、マルトース、またはキトビオースとレクチンとの糖－タンパク質
相互作用をＳＤＳ－ＰＡＧＥで確認できるか否かを確かめた。
【００９４】
　図８は、ラクトースとＣｏｎＡ、ＲＣＡ１２０、ＷＧＡを用いて糖－タンパク質相互作
用を測定した結果を示し、図９は、マルトースとＣｏｎＡ、ＲＣＡ１２０、ＷＧＡを用い
て糖－タンパク質相互作用を測定した結果を示し、図１０は、キトビオースとＣｏｎＡ、
ＲＣＡ１２０、ＷＧＡを用いて糖－タンパク質相互作用を測定した結果を示す。図８～１
０において、塗りつぶした点のサンプルをＳＤＳ－ＰＡＧＥに供した。なお、ＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥは、１５％のアクリルアミドを用いて行った。
【００９５】
　図１１は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥの結果を示す写真である。図中、「ＣｏｎＡ」と記載した
直下に示した３レーンのうち、ｍｏｎｏ－Ｌａｃと示したレーンは、ラクトースとＣｏｎ
Ａとの混和物を供したものであり、ｍｏｎｏ－キトビオースと示したレーンは、図１１に
示すように、キトビオースとＣｏｎＡとの混和物を供したものであるが、これらは図８，
１０に示すように、糖－タンパク質相互作用体（凝集物）を形成しないため、レーン上部
からバンドに至るまでの部分にコロイドの色が残存して濃くなっている。
【００９６】
　一方、ｍｏｎｏ－Ｍａｌと示したレーンは、マルトースとＣｏｎＡとの混和物を供した
ものであり、これらは図９に示すように糖－タンパク質相互作用体を形成するため、レー
ン上部からバンドに至るまでの部分にコロイドの色が残存しておらず、またＣｏｎＡのバ
ンドが薄くなっている。このように、糖－タンパク質相互作用をＳＤＳ－ＰＡＧＥで確認
できることが本実施例で確かめられた。
【００９７】
　同様に、図１１中、「ＲＣＡ１２０」と記載した直下に示した３レーンでは、ｍｏｎｏ
－Ｌａｃと示したレーンで糖－タンパク質相互作用体が形成されていることが判別でき、
図１１中、「ＷＧＡ」と記載した直下に示した３レーンでは、ｍｏｎｏ－ＧｌｃＮＡｃと
示したレーンで糖－タンパク質相互作用体が形成されていることが判別できる。なお、「
Ｍ」と記載したレーンは分子量マーカーである。
【００９８】
　〔実施例５：糖－タンパク質相互作用体からのタンパク質の回収〕
　本実施例は、糖－タンパク質相互作用体として、実施例３に記載した以外のものを用い
た場合においてもタンパク質を回収できることを示すものである。
【００９９】
　まず、エッペンドルフチューブに２５０μｇ／ｍｌ（ＰＢＳ－Ｔ（０．０５％））のＲ
ＣＡ１２０溶液を２５μｌ分注し、実施例４で調製したラクトース固定化金ナノ粒子のコ
ロイド溶液を２５μｌ添加してボルテックスで１０秒以上撹拌した。約２時間撹拌放置し
た後、遠心分離にて糖－タンパク質相互作用体（ラクトース－ＲＣＡ１２０相互作用体）
を沈殿させ、上清を回収した後、当該糖－タンパク質相互作用体をＰＢＳ－Ｔ　０．０５
％、水で数回洗浄した。当該洗浄後、当該糖－タンパク質相互作用体に対して、表１に示
す濃度のガラクトース溶液を５０μｌ添加し、約２時間放置後、目視およびＵＶ－Ｖｉｓ
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【０１００】
【表１】

　表１は、ラクトース－ＲＣＡ１２０相互作用体からのＲＣＡ１２０の解離を、目視で確
認した結果を示すものである。表１に示すように、２５ｍＭ以上のガラクトース溶液を用
いた場合に、ＲＣＡ１２０の良好な解離が見られた。
【０１０１】
　表１、２において、◎はレクチンが完全に解離したことを表し、○はレクチンがほぼ解
離したことを表し、△は糖－タンパク質相互作用体（凝集物）が残った状態で解離したこ
とを表し、×は凝集状態が保たれ、レクチンが解離しなかったことを表す。
【０１０２】
　図１２は、解離に用いるガラクトースの濃度を変化させた場合におけるラクトース－Ｒ
ＣＡ１２０相互作用体の解離状況を、縦軸に紫外可視吸収スペクトル（５３２ｎｍ）を取
ることによってグラフ化したものである。ガラクトース溶液の添加濃度が増加するに従い
、解離してコロイド溶液中に溶解するＲＣＡ１２０の量が増加し、それに伴って紫外可視
吸収スペクトル（５３２ｎｍ）も増加する傾向が見られた。
【０１０３】
　図１３は、左からラクトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液の写真、糖－タンパク質
相互作用により凝集しているラクトース－ＲＣＡ１２０相互作用体の写真、ラクトース－
ＲＣＡ１２０相互作用体に１００ｍＭのガラクトース溶液を添加することにより、ラクト
ース－ＲＣＡ１２０相互作用体からＲＣＡ１２０が解離したことを示す写真をそれぞれ表
すものである。図１３に示すように、ラクトースとＲＣＡ１２０を用いた場合も、非標識
で目視によって非常に簡便に糖－タンパク質相互作用を確認することができた。
【０１０４】
　次に、上記ＲＣＡ１２０溶液の代わりにＣｏｎＡ溶液、ラクトース固定化金ナノ粒子の
コロイド溶液の代わりにマルトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液、表１に示すガラク
トース溶液の代わりに、表２に示すグルコース溶液を用い、同様の実験を行った。表２は
、マルトース－ＣｏｎＡ相互作用体からのＣｏｎＡの解離を、目視で確認した結果を示す
ものである。
【０１０５】
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【表２】

　表２に示すように、５０ｍＭ以上のグルコース溶液を用いた場合に、ＣｏｎＡの良好な
解離が見られた。図１４は、解離に用いるグルコースの濃度を変化させた場合におけるマ
ルトース－ＣｏｎＡ相互作用体の解離状況を、縦軸に紫外可視吸収スペクトル（５３２ｎ
ｍ）を取ることによってグラフ化したものである。グルコース溶液の添加濃度が増加する
に従い、解離してコロイド溶液中に溶解するＣｏｎＡの量が増加し、それに伴って紫外可
視吸収スペクトル（５３２ｎｍ）も増加する傾向が見られた。
【０１０６】
　図１５は、左からマルトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液の写真、糖－タンパク質
相互作用により凝集しているマルトース－ＣｏｎＡ相互作用体の写真、マルトース－Ｃｏ
ｎＡ相互作用体に１００ｍＭのグルコース溶液を添加することにより、マルトース－Ｃｏ
ｎＡ相互作用体からＣｏｎＡが解離したことを示す写真をそれぞれ表す図である。図１３
に示すように、マルトースとＣｏｎＡを用いた場合も、非標識で目視によって非常に簡便
に糖－タンパク質相互作用を確認することができた。
【０１０７】
　図１６は、図１３に示すＲＣＡ１２０が解離したラクトース固定化金ナノ粒子のコロイ
ド溶液をＳＤＳ－ＰＡＧＥに供した結果と、図１５に示すＣｏｎＡが解離したマルトース
固定化金ナノ粒子のコロイド溶液をＳＤＳ－ＰＡＧＥに供した結果とを表すものである。
図中、「Ｍｏｎｏ－Ｌａｃ　Ｇａｌ解離」と記載したレーンが、ＲＣＡ１２０が解離した
ラクトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液をＳＤＳ－ＰＡＧＥに供した結果を示すもの
であり、ＲＣＡ１２０の標品と同じ位置にバンドが得られていることから、ＲＣＡ１２０
がラクトース－ＲＣＡ１２０相互作用体から解離してラクトース固定化金ナノ粒子のコロ
イド溶液に戻ったことが分かる。
【０１０８】
　また、「Ｍｏｎｏ－Ｍａｌ」と記載したレーンが、ＣｏｎＡが解離したマルトース固定
化金ナノ粒子のコロイド溶液をＳＤＳ－ＰＡＧＥに供した結果を示すものであり、Ｃｏｎ
Ａの標品と同じ位置にバンドが得られていることから、ＣｏｎＡがマルトース－ＣｏｎＡ
相互作用体から解離してマルトース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液に戻ったことが分か
る。
【０１０９】
　〔実施例６：コロイド溶液のタンパク質保持能力検定〕
　本実施例では、ＳＤＳ－ＰＡＧＥを用いて、糖固定化金ナノ粒子のコロイド溶液が保持
可能なタンパク質の量を検定することを目的として、以下の実験を行った。
【０１１０】
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　タンパク質としては、ＣｏｎＡ，ＲＣＡ１２０、ＷＧＡを用い、これら各レクチンをエ
ッペンドルフチューブにＰＢＳ－Ｔ（０．０５％）溶液として１０μＭ、８μＭ，６μＭ
、４μＭ、２μＭとなるように１００μｌ調製した。また、糖固定化金ナノ粒子のコロイ
ド溶液（以下単に「コロイド溶液」とも言う）としては、マルトース固定化金ナノ粒子、
ラクトース固定化金ナノ粒子またはキトビオース固定化金ナノ粒子のコロイド溶液（５２
５ｎｍにおける吸光度が０．３／ｍｍ）を用い、マルトース固定化金ナノ粒子のコロイド
溶液をＣｏｎＡのＰＢＳ－Ｔ（０．０５％）溶液に、ラクトース固定化金ナノ粒子のコロ
イド溶液をＲＣＡ１２０のＰＢＳ－Ｔ（０．０５％）溶液に、キトビオース固定化金ナノ
粒子のコロイド溶液をＷＧＡのＰＢＳ－Ｔ（０．０５％）溶液に、それぞれ１００μｌ添
加して、コロイド溶液とタンパク質溶液との混合溶液を調製した。したがって、上記混合
溶液におけるタンパク質の最終濃度は、５μＭ、４μＭ、３μＭ、２μＭ、１μＭとなる
。続いて、上記エッペンドルフチューブをボルテックスで１０秒間激しく攪拌後、１時間
ゆっくりと攪拌した。
【０１１１】
　次に、上記エッペンドルフチューブを遠心分離機にかけ、１０ｋｒｐｍで１０秒間遠心
分離した。遠心分離後、上清を回収し、凝集物をＰＢＳ－Ｔ（０．０５％）で洗浄し、１
０ｋｒｐｍで１０秒間遠心分離して、さらに、上清を回収した。凝集物を水で洗浄し、１
０ｋｒｐｍで１０秒間遠心分離した。得られた凝集物に、２００ｍＭのグルコース水溶液
を１００μｌ添加し約１時間放置した。
【０１１２】
　次に、上記グルコース水溶液を添加した凝集物に１Ｎ塩酸を１μｌ添加し、完全に凝集
物が溶解した後、上記チューブから溶液を回収した（タンパク質解離溶液）。
【０１１３】
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥの結果を図１７、図１８に示す。図１７は、マルトース固定化金ナノ
粒子のＣｏｎＡ保持能力を示すＳＤＳ－ＰＡＧＥの結果を示すものである。図１７に示す
ように、上清については濃度依存的にバンドが濃くなっている。タンパク質解離溶液のバ
ンドでは、１μＭのバンドが多少薄いが、２μＭ以上のバンドでは殆ど同じ濃さとなって
いる。
【０１１４】
　したがって、上記混合溶液に含まれるマルトース固定化金ナノ粒子のＣｏｎＡ保持能力
は最大で２μＭであると考えられる。なお、例えば「１μＭのバンド」とは、上記混合溶
液における最終濃度を１μＭとした系から得られたタンパク質解離溶液をＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅに供して得られたバンドのことである。
【０１１５】
　図１８は、ラクトース固定化金ナノ粒子のＲＣＡ１２０保持能力を示すＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅの結果を示すものである。図１８に示すように、上清については濃度依存的にバンドが
濃くなっているが、タンパク質解離溶液のバンドでは、１μＭのバンドが多少薄いが、２
μＭ以上のバンドでは殆ど同じ濃さとなっている。したがって、上記混合溶液に含まれる
ラクトース固定化金ナノ粒子のＲＣＡ１２０保持能力は最大で２μＭであると考えられる
。
【０１１６】
　〔実施例７：糖鎖を用いた糖－タンパク質相互作用の阻害〕
　既に説明したように、タンパク質と糖固定化金属ナノ粒子とを反応させる際に予めタン
パク質が認識可能な様々な糖鎖を添加しておくことにより糖－タンパク質相互作用に起因
する凝集を阻害することができれば、より詳しくタンパク質の機能を解析することができ
る。例えば、タンパク質に対してどの糖鎖がより強固に結合するかということ等の機能解
析が可能になると考えられる。
【０１１７】
　そこで、本実施例では、種々の糖鎖を用いて糖－タンパク質相互作用の阻害実験を行っ
た。
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【０１１８】
　糖固定化金ナノ粒子としては、マルトース固定化金ナノ粒子、または、ラクトース固定
化金ナノ粒子を用い、ＰＢＳ－Ｔ（０．０５％）で５２５ｎｍにおける吸光度が０．６（
／ｍｍ）となるようにコロイド溶液を調製した。糖鎖としては、グルコース、マルトース
、ＧｌｃＮＡｃ，ガラクトース、またはラクトースの４００ｍＭ　ＰＢＳ－Ｔ（０．０５
％）溶液を用いた。
【０１１９】
　まず、レクチン溶液として、ＣｏｎＡまたはＲＣＡ１２０の２μＭ　ＰＢＳ－Ｔ（０．
０５％）溶液を調製し、９６穴タイタープレートに上記レクチン溶液を１０μｌ分注した
。次に、ＣｏｎＡ添加区に対してグルコース溶液、マルトース溶液、またはＧｌｃＮＡｃ
溶液を、ＲＣＡ１２０添加区に対してガラクトース溶液またはラクトース溶液をそれぞれ
２０μｌ添加し、室温で１時間攪拌した。続いて、ＣｏｎＡ添加区に対してマルトース固
定化金ナノ粒子を１０μｌ添加し、ＲＣＡ１２０添加区に対してラクトース固定化金ナノ
粒子を１０μｌ添加して、室温で１時間攪拌し、攪拌終了後、攪拌物の５２５ｎｍにおけ
る吸光度を測定した。
【０１２０】
　図１９は、コロイド溶液としてマルトース固定化金ナノ粒子、レクチンとしてＣｏｎＡ
、糖鎖としてグルコース、マルトース、またはＧｌｃＮＡｃを用いた場合における、上記
吸光度の測定結果を示すものである。
【０１２１】
　表３は、図１９に示した結果から算出されたグルコース、マルトース、ＧｌｃＮＡｃの
５０％阻害濃度（ＩＣ５０）を示すものである。表中の「ａｆｔｅｒ」の欄に記載した結
果は、レクチンとコロイド溶液の凝集物に対して糖鎖を添加した場合におけるＩＣ５０を
示し、「ｂｅｆｏｒｅ」の欄に記載した結果は、レクチンと糖鎖を先に混和したところへ
コロイド溶液を添加した場合におけるＩＣ５０を示している。
【０１２２】
【表３】

　〔実施例８：ドットブロットによる糖－タンパク質相互作用の確認〕
　本実施例では、糖－タンパク質相互作用をドットブロットによって確認できるか否かに
ついて検討した。
【０１２３】
　まず、メンブラン（バイオダイン（登録商標）Ａ　孔経０．２μｍ、素材；ナイロン６
，６、日本ポール製（ＢＮＲＧ３Ｒ））に、ＣｏｎＡ、ＲＣＡ１２０，またはＷＧＡの１
０００μｇ／ｍｌ　ＰＢＳ－Ｔ（０．０５％）溶液を０．５μｌスポットして完全に乾燥
するまで放置した。続いて、上記メンブランをコロイド溶液に浸漬し、約１時間放置後、
メンブランを取り出して水洗・風乾し、スポットを確認した。上記コロイド溶液としては
、マルトース固定化金ナノ粒子、ラクトース固定化金ナノ粒子またはキトビオース固定化
金ナノ粒子を用い、ＰＢＳ－Ｔ（０．０５％）で、５２５ｎｍにおける吸光度が０．３、
０．１５、または０．０３（／ｍｍ）となるように調製したコロイド溶液を用いた。
【０１２４】
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　結果を図２０に示す。図２０は、５２５ｎｍにおける吸光度（Ａｂｓ５２５）が０．３
（／ｍｍ）であるコロイド溶液を用いた場合のドットブロットの結果を示すものである。
図２０の（ａ）に示すように、マルトース固定化金ナノ粒子はＣｏｎＡを特異的に認識し
たことが確認でき、図２０の（ｂ）に示すように、ラクトース固定化金ナノ粒子はＲＣＡ
１２０を特異的に認識したことが確認でき、図２０の（ｃ）に示すように、キトビオース
固定化金ナノ粒子はＷＧＡをそれぞれ特異的に認識したことが確認できた。すなわち、糖
－タンパク質相互作用をドットブロットによって確認できることが分かった。
【０１２５】
　表４は、種々の糖固定化金ナノ粒子と、種々のレクチンとの間における、糖－タンパク
質相互作用についてまとめたものである。表中、「＋＋＋」は、供試した糖固定化金ナノ
粒子の１００％が凝集したことを示し、「＋＋」は、供試した糖固定化金ナノ粒子の５０
％が凝集したことを示し、「＋」は、供試した糖固定化金ナノ粒子の１０％が凝集したこ
とを示す。また、表中、「－」は、供試した糖固定化金ナノ粒子の１０％未満が凝集した
ことを示す。
【０１２６】
　なお、表中「ヘパリン部分構造」とあるのは、ＧｌｃＮＳ６Ｓα１－４ＩｄｏＡ２Ｓβ
１－６Ｇｌｃのことである。
【０１２７】
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【表４】

　表５は、表４に示したレクチンが認識可能な糖鎖についてまとめたものである。
【０１２８】
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【表５】

　尚、発明を実施するための最良の形態の項においてなした具体的な実施態様または実施
例は、あくまでも、本発明の技術内容を明らかにするものであって、そのような具体例に
のみ限定して狭義に解釈されるべきものではなく、本発明の精神と次に記載する特許請求
の範囲内で、いろいろと変更して実施することができるものである。
【産業上の利用可能性】
【０１２９】
　以上のように、本発明に係る糖固定化金属ナノ粒子は、リガンド複合体と任意の金属を
混和するだけで調製でき、安定であるため、容易に糖鎖を固定化できるという効果を奏す
る。また、本発明に係る糖－タンパク質相互作用の測定方法は、本発明に係る糖固定化金
属ナノ粒子を含む溶液に、上記糖固定化金属ナノ粒子の末端に位置する糖を認識するタン
パク質を添加するだけで、糖とタンパク質とが相互作用した凝集物を生成するので、糖－
タンパク質相互作用を非標識で目視によって容易に測定することができるという効果を奏
する。
【０１３０】
　さらに、本発明に係る糖－タンパク質相互作用体からタンパク質を回収する方法は、液
性を酸性にすることやタンパク質が認識可能な糖鎖を含む溶液に添加することによって、
糖とタンパク質との相互作用に変化を与えることができるので、糖とタンパク質との相互
作用によって生じた糖－タンパク質相互作用体からタンパク質を容易に回収することがで
きるという効果を奏する。
【０１３１】
　そのため、本発明は糖やタンパク質の機能解析や、検査・診断に用いることが可能であ
り、医薬品開発や生命現象の解明に寄与することが期待される。したがって、医薬、バイ
オ産業等において広く利用することが可能である。
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