
JP 5716727 B2 2015.5.13

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ウイルスと糖鎖との相互作用の測定方法であって、
　糖鎖固定化金属ナノ粒子を含む溶液と、ウイルスを含む溶液とを混和することによって
、糖とウイルスとが相互作用して特異的に結合した結果、生成される凝集物である、糖鎖
－生体関連物質相互作用体を生成させる工程を含み、
　上記糖鎖固定化金属ナノ粒子は、硫黄原子を有するリンカー化合物と糖鎖とが結合した
構造を備えるリガンド複合体が、金属－硫黄結合によって金属ナノ粒子に固定されてなり
、
　上記ウイルスはインフルエンザウイルスであり、
　上記糖鎖はＮｅｕ５Ａｃα２－６Ｇａｌβ１－４ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃであるこ
とを特徴とする方法。
【請求項２】
　硫黄原子を有するリンカー化合物と糖鎖とが結合した構造を備えるリガンド複合体であ
って、上記糖鎖は、Ｎｅｕ５Ａｃα２－６Ｇａｌβ１－４ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃで
あることを特徴とするリガンド複合体。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定方法であって、特に、上記生体関連
物質は、タンパク質、ウイルス、細胞、細菌、リポソーム、およびミセルからなる群より
選ばれる１以上の生体関連物質であって、上記生体関連物質と、多種多様な糖鎖との相互
作用を非標識で、網羅的に迅速かつ直接にリアルタイムで数値化して測定する方法、およ
び当該測定方法を用いた、上記生体関連物質の糖鎖選択性の評価方法、上記生体関連物質
のスクリーニング方法、並びに上記生体関連物質のパターニングの方法、そしてこれらの
方法を実施するためのキットに関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　糖鎖は、糖がグリコシド結合で複数結合した化合物であり、糖鎖を構成している糖の種
類や当該糖の配列を考えると、糖の組み合わせとしては無数の組み合わせがある。そのた
め糖鎖の種類は多種多様である。また、糖鎖はウイルス、細胞、細菌またはタンパク質と
いった様々な生体関連物質と相互作用することが知られている。ゆえに、糖鎖と上述の生
体関連物質との相互作用が、生体の生理状態に及ぼす影響は大きい。
【０００３】
　例えば、生体関連物質であるインフルエンザウイルスやエイズウイルス、Ｂ型肝炎ウイ
ルスはヒトに感染すると重篤な疾病を引き起こすが、その感染は、ヒトの細胞の細胞膜上
の糖鎖と相互作用することがきっかけで始まることが知られている。そして、ウイルスに
よって相互作用する糖鎖は異なるため、ウイルスの人体への感染経路や人体に及ぼす症状
に違いが生じる。
【０００４】
　例えば、非特許文献１に開示されているように、インフルエンザウイルスの各分離株に
おいても、当該各分離株が相互作用する糖鎖は、糖鎖を構成している糖や、当該糖の配列
によって異なることが明らかとなっている。一般的に、ヒトに感染することができるイン
フルエンザウイルスは、Ｎ－アセチルノイラミン酸α２，３－ガラクトース（ＮｅｕＡｃ
α２，３Ｇａｌ）よりもＮ－アセチルノイラミン酸α２，６－ガラクトース（ＮｅｕＡｃ
α２，６Ｇａｌ）と強く相互作用することが知られている。
【０００５】
　そのため、ウイルスと糖鎖との相互作用を網羅的に測定することが、ウイルス感染の予
防や治療の戦略を立てる上で重要である。
【０００６】
　一方、糖鎖とタンパク質に代表される生体関連物質との相互作用は、従来から、酵素標
識免疫測定法やウェスタンブロット法等を用いることにより検出されている。上記検出方
法は、糖鎖に結合した生体関連物質を主に蛍光物質や、酵素や、抗体を用いることで検出
する方法である。
【０００７】
　また、他の検出方法として、非特許文献２には、糖鎖マイクロアレイによる糖鎖とタン
パク質との相互作用の検出方法が開示されている。その内容とは、即ち、化学的に糖鎖を
修飾したアルブミンなどに代表される糖鎖修飾タンパク質を作製し、当該糖鎖修飾タンパ
ク質をマイクロアレイ用の媒体上に固定することにより、糖鎖を間接的に上記媒体上に固
定する。そして、上記媒体とタンパク質とを反応させた後、蛍光物質を用いて上記糖鎖と
上記タンパク質との相互作用を検出するというものである。
【０００８】
　また、非特許文献３には、金ナノ粒子上に固定された糖鎖とタンパク質との相互作用の
検出方法が開示されている。その内容とは、即ち、金ナノ粒子上にアルデヒド基を有する
ポリエチレングリコールを固定し、当該アルデヒド基と糖鎖とを反応させることにより当
該糖鎖を間接的に上記金ナノ粒子上に固定する。そして、当該金ナノ粒子とタンパク質と
を反応させた後、当該金ナノ粒子の表面プラズモンバンドの強度を測定することや、透過
型電子顕微鏡図を撮影することにより、上記糖鎖と上記タンパク質との相互作用を検出す
るというものである。
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【０００９】
　また、非特許文献４には、金ナノ粒子上に固定された糖鎖と別の金ナノ粒子上に間接的
に固定された糖鎖との相互作用の検出方法が開示されている。その内容とは、即ち、チオ
ール基を有する糖鎖－脂肪酸を作製し、当該糖鎖－脂肪酸を金ナノ粒子上に固定する。そ
して、当該金ナノ粒子同士を反応させた後、透過型電子顕微鏡図を撮影することにより、
当該金ナノ粒子上に固定された上記糖鎖同士の相互作用を検出するというものである。
【００１０】
　また、非特許文献５には、糖鎖マイクロアレイによる糖鎖と、タンパク質やヒト血清や
植物の細胞壁抽出物等の生体関連物質との相互作用の網羅的な検出方法が開示されている
。その内容とは、糖鎖が固定されたマイクロアレイ用の媒体と生体関連物質とを反応させ
た後に、蛍光物質や抗体等を用いることにより、上記糖鎖と上記生体関連物質との相互作
用を検出するというものである。
【００１１】
　また、特許文献１には、表面プラズモン共鳴による、タンパク質と糖鎖との相互作用の
測定方法が開示されている。その内容とは、糖鎖が固定された媒体とタンパク質とを反応
させ、反応で生じる表面プラズモン共鳴を測定することで、上記糖鎖とタンパク質との相
互作用を測定するものである。
【００１２】
　また、非特許文献６には、インフルエンザウイルスと糖鎖との相互作用の検出方法が開
示されている。その内容は、ＴＬＣに展開した糖鎖と相互作用したインフルエンザウイル
スを、抗体を用いて検出するというものである。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１３】
【特許文献１】ＷＯ２００５／０７７９６５号公報（２００５年８月２５日公開）
【非特許文献】
【００１４】
【非特許文献１】ＶＩＲＯＬＯＧＹ，　１９９７，　２２７，　４９３－４９９
【非特許文献２】Ａｎｇｅｗ．　Ｃｈｅｍ．　Ｉｎｔ．　Ｅｄ．　２００６，　４５，　
３６０７－３６１０
【非特許文献３】Ｊ．　Ａｍ．　Ｃｈｅｍ．　Ｓｏｃ．　２００１，　１２３，　８２２
６－８２３０
【非特許文献４】Ａｎｇｅｗ．　Ｃｈｅｍ．　Ｉｎｔ．　Ｅｄ．　２００１，　４０，　
Ｎｏ．１２，　２２５８－２２６０
【非特許文献５】Ｃｕｒｒ．　Ｏｐｉｎｏｎ　Ｓｔｒｕｃｔ．　Ｂｉｏｌｏｇ．，　２０
０３，　１３，　６３７‐６４５
【非特許文献６】ＶＩＲＯＬＯＧＹ，　１９９２，　１８９，　１２１－１３１
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　上述のように、糖鎖と上述した生体関連物質との相互作用検出に関して、様々な方法が
開発されている。
【００１６】
　しかしながら、上述の酵素標識免疫測定法、ウェスタンブロット法、非特許文献２、非
特許文献５および非特許文献６に記載の方法を用いて生体関連物質を検出するためには、
生体関連物質を蛍光物質、酵素、またはビオチン等で標識する必要や、生体関連物質に特
異的な抗体を用いる必要がある。
【００１７】
　この場合、標識することによって以下の問題が生じる。第１は、標識によって、生体関
連物質内にある糖鎖との相互作用に重要な部位がマスクされる可能性があることである。
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そのため、正確な相互作用の測定ができないことが起こりうる。第２は、生体関連物質を
標識する場合には、十分な量の生体関連物質を獲得する必要があることである。そして、
十分な量の生体関連物質を獲得するためには、莫大なコストが掛かかるため、経済的に好
ましくない。
【００１８】
　また、抗体を用いる場合には、抗体と生体関連物質との特異性を検討しなければならな
いという煩雑な工程が増える。第３は、標識に用いる分子が生体関連物質と非特異的な結
合をしないかどうかの詳細な検討が必要となる。
【００１９】
　そして、生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定は、標識された抗体と、生体関連物質
のタンパク質とを反応させた後に、さらに、当該抗体の標識を検出し測定するという複数
のステップを必要とする。つまり、生体関連物質と糖鎖との結合を、標識された抗体およ
び標識を介して間接的に測定するため、実際の生体関連物質と糖鎖との結合の強度をリア
ルタイムで詳細に調べることはできない。
【００２０】
　また、生体関連物質では、タンパク質に変異が起こることが知られている。タンパク質
の変異はランダムに起こるため、タンパク質の抗原部位に変異の起こった生体関連物質と
糖鎖との相互作用を、抗体を用いて測定することはできない。
【００２１】
　特にインフルエンザウイルスに関しては、タンパク質の変異によって誕生した変異体ウ
イルスに対する免疫がないために、感染率や感染後の死亡率が飛躍的に高くなるというこ
とが知られている。
【００２２】
　上述したようにインフルエンザウイルスの感染と糖鎖との相互作用は、密接な関連があ
るため、インフルエンザウイルスの感染を予防するために、インフルエンザウイルスと糖
鎖との相互作用を測定することは重要である。しかし、非特許文献６に記載されているよ
うに、従来法では抗体を用いてインフルエンザウイルスと糖鎖との相互作用を測定してい
るため、タンパク質の抗原部位に変異の起こったインフルエンザウイルスと糖鎖との相互
作用を測定することはできない。
【００２３】
　また、上述の酵素標識免疫測定法、ウェスタンブロット法、非特許文献２、非特許文献
５および非特許文献６に記載の方法では、生体関連物質と反応済みの糖鎖を再生すること
が困難であるため、１回の検出について、一種類の生体関連物質を用いることしかできな
い。そのため、複数の生体関連物質を用いて、当該生体関連物質と糖鎖との相互作用を測
定する場合には、異なるロットの糖鎖を用いなければならない。従って、上記測定の結果
を比較する際には、ロット間性能の差が反映される恐れがあるため、正確性の高い比較を
することができない。その結果、糖鎖に対する特異性の観点から生体関連物質のスクリー
ニングやパターニングをすることができない。
【００２４】
　また、上記非特許文献３、非特許文献４、および非特許文献６に記載の方法では、支持
体に糖鎖を固定するためには、特別なリンカー化合物が付加された糖鎖（糖鎖―リンカー
化合物の複合体）を合成する必要がある。そして、その合成には複雑な反応を必要とする
ため、作製することのできる糖鎖―リンカー化合物の複合体の種類は限定されている。そ
れゆえ、固定できる糖鎖の種類が少ない。ゆえに、一度の測定で多種多様な糖鎖と生体関
連物質との相互作用を測定することはできない。
【００２５】
　そのため、糖鎖と多種多様な生体関連物質との相互作用を調べる際には、ある糖鎖と生
体関連物質との相互作用を測定した後、別の糖鎖と当該生体関連物質との相互作用の測定
を行うという工程を何度も繰り返して行うことが必要である。それゆえ、糖鎖と多種多様
な生体関連物質との相互作用を測定するには、多くの時間を要するだけでなく、多量の生
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体関連物質を用意することも必要である。
【００２６】
　さらに、上記非特許文献２に記載の方法には、上記糖鎖修飾タンパク質自体が生体関連
物質と相互作用する可能性があるため、予め糖鎖修飾タンパク質が上記生体関連物質と相
互作用するかどうか詳細に検討する煩雑な工程が必要になるという問題がある。
【００２７】
　また、上記非特許文献３や非特許文献４に記載の方法には、糖鎖を上記金ナノ粒子に固
定するためには、複数の複雑な工程を必要とするという問題がある。また、上記非特許文
献５に記載の方法には、上記生体関連物質を標識せずに抗体などを用いて段階的に結合さ
せる方法があるが、標識分子がない段階では結合性を測定することは不可能であるという
問題がある。
【００２８】
　本発明は上記の問題に鑑みてなされたものであり、その目的は、微量の生体関連物質を
用いて、生体関連物質と、糖鎖との相互作用を同時に非標識で、網羅的にリアルタイムで
測定し、糖鎖に対する特異性の観点から生体関連物質をスクリーニングする方法やパター
ニングする方法を提供することにある。なお、本明細書においては、用語「スクリーニン
グ」は用語「同定」と交換可能に用いられ、用語「パターニング」は用語「差別化」と交
換可能に用いられる。また、本明細書において、用語「密度」とは、支持体の単位面積あ
たりに固定されているリガンド複合体の種類を意味する。
【課題を解決するための手段】
【００２９】
　本発明者らは、上記課題に鑑み鋭意検討した結果、ジスルフィド結合（Ｓ－Ｓ結合）ま
たはチオール基（ＳＨ基）を有するリンカー化合物に、糖鎖が結合している構造を含むリ
ガンド複合体を表面に金属を備える支持体の表面に固定させたリガンド担持体に、ウイル
ス、細胞、細菌、リポソーム、またはミセルといった生体関連物質を含む溶液を接触させ
ることによって、上記生体関連物質と糖鎖との相互作用を測定できることを見出し、本発
明を完成させるに至った。
【００３０】
　即ち、本発明に係る生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定方法は、リガンド担持体に
、生体関連物質を含む溶液を接触させる工程を含み、上記リガンド担持体は、硫黄原子を
有するリンカー化合物と糖鎖とが結合した構造を備えるリガンド複合体が、１～５００種
類／ｃｍ２となるように、それぞれ独立して支持体の表面に固定されていると共に、上記
表面は金属を備えており、上記生体関連物質は、タンパク質、ウイルス、細胞、細菌、リ
ポソーム、およびミセルからなる群より選ばれる１以上の生体関連物質であることを特徴
としている。
【００３１】
　上記構成によれば、上記リガンド複合体を金属－硫黄結合により、容易に上記支持体に
固定することができる。なお、上記リガンド複合体には糖鎖が含まれているから、糖鎖を
、糖鎖の種類に関係なく、上記支持体表面に間接的に固定することができる。
【００３２】
　また、上記リガンド複合体が１～５００種類／ｃｍ２となるように、それぞれ独立して
支持体の表面に固定されているため、１回の測定で多種多様な糖鎖と上記生体関連物質と
の相互作用を同時に網羅的に測定することができる。そのため、測定に用いる生体関連物
質の量を減らすことができる。ゆえに、生体関連物質を多量に用意する必要がなく、微量
な生体関連物質を測定に用いることができる。また、１回の測定を低コストで効率的に行
うことができる。
【００３３】
　また、上記支持体の表面は金属を備えるため、上記接触により生じる表面プラズモン共
鳴、プラズモン吸収、または水晶振動子の信号量を簡便に測定することができる。そして
、上記信号量は、上記リガンド複合体の糖鎖と上記生体関連物質との相互作用の強さによ
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って変化するため、その信号量を測定することにより、上記相互作用を１ステップで、測
定し数値化することができる。ゆえに上記生体関連物質の糖鎖選択性を正確に評価するこ
とができる。
【００３４】
　また、上記信号量は、レーザー光等を用いて物理現象を利用してリアルタイムで測定さ
れる。従って、上記生体関連物質を標識することなくリアルタイムで直接測定することが
できる。また、当該相互作用を高感度で測定することができるため、用いる上記生体関連
物質の量を少なくすることができる。
【００３５】
　その上、リガンド担持体を交換することなく、同じリガンド担持体を用いて、上記生体
関連物質と糖鎖との相互作用の測定を連続して複数回行うことができる。そのため、網羅
的な生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定を再現性よく実施することができる。
【００３６】
　また、本発明に係る生体関連物質の糖鎖選択性の評価方法は、リガンド担持体に、生体
関連物質を含む溶液を接触させて、当該生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定を行う工
程と、上記測定の結果得られる上記生体関連物質の糖鎖に対する特異性を特定する工程と
を含み、上記リガンド担持体は、硫黄原子を有するリンカー化合物と糖鎖とが結合した構
造を備えるリガンド複合体が、１～５００種類／ｃｍ２となるように、それぞれ独立して
支持体の表面に固定されていると共に、上記表面は金属を備えており、上記生体関連物質
は、タンパク質、ウイルス、細胞、細菌、リポソーム、およびミセルからなる群より選ば
れる１以上の生体関連物質であることを特徴としている。
【００３７】
　上記構成によれば、生体関連物質と糖鎖との相互作用を測定することにより、上記生体
関連物質の糖鎖に対する相互作用の強さを調べ、当該強さを特定することができる。ここ
で、リガンド複合体は、上記の密度で支持体に固定されている。ゆえに、上記生体関連物
質の多種多様な糖鎖に対する特異性を特定することができる。その結果、生体関連物質の
糖鎖選択性の網羅的な評価をすることができる。
【００３８】
　また、本発明に係る生体関連物質のスクリーニング方法は、リガンド担持体に、目的の
生体関連物質を含む溶液または、対照の生体関連物質を含む溶液を別々に接触させて、そ
れぞれの生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定を行う工程と、上記測定を上記目的の生
体関連物質を含む溶液を用いて行った場合の結果と、上記測定を上記対照の生体関連物質
を含む溶液を用いて行った場合の結果とを比較し、上記結果を一致させる工程とを含み、
上記リガンド担持体は、硫黄原子を有するリンカー化合物と糖鎖とが結合した構造を備え
るリガンド複合体が、１～５００種類／ｃｍ２となるように、それぞれ独立して支持体の
表面に固定されていると共に、上記表面は金属を備えており、上記生体関連物質は、タン
パク質、ウイルス、細胞、細菌、リポソーム、およびミセルからなる群より選ばれる１以
上の生体関連物質であることを特徴としている。
【００３９】
　上記構成によれば、目的の上記生体関連物質を含む溶液を用いて行った場合の測定結果
と対照の上記生体関連物質を含む溶液を用いて行った場合の測定結果とを比較し、当該測
定結果を一致させることができる。換言すれば、目的の上記生体関連物質の糖鎖に対する
特異性と、対照の上記生体関連物質の糖鎖に対する特異性とを比較し、当該特異性を一致
させることができる。そのため、上記生体関連物質の糖鎖に対する特異性の観点から、目
的の上記生体関連物質をスクリーニングすることができる。
【００４０】
　また、上記密度で上記リガンド担持体が固定されているリガンド担持体を交換すること
なく、同じリガンド担持体を用いて、上記目的の生体関連物質または、上記対照の生体関
連物質と糖鎖との相互作用の測定を連続して複数回行うことができる。そのため、網羅的
な生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定を再現性よく実施することができる。その結果



(7) JP 5716727 B2 2015.5.13

10

20

30

40

50

、上記測定の結果について迅速に正確性の高い比較をすることができる。従って、正確性
の高い生体関連物質のスクリーニングを行うことができる。
【００４１】
　また、本発明に係る生体関連物質のパターニング方法は、リガンド担持体に、２種類以
上の生体関連物質を含む溶液を別々に接触させて、それぞれの生体関連物質と糖鎖との相
互作用の測定を行う工程と、上記測定結果を比較し、分類する工程と、を含み、上記リガ
ンド担持体は、硫黄原子を有するリンカー化合物と糖鎖とが結合した構造を備えるリガン
ド複合体が、１～５００種類／ｃｍ２となるように、それぞれ独立して支持体の表面に固
定されていると共に、上記表面は金属を備えており、上記生体関連物質は、タンパク質、
ウイルス、細胞、細菌、リポソーム、およびミセルからなる群より選ばれる１以上の生体
関連物質であることを特徴としている。
【００４２】
　上記構成によれば、上記生体関連物質の糖鎖に対する特異性を比較し、糖鎖に対する特
異性のパターンによって分類することができる。換言すれば、一方の上記生体関連物質の
糖鎖に対する相互作用の強さと、他方の上記生体関連物質の糖鎖に対する相互作用の強さ
とを比較し、それらの傾向によって上記生体関連物質を分類することで、パターニングす
ることができる。
【００４３】
　また、上記密度で上記リガンド担持体が固定されているリガンド担持体を交換すること
なく、同じリガンド担持体を用いて、上記目的の生体関連物質または、上記対照の生体関
連物質と糖鎖との相互作用の測定を連続して複数回行うことができる。そのため、網羅的
な生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定を再現性よく実施することができる。その結果
、上記測定の結果について迅速に正確性の高い比較をすることができる。従って、正確性
の高い上記生体関連物質のパターニングを行うことができる。
【００４４】
　本発明に係る方法において、上記リンカー化合物が、一般式（１）
【００４５】
【化１】

【００４６】
（式中、ｎは０以上６以下の整数）にて表される構造を備え、上記Ｘとして、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、１鎖又は４鎖含んでなる多分岐構造部位である構造を備え、上記Ｙとして、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であることが好ましい。
【００４７】
　上記構成によれば、上記リンカー化合物は分子内に１～４個の芳香族アミノ基を有して
いる。また、当該アミノ基と還元末端を有する糖鎖とを還元アミノ化反応を行うことによ
り簡便に結合することができる。したがって、上記リンカー化合物を用いることにより、
１個のリンカー化合物内に１～４個の糖鎖が結合した構成のリガンド複合体を作製するこ
とができる。
【００４８】
　また、本発明に係る方法は、上記ウイルスが、インフルエンザウイルス、ヘルペスウイ
ルス、ノロウイルス、ＨＴＬＶ-１ウイルス、エイズウイルス、ロタウイルス、ＳＡＲＳ
ウイルス、または、Ｂ型肝炎ウイルスであり、上記細胞が、肝細胞または、肝臓癌、肺癌
、胃癌、小腸癌、大腸癌、すい臓癌、脾臓癌および腎臓癌からなる群より選ばれる１以上
の癌細胞であり、上記細菌が、大腸菌、ヘリコバクターピロリ菌、緑膿菌、乳酸菌および
連鎖球菌からなる群より選ばれる１以上の細菌であることが好ましい。
【００４９】
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　上記構成によれば、上述の生体関連物質と糖鎖との相互作用を測定することができる。
また、上述の生体関連物質の同定や差別化を行うこともできる。その結果、上述の生体関
連物質と相互作用する糖鎖を同定することができる。さらに、上述の生体関連物質と相互
作用する共通の糖鎖を同定することもできる。
【００５０】
　また、本発明に係る方法では、上記生体関連物質が、インフルエンザウイルスまたはヘ
ルペスウイルスであり、上記糖鎖が、Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、Ｇａｌβ１－４ＧｌｃＮＡ
ｃβ１－６Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－３Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－６
Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－３Ｇａｌβ１－３ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌ
ｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－６Ｇａｌβ１－３ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα
２－３Ｇａｌβ１－４ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－６Ｇａｌβ１－
４ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＡβ１－３ＧａｌＮＡｃ4Ｓβ１－６Ｇｌｃ、Ｇ
ｌｃＡβ１－３ＧａｌＮＡｃ６Ｓβ１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＡ２Ｓβ１－３ＧａｌＮＡｃ６
Ｓβ１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＡβ１－３ＧａｌＮＡｃ４Ｓ６Ｓβ１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＮＳ
６Ｓα１－４ＩｄｏＡ２Ｓα１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＮＳα１－４ＩｄｏＡ２Ｓα１－６Ｇ
ｌｃ、ＧｌｃＮＳ６Ｓα１－４ＧｌｃＡ２Ｓβ１－６Ｇｌｃ、およびＧｌｃＮＳα１－４
ＧｌｃＡβ１－６Ｇｌｃからなる群より選ばれる１以上の糖鎖であることが好ましい。
【００５１】
　上記構成によれば、インフルエンザウイルスまたはヘルペスウイルスと上記糖鎖との相
互作用を網羅的にリアルタイムで直接、測定することができる。さらに１回の測定を低コ
ストで迅速に行うことができる。
【００５２】
　なお、Ｎｅｕ５Ａｃα２－６Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－６Ｇａｌβ１
－３ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、およびＮｅｕ５Ａｃα２－６Ｇａｌβ１－４ＧｌｃＮ
Ａｃβ１－６Ｇｌｃは、主にヒトに感染するインフルエンザウイルスと相互作用する陽性
対照の糖鎖である。また、Ｎｅｕ５Ａｃα２－３Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα
２－３Ｇａｌβ１－３ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、およびＮｅｕ５Ａｃα２－３Ｇａｌ
β１－４ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃは、主に鳥類や馬科に感染するインフルエンザウイ
ルスと相互作用する陽性対照の糖鎖である。さらに、Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、およびＧａ
ｌβ１－４ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃは、インフルエンザウイルスと相互作用する陰性
対照の糖鎖である。
【００５３】
　そのため、上記のいずれかの糖鎖または、上記糖鎖を複数有する上記リガンド担持体を
用いて各インフルエンザウイルスとの相互作用を測定することで、インフルエンザウイル
スの宿主特異性を調べることができる。また、インフルエンザウイルスの同定や差別化を
行うこともできる。
【００５４】
　また、ヘパリンの部分構造であるＧｌｃＮＳ６Ｓα１－４ＩｄｏＡ２Ｓα１－６Ｇｌｃ
、ＧｌｃＮＳα１－４ＩｄｏＡ２Ｓα１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＮＳ６Ｓα１－４ＧｌｃＡ２
Ｓβ１－６Ｇｌｃ、およびＧｌｃＮＳα１－４ＧｌｃＡβ１－６Ｇｌｃを、またコンドロ
イチンの部分構造であるＧｌｃＡβ１－３ＧａｌＮＡｃ６Ｓβ１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＡ２
Ｓβ１－３ＧａｌＮＡｃ６Ｓβ１－６Ｇｌｃ、およびＧｌｃＡβ１－３ＧａｌＮＡｃ４Ｓ
６Ｓβ１－６Ｇｌｃは、ヘルペスウイルスと相互作用する陽性対照の糖鎖であるため、こ
れらの糖鎖のいずれか、または、これらの糖鎖を複数有する上記リガンド担持体を用いて
ヘルペスウイルスとの相互作用を測定することで、ヘルペスウイルスの型の違いを調べる
ことができる。
【００５５】
　また、本発明に係る方法を実施するためのキットは、リガンド複合体が支持体の表面に
固定されたリガンド担持体を備えた、本発明に係る方法を実施するためのキットであって
、上記リガンド複合体は、硫黄元素を有するリンカー化合物に糖鎖が結合している構造を
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備え、上記表面は金属を備えることを特徴としている。
【００５６】
　上記構成によれば、上記キットには上記リガンド担持体が含まれるため、本発明に係る
方法を簡便に行うことができる。
【００５７】
　また、本発明に係るキットの上記糖鎖は、Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、Ｇａｌβ１－４Ｇｌ
ｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－３Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα
２－６Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－３Ｇａｌβ１－３ＧｌｃＮＡｃβ１－
６Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－６Ｇａｌβ１－３ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５
Ａｃα２－３Ｇａｌβ１－４ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－６Ｇａｌ
β１－４ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＡβ１－３ＧａｌＮＡｃ4Ｓβ１－６Ｇｌ
ｃ、ＧｌｃＡβ１－３ＧａｌＮＡｃ６Ｓβ１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＡ２Ｓβ１－３ＧａｌＮ
Ａｃ６Ｓβ１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＡβ１－３ＧａｌＮＡｃ４Ｓ６Ｓβ１－６Ｇｌｃ、Ｇｌ
ｃＮＳ６Ｓα１－４ＩｄｏＡ２Ｓα１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＮＳα１－４ＩｄｏＡ２Ｓα１
－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＮＳ６Ｓα１－４ＧｌｃＡ２Ｓβ１－６Ｇｌｃ、およびＧｌｃＮＳα
１－４ＧｌｃＡβ１－６Ｇｌｃからなる群より選ばれる１以上の糖鎖であることが好まし
い。
【００５８】
　上記構成によれば、上記リガンド担持体には、上述した、主にヒトに感染するインフル
エンザウイルスと相互作用する陽性対照の糖鎖、主に鳥類や馬科に感染するインフルエン
ザウイルスと相互作用する陽性対照の糖鎖、インフルエンザウイルスと相互作用する陰性
対照の糖鎖からなる群より選ばれる糖鎖が含まれる。
【００５９】
　また、上記構成によれば、上記リガンド担持体には、上述した、ヘルペスウイルスと相
互作用する陽性対照の糖鎖が含まれる。
【００６０】
　そのため、生体関連物質としてインフルエンザウイルスまたはヘルペスウイルスを用い
た場合に、インフルエンザウイルスまたはヘルペスウイルスと上記の糖鎖との相互作用を
同時に低コストで網羅的にリアルタイムで測定することができる。
【００６１】
　また、インフルエンザウイルスまたはヘルペスウイルスの同定や差別化を行うこともで
きる。その結果、インフルエンザウイルスまたはヘルペスウイルスと相互作用する糖鎖を
同定することができる。また、インフルエンザウイルスまたはヘルペスウイルスの宿主特
異性を調べることもできる。
【発明の効果】
【００６２】
　本発明に係る生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定方法は、以上のように、リガンド
担持体に、生体関連物質を含む溶液を接触させる工程を含み、上記リガンド担持体は、硫
黄原子を有するリンカー化合物と糖鎖とが結合した構造を備えるリガンド複合体が、１～
５００種類／ｃｍ２となるように、それぞれ独立して支持体の表面に固定されていると共
に、上記表面は金属を備えており、上記生体関連物質は、タンパク質、ウイルス、細胞、
細菌、リポソーム、およびミセルからなる群より選ばれる１以上の生体関連物質であると
いう構成である。
【００６３】
　そのため、上記生体関連物質と糖鎖との相互作用を標識することなくリアルタイムで網
羅的に１ステップで直接測定し数値化することができる。ゆえに、上記生体関連物質の糖
鎖選択性を正確に評価することができるという効果を奏する。また、測定に用いる生体関
連物質を多量に用意する必要がなく、微量な生体関連物質を測定に用いることができると
いう効果を奏する。
【００６４】
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　また、本発明に係る生体関連物質の糖鎖選択性の評価方法は、リガンド担持体に、生体
関連物質を含む溶液を接触させて、当該生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定を行う工
程と、上記測定の結果得られる上記生体関連物質の糖鎖に対する特異性を特定する工程と
を含み、上記リガンド担持体は、硫黄原子を有するリンカー化合物と糖鎖とが結合した構
造を備えるリガンド複合体が、１～５００種類／ｃｍ２となるように、それぞれ独立して
支持体の表面に固定されていると共に、上記表面は金属を備えており、上記生体関連物質
は、タンパク質、ウイルス、細胞、細菌、リポソーム、およびミセルからなる群より選ば
れる１以上の生体関連物質であるという構成である。
【００６５】
　そのため、上記生体関連物質の多種多様な糖鎖に対する特異性を特定することができる
。その結果、生体関連物質の糖鎖選択性の網羅的な評価をすることができる。
【００６６】
　また、本発明に係る生体関連物質のスクリーニング方法は、リガンド担持体に、目的の
生体関連物質を含む溶液または、対照の生体関連物質を含む溶液を別々に接触させて、そ
れぞれの生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定を行う工程と、上記測定を上記目的の生
体関連物質を含む溶液を用いて行った場合の結果と、上記測定を上記対照の生体関連物質
を含む溶液を用いて行った場合の結果とを比較し、上記結果を一致させる工程とを含み、
上記リガンド担持体は、硫黄原子を有するリンカー化合物と糖鎖とが結合した構造を備え
るリガンド複合体が、１～５００種類／ｃｍ２となるように、それぞれ独立して支持体の
表面に固定されていると共に、上記表面は金属を備えており、上記生体関連物質は、タン
パク質、ウイルス、細胞、細菌、リポソーム、およびミセルからなる群より選ばれる１以
上の生体関連物質であるという構成である。
【００６７】
　そのため、上記生体関連物質と糖鎖との相互作用の網羅的な測定結果を比較し、当該測
定結果を一致させることで、上記生体関連物質の糖鎖に対する特異性の観点から、目的の
上記生体関連物質を高い正確性で同定することができるという効果を奏する。
【００６８】
　また、本発明に係る生体関連物質のパターニング方法は、リガンド担持体に、２種類以
上の生体関連物質を含む溶液を別々に接触させて、それぞれの生体関連物質と糖鎖との相
互作用の測定を行う工程と、上記測定結果を比較し、分類する工程と、を含み、上記リガ
ンド担持体は、硫黄原子を有するリンカー化合物と糖鎖とが結合した構造を備えるリガン
ド複合体が、１～５００種類／ｃｍ２となるように、それぞれ独立して支持体の表面に固
定されていると共に、上記表面は金属を備えており、上記生体関連物質は、タンパク質、
ウイルス、細胞、細菌、リポソーム、およびミセルからなる群より選ばれる１以上の生体
関連物質であるという構成である。
【００６９】
　そのため、上記生体関連物質と糖鎖との相互作用の網羅的な測定結果を比較し、当該測
定結果を分類させることで、上記生体関連物質の糖鎖に対する特異性の観点から、正確性
の高い上記生体関連物質の差別化をすることができるという効果を奏する。
【００７０】
　また、本発明に係る上記方法を実施するためのキットは、リガンド複合体が支持体の表
面に固定されたリガンド担持体を備えたキットであって、上記リガンド複合体は、硫黄元
素を有するリンカー化合物に糖鎖が結合している構造を備え、上記表面は金属を備えると
いう構成である。
【００７１】
　そのため、本発明に係る方法を簡便に行うことができるという効果を奏する。
【図面の簡単な説明】
【００７２】
【図１】図１は、表面プラズモン共鳴装置を用いて、糖鎖とインフルエンザウイルスとの
相互作用の測定結果をグラフ化した図である。
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【図２】糖鎖固定化金属ナノ粒子とインフルエンザウイルスとの混合液にスクロースを加
えて遠心分離をした後の図である。
【図３】図３は、表面プラズモン共鳴装置を用いて、糖鎖とタンパク質との相互作用を測
定した結果を示す図である。
【図４】図４は、インフルエンザウイルスに対する8種の糖鎖の反応量（図１に示した信
号強度）を全て足した値を100％として、各糖鎖の反応の割合をグラフ化した図である。
【図５】図５は、表面プラズモン共鳴装置を用いて、糖鎖とヘルペスウイルスとの相互作
用の測定結果をグラフ化した図である。
【図６】図６は、ヘルペスウイルスに対する8種の糖鎖の反応量（図５に示した信号強度
）を全て足した値を100％として、各糖鎖の反応の割合をグラフ化した図である。
【発明を実施するための形態】
【００７３】
　以下、本発明について詳細に説明する。なお、本明細書中に記載された非特許文献およ
び特許文献の全てが、本明細書中において参考として援用される。
【００７４】
　＜支持体＞
　本発明に用いることのできる支持体は、表面に金属を備えるという構成である。そのよ
うな構成の支持体として、例えば上記支持体は、単一の材料からなる構成の支持体、１つ
の基板（第１の基板）の表面に別種類の少なくとも１つの材料からなる金属の薄膜（第１
の層）を表面に形成している構成の支持体、または前記第１の基板と前記第１の層との間
に少なくとも１つの他の介在層（第２の層、第３の層、等）が存在している構成の支持体
を挙げることができる。
【００７５】
　なお、支持体の表面とは、本発明に用いることのできる生体関連物質を含む溶液と支持
体とが接触することのできる箇所を指す。
【００７６】
　上記金属としては、金、銀、銅、アルミニウム、白金、酸化アルミニウム、ＳｒＴｉＯ

３、ＬａＡｌＯ３、ＮｄＧａＯ３、ＺｒＯ２等を用いることができる。また、上記第１の
基板の材料としては、ガラス、水晶、金属（例えば金、銀、銅、アルミニウム、白金、酸
化アルミニウム、ＳｒＴｉＯ３、ＬａＡｌＯ３、ＮｄＧａＯ３、ＺｒＯ２等）、シリコン
（例えば酸化珪素）、ポリマー樹脂（例えばポリエチレンテレフタレート、ポリカーボネ
ート）、炭素（グラファイト）等を用いることができる。本発明に用いることのできる支
持体の厚さは特に限定されないが、通常、前記第１の基板であれば、０．１ｍｍ～３０ｍ
ｍ程度であり、好適には、０．１ｍｍ～２ｍｍ程度である。
【００７７】
　上述した支持体を用いることにより、上記生体関連物質と糖鎖との相互作用の程度を表
面プラズモン共鳴、プラズモン吸収、または水晶振動子等の信号量の大きさとして測定す
ることができる。
【００７８】
　特に、上記表面プラズモン共鳴の信号量を測定する場合には、上記支持体は、前記第１
の基板としてガラス、ポリマー樹脂、またはプラスティック等の透明な材料を用い、前記
第１の層を有する支持体等であることが好ましい。前期第１の基板の上に前記第１の層を
作製する方法としては、特に限定されず、真空蒸着、スパッタリング、電解メッキ、浸漬
メッキ、金属箔の接合、化学吸着等従来公知の方法を用いて、前記第１の層を前期第１の
基板の上に固定すればよい。具体例として、特許文献１に記載のセンサチップをあげるこ
とができる。
【００７９】
　また、プラズモン吸収の信号量を測定する場合には、上記支持体は、金属ナノ粒子のよ
うな単一の金属からなる構成の支持体であることが好ましい。上記金属ナノ粒子とは、粒
子径が好ましくは１～２００ｎｍであるコロイド状の金属粒子を意味する。上記金属ナノ
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粒子を得る方法としては、特に限定されず、例えば、従来公知の方法を用いて、塩化金属
酸およびその塩類をメタノール、水やこれらの混合溶媒等に溶解させることで得ることが
できる。上記塩化金属酸およびその塩類の具体例としては、塩化金（III）ナトリウムを
挙げることができる。
【００８０】
　また、水晶振動子の信号量を測定する場合には、上記支持体は、従来公知の水晶振動子
を含むことが好ましい。そのような構成の支持体として、特開２００５－８４０２８号公
報に公開されている水晶振動子の支持体を例示することができる。
【００８１】
　＜リンカー化合物＞
　本発明に用いることのできるリンカー化合物としては、硫黄原子を有しており、且つ糖
鎖と結合することができる構成であれば特に限定されない。例えば、上記糖鎖と結合する
ことができる構成として、アミノ基等の官能基が導入されているリンカー化合物を挙げる
ことができる。上記硫黄原子は、ジスルフィド結合（Ｓ－Ｓ結合）またはチオール基（Ｓ
Ｈ基）のような状態であっても良い。そのようなリンカー化合物として具体的には、特許
文献１に記載のリンカー化合物を用いることができる。
【００８２】
　また、本発明に用いることのできるリンカー化合物の具体例として、下記の一般式（１
）で表される構造を備えたリンカー化合物を挙げることができる。なお、この構造中のＹ
で示す構造中には、硫黄原子が含まれている。
【００８３】

【化２】

【００８４】
（式中、ｎは０以上６以下の整数）にて表される構造を備え、上記Ｘとして、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
、１鎖又は４鎖含んでなる多分岐構造部位である構造を備えている。これによって、上記
リンカー化合物は、上記支持体表面に複数の糖鎖を集合化して配列することができるとと
もに、末端に芳香族アミノ基を有していることによって、糖鎖を簡便に導入することがで
きる。なお、上記一般式（１）において、ｎは０以上６以下の整数であれば限定されない
。
【００８５】
　上記一般式（１）で表される構造を備えたリンカー化合物は、例えば上記リンカー化合
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。
【００８６】
　＜糖鎖＞
　本発明で用いることのできる糖鎖は、糖がグリコシド結合によって複数結合した化合物
を意味する。上記糖としては、還元末端を有する糖であれば特に限定されずシアル酸や硫
酸基を有する糖を好適に用いることができる。
【００８７】
　上記還元末端を有する糖とは例えば、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、ラミナリオリゴ糖を挙げることがで
きる。上記シアル酸を有する糖としては、特に限定されず、シアリルラクトース等を挙げ
ることができる。
【００８８】
　なお、上記糖鎖は、同一の糖からなる単一オリゴ糖であってもよいし、種々の糖やその
誘導体からなる複合糖であってもよい。また、上記オリゴ糖は、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
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よい。また、上記オリゴ糖は、多糖を分解して得られたものであってもよい。
【００８９】
　例えば、上記糖鎖として、Ｇｌｃ、ＧｌｃＮＡｃ、Ｇａｌ、Ｇｌｃα１－４Ｇｌｃ、Ｇ
ｌｃα１－４Ｇｌｃα１－４Ｇｌｃ、Ｇｌｃα１－６Ｇｌｃ、Ｇｌｃα１－６Ｇｌｃα１
－６Ｇｌｃ、Ｇｌｃβ１－３Ｇｌｃβ１－３Ｇｌｃ、Ｇｌｃβ１－４Ｇｌｃ、Ｇｌｃβ１
－６Ｇｌｃ、Ｇａｌα１－６Ｇｌｃ、Ｇａｌα１－４Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、Ｇａｌβ１
－３ＧａｌＮＡｃα１－６Ｇｌｃ、Ｇａｌβ１－４ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、Ｇａｌ
β１－４Ｇｌｃ、Ｇａｌβ１－４［Ｆｕｃα１－２］ＧｌｃＮＡｃβ１－３Ｇａｌβ１－
４Ｇｌｃ、Ｍａｎα１－２Ｍａｎ、Ｍａｎα１－３Ｍａｎα１－６Ｍａｎ、Ｍａｎα１－
６Ｍａｎ、Ｆｕｃα１－２Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、Ｆｕｃα１－６Ｇｌｃ、Ｆｕｃβ１－
６Ｇｌｃ、Ｘｙｌβ１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＮＡｃα１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＮＡｃβ１－４
ＧｌｃＮＡｃ、ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＮＡｃβ１－３Ｇａｌβ１－４Ｇｌ
ｃＮＡｃβ１－３Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、ＧａｌＮＡｃα１－６Ｇｌｃ、ＧａｌＮＡｃβ
１－３Ｇａｌ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－３Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－３Ｇａ
ｌβ１－４ＧｌｃＮＡｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－３Ｇａｌβ１－３ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇ
ｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－３Ｇａｌβ１－４ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃ
α２－６Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－６Ｇａｌβ１－３ＧｌｃＮＡｃβ１
－６Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－６Ｇａｌβ１－４ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、Ｇｌｃ
ＮＳ６Ｓα１－４ＩｄｏＡ２Ｓβ１－６Ｇｌｃ、Ｇａｌβ１－４ＧｌｃＧａｌβ１－４Ｇ
ｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－３Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃ
α２－６Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－３Ｇａｌβ１－３ＧｌｃＮＡｃβ１
－６Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－６Ｇａｌβ１－３ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、Ｎｅｕ
５Ａｃα２－３Ｇａｌβ１－４ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－６Ｇａ
ｌβ１－４ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＡβ１－３ＧａｌＮＡｃ4Ｓβ１－６Ｇ
ｌｃ、ＧｌｃＡβ１－３ＧａｌＮＡｃ６Ｓβ１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＡ２Ｓβ１－３Ｇａｌ
ＮＡｃ６Ｓβ１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＡβ１－３ＧａｌＮＡｃ４Ｓ６Ｓβ１－６Ｇｌｃ、Ｇ
ｌｃＮＳ６Ｓα１－４ＩｄｏＡ２Ｓα１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＮＳα１－４ＩｄｏＡ２Ｓα
１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＮＳ６Ｓα１－４ＧｌｃＡ２Ｓβ１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＮＳα１－
４ＧｌｃＡβ１－６Ｇｌｃ等を挙げることができる。
【００９０】
　なお、本明細書において、略語「Glc」はグルコース（Glucose）を、略語「Gal」はガ
ラクトース（Galactose）を、略語「Man」はマンノース（Mannose）を、略語「Fuc」はフ
コース（Fucose）を、略語「Xyl」はキシロース（Xylose）を、略語「NAｃ」はN-アセチ
ル（N-Acetyl）を、略語「Ido」はイドース（Idose）を、略語「Neu5Ac」はＮ-アセチル
ノイラミン酸（N-Acetylneuraminic acid）を、略語「GlcA」はグルクロン酸（Glucuroni
c　acid）を、略語「IdoA」はイズロン酸（Iduronic aid）を、糖鎖の化学式中に表され
る「S」はスルフォニル（硫酸基）をそれぞれ表す。例えば、ＧｌｃＡβ１－３ＧａｌＮ
Ａｃ4Ｓβ１－６Ｇｌｃにおける「４S」は４－Ｏ－硫酸を表す。
【００９１】
　また、糖鎖の化学式における「α」または「β」は、還元末端側の糖の水酸基がα又は
βの立体構造で隣り合う糖の水酸基と結合していることを示す。例えば、「α１－４」は
還元末端側の糖の１位水酸基がαの立体構造で隣り合う糖の4位の水酸基と結合している
ことを示す。
【００９２】
　＜リガンド複合体＞
　本発明に用いることのできるリガンド複合体は、上記＜リンカー化合物＞で述べたリン
カー化合物と上記＜糖鎖＞で述べた糖鎖とが結合している構成である。上記リンカー化合
物と上記糖鎖との結合方法としては、特に限定されず従来公知の方法を用いることができ
る。例えば、リンカー化合物が、上記一般式（１）で表される構造を備えたリンカー化合
物である場合は、当該リンカー化合物は、アミノ基を有している。そのため、上記糖鎖の
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還元末端と当該アミノ基とを還元アミノ化反応を行うことにより両者を容易に結合させる
ことができる。具体的には、下記の一般式（２）、（３）等で表される構造を備えたリガ
ンド複合体を挙げることができる。
【００９３】
【化３】

【００９４】
【化４】

【００９５】
　＜リガンド担持体＞
　本発明で用いることのできるリガンド担持体は、上記リガンド複合体が上記支持体上に
固定されている構成である。
【００９６】
　上記リガンド複合体を上述した支持体上に固定する方法としては、特に限定されない。
上記リガンド複合体は、硫黄元素を有するリンカー化合物に、糖鎖が結合している構成で
ある。また、上記支持体は、表面に金属を備える構成である。そのため、上記リガンド複
合体と、上記支持体とを接触させることで容易に、金属－硫黄（Ｓ）結合を形成し、上記
支持体表面に上記リガンド複合体を固定することができる。
【００９７】
　例えば、上記固定の方法として、上記リガンド複合体を溶媒に溶解させることで作製し
たリガンド溶液を、上記表面に金属を備える支持体の表面にスポットする方法を挙げるこ
とができる。
【００９８】
　特に、従来公知のスポッター装置（例えば、東洋紡　ＳＰＲＩＮＴＥＲスポッター）を
用いてスポットすることにより、上記リガンド複合体を、好ましくは１～５０種類／ｃｍ
２、より好ましくは１～５００種類／ｃｍ２となるように、表面に金属を備える支持体の
表面にそれぞれ独立して固定することができる。なお、上記「１～５００種類」には、１
種類および５００種類も含まれる。
【００９９】
　多種類のリガンド複合体を集積すればするほど、一度の測定で、得られる測定結果が増
える。そのため、測定に用いる生体関連物質の量を少なくすることができる。ゆえに、リ
ガンド複合体を支持体の単位面積あたりに上記の種類固定することにより、微量な生体関
連物質を測定することができる。
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【０１００】
　この場合、スポットに用いられる上記リガンド溶液の量は、１ｎＬ～１０００ｎＬであ
ることがより好ましく、５ｎＬ～３０ｎＬであることが更に好ましい。
【０１０１】
　支持体表面に単位面積あたり上述の種類のリガンド複合体が固定されていることは、後
述の表面プラズモン共鳴装置に上記リガンド担持体を装着して、上記リガンド担持体が固
定されていないスポットと固定されているスポットとの表面プラズモン共鳴を測定するこ
とにより調べることができる。
【０１０２】
　また、上記溶媒としては、特に限定されるものではないが、例えば、メタノール、水、
ジメチルアセトアミド（ＤＭＡｃ）、グリセロールや、これらの混合溶媒等を挙げること
ができる。また、接触時間は、０．５時間～１２時間程度であればよく、上記リガンド溶
液のリガンド複合体の濃度は、１μＭ～１ｍＭであればよい。さらに上記リガンド溶液と
上記支持体の接触中は、当該リガンド溶液の蒸発を防ぐため、５０～８０％、好ましくは
、７０～８０％の湿度を有する中で当該支持体を保存することが好ましい。上記湿度の調
節方法は特に限定されず、例えば、従来公知の加湿器等を用いて湿度を調節することがで
きる。
【０１０３】
　また、上記金属ナノ粒子に上記リガンド複合体を固定する方法としては、特に限定され
ないが、例えば、金属ナノ粒子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
得ることができる。具体的には、金属ナノ粒子を含む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、金属ナノ粒子にリガンド複合体を固定することがで
きる。上記攪拌の時間は、３０秒程度であればよく、上記リガンド溶液のリガンド複合体
の濃度は、好ましくは、１μＭ～１０ｍＭであればよく、より好ましくは１０μＭ～１ｍ
Ｍであることが好ましい。このように金属ナノ粒子にリガンド複合体が固定されているリ
ガンド担持体を以下、糖鎖固定化金属ナノ粒子という。
【０１０４】
　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、クエン酸およびその塩類、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。
【０１０５】
　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リガンド担持体を透析し、低分子の塩などを
除くことによって、溶液状態で安定なリガンド担持体を得ることができる。
【０１０６】
　上記糖鎖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～１０ｍＭであることが
好ましく、１ｍＭ～５ｍＭであることがさらに好ましい。
【０１０７】
　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。
【０１０８】
　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。
【０１０９】
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　＜生体関連物質＞
　本発明に係る測定方法は、生体関連物質と糖鎖との相互作用を測定することができれば
とくに限定されない。例えば、上述のリガンド担持体に、生体関連物質を含む溶液を接触
させ、接触により生じる表面プラズモン共鳴、プラズモン吸収、または水晶振動子の信号
量を測定することで、上記生体関連物質と上記糖鎖との相互作用を測定することができる
。上記信号量は、生体関連物質と糖鎖との相互作用の強さによって変化する。すなわち、
本明細書において、上記生体関連物質と糖鎖との相互作用を測定するとは、生体関連物質
と糖鎖との間に生じる水素結合、疎水結合、イオン結合、ファンデルワールス結合からな
る群より選ばれる１以上の結合の強さを測定することを意味する。
【０１１０】
　一実施形態において、本発明に係る生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定方法は、生
体関連物質と、糖鎖との相互作用の測定方法であって、リガンド担持体に、生体関連物質
を含む溶液を接触させる工程を含み、上記リガンド担持体は、硫黄原子を有するリンカー
化合物と糖鎖とが結合した構造を備えるリガンド複合体が、１～５００種類／ｃｍ２とな
るように、それぞれ独立して支持体の表面に固定されていると共に、上記表面は金属を備
えており、上記生体関連物質は、タンパク質、ウイルス、細胞、細菌、リポソーム、およ
びミセルからなる群より選ばれる１以上の生体関連物質である。
【０１１１】
　上記「１～５００種類／ｃｍ２となるように、それぞれ独立して支持体の表面に固定さ
れている」とは、支持体１ｃｍ２あたり１～５００種類のリガンド複合体が支持体の表面
に固定されており、リガンド複合体が固定されている領域が２つ以上存在する場合に、そ
れぞれの領域に固定されているリガンド複合体同士が重なり合わないことを意味する。
【０１１２】
　例えば、後述する実施例では、リガンド複合体を１．８ｃｍ四方のＡｕ蒸着ガラス基板
上にスポットしているが、ある一つのスポットに着目した場合、当該スポットに固定され
ているリガンド複合体は、他のスポットに固定されているリガンド複合体とは重なり合わ
ない。すなわち、当該スポットに固定されているリガンド複合体は、他のスポットに固定
されているリガンド複合体とは独立して支持体の表面に固定されている。
【０１１３】
　支持体１ｃｍ２あたり１～５００種類であるから、支持体１ｃｍ２あたりに固定されて
いるリガンド複合体は、１種類でも複数種でもよい。支持体１ｃｍ２あたりにリガンド複
合体が複数種固定されている場合は、支持体１ｃｍ２あたりに固定されているリガンド複
合体の全てが異なる種類であってもよいし、支持体１ｃｍ２あたりに、同じ種類のリガン
ド複合体が固定されている領域が複数含まれていてもよい。例えば、後述する実施例では
、４８種類のリガンド複合体を、１．８ｃｍ四方の支持体の９６領域にスポットしている
。
【０１１４】
　なお、本明細書において「リガンド複合体」とは、＜リガンド複合体＞の項で述べたよ
うに、上記＜リンカー化合物＞の項で述べたリンカー化合物と、上記＜糖鎖＞の項で述べ
た糖鎖とが結合している構成である。したがって、リンカー化合物および糖鎖のうち、少
なくとも一方が異なっていれば別の種類のリガンド複合体であるといえる。
【０１１５】
　上記構成によれば、上記リガンド複合体が、１～５００種類／ｃｍ２となるように、そ
れぞれ独立して支持体の表面に固定されているため、生体関連物質と、糖鎖との相互作用
は、液相（生体関連物質を含む溶液）と固相（独立して固定されている個々の糖鎖）との
反応として測定できる。したがって、生体関連物質を含む溶液を１サンプル用いるだけで
、支持体に固定されている全ての糖鎖との反応を網羅的に確認することができるため、生
体関連物質のスクリーニングやパターニングを効率よく行うことができる。
【０１１６】
　また、糖鎖は支持体に固定された固相として存在するため、上記液相を上記支持体に流
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しても、上記液相と混和されてしまうことはない。よって、生体関連物質と糖鎖との相互
作用を測定した後は、生体関連物質と糖鎖とを簡単に分離し、生体関連物質を回収するこ
とができる。そして、回収した生体関連物質を、例えば上記支持体とは別個の支持体に固
定された糖鎖との相互作用の測定のために再使用することができる。すなわち、測定する
糖鎖の種類の数に関わらず、生体関連物質の検体（サンプル）としては１つ用意すれば足
りることになり、少量の検体で多くの情報を得ることができ、非常に効率よく上記相互作
用を測定することができる。そのため、少量の検体で生体関連物質のスクリーニングおよ
びパターニングを行うことができる。
【０１１７】
　一方、例えば、ナノ粒子を支持体として、異なる糖鎖を結合させたナノ粒子を生体関連
物質と相互作用させる場合は、ナノ粒子は液相（コロイド）であるため、上記相互作用は
液相と液相との反応となり、生体関連物質とナノ粒子とは混和されてしまう。すなわち、
本発明に係る測定方法のように、固相と液相との反応とはならない。それゆえ、本発明に
係る測定方法のように、生体関連物質と、糖鎖との相互作用を測定した後に、生体関連物
質と糖鎖とを簡単に分離し、生体関連物質を容易に回収することはできない。
【０１１８】
　このように、ナノ粒子を支持体として、異なる糖鎖を結合させたナノ粒子を生体関連物
質と相互作用させる場合は、生体関連物質の再利用を行うことができず、生体関連物質の
検体を、測定する糖鎖の種類と同数だけ用意しなければならないことになる。そのため、
多くの情報を得るためには多量の検体が必要となってしまう。したがって、生体関連物質
のスクリーニングやパターニングを効率よく行うことはできない。
【０１１９】
　さらに、一つのナノ粒子上に異なる糖鎖を複数結合させたとしても、生体関連物質とど
の糖鎖とが相互作用したのかを確認することはできないため、生体関連物質のスクリーニ
ングやパターニングを行うことはできない。
【０１２０】
　本発明の方法は、後述する実施例に示すように、同じＨ３Ｎ２という構成のタンパク質
を有するインフルエンザウイルス株を糖鎖に対する特異性の観点から株ごとに分類するこ
とができる。なお、上記Ｈ３とは、タイプ３のヘマグルチニンを表し、Ｎ２とはタイプ２
のノイラミニナーゼを表し、ともに抗体によって決定されている。
【０１２１】
　そして、上記インフルエンザウイルス株の糖鎖に対する特異性のパターンは、比例また
は反比例といった一定ではなく無差別的である。上記「糖鎖に対する特異性」とは、上記
生体関連物質と糖鎖との相互作用の強さの傾向を意味する。
【０１２２】
　例えば、Ａ／Ｆｕｋｕｏｋａ／Ｃ２９／８５（Ｈ３Ｎ２）またはＡ／Ｇｕｉｚｈｏｕ／
５４／８９（Ｈ３Ｎ２）の糖鎖に対する特異性のパターンを比べると、糖鎖がＮｅｕ５Ａ
ｃα２－６Ｇａｌβ１－４ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃである場合には、上述の２つのイ
ンフルエンザウイルスは同じくらいの強さで相互作用する。一方、糖鎖がＮｅｕ５Ａｃα
２－６Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃである場合には、当該糖鎖に対してＡ／Ｆｕｋｕｏｋａ／Ｃ
２９／８５（Ｈ３Ｎ２）は強く相互作用するが、Ａ／Ｇｕｉｚｈｏｕ／５４／８９（Ｈ３
Ｎ２）はほとんど相互作用しない。このことは、上記糖鎖に対する特異性のパターンは、
単に抗体によって決定されている上記同じＨ３Ｎ２という構成のタンパク質の発現量によ
って決まっているものではないということを示していると考えられるし、抗体によって見
分けがつけられないタンパク質の部位に変異が入っていることを示しているとも考えられ
る。
【０１２３】
　一方、インフルエンザウイルスの構成成分は、脂質、糖鎖、およびタンパク質であるこ
とが知られている。そのため、上記実施例の結果および上記知見から、本発明に係る測定
方法では、糖鎖とタンパク質との相互作用といった、一対一の相互作用の測定だけでなく
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、脂質、糖鎖、およびタンパク質からなる群より選ばれる１以上の構成成分と糖鎖との相
互作用といった、一対複数の相互作用を測定することができ、その結果、単に糖と蛋白質
との相互作用を検出するだけでなく、ウイルス株の識別まで行うことができるものと推測
される。つまり、本発明に係る方法は、有するタンパク質の種類が同じ抗体型を示す生体
関連物質であっても、別々に測定対象とすることができ、識別することができる。
【０１２４】
　上記生体関連物質として、例えば、タンパク質、ウイルス、細胞、細菌、リポソーム、
およびミセル等をあげることができる。上記ウイルスとしては、具体的には、インフルエ
ンザウイルス、ヘルペスウイルス、ノロウイルス、HTLV－１ウイルス、エイズウイルス、
Ｂ型肝炎ウイルス等を挙げることができる。
【０１２５】
　上記タンパク質としては、具体的には、例えば動物レクチン、植物レクチン、酵素、成
長因子、細胞内シグナル伝達因子、遺伝子制御因子、細胞外マトリックス構成因子、抗体
等を挙げることができる。
【０１２６】
　また、上記細胞としては、具体的には、癌細胞または非癌細胞をあげることができる。
癌細胞としては、肝臓癌、脳腫瘍、肺癌、胃癌、小腸癌、大腸癌、すい臓癌、脾臓癌およ
び腎臓癌等由来の癌細胞を用いることができ、癌細胞の中でも特に、肝臓癌、肺癌、胃癌
、小腸癌、大腸癌、すい臓癌、脾臓癌および腎臓癌からなる群より選ばれる１以上の癌細
胞であることが好ましい。また、上記非癌細胞としては、肝細胞等を用いることができる
。
【０１２７】
　また、上記細菌としては、大腸菌、ヘリコバクターピロリ菌、緑膿菌、乳酸菌、連鎖球
菌等を挙げることができ、大腸菌の中では、Ｏ-１５７であることが特に好ましい。また
、上記リポソームおよびミセルとしては、糖鎖を含むものであれば、生体試料由来のもの
であっても人工的に作製したものであっても良い。リポソームおよびミセルを生体試料よ
り得る方法としては特に限定されないが、例えば、細胞または組織等の生体試料を、界面
活性剤を含む溶液中で超音波処理等によって破砕することにより、当該溶液中に生体試料
由来のリポソームおよびミセルを抽出し、得ることができる。
【０１２８】
　また、リポソームを人工的に作製する方法としては、特に限定されないが、例えば、リ
ン脂質等のリポソームを形成することのできる脂質と糖鎖とを含む溶液を攪拌・混合する
ことによりリポソームを人工的に作製することができる。
【０１２９】
　上記生体関連物質を含む溶液の上記生体関連物質の濃度は、０．１ｎｇ／ｍｌ～１０ｍ
ｇ／ｍｌであればよく、１μｇ／ｍｌ～１ｍｇ／ｍｌであることが好ましい。また、上記
生体関連物質としてウイルスを用いる場合は、ウイルスの濃度の範囲は、１～１０１０ｐ
ｆｕ／ｍｌであることが好ましく、１０～１００ｐｆｕ／ｍｌであることがより好ましい
。上記ｐｆｕは、ＴＣＩＤ５０（５０％　ｔｉｓｓｕｅ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｉｎｆｅｃｔ
ｉｏｎ　ｄｏｓｅ）法等の周知の方法を用いて調べることができる。さらに、インフルエ
ンザウイルスを用いる場合は、インフルエンザウイルスの濃度の範囲は、１～１０００Ｈ
ＡＵであることが好ましく、１０～１００ＨＡＵであることがより好ましい。ここで、上
記ＨＡＵとは、インフルエンザウイルスの赤血球に対する凝集価である。上記ＨＡＵは、
０．５％トリ血球溶液を用いる赤血球凝集反応を用いて調べることができる。
【０１３０】
　また、上記生体関連物質として、細胞または、細菌を用いる場合は、それらの濃度の範
囲は、１０３個／ｍｌ～１０１０個／ｍｌであることが好ましく、１０５個／ｍｌ～１０
７個／ｍｌであることがより好ましい。細胞または細菌が上記の濃度にあるかどうか調べ
るには、例えばセルカウンター等の周知の方法を用いて調べることができる。
【０１３１】
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　本発明の測定方法は、表面プラズモン共鳴、プラズモン吸収、または水晶振動子の信号
量を測定するため高感度である。そのため、測定に用いる生体関連物質は、極微量でよい
という利点がある。
【０１３２】
　上記ウイルスは従来公知の方法を用いて調製することできる。例えば、培養細胞に測定
対象となるウイルスを播種した後、２～４日間、３７℃で放置する。その後、培養上清を
３０％と６０％の比重の異なるスクロース溶液を重層したものに積層し、超遠心（２４，
０００ｒｐｍ，９０分、１５℃）を行う。次に、３０／６０％画分を回収することでウイ
ルスを含む溶液を調製することができる。
【０１３３】
　ここで、上記培養細胞としては、ウイルスが感染することができる培養細胞を適宜用い
ればよい。例えば、上記ウイルスがインフルエンザウイルスの場合は、上記培養細胞とし
て、孵化鶏卵の羊膜膜内接種、またはＭＤＣＫ細胞等を好適に用いることができる。
【０１３４】
　また、上記細胞は、従来公知の方法を用いて調製することができる。例えば、測定対象
となる細胞を、その細胞に適した周知の培養液と培養条件とで培養した後、目的の濃度に
なるように上記細胞を回収すればよい。回収の方法としては、特に限定されないが、浮遊
細胞であれば、遠心することにより所望の濃度に調製する事ができる。また、接着細胞で
あれば、トリプシン等の酵素消化や、ピペッティング等の物理的な方法を用いて細胞を培
養皿から剥がした後に、遠心することで所望の濃度に調製することができる。
【０１３５】
　また、上記細菌は、従来公知の方法を用いて調製することができる。例えば、測定対象
となる細菌を、その細菌に適した周知の培養液と培養条件とで培養した後、遠心分離等の
方法を用いて上記細菌を回収すればよい。
【０１３６】
　上述のようにして調製したウイルス、細胞、細菌等の生体関連物質に溶液を加えて希釈
することで、上述した濃度の上記「生体関連物質を含む溶液」を調製することができる。
上記溶液としては、リン酸緩衝溶液（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　Ｂｕｆｆｅｒｅｄ　Ｓａｌｉ
ｎｅ（ＰＢＳ）緩衝液ｐＨ　７．４）または、トリス緩衝溶液等の従来公知の緩衝溶液を
好適に用いることができる。また、上記溶液には、塩化ナトリウム、塩化マグネシウム、
ＥＤＴＡ、またはＥＧＴＡ等の塩および／または、Ｔｗｅｅｎ　２０、Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ
、またはＣＨＡＰＳ等の界面活性剤が加えられていても良い。上記溶液中の上記界面活性
剤の濃度としては、０．００１～１０％が好ましく、０．００５～５％がより好ましい。
【０１３７】
　生体関連物質と糖鎖との相互作用を測定する際には、上記生体関連物質を１種類含む溶
液を１種類のみ用いて測定するか、上記生体関連物質を１種類含む溶液を２種類以上用い
て別々に測定することができる。
【０１３８】
　以下では、表面プラズモン共鳴、プラズモン吸収、または水晶振動子の信号量を測定す
る方法を用いた本発明に係る上記生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定の実施形態につ
いてそれぞれ説明する。
【０１３９】
　＜表面プラズモン共鳴＞
　上記表面プラズモン共鳴の信号量を測定する方法としては、特に限定されず、従来公知
の方法を用いることができる。例えば、後述する表面プラズモン共鳴装置を用いることで
容易に、上記表面プラズモン共鳴の信号量の測定をリアルタイムで行うことができる。
【０１４０】
　即ち、上記生体関連物質と、糖鎖とが相互作用することによって生じた表面プラズモン
共鳴の程度は、表面プラズモン共鳴装置を用いることで、信号量の大きさとして測定する
ことができる。上記表面プラズモン共鳴は、上記リガンド複合体の糖鎖と上記生体関連物
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質との相互作用の強さによって変化するため、上記信号量の大きさを測定することにより
、上記相互作用の程度を測定することができる。
【０１４１】
　また、上記表面プラズモン共鳴は、レーザー光等を用いて物理現象を利用してリアルタ
イムで信号量として測定されるため、生体関連物質を標識することなくリアルタイムで直
接的に測定することができる。また、当該相互作用を高感度で測定することができるため
、用いる生体関連物質を含む溶液の量を少なくすることができる。さらに、上記測定の後
、相互作用の強さを数値化することが好ましい。当該数値化によって、後述の生体関連物
質の同定や生体関連物質の差別化を容易に行うことができる。
【０１４２】
　具体的には、上述のリガンド担持体を表面プラズモン共鳴装置にセットする。上記表面
プラズモン共鳴装置内では、上記リガンド担持体表面をランニングバッファーが流れてい
ることが好ましい。当該表面プラズモン共鳴装置内に上記生体関連物質を含む溶液を注入
し、上記ランニングバッファーの代わりに当該生体関連物質を含む溶液を流すことで、容
易に上記リガンド担持体を上記生体関連物質を含む溶液に接触させることができるからで
ある。当該接触の際に、上記生体関連物質を含む溶液中の上記生体関連物質と上記リガン
ド担持体に固定されたリガンド複合体の糖とが、相互作用すると表面プラズモン共鳴が生
じる。そして、表面プラズモン共鳴の程度を信号量として測定する。その結果、上記生体
関連物質と糖鎖との相互作用を測定することができる。
【０１４３】
　上記生体関連物質を含む溶液の生体関連物質の濃度は上記＜生体関連物質＞で述べた濃
度であることが好ましい。上記生体関連物質を含む溶液を注入する量としては、１０～５
０００μｌであればよく、５０～３００μｌであることが更に好ましい。
【０１４４】
　上記表面プラズモン共鳴装置としては、例えば、ＭｕｌｔｉＳＰＲｉｎｔｅｒ（東洋紡
製）を挙げることができる。
【０１４５】
　上記表面プラズモン共鳴装置にセットされる上記リガンド担持体の数は、特に限定され
ることなく、１つであってもよいし、複数であってもよい。また、リガンド担持体を複数
セットする場合は、上記各リガンド担持体は、同一であってもよいし、異なっていてもよ
い。上記各リガンド担持体が異なるとは、各リガンド担持体に固定されているリガンド複
合体や、リガンド担持体に含まれる支持体が、異なること等を意味する。上記リガンド複
合体が異なるとは、リガンド複合体に含まれるリンカー化合物または糖鎖が異なることを
意味する。
【０１４６】
　上記ランニングバッファーとしては、リン酸緩衝溶液（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　Ｂｕｆｆ
ｅｒｅｄ　Ｓａｌｉｎｅ（ＰＢＳ）緩衝液ｐＨ　７．４）、トリス緩衝溶液等の従来公知
の緩衝溶液を用いることができる。また、塩化ナトリウム、塩化マグネシウム、ＥＤＴＡ
、またはＥＧＴＡ等の塩および／または、Ｔｗｅｅｎ　２０、Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ、または
ＣＨＡＰＳ等の界面活性剤が加えられている上記緩衝溶液を上記ランニングバッファーと
して用いても良い。上記緩衝溶液中の上記界面活性剤の濃度としては、０．００１～１０
％が好ましく、０．００５～５％がより好ましい。
【０１４７】
　本実施形態においては、上記リガンド担持体と上記生体関連物質を含む溶液とを接触さ
せる前に、上記リガンド担持体に付着している不純物を取り除くために、洗浄溶液を用い
て、上記リガンド担持体を洗浄することが好ましい。上記洗浄溶液としては、特に限定さ
れないが、例えば、水酸化ナトリウム水溶液または、水酸化カリウム等の塩基性水溶液や
塩酸または硫酸等の酸性溶液、上記界面活性剤を含む緩衝溶液等を挙げることができる。
【０１４８】
　上記塩基性溶液や酸性溶液の濃度としては、上記リガンド担持体（特に、糖鎖）が変性
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しない濃度であればよく、０．１ｍＭ～１００ｍＭであることが好ましく、１ｍＭから１
０ｍＭであることがより好ましい。
【０１４９】
　また、本実施形態においては、上記の表面プラズモン共鳴を測定することによって上記
生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定を行う操作を連続して複数回行うことが好ましい
。
【０１５０】
　上記「連続して複数回行う」とは、具体的には、一度、上記リガンド担持体と上記生体
関連物質を含む溶液とを接触させて、上記生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定を行っ
た後に、さらに連続的に、上記リガンド担持体を、次の上記生体関連物質を含む溶液と接
触させて、当該生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定を行うことを意味する。
【０１５１】
　この場合、一度目の測定の後に、上述した洗浄溶液で洗浄した後に、次の上記生体関連
物質を含む溶液を流すことが好ましい。当該洗浄により一度目の測定の際に、糖鎖に結合
した上記生体関連物質を除去することができる。次に糖鎖と接触させる上記生体関連物質
を含む溶液としては、一度目の上記生体関連物質と同じ上記生体関連物を含むものを用い
てもよいし、別の上記生体関連物質を含むものを用いてもよい。
【０１５２】
　上記方法により、同一のリガンド担持体を用いて、複数の上記生体関連物質と糖鎖との
相互作用を測定することができる。そのため、上記測定の結果について迅速に正確性の高
い比較をすることができる。従って、後述の生体関連物質の同定や生体関連物質の差別化
を正確に行うことができる。
【０１５３】
　＜プラズモン吸収＞
　プラズモン吸収の測定は、上記糖鎖固定化金属ナノ粒子を含む溶液と、上記生体関連物
質を含む溶液とを混和することによって、糖鎖と上記生体関連物質とを相互作用させ、糖
鎖－生体関連物質相互作用体を生成させる工程を含むものであれば特に限定されない。
【０１５４】
　上記「糖鎖固定化金属ナノ粒子を含む溶液」とは、糖鎖固定化金属ナノ粒子が液体に分
散している溶液を意味する。糖鎖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、リン酸緩衝溶液またはトリス緩衝溶液
等の緩衝液を用いることができる。
【０１５５】
　糖鎖固定化金属ナノ粒子を含む溶液と、上記生体関連物質を含む溶液とを混和する方法
は、特に限定されるものではなく、糖鎖と上記生体関連物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生体
関連物質の希釈系列を作製し、糖鎖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。
【０１５６】
　具体的には、最終濃度が好ましくは０．５ｍＭ～１０ｍＭであり、より好ましくは１ｍ
Ｍ～５ｍＭである上記糖鎖固定化金属ナノ粒子を含む溶液と、上記＜生体関連物質＞で述
べた濃度の生体関連物質を含む溶液とを混和する。上記糖鎖固定化金属ナノ粒子を含む溶
液の量は、特に限定されないが、１０～１０００μｌであることが好ましい。また、上記
生体関連物質含む溶液の量は、特に限定されないが、１０～１０００μｌであることが好
ましい。
【０１５７】
　上記「糖鎖－生体関連物質相互作用体」とは、糖と生体関連物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。上記プラズモン吸収の測定方法は、
糖鎖－生体関連物質相互作用を上記糖鎖－生体関連物質相互作用体の生成として目視でも
観測することができる。糖と生体関連物質とが相互作用しない場合は、糖鎖－生体関連物
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質相互作用体は形成されない。
【０１５８】
　ここで、凝集反応を観測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。糖鎖固定化金ナ
ノ粒子を用いる場合は、一定波長の光で吸光度（プラズモン吸収の信号量）の変化として
測定される。そのため当該方法を用いることにより上記生体関連物質と糖鎖との相互作用
を数値化することができる。
【０１５９】
　また、上述したプラズモン吸収の信号量の測定は、糖鎖－生体関連物質質相互作用を非
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、糖鎖－生体関連物質相互作用を目視でも
観測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鎖－生体関
連物質相互作用を測定し数値化することができる。
【０１６０】
　また、本実施形態においても、上述の＜表面プラズモン共鳴＞で述べたように、上記の
プラズモン吸収を測定することによって上記生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定を行
う操作を連続して複数回行うことが好ましい。具体的な方法は、上述の＜表面プラズモン
共鳴＞で説明した方法と同様である。
【０１６１】
　＜水晶振動子＞
　上記水晶振動子の信号量の大きさを測定する方法としては、特に限定されず、特開２０
０５－８４０２８号公報等に記載の方法を用いることができる。
【０１６２】
　例えば、水晶振動子の金属部分に上述したリガンド複合体を固定し、リガンド担持体を
作製する。当該固定の方法は、上記の＜リガンド担持体＞で述べた方法を用いて固定する
ことができる。その後、上記生体関連物質を含む溶液と、当該リガンド担持体とを接触さ
せ、共振周波数（水晶振動子の信号量）を測定する。当該共振周波数の程度は、上記生体
関連物質と糖鎖との相互作用によって変化するため、上記共振周波数をリアルタイムで測
定することにより、上記生体関連物質と糖鎖との相互作用をリアルタイムで測定すること
ができる。
【０１６３】
　上記生体関連物質を含む溶液の生体関連物質の濃度は、上記＜生体関連物質＞で述べた
濃度であることが好ましい。また、上記生体関連物質含む溶液の量は、特に限定されない
が、１０～１０００μｌであることが好ましく、５０～５００μｌであることがより好ま
しい。
【０１６４】
　また、本実施形態においても、上述の＜表面プラズモン共鳴＞で述べたように、上記の
水晶振動子の信号量を測定することによって上記生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定
を行う操作を連続して複数回行うことが好ましい。具体的な方法は、上述の＜表面プラズ
モン共鳴＞で説明した方法と同様である。
【０１６５】
　＜生体関連物質の糖鎖選択性の評価方法＞
　本発明に係る生体関連物質の糖鎖選択性の評価方法とは、生体関連物質の糖鎖に対する
特異性を評価することを意味する。ここで、上記「糖鎖に対する特異性」とは、上記生体
関連物質と糖鎖との相互作用の強さの傾向を意味する。すなわち、生体関連物質と糖鎖と
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の相互作用を測定することにより、上記生体関連物質の糖鎖に対する相互作用の強さを調
べ、当該強さを特定することができる。その結果、その相互作用の強さの傾向を特定する
ことができる。従って、上記生体関連物質の糖鎖選択性を評価することができる。
【０１６６】
　そのため、本発明に係る生体関連物質の糖鎖選択性の評価方法は、リガンド担持体に、
生体関連物質を含む溶液を接触させて、当該生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定を行
う工程と、上記測定の結果得られる上記生体関連物質の糖鎖に対する特異性を特定する工
程とを含む。
【０１６７】
　上記生体関連物質を含む溶液は、上記＜生体関連物質＞で述べた生体関連物質を含む溶
液であれば特に限定されない。
【０１６８】
　上記リガンド担持体としては、上記＜リガンド担持体＞で述べたリガンド担持体であれ
ば特に限定されないが、リガンド担持体のリガンド複合体が多いほど、上記生体関連物質
とリガンド複合体に結合している糖鎖との特異性を多く調べることができる。その結果、
網羅的な評価を行うことができる。
【０１６９】
　また、非標識の生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定は、上述の表面プラズモン共鳴
、プラズモン吸収、または水晶振動子の信号量を測定することにより行うことが好ましい
。上記信号量を数値化することができるため、生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定結
果を数値化することができ、当該数値を比較することにより、上記生体関連物質と糖鎖と
の相互作用の強さを知ることができる。ゆえに、生体関連物質の糖鎖に対する特異性を簡
便に正確に評価することができる。
【０１７０】
　また、上記糖鎖選択性の評価は、絶対評価であってもよいし相対評価であってもよい。
上記絶対評価とは、生体関連物質の糖鎖に対する特異性を、他の生体関連物質の糖鎖に対
する特異性と比較することなく評価することである。上記相対評価とは、生体関連物質の
糖鎖に対する特異性を、他の生体関連物質の糖鎖に対する特異性と比較して評価すること
である。
【０１７１】
　上記生体関連物質の糖鎖選択性を評価することにより、生体関連物質の同定または差別
化等を行うことができる。
【０１７２】
　＜生体関連物質のスクリーニング方法＞
　本発明に係る生体関連物質のスクリーニング方法とは、生体関連物質の糖鎖選択性を評
価することにより、生体関連物質の糖鎖に対する特異性の観点から、目的の生体関連物質
をスクリーニングする方法のことである。なお、上記「目的の生体関連物質」とは、スク
リーニングされるべき生体関連物質を意味する。
【０１７３】
　従って、本発明に係る生体関連物質のスクリーニング方法とは、リガンド担持体に、目
的の生体関連物質を含む溶液または、対照の生体関連物質を含む溶液を別々に接触させて
、それぞれの生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定を行う工程と、上記測定を上記目的
の生体関連物質を含む溶液を用いて行った場合の結果と、上記測定を上記対照の生体関連
物質を含む溶液を用いて行った場合の結果とを比較し、上記結果を一致させる工程と、を
含む。
【０１７４】
　上記「目的の生体関連物質を含む溶液」とは、スクリーニングされるべき生体関連物質
を含む水溶液を意味する。なお、上記「スクリーニングされるべき生体関連物質」として
は、生体関連物質自体が知られていない未知の生体関連物質であっても、生体関連物質は
知られているが糖鎖に対する特異性が知られていないような既知の生体関連物質であって
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も良い。また、上記「対照の生体関連物質を含む溶液」とは、上記目的の生体関連物質を
同定するために、糖鎖に対する特異性が知られている生体関連物質を含む水溶液を意味す
る。
【０１７５】
　上記リガンド担持体としては、上記＜リガンド担持体＞で述べたリガンド担持体であれ
ば特に限定されないが、リガンド担持体が備えるリガンド複合体が多いほど、上記生体関
連物質とリガンド複合体に結合している糖鎖との特異性を多く調べることができる。その
結果、正確な同定を行うことができる。
【０１７６】
　上記「リガンド担持体に、目的の生体関連物質を含む溶液または、対照の生体関連物質
を含む溶液を別々に接触させて、それぞれの生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定を行
う工程」では、上記リガンド担持体を目的の生体関連物質を含む溶液に接触させた後に、
上記リガンド担持体と同じ構成である別のリガンド担持体を対照の生体関連物質を含む溶
液に接触させても良いし、上記リガンド担持体を目的の生体関連物質を含む溶液に接触さ
れた後に、連続的に対照の生体関連物質を含む溶液に接触させても良い。
【０１７７】
　しかし、後者のほうが、より迅速で、正確な比較ができるためより好ましい。また、接
触させる生体関連物質を含む溶液の順番は、特に限定されず、対照の生体関連物質を含む
溶液の後に、目的の生体関連物質を含む溶液に接触させても良い。
【０１７８】
　上記リガンド担持体と、目的の生体関連物質を含む溶液または対照の生体関連物質を含
む溶液との接触によって生じた表面プラズモン共鳴、プラズモン吸収、または水晶振動子
の信号量を測定することにより、上記目的の生体関連物質または上記対照の生体関連物質
と糖鎖との相互作用の強さを数値化して検出することができる。
【０１７９】
　上記「上記測定を上記目的の生体関連物質を含む溶液を用いて行った場合の結果と、上
記測定を上記対照の生体関連物質を含む溶液を用いて行った場合の結果とを比較し、上記
結果を一致させる工程」では、具体的には生体関連物質の糖鎖に対する特異性を比較し、
当該特異性を一致させることが好ましい。すなわち、目的の生体関連物質の糖鎖に対する
相互作用の強さと、対照の生体関連物質の糖鎖に対する相互作用の強さとを比較し一致さ
せることで、目的の生体関連物質が対照の生体関連物質のどれと一致するのかを調べるこ
とができる。その結果、目的の生体関連物質をスクリーニングすることができる。
【０１８０】
　＜生体関連物質のパターニング方法＞
　本発明に係る生体関連物質のパターニングとは、上述した生体関連物質の糖鎖選択性を
評価することにより、生体関連物質の糖鎖に対する特異性の観点から、生体関連物質を分
類することである。
【０１８１】
　そのため、本発明に係る生体関連物質のパターニング方法は、リガンド担持体に、２種
類以上の上記生体関連物質を含む溶液を別々に接触させて、それぞれの上記生体関連物質
と糖鎖との相互作用の測定を行う工程と、上記測定結果を比較し、分類する工程とを、含
む。
【０１８２】
　上記「リガンド担持体に、２種類以上の生体関連物質を含む溶液を別々に接触させて、
それぞれの生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定を行う工程」では、一方の生体関連物
質を含む溶液を接触させた後に、上記リガンド担持体と同じ構成である別のリガンド担持
体と別の生体関連物質を含む溶液を接触させても良いし、上記リガンド担持体を一方の生
体関連物質を含む溶液に接触された後に、連続的に別の生体関連物質を含む溶液に接触さ
せても良い。
【０１８３】
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　しかし、後者のほうが、より迅速で、正確な比較ができるためより好ましい。上記２種
類以上の生体関連物質としては、同一の生体関連物質であっても良いし、別々の生体関連
物質であっても良いが、差別化という観点から、別々の生体関連物質であることが好まし
い。
【０１８４】
　上記リガンド担持体としては、上記＜リガンド担持体＞で述べたリガンド担持体であれ
ば特に限定されないが、リガンド担持体のリガンド複合体が多いほど、生体関連物質とリ
ガンド複合体に結合している糖鎖との特異性を多く調べることができる。その結果、詳細
なパターニングを行うことができる。
【０１８５】
　上記リガンド担持体と、生体関連物質を含む溶液との接触によって生じた表面プラズモ
ン共鳴、プラズモン吸収、または水晶振動子の信号量を測定することにより、生体関連物
質との相互作用を測定することができる。
【０１８６】
　上記「上記測定結果を比較し、分類する工程」では、具体的には生体関連物質の糖鎖に
対する特異性を比較し、糖鎖に対する特異性のパターンによって分類することが好ましい
。すなわち、一方の生体関連物質の糖鎖に対する相互作用の強さと、他方の生体関連物質
の糖鎖に対する相互作用の強さとを比較し、それらの傾向によって生体関連物質を分類す
ることで、パターニングをすることができる。
【０１８７】
　＜キット＞
　本発明に係る方法を実施するためのキットは、上述の＜リガンド担持体＞で説明したリ
ガンド担持体が含まれている構成である。そのため、本発明に係る方法を簡便に行うこと
ができる。また、上記キットには、上記表面プラズモン共鳴、上記プラズモン吸収、また
は水晶振動子等の信号量を測定するための、生体関連物質、上記ランニングバッファーや
、上記洗浄溶液等の試薬類、または上述した表面プラズモン共鳴装置等が含まれていても
良い。上記構成が含まれることによって、本発明に係る方法をより簡便に行うことができ
る。
【０１８８】
　また、上記糖鎖として、Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、Ｇａｌβ１－４ＧｌｃＮＡｃβ１－６
Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－３Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－６Ｇａｌβ１
－４Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－３Ｇａｌβ１－３ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、Ｎｅｕ
５Ａｃα２－６Ｇａｌβ１－３ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－３Ｇａ
ｌβ１－４ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－６Ｇａｌβ１－４ＧｌｃＮ
Ａｃβ１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＡβ１－３ＧａｌＮＡｃ６Ｓβ１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＡ２Ｓ
β１－３ＧａｌＮＡｃ６Ｓβ１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＡβ１－３ＧａｌＮＡｃ４Ｓ６Ｓβ１
－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＮＳ６Ｓα１－４ＩｄｏＡ２Ｓα１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＮＳα１－４
ＩｄｏＡ２Ｓα１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＮＳ６Ｓα１－４ＧｌｃＡ２Ｓβ１－６Ｇｌｃ、お
よびＧｌｃＮＳα１－４ＧｌｃＡβ１－６Ｇｌｃからなる群より選ばれる１以上の糖鎖を
用いることもできる。すなわち上記リガンド担持体に含まれる糖鎖として、上記群より選
ばれる１以上の糖鎖を少なくとも１種以上用いることができる。
【０１８９】
　上記Ｎｅｕ５Ａｃα２－６Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－６Ｇａｌβ１－
３ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、またはＮｅｕ５Ａｃα２－６Ｇａｌβ１－４ＧｌｃＮＡ
ｃβ１－６Ｇｌｃは、主にヒトに感染するインフルエンザウイルスと相互作用する陽性対
照の糖鎖である。
【０１９０】
　また、上記Ｎｅｕ５Ａｃα２－３Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃ、Ｎｅｕ５Ａｃα２－３Ｇａｌ
β１－３ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃ、または、Ｎｅｕ５Ａｃα２－３Ｇａｌβ１－４Ｇ
ｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌｃは、主に鳥類や馬科に感染するインフルエンザウイルスと相互
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【０１９１】
　さらに、上記Ｇａｌβ１－４Ｇｌｃまたは、Ｇａｌβ１－４ＧｌｃＮＡｃβ１－６Ｇｌ
ｃは、インフルエンザウイルスと相互作用する陰性対照の糖鎖である。
【０１９２】
　従って、上記リガンド担持体を用いて、インフルエンザウイルスと上記糖鎖との相互作
用を測定することで、当該インフルエンザウイルスが、ヒト、または馬科および鳥類のど
れに感染することができるのかを調べることができる。
【０１９３】
　また、ヘルペスウイルスは硫酸化された糖鎖と相互作用すると言われている（JOURNAL 
OF VIROLOGY Oct. 2000, P9106-9114、JOURNAL OF VIROLOGY June. 1996, P3461-3469）
。そのため陽性対照として、ヘパリンの部分構造であるＧｌｃＮＳ６Ｓα１－４ＩｄｏＡ
２Ｓα１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＮＳα１－４ＩｄｏＡ２Ｓα１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＮＳ６Ｓ
α１－４ＧｌｃＡ２Ｓβ１－６Ｇｌｃ、およびＧｌｃＮＳα１－４ＧｌｃＡβ１－６Ｇｌ
ｃを、また同様にコンドロイチンの部分構造であるＧｌｃＡβ１－３ＧａｌＮＡｃ６Ｓβ
１－６Ｇｌｃ、ＧｌｃＡ２Ｓβ１－３ＧａｌＮＡｃ６Ｓβ１－６Ｇｌｃ、およびＧｌｃＡ
β１－３ＧａｌＮＡｃ４Ｓ６Ｓβ１－６Ｇｌｃを用いた。
【０１９４】
　陰性対照としては中性糖やシアル酸、例えば表２に含まれる糖鎖を用いた。
【０１９５】
　上記リガンド担持体を用いて、ヘルペスウイルスと上記糖鎖との相互作用を測定するこ
とで、ヘルペスウイルスの型の違いを調べることができる。
【０１９６】
　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】
【０１９７】
　以下、実施例により本発明を更に詳細に説明するが、本発明はこれらの実施例に限定さ
れるものではない。
【０１９８】
　〔製造例１：リガンド複合体の作製〕
　下記の〔実施例１〕または〔実施例３〕で用いられたリガンド担持体に固定された各リ
ガンド複合体をＷＯ２００５／０７７９６５号公報と同様の方法で作製した。
【０１９９】
　まず、チオクト酸と、ｍ－フェニレンジアミンとを含むリンカー化合物を作製した。そ
の後、当該リンカー化合物と表１または表２に記載の糖鎖とを反応させて、還元アミノ化
反応を行うことによりリガンド複合体を作製した。
【０２００】
　表１、表２、表３、表４はそれぞれ、〔実施例１〕、〔実施例３〕、〔実施例２〕、〔
実施例４〕で用いられたリガンド担持体に固定された各リガンド複合体の糖鎖を示す。
【０２０１】
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【０２０３】
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【表３】

【０２０４】
【表４】

【０２０５】
　〔製造例２：リガンド担持体の作製〕
　〔実施例１〕または〔実施例３〕で用いられたリガンド担持体を、以下の方法で作製し
た。まず始めに、Ａｕ蒸着ガラス基板（東洋紡製ＳＰＲ－２００）を小型ＵＶ／Ｏ３クリ
ーナー（ＢｉｏＦｏｒｃｅ　Ｎａｎｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社製）にて２０分間洗浄した。
【０２０６】
　その後、上記〔製造例１〕で作製した表１または、表２に記載の糖鎖を有するリガンド
複合体溶液を５００μＭに調製し、２０μｌずつ９６穴プレートに分注した。次いで、当
該プレートを、ＭｕｌｔｉＳＰＲｉｎｔｅｒ自動スポッター装置（東洋紡製）内に設置し
、上記Ａｕ蒸着ガラス基板上にリガンド複合体を各配置にスポットした。その際のスポッ
ト量は約１０ｎｌであった。ここで、上記スポッターにより１．８ｃｍ四方のＡｕ蒸着ガ
ラス基板上に最大８×１２箇所のスポットを形成する事ができる。
【０２０７】
　リガンド複合体溶液をスポット後、７０～８０％程度の湿度を有する状態で、１２時間
静置する事によりリガンド複合体を上記Ａｕ蒸着ガラス基板の表面に固定した。
【０２０８】
　また、〔実施例２〕で用いられたリガンド担持体を以下の方法で作製した。１ｍＭの塩
化金（ＩＩＩ）ナトリウムと５ｍＭの水素化ホウ素ナトリウムとを激しく攪拌・混和し、
金イオンを還元した。上記〔製造例１〕で作製した表３に記載のリガンド複合体を１００
μＭになるように上記金ナノ粒子溶液に添加して激しく攪拌・混和し、粗糖鎖固定化金属
ナノ粒子のコロイド溶液を調製した。
【０２０９】
　次に、上記粗糖鎖固定化金属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、糖鎖固定化金属ナノ
粒子（リガンド担持体）のコロイド溶液を得た。これら糖鎖固定化金属ナノ粒子のコロイ
ド溶液の紫外可視吸収スペクトルを測定したところ最大吸収波長は５２５ｎｍであった。
【０２１０】
　〔実施例１：糖鎖とインフルエンザウイルス分離株との相互作用の測定〕
　＜インフルエンザウイルスの調製方法＞
　本実施例では、以下の分類名で分類された、インフルエンザウイルス分離株を使用した
。Ａ／Ａｉｃｈｉ／２／６８（Ｈ３Ｎ２）、Ａ／Ｆｕｋｕｏｋａ／Ｃ２９／８５（Ｈ３Ｎ
２）、Ａ／Ｇｕｉｚｈｏｕ／５４／８９（Ｈ３Ｎ２），Ａ／Ｋｉｔａｋｙｕｓｙｕ／１５
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９／９３（Ｈ３Ｎ２），Ａ／Ｍｅｍｐｈｉｓ／１／７１（Ｈ３Ｎ２），Ａ／Ｎｉｉｇａｔ
ａ／１０２／８１（Ｈ３Ｎ２），Ａ／Ｐａｎａｍａ／２００７／９９（Ｈ３Ｎ２），Ａ／
Ｓｙｄｎｅｙ／５／９７（Ｈ３Ｎ２），Ａ／Ｔｏｋｙｏ／６／７３（Ｈ３Ｎ２），Ａ／Ｗ
ｙｏｍｉｎｇ／３／２００３（Ｈ３Ｎ２），Ａ／Ｙａｍａｎａｓｈｉ／２／７７（Ｈ３Ｎ
２），Ａ／Ｂｅｉｊｉｎｇ／２６２／９５（Ｈ１Ｎ１），Ａ／Ｏｋｕｄａ／５７（Ｈ２Ｎ
２），Ａ／ｄｕｃｋ／ＨＫ／２４／７９（Ｈ３Ｎ２），Ａ／ｄｕｃｋ／ＨＫ／３１３／４
／７８（Ｈ５Ｎ３）である。また、上記インフルエンザウイルス株は、兵庫医科大学から
提供された。
【０２１１】
　なお、上記分類名は、型／分離地及び種／分離番号／分離年（ヘマグルチニン（ＨＡ）
およびノイラミニダーゼ（ＮＡ）の抗原型）を意味している。
【０２１２】
　上記インフルエンザウイルス分離株は、以下の方法で調製した。即ち、ＭＤＣＫ細胞を
ＭＥＭプレートに培養し、当該プレートに上記インフルエンザウイルス分離株を播種して
、２～４日間３７℃で放置した。その後、上記プレートから、従来公知の方法を用いてイ
ンフルエンザウイルス分離株粗溶液を調製した。当該粗溶液を３０％と６０％の比重の異
なるスクロース溶液を重層した上に積層した後、超遠心（２４，０００ｒｐｍ、９０分、
１５℃）を行い、生じた３０／６０％画分を採取することでインフルエンザウイルス分離
株溶液を獲得した。得られた各インフルエンザウイルス分離株溶液の凝集価（ＨＡＵ）を
、０．５％トリ血球溶液を用いる赤血球凝集反応を用いて調べた。
【０２１３】
　＜糖鎖とインフルエンザウイルス分離株との相互作用の測定＞
　上記〔製造例２〕において作製したリガンド担持体と、上記インフルエンザウイルス分
離株との相互作用を、表面プラズモン共鳴装置（東洋紡製　ＭｕｌｔｉＳＰＲｉｎｔｅｒ
）を用いて以下の方法で測定した。
【０２１４】
　まず始めに、上記リガンド担持体を上記表面プラズモン共鳴装置にセッティングした。
その後、上記リガンド担持体を１０ｍＭ　ＮａＯＨ水溶液で約１０分洗浄した。インフル
エンザウイルス分離溶液を加える前に、上記リガンド担持体表面を流れている溶液を０．
０５％Ｔｗｅｅｎ　２０を含むＰｈｏｓｐｈａｔｅ　Ｂｕｆｆｅｒｅｄ　Ｓａｌｉｎｅ（
ＰＢＳ）緩衝液ｐＨ７．４（以下、「ＰＢＳ－Ｔ」と略記する）に置換した。測定温度は
室温で測定を行った。
【０２１５】
　ＰＢＳ緩衝液を用いて、上記インフルエンザウイルス分離株のＨＡＵを１００ＨＡＵに
合わせたインフルエンザウイルス分離株溶液を調製した。そして、流速１５０μｌ／ｍｉ
ｎの速さで、上記溶液を５分間上記リガンド担持体の表面を流した。
【０２１６】
　ここで、上記インフルエンザウイルス分離株と、上記リガンド担持体に固定されている
リガンド複合体の糖鎖とが相互作用をした場合には、リガンド複合体のスポット位置にお
いて表面プラズモン共鳴が起こる。従って、上記表面プラズモン共鳴によって生じる信号
量（輝度）をリアルタイムで測定することにより、上記相互作用をリアルタイムで測定す
ることができる。
【０２１７】
　図１は、上述の糖鎖とインフルエンザウイルス分離株との相互作用の測定結果の数値を
グラフ化したものである。
【０２１８】
　図１によれば、上記インフルエンザウイルス分離株のそれぞれが、上記糖鎖に対して異
なる特異性を有することを示している。
【０２１９】
　さらに、同じＡ型でＨ３Ｎ２型のインフルエンザウイルスであっても、Ａ／Ａｉｃｈｉ
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／２／６８（Ｈ３Ｎ２）やＡ／Ｓｙｄｎｅｙ／５／９７（Ｈ３Ｎ２）のように上記糖鎖に
対する特異性のパターンに差がないインフルエンザウイルス分離株や、Ａ／Ｋｉｔａｋｙ
ｕｓｙｕ／１５９／９３（Ｈ３Ｎ２）や、Ａ／Ｎｉｉｇａｔａ／１０２／８１（Ｈ３Ｎ２
）や、Ａ／Ｔｏｋｙｏ／６／７３（Ｈ３Ｎ２）や、Ａ／Ｙａｍａｎａｓｈｉ／２／７７（
Ｈ３Ｎ２）のように上記糖鎖との相互作用が弱いインフルエンザウイルス分離株に分類で
きることも示している。
【０２２０】
　したがって、実施例１より、インフルエンザウイルス分離株と糖鎖との相互作用を測定
し、当該インフルエンザウイルスの同定や差別化ができることが示された。
【０２２１】
　〔実施例２〕
　５００μｌの上記〔製造例２〕において作製した糖鎖固定化金属ナノ粒子（リガンド担
持体）と、２００ＨＡＵのインフルエンザウイルスとをチューブ内で、混合し３０分間放
置した。その後、その混合液に３５％、４０％、４５％、５０％、６０％のスクロース溶
液を各１．５ｍｌずつ、この順で上記チューブに加えて２４０００ｒｐｍで９０分間、１
５℃で遠心分離を行った。
【０２２２】
　図２は、上記糖鎖固定化金属ナノ粒子とインフルエンザウイルスとの混合液に上記スク
ロースを加えて遠心分離をした後の図である。ＳＧＮＰは、上記糖鎖固定化金属ナノ粒子
に固定されている糖鎖を示し、Ｖｉｒｕｓは、インフルエンザウイルスの有無を示してい
る。また、Ｓｉｄｅは、遠心後の上記チューブを横から見た図であり、Ｂｏｔｔｏｍは、
遠心後の上記チューブを底面から見た図である。
【０２２３】
　図２によれば、インフルエンザウイルスと糖鎖とが相互作用しているサンプルでは、遠
心すると上記チューブの底面に凝集物が生じている。一方、糖鎖固定化金属ナノ粒子また
は、インフルエンザウイルスが入っていないサンプルや、インフルエンザウイルスと糖鎖
とが相互作用しないサンプルでは、底面（Ｂｏｔｔｏｍ）凝集物が生じてない。
【０２２４】
　したがって、実施例２より、糖鎖固定化金属ナノ粒子とインフルエンザウイルスとを混
合して時に、インフルエンザウイルスと糖鎖とが相互作用すると、糖鎖－インフルエンザ
ウイルス相互作用体が生じて、凝集物を形成することが示された。
【０２２５】
　〔実施例３〕－糖鎖とタンパク質との相互作用の測定
　上記〔製造例２〕において作製したリガンド担持体と、タンパク質との相互作用を、表
面プラズモン共鳴装置（東洋紡製　ＭｕｌｔｉＳＰＲｉｎｔｅｒ）を用いて以下の方法で
測定した。
【０２２６】
　まず始めに、上記リガンド担持体を上記表面プラズモン共鳴装置にセッティングした。
その後、上記リガンド担持体を１０ｍＭ　ＮａＯＨ水溶液で約１０分洗浄した。タンパク
質を加える前に、上記リガンド担持体表面を流れている溶液をＰＢＳ－Ｔに置換した。測
定温度は室温で測定を行った。
【０２２７】
　タンパク質を上記ＰＢＳ－Ｔを用いて２．０μＭの濃度の溶液をエッペンチューブに調
製した。そして、流速１５０μｌ／ｍｉｎの速さで、上記溶液を５分間上記糖鎖固定測定
媒体の表面を流した。
【０２２８】
　ここで、タンパク質と、上記リガンド担持体に固定されているリガンド複合体の糖鎖と
が相互作用をした場合には、リガンド複合体のスポット位置において表面プラズモン共鳴
が起こる。従って、上記表面プラズモン共鳴によって生じる信号量（輝度）をリアルタイ
ムで測定することで上記相互作用をリアルタイムで測定することができる。
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【０２２９】
　本実施例では、上記タンパク質として、コンカナバリンＡ（Ｃｏｎ　Ａ）または、ヒマ
マメレクチン（ＲＣＡ１２０）、小麦胚芽レクチン（ＷＧＡ）を用いた。また、ネガティ
ブコントロールとして、ウシ胎児血清アルブミン（ＢＳＡ）を用いた。
【０２３０】
　図３は表面プラズモン共鳴装置を用いて、上述の各タンパク質と糖鎖との相互作用を測
定した結果である。
【０２３１】
　図３によれば、コンカナバリンＡ（Ｃｏｎ　Ａ）を用いた場合には、上記リガンド担持
体上に、輝度が向上するスポット位置があることが観測された。このことから、それら各
スポット位置に固定されている糖鎖と、当該コンカナバリンＡ（Ｃｏｎ　Ａ）とが相互作
用することが明らかとなった。
【０２３２】
　さらに、ヒママメレクチン（ＲＣＡ１２０）、小麦胚芽レクチン（ＷＧＡ）を用いた場
合にも、上記リガンド担持体上に、輝度が向上するスポット位置がそれぞれあることが観
測された。このことから、それら各スポット位置に固定されている糖鎖と、当該ヒママメ
レクチン（ＲＣＡ１２０）、または小麦胚芽レクチン（ＷＧＡ）とが相互作用することが
明らかとなった。
【０２３３】
　なお、上記輝度が向上するスポット位置は、それぞれのタンパク質によって特異的であ
ることが明らかになった。
【０２３４】
　一方、ウシ胎児血清アルブミン（ＢＳＡ）を用いた場合には、同濃度であっても上記リ
ガンド担持体に存在している各スポット位置において、当該スポット位置の輝度が上がら
ない事が観測された。
【０２３５】
　従って、本実施例により、糖鎖とタンパク質との相互作用を測定し、糖鎖に対するタン
パク質の特異性の評価ができることが検証された。
【０２３６】
　〔実施例４：糖鎖とヘルペスウイルス分離株との相互作用の測定〕
　＜ヘルペスウイルスの調製方法＞
　本実施例では、ＨＳＶ－１（ＣＨＲ－３株）、ＨＳＶ－２（ＭＳ株）という分類名で分
類された、ヘルペスウイルス分離株を使用した。なお、上記ヘルペスウイルス分離株は、
兵庫医科大学から提供された。
【０２３７】
　上記ヘルペスウイルス分離株は、以下の方法で調製した。即ちＶｅｒｏＥ６細胞をＭＥ
Ｍプレートに培養し、当該プレートに上記ヘルペスウイルス分離株を播種して、２～４日
間３７℃で放置した。その後、上記プレートから従来公知の方法を用いてヘルペスウイル
ス分離株粗溶液を調製した。
【０２３８】
　当該粗溶液を３０％と６０％の比重の異なるスクロース溶液を重層した上に積層した後
、超遠心（２４，０００ｒｐｍ、９０分、２０℃）を行い、生じた３０／６０％画分を採
取することでヘルペスウイルス分離株溶液を獲得した。得られた各ヘルペスウイルス分離
株溶液の力価を、ＶｅｒｏＥ６細胞に対するＰＦＵ（plaque-forming unit；プラーク形
成単位）を用いて調べた。
【０２３９】
　＜糖鎖とヘルペスウイルス分離株との相互作用の測定＞
　上記〔製造例２〕において作製したリガンド担持体と、上記ヘルペスウイルス株との相
互作用を、表面プラズモン共鳴装置（東洋紡製　ＭｕｌｔｉＳＰＲｉｎｔｅｒ）を用いて
以下の方法で測定した。
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【０２４０】
　まず初めに、上記リガンド担持体を上記表面プラズモン共鳴装置にセッティングした。
その後、上記リガンド担持体を１０ｍＭ　ＮａＯＨ水溶液で約１０分洗浄した。ヘルペス
ウイルス分離株溶液を加える前に、上記リガンド担持体表面を流れている溶液を０．０５
％Ｔｗｅｅｎ　２０を含むＰｈｏｓｐｈａｔｅ　Ｂｕｆｆｅｒｅｄ　Ｓａｌｉｎｅ（ＰＢ
Ｓ）緩衝液ｐＨ７．４（以下、「ＰＢＳ－Ｔ」と略記する）に置換した。測定温度は室温
で測定を行った。
【０２４１】
　ＰＢＳ－Ｔを用いて、上記ヘルペスウイルス分離株の濃度を２．４～５９．２μｇ／ｍ
ｌに合わせたヘルペスウイルス分離株溶液を調製した。そして、流速１５０μｌ／ｍｉｎ
の速さで、上記溶液を５分間上記リガンド担持体の表面に流した。
【０２４２】
　ここで、上記ヘルペスウイルス分離株と、上記リガンド担持体に固定されているリガン
ド複合体の糖鎖とが相互作用をした場合には、リガンド複合体のスポット位置において表
面プラズモン共鳴が起こる。従って、上記表面プラズモン共鳴によって生じる信号量（輝
度）をリアルタイムで測定することにより、上記相互作用をリアルタイムで測定すること
ができる。
【０２４３】
　図５は、表面プラズモン共鳴装置を用いて、糖鎖とヘルペスウイルスとの相互作用の測
定結果をグラフ化した図である。また、図６は、ヘルペスウイルスに対する8種の糖鎖の
反応量（図５に示した信号強度）を全て足した値を100％として、各糖鎖の反応の割合を
グラフ化、すなわちヘルペスウイルス分離株をパターニングした図である。
【０２４４】
　図６によれば、上記ヘルペスウイルス分離株のそれぞれが、上記糖鎖に対して異なる特
異性を有することを示している。すなわち、上記ヘルペスウイルス分離株の上記糖鎖に対
する特異性によって、上記ヘルペスウイルス分離株をパターニングできることが分かる。
【０２４５】
　したがって、実施例４より、ヘルペスウイルス分離株と糖鎖との相互作用を測定するこ
とにより、当該ヘルペスウイルスのスクリーニングやパターニングができることが検証さ
れた。
【０２４６】
　発明の詳細な説明の項においてなされ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事項との範囲内で
、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】
【０２４７】
　本発明に係るタンパク質、ウイルス、細胞、細菌、リポソーム、およびミセルからなる
群より選ばれる１以上の生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定方法は、糖鎖が１～５０
０種類／ｃｍ２となるように、それぞれ独立して固定されたリガンド担持体に生体関連物
質を接触させる工程を含んでいる。
【０２４８】
　ここで、上記接触によって生じた表面プラズモン共鳴、プラズモン吸収、または水晶振
動子の信号量は、上記リガンド複合体の糖鎖とウイルスとの相互作用の強さによって変化
するため、上記信号量を測定することにより、上記相互作用を測定することができる。さ
らに、糖鎖が単位面積あたりに上記のように固定化されているため、複数の糖鎖と上記生
体関連物質との相互作用を同時に網羅的に測定することができる。また、上記信号量は、
非標識でリアルタイムに得ることができる。そのため、生体関連物質と糖鎖との相互作用
を同時且つ網羅的に非標識でリアルタイムに測定することができる。また、１回の測定を
低コストで効率よく行うことができる。
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【０２４９】
　その上、リガンド担持体を交換することなく、同じリガンド担持体を用いて、上記生体
関連物質と糖鎖との相互作用の測定を連続して複数回行うことができる。そのため、網羅
的な生体関連物質と糖鎖との相互作用の測定を再現性よく実施することができる。
【０２５０】
　よって本発明を、生体関連物質が関連する疾病に対する検査法、診断法、さらに予防薬
や、上記疾病に対する治療薬を開発する医薬品産業、医療機器産業等に利用することがで
きる。

【図１】 【図４】
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【図５】 【図６】
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【図２】
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【図３】



(38) JP 5716727 B2 2015.5.13

10

20

30

40

フロントページの続き

特許法第３０条第１項適用　２００６年６月１８日　第２０回国際生化学・分子生物学会議　組織委員会発行の
「２０ｔｈ　ＩＵＢＭＢ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｎｇｒｅｓｓ　ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　１１ｔｈ　ＦＡＯＢＭＢ　Ｃｏｎｇｒｅｓｓ（講演
要旨集）」に発表

(72)発明者  隅田　泰生
            鹿児島県鹿児島市下伊敷一丁目１３番１号１０６
(72)発明者  西村　知晃
            兵庫県神戸市灘区岸地通一丁目４番１０号　アバンセ六甲ＰＡＲＴ５　１０３号室
(72)発明者  岸本　裕子
            兵庫県川辺郡猪名川町伏見台二丁目１番５３号
(72)発明者  山下　早希子
            鹿児島県鹿児島市小野三丁目１４番２号
(72)発明者  鶴田　祥子
            兵庫県神戸市灘区摩耶海岸通１丁目１　摩耶シーサイドプレイスイースト５番館　１１０７
(72)発明者  若尾　雅広
            鹿児島県鹿児島市原良１２８４－１－１０３
(72)発明者  奥野　壽臣
            大阪府茨木市総持寺前駅１３－５

    審査官  長谷　潮

(56)参考文献  国際公開第２００６／１２６６８９（ＷＯ，Ａ１）　　
              Yasuo SUDA，Sugar Chips: Advanced Analytical Systems for the Binding Interaction of Su
              gar Chains with Proteins, Cells or Viruses，2006 International Conference on Chemical 
              and Molecular Technologies, Tainan, TAIWAN, 7-9 December 2006，２００６年１２月　７日
              ，pp. 30-31
              科学技術振興機構（ＪＳＴ），新しいバイオデバイス「シュガーチップ」を提供するベンチャー
              企業設立，科学技術振興機構報 第３５０号，２００６年１０月　３日，ＵＲＬ，http://www.js
              t.go.jp/pr/info/info350/
              若尾雅広　他，シアリルラクト系糖鎖の化学・酵素合成とそのシュガーチップ化，日本化学会講
              演予稿集，２００６年　３月１３日，Vol.86th No.2，Page.868
              山下早希子 他，シアリルラクト系糖鎖の化学・酵素合成とそのシュガーチップ化，第２６回日
              本糖質学会年会　要旨集，２００６年　７月２８日，p. 148, P2-31

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｇ０１Ｎ　　３３／５６９　　　
              Ｇ０１Ｎ　　３３／５５３　　　
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

