
(57)【要約】

本発明は、多数－スポット検出ゾーンを含む固相検出ゾ

ーンを含む固相アッセイデバイス、および免疫クロマト

グラフィーアッセイにおけるその使用に関する。より詳

しくは、本発明は、それを通っての流体の横方向輸送を

可能とする細長い流動マトリックス（６）、ここに、該

マトリックスは試料適応ゾーン３およびその下流を含め

た、分析物に直接または間接的に結合することができる

固定化された捕獲剤を有する検出ゾーン（８）、ここに

、該分析物は、標識された第２の結合剤を分析物に直接

的または間接的に結合させることによって検出される；

を含む、水性試料中の分析物を測定するためのデバイス

に関する。該デバイスは、固定化された捕獲剤が複数の

小さなスポットとして検出ゾーン８に分布されており、

それにより多数－分析物および／または多数－特異性検

出を行うことを特徴とする。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
そ れ を 通 っ て 流 体 の 横 方 向 輸 送 を 行 う 細 長 い 流 動 マ ト リ ッ ク ス （ ６ ） 、 こ こ に 、 上 記 マ ト
リ ッ ク ス は 試 料 適 用 ゾ ー ン （ ３ ） お よ び そ の 下 流 を 含 み 、 分 析 物 に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に
結 合 す る こ と が で き る 固 定 化 さ れ た 捕 獲 剤 を 有 す る 検 出 ゾ ー ン （ ８ ） 、 こ こ に 、 上 記 分 析
物 は 、 標 識 さ れ た 第 ２ の 結 合 剤 を 上 記 分 析 物 に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 結 合 さ せ る こ と に よ
っ て 検 出 さ れ ； を 含 む 水 性 試 料 中 の 分 析 物 を 測 定 す る た め の デ バ イ ス で あ っ て 、 Ａ ） 固 定
化 さ れ た 捕 獲 剤 は 複 数 の 小 さ な ス ポ ッ ト と し て 検 出 ゾ ー ン （ ８ ） に 分 布 さ れ 、 そ れ に よ り
、 多 数 － 分 析 物 お よ び ／ ま た は 多 数 － 特 異 性 検 出 を 行 い 、 Ｂ ） 捕 獲 剤 は 固 定 化 さ れ た 粒 子
を 介 し て マ ト リ ッ ク ス に 係 留 さ れ 、 Ｃ ） 流 動 マ ト リ ッ ク ス 当 た り の ス ポ ッ ト の 数 は １ ０ 未
満 で あ っ て 、 Ｄ ） ス ポ ッ ト の い く つ か は 陽 性 対 照 （ 類 ） お よ び ／ ま た は 内 部 キ ャ リ ブ レ ー
タ ー （ 類 ） と し て 機 能 す る こ と を 特 徴 と す る 上 記 デ バ イ ス 。
【 請 求 項 ２ 】
ス ポ ッ ト が 、 直 径 が １ ｍ ｍ よ り 小 さ く 、 好 ま し く は 、 直 径 が ０ ． ５ ｍ ｍ よ り 小 さ い 請 求 項
１ 記 載 の デ バ イ ス 。
【 請 求 項 ３ 】
交 差 反 応 性 分 析 物 ま た は 特 異 性 の 検 出 を 可 能 と す る 、 す な わ ち 、 交 差 反 応 性 分 析 物 が 液 体
の 同 一 の 流 動 線 に 整 列 さ れ な い よ う な パ タ ー ン で ス ポ ッ ト が 整 列 さ れ る 請 求 項 １ ま た は ２
記 載 の デ バ イ ス 。
【 請 求 項 ４ 】
流 動 マ ト リ ッ ク ス が 多 孔 性 膜 で あ る 前 記 請 求 項 い ず れ か １ 記 載 の デ バ イ ス 。
【 請 求 項 ５ 】
マ ト リ ッ ク ス が 固 体 材 料 の ス ト リ ッ プ で あ る 請 求 項 １ な い し ３ い ず れ か １ 記 載 の デ バ イ ス
。
【 請 求 項 ６ 】
捕 獲 剤 が 抗 体 ま た は そ の 免 疫 反 応 性 断 片 で あ る 請 求 項 １ な い し ５ い ず れ か １ 記 載 の デ バ イ
ス 。
【 請 求 項 ７ 】
捕 獲 剤 が ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 免 疫 反 応 性 断 片 で あ る 請 求 項 １ な い し ５ い ず れ か １ 記 載 の
デ バ イ ス 。
【 請 求 項 ８ 】
捕 獲 剤 が 自 己 抗 原 ま た は そ の 免 疫 反 応 性 断 片 で あ る 請 求 項 １ な い し ５ い ず れ か １ 記 載 の デ
バ イ ス 。
【 請 求 項 ９ 】
捕 獲 剤 が Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ 、 好 ま し く は 、 一 本 鎖 核 酸 ま た は ア プ タ マ ー 、 ま た は Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ
Ｎ Ａ 様 構 造 体 で あ る 請 求 項 １ な い し ５ い ず れ か １ 記 載 の デ バ イ ス 。
【 請 求 項 １ ０ 】
試 料 が 全 血 、 血 清 、 血 漿 、 唾 液 ま た は 尿 で あ る 前 記 請 求 項 い ず れ か １ 記 載 の デ バ イ ス 。
【 請 求 項 １ １ 】
標 識 が 発 蛍 光 体 ま た は 色 原 体 で あ る 前 記 請 求 項 い ず れ か １ 記 載 の デ バ イ ス 。
【 請 求 項 １ ２ 】
未 知 の 特 異 性 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 前 記 請 求 項 １ な い し １ １ の １ 以 上 の デ バ イ ス の 使
用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 前 記 請 求 項 １ な い し １ １ の １ 以 上 の デ バ
イ ス の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
本 発 明 は 、 多 数 － ス ポ ッ ト 検 出 ゾ ー ン を 含 む 固 相 ア ッ セ イ デ バ イ ス 、 お よ び 免 疫 ク ロ マ ト
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グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ に お け る そ の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
あ る タ イ プ の 固 相 ア ッ セ イ デ バ イ ス は 、 吸 収 性 材 料 の プ レ ー ト － 形 状 の 流 動 マ ト リ ッ ク ス
、 通 常 は 、 硝 酸 セ ル ロ ー ス ま た は ガ ラ ス 繊 維 の ご と き 膜 ス ト リ ッ プ を 含 み 、 こ こ に 、 液 体
は 膜 中 の 毛 管 力 に よ っ て 横 方 向 に （ す な わ ち 、 ス ト リ ッ プ の 平 面 内 を ） 輸 送 さ れ 得 る 。 該
膜 は 、 通 常 、 試 料 適 用 ゾ ー ン お よ び 試 料 適 用 ゾ ー ン の 下 流 の 検 出 ゾ ー ン を 含 む 。 検 出 ゾ ー
ン に お い て は 、 通 常 、 分 析 物 用 の 捕 獲 試 薬 を 固 定 化 す る 。 ア ッ セ イ を 行 う た め に は 、 適 用
ゾ ー ン を 液 体 試 料 と 接 触 さ せ て 、 注 目 す る 分 析 物 に つ き ア ッ セ イ す る 。 デ バ イ ス は 、 も し
試 料 中 に 存 在 す れ ば 、 膜 ス ト リ ッ プ を 通 じ て 、 そ こ で 分 析 物 が 捕 獲 さ れ る 検 出 ゾ ー ン へ 液
体 の 毛 管 作 用 が 注 目 す る 分 析 物 を 輸 送 す る の に 十 分 な 条 件 下 に 維 持 さ れ る 。 ス ト リ ッ プ の
下 流 端 部 に お け る 吸 収 パ ッ ド 等 は 、 通 常 、 毛 細 管 液 体 流 動 を 保 証 す る 。 次 い で 、 通 常 は 標
識 さ れ た 検 出 試 薬 を 検 出 ゾ ー ン の 上 流 に 加 え 、 検 出 ゾ ー ン 中 の 捕 獲 さ れ た 分 析 物 と 相 互 作
用 さ せ 、 捕 獲 さ れ た 分 析 物 の 量 を 測 定 す る 。 し ば し ば 、 検 出 試 薬 は 、 試 料 適 用 ゾ ー ン の 上
流 、 ま た は 試 料 適 用 ゾ ー ン ま た は 検 出 ゾ ー ン の 間 の い ず れ か に 、 例 え ば 、 発 蛍 光 ま た は 色
原 体 基 を 含 有 す る 拡 散 し て 移 動 可 能 な 粒 子 の 形 態 で 、 膜 ス ト リ ッ プ 中 に ま た は そ の 上 に 予
め 配 置 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
こ れ ら の 既 知 の デ バ イ ス に 伴 う 主 な 欠 点 は 、 少 数 の 分 析 物 が ア ッ セ イ 当 た り に 測 定 で き る
に 過 ぎ な い こ と で あ る 。
EP191640（ Syntex Inc） に お い て 、 １ を 超 え る 分 析 物 を 検 出 す る こ と が で き る デ バ イ ス が
開 示 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 検 出 す る こ と が で き る 分 析 物 の 数 は 制 限 さ れ て お り 、 交
差 － 反 応 性 分 析 物 を 検 出 す る 問 題 は 取 り 扱 わ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
発 明 の 概 要
本 発 明 に 横 た わ る 問 題 は 、 い く つ か の 分 析 物 、 お よ び 同 一 の Ｉ ｇ Ｅ と 反 応 す る 異 な る ア レ
ル ゲ ン の ご と き 、 相 互 に 交 差 反 応 す る 分 析 物 さ へ の 検 出 を 可 能 と す る こ と で あ っ た 。
こ の 問 題 は 、 本 発 明 に よ り 多 数 － ス ポ ッ ト デ バ イ ス に よ っ て 解 決 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
か く し て 、 本 発 明 の 第 一 の 態 様 に お い て 、 そ れ を 通 っ て 流 体 の 横 方 向 輸 送 を 行 う 細 長 い 流
動 マ ト リ ッ ク ス 、 こ こ に 、 上 記 マ ト リ ッ ク ス は 試 料 適 用 ゾ ー ン お よ び そ の 下 流 を 含 み 、 分
析 物 に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 結 合 す る こ と が で き る 固 定 化 さ れ た 捕 獲 剤 を 有 す る 検 出 ゾ ー
ン 、 こ こ に 、 上 記 分 析 物 は 、 標 識 さ れ た 第 ２ の 結 合 剤 を 上 記 分 析 物 に 直 接 的 ま た は 間 接 的
に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 検 出 さ れ ； を 含 む 水 性 試 料 中 の 分 析 物 を 測 定 す る た め の デ バ イ
ス で あ っ て 、 Ａ ） 固 定 化 さ れ た 捕 獲 剤 は 複 数 の 小 さ な ス ポ ッ ト と し て 検 出 ゾ ー ン に 分 布 さ
れ 、 そ れ に よ り 、 多 数 － 分 析 物 お よ び ／ ま た は 多 数 － 特 異 性 検 出 を 行 い 、 Ｂ ） 捕 獲 剤 は 固
定 化 さ れ た 粒 子 を 介 し て マ ト リ ッ ク ス に 係 留 さ れ 、 Ｃ ） 流 動 マ ト リ ッ ク ス 当 た り の ス ポ ッ
ト の 数 は １ ０ 未 満 で あ っ て 、 Ｄ ） ス ポ ッ ト の い く つ か は 陽 性 対 照 （ 類 ） お よ び ／ ま た は 内
部 キ ャ リ ブ レ ー タ ー （ 類 ） と し て 機 能 す る こ と を 特 徴 と す る 上 記 デ バ イ ス が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
流 動 マ ト リ ッ ク ス 当 た り の ス ポ ッ ト の 数 は 好 ま し く は ５ な い し １ ０ ０ ０ 、 よ り 好 ま し く は
１ ０ な い し １ ０ ０ で あ る 。 ス ポ ッ ト は 好 ま し く は 、 直 径 が １ ｍ ｍ よ り 小 さ く 、 好 ま し く は
直 径 が 約 ０ ． ５ ｍ ｍ よ り 小 さ い 。
ス ポ ッ ト は 、 好 ま し く は 、 交 差 反 応 性 分 析 物 ま た は 特 異 性 の 検 出 を 可 能 と す る パ タ ー ン で
配 置 さ れ る 。 こ れ は 交 差 － 反 応 性 Ｉ ｇ Ｅ を 有 す る ア レ ル ゲ ン に よ っ て 例 示 さ れ 、 す な わ ち
、 そ の よ う な ア レ ル ゲ ン は 同 一 流 動 線 に 配 置 す べ き で は な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
流 動 マ ト リ ッ ク ス は 、 ニ ト ロ － セ ル ロ ー ス の ご と き 多 孔 性 膜 、 ま た は 固 体 材 料 の ス ト リ ッ
プ で あ り 得 る 。
捕 獲 剤 は 抗 体 ま た は そ の 免 疫 反 応 性 断 片 で あ り 得 る 。 あ る い は 、 捕 獲 剤 は ア レ ル ゲ ン ま た
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は そ の 免 疫 反 応 性 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
も う １ つ の 代 替 法 に お い て は 、 捕 獲 剤 は Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ 、 好 ま し く は 一 本 鎖 ま た は ア プ タ
マ ー で あ る 。
デ バ イ ス の 好 ま し い 具 体 例 に お い て は 、 ス ポ ッ ト の い く つ か は 陽 性 対 照 （ 類 ） お よ び ／ ま
た は 内 部 キ ャ リ ブ レ ー タ ー （ 類 ） と し て 機 能 す る 。
試 料 は 全 血 、 血 清 、 血 漿 、 唾 液 ま た は 尿 で あ る 。
標 識 さ れ た 第 ２ の 結 合 試 薬 の 標 識 は 、 例 え ば 、 発 蛍 光 体 ま た は 色 原 体 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
該 デ バ イ ス は 、 未 知 の 特 異 性 の ス ク リ ー ニ ン グ で 、 な ら び に 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 検 出
で 用 い る こ と が で き る 。 多 く の ス ポ ッ ト に 既 知 の 物 質 、 例 え ば 、 蛋 白 質 ま た は Ｄ Ｎ Ａ 等 を
沈 積 さ せ る こ と に よ っ て 、 特 定 の ス ポ ッ ト （ 類 ） 中 の 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 、 試 料 中 に
存 在 す る バ イ ン ダ ー （ 類 ） に つ き 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 そ の 例 は 特 異
的 Ｉ ｇ Ｅ の 試 料 測 定 で あ り 、 こ こ に 、 ス ポ ッ ト は 異 な る ア レ ル ゲ ン を 含 む 。 も う １ つ の 例
は 、 異 な る 反 応 性 に つ い て の ラ イ ブ ラ リ ー （ Ｄ Ｎ Ａ 、 抗 体 等 ） の ス ク リ ー ニ ン グ に つ い て
で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
発 明 の 詳 細 な 記 載
図 １ に 示 す ご と く 、 デ バ イ ス は 、 上 方 ハ ウ ジ ン グ 部 分 １ 、 試 料 に 関 し て 、 デ バ イ ス で 実 行
す べ き ア ッ セ イ で 用 い る い ず れ の 試 薬 に 対 し て も 不 活 性 な 材 料 、 例 え ば 、 ポ リ ス チ レ ン ま
た は ポ リ プ ロ ピ レ ン の 下 方 ハ ウ ジ ン グ 部 分 ２ を 含 む 。 上 方 ハ ウ ジ ン グ 部 分 １ は 、 試 料 ウ エ
ル 開 口 ３ （ こ こ で は 、 円 錐 状 ） お よ び 検 出 ウ イ ン ド ウ ４ を 有 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
下 方 ハ ウ ジ ン グ 部 分 ２ は 、 そ こ に 、 吸 収 性 材 料 （ す な わ ち 、 毛 細 管 作 用 に よ る 水 性 媒 体 の
移 動 に 対 し て 感 受 性 の 多 孔 性 材 料 ） の 膜 ス ト リ ッ プ ６ 、 例 え ば 、 ポ リ エ ス テ ル 裏 打 ち 上 の
ニ ト ロ － セ ル ロ ー ス が 設 け ら れ て い る 。 （ 図 面 中 の 左 側 の ） ス ト リ ッ プ ６ の 上 流 端 部 近 く
に は 、 拡 散 に よ り 移 動 可 能 な 検 出 試 薬 （ 標 識 さ れ た 第 ２ の 結 合 試 薬 ） を 含 む フ ィ ル タ ー ピ
ー ス ７ が ス ト リ ッ プ 上 に 置 か れ て い る 。 そ の よ う な 検 出 試 薬 は 、 例 え ば 、 標 識 粒 子 お よ び
分 析 物 に 結 合 す る こ と が で き る 反 応 体 の 間 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り 得 る 。 さ ら に 下 流 に は
、 検 出 ウ イ ン ド ウ ４ の 下 方 お よ び そ の 中 に 、 ス ト リ ッ プ 上 に 特 異 的 な パ タ ー ン で 固 定 化 さ
れ た い く つ か の 捕 獲 剤 ま た は 反 応 体 を 含 む ス ト リ ッ プ 上 の 複 数 － ス ポ ッ ト 反 応 ゾ ー ン ８ が
設 け ら れ て い る 。 捕 獲 剤 は 、 テ ス ト さ れ る べ き 分 析 物 に 結 合 す る こ と が で き る 。 反 応 ゾ ー
ン ８ （ 図 ２ な い し ３ ） は 、 図 面 で 示 さ れ る よ り も 小 さ く て も 大 き く て も よ く 、 ５ な い し １
０ ０ ０ の 捕 獲 剤 、 好 ま し く は １ ０ な い し １ ０ ０ の 捕 獲 剤 を 含 む こ と が で き る 。 重 要 な こ と
に は 、 交 差 － 反 応 性 分 析 物 を 有 す る 捕 獲 剤 は 、 所 望 に よ り 、 同 一 レ ー ン に は 配 置 さ れ ず 、
す な わ ち 、 液 体 の 同 一 流 動 線 に は 配 置 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
上 方 ハ ウ ジ ン グ 部 分 １ は 、 膜 ス ト リ ッ プ ６ の 上 流 端 部 に 、 流 動 液 体 ま た は 緩 衝 液 の た め の
容 器 と し て 働 か せ る こ と を 意 図 し た 液 体 吸 収 性 材 料 の パ ッ ド １ １ を 含 む 。 ハ ウ ジ ン グ 部 分
１ に お け る 開 口 ３ は 、 試 料 を 膜 ６ に 導 入 す る こ と を 意 図 し て い る 。 示 さ れ た 場 合 に は 、 （
所 望 に よ り 、 ２ 以 上 の フ ィ ル タ ー よ り な る こ と も で き る ） フ ィ ル タ ー エ レ メ ン ト １ ２ が 、
ア ッ セ イ 用 の 開 口 ３ の 下 方 に 設 け ら れ 、 こ こ に 、 試 料 が 全 血 で あ っ て 、 血 液 細 胞 を 分 離 す
べ き 場 合 に は 、 試 料 液 体 は 濾 過 さ れ る 必 要 が あ る 。 か く し て 、 緩 衝 液 パ ッ ド １ １ が 緩 衝 液
液 体 容 器 （ 以 下 、 緩 衝 液 パ ッ ド と い う ） を 形 成 し 、 試 料 開 口 ３ お よ び フ ィ ル タ ー エ レ メ ン
ト １ ２ に よ っ て 規 定 さ れ る 室 は 、 試 料 ウ エ ル ま た は 試 料 容 器 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
所 望 に よ り 、 引 き 出 し フ ィ ル ム ５ を 、 さ ら に 後 記 す る 目 的 で 存 在 さ せ る 。 膜 ス ト リ ッ プ ６
の 下 流 端 部 に は 、 吸 上 エ レ メ ン ト １ ３ が 設 置 さ れ （ こ こ で は 、 セ ル ロ ー ス の ご と き 吸 収 剤
材 料 の パ ッ ド の 形 態 で あ る ） 、 そ の 目 的 は 、 膜 ス ト リ ッ プ ６ を 通 っ て の ア ッ セ イ 液 体 の 毛
細 管 流 動 を 維 持 す る の を 助 け る こ と に あ る 。
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【 ０ ０ １ ４ 】
試 料 に お け る 分 析 物 の た め の ア ッ セ イ は 、 以 下 に 記 載 す る デ バ イ ス で 実 行 す る こ と が で き
る 。
デ バ イ ス に は 、 通 常 、 緩 衝 溶 液 （ 流 動 液 体 ） を 浸 漬 し た 緩 衝 液 パ ッ ド １ １ を 設 け 、 検 出 試
薬 は フ ィ ル タ ー ７ に 予 め 沈 積 さ せ 、 各 適 当 な 捕 獲 試 薬 お よ び キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン 剤 は 反 応
（ ま た は 検 出 ） ゾ ー ン ８ 中 に ス ポ ッ ト の 特 異 的 パ タ ー ン で 固 定 化 す る 。 こ れ は 、 他 の ス ポ
ッ ト よ り は キ ャ リ ブ リ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト を 最 適 に 位 置 さ せ る 可 能 性 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト の 機 能 は 陽 性 対 照 お よ び ／ ま た は 内 部 キ ャ リ ブ レ ー タ ー と し
て の も の で あ る 。
も し テ ス ト す べ き 分 析 物 が 抗 原 で あ れ ば 、 フ ィ ル タ ー ７ 中 の 検 出 試 薬 は 、 例 え ば 、 フ ル オ
ロ ゲ ン － 標 識 粒 子 に カ ッ プ リ ン グ し た 抗 原 に 対 す る 抗 体 で あ り 得 、 多 数 － ス ポ ッ ト 反 応 ゾ
ー ン ８ 中 の 固 定 化 さ れ た 捕 獲 試 薬 は 抗 体 で あ り 得 、 キ ャ リ ブ レ ー タ ー 剤 は 分 析 物 ま た は 分
析 物 の ア ナ ロ グ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
所 定 量 の 試 料 を ハ ウ ジ ン グ 部 分 １ 中 の 開 口 ３ を 通 し て 添 加 す る 。 全 て の 必 要 な ア ッ セ イ 液
体 、 す な わ ち 、 こ の 場 合 に は 試 料 液 体 お よ び 緩 衝 液 液 体 を 次 い で デ バ イ ス 中 に 存 在 さ せ る
が 、 引 き 出 し フ ィ ル ム ５ は 、 各 液 体 膜 ス ト リ ッ プ ６ の 間 の 接 触 を 効 果 的 に 妨 げ る 。 次 い で
、 引 き 出 し フ ィ ル ム ５ を オ ペ レ ー タ ー が 除 去 し 、 そ れ に よ り 同 時 液 体 受 領 に お け る 膜 ス ト
リ ッ プ ６ を 緩 衝 液 パ ッ ド お よ び 試 料 ウ エ ル ３ 中 の 試 料 液 体 と 接 触 さ せ る 。 も し 引 き 出 し フ
ィ ル ム が 存 在 し な け れ ば 、 ア ッ セ イ は 試 料 の 添 加 に 続 い て 直 接 開 始 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ７ 】
今 や 、 パ ッ ド １ １ か ら の 緩 衝 液 液 体 が 、 直 接 パ ッ ド １ １ と 接 触 す る （ 図 ３ 参 照 ） そ の は る
か 上 流 の 端 部 部 分 を 介 し て 膜 ス ト リ ッ プ ６ に 進 入 し 、 毛 管 力 に よ っ て 膜 ス ト リ ッ プ ６ の 下
流 ま で 輸 送 さ れ る 。 同 時 に 、 試 料 液 体 が 直 接 輸 送 さ れ 、 続 い て 、 （ 第 一 の ） 緩 衝 液 液 体 の
流 動 パ ル ス が 輸 送 さ れ る 。 し か し な が ら 、 検 出 試 薬 フ ィ ル タ ー ７ お よ び 緩 衝 液 パ ッ ド １ １
の 主 な 部 分 は 、 流 動 バ リ ア － フ ィ ル ム １ ０ に よ っ て 膜 ス ト リ ッ プ ６ か ら 離 さ れ る 。 膜 ス ト
リ ッ プ ６ に 輸 送 さ れ た 緩 衝 液 液 体 は 、 フ ィ ル タ ー ７ に 進 入 し 、 そ れ を 通 っ て 輸 送 さ れ 、 そ
れ と 共 に そ の 中 に 検 出 試 薬 を 沈 積 さ せ 、 そ れ に よ り 、 検 出 試 薬 の 流 動 パ ル ス を 形 成 す る 。
こ の 検 出 試 薬 流 動 パ ル ス は 、 試 料 流 動 お よ び 緩 衝 液 流 動 パ ル ス の 後 に 順 次 に 従 う 。 検 出 試
薬 が フ ィ ル タ ー ７ か ら 除 去 さ れ た 後 に 膜 ス ト リ ッ プ ６ に 輸 送 さ れ た 緩 衝 液 は 、 検 出 試 薬 流
動 パ ル ス の 後 に 第 ２ の 緩 衝 液 流 動 パ ル ス を 形 成 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
前 記 し た 異 な る 液 体 流 は 示 し た 順 番 に す な わ ち 、 試 料 流 動 、 第 一 の 緩 衝 液 流 動 、 検 出 試 薬
流 動 、 お よ び 第 ２ の 緩 衝 液 流 動 の 順 で 膜 ス ト リ ッ プ ６ に 沿 っ て 輸 送 さ れ 、 結 局 は 、 多 数 －
ス ポ ッ ト 反 応 ゾ ー ン ８ に 到 達 す る 。 反 応 ゾ ー ン ８ に お い て は 、 試 料 に 存 在 す る 分 析 物 は 、
膜 中 に 特 異 的 ス ポ ッ ト パ タ ー ン で 固 体 化 さ れ た 試 薬 に よ っ て 捕 獲 さ れ る 。 形 成 さ れ た 分 析
物 ／ 捕 獲 試 薬 複 合 体 は 、 以 下 の 第 １ の 緩 衝 液 流 動 に よ っ て 洗 浄 さ れ 、 検 出 試 薬 の 流 れ は 反
応 ゾ ー ン 中 に 検 出 可 能 な 試 薬 ／ 分 析 物 複 合 体 を 形 成 す る 。 後 者 は 最 後 に は 、 第 ２ の 緩 衝 液
の 流 れ に よ っ て 洗 浄 さ れ る 。 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト に お い て は そ の 中 の 所 定 量 の 分
析 物 が 、 検 出 試 薬 流 中 の 検 出 試 薬 と 反 応 し て 検 出 可 能 な 検 出 試 薬 ／ 分 析 物 複 合 体 を 形 成 す
る 。 反 応 ゾ ー ン に 検 出 さ れ た 試 薬 か ら の シ グ ナ ル 強 度 を 分 析 す る こ と に よ っ て 、 そ れ は キ
ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト （ 類 ） で 得 ら れ た も の と 相 関 さ せ て 、 試 料 中 の 分 析 物 の 量 を 決
定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
前 記 し た 反 応 （ ま た は 検 出 ） ゾ ー ン ８ に お い て は 、 分 析 物 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き
る い く つ か の 反 応 体 を （ 共 有 結 合 に よ っ て 、 物 理 的 吸 着 を 介 し て 生 物 特 異 的 親 和 性 を 介 し
て 、 反 応 体 が 共 有 結 合 し た 固 定 化 粒 子 を 介 し て ） 特 異 的 ス ポ ッ ト パ タ ー ン で 固 定 化 す る 。
し か し な が ら 、 そ の 代 わ り に 、 反 応 体 と 反 応 す る こ と が で き る 剤 を 膜 中 に 固 定 化 さ せ 、 次
い で 、 試 料 と 共 に 反 応 体 を 添 加 し 、 あ る い は 反 応 ゾ ー ン の 上 流 の 領 域 ま た は ゾ ー ン に あ る
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膜 中 に 予 め 沈 積 さ せ る こ と が で き る 。 そ の よ う な 固 定 化 さ れ た 剤 は 特 異 的 結 合 対 （ ｓ ｐ ｄ
） の １ つ の メ ン バ ー で あ り 得 、 次 い で 、 反 応 体 を ｓ ｐ ｄ の 他 の メ ン バ ー に カ ッ プ リ ン グ ま
た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 。 例 示 的 な 特 異 的 結 合 対 は 抗 原 － 抗 体 お よ び ハ プ テ ン － 抗 体 、
ビ オ チ ン － ア ビ ジ ン ま た は － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 レ ク チ ン － 糖 、 ホ ル モ ン － ホ ル モ ン 受
容 体 、 核 酸 デ ュ プ レ ッ ク ス の ご と き 免 疫 学 的 結 合 対 を 含 む 。 例 え ば 、 反 応 ゾ ー ン は そ の 中
に 固 定 化 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 有 す る こ と が で き 、 分 析 物 用 の 捕 獲 反 応 体 は ビ オ チ
ニ ル 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
同 様 に 、 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト （ 類 ） は キ ャ リ ブ レ ー タ ー 物 質 そ れ 自 体 よ り は む し
ろ キ ャ リ ブ レ ー タ ー 物 質 の た め の バ イ ン ダ ー を 含 む こ と が で き る 。 バ イ ン ダ ー は 、 通 常 、
前 記 し た も の の う ち の １ つ の ご と き 特 異 的 結 合 対 の メ ン バ ー で あ る 、 他 方 、 特 異 的 結 合 対
の 他 の メ ン バ ー は 、 試 料 と 共 に 添 加 す る こ と が で き る か 、 あ る い は キ ャ リ ブ レ ー タ ー ゾ ー
ン の 上 流 に 予 め 沈 積 さ せ る こ と が で き る キ ャ リ ブ レ ー タ ー 物 質 に カ ッ プ リ ン グ ま た は コ ン
ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 。 例 え ば 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン は キ ャ リ ブ レ ー タ ー ゾ ー ン に 固 定 化 す る
こ と が で き 、 他 方 、 キ ャ リ ブ レ ー タ ー 物 質 は ビ オ チ ニ ル 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
こ こ に 考 え ら れ る タ イ プ の ア ッ セ イ デ バ イ ス 、 特 に 、 流 動 マ ト リ ッ ク ス 、 順 次 ア ッ セ イ 、
キ ャ リ ブ レ ー タ ー シ ス テ ム 、 検 出 試 薬 に 関 す る ア ッ セ イ デ バ イ ス の さ ら な る 詳 細 に つ い て
は 、 例 え ば 、 我 々 の 公 開 さ れ た PCT出 願 WO 99/36776、 WO 99/36777お よ び WO 99/36780に 言
及 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の デ バ イ ス を 用 い て 測 定 す べ き 分 析 物 は 、 当 業 者 に 容 易 に 明 ら か で あ ろ う 。 し か し
な が ら 、 通 常 、 分 析 物 は 生 物 特 異 的 親 和 性 試 薬 、 例 え ば 、 抗 体 ま た は 他 の 蛋 白 質 、 ハ プ テ
ン 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の ご と き 核 酸 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 後 者 の 場 合 、 反 応 ゾ ー ン は
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 む こ と が で き 、 分 析 物 の 配 列 が そ れ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ
配 列 ビ オ チ ニ ル 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 の デ バ イ ス は 、 ア ッ セ イ を 開 始 す る 前 に 試 料 の 便 利 な 予 備 処 理 を 可 能 と す る 。
本 発 明 の デ バ イ ス は 我 々 の 公 開 さ れ た PCT出 願 WO 99/60402に 記 載 さ れ た タ イ プ の ア ッ セ イ
を 実 行 す る の に も 適 し て お り 、 こ こ に 、 流 動 マ ト リ ッ ク ス は 、 分 析 物 の 測 定 を 乱 し ま た は
そ れ に 影 響 す る で あ ろ う 試 料 成 分 を 離 す た め に 反 応 （ 検 出 ） ゾ ー ン の 上 流 に ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 分 離 ゾ ー ン を 含 む 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 本 発 明 に よ る デ バ イ ス の 具 体 例 の 斜 視 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 図 １ に お け る デ バ イ ス の 側 面 断 面 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 図 ２ に お け る 側 面 図 に 対 応 す る 分 解 図 で あ る 。
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