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(57)【要約】
　本発明は、免疫診断と金粒子の形成を同時に連携させ
、検出信号の自己増幅を実装することにより、正確、迅
速、便利な疾病マーカーの検出方法及びキットに関し、
より具体的には、疾病の特異的マーカー検出用抗体また
は抗原、自由金イオン及び吸着金イオンが同時に存在す
る事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏ
ｎ）に、前記抗体または抗原に特異的に結合する疾病の
特異的抗原または抗体を含有するサンプル及び還元剤を
投入して組成された診断溶液（ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔ
ｉｏｎ）内で、抗原－抗体免疫反応及び金イオンの還元
による金粒子形成反応を同時に誘導するステップ（ａ）
と、及び金粒子形成による発色反応で疾病の特異的マー
カーの有無を確認するステップ（ｂ）とを含む検出信号
の自己増幅を利用した疾病の特異的マーカーの検出方法
及びキットに関する。本発明に係る方法は、既存のＥＬ
ＩＳＡのような診断で通常伴う固定化及び洗浄（ｗａｓ
ｈｉｎｇ）作業などの過程なしに、シングルステップで
疾患の診断が可能であり、数時間、長くは数日もかかる
診断検査の時間も１０分前後に短くすることにより、特
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　検出信号の自己増幅を利用した疾病の特異的マーカーの検出方法であって、
　疾病の特異的マーカー検出用抗体または抗原、自由金イオン及び吸着金イオンが同時に
存在する事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）に、前記抗体または抗
原に特異的に結合する疾病の特異的抗原または抗体を含有するサンプル及び還元剤を投入
して組成された診断溶液（ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）内で、抗原－抗体免疫反応及
び金イオンの還元による金粒子形成反応を同時に誘導するステップ（ａ）と、及び
　金粒子形成による発色反応で疾病の特異的マーカーの有無を確認するステップ（ｂ）と
を含む、前記検出信号の自己増幅を利用した疾病の特異的マーカーの検出方法。
【請求項２】
　検出信号の自己増幅を利用した抗ウイルス抗体の検出方法であって、
　抗ウイルス抗体検出用抗原、自由金イオン及び吸着金イオンが同時に存在する事前診断
溶液内で、前記抗原に特異的に結合する抗ウイルス抗体を含有するサンプル及び還元剤と
投入して組成された診断溶液（ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）内で、抗原－抗体免疫反
応及び金イオンの還元による金粒子形成反応を同時に誘導するステップ（ａ）と、及び
　金粒子形成による発色反応でウイルスの有無を確認するステップ（ｂ）とを含む、前記
検出信号の自己増幅を利用した抗ウイルス抗体の検出方法。
【請求項３】
　検出信号の自己増幅を利用した疾病診断のための情報の提供方法であって、
　疾病の特異的マーカー検出用抗体または抗原、自由金イオン及び吸着金イオンが同時に
存在する事前診断溶液に、前記抗体または抗原に特異的に結合する疾病の特異的抗原また
は抗体を含有するサンプル及び還元剤を投入して組成された診断溶液内で、抗原－抗体免
疫反応及び金イオンの還元による金粒子形成反応を同時に誘導するステップ（ａ）と、及
び
　金粒子形成による発色反応で疾病の特異的マーカーの有無を確認するステップ（ｂ）と
を含む、前記検出信号の自己増幅を利用した疾病診断のための情報の提供方法。
【請求項４】
　前記吸着金イオンは、ヒスチジン、リジン及びアルギニンからなる群から選択されるア
ミノ酸に吸着されることを特徴とする
　請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記還元剤は、アスコルビン酸、イミダゾール、ピラゾール、ヒスタミン、ヒドロキシ
ルアミン、クエン酸及びナトリウムボロハイドライドからなる群から選択されることを特
徴とする
　請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記サンプルは、血液、血漿、血清、尿、唾液、口腔粘膜及びよだれからなる群から選
択されることを特徴とする
　請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　事前診断溶液内に存在する前記金イオンの濃度は、１ｍＭ～１０ｍＭであることを特徴
とする
　請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　診断溶液内に存在する前記還元剤の濃度は、０．００５Ｍ～０．１Ｍ　であることを特
徴とする
　請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記サンプルの量は、１０μｌ～３０μｌであることを特徴とする
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　請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記疾病は、急性心臓病、ヒト免疫不全症、Ｃ型肝炎、シェーグレン症候群、多発性硬
化症、Ａ型肝炎、脳卒中及び脳出血からなる群から選択されることを特徴とする
　請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記発色反応は、少なくとも５分～１０分以内に現れることを特徴とする
　請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記発色反応は、５００－６００ｎｍの吸光度を測定して確認することを特徴とする
　請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記疾病の特異的マーカー検出用抗原または抗体は、タンパク質粒子の表面に表出され
ていることを特徴とする
　請求項１または３に記載の方法。
【請求項１４】
　前記タンパク質粒子は、金イオンを吸着することができるヒスチジン、リジン及びアル
ギニンからなる群から選択されるタグが追加でその表面に表出されていることを特徴とす
る
　請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記疾病の特異的マーカー検出用抗原または抗体の免疫反応は、タンパク質粒子の表面
で発生することを特徴とする
　請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　前記タグは、金イオンを吸着して還元剤の存在下で、金粒子の凝集反応を誘導すること
を特徴とする
　請求項１４に記載の方法。
【請求項１７】
　前記ウイルス検出用抗原は、タンパク質粒子の表面に表出されていることを特徴とする
　請求項２に記載の方法。
【請求項１８】
　前記タンパク質粒子は、金イオンを吸着することができるヒスチジン、リジン及びアル
ギニンからなる群から選択されるタグが追加でそのに表出されていることを特徴とする
　請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記ウイルス検出用抗原または抗体の免疫反応は、パク質粒子の表面で発生することを
特徴とする
　請求項１７に記載の方法。
【請求項２０】
　前記タグは、金イオンを吸着して還元剤の存在下で、金粒子の凝集反応を誘導すること
を特徴とする
　請求項１８に記載の方法。
【請求項２１】
　前記タンパク質粒子は、フェリチン（ｆｅｒｒｉｔｉｎ）、フェリチン類似タンパク質
（ｆｅｒｒｉｔｉｎ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ）、マグネトソーム（ｍａｇｎｅｔｏｓ
ｏｍｅ）構成タンパク質、ウイルス構成タンパク質（ｅ．ｇ．　ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｂ
　ｖｉｒｕｓ　ｃｏｒｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ，　ｔｏｂａｃｃｏ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕ
ｓ）、ＤＰＳ（ＤＮＡ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ）、及びプロテアソーム（ｐｒ
ｏｔｅａｓｏｍｅ）からなる群から選択されるタンパク質を含むことを特徴とする
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　請求項１３に記載の方法。
【請求項２２】
　前記タンパク質粒子は、フェリチン（ｆｅｒｒｉｔｉｎ）、フェリチン類似タンパク質
（ｆｅｒｒｉｔｉｎ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ）、マグネトソーム（ｍａｇｎｅｔｏｓ
ｏｍｅ）構成タンパク質、ウイルス構成タンパク質（ｅ．ｇ．　ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｂ
　ｖｉｒｕｓ　ｃｏｒｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ，　ｔｏｂａｃｃｏ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕ
ｓ）、ＤＰＳ（ＤＮＡ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ）、及びプロテアソーム（ｐｒ
ｏｔｅａｓｏｍｅ）からなる群から選択されるタンパク質含むことを特徴とする
　請求項１７に記載の方法。

 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫診断と金粒子の形成を同時に連携させ、検出信号の自己増幅を実装する
ことにより、正確、迅速、便利な疾病マーカーの検出方法及びキットに関し、より具体的
には、疾病の特異的マーカー検出用抗体または抗原、自由金イオン及び吸着金イオンが同
時に存在する事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）に、前記抗体また
は抗原に特異的に結合する疾病の特異的抗原または抗体を含有するサンプル及び還元剤を
投入して組成された診断溶液（ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）内で、抗原－抗体免疫反
応及び金イオンの還元による金粒子形成反応を同時に誘導するステップ（ａ）と、及び金
粒子形成による発色反応で疾病の特異的マーカーの有無を確認するステップ（ｂ）とを含
む検出信号の自己増幅を利用した疾病の特異的マーカーの検出方法及びキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　現代の疾患の診断方法であって、最も理想的な方法は、迅速で、正確かつ簡単な手順の
診断方法である。そして、このような迅速な診断は、急性心筋梗塞のような緊急時の患者
の場合にはより重要である。救急患者の場合、これらの迅速で正確な診断に応じた適切な
治療は、生存率と直接関連付けられるので、緊急患者でない場合よりも更に重要な要因と
なる。
【０００３】
　臨床検査の分野では、生体試料（血液、尿など）を利用して、様々な疾患の診断を実行
しているが、これらの診断方法としては、各種の測定法が開発され利用されている。これ
らの測定方法の代表的な方法としては、酵素反応を利用した生化学的測定法または抗原－
抗体反応を利用した免疫測定法を挙げることができる。最近では、生体試料中の成分を精
密に測定することが要求され、特異性の高い抗原－抗体反応を利用した免疫測定方法が幅
広く利用されている。
【０００４】
　免疫測定方法は、抗原－抗体の結合能力を活用する方法である。主に、免疫分析法は、
サンプル内の特定の抗原（または抗体）－特異的抗体（または抗原）の存在を分析するた
めに使用される。これは、固体支持体に固定化された特定の抗原（または抗体）の上にサ
ンプルを流し（ｗａｓｈ）、続いて様々な技法を用いて、結合された抗体（または抗原）
を視覚化して実行される。
【０００５】
　一般的に、免疫測定方法は、未知のサンプルの濃度を決める（ａｓｓｉｇｎ）ための校
正器（ｃａｌｉｂｒａｔｏｒ）の利用を必要とする。古典的な免疫分析法では、校正器の
セットが実行され、信号対濃度の校正曲線（ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ）がプ
ロットされ（ｐｌｏｔｔｅｄ）、未知のサンプルの濃度が補間法（ｉｎｔｅｒｐｏｌａｔ
ｉｏｎ）によって決定される（Ｉｂｒａｈｉｍ　Ａ．　Ｄａｒｗｉｓｈ，　Ｉｎｔｅｒｎ
ａｔｉｏｎａｌ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，　Ｖ
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ｏｌ．　２　ｐｐ．　２１７－２３５，　２００６）。
【０００６】
　免疫測定法としては、その検出原理と方法に基づいて、放射性同位元素を使用して信号
を検出する放射免疫分析法（ＲＩＡ：ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）、酵素による
信号増幅を使用する酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ：ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍ
ｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　ａｓｓａｙ、またはＥＩＡ：ｅｎｚｙｍｅ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓ
ａｙ）、蛍光を利用して検出する蛍光抗体法（ＦＡ：ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ａｎｔ
ｉｂｏｄｙ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ）、化学発光を使用する化学発光免疫測定法（ＣＬＩＡ
：ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）などに分けることが
でき、他にも標識物質の使用方法や基質の種類に応じて、様々な分類が可能である。
【０００７】
　酵素免疫測定方法は、大きく、直接酵素免疫測定法（Ｄｉｒｅｃｔ　ＥＬＩＳＡ）、間
接免疫測定法（ｉｎｄｉｒｅｃ　ＥＬＩＳＡ）、サンドイッチ免疫酵素測定法（Ｓａｎｄ
ｗｉｃｈ　ＥＬＩＳＡ）及び競争的酵素免疫測定法（Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ　ＥＬＩＳ
Ａ）に区分することができる。
【０００８】
　直接酵素免疫測定法は、抗原を９６ウェルプレート等に固定させた後、酵素と結合した
抗体を注入して、抗原－抗体反応を起こした後、洗浄（ｗａｓｈｉｎｇ）過程を経た後、
抗体についた酵素によって基質が生産物に変化された量を測定する方法として、他のＥＬ
ＩＳＡに比べて速いという長所があるが、感度が低く、それぞれのＥＬＩＳＡのために、
特定の抗体が必要であり、時間がかかり、高価という短所がある。
【０００９】
　間接酵素免疫測定法は、抗原を９６ウェルプレートに固定させた後、１次抗体を処理し
て、抗原－抗体反応を誘導して、１次抗体のＦｃドメインと結合することができ、酵素が
結合された２次抗体を処理した後、酵素によって基質が生産物に変化した量を測定する方
法として、感度が高く、比較的安価であり、様々な種類の１次抗体を使用することができ
るという長所があるが、２次抗体との間の交差反応による偽陽性が高く、複雑なステップ
と時間がかかるという短所がある。
【００１０】
　サンドイッチ酵素免疫測定法は、抗原と結合することができる捕獲抗体（ｃａｐｔｕｒ
ｅ－ａｎｔｉｂｏｄｙ）を９６ウェルプレートに固定させた後、抗原が含有されたサンプ
ルを注入し、抗原の他のエピトープと結合することができる検出抗体（ｄｅｔｅｃｔｉｏ
ｎ－ａｎｔｉｂｏｄｙ）を注入して捕獲抗体－抗原－検出抗体のサンドイッチ構造を検出
抗体のＦｃドメインと結合することができ、酵素が結合された２次抗体で検出する方法と
して、サンプルの準備ステップが最も最小化され、より高い感度と精度を有するという長
所があるが、１次抗体と二次抗体が抗原の異なるエピトープに結合するように製造しなけ
ればならず、時間がかかり、高価という短所がある。
【００１１】
　競争的酵素免疫測定法は、サンプルに抗体を投入して、抗原－抗体反応を誘導した後、
抗原がコーティングされた９６ウェルプレートに、前記抗原－抗体複合体が存在する状態
で投入した後、酵素が結合された２次抗体を投入して基質から生成物の変化量を測定する
方法として、サンプル内の抗原が多く存在するほど、二次抗体によって変化する生産物の
量が減少するように、サンプルの準備ステップが最小限に抑えられ、広い範囲の抗原量を
測定することができ、ｓｍａｌｌ　ｍｏｌｅｃｕｌｅのようなエピトープが少ない抗原も
検出することができる長所があるが、希釈されたサンプルでは使用できないという短所が
ある（Ｋａｒｉｃｈｍａ　Ｓｈａ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｊｏｕｒｎａｌ　
ｏｆ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，　Ｖｏｌ．　７７，　Ｎｏ．　７，　２０
１６）。
【００１２】
　電気－化学発光（ＥＣＬ）反応は、電極（ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ）の表面で電気化学（ｅ
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ｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）によって誘引される特異的化学発光反応である。抗原
－抗体（ａｎｔｉｇｅｎ－ａｎｔｉｂｏｄｙ）複合体及びルテニウムピリジンの接合体（
ｃｏｎｊｕｇａｔｅ）は、トリプロピルアミンの存在下で、電気化学によって励起（ｅｘ
ｃｉｔｅｄ）されて、酸化還元反応（ｒｅｄｏｘ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）が光子（ｐｈｏｔ
ｏｎｓ）を放出するために発生し、これは光電子増倍管（ｐｈｏｔｏｍｕｌｔｉｐｌｉｅ
ｒ　ｔｕｂｅ）によって収集されることができる。このプロセスは、多くの光子を生成す
るために繰り返し実行され、これは光信号（ｏｐｔｉｃａｌ　ｓｉｇｎａｌ）を増幅する
。一般的に、電気化学発光分析に使用される複数の標識（ｌａｂｅｌｓ）は、標識された
抗体または抗原を生産するための、他の化学構造を持つ抗体または抗原分子に結合するこ
とができる標識である（Ｍｉｃｈａｅｌ　Ｖｏｇｅｓｓｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　ｈｅｒ．
ｕｇ　Ｍｏｎｉｔ．Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．５，　ｐ．．６４０－６５０，０１４）。
【００１３】
　これらのＥＬＩＡ方法は高感度、迅速な分析速度、自動化が容易であるという長所があ
るが、いくつかの手順を経なければならず、標識された抗体または抗原の製作費が高価で
、主に使用されるルテニウムピリジン（ｒｕｔｈｅｎｉｕｍ　ｐｙｒｉｄｉｎｅ）の場合
には、電極材料にによって大きく影響を受けて、発光効率が限られており、高価という短
所がある。
【００１４】
　これらの短所を克服するために韓国特許第１０－１４９５６６５号では、磁気を利用し
た蛍光多重免疫検査法を開発したが、まだいくつかのステップを経なければならないため
、時間がかかるという短所があり、韓国特許第１０－２０１４－０１５１３０５号では、
タンパク質粒子を利用して、抗原をタンパク質粒子の表面に適切な配向性を持って表出さ
れるようにして、感度が向上された方法を開発したが、まだいくつかの手順が必要であり
、時間がかかるという短所があり、簡単かつ迅速な検出方法が必要な実情である。
【００１５】
　そこで、本発明者らは、免疫分析方法の短所を改善するために努力した結果、金イオン
の還元反応を利用した金粒子の形成と抗原－抗体免疫反応を同時に誘導する場合には、金
粒子の凝集体形成に基づいて検出信号が自己増幅されて、すぐに疾病の特異的マーカーの
存在の有無を検出することができることを確認して、本発明を完成した。
　本背景技術の部分に記載された前記の情報は、本発明の背景の理解を向上させるためで
あり、これに本発明が属する技術分野で通常の知識を有する者にとってはすでに知られて
いる先行技術を形成する情報が含まないことができる。
【発明の概要】
【００１６】
　本発明の目的は、検出信号の自己増幅原理を利用した正確、迅速、便利なシングルステ
ップの疾病の特異的マーカーの検出方法を提供するものである。
【００１７】
　上記目的を達成するために、本発明は、疾病の特異的マーカー検出用抗体または抗原、
自由金イオン及び吸着金イオンが同時に存在する事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓ
ｏｌｕｔｉｏｎ）に、前記抗体または抗原に特異的に結合する疾病の特異的抗原または抗
体を含有するサンプル及び還元剤を投入して組成された診断溶液（ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕ
ｔｉｏｎ）内で、抗原－抗体免疫反応及び金イオンの還元による金粒子形成反応を同時に
誘導するステップ（ａ）と、及び金粒子形成による発色反応で疾病の特異的マーカーの有
無を確認するステップ（ｂ）とを含む検出信号の自己増幅を利用した疾病の特異的マーカ
ーの検出方法を提供する。
【００１８】
　本発明は、さらに、抗ウイルス抗体検出用抗原、自由金イオン及び吸着金イオンが同時
に存在する事前診断溶液内で、前記抗原に特異的に結合する抗ウイルス抗体を含有するサ
ンプル及び還元剤と投入して組成された診断溶液（ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）内で
、抗原－抗体免疫反応及び金イオンの還元による金粒子形成反応を同時に誘導するステッ
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プ（ａ）と、及び金粒子形成による発色反応でウイルスの有無を確認するステップ（ｂ）
とを含む検出信号の自己増幅を利用した抗ウイルス抗体の検出方法を提供する。
【００１９】
　本発明は、さらに、疾病の特異的マーカー検出用抗体または抗原、自由金イオン及び吸
着金イオンが同時に存在する事前診断溶液に、前記抗体または抗原に特異的に結合する疾
病の特異的抗原または抗体を含有するサンプル及び還元剤を投入して組成された診断溶液
内で、抗原－抗体免疫反応及び金イオンの還元による金粒子形成反応を同時に誘導するス
テップ（ａ）と、及び金粒子形成による発色反応で疾病の特異的マーカーの有無を確認す
るステップ（ｂ）とを含む検出信号の自己増幅を利用した疾病診断のための情報の提供方
法を提供する。
【００２０】
　本発明は、さらに、疾病の特異的マーカー検出用抗体または抗原、自由金イオン及び吸
着金イオンが同時に存在する事前診断溶液に、前記抗体または抗原に特異的に結合する疾
病の特異的抗原または抗体を含有するサンプル及び還元剤を投入して組成された診断溶液
内で、抗原－抗体免疫反応及び金イオンの還元による金粒子形成反応を同時に誘導するス
テップ（ａ）と、及び金粒子形成による発色反応で疾病の特異的マーカーの有無を確認す
るステップ（ｂ）とを含む検出信号の自己増幅を利用した疾病診断方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】（Ａ）本発明の方法による急性心筋梗塞の診断のためのタンパク質粒子の模式図
、及び生成されたタンパク質粒子を電子顕微鏡で確認した結果である。（Ｂ）本発明の原
理の模式図として、金粒子の形成と抗原－抗体反応が同時に起きて、クラスタが形成され
て、急激な自己信号の増幅が発生する過程を示したものである。
【図２】（Ａ）急性心筋梗塞の患者と健常者の血清のｏｎｅ－ｓｔｅｐ診断結果を示した
ものである。（Ｂ）心筋梗塞患者の診断では、これらの色の変化が光を吸収する特定の波
長で吸光度の差が生ずることで現れることと、各時間帯での患者と健常者との間の吸光度
の大きさの違いを示す実験結果である。
【図３】（Ａ）急性心筋梗塞マーカーｔｒｏｐｏｎｉｎ　Ｉを検知するＥＬＩＳＡキット
を用いて、同じ患者の血清を診断したことを示す実験結果である。（Ｂ）定量化の可能性
を確認するためにさらに患者の血清を緑十字診断センターでｔｒｏｐｏｎｉｎ　Ｉの量を
ＥＣＬＩＡに定量化した結果（上のパネル）、及び当該患者の血清を用いて、ｏｎｅ－ｓ
ｔｅｐ診断を実行した結果（下のパネル）である。
【図４】時間帯ごとの患者の診断溶液（ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）内の金粒子凝集
体をＴＥＭで画像を撮って確認した結果である。
【図５】（Ａ）金粒子凝集体が形成される原理をシミュレーションで確認した結果である
。（Ｂ）凝集体の大きさに比例して吸光度が大きくなることを確認したことで、凝集体の
大きさに比例して吸光度が大きくなる様相が同じ波長帯で起こることを確認した結果であ
る。
【図６】ｏｎｅ－ｓｔｅｐ診断の原理を確認するための対照群実験を示した結果であって
、自由金イオンが存在し、タンパク質粒子による抗原－抗体複合体の両方が形成されてこ
そ複合体が生成され、患者だけに発色反応が現れること（５）を確認した結果である。
【図７】金イオンと還元性ペプチドとの間の相互作用と患者検体内のｔｒｏｐｏｎｉｎ　
Ｉとタンパク質粒子の相互作用、そしてこれによる信号の自己増幅作用がどのようにこの
診断で起こるかについての模式図である。
【図８】本願発明の方法で、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）を診断するために製造したタン
パク質粒子の模式図、及び製造したタンパク質粒子を電子顕微鏡で観察した結果である。
【図９】本願発明の方法で、Ｃ型肝炎患者の血液サンプル内に存在するＨＣＶ抗体を検出
する原理を示した模式図である。
【図１０】（Ａ）本願発明の方法で、Ｃ型肝炎の患者と健常者の血液サンプルをテストし
た結果を示したものである。（Ｂ）Ｃ型肝炎患者の抗原－抗体複合体のサイズによる吸光
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度と時間による吸光度の変化を測定した結果として、時間の経過に応じて５８８ｎｍとい
う特定の波長で吸光度が増加する様相を測定した結果であり、ＴＥＭ像と同じ形状のクラ
スタが形成されることを示すことであり、またｂｏｘ　ｐｌｏｔグラフは、健常者群と患
者群の各時間ごとの吸光度の差を測定した結果である。
【図１１】（Ａ）本願発明の方法で、ＨＩＶを保有している患者及び健常者の血液サンプ
ルをテストした結果を示したものである。（Ｂ）ＨＩＶ保有患者の抗原－抗体複合体のサ
イズによる吸光度と時間による吸光度変化を測定した結果として、時間の経過に応じて５
５５ｎｍという特定の波長で吸光度が増加する様相を測定した結果であり、ＴＥＭ像と同
じ形状のクラスタが形成されることを示し、また、ｂｏｘ　ｐｌｏｔグラフは健常者群と
患者群の各時間ごとの吸光度の差を測定した結果である。
【図１２】左側のパネルは、本願発明の方法で、ＨＡＶを保有している患者と健常者の血
液サンプルをテストした結果を示したものであり、右側のパネルは、ＨＡＶ保有患者の抗
原－抗体複合体のサイズによる吸光度と時間による吸光度の変化を測定した結果として、
時間の経過に応じて５７４ｎｍという特定の波長で吸光度が増加する様相を測定した結果
である。
【図１３】患者の血清内のＴｎＩの信頼性の高い定量分析するかどうかを評価するための
テストの結果として、（Ａ）は、診断開始後１５分の時点での各標準血清別吸光度を測定
した結果であり、（Ｂ）は、診断開始後２０分の時点、（Ｃ）は、２５分の時点、（Ｄ）
は、３０分の時点での検出信号の測定結果である。
【図１４】緑十字医療財団のＥＣＬＩＡ診断機器（Ｒｏｃｈｅ　Ｅ－１７０モデル）での
定量分析するかどうかを確認した結果として、図１４は、健常者の試料（Ａ）、図１５は
、健常者の試料（Ｂ）、及び図１６は、健常者試料（Ｃ）を用いて分析した結果である。
【図１５】緑十字医療財団のＥＣＬＩＡ診断機器（Ｒｏｃｈｅ　Ｅ－１７０モデル）での
定量分析するかどうかを確認した結果として、図１４は、健常者の試料（Ａ）、図１５は
、健常者の試料（Ｂ）、及び図１６は、健常者試料（Ｃ）を用いて分析した結果である。
【図１６】緑十字医療財団のＥＣＬＩＡ診断機器（Ｒｏｃｈｅ　Ｅ－１７０モデル）での
定量分析するかどうかを確認した結果として、図１４は、健常者の試料（Ａ）、図１５は
、健常者の試料（Ｂ）、及び図１６は、健常者試料（Ｃ）を用いて分析した結果である。
【図１７】Ｅｌａｓｃｉｅｎｃｅ社のＥＬＩＳＡ診断キット（Ｅ－ＥＬ－Ｈ０１４４）で
の定量分析するかどうかを確認した結果として、図１７は、健常者の試料（Ａ）、図１８
は、健常者の試料（Ｂ）、及び図１９は、健常者の試料（Ｃ）を用いて分析した結果であ
る。
【図１８】Ｅｌａｓｃｉｅｎｃｅ社のＥＬＩＳＡ診断キット（Ｅ－ＥＬ－Ｈ０１４４）で
の定量分析するかどうかを確認した結果として、図１７は、健常者の試料（Ａ）、図１８
は、健常者の試料（Ｂ）、及び図１９は、健常者の試料（Ｃ）を用いて分析した結果であ
る。
【図１９】Ｅｌａｓｃｉｅｎｃｅ社のＥＬＩＳＡ診断キット（Ｅ－ＥＬ－Ｈ０１４４）で
の定量分析するかどうかを確認した結果として、図１７は、健常者の試料（Ａ）、図１８
は、健常者の試料（Ｂ）、及び図１９は、健常者の試料（Ｃ）を用いて分析した結果であ
る。
【図２０】Ａｂｂｅｘａ　Ｌｔｄ．社のＥＬＩＳＡ診断キット（ａｂｘ０５０２５５）で
の定量分析するかどうかを確認した結果として、図２０は、健常者の試料（Ａ）、図２１
は、健常者の試料（Ｂ）、及び図２２は、健常者の試料（Ｃ）を用いて分析した結果であ
る。
【図２１】Ａｂｂｅｘａ　Ｌｔｄ．社のＥＬＩＳＡ診断キット（ａｂｘ０５０２５５）で
の定量分析するかどうかを確認した結果として、図２０は、健常者の試料（Ａ）、図２１
は、健常者の試料（Ｂ）、及び図２２は、健常者の試料（Ｃ）を用いて分析した結果であ
る。
【図２２】Ａｂｂｅｘａ　Ｌｔｄ．社のＥＬＩＳＡ診断キット（ａｂｘ０５０２５５）で
の定量分析するかどうかを確認した結果として、図２０は、健常者の試料（Ａ）、図２１
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は、健常者の試料（Ｂ）、及び図２２は、健常者の試料（Ｃ）を用いて分析した結果であ
る。
【図２３】ＡＬＰＣＯ社のＥＬＩＳＡ診断キット（２５－ＴＲ１ＨＵ－Ｅ０１）での定量
分析するかどうかを確認した結果として、図２３は、健常者の試料（Ａ）、図２４は、健
常者の試料（Ｂ）、及び図２５は、健常者の試料（Ｃ）を用いて分析した結果である。
【図２４】ＡＬＰＣＯ社のＥＬＩＳＡ診断キット（２５－ＴＲ１ＨＵ－Ｅ０１）での定量
分析するかどうかを確認した結果として、図２３は、健常者の試料（Ａ）、図２４は、健
常者の試料（Ｂ）、及び図２５は、健常者の試料（Ｃ）を用いて分析した結果である。
【図２５】ＡＬＰＣＯ社のＥＬＩＳＡ診断キット（２５－ＴＲ１ＨＵ－Ｅ０１）での定量
分析するかどうかを確認した結果として、図２３は、健常者の試料（Ａ）、図２４は、健
常者の試料（Ｂ）、及び図２５は、健常者の試料（Ｃ）を用いて分析した結果である。
【図２６】本願発明の方法を利用して、急性心筋梗塞を診断する場合の検出限界（ＬＯＤ
）評価のための定量化実験の結果である。
【図２７】本願発明の方法を利用して、Ｃ型肝炎を診断する場合の検出限界（ＬＯＤ）評
価のための定量化実験の結果である。
【図２８】本願発明の方法を利用して、エイズ（ＡＩＤＳ）を診断する場合の検出限界（
ＬＯＤ）評価のための定量化実験の結果である。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　他の形で定義されない限り、本明細書で使用されたすべての技術的及び科学的用語は、
本発明が属する技術分野で熟練した専門家によって、通常理解されるのと同じ意味を持つ
。一般的に、本明細書で使用される命名法は、本技術分野でよく知られている通常に使用
されるものである。
【００２３】
　本発明では、疾病の特異的マーカー検出用抗体または抗原、自由金イオン及び吸着金イ
オンが同時に存在する事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）に前記抗
体または抗原に特異的に結合する疾病の特異的抗原または抗体を含有するサンプル及び還
元剤を投入して組成された診断溶液（ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）内で、抗原－抗体
免疫反応と金イオンの還元による金粒子の形成に伴う検出信号の自己増幅が起こり、疾病
の特異的マーカーの検出が可能かどうかを確認しようとした。
【００２４】
　本発明では、組換えＢ型間葉ウイルスカプシド（ＨＢＶ－ｃａｐｓｉｄ）由来のコア（
ｃｏｒｅ）タンパク質の表面に金イオン吸着用タグと抗体Ｆｃドメイン結合用タグが表出
されたタンパク質粒子を製造した後、急性心筋梗塞のマーカーを検知することができる抗
体を前記タンパク質粒子の表面に付着した後、金イオンを吸着させたタンパク質粒子水溶
液を製造した。前記水溶液に急性心筋梗塞マーカーと還元剤を投入して、５分後に肉眼で
確認可能な発色反応が現れることを確認した。
【００２５】
　即ち、本発明の一実施例では、ＨＢＶコアタンパク質のＮ－末端に金イオンを吸着する
ことができる６つのヒスチジン（ｈｅｘａ－ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ）を発現させ、ｌｏｏｐ
部分にリンカーアミノ酸と抗体のＦｃドメインと結合することができるＳｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｕｃｃａｌ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　ＡのＢドメインが結合されて、表面が改質された組
換えＨＢＶカプシドタンパク質粒子を製造した（図１）。
【００２６】
　前記タンパク質粒子の急性心筋梗塞の際、過発現されるｔｒｏｐｏｎｉｎ　Ｉ（ＴｎＩ
）に対する抗体を結合させて、抗体が正確に配向されたタンパク質粒子を製造した後、Ｌ
－アスコルビン酸（Ｌ－ａｓｃｏｒｂｉｃ　ａｃｉｄ、ＬＡＡ）とＴｎＩ含有患者の血液
サンプルを注入して、凝集反応を誘導（図１のＢ）した結果、５分後に患者から肉眼で確
認可能な発色反応が現れることが確認できた（図２）。
【００２７】
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　従って、本発明は、一観点において、疾病の特異的マーカー検出用抗体または抗原、自
由金イオン及び吸着金イオンが同時に存在する事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓｏ
ｌｕｔｉｏｎ）に、前記抗体または抗原に特異的に結合する疾病の特異的抗原または抗体
を含有するサンプル及び還元剤を投入して組成された診断溶液（ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔ
ｉｏｎ）内で、抗原－抗体免疫反応及び金イオンの還元による金粒子形成反応を同時に誘
導するステップ（ａ）と、及び金粒子形成による発色反応で疾病の特異的マーカーの有無
を確認するステップ（ｂ）とを含む検出信号の自己増幅を利用した疾病の特異的マーカー
の検出方法に関する。
【００２８】
　本発明で使用される用語「事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）」
は、吸着金イオン、自由の金イオンと検出しようとする抗原（または抗体）に特異的に結
合する抗体（または抗原）を含んでいる溶液を意味し、反応条件のための他のバッファお
よび抗体または抗原と金イオンを吸着するアミノ酸が表出された粒子などをさらに含むこ
とができる。
【００２９】
　本発明に使用される用語「診断溶液（ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）」は、前記事前
診断溶液にサンプルと還元剤を投入した溶液を意味し、前記サンプルは、検出しようとす
る抗原または抗体を含むことができる。
【００３０】
　本発明で使用される用語「抗体」は、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＹ及びＩ
ｇＧからなる群から選択される免疫グロブリンであり、目標抗原に特異的に結合すること
ができる。軽鎖（ｌｉｇｈｔ　ｃｈａｉｎ）と重鎖（ｈｅａｖｙ　ｃｈａｉｎ）それぞれ
２個ずつ集まって形成され、それぞれの鎖は、アミノ酸配列が可変である可変領域（ｖａ
ｒｉａｂｌｅ　ｄｏｍａｉｎ）と一定の配列を有する固定領域（ｃｏｎｓｔａｎｔ　ｄｏ
ｍａｉｎ）で構成されている。可変領域の３次元構造の末端に抗原が結合する部位が位置
され、この部位は、軽鎖と重鎖のそれぞれ３つずつ存在する相補性決定部位（ｃｏｍｐｌ
ｅｍｅｎｔａｒｉｔｙ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ　ｒｅｇｉｏｎ）が集まって形成される
。相補性決定部位は、可変領域の中でもアミノ酸配列の可変性が特に高い部分であり、こ
のような高い可変性によって、様々な抗原に対して特異的抗体が見つけられることができ
る。本発明の範囲には、完全な抗体の形態だけではなく、前記の抗体分子の抗原結合フラ
グメントも含まれる。
【００３１】
　本発明で使用される用語「ＳｃＦｖ（ｓｉｎｇｌｅ－ｃｈａｉｎ　Ｆｖ、一本鎖フラグ
メント抗体または抗体フラグメント）」は、軽鎖と重鎖の可変領域を連結した抗体である
。場合に応じて、１５個内外のアミノ酸が連結されたペプチド鎖からなるリンカー（ｌｉ
ｎｋｅｒ、連結部位）を含むことができ、このとき、ＳｃＦｖは軽鎖可変領域－連結部位
－重鎖可変領域、または重鎖可変領域－連結部位－軽鎖可変領域の構造を有することがで
き、元の抗体と同一もしくは類似の抗原特異性を有する。
【００３２】
　完全な抗体は、２つの全体の長さの軽鎖及び２つの全長の重鎖を有する構造であり、そ
れぞれの軽鎖は、重鎖とジスルフィド結合で連結されている。重鎖不変領域は、ガンマ（
γ）、ミュー（μ）、アルファ（α）、デルタ（δ）及びイプシロン（ε）タイプを有し
、サブクラスとして、ガンマ１（γ１）、ガンマ２（γ２）、ガンマ３（γ３）、ガンマ
４（γ４）、アルファ１（α１）及びアルファ２（α２）を有する。軽鎖の不変領域はカ
ッパ（κ）及びラムダ（λ）タイプを有する。
【００３３】
　抗体の抗原結合フラグメントまたは抗体フラグメントとは、抗原結合機能を保有してい
るフラグメントを意味し、Ｆａｂ、Ｆ、（ａｂ’）、Ｆ（ａｂ’）２およびＦｖなどを含
む。抗体フラグメントのＦａｂは、軽鎖と重鎖の可変領域と軽鎖の不変領域と重鎖の最初
の不変領域（ＣＨ１）を有する構造で、１つの抗原結合部位を有する。Ｆａｂ’は、重鎖
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ＣＨ１ドメインのＣ－末端に１つ以上のシステイン残基を含むヒンジ領域（ｈｉｎｇｅ　
ｒｅｇｉｏｎ）を有するという点でＦａｂとの違いがある。Ｆ（ａｂ’）２抗体は、Ｆａ
ｂ’のヒンジ領域のシステイン残基がジスルフィド結合をなしながら生成される。Ｆｖは
重鎖可変領域及び軽鎖可変領域のみを有している最小の抗体フラグメントで、Ｆｖフラグ
メントを生成する組換え技術は、ＰＣＴ国際公開特許出願ＷＯ８８／１０６４９、ＷＯ８
８／１０６６３０、ＷＯ８８／０７０８５、ＷＯ８８／０７０８６及びＷＯ８８／０９３
４４に開示されている。二重鎖Ｆｖ（ｔｗｏ－ｃｈａｉｎ　Ｆｖ）は、非共有結合で、重
鎖可変領域と軽鎖可変領域が連結され、単鎖Ｆｖ（ｓｉｎｇｌｅ－ｃｈａｉｎ　Ｆｖ、ｓ
ｃＦｖ）は、一般的にペプチドリンカーを介して重鎖の可変領域と軽鎖の可変領域が共有
結合で連結され、またはＣ－末端で直接連結されていて、二重鎖Ｆｖのようにダイマーの
ような構造を実現することができる。これらの抗体フラグメントは、タンパク質加水分解
酵素を利用して得ることができ（例えば、全体の抗体をパパインで制限切断するとＦａｂ
を得ることができ、ペプシンで切断するとＦ（ａｂ’）２フラグメントを得ることができ
る）、遺伝子組換え技術を介して製造することもできる。
【００３４】
　本発明の抗体は、モノクローナル抗体、多特異的抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体、キメラ
抗体、単鎖Ｆｖｓ（ｓｃＦＶ）、単鎖抗体、Ｆａｂフラグメント、Ｆ、（ａｂ’）フラグ
メント、ダイスルフィド－結合Ｆｖｓ（ｓｄＦＶ）及び抗イディオタイプ（抗－Ｉｄ）抗
体、または前記抗体のエピトープ－結合フラグメントなどを含むが、これに限定されるも
のではない。
【００３５】
　本発明において、前記吸着金イオンは、金イオンを吸着することができる物質に吸着さ
れるものであればすべて利用可能であり、好ましくは、アミノ酸に吸着することができ、
より好ましくは、ヒスチジン、リジン、及びアルギニンからなる群から選択されるアミノ
酸に吸着されることを特徴とすることができるが、これに限定されるものではない。
【００３６】
　本発明において、前記還元剤は、本発明の反応条件で、金イオンを金粒子に還元させる
ことができる物質であれば、すべて利用可能であり、好ましくは、アスコルビン酸、イミ
ダゾール、ピラゾール、ヒスタミン、ヒドロキシルアミン、クエン酸、及びナトリウムボ
ロハイドライドからなる群から選択されることを特徴とすることができる。
【００３７】
　本発明において、前記サンプルは、血液、血漿、血清、尿、唾液、口腔粘膜及びよだれ
からなる群から選択されることを特徴とすることができるが、これに限定されるものでは
ない。
【００３８】
　本発明において、事前診断溶液内に存在する前記の金イオン（自由の金イオン＋吸着金
イオン）の濃度は、１ｍＭ～１０ｍＭであることを特徴とすることができるが、これに限
定されるものではない。
【００３９】
　本発明において、診断溶液内に存在する前記還元剤の濃度は、０．００５Ｍ～０．１Ｍ
であることを特徴とすることができるが、これに限定されるものではない。
【００４０】
　本発明において、前記サンプルの量は１０μｌ～３０μｌであることを特徴とすること
ができるが、これに限定されるものではない。
【００４１】
　本発明において、前記金イオンの濃度、還元剤の濃度及びサンプルの量が基準値よりも
少ない場合には、効果的な疾病マーカーの検出が実行されず、基準濃度以上の場合には、
偽陽性などの否定的な効果が現れることができる。
【００４２】
　本発明において、前記疾病の特異的マーカー検出用抗原または抗体は、タンパク質粒子
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の表面に表出されていることを特徴とすることができ、前記タンパク質粒子は、金イオン
を吸着することができるヒスチジン、リジン、及びアルギニンからなる群から選択される
タグが追加でその表面に表出されていることを特徴とすることができる。
【００４３】
　本発明において、前記疾病の特異的マーカー検出用抗原または抗体の免疫反応は、タン
パク質粒子の表面で発生することを特徴とすることができ、前記タグは、金イオンを吸着
して還元剤の存在下で、金粒子の凝集反応を誘導することを特徴とすることができる。
【００４４】
　本発明において、前記タンパク質粒子は、タンパク質の自己組立機能によって形成され
る粒子は、すべて利用可能であり、好ましくは、フェリチン（ｆｅｒｒｉｔｉｎ）、フェ
リチン類似タンパク質（ｆｅｒｒｉｔｉｎ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ）、マグネトソー
ム（ｍａｇｎｅｔｏｓｏｍｅ）構成タンパク質、ウイルス構成タンパク質（ｅｇ　ｈｅｐ
ａｔｉｔｉｓ　Ｂ　ｖｉｒｕｓ　ｃｏｒｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ、ｔｏｂａｃｃｏ　ｍｏｓａ
ｉｃ　ｖｉｒｕｓ）、ＤＰＳ（ＤＮＡ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ）、及びプロテ
オソームｐｒｏｔｅｏｓｏｍｅ）からなる群から選択されることを特徴とすることができ
るが、これに限定されるものではなく、本発明において、前記ウイルス構成タンパク質は
、ヒトＢ型肝炎ウイルスのカプシド蛋白質からなる群から選択されることを特徴とするこ
とができる。
【００４５】
　本発明において、前記タンパク質粒子の大きさは、１０ｎｍ－５０ｎｍであることを特
徴とすることができるが、これに限定されるものではない。
【００４６】
　本発明において、前記タンパク質粒子の表面に表出されている疾病の特異的マーカーの
検出用抗体は、前記抗体のＦｃドメインに結合することができるドメインが、前記タンパ
ク質粒子の表面に表出され、前記ドメインと前記の疾病の特異的マーカー検出用抗体が結
合することを特徴とすることができる。
【００４７】
　本発明において、前記抗体のＦｃドメインと結合することができるドメインはＳｔａｐ
ｈｙｌｏｃｏｃｃａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＡのＢ　ｄｏｍａｉｎ及びｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ
からなる群から選択されることを特徴とすることができるが、これに限定されるものでは
ない。
【００４８】
　本発明において、前記抗体のＦｃドメインと結合することができるドメインは、上記の
タンパク質粒子の表面に表出されるが、このような表出は、リンカーのタンパク質によっ
て、より効果的に表出されているのが特徴である。
【００４９】
　本発明において、前記リンカー蛋白質は、前記の抗体のＦｃドメインと結合することが
できるドメインをタンパク質粒子の表面に効果的に表出させることができるアミノ酸であ
れば、すべて利用可能であるが、好ましくは、Ｇ４ＳＧ４ＴまたはＧ４ＳＧ４であること
を特徴とすることができる。
【００５０】
　本発明において、前記発色反応は、患者のサンプルが注入された群で健常者サンプルが
注入された群よりも早く現れることができ、患者の場合には、少なくとも５分、最大１０
分以内に現れることを特徴とすることができるが、反応時間は条件によって異なることが
できる。
【００５１】
　本発明において、前記発色反応は可視光の変化を検出することができる方法であればど
のような方法を利用して検出することができ、好ましくは、肉眼または分光光度計（ｓｐ
ｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ）で検出することを特徴とすることができ、５００－６
００ｎｍの吸光度を測定することを特徴とすることができるが、これに限定されるもので
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はない。
【００５２】
　本発明において、検出信号の自己増幅は、少量の疾患マーカーを検知して、その結果を
肉眼で確認することができる色の変化で現れることになる。これらの信号の自己増幅は、
診断のための溶液の中に溶けている金イオンが還元剤によって、金粒子に還元される現象
によって起こり、発生する金粒子の大きさが大きくなることにつれ、その色の変化が肉眼
で確認可能なレベルの信号に現れる。
【００５３】
　本発明で使用されるタンパク質粒子は、その単量体にヘキサ－ヒスチジンが融合発現さ
れているが、金イオンとヒスチジンアミノ酸が結合する性質があるため、抗原－抗体反応
によって作られた凝集体に結合している金イオンが還元剤と反応して金粒子に還元がされ
、ここで続けて他の金イオンが還元され、サイズが大きくなることにつれ、大きな金粒子
を形成し、当該凝集体によって色を持つようになる。
【００５４】
　健常者の血清の場合、抗原－抗体反応が起こらないので、金粒子による凝集体が作られ
る速度が遅く、同じ色が現れる時間が大幅に遅く、このような色の変化の有無を介して患
者と健常者の区別が可能となる。
【００５５】
　本発明では、さらに、検出信号の自己増幅を利用してウイルスを検出できることを確認
しようとした。
【００５６】
　即ち、本発明の他の実施例では、Ｃ型肝炎の患者から、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）の
特異的抗体を検出するために、本発明の方法を用いた。
まず、大腸菌で１）Ｈ６－ＳＰＡＢ－ＨＢＶＣ　ｃａｐｓｉｄ構造の発現ベクター、２）
Ｈ６－ｃ３３ｃ（ＨＣＶエピトープ）－ＨＢＶＣ　ｃａｐｓｉｄ構造の発現ベクター及び
３）ｈＦＴＮ（ヒトフェリチン）－５１１ｐ－ｃ１００ｐ－ｃ２２ｐ（ＨＣＶエピトープ
）－Ｈ６構造の発現ベクターをそれぞれ発現し、３種類のタンパク質粒子を製造した（図
８）。１）番のベクターで製造されるタンパク質粒子は、表面にヘキサ－ヒスチジンとＳ
ＰＡＢが表出されて、金イオンと抗体のＦｃドメインと結合する機能をして、２）番及び
３）番のベクターは、表面にＣ型肝炎の特異的エピトープが表出されて、患者のサンプル
内ＨＣＶ特異的抗体と結合すると予想した（図９）。
【００５７】
　タンパク質粒子が混ざった水溶液に、金イオンを吸着させた後、患者の血液サンプルと
健常者の血液サンプルを注入した結果、患者の血液サンプルのみでタンパク質粒子と金粒
子のクラスターが形成されて、青色の発色反応が現れることを確認することができた（図
１０、図１１）。
【００５８】
　従って、本発明は、別の観点において、抗ウイルス抗体検出用抗原、自由金イオン及び
吸着金イオンが同時に存在する事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）
に、前記抗原に特異的に結合する抗ウイルス抗体を含有するサンプル及び還元剤と投入し
て組成された診断溶液（ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）内で、抗原－抗体免疫反応及び
金イオンの還元による金粒子形成反応を同時に誘導するステップ（ａ）と、及び金粒子形
成による発色反応でウイルスの有無を確認するステップ（ｂ）とを含む検出信号の自己増
幅を利用した抗ウイルス抗体の検出方法に関する。
【００５９】
　本発明において、用語「ウイルス検出用抗原」は、ウイルスを検出することができる抗
体に特異的に結合するウイルスタンパク質であれば、すべて利用可能であり、ウイルスタ
ンパク質だけではなく、ウイルスペプチド、エピトープなどのウイルスの遺伝子によって
翻訳されるすべての種類のアミノ酸を含むことができる。
【００６０】
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　本発明において、用語「エピトープ」は、抗原分子上の抗体またはＴ細胞受容体（ＴＣ
Ｒ）と主組織複合適し体（ＭＨＣ）結合体に結合する特定の部位を意味し、抗原決定因子
（ａｎｔｉｇｅｎｉｃ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ）と同じ意味で使用される。
【００６１】
　例えば、Ｃ型肝炎ウイルス（Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｃ　ｖｉｒｕｓ、ＨＣＶ）は、非Ａ
型及び非Ｂ型肝炎を引き起こすＦｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ科に属するウイルスであり、Ｈ
ＣＶゲノムは、一本鎖ＲＮＡとして、約３，０１０個のアミノ酸からなる単一の複合タン
パク質（ｐｏｌｙｐｒｏｔｅｉｎ）を発現する（Ｃｈｏｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ，２４４：３５９－３６２，１９８９）。ＨＣＶによって発現される単一の複合タンパ
ク質は、宿主細胞とウイルスのプロテアーゼによって１０個の異なる機能を有するタンパ
ク質に再び切断される。
【００６２】
　ＨＣＶの遺伝子構成は、ＮＨ２－Ｃ－Ｅ１－Ｅ２－ｐ７－ＮＳ２－ＮＳ３－ＮＳ４Ａ－
ＮＳ４Ｂ－ＮＳ５Ａ－ＮＳ５Ｂ－ＣＯＯＨである（Ｓｔｅｖｅｎ　Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ，
　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．，　３１３：４５１－４６４，　２００１）。前記タンパ
ク質は、大きくＣ（Ｃｏｒｅ）、Ｅ１、Ｅ２、及びｐ７を含む構造をなす構造タンパク質
とＮＳ２、ＮＳ３、ＮＳ４Ａ、ＮＳ４Ｂ、ＮＳ５Ａ、及びＮＳ５Ｂからなる非構造タンパ
ク質に分けることができる。
　ＨＣＶのＣ（ｃｏｒｅ）タンパク質は、ＨＣＶゲノムＲＮＡを囲む（ｅｎｃａｐｓｉｄ
ａｔｉｏｎ）構造的役割をするだけでなく、宿主細胞の遺伝子転写、成長及び増殖を調節
して、肝臓に発展する役割をするもので信じられ、Ｅ１及び２タンパク質はタイプ１膜（
ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ）タンパク質であり、ウイルス外皮タンパク質として細胞の
感染時に重要な役割をするものとして知られている。Ｅ１タンパク質の場合、中和抗体を
誘導していないという点のため、大きな関心を受けなかったが、最近、ベルギーのイノジ
ェネティクス（Ｉｎｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ）社では、治療用ワクチンとして開発し、チン
パンジーの実験と１相臨床試験が正常に完了した後、２相臨床試験を進めており、特にア
ルファインターフェロン利用で効果を見えなかった１ｂ型のＨＣＶ感染にも良い効果を示
して、かなり刺激的なものと評価されている。
【００６３】
　Ｅ２タンパク質は、ウイルスの主要な外皮（ｅｎｖｅｌｏｐｅ）タンパク質として、構
造的役割に加えて推定される細胞受容体であるＣＤ８１と結合し、宿主の免疫システムと
インターフェロン媒介抗－ウイルス反応からの逃避と腫瘍発生（ｏｎｃｏｇｅｎｅｓｉｓ
）または自己免疫性肝疾患（ａｕｔｏｉｍｍｎｕｎｅ　ｌｉｖｅｒ　ｄｉｓｅａｓｅ）を
引き起こすなど、多機能タンパク質として知られており、効果的なＨＣＶワクチンの開発
のための主な抗原であるだけでなく、抗－ＨＣＶ薬剤開発のための主な目標と認知されて
いる。Ｐ７タンパク質の機能は、知られていなかったし、ＮＳ２は、金属－タンパク質分
解酵素（ｍｅｔａｌｌｏ－ｐｒｏｔｅａｓｅ）の一部であり、ＮＳ３は、ウイルスのセリ
ンプロテアーゼドメインをＮ－末端に、ＲＮＡヘリかぜ（ｈｅｌｉｃａｓｅ）ドメインを
Ｃ－末端に持っている。
【００６４】
　ＮＳ４Ａは、ウイルスタンパク質分解酵素の補助因子（ｃｏｆａｃｔｏｒ）であり、Ｎ
Ｓ４Ｂは、潜在的な腫瘍発生能力を持つことが報告された。ＮＳ５ＡはＨＣＶがインター
フェロンに抵抗性を持つようにする機能を表し、抗アポトーシス（ａｎｔｉａｐｏｐｔｏ
ｔｉｃ）機能を持っていることが報告され、ＮＳ５Ｂは、ウイルスのＲＮＡ依存的ＲＮＡ
ポリメラーゼとして機能することが知られ、これらのＨＣＶ構成タンパク質のエピトープ
が本発明のウイルスの特異的エピトープとして使用することができていることは、当業者
に自明である。
【００６５】
　本発明において、前記事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）に存在
する抗ウイルス（ＨＣＶ）抗体検出用の抗原は、ｃ２２ｐ、ｃ３３ｃ、５－１－１ｐ、ｃ
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１００ｐ、及びこれら２以上の融合されたエピトープからなる群から選択されたことを特
徴とすることができ、前記２以上の融合されたエピトープは、ｃ２２ｐ－ｃ３３ｃ、ｃ２
２ｐ－５－１－１ｐ、ｃ２２ｐ－ｃ１００ｐ、ｃ３３ｃ－５－５－１ｐ、ｃ３３ｃ－ｃ１
００ｐ、５－１－１ｐ－ｃ１００ｐ、及びｃ２２ｐ－５－１－１ｐ－ｃ１００ｐからなる
群から選択されることを特徴とすることができるが、これに限定されるものではない。
【００６６】
　本発明で使用される用語「ウイルス」は、編成細胞内寄生体（ｏｂｌｉｇａｔｏｒｙ　
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｐａｒａｓｉｔｅ）として核酸であるＤＮＡまたはＲＮＡ
を持ち、増殖は核酸で開始され、２分裂法で増殖されず、ＡＴＰの生産に必要な酵素系を
持っていないことを意味する。
【００６７】
　本発明のウイルスは、露出ウイルス（ｎａｋｅｄ　ｖｉｒｕｓ）と外膜ウイルス（ｅｎ
ｖｅｌｏｐｅｄ　ｖｉｒｕｓ）を含み、具体的に、本発明の一例に係るウイルスは、外膜
ウイルス（ｅｎｖｅｌｏｐｅｄ　ｖｉｒｕｓ）であることができる。
【００６８】
　本発明において、前記外膜ウイルスは、具体的に、ヘルペスウイルス（ｈｅｒｐｅｓｖ
ｉｒｕｓ）、ポックスウイルス（ｐｏｘｖｉｒｕｓ）とヘパドナウイルス（ｈｅｐａｄｎ
ａｖｉｒｕｓ）を含むＤＮＡウイルスとフラビウイルス（ｆｌａｖｉｖｉｒｕｓ）、トガ
ウイルス（ｔｏｇａｖｉｒｕｓ）、コロナウイルス（ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ）、ヘパタ
イティスＣ（ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｃ）、オルトミクソウイルス（ｏｒｔｈｏｍｙｘｏｖ
ｉｒｕｓ）、パラミクソウイルス（ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｕｓ）、ラブドウイルス（ｒ
ｈａｂｄｏｖｉｒｕｓ）、ブンヤウイルス（ｂｕｎｙａｖｉｒｕｓ）、フィロウイルス（
ｆｉｌｏｖｉｒｕｓ）、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）とレトロウイルス（ｒｅｔｒｏ
ｖｉｒｕｓ）を含むＲＮＡウイルスに属するものであればすべて含むことができる。
【００６９】
　前記オルトミクソウイルスはインフルエンザウイルスＡ、インフルエンザウイルスＢ、
インフルエンザウイルスＣ、イサウイルス（ｉｓａｖｉｒｕｓ）、トゴトウイルス（ｔｈ
ｏｇｏｔｏｖｉｒｕｓ）とクアランジャウイルス（ｑｕａｒａｎｊａｖｉｒｕｓ）中に含
まれるすべてのウイルスを含む。
【００７０】
　前記コロナウイルスは、アルファコロナウイルス（ａｌｐｈａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ
）、ベータコロナウイルス（ｂｅｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ）、ガンマコロナウイルス
（ｇａｍｍａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ）とデルタコロナウイルス（ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎ
ａｖｉｒｕｓ）中に含まれるすべてのウイルスを含む。
【００７１】
　前記パラミクソウイルスはパラミクソウイルス、ルブラウイルス、モビリウイルスとニ
ューモウイルスの中に含まれるすべてのウイルスを含む。
【００７２】
　ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）誘電体は、９つのウイルス遺傳因子を暗号化している
２本の陽性一本鎖ＲＮＡで構成されている。ＲＮＡは、ウイルスタンパク質ｐ２４２，０
００個ほどで構成された円錐形のカプシドに囲まれている。ウイルスの内部は一本鎖ＲＮ
Ａと核カプシドタンパク質ｐ７とビリオンタンパク質の形成に不可欠な酵素（逆転写酵素
、タンパク質分解酵素、リボヌクレアーゼ、インテグラーゼ）が含まれている。
【００７３】
　ウイルスタンパク質ｐ１７で構成された基質がビリオンの保全のために再びカプシドを
囲んでいる。基質は再びリン脂質２重層からなるウイルス膜に囲まれている。ウイルス膜
は、宿主細胞から新たにウイルスが発芽されるときに、最初に形成される。生成中のウイ
ルス膜は、宿主細胞の細胞膜に埋もれている形で宿主細胞のタンパク質とウイルス粒子の
表面にはみ出る７０以上の複合ＨＩＶタンパク質で構成される。
【００７４】
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　Ｅｎｖと知られている複合ＨＩＶタンパク質はｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ１２０３分子
で構成された 帽子とｇｐ４１３分子で構成された茎（タンパク質構造物をウイルス膜に
固定する役割をする）で構成されている。糖タンパク質結合体は、感染サイクルを開始す
るのに重要であり、ウイルスが標的細胞に付着して融合することを可能にする。ウイルス
の２つの表面糖タンパク質、特にｇｐ１２０は、今後の治療やワクチンの開発対象として
知られている。
【００７５】
　２つのＴＡＴタンパク質（ｐ１４、ｐ１６）は、ＴＡＲ　ＲＮＡに結合して動作するＬ
ＴＲプロモーター因子の活性剤である。ＴＡＲはアポトーシス遺伝子（ＥＲＣＣ１とＩＥ
Ｒ３）を調節するマイクロＲＮＡによって処理されることもできる。Ｒｅｖタンパク質（
ｐ１９）は、ＲＮＡをＰＲＥ　ＲＮＡ分子に結合して核から細胞質への移動に関連してい
る。Ｖｉｆタンパク質（ｐ２３）は、ＡＰＯＢＥＣ３Ｇ（ＤＮＡ：ＲＮＡハイブリッドの
アミンを除去したり、Ｐｏｌタンパク質を干渉する細胞タンパク質）の機能を阻害し、Ｖ
ｐｒタンパク質（ｐ１４）は、宿主細胞をＧ２／Ｍステップで縛って、細胞分裂を防ぐ。
Ｎｅｆタンパク質（ｐ２７）は、Ｔ細胞のＣＤ４（主要なウイルス受容体）だけでなく、
ＭＨＣ　ｃｌａｓｓ　Ｉ、ＭＨＣ　ｃｌａｓｓ　ＩＩ分子を阻害する。
【００７６】
　Ｎｅｆはまた、ＳＨ３ドメインと相互作用する。Ｖｐｕタンパク質（ｐ１６）は、感染
した細胞から新しいウイルス粒子を放出するために影響を与える。ＧＡＧ遺伝子は、ウイ
ルス粒子を作る中心となるマトリックスタンパク質（ＭＡ、ＧＡＧ　ｐ１７）とカプシド
タンパク質（ＣＡ、ＧＡＧ　ｐ２４）、核酸カプシド（ＮＣ、ＧＡＧ　ｐ７）などを発現
する遺伝子であり、Ｐｏｌ遺伝子は、ウイルスの増殖に関連する酵素遺伝子を含むが、ウ
イルスＲＮＡの逆転写酵素発現に関与するＲＴ部分とタンパク質分解酵素を担当するＰＲ
、インテグラーゼ関連部分であるＩＮなどで構成されている。
【００７７】
　このほか、ＴＡＴ遺伝子は、感染の過程でウイルスの増殖を活性化させる調節因子を発
現することが知られており、Ｎｅｆ遺伝子は逆にＬＴＲ部分と一緒にウイルスの増殖を抑
制させる役割をすることが知られている。全体ＨＩＶ　ＲＮＡの両端には、同じ塩基配列
が繰り返し存在するＬＴＲ（Ｌｏｎｇ　Ｔｅｒｍ　Ｒｅｐｅａｔ）が付いている。ＬＴＲ
部位は、新しいウイルスの生産を調節するスイッチの役割をしたり、ＨＩＶや宿主細胞の
タンパク質によって誘発されることができる。レトロウイルスＰｓｉの要素は、ウイルス
誘電体を包装してＧＡＧとＲｅｖタンパク質によって認知されるために関連している。Ｓ
ＬＩＰ要素（ＴＴＴＴＴＴ）は、機能的なＰｏｌを作るために必要なＧＡＧ－Ｐｏｌ解読
構造で構造の移動と関連があると知られており、これらのＨＩＶのエピトープが、本発明
のウイルスの検出に使用することができることは当業者に自明である。
【００７８】
　本発明において、前記事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）に存在
する抗ウイルス（ＨＩＶ）の抗体検出用の抗原は、ｇｐ４１、ｐ２４及びｇｐ１００から
なる群から選択されることを特徴とすることができるが、これに限定されるものではない
。
【００７９】
　ヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ）のＤＮＡは８０００個の塩基対を含んでおり、脂質
膜ではなく、５量体のカプシドタンパク質に囲まれて存在する。カプシドタンパク質は、
２つの構造タンパク質であるＬ１とＬ２からなり、このタンパク質は、ウイルス複製サイ
クルの後期で発現される。すべてのヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ）のゲノムでは、８
つのＯＲＦが存在し、各ＯＲＦは、３つの機能的部位に区分される。ウイルスの複製に必
要な遺伝子であるＥ１－Ｅ７、ビリオン（ｖｉｒｉｏｎ）を構成する構造タンパク質を発
現する遺伝子Ｌ１－Ｌ２、最後にウイルスの複製と転写を調節するＬＣＲからなる。
【００８０】
　Ｅ６は、ｐ５３に結合してｐ５３のユビキチン化を促進させることにより、がんの腫瘍
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抑制遺伝子としてのｐ５３の機能を阻害する。また、アポトーシス促進タンパク質（ｐｒ
ｏ－ａｐｏｐｔｏｔｉｃ　ｐｒｏｔｅｉｎ）であるＢＡＫの分解を誘導する。テロメラー
ゼ（ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ）の活性化を介して宿主細胞の細胞周期を活性化させ、Ｅ７は
ＲＢ（ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ）と相互作用して、ＲＢを分解する。これにより、
ＲＢによって阻害されていた転写促進因子であるＥ２Ｆを放出させる。さらに、細胞周期
Ｓ期に作用するサイクリンＥ（ｃｙｃｉｌｉｎ　Ｅ）とサイクリンＡ（ｃｙｃｉｌｉｎ　
Ａ）を活性化させ、宿主細胞の細胞周期を活性化させ、この二つの遺伝子の活性を介して
ヒトパピローマウイルスが感染した場合、子宮頸がんに発生する恐れがある。しかし、Ｈ
ＰＶで、それ以外のＥ１、Ｅ２、Ｅ４のような遺伝子は、癌を発生される過程でどのよう
な役割をするのかは、まだ明らかにされなかった。
【００８１】
　Ｌ１は、自分たち自身で組み立てられて、５量体のキャップソモを形成する。このキャ
ップソモは、隣接するＬ１分子とのジスルフィド結合を介してカプシドを形成してヒトパ
ピローマウイルスＤＮＡをパッケージし、Ｌ２はＬ１よりその量が少なく存在し、ウイル
スゲノムがパッケージングされることを促進させる。だけではなく、ヒトパピローマウイ
ルスが新しい宿主細胞に侵入するとき、重要な機能をすると知られている。
【００８２】
　従って、本発明において、前記事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ
）に存在する抗ウイルス（ＨＰＶ）の抗体検出用の抗原は、Ｌ１またはＬ２であることが
できるが、これに限定されるものではない。
【００８３】
　コロナウイルスの一種である中東呼吸器症候群コロナウイルス（ＭＥＲＳ－ＣｏＶ）は
、サウジアラジッダの急性肺炎と急性腎不全の症状を示す６０歳の男性の肺から採取され
た標本から発現され、プラス－センス、一本鎖新型ＲＮＡベータコロナウイルスとして、
中東呼吸器症候群を発生させることが知られている。
【００８４】
　従って、本発明において、前記事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ
）に存在する抗ウイルス（ＭＥＲＳ－ＣｏＶ）抗体検出用の抗原は、ＭＥＲＳ－ＣｏＶの
表面タンパク質であることができるが、これに限定されるものではない。
【００８５】
　Ａ型肝炎ウイルス（Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ａ　Ｖｉｒｕｓ、ＨＡＶ）はＰｉｃｏｒｎａ
ｖｉｒｉｄａｅとＨｅｐａｔｏｖｉｒｕｓ属に分類され、皮膜がなく、正２０面体であり
、粒子の大きさは２７－３２ｎｍであり、ビリオンは、３つの主要な構造ポリペプチド（
ＶＰ１、ＶＰ２、及びＶＰ３）からなる。
【００８６】
　従って、本発明において、事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）に
存在する抗ウイルス（ＨＡＶ）の抗体検出用の抗原は、ＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３、または
これらの一部を抽出または連結して製造したエピトープであることができるが、これに限
定されるものではない。
【００８７】
　本発明において、前記吸着金イオンは、金イオンを吸着することができる物質に吸着さ
れているものであればすべて可能であり、好ましくは、アミノ酸に吸着することができ、
より好ましくは、ヒスチジン、リジン、及びアルギニンからなる群から選択されるアミノ
酸に吸着されることを特徴とすることができるが、これに限定されるものではない。
【００８８】
　本発明において、前記還元剤は、本発明の反応条件で、金イオンを金粒子に還元させる
ことができる物質であれば、すべて利用可能であり、好ましくは、アスコルビン酸、イミ
ダゾール、ピラゾール、ヒスタミン、ヒドロキシルアミン、クエン酸、及びナトリウムボ
ロハイドライドからなる群から選択されることを特徴とすることができる。
【００８９】
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　本発明において、前記サンプルは、血液、血漿、血清、尿、唾液、口腔粘膜及びよだれ
からなる群から選択されることを特徴とすることができるが、これに限定されるものでは
ない。
【００９０】
　本発明において、事前診断溶液内に存在する前記金イオン（自由金イオン＋吸着金イオ
ン）の濃度は、１ｍＭ～１０ｍＭであることを特徴とすることができるが、これに限定さ
れるものではない。
【００９１】
　本発明において、診断溶液内に存在する前記還元剤の濃度は、０．００５Ｍ～０．１Ｍ
であることを特徴とすることができるが、これに限定されるものではない。
【００９２】
　本発明において、前記サンプルの量は１０μｌ～３０μｌであることを特徴とすること
ができるが、これに限定されるものではない。
【００９３】
　本発明において、前記金イオンの濃度、還元剤の濃度及びサンプルの量が基準値より少
ない場合には、効果的な疾病のマーカーの検出が実行されず、基準濃度以上の場合には、
偽陽性などの否定的な効果が表示されることができる。
【００９４】
　本発明において、前記ウイルス検出用抗原は、タンパク質粒子の表面に表出されている
ことを特徴とすることができ、前記タンパク質粒子は、金イオンを吸着することができる
ヒスチジン、リジン、及びアルギニンからなる群から選択されるタグが追加でその表面に
表出されていることを特徴とすることができる。
【００９５】
　本発明において、前記ウイルス検出用抗原の免疫反応は、タンパク質粒子の表面で発生
することを特徴とすることができ、前記タグは、金イオンを吸着して還元剤の存在下で、
金粒子の凝集反応を誘導することを特徴とすることができる。
【００９６】
　本発明において、前記タンパク質粒子は、タンパク質の自己組立機能によって形成され
る粒子は、すべて利用可能であり、好ましくは、フェリチン（ｆｅｒｒｉｔｉｎ）、フェ
リチン類似タンパク質（ｆｅｒｒｉｔｉｎ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ）、マグネトソー
ム（ｍａｇｎｅｔｏｓｏｍｅ）構成タンパク質、ウイルス構成タンパク質（ｅ．ｇ．　ｈ
ｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｂ　ｖｉｒｕｓ　ｃｏｒｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ，　ｔｏｂａｃｃｏ　ｍ
ｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ）、ＤＰＳ（ＤＮＡ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ）、及び
プロテオソーム（Ｐｒｏｔｅｏｓｏｍｅ）からなる群から選択されることを特徴とするこ
とができるが、これに限定されるものではなく、本発明において、前記ウイルス構成タン
パク質は、ヒトＢ型肝炎ウイルスのカプシド蛋白質からなる群から選択されることを特徴
とすることができる。
【００９７】
　本発明において、前記タンパク質粒子の大きさは、１０ｎｍ－５０ｎｍであることを特
徴とすることができるが、これに限定されるものではない。
【００９８】
　本発明において、検出信号の自己増幅は、少量の抗ウイルス抗体を検知して、その結果
を肉眼で確認することができる色の変化で現れる。これらの信号の自己増幅は、診断のた
めの溶液の中に溶けている金イオンが還元剤によって、金粒子に還元される現象によって
起こり、発生する金粒子の大きさが大きくなることにつれ、その色の変化が肉眼で確認可
能なレベルの信号に現れる。
【００９９】
　本発明で使用されるタンパク質粒子は、その単量体にヘキサ－ヒスチジンが融合発現れ
ているが、金イオンとヒスチジンアミノ酸が結合する性質があるため、抗原－抗体反応に
よって作られた凝集体に結合している金イオンが還元剤と反応して金粒子に還元がされ、
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ここで続けて他の金イオンが還元され、サイズが大きくなることにつれ、大きな金粒子を
形成し、当該凝集体によって色を持つようになる。
【０１００】
　健常者の血清の場合、抗原－抗体反応が起こらないので、金粒子による凝集体が作られ
る速度が遅く、同じ色が現れる時間が大幅に遅く、このような色の変化の有無を介して患
者と健常者の区別が可能となる。
【０１０１】
　本発明において、サンプル内に含まれている抗ウイルス抗体は、タンパク質粒子の表面
に表出され、前記抗体のＦｃドメインに結合することができるドメインと結合することを
特徴とすることができる。
【０１０２】
　本発明において、前記抗体のＦｃドメインに結合することができるドメインはＳｔａｐ
ｈｙｌｏｃｏｃｃａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＡのＢ　ｄｏｍａｉｎとｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇか
らなる群から選択されることを特徴とすることができるが、これに限定されるものではな
い。
【０１０３】
　本発明において、前記抗体のＦｃドメインに結合することができるドメインは、前記タ
ンパク質粒子の表面に表出されているリンカー蛋白質と結合されていることを特徴とする
ことができる。
【０１０４】
　本発明において、前記リンカー蛋白質は、前記抗体のＦｃドメインと結合することがで
きるドメインをタンパク質粒子の表面に効果的に表出させることができるアミノ酸であれ
ば、すべて利用可能であるが、好ましくは、Ｇ４ＳＧ４ＴまたはＧ４ＳＧ４のアミノ酸配
列を有することを特徴とすることができるが、これに限定されるものではない。
【０１０５】
　本発明において、前記発色反応は、患者のサンプルが注入された群で健常者サンプルが
注入された群よりも早く現れることができ、患者の場合には、少なくとも５分、最大１０
分以内に現れることを特徴とすることができますが、反応時間は、条件によって異なる場
合がある。
【０１０６】
　本発明において、前記発色反応は、可視光の変化を検出することができる方法であれば
どのような方法を利用して検出することができ、好ましくは、肉眼または分光光度計（ｓ
ｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ）で検出することを特徴とすることができ、５００－
６００ｎｍの吸光度を測定することを特徴とすることができるが、これに限定されるもの
ではない。
【０１０７】
　本発明は、別の観点において、疾病の特異的マーカー検出用抗体または抗原、自由金イ
オン及び吸着金イオンが同時に存在する事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔ
ｉｏｎ）に、前記抗体または抗原に特異的に結合する疾病の特異的抗原または抗体を含有
するサンプル及び還元剤を投入して組成された診断溶液（ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ
）内で、抗原－抗体免疫反応及び金イオンの還元による金粒子形成反応を同時に誘導する
ステップ（ａ）と、及び金粒子形成による発色反応で疾病の特異的マーカーの有無を確認
するステップ（ｂ）とを含む検出信号の自己増幅を利用した疾病診断のための情報の提供
方法に関する。
【０１０８】
　本発明は、さらに、疾病の特異的マーカー検出用抗体または抗原、自由金イオン及び吸
着金イオンが同時に存在する事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）に
、前記抗体または抗原に特異的に結合する疾病の特異的抗原または抗体を含有するサンプ
ル及び還元剤を投入して組成された診断溶液（ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）内で、抗
原－抗体免疫反応及び金イオンの還元による金粒子形成反応を同時に誘導するステップ（



(20) JP 2020-516918 A 2020.6.11

10

20

30

40

50

ａ）と、及び金粒子形成による発色反応で疾病の特異的マーカーの有無を確認するステッ
プ（ｂ）とを含む検出信号の自己増幅を利用した疾患診断方法に関する。
【０１０９】
　本発明の一実施例では、急性心筋梗塞が発生した患者の血液サンプルと健常者患者の血
液サンプルからトロポニンＩ（Ｔｒｏｐｏｎｉｎ　Ｉ，　ＴｎＩ）に特異的に結合する抗
体を本発明のタンパク質粒子の表出させて、患者の血液サンプルから発色反応が急速に現
れることを確認した（図２）。即ち、本発明の方法で疾病の特異的マーカーを検出すると
、前記疾病を診断することができることは、当業者に自明である。
【０１１０】
　従って、本発明において、前記疾病は、急性心筋梗塞であることができるが、これに限
定されるものではない。
【０１１１】
　本発明において、前記疾病が急性心筋梗塞である場合、前記疾病の特異的抗体は、トロ
ポニンＩ（ｔｒｏｐｏｎｉｎ　Ｉ）に特異的に結合する抗体であることができるが、これ
に限定されるものではない。
【０１１２】
　本発明において、前記疾病は、Ｃ型肝炎、後天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）またはＡ
型肝炎であることができるが、これに限定されるものではない。
【０１１３】
　本発明において、前記疾病がＣ型肝炎である場合、前記疾病の特異的抗体は、ＨＣＶに
特異的に結合する抗体であることができ、タンパク質粒子の表面に抗原を表出する場合に
は、ＨＣＶのｃ２２ｐ、ｃ３３ｃ、５－１－１ｐ、ｃ１００ｐ、及びこれらが２以上の融
合されたエピトープからなる群から選択されることを特徴とすることができ、前記２以上
の融合されたエピトープは、ｃ２２ｐ－ｃ３３ｃ、ｃ２２ｐ－５－１－１ｐ、ｃ２２ｐ－
ｃ１００ｐ、ｃ３３ｃ－５－５－１ｐ、ｃ３３ｃ－ｃ１００ｐ、５－１－１ｐ－ｃ１００
ｐとｃ２２ｐ－５－１－１ｐ－ｃ１００ｐからなる群から選択されることを特徴とするこ
とができるが、これに限定されるものではない。
【０１１４】
　本発明において、前記疾病が後天性免疫不全症候群である場合、前記疾病の特異的抗体
は、ＨＩＶに特異的に結合する抗体であることができ、タンパク質粒子の表面に抗原を表
出する場合には、ＨＩＶのｇｐ４１、ｐ２４とｇｐ１００からなる群から選択されること
を特徴とすることができるが、これに限定されるものではない。
【０１１５】
　本発明において、前記疾病がＡ型肝炎である場合、前記疾病の特異的抗体は、ＨＡＶに
特異的に結合する抗体であることができ、タンパク質粒子の表面に抗原を表出する場合に
は、ＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３、またはこれらの一部を抽出または連結して製造したエピト
ープからなる群から選択される１つ以上のエピトープである特徴とすることができるが、
これに限定されるものではない。
【０１１６】
　本発明において、前記疾病は、癌であることができ、前記癌は、肺癌、気管支癌、結腸
直腸癌、前立腺癌、乳癌、膵臓癌、胃癌、卵巣癌、膀胱癌、脳腫瘍、甲状腺癌、食道癌、
子宮癌、肝臓癌、腎臓癌、胆道癌、橋細胞腫及び睾丸癌からなる群から選択されることが
できるが、これに限定されるものではない。
【０１１７】
　本発明において、前記疾病が癌である場合、前記疾病の特異的抗体は、腫瘍マーカーに
特異的に結合する抗体であることができるが、これに限定されるものではない。
【０１１８】
　本発明において、前記腫瘍マーカーは、癌の種別に下記の表１のようであるが、これに
限定されるものではない。
【０１１９】
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【表１】

【０１２０】
　本発明において、前記疾病がリンパ腫または白血病である場合、前記疾患の特異的抗体
は、ＣＤ２０、ＣＤ３０、ＣＤ３３またはＣＤ５２に特異的に結合する抗体であることが
できるが、これに限定されるものではない。
【０１２１】
　本発明において、前記疾病が乳癌、大腸癌、肺癌、または卵巣癌である場合、前記疾病
の特異的抗体は、ＥＧＦＲ、ＥＲＢＢ２、ＥＲＢＢ３、ＭＥＴ、ＩＧＦ１Ｒ、ＥＰＨＡ３
、ＴＲＡＩＬＲ１、ＴＲＡＩＬＲ２、ＦＡＰ、Ｔｅｎａｓｃｉｎ、ＥｐＣＡＭ、ＣＥＡ、
ｇｐＡ３３、Ｍｕｃｉｎ、ＴＡＧ－７２、ＣＡＩＸ、ＰＳＭＡまたはＦｏｌａｔｅ－結合
タンパク質に特異的に結合する抗体であることができるが、これに限定されるものではな
い。
【０１２２】
　本発明において、前記疾病は、感染性疾患であることができ、前記感染性疾患は、イン
フルエンザ、天然痘、ポリオ、口蹄疫、エボラ、麻疹、黄熱病、デング熱、ＳＡＲＳ、肺
炎、結核、コレラ、腸チフス、赤痢、ジフテリア及びライム病からなる群から選択される
ことができるが、これに限定されるものではない。
【０１２３】
　本発明において、前記疾病が、インフルエンザである場合、前記疾病の特異的抗体は、
インフルエンザウイルスに特異的に結合する抗体であることができるが、これに限定され
るものではない。
【０１２４】
　インフルエンザウイルスは、オルトミクソウイルス科（Ｏｒｔｈｏｍｙｘｏｖｉｒｉｄ
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ａｅ）に属するｓｉｎｇｌｅ　ｓｔｒａｎｄｅｄ　ＲＮＡウイルスとして二種類の糖蛋白
質の表面抗原であるｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎとｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅを持って
おり、抗原性により、インフルエンザＡ、Ｂ、Ｃ型に分類される。Ａ型とＢ型が主に流行
を起こすが、Ａ型は、ＨＡ（Ｈ１－Ｈ１５）とＮＡ（Ｎ１－Ｎ９）の特性に応じて亜型に
分類され、Ｂ型は亜型がない。従って、本発明の方法でインフルエンザを診断する場合、
本発明に使用される抗体は、それぞれのインフルエンザウイルス亜型の特異的抗体である
ことができるが、これに限定されるものではない。
【０１２５】
　本発明において、前記疾病が、ポリオである場合、前記疾病の特異的抗体は、ポリオウ
イルスに特異的に結合する抗体であることができるが、これに限定されるものではない。
【０１２６】
　本発明において、前記疾病がエボラである場合、前記疾病の特異的抗体は、エボラウイ
ルスに特異的に結合する抗体であることができるが、これに限定されるものではなく、前
記疾病が麻疹の場合、前記疾病の特異的抗体は、パラミクソウイルスの一種である麻疹ウ
イルスに特異的に結合する抗体であることができるが、これに限定されるものではなく、
前記疾病が黄熱病である場合、前記疾病の特異的抗体は、プラビビル科に属する黄熱病ウ
イルス（ｙｅｌｌｏｗ　ｆｅｖｅｒ　ｖｉｒｕｓ）に特異的に結合する抗体であることが
できるが、これに限定されるものではなく、前記疾病がデング熱である場合、疾病の特異
的抗体は、デング熱ウイルス（ｄｅｎｇｕｅ　ｖｉｒｕｓ）に特異的に結合する抗体であ
ることができるが、これに限定されるではない。
【０１２７】
　本発明において、前記疾病は、自己免疫疾患であることができ、前記自己免疫疾患は、
関節リウマチ、１型糖尿病、クローン病、潰瘍性大腸炎、ベーチェット病、ループス、硬
皮症、乾癬、及び白斑症からなる群から選択されることができるが、これに限定されるも
のではない。
【０１２８】
　本発明において、前記疾病がシェーグレン症候群である場合、前記疾病の特異的抗体は
、抗－Ｒｏ（Ｓｊｏｇｒｅｎ’ｓ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　Ａ，ＳＳＡ）抗体または抗－Ｌａ
（Ｓｊｏｇｒｅｎ’ｓ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　Ｂ，ＳＳＢ）抗体であることができるが、こ
れに限定されるものではない。
【０１２９】
　本発明において、前記疾病が多発性硬化症の場合、前記疾病の特異的抗体は、抗－ＭＯ
Ｇ抗体、抗－ミエリン（ａｎｔｉ－ｍｙｅｌｉｎ）抗体または抗－ＫＩＲ４．１抗体であ
ることができるが、これに限定されるものではない。
【０１３０】
　本発明において、前記疾病が脳卒中である場合、前記疾病の特異的抗体は、抗－ＮＲ２
Ａ／２Ｂ　ａｎｄ　ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ（ＭＭＰｓ）抗体、抗核抗体
（ＡＮＡ）、抗リン脂質抗体（ＡＰＬ）、抗Ｄ－ｄｉｍｅｒ抗体、抗Ｓ１００β抗体、抗
Ｂ－ｔｙｐｅ　ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ　ｐｅｐｔｉｄｅ（ＢＮＰ）抗体または抗カルジ
オリピン抗体（ＡＣＬ）であることができるが、これに限定されるものではない。
【０１３１】
　本発明において、前記疾病が脳出血である場合、前記疾病の特異的抗体は、抗Ｇｌｉａ
ｌ　ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ　ａｃｉｄｉｃ　ｐｒｏｔｅｉｎ（ＧＦＡＰ）抗体、抗Ａｓｙ
ｍｍｅｔｒｉｃ　ｄｉｍｅｔｈｙｌａｒｇｉｎｉｎｅ（ＡＤＭＡ）抗体、抗Ｄ－ｄｉｍｅ
ｒ抗体であることができるが、これに限定されるものではない。
【０１３２】
　本発明は、また、検出信号の自己増幅を利用した疾病の診断キットに関する。
【０１３３】
　本発明において、前記キットは、疾病の特異的マーカー検出用抗原または抗体、自由金
イオン及び吸着金イオンを含有する事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏ
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ｉｏｎ）と還元剤は、異なる容器に含有されることが好ましい。
【０１３４】
　本発明において、前記キットは、外部パッケージを含むことができ、外部パッケージは
、構成要素の使用に関する使用説明書を含むことができる。
【実施例】
【０１３５】
　以下、実施例を通じて本発明をさらに詳細に説明する。これらの実施例は、ひたすら本
発明を例示するためのものであり、本発明の範囲がこれらの実施例により制限されるもの
と解釈されないことは、当業界で通常の知識を有する者にとって自明である。
【０１３６】
　実施例１．ｈＦＴＮ、ＨＢＶ　ｃａｐｓｉｄタンパク質粒子の合成のための発現ベクタ
ーの製造
【０１３７】
　下記の表１に記載されたベクターの模式図に基づいてＰＣＲを介してタンパク質粒子Ｈ
６－ＳＰＡＢ－ｃａｐｓｉｄ、Ｈ６－ｃ３３ｃ－ｃａｐｓｉｄ、Ｈ６－ｇｐ４１－ｃａｐ
ｓｉｄ、Ｈ６－ｐ２４－ｃａｐｓｉｄ、ｈＦＴＮ－５１１ｐ－ｃ１００ｐ－ｃ２２ｐ－Ｈ
６、ｈＦＴＮ－ｅｐ１－Ｈ６、ｈＦＴＮ－ｅｐ２－Ｈ６、そしてｈＦＴＮ－ｅｐ３－Ｈ６
製作するための発現ベクターを製造した。
【０１３８】
　製造されたすべてのプラスミドの発現ベクターは、アガロースゲル－精製した後、全体
ＤＮＡ配列を確認した。
【０１３９】
　具体的に、表２のプライマーセットを用いて、それぞれの発現ベクターの製造に必要な
ＰＣＲ産物を製造した後、ＰＣＲ産物を順次ｐＴ７－ベクトルに挿入して、それぞれのタ
ンパク質粒子を発現することができる発現ベクターを構成した。
【０１４０】
　それぞれのタンパク質粒子の発現のためのベクターは、ｐＴ７－Ｈ６－ＳＰＡＢ－ｃａ
ｐｓｉｄ、ｐＴ７－Ｈ６－ｃ３３ｃ－ｃａｐｓｉｄ、ｐＴ７－Ｈ６－ｇｐ４１－ｃａｐｓ
ｉｄ、ｐＴ７－Ｈ６－ｐ２４－ｃａｐｓｉｄ、ｐＴ７－ｈＦＴＮ－５１１ｐ－ｃ１００ｐ
－ｃ２２ｐ－Ｈ６、ｐＴ７－ｈＦＴＮ－ｅｐ１－Ｈ６、ｐＴ７－ｈＦＴＮ－ｅｐ２－Ｈ６
及びｐＴ７－ｈＦＴＮ－ｅｐ３－Ｈ６である。
【０１４１】
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【表２】

【０１４２】
【表３】

【０１４３】
　実施例２．ｈＦＴＮ、ＨＢＶ　ｃａｐｓｉｄ蛋白質粒子の生合成と分離精製
　２－１．タンパク質粒子の生合成
　大腸菌菌株ＢＬ２１（ＤＥ３）［Ｆ－ｏｍｐＴｈｓｄＳＢ（ｒＢ－ｍＢ－）］を実施例
１で製造した発現ベクターを使用して、それぞれ形質転換し、アンピシリン－抵抗性形質
転換体を選択した。形質転換された大腸菌を５０ｍＬのＬｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ（Ｌ
Ｂ）培地（１００ｍｇ　Ｌ－１アンピシリン含有）を含有するフラスコ（２５０ｍＬ　Ｅ
ｒｌｅｎｍｅｙｅｒ　ｆｌａｓｋｓ、３７℃、１５０ｒｐｍ）で培養した。
【０１４４】



(25) JP 2020-516918 A 2020.6.11

10

20

30

40

50

　培地の濁度（Ｏ．Ｄ６００）が約０．４～０．６に達したとき、ＩＰＴＧ（Ｉｓｏｐｒ
ｏｐｙｌ－β－Ｄ－ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄ）（１．０ｍＭ）を注入
して、組換え遺伝子の発現を誘導した。２０℃で１２～１６時間培養した後、培養した大
腸菌を４，５００ｒｐｍで１０分間遠心分離して菌体沈殿物を得た後、５ｍｌの破砕溶液
（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液、ｐＨ７．５、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ）に懸濁して、
超音波破砕機（Ｂｒａｎｓｏｎ　Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｓ　Ｃｏｒｐ．、Ｄａｎｂｕｒｙ
、ＣＴ、ＵＳＡ）を用いて破砕した後、１３，０００ｒｐｍで１０分間遠心分離した後、
上澄み液と不溶性凝集体を分離した。分離された上澄み液を利用して、錠剤を行った。
【０１４５】
　２－２．タンパク質粒子の精製
　実施例２－１で発現された自己組み立てに組換えされた融合タンパク質の粒子を精製す
るために、下記３つのステップの精製過程を行った。まず、１）組換えタンパク質の融合
発現されたヒスチジンとニッケルの結合を利用したＮｉ２＋－ＮＴＡ　ａｆｆｉｎｉｔｙ
クロマトグラフィーを行った後、２）組換えタンパク質を濃縮し、濃縮されたタンパク質
のバッファを交換する過程を通じてモノマーの自己組み立てを進行し、３）自己組み立て
されたタンパク質粒子のみを分離するために、スクロス勾配ｕｌｔｒａｃｅｎｔｉｆｕｇ
ａｔｉｏｎを行った。各ステップの詳細な記載は以下の通りである。
【０１４６】
　１）Ｎｉ２＋－ＮＴＡ　ａｆｆｉｎｉｔｙクロマトグラフィー
　組換えタンパク質を精製するために、前記明示された方法で培養された大腸菌を回収し
、その細胞ペレットを５ｍＬ破砕溶液（ｐＨ８．０、５０ｍＭのｓｏｄｉｕｍ　ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅ、３００ｍＭのＮａＣｌ、２０ｍＭのｉｍｉｄａｚｏｌｅ）に再浮遊し、超音
波破砕機を用いて細胞を破砕した。破砕された細胞液を１３，０００ｒｐｍで１０分間遠
心分離し、その上澄み液のみを分離した後、各組換えタンパク質をＮｉ２＋－ＮＴＡカラ
ム（Ｑｉａｇｅｎ、Ｈｉｌｄｅｎ、Ｇｅｒｍａｎｙ）を使用して、それぞれ分離した（洗
浄バッファー：ｐＨ８．０、５０ｍＭのｓｏｄｉｕｍ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ、３００ｍＭ
のＮａＣｌ、５０　ｍＭのｉｍｉｄａｚｏｌｅ／溶出バッファー：ｐＨ８．０、５０ｍＭ
のｓｏｄｉｕｍ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ、３００ｍＭのＮａＣｌ、１００ｍＭのｉｍｉｄａ
ｚｏｌｅ）。
【０１４７】
　２）濃縮とバッファー交換
　Ｎｉ２＋－ＮＴＡ　ａｆｆｉｎｉｔｙクロマトグラフィーを経て溶出した３ｍｌの組換
えタンパク質をＵｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌ　ｆｉｌｔｅｒ（Ａｍｉｃｏｎ　Ｕｌ
ｔｒａ１０Ｋ、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ、ＭＡ）に入れて、５，０００
ｒｐｍでカラム上に１ｍｌの溶液が残るまで遠心分離を行った。タンパク質粒子をＴｒｉ
ｓ－ＨＣｌ（５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、５００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．０）バッフ
ァー（ｈＦＴＮ粒子の場合には、ＰＢＳバッファー（２．７ｍＭのＫＣｌ、１３７ｍＭの
ＮａＣｌ、２ｍＭのＫＨ２ＰＯ４、１０ｍＭのＮａ２ＨＰＯ４、ｐＨ７．４））にバッフ
ァ交換させることにより、モノマーの自己組み立てを行った。
【０１４８】
　３）スクロース勾配高速遠心分離
　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、５００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．０
）バッファーに（ｈＦＴＮ粒子の場合には、ＰＢＳバッファー（２．７ｍＭのＫＣｌ、１
３７ｍＭのＮａＣｌ、２ｍＭのＫＨ２ＰＯ４、１０ｍＭのＮａ２ＨＰＯ４、ｐＨ７．４）
スクロースを濃度別にそれぞれ添加して６０％、５０％、４０％、３０％、２０％のスク
ロースを含む溶液をそれぞれ準備した後、高速遠心分離用チューブ（ｕｌｔｒａｃｌｅａ
ｒ１３．２ｍｌ　ｔｕｂｅ、Ｂｅｃｋｍａｎ）に各濃度別（６０～２０％）スクロース溶
液を濃度が高い溶液から２ｍｌずつ盛る。溶液を入れた後、最後に組換えタンパク質溶液
を１ｍｌ満たした後、２４，０００ｒｐｍで、４℃で１６時間高速遠心分離を実施した（
Ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ　Ｌ－９０ｋ、Ｂｅｃｋｍａｎ）。遠心分離した後、慎
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重にピペットを用いて、４０～５０％スクロース溶液の部分を取って、２）に明示された
ようにｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌ　ｆｉｌｔｅｒとＴｒｉｓ－ＨＣｌバッファー
を用いて、組換えタンパク質のバッファを交換した。
【０１４９】
　実施例３：タンパク質粒子の組み立て検証
　実施例２で精製した組換えタンパク質の粒子の構造解析のために、透過電子顕微鏡（Ｔ
ＥＭ）で組換えタンパク質粒子を撮影した。まず、染色していない精製したタンパク質サ
ンプルを、炭素コーティングされた銅の電子顕微鏡グリッド（ｇｒｉｄｓ）に載せた後、
自然乾燥した。タンパク質粒子の染色された画像を得るために、自然乾燥されたサンプル
を含む電子顕微鏡グリッドを２％（ｗ／ｖ）水性ウラニル酢酸溶液と一緒に１０分間、室
温でインキュベーションし、蒸留水で３～４回洗浄した。
【０１５０】
　金粒子が集まっている凝集体の画像を取得する場合には、別途の染色過程を経ずに、診
断に使用された色が変わった診断溶液（ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）のサンプルをグ
リッドに載せた後、自然乾燥した。
【０１５１】
　タンパク質粒子と金粒子凝集体の画像は、Ｐｈｉｌｉｐｓ　Ｔｅｃｈｎａｉ１２０ｋＶ
電子顕微鏡を用いて観察した結果、それぞれののタンパク質粒子は、球状、金粒子の凝集
体は、放射状形の粒子を形成することを確認した（図１、図４、図８及び図１１）。
【０１５２】
　実施例４：信号の自己増幅を利用したｏｎｅ－ｓｔｅｐ診断の実施
　４－１．抗原検知を通じた疾病の特異的マーカーの検出
　急性心筋梗塞（ＡＭＩ）の場合には、実施例２で製造して、１．２５ｍｇ／ｍｌと濃度
を合わせたＨ６－ＳＰＡＢ－ｃａｐｓｉｄ蛋白質粒子８００μＬに１ｍｇ／ｍｌの濃度を
有するＧｏａｔ　ａｎｔｉ－ＴｎＩ　ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ　ＩｇＧ（ｃａｔ。ｎｏ。７
０－ＸＧ８２、Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ、Ａｃｔｏｎ、ＭＡ、ＵＳＡ）の抗体を２００μＬ
入れ、４℃で１２～１６時間混ぜて結合させた。
【０１５３】
　抗体が固定されたタンパク質粒子に０．５％（ｗ／ｖ）Ａｕ３＋イオン溶液（ＨＡｕＣ
ｌ４（ｃａｔ．ｎｏ．２５４１６９、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．　Ｌｏｕｉｓ
、ＭＯ、ＵＳＡ）５００μＬを入れ、４℃で１２～１６時間混ぜて結合させた。
【０１５４】
　このように抗体と金イオンが固定されたタンパク質粒子溶液（事前診断溶液（ｐｒｅ－
ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ））を９６－ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅ（ｃａｔ．ｎｏ．３５
９９、Ｃｏｓｔａｒ、ＮＹ、ＵＳＡ）の各ｗｅｌｌあたり６０μＬを入れてから、ここで
ＡＭＩ患者や健常者の血清サンプル２０μＬを入れて、まもなく０．０５Ｍ　Ｌ－ａｓｃ
ｏｒｂｉｃ　ａｃｉｄ（ｃａｔ．ｎｏ．Ａ７５０６、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ
．　Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ、ＵＳＡ）を還元剤を２０μＬ入れて自己信号を増幅した結果、５
分後に、患者の血清サンプルが入ったウェルで発色反応が現れることを確認した（図２Ａ
）。
【０１５５】
　また、これらの色の変化が５７６ｎｍ波長帯での吸光度が高くて表示されることを確認
し、この波長帯での患者と健常者の血清との間の吸光度差をｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ　ｒｅ
ａｄｅｒ（Ｉｎｆｉｎｉｔｅ　Ｍ２００　Ｐｒｏ、ＴＥＣＡＮ、Ｚｕｒｉｃｈ、Ｓｗｉｔ
ｚｅｒｌａｎｄ）で確認した（図２Ｂ）。
【０１５６】
　４－２．抗体検知を通じた疾病の特異的マーカーの検出
　１）人間Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）の診断
　ＨＣＶの場合には、実施例２で製造した１．０ｍｇ／ｍｌのＨ６－ＳＰＡＢ－ｃａｐｓ
ｉｄ蛋白質粒子５００μＬに２．０ｍｇ／ｍｌのＨ６－ｃ３３ｃ－ｃａｐｓｉｄ蛋白質粒
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子２５０μＬ及び１．０ｍｇ／ｍｌのＨ６ｈＦＴＮ－５１１ｐ－ｃ１００ｐ－ｃ２２ｐタ
ンパク質粒子２５０μＬを入れて、タンパク質粒子の混合溶液を製造した後、ここに０．
５％Ａｕ３＋イオン溶液を５００μＬ入れ、４℃で１２～１６時間混ぜて結合させた。
【０１５７】
　このように準備した溶液（事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ））
を９６　ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅの各ｗｅｌｌに６０μＬずつ入れた。ここでＣ型肝炎患者
や健常者の血清サンプルを２０μＬを入れて、まもなく０．０５Ｍ　Ｌ－ａｓｃｏｒｂｉ
ｃ　ａｃｉｄを２０μＬ入れ、自己信号を増幅した結果、５分後に、患者の血清サンプル
が入ったウェルで発色反応が現れることを確認した（図１０Ａ）
【０１５８】
　また、このような色の変化が５８８ｎｍ波長帯での吸光度が高く表示されることを確認
し、この波長帯での患者と健常者の血清との間の吸光度差をｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ　ｒｅ
ａｄｅｒで確認した。（図１０Ｂ）
【０１５９】
　２）ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）の診断
　ＨＩＶの場合には、前記ＨＣＶの場合と実験手順は同じであるが、タンパク質粒子の混
合溶液の組成を違うようにした。即ち、１．０ｍｇ／ｍｌのＨ６－ＳＰＡＢ－ｃａｐｓｉ
ｄ蛋白質粒子５００μＬに３．０ｍｇ／ｍｌのＨ６－ｇｐ４１－ｃａｐｓｉｄ蛋白質粒子
２５０μＬ及び１．０ｍｇ／ｍｌのＨ６－ｐ２４－ｃａｐｓｉｄ蛋白質粒子２５０μＬを
入れて、タンパク質粒子の混合溶液を製造した後、ここに０．５％のＡｕ３＋イオン溶液
を５００μＬ入れ、４℃で１２～１６時間混ぜて結合させた。
【０１６０】
　このように準備した溶液（事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ））
を９６　ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅの各ｗｅｌｌに６０μＬずつ入れた。ここでＨＩＶ保有患
者や健常者の血清サンプルを２０μＬを入れて、まもなく０．０５Ｍ　Ｌ－ａｓｃｏｒｂ
ｉｃ　ａｃｉｄを２０μＬ入れ、自己信号を増幅した結果、５分後に、患者の血清サンプ
ルが入ったウェルで発色反応が現れることを確認した（図１１）。
【０１６１】
　３）ヒトＡ型肝炎ウイルス（ＨＡＶ）の診断
　ＨＡＶの場合には、実施例２で製造した１．０ｍｇ／ｍｌのＨ６－ＳＰＡＢ－ｃａｐｓ
ｉｄ蛋白質粒子６００μＬに２．０ｍｇ／ｍｌのｈＦＴＮ－ｅｐ１－Ｈ６タンパク質ナノ
粒子２００μＬ、２．０ｍｇ／ｍｌのｈＦＴＮ－ｅｐ２－Ｈ６タンパク質ナノ粒子２００
μＬ及び１．０ｍｇ／ｍｌのｈＦＴＮ－ｅｐ３－Ｈ６タンパク質ナノ粒子２００μＬを入
れて、タンパク質粒子の混合溶液を製造した後、ここに０．５％のＡｕ３＋イオン溶液を
６００μＬ入れ、４℃で１２～１６時間混ぜて結合させた。
【０１６２】
　このように準備した溶液（事前診断溶液（ｐｒｅ－ａｓｓａｙ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ））
を９６　ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅの各ｗｅｌｌに６０μＬずつ入れた。ここでＡ型肝炎患者
や健常者の血清サンプルを２０μＬを入れて、まもなく０．０５Ｍ　Ｌ－ａｓｃｏｒｂｉ
ｃ　ａｃｉｄを２０μＬ入れ、自己信号を増幅した結果、５分後に、患者の血清サンプル
が入ったウェルで発色反応が現れることを確認した（図１２）
【０１６３】
　実施例５：ＥＬＩＳＡとＥＣＬＩＡ対照群実験
　ＡＭＩ患者の血清でＥＬＩＳＡとＥＣＬＩＡを通じて対照群実験を行った。ＥＬＩＳＡ
の場合、１２．５ｐｇ／ｍｌの検出限界を有するキット（Ａｂｂｅｘａ、Ｕ．Ｋ．、ａｂ
ｘ２５２８６８）を利用し、ＥＣＬＩＡの場合は、０．１６ｎｇ／ｍｌの検出限界を有す
ることが確認された（Ｍｏｄｕｌａｒ　Ａｎａｌｙｔｉｃｓ　Ｅ１７０、Ｒｏｃｈｅ、Ｇ
ｅｒｍａｎｙ）
【０１６４】
　同じ２０人の患者の血清サンプルを用いており、実験結果から、自己信号の増幅を利用



(28) JP 2020-516918 A 2020.6.11

10

20

30

40

50

したｏｎｅ－ｓｔｅｐ診断方法が、より敏感で迅速かつ正確であることを確認した（図３
）
【０１６５】
　実施例６：金ナノ凝集体モデルのシミュレーション実験。
　実施例４で行ったｏｎｅ－ｓｔｅｐ診断実験では、患者の場合、すぐに青に変わること
を確認したが、このように変化する原因について確認してみようと、有限差分時間領域法
のシミュレーション（ＦＤＴＤ　ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ）実験を行った（Ｌｕｍｅｒｉｃ
ａｌ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ、ｖｅｒ．８．１５．７３６）。
【０１６６】
　シミュレーション結果、図５Ａに開示されたようなラズベリーの形のタンパク質－金属
複合構造体が形成される。これらの形式で凝集体が構成されることを前提に、その大きさ
を変化させたとき、吸収断面積の変化を波長に応じて示したのが図５Ｂグラフである。吸
収断面積は、粒子を含む周辺領域に保存された吸収力を光源の強さに分け、その値を求め
たものである。
【０１６７】
　また、図５Ａに開示されたようなラズベリーの形のシミュレーションモデルの場合、凝
集体の大きさが大きくなるほど吸光度が、他の波長帯に分離されるものではなく、同じ波
長帯で大きくなることを確認した（図５Ｂ）。これは、実際ｏｎｅ－ｓｔｅｐ診断の結果
と一致することを確認できた。
【０１６８】
　実施例７：ｏｎｅ－ｓｔｅｐ診断実験の原理の分析のための対照群実験。
　Ｏｎｅ－ｓｔｅｐ診断の原理を分析するための対照群実験を行った。金イオンと結合す
るアミノ酸であるヒスチジンによく結合する既知のＮｉ２＋でタンパク質粒子のヒスチジ
ンに付けて進行した対照群の実験を進めて、金イオンとタンパク質粒子のヒスチジンとの
結合が、この実験に与える影響を確認し、タンパク質粒子に付いている金イオンだけでな
く、溶液内に自由に存在する金イオンの量がある程度以上存在することによりｏｎｅ－ｓ
ｔｅｐ診断実験が円滑に起きたことを実験結果から確認できた（図６、図７）。
【０１６９】
　図６の各番号の実験条件は、下記の通りである。
　１：何の物質の処理なしに、単純にＮｉ２＋溶液と患者と健常者の血清及び還元剤ＬＡ
Ａを処理して、Ｎｉ２＋がＬＡＡに会って還元され、色を現わしていることを確認するた
めの実験群
　２：他の物質の処理なしに、単純にＡｕ３＋（金イオン）溶液と患者と健常者の血清及
び還元剤ＬＡＡを処理して、色の変化を測定し、患者と健常者の区別なく、金イオンが還
元されて、粒子を達成しながら、青に変わることを確認した。
　３：タンパク質粒子に金イオンのみ付けたものと患者と健常者の血清および還元剤を処
理した結果、自由に動き回る自由金イオンがないので、いずれの場合も色が変化がないこ
とを確認することができた。
　４：タンパク質粒子に抗体を付けて、金イオンまで付けた後、患者と健常者の血清及び
還元剤を処理した結果、先の３番の場合に抗体がないため、この場合と比較するために抗
体に結合させて実験し、その結果、自由金イオンがないので、色の変化が起こらないこと
を確認した。
　５：既存の診断方法そのまま再現した結果として、患者だけで色が変化することを確認
することができた。
　６：抗体を付けたタンパク質粒子に金イオンがくっつかないように、あらかじめＮｉ２
＋イオンを処理したタンパク質粒子に自由金イオンが存在するようにして、そこに患者と
健常者の血清及び還元剤を処理した結果として、自由金イオンによって還元が起きて色が
変化することを確認することができるが、抗体が付いたタンパク質粒子に金イオンがない
ため、クラスタを形成するのに役立たず、健常者と患者との間の区別がないことを確認す
ることができた。
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【０１７０】
　実施例８：ｏｎｅ－ｓｔｅｐ診断実験と公知の診断キットの信頼性のある定量分析する
かどうかを確認
　８－１．本発明のＯｎｅ－ｓｔｅｐ診断方法の定量分析するかどうかを確認
　ヒト血清由来のＴｎＩ標準試料（３０－ＡＴ４３、Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ、Ａｃｔｏｎ
、ＭＡ、Ｕ．Ｓ．Ａ．）を３種類の健常者血清にそれぞれｓｐｉｋｉｎｇし、各健常者血
清ごとに異なる濃度（０、２、５、１０、２０、３０ｎｇ／ｍｌ）の標準血清試料を作製
し、この血清を、実施例４の方法を通じて診断開始後、１５分（図１３のＡ）、２０分（
Ｂ）、２５分（Ｃ）と３０分（Ｄ）の時点で検出信号を５７６ｎｍでの吸光度で測定した
。
【０１７１】
　その結果、図１３に開示されているように、検出信号の測定値の線形比例性の診断開始
後、１５分、２０分の時点が最も良いことが確認し、診断開始後１５～２０分の時点では
疾患の発症の有無はもちろん、定量的分析も可能であることを確認した。
【０１７２】
　８－２．公知の診断キットの定量分析するかどうかを確認
　１）緑十字医療財団のＥＣＬＩＡ診断機器
　緑十字医療財団のＥＣＬＩＡ診断機器（Ｒｏｃｈｅ　Ｅ－１７０モデル）を用いて、実
施例８－１で作製した標準血清試料（健常者試料Ａ：図１４、健常者試料Ｂ：図１５、健
常者試料Ｃ：図１６）を利用して定量分析するかどうかを確認した。
【０１７３】
　その結果、図１４～図１６に開示されているように、実際のＴｎＩの濃度が大きくなる
ほど誇張された分析結果を示す傾向が表示され、２０ｎｇ／ｍｌの以上の濃度でこのよう
な傾向がひどくなり、測定値の偏差も血清ごとに多くの違いがあることを確認した。
【０１７４】
　２）Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ社のＥＬＩＳＡ診断機器
　Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ社のＥＬＩＳＡ診断機器（Ｅ－ＥＬ－Ｈ０１４４、Ｅｌａｂｓ
ｃｉｅｎｃｅ、１４７８０　Ｍｅｍｏｒｉａｌ　Ｄｒｉｖｅ、Ｓｕｉｔｅ２１６、Ｈｏｕ
ｓｔｏｎ、Ｔｅｘａｓ７７０７９、　Ｕ．Ｓ．Ａ．）を用いて、実施例８－１で作製した
標準血清試料（健常者試料Ａ：図１７、健常者試料Ｂ：１８、健常者試料Ｃ：図１９）を
用いて定量分析するかどうかを確認した。
　その結果、図１７～図１９に開示されているように、ＥＣＬＩＡ診断機器分析の結果と
は対照的に、すべての血清試料について、実際の濃度よりも低い検出信号が測定され、偏
差は少ないが信頼性のある濃度区間がないことを確認した。
【０１７５】
　３）Ａｂｂｅｘａ社のＥＬＩＳＡ診断機器
　Ａｂｂｅｘａ社の診断機器（ａｂｘ０５０２５５、Ａｂｂｅｘａ　Ｌｔｄ．　Ｃａｍｂ
ｒｉｄｇｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐａｒｋ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＣＢ４０ＥＹ、Ｕ．Ｋ．
）を用いて、実施例８－１で作製した標準血清試料（健常者試料Ａ：図２０、健常者試料
Ｂ：図２１、健常者試料Ｃ：図２２）を用いて定量分析するかどうかを確認した。
【０１７６】
　その結果、図２０～図２２に開示されているように、Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ社診断結
果と同様に、実際の濃度よりも低い検出信号を測定し、濃度に応じた検出信号の測定値の
比例性が全くないことを確認して、信頼性のある定量分析結果が得られないことを知るこ
とができた。
【０１７７】
　４）ＡＬＰＣＯ社のＥＬＩＳＡ診断機器
　ＡＬＰＣＯ社の診断機器（２５－ＴＲ１ＨＵ－Ｅ０１、ＡＬＰＣＯ２６－Ｇ　Ｋｅｅｗ
ａｙｄｉｎ　Ｄｒｉｖｅ、Ｓａｌｅｍ、ＮＨ０３０７９、Ｕ．Ｓ．Ａ．）を用いて、実施
例８－１で作製した標準血清試料（健常者試料Ａ：図２３、健常者試料Ｂ：図２４、健常
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者試料Ｃ：図２５）を用いて定量分析するかどうかを確認した。
【０１７８】
　その結果、図２３～図２５に開示されているように、前記２種類のＥＬＩＳＡ診断キッ
トに比べては、実際の濃度に最も近接する検出信号が測定されることを確認したが、全体
の濃度範囲では、少なくない偏差が発生しており、濃度による線形比例性が高くなかった
ので、信頼性のある定量分析の結果は、得られないことを確認した。
【０１７９】
　実施例９：ｏｎｅ－ｓｔｅｐ診断方法の検出限界（Ｌｉｍｉｔ　ｏｆ　Ｄｅｔｅｃｔｉ
ｏｎ，ＬＯＤ）を確認
　９－１．急性心筋梗塞の診断時に検出限界を確認
　健常者血清に０．００２～２ｎｇ／ｍｌの濃度範囲の疾患マーカーであるＴｒｏｐｏｎ
ｉｎ　Ｉをｓｐｉｋｉｎｇして、標準血清試料を作製し、これを実施例４の方法で検出限
界の測定実験を行った。９６　ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅ内の試料の色の変化を確認するとと
もに、５７６ｎｍでの吸光度を測定した。
【０１８０】
　その結果、図２６に開示されているように、急性心筋梗塞の診断でのＴｎＩ検出限界は
、最小０．０２ｎｇ／ｍｌの（０．８３ｐＭ）で最大０．２ｎｇ／ｍｌの（８．３ｐＭ）
の濃度範囲内に存在することを確認した。これはＥＣＬＩＡベースの診断機器の検出限界
（０．１６ｎｇ／ｍｌ）よりも大幅に低い水準である。
【０１８１】
　９－２．Ｃ型肝炎の診断時に検出限界を確認
　健常者血清に０．００１～１０ｎｇ／ｍｌの濃度範囲の疾患マーカーであるａｎｔｉ－
ＨＣＶ（ｃ３３ｃ）ＩｇＧ　ｓｔａｎｄａｒｄ（ＬＳ－Ｃ１０３１７８、ＬｉｆｅＳｐａ
ｎ　ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅｓ、Ｉｎｃ．、Ｓｅａｔｔｌｅ、ＷＡ、Ｕ．Ｓ．Ａ．）をｓｐ
ｉｋｉｎｇして、標準血清試料を作製し、これを実施例４の方法で検出限界の測定実験を
行った。９６　ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅ内の試料の色の変化を確認するとともに、５８８ｎ
ｍでの吸光度を測定した。
【０１８２】
　その結果、図２７に開示されているように、Ｃ型肝炎の診断での抗－ＨＣＶ抗体の検出
限界は、最小０．１ｎｇ／ｍｌの（０．６７ｐＭ）で最大１．０ｎｇ／ｍｌの（６．７ｐ
Ｍ）の濃度範囲内に存在することを確認した。これはＥＬＩＳＡベースの診断機器の検出
限界（ｎＭレベル）よりも大幅に低い水準である。
【０１８３】
　９－３．エイズ（ＡＩＤＳ）の診断時に検出限界を確認
　健常者血清に０．００１～１０ｎｇ／ｍｌの濃度範囲の疾患マーカーであるａｎｔｉ－
ＨＩＶ（ｇｐ４１）ＩｇＧ　ｓｔａｎｄａｒｄ（２５０９、ＩｍｍｕｎｏＤＸ、ＬＬＣ、
Ｗｏｂｕｒｎ、ＭＡ、Ｕ．Ｓ．Ａ．）をｓｐｉｋｉｎｇして、標準血清試料を作製し、こ
れを実施例４の方法で検出限界の測定実験を行った。９６　ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅ内の試
料の色の変化を確認するとともに、５５５ｎｍでの吸光度を測定した。
【０１８４】
　その結果、図２８に開示されているように、ＡＩＤＳでの抗－ＨＩＶ抗体の検出限界は
、最小０．１ｎｇ／ｍｌの（０．６７ｐＭ）で最大１．０ｎｇ／ｍｌの（６．７ｐＭ）の
濃度範囲内に存在することを確認した。これはＥＬＩＳＡベースの診断機器の検出限界（
ｎＭレベル）よりも大幅に低い水準である。
【０１８５】
　以上で、本発明の内容の特定の部分を詳細に記述し、当業界の通常の知識を有する者に
とって、このような具体的な技術は、単に好ましい実施形態だけであり、これにより本発
明の範囲が制限されるものではない点は明白である。従って、本発明の実質的な範囲は、
添付された請求項とそれらの等価物によって定義される。
【産業上の利用可能性】
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【０１８６】
　本発明に係る疾病の特異的マーカーの検出方法は、既存のＥＬＩＳＡのような診断で通
常伴う固定化と洗浄（ｗａｓｈｉｎｇ）作業などの過程なしに、シングルステップで疾患
の診断が可能であり、数時間、長くは数日もかかる診断検査の時間も１０分前後に短くす
ることにより、特に緊急事態の患者のような疾患の診断に効果的に利用することができる
だけでなく、別の分析機器なしに目視で検査結果を確認することができ、検出コストを最
小限に抑えることができるので有用である。
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【要約の続き】
に緊急事態の患者のような疾患の診断に効果的に利用することができるだけでなく、別の分析機器なしに目視で検査
結果を確認することができ、検出コストを最小限に抑えることができるので有用である。
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