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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも一部にプローブを結合した固相を収める流路に、標識された検出対象物質又
は標識されていない検出対象物質を含む液体を供給する工程と、
　前記プローブに前記標識された検出対象物質を捕捉させる工程若しくは標識されていな
い検出対象物質をプローブに捕捉させかつ標識する工程と、
　前記流路に発光反応のための試薬を液流により供給する工程と、
　前記発光反応のための試薬と前記標識が反応した部位の近傍を光学的に検出する工程と
を有し、
　前記固相は複数の粒子であり、前記複数の粒子は、遮光性粒子と前記プローブを固定し
た検出対象粒子とからなり、前記検出対象粒子と他の前記検出対象粒子との間に少なくと
も１つの前記遮光性粒子が配列されることを特徴とする分析方法。
【請求項２】
　前記プローブに前記標識された検出対象物質を捕捉させる工程若しくは標識されていな
い検出対象物質をプローブに捕捉させかつ標識する工程において、標識された検出対象物
質又は標識されていない検出対象物質を含む液体を往復送液により供給することを特徴と
する請求項１に記載の分析方法。
【請求項３】
　前記標識は酵素であり、前記発光反応のための試薬は用いた酵素に対応する基質を含む
ことを特徴とする請求項１に記載の分析方法。
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【請求項４】
　前記酵素が、ペルオキシダーゼ、アルカリフォスファターゼ、グルコースオキシダーゼ
、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ、インベルター
ゼ、アデノシン三リン酸（以後、ＡＴＰ）アーゼ、ルシフェラーゼ又はエクオリンであっ
て、前記基質が、ルミノール、ジオキセタン、過シュウ酸エステル、グルコース、β－Ｄ
－ガラクトシル、グルコース－６－リン酸、ルシゲニン、アスコルビン酸リン酸エステル
、アデノシン三リン酸、ルシフェリン若しくはこれらの誘導体、又はカルシウムイオンで
ある請求項３に記載の分析方法。
【請求項５】
　前記発光反応のための試薬は、さらに酸化剤又は酸素添加剤を含むことを特徴とする請
求項４に記載の分析方法。
【請求項６】
　前記発光反応のための試薬は、さらに発光増感剤を含むことを特徴とする請求項３に記
載の分析方法。
【請求項７】
　前記固相は粒子であり、前記近傍は前記粒子の近傍であることを特徴とする請求項１に
記載の分析方法。
【請求項８】
　前記検出する工程と、前記発光反応のための試薬を液流により供給する工程とを同時に
行うことを特徴とする請求項１に記載の分析方法。
【請求項９】
　前記検出する工程では、偏光板を介して光学的に検出することを特徴とする請求項１に
記載の分析方法。
【請求項１０】
　前記検出する工程では、スリットを含む光学系と前記固相とを、前記流路の長手方向で
相対的に移動させ、光学的に検出することを特徴とする請求項１に記載の分析方法。
【請求項１１】
　細管と、
　プローブを固定され、かつ前記細管に収められる第１の粒子と、
　遮光性物質を含み、かつ前記細管に収められる第２の粒子と、
　発光反応のための試薬とを有することを特徴とする分析キット。
【請求項１２】
　前記第２の粒子は、前記発光反応で生じる発光の波長についての遮光性を有することを
特徴とする請求項１１に記載の分析キット。
【請求項１３】
　前記発光反応のための試薬は、ルミノール、ジオキセタン、過シュウ酸エステル、グル
コース、β－Ｄ－ガラクトシル、グルコース－６－リン酸、ルシゲニン、アスコルビン酸
リン酸エステル、アデノシン三リン酸（ＡＴＰ）、ルシフェリン若しくはこれらの誘導体
、又はカルシウムイオンを含むことを特徴とする請求項１１に記載の分析キット。
【請求項１４】
　前記発光反応のための試薬は、さらに発光増感剤を含むことを特徴とする請求項１１に
記載の分析キット。
【請求項１５】
　プローブを少なくとも一部に固定した固相を収めた細管へ液体を導入及び/又は導出す
るための送液部と、
　試料を収めるための第１の容器と、
　発光反応のための試薬を収めるための第２の容器と、
　前記固相の任意の部位を光学的に検出するための検出部とを有し、
　前記固相は複数の粒子であり、前記複数の粒子は、前記プローブを固定した複数の第１
粒子と前記複数の第１粒子の各々の間に配置されかつ前記プローブが固定されない複数の
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第２粒子とからなり、
　前記第１の容器と前記第２の容器とは前記送液部に連結することを特徴とする分析装置
。
【請求項１６】
　前記固相は粒子であり、前記検出部は測定対象の前記粒子の近傍に一方の端部を配置さ
れた光ファイバーであることを特徴とする請求項１５に記載の分析装置。
【請求項１７】
　前記検出部は、前記細管に対して相対的に移動することを特徴とする請求項１５に記載
の分析装置。
【請求項１８】
　前記細管と前記検出部との間の位置に、偏光板を有することを特徴とする請求項１５に
記載の分析装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は生化学物質の分析方法に関する。また、本発明は生化学物質を特異的に捕捉す
る物質であるプローブを固相に固定した分析デバイスを用いた生化学物質の分析装置に関
する。
【背景技術】
【０００２】
　従来、生化学物質の高感度な検出には蛍光法が用いられてきた。それ以前に行われてい
た放射性同位体を用いる手法に比べて取り扱いが容易で、放射能に対しての安全対策が不
要であるため、急速に置き換わった。蛍光法には、検出の対象となる生化学物質に対して
蛍光体を直接標識する方法と間接標識する方法がある。蛍光免疫検査を例に取ると、検出
対象となる生化学物質に直接蛍光体を標識し、この蛍光標識された生化学物質を、固相に
固定した抗体で捕捉して検出するのが前者である。いわゆる競合法もこの分類に含まれる
。後者は、同じ生化学物質に対して親和性のある抗体を蛍光標識しておき、２次的に反応
させるサンドイッチアッセイなどがある。
　その一方で、化学発光法が発達してきた。化学発光の場合には、励起光の散乱が背景光
として計測されることがなくなるため、より高感度な計測が実現できる。化学発光の場合
には、検出の対象となる生化学物質に直接的または間接的に酵素を標識する場合と、蛍光
体を標識する場合がある。前者の場合には、酵素としてペルオキシダーゼやアルカリホス
ファターゼがよく使われる。いわゆるエライザ法はこの分類に入る。マイクロプレート壁
等に対象とする生化学物質を捕捉する抗体を固定しておき、検出対象物質を含む溶液を添
加する。溶液中の検出対象物質は抗体により壁面に捕捉され、余分な溶液は洗い流される
。そこに検出対象となる物質に対する酵素標識抗体を添加し、この酵素標識抗体が検出対
象物質に結合するのを待って、余分な溶液を洗い流す。最後に酵素と反応する発光試薬を
含む溶液をいれ、生じる発光を検出する。蛍光体を標識した場合、例えばＨＰＬＣの検出
器としての応用の場合には、ＨＰＬＣから流出してくる各蛍光標識された分子に対して、
化学的励起剤を混合反応させ、標識された蛍光体が化学励起されて発する化学発光を検出
する。
　多項目の検出デバイスとしては、プローブを結合させたビーズを細管に並べた技術（以
下、ビーズアレイという）がある（例えば特許文献１）。また、マイクロ流路を使用し固
相に対象物質を捕捉する分子を結合させた検出デバイスについても報告がある（例えば特
許文献２）。
【特許文献１】特開平１１－２４３９９７号公報
【特許文献２】特開平１１－０７５８１２号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
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　化学発光や生物発光等の発光検出法に関しては、蛍光法に比較して、対象から得られる
単位時間当たりの光子数は少なくなるため、高感度な計測系を利用し、また計測時間を増
やすなどの工夫が必要となる。
　ビーズアレイについては、一般的に、検出対象物質に蛍光標識を行い、その蛍光標識物
質のビーズ上のプローブへの捕捉を蛍光検出していた。反応速度が速いというメリットが
ある一方、励起光由来の散乱光やビーズ材質からの背景光が生じる可能性があった。また
、ビーズアレイへ発光検出を適用した場合は、単位時間当たりの光子数が少なくなるため
絶対感度を確保する必要があることと、あるビーズからの発光が隣のビーズ表面で反射さ
れて隣のビーズからの発光のように計測される「映り込み」が想定される。マイクロ流路
を使用し固相に対象物質を捕捉する分子をつけた検出デバイスにおいても、発光由来の散
乱光や反射光が生じる可能性がある。
　以上より、マイクロ流路を使用し固相に対象物質を捕捉する分子を結合させた検出デバ
イスにおいて、溶液の流れを利用した、高感度で定量的な発光検出法を実現することを課
題とする。また、ビーズアレイの場合においては、ビーズ間での発光の映り込みを防ぐこ
とを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　固相に結合したプローブと、標識済みの検出対象物質をプローブに捕捉する工程もしく
は標識されていない検出対象物質をプローブに捕捉しかつ標識する工程と、発光試薬を液
流により供給する工程と、前記発光試薬と前記標識が反応した部位の近傍を光学的に検出
する工程とを有することを特徴とする生化学物質の分析方法を提供する。
　ここで、固相とは、少なくとも一部にプローブを固定されるものである。固相としては
、粒子（ビーズ）、流路の壁面、流路内に設置された突起や紐状の部材などを用いること
ができる。
　また、固相の材料としては、例えば、プラスチック、金属、無機化合物である。プラス
チックとしては、ポリスチレン、ポリメチルスチレンなどのスチレン系樹脂、ポリプロピ
レン、ポリエチレン、ポリシクロオレフィンなどのポリオレフィン系樹脂、ポリカーボネ
ート、ポリメチルアクリレート、ポリエチルアクリレート等のポリアクリレート、ポリメ
チルメタクリレート、ポリエチルメタクリレート等のポリメタクリレート等の（メタ）ア
クリル系樹脂、ポリフルオロオレフィンなどのフッ素系樹脂、ジメチルシロキサン、ジエ
チルシロキサンなどのシリコーン系樹脂が挙げられる。金属としては、例えば、鉄、ステ
ンレス、銅、またはこれらの合金が挙げられる。無機化合物としては、例えば、ガラス、
セラミック、半導体などが挙げられる。固相の材料はこれらに限定されず、さらに１種類
の材料から構成されていても、複数の材料から構成されていてもよい。固相へのプローブ
の容易性、バックグラウンドの低さ、入手のし易さからポリスチレンが最も好ましい。
　本発明に用いるビーズの場合、ビーズ径としては、０．１μｍ～６ｍｍが好ましく、更
に好ましくは０．５μｍ～１ｍｍで、更に好ましくは０．７５μｍ～５００μｍで、最も
好ましくは１．０μｍ～１００μｍである。また、ビーズを入れる配管は、用いるビーズ
のサイズに応じた配管で、ビーズ径の２倍未満であることが望ましい。
　発光検出系において、発光基質の送液のタイミングと計測のタイミングを合わせて計測
することで高い感度を実現できる。ここでは、発光基質が固相、例えばビーズ上の酵素に
到達した時間から短時間の間に大きな発光ピークが出現する現象を利用している。このピ
ーク部分を観測することにより、シグナルとノイズを高い精度で分離し、しいては高い感
度で計測することが可能となる。また、発光試薬を流しながら発光を計測する方法では、
発光試薬が常に供給される状態にあり、酵素近傍の発光試薬濃度が減衰しないため、発光
強度の減衰を抑えて安定に長時間計測することができる。高いピークの後のシグナルを長
時間足し合わせることによっても高感度で安定な計測を行うことができる。検出対象物質
が多く捕捉され酵素の密度が高い場合にも、流れによって発光試薬が供給され発光試薬の
周辺濃度の低下を抑えることができるため、高精度の計測を行うことが可能である。また
、光電子増倍管をスキャンさせて計測する系において、スリットを設置し、計測対象ビー
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ズの大きさとスリットの関係を適切に設定することで分解能が上がり高精度な計測が可能
となる。ビーズのシグナルを判別するためには複数のビーズの識別が必要であり、空間分
解能がある程度必要である。測定帯域の影響を含めた考察から、計測時間等に応じた適切
なスリット幅等の制限がある。また、計測対象となるビーズ同士の間にスペースを保ち、
大きなスリット幅を採用して感度を上げかつビーズの識別を行う手段もある。
　本発明における発光検出系とは、化学発光検出系と生物発光検出系を含む。化学発光と
は、化学反応によって励起された分子が基底状態に戻る際、エネルギーとして光を放出す
る現象であり、生物発光とは、ホタルやバクテリアのルシフェラーゼ等の生物酵素を使っ
て発光物質を酸化させるなどの化学反応によって光を発する現象で広義には化学発光の範
疇に入る場合がある。化学発光検出系としては、ルミノール／過酸化水素を基質とするペ
ルオキシダーゼの化学発光、ジオキセタン誘導体であるアマダンチルメトキシホスホリル
フェニルジオキセタン（ＡＭＰＰＤ）を基質とするアルカリフォスファターゼの化学発光
、ビス－２，４，６－トリクロロフェニルオキザレート（ＴＣＰＯ）等の過シュウ酸エス
テル誘導体／過酸化水素／８－アニリノナフタレンスルホン酸（ＡＮＳ）等の蛍光色素径
によるアルカリフォスファターゼの化学発光などを用いる検出系があり、生物発光検出系
としては、例えば、ＡＴＰ／ルシフェリン／マグネシウムイオンを基質とするホタルルシ
フェラーゼの生物発光検出系、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼが、グルコース
－６－リン酸／ＮＡＤを基質として生成するＮＡＤＨをバクテリアルシフェラーゼとＮＡ
ＤＨ－ＦＭＮ－酸化還元酵素の発光反応で検出する系、ピルビン酸キナーゼがＡＤＰとホ
スホエノールピルビン酸を基質として生成するＡＴＰを、ホタルルシフェリン－ルシフェ
ラーゼの発光反応で検出する系などがある。
　ビーズ間での発光の映り込みを防ぐ課題は、計測の光学設定に関らず、高感度な多項目
検出には重要である。この課題を解決する手段の一つは、計測対象となる複数のビーズの
間に遮光性を有する材料のビーズを設置することである。もう一つの解決手段は、発光試
薬を含む溶液の屈折率をビーズの屈折率に近づけることである。発光試薬を含む溶液が理
想的に調製されビーズ材料と実質的に同じ屈折率を持つ場合には、ビーズ表面での光の反
射はおこらないため、ビーズ間での光の反射、つまり映り込みを防止することができる。
この課題を解決する他の手段は、計測装置とビーズアレイの間に偏光板を挿入することで
ある。ビーズ表面での発光は発光基質がランダムな方向を向いて発光するため、偏光して
いないと考えられるが、隣のビーズで反射される映り込みに関しては、ｓ波およびｐ波の
反射率の違いから偏光していると考えられる。このため、偏光板を入れることによって、
映り込み成分を重点的に遮ることができ、結果として映り込みの寄与分を小さくできる。
　分析方法の一例としては、少なくとも一部にプローブを結合した固相を収める流路に、
標識された検出対象物質又は標識されていない検出対象物質を含む液体を供給する工程と
、前記プローブに前記標識済み検出対象物質を捕捉させる工程若しくは標識されていない
検出対象物質をプローブに捕捉させかつ標識する工程と、前記流路に発光反応のための試
薬を液流により供給する工程と、前記発光反応のための試薬と前記標識が反応した部位の
近傍を光学的に検出する工程とを有することを特徴とする。
　分析キットの一例としては、細管と、プローブを固定され、かつ前記細管に収められる
第１の粒子と、遮光性物質を含み、かつ前記細管に収められる第２の粒子と、発光反応の
ための試薬とを有することを特徴とする。
　分析装置の一例としては、プローブを少なくとも一部に固定した固相を収めた細管へ液
体を導入及び／又は導出するための送液部と、試料を収めるための第１の容器と、発光反
応のための試薬を収めるための第２の容器と、前記固相の任意の部位を光学的に検出する
ための検出部とを有し、前記第１の容器と前記第２の容器とは前記送液部に連結すること
を特徴とする。
【発明の効果】
【０００５】
　本発明によれば、発光検出を多項目で行なう検出デバイスにおいて、高感度で定量的な
発光法を実現できる効果がある。特にビーズアレイを用いる場合には、さらにビーズ間で



(6) JP 4655088 B2 2011.3.23

10

20

30

40

50

の発光の映り込みを防ぐ効果がある。
　また、発光検出を多項目で行う場合、マイクロプレートのような個別の穴毎に試薬を添
加するという方式が従来から行われてきた。ビーズアレイの場合には、これらの系に比べ
て、対象物質を含んだ溶液や発光基質などを順々に流すことができるため、分注等の手間
が要らず、簡便かつ均一な反応が実現できる。また、マクロプレートと異なり、反応領域
が項目毎に壁等で隔てられていないため、少ない試薬量で発光検出を行うことができる。
【図面の簡単な説明】
【０００６】
　図１は本発明の一実施の形態のフローチャート図である。
　図２は本発明の一実施の形態の模式図である。
　図３は本発明の一実施の形態の装置模式図である。
　図４は本発明の一実施の形態の発光計測例と発光試薬送液タイミングの概略図である。
　図５は本発明の一実施の形態の装置模式図である。
　図６は本発明の一実施の形態の発光計測例と発光試薬送液タイミングの概略図である。
　図７は本発明の一実施の形態の装置模式図である。
　図８は本発明の一実施の形態の光学系のスキャンとデータの関係模式図である。
　図９は本発明の一実施の形態のスリット幅と信号波形の関係模式図である。
　図１０は本発明の一実施の形態の装置模式図である。
　図１１は本発明の一実施の形態の発光の映り込みの模式図である。
　図１２は本発明の一実施の形態の発光の映り込みと遮光性ビーズの効果の模式図である
。
　図１３は本発明の一実施の形態の発光の映り込みと溶液の屈折率調整の効果の模式図で
ある。
　図１４は本発明の一実施の形態の溶液の屈折率をグリセロールで調整した反射率のグラ
フ図である。
　図１５は本発明の一実施の形態の発光の映り込みとグリセロール７０％溶液の効果の模
式図である。
　図１６は本発明の一実施の形態の装置模式図である。
　図１７は本発明の実施例１、２の実験装置模式図である。
　図１８は本発明の実施例１の測定結果を示す図である。
　図１９は本発明の実施例２の測定結果を示す図である。
　図２０は本発明の実施例３の実験装置模式図である。
　図２１は本発明の実施例３の測定結果を示す図である。
【符号の説明】
【０００７】
１０１：キャピラリー、１０２：抗体をつけたビーズ、１０３：抗体をつけないビーズ、
１０４：抗αフェトプロテイン抗体、１０５：αフェトプロテイン、１０６：ＨＲＰ標識
抗αフェトプロテイン抗体、１０７：発光試薬、１０８：発光、１０９：αフェトプロテ
インを含むサンプル溶液、１１０：洗浄バッファー、１１１：ＨＲＰ標識抗αフェトプロ
テイン抗体１０６を含む溶液、１１２：洗浄バッファー、１１３：発光試薬を含む溶液、
１１４：光計測器、１２１：ビーズアレイ、１２１ａ：ビーズアレイ、１２１ｂ：ビーズ
アレイ、１２１ｃ：ビーズアレイ、１２１ｄ：ビーズアレイ、１２２：キャピラリー、１
２２ａ：接続部、１２２ｂ：接続部、１２２ｃ：接続部、１２３：シリンジ、１２４：シ
リンジポンプ、１２５：キャピラリー、１２６：弁、１２７：容器、１３１：光ファイバ
ー、１３２：ＰＭＴへの接続コネクター、１３３：ＰＭＴ、１３４：ライン、１３５：パ
ソコン、１３６：粒子（ビーズ）ストッパー、１３７：接続部（インナーシールコネクタ
）、１４１：ビーズアレイ、１４２：光ファイバーバンドル、１４３：ＰＭＴへの接続コ
ネクター、１４４：検出領域、１５１：ビーズアレイ、１５２：対物レンズ、１５３：結
像レンズ、１５４：スリット、１５５：ＰＭＴ、１５６：光学系、１５７：ライン、１５
８：パソコン、２０１：ビーズアレイ群、２０２：送液系、２０３：溶液保持部および接
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続切替部、２０４：カメラレンズ、２０５：ＣＣＤカメラ、２０６：ライン、２０７：パ
ソコン、２０８：計測部分、２１１：発光しているビーズ、２１２：発光が予想されない
ビーズ、２１３：キャピラリー、２１４：発光試薬を含む水溶液、２２１：遮光性のビー
ズ、２３１：直接光学系に向かう光線、２３２：隣のビーズに向かう光線、２３３：屈折
率を調整した溶液、２４１：偏光板。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００８】
　図１は第１の実施の形態の分析方法の概略を示すフローチャートである。内容の詳細に
ついては次段落以降に述べる。最初の工程（Ａ）として、検出対象とする生化学物質を捕
捉する抗体を固相に固定した流路をもつデバイスに対して、検出対象物質をふくむサンプ
ル溶液を導入する。サンプル導入以前は抗体には何も捕捉されていない。次に工程（Ｂ）
として、導入されたサンプル溶液中の検出対象物質を固相上の抗体に捕捉する工程がある
。この場合サンプル溶液の送液を続けることも、送液を停止し反応が進むのを待つことも
可能である。その次に工程（Ｃ）として、余分なサンプル溶液を洗い流し、デバイス内部
を洗浄する工程がある。デバイス内部を洗浄することにより、検出対象となる物質は実質
的に抗体で捕捉された部位にしか存在しないようになる。その次の工程（Ｄ）として、検
出対象物質に親和性を持つ発光を起こす酵素で標識された抗体を含む溶液をデバイス内部
に導入し、検出対象物質と反応させる工程がある。この工程は検出対象物質を間接的に標
識する工程となっている。その次の工程（Ｅ）として、検出対象物質に反応せず固相に捕
捉されなかった余分な酵素標識抗体を洗い流し、デバイス内部を洗浄する工程がある。デ
バイス内部を洗浄することにより、後ほど発光を起こす酵素は実質的に検出対象物質が存
在する部位、すなわち検出対象とする生化学物質を捕捉する抗体を固相に固定した部位に
のみ存在するようになり、他の場所から発光は起こらないことになる。その次の工程（Ｆ
）として、酵素と反応する発光試薬をデバイス内部に流し、抗体の近傍からの発光を計測
する工程がある。発光を起こす酵素は検出対象物質が捕捉されたところにのみ存在するの
で、検出対象物質を捕捉する酵素を固定した固相の近傍の発光は、検出対象物質の存在に
由来することになる。発光量も検出対象となる物質の捕捉量、しいてはサンプル溶液中の
検出対象物質の量もしくは濃度を反映することになる。最後の工程（Ｇ）として、計測さ
れた発光由来の計測信号を検出結果として処理する工程がある。この工程により、得られ
た発光強度から検出対象物質の量を推測することになる。
　図２は第１の実施の形態の概略を検出物質を固定した固相近辺の模式図として示したも
のである。送液装置および計測装置の全体像については次段落以降に述べる。本実施の形
態では、抗体を固相に固定した流路を持つデバイスとして、ビーズアレイを使用した例を
示す。ビーズアレイの概略を部分拡大したのが図２（１）である。流路を形成するための
細管としてキャピラリー１０１を用いる。キャピラリー１０１の内部に検出対象を捕捉す
る抗体を結合させたビーズ１０２と抗体を結合していないビーズ１０３を配列してある。
本実施の形態での検出対象は例えばαフェトプロテイン１０５であり、例えば抗αフェト
プロテイン抗体１０４がビーズ１０２に固定されている。キャピラリーの内径は例えば１
５０ミクロン、ビーズ１０２，１０３の径は例えば１００ミクロンであり、材質は例えば
ポリスチレンである。図２（２）にαフェトプロテイン１０５を含むサンプル溶液１０９
を導入した模式図を示す。ここでのサンプル溶液は仮に５０μＬとし、溶液の体積流量を
毎分１０μＬとする。ついで図２（３）にてαフェトプロテイン１０５がビーズ１０２上
の抗αフェトプロテイン抗体に捕捉される様子をしめす。ビーズアレイでは、狭い空間に
強制的に溶液を流すことにより流れに乱れが生じ、結果として固液間の反応速度が高くな
る。この効果をより高めるため、サンプル溶液１０９を流しながらαフェトプロテインの
捕捉が行われる。後に示すように送液は例えばシリンジポンプを用いており、サンプル溶
液を往復送液して反応させた。送液の機構については、液を送液出来る機構であればどの
ようなものでも用いることができる。他の送液機構には、ペリスタポンプなども用いるこ
とができる。反応時間は例えば２０分間である。図２（４）にサンプル溶液１０９を洗浄
バッファー１１０で洗浄する模式図を示す。洗浄バッファー１１０としては例えば塩を含
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むリン酸バッファー（ｐＨ７．４）を使用し、１００μＬを３０秒間で流す条件で洗浄し
た。バッファーは他にも、炭酸バッファー、ＭＥＳ（２－（Ｎ－Ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ）
ｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ　ａｃｉｄ）バッファー、トリスヒドロキシアミノメタン
（以後、Ｔｒｉｓ）－エチレンジアミン四酢酸（以後、ＥＤＴＡ）バッファー、Ｔｒｉｓ
－ＥＤＴＡ－ホウ酸バッファー、ホウ酸バッファーなど、通常用いられる緩衝液ならばい
ずれも用いることができる。さらに、添加する塩は、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩
化アンモニウム、酢酸ナトリウム、酢酸カリウム、酢酸アンモニウム等の塩を用いること
ができる。この洗浄によりビーズ１０２上に捕捉されなかったαフェトプロテイン１０５
はビーズアレイデバイスの中から洗い流される。
　図２（５）に例えばＨＲＰ（西洋ワサビペルオキシダーゼ）標識抗αフェトプロテイン
抗体１０６を含む溶液１１１をビーズアレイに導入した模式図を示す。標識としては、Ｈ
ＲＰを用いているが、本発明においてはＨＲＰ以外の標識酵素や、酵素以外の標識物も用
いることができる。本発明において用いられる標識酵素としては、例えば、ペルオキシダ
ーゼ、アルカリフォスファターゼ、グルコースオキシダーゼ、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ
、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ、インベルターゼ、アデノシン三リン酸（以
後、ＡＴＰ）アーゼ、ルシフェラーゼ、エクオリンなどが挙げられる。
　ＨＲＰ標識抗αフェトプロテイン抗体１０６の濃度は仮に１００ｎｇ／ｍｌ、溶液１１
１の体積は５０μＬとし、体積流量を毎分１０μＬとする。ＨＲＰ標識抗αフェトプロテ
イン抗体１０６はビーズ１０２上の抗αフェトプロテイン抗体１０４によって捕捉された
αフェトプロテイン１０５に対して反応し、結果としてビーズ１０２上に捕捉される。図
２（６）にＨＲＰ標識抗αフェトプロテイン抗体溶液１１１を洗浄バッファー１１２で洗
浄する模式図を示す。洗浄バッファー１１２としては例えば塩を含むリン酸バッファー（
ｐＨ７．４）を使用し、１００μＬを３０秒間で流す条件で洗浄した。この洗浄によりビ
ーズ１０２上に捕捉されなかった余分なＨＲＰ標識抗αフェトプロテイン抗体１０６はビ
ーズアレイデバイスの中から洗い流される。
　最後に図２（７）に発光反応のための試薬１０７を含む溶液１１３をビーズアレイに流
し、発光１０８を計測した模式図を示す。発光反応のための試薬１０７としては、標識に
酵素を用いる場合は、用いた酵素に対応する基質を含むものである。基質としては、例え
ばルミノール、ジオキセタン、過シュウ酸エステル、グルコース、β－Ｄ－ガラクトシル
、グルコース－６－リン酸、ルシゲニン、アスコルビン酸リン酸エステル、アデノシン三
リン酸、ルシフェリン若しくはこれらの誘導体、カルシウムイオン等が挙げられる。また
、発光反応のための試薬は、過酸化水素、ターシャルブチルハイドロパーオキサイドなど
のアルキルハイドロパーオキサイドを含む過酸等の酸化剤、ヨードソベンゼン等の酸素添
加剤酸化剤を含むこともある。発光反応のための試薬は、さらに発光増感剤を含んでいて
もよい。発光増感剤としては、例えば、４－ヨードフェノール、４－ブロモフェノール、
４－クロロフェノール、４－フェニルフェノール、フェノールインドール、２－クロロ－
４－フェニルフェノール、４－（２’－チエニル）フェノール、４－（２’－ベンゾチア
ゾリル）フェノール、４－［４′－（２′－メチル）チアゾリル］フェノール、４－［２
′－（４′－メチル）チアゾリル］フェノール、４－（４′－チアゾリル）フェノール、
４－（２′－ベンゾチアゾリル）フェノール、４－［４′－（２′－（３′－ピリジル）
）チアゾール］フェノール、フェノチアジン－Ｎ－プロピルスルフォネート、３－（１０
－フェノチアジル）－ｎ－プロピル－スルホン酸塩、３－（１０－フェノチアジル）－プ
ロピルスルホン酸塩、ｐ－ヒドロキシフェニルプロピオン酸等のフェノール誘導体、６－
ハイドロキシベンゾチアゾール、４－（４－ハイドロキシフェニル）チアゾール等のチア
ゾール誘導体、ジエチルアニリン等が挙げられる。
　例えばＨＲＰを標識酵素に用いる場合、発光反応のための試薬には、基質としてルミノ
ール若しくはその誘導体、又はルシゲニン／過酸化水素等の酸化剤、発光増感剤として４
－ヨードフェノール、４－［４′－（２′－メチル）チアゾリル］フェノール、４－［２
′－（４′－メチル）チアゾリル］フェノール、４－（４′－チアゾリル）フェノール、
４－［４′－（２′－（３′－ピリジル））チアゾール］フェノール、４－（２′－チエ
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ニル）フェノール、フェノチアジン－Ｎ－プロピルスルフォネート、フェノールインドフ
ェノール等、好ましくは４－［４′－（２′－メチル）チアゾリル］フェノール又は４－
［２′－（４′－メチル）チアゾリル］フェノールを用いることができる。
　本発明においては、その他の標識物、発光反応のための試薬の組み合わせを用いること
もできる。例えば、化学発光検出系としては、標識酵素としてグルコースオキシダーゼ、
発光反応のための試薬として、グルコース／ビス－２，４，６－トリクロロフェニルオキ
ザレート（ＴＣＰＯ）等の過シュウ酸エステル誘導体／８－アニリノナフタレンスルホン
酸（ＡＮＳ）等の蛍光色素、又はグルコース／イソルミノール／マイクロペルオキシダー
ゼ（ｍ－ＰＯＤ）を用いる系、標識酵素としてアルカリフォスファターゼ（ＡＬＰ）、発
光反応のための試薬としてアマダンチルメトキシホスホリルフェニルジオキセタン（ＡＭ
ＰＰＤ）等のジオキセタン誘導体を用いる系、標識酵素としてβ－Ｄ－ガラクトシダーゼ
、発光反応のための試薬としてｏ－ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラクトトシル／ガラクト
ースデヒドロゲナーゼ／ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ、又はラクトース／グルコースオキシダーゼ
（ＧＯＤ）／イソルミノール／ｍ－ＰＯＤ、ラクトース／ＧＯＤ／ＴＣＰＯ／ＡＮＳを用
いる系、標識酵素としてグルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ、発光反応のための試
薬としてグルコース－６－リン酸／ＮＡＤ（Ｐ）＋／ＮＡＤ（Ｐ）Ｈを用いる系、標識酵
素としてインベルターゼ、発光反応のための試薬としてサッカロース／ルシゲニン／ＯＨ
－を用いる系などが挙げられ、生物発光検出系としては、標識酵素としてホタルルシフェ
ラーゼ、発光反応のための試薬としてＡＴＰ／ルシフェリン／マグネシウムイオンを用い
る系、標識酵素としてＡＬＰ、発光反応のための試薬としてルシフェリン－Ｏ－ホスフェ
ート／ＡＴＰを用いる系、標識酵素としてアセテートキナーゼ、発光反応のための試薬と
してアセチルホスフェート／アルコールデヒドロゲナーゼ（ＡＤＰ）／ルシフェリン／ル
シフェラーゼを用いる系、標識酵素としてグルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ、発
光反応のための試薬としてグルコース－６－リン酸／ＮＡＤ／バクテリアルシフェラーゼ
／ＮＡＤＨ－ＦＭＮ－酸化還元酵素を用いる系、標識酵素としてピルビン酸キナーゼ、発
光反応のための試薬としてＡＤＰ／ホスホエノールピルビン酸／ホタルルシフェリン／ル
シフェラーゼを用いる系などが挙げられる。
　発光反応のための試薬１０７を含む溶液１１３の体積流量を毎分１０μＬとし、１０分
間以上流し続けた。発光１０８はＨＲＰ標識抗αフェトプロテイン抗体１０６上のＨＲＰ
が発光反応のための試薬１０７と反応することによって起こるため、発光はビーズ１０２
の近傍でのみ発生する。すなわち、ＨＲＰは、検出対象を捕捉するためのビーズ上に固定
された抗体、同抗体に捕捉された検出対象、同検出対象に捕捉するＨＲＰ標識抗αフェト
プロテイン抗体１０６を介してビーズに結合しており、発光は標識であるＨＲＰの近傍で
起こる結果、一のビーズ１０２の表面の近傍で発生することになる。この発光１０８を光
計測器１１４によって計測する。光計測装置１１４の詳細については後ほど述べる。
　図３は第１の実施の形態の装置概略を示したものである。図２で説明したビーズアレイ
１２１を中心とし、その両側にキャピラリー１２５とキャピラリー１２２が配管されてい
る。ビーズアレイの片側はキャピラリー１２２を介してシリンジ１２３に接続されている
。シリンジポンプ１２４が動作することでシリンジ１２３のピストンが押し引きされ、結
果としてビーズアレイ１２１内部に送液を行うことができる。ビーズアレイ１２１の逆端
にはキャピラリー１２５が配管されその先には弁１２６を介して複数の容器１２７に接続
している。この複数の容器１２７の各々には、図２を用いた前段の説明で記述した、サン
プル溶液、洗浄バッファー、ＨＲＰ標識抗体溶液などが各々入っており、また廃液溜めと
しても利用される。それぞれの容器１２７に対するアクセスは弁１２６を操作することに
よって行われる。ビーズアレイ１２１での発光は光ファイバー１３１を通じて計測される
。光ファイバー１３１の一方の端部は。図中への記載を省略したＸＹステージによってビ
ーズアレイ１２１中の発光ビーズに近接して設置される。また光ファイバー１３１の逆端
はＰＭＴ（光電子増倍管）へのコネクター１３２を通じてＰＭＴ１３３に接続されている
。この設定により光ファイバー１３１で集光されたビーズアレイ１２１からの発光がＰＭ
Ｔ１３３に誘導され計測される。ＰＭＴ１３３からの信号はライン１３４を通じてデータ
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処理装置であるパソコン１３５に出力される。このパソコン１３５でデータ処理が行われ
る。
　図４（Ａ）は第１の実施の形態の発光計測結果の例であり、図４（Ｂ）はそのときの発
光試薬送液のタイミングおよび送液量についての概略図である。時間０から計測がスター
トし、その時点ではまだ発光試薬は送液されていないため、発光は計測されない。信号強
度はバックグラウンドレベルのまま一定に推移する。発光試薬導入開始のタイミングで発
光試薬を含む溶液が毎分１０μＬの体積流量で送液され、以後送液を続ける。発光による
信号強度はいったん高いピークを記録したのちすぐ低下する。低下した後の発光強度は非
常にゆっくり減衰していく。この最初の高いピークのピーク幅は１秒程度もしくはそれ以
下である。このタイミング特異的なピークの出現は発光について特異的に見られる現象で
ある。従来の方法では、発光試薬を容器に入れてから発光計測装置にセットして発光を計
測しており、このタイミング特異的なピークは観察できていない。発光反応のための試薬
を流しながら、発光の起こっている部位での発光を計測することにより、このタイミング
特異的なピークを検出することができる。このタイミング特異的なピークを計測すること
でＳ／Ｎの高い計測を瞬時に行うことができる。また、その結果として少ない発光試薬量
で計測できる。さらに、高感度な測定も可能となる。また、発光反応のための試薬を流し
ながら発光を計測する方法では、発光試薬が常に供給される状態にあり、酵素近傍の発光
試薬濃度が減衰しないため、発光強度の減衰を抑えて安定に長時間計測することができる
。高いピークの後のシグナルを長時間足し合わせることによっても高感度で安定な計測を
行うことができる。例えばＰＭＴ１３３からの出力をサンプリング間隔１ミリ秒で取得し
、そのデジタルデータをパソコン１３５で足し合わせることにより、１点でのサンプリン
グを行った場合に比べてＳＮ比の高い結果を得ることができる。シグナルの減衰が少なく
無視できる場合には、足し合わせの点数の２分の１乗に比例してＳＮ比が向上すると考え
られる。検出対象物質が多く捕捉され酵素の密度が高い場合にも、流れによって発光試薬
が供給され発光試薬の周辺濃度の低下を抑えることができるため、高精度の計測を行うこ
とが可能である。
　このタイミング特異的なピークが出現する現象は次のように解釈し理解できる。発光試
薬導入の最初のタイミングでは、今までビーズ上の酵素の周りになかった発光試薬が一気
に酵素の周辺に押し寄せるため、発光が大きく現れる。この瞬間には酵素の周りの発光試
薬の濃度は、導入した発光試薬溶液の濃度と同じであり、実質上最大である。いったん反
応が始まると、ビーズ表面近傍の薄い液膜の領域では発光試薬が消化され、発光試薬の濃
度が低下する。そのためいったんピークに達した発光強度は低下する。その後は流れによ
って運ばれてきた発光試薬が先ほどの薄い液膜を拡散する速度と表面で発光試薬が消化さ
れる速度がつりあうところでほぼ一定の発光強度が観測されると考えられる。発光試薬を
含む溶液を流す場合の方が、溶液を流さずに止めた場合に比べて、この薄い液膜の厚みが
薄く拡散距離が短いので有利である。また当然のことながら流れによって発光試薬が次々
に供給されるので、発光試薬の消化による発光試薬のバルク濃度の低下も防ぐことができ
、長時間測定でも有利である。もちろん、いったん発光試薬を流し入れた後に発光試薬溶
液の送液を停止することも可能であり、発光の検出は実現できる。この場合にも発光試薬
の導入と発光の計測を同時に行うことで、有利な計測が実現できる。
　本実施の形態ではビーズアレイを用いたが、ビーズアレイを用いた場合に限定されるも
のではない。検出対象とする生化学物質を捕捉するプローブを固相に固定した流路をもつ
デバイスにおいて、発光検出をそのプローブの固定領域の近傍を計測することで行う系に
ついては一般的に適用可能である。また本実施の形態では抗体固定化ビーズを用いてタン
パク質のサンドイッチアッセイを行ったが、これに限られるものではない。
　固定するプローブは、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）、リボ核酸（ＲＮＡ）、ペプチド核
酸（ＰＮＡ）、また、アデニン、チミン、シトシン、グアニン、ウリジン、イノシンを有
する人工核酸、あるいは核酸誘導体が一般的であるが、これらや、ペプチド、糖ペプチド
、タンパク質、糖タンパク質、多糖または化学合成ポリマーなど相補的な分子を補足でき
るものであれば好ましいが、これに限定されるものではない。
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　核酸プローブを用いた時では核酸の検出への適応が可能であり、更にタンパク質をプロ
ーブとした時は、抗体検査、抗原検査などにも用いることができ、例えば、食品アレルゲ
ン検査、アレルゲン特異ＩｇＥ検査、感染症検査、化学物質特定検査、汚染物質検査など
に適応が可能である。さらに、糖－レクチン反応や、レセプターなどもプローブとして用
いることが可能である。ＤＮＡ－タンパク質の相互作用を利用したプローブ設計も可能で
あり、さらには酵素－基質の反応、例えばビオチン－アビジン反応などにも適応がかのう
である。
　図５は第２の実施の形態の装置概略を示したものである。図３で説明した装置に比べて
ビーズアレイと光ファイバーが変更されている。図５で示されるビーズアレイ１４１は、
図２のビーズアレイ１２１に該当するものを複数（ここでは４本）接続した形状をとって
おり、それぞれのビーズ部分がすべて口径の大きな光ファイバーバンドル１４２の直下に
来るように設置されている。光ファイバーバンドル１４２の口径は計測の対象とするビー
ズが配置された領域と同等もしくはこれよりも大きい事が望ましく、少なくともこの構成
においては、１つのビーズアレイにおける測定項目に対応するビーズの外径すなわちプロ
ーブが固定化された検出対象ビーズの外径（複数の場合には複数のビーズの外径を足し合
わせた長さ）と同等もしくはこれよりも大きいものとする。これにより、計測対象とする
ビーズを確実に検出することができる。接続部分１２２ａ、ｂ、ｃの内体積は仮にそれぞ
れ約１０μＬとした。ビーズアレイ１２１に相当するそれぞれのビーズアレイ１２１ａ、
ｂ、ｃ、ｄには、それぞれ異なる抗体、例えば抗αフェトプロテイン抗体、抗ＣＡ１９－
９抗体、抗ＣＥＡ抗体、抗ＰＳＡ抗体を固定したビーズが含まれている。光ファイバーバ
ンドル１４２は光ファイバーバンドルとＰＭＴとの接続コネクター１４３を通じてＰＭＴ
１３３に接続される。これ以外は図２の装置設定と同じである。
　図６（Ａ）は第２の実施の形態の発光計測結果例の模式図であり、図６（Ｂ）はそのと
きの発光試薬送液のタイミングおよび送液量についての概略図である。第１の実施の形態
と同様の反応を同様に行うが、本実施の形態ではサンプル溶液に例えばαフェトプロテイ
ン、ＣＡ１９－９、ＣＥＡ、ＰＳＡが含まれ、それを検出することが目的である。ＨＲＰ
標識抗体溶液は、４種の物質に対するＨＲＰ標識抗体を含む溶液を用いた。時間０から計
測がスタートし、その時点ではまだ発光試薬は送液されていないため、発光は計測されな
い。信号強度はバックグラウンドレベルのまま一定に推移する。発光試薬導入開始のタイ
ミングで発光試薬を含む溶液が毎分１０μＬの体積流量で送液され、以後送液を続ける。
第１の実施の形態と同様、発光による信号強度はいったん高いピークを記録する。その後
約１分間の間隔で合計４つのピークが観測される。これらのピークはそれぞれ抗αフェト
プロテイン抗体、抗Ｃ－１９抗体、抗ＣＥＡ抗体、抗ＰＳＡ抗体を固定したビーズ近傍の
発光であると考えられる。ビーズアレイ１２１に相当するビーズアレイ間の配管の内体積
を約１０μＬとしたため、発光試薬を含む溶液の流速から当該溶液が各々のビーズアレイ
に到達する時間を予測することができ、ここでは到達する時間が各々のビーズアレイにつ
き約１分間づつずれたとして解釈できる。このように発光試薬を送液しながら計測するこ
とにより、一つの光検出器を用い、その光検出器を移動させない装置設定で、複数項目の
検出が簡便安価に実現できる効果がある。
　図７は第３の実施の形態の装置概略を示したものである。多項目の検出を光学系のスキ
ャニングで行う系である。複数の項目に対するプローブ固定ビーズとプローブ非固定ビー
ズを交互に並べたビーズアレイ１５１に、第１の実施の形態同様の送液系が接続されてい
る。ビーズアレイ１５１の片側はキャピラリー１２２によりシリンジポンプ１２４に設置
されたシリンジ１２３に接続されている。ビーズアレイ１５１の逆端にはキャピラリー１
２５が配管されその先には弁１２６を介して容器１２７に接続している。それぞれの容器
１２７に対するアクセスは弁１２６を操作することによって行われる。ビーズアレイ１５
１中の複数ビーズからの発光は光学系１５６がスキャンすることによって別々に計測され
る。光学系１５６はビーズアレイ１５１に対して相対的に移動する。対物レンズ１５２は
例えば焦点距離９ｍｍ、開口数０．４６のものを使用し、結像レンズ１５３は例えば焦点
距離１８０ｍｍのものとする。この場合倍率は焦点距離の比となり、２０倍である。スリ
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ット１５４は対物レンズ１５２と結像レンズ１５３で設定される光学系の像面に設置され
る。ビーズアレイ１５１中にある１００ミクロンのビーズを例にすると、この仮想像面で
は２ｍｍ径に映る事になる。スリット１５４はビーズの像を切り取るものであり、ビーズ
アレイ１５１の長手方向に対して実質的に垂直な方向に長手方向を有する長方形の形状を
持つ。以降スリット幅というときは、スリット幅の実サイズではなく、倍率の逆比を乗じ
た値として記述する。例えばスリット幅２０ミクロンという場合は、もともと１００ミク
ロンであるビーズ像を横方向に５分の１分割するスリット幅となる。ＰＭＴ１５５はスリ
ット１５４の直後に置かれ、スリット１５４を通過してきた光を全量受光する。ここでは
受光面が８ｍｍ径のＰＭＴを使用した例を示す。ＰＭＴ１５５はライン１５７によってデ
ータ処理装置としてのパソコン１５８に接続される。この設定により光学系１５６で集光
されたビーズアレイ１５１からの発光がＰＭＴ１５５に誘導され、パソコン１５８で信号
が出力される。
　図８は第３の実施の形態における光学系のスキャンと得られるデータの関係の概略を示
したものである。図８（Ａ）は像面における仮想的なビーズアレイとスリットの関係を表
す概念図である。ビーズ径１００ミクロンに対してスリット幅を１０ミクロンに設定した
例を示す。長方形のスリットがビーズの像から切り取る部分（図で白い部分）に相当する
発光がＰＭＴによって計測される。図８（Ｂ）はスキャンの経過時間がビーズの配置位置
に対応することを概念的に示し、その位置と発光強度が対応することを示す図である。ス
リットを含む光学系がビーズアレイの長手方向にスキャンすることによって、ビーズアレ
イのビーズからの発光がスリットを通過することで位置分解能を持った波形として計測さ
れる。スリット幅を広くすれば透過する光の量が多くなるので、高い信号強度が得られる
が、それぞれのビーズからの発光同士が重なってしまうため、正確な計測が難しい。また
あまりにスキャンする速度が速くなると、ＰＭＴの測定帯域の影響が出て波形がなまって
しまう。具体的には、ビーズ一つ当たりにかかるスキャン時間と比べて、ＰＭＴの測定帯
域の逆数（秒の単位で表すことができる）が同等もしくは長い場合には、ある特定のビー
ズからの発光をＰＭＴで受光してもそのシグナルがビーズをスキャンするのと同等もしく
はそれ以上の時間にわたって広がってしまうため、ビーズ同士を区別することが難しくな
る。よってスキャンのスピードは、測定帯域の逆数がビーズ一つ当たりのスキャン時間よ
りも十分小さくなるような領域に設定するのが望ましい。
　図９は第３の実施の形態におけるスリット幅と信号波形の関係について模式的に示すも
のである。スキャン時間としては、例えば１ビーズあたり５秒とした。第３の実施の形態
に示す装置の測定帯域は約２．５Ｈｚとすると、帯域による波形のなまりの影響が少ない
場合の例である。発光反応のための試薬をビーズアレイ中に流しながら、同時にこのビー
ズアレイを光学系によってスキャンし計測を行っている。図９（Ａ）はスリット幅が５０
ミクロンの場合（ビーズ直径の５０％程度の場合）である。この場合、スリット幅がある
程度大きいので、大きな信号が得られる。その反面、スリットがビーズの端の方を走査し
ている場合に隣のビーズからの発光をも拾ってしまうため、それぞれのビーズからの発光
が正確に見分けにくくなる傾向がある。図９（Ｂ）はスリット幅を１０ミクロンにした場
合（ビーズ直径の１０％程度の場合）である。それぞれのビーズからの発光を区別するこ
とは可能となったが、スリット幅が小さくなったため、信号強度は小さくなってしまい感
度が低下する傾向がある。図９（Ｃ）はスリット幅を８０ミクロン（ビーズ直径の８０％
程度の場合）と大きくし、かつ、複数のビーズの配列において発光の検出対象とするビー
ズを一つおきに配置したケースである。以上より、計測に使用しない少なくとも１つのビ
ーズを計測するビーズの間に入れることで、被検出ビーズ間の距離を増し、ビーズ間の分
離を明確にすることができる。また、このようなビーズの配置と併せてさらにスリット幅
が大きくすることによって、信号強度を増すこともできる。すなわち、結果として高感度
高分解能な計側を実現できる効果がある。
　図１０は第４の実施の形態の装置概略を示したものである。第１から第３の実施の形態
とは異なり、ＣＣＤカメラを使用した光学系であるため、一度の多数のビーズアレイに対
しての計測を行うことができる。ここでは複数の項目に対するプローブ固定ビーズと、プ
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ローブ非固定ビーズ若しくは遮光性ビーズを交互に並べたビーズアレイを用いることがで
きる。ビーズアレイを束にしたビーズアレイ群２０１を中心にその両側に送液系２０２、
溶液保持部（図示せず）および接続切替部２０３を接続する。送液系とはそれぞれのビー
ズアレイに送液する機能を持つ部分で、図３のようにシリンジを利用しビーズアレイ毎に
接続する系やポンプを利用した系が適用できる。溶液保持部および接続切替部２０３は反
応溶液や洗浄溶液などをいれる容器の部分とそこ溶液への切り替え機能を持つ部分で、図
３のように容器を並列に配し、それぞれに弁を接続する系などが適用できる。送液系２０
２、液保持部および接続切替部２０３とも発光反応のための試薬を含む溶液をビーズアレ
イ群２０１中のそれぞれに流し込む機能を有している。このビーズアレイ群２０１をカメ
ラレンズ２０４を介してＣＣＤカメラ２０５で計測する。カメラレンズ２０４は例えばＦ
値が０．９５、焦点距離５０ｍｍのものを使用し、像倍率を等倍に設定したものである。
ビーズアレイ中の１００ミクロンのビーズはＣＣＤカメラ２０５の受光面に１００ミクロ
ンの大きさで投影される。ＣＣＤカメラ２０５はライン２０６を介してデータ処理装置で
あるパソコン２０７に接続され、ＣＣＤカメラ２０５で得られた画像は、このパソコン２
０７でデータ処理され表示される。ここで使用したＣＣＤカメラは、いかなる物でも用い
ることができる。
　図１１は第４の実施の形態におけるビーズからの発光の映り込みの例を示した図である
。図１１（Ａ）は画像の一部の拡大模式図、図１１（Ｂ）はビーズごとに観測される発光
強度を規格化して示すグラフである。測定時間は仮に５分間とした。図１１（Ａ）に映っ
ているのは１００ミクロンのポリスチレン（ＰＳ）ビーズの例である。発光しているビー
ズ２１１（Ｎｏ．３）の両側に発光が予想されないビーズ２１２（Ｎｏ．１，２，４，５
）が配置されている場合である。キャピラリー２１３の中にビーズ２１１と２１２が含ま
れ、その空間には発光試薬を含む水溶液２１４が流れている。２１４発光試薬を含む水溶
液はこの図１１（Ａ）では左側から送液されている。発光しているビーズ２１１の発光強
度を１００として規格して光の強度を比較したのが図１１（Ｂ）である。このグラフから
分かるとおり、発光しないはずのビーズからも約３％程度の強度で光が計測されているこ
とが分かる。これは正確な測定の際には望ましくない。特に得られる発光強度に大きな違
いが予想されるような多項目検出をこのように配列されたビーズで行う場合には、小さな
発光しかしない項目に関しては大きな誤差が生じる。発光が予想されないビーズからも光
が計測される要因として、最も影響が大きいものは、発光するビーズ２１１からの発光が
予想されないビーズ２１２を照射し、散乱および屈折の具合で計測されてしまう、映り込
み現象である。
　図１２は第４の実施の形態におけるビーズからの発光の映り込みについて、遮光性のビ
ーズを間に挟んだ場合の例を示した図である。図１２（Ａ）にその構成を示す。遮光性の
ビーズ２２１を発光するビーズ２１１と発光しないビーズ２１２の間に挿入している。こ
こでは遮光性のビーズ２２１として、遮光性物質を混合した粒子、例えば１００ミクロン
のＭｎＯ２微粒子をポリスチレンに混合して作製したビーズを利用した。他に、黒、青、
赤などの着色粒子や着色ラテックス、金属粒子、遮光性を示す物質を混合あるいは他の材
質の物質で包含した粒子など、遮光性を示すものならばどのような材質の物でも用いるこ
とができる。最も好ましいのは、光の透過性が著しく低い黒色の粒子であり、材質にはよ
らない。つまり、ポリスチレンで黒色の粒子を包含すれば、遮光性を維持しつつ最も良い
固定化のための表面を提供することができる。図１２（Ｂ）は画像の拡大模式図を、図１
２（Ｃ）にビーズごとに観測される発光強度を規格化して示すグラフを示す。測定時間は
仮に５分間とした。この遮光性ビーズ２２１を挟むことにより、Ｎｏ．１の位置のビーズ
の発光強度が２．８％から０．９％に、Ｎｏ．５の位置のビーズからの発光強度が３．２
％から１．２％にそれぞれ大幅に低減する。遮光性のビーズ２２１が発光するビーズ２１
１の発光を遮り映り込み量を減少させる効果がある。
　本実施の形態で使用しているルミノール系の発光では発光波長が約４２０ｎｍであり、
遮光性ビーズの材料特性としてその波長を遮る材料であれば問題ない。フェライトをませ
たプラスティックビーズ、黒色顔料を混ぜたプラスティックビーズや金を蒸着したビーズ
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などが考えられる。またここでは１００ミクロンのビーズ一つのみを挟んだ系について考
察しているが、かならずしもそれに限らず、例えば３０ミクロンもしくはそれ以下の遮光
性ビーズをいくつか入れておく、という系でも同様の効果が期待できる。
　図１３は第４の実施の形態におけるビーズからの発光の映り込みについて、溶液の屈折
率を調整した場合の効果を模式的に示した図である。図１３（Ａ）は屈折率の調整をしな
い場合の模式図である。発光するビーズ２１１からの発光には、直接光学系の方向に向か
う光線２３１と隣のビーズに向かう光線２３２がある。例えば発光反応のための試薬を含
む水溶液２１４の屈折率は１．３３付近とすると、ビーズの一材質であるポリスチレンを
例にすると、その屈折率は１．５８である。そのため隣のビーズへ向かう光線２３２はビ
ーズ２１２の表面で散乱もしくは屈折の影響を受け、そのため光学系の方向に向かい結果
として発光しないビーズ２１２への映り込みとして観測されることになる。図１３（Ｂ）
は理想的に屈折率調整を行った場合の模式図である。溶液２３３の屈折率をポリスチレン
と同じ屈折率として調製できた場合、隣のビーズへ向かう光線２３２はビーズ２１２の表
面で散乱もしくは屈折の影響を受けることがなくなる。よって散乱もしくは屈折によって
生じる映り込みをゼロに抑えることが可能である。すなわち、溶液をビーズの屈折率に近
い屈折率とする構成とし、映り込みを減少させることができる。酵素を利用しない化学励
起を利用した化学発光の場合、有機溶媒の選択の幅が広がるため、屈折率の調整はより簡
便である。また、上記のポリスチレンは屈折率が１．５８であるが、ビーズの材質をもっ
と屈折率の低い物質、例えば屈折率１．４７のガラスとするときには、溶液の屈折率を低
い範囲で調整することができ、より容易に映り込みを防ぐことができる。
　図１４は第４の実施の形態におけるビーズからの発光の映り込みについて、溶液の屈折
率をグリセロールで調整した場合の効果について反射率の観点から検証したグラフである
。水溶液の屈折率を比較的大きく変化させ、なおかつ酵素反応への影響が少ない物質とし
てグリセロールがある。グリセロール水溶液の屈折率はその対重量濃度（重量％）を増や
すにしたがって１．３３から１．４７まで増大する。映り込みを垂直方向の光の反射率で
代表させて評価し、またグリセロール濃度が０％の時の反射率を１００％としたときの反
射率を反射率比としてそれぞれ計算し、グラフ化した。ビーズがポリスチレン（ＰＳ）の
場合、水溶液での反射率は０．７４％である。グリセロール濃度を上げていくと屈折率の
差が小さくなるため反射率も減少する。例えばグリセロールを５０％入れると反射率比が
５０％に下がり、十分な効果が得られる。このときの屈折率の差は０．１８である。グリ
セロール濃度が８０％を超えると粘度が大幅に増大していくため、実際の送液には不都合
が生じる可能性がある。すなわち、ビーズがポリスチレンの場合には、グリセロールの濃
度は５０％以上８０％以下の範囲とすることが望ましい。ビーズがガラスの場合には、水
溶液に対する反射率が０．２５％とポリスチレンの３分の１であり、またグリセロール濃
度を３０％とするだけで反射率比も４９％と半分以下になる。すなわち、ビーズがガラス
の場合には、グリセロールの濃度は３０％以上８０％以下とすることが望ましい。ビーズ
アレイに用いられる一般的なビーズの態様を考慮すれば、一般的には上記の条件よりグリ
セロールの濃度は３０％以上８０％以下の範囲としておくことが望ましい。今回はグリセ
ロールの場合を示したが、屈折率を変化させるような溶媒であれば、これに限定されるも
のではない。
　ビーズの屈折率をｎｂ、溶液の屈折率をｎｓとし反射率を界面の垂直方向の反射率ｋで
代表させると、ｋ＝（ｎｂ－ｎｓ）２／（ｎｂ＋ｎｓ）２という関係がある。グリセロー
ル溶液のときのグリセロールの範囲は上記の通り３０％以上８０％以下とすることが望ま
しい。他の溶液の場合にもビーズの屈折率と溶液の屈折率の差は小さいことが望ましいが
、以降の考察から実効的には０．２程度であれば十分に効果があると考えられる。上記反
射率の式を溶液の屈折率ｎｓを解としてとくと、ｎｓ＝ｎｂ＊［（１＋ｋ）／（１－ｋ）
＋｛（１＋ｋ）２／（１－ｋ）２－１｝］となる。ビーズの材質がポリスチレンのときは
ｎｂ＝１．５８、ガラスの時は１．４７とすればよい。発光試薬として何も屈折率調製を
しない場合の反射率をｋ０として考え、反射率が半分になれば十分な効果があることを考
えると、ｋとして０．５×ｋ０の値を代入して考えればよい。このときの溶液の屈折率ｎ
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ｓは、ビーズがポリスチレンおよびガラスのそれぞれに対して、１．４０および１．３７
と計算される。ビーズの屈折率との差をとると０．１８および０．１０となる。一般的に
樹脂の屈折率の方がガラスの屈折率よりも高く、またポリスチレン以外の樹脂のビーズを
採用することを考え、屈折率の差が０．２程度もしくはそれ以下にしておけば十分な効果
がある。
　図１５は第４の実施の形態におけるビーズからの発光の映り込みについて、発光反応の
ための試薬を含む溶液を含有グリセロールの濃度が７０％となるように調整した場合の例
を示した図である。このときの溶液２３３の屈折率は１．４３である。それ以外の構成は
図１１と同じであり、ビーズは屈折率が１．５８のポリスチレンを用いている。図１５（
Ａ）は画像の拡大模式図を、図１５（Ｂ）にビーズごとに観測される発光強度を規格化し
て示すグラフを示す。測定時間は５分間とした。発光反応のための試薬の溶液をグリセロ
ール７０％のものに調整することにより、発光しないビーズ２１２の発光強度を発光に寄
与しているビーズ２１１の発光量の０．７％から１．０％に抑えることができる。これは
屈折率調整をしない場合に比べて約４分の１の値であり、大幅に低減する。溶液の屈折率
をビーズのものに近づけることにより、発光が予想されないビーズ２１２の映り込み量を
減少させる効果がある、と考えられる。
　本実施の形態ではビーズアレイを用いたが、ビーズアレイを用いた場合に限定されるも
のではない。検出対象とする生化学物質を捕捉するプローブを固相に固定した流路をもつ
デバイスにおいて、発光検出をそのプローブがある近傍を計測することで行う系では、一
般的に映り込みの問題が起こるため、本実施の形態は有効である。
　図１６は第４の実施の形態のうち偏光板を利用した映り込みの低減に関する装置概略を
示したものである。図１０で示した装置構成に加えて、ビーズアレイ群２０１とＣＣＤカ
メラ２０５の間に偏光板２４１を入れた装置である。ビーズアレイ群２０１からの発光は
発光基質がランダムな方向を向いて発光するため、偏光していないと考えられるが、隣の
ビーズで反射される映り込みに関しては、ｓ波およびｐ波の反射率の違いから偏光してい
ると考えられる。このため、偏光板２４１を入れることによって、映り込みの寄与分を小
さくできる。この方法は、図１２から図１５までに記述した遮光性微粒子を使う系や溶液
の屈折率調整を行う系に比べて、非常に簡単な構成かつ安価に映り込みの減少化が行える
という利点がある。
【実施例】
【０００９】
実施例１
　実験に用いた装置の概略図を図１７に示す。また、反応は図１のフローチャートに従っ
て行った。
　９３μｍのポリスチレンビーズ（ＪＳＲ（株）製、ポリスチレン製標準粒子ＤＹＮＯＳ
ＰＨＥＲＥＳ、型番ＳＳ－９２２Ｐ）懸濁液１０滴（約１ｍＬ）を１．５ｍＬのエッペン
ドルフチューブに取り、卓上小型遠心機（ミリポア社チビタン、製造トミー精工）にてビ
ーズと上清を分離し、ピペットにて上清を除去した後、炭酸緩衝液（ＮａＨＣＯ３　３．
０ｇ、Ｎａ２ＣＯ３　１．５ｇ、水１Ｌ、ｐＨ　９．６）で調整した１０μｇ／ｍＬ　抗
ＩｇＥ抗体（Ｂｅｔｈｙｌ社製、Ｇｏａｔ　Ａｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　ＩｇＥ－ａｆｆｉｎ
ｉｔｙ　Ｐｕｒｉｆｉｅｄ　型番Ａ８０－１０８Ａ）１ｍＬを添加して一晩放置し、固定
化した。その後、上清を除去し、炭酸緩衝液を添加して攪拌し、再び卓上遠心機にて上清
とビーズを分離して、上清を除去した。この洗浄操作を３，４回行った。ブロックエース
ＴＭ（発売元　大日本製薬（株）、製造元　雪印乳業（株））にて１時間ブロッキングを
行った。
　ブロックエースＴＭにてブロッキング処理のみを行った、抗ＩｇＥ抗体を固定していな
いビーズ（以後、ブランクビーズ）を別途作製した。
　外径３７５μｍ、内径１５０μｍのフューズドシリカキャピラリ（ＧＬサイエンス社製
）を１０ｃｍにカットし、中心部分を燃焼法により表面のポリイミドを剥離させて観察窓
を設け、その部分にブランクビーズ１０個、抗ＩｇＥ抗体固定化ビーズ１個、ブランクビ
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ーズ１０個の順番に並べた。両端は５０μｍ径のＳＵＳ３０４ステンレスワイヤー（（株
）ニラコ製、型番７５１１０７）で固定した。このデバイスを用いて図１７の装置を用い
て反応、検出を行った。各キャピラリの接続はインナシールコネクタ（ＧＬサイエンス製
、適用内径２５０－５３０μｍ）を用いて行った
　始め、５０μＬのブロックエースＴＭを流速１００μＬ／ｍｉｎで往復送液（１０往復
）をして、１０分間反応させた。（流路のブロッキング）
　次に、リン酸緩衝液（和光純薬工業（株）製、リン酸緩衝液生理食塩粉末（１Ｌ中　Ｎ
ａＨ２ＰＯ４　０．３５ｇ、Ｎａ２ＨＰＯ４　１．２８ｇ、ＮａＣｌ　８ｇ）、ｐＨ７．
４、以後ＰＢＳと略す）で希釈した１ｎｇ／ｍＬ　ＩｇＥ（Ｂｅｔｈｙｌ社製、Ｈｕｍａ
ｎ　ＩｇＥ　Ｃａｌｉｂｒａｔｏｒ　型番ＲＣ８０－１０８）５０μＬを流速１００μＬ
／ｍｉｎで往復送液（２０往復）をして、２０分間反応させた。
　ＰＢＳを流速１００μＬ／ｍｉｎで一方向に押し流し、４分間洗浄した。ＰＢＳで希釈
した１０００ｎｇ／ｍＬ　ＨＲＰ標識抗ＩｇＥ抗体（Ｂｅｔｈｙｌ社製、Ｇｏａｔ　Ａｎ
ｔｉ－Ｈｕｍａｎ　ＩｇＥ－ＨＲＰ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ）５０μＬを流速１００μＬ／
ｍｉｎで往復送液（２０往復）して、２０分間反応させた。ＰＢＳを流速１００μＬ／ｍ
ｉｎで一方向に押し流し、４分間洗浄した。
　図１８では、ＨＲＰの発光基質としてＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ登録商標　ＷｅｓｔＦｅ
ｍｔｏ（ＰＩＥＲＣＥ社製）を用いた発光計測の結果を示す。発光反応のための試薬とし
て、上記発光基質を添加すると（３２０ｓｅｃ付近）、発光に由来するピークが得られた
。１００秒間を積算したとき、その値は５．５であり、同様の実験を０ｎｇ／ｍＬ　Ｉｇ
Ｅの場合（ＩｇＥなしの場合）の値は、２．３であった。
実施例２
　実験に用いた装置の概略図を図１７に示す。また、反応は図１のフローチャートに従っ
て行った。
　９３μｍのポリスチレンビーズ（ＪＳＲ（株）製、ポリスチレン製標準粒子ＤＹＮＯＳ
ＰＨＥＲＥＳ、型番ＳＳ－９２２Ｐ）懸濁液１０滴（約１ｍＬ）を１．５ｍＬのエッペン
ドルフチューブに取り、卓上小型遠心機（ミリポア社チビタン、製造トミー精工）にてビ
ーズと上清を分離し、ピペットにて上清を除去した後、スギ花粉抽出物をＰＢＳにて５０
μｇ／ｍＬに調整した溶液を１ｍＬ添加して一晩放置し、スギ花粉抽出抗原を固定化した
。その後、上清を除去し、炭酸緩衝液を添加して攪拌し、再び卓上遠心機にて上清と分離
して、上清を除去した。この操作を３，４回行った。ブロックエースＴＭ（発売元　大日
本製薬（株）、製造元　雪印乳業（株））を１ｍＬ添加して１時間ブロッキングを行った
。
　ブロックエースＴＭにてブロッキング処理のみを行った、スギ花粉抽出抗原を固定して
いないビーズ（以後、ブランクビーズ）を別途作製した。
　デバイスには、３．０ｃｍ×４．０ｃｍ×０．１５ｃｍサイズのポリメチルメタクリレ
ートに内寸１１０μｍ×１１０μｍの溝加工したチップを用いた。チップの開放部分を同
じ材質の厚さ５０μｍのフィルムでラミネートして塞いだ。チップにブランクビーズ１０
個、スギ抗原固定化ビーズ１個、ブランクビーズ１０個の順番に並べた。チップの末端に
はビーズの流出を防ぐために、ダム構造を設けており、反対側はテーパー構造となってお
り、外径３７５μｍ、内径５０μｍのフューズドシリカキャピラリー（ＧＬサイエンス社
製）を差し込むことでビーズの流出を止めた。各キャピラリの接続はインナシールコネク
タ（ＧＬサイエンス製、適用内径２５０－５３０μｍ）を用いて行った。
　始め、５０μＬのプロックエースＴＭを流速１００μＬ／ｍｉｎで往復送液（１０回）
をして、１０分間反応させた。（流路のブロッキング）
　ＰＢＳで調整した１００ｎｇ／ｍＬ　マウスモノクローナル抗Ｃｒｙｊ１抗体（（株）
林原生物化学研究所　製、ＡＢ－Ｃｅｄａｒ　Ｐｏｌｌｅｎ　Ａｌｌｅｒｇｅｎ　Ｃｒｙ
ｊ１、（０２６）（ｍｏ）（Ｍ）、Ａｆｆｉｎ）５０μＬを流速１００μＬ／ｍｉｎで往
復送液（２０回）をして、２０分間反応させた。ＰＢＳを流速１００μＬ／ｍｉｎで一方
向に押し流し、４分間洗浄した。ＰＢＳで調整した１０００ｎｇ／ｍＬ　ＨＲＰ標識抗マ
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ウスＩｇＧ抗体（Ｄａｋｏ製　Ａｎｔｉ－Ｍｏｕｓｅ　Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓ
／ＨＲＰ　型番Ｐ０４４７）５０μＬを流速１００μＬ／ｍｉｎで往復送液して、２０分
間反応させた。ＰＢＳを流速１００μＬ／ｍｉｎで一方向に押し流し、４分間洗浄した。
　図１９では、発光反応のための試薬としてＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ登録商標　Ｗｅｓｔ
Ｆｅｍｔｏ（ＰＩＥＲＣＥ社製）を用いて送液開始すると（５００ｓｅｃ付近）、ピーク
が得られた。１００秒間積算すると、その値は１６．２であった。
実施例３
　実験に用いた装置の概略図を図２０に示す。２５０μｍのＰＳビーズ（Ｐｏｌｙｓｃｉ
ｅｃｎｃｅ製、粒子径範囲２５０－３００μｍ）に対して、ＰＢＳで調整した１０μｇ／
ｍＬのＨＲＰ標識抗Ａｌｄｏｌａｓｅ抗体（ＲＯＣＫＬＡＮＤ社製　Ａｎｔｉ－Ａｌｄｏ
ｌａｓｅ，Ｒａｂｂｉｔ　Ｍｕｓｃｌｅ，Ｇｏａｔ－Ｐｏｌｙ，ＨＲＰ　型番２００－１
３４１）を終夜冷蔵庫内で固定化を行った。
　上記ビーズを、黒色ビーズ（Ｄｕｋｅｓｃｉｅｎｃｅ製　粒子径５０μｍ、型番ＢＫ０
５０Ｔ）を数個ずつで両側を挟み込み、さらに両側には何も固定していない２５０μｍＰ
Ｓビーズを外径４５０μｍ、内径３２０μｍのフューズドシリカ（ＧＬサイエンス社製）
中に並べた。
　両端は５０μｍ径のＳＵＳ３０４ステンレスワイヤー（（株）ニラコ製、型番７５１１
０７）で固定した。
　発光反応のための試薬には、ＨＲＰの発光基質ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ登録商標　Ｗｅ
ｓｔＦｅｍｔｏ（ＰＩＥＲＣＥ社製）を用い、シリンジポンプ中に発光基質をセットし、
ビーズアレイに送液した。送液開始して、５分間の積算した結果をビーズアレイデバイス
上のラインプロファイルを取得し、ピクセルに対する強度を示したグラフを図２１に示す
。
　比較として、ブランクビーズをＨＲＰ標識抗Ａｌｄｏｌａｓｅ抗体固定化ビーズで挟み
込んだものを示す。
　結果、検出対象のビーズを遮光ビーズで挟んだ場合では、隣への光の漏れを防ぐことが
できた。
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