
(57)【要約】
【課題】　　　　　　長期間保存しても固定化されたタンパク質の活性が低下せず維持さ
れる、タンパク質を膜に固定化する方法、免疫測定装置、及び免疫測定キットを提供する
こと。
【解決手段】　　　　抗体等の固定化するタンパク質を糖類含有水溶液または糖類含有緩
衝液に浮遊させてニトロセルロース膜等に固定化する方法、前記方法によりタンパク質が
固定化された膜を含む免疫測定装置、及び前記装置を含む免疫測定キットは、長期間保存
しても免疫反応等におけるタンパク質の活性が低下せず、安定に使用することができる。
【選択図】　　　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
タ ン パ ク 質 を 膜 に 固 定 化 す る 方 法 で あ っ て 、 糖 類 含 有 水 溶 液 ま た は 糖 類 含 有 緩 衝 液 に 前 記
タ ン パ ク 質 を 浮 遊 さ せ て 固 定 化 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
糖 類 が グ ル コ ー ス 、 シ ュ ー ク ロ ー ス 、 ト レ ハ ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 及 び ソ ル ビ ト ー ル か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
糖 類 が ０ ． １ ｗ /ｖ ％ ～ ５ ｗ /ｖ ％ の 範 囲 内 で 糖 類 含 有 水 溶 液 ま た は 糖 類 含 有 緩 衝 液 中 に 含
ま れ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
糖 類 含 有 緩 衝 液 が ｐ Ｈ ７ ． ０ 未 満 の 酸 性 緩 衝 液 で あ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
糖 類 含 有 緩 衝 液 が ｐ Ｈ ４ ． ０ ～ ５ ． ５ の 酸 性 緩 衝 液 で あ る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
糖 類 含 有 緩 衝 液 中 の 緩 衝 剤 濃 度 が １ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の 範 囲 で あ る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
糖 類 含 有 緩 衝 液 が 有 機 酸 緩 衝 液 で あ る 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
有 機 酸 緩 衝 液 が ク エ ン 酸 緩 衝 液 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
タ ン パ ク 質 が 、 抗 体 、 抗 原 、 及 び 受 容 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 免 疫 反 応 成 分 で あ る 、
請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
タ ン パ ク 質 を 固 定 化 す る 膜 が 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ア セ テ ー ト 混 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ナ イ
ロ ン 、 ポ リ エ ー テ ル ス ル ホ ン 、 及 び ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ ラ イ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 材 料 の 膜 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 作 成 し た タ ン パ ク 質 固 定 化 膜 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 １ １ に 記 載 の 膜 を 含 む 免 疫 測 定 装 置 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 １ ２ に 記 載 の 免 疫 測 定 装 置 を 含 む 免 疫 測 定 用 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
  本 発 明 は タ ン パ ク 質 を 膜 に 固 定 化 す る 方 法 、 及 び 固 定 化 膜 、 免 疫 測 定 装 置 及 び 免 疫 測 定
用 キ ッ ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
  抗 体 、 抗 原 等 の 免 疫 反 応 成 分 を 固 定 化 し た 膜 を 使 用 し て 、 試 料 中 の ウ イ ル ス や 細 菌 そ の
他 の 物 質 を 検 出 す る 免 疫 測 定 法 が 従 来 か ら 知 ら れ て い る 。
  例 え ば ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー へ 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
固 定 化 し 、 免 疫 反 応 を 利 用 し て 、 被 験 者 の 体 液 等 の 試 料 中 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 抗 原
の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 抗 体 等 の タ ン パ ク 質 の 膜 へ の 固 定 化 方 法 と し
て は 、 例 え ば 以 下 の 方 法 が 知 ら れ て い る 。 精 製 し た 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 50mMリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.4） に 浮 遊 し 、 280nmで の 吸 光 度 が 1.0と な る よ う に 50m
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Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.4） で 希 釈 し て 調 製 し 、 こ の 希 釈 液 を 10μ L/デ バ イ ス と な る よ う に ニ
ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 上 に 滴 下 し 、 次 い で 45℃ で 40分 間 静 置 し 、 そ の 後 乾 燥 す る （ 例
え ば 非 特 許 文 献 １ 、 非 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
  こ の よ う な 方 法 に よ っ て 固 定 化 し た 膜 は 膜 作 成 直 後 に 使 用 す る と 比 較 的 高 い 検 出 感 度 を
示 す が 、 一 定 期 間 保 存 後 に 使 用 す る と 次 第 に 感 度 が 低 下 す る と い う 問 題 が あ っ た 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Troubleshooting Protein Binding in Nitrocellulose Membranes (Par
t 1): Principles, 1999-03, 32, Kevin Jones, In-Vitro Diagnostic Technology Magaz
ine
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Troubleshooting Protein Binding In Nitrocellulose Membranes (Par
t 2): Common Problems, 1999-05, 26, Kevin Jones, In-Vitro Diagnostic Technology 
Magazine
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
  上 述 し た よ う に 従 来 の 方 法 に よ っ て 固 定 化 し た 膜 は 膜 作 成 直 後 に 使 用 す る と 比 較 的 高 い
検 出 感 度 を 示 す が 、 一 定 期 間 保 存 後 に 使 用 す る と 次 第 に 感 度 が 低 下 す る と い う 問 題 が あ っ
た 。 感 度 低 下 の 原 因 は 明 ら か で は な い が 、 固 定 化 し た タ ン パ ク 質 の 活 性 が 低 下 す る た め と
考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
  従 っ て 、 本 発 明 は 、 長 期 間 保 存 し て も 膜 に 固 定 化 さ れ た タ ン パ ク 質 の 活 性 が 低 下 せ ず 維
持 さ れ る 、 タ ン パ ク 質 膜 固 定 化 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。 ま た 、 本 発 明 は 長 期 間
保 存 し て も 固 定 化 さ れ た タ ン パ ク 質 の 活 性 が 低 下 せ ず 維 持 さ れ る タ ン パ ク 質 固 定 化 膜 を 提
供 す る こ と を 目 的 と す る 。 ま た 、 本 発 明 は 前 記 タ ン パ ク 質 固 定 化 膜 を 用 い た 免 疫 測 定 装 置
及 び 免 疫 測 定 用 キ ッ ト を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
  上 記 課 題 は 、 固 定 化 す る タ ン パ ク 質 を 糖 類 含 有 水 溶 液 に 浮 遊 さ せ て 固 定 化 す る こ と に よ
り 解 決 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
  す な わ ち 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 を 膜 に 固 定 化 す る 方 法 で あ っ て 、 糖 類 含 有 水 溶 液 ま た は
糖 類 含 有 緩 衝 液 に 前 記 タ ン パ ク 質 を 浮 遊 さ せ て 固 定 化 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 、 に 関 す
る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
  本 発 明 は ま た 、 上 記 方 法 に よ り 作 成 し た タ ン パ ク 質 固 定 化 膜 に 関 す る 。 ま た 本 発 明 は 、
上 記 膜 を 含 む 免 疫 測 定 装 置 に 関 す る 。 さ ら に 本 発 明 は 上 記 免 疫 測 定 装 置 を 含 む 免 疫 測 定 用
キ ッ ト に 関 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
  本 発 明 に よ り 、 免 疫 反 応 成 分 を 診 断 用 メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー 上 に 効 率 よ く 、 か つ 長 期 間
安 定 的 に 固 定 化 さ せ る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ０ 】
  本 発 明 の 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 タ ン パ ク 質 を 膜 に 固 定 化 す る 方 法 で
あ っ て 、 糖 類 含 有 水 溶 液 ま た は 糖 類 含 有 緩 衝 液 に 前 記 タ ン パ ク 質 を 浮 遊 さ せ て 固 定 化 す る
こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
  本 発 明 に お い て “ タ ン パ ク 質 ” は 、 免 疫 測 定 等 の 試 料 中 の 被 分 析 物 を 測 定 す る 方 法 に お
い て 、 前 記 被 分 析 物 に 対 す る リ ガ ン ド と な り 得 る タ ン パ ク 質 で あ れ ば い ず れ の も の で も よ
い 。 具 体 例 と し て は 、 抗 体 、 抗 原 、 及 び 受 容 体 等 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 免 疫 反 応 成 分
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が 挙 げ ら れ る 。 よ り 詳 細 に は 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 ホ ル モ ン 、 そ の 他 臨 床 マ ー カ ー 等 に 対 し
特 異 的 に 反 応 し て 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 レ セ プ タ ー 等 、 ま
た は ウ イ ル ス 抗 原 、 ウ イ ル ス 中 空 粒 子 、 遺 伝 子 組 換 え 大 腸 菌 発 現 タ ン パ ク 質 、 遺 伝 子 組 換
え 酵 母 発 現 タ ン パ ク 質 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
  本 発 明 の 方 法 に お い て 、 膜 は 、 タ ン パ ク 質 を 固 定 化 で き る も の で 通 常 水 に 不 溶 で あ る 。
ま た 、 タ ン パ ク 質 と 試 料 中 の 被 分 析 物 と の 複 合 体 を そ の 他 の 試 料 中 に 含 ま れ る 物 質 か ら 分
離 で き る よ う な 一 定 の ポ ア サ イ ズ や 厚 さ 、 強 度 を 備 え て い る こ と が 好 ま し い 。 一 般 に 市 販
さ れ て い る も の で あ れ ば い ず れ で も よ い が 、 好 適 に は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ア セ テ ー ト 混 ニ
ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ エ ー テ ル ス ル ホ ン 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ ラ イ ド 等 の
材 料 か ら な る 膜 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
  ま た 膜 の ポ ア サ イ ズ は 測 定 す る 被 分 析 物 、 検 出 試 薬 （ 酵 素 、 金 コ ロ イ ド 、 着 色 ラ テ ッ ク
ス 等 ） と 目 標 と す る 感 度 に 依 る た め 、 特 に 規 定 さ れ な い が 、 ０ ． ２ ２ μ ｍ ～ １ ２ μ ｍ が 最
も よ く 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
  本 発 明 の 方 法 に お い て 、 タ ン パ ク 質 は 糖 類 含 有 水 溶 液 ま た は 糖 類 含 有 緩 衝 液 に 前 記 タ ン
パ ク 質 を 浮 遊 さ せ た 後 、 固 定 化 す る 。
  糖 類 含 有 水 溶 液 ま た は 糖 類 含 有 緩 衝 液 に お け る 糖 類 は 、 単 糖 類 、 二 糖 類 で も よ く 、 さ ら
に 多 糖 類 で も よ い が 、 溶 媒 へ の 溶 解 性 、 な ら び に 液 の 粘 稠 性 等 に よ る 取 り 扱 い 易 さ の 観 点
か ら 単 糖 類 ま た は 二 糖 類 が 好 ま し い 。 糖 類 の 例 と し て は 、 グ ル コ ー ス 、 シ ュ ー ク ロ ー ス 、
ト レ ハ ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ま た は ソ ル ビ ト ー ル 、 ま た は こ れ ら の 二 以 上 か ら な る 混 合
物 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
  糖 類 の 水 ま た は 緩 衝 液 中 の 濃 度 は 、 ０ ． １ ｗ /ｖ ％ ～ ５ ｗ /ｖ ％ の 範 囲 内 で あ る こ と が 好
ま し く 、 よ り 好 ま し く は ０ ． ５ ｗ /ｖ ％ ～ ５ ｗ /ｖ ％ で あ り 、 更 に 好 ま し く は １ ｗ /ｖ ％ ～
５ ｗ /ｖ ％ の 範 囲 で あ る 。 糖 類 含 有 水 溶 液 に お け る 溶 媒 は 通 常 水 で あ る が 、 極 微 量 の ア ル
コ ー ル （ 例 え ば １ ～ ５ v/v％ の メ タ ノ ー ル ） を 添 加 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
  上 記 糖 類 を 添 加 す る 溶 媒 と し て 緩 衝 液 を 用 い る と 、 さ ら に 長 期 間 保 存 安 定 性 が 向 上 す る
と い う 相 乗 効 果 が あ る た め 好 ま し い 。
  ま た 本 発 明 の 効 果 の 観 点 か ら 、 前 記 糖 類 含 有 緩 衝 液 は 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ 未 満 の 酸 性 緩 衝 液 に
糖 類 を 添 加 し た も の で あ る こ と が 好 ま し い 。 更 に 、 緩 衝 液 は 本 発 明 の 効 果 の 観 点 か ら ｐ Ｈ
４ ． ０ ～ ５ ． ５ の 緩 衝 液 で あ る こ と が よ り 好 ま し く 、 ｐ Ｈ ４ ． ０ ～ ５ ． ０ で あ る こ と が さ
ら に 好 ま し い 。 具 体 的 に は 、 ク エ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ４ ． ０ ～ ５ ． ５ ） 、 シ ュ ウ 酸 緩 衝 液 、
酒 石 酸 緩 衝 液 、 酢 酸 緩 衝 液 、 フ タ ル 酸 緩 衝 液 等 の 有 機 酸 緩 衝 液 、 及 び リ ン 酸 等 の 無 機 酸 緩
衝 液 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 中 で 特 に 、 取 り 扱 い 上 の 安 全 性 、 経 済 性 の 観 点 か ら 有 機 酸 が
好 ま し く 、 特 に ク エ ン 酸 緩 衝 液 が 好 ま し い 。 酸 性 緩 衝 液 中 の 緩 衝 剤 濃 度 は 、 効 果 と 経 済 性
の 観 点 か ら １ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の 範 囲 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
  本 発 明 の 方 法 の 一 態 様 に つ い て 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー へ の 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ
イ ル ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ マ ウ ス ） の 固 定 化 を 例 に 説 明 す る 。
  マ ウ ス か ら 得 ら れ た 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 プ ロ テ イ ン Aカ
ラ ム を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 す る 。 得 ら れ た 抗 体 は
ｐ Ｈ ４ ～ ７ の 緩 衝 液 に 浮 遊 さ れ て い る 状 態 で 得 ら れ る 。 そ の 緩 衝 液 を SephadexG-25ゲ ル 濾
過 カ ラ ム を 用 い て 0.1ｗ /ｖ ％ ト レ ハ ロ ー ス を 添 加 し た 10ｍ Ｍ ク エ ン 酸 緩 衝 液 （ pH4.0） に
置 き 換 え る 。 280nmで の 吸 光 度 が 1.0と な る よ う に 0.1ｗ /ｖ ％ ト レ ハ ロ ー ス を 添 加 し た 10ｍ
Ｍ ク エ ン 酸 緩 衝 液 （ pH4.0） で 希 釈 し 、 適 量 を （ 例 え ば フ ロ ー ス ル ー 診 断 装 置 の 場 合 10μ
Ｌ /デ バ イ ス と な る よ う に ） ア ッ セ イ 装 置 に 装 着 し た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 に 滴 下 す る 。
次 い で 45℃ で 、 40分 間 静 置 し 、 乾 燥 し て 、 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
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固 定 化 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を 得 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
 上 述 し た よ う に ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 に 固 定 化 し た 後 、 一 定 の 温 度 で 一 定 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト す る こ と に よ り 固 定 化 が よ り 効 率 的 に 行 わ れ る た め 、 好 ま し い 。 好 ま し い イ ン キ ュ
ベ ー ト 条 件 と し て は 、 例 え ば ３ ７ ℃ で 一 晩 静 置 、 ４ ５ ℃ で ６ ０ 分 以 上 静 置 、 も し く は ５ ５
℃ で ３ ０ 分 以 上 静 置 な ど が あ げ ら れ る 。 こ れ 以 上 の 高 温 で 乾 燥 す る 場 合 は 、 固 定 化 す る 成
分 が 熱 に よ る 影 響 を 受 け そ の 活 性 （ 機 能 ） を 損 な う 可 能 性 が あ る た め 、 固 定 化 成 分 の 性 質
に あ わ せ て 設 定 し な け れ ば な ら な い 。 ま た 逆 に 、 よ り 低 温 、 短 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
で は 、 充 分 に 水 分 が 取 り 除 か れ ず 、 固 定 化 す る 成 分 の 保 存 性 に 悪 影 響 を 与 え る 場 合 が あ る
た め 、 減 圧 下 で 乾 燥 を 促 す 方 法 が と ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
  上 述 し た よ う に 得 ら れ た タ ン パ ク 質 固 定 化 膜 を 用 い て 免 疫 測 定 装 置 を 作 成 す る こ と が で
き る 。
　 上 記 免 疫 測 定 装 置 と し て は 、 フ ロ ー ス ル ー 型 ま た は ラ テ ラ ル フ ロ ー 型 イ ム ノ ア ッ セ イ 等
の 免 疫 測 定 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 装 置 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
  フ ロ ー ス ル ー 型 イ ム ノ ア ッ セ イ 装 置 は 、 通 常 、 上 記 タ ン パ ク 質 固 定 化 膜 が 固 定 化 さ れ た
ハ ウ ジ ン グ を 有 す る 。 タ ン パ ク 質 固 定 化 膜 下 部 に は 場 合 に よ り 液 体 吸 収 部 材 が タ ン パ ク 質
固 定 化 膜 に 密 着 す る よ う に 設 置 さ れ て お り 、 上 面 か ら 滴 下 さ れ た 液 体 を 迅 速 に 吸 収 す る よ
う に な っ て い る 。 ま た 、 膜 の 上 に は 、 液 体 を 膜 上 の タ ン パ ク 質 が 固 定 化 さ れ た 所 定 領 域 に
導 入 す る た め の 開 口 部 を 備 え た ア ダ プ タ ー が 設 置 さ れ て い て も よ い 。
  ラ テ ラ ル フ ロ ー 型 イ ム ノ ア ッ セ イ 装 置 は 、 通 常 、 上 記 タ ン パ ク 質 固 定 化 膜 を 試 料 滴 下 部
材 、 検 出 試 薬 保 持 部 材 、 吸 収 紙 と 圧 着 し 、 こ れ を さ ら に ハ ウ ジ ン グ ケ ー ス に 設 置 す る か 、
も し く は 各 部 材 の 接 触 が 損 な わ れ な い よ う 不 溶 性 の 透 明 シ ー ル で 各 部 材 を 圧 着 し て も よ い
。
【 ０ ０ ２ １ 】
  本 発 明 の 免 疫 測 定 用 キ ッ ト は 、 上 述 し た 免 疫 測 定 装 置 を 含 む 。 本 発 明 の キ ッ ト は 、 フ ロ
ー ス ル ー 型 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 ま た は ラ テ ラ ル フ ロ ー 型 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に 用 い る こ と が で
き 、 こ れ ら の 方 法 に 必 要 な 試 薬 等 を 含 む も の で あ る 。
  具 体 的 に は 、 以 下 の （ １ ） ～ （ ３ ） を 含 む こ と が 好 ま し い 。
（ １ ） タ ン パ ク 質 固 定 化 膜 を 含 む 免 疫 測 定 装 置
（ ２ ） 標 識 化 検 出 試 薬
（ ３ ） 検 体 浮 遊 液 組 成 物 及 び ／ ま た は 洗 浄 液 組 成 物
【 ０ ０ ２ ２ 】
  こ こ で 標 識 化 検 出 試 薬 と は 、 膜 上 に 捕 捉 さ れ た 被 分 析 物 に 特 異 的 に 結 合 し 、 被 分 析 物 と
複 合 体 を 形 成 し う る も の で あ っ て 、 被 分 析 物 と 複 合 体 を 形 成 し た 後 に 何 ら か の 手 段 で 検 出
可 能 な よ う に 標 識 さ れ た 検 出 試 薬 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 被 分 析 物 が ウ イ ル ス 等 の 抗 原 物 質
で あ る 場 合 に は 、 そ の ウ イ ル ス に 対 す る 抗 体 で あ っ て 、 酵 素 等 で 標 識 化 さ れ た 抗 体 を 意 味
す る 。 こ の よ う に 酵 素 で 標 識 さ れ た 場 合 に は 、 該 酵 素 に よ り 触 媒 さ れ る 反 応 に よ り 、 比 色
法 、 蛍 光 法 に よ り 検 出 可 能 な 物 質 を 生 成 す る 該 酵 素 の 基 質 を 添 加 す る こ と に よ り 、 複 合 体
の 検 出 を 行 う こ と が で き る 。 標 識 化 さ れ る 前 の 検 出 試 薬 と し て は 、 捕 捉 試 薬 に つ い て 述 べ
た も の と 同 じ も の が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 標 識 は 、 酵 素 、 蛍 光 発 光 性 標 識 、 磁 性 体 標 識 、 放
射 性 同 位 元 素 、 金 コ ロ イ ド 、 着 色 ラ テ ッ ク ス 等 が 挙 げ ら れ る が 、 通 常 、 簡 便 性 、 経 済 性 の
観 点 か ら 酵 素 標 識 が 用 い ら れ る 。 酵 素 標 識 を 用 い る 場 合 に は 、 使 用 さ れ る 酵 素 と し て は 例
え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス ‐ ６ ‐ リ ン 酸 脱 水 素 酵 素
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
  酵 素 標 識 を 用 い る 場 合 に は 、 キ ッ ト に は 、 必 要 に よ り 酵 素 分 解 に よ り 呈 色 す る 酵 素 基 質
、 反 応 停 止 液 等 が 含 ま れ て い て も よ い 。
  酵 素 基 質 は 、 通 常 そ の 酵 素 に 対 す る 基 質 で あ っ て 、 該 酵 素 に よ り 触 媒 さ れ る 反 応 に よ り
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、 比 色 法 、 蛍 光 法 に よ り 検 出 可 能 な 物 質 を 生 成 す る も の で あ る 。 具 体 例 と し て は 、 ５ － ブ
ロ モ － ４ － ク ロ ロ － ３ － イ ン ド リ ル リ ン 酸 、 ニ ト ロ テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ル ー 、 テ ト ラ メ チ ル
ベ ン チ ジ ン 、 グ ル コ ー ス ‐ ６ ‐ リ ン 酸 Ｎ Ａ Ｄ ＋ が 挙 げ ら れ る 。
  反 応 停 止 液 と は 酵 素 と 基 質 と の 反 応 を 停 止 さ せ る た め の 溶 液 で あ る 。 具 体 例 と し て は 、
ク エ ン 酸 、 硫 酸 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
  ま た 、 必 要 に 応 じ て 、 検 体 試 料 用 濾 過 チ ュ ー ブ 、 キ ッ ト の 活 性 を 検 査 す る た め の バ ッ フ
ァ ー の み か ら な る 陰 性 コ ン ト ロ ー ル 液 、 抗 原 性 物 質 な ど の 分 析 対 象 物 を 含 む バ ッ フ ァ ー か
ら な る 陽 性 コ ン ト ロ ー ル を 含 ん で い て も よ い 。 さ ら に 、 試 料 を 濾 過 す る た め の フ ィ ル タ ー
や 滅 菌 綿 棒 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
  以 下 に 、 上 記 キ ッ ト を 用 い て 被 分 析 物 を 検 出 す る フ ロ ー ス ル ー ア ッ セ イ 方 法 に つ い て よ
り 具 体 的 な 手 順 の 一 例 を 示 し て 説 明 す る 。
（ １ ） ウ イ ル ス や 細 菌 等 に 感 染 し た 患 者 の 咽 頭 あ る い は 鼻 腔 等 か ら 採 取 し た 検 体 試 料 を 検
体 浮 遊 液 組 成 物 に 浮 遊 さ せ る 。
（ ２ ） こ の 浮 遊 液 を 、 検 体 試 料 用 濾 過 チ ュ ー ブ 中 に い れ て 濾 過 す る 。
（ ３ ） こ の 濾 過 液 を 、 免 疫 測 定 装 置 中 の 、 ウ イ ル ス や 細 菌 等 の 抗 原 を 固 定 化 し た 膜 （ タ ン
パ ク 質 固 定 化 膜 ） に 滴 下 し て 、 被 分 析 物 （ ウ イ ル ス や 細 菌 等 の 抗 原 ） を 膜 上 に 捕 捉 さ せ る
。
（ ４ ） 前 記 膜 上 に 、 被 分 析 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 化 検 出 試 薬 を 滴 下 し 、 タ ン パ ク 質 （
抗 体 ） ／ 被 分 析 物 ／ 標 識 化 検 出 試 薬 の 複 合 体 を 形 成 さ せ る 。
（ ５ ） 前 記 複 合 体 中 の 標 識 化 検 出 試 薬 に よ り 、 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り 、 検 体
試 料 中 の 被 測 定 物 の 有 無 を 測 定 す る 。 具 体 的 に は 酵 素 標 識 化 検 出 試 薬 を 使 用 し た 場 合 に は
、 前 記 酵 素 に 対 す る 基 質 で あ っ て 該 酵 素 に よ り 触 媒 さ れ る 反 応 に よ り 、 比 色 法 、 蛍 光 法 に
よ り 検 出 可 能 な 物 質 を 生 成 す る 基 質 を 添 加 し 、 場 合 に よ っ て は 反 応 停 止 液 を 添 加 し て 反 応
を 停 止 後 、 比 色 法 等 に よ り 被 分 析 物 の 存 在 の 有 無 を 検 出 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
  以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に 基 づ き 更 に 具 体 的 に 説 明 す る 。 但 し 、 本 発 明 は 下 記 実 施 例 に 限
定 さ れ る も の で は な い 。
実 施 例 １ 　 フ ロ ー ス ル ー 型 ア ッ セ イ 装 置 を 用 い た A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 検 出
（ 1） 金 コ ロ イ ド 抗 体 の 調 製
  10mLの 金 コ ロ イ ド を 取 り 、 100mM炭 酸 カ リ ウ ム で pHを 7.0に 調 製 す る 。 2mMホ ウ 酸 溶 液 で
透 析 、 遠 心 分 離 し 精 製 し た 抗 A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 2mMホ ウ 酸
溶 液 で 100μ g/mLの 濃 度 に な る よ う に 調 製 す る 。 調 製 し た 抗 A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 最 終 濃 度 が 10μ g/mLと な る 量 を 十 分 撹 拌 さ せ な が ら 金 コ ロ イ ド に 加 え
る 。 5分 後 10％ BSAを 1mL加 え 、 穏 や か に 10分 間 ロ ー テ ー タ ー で 撹 拌 す る 。 全 量 を 遠 心 管 に
移 し 、 14000rpm、 30分 、 4℃ で 遠 心 す る 。 遠 心 後 上 清 を 吸 引 廃 棄 し 、 沈 殿 し て い る 金 コ ロ
イ ド と 抗 A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 感 作 さ れ た も の に 、 最 終 濃 度
が 10mMト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 、 1％ BSA、 150mM塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 溶 液 1mLで 浮 遊 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
（ 2） 診 断 用 メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー へ の 抗 体 の 固 定 化 、 ア ッ セ イ 装 置 の 作 製
  ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー へ の 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ マ ウ
ス ） の 固 定 化 を 例 に 説 明 す る 。
  プ ロ テ イ ン Aカ ラ ム で ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 （ マ ウ ス ） を 用 意 す る 。 抗 体 が 浮 遊 さ れ て い る 緩 衝 液 を SephadexG-25ゲ ル 濾 過 カ ラ
ム を 用 い て 、 0.1ｗ /ｖ ％ 、 0.3ｗ /ｖ ％ ま た は 1ｗ /ｖ ％ ト レ ハ ロ ー ス 水 溶 液 ま た は 1ｗ /ｖ ％
ト レ ハ ロ ー ス 添 加 10mMク エ ン 酸 緩 衝 液 に 置 き 換 え た 。
  対 照 と し て 精 製 水 （ 対 照 １ ） 及 び 25mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.0） （ 対 照 ２ ） を
用 い た 。
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  こ の 時 、 pH4.0で は 長 期 間 液 状 保 存 中 に 抗 体 が 僅 か に 不 溶 化 す る 現 象 が 見 ら れ た た め 、
固 相 直 前 に タ ン パ ク 濃 度 測 定 、 希 釈 、 濾 過 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
  280nmで の 吸 光 度 が 1.0と な る よ う に 各 液 で 希 釈 し 、 0.22μ m濾 過 の 後 、 適 量 を （ 例 え ば
フ ロ ー ス ル ー 診 断 装 置 の 場 合 10μ L/デ バ イ ス と な る よ う に ） ア ッ セ イ 装 置 に 装 着 し た ニ ト
ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 に 滴 下 、 次 い で 45℃ 、 40分 間 静 置 、 乾 燥 し た 。
  な お 、 作 製 後 の デ バ イ ス は 、 ア ッ セ イ に 使 用 す る ま で ア ル ミ パ ウ チ に 乾 燥 剤 と と も に 密
封 し て 各 条 件 で 保 管 し た 。
  保 管 は 通 常 １ ５ ～ ３ ０ ℃ 程 度 で 行 う が 、 過 酷 条 件 下 で の 安 定 性 を 調 べ る た め に ４ ５ ℃ で
保 管 す る 試 験 も 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
（ 3） 検 出 方 法
  A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を １ ０ 7 pfu/ml以 上 含 む 検 体 １ （ 強 陽 性 ） 、 １ ０ 6 pfu/ml前
後 含 む 検 体 ２ （ 中 陽 性 ） 及 び １ ０ 4 ～ １ ０ 5 pfu/ml含 む 検 体 ３ （ 弱 陽 性 ） を 適 当 な 緩 衝 液 に
浮 遊 さ せ た 。 ま た 何 も 含 ま な い 緩 衝 液 を 陰 性 検 体 と し て 用 い た 。 そ の 溶 液 500μ Lと 金 コ ロ
イ ド 抗 体 100μ Lを 混 合 し 一 定 時 間 （ 例 え ば 、 10分 ） 反 応 さ せ た 。 一 定 時 間 反 応 後 、 フ ィ ル
タ ー （ 例 え ば 、 0.22μ m） で 濾 過 し た 後 、 ア ッ セ イ 装 置 （ デ バ イ ス ） へ 全 量 滴 下 し た 。 液
が 膜 部 材 に 全 て 吸 収 さ れ た 後 、 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 吸 着 さ せ
た 部 分 の 膜 部 材 が 金 コ ロ イ ド の 色 （ 例 え ば 、 赤 色 ～ 赤 褐 色 ） に 着 色 し て い れ ば 、 サ ン プ ル
中 に A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 存 在 し て い る （ ＋ ） と 確 認 さ れ る 。 色 調 の 変 化 が な く
膜 部 材 の 色 の ま ま で あ れ ば 、 サ ン プ ル 中 に A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 存 在 し て い な い
（ － ） こ と に な る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】
〔 表 １ 〕
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【 ０ ０ ３ １ 】
〔 表 ２ 〕
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ２ 】
〔 表 ３ 〕
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ０ ３ ３ 】
〔 表 ４ 〕
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【 ０ ０ ３ ４ 】
  表 １ か ら 明 ら か な よ う に 、 精 製 水 ま た は リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 25mM、 pH7.0） を 用
い て 固 定 化 し た 場 合 に は 、 ４ ５ ℃ で １ ０ 日 保 存 後 に は 中 陽 性 検 体 の 検 出 が で き な か っ た 。
４ ５ ℃ で ５ 日 及 び １ ０ 日 保 存 後 に は 弱 陽 性 検 体 の 検 出 が で き な か っ た 。
  一 方 、 ト レ ハ ロ ー ス を 添 加 し た 精 製 水 （ 0.1～ 1ｗ /ｖ ％ ） に 浮 遊 さ せ て 固 定 化 さ せ た 場
合 に は 、 中 陽 性 検 体 の 検 出 は ４ ５ ℃ で １ ０ 日 保 存 後 に も 中 陽 性 検 体 の 検 出 を 行 う こ と が で
き た 。 ま た 、 ト レ ハ ロ ー ス を 添 加 し た 精 製 水 （ 1ｗ /ｖ ％ ） に 浮 遊 さ せ て 固 定 化 さ せ た 場 合
に は 、 ４ ５ ℃ で ５ 日 及 び １ ０ 日 保 存 後 に も 弱 陽 性 検 体 の 検 出 を 行 う こ と が で き た （ 表 ２ ）
。
  さ ら に 、 １ ｗ /ｖ ％ ト レ ハ ロ ー ス を 添 加 し た 10mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH4.5） に
浮 遊 さ せ て 固 定 化 さ せ た 場 合 に は 、 ４ ５ ℃ で ５ 日 及 び １ ０ 日 保 存 後 に も 弱 陽 性 検 体 の 検 出
を 行 う こ と が で き た （ 表 ３ ） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
  ま た 、 表 ４ か ら 明 ら か な よ う に 、 25mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.0） を 用 い て 固 定
化 し た 場 合 に は 、 ８ ℃ で ３ カ 月 及 び ７ カ 月 保 存 後 に は 弱 陽 性 検 体 の 検 出 が で き な か っ た 。
  一 方 、 １ ｗ /ｖ ％ ト レ ハ ロ ー ス を 添 加 し た 10mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH4.5） に 浮
遊 さ せ て 固 定 化 さ せ た 場 合 に は 、 弱 陽 性 検 体 の 検 出 を ８ ℃ で ７ カ 月 保 存 後 に も 行 う こ と が
で き た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
実 施 例 ２ 　 ラ テ ラ ル フ ロ ー 式 装 置 を 用 い た A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 検 出
（ 1） 金 コ ロ イ ド 抗 体 の 調 製
  10mLの 金 コ ロ イ ド を 取 り 、 100mM炭 酸 カ リ ウ ム で pHを 7.0に 調 製 し た 。 2mMホ ウ 酸 溶 液 で
透 析 、 遠 心 分 離 し 精 製 し た 抗 A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 2mMホ ウ 酸
溶 液 で 100μ g/mLの 濃 度 に な る よ う に 調 製 し た 。 調 製 し た 抗 A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 最 終 濃 度 が 10μ g/mLと な る 量 を 十 分 撹 拌 さ せ な が ら 金 コ ロ イ ド に 加 え
た 。 5分 後 10％ BSAを 1mL加 え 、 穏 や か に 10分 間 ロ ー テ ー タ ー で 撹 拌 し た 。 全 量 を 遠 心 管 に
移 し 、 14000rpm、 30分 、 4℃ で 遠 心 す る 。 遠 心 後 上 清 を 吸 引 廃 棄 し 、 沈 殿 し て い る 金 コ ロ
イ ド と 抗 A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 感 作 さ れ た も の に 、 最 終 濃 度
が 10mMト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 、 1％ BSA、 150mM塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 溶 液 1mLで 浮 遊 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
（ 2） ラ テ ラ ル フ ロ ー 式 装 置 の 製 作
  A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 検 出 す る 膜 部 材 （ ミ リ ポ ア 社 製 ハ イ フ ロ ー メ ン ブ レ ン プ
ラ ス １ ３ ５ ） 上 に 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ご く 少 量 （ 1mg/mLの 濃
度 で 、 約 2μ L/cm） 滴 下 し 、 一 定 温 度 で 一 定 時 間 （ 45℃ 、 10分 ～ 60分 ） 放 置 し 膜 部 材 に 吸
着 さ せ た 。
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【 ０ ０ ３ ８ 】
（ 3） 検 出 方 法
  A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を １ ０ 7 pfu/ml以 上 含 む 検 体 １ （ 強 陽 性 ） 、 １ ０ 6 pfu/ml前
後 含 む 検 体 ２ （ 中 陽 性 ） 及 び １ ０ 4 ～ １ ０ 5 pfu/ml含 む 検 体 ３ （ 弱 陽 性 ） を 適 当 な 緩 衝 液 に
浮 遊 さ せ た 。 ま た 何 も 含 ま な い 緩 衝 液 を 陰 性 検 体 と し て 用 い た 。 そ の 溶 液 200μ Lと 金 コ ロ
イ ド 抗 体 50μ Lを 混 合 し 一 定 時 間 （ 10分 ） 反 応 さ せ た 。 一 定 時 間 反 応 後 フ ィ ル タ ー （ 0.22
μ m） で ろ 過 し た 後 、 パ ッ ド へ 全 量 滴 下 し た 。 液 が 膜 部 材 を 展 開 し 、 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ
イ ル ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 吸 着 さ せ た 部 分 の 膜 部 材 が 金 コ ロ イ ド の 色 （ 例 え ば 、 赤 色 ～
赤 褐 色 ） に 着 色 し て い れ ば 、 サ ン プ ル 中 に A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 存 在 し て い た （
＋ ） と 確 認 さ れ る 。 色 調 の 変 化 が な く 膜 部 材 の 色 の ま ま で あ れ ば 、 サ ン プ ル 中 に A型 イ ン
フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 存 在 し て い な い （ － ） こ と に な る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
〔 表 ５ 〕
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ０ 】
〔 表 ６ 〕
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【 ０ ０ ４ １ 】
〔 表 ７ 〕
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ２ 】
  表 ５ か ら 明 ら か な よ う に 、 精 製 水 ま た は リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 25mM、 pH7.0） を 用
い て 固 定 化 し た 場 合 に は 、 ４ ５ ℃ で １ ０ 日 保 存 後 に は 中 陽 性 検 体 の 検 出 が で き な か っ た 。
４ ５ ℃ で ５ 日 及 び １ ０ 日 保 存 後 に は 弱 陽 性 検 体 の 検 出 が で き な か っ た 。
  一 方 、 ト レ ハ ロ ー ス を 添 加 し た 精 製 水 （ 0.1～ 1ｗ /ｖ ％ ） に 浮 遊 さ せ て 固 定 化 さ せ た 場
合 に は 、 中 陽 性 検 体 の 検 出 は ４ ５ ℃ で １ ０ 日 保 存 後 に も 中 陽 性 検 体 の 検 出 を 行 う こ と が で
き た 。 ま た 、 ト レ ハ ロ ー ス を 添 加 し た 精 製 水 （ 1ｗ /ｖ ％ ） に 浮 遊 さ せ て 固 定 化 さ せ た 場 合
に は 、 ４ ５ ℃ で ５ 日 及 び １ ０ 日 保 存 後 に も 弱 陽 性 検 体 の 検 出 を 行 う こ と が で き た （ 表 ６ ）
。
  さ ら に 、 １ ｗ /ｖ ％ ト レ ハ ロ ー ス を 添 加 し た 10mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH4.5） に
浮 遊 さ せ て 固 定 化 さ せ た 場 合 に は 、 ４ ５ ℃ で ５ 日 及 び １ ０ 日 保 存 後 に も 弱 陽 性 検 体 の 検 出
を 行 う こ と が で き た （ 表 ７ ） 。
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