
(57)【要約】

　本発明は、試験素子、特に特異的結合反応に基づく免

疫試験素子、中でも光学的に読み取り可能な免疫クロマ

トグラフィーストリップのダイナミック測定レンジを大

きくする方法に関する。本発明は、特に特異的結合反応

に基づく免疫試験素子のダイナミック試験レンジを高い

アナライト濃度の方へ感度を失うことなく変位させるこ

とを可能にするものである。この目的のために、試験素

子中または試験素子上には少なくとも２つのゾーンが設

けられており、そこには、アナライトへの親和性が異な

っているために（例えばアナライトに対する親和性が異

なっている抗体のケース）、あるいはアナライトとのま

たはアナライトの検出に関与している他の試薬との相互

作用の原理が異なっているために、検出可能な強いシグ

ナルを別々に発生する試薬が含まれている（例えば、１

つのゾーン中にはアナライトを標的とする抗体、別のゾ

ーン中にはアナライトまたはアナライト類似体）。この

少なくとも２つのゾーン中のシグナルは、アナライト濃

度／シグナル強度の相関関係を評価するのに使われ、こ

れを用いることでアナライトが適切な方法（相関法）に
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン お よ び 対 照 ゾ ー ン を 有 す る 特 異 的 結 合 反 応 型 の 試 験 素 子 、 特 に 免
疫 試 験 素 子 を 用 い て サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト の 濃 度 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
a) サ ン プ ル を 、 試 験 素 子 、 お よ び ア ナ ラ イ ト の 特 異 的 試 薬 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ；
b) サ ン プ ル 中 に ア ナ ラ イ ト が 存 在 す る 場 合 は 、 ア ナ ラ イ ト が 、 特 異 的 試 薬 と の 相 互 作 用
に よ っ て 、 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト の 量 に 依 存 す る 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を ア ナ ラ イ ト 検 出
ゾ ー ン 中 で 生 じ る ス テ ッ プ ；
c) ア ナ ラ イ ト ま た は ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 の 試 薬 と 相 互 作 用 し な か っ た 特 異 的 試 薬 の
一 部 が 、 や は り サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト の 量 に 依 存 す る 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 対 照 ゾ ー ン
中 で 生 じ る ス テ ッ プ ；
d) ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 お よ び 対 照 ゾ ー ン 中 の シ グ ナ ル を 測 定 す る ス テ ッ プ ；
e) 両 方 の シ グ ナ ル を 互 い に 相 関 さ せ る ス テ ッ プ ；
f) そ の 結 果 を 検 量 曲 線 と 比 較 す る ス テ ッ プ ； お よ び
g) ア ナ ラ イ ト の 濃 度 を 決 定 す る ス テ ッ プ ；
を 特 徴 と す る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ス テ ッ プ e)に お い て 、 ２ つ の シ グ ナ ル が 互 い に オ フ セ ッ ト さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 検 出 ラ イ ン の シ グ ナ ル お よ び 対 照 ラ イ ン の シ グ ナ ル を 用 い て 検 量 曲 線 を 確 立 す る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 で 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ る 試 薬 と 、 前 記 対 照 ゾ ー ン 中 で 検
出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ る 試 薬 と が 、 ア ナ ラ イ ト に 対 し て 異 な る 親 和 性 ま た は 反 応 性 を 有
し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 、 ２ ま た は ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 対 照 ゾ ー ン 中 で の シ グ ナ ル 生 成 に 関 与 し て い る ア ナ ラ イ ト に 対 す る 抗 体 が 、 ア ナ ラ イ ト
検 出 ゾ ー ン 中 の 抗 体 よ り も 低 い 親 和 性 を 有 す る か ま た は 反 応 性 が 低 い こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 で 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ る 試 薬 と 、 対 照 ゾ ー ン 中 で 検 出 可
能 な シ グ ナ ル を 生 じ る 試 薬 と が 、 ア ナ ラ イ ト と の 、 ま た は ア ナ ラ イ ト 検 出 に 関 与 し て い る
他 の 試 薬 と の 相 互 作 用 の 原 理 が 異 な る た め に 、 異 な る 強 度 の 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 生 す
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 、 ２ ま た は ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 ア ナ ラ イ ト を 標 的 と す る 抗 体 が ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 に 結 合 し 、 ア ナ ラ イ ト も し
く は ア ナ ラ イ ト 類 似 体 が 対 照 ゾ ー ン 中 に 結 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ に 記 載 の
方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 特 異 的 結 合 反 応 型 の 試 験 素 子 、 特 に 免 疫 試 験 素 子 、 中 で も 光 学 的 に 評 価 可 能
で あ る 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 試 験 ス ト リ ッ プ の ダ イ ナ ミ ッ ク 測 定 レ ン ジ を 大 き く す る た
め の 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 免 疫 試 験 ス ト リ ッ プ は 広 く 知 ら れ た デ バ イ ス で あ り 、 薬 物 、 妊 娠 ホ ル モ ン 、 感 染 症 や ト
ロ ポ ニ ン Ｔ の よ う な い わ ゆ る 「 心 臓 マ ー カ ー 」 を 迅 速 に 測 定 す る た め の も の で あ る 。 こ の
関 連 に お い て 、 単 に 視 覚 的 な 手 段 に よ っ て 読 み 取 ら れ 、 多 く の 場 合 「 イ エ ス ・ ノ ー 」 の 結
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果 し か 与 え な い 定 性 的 な 試 験 と 、 読 み 取 り 機 器 に よ っ て 評 価 が 行 わ れ る 定 量 的 な 試 験 と が
広 く 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 免 疫 的 に 検 出 可 能 な 物 質 に つ い て の 迅 速 な 試 験 は 、 多 数 の 様 々 な パ ラ メ ー タ ー に 対 し て
ず っ と 以 前 か ら 知 ら れ て お り 、 例 え ば 国 際 公 開 第 97/06439号 パ ン フ レ ッ ト 、 欧 州 特 許 出 願
公 開 第 0291194号 明 細 書 、 米 国 特 許 第 5,591,645号 明 細 書 、 米 国 特 許 第 4,861,711号 明 細 書
、 米 国 特 許 第 5,141,850号 明 細 書 、 米 国 特 許 第 6,506,612号 明 細 書 、 米 国 特 許 第 5,458,852
号 明 細 書 、 米 国 特 許 第 5,073,484号 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の ケ ー ス で は 、 免 疫 検 出
試 薬 （ 基 本 的 に は 標 識 化 抗 体 も し く は 抗 原 、 お よ び 非 標 識 化 抗 体 も し く は 抗 原 ） が ド ラ イ
形 態 で 支 持 体 上 に 設 け ら れ 、 こ の 支 持 体 に よ り 、 サ ン プ ル 液 体 （ 特 に 、 血 液 、 血 清 、 血 漿
、 尿 、 唾 液 な ど の 体 液 ） が 、 支 持 体 上 ま た は 支 持 体 中 で 輸 送 可 能 と な っ て い る 。 こ の 目 的
の た め 、 支 持 体 は 、 好 ま し く は 毛 管 動 作 的 で あ り 、 例 え ば 、 メ ン ブ レ イ ン 、 あ る い は 毛 管
流 路 が 設 け ら れ た プ ラ ス チ ッ ク 製 の 支 持 体 （ 例 え ば 米 国 特 許 第 5,458,852号 明 細 書 に 記 載
の も の な ど ） で あ る 。 こ れ ら は 、 専 門 家 の 間 で は 、 多 く の 場 合 、 免 疫 も し く は 免 疫 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 試 験 ス ト リ ッ プ も し く は 試 験 デ バ イ ス と 呼 ば れ て い る 。 こ れ ら の 用 語 と 同 様
に 、 用 語 「 担 体 結 合 型 免 疫 試 験 」 や 「 担 体 結 合 型 免 疫 試 験 素 子 」 は 多 く の 場 合 同 じ 意 味 で
使 わ れ て お り 、 以 下 に お い て も 置 き 換 え 可 能 と な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 単 純 な シ ス テ ム の ケ ー ス 、 特 に 純 粋 に 定 性 的 な 分 析 の ケ ー ス （ こ の 場 合 、 「 ア ナ ラ イ ト
が 存 在 す る か 、 存 在 し て い な い か 」 の 情 報 の み が 重 要 で あ る ） で は 、 そ の よ う な 免 疫 試 験
デ バ イ ス は 、 多 く の 場 合 、 純 粋 に 視 覚 的 な 手 段 に よ っ て 評 価 さ れ る 。 こ の 原 理 は 、 現 在 で
は 、 マ ー ケ ッ ト 、 特 に 妊 娠 試 験 の 分 野 に お い て 広 く 受 け 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 （ 半 ） 定 量 的 免 疫 迅 速 試 験 は 、 通 常 、 そ れ ぞ れ の 試 験 ス ト リ ッ プ に 適 合 し た 対 応 す る 測
定 機 器 を 用 い て 評 価 さ れ る 。 ア ナ ラ イ ト を 検 出 す る の に 使 用 さ れ る 試 験 デ バ イ ス の 試 薬 標
識 化 の タ イ プ に 応 じ て 、 異 な る 測 定 原 理 が 用 い ら れ る 。 光 学 的 な 検 出 方 法 、 特 に 反 射 率 お
よ び 蛍 光 発 光 の 測 定 が 一 般 に 用 い ら れ て お り 、 取 り 扱 い が 簡 単 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 先 行 技 術 の 多 く の シ ス テ ム で は 、 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン （ 以 下 「 検 出 ゾ ー ン 」 と も 略 さ
れ る ） と 対 照 ゾ ー ン と を 、 試 験 デ バ イ ス 上 で 空 間 的 に 狭 く 画 定 し 、 か つ 確 実 に 互 い か ら 明
確 に 離 間 さ せ て 配 置 し て い る 。 こ の 目 的 の た め に は 、 適 切 な 結 合 試 薬 を 、 試 験 デ バ イ ス 上
で 線 状 ま た は 破 線 状 に 付 け る の が 特 に 有 利 で あ る こ と が 分 か っ て い る 。 そ れ ゆ え 試 験 デ バ
イ ス を 評 価 す る た め に 、 例 え ば カ メ ラ チ ッ プ や 二 次 元 ま た は 三 次 元 フ ォ ト ダ イ オ ー ド ア レ
イ の よ う な 空 間 的 分 割 能 の あ る 光 学 シ ス テ ム が 、 多 く の 場 合 、 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン お よ
び 対 照 ゾ ー ン を 評 価 す る 目 的 で 測 定 機 器 中 に 存 在 し て い る 。 光 学 シ ス テ ム か ら の シ グ ナ ル
は 、 次 に 適 切 な 評 価 ソ フ ト ウ エ ア に よ っ て 濃 度 値 に 変 換 さ れ 、 デ ィ ス プ レ イ さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 先 行 技 術 の 免 疫 試 験 デ バ イ ス に よ れ ば 、 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト の 濃 度 を 定 量 的 に 検 出
す る こ と が で き な い 。 低 い 方 の 限 界 に 向 か っ て 、 す な わ ち 検 出 下 限 に つ い て は 、 測 定 レ ン
ジ は 、 例 え ば 用 い る 結 合 パ ー ト ナ ー （ 通 常 は 抗 体 ） の 親 和 性 お よ び 選 択 性 に よ っ て 、 ま た
用 い る 標 識 に 応 じ て 限 定 さ れ る 検 出 光 学 系 の 感 度 に よ っ て 限 定 さ れ る 。 高 い 方 の 限 界 に 向
か っ て 、 す な わ ち ダ イ ナ ミ ッ ク 測 定 レ ン ジ に つ い て は 、 飽 和 効 果 が 測 定 レ ン ジ を 限 定 す る
。 つ ま り 、 サ ン プ ル 中 に 非 常 に 高 い 濃 度 で 存 在 し 得 る ア ナ ラ イ ト の ケ ー ス で は 、 多 く の 場
合 、 試 験 デ バ イ ス 中 に 適 正 な 量 の 結 合 パ ー ト ナ ー を 備 え る こ と が で き な い 。 特 に 、 結 合 パ
ー ト ナ ー が 試 験 デ バ イ ス 上 の 非 常 に 限 ら れ た 空 間 内 に 配 置 さ れ る ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン お
よ び 対 照 ゾ ー ン で は 、 所 望 さ れ る よ う な 量 の 結 合 パ ー ト ナ ー を 収 容 す る こ と は で き な い 。
こ れ は 、 ア ナ ラ イ ト に 対 し て 低 い 検 出 限 界 が 必 要 と さ れ る が （ そ の 結 果 、 検 出 ゾ ー ン 中 の
結 合 パ ー ト ナ ー の 濃 度 を で き る 限 り 高 く す る よ う に 努 力 す る 、 す な わ ち 結 合 パ ー ト ナ ー を
限 ら れ た 空 間 内 に 収 容 す る よ う に 努 力 す る 。 つ ま り 、 試 験 デ バ イ ス 上 に あ る 結 合 部 位 の 利
用 可 能 性 が 限 ら れ る た め 、 比 較 的 少 量 の 結 合 パ ー ト ナ ー し か 備 え る こ と が で き な い ） 、 サ
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ン プ ル 中 に ア ナ ラ イ ト が 非 常 に 変 化 し 得 る 量 で 存 在 し 得 る 場 合 、 す な わ ち 非 常 に 低 い ア ナ
ラ イ ト 濃 度 と と も に 非 常 に 高 い ア ナ ラ イ ト 濃 度 が 生 じ 得 る 場 合 、 特 に 問 題 と な り 得 る 。 高
ア ナ ラ イ ト 濃 度 で は 、 検 出 ゾ ー ン は 、 対 応 す る 検 出 試 薬 で 飽 和 さ れ て い て 、 そ の 結 果 、 ア
ナ ラ イ ト 濃 度 ／ 検 出 シ グ ナ ル の 関 係 の 飽 和 作 用 を 生 じ る 。 す な わ ち 、 検 出 シ グ ナ ル は あ る
一 定 の ア ナ ラ イ ト 濃 度 よ り 上 で は も は や 大 き く な ら ず 、 評 価 曲 線 は 横 這 い に な り 、 も は や
適 切 に 評 価 で き な く な る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ れ は 、 特 に サ ン ド イ ッ チ 免 疫 ア ッ セ イ で は 、 ア ナ ラ イ ト 濃 度 と 検 出 シ グ ナ ル と の 関 係
を 反 映 す る 曲 線 の 横 這 い が 非 常 に 高 い ア ナ ラ イ ト 濃 度 で 認 め ら れ る よ う に な る の み な ら ず
、 ア ナ ラ イ ト の 濃 度 を 上 げ て い く と シ グ ナ ル の 低 下 さ え も 認 め ら れ る よ う に な る と い う 事
実 に よ っ て 悪 化 す る 。 こ れ は 、 「 高 用 量 フ ッ ク 効 果 (high dose Hook effect)」 と 呼 ば れ
て い る 。 す な わ ち 、 ア ナ ラ イ ト の 濃 度 が 高 く な る に つ れ て 最 初 は 大 き く な る サ ン ド イ ッ チ
免 疫 ア ッ セ イ の シ グ ナ ル 強 度 が 、 非 常 に 高 い ア ナ ラ イ ト 濃 度 で は 、 再 び 減 少 す る こ と が 観
測 さ れ る 。 こ れ は 、 試 験 に 与 え ら れ る 抗 体 の 量 が 、 各 場 合 に お い て 、 ア ナ ラ イ ト 分 子 （ 抗
原 ） と の サ ン ド イ ッ チ 複 合 体 （ す な わ ち 、 抗 原 １ つ 当 り ２ つ の 抗 体 か ら な る 複 合 体 ） を 形
成 す る の に も は や 十 分 で な い と い う 事 実 に よ っ て 説 明 さ れ る 。 ア ナ ラ イ ト と 、 そ れ ぞ れ の
場 合 に １ つ の 抗 体 と か ら 構 成 さ れ る 複 合 体 の 形 成 が 増 大 す る 。 こ の 複 合 体 は 、 し か し な が
ら 、 そ れ 自 体 で は も は や 検 出 さ れ な い 。 つ ま り 、 偽 陰 性 の 、 ま た は 低 す ぎ る 測 定 結 果 が 生
じ 得 る こ と に な り 、 こ れ は 当 然 避 け ら れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 特 に 、 シ グ ナ ル が 反 射 率 の 測 定 に よ っ て 決 定 さ れ る 定 量 的 免 疫 試 験 ス ト リ ッ プ は 、 な お
一 部 の ケ ー ス に お い て 、 通 常 大 き な ラ ボ ラ ト リ ー で 使 用 さ れ る 慣 用 の 分 析 シ ス テ ム に 比 べ
て 、 相 当 な る 弱 点 を 持 っ て い る 。 特 に 、 精 度 お よ び ダ イ ナ ミ ッ ク 測 定 レ ン ジ が 、 試 験 ス ト
リ ッ プ の 場 合 一 般 に 劣 っ て い る 。 こ れ は 、 特 に 、 こ の 極 め て 感 度 の 良 い サ ン ド イ ッ チ ア ッ
セ イ の 用 途 分 野 、 例 え ば で き る だ け 大 き な 測 定 域 が 所 望 さ れ て い る 治 療 モ ニ タ リ ン グ の 用
途 を 限 定 し て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 さ ら に 、 ミ オ グ ロ ビ ン や D-ダ イ マ ー の よ う な 一 部 の パ ラ メ ー タ ー に 対 し て は 、 一 方 で は
低 検 出 限 界 が 必 要 と さ れ て い る が 、 他 方 で は 、 こ れ ら ア ナ ラ イ ト の 、 時 に は 判 定 限 界 「 正
常 － 異 常 」 の か な り 上 に あ る 、 非 常 に 高 い 濃 度 が サ ン プ ル 試 料 中 で 起 こ り 得 る 。 こ れ ら の
ケ ー ス で は 、 サ ン プ ル 希 釈 な し に 信 頼 の 置 け る 測 定 値 を 得 る た め に 、 で き る 限 り 大 き な 測
定 域 を 持 つ 試 験 デ バ イ ス を 利 用 可 能 に す る こ と は 、 望 ま し い こ と で あ る と 思 わ れ る 。 こ れ
は 、 そ の よ う な 試 験 デ バ イ ス を 用 い て 対 応 す る 病 態 の 過 程 を モ ニ タ リ ン グ す る 場 合 、 特 に
有 利 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 先 行 技 術 に お い て は 、 上 記 し た 問 題 を 解 決 す る た め の 発 想 が 欠 け て い た と い う こ と は な
い 。 し か し な が ら 、 現 在 ま で の と こ ろ で は 、 全 て の 点 で 納 得 の い く 提 案 は ま だ な い 。 特 に
、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 試 験 デ バ イ ス の 分 野 で の 発 想 の 実 施 は 、 現 在 ま で の と こ ろ 、 満
足 の い く ほ ど に は ま だ 成 功 し て い な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 米 国 特 許 第 6,248,597号 明 細 書 に は 光 散 乱 型 の 非 均 質 凝 集 免 疫 ア ッ セ イ が 記 載 さ れ て い
る 。 こ こ で は ダ イ ナ ミ ッ ク 測 定 レ ン ジ は 、 異 な る 散 乱 特 性 を 持 つ 粒 子 同 士 を 混 合 す る こ と
に よ っ て 拡 大 さ れ て い る 。 ア ナ ラ イ ト に 対 し て 高 い 親 和 性 を 持 つ 結 合 パ ー ト ナ ー が 粒 子 上
に 固 定 化 さ れ て お り 、 こ れ が 大 き な 光 散 乱 を 引 き 起 こ す 。 そ の 一 方 、 ア ナ ラ イ ト に 対 し て
低 い 親 和 性 を 持 つ 結 合 パ ー ト ナ ー も 粒 子 上 に 固 定 化 さ れ て お り 、 こ れ が 低 い 光 散 乱 を 引 き
起 こ す 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 同 じ よ う な 方 法 が 、 米 国 特 許 第 5,585,241号 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 。 ダ イ ナ ミ ッ ク 測
定 レ ン ジ を 大 き く す る た め に 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ (流 動 細 胞 測 光 )免 疫 ア ッ セ イ に お い て
、 径 が 異 な る ２ 種 の 粒 子 に 、 同 じ 抗 原 に 対 し て 異 な る 親 和 性 を 持 つ ２ 種 の 抗 体 を 載 せ （ 小
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さ い 粒 子 に 高 親 和 性 抗 体 を 載 せ 、 大 き い 粒 子 に 低 親 和 性 抗 体 を 載 せ る ） 、 検 出 可 能 に 標 識
化 さ れ た 追 加 の 抗 体 を 用 い て 、 サ ン ド イ ッ チ 複 合 体 を 形 成 さ せ る こ と に よ っ て 抗 原 を 検 出
す る こ と が 提 案 さ れ て い る 。 提 案 さ れ た シ ス テ ム は ２ 種 の 異 な る 標 準 曲 線 （ 各 粒 子 種 に 対
し て １ つ ） を 用 い る も の で 、 精 巧 な ソ フ ト ウ エ ア を 用 い る こ と で 定 量 的 な ア ナ ラ イ ト の 測
定 が 可 能 で あ る と し て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 高 ア ナ ラ イ ト 濃 度 に お け る フ ッ ク 効 果 （ 高 用 量 フ ッ ク 効 果 ） を 回 避 す る １ つ の 方 法 が 、
米 国 特 許 第 4,743,542号 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 。 こ こ で は 、 検 出 可 能 に 標 識 化 さ れ た 抗
標 的 抗 原 抗 体 に 加 え て 、 あ る 一 定 量 の 同 じ だ が 標 識 化 さ れ て い な い 抗 体 が 、 単 純 に サ ン プ
ル に 加 え ら れ る 。 結 果 と し て 、 ア ナ ラ イ ト 分 子 に 対 し て 両 方 の 抗 体 が 競 合 し 、 フ ッ ク 効 果
に 典 型 的 な 過 飽 和 が 、 起 こ る と し て も 高 い 抗 原 濃 度 で の み 起 こ る 。 結 果 と し て 、 ダ イ ナ ミ
ッ ク 測 定 レ ン ジ は 高 い 濃 度 の 方 へ 拡 大 さ れ る が 、 感 度 が 犠 牲 に な る 。 低 親 和 性 の 抗 体 の 使
用 も 提 案 さ れ て い る が 、 同 じ 効 果 が あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 米 国 特 許 第 4,595,661号 明 細 書 に は 、 非 均 質 サ ン ド イ ッ チ 免 疫 ア ッ セ イ が 記 載 さ れ て い
る 。 こ こ で は 、 フ ッ ク 効 果 は 、 固 定 化 捕 捉 抗 体 に 加 え て 、 抗 原 に 対 し て 異 な る 親 和 性 と 特
異 性 を 持 つ ２ 種 の 可 溶 性 の 抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て 回 避 さ れ て い る 。 低 い 親 和 性 を 持 っ
て い る 抗 体 は 、 高 抗 原 濃 度 で の シ グ ナ ル 測 定 に 対 し て の み 大 き く 貢 献 し 、 そ の 結 果 、 フ ッ
ク 効 果 が 表 れ て く る の が 防 が れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 米 国 特 許 第 5,073,484号 明 細 書 に は 、 貫 流 型 支 持 体 中 で 数 個 の 連 続 す る 個 別 結 合 ゾ ー ン
を 用 い る こ と で 、 免 疫 的 に 検 出 可 能 な ア ナ ラ イ ト を 、 定 量 的 に 検 出 で き る こ と が 記 載 さ れ
て い る 。 特 異 的 結 合 反 応 お よ び 検 出 反 応 が 行 わ れ る ゾ ー ン の 数 は 、 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ
ト の 量 が 多 く な る の と と も に 増 え る 。 サ ン プ ル の 接 触 で 着 色 し た ゾ ー ン の 数 は 、 サ ン プ ル
中 の ア ナ ラ イ ト の 量 と 相 関 し て い る 。 米 国 特 許 第 5,073,484号 明 細 書 に は 、 精 度 を 高 め る
た め に と 測 定 域 を 拡 大 す る た め に 、 結 合 ゾ ー ン の 数 を 増 や す こ と が 提 案 さ れ て い る 。 こ れ
の 欠 点 は 、 結 合 ゾ ー ン の 自 動 評 価 に は 、 所 定 の 状 況 下 で 多 数 の ゾ ー ン を 同 時 に 検 出 ・ 評 価
で き る 、 し た が っ て 定 量 的 な ア ナ ラ イ ト 測 定 が で き る 比 較 的 複 雑 な 光 学 シ ス テ ム が 必 要 と
さ れ る こ と で あ る 。 さ ら に は 、 空 間 的 に 互 い か ら は 離 間 し て い る 個 別 結 合 ゾ ー ン の 数 が 比
較 的 多 い た め 、 試 験 デ バ イ ス が 比 較 的 長 く な る こ と で あ る 。 つ ま り 、 サ ン プ ル が 試 験 デ バ
イ ス の 中 を 確 実 に 移 動 し て い く こ と を 確 実 な も の と す る た め に は 、 比 較 的 大 き な サ ン プ ル
容 量 を 用 い る こ と が 必 要 で あ り 、 特 に 全 血 サ ン プ ル を 用 い る こ と が 意 図 さ れ て い る 場 合 は
、 こ れ も 、 特 に サ ン プ ル 採 取 の 理 由 か ら 、 不 利 な こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 国 際 公 開 第 00/31538号 パ ン フ レ ッ ト に は 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 試 験 ス ト リ ッ プ が 記
載 さ れ て い る 。 こ こ で は 、 吸 収 性 の マ ト リ ク ス 上 に 、 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン に 加 え て １ つ
ま た は 複 数 の 対 照 ゾ ー ン が 収 容 さ れ て い る 。 検 出 可 能 な 標 識 が つ け ら れ て い る ア ナ ラ イ ト
用 結 合 パ ー ト ナ ー が 、 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 に 加 え て 対 照 ゾ ー ン 中 の マ ト リ ク ス に も 結
合 さ れ て い る 。 こ の 方 法 で は 、 正 確 に 定 量 さ れ た 標 識 化 結 合 パ ー ト ナ ー が 対 照 ゾ ー ン 中 に
結 合 さ れ て い る 。 こ の 場 合 そ の 量 は 、 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト の 量 と は 関 係 な い も の と な
っ て い る 。 対 照 ゾ ー ン 中 に は 、 好 ま し く は 異 な る 量 の 標 識 化 結 合 パ ー ト ナ ー が 結 合 さ れ て
お り 、 そ の 結 果 、 試 験 ス ト リ ッ プ 上 に は 、 疑 似 内 部 比 較 尺 度 が 存 在 す る 。 対 照 ゾ ー ン は 、
ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン を 評 価 す る 際 、 検 量 用 に 用 い ら れ る 。 特 に 非 線 型 の 濃 度 ／ 測 定 シ グ
ナ ル の 関 係 の ダ イ ナ ミ ッ ク 測 定 レ ン ジ を 大 き く す る た め に 、 国 際 公 開 第 00/31538号 パ ン フ
レ ッ ト は 、 試 験 ス ト リ ッ プ 上 に 追 加 の 対 照 ゾ ー ン を 設 け る こ と を 提 案 し て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ア ナ ラ イ ト の 検 出 に 蛍 光 標 識 を 用 い る 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 試 験 ス ト リ ッ プ の ケ ー ス
で は 、 J. Hampl et al., “ Upconverting Phosphor Reporters in Immunochromatographi
c Assays” , Analytical Biochemistry 288, 176 - 187 (2001) に は 、 測 定 さ れ た シ グ ナ
ル を 評 価 す る の に 、 ア ナ ラ イ ト 特 異 的 抗 体 が 固 定 化 形 態 で 含 ま れ て い る 実 際 の 検 出 ゾ ー ン
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（ 標 的 ラ イ ン ） に 加 え て 、 種 特 異 的 抗 体 が 固 定 化 形 態 で 含 ま れ て い る 対 照 ゾ ー ン （ 対 照 ラ
イ ン ） も 使 用 で き る こ と が 記 載 さ れ て い る 。 同 じ よ う な 使 用 が 、 の OraSu
re Technologies Inc.（ Bethlehem, PA, USA） に も 掲 載 さ れ て い る 。 標 的 ラ イ ン に 加 え て
の 対 照 ラ イ ン の 評 価 は 、 基 本 的 に は 、 光 学 的 に 測 定 さ れ る 試 験 ス ト リ ッ プ の 領 域 中 に お け
る 実 際 の 液 体 の 量 に よ っ て 起 こ る 、 測 定 さ れ た シ グ ナ ル の 変 動 を 消 去 す る の に 使 用 さ れ る
。 結 果 と し て 、 こ の 検 出 方 法 （ ア ッ セ イ ） の 感 度 も 間 接 的 に 増 大 さ れ る （ つ ま り 、 ダ イ ナ
ミ ッ ク 測 定 レ ン ジ は 低 い 濃 度 の 方 へ 拡 大 さ れ る ） 。 そ れ に 対 し て 、 ダ イ ナ ミ ッ ク 測 定 レ ン
ジ の 高 い 方 へ の 拡 大 は 報 告 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 免 疫 試 験 デ バ イ ス の ダ イ ナ ミ ッ ク 測 定 レ ン ジ は 、 事 実 上 は 、 サ ン プ ル 試 料 を 、 分 析 の 前
に 、 し か る べ く 希 釈 す る こ と に よ っ て も 拡 大 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で 達 成 さ れ る 測
定 域 の 拡 大 は 、 分 析 に エ ラ ー を 生 じ か ね な い 追 加 の ハ ン ド リ ン グ ス テ ッ プ を 必 要 と す る の
で 、 好 ま し い も の で は な い 。 さ ら に 、 特 に 同 種 の サ ン プ ル に お い て ア ナ ラ イ ト が 非 常 に 高
い 濃 度 に 加 え て 非 常 に 低 い 濃 度 で も 存 在 し 得 る ケ ー ス で は 、 ア ナ ラ イ ト が サ ン プ ル 中 に 高
濃 度 で 存 在 し て い な い 場 合 は 、 ア ナ ラ イ ト の 濃 度 が 、 希 釈 の 結 果 、 検 出 下 限 よ り 下 に く る
可 能 性 が あ る の で 、 ま た サ ン プ ル 中 で ア ナ ラ イ ト が 間 違 っ て 検 出 さ れ な い と い う 可 能 性 も
あ る の で 、 そ う で な い 場 合 の み 、 制 御 さ れ た サ ン プ ル 希 釈 が 薦 め ら れ る が 、 反 対 の ケ ー ス
で は 薦 め ら れ な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ れ ま で 、 ア ナ ラ イ ト 検 出 の 検 出 下 限 に 悪 い 影 響 を 及 ぼ す こ と な く 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 試 験 デ バ イ ス の ダ イ ナ ミ ッ ク 測 定 レ ン ジ を 高 い ア ナ ラ イ ト 濃 度 の 方 へ 拡 大 す る た め の
簡 単 で 信 頼 の 置 け る 方 法 は な か っ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 先 行 技 術 の 欠 点 を 解 消 す る こ と で あ る 。 特 に 、 本 発 明 の 課 題 は 、 特 異
的 結 合 反 応 型 の 試 験 素 子 、 特 に 免 疫 試 験 素 子 の ダ イ ナ ミ ッ ク 測 定 レ ン ジ を 高 い ア ナ ラ イ ト
濃 度 の 方 へ 拡 大 す る こ と で あ り 、 こ の 場 合 、 特 に こ れ は 検 出 下 限 を 損 な う こ と な く 可 能 で
な け れ ば な ら な い 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ の 課 題 は 、 本 発 明 の 主 題 に よ っ て 達 成 さ れ る 。  
　 本 発 明 の 主 題 は 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 従 属 す
る 請 求 項 の 主 題 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 、 特 異 的 結 合 試 薬 型 試 験 素 子 、 特 に 免 疫 試 験 素 子 の ダ イ ナ ミ ッ ク 測 定 レ ン ジ を
、 検 出 下 限 を 損 な う こ と な く 高 い ア ナ ラ イ ト 濃 度 の 方 へ シ フ ト す る こ と を 可 能 に す る も の
で あ る 。 こ の 目 的 の た め 、 本 発 明 に よ れ ば 、 ア ナ ラ イ ト へ の 親 和 性 が 異 な る た め に （ 例 え
ば 、 ア ナ ラ イ ト に 対 し て 異 な る 親 和 性 を 有 す る 抗 体 ） あ る い は ア ナ ラ イ ト も し く は ア ナ ラ
イ ト 検 出 に 関 与 し て い る 他 の 試 薬 と の 相 互 作 用 の 原 理 が 異 な る た め に 異 な る 強 度 の 検 出 可
能 な シ グ ナ ル を 発 生 す る 試 薬 を 含 有 す る 少 な く と も ２ つ の ゾ ー ン を 、 試 験 素 子 中 ま た は 試
験 素 子 上 に 設 け る こ と が 提 案 さ れ る （ 例 え ば 、 ア ナ ラ イ ト を 標 的 と す る 抗 体 を １ つ の ゾ ー
ン 中 に 、 ア ナ ラ イ ト も し く は ア ナ ラ イ ト 類 似 体 を も う １ つ の ゾ ー ン 中 に ） 。 こ の 関 連 で 、
「 異 な る 相 互 作 用 の 原 理 」 は 、 例 え ば １ つ の ゾ ー ン に お け る サ ン ド イ ッ チ 複 合 体 形 成 と 、
他 方 の ゾ ー ン に お け る 競 合 試 験 手 続 の よ う な 異 な る 試 験 原 理 で あ り 得 る 。 こ の 少 な く と も
２ つ の ゾ ー ン 中 の シ グ ナ ル は 、 ア ナ ラ イ ト 濃 度 ／ シ グ ナ ル 強 度 の 関 係 を 評 価 す る の に 使 用
さ れ 、 ま た 適 切 な 方 法 （ 相 関 関 係 ） に よ り ア ナ ラ イ ト を 測 定 す る の に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 に お け る 試 験 素 子 中 ま た は 試 験 素 子 上 の ２ つ の 重 要 な ゾ ー ン は 、 よ り
明 確 に す る た め 、 そ し て 区 別 で き る よ う に す る た め に 、 以 下 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン （ 略 称
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： 検 出 ゾ ー ン ） お よ び 対 照 ゾ ー ン と 呼 ぶ 。 こ れ ら の 用 語 は 、 通 常 の 言 葉 づ か い に よ れ ば そ
れ ら が 通 常 で な い 場 合 も 、 例 え ば ゾ ー ン 中 に 異 な る 親 和 性 を 有 す る 結 合 パ ー ト ナ ー が 収 容
さ れ 、 そ の 結 果 、 ア ナ ラ イ ト の 閾 値 濃 度 を 越 え た 時 の み シ グ ナ ル を 観 測 す る こ と が で き る
場 合 も 、 そ の ま ま で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 に は 、 試 験 素 子 上 で 、 ２ つ 以 上 の 検 出 ゾ ー ン 、 お よ び ／ ま た は ２ つ 以 上 の 対 照 ゾ
ー ン を 評 価 す る 方 法 も 包 含 さ れ る 。 本 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 、 高 親 和 性 結 合 パ ー ト ナ ー を
有 す る 検 出 ラ イ ン 、 低 親 和 性 結 合 パ ー ト ナ ー を 有 す る 検 出 ラ イ ン 、 お よ び 対 照 ゾ ー ン （ 例
え ば 固 定 化 ア ナ ラ イ ト 類 似 体 を 有 す る ） を 含 む 試 験 素 子 を 評 価 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 解 決 策 は 、 特 に 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ に お け る 対 照 ラ イ ン の 追 加 的 な 定 量 評
価 に よ る 、 免 疫 試 験 デ バ イ ス の 測 定 レ ン ジ の 拡 大 に 係 わ る 。 こ の ラ イ ン は 、 通 常 、 ユ ー ザ
ー の た め の 機 能 対 照 と し て の み 使 用 さ れ 、 ア ナ ラ イ ト を 定 量 す る の に は 使 用 さ れ な い 。 し
か し な が ら 、 ア ナ ラ イ ト の 含 有 量 が 増 え る と 、 よ り 多 く の 抗 体 － 標 識 化 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が
シ グ ナ ル ラ イ ン 上 に 捕 捉 さ れ 、 あ る い は ア ナ ラ イ ト で 飽 和 さ れ 、 そ の 結 果 よ り 少 な い 抗 体
－ 標 識 コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ 例 え ば 抗 体 － 金 コ ン ジ ュ ゲ ー ト ） が 対 照 ラ イ ン 上 に 結 合 す る 。 そ
れ 故 、 対 照 ラ イ ン の シ グ ナ ル 強 度 は 、 ア ナ ラ イ ト 濃 度 の 増 加 と と も に 小 さ く な る 。 対 照 ラ
イ ン で の シ グ ナ ル 強 度 と シ グ ナ ル ラ イ ン で の シ グ ナ ル 強 度 を 同 時 に 測 定 し （ 例 え ば 反 射 率
測 定 ま た は 蛍 光 測 定 に よ り ） 、 ２ つ の シ グ ナ ル 強 度 が 適 切 な ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て オ フ セ
ッ ト さ れ る こ と に よ っ て 、 ダ イ ナ ミ ッ ク 測 定 レ ン ジ お よ び 検 量 曲 線 の 勾 配 が （ し た が っ て
高 い 濃 度 で の 精 度 も ） 大 幅 に 改 良 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ れ は 当 然 、 免 疫 結 合 反 応 以 外 の 特 異 的 結 合 反 応 に 基 礎 を 置 い て い る 試 験 素 子 に も 同 じ
よ う に 適 用 さ れ る 。 対 応 す る 特 異 的 結 合 反 応 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 例 と し て 、 以 下
の 結 合 対 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
抗 体 と ハ プ テ ン 、 抗 原 、 も し く は 他 の 抗 体 （ 例 え ば 種 特 異 的 抗 体 － 抗 体 の 相 互 作 用 ） ［ こ
の 場 合 、 一 部 の ケ ー ス で は 、 こ れ ら の 種 の 断 片 で も 十 分 で あ る ） ；
ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン も し く は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ；
ホ ル モ ン と ホ ル モ ン 受 容 体 ；
糖 と レ ク チ ン ；
核 酸 と 相 補 核 酸 な ど 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 よ り 解 り 易 く す る た め に 、 ま た よ り 明 確 に す る た め に 、 以 下 、 免 疫 結 合 対 、 す な わ ち 抗
体 と ハ プ テ ン も し く は 抗 原 も し く は 抗 体 の 結 合 対 を よ り 詳 細 に 考 察 す る が 、 本 発 明 の こ の
好 ま し い 実 施 形 態 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 い ず れ に せ よ 唯 一 の 実 施 形 態 で は な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 特 に 免 疫 試 験 素 子 を 用 い て サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト 濃 度 を 決 定 す る の
に 用 い ら れ る 。 こ の 関 連 に お い て 、 試 験 素 子 は 、 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン に 加 え て 対 照 ゾ ー
ン も 有 し て い る 。 こ の 試 験 素 子 と サ ン プ ル を 接 触 さ せ て 、 ア ナ ラ イ ト の 特 異 的 試 薬 と 接 触
さ せ る と 、 サ ン プ ル 中 に ア ナ ラ イ ト が 存 在 す る 場 合 は 、 特 異 的 試 薬 と の 相 互 作 用 に よ っ て
ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 で 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ る 。 測 定 さ れ る シ グ ナ ル は 、 サ ン プ
ル 中 の ア ナ ラ イ ト の 量 に よ っ て 決 ま る 。 ア ナ ラ イ ト と 相 互 作 用 し な か っ た 特 異 的 試 薬 の 一
部 、 つ ま り 検 出 ゾ ー ン 中 の 試 薬 の 一 部 は 、 対 照 ゾ ー ン 中 で 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ る 。
こ の 関 連 に お い て 、 対 照 ゾ ー ン 中 で 検 出 さ れ る シ グ ナ ル は 、 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト の 量
に よ っ て 決 ま る こ と も 重 要 で あ る 。 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 の シ グ ナ ル と 対 照 ゾ ー ン 中 の
シ グ ナ ル は 測 定 さ れ 、 互 い に 相 関 さ れ る （ 例 え ば 互 い に オ フ セ ッ ト さ れ る ） 。 オ フ セ ッ ト
の 結 果 は 検 量 曲 線 と 比 較 さ れ 、 最 終 的 に ア ナ ラ イ ト 濃 度 が 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
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　 本 発 明 に よ れ ば 、 適 し て い る ア ナ ラ イ ト は 、 特 異 的 結 合 対 関 係 に 基 づ い て 検 出 で き る ア
ナ ラ イ ト で あ る 。 免 疫 的 な 検 出 の 好 ま し い ケ ー ス に お い て は 、 ア ナ ラ イ ト は 特 に 抗 体 、 抗
原 、 ハ プ テ ン （ こ の ケ ー ス で は 、 そ の 断 片 も 含 ま れ る ） で あ る 。 以 下 の 検 出 可 能 免 疫 ア ナ
ラ イ ト は 特 に 好 ま し い ： hCG、 BNP、 (NT-)proBNP、 ト ロ ポ ニ ン I、 ト ロ ポ ニ ン T、 ミ オ グ ロ
ビ ン 、 D-ダ イ マ ー 、 CRP、 HIV、 HCV、 CD40、 CK-MB、 TSHな ど 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 全 て の 液 体 サ ン プ ル 試 料 ま た は 液 体 形 態 に 変 換 で き る サ ン プ ル 試 料 は
、 ア ナ ラ イ ト を 決 定 す る こ と が で き る サ ン プ ル と し て 適 し て い る 。 特 に 、 血 液 お よ び そ れ
か ら 誘 導 さ れ る 分 画 （ 血 清 、 血 漿 ） 、 唾 液 、 尿 、 脳 脊 髄 液 、 精 液 、 間 質 液 、 汗 な ど の 体 液
が 適 し て い る 。 ま た 、 液 体 で は な い が 、 溶 媒 、 特 に 水 性 溶 媒 へ の 溶 解 ま た は 懸 濁 に よ り 液
体 相 中 へ 移 動 さ せ る こ と が で き る サ ン プ ル 試 料 も 適 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 用 い る こ と が で き る 免 疫 試 験 素 子 は 当 業 者 に は 良 く 知 ら れ て い る 。 そ の
よ う な 試 験 素 子 を 用 い て の ア ナ ラ イ ト 検 出 は 、 ア ナ ラ イ ト と 結 合 パ ー ト ナ ー と の 特 異 的 相
互 作 用 に そ の 基 礎 を 置 い て い る 。 そ の よ う な 相 互 作 用 と し て は 、 抗 原 ／ 抗 体 、 抗 体 ／ 抗 体
、 ハ プ テ ン ／ 抗 体 、 抗 原 断 片 ／ 抗 体 、 抗 体 断 片 ／ 抗 体 な ど の 結 合 対 が 挙 げ ら れ る 。 上 で 既
に 述 べ た よ う に 、 試 験 素 子 に は 、 通 常 、 そ の 中 を 流 れ る こ と が 可 能 で あ る 部 材 が 含 ま れ て
お り （ 例 え ば ペ ー パ ー 、 フ リ ー ス 、 メ ン ブ レ イ ン 、 毛 管 流 路 ） 、 該 部 材 は 場 合 に よ っ て は
不 活 性 な 支 持 体 に 取 り 付 け ら れ る 。 各 試 験 素 子 は 、 典 型 的 に は １ つ 以 上 の サ ン プ ル 適 用 ゾ
ー ン 、 吸 引 ゾ ー ン 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ゾ ー ン 、 検 出 ゾ ー ン 、 反 応 ゾ ー ン 、 対 照 ゾ ー ン を
有 し て い る 。 本 発 明 に と っ て は 、 少 な く と も １ つ の （ ア ナ ラ イ ト ） 検 出 ゾ ー ン お よ び 少 な
く と も １ つ の 対 照 ゾ ー ン が 存 在 し て い る こ と の み が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 中 を 流 れ る こ と が 可 能 で あ る 部 材 内 も し く は 部 材 上 に あ る 、 対 照 ゾ ー ン か ら は 離 間 さ れ
て い る 、 空 間 的 に 非 常 に 限 ら れ た 領 域 が ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン と し て の 役 割 を 果 た し 、 こ
の 中 で 、 ア ナ ラ イ ト の 指 標 と な る 種 が 、 試 験 素 子 の 意 図 さ れ る 使 用 の 過 程 に お い て 、 視 覚
的 も し く は 光 学 的 に ま た は そ の 他 の 方 法 で 検 出 で き る よ う な 方 式 で 結 合 さ れ る 。 典 型 的 に
は 、 ア ナ ラ イ ト に と っ て の 検 出 可 能 結 合 パ ー ト ナ ー 、 例 え ば 適 切 に 標 識 化 さ れ た 抗 ア ナ ラ
イ ト 抗 体 が 、 特 異 的 相 互 作 用 に よ っ て ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 で 結 合 さ れ る 。 こ の 目 的 の
た め に 、 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 に は 、 対 応 す る 固 定 化 結 合 パ ー ト ナ ー が 位 置 し て お り 、
例 え ば 、 抗 ア ナ ラ イ ト 抗 体 （ 固 定 化 抗 体 と 、 ア ナ ラ イ ト と 、 検 出 可 能 標 識 化 抗 体 と か ら 構
成 さ れ る 検 出 可 能 な サ ン ド イ ッ チ 複 合 体 が 形 成 さ れ 得 る よ う に ） や 固 定 化 (ポ リ )(ス ト レ
プ ト )ア ビ ジ ン （ ビ オ チ ニ ル 化 抗 体 と 、 ア ナ ラ イ ト と 、 検 出 可 能 標 識 化 抗 体 と か ら 構 成 さ
れ る 事 前 形 成 サ ン ド イ ッ チ 複 合 体 が 形 成 さ れ 得 る よ う に ） の よ う な 他 の 結 合 パ ー ト ナ ー が
位 置 し て い る 。 そ の よ う な 検 出 ゾ ー ン の 構 造 、 機 能 、 さ ら に は 改 変 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら
れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 中 を 流 れ る こ と が 可 能 で あ る 部 材 上 も し く は 部 材 中 で ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン か ら は 離 間
し て お り ま た 通 常 そ の 下 流 に 位 置 し て い る 空 間 的 に 非 常 に 限 ら れ た 領 域 が 典 型 的 に 対 照 ゾ
ー ン と し て 用 い ら れ 、 こ の 中 で 、 上 記 の 種 が 、 試 験 素 子 の 意 図 さ れ る 使 用 の 過 程 に お い て
、 サ ン プ ル 中 に お け る ア ナ ラ イ ト の 存 在 と は 無 関 係 に 、 視 覚 的 も し く は 光 学 的 に ま た は 他
の 方 法 に よ り 検 出 で き る よ う な 方 式 で 結 合 さ れ る 。 対 照 ゾ ー ン は 、 通 常 、 試 験 素 子 の 機 能
対 照 に 使 わ れ る 。 対 照 ゾ ー ン 中 で の シ グ ナ ル は 、 サ ン プ ル が 貫 流 型 支 持 体 の 中 を 正 し く 流
れ た こ と 、 お よ び 理 想 的 に は 対 応 す る 結 合 試 薬 が 機 能 し て い る こ と を 証 明 す る も の で あ る
。 典 型 的 に は 、 ア ナ ラ イ ト の 検 出 可 能 結 合 パ ー ト ナ ー 、 例 え ば 適 切 に 標 識 化 さ れ た 抗 ア ナ
ラ イ ト 抗 体 が 、 特 異 的 相 互 作 用 に よ っ て 対 照 ゾ ー ン 中 で 結 合 さ れ る 。 こ の 目 的 の た め に 、
対 照 ゾ ー ン 中 に は 標 識 化 抗 ア ナ ラ イ ト 抗 体 に 対 す る 抗 体 の よ う な 対 応 す る 固 定 化 結 合 パ ー
ト ナ ー が 存 在 し て い る か （ 固 定 化 抗 体 と 検 出 可 能 標 識 化 抗 体 と か ら 構 成 さ れ る 検 出 可 能 複
合 体 が 形 成 さ れ 得 る よ う に ） 、 ま た は 対 照 ゾ ー ン 中 に は 固 定 化 ア ナ ラ イ ト 類 似 体 が 存 在 し
て い る （ ア ナ ラ イ ト と 検 出 可 能 標 識 化 抗 体 と か ら 構 成 さ れ る 複 合 体 が 形 成 さ れ 得 る よ う に
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） 。 そ の よ う な 対 照 ゾ ー ン の 構 造 、 機 能 、 さ ら に は 改 変 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 試 験 素 子 中 に 収 容 さ れ て い る 、 ま た は 試 験 素 子 も し く は サ ン プ ル に 加 え ら れ る こ と に な
る 特 異 的 試 薬 （ 同 じ 意 味 で 「 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 」 と も 呼 ば れ る ） は 、 ア ナ ラ イ ト ま た
は 支 持 体 上 の 固 定 化 結 合 パ ー ト ナ ー と 選 択 的 （ 結 合 ） 反 応 を 起 こ す 。 こ れ か ら 、 サ ン プ ル
中 に 存 在 す る ア ナ ラ イ ト の 量 に つ い て の 結 論 を 、 直 接 的 に ま た は 間 接 的 に 引 き 出 す こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 好 ま し い 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 抗 体 （ AB； 英 語 の antibodiesつ ま り AB） 特 に ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 （ PAB； 英 語 の polyclonal antibodiesつ ま り PAB） ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ MAB
； 英 語 の monoclonal antibodiesつ ま り MAB） に 加 え て 抗 原 お よ び ハ プ テ ン な ら び に そ れ ら
の 断 片 で あ る 。 但 し 、 こ れ ら は 、 特 異 的 ア ナ ラ イ ト 検 出 の 目 的 に 対 し て は 活 性 で あ る と す
る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 好 ま し く は 、 結 合 パ ー ト ナ ー の 一 部 は 、 例 え ば 、 フ リ ー ス 、 メ ン ブ レ イ ン な ど の 適 当 な
支 持 部 材 に 含 浸 さ せ る こ と に よ っ て 、 あ る い は 対 応 す る （ 毛 管 ） 流 路 構 造 物 中 に そ れ ら を
つ け て 乾 燥 さ せ る こ と に よ っ て 、 そ れ ら が サ ン プ ル 液 体 に よ っ て 試 験 デ バ イ ス か ら 引 き 離
さ れ る こ と が で き る よ う な 方 式 で 試 験 デ バ イ ス 上 に 設 け ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 し か し な が ら 、 迅 速 試 験 に 対 し て は 、 溶 解 し た 試 薬 の 形 態 に あ る 、 結 合 パ ー ト ナ ー の う
ち の 少 な く と も １ つ を 加 え る こ と も で き 、 例 え ば 、 試 薬 溶 液 を サ ン プ ル に 加 え る こ と あ る
い は サ ン プ ル と は 独 立 し て 試 薬 溶 液 を 試 験 デ バ イ ス に 塗 布 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ
れ ば 、 少 し 好 ま し く な い が 、 迅 速 試 験 に 対 し て 、 全 て の 結 合 パ ー ト ナ ー を １ つ の 溶 液 中 ま
た は 数 個 の 溶 液 中 に 用 い る こ と も で き る 。 こ の ケ ー ス で は 、 試 験 デ バ イ ス 上 の 検 出 ゾ ー ン
中 に は 、 対 応 し て 標 識 化 さ れ て い る 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー を 捕 捉 す る こ と が で き る 、 つ ま
り ア ナ ラ イ ト を 迅 速 試 験 の 固 体 相 に 間 接 的 に 結 合 さ せ る こ と が で き る た っ た １ つ の 追 加 的
な 結 合 パ ー ト ナ ー が あ る 。 同 様 に 、 対 照 ゾ ー ン 中 に は 、 ア ナ ラ イ ト の 直 接 的 な 関 与 を 必 要
と す る こ と な く 、 対 応 し て 標 識 化 さ れ て い る 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー を 捕 捉 す る こ と が で き
る 結 合 パ ー ト ナ ー が あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 検 出 ゾ ー ン 中 に 加 え て 対 照 ゾ ー ン 中 に も 固 定 化 さ れ て い る 結 合 パ ー ト ナ ー の う ち の １ つ
は 、 原 則 的 に は 、 こ れ ら の ゾ ー ン 中 で 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ る 。 こ の 関 連 に お い て 、
好 ま し く は な い が 、 ２ つ の ゾ ー ン 中 の シ グ ナ ル が 、 異 な る 原 理 に 基 づ い て い る こ と は 可 能
で あ る 。 こ れ に 対 し て 、 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 の シ グ ナ ル に 加 え て 対 照 ゾ ー ン 中 の シ グ
ナ ル が 、 同 じ 原 理 に 基 づ い て い る の が 好 ま し い 。 検 出 可 能 シ グ ナ ル は 、 例 え ば 光 学 的 ま た
は 視 覚 的 に 検 出 可 能 な 色 変 化 、 ル ミ ネ セ ン ス シ グ ナ ル 特 に 蛍 光 発 光 シ グ ナ ル 、 放 射 性 放 射
線 な ど で あ る 。 検 出 可 能 シ グ ナ ル は 、 上 述 し た よ う に 、 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 ま た は 対
照 ゾ ー ン 中 に 結 合 さ れ て い る 適 切 に 標 識 化 さ れ た 種 （ 結 合 パ ー ト ナ ー ） に よ っ て 発 生 さ れ
る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 特 に 以 下 の も の が 、 結 合 パ ー ト ナ ー の 標 識 と し て 考 え ら れ る 。 着 色
ラ テ ッ ク ス 、 ポ リ マ ー 標 識 、 あ る い は 半 導 体 ナ ノ 結 晶 （ い わ ゆ る 量 子 ド ッ ト ） を 用 い た も
の や 金 属 （ ゾ ル ） 標 識 （ 金 、 セ レ ン 等 ） の よ う な 粒 子 状 標 識 、 な ら び に 非 粒 子 状 標 識 （ 酵
素 標 識 、 放 射 性 同 位 体 標 識 、 蛍 光 標 識 ） な ど で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 用 い る 標 識 に 応 じ て 、 当 然 、 他 の 検 出 方 法 が 必 要 で あ り 、 ま た 考 え ら れ る （ 例 え ば 蛍 光
発 光 の 測 定 、 放 射 能 の 測 定 、 酵 素 活 性 の 決 定 等 ） 。 こ れ ら の 検 出 方 法 は 、 特 に 、 適 切 に 構
築 さ れ た 測 定 機 器 を 用 い て 、 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 に 加 え て 対 照 ゾ ー ン 中 で も 発 生 す る
シ グ ナ ル の 測 定 が で き る も の で あ る 。 こ れ ら は 、 当 業 者 に は 知 ら れ て い る 。 し か し な が ら
、 本 発 明 に よ れ ば 、 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 の シ グ ナ ル に 加 え て 対 照 ゾ ー ン 中 の シ グ ナ ル
も こ の 測 定 機 器 に よ っ て 検 出 さ れ る こ と が 重 要 で あ る 。 適 切 な 測 定 機 器 お よ び 試 験 素 子 評
価 方 法 は 、 当 業 者 に は 知 ら れ て い る 。 Roche Diagnostics GmbH社 （ Manheim） の 「 Cardiac
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 Reader」 が 、 測 定 機 器 の 代 表 的 な 例 と し て 言 及 さ れ る 。 こ の ケ ー ス で は 、 免 疫 試 験 ス ト
リ ッ プ が １ つ ま た は そ れ 以 上 の 光 源 （ 例 え ば LED） で 照 射 さ れ 、 検 出 ゾ ー ン （ シ グ ナ ル ラ
イ ン ） の 濃 淡 値 お よ び 対 照 ゾ ー ン の 濃 淡 値 が 空 間 分 割 反 射 率 測 定 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 対
応 す る 測 定 方 法 お よ び 評 価 方 法 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,717,778号 明 細 書 に 記 載 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 検 出 ゾ ー ン か ら の シ グ ナ ル と と も に 対 照 ゾ ー ン か ら の シ グ ナ ル が 検 出
さ れ 、 適 切 な 数 学 的 な 手 法 に よ っ て 互 い に オ フ セ ッ ト さ れ る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 測 定 機 器
の 中 央 計 算 ユ ニ ッ ト 中 で 行 わ れ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 ど ち ら の シ グ ナ ル も 、 少 な く と も ア
ナ ラ イ ト の あ る 濃 度 範 囲 内 で は 、 ア ナ ラ イ ト の 濃 度 に 依 存 し て い る こ と が 重 要 で あ る 。 そ
の 結 果 、 試 験 素 子 の ダ イ ナ ミ ッ ク 測 定 レ ン ジ を 、 後 の 実 施 例 で よ り 詳 し く 説 明 す る 適 切 な
数 学 的 な 手 法 に よ っ て 、 拡 大 す る こ と が で き る （ 検 出 ゾ ー ン 中 の シ グ ナ ル だ け を 評 価 す る
の と 比 較 し て ） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ア ナ ラ イ ト の 濃 度 は 、 検 出 ゾ ー ン お よ び 対 照 ゾ ー ン の 測 定 シ グ ナ ル か ら 、 そ の 測 定 値 を
、 （ ア ナ ラ イ ト の 既 知 量 を 含 有 し て い る 標 準 溶 液 を 測 定 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た ） 対 応
の 検 量 曲 線 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 従 来 ど お り 決 定 さ れ る 。 好 ま し く は 検 出 ラ イ ン の シ
グ ナ ル に 加 え て 対 照 ラ イ ン の シ グ ナ ル も 用 い て 検 量 曲 線 を 確 立 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 の 考 え ら れ る 実 施 態 様 で は 、 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 で 検 出 可 能 シ グ
ナ ル を 生 じ る 試 薬 と 対 照 ゾ ー ン 中 で 検 出 可 能 シ グ ナ ル を 生 じ る 試 薬 は ア ナ ラ イ ト に 対 し て
異 な る 親 和 性 を 有 し て い る 、 ま た は ア ナ ラ イ ト と の 反 応 性 が 異 な っ て い る 。 ア ナ ラ イ ト に
対 し て 親 和 性 が 低 い ま た は 反 応 性 が 低 い 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 で
の シ グ ナ ル 発 生 よ り も 対 照 ゾ ー ン 中 で の シ グ ナ ル 発 生 に 関 与 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 の 別 の 考 え ら れ る 実 施 態 様 で は 、 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 で 検 出 可 能
シ グ ナ ル を 生 じ る 試 薬 と 対 照 ゾ ー ン 中 で 検 出 可 能 シ グ ナ ル を 生 じ る 試 薬 は 、 ア ナ ラ イ ト と
の ま た は ア ナ ラ イ ト の 検 出 に 関 与 し て い る 他 の 試 薬 と の 相 互 作 用 の 原 理 が 異 な る た め に 異
な る 強 度 の 検 出 可 能 シ グ ナ ル を 発 生 す る 。 特 に 、 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 に は ア ナ ラ イ ト
を 標 的 と す る 抗 体 を 結 合 す る こ と が で き 、 対 照 ゾ ー ン 中 に は ア ナ ラ イ ト も し く は ア ナ ラ イ
ト 類 似 体 を 結 合 す る こ と が で き る 。 ま た 、 対 照 ゾ ー ン 中 に 固 定 化 さ れ て い る 結 合 パ ー ト ナ
ー が 抗 体 の 別 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る こ と 、 ま た は 抗 体 に 合 成 的 に 加 え ら れ た 異 種 構 造 体
要 素 に 結 合 す る こ と 、 あ る い は 固 定 化 さ れ る 抗 体 に 対 す る 種 特 異 的 抗 体 が 対 照 ゾ ー ン 中 に
固 定 化 さ れ る こ と も 可 能 で あ る 。 こ れ ら 変 形 態 は 、 全 て 当 業 者 に は 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 測 定 レ ン ジ を 非 常 に 高 い 濃 度 に ま で 拡 大 す る 一 つ の 可 能 性 は 、 い わ ゆ る 高 用 量 フ ッ ク 効
果 が 存 在 す る 場 合 に 起 こ る 。 こ の ケ ー ス で は 、 非 常 に 高 い ア ナ ラ イ ト 濃 度 で は 、 用 意 さ れ
て い る 抗 体 の 量 が 、 各 場 合 に お い て 、 サ ン ド イ ッ チ 複 合 体 を 形 成 す る の に は も は や 十 分 で
な い の で 、 シ グ ナ ル ラ イ ン の 強 度 は 反 対 に 小 さ く な る 。 ア ナ ラ イ ト と 、 各 場 合 １ つ の 抗 体
と か ら 構 成 さ れ る 複 合 体 （ コ ン ジ ュ ゲ ー ト ） の 形 成 が 、 増 加 す る の で あ る 。 こ の 濃 度 域 で
は 、 対 照 ラ イ ン の 強 度 ま た は そ の 濃 度 依 存 性 は 弱 す ぎ て 評 価 で き な い 可 能 性 が あ る 。 そ れ
に 対 し て 、 シ グ ナ ル ラ イ ン の 強 度 の 低 下 は 、 濃 度 の 関 数 と し て 評 価 す る こ と が で き る 。 そ
れ ゆ え 、 こ の ケ ー ス に 対 し て は 、 ３ つ の 評 価 域 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
1. 濃 度 の 関 数 と し て の シ グ ナ ル ラ イ ン 強 度 の 増 大 。  
2. 濃 度 の 関 数 と し て の 対 照 ラ イ ン 強 度 の 低 下 。  
3. 濃 度 の 関 数 と し て の シ グ ナ ル ラ イ ン 強 度 の 低 下 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 上 記 ３ つ の 域 の 自 動 的 な 区 分 け は 、 例 え ば 、 以 下 の ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 達 成 す る こ と
が で き る 。  
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【 ０ ０ ４ ９ 】
A) シ グ ナ ル ラ イ ン の 反 射 率 が X1%よ り 大 き く 且 つ 対 照 ラ イ ン の 反 射 率 が Y1%よ り 小 さ い 場
合 は 、 シ グ ナ ル ラ イ ン の み を 評 価 し 、 A1～ A2mg/mLの ア ナ ラ イ ト 濃 度 に 対 す る 検 量 曲 線 を
用 い る 。
B) シ グ ナ ル ラ イ ン の 反 射 率 が X2%よ り 小 さ く 且 つ 対 照 ラ イ ン の 反 射 率 が Y2%よ り 大 き く 且
つ Y3%よ り 小 さ い 場 合 は 、 対 照 ラ イ ン の み を 評 価 し 、 A3～ A4mg/mLの ア ナ ラ イ ト 濃 度 に 対 す
る 検 量 曲 線 を 用 い る 。
C) シ グ ナ ル ラ イ ン の 反 射 率 が X3%よ り 大 き く 且 つ 対 照 ラ イ ン の 反 射 率 が Y4%よ り 大 き い 場
合 は 、 シ グ ナ ル ラ イ ン の み を 評 価 し 、 A5～ A6mg/mLの ア ナ ラ イ ト 濃 度 に 対 す る 検 量 曲 線 を
用 い る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 以 下 の 実 施 例 と 図 を 基 に 、 本 発 明 を よ り 詳 細 に 説 明 す る 。 実 施 例 で は 、 金 標 識 化 結 合 パ
ー ト ナ ー を 用 い る ま た 反 射 率 光 度 計 測 に よ っ て 測 定 さ れ る 免 疫 試 験 デ バ イ ス が 例 示 的 に 示
さ れ て い る が 、 本 発 明 は こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 抗 原 （ ま た は ハ プ テ ン ） － 抗 体
結 合 対 に 基 づ く 免 疫 相 互 作 用 以 外 に も 他 の 結 合 対 が 考 え ら れ 、 特 に 、 ホ ル モ ン － 受 容 体 、
糖 － レ ク チ ン 、 核 酸 － 相 補 核 酸 、 ビ オ チ ン － (ス ト レ プ ト )ア ビ ジ ン な ど が 考 え ら れ る 。 金
標 識 以 外 に も 、 例 え ば 着 色 ラ テ ッ ク ス 、 ポ リ マ ー 標 識 、 あ る い は 半 導 体 ナ ノ 結 晶 （ い わ ゆ
る 量 子 ド ッ ト ） を 用 い た も の や 他 の 金 属 （ ゾ ル ） 標 識 の よ う な 粒 子 状 標 識 、 な ら び に 非 粒
子 状 標 識 （ 酵 素 標 識 、 放 射 性 同 位 体 標 識 、 蛍 光 標 識 ） な ど が 考 え ら れ る 。 用 い る 標 識 に 応
じ て 、 当 然 、 他 の 検 出 方 法 も 必 要 と さ れ る し 、 ま た 考 え ら れ る （ 例 え ば 、 蛍 光 の 測 定 、 放
射 線 の 測 定 、 酵 素 活 性 の 決 定 な ど ） 。 当 業 者 な ら 、 様 々 な 態 様 に あ る こ れ ら の 方 法 を 知 っ
て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】

　 試 験 デ バ イ ス （ 図 １ ） は 、 サ ン プ ル 適 用 ゾ ー ン (１ )、 赤 血 球 分 離 ゾ ー ン (２ )、 検 出 ゾ ー
ン (３ )、 吸 引 ゾ ー ン (４ )が 適 用 さ れ て い る 支 持 部 材 (５ )か ら 構 成 さ れ て い る 。 サ ン プ ル 適
用 ゾ ー ン (１ )に は 、 赤 血 球 分 離 マ ト リ ク ス (７ )に 一 部 重 な っ て い る サ ン プ ル 適 用 マ ト リ ク
ス (６ )が 位 置 し て い る 。 同 じ よ う に 赤 血 球 分 離 マ ト リ ク ス (７ )が 検 出 マ ト リ ク ス (８ )（ 検
出 ゾ ー ン ） に 一 部 重 な っ て お り 、 こ れ に ポ リ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン が ラ イ ン (９ )の 形 態 で 検
出 ラ イ ン と し て 固 定 化 さ れ て お り 、 ま た 抗 原 ま た は 抗 原 類 似 体 が 、 対 照 ラ イ ン と し て の ラ
イ ン (１ ０ )の 形 態 で 、 例 え ば 合 成 も し く は 組 み 換 え の 抗 原 ペ プ チ ド と し て 固 定 化 さ れ て い
る 。 検 出 マ ト リ ク ス (８ )に は 吸 引 マ ト リ ク ス (１ １ )が 一 部 重 な っ て い る 。 検 出 す る ア ナ ラ
イ ト と 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 求 め ら れ て い る 試 薬 は 全 て サ ン プ ル 適 用 マ ト リ ク ス (６ )中
に 含 ま れ て い る 。 こ の ケ ー ス で は 、 サ ン プ ル 適 用 ゾ ー ン は 、 互 い の 上 に 横 た わ っ て い る ２
枚 の フ リ ー ス か ら 構 成 さ れ て お り 、 こ の 場 合 第 １ の フ リ ー ス （ 金 フ リ ー ス ） は 抗 ア ナ ラ イ
ト 金 標 識 化 抗 体 が 含 浸 さ れ て お り 、 第 ２ の フ リ ー ス （ ビ オ チ ン フ リ ー ス ） に は 抗 ア ナ ラ イ
ト ビ オ チ ニ ル 化 抗 体 が 含 ま れ て い る 。 こ の ケ ー ス で は 、 ア ナ ラ イ ト は 血 液 中 に 存 在 す る 抗
原 、 特 に ト ロ ポ ニ ン T、 NT-proBNP、 ま た は Dダ イ マ ー で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 支 持 層 ５ と し て は 厚 み 350μ mを 有 す る ポ リ エ ス テ ル ホ イ ル （ ピ ュ ッ ツ 社 ） が 用 い ら れ て
い る 。 サ ン プ ル 適 用 マ ト リ ク ス ６ と し て は 厚 み 360μ mを 有 す る ポ リ エ ス テ ル フ リ ー ス （ ロ
ッ シ ュ ・ ダ イ ア ゴ ノ ス テ ィ ッ ク ス 社 ） が 用 い ら れ て い る 。 赤 血 球 分 離 マ ト リ ク ス ７ と し て
は 厚 み が 1.8mmの ガ ラ ス 繊 維 フ リ ー ス （ ロ ッ シ ュ ・ ダ イ ア ゴ ノ ス テ ィ ッ ク ス 社 ） が 用 い ら
れ て い る 。 検 出 マ ト リ ク ス ８ と し て は 厚 み 140μ mを 有 す る ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ イ ン
（ サ ル ト リ ウ ス 社 ） が 用 い ら れ て い る 。 吸 引 マ ト リ ク ス １ １ と し て は 厚 み が 1.8mmの ガ ラ
ス 繊 維 フ リ ー ス （ ロ ッ シ ュ ・ ダ イ ア ゴ ノ ス テ ィ ッ ク ス 社 ） が 用 い ら れ て い る 。 個 々 の 構 成
部 品 （ 6、 7、 8、 11） は 、 図 １ に 示 す よ う に 、 少 し 重 な り 合 い な が ら 支 持 層 ５ に ホ ッ ト メ
ル ト 接 着 剤 で 接 着 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
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実 施 例 １ 　 全 血 中 の 抗 原 を 測 定 す る た め の 試 験 デ バ イ ス の 作 製 （ 図 １ 参 照 ）



　 示 し た 実 施 例 の 金 フ リ ー ス お よ び ビ オ チ ン フ リ ー ス に 対 す る 含 浸 処 方 は 以 下 の と お り で
あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】

ビ オ チ ン フ リ ー ス ：
　 100mM Hepes pH7.4、 0.1% Tween（ 登 録 商 標 ） 、
　 抗 ア ナ ラ イ ト ビ オ チ ニ ル 化 抗 体 ；
金 フ リ ー ス ：
　 100mM Hepes pH7.4、
　 金 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と し て の 抗 ア ナ ラ イ ト 抗 体 ；
【 ０ ０ ５ ５ 】

ビ オ チ ン フ リ ー ス ：
　 100mM MES pH5.6、
　 抗 ア ナ ラ イ ト ビ オ チ ニ ル 化 抗 体 ；
金 フ リ ー ス ：
　 100mM コ ハ ク 酸  pH5.6、 0.1% Tween（ 登 録 商 標 ） 、
　 金 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と し て の 抗 ア ナ ラ イ ト 抗 体 ；
【 ０ ０ ５ ６ 】

ビ オ チ ン フ リ ー ス ：
　 100mM Hepes pH7.4、 0.1% Tween（ 登 録 商 標 ） 、
　 抗 ア ナ ラ イ ト ビ オ チ ニ ル 化 抗 体 ；
金 フ リ ー ス ：
　 100mM Hepes pH7.4、
　 金 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と し て の 抗 ア ナ ラ イ ト 抗 体 ；
【 ０ ０ ５ ７ 】

　 組 み 換 え 法 で つ く っ た ト ロ ポ ニ ン Tを 異 な る 量 で 加 え た 全 血 サ ン プ ル を 実 施 例 １ の ト ロ
ポ ニ ン T試 験 ス ト リ ッ プ に 適 用 し た 。 ス ト リ ッ プ を 、 本 発 明 に よ る 二 つ の 方 法 （ 方 法 bお よ
び 方 法 c、 下 記 を 参 照 さ れ た い ） に 加 え て 比 較 の 目 的 で 従 来 法 （ 方 法 a） に よ っ て も 評 価 し
た 。 検 出 ラ イ ン (NS)(９ )お よ び 対 照 ラ イ ン (KS)(１ ０ )の 反 射 率 を 、 CCDカ メ ラ に 基 づ く 通
常 の 測 定 機 器 （ Roche Diagnostics GmbH社 の Cardiac Reader） を 用 い て 測 定 し 、 そ の シ グ
ナ ル を 以 下 の ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 演 算 処 理 し た ：
a) |Ref NS (0) - Ref NS (c)|
b) |Ref KS (0) - Ref KS (c)| + |Ref NS (0) - Ref NS (c)|
c) |Ref KS (0) - Ref NS (c)| * |Ref NS (0) - Ref NS (c)|
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ の 場 合 、 ア ル ゴ リ ズ ム 選 択 肢 a)は 、 も っ ぱ ら 、 先 行 技 術 に よ る 従 来 型 の 検 出 ラ イ ン の
評 価 を 表 す も の で あ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 検 出 ラ イ ン の シ グ ナ ル に 加 え て 対 照 ラ イ ン の シ
グ ナ ル の い ず れ も が 評 価 の た め に b)お よ び c)で 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 式 中 の 略 記 号 は 以 下 の 意 味 を 有 し て い る ：
Ref NS (0)　 ア ナ ラ イ ト 濃 度 0に お け る 検 出 ラ イ ン の 反 射 率 (%)
Ref NS (c)　 ア ナ ラ イ ト 濃 度 cに お け る 検 出 ラ イ ン の 反 射 率 (%)
Ref KS (0)　 ア ナ ラ イ ト 濃 度 0に お け る 対 照 ラ イ ン の 反 射 率 (%)
Ref KS (c)　 ア ナ ラ イ ト 濃 度 cに お け る 対 照 ラ イ ン の 反 射 率 (%)
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 図 ２ に 、 検 出 ラ イ ン (NS)お よ び 対 照 ラ イ ン (KS)を 評 価 す る た め の 相 対 反 射 率 値 R（ %） を
サ ン プ ル 中 の ト ロ ポ ニ ン T濃 度 C（ ng/mL） の 関 数 と し て 示 す 。 図 ２ は 、 ア ナ ラ イ ト 濃 度 が
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proBNP試 験 ス ト リ ッ プ ：

ト ロ ポ ニ ン T試 験 ス ト リ ッ プ ：

Dダ イ マ ー 試 験 ス ト リ ッ プ ：

実 施 例 ２ 　 ト ロ ポ ニ ン Tを 測 定 す る た め の 試 験 ス ト リ ッ プ の 評 価 （ 図 ２ ～ ４ ）



高 く な る と 、 検 出 ラ イ ン の シ グ ナ ル が 増 大 す る （ 反 射 率 が 低 下 す る ） の と 同 時 に 対 照 ラ イ
ン の シ グ ナ ル が 低 下 す る （ 反 射 率 が 増 大 す る ） こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 図 ３ は 、 上 記 で 説 明 し た ア ル ゴ リ ズ ム a)（ 先 行 技 術 ） お よ び ア ル ゴ リ ズ ム b)（ 本 発 明 ）
を 図 ２ の 測 定 値 に 対 し て 用 い る こ と で 導 か れ る ト ロ ポ ニ ン T試 験 ス ト リ ッ プ の 検 量 曲 線 を
示 す も の で あ る 。 上 記 で 説 明 し た ア ル ゴ リ ズ ム c)（ 本 発 明 ） を 図 ２ の 測 定 値 に 対 し て 用 い
る こ と で 得 ら れ る ト ロ ポ ニ ン T試 験 ス ト リ ッ プ の 検 量 曲 線 を 図 ４ に 示 す 。 検 出 ラ イ ン の み
を 評 価 す る 場 合 （ ア ル ゴ リ ズ ム a)） 、 こ の 試 験 で は 、 濃 度 は 約 10ng/mLま で し か 決 定 で き
な い が 、 KSお よ び NSを ア ル ゴ リ ズ ム b)お よ び ア ル ゴ リ ズ ム c)に よ り 評 価 す る こ と で 20ng/m
Lよ り 高 い 濃 度 を な お 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 合 成 の NT-proBNPを 異 な る 量 で 加 え た 全 血 サ ン プ ル を 実 施 例 １ の NT-proBNP試 験 ス ト リ ッ
プ に 適 用 し た 。 ス ト リ ッ プ を 、 本 発 明 に よ る 方 法 （ 方 法 b)、 下 記 を 参 照 さ れ た い ） に 加 え
て 比 較 の 目 的 で 従 来 法 （ 方 法 a)） に よ っ て も 評 価 し た 。 検 出 ラ イ ン (NS)(９ )お よ び 対 照 ラ
イ ン (KS)(１ ０ )の 反 射 率 を 、 CCDカ メ ラ に 基 づ く 通 常 の 測 定 機 器 （ Roche Diagnostics Gmb
H社 の Cardiac Reader） を 用 い て 決 定 し 、 そ の シ グ ナ ル を 以 下 の ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 演 算
処 理 し た ：
a)　 1 - Ref NS (c)
b)　 Ref KS (c) : Ref NS (c)
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 こ の 場 合 、 ア ル ゴ リ ズ ム 選 択 肢 a)は 、 も っ ぱ ら 、 先 行 技 術 に よ る 従 来 型 の 検 出 ラ イ ン の
評 価 を 表 す も の で あ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 検 出 ラ イ ン の シ グ ナ ル と 対 照 ラ イ ン の シ グ ナ ル
の い ず れ も が 評 価 の た め に b)で 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 式 中 の 略 記 号 は 、 実 施 例 ２ に お け る 略 記 号 と 同 じ 意 味 を 持 っ て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 図 ５ に 、 検 出 ラ イ ン (NS)お よ び 対 照 ラ イ ン (KS)を 評 価 す る た め の 相 対 反 射 率 値 R（ %） を
サ ン プ ル 中 の NT-proBNP濃 度 C（ ng/mL） の 関 数 と し て 示 す 。 図 ５ は 、 ア ナ ラ イ ト 濃 度 が 高
く な る と 、 検 出 ラ イ ン の シ グ ナ ル が 増 大 す る （ 反 射 率 が 低 下 す る ） の と 同 時 に 対 照 ラ イ ン
の シ グ ナ ル が 低 下 す る （ 反 射 率 が 増 大 す る ） こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 図 ６ は 、 上 記 で 説 明 し た ア ル ゴ リ ズ ム a)（ 先 行 技 術 ） お よ び ア ル ゴ リ ズ ム b)（ 本 発 明 ）
を 図 ５ の 測 定 値 に 対 し て 用 い る こ と で 導 か れ る NT-proBNP試 験 ス ト リ ッ プ の 検 量 曲 線 を 示
す も の で あ る 。 検 出 ラ イ ン の み を 評 価 す る 場 合 （ ア ル ゴ リ ズ ム a)） 、 こ の 試 験 で は 、 濃 度
は 、 約 6ng/mLま で し か 決 定 で き な い が 、 KSお よ び NSを ア ル ゴ リ ズ ム b)に よ り 評 価 す る こ と
で 14ng/mLよ り 高 い 濃 度 を な お 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】

　 Dダ イ マ ー 含 有 フ ィ ブ リ ン 断 片 を 異 な る 量 で 加 え た 全 血 サ ン プ ル を 実 施 例 １ の Dダ イ マ ー
試 験 ス ト リ ッ プ に 適 用 し た （ 検 出 ラ イ ン に は ア ナ ラ イ ト を 標 的 と す る ビ オ チ ニ ル 化 抗 体 が
固 定 化 さ れ て お り 、 そ れ に 対 し て 対 照 ラ イ ン は 、 Dダ イ マ ー 構 造 体 要 素 が 含 ま れ て い る 固
定 化 フ ィ ブ リ ン 断 片 か ら 構 成 さ れ て お り 、 こ れ ら に 遊 離 金 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 が 結 合 で き
る よ う に な っ て い る ） 。 ス ト リ ッ プ を 本 発 明 に よ る 方 法 （ 方 法 b、 下 記 を 参 照 さ れ た い ）
に 加 え て 比 較 の 目 的 で 従 来 法 （ 方 法 a） に よ っ て も 評 価 し た 。 検 出 ラ イ ン (NS)(９ )お よ び
対 照 ラ イ ン (KS)(１ ０ )の 反 射 率 を 、 CCDカ メ ラ に 基 づ く 通 常 の 測 定 機 器 （ Roche Diagnosti
cs GmbH社 の Cardiac Reader） を 用 い て 決 定 し 、 そ の シ グ ナ ル を 以 下 の ア ル ゴ リ ズ ム に よ
り 演 算 処 理 し た ：
a)　 Ref NS (c)
b)　 1.) シ グ ナ ル ラ イ ン に お け る 反 射 率 が 30%よ り 大 き く 且 つ 対 照 ラ イ ン に お け る 反 射 率
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実 施 例 ３ 　 NT-proBNPを 測 定 す る た め の 試 験 ス ト リ ッ プ の 評 価 （ 図 ５ お よ び ６ ）

実 施 例 ４ 　 Dダ イ マ ー を 測 定 す る た め の 試 験 ス ト リ ッ プ の 評 価 （ 図 ７ ）



が 40%よ り 小 さ い 場 合 は 、 シ グ ナ ル ラ イ ン （ Ref NS (c)） の み を 評 価 し 、 ア ナ ラ イ ト 濃 度 0
～ 3μ g/mLに つ い て の 検 量 曲 線 を 用 い る ；
　 　 2.) シ グ ナ ル ラ イ ン に お け る 反 射 率 が 50%よ り 小 さ く 且 つ 対 照 ラ イ ン に お け る 反 射 率
が 40%よ り 大 き く 70%よ り 小 さ い 場 合 は 、 対 照 ラ イ ン （ Ref KC (c)） の み を 評 価 し 、 ア ナ ラ
イ ト 濃 度 3～ 20μ g/mLに つ い て の 検 量 曲 線 を 用 い る ；
　 　 3.) シ グ ナ ル ラ イ ン に お け る 反 射 率 が 30%よ り 大 き く 且 つ 対 照 ラ イ ン に お け る 反 射 率
が 70%よ り 大 き い 場 合 は 、 シ グ ナ ル ラ イ ン （ Ref NS (c)） の み を 評 価 し 、 ア ナ ラ イ ト 濃 度 2
0μ g/mL～ 1000μ g/mLに つ い て の 検 量 曲 線 を 用 い る ；
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ の 場 合 、 ア ル ゴ リ ズ ム 選 択 肢 a)は 、 も っ ぱ ら 、 先 行 技 術 に よ る 従 来 型 の 検 出 ラ イ ン の
評 価 を 表 す も の で あ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 検 出 ラ イ ン の シ グ ナ ル に 加 え て 対 照 ラ イ ン の シ
グ ナ ル が 評 価 の た め に b)で 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 式 中 の 略 記 号 は 実 施 例 ２ に お け る 略 記 号 と 同 じ 意 味 を 持 っ て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 検 出 ラ イ ン (NS)お よ び 対 照 ラ イ ン (KS)を 評 価 す る た め の 相 対 反 射 率 値 R（ %） を 、 図 ７ に
、 サ ン プ ル 中 の Dダ イ マ ー 濃 度 C（ μ g/mL） の 関 数 と し て 示 す 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 約 3μ g/mLの Dダ イ マ ー 濃 度 ま で は 、 評 価 は 、 シ グ ナ ル ラ イ ン の 反 射 率 の 低 下 （ 強 度 の 増
大 ） に よ っ て 通 常 ど お り 行 う こ と が で き る 。 約 20μ g/mLま で は 、 対 照 ラ イ ン の 反 射 率 の 増
大 （ 強 度 の 低 下 ） を 評 価 す る こ と が で き る 。 約 20μ g/mLよ り 上 の ア ナ ラ イ ト 濃 度 で は 、 対
照 ラ イ ン シ グ ナ ル の 濃 度 依 存 性 は 低 す ぎ る 。 お よ そ 20μ g/mLか ら >1000μ g/mLま で は 、 シ
グ ナ ル ラ イ ン の 反 射 率 の 増 大 （ 強 度 の 低 下 ） を 使 っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 測 定 レ ン ジ
の 下 限 は <0.5μ g/mLで あ る の で 、 >1000の ダ イ ナ ミ ッ ク フ ァ ク タ ー が 達 成 可 能 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ２ 】
【 図 １ 】 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 試 験 ス ト リ ッ プ の 形 態 に あ る 本 発 明 に 従 っ て 用 い る こ と
が で き る 試 験 デ バ イ ス の 好 ま し い 一 実 施 形 態 を 模 式 的 に 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 検 出 ラ イ ン (NS)お よ び 対 照 ラ イ ン (KS)を 評 価 す る た め の サ ン プ ル 中 の ト ロ ポ ニ ン
T濃 度 C（ ng/mL） の 関 数 と し て の 相 対 反 射 率 値 R（ %） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ２ の 測 定 値 に 対 し 実 施 例 ２ で よ り 詳 細 に 説 明 す る よ う な ア ル ゴ リ ズ ム a)（ 先 行
技 術 ） お よ び ア ル ゴ リ ズ ム b)（ 本 発 明 ） を 用 い る こ と に よ っ て 得 ら れ る ト ロ ポ ニ ン T試 験
ス ト リ ッ プ の 検 量 曲 線 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ２ の 測 定 値 に 対 し 実 施 例 ２ で よ り 詳 細 に 説 明 す る よ う な ア ル ゴ リ ズ ム c)（ 本 発
明 ） を 用 い る こ と に よ っ て 導 か れ る ト ロ ポ ニ ン T試 験 ス ト リ ッ プ の 検 量 曲 線 を 示 す 図 で あ
る 。
【 図 ５ 】 検 出 ラ イ ン (NS)お よ び 対 照 ラ イ ン (KS)を 評 価 す る た め の サ ン プ ル 中 の NT-proBNP
濃 度 C（ ng/mL） の 関 数 と し て の 相 対 反 射 率 値 R（ %） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ５ の 測 定 値 に 対 し 実 施 例 ３ で よ り 詳 細 に 説 明 す る よ う な ア ル ゴ リ ズ ム a)（ 先 行
技 術 ） お よ び ア ル ゴ リ ズ ム b)（ 本 発 明 ） を 用 い る こ と に よ っ て 導 か れ る NT-proBNP試 験 ス
ト リ ッ プ の 検 量 曲 線 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 検 出 ラ イ ン (NS)お よ び 対 照 ラ イ ン (KS)を 評 価 す る た め の サ ン プ ル 中 の Dダ イ マ ー
濃 度 C（ μ g/mL） の 関 数 と し て の 相 対 反 射 率 値 R（ %） を ３ つ の 副 図 （ そ れ ぞ れ 異 な る 濃 度
域 を カ バ ー し て い る ） で 示 す 図 で あ る 。
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ ０ ７ ３ 】
１ 　 　 サ ン プ ル 適 用 ゾ ー ン
２ 　 　 赤 血 球 分 離 ゾ ー ン
３ 　 　 検 出 ゾ ー ン
４ 　 　 吸 引 ゾ ー ン
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５ 　 　 支 持 部 材
６ 　 　 サ ン プ ル 適 用 マ ト リ ク ス （ 「 ビ オ チ ン フ リ ー ス 」 お よ び 「 金 フ リ ー ス 」 ）
７ 　 　 赤 血 球 分 離 マ ト リ ク ス
８ 　 　 検 出 マ ト リ ク ス
９ 　 　 第 １ の 線 状 固 定 化 ゾ ー ン （ 検 出 ラ イ ン ； ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン ）
１ ０ 　 第 ２ の 線 状 固 定 化 ゾ ー ン （ 対 照 ラ イ ン ； 対 照 ゾ ー ン ）
１ １ 　 吸 引 マ ト リ ク ス

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 1月 9日 (2007.1.9)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン お よ び 対 照 ゾ ー ン を 有 す る 特 異 的 結 合 反 応 型 の 試 験 素 子 、 特 に 免
疫 試 験 素 子 を 用 い て サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト の 濃 度 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
a) サ ン プ ル を 、 試 験 素 子 、 お よ び ア ナ ラ イ ト の 特 異 的 試 薬 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ；
b) サ ン プ ル 中 に ア ナ ラ イ ト が 存 在 す る 場 合 は 、 ア ナ ラ イ ト が 、 特 異 的 試 薬 と の 相 互 作 用
に よ っ て 、 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト の 量 に 依 存 す る 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を ア ナ ラ イ ト 検 出
ゾ ー ン 中 で 生 じ る ス テ ッ プ ；
c) ア ナ ラ イ ト ま た は ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 の 試 薬 と 相 互 作 用 し な か っ た 特 異 的 試 薬 の
一 部 が 、 や は り サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト の 量 に 依 存 す る 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 対 照 ゾ ー ン
中 で 生 じ る ス テ ッ プ ；
d) ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 お よ び 対 照 ゾ ー ン 中 の シ グ ナ ル を 測 定 す る ス テ ッ プ ；
e) 両 方 の シ グ ナ ル を 互 い に 相 関 さ せ る ス テ ッ プ ；
f) そ の 結 果 を 検 量 曲 線 と 比 較 す る ス テ ッ プ ； お よ び
g) ア ナ ラ イ ト の 濃 度 を 決 定 す る ス テ ッ プ ；
を 特 徴 と す る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 で 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ る 試 薬 と 、 前 記 対 照 ゾ ー ン 中 で 検
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出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ る 試 薬 と が 、 ア ナ ラ イ ト に 対 し て 異 な る 親 和 性 ま た は 反 応 性 を 有
し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 で 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ る 試 薬 と 、 対 照 ゾ ー ン 中 で 検 出 可
能 な シ グ ナ ル を 生 じ る 試 薬 と が 、 ア ナ ラ イ ト と の 、 ま た は ア ナ ラ イ ト 検 出 に 関 与 し て い る
他 の 試 薬 と の 相 互 作 用 の 原 理 が 異 な る た め に 、 異 な る 強 度 の 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 生 す
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 ア ナ ラ イ ト を 標 的 と す る 抗 体 が ア ナ ラ イ ト 検 出 ゾ ー ン 中 に 結 合 し 、 ア ナ ラ イ ト も し
く は ア ナ ラ イ ト 類 似 体 が 対 照 ゾ ー ン 中 に 結 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 に 記 載 の
方 法 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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