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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被測定物質を含むことが想定される溶液と、前記被測定物質に特異的に結合する第１の
結合体が固定化された規定量の磁気粒子とを所定の試料容器内で混合する第１の過程と、
　前記試料容器内で前記被測定物質と結合した磁気粒子が凝集、沈殿するのを促進する第
２の過程と、
　前記試料容器内の溶液を励磁し、該溶液の上清に残存する未結合の磁気粒子からの磁気
信号を計測する第３の過程を有し、
　得られた磁気信号の強度から前記被測定物質を検出もしくは定量を行い、
　前記第２の過程では、前記試料容器の下部に分離用磁場を印加することを特徴とする磁
気的免疫検査方法。
【請求項２】
　被測定物質を含むことが想定される溶液と、前記被測定物質に特異的に結合する第１の
結合体が固定化された規定量の磁気粒子とを所定の試料容器内で混合する第１の過程と、
　前記試料容器内で前記被測定物質と結合した磁気粒子が凝集、沈殿するのを促進する第
２の過程と、
　前記試料容器内の溶液を励磁し、該溶液の上清に残存する未結合の磁気粒子からの磁気
信号を計測する第３の過程を有し、
　得られた磁気信号の強度から前記被測定物質を検出もしくは定量を行い、
　前記第２の過程は、前記試料容器に遠心力をかける過程であることを特徴とする磁気的
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免疫検査方法。
【請求項３】
　被測定物質を含むことが想定される溶液と、前記被測定物質に特異的に結合する結合体
が固定化された磁気粒子との混合溶液を保持する試料容器を搬送する試料台と、
　前記試料容器中で前記被測定物質と結合した磁気粒子が凝集、沈殿するのを促進する分
離促進手段と、
　前記試料台による搬送により前記分離促進手段を通過した試料容器に励磁用磁場を印加
する励磁手段と、
　前記励磁用磁場が印加された状態で該試料容器の上清部分からの磁気信号を計測する磁
気センサとを備え、
　前記分離促進手段は前記試料容器の下部に分離用磁場を印加する手段であることを特徴
とする磁気的免疫検査装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、磁気センサを用いて液体中に含まれる磁性粒子量を測定する技術のうち、特
に抗原、抗体、腫瘍マーカ、細胞成分などのタンパクや、微量なホルモン物質などを測定
する免疫測定技術に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　近年、アレルギーや感染症、腫瘍マーカおよび甲状腺ホルモンなどの検査項目に用いら
れているのは抗原抗体反応を原理とする免疫学的測定法が主である。免疫学的測定法には
放射性同位元素を使用するRIA （Radio Immuno Assay）、酵素を使用するEIA （Enzyme I
mmuno Assay）、および酵素と化学発光基質を組み合わせたCLEIA（Chemiluminescent Enz
yme Immuno Assay）など様々な高感度測定方法がある。一方、これらの高感度な免疫学的
測定法に対して、扱いの容易さから免疫比濁測定が多用されている。免疫比濁測定は1～
数種類の抗体を用い、それらの抗体で抗原をサンドイッチにする抗原抗体反応と、その反
応によって生成した複合体を沈降させた後に、上清中の溶液の濁度や透過度の変化を指標
として被測定物質を検出する手法である。これらの光学的手法は溶液の濁度や発色、微量
な蛍光・発光物質の変化を測定することで、被測定物質の検出を行うものであるが、反応
工程の途中で生じる未結合のマーカを洗浄する工程（B/F分離）が必要なために作業工程
が煩雑化する。また反応溶液に混濁や着色がある場合には、検出精度が低下することが課
題であった。
【０００３】
　この課題を解決するひとつとして、磁気的計測技術が挙げられる。磁気的計測とは、磁
気センサを用いて、被測定物質に結合した磁性粒子を検出する方法である。この方法には
磁性粒子の測定原理の違いにより、磁化率測定、残留磁気測定などが報告されている（非
特許文献１、２、３）。また、被測定物質に結合しなかった余剰の磁性粒子の量を磁気信
号として測定する交流磁化測定方法に関しては非特許文献４に示される。ELISAなどの免
疫検査では、被測定物質に結合しなかった余剰の標識物質などを洗浄除去する工程が必要
であるが、この非特許文献４に示された手法は洗浄工程が不要なために迅速な測定が可能
である。また磁気センサの冷却や磁気遮蔽を必要としないため、装置構成の簡易化が可能
であるなどの利点がある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特開2001-33455号公報
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】K. Enpuku et al.: Jpn. J. Appl. Phys. 38、 p.L1102 (1999)
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【非特許文献２】Y. R. Chemla et al.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97、 p.14268 (20
00)
【非特許文献３】R. Koetitz et al.: IEEE Trans. Appl. Supercond. 7、 p.3678 (1997
)
【非特許文献４】R. Kawabata et al.: IEEE Sensors Conference (2010)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　交流磁化測定の測定方法は以下の２段階に分けられる。第一に被測定物質に結合するマ
ーカ（抗原、抗体、リガンド等）を固定化した磁性粒子を用いて、被測定物質と混合させ
る。第二に、磁性粒子と被測定物質の混合溶液に交流磁場を励磁し、磁性粒子から発する
磁気信号を測定することで、被測定物質の定量が可能となる。通常、第二段階では、被測
定物質と未結合の磁性粒子から発する信号のみが、ブラウン緩和時間が短く、励磁磁場に
追従できることから検出が可能である。一方、被測定物質と結合した磁性粒子はブラウン
緩和時間が長いため、信号は検出されない。
【０００７】
　磁性粒子としては、酸化鉄系のフェライト粒子を主に用いることができ、更に磁化率を
高めるためにはコバルトやニッケルなどを含んだ粒子も用いることができる。より望まし
い粒子の特性としては、数10～200nmの粒径で、残留磁気特性の強い粒子が挙げられる。
これは磁性体の持つ磁気モーメントが磁性粒子のブラウン緩和由来となるため、励磁した
交流磁場に、磁気モーメントが効率良く追従でき、高い磁気信号を示すからである。しか
しながら、残留磁気の強い磁性粒子は分散性が悪く、凝集しやすい傾向を持つことから、
取扱いが難しい。一方、超常磁性の強い磁性粒子は分散性が良く、取扱も容易であるが、
粒径が小さい場合にはニール緩和由来の磁気モーメントをもつことが多い。このようなニ
ール緩和由来の磁気モーメントを有する磁性粒子では、励磁した交流磁場に追従しない粒
子においても、高い磁気信号を発する。このため、未結合の磁性粒子から発する磁気信号
成分だけではなく、結合した磁性粒子から発する磁気信号成分も検出してしまい、測定精
度が著しく低下する。
【０００８】
　このように、分散性の点で優れる超常磁性の特性を持つ磁性粒子を用いた場合には、被
測定物質と結合した磁性粒子からも信号が検出され、ブラウン緩和時間の差を利用した交
流磁化測定法の検出精度が低下する問題が生じる。したがって、本発明の目的は、交流磁
化測定を用いた磁気的免疫検査において、被測定物質と結合した磁性粒子からの磁気信号
の混入を抑制し、もって用いる磁性粒子の制限を緩和してしかも測定精度を高く保てる磁
気的免疫検査方法及び検査装置を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明の代表的な実施例にしたがう免疫検査方法は、被測定物質と結合した磁性粒子を
沈殿させ、上清に残存した未結合の磁性粒子を測定することで、使用する磁性粒子の制約
を広げ、しかも精度の高い交流磁化測定を可能とする。より具体的には、本発明の磁気的
免疫検査法では、試料溶液と、被測定物質に特異的に結合する抗体、抗原またはリガンド
を固定化した既知量の磁性粒子とを非磁性の試料容器にて混合し、試料容器中で結合反応
させる。次に、被測定物質を介して互いに結合した磁性粒子を沈殿させ、試料容器を交流
磁場下に設置して試料溶液を励磁し、前記試料溶液中に未結合のまま浮遊している磁性粒
子から発する磁気信号成分を検出して、試料溶液中に存在していた被測定物質を同定もし
くは定量する。
【００１０】
　詳細には、上記の目的試料溶液に対する励磁、磁気信号計測を行うのに先立ち、試料溶
液に添加するのと同量の磁性粒子を含み、被測定物質を全く含まない対照試料(control s
ample)に対して励磁、磁気信号計測を行う。被測定物質の有無以外の条件を等しくするた
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め、目的試料溶液の励磁と磁気信号計測に用いるのと同じ励磁用コイル、磁気センサを用
い、試料容器の種類、溶液の量、磁気センサとの位置関係等も目的試料溶液の励磁及び磁
気信号計測の時と同じにする。そうして得た対照試料からの磁気信号強度をB0とし、引き
続き行う目的試料溶液の励磁と磁気信号計測で得た磁気信号強度をBとすると、磁気信号
強度の変化率α＝｛１－B／B0｝×100[％]から試料溶液中の被測定物質の量が決定できる
。
【００１１】
　さらに詳細を述べると、被測定物質との特異的な結合のために用いる抗体やリガンドの
種類、その抗体やリガンドの製造ロットの違い等により生じる結合効率の変動と、それに
よる検出感度の変動を克服するために、検量線法(calibration cave method)を適用する
。すなわち、使用する抗体やリガンドの種類毎に、またその製造ロット毎に、あるいは更
にその他の測定条件を変更する毎に、検量線を取得し、上述の、目的試料溶液の計測で得
た磁気信号強度BとB0とから求めた変化率αに対応する被測定物質の含有量を、その検量
線から読み出すことにより、計測した試料溶液に含有していた被測定物質の量を決定する
。
【００１２】
　ここで用いる検量線は、次のようにして取得する。まず、計測対象である試料中の想定
される被測定物質の量の範囲をカバーする複数の標準量の被測定物質を溶液種にそれぞれ
含有し、それぞれ上述の既知量の磁性粒子を添加した複数種類の標準試料を準備する。磁
性粒子のみ含み被測定物質を含まない上述と同様な対照試料と、これら複数の標準試料の
それぞれを、上述の試料溶液の励磁、沈殿、磁気信号計測のプロセスと同じプロセスに順
次供する。対照試料の磁気計測で得た磁気信号強度Ｂ０と、各標準試料の磁気信号計測で
得た磁気信号強度Ｂｎ（ｎ＝１，２，３・・・）との変化率αｎ＝｛１－Bｎ／B0｝×100
[％]（ｎ＝１，２，３・・・）をそれぞれ求める。被測定物質の含有量を横軸とする２次
元面に上記のように求めた変化率αｎ（ｎ＝１，２，３・・・）の値をプロットし、プロ
ットされた点をつなげて、或いは更に線の平滑化の処理をして検量線を得る。
【００１３】
　本発明の磁気的免疫検査方法で採用する交流磁化計測の要点は、被測定物質と結合済み
の磁性粒子からの磁気信号の混入を抑制し、未結合で溶液中に残存している磁性粒子の量
を示す磁気信号成分を正確に検出する点である。凝集、沈殿による分離を促進する意味で
、分離用磁場（交流磁場または直流磁場）を印加するのが有効である。また、免疫検査装
置としては、沈殿した凝集体からの磁気信号の影響を避けて上清の部分の磁気信号を検出
が容易なように、縦長チューブ状の反応容器を採用する、局部的な感度を有する磁気セン
サを採用する、試料容器と磁気センサとの相互位置を自在に調整する機構を備える等の工
夫が有効である。
【００１４】
　更には、試料溶液と、被測定物質に特異的に結合する抗体、抗原またはリガンドを固定
化した磁性粒子に加えて、前記被測定物質に結合する第２の抗体、抗原またはリガンドを
固定化したビーズ担体を溶液中に入れ、被測定物質を挟んだサンドイッチ反応により磁性
粒子とビーズ担体とを試料溶液中で結合させる構成も、本発明の概念に含まれる。このビ
ーズ担体は、溶液中で一旦は分散して懸濁状態となり、且つ磁性粒子との結合により凝集
して速やかに沈殿するように材質等を選ぶべきである。担体の大きさ、材料の比重や親水
性などの要素がこれらの性質に影響する。代表的にはポリスチレンビーズがこの担体とし
て適切である。
【００１５】
　また別の変形として、内面の一部を、被測定物質を特異的に結合する抗原または抗体を
固定化した面とした反応容器を用いるという変形も可能である。この場合には、試料溶液
中の磁性粒子は被測定物質を介して試料容器の壁面に凝集する反応が起きる。よって、反
応後の試料溶液の磁気信号を交流磁場下で検出することで溶液に残存する磁性粒子の量が
計測され、これを基に試料溶液中に存在していた被測定物質の同定もしくは定量ができる
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。この変形においても、壁面に結合して被着した磁性粒子からの磁気信号の混入を避ける
との観点から、被測定物質を特異的に結合する抗原または抗体を固定化した面を反応容器
の底部付近などの局所に限定し、ここを避けて磁気計測することが有効である。
【発明の効果】
【００１６】
　本発明によれば、超常磁性の高い特性を持つ磁性粒子を用いた場合でも、洗浄工程を入
れずに、被測定物質と結合した磁性粒子からの信号成分の混入を低減することができるた
め、精度の高い交流磁化測定法を実現することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】本発明の実施例の免疫検査装置の構成を示すブロック図である。
【図２】実施例の試料容器内の反応を示す模式図である。
【図３】結合済みの磁気粒子の分離手段を変形した免疫検査装置の主要部を示すブロック
図である。
【図４】実施例で実施される免疫検査方法の手順を示すフローチャートである。
【図５】実施例にて試料容器が配列され順次計測される様子を示す概念図である。
【図６】実施例にて取得された検量線の例を示す特性図である。
【図７】分離メカニズムの変形例を示す概念図である。
【図８】分離メカニズムの別の変形例を示す概念図である。
【図９】実施例の効果を実証する実験の結果を示す特性図である。
【図１０】実施例の効果を実証する実験（沈殿計測）の結果を示す特性図である。
【図１１】実施例の効果を実証する実験（上清計測）の結果を示す特性図である。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
＜実施例１＞
　本発明の第１の実施例で使用する免疫検査装置は図１に示すような装置構成を有する。
主な構成は以下のとおりである。
【００１９】
　磁性粒子を励磁するための励磁用コイル10はコの字型のコアに巻かれており、交流信号
発生器21により駆動される。検査試料は、円盤型の試料台13の円周上に設置された試料容
器12に入れられる。試料台13は、ＤＣモータ14によって回転移動する。モータドライバ28
はＤＣモータ14を駆動し、その回転を制御する。配列する試料容器を12は、この試料台13
の回転により、まず分離用磁場を印加するコイル17の位置に設置され、次に励磁コイル10
のコアのキャップ内に設置される。
【００２０】
　励磁用コイル10のコアのギャップ内には磁気抵抗効果素子（ＭＲセンサ）15を備え、同
じギャップ内に試料容器12が配置されると容器内の磁性粒子が励磁用コイル10から発する
交流磁気により磁化されて、その磁性粒子からの磁気信号が検出される。詳細には、ＭＲ
センサ15の素子出力はＭＲセンサアンプ23で増幅され、ロックインアンプ 25で同期検波
される。同期検波のための参照信号は振幅位相調整器22で制御された交流信号発生器21か
ら与えられる。同期検波により得た出力信号はフィルタ回路25、ＡＤ変換器26を経てデー
タ収集器27に格納される。これにより、極小値と極大値を持つ分散型波形が得られる。こ
の分散型波形における極大値と極小値の差（ピーク間強度）を磁性粒子から発生した磁気
信号強度とする。
【００２１】
　試料容器12で起きる反応について、図２をも参照して詳細に説明する。検査対象の試料
溶液に、ビーズ担体と磁性粒子とを添加して測定用の試料溶液を作成する。定量または同
定の対象である被測定物質１は、例えば抗原である。磁性粒子4にはその抗原と特異的に
結合する第１の抗体41が固定されている。また、ビーズ担体3の表面には被測定物質１と
特異的に結合する第２の抗体43が固定されている。ここで、添加する磁性粒子4の量は、
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試料溶液中で被測定物質１と結合する第１の抗体41の量に換算して、被測定物質の想定し
た最大量に相当する、もしくは更に過剰な規定の量である。またビーズ担体３の量は、試
料溶液中の磁性粒子4の全てを、被測定物質を介して結合するのに十分な量である。つま
り、添加するビーズ担体３の量は、固定された第２の抗体43の量に換算して、磁気粒子4
の添加量（ただし、こちらも固定された第１の抗体41の量）に相当する量、もしくは更に
過剰な量である。
【００２２】
　この試料溶液をかくはんして十分な時間をおくと、図２に示す状態となる。被測定物質
である抗原１は磁性粒子4に固定された第１の抗体41、およびビーズ担体3に固定された抗
体43と結合する。これにより、磁性粒子とビーズ担体の結合体が生じる。この結合体は互
いに凝集し容器12の底部に沈殿する。一方、試料溶液中には、抗原と結合しない磁性粒子
が残存する。このように、試料溶液には磁性粒子とビーズ担体の結合体、および未結合の
磁性粒子が混在している状態である。
【００２３】
　このとき、未結合の磁性粒子は試料溶液中でランダムに移動かつ回転運動しており、磁
性粒子の磁化は時間とともに指数関数的に減衰する。この現象はブラウン緩和と呼ばれ、
磁性粒子の体積に比例し、その緩和時間τは、τ = 3ηV / kBTで表される（ηは検査溶
液の粘度、Vは磁性粒子の体積、kBはボルツマン定数、Tは温度）。また、体積Vは磁性粒
子の直径dによって、V = (π/6)d3で表される。ここで、直径0.1ミクロンの磁性粒子と直
径3.2ミクロンのポリスチレン担体の結合体の直径が3.3μmとした場合、緩和時間τBは14
 秒である。一方、直径0.1ミクロンの磁性粒子では、緩和時間τBは0.4ミリ秒となり、結
合体の緩和時間の約1/3000と非常に小さい。この結合体と磁性粒子のブラウン緩和時間の
差を利用することで、同じ試料溶液中に結合体と未結合の磁性粒子が混在した状態におい
て、未結合の磁性粒子からの磁気信号成分を抽出することが可能である。また被測定物質
を含まず、目的試料と同様に規定の量の磁性粒子を添加した対照試料の測定結果を用いれ
ば、その対照試料からの磁気信号出力を基準とした目的試料からの磁気信号出力の変化率
により、結合済みの磁性粒子の量、すなわち目的試料に含まれていた被測定物質の量が算
出できる。しかしながら、磁性粒子が強い超常磁性の特性を持つ場合には、結合体に含ま
れる磁性粒子のニール緩和由来の磁気信号が発生する。そのため、前述の変化率が実際よ
りも低値で検出されることがある。そこで本実施例の免疫検査装置は、被測定物質と結合
済みの磁性粒子からの磁気信号の混入を抑制して負測定物質の定量に誤差が発生しないよ
うにする構成をとる。
【００２４】
　図１を参照して実施例の免疫検査装置の詳細な動作の説明を続ける。試料溶液にビーズ
担体と磁性粒子とを添加してかくはんした試料容器12を試料台13に置き、試料台13の回転
により分離用の交流磁場を発生する分離用コイル17の位置に進める。この分離用磁場は、
溶液中に分散したビーズ担体3の凝集、沈殿を促進する働きを果たす。その磁場強度は１
～５ｍＴ程度が適切である。必要以上の強度の磁場を印加すると、抗原と結合しないで溶
液中に残存する磁性粒子までも凝集させるという弊害が生じる可能性がある。なお分離用
コイル17からの交流磁場に代えて、直流磁場を印加するように装置構成を変形してもよい
。図３はその変形した免疫検査装置の主要部を示す。図１の装置の分離用コイル17に代え
て、永久磁石１８が位置調整用ステージ36のアームに付けられている。これにより、試料
容器12は底部から直流磁場を受ける。
【００２５】
　試料容器12は分離用コイル17の位置で凝集沈殿のための磁場を受けた後に、励磁用コイ
ル10の位置に進められ、上記したようにＭＲセンサ15により、未結合で溶液中に浮遊する
磁性粒子の磁気信号を検出する。具体的には、位置調整用ステージ35、36により励磁用コ
イル10とＭＲセンサ15が試料容器12の内部の上清３８に対応する高さに配置されるように
予め調整しておく。これにより、試料容器12の底部に沈殿しているビーズ担体と磁気粒子
の結合体39からの磁気信号成分の混入を抑制する。この結合済みの磁性粒子からの磁気信
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号成分の抑制の必要性、またそのための変形構成については、後に詳述する。　次に、本
実施例の免疫検査装置を使用した代表的な磁気的免疫検査方法の手順を説明する。
【００２６】
　実施例の磁気的免疫検査方法では、被測定物質との特異的な結合のために用いる抗体や
リガンドの種類、その抗体やリガンドの製造ロットの違い等により生じる結合効率の変動
、あるいは種々条件の変化による検出感度の変動を克服するために、検量線(calibration
 cave method)を適用する。
【００２７】
　図４のフローチャートを参照する。本実施例の磁気的免疫検査方法は、第１段階61で対
照試料の計測、第２段階62で複数の標準試料の計測、第３段階63で検量線の決定及び記録
、第４段階64で目的試料の計測という手順で進められる。この第１段階から第３段階まで
は、使用する抗体やリガンドの種類およびその製造ロット毎に、あるいは更にその他の測
定条件を変更する毎に行われる。対象試料とは、磁性粒子を規定量添加した、しかも試料
容器内で溶液の量を規定値に調整した試料である。また、第２段階62で計測する複数の標
準試料とは、想定される被測定物質の量の範囲をカバーする複数の標準量の被測定物質を
それぞれ含有し、上述の規定量の磁性粒子をそれぞれ添加し、それぞれ試料容器内での量
を所定の量に調整した試料である。
【００２８】
　図５は上記の調整した試料容器が試料台13に配置され、試料が分離のプロセス、励磁お
よび磁気計測のプロセスに順次供される様子を示す。実際には円盤型の試料台13により円
周に沿って移動するが、図５では便宜的に上から下へ移動するように示している。図５(a
)は、配列する試料のうちの先頭の対照試料ＣＳは計測領域100、つまりコイル10からの励
起用の磁場が印加される領域に移送されており、ここで磁気計測が行われる。配列の後方
には標準試料ＲＳ-1、ＲＳ-2、ＲＳ-3、ＲＳ-4、・・・と順に並んでおり、そのうち標準
試料ＲＳ-2とＲＳ-3は分離領域170、つまりコイル17からの分離用磁場が印加されている
領域にある。計測が終わると全体を１コマ移動させ、図５（ｂ）の状態とする。つまり標
準試料ＲＳ-1が計測領域に進み、磁気計測を受ける。以降、試料台１３を１コマずつ移動
させ、順次計測を進めることにより、第１段階61の対照試料の計測、及び第２段階62の複
数の標準試料の計測を行う。この計測を１回で完了する場合には、対照試料CSおよび標準
試料が計測領域100を１回通過した後に試料台から撤去しても良い。また複数の信号の加
算平均処理を行ってS/N比を向上させることを目的として、対照試料CSおよび標準試料を
載せた試料台１３を５～１０回以上回転させ、計測領域100を複数回通過して計測するこ
とも有効である。
【００２９】
　次に第３段階63では、対照試料ＣＳの磁気計測で得た磁気信号強度Ｂ0とし、各標準試
料ＲＳ-ｎ（ｎ＝１，２，３・・・）の磁気信号計測で得た磁気信号強度をＢｎ（ｎ＝１
，２，３・・・）とし、Ｂｎの値のＢ0から順次（数１）により変化率αｎ（ｎ＝１，２
，３・・・）を求める。
【００３０】
　　　　αｎ＝｛１－Bｎ／B0｝×100[％]（ｎ＝１，２，３・・・）　・・・・（数１）
さらに被測定物質の含有量を横軸とする２次元面に上記のように求めた変化率αｎ（ｎ＝
１，２，３・・・）の値をプロットし、プロットされた点をつなげて、或いは更に線の平
滑化の処理をして検量線を得る。得られた検量線の例を図５に示す。
【００３１】
　次に第４段階64では目的試料を準備して計測する。検査の対照である試料それぞれに上
記の規定量の磁気粒子を添加し、上記と同じ規定量に調整した目的試料を準備し、試料台
13に並べる。複数部位からの試料、あるいは複数の被検体からの試料など、複数の目的試
料を並べて順次計測が可能である。図４(c)は目的試料ＯＳ-1、ＯＳ-1、ＯＳ-3、ＯＳ-4
が並べられ、先頭のＯＳ-1が計測領域に到達して計測されている様子を示す。各目的試料
の計測で得た磁気信号強度をBとし、先に第１段階で取得した対照試料の磁気信号強度B0
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に対するBの値の変化率αを（数２）から求める。
【００３２】
　　　　α= {１ - B/B0} × 100 [%]・・・・（数２）
この変化率αの値と、先に決定した検量線とから目的試料の試料溶液中に存在した被測定
物質の量を決定する。以上で第４段階を終了する。
【００３３】
　なお上記の手順の説明では、第４段階での（数２）による変化率の算出に第１段階で取
得していた対照試料の磁気計測信号強度B0を用いた。しかし、検量線を求めるための第１
～第２段階と、第４段階とで計測の環境条件等に変化が生じる場合には、第４段階での目
的試料の計測に先だって、改めて対照試料を調整して計測を実行し、磁気計測信号B0の値
を取得するのが良い。すなわち、図５（ｃ）に破線で示す通り、一連の目的試料ＯＳ-1、
ＯＳ-1、ＯＳ-3、ＯＳ-4の配列の前方に対照試料ＣＳを並べ、（数２）の変化率算出に用
いる磁気計測信号B0の値を、一連の目的試料の計測時に計測する。この場合でも、検量線
そのものは、環境条件の変化による検出感度の変化に関わらず、第１～第２段階の計測か
ら得た検量線そのまま用いることができる。
＜変形例＞
　上記の実施例では、被測定物質が抗原であり、磁気粒子及びビーズ担体に固定されて抗
原と特異的に結合する結合体は抗体であった。被測定物質が抗体であり、磁気粒子及びビ
ーズ担体に固定されている結合体が抗原であっても良い。また他の特異的、選択的結合を
利用して磁性粒子とビーズ担体との結合反応をさせるようにも変形可能である。代表的に
は、被測定物質に含まれる受容体にそれぞれ結合するリガンドを結合体として磁性粒子及
びビーズ担体に固定する構成も採用できる。また被測定物質がビオチンである、あるいは
被測定物に標識としてビオチンを結合させたものである場合、磁気粒子およびビーズ担体
にはアビジンもしくはストレプトアビジンを結合体として固定したものを採用できる。
【００３４】
　また、実施例では溶液中の被測定物質を挟んだサンドイッチ反応で磁性粒子とビーズ担
体を結合させる反応を用いて反応済みの磁性粒子と未反応の磁性粒子とを分離した。ビー
ズ担体を用いる分離メカニズムのとは別の分離メカニズムを本発明に利用することも可能
である。
【００３５】
　図６は、磁性ビーズ同志を被測定物質により凝集させて沈殿させる変形例の反応を示す
概念図である。試料容器内の試料溶液に、被測定物質1と特異的に結合する抗体等41を結
合した磁性粒子4を添加する。この点は上記実施例と同様である。ビーズ担体は使用せず
、被測定物質1を介して磁性粒子同志を結合させて凝集させる。凝集した磁性粒子は溶液
中に未結合のまま浮遊する磁気粒子に比べてブラウン漢和時間が長くなるため、励磁用の
交流磁場への追従が弱まる。したがって十分に凝集させると、未結合のまま浮遊する磁性
粒子に比較して磁気信号強度の減少が生じる。さらに励磁用の交流磁場の印加に先立ち、
分離用磁場を印加して結合済みの磁気粒子の沈殿を促進し、また励磁用コイル、及び磁気
センサによる計測の位置を沈殿物から離れた試料容器上部とするという図１に示した免疫
測定装置と全く同様な手法を取る。これにより、結合済みの磁性粒子からの磁気信号の混
入が抑制され、試料溶液に含まれていた被測定物質の量の有効な計測が可能となる。
【００３６】
　以上の実施例ならびに変形例で実施される交流磁化測定では、反応済み磁性粒子と未反
応の磁性粒子が試料容器内に分散、混合している状態から分離促進の過程を経て、その試
料容器のまま励磁用の交流磁場を印加のもとで磁気計測にかけられる点に特徴がある。こ
の分離促進の過程は、実施例のように磁場印加によるものに限らない。代表的には遠心力
を利用した分離過程、つまり遠心分離が適用できる。図１の装置の試料台13のように試料
容器を円周状に配列して保持するものであれば、試料容器の配列の高さがコイルの位置か
らはずれ、さらに試料台が必要な回転速度で回転し、そのとき試料容器の下部が外方向に
振られるような構造に装置を変更すればよい。これにより、遠心力による結合済み磁気粒
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子の分離促進が達成できる。
【００３７】
　図７はさらに別の分離メカニズムを利用する変形例を示す。被測定物質1と特異的に結
合する抗体等41を結合した磁性粒子4を添加する点は図２に示す実施例１や図６に示す変
形例と同様である。この変形例では内部壁面の一部、例えば底面83に被測定物質と特異的
に結合する第２の抗体43が固定化されている試料容器82を用いる。波測定物質である抗原
を介して磁性粒子４は壁面の第２の抗体に結合するので、ビーズ担体に結合したと同様に
ブラウン緩和時間が長くなり、励起用の交流磁場に追従せず、ここからの磁気信号強度は
低下する。被測定物質である抗原の量に応じた結合を行わせるには十分なかくはんと反応
時間が必要である。ここでも、実施例の装置で用いた分離用磁場と同様な磁場の印加も、
あるいは上記した遠心力を利用した分離過程も、結合反応による壁面への固定化を促進す
る点で効果がある。　
＜実施例における効果の実証＞
　上述の実施例の装置構成による計測の効果を実証するため以下の試料を用いて計測を実
施した。磁性粒子には、細胞分離用として市販されているMagCellect ストレプトアビジ
ン標識磁気微粒子（R&D systems社）を用いた。また被測定物質はビオチン分子とした。
被測定物質とビーズ担体を溶液に添加するのに代えて、ポリスチレンビーズにビオチンを
予め固定化したビオチンビーズを使用した（粒径3.3μm、SpheroTech社）。これらの試料
をリン酸緩衝液にて希釈し、ビオチンビーズを最終濃度1.1e6～6.7e7個/mLになるよう希
釈した。次に上記の２試料を混和し、37℃で１時間、結合反応させた（ビーズ試料）。ま
た被測定物質の数が0個に相当する未結合の磁性粒子単体の試料も同様に希釈して対照試
料とした。反応終了後に、ビーズ試料と対照試料をそれぞれ試料容器12に入れ、実施例の
免疫検査装置にてそれぞれ磁気計測を行った。その計測の際にＭＲセンサ15の位置がそれ
ぞれ容器上部（上清計測）、および容器下部（沈殿計測）となるように印知調整ステージ
35による２通りの設定で行ない計測を行った。励磁用の交流磁場の強度は1mT以下とし、
周波数は10～1000Hzとした。前述の（数１）により、各ビーズ試料の磁気信号出力の、対
照試料の磁気信号出力からの変化率αｎ（ｎ＝１，２，３・・・）を算出した。その算出
結果を、ビオチンビーズのビーズ数を水平軸とする２次元平面にプロットすると、図９に
示す結果が得られた。白色のプロット点は容器下部にセンサを配置した計測結果を示す。
ビーズ数が多い領域で対照試料（ビオチンビーズが０個）の磁気信号強度からの磁気信号
強度減少の度合いを示す変化率が低下しているのが分かる。黒色のプロット点は容器上部
にセンサを配置した計測結果であり、ビオチンビーズのビーズ数が大である程計測信号の
減少の度合いが大きくなり、充分なビーズ数では変化率がほぼ１００％、つまりビーズ試
料から殆ど磁気信号が計測されていないことが分かる。これらは、容器下部に溜まる結合
体からの磁気信号の混入が、未結合で溶液中に浮遊している磁気粒子の磁気信号の抽出を
阻害し、誤った定量結果になることを示し、また一方、容器上部にＭＲセンサを配置した
上記実施例の計測構成では結合体からの磁気信号の混入を排除し、未結合で分散状態の磁
性粒子からの信号成分のみを検出することができ、被測定物質との結合によって減少した
磁性粒子の量を正確に反映することを示している。
【００３８】
　図１０および図１１は更に反応の経時変化をも反映した実証実験の結果を示す。図１０
に黒色の丸で示すプロット点は図９の容器下部にセンサを配置した計測結果（磁気信号強
度の変化率）そのものであり、一方白色の丸で示すプロット点は、同じく容器下部にセン
サを配置し、反応時間を３０分に短縮した各ビーズ試料の計測から算出した磁気信号強度
の変化率である。もし結合ずみ磁性粒子からの磁気信号混入がなければ、結合の反応が進
行するにつれて対照試料の磁気信号出力からの変化率が上昇するはずだが、図１０の結果
は逆の経時変化を示す。
【００３９】
　図１１では黒色のプロット点が図９の容器上部にセンサを配置した計測結果そのもの、
白色のプロット点が同じく容器上部にセンサを配置し、反応時間を３０分に短縮した各ビ
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ーズ試料の計測から算出した変化率である。図１１では、反応が進行するにつれて対照試
料の磁気信号出力からの変化率が上昇するという経時的な進行がそのまま表れている。図
１０、図１１の結果を見比べると、試料容器上部に磁気計測範囲を限定し、また容器試料
内で結合物の沈下を促進してから磁気計測を実行するという上記実施例の構成及び計測手
順が、結合体からの磁気信号の混入を排除し、分散状態の磁性粒子からの信号成分のみを
反映した被測定物質との結合によって減少した磁性粒子の量を正確に示す計測ができ、も
って被測定物質の正確な検出、定量を実現するのに効を奏することが分かる。
【産業上の利用可能性】
【００４０】
　本発明により、交流磁化計測を行う免疫測定において試料準備の手間の短縮、検出の確
実性の確保、および定量の精度上が図れるので、免疫検査技術の分野に本発明が広く利用
されることが期待できる。
【符号の説明】
【００４１】
１：被測定物質
３：ビーズ担体
４：磁性粒子
１０：励磁コイル
１２：試料容器
１３：試料台
１４：ＤＣモーター
１７：分離用コイル
４１、４３：抗体
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