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(54)【発明の名称】 被検物質の検出方法及び検出装置

(57)【要約】
【課題】  免疫クロマトグラフィーの原理に過酸化水素
電極を組合わせることにより、簡易かつ迅速に被検物質
の検出を可能とした検出方法及び検出装置を提供する。
【解決手段】  被検液中の被検物質Ａを酸化還元酵素標
識付きの特異的結合対形成物質Ｂ－酵素と反応させてＡ
－Ｂ－酵素を形成させ、被検液中に残存する遊離のＢ－
酵素を特異的結合対形成反応を利用して固定・除外し、
被検液中のＡ－Ｂ－酵素を多孔性支持体の検出部におい
て酵素基質に接触させて過酸化水素発生量を検出し、被
検物質Ａを検出する、被検物質の検出方法。多孔性支持
体に、酸化還元酵素の酵素基質を保持させると共に過酸
化水素電極を接触させた検出部を設けた被検物質の検出
装置。検出部には小面積で薄い多孔性材料からなり酵素
基質を保持した検出シートを付設し、これに過酸化水素
電極を接触させることが好ましい。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  被検液中の被検物質Ａを定性的又は定量
的に検出するための検出方法であって、以下の第１工程
～第３工程を含むことを特徴とする被検物質の検出方
法。
第１工程：被検液中の被検物質Ａを、酸化還元酵素で標
識された特異的結合対形成物質Ｂ（Ｂ－酵素）と反応さ
せて、酵素標識された特異的結合対（Ａ－Ｂ－酵素）を
形成させる工程。
第２工程：第１工程後の被検液中に残存する遊離のＢ－
酵素を、特異的結合対形成反応を利用して固定すること
により除外する工程。
第３工程：被検液中のＡ－Ｂ－酵素を多孔性支持体の検
出部において酵素基質に接触させ、その際の過酸化水素
発生量を過酸化水素電極により検出して、被検液中にお
ける被検物質Ａを定性的又は定量的に検出する工程。
【請求項２】  前記第３工程において、多孔性支持体の
検出部には小面積で薄い多孔性材料からなり前記酵素基
質を保持した検出シートを付設し、被検液の一部を毛細
管現象により検出シートに移動させて過酸化水素を発生
させ、その発生量を検出シートに接触した過酸化水素電
極により検出することを特徴とする請求項１に記載の被
検物質の検出方法。
【請求項３】  前記検出シートの面積が５平方ｍｍ以下
であり、その厚さが０．５ｍｍ以下であることを特徴と
する請求項２に記載の被検物質の検出方法。
【請求項４】  前記検出方法において、予め被検液にＢ
－酵素を添加して第１工程を行い、次に特異的結合対形
成反応を利用した任意の分離手段により第２工程を行
い、次にこの被検液を多孔性支持体の検出部に供給して
第３工程を行うことを特徴とする請求項１～請求項３の
いずれかに記載の被検物質の検出方法。
【請求項５】  前記検出方法において、予め被検液にＢ
－酵素を添加して第１工程を行い、次に被検液を多孔性
支持体の分離部（被検物質Ａと同様の特異的結合対形成
能力を有する第３物質Ａ’を固定した部分）に供給して
第２工程を行い、次にこの被検液を毛細管現象により多
孔性支持体の検出部に移動させて第３工程を行うことを
特徴とする請求項１～請求項３のいずれかに記載の被検
物質の検出方法。
【請求項６】  前記検出方法において、被検液を多孔性
支持体の結合対形成部（Ｂ－酵素を可溶に保持した部
分）に供給して第１工程を行い、次に被検液を毛細管現
象により多孔性支持体の分離部（Ｂ－酵素に対する特異
的結合対形成能力を有する第３物質Ａ’を固定した部
分）に供給して第２工程を行い、次にこの被検液を毛細
管現象により多孔性支持体の検出部に移動させて第３工
程を行うことを特徴とする請求項１～請求項３のいずれ
かに記載の被検物質の検出方法。
【請求項７】  被検液中の被検物質Ａを定性的又は定量*
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*的に検出するための検出装置であって、以下①～③のい
ずれかの構成を有することを特徴とする被検物質の検出
装置。
①毛細管現象による液体の移動を許す多孔性支持体に、
酸化還元酵素の酵素基質を保持させると共に過酸化水素
電極を接触させた検出部を設けた検出装置。
②毛細管現象による液体の移動を許す多孔性支持体に、
請求項５に記載の第３物質Ａ’を固定した分離部と、酸
化還元酵素の酵素基質を保持させると共に過酸化水素電
極を接触させた検出部とを設けた検出装置。
③毛細管現象による液体の移動を許す多孔性支持体に、
被検液の移動方向に沿って順に、請求項１に記載のＢ－
酵素を可溶に保持した結合対形成部と、請求項５に記載
の第３物質Ａ’を固定した分離部と、酸化還元酵素の酵
素基質を保持させると共に過酸化水素電極を接触させた
検出部とを設けた検出装置。
【請求項８】  前記検出部が、多孔性支持体と、これに
付設された、小面積で薄い多孔性材料からなり酵素基質
を保持した検出シートと、この検出シートに接触させた
過酸化水素電極からなることを特徴とする請求項７に記
載の被検物質の検出装置。
【請求項９】  前記多孔性支持体の所要部分には、被検
液を多孔性支持体に供給するための試料供給部、及び／
又は、被検液の毛細管現象による移動を促進するための
試料吸引部を設けたことを特徴とする請求項７又は請求
項８に記載の被検物質の検出装置。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、被検物質の検出方
法及び検出装置に関する。更に詳しくは、本発明は、被
検液中の被検物質が抗原，抗体，受容体，該受容体に対
するリガンド等である場合において、いわゆる免疫クロ
マトグラフィーの原理に過酸化水素電極を組合わせるこ
とにより、簡易かつ迅速に被検物質の検出を可能とした
検出方法及び検出装置に関する。
【０００２】
【従来の技術】抗原と抗体、あるいは受容体と該受容体
に対するリガンド等のように、特異的な結合対を形成し
得る物質を免疫クロマトグラフィーの原理を利用して検
出する方法は、従来より種々に提案されている。
【０００３】これらの方法では、特異的結合対の一方の
構成物質を被検物質とする。いずれの方法でも、この被
検物質を特異的結合対の他方の構成物質と特異的に結合
させる等の過程を通じて、被検物質量を酵素等の標識の
結合量に反映させる。そして、結合標識又は未結合標識
の存否又は量を測定することにより、被検物質を検出し
ている。
【０００４】使用される標識としては、酵素標識、蛍光
等の化学発光標識、放射能標識等が例示される。酵素標
識としては、グルコースオキシダーゼ等の酸化還元酵素
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が代表的に例示される。酸化還元酵素を利用する際は、
酸化還元反応を発色や酸素電極又は過酸化水素電極によ
り検出する方法が知られている。例えば、特開平５－７
２１７３号公報には、抗原－抗体反応の反応液を電極と
接触させ、該反応液を攪拌しながら検出を行う方法が開
示されている。
【０００５】一方、免疫クロマトグラフィーに関して
は、例えば特開平４－１６７４５号公報に開示された方
法を例示できる。この方法では、体液の吸収，反応溶質
の可溶化，免疫反応及び発色反応等を、繊維質の積層体
中において毛細管現象を利用することにより連続的にか
つ迅速に行わせる。
【０００６】
【発明が解決しようとする課題】しかし、上記の特開平
５－７２１７３号公報に開示された方法では、多量の反
応液を必要とする。又、被検物質の検出に当たり反応液
を攪拌すると言う面倒な操作を要する点等、全般に操作
が複雑であって迅速に測定できない。更に、例えば家庭
用等に好適な安価，簡便なディスポーザブル装置を構成
することが困難であった。
【０００７】免疫クロマトグラフィーを利用した特開平
４－１６７４５号公報の方法は簡易、迅速な検出法であ
り、家庭用等に好適なディスポーザブル装置を構成する
こともできる。従って、種々の病気の診断の目安となる
尿や唾液等の体液中の被検物質を安価，簡便，迅速に検
出することを期待できる。しかしこの方法は、被検物質
を定性的に検出できるが、定量的には検出できない。
【０００８】以上のような従来技術の問題に鑑み、本件
出願人は既に、免疫クロマトグラフィーの原理に酸素電
極を組合わせた好ましい検出方法及び検出装置を提案し
ている（特願平１０－３２８４０３号，特開２０００－
１５５１２２号公報）。この検出方法及び検出装置によ
れば、上記従来技術の諸問題を解決できる。
【０００９】しかし、酸素電極ではなく過酸化水素電極
を免疫クロマトグラフィーに組合わせることにより、更
に検出部に到達した酵素量に比例した電流量が得られる
と言う利点を期待できる。
【００１０】又、上記特開２０００－１５５１２２号に
係る検出方法及び検出装置では、多孔性支持体そのもの
に酵素基質を保持させ、多孔性支持体中で酵素反応を起
こさせている。ところが、多孔性支持体は、測定時の操
作上の必要から、実際には一定以上の厚さと面積とを必
要とする。従って、免疫クロマトグラフィーにおいて求
められる被検液量の低減や、酸素電極の機能上酵素反応
部分に求められる空気中酸素の十分な供給には、一定の
限界があった。
【００１１】そこで本発明は、本件出願人の出願に係る
前記検出方法及び検出装置の発明の好ましい諸効果を確
保しつつ、上記した被検液量の低減や酸素供給の問題を
更に徹底して改良することを、解決すべき課題とする。
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【００１２】
【課題を解決するための手段】（第１発明の構成）上記
課題を解決するための本願第１発明（請求項１に記載の
発明）の構成は、被検液中の被検物質Ａを定性的又は定
量的に検出するための検出方法であって、以下の第１工
程～第３工程を含む、被検物質の検出方法である。
【００１３】第１工程：被検液中の被検物質Ａを、酸化
還元酵素で標識された特異的結合対形成物質Ｂ（Ｂ－酵
素）と反応させて、酵素標識された特異的結合対（Ａ－
Ｂ－酵素）を形成させる工程。
【００１４】第２工程：第１工程後の被検液中に残存す
る遊離のＢ－酵素を特異的結合対形成反応を利用して固
定することにより除外する工程。
【００１５】第３工程：被検液中のＡ－Ｂ－酵素を多孔
性支持体の検出部において酵素基質に接触させ、その際
の過酸化水素発生量を過酸化水素電極により検出して、
被検液中における被検物質Ａを定性的又は定量的に検出
する工程。
【００１６】（第２発明の構成）上記課題を解決するた
めの本願第２発明（請求項２に記載の発明）の構成は、
前記第１発明に係る第３工程において、多孔性支持体の
検出部には小面積で薄い多孔性材料からなり前記酵素基
質を保持した検出シートを付設し、被検液の一部を毛細
管現象により検出シートに移動させて過酸化水素を発生
させ、その発生量を検出シートに接触した過酸化水素電
極により検出する、被検物質の検出方法である。
【００１７】（第３発明の構成）上記課題を解決するた
めの本願第３発明（請求項３に記載の発明）の構成は、
前記第２発明に係る検出シートの面積が５平方ｍｍ以下
であり、その厚さが０．５ｍｍ以下である、被検物質の
検出方法である。
【００１８】（第４発明の構成）上記課題を解決するた
めの本願第４発明（請求項４に記載の発明）の構成は、
前記第１発明～第３発明に係る検出方法において、予め
被検液にＢ－酵素を添加して第１工程を行い、次に特異
的結合対形成反応を利用した任意の分離手段により第２
工程を行い、次にこの被検液を多孔性支持体の検出部に
供給して第３工程を行う、被検物質の検出方法である。
【００１９】（第５発明の構成）上記課題を解決するた
めの本願第５発明（請求項５に記載の発明）の構成は、
前記第１発明～第３発明に係る検出方法において、予め
被検液にＢ－酵素を添加して第１工程を行い、次に被検
液を多孔性支持体の分離部（被検物質Ａと同様の特異的
結合対形成能力を有する第３物質Ａ’を固定した部分）
に供給して第２工程を行い、次にこの被検液を毛細管現
象により多孔性支持体の検出部に移動させて第３工程を
行う、被検物質の検出方法である。
【００２０】（第６発明の構成）上記課題を解決するた
めの本願第６発明（請求項６に記載の発明）の構成は、
前記第１発明～第３発明に係る検出方法において、被検
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液を多孔性支持体の結合対形成部（Ｂ－酵素を可溶に保
持した部分）に供給して第１工程を行い、次に被検液を
毛細管現象により多孔性支持体の分離部（Ｂ－酵素に対
する特異的結合対形成能力を有する第３物質Ａ’を固定
した部分）に供給して第２工程を行い、次にこの被検液
を毛細管現象により多孔性支持体の検出部に移動させて
第３工程を行う、被検物質の検出方法である。
【００２１】（第７発明の構成）上記課題を解決するた
めの本願第７発明（請求項７に記載の発明）の構成は、
被検液中の被検物質Ａを定性的又は定量的に検出するた
めの検出装置であって、以下①～③のいずれかの構成を
有する、被検物質の検出装置である。
【００２２】①毛細管現象による液体の移動を許す多孔
性支持体に、酸化還元酵素の酵素基質を保持させると共
に過酸化水素電極を接触させた検出部を設けた検出装
置。
【００２３】②毛細管現象による液体の移動を許す多孔
性支持体に、請求項５に記載の第３物質Ａ’を固定した
分離部と、酸化還元酵素の酵素基質を保持させると共に
過酸化水素電極を接触させた検出部とを設けた検出装
置。
【００２４】③毛細管現象による液体の移動を許す多孔
性支持体に、被検液の移動方向に沿って順に、請求項１
に記載のＢ－酵素を可溶に保持した結合対形成部と、請
求項５に記載の第３物質Ａ’を固定した分離部と、酸化
還元酵素の酵素基質を保持させると共に過酸化水素電極
を接触させた検出部とを設けた検出装置。
【００２５】（第８発明の構成）上記課題を解決するた
めの本願第８発明（請求項８に記載の発明）の構成は、
前記第７発明に係る検出部が、多孔性支持体と、これに
付設された、小面積で薄い多孔性材料からなり酵素基質
を保持した検出シートと、この検出シートに接触させた
過酸化水素電極からなる、被検物質の検出装置である。
【００２６】（第９発明の構成）上記課題を解決するた
めの本願第９発明（請求項９に記載の発明）の構成は、
前記第７発明又は第８発明に係る多孔性支持体の所要部
分には、被検液を多孔性支持体に供給するための試料供
給部、及び／又は、被検液の毛細管現象による移動を促
進するための試料吸引部を設けた、被検物質の検出装置
である。
【００２７】なお、「所要部分」とは、通常は、試料供
給部については多孔性支持体における被検液移動方向に
対する最上流部であり、試料吸引部については多孔性支
持体における被検液移動方向に対する最下流部である。
【００２８】
【発明の作用・効果】（第１発明の作用・効果）第１発
明の被検物質の検出方法は、免疫クロマトグラフィーの
原理を利用し、かつ酵素標識を利用して電極により検出
するので、例えば種々の病気の診断の目安となる血液，
尿，唾液等の体液中の被検物質を、安価，簡便，迅速に
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検出でき、しかも被検物質を定性的にも定量的にも検出
できる。そして例えば、家庭用等に好適なディスポーザ
ブル装置を構成することも容易である。
【００２９】被検液を過酸化水素電極に接触させると、
被検液中に夾雑する還元物質により電極は少量のベース
ライン電流を出力する。この系に酸化還元酵素と酵素基
質が加わると、酸化反応により被検液中の酸素が消費さ
れ、その酸素濃度の低下が過酸化水素電極からの電流の
増大として出力される。この場合、電流変化の初速度、
又は酵素－基質反応開始より一定時間後（例えば、３～
５分後）の電流値を測定することにより、酸化還元酵素
の濃度を知ることができる。電流変化の初速度を測定す
るには、０．５～２分間（例えば約１分間）にわたって
電流を測定すれば良い。
【００３０】このように非常に短時間に測定可能である
ため、酵素反応による酸素消費量は、検出部に到達した
被検液中への空気中酸素の溶解量に比較して極めて少な
い。更に、測定中における空気中酸素の被検液中への溶
解も期待できる。そのため、開放系で測定することは、
むしろ有利であると考えられる。
【００３１】又、酵素標識として酸化還元酵素を用い、
かつ過酸化水素電極により検出するので、例えば酸素電
極により検出する場合に比較して、更に検出部に到達し
た酵素量に比例した電流量が得られると言う利点を期待
できる。
【００３２】（第２発明の作用・効果）第２発明の被検
物質の検出方法においては、小面積で薄い多孔性材料か
らなる検出シートにおいて酵素反応を行わせて過酸化水
素を発生させるので、多孔性支持体そのものは、測定時
の操作等に不便を来さない程度の厚さと面積に設計して
も支障がない。そして、被検液量を例えば２００μＬ以
下と言うレベルに低減させることができる。もちろん、
被検物質の検出に当たり被検液を攪拌する必要はない。
更に、小面積で薄い検出シートには、空気中酸素の十分
な供給を確保することができる。
【００３３】（第３発明の作用・効果）第３発明のよう
に、上記検出シートの面積は５平方ｍｍ以下とし、その
厚さを０．５ｍｍ以下とすることが、被検液量の低減の
ために特に好ましい。又、検出部に到達した被検液中へ
の空気中酸素の溶解量に比較して、酵素反応による酸素
消費量を極めて少なくできることにより、安定的に定性
あるいは定量することができる等の点からも、特に好ま
しい。
【００３４】（第４発明の作用・効果）第４発明によっ
て、第１発明～第３発明に係る被検物質の検出方法の一
つの有力な実施形態が提供される。この実施形態におい
ては、後述する第７発明の①の検出装置を利用すること
ができる。
【００３５】（第５発明の作用・効果）第５発明によっ
て、第１発明～第３発明に係る被検物質の検出方法の一
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7
つの有力な実施形態が提供される。この実施形態におい
ては、後述する第７発明の②の検出装置を利用すること
ができる。
【００３６】（第６発明の作用・効果）第６発明によっ
て、第１発明～第３発明に係る被検物質の検出方法の一
つの有力な実施形態が提供される。この実施形態におい
ては、後述する第７発明の③の検出装置を利用すること
ができる。
【００３７】（第７発明の作用・効果）第７発明の①～
③のいずれかに係る被検物質の検出装置によって、第１
発明～第６発明に係る被検物質の検出方法の具体的な実
施手段が提供される。これらの被検物質の検出装置は、
いずれも簡便な構成であり、非常に安価に提供できる。
従って、家庭用等に好適なディスポーザブル装置として
利用できる。しかも、定性的にも定量的にも、迅速に被
検物質を検出することができる。
【００３８】（第８発明の作用・効果）第８発明の被検
物質の検出装置は、上記第７発明の作用・効果に加え、
例えば２００μＬ以下と言う非常に微量の被検液によっ
ても、被検物質を正確に検出することができる。
【００３９】（第９発明の作用・効果）多孔性支持体が
試料供給部を備える場合には、検出装置に対する被検液
の供給操作が便利であり、多孔性支持体が試料吸引部備
える場合には、検出装置に供給した被検液の移動が迅速
になって更に迅速に被検物質を検出できる。
【００４０】
【発明の実施の形態】次に、第１発明～第９発明の実施
の形態について説明する。以下において単に「本発明」
と言うときは、第１発明～第９発明を一括して指してい
る。
【００４１】〔被検物質の検出方法及び検出装置〕本発
明における被検物質の検出方法は、少なくとも以下の第
１工程～第３工程を含む。他の任意の前工程、後工程あ
るいは中間工程を含んでも構わない。
【００４２】第１工程：被検液中の被検物質Ａを、酸化
還元酵素で標識された特異的結合対形成物質Ｂ（Ｂ－酵
素）と反応させて、酵素標識された特異的結合対（Ａ－
Ｂ－酵素）を形成させる工程。第２工程：第１工程後の
被検液中に残存する遊離のＢ－酵素を特異的結合対形成
反応を利用して固定することにより除外する工程。第３
工程：被検液中のＡ－Ｂ－酵素を多孔性支持体の検出部
において酵素基質に接触させ、その際の過酸化水素発生
量を過酸化水素電極により検出して、被検液中における
被検物質Ａを定性的又は定量的に検出する工程。
【００４３】上記の第１工程～第３工程のうち、少なく
とも第３工程は本発明の検出装置を用いて、即ち多孔性
支持体の検出部において行う。第１工程のみ、あるいは
第１工程及び第２工程は、本発明の検出装置を利用して
行うこともできるが、本発明の検出装置を利用せずに前
処理として行うこともできる。
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【００４４】即ち、上記の第１工程～第３工程は、例え
ば次の三通りの実施形態のいずれかとして行うことがで
きる。
【００４５】第１の実施形態：予め被検液にＢ－酵素を
添加して第１工程を行い、次に特異的結合対形成反応を
利用した任意の分離手段により第２工程を行い、次にこ
の被検液を多孔性支持体の検出部に供給して第３工程を
行う。この実施形態において、第１工程は例えば適宜な
小容量空間中で被検液にＢ－酵素を添加・混合して行う
ことができる。第２工程における「分離手段」として
は、例えばＡ－Ｂ－酵素を通過させると共に遊離のＢ－
酵素を固定するカラムクロマトグラフィーを利用でき
る。
【００４６】この第１の実施形態においては、第３工程
を行うために、前記第７発明の①に係る検出装置を用い
ることができる。この検出装置は、毛細管現象による液
体の移動を許す多孔性支持体に酸化還元酵素の酵素基質
を保持させると共に過酸化水素電極を接触させた検出部
を設けた検出装置である。
【００４７】第２の実施形態：予め被検液にＢ－酵素を
添加して第１工程を行い、次に被検液を多孔性支持体の
分離部（被検物質Ａと同様の特異的結合対形成能力を有
する第３物質Ａ’を固定した部分）に供給して第２工程
を行い、次にこの被検液を毛細管現象により多孔性支持
体の検出部に移動させて第３工程を行う。この実施形態
において、第１工程は第１の実施形態の場合と同様に行
うことができる。
【００４８】この第２の実施形態においては、第２工程
及び第３工程を行うために、前記第７発明の②に係る検
出装置を用いることができる。この検出装置は、毛細管
現象による液体の移動を許す多孔性支持体に、上記第３
物質Ａ’を固定した分離部と、酸化還元酵素の酵素基質
を保持させると共に過酸化水素電極を接触させた検出部
とを設けた検出装置である。
【００４９】第３の実施形態：被検液を多孔性支持体の
結合対形成部（Ｂ－酵素を可溶に保持した部分）に供給
して第１工程を行い、次に被検液を毛細管現象により多
孔性支持体の分離部（Ｂ－酵素に対する特異的結合対形
成能力を有する第３物質Ａ’を固定した部分）に供給し
て第２工程を行い、次にこの被検液を毛細管現象により
多孔性支持体の検出部に移動させて第３工程を行う。
【００５０】この第３の実施形態においては、第１工程
～第３工程を行うために、前記第７発明の③に係る検出
装置を用いることができる。この検出装置は、毛細管現
象による液体の移動を許す多孔性支持体に、被検液の移
動方向に沿って順に、上記Ｂ－酵素を可溶に保持した結
合対形成部と、上記第３物質Ａ’を固定した分離部と、
酸化還元酵素の酵素基質を保持させると共に過酸化水素
電極を接触させた検出部とを設けた検出装置である。
【００５１】〔多孔性支持体〕多孔性支持体は、本発明
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に係る検出装置の本体部分を構成するものであって、毛
細管現象によって液体の移動を許す多孔性材料からなる
限りにおいて、使用する材料の種類は限定されない。例
えば、有機又は無機の適当な材料からなる粉粒体又は繊
維を柱状，板状等に成形したり、又はこのような形状を
有するハウジングに充填して多孔性支持体を構成するこ
ともできる。有機又は無機のポーラスな剛体材料を柱
状，板状等に成形して多孔性支持体を構成することもで
きる。
【００５２】特に好ましい多孔性支持体は、各種の合成
繊維又は天然繊維を用いてシート状に形成した濾紙であ
る。これらの濾紙は、安価であり、薄くかつ小面積に形
成し易く、しかも毛細管現象による液体の移動が容易・
迅速である。ニトロセルロース繊維，酢酸セルロース繊
維，セルロース繊維等の親水性の繊維からなる濾紙が好
ましい。
【００５３】他の好ましい多孔性支持体として、ガラス
繊維フィルター，ポリアミドフィルター，ポリスルホン
フィルター，ポリプロピレンフィルター，ポリ塩化ビニ
ルフィルター，多孔性セラミック，カーボンファイバ
ー，金属ウール等を例示することができる。
【００５４】多孔性支持体の形状及びサイズは限定され
ない。濾紙等を用いて多孔性支持体をシート状に形成す
る場合、好ましくは、全体として細長い矩形に形成し、
その長さを３０～１５０ｍｍ程度、その幅を２～５ｍｍ
程度、その厚さを０．２～２ｍｍ程度とする。
【００５５】多孔性支持体が軟弱な場合は、これをポリ
エチレンテレフタレート，ポリプロピレン，ポリ塩化ビ
ニル等のプラスチック基板上に構成することもできる。
【００５６】多孔性支持体には、少なくとも、酵素基質
を保持すると共に過酸化水素電極を接触させた検出部を
設ける。多孔性支持体にはその他にも、前記した検出方
法の実施形態に対応して、前記第３物質Ａ’を固定した
分離部や、前記Ｂ－酵素を可溶に保持した結合対形成部
を設けることができる。多孔性支持体には更に、被検液
を多孔性支持体に供給するための試料供給部、及び／又
は、被検液の毛細管現象による移動を促進するための試
料吸引部を設けることもできる。
【００５７】上記した多孔性支持体の各部は、それが設
けられる場合には、毛細管現象による被検液の移動方向
に沿い、上流側から加硫側へ向かい、試料供給部／結合
対形成部／分離部／検出部／試料吸引部、の順序で設定
される。これら多孔性支持体の各部の境界は互いに区画
される必要はないが、着色等により視覚的に区画しても
良い。
【００５８】〔検出部、検出シート、過酸化水素電極〕
上記した多孔性支持体の検出部は、多孔性支持体におけ
る検出部区域に酵素基質を保持させて過酸化水素電極を
接触させる実施形態であっても良い。より好ましくは、
多孔性支持体における検出部区域に検出シートを付設
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し、この検出シートに過酸化水素電極を接触させる実施
形態とする。
【００５９】検出シートは、多孔性支持体の検出部区域
に比較して小面積の（更に好ましくは、小面積で薄い）
濾紙等の多孔性材料からなる。検出シートの構成材料と
して、例えばニトロセルロース濾紙等が好ましく例示さ
れる。検出シートのサイズは、十分に小面積で薄い限り
において限定されないが、その面積が５平方ｍｍ以下で
あり、その厚さが０．５ｍｍ以下であることが特に好ま
しい。
【００６０】過酸化水素電極としては、この種の目的で
慣用されている通常の構成のものを使用すれば良い。特
に、小型に構成され、その感知表面が検出シートに対応
して小面積（例えば、４平方ｍｍ以下）のものを好まし
く利用できる。
【００６１】〔被検物質Ａ、特異的結合対形成物質Ｂ、
第３物質Ａ’〕被検物質Ａとしては、抗原，抗体、受容
体，該受容体に対するリガンド等のように、抗原－抗体
又は受容体－リガンド等のような特異的な結合対を形成
し得る物質を、限定なく対象とすることができる。特に
有用な被検物質Ａとして、各種疾患や心身状態の判定指
標となる体液成分、例えば、糖尿病性腎症の初期マーカ
ーとして有用な尿中アルブミン等を例示することができ
る。被検物質Ａを含む被検液の種類は限定されないが、
ヒト又は動物の唾液，血液（血清や血漿を含む），尿等
の体液が代表的である。
【００６２】特異的結合対形成物質Ｂとは、被検物質Ａ
に対して特異的に結合対を形成することができる物質で
ある。即ち、被検物質Ａが抗原であればその抗体を、被
検物質Ａが抗体であればその抗原を、被検物質Ａが受容
体であればそれに対するリガンドを、被検物質Ａが特定
受容体に対するリガンドであれば当該受容体を、それぞ
れ特異的結合対形成物質Ｂとして利用できる。
【００６３】本発明の一定の実施形態においては、第３
物質Ａ’が使用される。この第３物質Ａ’は、特異的結
合対形成物質Ｂに対して被検物質Ａと同様の特異的結合
対形成能力を有する物質であれば良い。被検物質Ａと同
一物質であっても良い。
【００６４】〔酸化還元酵素〕本発明において、酸化還
元酵素は特異的結合対形成物質Ｂに結合させて用いら
れ、結果的に酵素標識された特異的結合対（Ａ－Ｂ－酵
素）を形成する。そして検出部における酵素基質との接
触によって特定量の過酸化水素を発生させ、これを過酸
化水素電極に検出させる。
【００６５】使用される酸化還元酵素の種類は限定され
ない。好ましい例として、グルコースオキシダーゼ，キ
サンチンオキシダーゼ，アミノ酸オキシダーゼ，アスコ
ルビン酸オキシダーゼ，アシル－ＣｏＡオキシダーゼ，
コレステロールオキシダーゼ，ガラクトースオキシダー
ゼ，シュウ酸オキシダーゼ，ザルコシンオキシダーゼ等
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11
を挙げることができる。
【００６６】〔酵素基質〕本発明において、酵素基質は
多孔性支持体における検出部の部分に保持され、あるい
はこの部分に付設した検出シートに保持される。被検液
に対して可溶に保持されている限りにおいて保持の形態
は限定されない。好ましくは、多孔性支持体の検出部又
は検出シートを酵素基質溶液に浸漬した後、溶媒を乾燥
させることにより酵素基質を保持させる。
【００６７】酵素基質の種類は、酸化還元酵素の種類の
種類に従って決まる。例えば、グルコースオキシダーゼ
に対してはグルコースを用いる。キサンチンオキシダー
ゼに対してはキサンチンを用いる。アミノ酸オキシダー
ゼに対してはアミノ酸を用いる。アスコルビン酸オキシ
ダーゼに対してはアスコルビン酸を用いる。アシル－Ｃ
ｏＡオキシダーゼに対してはアシルＣｏＡを用いる。コ
レステロールオキシダーゼに対してはコレステロールを
用いる。ガラクトースオキシダーゼに対してはガラクト
ースを用いる。シュウ酸オキシダーゼに対してはシュウ
酸を用いる。ザルコシンオキシダーゼに対してはザルコ
シンを用いる。
【００６８】
【発明の有益な実施態様】本発明は、以下のような有益
な態様において実施することができる。以下の各番号に
係る実施態様において「上記」と言う時は、該当する内
容を含む各先行番号に係る実施態様のすべてを、それぞ
れ択一的に指している。
【００６９】１）被検液中の被検物質Ａを酸化還元酵素
標識付きの酵素特異的結合対形成物質Ｂ－酵素と反応さ
せてＡ－Ｂ－酵素を形成させる工程、この工程後の被検
液中に残存する遊離のＢ－酵素を特異的結合対形成反応
を利用して固定することにより除外する工程、及び、被
検液中のＡ－Ｂ－酵素を多孔性支持体の検出部において
酵素基質に接触させ、その際の過酸化水素発生量を過酸
化水素電極により検出して、被検液中における被検物質
Ａを定性的又は定量的に検出する工程、を含む被検物質
の検出方法。
【００７０】２）上記多孔性支持体が、濾紙、とりわけ
ニトロセルロース繊維からなる濾紙である。
【００７１】３）上記濾紙からなる多孔性支持体が細長
い矩形であり、長さ３０～１５０ｍｍ程度、幅２～５ｍ
ｍ程度、厚さ０．２～２ｍｍ程度である。
【００７２】４）上記多孔性支持体の検出部では、多孔
性支持体そのものに酵素基質を保持させ、これに過酸化
水素電極を接触させる。
【００７３】５）上記多孔性支持体の検出部では、小面
積で薄い多孔性材料からなり酵素基質を保持した検出シ
ートを付設し、これに過酸化水素電極を接触させる。
【００７４】６）上記検出シートの面積が５平方ｍｍ以
下で、厚さが０．５ｍｍ以下である。
【００７５】７）上記検出シートが、濾紙、とりわけニ
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トロセルロース繊維からなる濾紙である。
【００７６】８）上記１）の検出方法において、予め被
検液にＢ－酵素を添加して第１工程を行い、特異的結合
対形成反応を利用した任意の分離手段により第２工程を
行い、この被検液を多孔性支持体の検出部に供給して第
３工程を行う。
【００７７】９）上記１）の検出方法において、予め被
検液にＢ－酵素を添加して第１工程を行い、被検液を多
孔性支持体の分離部に供給して第２工程を行い、この被
検液を毛細管現象により多孔性支持体の検出部に移動さ
せて第３工程を行う。
【００７８】１０）上記１）の検出方法において、被検
液を多孔性支持体の結合対形成部に供給して第１工程を
行い、被検液を毛細管現象により多孔性支持体の分離部
に供給して第２工程を行い、この被検液を毛細管現象に
より多孔性支持体の検出部に移動させて第３工程を行
う。
【００７９】１１）上記被検物質Ａ，酵素特異的結合対
形成物質Ｂが、抗原，抗体，受容体又は該受容体に対す
るリガンドである。
【００８０】１２）上記酸化還元酵素が、グルコースオ
キシダーゼ，キサンチンオキシダーゼ，アミノ酸オキシ
ダーゼ，アスコルビン酸オキシダーゼ，アシル－ＣｏＡ
オキシダーゼ，コレステロールオキシダーゼ，ガラクト
ースオキシダーゼ，シュウ酸オキシダーゼ又はザルコシ
ンオキシダーゼである。
【００８１】１３）上記酵素基質が、グルコース，キサ
ンチン，アミノ酸，アスコルビン酸，アシルＣｏＡ，コ
レステロール，ガラクトース，シュウ酸又はザルコシン
である。
【００８２】１４）上記過酸化水素電極が、小型で、そ
の感知表面が検出シートに対応して小面積（例えば、４
平方ｍｍ以下）のものである。
【００８３】１５）毛細管現象による液体の移動を許す
多孔性支持体に、酸化還元酵素の酵素基質を保持させる
と共に過酸化水素電極を接触させた検出部を設けた被検
物質の検出装置。
【００８４】１６）毛細管現象による液体の移動を許す
多孔性支持体に、第３物質Ａ’を固定した分離部と、酸
化還元酵素の酵素基質を保持させると共に過酸化水素電
極を接触させた検出部とを設けた被検物質の検出装置。
【００８５】１７）毛細管現象による液体の移動を許す
多孔性支持体に、被検液の移動方向に沿って順に、Ｂ－
酵素を可溶に保持した結合対形成部と、第３物質Ａ’を
固定した分離部と、酸化還元酵素の酵素基質を保持させ
ると共に過酸化水素電極を接触させた検出部とを設けた
被検物質の検出装置。
【００８６】１８）上記被検物質の検出装置において、
検出部が、多孔性支持体と、これに付設された、小面積
で薄い多孔性材料からなり酵素基質を保持した検出シー
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トと、この検出シートに接触させた過酸化水素電極から
なる。
【００８７】１９）上記多孔性支持体の所要部分には、
被検液を多孔性支持体に供給するための試料供給部を設
けた。
【００８８】２０）上記多孔性支持体の所要部分には、
被検液の毛細管現象による移動を促進するための試料吸
引部を設けた。
【００８９】
【実施例】〔抗体の作製〕Balb／Ｃマウスにヒトアルブ
ミンを感作させ、その脾臓を摘出し、マウスミエローマ
細胞と融合させて抗アルブミン抗体を産生するハイブリ
ドーマを得た。ハイブリドーマの内、アフィニティの高
い抗体を産生するものを選択してモノクローン化した。
このハイブリドーマ細胞をマウス腹腔内に注入して、数
週間後に腹水を採取した。この腹水から、ProteinA固定
カラムにより抗ヒトアルブミンマウスモノクローナル抗
体（以下、「モノクローナル抗体」と言う）を精製し
た。
【００９０】〔酵素標識抗体の作製〕上記により得たモ
ノクローナル抗体のグルコースオキシダーゼによる標識
を次のようにして行った。即ち、２ｍｇのグルコースオ
キシダーゼを含む０．８ｍＬの水溶液に１００μＬの
０．１モルＮａＩＯ

３
を添加し、２５°Ｃにて３０分間

反応させた。これに５０μＬのエチレングリコールを添
加して２５°Ｃにて５分間インキュベートした後に、２
ｍモル酢酸ナトリウム（ｐＨ４．４）で脱塩ゲル濾過を
行って、アルデヒド化グルコースオキシダーゼを得た。
【００９１】２ｍｇのアルデヒド化グルコースオキシダ
ーゼに対して、１０ｍｇの前記モノクローナル抗体を２
ｍＬのＰＢＳ（Phosphate buffered saline ）に溶解さ
せた溶液と、１００μＬの１モル炭酸ナトリウム溶液
（ｐＨ９．５）とを添加し、２５°Ｃにて２時間反応さ
せた。
【００９２】次に、４ｍｇ／ｍＬのＮａＢＨ

４
水溶液４

０μＬを加えて４°Ｃにて２時間反応させた後に濃縮
し、ゲル濾過を行って、グルコースオキシダーゼによっ
て標識された抗ヒトアルブミンマウスモノクローナル抗
体（以下、「酵素標識抗体」と言う）を得た。
【００９３】〔測定１〕緩衝液（例えば、１０ｍＭリン
酸ナトリウム、ｐＨ７．０）液中に０～２００ｍｇ／ｍ
Ｌにわたる種々の濃度にアルブミンを溶解させた溶液
を、上記により得た酵素標識抗体と反応させた。次にこ
の反応液をヒトアルブミンを固定化したカラムに通すこ
とにより、遊離の酵素標識抗体を除去し、アルブミンと
酵素標識抗体との結合対（以下、「酵素標識結合対」と
言う）を含有する溶液を得た。
【００９４】この「測定１」で使用した検出装置を図１
に示す。この測定装置１は、電極感知面積が０．０４平
方ｍｍである過酸化水素電極２上に、グルコース溶液を

14
吸収させた後に乾燥させた小濾紙片である検出シート３
を重ね、更にセルロース繊維製の濾紙からなる多孔材料
４で覆った小型チップ状のものである。検出シート３は
ポリカーボネートからなり、その厚さは０．１ｍｍで、
その面積が４平方ｍｍである。多孔材料４の幅は約５ｍ
ｍである。
【００９５】上記多孔材料４上に前記の酵素標識結合対
を含有する溶液を滴下し、その前後にわたって過酸化水
素電極２の出力電流を経時的に記録した。又、緩衝液の
みを滴下した場合の同様な出力電流を経時的に記録し、
これをベースラインとした。その結果を図４に示す。図
４の右欄外の数値は溶液中のアルブミン濃度を示す。電
流変化の初速度、及び一定時間後の電流変化量のいずれ
も、アルブミンの濃度に依存してグラフが上昇すること
を確認した。
【００９６】〔測定２〕上記した「測定１」の場合と同
様に種々の濃度にアルブミンを緩衝液に溶解させた溶液
を準備し、酵素標識抗体と反応させて反応液を得た。
【００９７】この「測定２」で使用した検出装置を図２
に示す。この測定装置１’は、長さ３８ｍｍ、幅８ｍ
ｍ、厚さ１ｍｍの長方形の濾紙からなる多孔性支持体５
の一端側を試料供給部６とし、その下流側（図の右方
側）を分離部７とし、多孔性支持体５の他端側を検出部
８としたものである。分離部７においてはアルブミンが
固定され、遊離の酵素標識抗体を固定できるようになっ
ている。又、検出部８には、前記図１に示す検出シート
３と過酸化水素電極２が設けられている。
【００９８】上記多孔性支持体５の試料供給部６上に前
記の反応液を滴下し、その前後にわたって過酸化水素電
極２の出力電流を経時的に記録した。又、緩衝液のみを
滴下した場合の同様な出力電流を経時的に記録し、これ
をベースラインとした。その結果を図５に示す。図５の
右欄外の数値は溶液中のアルブミン濃度を示す。電流変
化の初速度、及び一定時間後の電流変化量のいずれも、
アルブミンの濃度に依存してグラフが上昇することを確
認した。
【００９９】〔測定３〕上記した「測定１」の場合と同
様に種々の濃度にアルブミンを緩衝液に溶解させた溶液
を準備した。
【０１００】この「測定３」で使用した検出装置を図３
に示す。この測定装置１”は、長さ４３ｍｍ、幅８ｍ
ｍ、厚さ１ｍｍの長方形の濾紙からなる多孔性支持体５
の一端側を前記と同様の試料供給部６とし、その下流側
（図の右方側）に酵素標識抗体を可溶に保持した結合対
形成部９を設定し、更にその下流側を前記と同様の分離
部７とし、多孔性支持体５の他端側を検出部８としたも
のである。検出部８には、前記図１に示す検出シート３
と過酸化水素電極２が設けられている。
【０１０１】上記多孔性支持体５の試料供給部６上に前
記のアルブミン溶液を滴下し、その前後にわたって過酸
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化水素電極２の出力電流を経時的に記録した。又、緩衝
液のみを滴下した場合の同様な出力電流を経時的に記録
し、これをベースラインとした。その結果を図６に示
す。図６の右欄外の数値は溶液中のアルブミン濃度を示
す。電流変化の初速度、及び一定時間後の電流変化量の
いずれも、アルブミンの濃度に依存してグラフが上昇す
ることを確認した。
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明に係る被検物質の検出装置の一実施例を
簡略化して示す図である。
【図２】本発明に係る被検物質の検出装置の一実施例を
簡略化して示す図である。
【図３】本発明に係る被検物質の検出装置の一実施例を
簡略化して示す図である。
【図４】本発明に係る被検物質の検出方法の一実施例の*
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*結果を示すグラフ図である。
【図５】本発明に係る被検物質の検出方法の一実施例の
結果を示すグラフ図である。
【図６】本発明に係る被検物質の検出方法の一実施例の
結果を示すグラフ図である。
【符号の説明】
１，１’，１”        測定装置
２                    過酸化水素電極
３                    検出シート
４                    多孔材料
５                    多孔性支持体
６                    試料供給部
７                    分離部
８                    検出部
９                    結合対形成部

【図１】 【図２】

【図３】

【図５】
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