
(57)【要約】
　
　【課題】　ＱＣＭセンサーを免疫センサーとして用いる場合、得られる周波数変化は抗
原－抗体反応等による生体反応、あるいは吸着反応により電極表面に付着した測定対象物
質の質量に比例する。しかし試料溶液中の測定対象物質の分子量が小さい場合、あるいは
存在濃度が極めて低い場合、その周波数変化は非常に小さくなり、定量が極めて困難にな
るという問題があった。抗原－抗体反応により電極上に担持された抗体と抗原が結合した
後に、更に抗体を吸着させたラテックス粒子を加え周波数変化を増幅させる方法が提案さ
れているが、未だ十分でない。
　【解決手段】　第一のラテックス粒子を加え周波数を増幅させると共に、架橋性化合物
と第二のラテッックス粒子を添加しラテックス同士の結合と凝集を発現することにより周
波数変化を増幅させる。
【選択図】　　無し
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 溶 液 中 の 測 定 対 象 物 質 を 定 量 す る Ｑ Ｃ Ｍ セ ン サ ー を 用 い た 定 量 方 法 で あ っ て 、 電 極 表 面
に 前 記 測 定 対 象 物 質 の 特 定 部 位 と 特 異 的 に 反 応 す る 基 質 Ａ が 固 定 化 さ れ て お り 、 質 量 増 感
微 粒 子 ａ 表 面 に 基 質 Ｂ と 基 質 Ｃ と が 固 定 化 さ れ て お り 、 前 記 基 質 Ｂ は 前 記 測 定 対 象 物 質 の
部 位 の う ち 基 質 Ａ と 反 応 す る 部 位 と は 異 な る 部 位 と 特 異 的 に 反 応 す る 物 質 で あ り 、 前 記 基
質 Ｃ は 前 記 測 定 対 象 物 質 、 前 記 基 質 Ａ 、 前 記 基 質 Ｂ と は 反 応 性 を 示 さ な い 物 質 で あ り 、 前
記 測 定 対 象 物 質 が 前 記 基 質 Ａ と 前 記 基 質 Ｂ と 反 応 す る こ と に よ っ て 、 前 記 電 極 と 前 記 質 量
増 感 微 粒 子 ａ と の 間 に 前 記 測 定 対 象 物 質 を 挟 み こ む 工 程 と 、 表 面 に 前 記 基 質 Ｃ を 有 す る 質
量 増 感 微 粒 子 ｂ と 、 前 記 基 質 Ｃ と 特 異 的 に 反 応 す る 基 質 Ｄ を 1分 子 中 に 少 な く と も ２ 分 子
以 上 有 す る 架 橋 性 化 合 物 Ｅ と を 添 加 す る 工 程 と を 有 す る Ｑ Ｃ Ｍ セ ン サ ー を 用 い た 定 量 方 法
。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 測 定 対 象 物 質 を 挟 み こ む 工 程 と 、 前 記 質 量 増 感 微 粒 子 ｂ お よ び 前 記 架 橋 性 化 合 物 Ｅ
を 添 加 す る 工 程 と の 間 に 未 反 応 の 前 記 質 量 増 感 微 粒 子 ａ を 除 去 す る た め の 洗 浄 工 程 を 有 す
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の Ｑ Ｃ Ｍ セ ン サ ー を 用 い た 定 量 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 質 量 増 感 微 粒 子 ａ ま た は 前 記 質 量 増 感 微 粒 子 ｂ が ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 ま た は 金 コ ロ イ
ド 粒 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 の Ｑ Ｃ Ｍ セ ン サ ー を 用 い た
定 量 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 基 質 Ｃ が ア ビ ジ ン 誘 導 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら 請 求 項 ３ の い ず れ か
一 項 に 記 載 の Ｑ Ｃ Ｍ セ ン サ ー を 用 い た 定 量 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 架 橋 性 化 合 物 Ｅ が ポ リ エ チ レ ン オ キ シ ド 鎖 を 介 し て 基 質 Ｄ を 有 す る 水 溶 性 化 合 物 で
あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら 請 求 項 ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の Ｑ Ｃ Ｍ セ ン サ ー を 用
い た 定 量 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 基 質 Ｄ が ビ オ チ ン 誘 導 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら 請 求 項 ５ の い ず れ か
一 項 に 記 載 の Ｑ Ｃ Ｍ セ ン サ ー を 用 い た 定 量 方 法 。
　
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 Ｑ Ｃ Ｍ セ ン サ ー を 用 い た 定 量 方 法 に 関 し 、 特 に 溶 液 試 料 に 含 ま れ る 測 定 対 象
物 質 を 認 識 、 定 量 す る セ ン サ ー に お い て 、 微 量 な 測 定 対 象 物 質 の 定 量 を 行 う た め の 増 感 方
法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 水 晶 振 動 子 を 利 用 し た セ ン サ ー で 、 水 晶 電 極 表 面 上 に 特 定 の 測 定 対 象 物 質 を 認 識 し 特 異
的 反 応 を 生 じ る 機 能 性 膜 を 設 け 、 試 料 溶 液 中 に 存 在 す る 測 定 対 象 物 質 が 機 能 膜 と 反 応 し 、
水 晶 電 極 表 面 に 吸 着 し た 際 の 質 量 変 化 を 周 波 数 変 化 と し て 捉 え 、 測 定 対 象 物 質 濃 度 を 測 定
す る Ｑ Ｃ Ｍ セ ン サ ー が 開 発 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 た と え ば 、 電 極 上 に 特 定 の に お い 分 子 を 吸 着 す る 脂 質 膜 等 を 形 成 し 、 に お い 分 子 の 吸 着
に 伴 い 周 波 数 変 化 を 生 じ る Ｑ Ｃ Ｍ に お い セ ン サ ー が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ま た 、 電 極 上 に 特 定 の 抗 原 と 反 応 す る 抗 体 を 担 持 し 、 抗 原 － 抗 体 反 応 に よ り 生 体 試 料 中
の 抗 体 を 定 量 す る Ｑ Ｃ Ｍ 免 疫 セ ン サ ー が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】

10

20

30

40

50

(2) JP 2006-275865 A 2006.10.12



　 Ｑ Ｃ Ｍ セ ン サ ー を 免 疫 セ ン サ ー と し て 用 い る 場 合 、 得 ら れ る 周 波 数 変 化 は 抗 原 － 抗 体 反
応 等 に よ る 生 体 反 応 、 あ る い は 吸 着 反 応 に よ り 電 極 表 面 に 付 着 し た 測 定 対 象 物 質 の 質 量 に
比 例 す る 。 し か し 試 料 溶 液 中 の 測 定 対 象 物 質 の 分 子 量 が 小 さ い 場 合 、 あ る い は 存 在 濃 度 が
極 め て 低 い 場 合 、 得 ら れ る 周 波 数 変 化 は 非 常 に 小 さ く な り 、 定 量 が 極 め て 困 難 に な る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 そ の 場 合 、 水 晶 振 動 子 側 の 工 夫 と し て 、 微 量 な 周 波 数 変 化 を 検 出 す る た め に 、 個 々 の 水
晶 振 動 子 自 身 の 経 時 的 周 波 数 変 化 や 、 周 波 数 の 温 度 依 存 性 を キ ャ ン セ ル す る 目 的 で 、 一 つ
の 水 晶 振 動 子 上 に 複 数 の 電 極 を 設 け 、 そ の う ち の 一 つ を リ フ ァ レ ン ス 電 極 と し 個 々 の 水 晶
振 動 子 自 身 の 経 時 的 周 波 数 変 化 や 、 周 波 数 の 温 度 依 存 性 を キ ャ ン セ ル す る 方 法 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 一 方 、 反 応 系 側 の 工 夫 と し て 、 抗 原 － 抗 体 反 応 に よ り 電 極 上 に 担 持 さ れ た 抗 体 と 抗 原 が
結 合 し た 後 に 、 更 に 抗 体 を 吸 着 さ せ た ラ テ ッ ク ス 粒 子 を 加 え 、 更 な る 抗 原 － 抗 体 反 応 に よ
り 結 合 し た ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 質 量 に よ り 周 波 数 変 化 を 増 幅 さ せ る 方 法 が 提 案 さ れ て い る （
例 え ば 、 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 上 記 の 特 許 文 献 １ に よ れ ば 、 分 子 量 約 １ ５ 万 の ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ を 検 出 す る 際 、 抗 体 を 吸 着 し
た ラ テ ッ ク ス 粒 子 を 用 い た 場 合 は 、 用 い な い 場 合 と 比 較 し て 約 ２ 倍 の 増 感 効 果 が 認 め ら れ
て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
ま た 、 溶 液 中 の 低 分 子 化 合 物 を 高 感 度 に 測 定 す る 方 法 と し て 、 同 様 に ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を
用 い て 分 子 量 が 数 百 の 低 分 子 化 合 物 を 検 出 し 、 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を 用 い た 場 合 は 、 用 い な
い 場 合 と 比 較 し て 約 １ ０ ０ ０ 倍 の 増 感 効 果 が 認 め ら れ て い る （ 例 え ば 、 特 許 文 献 ２ 参 照 ）
。
【 ０ ０ １ ０ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 昭 ６ ３ － １ １ ８ ３ ５ 号 公 報 (請 求 項 1)
【 ０ ０ １ １ 】
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ７ １ ５ ４ ０ 号 公 報 (請 求 項 1)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 上 記 特 許 文 献 の 機 能 化 ラ テ ッ ク ス 粒 子 に よ る 質 量 増 感 方 法 は Ｑ Ｃ Ｍ セ ン サ ー に と っ て 非
常 に 効 果 的 な 手 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 電 極 表 面 に 反 応 し 吸 着 し て い る 測 定 対 象 物 質 と ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ が １ ： １ で 反 応 す る と
仮 定 し 、 単 純 に 増 感 効 率 を 推 定 す る と 直 径 ２ ５ ０ ｎ ｍ ラ テ ッ ク ス 粒 子 を 用 い た 場 合 、 例 え
ば 特 許 文 献 ２ の 様 な 分 子 量 数 百 の 低 分 子 化 合 物 を 検 出 す る 場 合 の 増 感 効 果 は 約 １ ０ ７ ～ １
０ ８ 倍 、 特 許 文 献 １ の 様 な 分 子 量 数 万 か ら 数 十 万 の 生 体 物 質 を 検 出 す る 場 合 の 増 感 効 果 は
約 １ ０ ５ ～ １ ０ ６ 倍 と な る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 し か し な が ら 、 実 際 の 反 応 で は 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 径 が 大 き く な る ほ ど 粒 子 の 占 有 面 積 が
広 く な る こ と か ら 、 電 極 上 の 測 定 対 象 物 質 と ラ テ ッ ク ス 粒 子 が １ ： １ で 反 応 す る こ と は 無
く 、 ま た 電 極 上 の 測 定 対 象 物 質 に 対 し て 反 応 性 を 有 す る 基 質 に つ い て も 、 単 独 で 溶 液 中 に
分 散 し て い る 場 合 と ラ テ ッ ク ス 表 面 に 固 定 化 さ れ て い る 場 合 と で は 、 電 極 上 の 測 定 対 象 物
質 と の 反 応 効 率 も 同 等 で は な い こ と か ら 上 記 推 定 増 感 効 果 は 得 ら れ ず 、 特 許 文 献 １ に 記 載
さ れ て い る 実 施 例 の よ う に ２ 倍 程 度 、 あ る い は 特 許 文 献 ２ に 記 載 さ れ て い る 実 施 例 の よ う
に １ ０ ０ ０ 倍 程 度 の 増 感 効 果 と な る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 従 来 の ラ テ ッ ク ス 粒 子 を 用 い た 方 法 に 加 え 、 更 な る 増 感 効 果 が 得 ら れ る QCM
セ ン サ ー を 用 い た 定 量 方 法 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 】
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【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の QCMセ ン サ ー を 用 い た 定 量 方 法 は 、 溶 液 中 の 測 定 対 象 物 質 を 定 量 す る QCMセ ン サ
ー を 用 い た 定 量 方 法 で あ っ て 、 電 極 表 面 に 測 定 対 象 物 質 の 特 定 部 位 と 特 異 的 に 反 応 す る 基
質 Ａ が 固 定 化 さ れ て お り 、 質 量 増 感 微 粒 子 ａ 表 面 に 基 質 Bと 基 質 Cと が 固 定 化 さ れ て お り 、
基 質 Bは 測 定 対 象 物 質 の 部 位 の う ち 基 質 Aと 反 応 す る 部 位 と は 異 な る 部 位 と 特 異 的 に 反 応 す
る 物 質 で あ り 、 基 質 Cは 測 定 対 象 物 質 、 基 質 Ａ 、 基 質 Ｂ と は 反 応 性 を 示 さ な い 物 質 で あ り
、 測 定 対 象 物 質 が 基 質 Ａ と 基 質 Ｂ と 反 応 す る こ と に よ っ て 、 電 極 と 質 量 増 感 微 粒 子 ａ と の
間 に 測 定 対 象 物 質 を 挟 み こ む 工 程 と 、 表 面 に 基 質 Ｃ を 有 す る 質 量 増 感 微 粒 子 ｂ と 基 質 Ｃ と
特 異 的 に 反 応 す る 基 質 Ｄ を 1分 子 中 に 少 な く と も ２ 分 子 以 上 有 す る 架 橋 性 化 合 物 Eを 添 加 す
る 工 程 と を 有 す る こ と を 特 徴 と す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 Ｑ Ｃ Ｍ セ ン サ ー チ ッ プ の 電 極 は 、 化 学 的 に 安 定 な 電 極 材 料 で あ れ ば 用 い る こ と が 可 能 で
あ り 、 金 、 白 金 、 パ ラ ジ ウ ム 等 を 用 い る こ と が で き 、 こ れ ら の 電 極 は 水 晶 基 板 上 に 、 メ ッ
キ 、 蒸 着 、 ス パ ッ タ 法 な ど に よ り 直 接 、 あ る い は チ タ ン 、 ク ロ ム な ど の 密 着 層 を 介 し て 設
け る 事 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 測 定 対 象 物 質 の 特 定 部 位 と 特 異 的 に 反 応 す る 基 質 Ａ を 固 定 化 す る 方 法 は 特 に 限 定 さ れ ず
、 例 え ば 電 極 と し て 金 電 極 を 用 い た 場 合 は 基 質 Ａ に 存 在 す る チ オ ー ル 基 と の 反 応 に よ り 直
接 固 定 化 す る 方 法 、 あ る い は 電 極 上 に 自 己 組 織 化 膜 を 形 成 し 、 そ れ ら の 自 己 組 織 化 膜 を 介
し て 基 質 Ａ に 存 在 す る カ ル ボ キ シ ル 基 や ア ミ ノ 基 を 作 用 さ せ 固 定 化 す る 方 法 等 を 用 い る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 基 質 Ａ と し て は 、 測 定 対 象 物 質 を 抗 原 と す る 抗 体 を 用 い る こ と が 可 能 で あ り 、 例 え ば 測
定 対 象 物 質 が ｈ Ｃ Ｇ ， Ｌ Ｈ 等 の 糖 蛋 白 ホ ル モ ン の 場 合 は そ れ ぞ れ 抗 ｈ Ｃ Ｇ 抗 体 、 抗 Ｌ Ｈ 抗
体 な ど を 用 い る こ と が で き 、 更 に 例 え ば 測 定 対 象 物 質 が Ａ 型 、 Ｂ 型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル
ス の 場 合 は そ れ ぞ れ 抗 Ａ 型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 抗 体 、 抗 Ｂ 型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス
抗 体 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 更 に 、 免 疫 測 定 な ど で 用 い ら れ る サ ン ド イ ッ チ 法 を 本 発 明 に 当 て は め た 場 合 、 電 極 上 に
固 定 化 さ れ た 一 次 抗 体 が 基 質 Ａ に 、 測 定 対 象 物 質 は そ の 抗 体 に 対 す る 抗 原 に 、 質 量 増 感 微
粒 子 ａ 表 面 へ の 基 質 Ｂ は 抗 原 に 対 す る 二 次 抗 体 と な る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 測 定 対 象 物 質 を 挟 み 込 む 工 程 は 、 先 ず 測 定 対 象 物 質 と 質 量 増 感 微 粒 子 ａ と を あ ら か じ め
反 応 さ せ た 後 に 電 極 上 の 基 質 Ａ に 作 用 さ せ る 場 合 と 、 測 定 対 象 物 質 を あ ら か じ め 基 質 Ａ と
反 応 さ せ た 後 に 質 量 増 感 微 粒 子 ａ を 作 用 さ せ る 場 合 と 、 測 定 対 象 物 質 、 基 質 Ａ 並 び に 質 量
増 感 微 粒 子 ａ を 共 存 さ せ る 場 合 が 考 え ら れ る が 、 本 発 明 に お い て は ど の 方 法 を 用 い て も 構
わ な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の QCMセ ン サ ー を 用 い た 定 量 方 法 は 、 測 定 対 象 物 質 を 挟 み こ む 工 程 と 、 質 量 増 感
微 粒 子 ｂ 、 並 び に 架 橋 性 化 合 物 Eを 添 加 す る 工 程 と の 間 に 未 反 応 の 質 量 増 感 微 粒 子 を 除 去
す る た め の 洗 浄 工 程 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 更 に 、 本 発 明 の QCMセ ン サ ー を 用 い た 定 量 方 法 に お い て 質 量 増 感 微 粒 子 は ラ テ ッ ク ス 粒
子 、 あ る い は 金 コ ロ イ ド 粒 子 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 質 量 増 感 微 粒 子 の 粒 径 は 溶 液 中 で 沈 降 、 凝 集 し な い 粒 径 の も の で あ れ ば 用 い る こ と が 可
能 で あ り 、 金 コ ロ イ ド の 場 合 は ５ ｎ ｍ ～ ２ ０ ０ ｎ ｍ 、 好 ま し く は ２ ０ ｎ ｍ ～ ８ ０ ｎ ｍ 粒 径
を 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 場 合 は １ ０ ０ ｎ ｍ ～ １ ０ ０ ０ ｎ ｍ 、 好 ま し く は １ ０ ０ ｎ ｍ ～ ３ ０ ０
ｎ ｍ 粒 径 の も の を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 質 量 増 感 微 粒 子 ａ 表 面 へ の 基 質 Ｂ 、 お よ び 基 質 Ｃ 、 お よ び 質 量 増 感 微 粒 子 ｂ 表 面 へ の 基
質 Ｃ の 固 定 化 方 法 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 質 量 増 感 微 粒 子 と し て ラ テ ッ ク ス 粒 子 を 用 い る 場 合
、 例 え ば 表 面 を カ ル ボ キ シ ル 基 で 修 飾 し た ラ テ ッ ク ス 粒 子 に 対 し て 、 Ｅ Ｄ Ｃ （ １ － （ ３ －
ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） － ３ － エ チ ル カ ル ボ ジ イ ミ ト ゛ ， 塩 酸 塩 ） や Ｅ Ｄ Ｃ と Ｎ Ｈ Ｓ （
Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド ） の 混 合 液 を 作 用 さ せ カ ル ボ キ シ ル 基 を 活 性 化 さ せ た 後 に
、 基 質 Ｂ と 基 質 Ｃ の 混 合 液 を 作 用 さ せ 、 粒 子 表 面 の 活 性 化 カ ル ボ キ シ ル 基 と 基 質 Ｂ と 基 質
Ｃ の ア ミ ノ 基 を 反 応 さ せ る こ と に よ り 固 定 化 す る 方 法 等 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 更 に 、 本 発 明 の QCMセ ン サ ー を 用 い た 定 量 方 法 に お い て 基 質 Ｃ が ア ビ ジ ン 誘 導 体 で あ る
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ア ビ ジ ン は ビ オ チ ン と 特 異 的 に 反 応 す る 分 子 量 ６ ８ ， ０ ０ ０ の 塩 基 性 糖 タ ン パ ク 質 で あ
り 、 １ 分 子 当 た り ４ 分 子 の ビ オ チ ン と 結 合 し 、 そ の 複 合 体 は き わ め て 安 定 な こ と か ら 種 々
の 生 体 物 質 の 分 析 や 生 化 学 分 析 に 利 用 さ れ て い る 。 ア ビ ジ ン 誘 導 体 と し て 分 子 中 に 糖 鎖 を
含 ま な い 分 子 量 約 ６ ０ ， ０ ０ ０ の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン も ア ビ ジ ン と 同 様 に 用 い る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 の QCMセ ン サ ー を 用 い た 定 量 方 法 に お い て 架 橋 性 化 合 物 Eが ポ リ エ チ レ ン オ
キ シ ド 鎖 を 介 し て 基 質 Ｄ を 有 す る 水 溶 性 化 合 物 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ポ リ エ チ レ ン オ キ シ ド 鎖 の 長 さ は エ チ レ ン オ キ シ ド の 重 合 度 ｎ に よ り 決 定 さ れ る 。 例 え
ば １ 分 子 中 に ２ 分 子 の ビ オ チ ン 誘 導 体 を 有 す る 架 橋 性 化 合 物 Ｅ の 場 合 、 ｎ が ３ ～ １ ０ で あ
る こ と が 好 ま し い 。 ｎ が ３ 未 満 で あ る と 架 橋 性 化 合 物 Ｅ の 水 へ の 溶 解 性 が 低 下 し て し ま う
。 ま た １ ０ よ り 大 き い 場 合 は 、 ア ビ ジ ン ー ビ オ チ ン 結 合 を 介 し た 質 量 増 感 微 粒 子 間 の 結 合
長 が 長 く な り 、 本 発 明 の 増 感 効 果 が 低 減 化 さ れ て し ま う 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 １ 分 子 中 に ２ 分 子 の ビ オ チ ン 誘 導 体 を 有 す る 架 橋 性 化 合 物 Ｅ と し て 化 １ で 示 さ れ る 化 合
物 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
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【 化 １ 】
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　 ま た 、 １ 分 子 中 に ４ 分 子 の ビ オ チ ン 誘 導 体 を 有 す る 架 橋 性 化 合 物 Ｅ と し て 化 ２ で 示 さ れ
る 化 合 物 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
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　 更 に 、 本 発 明 の QCMセ ン サ ー を 用 い た 定 量 方 法 に お い て 基 質 Ｄ が ビ オ チ ン 誘 導 体 で あ る
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ こ で 述 べ る ビ オ チ ン 誘 導 体 と は ポ リ エ チ レ ン オ キ シ ド 鎖 と ビ オ チ ン 分 子 を 結 合 さ せ る
こ と に よ り 誘 導 さ れ る も の で あ り 、 例 え ば 両 末 端 に ア ミ ノ 基 を 有 す る 重 合 度 ｎ が ５ の ポ リ
エ チ レ ン オ キ シ ド と Ｎ － ス ク シ ン イ ミ ド 基 を 有 す る ビ オ チ ン を 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 上
記 化 １ に 示 す 架 橋 性 化 合 物 Ｅ を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
（ 作 用 ）
　 本 発 明 の Ｑ Ｃ Ｍ セ ン サ ー を 用 い た 定 量 方 法 に よ る と 、 従 来 の 質 量 増 感 微 粒 子 に よ る 増 感
効 果 に 加 え て 、 架 橋 性 化 合 物 中 を 作 用 さ せ る こ と に よ る 質 量 増 感 微 粒 子 ａ 同 士 の ３ 次 元 的
架 橋 反 応 に よ る 増 感 効 果 と 、 質 量 増 感 微 粒 子 ｂ 同 士 、 あ る い は 質 量 増 感 微 粒 子 ａ と ｂ と の
凝 集 に よ る 増 感 効 果 に よ り 、 更 な る 増 感 効 果 が 発 現 す る も の と 考 え ら れ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 従 来 の 質 量 増 感 微 粒 子 を 用 い た Ｑ Ｃ Ｍ 測 定 方 法 で は 困 難 で あ っ た 低 濃
度 物 質 の 生 体 物 質 の 定 量 、 例 え ば 高 感 度 測 定 が 必 要 な ウ イ ル ス 性 感 染 症 の 迅 速 検 査 、 炎 症
マ ー カ ー の 定 量 等 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 本 発 明 に よ れ ば 、 数 百 か ら 数 千 の 低 分 子 量 物 質 の 定 量 、 例 え ば 種 々 の 疾 病 に 関 連 す
る 生 体 代 謝 物 質 １ ， ５ Ａ Ｅ や ク レ ア チ ニ ン 、 あ る い は ダ イ オ キ シ ン 、 Ｐ Ｃ Ｂ な ど の 大 気 汚
染 物 質 の 定 量 等 が 可 能 と な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 以 下 、 本 発 明 の Ｑ Ｃ Ｍ セ ン サ ー を 用 い た 定 量 方 法 に つ い て 、 基 質 Ａ と し て 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ
Ｇ （ Ｆ ｃ ） 抗 体 を 、 測 定 対 象 物 質 と し て マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ を 、 基 質 Ｂ と し て 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （
Ｈ ＋ Ｌ ） 抗 体 を 用 い た 実 施 例 を 示 し 、 更 に 詳 し く 説 明 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
（ 実 施 例 １ ）
　 金 電 極 を 設 け た ３ ８ Ｍ Ｈ ｚ 水 晶 振 動 子 を ピ ラ ン ハ 溶 液 （ 濃 硫 酸 ： ３ ５ ％ 過 酸 化 水 素 水 ＝
３ ： １ ） で 洗 浄 後 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ L濃 度 の 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｆ ｃ ） 抗 体 の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 （
ｐ Ｈ ： ７ ． ２ ） を 電 極 部 分 に 乗 せ 、 湿 潤 箱 中 で 1時 間 室 温 放 置 し そ の 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 で 洗
浄 す る こ と で 、 電 極 上 に 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｆ ｃ ） 抗 体 を 固 定 化 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 次 に 、 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｆ ｃ ） 抗 体 固 定 化 セ ン サ ー チ ッ プ 電 極 の 電 極 部 分 に １ μ ｇ ／ ｍ
L濃 度 の マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 （ ｐ Ｈ ： ７ ． ２ ） を 電 極 部 分 に 乗 せ 、 湿 潤 箱 中 で 1０ 分
間 放 置 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 で 洗 浄 す る こ と で 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｆ ｃ ） 抗 体 と マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ を 反
応 さ せ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 次 に 、 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ を 反 応 さ せ た 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｆ ｃ ） 抗 体 固 定 化 セ ン サ ー チ ッ プ 電
極 を 、 ２ ５ ℃ に 保 っ た Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 入 り の ガ ラ ス 製 反 応 容 器 中 に 浸 漬 し た 。 水 晶 振 動 子 は 水
中 に お い て 水 の 粘 度 や 浸 漬 前 後 の 温 度 に よ っ て 周 波 数 が 変 動 す る 。 こ れ ら の 要 因 に 起 因 す
る 周 波 数 の ド リ フ ト が 無 く な り 安 定 し た 時 点 で の 周 波 数 を 、 初 期 の 周 波 数 （ １ ） と し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 次 に 反 応 容 器 中 に 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｈ ＋ Ｌ ） 抗 体 と ア ビ ジ ン を 固 定 化 し た 平 均 粒 径 ２ ０
０ ｎ ｍ の ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を 抗 体 濃 度 が ２ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Lと な る よ う に 添 加 し て 、 測 定 対
象 物 質 で あ る マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ が 基 質 Ａ で あ る 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｆ ｃ ） 抗 体 と 基 質 Ｂ で あ る 抗
マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｈ ＋ Ｌ ） 抗 体 と 反 応 す る こ と に よ っ て 、 電 極 と 質 量 増 感 微 粒 子 ａ で あ る ラ
テ ッ ク ス ビ ー ズ と の 間 に 測 定 対 象 物 質 で あ る マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ を 挟 み 込 ん だ 。 添 加 後 １ ０ 分 後
の 周 波 数 （ ２ ） と 初 期 の 周 波 数 （ １ ） の 差 は － ４ ８ ２ Ｈ ｚ で あ っ た 。
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【 ０ ０ ４ ４ 】
　 １ ０ 分 反 応 後 、 セ ン サ ー チ ッ プ を 引 き 上 げ Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 に て 電 極 表 面 を 洗 浄 後 、 PBS溶 液
を 入 れ た ガ ラ ス 製 反 応 容 器 中 に 浸 漬 し 、 周 波 数 （ ３ ） を 記 録 し た と こ ろ 、 先 ほ ど の 周 波 数
（ ２ ） と ほ と ん ど 変 化 が な い こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 　 次 に 、 反 応 容 器 中 に 化 １ で 示 さ れ る ２ 官 能 ビ オ チ ン 化 合 物 を ビ オ チ ン 分 子 濃 度 換 算 で
２ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Lと な る よ う に 添 加 し 、 引 き 続 き ア ビ ジ ン を 固 定 化 し た 平 均 粒 径 ２ ０ ０ ｎ
ｍ の ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を ア ビ ジ ン 濃 度 が ２ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ と な る よ う に 添 加 し た 。 １ ０ 分
後 の 周 波 数 （ ４ ） と 周 波 数 （ ３ ） の 差 は － １ １ ２ ６ Ｈ ｚ で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
（ 比 較 例 １ ）
　 実 施 例 １ と 同 様 に 、 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ を 反 応 さ せ た 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｆ ｃ ） 抗 体 固 定 化 セ ン
サ ー チ ッ プ 電 極 を 、 Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 を 入 れ た ガ ラ ス 製 反 応 容 器 中 に 浸 漬 し 、 初 期 の 周 波 数 （ １
） を 記 録 し た 。 次 に 反 応 容 器 中 に 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｈ ＋ Ｌ ） 抗 体 を 抗 体 濃 度 が ２ ０ ０ ｎ ｇ
／ ｍ Lと な る よ う に 添 加 し た 。 １ ０ 分 後 の 周 波 数 （ ２ ） と 初 期 の 周 波 数 （ １ ） の 差 は － １
６ ３ Ｈ ｚ で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 （ 比 較 例 ２ ）
　 化 １ で 示 さ れ る ２ 官 能 ビ オ チ ン 化 合 物 を ビ オ チ ン に 変 え た 他 は 実 施 例 １ と 同 様 の 操 作 を
行 っ た と こ ろ 、 周 波 数 （ ４ ） と 周 波 数 （ ３ ） の 差 、 す な わ ち ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン 固 定 化 ラ
テ ッ ク ス ビ ー ズ 添 加 前 と 添 加 後 の 周 波 数 変 化 は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 以 上 、 比 較 例 １ の 周 波 数 （ ２ ） と 初 期 の 周 波 数 （ １ ） の 差 と 、 実 施 例 １ の 周 波 数 （ ２ ）
と 初 期 の 周 波 数 （ １ ） の 差 と を 比 較 す る こ と に よ り 、 質 量 増 感 微 粒 子 ａ に 相 当 す る 抗 マ ウ
ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｈ ＋ Ｌ ） 抗 体 と ア ビ ジ ン 固 定 化 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を 用 い る こ と で 質 量 増 感 が 可
能 で あ る こ と が 判 っ た 。 す な わ ち 、 従 来 特 許 文 献 １ に 相 当 す る 増 感 効 果 は 約 ３ 倍 で あ っ た
。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 更 に 、 実 施 例 １ に お い て 、 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ と 反 応 し て 電 極 上 に 存 在 す る 質 量 増 感 微 粒 子 ａ
に 相 当 す る 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｈ ＋ Ｌ ） 抗 体 と ア ビ ジ ン 固 定 化 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ に 対 し て 、
架 橋 性 化 合 物 に 相 当 す る ２ 官 能 ビ オ チ ン 化 合 物 と 質 量 増 感 微 粒 子 ｂ に 相 当 す る ア ビ ジ ン 固
定 化 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を 作 用 さ せ る こ と に よ り 生 じ る 周 波 数 （ ４ ） と 周 波 数 （ ３ ） の 差 は
、 周 波 数 （ ２ ） と 初 期 の 周 波 数 （ １ ） の 差 の ３ 倍 以 上 と な り 、 増 感 効 果 の 無 い 比 較 例 １ の
抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｈ ＋ Ｌ ） 抗 体 の み を 作 用 さ せ る 場 合 と 比 較 し て 約 １ ０ 倍 の 増 感 効 果 が 現
れ る こ と が 判 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ま た 、 比 較 例 ２ と 実 施 例 １ の 結 果 よ り 、 １ 分 子 中 に 複 数 の ビ オ チ ン 分 子 を 有 す る 化 合 物
、 す な わ ち 架 橋 性 化 合 物 の 添 加 が 、 質 量 増 感 に 非 常 に 効 果 的 に 作 用 す る こ と が 判 る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 上 記 実 施 例 は 、 本 発 明 を 説 明 す る 一 つ の 事 例 に 過 ぎ ず 、 本 発 明 の QCMセ ン サ ー を 用 い た
定 量 方 法 は 、 測 定 対 象 物 質 の 種 類 や 測 定 対 象 物 質 に 特 異 的 に 反 応 す る 基 質 の 選 択 、 質 量 増
感 微 粒 子 の 粒 径 等 の 選 択 に よ り 更 な る 質 量 増 感 が 可 能 と な る 。
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