
(57)【要約】

本発明は、メンブレンストリップクロマトグラフィー分

析システムに、免疫反応と酵素反応の順次的なクロスフ

ロー工程を導入して分析性能を著しく改善させたポイン

トオブケア検査用(POCT)バイオセンサーに関するもので

あって、本発明は、試料添加用メンブレンパッド(10)、

標識された検出用結合成分を乾燥された状態で含む、標

識された検出用結合成分放出用メンブレンパッド(20)、

捕獲用結合成分が固定化されている信号発生用メンブレ

ンパッド(30)、縦流溶液吸収用メンブレンパッド(40)、

酵素に対する基質溶液供給用メンブレンパッド(50)、横

流溶液吸収用メンブレンパッド(60)及び基質溶液を含む

メンブレンストリップバイオセンサーシステムに関する

ものである。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 を 含 む 、 メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム で あ っ て 、 （ Ｉ ） パ ッ ド (1
0)が パ ッ ド (20)の 端 で 長 さ 方 向 に 部 分 的 に 重 な り 固 定 さ れ 、 パ ッ ド (40)と パ ッ ド (20)が 信
号 発 生 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (30)の 両 端 で そ れ ぞ れ 長 さ 方 向 に 部 分 的 に 重 な り 固 定 さ れ て い
る 、 縦 配 列 パ ッ ド 群 、 お よ び 、 （ Ｉ Ｉ ） パ ッ ド (50)と パ ッ ド (60)が そ れ ぞ れ 信 号 発 生 用 メ
ン ブ レ ン パ ッ ド (30)の 両 側 面 で 部 分 的 に 重 な り 固 定 さ れ て い る 、 横 配 列 パ ッ ド 群 、 の 二 つ
の 群 の メ ン ブ レ ン パ ッ ド の 交 差 配 列 を 有 す る 、 シ ス テ ム ：
　 　 (a)試 料 添 加 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (10)；
　 　 (b)標 識 さ れ た 検 出 用 結 合 成 分 を 乾 燥 さ れ た 状 態 で 含 む 標 識 さ れ た 検 出 用 結 合 成 分 放
出 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (20)；
　 　 (c)捕 獲 用 結 合 成 分 が 固 定 化 さ れ て い る 信 号 発 生 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (30)；
　 　 (d)縦 流 溶 液 吸 収 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (40)；
　 　 (e)酵 素 に 対 す る 基 質 溶 液 供 給 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (50)；
　 　 (f)横 流 溶 液 吸 収 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (60)； な ら び に
　 　 (g)基 質 溶 液 。
【 請 求 項 ２ 】
　 横 配 列 パ ッ ド (50)お よ び パ ッ ド  (60)が 、 （ Ｉ ） 縦 配 列 パ ッ ド と 結 合 さ れ た 信 号 発 生 用
メ ン ブ レ ン パ ッ ド (30)の 両 側 面 で 固 定 さ れ て い る 、 ま た は 、 （ Ｉ Ｉ ） 初 め は 分 離 さ れ た 状
態 で 備 え ら れ て お り 縦 流 反 応 が 完 了 し た 後 に 信 号 発 生 用 パ ッ ド に 固 定 さ れ る 、 請 求 項 1記
載 の メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ３ 】
　 縦 配 列 パ ッ ド と 横 配 列 パ ッ ド が 分 離 さ れ た 状 態 で 備 え れ て お り 、 分 離 さ れ た プ レ ー ト 上
に 固 定 さ れ た 二 つ の 群 が 、 い ず れ か １ つ の プ レ ー ト を 他 方 の プ レ ー ト を 越 え て 十 字 形 に な
る よ う 移 動 さ せ る こ と に よ り 交 差 位 置 に 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 １ 記 載 の メ ン ブ レ ン ス ト
リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ４ 】
　 電 気 化 学 的 測 定 の た め に 電 極 を 信 号 発 生 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (30)上 に 直 接 形 成 す る か 、
ま た は 、 別 途 に 作 製 し て 信 号 測 定 時 パ ッ ド に 結 合 す る 、 請 求 項 1記 載 の メ ン ブ レ ン ス ト リ
ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ５ 】
　 基 質 溶 液 が 、 酵 素 反 応 の 際 、 供 給 を 容 易 に す る た め 、 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (50)の 上 部 の 決
め ら れ た 位 置 に 固 定 さ れ る 容 器 内 、 ま た は 、 分 析 シ ス テ ム か ら 分 離 さ れ た 容 器 内 に 準 備 さ
れ る 、 請 求 項 1記 載 の メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ６ 】
　 試 料 添 加 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (10)、 検 出 用 結 合 成 分 放 出 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (20)、 及 び
基 質 溶 液 供 給 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (50)が 、 ガ ラ ス 繊 維 メ ン ブ レ ン で あ り 、 信 号 発 生 用 メ ン
ブ レ ン パ ッ ド (30)が 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン で あ り 、 吸 収 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (40)
お よ び 、 パ ッ ド  (60)が 、 セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン で あ る 、 請 求 項 1記 載 の メ ン ブ レ ン ス ト リ
ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ７ 】
　 標 識 さ れ た 検 出 用 結 合 成 分 が 、
i) ト レ ー サ と 検 出 用 結 合 成 分 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 ま た は
ii) 検 出 用 結 合 成 分 及 び ト レ ー サ と 検 出 用 結 合 成 分 に 特 異 的 な 2次 結 合 成 分 の コ ン ジ ュ ゲ
ー ト 、 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ８ 】
　 検 出 用 結 合 成 分 が 、 分 析 物 質 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 、 酵 素 、 受 容 体 、 ま た は DNAで あ
る 、 請 求 項 7記 載 の メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ト レ ー サ が 、 西 洋 ワ サ ビ 過 酸 化 酵 素 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β ‐ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ

10

20

30

40

50

(2) JP 2006-524815 A 2006.11.2



、 又 は ア ル ス ロ マ イ セ ス ラ モ ス 過 酸 化 酵 素 で あ り 、 基 質 溶 液 が 酵 素 に 特 異 な 発 色 性 基 質 成
分 を 含 み 、 信 号 発 生 時 に 酵 素 ‐ 基 質 反 応 に よ っ て 信 号 と し て 肉 眼 で 確 認 で き る 変 色 が 現 れ
る 、 請 求 項 7記 載 の メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ト レ ー サ が 、 金 コ ロ イ ド で あ り 、 基 質 溶 液 は 銀 化 合 物 を 含 み 、 信 号 発 生 時 に 化 学 触 媒 反
応 に よ っ て 信 号 と し て 肉 眼 で 確 認 で き る 色 変 化 が 現 れ る 、 請 求 項 7記 載 の メ ン ブ レ ン ス ト
リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ト レ ー サ が 西 洋 ワ サ ビ 過 酸 化 酵 素 、 ま た は ア ル ス ロ マ イ セ ス ラ モ ス 過 酸 化 酵 素 で あ り 、
基 質 溶 液 は 酵 素 に 特 異 な ル ミ ノ ー ル ま た は 他 の 発 光 用 基 質 成 分 を 含 み 、 信 号 発 生 時 に 酵 素
‐ 基 質 反 応 に よ っ て 信 号 と し て 光 信 号 が 現 れ る 、 請 求 項 7記 載 の メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ
イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ト レ ー サ が Co 2 + , Cu 2 + , Mg 2 + , Fe 2 + , ま た は こ れ ら の 化 合 物 で あ り 、 基 質 溶 液 は ル ミ ノ
ー ル ま た は 他 の 発 光 用 基 質 成 分 を 含 み 、 信 号 発 生 時 に 化 学 触 媒 反 応 に よ っ て 信 号 と し て 光
信 号 が 現 れ る 、 請 求 項 7記 載 の メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ト レ ー サ が 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、 ペ ニ シ リ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 ま た は
コ レ ス テ ロ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ り 、 基 質 溶 液 は 酵 素 に 特 異 な 電 気 化 学 信 号 発 生 用 成 分 を
含 み 、 信 号 発 生 時 に 酵 素 ‐ 基 質 反 応 に よ っ て 信 号 と し て 電 気 伝 導 度 の 変 化 、 電 流 変 化 ま た
は 電 圧 変 化 が 現 れ る 、 請 求 項 7記 載 の メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 捕 獲 用 結 合 成 分 が 、 分 析 物 質 、 ま た は 、 結 合 成 分 と 分 析 物 質 間 に 形 成 さ れ た 複 合 体 上 に
存 在 す る 対 応 物 と 特 異 的 に 反 応 す る 、 抗 体 、 酵 素 、 受 容 体 、 ま た は DNAで あ る 、 請 求 項 1記
載 の メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 縦 配 列 パ ッ ド (10)、 パ ッ ド  (20)、 パ ッ ド  (30)お よ び 、 パ ッ ド (40)が 、 信 号 検 出 窓 (78)
と 基 質 溶 液 容 器 破 壊 針 (75)を 有 す る シ ス テ ム の ホ ル ダ ー 下 の 部 分 (72)の 内 部 に 固 定 さ れ 、
横 配 列 パ ッ ド (50)お よ び パ ッ ド (60)が 試 料 投 入 口 を 備 え て い る ホ ル ダ ー の 上 の 部 分 (71)の
内 部 に あ る 横 配 列 パ ッ ド 固 定 枠 (74)上 に 固 定 さ れ 、 枠 (74)が 上 の 部 分 (71)外 部 に あ る 流 れ
移 動 ボ タ ン (73)と 連 結 さ れ 、 基 質 溶 液 を 入 れ て あ る 基 質 溶 液 容 器 (76)が 基 質 溶 液 供 給 用 メ
ン ブ レ ン パ ッ ド (50)上 に 置 か れ て い る 形 で シ ス テ ム が 構 成 さ れ て い る 、 請 求 項 1記 載 の メ
ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 縦 流 反 応 が 完 了 し た 後 に 、 流 れ 移 動 ボ タ ン (73)の 自 動 ま た は 手 動 操 作 に よ っ て 横 配 列 パ
ッ ド が 縦 配 列 パ ッ ド に 十 字 型 に 固 定 さ れ る と き 、 ホ ル ダ ー の 下 の 部 分 (72)に 設 置 さ れ た 基
質 溶 液 容 器 貫 通 針 (75)に よ っ て 基 質 溶 液 容 器 (76)が 即 座 に 破 壊 さ れ て 横 流 反 応 が 自 動 的 に
進 行 す る 、 請 求 項 15記 載 の メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 析 シ ス テ ム に 、 免 疫 反 応 と 信 号
発 生 の た め の 他 の 反 応 の 順 次 的 な ク ロ ス フ ロ ー 工 程 を 導 入 し て 分 析 性 能 を 著 し く 改 善 さ せ
た ポ イ ン ト オ ブ ケ ア 検 査 用 (point-of-care testing, POCT)バ イ オ セ ン サ ー に 関 す る も の
で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 身 体 の 体 液 (血 液 ・ 小 便 等 )に 低 濃 度 で 存 在 す る 疾 病 指 標 物 質 (代 謝 物 質 ・ 蛋 白 質 ・ 細 胞
等 )の 測 定 は 、 一 般 的 に 酵 素 反 応 と 抗 原 ‐ 抗 体 結 合 の よ う な 生 物 学 的 反 応 を 利 用 し て 行 わ
れ る 。 酵 素 と 抗 体 は 、 そ の 反 応 相 対 物 質 を 選 択 的 に 認 知 す る 反 応 特 異 性 が 非 常 に 高 い だ け
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で な く 反 応 効 率 も 高 い た め 、 高 感 度 で 分 析 物 質 を 測 定 で き る 。 こ の よ う な 反 応 特 性 を 利 用
し て 診 断 シ ス テ ム を 開 発 す る こ と に よ り 、 疾 病 を 早 期 診 断 し 、 病 状 初 期 に 適 切 に 治 癒 で き
る よ う に す る 方 法 の 開 発 は 非 常 に 重 要 で あ る 。 し か し 、 大 部 分 の 診 断 シ ス テ ム は 試 薬 と 機
器 の 取 扱 い が 必 要 な た め 、 そ の 使 用 が 実 験 室 内 の み に 制 限 さ れ る だ け で な く 、 診 断 遂 行 の
た め の 専 門 知 識 も ま た 要 求 さ れ て い た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 近 年 、 免 疫 分 析 の 一 範 疇 と し て 、 ヒ ト の 疾 病 の 病 状 及 び 進 度 に 対 す る 予 測 を 可 能 に す る
ホ ル モ ン 、 蛋 白 質 、 そ し て 微 生 物 の よ う な 指 標 物 質 に 対 し て 病 原 や 救 急 室 等 の ポ イ ン ト オ
ブ ケ ア で の 検 査 だ け で な く 、 家 庭 で さ え も 自 己 診 断 の 必 要 性 が 急 激 に 要 求 さ れ て い る (参
考 文 献 ： C. P. Price等 , Principles and Practice of Immunoassay, 1997, Page 579-60
3, Macmillan Reference Ltd., London)。 こ の た め 、 専 門 知 識 や 複 雑 な 過 程 を 要 求 せ ず 、
使 用 が 簡 便 で 遂 行 時 間 が 短 い 免 疫 分 析 シ ス テ ム の 考 案 が 必 要 で あ る 。 こ の よ う な 診 断 性 能
は 、 一 般 的 に 細 孔 性 メ ン ブ レ ン を 結 合 蛋 白 質 (例 ： 抗 原 或 い は 抗 体 )の 固 定 化 母 体 と し て 使
用 す る 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 方 法 に よ り 成 さ れ る (参 考 文 献 ： R. Chen等 , 1987, Clin. 
Chem. Vol. 33, Page 1521-1525; M. P. A. Laitinen, 1996, Biosens. Bioelectron., V
ol. 11, 1207-1214; S. C. Lou等 , 1993, Clin. Chem., Vol. 39, 619-624; S. H. Paek
等 , 1999, Anal. Lett., Vol. 32, 335-360)。 分 析 物 質 が 含 ま れ た 試 料 を メ ン ブ レ ン ス ト
リ ッ プ 下 端 か ら 吸 収 さ せ る と 、 細 孔 を 通 過 し た 毛 細 管 現 象 に よ り 分 析 物 質 は 固 定 化 さ れ た
結 合 蛋 白 質 層 に 運 搬 さ れ て 固 体 表 面 で 抗 原 と 抗 体 間 の 結 合 反 応 が 惹 起 さ れ 、 非 結 合 さ れ た
成 分 は 流 体 流 に よ り 分 離 さ れ る 。 こ の よ う な 原 理 に 基 づ く メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ 免 疫 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 は 、 流 体 の 側 方 流 (lateral flow)を 利 用 し て 反 応 成 分 の 物 質 伝 達 を 加
速 さ せ る こ と に よ り 分 析 物 質 の 測 定 迅 速 性 と 、 単 に 試 料 の 添 加 だ け で 診 断 遂 行 が 完 了 す る
1段 階 測 定 の 簡 便 性 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ の よ う な ワ ン ス テ ッ プ 診 断 シ ス テ ム の 需 要 は 、 近 年 、 妊 娠 と 排 卵 検 査 用 診 断 キ ッ ト の
市 場 規 模 の 急 激 な 成 長 に 良 く 反 映 し て お り 、 更 に 今 後 、 イ ン タ ー ネ ッ ト を 利 用 し た 遠 隔 診
断 及 び 処 方 体 系 の 構 築 が 予 測 さ れ る た め 、 成 人 病 等 、 定 期 的 診 断 が 要 求 さ れ る 疾 病 に 対 す
る ホ ー ム モ ニ タ ー リ ン グ シ ス テ ム が ヘ ル ス ケ ア の 核 心 的 な 要 素 と し て 要 求 さ れ る 見 通 し に
あ る 。 し か し 、 現 在 の 家 庭 用 検 査 試 薬 は 、 大 部 分 が 単 純 な 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 析 と
、 肉 眼 で 発 色 有 無 を 確 認 し て 定 性 結 果 を 判 読 す る レ ベ ル に 留 ま っ て い る た め 、 定 量 を 要 求
す る 指 標 物 質 (蛋 白 質 マ ー カ ー 等 )の 分 析 に 不 適 で あ る 。 定 量 分 析 に 利 用 で き る 既 存 の 方 法
と し て 金 コ ロ イ ド か ら 発 生 す る 発 色 信 号 は 、 既 存 の 光 学 的 信 号 変 換 手 段 を 利 用 し て 光 学 密
度 に 変 換 で き る が (参 考 文 献 ： M. P. A. Laitinen, 1996, Biosens. Bioelectron., Vol. 
11, 1207-1214)、 実 験 室 で 広 く 使 用 さ れ て い る 酵 素 免 疫 測 定 法 に 比 べ て 測 定 感 度 が 低 い と
い う 欠 点 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の よ う に ポ イ ン ト オ ブ ケ ア 診 査 時 の 感 度 が 低 い と い う 欠 点 は 、 蛍 光 物 質 や 放 射 線 同 位
元 素 の よ う に 高 感 度 標 識 物 質 を 利 用 し て 克 服 す る こ と が で き る 。 実 際 に 、 検 出 抗 体 を 蛍 光
物 質 で 標 識 し て 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 析 を 行 い 、 そ の 定 量 結 果 を 蛍 光 検 出 器 で 解 読 す
る 免 疫 分 析 シ ス テ ム が 開 発 さ れ た (参 考 文 献 ： U.S. Patent 5753517)。 こ の 技 術 は 、 高 い
感 度 を 提 供 す る だ け で な く 、 危 害 要 素 が な い た め 、 近 年 救 急 室 等 で 使 用 で き る ポ イ ン ト オ
ブ ケ ア 免 疫 診 断 機 器 に 応 用 さ れ て い る (参 考 文 献 ： U.S. Patent 6271040 B1)。 し か し 、 蛍
光 検 出 装 備 が 相 対 的 に 非 常 に 高 価 で 、 且 つ 所 持 で き る く ら い の 小 型 化 が 難 し い た め 、 主 に
病 院 の 臨 床 検 査 室 や 研 究 室 等 に 制 限 的 に 使 用 さ れ て い る 実 情 で あ る こ と か ら 、 実 験 室 用 酵
素 免 疫 測 定 法 と 比 較 す る と 分 析 時 間 が 短 い こ と 以 外 は 大 き な 利 点 は な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 付 け 加 え る な ら ば 、 実 験 室 用 酵 素 免 疫 測 定 法 は 免 疫 分 析 の 各 工 程 ご と に 免 疫 複 合 体 を 未
反 応 物 質 か ら 分 離 さ せ る た め の 洗 浄 過 程 を 必 ず 要 求 し て お り 、 更 に 信 号 発 生 の た め に 酵 素
反 応 を 別 途 に 行 わ な け れ ば な ら な い 。 よ っ て 、 こ の よ う な 多 段 階 の 複 雑 な 工 程 は 、 ポ イ ン
ト オ ブ ケ ア 検 査 時 の 利 用 が 困 難 だ と い う 問 題 が あ る 。
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【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 比 較 的 低 い コ ス ト で 高 感 度 定 量 が 可 能 な 長 所 を 提 供 す る 実 験 室 用 酵 素 免 疫 測
定 法 原 理 を ポ イ ン ト オ ブ ケ ア 検 査 に 適 用 す る こ と に よ り 、 ポ イ ン ト オ ブ ケ ア 検 査 で 要 求 す
る 迅 速 且 つ 簡 便 な 分 析 が 可 能 な だ け で な く 、 試 料 内 の 分 析 物 質 に 対 す る 高 感 度 定 量 の 臨 床
的 要 求 も 満 た す こ と が で き る メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー 技 術 を 提 供 す る こ と を
目 的 と す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 試 料 添 加 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (10)、 標 識 さ れ た 検 出 用 結 合 成 分 を 乾 燥 し た 状
態 で 含 む 、 標 識 さ れ た 検 出 用 結 合 成 分 放 出 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (20)、 捕 獲 用 結 合 成 分 が 固
定 化 さ れ て い る 信 号 発 生 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (30)、 縦 流 溶 液 吸 収 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (40)
、 酵 素 に 対 す る 基 質 溶 液 供 給 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (50)、 横 流 溶 液 吸 収 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド
(60)及 び 基 質 溶 液 を 含 み ；
信 号 発 生 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (30)の 縦 方 向 両 端 に 、 長 さ 方 向 に パ ッ ド (40)と パ ッ ド (20)が
部 分 的 に 重 な っ て 固 定 さ れ 、 パ ッ ド (20)の 端 に 長 さ 方 向 に パ ッ ド (10)が 部 分 的 に 重 な っ て
固 定 さ れ て い る 縦 配 列 を 有 す る と 共 に 、 信 号 発 生 時 の 信 号 発 生 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (30)の
両 側 面 に パ ッ ド (50)と パ ッ ド (60)が 部 分 的 に 重 な っ て 固 定 さ れ て い る 横 配 列 を 含 む メ ン ブ
レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム に 関 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 前 記 の 縦 に 配 列 さ れ た メ ン ブ レ ン パ ッ ド は 、 既 存 の 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 に 使 用 さ
れ る 一 般 的 な も の で あ り 、 但 し 横 に 配 列 さ れ た メ ン ブ レ ン パ ッ ド の み が 相 違 す る 。 こ の よ
う に 横 に 配 列 さ れ た メ ン ブ レ ン パ ッ ド に よ っ て メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス
テ ム 上 で 縦 流 を 利 用 し た 反 応 (例 ： 免 疫 反 応 等 )と 横 流 を 利 用 し た 反 応 (例 ： 酵 素 反 応 等 )の
順 次 的 な 遂 行 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム で 横 配 列 パ ッ ド (50)及 び (60)は
、 縦 配 列 パ ッ ド と 結 合 さ れ た 信 号 発 生 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (30)の 両 側 面 上 に 初 め か ら 固 定
さ れ て い た り 、 初 め は 分 離 さ れ て い る 状 態 で 備 え ら れ て い て 縦 流 反 応 (例 ： 免 疫 反 応 等 )が
完 了 し た 後 に 固 定 さ れ る こ と に よ り 、 横 流 反 応 (例 ： 酵 素 反 応 等 )の 遂 行 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 前 記 で 縦 配 列 パ ッ ド と 横 配 列 パ ッ ド が 分 離 さ れ た 状 態 で 備 え ら れ て い る 場 合 、 縦 配 列 パ
ッ ド (10),(20),(30)及 び (40)を 1つ の 枠 に 固 定 さ せ 、 横 配 列 パ ッ ド (50)及 び (60)を 他 の 枠
に 固 定 さ せ 、 い ず れ の 枠 を 移 動 さ せ る こ と に よ り 、 パ ッ ド を 十 字 型 に 相 互 固 定 さ せ る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 具 体 的 に 、 本 発 明 の メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム は 、 縦 配 列 パ ッ ド (1
0), (20), (30)及 び (40)が 信 号 検 出 窓 (78)と 基 質 溶 液 容 器 貫 通 針 (75)が 備 え ら れ た シ ス テ
ム の ホ ル ダ ー (例 ： プ ラ ス チ ッ ク ホ ル ダ ー )の 下 の 部 分 (72)の 内 部 に 固 定 さ れ 、 横 配 列 パ ッ
ド [(50)及 び (60)]が 試 料 投 入 口 を 備 え た ホ ル ダ ー の 上 の 部 分 (71)の 外 部 の 流 れ 移 動 ボ タ ン
(73)と 連 結 さ れ た ホ ル ダ ー の 上 の 部 分 (71)の 内 部 の 横 配 列 パ ッ ド 固 定 枠 (74)に 固 定 さ れ 、
基 質 溶 液 が 入 っ て い る 基 質 溶 液 容 器 (76)が 基 質 溶 液 供 給 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (50)の 上 部 に
固 定 さ れ た 形 態 で 製 造 で き る (図 7)。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 前 記 の よ う な シ ス テ ム は 、 縦 流 反 応 が 完 了 し た 後 に 、 流 れ 移 動 ボ タ ン (73)の 自 動 又 は 手
動 操 作 に よ り 横 配 列 パ ッ ド が 縦 配 列 パ ッ ド に 十 字 型 に 固 定 さ れ る 際 、 ホ ル ダ ー の 下 の 部 分
(72)に 設 置 さ れ た 基 質 溶 液 容 器 貫 通 針 (75)に よ っ て 、 基 質 溶 液 容 器 (76)が 破 壊 さ れ て 横 流
反 応 が 自 動 的 に 行 わ れ る と い う 便 利 性 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 前 記 の メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム の 作 動 原 理 は 、 次 の 通 り で あ る 。
先 ず 、 分 析 物 質 が 含 ま れ て い る 試 料 を 試 料 投 入 口 (77)に 添 加 す る と 、 縦 配 列 パ ッ ド の 毛 細
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管 を 通 っ た 側 流 に よ り 捕 獲 抗 体 が 固 定 化 さ れ た 位 置 で 免 疫 反 応 が 行 わ れ る が 、 こ の と き 流
れ 移 動 ボ タ ン (73)に よ り 横 配 列 パ ッ ド は 上 部 に 固 定 さ れ て 縦 配 列 パ ッ ド と 接 触 し な い 状 態
(図 7, C)に 維 持 さ れ 、 免 疫 反 応 後 、 流 れ 移 動 ボ タ ン (73)が 自 動 又 は 手 動 操 作 に よ っ て 押 さ
れ る と 、 横 流 パ ッ ド 固 定 板 (74)が 垂 直 下 降 し 縦 配 列 パ ッ ド 中 の 信 号 発 生 用 メ ン ブ レ ン パ ッ
ド (30)を 中 心 に 横 配 列 パ ッ ド で あ る (50)と (60)が そ れ ぞ れ の 左 右 側 面 に 固 定 さ れ 、 同 時 に
基 質 溶 液 容 器 貫 通 針 (75)に よ っ て 酵 素 基 質 溶 液 が 入 っ て い る 容 器 (76)に 穴 が 開 く と 共 に 、
パ ッ ド (50)に 基 質 が 自 動 的 に 供 給 さ れ る (図 7, D)。 こ の よ う に 供 給 さ れ た 基 質 は 、 横 流 を
形 成 す る よ う に な る た め 、 未 反 応 成 分 を 洗 浄 す る 役 割 を す る と 共 に 、 免 疫 反 応 結 合 体 に 含
ま れ た 酵 素 か ら 酵 素 反 応 に よ り 信 号 を 発 生 さ せ る 。 発 生 さ れ た 信 号 は 、 信 号 検 出 窓 (78)に
よ っ て 外 部 か ら 肉 眼 観 察 が 可 能 で 、 ま た 検 出 装 備 (例 ： 発 色 、 発 光 、 電 気 化 学 検 出 器 )に よ
っ て 酵 素 反 応 か ら 発 生 さ れ た 信 号 を 測 定 で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム は 、 電 気 化 学 的 測 定 の た め に 追
加 的 に 電 極 を 信 号 発 生 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (30)上 に 直 接 形 成 し た り 別 に 製 作 し て 信 号 測 定
時 に 結 合 す る 方 式 で 構 成 で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 前 記 メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム で 、 基 質 溶 液 は 酵 素 反 応 を 行 う 際 に
自 動 的 に メ ン ブ レ ン パ ッ ド (50)上 に 供 給 さ れ る よ う に す る た め に 、 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (50)
上 部 の 決 め ら れ た 位 置 に 固 定 さ れ る 基 質 溶 液 容 器 (76)に 入 っ て い る 状 態 で 準 備 さ れ た り 、
分 析 シ ス テ ム か ら 分 離 さ れ た 容 器 に 入 っ た 状 態 で 準 備 で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 前 記 パ ッ ド に 使 用 で き る 材 料 は 、 各 パ ッ ド の 目 的 に 合 う も の で あ れ ば ど の よ う な 材 料 で
も 利 用 で き 、 そ の 代 表 的 な 例 と し て は 、 試 料 添 加 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (10)、 標 識 さ れ た 検
出 用 結 合 成 分 放 出 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (20)及 び 基 質 溶 液 供 給 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (50)は ガ
ラ ス 繊 維 メ ン ブ レ ン を 、 信 号 発 生 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (30)は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン
を 、 そ し て 吸 収 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (40), (60)は セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン を 使 用 で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 前 記 で 標 識 さ れ た 検 出 用 結 合 成 分 放 出 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (20)は 、 少 な く と も 検 出 用 結
合 成 分 と 信 号 発 生 用 標 識 物 質 (こ れ は “ 信 号 を 発 生 す る も の ” 又 は “ ト レ ー サ ー (tracer)
” 、 例 え ば 、 酵 素 、 蛍 光 物 質 及 び 放 射 性 同 位 元 素 を あ ら わ す 。 )を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 標 識 さ れ た 検 出 用 結 合 成 分 放 出 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (20)に 、 乾 燥 さ れ た 状 態 で 含 ま れ る
標 識 さ れ た 検 出 用 結 合 成 分 は 、
i) 標 識 物 質 と 検 出 用 結 合 成 分 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト (conjugate)、 又 は
ii) 検 出 用 結 合 成 分 及 び 標 識 物 質 と 検 出 用 結 合 成 分 に 特 異 に 反 応 す る 2次 結 合 成 分 の コ ン
ジ ュ ゲ ー ト
を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 前 記 で 検 出 用 結 合 成 分 は 、 分 析 物 質 と 特 異 的 に 反 応 す る 物 質 で あ り 、 そ の 例 と し て は 抗
体 、 酵 素 、 受 容 体 、 DNA等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 捕 獲 用 結 合 成 分 は 、 分 析 物 質 と 特 異 的 に
反 応 す る 物 質 で あ り 、 そ の 成 分 と し て 抗 体 、 酵 素 、 受 容 体 、 又 は DNA等 が 挙 げ ら れ る 。 よ
っ て 、 本 発 明 の 分 析 原 理 と こ れ を 応 用 し た バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム は 、 酵 素 信 号 発 生 を 利
用 す る 免 疫 セ ン サ ー 、 酵 素 セ ン サ ー 、 及 び DNAセ ン サ ー の 製 作 に 適 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 前 記 の 標 識 物 質 は 、 西 洋 ワ サ ビ 過 酸 化 酵 素 (horseradish peroxidase)、 ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ 、 β ‐ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ア ル ス ロ マ イ セ ス ラ モ ス 過 酸 化 酵 素 (arthromyces ram
osus peroxidase)、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、 ペ ニ シ リ ン オ キ シ ダ ー ゼ 及 び
コ レ ス テ ロ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ の よ う な 酵 素 ； 金 コ ロ イ ド 粒 子 ； そ し て Co 2 + , Cu 2 + , Mg 2 + , 
Fe 2 + の よ う な 金 属 イ オ ン 或 い は こ れ ら の 化 合 物 等 で あ り 、 前 記 の 基 質 溶 液 は 発 色 性 成 分 、
光 発 生 成 分 、 電 気 化 学 信 号 発 生 成 分 を 含 ん だ り 、 銀 化 合 物 等 を 含 み ； 発 色 、 変 色 、 発 光 、
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電 気 伝 導 度 の 変 化 、 電 流 変 化 ま た は 電 圧 変 化 を 信 号 で あ ら わ す 作 用 を す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 以 下 に て 、 標 識 物 質 と 基 質 溶 液 の 選 択 に よ る 本 発 明 の メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン
サ ー シ ス テ ム の 適 用 を 例 を 挙 げ て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 色 検 出 型 光 学 バ イ オ セ ン サ ー は 、 標 識 物 質 と し て 西 洋 ワ サ ビ 過 酸 化 酵 素 、 ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 又 は ア ル ス ロ マ イ セ ス ラ モ ス 過 酸 化 酵 素 を 使 用 す る
こ と が で き 、 基 質 溶 液 は 各 酵 素 に 特 異 な 発 色 性 基 質 成 分 を 含 み 、 酵 素 ‐ 基 質 反 応 に よ り 肉
眼 で 確 認 で き る 発 色 、 或 い は 変 色 を 信 号 で 表 わ す 。 ま た 、 酵 素 ‐ 基 質 反 応 の 代 案 と し て 化
学 反 応 を 利 用 す る こ と も で き 、 代 表 的 な 例 と し て は 、 標 識 物 質 と し て 金 コ ロ イ ド を 使 用 し
、 基 質 溶 液 は 酢 酸 銀 の よ う な 銀 化 合 物 を 含 み 、 金 ‐ 銀 間 触 媒 反 応 に よ っ て 前 記 の よ う な 信
号 を 示 す こ と が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 光 検 出 型 光 学 バ イ オ セ ン サ ー は 、 標 識 物 質 と し て 西 洋 ワ サ ビ 過 酸 化 酵 素 、 又 は ア ル ス ロ
マ イ セ ス ラ モ ス 過 酸 化 酵 素 を 使 用 す る こ と が で き 、 基 質 溶 液 は 各 酵 素 に 特 異 な 発 光 用 基 質
成 分 、 例 え ば ル ミ ノ ー ル を 含 み 、 信 号 発 生 時 に 酵 素 ‐ 基 質 反 応 に よ り 肉 眼 で 確 認 で き る 光
信 号 が 発 生 す る 。 ま た 、 前 記 で 標 識 物 質 で あ る 酵 素 の 代 替 物 質 と し て 金 属 イ オ ン 、 即 ち Co
2 + , Cu 2 + , Mg 2 + , Fe 2 + 、 又 は こ れ ら の 化 合 物 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 電 気 化 学 バ イ オ セ ン サ ー で は 、 標 識 物 質 と し て グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、
ペ ニ シ リ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 又 は コ レ ス テ ロ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ 等 を 使 用 す る こ と が で き 、 基
質 溶 液 は 各 酵 素 に 特 異 な 電 気 化 学 信 号 発 生 用 基 質 成 分 を 含 み 、 信 号 発 生 時 に 酵 素 ‐ 基 質 反
応 に よ り 電 気 伝 導 度 の 変 化 、 電 流 変 化 ま た は 電 圧 変 化 を 信 号 で 表 わ す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 次 に 、 本 発 明 の メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム を 具 体 的 に 免 疫 分 析 の 例
を 挙 げ て 説 明 す る 。 図 1に 示 し た 例 を 見 る と 、 流 体 の 順 次 的 ク ロ ス フ ロ ー を 利 用 し た メ ン
ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム は 、 縦 に 連 結 し 合 っ た 4種 類 の 異 な る メ ン ブ レ
ン ス ト リ ッ プ の 左 右 両 側 に そ れ ぞ れ 横 方 向 に 配 列 さ れ た 機 能 性 メ ン ブ レ ン パ ッ ド で 構 成 さ
れ る 。 縦 配 列 中 の 最 下 端 に は 試 料 添 加 用 ガ ラ ス 繊 維 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (10)が 位 置 し 、 そ の
上 端 に は 検 出 抗 体 (22)‐ 酵 素 (21)コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 乾 燥 状 態 で 含 有 し た セ ル ロ ー ス メ ン ブ
レ ン パ ッ ド (20)が 配 列 さ れ て い る 。 こ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 乾 燥 時 に 不 動 状 態 で 存 在 す る
が 、 水 溶 液 と 接 触 す る と 、 す ぐ に 溶 解 し て 液 状 で 抗 原 ‐ 抗 体 反 応 に 関 与 す る 。 そ の 上 側 に
は 、 捕 獲 抗 体 (31)と 検 出 抗 体 に 特 異 な 二 次 抗 体 (32)が 一 定 地 域 に そ れ ぞ れ 固 定 化 さ れ た ニ
ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン パ ッ ド (30)が 位 置 し 、 こ こ で 窮 極 的 に 分 析 物 質 濃 度 に 比 例 し た
信 号 と 分 析 物 質 濃 度 に 無 関 係 な 補 正 信 号 が 独 立 的 に 各 位 置 か ら 発 生 す る 。 最 も 上 端 に は 上
で 列 挙 し た メ ン ブ レ ン パ ッ ド の 細 孔 を 通 っ て 毛 細 管 現 象 に よ る 流 体 の 側 方 流 を 持 続 さ せ る
た め に 溶 液 吸 収 用 セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン パ ッ ド (40)が 存 在 す る 。 各 メ ン ブ レ ン パ ッ ド を 部
分 的 に 重 ね て プ ラ ス チ ッ ク フ ィ ル ム 上 に 配 列 し た 後 、 両 面 テ ー プ で 固 定 し て 機 能 性 免 疫 ス
ト リ ッ プ を 製 造 す る 。 そ し て 免 疫 ス ト リ ッ プ と は 別 に 、 標 識 物 質 で あ る 酵 素 に 対 す る 基 質
溶 液 、 又 は 信 号 増 幅 の た め の 水 溶 液 を 供 給 す る た め の ガ ラ ス 繊 維 メ ン ブ レ ン パ ッ ド (50)が
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン パ ッ ド (30)左 側 に 位 置 し 、 基 質 溶 液 の 流 れ を 毛 細 管 現 象 に よ
り 持 続 さ せ る た め に 、 基 質 溶 液 吸 収 用 セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン パ ッ ド (60)が 右 側 に 位 置 し て
い る 。 こ の よ う な 横 配 列 パ ッ ド は 、 初 期 に は 免 疫 ス ト リ ッ プ 本 体 と 接 触 さ れ て い な い た め
、 免 疫 反 応 は 単 に 免 疫 ス ト リ ッ プ に よ っ て 縦 方 向 に の み 行 わ れ 、 そ の 後 、 左 右 パ ッ ド を 連
結 し て 酵 素 反 応 は 横 方 向 に の み 行 わ れ る よ う に 設 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム の 動 作 原 理
　 前 記 の よ う に 構 成 さ れ た メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム を 利 用 し 、 4段
階 か ら な る 分 析 物 質 の 測 定 過 程 を 図 2に 示 し た 。 第 一 に 、 分 析 物 質 が 含 有 さ れ て い る 試 料 (
例 ： 血 清 、 血 漿 、 全 血 )に 免 疫 ス ト リ ッ プ の 下 端 を 浸 す と 、 試 料 が 試 料 添 加 パ ッ ド を 通 っ
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て シ ス テ ム 内 部 に 吸 収 さ れ 、 こ の 水 溶 液 は 毛 細 管 現 象 に よ り ス ト リ ッ プ に 沿 っ て 縦 方 向 に
移 動 す る (図 2, A)。 こ の 水 溶 液 が 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 乾 燥 し た 状 態 で 蓄 積 さ れ て い る ガ
ラ ス メ ン ブ レ ン パ ッ ド に 到 達 す る と 、 直 ぐ に コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 溶 解 し 、 液 状 で 抗 原 (即 ち
、 分 析 物 質 )‐ 抗 体 反 応 に よ り 1次 免 疫 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。 こ の 免 疫 複 合 体 は 、 上 部 の 信
号 発 生 パ ッ ド に 到 達 す る と 固 定 化 さ れ た 捕 獲 抗 体 と 再 反 応 し て 固 体 表 面 に 捕 獲 さ れ サ ン ド
ウ ィ ッ チ 免 疫 複 合 体 を 形 成 し 、 未 反 応 物 質 は 溶 液 の 流 れ に よ っ て 分 離 さ れ る 。 第 二 に 、 免
疫 ス ト リ ッ プ と 横 配 列 パ ッ ド を 連 結 す る 際 に 、 こ れ は パ ッ ド 固 定 枠 を 利 用 し て 縦 配 列 パ ッ
ド 、 或 い は 横 配 列 パ ッ ド を 移 動 さ せ て 行 う こ と が で き る (図 2, B)。 第 三 に 、 酵 素 基 質 溶 液
を 自 動 、 或 い は 手 動 で 基 質 溶 液 供 給 パ ッ ド に 添 加 す る と 、 こ の 溶 液 は 信 号 発 生 パ ッ ド を 通
っ て 基 質 溶 液 吸 収 パ ッ ド に 吸 収 さ れ る 横 流 が 発 生 す る (図 2, C)。 第 四 に 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー
ス メ ン ブ レ ン 上 に 固 定 化 さ れ た 捕 獲 抗 体 と 形 成 さ れ た サ ン ド ウ ィ ッ チ 免 疫 複 合 体 に 含 ま れ
た 標 識 物 質 で あ る 酵 素 に 基 質 が 供 給 さ れ る た め 、 触 媒 反 応 に よ り 分 析 物 質 濃 度 に 比 例 し た
信 号 と 同 時 に 補 正 信 号 が そ れ ぞ れ 発 生 す る (図 2, D)。 こ の 信 号 は 、 信 号 発 生 源 の 類 型 (typ
e)に 従 っ て 適 切 な 検 出 器 (色 検 出 用 、 光 検 出 用 、 電 気 化 学 測 定 用 等 )を 利 用 す る と 数 値 化 さ
れ て 分 析 物 質 の 濃 度 を 出 力 で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 で 考 案 し た 「 縦 ‐ 横 ク ロ ス フ ロ ー を 利 用 し た メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ
ー シ ス テ ム 」 の 目 的 は 、 高 感 度 で ポ イ ン ト オ ブ ケ ア 検 査 が 行 え る よ う に 、 免 疫 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 分 析 方 法 を 酵 素 の よ う な 触 媒 を 標 識 物 質 と し て 使 用 す る 信 号 発 生 技 術 と 結 び 付 け
る こ と に あ る 。 マ イ ク ロ ウ ェ ル を 固 体 マ ト リ ッ ク ス と し て 使 用 す る 一 般 的 な 酵 素 免 疫 測 定
法 で は 、 抗 原 ‐ 抗 体 反 応 後 、 未 反 応 成 分 を 免 疫 複 合 体 か ら 分 離 さ せ 、 こ の 結 合 体 に 含 ま れ
た 標 識 物 質 、 即 ち 酵 素 に 対 す る 基 質 を 添 加 し て 触 媒 反 応 を 行 う こ と に よ り 信 号 を 発 生 さ せ
る 。 し か し 、 こ の よ う な 免 疫 複 合 体 の 分 離 と 酵 素 か ら の 信 号 発 生 は 、 縦 方 向 の 流 れ だ け に
依 存 す る 既 存 の 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 析 シ ス テ ム で は 成 し 遂 げ 難 か っ た 。 万 一 、 免 疫
複 合 体 が 完 全 に 分 離 す る 前 に 酵 素 基 質 が 既 に 存 在 し て い た り 、 添 加 さ れ る の で あ れ ば 、 分
析 物 質 の 濃 度 に 関 係 な く 非 特 異 信 号 が 発 生 す る た め で あ る 。 そ の た め 、 免 疫 複 合 体 の 分 離
と 信 号 発 生 の 二 つ の 工 程 は 、 段 階 別 に 完 全 に 順 次 的 に 行 わ な け れ ば な ら な い 。 こ の よ う な
要 求 条 件 は 、 本 発 明 で 開 発 し た ク ロ ス フ ロ ー 原 理 を 導 入 す る こ と に よ り 充 足 さ れ る が 、 こ
れ は 免 疫 ス ト リ ッ プ 上 で 縦 流 だ け で 基 質 供 給 を 到 底 順 次 的 に 区 分 で き な か っ た こ と を 可 能
に す る 画 期 的 な 方 法 で あ る 。 こ の 場 合 、 別 途 の 洗 浄 過 程 や 試 薬 の 取 扱 い が 必 要 な い よ う に
自 動 化 が 可 能 で あ る が 、 但 し 試 料 を 添 加 し た 後 短 時 間 (例 ： 15分 )内 に 分 析 を 完 了 で き る だ
け で な く 、 酵 素 を 標 識 物 質 と し て 使 用 す る た め 、 高 感 度 分 析 性 能 を あ ら わ す 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 酵 素 基 質 溶 液 の 供 給 の た め の 多 様 な 流 路 を 図 3に 示 し た 。 免 疫 ス ト リ ッ プ 上 の 信 号 発 生
パ ッ ド に よ る 横 流 れ (図 3, A)以 外 に 基 質 溶 液 供 給 パ ッ ド と 吸 収 パ ッ ド を 適 切 に 配 列 す る こ
と に よ り 、 横 対 角 線 流 れ (図 3, B)も 誘 発 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 免 疫 反 応 を 行 い 、 信
号 発 生 パ ッ ド を 除 外 し た 免 疫 ス ト リ ッ プ の 構 成 成 分 を 除 去 し た 後 、 基 質 溶 液 供 給 パ ッ ド と
吸 収 パ ッ ド を 縦 に 配 列 し て 基 質 溶 液 を 多 様 な 縦 流 を 通 し て 供 給 す る こ と も で き る (図 3, C,
 D及 び E)。 多 様 な 方 法 の う ち 、 多 重 同 時 信 号 発 生 、 及 び 簡 便 性 を 考 慮 す る と 横 流 に よ る 酵
素 基 質 供 給 方 法 が 好 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 で 開 発 し た ポ イ ン ト オ ブ ケ ア 検 査 用 メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ
ム の 長 所 は 、 他 の 既 に 開 発 さ れ た シ ス テ ム と 比 較 す る と 次 の 通 り で あ る 。 第 一 に 、 金 コ ロ
イ ド と ラ テ ッ ク ス 粒 子 等 の よ う な 発 色 性 標 識 物 質 と 比 較 し て 、 酵 素 は 触 媒 反 応 に よ り 信 号
を 発 生 し 、 増 幅 し た 効 果 を 提 供 す る 。 よ っ て 、 蛍 光 物 質 を 信 号 発 生 源 と し て 使 用 す る バ イ
オ セ ン サ ー で の よ う に 、 分 析 物 質 の 高 感 度 測 定 が 可 能 で あ る 。 第 二 に 、 適 切 な 酵 素 ‐ 基 質
反 応 を 利 用 す る 場 合 、 酵 素 か ら 発 生 し た 信 号 を 測 定 す る 検 出 器 は 、 蛍 光 測 定 機 器 に 比 べ て
相 対 的 に 安 価 な だ け で な く 、 所 持 が 可 能 な く ら い に 小 型 化 す る こ と が で き る 。 第 三 に 、 分
析 時 に 標 識 物 質 と し て 使 用 で き る 酵 素 の 種 類 は 非 常 に 多 様 で あ る た め 、 上 で 説 明 し た よ う
に 発 色 、 光 、 電 流 、 電 圧 、 電 気 伝 導 度 等 、 必 要 に 応 じ て 他 の 信 号 を 発 生 さ せ る こ と が で き
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る 。 こ れ は 、 入 手 可 能 な 信 号 検 出 装 備 と 技 術 に よ っ て 酵 素 を ト レ ー サ ー と し て 選 択 で き る
と い う 融 通 性 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
色 検 出 型 光 学 バ イ オ セ ン サ ー
　 以 上 に て 説 明 し た よ う な メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム は 、 そ の 分 析 原
理 の 一 応 用 で あ っ て 、 先 ず 発 色 信 号 測 定 型 光 学 バ イ オ セ ン サ ー の 製 作 に 利 用 で き る 。 こ の
よ う な バ イ オ セ ン サ ー は 、 既 存 の マ イ ク ロ ウ ェ ル を 固 体 マ ト リ ッ ク ス と し て 利 用 す る 酵 素
免 疫 測 定 法 (ELISA)で の よ う に 信 号 発 生 の た め の 酵 素 反 応 を メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ 上 で 独
立 的 に 具 現 す る こ と に よ り 高 い 測 定 敏 感 度 を 表 わ す だ け で な く 、 一 般 的 な 免 疫 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 分 析 時 と 同 様 に 速 成 測 定 に 利 用 で き る 。 色 検 出 型 セ ン サ ー は 、 試 料 内 分 析 物 質 濃
度 に 比 例 し て メ ン ブ レ ン 上 で 発 生 す る 発 色 信 号 の 強 さ を 光 反 射 計 測 法 (reflectance photo
metry)で 測 定 で き る 。 よ っ て 比 較 的 敏 感 な 定 量 手 段 と し て 既 存 に 使 用 さ れ て い た 蛍 光 測 定
型 シ ス テ ム と 比 較 し て 低 価 な だ け で な く 、 信 号 測 定 の た め に 小 型 の 信 号 検 出 装 備 を 使 用 す
る こ と が で き る た め 、 ポ イ ン ト オ ブ ケ ア 検 査 の た め の 適 用 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 色 検 出 型 バ イ オ セ ン サ ー の 分 析 原 理 を 図 4に 具 体 的 に 示 し た 。 上 で 説 明 し た よ う に 、 免
疫 ス ト リ ッ プ 下 端 か ら 分 析 物 質 が 含 有 さ れ て い る 試 料 (例 ： 血 液 )を 縦 流 に よ っ て 吸 収 す る
と 、 分 析 物 質 は 検 出 抗 体 ‐ 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 反 応 し 、 そ の 後 、 形 成 さ れ た 1次 免 疫 複
合 体 は 信 号 パ ッ ド に 固 定 さ れ て い る 捕 獲 抗 体 に よ り 捕 獲 さ れ 、 未 反 応 成 分 は 溶 液 の 流 れ に
よ り 分 離 さ れ る (図 4, A)。 捕 獲 さ れ た 検 出 抗 体 ‐ 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 量 は 分 析 物 質 濃 度 に
比 例 す る た め 、 結 局 そ れ に 比 例 し た 信 号 が 発 生 す る 。 縦 流 に よ っ て 分 離 さ れ た 過 剰 の コ ン
ジ ュ ゲ ー ト は 、 上 部 の 二 次 抗 体 に よ っ て 捕 獲 さ れ る 。 こ の 位 置 で の 信 号 は 、 分 析 物 質 濃 度
に 関 係 な く 常 に 一 定 に 維 持 で き る た め 、 調 節 信 号 或 い は 補 正 信 号 と し て 利 用 で き る 。 酵 素
コ ン ジ ュ ゲ ー ト か ら の 信 号 発 生 の た め に 前 記 の よ う に 横 流 に よ り 酵 素 基 質 を 供 給 す る と 、
メ ン ブ レ ン 上 の 捕 獲 抗 体 に よ っ て 捕 獲 さ れ た 免 疫 複 合 体 を 除 外 し た 残 っ て い る 全 て の 成 分
は 除 去 さ れ 、 こ れ と 同 時 に 捕 獲 さ れ た 免 疫 複 合 体 に 含 ま れ た 酵 素 に よ り 信 号 が 発 生 す る (
図 4, B)。 メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ 上 に 発 生 し た 発 色 信 号 の 強 さ は 、 一 定 波 長 の 光 を 照 射 し
た 後 、 発 色 に 比 例 し て 減 少 す る 発 射 光 を 光 検 出 器 (例 ： フ ォ ト ダ イ オ ー ド 、 電 荷 結 合 装 置 (
charge-coupled device)等 )で 感 知 し て 測 定 す る (図 4, C)。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 発 色 信 号 の 発 生 の た め に 使 用 で き る 酵 素 は 、 一 般 的 な 酵 素 免 疫 測 定 法 時 に 使 用 さ れ る 西
洋 ワ サ ビ 過 酸 化 酵 素 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β ‐ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ア ル ス ロ マ イ セ
ス ラ モ ス 過 酸 化 酵 素 等 で あ っ て 、 こ の 酵 素 は 触 媒 反 応 の 結 果 と し て 発 色 を 表 わ し 、 こ の よ
う な 目 的 で 使 用 で き る 基 質 が 各 酵 素 ご と に 様 々 で あ る 。 例 え ば 、 HRPを 使 用 す る 場 合 は 、
過 酸 化 水 素 の 存 在 下 で 発 色 性 基 質 と し て メ ン ブ レ ン 上 に 沈 着 で き る テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ
ン ( TMB)、 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン (DAB)、 そ し て 4‐ ク ロ ロ ‐ 1‐ ナ フ ト ー ル (4-chloro-1-nap
hthol, 4C1N)等 を 使 用 す る こ と が で き る 。 そ れ ぞ れ の 基 質 は 、 最 適 反 応 条 件 が 異 な る た め
、 バ イ オ セ ン サ ー の 分 析 特 性 、 及 び 要 求 条 件 を 考 慮 し て 適 切 な 基 質 を 選 ぶ こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 酵 素 の 標 識 方 法 と し て 、 上 で の よ う に 酵 素 を 直 接 検 出 抗 体 と 重 合 し て 使 用 す る 方 法 の 他
に 検 出 抗 体 に 特 異 な 二 次 抗 体 を 利 用 す る 間 接 的 な 方 法 が あ る 。 こ の 場 合 、 免 疫 ス ト リ ッ プ
の コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 上 に 検 出 抗 体 と 二 次 抗 体 ‐ 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 空 間 的 に 分 離 し
て 、 そ れ ぞ れ 蓄 積 さ せ て 分 析 シ ス テ ム を 構 成 で き る 。 分 析 時 、 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 信 号
発 生 パ ッ ド の 一 定 位 置 に 固 定 化 さ れ て い る 捕 獲 抗 体 に 捕 獲 さ れ た 分 析 物 質 と 検 出 抗 体 間 の
1次 免 疫 複 合 体 を 特 異 に 認 識 し て 反 応 す る 。 こ の 方 法 は 、 他 の 分 析 物 質 分 析 時 に 毎 回 検 出
抗 体 を 酵 素 と 重 合 す る と い う 煩 わ し さ を 減 ら す こ と が で き る と い う 長 所 を 提 供 す る 。 ま た
、 検 出 抗 体 を 金 コ ロ イ ド と 重 合 し て 使 用 す る こ と も で き る た め 、 免 疫 ス ト リ ッ プ の コ ン ジ
ュ ゲ ー ト パ ッ ド に 検 出 抗 体 ‐ 金 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 二 次 抗 体 ‐ 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 別 途 の
空 間 に 蓄 積 し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 を メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー
シ ス テ ム に 利 用 す る と 、 1次 縦 流 に よ り 捕 獲 抗 体 に よ っ て 捕 獲 さ れ る 分 析 物 質 と 金 コ ン ジ
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ュ ゲ ー ト 間 の 1次 免 疫 複 合 体 の 濃 度 に 比 例 し て 金 コ ロ イ ド か ら 赤 い 発 色 を 表 わ す た め 、 分
析 の 進 度 を 肉 眼 で 確 認 で き る と い う 長 所 が あ る 。 さ ら に 、 金 コ ロ イ ド の 表 面 に 一 つ 以 上 の
検 出 抗 体 分 子 が 結 合 れ て い る 場 合 、 こ の 分 子 数 に 比 例 し て 二 次 抗 体 ‐ 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
が 結 合 で き る た め 、 信 号 増 幅 効 果 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 信 号 発 生 の た め の 他 の 方 法 で ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と ビ オ チ ン 間 の 結 合 反 応 を 利 用 す る こ
と が で き 、 典 型 的 に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 検 出 抗 体 と 重 合 さ せ 、 ビ オ チ ン を 酵 素 と 重 合 さ
せ て 使 用 す る 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と ビ オ チ ン 反 応 は 、 一 般 的 に 抗 原 ‐ 抗 体 反 応 と 比 較 し
て 親 和 力 が 高 い た め 、 二 次 抗 体 を 使 用 す る 方 法 に 比 べ て 信 号 増 幅 効 果 を 得 る こ と が で き る
と い う 長 所 が あ る 。 分 析 シ ス テ ム 構 成 時 に こ の よ う な 信 号 発 生 方 法 の 変 化 は 、 分 析 時 に 要
求 す る 分 析 物 質 の 測 定 下 限 濃 度 、 測 定 濃 度 範 囲 、 分 析 所 要 時 間 、 そ し て 経 済 性 等 の 要 求 条
件 に 従 い 選 択 で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 発 色 信 号 測 定 型 バ イ オ セ ン サ ー の 製 作 時 に 、 信 号 発 生 の た め に 酵 素 反 応 の 代 案 と し て 金
と 銀 間 の 触 媒 反 応 の よ う な 化 学 反 応 を 利 用 す る こ と も で き 、 代 表 的 な 反 応 成 分 と し て 金 コ
ロ イ ド と 酢 酸 銀 を 挙 げ る こ と が で き る (参 考 文 献 ： Patel N等 , 1992, Ann. Clin. Biochem
. Vol. 29, Page 282-286, Rocks. BF 等 , 1991, Ann. Clin. Biochem. Vol. 28, Page 1
55-159)。 既 存 の 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 方 法 で の よ う に 、 検 出 抗 体 ‐ 金 コ ロ イ ド コ ン ジ
ュ ゲ ー ト を 信 号 発 生 源 と し て 使 用 し て 免 疫 ス ト リ ッ プ を 製 作 し 、 先 ず 1次 縦 流 に よ っ て 分
析 物 質 濃 度 に 比 例 し て 金 コ ロ イ ド か ら 発 色 信 号 を 発 生 さ せ る 。 ク ロ ス フ ロ ー 方 法 を 利 用 し
て 酢 酸 銀 溶 液 を 2次 横 流 と し て 供 給 す る と 、 捕 獲 抗 体 位 置 に 蓄 積 さ れ た 金 コ ロ イ ド 表 面 に
銀 が 触 媒 反 応 し て 沈 着 す る た め 、 発 色 信 号 を 著 し く 増 幅 さ せ る 。 こ の よ う な 効 果 は 、 酵 素
を 信 号 発 生 源 と し て 利 用 し た 分 析 シ ス テ ム と 同 一 な も の と し て 生 物 素 材 で あ る 酵 素 を 使 用
せ ず 、 単 に ク ロ ス フ ロ ー 方 法 を 利 用 し て 金 発 色 信 号 を 増 幅 さ せ る こ と が で き る 酢 酸 銀 の よ
う な 化 学 物 質 を 順 次 的 に 供 給 す る こ と に よ り 、 比 較 的 に 簡 単 に 高 感 度 分 析 シ ス テ ム を 構 成
で き る 。 こ の よ う な 方 法 の 導 入 に よ り 、 既 存 の 金 発 色 が 肉 眼 で 確 認 で き ず 測 定 で き な か っ
た 低 濃 度 の 分 析 物 質 に 対 し て も 分 析 が 可 能 だ と い う 長 所 を 提 供 す る 。 増 幅 し た 発 色 信 号 は
、 酵 素 を 利 用 し た 場 合 と 同 様 に 反 射 光 検 出 方 法 に よ り 測 定 で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
光 検 出 型 光 学 バ イ オ セ ン サ ー
　 本 発 明 で 開 発 し た メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム の 他 の 応 用 で あ っ て 、
光 検 出 型 光 学 バ イ オ セ ン サ ー の 製 作 に 利 用 で き る 。 こ の よ う な バ イ オ セ ン サ ー は 、 上 で 提
示 し た 色 検 出 型 バ イ オ セ ン サ ー と 比 較 し て 、 そ れ 自 体 で 光 信 号 を 発 生 す る 標 識 物 質 を 利 用
す る た め 光 源 を 必 要 と し な い こ と か ら 、 検 出 器 が さ ら に 簡 単 に な り コ ス ト が 安 く な る 。 測
定 原 理 と 分 析 シ ス テ ム の 多 様 性 は 、 前 記 で 説 明 し た 色 検 出 型 バ イ オ セ ン サ ー と 同 一 だ が 、
但 し 分 析 物 質 の 濃 度 に 比 例 し た 光 信 号 を 発 生 す る よ う に 適 切 な 標 識 物 質 の 選 定 が 必 要 に な
る 。 図 5に 具 体 的 に 示 し た よ う に 、 標 識 物 質 と し て 酵 素 の 一 種 で あ る ア ル ス ロ マ イ セ ス ラ
モ ス 過 酸 化 酵 素 を 使 用 す る こ と が で き る が 、 こ の 酵 素 は ル ミ ノ ー ル (luminol)と 反 応 し て
最 大 吸 光 度 427nmで 測 定 で き る 光 を 発 生 す る (参 考 文 献 ： Kim, Pisarev, and Egorov, 1991
, Anal. Biochem. Vol. 199, Page 1-6)。 こ の よ う な 光 信 号 の 強 さ は 、 発 色 時 に 一 般 的 に
使 用 す る HRPか ら の 光 信 号 と 比 較 し て 約 500倍 程 度 さ ら に 敏 感 で あ る 。 酵 素 の 代 替 物 質 と し
て 金 属 イ オ ン (Co 2 + , Cu 2 + , Mg 2 + , Fe 2 + 等 )を 使 用 で き る が 、 こ れ ら は 酵 素 よ り 著 し く 敏 感
な 光 信 号 を 発 生 す る だ け で な く 、 コ ス ト が 安 い (参 考 文 献 ： D. Junsaek, U. Spohn, 1999,
 Biosensors & Bioelectronics, Vol. 14, Page 123-129)。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 酵 素 や 金 属 イ オ ン を 標 識 物 質 と し て 利 用 す る 光 信 号 発 生 方 法 を 本 発 明 の 核 心 で あ る ク ロ
ス フ ロ ー シ ス テ ム に 適 用 で き る が 、 抗 原 ‐ 抗 体 反 応 の た め に 縦 流 を 進 行 さ せ た 後 、 基 質 溶
液 を 供 給 す る た め に 横 流 を 進 行 さ せ る (図 5, A)。 こ の と き メ ン ブ レ ン に 固 定 化 さ れ て い る
抗 体 に よ り 、 捕 獲 さ れ た 免 疫 複 合 体 を 除 い た 未 捕 獲 成 分 は 洗 浄 さ れ 、 そ れ と 同 時 に 捕 獲 さ
れ た 免 疫 複 合 体 に 存 在 す る 標 識 物 質 か ら 光 信 号 が 発 生 す る 。 酵 素 ARPを 標 識 物 質 と し て 使
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用 す る 場 合 、 基 質 溶 液 は ル ミ ノ ー ル と 過 酸 化 水 素 を 含 有 し 、 そ し て 最 適 酸 性 度 で 調 節 し て
使 用 す る 。 フ ォ ト ダ イ オ ー ド の よ う な 検 出 器 を 信 号 発 生 パ ッ ド に 近 接 さ せ て 発 生 し た 信 号
を 測 定 す る が (図 5, B)、 雑 音 を 最 少 化 す る た め に 背 景 光 か ら 遮 断 さ れ た 状 態 で 測 定 し な け
れ ば な ら な い 。 光 検 出 器 に よ っ て 測 定 さ れ 、 電 気 信 号 に 転 換 さ れ た 後 、 分 析 物 質 濃 度 に 対
す る 信 号 変 化 を 示 す 検 量 線 に よ っ て 試 料 内 分 析 物 質 の 濃 度 が 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 光 検 出 型 バ イ オ セ ン サ ー の 製 作 時 に 標 識 物 質 の 抗 体 分 子 上 の 標 識 方 法 と 分 析 シ ス テ ム 構
成 方 法 は 、 色 検 出 型 バ イ オ セ ン サ ー の 製 作 の た め に 前 記 で 詳 し く 説 明 し た 方 法 と 同 様 で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
電 気 化 学 バ イ オ セ ン サ ー
　 本 発 明 で 開 発 し た メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム は 、 他 の 応 用 に よ っ て
電 気 化 学 バ イ オ セ ン サ ー の 製 作 に 利 用 で き る 。 こ の よ う な バ イ オ セ ン サ ー は 、 基 質 を 分 解
し て イ オ ン 濃 度 、 電 荷 密 度 、 電 気 化 学 ポ テ ン シ ャ ル 等 の 変 化 を 誘 発 す る 酵 素 を 標 識 物 質 と
し て 利 用 し 、 そ の 電 気 化 学 的 状 態 変 化 を 信 号 と し て 測 定 す る (参 考 文 献 ： M. M Castillo-O
rtega等 , 2002, Sensors and Actuators B, Vol 85, Page 19-25; Andrea Pizzariello等
, 2001, Talanta, Vol 54, Page 763-772)。 こ の よ う な 信 号 測 定 の た め の 電 気 化 学 検 出 器
は 、 上 で 提 示 し た 二 種 類 の 光 学 検 出 器 と 比 較 し て 簡 単 且 つ 小 型 化 が 可 能 な だ け で な く 、 コ
ス ト が 安 い と い う 長 所 が あ る が 、 追 加 要 求 事 項 で 電 気 化 学 的 測 定 の た め の 電 極 が 免 疫 ス ト
リ ッ プ 上 に 直 接 成 形 さ れ た り 、 或 い は 別 に 電 極 を 製 作 し た 後 信 号 測 定 時 に 免 疫 ス ト リ ッ プ
と 結 合 さ れ な け れ ば な ら な い (参 考 文 献 ： J. H. Kim, S. H. Paek, 2000, Biosensors & B
ioelectronics, Vol. 14, Page 907-915)。 分 析 シ ス テ ム の 測 定 原 理 は 、 上 で 説 明 し た 光
学 バ イ オ セ ン サ ー と 同 一 で あ り 、 但 し 分 析 物 質 の 濃 度 に 比 例 し た 電 気 化 学 信 号 を 発 生 す る
よ う に 適 切 な 標 識 物 質 の 選 定 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 標 識 物 質 と し て 使 用 で き る 酵 素 の 種 類 は 、 電 気 化 学 測 定 方 法 に 従 っ て 多 様 で あ る 。 例 え
ば 、 電 気 伝 導 度 変 化 を 誘 導 す る た め に 酵 素 の 一 種 で あ る ウ レ ア ー ゼ を 使 用 で き る が 、 こ の
酵 素 は 基 質 と し て 尿 素 を 分 解 し て ア ン モ ニ ウ ム イ オ ン と カ ル ボ ニ ウ ム イ オ ン を 生 成 さ せ て
イ オ ン 濃 度 を 増 加 さ せ る た め 、 分 析 物 質 濃 度 に 比 例 し た 電 気 伝 導 度 の 変 化 が 信 号 と し て 表
わ さ れ る (図 6参 照 )。 他 の 例 と し て 、 電 流 変 化 を 信 号 で 発 生 す る た め に 基 質 を 酸 化 或 い は
還 元 さ せ る 酵 素 、 即 ち グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 そ し て コ レ ス テ ロ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ 等 を
標 識 物 質 と し て 利 用 し 、 酵 素 反 応 に よ り 生 成 又 は 消 滅 す る 電 子 密 度 の 増 減 を 電 極 を 通 し て
電 流 変 化 と し て 測 定 す る 。 ま た 他 の 例 と し て 、 電 気 化 学 ポ テ ン シ ャ ル の 変 化 を 信 号 で 発 生
す る こ と が で き る が 、 こ の よ う な 方 法 の 典 型 的 な 応 用 は 、 水 素 イ オ ン 濃 度 (即 ち 、 酸 性 度 )
を 変 化 さ せ る 酵 素 (グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、 ペ ニ シ リ ン オ キ シ ダ ー ゼ 等 )を
標 識 物 質 と し て 使 用 し 、 そ の 酵 素 反 応 の 結 果 を pH電 極 を 通 し て 測 定 で き る (参 考 文 献 ： And
rea Pizzariello等 , 2001, Talanta, Vol 54, Page 763-772)。 一 方 、 標 識 物 質 と し て ウ
レ ア ー ゼ を 利 用 す る 場 合 、 こ の 酵 素 反 応 か ら 尿 素 が 分 解 さ れ て 生 成 さ れ る ア ン モ ニ ウ ム イ
オ ン 、 或 い は カ ル ボ ニ ウ ム イ オ ン に 対 す る 選 択 性 膜 を 電 極 表 面 に 設 置 し て 化 学 ポ テ ン シ ャ
ル の 変 化 を 電 気 信 号 と し て 測 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 電 気 化 学 バ イ オ セ ン サ ー の 分 析 原 理 は 、 前 記 で 説 明 し た 光 学 バ イ オ セ ン サ ー の 場 合 と 同
一 な も の で 、 図 6に 例 を 挙 げ て 表 わ し た よ う に 、 免 疫 ス ト リ ッ プ の 下 端 に 分 析 物 質 が 含 有
さ れ て い る 試 料 を 添 加 す る と 、 分 析 物 質 は コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド か ら 放 出 さ れ た 抗 体 ‐ 酵
素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 1次 免 疫 複 合 体 を 形 成 し 、 こ れ は 信 号 発 生 パ ッ ド 上 に 固 定 化 さ れ た 捕
獲 抗 体 と サ ン ド ウ ィ ッ チ 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る 。 こ の よ う に 抗 原 ‐ 抗 体 反 応 の た め の 縦 流
が 停 止 し 、 横 流 を 開 始 す る と 捕 獲 さ れ た 免 疫 複 合 体 を 除 外 し た 全 て の 成 分 は 除 去 さ れ 、 そ
れ と 同 時 に 捕 獲 さ れ た 免 疫 複 合 体 に 存 在 す る 酵 素 と 基 質 間 の 反 応 に よ り 電 気 化 学 信 号 が 発
生 す る (図 6, A)。 こ の よ う な 電 気 化 学 信 号 を 測 定 す る た め に 既 に メ ン ブ レ ン 上 に 存 在 し た
り 別 に 製 作 さ れ た 適 切 な 電 極 を 利 用 し (図 6, B)、 信 号 対 雑 音 が 最 大 に な る よ う に す る (図 6
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, C)。 ま た 、 電 気 化 学 分 析 時 に 電 極 の 材 質 と 形 態 、 そ し て 大 き さ 等 の 測 定 条 件 等 が バ イ オ
セ ン サ ー の 測 定 性 能 を 調 節 す る た め 、 セ ン サ ー の 物 理 化 学 的 変 数 を 信 号 対 雑 音 の 比 率 に 対
し て 最 適 化 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 以 上 で 説 明 し た よ う に 、 本 発 明 で 創 案 さ れ た ク ロ ス フ ロ ー を 利 用 し た メ ン ブ レ ン ス ト リ
ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム を 利 用 す る と 、 標 識 物 質 で あ る 酵 素 の 適 切 な 選 択 に よ っ て 多
様 な バ イ オ セ ン サ ー が 製 作 で き る 。 過 去 に は 、 メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ を 利 用 し た 分 析 シ ス
テ ム で は 標 識 物 質 で あ る 酵 素 か ら 信 号 を 発 生 す る た め に 酵 素 反 応 に 必 要 な 成 分 を 供 給 す る
た め の 方 法 が な か っ た た め 、 効 果 的 な バ イ オ セ ン サ ー の 製 作 が 難 し か っ た 。 こ の よ う な 問
題 点 は 、 本 発 明 で 開 発 し た ク ロ ス フ ロ ー 方 法 を 利 用 し て 解 決 で き る 。 即 ち 、 ク ロ ス フ ロ ー
方 法 を 利 用 す る こ と に よ り 、 酵 素 基 質 溶 液 の 供 給 を 自 動 で 簡 単 に 行 う こ と が で き る よ う に
な る だ け で な く 、 同 様 な 原 理 を 応 用 し て 酵 素 の 選 択 に 従 っ て 多 様 な バ イ オ セ ン サ ー の 製 作
が 可 能 に な っ た 。 よ っ て 、 敏 感 度 は 高 い が 、 時 間 が 長 く か か り 、 遂 行 過 程 が 複 雑 で 一 般 人
が 使 用 で き な か っ た 既 存 の 酵 素 免 疫 測 定 法 (即 ち 、 ELISA)を メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ 上 で 簡
便 に 行 う こ と が で き る よ う に な っ た 。 ま た 、 標 識 物 質 と し て 蛍 光 を 利 用 す る こ と に よ り 、
高 価 な 検 出 器 を 要 求 し て い た 過 去 の メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム の 代 案
と し て 、 本 発 明 に よ っ て 多 様 な 酵 素 を 信 号 発 生 源 と し て 使 用 で き る よ う に な る こ と に よ り
、 コ ス ト が 安 く 小 型 化 が 可 能 な 検 出 器 を 使 用 で き る よ う に な っ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態
　 次 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 内 容 を よ り 具 体 的 に 説 明 し 、 そ の 有 用 性 を 提 示 す る た め に 具 体
的 な 例 を 挙 げ て 記 述 し た も の で あ っ て 、 決 し て 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
実 施 例 に 使 用 さ れ た 材 料
　 実 施 例 の た め に 使 用 さ れ た 材 料 及 び 購 入 先 は 次 の 通 り で あ る 。 B型 肝 炎 表 面 抗 原 (HBsAg)
、 そ れ に 対 す る ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (ウ サ ギ か ら 生 産 )と モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (マ ウ ス か ら
生 産 )、 そ し て ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン に 対 す る ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (ヤ ギ か ら 生 産 )は 、 エ ン
ザ イ ム イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル (Enzyme international, 米 国 )社 か ら 購 入 し た 。 心 臓 ト ロ ポ ニ
ン Iと 、 そ れ に 対 す る 抗 体 で あ る ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (ヤ ギ か ら 生 産 )と モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗
体 (マ ウ ス か ら 生 産 )は 、 ス ペ ク ト ラ ル (Spectral, 米 国 )社 か ら 購 入 し た 。 金 コ ロ イ ド (直
径 40nm, 0.01%)と セ フ ァ デ ッ ク ス ゲ ル (sephadex gels)、 カ ゼ イ ン (ナ ト リ ウ ム 塩 タ イ プ 、
牛 乳 か ら 抽 出 )、 そ し て 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク 工 程 に よ る 精 製 、 分 画 V)
と Tween20、 そ し て ト リ ト ン X-100と ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン (HSA)は シ グ マ (Sigma, 米 国 )社 か
ら 供 給 さ れ た 。 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン (細 孔 の 大 き さ 12μ m)と ガ ラ ス 繊 維 メ ン ブ レ
ン 、 そ し て セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン (3MM chromatography grade)は ミ リ ポ ア (Millipore, 米
国 )社 と ワ ッ ト マ ン (Whatman, 米 国 )社 か ら そ れ ぞ れ 購 入 し た 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ( SA)
、 N‐ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ‐ 3‐ [2‐ ピ リ ジ ル ジ チ オ ]プ ロ ピ オ ネ ー ト (N-succinimidyl-3-[2-
pyridyldithio] propionate, SPDP)、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル 4‐ [N‐ マ レ イ ミ ド メ チ ル ]シ ク ロ
ヘ キ サ ン ‐ 1‐ カ ル ボ キ シ レ ー ト (succinimidyl 4-[N-maleimidomethyl] cyclohexane-1-c
arboxylate, SMCC)、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル (DTT)、 そ し て N‐ ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ジ ル (
NHS)‐ LC‐ LC‐ ビ オ チ ン (N-Hydroxysuccinimidyl(NHS)-LC-LC-biotin)は 、 ピ ア ー ス (Pier
ce, 米 国 )社 か ら 購 入 し た 。 酵 素 で あ る 西 洋 ワ サ ビ 過 酸 化 水 素 と ア ル ス ロ マ イ セ ス ラ モ ス
過 酸 化 酵 素 、 そ し て ウ レ ア ー ゼ は カ ル バ イ オ ケ ム (calbiochem, 米 国 )社 か ら 購 入 し 、 各 酵
素 の 基 質 で あ る テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン (TMB)と ル ミ ノ ー ル 、 そ し て 尿 素 は そ れ ぞ れ モ ス (
moss, 米 国 )社 と シ グ マ (sigma, 米 国 )社 か ら 購 入 し た 。 そ の 他 の 全 て の 試 薬 は 、 分 析 用 グ
レ ー ド で 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
実 施 例 1. 抗 体 ‐ コ ロ イ ド 金 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 合 成
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 合 成 の た め に 標 準 の 方 法 に 従 い 多 様 な 反 応 溶 液 の 酸 性 度 と 抗 体 濃 度 を 試
験 し 、 決 定 し た 最 適 条 件 下 で コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 製 造 し た (参 考 文 献 ： S. H. Paek等 , 1999,
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 Anal. Lett., Vol. 32, 335-360)。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 酸 性 度 9.0に 調 節 さ れ た 金 溶 液 8mLに 透 析 に よ り 準 備 さ れ た 100μ g/mLの B型 肝 炎 特 定 抗 体
溶 液 0.8mLを 加 え た 後 30分 間 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 こ の 溶 液 に 10mMリ ン 酸 塩 緩 衝 溶 液 (pH7.
4)に 溶 解 さ せ て 製 造 さ れ た 5%カ ゼ イ ン 溶 液 (Casein-PB)1mLを 追 加 し た 後 、 30分 間 反 応 さ せ
た 。 反 応 液 は 15,000rpmで 45分 間 遠 心 分 離 さ せ た 後 、 上 澄 を 除 去 し た 。 分 離 さ れ た 金 沈 殿
物 に カ ゼ イ ン (Casein-PB)を 加 え て コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 最 終 体 積 を 0.2mLに 調 節 し 、 使 用 時 ま
で 4℃ で 保 管 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
実 施 例 2. 抗 体 ‐ 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 合 成
　 分 析 物 質 特 異 抗 体 と 酵 素 間 の 重 合 は 、 ク ロ ス ‐ リ ン カ ー を 使 用 す る 化 学 反 応 に よ り 行 わ
れ た 。 抗 体 を 20倍 モ ル 過 剰 濃 度 の SMCCと 4℃ で 4時 間 反 応 さ せ た 後 、 過 量 の SMCCは セ フ ァ デ
ッ ク ス G-15ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 除 去 さ れ 、 こ れ を 下 記 の よ う に 活 性 化 さ れ た 酵
素 と 直 ぐ に 重 合 反 応 さ せ た 。 酵 素 の 活 性 化 の た め に 、 そ の 蛋 白 質 は 5mMの EDTAが 含 有 さ れ
た 反 応 溶 液 に 溶 解 さ れ 、 モ ル 濃 度 が 更 に 20倍 高 い SPDPと 常 温 で 1時 間 反 応 さ せ た 。 そ の 分
子 上 に ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を 生 成 さ せ る た め に DTT(最 終 10mM)を 反 応 混 合 液 に 添 加 し て 37℃
で 2時 間 さ ら に 反 応 さ せ た 。 過 剰 の 試 薬 は セ フ ァ デ ッ ク ス G-15カ ラ ム を 利 用 し て 除 去 さ れ
た 。 二 種 類 の 活 性 化 さ れ た 反 応 物 質 、 即 ち 抗 体 と 酵 素 は そ の モ ル 比 が 1:10に な る よ う に 混
合 さ れ 、 4℃ で 一 晩 中 反 応 さ せ た 。 合 成 さ れ た 抗 体 ‐ 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 精 製 は 、 セ フ
ァ デ ッ ク ス G-100ゲ ル (1× 20cm)で 構 成 さ れ た カ ラ ム を 利 用 し て 行 っ た 。 反 応 混 合 物 1mLを
カ ラ ム 内 に 注 入 し た 後 、 PBSで 抽 出 し た 。 各 流 出 液 内 の 蛋 白 質 は ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド (Bradfo
rd)分 析 方 法 に よ っ て 測 定 さ れ 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 合 成 及 び 精 製 は 非 還 元 条 件 下 で SDS-PAGE(
7%gel)分 析 に よ っ て 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
実 施 例 3. 信 号 発 生 パ ッ ド (抗 体 固 定 化 )
　 信 号 発 生 パ ッ ド の 材 質 は 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 広 く 使 用 さ れ て い る ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス (NC)メ ン ブ レ ン を 使 用 し 、 製 造 会 社 と 細 孔 の 大 き さ に よ り 固 定 化 効 率 が 異 な る た め 、
試 験 を 通 じ て 最 適 な 材 質 を 選 択 使 用 し た 。 選 択 さ れ た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン (細 孔
の 大 き さ ： 12μ m, Milipore)を 使 用 し て 抗 体 を 固 定 化 し た 。 固 定 化 方 法 は 物 理 吸 着 方 法 と
化 学 的 方 法 が あ る が 、 実 験 の 結 果 、 製 作 の 便 利 性 と 再 現 性 を 考 慮 し て 決 め ら れ た 。 抗 体 固
定 化 は 、 NCメ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ (7x25mm)の 予 め 定 め ら れ た 地 点 に 物 理 吸 着 方 法 に よ っ て
固 定 化 さ れ た 。 メ ン ブ レ ン 上 の 一 定 地 域 (下 端 か ら 10nm地 点 )に 140mM NaCl(PBS)が 含 有 さ
れ た PBで 希 釈 し た 1mg/ml抗 体 (1.5μ L)を マ イ ク ロ ‐ デ ィ ス ペ ン サ ー (micro-dispenser)を
利 用 し て 点 形 態 で 加 え た 後 、 常 温 で 1時 間 反 応 さ せ た 。 抗 体 が 固 定 化 さ れ た ス ト リ ッ プ は
、 0.5%カ ゼ イ ン ‐ ト リ ス 100mM(pH7.6, casein-tris)溶 液 内 に 浸 け て 1時 間 残 余 表 面 処 理 し
た 後 、 0.1%ト リ ト ン X-100(Triton X-100)を 含 む ト リ ス 緩 衝 溶 液 (pH7.6)で 3回 洗 浄 し 、 外
気 で 乾 燥 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
実 施 例 4. 信 号 発 生 パ ッ ド (ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 固 定 化 )
　 抗 体 の 代 り に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (SA)を 固 定 す る た め に 、 信 号 発 生 パ ッ ド の 材 質 は 、 実
施 例 3で 説 明 し た よ う に ニ ト ロ セ ル ロ ー ス (NC)メ ン ブ レ ン を 使 用 し た 。 固 定 化 方 法 は 、 ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン (SA)が 物 理 吸 着 方 法 に 依 っ て は 固 定 化 さ れ な い 特 性 上 、 化 学 的 方 法 を 使
用 し た 。 NCメ ン ブ レ ン (7x25mm)を 0.5%グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド (glutaraldehyde, GA)溶 液 に 浸
け て 1時 間 反 応 さ せ た 後 、 PBSを 利 用 し て 3回 洗 浄 し た 。 そ し て SA(10mg/ml)を 下 端 か ら 1cm
の 所 に マ イ ク ロ デ ィ ス ペ ン サ ー を 利 用 し て 1μ L/stripを 加 え た 後 、 100%の 湿 度 が 維 持 さ れ
て い る 箱 内 に 入 れ て 常 温 で 1時 間 反 応 さ せ た 。 次 の 段 階 は 、 実 施 例 3で の 抗 体 固 定 化 方 法 と
同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
実 施 例 5. 色 検 出 用 シ ス テ ム の 構 成
5-1. 免 疫 ス ト リ ッ プ の 構 成
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　 分 析 物 質 (HBsAg： B型 肝 炎 表 面 抗 原 )濃 度 に よ る 信 号 を 肉 眼 判 別 し た り 発 色 を 測 定 す る 光
学 測 定 用 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 析 シ ス テ ム は 、 信 号 発 生 源 と し て 検 出 抗 体 ‐ 金 コ ロ イ
ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト (実 施 例 6-1で 使 用 )、 又 は 2次 抗 体 ‐ HRPコ ン ジ ュ ゲ ー ト と 調 合 し た 検 出
抗 体 ‐ 金 コ ロ イ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト (実 施 例 6-2で 使 用 )を 使 用 し て 構 成 さ れ た 。 製 造 さ れ た
免 疫 ス ト リ ッ プ シ ス テ ム (図 1参 照 )は 、 下 端 か ら 0.1%(v/v)ト リ ト ン X100で 処 理 さ れ た ガ ラ
ス 繊 維 メ ン ブ レ ン (7x20mm)と コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 蓄 積 さ れ て い る ガ ラ ス 繊 維 メ ン ブ レ ン (7x5
mm)、 そ し て 抗 体 が 固 定 化 さ れ た NCメ ン ブ レ ン (7x25mm)と 吸 収 パ ッ ド と し て 利 用 さ れ る セ
ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン (7x15mm)で 構 成 さ れ て い る 。 各 メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ は 、 部 分 的 に 重
な っ て 構 成 さ れ て お り 、 両 面 テ ー プ に よ っ て プ ラ ス チ ッ ク 固 定 枠 に 接 着 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
5-2. 横 配 列 パ ッ ド の 構 成
　 横 配 列 パ ッ ド の 抗 体 ‐ HRPコ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 す る 場 合 に 、 HRPか ら 発 色 信 号 を 発 生 さ
せ る た め に 、 横 配 列 パ ッ ド は 過 酸 化 水 素 及 び TMB溶 液 を 含 む 酵 素 基 質 を 供 給 す る た め の ガ
ラ ス 繊 維 メ ン ブ レ ン (10x20mm)と ク ロ ス フ ロ ー を 誘 導 す る た め の 吸 収 パ ッ ド で あ る セ ル ロ
ー ス メ ン ブ レ ン (15x20mm)で 構 成 さ れ て い る 。 各 メ ン ブ レ ン は 、 上 で 説 明 し た 免 疫 ス ト リ
ッ プ と は 別 に 存 在 し 、 分 析 シ ス テ ム は 、 横 配 列 パ ッ ド が 後 に NCメ ン ブ レ ン の 両 側 面 に そ れ
ぞ れ 接 触 し て 酵 素 反 応 を 誘 導 す る よ う に 考 案 さ れ て い る (図 2参 照 )。
【 ０ ０ ５ ３ 】
実 施 例 6. 色 検 出 用 光 学 バ イ オ セ ン サ ー の 用 量 反 応
6-1. 標 識 物 質 と し て 金 コ ロ イ ド の 使 用
　 実 施 例 5で 製 造 さ れ た 分 析 シ ス テ ム の HBsAg標 準 溶 液 を 利 用 し た 金 発 色 に よ る 用 量 反 応 は
、 ス キ ャ ン 反 射 率 光 度 測 定 方 法 (scanning reflectance photometry)に よ っ て 求 め た 。 HBs
Ag標 準 溶 液 は 、 各 濃 度 別 に 150μ lず つ 異 な る マ イ ク ロ ウ ェ ル に 分 注 し 、 各 マ イ ク ロ ウ ェ ル
内 に 免 疫 ス ト リ ッ プ を 垂 直 に 浸 け 、 水 溶 液 を 約 15分 に 亘 り ス ト リ ッ プ の 内 部 に 吸 収 さ せ た
。 抗 体 が 固 定 化 さ れ た 領 域 で 発 色 し た 信 号 を 定 量 的 に 決 定 す る た め に ス キ ャ ナ (HP ScanJe
t 6100C, Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, 米 国 )を 利 用 し た 。 捕 捉 さ れ た イ メ ー ジ 上 の
発 色 部 分 (図 8, A参 照 )は 、 イ メ ー ジ 分 析 プ ロ グ ラ ム (Multianalyst version 1.1, Bio-Rad
 Laboratories, Hercules, CA, 米 国 )を 利 用 し て 発 色 部 分 が 全 て 含 ま れ る よ う に 選 択 し た
後 、 発 色 の 強 さ に 比 例 す る 積 分 値 で あ る 光 学 密 度 に 転 換 さ れ た (図 8, C, 金 発 色 信 号 参 照 )
。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 結 果 か ら 、 光 学 密 度 は 肉 眼 で 認 知 さ れ た 色 調 に 比 例 し 、 分 析 物 質 濃 度 に 対 し て も 比 例 す
る も の と 観 察 さ れ た 。 金 発 色 を 利 用 す る 場 合 、 測 定 敏 感 度 は 約 100ng/mLだ っ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
6-2. 標 識 物 質 と し て HRPの 使 用
　 実 施 例 5-1で 記 述 さ れ た よ う に 、 製 造 さ れ た 分 析 シ ス テ ム か ら HBsAgに 対 す る 濃 度 応 用 と
し て の HRP発 色 信 号 は 、 金 色 検 出 方 法 と 同 様 な 方 法 で 測 定 さ れ た 。 該 分 析 手 順 は 、 2次 抗 体
‐ HRPコ ン ジ ュ ゲ ー ト を 追 加 的 に 使 用 し た こ と を 除 い て は 、 金 発 色 信 号 を 発 生 さ せ る た め
の も の と 基 本 的 に 同 様 で あ る 。 HRP信 号 発 生 の た め に 、 信 号 パ ッ ド 左 側 と 右 側 に そ れ ぞ れ
基 質 供 給 パ ッ ド と 吸 収 パ ッ ド を 横 配 列 に 位 置 さ せ た 後 、 HRPに 対 す る 基 質 溶 液 を 供 給 し て
横 方 向 に 3分 に 亘 り 流 れ を 進 行 さ せ た 。 NCメ ン ブ レ ン 上 の 捕 獲 抗 体 に よ り 捕 獲 さ れ た 免 疫
複 合 体 を 除 外 し た 残 り の 全 て の 成 分 は 除 去 さ れ 、 こ れ と 同 時 に 捕 獲 さ れ た 免 疫 複 合 体 に 含
ま れ て い る HRPに よ っ て 青 色 の 信 号 が 発 生 す る (図 8, B参 照 )。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 発 色 信 号 は 、 金 発 色 信 号 と 同 様 の 手 順 で 光 学 密 度 で 定 量 さ れ た (図 8, C, HRP発 色 信 号 参
照 )。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 結 果 か ら 、 信 号 と し て の 光 学 密 度 は 肉 眼 で 認 知 さ れ た 色 調 に 比 例 し 、 分 析 物 質 濃 度 に 対
し て も 比 例 す る も の と 観 察 さ れ た 。 標 識 物 質 と し て 酵 素 を 利 用 し た 場 合 の 測 定 敏 感 度 は 約
1ng/mlで あ り 、 こ れ は 金 発 色 信 号 よ り 約 100倍 程 度 良 い 結 果 だ っ た (図 8, C参 照 )。
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【 ０ ０ ５ ８ 】
実 施 例 7. 光 検 出 用 シ ス テ ム の 構 成
7-1. 免 疫 ス ト リ ッ プ の 構 成
　 例 示 と し て 使 用 さ れ る 分 析 物 質 と し て は 、 心 筋 梗 塞 を 早 期 診 断 す る た め に 使 用 さ れ て い
る 心 臓 ト ロ ポ ニ ン I（ cTn I)を 使 用 し た 。 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 析 シ ス テ ム は 、 捕 獲
抗 体 ‐ ビ オ チ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 検 出 抗 体 ‐ 金 コ ロ イ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト ま た は 検 出 抗 体 ‐
ARPコ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 そ し て 実 施 例 4で ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (SA)が 固 定 化 さ れ た メ ン ブ レ ン
ス ト リ ッ プ を 使 用 し て 構 成 さ れ て い る 。 製 造 さ れ た 免 疫 ス ト リ ッ プ シ ス テ ム (図 1参 照 )は
、 下 端 か ら 0.1%(v/v)ト リ ト ン X100で 処 理 さ れ た ガ ラ ス 繊 維 メ ン ブ レ ン (7x20mm)と コ ン ジ
ュ ゲ ー ト が 蓄 積 さ れ て い る ガ ラ ス 繊 維 メ ン ブ レ ン (7x5mm)、 そ し て SAが 固 定 化 さ れ た NCメ
ン ブ レ ン (7x25mm)と 吸 収 パ ッ ド と し て 利 用 さ れ る セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン (7x15mm)で 構 成 さ
れ た 。 各 メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ は 、 部 分 的 に 重 な っ て 構 成 さ れ て お り 、 両 面 テ ー プ に よ っ
て プ ラ ス チ ッ ク パ ッ ド 固 定 枠 に 接 着 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
7-2. 横 配 列 パ ッ ド の 構 成
　 ス ト リ ッ プ 上 に 含 ま れ て い る ARPに よ る 光 信 号 を 発 生 す る た め に 、 横 配 列 パ ッ ド は ル ミ
ノ ー ル 及 び 過 酸 化 水 素 を 含 む 酵 素 基 質 溶 液 を 供 給 す る た め の ガ ラ ス 繊 維 メ ン ブ レ ン (10x20
mm)と 吸 収 パ ッ ド で あ る セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン (15x20mm)を 利 用 し て 構 成 さ れ て い る 。 横 配
列 パ ッ ド の 役 割 は 、 実 施 例 5-2で 既 に 言 及 し て お り 、 図 2に も 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
実 施 例 8. 光 検 出 用 バ イ オ セ ン サ ー の 用 量 反 応
8-1. 標 識 物 質 と し て 金 コ ロ イ ド の 使 用
　 実 施 例 7-1で 製 造 さ れ た 分 析 シ ス テ ム の cTnI標 準 溶 液 に 対 す る 用 量 反 応 と し て の 金 発 色
信 号 は 、 ス キ ャ ン 反 射 率 光 学 測 定 方 法 に よ っ て 求 め た 。 cTnI標 準 溶 液 は 、 各 濃 度 別 に 150
μ lず つ 異 な る マ イ ク ロ ウ ェ ル に 分 注 さ れ 、 各 マ イ ク ロ ウ ェ ル 内 に 免 疫 ス ト リ ッ プ を 垂 直
に 浸 け て 位 置 さ せ た 。 次 の 分 析 手 順 は 、 実 施 例 6-1で の HBsAgに 対 す る 手 順 と 同 様 で 、 生 成
さ れ た 発 色 信 号 は 既 に 説 明 さ れ た 通 り 光 学 密 度 に 転 換 さ れ た (図 9の 金 発 色 信 号 参 照 )。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 結 果 か ら 、 光 学 密 度 は 肉 眼 で 認 知 さ れ た 色 調 に 比 例 し 、 分 析 物 質 濃 度 に つ い て も 比 例 す
る も の と 観 察 さ れ た 。 金 発 色 を 利 用 す る 場 合 、 測 定 敏 感 度 は 約 1ng/mLだ っ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
8-2. 標 識 物 質 と し て ARPの 使 用
　 実 施 例 8-1で 記 述 し た 通 り 、 金 色 検 出 用 免 疫 ス ト リ ッ プ と 同 様 に 製 造 さ れ た 分 析 シ ス テ
ム の cTnI標 準 溶 液 を 利 用 し た ARP光 信 号 に よ る 用 量 反 応 は 、 抗 体 ‐ 金 コ ロ イ ド コ ン ジ ュ ゲ
ー ト 測 定 の 代 り に 抗 体 ‐ ARPコ ン ジ ュ ゲ ー ト 測 定 を 使 用 し た と い う 点 と 、 本 発 明 の 重 要 要
素 で あ る ク ロ ス フ ロ ー を 使 用 し て 酵 素 か ら 信 号 を 発 生 さ せ た と い う 点 で 金 色 検 出 と 区 別 さ
れ る 。 縦 流 方 法 で の 免 疫 反 応 手 順 は 、 標 識 物 質 と し て 金 コ ロ イ ド を 使 用 し た 実 施 例 8-1の
方 法 を 同 様 に 行 っ た 。 縦 流 完 了 後 、 信 号 パ ッ ド 左 側 と 右 側 に そ れ ぞ れ 基 質 供 給 パ ッ ド と 吸
収 パ ッ ド を 横 配 列 で 位 置 さ せ た 後 、 ARP(0.2 M carbonate buffer, pH 9.0)に 対 す る ル ミ
ノ ー ル 及 び 過 酸 化 水 素 を 含 有 す る 基 質 溶 液 を 供 給 し て 横 方 向 に 3分 に 亘 り 流 れ を 進 行 さ せ
た 。 メ ン ブ レ ン 上 に 捕 獲 さ れ た 免 疫 複 合 体 を 除 い た 残 っ て い る 全 て の 成 分 は 除 去 さ れ 、 こ
れ と 同 時 に 捕 獲 さ れ た 免 疫 複 合 体 に 含 ま れ た ARPに よ り 青 色 の 光 信 号 が 発 生 さ れ る 。 光 信
号 を 定 量 的 に 決 定 す る た め に 光 ダ イ オ ー ド (Hamamatsu, 日 本 )と コ ン ピ ュ ー タ に 内 臓 さ れ
た ア ナ ロ グ ‐ デ ジ タ ル 変 換 装 置 (ADCM board, 韓 国 )を 利 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 結 果 か ら 、 光 信 号 に よ る 電 圧 は 分 析 物 質 濃 度 に 対 し て も 比 例 す る も の と 測 定 さ れ た (図 9
、 ARP光 信 号 参 照 )。 測 定 敏 感 度 は 約 0.1ng/mLで あ り 、 こ れ は 金 コ ロ イ ド を 標 識 物 質 と し て
使 用 し た 発 色 信 号 よ り 約 10倍 程 度 良 い 結 果 だ っ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
実 施 例 9. 電 気 化 学 測 定 用 シ ス テ ム の 構 成
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　 分 析 物 質 濃 度 に よ る 電 気 化 学 信 号 を 測 定 す る た め の 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 析 シ ス テ
ム の 構 成 も 、 実 施 例 5お よ び 7と 基 本 的 に は 同 一 に 構 成 さ れ た 。 電 気 化 学 測 定 用 シ ス テ ム の
他 の 点 は 、 図 6で 示 し た 通 り 電 極 が 追 加 的 に 要 求 さ れ る も の で 、 電 気 化 学 測 定 方 法 を 説 明
す る た め に 電 気 伝 導 度 測 定 用 シ ス テ ム を 下 記 に 説 明 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
9-1. 免 疫 ス ト リ ッ プ の 構 成
　 分 析 物 質 は 、 糖 尿 病 の 合 併 症 と し て 知 ら れ て い る 腎 臓 病 を 早 期 診 断 す る た め に 使 用 さ れ
て い る ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン (HSA)を 使 用 し た 。 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 析 シ ス テ ム は 、
検 出 抗 体 ‐ ウ レ ア ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 そ し て 捕 獲 抗 体 が 固 定 化 さ れ た NCメ ン ブ レ ン ス ト
リ ッ プ を 使 用 し て 構 成 さ れ た 。 免 疫 ス ト リ ッ プ シ ス テ ム (図 1)は 、 実 施 例 5-1で 記 述 し た も
の と 同 様 な 方 式 で 構 成 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
9-2. 横 配 列 パ ッ ド の 構 成
　 横 配 列 パ ッ ド は 、 ス ト リ ッ プ 上 に 含 ま れ て い る ウ レ ア ー ゼ に よ る 電 気 伝 導 度 信 号 を 発 生
す る た め に 尿 素 を 含 む 酵 素 基 質 溶 液 を 供 給 す る た め の ガ ラ ス 繊 維 メ ン ブ レ ン (10x20mm)と
吸 収 パ ッ ド で あ る セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン (15x20mm)で 構 成 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
実 施 例 10. 電 気 化 学 測 定 用 バ イ オ セ ン サ ー の 用 量 反 応
　 実 施 例 9で 製 造 さ れ た 分 析 シ ス テ ム の HAS標 準 溶 液 に 対 す る 用 量 反 応 は 、 電 気 化 学 検 出 装
置 に よ っ て 得 ら れ た (例 ： 伝 導 度 メ ー タ ー )。 実 施 例 6-2で 記 述 し た よ う な 分 析 方 法 が 用 い
ら れ た 。 横 方 向 に 3分 に 亘 っ て 流 れ を 進 行 さ せ た 後 、 メ ン ブ レ ン 上 の 捕 獲 抗 体 に よ り 捕 獲
さ れ た 免 疫 複 合 体 を 除 外 し て 残 っ た 全 て の 成 分 は 除 去 さ れ 、 こ れ と 同 時 に 捕 獲 さ れ た 免 疫
複 合 体 に 含 ま れ た ウ レ ア ー ゼ が 尿 素 を 分 解 し て ア ン モ ニ ウ ム イ オ ン と カ ル ボ ニ ウ ム イ オ ン
を 生 成 さ せ た こ と に よ り 、 分 析 物 質 濃 度 に 比 例 し た 電 気 伝 導 度 の 変 化 が 信 号 と し て あ ら わ
れ た (図 10参 照 )。 こ の よ う に し て 捕 獲 抗 体 が 固 定 化 さ れ た 領 域 で 発 生 さ れ る 電 気 伝 導 度 信
号 を 定 量 的 に 決 定 す る た め に デ ジ タ ル マ ル チ メ ー タ ー (日 本 HITASI社 製 造 )を 利 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 結 果 か ら 、 電 流 に よ る 電 気 伝 導 度 は 分 析 物 質 濃 度 に 対 し て 比 例 す る も の と 測 定 さ れ 、 測
定 敏 感 度 は 約 1ng/mLで あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
実 施 例 11. 酵 素 標 識 方 法 (Enzyme labeling method)
　 酵 素 を 利 用 す る 免 疫 分 析 法 (ELISA)に は 、 分 析 物 質 に 特 異 に 反 応 す る 検 出 抗 体 に 直 接 酵
素 を 結 合 し て 信 号 を 測 定 す る 直 接 測 定 方 式 と 、 信 号 増 幅 の た め に 検 出 抗 体 は そ の ま ま 使 用
し 、 そ の 検 出 抗 体 を 特 別 に 認 知 す る 2次 抗 体 に 酵 素 を 結 合 し て 使 用 す る 間 接 測 定 方 式 の 二
つ の 測 定 方 式 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ 分 析 シ ス テ ム に 酵 素 を 利 用 し た 信 号 増 幅 技 術 を 導 入 す る た め に 使
用 さ れ た ク ロ ス フ ロ ー シ ス テ ム に よ っ て 、 ELISAと 同 様 に 二 つ の 方 式 を 共 に 使 用 し て 比 較
し た 。 直 接 測 定 方 式 は HBsAg(分 析 物 質 )に 特 異 な 検 出 抗 体 に 直 接 酵 素 で あ る HRPを 結 合 し て
使 用 す る も の で あ り 、 間 接 測 定 方 式 は 分 析 物 質 に 特 異 な 検 出 抗 体 を 認 知 す る 2次 抗 体 に HRP
を 結 合 し て 使 用 す る も の で あ る 。 マ ウ ス か ら 生 産 さ れ た HBsAgを 認 知 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル
抗 体 (Mouse Anti-HBsAg Ab)に 直 接 HRPを 結 合 し て 使 用 し た 場 合 が 直 接 測 定 方 式 で あ り 、 マ
ウ ス か ら 生 産 さ れ た モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 認 知 す る ヤ ギ か ら 生 産 さ れ た ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗
体 (Goat Anti-mouse IgG Ab)に HRPを 結 合 し て 使 用 し た 場 合 が 間 接 測 定 方 法 で あ る と 言 え
る 。 基 本 的 に 直 接 測 定 方 式 を 使 用 す る 場 合 は 、 分 析 物 質 が 変 わ れ ば 各 検 出 抗 体 に 酵 素 を 結
合 し な け れ ば な ら な い と い う 短 所 が あ る 。 こ れ に 反 し て 間 接 測 定 方 式 を 使 用 す る 場 合 は 、
分 析 物 質 が 変 わ る と し て も 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 変 え る 必 要 が な い た め 、 簡 便 で 抗 体 を 追
加 的 に 使 用 す る こ と に よ り 信 号 増 幅 に な る と い う 長 所 を 有 し て い る 。 本 例 示 で は 、 こ の よ
う な 二 つ の 測 定 方 式 を 利 用 し て そ れ ら の 分 析 性 能 を 比 較 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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　 二 つ の 測 定 方 式 に 対 す る 比 較 の た め に 、 間 接 測 定 方 式 は 上 で 説 明 さ れ た 実 施 例 6-2と 同
様 に 行 い 、 直 接 測 定 方 式 で コ ン ジ ュ ゲ ー ト 製 造 は 実 施 例 6-1に 提 示 さ れ た 方 法 を 利 用 し 、
但 し HBsAgに 特 異 な 検 出 抗 体 に 金 の 代 り に HRPを 直 接 結 合 し て 使 用 し た こ と だ け が 相 違 す る
。 メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ 分 析 シ ス テ ム の HBsAg標 準 溶 液 に 対 す る 用 量 反 応 は 、 上 で 説 明 し
た よ う に 発 生 さ れ た 発 色 信 号 の ス キ ャ ナ 光 学 測 定 方 法 に よ っ て 求 め た (図 11, A及 び B参 照 )
。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 直 接 測 定 方 式 と 間 接 測 定 方 式 に お け る 信 号 発 色 の 違 い は ELISA(図 11, C参 照 )と 同 様 に 、
間 接 測 定 方 式 が 約 10倍 程 度 良 い も の と あ ら わ れ た が 、 分 析 の 目 的 及 び 要 求 条 件 に 従 っ て 測
定 方 式 は 変 化 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
産 業 的 利 用 の 可 能 性
　 本 発 明 は 、 低 い コ ス ト で 高 感 度 定 量 が 可 能 な 長 所 を 提 供 す る 実 験 室 用 酵 素 免 疫 測 定 法 原
理 を ポ イ ン ト オ ブ ケ ア 検 査 に 適 用 す る こ と に よ り 、 ポ イ ン ト オ ブ ケ ア 検 査 で 要 求 す る 迅 速
且 つ 簡 便 な 分 析 が 可 能 な だ け で な く 、 試 料 内 の 分 析 物 質 に 対 す る 高 感 度 定 量 の 臨 床 的 要 求
も 満 た す こ と が で き る メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー 技 術 を 提 供 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ４ 】
【 図 １ 】 本 発 明 で 考 案 し た メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム の 構 成 成 分 と そ
の 配 列 を 示 す 模 式 図 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 主 眼 点 で あ る メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム の ク ロ ス フ
ロ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 析 工 程 と こ れ を 利 用 し た 分 析 物 質 の 測 定 原 理 を 示 す 模 式 図 。 A
は 、 試 料 の 吸 収 及 び 溶 液 の 縦 流 に よ っ て 誘 導 さ れ た 抗 原 ‐ 抗 体 反 応 を 示 し 、 Bは 免 疫 ス ト
リ ッ プ と 横 配 列 パ ッ ド の 連 結 工 程 を 示 し 、 Cは 酵 素 基 質 溶 液 の 供 給 工 程 を 示 し 、 Dは 信 号 発
生 工 程 を 示 す 。
【 図 ３ 】 ク ロ ス フ ロ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 方 法 を 利 用 し た 分 析 時 に 可 能 な 酵 素 基 質 溶 液 の
多 様 な 供 給 方 法 を 示 す 模 式 図 。
【 図 ４ 】 ク ロ ス フ ロ ー を 利 用 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 シ ス テ ム に 基 づ く 本 発 明 の 色 検 出 型 光 学
バ イ オ セ ン サ ー の 作 動 原 理 を 示 す 模 式 図 。 Aは 、 試 料 添 加 溶 液 の 縦 流 に よ る 免 疫 複 合 体 形
成 を 示 し 、 Bは 基 質 溶 液 の 横 流 に よ る 信 号 発 生 の た め の 酵 素 反 応 を 示 し 、 Cは 光 反 射 に 基 づ
く 発 色 信 号 の 測 定 を 示 す 。
【 図 ５ 】 信 号 発 生 を 除 い て は 、 図 4の 記 述 と 同 様 な 概 念 に 基 づ く 本 発 明 の 光 検 出 型 光 学 バ
イ オ セ ン サ ー の 測 定 原 理 を 示 す 。 Aは 、 横 流 に よ る 信 号 発 生 の た め の 酵 素 反 応 を 示 し 、 Bは
光 信 号 測 定 を 示 す 。
【 図 ６ 】 信 号 発 生 を 除 い て は 、 図 4の 記 述 と 同 様 な 原 理 を 利 用 す る 本 発 明 の 電 気 化 学 バ イ
オ セ ン サ ー の 分 析 概 念 を 示 す 。 Aは 、 信 号 発 生 の た め の 酵 素 反 応 を 示 し 、 Bは 電 極 結 合 工 程
を 示 し 、 Cは 電 気 化 学 信 号 (例 ： 電 気 伝 導 度 の 変 化 )測 定 を 示 す 。
【 図 ７ 】 ク ロ ス フ ロ ー を 利 用 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 を 、 自 動 又 は 手 動 で で き る よ う に 考 案 さ
れ た メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 析 シ ス テ ム の ホ ル ダ ー を 示 す 模 式 図 。 A
と Bは ホ ル ダ ー の 全 体 的 な 構 成 を 示 し 、 Cと Dは ホ ル ダ ー の 上 の 部 分 と 下 の 部 分 が 結 合 さ れ
た 状 態 で の ホ ル ダ ー の 断 面 を 示 す も の で あ り 、 Cは 分 析 時 に 免 疫 反 応 の た め の 縦 流 が 進 行
し て い る 間 の 横 及 び 縦 配 列 パ ッ ド の 相 対 的 な 位 置 を 示 し 、 Dは 分 析 時 に 酵 素 反 応 の た め の
横 流 が 進 行 し て い る 間 の 横 及 び 縦 配 列 パ ッ ド の 相 対 的 な 位 置 を 示 す 。
【 図 ８ 】 本 発 明 に 係 る 色 検 出 型 光 学 バ イ オ セ ン サ ー に 関 す る 実 施 例 6に お い て 、 分 析 物 質 (
B型 肝 炎 ウ ィ ル ス 抗 原 )の 濃 度 変 化 に 対 す る バ イ オ セ ン サ ー の 応 答 を 図 示 し た も の で あ り 、
Aは 金 コ ロ イ ド を 標 識 物 質 と し て 使 用 し た 実 験 結 果 を 示 し て お り 、 Bは 酵 素 で あ る HRPを 標
識 物 質 と し て 使 用 し た 実 験 結 果 を 示 し 、 Cは 各 々 の 光 学 密 度 に よ っ て 発 色 信 号 を 表 示 し た
用 量 反 応 曲 線 を 示 し た も の で あ る 。
【 図 ９ 】 実 施 例 7で 製 造 し た 光 検 出 型 メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ を 利 用 し て 、 分 析 物 質 で あ る
心 臓 ト ロ ポ ニ ン Iの 標 準 溶 液 に 対 す る 金 発 色 信 号 と ARPに よ る 光 信 号 を 濃 度 に 対 し て 比 較 図
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示 し た グ ラ フ 。
【 図 １ ０ 】 電 気 化 学 バ イ オ セ ン サ ー へ の 応 用 を 例 示 す る た め に 、 実 施 例 9で 製 造 し た 電 気
化 学 測 定 用 メ ン ブ レ ン ス ト リ ッ プ を 利 用 し て ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン の 標 準 溶 液 に 対 す る 電 気
伝 導 度 信 号 を 図 示 し た グ ラ フ 。
【 図 １ １ 】 直 接 酵 素 標 識 測 定 方 式 と 間 接 測 定 方 式 に よ る 信 号 の 変 化 を HBsAg濃 度 別 に 比 較
し た も の で あ り 、 A及 び Bは 各 々 直 接 及 び 間 接 測 定 方 式 で ク ロ ス フ ロ ー を 利 用 す る メ ン ブ レ
ン ス ト リ ッ プ バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム で 発 色 信 号 を 測 定 し た 結 果 で あ り 、 Cは 酵 素 免 疫 測
定 法 (ELISA)を 行 い 吸 光 度 450nmで 発 色 信 号 を 測 定 し た 結 果 。
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ ０ ７ ５ 】
 1 : 分 析 物 質
10 : 試 料 添 加 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド
20 : 標 識 さ れ た 検 出 用 結 合 成 分 放 出 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド
21 : 標 識 物 質
22 : 検 出 抗 体
30 : 信 号 発 生 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド
31 : 捕 獲 抗 体
32 : 検 出 抗 体 に 特 異 な 二 次 抗 体
33 : 光 源
34 : 光 検 出 器
35 : 電 気 化 学 信 号 測 定 用 電 極
40 : 縦 流 溶 液 吸 収 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド
50 : 基 質 溶 液 供 給 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド
60 : 横 流 溶 液 吸 収 用 メ ン ブ レ ン パ ッ ド
71 : ホ ル ダ ー の 上 の 部 分
72 : ホ ル ダ ー の 下 の 部 分
73 : 流 れ 移 動 ボ タ ン
74 : 横 配 列 パ ッ ド 固 定 板
75 : 基 質 溶 液 容 器 貫 通 針
76 : 基 質 溶 液 容 器
77 : 試 料 投 入 口
78 : 信 号 検 出 窓

10

20

30

(18) JP 2006-524815 A 2006.11.2



【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ Ａ 】

【 図 ７ Ｂ 】

【 図 ７ Ｃ 】

【 図 ７ Ｄ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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