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(57)【要約】
所定の距離をおいて互いに対向している第１の表面（２
ａ）および第２の表面（４ａ）を備え、２つの上記表面
が、ほとんど合同に揃えられている高い表面エネルギー
の領域および低い表面エネルギーの領域を形成する実質
的に同等の２つの模様を有し、高い表面エネルギーの上
記領域が少なくとも２つの検出領域（６ａおよび６’ａ
）を有する試料分配系（６）を作り出し、第１および第
２の表面（２ａおよび４ａ）の少なくとも２つの上記検
出領域（６ａおよび６’ａ）が、少なくとも１つの非酵
素的な認識成分（３２）を有している生理学的なまたは
水性の試料液体における少なくとも１つの分析物を定性
的および／または定量的に測定する分析物検査要素。分
析物検査要素は、所定の分析物と認識成分との間の親和
性反応を評価する分析物検査システムにとって好適であ
るので、現場診断および家庭における設置に適した定性
的または定量的な構成機序を含む単純な検査要素を用い
て、免疫検定、レセプタ検定、または他の親和性検定を
実施するために好適な検査システムを提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　所定の距離をおいて互いに対向している第１の表面（２ａ）および第２の表面（４ａ）
を備え、
　２つの上記表面が、ほとんど合同に揃えられている高い表面エネルギーの領域および低
い表面エネルギーの領域を形成する実質的に同等の２つの模様を有し、
　高い表面エネルギーの上記領域が少なくとも２つの検出領域（６ａおよび６’ａ）を有
する試料分配系（６）を作り出し、
　第１および第２の表面（２ａおよび４ａ）の少なくとも２つの上記検出領域（６ａおよ
び６’ａ）が、少なくとも１つの非酵素的な認識成分（３２）を有している
生理学的なまたは水性の試料液体における少なくとも１つの分析物を定性的および／また
は定量的に測定する分析物検査要素。
【請求項２】
　上記第１の表面（２ａ）のｎ個の所定の検出領域（６ａ）が、ｍ個のブランク調合物お
よび異なる濃度の校正化合物（３３）を含むｎ－ｍ個の調合物から構成されるｎ個の校正
調合物（１８）を用いて、覆われており、
　ｎが、２よりも大きい整数であり、ｍは１以上の整数であり、かつｎ＞ｍであり、
　上記第２の表面（４ａ）のｎ個の所定の検出領域（６’ａ）が非酵素的な上記認識成分
（３２）を含む調合物を用いて覆われている請求項１に記載の分析物検査要素。
【請求項３】
　付加的な検出領域（６ｃ）が、分析物の上記認識成分（３２）または上記調合化合物（
３３）のどちらも含んでいない、バックグラウンド測定を可能にする非特異的な物質を備
えている、請求項２に記載の分析物検査要素。
【請求項４】
　上記校正化合物（３３）が上記分析物と同一または実質的に等価である請求項２に記載
の分析物検査要素。
【請求項５】
　特異的な上記認識要素（３２）が、微粒子上に不動化されている請求項１～４のいずれ
か１項に記載の分析物検査要素。
【請求項６】
　上記認識調合物および／または上記校正調合物が、上記分析物の光学的な検出／測定を
媒介するレポータ要素を含んでいる請求項１～５のいずれか１項に記載の分析物検査要素
。
【請求項７】
　上記レポータ要素が蛍光染料である請求項６に記載の分析物検査要素。
【請求項８】
　上記蛍光染料が、上記認識成分に対する親和性を有している請求項７に記載の分析物検
査要素。
【請求項９】
　上記蛍光染料が、上記分析物に対する親和性を有している請求項７に記載の分析物検査
要素。
【請求項１０】
　上記レポータ要素が、蛍光分子回転子である請求項６に記載の分析物検査要素。
【請求項１１】
　上記レポータ要素が、アポ酵素によって補助された認識検定を包含している請求項６に
記載の分析物検査要素。
【請求項１２】
　アポ酵素によって補助された上記認識検定が、認識成分、アポ酵素、分析物によって標
識された補酵素、ホロ酵素によって要求される基質および色素原を備えている請求項１１
に記載の分析物検査要素。
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【請求項１３】
　上記認識成分（３２）が上記分析物に対する抗体または抗体の断片である請求項１～１
２のいずれか１項に記載の分析物検査要素。
【請求項１４】
　特異的な上記認識成分（３２）が、核酸である請求項１～１３のいずれか１項に記載の
分析物検査要素。
【請求項１５】
　特異的な上記認識成分（３２）が、上記分析物の受容体である請求項１～１４のいずれ
か１項に記載の分析物検査要素。
【請求項１６】
　第１の表面（２ａ）を有する基底層（２）の上に、低い表面エネルギーの領域およびｎ
個の検出領域（６’ａ）を用いて疎水性の試料分配系（６）を形成している高い表面エネ
ルギーの領域を生成する工程と、
　第２の表面（４ａ）を有する被覆層（４）の上に、低い表面エネルギーの領域および高
い表面エネルギーの領域の対応する模様を生成する工程と、
　ｍ個のブランク調合物および異なる濃度の校正化合物（３３）を含むｎ－ｍ個の調合物
から構成されるｎ個の校正調合物（１８）を用いて上記第１の表面（２ａ）のｎ個の所定
の検出領域（６ａ）を被覆する工程と、
　認識成分（３２）を含む認識調合物（１９）を用いて第２の表面（４ａ）のｎ個の所定
の検出領域（６’ａ）を被覆する工程と、
　第１および第２の層（２および４）の第１および第２の表面（２ａおよび４ａ）上にあ
る高い表面エネルギーの上記領域（６および６’）によって形成される上記試料分配系用
の空洞を提供する間隙（５）を有する中央層（３）の反対方向にある側に対して第１およ
び第２の表面の層を貼り付ける工程と、
を包含し、
　ｎが２よりも大きい整数であり、ｍが１以上の整数であり、かつｎ＞ｍである
分析物検査要素の作製方法。
【請求項１７】
　高い表面エネルギーの上記領域（６および６’）が、第１および第２の表面（２ａおよ
び４ａ）上に親水性の調合物を塗布することによって作り出される請求項１６に記載の分
析物検査要素の作製方法。
【請求項１８】
　低い表面エネルギーの上記領域が、第１および第２の表面（２ａおよび４ａ）上に疎水
性の調合物を塗布することによって作り出される請求項１６または１７に記載の分析物検
査要素の作製方法。
【請求項１９】
　上記親水性の調合物および／または上記疎水性の調合物が、接触印刷および非接触印刷
、噴霧、浸漬、あるいはプラズマ堆積によって、特に、フレキソ印刷、リソグラフィ、グ
ラビア印刷、固形インクコーティング法（ｓｏｌｉｄ　ｉｎｋ　ｃｏａｔｉｎｇ　ｍｅｔ
ｈｏｄ）またはインクジェット印刷によって、第１および第２の表面の上に塗布されてい
る請求項１７または１８に記載の分析物検査要素の作製方法。
【請求項２０】
　上記認識調合物および／または校正調合物（１８および１９）が、微小接触印刷、微小
分散またはインクジェット印刷によって、第１および第２の表面の検出領域（６ａおよび
６’ａ）上を覆っている請求項１６～１９のいずれか１項に記載の分析物検査要素の作製
方法。
【請求項２１】
　基底層（２）および被覆層（４）が、１つのフレキシブル基板から形成され、かつ所定
の検出領域（６ａおよび６’ａ）を用いて試料分配系を形成している親水性の模様（６お
よび６’）がほとんど合同に揃えられ、かつ位置合わせされるように、長軸方向の鏡線（
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４５）に沿って折り曲げられて中央層（３）を囲む請求項１６～２０のいずれか１項に記
載の分析物検査要素の作製方法。
【請求項２２】
　請求項１～１５のいずれか１項に記載の分析物検査要素を備え、
　上記第１の表面（２ａ）のｎ個の所定の検出領域（６ａ）が、ｍ個のブランク調合物お
よび異なる濃度の校正化合物（３３）を含むｎ－ｍ個の調合物から構成されるｎ個の校正
調合物（１８）を用いて、覆われており、
　ｎが、２よりも大きい整数であり、ｍは１以上の整数であり、かつｎ＞ｍであり、
　上記第２の表面（４ａ）のｎ個の所定の検出領域（６’ａ）が非酵素的な上記認識成分
（３２）を含む調合物を用いて覆われており、
　２ｎ個の所定の検出領域に位置する生理学的な試料の光学的な性質の変化を検出し、か
つ２ｎ個の所定の検出領域からｎ個の結果を得る検出手段と、
　ｎ個の上記測定値から利用可能な多項式の校正方程式における校正係数のすべて、およ
び上記校正方程式の算出された校正係数の質を確認する１つの回帰係数を算出する処理手
段とをさらに備える
生理学的なまたは水性の試料液体における少なくとも１つの分析物を定性的および／また
は定量的に測定する分析物検査システム。
【請求項２３】
　偏光板選択器を備えている請求項２２に記載の生理学的なまたは水性の試料液体におけ
る少なくとも１つの分析物を定性的および／または定量的に測定する分析物検査システム
。
【請求項２４】
　上記偏光板選択器が、処理手段によって制御されている請求項２３に記載の生理学的な
または水性の試料液体における少なくとも１つの分析物を定性的および／または定量的に
測定する分析物検査システム。
【請求項２５】
　上記偏光板選択器が、少なくとも１つの液晶サブユニットから構成されている請求項２
３または２４に記載の生理学的なまたは水性の試料液体における少なくとも１つの分析物
を定性的および／または定量的に測定する分析物検査システム。
【請求項２６】
　所定の距離をおいて互いに対向している第１の表面（２ａ）および第２の表面（４ａ）
を備え、２つの上記表面が、ほとんど合同に揃えられている高い表面エネルギーの領域を
形成している２つの実質的に同等の模様（６および６’）を有し、高い表面エネルギーの
上記領域が少なくとも２つの検出領域（６ａ）を用いて試料分配系を作り出し、上記第１
および第２の表面（２ａおよび４ａ）の少なくとも１つの上記検出領域（６ａおよび６’
ａ）が、少なくとも１つの非酵素的な認識成分（３２）を有している分析物検査要素に生
理学的な試料液体を導入する工程と、
　検出手段および処理手段に上記分析物検査要素を接続する工程と、
　異なる検出領域において生成されたシグナルを検出し、かつ関連付ける工程と、
を包含する生理学的なまたは水性の試料液体における少なくとも１つの分析物を定性的お
よび／または定量的に測定する方法。
【請求項２７】
　所定の距離をおいて互いに対向している第１の表面および第２の表面を備え、
　上記第１および第２の表面のいずれか１つが親水性／疎水性の模様を有し、かつ対応す
る表面が疎水性の領域に囲まれた親水性ピクセルの同質の模様を有して、やや親水性およ
びやや疎水性の性質を有する表面を作り出し、
　上記親水性の領域および上記やや疎水性の領域が少なくとも２つの検出領域を用いて試
料分配系を作り出し、
　第１および第２の表面の少なくとも１つの検出領域が少なくとも１つの非酵素的な分析
物認識成分を有している
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生理学的なまたは水性の試料液体における少なくとも１つの分析物の濃度を測定する分析
物検査要素。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　〔発明の分野〕
　本発明は、水性液または生理学的使用液のような液体溶媒における分析物を質的におよ
び量的に測定する分析物検査システムに関する。好ましい実施形態において、本発明は、
特に親和性検定および免疫検定のために、ホスト分子とゲスト分子との間の反応を定性お
よび定量する分析物検査システムに関する。
【０００２】
　〔発明の背景〕
　種々の疾患および健康状態の診断および確認は、医療が実践されて以来、保健医療の専
門家にとっての重要な課題である。最近、保健内科医は、処置において、種々の疾患およ
び体液における患者の状態を正確な診断および確認を可能にする利用可能な多くの診断技
術を有している。特定の疾患に罹っている患者の異なる状態の測定は、保健従事者にとっ
て最も重要なことであり、同時に、異なる需要と要求とが満たされなくてはならない。血
液、血清および尿のような体液における異なる分析物の測定は、種々の疾患の管理におい
て重要な役割を果たす。
【０００３】
　また、医師および患者は、特に家庭における監視および現場診断のために、使い易くて
便利な、正確な検査結果のシステムおよび製品を求めている。そのような便利さは、医師
および患者が最終的な検査結果を得るために行う手数、ならびに検査システムが液体試料
として血液または血清を必要とする場合に必要な試料の体積および器具などを生体に挿入
する必要のある手法と非常に関連している。代表的な例は、妊娠検査におけるヒト絨毛性
ゴナドトロピン（ｈＣＧ）の検出あるいは急性心筋梗塞の時刻を決める心臓マーカーとし
ての心臓トロポニンＩ、心臓トロポニンＴ、ＣＫＭＢ、ミオグオビンおよびＢＮＰの測定
である。
【０００４】
　ますます重要なっている分析物の更なる例としては、あらゆるさらなる癌化組織が臨床
的にまたは画像によって見られる前に、治療を受けている患者を監視して、疾患の経過を
明らかにするために有用かつ重要な腫瘍マーカーがある。これらのマーカーの例としては
、ＣＥＡ、ＰＳＡ、ＣＡ１９－９、およびＣＡ１２５がある。造血タンパク質であるＣＥ
Ａまたは癌胎児抗原は、消化管系の癌によって産生されることが最初に分かった。
【０００５】
　同様に、真性糖尿病に関する合併症と同義である疾患管理および／または制御のますま
す重要になる局面のさらなる例としては、糖尿病の網膜症である。
【０００６】
　ＰＳＡまたは前立腺特異抗原は、通常の前立腺によって産生される。精子を維持する抗
凝固剤として作用するセリンタンパク質分解酵素と呼ばれる酵素である。この酵素は、ご
く少量が通常の循環において血液循環にしみ出る。拡張した前立腺および癌化した前立腺
は、血液循環および尿に相当な量が漏れ出すので、診断および診察方法によって検出され
得る。
【０００７】
　上述の検査のすべておよび多くの他の検査は、存在または非存在をそれぞれ判定して、
分析物の分子の濃度を定量するために、所定の分析物（ゲスト分子）と分析物を特異的に
認識する要素（ホスト分子）との親和性反応を利用する。
【０００８】
　当該技術分野における当業者は、実施した検定を免疫検定法として分類する。この場合
には、上述の記載に述べた親和性反応は、認識成分としての抗体または抗体断片と、通常
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、抗原と呼ばれる所定の分析物との間において行われる。この種の親和性検定は、臨床お
よび医療診断の分野において最も知られており、かつ広く用いられている。
【０００９】
　２００３年に、９６０万人の市民が、米国において癌を抱えて生活していることが記録
された。米国癌協会は、早期の診断および診察が癌による死亡を（例えば、結腸直腸癌に
おいて３０％、子宮頚癌において６０％）低下させることを示している。さらに、欧米に
おいて増加している他の種類の疾患は、２、３名前を挙げると、肥満、糖尿病および関節
炎などを含む。さらに、免疫検定を用いた疾患の診断は、医師に早期の薬物療法または治
療の機会を与えて複雑なかつたいてい行われる器具などを生体に挿入する必要のある治療
を実施しなければならない見込みを低減させる。上述のような治療は、細菌のリスクが原
因して危険に満ち、また費用もかかる上に、患者が完治する見込みは、疾患が患者の体内
において明らかになってから時間が経つごとに減少する。
【００１０】
　特に、ある種のウイルスは世界中において減少しているが、他のウイルスは増加してお
り、世界保健機構は、全世界において、２００５年までにヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ
）に感染した人口が、２０００年から８％増加して、推定４０００万人であると報告して
いる。補足的なデータによって、第３世界または発展途上国は、この疾患にかかっている
診断された個人の数が有為な増加を示すことを支持しており、いくつかの国にとって、比
較によるデータに関して１５％の増加も珍しくない。
【００１１】
　従って、医師にとっての現在の問題は、患者が疾患にかかっているか否かを決定するた
めに、迅速かつ正確な検査結果を供給するかれらの能力である。ＨＩＶ、結核および癌の
ような疾患の検査手順の１つにおいて、患者から血液試料を採って、それを分析研究所に
送る。実際に、上述のような手順は、最初の診察から検査結果までの時間の遅れが相互の
負荷および不要な治療の遅れの原因になって、これにより患者のリスクが上昇するので、
患者にとって問題がある。しかし、現場診断および予約なしでくる患者が、保健省が認め
る非効率さに反して、いくつかの国において普及しているが、これにかかる費用のために
社会の最も富裕な層に属する人たちにのみ、興味をもたれている。
【００１２】
　また、医師の診察室に検査設備を備えるのは、開業医にとって費用がかかり過ぎて、一
部の医師にとっては、分析のために液体試料を研究所に送ることに頼るほうが好ましいか
もしれない。また、すべての保険機構が現場診断を無料にしているわけではないので、あ
る国においては通院による医療処置の費用が、ある個人にとって法外に高いかもしれない
。さらに、場合によって、疾患の診断および監視は、例えば、医師が体液に疾患が存在す
るか否かを確認し、次に体液に含まれる分析物の濃度水準を分析することによって疾患が
どの程度進行しているかを確認するという、２倍の努力を行うことになり得る。
【００１３】
　このようにして、病気の危険性があるかもしれないと感じている個人は、現場診断また
は家庭における診断的な検査から恩恵を受けるであろうし、同時に、自身の快適な環境に
おいて、簡便に検査することができる。また、もし、検査室にかかる高価な費用を被るこ
となく、医師が現場において検査を実施すれば、医師は、日常において日々の職務の活動
度に対する能率性を得るだろう。多くの場合において、診断キットの供給は、患者が病気
を制御する要素を、患者に与えることになるだろう。
【００１４】
　種々の検査要素は、糖尿病、妊娠および受精のような生理学的な状態の家庭における検
査のためにあるのだが、種々の検査要素は、現場診断または家庭において、迅速かつ正確
な結果とともに疾患の状態および進行の情報を与える簡単な診断ツールを提供可能な最小
限の検査用具を備えている。
【００１５】
　検査試料における分析物の存在およびそのレベルを測定する、検査室の検査設備および
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／または治療検査要素にとって有用な異なる検出方式がある（例えば、凝集免疫検定、拡
散免疫検定、酵素修飾因子検定、蛍光によって補助した免疫検定、およびコファクター－
アポ酵素検定）。
【００１６】
　したがって、多くの近代産業および特に代謝監視産業には、以下のような特徴および性
質を有する検査要素を提供するという課題がある。
【００１７】
　上記検査要素は、ユーザにとって可能な限り少ない操作手順によって、水性の液体およ
び体液における精度の高い定性的な検査結果または精度の高い定量的な検査結果を提供す
べきである。
【００１８】
　上記検査要素は、少ない量の試料を必要とし、その結果として医師および患者が生体に
挿入する必要のある手法を最小限度にのみ使用することを可能にすべきである。
【００１９】
　上記検査要素は、わずかな製造工程およびそれによる安価に製造することを必要とし、
かつ患者による生理的な要因の自己検査を助ける製品として、および／または医師の職場
において、使用可能であるべきである。
【００２０】
　従来の文献には、上述のように説明した課題を解決または部分的に解決するシステムま
たは具体例が記載されている。同時に以下に引用する文献は、開示された発明に対して特
に興味深いものである。米国特許４，２１３，８９３号には、血清のような液体における
リガンドまたは特異的な結合のパートナーを決める特徴的結合検定における標識された接
合体として利用可能な、フラビン　アデニン　ジヌクレオチド（ＦＡＤ：Ｆｌａｖｉｎ　
Ａｄｅｎｉｎｅ　Ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）を用いて標識した接合体が開示されている
。リガンドにとっての結合検定に使用される、ＦＡＤを用いて標識された接合体は、ＦＡ
Ｄ活性（例えば、標識した接合体の補酵素活性または補欠分子団の活性）の測定による検
定のために監視される。
【００２１】
　米国特許４，７０８，９３３号には、生物学的な液体における抗原、抗体および類似の
作用物質の存在および／または濃度を定量し、かつ決定するために採用される、リポソー
ムの不安定化および溶解を引き起こす抗原性リポソームの横方向の相分離を利用する、同
質の固相免疫リポソーム検定が開示されている。
【００２２】
　臨床化学２７巻の１４９９～１５０４頁（Ｒｊ　Ｔｙｈａｃｈ　ｅｔ　ａｌによって１
９８１年に公開された試薬除去形式に対する補欠分子団によって標識した同質の免疫検定
の適用）には、補欠分子団誘導体としてフラビンＮ６－（Ｎ’２，４－ジニトロフェニル
－６－アミノヘキシル）アデニン　ジヌクレオチド（ＤＮＰ－ＦＡＤ）および競合リガン
ドとして６－Ｎ－（２，４－ジニトロフェニル）アミノヘキサン酸（ＤＮＰ－カプロン酸
塩）を用いて試薬除去形式に組み入れられた、補欠分子団によって標識した免疫検定（Ｐ
ＧＬＩＡ：Ｐｒｏｓｔａｔｉｃ－Ｇｒｏｕｐ－Ｌａｂｅｌ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）技
術が開示されている。抗体によって結合しないＤＮＰ－ＦＡＤは、グルコースおよび酸素
と反応するグルコース酸化酵素アポ酵素とともに、ペルオキシダーゼに連結された系を介
して発色する。従って、その発色率は、ＤＮＰ－カプロン酸塩濃度と関連している。
【００２３】
　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ　１１５：８
６－９３　（２００５）のＢｕｌｔｅｒ　ｅｔ　ａｌによって公開された“ＳＤＦ－１は
、増殖性網膜症の促進に必要かつ十分である”には、ＳＤＦ－１として知られるタンパク
質と網膜症との関連が開示されている。
【００２４】
　欧州出願１６３，３９３号は、非抽出の体液における所定のリガンドの存在を決定する
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、ラテックス免疫検定法が開示しており、ラテックス免疫検定法の非特異的な干渉を減少
させるために、反応混合物の中にハロゲンによって置換されたカルボキシル酸または上記
酸の塩を含有する化学的な添加物を含んでいる。上述のような添加物の添加によって、試
料における、外因性の代謝物の量的なレベルを測定し、かつ薬物、治療薬および特異的な
結合タンパク質のような所定の特定のリガンドを監視する凝集免疫検定を利用することが
できる。
【００２５】
　ＰＣＴ　ＷＯ２００２／０８６４７２号公報には、周囲の粘性に基づいて蛍光強度が変
化する蛍光分子回転子の利用について開示されている。この分子回転子は、膜または液体
の粘度を測定可能にする炭化水素鎖または親水性基を用いて修飾されている。
【００２６】
　ＰＣＴ／ＥＰ　２００４００２２８４には、生理学的な液体（例えば、血液）における
分析物（例えば、グルコース）の光度の検出または量的な測定をする、標準添加法を用い
た一体化された校正システムを備えた、分析物検査システムが開示されている。この要素
は、試料分配系を形成する第１および第２の表面、ならびに酵素反応によって分析物を検
出／測定可能な触媒調合物および校正調合物のそれぞれを用いて被覆されている検出領域
を備えている。
【００２７】
　しかし、これまでに、所定の分析物と分析物を特異的に認識する要素との間の非酵素反
応を評価できると同時に、与えられた生理学的なまたは水性の試料液体におけるかかる分
析物に対する、一体化された校正および／または定性制御測定を実施する、現場診断また
は家庭における設置に好適な分析物検査システムは、存在していない。
【００２８】
　〔発明の要約〕
　従って、本発明は、所定の距離をおいて互いに対向している第１の表面（２ａ）および
第２の表面（４ａ）を備え、２つの上記表面が、ほとんど合同に揃えられている高い表面
エネルギーの領域および低い表面エネルギーの領域を形成する実質的に同等の２つの模様
を有し、高い表面エネルギーの上記領域が少なくとも２つの検出領域（６ａおよび６’ａ
）を有する試料分配系（６）を作り出し、第１および第２の表面（２ａおよび４ａ）の少
なくとも２つの上記検出領域（６ａおよび６’ａ）が、少なくとも１つの非酵素的な認識
成分（３２）を有している分析物検査要素を提供する。
【００２９】
　好ましい実施形態において、分析検査要素は、上記第１の表面（２ａ）ｎ個の所定の検
出領域（６ａ）が、ｍ個のブランク調合物および異なる濃度の校正化合物（３３）を含む
ｎ－ｍ個の調合物から構成されるｎ個の校正調合物（１８）を用いて、覆われており、
　ｎが、２よりも大きい整数であり、ｍは１以上の整数であり、かつｎ＞ｍであり、
　上記第２の表面（４ａ）が非酵素的な上記認識成分（３２）を含む調合物を用いて覆わ
れている。
【００３０】
　さらなる局面において、本発明は、測定装置および所定の分析物と非酵素的な分析物特
異的な認識成分との非酵素的な親和性反応用の（例えば、帯状片の形をした）分析物検査
要素からなる分析物検査システムを提供する。統合された校正および定性制御機序のため
に、上述の分析物検査システムは、必要な標準および／または定性制御を含む分析物検査
要素の試料分配系を利用して、標準付加法を採用している。当該システムは、現場診断お
よび家庭における検査に有効な簡単なかつ使い捨ての検査要素を用いた迅速かつ簡単な方
法において、免疫検定、レセプタ検定または他の親和性検定を実施するために、最適化さ
れる。
【００３１】
　本発明の分析物検査要素の作製は、上記要素の安価な製造を可能にする少ない数の複雑
ではない製造段階に関する。
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【００３２】
　添付の図面と合わせて行う、例示的なかつ好ましい実施形態に関する以下の記載を参照
すれば、本発明の特徴および利点についてより一層の理解が得られるであろう。
【００３３】
　〔図面の簡単な説明〕
　図１は、検査帯という形状を備える本発明の分析物検査要素の一実施形態を示す斜視図
である。
【００３４】
　図２は、拡大した試料導入領域および試料導入系を示している、図１に係る実施形態の
斜視図である。
【００３５】
　図３は、別々の構成を有する３つの層を示している、図１に係る要素の分解斜視図であ
る。
【００３６】
　図４は、第１の層および第２の層とともに試料穴を形成する中央層の間隙の異なる形態
を示している。
【００３７】
　図５は、疎水性案内要素によって構成される試料分配系の検出領域を示す断面図である
。
【００３８】
　図６は、疎水性経路を用いた試料分配系における検出領域の他の実施形態を示す断面図
である。
【００３９】
　図７は、凝集反応（（Ａ）液体試料媒体の導入、（Ｂ）認識調合物および校正調合物の
溶解、および（Ｃ）分析物と、認識成分と、校正化合物との間に最終的に形成される凝集
物）の模式的な原理を示している。
【００４０】
　図８は、微小粒子の凝集（（Ａ）液体試料媒体の導入、（Ｂ）認識調合物および校正調
合物の溶解、および（Ｃ）分析物と、微小粒子上に不動化された認識成分と、校正化合物
との間に最終的に形成される凝集物）の模式的な原理を示している。
【００４１】
　図９は、異なる校正方法に適した、経路および検出領域の異なる形態を有する試料分配
系の異なる実施形態を示している。
【００４２】
　図１０は、光放出手段および光検出手段を取り付けて、吸光度測定用として構成された
図６の試料分配系の試料検出領域を示している断面図である。
【００４３】
　図１１は、光拡散または蛍光の評価用に構成された分析物検査要素にとっての検出器の
配置を示している。
【００４４】
　図１２は、非競合的な検定（Ａ）および競合的な検定（Ｂ）の定性分析の結果および評
価を模式的に示している。
【００４５】
　図１３は、直線的な標準付加法を用いた分析物濃度の測定を例示している。
【００４６】
　図１４は、算出された結果および校正データの有効化法を示すグラフを与える。
【００４７】
　図１５は、非特異的なタンパク質との親和性を有する蛍光色素の例を示している。
【００４８】
　図１６は、蛍光分子回転子によって増強された凝集反応（（Ａ）液体試料媒体の導入、
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（Ｂ）認識調合物および校正調合物の溶解、および（Ｃ）分析物と、認識成分と、校正化
合物と、レポータ要素としての非特異的な蛍光分子回転子との間に最終的に形成される凝
集物）の模式的な原理を示している。
【００４９】
　図１７は、非特異的な蛍光分子回転子の例を示している。
【００５０】
　図１８は、レポータ要素としての特異的な蛍光染料を採用している親和性反応（（Ａ）
液体試料媒体の導入、（Ｂ）認識調合物および校正調合物の溶解、および（Ｃ）分析物と
、認識成分と、校正化合物と、特異的なレポータ要素との間に最終的に形成される親和性
複合体）の模式的な原理を示している。
【００５１】
　図１９は、アポ酵素によって補助した認識検定（ＡＡＲＡ：ａｐｏ－ｅｎｚｙｍｅ　ａ
ｓｓｉｓｔｅｄ　ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ　ａｓｓａｙ）の反応原理を示している。
【００５２】
　図２０は、分析物検査要素の試料体積に対する、積層形成過程における位置合わせ失敗
の影響だけでなく、（検査帯の性質を損なうことなく、基底層と被覆層との位置合わせに
高い許容度を許す）選択可能な実施形態（Ｃ）の平面図およびそれぞれの断面図を示して
いる。
【００５３】
　図２１は、親和性検定および免疫検定に有用な分析物検査要素の準備方法を示している
。
【００５４】
　〔発明の詳細な説明〕
　図１および図２に示すように、本発明の分析物検査要素１は、基底層２、基底層２を覆
う中央層３、中央層３を覆う被覆層４を備える、多層の配列物である。中央層３は、基底
層２および被覆層４と併せて中空の穴を作り出す、間隙５を与える。上述の穴の中には、
分析物検査帯の１方の側面に接続されている試料分配系６に配置されている。ユーザとを
つなぐ領域としての試料導入領域９は、試料をより簡単に導入するための検査帯の主要な
１つの側面から伸びている凸状の曲線１０によって形成されていることが好ましい。分析
物検査帯の第２の主要な側面上にある試料導入領域９および１０の向かい側には、生理学
的なまたは水性の液体が所定の検出領域６ａおよび６’ａ（図３を参照のこと）に分配さ
れると同時に空気の置き換えを可能にする、空気孔１１が配置されている。この構造が、
分析物検査要素内に用いられている所定の検出領域の大きさに関わらず、１つだけ空気孔
を必要とすることが分かる。高い表面エネルギーの領域を有する試料分配系の上述の要素
（試料導入領域、空気孔、中央層、および中央層における間隙）は、自然の毛細管現象を
生み出して、導入された生理学的なまたは水性の液体を所定の検出領域に対して分配させ
る、分析物検査要素の総体を形成している。
【００５５】
　また、分析物検査帯状片１は、異なる分析物を測定するための何種類かの分析物検査要
素間の区別に有用な、位置合わせ形状７および８を備えている。これによって、複数の分
析物の測定器は、特定の分析物の測定に必要な帯状片への挿入について選択的な要因を有
する、特別な計画または手法を実行する命令を受けることができる。
【００５６】
　図１および図２の多層配列物の展開して示している図３に示すように、基底層２は、第
１の表面２ａを提供し、かつ被覆層４は、第２の表面４ａを提供する。第１の表面および
第２の表面は、試料分配系６を作り出す領域の模様がつけられている。試料分配系６の模
様は、多層配列物の組み立てに関して、ほとんど合同に並べられるまたは位置合わせされ
る、所定の数の分析物検出領域６ａおよび試料通路６ｂを備えている。中央層３は、基底
層２の第１の表面２ａと被覆層４の第２の表面４ａとの距離を決め、かつ基底層２の第１
の表面２ａおよび被覆層４の第２の表面４ａとともに中空の穴を形成する間隙５を有して
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いる。第１の表面２ａと第２の表面４ａとの間に形成される試料分配系６は、中央層３の
間隙５ならびに基底層２の第１の表面２ａおよび被覆層４の第２の表面４ａによって作り
出される穴の中に配置される。中空の穴は、試料分配系よりも実質的に大きく設計される
ことが好ましい。
【００５７】
　中央層の間隙５の目的が試料分配系６にとっての穴を作り出すためだけなので、中央層
３の間隙５は、図４に示されている例のように、異なる形態を有していてもよい。図４ａ
は、傘の形状である分析物検査要素の穴１２を示しており、図４ｂは、矩形の分析物検査
要素の穴１３を示しており、図４ｃにおける試料の穴１４は、円形を有している。中央層
３の間隙５は、所定の検出領域６ａの大きさおよび試料分配系６の通路６ｂの大きさに影
響されず、このため、必要な試料の体積に影響しないまたは必要な試料の体積を変化させ
ない。試料分配系６と比較して、図４に示される穴の形状はむしろ単純であり、このため
、単純な穿孔器具を適用すること、および位置合わせの正確さの要求を抑えて速い加工を
可能にする。
【００５８】
　中央層３の間隙５ならびに基底層２の第１の表面２ａおよび被覆層４の第２の表面４ａ
によって形成される穴の中に配置された試料分配系６は、上述の表面２ａおよび４ａ上に
ある高い表面エネルギーの生成領域および低い表面エネルギーの生成領域によって形成さ
れている。基底層２の第１の表面２ａおよび被覆層４の第２の表面４ａ上における高い表
面エネルギーの領域および低い表面エネルギーの領域は、互いにほとんど合同に並べられ
、かつ位置合わせされる。導入された生理学的な液体またはあらゆる他の水性の液体が、
高い表面エネルギーを有する領域のみを濡らすので、導入された生理学的な液体またはあ
らゆる他の水性の液体は、試料分配系６の所定の通路６ｂおよび検出領域６ａの内側であ
り、基底層２の第１の表面２ａと被覆層４の第２の表面４ａとの間に閉じ込められる。
【００５９】
　図５は、疎水性“案内要素”を用いた試料分配系の構造を示している。本発明の分析物
検査要素の本実施形態において、基底層２および被覆層４は、試料の通路および検出領域
を形成する領域を除いて、疎水性層１６に覆われている。疎水性層１６は、導入された試
料液体１５に対する反発力を起こし、このため、試料分配系を形成する高い表面エネルギ
ーの領域に試料液体１５を閉じ込める、低い表面エネルギーを有する領域を作り出す。
【００６０】
　疎水性層１６は、生理学的なまたは水性の液体１５によってぬれる親水性表面２ａおよ
び４ａ上に塗布されることが好ましい。上述した手法は、セロファンのような天然の親水
性重合体またはガラスだけでなく、親水性高分子材料（例えば、シリコン２酸化物、エチ
レン酸化物、エチレングリコール、ピロールまたはアクリル酸）の被覆処理あるいは物理
プラズマ堆積または化学プラズマ堆積を用いて疎水性表面に親水性を与えることによって
、通常の重合体（以下に例示している）の疎水性表面から作製される親水性表面を必要と
する。従って、“案内要素”の模様は、基底層および被覆層の疎水性表面に疎水性インク
を打ち出すことによって実現されてもよい。
【００６１】
　好適な疎水性インクは、水に対する接触角が通常１００°以上および通常２５ｍＮ／ｍ
未満である表面エネルギーを有し、かつ通常、疎水性作用、疎水性添加物あるいは疎水性
顔料および充填剤を有する単量体、低重合体および重合体を含んでいる。
【００６２】
　図６は、親水性経路を用いた試料分配系の他の構成を示している。分析物検査要素の本
実施形態において、自然に疎水性を有する基底層２および被覆層４は、親水性化合物また
はワニス１７を用いて覆われて、これにより高い表面エネルギーの領域を作り出される。
【００６３】
　疎水性表面２ａおよび４ａ上に打ち出された疎水性試薬１７は、生理学的なまたは水性
の液体１５によって非常にぬれ易い。従って、試料分配系の親水性経路を作り出す高い表
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面エネルギーの領域が、導入された生理学的なまたは水性の試料液体１５に対する正の毛
細管力を発揮して、試料液体を別々の検出領域に運ぶ。
【００６４】
　親水性模様は、疎水性表面に親水性または両親媒性の試薬を打ち出すことによって、実
現されてもよい。親水性作用を有するインクは、極性溶媒（例えば、水またはアルコール
）に可溶な、高い分子量の重合体およびそれらの混合物という広い選択肢から実現されて
もよい。特に有用なものとしては、アルギン酸塩、セルロースおよびセルロースエステル
、ヒドロキシエチルセルロース、ゴム、アクリル酸、ポリビニルアルコール、ポリエチレ
ングリコール、ポリエチレン酸化物、ポリビニルピロリドン、ポリエステルスルホン酸塩
、ポリ（メチルビニルエーテル／マレイン酸）、ビニルピロリドン／トリメチルアンモニ
ウム共重合体、ならびにアルキルホスホコリン誘導体から調製された誘導物である。さら
なる最適化が有機修飾されたポリシロキサンの架橋結合可能な種類である有機修飾された
シリコンアクリル酸塩の付加物、およびフッ素化された界面活性剤を用いて、達成されて
もよい。好適な被覆によって、通常、３５°未満の水に対する接触角および通常、５０ｍ
Ｎ／ｍより大きい表面エネルギーを与えてもよい。
【００６５】
　印字過程にとって基板として好適な基底層２および被覆層４は、ガラス、ポリビニルア
セテート、ポリメチルメタクリレート、ポリジメチルシロキサン、ポリエステルとフルオ
レン環を含むポリエステル樹脂、ポリスチレン、ポリカルボネートとポリカルボネート－
ポリエステルのグラフト共重合体、末端修飾されたカルボネート、ポリオレフィン、シク
ロオレフィンとシクロオレフィン共重合体、および／またはオレフィン－マレイミド共重
合体のような材料から形成されてもよい。
【００６６】
　基板が中程度の疎水性性質を有している場合には、周囲の疎水性模様（例えば、図５お
よび図６の構成の組み合わせ）を用いた親水性経路の印字が、同様に可能である。
【００６７】
　選択可能な実施形態において、第１のまたは第２の表面は、親水性／疎水性模様（６お
よび１６）を付与され、同時に、同じ表面は、第２の表面の等価な親水性模様および疎水
性模様（６および１６）を用いて第１の表面の親水性模様および疎水性模様（６および１
６）を並べる必要を省く、やや親水性およびやや疎水性性質（両親媒性の性質）を有する
表面を作り出す疎水性領域に囲まれたピクセルの同じ構造の模様を備える。上述の両親媒
性表面の性質は、疎水性ピクセルの幾何学的な模様および親水性領域と疎水性領域との間
の全体的な比率によって簡単に設計され得る。開示された本発明において、両親媒性の性
質、それぞれにおける親水性ピクセルと疎水性ピクセルとの間の比率は、対向する表面が
疎水性を備えていれば、試料液体が親水性ピクセルから親水性ピクセルまでのみを進むよ
うに、設計される。対向する表面が疎水性の性質を備えていれば、分析物検査要素の毛細
管の間隙内における液体の移動は、停止する。この機序は、上述のような方法によって、
第１の表面および第２の表面上に備えられる試料分配系の一致する模様の正確な位置合わ
せに関して厳密な要求なしに、機能的な分析物検査要素の形成を可能になる。
【００６８】
　しかし、第１の表面および第２の表面の両方は、高い表面エネルギーおよび低い表面エ
ネルギーの等しい模様を備えて、試料分配系の親水性の経路内の試料液体の素早い分配を
確実にすることが好ましい。
【００６９】
　さらに、第１および第２の表面上において約３～５倍の厚さを有する疎水性層１７のエ
ッチング、浮き出しによって、または単に印字によって低い表面エネルギーの領域から第
１の表面および第２の表面における高い表面エネルギーを有する領域に物理的に持ち上げ
ることができる。この上昇によって、親水性経路における毛細管の間隙は、周囲の領域と
比較してより小さくなり、かつ試料液体に対する毛細管力をより高める。
【００７０】
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　好ましい実施形態において、分析物検査要素に含まれる試料分配系に必要な体積は、約
０．５μｌ～１．０μｌと非常に少なく、かつ検出領域ごとに約１００ｎｌ～１５０ｎｌ
だけ必要であると同時に、表面エネルギーの高い領域および表面エネルギーの低い領域は
、疎水性の案内要素、疎水性の経路またはこれらの組み合わせによって作り出されている
。試料分配系の体積が種々の設計および採用した所定の検出領域にともなって変化するこ
とは、当該分野の当業者にとって明らかなことである。
【００７１】
　第１および第２の表面２ａおよび４ａにある、検出領域を形成している高い表面エネル
ギーの領域は、検出を促進し、かつ試料液体１５における分析物の測定を可能にする調合
物１８および１９を用いて被覆されている。図５および図６に示されている実施形態にお
いて、検出領域の第１の表面２ａは、校正調合物を用いて被覆されている。校正調合物は
、認識成分に対する親和性を有している分析物または分析物と等価な分子であり得る校正
化合物を含有している。検出領域の第２の表面４ａは、分析物に対する親和性を有し、か
つ試料液体における分析物の検出および測定を促進することが可能な認識成分（例えば、
受容体、抗体またはＦａｂ断片のような抗体の断片）を含有する、認識調合物１９を用い
て被覆されている。校正化合物と同様に認識成分の具体例は、以下に示されている。
【００７２】
　上述のように、医師および実施される検査の必要に応じて、体にはびこる異なる疾患は
、異なる感度および動的な範囲を要求する。例えば、ＨＩＶ用の分析物検査システムは、
しきい検出のために非常な感度の手法を必要するが、広い動的な範囲は必要ではなく、こ
れとは逆に、ＨｂＡ１ｃ、糖尿病の進行にとっての３ヶ月マーカーおよび患者の服薬の検
出は、広い動的な範囲を必要とするが、過剰に敏感な閾値を必要としない。
【００７３】
　糖尿病網膜症のような糖尿病の合併症の発症は、タンパク質に基づく検出手段を用いる
場合、非常な感度の手法を必要とする。例えば、上述の合併症の検出は、少なくとも２倍
の処置（例えば、従来、網膜症の発症が眼科医によって観察され、糖尿病網膜症の診断お
よび状態は検眼鏡を用いて網膜を詳細に検査される）になり得る。糖尿病網膜症の第２の
検出技術において、間質性細胞由来因子－１（ＳＤＦ－１：Ｓｔｒｏｍａｌ　ｃｅｌｌ－
Ｄｒｉｖａｔｅｄ　ｆａｃｔｏｒ－１）のタンパク質濃度は、疾患の重傷度と相関してい
る糖尿病網膜症の進行に関連して増加することが知られている。このため、上述のタンパ
ク質は、網膜症のような疾患の合併症を検出および監視する検定にとっての基礎として使
用されてもよい。
【００７４】
　このように、検出方法および検出方式は、患者の治療要求のそれぞれに診断的な需要の
要求に適合されなければならない。以下に開示および明確にされている例は、要求される
診断的な課題を満足する分析物検査要素の実現に限らず、好ましい。それらは、ほとんど
の場合において、分析物と好適な分析物認識成分との間における所望の親和性反応（認識
反応）の検出を可能および増強する、蛍光色素、微小粒子、補酵素およびアポ酵素のよう
な化学的および／または生化学的な化合物を含有する。このため、これらの化合物は、通
常、レポータ要素または多くの場合にレポータ系と呼ばれる。
【００７５】
　（親和性検定の分析にレポータ要素を利用する分析物検査システム）
　凝縮法
　図７は、親和性検定および免疫検定に適用可能な、あるいは認識検定を通常に説明した
、模式図および本発明の第１の実施形態の原理を示している。本実施形態において、所望
の分析物３１とその特異的な認識成分３２との定性的かつ定量的な反応のそれぞれを示す
、凝縮反応が説明されている。この特定の場合において、分析物３１は、ウイルスタンパ
ク質またはｈＣＧのようなタンパク質であってもよく、かつ認識成分３２は、このタンパ
ク質に対する抗体であってもよい。
【００７６】
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　図７は、所望の検出物３１を含む液体試料１５が、第１の表面２ａおよび第２の表面４
ａに付けられた、認識成分３２および校正化合物３３を含む試料検出領域に入っていると
きの反応を模式的に示している。校正化合物３３と同様に認識成分３２は、液体試料１５
によって溶けて、認識成分３２は、液体試料に含まれる分析物３１だけでなく校正化合物
３３とも反応する。反応が進行すると、認識成分３２は、分析物の１分子との結合が可能
でありかつ必要とするので、認識成分３２は、続いて分析物の分子のすべてを大きな凝集
体に架橋または凝集する。これらの凝集体または粒子の大きさは、それらの物理的な大き
さに応じてレーザ光を散乱させる。凝集体が光の波長よりも小さければ、レイリー散乱お
よびレイリー－ガンス－デバイ散乱として当該分野の当業者に知られている特定の散乱を
生じる。一方において、凝集体が光の波長よりも大きければ、ミー散乱として知られてい
る散乱を生じさせる。レーザ光に相関する、異なる種類の散乱および散乱の傾向は、分析
物の存在および量のそれぞれを測定するため用いられてもよい。
【００７７】
　認識成分３２が図８に示すように、例えば、金またはポリスチレンから作られた微粒子
に不動化されている場合において、複数の感受性を与えられた微粒子と分析物との間の凝
集反応は、単純な光度計によってまたは肉眼によってさえ、追うことができる。凝集反応
の進行の間、単独の微粒子の量が凝集によって減少するので、散乱中心の数は減少し、か
つ試料検出領域を通過する光の透過性が向上して、光は上述の反応の後に弱く散乱される
。
【００７８】
　同様にして、液体試料媒体における分析物と認識成分との親和性反応の非存在は、凝集
反応の非存在によって識別されるので、試料検出領域を通る光の透過性が低いことによっ
て、特徴付けられる。
【００７９】
　分析検査要素は、好適な認識成分および感受性が与えられた微粒子３５を用いて基底層
２の第１の表面２ａにおける検出領域６’ａを被覆して形成されている。微粒子３５は、
ラテックス、金またはゼラチンであることが好ましいが、なかでも金がより好ましい。炭
素またはポリスチレンなどのような他の周知の粒子が用いられてもよいことは、当該分野
の当業者にとって明らかなことである。もう１つの方法として、微粒子３５は、被覆層４
の第２の表面における検出領域６ａ上を覆っていてもよい。さらに、校正調合物１８およ
び校正化合物３３のそれぞれが分析物の分析に必要でなければ、微粒子は、上述の第１の
表面２ａにおける検出領域および上述の第２の表面４ａにおける検出領域の両方を覆って
いてもよい。
【００８０】
　他のさらに好ましい実施形態において、上述の第１の表面２ａにおける検出領域６ａは
、校正調合物１８を用いて覆われている。陽性対照および陰性対照の分析を分析物の測定
と平行して実施することができるので、測定が正確に行われおり、かつ適用された分析物
検査要素だけでなく分析物検査システムが十分に役に立つという保障をユーザに与えるこ
とができる。
【００８１】
　このような多様性は、凝集反応を完全に完了させることが可能な１つの検出領域（例え
ば、６’ａ３）における高い校正化合物（認識成分に対する親和性を有している分析物ま
たは分析物の等価な分子）を与える。従って、検出領域６’ａ３における読み出しは、測
定装置のほぼ１００％または最大測定限界に一致するであろう。第２の検出領域（例えば
、６’ａ２）は、認識成分と分析物３１の親和性反応を阻害する阻害化合物または非感受
性の微粒子のような非反応性の認識成分を保持しているので、検出領域６’ａ２の読み出
しは、凝集反応のほぼ０％になる。本実施形態において、所定の検出領域６ａにおける認
識成分および感受性が与えられた微粒子のそれぞれの濃度は、研究所において最適なよう
な特定の検定用に最適化された濃度に等しい。
【００８２】
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　さらなる最も好ましい実施形態において、基底層２の第１の表面２ａにおける２つの検
出領域は、同じまたは等価な非触媒作用の親和性反応をする異なり、かつ所定の濃度の分
析物または化合物を含む校正化合物を用いて覆われている。
【００８３】
　最も単純化した校正の型において、分析物と認識成分との親和性反応によって生じる光
学反応は、線形的である、またはｆ（ｌｏｇ（ｘ））またはｆ（１／ｘ）のような適した
数学的な関数によって容易に線形化されてもよい。試料導入領域９を用いた液体試料の導
入の後に、試料は、試料検出領域に分配される。ここで、試料は第１の表面２ａを覆って
いる校正調合物１８および第２の表面４ａを覆っている認識化合物１９を可溶化して、分
析物３１と校正化合物３３と認識成分３２との親和性反応を開始させる。試料に含まれる
分析物に加えられる検出領域６’ａ２および６’ａ３における校正化合物の異なる濃度に
よって、測定装置および検出装置のそれぞれは、試料液体における分析物の濃度に対する
検出領域６ａのすべての光学的な読み出しを、相関させることができる。選択可能に試料
検出領域６ｃは、認識成分を含んでいない、または感受性が与えられていない微粒子のよ
うな非特異的な結合相手を含んでいるので、検出領域６ｃにおける試料液体の付与は、凝
集を開始させず、かつ分析検査要素における試料液体１５のバックグラウンドシグナルの
評価に有用である。上述の校正方法は、標準添加法として当該分野の当業者に知られてお
り、「困難な」試料の母体を有する試料用に使用される。
【００８４】
　図９は、図６に示したような親水性の経路によって、または図５に示したような疎水性
の“案内要素”によって、あるいは親水性の経路と疎水性の案内要素との組み合わせによ
って実現される試料分配系の異なる型を示している。図９における部屋ＡＩは、最も単純
な試料分配系のすべての場合を説明している。図９の列Ａは、バックグラウンドの補正を
しない試料分配系の外形の設計を示し、列Ｂは、バックグラウンドの補正をする試料分配
系の外形を与え、列Ｃは、隣接する形状を用いて達成する最も高次な多項式の補正の方程
式を示し、列ｎは、各表面における所定の検出領域の数および必要な測定数をそれぞれ示
している。各模様の文字は、バックグラウンド補正（ｃ）、試料（１）、および校正化合
物の量を増やしてある、関連するすべての補正領域（２、３、４、５および６）を示して
いる。最も単純な補正は、測定と分析物の濃度との関係が厳密に比例する直線的な方程式
によって表される。分析物検査化合物の校正は、通常、異なる検出領域の校正化合物を試
料に加えることによる標準付加法および続く直線的なまたは単調な非直線的な補正方程式
を用いて実施される。図１３は、場合Ｉについてのより詳細な説明を示している。補正の
型または次数（列Ｃ）は、選択した分析物および採用した検出の化学的性質によって適切
である必要があるので、４次の型に従う化学反応に対して直線的な補正の型を適用するこ
とができない。そして、この逆もまた同様である。しかし、直線的な補正に５つの標準添
加用に設計した分析検査要素を使用することは、それでも可能である。より多い数の標準
は、正確な測定および比較された検査の相関関数、標準偏差および標準誤差に関してより
高い重要性を有する統計的妥当性でさえ、２つの標準に基づいて直線的な補正を可能にす
る。
【００８５】
　さらに、試料および標準の測定の繰り返しは、なお可能であるので、下段のＩＶに示さ
れている実施形態を用いて生理学的な試料液体または水性試料液体の特定の試料の１つに
対する２つの独立した直線的な補正を実施することができる。その上さらに、２つの分析
物の測定に同じ分析検査要素を用いることができる。また、選択された検出の化学的性質
が干渉の不具合を生じないのであれば、多段の分析系は所定の検出領域の同じ組の中に実
現されてもよいので、１つの反応の反応抽出物および反応生成物は、他の反応に関与せず
、生成された指示染料は、実質的に異なる波長の範囲において光を吸収する。
【００８６】
　分析検査要素のさらなる変更可能な実施形態において、補正はより定性的な性質である
。検出領域６ａ１の結果は、付加的な検出領域（例えば、６ａ２および６ａ３）によって
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与えられた陽性標準２５ｃおよび陰性標準２６ｃの検出限界を比較される（詳細について
は図１２を参照のこと）。上述のような方法は、通常、妊娠検査システムから分かるよう
に定性的な表示だけが必要な分析に有用である。
【００８７】
　この場合において、分析物と認識成分との反応の光学的な反応は、直線的ではなく、分
析検査要素の試料分配系においてよりおおくの所定の試料検出領域を導入することによっ
て試料分配系が図９に従って非直線的なふるまいに適用されるならば、多の校正の型が採
用されてもよい。当該分野における当業者は、図９が説明を目的として適用可能な試料分
配系を例示的に集めて示していることに気が付くであろう。また、他の幾何学的な図形は
、等価なまたは関連する課題を満たすことが可能であり、かつ有用である。
【００８８】
　分析物と認識調合物１９に含まれる認識成分３２との反応の光学的な反応は、測定装置
または検出装置によって測定される。測定装置または検出装置は、図１０に示すように、
所定の試料検出領域６を通して光波２４を発する光源２０を含む、少なくとも１つである
が、好ましくは複数の配列物を有する帯状片保持部を提供する。光波２４の波長は、３０
０ｎｍ～８００ｎｍの範囲にあればよいが、好ましくは４００ｎｍ～６５０ｎｍ、最も好
ましくは６３５ｎｍである。上述の光源から放射される光は、レンズおよび開口部のよう
な光学的な配列物２１および２２、基底層２、液体媒体１５、ならびに検出領域の被覆層
４を通過して、検出手段２３によって検査要素の反対側において検出される。光の検出手
段は、開口部、レンズおよび／または光学フィルタのような光学的な配列物２１ａおよび
２２ａならびに少なくとも１つの光ダイオード、光トランジスタ、光電池または荷電結合
素子の整列物を備えることが好ましい。光源は、好適な波長を有する発光ダイオードまた
はレーザダイオードであってもよい。
【００８９】
　凝集反応が微粒子の助けを借りずに光散乱によって直接に監視される場合において、光
源および検出手段が互いに反対側ではなくむしろ約９０°の角度に配置されて、最大限の
感受性が実現されることが最も好ましい。光源と検出手段との好ましい角度は、８０～１
２０°の間であるが、最も好ましくは、１０９°であり、かつ図１１に示すように、分析
物検査システムは、基底層と光源との角度および被覆層と検出手段との角度を５４°にし
て、検出領域の異なる表面上における内部反射によるバックグラウンドノイズを低下させ
るように、光学的な検出配列物の中に配置されている。従って、検出手段は、光源によっ
て生じた光波ではなく、凝集粒子上における散乱によってそれた光波のみを読み取るであ
ろう。とはいえ、当該分野における当業者は、実際の角度は、測定装置および検出装置の
それぞれの特定の用途、必要な感度、および要求のために最適化されることに気が付くで
あろう。さらに、図１１に示されている配置は、光源２０および光検出器２３が励起波長
と発光波長とを選別する付加的なフィルタを備える構成であれば、蛍光の検出に採用され
てもよい。
【００９０】
　親和性反応が生じている間に、試料検出領域６のそれぞれの中に光波が導入されると、
光波の散乱が促される。検出領域のそれぞれにおける分析物の濃度が、分析物または校正
化合物３３のような分析物の等価物の付加に従って異なるので、結果として生じるビーム
の密度もまた異なる。試料分配系の内部に配置された少なくとも３つの検出領域がある場
合において、ここで、少なくとも２つの検出領域が異なる濃度の校正化合物を含んでおり
、凝集と分析物の濃度との関係が直線的にあるいは単調に増加および減少する型に従う限
りにおいて、校正化合物（６’ａ１）なしで所定の検出領域における液体試料媒体１５に
含まれる分析物３１の不明な濃度を校正することができる。多項式の関係に基づく校正の
型に対応する強力な試料分配系は、上述のように図９に示されている。
【００９１】
　試料検出領域において凝集反応が発生しない、すなわち、分析物３１と認識成分３２と
の反応がない場合において、光は、偽の高い光学密度（吸光度）を導いて強力に散乱され
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る。逆に、基底層の第１の表面および被覆層の第２の表面上における分析物および校正化
合物のそれぞれと認識成分との高い反応に従って、～１００％の凝集が生じる場合におい
て、光は、低い光学密度に最小に散乱されるだろう。
【００９２】
　図１２は、定性的な検出方式を用いて、濃度に対する吸光度の例示的なグラフを示して
いる。ここで、所定の検出領域６ａ２および６ａ３は、凝集反応の動的な範囲の情報を提
供するために構成され、上述の６ａ２は、陰性標準２６ｃを表す～０％の凝集との比較を
提供し、６ａ３は、陽性標準２５ｃを表す～１００％の凝集との比較を提供するので、こ
れらの検出領域の読み出しは、検出領域において実施される測定を確実にするために使用
されてもよい。
【００９３】
　図１３は、定量的な分析物にとって好適な液体媒体における、分析物と認識成分との凝
集反応の濃度に対する吸光度の例示的なグラフおよび評価を示している。例えば、検出領
域６ａ１～６ａ３上にある所定量の抗体または検出領域６ａ１～６ａ３上にある微粒子表
面に不動化された所定量の抗体である認識成分の濃度は、所望の分析物にとっての適切な
感受性および動的な範囲を与えるために最適化される。さらに、４つめの検出領域におい
て、検出領域６ｃに位置する試料の光散乱または吸光度が測定される。この検出領域の読
み出しは、薄膜、不活性な被覆化合物、非特異的なタンパク質、または非感受性の微粒子
、あるいは試料物質そのもののような、分析物検査要素の材料によって生じる反応の非特
異的な一部の総体的な情報を提供する、特に定量的な試料の評価に必要な、試料のバック
グラウンドに関する定量性を示している。
【００９４】
　上述のように、校正化合物３３を含む校正調合物１８、ならびに認識成分３２および好
適な微粒子上に不動化された認識成分のそれぞれを含む認識調合物１９の被覆は、微量密
着印刷、液滴要求印刷または液滴要求堆積法、あるいは他の毛細接触堆積法のような、種
々の周知の技術によって実施される。分析物検査要素内の校正化合物および認識成分のよ
うな被覆またはインクにおける活性要素の濃度は、所望の特定の分析物に対する分析検査
系の妥当な動的な範囲および感受性を決める研究室的な手法によって最適化されてもよい
。
【００９５】
　特定の検査の動的な範囲が研究室において評価されるならば、図１４に示されるように
、決定された性質は、測定に続いて結果の妥当性確認、および付加的に校正演算３０から
利用可能な統計的な変数の評価を実施するために、有効窓２９としての測定装置または検
出装置にプログラムされてもよい。
【００９６】
　蛍光発光によって補助した検出法
　凝集検定に関する上述の手法の実施は、検定の速度および測定装置の経済性という、相
互に関連するこれらの要因の両方に依存する。分子的な尺度において、微粒子は、巨大で
あり、例えば、非常に一般的な認識成分であるＩｇＧ抗体よりも約１０００～１００００
倍大きい。認識成分３２が微粒子３５上に不動化されている場合において、感受性のある
微粒子の拡散は、検定に影響する認識成分のみの拡散よりも緩やかなので、強力な生成物
の性質であるが、凝集反応そのものは、非常に単純かつ費用効率のよい装置を用いて監視
され、仮に、粒子の大きさが５の因数だけ増加されて、散乱強度が約１０２０増加した結
果、適当な微粒子が選択されれば、肉眼によってさえ監視されてもよい。
【００９７】
　一方において、分析物と不動化されていない認識成分３２との凝集反応は、上述のよう
なレーザによって補助した監視装置を用いて、分子的な水準において監視される。認識成
分および分析物と反応した後の結果物としての凝集物の分子量を定量することさえ可能で
ある。しかし、主に採用されるレーザ技術が原因になって、要求される設備の費用は、現
場診断または家庭における監視への利用を妨げる。
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【００９８】
　開示された発明のさらなる局面は、上述した２つの凝集手法の中道を取る溶液を提供す
る。分子水準において、認識成分と分析物との凝集は、タンパク質と水との全重量には影
響を与えないが、水とタンパク質との間のモル濃度を部分的に変化させる小さなタンパク
質の粒子の網を生成する。凝集後の、試料液体におけるある領域は、より高い濃度を有し
、ある領域は、凝集反応の前の時点に比べてタンパク質の濃度がより低い。物理的性質に
関するこの変化は、タンパク質と高い親和性を有する染料分子の蛍光を抑制すること、ま
たは蛍光分子の回転子のいずれかによって、検出され、かつ伝えられてもよい。
【００９９】
　レポータ要素としての非特異的なタンパク質親和性を有する蛍光色素
　この検出法の基礎をなす原理は、蛍光の抑制に依存する濃度の影響を利用している。あ
る濃度を超えて、蛍光染色分子が他の蛍光染色分子によって発せられる蛍光を除去するよ
うになると、試料の検出可能な放射の合計は濃度とともに減少する。この減少は、蛍光染
色分子の性質および２つの蛍光染色分子間の距離に依存する。言い換えると、蛍光染色分
子同士が近ければ近いほど、その距離が短ければ短いほど、蛍光の抑制が強くなる。同質
な溶液において、上述した周知の蛍光抑制効果は、蛍光染色分子の濃度によって単純に促
進されるが、抑制の閾値は、供給された蛍光染料または蛍光染料の混合物に依存する。染
料が非同質に試料液体に分散され、かつ何らかの形において分析物および認識成分の凝集
を反映して、試料液体において分析物および認識成分の非同質な分布を引き起こすならば
、抑制効果は、認識検定にのみ関与する。また、染料がタンパク質表面に吸着されてバッ
クグラウンドシグナルを最小化した後に、蛍光発生量の増加を示す蛍光染料を選択するこ
とが有効である。この検定の原理に好適な候補としては、ＲＨ３６４、ＲＨ１６０、ＲＨ
２３７、ＲＨ４２１、ジ－４－ＡＮＥＰＢＳ、ＢＮＢＩＱ、ＡＮＮＩＮＥ－５およびＡＮ
ＮＩＮＥ－６のような、ジブチルアミノ－ピリジニウム－ブチルスルフォン酸塩および（
また、ヘミシアニン染料として知られる）ストリリル（ｓｔｒｙｒｙｌ）染料から由来す
る２つの同質な系を有する双性イオンのアニリンピリジニウムの種類に見出されてもよい
。これらの例示した染料の構造的な化学式は、図１５に示されている。しかし、ナイルブ
ルー　Ａ、フロキシン　Ｂ、１－アミノ－８－ナフタレンスルフォン酸塩（ＡＮＳ）また
はこれらの誘導体のような、より通常に知られる染料も同様に、上述の方法に使用されて
もよい。
【０１００】
　この手法の重要な反応は、選択された染料を用いた、液体試料媒体内部にある認識成分
および分析物のその場における被覆であるので、当該反応は、基本的に一群のタンパク質
に属する認識成分および分析物に限定される。凝集反応と染料の吸着とが起こる順番は、
染料の吸着が凝集反応を妨げない限り、重要ではない。凝集過程の間に、染料の局所的な
モル濃度は、凝集物の内部において増加し、かつクエンチング効果を誘導する。分析物試
験要素に供給された染料の濃度は、染料、認識成分および分析物のそれぞれの組み合わせ
だけでなく、他の実験上の条件に対して評価されなければならないが、通常、染料タンパ
ク質の適用範囲、染料タンパク質の結合定数、凝集物の緊密さ、および染料の蛍光範囲に
おけるストローク転移（ｓｔｒｏｋｅ　ｓｈｉｆｔ）および半値幅の働きである染料の必
須な励起と放射との重複に依存している。
【０１０１】
　試料導入領域９上に液体試料媒体を導入した後に、試料は、試料分配系６によって試料
検出領域６ａに分配される。ここで、試料は、第１の層２の表面２ａ上にある蛍光染料お
よび校正化合物３２を含む校正調合物１９、ならびに第２の層４の表面４ａ上にある認識
成分３２を含む認識調合物１８を溶解させる。第１および第２の表面の供給された化合物
を混合した後に、タンパク質である分析物にもたらされる（認識成分および分析物の）反
応物は、反応物の架橋を引き起こす、染料ならびに認識成分分子および粒子の集団を用い
て覆われた状態になる。従って、蛍光抑制の合計は、分析検査要素の検出手段によって測
定されてもよい。定性検出方式にとって、２つの試料検出領域は、陰性対照６’ａ２およ
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び陽性対照６’ａ３として構成されている。陽性対照の測定は、関係する試料検出領域上
に供給された添加成分を加えた試料の、凝集していないタンパク質の含有量の全体におけ
る蛍光に関する。凝集反応を避けるために、検出領域６’ａ２は、分析物に対する親和性
を有していない非特異的な認識成分を用いて覆われている。従って、検出領域の蛍光の読
み出しは、結果として動的な範囲の上限を決める１００％のシグナルになる。
【０１０２】
　逆に試料検出領域６’ａ３に配置されている陽性対照の測定は、可能な蛍光抑制の最大
の程度を与える十分に形成および凝集された染料凝集物の蛍光に関する。このような陽性
対照は、試料検出領域６’ａ３上を覆っている校正調合物内にある、過剰な校正化合物な
らびに分析物または分析物の等価物によって構成されている。この構成は、分析物の存在
または非存在を伝えることができるだけでなく、分析物の濃度についての準定量的な情報
を、低い、中程度であるおよび高いのように、陰性対照および陽性対照の測定を比較して
比較的に明確に伝える機会を与える。
【０１０３】
　分析物の濃度と蛍光抑制との間の関係が、所望の分析物の濃度範囲において直線的であ
る、または好適な数式を用いて直線化され得るのであれば、分析物にとっての定量的な結
果は、検出領域６’ａ２および６’ａ３に堆積されている校正化合物の量が既知であれば
、達成され得る。ここで、検出領域６’ａ３における構成化合物の濃度が６’ａ２におけ
る校正化合物の濃度よりも大きい。この関係が直線的ではない場合において、分析物の定
量的な情報は、たくさんの試料検出領域および校正化合物の２つ以上の異なる濃度水準を
備えている試料検査要素を用いて得られてもよい（図９）。直線的な標準付加法によって
分析物の濃度の定量性を算出する装置の処理部によって用いられる方法は、図１３Ａおよ
びＢ示されているシグナルの前調節および計測に分かれている両方の例と同じである。従
って、標準付加法のさらなる詳細については、この例においては省略する。
【０１０４】
　検定凝縮用のレポータ要素としての非特異的な蛍光分子回転子
　結果として閉じ込められた蛍光分子回転子とともに凝集物３４を生じる凝集反応におけ
る経過が図１６Ａ～Ｃに示されている。この場合において、分析物検査システムは、分子
構造における特別な基の回転が、粘度の向上または立体障害のいずれかによって妨げられ
るときに、蛍光分子回転子３６がそれらの蛍光を増強するという影響を利用している。従
って、使用した染料の蛍光産生量は、凝集物の大きさおよび架橋の程度とともに向上する
が、両方の要因は、分析物の濃度に関連している。
【０１０５】
　通常の蛍光分子回転子は、キサンテン染料の主構造に基づいている。フルオレセインが
原型である（キサンテン核を有するような染料のすべてである）キサンテン染料は、レゾ
ルシノール（およびその誘導体）あるいはｍ－アミノフェノール（およびその誘導体）を
用いた、無水フタル酸の縮合によって誘導される。しかし、キサンテン染料のすべてが、
蛍光分子回転子というわけではない。フルオレセインは、分子回転子にとっての基本構造
を与えるが、蛍光と側鎖の分子内回転との所望の依存性および関連性を与えるわけではな
い。試料液体の微小な粘度ではなく、試料媒体のｐＨにのみ影響される、この影響は、分
子の３’位および６’位における水酸基の側鎖が原因で、フルオレセインに一般的なもの
ではない。
【０１０６】
　有効な蛍光分子回転子は、ローダミン染料に一般的な、基底をなすキサンテン構造に基
づいている。これらの染料は、ｍ－ジアルキルアミノフェノールを用いた無水フタル酸か
ら誘導される。フルオレセインの水酸基（ＯＨ－）は、分子構造において有効な回転子と
して第２アミン基（Ｒ２Ｎ－）を有するローダミン染料に置き換えられる。アシッドレッ
ド　５２とも呼ばれるローダミン　Ｂは、回転子の分子構造における残基Ｒとして２つの
エチル基を有し、試料検査システムに採用されるべき蛍光と分子の運動性との間に必要な
特性を供給する。
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【０１０７】
　向上した水溶性を有するローダミン　Ｂまたはスルフォローダミン　Ｂは、単に、ここ
までに述べた用途に対する一例として挙げる蛍光分子回転子である。オーラミン　Ｏ、ク
リスタルバイオレット、ｐ－Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノベンゾニトリル、ｐ－Ｎ，Ｎ－ジメ
チルアミノベンジルイデネマロノニトリル、ジュロリジンベンジルイデネマロノニトリル
、ローダミン　１９、ローダミン　６Ｇ、オキサジン　１、オキサジン　４、オキサジン
　１７０、ローザミン染料、カルボピロニン染料、ピロニン染料、およびチアジン染料が
、有効な蛍光分子回転子のさらなる例として挙げられる。通常の分子構造は、図１７に示
されている。
【０１０８】
　分析物検査システムを用いた所望の動的な範囲および感受性を達成し、かつ所定の分析
物と対応する認識成分との反応を最適に検出するために、最も好適な蛍光分子回転子が選
択される、または回転子の大きさでさえ修飾される必要がある。しかし、蛍光分子回転子
の修飾は、本発明の範囲内に含まれる。
【０１０９】
　競合的なおよび非競合的な認識検定用の相対的な分子の回転を用いる特異的な蛍光レポ
ータ要素
　本発明のさらなる局面において、蛍光染料は、分析物よ認識成分との親和性反応に関与
すると同時に、染料の特定の残基Ｒは、認識成分に対する親和性を有している。この手法
によれば、染料分子におけるすべての官能基、いくつかの官能基、または一部の官能基は
、反応相手（例えば、分析物、ペプチド、ホルモン、薬剤あるいはオリゴヌクレオチドま
たは短いアプタマーのような核酸）の構造を表す特定の残基Ｒによって置換されている。
以下の化学式
【０１１０】
【化１】

における３つの例は、蛍光染料であるフルオレセイン、ローダミン６Ｇおよびオキサジン
４の可能な修飾を示している。
【０１１１】
　分子内の自由度の変化がそれらの蛍光産生量を変化させるという、上に示した蛍光分子
回転子の例に反して、分析検査要素用にいま紹介した検出計画は、認識成分に対する特異
的な親和性を有する蛍光染料分子の分子回転子の合計に焦点を当てている。加えられた液
体試料媒体における分子回転子の合計が、蛍光染料の分子量に関連する流体力学的な分子
直径に関係していることは、当該分野における当業者にとって明らかであろう。蛍光染料
の分子回転子の合計は、１９２６年にパーリンによって初めて発見された蛍光偏光によっ
て直接に監視されてもよい。
【０１１２】
　蛍光偏光は、通常、分子の回転速度と反比例するので、染料が速く回転すればするほど
、観察される蛍光偏光シグナルは小さくなる。従って、蛍光偏光シグナルは、分子量およ
び見かけの流体力学的な分子の大きさとに比例する。言い換えると、分子が大きければ大
きいほど、蛍光偏光シグナルは強くなる。



(21) JP 2009-506331 A 2009.2.12

10

20

30

40

50

【０１１３】
　蛍光偏光を検出するために、直線偏光は、所定の蛍光染料を励起するために使用され、
結果として生じる蛍光の放射が第２の偏光フィルタの背後において測定される。
偏光板が励起装置における偏光板と平行（Ｉ‖）または垂直（Ｉ⊥）のいずれかに向けら
れている。そのような直線偏光が蛍光団によって吸収されるとき、偏光が消されて、分子
は、蛍光の寿命の期間を超えて有為な程度まで溶液において回転が加えられる。
【０１１４】
　例えば、分子量５０００Ｄ未満のリガンドとくっついた～３３２Ｄの分子量を有する蛍
光染料であるフルオレセインは、４ナノ秒（ｎｓ）の蛍光団の蛍光寿命を超えた速い分子
回転による有為な偏光の消滅が原因で、弱い蛍光偏光シグナルのみを返す。これは、互い
に垂直なフィルタを用いた第２の測定の間に、Ｉ‖が有為であり、Ｉ⊥と同様の大きさで
あるように、検出器を通って通過する重要な放射強度があることを意味している。この結
果として、比較的に小さな偏光シグナルになる。
【０１１５】
　蛍光染料が大きな認識成分と結合する場合において、蛍光寿命を超えた分子回転の総数
は、強く低減され、かつシグナルの偏光の消滅は問題にならない。従って、小さい放射強
度が互いに垂直に方向付けられた偏光フィルタを用いて測定され、Ｉ⊥を小さくすると、
結果として比較的に高い偏光シグナルを生成する。
【０１１６】
　蛍光偏光を観察するために、測定装置は、光源の光学的な配列物２１および２２におけ
る１つ、ならびに光学的な検出器３２の光学的な配列物２１ａおよび２２ａにおける他の
１つという２つの偏光フィルタを有する構成である必要がある。当該測定装置は、蛍光強
度を２回、測定する必要がある。１つの測定にとって、偏光フィルタは、互いに平行に方
向付けられ（Ｉ‖）、第２の測定は、互いに垂直に方向付けられた（Ｉ⊥）偏光フィルタ
を必要とする。従来技術の装置は、歯車あるいは回転または物理的な動きによって位置を
変えることができる固定具の上に搭載されている偏光フィルタを用いて、異なる偏光板を
選択することができる。フィルタの機械的な選択は、良好な自由度および検査室の装置に
とっていくつかの利点を提供する。
【０１１７】
　この問題を非機械的に解決するには、液晶フィルタまたは液晶偏光板選択器によって、
平行または垂直な偏光板を選択する。液晶フィルタまたは液晶偏光板選択器は、液晶を囲
む２つの隣接する担体層に電位を印加することによって１つの偏光板に方向付けることが
できる、液晶の２つ層の間に３つの担体層が互いに平行に集められたサンドイッチ構造と
して理解されてもよい。上述の２つの担体層に対する電位は、測定装置の処理ユニットに
よって制御されてもよい。
【０１１８】
　当該分野における当業者であれば、改変された液晶表示ユニットに対する液晶偏光板の
関係であると認識するであろう。
【０１１９】
　測定装置の処理ユニットは、２つの偏光板に由来する測定された２つの蛍光強度から、
以下の数式
【０１２０】
【数１】

によって表される蛍光偏光を直ちに算出することができる。
【０１２１】
　当該数式から、偏光単位Ｐが微小であるので、使用する蛍光染料、光源の強度、および
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最も重要な、試料の性質による傾向強度の減弱から独立しているということが明らかであ
る。この検出原理は、以下に述べるような競合的な認識および非競合的な認識にとって、
等しく通用する。
【０１２２】
　競合的に検定は、分析物の量と蛍光偏光との間の反比例する性質を示すので、低濃度の
分析物によって強い蛍光偏光を示し、かつ高濃度の分析物によって最小限の蛍光偏光を示
す（図１２Ｂを参照のこと）。また、認識成分は、抗体のような活性な結合要素または宿
主分子としてみなされ、かつ分析物は、受動的な結合相手または外来分子（ｇｕｅｓｔ　
ｍｏｌｅｃｕｌｅ）としてみなされる。
【０１２３】
　逆に、非特異的な蛍光分子回転子を用いた上述の凝集手法を採用すると、蛍光分子回転
子が直接には関与しないが、認識反応による回転を抑制し、かつ妨げて、高濃度の分析物
は、蛍光の高い産生量を示す（図１２Ａを参照のこと）。
【０１２４】
　図１８は、分析物３１と認識成分と特異的なレポータ要素３７との間の反応過程を模式
的に示している。試料が導入（Ａ）され、認識調合物およびレポータ要素としての特異的
な蛍光染料を含む校正調合物が溶解（Ｂ）した後に、認識反応（Ｃ）が起こる。試料媒体
に含まれる分析物３１は、試料検出領域の第２の表面４ａ上に付与された有効な認識成分
に対して、特異的な蛍光染料３７の残基を競合する。当該認識成分は、すべての反応相手
との間に複雑な網目状構造を形成する。分析物分子の濃度が高いとき、備えられた認識成
分３２におけるほとんどすべての結合部位が塞がれて、低い蛍光偏光を有する抑制されて
いない蛍光染料３７の自由な回転が導かれる。逆に、試料媒体における分析物分子の濃度
が低いとき、認識成分３２の結合部位が蛍光染料３７の特異的な残基によってほとんど塞
がれないので、染料分子の抑制および高い蛍光偏光が導かれる。この競合的な検定におけ
る概念の通常の関係は、図１２Ｂに示されている。
【０１２５】
　しかし、当該分野における当業者であれば、分析物自身が活性な結合要素および受容分
子（ｈｏｓｔ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ）として振舞う、さらなる構成を考慮に入れる。これは
、所定の分析物が抗体である（例えば、患者がワクチンに対する応答について検査される
場合）であろう。この場合において、特異的な蛍光染料が、さらなる反応相手を関与せず
に、分析物と直接に反応するので、当該反応は非競合的であり、かつ蛍光偏光は当該反応
の動的な範囲を超えて分析物の濃度と比例する。この状況は、図１２Ａに示されている。
【０１２６】
　当該分析検査要素の基本的な構成は、初期の記載に従っている。この場合も同様に、分
析物検査要素は、定性的な結果または定量的な結果を示してもよい。定性的な結果は、分
析物の存在または非存在の情報、あるいは分析物検査要素動的な範囲を決める陽性対照お
よび陰性対照の測定とともに実現され得る、分析物が低濃度または高濃度を示しているか
否かという情報を提供する。従って、検出領域６’ａ２は、蛍光染料が親和性反応によっ
て抑制されていないときに、陰性対照として構成されているので、検出手段は、バックグ
ラウンド蛍光（競合的な手法の場合において、これは陽性対照である）を算出することが
できる。この状態は、検出領域６ａ２における非特異的な認識成分の利用によって達成さ
れてもよい。
【０１２７】
　検出領域６ａ３は、蛍光染料が十分に成長した凝集物ことによって十分に抑制されてい
るとき、または蛍光染料が認識成分によって完全に補足されているとき、陽性対照として
構成されるので、分析物検査システムは最大の蛍光（競合的な手法の場合において、これ
は陰性対照になる）を示すことができる。従って、校正調合物は、分析物または校正化合
物を含んで、十分に完全な親和性反応を開始する。
【０１２８】
　少なくとも２つの試料検出領域が、校正調合物内に含まれる、少なくとも２つの異なる
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濃度の校正化合物を用いて構成されていれば、定量的な結果は、分析物検査要素を用いて
得られる。異なる水準の２つの校正化合物の最小量によって、直線的な反応特性を有する
分析物を十分に評価される。上述の特性がさらに複雑な物であれば、試料検出領域および
異なる校正調合物の数を、より高次の多項式の方程式のような好適な校正の型を満たすよ
うに増やす必要がある。
【０１２９】
　競合的な直線的な型に対する要求を満たすために、分析物または分析物と等価な分子の
ような特異的な蛍光染料および校正化合物を含む校正調合物は、第１の層２の表面２ａに
おける検出領域６’ａ２および６’ａ３上を覆っている。試料検出領域６’ａ１上を覆っ
ている校正調合物は、レポータ要素として特異的な蛍光染料のみを含んでいるが、付加的
な校正化合物を含んでいない。第２の層４の表面４ａ上にある検出領域６ａ１～６ａ３は
、好適な濃度を有する認識成分を含む認識調合物を用いて覆われている。非競合的な手法
の場合には、特異的な蛍光染料が、認識成分になり、かつ校正化合物と反対側にある検出
領域上を覆っている。説明のために直線の競合的な分析物検査システムおよび直線の非競
合的な分析物検査システムにとっての構成が、表１に示されている。
【０１３０】
【表１】

【０１３１】
　レポータ要素としてのアポ酵素によって補助した認識検定（ＡＡＲＡ）
　アポ酵素によって補助した認識検定（ＡＡＲＡ）技術は、用途の広い検査系におけるこ
の構想の完成を妨げている、免疫検定法（例えば、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＺＡ
））の通常に生じる欠点である洗浄によって遊離種と結合種とを物理的に分離することな
く、液体媒体における分析物の存在を検出するために利用されてもよい。しかし、ＡＡＲ
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Ａは、ホルモン、ステロイド、ペプチド（例えば、Ｂタイプナトリウム利尿ペプチド（Ｂ
ＮＰ））、心臓マーカー類似のトロポニン　Ｉ（ＴｎＩ）、トロポニン　Ｔ（ＴｎＴ）お
よびトロポニン　Ｃ（ＴｎＣ）、ヘプタン、有機分子類似の殺虫剤、薬物（特に、アンフ
ェタミン、バルビツール酸塩、ベンゾジアゼピン、コカイン、塩酸メタンフェタミン、ア
ヘン剤、フェンサイクリジンおよびＴＨＣのような不正使用が適用される薬剤）または火
薬類のような小さな分析物に限定される。診断領域において知られており、かつ利用され
ている腫瘍マーカーのいくつか（例えば、約１８００００ダルトンの癌胎児抗原（ＣＥＡ
））は、この検定の構想にとっては大きすぎる。
【０１３２】
　図１９は、認識成分３２（例えば、抗原）および酵素的に活性なホロ酵素４１を形成す
る適切なアポ酵素４０と反応可能な、分析物によって標識した補酵素３９を有する、本発
明の分析物検査システムに採用されるＡＡＲＡの主な機序を示している。ＡＡＲＡによる
分析物の定量的な測定は、分析物３１の濃度がホロ酵素の再構成された濃度、ならびに分
析物によって標識した補酵素およびアポ酵素の再構成によって生じたホロ酵素の修飾され
た酵素活性のそれぞれに比例する、という事実を利用している。
【０１３３】
　特定の例として、補酵素は、所定の分析物（例えば、ＢＮＰ）の誘導体と連結されると
同時に、レポータ要素の一部としてグルコース酸化酵素のアポ酵素が用いられている、フ
ラビンアデニンジヌクレオチド（ＦＡＤ）であってもよい。遊離の分析物の非存在におい
て、標識された補酵素は認識成分（ここでは、ＢＮＰ特異抗体）と反応するので、補酵素
の再構成が抑制される。十分な分析物（例えば、ＢＮＰ）が液体試料媒体に含まれている
ほど、認識成分の比例率は、分析物に占められ、かつ比例する十分に標識された補酵素は
、ホロ酵素の再構成を有効にする。上述の機序にとって、標識された補酵素３９がアポ酵
素との再構成を妨げる認識成分３２によって立体的に遮断されることが重要である。当該
分野における当業者によって周知のように、活性化されたＧＯＤは、グルコースを酸化し
て、続いて起こる好適な色素生成反応に用いられ得るグルコノラクトンおよび過酸化水素
水にし始める。分析物検査要素は、少なくとも２つ、好ましくは３つの試料検出領域を用
いて構成されて、ＡＡＲＡを実施する。当該構成は、表面２ａおよび４ａ上にある試料分
配系６を用いて所定の距離だけ離れて互いに対向する基底層２および被覆層４を供給する
という上述の記載に従っている。ある重合体の薄膜を用いれば、親水性の被覆１７だけで
なく疎水性の誘導要素１６も有している試料分配系６を提供して試料の最適な分配を達成
するという利点がある。
【０１３４】
　上述の実施形態との構成上の主な差異は、第１および第２の表面上にある活性成分およ
びこれらの組み合わせの被覆である。ＡＡＲＡは、ホースラディッシュ　ペルオキシダー
ゼおよび酵素染色物の基質のような酵素を含む色素生成のレポータ要素を加えた、少なく
とも２つの、ここでは、４つの９活性成分を必要とする。ここで、検出領域の１つのおよ
び同じ表面上に成分の非活性な配合物のみを組み合わせることが重要である。これらの非
活性な配合物は、酵素の２つの基質のような互いに反応しない、２つ以上の化学物質の混
合物であるが、活性な結合が酵素と好適な酵素基質と、または認識成分（例えば、抗体）
と好適な分析物（例えば、抗原）とのような、２つの活性な化合物の混合を表す。調合物
またはインクの形態において１つの表面上に供給される、これらの非活性な配合物は、
液体の試媒体と接触すると溶解されて、化学的なまたは物理的な反応を始める混合の後に
、続いて反対側の表面の化合物と活性な結合を形成する。
【０１３５】
　この手法によれば、第１の表面の試料検出領域は、分析物または等価な分子、分析物に
よって標識された補酵素、ならびに色素原およびホロ酵素によって要求される酵素基質の
ような光度評価に必要な化合物を含む、校正調合物を用いて覆われている。校正の方法に
応じて、校正調合物における校正化合物の濃度は、ｎの試料検出領域のｎ－１またはｎ－
２に変化するので、少なくとも１つの試料検出領域は、校正化合物を持っていない。第２
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の表面上にある試料検出領域は、所定の分析物を認識する認識成分およびアポ酵素に加え
て、色素生成反応が必要であれば付加的な酵素を含む、認識調合物を用いて覆われている
。
【０１３６】
　ＡＡＲＡ用の基準付加法
　上述のように、分析物が液体媒体に存在するか否かを決定することの役割は、医師にと
って重要である。液体媒体における分析物の濃度の測定は、等しく重要である。本発明の
実施形態において、分析物検査要素は、直線的な標準付加法に基づいて所定の分析物の定
量的な測定用に構成されている。例えば、分析物の所望の監視範囲を超えて分析物の直線
的な関係が判断される。
【０１３７】
　上述のＡＡＲＡと同じように、分析物検査要素は、試料分配系を作るためにほぼ一致し
て配置されている第１の表面および第２の表面上にある４つの検出領域を備えている。３
つの試料検出領域（６’ａ１、６’ａ２および６’ａ３）は、校正調合物１８を用いて覆
われていると同時に、試料検出領域６’ａ２および６’ａ３上を覆っている校正調合物は
、２つの異なる所定および既知の濃度の校正化合物３３を含んでいる。逆に、試料検出領
域６’ａ１は、校正化合物または分析物を含んでいない校正調合物を用いて覆われている
。試料検出領域６’ｃは、校正化合物を用いて覆われておらず、試料のバックグラウンド
の評価に使用される。第２の表面４ａ上における試料検出領域（６’ａ１、６’ａ２およ
び６’ａ３）は、所定の濃度の認識成分３２、アポ酵素、および必要に応じてさらなる酵
素を備えている認識化合物１９を用いて覆われている。この場合もやはり、反対側の相手
６’ｃと似ている試料検出領域６ｃは、活性のない成分および認識成分を有する非認識化
合物または調合物を備えている。表２は、上述の構成の外洋を示している。
【０１３８】
【表２】

【０１３９】
　試料導入系に液体試料媒体を導入した後に、校正調合物および認識調合物の再可溶化お
よびこれにおいて続いて起こる反応を可能にし、測定器の光放射部２０および検出配列物
２３は、図１３Ａに示されているような校正化合物の第１の水準を有する試料検出領域６
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’ａ２に配置されている液体媒体における第１の吸光度２５ａを測定する。この検出領域
６ａ２の読み出しは、６ａ２における校正化合物の濃度と液体媒体における分析物の濃度
との組み合わせと比例するシグナルを示す。同時に、第２の吸光度２６ａは、６’ａ３に
おける校正化合物の第２の水準を用いた、検出領域６ａ３に配置された液体試料媒体の測
定結果であり、校正化合物の濃度と分析物の濃度との組み合わせと比例するシグナルを表
している。さらに、吸光度２７ａは、検出領域６’ａ１を覆う校正調合物における校正化
合物を含んでいない検出領域６ａ１の測定結果である。従って、液体試料媒体１５は、未
知の濃度の分析物３１のみを含んでいる。直線的な標準付加法の理論に従って、検査系の
処理手段は、測定された吸光度２５ａ、２６ａおよび２７ａならびに試料検出領域６’ａ

２および６’ａ３における校正化合物の既知の濃度から、分析物の未知の濃度、校正方程
式ｙ＝ｃ０＋ｃ１ｘの係数、相関係数、および直線的な回帰検定によって実施される解析
用の標準偏差を算出することができる。認識調合物に含まれる異なる構成要素および表２
に係る種々の校正調合物が有する特定の濃度は、分析物検査システムを用いた最適な実施
を実現するために、通常の検査室における実験によって最適化される必要がある。この場
合も同様に、吸光度と分析物の濃度との関係が、非直線的な性質を示すならば、標準付加
法は、図９に示されているようにより多くの試料検出領域を備えることによって、改変さ
れ、かつ上述の非直線的な挙動に適応されてもよい。
【０１４０】
　（分析物検査要素の作製方法）
　好ましくは帯状片という形状に形成されている、本発明の分析物検査要素は、印刷、打
ち抜きおよび積層という当該分野におけるこれらの通常の処理によって容易に作製されて
もよい。分析物検査要素の設計は、好ましくは必ずしも継続する性質を必要としない、簡
単かつ費用効率のよい生産過程を可能にする。
【０１４１】
　作製方法の第１の段階において、試料分配系の模様が基板の上に高い表面エネルギーお
よび低い表面エネルギーの領域を生じることによって形成される。第１の実施形態におい
て、第１および第２の表面上に試料の通路および検出領域を形成する高い表面エネルギー
の領域が、基板の疎水性表面の上に親水性調合物を塗布することによって形成される。上
述のように、疎水性表面の上に親水性の“案内要素”の模様を塗布することによって高い
表面エネルギーおよび低い表面エネルギーの領域が生じる。好ましい場合において、基板
は、市販の透明な重合体薄膜の中程度の疎水性を有している。ここで、試料分配系および
試料検出領域における高い表面エネルギーおよび低い表面エネルギーの領域は、底面に親
水性経路を印刷することによって生じている、または疎水性の案内要素が疎水性の模様に
よって囲まれている。基板は、ガラス、ポリビニルアセテート、ポリメチルメタクリレー
ト、ポリジメチルシロキサン、ポリエステルとフルオレン環を含むポリエステル樹脂、ポ
リスチレン、ポリカルボネートとポリカルボネート－ポリエステルのグラフト共重合体、
末端修飾されたカルボネート、ポリオレフィン、シクロオレフィンとシクロオレフィン共
重合体、および／またはオレフィン－マレイミド共重合体のような材料から形成されても
よい。疎水性基板上に対する親水性模様の適用および／または親水性基板上に対する疎水
性の“案内要素”の適用あるいはそのあらゆる組み合わせは、密着印刷および非密着印刷
、噴霧、浸漬あるいはプラズマ堆積によって達成されてもよく、特に有用な技術は、フレ
キソ印刷、リソグラフ、グラビア印刷、固形インクコーティング法（ｓｏｌｉｄ　ｉｎｋ
　ｃｏａｔｉｎｇ　ｍｅｔｈｏｄ）またはインクジェット印刷処理である。
【０１４２】
　しかし、好ましい製造方法は、輪転機上における高解像度の印刷を可能にし、かつ高速
の生産を支持する、フレキソ印刷である。それは、重合体基板上に印刷する確立された技
術であり、かつ包装産業において広く使用されている。図１０および１１に示されている
光学的な検出処理は、親水性の模様を形成するために低粘度を有する透明かつ澄んだイン
クを必要とする。低粘度のインクは、約２～４ミクロンの被覆の薄さを実現するために好
ましい。インクの光学窓は、化学反応の光学的な検出に好適な波長範囲にある必要がある
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。疎水性の性質を除いて、疎水性のインクには厳密な要求はなく、同様に所望の色を有す
る分析物検査要素を装飾するために使用されてもよいので、この段階にとっては不透明な
インクが好ましい。４色のフレキソ印刷機の動作が、実地に確立され、かつ動作の問題は
示されていない。同様にリソグラフィ装置も有効である。
【０１４３】
　分析物検査要素の作製に最も便利なのは、種々の製法から大きな多用さに適用可能な、
インクを基にした溶剤である。さらに、上述のインクのすべては、必要な要素を最適化す
るために付加的な添加剤および顔料を用いてわずかに変化されていてもよい。これらのイ
ンクの多くは、ニトロセルロースエタノールまたはポリビニルエタノール混合物に基づい
ており、例えば、有限会社サンケミカル（３５　ウォータービュー　ブールバード，パー
シッパニー,　ニュージャージー州，　ＵＳＡ）または有限会社フリントインク（アロー
ヘッド　ドライブ，　アナーバー，　ミシシッピー州，　ＵＳＡ）から得られる。
【０１４４】
　インクを基にした溶媒または紫外線硬化インクは、分析物検査要素の作製に適用可能で
あるが、電子ビーム（ＥＢ）硬化インクが、いくつかの好ましい性質を有している。これ
らのインクは、機械的および化学的要因に対する最も高い耐性を備え、かつ付加的に、揮
発性の有機溶媒および光開始剤ではない顔料を有する、検出器成分の安定性に影響するこ
とが分かっている、１００％の重合体を含んでいる。実施の性質におけるこれらの積極的
な利益は、電子の能力に由来して、架橋された重合体薄膜を形成し、かつ表面に浸透する
。
【０１４５】
　ＥＢ硬化に使用さるインクは、アクリルの単量体および低重合体の重合化能力を利用し
ている。アクリル成分は、今日のインクにおいて特別な重要さを有している（６　Ｊ．Ｔ
．　Ｋｕｎｊａｐｐｕ．　“インク成分におけるポリアクリレートの緊急性”Ｉｎｋ　Ｗ
ｏｒｌｄ，　Ｆｅｂｕｒａｒｙ，１９９９，　ｐ．４０）。最も単純なアクリルの成分で
あるアクリル酸の構造は、以下の化学式（Ｉ）
　ＣＨ２＝ＣＨ－ＣＯＯＨ（Ｉ）
に示されている。
【０１４６】
　アクリルの一部分における二重結合は、電子との相互作用の間において開き（開始）、
鎖を形成している他の単量体上に作用（伝播）して高分子量の重合体に導く遊離基を形成
する。上述のように、重合体化を誘導する放射は、外部の開始体を必要としないので、放
射自身が、被覆に開始種を残さないという結果とともに、遊離基を生成する。
【０１４７】
　種々のアクリルの単量体は、２－フェノキシエチルアクリレートおよびイソオクチルア
クリレートのような単純なアクリレートから、ビスフェノール　Ａ、エポキシアクリレー
トおよびポリエステル／ポリエーテルアクリレートのようなプレポリマーまでの範囲のＥ
Ｂ硬化に適用できる（Ｒ．　Ｇｏｌｄｅｎ．Ｊ．　Ｃｏａｔｉｎｇｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌ．
，　６９（１９９７），　Ｐ．８３）。この硬化技術は、所望の過程を複雑にする他のイ
ンクに要求される溶媒および硬化の成分を必要とすることなく、所望の化学的および物理
的性質を重視した“機能的なインク”の設計を可能にする。
【０１４８】
　通常、好適な疎水性のインクは、疎水性の作用を有する単量体、低重合体およびプレポ
リマー、充填剤あるいはこれらの組み合わせを含んでいてもよい。疎水性の作用を有する
単量体、低重合体およびプレポリマーとしては、イソオクチルアクリレート、ドデシルア
クリレート、スチレンまたはシリコンの誘導体、部分的にフッ化炭素鎖ならびにおよび付
加的な疎水性の添加物を有する系などが挙げられる。また、疎水性の作用を有する充填剤
としては、ＴＥＧＯフォーブシリーズ（Ｐｈｏｂｅ　Ｓｅｒｉｅｓ）（ＴＥＧＯケミカル
サービス、エッセン　ドイツ）に属する疎水性剤、銅フタロシアン、カーボン、またはグ
ラファイトのような疎水性顔料、あるいはヒュームドシリカ修飾したシリコン、またはＰ
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ＴＦＥ粉末とＰＴＦＥ粒子のような充填剤が挙げられる。添加物、顔料および充填剤の種
類が非常に多いので、上において示唆した化合物は、例示的な性質のみを有している。
【０１４９】
　疎水性作用を有するインクは、エタノールおよび水可溶性のポリマーならびにポリマー
の混合物の広い選択肢の中から実現されてもよい。有用なものとしては、以下の物質：ア
ルギナート、セルロースおよびセルロースエステル、ヒドロキシエチルセルロース、生ゴ
ム、アクリル酸、ポリビニルアルコール、ポリエチレングリコール、ポリエチレン酸化物
、ビニルピロリドン、ポリエチレンスルフォネート、ポリ（メチルビニルエーテル／マレ
イン酸）、ビニルピロリドン／トリメチルアンモニウム共重合体、ならびにアルキルホス
ホコリン誘導体を基にした、重合体および重合体の誘導体、共重合体ならびに化合物が挙
げられる。さらなる最適化が、有機修飾されたポリシロキサンおよびフッ素化された界面
活性剤の架橋された種である、有機修飾されたシリコンアクリレート誘導体によって達成
されてもよい。通常の好適な被覆は、水との接触角が通常３５°未満および通常５０ｍＮ
／ｍ以上の表面エネルギーを提供する。
【０１５０】
　作製工程の第２の段階は、認識成分ならびに試料検出領域内に均一な層を形成している
印刷可能なおよび／またはなくてもよいインクを生成するための他の試薬を含んでいる、
認識化合物を塗布することを包含する。
【０１５１】
　反対側の表面にある一致する試料検出領域のすべての上に、定量的または定性的な検出
方式に必要である適切な量の校正化合物を含む校正調合物が堆積される。検出の機序（例
えば、凝集、蛍光によって補助された凝集またはＡＡＲＡ）に応じて、付加的なレポータ
要素が認識調合物または校正調合物に加えられてもよい。この詳細は、上述の記載および
表１に示されている。
【０１５２】
　所定の試料検出領域６ａ１～６ａ３に塗布された認識成分の濃度水準および総量が、上
述した種々の分析物検査要素の感受性および動的な範囲を担っており、同様に塗布された
校正化合物の濃度水準および正確さが検査結果の正確さを担っているので、分析物検査要
素に上述の要素、化合物および成分の正確な量を供給することは、この塗布にとって最優
先の事項である。このような正確な量は、例えば、株式会社フェルムテクニーク（パルン
カーマー通り１８－２０、Ｄ－８３６２４　オッターフィンク、ドイツ）から購入可能な
微小分配システムを用いて実現されてもよい。また、当該システムは、ある凝集反応にと
って必要に応じた、ナノ粒子またはミクロ粒子の量を可能にする。被覆調合物は、試料液
体の後に速いかつ残りのない再構成を可能にするために、液体試料媒体によって十分に可
溶化するように調製されなければならない。次の段階は、試料分配系の第１および第２の
表面を与える基底層および被覆層が中央層の上に積層される、従って、基底層および被覆
層の第１の表面と第２の表面との間の距離を決めている積層手順を包含している。中央層
は、基底層および被覆層の第１および第２の表面上に試料分配系が形成される、領域にお
いて試料分配系に対して空洞を作り出す間隙を供給する。基底層および被覆層の第１よお
び第２の表面の上に形成された高い表面エネルギーおよび低い表面エネルギーの模様は、
第１の表面と第２の表面と間にある機能的な試料分配系の調合物を可能にするほとんど一
致して配置されなければならない。
【０１５３】
　この位置合わせが実現されなければ、試料分配系は適切に機能しない、および／または
特定の試料体積に関してより高い多様性を有するので、基底層および被覆層の正確なｘｙ
位置合わせは、要素の機能にとっての決定的な課題になる。位置合わせの寛容性は、良好
な機能を実現するために、疎水性経路の幅のプラスマイナス５％以内にあるべきである。
【０１５４】
　図２０は、分析物検査要素および位置合わせ精度の影響の上面図（左）および断面図（
右）を示している。２０ａの場合において、試料分配系は、第１の表面２ａおよび第２の
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表面４ａにおける疎水性経路の良好な構成とともに、適切に集合される。分析物検査要素
を不適切に配置された結果が、図２０ｂに示されている。基底層（２）と被覆層（４）と
の間の間隔が２０ａおよび２０ｂの場合に決定されるが、試料液体は、試料分配系の疎水
性の案内要素を部分的に覆っているので、試料の体積は、場合ｂにおいて不適当な広がっ
ている。この影響は、最も有利なエネルギー状態を得るために空気にさらされている表面
領域の最小化を求めて、疎水性領域の影響よりも優位にある、析検査要素内の試料液体に
よって生じる。
【０１５５】
　図２０ｃに示されているような別の実施形態において、被覆層４の試料分配系は、基底
層２の試料分配系よりも約１０％小さく設計されているので、分析物検出要素の試料体積
の総量が基底層の試料分配系における伸展によって決まり、必要な試料体積の正確さを損
なうことなく、製造工程の位置合わせ過程にとってのより高い寛容性を可能にする。当該
分野における当業者にとって、基底層および被覆層が本発明の原理に影響することなく上
述の実施形態に変更可能であることは、明らかであろう。好ましくは８０ミクロンの厚さ
を有する両面接着テープまたは変更可能に同様の厚さに堆積されたホットメルト接着剤で
あってもよい、中央層の塗布は、疎水性の経路の大きさと同等である材料における比較的
大きな間隙のために損害が少ない。位置合わせは、１分間に基板が数ｍ～１０ｍも進行す
る連続的な生産ラインにおいて、特に重要である。基板の拡大およびウェブ張力は、ウェ
ブ動作（ｗｅｂ　ｍｏｖｅｍｅｎｔ）に垂直なｙ方向における位置合わせよりもｘ方向（
ウェブ動作の方向）における位置合わせを困難にする。
【０１５６】
　第１および第２の表面における模様の正確な位置合わせを提供する柔軟性のある重合体
薄膜を作製する方法は、連続的なウェブ製造工程の一部を示している図２１に図示されて
いる。図２１ａに係る第１の製造段階において、基底層および被覆層における試料分配系
６の模様が、製造された試料分配要素の材料を与える１つのウェブ基板に印刷される。図
２１に図示されているように、試料分配系６の印刷された模様は、２つの試料分配系が鏡
線から左右に対して反対になるようにウェブ基板４９上に配置されている。また、試料分
配系は、試料導入領域を形成する領域とつながっていてもよい。従って、所定の検出領域
６ａおよび６’ａの位置は、互いに対して比較的に固定されており、かつ材料の伸展およ
びウェブ張力によって影響されない。破線５０は、分析物検査帯状片を分離する後の切断
線を示し、同時に破線５１は、帯状片作製の鏡線およびウェブ基板の折りたたみ線を示し
ている。
【０１５７】
　分析物検査要素における流体の経路を印刷した後に、試料分配系の検出領域６ａおよび
６’ａは、校正調合物および認識調合物を用いて覆われている。例えば、試料検査要素の
第１の表面にあたる、ウェブ基板４９における下の列の検出領域６’ａは、レポータ要素
および異なる水準の校正化合物を含む校正調合物を用いて覆われている。（例えば、６’
ａに位置付けられた）校正調合物の１つは、校正化合物を含んでおらず、液体試料媒体の
読み出しを与えない。一方、分析物検査要素の第２の表面にあたる、ウェブ基板４９にお
ける上の列の検出領域６ａは、認識化合物およびアポ酵素によって補助された認識検定と
いう特定の場合においてレポータ系の付加的な部分も同様に含む認識調合物を用いて覆わ
れている。
【０１５８】
　これらの後に、図２１ｂに示すような分析物検査要素の中央層５２にあたる付加的な層
が、表面の１つ（例えば、基底層２の表面２ａ）の上に積層される。中央層５２は、最後
の組み立て段階の後に分析物検査要素における試料分配系に穴を作り出す試料分配系６を
露出させる突破口５を備える、両面接着テープまたはホットメルト接着剤から形成されて
いてもよい。
【０１５９】
　それから、本発明の分析物検査要素は、例えば、折りたたみ用の鉄製品または他の好適
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な装置を用いて、図２１ｃに図示されているように、鏡線に沿って２つの端を折りたたむ
ことによって組み立てられて、図２１ｄに示されているような折りたたまれ、かつ積層さ
れたウェブ５３を作り出す。続いて、プレスローラは中央層と基底層と被覆層とを隙間な
く固定することができる。
【０１６０】
　最後に積層されたウェブ５３は、所望の製品の形状に切断または押出しされると同時に
、線５０は、分離過程の前に最終的な分析物検査帯状片の一例の形状を描出している。図
２１に図示されているような作製方法を用いれば、基板の上部は、ウェブのｘ方向におけ
る位置合わせを失敗する危険を冒すことなく、底部の部分上に折りたたまれてもよく、単
一のシート過程と比べて、試料分配系を形成する第１および第２の表面の正しい位置合わ
せを実現するより容易な方法を提供する。
【０１６１】
　本発明は、放射免疫検定、散乱免疫検定または前方流動免疫検定ならびに酵素結合免疫
吸着検定のような免疫学的なまたは同様の親和性分析法によって支持された検査室によっ
てのみ利用可能な、臨床的に適切なおよび生物学的な分析物の濃度を測定する系を提供す
る。通常、分析物は、血液、血清、血漿、唾液、尿、細胞間質液および／または細胞内液
のような液体試料媒体において検出される。分析物検査要素は、約０．５μＬの非常に小
さい試料の体積を用いた乾燥した試薬の検査帯状片にとって好適な、統合された算出系お
よび定性制御系を備えられている。本発明の分析物検査要素の製造は、当該要素の高価で
はない製造を可能にする、少ない数のまたは複雑ではない製造段階のみに関する。
【図面の簡単な説明】
【０１６２】
【図１】検査帯状片という形状を備える本発明の分析物検査要素の一実施形態を示す斜視
図である。
【図２】拡大した試料導入領域および試料導入系を示している、図１に係る実施形態の斜
視図である。
【図３】別々の構成を有する３つの層を示している、図１に係る要素の分解斜視図である
。
【図４】第１の層および第２の層とともに試料穴を形成する中央層の隔たりの異なる形態
を示している。
【図５】疎水性案内要素によって構成される試料分配系の検出領域を示す断面図である。
【図６】疎水性経路を用いた試料分配系における検出領域の他の実施形態を示す断面図で
ある。
【図７】凝集反応（（Ａ）液体試料媒体の導入、（Ｂ）認識調合物および校正調合物の溶
解、および（Ｃ）分析物と、認識成分と、校正化合物との間に最終的に形成される凝集物
）の模式的な原理を示している。
【図８】微小粒子の凝集（（Ａ）液体試料媒体の導入、（Ｂ）認識調合物および校正調合
物の溶解、および（Ｃ）分析物と、微小粒子上に不動化された認識成分と、校正化合物と
の間に最終的に形成される凝集物）の模式的な原理を示している。
【図９】異なる校正方法に適した、経路および検出領域の異なる形態を有する試料分配系
の異なる実施形態を示している。
【図１０】光放出手段および光検出手段を取り付けて、吸光度測定用として構成された図
６の試料分配系の試料検出領域を示している断面図である。
【図１１】光拡散または蛍光の評価用に構成された分析物検査要素にとっての検出器の配
置を示している。
【図１２】非競合的な検定（Ａ）および競合的な検定（Ｂ）の定性分析の結果および評価
を模式的に示している。
【図１３】直線的な標準付加法を用いた分析物濃度の測定を例示している。
【図１４】算出された結果および校正データの有効化法を示すグラフである。
【図１５】非特異的なタンパク質との親和性を有する蛍光色素の例を示している。
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【図１６】蛍光分子回転子によって増強された凝集反応（（Ａ）液体試料媒体の導入、（
Ｂ）認識調合物および校正調合物の溶解、および（Ｃ）分析物と、認識成分と、校正化合
物と、レポータ要素としての非特異的な蛍光分子回転子との間に最終的に形成される凝集
物）の模式的な原理を示している。
【図１７】非特異的な蛍光分子回転子の例を示している。
【図１８】レポータ要素としての特異的な蛍光染料を採用している親和性反応（（Ａ）液
体試料媒体の導入、（Ｂ）認識調合物および校正調合物の溶解、および（Ｃ）分析物と、
認識成分と、校正化合物と、特異的なレポータ要素との間に最終的に形成される親和性複
合体）の模式的な原理を示している。
【図１９】アポ酵素によって補助した認識検定（ＡＡＲＡ：ａｐｏ－ｅｎｚｙｍｅ　ａｓ
ｓｉｓｔｅｄ　ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ　ａｓｓａｙ）の反応原理を示している。
【図２０】分析物検査要素の試料体積に対する、積層形成過程における位置合わせ失敗の
影響だけでなく、（検査帯の性質を損なうことなく、基底層と被覆層との位置合わせに高
い許容度を許す）選択可能な実施形態（Ｃ）の平面図およびそれぞれの断面図を示してい
る。
【図２１ａ】親和性検定および免疫検定に有用な分析物検査要素の準備方法を示している
。
【図２１ｂ】親和性検定および免疫検定に有用な分析物検査要素の準備方法を示している
。
【図２１】親和性検定および免疫検定に有用な分析物検査要素の準備方法を示している。
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