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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料液の湿潤展開方向に沿って試薬区域と判定区域とが配置され、異なった可視標識を
それぞれ有する試薬Ａ及び試薬Ｂが前記試薬区域に分離状態で溶出流動可能に保持され、
試薬区域から判定区域への試料液の湿潤展開に伴う試薬Ａに対する試料液中の分析対象物
と試薬Ｂと間での競合反応により競合反応物が生成可能となっており、この競合反応物を
捕捉する試薬Ｃが前記判定区域に固定化されており、試薬Ｃに捕捉された競合反応物から
の可視的信号の重なり度合いに基づいて試料液中の分析対象物の濃度の検知が可能となっ
ていることを特徴とする分析装置。
　試薬Ａ；試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特異結合物質が可視標識ａによ
って標識された標識ａ化第１特異結合物質
　試薬Ｂ；第１特異結合物質に特異的に結合する分析対象物もしくはその変性体が可視標
識ａとは可視的信号が異なる可視標識ｂによって標識された標識ｂ化分析対象物もしくは
その変性体
　試薬Ｃ；標識ａ化第１特異結合物質の特異性を損なうことなく第１特異結合物質に特異
的に結合可能な第２特異結合物質
【請求項２】
　試料液の湿潤展開方向に沿って試薬区域と判定区域とが配置され、異なった可視標識を
それぞれ有する試薬Ｂ及び試薬Ｄが前記試薬区域に分離状態で溶出流動可能に保持され、
試薬区域から判定区域への試料液の湿潤展開に伴う試薬Ｄに対する試料液中の分析対象物
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と試薬Ｂと間での競合反応により競合反応物が生成可能となっており、この競合反応物を
捕捉する試薬Ｅが前記判定区域に固定化されており、試薬Ｅに捕捉された競合反応物から
の可視的信号の重なり度合いに基づいて試料液中の分析対象物の濃度の検知が可能となっ
ていることを特徴とする分析装置。
　試薬Ｂ；第１特異結合物質に特異的に結合する分析対象物もしくはその変性体が可視標
識ａとは可視的信号が異なる可視標識ｂによって標識された標識ｂ化分析対象物もしくは
その変性体
　試薬Ｄ；試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特異結合物質と、第１特異結合
物質及び分析対象物と結合しない第３特異結合物質とが標識ａによって標識された標識ａ
化第１特異結合物質／第３特異結合物質
　試薬Ｅ；試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特異結合物質の特異性を損なう
ことなく第３特異結合物質に特異的に結合可能な第４特異結合物質
【請求項３】
　試料液の湿潤展開方向に沿って試薬区域と判定区域とが配置され、可視標識を有する試
薬Ｂが前記試薬区域に溶出流動可能に保持され、試薬Ｂと異なった可視標識を有する試薬
Ａが前記判定区域に直接的または間接的に固定されており、試薬区域から判定区域への試
料液の湿潤展開に伴う試薬Ｂ及び試料液中の分析対象物の間での試薬Ａへの競合的捕捉に
よる可視的信号の重なり度合いに基づいて試料液中の分析対象物の濃度の検知が可能とな
っていることを特徴とする分析装置。
　試薬Ａ；試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特異結合物質が可視標識ａによ
って標識された標識ａ化第１特異結合物質
　試薬Ｂ；第１特異結合物質に特異的に結合する分析対象物もしくはその変性体が可視標
識ａとは可視的信号が異なる可視標識ｂによって標識された標識ｂ化分析対象物もしくは
その変性体
【請求項４】
　前記判定区域に試薬Ｃが固定されており、前記試薬Ａは試薬Ｃに結合されることにより
判定区域に固定化されていることを特徴とする請求項３記載の分析装置。
【請求項５】
　試料液の湿潤展開方向に沿って試薬区域と判定区域とが配置され、可視標識を有する試
薬Ｂが前記試薬区域に溶出流動可能に保持され、前記判定区域に試薬Ｅが固定化されると
共にこの試薬Ｅに試薬Ｄが固定化されており、試薬区域から判定区域への試料液の湿潤展
開に伴う試薬Ｂ及び試料液中の分析対象物の間での試薬Ｄへの競合的捕捉による可視的信
号の重なり度合いに基づいて試料液中の分析対象物の濃度の検知が可能となっていること
を特徴とする分析装置。
　試薬Ｂ；第１特異結合物質に特異的に結合する分析対象物もしくはその変性体が可視標
識ａとは可視的信号が異なる可視標識ｂによって標識された標識ｂ化分析対象物もしくは
その変性体
　試薬Ｄ；試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特異結合物質と、第１特異結合
物質及び分析対象物と結合しない第３特異結合物質とが標識ａによって標識された標識ａ
化第１特異結合物質／第３特異結合物質
　試薬Ｅ；試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特異結合物質の特異性を損なう
ことなく第３特異結合物質に特異的に結合可能な第４特異結合物質
【請求項６】
　試料液の湿潤展開方向に沿って試薬区域と判定区域とが配置され、試料液中の分析対象
物と特異的に結合し、かつ可視標識ａによって標識された標識ａ化第１特異結合物質が試
薬区域に溶出流動可能に保持され、この標識ａ化第１特異結合物質と特異的に結合可能な
分析対象物もしくはその変性体が判定区域に固定化されており、試薬区域から判定区域へ
の試料液の湿潤展開に伴って試料液中の分析対象物及び判定区域中の分析対象物もしくは
その変性体との間での前記標識ａ化第１特異結合物質に対する競合的捕捉と、この競合的
捕捉と独立した可視的信号とが同時に判定区域に生成され、この独立した可視的信号と前
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記可視標識ａとの重なり度合いに基づいて試料液中の分析対象物の濃度の検知が可能とな
っていることを特徴とする分析装置。
【請求項７】
　試料液の湿潤展開方向に沿って試薬区域と判定区域とが配置され、異なった可視標識を
それぞれ有する試薬Ａ及び試薬Ｆが前記試薬区域に溶出流動可能に保持され、前記判定区
域に分析対象物もしくはその変性体と、試薬Ｆと結合可能な試薬Ｇが固定化されており、
試薬区域から判定区域への試料液の湿潤展開に伴う試薬Ｆと試薬Ｇとの結合によって前記
独立した可視的信号が生成可能となっていることを特徴する請求項６記載の分析装置。
　試薬Ａ；試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特異結合物質が可視標識ａによ
って標識された標識ａ化第１特異結合物質
　試薬Ｆ；第５特異結合物質が可視標識ｃによって標識された標識ｃ化第５特異結合物質
　試薬Ｇ；第５結合物質と相互に結合可能な第６結合物質
【請求項８】
　前記独立した可視的信号が試料液の添加以前から判定区域に生じていることを特徴とす
る請求項６記載の分析装置。
【請求項９】
　前記独立した可視的信号が判定区域に固定化された試薬Ｇと試薬Ｇに結合した試薬Ｆと
によって生じていることを特徴とする請求項６または８記載の分析装置。
【請求項１０】
　前記独立した可視的信号が判定区域に固定化されたｐＨ指示薬、色素、着色粒子または
着色した小胞であることを特徴とする請求項６または８記載の分析装置。
【請求項１１】
　前記試料液が、尿、血液、溶血血液、血漿、血清、唾液、汗及び涙液等の体液、池、河
川及び工業用水等の水、その他食品、食物などからの分析対象物の抽出液であることを特
徴とする請求項１～１０のいずれか１項記載の分析装置。
【請求項１２】
　前記分析対象物が、ホルモン、生化学的メッセンジャー、ステロイド、薬物、薬物代謝
産物、ポリペプチド、蛋白質、ビタミン、アルカロイド、単糖、二糖または多糖、ハプテ
ンよりなる群から選択されるものであることを特徴とする請求項１～１０のいずれか１項
記載の分析装置。
【請求項１３】
　前記分析対象物が、甲状腺ホルモン、コルチゾール、エストロゲン、プロゲステロンま
たはテストステロンからなる群から選択されるものであることを特徴とする請求項１～１
０のいずれか１項記載の分析装置。
【請求項１４】
　前記可視標識が、粒状標識、色素標識、酵素標識からなる群から選択されるものである
ことを特徴とする請求項１～１０のいずれか１項記載の分析装置。
【請求項１５】
　前記粒状標識が、金コロイド、セレニウムコロイド等の金属コロイド、着色した脂質小
胞（リボソーム）や小胞、着色ラテックスなどからなる群から選択されるものであること
を特徴とする請求項１４記載の分析装置。
【請求項１６】
　前記第１特異結合物質及び第２特異結合物質が抗原、抗体、受容体のいずれかであるこ
とを特徴とする請求項１～５のいずれか１項記載の分析装置。
【請求項１７】
　相互に結合可能な第５特異結合物質及び第６特異結合物質が、抗原、抗体、もしくはそ
れらの結合物の組み合わせからなることを特徴とする請求項６，７のいずれか１項記載の
分析装置。
【請求項１８】
　前記第１特異結合物質がマウス由来抗体であって、相互に結合可能な第５特異結合物質
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及び第６特異結合物質がヤギ由来抗体及び抗ヤギウサギ由来抗体の組み合わせからなるこ
とを特徴とする請求項６，７のいずれか１項記載の分析装置。
【請求項１９】
　試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特異結合物質が可視標識ａによって標識
された標識ａ化第１特異結合物質からなる試薬Ａ、及び標識ａ化第１特異結合物質に特異
的に結合する分析対象物もしくはその変性体が前記可視標識ａとは可視的信号が異なる可
視標識ｂによって標識された標識ｂ化分析対象物もしくはその変性体からなる試薬Ｂを溶
出流動可能に分離状態で保持する試薬区域と、前記標識ａ化第１特異結合物質の特異性を
損なうことなく第１特異結合物質に特異的に結合可能な第２特異結合物質からなる試薬Ｃ
を固定化した判定区域とを試料液が湿潤展開可能なように配置し、試薬区域側より添加さ
れた試料液により試薬区域の標識ａ化第１特異結合物質と標識ｂ化分析対象物もしくはそ
の変性体が溶出されて判定区域へ浸潤展開し、その間に試料液中の分析対象物の存在によ
って標識ａ化第１特異結合物質に対し、分析対象物と標識ｂ化分析対象物もしくはその変
性体とが競合反応し、その競合反応物が判定区域の第２特異結合物質に捕捉され、捕捉さ
れた競合反応物中の可視標識ａ及び可視標識ｂの重なり度合いによって生ずる可視的信号
の変化によって試料液中の分析対象物の濃度を検知することを特徴とする分析方法。
【請求項２０】
　試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特異結合物質と、第１特異結合物質や分
析対象物と結合しない第３特異結合物質とが可視標識ａによって標識された標識ａ化第１
特異結合物質／第３特異結合物質からなる試薬Ｄ、及び第１特異結合物質に特異的に結合
する分析対象物もしくはその変性体が前記可視標識ａとは可視的信号が異なる可視標識ｂ
によって標識された可動性の標識ｂ化分析対象物もしくはその変性体からなる試薬Ｂを溶
出流動可能に分離状態で保持する試薬区域と、前記第１特異結合物質の特異性を損なうこ
となく前記第３特異結合物質に特異的に結合可能な第４特異結合物質からなる試薬Ｅを固
定化した判定区域とを試料液が湿潤展開可能なように配置し、試薬区域側より添加された
試料液により、試薬区域の標識ａ化第１特異結合物質／第３特異結合物質と標識ｂ化分析
対象物もしくはその変性体が溶出されて判定区域へ浸潤展開し、その間に試料液中の分析
対象物の存在によって標識ａ化第１特異結合物質／第３特異結合物質に対し、分析対象物
と、標識ｂ化分析対象物もしくはその変性体とが競合反応し、その競合反応物が第３特異
結合物質を介して判定区域の第４特異結合物質に捕捉され、捕捉された競合反応物中の可
視標識ａ及び可視標識ｂの重なり度合いによって生ずる可視的信号の変化によって試料液
中の分析対象物の濃度を検知することを特徴とする分析方法。
【請求項２１】
　試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特異結合物質が可視標識ａによって標識
された標識ａ化第１特異結合物質を溶出流動可能に保持する試薬区域と、前記標識ａ化第
１特異結合物質と特異的に結合しうる分析対象物もしくはその変性体を固定化した判定区
域とを試料液が浸潤展開可能なように配置し、試薬区域側より添加された試料液により試
薬区域の標識ａ化第１特異結合物質が溶出されて判定区域へ浸潤展開し、試料液中の分析
対象物の存在によってその分析対象物と判定区域に固定化された前記分析対象物もしくは
その変性体とが標識ａ化第１特異結合物質に対し競合捕捉される際に、競合捕捉とは独立
した可視的信号が同時に判定区域に生じ、その区域での可視標識ａと前記独立した可視的
信号の重なり度合いによって生ずる可視的信号の変化によって分析対象物の濃度を検知す
ることを特徴とする分析方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、イムノクロマト法を用いるための分析装置及び分析方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　血液、尿等の生体試料中に含まれる微量物質の定性または定量（半定量）方法として、
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その感度の高さから免疫学的測定方法が汎用されている。その手法のうち、クロマトグラ
フィーを用いたいわゆるイムノクロマト法は、操作が簡単であり、検査に要する時間も短
いため、現在多くの場合、例えば病院における臨床検査及び研究室における検定試験等に
広く使われている。
【０００３】
　このイムノクロマト法を用いた装置としては、メンブラン等の多孔質膜を利用し、試料
や試薬をその膜の面に対して垂直に濾過形式で流動させるフロースルー方式や、膜の面に
沿って一端から他端へ流動させるラテラルフロー方式がある。これらは操作が簡便であり
、分析に要する時間も短いことから一般的な検査として普及している。
【０００４】
　最も一般的なイムノクロマト法における分析対象物（例えば抗原など）の検出法として
は、分析対象物に対し種々の標識を付した特異結合物質（例えば抗体など）をクロマト材
上で反応させて分析対象物と標識化特異結合物質との複合体（例えば、抗体－抗原複合体
）を形成させ、これを種々の手段により確認（検出）することが行われる。この場合、用
いられる標識物質としては、放射性同位体元素、酵素、金属ゾル、非金属ゾル、着色ラテ
ックス、染料、顔料、化学発光物質、蛍光物質等がある。
【０００５】
　現在、イムノクロマト法において主に普及している検出原理は、サンドイッチ法である
。このサンドイッチ法は、分析対象物に対する特異結合物質をクロマト材上に固定化し、
試料液中の分析対象物と標識化特異結合物質を接触させる方法である。その際、固定化特
異結合物質とそれに結合した分析対象物を挟んで標識化結合物質が結合するため、試料液
中の分析対象物の量が多ければ多いほど標識化特異結合物質が多く結合する。従って、標
識化特異結合物質の結合量が分析対象物量の直接的な尺度となっている。例えば、着色標
識物質を用いた場合においては、分析対象物の量が多ければ多いほど着色が濃くなるもの
である。
【０００６】
　しかしながら、分析対象物成分のうち、炎症マーカーであるＣ反応性蛋白質（ＣＲＰ）
、血清アミロイドＡ、アレルギー症状の指標となるＩｇＥ、腎障害の指標となる尿中のア
ルブミン等の通常低濃度であるが異常時には非常に高濃度まで広く濃度範囲が変動するダ
イナミックレンジの広い成分の測定においては、試料液中の分析対象物の濃度が試薬の測
定濃度範囲を大きく上回っている場合、分析対象物過剰により前記サンドイッチ複合体形
成が抑制されるため、見かけ上の測定値が低くなり、その濃度が正常値の範囲内であるよ
うな誤った測定値を示唆することがある。この現象はフック現象又はプロゾーン現象と称
されるものであり、サンドイッチ法の原理を用いた測定系においては大きな問題となって
いる。
【０００７】
　特開昭５９－２３２５１号公報には、液層中に存在する抗原と結合性のある第１結合物
質、標識された第３結合物質及び第１結合物質と結合性のある第２結合物質を固相化抗体
として用いた測定試薬キットが記載されている。これにより、あらゆる測定項目に対応し
た固相化抗体とするものである。
【０００８】
　しかしながら、上記特開昭５９－２３２５１号公報は、サンドイッチ法に限定された方
法であり、検査室において免疫化学的に測定される全ての項目に適用することはできない
ものであり、例えばＴ３、Ｔ４等の甲状腺ホルモン、コルチゾール、エストラジオール、
ジギトキシンなどのハプテンの測定には適していない。
【０００９】
　このようにサンドイッチ法は、２つの異なる抗体などの特異結合物質に対する２つの異
なる結合部位を有している分析対象物の測定に適している。しかしながら、反面、その２
種の抗体の準備及び作製等において多大な労力を要するという欠点を持ち合わせるもので
ある。



(6) JP 4109245 B2 2008.7.2

10

20

30

40

50

【００１０】
　一方、検出原理のうち競合法として知られる測定方法は、分析対象物に対する特異結合
物質をクロマト材上に固定化し、試料液中の分析対象物と標識化した分析対象物もしくは
その変性体を接触させるものである。その結果、試料液中に存在する遊離状態の分析対象
物と標識化分析対象物もしくはその変性体が競合し、標識化分析対象物もしくはその変性
体と固定化特異結合物質との複合体形成反応（例えば抗原－抗体反応など）を阻害するこ
とにより試料液中の分析対象物を測定するようになっている。このことから、競合法では
、固定化物質に対する標識物質の結合量が測定物質量の間接的な尺度となる。競合法はそ
の測定原理から、仮に試料液中に含まれる測定対象抗原の濃度が測定の上限濃度を大きく
超過した場合でも複合体形成阻害が減弱されないため、高い抗原濃度が低値であるかのよ
うな誤った測定値を与えることがないという特徴を有している。
【００１１】
　競合法を用いたイムノアッセイ法では、分析対象物の定性もしくは定量（半定量）を着
色標識による着色の有無により判定を行っている点はサンドイッチ法と同様である。しか
し、結果として着色した場合は分析対象物が検出感度以下であり、着色しない場合は検出
感度以上の濃度を有しているという判定を行う点でサンドイッチ法とは異なっている。つ
まり、競合法においては、着色標識化物質を用いた場合、分析対象物の量が多ければ多い
ほど着色は薄くなるものである。そのため、医療、特に臨床検査等の現場においてサンド
イッチ法が主である現在において、競合法を用いたイムノアッセイ法での判定を採用する
ことは混乱を招くおそれがある。
【００１２】
　競合法を用いたイムノアッセイ法としては、特開２００１－２８１２５０号公報及び特
開平７－３２５０８５号公報におけるフロースルータイプ及びストリップタイプ（ラテラ
ルフロータイプ）が開示されている。
【００１３】
　特開２００２－１８９０２７号公報には、複数の異なる結合親和性を有する標識抗体の
組み合わせを用いた競合法による抗原検出法が開示されている。この方法は、試料中に存
在する抗原の濃度が低い場合においては、親和性の高い抗体のみが抗原に結合し、抗原濃
度が高くなるにつれて親和性が低い抗体の結合にも抗原が結合するというものであり、こ
れによって従来の競合法に比べ、検出可能な抗原濃度範囲（測定範囲）が広がるとしてい
る。
【００１４】
　特許第３４２４８３１号公報には、従来技術の競合的または非競合的な方法を兼ね備え
た分析対象物の濃度を測定する方法が開示されている。この方法は、低濃度の試料を検出
する際に最高の感度が達成される競合法と高濃度のものを検出する際に感度が適している
サンドイッチ法を組み合わせるものであり、これにより分析対象物を広範囲の濃度で測定
できるものとしている。
【００１５】
　特開平８－５４３９３号公報には、標識酵素の活性由来の信号による測定結果が分析対
象物の量に正比例する競合法が記載されている。従来の競合法は標識化分析対象物の量が
分析対象物の量に反比例するのに対し、この方法は競合反応において未反応であった標識
化分析対象物の量を測定することにより、競合法でありながら標識物質の量が測定物質量
の尺度として結果が得られる間接的方法となっている。しかしながら、反応し得なかった
標識化分析対象物の量を測定した結果は、分析対象物の量を測定することを目的とした場
合、直接的ではない。また、測定を行う上で、装置を複数使用する必要があり、簡便さに
欠けるものとなっている。
【特許文献１】特開２００２－１８９０８５号公報
【特許文献２】特許第３４２４８３１号公報
【特許文献３】特開平８－５４３９３号公報
【発明の開示】
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【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　以上のように、プロゾーン現象が問題となっているにも拘わらず、サンドイッチ法がイ
ムノアッセイ法として依然主流であるのは、分析対象物の量が判定時に着色の強さと比例
するためである。そこで、本発明の課題は、試料溶液の希釈が不要であり、かつプロゾー
ン現象の問題が生じないという競合法の特徴を生かしながら、サンドイッチ法と同等の判
定を実施することが可能な分析装置及び分析方法を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　請求項１記載の発明の分析装置は、試料液の湿潤展開方向に沿って試薬区域と判定区域
とが配置され、異なった可視標識をそれぞれ有する試薬Ａ及び試薬Ｂが前記試薬区域に分
離状態で溶出流動可能に保持され、試薬区域から判定区域への試料液の湿潤展開に伴う試
薬Ａに対する試料液中の分析対象物と試薬Ｂと間での競合反応により競合反応物が生成可
能となっており、この競合反応物を捕捉する試薬Ｃが前記判定区域に固定化されており、
試薬Ｃに捕捉された競合反応物からの可視的信号の重なり度合いに基づいて試料液中の分
析対象物の濃度の検知が可能となっていることを特徴とする。
　試薬Ａ；試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特異結合物質が可視標識ａによ
って標識された標識ａ化第１特異結合物質
　試薬Ｂ；第１特異結合物質に特異的に結合する分析対象物もしくはその変性体が可視標
識ａとは可視的信号が異なる可視標識ｂによって標識された標識ｂ化分析対象物もしくは
その変性体
　試薬Ｃ；標識ａ化第１特異結合物質の特異性を損なうことなく第１特異結合物質に特異
的に結合可能な第２特異結合物質
【００１８】
　請求項２記載の発明の分析装置は、試料液の湿潤展開方向に沿って試薬区域と判定区域
とが配置され、異なった可視標識をそれぞれ有する試薬Ｂ及び試薬Ｄが前記試薬区域に分
離状態で溶出流動可能に保持され、試薬区域から判定区域への試料液の湿潤展開に伴う試
薬Ｄに対する試料液中の分析対象物と試薬Ｂと間での競合反応により競合反応物が生成可
能となっており、この競合反応物を捕捉する試薬Ｅが前記判定区域に固定化されており、
試薬Ｅに捕捉された競合反応物からの可視的信号の重なり度合いに基づいて試料液中の分
析対象物の濃度の検知が可能となっていることを特徴とする。
　試薬Ｂ；第１特異結合物質に特異的に結合する分析対象物もしくはその変性体が可視標
識ａとは可視的信号が異なる可視標識ｂによって標識された標識ｂ化分析対象物もしくは
その変性体
　試薬Ｄ；試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特異結合物質と、第１特異結合
物質及び分析対象物と結合しない第３特異結合物質とが標識ａによって標識された標識ａ
化第１特異結合物質／第３特異結合物質
　試薬Ｅ；試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特異結合物質の特異性を損なう
ことなく第３特異結合物質に特異的に結合可能な第４特異結合物質
【００１９】
　請求項３記載の発明の分析装置は、試料液の湿潤展開方向に沿って試薬区域と判定区域
とが配置され、可視標識を有する試薬Ｂが前記試薬区域に溶出流動可能に保持され、試薬
Ｂと異なった可視標識を有する試薬Ａが前記判定区域に直接的または間接的に固定されて
おり、試薬区域から判定区域への試料液の湿潤展開に伴う試薬Ｂ及び試料液中の分析対象
物の間での試薬Ａへの競合的捕捉による可視的信号の重なり度合いに基づいて試料液中の
分析対象物の濃度の検知が可能となっていることを特徴とする。
　試薬Ａ；試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特異結合物質が可視標識ａによ
って標識された標識ａ化第１特異結合物質
　試薬Ｂ；第１特異結合物質に特異的に結合する分析対象物もしくはその変性体が可視標
識ａとは可視的信号が異なる可視標識ｂによって標識された標識ｂ化分析対象物もしくは
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その変性体
【００２０】
　請求項４記載の発明は、請求項３記載の分析装置であって、前記判定区域に試薬Ｃが固
定されており、前記試薬Ａは試薬Ｃに結合されることにより判定区域に固定化されている
ことを特徴とする。
【００２１】
　請求項５記載の発明の分析装置は、試料液の湿潤展開方向に沿って試薬区域と判定区域
とが配置され、可視標識を有する試薬Ｂが前記試薬区域に溶出流動可能に保持され、前記
判定区域に試薬Ｅが固定化されると共にこの試薬Ｅに試薬Ｄが固定化されており、試薬区
域から判定区域への試料液の湿潤展開に伴う試薬Ｂ及び試料液中の分析対象物の間での試
薬Ｄへの競合的捕捉による可視的信号の重なり度合いに基づいて試料液中の分析対象物の
濃度の検知が可能となっていることを特徴とする。
　試薬Ｂ；第１特異結合物質に特異的に結合する分析対象物もしくはその変性体が可視標
識ａとは可視的信号が異なる可視標識ｂによって標識された標識ｂ化分析対象物もしくは
その変性体
　試薬Ｄ；試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特異結合物質と、第１特異結合
物質及び分析対象物と結合しない第３特異結合物質とが標識ａによって標識された標識ａ
化第１特異結合物質／第３特異結合物質
　試薬Ｅ；試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特異結合物質の特異性を損なう
ことなく第３特異結合物質に特異的に結合可能な第４特異結合物質
【００２２】
　請求項６記載の発明の分析装置は、試料液の湿潤展開方向に沿って試薬区域と判定区域
とが配置され、試料液中の分析対象物と特異的に結合し、かつ可視標識ａによって標識さ
れた標識ａ化第１特異結合物質が試薬区域に溶出流動可能に保持され、この標識ａ化第１
特異結合物質と特異的に結合可能な分析対象物もしくはその変性体が判定区域に固定化さ
れており、試薬区域から判定区域への試料液の湿潤展開に伴って試料液中の分析対象物及
び判定区域中の分析対象物もしくはその変性体との間での前記標識ａ化第１特異結合物質
に対する競合的捕捉と、この競合的捕捉と独立した可視的信号とが同時に判定区域に生成
され、この独立した可視的信号と前記可視標識ａとの重なり度合いに基づいて試料液中の
分析対象物の濃度の検知が可能となっていることを特徴とする。
【００２３】
　請求項７記載の発明は、請求項６記載の分析装置であって、試料液の湿潤展開方向に沿
って試薬区域と判定区域とが配置され、異なった可視標識をそれぞれ有する試薬Ａ及び試
薬Ｆが前記試薬区域に溶出流動可能に保持され、前記判定区域に分析対象物もしくはその
変性体と、試薬Ｆと結合可能な試薬Ｇが固定化されており、試薬区域から判定区域への試
料液の湿潤展開に伴う試薬Ｆと試薬Ｇとの結合によって前記独立した可視的信号が生成可
能となっていることを特徴する。
　試薬Ａ；試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特異結合物質が可視標識ａによ
って標識された標識ａ化第１特異結合物質
　試薬Ｆ；第５特異結合物質が可視標識ｃによって標識された標識ｃ化第５特異結合物質
　試薬Ｇ；第５結合物質と相互に結合可能な第６結合物質
【００２４】
　請求項８記載の発明は、請求項６記載の分析装置であって、前記独立した可視的信号が
試料液の添加以前から判定区域に生じていることを特徴とする。
【００２５】
　請求項９記載の発明は、請求項６または８記載の分析装置であって、前記独立した可視
的信号が判定区域に固定化された試薬Ｇと試薬Ｇに結合した試薬Ｆとによって生じている
ことを特徴とする。
【００２６】
　請求項１０記載の発明は、請求項６または８記載の分析装置であって、前記独立した可
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視的信号が判定区域に固定化されたｐＨ指示薬、色素、着色粒子または着色した小胞であ
ることを特徴とする。
【００２７】
　請求項１１記載の発明は、請求項１～１０のいずれか１項記載の分析装置であって、前
記試料液が、尿、血液、溶血血液、血漿、血清、唾液、汗及び涙液等の体液、池、河川及
び工業用水等の水、その他食品、食物などからの分析対象物の抽出液であることを特徴と
する。
【００２８】
　請求項１２記載の発明は、請求項１～１０のいずれか１項記載の分析装置であって、前
記分析対象物が、ホルモン、生化学的メッセンジャー、ステロイド、薬物、薬物代謝産物
、ポリペプチド、蛋白質、ビタミン、アルカロイド、単糖、二糖または多糖、ハプテンよ
りなる群から選択されるものであることを特徴とする。
【００２９】
　請求項１３記載の発明は、請求項１～１０のいずれか１項記載の分析装置であって、前
記分析対象物が、甲状腺ホルモン、コルチゾール、エストロゲン、プロゲステロンまたは
テストステロンからなる群から選択されるものであることを特徴とする。
【００３０】
　請求項１４記載の発明は、請求項１～１０のいずれか１項記載の分析装置であって、前
記可視標識が、粒状標識、色素標識、酵素標識からなる群から選択されるものであること
を特徴とする。
【００３１】
　請求項１５記載の発明は、請求項１４記載の分析装置であって、前記粒状標識が、金コ
ロイド、セレニウムコロイド等の金属コロイド、着色した脂質小胞（リボソーム）や小胞
、着色ラテックスなどからなる群から選択されるものであることを特徴とする。
【００３２】
　請求項１６記載の発明は、請求項１～５のいずれか１項記載の分析装置であって、前記
第１特異結合物質及び第２特異結合物質が抗原、抗体、受容体のいずれかであることを特
徴とする。
【００３３】
　請求項１７記載の発明は、請求項６，７のいずれか１項記載の分析装置であって、相互
に結合可能な第５特異結合物質及び第６特異結合物質が、抗原、抗体、もしくはそれらの
結合物の組み合わせからなることを特徴とする。
【００３４】
　請求項１８記載の発明は、請求項６，７のいずれか１項記載の分析装置であって、前記
第１特異結合物質がマウス由来抗体であって、相互に結合可能な第５特異結合物質及び第
６特異結合物質がヤギ由来抗体及び抗ヤギウサギ由来抗体の組み合わせからなることを特
徴とする。
【００３５】
　請求項１９記載の発明の分析方法は、試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特
異結合物質が可視標識ａによって標識された標識ａ化第１特異結合物質からなる試薬Ａ、
及び標識ａ化第１特異結合物質に特異的に結合する分析対象物もしくはその変性体が前記
可視標識ａとは可視的信号が異なる可視標識ｂによって標識された標識ｂ化分析対象物も
しくはその変性体からなる試薬Ｂを溶出流動可能に分離状態で保持する試薬区域と、前記
標識ａ化第１特異結合物質の特異性を損なうことなく第１特異結合物質に特異的に結合可
能な第２特異結合物質からなる試薬Ｃを固定化した判定区域とを試料液が湿潤展開可能な
ように配置し、試薬区域側より添加された試料液により試薬区域の標識ａ化第１特異結合
物質と標識ｂ化分析対象物もしくはその変性体が溶出されて判定区域へ浸潤展開し、その
間に試料液中の分析対象物の存在によって標識ａ化第１特異結合物質に対し、分析対象物
と標識ｂ化分析対象物もしくはその変性体とが競合反応し、その競合反応物が判定区域の
第２特異結合物質に捕捉され、捕捉された競合反応物中の可視標識ａ及び可視標識ｂの重
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なり度合いによって生ずる可視的信号の変化によって試料液中の分析対象物の濃度を検知
することを特徴とする。
【００３６】
　請求項２０記載の発明の分析方法は、試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特
異結合物質と、第１特異結合物質や分析対象物と結合しない第３特異結合物質とが可視標
識ａによって標識された標識ａ化第１特異結合物質／第３特異結合物質からなる試薬Ｄ、
及び第１特異結合物質に特異的に結合する分析対象物もしくはその変性体が前記可視標識
ａとは可視的信号が異なる可視標識ｂによって標識された可動性の標識ｂ化分析対象物も
しくはその変性体からなる試薬Ｂを溶出流動可能に分離状態で保持する試薬区域と、前記
第１特異結合物質の特異性を損なうことなく前記第３特異結合物質に特異的に結合可能な
第４特異結合物質からなる試薬Ｅを固定化した判定区域とを試料液が湿潤展開可能なよう
に配置し、試薬区域側より添加された試料液により、試薬区域の標識ａ化第１特異結合物
質／第３特異結合物質と標識ｂ化分析対象物もしくはその変性体が溶出されて判定区域へ
浸潤展開し、その間に試料液中の分析対象物の存在によって標識ａ化第１特異結合物質／
第３特異結合物質に対し、分析対象物と、標識ｂ化分析対象物もしくはその変性体とが競
合反応し、その競合反応物が第３特異結合物質を介して判定区域の第４特異結合物質に捕
捉され、捕捉された競合反応物中の可視標識ａ及び可視標識ｂの重なり度合いによって生
ずる可視的信号の変化によって試料液中の分析対象物の濃度を検知することを特徴とする
。
【００３７】
　請求項２１記載の発明の分析方法は、試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特
異結合物質が可視標識ａによって標識された標識ａ化第１特異結合物質を溶出流動可能に
保持する試薬区域と、前記標識ａ化第１特異結合物質と特異的に結合しうる分析対象物も
しくはその変性体を固定化した判定区域とを試料液が浸潤展開可能なように配置し、試薬
区域側より添加された試料液により試薬区域の標識ａ化第１特異結合物質が溶出されて判
定区域へ浸潤展開し、試料液中の分析対象物の存在によってその分析対象物と判定区域に
固定化された前記分析対象物もしくはその変性体とが標識ａ化第１特異結合物質に対し競
合捕捉される際に、競合捕捉とは独立した可視的信号が同時に判定区域に生じ、その区域
での可視標識ａと前記独立した可視的信号の重なり度合いによって生ずる可視的信号の変
化によって分析対象物の濃度を検知することを特徴とする。
【発明の効果】
【００３８】
　本発明によれば、試料液の添加に伴って溶出して判定区域に流動した試薬の可視標識の
重なり度合いあるいは可視標識とは独立した可視的信号の重なり度合いによって分析対象
物の濃度を検知するため、プロゾーン現象の問題が生じないという競合法の特徴を生かし
、かつサンドイッチ法と同等の判定を行うことができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３９】
　本発明は特異結合アッセイにおいて、互いに異なる可視的信号を発する標識を用意し、
一方を分析対象物もしくはその変性体と特異的に結合する第１特異結合物質に標識した標
識ａ化第１特異結合物質と、他方の可視標識を前記分析対象物もしくはその変性物に標識
した標識ｂ化分析対象物もしくはその変性体を用い、何れの標識化物も試薬区域に分離し
て配置され、試料液による湿潤状態の際には可動性となるものであって、前記標識ｂ化分
析対象物もしくはその変性体（以下、標識ｂ化分析対象物と称する）と試料液中の分析対
象物とが競合して標識ａ化第１特異結合物質に反応し、その結果生じた競合反応物を判定
区域で捕捉することを１つの特徴とする。更に前記判定区域に捕捉された競合反応物中の
可視標識ａ及び可視標識ｂの存在度合いによって、試料液中の分析対象物がいかなる濃度
範囲にあっても、判定区域に可視的信号が得られ、それが分析対象物の濃度に依存するこ
とも本発明の１つの特徴である。
【００４０】
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　本発明をイムノアッセイを例に具体的に説明する。イムノアッセイにおいて互いに異な
る可視的信号を有する標識によってそれぞれ標識化された標識ａ化第１抗体及び標識ｂ化
抗原がそれぞれ混合することなく分離して試薬区域に配置されている。この試薬区域へ試
料液を添加すると、標識ａ化第１抗体及び標識ｂ化抗原が可動性となり、試料液中の抗原
の存在によって競合的に抗原抗体反応が起こり、２つの複合体（標識ａ化第１抗体－抗原
、あるいは標識ａ化第１抗体－標識ｂ化抗原）が形成される。
【００４１】
　そしてラテラルフロー方式の場合にあっては、これら複合体が展開下流の判定区域に固
定化された前記第１抗体に特異的に結合する捕捉抗体により捕捉される。ここで捕捉抗体
は上記の競合反応を妨害しない特異性を有するものである。その際、試料液中の抗原濃度
が低い場合には、標識ａ化第１抗体－標識ｂ化抗原複合体が優位に形成され、これが捕捉
抗体に捕捉される。一方、試料液中の抗原濃度が高い場合には、標識ａ化第１抗体－抗原
複合体が優位に形成され、これが捕捉抗体に捕捉される。
【００４２】
　ここで各々の標識ａ及び標識ｂが互いに異なる可視的信号を有するので、その結果、試
料液中の抗原濃度が低い場合には判定区域の可視的信号が標識ａと標識ｂの重なった可視
的信号となり、抗原濃度が高い場合には判定区域の可視的信号が標識ａの可視的信号とな
って現れる。
【００４３】
　具体的には例えば前記標識ａが青色の可視的信号を有し、前記標識ｂが黄色の可視的信
号を有する場合、試料液中の抗原濃度が低い場合には判定区域の可視的信号が標識ａの青
色と標識ｂの黄色の重なった可視的信号となり、緑色の可視的信号となって判定区域に現
れる。逆に、抗原濃度が高い場合には判定区域の可視的信号が標識ａの青色だけの可視的
信号となって判定区域に現れる。その結果、試料液中の抗原濃度が低い側から高い側に相
関して、判定区域が緑色から青色へと色調が変化する。このようにして試料液中の分析対
象物の濃度を前記色調の変化で容易に半定量あるいは定量することが可能となる。
【００４４】
　このように本発明は、抗原濃度が高くなるにつれて信号そのものが小さくなり、色で言
えば減色する負の相関（色が薄ければ抗原濃度が高い）という従来の競合法の問題を２種
の信号の混合度合い（２色の混合度合い）によって、簡便で、容易に判別できることを１
つの特徴としている。
【００４５】
　本発明にはいくつかの改変が可能である。以下に、前述のイムノアッセイの例に基づい
て説明する。
【００４６】
　上記の例は、判定区域に固定化された捕捉抗体が第１抗体に特異的に結合するものであ
るが、１つの改変例は、第１抗体には結合しないでかつ相互に特異的に結合する二つの特
異結合物質を用いることである。即ち、これら二つの特異結合物質の一方を判定区域に固
定化し、他方を第１抗体とともに標識ａに結合させて標識ａ化第１抗体・特異結合物質と
する方法である。これによって反応の本質的部分である第１抗体と試料液中の抗原、及び
標識ｂ化抗原の三者の競合反応に関わらないようにしたものであり、判定区域に対しては
、競合反応で形成された前記複合体を捕捉するための専用の捕捉手段を設けている。その
結果、上記発明と同様の結果が得られる。　
【００４７】
　また以上の方法は何れも試験者が試料液を試薬区域側から添加することによって、判定
区域までの間で競合反応及び前記複合体の捕捉反応が起こり、可視的信号のない判定区域
に可視的信号が現れるものであるが、前記二つの相異なる可視的信号のうちの一方の可視
的信号を試験者が試料液を添加する前から、即ち未使用状態で判定区域に存在させておき
、試験を実施することによって反応を開始し、他方の可視的信号がすでに存在させてある
可視的信号に重なるという方法もある。
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【００４８】
　例えばその１つは、標識ａ化第１抗体と標識ｂ化抗原、そして判定区域に捕捉抗体を用
いる例では、標識ａ化第１抗体とその捕捉抗体をすでに結合させたものを判定区域に固定
化し、同区域に可視標識ａを存在させる方法である。これはまた前記捕捉抗体を用いず直
接標識ａ化第１抗体を判定区域に固定化することによっても更に単純化することができる
。
【００４９】
　またさらには、前記第１抗体には結合しないでかつ相互に特異的に結合する二つの特異
結合物質を用いる例においては、標識ａ化第１抗体・特異結合物質と判定区域の特異結合
物質をあらかじめ結合させたものを判定区域に固定化し、同区域に可視標識ａを存在させ
る方法がある。
【００５０】
　以上、当初から可視標識ａを存在させる方法は何れも、試薬区域に標識ｂ化抗原を配置
し、試料液を添加することにより、分析対象物である抗原の存在によって標識ｂ化抗原と
共に判定区域に浸潤展開し、判定区域で競合反応を行うものである。これらによっても、
前記の可視的信号のない判定区域に可視的信号が現れるものと同様の結果が得られる。
【００５１】
　以上の発明は、競合反応に関わる第１特異結合物質及び競合反応用の分析対象物もしく
はその変性物の双方に可視標識を結合させ、試料液中の分析対象物の存在によって競合反
応を行わせ、その結果、標識ａ化第１抗体－抗原、あるいは標識ａ化第１抗体－標識ｂ化
抗原複合体を判定区域に形成させるものである。
【００５２】
　本発明は、前記競合反応に影響しないかつ相互に特異的に結合しうる２種の特異結合物
質の組み合わせを用いることをもう一つの特徴とする。即ち、具体的には、特異結合アッ
セイにおいて、互いに異なる可視的信号を発する標識である可視標識ａ及び可視標識ｃを
用意し、一方の可視標識ａを試料液中の分析対象物と特異的に結合する第１特異結合物質
に標識化した標識ａ化第１特異結合物質とし、他方の可視標識ｃを前記分析対象物及び標
識ａ化第１特異結合物質と結合しない「独立」した第５特異結合物質に標識化した標識ｃ
化第５特異結合物質とする。
【００５３】
　そして、これらの標識ａ化第１特異結合物質と標識ｃ化第５特異結合物質とが試薬区域
に配置されており、試料液の添加によって湿潤状態になった際には、標識ａ化第１特異結
合物質及び標識ｃ化第５特異結合物質が可動性となって判定区域に向かって湿潤展開する
。一方、判定区域には前記第１特異結合物質と特異的に結合する分析対象物もしくはその
変性体と、前記第５特異結合物質とのみ特異的に結合する第６特異結合物質とが固定化さ
れている。
【００５４】
　ここで試料液を試薬区域側に添加すると、可動性の標識ａ化第１特異結合物質に対し試
料液中の分析対象物及び判定区域に固定化された分析対象物もしくはその変性体（以下、
固定化分析対象物と称する）が競合反応し、その結果、試料液中の分析対象物の濃度に応
じて標識ａ化第１特異結合物質－固定化分析対象物が判定区域に形成される。具体的には
判定区域に試料液中の分析対象物の濃度が高くなるに従い可視標識ａの量が少なく現れる
。
【００５５】
　一方、試料液の添加によって、同時に可動性の標識ｃ化第５特異結合物質も浸潤展開し
て判定区域に向かい、試料液中の抗原濃度に拘わらず「独立」して、判定区域に固定化さ
れている第６特異結合物質と結合し、標識ｃ化第５特異結合物質－固定化第６特異結合物
質が形成される。これは試料液中の分析対象物濃度に関係なく前記複合体が形成され、一
定量の可視信号ｃが判定区域に現れる。その結果、一定量の可視標識ｃに対して前記可視
標識ａが重なる。このとき、判定区域に結合された可視標識ｃに対しての可視標識ａの存
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在度合いが分析対象物の濃度に依存し、試料液中の分析対象物がいかなる濃度範囲にあっ
ても、判定区域に可視的信号が得られる。　
【００５６】
　この発明をイムノアッセイを例に具体的に説明する。イムノアッセイにおいて互いに異
なる可視的信号を有する可視標識ａ及び可視標識ｃによってそれぞれ標識化された標識ａ
化マウス由来抗体と標識ｃ化ヤギ由来抗体が試薬区域に配置されており、また判定区域に
は前記ヤギ由来抗体と反応する抗ヤギＩｇＧ抗体、及び抗原または変性抗原が固定化され
ている。そこで試薬区域側へ試料液を添加すると、標識ａ化マウス由来抗体及び標識ｃ化
ヤギ由来抗体が可動性となり、判定区域へ浸潤展開する。標識ａ化マウス由来抗体は試料
液中の抗原及び判定区域に固定化された抗原または変性抗原とで競合反応する。その結果
、試料液中の抗原濃度に応じて標識ａ化マウス由来抗体－固定化抗原（または変性抗原）
が判定区域に形成される。
【００５７】
　一方、同時に可動性となった標識ｃ化ヤギ由来抗体は試料液中の抗原の存在の有無に拘
わらず、判定区域に固定化された抗ヤギＩｇＧ抗体と抗原抗体反応が起こり、複合体（標
識ｃ化ヤギ由来抗体－固定化抗ヤギＩｇＧ抗体）が判定区域に形成される。その際、試料
液中の抗原濃度が低い場合には、判定区域に標識ａ化マウス由来抗体－固定化抗原が優位
に形成される。これに対し、試料液中の抗原濃度が高い場合には、標識ａ化マウス由来抗
体－固定化抗原がほとんど形成されない。その結果、抗原濃度が高くなるにつれ判定区域
の可視標識ａ量が少なくなる。
【００５８】
　このときには、同時に試料液中の抗原濃度に拘わらず、標識ｃ化ヤギ由来抗体－固定化
抗ヤギＩｇＧ抗体が形成される。ここで各々の可視標識ａ及び可視標識ｃが互いに異なる
可視的信号を有するので、その結果、試料液中の抗原濃度が低い場合には判定区域の可視
的信号が可視標識ａと可視標識ｃの重なった可視的信号となり、抗原濃度が高い場合には
判定区域の可視的信号が可視標識ｃの可視的信号となって現れる。より具体的には可視標
識ａを黄色の可視信号、可視標識ｃを青色の可視信号とした場合、判定区域では、抗原濃
度が低い側で黄色と青色の混合により緑色となり、抗原濃度が高くなるにつれて青色が現
れる。その結果、色の判別によって抗原濃度を知ることが容易となる。
【００５９】
　以上の例では、可視標識ｃをヤギ由来抗体と抗ヤギＩｇＧ抗体の組み合わせを用いて「
独立」して判定区域に生じさせる方法であるが、これもまたいくつかの改変が可能である
。
【００６０】
　その改変の一つは、例えば抗体－抗原複合体とその抗原に特異的な抗体を組み合わせて
用いる方法であり、これによっても同様の結果が得られる。またこのような組み合わせの
方法を用いなくても、試料液の添加によって判定区域が湿潤された際に前記可視標識ｂと
同様の可視的信号を発するような物質を判定区域にあらかじめ固定化することによっても
同様の結果が得られる。この例としては、試料液が判定区域に浸潤した際に無色から有色
に変化するｐＨ指示薬などがある。これらは反応の本質的部分である前記第１抗体と試料
液中の抗原、そして固定化変性抗原の三者の競合反応に関わらないようにしたものであり
、判定区域に競合反応物の捕捉及び試料液によるｐＨ指示薬の呈色を同時に示す手段を設
けたものである。その結果、上記発明と同様の結果が得られる。
【００６１】
　また上記の例では、試験者が試料液を試薬区域側から添加することによって、判定区域
までの間で競合反応、及び前記反応とは独立した可視的信号を発する前記複合体の捕捉、
あるいはｐＨ指示薬のような呈色物質によって可視的信号のない判定区域に可視的信号が
現れるものであるが、更なる改変例として、前記二つの相異なる可視的信号のうちの一方
の可視的信号を試験者が試料液を添加する前から、即ち未使用状態で最初から存在させて
おき、試験を実施することによって反応を開始し、他方の可視的信号がすでに存在させて



(14) JP 4109245 B2 2008.7.2

10

20

30

40

50

ある可視的信号に重なるという方法もある。
【００６２】
　例えばその１つは、以上に記載された例において、例えば標識ｃ化ヤギ由来抗体－抗ヤ
ギＩｇＧ抗体複合体をあらかじめ判定区域に固定化する方法、あるいは前記標識ｃ化ヤギ
由来抗体を判定区域にあらかじめ固定化する方法、さらには可視標識ｃを直接、同様に固
定化する方法などがある。これらによっても、可視的信号のない判定区域に可視的信号が
現れるものと同様の結果が得られる。　 
【００６３】
　本発明における分析対象物としては、例えばタンパク質、糖タンパク質、抗体、酵素、
糖類、細胞、細菌及びウイルス、薬物、化学物質などが挙げられる。
【００６４】
　上記分析対象物のなかでも、ホルモン、生化学的メッセンジャー、ステロイド、薬物、
薬物代謝産物、ポリペプチド、ビタミン、アルカロイドなどが含まれ、特に甲状腺ホルモ
ン、コルチゾール、エストロゲン、プロゲステロンまたはテストステロンなどのハプテン
が挙げられる。　
【００６５】
　本発明における特異結合物質は、ある特定の構造を有する物質に特異的に結合する物質
であって、抗原、抗体、核酸配列断片、エフェクター分子、レセプター分子、酵素とその
インヒビター、アビジン、ビオチン、糖鎖化合物、レクチンなどが挙げられる。
【００６６】
　本発明における信号とは、可視域において目視により確認される色である。また、本発
明における結合とは、物理的吸着及び化学結合におけるイオン結合、共有結合、配位結合
などをいう。
【００６７】
　本発明における粒状標識物質としては、それ自身が信号を有するものとして金コロイド
、セレニウムコロイド等の金属コロイド、着色した脂質小胞（リボソーム）や小胞などが
挙げられる。またそれ自身信号を持たないものとして白色金属コロイド、シリカ粒子、白
色ラテックス、脂質小胞（リボソーム）や小胞などがあり、これらは信号物質（各種染料
、顔料、色素、蛍光色素など）を結合ないし封入することによって信号を有するものとな
る。
【００６８】
　イムノアッセイ法に用いる分析装置は、ラテラルフロー方式で例示する場合、以下のよ
うな構造を含むものである。すなわち、試料液を一定量添加するための「試料液添加区域
」、前記試料液により試薬が溶出する「試薬区域」、「展開区域」及び「判定区域」、そ
して試料液を吸収するための「吸収区域」を備える。そして、試料液添加区域に添加され
た試料液が展開区域を経て判定区域に浸潤するように試料液添加区域、試薬区域、展開区
域、判定区域及び吸収区域が順に配設されている。
【００６９】
　判定区域には標識化特異結合物質に対して特異的に結合する特異結合物質が固定化され
ており、試薬区域には試料液によって溶出流動可能な状態で標識化特異結合物質及び標識
化分析対象物もしくはその変性体が分離状態で保持される。
【００７０】
　試料液添加区域に試料液が添加されると試料液の浸潤が始まり、試料液が試薬区域に担
持されている標識化分析対象物もしくはその変性体及び標識化特異結合物質と混合するこ
とによって、試料液中の分析対象物濃度に依存して「標識化特異結合物質－分析対象物」
複合体あるいは「標識化特異結合物質－標識化分析対象物もしくはその変性体」複合体が
形成される。形成された複合体は試料液とともに展開区域を流れ、判定区域に達し、そこ
で固定化特異結合物質に捕捉される。その結果、「標識化特異結合物質－分析対象物－固
定化特異結合物質」複合体あるいは「標識化特異結合物質－標識化分析対象物もしくはそ
の変性体－固定化特異結合物質」複合体が判定区域に形成される。従ってこの捕捉された
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「標識化特異結合物質－分析対象物－固定化特異結合物質」複合体及び「標識化特異結合
物質－標識化分析対象物もしくはその変性体－固定化特異結合物質」複合体中の標識物量
を測定することにより試料液中の分析対象物の濃度を測定することができる。
【００７１】
　本発明の別の装置としては、以下のような構造を含むものである。すなわち、「試料液
添加区域」、「試薬区域」、「展開区域」、「判定区域」及び「吸収区域」を上記と同様
に備え、試料液添加区域に添加された試料液が展開区域を経て判定区域に浸潤するように
試料液添加区域、試薬区域、展開区域、判定区域及び吸収区域が順に配設されるものであ
る。
【００７２】
　試薬区域には標識化特異結合物質Ａと標識化特異結合物質Ｂが含まれており、判定区域
には前記特異結合物質Ａと結合する分析対象物もしくはその変性体及び前記特異結合物質
Ｂと結合する特異結合物質Ｃが固定化されている。ここで、標識化特異結合物質Ｂと特異
結合物質Ｃは、標識化特異結合物質Ａと分析対象物もしくはその変性体の競合反応系には
関与せず独立して信号を発する。この場合は上述した分析装置とは異なり、試薬区域内に
おける２種の標識試薬を分離する必要がない。
【００７３】
　試料液添加区域に試料液が添加されると試料液の浸潤が始まり、試料液が試薬区域に担
持されている標識化特異結合物質Ａ及び標識化特異結合物質Ｂと混合することによって、
一方では、試料液中に分析対象物の存在によって試料液とともに展開区域を流れ、判定区
域で競合反応物が得られる。他方では、前記競合反応とは独立しており、なおかつ試料液
中の分析対象物の有無に拘わらず、「標識化特異結合物質Ｂ－固定化特異結合物質Ｃ」複
合体が形成され、可視的信号を発する。その結果、試料液の分析対象物の濃度に応じて競
合反応物からの可視的信号と前記独立した可視的信号との重なり度合いが変化し分析対象
物の濃度を測定することができる。
【００７４】
　展開区域及び判定区域に用いられる材料は親水性材料であり、この親水性材料としては
試料液などの水溶液を容易に吸収する材料であればよく、分析対象物あるいは標識化分析
対象物もしくはその変性体と標識化特異結合物質や固定化された特異結合物質とが充分な
反応を行うための時間を確保、調整できる材料であればよい。具体的にはニトロセルロー
ス、ナイロン、セルロースアセテートなどの多孔質メンブランや架橋デキストラン、セル
ロース濾紙、ガラス繊維紙等が挙げられる。そのなかでも、ニトロセルロースはタンパク
質などを吸着し、固定化が容易である。また、セルロース濾紙などでは、事前に架橋剤な
どによって活性化することによって容易に固定できる。
【００７５】
　試料液添加区域、試薬区域及び吸収区域にも親水性材料が用いられ、この親水性材料と
しては上記と同様の材料が挙げられるが、試料液中の分析対象物や本発明に使用できうる
試薬類を吸着したりするような材料は好ましくない。しかしながら、これらの吸着等に対
しては、ポリビニルアルコールや他のマスキング剤で事前に処理することによって防止で
きるものである。
【００７６】
　図１及び図２は、本発明に用いるラテラルフロー方式の装置の試験片を示している。
【００７７】
　図１に示すように、試験片１１は各部材が粘着面を片面に有する台紙１上に固定されて
いる。判定紙３の下端（上流端）には全体にわたって液体が毛管的に浸潤連絡するように
わずかの重なりを持って試薬紙５が配設され、さらに試薬紙５に部分的に被さるように別
の試薬紙６が配設されている。さらに、試薬紙６に部分的に被さるように試料液添加部材
７が配設されている。
【００７８】
　一方、判定紙３の頂部（下流端）には同じく液体が毛管的に浸潤連絡するようにわずか
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の重なりを持って吸収体２が配設されている。吸収体２は試料液添加部材７から毛細管現
象により試薬紙６、試薬紙５ついで判定紙３を経て流れてくる試料液の吸収ポンプとして
作用する。試薬紙５には標識ａ化第１特異結合物質が含まれており、試薬紙６には標識ｂ
化分析対象物もしくはその変性体が含まれている。これらの試薬は試料液を添加すること
により、判定紙３を通って吸収体２へ自由に移動することができる。判定紙３内の判定ラ
イン部４では前記第１特異結合物質に特異的に結合する第２特異結合物質１０が固定化さ
れている。
【００７９】
　図２は試験片１１を分析に使用した結果を示している。また、図３，４，５は判定ライ
ン部４における結果を模式的に示している。
【００８０】
　図１において試験片１１の試料液添加部材７の一端を分析対象物を含有する可能性のあ
る試料液（不図示）と接触させる。試料液添加部材７に吸収された試料液は瞬時に試薬紙
６ついで試薬紙５に浸潤し、これに伴いそれぞれに担持された標識ｂ化分析対象物もしく
はその変性体８及び標識ａ化第１特異結合物質９は試料液中に溶解または分散して試料液
とともに判定紙３へ向かって移動する。
【００８１】
　試料液の中に分析対象物が存在する場合、判定紙３へ向かって移動する間に標識ａ化第
１特異結合物質９に対して分析対象物と標識ｂ化分析対象物もしくはその変性体８とが競
合し、競合反応物が形成される。上記競合反応物は、判定ライン部４に到達すると、そこ
に固定化されている第２特異結合物質１０に捕捉され、標識ａ及び標識ｂの存在度合いで
、判定ライン部４にライン状の着色が確認される。
【００８２】
　ここで、上記競合反応物としては標識ａ化第１特異結合物質－分析対象物あるいは標識
ａ化第１特異結合物質－標識ｂ化分析対象物もしくはその変性体が形成されている。例え
ば、標識ａとして青色ラテックス粒子を、標識ｂとして赤色ラテックス粒子を用いると、
試料液中の分析対象物濃度が低い場合、判定ライン部４には「標識ａ化第１特異結合物質
（青色）－標識ｂ化分析対象物もしくはその変性体（赤色）」の複合体に由来する紫色の
ラインが現れ、模式的に示す図３のようになる。
【００８３】
　逆に試料液中の分析対象物濃度が高い場合には、判定ライン部４には「標識ａ化第１特
異結合物質（青色）－分析対象物」の複合体に由来する青色のラインが現れ、模式的に示
す図５のようになる。
【００８４】
　試料液中の分析対象物が中程度の量で存在する場合には、判定ライン部４には「標識ａ
化第１特異結合物質（青色）－標識ｂ化分析対象物もしくはその変性体（赤色）」の複合
体と「標識ａ化第１特異結合物質（青色）－分析対象物」の複合体が混在し、それらの混
合色で青色から紫色のラインとなり、模式的に示す図４のようになる。
【００８５】
　図６～図８は、第２特異結合物質１０に代えて第３特異結合物質２５と第４特異結合物
質２６を用いた場合の模式図である。図９～図１１は、標識ａ化第１特異結合物質９をあ
らかじめ判定区域４に固定化した場合の模式図である。
【００８６】
　図１２及び図１３は、もう一つの本発明による分析に使用する典型的なラテラルフロー
方式の装置の試験片であり、その動作原理を示している。
【００８７】
　図１２に示すように、試験片２３は各部材が粘着面を片面に有する台紙１３上に固定さ
れている。判定紙１５の下端には全体にわたって液体が毛管的に浸潤連絡するようにわず
かの重なりを持って試薬紙１７が配設され、さらに試薬紙１７に部分的に被さるように試
料液添加部材１８が配設されている。



(17) JP 4109245 B2 2008.7.2

10

20

30

40

50

【００８８】
　一方、判定紙１５の頂部には同じく液体が毛管的に浸潤連絡するようにわずかの重なり
を持って吸収体１４が配設されている。吸収体１４は試料液添加部材１８から毛細管現象
により試薬紙１７ついで判定紙１５を経て流れてくる試料液の吸収材として作用する。試
薬紙１７には標識ａ化第１特異結合物質及び標識ｃ化第５抗体－抗原複合体が含まれてい
る。
【００８９】
　これらの試薬は試料液を添加することにより判定紙１５を通って吸収体１４へ自由に移
動することができる。判定紙１５内の判定ライン部１６では前記標識ａ化第１特異結合物
質に対して特異的に結合する分析対象物もしくはその変性体が固定化されており、また標
識ｃ化第５抗体－抗原複合体の抗原とのみ結合する第６抗体も固定化されている。
【００９０】
　図１３は試験片２３を分析に使用した場合を示している。図１４～図１６はその結果を
模式的に示している。
【００９１】
　図１２において試験片２３の試料液添加部材１８の一端を分析対象物を含有する可能性
のある試料液（不図示）と接触させる。試料液添加部材１８に吸収された試料液は瞬時に
試薬紙１７に浸潤し、そこに混合して担持された標識ａ化第１特異結合物質１９及び標識
ｃ化第５抗体－抗原複合体２０は試料液中に溶解または分散して試料液とともに判定紙１
５へ向かって移動する。
【００９２】
　試料液の中に分析対象物が存在する場合、判定紙１５へ向かって移動する間に標識ａ化
第１特異結合物質１９と結合することができる。判定ライン部１６に到達すると、その結
合した複合体（標識ａ化第１特異結合物質－分析対象物）は判定ライン部１６に固定され
た分析対象物もしくはその変性体２１と結合せず、標識ａに由来する着色ラインは確認さ
れない。
【００９３】
　逆に試料液中に分析対象物が存在しない場合には、標識ａ化第１特異結合物質は判定ラ
イン部１６の固定化分析対象物もしくはその変性体と結合するため、判定ライン部１６に
は標識ａに由来する着色ラインが確認される。一方、同時に移動してきた標識ｃ化第５抗
体－抗原複合体２０は判定ライン部１６に固定化された第６抗体２２と結合して複合体（
標識ｃ化第５抗体－抗原－固定化第６抗体複合体）を形成し、その結果、試料液中の分析
対象物の有無に拘わらず、標識ｃに由来する着色ラインが確認される。
【００９４】
　例えば、標識ａに赤色ラテックス粒子を、標識ｃに青色ラテックス粒子を用いると、試
料中に分析対象物が存在しない場合、判定ライン部１６には「標識ａ化第１特異結合物質
（赤色）」及び「標識ｃ化第５抗体（青色）－抗原」複合体に由来する紫色のラインが現
れ、模式的に示す図１４のようになる。逆に試料液中の分析対象物濃度が高い場合には、
判定ライン部１６には「標識ｃ化第５抗体（青色）－抗原」複合体に由来する青色のライ
ンのみが現れ、模式的に示す図１６のようになる。試料液中の分析対象物が中程度の量で
存在する場合には、判定ライン部１６に「標識ａ化第１特異結合物質（赤色）」と「標識
ｃ化第１抗体（青色）－抗原」複合体が混在し、それらの混合色で青色から紫色のライン
となり、模式的に示す図１５のようになる。
【００９５】
　図１７～図１９は、あらかじめ独立してｐＨインジケーター２８などを固定化させた場
合の模式図である。
【００９６】
　図２０は、請求項１～請求項５に対応した総括を図示するものであり、「Ｎｏ１」は請
求項１に、「Ｎｏ２」は請求項２に、「Ｎｏ３」は請求項３及び４に、「Ｎｏ４」は請求
項３に、「Ｎｏ５」は請求項５にそれぞれ対応している。
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【００９７】
　図２１は、請求項６～請求項１０に対応した総括を図示するものであり、「Ｎｏ６」は
請求項６及び７に、「Ｎｏ７」は請求項８及び９に、「Ｎｏ８」は請求項８及び１０に、
「Ｎｏ９」は請求項６及び１０に対応している。
【実施例】
【００９８】
　以下、本発明を実施例に基づいて具体的に説明する。
【００９９】
　[実施例１]
　この実施例１では、エストロゲンの半定量測定を行うものであり、以下の工程を有して
いる。
【０１００】
（１－ａ）エストロン－１７－Ｏ（カルボキシメチル）オキシムの製造
　刊行物「生体の科学　３８（５）３７６－３７８（田中健志著）」記載の方法に従って
合成した。
【０１０１】
（１－ｂ）エストロン－ＢＳＡ結合物の製造
　刊行物「生体の科学　３８（５）３７６－３７８（田中健志著）」記載の方法に従って
合成した。
【０１０２】
（１－ｃ）赤色ラテックス標識化エストロン－ＢＳＡの製造
　約０．１μｍの粒径を有する赤色ラテックス懸濁液（固形分重量１０％）０．１ｍｌを
マイクロチューブにとり、２５ｍＭ ＭＥＳ（ｐＨ６．１）緩衝液０．９ｍｌを加えて希
釈する。マイクロ遠心分離機により６０００ｒｐｍで３０分間遠心分離を行い、沈下した
粒子をチューブに残して上澄み液をデカントにより廃棄する。再び２５ｍＭ ＭＥＳ（ｐ
Ｈ６．１）緩衝液１．０ｍｌを加えて粒子を分散させる。この洗浄操作をさらに３回繰り
返す。最終的に得られた沈下粒子は、２５ｍＭ ＭＥＳ（ｐＨ６．１）緩衝液１．０ｍｌ
を加えて分散させ約１％重量固形分を有するラテックス粒子懸濁液を得る。
【０１０３】
　この懸濁液を上記（１－ｂ）で得られたエストロン－ＢＳＡ７００μｇと混合し、混合
した懸濁液を室温で４時間ロータリーミキサーにより攪拌する。この懸濁液をマイクロ遠
心分離機にて６０００ｒｐｍで３０分間遠心分離にかけ、上澄み液をデカントにより捨て
る。得られた沈下ラテックス粒子を０．５％重量で牛血清アルブミン（ＢＳＡ）を含む２
５ｍＭ ＭＥＳ（ｐＨ６．１）緩衝液１．０ｍｌに分散し、室温下で１時間ロータリーミ
キサーで攪拌する。その懸濁液をマイクロ遠心分離機により６０００ｒｐｍで３０分間遠
心分離にかけ、上澄み液をデカントにより廃棄し、沈下した粒子を上記の洗浄方法で２５
ｍＭ ＭＥＳ（ｐＨ６．１）緩衝液１．０ｍｌを用いて３回の洗浄操作を行う。最後に０
．５％重量のＢＳＡを含む２５ｍＭ ＭＥＳ（ｐＨ６．１）緩衝液中に分散させ、使用す
るまで４℃で保存する。
【０１０４】
　（１－ｄ）青色ラテックス標識化抗エストラジオール抗体の製造
　約０．４μｍの粒径を有する青色ラテックス懸濁液（固形分重量１０％）０．１ｍｌを
マイクロチューブにとり、２５ｍＭ ＭＥＳ（ｐＨ６．１）緩衝液０．９ｍｌを加えて希
釈する。マイクロ遠心分離機により６０００ｒｐｍで３０分間遠心分離を行い、沈下した
粒子をチューブに残して上澄み液をデカントにより廃棄する。再び２５ｍＭ ＭＥＳ（ｐ
Ｈ６．１）緩衝液１．０ｍｌを加えて粒子を分散させる。この洗浄操作をさらに３回繰り
返す。最終的に得られた沈下粒子は、２５ｍＭ ＭＥＳ（ｐＨ６．１）緩衝液１．０ｍｌ
を加えて分散させ約１％重量固形分を有するラテックス粒子懸濁液を得る。この懸濁液を
抗エストラジオール抗体３００μｇと混合し、混合した懸濁液を室温で４時間ロータリー
ミキサーにより攪拌する。この懸濁液をマイクロ遠心分離機にて６０００ｒｐｍで３０分
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間遠心分離にかけ、上澄み液をデカントにより廃棄する。
【０１０５】
　得られた沈下ラテックス粒子を０．５％重量で牛血清アルブミンを含む２５ｍＭ ＭＥ
Ｓ（ｐＨ６．１）緩衝液１．０ｍｌに分散し、室温下で１時間ロータリーミキサーで攪拌
する。その懸濁液をマイクロ遠心分離機により６０００ｒｐｍで３０分間遠心分離にかけ
、上澄み液をデカントにより廃棄し、沈下した粒子を上記の洗浄方法で２５ｍＭ ＭＥＳ
（ｐＨ６．１）緩衝液１．０ｍｌを用いて３回の洗浄操作を行う。最後に０．５％重量の
ＢＳＡを含む２５ｍＭ ＭＥＳ（ｐＨ６．１）緩衝液中に分散させ、使用するまで４℃で
保存する。
【０１０６】
（１－ｅ）試薬紙５、試薬紙６の作成
　上記（１－ｃ）及び（１－ｄ）で得られた赤色ラテックス標識化エストロン－ＢＳＡ及
び青色ラテックス標識化抗エストラジオール抗体をそれぞれ１重量％のＢＳＡと２重量％
のショ糖とを含む１００ｍＭ トリス緩衝液を用いて希釈する。このとき、赤色ラテック
ス標識化エストロン－ＢＳＡ及び青色ラテックス標識化抗エストラジオール抗体がともに
１０容量％となるように希釈する。得られた溶液１ｍｌを１０×２００ｍｍの試薬紙用シ
ート（Ｗｈａｔｍａｎ社製、Ｆ０７５－１７）に塗布し、８０℃の熱風乾燥器中で５分間
乾燥させ、使用するまで室温で乾燥剤入りのバッグに保存する。
【０１０７】
（１－ｆ）判定紙３の作成
　２５×２００ｍｍのＷｈａｔｍａｎ社製ニトロセルロースメンブラン（ＰｕｒａＢｉｎ
ｄ、Ａ－ＲＰ、孔径８μｍ）を机上に固定し、その一端から１０ｍｍの位置に抗マウスＩ
ｇＧ抗体（１ｍｇ／ｍｌ）溶液をディスペンサーを用いて塗布幅が約１．０ｍｍのライン
状となるように塗布する。塗布後、８０℃の熱風乾燥器中で５分間乾燥させ、室温で乾燥
剤入りのバッグに使用するまで保存する。これにより図１における判定ライン部４が形成
された判定紙３が得られる。
【０１０８】
（１－ｇ）試験片及び分析装置の作製
　片面が粘着加工された台紙１（厚み２５０μｍ、縦１２５ｍｍ、横１８０ｍｍ、リンテ
ック社製）を粘着面を上にして机上に固定し、その一端から３０ｍｍの位置に、その一端
と平行に判定紙３を貼り合わせる。続いて、その一端から２２ｍｍの位置に、その一端と
平行に試薬紙５を貼り合わせる。この貼り合わせにより、判定紙３と試薬紙５とが約２ｍ
ｍの重なりを有して連設する。次に、その一端から１４ｍｍの位置に、その一端と平行に
試薬紙６を貼り合わせる。この貼り合わせにより、試薬紙５と試薬紙６とが約２ｍｍの重
なりを有して連設する。
【０１０９】
　さらに一端を合わせて、ベンリーゼ（旭化成社製）からなる縦３０ｍｍ、横２００ｍｍ
の試料液添加部材７を試薬紙６を一部覆うように貼り合わせる。また台紙１の他端から３
２ｍｍの位置に、その他端と平行に、ＧＦ－Ｆ（Ｗｈａｔｍａｎ社製）からなる縦４０ｍ
ｍ、横２００ｍｍのガラス繊維濾紙を貼り合わせて吸収体２とする。ここでも判定紙３と
吸収体２とが約２ｍｍの重なりをもって連設する。さらにその他端を合わせて、縦１１０
ｍｍ、横２００ｍｍの透明エステルフィルム（リンテック社製）からなる保護カバー１２
を粘着面側を下にして貼り合わせる。この貼り合わせた積層シートを各部材を直角に横断
するように、幅６ｍｍの間隔でロータリーカッターによりストリップ状に順次切断する。
このことによって約２８本の分析装置が完成し、分析試験で使用するまで室温で乾燥剤入
りのバッグに保存する。
【０１１０】
（１－ｈ）分析試験方法
　試料液として生理食塩水溶液にて所定の濃度（０～５０００ｎｇ／ｍｌ）に希釈したエ
ストラジオール－１７－グルクロナイド（シグマ社製、以下Ｅ２１７Ｇとする）溶液を準



(20) JP 4109245 B2 2008.7.2

10

20

30

40

50

備した。上述によって作製した分析装置を水平な机上に置き、試料液添加部材７の一端か
ら各濃度のＥ２１７Ｇ溶液をマイクロピペットで１００μｌずつ添加後、判定ライン部４
での発色の色調を観察した。結果を表１に示す。
【０１１１】
【表１】

【０１１２】
　表１に示すように、０ｎｇ／ｍｌで判定ライン部は赤紫色を示し、１００ｎｇ／ｍｌ、
５００ｎｇ／ｍｌ、２５００ｎｇ／ｍｌの順にＥ２１７Ｇ濃度が高くなるにつれて、判定
ライン部の赤の色調が薄くなり、結果として全体的に赤紫色から青色へと色調の変化が観
察された。
【０１１３】
　[実施例２]
　この実施例では、エストロゲンの半定量測定を行うものである。
【０１１４】
（２－ａ）エストロン－１７－Ｏ（カルボキシメチル）オキシムの製造
　実施例１で製造したものを使用した。
【０１１５】
（２－ｂ）エストロン－ＢＳＡ結合物の製造
　実施例１で製造したものを使用した。
【０１１６】
（２－ｃ）金コロイド標識化抗エストラジオール抗体の製造
　イムノアッセイに用いる金コロイド粒子は様々な粒子径のものが市販されており、また
当業者においても容易に製造することができる。
【０１１７】
　４０ｎｍの金コロイドを１００ｍＭの炭酸カリウム水溶液でｐＨを６．０に調節し、そ
の１００ｍｌへ抗エストラジオール抗体２ｍｌを攪拌しながら添加する。その混合物をさ
らに５分間ゆっくり攪拌する。続いてカゼイン５ｍｌをその混合物に添加して同様に５分
間ゆっくり攪拌する。得られた混合物は４℃で４５分間、５５００Ｇの遠心分離を行って
精製する。沈下した金コロイド標識化抗エストラジオール抗体のペレットを蒸留水で再懸
濁し５ｍｌとし、使用するまで４℃で保存する。
【０１１８】
（２－ｄ）青色ラテックス標識化抗β－ｈＣＧマウスモノクローナル抗体の製造
　約０．３μｍの粒径を有する青色ラテックス懸濁液（固形分重量１０％）０．１ｍｌを
マイクロチューブにとり、２５ｍＭ ＭＥＳ（ｐＨ６．１）緩衝液０．９ｍｌを加えて希
釈する。マイクロ遠心分離機により６０００ｒｐｍで３０分間遠心分離を行い、沈下した
粒子をチューブに残して上澄み液をデカントにより廃棄する。再び２５ｍＭ ＭＥＳ（ｐ
Ｈ６．１）緩衝液１．０ｍｌを加えて粒子を分散させる。この洗浄操作をさらに３回繰り
返す。最終的に得られた沈下粒子は、２５ｍＭ ＭＥＳ（ｐＨ６．１）緩衝液１．０ｍｌ
を加えて分散させ約１％重量固形分を有するラテックス粒子懸濁液を得る。この懸濁液を
抗β－ｈＣＧマウスモノクローナル抗体７００μｇと混合し、混合した懸濁液を室温で４
時間ロータリーミキサーにより攪拌する。この懸濁液をマイクロ遠心分離機にて６０００
ｒｐｍで３０分間遠心分離にかけ、上澄み液をデカントにより捨てる。
【０１１９】
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　得られた沈下ラテックス粒子を０．５％重量で牛血清アルブミンを含む２５ｍＭ ＭＥ
Ｓ（ｐＨ６．１）緩衝液１．０ｍｌに分散し、室温下で１時間ロータリーミキサーで攪拌
する。その懸濁液をマイクロ遠心分離機により６０００ｒｐｍで３０分間遠心分離にかけ
、上澄み液をデカントにより廃棄し、沈下した粒子を上記の洗浄方法で２５ｍＭ ＭＥＳ
（ｐＨ６．１）緩衝液１．０ｍｌを用いて３回の洗浄操作を行う。最後に０．５％重量の
ＢＳＡを含む２５ｍＭ ＭＥＳ（ｐＨ６．１）緩衝液中に分散させ、使用するまで４℃で
保存する。
【０１２０】
（２－ｅ）「青色ラテックス標識化β－ｈＣＧマウスモノクローナル抗体－ｈＣＧ」複合
体の製造
　５００ＩＵ ｈＣＧ溶液を１．５ｍｌをマイクロチューブにとり、上記（２－ｄ）で得
られた青色ラテックス標識化β－ｈＣＧマウスモノクローナル抗体を１００μｌ加え、懸
濁する。この懸濁液を室温で３０分間ロータリーミキサーにより攪拌する。この懸濁液を
マイクロ遠心分離機にて１２０００ｒｐｍで３０分間遠心分離にかけ、上澄み液をデカン
トにより捨てる。得られた沈下粒子を上記の洗浄方法で２０ｍＭ ＰＢ（ｐＨ７．４）緩
衝液１．０ｍｌを用いて３回の洗浄操作を行う。最後に０．５％重量のＢＳＡを含む２５
ｍＭ ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．０）緩衝液中に分散させ、使用するまで４℃で保存する。　 
【０１２１】
（２－ｆ）試薬紙１７の作成
　上記（２－ｃ）及び（２－ｅ）で得られた金コロイド標識化抗エストラジオール抗体及
び青色ラテックス標識化β－ｈＣＧマウスモノクローナル抗体－ｈＣＧ複合体を１重量％
のＢＳＡと２重量％のショ糖とを含む１００ｍＭ トリス緩衝液を用いて希釈する。この
とき、金コロイド標識化抗エストラジオール抗体及び「青色ラテックス標識化β－ｈＣＧ
マウスモノクローナル抗体－ｈＣＧ」複合体がともに１０容量％となるように希釈する。
得られた溶液１ｍｌを１０×２００ｍｍの試薬紙用シート（Ｗｈａｔｍａｎ社製、Ｆ０７
５－１７）に塗布し、８０℃の熱風乾燥器中で５分間乾燥させ、使用するまで室温で乾燥
剤入りのバッグに保存する。
【０１２２】
（２－ｇ）判定紙１５の作成
　２５×２００ｍｍのＷｈａｔｍａｎ社製ニトロセルロースメンブラン（ＰｕｒａＢｉｎ
ｄ、Ａ－ＲＰ、孔径８μｍ）を机上に固定し、その一端から１０ｍｍの位置にβ－ｈＣＧ
マウスモノクローナル抗体溶液とエストロン－BSA溶液の混合溶液（０．５ｍｇ／ｍｌ）
をディスペンサーを用いて塗布幅が約１．０ｍｍのライン状となるように塗布する。塗布
後、８０℃の熱風乾燥器中で５分間乾燥させ、室温で乾燥剤入りのバッグに使用するまで
保存する。これにより図１２における判定ライン部１６が形成された判定紙１５が得られ
る。
【０１２３】
（２－ｈ）試験片及び分析装置の作成
　片面が粘着加工された台紙１３（厚み２５０μｍ、縦１２５ｍｍ、横１８０ｍｍ、リン
テック社製）を粘着面を上にして机上に固定し、その一端から３０ｍｍの位置に、その一
端と平行に判定紙１５を貼り合わせる。続いて、その一端から２２ｍｍの位置に、その一
端と平行に試薬紙１７を貼り合わせる。この貼り合わせにより、判定紙１５と試薬紙１７
とが約２ｍｍの重なりを有して連設する。さらに一端を合わせて、ベンリーゼ（旭化成社
製）からなる縦３０ｍｍ、横２００ｍｍの試料液添加部材１８を試薬紙１７を一部覆うよ
うに貼り合わせる。また台紙１３の他端から３２ｍｍの位置に、その他端と平行に、ＧＦ
－Ｆ（Ｗｈａｔｍａｎ社製）からなる縦４０ｍｍ、横２００ｍｍのガラス繊維濾紙を貼り
合わせて吸収体１４とする。ここでも判定紙１５と吸収体１４とが約２ｍｍの重なりをも
って連設する。さらにその他端を合わせて、縦１１０ｍｍ、横２００ｍｍの透明エステル
フィルム（リンテック社製）からなる保護カバー２４を粘着面側を下にして貼り合わせる
。この貼り合わせた積層シートを各部材を直角に横断するように、幅６ｍｍの間隔でロー
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タリーカッターによりストリップ状に順次切断する。このことによって約２８本の分析装
置が完成し、分析試験で使用するまで室温で乾燥剤入りのバッグに保存する。
【０１２４】
（２－ｉ）分析試験方法
　試料液として生理食塩水溶液にて所定の濃度（０～５０００ｎｇ／ｍｌ）に希釈したＥ

２１７Ｇ溶液を準備した。上述によって作製した分析装置を水平な机上に置き、試料液添
加部材１８の一端から各濃度のＥ２１７Ｇ溶液をマイクロピペットで１００μｌずつ添加
後、判定ライン部１６での発色の色調を観察した。結果を表２に示す。
【０１２５】
【表２】

【０１２６】
　表２に示すように、０ｎｇ／ｍｌで判定ライン部は赤紫色を示し、１０ｎｇ／ｍｌ、５
０ｎｇ／ｍｌ、２５０ｎｇ／ｍｌ、５００ｎｇ／ｍｌ、１０００ｎｇ／ｍｌの順にＥ２１
７Ｇ濃度が高くなるにつれて、判定ライン部の赤の色調が薄くなり、結果として全体的に
赤紫色から青色へと色調の変化が観察された。
【図面の簡単な説明】
【０１２７】
【図１】本発明の一実施形態の分析装置の斜視図である。
【図２】図１の分析装置を分析に使用した結果を示す斜視図である。
【図３】図１の分析装置における判定ライン部での結合状態を示す模式図である。
【図４】図１の分析装置における判定ライン部での結合状態を示す模式図である。
【図５】図１の分析装置における判定ライン部での結合状態を示す模式図である。
【図６】第３特異結合物質及び第４特異結合物質を用いた場合の判定ライン部での結合状
態を示す模式図である。
【図７】第３特異結合物質及び第４特異結合物質を用いた場合の判定ライン部での結合状
態を示す模式図である。
【図８】第３特異結合物質及び第４特異結合物質を用いた場合の判定ライン部での結合状
態を示す模式図である。
【図９】標識ａ化第１特異結合物質を判定区域に固定化した場合の判定ライン部での結合
状態を示す模式図である。
【図１０】標識ａ化第１特異結合物質を判定区域に固定化した場合の判定ライン部での結
合状態を示す模式図である。
【図１１】標識ａ化第１特異結合物質を判定区域に固定化した場合の判定ライン部での結
合状態を示す模式図である。
【図１２】本発明の別の実施の形態の分析装置の斜視図である。
【図１３】図１２の分析装置を分析に使用した結果を示す斜視図である。
【図１４】図１２の分析装置における判定ライン部での結合状態を示す模式図である。
【図１５】図１２の分析装置における判定ライン部での結合状態を示す模式図である。
【図１６】図１２の分析装置における判定ライン部での結合状態を示す模式図である。
【図１７】判定区域にｐＨインジケータを固定化させた場合の模式図である。
【図１８】判定区域にｐＨインジケータを固定化させた場合の模式図である。
【図１９】判定区域にｐＨインジケータを固定化させた場合の模式図である。
【図２０】本発明の総括を示す模式図である。
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【図２１】本発明の別の総括を示す模式図である。
【符号の説明】
【０１２８】
　１，１３　台紙
　２，１４　吸収体
　３，１５　判定紙
　４，１６　判定ライン部
　５，１７　試薬紙
　６　試薬紙
　７，１８　試料液添加部材
　８　標識ｂ化分析対象物もしくはその変性体
　９，１９　標識ａ化第１特異結合物質
　１０　第２特異結合物質
　１１，２３　試験片
　１２，２４　保護カバー
　２０　標識ｃ化第５抗体－抗原複合体
　２１　分析対象物もしくは変性体
　２２　第６抗体
　２５　第３特異結合物質
　２６　第４特異結合物質
　２７　標識ａ化第１特異結合物質／第３特異結合物質
　２８　ｐＨインジケーター

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】

【図５】
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