
(57)【要約】

流体試料中の関心対象の分析物量を定量的に測定する方

法を開示する。本発明の方法は、投入点、接触領域（分

析物結合粒子を含む）、試料捕捉ゾーン、および対照捕

捉ゾーンを有する膜を提供する段階を含み、ここで接触

領域は、投入点と試料捕捉ゾーン間に位置し、かつ試料

捕捉領域は、接触領域と対照捕捉ゾーン間に位置する（

図1）。本アッセイ法では、流体がアッセイ成分を、接

触領域を介した毛管作用によって、試料捕捉ゾーンの方

向へ輸送してこれを通過させ、続いて対照捕捉ゾーンの

方向へ輸送してこれを通過させることができる。「サン

ドイッチアッセイ法」の態様では、流体試料中の分析物

の量は、例えば、試料捕捉ゾーン内の分析物結合粒子量

と、対照捕捉ゾーン内の分析物結合粒子量の比として決

定可能な、補正後の分析物結合粒子の量に比例する。「

競合アッセイ法」の態様では、流体試料中の分析物の量

は、試料捕捉ゾーン内の分析物被覆粒子の量と、対照捕

捉ゾーン内の分析物被覆粒子量の比として決定可能な補

正後の分析物被覆粒子の量に反比例する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 を 定 量 的 に 測 定 す る 方 法 ：
a） 投 入 点 、 接 触 領 域 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 含 む 膜 ス ト リ ッ プ を 提
供 す る 段 階 （ 接 触 領 域 は 投 入 点 と 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 し 、 か つ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は 接 触
領 域 と 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 す る ） ；
b） 膜 ス ト リ ッ プ の 投 入 点 に 、 関 心 対 象 の 分 析 物 に 関 し て ア ッ セ イ 対 象 と な る 流 体 試 料 を
接 触 さ せ る 段 階 ；
c） 流 体 が 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 を 、 ス ト リ ッ プ を 介 し た 毛 管 作 用 に よ っ て 接
触 領 域 の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を 維 持 す る
段 階 （ 接 触 領 域 は 、 内 部 に 固 定 さ れ た 分 析 物 結 合 粒 子 の 集 団 を 有 し 、 こ こ で 分 析 物 結 合 粒
子 は 分 析 物 結 合 剤 で 被 覆 さ れ て い る ） ；
d） 関 心 対 象 の 分 析 物 （ 試 料 中 に 存 在 す る 場 合 ） が 分 析 物 結 合 粒 子 と の 結 合 を 可 能 に す る
こ と に よ り 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 を 作 製 す る こ と を 可 能 に す る 条 件 、 試 料 中 の 流 体
が 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 を 、 ス ト リ ッ プ を 介 し た 毛 管 作 用 に よ っ て 動 か し 、 試 料 捕
捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 （ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は 、 表 面
に 固 定 さ れ た 試 料 捕 捉 用 試 薬 を 有 す る ） 、 お よ び 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 と 試 料 捕 捉
用 試 薬 の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
e） 試 料 中 の 流 体 が 、 ス ト リ ッ プ を 介 し た 毛 管 作 用 に よ っ て 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子
を 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 （ 対 照 捕 捉 ゾ ー
ン は 、 表 面 に 固 定 さ れ た 対 照 捕 捉 用 試 薬 を 有 す る ） 、 お よ び 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子
と 対 照 捕 捉 用 試 薬 と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
f） 試 料 中 の 流 体 が 、 試 料 捕 捉 用 試 薬 と ま た は 対 照 捕 捉 用 試 薬 と 結 合 し て い な い 任 意 の 接
触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 を 、 毛 管 作 用 に よ っ て 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 越 え て 輸 送 す る こ と を
可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
g） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 接 触
状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 を 決 定 す る 段 階 ； な ら び に
h） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量
か ら 、 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 を 決 定 す る 段 階 （ 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 は
、 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 に 正 比 例 す る ） 。
【 請 求 項 ２ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 を 定 量 的 に 測 定 す る 方 法 ：
a） 投 入 点 、 接 触 領 域 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 含 む 膜 ス ト リ ッ プ を 提
供 す る 段 階 （ 接 触 領 域 は 投 入 点 と 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 し 、 か つ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は 接 触
領 域 と 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 す る ） ；
b） 膜 ス ト リ ッ プ の 投 入 点 に 、 関 心 対 象 の 分 析 物 に 関 し て ア ッ セ イ 対 象 と な る 流 体 試 料 を
接 触 さ せ る 段 階 ；
c） 流 体 が 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 を 、 ス ト リ ッ プ を 介 し た 毛 管 作 用 に よ っ て 接
触 領 域 の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を 維 持 す る
段 階 （ 接 触 領 域 は 、 内 部 に 固 定 さ れ た 分 析 物 被 覆 粒 子 の 集 団 を 有 し 、 こ こ で 分 析 物 被 覆 粒
子 は 関 心 対 象 の 分 析 物 で 被 覆 さ れ て い る ） ；
d） 試 料 中 の 流 体 が 、 分 析 物 被 覆 粒 子 を 、 ス ト リ ッ プ を 介 し た 毛 管 作 用 に よ っ て 動 か し 、
試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 （ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は
、 表 面 に 固 定 さ れ た 試 料 捕 捉 用 試 薬 を 有 す る ） 、 お よ び 、 分 析 物 被 覆 粒 子 と 試 料 捕 捉 用 試
薬 の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
e） 試 料 中 の 流 体 が 、 ス ト リ ッ プ を 介 し た 毛 管 作 用 に よ っ て 、 分 析 物 被 覆 粒 子 を 、 対 照 捕
捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 （ 対 照 捕 捉 ゾ ー ン は 、 表 面
に 固 定 さ れ た 対 照 捕 捉 用 試 薬 を 有 す る ） 、 お よ び 、 分 析 物 被 覆 粒 子 と 対 照 捕 捉 用 試 薬 と の
結 合 を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
f） 試 料 中 の 流 体 が 、 試 料 捕 捉 用 試 薬 と ま た は 対 照 捕 捉 用 試 薬 と 結 合 し て い な い 任 意 の 分
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析 物 被 覆 粒 子 を 、 毛 管 作 用 に よ っ て 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 越 え て 輸 送 す る こ と を 可 能 に す る
条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
g） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 被 覆 粒 子 の 量 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 被 覆 粒 子
の 量 を 決 定 す る 段 階 ； な ら び に
h） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量
か ら 、 補 正 後 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 を 決 定 す る 段 階 （ 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 は
、 補 正 後 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 に 反 比 例 す る ） 。
【 請 求 項 ３ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 を 測 定 す る 方 法 ：
a） 投 入 点 、 接 触 領 域 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 含 む 膜 ス ト リ ッ プ を 提
供 す る 段 階 （ 接 触 領 域 は 投 入 点 と 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 し 、 か つ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は 接 触
領 域 と 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 す る ） ；
b） 膜 ス ト リ ッ プ の 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に 流 体 試 料 を 接 触 さ せ る 段 階 （ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は 、 表
面 に 固 定 さ れ た 試 料 捕 捉 用 試 薬 を 有 す る ） 、 お よ び 関 心 対 象 の 分 析 物 （ 試 料 中 に 存 在 す る
場 合 ） が 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 試 料 捕 捉 用 試 薬 と 結 合 す る こ と に よ っ て 、 停 止 状 態 の 分 析 物
を 作 製 す る こ と を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を 維 持 す る 段 階 ；
c） 膜 ス ト リ ッ プ の 投 入 点 に 緩 衝 液 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
d） 緩 衝 液 が 、 接 触 領 域 内 に 固 定 さ れ た 分 析 物 結 合 粒 子 の 集 団 を 、 毛 管 作 用 に よ っ て 動 か
し 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 （ 分 析 物 結 合 粒
子 は 、 分 析 物 に 対 す る 抗 体 で 被 覆 さ れ て い る ） 、 お よ び 停 止 状 態 の 関 心 対 象 の 分 析 物 が 、
分 析 物 結 合 粒 子 と 相 互 作 用 す る こ と に よ っ て 、 停 止 状 態 の 分 析 物 -粒 子 複 合 体 を 作 製 す る
こ と を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を 維 持 す る 段 階 ；
e） 緩 衝 液 が 、 分 析 物 結 合 粒 子 を 、 毛 管 作 用 に よ っ て 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し か つ
通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 （ 対 照 捕 捉 ゾ ー ン は 、 表 面 に 固 定 さ れ た 対 照 捕 捉 用 試 薬
を 有 す る ） 、 お よ び 分 析 物 結 合 粒 子 と 対 照 捕 捉 用 試 薬 を 結 合 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ
ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
f） 試 料 中 の 流 体 が 、 試 料 捕 捉 用 試 薬 と ま た は 対 照 捕 捉 用 試 薬 と 結 合 し て い な い 任 意 の 分
析 物 結 合 粒 子 を 、 毛 管 作 用 に よ っ て 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 越 え て 輸 送 す る こ と を 可 能 に す る 条
件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
g） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子
の 量 を 決 定 す る 段 階 ； な ら び に
h） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量
か ら 、 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 を 決 定 す る 段 階 （ 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 は
、 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 に 正 比 例 す る ） 。
【 請 求 項 ４ 】
補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 を 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 に 対 す る 、 試 料 捕 捉
ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 の 比 と し て 決 定 す る 、 請 求 項 1、 2、 ま た は 3の い ず れ か 一 項
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 を 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 と 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内
の 分 析 物 結 合 粒 子 量 の 合 計 に 対 す る 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 の 比 と し て 決
定 す る 、 請 求 項 1、 2、 ま た は 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
膜 ス ト リ ッ プ を 、 硝 酸 セ ル ロ ー ス ま た は ガ ラ ス 繊 維 か ら 作 製 す る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
粒 子 が ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ で あ る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
粒 子 が 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
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標 識 が 、 比 色 分 子 、 蛍 光 分 子 、 リ ン 光 分 子 、 発 光 分 子 、 化 学 発 光 分 子 、 お よ び 酵 素 結 合 分
子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
分 析 物 お よ び 分 析 物 結 合 剤 が 結 合 対 の 要 素 で あ り 、 か つ 結 合 対 の 1つ の 要 素 が 、 タ ン パ ク
質 、 ホ ル モ ン 、 酵 素 、 糖 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 小 分 子 、 多 糖 、 レ ク チ ン 、 抗 体 、 抗 体 断
片 、 核 酸 、 薬 剤 、 薬 剤 接 合 体 、 毒 素 、 ウ イ ル ス 、 ウ イ ル ス 粒 子 、 細 胞 壁 の 一 部 、 ハ プ テ ン
、 お よ び 受 容 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
分 析 物 結 合 剤 が 、 抗 体 、 抗 体 断 片 、 ハ プ テ ン 、 薬 剤 接 合 体 、 お よ び 受 容 体 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
分 析 物 結 合 剤 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
対 照 捕 捉 用 試 薬 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
試 料 捕 捉 用 試 薬 が 、 分 析 物 結 合 粒 子 表 面 の 抗 体 と 同 じ エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 、 お よ び 分
析 物 結 合 粒 子 表 面 の 抗 体 と は 異 な る エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗
体 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
対 照 捕 捉 用 試 薬 が 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
被 験 試 料 が 、 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 尿 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 精 液 、 硝 子 体 、 ま た は 滑 液 か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
関 心 対 象 の 分 析 物 が 、 ミ オ グ ロ ビ ン 、 CK-MB、 ト ロ ポ ニ ン I、 お よ び PSAか ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
関 心 対 象 の 分 析 物 が 、 ジ ゴ キ シ ン 、 テ オ フ ィ リ ン 、 ホ ル モ ン T-3、 ホ ル モ ン T-4、 LSD、 THC
、 お よ び バ ル ビ ツ ー ル 酸 塩 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
段 階 （ f） に お い て 、 試 料 中 の 流 体 が 、 試 料 捕 捉 用 試 薬 と ま た は 対 照 捕 捉 用 試 薬 と 結 合 し
て い な い 任 意 の 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 を 、 毛 管 作 用 に よ っ て 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 越 え て
吸 い 取 り パ ッ ド 中 へ と 輸 送 す る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願
本 出 願 は 、 2001年 3月 26日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 09/817,781号 の 一 部 係 属 出 願 で あ
る 。 同 出 願 の 全 開 示 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
流 体 試 料 （ 特 に 体 液 試 料 ） に 含 ま れ る 細 胞 お よ び 分 析 物 の 定 量 分 析 を 行 う こ と で 、 医 師 お
よ び 患 者 に と っ て 、 診 断 お よ び 治 療 に 関 す る 極 め て 重 要 な 情 報 が 得 ら れ る こ と は 少 な く な
い 。 定 量 的 免 疫 ア ッ セ イ 法 で は 、 抗 原 （ Ag） 抗 体 （ Ab） 反 応 の 特 異 性 を 利 用 し て 、 試 料 中
の Agま た は Abの 検 出 お よ び 定 量 を 行 う 。 固 相 免 疫 ア ッ セ イ 法 で は 、 1種 の 試 薬 （ 例 え ば Ag
ま た は Ab） を 固 相 表 面 に 結 合 さ せ る こ と で 、 結 合 状 態 の 試 薬 ま た は 分 析 物 と 、 遊 離 状 態 の
試 薬 ま た は 分 析 物 の 分 離 が 容 易 に な る 。 次 に 固 相 に 、 対 象 と な る Agま た は Abに 結 合 す る 分
析 物 を 含 む 試 料 を 接 触 さ せ る 。 結 合 の 程 度 を 定 量 す る こ と で 、 試 料 中 の 分 析 物 濃 度 の 尺 度
が 得 ら れ る 。 し か し 、 測 定 可 能 な シ グ ナ ル へ と 結 合 事 象 を 変 換 す る こ と は 、 分 析 物 の 存 在
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ま た は 量 に 関 連 し な い 、 ア ッ セ イ 成 分 の 結 合 の 変 動 な ど の 複 数 の 干 渉 の 影 響 を 受 け る 。 こ
の よ う な 干 渉 に よ り 、 定 量 的 免 疫 ア ッ セ イ 法 の 特 異 性 お よ び 応 用 可 能 性 が 制 限 さ れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 概 要
本 発 明 は 、 内 部 対 照 を 用 い る こ と で 、 ア ッ セ イ 成 分 の 特 異 的 結 合 の 変 動 を 補 償 す る 、 定 量
的 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 法 （ 例 え ば 、 サ ン ド イ ッ チ 免 疫 ア ッ セ イ 法 、 ま た は 阻
害 免 疫 ア ッ セ イ 法 ） な ど の 固 相 ア ッ セ イ 法 に よ り 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 を
測 定 す る 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 の 方 法 で は 、 関 心 対 象 の 分 析 物 お よ び 捕 捉 用 試 薬 を 、 特 異
的 な 結 合 対 の 一 部 と し て 使 用 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
定 量 的 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 法 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 十 分 な 空 隙 率 と 、 分 析
物 を 含 む 流 体 に よ る 湿 潤 性 を 有 し 、 ま た 毛 管 作 用 に よ り 粒 子 の 運 動 を 可 能 に す る 、 硝 酸 セ
ル ロ ー ス ま た は ガ ラ ス 繊 維 な ど の 適 切 な 材 料 で 作 ら れ た 膜 ス ト リ ッ プ （ membrane strip）
を 用 い る 。 膜 ス ト リ ッ プ に は 、 投 入 点 （ application point） 、 接 触 領 域 、 試 料 捕 捉 ゾ ー
ン 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン が あ り 、 接 触 領 域 は 投 入 点 と 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 し 、 か つ
試 料 捕 捉 ゾ ー ン は 接 触 領 域 と 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
「 サ ン ド イ ッ チ 」 型 の ア ッ セ イ 法 で は 、 リ ポ ソ ー ム や 有 機 高 分 子 ラ テ ッ ク ス 粒 子 な ど の 分
析 物 結 合 粒 子 の 集 団 が 接 触 領 域 に 固 定 さ れ る 。 分 析 物 結 合 粒 子 は 、 関 心 対 象 の 分 析 物 に 対
す る 結 合 剤 （ 例 え ば 抗 体 ） で 被 覆 さ れ て い る 。 こ の よ う な 粒 子 は 、 比 色 標 識 、 蛍 光 標 識 、
発 光 標 識 、 化 学 発 光 標 識 、 （ 例 え ば ELISAに お け る ） 酵 素 結 合 標 識 、 ま た は 他 の 適 切 な 標
識 を 用 い て 標 識 す る こ と で 検 出 を 容 易 に す る こ と が で き る 。 試 料 捕 捉 用 試 薬 （ 例 え ば 、 関
心 対 象 の 分 析 物 に 対 す る 抗 体 な ど の 、 関 心 対 象 の 分 析 物 に 結 合 す る 薬 剤 ） を 試 料 捕 捉 ゾ ー
ン に 固 定 す る 。 対 照 捕 捉 用 試 薬 （ 例 え ば 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 な ど の 、 分 析 物 結 合 粒 子
に 結 合 す る 薬 剤 ） を 対 照 捕 捉 ゾ ー ン に 固 定 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
本 発 明 の 方 法 で は 、 膜 ス ト リ ッ プ の 投 入 点 に 、 関 心 対 象 の 分 析 物 に 関 し て ア ッ セ イ 対 象 と
な る 流 体 試 料 を 接 触 さ せ る 。 次 に 膜 ス ト リ ッ プ を 、 流 体 の 毛 管 作 用 が 、 関 心 対 象 の 分 析 物
（ 存 在 す る 場 合 ） を 膜 ス ト リ ッ プ を 介 し て 、 接 触 領 域 の 方 向 へ 輸 送 し て こ れ を 通 過 さ せ る
こ と を 十 分 可 能 に す る 条 件 で 維 持 す る 。 こ の 装 置 を 、 関 心 対 象 の 分 析 物 が 接 触 領 域 に 到 達
す る 際 に 、 接 触 領 域 内 に 固 定 さ れ た 、 分 析 物 結 合 粒 子 表 面 に 被 覆 さ れ た 分 析 物 結 合 剤 に 分
析 物 が 結 合 す る よ う に さ ら に 維 持 す る 。 分 析 物 と 結 合 し た 状 態 の 粒 子 を 含 む 分 析 物 結 合 粒
子 （ 「 分 析 物 結 合 」 粒 子 ） は 、 流 体 に よ っ て 動 か さ れ 、 ま た 毛 管 作 用 に よ っ て 、 ス ト リ ッ
プ 中 を 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 移 動 し て こ れ を 通 過 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
試 料 捕 捉 用 試 薬 は 、 分 析 物 結 合 粒 子 と 相 互 作 用 す る 。 試 料 捕 捉 用 試 薬 と 分 析 物 結 合 粒 子 が
相 互 作 用 す る と 、 分 析 物 結 合 粒 子 は 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 す る 。 流 体 の 毛 管 作 用 は 、 分
析 物 結 合 粒 子 を 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ さ ら に 動 か し て こ れ を 通 過 さ せ る だ け で な く 、 （
分 析 物 結 合 粒 子 が 対 照 捕 捉 用 試 薬 に 結 合 し て い る ） 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 動 か し て こ れ
を 通 過 さ せ る 。 流 体 の 毛 管 作 用 は 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 越 え て 、 例 え ば 吸 い 取 り パ ッ ド （ wi
cking pad） 中 に 残 存 す る 、 非 結 合 状 態 の 粒 子 を 動 か し 続 け る 。 次 に 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停
止 状 態 に あ る 、 ま た 対 照 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
次 に 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 を 決 定 す る 。 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の
量 は 例 え ば 、 （ 1） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 し た 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 と 、 （ 2） 対 照 捕
捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 の 比 と し て 決 定 可 能 で あ る 。 あ る い は 、 流 体 試 料 中 の 関 心
対 象 の 分 析 物 の 量 は 、 （ 1） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 し た 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 と 、 （ 2
） 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 と 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 し た 状 態 の 分 析 物 結
合 粒 子 の 量 の 合 計 の 比 と し て 決 定 可 能 で あ る 。
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【 ０ ０ ０ ９ 】
別 の 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 法 で は 、 関 心 対 象 の 分 析 物 に 関 し て ア ッ セ イ 対 象 と
な る 流 体 試 料 を 、 装 置 の 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に 直 接 ア プ ラ イ す る 。 膜 ス ト リ ッ プ は 、 流 体 試 料
中 の 分 析 物 が 試 料 捕 捉 用 試 薬 と 相 互 作 用 し 、 ま た 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に 固 定 さ れ る 適 切 な 条 件
で 維 持 す る 。 次 に 水 ま た は 適 切 な 緩 衝 液 を 膜 の 投 入 点 に 添 加 し 、 分 析 物 結 合 粒 子 を 動 か す
。 分 析 物 結 合 粒 子 は 次 に 、 毛 管 作 用 で 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 さ れ て こ れ を 通 過 し 、
続 い て 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 さ れ て こ れ を 通 過 す る 。 膜 ス ト リ ッ プ は 、 分 析 物 結 合
粒 子 と 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 に 固 定 さ れ た 分 析 物 の 相 互 作 用 を 可 能 に す る 条 件 で さ ら に 維 持
す る 。 分 析 物 結 合 粒 子 が 、 固 定 さ れ た 分 析 物 と 相 互 作 用 す る と 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 分 析 物
結 合 粒 子 の 動 き が 停 止 す る 。 ま た 、 分 析 物 結 合 粒 子 が 、 対 照 捕 捉 用 試 薬 と 相 互 作 用 す る と
、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン で 分 析 物 結 合 粒 子 の 動 き が 停 止 す る 。 流 体 試 料 中 の 分 析 物 の 量 は 、 上 述
し た よ う に 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 を 考 慮 す る こ と で 決 定
さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
別 の 態 様 で は 、 「 競 合 」 型 ま た は 「 阻 害 」 型 の 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 法 で は 、
分 析 物 被 覆 粒 子 の 集 団 が 接 触 領 域 に 固 定 さ れ る 。 こ の 粒 子 の 検 出 は 、 上 述 の 手 順 で 標 識 す
る こ と に よ り 、 容 易 に な り う る 。 試 料 捕 捉 用 試 薬 （ 例 え ば 、 関 心 対 象 の 分 析 物 に 対 す る 抗
体 な ど の 、 関 心 対 象 の 分 析 物 に 結 合 す る 薬 剤 ） を 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に 固 定 す る 。 ま た 対 照 捕
捉 用 試 薬 （ 例 え ば 、 分 析 物 被 覆 粒 子 に は 結 合 す る が 、 分 析 物 そ の も の に は 結 合 し な い 薬 剤
） を 対 照 捕 捉 ゾ ー ン に 固 定 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 の 方 法 で は 、 膜 ス ト リ ッ プ の 投 入 点 に 、 関 心 対 象 の 分 析 物 に 関 し て ア ッ セ イ 対 象 と
な る 流 体 試 料 を 接 触 さ せ る 。 次 に 膜 ス ト リ ッ プ を 、 流 体 の 毛 管 作 用 が 、 関 心 対 象 の 分 析 物
（ 存 在 す る 場 合 ） を 膜 ス ト リ ッ プ を 介 し て 、 接 触 領 域 の 方 向 へ 輸 送 し て こ れ を 通 過 さ せ る
こ と を 十 分 可 能 に す る 条 件 で 維 持 す る 。 こ の 装 置 を 、 関 心 対 象 の 分 析 物 が 接 触 領 域 に 到 達
す る 際 に 、 分 析 物 被 覆 粒 子 が 、 ス ト リ ッ プ を 介 し て 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 、 流 体 に よ っ
て 、 試 料 中 に 存 在 す る 任 意 の 分 析 物 と と も に 輸 送 さ れ て こ れ を 通 過 し 、 ま た 毛 管 作 用 に よ
っ て 動 く よ う に 、 さ ら に 維 持 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
試 料 捕 捉 用 試 薬 は 、 分 析 物 被 覆 粒 子 と 相 互 作 用 す る 。 試 料 捕 捉 用 試 薬 と 分 析 物 被 覆 粒 子 が
相 互 作 用 す る と 、 分 析 物 被 覆 粒 子 は 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 す る 。 試 料 中 で は 、 試 料 捕 捉
ゾ ー ン の 試 料 捕 捉 用 試 薬 上 の 結 合 部 位 を め ぐ っ て 、 分 析 物 被 覆 粒 子 と 分 析 物 （ 存 在 す る 場
合 ） が 競 合 す る の で 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る 分 析 物 被 覆 粒 子 の 量 は 、 試 料 中 の
分 析 物 の 量 に 反 比 例 す る 。 流 体 の 毛 管 作 用 は 、 分 析 物 被 覆 粒 子 を 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向
へ さ ら に 輸 送 し て こ れ を 通 過 さ せ る だ け で な く 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し て こ れ を
通 過 さ せ る （ 分 析 物 被 覆 粒 子 は 、 同 ゾ ー ン で 対 照 捕 捉 用 試 薬 と 結 合 す る ） 。 流 体 の 毛 管 作
用 は 、 引 き 続 い て 残 存 す る 非 結 合 状 態 の 粒 子 を 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 越 え て （ 例 え ば 吸 い 取
り パ ッ ド 中 に ） 動 か す 。 次 に 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る 、 ま た 対 照 捕 捉 ゾ ー ン で
停 止 状 態 に あ る 分 析 物 被 覆 粒 子 の 量 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
次 に 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 を 決 定 す る 。 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の
量 は 例 え ば 、 （ 1） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 し た 状 態 の 分 析 物 被 覆 粒 子 の 量 と 、 （ 2） 対 照 捕
捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 の 比 に 反 比 例 す る 。 あ る い は 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分
析 物 の 量 は 、 （ 1） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る 分 析 物 被 覆 粒 子 の 量 と 、 （ 2） 対 照 捕
捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る 分 析 物 被 覆 粒 子 の 量 と 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る 分 析
物 被 覆 粒 子 の 量 の 合 計 の 比 に 反 比 例 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
こ の よ う な 定 量 的 ア ッ セ イ 法 に お け る 、 固 相 を 通 過 す る 流 体 の 流 れ は 、 こ の ア ッ セ イ 法 の
動 的 特 徴 に 寄 与 す る 。 つ ま り 、 分 析 物 と 粒 子 の 結 合 の 量 は 、 固 相 上 の 位 置 に 関 連 す る 粒 子
の 位 置 と 同 様 に 変 動 す る 。 こ の た め 、 固 相 反 応 体 の 空 隙 率 と い っ た 、 固 相 反 応 体 の 構 造 の
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変 化 、 な ら び に 流 体 試 料 お よ び 他 の 因 子 の 粘 性 の 変 化 は 、 ア ッ セ イ 成 分 の 特 異 的 結 合 の 変
動 に 寄 与 し う る 。 本 発 明 の 方 法 で は 、 ア ッ セ イ 法 の 動 的 な 性 質 の 結 果 生 じ る 変 動 が 補 償 さ
れ る の で 、 溶 液 に 含 ま れ る 関 心 対 象 の 分 析 物 量 の 、 よ り 正 確 な 決 定 が 可 能 と な る 。 ま た 、
本 発 明 の シ ス テ ム は 、 比 （ 例 え ば 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る 分 析 物 結 合 粒 子 の 量
と 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 の 比 、 ま た は 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る
分 析 物 被 覆 粒 子 の 量 と 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 被 覆 粒 子 の 量 の 比 ） を 関 心 対 象 の 分 析
物 量 の 決 定 に 用 い る こ と で 、 ア ッ セ イ 法 の 感 度 が 高 ま る 。 よ り 多 く の 粒 子 が 試 料 捕 捉 ゾ ー
ン で 結 合 し た 状 態 に あ る と 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン に お け る 利 用 可 能 性 は 小 さ く な る の で 、 関 心
対 象 の 分 析 物 濃 度 の 上 昇 に 伴 い 、 分 母 が 小 さ く な る と 同 時 に 分 子 が 大 き く な る 。 ま た 同 比
を 用 い る 場 合 は 、 絶 対 的 な シ グ ナ ル 値 の 使 用 は 、 関 心 対 象 の 分 析 物 量 の 計 算 で 相 殺 さ れ る
。 し た が っ て 、 シ グ ナ ル 値 の 検 出 に 使 用 す る シ グ ナ ル リ ー ダ ー の 較 正 上 の 不 正 確 さ は 極 め
て 小 さ く な る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の 前 述 お よ び 他 の 目 的 、 特 徴 、 な ら び に 利 点 は 、 添 付 の 図 面 に お い て 説 明 さ れ る 、
本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に つ い て の 以 下 の よ り 具 体 的 な 説 明 か ら 明 ら か に な る で あ ろ う 。 な
お 、 図 面 中 の 同 じ 参 照 記 号 は 、 別 の 図 全 体 を 通 し て 同 じ 部 分 を 示 す 。 図 面 は 必 ず し も 実 寸
を 反 映 し て お ら ず 、 本 発 明 の 原 理 を 説 明 す る た め に 強 調 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に つ い て 以 下 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 は 、 定 量 的 な リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ 法 に お け る 、 試 薬 の 特 異 的 結 合 の 変 動 を 補 償 す
る 方 法 に 関 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 出 願 人 は 、 ア ッ セ イ 法 に お け る 特 異 的 結
合 の 変 動 を 補 償 す る こ と で 、 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 の 測 定 精 度 を 高 め る 手 段 を 開 発 し た 。
本 発 明 の 方 法 は 、 分 析 物 結 合 粒 子 に 特 異 的 に 結 合 す る 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン に 対 照 捕 捉 用 試 薬
を 含 む 内 部 対 照 を ア ッ セ イ 法 に 含 む 。 対 照 捕 捉 用 試 薬 に 関 す る 分 析 物 結 合 粒 子 の 挙 動 を 、
分 析 物 結 合 粒 子 と 、 ア ッ セ イ 法 の 表 面 と の 反 応 に お け る 変 動 量 の 補 償 に 用 い る 。 次 に 分 析
物 結 合 粒 子 の 変 動 量 を 、 関 心 対 象 の 分 析 物 量 を 決 定 す る 際 に 考 慮 す る こ と で 、 分 析 物 結 合
粒 子 の 特 異 的 な 反 応 の 量 の 、 よ り 正 確 な 決 定 が 可 能 と な る 。 例 え ば 、 分 析 物 結 合 粒 子 の 補
正 後 の 量 は 、 （ 1） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る 分 析 物 結 合 粒 子 量 と 、 （ 2） 対 照 捕 捉
ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 の 比 を 元 に 、 ま た は （ 1） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る
分 析 物 結 合 粒 子 の 量 と 、 （ 2） 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 と 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン
で 停 止 状 態 に あ る 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 の 合 計 の 比 を 元 に 決 定 す る こ と が で き る ほ か 、 反 応
の 特 異 的 結 合 の 成 分 の 変 動 を 除 く 別 の 適 切 な 計 算 法 で 決 定 す る こ と が で き る 。 次 に 関 心 対
象 の 分 析 物 の 量 を 、 分 析 物 結 合 粒 子 の 補 正 後 の 量 か ら 計 算 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 明 細 書 で 用 い る 「 ア ッ セ イ 法 」 と は 、 試 料 を 分 析 し て 1種 も し く は 複 数 の 分 析 物 の 有 無
を 判 定 し た り 定 量 し た り す る 、 イ ン ビ ト ロ に お け る 手 法 を 意 味 す る 。 本 発 明 の リ ガ ン ド 結
合 ア ッ セ イ 法 で は 、 分 析 物 お よ び 分 析 物 結 合 剤 を 使 用 す る 。 分 析 物 お よ び 分 析 物 結 合 剤 は
、 特 異 的 な 「 結 合 対 」 の 要 素 で あ り 、 結 合 対 の 第 1の 要 素 （ 例 え ば 分 析 物 ） は 、 第 2の 要 素
（ 例 え ば 結 合 剤 ） と 特 異 的 に 反 応 す る 。 結 合 対 の 一 方 ま た は 両 方 の 要 素 は 抗 体 で あ っ て も
よ い 。 例 え ば 、 結 合 対 の 第 1の 要 素 （ 例 え ば 関 心 対 象 の 分 析 物 ） は 抗 体 で あ っ て も よ く 、
結 合 対 の 第 2の 要 素 （ 例 え ば 結 合 剤 ） は 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 で あ っ て も よ い 。 あ る い は
、 結 合 対 の 第 1の 要 素 （ 例 え ば 分 析 物 ） は 抗 原 で 、 結 合 対 の 第 2の 要 素 （ 例 え ば 結 合 剤 ） は
抗 体 で あ っ て も よ い 。 好 ま し い 態 様 で は 、 ア ッ セ イ 法 と は 、 手 法 の 成 分 と し て 抗 体 を 用 い
る 「 免 疫 ア ッ セ イ 法 」 で あ る 。 特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 「 サ ン ド イ ッ
チ 」 ア ッ セ イ 法 な ど の 定 量 的 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 法 で あ り 、 こ れ は 、 膜 を 介
す る 系 の 成 分 の 毛 管 作 用 を 引 き 起 こ す 、 分 析 物 に 対 す る 抗 体 な ど の 分 析 物 結 合 剤 で 被 覆 さ
れ た 粒 子 が そ の 表 面 に 固 定 さ れ て い る 膜 に 、 分 析 物 を 含 む 流 体 被 験 試 料 を 接 触 さ せ る よ う
な 、 分 析 物 を 対 象 と し た 試 験 法 で あ る 。 こ の ア ッ セ イ 法 で 正 の 結 果 が 得 ら れ れ ば 、 そ れ は
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膜 の 捕 捉 ゾ ー ン に お け る 分 析 物 と 結 合 剤 被 覆 粒 子 間 の 相 互 作 用 が 検 出 さ れ た こ と を 意 味 す
る 。 ま た 、 捕 捉 ゾ ー ン の 結 合 剤 被 覆 粒 子 の 量 は 、 被 験 試 料 中 の 分 析 物 の 量 に 比 例 す る 。 代
表 的 な 定 量 的 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 法 に つ い て は 、 例 え ば 、 内 容 全 体 が 参 照 と
し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 米 国 特 許 第 5,753,517号 を 参 照 さ れ た い 。 別 の 特 に 好 ま し
い 態 様 で は 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 分 析 物 を 含 む 流 体 被 験 試 料 を 、 分 析 物 で 被 覆 さ れ た 粒 子
を 内 部 に 固 定 し た 膜 に 接 触 さ せ て 、 膜 を 介 し て 系 の 成 分 の 毛 管 作 用 を 生 じ さ せ る 「 阻 害 」
ア ッ セ イ 法 ま た は 「 競 合 」 ア ッ セ イ 法 な ど の 定 量 的 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 法 で
あ る 。 こ の ア ッ セ イ 法 で 正 の 結 果 が 得 ら れ れ ば 、 そ れ は 膜 の 捕 捉 ゾ ー ン に お け る 薬 剤 被 覆
粒 子 間 の 相 互 作 用 が 検 出 さ れ た こ と を 意 味 す る 。 ま た 、 捕 捉 ゾ ー ン の 薬 剤 被 覆 粒 子 の 量 は
、 被 験 試 料 中 の 分 析 物 の 量 に 反 比 例 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の ア ッ セ イ 法 の 他 の 態 様 で は 、 分 析 物 も 結 合 剤 の い ず れ も 抗 体 で は な く 、 例 え ば 結
合 対 の 第 1の 要 素 は リ ガ ン ド で あ り 、 結 合 対 の 第 2の 要 素 は 受 容 体 で あ り う り 、 ま た は 、 結
合 対 の 第 1の 要 素 は レ ク チ ン で あ り 、 結 合 対 の 第 2の 要 素 は 糖 で あ り う る 。 さ ら に 別 の 態 様
で は 、 結 合 対 の 第 1の 要 素 は 核 酸 （ 例 え ば DNA、 RNA） で あ り 、 結 合 対 の 第 2の 要 素 は 、 結 合
対 の 第 1の 要 素 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る 核 酸 の 場 合 が あ る 。 本 明 細 書 で 用 い る
「 特 異 的 な ハ イ ブ リ ッ ド の 形 成 」 と い う 用 語 は 、 第 1の 核 酸 が 第 2の 核 酸 と （ 第 1の 核 酸 が
第 2の 核 酸 を 除 く 任 意 の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 し な い よ う に ） ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 可
能 な こ と （ 例 え ば 、 第 1の 核 酸 が 、 試 料 中 の 、 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る 他 の 任 意 の 核 酸 と
比 較 し て 第 2の 核 酸 と 高 い 類 似 性 を も つ ） を 意 味 す る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 「 ス ト リ ン ジ
ェ ン シ ー 条 件 」 と は 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 条 件 お よ び 洗 浄 条 件 （ 例 え ば 、 特 定 の 核 酸 と 第
2の 核 酸 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 可 能 に す る 温 度 お よ び 緩 衝 液 濃 度 の 条 件 ） を 意 味 す る 当
技 術 分 野 で 用 い ら れ る 表 現 で あ り 、 第 1の 核 酸 は 、 第 2の 核 酸 に 対 し て 完 全 に （ す な わ ち 10
0%） 相 補 的 で あ る か 、 第 1の 核 酸 と 第 2の 核 酸 は 、 完 全 未 満 （ 例 え ば 70%、 75%、 80%、 85%、
90%、 95%） の 、 あ る 程 度 の 相 補 性 を 有 し う る 。 例 え ば 、 あ る 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件
は 、 完 全 に 相 補 的 な 核 酸 を 、 相 補 性 の 低 い 核 酸 と 区 別 す る 際 に 使 用 さ れ う る 。 核 酸 の ハ イ
ブ リ ッ ド 形 成 に お け る 「 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 」 、 「 中 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 」 、
お よ び 「 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 」 は 、 「 Current Protocols in Molecular Biology」
（ Ausubel, F.M.ら 、 「 Current Protocols in Molecular Biology」 、 John Wiley & Sons
（ 1998） 、 こ れ ら は 、 そ の 内 容 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） の 2.10.1～
2.10.16、 お よ び 6.3.1～ 6.3.6で 説 明 さ れ て い る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ
ー を 決 定 す る 正 確 な 条 件 は 、 イ オ ン 強 度 （ 例 え ば 0.2× SSC、 0.1× SSC） 、 温 度 （ 例 え ば 室
温 、 42℃ 、 68℃ ） 、 お よ び ホ ル ム ア ミ ド な ど の 不 安 定 化 剤 、 ま た は SDSな ど の 変 性 剤 の 濃
度 に 依 存 す る だ け で な く 、 核 酸 配 列 の 長 さ 、 塩 基 組 成 、 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る 配 列 間 の
ミ ス マ ッ チ 出 現 率 、 お よ び 他 の 非 同 一 配 列 内 に 含 ま れ る 配 列 の サ ブ セ ッ ト の 出 現 頻 度 な ど
の 諸 因 子 に も 依 存 す る 。 し た が っ て 、 同 等 の 条 件 を 、 2種 の 核 酸 分 子 間 に お け る 同 程 度 の
同 一 性 ま た は 類 似 性 を 維 持 し な が ら 、 1種 ま た は 複 数 の 上 記 パ ラ メ ー タ を 変 化 さ せ る こ と
で 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
分 析 物 お よ び 結 合 剤 の 組 成 に か か わ ら ず 、 こ れ ら 2種 類 の 成 分 は 、 第 1の 要 素 が 第 2の 要 素
と 特 異 的 に 反 応 す る 特 異 的 な 結 合 対 を 形 成 す る 。 結 合 対 の 要 素 間 の 特 異 的 な 相 互 作 用 は 、
結 合 対 の 第 1の 要 素 が 、 結 合 対 の 第 2の 要 素 と 、 好 ま し く は 、 ア ッ セ イ 法 に 含 ま れ る 別 の 化
合 物 と の 任 意 の 結 合 を 除 外 す る よ う に し て 選 択 的 に 結 合 す る こ と 、 ま た は 相 互 作 用 す る こ
と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 明 細 書 で 用 い る 「 分 析 物 」 ま た は 「 関 心 対 象 の 分 析 物 」 と い う 用 語 は 、 上 述 の 結 合 対 の
第 1の 要 素 を 意 味 す る 。 分 析 物 と は 、 そ の 量 が 測 定 さ れ る 分 子 ま た は 化 合 物 で あ る 。 分 析
物 の 例 に は 、 ホ ル モ ン ま た は 酵 素 な ど の タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 小 分 子 、
多 糖 、 抗 体 、 核 酸 、 薬 剤 、 毒 素 （ 例 え ば 環 境 毒 素 ） 、 ウ イ ル ス ま た は ウ イ ル ス 粒 子 、 細 胞
壁 の 一 部 、 お よ び 他 の 化 合 物 な ど が 含 ま れ る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 分 析 物 は 「 免 疫 原 性 」
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を 有 す る 。 こ の 用 語 は 、 分 析 物 に 対 し て 、 ま た は 担 体 （ 例 え ば 、 ハ プ テ ン に 対 す る 抗 体 が
生 じ る 可 能 性 が あ る 、 ハ プ テ ン -担 体 接 合 体 ） に 結 合 し た 状 態 の 分 析 物 に 対 し て 抗 体 （ 上
述 ） が 生 じ る 可 能 性 が あ る こ と を 意 味 す る 。 い く つ か の 代 表 的 な 態 様 で は 、 関 心 対 象 の 分
析 物 は 、 ミ オ グ ロ ビ ン 、 CK-MB、 ト ロ ポ ニ ン I、 PSA、 ジ ゴ キ シ ン 、 テ オ フ ィ リ ン 、 ホ ル モ
ン （ 例 え ば T-3も し く は T-4） 、 ま た は 乱 用 性 薬 剤 （ LSD、 THC、 バ ル ビ ツ ー ル 酸 塩 な ど ） の
で あ り う る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
関 心 対 象 の 分 析 物 は 流 体 試 料 中 に 存 在 す る 。 流 体 試 料 は 、 比 較 的 少 な い 成 分 を 含 む 流 体 で
あ り う る （ 例 え ば 関 心 対 象 の 分 析 物 を 含 む 水 溶 液 ） 。 あ る い は 流 体 試 料 は 、 複 合 環 境 試 料
（ 例 え ば 汚 水 、 地 下 水 ） 、 ま た は 複 合 生 物 学 的 流 体 （ 例 え ば 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 尿 、 脳 脊
髄 液 、 唾 液 、 精 液 、 硝 子 体 液 、 滑 液 、 ま た は 他 の 生 物 学 的 流 体 ） な ど の 多 く の 成 分 を 有 す
る 流 体 で あ り う る 。 1つ の 代 表 的 な 態 様 で は 、 関 心 対 象 の 分 析 物 が ミ オ グ ロ ビ ン の 場 合 、
流 体 試 料 は 通 常 、 全 血 、 血 漿 、 ま た は 血 清 で あ る 。 望 ま し い な ら ば 、 流 体 試 料 は 例 え ば 、
複 合 的 な 生 物 学 的 流 体 が 流 体 試 料 と し て 使 用 さ れ る 場 合 に 、 溶 液 （ 例 え ば 水 溶 液 ） で 希 釈
す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 関 心 対 象 の 分 析 物 が 溶 液 中 に 存 在 し な い 場 合 （ 例 え ば 、 関
心 対 象 の 分 析 物 が 固 体 試 料 中 に 含 ま れ る 場 合 ） 、 溶 液 中 に 抽 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば
関 心 対 象 の 分 析 物 が 核 酸 の 場 合 、 対 象 細 胞 か ら 溶 液 （ 例 え ば 水 溶 液 ） 中 に 抽 出 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 明 細 書 で 用 い る 「 分 析 物 結 合 剤 」 と い う 用 語 は 、 上 述 の 結 合 対 の 第 2の 要 素 を 意 味 す る
。 分 析 物 結 合 剤 は 、 抗 体 、 ハ プ テ ン 、 も し く は 薬 剤 接 合 体 、 受 容 体 、 ま た は 別 の 結 合 パ ー
ト ナ ー な ど の 分 析 物 （ 結 合 対 の 第 1の 要 素 ） に 特 異 的 に 結 合 す る 化 合 物 で あ る 。 好 ま し い
態 様 で は 、 分 析 物 結 合 剤 は 、 関 心 対 象 の 分 析 物 に 対 す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
「 サ ン ド イ ッ チ 」 ア ッ セ イ 法
本 発 明 の 1つ の 態 様 で は 、 米 国 特 許 第 5,753,517号 に 記 載 さ れ て い る 定 量 的 免 疫 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 法 な ど の 定 量 的 ア ッ セ イ 法 を 行 う 。 こ の ア ッ セ イ 法 で は 、 高 速 抗 原 測 定
プ ラ ッ ト フ ォ ー ム （ RAMP（ 商 標 ） ） 装 置 （ 米 国 特 許 第 5,753,517号 ） な ど の 固 相 を 使 用 す
る 。 固 相 は 、 投 入 点 、 接 触 領 域 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 有 す る 膜 ス ト
リ ッ プ を 含 む 。 固 相 は 任 意 選 択 で 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 後 に 吸 い 取 り パ ッ ド を 、 ま た 投 入 点
の 前 に 試 料 パ ッ ド を 含 ん で も よ い 。 膜 ス ト リ ッ プ は 、 （ 1） 膜 の 表 面 に 沿 っ た 、 ま た 膜 の
内 部 を 通 過 す る 、 流 体 の 毛 管 作 用 を 可 能 に す る 十 分 な 空 隙 率 、 （ 2） 被 覆 粒 子 の 毛 管 作 用
に よ る 輸 送 可 能 性 （ 粒 子 を 妨 害 し て は な ら な い ） 、 お よ び （ 3） 分 析 物 を 含 む 流 体 に よ っ
て 湿 っ た 状 態 に な る こ と （ 例 え ば 、 水 性 流 体 の 場 合 は 親 水 性 、 有 機 溶 媒 の 場 合 は 疎 水 性 ）
と い っ た 特 徴 を 有 す る 物 質 か ら 作 製 す る こ と が で き る 。 膜 の 疎 水 性 は 、 水 性 流 体 を 使 用 す
る た め に 疎 水 性 表 面 か ら 親 水 性 表 面 へ の 変 換 に つ い て 記 載 さ れ て い る 米 国 特 許 第 4,340,48
2号 、 ま た は 米 国 特 許 第 4,618,533号 な ど に 記 載 さ れ て い る 過 程 に よ っ て 膜 を 親 水 性 と す る
よ う に 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 膜 の 物 質 の 例 に は 、 セ ル ロ ー ス 、 硝 酸 セ ル ロ ー ス 、 酢 酸
セ ル ロ ー ス 、 ガ ラ ス 繊 維 、 ナ イ ロ ン 、 高 分 子 電 解 質 イ オ ン 交 換 膜 、 ア ク リ ル 共 重 合 体 /ナ
イ ロ ン 、 お よ び ポ リ エ ー テ ル ス ル ホ ン な ど が 含 ま れ る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 膜 ス ト リ ッ プ
は 硝 酸 セ ル ロ ー ス か ら 作 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
「 投 入 点 」 と は 、 流 体 試 料 を ア プ ラ イ す る 膜 上 の 位 置 で あ る 。 膜 の 「 接 触 領 域 」 は 、 投 入
点 に 隣 接 す る 。 分 析 物 結 合 剤 で 被 覆 さ れ た 「 分 析 物 結 合 粒 子 」 の 集 団 が 、 膜 の 「 接 触 領 域
」 中 に 固 定 さ れ る （ 膜 表 面 に 被 覆 さ れ る 、 お よ び /ま た は 膜 内 に 浸 透 す る ） 。 粒 子 集 団 の
数 は 、 粒 子 の 大 き さ お よ び 組 成 、 膜 の 組 成 、 な ら び に ア ッ セ イ 法 の 感 度 レ ベ ル に 応 じ て 変
化 す る 。 粒 子 集 団 の 数 は 通 常 、 約 1× 10 3 ～ 1× 10 9 個 で あ る が 、 望 ま し い な ら ば 、 よ り 少 な
い 、 ま た は よ り 多 い も の を 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 粒 子 集 団 は 約 2× 1
0 7 個 の 粒 子 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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分 析 物 結 合 粒 子 は 、 分 析 物 結 合 剤 （ 結 合 対 の 第 2の 要 素 ） で 被 覆 可 能 な 粒 子 で あ る 。 好 ま
し い 態 様 で は 、 分 析 物 結 合 粒 子 は 、 リ ポ ソ ー ム 、 有 機 高 分 子 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 無 機 蛍 光 粒
子 、 ま た は リ ン 光 粒 子 で あ る 。 特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 粒 子 は ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス ビ
ー ズ で あ り 、 具 体 的 に は 、 界 面 活 性 剤 を 含 ま な い Superactive Uniform Aldehyde/Sulfate
 Latexes （ Interfacial Dynamics Corp.、 Portland、 OR） な ど の 、 界 面 活 性 剤 の 非 存 在
下 で 調 製 さ れ た ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
粒 子 の 大 き さ は 膜 の 空 隙 率 に 比 例 す る の で 、 粒 子 は 、 流 体 の 毛 管 作 用 に よ っ て 膜 に 沿 っ て
輸 送 さ れ る た め に は 十 分 小 さ く な け れ ば な ら な い 。 粒 子 を 標 識 す る こ と で 、 検 出 が 容 易 に
な る 可 能 性 が あ る 。 粒 子 は 、 粒 子 の 物 理 的 特 性 に 大 き く 影 響 し な い 手 段 で 標 識 さ れ う る 。
例 え ば 粒 子 の 内 部 を 標 識 す る こ と が で き る （ す な わ ち 標 識 を 、 リ ポ ソ ー ム の 内 部 、 ま た は
ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ の 内 部 な ど の 粒 子 内 に 含 め る ） 。 代 表 的 な 標 識 に は 、 発 光
標 識 、 化 学 発 光 標 識 、 リ ン 光 標 識 、 酵 素 結 合 標 識 、 お よ び 比 色 性 標 識 （ 色 素 も し く は 蛍 光
標 識 な ど ） が あ る 。 1つ の 態 様 で は 蛍 光 標 識 が 使 用 さ れ る 。 別 の 態 様 で は 、 リ ン 光 粒 子 、
特 に 米 国 特 許 第 5,043,265号 に 記 載 さ れ て い る よ う な 「 上 位 変 換 性 （ up-converting） 」 の
リ ン 光 粒 子 が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
粒 子 を 、 結 合 対 の 第 2の 要 素 で あ る 分 析 物 結 合 剤 で 被 覆 す る こ と が で き る 。 上 述 し た よ う
に 、 分 析 物 結 合 剤 （ 結 合 対 の 第 2の 要 素 ） は 、 関 心 対 象 の 分 析 物 （ 結 合 対 の 第 1の 要 素 ） に
特 異 的 お よ び 選 択 的 に 結 合 す る 。 代 表 的 な 分 析 物 結 合 剤 に は 、 抗 体 （ ま た は 抗 体 断 片 ） 、
ハ プ テ ン 、 薬 剤 接 合 体 、 受 容 体 、 ま た は 他 の 結 合 パ ー ト ナ ー な ど が 含 ま れ る 。 1つ の 好 ま
し い 態 様 で は 、 分 析 物 結 合 剤 は 、 関 心 対 象 の 分 析 物 に 対 す る 抗 体 で あ る 。 抗 体 は 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り う る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 抗 体 」 と い う 用
語 は 、 関 心 対 象 の 分 析 物 に 十 分 結 合 す る 抗 体 断 片 を 意 味 す る 場 合 も あ る 。 あ る い は 別 の 態
様 で は 、 分 析 物 結 合 部 位 を 有 す る 工 学 的 に 作 製 さ れ た タ ン パ ク 質 な ど の 、 関 心 対 象 の 分 析
物 に 特 異 的 に 結 合 す る 分 子 を 使 用 す る こ と も で き る （ Holliger, P.お よ び H.R. Hoogenblo
om、 Trends in Biotechnology 13： 7-9 （ 1995） ； Chamow, S.M.お よ び A. Ashkenazi、 Tr
ends in Biotechnology 14： 52-60： 1996） ） 。 さ ら に 別 の 態 様 で は 、 関 心 対 象 の 分 析 物
が 薬 剤 の 場 合 、 ハ プ テ ン ま た は 他 の 薬 剤 接 合 体 を 分 析 物 結 合 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き
る 。 あ る い は 他 の 態 様 で は 、 分 析 物 に 結 合 す る 受 容 体 を 使 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば 関
心 対 象 の 分 析 物 が リ ガ ン ド の 場 合 ） 。 分 析 物 が 既 知 の 特 異 性 を も つ 抗 体 の 場 合 、 粒 子 は 、
分 析 物 抗 体 が 誘 導 さ れ る 抗 原 で 被 覆 す る こ と が で き る ほ か 、 分 析 物 抗 体 に 対 す る 抗 体 で 被
覆 す る こ と が で き る 。 ま た 分 析 物 お よ び 分 析 物 結 合 剤 は 結 合 対 を 形 成 す る の で 、 代 表 的 な
分 析 物 と し て 記 載 さ れ て い る 化 合 物 ま た は 分 子 は 、 分 析 物 結 合 剤 と し て 作 用 す る 場 合 も あ
り 、 ま た 代 表 的 な 分 析 物 結 合 剤 と し て 記 載 さ れ て い る も の は 、 上 述 し た よ う に 同 様 に 分 析
物 と な り う る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
膜 の 接 触 領 域 は 、 投 入 点 と 膜 の 「 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 」 間 に 位 置 す る 。 試 料 捕 捉 ゾ ー ン と は 、
「 試 料 捕 捉 用 試 薬 」 が 固 定 さ れ る （ 例 え ば 膜 表 面 に 被 覆 さ れ る 、 お よ び /ま た は 膜 を 介 し
て 浸 透 す る ） 、 膜 ス ト リ ッ プ 上 の 部 分 を 指 す 。 試 料 捕 捉 用 試 薬 は 、 上 述 し た よ う な 分 析 物
結 合 剤 で あ る 。 試 料 捕 捉 用 試 薬 は 、 上 記 と 同 じ 分 析 物 結 合 剤 で あ る 必 要 は な い 。 し か し 、
試 料 捕 捉 用 試 薬 も 、 関 心 対 象 の 分 析 物 と 特 異 的 お よ び 選 択 的 に 結 合 す る と い う 点 で 、 関 心
対 象 の 分 析 物 と 結 合 対 を 形 成 す る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 試 料 捕 捉 用 試 薬 は 、 分 析 物 に 対 す
る 抗 体 で あ り 、 こ れ は 、 分 析 物 の 同 じ エ ピ ト ー プ に 対 す る 場 合 、 ま た は 粒 子 表 面 に 被 覆 さ
れ た 分 析 物 結 合 剤 と し て 使 用 さ れ る 抗 体 に 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 由 来 す る 、 分 析 物 の 異 な
る エ ピ ト ー プ に 対 し て 誘 導 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 装 置 は さ ら に 、 「 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 」 内 に 固 定 さ れ た 「 対 照 捕 捉 用 試 薬 」 を 付 加 的 に 含 む
。 対 照 捕 捉 用 試 薬 は 、 分 析 物 結 合 粒 子 と 反 応 す る が 、 測 定 対 象 の 分 析 物 と は 相 互 作 用 し な
い 試 薬 で あ る 。 例 え ば 、 対 照 捕 捉 用 試 薬 は 、 分 析 物 結 合 剤 被 覆 粒 子 表 面 の 分 析 物 結 合 剤 と

10

20

30

40

50

(10) JP 2004-526156 A 2004.8.26



反 応 し て も よ く 、 粒 子 表 面 の 別 の 材 料 と 反 応 し て も よ く 、 ま た は 粒 子 そ の も の と 反 応 し て
も よ い 。 例 え ば 分 析 物 結 合 剤 が 抗 体 の 場 合 、 対 照 捕 捉 用 試 薬 は 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 で あ
り う る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 分 析 物 結 合 剤 は 抗 体 で あ り 、 対 照 捕 捉 用 試 薬 は 抗 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 抗 体 で あ る 。 対 照 捕 捉 用 試 薬 は 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 膜 上 に 固 定 さ れ る （ 膜 表 面 に 被 覆
さ れ る 、 お よ び /ま た は 膜 内 に 浸 透 す る ） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
対 照 捕 捉 ゾ ー ン は 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン が 接 触 領 域 と 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 す る よ う に 配 置
さ れ る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン は 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の す ぐ 隣 に 配 置 す る 。 こ
う す る こ と で 、 ア ッ セ イ 成 分 の 毛 管 作 用 の 動 態 が 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン と 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 両
方 に お い て 同 等 （ 例 え ば 本 質 的 に 同 等 ） と な る 。 対 照 捕 捉 ゾ ー ン と 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は 密 接
に 隣 接 す る が 、 各 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る 粒 子 を （ 例 え ば ク ロ ス ト ー ク な し に ） 個 別 に 定
量 可 能 に す る た め の 十 分 な 空 間 も 確 保 す る 。 ま た 好 ま し い 態 様 で は 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は 、
試 料 捕 捉 ゾ ー ン と 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 間 の 短 い 距 離 に 対 し て 長 い 距 離 を 設 け る こ と で 、 接 触 領
域 か ら 分 離 さ れ る 。 毛 管 先 端 （ capillary front） （ 膜 内 を 毛 管 作 用 で 移 動 す る 流 体 の 境
界 ） の 進 む 速 度 は 、 流 体 の 投 入 点 か ら 毛 管 先 端 ま で の 距 離 に 反 比 例 す る 。 粒 子 捕 捉 は 本 発
明 の ア ッ セ イ 法 の 律 速 段 階 な の で 、 接 触 領 域 （ 毛 管 先 端 が 分 析 物 結 合 粒 子 を 動 か す 場 所 ）
と 、 捕 捉 ゾ ー ン （ 粒 子 が 捕 捉 さ れ る 場 所 ） と の 距 離 は 、 毛 管 先 端 の 速 度 を 、 毛 管 先 端 が 試
料 捕 捉 ゾ ー ン に 到 達 し た と き に 粒 子 の 捕 捉 を 可 能 に す る よ う に 十 分 緩 や か に す る も の で な
け れ ば な ら な い 。 ま た 、 こ の 距 離 は 、 総 移 動 時 間 （ 毛 管 先 端 が 膜 全 体 を 移 動 す る 時 間 ） が
、 流 体 試 料 中 の 遊 離 の 分 析 物 を 分 析 物 結 合 粒 子 と 結 合 さ せ る た め に 十 分 長 く な る よ う に 十
分 広 く な け れ ば な ら な い 。 膜 ス ト リ ッ プ 上 に お け る 成 分 間 の 最 適 距 離 は 、 常 用 の 実 験 法 で
決 定 お よ び 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
定 量 的 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 法 を 行 う た め に は 、 上 述 し た よ う に 、 関 心 対 象 の
分 析 物 の 有 無 の 評 価 対 象 と な る 流 体 試 料 を 用 い る 。 流 体 は 、 （ 1） 膜 材 料 を 湿 ら せ る 流 体
、 （ 2） 抗 体 /抗 原 反 応 な ど の 、 関 心 対 象 の 分 析 物 と 分 析 物 結 合 剤 間 の 反 応 を 支 持 す る （ 抗
体 /抗 原 の 相 互 作 用 に 干 渉 し な い ） 流 体 、 お よ び （ 3） 毛 管 作 用 に よ る 流 体 の 輸 送 を 可 能 に
す る た め に 十 分 低 い 粘 性 を も つ 流 体 で あ る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 流 体 は 水 溶 液 （ 体 液 な ど
） で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
定 量 的 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 法 の 第 1の 態 様 で は 、 膜 ス ト リ ッ プ の 投 入 点 に 、
関 心 対 象 の 分 析 物 に 関 し て ア ッ セ イ 対 象 と な る 流 体 試 料 を 接 触 さ せ る （ 図 1の 段 階 1を 参 照
） 。 膜 ス ト リ ッ プ の 投 入 点 に 、 関 心 対 象 の 分 析 物 を 含 む 流 体 試 料 を 接 触 さ せ た 後 に 、 毛 管
作 用 に よ っ て 流 体 を 膜 の 「 接 触 領 域 」 の 方 向 へ 動 か し て こ れ を 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す
る こ と で 、 関 心 対 象 の 分 析 物 （ 流 体 中 に 存 在 す る 場 合 ） を 接 触 領 域 の 方 向 へ 輸 送 し て こ れ
を 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 で 膜 ス ト リ ッ プ を 維 持 す る 。 分 析 物 が 接 触 領 域 の 方 向
へ 輸 送 さ れ て こ れ を 通 過 す る と 、 流 体 中 に 存 在 す る 分 析 物 （ 存 在 す る 場 合 ） は 、 接 触 領 域
内 に 固 定 さ れ た 分 析 物 結 合 粒 子 と 結 合 す る 。 分 析 物 と 分 析 物 結 合 粒 子 の 「 結 合 」 と は 、 粒
子 表 面 を 被 覆 し た 分 析 物 結 合 剤 が 、 関 心 対 象 の 分 析 物 と 相 互 作 用 し て い る （ 例 え ば 結 合 し
て い る ） こ と を 意 味 す る 。 流 体 に 含 ま れ る 分 析 物 （ 存 在 す る 場 合 ） が 、 接 触 領 域 内 に 固 定
さ れ た 分 析 物 結 合 粒 子 と 結 合 す る こ と を 可 能 に す る 条 件 で 維 持 さ れ た 分 析 物 結 合 粒 子 は 、
本 明 細 書 で は 「 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 」 と 表 現 す る 。 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 は 、
分 析 物 が 流 体 試 料 中 に 存 在 す る か 否 か に 、 ま た 分 析 物 が 分 析 物 結 合 粒 子 表 面 で 分 析 物 結 合
剤 に 結 合 し た 状 態 に あ る か 否 か に 依 存 し て 、 分 析 物 結 合 剤 に 結 合 し た 状 態 の 分 析 物 を 含 ん
で も 含 ま な く て も よ い 。 分 析 物 結 合 粒 子 表 面 に は 、 分 析 物 に 対 す る 結 合 部 位 が 複 数 存 在 す
る の で 、 分 析 物 結 合 粒 子 に 結 合 し た 状 態 の 分 析 物 の 存 在 お よ び 濃 度 は さ ま ざ ま で あ り 、 分
析 物 結 合 粒 子 に 結 合 し た 状 態 の 分 析 物 の 濃 度 は 、 流 体 試 料 中 に 存 在 す る 分 析 物 の 量 に 比 例
し て 大 き く な り 、 ま た 分 析 物 結 合 粒 子 が 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 （ 後 述 ） に あ る 確 率
は 、 分 析 物 結 合 粒 子 に 結 合 し た 状 態 の 分 析 物 の 量 が 増 加 す る に つ れ て 同 様 に 大 き く な る 。
し た が っ て 、 接 触 状 態 に あ る 分 析 物 結 合 粒 子 の 集 団 は 、 分 析 物 結 合 剤 に 結 合 し た 状 態 の 、
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さ ま ざ ま な 量 の 分 析 物 を 含 む 粒 子 、 な ら び に 分 析 物 結 合 剤 に 結 合 し た 状 態 の 分 析 物 を （ 分
析 物 結 合 粒 子 が 当 初 、 分 析 物 結 合 剤 に 結 合 し た 状 態 の 分 析 物 を 含 ま な い よ う に ） 含 ま な い
粒 子 を 含 む 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
接 触 状 態 に あ る 分 析 物 結 合 粒 子 は さ ら に 、 流 体 の 毛 管 作 用 に よ っ て 流 体 試 料 か ら 動 か さ れ
（ 図 1の 段 階 2を 参 照 ） 、 ま た 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 は 膜 に 沿 っ て 、 膜 上 の 「 試 料 捕 捉
ゾ ー ン 」 の 方 向 へ 動 い て こ れ を 通 過 し 、 続 い て 、 「 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 」 の 方 向 へ 動 い て こ れ
を 通 過 す る （ 図 1の 段 階 3を 参 照 ） 。 膜 ス ト リ ッ プ は 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 を 、 試 料
捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 、 ま た （ 続 い て ） 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 動 か し 、 ま た 両 ゾ ー ン を 通 過
さ せ 、 続 い て 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 越 え て （ 例 え ば 吸 い 取 り パ ッ ド 中 に ） 、 毛 管 作 用 に よ っ て
膜 に 沿 っ て 動 か す こ と を 可 能 に す る こ と で 、 任 意 の 非 結 合 状 態 の 粒 子 を 捕 捉 ゾ ー ン か ら 除
く 条 件 （ 例 え ば 十 分 な 時 間 と 流 体 容 積 ） で 維 持 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
一 部 の 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 の 動 き は 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 が 、 試 料 捕 捉 ゾ ー
ン の 試 料 捕 捉 用 試 薬 と 結 合 す る こ と に よ り 、 続 い て 一 部 の 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 が 、
対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 対 照 捕 捉 用 試 薬 と 結 合 す る こ と に よ り 停 止 す る 。 分 析 物 結 合 剤 が 対 象 抗
原 に 対 す る 抗 体 で あ る 1つ の 好 ま し い 態 様 で は 、 対 照 捕 捉 用 試 薬 は 、 分 析 物 結 合 剤 が 由 来
す る 種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対 す る 抗 体 で あ り う る 。 こ の 態 様 で は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対 す
る 抗 体 は 、 試 料 中 の 他 の 成 分 と 交 差 反 応 し な い は ず で あ る 。 例 え ば 、 ヒ ト 試 料 を 検 討 す る
場 合 、 ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 反 応 し な い 抗 体 を 、 対 照 捕 捉 用 試 薬 と し て 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
試 料 捕 捉 用 試 薬 は 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 表 面 の 分 析 物 結 合 剤 に 結 合 し た 状 態 に あ る
分 析 物 と の 結 合 を 可 能 に す る こ と に よ り 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 に 結 合 す る 。 本 明 細
書 で 用 い る 「 試 料 -試 薬 -粒 子 の 複 合 体 」 と い う 用 語 は 、 試 料 捕 捉 用 試 薬 と 、 接 触 状 態 の 分
析 物 結 合 粒 子 の 複 合 体 を 意 味 す る 。 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 は 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止
状 態 に あ り 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に お い て 分 析 物 と 試 料 捕 捉 用 試 薬 の 相 互 作 用 に よ っ て 接 触 状
態 の 分 析 物 結 合 粒 子 が 捕 捉 さ れ る こ と か ら 、 試 料 -試 薬 -粒 子 の 複 合 体 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
対 照 捕 捉 用 試 薬 は 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 表 面 の 分 析 物 結 合 剤 と の 結 合 を 可 能 に す る
こ と に よ り 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 に 結 合 す る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 対 照 -試 薬 -粒 子
の 複 合 体 」 と い う 用 語 は 、 対 照 捕 捉 用 試 薬 と 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 の 複 合 体 を 意 味
す る 。 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 は 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ り 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン
に お け る 分 析 物 結 合 粒 子 と 対 照 捕 捉 用 試 薬 の 相 互 作 用 に よ り 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子
が 捕 捉 さ れ る こ と に よ っ て 、 対 照 -試 薬 -粒 子 の 複 合 体 を 形 成 す る 。 上 述 し た よ う に 、 対 照
捕 捉 用 試 薬 は 、 分 析 物 結 合 粒 子 （ 例 え ば 、 分 析 物 結 合 剤 被 覆 粒 子 表 面 の 分 析 物 結 合 剤 、 も
し く は 粒 子 表 面 の 別 の 材 料 、 ま た は 粒 子 そ の も の ） と 相 互 作 用 す る が 、 分 析 物 そ の も の と
は 相 互 作 用 し な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
次 に 毛 管 作 用 に よ っ て 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン ま た は 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の い ず れ に お い て も 停 止 状
態 に な い 任 意 の 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 が 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 越 え る よ う に 移 動 す る こ
と で 、 停 止 状 態 に な い 任 意 の 粒 子 が 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 両 方 か ら 除
去 さ れ る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 流 体 は 、 い ず れ の 捕 捉 ゾ ー ン に お い て も 停 止 状 態 に な い 任
意 の 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 を 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン に 続 く 吸 い 取 り パ ッ ド 中 に 動 か す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
次 に 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 を 測 定 す る 。 分 析 物 結 合 粒 子
は 、 分 析 物 結 合 粒 子 に 使 用 さ れ る 標 識 の 型 に 適 し た 手 法 で 検 出 す る 。 好 ま し い 態 様 で は 、
分 析 物 結 合 粒 子 の 量 を 、 分 析 物 結 合 粒 子 の 標 識 の 蛍 光 量 を 測 定 す る 方 法 な ど の 光 学 的 方 法
で 検 出 す る 。 対 照 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 は 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内
の 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 と 同 様 の 手 順 で 検 出 す る 。 1つ の 態 様 で は 、 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 は
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、 固 相 （ 例 え ば 膜 ス ト リ ッ プ ） に 沿 っ た 位 置 に 存 在 す る 標 識 の 量 に 正 比 例 す る 曲 線 で 表 さ
れ る 。 例 え ば 、 膜 ス ト リ ッ プ 上 の 各 位 置 （ 例 え ば 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン
、 お よ び /ま た は 試 料 捕 捉 ゾ ー ン と 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 間 、 ま た は 両 ゾ ー ン に 隣 接 す る 領 域
、 お よ び /ま た は 膜 ス ト リ ッ プ の 他 の 領 域 ） に お け る 粒 子 の 量 を 決 定 し て 、 膜 ス ト リ ッ プ
に 沿 っ た 位 置 の 距 離 の 関 数 と し て プ ロ ッ ト す る こ と が で き る 。 次 に 粒 子 量 を 、 存 在 す る 標
識 の 量 に 比 例 す る 曲 線 下 面 積 の 関 数 と し て 計 算 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 を 決 定 し 、 次 に 分 析 物 の 量 を 、 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 か ら
、 適 切 な 計 算 法 で 決 定 す る こ と が で き る 。 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 は 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン
お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 に 基 づ く 。 例 え ば 1つ の 態 様
で は 、 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 は 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に 存 在 す る 分 析 物 結 合 粒 子 量 と 、 対
照 捕 捉 ゾ ー ン に 存 在 す る 分 析 物 結 合 粒 子 量 の 比 （ R） と し て 決 定 さ れ る 。 次 に 、 存 在 す る
分 析 物 の 量 は 、 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 （ 比 ） か ら 、 標 準 曲 線 を 参 照 し て 決 定 す る こ と
が で き る 。 標 準 曲 線 は 、 検 出 対 象 と な る 分 析 物 を 含 む 流 体 に 既 知 濃 度 の 関 心 対 象 の 分 析 物
を 含 む 一 連 の 対 照 試 料 （ 分 析 物 を 含 ま な い 血 清 な ど ） を 調 製 す る こ と で 作 成 す る 。 次 に 、
定 量 的 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 法 を 、 一 連 の 対 照 試 料 を 対 象 に 行 い 、 R値 を 各 対
照 試 料 に つ い て 測 定 し 、 同 値 を 、 対 照 試 料 中 の 分 析 物 の 濃 度 の 関 数 と し て プ ロ ッ ト す る 。
未 知 量 の 分 析 物 を 含 む 試 料 （ 「 被 験 試 料 」 ） を 、 被 験 試 料 の R値 を 測 定 す る こ と で ア ッ セ
イ し 、 被 験 試 料 中 の 分 析 物 の 濃 度 を 、 標 準 曲 線 を 参 照 し て 決 定 す る 。 上 述 し た よ う に 、 1
つ の 標 準 曲 線 を 、 1つ の ロ ッ ト の 全 被 験 試 料 に 対 し て （ 例 え ば 、 被 験 試 薬 用 の 特 殊 な 調 製
物 を 用 い る 全 被 験 試 料 に 対 し て ） 作 成 し て 使 用 す る こ と が で き る 。 標 準 曲 線 を 、 各 被 験 試
料 用 に 再 び 作 成 す る 必 要 は な い 。 別 の 態 様 で は 、 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 を 、 対 照 捕 捉
ゾ ー ン に 存 在 す る 分 析 物 結 合 粒 子 量 と 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に 存 在 す る 分 析 物 結 合 粒 子 量 の 合 計
の 比 （ R） に 対 す る 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に 存 在 す る 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 の 比 と し て 決 定 す る
。 次 に 、 存 在 す る 分 析 物 の 量 は 、 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 （ 比 ） か ら 、 標 準 曲 線 を 参 照
し て 決 定 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 他 の 比 、 お よ び /ま た は 標 準 曲 線 を 参 照 し て 、 試
料 中 に 含 ま れ る 分 析 物 の 量 を 決 定 す る こ と も で き る 。 ま た 望 ま し い な ら ば 、 バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド の 標 識 量 を 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に 存 在 す る 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 と 対 照 捕 捉 ゾ ー ン に 存 在
す る 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 か ら 、 比 （ R） の 計 算 を 行 う 前 に 差 し 引 く こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 発 明 の 第 2の 態 様 で は 、 流 体 試 料 を （ 投 入 点 で は な く ） 膜 ス ト リ ッ プ の 捕 捉 ゾ ー ン に 接
触 さ せ る 。 こ の 膜 ス ト リ ッ プ を 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 と 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 試
験 捕 捉 用 試 薬 と の 結 合 を 十 分 可 能 に す る こ と で 停 止 状 態 の 分 析 物 を 作 製 す る こ と を 可 能 に
す る 条 件 で 維 持 す る 。 次 に 膜 の 投 入 点 に 、 水 ま た は 緩 衝 液 を 接 触 さ せ る 。 緩 衝 液 は 、 （ 1
） 膜 材 料 を 湿 ら せ 、 （ 2） 関 心 対 象 の 分 析 物 と 分 析 物 結 合 剤 の 反 応 を 支 持 し （ 例 え ば 抗 体 /
抗 原 相 互 作 用 に 干 渉 し な い ） 、 ま た （ 3） 毛 管 作 用 に よ る 流 体 移 動 を 可 能 に す る よ う に 十
分 低 い 粘 性 を 有 す る 水 性 流 体 で あ り う る 。 緩 衝 液 の 例 に は 、 例 え ば 生 理 食 塩 水 、 ま た は 50
 mM Tris-HCl、 pH 7.4が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 緩 衝 液 は 、 膜 の 接 触 領 域 内 部 に 固 定 さ れ た
分 析 物 結 合 粒 子 の 集 団 を 、 毛 管 作 用 に よ っ て 動 か し 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し て こ
れ を 通 過 さ せ 、 続 い て 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し て こ れ を 通 過 さ せ る 。 こ の 膜 ス ト リ
ッ プ を 、 停 止 状 態 の 分 析 物 （ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る ） と 、 分 析 物 結 合 粒 子 と の
相 互 作 用 を 十 分 可 能 に す る 条 件 で さ ら に 維 持 す る 。 停 止 状 態 の 分 析 物 と 、 分 析 物 結 合 粒 子
が 相 互 作 用 す る と 、 分 析 物 結 合 粒 子 の 動 き が 止 ま り 、 停 止 状 態 の 試 料 -試 薬 -粒 子 の 複 合 体
が 生 じ る 。 次 に 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 を 上 述 の 手 順 で 測 定 し 、 対 照 捕
捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る 分 析 物 結 合 粒 子 量 と 、 流 体 試 料 中 の 分 析 物 の 量 を 、 上 述 し た よ
う に 、 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 を 決 め る こ と で 決 定 す る 。 例 え ば 、 流 体 試 料 中 の 関 心
対 象 の 分 析 物 の 量 は 、 （ 例 え ば 標 準 曲 線 を 参 照 し て ） 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 に 比 例 し
う る 。 望 ま し い な ら ば 、 こ の 量 も 、 追 加 の 内 部 対 照 成 分 を 用 い て 決 定 し 、 ま た 比 を 上 述 の
手 順 で 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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「 競 合 」 ア ッ セ イ 法 ま た は 「 阻 害 」 ア ッ セ イ 法
本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 米 国 特 許 第 5,753,517号 に 記 載 さ れ て い る 定 量 的 免 疫 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 法 な ど の 定 量 的 ア ッ セ イ 法 を 、 競 合 ア ッ セ イ 法 ま た は 阻 害 ア ッ セ イ 法 と
し て 行 う 。 こ の よ う な ア ッ セ イ 法 で は 、 高 速 抗 原 測 定 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム （ RAMP（ 商 標 ） ）
装 置 （ 米 国 特 許 第 5,753,517号 ） な ど の 固 相 を 使 用 す る 。 上 述 の 物 質 か ら 作 製 さ れ た 膜 ス
ト リ ッ プ に は 、 投 入 点 、 接 触 領 域 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン が 含 ま れ る 。
膜 ス ト リ ッ プ は 任 意 選 択 で 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン に 続 く 吸 い 取 り パ ッ ド 、 お よ び 投 入 点 の 手 前
の 試 料 パ ッ ド を 含 み う る 。 前 述 し た よ う に 、 「 投 入 点 」 と は 、 流 体 試 料 を ア プ ラ イ す る 膜
上 の 位 置 で あ る 。 膜 の 「 接 触 領 域 」 は 、 投 入 点 に 隣 接 す る 。 膜 の 「 接 触 領 域 」 に は 、 （ 「
サ ン ド イ ッ チ 」 ア ッ セ イ 法 に つ い て 説 明 し た よ う に 、 分 析 物 結 合 剤 で 被 覆 さ れ る の で は な
く ） 関 心 対 象 の 分 析 物 、 ま た は 関 心 対 象 の 分 析 物 の 類 似 物 で 被 覆 さ れ て い る 上 述 の 粒 子 集
団 が 固 定 さ れ る 。 本 明 細 書 で 用 い る 、 分 析 物 の 「 類 似 物 」 と は 、 上 述 し た 、 分 析 物 結 合 剤
と 結 合 対 を 形 成 す る と い う 点 で 、 分 析 物 と 類 似 の 結 合 特 性 を 有 す る 化 合 物 で あ る 。 分 析 物
、 ま た は 分 析 物 の 類 似 物 は 、 粒 子 表 面 を 直 接 被 覆 す る こ と が で き る ほ か 、 粒 子 に 間 接 的 に
結 合 さ せ る こ と が で き る 。 後 述 す る よ う に 、 「 分 析 物 被 覆 粒 子 」 と い う 用 語 は 、 関 心 対 象
の 分 析 物 、 ま た は 関 心 対 象 の 分 析 物 の 類 似 物 の い ず れ か で 被 覆 さ れ た 粒 子 を 意 味 し て も よ
い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
膜 の 接 触 領 域 は 膜 の 投 入 点 と 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 し 、 こ こ に 試 料 捕 捉 用 試 薬 が 停 止 す
る 。 試 料 捕 捉 用 試 薬 は 、 上 述 し た よ う な 分 析 物 結 合 剤 （ 例 え ば 結 合 対 の 第 2の 要 素 ） で あ
る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 試 料 捕 捉 用 試 薬 は 、 分 析 物 に 対 す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
装 置 は 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン が 、 接 触 領 域 と 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 配 置 さ れ る よ う に 位 置 す る 対
照 捕 捉 ゾ ー ン 内 に 固 定 さ れ た 対 照 捕 捉 用 試 薬 を 追 加 的 に 含 む 。 上 述 し た よ う に 、 対 照 捕 捉
用 試 薬 は 分 析 物 結 合 粒 子 と 反 応 す る が 、 測 定 対 象 と な る 分 析 物 と は 相 互 作 用 し な い 。 例 え
ば 対 照 捕 捉 用 試 薬 は 、 粒 子 表 面 の 別 の 材 料 （ 例 え ば 、 粒 子 と 結 合 状 態 に あ る 分 析 物 の 担 体
； ま た は 抗 体 ） と 、 ま た は 粒 子 そ の も の と 反 応 し う る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 試 料 捕 捉 用 試
薬 お よ び 対 照 捕 捉 剤 は い ず れ も 抗 体 で あ る 。 対 照 捕 捉 用 試 薬 は 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 膜 上 に
固 定 さ れ る （ 膜 表 面 に 被 覆 さ れ る 、 お よ び /ま た は 膜 内 に 浸 透 す る ） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
競 合 ア ッ セ イ 成 分 は 、 「 サ ン ド イ ッ チ 」 ア ッ セ イ 法 に 関 し て 既 に 述 べ た 位 置 と 同 様 に 位 置
す る 。 例 え ば 好 ま し い 態 様 で は 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン は 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に 隣 接 す る の で 、 こ の
ア ッ セ イ 成 分 の 毛 管 作 用 の 動 態 は 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン と 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 両 方 に お い て 同 等
（ 例 え ば 本 質 的 に 同 等 ） で あ り 、 ま た さ ら に 対 照 捕 捉 ゾ ー ン と 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は 、 各 ゾ ー
ン に 停 止 し た 状 態 に あ る 粒 子 が 個 別 に 定 量 可 能 な 十 分 な 空 間 も 有 す る 。 さ ら に 好 ま し い 態
様 で は 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は 、 キ ャ ピ ラ リ 先 端 の 進 む 速 度 が 、 粒 子 の 捕 捉 を 可 能 に す る よ う
に 十 分 緩 や か に な っ て 、 ま た 総 移 動 時 間 が 、 分 析 物 と 試 料 捕 捉 用 試 薬 の 結 合 を 可 能 に す る
よ う に 十 分 長 く な る こ と を 確 実 な も の と す る た め に 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン と 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の
間 の 短 い 距 離 に 対 し て 距 離 の 長 い 空 間 に よ っ て 接 触 領 域 か ら 隔 て ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
競 合 的 な 定 量 的 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 法 を 行 う た め に は 、 関 心 対 象 の 分 析 物 の
有 無 の 評 価 対 象 と な る 流 体 試 料 を 上 述 の 手 順 で 得 る 。 膜 ス ト リ ッ プ の 投 入 点 に 、 関 心 対 象
の 分 析 物 に 関 し て ア ッ セ イ 対 象 と な る 流 体 試 料 を 接 触 さ せ る 。 膜 ス ト リ ッ プ の 投 入 点 に 、
関 心 対 象 の 分 析 物 を 含 む 流 体 試 料 を 接 触 さ せ た 後 に 、 流 体 を 接 触 領 域 の 方 向 へ 輸 送 し て こ
れ を 通 過 さ せ る こ と に よ っ て 関 心 対 象 の 分 析 物 （ 流 体 中 に 存 在 す る 場 合 ） を 接 触 領 域 の 方
向 へ 輸 送 し て こ れ を 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 で 膜 ス ト リ ッ プ を 維 持 す る 。 接 触 領
域 の 分 析 物 被 覆 粒 子 は 、 試 料 中 の 分 析 物 （ 存 在 す る 場 合 ） と と も に 、 流 体 の 毛 管 作 用 で 、
流 体 試 料 か ら さ ら に 動 か さ れ 、 ま た 分 析 物 被 覆 試 料 は 、 膜 に 沿 っ て 、 流 体 お よ び 分 析 物 と
と も に 、 膜 上 の 「 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 」 の 方 向 へ 動 い て こ れ を 通 過 し 、 ま た こ れ に 続 い て 「 対
照 捕 捉 ゾ ー ン 」 の 方 向 へ 動 い て こ れ を 通 過 す る 。 膜 ス ト リ ッ プ は 、 分 析 物 被 覆 粒 子 を 毛 管
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作 用 に よ っ て 膜 に 沿 っ て 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 動 か し て こ れ を 通 過 さ せ 、 ま た （ こ れ に
続 く ） 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 動 か し て こ れ を 通 過 さ せ 、 お よ び こ れ に 続 い て 、 対 照 捕 捉
ゾ ー ン を 越 え る 移 動 （ 例 え ば 吸 い 取 り パ ッ ド 中 に 移 動 ） を 可 能 に す る こ と で 、 任 意 の 非 結
合 粒 子 を 捕 捉 ゾ ー ン か ら 除 去 す る 条 件 （ 例 え ば 十 分 な 時 間 お よ び 流 体 容 積 ） で 維 持 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
一 部 の 分 析 物 被 覆 粒 子 の 動 き は 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に お け る 分 析 物 被 覆 粒 子 と 試 料 捕 捉 用 試
薬 と の 結 合 と 、 こ れ に 続 く 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン に お け る 一 部 の 分 析 物 被 覆 粒 子 と 対 照 捕 捉 用
試 薬 と の 結 合 に よ っ て 停 止 す る 。 分 析 物 被 覆 粒 子 は 、 試 料 捕 捉 用 試 薬 と の 結 合 を め ぐ っ て
、 試 料 中 の 分 析 物 （ 存 在 す る 場 合 ） と 競 合 す る 。 試 料 捕 捉 用 試 薬 は 、 分 析 物 被 覆 粒 子 表 面
の 分 析 物 と の 結 合 を 可 能 に す る こ と に よ り 、 分 析 物 被 覆 粒 子 と 結 合 す る 。 本 明 細 書 で 用 い
る 「 試 料 -試 薬 -分 析 物 被 覆 粒 子 の 複 合 体 」 と い う 用 語 は 、 試 料 捕 捉 用 試 薬 と 分 析 物 被 覆 粒
子 の 複 合 体 を 意 味 す る 。 分 析 物 被 覆 粒 子 は 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に 停 止 状 態 に あ り 、 分 析 物 被
覆 粒 子 が 、 粒 子 表 面 の 分 析 物 と 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 試 料 捕 捉 用 試 薬 と の 相 互 作 用 に よ っ て
捕 捉 さ れ る た め に 、 試 料 -試 薬 -分 析 物 被 覆 粒 子 の 複 合 体 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
対 照 捕 捉 用 試 薬 は 、 分 析 物 そ の も の を 除 く 、 分 析 物 被 覆 粒 子 の 任 意 の 成 分 に 結 合 す る こ と
で 、 分 析 物 被 覆 粒 子 に 結 合 す る 。 上 記 の よ う に 使 用 さ れ る 「 対 照 -試 薬 -分 析 物 被 覆 粒 子 の
複 合 体 」 と い う 用 語 は 、 対 照 捕 捉 用 試 薬 と 分 析 物 被 覆 粒 子 の 複 合 体 を 意 味 す る 。 上 述 し た
よ う に 、 分 析 物 被 覆 粒 子 は 対 照 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 と な っ て 、 分 析 物 結 合 粒 子 と 、 対 照
捕 捉 ゾ ー ン の 対 照 捕 捉 用 試 薬 の 相 互 作 用 に よ っ て 分 析 物 被 覆 粒 子 が 捕 捉 さ れ る た め に 、 対
照 -試 薬 -分 析 物 被 覆 粒 子 の 複 合 体 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
次 に 毛 管 作 用 は 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン ま た は 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の い ず れ に お い て も 停 止 状 態 に な
い 任 意 の 分 析 物 被 覆 粒 子 を 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 越 え る 方 向 に 向 か っ て 動 か す こ と に よ っ て
、 停 止 状 態 に な い 任 意 の 粒 子 を 試 料 捕 捉 ゾ ー ン お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 両 方 か ら 除 去 す る
。 好 ま し い 態 様 で は 、 流 体 は 、 い ず れ の 捕 捉 ゾ ー ン に お い て も 停 止 状 態 に な い 、 任 意 の 接
触 状 態 の 分 析 物 被 覆 粒 子 を 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン に 続 く 吸 い 取 り パ ッ ド 中 に 動 か す 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
次 に 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 を 決 定 す る 。 分 析 物 結 合 粒 子
は 、 分 析 物 結 合 粒 子 に 使 用 す る 標 識 の 型 に 適 し た 手 法 で 検 出 す る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 分
析 物 結 合 粒 子 量 は 、 分 析 物 結 合 粒 子 の 標 識 の 蛍 光 量 を 測 定 す る 方 法 な ど の 光 学 的 な 方 法 で
決 定 す る 。 対 照 捕 捉 ゾ ー ン で 停 止 状 態 に あ る 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 は 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 の
分 析 物 結 合 粒 子 の 量 と 同 様 に 決 定 す る 。 1つ の 態 様 で は 、 上 述 し た よ う に 、 分 析 物 結 合 粒
子 の 量 は 、 固 相 （ 例 え ば 膜 ス ト リ ッ プ ） に 沿 っ た 位 置 に 存 在 す る 標 識 の 量 に 正 比 例 す る 曲
線 で 表 さ れ る 。 例 え ば 、 膜 ス ト リ ッ プ の 各 位 置 （ 例 え ば 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン お よ び 対 照 捕 捉
ゾ ー ン 、 お よ び /ま た は 試 料 捕 捉 ゾ ー ン と 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 間 の 領 域 、 ま た は 試 料 捕 捉 ゾ
ー ン と 対 照 捕 捉 ゾ ー ン に 隣 接 す る 領 域 、 お よ び /ま た は 膜 ス ト リ ッ プ の 他 の 領 域 ） に お け
る 粒 子 の 量 を 決 定 し て 、 膜 ス ト リ ッ プ に 沿 っ た 位 置 の 距 離 の 関 数 と し て プ ロ ッ ト す る こ と
が で き る 。 次 に 粒 子 量 を 、 存 在 す る 標 識 の 量 に 比 例 す る 曲 線 下 面 積 の 関 数 と し て 計 算 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
補 正 後 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 を 決 定 し 、 次 に 分 析 物 の 量 を 、 補 正 後 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 か ら
適 切 な 計 算 法 で 決 定 す る こ と が で き る 。 補 正 後 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 は 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 、
お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン に 停 止 状 態 に あ る 分 析 物 被 覆 粒 子 の 量 に 基 づ く 。 例 え ば 1つ の 態 様
で は 、 補 正 後 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 は 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に 存 在 す る 分 析 物 被 覆 粒 子 量 と 、 対
照 捕 捉 ゾ ー ン に 存 在 す る 分 析 物 被 覆 粒 子 量 の 比 （ R） に 反 比 例 す る 。 次 に 、 存 在 す る 分 析
物 の 量 を 、 補 正 後 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 （ 比 ） か ら 、 標 準 曲 線 を 参 照 し て 決 定 す る こ と が で
き る 。 標 準 曲 線 は 、 検 出 対 象 と な る 分 析 物 を 含 む 流 体 に 既 知 濃 度 の 関 心 対 象 の 分 析 物 を 含
む 一 連 の 対 照 試 料 （ 分 析 物 を 含 ま な い 血 清 な ど ） を 調 製 す る こ と で 作 成 す る 。 次 に 、 定 量
的 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 法 を 一 連 の 対 照 試 料 を 対 象 に 行 い 、 R値 を 各 対 照 試 料
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に つ い て 測 定 し 、 同 値 を 、 対 照 試 料 中 の 分 析 物 の 濃 度 の 関 数 と し て プ ロ ッ ト す る 。 未 知 量
の 分 析 物 を 含 む 試 料 （ 「 被 験 試 料 」 ） の ア ッ セ イ 法 を 、 被 験 試 料 の R値 を 測 定 す る こ と で
行 い 、 被 験 試 料 中 の 分 析 物 の 濃 度 を 、 標 準 曲 線 を 参 照 し て 決 定 す る 。 上 述 し た よ う に 、 1
つ の 標 準 曲 線 を 作 成 し て 、 1つ の ロ ッ ト の 全 被 験 試 料 （ 試 験 用 試 薬 の 特 定 の 調 製 物 を 用 い
る 全 被 験 試 料 ） に 対 し て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ り 、 標 準 曲 線 を 各 被 験 試 料 に つ い て 再 び
作 成 す る 必 要 は な い 。 別 の 態 様 で は 、 補 正 後 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 は 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン に 存
在 す る 分 析 物 被 覆 粒 子 の 量 と 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に 存 在 す る 分 析 物 被 覆 粒 子 量 の 合 計 に 対 す
る 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に 存 在 す る 分 析 物 被 覆 粒 子 量 の 比 （ R） に 反 比 例 す る 。 次 に 、 存 在 す
る 分 析 物 の 量 を 、 補 正 後 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 （ 比 ） を 元 に 、 標 準 曲 線 を 参 照 し て 決 定 す る
こ と が で き る 。 あ る い は 、 他 の 比 、 お よ び /ま た は 標 準 曲 線 を 参 照 し て 、 試 料 中 の 分 析 物
の 量 を 決 定 す る こ と も で き る 。 ま た 望 ま し い な ら ば 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 標 識 量 を 、 試 料
捕 捉 ゾ ー ン に 存 在 す る 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン に 存 在 す る 分 析 物 結 合
粒 子 の 量 か ら 差 し 引 い て か ら 比 （ R） の 計 算 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 発 明 の ア ッ セ イ 法 は 、 特 に 定 量 的 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 法 に 関 し て 説 明 さ れ
て い る が 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 は 、 上 記 の 他 の 結 合 対 （ 例 え ば 核 酸 、 受 容 体 -リ ガ ン ド 、
レ ク チ ン -糖 ） を 対 象 に 、 上 記 と 同 じ 方 法 で 、 分 析 物 お よ び 分 析 物 結 合 剤 と し て 所 望 の 成
分 を 対 象 に 同 様 に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 方 法
に 使 用 さ れ る キ ッ ト も 含 む 。 キ ッ ト の 成 分 に は 、 特 異 的 な 結 合 対 の 第 1お よ び /ま た は 第 2
の 要 素 、 緩 衝 液 、 流 体 採 取 法 、 お よ び 標 準 曲 線 の 作 成 に 使 用 す る 対 照 試 料 、 分 析 物 結 合 粒
子 、 お よ び /ま た は 対 照 粒 子 、 捕 捉 用 試 薬 、 お よ び /ま た は 抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
本 発 明 は 以 下 の 実 施 例 に よ り 説 明 さ れ る が 、 こ れ は 何 ら 制 限 す る 意 図 を も つ も の で は な い
。
【 ０ ０ ５ ４ 】
実 施 例
ミ オ グ ロ ビ ン を 対 象 と し た サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法
直 径 約 0.3ミ ク ロ ン の ラ テ ッ ク ス 粒 子 （ Interfacial Dynamics、 Portland、 OR） を 入 手 し
、 粒 子 内 に イ ン タ ー カ レ ー ト す る 蛍 光 色 素 で 着 色 し た （ Molecular Probes、 Eugene OR、
ま た は Duke Scientific、 Palo Alto、 CA） 。 着 色 後 の ラ テ ッ ク ス 粒 子 を 、 分 析 物 結 合 抗 体
と 以 下 の 手 順 で 結 合 し た 。 ま ず 粒 子 を 遠 心 分 離 し て 洗 浄 し 、 リ ン 酸 緩 衝 液 中 に 約 0.2%（ 固
体 ） の 濃 度 に な る よ う に 再 懸 濁 し た 。 抗 体 （ ミ オ グ ロ ビ ン に 対 す る マ ウ ス 抗 体 ） を 1 mg/m
lの 濃 度 に な る よ う に 調 製 し た 。 次 に 0.5 mlの 2%ラ テ ッ ク ス 粒 子 懸 濁 物 を 4 mlの 抗 体 溶 液
に 添 加 し 、 抗 体 と 粒 子 間 に 共 有 結 合 を も た ら す よ う な 、 シ ア ノ ホ ウ 化 水 素 ナ ト リ ウ ム お よ
び ス キ ム ミ ル ク の 溶 液 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 粒 子 の 残 り の 表 面 を ス キ ム ミ ル ク タ ン パ ク 質
で 飽 和 さ せ た 。 こ の 懸 濁 物 を 次 に ボ ル テ ッ ク ミ キ サ ー で 攪 拌 し 、 超 音 波 処 理 を 行 っ て 凝 集
物 を 破 壊 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
膜 ス ト リ ッ プ は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 （ Sartorius） を 用 い て 作 製 し た 。 試 料 捕 捉 剤 お よ
び 対 照 捕 捉 剤 は 、 膜 ス ト リ ッ プ 上 の そ れ ぞ れ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン に 、 直
線 ス ト リ ッ プ 作 製 装 置 （ IVEK） を 用 い て 固 定 し た 。 ミ オ グ ロ ビ ン の ア ッ セ イ 法 を 行 う 場 合
は 、 ヤ ギ 抗 ミ オ グ ロ ビ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 1 mg/ml） を 試 料 捕 捉 剤 と し て 、 ま た ヤ ギ
抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 0.4 mg/ml） を 対 照 捕 捉 剤 と し て 使 用 し た 。 次 に 膜 ス ト リ ッ プ
を 乾 燥 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
膜 ス ト リ ッ プ を ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル （ PVA） の 1%溶 液 に 浸 し て ブ ロ ッ ク し 、 余 分 な タ ン
パ ク 質 結 合 を 防 い だ 。 次 に 、 膜 ス ト リ ッ プ を 水 で 洗 浄 し て か ら 乾 燥 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
次 に 分 析 物 結 合 粒 子 を 、 膜 ス ト リ ッ プ の 接 触 領 域 に ア プ ラ イ し た 。 最 初 に 接 触 領 域 に 30%
シ ョ 糖 溶 液 で ス ト ラ イ プ を つ け て か ら 乾 燥 し た 。 次 に 粒 子 を 0.1%の 懸 濁 物 と し て 、 2 μ l/
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cmの ス ト ラ イ プ 生 成 速 度 で ア プ ラ イ し た 。 次 に 、 膜 を 乾 燥 さ せ て か ら ア ッ セ イ 法 を 行 っ た
。
【 ０ ０ ５ ８ 】
ア ッ セ イ 法 を 行 う た め に は 、 ミ オ グ ロ ビ ン を 含 む 段 階 希 釈 の 緩 衝 液 の 試 料 （ 0 ng/ml、 2.5
 ng/ml、 5 ng/ml、 10 ng/ml、 20 ng/ml、 40 ng/ml） を 膜 ス ト リ ッ プ の 投 入 点 に 添 加 し 、
次 に 流 体 を 毛 管 作 用 で 膜 ス ト リ ッ プ 全 体 を 移 動 さ せ な が ら 、 膜 ス ト リ ッ プ を 室 温 で 維 持 し
た 。 次 に 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 を 、 蛍 光 量 を 検 出 す る こ と で 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン お
よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン で 測 定 し た 。 図 2A～ 図 2Fに 結 果 を 示 す が 、 ス キ ャ ン 距 離 20 mmの 直 前
（ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 位 置 ） の 曲 線 下 面 積 （ 蛍 光 量 を 示 す ） が 、 ミ オ グ ロ ビ ン 濃 度 の 上 昇 に
伴 っ て 増 加 し 、 一 方 で 、 ス キ ャ ン 距 離 25 mmの 直 前 （ 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 位 置 ） の 曲 線 下 面
積 は 、 ほ ぼ 一 定 の 状 態 で 変 わ ら な い こ と が わ か る 。 曲 線 下 面 積 が 変 化 す る の は 、 試 験 法 が
変 動 す る （ 例 え ば 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 曲 線 下 面 積 は 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 曲 線 下 面 積 と 同 じ
パ ー セ ン ト で 変 化 す る ） た め で あ る 。 こ の 変 動 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 方 法 で 補 正
さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
標 準 曲 線 （ 図 3） を 以 上 の デ ー タ か ら 作 成 し た 。 （ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に お け る 曲 線 下 面 積 を
総 合 す る こ と で 計 算 さ れ る ） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に 存 在 す る 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 （ 試 料 捕 捉 ゾ
ー ン に お け る 曲 線 下 面 積 を 積 算 し て 計 算 さ れ る ） の 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン に 存 在 す る 分 析 物 結
合 粒 子 量 （ 対 照 捕 捉 ゾ ー ン に お け る 曲 線 下 面 積 を 積 算 し て 計 算 さ れ る ） と 、 試 料 捕 捉 ゾ ー
ン に 存 在 す る 分 析 物 結 合 粒 子 量 （ 上 記 の 手 順 で 計 算 さ れ る ） の 合 計 に 対 す る 比 （ R） を 決
定 し 、 ミ オ グ ロ ビ ン の 濃 度 （ ng/ml） と 比 較 し た 。 こ の 比 は 、 ミ オ グ ロ ビ ン の 濃 度 の 上 昇
に 伴 い 大 き く な る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 発 明 を 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に 関 し て 特 に 説 明 お よ び 記 述 し た が 、 添 付 の 特 許 請 求 の
範 囲 に 含 ま れ る 本 発 明 の 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 形 状 お よ び 詳 細 の さ ま ざ ま な 変 更 が
な さ れ る こ と は 、 当 業 者 に よ り 理 解 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ １ 】
【 図 １ 】 定 量 的 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 法 の 動 的 性 質 を 示 す 図 で あ り 、 こ こ で 、
関 心 対 象 の 分 析 物 を 含 む 流 体 を 膜 の 投 入 点 に 添 加 し （ 段 階 1） 、 関 心 対 象 の 分 析 物 に 結 合
す る 抗 体 で 被 覆 さ れ た 粒 子 を 、 流 体 が 接 触 領 域 か ら 動 か す よ う に 膜 を イ ン キ ュ ベ ー ト し （
段 階 2） 、 膜 に 沿 っ て 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 動 か し 、 続 い て 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ
動 か す （ 段 階 3） 。
【 図 ２ 】 図 2A～ 図 2Fは 、 一 連 の 被 験 試 料 中 の ミ オ グ ロ ビ ン の 量 を 測 定 し た 定 量 的 免 疫 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 法 の 結 果 を 示 す 一 連 の グ ラ フ で あ る 。 試 料 捕 捉 ゾ ー ン お よ び 対 照
捕 捉 ゾ ー ン で 検 出 さ れ た 蛍 光 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 に 対 応 す る シ グ ナ ル の 量 は 、 被 験 試 料 中
の ミ オ グ ロ ビ ン の 量 の 関 数 で あ る こ と が わ か る 。 図 2Aは 、 0 ng/ml ミ オ グ ロ ビ ン の 場 合 で
あ る 。 図 2Bは 、 2.5 ng/ml ミ オ グ ロ ビ ン の 場 合 で あ る 。 図 2Cは 、 3 ng/ml ミ オ グ ロ ビ ン の
場 合 で あ る 。 図 2Dは 、 10 ng/ml ミ オ グ ロ ビ ン の 場 合 で あ る 。 図 2Eは 、 20 ng/ml ミ オ グ ロ
ビ ン の 場 合 で あ る 。 図 2Fは 、 40 ng/ml ミ オ グ ロ ビ ン の 場 合 で あ る 。
【 図 ３ 】 「 サ ン ド イ ッ チ 」 定 量 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 法 に よ る ミ オ グ ロ ビ ン 量
の 測 定 に 用 い る 標 準 曲 線 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 対 照 捕 捉 ゾ ー ン に 存 在 す る 分 析 物 結 合 粒 子
の 量 お よ び 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に 存 在 す る 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 の 合 計 に 対 す る 、 試 料 捕 捉 ゾ
ー ン に 存 在 す る 分 析 物 結 合 粒 子 量 の 比 （ R） を 、 試 料 中 の ミ オ グ ロ ビ ン の 濃 度 （ ng/ml） と
比 較 す る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 5月 20日 (2003.5.20)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 を 定 量 的 に 測 定 す る 方 法 ：
a） 投 入 点 、 接 触 領 域 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 含 む 膜 ス ト リ ッ プ を 提
供 す る 段 階 （ 接 触 領 域 は 投 入 点 と 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 し 、 か つ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は 接 触
領 域 と 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 す る ） ；
b） 膜 ス ト リ ッ プ の 投 入 点 に 、 関 心 対 象 の 分 析 物 に 関 し て ア ッ セ イ 対 象 と な る 流 体 試 料 を
接 触 さ せ る 段 階 ；
c） 流 体 が 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 を 、 ス ト リ ッ プ を 介 し た 毛 管 作 用 に よ っ て 接
触 領 域 の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を 維 持 す る
段 階 （ 接 触 領 域 は 、 分 析 物 結 合 粒 子 の 集
団 を 有 し 、 こ こ で 分 析 物 結 合 粒 子 は 分 析 物 結 合 剤 で 被 覆 さ れ て い る ） ；
d） 関 心 対 象 の 分 析 物 （ 試 料 中 に 存 在 す る 場 合 ） が 分 析 物 結 合 粒 子 と の 結 合 を 可 能 に す る
こ と に よ り 、

接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 を 作 製 す る こ と を 可 能 に す る 条 件 、
試 料 中 の 流 体 が 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 を 、 ス ト リ ッ プ を 介 し た 毛 管 作 用 に よ っ て 動
か し 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 （ 試 料 捕 捉 ゾ
ー ン は 、 表 面 に 固 定 さ れ た 試 料 捕 捉 用 試 薬 を 有 す る ） 、 お よ び 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒
子 と 試 料 捕 捉 用 試 薬 の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
e） 試 料 中 の 流 体 が 、 ス ト リ ッ プ を 介 し た 毛 管 作 用 に よ っ て 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子
を 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 （ 対 照 捕 捉 ゾ ー
ン は 、 表 面 に 固 定 さ れ た 対 照 捕 捉 用 試 薬 を 有

） 、 お よ び 、 接 触 状 態
の 分 析 物 結 合 粒 子 と 対 照 捕 捉 用 試 薬 と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に
維 持 す る 段 階 ；
f） 試 料 中 の 流 体 が 、 試 料 捕 捉 用 試 薬 と ま た は 対 照 捕 捉 用 試 薬 と 結 合 し て い な い 任 意 の 接
触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 を 、 毛 管 作 用 に よ っ て 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 越 え て 輸 送 す る こ と を
可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
g） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 接 触
状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 を 決 定 す る 段 階 ； な ら び に
h）

補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 を 決 定 す る 段 階
（ 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 は 、 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 に 正 比 例 す る ） 。
【 請 求 項 ２ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 を 定 量 的 に 測 定 す る 方 法 ：
a） 投 入 点 、 接 触 領 域 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 含 む 膜 ス ト リ ッ プ を 提
供 す る 段 階 （ 接 触 領 域 は 投 入 点 と 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 し 、 か つ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は 接 触
領 域 と 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 す る ） ；
b） 膜 ス ト リ ッ プ の 投 入 点 に 、 関 心 対 象 の 分 析 物 に 関 し て ア ッ セ イ 対 象 と な る 流 体 試 料 を
接 触 さ せ る 段 階 ；
c） 流 体 が 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 を 、 ス ト リ ッ プ を 介 し た 毛 管 作 用 に よ っ て 接
触 領 域 の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を 維 持 す る
段 階 （ 接 触 領 域 は 、 分 析 物 結 合 粒 子 の 集
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表 面 に 被 覆 さ れ た お よ び /ま た は 内 部 に 浸 透 し た

（ 分 析 物 結 合 粒 子 の 表 面 で 分 析 物 結 合 剤 と 結 合 し た 関 心 対 象 の 分 析 物 を 有 し
て い て も い な く て も よ い ）

し 、 こ こ で 、 対 照 捕 捉 用 試 薬 は 分 析 物 結 合 粒
子 と 反 応 す る こ と が で き る が 関 心 対 象 の 分 析 物 と は 相 互 作 用 し な い

（ 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 が 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 に 対 す る 試 料
捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 の 比 で あ る ）

表 面 に 被 覆 さ れ た お よ び /ま た は 内 部 に 浸 透 し た



団 を 有 し 、 こ こ で 分 析 物 結 合 粒 子 は 分 析 物 結 合 剤 で 被 覆 さ れ て い る ） ；
d） 関 心 対 象 の 分 析 物 （ 試 料 中 に 存 在 す る 場 合 ） が 分 析 物 結 合 粒 子 と の 結 合 を 可 能 に す る
こ と に よ り 、

接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 を 作 製 す る こ と を 可 能 に す る 条 件 、
試 料 中 の 流 体 が 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 を 、 ス ト リ ッ プ を 介 し た 毛 管 作 用 に よ っ て 動
か し 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 （ 試 料 捕 捉 ゾ
ー ン は 、 表 面 に 固 定 さ れ た 試 料 捕 捉 用 試 薬 を 有 す る ） 、 お よ び 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒
子 と 試 料 捕 捉 用 試 薬 の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
e） 試 料 中 の 流 体 が 、 ス ト リ ッ プ を 介 し た 毛 管 作 用 に よ っ て 、 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子
を 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 （ 対 照 捕 捉 ゾ ー
ン は 、 表 面 に 固 定 さ れ た 対 照 捕 捉 用 試 薬 を 有

） 、 お よ び 、 接 触 状 態
の 分 析 物 結 合 粒 子 と 対 照 捕 捉 用 試 薬 と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に
維 持 す る 段 階 ；
f） 試 料 中 の 流 体 が 、 試 料 捕 捉 用 試 薬 と ま た は 対 照 捕 捉 用 試 薬 と 結 合 し て い な い 任 意 の 接
触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 を 、 毛 管 作 用 に よ っ て 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 越 え て 輸 送 す る こ と を
可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
g） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 接 触
状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 を 決 定 す る 段 階 ； な ら び に
h）

補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 を 決 定 す る 段 階 （ 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量
は 、 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 に 正 比 例 す る ） 。
【 請 求 項 ３ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 を 定 量 的 に 測 定 す る 方 法 ：
a） 投 入 点 、 接 触 領 域 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 含 む 膜 ス ト リ ッ プ を 提
供 す る 段 階 （ 接 触 領 域 は 投 入 点 と 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 し 、 か つ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は 接 触
領 域 と 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 す る ） ；
b） 膜 ス ト リ ッ プ の 投 入 点 に 、 関 心 対 象 の 分 析 物 に 関 し て ア ッ セ イ 対 象 と な る 流 体 試 料 を
接 触 さ せ る 段 階 ；
c） 流 体 が 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 を 、 ス ト リ ッ プ を 介 し た 毛 管 作 用 に よ っ て 接
触 領 域 の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を 維 持 す る
段 階 （ 接 触 領 域 は 、 分 析 物 被 覆 粒 子 の 集
団 を 有 し 、 こ こ で 分 析 物 被 覆 粒 子 は 関 心 対 象 の 分 析 物 で 被 覆 さ れ て い る ） ；
d） 試 料 中 の 流 体 が 、 分 析 物 被 覆 粒 子 を 、 ス ト リ ッ プ を 介 し た 毛 管 作 用 に よ っ て 動 か し 、
試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 （ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は
、 表 面 に 固 定 さ れ た 試 料 捕 捉 用 試 薬 を 有 す る ） 、 お よ び 、 分 析 物 被 覆 粒 子 と 試 料 捕 捉 用 試
薬 の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
e） 試 料 中 の 流 体 が 、 ス ト リ ッ プ を 介 し た 毛 管 作 用 に よ っ て 、 分 析 物 被 覆 粒 子 を 、 対 照 捕
捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 （ 対 照 捕 捉 ゾ ー ン は 、 表 面
に 固 定 さ れ た 対 照 捕 捉 用 試 薬 を 有

） 、 お よ び 、 分 析 物 被 覆 粒 子 と 対
照 捕 捉 用 試 薬 と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
f） 試 料 中 の 流 体 が 、 試 料 捕 捉 用 試 薬 と ま た は 対 照 捕 捉 用 試 薬 と 結 合 し て い な い 任 意 の 分
析 物 被 覆 粒 子 を 、 毛 管 作 用 に よ っ て 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 越 え て 輸 送 す る こ と を 可 能 に す る
条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
g） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 被 覆 粒 子 の 量 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 被 覆 粒 子
の 量 を 決 定 す る 段 階 ； な ら び に
h）

補 正 後 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 を 決 定 す る 段 階
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（ 分 析 物 結 合 粒 子 の 表 面 で 分 析 物 結 合 剤 と 結 合 し た 関 心 対 象 の 分 析 物 を 有 し
て い て も い な く て も よ い ）

し 、 こ こ で 、 対 照 捕 捉 用 試 薬 は 分 析 物 結 合 粒
子 と 反 応 す る こ と が で き る が 関 心 対 象 の 分 析 物 と は 相 互 作 用 し な い

（ 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 が 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 お よ び 試 料 捕
捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 の 合 計 に 対 す る 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 の 比
で あ る ）

表 面 に 被 覆 さ れ た お よ び /ま た は 内 部 に 浸 透 し た

し 、 こ こ で 、 対 照 捕 捉 用 試 薬 は 分 析 物 被 覆 粒 子 と 反 応 す
る こ と が で き る が 関 心 対 象 の 分 析 物 と は 相 互 作 用 し な い

（ 補 正 後 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 が 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 に 対 す る 試 料
捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 の 比 で あ る ）



（ 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 は 、 補 正 後 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 に 反 比 例 す る ） 。
【 請 求 項 ４ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 を 定 量 的 に 測 定 す る 方 法 ：
a） 投 入 点 、 接 触 領 域 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 含 む 膜 ス ト リ ッ プ を 提
供 す る 段 階 （ 接 触 領 域 は 投 入 点 と 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 し 、 か つ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は 接 触
領 域 と 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 す る ） ；
b） 膜 ス ト リ ッ プ の 投 入 点 に 、 関 心 対 象 の 分 析 物 に 関 し て ア ッ セ イ 対 象 と な る 流 体 試 料 を
接 触 さ せ る 段 階 ；
c） 流 体 が 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 を 、 ス ト リ ッ プ を 介 し た 毛 管 作 用 に よ っ て 接
触 領 域 の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を 維 持 す る
段 階 （ 接 触 領 域 は 、 分 析 物 被 覆 粒 子 の 集
団 を 有 し 、 こ こ で 分 析 物 被 覆 粒 子 は 関 心 対 象 の 分 析 物 で 被 覆 さ れ て い る ） ；
d） 試 料 中 の 流 体 が 、 分 析 物 被 覆 粒 子 を 、 ス ト リ ッ プ を 介 し た 毛 管 作 用 に よ っ て 動 か し 、
試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 （ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は
、 表 面 に 固 定 さ れ た 試 料 捕 捉 用 試 薬 を 有 す る ） 、 お よ び 、 分 析 物 被 覆 粒 子 と 試 料 捕 捉 用 試
薬 の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
e） 試 料 中 の 流 体 が 、 ス ト リ ッ プ を 介 し た 毛 管 作 用 に よ っ て 、 分 析 物 被 覆 粒 子 を 、 対 照 捕
捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 （ 対 照 捕 捉 ゾ ー ン は 、 表 面
に 固 定 さ れ た 対 照 捕 捉 用 試 薬 を 有

） 、 お よ び 、 分 析 物 被 覆 粒 子 と 対
照 捕 捉 用 試 薬 と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
f） 試 料 中 の 流 体 が 、 試 料 捕 捉 用 試 薬 と ま た は 対 照 捕 捉 用 試 薬 と 結 合 し て い な い 任 意 の 分
析 物 被 覆 粒 子 を 、 毛 管 作 用 に よ っ て 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 越 え て 輸 送 す る こ と を 可 能 に す る
条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
g） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 被 覆 粒 子 の 量 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 被 覆 粒 子
の 量 を 決 定 す る 段 階 ； な ら び に
h）

補 正 後 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 を 決 定 す る 段 階 （ 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量
は 、 補 正 後 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 に 反 比 例 す る ） 。
【 請 求 項 ５ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 を 測 定 す る 方 法 ：
a） 投 入 点 、 接 触 領 域 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 含 む 膜 ス ト リ ッ プ を 提
供 す る 段 階 （ 接 触 領 域 は 投 入 点 と 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 し 、 か つ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は 接 触
領 域 と 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 す る ） ；
b） 膜 ス ト リ ッ プ の 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に 流 体 試 料 を 接 触 さ せ る 段 階 （ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は 、 表
面 に 固 定 さ れ た 試 料 捕 捉 用 試 薬 を 有 す る ） 、 お よ び 関 心 対 象 の 分 析 物 （ 試 料 中 に 存 在 す る
場 合 ） が 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 試 料 捕 捉 用 試 薬 と 結 合 す る こ と に よ っ て 、 停 止 状 態 の 分 析 物
を 作 製 す る こ と を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を 維 持 す る 段 階 ；
c） 膜 ス ト リ ッ プ の 投 入 点 に 緩 衝 液 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
d） 緩 衝 液 が 、 接 触 領 域 分 析 物 結 合 粒 子
の 集 団 を 、 毛 管 作 用 に よ っ て 動 か し 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と
を 可 能 に す る 条 件 （ 分 析 物 結 合 粒 子 は 、 分 析 物 に 対 す る 抗 体 で 被 覆 さ れ て い る ） 、 お よ び
停 止 状 態 の 関 心 対 象 の 分 析 物 が 、 分 析 物 結 合 粒 子 と 相 互 作 用 す る こ と に よ っ て 、 停 止 状 態
の 分 析 物 -粒 子 複 合 体 を 作 製 す る こ と を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を 維 持 す る 段 階
；
e） 緩 衝 液 が 、 分 析 物 結 合 粒 子 を 、 毛 管 作 用 に よ っ て 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し か つ
通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 （ 対 照 捕 捉 ゾ ー ン は 、 表 面 に 固 定 さ れ た 対 照 捕 捉 用 試 薬
を 有 す る ） 、 お よ び 分 析 物 結 合 粒 子 と 対 照 捕 捉 用 試 薬 を 結 合 可 能 に す る 条 件
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表 面 に 被 覆 さ れ た お よ び /ま た は 内 部 に 浸 透 し た

し 、 こ こ で 、 対 照 捕 捉 用 試 薬 は 分 析 物 被 覆 粒 子 と 反 応 す
る こ と が で き る が 関 心 対 象 の 分 析 物 と は 相 互 作 用 し な い

（ 補 正 後 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 が 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 お よ び 試 料 捕
捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 の 合 計 に 対 す る 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 被 覆 粒 子 量 の 比
で あ る ）

の 表 面 に 被 覆 さ れ た お よ び /ま た は 内 部 に 浸 透 し た

（ 対 照 捕 捉 用
試 薬 は 分 析 物 結 合 粒 子 と 反 応 す る こ と が で き る が 関 心 対 象 の 分 析 物 と は 相 互 作 用 し な い ）



で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
f） 試 料 中 の 流 体 が 、 試 料 捕 捉 用 試 薬 と ま た は 対 照 捕 捉 用 試 薬 と 結 合 し て い な い 任 意 の 分
析 物 結 合 粒 子 を 、 毛 管 作 用 に よ っ て 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 越 え て 輸 送 す る こ と を 可 能 に す る 条
件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
g） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子
の 量 を 決 定 す る 段 階 ； な ら び に
h）

補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 を 決 定 す る 段 階
（ 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 は 、 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 に 正 比 例 す る ） 。
【 請 求 項 ６ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 を 測 定 す る 方 法 ：
a） 投 入 点 、 接 触 領 域 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 含 む 膜 ス ト リ ッ プ を 提
供 す る 段 階 （ 接 触 領 域 は 投 入 点 と 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 し 、 か つ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は 接 触
領 域 と 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 間 に 位 置 す る ） ；
b） 膜 ス ト リ ッ プ の 試 料 捕 捉 ゾ ー ン に 流 体 試 料 を 接 触 さ せ る 段 階 （ 試 料 捕 捉 ゾ ー ン は 、 表
面 に 固 定 さ れ た 試 料 捕 捉 用 試 薬 を 有 す る ） 、 お よ び 関 心 対 象 の 分 析 物 （ 試 料 中 に 存 在 す る
場 合 ） が 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 試 料 捕 捉 用 試 薬 と 結 合 す る こ と に よ っ て 、 停 止 状 態 の 分 析 物
を 作 製 す る こ と を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を 維 持 す る 段 階 ；
c） 膜 ス ト リ ッ プ の 投 入 点 に 緩 衝 液 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
d） 緩 衝 液 が 、 接 触 領 域 分 析 物 結 合 粒 子
の 集 団 を 、 毛 管 作 用 に よ っ て 動 か し 、 試 料 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し か つ 通 過 さ せ る こ と
を 可 能 に す る 条 件 （ 分 析 物 結 合 粒 子 は 、 分 析 物 に 対 す る 抗 体 で 被 覆 さ れ て い る ） 、 お よ び
停 止 状 態 の 関 心 対 象 の 分 析 物 が 、 分 析 物 結 合 粒 子 と 相 互 作 用 す る こ と に よ っ て 、 停 止 状 態
の 分 析 物 -粒 子 複 合 体 を 作 製 す る こ と を 可 能 に す る 条 件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を 維 持 す る 段 階
；
e） 緩 衝 液 が 、 分 析 物 結 合 粒 子 を 、 毛 管 作 用 に よ っ て 対 照 捕 捉 ゾ ー ン の 方 向 へ 輸 送 し か つ
通 過 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 （ 対 照 捕 捉 ゾ ー ン は 、 表 面 に 固 定 さ れ た 対 照 捕 捉 用 試 薬
を 有 す る ） 、 お よ び 分 析 物 結 合 粒 子 と 対 照 捕 捉 用 試 薬 を 結 合 可 能 に す る 条 件

で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
f） 試 料 中 の 流 体 が 、 試 料 捕 捉 用 試 薬 と ま た は 対 照 捕 捉 用 試 薬 と 結 合 し て い な い 任 意 の 分
析 物 結 合 粒 子 を 、 毛 管 作 用 に よ っ て 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 越 え て 輸 送 す る こ と を 可 能 に す る 条
件 で 、 膜 ス ト リ ッ プ を さ ら に 維 持 す る 段 階 ；
g） 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 の 量 、 お よ び 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子
の 量 を 決 定 す る 段 階 ； な ら び に
h）

補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 を 決 定 す る 段 階 （ 流 体 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量
は 、 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 に 正 比 例 す る ） 。
【 請 求 項 ７ 】
膜 ス ト リ ッ プ を 、 硝 酸 セ ル ロ ー ス ま た は ガ ラ ス 繊 維 か ら 作 製 す る 、 請 求 項 1

記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
粒 子 が ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ で あ る 、 請 求 項 1 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
粒 子 が 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 1 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
標 識 が 、 比 色 分 子 、 蛍 光 分 子 、 リ ン 光 分 子 、 発 光 分 子 、 化 学 発 光 分 子 、 お よ び 酵 素 結 合 分
子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
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（ 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 が 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 に 対 す る 試 料
捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 の 比 で あ る ）

の 表 面 に 被 覆 さ れ た お よ び /ま た は 内 部 に 浸 透 し た

（ 対 照 捕 捉 用
試 薬 は 分 析 物 結 合 粒 子 と 反 応 す る こ と が で き る が 関 心 対 象 の 分 析 物 と は 相 互 作 用 し な い ）

（ 補 正 後 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 が 、 対 照 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 お よ び 試 料 捕
捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 の 合 計 に 対 す る 試 料 捕 捉 ゾ ー ン 内 の 分 析 物 結 合 粒 子 量 の 比
で あ る ）

か ら 6の い ず れ
か 一 項

か ら 6の い ず れ か 一 項

か ら 6の い ず れ か 一 項
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分 析 物 お よ び 分 析 物 結 合 剤 が 結 合 対 の 要 素 で あ り 、 か つ 結 合 対 の 1つ の 要 素 が 、 タ ン パ ク
質 、 ホ ル モ ン 、 酵 素 、 糖 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 小 分 子 、 多 糖 、 レ ク チ ン 、 抗 体 、 抗 体 断
片 、 核 酸 、 薬 剤 、 薬 剤 接 合 体 、 毒 素 、 ウ イ ル ス 、 ウ イ ル ス 粒 子 、 細 胞 壁 の 一 部 、 ハ プ テ ン
、 お よ び 受 容 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
分 析 物 結 合 剤 が 、 抗 体 、 抗 体 断 片 、 ハ プ テ ン 、 薬 剤 接 合 体 、 お よ び 受 容 体 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 、 請 求 項 1 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
分 析 物 結 合 剤 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
対 照 捕 捉 用 試 薬 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
試 料 捕 捉 用 試 薬 が 、 分 析 物 結 合 粒 子 表 面 の 抗 体 と 同 じ エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 、 お よ び 分
析 物 結 合 粒 子 表 面 の 抗 体 と は 異 な る エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗
体 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
対 照 捕 捉 用 試 薬 が 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
被 験 試 料 が 、 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 尿 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 精 液 、 硝 子 体 、 ま た は 滑 液 か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
関 心 対 象 の 分 析 物 が 、 ミ オ グ ロ ビ ン 、 CK-MB、 ト ロ ポ ニ ン I、 お よ び PSAか ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 、 請 求 項 1 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
関 心 対 象 の 分 析 物 が 、 ジ ゴ キ シ ン 、 テ オ フ ィ リ ン 、 ホ ル モ ン T-3、 ホ ル モ ン T-4、 LSD、 THC
、 お よ び バ ル ビ ツ ー ル 酸 塩 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
段 階 （ f） に お い て 、 試 料 中 の 流 体 が 、 試 料 捕 捉 用 試 薬 と ま た は 対 照 捕 捉 用 試 薬 と 結 合 し
て い な い 任 意 の 接 触 状 態 の 分 析 物 結 合 粒 子 を 、 毛 管 作 用 に よ っ て 対 照 捕 捉 ゾ ー ン を 越 え て
吸 い 取 り パ ッ ド 中 へ と 輸 送 す る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法 。
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摘要(译)

公开了一种定量测量流体样品中感兴趣分析物的量的方法。本发明的方
法包括提供具有输入点，接触区域（包括分析物结合颗粒），样品捕获
区和对照捕获区的膜的步骤，其中接触区包括输入点和样品捕获区。位
于其间的样品捕获区域位于接触区域和控制捕获区域之间（图1）。在该
测定中，流体通过接触区域的毛细管作用将测定组分朝向并通过样品捕
获区，然后运输并通过对照捕获区。可以。在“夹心测定”实施方案中，可
以确定流体样品中分析物的量，例如，样品捕获区中分析物结合颗粒的
量与对照捕获区中分析物结合颗粒的量的比率，它与校正后分析物结合
颗粒的量成比例。在“竞争性测定”实施方案中，可以确定流体样品中的分
析物的量，之后可以将其确定为样品捕获区中分析物涂覆的颗粒的量与
对照捕获区中的分析物涂覆的颗粒的量的比率。与分析物包被的颗粒的
量成反比。
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