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(57)【要約】
　本発明は、次の段階を含む分析試料内の抗原の検出方
法に関するものである：（ａ）検出可能なシグナルを発
生させる標識が結合されており、抗原に特異的に結合す
る検出抗体と分析試料とを接触させる段階；（ｂ）検出
しようとする抗原に特異的に結合する捕獲抗体を段階（
ａ）の結果物に接触させる段階；（ｃ）検出抗体が特異
的に結合するエピトープを含み、固相基質表面に結合さ
れている標準物質に検出可能なシグナルを発生させる標
識が結合されている検出抗体を接触させる段階；（ｄ）
段階（ｂ）の結果物及び段階（ｃ）の結果物の標識から
発生するシグナルを測定する段階；及び（ｅ）測定され
たシグナルを分析して、分析試料内の抗原の存否または
量を決定する段階。本発明の抗原検出方法は、従来の抗
原検出方法に比べて、分析試料の流動及び反応時間を調
節することができて、反応感度が向上し、分析試料の濃
度または検出反応温度による影響を最小化して、データ
の安全性、信頼度、及び再現性に優れている。また、本
発明の抗原検出方法及び検出装置は、専門的な技術なし
でも容易に操作が可能であって、分析試料内の検出抗原
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　次の段階を含む分析試料内の抗原の検出方法：
　（ａ）検出可能なシグナルを発生させる標識が結合されており、前記抗原に特異的に結
合する検出抗体と分析試料とを接触させる段階；
　（ｂ）検出しようとする抗原に特異的に結合する捕獲抗体を前記段階（ａ）の結果物に
接触させる段階；
　（ｃ）前記検出抗体が特異的に結合するエピトープを含み、固相基質表面に結合されて
いる標準物質に前記検出可能なシグナルを発生させる標識が結合されている検出抗体を接
触させる段階；
　（ｄ）前記段階（ｂ）の結果物及び段階（ｃ）の結果物の標識から発生するシグナルを
測定する段階；及び
　（ｅ）前記測定されたシグナルを分析して、前記分析試料内の抗原の存否または量を決
定する段階；
　前記段階（ａ）～（ｄ）、または前記段階（ｂ）～（ｄ）は、マイクロチャネルが備え
られたマイクロチップで実施され、前記シグナル分析は、前記マイクロチャネルによって
提供される反応開始領域、試験領域、標準領域、及び反応終了領域でのシグナルを測定し
て実施される。
【請求項２】
　前記捕獲抗体は、固相基質表面に結合されていることを特徴とする請求項１に記載の方
法。
【請求項３】
　前記捕獲抗体及び標準物質は、反応物の連続した流れが行われる１つのマイクロチップ
の基質表面上に存在することを特徴とする請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記マイクロチップのマイクロチャネルは、試験領域及び標準領域を含み、前記試験領
域の表面に前記捕獲抗体が結合されており、前記標準領域に前記標準物質が結合されてい
ることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記分析試料は、前記マイクロチップに適用され、前記適用された分析試料は、前記マ
イクロチャネルに形成された流れを通じて、前記試験領域及び標準領域と接触することを
特徴とする請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記分析試料は、前記試験領域及び標準領域を順次に接触するか、または前記標準領域
及び試験領域を順次に接触することを特徴とする請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記標準物質は、前記抗原と同じ物質または前記エピトープを含む前記抗原の断片であ
ることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記測定されたシグナルの分析は、前記段階（ｂ）の結果物及び段階（ｃ）の結果物の
標識から発生するシグナルの強度の比率を計算することを特徴とする請求項１に記載の方
法。
【請求項９】
　前記測定されたシグナルの分析は、前記試験領域及び標準領域で測定されたシグナルの
エラー率を計算する分析段階をさらに含むことを特徴とする方法であって、前記エラー率
は、前記試験領域及び標準領域から一定距離に位置する反応開始領域及び反応終了領域の
シグナルを測定して実施され、前記反応開始領域及び反応終了領域から算出したエラー率
が２０％以上である場合には、前記シグナル分析を再実施し、前記エラー率は、
　［｜（反応開始領域のシグナル－反応終了領域のシグナル）｜／反応開始領域のシグナ
ル］×１００
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　で算出することを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記分析試料は、全血、血しょう、血清、体液、または細胞培養上澄み液であることを
特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記抗原は、薬物、毒素、自己抗体、自己抗原、タンパク質、炭水化物、核酸、または
癌関連抗原であることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記抗原は、癌関連抗原であることを特徴とする請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記段階（ｂ）の結果物及び段階（ｃ）の結果物の標識から発生するシグナルの強度の
比率値は、前記段階（ａ）の分析試料の濃度に対して線形比例的であることを特徴とする
請求項８に記載の方法。
【請求項１４】
　前記段階（ｂ）の結果物及び段階（ｃ）の結果物の標識から発生するシグナルの強度の
比率値は、前記方法が実施される温度の変化に対して影響を受けないことを特徴とする請
求項８に記載の方法。
【請求項１５】
　前記段階（ｂ）の結果物及び段階（ｃ）の結果物の標識から発生するシグナルの強度の
比率値は、前記方法が実施される温度範囲１０℃～３０℃で同じ値を表わすことを特徴と
する請求項８に記載の方法。
【請求項１６】
　前記分析試料内の抗原は、濃度０．０００１ｎｇ／ｍｌ～４５００ｎｇ／ｍｌの範囲で
あることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　次を含む分析試料内の抗原の検出装置：
　（ａ）分析試料を収容し、反応が行われるマイクロチャネルが備えられたマイクロチッ
プ；
　（ｂ）前記マイクロチャネルの一部位に形成されており、検出しようとする抗原に特異
的に結合する捕獲抗体が表面に結合されている試験領域；及び
　（ｃ）前記マイクロチャネルの一部位に形成されており、検出抗体が特異的に結合する
エピトープを含む標準物質が表面に結合されている標準領域。
【請求項１８】
　前記装置は、検出可能なシグナルを発生させる標識が結合されており、前記抗原に特異
的に結合する検出抗体をさらに含むことを特徴とする請求項１７に記載の検出装置。
【請求項１９】
　前記装置は、前記標識から発生するシグナルを測定する測定手段をさらに含むことを特
徴とする請求項１７または１８に記載の検出装置。
【請求項２０】
　前記装置は、前記試験領域及び標準領域で測定されたシグナルの強度の比率を計算する
分析手段をさらに含むことを特徴とする請求項１９に記載の検出装置。
【請求項２１】
　前記検出装置は、前記試験領域及び標準領域で測定されたシグナルのエラー率を計算す
る分析手段をさらに含むことを特徴とする装置であって、前記エラー率は、前記試験領域
及び標準領域から一定距離に位置する反応開始領域及び反応終了領域のシグナルを測定し
て実施され、前記反応開始領域及び反応終了領域から算出したエラー率が２０％以上であ
る場合には、前記シグナル分析を再実施し、前記エラー率は、
　［｜（反応開始領域のシグナル－反応終了領域のシグナル）｜／反応開始領域のシグナ
ル］×１００
　で算出することを特徴とする請求項１７に記載の検出装置。
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【請求項２２】
　前記分析試料は、前記マイクロチップに適用され、前記適用された分析試料は、前記マ
イクロチャネルに形成された流れを通じて、前記試験領域及び標準領域と接触することを
特徴とする請求項１７に記載の装置。
【請求項２３】
　前記分析試料は、前記試験領域及び標準領域を順次に接触するか、または前記標準領域
及び試験領域を順次に接触することを特徴とする請求項２２に記載の装置。
【請求項２４】
　前記標準物質は、前記抗原と同じ物質または前記エピトープを含む前記抗原の断片であ
ることを特徴とする請求項１７に記載の装置。
【請求項２５】
　前記分析試料は、全血、血しょう、血清、体液、または細胞培養上澄み液であることを
特徴とする請求項１７に記載の装置。
【請求項２６】
　前記抗原は、薬物、毒素、自己抗体、自己抗原、タンパク質、炭水化物、核酸、または
癌関連抗原であることを特徴とする請求項１７に記載の装置。
【請求項２７】
　前記抗原は、癌関連抗原であることを特徴とする請求項２６に記載の装置。
【請求項２８】
　前記シグナルの強度の比率値は、前記分析試料の濃度に対して線形比例的であることを
特徴とする請求項２０に記載の装置。
【請求項２９】
　前記段階（ｂ）の結果物及び段階（ｃ）の結果物の標識から発生するシグナルの強度の
比率値は、前記装置が作動する温度の変化に対して影響を受けないことを特徴とする請求
項２０に記載の装置。
【請求項３０】
　前記段階（ｂ）の結果物及び段階（ｃ）の結果物の標識から発生するシグナルの強度の
比率値は、前記方法が実施される温度範囲１０℃～３０℃で同じ値を表わすことを特徴と
する請求項２０に記載の装置。
【請求項３１】
　前記分析試料内の抗原は、濃度０．０００１ｎｇ／ｍｌ～４５００ｎｇ／ｍｌの範囲で
あることを特徴とする請求項１７に記載の装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、新規な抗原の検出方法及びそれを利用した装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　複雑な試料中の分析対象（例えば、抗原）を迅速かつ簡単に測定するだけではなく、測
定値の信頼度の高い抗原検出方法の開発の重要性が大きくなっている。例えば、病院の応
急状況において、臨床診断の要点は、非熟練オペレータが複雑な化学的または免疫化学的
の分析方法を実施して、患者の状態を迅速かつ正確に測定することである。その検査は、
通常、臨床化学者として訓練を受けていない病院のスタッフまたは看護師によって実施さ
れる。血液試料を病院の検査室に移送し、分析を実施している現在の臨床診断システムは
、迅速な検査結果が要求される場合には不適当である。したがって、分析結果が短時間内
に可能であり、病院の診断システムにおいて、検査を実施する職員及び装置が、前記要求
に適した測定方法が要求される。
【０００３】
　既存の抗原の測定方法として、免疫検査（ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）が主に利用される
。特に、腫瘍標識子の項目を検査するには、ほとんど免疫検査が利用される。免疫検査は
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、抗原抗体反応を利用した検査であって、測定しようとする物質に選択的に結合する抗体
を用いて所望の物質を測定することができる。代表的な免疫検査の種類と原理は、次の通
りである。器官別に使う方法と具体的な反応条件において、若干の差はあり得るが、基本
原理はほぼ同一である。
【０００４】
　凝集法（ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）は、抗原と抗体との結合によっ
て凝集反応（ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ）が表われることを利用する。ほとんど赤血球
やラテックス（ｌａｔｅｘ）、ゼラチン（ｇｅｌａｔｉｎ）などに抗原や抗体を付着させ
て、その粒子が反応して凝集を表わすことを測定する。凝集測定は、光の吸収程度を混濁
測定法（ｔｕｒｉｄｉｍｅｔｒｙ）で測定するか、光の散乱程度を比濁法（ｎｅｐｈｅｌ
ｏｍｅｔｒｙ）で測定することができる。
【０００５】
　酵素免疫測定法（ｅｎｚｙｍｅ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ、ＥＩＡ）は、抗原と抗体と
の結合を酵素反応（ｅｎｚｙｍｅ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）を用いて測定する。ほとんど測定
しようとする物質に結合する抗体に酵素をあらかじめ付着させて、抗原抗体反応を起こす
。次いで、結合した酵素に反応する基質を入れれば、酵素反応が起こる。よく利用する酵
素としては、アルカリ性リン酸分解酵素（ａｌｋａｌｉｎｅ　ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ）
、西洋ワサビ過酸化酵素（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ）、β－ガラ
クトシダーゼ（β－ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ）などがある。酵素反応の産物は、ほと
んど色を帯びる物質であって、それを分光光度計（ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ
）で測定する。
【０００６】
　放射免疫測定法は、抗原と抗体との結合を放射性同位元素（ｒａｄｉｏｉｓｏｔｏｐｅ
）を用いて測定する。放射性同位元素とは、物理的に不安定であって、自然的に崩壊（ｒ
ａｄｉｏａｃｔｉｖｅ　ｄｅｃａｙ）を起こしながら、安定した物質に変わり、その過程
で放射線を放出する物質である。測定しようとする物質と同じ物質に放射性同位元素を付
着するか、または測定しようとする物質に反応する抗体に放射性同位元素を付着して、抗
原抗体反応を起こす。反応終了後、反応物から出る放射線の量を測定して、所望の物質の
濃度を計算することができる。多く利用する放射性同位元素は、１２５Ｉ、１３１Ｉ、３

Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐなどがある。放射免疫測定法は、過去に多く利用されたが、放射性物
質を使わなければならない危険があり、化学発光免疫測定法のような方法が開発されなが
ら、使い方が減少する趨勢である。
【０００７】
　蛍光免疫測定法は、抗原と抗体との結合を蛍光反応（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）を用
いて測定する。蛍光反応とは、蛍光物質が特定波長の光を吸収して、蛍光物質の分子が励
起（ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ）されてから再び元の状態に戻りながら、吸収した光とは異な
る波長の光を出す反応を言う。免疫測定に利用する時には、測定しようとする物質と同じ
物質に蛍光物質を付着するか、または測定しようとする物質に反応する抗体に蛍光物質を
付着して、抗原抗体反応を起こす。反応が起こった後、蛍光反応を起こしうる波長の光を
投射すれば、蛍光物質の量に比例して蛍光を出し、その蛍光の量から測定物質の濃度を計
算する。
【０００８】
　化学発光免疫測定法は、抗原と抗体との結合を化学発光反応（ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅ
ｓｃｅｎｃｅ）を用いて測定する。化学発光反応とは、化学発光物質が励起されてから基
底状態（ｇｒｏｕｎｄ　ｓｔａｔｅ）に戻りながら光を発する現象であって、分子を励起
させるエネルギーが光ではない、化学反応であるという点で蛍光と異なる。免疫測定に利
用する時には、他の方法と同様に、測定しようとする物質と同じ物質に化学発光物質を付
着するか、または測定しようとする物質に反応する抗体に化学発光物質を付着して、抗原
抗体反応を起こす。反応が起こった後、必要な化学反応を起こした後、発散される発光の
程度を測定して、これより測定物質の濃度を計算する。代表的な発光物質としては、ルミ
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ノール（ｌｕｍｉｎｏｌ）、イソルミノール（ｉｓｏｌｕｍｉｎｏｌ）、アクリジニウム
エステル（ａｃｒｉｄｉｎｉｕｍ　ｅｓｔｅｒ）などがある。
【０００９】
　本発明で利用しようとする抗原検出方法は、蛍光免疫測定法を基盤としたものであって
、従来の蛍光免疫測定法は、試料の濃度及び反応温度によって抗原の測定数値が変って、
データの再現性及び信頼度が落ちる問題点があって、それを改善するための方法として開
発された。したがって、本発明者らは、抗原－抗体反応を利用した蛍光免疫測定法を基盤
として、現場診断が可能であり、分析試料の濃度及び反応温度に関係ない抗原検出システ
ムを確立しようとする。
【００１０】
　本明細書の全般に亘って多数の論文及び特許文献が参照され、その引用が表示されてい
る。引用された論文及び特許文献の開示内容は、その全体として本明細書に参照して挿入
されて、本発明が属する技術分野のレベル及び本発明の内容がより明確に説明される。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明者らは、新規な抗原の検出方法を開発するために鋭意研究した。その結果、本発
明者らは、従来の試験領域（ｔｅｓｔ　ｚｏｎｅ）と標準領域（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｚ
ｏｎｅ）とに互いに異なる検出抗体を結合させて、試験領域にのみ特異的に結合する抗原
を検出する方法と異なって、標準領域に検出しようとする抗原と同じエピトープを含む標
準物質（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ）とを結合させることによって、試験
領域と標準領域とに同じ検出抗体を結合させて、より正確に抗原の存在及び量を検出する
ことができる方法を開発した。本発明の検出方法を用いて、従来の抗原検出方法に比べて
、分析試料の流動（ｆｌｏｗ）及び反応時間を調節して反応感度を向上させ、分析試料の
濃度または検出反応温度による影響を最小化して、データの安全性、信頼度、及び再現性
が向上することを確認することによって、本発明を完成した。
【００１２】
　したがって、本発明の目的は、新規な抗原の検出方法を提供することである。
【００１３】
　本発明の他の目的は、新規な抗原の検出装置を提供することである。
【００１４】
　本発明の他の目的及び利点は、下記の発明の詳細な説明、特許請求の範囲及び図面によ
ってより明確になる。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　本発明の一様態によれば、本発明は、次の段階を含む分析試料内の抗原の検出方法を提
供する：
　（ａ）検出可能なシグナルを発生させる標識が結合されており、前記抗原に特異的に結
合する検出抗体と分析試料とを接触させる段階；（ｂ）検出しようとする抗原に特異的に
結合する捕獲抗体を前記段階（ａ）の結果物に接触させる段階；（ｃ）前記検出抗体が特
異的に結合するエピトープを含み、固相基質表面に結合されている標準物質に前記検出可
能なシグナルを発生させる標識が結合されている検出抗体を接触させる段階；（ｄ）前記
段階（ｂ）の結果物及び段階（ｃ）の結果物の標識から発生するシグナルを測定する段階
；及び（ｅ）前記測定されたシグナルを分析して、前記分析試料内の抗原の存否または量
を決定する段階。
【００１６】
　本発明者らは、新規な抗原の検出方法を開発するために鋭意研究した。その結果、本発
明者らは、従来の試験領域と標準領域とに互いに異なる検出抗体を結合させて、試験領域
にのみ特異的に結合する抗原を検出する方法と異なって、標準領域に検出しようとする抗
原と同じエピトープを含む標準物質とを結合させることによって、試験領域と標準領域と
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に同じ検出抗体を結合させて、より正確に抗原の存在及び量を検出することができる方法
を開発した。本発明の検出方法を利用することによって、従来の抗原検出方法に比べて、
分析試料の流動及び反応時間を調節して反応感度を向上させ、分析試料の濃度または検出
反応温度による影響を最小化して、データの安全性、信頼度、及び再現性が向上すること
を確認した。
【００１７】
　前記抗原の検出方法は、分析試料内に存在する抗原の存在及び量を測定する方法であっ
て、本発明者らは、従来の抗原検出方法で分析試料がヒトの血しょうである場合、ｉ）標
準領域に結合された標準物質が、ヒト来由のペプチドまたはそれと結合可能な物質である
ことができず、標準物質の選定に限界があり、また、ｉｉ）試験領域と標準領域とに互い
に異なる検出抗体を結合させて、それぞれ抗体の抗原に対する親和度（ａｆｆｉｎｉｔｙ
）によって検出結果が変わり、ｉｉｉ）分析試料が高濃度である場合、試験領域に結合さ
れる検出抗体の飽和度とは無関係に、標準領域の検出抗体は、引き続き一定レベルに標準
領域に結合されるので、試験領域の測定シグナル／標準領域のシグナル強度の比率値が一
定でなく、ｉｖ）基本的に抗原－抗体反応を利用することによって、付随的に問題になる
温度による影響を排除することができないという点に着眼して、それを改善するための抗
原の検出方法を開発するために努力した結果、本発明の方法が設計された。
【発明の効果】
【００１８】
　本発明の特徴及び利点を要約すれば、次の通りである：
　（ａ）本発明は、新規な抗原検出方法及びそれを利用した抗原検出装置に関するもので
ある。
　（ｂ）本発明の抗原検出方法は、従来の試験領域と標準領域とに互いに異なるエピトー
プを有した物質を結合させて、それと特異的に結合する抗原を検出する方法と異なって、
標準領域に検出しようとする抗原と同じエピトープを含む標準物質とを結合させることに
よって、より正確に抗原の存在及び量を検出することができる。
　（ｃ）従来の抗原検出方法を使う場合、抗原濃度が高濃度に行くほど反応性が減少し、
反応が飽和されれば、一定レベルでこれ以上のシグナル値が増加しなくなる短所があるが
、本発明の抗原検出方法を使う場合には、Ｔ／Ｒ比率値で試験（ｔｅｓｔ）値を測定する
ことによって、このようなフック効果（ｈｏｏｋ　ｅｆｆｅｃｔ）が来なく、結果的に、
検出範囲（ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｒａｎｇｅ）が増える特徴がある。
　（ｄ）また、本発明の検出方法は、従来の抗原検出方法に比べて、分析試料の流動及び
反応時間を調節することができて、反応感度が向上し、分析試料の濃度または検出反応温
度による影響を最小化して、データの安全性、信頼度、及び再現性に優れている。
　（ｅ）したがって、本発明の抗原検出方法及び検出装置は、専門的な技術なしでも容易
に操作が可能であって、分析試料内の検出抗原の存否及び量を現場診断で即時把握するこ
とができる。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】図１は、本発明の抗原検出方法を通じて測定されたシグナル測定値が有効である
か否かを検証するために、５個のカートリッジでシグナルを測定した結果である。横軸は
、マイクロチャネル内のシグナル測定領域を一定間隔に分けた区画を意味し、縦軸は、蛍
光シグナル強度の数値を意味する。
【図２Ａ】図２Ａは、既存の抗原検出方法であるＲａｂｂｉｔ　ＩｇＧ標準システムを使
って、（ｉ）分析試料の濃度による試験領域及び標準領域のシグナル強度、及び（ｉｉ）
分析試料の濃度による試験領域／標準領域のシグナル強度の比率値をそれぞれグラフで表
わした図面である。
【図２Ｂ】図２Ｂは、本発明の方法を利用した前立腺特異抗原（ＰＳＡ）標準システムを
使って、（ｉ）分析試料の濃度による試験領域及び標準領域のシグナル強度、及び（ｉｉ
）分析試料の濃度による試験領域／標準領域のシグナル強度の比率値をそれぞれグラフで
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表わした図面である。
【図３Ａ】図３Ａは、Ｒａｂｂｉｔ　ＩｇＧ標準システムを使って、（ｉ）測定温度によ
る試験領域及び標準領域のシグナル強度、及び（ｉｉ）測定温度による試験領域／標準領
域のシグナル強度の比率値をそれぞれグラフで表わした図面である。
【図３Ｂ】図３Ｂは、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）標準システムを使って、（ｉ）測定温度
による試験領域及び標準領域のシグナル強度、及び（ｉｉ）測定温度による試験領域／標
準領域のシグナル強度の比率値をそれぞれグラフで表わした図面である。
【図４Ａ】図４Ａは、既存の抗原検出方法（Ｒａｂｂｉｔ－Ｇｏａｔ　ａｎｔｉ－Ｒａｂ
ｂｉｔ　ｓｙｓｔｅｍ）を用いて、（ｉ）測定温度による試験領域及び標準領域のシグナ
ル強度をグラフで表わした図面である。
【図４Ｂ】図４Ｂは、既存の抗原検出方法（Ｒａｂｂｉｔ－Ｇｏａｔ　ａｎｔｉ－Ｒａｂ
ｂｉｔ　ｓｙｓｔｅｍ）を用いて、（ｉｉ）測定温度による試験領域／標準領域のシグナ
ル強度の比率値をグラフで表わした図面である。
【図５Ａ】図５Ａは、既存の抗原検出方法（Ｔａｑ－Ｍｏｕｓｅ　ａｎｔｉ－Ｔａｑ　ｓ
ｙｓｔｅｍ）を用いて、（ｉ）測定温度による試験領域及び標準領域のシグナル強度をグ
ラフで表わした図面である。
【図５Ｂ】図５Ｂは、既存の抗原検出方法（Ｔａｑ－Ｍｏｕｓｅ　ａｎｔｉ－Ｔａｑ　ｓ
ｙｓｔｅｍ）を用いて、（ｉｉ）測定温度による試験領域／標準領域のシグナル強度の比
率値をグラフで表わした図面である。
【図６Ａ】図６Ａは、本発明の方法を利用した抗原検出方法（ＰＳＡ－Ｍｏｕｓｅ　ａｎ
ｔｉ－ＰＳＡ　ｓｙｓｔｅｍ）を用いて、（ｉ）測定温度による試験領域及び標準領域の
シグナル強度をグラフで表わした図面である。
【図６Ｂ】図６Ｂは、本発明の方法を利用した抗原検出方法（ＰＳＡ－Ｍｏｕｓｅ　ａｎ
ｔｉ－ＰＳＡ　ｓｙｓｔｅｍ）を用いて、（ｉｉ）測定温度による試験領域／標準領域の
シグナル強度の比率値をグラフで表わした図面である。
【図７】図７は、バイオサイト（Ｂｉｏｓｉｔｅ）社の抗原検出方法を用いて、測定温度
による試験領域／標準領域のシグナル強度の比率値をグラフで表わした図面である。
【図８】図８は、本発明の方法を利用した前立腺特異抗原（ＰＳＡ）標準システムを使っ
て、分析試料の濃度による試験領域／標準領域のシグナル強度の比率値をそれぞれグラフ
で表わした図面である。
【図９Ａ】図９Ａは、本発明の方法を利用した前立腺特異抗原（ＰＳＡ）標準システムを
使って、高濃度分析試料の試験領域／標準領域のシグナル強度の比率値をグラフで表わし
た図面である。
【図９Ｂ】図９Ｂは、既存の抗原検出方法（Ｒａｂｂｉｔ－Ｇｏａｔ　ａｎｔｉ－Ｒａｂ
ｂｉｔ　ｓｙｓｔｅｍ）を使って、高濃度分析試料の試験領域／標準領域のシグナル強度
の比率値をグラフで表わした図面である。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　以下、このような本発明の方法による分析試料内の抗原の測定方法について具体的に説
明する：
　段階（ａ）：検出抗体と分析試料との接触
　まず、検出可能なシグナルを発生させる標識が結合されており、前記抗原に特異的に結
合する検出抗体と分析試料とを接触させる。
【００２１】
　本発明の方法が使われる分析試料は、あらゆる哺乳動物から由来した有機物質（ｏｒｇ
ａｎｉｃ　ｍａｔｅｒｉａｌｓ）及び人為的に合成された有機分子（ｏｒｇａｎｉｃ　ｍ
ｏｌｅｃｕｌｅｓ）を含み、これらに限定されるものではない。前記分析試料は、望まし
くは、全血、血しょう、血清、体液、または細胞培養上澄み液である。
【００２２】
　前記有機分子は、炭素、窒素、酸素及び／または硫黄原子の間に共有結合を有する分子
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を意味する。有機分子は、一酸化炭素のような小さなサイズの分子から、ポリマー（ｐｏ
ｌｙｍｅｒ）のような複雑で大きなサイズの分子から選択可能であり、または、前記有機
分子は、グリコシド分子であり得る。
【００２３】
　本明細書で、用語“抗原”は、本発明の方法を用いて検出可能なあらゆる分子を含む。
例えば、前記抗原は、体内に存在する小分子、すなわち、薬物、毒素、自己抗体（ａｕｔ
ｏａｎｔｉｂｏｄｙ）、自己抗原（ａｕｔｏａｎｔｉｇｅｎ）、タンパク質、炭水化物、
核酸、及び他の分子である。対象（ｓｕｂｊｅｃｔ）の血清内に存在することができる抗
原は、薬物のみに限定されず、例えば、バルビツール酸塩、三環系抗うつ剤（ｔｒｉｃｙ
ｃｌｉｃ　ａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔｓ、ＴＣＡ）、ジギタリス（Ｄｉｇｉｔａｌｉ
ｓ）、癌関連抗原（例えば、乳房、精巣、脳、肝、大腸、膵臓、胃または肺癌と関連した
抗原）、ウイルス抗原（例えば、ＨＩＶ、インフルエンザまたは他のウイルスと関連した
抗原）、バクテリア抗原（例えば、全身バクテリア感染）、ホルモン（例えば、甲状腺刺
激ホルモン（ＴＳＨ）、ヒト成長ホルモン、プロゲステロン、テストステロン、ヒト絨毛
性性腺刺激ホルモン（ｈＣＧ））、プラズマタンパク質（例えば、フィブリン分解産物（
ＦＤＰ）、Ｃ－反応性タンパク質（ＣＲＰ）、癌胚芽性抗原（ＣＥＡ）、α－フェトタン
パク質（ＡＦＰ）、癌胚芽性タンパク質）、原生動物抗原（ｐｒｏｔｏｚｏａｌ　ａｎｔ
ｉｇｅｎｓ）、プラーク抗原（ｐｌａｑｕｅ　ａｎｔｉｇｅｎｓ）、ハプテン（例えば、
アンジオテンシンＩ、バソプレシン、ソマトスタチン、心房性ナトリウム利尿ホルモン（
ａｔｒｉａｌ　ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ　ｈｏｒｍｏｎｅ）、エンドセリン（ｅｎｄｏｓ
ｅｒｉｎｅ）、黄体形成ホルモン放出ホルモン（ＬＨＲＨ）、カッシニン（ｋａｓｓｉｎ
ｉｎ）または他のペプチド）、ステロイド（例えば、コルチゾール）及びサイトカイン（
例えば、インターロイキン－１、インターフェロン－α、インターフェロン－β、インタ
ーフェロン－γ、インターロイキン－２、インターロイキン－４、インターロイキン－６
、インターロイキン－７、インターロイキン－１２、インターロイキン－１５、Ｂ７、Ｃ
Ｄ２８、または他の免疫グロブリンスーパーファミリー（ＩｇＳＦ）メンバー）を含む。
【００２４】
　前記ウイルス抗原は、公知の多様なウイルス抗原を含み、例えば、Ａ型肝炎ウイルス、
Ｂ型肝炎ウイルス、Ｃ型肝炎ウイルス、インフルエンザ、水痘（ｖａｒｉｃｅｌｌａ）、
アデノウイルス、単純疱疹ウイルスタイプＩ、単純疱疹ウイルスタイプＩＩ、牛疫（ｒｉ
ｎｄｅｒｐｅｓｔ）、ライノウイルス、エコーウイルス、ロタウイルス、呼吸器細胞融合
ウイルス、パピローマウイルス、パポーバウイルス、サイトメガロウイルス、エキノウイ
ルス、アルボウイルス、ハンタウイルス、コクサッキーウイルス、ムンプスウイルス、麻
疹ウイルス、風疹ウイルス、ポリオウイルス、ヒト免疫不全ウイルスタイプＩ、ヒト免疫
不全ウイルスタイプＩＩ、ピコルナウイルス科、腸内ウイルス、トガウイルス（例えば、
アルファウイルス、フラビウイルス、コロナウイルス、狂犬病ウイルス、エボラウイルス
、ヒトＴ細胞白血病ウイルスタイプＩ、ヒトＴ細胞白血病ウイルスタイプＩＩ、レンチウ
イルス、ポリオーマウイルス、パルボウイルス、エプスタイン・バー（Ｅｐｓｔｅｉｎ－
Ｂａｒｒ）ウイルス、ヒトヘルペスウイルス－６、ヘルペスウイルス１または水痘ウイル
ス）と関連した抗原、または前記ウイルスで生産された抗原を含むが、これらに限定され
るものではない。
【００２５】
　前記バクテリア抗原は、公知の多様なバクテリア抗原を含み、例えば、マイコバクテリ
アリケッチア（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ　ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ）、マイコプラズマ（
Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ）、ナイセリア種（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｓｐｐ．）、レジオネラ
（Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ）、コレラ菌（Ｖｉｂｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａｅ）、連鎖状球菌
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｉ）、コリネバクテリアジフテリア（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅ
ｒｉａ　ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａｅ）、破傷風菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｔｅｔａｎｉ
）、百日咳菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ）、ヘモフィルス種（Ｈａｅ
ｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｓｐｐ．）、クラミジア種（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｓｐｐ．）または
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毒素原性大腸菌（ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ
）と関連した抗原、または前記バクテリアで生産された抗原を含むが、これらに限定され
るものではない。
【００２６】
　前記原生動物抗原は、公知の多様な原生動物抗原を含み、例えば、プラスモディア（Ｐ
ｌａｓｍｏｄｉａ）、アイメリア（Ｅｉｍｅｒｉａ）、リーシュマニア（Ｌｅｉｓｈｍａ
ｎｉａ）またはトリパノソーマ（Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ）と関連した抗原、または前記
原生動物で生産された抗原を含むが、これらに限定されるものではない。
【００２７】
　前記癌関連抗原（ｃａｎｃｅｒ－ｒｅｌａｔｅｄ　ａｎｔｉｇｅｎ）は、公知の多様な
癌関連抗原を含み、例えば、サバイビン（ｓｕｒｖｉｖｉｎ）、サイクリンＤ１、Ｈｅｒ
２／ｎｅｕ、Ｋ－ｒａｓ、キモトリプシノーゲン、ＸＩＡＰ（Ｘ－ｌｉｎｋｅｄ　ｉｎｈ
ｉｂｉｔｏｒ　ｏｆ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ）、塩基性線維母細胞生長因
子（ｂＦＧＦ）、ＥＧＦ（Ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ）受容体、
発癌胚芽性抗原（ＣＥＡ）、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）、α－フェトタンパク質、β－２
－マイクログロブリン、膀胱癌抗原（ＢＴＡ）、クロモグラニンＡ、ニューロン特異エノ
ラーゼ、Ｓ－１００タンパク質、ＴＡ－９０タンパク質、組織ペプチド抗原（ＴＰＡ）及
びヒト絨毛性ゴナドトロピン（ｈＣＧ）を含むが、これらに限定されるものではない。望
ましくは、前記癌関連抗原は、前立腺特異抗原である。
【００２８】
　前記抗原以外にも、本発明の抗原は、汚染物質、毒素、有毒化学物質、法医学的物質、
またはそれと類似した物質を含む。
【００２９】
　本発明の望ましい具現例によれば、前記抗原は、薬物、毒素、自己抗体、自己抗原、タ
ンパク質、炭水化物、核酸、または癌関連抗原であり、より望ましくは、癌関連抗原であ
る。
【００３０】
　本発明の方法は、２種の形態の抗体、すなわち、検出抗体及び捕獲抗体を利用する。用
語“検出抗体”は、前記捕獲抗体によって捕獲された前記抗原または標準物質に結合しう
る抗体を意味する。本明細書で、用語“捕獲抗体”は、分析試料で検出しようとする前記
抗原に結合しうる抗体を意味する。本発明の方法で利用できる抗体は、分析試料内の抗原
を探知するためのものであって、分析試料内の抗原と特異的に結合するヌクレオチド配列
のエピトープとを含む。本明細書に利用された抗体は、検出しようとするエピトープ、抗
原または抗原断片に結合しうる全体抗体だけではなく、抗体断片（例えば、Ｆ（ａｂ’）
２、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、Ｆｖ）を含む。本発明で利用される抗体は、ポリクローナルまた
はモノクローナル抗体であり、望ましくは、モノクローナル抗体である。
【００３１】
　前記抗原に対する抗体は、当業者に通常実施される方法、例えば、融合方法（Ｋｏｈｌ
ｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌｏｇｙ，６：５１１－５１９（１９７６））、組換えＤＮＡ方法（米国特許第４，
８１６，５６号）またはファージ抗体ライブラリー方法（Ｃｌａｃｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ
，Ｎａｔｕｒｅ，３５２：６２４－６２８（１９９１）及びＭａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ
．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２２：５８，１－５９７（１９９１））によって製造可能であ
る。抗体製造に対する一般的な過程は、Ｈａｒｌｏｗ，Ｅ．ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ｄ．，Ｕ
ｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９９；Ｚｏｌａ，
Ｈ．，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｔｅｃ
ｈｎｉｑｕｅｓ，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，Ｆｌｏｒｉｄ
ａ，１９８４；及びＣｏｌｉｇａｎ，ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＩＭ
ＭＵＮＯＬＯＧＹ，Ｗｉｌｅｙ／Ｇｒｅｅｎｅ，ＮＹ，１９９１に詳細に記載されており
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、前記文献は、本明細書に参照として挿入される。
【００３２】
　前記検出抗体には、検出可能なシグナルを発生させる標識が結合されている。用語“シ
グナル”は、検出可能なパラメータ（ｐａｒａｍｅｔｅｒ）を意味し、光学的、電気的ま
たは磁気的パラメータの流れ、蛍光放射、赤外線放射、紫外線放射、化学発光、光反射も
、前記シグナルの吸収程度を含む。検出可能なシグナルを発生させる標識は、化学物質（
例えば、ビオチン）、酵素（アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、西洋ワサ
ビペルオキシダーゼ及びシトクロムＰ４５０）、放射能物質（（例えば、１４Ｃ、１２５

Ｉ、３Ｈ、３２Ｐ、及び３５Ｓ）、蛍光物質（例えば、フルオレセイン）、発光物質、化
学発光物質（ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ）、及びＦＲＥＴ（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅ
ｎｃｅ　Ｒｅｓｏｎａｎｃｅ　Ｅｎｅｒｇｙ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ）を含むが、これらに限
定されるものではない。多様なレーベル及びレーベリング方法は、Ｅｄ　Ｈａｒｌｏｗ　
ａｎｄ　ＤａｖｉｄＬａｎｅ，Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｐｒｅｓｓ，１９９９に記載されている。望ましくは、検出可能なシグナルを発生させ
る標識として蛍光物質が利用される。
【００３３】
　前記標識は、発散する波長によってそれぞれ異なる蛍光シグナルが観察され、望ましく
は、前記標識は、検出抗体に結合された形態で捕獲抗体または標準物質に結合される。前
記標識は、公知の多様な蛍光物質を含み、例えば、フルオレセインとその誘導体、ローダ
ミンとその誘導体、フィコエリトリン、ルシファーイエロー、Ｂ－ファイトエリスリン、
９－アクリジンイソチオシアネート、ルシファーイエローＶＳ、４－アセトアミド－４’
－イソチオ－シアナトスチルベン－２，２’－ジスルホン酸、７－ジエチルアミノ－３－
（４’－イソチオシアナトフェニル）－４－メチルクマリン、スクシンイミジル－ピレン
ブチレート、４－アセトアミド－４’－イソチオシアナトスチルベン－２，２’－ジスル
ホン酸誘導体、ＬＣＴＭ－Ｒｅｄ６４０、ＬＣＴＭ－Ｒｅｄ７０５、ＰＣ５、Ｃｙ５、Ｃ
ｙ５．５、リサミン、イソチオシアネート、エリスロシンイソチオシアネート、ジエチレ
ントリアミンペンタアセテート、１－ジメチルアミノナフチル－５－スルホン酸塩、１－
アニリノ－８－ナフタレンスルホネート、２－ｐ－トウイジニル－６－ナフタレンスルホ
ネート、３－フェニル－７－イソシアナトクマリン、９－イソチオシアナトアクリジン、
アクリジンオレンジ、Ｎ－（ｐ－（２－ベンゾオキサゾール）フェニル）マレイミド、ベ
ンゾチアゾール、スチルベン、及びピレンを含むが、これらに限定されるものではない。
【００３４】
　本発明の方法によれば、抗原－特異的検出抗体に結合された標識が放出するシグナルは
、蛍光シグナルとして測定されるので、試験領域及び標準領域の両シグナルをそれぞれ測
定して、検出しようとする抗原の存否及び量を確認することができる。前記検出抗体及び
捕獲抗体は、前記抗原に特異的に結合する親和性（ａｆｆｉｎｉｔｙ）を有し、本発明の
方法に使われる他の如何なる試薬とも反応しない。
【００３５】
　段階（ｂ）：捕獲抗体及び前記段階（ａ）の結果物の接触
　引き続き、前記段階（ａ）の結果物に、検出しようとする抗原に特異的に結合する捕獲
抗体を接触させる。すなわち、段階（ａ）の結果物を試験領域または標準領域の抗原－特
異的捕獲抗体または標準物質に結合させる。
【００３６】
　本明細書で、用語“捕獲抗体”は、段階（ａ）に前述した通りである。
【００３７】
　本発明の望ましい具現例によれば、前記捕獲抗体は、固相基質表面に結合されており、
前記捕獲抗体は、反応物の連続した流れが行われる１つの反応容器の基質表面上に存在し
、前記反応容器は、マイクロチャネルを有するマイクロチップである。
【００３８】
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　本明細書で、用語“固相基質（ｓｏｌｉｄ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ）”は、固相支持体（
ｓｏｌｉｄ　ｓｕｐｐｏｒｔ）または固相（ｓｏｌｉｄ　ｐｈａｓｅ）と同じ意味として
使われ、非液状物質を意味する。前記固相基質は、望ましくは、前記マイクロチャネル内
に形成させ、例えば、膜（ｍｅｍｂｒａｎｅ）、毛細管の一部またはマイクロチャネル内
を流動／接着された小径ビーズ（ｓｍａｌｌ　ｄｉａｍｅｔｅｒ　ｂｅａｄｓ）として存
在することができる。このような形態の公知の物質は、ポリスチレン及びポリプロピレン
、ガラス、金属、及びゲルのような炭化水素重合体を含む。前記固相基質は、ディップス
ティック、マイクロタイタープレート、粒子（例えば、ビーズ）、親和性カラム、及びイ
ムノブロットメンブレン（例えば、ポリビニリデンフロライドメンブレン）形態であり得
る（参照：米国特許第５，１４３，８２５号、第５，３７４，５３０号、第４，９０８，
３０５号、及び第５，４９８，５５１号）。
【００３９】
　本発明の他の望ましい具現例によれば、前記マイクロチップのマイクロチャネルは、試
験領域及び標準領域を含み、前記試験領域の表面に前記捕獲抗体が結合されており、前記
標準領域に前記標準物質が結合されている。
【００４０】
　本明細書で、用語“試験領域”は、前記マイクロチップのマイクロチャネル内に含まれ
た区画であって、試験領域の表面には、前記捕獲抗体が結合されており、捕獲抗体には、
検出しようとする前記抗原及びその抗原と特異的に結合する検出抗体とが結合する。
【００４１】
　本明細書で、用語“標準領域”は、前記マイクロチップのマイクロチャネル内に含まれ
た区画であって、標準領域の表面には、標準物質が結合されており、標準物質には、検出
しようとする前記抗原と特異的に結合する検出抗体とが結合する。
【００４２】
　本明細書で、用語“標準物質”は、前記検出抗体が結合しうる物質を意味し、本発明の
望ましい具現例によれば、前記標準物質は、前記抗原と同じ物質または前記エピトープを
含む前記抗原の断片である。
【００４３】
　前記抗体、抗原または標準物質は、物理的な吸着または化学的な接着によって固相基質
に付着可能である。物理的吸着は、適切な緩衝液にある抗体または抗原と固相の材料との
間で反応によって行われる。緩衝液としては、リン酸塩緩衝液、トリス塩酸塩緩衝液、炭
酸塩緩衝液などである。反応は、４～３７℃、特に、室温で特定時間前記緩衝液を混合し
、保持することによって行われる。化学的付着は、ペプチド付着方法のうち、カルボジイ
ミド法を使うことで実行可能である。さらに他の化学法は、グルタルアルデヒドまたはシ
アヌリッククロライド（“ペプチド合成法”，マルゼン（Ｍａｒｕｚｅｎ），１９７５ま
たは“酵素免疫測定法”，共立出版、“プロテイン核酸酵素”，特別号３１，１９８７）
のような二価横連結試薬で実行される方法である。
【００４４】
　本発明の望ましい具現例によれば、前記分析試料は、前記マイクロチップに適用され、
前記適用された分析試料は、前記マイクロチャネルに形成された流れを通じて、前記試験
領域及び標準領域と接触する。また、前記分析試料は、前記試験領域及び標準領域を順次
に接触するか、または前記標準領域及び試験領域を順次に接触することができる。
【００４５】
　前述したように、本発明の検出方法は、検出抗体に分析試料を接触させた後、捕獲抗体
を接触させると表現されているが、これは、記載の便宜のためのものであり、本発明の検
出方法は、ｉ）前記過程を逆にする場合、すなわち、分析試料を前記捕獲抗体と接触させ
る段階を優先的に行い、引き続き、分析試料と捕獲抗体の反応結果物を検出抗体と接触さ
せること、及びｉｉ）分析試料を検出抗体及び捕獲抗体と同時に接触させることを排除す
ることではない。
【００４６】
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　前記過程のうち、分析試料を前記検出抗体と接触させる段階を優先的に行い、引き続き
、分析試料と検出抗体の反応結果物を捕獲抗体と接触させる場合、前記分析試料と検出抗
体の反応は、マイクロチップ内、またはマイクロチップ外でなされうる。本発明の具体的
な一実施例によれば、前記反応は、マイクロチップ外でなされる。
【００４７】
　段階（ｃ）：標準物質（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ）及び検出可能なシ
グナルを発生させる標識が結合されている検出抗体の接触
　検出抗体及び前記段階（ａ）の結果物を接触させた後、前記検出抗体が特異的に結合す
るエピトープを含み、固相基質表面に結合されている標準物質に前記検出可能なシグナル
を発生させる標識が結合されている検出抗体を接触させる。
【００４８】
　本明細書で、用語“エピトープ”は、抗体が結合する抗原の部位を抗原決定部位（ａｎ
ｔｉｇｅｎｉｃ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ）を意味し、前記標準物質は、１種類以上のエ
ピトープを含むか、同じエピトープを１以上含みうるが、前記検出抗体が結合するエピト
ープは、標準物質上で一回のみ発見されうる配列を選択することが望ましい。
【００４９】
　段階（ｄ）：シグナルの測定
　引き続き、シグナル測定装置を使って、前記段階（ｂ）の結果物及び段階（ｃ）の結果
物の標識から発生するシグナルを測定する。前記シグナル測定装置についての詳細な説明
は、下記に記載されている。
【００５０】
　段階（ｅ）：シグナルの分析
　前記段階（ｄ）で測定されたシグナルを分析して、前記分析試料内の抗原の存否または
量を決定する。
【００５１】
　前記シグナルの量（ａｍｏｕｎｔ）によって抗原の存否及び量を決定し、用語“量”は
、前記シグナルの感度（ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ）が測定可能な特定レベル（ｌｅｖｅｌ
）内に含まれることを前提にして、物理的パラメータである前記シグナルの強度（ｉｎｔ
ｅｎｓｉｔｙ）が増加、減少または保持される程度を意味する。例えば、シグナルの増加
が１０単位で増加し、シグナルの測定感度が１単位の範囲内にあるならば、シグナル量を
測定することができる。前記シグナルの量は、任意の単位で表示することができる。
【００５２】
　前記段階（ａ）～（ｄ）、または前記段階（ｂ）～（ｄ）は、マイクロチャネル（ｍｉ
ｃｒｏｃｈａｎｎｅｌ）が備えられたマイクロチップで実施され、前記シグナル分析は、
前記マイクロチャネルによって提供される反応開始領域、試験領域、標準領域、及び反応
終了領域でのシグナルを測定して実施される。
【００５３】
　前記反応開始領域及び反応終了領域のシグナルからエラー率（％）を算出し、エラー率
が２０％以上である場合には、試験領域及び標準領域シグナルの信頼性を高めるために分
析を再実施する。用語“エラー率（ｅｒｒｏｒ　ｒａｔｅ）”は、分析試料の粘性または
流動性（ｆｌｏｗ）が一定しておらず、シグナルの分析結果が異なり、分析を実施する実
験者の操作未熟によってシグナルの分析結果が異なりうるので、これにより発生する誤差
を最小化し、データの信頼性を得るために測定される値である。
【００５４】
　用語“反応開始領域”及び“反応終了領域”は、前記マイクロチップのマイクロチャネ
ル内に含まれた区画であって、マイクロチャネル内のシグナル測定領域を一定間隔に分け
た区画（０～９００）の一部である。
【００５５】
　前記反応開始領域及び反応終了領域は、抗原の種類によって区画が可変的であり得る。
一例によれば、本発明の方法を用いてＰＳＡ抗原を検出する実験で、反応開始領域は、全
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体“０～９００”範囲のうち、１８０～３７０の区画であり、反応終了領域は、７００～
８８０の区画に該当する（図１参照）。
【００５６】
　マイクロチャネル内のシグナル測定領域は、反応開始領域、試験領域、標準領域、及び
反応終了領域で構成され、各領域でのシグナルをグラフで表わした時、シグナル量は、次
のように計算される。グラフで横軸は、マイクロチャネル内のシグナル測定領域を一定間
隔に分けた区画（０～９００）に表示され、縦軸は、蛍光シグナルの量（強度）に表示す
ることができる。
【００５７】
【数１】

【数２】

　（Ｘｎ＝ｎ位置での蛍光シグナル、Ｘｔｃ＝試験領域中央地点の蛍光シグナル、Ｘｒｃ
＝標準領域中央地点の蛍光シグナル、Ｘｂ＝マイクロチャネル０～９００の位置のうち、
少なくとも５０地点の蛍光シグナル平均値）
【００５８】

【数３】

【数４】

　（Ｘｎ＝ｎ位置での蛍光シグナル、Ｘｔｃ＝試験領域中央地点の蛍光シグナル、Ｘｒｃ
＝標準領域中央地点の蛍光シグナル）
　すなわち、反応開始領域の蛍光シグナルは、Ｘｔｃ－（Ｘｒｃ－Ｘｔｃ）－３０地点か
らＸｔｃ－（Ｘｒｃ－Ｘｔｃ）＋３０地点まで各地点のシグナル平均値であり、反応終了
領域の蛍光シグナルは、Ｘｒｃ＋（Ｘｒｃ－Ｘｔｃ）－３０地点からＸｒｃ＋（Ｘｒｃ－
Ｘｔｃ）＋３０地点まで各地点のシグナル平均値である。
【００５９】
　前記エラー率は、次のように算出することができる。
【数５】

【００６０】
　本発明の望ましい具現例によれば、前記測定されたシグナルの分析は、前記段階（ｂ）
の結果物及び段階（ｃ）の結果物の標識から発生するシグナルの強度の比率を計算するこ
とで実施する。
【００６１】
　従来の抗原検出方法は、試験領域に検出しようとする抗原と特異的に結合する物質（本
発明での捕獲抗体）とを結合させ、標準領域にヒト来由の抗原が結合することができない
外来の物質を結合させて、それぞれの領域で発生するシグナルを測定し、標準領域でのシ
グナルは、試験領域のシグナルを補正する数値として使われた。同じ濃度の試料であると
しても、試料粘性の差によってマイクロチャネル内に流れる試料の速度（反応速度）が違
って、試験領域のシグナルが異なる。それを補正する方法で同じ濃度である時、低い粘性
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の試料がマイクロチャネル内に迅速に通り過ぎれば、試験領域のシグナルが減少したほど
標準領域のシグナルが共に減少し、同じ濃度の高い粘性の試料がマイクロチャネル内に遅
く通り過ぎれば、試験領域のシグナルが増加したほど標準領域のシグナルが共に増加する
につれて、結局は、試料の粘性差なしに同じ比率値を表現して、シグナルの値は異なるが
、比率値は実質的に同じ値を有する。用語“実質的に（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｌｙ）”
は、試料の粘性差による影響を全く受けない場合、及び試料の粘性に影響を受けるが、そ
の程度が微弱であって、試料の粘性差による影響がないと言える場合も含む意味である。
例えば、試験領域及び標準領域のシグナル強度の比率値は、試料の粘性差にも拘らず、そ
の偏差が±２．０であって、ほぼ一定に保持され、これは、前記シグナル強度の比率値が
試料の粘性差に実質的に影響を受けないということを意味する。
【００６２】
　しかし、前記方法は、例えば、分析試料がヒトの血清である場合、ｉ）標準領域に結合
された標準物質が、ヒト来由のペプチドまたはそれと結合可能な物質であることができず
、標準物質の選定に限界があり、ｉｉ）試験領域と標準領域とに互いに異なる検出抗体を
結合させて、それぞれ抗体の抗原に対する親和度によって検出結果が変わり、ｉｉｉ）分
析試料が高濃度である場合、試験領域に結合される検出抗体の飽和度とは無関係に、標準
領域の検出抗体は、引き続き一定レベルに標準領域に結合されるので、試験領域の測定シ
グナル／標準領域のシグナル強度の比率値が一定でなく、ｉｖ）基本的に抗原－抗体反応
を利用することによって、付随的に問題になる温度による影響を排除することができない
という問題点があった。したがって、本発明者らは、標準物質選定の限界、分析試料の濃
度及び温度による影響を最小化させて、データの安全性、信頼度、及び再現性が向上した
本発明の方法を開発し、そのうち、本発明の最大の特徴は、分析試料内の抗原の検出にお
いて、分析試料の濃度及び温度による影響を最小化させたということにある。
【００６３】
　本発明の他の望ましい具現例によれば、前記段階（ｂ）の結果物及び段階（ｃ）の結果
物の標識から発生するシグナルの強度の比率値は、前記段階（ａ）の分析試料の濃度に対
して線形比例的である。
【００６４】
　本発明の他の望ましい具現例によれば、前記段階（ｂ）の結果物及び段階（ｃ）の結果
物の標識から発生するシグナルの強度の比率値は、前記方法が実施される温度の変化に対
して実質的に影響を受けない。用語“実質的に”は、温度変化による影響を全く受けない
場合、及び温度による影響を受けるが、その程度が微弱であって、温度変化による影響が
ないと言える場合も含む意味である。例えば、試験領域及び標準領域のシグナル強度の比
率値は、温度の変化にも拘らず、その偏差が±０．１７であって、ほぼ一定に保持され、
これは、前記シグナル強度の比率値が温度変化に実質的に影響を受けないということを意
味する。
【００６５】
　本発明の他の望ましい具現例によれば、前記段階（ｂ）の結果物及び段階（ｃ）の結果
物の標識から発生するシグナルの強度の比率値は、前記方法が実施される温度範囲１０～
３０℃で同じ値を表わす。
【００６６】
　本発明の方法を利用する場合、高濃度の抗原を含んだ試料でも、抗原の定量的検出が可
能であり、例えば、１８００ｎｇ／ｍｌ以上の濃度である抗原の検出が可能である。一例
によれば、本発明の方法を用いてＰＳＡ抗原を検出する場合、ＰＳＡ濃度が０．０００１
～１５００ｎｇ／ｍｌの範囲である試料では、実験的に測定したＴ／Ｒ比率グラフによっ
てＰＳＡ抗原の濃度が分かり、ＰＳＡ濃度が１５００～１８００ｎｇ／ｍｌ及び１８００
ｎｇ／ｍｌ以上の濃度では、前記実験的に得たグラフの延長線上で抗原の濃度が分かる。
他の一例によれば、本発明の方法を用いてＰＳＡ濃度が４０００ｎｇ／ｍＬ以上である高
濃度検体の測定及び検出が可能である。すなわち、ＰＳＡ濃度が０．０００１～４５００
ｎｇ／ｍＬの範囲である試料で実験的に測定したＴ／Ｒ比率グラフによってＰＳＡ抗原の
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濃度が分かり、ＰＳＡ濃度が４５００ｎｇ／ｍｌ以上である濃度では、前記実験的に得た
グラフの延長線上で抗原の濃度が分かる。
【００６７】
　本発明の他の様態によれば、本発明は、次を含む分析試料内の抗原の検出装置を提供す
る：
　（ａ）分析試料を収容し、反応が行われるマイクロチャネルが備えられたマイクロチッ
プ；（ｂ）前記マイクロチャネルの一部位に形成されており、検出しようとする抗原に特
異的に結合する捕獲抗体が表面に結合されている試験領域；及び（ｃ）前記マイクロチャ
ネルの一部位に形成されており、検出抗体が特異的に結合するエピトープを含む標準物質
が表面に結合されている標準領域。
【００６８】
　本発明の方法を利用した検出装置は、抗体の親和度、分析試料の濃度及び検出温度によ
る影響を受けなくて、検出しようとする抗原の量を正確に測定し、専門的な技術なしでも
容易に操作が可能であって、標的抗原検出の現場診断が可能である。本発明の抗原検出装
置は、前述した本発明の抗原検出方法を利用したものであって、その２つの間に共通した
内容は、本明細書の過度な複雑性を避けるために、その記載を省略する。
【００６９】
　本発明の装置をそれぞれの構成別に詳細に説明すれば、次の通りである：
　構成（ａ）：マイクロチャネル（ｍｉｃｒｏｃｈａｎｎｅｌ）が備えられたマイクロチ
ップ
　前記抗原検出装置には、分析試料を収容し、反応が行われるマイクロチップが含まれる
。前記マイクロチップ内には、分析試料を収容するためのマイクロチャネルが備えられて
おり、前記マイクロチャネルは、多様な深さ（ｄｅｐｔｈ）を有しうる。
【００７０】
　分析試料を収容することができる前記マイクロチップは、１以上のマイクロチャネルを
含み、前記マイクロチャネルには、それぞれ異なる抗原を検出する捕獲抗体及び標準物質
が結合されうる。前記マイクロチャネルには、反応開始領域、試験領域、標準領域、及び
反応終了領域が含まれ、望ましくは、前記各領域は、反応開始領域、試験領域、標準領域
、及び反応終了領域の順序で位置する。
【００７１】
　前述した本発明の方法を利用した前記検出装置は、分析試料と捕獲抗体及び検出抗体と
の反応、及び標準物質と検出抗体との反応などをそれぞれの段階として実施すると表現さ
れているが、これは、記載の便宜のためのものであり、本発明の抗原検出装置は、分析試
料をマイクロチップに分周することのみで抗原の存否及び量を測定することができる。し
たがって、前記マイクロチップは、望ましくは、前記抗原検出方法で使われるｉ）試薬、
標準物質及び捕獲抗体、またはｉｉ）試薬、標準物質、シグナル発散標識が結合された検
出抗体及び捕獲抗体が含まれており、マイクロチャネル内に分析試料を落とした後、前記
マイクロチップを本発明による装置に装着すれば、自動的に検出抗原の存否及び量が測定
されるように製作される。したがって、使用が便利であり、現場診断に適するので、専門
家だけではなく、一般人も容易に使うことができる。
【００７２】
　前記マイクロチャネルは、分析試料を注入することができる投入口を含み、分析試料が
前記投入口を通じてマイクロチャネルの内部に流入されれば、マイクロチャネルを経なが
ら、検出しようとする抗原を探知（ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ）するか、抗原の量を測定するた
めに、反応試薬などと反応することができる。
【００７３】
　本発明の具体的な一実施例によれば、検出しようとする抗原の探知のために、蛍光物質
などを利用した分析試料のラベリング（ｌａｂｅｌｌｉｎｇ）反応または抗原－抗体反応
などを利用した分析試料の特異反応（ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）などがマイ
クロチャネル内でなされうる。すなわち、タンパク質の抗原－抗体特異反応などを用いて
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、今後センサーなど多様な探知手段を通じて所望の抗原のみを選別的に確認することがで
きる。標識された分析試料は、マイクロチャネルの内部を通過するが、この際、マイクロ
チャネルの一断面が光学センサーに露出され、それを用いて蛍光シグナルを探知すること
もできる。
【００７４】
　構成（ｂ）：試験領域（ｔｅｓｔ　ｚｏｎｅ）
　本発明の抗原検出装置において、前記試験領域は、前記マイクロチャネルの一部位に形
成されており、検出しようとする抗原に特異的に結合する捕獲抗体が表面に結合されてい
るように設計される。
【００７５】
　構成（ｃ）：標準領域（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｚｏｎｅ）
　本発明の抗原検出装置において、前記標準領域は、前記マイクロチャネルの一部位に形
成されており、検出抗体が特異的に結合するエピトープを含む標準物質が表面に結合され
ているように設計される。
【００７６】
　本発明の望ましい具現例によれば、前記装置は、検出可能なシグナルを発生させる標識
が結合されており、前記抗原に特異的に結合する検出抗体をさらに含みうる。
【００７７】
　本発明の他の望ましい具現例によれば、前記装置は、前記標識から発生するシグナルを
測定する測定手段をさらに含み、または、前記装置は、前記試験領域及び標準領域で測定
されたシグナルの強度の比率を計算する分析手段をさらに含みうる。
【００７８】
　前記測定手段は、前記検出抗体に結合された標識から発生するシグナルが通過する装置
の構成要素を意味し、例えば、光学的要素（ｏｐｔｉｃａｌ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）を含
む。前記測定手段は、蛍光シグナルを通過させて、シグナル分析手段まで伝達し、部分的
に蛍光シグナルを電気的シグナルに変換させることができる。前記測定手段は、本発明に
よる装置と一体化されて存在するか、独立した装置で存在することができる。
【００７９】
　前記分析手段は、シグナルプロセッサ（ｓｉｇｎａｌ　ｐｒｏｃｅｓｓｏｒ）と同じ意
味として使われ、前記試験領域及び標準領域で測定されたシグナルを部分的に変形させる
か、シグナルの測定値を補正することができる装置の構成要素を意味する。前記分析手段
は、前記光学的要素と同時作用し、蛍光シグナルを電気的シグナルに変換することができ
る。
【００８０】
　本発明の方法及び装置は、多様な方式で利用され、例えば、前立腺癌関連抗原を検出す
る場合、前立腺特異抗原（Ｐｒｏｓｔａｔｅ　Ｓｐｅｃｉｆｉｅ　Ａｎｔｉｇｅｎ、ＰＳ
Ａ）を腫瘍標識子として、良性及び悪性の前立腺癌細胞の有無、前立腺癌の再発の有無、
危険度、転移有無などの臨床的判断が可能であり、迅速に疾病経過などを報告することが
できる。また、前立腺癌の治療に使われる薬物の効能評価にも、本発明の方法が利用され
うる。
【実施例】
【００８１】
　以下、実施例を通じて本発明をさらに詳しく説明する。これら実施例は、単に本発明を
より具体的に説明するためのものであって、本発明の要旨によって、本発明の範囲が、こ
れら実施例によって制限されないということは、当業者にとって自明である。
【００８２】
　実施例１：流速（ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ）補正による検出データ測定
　１－１．本発明の抗原検出方法を利用したＰＳＡ検出
　本発明で利用した血液試料は、韓国の高麗大学校安山病院診断検査医学科外来検査室に
依頼した患者の血液試料を利用し、患者群は、ランダムに選定された。
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【００８３】
　本発明の方法を利用した検出装置を用いて患者試料内の抗原の量を測定した。前記患者
群は、前立腺癌患者であって、前立腺特異的抗原（Ｐｒｏｓｔａｔｅ　Ａｐｅｃｉｆｉｃ
Ａｎｔｉｇｅｎ、ＰＳＡ）を腫瘍標識子として、患者の血清（ｓｅｒｕｍ）内に存在する
ＰＳＡの量を測定した。
【００８４】
　前立腺特異的抗原（ＰＳＡ）は、ほとんど主にヒトの前立腺上皮によって生産される一
本鎖３３ｋＤａ糖タンパク質でヒトの精液中に０．５～２．０ｍｇ／ｍｌの濃度で存在す
る。前立腺特異抗原は、前立腺の上皮細胞で合成されるタンパク分解酵素で前立腺以外の
組織ではほとんど発現されなくて、前立腺癌の選別に利用される有用な腫瘍標識子である
。前立腺特異抗原は、前立腺組織には特異的であるが、腫瘍には特異的ではなくて、前立
腺肥大症、前立腺炎、前立腺梗塞などでも増加し、前立腺癌の選別検査だけではなく、手
術後、再発判定にも有用に利用できる。
【００８５】
　前記患者群で収得した血清試料のうちから、同じ濃度の試料のうち、それぞれ粘性の異
なる試料を選別して、本発明を利用した検出装置を利用した抗原測定を実施した。チップ
（または、カートリッジ）のサンプル注入（ｉｎｌｅｔ）部位にサンプル（リポタンパク
質リパーゼが存在するか、または存在しない患者血清または血しょう）３０μＬを落とし
た。サンプルを落としてから５分経過後、チップを本発明による抗原検出装置に挿入した
。約４０秒後に検出装置のディスプレイ画面にサンプル内の前立腺特異抗原の存在程度が
定量的に表示され、また、試験領域及び標準領域のシグナル強度値が表示された。
【００８６】
　患者Ａより患者Ｂでのシグナル測定値をそれぞれ測定し、それを用いて試験領域（Ｔ）
／標準領域（Ｒ）のシグナル強度の比率値を算出した（表１）。各領域のシグナル算出方
法は、数式１及び数式２に表わした。
【００８７】
【数６】

【数７】

　（Ｘｎ＝ｎ位置での蛍光シグナル、Ｘｔｃ＝試験領域中央地点の蛍光シグナル、Ｘｒｃ
＝標準領域中央地点の蛍光シグナル、Ｘｂ＝マイクロチャネル０～９００の位置のうち、
少なくとも５０地点の蛍光シグナル平均値、０～９００は、マイクロチャネル内のシグナ
ル測定領域を一定間隔に分けた区画を意味する）
【００８８】

【表１】

【００８９】
　その結果、シグナルの強度のみ比較した時、患者Ｂのシグナルが高かったが、試験領域
と標準領域とのシグナル強度の比率値をそれぞれ算出した結果、両患者の試料内の前立腺
特異抗原量は同じであると分析された。
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【００９０】
　前記表１の結果と共に、各試験領域と標準領域とのシグナル強度の比率値で発生する標
準偏差（ＣＶ、％）値を算出した（表２）。分析試料のうち、１つを選択して、５個のカ
ートリッジに同じ分析試料をそれぞれ分周した後、分析を実施した。
【００９１】
【表２】

【００９２】
　その結果、試験領域と標準領域とのシグナルは、各分析カートリッジごとに少しずつ差
があるが、試験領域シグナル／標準領域シグナルの比率値（Ｔ／Ｒ）は、ほぼ一定に表わ
れた。
【００９３】
　１－２．本発明の抗原検出方法の条件確立
　本発明の抗原検出方法の目的は、分析試料の流動を調節し、反応時間を調節して、流動
反応で見られる短所を除去して、反応感度を最大限高めることなので、このような目的が
達成されるか否かと関連した実験を実施した。すなわち、本発明の抗原検出方法を通じて
測定されたシグナル測定値が有効であるか否かを検証するために、エラー率分析を実施し
、エラー率の算出方法は、数式３ないし数式５のようである。反応開始領域の蛍光シグナ
ルは、Ｘｔｃ－（Ｘｒｃ－Ｘｔｃ）－３０地点からＸｔｃ－（Ｘｒｃ－Ｘｔｃ）＋３０地
点まで各地点のシグナル平均値であり、反応終了領域の蛍光シグナルは、Ｘｒｃ＋（Ｘｒ
ｃ－Ｘｔｃ）－３０地点からＸｒｃ＋（Ｘｒｃ－Ｘｔｃ）＋３０地点まで各地点のシグナ
ル平均値である。
【００９４】
【数８】

【数９】

　（Ｘｎ＝ｎ位置での蛍光シグナル、Ｘｔｃ＝試験領域中央地点の蛍光シグナル、Ｘｒｃ
＝標準領域中央地点の蛍光シグナル）
【数１０】

　それぞれの試料が注入されるマイクロチップ、すなわち、カートリッジ（１～５）で反
応開始領域及び反応終了領域でのシグナルを測定し、前記反応開始領域及び反応終了領域
からエラー率を算出した（表３及び図１参照）。
【００９５】
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【表３】

【００９６】
　その結果、カートリッジ３の分析試料でエラー率が最も高く測定され、エラー率が２０
％以上である場合、分析試料の濃度を調整した後、分析を再実施した。
【００９７】
　実施例２：分析試料の濃度による検出データの比較
　本発明の検出方法及び既存の抗原検出方法（Ｒａｂｂｉｔ　ＩｇＧ標準システム）を用
いて、分析試料が高濃度である場合の測定結果値の解像度を比較試験を実施した。
【００９８】
　２－１．既存の抗原検出方法を利用したＰＳＡ検出
　本発明の方法による前立腺特異抗原の検出結果に対する参考値として、下記のように前
立腺特異抗原の検出実験を実施した。
【００９９】
　本発明に利用した試料のうち、非線形区間の高濃度患者試料を選別して、本発明を利用
した検出装置を用いて測定を実施した。チップのサンプル注入部位にサンプル（リポタン
パク質リパーゼが存在するか、または存在しない患者血清または血しょう）３０μＬを落
とした。サンプルを落としてから５分経過後、チップを本発明による抗原検出装置に挿入
した。約４０秒後に検出装置のディスプレイ画面にサンプル内の前立腺特異抗原の存在程
度が定量的に表示され、また、試験領域及び標準領域のシグナル強度値が表示された。
【０１００】
　その結果、分析試料の濃度が高くなるほど、試験領域／標準領域のシグナル強度の比率
の増加する幅が減少することを確認することができた（図２Ａ）。
【０１０１】
　２－２．本発明の方法を利用したＰＳＡ検出
　本発明の検出方法を用いてＰＳＡの検出実験を下記のように実施した。
　前記実施例２－１のような実験方法を実施し、同じ試料を使った。
　その結果、分析試料の濃度が高くなるほど、試験領域／標準領域のシグナル強度の比率
も一定に増加して、線形比例的なグラフを表わすことを確認することができた（図２Ｂ）
。
【０１０２】
　実施例３：測定温度による検出データの比較
　本発明の検出方法及び既存の抗原検出方法（Ｒａｂｂｉｔ　ＩｇＧ標準システム）を用
いて比較試験を実施した。
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【０１０３】
　３－１．既存の抗原検出方法を利用したＰＳＡ検出
　本発明の方法によるＰＳＡの検出結果に対する参考値として、下記のようにＰＳＡの検
出実験を実施した。
【０１０４】
　本発明に利用した試料のうち、線形区間の一濃度の患者試料を使って、それぞれ１３．
８℃、２４．２℃、及び２９．７℃の温度の環境で試験を実施した。チップをそれぞれの
温度に合わせてあらかじめセッティングした後、チップのサンプル注入部位にサンプル（
リポタンパク質リパーゼが存在するか、または存在しない患者血清または血しょう）３０
μＬを落とした。サンプルを落としてから５分経過後、チップを本発明による抗原検出装
置に挿入した。約４０秒後に検出装置のディスプレイ画面にサンプル内の前立腺特異抗原
の存在程度が定量的に表示され、また、試験領域及び標準領域のシグナル強度値が表示さ
れた。
【０１０５】
　その結果、測定温度が高くなるほど、試験領域／標準領域のシグナル強度の比率も共に
増加することを確認することができた（図３Ａ）。これにより、抗原－抗体反応が温度に
よって増加することを確認した。
【０１０６】
　３－２．本発明の方法を利用したＰＳＡ検出
　本発明の検出方法を用いてＰＳＡの検出実験を下記のように実施した。
【０１０７】
　前記実施例３－１のような実験方法を使い、同じ試料を使って実施した。
【０１０８】
　その結果、測定温度の変化にも拘らず、試験領域／標準領域のシグナル強度の比率がほ
ぼ一定に保持されることを確認することができた（図３Ｂ）。
【０１０９】
　実施例４：同一検体に対する温度による温度変異係数の測定
　本発明の検出方法が温度に影響を受けるかを調べるために、下記のように温度による変
異係数の測定実験を実施した。前記Ｒａｂｂｉｔ　ＩｇＧ標準システム、Ｔａｑ　ＩｇＧ
標準システム、本発明の検出方法（ＰＳＡ標準システム）及びバイオサイト社（米国登録
特許第６，１９４，２２２号）の抗原検出方法を用いて比較試験を実施した。
【０１１０】
　前記実施例３－１のような実験方法を使い、同じ試料を使って実施する。
【０１１１】
　それぞれ３種の温度で試験領域及び標準領域のシグナルを測定し、それをグラフ上に表
現するために、表現値を算出した。表現値は、次のように計算される。試験領域にのみ特
異的に反応する各濃度別の標準物質を使って、標準濃度グラフを描く。そのグラフに相応
する関数を本発明に利用された検出装置のコードチップに入力させる。その結果、試験領
域に出たシグナルは、それに相応する濃度の表現値を算出させた（表４及び表５）。その
結果、Ｒａｂｂｉｔ　ＩｇＧ標準システム（図４Ａ及び図４Ｂ、温度による変異係数３３
％）、Ｔａｑ　ＩｇＧ標準システム（図５Ａ及び図５Ｂ、温度による変異係数３６．９％
）、及びバイオサイト社の検出方法（図７、温度による変異係数３１．０％）を利用した
時は、測定温度が増加するにつれて、試験領域／標準領域のシグナル強度の比率値が増加
して、温度変化によってＰＳＡの検出量が変わることを確認することができた。一方、本
発明の方法を利用した時、ＰＳＡの表現値は、１３．８℃、２４．２℃、及び２９．７℃
でそれぞれ４．３５、４．０１、及び４．４５に測定され、したがって、温度の変化にほ
とんど影響を受けないことが示された（図６Ａ及び図６Ｂ、温度による変異係数５．５％
）。
【０１１２】
　変異係数　＝　標準偏差／平均値×１００　・・・　（数式６）
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【０１１３】
【表４】

【０１１４】
【表５】

【０１１５】
実施例５：高濃度分析試料の検出データの比較１
　本発明の検出方法及び既存の抗原検出方法（Ｒａｂｂｉｔ　ＩｇＧ標準システム）を用
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いて、分析試料が高濃度である場合の測定結果値の解像度の比較試験を実施した。ＰＳＡ
抗原として、ヒト精液（ＢｉｏｓＰａｃｉｆｉｃ，Ｊ６３０００）を利用し、実験方法は
、前記実施例２のようである。
【０１１６】
　表６は、本発明の方法を利用した前立腺特異抗原（ＰＳＡ）標準システムを使って、分
析試料の濃度による試験領域／標準領域のシグナル強度の比率値を測定した結果を表わし
たものである。
【０１１７】
【表６】

【０１１８】
　図８から見られるように、既存のＧｏａｔ抗Ｒ　ＩｇＧ－Ｒ　ＩｇＧシステムを利用し
た場合、分析試料の濃度が高くなるほど、試験領域／標準領域のシグナル強度の比率の増
加する幅が減少し、ＰＳＡ濃度１００ｎｇ／ｍｌ以上ではグラフの傾きが急減して、１０
０ｎｇ／ｍｌ以上の抗原は定量的分析が不可能であった（図８）。
【０１１９】
　しかし、本発明の方法を利用した場合、１５００ｎｇ／ｍｌの濃度でも、試料の定量的
検出が可能であり、図８のグラフを利用する場合、１５００ｎｇ／ｍｌ以上の濃度でも、
抗原の検出が可能であることが分かった。
【０１２０】
　実施例６：高濃度分析試料の検出データの比較２
　本発明の検出方法及び既存の抗原検出方法（Ｒａｂｂｉｔ　ＩｇＧ標準システム）を用
いて、分析試料が高濃度である場合の測定結果値の解像度を比較試験した。ＰＳＡ高濃度
検体として、Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ　ＵＮＩＣＥＬＬ　ＤＸＩ　８００、Ａｃ
ｃｅｓｓ　Ｈｙｂｒｉｔｅｃｈ　ＰＳＡで測定して、８７２０ｎｇ／ｍＬに確認された検
体を使い、実験方法は、前記実施例２のようである。
【０１２１】
　図９Ａ及び図９Ｂは、本発明の方法を利用した前立腺特異抗原（ＰＳＡ）標準システム
、及び既存の抗原検出方法（Ｒａｂｂｉｔ　ＩｇＧ標準システム）を用いて、ＰＳＡの濃
度による試験領域／標準領域のシグナル強度の比率値を測定した結果を表わしたものであ
る。表７は、それぞれの試料でシグナルを２回測定した値を平均して表わしたものである
。
【０１２２】
　図９及び表７から見られるように、本発明の方法を利用した場合、４３６０ｎｇ／ｍＬ
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30

のＰＳＡ抗原の検出／測定が可能であったが（図９Ａ）、既存のＧｏａｔ抗Ｒ　ＩｇＧ－
ＲＩｇＧシステムを利用した場合、抗原の濃度が２７２．５ｎｇ／ｍｌ以上である場合、
フック効果が表われて、抗原の定量的分析が不可能であった（図９Ｂ）。
【０１２３】
【表７】

【０１２４】
　以上、本発明の特定の部分を詳しく記述したので、当業者にとって、このような具体的
な技術は、単に望ましい具現例であり、これにより、本発明の範囲が制限されるものでは
ないという点は明白である。したがって、本発明の実質的な範囲は、添付の請求項とその
等価物とによって定義される。
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【図１】
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【図２Ａ】
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【図２Ｂ】
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【図３Ａ】
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【図３Ｂ】
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【図４Ａ】

【図４Ｂ】

【図５Ａ】
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【図５Ｂ】

【図６Ａ】

【図６Ｂ】
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【図７】

【図８】
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【図９Ａ】

【図９Ｂ】

【手続補正書】
【提出日】平成26年8月20日(2014.8.20)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　次の段階を含む分析試料内の抗原の検出方法：
　（ａ）検出可能なシグナルを発生させる標識が結合されており、前記抗原に特異的に結
合する検出抗体と分析試料とを接触させる段階；



(34) JP 2015-508176 A 2015.3.16

　（ｂ）検出しようとする抗原に特異的に結合する捕獲抗体を前記段階（ａ）の結果物に
接触させる段階；
　（ｃ）前記検出抗体が特異的に結合するエピトープを含み、固相基質表面に結合されて
いる標準物質に前記検出可能なシグナルを発生させる標識が結合されている検出抗体を接
触させる段階；
　（ｄ）前記段階（ｂ）の結果物及び段階（ｃ）の結果物の標識から発生するシグナルを
測定する段階；及び
　（ｅ）前記測定されたシグナルを分析して、前記分析試料内の抗原の存否または量を決
定する段階；
　前記段階（ａ）～（ｄ）、または前記段階（ｂ）～（ｄ）は、マイクロチャネルが備え
られたマイクロチップで実施され、前記シグナル分析は、前記マイクロチャネルによって
提供される反応開始領域、試験領域、標準領域、及び反応終了領域でのシグナルを測定し
て実施される。
【請求項２】
　前記捕獲抗体は、固相基質表面に結合されていることを特徴とする請求項１に記載の方
法。
【請求項３】
　前記捕獲抗体及び標準物質は、反応物の連続した流れが行われる１つのマイクロチップ
の基質表面上に存在することを特徴とする請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記マイクロチップのマイクロチャネルは、試験領域及び標準領域を含み、前記試験領
域の表面に前記捕獲抗体が結合されており、前記標準領域に前記標準物質が結合されてい
ることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記分析試料は、前記マイクロチップに適用され、前記適用された分析試料は、前記マ
イクロチャネルに形成された流れを通じて、前記試験領域及び標準領域と接触することを
特徴とする請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記分析試料は、前記試験領域及び標準領域を順次に接触するか、または前記標準領域
及び試験領域を順次に接触することを特徴とする請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記標準物質は、前記抗原と同じ物質または前記エピトープを含む前記抗原の断片であ
ることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記測定されたシグナルの分析は、前記段階（ｂ）の結果物及び段階（ｃ）の結果物の
標識から発生するシグナルの強度の比率を計算することを特徴とする請求項１に記載の方
法。
【請求項９】
　前記測定されたシグナルの分析は、前記試験領域及び標準領域で測定されたシグナルの
エラー率を計算する分析段階をさらに含むことを特徴とする方法であって、前記エラー率
は、前記試験領域及び標準領域から一定距離に位置する反応開始領域及び反応終了領域の
シグナルを測定して実施され、前記反応開始領域及び反応終了領域から算出したエラー率
が２０％以上である場合には、前記シグナル分析を再実施し、前記エラー率は、
　［｜（反応開始領域のシグナル－反応終了領域のシグナル）｜／反応開始領域のシグナ
ル］×１００
　で算出することを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記分析試料は、全血、血しょう、血清、体液、または細胞培養上澄み液であることを
特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
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　前記抗原は、薬物、毒素、自己抗体、自己抗原、タンパク質、炭水化物、核酸、または
癌関連抗原であることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記抗原は、癌関連抗原であることを特徴とする請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記段階（ｂ）の結果物及び段階（ｃ）の結果物の標識から発生するシグナルの強度の
比率値は、前記段階（ａ）の分析試料の濃度に対して線形比例的であることを特徴とする
請求項８に記載の方法。
【請求項１４】
　前記段階（ｂ）の結果物及び段階（ｃ）の結果物の標識から発生するシグナルの強度の
比率値は、前記方法が実施される温度の変化に対して影響を受けないことを特徴とする請
求項８に記載の方法。
【請求項１５】
　前記段階（ｂ）の結果物及び段階（ｃ）の結果物の標識から発生するシグナルの強度の
比率値は、前記方法が実施される温度範囲１０℃～３０℃で同じ値を表わすことを特徴と
する請求項８に記載の方法。
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