
(57)【要約】

【課題】検査に必要な測定濃度範囲が２桁以上の場合で

あっても、試料中の測定対象物質を簡易、高感度かつ高

精度に測定することができる、免疫反応測定方法、免疫

反応測定キット及び免疫反応測定装置を提供する。

【解決手段】試料中の測定対象物質を測定する免疫反応

測定方法であって、前記測定対象物質に対して特異的に

結合可能な複数の特異結合物質と前記試料とを接触させ

る工程（Ａ）、前記試料の光学特性を測定する工程（Ｂ

）、及び前記工程（Ｂ）により測定された光学特性に基

づき、前記試料中の前記測定対象物質の濃度を定量する

工程（Ｃ）を含み、前記工程（Ａ）において前記複数の

特異結合物質の前記測定対象物質に対する親和性が互い

に異なり、かつ前記工程（Ｂ）において前記複数の特異

結合物質が各々異なる色素により標識されている。

【選択図】図３

JP 2005-337960 A 2005.12.8



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
試 料 中 の 測 定 対 象 物 質 を 測 定 す る 免 疫 反 応 測 定 方 法 で あ っ て 、 前 記 測 定 対 象 物 質 に 対 し て
特 異 的 に 結 合 可 能 な 複 数 の 特 異 結 合 物 質 と 前 記 試 料 と を 接 触 さ せ る 工 程 （ Ａ ） 、 前 記 試 料
の 光 学 特 性 を 測 定 す る 工 程 （ Ｂ ） 、 及 び 前 記 工 程 （ Ｂ ） に よ り 測 定 さ れ た 光 学 特 性 に 基 づ
き 、 前 記 試 料 中 の 前 記 測 定 対 象 物 質 の 濃 度 を 定 量 す る 工 程 （ Ｃ ） を 含 み 、 前 記 工 程 （ Ａ ）
に お い て 前 記 複 数 の 特 異 結 合 物 質 の 前 記 測 定 対 象 物 質 に 対 す る 親 和 性 が 互 い に 異 な り 、 か
つ 前 記 工 程 （ Ｂ ） に お い て 前 記 複 数 の 特 異 結 合 物 質 が 各 々 異 な る 色 素 に よ り 標 識 さ れ て い
る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 反 応 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
特 異 結 合 物 質 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 免 疫 反 応 測
定 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
複 数 の 特 異 結 合 物 質 が 複 数 の 第 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 複 数 の 第 ２ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 と を 含 み 、 前 記 第 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 測 定 対 象 物 質 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 可 能 で
あ っ て 、 前 記 複 数 の 第 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 前 記 測 定 対 象 物 質 に 対 す る 親 和 性 が 互 い
に 異 な り 、 か つ 前 記 複 数 の 第 ２ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 前 記 複 数 の 第 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 各 々 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 可 能 で あ っ て 、 前 記 複 数 の 第 ２ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が
各 々 異 な る 色 素 に よ り 標 識 さ れ て お り 、 工 程 （ Ａ ） が 、 前 記 複 数 の 第 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 と 試 料 と を 接 触 さ せ る 工 程 （ ａ １ ） と 、 前 記 工 程 （ ａ １ ） の 後 に 前 記 複 数 の 第 ２ の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 前 記 試 料 と を 接 触 さ せ る 工 程 （ ａ ２ ） と を 含 み 、 工 程 （ Ｂ ） に お い て
、 前 記 複 数 の 第 ２ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 標 識 さ れ た 前 記 色 素 に 起 因 す る 前 記 試 料 の 光 学
特 性 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 免 疫 反 応 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
測 定 対 象 物 質 が Ｃ 反 応 性 蛋 白 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に
記 載 の 免 疫 反 応 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
化 学 式 （ 化 １ ） 及 び 化 学 式 （ 化 ２ ） で 表 さ れ る 色 素 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １
～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 免 疫 反 応 測 定 方 法 。
【 化 １ 】
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ６ 】
試 料 中 の 測 定 対 象 物 質 を 測 定 す る 免 疫 反 応 測 定 方 法 で あ っ て 、 前 記 測 定 対 象 物 質 に 対 し て
特 異 的 に 結 合 可 能 な 複 数 の 特 異 結 合 物 質 と 前 記 試 料 と を 接 触 さ せ る 工 程 （ Ａ ） 、 前 記 試 料
の 光 学 特 性 を 測 定 す る 工 程 （ Ｂ ） 、 及 び 前 記 工 程 （ Ｂ ） に よ り 測 定 さ れ た 光 学 特 性 に 基 づ
き 、 前 記 試 料 中 の 前 記 測 定 対 象 物 質 の 濃 度 を 定 量 す る 工 程 （ Ｃ ） を 含 み 、 前 記 工 程 （ Ａ ）
に お い て 前 記 複 数 の 特 異 結 合 物 質 の 前 記 測 定 対 象 物 質 に 対 す る 親 和 性 が 互 い に 異 な り 、 か
つ 前 記 工 程 （ Ｂ ） に お い て 前 記 複 数 の 特 異 結 合 物 質 が 各 々 異 な る 色 素 に よ り 標 識 さ れ て い
る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 反 応 測 定 方 法 に 用 い ら れ る 測 定 キ ッ ト で あ っ て 、 前 記 各 々 異 な る
色 素 に よ り 標 識 さ れ た 前 記 複 数 の 特 異 結 合 物 質 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 免 疫 反 応 測 定 キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ７ 】
複 数 の 特 異 結 合 物 質 が 複 数 の 第 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 前 記 複 数 の 第 １ の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 測 定 対 象 物 質 に 対 す る 親 和 性 が 互 い に 異 な り 、 か つ 前 記 複 数 の 第 １ の モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 各 々 異 な る 色 素 に よ り 標 識 さ れ て お り 、 試 料 が 流 れ る た め の 流 路 、 前 記
流 路 内 に 設 け ら れ 、 前 記 複 数 の 第 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 保 持 さ れ て い る 標 識 部 、 及 び
前 記 流 路 内 で あ っ て 前 記 標 識 部 と 異 な る 位 置 に 設 け ら れ 、 前 記 測 定 対 象 物 質 に 対 し て 特 異
的 に 結 合 可 能 な 複 数 の 第 ２ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 保 持 さ れ て い る 測 定 部 を 備 え 、 前 記 流
路 に 供 給 さ れ た 試 料 が 前 記 標 識 部 を 通 過 し た 後 前 記 測 定 部 に 到 達 す る よ う に 、 前 記 標 識 部
と 前 記 測 定 部 と が 配 置 さ れ 、 前 記 複 数 の 第 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 前 記 試 料 と と も に 移
動 可 能 に 前 記 標 識 部 に 保 持 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 免 疫 反 応 測 定 キ
ッ ト 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ６ ま た は ７ 記 載 の 測 定 キ ッ ト を 用 い て 試 料 中 の 測 定 対 象 物 質 を 測 定 す る た め の 免 疫
反 応 測 定 装 置 で あ っ て 、 前 記 測 定 キ ッ ト を 保 持 す る た め の 保 持 部 、 前 記 測 定 キ ッ ト 中 の 測
定 部 へ 照 射 す る 光 を 出 射 す る た め の 光 源 、 及 び 前 記 測 定 部 で 反 射 し た 光 ま た は 前 記 測 定 部
を 透 過 し た 光 を 検 出 す る た め の 検 出 器 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 免 疫 反 応 測 定 装 置 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヘ ル ス ケ ア 及 び 医 療 に 関 わ る 検 査 の 分 野 に お い て 、 免 疫 反 応 を 原 理 と し て 測
定 対 象 物 を 測 定 す る 方 法 、 測 定 キ ッ ト 及 び 測 定 装 置 に 関 す る 。
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【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 臨 床 検 査 と は 、 病 気 の 診 断 、 治 療 、 病 気 の 早 期 発 見 や 予 防 に な く て は な ら な い 検 査 で あ
る 。 年 々 新 し い 検 査 が 採 用 さ れ 、 検 査 項 目 は 非 常 に 多 岐 に わ た り １ ０ ０ ０ 種 類 に も 余 る と
言 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 検 査 内 容 は 様 々 な 分 類 が あ り 、 疾 患 に よ る 分 類 、 サ ン プ ル （ 血 液 、 尿 、 そ の 他 ） に よ る
分 類 、 そ の 他 適 宜 都 合 の 良 い 分 類 が 使 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 検 査 の ト レ ン ド と し て は 大 き く 二 つ の 流 れ が あ る 。 一 つ は 最 近 ま で 重 要 視 さ れ て い た 流
れ で 、 大 型 の 測 定 機 器 を 使 用 し て 大 量 の サ ン プ ル に 対 し て 非 常 に 多 項 目 の 測 定 を 同 時 に 短
時 間 で 処 理 す る 方 向 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 も う 一 つ の 流 れ は 、 よ り 検 査 対 象 者 に 近 い 場 所 で 、 簡 易 セ ン サ を 用 い て 、 よ り 簡 便 に 必
要 な 検 査 を 短 時 間 で 行 う 方 向 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 来 、 こ の 簡 易 セ ン サ は 感 度 、 測 定 精 度 、 ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ な ど に お い て 、 大 型 機 器
に 大 き く 劣 っ て い た が 、 よ り 高 感 度 、 高 精 度 、 広 い ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ な ど を 目 指 し て 様
々 な 工 夫 が 施 さ れ て き た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 例 え ば 、 測 定 に 使 用 す る 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 導 入 す る 反 応 基 質 数 （ 例 え ば チ オ ー
ル 基 数 ） を 所 定 の 範 囲 に コ ン ト ロ ー ル す る こ と に よ り 測 定 精 度 を 向 上 さ せ た り 、 標 識 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て モ ノ ク ロ ー ナ ル モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ポ リ ク ロ ー ナ ル モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 併 用 す る こ と に よ り 広 い 測 定 範 囲 で 十 分 な 感 度 、 高 精 度 を 目 指 し て い た （ 例 え ば
、 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 、 被 測 定 物 質 に お け る エ ピ ト ー プ 及 び ア フ ィ ニ テ ィ ー が そ れ ぞ れ 互 い に 異 な る ３ 種
類 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 抗 体 溶 液 を 用 い 、 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 分 子 数 比 に
よ っ て 、 測 定 可 能 な 被 測 定 物 質 の 濃 度 範 囲 及 び 検 出 感 度 を 変 化 さ せ る こ と が 試 み ら れ て い
た （ 例 え ば 、 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 １ ０ － １ ９ ７ ５ ３ ３ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 欧 州 特 許 出 願 公 開 第 １ ３ ６ ５ ２ ４ ３ 号 明 細 書
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し か し 、 あ る 種 の 検 査 で は 、 ２ 桁 以 上 の 広 い 測 定 濃 度 範 囲 が 必 要 と さ れ て い る 。 例 え ば
、 Ｃ 反 応 性 蛋 白 質 （ 以 下 、 Ｃ Ｒ Ｐ と 略 称 す る ） 測 定 の 場 合 、 （ 表 １ ） に 示 す よ う に 、 正 常
域 と 考 え ら れ る ０ ． １ ｍ ｇ ／ ｄ ｌ 以 下 か ら 、 重 症 細 菌 感 染 症 の 可 能 性 が 考 え ら れ る １ ０ ｍ
ｇ ／ ｄ ｌ を 超 え る 濃 度 ま で 定 量 す る 必 要 が あ る （ 出 典 ： 臨 床 検 査 ガ イ ド 、 文 光 堂 ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 最 近 で は 、 冠 動 脈 疾 患 の マ ー カ ー と し て 微 量 Ｃ Ｒ Ｐ が 注 目 さ れ て お り 、 低 濃 度 領 域
の 高 感 度 定 量 の 必 要 性 が よ り 重 要 と な っ て い る 。 ま た 、 高 濃 度 領 域 の 定 量 に つ い て も 、 １
０ ０ ｍ ｇ ／ ｄ ｌ 付 近 ま で の 必 要 性 が あ る と 言 わ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 し か し な が ら 上 記 従 来 の 方 法 の う ち 、 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 導 入 す る 反 応 基 質 数 を
コ ン ト ロ ー ル す る 方 法 で は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 自 身 が 持 つ 感 度 及 び 測 定 レ ン ジ を 越 え る
こ と は 不 可 能 で あ る た め 、 検 査 に 必 要 な 測 定 濃 度 範 囲 が ２ 桁 以 上 で あ る 場 合 、 十 分 な 感 度
及 び 精 度 を 達 成 す る こ と が で き な い と い う 問 題 が あ っ た 。 ま た 、 抗 体 と し て ポ リ ク ロ ー ナ
ル モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 方 法 で は 、 実 用 に 耐 え う る た め に は 抗 体 の ロ ッ ト 毎 に 詳
細 な 条 件 設 定 が 必 要 で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 特 許 文 献 ２ に 記 載 の 方 法 で は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 被 測 定 物 質 と の 反 応 を 、 各
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 そ れ ぞ れ に つ い て 分 離 し て 測 定 し て い な か っ た 。 そ の た め 、 各 抗 体 か
ら 得 ら れ る 測 定 値 が 重 な っ て 、 見 か け 上 の 測 定 値 が 同 じ で あ る が 、 抗 体 ご と に 得 ら れ る 測
定 値 が 異 な る 場 合 が 発 生 し 、 そ れ を 分 離 分 析 で き な い た め 測 定 の 精 度 が 低 く な る お そ れ が
あ っ た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 そ こ で 本 発 明 は 上 記 従 来 の 問 題 点 に 鑑 み 、 必 要 と さ れ る 測 定 濃 度 範 囲 が ２ 桁 以 上 の 場 合
で あ っ て も 、 試 料 中 の 測 定 対 象 物 質 を 簡 易 、 高 感 度 か つ 高 精 度 に 測 定 す る こ と が で き る 、
免 疫 反 応 測 定 方 法 、 免 疫 反 応 測 定 キ ッ ト 及 び 免 疫 反 応 測 定 装 置 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す
る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ５ 】
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　 上 記 従 来 の 課 題 を 解 決 す る た め に 、 本 発 明 の 免 疫 反 応 測 定 方 法 は 、 試 料 中 の 測 定 対 象 物
質 を 測 定 す る 免 疫 反 応 測 定 方 法 で あ っ て 、 前 記 測 定 対 象 物 質 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 可 能 な
複 数 の 特 異 結 合 物 質 と 前 記 試 料 と を 接 触 さ せ る 工 程 （ Ａ ） 、 前 記 試 料 の 光 学 特 性 を 測 定 す
る 工 程 （ Ｂ ） 、 及 び 前 記 工 程 （ Ｂ ） に よ り 測 定 さ れ た 光 学 特 性 に 基 づ き 、 前 記 試 料 中 の 前
記 測 定 対 象 物 質 の 濃 度 を 定 量 す る 工 程 （ Ｃ ） を 含 み 、 前 記 工 程 （ Ａ ） に お い て 前 記 複 数 の
特 異 結 合 物 質 の 前 記 測 定 対 象 物 質 に 対 す る 親 和 性 が 互 い に 異 な り 、 か つ 前 記 工 程 （ Ｂ ） に
お い て 前 記 複 数 の 特 異 結 合 物 質 が 各 々 異 な る 色 素 に よ り 標 識 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 反 応 測 定 キ ッ ト は 、 試 料 中 の 測 定 対 象 物 質 を 測 定 す る 免 疫 反 応 測 定
方 法 で あ っ て 、 前 記 測 定 対 象 物 質 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 可 能 な 複 数 の 特 異 結 合 物 質 と 前 記
試 料 と を 接 触 さ せ る 工 程 （ Ａ ） 、 前 記 試 料 の 光 学 特 性 を 測 定 す る 工 程 （ Ｂ ） 、 及 び 前 記 工
程 （ Ｂ ） に よ り 測 定 さ れ た 光 学 特 性 に 基 づ き 、 前 記 試 料 中 の 前 記 測 定 対 象 物 質 の 濃 度 を 定
量 す る 工 程 （ Ｃ ） を 含 み 、 前 記 工 程 （ Ａ ） に お い て 前 記 複 数 の 特 異 結 合 物 質 の 前 記 測 定 対
象 物 質 に 対 す る 親 和 性 が 互 い に 異 な り 、 か つ 前 記 工 程 （ Ｂ ） に お い て 前 記 複 数 の 特 異 結 合
物 質 が 各 々 異 な る 色 素 に よ り 標 識 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 反 応 測 定 方 法 に 用 い ら
れ る 測 定 キ ッ ト で あ っ て 、 前 記 各 々 異 な る 色 素 に よ り 標 識 さ れ た 前 記 複 数 の 特 異 結 合 物 質
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 反 応 測 定 装 置 は 、 上 記 本 発 明 の 測 定 キ ッ ト を 用 い て 試 料 中 の 測 定 対
象 物 質 を 測 定 す る た め の 免 疫 反 応 測 定 装 置 で あ っ て 、 前 記 測 定 キ ッ ト を 保 持 す る た め の 保
持 部 、 前 記 測 定 キ ッ ト 中 の 測 定 部 へ 照 射 す る 光 を 出 射 す る た め の 光 源 、 及 び 前 記 測 定 部 で
反 射 し た 光 ま た は 前 記 測 定 部 を 透 過 し た 光 を 検 出 す る た め の 検 出 器 を 有 す る こ と を 特 徴 と
す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 免 疫 反 応 測 定 方 法 、 免 疫 反 応 測 定 キ ッ ト 及 び 免 疫 反 応 測 定 装 置 に よ れ ば 、 ２ 桁
以 上 の 広 い 測 定 濃 度 範 囲 を 必 要 と す る 場 合 で あ っ て も 、 試 料 中 の 測 定 対 象 物 質 を 簡 易 、 高
感 度 か つ 高 精 度 に 測 定 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 免 疫 反 応 測 定 方 法 は 、 試 料 中 の 測 定 対 象 物 質 を 測 定 す る 免 疫 反 応 測 定 方 法 で あ
っ て 、 前 記 測 定 対 象 物 質 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 可 能 な 複 数 の 特 異 結 合 物 質 と 前 記 試 料 と を
接 触 さ せ る 工 程 （ Ａ ） 、 前 記 試 料 の 光 学 特 性 を 測 定 す る 工 程 （ Ｂ ） 、 及 び 前 記 工 程 （ Ｂ ）
に よ り 測 定 さ れ た 光 学 特 性 に 基 づ き 、 前 記 試 料 中 の 前 記 測 定 対 象 物 質 の 濃 度 を 定 量 す る 工
程 （ Ｃ ） を 含 み 、 前 記 工 程 （ Ａ ） に お い て 前 記 複 数 の 特 異 結 合 物 質 の 前 記 測 定 対 象 物 質 に
対 す る 親 和 性 が 互 い に 異 な り 、 か つ 前 記 工 程 （ Ｂ ） に お い て 前 記 複 数 の 特 異 結 合 物 質 が 各
々 異 な る 色 素 に よ り 標 識 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 反 応 測 定 キ ッ ト は 、 試 料 中 の 測 定 対 象 物 質 を 測 定 す る 免 疫 反 応 測 定
方 法 で あ っ て 、 前 記 測 定 対 象 物 質 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 可 能 な 複 数 の 特 異 結 合 物 質 と 前 記
試 料 と を 接 触 さ せ る 工 程 （ Ａ ） 、 前 記 試 料 の 光 学 特 性 を 測 定 す る 工 程 （ Ｂ ） 、 及 び 前 記 工
程 （ Ｂ ） に よ り 測 定 さ れ た 光 学 特 性 に 基 づ き 、 前 記 試 料 中 の 前 記 測 定 対 象 物 質 の 濃 度 を 定
量 す る 工 程 （ Ｃ ） を 含 み 、 前 記 工 程 （ Ａ ） に お い て 前 記 複 数 の 特 異 結 合 物 質 の 前 記 測 定 対
象 物 質 に 対 す る 親 和 性 が 互 い に 異 な り 、 か つ 前 記 工 程 （ Ｂ ） に お い て 前 記 複 数 の 特 異 結 合
物 質 が 各 々 異 な る 色 素 に よ り 標 識 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 反 応 測 定 方 法 に 用 い ら
れ る 測 定 キ ッ ト で あ っ て 、 前 記 各 々 異 な る 色 素 に よ り 標 識 さ れ た 前 記 複 数 の 特 異 結 合 物 質
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 反 応 測 定 装 置 は 、 上 記 本 発 明 の 測 定 キ ッ ト を 用 い て 試 料 中 の 測 定 対
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象 物 質 を 測 定 す る た め の 免 疫 反 応 測 定 装 置 で あ っ て 、 前 記 測 定 キ ッ ト を 保 持 す る た め の 保
持 部 、 前 記 測 定 キ ッ ト 中 の 測 定 部 へ 照 射 す る 光 を 出 射 す る た め の 光 源 、 及 び 前 記 測 定 部 で
反 射 し た 光 ま た は 前 記 測 定 部 を 透 過 し た 光 を 検 出 す る た め の 検 出 器 を 有 す る こ と を 特 徴 と
す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ の よ う に す る と 、 測 定 対 象 物 質 に 対 す る 親 和 性 が 互 い に 異 な る 各 特 異 結 合 物 質 の 分 子
数 比 に よ り 、 測 定 対 象 物 質 と 特 異 結 合 物 質 と の 反 応 の 感 度 を 制 御 す る こ と が で き る の で 、
工 程 （ Ｂ ） に お い て 、 各 色 素 の 吸 収 ス ペ ク ト ル を そ れ ぞ れ 測 定 す る こ と に よ り 、 広 い 測 定
濃 度 範 囲 を 必 要 と す る 場 合 で あ っ て も 、 試 料 中 の 測 定 対 象 物 質 を 簡 易 、 高 感 度 か つ 高 精 度
に 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ こ で 、 特 異 結 合 物 質 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う に す る と
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 自 身 が 持 つ 感 度 及 び 測 定 レ ン ジ を 越 え て 、 必 要 と さ れ る 測 定 濃 度 範
囲 が ２ 桁 以 上 の 場 合 で あ っ て も 、 試 料 中 の 測 定 対 象 物 質 を 簡 易 、 高 感 度 か つ 高 精 度 に 測 定
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 反 応 測 定 方 法 に お い て 、 複 数 の 特 異 結 合 物 質 が 複 数 の 第 １ の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 と 複 数 の 第 ２ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 含 み 、 前 記 第 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 が 測 定 対 象 物 質 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 可 能 で あ っ て 、 前 記 複 数 の 第 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 前 記 測 定 対 象 物 質 に 対 す る 親 和 性 が 互 い に 異 な り 、 か つ 前 記 複 数 の 第 ２ の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 が 前 記 複 数 の 第 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 各 々 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 可 能 で あ
っ て 、 前 記 複 数 の 第 ２ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 各 々 異 な る 色 素 に よ り 標 識 さ れ て お り 、 工
程 （ Ａ ） が 、 前 記 複 数 の 第 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 試 料 と を 接 触 さ せ る 工 程 （ ａ １ ） と
、 前 記 工 程 （ ａ １ ） の 後 に 前 記 複 数 の 第 ２ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 前 記 試 料 と を 接 触 さ せ
る 工 程 （ ａ ２ ） と を 含 み 、 工 程 （ Ｂ ） に お い て 、 前 記 複 数 の 第 ２ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に
標 識 さ れ た 前 記 色 素 に 起 因 す る 前 記 試 料 の 光 学 特 性 を 測 定 し て も よ い 。 こ の よ う に す る と
、 よ り 感 度 を 上 げ 、 ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ を 広 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 、 試 料 と し て は 、 例 え ば 、 血 液 、 尿 、 便 、 唾 液 、 汗 、 滲 出 液 等 の 生 体 試
料 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 、 測 定 対 象 物 質 と し て は 、 例 え ば 、 血 液 成 分 と し て は Ｃ Ｒ Ｐ 、 ヘ モ グ ロ
ビ ン 、 総 タ ン パ ク 質 、 総 コ レ ス テ ロ ー ル 、 中 性 脂 肪 、 Ａ Ｓ Ｔ 、 Ａ Ｌ Ｔ 、 Ｌ Ｄ Ｈ 、 Ａ Ｌ Ｐ 、
γ － Ｇ Ｔ 、 尿 素 窒 素 、 ク レ ア チ ニ ン 、 尿 酸 、 乳 酸 、 Ｈ ｂ ｓ 抗 原 、 抗 体 な ど が 挙 げ ら れ る 。
尿 成 分 と し て は タ ン パ ク 、 糖 、 ウ ロ ビ リ ノ ゲ ン 、 潜 血 、 亜 硝 酸 塩 な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た
、 便 で は 潜 血 な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ の 中 で は 、 測 定 対 象 物 質 が Ｃ Ｒ Ｐ で あ る こ と が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 、 色 素 と し て は 、 例 え ば 、 シ ア ニ ン 系 色 素 、 フ ル オ レ ッ セ イ ン 系 色 素 、
ダ ン シ ル 系 色 素 等 が 挙 げ ら れ る 。 色 素 と し て 、 そ れ ぞ れ の 色 素 の 吸 収 ピ ー ク を 分 離 し て 分
析 可 能 な 程 度 に 、 互 い の 吸 収 ピ ー ク が 離 れ て い る も の を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 こ こ で は
、 短 波 長 側 の 夾 雑 物 質 の 影 響 を よ り 低 減 す る た め に 、 最 も 長 波 長 側 に 吸 収 の あ る シ ア ニ ン
系 色 素 が 望 ま し い 。 例 え ば 、 化 学 式 （ 化 １ ） 及 び 化 学 式 （ 化 ２ ） で 表 さ れ る 色 素 を 用 い る
と 、 化 学 式 （ 化 １ ） で 表 さ れ る 色 素 （ 以 下 、 Ｓ Ｌ Ｉ Ｃ ３ と 略 称 す る ） は 約 ５ ５ ０ ｎ ｍ に 吸
収 ピ ー ク を 有 し 、 化 学 式 （ 化 ２ ） で 表 さ れ る 色 素 （ 以 下 、 Ｓ Ｌ Ｉ Ｃ ５ と 略 称 す る ） は 約 ６
５ ０ ｎ ｍ に 吸 収 ピ ー ク を 有 す る た め 、 互 い に 分 離 し て 吸 収 ス ペ ク ト ル を 容 易 に 測 定 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ９ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 反 応 測 定 キ ッ ト は 、 複 数 の 特 異 結 合 物 質 が 複 数 の 第 １ の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 で あ り 、 前 記 複 数 の 第 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 測 定 対 象 物 質 に 対 す る 親 和 性 が
互 い に 異 な り 、 か つ 前 記 複 数 の 第 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 各 々 異 な る 色 素 に よ り 標 識 さ
れ て お り 、 試 料 が 流 れ る た め の 流 路 、 前 記 流 路 内 に 設 け ら れ 、 前 記 複 数 の 第 １ の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 が 保 持 さ れ て い る 標 識 部 、 及 び 前 記 流 路 内 で あ っ て 前 記 標 識 部 と 異 な る 位 置 に
設 け ら れ 、 前 記 測 定 対 象 物 質 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 可 能 な 複 数 の 第 ２ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 が 保 持 さ れ て い る 測 定 部 を 備 え 、 前 記 流 路 に 供 給 さ れ た 試 料 が 前 記 標 識 部 を 通 過 し た 後
前 記 測 定 部 に 到 達 す る よ う に 、 前 記 標 識 部 と 前 記 測 定 部 と が 配 置 さ れ 、 前 記 複 数 の 第 １ の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 前 記 試 料 と と も に 移 動 可 能 に 前 記 標 識 部 に 保 持 さ れ て い る こ と が 好
ま し い 。 こ の よ う に す る と 、 Ｂ ／ Ｆ 分 離 不 要 の 簡 易 測 定 を 行 う こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ３ １ 】
　 以 下 、 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に つ い て 、 図 面 を 参 照 し な が ら 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 （ 実 施 の 形 態 １ ）
　 図 １ 及 び 図 ２ は 、 本 発 明 の 一 実 施 の 形 態 に お い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 標 識 し た 色 素 の
吸 収 ス ペ ク ト ル で あ る 。 図 １ 及 び 図 ２ に お い て 、 横 軸 は 波 長 、 縦 軸 は 吸 光 度 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 図 １ に お い て 使 用 し た 色 素 は Ｓ Ｌ Ｉ Ｃ ３ で あ る 。 こ の 色 素 を 用 い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 標 識 し た 後 、 色 素 の 吸 収 ス ペ ク ト ル を 測 定 す る と 、 図 １ に 示 す よ う に ５ ５ ０ ｎ ｍ 付 近 に
吸 収 の ピ ー ク を 示 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 図 ２ に お い て 使 用 し た 色 素 は Ｓ Ｌ Ｉ Ｃ ５ で あ る 。 こ の 色 素 を 用 い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 標 識 し た 後 、 色 素 の 吸 収 ス ペ ク ト ル を 測 定 す る と 、 図 ２ に 示 す よ う に ６ ５ ０ ｎ ｍ 付 近 に
吸 収 の ピ ー ク を 示 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ こ で 確 認 出 来 る よ う に 、 そ れ ぞ れ の 色 素 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 異 な っ た 波 長 に 吸
収 の ピ ー ク を 有 す る た め 、 混 在 し た 状 態 で も そ れ ぞ れ の ピ ー ク を 計 算 す る こ と が で き る 。
ま ず 工 程 （ Ａ ） と し て 、 あ る 抗 原 に 対 し て 親 和 性 の 異 な る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
、 そ れ ぞ れ Ｓ Ｌ Ｉ Ｃ ３ 色 素 、 Ｓ Ｌ Ｉ Ｃ ５ 色 素 で 標 識 し た も の を 準 備 し 、 そ れ ら を 抗 原 を 含
有 す る サ ン プ ル 溶 液 と 反 応 さ せ る 。 次 に 、 Ｂ ／ Ｆ 分 離 し た 後 、 工 程 （ Ｂ ） と し て 、 サ ン プ
ル 溶 液 の ５ ５ ０ ｎ ｍ 及 び ６ ５ ０ ｎ ｍ の 波 長 の 吸 光 度 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 工 程 （ Ｃ ） に お い て 、 工 程 （ Ｂ ） で 測 定 し た ５ ５ ０ ｎ ｍ 及 び ６ ５ ０ ｎ ｍ の 波 長 の 吸 光 度
か ら 、 ２ 波 長 の 検 量 線 を 元 に サ ン プ ル 溶 液 中 に 含 ま れ る 抗 原 の 濃 度 を 定 量 す る こ と が で き
る 。 こ の よ う に す れ ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 自 身 が 持 つ 感 度 及 び 測 定 レ ン ジ を 越 え て 、 必
要 と さ れ る 測 定 濃 度 範 囲 が ２ 桁 以 上 の 場 合 で あ っ て も 、 サ ン プ ル 溶 液 中 に 含 ま れ る 抗 原 の
濃 度 を １ 回 の 波 長 測 定 に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 （ 実 施 の 形 態 ２ ）
　 図 ３ は 本 発 明 の 一 実 施 の 形 態 に お け る 免 疫 反 応 測 定 キ ッ ト の 構 造 及 び 測 定 原 理 を 示 す 概
略 図 で あ り 、 図 ４ は 本 発 明 の 一 実 施 の 形 態 に お け る 免 疫 反 応 測 定 装 置 の 構 造 を 示 す 概 略 図
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 図 ３ に 示 す よ う に 、 本 実 施 の 形 態 に お け る 免 疫 反 応 測 定 キ ッ ト は 、 サ ン プ ル 溶 液 を 移 動
さ せ る 流 路 １ １ 、 流 路 １ １ 内 に 設 け ら れ た 標 識 部 で あ る 移 動 相 １ ２ 、 及 び 流 路 １ １ 内 で あ
っ て 移 動 相 １ ２ と は 異 な る 位 置 に 設 け ら れ た 測 定 部 で あ る 固 相 １ ３ を 有 す る 。 こ こ で 、 移
動 相 １ ２ に は 、 互 い に 異 な る 色 素 で 標 識 さ れ た 複 数 の 第 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 サ ン
プ ル 溶 液 に 可 溶 化 状 態 で 担 持 さ れ て い る 。 固 相 １ ３ に は 、 第 ２ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、
サ ン プ ル 溶 液 に 溶 解 し な い 状 態 で 固 定 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 抗 原 を 含 有 す る サ ン プ ル 溶 液 を 流 路 １ １ の 一 方 の 端 近 傍 に 導 入 す る と 、 流 路 １ １ の 他 方
の 端 に 向 か っ て サ ン プ ル 溶 液 が 流 れ る 。 サ ン プ ル 溶 液 が 移 動 相 １ ２ に 到 達 す る と 、 移 動 相
１ ２ に 担 持 さ れ て い る 色 素 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が サ ン プ ル 溶 液 に 溶 解 す る 。 こ れ に よ
り 、 サ ン プ ル 溶 液 中 の 抗 原 と 色 素 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と が サ ン プ ル 溶 液 中 に お い て 反
応 し 、 抗 原 － 色 素 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 複 合 体 を 形 成 し な が ら 流 れ て い く 。 そ の 後 、 サ
ン プ ル 溶 液 が 固 相 １ ３ に 到 達 す る と 、 固 相 １ ３ に 存 在 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 上 記 複 合
体 と が 抗 原 を 挟 ん で サ ン ド イ ッ チ 反 応 を 起 こ し 、 サ ン プ ル 溶 液 中 に 存 在 し て い た 抗 原 の 量
に 依 存 す る 量 の 色 素 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 固 相 １ ３ に と ど ま る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 図 ４ に 示 す よ う に 、 本 実 施 の 形 態 に お け る 免 疫 反 応 測 定 装 置 は 、 ケ ー ス ２ １ 内 に 、 図 ３

10

20

30

40

50

(9) JP 2005-337960 A 2005.12.8



に 示 す 測 定 キ ッ ト を 保 持 す る た め の キ ッ ト 保 持 部 ２ ２ 、 測 定 キ ッ ト 中 の 固 相 へ 照 射 す る 光
を 出 射 す る た め の 光 源 ２ ３ 、 固 相 で 反 射 し た 光 を 検 出 す る た め の 反 射 光 検 出 器 ２ ４ 、 及 び
固 相 を 透 過 し た 光 を 検 出 す る た め の 吸 光 度 検 出 器 ２ ５ を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 図 ３ に 示 す 測 定 キ ッ ト の 流 路 に サ ン プ ル 溶 液 を 供 給 し 、 所 定 の 時 間 が 経 過 し た 後 、 図 ４
に 示 す 測 定 装 置 の キ ッ ト 保 持 部 ２ ２ に 測 定 キ ッ ト を 設 置 す る 。 そ し て 、 光 源 ２ ３ か ら 測 定
キ ッ ト の 固 相 に 光 を 照 射 し 、 反 射 光 検 出 器 ２ ４ ま た は 吸 光 度 検 出 器 ２ ５ を 用 い て 、 固 相 に
お け る 反 射 光 ま た は 透 過 光 を 測 定 す る 。 検 量 線 と 比 較 す る こ と に よ り 、 サ ン プ ル 溶 液 中 に
含 ま れ る 抗 原 の 濃 度 を 定 量 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に す れ ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 自
身 が 持 つ 感 度 及 び 測 定 レ ン ジ を 越 え て 、 必 要 と さ れ る 測 定 濃 度 範 囲 が ２ 桁 以 上 の 場 合 で あ
っ て も 、 サ ン プ ル 溶 液 中 に 含 ま れ る 抗 原 の 濃 度 を １ 回 の 波 長 測 定 に よ り 測 定 す る こ と が で
き る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 免 疫 反 応 測 定 方 法 、 免 疫 反 応 測 定 キ ッ ト 及 び 免 疫 反 応 測 定 装 置 は 、 ヘ ル ス ケ ア
及 び 医 療 に 関 わ る 検 査 の 分 野 に お い て 、 測 定 対 象 物 質 の 検 査 に 必 要 な 測 定 濃 度 範 囲 が 広 い
場 合 に 有 用 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 一 実 施 の 形 態 に 係 る 免 疫 反 応 測 定 方 法 に お い て 用 い た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 に 標 識 し た 色 素 で あ る Ｓ Ｌ Ｉ Ｃ ３ の 吸 収 ス ペ ク ト ル を 示 す 図
【 図 ２ 】 同 免 疫 反 応 測 定 方 法 に お い て 用 い た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 標 識 し た 色 素 で あ る
Ｓ Ｌ Ｉ Ｃ ５ の 吸 収 ス ペ ク ト ル を 示 す 図
【 図 ３ 】 本 発 明 の 一 実 施 の 形 態 に 係 る 免 疫 反 応 測 定 キ ッ ト の 構 造 及 び 測 定 原 理 を 示 す 概 略
図
【 図 ４ 】 本 発 明 の 一 実 施 の 形 態 に 係 る 免 疫 反 応 測 定 装 置 の 構 造 を 示 す 概 略 図
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 １ １ 　 　 流 路
　 １ ２ 　 　 移 動 相
　 １ ３ 　 　 固 相
　 ２ １ 　 　 ケ ー ス
　 ２ ２ 　 　 キ ッ ト 保 持 部
　 ２ ３ 　 　 光 源
　 ２ ４ 　 　 反 射 光 検 出 器
　 ２ ５ 　 　 吸 光 度 検 出 器
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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