
(57)【要約】
【課題】　検体中のタンパク質、特にプリオンタンパク質を、迅速かつ簡便に検出する乾
式免疫分析要素、及びそれを用いたプリオンの検出方法を提供すること。
【解決手段】　検体中のプリオンを検出するための、少なくとも１つの水浸透性層を有す
る乾式免疫分析要素であって、
（１）高分子物質を基質とする酵素と、抗プリオン抗体またはその一部分との結合物；及
び／又は、
（２）該酵素の基質である高分子物質
を含有し、該酵素と抗プリオン抗体またはその一部分との結合物が、該高分子物質に作用
することにより生じる物質を検出する層を有することを特徴とする乾式免疫分析要素。
【選択図】　　　なし

10

JP 2005-121521 A 2005.5.12



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
検 体 中 の プ リ オ ン を 検 出 す る た め の 、 少 な く と も １ つ の 水 浸 透 性 層 を 有 す る 乾 式 免 疫 分 析
要 素 で あ っ て 、
（ １ ） 高 分 子 物 質 を 基 質 と す る 酵 素 と 、 抗 プ リ オ ン 抗 体 ま た は そ の 一 部 分 と の 結 合 物 ； 及
び ／ 又 は 、
（ ２ ） 該 酵 素 の 基 質 で あ る 高 分 子 物 質
を 含 有 し 、 該 酵 素 と 抗 プ リ オ ン 抗 体 ま た は そ の 一 部 分 と の 結 合 物 が 、 該 高 分 子 物 質 に 作 用
す る こ と に よ り 生 じ る 物 質 を 検 出 す る 層 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 乾 式 免 疫 分 析 要 素 。
【 請 求 項 ２ 】
抗 プ リ オ ン 抗 体 が 、 異 常 プ リ オ ン を 認 識 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 乾 式 免 疫 分 析
要 素 。
【 請 求 項 ３ 】
検 体 中 の プ リ オ ン を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て ；
少 な く と も １ つ の 水 浸 透 性 層 を 有 し 、 （ １ ） 高 分 子 物 質 を 基 質 と す る 酵 素 と 、 抗 プ リ オ ン
抗 体 ま た は そ の 一 部 分 と の 結 合 物 ； 及 び ／ 又 は （ ２ ） 該 酵 素 の 基 質 で あ る 高 分 子 物 質 を 含
有 す る 乾 式 免 疫 分 析 要 素 に 、 該 検 体 を 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び 該 酵 素 と 抗 プ リ オ ン 抗 体 ま た
は そ の 一 部 分 と の 結 合 物 が 、 該 高 分 子 物 質 に 作 用 す る こ と に よ り 生 じ る 物 質 を 検 出 す る こ
と に よ り 、 該 検 体 中 の プ リ オ ン を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 乾 式 免 疫 分 析 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
該 検 体 を 、 該 乾 式 免 疫 分 析 要 素 に 接 触 さ せ る 前 に 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ り 前 処 理 す る
工 程 を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 乾 式 免 疫 分 析 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 簡 便 な 操 作 で 高 感 度 に プ リ オ ン を 検 出 す る た め の 乾 式 免 疫 分 析 要 素 及 び そ れ
を 用 い た プ リ オ ン の 検 出 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 牛 海 綿 状 脳 症 （ 狂 牛 病 ） は 人 の ク ロ イ ツ エ ル ヤ コ ブ 病 な ど と 共 に 、 プ リ オ ン 病 と 呼 ば れ
て い る 。 プ リ オ ン 病 は 、 も と も と 生 体 内 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 で あ る プ リ オ ン が 、 何 ら か
の 原 因 で 異 常 化 し 、 そ の 異 常 型 の プ リ オ ン が 、 感 染 し た 動 物 の 脳 内 に あ る 宿 主 の 無 害 な プ
リ オ ン を 、 自 分 と 同 じ 異 常 型 に 変 換 し 、 そ れ が 脳 な ど の 中 枢 神 経 に 蓄 積 す る こ と に よ り 発
症 す る と い わ れ て い る 。 近 年 、 牛 の 異 常 型 の プ リ オ ン を 経 口 摂 取 す る こ と に よ り 、 ヒ ト も
プ リ オ ン 病 に 感 染 す る ら し い こ と が わ か り 、 重 大 な 社 会 問 題 と な っ て き て い る 。 ヒ ト へ の
プ リ オ ン 病 の 感 染 を 防 止 す る た め に は 、 牛 が 狂 牛 病 に か か っ て い る か を 検 査 す る 必 要 が あ
り 、 異 常 型 プ リ オ ン の 検 査 シ ス テ ム が 必 要 と な っ て き た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 異 常 プ リ オ ン の 検 出 に は 、 異 常 プ リ オ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 作 製 が 必 須 で あ る 。
し か し 、 正 常 型 プ リ オ ン と 異 常 型 プ リ オ ン は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の １ 次 構 造 は 同 じ で あ り 、 高
次 構 造 の み が 異 な っ て い る の で 、 異 常 ／ 正 常 を は っ き り 見 極 め ら れ る 抗 体 （ 異 常 型 プ リ オ
ン に 特 異 的 な 抗 体 ） を 作 製 す る こ と は 難 し い 。 こ れ ま で に も 、 品 川 等 が 報 告 し て い る の み
で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 し か し な が ら 、 正 常 プ リ オ ン と 異 常 プ リ オ ン で は 蛋 白 質 分 解 酵 素 に 対 す る 耐 性 が 異 な る
の で 、 異 常 プ リ オ ン に 対 す る 特 異 的 な 抗 体 は 必 須 で は な い 。 蛋 白 質 分 解 酵 素 に よ る 前 処 理
を 行 い 、 こ の 前 処 理 に よ り 分 解 さ れ な か っ た プ リ オ ン （ こ れ が 異 常 プ リ オ ン と い う こ と に
な る ） を 正 常 ／ 異 常 プ リ オ ン 両 方 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て 検 出 す る こ と に よ り 、 異 常 プ リ
オ ン を 検 出 す る こ と も 可 能 で あ る 。 現 状 の 主 な 異 常 プ リ オ ン 検 出 法 は こ の よ う な 原 理 を 利
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用 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 現 在 、 異 常 プ リ オ ン の 検 出 は 、 前 述 し た よ う な 異 常 プ リ オ ン に 特 異 的 で は な い が 異 常 プ
リ オ ン と 反 応 す る 抗 体 を 用 い て 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の よ う な 酵
素 免 疫 測 定 法 に よ り 行 わ れ て い る 。 し か し 、 こ の よ う な 方 法 は 、 高 感 度 で は あ る が 、 作 業
時 間 が 長 く か か り 、 か つ 煩 雑 で あ る と い う 欠 点 を も っ て い る 。 そ こ で 、 迅 速 か つ 簡 便 な プ
リ オ ン の 測 定 方 法 が 望 ま れ て い た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 一 方 、 い わ ゆ る 酵 素 免 疫 測 定 法 を 簡 便 に す る 手 法 と し て 、 特 許 文 献 １ ～ ５ 等 に 記 載 さ れ
て い る よ う な 乾 式 免 疫 分 析 方 法 が 考 案 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 方 法 は す べ て
の 抗 原 抗 体 反 応 に 応 用 で き る も の で は な い こ と は 明 ら か で あ る 。 ま た 、 プ リ オ ン 検 出 に 関
し て も 全 く 記 載 さ れ て い ず 、 こ の 方 法 が プ リ オ ン 検 出 に 有 効 で あ る か 否 か は 明 ら か で は な
か っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 昭 ６ ４ -８ ８ １ ５ ６ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 平 １ － ３ ２ １ ３ ６ ０ 号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 平 １ － ３ ２ １ ３ ６ １ 号 公 報
【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 平 １ － １ １ ２ １ ５ ９ 号 公 報
【 特 許 文 献 ５ 】 特 開 平 ４ － １ ２ ８ ６ ５ ５ 号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 検 体 中 の タ ン パ ク 質 、 特 に プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を 、 迅 速 か つ 簡 便 に 検 出 す る
乾 式 免 疫 分 析 要 素 、 及 び そ れ を 用 い た プ リ オ ン の 検 出 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 者 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 等 の 酵 素 免 疫 測 定 法 の 欠 点 を 改 善
す べ く 鋭 意 努 力 し た 結 果 、 高 分 子 物 質 に 作 用 す る 酵 素 と プ リ オ ン タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体
と の 結 合 物 （ 酵 素 抗 体 結 合 物 ） を 用 い る 乾 式 免 疫 分 析 要 素 に よ り 該 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 が
効 率 よ く 測 定 で き る こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 は こ の 知 見 に 基 づ い て 完 成 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 に よ れ ば 、 検 体 中 の プ リ オ ン を 検 出 す る た め の 、 少 な く と も １ つ の 水
浸 透 性 層 を 有 す る 乾 式 免 疫 分 析 要 素 で あ っ て 、
（ １ ） 高 分 子 物 質 を 基 質 と す る 酵 素 と 、 抗 プ リ オ ン 抗 体 ま た は そ の 一 部 分 と の 結 合 物 ； 及
び ／ 又 は 、
（ ２ ） 該 酵 素 の 基 質 で あ る 高 分 子 物 質
を 含 有 し 、 該 酵 素 と 抗 プ リ オ ン 抗 体 ま た は そ の 一 部 分 と の 結 合 物 が 、 該 高 分 子 物 質 に 作 用
す る こ と に よ り 生 じ る 物 質 を 検 出 す る 層 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 乾 式 免 疫 分 析 要 素 が 提
供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 例 と し て は 、 抗 プ リ オ ン 抗 体 は 、 異 常 プ リ オ ン を 認 識 す る 抗 体 で あ る
。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 に よ れ ば 、 検 体 中 の プ リ オ ン を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て ；
少 な く と も １ つ の 水 浸 透 性 層 を 有 し 、 （ １ ） 高 分 子 物 質 を 基 質 と す る 酵 素 と 、 抗 プ リ オ ン
抗 体 ま た は そ の 一 部 分 と の 結 合 物 ； 及 び ／ 又 は （ ２ ） 該 酵 素 の 基 質 で あ る 高 分 子 物 質 を 含
有 す る 乾 式 免 疫 分 析 要 素 に 、 該 検 体 を 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び 該 酵 素 と 抗 プ リ オ ン 抗 体 ま た
は そ の 一 部 分 と の 結 合 物 が 、 該 高 分 子 物 質 に 作 用 す る こ と に よ り 生 じ る 物 質 を 検 出 す る こ
と に よ り 、 該 検 体 中 の プ リ オ ン を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 乾 式 免 疫 分 析 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
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　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 乾 式 免 疫 分 析 方 法 に お い て は 、 該 検 体 は 、 該 乾 式 免 疫 分 析 要 素 に
接 触 さ せ る 前 に 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ り 前 処 理 す る 工 程 を 含 む 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に よ り 、 検 体 中 の プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を 、 迅 速 か つ 簡 便 に 検 出 す る こ と が 可 能 に
な っ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 以 下 に 本 発 明 の 実 施 の 態 様 を 説 明 す る 。
　 本 発 明 の 乾 式 免 疫 分 析 要 素 の 測 定 対 象 は 、 検 体 に 含 ま れ る プ リ オ ン で あ る 。 検 体 の 種 類
は 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 組 織 の 抽 出 液 、 血 液 （ 全 血 、 血 漿 、 血 清 ） リ ン パ 液 、 尿 な ど
で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に お け る 水 溶 性 高 分 子 物 質 に 作 用 す る 酵 素 と は 、 ア ミ ラ ー ゼ 、 セ ル ラ ー ゼ 、 デ キ
ス ト ラ ナ ー ゼ 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 、 マ ン ナ ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 グ
ル コ ア ミ ラ ー ゼ 、 DNAａ ｓ ｅ 、 Ｒ Ｎ Ａ ａ ｓ ｅ 等 を あ げ る こ と が で き 、 ま た 詳 し く は 丸 尾 、
田 宮 、 監 修 「 酵 素 ハ ン ド ブ ッ ク 」 （ 朝 倉 書 店 、 1982年 ） 、 日 本 生 化 学 会 編 「 生 化 学 ハ ン ド
ブ ッ ク 」 （ 丸 善 、 1980年 ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 で 用 い る 酵 素 基 質 で あ る 高 分 子 物 質 と は 、 で ん ぷ ん 、 不 溶 性 澱 粉 、 ア ミ ラ ー ゼ 、
ア ミ ロ ペ ク チ ン 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ゼ ラ チ ン 、 セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 で ん ぷ ん
等 あ げ る こ と が で き る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 で 用 い る 酵 素 基 質 で あ る 高 分 子 物 質 は 、 検 出 可 能 な 物 質 に よ り 修 飾 さ れ て い る こ
と が 好 ま し い 。 こ こ で い う 検 出 可 能 な 物 質 と は 、 例 え ば 比 色 法 、 蛍 光 法 、 発 光 法 、 電 気 化
学 発 光 法 、 RI法 等 に よ り 検 出 可 能 物 質 ま た は 、 そ の よ う な 物 質 を 生 成 す る こ と が で き る 酵
素 、 触 媒 等 を あ げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 別 の 態 様 と し て は 、 高 分 子 物 質 と 高 分 子 物 質 に 作 用 す る 酵 素 に よ り 生 成 し た 物 質 を
、 さ ら に 別 の 酵 素 反 応 系 に よ り 検 出 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の 場 合 、 高 分 子 物 質 に 作 用
す る 酵 素 と 該 高 分 子 物 質 に よ り 生 成 さ れ た 物 質 を さ ら に 分 解 す る 酵 素 を 加 え 、 そ の 酵 素 反
応 生 成 物 を 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に お け る プ リ オ ン に 対 す る 抗 体 と は 、 異 常 プ リ オ ン を 認 識 す る 抗 体 で あ る こ と が
望 ま し い 、 さ ら に 望 ま し く は 異 常 プ リ オ ン を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 で あ る こ と が 望 ま し い
。 　 ま た 、 さ ら に 本 発 明 で は 、 抗 プ リ オ ン 抗 体 の 一 部 分 を 用 い る こ と も で き る 。 抗 プ リ オ
ン 抗 体 の 一 部 分 の 例 と し て は 、 ペ プ シ ン 、 パ パ イ ン 、 活 性 化 パ パ イ ン 等 の タ ン パ ク 質 分 解
酵 素 に よ り 切 断 し た 、 抗 体 の 断 片 （ 例 え ば 、 F(ab')2、 ab'、 Fabな ど の フ ラ グ メ ン ト ） を
挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り 作 製 し た 、 遺 伝 子 組 換 抗 体 及 び そ の
断 片 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 抗 体 の 宿 主 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 家 兎 、 羊 な ど に よ り 作 成 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
も い い が 、 さ ら に 好 ま し く は マ ウ ス や ラ ッ ト 等 に よ り 作 製 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル が 望 ま し
い 。 プ リ オ ン に 対 す る 抗 体 の 作 製 方 法 は 、 例 え ば Antibodies（ EdHarlow著 　 ColdSpringHa
borLaboratory 1988年 刊 ） な ど に 記 載 さ れ て い る 方 法 に よ り 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 に お け る 、 水 溶 性 高 分 子 物 質 に 作 用 す る 酵 素 と 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗
体 と の 結 合 物 質 と は 、 水 溶 性 高 分 子 物 質 に 作 用 す る 酵 素 と 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 に 対 す る
抗 体 ま た は そ の 一 部 分 と の 共 有 結 合 物 質 を 示 す 。 酵 素 と 抗 体 と の 結 合 方 法 は 双 方 の 官 能 基
を 考 慮 し て 決 定 す れ ば よ い 。 官 能 基 は 、 ア ミ ノ 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 水 酸 基 、 チ オ ー ル 基
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、 イ ミ ダ ゾ ー ル 基 、 フ ェ ニ ル 基 な ど を 利 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば ア ミ ノ 基 相 互 間 を 結
合 さ せ る 場 合 に は 、 ジ イ ソ シ ア ネ ー ト 法 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 法 、 ジ フ ル オ ロ ベ ン ゼ ン 法
、 ベ ン ゾ キ ノ ン 法 等 数 多 く 知 ら れ て い る 。 ま た 、 ア ミ ノ 基 と カ ル ボ キ シ ル 基 と の 間 を 結 合
さ せ る 方 法 と し て は 、 カ ル ボ キ シ ル 基 を サ ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 化 す る 方 法 の ほ か カ ル ボ
ジ イ ミ ド 法 、 ウ ッ ド ワ ー ド 試 薬 法 等 が 知 ら れ て お り 、 ア ミ ノ 基 と 糖 鎖 を 架 橋 す る 過 ヨ ウ 素
酸 酸 化 法 （ Nakane法 ） も あ る 。 チ オ ー ル 基 を 利 用 す る 場 合 に は 、 例 え ば も う 一 方 の 側 の カ
ル ボ キ シ ル 基 を サ ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 化 し て こ れ に シ ス テ ィ ン を 反 応 さ せ て チ オ ー ル 基
を 導 入 し 、 チ オ ー ル 基 反 応 性 二 価 架 橋 試 薬 を 用 い て 双 方 を 結 合 す る こ と が で き る 。 フ ェ ニ
ル 基 を 利 用 す る 方 法 と し て は ジ ア ゾ 化 法 、 ア ル キ ル 化 法 な ど が あ る 。 結 合 方 法 は こ れ ら の
例 示 に 限 ら れ る も の で は な く 、 例 え ば 酵 素 免 疫 測 定 法 （ 石 川 栄 治 編 集 、 医 学 書 院 １ ９ ８ ７
年 刊 ） 、 Antibody（  EdHarlow著 　 ColdSpringHaborLaboratory 1988年 刊 ） に 記 載 さ れ て
い る 方 法 を 利 用 す る こ と が で き る 。 結 合 比 は １ ： １ に 限 ら ず 、 目 的 に 応 じ て 任 意 の 比 率 を
と る こ と が で き る こ と は ゆ う ま で も な い 。 反 応 後 は ゲ ル 濾 過 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど を 適 宜 組 み 合 わ せ て 精 製 を 行 い 、 必 要 に
よ り 凍 結 乾 燥 法 等 で 乾 燥 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に お け る 乾 式 免 疫 分 析 要 素 の 最 も 好 ま し い 態 様 と し て は 、 少 な く と も １ つ の 水 浸
透 性 層 を 有 す る 乾 式 免 疫 分 析 要 素 に は 、 （ １ ） 高 分 子 物 質 を 基 質 と す る 酵 素 と プ リ オ ン に
対 す る 抗 体 ま た は そ の 一 部 分 と の 結 合 物 、 及 び （ ２ ） 該 酵 素 の 基 質 で あ る 高 分 子 物 質 、 の
両 方 が 含 有 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 に お け る 乾 式 免 疫 分 析 要 素 の 別 の 好 ま し い 態 様 と し て は 、 少 な く と も １ つ
の 水 浸 透 性 層 を 有 す る 乾 式 免 疫 分 析 要 素 に 、 酵 素 の 基 質 で あ る と こ ろ の 高 分 子 物 質 を 含 有
し て い て も よ い 。 こ の 場 合 、 プ リ オ ン を 含 む 可 能 性 の あ る 検 体 を 、 高 分 子 物 質 を 基 質 と す
る 酵 素 と 、 プ リ オ ン に 対 す る 抗 体 ま た は そ の 一 部 分 と の 結 合 物 と を あ ら か じ め 接 触 さ せ た
の ち 、 該 乾 式 免 疫 分 析 要 素 に 接 触 さ せ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 に お け る 乾 式 免 疫 分 析 要 素 の 別 の 好 ま し い 態 様 と し て は 、 少 な く と も １ つ
の 水 浸 透 性 層 を 有 す る 乾 式 免 疫 分 析 要 素 に 、 高 分 子 物 質 を 基 質 と す る 酵 素 と プ リ オ ン に 対
す る 抗 体 ま た は そ の 一 部 分 と の 結 合 物 を 含 有 し て い て も よ い 。 こ の 場 合 、 プ リ オ ン を 含 む
可 能 性 の あ る 検 体 を 、 該 酵 素 の 基 質 で あ る と こ ろ の 高 分 子 物 質 と あ ら か じ め 接 触 さ せ た の
ち 、 該 乾 式 免 疫 分 析 要 素 に 接 触 さ せ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 に お け る 乾 式 免 疫 分 析 要 素 の 別 の 好 ま し い 態 様 と し て は 、 該 水 溶 性 高 分 子
物 質 に 作 用 す る 酵 素 の 阻 害 剤 を 含 有 し て い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 に お け る 検 体 中 の プ リ オ ン を 検 出 す る 方 法 に お い て は 、 検 体 は 、 あ ら か じ
め た ん ぱ く 質 分 解 酵 素 、 界 面 活 性 剤 、 タ ン パ ク 質 変 性 剤 な ど に よ り 前 処 理 さ れ て い る こ と
が 好 ま し い 。 こ の よ う な 、 前 処 理 に よ り 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 検 出 感 度 、 精 度 が 向 上 す
る だ け で は な く 、 異 常 、 正 常 の 見 極 め を つ け る こ と が 可 能 と な る こ と も 期 待 で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 乾 式 分 析 要 素 は 、 公 知 の 多 種 の 乾 式 分 析 要 素 と 同 様 の 層 構 成 と す る こ と が で き る
。 要 素 は 多 孔 性 層 、 後 述 す る 試 薬 層 の ほ か 、 支 持 体 、 展 開 層 、 検 出 層 、 光 遮 蔽 層 、 接 着 層
、 濾 過 層 、 吸 水 層 、 下 塗 り 層 そ の 他 の 層 を 含 む 多 重 層 の 構 成 を 有 し て も よ い 。 こ の よ う な
分 析 要 素 と し て は 、 米 国 特 許 第 3,992,158号 、 同 4,042,353号 お よ び 特 開 昭 ５ ５ － １ ６ ４ ３
５ ６ 号 公 報 の 各 明 細 書 に 開 示 さ れ た も の が あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 光 透 過 性 水 不 透 過 性 支 持 体 を 用 い る 場 合 、 本 発 明 の 乾 式 免 疫 分 析 要 素 は 、 実 用 的 に 次 の
よ う な 構 成 を 採 り う る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
（ １ ） 支 持 体 上 に 試 薬 層 、 そ の 上 に 展 開 層 を 有 す る も の 。
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（ ２ ） 支 持 体 上 に 検 出 層 、 試 薬 層 、 展 開 層 を こ の 順 に 有 す る も の 。
（ ３ ） 支 持 体 上 に 試 薬 層 、 光 反 射 層 、 展 開 層 を こ の 順 に 有 す る も の 。
（ ４ ） 支 持 体 上 に 検 出 層 、 試 薬 層 、 光 反 射 層 、 展 開 層 を こ の 順 に 有 す る も の 。
（ ５ ） 支 持 体 上 に 検 出 層 、 光 反 射 層 、 試 薬 層 、 展 開 層 を こ の 順 に 有 す る も の 。
（ ６ ） 支 持 体 上 に 第 二 試 薬 層 、 光 反 射 層 、 第 一 試 薬 層 、 展 開 層 を こ の 順 に 有 す る も の 。
（ ７ ） 支 持 体 上 に 検 出 層 、 第 二 試 薬 層 、 光 反 射 層 、 第 一 試 薬 層 、 展 開 層 を こ の 順 に 有 す る
も の 。
（ ８ ） 支 持 体 上 に 検 出 層 、 免 疫 反 応 試 薬 含 有 展 開 層 を こ の 順 に 有 す る も の 。
（ ９ ） 支 持 体 上 に 検 出 層 、 光 反 射 層 、 免 疫 反 応 試 薬 含 有 展 開 層 を こ の 順 に 有 す る も の 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 上 記 （ １ ） な い し （ ５ ） に お い て 試 薬 層 は 異 な る 複 数 の 層 か ら 成 っ て も よ い 。 ま た 、 試
薬 層 は 免 疫 反 応 し う る 成 分 を 含 む 免 疫 試 薬 層 で あ っ て も よ い 。 支 持 体 と 試 薬 層 ま た は 検 出
層 と の 間 に は 吸 水 層 を 設 け て も よ い 。 上 記 （ １ ） な い し （ ３ ） と （ ６ ） に お い て は 、 試 薬
層 と 検 出 層 ま た は 展 開 層 の 間 に 濾 過 層 を 設 け て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 上 記 （ ３ ） な い し （ ７ ） に お い て 光 反 射 層 と 検 出 層 、 試 薬 層 ま た は 展 開 層 と の 間 、 試 薬
層 と 検 出 層 と の 間 ま た は 試 薬 層 と 展 開 層 と の 間 に 、 さ ら に 濾 過 層 を 設 け て も よ い 。 試 薬 層
が 複 数 層 か ら 成 る 場 合 に 、 試 薬 層 と 試 薬 層 の 間 に さ ら に 濾 過 層 を 設 け て も よ い 。 試 薬 層 、
検 出 層 は 後 述 す る 多 孔 性 層 と 同 様 な 、 多 孔 性 試 薬 層 、 多 孔 性 検 出 層 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 光 透 過 性 水 不 透 過 性 支 持 体 の 材 料 と し て 好 ま し い も の は ポ リ エ チ レ ン テ レ フ タ レ ー ト 、
ポ リ ス チ レ ン で あ る 。 親 水 性 層 を 強 固 に 接 着 さ せ る た め 通 常 、 下 塗 り 層 を 設 け る か 、 親 水
化 処 理 を 施 す こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 支 持 体 と し て は 光 反 射 性 又 は 光 不 透 過 性 （ 不 透 明 ） で 水 不 透 過 性 の 支 持 体 も 用 い る こ と
が で き る 。 光 反 射 性 又 は 不 透 明 支 持 体 の 例 と し て 、 二 酸 化 チ タ ン 微 粒 子 又 は 硫 酸 バ リ ウ ム
微 粒 子 を 分 散 含 有 さ せ た 白 色 又 は 乳 白 色 不 透 明 ポ リ エ チ レ ン テ レ フ タ レ ー ト が あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 乾 式 分 析 要 素 の 水 浸 透 性 層 と し て は 、 親 水 性 ポ リ マ ー を 結 合 剤 と す る 実 質 的 に
均 一 の 層 の ほ か 、 例 え ば 特 開 昭 ５ ８ － ７ ０ １ ６ ３ ５ 号 公 報 、 特 開 昭 ６ １ － ４ ９ ５ ９ 号 公 報
、 特 願 昭 ６ ０ － ２ ５ ６ ４ ０ ８ 号 明 細 書 、 同 ６ ０ － ２ ７ ９ ８ ５ ９ 号 明 細 書 、 同 ６ ０ － ２ ７ ９
８ ６ ０ 号 明 細 書 、 同 ６ ０ － ２ ７ ９ ８ ６ １ 号 明 細 書 等 に 記 載 さ れ た よ う な 多 孔 性 層 も 好 適 で
あ る 。 親 水 性 ポ リ マ ー と し て 例 え ば 、 ゼ ラ チ ン お よ び こ れ ら の 誘 導 体 （ 例 え ば フ タ ル 化 ゼ
ラ チ ン ） 、 セ ル ロ ー ス 誘 導 体 （ 例 え ば ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ） 、 ア ガ ロ ー ス 、 ア ク
リ ル ア ミ ド 共 重 体 、 メ タ ア ク リ ル ア ミ ド 共 重 体 、 ア ク リ ル ア ミ ド ま た は メ タ ア ク リ ル ア ミ
ド と 各 種 ビ ニ ル 性 モ ノ マ ー と の 共 重 合 体 等 が 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 多 孔 性 層 を 構 成 す る 材 料 と し て は 、 例 え ば 濾 紙 、 不 織 布 、 織 物 生 地 （ 例 え ば 平 織 生 地 ）
、 編 物 生 地 （ 例 え ば 、 ト リ コ ッ ト 編 布 地 ） 、 ガ ラ ス 繊 維 濾 紙 等 を 用 い る こ と が で き る 。 展
開 層 と し て は 、 こ れ ら の う ち 織 物 、 編 物 等 が 好 ま し い 。 織 物 等 は 特 開 昭 ５ ７ － ６ ６ ３ ５ ９
号 公 報 に 記 載 さ れ た よ う な グ ロ ー 放 電 処 理 を し て も よ い 。 展 開 層 に は 、 展 開 面 積 、 展 開 速
度 等 を 調 節 す る た め 、 特 開 昭 ６ ０ － ２ ２ ２ ７ ７ ０ 号 公 報 、 特 願 昭 ６ １ － １ ２ ２ ８ ７ ５ 号 明
細 書 、 同 ６ １ － １ ２ ２ ８ ７ ６ 号 明 細 書 、 同 ６ １ － １ ４ ３ ７ ５ ４ 号 明 細 書 に 記 載 し た よ う な
親 水 性 高 分 子 あ る い は 界 面 活 性 剤 を 含 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 免 疫 反 応 試 薬 層 は 、 本 発 明 の 分 析 要 素 の 主 要 な 免 疫 反 応 試 薬 組 成 物 の 成 分 で あ る （ １ ）
高 分 子 物 質 を 基 質 と す る 酵 素 と 、 抗 プ リ オ ン 抗 体 ま た は そ の 一 部 分 と の 結 合 物 、 及 び ／ 又
は （ ２ ） 該 酵 素 の 基 質 で あ る 高 分 子 物 質 を 含 有 す る 水 浸 透 性 層 で あ る 。 高 分 子 物 質 の 含 有
量 は 、 一 般 的 に は 約 １ ． ０ ｍ ｇ ／ ｍ 2 ～ 約 ２ ０ ｇ ／ ｍ 2 、 好 ま し く は 約 １ ． ０ ｇ ／ ｍ 2 ～ 約
１ ０ ｇ ／ ｍ 2 で あ る 。 酵 素 と 抗 プ リ オ ン 抗 体 ま た は そ の 一 部 分 と の 結 合 物 の 含 有 量 は 、 一
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般 的 に は 約 ０ ． ０ ０ １ ｍ ｇ ／ ｍ 2 ～ 約 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ 2 、 好 ま し く は 約 １ ． ０ ｍ ｇ ／ ｍ 2 ～
約 １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ 2 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 免 疫 反 応 試 薬 層 は 、 複 数 の 層 か ら な り た っ て い て も よ い 。 こ の 場 合 、 上 記 の 各 成 分 は 複
数 の 層 に わ か れ て 含 有 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 さ ら に 詳 し く は 、 本 発 明 の 乾 式 分 析 要 素 に お い て は 、 酵 素 と 抗 プ リ オ ン 抗 体 ま た は そ の
一 部 分 と の 結 合 物 （ Ｌ ） 、 高 分 子 物 質 （ Ｓ ） は 下 表 に 記 載 の よ う な 組 合 せ で 乾 式 免 疫 分 析
要 素 に 含 有 さ れ て も よ い 。
（ １ ） 試 薬 層 Ａ に Ｌ と Ｓ が 含 ま れ て い る 。
（ ２ ） 試 薬 層 Ａ に Ｌ が 含 ま れ 、 試 薬 層 Ｂ に Ｓ が 含 ま れ て い る 。
（ ３ ） 試 薬 層 Ａ に Ｓ が 含 ま れ 、 試 薬 層 Ｂ に Ｌ が 含 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 い ず れ の 態 様 に お い て も 、 試 薬 層 の 支 持 体 と 反 対 側 に 展 開 層 を 設 け て い て も よ い し 、 試
薬 層 が 展 開 層 を か ね て い て も よ い 。 ま た 上 記 （ １ ） ～ （ ３ ） に お い て 、 Ｌ 、 Ｓ 以 外 の 試 薬
（ 例 え ば 、 呈 色 試 薬 ） を 含 有 す る 試 薬 層 を さ ら に 設 け て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 分 析 要 素 の 試 薬 層 に 含 有 さ せ る こ と が で き る 緩 衡 剤 の 例 と し て は 、 炭 酸 塩 、 ホ
ウ 酸 塩 、 燐 酸 塩 や 「 Biochemistry」 , (2),467-477(1966)に 記 載 さ れ て い る グ ッ ド （ Good
） の 緩 衡 剤 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 緩 衡 剤 は 「 蛋 白 質 ・ 酵 素 の 基 礎 実 験 法 」
（ 堀 尾 武 一 ほ か 著 、 南 江 堂 、 1981年 ） 、 前 記 「 Biochemistry」 等 の 文 献 を 参 考 に し て 選 択
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 多 孔 性 層 を 展 開 層 と し て 利 用 す る 場 合 、 液 体 計 量 作 用 （ メ ー タ リ ン グ 作 用 ） を 有 す る 層
で あ る こ と が 好 ま し い 。 液 体 計 量 作 用 と は 、 そ の 表 面 に 点 着 供 給 さ れ た 液 体 試 料 を 、 そ の
中 に 含 有 し て い る 成 分 を 実 質 的 に 偏 在 さ せ る こ と な く 面 の 方 向 上 に 単 位 面 積 当 た り ほ ぼ 一
定 量 の 割 合 で 広 げ る 作 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 多 孔 性 層 を 接 着 し 積 層 す る た め の 接 着 層 を 試 薬 層 、 光 反 射 層 、 濾 過 層 、 吸 水 層 、 検 出 層
等 の 層 の 上 に 設 け て も よ い 。 接 着 層 は 水 で 膨 潤 し た と き に 多 孔 性 層 を 接 着 す る こ と が 出 来
る よ う な 親 水 性 ポ リ マ ー 、 例 え ば ゼ ラ チ ン 、 ゼ ラ チ ン 誘 導 体 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 澱 粉
等 か ら な る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 光 反 射 層 は 、 検 出 層 、 試 薬 層 等 に 生 じ た 検 出 可 能 な 変 化 （ 色 変 化 、 発 色 等 ） を 光 透 過 性
を 有 す る 支 持 体 側 か ら 反 射 測 定 す る 際 に 、 展 開 層 に 点 着 供 給 さ れ た 被 検 液 の 色 、 特 に 試 料
が 全 血 で あ る 場 合 の ヘ モ グ ロ ビ ン の 赤 色 等 を 遮 蔽 す る と と も に 背 景 層 と し て も 機 能 す る 。
光 反 射 層 は 、 親 水 性 ポ リ マ ー を バ イ ン ダ ー と し て 、 二 酸 化 チ タ ン 、 硫 酸 バ リ ウ ム 等 の 光 反
射 性 微 粒 子 が 分 散 さ れ た 水 浸 透 性 の 層 で あ る こ と が 好 ま し い 。 バ イ ン ダ ー と し て は ゼ ラ チ
ン 、 ゼ ラ チ ン 誘 導 体 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 澱 粉 等 か ら な る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 分 析 要 素 に は 、 光 反 射 層 を 設 け る 代 わ り に 、 ま た は そ れ と 同 時 に 、 展 開 層 、 試 薬 層 、 検
出 層 等 に 二 酸 化 チ タ ン 等 の 光 反 射 粒 子 を 含 有 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 乾 式 免 疫 分 析 要 素 は 、 前 述 の 特 許 文 献 に 記 載 の 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 分 析 要 素 は 一 辺 約 15mmか ら 約 30mmの 正 方 形 ま た は ほ ぼ 同 サ イ ズ の 円 形 等 の 小 片
に 裁 断 し 、 特 公 昭 ５ ７ － ２ ８ ３ ３ １ 号 公 報 、 実 開 昭 ５ ６ － １ ４ ２ ４ ５ ４ 号 公 報 、 特 開 昭 ５
７ － ６ ３ ４ ５ ２ 号 公 報 、 実 開 昭 ５ ８ － ３ ２ ３ ５ ０ 号 公 報 、 特 表 昭 ５ ８ － ５ ０ １ １ ４ ４ 号 公
報 等 に 記 載 の ス ラ イ ド 枠 に 収 め て 免 疫 ス ラ イ ド と し て 用 い る こ と が 、 製 造 、 包 装 、 輸 送 、

10

20

30

40

50

(7) JP 2005-121521 A 2005.5.12

5



保 存 、 測 定 操 作 等 諸 種 の 観 点 で 好 ま し い 。 使 用 目 的 に よ っ て は 、 長 い テ ー プ 状 で カ セ ッ ト
ま た は マ ガ ジ ン に 収 め て 用 い る こ と 、 ま た は 小 片 を 開 口 の あ る カ ー ド に 添 付 ま た は 収 め て
用 い る こ と な ど も で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 分 析 要 素 を 用 い る こ と に よ り 、 前 述 の 特 許 文 献 等 に 記 載 の 操 作 に よ り 検 体 中 の
ア ナ ラ イ ト で あ る プ リ オ ン の 分 析 を 実 施 で き る 。 例 え ば 、 約 ５ μ lか ら 約 ３ ０ μ l、 好 ま し
く は ８ μ lか ら １ ５ μ lの 範 囲 の 検 体 を 展 開 層 に 点 着 し 、 １ 分 か ら １ ０ 分 の 範 囲 で 、 約 20℃
か ら 約 40℃ の 範 囲 の 実 質 的 に 一 定 の 温 度 で 、 好 ま し く は 37℃ 近 傍 の 実 質 的 に 一 定 の 温 度 で
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 要 素 内 の 発 色 又 は 変 色 を 可 視 光 又 は 紫 外 光 の 吸 収 極 大 波 長 ま た は
そ の 近 傍 の 波 長 の 光 を 用 い て 光 透 過 性 支 持 体 か ら 反 射 測 光 し 、 予 め 作 成 し た 検 量 線 を 用 い
て 比 色 測 定 法 の 原 理 に よ り 検 体 中 の プ リ オ ン の 含 有 量 を 求 め る こ と が で き る 。 あ る い は 、
要 素 内 の 蛍 光 の 強 度 を 測 定 し 、 予 め 作 成 し た 検 量 線 を 用 い て 検 体 中 の プ リ オ ン 含 有 量 を 求
め る こ と が で き る 。 点 着 す る 検 体 の 量 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 及 び 温 度 を 一 定 に す る こ
と に よ り プ リ オ ン の 定 量 分 析 を 高 精 度 で 実 施 で き る 。 光 反 射 性 又 は 不 透 明 支 持 体 を 用 い る
態 様 に お い て は 、 分 析 要 素 内 の 発 色 又 は 変 色 を 支 持 体 と 反 対 側 の 最 外 層 側 か ら 反 射 測 定 す
る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 測 定 操 作 は 特 開 昭 ６ ０ － １ ２ ５ ５ ４ ３ 号 公 報 、 特 開 昭 ６ ０ － ２ ２ ０ ８ ６ ２ 号 公 報 、 特 開
昭 ６ １ － ２ ９ ４ ３ ６ ７ 号 公 報 、 特 開 昭 ５ ８ － １ ６ １ ８ ６ ７ 号 公 報 等 に 記 載 の 化 学 分 析 装 置
に よ り 極 め て 容 易 な 操 作 で 高 精 度 の 定 量 分 析 を 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 以 下 の 実 施 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 実 施 例 に よ っ て 限 定
さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
合 成 例 １ ： プ リ オ ン 抗 体 酵 素 結 合 物 の 作 製
　 牛 プ リ オ ン の 部 分 ペ プ チ ド （ Cys-Ile-Gln-Tyr-Gln-Arg-Glu-Ser-Gln-Ala-Tyr-Tyr-Gln-
Arg） を 合 成 し 、 こ の ペ プ チ ド と KLHと の 複 合 体 に よ り 家 兎 を 免 疫 し た 。 前 記 ペ プ チ ド と BS
Aと の 複 合 体 に よ る ELISA法 に よ り 血 清 中 の 特 異 抗 体 価 を 測 定 、 抗 体 価 が 上 昇 し た 後 に 血 清
を 採 取 し 、 プ ロ テ イ ン Aに よ り IgＧ 画 分 を 回 収 ／ 精 製 し た 。 次 に 、 精 製 IgG画 分 を ペ プ シ ン
に よ り 消 化 し 、 未 反 応 IgGと 不 要 の Fc画 分 を プ ロ テ イ ン Aに 吸 着 除 去 し 、 F(ａ ｂ ')２ を 回 収
し た 。 こ の F(ａ ｂ ')２ を 、 さ ら に 、 Ｄ Ｔ Ｔ に よ り 還 元 す る こ と に よ り 、 標 識 に 使 用 す る 抗
プ リ オ ン 抗 体 Ｆ ａ ｂ '断 片 （ Ａ ） を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 次 に 、 バ チ ル ス ズ ブ チ リ ス ア ミ ラ ー ゼ ５ ｍ ｇ を ｐ Ｈ ６ ． ３ の グ リ セ ロ リ ン 酸 １ ｍ ｌ に 溶
解 し 、 ２ ｍ ｇ /ｍ ｌ の （ ４ － （ マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル ボ ン 酸 ス ク
シ ミ ド エ ス テ ル の Ｄ Ｍ Ｆ 溶 液 １ ０ ０ μ ｌ を 加 え て 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た の ゲ ル ろ 過 法 に
よ り 、 マ レ イ ミ ド 化 ア ミ ラ ー ゼ （ Ｂ ） を 分 離 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 上 記 の 抗 プ リ オ ン 抗 体 Ｆ ａ ｂ '断 片 （ Ａ ） と マ レ イ ミ ド 化 ア ミ ラ ー ゼ （ Ｂ ） を 反 応 さ せ
た の ち 、 ゲ ル ろ 過 法 に よ り 精 製 す る こ と に よ り 抗 プ リ オ ン 抗 体 ア ミ ラ ー ゼ 結 合 物 （ Ｃ ） を
作 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
合 成 例 ２ ： 水 不 溶 性 ダ イ ス タ ー チ の 調 製
　 40gの カ ル ボ キ シ メ チ ル ス タ ー チ （ 木 村 産 業 社 製 、 製 品 名 エ ク ス プ ロ タ ブ ） を 1500mlの
蒸 留 水 に 懸 濁 さ せ て 、 こ れ に 8gの ダ イ ア ミ ラ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー （ Diamira BrilliantB
lue） Ｒ （ C.I.Number 61200;三 菱 化 成 工 業 社 製 ） を 加 え 、 室 温 で 30分 間 攪 拌 し た 。 そ の 後
、 こ の 懸 濁 液 に 150gの 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え て 、 さ ら に 室 温 で 30分 間 攪 拌 し た 後 45g
の 炭 酸 ナ ト リ ウ ム を 添 加 し 、 45℃ で 一 夜 攪 拌 し た 。 そ れ か ら 、 こ の 懸 濁 液 を 遠 心 し 上 清 を
除 い て 沈 澱 物 に 蒸 留 水 を 加 え 、 再 び 懸 濁 し た 後 遠 心 し た 。 こ の 懸 濁 、 遠 心 の 操 作 を 上 清 の
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着 色 が な く な る ま で 繰 り 返 し た 。 最 後 に 沈 澱 を エ タ ノ ー ル で 洗 っ て 乾 燥 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
実 施 例 １ ： プ リ オ ン の 検 出
　 ゼ ラ チ ン 下 塗 層 が 設 け ら れ て い る 厚 さ 180μ ｍ の 無 色 透 明 ポ リ エ チ レ ン テ レ フ タ レ ー ト
（ PET） シ ー ト （ 支 持 体 ） の 上 に 下 記 の 被 覆 量 に な る よ う に 架 橋 剤 含 有 吸 水 層 を 水 溶 液 を
用 い て 塗 布 し 、 乾 燥 し て 設 け た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
ア ル カ リ 処 理 ゼ ラ チ ン  10ｇ /m 2

ノ ニ ル フ ェ ノ キ シ ポ リ グ リ シ ド ー ル （ 平 均 10グ リ シ ド ー ル 単 位 含 有 ）  330mg/m 2

ビ ス 〔 （ ビ ニ ル ス ル ホ ニ ル メ チ ル カ ル ボ ニ ル ） ア ミ ノ 〕 メ タ ン  400mg/m 2

【 ０ ０ ５ ６ 】
　 吸 水 層 の 上 に 下 記 の 被 覆 量 で 乾 燥 層 厚 ５ μ ｍ に な る よ う に し て 接 着 層 を 水 溶 液 を 用 い て
塗 布 し 、 乾 燥 し て 設 け た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
ア ル カ リ 処 理 ゼ ラ チ ン  6.7g/m 2

ノ ニ ル フ ェ ノ キ シ ポ リ グ リ シ ド ー ル （ 平 均 10グ リ シ ド ー ル 単 位 含 有 ）  600mg/m 2

【 ０ ０ ５ ８ 】
　 つ い で 、 接 着 層 の 表 面 に 水 を 30g/m 2 の 割 合 で ほ ぼ 一 様 に 供 給 し て 湿 潤 さ せ 、 そ の 上 に 公
称 孔 径 3.0μ ｍ 、 厚 さ 約 140μ ｍ の セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー を ラ ミ ネ ー
ト 接 着 し 、 多 孔 性 検 出 層 と し た つ い で 多 孔 性 検 出 層 の 上 に 、 下 記 組 成 の 免 疫 反 応 用 試 薬 組
成 物 を 含 有 さ せ た 、 50デ ニ ー ル 相 当 の PET紡 績 糸 36ゲ ー ジ 編 し た 厚 さ 約 250μ ｍ の ト リ コ ッ
ト 編 物 布 地 を ラ ミ ネ ー ト 接 着 し て 多 孔 性 展 開 層 を 設 け た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
抗 プ リ オ ン 抗 体 ア ミ ラ ー ゼ 結 合 物 （ Ｃ ） （ 合 成 例 （ １ ） ） 2mg/m 2

ノ ニ ル フ ェ ノ シ ポ リ エ ト キ シ エ タ ノ ー ル （ 平 均 10オ キ シ エ チ レ ン 単 位 含 有 ）  500mg/m 2

ダ イ ス タ ー チ （ 合 成 例 （ ２ ） ）  7.2g/m 2

【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ れ を 一 辺 15mmの 正 方 形 チ ッ プ に 裁 断 し 、 特 開 昭 ５ ８ － ３ ２ ３ ５ ０ 号 公 報 に 記 載 の ス ラ
イ ド の 枠 に 収 め て プ リ オ ン 分 析 用 多 層 分 析 ス ラ イ ド （ １ ） と し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
（ 性 能 評 価 実 験 １ ）
　 前 記 の プ リ オ ン 分 析 用 多 層 免 疫 ス ラ イ ド の 展 開 層 に 、 既 知 量 の プ リ オ ン を 含 有 す る pH7
の 50mMグ リ セ ロ 燐 酸 緩 衝 溶 液 40μ ｌ 滴 下 し た 。 37℃ で 30分 間 反 応 後 、 支 持 体 側 よ り 640nm
の 反 射 光 学 濃 度 を 測 定 し た 。 結 果 は 以 下 の 表 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 表 １ の 結 果 よ り 、 本 発 明 の 乾 式 免 疫 分 析 要 素 に よ り プ リ オ ン を 短 時 間 に 検 出 で き る こ と

10

20

30

40

50

(9) JP 2005-121521 A 2005.5.12



が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
（ 実 施 例 ２ ）
　 ゼ ラ チ ン 下 塗 層 が 設 け ら れ て い る 厚 さ 180μ ｍ の 無 色 透 明 ポ リ エ チ レ ン テ レ フ タ レ ー ト
（ PET） シ ー ト （ 支 持 体 ） 上 に 下 記 の 被 覆 量 に な る よ う に 架 橋 剤 含 有 試 薬 溶 液 を 塗 布 し 、
乾 燥 し て 試 薬 層 を 設 け た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
ア ル カ リ 処 理 ゼ ラ チ ン  14.5 g/m 2

ノ ニ ル フ ェ ノ キ シ ポ リ エ ト キ シ エ タ ノ ー ル (オ キ シ エ チ レ ン 単 位 平 均 ９ ～ 10含 有 )0.2 g/m 2

グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ  5000 u/m 2

ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 　 15000 u/m 2

グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ  5000 u/m 2

２ － （ ４ － ヒ ド ロ キ シ － ３ 、 ５ － ジ メ ト キ シ フ ェ ニ ル ） － ４ － ［ ４ － ジ メ チ ル ア ミ ノ ） フ
ェ ニ ル ］ － ５ － フ ェ ネ チ ル イ ミ ダ ゾ ー ル （ ロ イ コ 色 素 ） 酢 酸 塩  0.38g/m 2

ビ ス ［ （ ビ ニ ル ス ル ホ ニ ル メ チ ル カ ル ボ ニ ル ） ア ミ ノ ］ メ タ ン  0.1 g/m 2

【 ０ ０ ６ ６ 】
　 こ の 試 薬 層 の 上 に 下 記 の 被 覆 量 に な る よ う に 接 着 層 を 塗 布 し 、 乾 燥 し て 設 け た 。
ア ル カ リ 処 理 ゼ ラ チ ン  14.5g/m 2

ビ ス ［ （ ビ ニ ル ス ル ホ ニ ル メ チ ル カ ル ボ ニ ル ） ア ミ ノ ］ メ タ ン  0.1g/m 2

【 ０ ０ ６ ７ 】
　 つ い で 接 着 層 の 表 面 に 下 記 の 被 覆 量 に な る よ う に 下 記 試 薬 含 有 水 溶 液 を 塗 布 し 、 ゼ ラ チ
ン 層 を 膨 潤 さ せ 、 そ の 上 に 50デ ニ ー ル 相 当 の PET紡 績 糸 36ゲ ー ジ 編 み し た 厚 さ 約 250μ ｍ の
ト リ コ ッ ト 編 物 布 地 を ほ ぼ 一 様 に 軽 く 圧 力 を か け て ラ ミ ネ ー ト し て 多 孔 性 展 開 層 を 設 け た
。
【 ０ ０ ６ ８ 】
ノ ニ ル フ ェ ノ キ シ ポ リ エ ト キ シ エ タ ノ ー ル (オ キ シ エ チ レ ン 単 位 平 均 ９ ～ 10含 有 ) 0.15g/m
2

ビ ス ［ （ ビ ニ ル ス ル ホ ニ ル メ チ ル カ ル ボ ニ ル ） ア ミ ノ ］ メ タ ン  0.4 g/m 2

【 ０ ０ ６ ９ 】
　 次 に 、 下 記 の 被 覆 量 に な る よ う に 基 質 を 塗 布 、 乾 燥 し て 基 質 層 を 設 け て CRP分 析 用 多 層
分 析 要 素 を 調 製 し た 。
カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 澱 粉 　 ４  g/m 2

ノ ニ ル フ ェ ノ キ シ ポ リ エ ト キ シ エ タ ノ ー ル （ オ キ シ エ チ レ ン 単 位 平 均 ９ ～ 10含 有 ）  0.2g/
m 2

【 ０ ０ ７ ０ 】
　 次 い で こ の 分 析 要 素 を １ ５ ｍ ｍ 四 方 の チ ッ プ に 裁 断 し 、 特 開 昭 ５ ７ － ６ ３ ４ ５ ２ 号 公 報
に 記 載 の ス ラ イ ド の 枠 に 収 め て 、 プ リ オ ン 分 析 用 多 層 乾 式 ス ラ イ ド ２ と し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
（ 性 能 評 価 試 験 ２ ）
　 合 成 例 （ １ ） の ア ミ ラ ー ゼ － 抗 プ リ オ ン 抗 体 結 合 物 を 0.1mg/mLと な る よ う に 、 既 知 量 の
プ リ オ ン を 含 有 す る 50mMグ リ セ ロ 燐 酸 緩 衝 溶 液 （ pH7） に 加 え 、 ３ ７ ℃ で 20分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 こ の 後 、 当 溶 液 10μ Ｌ を 前 記 ス ラ イ ド ２ に 点 着 し 、 37℃ に 保 っ て 、 中 心 波 長
650nmの 可 視 光 で PET支 持 体 側 か ら ス ラ イ ド ２ の 反 射 光 学 濃 度 を 測 定 し た 。 点 着 か ら ３ 分 後
お よ び ５ 分 後 の 反 射 光 学 濃 度 の 差 （ Δ OD 5 - 3 ） を 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 表 ２ の 結 果 よ り 、 本 発 明 の 分 析 要 素 に よ り 、 プ リ オ ン を 簡 便 に 測 定 で き る こ と が 示 さ れ
た 。
【 配 列 表 】
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