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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の測定対象物である抗原と標識抗体を特異的に結合させて、その結合体の標識物
を測定することにより抗原量を測定することが可能な免疫測定装置であって、
　１つの装置内に、
　（１）試料中の抗原と、前記抗原に特異的に結合できる標識抗体である第１抗体とを反
応させる第１の部位、
　（２）抗原と結合していない第１抗体とビオチン又はアビジンを結合させた抗体である
第２抗体とを反応させる第２の部位、
　（３）第２抗体がビオチン結合抗体の場合はアビジンが、第２抗体がアビジン結合抗体
の場合はビオチンが第４の部位に移動できないように固定手段に固定され、第２抗体を前
記固定されたアビジン又はビオチンで補足する第３の部位、及び、
　（４）抗原と結合した第１抗体の標識物を検出する第４の部位の４つの部位を有し、そ
れぞれの部位を順に溶液が移動できるように構成され、第１抗体は、抗体部分がＦ（ａｂ
’）フラグメント又は還元IgGで、Ｆ（ａｂ’）フラグメント又は還元IgGと標識物とが特
定の結合比で結合した標識抗体であって、第１の部位又はその隣接部に含まれ、第２抗体
は、ビオチン又はアビジンを結合させた抗体で、第１抗体に対する抗イディオタイプ抗体
でかつ抗原と第１抗体との結合物には結合できない種類の抗イディオタイプ抗体であって
、第２の部位又はその隣接部に含まれている、免疫測定装置。
【請求項２】
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　第１抗体が測定対象物に対して過剰量含まれている、請求項１に記載の免疫測定装置。
【請求項３】
　第２抗体が第１抗体に対して過剰量含まれている、請求項１に記載の免疫測定装置。
【請求項４】
　第１抗体が酵素で標識されている、請求項１に記載の免疫測定装置。
【請求項５】
　第１の部位の隣接部に、第１抗体を保持する抗体保持部が連結されてなる、請求項１に
記載の免疫測定装置。
【請求項６】
　第４の部位に標識物を検出するための試薬が保持されている、請求項１に記載の免疫測
定装置。
【請求項７】
　第４の部位の隣接部に、標識物を検出するための試薬を保持する基質保持部が連結され
てなる、請求項１に記載の免疫測定装置。
【請求項８】
　基質保持部に電子伝達メディエータ又は発色基質が保持されてなる、請求項６に記載の
免疫測定装置。
【請求項９】
　バイオチップ状の装置であって、４つの部位がそれぞれ微小空間から構成され、固定手
段が微粒子であり、第３の部位と第４の部位とが、固定手段である微粒子を通過させない
チャネル部によって分離されている、請求項１に記載の免疫測定装置。
【請求項１０】
　第４の部位に、一対の電極が形成されてなる、請求項９に記載の免疫測定装置。
【請求項１１】
　試料中の測定対象物である抗原と、前記抗原に特異的に結合する標識抗体である第１抗
体とを反応させ、次に未反応の第１抗体をビオチン又はアビジンを結合させた抗体である
第２抗体と反応させた後、前記第２抗体を前記第２抗体がビオチン結合抗体の場合はアビ
ジンで、前記第２抗体がアビジン結合抗体の場合はビオチンで捕捉し、捕捉されなかった
抗原と第１抗体との結合物を検出する免疫測定方法であって、
　前記第１抗体は、抗体部分がＦ（ａｂ’）フラグメント又は還元ＩｇＧで、Ｆ（ａｂ’
）フラグメント又は還元ＩｇＧと標識物が特定の結合比で結合した標識抗体であり、前記
第２抗体は、第１抗体に対する抗イディオタイプ抗体でかつ抗原と第１抗体との結合物に
は結合できない種類の抗イディオタイプ抗体である、免疫測定方法。
【請求項１２】
　第１抗体を測定対象物に対して過剰量使用する、請求項１１に記載の免疫測定方法。
【請求項１３】
　第２抗体を第１抗体に対して過剰量使用する、請求項１１に記載の免疫測定方法。
【請求項１４】
　測定対象物の検出を電気化学的又は光学的に行う、請求項１１に記載の免疫測定方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、臨床検査等の分野で利用される免疫測定装置に関するものであり、簡便、迅
速かつ高感度に、検体中の測定対象物を定量的に測定できる免疫測定装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　血液、尿などの生体試料中に含まれる物質を測定する方法として、使用方法が簡便で短
時間で測定できる簡易型の免疫測定装置が開発されている。近年、この装置は、緊急検査
、ベッドサイド等での検査などに広く使用されるようになって、その重要性、有用性が増
大してきた。
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【０００３】
　簡易型の免疫測定装置としては、イムノクロマト法、フロースルー法、免疫センサ法等
を原理とした測定装置が知られている。これらの装置に用いられている方法は、試料を添
加後、抗原抗体反応を行いつつ溶液が担体上を上下又は左右に移動して、最終的に測定対
象物量に相当するシグナルが得られるという原理に基づいており、その構造も比較的簡単
である。シグナルの検出法は、抗体に金コロイドや着色ラテックスに代表される着色粒子
を標識して、検出ラインや検出面の呈色を読みとる方法が一般的に用いられている。この
他にも、測定操作が複雑になるが、酵素反応による呈色等も利用されている。
【０００４】
　これらの簡易型の免疫測定装置は、基本的に測定対象物の有無を判定するための定性用
として利用されている。しかし、近年、より有益な診断を実施するために、これらの装置
を利用した定量化の試みがなされている。これらの試みは、測定後の検出ラインの色調が
、測定対象物の量（濃度）に依存して変化することに基づいている。具体的には、検出ラ
インの色調を判読する方法として、反射率計で測定する方法、ＣＣＤイメージセンサで画
像解析する方法（特開平８－３３４５１１、特開２０００－２６６７５１）、電気伝導度
による方法（特開２００１－３３７０６５）などが開発されている。
【０００５】
　また、同様の免疫測定装置において、全標識抗体のうち、未反応の標識抗体を捕捉し、
捕捉されなかった標識抗体（すなわち、反応した標識抗体）を測定するという方法に関す
る装置を開示する先行技術がある。例えば、ＵＳ５７０５３３８号、特開平４－１６７４
５号、特開２００３－２６２６３６号等である。しかし、これらの測定装置は、十分な定
量性を備えていない。更に、同様の先行技術で、抗イディオタイプ抗体の使用については
、特開平７－１５１７５７に開示されている。
【０００６】
　近年、さらにLab on Chipと呼ばれる技術が注目されている。この技術は、分析する対
象の種類によって、臨床分析チップ、環境分析チップ、遺伝子分析チップ（ＤＮＡチップ
）、たんぱく質分析チップ（プロテオームチップ）、糖鎖チップ、クロマトグラフチップ
、細胞解析チップ、製薬スクリーニングチップなどと称される数センチの大きさの基板（
バイオチップ）上で混合、反応、分離、測定及び検出等を行うものである。例えば、この
マイクロチップ上で、各種の抗原－抗体反応による免疫分析を行う方法が特開２００１－
４６２８に記載されている。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　上述した定量化の試みは、定性用の装置から得られた検出結果を機器で測定して定量化
しようと応用検討したものである。そのため、呈色の色調又は強度差が微妙であり、定量
範囲が狭く、十分な定量性が確保されているとは言い難い。検出方法に酵素反応を利用し
た場合は、定量化や高感度化に対して有効であるが、洗浄操作や試液の添加等の操作が必
要になり、バックグラウンド上昇等の課題もある。
【０００８】
　また、上述したマイクロチップでは、洗浄操作が必要であったり、反応を行う部位に複
数の溶液を供給して反応させる等の煩雑な工程が必要で、測定に長時間を要するという問
題がある。さらに、複数の注入部及び導入部を必要とし、チップの占有面積が大きくなり
、小型で簡易なマイクロチップとすることができないという問題もある。
【０００９】
　本発明は上記した問題点に鑑みてなされたものであり、本発明の目的は、簡易型の免疫
測定装置の長所、すなわち、使用方法が簡便、１段階操作、短時間に測定可能等の性質を
そのまま有すると共に、様々な抗原に対応可能であり、正確かつ迅速な定量分析を実現で
きる免疫測定装置を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
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【００１０】
　本発明者らは、鋭意研究を重ねた結果、装置内に４つの異なる部位を有した装置として
構成することによって、正確かつ迅速な定量分析を実現できる免疫測定を行うことができ
ることに想到し、本発明を完成させた。
【００１１】
　すなわち本発明は、試料中の測定対象物である抗原と第１抗体を特異的に結合させて、
その結合体の標識物を測定することにより抗原量を測定することが可能な免疫測定装置で
あって、１つの装置内に、（１）試料中の抗原と、前記抗原に特異的に結合できる標識抗
体である第１抗体とを反応させる第１の部位、（２）抗原と結合していない第１抗体とビ
オチン又はアビジンを結合させた抗体である第２抗体とを反応させる第２の部位、（３）
第２抗体がビオチン結合抗体の場合はアビジンが、第２抗体がアビジン結合抗体の場合は
ビオチンが第４の部位に移動できないように固定手段に固定され、第２抗体を前記固定さ
れたアビジン又はビオチンで補足する第３の部位、及び、（４）抗原と結合した第１抗体
の標識物を検出する第４の部位　の４つの部位を有し、それぞれの部位を順に溶液が移動
できるように構成され、第１抗体は、抗体部分がＦ（ａｂ’）フラグメント又は還元IgG
で、Ｆ（ａｂ’）フラグメント又は還元IgGと標識物とが特定の結合比で結合した標識抗
体であって、第１の部位又はその隣接部に含まれ、第２抗体は、ビオチン又はアビジンを
結合させた抗体で、第１抗体に対する抗イディオタイプ抗体でかつ抗原と第１抗体との結
合物には結合できない種類の抗イディオタイプ抗体であって、第２の部位又はその隣接部
に含まれている免疫測定装置である。
【００１２】
　本発明の免疫測定装置では、第１抗体は測定対象物に対して過剰量含まれていることが
好ましく、第２抗体も第１抗体に対して過剰量含まれていることが好ましい。第１抗体は
、例えば、酵素で標識することができる。また、第１抗体は、第１の部位の隣接部に抗体
保持部を設けて、そこに保持させてもよい。
【００１３】
　標識物を検出するための試薬は、第４の部位に保持させておくことができる。また、当
該試薬は、第４の部位の隣接部に基質保持部を設けて、ここに保持させておくこともでき
る。当該試薬としては、電子伝達メディエータ又は／及び発色基質等を例示することがで
きる。基質保持部とは、標識物を検出するための試薬の全部又は一部を、予め又はその使
用直前に保持させておく部位である。
【００１４】
　本発明の免疫測定装置は、バイオチップ状の装置とすることもできる。この場合、４つ
の部位はそれぞれ微小空間から構成され、固定手段としては例えば微粒子を使用すること
ができ、第３の部位と第４の部位とを、固定手段である微粒子を通過させないチャネル部
によって分離する形態とすることができる。このようなバイオチップ状の装置においては
、第４の部位に一対の電極を形成して、電気化学的方法で標識物を検出することができる
。
【００１５】
　本発明はまた、試料中の測定対象物である抗原と、前記抗原に特異的に結合する標識抗
体である第１抗体とを反応させ、次に未反応の第１抗体をビオチン又はアビジンを結合さ
せた抗体である第２抗体と反応させた後、前記第2抗体を前記第２抗体がビオチン結合抗
体の場合はアビジンで、前記第２抗体がアビジン結合抗体の場合はビオチンで捕捉し、捕
捉されなかった抗原と第１抗体との結合物を検出する免疫測定方法であって、前記第１抗
体は、抗体部分がＦ（ａｂ’）フラグメント又は還元ＩｇＧで、Ｆ（ａｂ’）フラグメン
ト又は還元ＩｇＧと標識物とが特定の結合比で結合した標識抗体であり、前記第２抗体は
、第１抗体に対する抗イディオタイプ抗体でかつ抗原と第１抗体との結合物には結合でき
ない種類の抗イディオタイプ抗体である免疫測定方法にも係る。
【００１６】
　本発明の免疫測定方法においては、やはり、第１抗体を測定対象物に対して過剰量添加
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使用することが好ましく、第２抗体も第１抗体に対して過剰量使用することが好ましい。
また、測定対象物の検出は、電気化学的又は光学的に行うのが好ましい。
【発明の効果】
【００１７】
　本発明の免疫測定装置は、簡便な操作で迅速かつ高感度に定量的な測定を可能にする。
特に、ビオチン－アビジンの結合性を利用することにより、より短時間での測定が可能で
ある。従って、緊急検査やベッドサイド検診に利用でき、医療分野に於ける有用性は極め
て高い。また、様々な測定対象抗原に対して容易に応用でき、汎用性が高い。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】本発明のテストストリップ状の装置の一実施形態を示す平面図である。
【図２】本発明のテストストリップ状の装置の別の実施形態を示す平面図である。
【図３】本発明のバイオチップ状の装置の一実施形態を示す平面図及び断面図である。
【図４】本発明のバイオチップ状の装置の別の実施形態を示す平面図及び断面図である。
【図５】本発明のバイオチップ状の装置のさらに別の実施形態を示す平面図及び断面図で
ある。
【図６】試験例１で得られた反射率とヒトＣＲＰの濃度との関係を示す検量線である。
【図７】試験例２で得られた吸光度変化率とヒトＣＲＰの濃度との関係を示す検量線であ
る。
【図８】本発明の測定原理を簡潔に示す図である。
【符号の説明】
【００１９】
　１　　　第１の部位
　２　　　第２の部位
　３　　　第３の部位
　４　　　第４の部位
　５　　　装置
　６　　　支持体
　１１　　抗原
　１２　　第１抗体（標識抗体）
　１３　　第２抗体
　１４　　第２抗体がビオチン結合抗イディオタイプ抗体の場合はアビジン、第２抗体が
アビジン結合抗イディオタイプ抗体の場合はビオチン
　１５　　第２抗体がビオチン結合抗イディオタイプ抗体の場合はビオチン、第２抗体が
アビジン結合抗イディオタイプ抗体の場合はアビジン
　３１　　微小流路
　３２　　チャネル部
　３３　　注入口
　４１　　微粒子
　４２　　抗体保持部
　４３　　基質保持部
　５１　　電極
【発明を実施するための最良の形態】
【００２０】
　以下に本発明を更に詳細に説明する。
【００２１】
　本発明は、試料中の測定対象物である抗原と第１抗体を特異的に結合させて、その結合
体の標識物を測定することにより抗原量を測定することが可能な免疫測定装置であって、
以下の４つの部位を有し、それぞれの部位を順に溶液が移動できるように構成されている
。
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【００２２】
　第１の部位は、試料中の抗原と、前記抗原に特異的に結合できる第１抗体とを反応させ
る部位である。試料溶液は、直接当該部位に添加することもできるし、上流部に試料添加
部を設置して、第１の部位に試料溶液が移動するように構成することもできる。この第１
の部位では、試料溶液添加後、第１抗体及び抗原と第１抗体の結合物は、保持されること
なく第２の部位へ移動する。第１抗体は、試料中の測定対象物である抗原に対するモノク
ローナル抗体のＦ（ａｂ’）フラグメント又は還元IgGに、通常の免疫測定法に利用され
ている様々な標識物を結合させたもので、Ｆ（ａｂ’）フラグメント又は還元IgGと標識
物とが特定の結合比、即ち、１：１乃至１：ｎ（ｎは整数、ただし、１～１０が好ましい
）のいずれかで結合した抗体であり、第１の部位又はその隣接部に含まれている。尚、モ
ノクローナル抗体のＦ（ａｂ’）フラグメント化やＦ（ａｂ’）フラグメントへの標識物
の結合は、公知の方法が利用できる。さらに、最終結合物に混入する未反応の酵素又は未
標識の抗体は、精製によって完全に除去しておくことが好ましい。
【００２３】
　本装置においてこのような第１抗体を用いることは、感度の向上や定量性の向上に対し
て非常に有利である。第１抗体の調製には一般的にモノクローナル抗体が用いられ、通常
IgGが使用される。第１抗体としてIgGをそのまま用いると、IgGは通常２価結合性を有し
ているので、測定対象物である抗原と反応させた場合には、未反応のものを除くと、第１
抗体と抗原の結合比が１：１または１：２の結合物が混在することになる。これは、IgG
抗体１分子に含まれる結合部位には、常に抗原がすべて結合するわけではないためである
。結合比が混在した結合物が第２の部位を通過すると、未反応のものに加えて、１：１の
結合物も捕捉されることになり、感度や定量性を低下させる要因となる。これに対し、本
発明では、１価結合性のＦ（ａｂ’）フラグメント又はIgGを還元して得られる半分子のI
gGを使用しているため、未反応のものを除くと、第１抗体と抗原の結合比が１：１の結合
物しか存在しないことになり、感度や定量性を向上させることが可能となる。
【００２４】
　第1抗体は、第１の部位に予め保持させてもよい。また、第１の部位の隣接部に抗体保
持部を設けて、そこに保持させてもよい。この抗体保持部は、例えば、第１の部位等と同
様の形状、大きさ等とすることができる。この抗体保持部は、試料溶液を添加する試料添
加部とすること、また、一時的に試料溶液を保持することもでき、第１の部位へ試料溶液
及び／又は第1抗体を導入する機能を有する。
【００２５】
　第1抗体の標識物は、酵素、色素、酸化還元物質、着色粒子、磁性粒子、蛍光物質、発
光物質、フェロセン等の一般的な免疫測定に用いられているものが使用可能であり、必要
な測定感度等に応じて適宜選択できる。酵素を使用する場合は、マトリックスの影響を受
けにくい酵素、生体内又は試料にほとんど存在しない酵素を使用するのが好ましい。例え
ば、パーオキシダーゼ、オキシダーゼ系酵素等が好ましいものとして挙げられる。オキシ
ダーゼ系酵素としては、グルコースオキシダーゼ、ピラノースオキシダーゼ、アルコール
オキシダーゼ等を用いることが出来る。その他の酵素としては、デヒドロゲナーゼ系酵素
が挙げられるが、生体内に存在しないもので安価に入手可能なものはほとんどない。生体
由来の酵素と同じ作用を有する微生物或いは細菌等由来の酵素を用いる場合は、第１の部
位又は第２の部位に当該酵素に対する抗体等を含ませて、ヒト由来の酵素を除去するよう
構成すれば利用可能である。また、酵素の基質又は補酵素に対する特異性を利用すること
も可能である。例えば、Leuconostoc mesenteroides由来のグルコース－６－リン酸デヒ
ドロゲナーゼで補酵素にＮＡＤを用いた場合では、ヒト由来の本酵素はＮＡＤＰ依存性な
のでヒト由来の酵素は作用しないため、試料中に存在しても問題はない。
【００２６】
　第１抗体は、通常、試料溶液に含まれる抗原に対して過剰量用いることが好ましいが、
測定範囲を予め設定して、それに適した量を用いることもできる。例えば、予め測定可能
な抗原濃度又はその範囲を設定しておき、モル比でその設定した濃度又は範囲上限の１～
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１００倍量を使用することが適当である。試料溶液と第１抗体を混合して反応させる場合
の条件は、特に限定されるものではなく、測定しようとする試料溶液、第１抗体の種類等
により適宜設定することができる。温度は、これらの物質の活性に影響を与えない条件、
例えば、２０～４０℃程度が好ましい。時間は、適宜装置の形態により設定することがで
きるが、３０秒間～１０分間程度であれば良い。
【００２７】
　第２の部位は、抗原と結合していない第１抗体と第２抗体とを反応させる部位である。
この第２の部位では、第１の部位から移動してきた溶液と第２抗体とが混合され反応し、
そのまま第３の部位へ移動する。第２抗体は、ビオチン又はアビジンを結合させた抗体で
、第１抗体に対する抗イディオタイプ抗体でかつ抗原と第１抗体との結合物には結合でき
ない種類の抗イディオタイプ抗体であり、第２の部位又はその隣接部に含まれている。
【００２８】
　抗体へビオチンを結合させるには、公知の方法が用いられる。例えば抗体のアミノ基を
利用する場合は、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド－ビオチンを使用すればよい。また、Ig
Gを還元、又はペプシン消化してＦ（ａｂ’）フラグメント化し、さらに還元して得られ
るＳＨ基を利用する場合には、マレイミド－ビオチンを使用すればよい。この場合、アビ
ジンとの反応性を高くするために、スペーサ－を導入したビオチン化試薬を使用するのが
好ましい。また、最終結合物に混入する未反応のビオチン化試薬又は未標識の抗体は、精
製によって完全に除去しておくことが好ましい。
【００２９】
　抗体へアビジンを結合させるには、公知の方法が用いられる。例えばIgGを還元、又は
ペプシン消化してＦ（ａｂ’）フラグメント化し、さらに還元して得られるＳＨ基と、マ
レイミド基を導入したアビジンを反応させればよい。この場合のアビジンへのマレイミド
基の導入は、４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボン酸－Ｎ－ヒド
ロキシスクシンイミドエステル等の市販の導入試薬が利用できる。また、最終結合物に混
入する未反応のアビジン化試薬又は未標識の抗体は、精製によって完全に除去しておくこ
とが好ましい。
【００３０】
　ここで用いる抗イディオタイプ抗体とは、第１抗体の抗体部分が有する抗原結合部位の
固有の構造を認識するモノクローナル抗体のことである。抗イディオタイプ抗体は、抗原
とそれに対する抗体の結合を阻害できるタイプと阻害できないタイプが存在することが知
られている。本発明に使用できる抗イディオタイプ抗体は、前者であり、すなわち抗原と
第１抗体の結合物には結合できないタイプのものを指す。
【００３１】
　抗イディオタイプ抗体は、通常の方法に従って容易に作製することができる。例えば、
マウス由来のモノクローナル抗体の抗イディオタイプ抗体を作る場合、抗原となるモノク
ローナル抗体をＫＬＨ複合体としてマウスに投与して、あとは通常のモノクローナル抗体
の作製方法に従って製造することができる。また、目的とするタイプの抗イディオタイプ
抗体を産生するハイブリドーマは、ＥＬＩＳＡ等によるスクリーニングによって容易に得
ることができる。従って、本発明に使用できる抗イディオタイプ抗体は、通常のモノクロ
ーナル抗体と同様に、容易かつ大量に作製することができる。
【００３２】
　本発明において、第２の部位に用いる第２抗体の量は、未反応の第１抗体をほぼ完全に
捕捉する必要があるため、第１抗体の量に対して過剰量必要で、具体的には、モル換算で
１０倍以上の量を使用するのが好ましい。ここで、抗イディオタイプ抗体の代わりに抗原
を使用することもできるが、この場合、実用的な見地から、安定性の良い抗原、低コスト
で大量に用意できる抗原に限られ、測定対象物が限定されてしまうので、本発明装置にお
いては、抗原は使用しない。
【００３３】
　第２の部位での反応条件は、特に限定されるものではなく、適宜設定することができる
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。温度は、これらの物質の活性に影響を与えない条件、例えば、２０～４０℃程度が好ま
しい。時間は、適宜装置の形態により設定することができるが、３０秒間～１０分間程度
であれば良い。
【００３４】
　第３の部位は、第２抗体がビオチン結合抗体の場合はアビジンが、第２抗体がアビジン
結合抗体の場合はビオチンが第４の部位に移動できないように固定手段に固定され、第２
抗体を前記固定されたアビジン又はビオチンで補足する部位である。この第３の部位では
、ビオチンとアビジンとの結合性により、未反応の第１抗体と結合した第２抗体及び未反
応の第２抗体は固定手段に捕捉されて第３の部位から移動することが出来ないが、一方、
抗原と第１抗体との結合物は、アビジン又はビオチンを含まないため、固定手段に捕捉さ
れることなく第４の部位へ移動することになる。尚、本発明に用いるアビジンは、由来は
問わず用いることが出来る。例えば卵白由来のアビジン、放線菌由来のストレプトアビジ
ン等を用いることが出来る。
【００３５】
　固定手段は、アビジン又はビオチンを固定し得るものであり、アビジン－ビオチンの反
応に影響を与えないものであれば特に限定されるものではなく、測定対象物及び標識抗体
の種類、抗イディオタイプ抗体の種類等によって適宜調整することができる。その形状は
、フィルター状、織物状、微粒子状、繊維状等の形状の担体が挙げられる。材質としては
、ガラス、濾紙、ナイロン、ポリスチレン等が挙げられる。フィルター状、織物状、繊維
状の担体としては、ガラス繊維膜、多孔性メンブレン、濾紙、ナイロン膜等の多孔質体が
好ましい。微粒子状の担体としては、ガラスビーズ、ポリスチレン等のポリマービーズ、
アガロース、キトサン等の多孔質担体が好ましい。アビジン又はビオチンの固定の方法は
、物理的吸着、共有結合、イオン結合、架橋、静電相互作用等公知の方法のいずれかを利
用することができる。なお、固定の方法は、アビジン－ビオチンの反応に影響を与えない
ものであることが好ましい。
【００３６】
　本発明のように、固定手段に固定化する物質にアビジン又はビオチンを用いることは、
反応時間の短縮に有用である。この反応時間短縮効果は、固定手段が微粒子で緩衝液等の
溶液に分散状態で存在しているとき、特に著しいものとなる。反応様式上、このような固
定手段に直接ビオチン又はアビジン未標識の第２抗体を結合させて未反応の第１抗体を補
足することも可能であったが、この場合、１０分間～１時間程度反応させる必要があった
。これに対して、本発明のようにアビジン又はビオチンを利用すると、未反応の第１抗体
と結合した第２抗体及び未反応の第２抗体を３０秒間～５分間、最適条件では３０秒間～
１分間で完全に捕捉できることが明らかになった。このことは、本発明における測定時間
の短縮に多大な貢献をもたらす要因となっている。
【００３７】
　第４の部位は、抗原と結合した第１抗体の標識物を検出する部位で、標識物の検出には
、標識物に応じて公知の検出方法を用いることができる。標識物を検出するための試薬は
、第４の部位に含ませることができる。これらの試薬類は、第４の部位に全て含ませるこ
とも可能であるし、一部の試薬を第３の部位、第２の部位又は第１の部位若しくは更に別
の部位に含ませておくことも可能である。また、第４の部位の隣接部に基質保持部を設け
、ここに含ませることもできる。尚、基質保持部は、第４の部位とは、直列に又は付加的
に、流路を介して又は介さないで、連結されていて、第１の部位等と同様の形状、大きさ
等とすることができる。標識物の検出は、例えば反射率計、分光光度計、蛍光検出器等を
用いて実施される。
【００３８】
　標識物を検出するための試薬類は、標識物に従って適宜選択される。標識物が酵素の場
合は、発色基質、蛍光基質、発光基質、有機酸又は無機酸、電極と測定対象物との間で電
子を授受し得る電子移動媒体として機能し得る電子伝導メディエータ等の１種又は２種以
上の組み合わせが挙げられる。例えば、デヒドロゲナーゼ系の酵素の場合は、ＮＡＤ又は
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ＮＡＤＰ、酵素基質、ジアホラーゼ、及び発色基質の組み合わせが使用できる。パーオキ
シダーゼの場合は、有機酸又は無機酸、及び発色基質の組み合わせが使用できる。さらに
オキシダーゼ系の酵素の場合は、酵素基質、発色基質、及びパーオキシダーゼの組み合わ
せが使用できる。
【００３９】
　発色基質、蛍光基質、発光基質としては、１，２－フェニレンジアミン（ＯＰＤ）、３
，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢＺ）、２，２’－アジノビス－３－
エチルベンゾチアゾリン－６－スルホン酸（ＡＢＴＳ）、３－（４－ヒドロキシフェニル
）プロピオン酸（ＨＰＰＡ）、チラミン（Tyramin）、ルミノール、ルシフェリン等が挙
げられる。
【００４０】
　有機酸又は無機酸としては、過酸化水素、蟻酸、酢酸等が挙げられる。或いは、装置内
で発生させる試薬類も使用できる。例えば、過酸化水素を装置内で生成させるための試薬
類として、グルコースとグルコースオキシダーゼが使用できる。使用例としては、保持部
を２カ所用意しておき、測定開始後、両者を混合させることにより達成できる。また、外
の部位に保持させておくことも可能である。
【００４１】
　電子伝達メディエータとしては、例えば、フェロセン、フェリシアン化アルカリ金属（
フェリシアン化カリウム、フェリシアン化リチウム、フェリシアン化ナトリウム等）又は
これらのアルキル置換体（メチル、エチル、プロピル置換体等）、メチレンブルー、フェ
ナジンメトサルフェート、ｐ－ベンゾキノン、２，６－ジクロロフェノールインドフェノ
ール、β－ナフトキノン－４－スルホン酸カリウム、フェナジンエトサルフェート、ビオ
ローゲン、ビタミンＫ等の酸化還元性の化合物の１種又は２種以上の組み合わせが挙げら
れる。なかでも、フェロセン、フェリシアン化カリウム等が好ましい。
【００４２】
　なお、これらの試薬等を保持させる方法としては、試薬自体をそのまま、自身の機能を
阻害しない溶媒等に溶解又は懸濁等させ、塗布、乾燥する方法、或いは担体（例えば上述
した固定手段）等に混合又は分散させて固定する方法等、当該分野で公知の方法のいずれ
かを利用することができる。
【００４３】
　本発明における測定対象物とは、一般的な臨床検査等における検査対象物を指し、具体
的には、血液、尿、唾液、分泌液等に含まれる各種成分や、組織、便等の固形物からの抽
出液等に含まれる各種成分等のことである。本発明では、測定対象物に対して１種類の抗
体しか必要としないため、複数のモノクローナル抗体が結合できるような分子量の大きい
物質だけでなく、１つのモノクローナル抗体しか結合できない低分子物質（ハプテン）も
測定対象物となりうる。
【００４４】
　以上、本発明の免疫測定装置について説明した。図８には、本発明の測定原理を簡潔に
図示した。図中の上段（ア）は、装置５全体を斜視図で示したものである。図中の矢印Ｘ
は、試料の流れる方向を示している。また、図中の下段（イ）は、装置中で起こる反応の
様子を経時的に示したものである。すなわち、Ｔ＝ｔ０では、抗原Ａと第１抗体Ｂとが、
第１の部位１で混合された状態を示している。適当な時間が経過し、Ｔ＝ｔ１になると、
試料が第２の部位２を経て第３の部位３、第４の部位４を通過する。このとき、抗原Ａと
反応しなかった第１抗体Ｂは、第２のビオチン結合抗体Ｃに結合され、さらに第３の部位
のアビジンに結合され、第３の部位３から第４の部位４に移動することができない。一方
、抗原Ａと反応した第１抗体Ｂは、第２の部位２、第３の部位３を通過し、第４の部位４
に至る。こうして、第４の部位４では、抗原Ａと反応した第１抗体Ｂのみが検出される。
【００４５】
　一方、本発明の免疫測定方法については、本発明の免疫測定装置を使用して容易に実施
することができるので、更なる説明は割愛する。以下に、本発明装置の一例として、試験
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片とも称されるテストストリップ状の装置、バイオチップ状の装置について詳細に説明す
る。
【００４６】
　まず、図１及び図２にテストストリップ状の装置を例示する。装置５は、第１の部位１
、第２の部位２、第３の部位３及び第４の部位４から構成されている。これらの各部位は
、多様な材質、形態から構成することが可能であり、中でも、ガラス繊維膜、多孔性メン
ブレン、濾紙、ナイロン膜等の多孔質担体で構成することが好ましい。第１の部位に提供
された試料溶液又はその一部は、順次展開或いは送液され、第２の部位を通り、さらに第
３の部位を通って第４の部位に到達する。第３の部位の固定手段としては、フィルター状
、織物状、繊維状の多孔質体を使用するのが好ましい。固定手段として微粒子状のものを
使用する場合は、粒子の大きさは第３の部位を構成する多孔質担体のポアサイズより大き
な粒子を使用することが好ましい。第１の部位の上流部に試料添加部を設置する場合には
、例えば、血球分離膜、イオン交換膜等が利用できる。ここでは、一つの多孔質担体上に
各部位を構成することも可能であるが、各部位ごとに最適な担体を選んで使用することも
できる。各部位ごとに材質を変える場合は、各部位が互いに接触するように配置して、溶
液の流れを阻害しないようにする必要がある。各部位の大きさは特に限定されるものでは
なく、この目的を実現するために十分な大きさを有していることが必要であるが、これら
の物質の種類、量、反応時間などに応じて適宜設定することができる。各部位の担体の組
み合わせとしては、第１の部位をガラス繊維膜、第２の部位及び第３の部位をニトロセル
ロース膜、第４の部位を濾紙とするような実施態様が例示できる。また、各部位は、プラ
スチック製シート等からなる支持体上に配置するのが好ましく、そのような装置例が図２
である。図２では、支持体６の上に、第１の部位１、第２の部位２、第３の部位３、およ
び第４の部位４が配置されており、これらが装置５を構成している。
【００４７】
　次に、図３および図４にバイオチップ状の装置を例示する。第１の部位１、第２の部位
２、第３の部位３及び第４の部位４は、それぞれの部位が微小な空間で構成され、それぞ
れ、流路を介して、又は流路を介さないで直接、直列に連結されている。図３～５におい
ては、微小流路３１で繋がった構成としている。第１の部位に提供された試料溶液又はそ
の一部は、順次送液され、第２の部位を通り、さらに第３の部位を通って第４の部位に到
達する。次の部位へ移る反応液の量を調節又は計量するために、第１の部位、第２の部位
、第３の部位および第４の部位の各間には、容積０．５～１．５μＬの計量部を設けるこ
ともできる。固定手段が微粒子４１である場合には、第３の部位３と第４の部位４とが固
定手段を通過させないチャネル部３２で分離されている。ここで、第２の部位と第３の部
位との間にもまた、チャネル部３２と同様の構成物を設けることが好ましい。第１の部位
、第２の部位及び第４の部位の隣接部には、反応に必要な試薬等を保持する部位（抗体保
持部４２、基質保持部４３）を設置することもできる。この各部位と抗体保持部及び／又
は基質保持部は、直列に又は付加的に、流路を介して又は介さないで、連結されている。
基質保持部を設ける場合は、第１の部位等と同様の形状、大きさ等とすることができる。
これにより、試薬類を、基質保持部に予め又はその使用直前に、保持させることができる
。各部位を連結する流路の形状、大きさ等は特に限定されるものでなく、例えば、断面積
が０．０１μｍ2～１００ｍｍ2程度、長さが１μｍ～１００ｍｍ程度のものが挙げられる
。
【００４８】
　第１の部位は、他の部位とは別個の空間として規定され、その大きさは１０-2～１０3

ｍｍ3程度が好ましい。また、形状は混合目的に適切なものであれば特に限定されるもの
ではないく、平面及び断面形状ともに、例えば、四角形、台形等の多角形及びこれらの角
部分が丸みを帯びた形状、円形又は左右非対称の不均一形等どのような形状であってもよ
い。第１の部位又はその隣接部には、外部から試料溶液を注入する注入口３３が形成され
ている。第１の部位には、予め、第1抗体を保持させてもよい。また、第１の部位の隣接
部に抗体保持部を設置する場合、その抗体保持部は、上述した試料溶液を注入する注入口
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の代わりに又は注入口に加えて形成されていてもよい。この抗体保持部は、例えば、第１
の部位等と同様の形状、大きさ等とすることができる。
【００４９】
　第２の部位は、他の部位とは別個の空間として規定され、その大きさは１０-2～１０3

ｍｍ3程度が好ましい。また、その形状は、第１の部位と同様に、種々の形態に設定する
ことができる。また、第２の部位に予め、第２抗体を保持させても良い。或いは、第２の
部位の隣接部に抗体保持部を設置し、第２抗体を保持させてもよい。この抗体保持部は、
例えば、第２の部位等と同様の形状、大きさ等とすることができる。
【００５０】
　第３の部位は、他の部位とは別個の空間として規定され、固定手段をその内部に含んで
いる。したがって、第３の部位は、固定手段を保持するための十分な空間を有しているこ
とが必要であるが、固定手段の種類、量等に応じて適宜設定することができる。例えば、
１０-2～１０3ｍｍ3程度が好ましい。また、その形状は、第１の部位又は第２の部位と同
様に、種々の形態に設定することができる。
【００５１】
　固定手段は、第３の部位内に収納され、微粒子状のものを使用するのが好ましく、その
直径は、１０μｍ～１ｍｍ程度のものが好ましい。
【００５２】
　チャネル部は、第３の部位内に存在する固定手段の径よりも小さい径を有するのが好ま
しい。ここで、「径」とは、固定手段及び／又はチャネル部の形状によって、幅、高さ、
長さ等とすることができるが、固定手段の「径」においては固定手段１単位における最大
の長さ（幅）、チャネル部の「径」においてはチャネル部の断面における最小の長さ（幅
）であることが適当である。つまり、チャネル部は、第３の部位に存在する固定手段を、
第３の部位内にのみ止めるために、第３の部位の出口（好ましくは入口にも）に、固定手
段を通過させない機能又は形状を与えている。なお、チャネル部が流路自体である場合は
、例えば、固定手段の径よりも細い径の流路であってもよいし、流路の一部において、１
以上の凸部を形成して、その径を狭める部分を含むものでもよい。
【００５３】
　第４の部位は、他の部位とは別個の空間として規定され、その大きさ及び形状は、検出
方法（手法）、試料溶液の種類及び量等に応じて適宜設定することができる。具体的には
、１０-2～１０3ｍｍ3程度の大きさで、種々の形状に設定することができる。例えば、検
出方法が光学的方法である場合には、第４の部位において、試料溶液、標識物又は基質か
ら生成される生成物に光を照射し、その光を検出し得るように、所定長さの光路を確保す
ることができる形状及び大きさであることが必要である。また、電気化学的方法である場
合には、図５に示すように、第４の部位において、試料溶液を含む溶液の電荷を検出し得
るように、導電性材料による一対の電極５１がこの溶液に接触するように形成されている
ことが必要である。
【００５４】
　ここで、前記一対の電極は、通常、電極として機能することができる材料、大きさ及び
形状であれば特に限定されることはなく、どのようなものでも用いることができる。例え
ば、グラファイト、カーボン、カーボンファブリック等、金、白金、銀、銅、アルミニウ
ム等の金属又は合金、ＳｎＯ2、Ｉｎ2Ｏ3、ＷＯ3、ＴｉＯ2等導電性酸化物等の単層又は
２以上の積層構造が挙げられる。この電極は、導電材料片をバイオチップに貼り付けるか
、一部を埋設するなどして形成してもよいし、導電剤ペーストを用いたスクリーン印刷法
等の印刷法を用いて形成してもよい。
【００５５】
　このように、電気化学的手法を採用することにより、従来の光学的検出装置のような、
大掛かりで高価かつ大型の装置を用いることなく、電流又は電圧等の検出という簡便な方
法によって、被検物質の分析を行うことができる。従って、分析にかかる費用を低減させ
ることができるとともに、より小型のバイオチップ及びより小型で安価な分析装置の使用
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を実現することができる。
【００５６】
　上記バイオチップは、上述した種々の名称で呼ばれている従来のチップと同様の材料で
形成することができる。例えば、ＰＥＴ（ポリエチレンテレフタレート）、ＰＤＭＳ（ポ
リジメチルシロキサン）、ＰＭＭＡ（ポリメチルメタクリレート）、ＰＣ（ポリカーボネ
イト）、ＰＰ（ポリプロピレン）、ＰＳ（ポリスチレン）、ＰＶＣ（ポリ塩化ビニル）、
ポリエチレン、ポリシロキサン、アリルエステル樹脂、シクロオレフィンポリマーなどの
有機化合物、或いは、ゼオノア、シリコン、石英、ガラス、セラミック等の無機化合物等
が挙げられる。
【００５７】
　このバイオチップは、例えば、一方又は双方に凹部による種々の形状のパターンを有す
る第１基板と第２基板とを、例えば、溶着、接着剤、超音波処理等によって、貼り合わせ
ることによって簡便に製造することができる。具体的には、所望の第１～第４の部位、保
持部、流路等に対応する形状を有する金型を準備する。この金型は、機械的加工により形
成することができる。次に、この金型に、樹脂をモールド等して各部位の形状が転写され
た基板を得る。最後に、この基板を、パターン同士が対向するように、２枚張り合わせる
。なお、第１～第４の部位、保持部、流路等に対応するパターンを有する基板を一方のみ
とし、他方を平板基板としてもよい。また、金型を用いたモールディングに代えて、射出
成型法又はインプリント法等を利用してもよい。さらに、平板基板の一方又は双方に、フ
ォトリソグラフィー工程、機械的加工等を直接施して、第１～第４の部位、保持部、流路
等に対応するパターンが転写された基板を得てもよい。なお、本発明のバイオチップは、
その取り扱い（例えば、試料等の導入、混合、撹拌、試料等の移行、検出など）を手動で
行っても、機械的に行ってもよいし、一部のみ機械的に行ってもよい。例えば、撹拌及び
混合、試料等の移行は、ポンプを利用する方法、振動又は遠心力を利用する方法を用いる
ことができる。
【実施例】
【００５８】
　以下に、本発明の実施例を挙げて、本発明について更に詳細に説明する。しかしながら
、本発明は、これら実施例に限定されるものではない。
【００５９】
１．ビオチン標識抗イディオタイプ抗体の作製
（１）免疫源の作製
　市販の抗ヒトＣＲＰマウスモノクローナル抗体（オリエンタル酵母製）５ｍｇとＫＬＨ
 (メルク製)４ｍｇを含む０.１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ６.７）２ｍＬにグルタルアルデヒ
ド（７０％）３μＬ添加して、室温で１時間反応させた。反応後、ＰＢＳ緩衝液で透析し
て免疫源とした。
【００６０】
（２）免疫化
　上記免疫原の０.５ｍｇ／ｍＬ溶液１ｍＬと完全フロイントアジュバント１ｍＬとを混
合して乳化したものを８週令のBALB/cマウスに２００μＬ腹腔内投与した。その後２週間
おきに３回、上記免疫原－不完全フロイントアジュバント等量混合乳化液２００μＬを腹
腔内投与した。更に、３回目の投与から２週間後に、上記０.５ｍｇ／ｍＬの免疫原１０
０μＬを静脈注射した。
【００６１】
（３）脾細胞の細胞融合
　３日後、上記マウスから脾臓を摘出し、脾細胞をＤＭＥＭ培地に懸濁し、洗浄を行った
。一方、マウスミエローマ細胞株P3X63Ag8（大日本製薬製）を、細胞融合に合わせて対数
増殖期になるように培養し、遠心分離により集めた。細胞融合はＰＥＧ法（ＰＥＧ４００
０）を用いて実施した。
【００６２】
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（４）ハイブリドーマの作製とスクリーニング
　ハイブリドーマは、１０％ＦＣＳ入りＤＭＥＭ培地とＨＡＴ培地により培養し、以下の
方法によりスクリーニングした。ハイブリドーマ培養上清の一次スクリーニングは、固相
抗原として抗ヒトＣＲＰマウスモノクローナル抗体からペプシン消化して得た精製Ｆ（ａ
ｂ’）２フラグメント、二次抗体として市販のＨＲＰ標識ヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｆｃ）抗
体（ＩＣＮ社製）を用いたサンドイッチＥＬＩＳＡ法により実施した。さらに、二次スク
リーニングとして上記固相抗原にＣＲＰをあらかじめ反応させて同様に操作することによ
り、ＣＲＰにより結合阻害を起こすタイプかどうか判定した。陽性ウェルのクローニング
とスクリーニングの結果、抗ヒトＣＲＰモノクローナル抗体を特異的に認識し、さらにＣ
ＲＰにより結合阻害を起こす抗体を産生するハイブリドーマとして、13Dと14Aの２クロー
ンを得た。
【００６３】
（５）抗体の調製
　上記で得られたハイブリドーマ細胞株のうち、13Dを拡大培養して抗イディオタイプ抗
体の採取を行った。培養上清の精製は、プロテインＡカラム（アマシャム バイオサイエ
ンス製）により実施した。
【００６４】
（６）ビオチン標識体の作製
　ＮＨＳ－Ｂｉｏｔｉｎ（Pierce社製）を用い、プロトコールに従って（５）で得た抗体
のビオチン標識を実施した。なお、未反応のビオチン化試薬はゲル濾過により除去した。
【００６５】
 ２．ＨＲＰ標識抗ヒトＣＲＰ抗体の作製
（１）ペプシン消化
　０.１Ｍ酢酸緩衝液（ｐＨ４.０）１ｍＬに抗ヒトＣＲＰマウスモノクローナル抗体５ｍ
ｇとペプシン（シグマ アルドリッチ製）０.３ｍｇを混合し、３７℃で２４時間反応させ
た。反応後、ゲル濾過にて精製し、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントを１.８ｍｇ得た。なお
、抗ヒトＣＲＰマウスモノクローナル抗体は、前記同様の市販品を使用した。
【００６６】
（２）還元
　Ｆ（ａｂ’）２フラグメント溶液は、限外濾過膜により５ｍＭ ＥＤＴＡを含む０.１Ｍ
リン酸緩衝液（ｐＨ６.５）に置換した。この抗体液に０.１Ｍシステアミン溶液を加えて
３７℃で２時間反応させた。反応後、ゲル濾過にて精製し、Ｆ（ａｂ’）フラグメントを
１.０ｍｇ得た。
【００６７】
（３）ＨＲＰのマレイミド化
　西洋ワサビパーオキシダーゼ（ＨＲＰ、ロシュ・ダイアグノスティックス製）５ｍｇを
０.１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７.０）７５０μＬに溶解した。ＤＭＦ１２０μＬに４－（Ｎ
－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボン酸－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド
エステル（ジーベンケミカル東京）２ｍｇを溶解し、ＨＲＰ溶液に７５μＬ加えて、３０
℃で１時間反応させた。反応後、ゲル濾過にて精製し、マレイミド化ＨＲＰを２.６ｍｇ
得た。
【００６８】
（４）コンジュゲートの調製
　Ｆ（ａｂ’）フラグメント１．０ｍｇとマレイミド化ＨＲＰ１．０ｍｇを混合し、冷蔵
で２４時間反応させた。反応後、ゲル濾過にて精製し濃縮操作後、１.２ｍｇ／ｍＬのＨ
ＲＰ標識抗ヒトＣＲＰ抗体液を得た。
【００６９】
実施例１　テストストリップ状のＣＲＰ測定装置の作製
（１）標識エリア用濾紙（第１の部位）の調製
　ＰＢＳ緩衝液１０ｍＬでＢＳＡ１０ｍｇ、グルコース１０ｍｇを溶解させた。次に、こ
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の溶液で実施例２で作製したＨＲＰ標識抗ヒトＣＲＰ抗体を５０００倍希釈した。さらに
この溶液に濾紙（ワットマンジャパン製）を含浸させて乾燥後、１２ｍｍ×５ｍｍに裁断
した。
【００７０】
（２）ビオチン標識抗体含有濾紙（第２の部位）の調製
　ＰＢＳ緩衝液１０ｍＬにＢＳＡ１０ｍｇ、ショ糖１０ｍｇを溶解させた。次に、この溶
液を用いて実施例１で作製したビオチン標識抗イディオタイプ抗体の20μg/mL溶液を調製
した。さらにこの溶液に濾紙（ワットマンジャパン製）を含浸させて乾燥後、１０ｍｍ×
５ｍｍに裁断した。
【００７１】
（３）捕捉エリア用メンブレン（第３の部位）の調製
　ＰＢＳ緩衝液でアビジン1mg/mL溶液を調製した。次に、この溶液に１５ｍｍ×１５０ｍ
ｍに裁断したハイフローメンブレン（ミリポア製）を含浸させて乾燥させた。さらに、３
ｍｇ／ｍＬカゼイン溶液に入れて３０分放置後、取り出して乾燥し、１５ｍｍ×５ｍｍに
裁断した。
【００７２】
（４）検出エリア用濾紙（第４の部位）の調製
　TMBZ ５ｍｇ、ピラノースオキシダーゼ３０単位をＰＢＳ緩衝液１ｍＬに溶解した。こ
の溶液に濾紙（ワットマンジャパン製）を含浸させて乾燥後、７ｍｍ×５ｍｍに裁断した
。
【００７３】
（５）試験片の組み立て
　支持体であるプラスチック板（６０ｍｍ×５ｍｍ）に上端から２５ｍｍ幅で両面粘着テ
ープを貼った。次に、このプラスチック版の上端を５ｍｍほど空けて上記（３）のメンブ
レンを貼り付けて固定した。次に、（３）のメンブレンの上端と２ｍｍほど重なり合うよ
うに（４）の濾紙を貼り付けて固定した。さらに、（３）のメンブレンの下端が２ｍｍほ
ど重なり合うように（２）の濾紙を貼り付けて固定した。さらに、（２）の濾紙の下端が
２ｍｍほど重なり合うように（１）の濾紙を貼り付けて固定した。
【００７４】
試験例１　テストストリップ状の装置を用いたＣＲＰ定量測定
　０、７.５、１５、３０、６０、１２０ｎｇ／ｍＬのＣＲＰを含有する溶液を検体とし
て用いた。実施例３で作製した試験片の第1の部位に、検体３０μＬを添加して反応を開
始し、５分後に色差計により第４の部位の６９０ｎｍにおける反射率を測定した。得られ
た反射率とヒトＣＲＰの濃度との関係を示す検量線を図６に示した。これによれば、低濃
度から良好な検量線を示しており、ＣＲＰが定量可能であることが判明した。
【００７５】
実施例２　バイオチップ状のＣＲＰ測定装置の作製
　バイオチップの作製は、一方に凹部により、第１の部位、第２の部位、第３の部位およ
び第４の部位を直列に配設し、第３の部位と第４の部位との間には、チャネルを設けた形
状のパターンを有する第１基板と第２基板とを貼り合わせることによって行った。第１の
部位、第２の部位、第３の部位および第４の部位の各間には、容積０．５～１．５μＬの
計量部を設けた。
【００７６】
　第１の部位は、５０ｍｍ2（平面積）×１ｍｍ（深さ）程度の空間とした。第１抗体と
しては、実施例２で作製したＨＲＰ標識抗ヒトＣＲＰ抗体液０．０５ｍｇ／ｍＬ溶液を１
０μＬ注入した。
【００７７】
　第２の部位は、５０ｍｍ2（平面積）×１ｍｍ（深さ）程度の空間とした。第２抗体と
しては、実施例１で作製した抗イディオタイプ抗体液４．２ｍｇ／ｄＬ溶液を５μＬ注入
した。
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【００７８】
　第３の部位は、５０ｍｍ2（平面積）×１ｍｍ（深さ）程度の空間とした。その中に、
アビジン固定化セファロースゲル（アビジン結合量10mg/mLゲル）を１０μＬ導入した。
アビジン固定化セファロースゲルの調製は、ＮＨＳ活性化セファロース（アマシャム バ
イオサイエンス製）を使用し、ゲルへのアビジンの固定化方法は供給元の推奨方法に従っ
た。
【００７９】
　第４の部位は、光学的検出として吸光度を測定するために、長さ１００ｍｍ程度で、断
面積が１ｍｍ2程度の形状とした。発色試液としてＳＡＴ－Ｂｌｕｅ（同仁化学研究所製
）を２０μＬ注入した。
【００８０】
　第３の部位と第４の部位との間には、固定手段を通過させないチャネル部を設け、幅を
１００μｍ程度、深さを２００μｍ程度に設定した。また、第１の部位、第２の部位、第
３の部位および第４の部位は、微小流路で直列に繋げた。
【００８１】
試験例２　実施例２のバイオチップ状の装置を用いたＣＲＰ定量測定
　０、２．５、５、７．５、１０ｍｇ／ｄＬのＣＲＰを含有する溶液を検体として用いた
。実施例２で作製したバイオチップの第１の部位に、検体１．５μＬを添加した。次に、
溶液を、第１の部位、第２の部位、第３の部位と順次通過させた。部位間で行う溶液の計
量は一般的に周知の手法を用いた。この際、送液には遠心力を用い、混合は遠心力により
乱流を起こすことにより行った。最後に第４の部位で６７０ｎｍにおける吸光度の変化速
度を測定した。得られた吸光度変化速度とヒトＣＲＰの濃度との関係を示す検量線を図７
に示した。これによれば、低濃度から良好な検量線を示しており、バイオチップでＣＲＰ
が定量可能であることが判明した。
【００８２】
実施例３　電気化学的検出方法を用いたバイオチップ状のＣＲＰ測定装置の作製
　この実施例のバイオチップは、図５に示したように、第４の部位に一対のカーボンブラ
ックによる電極２５を形成し、さらに酸化還元性物質を充填した以外、実施例２のバイオ
チップと同様の構成とした。電極は、長さ１０ｍｍ程度、厚さ１５μｍ程度でカーボンペ
ーストによって形成した。これらの電極はバイオチップを構成する下部基板の第４の部位
に対応する位置に配置した。下部基板上に上部基板を貼り合わせると、電極の一部はバイ
オチップ内側に位置し、かつ一部は露出するように設計された。また、第４の部位にはＳ
ＡＴ－Ｂｌｕｅの代わりに、基質として、５ｍＭの過酸化水素と、３ｍＭのフェロセンを
注入した。
【００８３】
試験例３　実施例３のバイオチップ状の装置を用いたＣＲＰ定量測定
　このバイオチップにＣＲＰを含む検体１．５μＬを添加し、第１の部位、第２の部位、
第３の部位と順次送液させた。第４の部位では、フェロセンを、標識物である酵素によっ
てフェリシニウムイオン（Ｆｃ+）に変換し、さらにこれを電極上で還元するという酸化
還元反応を行わせることにより、その際に生じる電流値を測定した。この電流値は、ＣＲ
Ｐと標識抗体との複合体の濃度に比例した値となり、ＣＲＰを定量的に測定することがで
きた。
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