
(57)【要約】
【課題】抗原、例えば、 BSEの異常プリオンタンパク質である抗原を、その場（オンサイ
ド）診断で検出するための方法及びそのための小型化した装置を提供すること。
【解決手段】酵素免疫測定法により抗原を検出するに際し、酵素反応により分解されると
電気化学的に活性化される基質を用い、この活性化基質の電気化学的応答を測定すること
からなる抗原の電気化学的抗原検出法と、それに用いる装置である。この装置は、酵素免
疫測定法を実行するための手段と、酵素免疫測定法において形成された酵素反応産物の応
答を電気化学的に測定する手段、例えば、ボルタンメトリーやアンペロメトリーからなる
手段とを含むものである。
【選択図】なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
酵 素 免 疫 測 定 法 に よ り 抗 原 を 検 出 す る に 際 し 、 酵 素 反 応 に よ り 分 解 さ れ る と 電 気 化 学 的 に
活 性 化 さ れ る 基 質 を 用 い 、 該 活 性 化 基 質 の 電 気 化 学 的 応 答 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 電
気 化 学 的 抗 原 検 出 法 。
【 請 求 項 ２ 】
抗 原 が 異 常 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 電 気 化 学 的 抗 原 検 出 法 。
【 請 求 項 ３ 】
活 性 化 基 質 の 電 気 化 学 的 応 答 の 測 定 が 、 ボ ル タ ン メ ト リ ー 又 は ア ン ペ ロ メ ト リ ー に よ る も
の で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 電 気 化 学 的 抗 原 検 出 法 。
【 請 求 項 ４ 】
酵 素 免 疫 測 定 法 を 実 行 す る た め の 手 段 と 、 酵 素 免 疫 測 定 法 に お い て 形 成 さ れ た 酵 素 反 応 産
物 の 応 答 を 電 気 化 学 的 に 測 定 す る 手 段 と か ら な る 抗 原 検 出 装 置 。
【 請 求 項 ５ 】
酵 素 反 応 産 物 の 応 答 を 電 気 化 学 的 に 測 定 す る 手 段 が 、 ボ ル タ ン メ ト リ ー 又 は ア ン ペ ロ メ ト
リ ー で あ る 請 求 項 ４ 記 載 の 抗 原 検 出 装 置 。
【 請 求 項 ６ 】
電 気 化 学 的 に 抗 原 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 検 出 チ ッ プ で あ っ て 、 試 料 注 入 部 、 試 薬 注
入 部 、 洗 浄 液 注 入 部 、 反 応 部 、 検 出 部 及 び 廃 液 部 と 、 こ れ ら を 連 結 す る マ イ ク ロ 流 路 か ら
構 成 さ れ た 検 出 チ ッ プ 。
 
 
 
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Enzyme Immunoassay、 EIA） を 用 い て 抗 原 を 電 気 化 学 的 に 検
出 す る 方 法 、 特 に 、 と 畜 牛 の BSE診 断 に お い て 重 要 な 、 異 常 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を 電 気 化
学 的 手 法 に よ り 迅 速 に 検 出 す る 方 法 と そ れ に 用 い る 装 置 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
酵 素 免 疫 測 定 法 （ EIA） は 、 抗 原 抗 体 反 応 に お い て 、 酵 素 の 発 色 を 利 用 し て 抗 原 や そ の 他
の 物 質 （ 以 下 、 本 発 明 で は ま と め て 抗 原 と い う ） を 検 出 ・ 測 定 す る 方 法 と し て 広 く 知 ら れ
て い る 。 EIA法 の う ち プ レ ー ト 等 に 抗 体 を 固 定 し た 方 法 を 、 ELISA法 （ Enzyme Linked Immu
no Sorbent Assay、 固 相 酵 素 免 疫 測 定 法 ） と い う が 、 ELISA法 は 、 例 え ば 、 近 年 問 題 と な
っ て い る 狂 牛 病 又 は 牛 海 綿 状 脳 症 (Bovine Spongiform Encephalopathy、 以 下 BSEと い う )
の 検 査 に も 適 用 さ れ て い る 。 こ の BSEは 伝 染 性 海 綿 状 脳 症 (Transmissible Spongiform Enc
ephalopathy)と い う 病 気 の 一 種 で あ り 、 こ れ に 罹 っ た 牛 の 脳 組 織 は 、 ス ポ ン ジ 状 の 変 化 を
起 こ す 。 そ し て 、 結 果 と し て 、 起 立 不 能 等 の 症 状 を 示 す 遅 発 性 か つ 悪 性 の 中 枢 神 経 系 の 疾
病 を 発 症 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
BSEを 発 症 し た 牛 の 脳 組 織 か ら は 、 プ リ オ ン と 呼 ば れ る タ ン パ ク 質 の 構 造 変 化 が 観 察 さ れ
る 。 BSE発 症 牛 に お い て 特 異 的 に み ら れ る 、 構 造 変 化 し た プ リ オ ン タ ン パ ク 質 は 異 常 プ リ
オ ン タ ン パ ク 質 と 呼 ば れ 、 BSE診 断 に お け る マ ー カ ー （ 検 査 指 標 ） と し て 用 い ら れ て い る
。 従 来 の BSE診 断 は 、 一 般 的 に 、 蛍 光 を 利 用 し た ELISA法 に よ り 行 わ れ て い る （ 例 え ば 、 非
特 許 文 献 １ 、 ２ 参 照 ） 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 G. Safar, et. al., Nature Biotechnology, 20, 1147-1150 (2002)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 A. Warsinke, A. Benkert, F. W. Scheller, Fresenius J Anal Chem, 
366,622 (2000)
【 ０ ０ ０ ４ 】
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国 内 の 食 肉 加 工 の 現 場 で は 、 先 ず 、 と 畜 牛 は 各 自 治 体 の 動 物 検 査 場 に 集 め ら れ 、 そ こ で と
畜 牛 か ら 延 髄 組 織 を 取 り 出 し 、 そ れ を 懸 濁 し た サ ン プ ル を ELISA法 に よ っ て 検 査 し て い る
。 そ し て 、 検 査 で 陰 性 と さ れ た と 畜 牛 の み が 、 食 肉 用 等 と し て 出 荷 さ れ る 。 こ の よ う に 、
BSE検 査 は 食 用 肉 の 安 全 性 に 関 わ る も の で あ り 、 畜 産 農 家 に と っ て 、 牛 の 飼 育 管 理 は 非 常
に 重 要 に な る 。 こ の 観 点 か ら 、 と 畜 前 の 生 き た 牛 の 状 態 で 定 期 的 検 査 で き る 手 法 が 望 ま れ
て い る 。 し か し な が ら 、 BSE検 査 は 、 と 畜 後 に の み 可 能 で あ る の が 現 状 で あ る 。 こ れ は 検
査 標 的 で あ る 異 常 プ リ オ ン が 、 脳 や 脊 髄 な ど の 中 枢 神 経 系 に 集 ま り や す い た め で あ り 、 血
液 や 尿 と い っ た サ ン プ ル 中 の 異 常 プ リ オ ン の 量 が 少 な い た め で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
こ れ ら の 背 景 か ら 、 と 畜 前 診 断 を 可 能 と す る こ と を 目 的 と し て 、 血 液 や 尿 か ら 異 常 プ リ オ
ン を 濃 縮 す る リ ン タ ン グ ス テ ン 酸 沈 澱 法 （ 非 特 許 文 献 ３ )や 、 異 常 プ リ オ ン を 増 幅 す る PMC
A法 （ 非 特 許 文 献 ４ ） 等 が 研 究 さ れ て い る 。 こ れ ら の 手 法 が 完 成 す れ ば 、 と 畜 前 診 断 が 可
能 と な る と 期 待 さ れ る 。
【 非 特 許 文 献 ３ 】 J. Castilla, et. al., Nature Medicine, 11, 982-985 (2005),
【 非 特 許 文 献 ４ 】 G. P. Saborio, et. al., Nature, 411, 810-813 (2001)
【 ０ ０ ０ ６ 】
一 方 、 ELISA法 を 含 む EIA法 自 体 は 臨 床 検 査 に お い て 一 般 化 は し て い る が 、 専 用 の 分 析 装 置
は 高 価 ・ 大 型 で あ る た め 、 そ の 場 （ オ ン サ イ ド ） 診 断 を 行 う 目 的 と し て は 適 し て い な い と
い う 問 題 も あ る 。 以 上 の よ う な 状 況 か ら 、 例 え ば 、 と 畜 前 診 断 の た め に 畜 産 農 家 が 導 入 可
能 な 、 小 型 ・ 簡 便 で 安 価 な 測 定 装 置 と し て は 、 未 だ 開 発 さ れ た も の は 存 在 し な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 発 明 の 課 題 は 、 通 常 の EIA法 に 電 気 化 学 的 検 出 法 を 導 入 し 、 抗 原 、 例 え ば 、 BSEの 異 常 プ
リ オ ン タ ン パ ク 質 で あ る 抗 原 を 、 そ の 場 （ オ ン サ イ ド ） 診 断 で 検 出 す る た め の 簡 易 な 方 法
、 及 び そ の た め に 小 型 化 及 び 低 価 格 化 し た 装 置 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 は 、 酵 素 免 疫 測 定 法 に よ り 抗 原 、 例 え ば 、 異 常 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を 検 出 す る に 際
し 、 酵 素 反 応 に よ り 分 解 さ れ る と 電 気 化 学 的 に 活 性 化 さ れ る 基 質 を 用 い 、 こ の 活 性 化 基 質
の 電 気 化 学 的 応 答 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 電 気 化 学 的 抗 原 検 出 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 前 記 検 出 方 法 を 実 施 す る た め の 装 置 、 即 ち 、 酵 素 免 疫 測 定 法 を 実 行 す る た
め の 手 段 と 、 酵 素 免 疫 測 定 法 に お い て 形 成 さ れ た 酵 素 反 応 産 物 の 応 答 を 電 気 化 学 的 に 測 定
す る 手 段 と か ら な る 抗 原 検 出 装 置 も 含 む も の で あ る 。 こ の 装 置 に お い て 、 酵 素 反 応 産 物 の
応 答 を 電 気 化 学 的 に 測 定 す る 手 段 と し て は 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル パ ル ス ボ ル タ ン メ ト リ ー
等 の ボ ル タ ン メ ト リ ー 又 は ア ン ペ ロ メ ト リ ー が 好 ま し く 採 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
更 に 、 本 発 明 は 、 前 記 検 出 方 法 あ る い は 装 置 の 一 部 と し て 用 い ら れ る 、 電 気 化 学 的 に 抗 原
を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 検 出 チ ッ プ で あ っ て 、 試 料 注 入 部 、 試 薬 注 入 部 、 洗 浄 液 注 入
部 、 反 応 部 、 検 出 部 及 び 廃 液 部 と 、 こ れ ら を 連 結 す る マ イ ク ロ 流 路 か ら 構 成 さ れ た 検 出 チ
ッ プ を も 含 む も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 は 、 測 定 手 法 に 電 気 化 学 を 採 用 す る こ と で 装 置 の 小 型 化 を 可 能 と し 、 臨 床 診 断 を そ
の 場 （ オ ン サ イ ド ） で 行 う こ と を 可 能 に す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
酵 素 免 疫 測 定 法 （ EIA） に は 、 直 接 法 、 間 接 法 、 競 合 法 、 サ ン ド イ ッ チ 法 、 そ の 他 の 変 法
な ど 多 く の 方 法 が 知 ら れ て い る 。 厳 密 に は 、 EIA法 の う ち プ レ ー ト 等 に 抗 体 を 固 定 し た 方
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法 を 、 ELISA法 （ Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay、 固 相 酵 素 免 疫 測 定 法 ） と い う が
、 ELISA法 は 、 抗 原 を ２ 種 類 の 抗 体 で 挟 み 込 み 定 量 す る サ ン ド イ ッ チ 法 と 同 義 に 使 わ れ る
場 合 も あ る 。 EIA法 は 、 免 疫 反 応 即 ち 抗 原 抗 体 反 応 と 、 酵 素 基 質 反 応 の 二 つ を 組 み 合 わ せ
た も の で あ る 。 即 ち 、 抗 原 抗 体 反 応 で 捕 捉 さ れ た 抗 原 を 、 酵 素 と 発 色 基 質 に よ る 発 色 反 応
を 利 用 し て 検 出 す る 。 こ の 際 、 二 つ の 反 応 を 関 連 付 け る た め の 手 段 と し て 、 抗 体 酵 素 複 合
体 を 用 い る サ ン ド イ ッ チ 法 等 の 方 法 と 、 抗 原 酵 素 複 合 体 を 用 い る い わ ゆ る 競 合 法 が あ る 。
本 発 明 に お い て 酵 素 免 疫 測 定 法 と は 、 上 記 全 て の 方 法 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
通 常 の EIA法 に お い て は 、 酵 素 と 発 色 基 質 に よ る 発 色 反 応 を 起 こ さ せ る た め に は 、 発 色 基
質 と し て 蛍 光 等 の 発 色 物 質 が 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 標 識 し た 抗
体 の 場 合 、 基 質 と し て の p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 を 作 用 さ せ る と 、 p-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル が
遊 離 し 発 色 す る の で 、 ４ ０ ５ ｎ ｍ の 波 長 を 吸 光 度 計 で 測 定 し 発 色 量 を 求 め る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
こ れ に 対 し 、 本 発 明 は 、 上 記 酵 素 基 質 反 応 を 、 従 来 の EIA法 に お け る 酵 素 と 発 色 基 質 に よ
る 発 色 反 応 を 利 用 す る 方 法 に 替 え て 、 電 気 化 学 的 変 化 を 利 用 し て 測 定 す る こ と に 特 徴 が あ
る 。 即 ち 、 本 発 明 は 、 抗 原 、 例 え ば 、 異 常 プ リ オ ン で あ る 抗 原 を 、 酵 素 免 疫 測 定 法 に よ り
検 出 す る に 際 し 、 酵 素 反 応 に よ り 分 解 さ れ る と 電 気 化 学 的 に 活 性 化 さ れ る 基 質 を 用 い 、 こ
の 活 性 化 さ れ た 基 質 の 電 気 化 学 的 応 答 を 測 定 し て 、 間 接 的 に 抗 原 を 検 出 ・ 測 定 す る も の で
あ る 。 EIA法 に お い て 、 酵 素 反 応 に よ り 分 解 さ れ る と 電 気 化 学 的 に 活 性 化 さ れ る 基 質 と し
て は 何 で も 良 い 。 ま た 、 電 気 化 学 的 応 答 を 測 定 す る 方 法 に つ い て も 特 に 制 限 は な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の 手 法 を 、 い わ ゆ る サ ン ド イ ッ チ 法 を 例 に し て 説 明 す る と 次 の 通 り に な る 。 （ １ ）
プ リ オ ン 抗 体 を 固 定 化 す る (プ リ オ ン 抗 体 の 固 相 化 、 チ ッ プ 化 )。 用 い る 固 相 は 一 般 的 に EL
ISA法 で 用 い ら れ て い る も の で 良 く 、 例 え ば 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ ス チ レ ン 、 金 薄 膜 が
挙 げ ら れ る 。 （ ２ ） 固 相 化 プ リ オ ン 抗 体 に よ っ て 検 体 中 の プ リ オ ン を 捕 捉 す る 。 （ ３ ） 酵
素 標 識 プ リ オ ン 抗 体 、 即 ち 、 （ １ ） の プ リ オ ン 抗 体 と は 認 識 部 位 が 異 な っ て い る 二 次 抗 体
を プ リ オ ン に 結 合 さ せ 、 次 い で 、 基 質 と 酵 素 標 識 抗 体 中 の 酵 素 を 反 応 さ せ る 。 か か る 反 応
の 結 果 、 基 質 は 構 造 的 に 変 化 し て 酵 素 反 応 産 物 を 形 成 し 、 そ の 変 化 に 際 し て 電 気 シ グ ナ ル
が 発 生 す る 。 （ ４ ） 酵 素 反 応 産 物 の 応 答 を 電 気 化 学 的 に 測 定 す る 。 例 え ば 、 酵 素 反 応 産 物
の 電 気 化 学 的 応 答 を 、 電 圧 や 電 流 の 変 化 と し て 検 出 す る 。 電 気 化 学 的 な 測 定 法 と し て は 、
特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 各 種 ア ン ペ ロ メ ト リ ー や ボ ル タ ン メ ト リ ー が 好 適 で あ る
。
【 ０ ０ １ ６ 】
ア ン ペ ロ メ ト リ ー は 、 電 位 ス テ ッ プ に 対 し て 電 極 に 流 れ る 電 流 を 時 間 に 対 し て 測 定 、 解 析
す る 手 法 で あ り 、 溶 液 中 の 電 気 化 学 活 性 種 の 定 量 分 析 に 、 広 く 用 い ら れ て い る 方 法 で あ る
。 ボ ル タ ン メ ト リ ー は 、 電 極 電 位 を 変 化 さ せ た 時 の 応 答 電 流 を 測 定 す る 手 法 と し て 、 広 く
用 い ら れ て い る 。 電 極 電 位 を 直 線 的 に 変 化 さ せ る サ イ ク リ ッ ク ボ ル タ ン メ ト リ ー や 、 パ ル
ス に よ り 変 化 さ せ る パ ル ス ボ ル タ ン メ ト リ ー が あ る 。 得 ら れ る 応 答 電 流 値 は 、 溶 液 中 の 電
気 化 学 活 性 種 の 濃 度 に 依 存 す る 。 本 発 明 に お い て は 、 こ の よ う な 公 知 の 電 気 化 学 的 方 法 ・
手 段 を 用 い て 、 溶 液 中 に 生 成 し た 活 性 化 基 質 の 電 気 化 学 的 応 答 を 測 定 し 、 元 の 抗 原 の 定 性
あ る い は 定 量 分 析 を 行 う も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の EIA法 に お け る 酵 素 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 例 え ば 、 ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ が 好 適 で あ る 。 本 発 明 で 用 い ら れ る 基 質
も 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 例 え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 用 基 質 と し て は 、 p-
ア ミ ノ フ ェ ニ ル リ ン 酸 や p-ア ミ ノ ナ フ チ ル リ ン 酸 が 好 ま し く 、 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 用 基 質 と し て は 、 o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン が 好 ま し い 。 こ れ ら 化 合 物 は 、 酵 素 と の 反 応 で
、 電 気 化 学 測 定 に 好 ま し い 構 造 の 酵 素 反 応 産 物 に 変 化 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 の 上 記 検 出 方 法 に お い て は 、 も う 一 つ の 本 発 明 で あ る 、 酵 素 免 疫 測 定 法 を 実 行 す る
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た め の 手 段 と 、 酵 素 免 疫 測 定 法 に お い て 形 成 さ れ た 酵 素 反 応 産 物 の 応 答 を 電 気 化 学 的 に 測
定 す る 手 段 と か ら な る 抗 原 検 出 装 置 が 用 い ら れ る 。 酵 素 免 疫 測 定 法 を 実 行 す る た め の 手 段
と し て は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 例 え ば 、 ELISA法 を 実 行 す る た め の 器 具 や キ ッ
ト の 組 み 合 わ せ が 挙 げ ら れ る 。 酵 素 反 応 産 物 の 応 答 を 電 気 化 学 的 に 測 定 す る 手 段 も 、 特 に
限 定 さ れ る も の で は な い が 、 好 ま し い の は 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル パ ル ス ボ ル タ ン メ ト リ ー
等 の パ ル ス ボ ル タ ン メ ト リ ー 又 は ア ン ペ ロ メ ト リ ー で あ る 。 例 え ば 、 市 販 の ボ ル タ ン メ ト
リ ー 装 置 や ア ン ペ ロ メ ト リ ー の 装 置 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
前 記 本 発 明 の 検 出 方 法 又 は 検 出 装 置 に お い て 、 酵 素 免 疫 測 定 と 酵 素 反 応 産 物 の 応 答 の 測 定
の た め に 使 用 す る 器 具 と し て 、 本 発 明 の も う 一 つ の 発 明 で あ る 検 出 チ ッ プ 、 即 ち 、 試 料 注
入 部 、 試 薬 注 入 部 、 洗 浄 液 注 入 部 、 反 応 部 、 検 出 部 及 び 廃 液 部 と 、 こ れ ら を 連 結 す る マ イ
ク ロ 流 路 か ら 構 成 さ れ た 検 出 チ ッ プ を 用 い る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 の 検 出 チ ッ プ は 、 一 つ の 、 例 え ば 、 名 刺 大 の プ ラ ス チ ッ ク の 板 に 、 そ れ ぞ れ が 小 さ
な 溝 あ る い は 凹 部 か ら な る 試 料 注 入 部 、 試 薬 注 入 部 、 洗 浄 液 注 入 部 、 反 応 部 、 検 出 部 及 び
廃 液 部 と 、 こ れ ら を 連 結 す る マ イ ク ロ 流 路 を 形 成 し た も の で あ る 。 凹 部 の 底 は 、 抗 体 の 固
定 化 や 電 気 化 学 的 測 定 を 考 慮 し て 、 例 え ば 、 金 の 薄 膜 を 付 与 す る の が 好 ま し い 。 試 料 注 入
部 は サ ン プ ル を 注 入 す る 部 分 で あ り 、 試 薬 注 入 部 は 抗 体 や 化 合 物 溶 液 を 注 入 す る 部 分 で あ
り 、 洗 浄 液 注 入 部 は 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 等 を 注 入 す る 部 分 で あ る 。 反 応 部 は サ ン プ ル 中 の 抗 原
を 捕 捉 し 、 抗 原 -抗 体 反 応 、 酵 素 反 応 を 行 う 部 分 で あ る 。 次 い で 反 応 液 は 検 出 部 へ 運 ば れ
、 こ こ で 電 気 化 学 シ グ ナ ル が 検 出 さ れ る 。 最 終 的 に 、 反 応 液 等 は 廃 液 部 に 流 入 し 貯 め ら れ
る 。 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ２ １ 】
［ プ リ オ ン モ デ ル タ ン パ ク 質 を 用 い た 検 討 と そ の 検 出 感 度 ］
プ リ オ ン モ デ ル タ ン パ ク 質 と し て 、 マ ウ ス プ リ オ ン の 121番 目 か ら 231番 目 ま で の ア ミ ノ 酸
が 連 結 し た ポ リ ペ プ チ ド を 、 大 腸 菌 か ら 組 み 換 え タ ン パ ク 質 と し て 調 製 し 、 こ れ を モ デ ル
タ ン パ ク 質 と し た (以 下 PrP121-231と 略 記 す る 、 M. R. Scott, et. al.,
Protein Science, 1, 986-997 (1992)参 照 )。 こ の PrP121-231を 、 10μ g/ml
炭 酸 バ ッ フ ァ ー (pH
9.0)溶 液 と し て 調 製 し 、 こ の 溶 液 を 96穴 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 100μ lず つ 添 加 し て 、 37℃
で 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
そ の 後 、 50mM Trisバ ッ フ ァ ー (pH7.4)300μ lで 三 回 洗 浄 し た 。 プ リ オ ン 抗 体 (マ ウ ス IgG1)
を 20mM Trisバ ッ フ ァ ー (pH 7.4)溶 液 で 0.2 ng/ml、 1 ng/ml、 20 ng/ml、 100 ng/ml、 200n
g/ml、 1μ g/mlの 濃 度 に そ れ ぞ れ 調 製 し 、 こ の 溶 液 を 、 洗 浄 後 の 各 ウ ェ ル に 100μ lず つ 添
加 し て 37 ℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 50 mM Trisバ ッ フ ァ ー  (0.05% Tween
-20を 含 む , pH 7.4)300μ lで 三 回 洗 浄 し た 。 抗 マ ウ ス IgG (ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 )
を 0.2μ g/mlの 20 mM Trisバ ッ フ ァ ー  (pH 7.4)溶 液 と し て 調 製 し 、 こ の 溶 液 を 洗 浄 後 の 各
ウ ェ ル に 100μ lず つ 添 加 し て 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
そ の 後 、 50 mM Trisバ ッ フ ァ ー  (0.05% Tween-20を 含 む , pH 7.4)300μ lで 三 回 洗 浄 し た
。 p-ア ミ ノ フ ェ ニ ル リ ン 酸 を 、 50 mM Trisバ ッ フ ァ ー  pH 9.0、 10 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、  
10 mM 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム の 混 合 溶 液 に よ り 0.5 mMの 溶 液 と し て 調 製 し た 。 こ の 溶 液 を 、 洗
浄 後 の 各 ウ ェ ル に 100μ lず つ 添 加 し て 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト
後 、 各 ウ ェ ル 中 の 溶 液 中 に 生 成 ・ 遊 離 し た p-ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル を 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル パ
ル ス ボ ル タ ン メ ト リ ー  (DPV)で 測 定 し た 。 添 加 し た プ リ オ ン 抗 体 の 濃 度 に 対 し て 、 DPV測
定 で 得 ら れ た 電 流 応 答 値 を プ ロ ッ ト し た も の が 図 ２ で あ る 。 濃 度 に 依 存 し て 電 流 値 が 変 化
し て い る こ と が わ か る 。 こ の 図 ２ か ら 、 本 手 法 に よ る 検 出 限 界 は 数 ng/mlで あ り 、 通 常 の E
LISA法 と 同 程 度 の 感 度 を 有 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。
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【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
［ プ リ オ ン 感 染 細 胞 抽 出 液 を サ ン プ ル と し て 用 い た 実 験 結 果 ］
実 サ ン プ ル は 入 手 困 難 で あ る た め 、 プ リ オ ン 病 に 感 染 し た マ ウ ス 神 経 芽 細 胞 腫 細 胞  (Neur
o 2a)の 細 胞 抽 出 液 を 、 サ ン プ ル と し て 用 い て 実 験 を 行 っ た 。 プ リ オ ン 病 非 感 染 の Neuro 2
aの 細 胞 抽 出 液 を 、 対 照 サ ン プ ル と し て 用 い た 。 感 染 、 非 感 染 細 胞 由 来 の 抽 出 物 を そ れ ぞ
れ 96穴 プ レ ー ト に 100μ lず つ 添 加 し 、 室 温 で 終 夜 静 置 し た 。 そ の 後 、 50 mM Trisバ ッ フ ァ
ー  (pH 7.4)300μ lで 三 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
プ リ オ ン 抗 体  (マ ウ ス IgG1)を 20 mM Trisバ ッ フ ァ ー  (pH 7.4)溶 液 で 0.2μ g/mlの 濃 度 に
調 製 し 、 こ の 溶 液 を 洗 浄 後 の 各 ウ ェ ル に 100μ lず つ 添 加 し て 37 ℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 そ の 後 、 50 mM Trisバ ッ フ ァ ー  (0.05% Tween-20を 含 む 、  pH 7.4)300μ lで 三 回
洗 浄 し た 。 抗 マ ウ ス IgG (ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 )を 0.2μ g/mlの 20 mM Trisバ ッ フ
ァ ー  (pH 7.4)溶 液 と し て 調 製 し 、 こ の 溶 液 を 洗 浄 後 の 各 ウ ェ ル に 100μ lず つ 添 加 し て 37
℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
そ の 後 、 50 mM Trisバ ッ フ ァ ー  (0.05% Tween-20を 含 む 、 pH 7.4)300μ lで 三 回 洗 浄 し た
。 p-ア ミ ノ フ ェ ニ ル リ ン 酸 を 、 50 mM Trisバ ッ フ ァ ー  pH 9.0、 10 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 1
0 mM 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム の 混 合 溶 液 に よ り 0.5 mMの 溶 液 と し て 調 製 し た 。 こ の 溶 液 を 、 洗
浄 後 の 各 ウ ェ ル に 100μ lず つ 添 加 し て 、 37 ℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ
ー ト 後 、 各 ウ ェ ル の 溶 液 中 に 生 成 ・ 遊 離 し た p-ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル を 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル
パ ル ス ボ ル タ ン メ ト リ ー  (DPV)測 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
得 ら れ た 測 定 結 果  (電 流 値 )を 図 3に 示 し た 。 感 染 細 胞 サ ン プ ル で 得 ら れ た 電 流 値 が 、 非 感
染 細 胞 サ ン プ ル で 得 ら れ た 電 流 値 よ り も 大 き か っ た 。 こ の 非 感 染 細 胞 サ ン プ ル で 得 ら れ た
電 流 値 を 閾 値 と し て 、 こ の 値 を 超 え た か ど う か に よ っ て プ リ オ ン 病 感 染 の 診 断 が 可 能 と な
る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 実 施 例 は 、 本 発 明 の 検 出 チ ッ プ の 具 体 例 を 示 す も の で あ る 。 図 ３ に 示 し た よ う に 、 名 刺
大 の 大 き さ の プ ラ ス チ ッ ク 板 に 、 そ れ ぞ れ が 小 さ な 凹 部 か ら な る 試 料 注 入 部 Ａ 、 試 薬 注 入
部 Ｂ 、 洗 浄 液 注 入 部 Ｃ 、 反 応 部 Ｄ 、 検 出 部 Ｅ 及 び 廃 液 部 Ｆ を 設 け 、 こ れ ら を 連 結 す る マ イ
ク ロ 流 路 （ 図 ３ に お い て 各 部 を つ な ぐ 連 結 線 と し て 示 さ れ て い る ） を 形 成 し た 。 試 料 注 入
部 Aは 、 サ ン プ ル 注 入 部 で あ る 。 試 薬 注 入 部 Bは 、 抗 体 や 化 合 物 溶 液 注 入 部 で あ る 。 洗 浄 液
注 入 部 Cは 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 等 の 注 入 部 で あ る 。 反 応 部 Dは 、 サ ン プ ル 中 の 抗 原 を 捕 捉 し 、
抗 原 -抗 体 反 応 、 酵 素 反 応 を 行 う 反 応 部 で あ る 。 こ こ で の 反 応 液 は 検 出 部 Eへ 運 ば れ 、 電 気
化 学 シ グ ナ ル と し て 検 出 さ れ る 。 廃 液 部 Fは 最 終 的 に 反 応 等 の 廃 液 を 貯 め る と こ ろ で あ る
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
例 え ば 、 本 発 明 に よ る BSE検 査 は 、 各 畜 産 場 に お け る そ の 場 診 断 を 目 的 と し て い る の で 、
そ の 検 出 チ ッ プ や 測 定 装 置 は 非 常 に 小 型 で あ る こ と を 特 徴 で あ り 、 か か る チ ッ プ は そ の よ
う な 場 合 に 便 利 に 用 い ら れ る 。 本 発 明 の チ ッ プ 自 体 は プ ラ ス チ ッ ク な ど の 安 価 な 材 料 で 構
わ な い 。 凹 部 の 底 は 、 抗 体 の 固 定 化 や 電 気 化 学 測 定 を 考 慮 し て 、 例 え ば 、 金 薄 膜 が 望 ま し
い 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
抗 原 抗 体 反 応 を 利 用 し て 抗 原 、 例 え ば 、 異 常 プ リ オ ン を 電 気 化 学 的 に 検 出 す る 方 法 で あ り
、 狂 牛 病 等 の プ リ オ ン 病 診 断 に お け る 生 前 (と 畜 前 )診 断 役 立 ち 、 小 型 化 及 び 低 価 格 化 の 測
定 装 置 を 提 供 で き る 可 能 性 が あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ ０ ３ １ 】
【 図 １ 】 測 定 電 流 値 の ア ナ ラ イ ト 濃 度 依 存 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 プ リ オ ン 感 染 細 胞 及 び 非 感 染 細 胞 抽 出 物 を サ ン プ ル と し た 場 合 の 測 定 結 果 を 示 す
図 で あ る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の 検 出 チ ッ プ の 例 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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