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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ワンチップアッセイにおける内部補正方法、及び当該方法を利用する被検物質の
測定方法を提供する。
【解決手段】抗原抗体反応による被検物質及び捕捉物質との免疫複合体量を、前記捕捉物
質を標識した磁性粒子からの磁気信号の強度を磁気検出手段で検出することによって測定
する、ワンチップアッセイにおける内部補正方法において、１つのチップ上で被検物質の
測定を行うアッセイ系と、内部標準物質を測定するアッセイ系を実行することにより、被
検物質の測定値の内部補正を行う。かかる内部補正により被検物質の測定値を正規化する
ことで、被検物質を定量する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ワンチップアッセイにおける内部補正方法であって、
（ａ）独立した複数の磁気検出手段と前記磁気検出手段を同一条件で作動できる磁場機構
が配置されたチップ上で、抗原抗体反応により被検物質及び捕捉物質との免疫複合体を形
成させて前記免疫複合体量により被検物質量を測定する工程であって、前記免疫複合体量
を、前記捕捉物質を標識した磁性粒子からの磁気信号の強度を前記磁気検出手段で検出す
ることによって測定する工程、
（ｂ）前記（ａ）の工程と同時に、同一チップ上で、前記捕捉物質、前記免疫複合体、及
及び磁性粒子から選択される少なくとも１以上の内部標準物質の量を測定する工程であっ
て、前記内部標準物質量を、前記内部標準物質からの磁気信号の強度を前記（ａ）の工程
で用いた前記磁気検出手段とは別個に前記チップ上に設置された前記磁気検出手段で検出
することによって測定する工程、
（ｃ）前記（ｂ）の工程で得られた内部標準物質の測定値から補正係数を算出する工程で
あって、前記補正係数は、被検物質の測定値に影響を与えている要因の存在下で得られた
内部標準物質の測定値と、前記要因の不在下で得られた内部標準物質の測定値から算出す
る工程、
（ｄ）前記（ｃ）の工程によって算出された補正係数に基づいて、前記（ａ）の工程で得
られた被検物質の測定値を補正する工程、を有するワンチップアッセイにおける内部補正
方法。
【請求項２】
　前記被検物質の測定値に影響を与えている要因が、アッセイを妨害する因子、アッセイ
環境の相違及びアッセイ試薬の活性低下から選択される請求項１に記載のワンチップアッ
セイにおける内部補正方法。
【請求項３】
　前記アッセイを妨害する因子が、血液、尿、又はそれらに含まれるマトリックスである
請求項２に記載のワンチップアッセイにおける内部補正方法。
【請求項４】
　前記アッセイ環境の相違が、測定温度、又は外部磁場ノイズである請求項２に記載のワ
ンチップアッセイにおける内部補正方法。
【請求項５】
　前記捕捉物質が、抗体である請求項１に記載のワンチップアッセイにおける内部補正方
法。
【請求項６】
　前記抗体の活性低下が前記被検物質の測定値に影響を与えている要因である場合に、前
記内部標準物質として前記抗体活性に類似する活性を有する非天然化合物を使用する請求
項５に記載のワンチップアッセイにおける内部補正方法。
【請求項７】
　前記非天然化合物が、合成ペプチド、合成ポリペプチド及び合成タンパク質から選択さ
れる化合物である請求項６に記載のワンチップアッセイにおける内部補正方法。
【請求項８】
　前記抗体として、チップ上に固定化されて被検物質を捕捉する固定化抗体と被検物質を
捕捉し被検物質を検出する検出用抗体を用いて、前記抗原抗体反応をサンドイッチELISA
、又は競合ELISAによって行う請求項５に記載のワンチップアッセイにおける内部補正方
法。
【請求項９】
　前記固定化抗体を内部標準物質とする場合に、前記固定化抗体を前記チップ上に等量、
又は異なる量で固定化する請求項８に記載のワンチップアッセイにおける内部補正方法。
【請求項１０】
　前記固定化抗体を前記チップ上に異なる量で固定化し、前記固定化抗体量と前記固定化
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抗体からの磁性信号の強度の関係を示す検量線を作成する請求項９に記載のワンチップア
ッセイにおける内部補正方法。
【請求項１１】
　前記検量線を、前記被検物質の測定値に与えている要因がアッセイ環境の相違である場
合の前記補正係数の算出のために使用する請求項１０に記載のワンチップアッセイにおけ
る内部補正方法。
【請求項１２】
　前記磁気検出手段が、GMRセンサー、又はTMRセンサーである請求項１に記載のワンチッ
プアッセイにおける内部補正方法。
【請求項１３】
　前記（ｃ）の工程及び前記（ｄ）の工程が、補正係数演算手段と補正実行手段として機
能するソフトウエアによって自動的に実行される請求項１に記載のワンチップアッセイに
おける内部補正方法。
【請求項１４】
　前記被検物質が、腫瘍マーカーである請求項１に記載のワンチップアッセイにおける内
部補正方法。
【請求項１５】
　前記腫瘍マーカーが、EGFR、CEA、PSA、AFP、SCC、NSE、SLX、CA125、シフラ、CA72-4
、TPA、TNF-α、及びHE4から選択される１以上のマーカーである請求項１４に記載のワン
チップアッセイにおける内部補正方法。
【請求項１６】
　前記被検物質が、急性心筋梗塞マーカーである請求項１に記載のワンチップアッセイに
おける内部補正方法。
【請求項１７】
　前記急性心筋梗塞マーカーが、トロポニンＩ、FABP、ミオグロビン、ミオシン、及びク
レアチンから選択される１以上のマーカーである請求項１６に記載のワンチップアッセイ
における内部補正方法。
【請求項１８】
　請求項１に記載のワンチップアッセイにおける内部補正方法により、被検物質の測定値
を補正して被検物質量を正規化する工程、を有する被検試料中の被検物質の測定方法。
【請求項１９】
　ワンチップアッセイにおける内部補正方法であって、
（ａ）独立した複数の磁気検出手段と前記磁気検出手段を同一条件で作動できる磁場機構
が配置されたチップ上で、抗原抗体反応により被検試料中に含まれる被検物質を捕捉物質
との免疫複合体を形成させて前記免疫複合体量により被検物質量を測定する工程であって
、前記免疫複合体量を、前記捕捉物質を標識した磁性粒子からの磁気信号の強度を前記磁
気検出手段で検出することによって測定する工程、
（ｂ）前記（ａ）の工程と同時に、同一チップ上で、前記被検試料中に含まれる濃度参照
物質である内部標準物質の量を測定する工程であって、前記被検物質の測定に供した被検
試料中に含まれる前記内部標準物質量を、前記内部標準物質からの磁気信号の強度を前記
（ａ）の工程で用いた前記磁気検出手段とは別個に前記チップ上に設置された前記磁気検
出手段で検出することによって測定する工程、
（ｃ）前記（ｂ）の工程で得られた内部標準物質の測定値から補正係数を算出する工程で
あって、前記補正係数は、測定した被検試料に含まれる内部標準物質の測定値が被検試料
間で一定になるように算出する工程、
（ｄ）前記（ｃ）の工程によって算出された補正係数に基づいて、前記（ａ）の工程で得
られた被検物質の測定値を補正する工程、を有するワンチップアッセイにおける内部補正
方法。
【請求項２０】
　前記被検試料が尿であり、前記内部標準物質がクレアチニンである請求項１９に記載の
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ワンチップアッセイにおける内部補正方法。
【請求項２１】
　請求項１９に記載のワンチップアッセイにおける内部補正方法により、被検物質の測定
値を補正して被検物質量を正規化する工程、を有する被検試料中の被検物質の測定方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ワンチップアッセイにおける内部補正方法、及び当該方法を利用する被検物
質の測定方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、多種多様なイムノアッセイ技術が開発され実用化されている。イムノアッセイ技
術は抗原抗体反応を利用して抗原又は抗体を測定する高感度かつ高特異性の定量方法であ
る。そして、イムノアッセイ技術は、臨床診断等の医療分野、環境ホルモン等の環境汚染
物質の検出等の環境分野、残留農薬等による食品汚染や添加物等の検出等の食品分野等、
多種多様な技術分野で利用されている。
【０００３】
　従来においては、イムノアッセイは１種類の被検物質のみを測定対象とするものであっ
たが、近年、複数の被検物質を同時に測定する技術が報告されている。例えば、標識物質
を光学的に波長分解して複数の被検物質を検出し測定できる技術が報告されている（特許
文献１：特開昭63-36151号公報を参照）。特許文献１の技術は、複数の被検物質を同時に
測定するため、粒径の大きさ、蛍光物質の種類、濃度等によって複数の被検物質を判別で
きるように構成している。さらに、標識物質に異なるサイズの磁性粒子を結合させ、フロ
ーサイトメトリーの原理を活用して複数の被検物質の測定を可能にした技術も報告されて
いる（特許文献２：特表2000-516345号公報を参照）。また、複数の被検物質を同時に測
定する多成分測定方法おいて、測定誤差を部分的に補正する技術が報告されている（特許
文献３：特表2004-500569号公報を参照）。詳細には、特許文献３の技術は、内部標準物
質を試料に加え、この内部標準物質を分析して得られた補正点を基準として、試料中に存
在する被検物質の量を測定するものである。更に、アッセイ用試薬の異常を補正する方法
、又はその原因を検出する方法等が開示されている。
【０００４】
　当該技術分野において、検体となる試料に関して、抽出や精製等の前処理を経て分析の
妨害となる夾雑物質を除いた高純度試料ではなく、クルードな試料をそのまま測定したい
という市場の要望が存在する。特に、臨床診断分野においては、全血や血清等の生体試料
をそのまま測定できる技術の確立が期待されている。しかしながら、通常、精製等の前処
理を経ていない試料には多種多様の生体内物質が多量に含まれ、これらの物質が被検物質
の測定を実行するアッセイ系を妨害したり、また、当該アッセイ系で使用されるアッセイ
試薬の活性低下を引き起こす等、アッセイ系に悪影響を及ぼすことが問題になっていた。
【０００５】
　しかしながら、上述の特許文献１及び３の技術によって複数の被検物質を同時に測定で
きるが、これらの技術の測定対象となるのは十分に精製されアッセイ系を妨害する物質を
除去した試料に限られる。つまり、特許文献１の技術のような光学的なアッセイ系は、従
来において最も多用されている技術ではあるが、クルードな試料、例えば末端の臨床現場
で採取できる全血には対応できない。この要因としては、全血は赤血球を含んでいるが何
らかの衝撃により破裂すると赤色のバックグラウンドノイズが溶液を覆い、光学的な測定
結果を狂わせる。更に、この赤血球の数や破裂の程度は試料毎に異なる。そのため、例え
ば抗体を用いたアッセイ系では、抗体活性が劣化していないにも拘らず、赤血球数が多い
と光学数値は下がることとなる。これを上述の特許文献３の技術に基づいて補正を行うと
、抗体活性が低下しているケースと同等の補正が行われることから測定値が高くなり、そ
の結果、偽陽性が増えるという問題が生じる。また、特許文献２のフローサイトメトリー
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方式は、同様の問題を抱えることもある上、処理能力が低く、実際の臨床検査や健康診断
等のような、大量処理を要求される現場には向かないという問題点もあった。
【０００６】
　また、上述したような内部標準物質は、試料中の共存成分が被検物質の測定値に影響を
与えてしまうアッセイ系や、そのために検量線が直線とならない場合に、被検物質の測定
値を補正するために利用されるものである。しかしながら、その利用が制限される場合が
ある。例えば、PCBの簡易定量法における前処理回収率の確認のためのアッセイ系におい
て内部標準物質を利用した内部補正方法を適用することは難しいこと、また内部標準物質
の選定が難しいことが知られている（非特許文献１：絶縁油中の微量PCBに関する簡易測
定法マニュアル（第２版）、2010年6月、環境処理廃棄物・リサイクル対策部産業廃棄物
課）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特開昭６３－３６１５１号公報
【特許文献２】特表２０００－５１６３４５号公報
【特許文献３】特表２００４－５００５６９号公報
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】絶縁油中の微量PCBに関する簡易測定法マニュアル（第２版）、２０１
０年６月、環境処理廃棄物・リサイクル対策部産業廃棄物課
【発明の概要】
【０００９】
　したがって、本発明は、全血や血清等の生体試料等のクルードな試料をもそのまま測定
したいという市場の要望に応えることができる技術の確立を目的する。そして、測定結果
の正確性及び信頼性を確保でき、かつ低コスト及び簡便な装置で実施可能な測定技術の確
立を目的とする。更に、高い処理能力を発揮でき、臨床検査や健康診断等の大量処理能力
を要求される現場でも好適に利用できる測定技術の確立を目的とする。
【００１０】
　そこで、上記課題を解決するべく本発明者らは鋭意研究した結果、被検物質の測定を行
うチップと同一チップ上で内部標準物質についても同一条件下で測定を行うことにより、
被験物質の測定値に対して有効な補正を行えることを見出した。これにより、被検物質の
高精度かつ信頼性の高い測定結果を得ることができる。そして、その際に、被検物質及び
内部標準物質の測定を磁性信号の強度を検出するアッセイ系で行うことから、光学的妨害
因子等の影響を受けることないため、これによっても高精度かつ信頼性の高い測定結果の
取得に貢献できる。これらの知見に基づいて、本発明を完成するに至った。
【００１１】
　本発明は、ワンチップアッセイにおける内部補正方法を提供し、当該方法は以下の工程
を有する。
（ａ）独立した複数の磁気検出手段と前記磁気検出手段を同一条件で作動できる磁場機構
が配置されたチップ上で、抗原抗体反応により被検物質及び捕捉物質との免疫複合体を形
成させて前記免疫複合体量により前記被検物質量を測定する工程であって、前記免疫複合
体量を、前記捕捉物質を標識した磁性粒子からの磁気信号の強度を前記磁気検出手段で検
出することによって測定する工程、
（ｂ）前記（ａ）の工程と同時に、同一チップ上で、前記捕捉物質、前記免疫複合体、及
及び前記磁性粒子から選択される少なくとも１以上の内部標準物質の量を測定する工程で
あって、前記内部標準物質量を、前記内部標準物質からの磁気信号の強度を前記（ａ）の
工程で用いた前記磁気検出手段とは別個に前記チップ上に設置された前記磁気検出手段で
検出することによって測定する工程、
（ｃ）前記（ｂ）の工程で得られた内部標準物質の測定値から補正係数を算出する工程で
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あって、前記補正係数は、被検物質の測定値に影響を与えている要因の存在下で得られた
内部標準物質の測定値と、前記要因の不在下で得られた内部標準物質の測定値から算出す
る工程、
（ｄ）前記（ｃ）の工程によって算出された補正係数に基づいて、前記（ａ）の工程で得
られた被検物質の測定値を補正する工程。
【００１２】
　ここで、前記被検物質の測定値に影響を与えている要因が、アッセイを妨害する因子、
アッセイ環境の相違及びアッセイ試薬の活性低下から選択されるものである。特には、前
記アッセイを妨害する因子が血液、尿、又はそれらに含まれるマトリックスであり、前記
アッセイ環境の相違が、測定温度、又は外部磁場ノイズである。
【００１３】
　好ましくは、前記捕捉物質が抗体である。そして、前記抗体の活性低下が前記被検物質
の測定値に影響を与えている要因である場合に、前記内部標準物質として前記抗体活性に
類似する活性を有する非天然化合物を使用することが好ましい。特に好ましくは、前記非
天然化合物が、合成ペプチド、合成ポリペプチド及び合成タンパク質から選択される化合
物である。
【００１４】
　好ましくは、前記抗体として、チップ上に固定化されて被検物質を捕捉する固定化抗体
と被検物質を捕捉し被検物質を検出する検出用抗体を用いて、前記抗原抗体反応をサンド
イッチELISA、又は競合ELISAによって行う。そして、前記固定化抗体を内部標準物質とす
る場合に、前記固定化抗体を前記チップ上に等量、又は異なる量で固定化する。また、好
ましくは前記固定化抗体を前記チップ上に異なる量で固定化し、前記固定化抗体量と前記
固定化抗体からの磁性信号の強度の関係を示す検量線を作成する。そして、特に好ましく
は、前記検量線を、前記被検物質の測定値に与えている要因がアッセイ環境の相違である
場合の前記補正係数の算出のために使用する。
【００１５】
　好ましくは、前記磁気検出手段が、GMRセンサー、又はTMRセンサーである。
【００１６】
　好ましくは、前記（ｃ）の工程及び前記（ｄ）の工程が、補正係数演算手段と補正実行
手段として機能するソフトウエアによって自動的に実行される。
【００１７】
　好ましくは、前記被検物質が腫瘍マーカーであり、特に好ましくは、前記腫瘍マーカー
が、EGFR、CEA、PSA、AFP、SCC、NSE、SLX、CA125、シフラ、CA72-4、TPA、TNF-α、HE4
から選択される１以上の腫瘍マーカーである。
【００１８】
　好ましくは、前記被検物質が急性心筋梗塞マーカーであり、特に好ましくは、前記急性
心筋梗塞マーカーがトロポニンＩ、FABP、ミオグロビン、ミオシン、クレアチンから選択
される１以上のマーカーである。
【００１９】
　さらに、本発明は、ワンチップアッセイにおける被検試料中の被検物質の測定方法をも
提供するものであり、当該方法は以下の工程を有する。
（ａ）独立した複数の磁気検出手段と前記磁気検出手段を同一条件で作動できる磁場機構
が配置されたチップ上で、抗原抗体反応により被検物質及び捕捉物質との免疫複合体を形
成させて前記免疫複合体量により前記被検物質量を測定する工程であって、前記免疫複合
体量を、前記捕捉物質を標識した磁性粒子からの磁気信号の強度を前記磁気検出手段で検
出することによって測定する工程、
（ｂ）前記（ａ）の工程と同時に、同一チップ上で、前記捕捉物質、前記免疫複合体、及
及び前記磁性粒子から選択される少なくとも１以上の内部標準物質の量を測定する工程で
あって、前記内部標準物質量を、前記内部標準物質からの磁気信号の強度を前記（ａ）の
工程で用いた前記磁気検出手段とは別個に前記チップ上に設置された前記磁気検出手段で
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検出することによって測定する工程、
（ｃ）前記（ｂ）の工程で得られた内部標準物質の測定値から補正係数を算出する工程で
あって、前記補正係数は、被検物質の測定値に影響を与えている要因の存在下で得られた
内部標準物質の測定値と、前記要因の不在下で得られた内部標準物質の測定値から算出す
る工程、
（ｄ）前記（ｃ）の工程によって算出された補正係数に基づいて、前記（ａ）の工程で得
られた被検物質の測定値を補正して被検物質量を正規化する工程。
【００２０】
　本発明の別実施の形態として、ワンチップアッセイにおける内部補正方法を提供し、当
該方法は以下の工程を有する。
（ａ）独立した複数の磁気検出手段と前記磁気検出手段を同一条件で作動できる磁場機構
が配置されたチップ上で、抗原抗体反応により被検試料中に含まれる被検物質を捕捉物質
との免疫複合体を形成させて前記免疫複合体量により前記被検物質量を測定する工程であ
って、前記免疫複合体量を、前記捕捉物質を標識した磁性粒子からの磁気信号の強度を前
記磁気検出手段で検出することによって測定する工程、
（ｂ）前記（ａ）の工程と同時に、同一チップ上で、前記被検試料中に含まれる濃度参照
物質である内部標準物質の量を測定する工程であって、前記被検物質の測定に供した被検
試料中に含まれる前記内部標準物質量を、前記内部標準物質からの磁気信号の強度を前記
（ａ）の工程で用いた前記磁気検出手段とは別個に前記チップ上に設置された前記磁気検
出手段で検出することによって測定する工程、
（ｃ）前記（ｂ）の工程で得られた内部標準物質の測定値から補正係数を算出する工程で
あって、前記補正係数は、測定した被検試料に含まれる内部標準物質の測定値が前記被検
試料間で一定になるように算出する工程、
（ｄ）前記（ｃ）の工程によって算出された補正係数に基づいて、前記（ａ）の工程で得
られた被検物質の測定値を補正する工程。
【００２１】
　好ましくは、前記被検試料が尿であり、前記内部標準物質がクレアチニンである。
【００２２】
　さらに、本発明は、ワンチップアッセイにおける被検試料中の被検物質の測定方法をも
提供するものであり、当該方法は以下の工程を有する。
（ａ）独立した複数の磁気検出手段と前記磁気検出手段を同一条件で作動できる磁場機構
が配置されたチップ上で、抗原抗体反応により被検試料中に含まれる被検物質を捕捉物質
との免疫複合体を形成させて前記免疫複合体量により前記被検物質量を測定する工程であ
って、前記免疫複合体量を、前記捕捉物質を標識した磁性粒子からの磁気信号の強度を前
記磁気検出手段で検出することによって測定する工程、
（ｂ）前記（ａ）の工程と同時に、同一チップ上で、前記被検試料中に含まれる濃度参照
物質である内部標準物質の量を測定する工程であって、前記被検物質の測定に供した被検
試料中に含まれる前記内部標準物質量を、前記内部標準物質からの磁気信号の強度を前記
（ａ）の工程で用いた前記磁気検出手段とは別個に前記チップ上に設置された前記磁気検
出手段で検出することによって測定する工程、
（ｃ）前記（ｂ）の工程で得られた内部標準物質の測定値から補正係数を算出する工程で
あって、前記補正係数は、測定した被検試料に含まれる内部標準物質の測定値が前記被検
試料間で一定になるように算出する工程、
（ｄ）前記（ｃ）の工程によって算出された補正係数に基づいて、前記（ａ）の工程で得
られた被検物質の測定値を補正して被検物質量を正規化する工程。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】血清によって引き起こされた抗体活性の劣化による測定値への影響を本発明によ
って補正することを検討した実施例１の結果を示すグラフであり、血清の存在下及び不在
下で被検物質を測定した結果を示す。
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【図２】血清によって引き起こされた抗体活性の劣化による測定値への影響を本発明によ
って補正することを検討した実施例１の結果を示すグラフであり、補正係数を算出するた
めに血清の存在下および不在下で内部標準物質を測定した結果を示す。
【図３】血清によって引き起こされた抗体活性の劣化による測定値への影響を本発明によ
って補正することを検討した実施例１の結果を示すグラフであり、図２より算出した補正
係数に基づいて、血清の存在下で測定した内部標準物質の測定値の補正を行った結果を示
す。
【図４】血清によって引き起こされた抗体活性の劣化による測定値への影響を本発明によ
って補正することを検討した実施例１の結果を示すグラフであり、図２より算出された補
正係数に基づいて、血清の存在下で測定した被検物質の測定値の補正を行った結果を示す
。
【図５】測定環境の相違により生じた測定誤差を本発明によって補正することを検討した
実施例２の結果を示すグラフであり、異なる日時及び温度で被検物質を測定した結果を示
す。
【図６】測定環境の相違により生じた測定誤差を本発明によって補正することを検討した
実施例２の結果を示すグラフであり、補正係数を算出するために異なる日時及び温度で内
部標準物質を測定した結果を示す。
【図７】測定環境の相違により生じた測定誤差を本発明によって補正することを検討した
実施例２の結果を示すグラフであり、図６より算出した補正係数に基づいて、異なる日時
及び温度で測定した内部標準物質の測定値の補正を行った結果を示す。
【図８】測定環境の相違により生じた測定誤差の補正を検討した実施例２の結果を示すグ
ラフであり、図６より算出された補正係数に基づいて、異なる日時及び温度で測定した被
検物質の測定値の補正を行った結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
（本発明の第一の実施形態）
　ここで、「ワンチップアッセイ」とは、同一のチップ上で検出及び測定が同時に実行さ
れることを意味する。本発明の方法は、被検物質の測定を行うチップと同一のチップ上で
、内部標準物質についても同時に測定を行うものである。そして、内部標準物質の測定値
に基づいて被検物質の測定値の補正を行うものである。ただし、被検物質と内部標準物質
は同一のチップ上で測定されるものではあるが、被検物質と内部標準物質は同一チップ上
の別個の独立した領域で反応が進められる。
【００２５】
　「補正」とは、アッセイ系によって得られた測定値と、標準によって実現される値との
間の関係を確定する一連の作業を意味するものとする。ここでは、標準は内部標準である
。補正を行うことにより、測定値の正確性及び信頼性を確保できると共に、アッセイ用試
薬類の有効性を点検するに利用することができる。例えば、被検試料にアッセイ系を妨害
する因子が含まれる場合には、被検物質の測定値から当該妨害因子による影響を排除する
ための補正や、測定環境の変動によって生じた被検物質の測定値の差異の補正等が挙げら
れる。更に、アッセイ用試薬類の異常を検知し、アッセイ用試薬の異常による測定値への
影響を排除するための補正等も例示される。そして、「内部補正」とは、内部標準物質を
用いて補正を行うことを意味する。
　ここで、本発明の方法に適用される被検試料は、測定対象となる被検物質を含む可能性
のある試料であれば特に制限はない。例えば、動物由来の血液、血漿、血清、脳脊髄液、
羊水、乳、汗、尿、唾液、喀痰、糞便、組織、細胞培養物等の生体由来試料、植物の根、
茎、葉、花、果実等の植物由来試料、土壌、地下水、河川水、湖沼水等の環境試料、野菜
、肉、卵、加工食品等の食品等が例示される。また、これらの試料は、そのまま測定対象
とすることができるが、被検物質の分離、抽出、精製等の前処理が施されていてもよい。
本発明の方法は、磁性信号強度を検出し測定するアッセイ系を利用するものであることか
ら、光学的測定の妨害が問題となる試料についても、好ましく適用される。
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【００２６】
　本発明の方法は、好ましくは抗原抗体反応に基づくイムノアッセイに適用される。ここ
で、抗原抗体反応は、生体物質等が有する抗原抗体反応等の免疫特異的識別能を利用する
反応である。つまり、抗体が抗原の抗原決定基（エピトープ）を特異的に認識し結合する
反応であり、抗体が抗原決定基に相補的な構造を持つために惹起される反応である。本発
明の方法は、イムノアッセイとして汎用されるELISA法に適用でき、競合法、サンドイッ
チ法、直接吸着法の別を問わず何れにも適用することができるが、特にサンドイッチELIS
A及び競合ELISAへの適用が好ましい。しかしながら、イムノアッセイに限定されるもので
はなく、生体関連物質の特異的親和性を利用した公知のアッセイに適用することができる
。したがって、レセプターリガンド反応、レクチン糖反応、酵素基質反応、核酸ハイブリ
ダイゼーション反応等の任意の生物的な特異的親和性反応を利用するアッセイにも適用す
ることができる。ここで、生物的な特異的親和性反応とは、生体関連分子間に存在する特
異的識別能を利用する反応であり、２以上の物質が非共有結合により可逆的かつ選択的に
結合する反応を意味するものとする。そして、レセプターリガンド反応としては、ホルモ
ン、神経伝達物質、各種薬物、リンホカイン、サイトカイン、リンパ球抗原等の機能性タ
ンパク質と、これらに個別に特異的に結合するレセプターとの反応が例示される。レクチ
ン糖反応としては、レクチンと特定の糖構造、例えば糖鎖や複合糖質との反応が例示され
る。酵素基質反応は、基質が酵素分子の表面上の特定の部位（活性部位）に結合する反応
を意味し、核酸ハイブリダイゼーション反応は、DNA、RNA等の核酸が相補的塩基対形成に
より結合する反応を意味する。
【００２７】
　そして、被検物質としては、抗原抗体反応を惹起できる抗原又は抗体が好ましく例示さ
れる。しかしながら、当該被検物質に対する生物的な特異的親和性を有する結合性物質が
存在するものであれば特に制限はなく、レセプターリガンド反応を惹起しえるレセプター
又はリガンド、レクチン糖反応を惹起しえるレクチン又は糖、酵素基質反応を惹起しえる
酵素又は基質等、核酸ハイブリダイゼーション反応を惹起しえるDNAやRNA等の核酸等、何
れの物質も被検物質とすることができる。そして、天然物、遺伝子工学的技術及び化学合
成技術等による合成物の別を問わない。
【００２８】
　例えば、抗原抗体反応を惹起する抗原と為り得る各種タンパク質、糖、脂質、糖タンパ
ク質、その他の有機物等が挙げられる。ここで、本明細書における抗原には、抗原性は有
しているが免疫原性を有していない低分子化合物であるハプテン等も好ましく例示される
。また、適当なキャリアタンパク質との結合物であってもよく、共有結合等の化学的に結
合したものの他、単に物理的吸着により結合したものであってもよい。また、適当なスペ
ーサーを介して結合されていてもよい。このようなキャリアタンパク質としては、牛血清
アルブミン、ヒト血清アルブミン等の血清アルブミン、オボアルブミン、キーホール・リ
ンペット・ヘモシアニン、グロブリン、カゼイン等が例示される。
【００２９】
　また、逆に、被検物質は、抗原抗体反応を惹起する抗原に対する抗体であってもよい。
抗体は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体いずれであってもよい。また、パパイ
ン、ペプシン等のタンパク分解酵素での処理で得られる、F（ab´）2フラグメント、Fab
フラグメント、Fvフラグメント、Fcフラグメント等の抗体断片であってもよい。
【００３０】
　具体的な被検物質としては、これに限定するものではないが、例えば、肺癌マーカーEG
FR、SCC、NSE、SLX、CYFRA（シフラ）、肝臓癌マーカーAFP、前立腺マーカーPSA、PAP、
膀胱癌マーカーBFP、絨毛癌マーカーhCG、胃・大腸癌マーカーCEA、膵臓癌マーカーCA19-
9、卵巣癌マーカーCA125、CA72-4、HE4、組織ポリペプチド抗原TPA等の腫瘍マーカー、CR
P、ASO、RF、HBs抗原、HCV抗体、HIV抗原抗体、HTLV-1抗体等の炎症・感染症マーカー、
ミオグロビン、トロポニンI、トロポニンT、FABP、ミオシン、及びクレアチン等の心疾患
マーカー、特には、急性心筋梗塞マーカー、サイロキシン、インスリン、黄体化ホルモン
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、甲状腺刺激ホルモン、プロラクチン、エストロゲン、プロゲストロン、テストステロン
、アルドステロン等のホルモン、IL-1α、IL-1β、IL-2、IL-６、TNFα、TNFβ等のサイ
トカイン類等を被検物質として例示でき、臨床検査等の医療分野で利用することができる
。また、食品添加物、残留農薬、薬物、環境ホルモン等の環境汚染物質を被検物質とする
ことができる。
【００３１】
　そして、被検物質に対して生物的な特異的親和性を有して、被検物質を特異的に認識し
捕捉する捕捉物質は、好ましくは、被検物質に対して抗原抗体反応等の免疫的な特異的親
和性を有する物質である。しかしながら、被検物質に対する生物的な特異的親和性を有す
る物質であれば、特に制限はない。例えば、被検物質が抗原である場合には、当該抗原に
特異的に結合する抗体が捕捉物質となり得、また、被検物質がリガンドである場合には、
当該リガンドに特異的に結合するレセプターが捕捉物質となり得る。また、この逆も好ま
しく例示されるが、これらに限定するものではない。これらは天然物、遺伝子工学的技術
及び化学合成技術等による人工合成物の別を問わない。また、公知の方法で得られた被検
物質に対する生物的な特異的親和性を有するこれらの断片でもよい。そして、本発明の方
法の好適形態であるサンドイッチELISAを利用する場合には、被検物質上の認識部位が異
なる２種類の捕捉物質（「捕捉物質１」、「捕捉物質２」と称する）が必要となる。この
場合、捕捉物質１はチップ上に固定化され被検物質を特異的に認識し捕捉する。これによ
り、チップ上に捕捉物質１－被検物質　複合体が形成される。続いて、捕捉物質２が被検
物質を特異的に認識し捕捉し、チップ上に捕捉物質１－被検物質－捕捉物質２　複合体が
形成される。そして、捕捉物質２を検出することにより被検物質を測定するものである。
つまり、捕捉物質１は固定化物質、捕捉物質２は検出用物質として機能することとなる。
【００３２】
　好ましくは、捕捉物質が抗体であり、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体いずれ
をも好適に利用可能である。これらは市販品を利用できると共に、マウス、ラット、ウサ
ギ、ヤギ、ヒツジ、モルモット等の哺乳動物に抗原となり得る前記被検物質を免疫するこ
とによって得られたポリクローナル抗体をも好適に使用できる。さらに、前記被検物質に
対する抗体を産生する抗体産生細胞とミエローマ細胞を細胞融合して得られたハイブリド
ーマ細胞を培養して得られたモノクローナル抗体をも好適に利用できる。そして、免疫に
際しては、必要に応じて適当なアジュバンドと併用することができる。また、パパイン、
ペプシン等のタンパク分解酵素での処理で得られる、F(ab')2フラグメント、Fabフラグメ
ント、Fvフラグメント等の抗原結合能を保持する抗体断片が例示される。また遺伝子組換
え等の公知の遺伝子工学的技術、及び化学合成技術等に基づいて調製された抗体をも含み
、市販品を利用しても良い。そして、本発明の方法の好適形態であるサンドイッチELISA
に適用する場合には、上述の捕捉物質１は、第１の抗体となる固定化抗体として、捕捉物
質２は、第２の抗体となる検出用抗体として構成する。
【００３３】
　そして、捕捉物質は必要に応じて磁性粒子で標識される。したがって、上述のサンドイ
ッチELISAを利用する場合には捕捉物質２のみを磁性粒子で標識する。ここで、磁性粒子
とは、磁場内で磁化される磁性体物質を含むものであり、かつ粒子として形成されたもの
を意味する。磁性体物質は、強磁性体、反磁性体、常磁性体、超常磁性体、フェリ磁性体
等に分類される。磁気信号を検出でき、かつアッセイに利用する生体関連物質の特異的親
和性及び試薬類の機能を阻害しない何れをも利用することができる。例えば、鉄、コバル
ト、ニッケル、ガドリニウム等の強磁性金属、鉄－ニッケル、鉄－コバルト等の前記強磁
性金属を同士の合金、強磁性金属を含む合金、マグネタイト（Fe3O4）、マグヘマイト（
γ-Fe2O3）及びその中間体等の各種フェライト類に代表される強磁性金属の酸化物等が挙
げられる。特には化学的安定性及び磁場に対する反応性の観点からフェライト類の使用が
好ましく、フェライト類にコバルト、マンガン、ニッケル、亜鉛等の金属を添加したもの
も好適に利用することができる。
【００３４】
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　磁性粒子の形状や大きさには特に制限はなく、アッセイに利用する生体関連物質の特異
的親和性及び試薬類の機能を阻害しない限り、適宜、好適な形状及び大きさが選択される
。形状としては、例えば、球状、楕円体状、粒状、立方体状、柱状、棒状、板状、針状、
繊維状、塊状等が挙げられ、均一形状に成形することが好ましい。また、磁性粒子は、ナ
ノ粒子又はマイクロ粒子として構成することが好ましく、特に好ましくは、磁性ナノ粒子
である。具体的な平均コア粒径としては、例えば、1nm～3μmが好ましく、10 nm～150nm
がより好ましく、15nm～30nmが特に好ましい。
【００３５】
　磁性粒子は、磁性体物質のみで構成してもよく、磁性体物質が粒子の全体又は表面に分
布するように構成しても、粒子の内部に封入して構成してもよい。例えば、磁性体物質が
一様に分布したポリマー等を粒子状に形成してもよく、ポリマー等に磁性体物質が一様に
分布した核を、ポリマー等で被覆することによって調製することができる。ポリマーは、
親水性ポリマー及び疎水性ポリマーの別は問わず、アッセイの態様に応じて適宜選択する
ことができる。具体的には、ポリスチレン、シリカゲル、ゼラチン、ポリアクリルアミド
等の高分子ポリマーを好適に使用することができる。また、粒子表面にアミノ基、カルボ
キシル基、トシル基、ヒドロキシル基等の官能基を導入して機能性を発現するように構成
してもよい。なお、調製に際しては、一粒子当たりの磁化が均一になるように調製するこ
とが好ましい。
【００３６】
　捕捉物質の磁性粒子での標識は、捕捉物質及び磁性粒子の安定性と機能性を保持できる
限りは、公知のいずれを標識技術をも使用できる。例えば、物理的吸着法及び化学的結合
法が例示される。物理的吸着法は、磁性粒子と捕捉物質とを、水、生理食塩水、各種緩衝
液等の水溶性溶媒中で接触させることにより行うことができる。化学的結合法としては、
ジアゾ法、酸アジド法、イソシアナート法、ブロムシアン法等による共有結合の形成によ
る標識化が例示される。また、グルタルアルデヒド等の官能基を2以上有する多官能性試
薬等の架橋試薬を用いて固定化する方法も利用できる。そして、上述したように、磁性粒
子の表面に機能性を発現するように導入されたアミノ基、カルボキシル基、トシル基、ヒ
ドロキシル基等の官能基と、捕捉物質上の官能基を化学的に結合させることもできる。ま
た、適当な鎖長の反応性側鎖（スペーサー）、アルブミンやプロテインA等のタンパク質
を介して、磁性粒子と捕捉物質を化学的に結合させることができる。特に、強い親和性と
特異性を有するビオチン－アビジン（ストレプトアビジン）結合法等を利用することがで
き、本発明に好ましく利用される。そして、磁性粒子による捕捉物質の標識は、捕捉物質
と被検物質との複合体形成反応の前後を問わず行うことができる。したがって、予め磁性
粒子で標識された捕捉物質により被検物質を認識し捕捉するように構成してもよい。また
、捕捉物質が被検物質を認識し捕捉した後に、捕捉物質を磁性粒子で標識するように構成
してもよい。
【００３７】
　磁気粒子からの磁気信号は磁気センサー等の磁気検出手段によって検出される。磁気信
号強度は被検体物質の量に比例する。したがって、磁気検出手段は、磁性粒子からの磁気
に応答して電気信号を発生するように構成され得ることが好ましい。
【００３８】
　被検物質と捕捉物質の反応が行われ、そして、磁気信号の検知面となるチップは、その
形状は特に制限はなく、平板形状、球体形状、立方体等の立体形状等であってもよい。好
ましくは、平面的に積層された平板形状として構成する。そして、チップを構成する材料
は、シリコンやシリカ、酸化チタン等の無機化合物、アクリルアミド、ポリスチレン、ポ
リカーボネート等の合成ポリマー等で製造することができる。そして、PtMn、NiMn、IrMn
、PdMn、PdPtMn、RhMn等を主成分とする反強磁性層、Ta、Ru、Cr、Rh、Ir、Au、Ag、Cu、
Zr、Pt、Mo、W等を主成分とする非磁性層、NiFe、Co、CoFe等を主成分とする強磁性層、
シード層、絶縁体層等を積層してよく、磁気信号の検出方式に応じて適宜選択することが
できる。
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【００３９】
　磁気検出手段は、同一チップ上で複数の対象物質を同時に測定できるように構成される
。したがって、磁気検出手段は複数の対象物質を同時に測定できるように、複数の独立し
た磁気検出手段がチップ上の所定の位置に精密に配置され、好ましくはアレイとして構成
される。例えば、チップ表面に、複数のウェル、コンパートメント、チャンバー、チャネ
ル等を形成することが好ましい。ウェルを形成する場合、例えば、8×10として80ウェル
、8×8として64ウェル等の所望のウェル数とすることができる。これにより、複数の独立
した領域がチップ上に形成され、被検試料、内部標準物質、アッセイ試薬が指定された所
定の領域内にとどまるように構成することができる。そして、各領域に独立した磁気検出
手段を夫々設置することで、同一チップ上で複数の被検物質及び内部標準物質を同時に測
定できる。
【００４０】
　そして、アッセイ系はサンドイッチELISA等の固相法で行うことが好ましく、チップ上
に捕捉物質等のアッセイ系を構成する成分及び内部標準物質等を固定化する。ここで、固
定化は、固定化される成分及びチップの安定性と機能性を保持できる限り公知の何れの固
定化技術を利用することができる。例えば、物理的吸着法及び化学的結合法が例示される
。化学的結合法としては、ジアゾ法、酸アジド法、イソシアナート法、ブロムシアン法等
による共有結合の形成による標識化が例示される。また、グルタルアルデヒド等の官能基
を2以上有する多官能性試薬等の架橋試薬を用いて固定化する方法も利用できる。例えば
、チップの表面を化学修飾して反応性の高い官能基を導入することができ、例えば、チッ
プ表面にγ-アミノプロピルトリエトキシシラン（γ-APTES）、ポリエチレンイミン（PEI
）、エチレンジアミン等の薄層を形成することによりチップ表面にアミノ基等の官能基を
導入できる。また、適当な鎖長の反応性側鎖（スペーサー）、ビオチン－アビジン（スト
レプトアビジン）結合、アルブミンやプロテインA等のタンパク質を介して固定化するこ
ともできる。また、固定化に際しては、非特異的結合の抑制のため、必要に応じて、チッ
プ表面にブロッキング等の処理を行うこともできる。
【００４１】
　磁気検出手段は、好ましくは磁気センサーであり、磁気センサーとしては、センサー表
面上の磁性粒子からの磁気信号を検出できるものであれば制限はなく、例えば、ホール素
子、磁気インピーダンス（magneto-impedance ：MI）素子、磁気抵抗(Magneto Resistive
：MR）素子や巨大磁気抵抗（Giant Magneto Resistive：GMR）素子等の磁気抵抗素子、ト
ンネル磁気抵抗（Tunnel Magneto Resistive：TMR）素子、超伝導量子干渉素子（Superco
nductivity Quantum Interface Device ：SQUID）等を使用することができる。計測手法
としては、磁化率測定や磁気緩和測定法等を公知の何れの技術を使用することができる。
特には、磁気抵抗素子であるGMR素子であり、S.X  Wang他著、Biosensors and Bioelectr
onics、2010年、第25巻、第9号、第2051～2057頁等に記載されるようなGMRセンサーを利
用することが好ましい。例えば、磁場の変化により、磁気センサーの抵抗値が変化するこ
とを利用して磁気粒子の磁化を検出するように構成することができる。外部磁場の存在に
よりセンサー上の磁気粒子が磁化され、磁化された磁気粒子は磁気センサーの抵抗の変化
を誘発する。そして、この磁気センサーの抵抗を検出することにより、磁気粒子の存在を
検出することができる。なお、磁気センサー自体をチップとして構成することもできる。
【００４２】
　更に、チップには、磁場を発生し、当該チップ上に磁場を印加できる少なくとも１つの
磁場機構を有する。そして、磁場機構は、同一チップ上に配置された複数の磁気検出手段
が同一条件で磁気信号を測定できるように構成される。つまり、チップの全領域に同一条
件の磁場が印加され、チップに配置された複数の磁気検出手段の全てが同一条件の下で作
動することができる。これにより、複数の被検物質及び内部標準物質を同一条件下で同時
に測定することができる。
【００４３】
　本発明の方法は、被検物質の測定するアッセイ系において、アッセイを妨害する因子、
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アッセイ環境の相違、アッセイ試薬の活性低下等のアッセイ系に影響を与えている要因に
よって生じた被検物質の測定値への影響を内部補正により排除するものである。そのため
に、内部標準物質についても同一アッセイ系で測定される。つまり、既知濃度の内部標準
物質についても、被検物質を測定するチップと同一のチップ上で、同一条件下でアッセイ
する。内部標準物質とは、各被検試料中に含まれる被検物質量の測定値を補正するための
物質であり、好ましくは濃度若しくは容量が規定されている。補正が必要とされる理由は
、本発明の好適な測定対象となる生体試料には、被検物質の他、核酸、タンパク質、脂質
、ビタミン、血球、色素等の多種多様な生体内物質（マトリックス）が含まれ、特に、血
液試料には光学的測定結果を狂わせる赤血球等が含まれているからである。また、尿試料
にもビリルビンやウロビリノーゲン等が含まれ、光学的測定結果を狂わせる。そのため、
これらの生体内物質の影響を受け、試料毎の測定結果に差異が生じる。また、試料の採取
、試料の保管状況、アッセイまでに要する期間、アッセイ試薬、アッセイ条件等によって
測定値は影響され、さらに、磁気信号検出に際しての外部磁場ノイズによっても測定結果
に差異が生じるという理由もある。そこで、内部標準物質の測定値に基づいて、被検物質
の測定値の補正を行うものである。
【００４４】
　ここで、内部標準物質としては、アッセイ系を構成する成分を含んで構成することが好
ましい。例えば、既知の濃度の被検物質、捕捉物質、磁性粒子、被検物質と捕捉物質の複
合体、捕捉物質と磁性粒子の複合体等を含んで構成することができ、補正目的に応じて適
宜選択することができる。また、アッセイ系を構成する成分と同等程度の活性を有する代
替物物質を内部標準物質としてもよく、例えば、測定環境や保存環境等によって変化し難
い比天然の化学合成化合物等が好ましく利用できる。アッセイは、内部標準物質と被検物
質量からの磁気信号の強度を測定することにより行われる。そして、内部標準物質の測定
値に基づいて補正係数を算出し、かかる補正係数に基づいて被検物質の測定値の補正を行
う。このとき、補正の基準となる測定値は、内部標準物質の既知濃度であっても、測定さ
れた磁気信号強度であってもよく、適宜選択することができる。
【００４５】
　例えば、被検試料にアッセイ系を妨害する因子が含まれる場合には、当該妨害因子によ
る影響を排除するための補正を行うことができる。この場合の補正係数は、例えば、測定
された所定の磁気信号強度における、妨害因子を排除した試料中で測定した内部標準物質
の濃度に対する前記妨害因子を含む試料中で測定した内部標準物質の濃度の比の値として
求められる。内部標準物質は既知濃度あるが、測定する試料にアッセイ系を妨害する因子
が含まれるか否かで測定される磁性信号強度は異なるため、同一の磁性信号強度であって
も、試料中に含まれる内部標準物質濃度は相違することに基づいて補正係数を算出するも
のである。つまり、補正係数は、所定の磁気信号強度における、妨害因子を排除した試料
中での内部標準物質の濃度で前記妨害因子を含む試料中での内部標準物質の濃度を除算す
ることによって求められる。
【００４６】
　そして、既知濃度の被検物質を含んだ前記妨害因子を排除した試料について被検物質由
来の磁性信号強度を測定した結果を基に検量線を作成する。このとき、検量線は、当該試
料中に含まれる被検物質の実際の濃度に前記補正係数を乗算し、乗算して得られた濃度と
測定された磁性信号強度に基づいて作成される。そうすることにより、前記妨害因子を含
む被検試料中で被験物質を測定し得られた磁性信号強度から、上記検量線に基づいて正確
な被検物質の濃度を算出することができる。
【００４７】
　また、補正係数は、内部標準物質由来の磁性信号と濃度との関係を示す近似線を作成す
ることによっても算出できる。例えば、妨害因子を含む試料中での内部標準物質由来の磁
性信号強度、及び前記妨害因子を排除した試料中での内部標準物質由来の磁性信号強度か
ら夫々の近似線を作成する。そして、この２つの近似線が近づくように補正係数を算出す
る。このとき、上記と同様に、測定された所定の磁気信号強度における、妨害因子を排除
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した試料中での内部標準物質の測定値から作成した近似線上の各ブロットに対する前記妨
害因子を含む試料中での内部標準物質の測定値から作成した近似線上の各ブロットの比の
値から求めることができる。
【００４８】
　また、上述した方法とは逆に、補正係数の算出については、所定の磁性信号強度におけ
る、妨害因子を含む試料中で測定した内部標準物質の濃度に対する前記妨害因子を排除し
た試料中で測定した内部標準物質の濃度の比の値として求めてもよい。その場合には、妨
害因子を含む被検試料中で測定した被検物質の磁性信号強度から、妨害因子を含まない試
料中で測定した被検物質濃度と磁性信号強度の検量線に基づいて仮の被検物質の濃度を算
出した後、補正係数を乗算することにより真の被検物質濃度を求めることとなる。いずれ
の試料に基づいて補正係数を算出するかは、当業者の設計事項の範囲であり、適宜選択す
ることができる。ここで、妨害因子としては血液、尿、又はそれらに含まれるマトリック
スが例示され、血液中に含まれる血清は抗体活性を低下させる等のイムノアッセイ系にお
いて好ましくない事象を誘発する。
【００４９】
　また、測定温度等や磁気信号検出に際して外部磁場ノイズ等の測定環境が異なる被検試
料間の補正を行うことができ、異なる測定環境での内部標準物質の測定値から測定環境の
相違による補正係数を算出し、かかる補正係数に基づいて測定環境の変動によって生じた
被検物質の測定値の差異を補正することができる。これにより、測定環境の異なる試料間
においても被検物質量の比較が可能になる。さらに、アッセイ用試薬の異常を検知し、当
該アッセイ用試薬の異常による被検物質の測定値への影響を補正することができる。
【００５０】
　本発明の方法は、複数の磁気検出手段を設置したチップを利用するものであり、磁気検
出手段の数は必要に応じて適宜設定されるものである。したがって、複数のアッセイ系に
影響を与えている要因に関する補正を同時に実行することができる。したがって、上述の
被検試料にアッセイ系を妨害する因子が含まれる場合の補正、測定環境が異なる場合の補
正等を同時に実行することもでき、複数の要因が組み合わされている場合にも、同時にア
ッセイを実行し、補正を行うことができる。
【００５１】
　そして、解析機構を設けて、内部標準物質の測定値からの補正係数の算出、及び被検物
質の測定値の補正を自動的に行うように構成することができる。例えば、解析機構はコン
ピュータであり、メモリに所定のソフトウエアを格納し、当該ソフトウエアに沿って磁気
信号検出手段、磁場機構、及びその周辺機構を協働動作させるように構成できる。このよ
うに構成することで、解析機構は、補正係数を算出する補正係数演算手段として機能や、
前記補正係数算出手段によって算出された補正係数に基づいて被検物質の測定値の補正を
行う補正実行手段としての機能や、アッセイ用試薬に異常が発見された場合には警告を発
する等のアッセイ系を制御する制御手段としての機能等を発揮させることができる。
【００５２】
　このように、本発明の方法により、被検物質の測定するアッセイ系において、アッセイ
を妨害する因子、アッセイ環境の相違、アッセイ試薬の活性低下等のアッセイ系に影響を
与えている要因によって生じた被検物質の測定値への影響を内部補正により排除すること
ができる。これにより被検物質の測定値を正規化でき、被検物質を正確、かつ高精度に測
定することができる。したがって、本発明は、ワンチップアッセイ系における被検物質の
測定方法をも提供するものであり、当該方法も本発明の一部を構成する。
【００５３】
　以下、本発明の好適な実施形態として、本発明を、抗原物質である被検物質をサンドイ
ッチELISAによって測定するアッセイ系に適用したケースを例示して説明する。ただし、
これは本発明の実施形態の一例に過ぎず本発明の内容を限定するものではない。まず、サ
ンドイッチELISAの基本的構成を説明する。予め、固相表面に被検物質を特異的に認識し
捕捉することができる第１の抗体を固定化する。そして、必要に応じて固相表面のブロッ
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キング処理を行う。続いて、被検物質を含む被検試料を固相に接触させ、これにより、被
検物質が固相上の第１の抗体に特異的に捕捉される。なお、捕捉されなかった成分は、洗
浄等により排除し、必要に応じて固相表面のブロッキング処理を行う。次に、第１の抗体
とは別の抗原上のエピトープを特異的に認識し捕捉することができる第２の抗体を接触さ
せ、これにより、第１の抗体－被検物質－第２の抗体という免疫複合体が基板表面に形成
される。なお、捕捉されなかった成分は、洗浄等により排除する。そして、この免疫複合
体量を測定することにより被検物質を定量するものである。第１の抗体は固定化抗体とし
て、第２の抗体は検出用抗体として機能するように構成されている。
【００５４】
　本発明は、上記アッセイ系がチップ上で行われ、上記免疫複合体は磁性粒子で標識され
る。そして、磁性検出手段により、チップ上で形成された免疫複合体量を測定するように
構成される。好ましくは、磁気検出手段は、チップに設置された複数の磁気センサーであ
り、これらはチップの表面に形成された各ウェル内に夫々配置されている。磁気センサー
としては、GMRセンサーを好適に使用できる。そして、磁気センサーが同一条件で測定で
きるように構成された少なく１つの磁場機構が設けられている。このように構成すること
で多成分測定を可能としている。そして、免疫複合体の存在は、第２の抗体に標識された
磁性粒子からの磁気信号により測定する。磁気信号強度は被検物質の量に比例することか
ら、試料中に含まれる被検物質を定量することができる。
【００５５】
　具体的な手順は、まず、複数のセンサーが配置されたチップに、第１の抗体と内部標準
物質を固定化する。このとき、第１の抗体の固定化量は、チップの複数センサー上に各セ
ンサー毎に等量ずつ固定化してもよいし、補正目的に応じて異なる量で固定化するように
構成してもよい。続いて、被検物質を含む被検試料をチップに接触させると、チップ上に
固定化された第１の抗体が被検物質を特異的に認識し捕捉する。次に、第２の抗体を接触
させ、これにより、第１の抗体－被検物質－第２の抗体という免疫複合体がチップ表面に
形成される。そして、この免疫複合体を測定することにより被検物質を定量するものであ
る。好ましくは、ビオチン標識された第２の抗体を被検物質と反応させ、免疫複合体形成
後に、ステレプトアビジンで標識された磁性粒子を接触させる。これにより、ビオチン－
ストレプトアビジン結合等を介して、磁性粒子により第２の抗体は標識されることなる。
同時に内部標準物質について同様の処理を行う。内部標準物質は、被検物質の測定値に影
響を与えている要因を排除するための補正を行うためのものである。内部標準物質は、被
検物質の測定値に影響を与えている要因の存在下及び不在下で測定され、かかる測定値に
基づいて補正係数が算出される。そして、かかる補正係数に基づいて被検物質の測定値を
補正するものである。
【００５６】
　アッセイを妨害する因子によって生じた被検物質の測定値への影響の補正について、血
清を例示して説明する。被検試料が血清である場合の測定値の補正は、被検物質を含まな
いか、被検物質を含んでいても濃度が規定されている血清中での内部標準物質由来の磁気
信号強度を測定する。同時に血清を排除した試料中での内部標準物質由来の磁気信号強度
を測定する。測定後、これらの磁気信号強度と濃度の関係についての近似線を作成する。
【００５７】
　また、血清を含む試料中で測定した内部標準物質について作成した近似線を基準として
、２つの近似線が近づくように補正係数を算出する。そして、血清を含まない試料中の濃
度既知の被検物質由来の磁性信号強度を測定した結果より、磁性信号強度と濃度の関係を
示す検量線を作成する。このとき、被検物質の濃度には、算出された補正係数を乗算して
検量線を作成する。続いて、血清を含む被検試料中で測定された被検物質由来の磁性信号
強度から、上記検量線に基づいて、被検試料中に含まれる被検物質の濃度を算出すること
ができる。
【００５８】
　また、反対に、血清を排除した試料中で測定した内部標準物質について作成した近似線
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を基準として、２つの近似線が近づくように補正係数を算出する。そして、被検試料であ
る血清中に含まれる被験物質を測定し得られた濃度に補正係数を乗算することによっても
補正を行うことができる。このように補正することにより、血清が被検物質のアッセイ系
に与える影響を排除することができ、測定結果の正確性及び信頼性を確保できる。このと
き、内部標準物質として、ビオチン標識アルブミン等を利用することができる。これを磁
性粒子で標識したストレプトアビジンにより、内部標準物質量を磁性信号の強度として検
出することができる。
【００５９】
　また、測定温度や外部磁場ノイズ等の測定環境が異なる被検試料間の補正は、異なる測
定環境下で測定した内部標準物質の磁気信号強度を夫々得る。そして、異なる測定環境下
で測定した磁気信号強度と濃度の関係についての近似線を作成する。そして、一方の測定
環境下で測定した内部標準物質についての近似線を基準として、その他の測定環境下での
測定によって作成された近似線が近づくように補正係数を算出する。そして、かかる補正
係数を他方の測定環境で測定された被検物質の濃度に乗算することにより補正を行うこと
ができる。これにより、測定環境の異なる試料間においても被検物質量の比較が可能にな
る。このとき、内部標準物質として、ビオチン標識アルブミン等を利用することができる
。これを磁性粒子で標識したストレプトアビジンにより、内部標準物質量を磁性信号の強
度として検出することができる。
【００６０】
　また、測定環境が異なる被検試料間の補正を行う場合に、例えば、上記の第１の抗体（
固定化抗体）を異なる量でチップ上に固定化し、夫々の第１の抗体に由来する磁性信号の
強度を検出することによっても行うことができる。第１の抗体に由来する磁性信号強度の
検出は、第１の抗体を直接磁性粒子で標識することによって行ってもよいし、濃度が予め
規定された被検物質及び第２の抗体を介して磁性粒子で標識することによって行ってもよ
い。そして、固定化された第１の抗体由来の磁性信号の強度と固定化抗体量の関係につい
ての検量線（近似線）を作成し、これを利用して補正係数の算出に利用することができる
。なお、補正係数の算出及び被検物質の測定値の補正は、上述のアッセイを妨害する因子
によって生じた被検物質の測定値への影響の補正と同様に行うことができる。
【００６１】
　アッセイ用試薬の異常を検知し、当該アッセイ用試薬の異常による被検物質の測定値へ
の影響の補正は、例えば、磁性粒子の活性を確認したい場合には、ビオチンを内部標準物
質として行うことができる。そして、ビオチンをチップ上に固定化する。このとき、アル
ブミン等の他の成分を含んで固定化してもよい。そして、正常な磁性粒子としての活性を
発現するストレプトアビジン標識磁性粒子と、活性を確認したいストレプトアビジン標識
磁性粒子を夫々内部標準物質に反応させる。磁気信号強度を測定し、この測定結果に基づ
いて磁性粒子の活性を確認することができる。また、被検物質の測定に用いた磁性粒子に
異常が検知された場合には、磁性粒子の異常により生じた被検物質の測定値の異常を補正
することができる。この場合の補正は、上述のアッセイを妨害する因子によって生じた被
検物質の測定値への影響の補正と同様に行うことができる。
【００６２】
　また、捕捉物質の活性を確認したい場合には、内部標準物質として、当該捕捉物質と同
等の被検物質に対する反応性を有する非天然物質を使用することが好ましい。ここでは、
活性確認対象が上述の第２の抗体（検出用抗体）である場合を例示して説明する。内部標
準物質として、抗体活性が測定環境や保存環境等によって変化し難い非天然物質、特には
化学合成化合物が好ましく利用できる。例えば、当該抗体活性に類似する活性を有する合
成ペプチド、合成ポリペプチド、合成タンパク質、DNAにタンパク質を構成するアミノ酸
の部分構造を化学的に組み込んだ化合物等を利用することが好ましく、所謂、人工抗体と
して知られている物質を利用することができる。
【００６３】
　そして、内部標準物質及び第２の抗体由来の磁性信号の強度をワンチップ上で磁気検出
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手段により検出する。このとき、第２の抗体及び内部標準物質のチップ上への固定化は、
直接固定化してもよいし、濃度や量が予め規定された被検物質や第１の抗体等を介して間
接的に固定化してもよい。また、磁性信号強度の検出は、第２の抗体及び内部標準物質を
直接磁性粒子で標識することによって行ってもよいし、抗原抗体反応やストレプトアビジ
ン－ビオチン結合等を介して間接的に磁性粒子で標識することによって行ってもよい。検
出結果に基づいて第２の抗体の活性を確認することができる。つまり、内部標準物質は非
天然物質であることから抗体活性の変化し難いが、第２の抗体は生理活性成分であるため
その活性は測定環境や保存環境等に要因によって活性が低下したり、最悪の場合には失活
する。したがって、内部標準物質との比較での第２抗体からの磁性信号強度の低下により
、第２の抗体の劣化等の異常が検知することができる。そして、被検物質の測定に用いた
第２の抗体に異常が検知された場合には、第２の抗体の異常により生じた被検物質の測定
値の異常を補正することができる。この場合の補正は、上述のアッセイを妨害する因子に
よって生じた被検物質の測定値への影響の補正と同様に行うことができる。同様にして、
第１の抗体（固定化抗体）の活性を確認することができる。
【００６４】
　第２の抗体の活性を確認する別の方法としては、予め濃度が規定された被検物質を内部
標準物質とすることもでき、被検物質をチップ上に固定化する。このとき、他の成分を含
んで固定化してもよい。これにより第２の抗体のロット差や保存期間等の影響による抗体
活性の劣化等の異常を検出することができる。
【００６５】
（本発明の別の実施形態）
　本発明の別の実施形態として、被検物質の測定値に影響を与えている要因分の補正と反
対に、被検試料中に含まれる「濃度参照物質」を内部標準物質として使用し、被検物質の
測定値を内部補正することができ、かかる形態も本発明の一部を構成する。
【００６６】
　ここで、「濃度参照物質」とは、測定対象となる被検試料中に常にほぼ一定量含まれて
いる物質を意味する。好ましくは、同一種類の被検試料中に常にほぼ一定量含まれている
物質である。特に、生体試料に含まれる物質の場合、それが由来する生体の一個体におい
てはほぼ一定量含まれているが、個体差によりその含有量が変動する物質がある。そのよ
うな物質であっても、同一個体間でほぼ一定量含まれている限り濃度参照物質とすること
ができる。つまり、かかる一個体由来の被検試料中の被検物質の測定の際の内部標準物質
とすることができる。したがって、性差、年齢層、体重、民族、期間等によりその含有量
が異なる場合であっても、同一グループ内であればほぼ一定量含まれる限りその物質を濃
度参照物質として、本発明の方法において使用することができる。
【００６７】
　具体的な濃度参照物質として、尿中に含まれるクレアチニン、イヌリン等が例示される
がこれらに限定されるものではない。例えば、クレアチニンの一日の排泄量は筋肉量に比
例し、１日のクレアチニン排泄量はほぼ一定であることが知られている。つまり、クレア
チニンは、食物や水分の摂取、消化器官での消化や吸収、発汗等の生理的変動因子の影響
を受けず、また、腎臓における腎細管で再吸収されることなく腎臓からほぼ一定量排出さ
れる。一方、被検物質が尿中に含まれる生理活性物質である場合には、尿中の被検物質の
濃度は、上述の食事や水分の摂取、発汗等の生理的変動因子の影響を受け、その尿中濃度
は排出の際の尿量によって大きく変動する。したがって、生理活性物質の濃度は、尿の濃
縮や希釈度に大きく左右されるため尿中濃度のみで判断を行うと誤った診断結果を導くこ
とになる。そこで、尿中にほぼ一定量含まれるクレアチニン濃度を内部標準物質として参
照することで、尿中の生理活性物質の濃度の補正を行うことができる。
【００６８】
　内部標準物質として濃度参照物質を使用する場合には、まず、被検試料中の被検物質量
と、当該被検試料中に含まれる濃度参照物質量を、本発明の第一の実施形態で説明した通
り、同一のチップ上で同時に、これらに由来する磁性信号の強度を検出することにより測
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定する。このとき、濃度参照物質のチップ上への固定化は、直接固定化してもよいし、抗
原抗体反応やストレプトアビジン‐ビオチン結合等を介して間接的に固定化してもよい。
また、磁性信号の検出は、濃度参照物質を直接磁性粒子で標識することによって行っても
よいし、抗原抗体反応やストレプトアビジン‐ビオチン結合等を介して間接的に磁性粒子
で標識することによって行ってもよい。なお、被検物質からの磁性信号強度の測定は、本
発明の第一の実施形態で説明した通りに行うことができる。
【００６９】
　そして、測定された濃度参照物質量を参照して、当該被検試料中に含まれる被検物質の
測定値の補正を行う。補正係数の算出も、本発明の第一の実施形態に準じて行うことがで
きる。被検試料毎に含まれる濃度参照物質量は一定であるので、被検試料間における磁性
信号強度が一定になるように各被検試料毎に補正係数を算出する。このとき、１の被検試
料を基準として、各被検試料中の濃度参照物質由来の磁性信号強度を、基準の被検試料中
の濃度参照物質由来の磁性信号強度で除算して補正係数を求めることができる。そして、
算出された各被検試料毎の補正係数を、対応する被検試料に含まれる被検物質を測定した
磁気信号強度に乗算することで、補正を行うことができる。これにより正確な被検物質量
を測定することができる。また、補正係数の算出に際して、予め、既知の濃度参照物質量
と磁性信号強度との関係を求めた検量線を作成し、かかる検量線に基づいて濃度参照物質
量を算出し、かかる濃度参照物質量が一定になるように補正係数を算出してもよい。
【００７０】
　濃度参照物質を内部標準物質とすることにより、特に、生体試料中に含まれる生理活性
物質等の生理的変動因子の影響により生じた測定値のズレを内部補正により補正すること
ができる。これにより被検物質の測定値を正規化でき、被検物質を正確かつ高精度に測定
することができる。したがって、このように濃度参照物質を内部標準物質として被検物質
の測定値を内部補正により正規化する工程を有する被検物質の測定方法も本発明の一部を
構成する。
【００７１】
（効果）
　本発明の方法は、ワンチップアッセイ系において、内部標準物質の測定値に基づいて算
出された補正係数を用いて被検物質の測定値を有効に補正するものである。このように構
成することで、測定結果の正確性及び信頼性を確保することができ、測定精度が向上する
。
【００７２】
　また、本発明の方法は、被検物質の測定値において、アッセイ系に影響を与える要因に
よって生じた分について有効に補正できることから、クルードな試料をそのまま測定した
いという市場の要望に応えることができる。特に、全血や血清等の生体試料の測定等の臨
床医療分野における利用価値は高い。そして、複数の磁気検出手段を配置した１つのチッ
プ上で、被検物質及び内部標準物質の測定を行えることから、測定機器の小型化を図れ、
コストの低減にもつながる。そして、磁気検出手段を必要な数だけチップに配置すること
により複数の被検物質の同時測定、つまり多成分アッセイが可能となる。
【００７３】
　さらに、本発明の方法は磁性粒子の磁性エネルギーである磁性信号を測定することから
、赤血球成分等の光学的な妨害物質に関係なく、被検物質を測定することができるという
利点がある。また従来のイムノアッセイの標準とされているELISAの反応原理をそのまま
活用できるという利点もある。したがって、ELISA用に確立された抗体等の試薬類を利用
することができると共に、ELISAにより測定方法が確立された多種多様な被検物質の測定
に適用することができる。
【００７４】
実施例１．抗体活性の劣化の補正
　本実施例は、被検試料にアッセイ系を妨害する因子が含まれる場合には、当該妨害因子
による影響を排除するための補正を検討したものである。詳細には、妨害因子によるアッ
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セイ系への影響が血清による抗体活性の劣化であり、かかる影響を受けた測定値のバラツ
キの補正について肺がんマーカーの定量例により検討を行った。
【００７５】
（手順）
　本実施例では、磁気検出手段としてGMRセンサーを使用した。GMRセンサーはS.X  Wang
他著、Biosensors and Bioelectronics、2010年、第25巻、第9号、第2051～2057頁の記載
に基づいて構築したものを使用した。GMRセンサ上に、肺がんマーカーである上皮成長因
子受容体（以下、「EGFR」）と称する」抗体、内部標準物質であるビオチン標識BSA（以
下、「Bio-BSA」と称する）を、専用装置を使って固定化した。Bio-BSA の固定化量は、
用いる検出系のIC50を挟む複数水準が好ましい。今回は3水準（4pg、0.4pg、0.04pg）を
固定した。EGFR抗体は、Human EGFR/ErbB1 Antibody、R&D systems社製、Catalog No.AF2
31を、Bio-BSAは、Albumin, biotin labeled bovine, lyophilized powder、Sigma 社製
、Catalog No.A8549を使用した。固定化後、真空ポンプで1時間乾燥させ、2％BSA／PBSを
200μL添加してブロッキング処理を１時間行った。続いて、定量性を確認するために、0
、0.1、1、10ng/mLのEGFR溶液（n=2：以下、「buffer 1」、「buffer 2」と称する）と、
0、0.1、1、10ng/mLのEGFR溶液に血清（2ng/mLのEGFRを含有）を加えた溶液（n=2：以下
、「serum 1」、「serum 2」と称する）を夫々100μL添加し、2時間静置した。血清試料
は、抗体の活性の劣化を引き起こすことが知られている。前述の溶液を廃棄し、0.1％ BS
A, 0.05% Tween20/PBSで3回洗浄後、ビオチン標識抗EGFR抗体（1μg/mL）を100μL加えて
1時間静置した。ビオチン標識抗EGFR抗体は、Biotinylated Antibody Antigen Affinity 
Polyclonal Goat IgG、R&D systems社製、Catalog No.BAF231を使用した。静置後、前述
の抗体溶液を廃棄し、0.1％ BSA, 0.05% Tween20/PBSで3回洗浄後、ストレプトアビジン
標識磁性ナノ粒子溶液100μLを加えた。ストレプトアビジン標識磁性ナノ粒子としては、
15nmの磁性コア粒子に１粒子当たり3～10分子のストレプトアビジンを化学結合させて標
識したものを使用した。そして、磁性ナノ粒子との反応15分後に磁気信号の強度を測定し
た。磁気信号の強度（parts per million：ppm）は下記の式の通りに算出した。
【００７６】
　磁気信号の強度（ppm）≒△変化した磁性抵抗（Ω）／掛けている磁性抵抗（Ω）
　　注：変化する磁性抵抗は約μΩであり、センサーに掛けている磁性抵抗は約2kΩであ
　　　　るため、磁気信号の強度の単位は「ppm」となる。
【００７７】
（結果）
　「buffer」及び「serum」の試料についての測定結果を図１のグラフに示す。グラフは
、横軸が試料中に含まれるEGFR溶液の濃度（ng/ml）であり、縦軸が磁性粒子からの磁気
信号の強度（ppm）である。理想としては、「buffer」及び「serum」の試料の測定結果は
直線性が成立するべきではある。しかしながら、「serum」の試料は血清を添加している
ことから、当然のことながら直線性にズレが生じる。「buffer」の試料の測定結果によっ
て作成した検量線への回帰率（相対係数）は、r2＝0.81であった。
【００７８】
　血清を添加した「serum」の試料の測定結果の直線性が得られなかったため、抗体活性
を落とす要因分の補正が必要であると判断し、内部標準物質であるBio-BSAの測定結果よ
り補正を試みた。Bio-BSAの測定結果を図２のグラフに示す。なお、グラフ中、「buffer 
Bio-BSA」はEGFR溶液を加えた試料、「serum Bio-BSA」はEGFR溶液に血清試料（2ng/mLの
EGFRを含有）を加えた試料の測定値の平均値をブロットして作成した近似線である。この
２つの近似線が近づく補正係数を算出したところ、補正係数＝1.3との数値が得られた。
続いて、算出した補正係数を「buffer-Bio-BSA」の測定値（濃度）に乗算し補正を行った
結果を図３に示す。つまり、図２の「buffer-Bio-BSA」のグラフを、横軸（濃度）方向に
1.3倍乗算したグラフが図３に相当する。
【００７９】
　続いて、内部標準であるBio-BSAの測定結果から得られた補正係数を、図１の「buffer
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」の試料の測定値（濃度）に乗算して補正を行った。結果を図４に示す。そして、補正後
の図４のグラフにおいて、検量線への回帰率（相対係数）を算出したところr2＝0.93とな
った。内部標準物質による補正により、臨床試験における許容範囲内に回帰率をおさめる
ことができることが確認できた。つまり、本発明により、被検試料に含まれるアッセイ系
を妨害する因子による影響を有効に補正できることが実証された。
【００８０】
実施例２．測定環境の相違の補正
　本実施例は、被検試料を測定した際の環境の相違による測定値の誤差の補正を検討した
ものである。詳細には、測定日時及び測定温度の相違により生じた測定値の誤差の補正に
ついて、実施例１と同様に肺がんマーカーの定量例により検討を行った。
【００８１】
（手順）
　実施例１と同様に、GMRセンサ上に、EGFR抗体、内部標準物質であるビオチン標識BSA（
以下、「Bio-BSA」と称する）を、専用装置を使って固定化した。Bio-BSA の固定化量は
実施例１と同じである。固定化後、真空ポンプで1時間乾燥させ、2％BSA／PBSを200μL添
加してブロッキング処理を１時間行った。続いて、定量性を確認するために、0、0.1、1
、10ng/mLのEGFR溶液を100μL添加し、2時間静置した。前述の溶液を廃棄し、0.1％ BSA,
 0.05% Tween20/PBSで3回洗浄後、ビオチン標識抗EGFR抗体（1μg/mL）を100μL加えて1
時間静置した。静置後、前述の抗体溶液を廃棄し、0.1％ BSA, 0.05% Tween20/PBSで3回
洗浄後、ストレプトアビジン標識磁性ナノ粒子溶液100μLを加えた。そして、磁性ナノ粒
子との反応15分後に磁気信号の強度を測定した。なお、本実施例において使用した試薬は
、特に記載がない場合には実施例１と同じ試薬を使用し、また、実験手順についても、特
に記載がない場合には実施例１に準じて同様の手順により行った。
【００８２】
　以上の測定工程を、測定日時及び測定温度を変えて行った。詳細には、2011年11月3日
に20℃で測定した試料（n=1）：以下、「1103 buffer」と称する）、2011年11月7日に23
℃で測定した試料（n=2：以下、「1107 buffer 1」、「1107 buffer 2」と称する）であ
る。
【００８３】
（結果）
　「1103 buffer」及び「1107 buffer」の試料についての測定結果を図５のグラフに示す
。理想としては、「1103 buffer」及び「1107 buffer」の試料の測定結果は同一となるは
ずである。しかしながら、測定環境、特に温度の相違が抗原抗体反応に影響を与え、測定
値にズレが生じた。検量線への回帰率（相対係数）は、r2＝0.89であった。
【００８４】
　測定環境の相違により測定値にズレが生じたため、測定環境の相違により生じた誤差の
分の補正が必要であると判断し、実施例１と同様に内部標準物質であるBio-BSAの測定結
果より補正を試みた。Bio-BSAの測定結果について図６のグラフに示す。なお、グラフ中
、「1103 Bio-BSA」は2011年11月3日に20℃で測定した試料、「1107 Bio-BSA」は2011年1
1月7日に23℃で測定した試料の測定値の平均をブロットして作成した近似線である。この
２つの近似線が近づく補正係数を算出したところ、補正係数＝1.3との数値が得られた。
続いて、算出した補正係数を「1107 Bio-BSA」の測定値（濃度）に乗算し補正を行った結
果を図７に示す。つまり、図６の「1107 Bio-BSA」のグラフを、横軸（濃度）方向に1.3
倍乗算したグラフが図７に相当する。
【００８５】
　続いて、内部標準物質であるBio-BSAの測定結果から得られた補正係数を、図５の「110
7 Bio-BSA」の試料の測定値（濃度）に乗算して補正を行った。結果を図８に示す。そし
て、補正後の図８のグラフにおいて、検量線への回帰率（相対係数）を算出したところ、
r2＝0.98となった。内部標準物質による補正により、臨床試験における許容範囲内に回帰
率をおさめることができることが確認できた。つまり、本発明により、測定環境の相違に
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より生じる測定誤差を有効に補正できることが実証された。
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