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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗原抗体沈殿物の検出によって粒子量をフェムトモルおよびアトモル範囲で検出するた
めの方法であって、
　所定の最大の粒径を有する粒子を実質的に含有するサンプル流体を提供し、前記粒子が
少なくとも２つの抗体結合部位を有するステップと、
　所定の最大の粒径を有する粒子を実質的に含有する抗体を含有する流体を提供するステ
ップと、
　前記サンプル流体を、少なくとも２つの抗体結合部位を有する粒子の存在下に前記抗体
が抗原抗体沈殿物を形成しうる反応流体を生じる抗体を含有する流体と接触させるステッ
プと、
　光ビームを前記反応流体を通じて方向づけるステップと、
　前記光ビームを通過する前記粒子の各々によってシグナルを生成するステップと、
　前記光ビームが前記反応流体を含有する測定セルを通過している場合に生成される前方
への散乱光の光錐の明暗境界での吸光を光検出器で測定することによって前記シグナルを
検出するステップと、を含み、
　前記シグナルの強度は形成された抗原抗体沈殿物のサイズおよび数に依存し、
　前記粒子の数は検出された前記シグナルにより測定され、
　前記粒子のサイズは、前記粒子が前記光ビームを通過するときの経過時間を測定するこ
とにより検出され、
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　検出することができる前記粒子のサイズは、２０ｎｍ乃至５μｍであることを特徴とす
る方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の方法であって、前記所定の最大の粒径を有する粒子を実質的に含有す
るサンプル流体を提供するステップが、
　ａ）流体を供給するステップと、
　サンプルを前記流体へ導入するステップと、
　所定の粒径を超える粒子を分離し、所定の最大の粒径を有する粒子のみを実質的に含有
するサンプル流体を得るステップ、または
　ｂ）所定の最大の粒径を有する粒子を実質的に含有する流体を供給するステップと
　所定の最大の粒径を有する粒子を実質的に含有するサンプルを流体へ導入し、所定の最
大の粒径を有する粒子を実質的に含有するサンプル流体を得るステップとを含んで成る方
法。
【請求項３】
　前記所定の最大の粒径を超えるサイズを有する粒子は、２０乃至４５０ｎｍ、より好ま
しくは１００乃至３００ｎｍ、かつ特に２００ｎｍの細孔径を有するフィルタを用いてろ
過されることにより分離される、請求項１または２のいずれかに記載の方法。
【請求項４】
　少なくとも２つのモノクローナル抗体または１つのポリクローナル抗体が抗体として使
用される、請求項１乃至３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　前記抗体が免疫グロブリンＧおよび免疫グロブリンＭより成る群から選択される、請求
項１乃至４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　前記方法が、粒子の量が定量的または半定量的に検出されることを可能にする、請求項
１乃至５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　一定の抗体濃度で、測定シグナルの減少が抗原の濃度と直接関係している、請求項１乃
至６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　コンピュータ可読媒体に保存されたプログラムコード手段を含んで成るコンピュータプ
ログラムであって、前記コンピュータプログラムがコンピュータ、ネットワークデバイス
、または分析的検出デバイスで実行される場合に請求項１乃至７のいずれかに記載の方法
を行うためのコンピュータプログラム。
【請求項９】
　サーバーからダウンロード可能なプログラムコードを含んで成るコンピュータプログラ
ムであって、前記コンピュータプログラムがコンピュータ、ネットワークデバイス、また
は分析的検出デバイスで実行される場合に請求項１乃至７のいずれかに記載の方法を行う
ためのコンピュータプログラム。
【請求項１０】
　検出すべき所定の粒子の質的および／または量的検出のためのキットであって、前記所
定の粒子が少なくとも２つの抗体結合部位を有し、前記キットが、
　前記所定の粒子に特異的に結合可能である少なくとも１つの抗体と、
　サンプルを受入れるための少なくとも１つの適切な流体と、
　少量の粒子を検出するためのデバイスと、を含んで成り、
　前記デバイスは、
　レーザービームを発生するためのレーザーと、
　前記粒子を含有する液体を収容するための測定セルと、
　前記レーザーによって発生される前記レーザービームが流体中に前記粒子を含有する前
記測定セルを通過している場合に生成される前方への散乱光の光錐の明暗境界での吸光を
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測定することによって、前記粒子の各々が前記レーザービームを通過することで生成され
るシグナルを検出するために設計されている光検出器と、を含んでおり、
　前記光検出器と前記レーザーとは、前記光検出器が前記前方への散乱光によって生成さ
れる光錐の明暗境界を狙うように、多少のズレはあるが、実質的に同軸上に配列され、
　前記シグナルの強度は形成された抗原抗体沈殿物のサイズおよび数に依存し、
　前記粒子の数は検出された前記シグナルにより測定され、
　前記粒子のサイズは、前記粒子が前記レーザービームを通過するときの経過時間を測定
することにより検出され、
　検出することができる前記粒子のサイズは、２０ｎｍ乃至５μｍであることを特徴とす
るキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は抗原抗体反応生成物の検出によってきわめて少量の粒子を検出するための方法
およびデバイスを提供し、前記方法はフェムトモルまたはアトモル範囲に至るまで高い検
出感度を有する。
【背景技術】
【０００２】
　少量の粒子の検出のためのいくつかの方法、例えば、ネフェロ法および濁度法のほか動
的光散乱法（ＤＬＳ）と呼ばれる方法が当技術分野で周知である。
　ネフェロ法および濁度法においては、小粒子の照射により広角の散乱光が生じるチンダ
ル効果が使用される。光の散乱は、散乱媒質を通過した後の入射光ビーム強度の減少を測
定することによって、または横方向に偏向した光の強度を測定することによって測定され
うる。前者のケースは、濁度測定法または吸光測定法と呼ばれ、後者のケースは正確には
比濁分析、またはチンダロメトリー（ｔｙｎｄａｌｌｏｍｅｔｒｙ）と呼ばれる。
【０００３】
　動的光散乱法（ＤＬＳ）と呼ばれる方法は別の方法を提供する。これらの方法において
は、粒子を取囲む光球上の１個だけ（または数個）の点が観察されるが、さらに、ブラウ
ン運動によって引き起こされる輝度変調が分析される。きわめて小さなモニタリング量に
焦点を当てることによって、一部の粒子からの散乱光の重なりによる干渉を削減しようと
試みられる。したがって、粒子はきわめて迅速にきわめて小さな照射量を通過するため、
分析オプトエレクトロニクスは有意な変動周波数を検出しなければならない。大量の情報
が複雑な信号処理によって提供され、そのため以上の方式は条件つきでのみ定量的分析に
有用である。
【０００４】
　従来技術の検出方法は、さらに不利点を示す。第１に言及されるべきは、上記の方法の
検出感度は近年大幅に増大しているが、高感度を有する検出方法に対する最も多様な分野
で依然として強い必要性があることである。さらに、従来技術の検出方法は依然として比
較的大量のサンプルを必要とし、これは特に医療技術の方法において被検査人にストレス
を及ぼしうる。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　したがって、本発明の目的は、従来技術の方法よりも高感度を示す少量の粒子を検出す
るための方法を提供することである。さらに、かかる方法は、少ない希釈のサンプルおよ
び／またはより最小量のサンプルを必要とし、より大きな規模でサンプル分析に適切であ
り、かつ基本訓練後には特別の事前経験のない人員によって実行可能でもあることが必要
である。さらに、本発明の目的は、少量の粒子を検出するためのデバイスを提供すること
である。
【課題を解決するための手段】
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【０００６】
　この目的は、抗原抗体沈殿物の検出によって少量の粒子の検出の方法を提供することに
よって達成され、この方法は、所定の最大の粒径を有する粒子を実質的に含有するサンプ
ル流体を提供し、粒子は少なくとも２つの抗体結合部位を有するステップと、所定の最大
の粒径を有する粒子を実質的に含有する抗体を含有する流体を提供するステップと、サン
プル流体を、少なくとも２つの抗体結合部位を有する粒子の存在下に抗体が抗原抗体沈殿
物を形成しうる反応流体を生じる抗体を含有する流体と接触させるステップと、光ビーム
を反応流体を通じて方向づけるステップと、レーザーによって発生される光が反応流体を
含有する測定セルを通過している場合に生成される光錐の明暗境界での吸光を光検出器で
測定することによってシグナルを検出し、シグナル強度は形成された抗原抗体沈殿物のサ
イズおよび数に依存するステップとを含んで成る。
【０００７】
　本発明はさらに、光源と、測定セルと、レーザーによって発生される光が流体中に粒子
を含有する測定セルを通過している場合に生成される光錐の明暗境界での吸光の測定を行
うために設計されている光検出器とを含んで成る少量の粒子の検出のためのデバイスを提
供する。前方への散乱光は円錐を形成し、かつ光検出器はその明暗境界をターゲットとし
ている。レーザーおよび光検出器は、レーザービームがきわめて狭く光検出器によって通
過するように斜めであるが、実質的に軸方向に配列されている。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００８】
　本発明をもたらす多数の実験においては、感度が従来技術の同等の方法の感度を１００
０倍上回る方法を開発しえた。この感度の強い増大は、レーザーによって発生される光が
反応流体を含有する測定セルを通過している場合に生成される光錐の明暗境界での吸光を
光検出器で測定することによって検出される分析的サンプル調製の修飾によるものである
。
【０００９】
　さらに、本発明は、削減される測定セルの量を約３０～５０倍にすることが可能である
。一方、従来技術の方法においては、例えば、１．６ｍｌの範囲の量での測定セルが、マ
イクロリットル（例えば、４０μｌ）の範囲の量を有する測定セルを使用することができ
る本発明による方法では必要である。これは重要な利点であるが、それは各サンプルを希
釈し、同じ透明度、粘度等を有する均一のマトリクスを得る必要があり、本発明による方
法においては、従来技術の方法におけるよりも強くなくサンプルが希釈されなければなら
ないためである。
【００１０】
　さらに、本発明による方法により、必要とされる最小量のサンプルを削減することが可
能である。一方、従来技術の方法は１００μｌ以上を必要として、本発明による方法にお
いては、何倍も少ない量のサンプルで十分である（例えば、３．５μｌ）。
　本出願においては、「粒子」という語は、支持媒質のものとは異なる屈折率を有する三
次元の実在物を指す。
　本出願で使用される「沈殿」という語は、可溶性抗原の特異抗体との反応が、最初の反
応により反応混合物の混濁が生じ、その後に抗原抗体複合体の沈殿が生じる、使用される
抗原および抗体よりも使用される溶媒において低い可溶性を有する抗原抗体複合体を生ず
る工程を示す。
【００１１】
　本発明による方法は、少量の粒子が検出されることを可能にする。例えば、本発明によ
る方法を使用することによって、１リットル当たりフェムトグラムまたはアトグラムの範
囲での検出限界が低分子量物質で、すなわち、５００ｇ／ｍｏｌ未満の分子量を有する物
質で達成されうるが、現在まで、検出限界が通常、１リットル当たりマイクログラム、ナ
ノグラム、またはピコグラムの範囲にある。検出限界は、５００ｇ／ｍｏｌを超える範囲
の分子量を有する物質で高く、例えば、検出限界は、１５０，０００ｇ／ｍｏｌの分子量
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を有する物質（例えば、ＩｇＧ抗体）で約３００フェムトグラム／リットルである。これ
は、サンプル流体が１リットル当たりフェムトモルまたはアトモルの大きさで粒子を含有
しうることを意味する。
【００１２】
　本発明による第１の部分的ステップにおいては、所定の最大の粒径を有する粒子を実質
的に含有するサンプル流体が提供される。例えば、これを達成するには２つの方法がある
。第１のオプションによれば、最初に所定の最大の粒径を有する粒子のみを実質的に含有
する流体が提供され、その後、所定の最大の粒径を有する粒子を実質的に含有するサンプ
ルが流体に添加される。第２のオプションによれば、サンプル流体は最初に流体を提供し
、サンプルを流体に添加し、その後、所定の粒径を越える粒子を除去することによって獲
得されうる。
【００１３】
　所定の最大の粒径の粒子のみを実質的に含有するサンプル流体および他の流体における
粒子の最大粒径は、所望の用途によって選択されうる。多くの共通抗体とともに、２０－
４５０ｎｍより大きい、より好ましくは、１００－３００ｎｍ、かつ特に２００ｎｍより
大きい粒子が分離されうる。この分離は、例えば、２０－４５０ｎｍ、より好ましくは、
１００－３００ｎｍ、かつ特に２００ｎｍの適切な対応する細孔径を有するフィルタ、当
業者に周知の他の方法によって達成されうる。仮に凝集が、近似値として面積があるかの
ようにみなされる場合には、フィルタサイズを半分にすることは、二次比率で検出可能な
反応生成物を生ずる分子の数に影響を及ぼしている。例えば、１００－ｎｍフィルタが２
００－ｎｍフィルタの代わりに使用される場合は、２００－ｎｍフィルタを使用する場合
に必要とされる抗原抗体分子の数の約４分の１のみがここで互いと反応し、検出可能な結
果を達成する必要がある。さらに、例えば、２５－ｎｍフィルタを使用すると抗原抗体抗
原三量体を検出することが可能となる。かかる小さな細孔径を有するフィルタを使用する
場合、一部の分子はすでに検出可能な反応をもたらすため、細心に注意しなければならな
い。
【００１４】
　架橋結合反応が生じるために、サンプル流体に含まれる粒子は、少なくとも２つの抗体
結合部位を有する必要があり、したがって、抗原として作用しうる。図１（ａ）乃至（ｄ
）は、細菌、ウイルス、毒素、およびタンパク質など外因性物質または粒子が抗原として
作用し、「鍵と鍵穴原理」（図１（ｂ））に従って抗体と反応することを示す概略図であ
る。次いで、ＩｇＧ抗体など二価抗体は２つの抗原に結合する（図１（ｃ））。各抗原は
一部の抗体に結合しうるため、本発明による方法によって検出される架橋（沈殿）が生じ
る（図１（ｄ））。類似の沈殿が、高い結合価を有する抗体で生じる。使用される抗原が
多数の抗体結合部位を提供する場合は、架橋反応がより確実に進行する利点がある。
【００１５】
　本発明による方法は、少なくとも２つの抗体結合部位がある限りすべての抗原に適して
いる。好ましくは、試験される粒子は約１０ナノメートルよりも大きく、かつ同時に選択
される最大の粒径よりも小さくなければならない。１０ｎｍよりも小さい分子はハプテン
として作用しうる。ハプテンは不完全な抗原であり、すなわちその分子は免疫応答を起こ
し、または凝集を誘発するには十分に大きくない。これら低分子量物質は実際には抗体の
パラトープ結合部位に対してきわめて特異的であるが、第２の抗体がそれらに結合しうる
この結合部位から十分に突出することはない。それらは架橋反応を起こす可能性なしに特
定の抗体を遮断する。細菌などより大きな抗原は測定前に化学的または物理的に破壊され
なければならず、これは当業者に周知の一部の方法で、例えば、超音波、酸、塩基、また
は界面活性剤によって達成されうる。これは、このようにして多数の断片が単一の細菌か
ら獲得されうるとともに、個々の細菌をもはや接着させる必要がないという利点を提供す
る。したがって得られた断片―例えば、表面タンパク質―は、次により小さな抗原を示し
、適切な抗体との特異的に測定可能な反応を起こしうる。
【００１６】
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　さらに、抗原は実質的に使用されるバッファー中で可溶性であり、かつ使用されるデバ
イスおよびフィルタの壁に対して低い吸着親和性を有さなければならない。
　本発明による方法は、抗体を含有する流体を提供するステップをさらに含んで成る。
【００１７】
　本発明による方法においては、原則として所望のすべての抗体が使用されうる。本発明
による方法に特に有利である抗体は、例えば、二価免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）または十
価免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）である。当業者に周知の方法によれば、したがって、明確
な特異性を有する抗体が獲得されうる。異なるクラスの抗体に属する他の抗体も、検出さ
れる粒子の型に応じて使用されうる。ここで抗体はモノクローナルまたはポリクローナル
でありうる。モノクローナル抗体を使用する場合、異なる抗原に対する２つのモノクロー
ナル抗体が導入され、沈殿を生じうる。抗原に関して上記と同じようにして、バッファー
中で可溶性であり、かつ使用されるデバイスおよびフィルタの壁に対して低い吸着親和性
を有さなければならない。
【００１８】
　本発明による方法においては、望ましくない、あまりに過剰な抗原または抗体が異なる
方法で、例えば、適切な希釈系列によって回避されうる。さもないと、かかるあまりに過
剰な抗原または抗体は、沈殿の阻害（いわゆる「阻止帯現象」）をもたらしうるが、これ
は過剰な抗体の存在下、各エピトープ（抗原結合部位）が単一の抗体に一価にのみ結合し
、架橋がもはや不可能であるためであり、またはあまりに過剰な抗原の存在下、しばしば
抗体分子および２つの抗原分子から三量体が形成されるためである。
【００１９】
　サンプル流体の調製および抗体を含有する流体の調製のためには、原則としてすべての
気体または液体を流体として使用することができる。好ましくは、流体は液体である。し
ばしば液体は水、または、特に例えば生化学反応に基づく分析方法におけるＰＢＳ（リン
酸緩衝液）など従来技術で周知のバッファー溶液である。原則として、液体は他の透明な
液体、例えば、液体炭化水素、酸、または塩基でもありうる。
【００２０】
　本発明による方法においては、次のステップでは、サンプル流体は抗体を含有する流体
と接触され、ここで抗原の存在下、抗体は抗原抗体沈殿物を形成し、これは次に、例えば
、本発明によるデバイスで検出されうる。
【００２１】
　その上、サンプル中のハプテンの存在を検出する関心がしばしば存在する。ハプテンは
不完全な抗原であり、すなわち、小さすぎて１つ以上の抗体に結合しない。具体的には、
ハプテンは医薬品、薬剤、農薬、環境毒物、ステロイドホルモン、またはマイコトキシン
でありうる。ハプテンは特異的に抗体に結合する。しかし、それらは連鎖反応を起こす可
能性なしに抗体のパラトープ結合部位のみを遮断する。最小のサイズの免疫原（完全な抗
原）は、５～１０ｋＤａ、すなわち、＞３０アミノ酸残基または長さ＞３ｎｍであり、こ
のサイズで開始するため、少なくとも２つの抗体分子が適切に利用可能なエピトープ結合
部位によってこれらの抗原と結合し、かつしばしば沈殿をもたらす連鎖反応を起こしうる
。
【００２２】
　ハプテンの測定は、例えば、親水性高分子マルチスペーサー（ｈｍＭ）または当業者に
よって周知の関連化合物により達成されうる。親水性高分子マルチスペーサーは従来技術
で周知であり、アルブミンなど親水性高分子から成る。同じハプテン分子または異なるハ
プテン分子が、従来技術で周知のスペーサーを介してこの親水性高分子に化学的に結合さ
れている。親水性高分子マルチスペーサーが少なくとも２つの同一のハプテン分子を有す
る場合は、これは沈殿用に使用されうる。かかる分子は、置換反応に基づく抗体スクリー
ニング検査に使用されうる。したがって、ハプテンは、以下に例示される置換反応に基づ
く測定のコンセプトをもたらし、ここで反応ピークは陰性試験でのみ確認され、すなわち
、反応生成物の検出は陰性試験によってのみ生じる。
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【００２３】
　血液または唾液サンプルがハプテン、例えばコカインについて試験される場合、コカイ
ンに対する抗体が希釈血液または唾液滴に添加される。約１分後、少量の合成調製コカイ
ン－ｈｍＭが添加され、すなわち親水性高分子がスペーサーによってコカインに結合され
る。
【００２４】
　サンプル中に存在する場合、コカインはハプテンとして作用し、かつ抗体結合部位を遮
断する。コカインのその後の添加は影響を示さない。サンプル中にコカインが存在しなか
った場合、抗体結合部位は遮断されず、コカイン－ｈｍＭの添加により本発明による方法
、例えば、以下に記載されるＱ－ＭＡＰデバイスで粒子成長として測定される連鎖の形成
がもたらされる。
【００２５】
　本発明による方法においては、光ビーム、特にレーザービームなどコヒーレント光が試
験される液体を通じて照射される。以下において、本発明による方法が記載されると同時
にレーザービームについて言及するが、これは本発明による方法においても使用される当
業者に周知の他の光源を除外するものではない。例えば、レーザービームは、以下に詳し
く記載され、Ｑ－ＭＡＰ（アトモル沈殿生成物の定量的測定）とも呼ばれる本発明による
デバイス由来でありうる。あるいはしかし、本発明の開示から開始する場合、当業者によ
って開発されうる本発明の開示に基づく他のデバイスが使用されうる。
【００２６】
　レーザーは、試験される液体を通じてビームを放射し、その中に存在する粒子の数およ
びサイズを測定するために使用される。これは、レーザーによって発生される光が反応流
体を含有する測定セルを通過している場合に生成される光錐の明暗境界での吸光を光検出
器で測定することによって行われ（ここで光検出器は調節可能なシグナル増幅および調節
可能な動作基点を有する）、デバイスは「分子光バリア」として作用するようになってい
る。以下に記載されるＱ－ＭＡＰデバイスは、例えば、２０ｎｍ～５μｍの粒径を検出す
るが、この測定により検出される粒子の構成または組成に関する情報を得ることはできな
い。レーザーおよび光検出器はほぼ同軸である。レーザービームは光検出器によってきわ
めて限定的に通過する。前方に散乱される光は円錐を形成し、光検出器はその明暗境界を
ターゲットとしている。
【００２７】
　測定セルにおける流体中に存在し、レーザービームを通過する各粒子はシグナルを生成
し、シグナルの数は測定セルにおける粒子の統計的分布に対応する。最小の粒子であって
も、粒子がレーザーの焦点における光錐を通過する場合、それらは暗影を投じるように光
を遮断する。最初の輝度（粒子暗影なし）の変化が測定される。高速のコンピュータ、例
えば、ペンティアム(登録商標)（Ｐｅｎｔｉｕｍ(登録商標)）コンピュータは、毎秒１０
，０００粒子までの通過を識別することができる。小さな粒子は大きな粒子よりも速く移
動し、経過時間は粒径の直接尺度である。
【００２８】
　いくつかの粒子が同時にレーザービームに存在する場合は、最大の粒子のみが測定され
る。粒子がレーザービームを通過する異なる速度を使用することにより、対応する粒径は
当業者に周知のストークス・アインシュタインの式によって計算されうる。この測定にお
いては、絶対的な粒径ではなく、むしろ粒径の変化（粒子成長によって引き起こされる）
が重要である。使用される特定のフィルタは、粒子成長の開始を判定する尺度として使用
される。フィルタ細孔が大きいほど、沈殿物は「暗騒音」から区別されるために大きく成
長しなければならない。１００－２００ｎｍフィルタでは、検出可能なシグナルを生成す
るのに十分な成長粒子はほとんどない。粒子は統計的に分布されているため、粒子成長は
つねに測定セルの中心にあるレーザー焦点においても発生する。
【００２９】
　粒子がレーザービームを通過する速度は、粒子がビームを通過するのに必要な経過時間
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（輝度変化の開始から終了まで）を測定することによって検出される。
　ここでは、澄明な液において、個別の粒子がレーザービーム中に存在する可能性があれ
ばあるほど、または溶液が汚染されていればいるほど、シグナルは重ね合わされ、感度の
低下をもたらすことが確認されうる。
　シグナル強度は、抗原抗体沈殿物のサイズおよび数によって決まる。
　一定濃度の抗体では、シグナル測定の減少は抗原の濃度に直接関係している。
【００３０】
　本発明による検出手順においては、以下のとおり進行することができる。すなわち、試
験される流体のすべてが所定の細孔径を有するフィルタを通じて測定セルへ注入され、サ
ンプル流体または抗体流体の個別の観察において、所定の粒径よりも小さい粒子を示すシ
グナルのみが評価に現れることになる。本発明による方法においては、使用される抗体お
よび使用される抗原は前記サイズ限界以下の粒径を有し、したがって、分離に使用される
フィルタの細孔径よりも小さく（例えば、２００ｎｍよりも小さい）、それらは分離中に
除去されない。
【００３１】
　ＮａＣｌ溶液に基づくサンプル流体で記録されたかかる画像の例が図２（ａ）に示され
ている。これらの画像においては、粒径はｘ軸に沿って示されており、粒子の数はｙ軸に
沿って示されている。図２（ａ）に示されているように、所定の最大の粒径までの粒子の
みが存在しており、大きな粒径で存在する粒子は少ない。類似した検出結果が、所定の粒
径の粒子のみを実質的に含有するろ過された抗体流体について得られる（図示せず）。
【００３２】
　サンプル流体および抗体流体の同時の個別の注入後、反応が測定セルで起こり、微小沈
殿物を生じ、抗原抗体沈殿物のサイズおよび数の検出が行われる。
　かかる測定の結果が例として図２（ｂ）に示されており、ここで例えば２００ｎｍの所
定の粒径限界よりも大きい粒子が出現すると見なされる。したがって、より大きな粒子の
形成は、反応が起こったことを示す。それとは反対に、大きな粒子を産生する反応が起こ
らない場合は、検査された液体は対応する抗原を含まない。
【００３３】
　測定は、サンプル流体および抗体流体を反応セルへ充填した後いつでも開始されうる。
本発明の実施形態によれば、測定は、例えば、測定セルの充填後６０秒より早く開始され
ないが、これは注入速度のわずかな変動が測定セルにおける対流の差をもたらしうるため
である。例えば、さらに６０秒後に最大の沈殿が達成される。その後に起こる測定シグナ
ルの減少は、構成される異なる抗原濃度の概算の定量的検出または評価を可能にする。こ
こでは両方の反応物の開始濃度が重要である。これらの開始濃度が高いほど、沈殿の減少
が最大に検出可能になるまでの時間が長くなる。
【００３４】
　本発明による方法を実施する場合、最大限の純度の流体、例えば、その使用前に、検出
中の暗騒音を除去または最小限にするために、例えば２００ｍｍの適切な細孔径のフィル
タでろ過した流体を使用することが有利である。また、本発明による方法で使用されるデ
バイスの材料は、できるだけ少量の粒子を放出しなければならない。例えば、測定セルは
、ＰＴＦＥ（ポリテトラフルオロエチレン）で製造されうる。同時に、測定期間は使用さ
れる材料（例えば、測定セル）をずっと継続する形態で放出粒子から避けるために、でき
るだけ短く維持されうる。
【００３５】
　また、使用される抗原または抗体溶液の濃度は、発生する抗原抗体反応があまりにも多
くの沈殿物、または大きすぎる沈殿物を産生しないように低くなければならず、さもなけ
れば、いくつかの粒子がビームに同時に存在しうるとともに、経過時間を検出するのがき
わめて困難になるためである。本発明による方法の最高感度は、フェムトモルおよびアト
モル範囲である。
【００３６】
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　本発明による方法により定量的または半定量的情報が得られることも特に有利である。
　例えば、２つの方法を使用して定量的記録を評価することができる。評価の第１の方法
においては、時間ｔ１およびｔ２（例えば、ｔ１＝１２０秒およびｔ２＝１８０秒）で測
定された濃度曲線下面積（Ｆ）が測定され、十分な近似値ＦＮが、
　　　　ＦＮ＝（Ｆｔ１＋Ｆｔ２）／２
によって、面積について得られ、この値から次いで粒子数の定量的値を得ることができる
。これらきわめて低い濃度では、粒子成長は線形であり、すなわち、濃度の倍加が、例え
ば、測定シグナルの面積の２倍をもたらす。
【００３７】
　定量的情報を得るための別のおよび／または追加の方法は、二分子反応の動力学的限界
に達するまでの溶液の希釈に基づく。１００アトモル以下の濃度では、反応粒子の平均自
由工程はきわめて大きくなり（＞１００μｍ）、検出可能な沈殿は所定の測定期間内には
起こらない。１０ナノモル以上の濃度では、過度に多数の、かつ過度に大きな反応生成物
のため立体障害が起こり始め、さらに、上記説明された「阻止帯現象」が有効になる。例
えば、１０マイクロモル溶液では、粒子の平均自由工程は単に１００ｎｍである。
【００３８】
　この物理的終点で検出される希釈の程度は、粘度が高い希釈剤、例えば、ＰＢＳ（リン
酸緩衝液）では無関係である、温度および対流にのみ依存する。これら２つのパラメータ
が一定に維持される場合は、開始溶液の希釈の程度は検査される溶液の濃度の直接尺度で
ある。
　サンプルの濃度の正確な定量的測定が、問題になっている既知濃度のタンパク質を含有
する溶液の測定によって本発明による方法で可能であり、当業者に周知の手順がこの目的
に使用される。
【００３９】
　方法の別の実施形態によれば、測定セルにおける流体の連続的および／または多重任意
抽出サンプル測定を行うことができる。このようにして、具体的には反応の終点を判定し
、記録の平均値を計算することが可能である。好ましくは、すでに抗体を添加する前に、
かつ／またはサンプルを添加する前に、粒径が所定の値以上である粒子を実質的に含まな
い分散媒が測定にかけられ、この測定の結果は沈殿物の測定の基準値として提示される。
【００４０】
　本発明による方法においては、比較的少量の流体で十分であり、使用される流体から過
剰な所定値の粒径を有する物質を除去するためになされる努力が削減されうる。例えば、
使用される流体は、前記物質を除去するフィルタを有するバイパスを通じた弁配置によっ
ても進路変更されうる。使用される流体のろ過は、測定を妨害する物質がその中に確実に
残らないようにするために、サンプルを導入する前の所定の期間にわたって実行されうる
。所定の値を超える粒径を有するサンプル中の物質は、より詳しくは、供給点またはこれ
らの点の配置上流へ組込まれるフィルタによって除去されうる。したがって、得られるサ
ンプル流体はさらに、サンプル導入後の一定時間の間にろ過され、サンプルとともに流体
に入り、または導管のシステムから達しうる妨害物質を除去することができる。
【００４１】
　方法の別の実施形態によれば、抗原の検出につながった、またはつながらなかった抗体
の導入後の分散媒は別の抗体の導入前に再ろ過される。これは、その間に分散媒に入り、
測定を妨害しうる物質を除去するために役立つ。このようにして、さらに、サンプルの考
えうる別の成分の分析を可能にするために、検出反応生成物を使用された流体から除去す
ることが可能である。
【００４２】
　本発明による方法は、水分析（成分および有害物質の検出）、食品技術（微生物、成分
の検出）の分野、生物学的または医学的検査（例えば、特定のＤＮＡまたはＲＮＡ配列、
特定の細菌またはアレルゲン（アレルギー検査）の検出）における各種用途に適している
。用途は、親水性高分子マルチスペーサー、分岐ＤＮＡセンサー、または定量的ＰＣＲの
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分野でも可能である。本発明による方法は、より詳しくは、ＢＳＥ検査における感染性プ
リオンタンパク質ＰｒＰＳｃの検出にも使用されうる。本発明による方法においては、き
わめて少量のこのプリオンタンパク質が検出されうるため、本発明による方法は血液中の
感染性プリオンタンパク質ＰｒＰＳｃの検出にも適している。
【００４３】
　さらに、本発明によるＱ－ＭＡＰ測定法は、各種表面で異なるタンパク質の吸着挙動を
試験するための迅速で簡単な可能性を提供する。したがって、磨き上げた表面が「タンパ
ク質吸着値」について非破壊的に点検され、ここで評価値からの逸脱が表面欠損を示しう
る。したがって、このようにして、表面欠損が、例えば、薄い蒸着金属表面上で簡単かつ
迅速な方法で検出されうる。
　さらに、表面上の所定のタンパク質の完全な固定化が試験されるが、これは、例えば、
ＤＮＡ分析および生体素子技術の分野においてきわめて重要である。
【００４４】
　本発明による方法の別の可能な用途は、表面上の化学薬品によって及ぼされる影響を判
定する用途である。具体的には、試験前後には、例えば、表面処理によって生じる変化の
検出が想定されうるが、これは、腐食表面が腐食されていない表面よりも大きな表面積を
有し、したがって、大量の抗原物質―例えば、タンパク質―がこの表面上で吸着するため
である。溶液中の残存する遊離タンパク質の量は、例えば、このようにして検出されうる
。さらの別の用途は、本発明による方法により、ホースおよびパイプの内表面の状態が点
検されうることに基づく。
【００４５】
　本発明による方法の手順の終了後、抗原抗体沈殿物は、例えば、プロテイナーゼＫ（例
えば、プリオン、およびアミノ酸を含有しない物質）によって破壊されない物質の場合に
、プロテイナーゼＫで溶解され、次いで別の処理または試験ステップにかけられうる。
　以上に詳しく記載されているように、定量的検出も実行可能であることは、本発明によ
る方法の別の重要な利点である。また、方法は完全に自動化されうるが、これは労働コス
トの明確な削減をもたらし、比較的費用効果的でありうる方法が提供される。
【００４６】
　さらに、本発明による方法は、体液または排泄物中、および特に血液中のきわめて少量
の病原体の検出を可能にする。これは重要な利点を示すが、それは少量の血液、例えば少
量の血液滴（約１０－２０μｌ）が、医師または訓練を受けた看護師を必要とせずに指の
先端または耳たぶから容易に採取されるためである。かかる検査は、例えば、所定の細菌
による感染が存在するかどうかの情報が簡単かつ迅速に得られるように、薬局もしくは老
人ホームまたはリハビリ施設において容易に実行される。サンプル採取、および本発明に
よる方法が実現される本発明によるデバイスの操作は、医学的に訓練を受けた、または高
い技能を持った人員を必要としないことが特に有利である。あるいは、薬剤または薬物な
ど血液中の他の物質が、もちろん、特異抗体を用いるかかる検査で検出されうる。
【００４７】
　市販の測定器具においては、抗原の抗体に割合は２－３倍の差があってはならないが、
Ｑ－ＭＡＰによる測定は、抗原と抗体との理想の混合比からの逸脱が１００倍の場合でも
可能である。（一定濃度の抗体では、抗原の理想濃度は１％に低下され、かつ１０，００
０％に上昇された。同じことは、逆に言えば、一定濃度の抗原で行われた。）分子の低い
立体障害によって引き起こされるフェムトモルおよびアトモル範囲での「ハイデルベルガ
ー（Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇｅｒ）曲線」からのこの興味深い逸脱により、時間のかかる希
釈系列が不必要になる。
【００４８】
　本発明による方法は、保存血液の検査（ＨＩＶまたは肝炎に関して）およびＢＳＥ検査
サンプルについて特に興味のあるプールしたサンプルの試験に特に適している。本発明に
よる方法により、１時間当たり約５０の測定が実行されうるが、これは１日当たり８～１
０時間作業する場合、１日当たり少なくとも４００の検査、または１年当たり８０，００
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０以上の測定が実行されることを意味する。したがって、１年当たり８００，０００－８
，０００，０００のサンプルが、各測定のために１０－１００のサンプルがプールされて
いる場合、単一の測定装置だけで検査されうる。
【００４９】
　保存血液を検査する場合、例えば、（１０種類の疾患に対する）１０種類の抗体が血液
に同時に添加され、この血液が使用されうるかどうか確認することができる。陽性反応の
場合には、汚染が、例えば、ＨＩＶまたは肝炎によるかどうか問題ではないため、保存血
液は破棄されなければならない。どの物質が実際に陽性反応を起こしたかを知ることに加
えて興味がある場合、抗体を個別に導入することができる。例えば、保存血液の１００個
の容器から血液をプールし、かつ１０種類の抗体を同時に使用することによって、１００
個の容器すべてからの血液が使用に適しているかどうかを約６０秒要する１回の測定で解
明することができる。
【００５０】
　かかる少量の生成物が十分であり、かつフェムトモルまたはアトモル範囲に至るまで適
切に高い感度を有するかについての検査が現在まで従来技術で周知ではなく、これは重要
な進歩を示す。
【００５１】
　また、本発明は、コンピュータ可読媒体に保存されたプログラムコード手段を含んで成
るコンピュータプログラム生成物を含んで成り、コンピュータプログラム生成物がコンピ
ュータ、ネットワークデバイス、またはデバイス、特に分析的検出デバイスで実行される
場合に本発明による方法を行うことが可能である。本発明はさらに、サーバーからダウン
ロード可能のプログラムコードを含んで成るコンピュータプログラム生成物を提供し、コ
ンピュータプログラム生成物がコンピュータ、ネットワークデバイス、またはデバイス、
特に分析的検出デバイス（例えば、本出願に記載された検出デバイス）で実行される場合
に本発明による方法を行うことが可能である。
【００５２】
　本発明はさらに、Ｑ－ＭＡＰ（アトモル沈殿生成物の定量的測定）デバイスとも呼ばれ
る少量の粒子を検出するためのデバイスに関する。
　かかるデバイスは、光源、好ましい光源として使用されているレーザーを含んで成る。
　かかるデバイスの測定セルは、実質的に粒子を放出することがなく、光ビーム、特にレ
ーザービームの通過を可能にする材料で製造されるべきである。かかる材料は当業者に周
知である。測定セルは、例えば、ＰＴＦＥ（ポリテトラフルオロエチレン）で製造されう
る。測定セルは、１００μｌ未満、好ましくは、３０－５０μｌ、かつより詳しくは、４
０μｌの容積を有する。
【００５３】
　本発明によるデバイスは、より詳しくは、調節可能なシグナル増幅および調節可能な動
作基点に適した光検出器を含んで成る。
　光検出器は、例えば、熱検出器、光ダイオード、特に光伝導体検出器、光電検出器、ア
バランシェダイオード、ダイオードアレイ、光電子増倍管より成る群から選択されうる。
　本発明による検出デバイスは、より詳しくは、２０ｎｍ～５μｍの粒子の測定が可能で
ある。
【００５４】
　また、本発明は、検出される所定の粒子、例えば、タンパク質またはホルモン、少なく
とも２つの抗体結合部位を有する所定の粒子の質的および／または定量的検出のためのキ
ットも提供する。キットは、以上に記載されているように、検出デバイス、所定の粒子に
特異的に結合可能である少なくとも１つの抗体、およびサンプルを受入れるための少なく
とも１つの適切な流体を含んで成る。かかるキットは、ユーザーの特定のニーズのために
設計されうるとともに、適合要素、および即時にかつきわめて容易に本キットで本発明に
よる検出を行うことが可能なユーザーのための対応する説明書を含有する。例えば、かか
るキットは、少量の血液中の特定の病原体を検出するために、または上記の用途における
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表面試験のために使用されうる。
【００５５】
図３の詳細な説明
　以下、本発明による方法を行うための装置の添付の概略的、例示的であるが限定的でな
い図面を用いて本発明をより詳しく説明する。
　サンプル交換装置１は、異なる抗原溶液（例えば、血液サンプル）および異なる抗体溶
液をそれぞれの混合容器２および３へ注入することができ、サンプルをいくつかの考えう
る病原菌について連続的に検査することができる。それぞれ、抗原および抗体溶液のため
の混合容器２および３は、それぞれの溶液の希釈のためだけではなく、バッファー（ＰＢ
Ｓ）または抗体溶液での測定セルの洗浄にも有用である。
【００５６】
　フィルタ４は交換可能であり、例えば、２００ｎｍの細孔径を有する。弁５は切り替え
ることができ、溶液は別々に、またはいっしょに測定セル６へ流れることができ、ここで
検出デバイスによる検出が連続的、１回、または多数回、任意に行われる。
　ポンプ７は、例えば、すべての溶液を引き上げる小さな真空ポンプである。これは弁５
で調整され、測定後に測定セルの内容物を汚物容器８にポンピングする。この容器には、
例えば、潜在的に有害な物質が瞬時に無害になりうるように、消毒または殺菌液体が提供
されうる。
【００５７】
　導入される抗体がサンプルからの抗原と反応し、抗原抗体沈殿物を形成する場合は、所
定の値を超える粒径を有する粒子が形成される。これらの沈殿物は、分散媒中に依然とし
て存在しうる所定の値以下の粒径を有する粒子からのシグナルと大きく異なるシグナルを
生成する。したがって、これらの反応生成物は検出デバイスによって独自に検出される。
したがって、検出結果から、特定の物質がサンプル中に存在しているということになり、
かつ必要に応じて、その濃度も上記の方法に従って測定されうる。
【００５８】
　第１の抗体液体の注入後、検出デバイスが所定の粒径以上の粒子を検出しない場合、ま
たは使用される抗体と特異的に反応することがない別の抗原がサンプル中に存在すると考
えられる場合は、次に別の抗体溶液を導入することができる。これの前に、検出されてい
た沈殿物を、必要に応じて、測定セルから洗い流すことができる。
　以下の実施例は、本発明の説明に役立つ。しかし、実施例の主題に本発明の保護の範囲
を限定することは決して意図されていない。
【実施例】
【００５９】
実施例１：ＢＳＥ血液検査
　ドイツにおける牛のストック数は約１５００万である。２００～３００万のＢＳＥ検査
（ＥＬＩＳＡおよびウェスタンブロット）が死んだ動物の脳に関してドイツでは毎年行わ
れている。目下、ＢＳＥクイック検査（ＥＬＩＳＡおよびウェスタンブロット）は６－８
時間要する。本発明による方法により、ＢＳＥ病原体を２分以内に１滴の血液だけで生き
た動物において検出することができ、費用はわずかでしかなくなる。
【００６０】
実施例２：新しい変種のクロイツフェルト・ヤコブ病（ｎｖＣＪＤ）についての保存血液
の点検
　一部の行動が、血液を介したｎｖＣＪＤ伝染の考えうるリスクに対して集団を保護する
ために起こる。最も有望なステップは、肝炎およびエイズによる感染について各献血を検
査することであろう。しかし、病原体は病人に微量に生じる。確実な検査は従来技術にお
いて存在しない。本発明による方法は、血液または血液製剤における病原体を検出するこ
とが可能である。
【００６１】
実施例３：食品産業における用途



(13) JP 4959330 B2 2012.6.20

10

20

30

40

　マイコトキシンは一部の真菌のきわめて毒性の分解生成物である。マイコトキシンはハ
プテンであり、したがって、上記の測定方法で質的および量的に検出されうる。
　例えば、多量のコーヒー、紅茶、小麦粉、またはナッツのすべてのスクリーニング検査
には、約２分で直ちに実行されうる定性試験で十分であろう。
　肉のサンプルを約１５の利用可能なホルモンについて検査し、動物がホルモン非合法に
肥育されていたかどうか解明することができる。ホルモンもハプテンであり、かつ本発明
による方法でも質的および量的に検出されうる。例えば、ホルモン検査も妊娠検査および
甲状腺検査において必要である。
【００６２】
　大きな屠殺場は１か月当たり２０００－３０００頭の牛を処理し、したがって、非合法
の肥育を発見するために約５０－１００の無作為サンプルが必要である。目下、ホルモン
検査の価格（１５種類のホルモンを含む）は、肉片当たり６００ユーロである。したがっ
て、１か月当たり５－１０の無作為のサンプルのみが肉屋では検査され、非合法の肥育を
発見するには、はるかに少なすぎる。大きな屠殺場との会談では、本発明による方法に基
づき少ない費用（肉片当たり６０－７０ユーロ）で１０倍の検査を行うことに関心が示さ
れた。従来のホルモン検査にはこの価格を達成する可能性がない。
【００６３】
実施例４：農薬の検出
　チューブリンモノマーは、エネルギーベクターＧＴＰとの反応によって長鎖に成長する
小さな個別のタンパク質小球体である。阻害剤および他の毒素はこの鎖成長を妨害または
阻止する。個別の鎖は巻き込まれてロープ状の構造物、いわゆるプロトフィラメントを形
成する。これらのプロトフィラメントは、次にいっしょになり、細胞分裂において決定的
な役割を果たす微細管を形成する。モノマーの鎖形成を妨害することによって、細胞分裂
を制御し、害虫を殺すことができる。
【００６４】
　逆に言えば、この方法は、食品中の植物農薬残留物を検出する可能性も提供し、したが
って、消費者保護の増強を提供する。上記の鎖成長、およびその予防は、本発明による方
法で直接測定可能である。
【図面の簡単な説明】
【００６５】
【図１】（a）乃至（ｄ）は、二価抗体を使用して抗原抗体を形成する工程を示す概略図
である。
【図２】（ａ）は、粒子を含んで成るサンプル流体が、２００ｎｍの細孔径を有するフィ
ルタによるろ過後（ただし抗体を添加する前）に試験された本発明による方法を使用する
検出の結果を示し（シグナルは、使用されたフィルタ細孔径よりも小さい直径を有する粒
子に対応し、ｘ軸は粒径を示し、ｙ軸は粒子の数を示す。）、（ｂ）は、サンプル流体お
よび抗体流体の溶液の同時の個別の注入時に得られ、両方の流体が２００ｎｍの細孔径を
有するフィルタでろ過されている反応混合物が検査された検出の結果を示す（この反応混
合物においては、反応が起こり、使用されたフィルタの細孔径よりも大きい直径を有する
微小沈殿物が形成され、ｘ軸は粒径を示し、ｙ軸は粒子の数を示す。）。
【図３】本発明による方法を実施するための装置を示す概略図である。
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