
(57)【要約】
【課題】検体に含まれる測定対象物を検出する光学的測定において測定される発光中に混
在する測定対象物以外の物質による発光を軽減し、高感度かつ信頼性の高い光学的測定を
行う。
【解決手段】測定対象物を含有する試料に希釈液を加えて行う均質化工程と、固形物を取
り除く濾過工程と、励起波長による発光がない不溶性微粒子を検体に対し濃度１～ 10％と
なるよう加える添加工程と、測定対象物の測定評価工程を備える。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 検 体 に 含 ま れ る 測 定 対 象 物 を 検 出 す る 光 学 的 測 定 法 に お い て 、
　 該 検 体 に 希 釈 液 を 加 え て 行 う 均 質 化 工 程 と 、
　 該 均 質 化 工 程 の 後 の 検 体 の 固 形 物 を 取 り 除 く 濾 過 工 程 と 、
　 該 濾 過 工 程 後 の 検 体 に 励 起 波 長 に よ る 発 光 が な い 不 溶 性 微 粒 子 を 濃 度 １ ～ 10％ と な る よ
う 加 え る 添 加 工 程 と 、
　 該 不 溶 性 微 粒 子 を 添 加 し た 検 体 中 の 該 測 定 対 象 物 の 測 定 評 価 工 程 と
を 備 え る こ と を 特 徴 と す る 光 学 的 測 定 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 不 溶 性 微 粒 子 は 動 物 性 蛋 白 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 光 学 的 測 定
法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 動 物 性 蛋 白 質 は 、 ス キ ム ミ ル ク 、 カ ゼ イ ン 、 Ｂ Ｓ Ａ (牛 血 清 ア ル ブ ミ ン )で あ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ に 記 載 の 光 学 的 測 定 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 励 起 波 長 は 400～ 700nｍ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 ３ の い ず れ か １ 項 に
記 載 の 光 学 的 測 定 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 光 学 的 測 定 法 は 、 プ ロ ー ブ の 表 面 に 検 体 中 の 測 定 対 象 物 を 捕 捉 さ せ 、 更 に 蛍 光 性 発
色 団 を 有 す る 色 素 を 結 合 し 、 該 プ ロ ー ブ 内 に 励 起 光 を 導 入 し て 発 生 し た エ バ ネ ッ セ ン ト 光
に よ っ て 該 蛍 光 性 発 色 団 を 励 起 し 、 該 プ ロ ー ブ 内 を 伝 播 し て 収 集 さ れ た 蛍 光 量 を 測 定 す る
こ と に よ っ て 、 該 プ ロ ー ブ 上 に 形 成 さ れ た 測 定 対 象 物 と 色 素 と の 結 合 物 を 検 出 す る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 光 学 的 測 定 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 プ ロ ー ブ 表 面 へ の 測 定 対 象 物 の 捕 捉 及 び 蛍 光 性 発 色 団 を 有 す る 色 素 と の 結 合 は 、 免
疫 反 応 に よ る も の で あ り 、 測 定 対 象 物 と 色 素 と が 抗 体 を 介 し て プ ロ ー ブ 表 面 に 結 合 物 を 形
成 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ に 記 載 の 光 学 的 測 定 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 検 体 が ポ ル フ ィ リ ン 環 構 造 を 有 す る 発 光 物 質 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至
６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 光 学 的 測 定 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 検 体 中 に 含 ま れ る 測 定 対 象 物 を 高 感 度 に 検 出 す る 光 学 的 測 定 法 に 関 す る も の
で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 検 体 に 含 ま れ る 測 定 対 象 物 を 、 光 の 吸 収 や 発 光 な ど の 光 学 的 変 化 を 分 析 手 法 と し て 利 用
す る 光 学 的 測 定 は 、 食 品 、 医 療 、 環 境 と い っ た 様 々 な 分 野 に 普 及 し つ つ あ る 。 特 に 食 品 分
野 で は 、 食 の 多 様 化 、 外 食 ・ 中 食 の 普 及 や 流 通 の 発 達 に よ り 、 食 中 毒 の 発 生 原 因 が 従 来 と
は 異 な る 傾 向 に あ り 、 ま た 大 規 模 ・ 広 範 囲 に 渡 っ て 病 原 性 の 強 い 集 団 食 中 毒 が 発 生 し て い
る こ と か ら 、 食 中 毒 菌 へ の 対 策 と し て 出 荷 前 の 迅 速 か つ 高 感 度 な 検 査 等 が 求 め ら れ て い る
。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 光 学 的 手 法 を 用 い た 検 査 法 と し て は 、 光 透 過 性 の 容 器 (セ ル )に 試 料 を 入 れ 、 容 器 内 に 光
を 通 過 さ せ て 観 測 を 行 う 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 ま た は 、 光 透 過 性 の 材 料 か ら 成 る 光 導 波 路 を
プ ロ ー ブ と し 、 こ の プ ロ ー ブ に 光 を 導 入 又 は /及 び 収 集 し て 、 プ ロ ー ブ 表 面 付 近 の 測 定 対
象 物 を 光 学 的 に 観 測 す る こ と も 行 わ れ て い る 。 特 に 、 プ ロ ー ブ 内 に 内 部 全 反 射 光 を 伝 播 さ
せ 、 そ の 際 の プ ロ ー ブ 表 面 に 発 生 す る エ バ ネ ッ セ ン ト 光 を 励 起 光 と す る 方 法 は 、 プ ロ ー ブ
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表 面 近 傍 に お け る 免 疫 反 応 を 選 択 的 に 観 測 す る こ と に お い て 優 れ た 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ま た 、 前 記 の 全 反 射 を 多 重 に 行 わ せ る こ と に よ り 、 励 起 光 を よ り 効 率 良 く 用 い 、 感 度 を
向 上 さ せ る こ と も で き る 。 こ の 多 重 全 反 射 を 利 用 し た 測 定 法 の 一 例 と し て は 、 フ ァ イ バ 型
光 導 波 路 を 検 体 溶 液 に 浸 漬 し て 用 い る 方 式 が 、 知 ら れ て い る 。 (た と え ば 、 特 許 文 献 １ )ま
た 、 内 部 全 反 射 の 効 率 を 高 め る た め に 、 独 特 な 形 状 部 分 を 有 す る フ ァ イ バ 型 光 導 波 路 が 開
示 さ れ て い る 。 (例 え ば 、 特 許 文 献 ２ )こ れ ら の 例 は 、 装 置 に 対 し て 着 脱 可 能 な 光 学 プ ロ ー
ブ と し て 使 い 易 い も の で あ り 、 使 い 捨 て 性 や コ ス ト を 考 慮 し て 、 樹 脂 を 射 出 成 形 な ど の 成
形 法 で 加 工 し て 作 製 さ れ る こ と が 多 い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ま た 従 来 か ら の 免 疫 反 応 を 利 用 す る 分 析 法 は 、 夾 雑 物 の 多 い 検 体 か ら 特 定 の 測 定 対 象 物
を 選 択 的 か つ 簡 便 に 測 定 す る 方 法 と し て 優 れ て お り 、 免 疫 反 応 に よ る 測 定 対 象 物 の 直 接 的
又 は 間 接 的 な 測 定 法 と し て 、 例 え ば 沈 降 反 応 や 凝 集 反 応 な ど が 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 更 に 、 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 物 質 、 発 光 物 質 、 酵 素 な ど の 標 識 物 質 に よ る 標 識 に よ っ て 免
疫 反 応 を 光 学 的 に 測 定 し 定 量 化 す る 標 識 免 疫 測 定 を 行 う こ と で 、 測 定 感 度 が 飛 躍 的 に 高 ま
っ て い る 。 標 識 法 に よ る 放 射 免 疫 測 定 方 法 、 酵 素 免 疫 測 定 方 法 、 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 な ど が
知 ら れ て お り 、 幾 つ か の 装 置 が 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 光 学 的 測 定 の 中 で も 特 に 、 免 疫 反 応 を 利 用 し 蛍 光 色 素 に よ る 標 識 を 行 う 光 学 的 測 定 法 に
お い て は 、 免 疫 反 応 に よ り 形 成 さ れ る 測 定 対 象 物 と 蛍 光 物 質 と の 結 合 物 を 高 感 度 か つ 選 択
的 に 検 出 す る こ と が で き る 一 方 で 、 測 定 対 象 物 以 外 の 物 質 に よ る 発 光 が 測 定 さ れ る こ と が
あ る 。 例 え ば 近 年 重 要 度 が 増 し て い る 食 品 検 査 に お い て 、 カ イ ワ レ 大 根 、 ネ ギ 、 ホ ウ レ ン
ソ ウ 等 の ク ロ ロ フ ィ ル を 含 む 検 体 に よ っ て 上 記 の よ う な 発 光 が 測 定 さ れ る こ と が 分 か っ た
。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ れ は 一 般 に 標 識 抗 体 の 非 特 異 吸 着 や バ ッ ク グ ラ ウ ン ド と 呼 ば れ る よ う な 、 例 え ば 免 疫
反 応 に お い て 蛍 光 色 素 に よ り 標 識 さ れ た 抗 体 が 、 特 異 的 な 反 応 に よ ら ず 反 応 が 起 こ る べ き
部 位 以 外 に 吸 着 し て 蛍 光 が 検 出 さ れ る も の と は 異 な る 。 詳 細 な 機 構 は 明 ら か で は な い が 、
検 体 中 に 含 ま れ る ク ロ ロ フ ィ ル -蛋 白 質 複 合 体 が プ ロ ー ブ 近 辺 に 存 在 あ る い は 表 面 に 吸 着
し て 、 励 起 光 に よ り 励 起 さ れ て 発 光 し て い る も の が 測 定 対 象 物 と 色 素 と の 結 合 体 に よ る 蛍
光 と 混 在 し て い る も の で あ る 。
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 4582809号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 6136611号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 光 学 的 測 定 に お い て 測 定 さ れ る 発 光 中 に 混 在 す る 測 定 対 象 物 以 外 の 物
質 に よ る 発 光 を 軽 減 し 、 高 感 度 か つ 信 頼 性 の 高 い 光 学 的 測 定 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 上 記 目 的 を 達 成 す る た め の 本 発 明 に 係 る 光 学 的 測 定 法 は 、 検 体 に 含 ま れ る 測 定 対 象 物 を
検 出 す る 光 学 的 測 定 法 に お い て 、 該 検 体 に 希 釈 液 を 加 え て 行 う 均 質 化 工 程 と 、 固 形 物 を 取
り 除 く 濾 過 工 程 と 、 該 濾 過 工 程 後 の 検 体 に 励 起 波 長 に よ る 発 光 が な い 不 溶 性 微 粒 子 を 濃 度
１ ～ 10％ と な る よ う 加 え る 添 加 工 程 と 、 該 不 溶 性 微 粒 子 を 添 加 し た 検 体 中 の 該 測 定 対 象 物
の 測 定 評 価 工 程 を 備 え る 光 学 的 測 定 法 で あ る 。 ま た 不 溶 性 微 粒 子 は 動 物 性 蛋 白 質 で あ り 、
例 と し て 、 ス キ ム ミ ル ク 、 カ ゼ イ ン 、 Ｂ Ｓ Ａ (牛 血 清 ア ル ブ ミ ン )が あ る 。 ま た 上 記 励 起 波
長 は 400～ 700nｍ で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 上 記 光 学 的 測 定 法 は 、 プ ロ ー ブ の 表 面 に 検 体 中 の 測 定 対 象 物 を 捕 捉 さ せ 、 更 に 蛍 光
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性 発 色 団 を 有 す る 色 素 を 結 合 し 、 プ ロ ー ブ 内 に 励 起 光 を 導 入 し て 発 生 し た エ バ ネ ッ セ ン ト
光 に よ っ て 蛍 光 性 発 色 団 を 励 起 し 、 プ ロ ー ブ 内 を 伝 播 し て 収 集 さ れ た 蛍 光 量 を 測 定 す る こ
と に よ っ て 、 プ ロ ー ブ 上 に 形 成 さ れ た 測 定 対 象 物 と 色 素 と の 結 合 物 を 検 出 す る 。 プ ロ ー ブ
表 面 へ の 測 定 対 象 物 の 捕 捉 及 び 蛍 光 性 発 色 団 を 有 す る 色 素 と の 結 合 は 、 免 疫 反 応 に よ る も
の で あ り 、 測 定 対 象 物 と 色 素 と が 抗 体 を 介 し て プ ロ ー ブ 表 面 に 結 合 物 を 形 成 し て い る 。 ま
た 検 体 は ポ ル フ ィ リ ン 環 構 造 を 有 す る 発 光 物 質 を 含 む 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に よ る 光 学 的 測 定 法 に よ れ ば 、 光 学 的 測 定 に お い て 測 定 さ れ る 発 光 中 に 混 在 す る
測 定 対 象 物 以 外 の 物 質 に よ る 発 光 を 軽 減 し 、 高 感 度 か つ 信 頼 性 の 高 い 光 学 的 測 定 が で き る
。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に 係 る 光 学 的 測 定 法 は 、 検 体 に 含 ま れ る 測 定 対 象 物 を 検 出 す る 光 学 的 測 定 法 に お
い て 、 該 検 体 に 希 釈 液 を 加 え て 行 う 均 質 化 工 程 と 、 固 形 物 を 取 り 除 く 濾 過 工 程 と 、 該 濾 過
工 程 後 の 検 体 に 励 起 波 長 に よ る 発 光 が な い 不 溶 性 微 粒 子 を 濃 度 １ ～ 10％ と な る よ う 添 加 す
る 工 程 と 、 該 不 溶 性 微 粒 子 を 添 加 し た 検 体 中 の 該 測 定 対 象 物 の 測 定 評 価 工 程 を 備 え る 光 学
的 測 定 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 を 図 示 の 実 施 例 に 基 づ い て 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 図 １ は プ ロ ー ブ １ の 側 面 図 で あ り 、 こ の プ ロ ー ブ １ は 例 え ば ポ リ ス チ レ ン 樹 脂 を 射 出 成
型 し て 製 作 さ れ 、 フ ラ ン ジ 部 ２ を 境 に 上 部 は レ ン ズ 部 位 ３ と さ れ 、 下 部 は 棒 状 の 光 導 波 路
４ と さ れ 、 光 導 波 路 ４ の 先 端 は 光 吸 収 部 位 ５ と さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 光 導 波 路 ４ の 表 面 へ の 測 定 対 象 物 の 捕 捉 方 法 は 、 直 接 的 な 物 理 吸 着 や 予 め 表 面 に 準 備 さ
れ た 吸 着 剤 に よ る 捕 捉 を 用 い る こ と が で き る が 、 予 め 表 面 に 固 定 さ れ た 測 定 対 象 物 に 特 異
的 に 結 合 す る 物 質 に よ る 捕 捉 、 よ り 好 ま し く は 抗 体 に よ る 捕 捉 が 選 択 性 の 高 い 方 法 と し て
望 ま し い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 図 ２ は 基 本 的 な 測 定 光 学 系 の 構 成 図 で あ る 。 測 定 容 器 11に フ ラ ン ジ 部 ２ を 用 い て 固 定 し
た プ ロ ー ブ １ の 上 方 に は 、 ビ ー ム ス プ リ ッ タ 13、 半 導 体 レ ー ザ ー 光 源 15が 配 置 さ れ 、 ビ ー
ム ス プ リ ッ タ 13の プ ロ ー ブ １ 側 か ら の 光 束 の 反 射 方 向 に は 、 図 示 し な い レ ン ズ 、 フ ィ ル タ
を 介 し て 例 え ば フ ォ ト ダ イ オ ー ド か ら 成 る 光 検 出 器 14が 配 置 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 測 定 に 際 し て は 、 先 ず プ ロ ー ブ １ を 測 定 光 学 系 と は 別 に 設 け ら れ た 検 体 容 器 12中 に 保 持
す る こ と で 、 光 導 波 路 ４ は 検 体 が 満 た さ れ た 検 体 容 器 12に 浸 漬 さ れ 、 測 定 対 象 物 の 捕 捉 を
行 う 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 次 い で 、 プ ロ ー ブ １ を 測 定 容 器 11に 移 動 し て 洗 浄 し た 後 、 蛍 光 性 発 色 団 を 有 す る 色 素 に
よ り 標 識 さ れ た 標 識 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と で 免 疫 反 応 の 結 合 物 を 形 成 す る 。 そ し て 、 半 導
体 レ ー ザ ー 光 源 15か ら レ ー ザ ー 光 を プ ロ ー ブ １ に 導 入 し 蛍 光 の 集 光 を 行 う 。 導 波 路 ４ で 得
ら れ る 蛍 光 は 、 レ ン ズ 部 位 ３ か ら ビ ー ム ス プ リ ッ タ 13、 レ ン ズ 、 フ ィ ル タ を 経 て 、 光 検 出
器 14に よ り 蛍 光 信 号 の 光 量 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 棒 状 の 光 導 波 路 ４ は 検 体 容 器 12及 び 測 定 容 器 11中 に 配 置 さ れ る た め に 、 浸 漬 、 洗 浄 な ど
の 各 種 操 作 が 行 い 易 い と い う 長 所 を 持 っ て い る 。 し か し 一 方 で 、 励 起 光 の 反 射 光 、 散 乱 光
、 或 い は 吸 収 や 屈 折 率 の 変 化 が 蛍 光 に 混 入 し て 光 検 出 器 14で 収 集 さ れ 易 い と い う 短 所 が あ
る 。 こ の 短 所 は 光 導 波 路 ４ の 端 面 の 光 吸 収 部 位 ５ に 黒 色 体 を 配 置 す る こ と 、 測 定 光 学 系 中
に 光 学 フ ィ ル タ を 導 入 す る な ど に よ っ て か な り 解 決 さ れ る 。
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【 ０ ０ ２ １ 】
　 し か し 測 定 さ れ る 蛍 光 中 に 、 励 起 光 に よ っ て 励 起 さ れ て 発 光 す る 測 定 対 象 物 以 外 の 物 質
に よ る 発 光 が 混 在 す る 場 合 、 波 長 が 極 め て 近 い と 光 学 フ ィ ル タ に よ る 分 離 も 十 分 に 有 効 で
は な い 。 例 え ば 食 品 に 元 来 含 ま れ る 色 素 や 着 色 料 と し て 添 加 さ れ る 色 素 が 、 測 定 対 象 物 を
標 識 す る 蛍 光 色 素 と 極 め て 近 い 波 長 で 励 起 ・ 発 光 す る 場 合 、 そ の 分 離 は 困 難 で あ る ば か り
か 、 測 定 さ れ た 蛍 光 量 が 測 定 対 象 物 に よ る も の と の 判 定 が 不 明 瞭 と な り 、 食 品 検 査 に お い
て は 誤 判 定 は 大 き な 損 害 を 生 じ る も の と な る 。 食 品 に 含 ま れ る 色 素 と し て 例 え ば 、 ポ ル フ
ィ リ ン 環 構 造 を 有 す る ク ロ ロ フ ィ ル が あ る 。 ク ロ ロ フ ィ ル は 蛋 白 質 と 結 合 し て ク ロ ロ フ ィ
ル -蛋 白 質 複 合 体 を 形 成 し て い る た め 、 プ ロ ー ブ 表 面 に 付 着 し て 励 起 光 に よ り 励 起 さ れ 発
光 し て い る と 考 え ら れ る 。 ま た は 表 面 近 傍 に 存 在 し て い る だ け で 励 起 光 に よ り 励 起 さ れ 発
光 し て い る と も 考 え ら れ る 。 ク ロ ロ フ ィ ル の 中 で も ク ロ ロ フ ィ ル aは 吸 収 極 大 が 427nｍ と 6
60nｍ に あ り 、 665～ 680nｍ に て 発 光 す る た め 、 標 識 に 最 適 な 蛍 光 色 素 の 波 長 と 一 致 し て し
ま う こ と が あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 上 記 理 由 に よ る 測 定 さ れ る 発 光 中 に 混 在 す る 測 定 対 象 物 以 外 の 物 質 に よ る 上 記 発 光 を 軽
減 す る た め に は 、 測 定 対 象 物 を 含 有 す る 試 料 を 希 釈 液 と 共 に 例 え ば フ ィ ル タ を 備 え た 専 用
バ ッ グ に 入 れ 、 ス ト マ ッ カ ー や ロ ー ラ ー に よ り 均 質 化 す る 工 程 を 行 う 。 こ の 時 希 釈 液 は 、
測 定 対 象 物 に よ り 液 体 培 地 や 緩 衝 液 な ど を 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。 次 い で フ ィ ル タ を
通 過 す る こ と に よ り 固 形 物 を 取 り 除 く 濾 過 工 程 を 経 た 検 体 に 、 励 起 波 長 に よ る 発 光 が な い
不 溶 性 微 粒 子 を 検 体 に 対 し 濃 度 １ ～ 10％ と な る よ う 加 え る 添 加 工 程 を 行 う 。 不 溶 性 微 粒 子
は ス キ ム ミ ル ク 、 カ ゼ イ ン 、 Ｂ Ｓ Ａ (牛 血 清 ア ル ブ ミ ン )等 の 動 物 性 蛋 白 質 で あ る こ と が 好
ま し い 。 ま た 不 溶 性 微 粒 子 は 波 長 400～ 700nｍ の 励 起 光 に よ り 励 起 さ れ な い も の で あ る こ
と が 好 ま し い 。 不 溶 性 微 粒 子 が ク ロ ロ フ ィ ル -蛋 白 質 複 合 体 の プ ロ ー ブ へ の 付 着 を 防 ぐ も
の と 考 え ら れ 、 上 記 濃 度 よ り 低 濃 度 で あ る と ク ロ ロ フ ィ ル -蛋 白 質 複 合 体 の プ ロ ー ブ へ の
付 着 を 防 ぐ 効 果 が 得 ら れ ず 、 測 定 対 象 物 に よ る 蛍 光 と 混 在 し て 検 出 さ れ て し ま う 。 上 記 濃
度 よ り 高 濃 度 で あ る と 測 定 対 象 物 の 免 疫 反 応 を も 妨 害 し て し ま い 、 ま た 検 体 へ の 溶 解 が 困
難 と な る 。 上 記 均 質 化 工 程 、 濾 過 工 程 、 添 加 工 程 を 経 た の ち 前 述 の 測 定 対 象 物 の 測 定 評 価
を 行 う 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 [実 施 例 １ ]
　 (プ ロ ー ブ )
　 プ ロ ー ブ １ は 、 ポ リ ス チ レ ン 樹 脂 (極 一 般 的 な も の で あ り 、 ど こ の メ ー カ ー 品 で あ っ て
も 良 い )を 射 出 成 形 し た も の で あ り 、 そ の 形 状 は 図 １ に 示 し た 通 り で あ る 。 光 導 波 路 ４ は
、 テ ー パ ー 部 が 長 さ 41.3ｍ ｍ 、 円 柱 部 が 直 径 0.7ｍ ｍ 、 で あ り 、 使 用 状 態 に 応 じ た 所 定 の
長 さ と し 、 レ ン ズ 部 ３ と フ ラ ン ジ 部 ２ を 有 し て い て も よ い 。 な お 、 プ ロ ー ブ の 形 状 は 、 本
実 施 例 を １ 例 と す る も の に す ぎ な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 (操 作 )
　 こ の プ ロ ー ブ １ の 光 導 波 管 ４ の 表 面 に Ｅ scherichia coli  Ｏ 157:Ｈ ７ 抗 体 (Ｋ irkegaar
d & Ｐ erry Ｌ ab.Inc社 製 )を 固 定 し た も の を 用 い た 。 検 体 の 調 整 は 次 の よ う に 行 っ た 。 カ
イ ワ レ 大 根 に ９ 倍 量 の 0.5％ ポ リ オ キ シ メ チ レ ン ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト を 含 む 0.01ｍ o
l/Lり ん 酸 緩 衝 液 を 加 え 、 市 販 の フ ィ ル タ バ ッ グ 内 で ス ト マ ッ カ ー 法 に よ り 均 質 化 し 、 フ
ィ ル タ 濾 過 を 経 た も の に 菌 濃 度 2.4× 10 4 Ｃ Ｆ Ｕ /ｍ lと な る よ う 不 活 化 し た Ｅ scherichia c
oli  Ｏ 157:Ｈ ７ を 加 え た 。 ス キ ム ミ ル ク の 粉 末 を 検 体 に 対 し 濃 度 2.5％ と な る よ う 添 加 し
、 溶 解 し た 。 な お 上 記 菌 を 加 え る 操 作 は 実 験 的 に 前 も っ て 菌 濃 度 を 知 る た め の 操 作 で あ り
、 実 用 で の 測 定 で は 菌 濃 度 不 明 の 検 体 を 用 い る の が 常 で あ る の で 、 菌 を 加 え る 操 作 は 行 わ
な い 。 上 記 検 体 を 用 い て 、 次 の 工 程 に よ る 評 価 測 定 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 (ア )始 め に 、 測 定 前 の 信 号 を 得 る た め に 、 光 導 波 路 ４ を 測 定 容 器 11内 に 配 置 し 、 緩 衝 液
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を 満 た し て 測 定 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 (イ )非 特 異 的 吸 着 に よ る 信 号 を 得 る た め に 、 光 導 波 路 ４ を 測 定 容 器 11の ２ μ g/ｍ lの 蛍
光 標 識 抗 体 (Ａ ｍ ershaｍ  Ｂ iosciences社 製 :Ｃ y５ 　 bisfunctional reactive dyeに よ り
抗 体 を 標 識 )を 含 む り ん 酸 緩 衝 液 に 浸 漬 し て 、 25℃ で ５ 分 間 静 置 し た 。 光 導 波 路 ４ を 緩 衝
液 に よ り 洗 浄 し 、 り ん 酸 緩 衝 液 で 測 定 容 器 11を 満 た し て 蛍 光 信 号 を ３ 回 測 定 し た 。 こ れ に
よ っ て 非 特 異 的 吸 着 分 に よ る 僅 か な 信 号 増 加 と 飽 和 を 予 め 確 認 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 (ウ )免 疫 反 応 に よ る 信 号 を 得 る た め に 、 10ｍ lの 検 体 を 満 た し た 検 体 容 器 12に 光 導 波 路
４ を 10分 間 浸 漬 し た 後 り ん 酸 緩 衝 液 に よ り 洗 浄 し 、 り ん 酸 緩 衝 液 で 測 定 容 器 11を 満 た し て
標 識 前 の 信 号 を 得 た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 (エ )光 導 波 路 ４ を 測 定 容 器 11中 の ２ μ g/ｍ lの 蛍 光 標 識 抗 体 を 含 む 緩 衝 液 に 浸 漬 し て 、 2
5℃ で ５ 分 間 静 置 し た 。 光 導 波 路 ４ を り ん 酸 緩 衝 液 に よ り 洗 浄 し 、 り ん 酸 緩 衝 液 で 測 定 容
器 11を 満 た し て 標 識 後 の 蛍 光 信 号 を 得 た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 [実 施 例 ２ ]
　 実 施 例 １ と 同 様 に し て 用 意 し た プ ロ ー ブ １ を 用 い た 。 ま た 、 実 施 例 １ と 同 様 に フ ィ ル タ
バ ッ グ 内 で ス ト マ ッ カ ー 法 に よ り 均 質 化 し た カ イ ワ レ 大 根 及 び り ん 酸 緩 衝 液 を 、 フ ィ ル タ
濾 過 を 経 た の ち 菌 濃 度 を 調 整 し 、 ス キ ム ミ ル ク の 粉 末 を 濃 度 2.5％ と な る よ う 添 加 し 、 溶
解 し た 。 実 施 例 １ と 同 様 に (ア )～ (エ )の 操 作 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 [比 較 例 ]
　 実 施 例 １ と 同 様 に し て 用 意 し た プ ロ ー ブ を 用 い 、 検 体 は 実 施 例 １ 、 ２ と 同 様 に 調 製 し フ
ィ ル タ バ ッ グ に よ る 濾 過 を 経 た も の を ス キ ム ミ ル ク を 添 加 せ ず に 用 い た 。 実 施 例 １ と 同 様
に (ア )～ (エ )の 操 作 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 図 ３ は 実 施 例 １ ～ ２ 及 び 比 較 例 に お け る 測 定 デ ー タ の グ ラ フ を 示 し て い る 。 実 施 例 １ ～
２ 及 び 比 較 例 と も 、 上 記 操 作 (イ )に お い て 標 識 抗 体 の 非 特 異 的 吸 着 に よ る 信 号 値 の 増 加 は
み ら れ な い 。 し か し ス キ ム ミ ル ク を 添 加 し な か っ た 比 較 例 で は 、 上 記 操 作 (ウ )に お い て 信
号 値 の 増 加 が 観 測 さ れ た 。 ま た 上 記 操 作 (エ )に お い て も 、 測 定 対 象 物 で あ る Ｅ scherichia
 coli  Ｏ 157:Ｈ ７ に よ る 信 号 値 は 、 均 質 化 工 程 で カ イ ワ レ 大 根 を 加 え な い り ん 酸 緩 衝 液
の み で の 測 定 に お け る 信 号 値 よ り も 非 常 に 大 き な 信 号 値 が 得 ら れ た 。 上 記 (ウ )及 び (エ )で
の 信 号 値 に は ク ロ ロ フ ィ ル に よ る と 思 わ れ る 発 光 の 分 が 含 ま れ る と 考 え ら れ る 。 ス キ ム ミ
ル ク を 添 加 し た 実 施 例 １ 、 ２ で は 信 号 値 の 増 加 が 殆 ど な い か 、 ま た は 小 さ く 抑 え る こ と が
で き た 。 ま た い ず れ の 実 施 例 で も 、 上 記 操 作 (エ )に お い て 、 測 定 対 象 物 で あ る Ｅ scherich
ia coli  Ｏ 157:Ｈ ７ に よ る 信 号 値 は 均 質 化 工 程 で カ イ ワ レ 大 根 を 加 え な い り ん 酸 緩 衝 液
の み で の 測 定 と 同 程 度 の 信 号 値 を 得 る こ と が で き (図 示 せ ず )、 ス キ ム ミ ル ク が 測 定 対 象 菌
に 対 し て 悪 影 響 を 及 ぼ す こ と は な か っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
【 図 １ 】 プ ロ ー ブ の 側 面 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 測 定 光 学 系 の 構 成 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 実 施 例 お よ び 比 較 例 に お け る 測 定 デ ー タ の グ ラ フ で あ る 。
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
1.プ ロ ー ブ
2.フ ラ ン ジ 部
3.レ ン ズ 部
4.光 導 波 路
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5.光 吸 収 部 位
11.測 定 容 器
12.検 体 容 器
13.ビ ー ム ス プ リ ッ タ
14.光 検 出 器
15.レ ー ザ ー 光 源
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要解决的问题：为了测量包括在样本中的物体的光学测量中测量的光发
射中共存的测量对象之外的物质，减少光发射，并且执行高灵敏度和高
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行均质化步骤，过滤除去固体物质的步骤，由于激发波长而不发光的不
溶性细颗粒变为1至10％用于添加待测样品的添加步骤，以及用于测量对
象的测量评估步骤。 【选择图】无
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