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(57)【要約】
【課題】複数試料から作成されたプール中に含有される
標的物質が極く低濃度であっても検出することができる
方法を提供すること。
【解決手段】複数の検体が混合された、標的物質を含有
する可能性のある試料に、標的物質を吸着することので
きる吸着体を接触させた後、前記試料中から前記水不溶
性固体を分離し、次に水不溶性固体に結合した標的物質
の検出を行うことを特徴とする標的物質検出方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  複数の検体が混合された、標的物質を含
有する可能性のある試料に、標的物質を吸着することの
できる吸着体を接触させた後、前記試料中から前記吸着
体を分離し、次に吸着体に結合した標的物質の検出を行
うことを特徴とする標的物質検出方法。
【請求項２】  検体が体液であることを特徴とする請求
項１に記載の標的物質検出方法。
【請求項３】  標的物質がウィルス、核酸、抗原、抗体
またはタンパク質であることを特徴とする請求項１また
は２に記載の標的物質検出方法。
【請求項４】  標的物質を吸着することのできる吸着体
が、粒子状、フィルター状、繊維状、シート状、チュー
ブ状または板状であることを特徴とする請求項１、２ま
たは３に記載の標的物質検出方法。
【請求項５】  標的物質を吸着することのできる吸着体
が、有機ポリマー、無機ポリマー、無機化合物または天
然高分子からなることを特徴とする請求項１～４のいず
れか１項に記載の標的物質検出方法。
【請求項６】  標的物質の検出を核酸増幅方法または免
疫化学測定法で行うことを特徴とする請求項１～５のい
ずれか１項に記載の標的物質検出方法。
【請求項７】  請求項１～６のいずれかの検出方法に用
いることを特徴とする吸着体。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、複数の試料中に低
濃度に含有される標的物質の検出方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】ウイルスはヒトや動植物のさまざまな病
気の原因の一つであり、その検査・診断のためには原因
ウイルスの確認が非常に重要である。従来のウイルス検
査・診断法としては、ウイルス抗原あるいは抗ウイルス
抗体の免疫学的測定が一般的である。しかしながら、ウ
イルス感染から数週間～数ヶ月間は、ウイルス量あるい
は抗ウイルス抗体量が少ないため、これらの免疫学的測
定法では検出できない期間がある。この検出不可能な期
間はウインドウ・ピリオド（空白期間）と呼ばれてお
り、このような患者が献血を行った場合、その献血液は
感染源となることが多く、不特定多数の輸血患者・血液
製剤利用患者に危険をおよぼす可能性がある。したがっ
て、ウインドウ・ピリオドをできる限り短縮するため、
免疫学的測定限界以下のウイルスを高感度に検出できる
技術の開発が急務とされている。
【０００３】近年、ポリメラーゼチェインリアクション
法（以下ＰＣＲ法）に代表される、核酸増幅技術によ
り、極微量のウイルスでも検出できる可能性が開けてき
た。しかしながら、ＰＣＲ法などによっても極微量のウ
イルス検出は特殊な設備と高度な技術が必要とされ、一
般的な施設で簡便に実施することはきわめて困難であ
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る。また、使用可能なサンプル量も機器により制限され
ており、少量のため、ＰＣＲ法によってもウイルス濃度
が低いとウイルスを検出出来ないことがある。そこで、
これらの問題解決のため、検体中のウイルスを濃縮する
手法が用いられている。
【０００４】標的物質の検出率が低い多数の検体中の被
検査物質を効率よく検査するために、複数の検体から少
量、例えば数ミリリットルずつ試料を採取しひとつに集
めたプールをつくり、このプール中のウィルスを検出す
るという手法が検討されている。しかしながら、現在の
方法ではプール中のウィルス濃度が非常に低いために、
検出が困難な場合がある。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】本発明の課題は、上記
のウイルス検出法の問題点を解決し、複数試料から作成
されたプール中に含有される標的物質が極く低濃度であ
っても検出することができる方法を提供することにあ
る。
【０００６】
【発明を解決するための手段】本発明は、上記の課題を
解決するものとして、複数の検体が一定量ずつ混合され
た、標的物質を含有する可能性のある試料に、標的物質
を吸着することのできる吸着体を接触させた後、前記試
料中から前記吸着体を分離し、次に吸着体に結合した標
的物質の検出を行うことを特徴とする標的物質検出方法
を提供するものである。
【０００７】
【発明の実施の形態】以下、本発明をより具体的に詳し
く説明する。
［吸着体］本発明で使用することのできる吸着体（以
下、単に「標的物質吸着体」という）は、素材そのもの
を示すのではなく、種々の材料、例えば有機ポリマー、
無機ポリマー、無機化合物および天然高分子化合物な
ど、またはこれらの組合せたものからなり、形状も後述
のように種々の形状をとり得る。該吸着体は標的物質を
容易に分離することができることから、水不溶性である
ことが必要である。試料となる水性物質、例えば血液、
尿、タンパク質水溶液などに不溶の物質からなる。
【０００８】標的物質吸着体を構成する有機ポリマーと
しては、例えば芳香族ビニル化合物、アクリル酸エステ
ル、メタクリル酸エステル、不飽和カルボン酸などのラ
ジカル重合性モノマーの（共）重合体、ポリエステル、
ポリオレフィン、ポリエーテル、ポリカーボネート、ポ
リイミド、ポリアミド、陽イオン交換樹脂、陰イオン交
換樹脂、ポリエチレンイミン、ポリプロピレンイミン、
ポリリジン、グルコサミン、ポリアリルアミンなどが挙
げられる。
【０００９】無機ポリマーとしては、例えばアルコキシ
シラン、オルガノアルコキシシランなどの加水分解縮合
物を挙げることができる。無機化合物としては、例えば
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3
シリカ、アルミナ、リン酸カルシウムなどを挙げること
ができる。天然高分子としては、例えばデキストラン、
セルロース、アガロース、グルコマンナンなどを挙げる
ことができる。
【００１０】材料が、例えば有機ポリマーの場合などで
は、水溶性のものもあるが、標的物質吸着体は水不溶性
である必要があるので、その場合架橋させたり、水不溶
性基材に保持させるなどの処理が必要である。
【００１１】本発明において、標的物質吸着体はその表
面がイオン性であることが標的物質の吸着能を上げるた
めに好ましい。ここで、表面がイオン性であるとは、標
的物質吸着体の表面がアニオン性およびカチオン性の少
なくともいずれか一方の荷電を有する、または特定の条
件下で荷電を有する状態となりうることを示す。
【００１２】標的物質吸着体の表面がアニオン性を有す
るものとしては、例えば、標的物質吸着体が①アニオン
性基を有するモノマーを共重合した重合体からなるも
の、②重合体をアニオン化してなるもの、③合成高分子
にスルホン酸含有単量体をシード結合又はグラフト重合
してなる重合体、④陽イオン交換樹脂からなるもの、⑤
硫酸化した天然高分子を水不溶性ポリマー担体に担持さ
せたもの、⑥無機ポリマーまたは無機粒子の表面に、ア
ニオン性基を有する重合体または硫酸化した天然高分子
を有するもの、などである。ここで、アニオン性基とし
ては、スルホン基、カルボキシル基などを挙げることが
できる。
【００１３】上記の例として次のものを挙げることがで
きる。
①アニオン性基を有するモノマーを共重合した重合体の
例：カルボン酸含有単量体の（共）重合体をあげること
ができる。ここで、カルボン酸含有単量体（以下「カル
ボン酸単量体」という。）とは、付加重合性の不飽和結
合およびカルボキシル基を分子中に有する重合性単量体
である。具体例としては、アクリル酸、メタクリル酸、
クロトン酸、イタコン酸、フマル酸、マレイン酸などを
あげることができる。
【００１４】②重合体をアニオン化（スルホン化）して
なるものの例：少なくともその表面にスルホン化可能な
官能基、例えば主鎖または側鎖に不飽和二重結合、芳香
族基、第一級または第二級アミノ基、第一級ハロゲン化
アルキル基、脂肪族アルデヒド、脂肪族ケトン、脂肪族
カルボン酸、脂肪族カルボン酸無水物、水酸基等をもつ
（共）重合体からなり、その表面の少なくとも一部がス
ルホン化されているもの。表面スルホン化可能な（共）
重合体の例として、スチレン、α－メチルスチレン、ビ
ニルナフタレン、ジビニルベンゼン、ブタジエン、イソ
プレン、ビニルアルコール等のスルホン化可能な単量体
の（共）重合体、およびこれら単量体と他の重合性単量
体との（共）重合体等の付加重合系高分子化合物；ポリ
カーボネート、ポリエステル、ポリエステルエーテル、
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ポリアリールエーテル、ポリアルキレンオキシド、ポリ
スルホン、ポリエーテルスルホン、ポリアミド、ポリイ
ミド、ポリエーテルイミド、ポリエーテルケトン、ポリ
ウレタン、芳香族化合物のアセトアルデヒド縮合物、ポ
リエーテル等の縮合重合系高分子化合物等があげられ
る。
【００１５】④陽イオン交換樹脂の例としては、ジビニ
ルベンゼン架橋スルホン化ポリスチレンがあげられ、粒
径は、中心粒径が０．１ｍｍから１ｍｍ程度のもので良
い。
⑤硫酸化した天然高分子を水不溶性ポリマー担体に担持
させたものの例：硫酸化多糖類としては、ヘパリン、デ
キストラン硫酸、セルロース硫酸、ガードラン硫酸、コ
ンドロイチン硫酸、ヘパラン硫酸、デキストラン硫酸、
キチン硫酸、キトサン硫酸、デルマタン硫酸、アミロペ
クチン硫酸、ケタラン硫酸、キシラン硫酸、カロニン硫
酸、ペクチン硫酸、イヌリン硫酸、アルギン酸硫酸、グ
リコーゲン硫酸、ポリラクトース硫酸、カラゲニン硫
酸、デンプン硫酸、ポリグルコース硫酸、ラミナリン硫
酸、ガラクタン硫酸、レバン硫酸、メペサルフェート、
フコイダン、硫酸化グリチルリチンなどの抗ウイルス性
を有する多糖類を挙げることができる。
【００１６】硫酸化多糖類は、エポキシ基、アミノ基、
アルデヒド基、カルボキシル基、水酸基、酸クロライド
基などの官能基を持つ重合体に直接もしくはカップリン
グ剤やスペーサーを介して担持させることができる。
【００１７】標的物質吸着体の表面がカチオン性を有す
るものとしては、例えば、標的物質吸着体が①カチオン
性基を有するモノマーを共重合した重合体からなるも
の、②カチオン性基を有する重合開始剤を用いてラジカ
ル重合させて得た重合体からなるもの、③カチオン性基
を有する化合物を重合体担体に結合してなるもの、④陰
イオン交換樹脂からなるもの、⑤カチオン性基含有水溶
性高分子を水不溶性ポリマー担体に担持させたもの、⑥
無機ポリマーまたは無機粒子の表面に、カチオン性基を
有する重合体またはカチオン性基含有水溶性高分子を有
するものなどである。
【００１８】本明細書においてカチオン性基とは、それ
自体カチオンを形成している基及びそれ自体カチオンを
形成していないが中性付近（約ｐＨ６～８）においてプ
ロトンの結合により容易にカチオンを形成するアミン系
及びイミン系の基を意味する。例えば１級アミノ基、２
級アミノ基、３級アミノ基、４級アンモニウム基、並び
にイミノ基（－ＮＨ－基及び＝ＮＨ基）があげられる。
これらのカチオン性基の存在形態は多様であって何ら制
限されず、例えば化合物中に、アミジノ基、イミジノ
基、ヒドラジノ基、ピリジル基などの状態で存在してい
てもよい。
【００１９】上記の例としては、次のものを挙げること
ができる。
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①カチオン性基を有するモノマーを共重合した重合の
例：カチオン性基を有するモノマーとしては、２－ジメ
チルアミノエチル（メタ）アクリレート、２－ジエチル
アミノエチル（メタ）アクリレート、２－ジメチルアミ
ノプロピル（メタ）アクリレート、３－ジメチルアミノ
プロピル（メタ）アクリレート等のアミノアルキル基含
有（メタ）アクリル酸エステル類及びこれらの塩化メチ
レン、硫酸ジメチル、硫酸ジエチル等による４級塩；２
－（ジメチルアミノエトキシ）エチル（メタ）アクリレ
ート、２－（ジエチルアミノエトキシ）エチル（メタ）
アクリレート、３－（ジメチルアミノエトキシ）プロピ
ル（メタ）アクリレート等のアミノアルコキシアルキル
基含有（メタ）アクリル酸エステル類及びこれらの塩化
メチレン、硫酸ジメチル、硫酸ジエチル等による４級
塩；Ｎ－（２－ジメチルアミノエチル）（メタ）アクリ
ルアミド、Ｎ－（２－ジエチルアミノエチル）（メタ）
アクリルアミド、Ｎ－（２－ジメチルアミノプロピル）
（メタ）アクリルアミド、Ｎ－（３－ジメチルアミノプ
ロピル）（メタ）アクリルアミド等のＮ－アミノアルキ
ル基含有（メタ）アクリルアミド類及びこれらの塩化メ
チレン、硫酸ジメチル、硫酸ジエチル等による４級塩等
が挙げられる。なかでも、２－ジメチルアミノエチル
（メタ）アクリレート、Ｎ－（２－ジメチルアミノエチ
ル）（メタ）アクリルアミド、及びこれらの塩化メチレ
ンによる４級塩が好ましい。これらは、他の重合性モノ
マーと共重合させてもよい。
【００２０】カチオン性モノマーと共重合するモノマー
としては、下記に示すような架橋性モノマーならびに非
架橋かつ非イオン性モノマーを挙げることができる。
【００２１】架橋性モノマーとしては、ジビニルベンゼ
ン、ジビニルビフェニル、エチレングリコールジ（メ
タ）アクリレート、ジエチレングリコールジ（メタ）ア
クリレート、トリエチレングリコールジ（メタ）アクリ
レート、テトラエチレングリコールジ（メタ）アクリレ
ート、プロピレングリコールジ（メタ）アクリレー
ト、、ジプロピレングリコールジ（メタ）アクリレー
ト、トリプロピレングリコールジ（メタ）アクリレー
ト、テトラプロピレングリコールジ（メタ）アクリレー
ト、１，４－ブタンジオールジ（メタ）アクリレート、
１，６－ヘキサンジオールジ（メタ）アクリレート、ネ
オペンチルグリコールジ（メタ）アクリレート、２，
２’－ビス〔４－（メタ）アクリロイルオキシプロピオ
キシフェニル〕プロパン、２，２’－ビス〔４－（メ
タ）アクリロイルオキシジエトキジフェニル〕プロパ
ン、グリセリントリ（メタ）アクリレート、トリメチロ
ールプロパントリ（メタ）アクリレート、ペンタエリス
リトールテトラ（メタ）アクリレート等のジビニル系モ
ノマー、トリビニル系モノマー及びテトラビニル系モノ
マーが挙げられる。なかでも、ジビニルベンゼン、エチ
レングリコールジメタクリレートおよびトリメチロール
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プロパントリメタクリレートが好ましい。
【００２２】共重合可能な非架橋性かつ非イオン性モノ
マーは、カチオン性モノマーあるいは架橋性モノマーの
いずれかと共重合可能であって、非架橋性かつ非イオン
性のモノマーである。
【００２３】このようなモノマーとして、スチレン、α
－メチルスチレン、ｐ－メチルスチレン、ハロゲン化ス
チレン等の芳香族ビニル単量体；アクリロニトリル等の
不飽和ニトリル；メチルアクリレート、メチルメタクリ
レート、エチルアクリレート、エチルメタクリレート、
ブチルアクリレート、ブチルメタクリレート、シクロヘ
キシルメタクリレート、２－エチルヘキシルアクリレー
ト、２－エチルヘキシルメタクリレート、ラウリルアク
リレート、ラウリルメタクリレート、グリシジルアクリ
レート、グリシジルメタクリレート、２－ヒドロキシエ
チルアクリレート、２－ヒドロキシエチルメタクリレー
ト等のアクリル酸エステルおよびメタクリル酸エステ
ル；ブタジエン、イソプレン等のジオレフィン；酢酸ビ
ニル等のカルボン酸ビニルエステル；塩化ビニル、塩化
ビニリデン等のハロゲン化ビニリデン等を挙げることが
できる。なかでも、スチレン、α－メチルスチレン、ア
クリロニトリル、メチルメタクリレート、ブチルメタク
リレート、２－ヒドロキシエチルアクリレート、シクロ
ヘキシルメタクリレートが好ましい。
【００２４】②カチオン性基を有する重合開始剤を使用
してモノマーを重合して得た重合体の例：カチオン性基
を有するラジカル重合開始剤は、これを用いたラジカル
重合により得られたポリマーがその末端に該ラジカル重
合開始剤に由来するカチオン性基を有するようになるも
のである。好ましいカチオン性基を有するラジカル重合
開始剤としては、アミジノ基、イミジノ基あるいはピリ
ジウム基を有するアゾビス型の開始剤が挙げられる。ま
た、１０時間半減期温度が４０～９５℃の範囲にあるも
のが温和な条件下で重合を行うことができるので好まし
い。
【００２５】③カチオン性基を有する化合物を重合体担
体に結合させてなる重合体
粒子表面にカルボキシル基、ハイドロキシル基、エポキ
シ基、アミノ基、アミド基などを共重合やシード重合法
などにより導入し、それらの基を結合部として反応させ
ることにより、カチオン性基を有する化合物を重合体表
面に導入することができる。カチオン性基を有する化合
物としては、ポリエチレンイミン、ポリプロピレンイミ
ン、ポリアリルアミン、ポリビニルアミン、ポリプロピ
レンアミンなどのポリアミン化合物、ポリリジン、ポリ
アルギニン、ポリヒスチジンなどの遊離アミノ酸類、前
述のカチオン性基を有するモノマーを共重合したポリマ
ーなどを挙げることができる。
【００２６】④陰イオン交換樹脂
ジビニルベンゼン架橋ポリスチレンに第４級アンモニウ
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入した弱塩基性陰イオンなど。
【００２７】⑤無機ポリマーまたは無機化合物の表面に
カチオン性基を有する重合体またはカチオン性基含有水
溶性高分子を有するもの。
さらにキレート樹脂といわれる供与体原子（Ｏ，Ｎ，
Ｓ）を有する樹脂も挙げることができる。キレート樹脂
としては、イミノ二酢酸型、イミノプロピオン酸型、エ
チレンジアミン三酢酸型、キノリン型、アミノカルボン
酸型、アミンリン酸型、アミドキシム型、クリプタント
型、ポリアミン型、ピリジン型、ピコリルアミン型、チ
オール型、リン酸型、多価フェノール型、ジチオカルバ
ミン酸型、チオ尿素型、イソチウロニウム型およびジチ
ゾン型などが挙げられる。
【００２８】また、本発明において標的物質吸着体には
検査の自動化、分離操作の自動化のための有効な強磁性
体、超常磁性体などの磁性体を含有させることができ
る。標的物質吸着体の形状は特に限定されず種々有り得
る。例えば、粒子状、フィルター状、繊維状、シート
状、チューブ状、板状などである。標的物質吸着体の形
状が粒子状の場合、粒径は試料中に分散して使用する場
合には０．０８～３００μｍ程度、カラムに充填して使
用する場合には０．１～１ｍｍ程度の粒径を有すること
が好ましい。
【００２９】フィルターの場合には、好ましくは、平均
孔径が０．１～５０μｍの範囲にあるフィルターであ
り、平膜、中空糸膜、不織布、織布などを例示できる。
血漿や培養液などを対象とした場合は、平均孔径が０．
１μｍ～１０μｍ が好ましい。平均孔径が０．１μ以
下だと、孔径が小さくなるため十分な濾過量が得られな
くなる。平均孔径は、ＡＳＴＭ－Ｆ３１６に記載された
パームポロメーター（ポーラスマテリアル社製）を用い
て求めた値であり、実際の透過孔を反映する値である。
また、フィルターの通水量は、０．７ｋｇ／ｃｍ2の圧
力下で、２５℃±２℃で測定した値で、１０ｍL／ｍｉ
ｎ／ｍ2／ｍｍＨｇ以上、好ましくは１００ｍL／ｍｉｎ
／ｍ2／ｍｍＨｇ以上であることが、濾過圧を低くでき
るため好ましい。また、不織布状の基材の場合、フィル
ター材を形成するフィラメントは、モノフィラメントで
あってもマルチフィラメントであってもよいが、平均直
径（走査型電子顕微鏡で観察したフィラメントの長径と
短径の平均値）が１００μｍ以下、好ましくは、５０μ
ｍ以下であると、膜の表面積が大きくなり吸着部位が増
加することとなるため好ましい。さらに、異形フィラメ
ントであっても多孔質フィラメントであっても良い。さ
らに、フィルターの空孔部の割合（空孔率）は、２０％
以上、好ましくは５０％以上である。
【００３０】標的物質吸着体がシート状、チューブ状ま
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たは板状である例としては、採血管、真空採血管、試験
管、ウェルプレート、マイクロプレート、マイクロテス
トチューブ、エッペンドルフチューブ（商品名）などを
挙げることができる。
【００３１】これらの形状の標的物質吸着体を得るに
は、上記に例示された有機ポリマーのうちポリスチレ
ン、ポリプロピレン、ポリエチレン、ポリエチレンテレ
フタレート、ノルボルネン系樹脂などの熱可塑性樹脂は
そのまま所望の形状に成形することができる。
【００３２】また、ガラス、ポリスチレン、ポリメチル
メタクリレートなどからなる汎用の採血管などの表面を
イオン化することにより、本発明に適した標的物質吸着
体とすることもできる。
【００３３】［試料］本発明の検出方法の適用対象は、
複数の検体が混合された、標的物質を含有する可能性の
ある試料である。検体としては、例えば血液、血漿、血
清、尿、唾液等の各種体液、細胞破砕液、培養細胞破砕
液などである。
【００３４】上記の複数の検体から一定量ずつ採取さ
れ、混合されたものを「プール」と称し、このプール作
成の１回目を１次プールと称する。１次プールの作成に
おいて集められる検体の数は通常５～５００、好ましく
は１０～５０であり、一つの検体から採取される試料の
量は０．０１～１ミリリットル、好ましくは０．１～
０．５ミリリットルである。
【００３５】必要に応じ、さらに複数の１次プールから
試料を集め、２次プールを作成することもできる。同様
に３次以上のプールもあり得る。２次プールの作成にお
いて集められるプールの数は通常２～１００、好ましく
は５～２０であり、一つの検体から採取される試料の量
は０．０１～１ミリリットル、好ましくは０．１～０．
５ミリリットルである。
【００３６】このようにして、１次または２次以上のプ
ールを作成するが、ここで各検体またはプールから採取
する試料の量および集める検体またはプールの数を適宜
調整することにより、複数の被験者からの検体が場合に
より一定量ずつ含まれ、かつ後述する標的物質検出手段
に適した量に試料を調製することができる。
【００３７】［接触・結合］本発明では、前記のとおり
調製された試料に前記の標的物質吸着体を接触させる。
接触の方法は種々有り得、特に限定されない。不溶性担
体の形状、大きさなどに応じて適切な方法をとればよ
い。
【００３８】例えば、標的物質吸着体が粒径２００μｍ
未満の粒子の場合には、標的物質吸着体を試料中に分散
させ試料と不溶性担体を接触させる。この分散及び接触
は場合によっては振とうすることにより行う。標的物質
吸着体が粒径２００μｍを超える粒子の場合には、カラ
ムに充填し、その中に試料を通過させる。また、標的物
質吸着体が直径５～６ｍｍのプラスチックビーズなど大
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きなものの場合は、１～数個を試験管に入れ、試料と接
触させる。標的物質吸着体がフィルター状または繊維状
の場合には、フィルターまたは繊維表面と試料が充分接
触するように、フィルターまたは繊維で試料を濾過す
る。標的物質吸着体が試験管やウェルプレートなどの試
験器具である場合には、該試験器具の中に試料を入れ振
とうする。
【００３９】標的物質吸着体に試料を接触させる際に
は、必要に応じて多価金属イオンなどをさらに添加する
こともできる。標的物質吸着体に試料を接触させる際の
試料の温度は通常５～３７℃、接触時間は長すぎるとフ
ィブリン等の析出がおきるため、対象によって調整する
事が好ましい。
【００４０】［分離］標的物質吸着体と試料を接触させ
た後、標的物質吸着体を試料から分離する。この際、標
的物質吸着体が粒径２００μｍ未満の粒子の場合には、
例えば遠心により分離する。また、標的物質吸着体に磁
性体を含有させておくことにより、試料から磁気により
容易に分離することができる。
【００４１】試料から分離された標的物質吸着体上の標
的物質は濃縮されている。こうして濃縮された標的物質
は次に検出に供される。但し、検出に供する前に必要に
応じて標的物質吸着体を緩衝液で洗浄したり、および／
または標的物質を標的物質吸着体から分離した後に検出
に移行してもよい。例えば、標的物質がウイルスまたは
細菌である場合にはこれを分離し、核酸である場合には
抽出することができる。あるいは、標的物質が標的物質
吸着体上に結合したままで検出に移ることもできる。標
的物質の種類、標的物質吸着体の材質等に応じて適宜の
方法を選択すればよい。
【００４２】標的物質を標的物質吸着体から分離する方
法としては、塩溶液および界面活性剤あるいは両者の混
合物を作用させて標的物質を標的物質吸着体から解離さ
せる方法がある。塩溶液としては高濃度の、例えば２～
８Ｍの臭化カリウム、臭化ナトリウム、ヨウ化ナトリウ
ム、グアニジンイソチオシアネート、グアニジンチオシ
アネート、塩酸グアニジン、硫酸グアニジン、チオシア
ン酸ナトリウム、チオシアン酸カリウムおよびその塩の
水溶液、1.5～6M塩化ナトリウム水溶液、0.5～5mMリン
タングステン酸水溶液等を用いることができる。
【００４３】界面活性剤としては、ＳＤＳ、トライトン
Ｘ－１００、Ｔｗｅｅｎ２０，８０、ＮＰ－４０などが
ある。
【００４４】また、核酸抽出は、標的物質が標的物質吸
着体に結合したままでも行うことができる。標的核酸を
効果的に増幅して検出するためには、通常、その核酸を
細胞やその他の被検体残渣から単離しなければらない。
様々な分離方法が知られており、凍結法、プロテアーゼ
（例、プロテイナーゼＫ）などの消化酵素による処理
法、煮沸法、各種洗剤を使用する方法（例えば、1988年
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4月6日出願のHiguchiの米国特許出願第178,202号明細書
および1991年5月22日発行の欧州特許出願公開第07828 1
97号公報参照）、溶剤析出法並びに加熱プロトコールが
ある。分離された標的物質吸着体に少量の緩衝液を加
え、加熱することで直接、標的物質の核酸を抽出するこ
とも可能であるし、市販されている核酸抽出試薬を直接
添加して標的物質の核酸を抽出することも可能である。
【００４５】［標的物質の検出］上記のようにして標的
物質吸着体上に濃縮され、場合によってはさらに濃縮さ
れた状態で分離、抽出された標的物質の検出が行われ
る。検出方法は、標的物質の種類に応じて公知の方法を
採用することができ、例えば核酸増幅検査、免疫化学測
定法等が挙げられる。
【００４６】ウイルスの核酸増幅検査（ＮＡＴ; nuclei
c acid amplification test）の方法は特に限定され
ず、例えば、ロシュ社のＰＣＲ(Polymerization chain 
reaction)法、ジェン・プローブ社のＴＭＡ(Transcript
ion Mediated amplification-hybridization protectio
n assay)法、アボット社のＬＣＲ(Ligase chain reacti
on)法、ＮＡＳＢＡ（Nucleic Acid Sequence-based Amp
lification）(ＲＮＡをターゲット、温度一定が特徴)、
ＣＰＴ（Cyclic Probe Tech）(ＤＮＡをターゲット、Ｄ
ＮＡ／ＲＮＡキメラprobeを使用し、ビオチン標識probe
を増幅)、ＱβReplicase Amplification（ＲＮＡをター
ゲット、ストレプトアビジン粒子でＲＮＡを単離）、In
vader Assay等を利用することができる。
【００４７】免疫化学測定法としては、例えば酵素免疫
反応（ＥＩＡ）法、化学発光法（ＣＬＴＡ）、蛍光法
（ＦＩＡ）などを挙げることができる。本発明の標的物
質検出方法で検出することのできる標的物質は、ウィル
ス、核酸、抗原、抗体、タンパク質などである。
【００４８】ウィルスとしては、例えばヘパドナウイル
ス（Ｂ型肝炎ウイルス等）、アデノウイルス、フラビウ
イルス（日本脳炎ウイルス等）、ヘルペスウイルス（単
純ヘルペスウイルス、水痘－帯状疱疹ウイルス、サイト
メガロウイルス、EBウイルス等）、ポックスウイルス、
パルボウイルス（アデノ関連ウイルス等）、オルソミク
ソウイルス（インフルエンザウイルス等）、ラブドウイ
ルス（狂犬病ウイルス等）、レトロウイルス（後天性免
疫不全症候群ウイルス等）、Ｃ型肝炎ウイルス、ヒトＴ
細胞白血病ウイルス（ＨＴＬＶ－１）、ヒト免疫不全ウ
イルス（ＨＩＶ－１、ＨＩＶ－２）、ヒトパルボウイル
スＢ－１９等のウイルスなどである。
【００４９】核酸としては、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍＲＮ
Ａ、ｔＲＮＡなどである。抗原、抗体としてはフェリチ
ン、ＡＳＯ、Ｔ

3
、Ｔ

4
、α－フェトプロテイン、ＨＢｓ

抗原、ＣＥＡ（癌胎児性抗原）、ＨＣＶ表面抗原、ＨＩ
Ｖ表面抗原、抗トレポネーマパリダム、抗カルビオライ
ピン抗原、抗ＨＢＣ抗体、抗ＨＩＶ抗体など免役反応で
測定されるすべての物が挙げられる。タンパク質として
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は、α－リポ蛋白、β－リポ蛋白などである。
【００５０】
【実施例】以下、本発明を実施例により詳細に説明する
が、本発明はこれら実施例に限定されるものではない。
以下の記載においては、特記しない限り「部」は「重量
部」を意味する。
【００５１】参考例１
（１）油性磁性流体フェリコロイドHC50［商品名、タイ
ホー工業（株）製］にアセトンを加えて粒子を析出沈殿
させた後、これを乾燥することにより、親油化処理され
た表面を有するフェライト系の超常磁性体（粒子径：
０．０１μｍ）を得た。ついで、上で得た超常磁性体４
０部にシクロヘキシルメタクリレート９０部、トリメチ
ルアミノエチルメタクリレートの塩化物１０部およびベ
ンゾイルペルオキシド（重合開始剤）３部を添加し、こ
の系を混合攪拌することにより超常磁性体を均一に分散
させてモノマー組成物を調製した。
【００５２】一方、ポリビニルアルコール１０部、ラウ
リル硫酸ナトリウム０．０５部およびポリエチレンオキ
シドノニルフェニルエーテル０．１部を水１０００部に
溶解して水性モノマー組成物を調製した。こうして調製
した水性モノマー組成物中に上記のモノマー組成物を添
加し、ホモジナイザーで予備攪拌した後、超音波分散機
で分散処理することにより平均粒子径が１μｍの油滴
（油相）が水性媒体に分散した懸濁液（油滴分散体）を
調製した。
【００５３】次に、得られた懸濁液を容量２リットルの
攪拌機付き三つ口フラスコに仕込み、この系を７５℃に
昇温し、窒素雰囲気下において攪拌しながら５時間にわ
たり油滴中のモノマーを重合（懸濁重合）させることに
より、磁性ポリマー粒子を作製した。得られた粒子を光
学顕微鏡で写真撮影し、粒子200個の直径を計測してそ
の平均を求めた結果1.2μｍであった。
【００５４】（２）上記（１）で得られた磁性ポリマー
粒子を５ｍＭ水酸化ナトリウム水溶液に分散し、８０℃
で１２時間処理してカルボキシ変性磁性ポリマー粒子と
した。
（３）得られたカルボキシ変性磁性ポリマー粒子１ｇを
２０ｍLの１０ｍＭ ＭＥＳ緩衝溶液（ｐＨ６．０）に懸*
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*濁し、ポリエチレンイミン（和光純薬工業株式会社、数
平均分子量７万）３０％水溶液、３３μLおよび水溶性
カルボジイミド試薬ＥＤＣ・塩酸塩（１－エチル－３
（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドヒドロ
クロライド）０．０５ｇを添加し、２時間室温で反応さ
せて吸着体を得た。
【００５５】実施例１
（１）参考例１で得られた標的物質吸着体の水性懸濁液
を精製後、生理食塩水で固形分濃度５％に調整した。
（２）１００コピー／ｍＬのＨＢＶ陽性血１００μLと
正常ヒト血漿（ＨＢＶ陰性）の４９検体各100μLとを混
合し、合計量５ｍLの試料Ａを調製した。
（３）この試料Ａ４．９ｍＬに上記（１）で調製した標
的物質吸着体水性懸濁液（５重量％）100μＬを加え、
室温で１０分間回転撹拌して両者を接触させ、標的物質
吸着体にウイルス吸着処理を行った。
【００５６】ウイルス吸着処理後、磁気分離スタンドに
セットし、標的物質吸着体の粒子と上清を分離し、上清
を捨て、Tris-HCl緩衝液（pH7.4）を加え、100μＬの標
的物質吸着体粒子分散液を得た。この粒子分散液からDN
A Extractor Kit（和光純薬工業株式会社製）を用い、
付属の手順書に従い核酸を抽出した。抽出により得られ
た抽出物（核酸）を試料Ｂという。得られた抽出物をPC
R法により、35回のPCRの増幅過程によりDNAを増幅し
た。PCRのプライマー配列は、Hiroaki Okamoto，Igaku 
no ayumi，(1992)，162(9),544-549.に従った。得られ
た1st-PCR、2nd-PCRそれぞれの増幅産物を３％アガロー
スを用いて電気泳動を行い、エチジウムブロマイド染色
によりDNAを可視化しポラロイド写真に撮影した。得ら
れた目的DNAの量をバンドの蛍光強度から、－，＋，＋
＋，＋＋＋の４段階で判定した。
【００５７】試料Ａ１００μＬ、元のＨＢＶ陽性血１０
０μL（試料Ｃ）および正常ヒト血漿１００μL（試料
Ｄ）から上記DNA Extractor Kitにより核酸を抽出し、
同様にPCR反応を行い、同様に評価した。以上の結果を
表１に示す。
【００５８】
【表１】

【００５９】実施例２
ＨＣＶ（Ｃ型肝炎ウイルス）を２×１０4コピー／ｍＬ
含有するヒト血漿１検体と正常ヒト血漿の９検体、４９
検体、９９検体をそれぞれ一定の割合で混合してそれぞ

れ１０検体プール、５０検体プール、１００検体プール
の試料を作製した。
【００６０】１０検体プール試料から０．９ｍＬ、５０
検体プール試料から４．９ｍＬ、１００検体プール試料
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から９．９ｍＬをとり、それぞれに参考例１で製造した
吸着体懸濁液（５重量％）１００μＬを加えた後、室温
で１０分間回転攪拌し吸着体を磁気的に凝集させ、上澄
みをそれぞれ１００μＬ残して除去した後、磁気を解除
し吸着体を上澄み１００ｍＬ中に再分散させ濃縮液を得
た。
【００６１】得られた濃縮液を核酸抽出試薬（商品名ス
マイスライト EX R&D、ゲノムサイエンス研究所製）で
吸着体に捕捉されたウィルスを酵素分解した後、磁気に
より吸着体を凝集させ、濃縮液から吸着体を除去した。
次いで、抽出されたＨＣＶ核酸を分離し、リアルタイム
検出ＰＣＲ法（Proc. Nail. Acad. Sci. U.S.A.,Vol.8 *

14
*8, pp7276-7280, 1991）であるTaqMan PCR法によりABI 
PRISM 7700 Sequence Detection System（PE Biosystem
社製）を用いＨＣＶ核酸量を定量した。
【００６２】ＤＮＡの定量は、４０回の増幅過程におい
て、蛍光強度が一定の基準値（Threshhold:Th)を越えた
サイクル数（Ｔｈサイクル）をウィルス濃度既知の検体
の希釈系列を用いて同時に測定して作成した。ＤＮＡ量
Thサイクルの検量線に外挿して求めた。結果を表２の
「濃縮１００μＬ」の欄に示す。
【００６３】
【表２】

【００６４】（２）別のチューブに（１）と同じ１０検
体プール、５０検体プール、１００検体プールから100
μLずつ、核酸抽出試薬（商品名：スマイラスト EX R&
D、ゲノムサイエンス研究所製）で処理し、上記（１）
と同様にしてＤＮＡ量を定量した結果を表２「未濃縮１
００μＬ」の欄に示す。この結果、ＨＣＶはプール検体
そのものより約１桁高いウイルス核酸のコピー数を示
し、本粒子による濃縮が有効であることが示された。
【００６５】実施例３
ＨＢｓ抗原が陽性血（試料Ｅ）と正常ヒト血漿４９人分
を用い、各100μLと試料Ａを混合した試料Ｆ（５ｍL）

を作製した。試料Ｆから100μLを取り、残りの4.9ｍLに
参考例の粒子100μLを加え10分間攪拌し、ウイルス吸着
処理を行った。この後、粒子を0.1％ＢＳＡ、Ｔｗｅｅ
ｎ８０（0.01を含む）溶液で４回洗浄し、スチレンスル
ホン酸ソーダ（0.1％）を加え、ウイルスを解離させ
た。この後、磁気で粒子を分離し、100μLのウイルス濃
縮液とした（試料Ｇ）。これらの試料を富士レビオルシ
パルスＨＢｓ抗原で測定した。
【００６６】
【表３】

【００６７】
【発明の効果】本発明の標的物質検出法では、核酸増幅
検査に供される検体中の標的物質が既に濃縮されている

ので、元の検体または試料に含まれている標的物質が極
く微量であっても効率的に標的物質の検出を行うことが
できる。
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