
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
被検査溶液を展開する展開層の一部に、固定化された試薬固定化部と、前記被検査溶液の
展開により溶出可能な標識試薬を保持する標識試薬保持部とを有し、前記試薬固定化部分
における前記標識試薬の結合量を測定することにより、前記被検査溶液中の測定成分を定
性もしくは定量するバイオセンサであって、
前記被検査溶液が 空間である間隙部を、前記展開層

に形成する、空間形成部を備えることを特徴とするバイオセンサ。
【請求項２】
被検査溶液を展開する展開層の一部に、固定化された試薬固定化部を有し、該試薬固定化
部における標識試薬の結合量を測定することにより、前記被検査溶液中の測定成分を定性
もしくは定量するバイオセンサであって、
前記被検査溶液が 空間である間隙部を、前記展開層

に形成する、空間形成部を備えるとともに、
前記間隙部中に、前記被検査溶液の流入により溶解可能な標識試薬を保持している標識試
薬保持部を備えることを特徴とするバイオセンサ。
【請求項３】
請求項１または請求項２に記載のバイオセンサにおいて、
前記間隙部は、被検査溶液を一時的に保持することを特徴とするバイオセンサ。
【請求項４】
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請求項１または請求項２に記載のバイオセンサにおいて、
前記間隙部は、該間隙部の体積により被検査溶液の流入量を規定することを特徴とするバ
イオセンサ。
【請求項５】
請求項１または請求項２に記載のバイオセンサにおいて、
前記間隙部は、前記展開層を展開する十分な被検査溶液を流入する体積を有することを特
徴とするバイオセンサ。
【請求項６】
請求項１または請求項２に記載のバイオセンサにおいて、
前記間隙部中に、細胞成分を破壊する細胞成分破壊試薬部を備えることを特徴とするバイ
オセンサ。
【請求項７】
請求項１または請求項２に記載のバイオセンサにおいて、
前記間隙部中に、細胞成分を収縮する細胞成分収縮試薬部を備えることを特徴とするバイ
オセンサ。
【請求項８】
請求項１または請求項２に記載のバイオセンサにおいて、
前記間隙部中に、漂白試薬部を備えることを特徴とするバイオセンサ。
【請求項９】
請求項１または請求項２に記載のバイオセンサにおいて、
前記間隙部は、２０μｌ（マイクロリットル）以下の体積を有することを特徴とするバイ
オセンサ。
【請求項１０】
請求項１または請求項２に記載のバイオセンサにおいて、
前記間隙部は、外部から被検査溶液の流入を確認する手段を有することを特徴とするバイ
オセンサ。
【請求項１１】
請求項１または請求項２に記載のバイオセンサにおいて、
前記空間形成部は、その一部もしくは全部が光透過性を有することを特徴とするバイオセ
ンサ。
【請求項１２】
請求項１または請求項２に記載のバイオセンサにおいて、
前記間隙部中に、測定に不要な有形成分を分離する分離部を備えることを特徴とするバイ
オセンサ。
【請求項１３】
請求項１または請求項２に記載のバイオセンサにおいて、
前記間隙部に接するよう被検査溶液を保持する検体保持部を備えることを特徴とする、バ
イオセンサ。
【請求項１４】
請求項 に記載のバイオセンサにおいて、
前記検体保持部が、前記間隙部の体積よりも大きい量の被検査溶液を保持することを特徴
とするバイオセンサ。
【請求項１５】
請求項 に記載のバイオセンサにおいて、
前記検体保持部の底面の高さ位置が、前記間隙部内の底面の高さ位置に対して、同一また
は高い位置にあることを特徴とするバイオセンサ。
【請求項１６】
請求項１３に記載のバイオセンサにおいて、
前記間隙部は、１００μｌ以下の体積を有することを特徴とするバイオセンサ。
【請求項１７】
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請求項１または請求項２に記載のバイオセンサにおいて、
前記間隙部に、被検査溶液の流入を助成する空気孔を備えることを特徴とするバイオセン
サ。
【請求項１８】
請求項１または請求項２に記載のバイオセンサにおいて、
前記間隙部に、被検査溶液の浸透により湿潤可能な多孔質材料を備えることを特徴とする
バイオセンサ。
【請求項１９】
請求項１または請求項２に記載のバイオセンサにおいて、
前記試薬固定化部の試薬、及び前記標識試薬を含むすべての試薬が乾燥状態であるととも
に、その全体が乾燥状態であることを特徴とするバイオセンサ。
【請求項２０】
請求項１または請求項２に記載のバイオセンサにおいて、
前記バイオセンサが免疫クロマトグラフィに用いられるものであることを特徴とするバイ
オセンサ。
【請求項２１】
請求項１または請求項２に記載のバイオセンサにおいて、
前記バイオセンサがワンステップ免疫クロマトグラフィに用いられるものであることを特
徴とするバイオセンサ。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
技術分野
本発明は、バイオセンサに関し、特にクロマトグラフィを利用したバイオセンサに関する
ものである。
【０００２】
背景技術
従来のバイオセンサは、被検査溶液を展開する展開層を備え、展開層の一部に固定化され
た試薬固定化部と、被検査溶液の展開により溶出可能な標識試薬を保持した試薬保持部と
を有し、試薬固定化部分における標識試薬の結合量を測定することにより、被検査溶液中
の測定成分を定性もしくは定量していた。このようなバイオセンサの例として、免疫クロ
マトセンサがある。
【０００３】
免疫クロマトセンサの一般的な構成は、被検査溶液を添加する添加層と、複数の展開層と
、展開層の終端に吸水層とを備えるものである。そして、この展開層の一部に、被検査溶
液中の測定対象物に対する抗体を固定化している抗体固定化部を有し、その抗体固定化部
分よりも添加層側に標識された抗体が、被検査溶液により溶出可能な乾燥状態で標識試薬
保持部に保持されている。
このような免疫クロマトセンサは、被検査溶液を添加層に必要量添加し、展開層上に備え
た多孔質材料中に被検査溶液が浸透することにより測定が開始する。
【０００４】
被検査溶液の添加方法としては、被検査溶液中に添加部分を一定時間浸漬する方法や、高
精度ディスペンサ、あるいはスポイトなどを用いて一定量添加する方法、また、尿などを
被検査溶液とする場合に、排尿時に直接、被検査溶液を添加部分に一定時間あてる方法な
どが用いられていた。
【０００５】
免疫クロマトセンサの測定結果は、抗体固定化部に結合した標識抗体により検出される。
この標識抗体として、一般的な標識物には金コロイド粒子があり、抗体固定化部の結合が
金コロイド粒子により目視可能となり、目視により測定結果を得ることができる。なお、
これは、固定化抗体―測定対象物―標識抗体の複合体が形成される抗原抗体反応のサンド
イッチ反応を測定原理としたものであるが、その他に、競合反応を測定原理とした場合で
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も、同様に抗体固定化もしくは抗原固定化部分における標識試薬の結合状態を確認するこ
とで測定結果を得ることができる。
【０００６】
また、前述したサンドイッチ反応による測定結果については、目視による定性判定を必要
とするものであるが、必要とされる測定結果が半定量、もしくはそれよりも精度の高い判
定が必要とされる場合には、特開平１０－２７４６２４号公報に開示された、光学的な読
み取り装置を用いて透過方式により読み取る方法や、特開平１０－２７４６５３号公報に
開示された、カメラなどで測定結果を画像として取り込み、演算処理する方法もある。
【０００７】
近年、医療診断現場では、ＰＯＣ（ポイント・オブ・ケアー）の概念により、迅速、簡便
、正確、さらには低価格で容易に入手可能な測定装置が望まれているが、前述したような
従来の方法によれば、センサ部に被検査溶液を添加する場合、例えば被検査溶液が血液な
らば、注射器を用いて採血を行い、一般的には、遠心分離器などを用いて、有形成分であ
る血球と血漿を分離する操作を行った後に、ディスペンサ、あるいはスポイトなどの用具
を用いてセンサ部に添加しなければならなかった。
【０００８】
このような注射器による採血方法は、医療技術として特殊な技能を必要とし、さらに、遠
心分離操作を必要とすることは、一般家庭、およびそれらの技術を有しない個人が自己の
測定として行うことはできなかった。
また、さらに被検査溶液を定量するにはディスペンサなどの器具を必要とするため、操作
が煩雑になる問題があった。
【０００９】
また、被検査溶液が尿などの場合には、紙コップなどの容器に一度蓄尿し、センサの一部
を一定時間浸漬させる方法や、被検査溶液を一定体積定量する必要があるならば、それら
蓄尿したものを、血液の場合と同様にディスペンサ、あるいはスポイトなどを用いて添加
する方法、また、測定に定量精度を必要としない比較的精度の低いセンサであれば、排尿
時に直接、尿を添加部分に一定時間あてる方法が取られてるが、これらの方法では、紙コ
ップなどに一度蓄尿する必要があったり、直接尿にあてる場合は被検査溶液の体積を正確
に規定する手段がなく、結果的に精度の低い定性測定などに限定される問題があった。
【００１０】
本発明は、かかる問題点を解決するためになされたものであり、高度な装置あるいは操作
を必要とすることなく、微量体積の被検査溶液でも簡易かつ高精度の測定を行うことがで
きるバイオセンサを提供することを目的とする。
【００１１】
発明の開示
本発明は、被検査溶液を展開する展開層の一部に、固定化された試薬固定化部と、前記被
検査溶液の展開により溶出可能な標識試薬を保持する標識試薬保持部とを有し、前記試薬
固定化部分における前記標識試薬の結合量を測定することにより、前記被検査溶液中の測
定成分を定性もしくは定量するバイオセンサであって、前記被検査溶液が

空間である間隙部を、前記展開層 に形成する、空間形成部を
備えることを特徴とするものである。これにより、間隙部に被検査溶液を添加する場合に
、高精度ディスペンサなどを使用することなく、微量未知体積の被検査溶液液滴において
も、液滴を間隙部に接触させることで、間隙部中に確実に被検査溶液が吸引され、簡易か
つ高精度の測定を実施することができる。
【００１２】
また、本発明は、被検査溶液を展開する展開層の一部に、固定化された試薬固定化部を有
し、該試薬固定化部における標識試薬の結合量を測定することにより、前記被検査溶液中
の測定成分を定性もしくは定量するバイオセンサであって、前記被検査溶液が

空間である間隙部を、前記展開層 に形成する、空間形成
部を備えるとともに、前記間隙部中に、前記被検査溶液の流入により溶解可能な標識試薬
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を保持している標識試薬保持部を備えることを特徴とするものである。これにより、被検
査溶液が間隙部に導入されたときに、間隙部内の被検査溶液中の標識試薬が溶解および拡
散するため、標識試薬が被検査溶液に対して、より均一な拡散が可能になり、簡易かつ高
精度の測定を実施することができる。
【００１３】
また、本発明は、前記間隙部が、被検査溶液を一時的に保持することを特徴とするもので
ある。これにより、被検査溶液が間隙部へ浸透する吸引量を確認することができるととも
に、展開層へより確実な浸透を可能にし、測定誤操作および検体不足を軽減した、より高
精度な測定を実施することができる。
【００１４】
また、本発明は、前記間隙部が、該間隙部の体積により被検査溶液の流入量を規定するこ
とを特徴とするものである。これにより、予め被検査溶液を一定体積定量する操作を必要
とせず、また、検体の採取などの特殊技能を必要とせず、簡易な操作で測定を実施するこ
とができる。
【００１５】
また、本発明は、前記間隙部が、前記展開層を展開する十分な被検査溶液を流入する体積
を有することを特徴とするものである。これにより、空間体積を、測定に必要な被検査溶
液量に対して、十分な体積にしておくことで、検体不足を解消し、より高精度の測定を行
うことが可能である。
【００１６】
また、本発明は、前記間隙部中に、細胞成分を破壊する細胞成分破壊試薬部を備えること
を特徴とするものである。これにより、血液などの細胞成分を含む被検査溶液を用いた測
定を、予め遠心分離などの操作をすることなく、直接、被検査溶液として間隙部に添加す
ることを可能にし、添加した被検査溶液は間隙部へ吸引されるため、被検査溶液を添加す
る際に、添加するための装置および被検査溶液の前処理装置を必要とせず、簡易な操作で
測定を行うことができる。
【００１７】
また、本発明は、前記間隙部中に、細胞成分を収縮する細胞成分収縮試薬部を備えること
を特徴とするものである。これにより、細胞成分を有する被検査溶液を用いた場合におい
ても、細胞成分収縮剤の働きにより、前記展開層を細胞成分で目詰まりさせることなく、
簡易に測定操作を行うことができるとともに、高精度の結果を得ることができる。
【００１８】
また、本発明は、前記間隙部中に、漂白試薬部を備えることを特徴とするものである。こ
れにより、被検査溶液の持つ色などの、反応に関係のない色が、反応読みとりを行う前記
試薬固定化部に対して残ることによる測定への悪影響を低減させ、高精度な測定結果が得
られる効果がある。
【００１９】
また、本発明は、前記間隙部が、２０μｌ（マイクロリットル）以下の体積を有すること
を特徴とするものである。これにより、被検査溶液が極微量である場合や、採血用穿刺器
具などにより採取した微量未知体積の被検査溶液を測定する場合においても、規定された
体積の間隙部内へ添加されるため、正確な体積の被検査溶液の導入を行うことができ、微
量被検査溶液においても簡易で高精度の測定を行うことができる。
【００２０】
また、本発明は、前記間隙部が、外部から被検査溶液の流入を確認する手段を有すること
を特徴とするものである。これにより、測定における被検査溶液の流入を確認もしくは検
知することで、測定開始時間を検出することが可能になり、かつ、適切な被検査溶液量を
得ることで、被検査溶液不足の解消と正確な測定開始時間を検出でき、より高精度の測定
を行うことができる。
【００２１】
また、本発明は、前記空間形成部が、その一部もしくは全部が光透過性を有することを特
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徴とするものである。これにより、外部から被検査溶液の吸引量を目視もしくは光学的な
測定法を用いて観察することができ、被検査溶液量の不足が生じた場合による測定誤操作
を解消し、より高精度の測定を行うことができる。
【００２２】
また、本発明は、前記間隙部中に、測定に不要な有形成分を分離する分離部を備えること
を特徴とするものである。これにより、被検査溶液中の測定に不要な有形成分を分離でき
る効果を得ることができ、被検査溶液中の測定に不要な有形成分を、遠心分離、濾過など
の操作で予め取り除く必要がなく、簡易で高精度の測定を行うことができる。
【００２３】
また、本発明は、前記間隙部に接するよう被検査溶液を保持する検体保持部を備えること
を特徴とするものである。これにより、被検査溶液を採取後に別の容器に移す操作や、採
取した被検査溶液を一定体積定量する操作を不要とするとともに、被検査溶液を検体保持
部で保持でき、外部への検体汚染を低減させ、安全に、衛生的に、また迅速かつ簡易に、
高精度な測定を可能とできる。
【００２４】
また、本発明は、前記検体保持部が、前記間隙部の体積よりも大きい量の被検査溶液を保
持するようにしたものである。これにより、測定に必要な十分な体積の被検査溶液を保持
でき、被検査溶液の外部への飛散、汚染を防止しより安全、衛生な測定が可能になるとと
もに、被検査溶液不足を解消して、正確な測定が可能となる。
【００２５】
また、本発明は、前記検体保持部の底面の高さ位置が、前記間隙部内の底面の高さ位置に
対して、同一または高い位置にあることを特徴とするものである。これにより、被検査溶
液が間隙部に流入し易くなり、正確な測定が可能となる。
【００２６】
また、本発明は、前記間隙部が、１００μｌ以下の体積を有することを特徴とするもので
ある。これにより、微小な被検査溶液を吸入できるとともに、また、測定操作もしやすく
操作性を高く保つことができる。
【００２７】
また、本発明は、前記間隙部に、被検査溶液の流入を助成する空気孔を備えるようにした
ものである。これにより、間隙部内の、検体が流入される以前に存在する空気が確実に抜
けるようにして、間隙部への被検査溶液の流入を、迅速かつ確実に行うことが可能となる
。
【００２８】
また、本発明は、前記間隙部に、被検査溶液の浸透により湿潤可能な多孔質材料を備える
ことを特徴とするものである。これにより、間隙部に被検査溶液を流入させる場合に、多
項質材料が流入の補助材となり流入し易くなり、また、被検査溶液中の不純物を多孔質材
料がトラップすることで、展開層の流入、浸透阻害を低減させることができる。
【００２９】
また、本発明は、前記試薬固定化部の試薬、及び前記標識試薬を含むすべての試薬が乾燥
状態であるとともに、その全体が乾燥状態であることを特徴とするものである。これによ
り、保存安定性能に優れ、また、持ち運び自在となるバイオセンサが得ることができる。
【００３０】
また、本発明は、前記バイオセンサが免疫クロマトグラフィに用いられるものであること
を特徴とするものである。これにより、簡易法として利用される免疫クロマトグラフィに
おいて、被検査溶液を高精度ディスペンサなどで一定体積定量することなく、あいまいな
量の被検査溶液添加で、前記間隙部により正確な一定体積の被検査溶液を定量でき、より
高精度な測定を実現できる
【００３１】
また、本発明は、前記バイオセンサがワンステップ免疫クロマトグラフィに用いられるも
のであることを特徴とするものである。これにより簡易免疫測定法として利用されるワン
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ステップ免疫クロマトグラフィにおいて、測定時に使用者があらかじめ被検査溶液体積を
定量する必要をなくし、また、液量の測定のミスによる誤判定を低減させ、従来のワンス
テップ免疫クロマトグラフィのもつ簡易操作を損なうことなく、より正確な測定が実現で
きる。
【００３２】
発明を実施するための最良の形態
実施の形態１．
図１は本発明の実施の形態１によるバイオセンサの構造図の一例であり、図１（ａ）はバ
イオセンサの分解図、図１（ｂ）はバイオセンサの斜視図である。
図１において、２は被検査溶液を展開する展開層であり、ニトロセルロースで構成される
。３は展開層２における吸水層を示し、ガラス繊維濾紙で構成される。展開層２に使用す
る材料としては、被検査溶液により湿潤可能な材料であれば、濾紙、不織布、メンブレン
、布など任意の多孔質材料でも構成することができる。なお、本明細書中においては、被
検査溶液と検体とは実質的に同じものを指す。
【００３３】
４は展開層２の一部に、被検査溶液の展開により溶出可能な乾燥状態で、被検査溶液中の
測定対象物に対する抗体が金コロイドで標識され保持されている標識試薬保持部である。
５は展開層２の一部に、被検査溶液中の測定対象物に対する抗体を固定化した試薬固定化
部であり、当該被検査溶液中の測定対象物に対する抗体は、標識試薬保持部４に保持され
た標識試薬とは異なるエピトープで結合し、被検査溶液中の測定対象物と複合体を形成す
るように乾燥状態で固定化されている。
【００３４】
なお、前述した標識試薬保持部４で抗体を標識する金コロイドは、この試薬固定化部５に
おける結合を検出する手段として選択されるものであり、その他にも、例えば、酵素、タ
ンパク質、色素、蛍光色素、ラテックスなどの着色粒子など任意に選択することが可能で
ある。
【００３５】
６は、展開層２の一部分を除いて、密着被覆する液体不透過性シート材であり、ここでは
透明ＰＥＴテープで構成されている。なお、この液体不透過性シート材６により展開層２
上を被覆させることで、被検査溶液の添加部分以外への点着を遮断保護するとともに、不
用意な被検査溶液の接触や被験者が手などで直接、展開層２を接触するなど外部からの汚
染を防止することができる。また、試薬固定化部５を覆う液体不透過性シート材６は、測
定結果を確認する部分であるため、透明な材料であることが好ましく、少なくとも、被検
査溶液が透過可能な状態を有することが好ましい。また、より高精度な測定を必要とする
場合には、液体不透過性シート材６が覆う展開層２の上部のみならず、被検査溶液の浸透
方向に対する平行側面をも密閉させる構造をとってもよい。
【００３６】
７は展開層２を保持する基板であり、白色ＰＥＴフィルムで構成されている。この基板７
は、展開層２を補強する役割を有するとともに、血液、唾液、尿など感染の危険性のある
溶液を被検査溶液に用いる場合には、それらを遮断する作用も有する。さらに、展開層２
が湿潤したときに、光透過性を帯びる場合は、光を遮断する効果を有するようにすること
も可能である。
【００３７】
８は被検査溶液を毛細管現象により展開層２に流入させるための空間である間隙部１を形
成する空間形成材であり、透明ＰＥＴフィルムを積層させて構成している。この空間形成
材８は、被検査溶液添加後のバイオセンサを取り扱う際に、不用意な被検査溶液が外部へ
付着あるいは飛散するなどの汚染を保護する役割も有する。
【００３８】
なお、空間形成材８には、間隙部１に対する被検査溶液の流入を助成する空気孔を備える
ようにしてもよい。空間形成材８の形状によっては、間隙部１の被検査溶液を付着させる

10

20

30

40

50

(7) JP 3553045 B2 2004.8.11



ための端部以外の端部が側壁等でふさがれている場合などがあり、このような場合におい
ては、間隙部１の開口している端部に検体を付着させても、この検体が導入される以前に
間隙部１に存在する空気が間隙部１から抜けない、または抜け難いことにより、間隙部１
への被検査溶液導入が遅くなったり、全く導入されない状態となってしまったりして、精
度の低い測定結果または誤った測定結果を与える場合が生じる。これに対し、空間形成材
８に空気孔を設けておくことで、間隙部１内の空気を抜くことができ、検体が間隙部１に
流入しやすくして、測定に対する悪影響の発生を防止することが可能となる。この空気孔
は、前記間隙部の被検査溶液が流入する方向から見て最も奥に当たる部分に設置すること
が好ましいが、必要に応じて最奥部以外設置しても、問題ない。空間形成材８の材料とし
ては、ＡＢＳ、ポリスチレン、ポリ塩化ビニルなどの合成樹脂材料の他、金属、ガラスな
どの溶液不透過性の材料を用いることも可能であり、被検査溶液の間隙部１への流入を確
認するためには、透明もしくは半透明であることが好ましいが、透明でなくとも有色、あ
るいは不透明の材料でも構成することができる。
【００３９】
間隙部１は空間形成材８が展開層２上に配置されることにより形成されており、この間隙
部１は展開層２と接しているため、間隙部１に被検査溶液が流入することにより、被検査
溶液の展開層２への浸透が開始し、測定が行われる。被検査溶液が極微量である場合や、
採血用穿刺器具などにより採取した微量未知体積の被検査溶液を測定する場合において高
精度の測定を行うためには、この間隙部１の体積としては２０μｌ（マイクロリットル）
以下とすることが好ましい。
【００４０】
なお、細胞成分を有する被検査溶液を検体とする場合には、間隙部１に、細胞収縮試薬を
保持する構成とすることが好ましく、例えば細胞収縮試薬としては塩化カリウムを用いる
。このような細胞収縮試薬を設けることにより、細胞成分を有する被検査溶液を用いた場
合においても、高精度ディスペンサ等を用いてあらかじめ一定体積の被検査溶液を定量す
ることなく、簡易に測定操作を行うことが可能であり、また、細胞成分収縮剤の働きによ
り、前記展開層を細胞成分で目詰まりさせることなく、なおかつ高精度の測定結果を得る
ことが可能となる。細胞収縮試薬は、前記被検査溶液中に細胞成分を含む場合に設置すべ
き試薬であり、細胞成分を含まない被検査溶液を用いる場合には特に必要ではない。また
細胞成分収縮剤は、細胞を収縮する効果があれば、前記塩化カリウム以外の無機塩、塩化
ナトリウム、リン酸ナトリウム等塩を含む無機化合物や、グリシン、グルタミン酸、等の
アミノ酸、プロリン等のイミノ酸、グルコ－ス、スクロ－ス、トレハロ－スなどの糖類、
グルシト－ル等の糖アルコ－ルでも同様に実施可能である。この様な細胞成分収縮剤を含
む系は、特に全血を被検査溶液として用いる場合に特に有効である。
【００４１】
また、必要に応じて漂白作用を有する試薬成分として過炭酸ナトリウムを間隙部１に保持
させることも可能である。このような漂白試薬部を備えることで、被検査溶液の持つ色に
より生じる、反応読み取りを行う試薬固定化部５に対して起こる、いわゆるバックグラウ
ンドを低減させ、結果的にＳ／Ｎ比を増大させることが可能となり、簡易でありながら、
高精度な測定結果が得られる効果がある。ここでのバックグラウンドとは、反応に関係し
ない色、例えば被検査溶液自身が有色の場合に、試薬固定化部も含めて、展開層全体に色
が残る現象を言う。また、Ｓ／Ｎ比とは、この場合、反応における前記標識試薬から得ら
れるシグナルと、前記展開層以外に、前記標識試薬に由来しないバックグラウンドに起因
して得られるいわゆるノイズとの比を言う。
【００４２】
また、図２は前記図１で示したバイオセンサに分離層を設けたものの一例を示す図あり、
図２（ａ）はバイオセンサの分解図、図２（ｂ）はバイオセンサの斜視図である。なお、
図１と同じ構成については、同じ符号を用いて説明を省略する。
【００４３】
９は測定に不要な有形成分を分離することが可能な分離層であり、ガラス繊維濾紙で構成
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されている。なお、分離層９として、ガラス繊維濾紙を用いるのは一例であり、展開層２
に用いる材料と同様に、被検査溶液により湿潤可能な材料であれば、不織布、濾紙、ガラ
ス繊維、メンブレンフィルタ、布などの任意の材料で構成することが可能である。特に、
分離層９として湿潤可能な多孔質材料を用いると、不純物をトラップして、不純物の展開
層への流入や、不純物による測定に必要な成分の浸透阻害を防ぐことができるとともに、
この分離層９が被検査溶液の流入の補助材としても機能し、間隙部１への被検査溶液の流
入が容易となる。
【００４４】
また、図３は図１で示したバイオセンサに、細胞成分破壊試薬部を設けたものの一例であ
り、図３（ａ）はバイオセンサの分解図、図３（ｂ）はバイオセンサの斜視図である。な
お、図１と同じ構成については、同じ符号を用いて説明を省略する。
【００４５】
１０は細胞成分を破壊する細胞成分破壊試薬を保持させた細胞成分破壊試薬部であり、塩
化ナトリウムを乾燥状態にし、被検査溶液の浸透により溶解可能な状態で保持している。
なお、細胞成分破壊試薬部１０は、塩化ナトリウムで構成する以外にも細胞成分を破壊す
る試薬であれば、界面活性剤、塩化物、サポニン類、リゾチームなど任意の試薬で構成す
ることが可能である。
【００４６】
次に、本発明の実施の形態１によるバイオセンサの測定方法について図１、図２、図３を
用いて説明する。
まず、被検査溶液を間隙部１に接触させると、毛細管現象により被検査溶液は間隙部１中
に流入される。間隙部１に流入された被検査溶液は、間隙部１と展開層２とが接触する部
分から、展開層２の終端側へと浸透する。被検査溶液が標識試薬保持部４に達したとき、
標識試薬保持部４に標識された標識試薬の溶出が開始する。このとき、被検査溶液中に測
定対象物が存在するならば、標識試薬保持部４より金コロイド標識抗体が反応しながら浸
透が進む。そして、被検査溶液が試薬固定化部５に達したときに、測定対象物が存在する
ならば、その存在する量に応じて、固定化抗体と測定対象物と標識抗体との複合体が形成
される。一方、測定対象物が存在しないか、あるいは検出感度以下の量であるならば、標
識抗体はその大半が複合体を形成することなく展開層２上を通過する。そして、展開層２
上を浸透する被検査溶液は吸水層３で吸収されて測定は終了する。また、測定の結果は、
試薬固定化部５における、標識試薬の結合状態を確認することで得られる。
【００４７】
また、図２に示したように、間隙部１の空間内に分離層９を有する場合には、被検査溶液
が間隙部１に接触すると、間隙部１内に備えた分離層９が被検査溶液中の測定に不要な不
純物を分離し、あるいは有形成分を分離し、不純物あるいは有形成分を除去した被検査溶
液が展開層２へ浸透して、測定が行われることとなる。
【００４８】
また、全血などの細胞成分を含む検査試薬液を用いる時に、図３に示すような間隙部１の
空間部に細胞成分破壊試薬部１０を有するバイオセンサを用いた場合には、被検査溶液が
間隙部１に接触すると、間隙部１内に備えた細胞成分破壊試薬部１０が被検査溶液中に含
まれる全血などの細胞成分を破壊処理し、細胞成分を除去した被検査溶液が展開層２へ浸
透して、測定が行われることとなる。
【００４９】
このように、本実施の形態１によるバイオセンサによれば、展開層２上に空間を形成する
空間形成材８を配置し、展開層２と空間形成材８によって形成された間隙部１に被検査溶
液を接触させることによって測定を行ったので、高精度ディスペンサなどを使用すること
なく、微量未知体積の被検査溶液の液滴においても、その液滴を間隙部１に接触させるこ
とで、空間中に確実に被検査溶液が吸引されて、簡易かつ高精度の測定を行うことができ
る。
【００５０】
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また、間隙部１の空間部に必要に応じて分離層９を備えることで、測定に用いる被検査溶
液に不要な有形成分が存在する、あるいはその可能性がある場合に、その不要な有形成分
を取り除くことができるので、予め遠心分離や濾過などの操作を必要とすることなく、簡
易な操作で高精度の測定を行うことができる。
【００５１】
また、展開層２上に細胞成分破壊試薬部１０を備えることで、血液などの細胞成分を含む
被検査溶液を用いた測定を、予め遠心分離などの操作を必要とすることなく、直接全血を
被検査溶液として測定することを可能とし、簡易かつ高精度の測定を行うことができる。
【００５２】
なお、被検査溶液の流入量が十分であるかどうか、または測定が開始されたことを確認す
るために、あるいは被検査溶液の種類などを確認するために、空間形成材８を透して確認
することができる構成としてもよい。また、間隙部１の体積により間隙部１内に流入する
被検査溶液の体積を規定することにより、採取した被検査溶液の量に合わせて測定するこ
とが可能である。また、間隙部１内に十分な被検査溶液を流入する体積を有することで、
検体不足を解消し、より正確性の高い測定を行うことができる。
【００５３】
また、定性判定が必要な場合には、目視による測定も可能である。さらに、精度の高い測
定を行うには、被検査溶液の浸透方向に対して展開層２の平行側面、および展開層２上面
を液体不透過性材料で密着密閉させることで被検査溶液の浸透を整流し、被検査溶液中の
測定対象物の量に応じたより均一な量の複合体が形成される。また、光学的な手法を用い
て、標識物の結合量を測定することにより、定量的な結果を得ることもできる。
【００５４】
また、本発明の実施の形態１では、固定化抗体と測定対象物と標識抗体との複合体を形成
するサンドイッチ反応における抗原抗体反応について述べたが、試薬の選択によって、被
検査溶液中の測定対象物と競合的に反応する試薬を用いた場合には、競合反応とすること
もできる。また、抗原抗体反応以外にも、特異的な結合を利用したい場合には、任意の試
薬成分で構成することも可能である。
【００５５】
実施の形態２．
図４は本発明の実施の形態２によるバイオセンサの構造図の一例であり、図４（ａ）はバ
イオセンサの分解図、図４（ｂ）はバイオセンサの斜視図である。なお、図１と同じ構成
については、同じ符号を用いて説明を省略する。
図４と図１の構造の違いは、図１では標識試薬保持部４が展開層２上に標識されているの
に対して、図４では標識試薬を保持した標識試薬保持層１４を展開層２上に積層させて構
成している。
【００５６】
次に、本発明の実施の形態２によるバイオセンサの測定方法について図４を用いて説明す
る。
まず、被検査溶液を間隙部１に接触させると、毛細管現象により被検査溶液は間隙部１中
に流入される。間隙部１に流入された被検査溶液は、標識試薬保持層１４と間隙部１と展
開層２とが接触する部分から、展開層２の終端側へと浸透する。このとき、展開層２上に
積層された標識試薬保持層１４より、標識された標識試薬の溶出が開始する。被検査溶液
中に測定対象物が存在するならば、標識試薬保持層１４より金コロイド標識抗体が反応し
ながら浸透が進む。そして、被検査溶液が試薬固定化部５に達したときに、測定対象物が
存在するならば、その存在する量に応じて、固定化抗体―測定対象物―標識抗体の複合体
が形成される。一方、測定対象物が存在しないか、あるいは検出感度以下の量であるなら
ば、標識抗体はその大半が複合体を形成することなく展開層２上を通過する。そして、展
開層２上を浸透する被検査溶液は吸水層３で吸収されて測定は終了する。また、測定の結
果は、試薬固定化部５における、標識試薬の結合状態を確認することで得られる。
【００５７】
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このように、本実施の形態２によるバイオセンサによれば、展開層２上に標識試薬を保持
した標識試薬保持層１４を積層し、展開層２と標識試薬保持層１４とから形成される間隙
部１に被検査溶液を接触させることによって測定を行ったので、被検査溶液に溶解する標
識試薬は、濾紙などの担体に保持されず、間隙部１内の被検査溶液中に、標識試薬が溶解
および拡散されるため、標識試薬の被検査溶液に対するより均一な拡散が可能となり、よ
り高精度なバイオセンサを提供することができる。
【００５８】
なお、測定に必要な試薬成分も、標識抗体と同様に空間内に乾燥状態で形成させておくこ
とにより、測定に必要な被検査溶液を全体に均一に溶解させることが可能である。ここで
測定に必要な試薬成分とは、細胞成分破壊試薬、酵素基質、凝集試薬、緩衝液試薬、タン
パク質保護試薬などであり、任意に、測定に必要なさまざまな試薬成分を導入することが
できる。
【００５９】
また、間隙部１の空間部に必要に応じて分離層９を備えることで、測定に用いる被検査溶
液に不要な有形成分が存在する、あるいはその可能性がある場合に、その不要な有形成分
を取り除くことができるので、予め遠心分離や濾過などの操作を必要とすることなく、簡
易な操作で高精度の測定を行うことができる。
【００６０】
また、間隙部１の空間部に細胞成分破壊試薬部１０を備えることで、血液などの細胞成分
を含む被検査溶液を用いた測定を、予め遠心分離などの操作を必要とすることなく、直接
全血を被検査溶液として測定することを可能とし、簡易かつ高精度の測定を行うことがで
きる。
【００６１】
なお、被検査溶液の流入量が十分であるかどうか、または測定が開始されたことを確認す
るために、あるいは被検査溶液の種類などを確認するために、空間形成材８を透して確認
することができる構成としてもよい。
【００６２】
また、間隙部１の体積により、間隙部１内に流入する被検査溶液の体積を規定することに
より、採取した被検査溶液の量に合わせて測定することが可能である。
また、間隙部１内に十分な被検査溶液を流入する体積を有することで、検体不足を解消し
、より正確性の高い測定を行うことができる。
【００６３】
また、定性判定が必要な場合には、目視による測定も可能である。さらに、精度の高い測
定を行うには、被検査溶液の浸透方向に対して展開層２の平行側面、および展開層２上面
を液体不透過性材料で密着密閉させることで被検査溶液の浸透を整流し、被検査溶液中の
測定対象物の量に応じたより均一な量の複合体が形成される。また、光学的な手法を用い
て、標識物の結合量を測定することにより、定量的な結果を得ることもできる。
【００６４】
また、本発明の実施の形態２では、固定化抗体と測定対象物と標識抗体との複合体を形成
するサンドイッチ反応における抗原抗体反応について述べたが、試薬の選択によって、被
検査溶液中の測定対象物と競合的に反応する試薬を用いた場合には、競合反応とすること
もできる。また、抗原抗体反応以外にも、特異的な結合を利用したい場合には、任意の試
薬成分で構成することも可能である。
【００６５】
実施の形態３．
図６は本発明の実施の形態３によるバイオセンサの構造図であり、図６（ａ）はバイオセ
ンサの分解図、図６（ｂ）はバイオセンサの斜視図である。図において、図１と同一符号
は同一又は相当する部分を示している。
【００６６】
図６（ａ）及び図６（ｂ）において、展開層２を保持する基板１７は、白色ＰＥＴフィル
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ムで構成されている。基板１７は展開層２よりも長手方向の長さが長く、基板１７の端部
近傍には、展開層２が配置されていない領域である検体保持領域１７ａが設けられている
。この基板１７は展開層２を補強する役割を有するとともに、血液、唾液、尿など感染の
危険性のある溶液を被検査溶液に用いる場合には、それらの透過を遮断することもできる
。さらに、展開層２が湿潤したときに、光透過性を帯びる場合は、光を遮断する効果を有
するようにすることも可能である。１８は被検査溶液を毛細管現象により展開層２に流入
させるための空間である間隙部１を形成する空間形成材であり、ここでは、透明ＰＥＴフ
ィルムを積層させたものにより構成している。この空間形成材１８は、展開層２及び検体
保持領域１７ａ上を覆うように配置されており、空間形成材１８の試薬固定化部５に対向
する端部以外の端部は、基板１７の周縁部と密着されている。空間形成材１８は、被検査
溶液添加後のバイオセンサを取り扱う際に、不用意な被検査溶液が外部へ付着あるいは飛
散するなどの汚染を保護する役割も有する。空間形成材１８は、ＡＢＳ、ポリスチレン、
ポリ塩化ビニルなどの合成樹脂材料の他、金属、ガラスなどの溶液不透過性の材料を用い
ることも可能であり、透明もしくは半透明であることが好ましいが、透明でなくとも有色
、あるいは不透明の材料でも構成することができる。空間形成材１８の検体保持領域１７
ａ上の領域には、開口部１８ａが設けられている。この開口部１８ａと、検体保持領域１
７ａと、空間形成材１８の検体保持領域１７ａを囲む部分とが外部から被検査溶液を添加
する部分である検体保持部１１を構成している。１は空間形成材８が展開層２上に配置す
ることにより形成される間隙部である。
【００６７】
前記実施の形態１で示した例は、例えば微量採血針などにより微量採血を用いた指先血か
ら直接添加する場合に適している。しかし、医療現場においては、シリンジ採血もしくは
、真空採血管による真空採血なども多用されている。本実施の形態３は、このようなシリ
ンジ等から被検査溶液を添加する場合に適しているバイオセンサである。
【００６８】
図７は本発明の実施の形態３による測定状況を示す模式図を示し、図において、図６と同
一符号は同一又は相当する部分を示しており、１２は採血後の採血シリンジの先端近傍を
示す。この図７は前記シリンジ採血後に、針部を除き、シリンジ１２から直接被検査溶液
を添加する状態を示す。ここでは針部を除いている例で示しているが、針を接続した状態
のままでも同様に実施可能である。
【００６９】
なお、細胞成分を有する被検査溶液を検体とする場合には、間隙部１に、細胞収縮試薬を
保持するようにしてもよく、この細胞収縮試薬の一例としては、塩化カリウムを用いる。
細胞収縮試薬は、前記被検査溶液中に細胞成分を含む場合に設置すべき試薬であり、細胞
成分を含まない被検査溶液を用いる場合には特に必要ではない。また細胞収縮試薬は、細
胞を収縮する効果があれば、前記塩化カリウム以外の無機塩、塩化ナトリウム、リン酸ナ
トリウム等塩を含む無機化合物や、グリシン、グルタミン酸、等のアミノ酸、プロリン等
のイミノ酸、グルコ－ス、スクロ－ス、トレハロ－スなどの糖類、グルシト－ル等の糖ア
ルコ－ルでも同様に実施可能である。この様な細胞成分収縮剤を含む系は、特に全血を被
検査溶液として用いる場合に特に有効である。
【００７０】
さらに、必要に応じて漂白作用を有する試薬成分として過炭酸ナトリウムを保持させるこ
とも可能である。被検査溶液のもつ色素が測定結果に対する影響を無視できない場合、例
えば全血検体を被検査溶液とする場合には有効である。ここでは、過炭酸ナトリウムを用
いたが漂白作用を有する試薬であれば、過酸化水素、次亜塩素酸ナトリウムなども反応に
対する影響を考慮して、自在に選択可能である。
【００７１】
シリンジ１２からバイオセンサに被検査溶液を直接添加する操作において、前述した実施
の形態１において説明した間隙部１のみを備えた構成では、バイオセンサの間隙部１に吸
入される被検査溶液以外の被検査溶液が、センサ外部に付着したりすることにより、外部
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が汚染される可能性が高い。また、間隙部１端部の被検査溶液に対する接しかたが不完全
であることなどの原因によって、間隙部１に測定に必要十分量の被検査溶液が吸入されな
い場合、誤った測定結果が得られるおそれがある。その様な状況においては、使用者にと
って非常に操作しづらい上に、前記被検査溶液が体液等の場合、安全性、もしくは衛生面
で問題となる。さらには測定の正確性に欠ける結果となる。ここでの安全性とは、測定者
が、被検査溶液による感染、付着などをさす。
【００７２】
しかしながら、本実施の形態３においては、間隙部１の端部近傍に検体を保持する検体保
持部１１を設置していることにより、使用者は検体保持部１１に被検査溶液を添加するこ
とで、被検査溶液を容易にかつ確実にバイオセンサに保持して、被検査溶液の測定が可能
となる。このため、いわゆるシリンジ採血により採血した被検査溶液を用いて測定を実施
する場合において、採血後別の容器に被検査溶液を移す操作、または、採取した被検査溶
液を一定体積定量する操作を必要がなくなり、外部への検体汚染を低減させ、安全、衛生
的に、また迅速簡易に測定を可能となる。
【００７３】
また、被検査溶液を検体保持部１１に保持することで、被検査溶液を間隙部１に確実に接
するように保持することができ、検査に充分な量の被検査溶液を間隙部１に吸入させるこ
とができる。
【００７４】
また間隙部１の持つ検体を吸入する効果により、あらかじめ一定量の被検査溶液を定量す
ることなく、あいまいな量の被検査溶液を添加した場合であっても、一定体積の被検査溶
液を添加した場合と同様に精度の高い測定が可能となる。
さらには、間隙部１を形成するための空間形成材１８を前記透過可能な材料を用いること
で、測定に十分な被検査溶液を添加できたかどうか確認できる。
【００７５】
なお、本実施の形態３においては、シリンジ採血について述べたが、本発明においては、
シリンジ採血以外にも、簡易なスポイト、パスツ－ルピペットなどを用いた被検査溶液の
測定にも適用でき、また、被検査溶液も全血に限らず、水溶液、尿、唾液、血清、血漿な
ど、使用者の目的により同様に適用可能であり、このような場合に適用した場合において
も前記実施の形態３と同様の効果が得られる。
【００７６】
なお、本実施の形態３においては、間隙部１が、１００μｌ以下の体積を持つ構成とする
ことが好ましい。このような構成とすることにより、間隙部１が、前記被検査溶液が得ら
れにくい場合や、極少量の被検査溶液を用いて測定する場合などの、被検査溶液の微少量
である測定においても、被検査溶液を十分に吸入できる大きさをもつとともに、測定操作
のしやすい大きさをもつこととなり、バイオセンサの操作性が高くなるとともに、微少被
検査溶液による測定が可能となる。
【００７７】
また、検体保持部１１が、間隙部１の体積よりも大きい量の検体を保持するようにするこ
とにより、測定に必要な十分体積の被検査溶液を保持でき、被検査溶液不足を解消し、正
確性の高い測定が可能となる。また、検体保持部１１の体積をさらに大きくすることによ
り、測定必要量に対して膨大に大量の被検査溶液を受け入れることが可能となり、被検査
溶液の外部への飛散、汚染を防止しより安全、衛生な測定が可能になる。このように、検
体保持部１１に、間隙部と比較してより大きい量の被検査溶液を許容させるためには、検
体保持部１１は、図７に示したバイオセンサのように、周囲を被検査溶液が漏れないよう
に側壁等で囲む構成とすることが好ましい。
【００７８】
また、本実施の形態３においては、検体保持部１１を、展開層２を保持する基板１７及び
間隙部１を形成する空間形成材１８の一部を用いて構成するようにしたが、本発明におい
ては、実施の形態１に示すようなバイオセンサに対して、バイオセンサに用いられている
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部材とは別の部材により構成した検体保持部を新たに設置しても良い。また、検体保持部
としては、間隙部１に接するよう検体を保持可能な構成であれば、どのような構成のもの
を設けるようにしてもよい。
【００７９】
なお、本実施の形態３においては、検体保持部１１の底面は展開層２を保持する基板１７
の検体保持領域１７ａとし、検体保持領域１７ａの周囲近傍に設けられた空間形成材１８
を、検体の漏れ防止のための側壁としたが、本発明においては、間隙部１に被検査溶液を
流入させる構造とすることが好ましく、間隙部１の底面に対して検体保持部１１の底面の
高さを高くした構成としたり、検体保持部１１の検体を間隙部１に添加するための添加口
の幅を十分に狭くして、間隙部１に向けた構成とするようにすることで、被検査溶液が前
記間隙部に流入し易くなり、結果的によりより正確な測定を可能となる。
【００８０】
なお、本発明においては、前記実施の形態１ないし３において説明したバイオセンサにお
いて、試薬固定化部の試薬、及び標識試薬を含めたすべての試薬を乾燥状態とするように
してもよい。このような場合においても、前記実施の形態１ないし３と同様の効果が得ら
れるとともに、試薬がすべて乾燥状態であることにより、保存安定性能に優れ、また、持
ち運び自在となるバイオセンサが得られる。
【００８１】
また、前記実施の形態１ないし３に示したバイオセンサと同様のバイオセンサを免疫クロ
マトグラフィに用いるバイオセンサとすることにより、本発明においては、簡易法として
市場に広がりつつある免疫クロマトグラフィにおいて、前記被検査溶液を高精度ディスペ
ンサなどで一定体積定量することなく、あいまいな量の被検査溶液添加で、前記間隙部に
より正確な一定体積の被検査溶液を定量できるため、より高精度な測定を実現できる。こ
こでの免疫クロマトグラフィとは、湿潤可能な多孔質材料を用いて、固定化試薬と標識試
薬の複合体を形成させることにより測定される免疫測定法のことで、抗原抗体反応を利用
した測定系であり、通常免疫測定法においては、Ｂ／Ｆ分離など洗浄操作が必要なことに
対して、クロマトグラフィ担体を被検査溶液が浸透していく過程でＢ／Ｆ分離が実施され
る測定系である。通常すべての試薬は乾燥状態にあり、測定時に被検査溶液により湿潤さ
れる。標識物としては、金コロイド、ラテックスが一般的であるが、磁性粒子、酵素、金
属コロイド等も使用されている。標識物が酵素の場合等は、使用者が測定操作として酵素
基質や反応停止試薬を加える操作が含まれる。
【００８２】
また、本発明においては、前記実施の形態１ないし３に示したバイオセンサと同様のバイ
オセンサをワンステップ免疫クロマトグラフィに用いられるバイオセンサとすることによ
り、簡易免疫測定法として市場に普及しつつあるワンステップ免疫クロマトグラフィにお
いて、使用者があらかじめ被検査溶液体積を定量する必要のない、また、被検査溶液量を
測定時に確認できることにより誤判定を低減させ、正確性が高く尚かつ従来のワンステッ
プ免疫クロマトグラフィのもつ簡易操作を実現できる。ワンステップ免疫クロマトグラフ
ィとは、湿潤可能な多孔質材料を用いて、被検査溶液の添加により測定が開始される免疫
測定法のことで、抗原抗体反応を利用した測定系であり、通常免疫測定法においては、Ｂ
／Ｆ分離など洗浄操作が必要なことに対して、ワンステップ免疫クロマトグラフィは、ク
ロマトグラフィ担体を被検査溶液が浸透していく過程でＢ／Ｆ分離が実施される測定系の
ことである。通常すべての試薬は乾燥状態にあり、測定時に被検査溶液により湿潤される
。使用者の基本的な測定操作が被検査溶液を添加する操作のみであることからワンステッ
プ免疫クロマトグラフィと呼ぶ。標識物としては、金コロイド、ラテックスが一般的であ
るが、磁性粒子、酵素、金属コロイド等も使用されている。
【００８３】
次に、本発明を実施例により更に具体的に説明する。なお、本発明は、その要旨を越えな
い限りこれらの実施例の記載に限定されるものではない。
実施例１．

10

20

30

40

50

(14) JP 3553045 B2 2004.8.11



尿中ｈＣＧ測定用試験片の作製
ニトロセルロース膜中に抗ｈＣＧ－β抗体固定化ライン、および抗ｈＣＧ－α抗体と金コ
ロイドとの複合体の広いバンドを含む免疫クロマトグラフィー展開層２を製造した。この
免疫クロマトグラフィ－展開層２を空間形成材８により被検査溶液添加部分に間隙部１を
形成させて、免疫クロマトグラフ試験片を製造した。この試験片は図１のような構造を有
する。図１より試験片は、抗体固定化部５と、それよりも被検査溶液を接触させる側にあ
る、抗ｈＣＧ－α抗体と金コロイドとの複合体とを含有した標識試薬保持部４とを含む。
これらの試験片は、次のようにして製造した。
【００８４】
ａ）免疫クロマトグラフィー展開層の調製
まず、リン酸緩衝溶液にて希釈して、濃度調整を行った抗ｈＣＧ－β抗体溶液を準備し、
この抗体溶液を溶液吐出装置を用いて、ニトロセルロース膜上に塗布した。これにより、
ニトロセルロース膜上に検出用の抗体固定化ラインが得られた。このニトロセルロース膜
を乾燥後、１％スキムミルクを含有するＴｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝溶液中に浸漬して３０分間
緩やかに振った。３０分後、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝溶液槽に膜を移動し、１０分間緩やか
に振った後に、別のＴｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝溶液槽にて、さらに１０分間緩やかに振り、膜
の洗浄を行った。そして、２度洗浄を行った後に、膜を洗浄液から取り出して、室温で乾
燥させた。
【００８５】
金コロイドは、０．０１％塩化金酸、還流中の１００℃溶液に１％クエン酸溶液を加える
ことによって調製した。金コロイドは還流を３０分間続けた後に冷却し、０．２Ｍの炭酸
カリウム溶液によってｐＨ９に調製した。この金コロイド溶液に、抗ｈＣＧ－α抗体を加
えて数分間攪拌した後に、１０％ＢＳＡ（牛血清アルブミン）溶液ｐＨ９を最終１％にな
る量だけ加えて攪拌することで、抗体金コロイド複合体（標識抗体）を調製した。その後
４℃、２００００Ｇで５０分間遠心分離することによって、標識抗体を単離して、それを
洗浄緩衝液（１％ＢＳＡ・リン酸緩衝液）中に懸濁した後に、遠心分離を行って、標識抗
体を洗浄単離した。この標識抗体を洗浄緩衝液で懸濁して、０．８μｍのフィルタにて濾
過することによって、当初の金コロイド溶液量の１０分の１に調製し、４℃で貯蔵した。
【００８６】
そして、このように調製された標識抗体溶液を溶液吐出装置にセットして、抗ｈＣＧ－β
抗体固定化乾燥膜上の抗体固定化位置から離れた位置に塗布した後に、膜を乾燥させた。
これによって、固定化膜上に標識試薬保持部位が得られた。このようして免疫クロマトグ
ラフィ反応層、即ち展開層を完成させた。
【００８７】
ｂ）免疫クロマトグラフィ試験片の作製
厚さ０．５ｍｍの白色ＰＥＴからなる基板上に、免疫クロマトグラフィ試験片を貼り付け
、２．５ｍｍの幅で裁断した。裁断後、免疫クロマトグラフィの各片を、標識抗体保持部
分から終端部分にかけて、厚さ１００μｍの透明テ－プを巻き付けた。透明テ－プを巻き
付けない始端部分上の中央に、厚さ１００μｍの透明ＰＥＴを積層させて作製したあらか
じめ空気孔をもつ空間形成材を貼り付け、間隙部（幅２．０ｍｍ×長さ６．０ｍｍ×高さ
０．５ｍｍ）を形成した。このようにして免疫クロマトグラフィ試験片を製造した。
【００８８】
ｃ）試料の調製
ヒト尿中に既知濃度のｈＣＧ溶液を加えることにより、さまざまな既知濃度のｈＣＧ溶液
を調製した。
【００８９】
ｄ）測定
濃度調整されたｈＣＧを含む尿を１５μｌ、ＰＥＴ基板上に滴下し、ＰＥＴ基板上に液滴
を形成させた。形成させた液滴を、免疫クロマトグラフィ試験片の間隙部に接触させて、
間隙部中に導入させた。導入された液滴は、吸水層方向へと展開処理し、抗原抗体反応を
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させて抗体固定化部における呈色反応を行った。この試験片への試料添加から５分後の呈
色状況を反射型分光光度計（ＣＳ９３００；島津製作所製）を用いて計測して、呈色度を
演算処理した。
【００９０】
まず、ｈＣＧ濃度が１００、１０００、１００００Ｕ／ｌの各ｈＣＧを含有する尿を免疫
クロマトグラフィ試験片に添加し、展開処理を行った。そして、各ｈＣＧ濃度の尿に対す
る試験片上の抗体固定化部の呈色状況を反射型分光光度計で測定した。５２０ｎｍの波長
における吸光度を反射型分光光度計で計測し、予め作成しておいたｈＣＧ濃度と吸光度と
の関係を示す検量線に代入した。その結果を図５に示す。
【００９１】
図５は、免疫クロマトグラフィー試験片に液体試料を添加し、添加開始から５分後の呈色
度合の測定値をもとに、分析対象物の濃度を換算した結果を表している。その結果、各濃
度ｎ＝１０にて測定を行ったが、ＣＶ値は５％～１０％と非常に良い相関性を示した。
【００９２】
実施例２．
全血ＣＲＰ定量用試験片の作製
ニトロセルロース膜中に抗ＣＲＰ抗体Ａを固定化した試薬固定化部、さらに抗ＣＲＰ抗体
Ｂと金コロイドとの複合体を保持した標識試薬を含む免疫クロマトグラフィ試験片を製造
した。この免疫クロマトグラフィ試験片は図６に示したバイオセンサと同様の構成を有し
ており、この免疫クロマトグラフィ試験片は、抗体が固定化された試薬固定化部５よりも
被検査溶液を添加する展開開始点に近い部分にある、抗ＣＲＰ抗体Ｂと金コロイドとの複
合体が含有された領域である標識試薬４と、検体保持部１１とを含む。この免疫クロマト
グラフィ試験片は、次のようにして製造した。
【００９３】
ａ）免疫クロマトグラフィ試験片の調製
リン酸緩衝溶液にて希釈して濃度調整をした抗ＣＲＰ抗体Ａ溶液を準備した。この抗体溶
液は溶液吐出装置を用いて、ニトロセルロース膜上に塗布した。これにより、ニトロセル
ロース膜上に試薬固定化部である抗体固定化ラインが得られた。このニトロセルロース膜
を乾燥後、１％スキムミルクを含有するＴｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝溶液中に浸漬して３０分間
緩やかに振った。３０分後、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝溶液槽に膜を移動し、１０分間緩やか
に振った後に、別のＴｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝溶液槽にて更に１０分間緩やかに振り、膜の洗
浄を行なった。２度洗浄を行った後に、膜を液槽から取り出して、室温で乾燥させた。
【００９４】
金コロイドは、０．０１％塩化金酸の還流中の１００℃溶液に１％クエン酸溶液を加える
ことによって調製した。還流を３０分間続けた後に、室温放置にて冷却した。０．２Ｍの
炭酸カリウム溶液によって、ｐＨ９に調製した前記金コロイド溶液に、抗ＣＲＰ抗体Ｂを
加えて数分間攪拌した後に、ｐＨ９の１０％ＢＳＡ（牛血清アルブミン）溶液を最終１％
になる量だけ加えて攪拌することで、検出物質である抗体－金コロイド複合体（標識抗体
）を調製した。前記標識抗体溶液を４℃、２００００Ｇで５０分間遠心分離することによ
って、標識抗体を単離して、それを洗浄緩衝液（１％ＢＳＡ・リン酸緩衝液）中に懸濁し
た後に、前記遠心分離を行って、標識抗体を洗浄単離した。この標識抗体を洗浄緩衝液で
懸濁して、０．８μｍのフィルタにて濾過した後に、当初の金コロイド溶液量の、１０分
の１量に調製して、４℃で貯蔵した。
【００９５】
前記金コロイド標識抗体溶液を溶液吐出装置にセットして、抗ＣＲＰ抗体固定化Ａ乾燥膜
上の固定化ラインから離れた、被検査溶液添加開始方向から順番に、標識抗体、固定化ラ
イン、の位置関係になる様塗布した後に、膜を真空凍結乾燥させた。これによって、固定
化膜上に標識試薬を持つ反応層担体が得られた。
【００９６】
次に、調製された標識試薬を含む反応層担体を、厚さ０．５ｍｍの白色ＰＥＴからなる基
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板上に貼り付け、５．０ｍｍの幅で裁断した。裁断後、各片を、標識抗体保持部分から終
端部分にかけて、厚さ１００μｍの透明テ－プを巻き付けた。透明テ－プを巻き付けない
始端部分上の中央に、厚さ１００μｍの透明ＰＥＴを積層させて作製した、あらかじめ空
気孔を持つ空間形成材を貼り付け、間隙部（幅５．０ｍｍ×長さ１２．０ｍｍ×高さ０．
５ｍｍ）を形成した。また空間形成材にはあらかじめ、検体保持部の液漏れ防止壁を形成
している。さらに前記空間形成材はあらかじめ１．５Ｍに調製された塩化カリウム水溶液
を、単位面積あたり２μｌ点着した後に、液体窒素にて直ちに凍結し、凍結乾燥を行い、
これによって、塩化カリウムが乾燥状態で保持された収縮剤保持部を持つ空間形成材を作
製したものである。こうして免疫クロマトグラフィ試験片を製造した。
【００９７】
ｂ）試料の調製
抗凝固剤としてＥＤＴＡ・２Ｋを加えた人の血液を、ヘマトクリット値４５％になるよう
に調製した。この血液に既知濃度のＣＲＰ溶液を加えることにより、さまざまな既知濃度
のＣＲＰ含有血液を調製した。
【００９８】
ｃ）試験片上の呈色度合の測定
前記調整された全血を用いて、実際の採血状態を考慮して、体積２０ｍｌ用のシリンジに
充填させ、検体保持部にＣＲＰを含む全血を一定体積測定することなく適量添加した。添
加後、被検査溶液は間隙部に吸入された。さらに吸水部方向へと展開処理して、抗原抗体
反応をさせて抗体固定化部における呈色反応を行った。このバイオセンサへの試料添加か
ら５分後の呈色状況を反射吸光度測定機により計測した。
【００９９】
血漿濃度として、０．１ｍｇ／ｄｌ、１．０ｍｇ／ｄｌ、３．０ｍｇ／ｄｌ、のＣＲＰを
含有する全血をバイオセンサに前記２０ｍｌシリンジから直接適量添加して展開処理した
。各ＣＲＰ濃度の血液に対するバイオセンサ上の試薬固定化部の呈色状況を反射吸光度測
定機（ＣＳ－９３００　ＳＩＭＡＤＺＵ製）で測定した。６３５ｎｍにおける吸光度を計
測して、各ＣＲＰ濃度に応じてプロットした。その図を、図８に示す。図８は本実施例２
における多濃度測定結果を示す図であり、横軸は市販測定装置を用いて測定したＣＲＰ濃
度を示す。ここでは、市販測定装置として、ラテックス免疫凝集法による試薬を用いた。
また、縦軸は、得られた吸光度を示す。検量線とは、ＣＲＰ濃度上昇に対して吸光度が上
昇する領域のことで、通常あらかじめ、濃度既知の被検査溶液により計算しておき、その
後、未知の被検査溶液を測定したとき、得られた吸光度から、その未知被検査溶液中のＣ
ＲＰ濃度を算出するための数式を言う。図８に示すとおり、前述した実施例１同様に良好
な結果が得られた。
【０１００】
なお、本実施例２におけるバイオデバイスとして、ニトロセルロースやガラス繊維濾紙の
ような、任意の多孔質性担体で構成されたクロマトグラフィー材料からなるバイオセンサ
が用いられている。このような材料からなるバイオセンサは、例えば、抗原抗体反応のよ
うな任意の測定原理を用いて、ある特定物質を分析検出し、定性または定量する機能をも
っている。
【０１０１】
また、本実施例２においては、同一ニトロセルロース膜上に標識試薬と試薬固定化部を設
けたバイオセンサを用いたが、ニトロセルロースとは異なる材質の例えば不織布のような
多孔質性担体に標識試薬を担持したものを標識試薬として、支持体上に配しても何ら問題
はない。標識試薬を構成する標識物としては、金コロイドを用いて例を示したが、着色物
質、蛍光物質、燐光物質、発光物質、酸化還元物質、酵素、核酸、小胞体でもよく、反応
の前後において何らかの変化が生じるものであれば何を用いても良い。
【０１０２】
測定される被検査溶液としては、例えば、水や水溶液、尿、血液、血漿、血清、唾液など
の体液、固体及び粉体や気体を溶かした溶液などがあり、その用途としては、例えば、尿
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検査や妊娠検査、水質検査、便検査、土壌分析、食品分析などがある。また、被検物質と
してＣ反応性タンパク質（ＣＲＰ）を例として実施例を述べたが、抗体、免疫グロブリン
、ホルモン、酵素及びペプチドなどのタンパク質及びタンパク質誘導体や、細菌、ウイル
ス、真菌類、マイコプラズマ、寄生虫ならびにそれらの産物及び成分などの感染性物質、
治療薬及び乱用薬物などの薬物及び腫瘍マーカーが挙げられる。具体的には、例えば、絨
毛性性腺刺激ホルモン（ｈＣＧ）、黄体ホルモン（ＬＨ）、甲状腺刺激ホルモン、濾胞形
成ホルモン、副甲状腺刺激ホルモン、副腎脂質刺激ホルモン、エストラジオール、前立腺
特異抗原、Ｂ型肝炎表面抗原、ミオグロビン、ＣＲＰ、心筋トロポニン、ＨｂＡ１ｃ、ア
ルブミン等でも何ら問題はない。また、水質検査、土壌分析、などの環境分析、や食品分
析などにも実施可能である。前述した形態により、簡便かつ迅速で、高感度・高性能、正
確性の高い測定が実現できる。
【０１０３】
産業上の利用可能性
以上のように、本発明によるバイオセンサは、免疫クロマトグラフィーや、いわゆるワン
ステップクロマトグラフィー等に利用されるバイオセンサとして有用であり、特に、医療
診断現場や一般家庭向けなどの操作の簡便化や迅速化が要求される状況における測定に利
用されるバイオセンサや、微量な体積の被検査溶液の測定に利用されるバイオセンサとし
て適している。
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明の実施の形態１によるバイオセンサの構造図である。
【図２】本発明の実施の形態１による分離層を有したバイオセンサの構造図である。
【図３】本発明の実施の形態１による細胞成分破壊試薬部を有したバイオセンサの構造図
である。
【図４】本発明の実施の形態２によるバイオセンサの構造図である。
【図５】本発明の実施例１におけるｈＣＧ濃度と吸光度との関係を示すグラフである。
【図６】本発明の実施の形態３によるバイオセンサの構成図である。
【図７】本発明の実施の形態３によるバイオセンサを用いた測定時の状況を示す図である
。
【図８】本発明の実施例２におけるＣＲＰ濃度と吸光度との関係を示すグラフである。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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