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(57)【要約】
【課題】
　ラテラルフロー免疫学的検定において使用するナノ粒子であって、ＳＥＲＳナノ粒子の
感度におそらく匹敵する高い感度を有するが、その検出のために比較的に単純で安価な反
射率読取り装置（ｒｅｆｌｅｃｔａｎｃｅ　ｒｅａｄｅｒ）技術だけを必要とするナノ粒
子を利用する試験装置および免疫学的検定法の提供。
【解決手段】
　殻によって取り囲まれた核を含む被覆ナノ粒子であって、殻は、ナノ粒子の反射率を増
大させ、被覆ナノ粒子は、ラマン活性分子を含まない、被覆ナノ粒子が提供される。この
被覆ナノ粒子を利用する試験装置および免疫学的検定法が提供される。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　液体試料中の分析物の存在の有無を判定する試験装置であって、
（ａ）試料受取り部材と、
（ｂ）前記試料受取り部材と流体連通した担体と、
（ｃ）前記液体試料の存在下で前記担体内を移動可能な標識試薬であって、
　該標識試薬は、
　（ｃ－１）前記分析物に結合するリガンドと
　（ｃ－２）被覆ナノ粒子と、を含み、
　前記被覆ナノ粒子は、本質的に、金属核、および前記リガンドが付着したシリカ殻とか
らなり、
　前記リガンドは、前記シリカ殻の表面に結合されている、前記標識試薬と、
（ｄ）前記分析物が存在するときに前記分析物を捕捉するのに有効な結合試薬であって、
前記担体の画定された検出ゾーン内に固定された結合試薬と、
を備え、
　前記試料受取り部材に塗布された前記液体試料は、前記試料および前記標識試薬が、前
記担体の長さに沿って輸送されて前記検出ゾーン内へ入るように、前記標識試薬を動員し
、
　前記検出ゾーン内の標識試薬の検出は、反射率測定によって前記液体試料中に分析物が
存在することを指示することを特徴とする試験装置。
【請求項２】
　液体試料中の分析物の存在の有無を反射率測定によって検出するラテラルフロー分析試
験を実行するためのキットであって、
（ａ）上面および下面を含む多孔質膜と、前記液体試料中に前記分析物が存在するときに
前記分析物を捕捉するのに有効な結合試薬であって、前記多孔質膜の前記上面または前記
下面に付着した結合試薬と、を備える試験装置と、
（ｂ）標識試薬であって、
　該標識試薬は、
　　（ｂ－１）前記分析物に結合するリガンドと、
　　（ｂ－２）被覆ナノ粒子と、を含み、
　前記被覆ナノ粒子は、本質的に、金属核とシリカ殻とからなり、
　前記リガンドは、前記シリカ殻の表面に結合されている、前記標識試薬と、
　を備えることを特徴とするキット。
【請求項３】
　前記試験装置が、さらに吸収性パッドを備え、前記多孔質膜の下面と前記吸収性パッド
が物理的に接触かつ流体連通し、前記結合試薬が、前記多孔質膜の上面に付着している、
ことを特徴とする請求項２に記載のキット。
【請求項４】
　液体試料中の分析物の存在の有無を判定する方法において、
　（ａ）請求項１に記載の試験装置を用意するステップと、
　（ｂ）前記液体試料を、前記試験装置の試料受取り部材と接触させるステップと、
　（ｃ）前記試料受取り部材に塗布された前記液体試料が、前記液体試料および前記標識
試薬が、前記担体の長さに沿って移動して前記検出ゾーン内へ入るように、前記標識試薬
を動員することを許すステップと、
　（ｄ）反射率を測定することによって前記検出ゾーン内の前記標識試薬の存在を検出す
るステップであって、前記検出ゾーン内の前記標識試薬の検出は、前記液体試料中に分析
物が存在することを指示し、前記検出ゾーン内の前記標識試薬の存在が検出されないこと
は、前記液体試料中に前記分析物が存在しないことを指示する、ステップと、
　を含むことを特徴とする方法。
【請求項５】
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　液体試料中の分析物の存在の有無を判定する方法であって、
　（ａ）試験装置を用意するステップであって、
　前記試験装置が、
　（ａ－ｉ）試料受取り部材と、
　（ａ－ｉｉ）前記試料受取り部材と流体連通した担体と、
　（ａ－ｉｉｉ）前記分析物が存在するときに前記分析物を捕捉するのに有効な結合試薬
であって、前記担体の画定された検出ゾーン内に固定された結合試薬と、
　を備える試験装置を用意するステップと、
　（ｂ）前記液体試料を標識試薬と混合するステップであって、
　前記標識試薬が、
　（ｂ－ｉ）本質的に、金属核と、シリカ殻とからなる被覆ナノ粒子と、
　（ｂ－ｉｉ）前記分析物に結合するリガンドであって，前記シリカ殻の表面に結合した
リガンドと、を含む、ステップと、
　（ｃ）ステップ（ｂ）の混合物を、前記試験装置の前記試料受取り部材と接触させるス
テップと、
　（ｄ）前記試料受取り部材に塗布されたステップ（ｂ）の混合物が、前記担体の長さに
沿って移動し、前記検出ゾーン内へ入ることを許すステップと、
　（ｅ）反射率を測定することによって前記検出ゾーン内の前記標識試薬の存在を検出す
るステップであって、
　前記検出ゾーン内の前記標識試薬の検出は、前記液体試料中に分析物が存在することを
指示し、前記検出ゾーン内の前記標識試薬の存在が検出されないことは、前記液体試料中
に前記分析物が存在しないことを指示する、ステップと、
　を含むことを特徴とする方法。
【請求項６】
　液体試料中の分析物の存在の有無を、請求項３に記載のキットを使用して判定する方法
であって、
（ａ）前記液体試料を、前記多孔質膜の上面と接触させるステップと、
（ｂ）前記液体試料中に前記分析物が存在するときに、前記分析物の少なくとも一部が前
記結合試薬に結合するように、前記液体試料が前記多孔質膜を通過し、吸収性パッド内へ
流入することを許すステップと、
（ｃ）前記標識試薬を、前記多孔質膜の上面と接触させるステップと、
（ｄ）前記標識試薬の少なくとも一部が前記分析物に結合するように、前記標識試薬が前
記多孔質膜を通過し、前記吸収性パッド内へ流入することを許すステップと、
（ｅ）反射率を測定することによって、前記多孔質膜上の前記標識試薬の存在を検出する
ステップであって、
　前記多孔質膜上の前記標識試薬の検出は、前記液体試料中に分析物が存在することを指
示し、前記多孔質膜上の前記標識試薬の存在が検出されないことは、前記液体試料中に前
記分析物が存在しないことを指示する、ステップと、
　を含むことを特徴とする方法。
【請求項７】
　液体試料中の分析物の存在の有無を、請求項２に記載のキットを使用して判定する方法
であって、
（ａ）前記液体試料中に前記分析物が存在するときに、前記分析物が前記標識試薬に結合
するように、前記液体試料を前記標識試薬と混合するステップと、
（ｂ）ステップ（ａ）の混合物を、前記多孔質膜の上面と接触させるステップと、
（ｃ）前記標識試薬に結合した前記分析物の少なくとも一部が前記結合試薬に結合するよ
うに、ステップ（ａ）の混合物が前記多孔質膜を通過することを許すステップと、
（ｄ）反射率を測定することによって前記多孔質膜上の前記標識試薬の存在を検出するス
テップであって、
　前記多孔質膜上の前記標識試薬の検出は、前記液体試料中に分析物が存在することを指
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示し、前記多孔質膜上の前記標識試薬の存在が検出されないことは、前記液体試料中に前
記分析物が存在しないことを指示する、ステップと、
　を含むことを特徴とする方法。
【請求項８】
　請求項１に記載の試験装置と、前記試験装置内の前記標識試薬の存在を検出するように
構成された反射率計と、を備えることを特徴とするシステム。
【請求項９】
　請求項２に記載のキットの前記試験装置と、前記試験装置内の前記標識試薬の存在を検
出するように適合された反射率計と、を備えることを特徴とするシステム。
【請求項１０】
　液体試料中の分析物の存在の有無を判定する試験装置であって、
（ａ）試料受取り部材と、
（ｂ）前記試料受取り部材と流体連通した担体と、
（ｃ）前記液体試料の存在下で前記担体内を移動可能な標識試薬であって、
　前記標識試薬は、
　（ｃ－ｉ）前記分析物に結合するリガンド、および
　（ｃ－ｉｉ）被覆ナノ粒子を含み、
　前記被覆ナノ粒子は、金属核および前記リガンドが付着したシリカ殻を含み、
　前記被覆ナノ粒子はラマン活性分子を含まない、標識試薬と、
（ｄ）前記分析物が存在するときに前記分析物を捕捉するのに有効な結合試薬であって、
前記担体の画定された検出ゾーン内に固定された結合試薬と、を備え、
　前記試料受取り部材に塗布された前記液体試料は、前記試料および前記標識試薬が、前
記担体の長さに沿って輸送され、前記検出ゾーン内へ入るように、前記標識試薬を動員し
、
　前記検出ゾーン内の前記標識試薬の検出は、反射率測定によって前記液体試料中に分析
物が存在することを指示することを特徴とする試験装置。
【請求項１１】
　液体試料中の分析物の存在の有無を反射率測定によって検出するラテラルフロー分析試
験を実行するためのキットであって、
（ａ）上面および下面を含む多孔質膜と、前記液体試料中に前記分析物が存在するときに
前記分析物を捕捉するのに有効な結合試薬であって、前記多孔質膜の前記上面または前記
下面に付着した結合試薬と、を備える試験装置と、
（ｂ）標識試薬と、を備え、
　前記標識試薬が、
　（ｂ－ｉ）前記分析物に結合するリガンドと、
　（ｂ－ｉｉ）被覆ナノ粒子と，を含み、
　前記被覆ナノ粒子は、金属核とシリカ殻とを含み、
　前記被覆ナノ粒子は、ラマン活性分子を含まない、ことを特徴とするキット。
【請求項１２】
　液体試料中の分析物の存在の有無を判定する方法であって、
　（ａ）請求項１０に記載の試験装置を用意するステップと、
　（ｂ）前記液体試料を、前記試験装置の試料受取り部材と接触させるステップと、
　（ｃ）前記試料受取り部材に塗布された前記液体試料が、前記液体試料および前記標識
試薬が、前記担体の長さに沿って移動し、前記検出ゾーン内へ入るように、前記標識試薬
を動員することを許すステップと、
　（ｄ）反射率を測定することによって前記検出ゾーン内の前記標識試薬の存在を検出す
るステップであって、
　前記検出ゾーン内の前記標識試薬の検出は、前記液体試料中に分析物が存在することを
指示し、前記検出ゾーン内の前記標識試薬の存在が検出されないことは、前記液体試料中
に前記分析物が存在しないことを指示する、ステップと、
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　を含むことを特徴とする方法。
【請求項１３】
　液体試料中の分析物の存在の有無を判定する方法であって、
　（ａ）試験装置を用意するステップであって、
　前記試験装置が、
　（ａ－ｉ）試料受取り部材と、
　（ａ－ｉｉ）前記試料受取り部材と流体連通した担体と、
　（ａ－ｉｉｉ）前記分析物が存在するときに前記分析物を捕捉するのに有効な結合試薬
であって、前記担体の画定された検出ゾーン内に固定された結合試薬と、を備える、試験
装置を用意するステップと、
　（ｂ）前記液体試料を標識試薬と混合するステップであって、
　前記標識試薬が、
　（ｂ－ｉ）前記分析物に結合するリガンドと、
　（ｂ－ｉｉ）金属核および前記リガンドが付着したシリカ殻からなる被覆ナノ粒子と、
　を含み、
　前記被覆ナノ粒子は、ラマン活性分子を含まない、ステップと、
　（ｃ）ステップ（ｂ）の混合物を、前記試験装置の前記試料受取り部材と接触させるス
テップと、
　（ｄ）前記試料受取り部材に塗布されたステップ（ｂ）の混合物が、前記担体の長さに
沿って移動し、前記検出ゾーン内へ入ることを許すステップと、
　（ｅ）反射率を測定することによって前記検出ゾーン内の前記標識試薬の存在を検出す
るステップであって、
　前記検出ゾーン内の前記標識試薬の検出は、前記液体試料中に分析物が存在することを
指示し、前記検出ゾーン内の前記標識試薬の存在が検出されないことは、前記液体試料中
に前記分析物が存在しないことを指示する、ステップと、
　を含むことを特徴とする方法。
【請求項１４】
　液体試料中の分析物の存在の有無を、請求項１１に記載のキットを使用して判定する方
法において、
（ａ）前記液体試料を、前記多孔質膜の前記上面と接触させるステップと、
（ｂ）前記液体試料中に前記分析物が存在するときに前記分析物の少なくとも一部が前記
結合試薬に結合するように、前記液体試料が前記多孔質膜を通過することを許すステップ
と、
（ｃ）前記標識試薬を、前記多孔質膜の前記上面と接触させるステップと、
（ｄ）前記標識試薬の少なくとも一部が前記分析物に結合するように、前記標識試薬が前
記多孔質膜を通過することを許すステップと、
（ｅ）反射率を測定することによって前記多孔質膜上の前記標識試薬の存在を検出するス
テップであって、前記多孔質膜上の前記標識試薬の検出は、前記液体試料中に前記分析物
が存在することを指示し、前記多孔質膜上の前記標識試薬の存在が検出されないことは、
前記液体試料中に前記分析物が存在しないことを指示する、ステップと、
　を含むことを特徴とする方法。
【請求項１５】
　液体試料中の分析物の存在の有無を、請求項１１に記載のキットを使用して判定する方
法において、
（ａ）前記液体試料中に前記分析物が存在するときに前記分析物が前記標識試薬に結合す
るように、前記液体試料を前記標識試薬と混合するステップと、
（ｂ）ステップ（ａ）の混合物を、前記多孔質膜の前記上面と接触させるステップと、
（ｃ）前記標識試薬に結合した前記分析物の少なくとも一部が前記結合試薬に結合するよ
うに、ステップ（ａ）の混合物が前記多孔質膜を通過することを許すステップと、
（ｄ）反射率を測定することによって前記多孔質膜上の前記標識試薬の存在を検出するス
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テップであって、前記多孔質膜上の前記標識試薬の検出は、前記液体試料中に分析物が存
在することを指示し、前記多孔質膜上の前記標識試薬の存在が検出されないことは、前記
液体試料中に前記分析物が存在しないことを指示する、ステップと、
　を含むことを特徴とする方法。
【請求項１６】
　請求項１０に記載の試験装置と、前記試験装置内の前記標識試薬の存在を検出するよう
に構成された反射率計と、を備えることを特徴とするシステム。
【請求項１７】
　請求項１１に記載のキットの前記試験装置と、前記試験装置内の前記標識試薬の存在を
検出するように構成された反射率計と、を備えることを特徴とするシステム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、参照によって本明細書で組み込まれる２００８年４月９日に出願された米国
特許仮出願第６１／０７１，０３５号明細書の優先権を主張するものである。
【０００２】
　殻によって取り囲まれた核を含む被覆ナノ粒子であって、殻は、ナノ粒子の反射率を増
大させ、被覆ナノ粒子は、ラマン活性分子を含む必要はないが、任意選択でラマン活性分
子を含むことができる、被覆ナノ粒子が提供される。本明細書に開示する被覆ナノ粒子は
、液体試料中の分析物の存在の有無を定量的および／または定性的に判定する試験装置お
よび試験法において有用である。
【背景技術】
【０００３】
　免疫学的検定技術は、生体試料中の分析物の存在の有無を判定する単純で比較的に迅速
な手段を提供する。免疫学的検定による診断試験から得られる情報は、患者管理にとって
しばしば決定的に重要である。検定は一般に、人間の被験者が特定の病気または状態を有
するときに存在する特定の分析物、例えば抗体の存在を定性的または定量的に検出するた
めに実行される。当技術分野において実施されている免疫学的検定は非常に数が多く、こ
れには、細菌もしくはウイルスによって引き起こされる感染症などの病気、または妊娠な
どの状態に関する検定が含まれる。
【０００４】
　当技術分野では、さまざまなタイプの免疫学的検定が知られている。免疫学的検定法の
一型がラテラルフロー（ｌａｔｅｒａｌ　ｆｌｏｗ）免疫学的検定である。ラテラルフロ
ー検定は、ニトロセルロース、プラスチック、ガラスなどの固体支持体を利用して、分析
物の検出を実行する。「フロースルー」検定の場合のように支持体を通して試料を垂直に
引っ張る代わりに、試料は、毛管力および他の力によって、塗布ゾーンから、支持体に沿
って、支持体表面の反応ゾーンへ横方向に流されることが可能になる。ラテラルフロー検
定では、固体支持体上に捕捉抗体を縞の形に配置する。検出抗体は、検出可能な信号を出
す検出分子に結合される。検出抗体と接触するように液体試料を配置し、試料／検出抗体
混合物が固体支持体に沿って流れるようにする。分析物が存在する場合には、捕捉抗体が
縞の形に配置された固体支持体上の位置に、「サンドイッチ」複合体が形成される。次い
で、捕捉線位置に局限された検出分子からの信号が、視覚的にまたは機器を用いて検出さ
れる。ラテラルフロー検定は、タンパク質、核酸、代謝産物、細胞、小分子または関心の
他の分析物を検出するように構成され得る。
【０００５】
　他の免疫学的検定形式がフロースルー免疫学的検定である。フロースルー免疫学的検定
は一般に、試薬を含むマトリックスがその表面に層状に配置されまたはその内部に組み込
まれた多孔質材料を使用する。試験試料は、多孔質材料に塗布され、多孔質材料を通過し
、試料中の分析物は、試薬（１種または数種）と反応して、多孔質材料上に検出可能な信
号を生成する。これらの装置は一般に、特定の分析物の検出を助けるように、メモリを有
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するプラスチックハウジングまたはケーシングに入れられる。
【０００６】
　当技術分野では、フルオロフォア（ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅ）、金コロイド、標識ラテ
ックス粒子、および量子ドット、表面増強ラマン散乱（「ＳＥＲＳ」）ナノ粒子などのナ
ノ粒子など、ラテラルフロー免疫学的検定において有用なさまざまなタイプの検出分子の
多くの例が知られている。例えば、特許文献１は、機器類を使用しなくとも見ることがで
きるコロイド金などの可視「トレーサ（ｔｒａｃｅｒ）」分子の使用を記載している。さ
らに、特許文献２は、１以上のラマン活性分子を表面に付着しまたは該表面と結合し、ポ
リマー、ガラスまたは他の誘電材料を含む殻によって被包されたた金属ナノ粒子を含むＳ
ＥＲＳ活性複合ナノ粒子（ＳＡＣＮ）を開示している。特許文献３は、金属コロイド、好
ましくは金とすることができる有色粒子を使用するラテラルフロー免疫学的検定法および
試験装置を記載している。同様に、特許文献４は、金ゾル、染料ゾルなどの直接標識を使
用するラテラルフロー免疫学的検定装置であって、検出可能な信号を発現させるための試
薬をさらに追加する必要なしに分析結果を即座に生成することができるラテラルフロー免
疫学的検定装置を記載している。
【０００７】
　ＳＥＲＳは、化学分析を実行する最も感度の高い方法の１つであり、単一の分子を検出
することができる。非特許文献１を参照されたい。赤外スペクトルと同様に、ラマンスペ
クトルは、分析中の試料（分析物）に特有の分子振動に対応する帯域の波長分布を含む。
ラマン分光法を実施する際には、光源、一般にレーザからのビームを試料上に集束させ、
それによって非弾性散乱放射を発生させ、この放射を光学的に収集し、波長分散またはフ
ーリエ変換分光器へ誘導する。分光器内の検出器は、衝突した光子のエネルギーを電気信
号強度に変換する。
【０００８】
　入射放射から非弾性散乱放射への変換率が非常に低いため、ラマン分光法は、水溶液の
分析など、赤外分光法によっては実行が困難な用途に限定された。しかし、１９７４年に
、粗い銀電極の直ぐ近くに位置する分子をラマン励起源にさらすと、生成される信号の強
度が６桁も増大することが発見された（非特許文献２および３）。簡単に説明すると、入
射レーザ光子が金属内の導電性自由電子に結合し、これらの電子が、粒子表面によって閉
じ込められて、集合的に電子雲を共振させる。その結果生じる表面プラズモン場（ｓｕｒ
ｆａｃｅ　ｐｌａｓｍｏｎ　ｆｉｅｌｄ）は、この表面プラズモン場内の分子の分子振動
モードへエネルギーを移動させるための効率的な経路を提供し、したがってラマン光子を
発生させる。
【０００９】
　ラテラルフロー免疫学的検定では、ＳＥＲＳナノ粒子が検出分子として使用される。例
えば、Ｏｘｏｎｉｃａ社（英Ｋｉｄｌｉｎｇｔｏｎ）は、このような検定で使用するＮａ
ｎｏｐｌｅｘ（商標）ナノ粒子を開発した。このナノ粒子は、表面増強ラマン分光信号を
生成することができるラマンリポータ分子（Ｒａｍａｎ　ｒｅｐｏｒｔｅｒ　ｍｏｌｅｃ
ｕｌｅ）を表面に吸着させた金ナノ粒子核からなる。このラマン標識金ナノ粒子は、厚さ
約１０～５０ｎｍのシリカ殻で被覆されている。このシリカ殻は、表面から脱離しないよ
うにリポータ分子を保護し、隣接する金粒子間のプラズモン－プラズモン相互作用を防ぎ
、さらに、溶液中の成分からのＳＥＲＳ信号の生成を防ぐ。シリカ被覆の代わりにポリマ
ー被覆を有するＳＥＲＳナノ粒子が特許文献５に記載されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】米国特許第５，５９１，６４５号明細書
【特許文献２】米国特許第６，５１４，７６７号明細書
【特許文献３】米国特許第５，７１４，３８９号明細書
【特許文献４】米国特許第７，１０９，０４２号明細書
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【特許文献５】米国特許出願公開第２００７／０１６５２１９号明細書
【特許文献６】米国特許第６，１９４，２２０号明細書
【特許文献７】米国特許第５，９９８，２２１号明細書
【特許文献８】米国特許第５，７９８，２７３号明細書
【特許文献９】米国再発行特許発明第３８，４３０号明細書
【特許文献１０】米国特許第４，９２０，０４６号明細書
【特許文献１１】米国特許第７，０５２，８３１号明細書
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】Nie, S. and S. R. Emory, "Probing Single Molecules and Single Na
noparticles by Surface Enhanced Raman Scattering", Science, 275,1102 (1997)
【非特許文献２】Fleischmann, M., Hendra, P. J., and McQuillan, A. J., "Raman Spe
ctra of Pyridine Adsorbed at a Silver Electrode," Chem. Phys. Lett, 26, 123, (19
74)
【非特許文献３】Weaver, M. J., Farquharson, S., Tadayyoni, M. A., "Surface-enhan
cement factors for Raman scattering at silver electrodes. Role of adsorbate-surf
ace interactions and electrode structure," J. Chem. Phys., 82, 4867 4874 (1985)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　ＳＥＲＳの高い感度を利用する一方、ＳＥＲＳナノ粒子から生成された信号の検出には
、ラマン信号を検出することができる機器の使用が必要である。いくつかの状況では、ラ
テラルフロー免疫学的検定において使用するナノ粒子であって、ＳＥＲＳナノ粒子の感度
におそらく匹敵する高い感度を有するが、その検出のために比較的に単純で安価な反射率
読取り装置（ｒｅｆｌｅｃｔａｎｃｅ　ｒｅａｄｅｒ）技術だけを必要とするナノ粒子を
有することが有利であり得る。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明は、生体試料中の分析物の存在の有無を定性的または定量的に判定する迅速で正
確な方法、ならびにそれらの方法を実行するための装置および試薬を提供する。
【００１４】
　本発明の発明者らは、ラテラルフローまたは垂直フロースルー免疫学的検定において検
出分子として使用される被覆ナノ粒子が、反射率読取り装置によって検定が読み取られる
ときに、コロイド金などの検出分子よりも大幅に有利な検定感度を提供することを発見し
た。
【００１５】
　ある実施形態では、本発明が、核と殻とを含む被覆ナノ粒子であって、殻は、ナノ粒子
の反射率を増大させ、被覆ナノ粒子はラマン活性分子を含まない、被覆ナノ粒子である。
他の実施形態では、被覆ナノ粒子がラマン活性分子を含む。核は例えば、限定はされない
が、プラズモン共振（ｐｌａｓｍｏｎ　ｒｅｓｏｎａｎｃｅ）を示す金属、例えば金、な
どの金属である。
【００１６】
　いくつかの実施形態では殻がシリカを含み、他の実施形態では、殻が、別の酸化物など
の別のセラミック材料であり、他の実施形態では殻がポリマーからなる。ポリマーは例え
ば、限定はされないが、ポリエチレングリコール、ポリメタクリル酸メチルまたはポリス
チレンであり得る。殻は、核を完全にまたは不完全に取り囲んでいてもよい。
【００１７】
　本発明の被覆ナノ粒子は、限定はされないが、回転楕円体、棒、円板、角錐、立方体、
円柱などを含む、さまざまな寸法を有するさまざまな形状に形成することができる。ある
実施形態では、被覆ナノ粒子の少なくとも１つの寸法が約１ｎｍから約１０００ｎｍであ



(9) JP 2017-15732 A 2017.1.19

10

20

30

40

50

る。他の実施形態では、被覆ナノ粒子の核が球形である。いくつかの場合には、核の直径
が約１０～１００ｎｍであり、他の実施形態では、核の直径が約２０～６０ｎｍである。
いくつかの実施形態では、ナノ粒子が、多核凝集体、例えば、限定はされないが、ダブレ
ット（ｄｏｕｂｌｅｔ）を含む。
【００１８】
　ある実施形態では、ナノ粒子の表面に分子を結合させることができるように、ナノ粒子
の殻が改質される。特定の実施形態では、この改質が、被覆ナノ粒子の表面にチオール基
を導入する。他の実施形態では、被覆ナノ粒子の殻に、チオール基を介して、リガンド（
ｌｉｇａｎｄ）、例えば、限定はされないが、抗体が結合される。
【００１９】
　リガンドは、試料中に存在しまたは存在しない可能性がある関心の分析物に結合するこ
とができる。ある種の実施形態では、リガンドは、インフルエンザウイルスＡ型またはイ
ンフルエンザウイルスＢ型に固有のタンパク質に結合する抗体である。
【００２０】
　他のある実施形態では、本発明は、本質的に核と殻とからなる被覆ナノ粒子であり、殻
は、ナノ粒子の反射率を増大させ、殻の表面にはリガンドが結合している。
【００２１】
　さらに他の実施形態では、本発明は、液体試料中の分析物の存在の有無を判定する試験
装置であって、（ａ）試料受取り部材と、（ｂ）試料受取り部材と流体連通した担体と、
（ｃ）液体試料の存在下で担体内を移動可能な標識試薬であって、分析物に結合するリガ
ンドと被覆ナノ粒子とを含み、被覆ナノ粒子は、核と、リガンドが付着したナノ粒子の反
射率を増大させる殻とを含み、被覆ナノ粒子はラマン活性分子を含まない、標識試薬と、
（ｄ）分析物が存在するときに分析物を捕捉するのに有効な結合試薬であり、担体の画定
された検出ゾーン内に固定された結合試薬と、を備え、試料受取り部材に塗布された液体
試料は、試料および標識試薬が、担体の長さに沿って輸送されて検出ゾーン内へ入るよう
な態様で、標識試薬を動員し、検出ゾーン内の標識試薬の検出は、液体試料中に分析物が
存在することを指示する試験装置である。
【００２２】
　ある実施形態では、試験装置で使用される標識試薬が、分析物に結合するリガンドと被
覆ナノ粒子とを含み、被覆ナノ粒子は、本質的に、核と、リガンドが付着したナノ粒子の
反射率を増大させる殻とからなり、前記リガンドは、殻の表面に結合されている。
【００２３】
　ある実施形態では、担体は、例えば、限定はされないが、ニトロセルロース、プラスチ
ックまたはガラスである。他の実施形態では、試験装置は、検出ゾーンと流体連通した吸
収性パッドおよび／または対照ゾーン（ｃｏｎｔｒｏｌ　ｚｏｎｅ）をさらに備える。
【００２４】
　本発明の試験装置を使用して、限定はされないが、タンパク質、核酸、代謝産物、小分
子、ウイルス、細菌などの関心の分析物の存在の有無を定性的または定量的に検出するこ
とができる。ある実施形態では、試験装置は、少なくとも２種類の異なる標識試薬であり
、標識試薬のリガンドが異なる分析物に結合する、標識試薬と、少なくとも２種類の異な
る標識試薬のそれぞれの標識試薬を検出する少なくとも２つの検出ゾーンと、を備え、液
体試料中の複数の分析物を検出するのに使用され得る。
【００２５】
　ある実施形態では、本発明は、本発明の試験装置と、試験装置内の標識試薬の存在を検
出するように構成された反射率計とを備えるシステムである。
【００２６】
　ある実施形態では、本発明は、液体試料中の分析物の存在の有無を判定する方法であっ
て、
　ａ）本発明の試験装置を用意するステップと、
　ｂ）液体試料を、試験装置の試料受取り部材と接触させるステップと、
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　ｃ）試料受取り部材に塗布された液体試料が、液体試料および標識試薬が、担体の長さ
に沿って移動して検出ゾーン内へ入るように、前記標識試薬を動員することを許すステッ
プと、
　ｄ）反射率を測定することによって検出ゾーン内の標識試薬の存在を検出するステップ
であり、検出ゾーン内の標識試薬の検出は、液体試料中に分析物が存在することを指示し
、検出ゾーン内の標識試薬の存在が検出されないことは、液体試料中に分析物が存在しな
いことを指示する、ステップと
を含む方法である。
【００２７】
　他の実施形態では、本発明は、液体試料中の分析物の存在の有無を判定する方法であっ
て、
　ａ）（ｉ）試料受取り部材と、（ｉｉ）試料受取り部材と流体連通した担体と、（ｉｉ
ｉ）分析物が存在するときに分析物を捕捉するのに有効な結合試薬であり、担体の画定さ
れた検出ゾーン内に固定された、結合試薬とを備える試験装置を用意するステップと、
　ｂ）液体試料を、分析物に結合するリガンドと被覆ナノ粒子とを含む標識試薬と混合す
るステップであり、被覆ナノ粒子は、核と、ナノ粒子の反射率を増大させる殻であり、リ
ガンドが付着した、殻とを含み、被覆ナノ粒子はラマン活性分子を含まない、ステップと
、
　ｃ）ｂ）の混合物を、試験装置の試料受取り部材と接触させるステップと、
　ｄ）試料受取り部材に塗布されたｂ）の混合物が、担体の長さに沿って移動して検出ゾ
ーン内へ入ることを許すステップと、
　ｅ）反射率を測定することによって検出ゾーン内の標識試薬の存在を検出するステップ
であり、検出ゾーン内の標識試薬の検出は、液体試料中に分析物が存在することを指示し
、検出ゾーン内の標識試薬の存在が検出されないことは、液体試料中に分析物が存在しな
いことを指示する、ステップと
を含む方法である。
【００２８】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法で使用される標識試薬が、分析物に結合するリ
ガンドと被覆ナノ粒子とを含み、被覆ナノ粒子は本質的に、核と、ナノ粒子の反射率を増
大させる殻であり、リガンドが付着した、殻とからなり、前記リガンドは殻の表面に結合
されている。他の実施形態では、本発明の方法で使用される標識試薬が、分析物に結合す
るリガンドと被覆ナノ粒子とを含み、被覆ナノ粒子は、核と、核に付着した分子であり、
表面増強ラマン散乱によって信号を生成することができる、分子と、核および分子を取り
囲む殻であり、リガンドが付着した、殻とを含む。
【００２９】
　いくつかの実施形態では、検出ゾーン内の標識試薬を検出するために反射率読取り装置
が使用され、他の実施形態では、検出ゾーン内の標識試薬の検出が視覚的に判定される。
いくつかの実施形態では、分析物が定量的に検出され、他の実施形態では、分析物が定性
的に検出される。いくつかの実施形態では、少なくとも２種類の異なる標識試薬であり、
標識試薬のリガンドは異なる分析物に結合する、標識試薬と、少なくとも２種類の異なる
標識試薬のそれぞれの標識試薬を検出する少なくとも２つの検出ゾーンとを使用する本発
明の方法を使用して、液体試料中の複数の分析物を検出することができる。
【００３０】
　他の実施形態では、本発明は、液体試料中の分析物の存在の有無を反射率測定（ｒｅｆ
ｌｅｃｔｏｍｅｔｒｙ）によって検出するフロースルー分析試験を実行するためのキット
（ｋｉｔ）であって、（ａ）上面および下面を含む多孔質膜と、液体試料中に分析物が存
在するときに分析物を捕捉するのに有効な結合試薬であり、多孔質膜の上面または下面に
付着した、結合試薬とを備える試験装置と、（ｂ）分析物に結合するリガンドと被覆ナノ
粒子とを含む標識試薬であり、被覆ナノ粒子は、核と、ナノ粒子の反射率を増大させる殻
とを含み、被覆ナノ粒子はラマン活性分子を含まない、標識試薬とを備えるキットである



(11) JP 2017-15732 A 2017.1.19

10

20

30

40

50

。
【００３１】
　ある実施形態では、本発明のキットで使用される標識試薬は、分析物に結合するリガン
ドと被覆ナノ粒子とを含み、被覆ナノ粒子は本質的に、核と、ナノ粒子の反射率を増大さ
せる殻であり、リガンドが付着した、殻とからなり、前記リガンドは殻の表面に結合され
ている。他の実施形態では、本発明のキットで使用される標識試薬は、分析物に結合する
リガンドと被覆ナノ粒子とを含み、被覆ナノ粒子は、核と、核に付着した分子であり、表
面増強ラマン散乱によって信号を生成することができる、分子と、核および分子を取り囲
む殻であり、リガンドが付着した、殻とを含む。
【００３２】
　ある実施形態では、本発明のキットの試験装置は、吸収性パッドをさらに備え、多孔質
膜の下面と吸収性パッドは物理的に接触し、かつ流体連通しており、結合試薬は、多孔質
膜の上面に付着している。他の実施形態では、本発明のキットの試験装置は、多孔質膜の
ハウジングをさらに備える。
【００３３】
　本発明のキットを使用して、限定はされないが、タンパク質、核酸、代謝産物、小分子
、ウイルス、細菌などの関心の分析物の存在の有無を定性的または定量的に検出すること
ができる。ある実施形態では、少なくとも２種類の異なる標識試薬であり、標識試薬のリ
ガンドは異なる分析物に結合する、標識試薬と、少なくとも２種類の異なる標識試薬のそ
れぞれの標識試薬を検出する少なくとも２つの検出ゾーンとを備えるキットを使用して、
液体試料中の複数の分析物を検出することができる。
【００３４】
　ある実施形態では、本発明は、本発明のキットの試験装置と、試験装置内の標識試薬の
存在を検出するように適合された反射率計とを備えるシステムである。
【００３５】
　さらに他の実施形態では、本発明が、液体試料中の分析物の存在の有無を、本発明のキ
ットを使用して判定する方法であって、（ａ）液体試料を、多孔質膜の上面と接触させる
ステップと、（ｂ）液体試料中に分析物が存在するときに分析物の少なくとも一部が結合
試薬に結合するように、液体試料が多孔質膜を通過することを許すステップと、（ｃ）標
識試薬を、多孔質膜の上面と接触させるステップと、（ｄ）標識試薬の少なくとも一部が
分析物に結合するように、標識試薬が多孔質膜を通過することを許すステップと、（ｅ）
反射率を測定することによって多孔質膜上の標識試薬の存在を検出するステップであり、
多孔質膜上の標識試薬の検出は、液体試料中に分析物が存在することを指示し、多孔質膜
上の標識試薬の存在が検出されないことは、液体試料中に分析物が存在しないことを指示
する、ステップとを含む方法である。
【００３６】
　他の実施形態では、本発明は、液体試料中の分析物の存在の有無を、本発明のキットを
使用して判定する方法であって、（ａ）液体試料中に分析物が存在するときに分析物が標
識試薬に結合するように、液体試料を標識試薬と混合するステップと、（ｂ）（ａ）の混
合物を、多孔質膜の上面と接触させるステップと、（ｃ）標識試薬に結合した分析物の少
なくとも一部が結合試薬に結合するように、（ａ）の混合物が多孔質膜を通過することを
許すステップと、（ｄ）反射率を測定することによって多孔質膜上の標識試薬の存在を検
出するステップであり、多孔質膜上の標識試薬の検出は、液体試料中に分析物が存在する
ことを指示し、多孔質膜上の標識試薬の存在が検出されないことは、液体試料中に分析物
が存在しないことを指示する、ステップとを含む方法である。
【００３７】
　いくつかの実施形態では、検出ゾーン内の標識試薬を検出するために反射率読取り装置
が使用され、他の実施形態では、検出ゾーン内の標識試薬の検出が視覚的に判定される。
いくつかの実施形態では、分析物が定量的に検出され、他の実施形態では、分析物が定性
的に検出される。いくつかの実施形態では、少なくとも２種類の異なる標識試薬であり、



(12) JP 2017-15732 A 2017.1.19

10

20

30

40

50

標識試薬のリガンドは異なる分析物に結合する、標識試薬と、少なくとも２種類の異なる
標識試薬のそれぞれの標識試薬を検出する少なくとも２つの検出ゾーンとを使用する本発
明の方法を使用して、液体試料中の複数の分析物を検出することができる。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
【図１】インフルエンザＡ型ウイルスに対するラテラルフロー試験の結果を示す図であり
、反射率計によって測定したときのコロイド金とシリカ被覆金ナノ粒子の感度を比較した
図である。この図に示されているように、シリカ被覆金ナノ粒子では、金コロイドに比べ
てより強い反応が観察された。
【図２Ａ】インフルエンザＡ型ウイルスに対するラテラルフロー試験の結果を示す図であ
り、反射率計によって測定したときのシリカ被覆金ナノ粒子を使用したプロトタイプの装
置の感度を示す図である。
【図２Ｂ】インフルエンザＡ型ウイルスに対するラテラルフロー試験の結果を示す図であ
り、反射率計によって測定したときの市販製品ＢＤ　Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（商標）ＥＺ
　Ａ＋Ｂの感度を示す図である。
【００３９】
　反射率計によって読み取ったとき、シリカ被覆金ナノ粒子を使用した装置の感度（図２
Ａ）は、ＢＤ　Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（商標）ＥＺ　Ａ＋Ｂの感度（図２Ｂ）の約７倍で
ある。
【発明を実施するための形態】
【００４０】
　別の定義がなされない限り、本明細書で使用する技術用語および科学用語は全て、当業
者が共通に理解する意味と同じ意味を有する。特許請求項の実施においては、本明細書に
記載された方法および材料と同様の方法および材料、または本明細書に記載された方法お
よび材料と等価の方法および材料を使用することができるが、以下では、適当な方法およ
び材料について説明する。本明細書中で言及される全ての公表物、特許出願、特許および
他の参照文献は、それらの全体が参照によって本明細書に組み込まれる。矛盾が生じた場
合には、定義を含む本明細書が優先する。さらに、材料、方法および実施例は例示だけが
目的であり、限定することは意図されていない。
【００４１】
　本出願では、そうではないと特に明示されない限り、単数形の使用が複数を含む。本出
願では、そうではないと特に明示されない限り、「または」の使用が「および／または」
を意味する。複数の請求項に従属する請求項の文脈における「または」の使用は、先行す
る２つ以上の独立または従属請求項を、単に択一的に参照する。さらに、用語「含む（ｉ
ｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、ならびに「含む（ｉｎｃｌｕｄｅｓ）」、「含んだ（ｉｎｃｌｕ
ｄｅｄ）」などの他の語形の使用は限定を意味しない。さらに、「要素」、「成分」など
の用語は、そうではないと特に明示されない限り、１単位を構成する要素および成分と、
２以上のサブユニットを構成する要素および成分の両方を包含する。
【００４２】
　他の特徴および利点は、以下の詳細な説明および特許請求の範囲から明白となるであろ
う。
【００４３】
　本出願をより容易に理解することができるように、最初にあるいくつかの用語を定義す
る。以下の詳細な説明の中で追加の定義が示される。
【００４４】
　本明細書で使用する用語「ナノ粒子」は、少なくとも１つの核と殻とを含み、１つの寸
法が約１から約１０００ナノメートル（「ｎｍ」）である粒子を指す。本発明のナノ粒子
は任意の形状をとることができる。ある実施形態ではナノ粒子が球形である。本発明のナ
ノ粒子は一般にラマン活性分子を含まないが、ラマン活性分子を含むこともできる。ある
実施形態では、ナノ粒子が、複数の核および１つの殻を含むことができる。
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【００４５】
　本明細書で使用するとき、用語「核」は、本発明のナノ粒子の内側部分を指す。ある実
施形態では核が金属であり、例えば、限定はされないが、金である。
【００４６】
　本発明のナノ粒子はさらに、ナノ粒子の反射率を高める殻を含む。殻は、核を完全に被
包し、または不完全に被包することができる。ナノ粒子の反射率を高める特性を有する限
りにおいて、殻は、任意の材料または材料の組合せからなることができる。例えば、いく
つかの実施形態では、殻は、必要なスペクトル範囲において透明な任意の材料を含むこと
ができる。ある実施形態では、殻は、シリカ、すなわちガラスを含む。他の実施形態では
、殻は、他のセラミック材料、例えば、限定はされないがペロブスカイト（ｐｅｒｏｖｓ
ｋｉｔｅ）、ＺｒＯ2などの高屈折率の透明セラミックを含む。他の実施形態では殻がポ
リマーからなる。特定の実施形態では、ポリマーが、ポリエチレングリコール、ポリメタ
クリル酸メチルまたはポリスチレンを含む。いくつかの実施形態では、ナノ粒子の表面に
リガンドを付着させることを可能にするため、殻を形成する材料が処理されまたは誘導体
化される。ポリマーの最適な選択は、ナノ粒子の表面に固定するリガンドに依存し得る。
【００４７】
　殻について言うとき、「ナノ粒子の反射率を増大させる」という表現は、殻が存在する
結果、例えばラテラルフロー免疫学的検定において、反射率によって評価したときに、ナ
ノ粒子が、殻を持たないナノ粒子に比べて、信号または感度を増大させることを意味する
。何らかの理論によって縛られるわけではないが、核を取り囲む殻の存在が直接の原因で
、粒子がより多くの光を反射することがある。あるいは、またはそれに加えて、核の表面
に受動的に吸着しているときとは対照的に、殻材料に結合しているときに、結合反応に加
わるように、殻の表面に結合したリガンドをより良好に配向させることもできる。
【００４８】
　本明細書で使用するとき、「リガンド」は、関心の分析物に結合する任意のタイプの分
子を意味する。例えば、限定はされないが、ある種の実施形態では、リガンドは、抗体、
抗原、レセプタ（ｒｅｃｅｐｔｏｒ）、核酸または酵素である。
【００４９】
　本明細書で使用する用語「分析物」は、限定はされないが、治療薬物および乱用薬物を
含む薬物；ホルモン；ビタミン；全ての種類の抗体を含むタンパク質；ペプチド；ステロ
イド；細菌；真菌；ウイルス；寄生生物；細菌、真菌、ウイルスまたは寄生生物の成分ま
たは生成物；全てのタイプのアレルゲン；正常または悪性細胞の生成物または成分などを
含む、本発明を使用して検出したい関心の任意の物質を指す。具体例としては、ヒト絨毛
性ゴナドトロピン（ｈＣＧ）；インスリン；黄体化ホルモン；化膿連鎖球菌（グループＡ
）、単純ヘルペスＩ型およびＩＩ型、サイトメガロウイルス（ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉ
ｒｕｓ）、クラミジア属、風疹抗体、インフルエンザＡ型およびＢ型などの、さまざまな
病態を引き起こす、またはさまざまな病態に関連した生物、などを挙げることができる。
本発明のある実施形態では、試料中の分析物の存在の有無が定性的に判定される。他の実
施形態では、試料中の分析物の量または濃度の定量的決定が決定される。
【００５０】
　本明細書で使用する用語「試料」は、検出対象の分析物を含んでいる可能性がある任意
の生体試料を指す。いくつかの実施形態では、生体試料の形態が液体であり、他の実施形
態では、生体試料の形態を液体に変化させることができる。
【００５１】
　本明細書で使用する用語「試料受取り部材」は、液体試料と直接に接触する部分を意味
する。すなわち、試料受取り部材は、関心の分析物を検出するために試験する試料を受け
取る。試料受取り部材は、担体または多孔質膜の部分とし、または担体または多孔質膜と
は別個の部材とすることができる。次いで、液体試料は、横方向流または垂直流の中を、
試料受取り部材から検出ゾーンに向かって移動することができる。試料受取り部材は、分
析物検出ゾーンと液体流接触している。この接触は、オーバラップ（ｏｖｅｒｌａｐ）、
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トップツーボトム（ｔｏｐ－ｔｏ－ｂｏｔｔｏｍ）またはエンドツーエンド（ｅｎｄ－ｔ
ｏ－ｅｎｄ）接続とすることができる。ある種の実施形態では、試料受取り部材が多孔質
材料でできており、例えば、限定はされないが、紙でできている。
【００５２】
　本明細書で使用するとき、ラテラルフロー検定などにおいて使用される用語「担体」は
、液体流を提供することができる任意の基体を指す。これには例えば、ニトロセルロース
、ニトロセルロースとポリエステルまたはセルロースの混合物、未処理紙、多孔質紙、レ
ーヨン、ガラス繊維、アクリロニトリルコポリマー、プラスチック、ガラス、ナイロンな
どの基体が含まれるであろう。基体は多孔質とすることができる。一般に、基体の細孔は
、本発明のナノ粒子が担体全体を通り抜けるような十分なサイズを有する。当業者なら、
液体流を可能にする別の材料が思い浮かぶであろう。担体は、流体連通した１つまたは複
数の基体を含むことができる。例えば、試薬ゾーンと検出ゾーンは、担体内の同じ基体（
すなわち同じパッド）上に存在することができ、または別の基体（すなわち別のパッド）
上に存在することができる。
【００５３】
　本明細書で使用するとき、フロースルー検定などにおいて使用される語「多孔質膜」は
、水溶液によって容易に濡れ、本発明の被覆ナノ粒子が通過することができる十分な大き
さの細孔を有する任意の材料の膜またはフィルタを指す。適切な材料としては、例えば、
ニトロセルロース、ニトロセルロースとポリエステルまたはセルロースの混合物、未処理
紙、多孔質紙、レーヨン、ガラス繊維、アクリロニトリルコポリマー、プラスチック、ガ
ラス、ナイロンなどが含まれる。
【００５４】
　本明細書で使用するとき、「吸収性材料」は、検定試薬および洗浄液の実質的に全ての
液体を吸収し、任意選択で、毛管作用を開始し、試験装置を通して検定液体を引き寄せる
十分な吸収能力を有する多孔質材料を指す。適切な材料としては、例えば、ニトロセルロ
ース、ニトロセルロースとポリエステルまたはセルロースの混合物、未処理紙、多孔質紙
、レーヨン、ガラス繊維、アクリロニトリルコポリマー、プラスチック、ガラス、ナイロ
ンなどが含まれる。
【００５５】
　本明細書で使用するとき、用語「ラテラルフロー」は、担体の平面に沿った液体流を指
す。一般に、ラテラルフロー装置は、毛管作用、すなわちウィッキング（ｗｉｃｋｉｎｇ
）またはクロマトグラフィ作用によって溶液を輸送することができる材料のストリップ（
ｓｔｒｉｐ）（または流体連通したいくつかのストリップ）を備えることができ、ストリ
ップ（１つまたは複数）内の異なる領域またはゾーンは、溶液がこのようなゾーンに輸送
され、またはこのようなゾーンを通して輸送されたときに検出可能な信号を生成する、拡
散可能または拡散不能に結合した検定試薬を含む。一般に、このような検定は、液体試料
を受け取るように適合された塗布ゾーンと、塗布ゾーンから横方向に間隔を置いて配置さ
れ、塗布ゾーンと流体連通した試薬ゾーンと、試薬ゾーンから横方向に間隔を置いて配置
され、試薬ゾーンと流体連通した検出ゾーンとを含む。試薬ゾーンは、液体中を移動可能
な化合物であって、試料中の分析物および／または検出ゾーン内に結合された分子と相互
作用することができる化合物を含むことができる。検出ゾーンは、ストリップ上に固定さ
れた結合分子であって、分析物および／または試薬化合物と相互作用して、検出可能な信
号を生成することができる結合分子を含むことができる。このような検定を使用して、試
料中の分析物を、直接結合（サンドイッチ検定）または競合的結合によって検出すること
ができる。ラテラルフロー装置の例は、特許文献６、７、８および９に記載されている。
【００５６】
　サンドイッチラテラルフロー検定では、関心の分析物を含みまたは含まない可能性があ
る液体試料を塗布ゾーンに塗布し、毛管作用によって試薬ゾーン内へ移動させることを許
容する。分析物が存在する場合、分析物は、試薬ゾーンにおいて標識試薬と相互作用し、
分析物－試薬複合体は毛管作用によって検出ゾーンへ移動する。分析物－試薬複合体は、
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分析物および／または試薬に対して特異的な結合分子と相互作用することによって、検出
ゾーン内に閉じ込められる。結合していない試料は、毛管作用によって、検出ゾーンを通
り抜け、検出ゾーンに対して横方向に並置され、検出ゾーンと流体連通した吸収性パッド
へ移動することができる。次いで、検出ゾーンにおいて標識試薬を、適当な手段によって
検出することができる。
【００５７】
　競合的ラテラルフロー検定では、関心の分析物を含みまたは含まない可能性がある液体
試料を塗布ゾーンに塗布し、毛管作用によって試薬ゾーン内へ移動させることを許容する
。試薬ゾーンは標識試薬を含み、標識試薬は、分析物そのもの、分析物の同族体もしくは
誘導体、または検出ゾーン内の固定された結合剤に結合するときに関心の分析物に見せか
けることができる部分（ｍｏｉｅｔｙ）とすることができる。標識試薬は液相中を移動可
能であり、毛管作用によって液体試料とともに検出ゾーンへ移動する。液体試料に含まれ
る分析物は、検出ゾーン内の固定された結合剤への結合において、標識試薬と競合する。
結合していない試料は、毛管作用によって、検出ゾーンを通り抜け、検出ゾーンに対して
横方向に並置され、検出ゾーンと流体連通した吸収性パッドへ移動することができる。次
いで、検出ゾーンにおいて標識試薬を、適当な手段によって検出することができる。関心
の分析物の存在の有無は、検出ゾーンを調べることによって判定することができ、液体試
料中に存在する分析物の量が多いほど、検出ゾーン内で結合する標識レセプタの量は少な
い。
【００５８】
　本明細書で使用するとき、用語「垂直流」および「フロースルー」は、担体の平面に対
して直角な液体流を指す。一般に、フロースルー装置は、液体が装置を通り抜けることを
許す膜または互いに積み重ねられた膜の層を含むことができる。これらの層は、溶液が装
置を通して輸送されたときに検出可能な信号を生成する、拡散可能または拡散不能に結合
した検定試薬を含むことができる。一般に、この装置は、上面および下面を有し、前記上
面が液体試料を受け取るように構成された第１の層と、第１の層の下面に対して垂直に並
置され、第１の層の下面と流体連通した吸収性の層であり、第１の層を通して液体試料を
引き寄せるように構成された吸収性の層とを備える。第１の層は、第１の層の上面に付着
した結合剤を含むことができ、この結合剤は、試料中の分析物と相互作用し、第１の層の
上面に分析物を閉じ込めることができる。フロースルー装置の例は、特許文献１０および
１１に記載されている。
【００５９】
　実施する際には、関心の分析物を含みまたは含まない可能性がある液体試料を、関心の
分析物に対して特異的な結合剤を含む第１の層の上面に塗布する。次いで、液体試料は、
第１の層を通過し、吸収性層内へ流入する。試料中に分析物が存在する場合、分析物は結
合剤と相互作用し、第１の層の上面に閉じ込められる。次いで、従来の免疫学的検定法に
従って、第１の層を洗浄液で処理することができる。次いで、第１の層を、結合剤によっ
て閉じ込められた分析物に結合する標識試薬で処理することができる。次いで、標識試薬
は、第１の層を通過し、吸収性層内へ流入する。従来の免疫学的検定法に従って、第１の
層を洗浄液で処理することができる。次いで、標識試薬を適当な手段によって検出するこ
とができる。あるいは、第１の層の上面に塗布する前に、液体試料を標識試薬と混合する
こともできる。他の適当な変形実施形態が当業者に知られている。
【００６０】
　ラテラルおよびフロースルー検定を使用して、試料中の複数の分析物を検出することが
できる。例えば、ラテラルフロー検定では、試薬ゾーンが、それぞれが液体試料中の異な
る分析物に結合する（もしくは液体試料中の異なる分析物に見せかける）ことができる複
数の標識試薬、または、複数の分析物に結合する（もしくは複数の分析物に見せかける）
ことができる単一の標識試薬を含むことができる。あるいは、またはそれに加えて、ラテ
ラルフロー検定の検出ゾーンは、それぞれが液体試料中の異なる分析物に結合することが
できる複数の結合分子、または複数の分析物に結合することができる単一の結合分子を含
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むことができる。フロースルー検定では、多孔質膜が、それぞれが液体試料中の異なる分
析物に結合することができる複数の結合剤、または複数の分析物に結合することができる
単一の結合剤を含むことができる。あるいは、またはそれに加えて、フロースルー検定で
は、それぞれが液体試料中の異なる分析物に結合するように構成された標識試薬の混合物
、または複数の分析物と結合するように構成された単一の標識試薬を使用することができ
る。ラテラルまたはフロースルー検定において複数の標識試薬を使用する場合には、液体
試料中の異なるタイプの分析物を識別するため、試薬を示差的に標識することができる。
【００６１】
　本明細書で使用するとき、用語「移動可能な」は、拡散可能もしくは拡散不能に付着し
ていること、または含浸していることを意味する。移動可能な試薬は、液体試料と一緒に
分散することができ、横方向にまたは垂直に流れる液体試料によって運ばれる。
【００６２】
　本明細書で使用するとき、用語「標識試薬」は、関心の分析物を認識し、または関心の
分析物に結合する任意の粒子、タンパク質または分子であって、視覚手段または機器手段
によって検出可能な信号を生成することができる物質、すなわち本明細書で定義した被覆
ナノ粒子が付着した、任意の粒子、タンパク質または分子を意味する。分析物を認識する
粒子または分子は、天然物または非天然物とすることができる。いくつかの実施形態では
、この分子がモノクローナルまたはポリクローナル抗体である。
【００６３】
　本明細書で使用するとき、用語「結合試薬」は、関心の分析物を認識し、または関心の
分析物と結合する任意の粒子または分子を意味する。結合試薬は、分析物－標識試薬複合
体と結合複合体を形成することができる。結合試薬は、検出ゾーン内の担体または多孔質
膜の表面に固定される。担体または多孔質膜に固定されるため、結合試薬は、液体試料の
横方向流または垂直流の影響を受けない。この粒子または分子は、天然物、または非天然
物すなわち合成物とすることができる。結合試薬は、一旦、分析物－標識試薬複合体と結
合すると、分析物－標識試薬複合体が液体試料の流れと一緒に流れ続けることを防ぐ。
【００６４】
　本明細書で使用するとき、「検出ゾーン」は、固定された結合試薬を含む、担体または
多孔質膜の部分を意味する。
【００６５】
　用語「対照ゾーン」は、標識試薬を捕捉するように構成された結合分子を含む、試験装
置の部分を指す。ラテラルフロー検定では、毛管作用によって液体試料が検出ゾーンの外
へ輸送されたときに、対照ゾーンにおいて標識試薬が捕捉されるように、対照ゾーンを担
体の検出ゾーンと液体流接触させることができる。フロースルー検定では、対照ゾーンを
、多孔質膜の試料塗布部分と対照ゾーンの両方に標識試薬が塗布されるような多孔質膜の
別個の部分とすることができる。対照ゾーン内における標識試薬の検出は、検定が、その
意図された目的どおりに機能していることを裏付ける。
【００６６】
　用語「ハウジング」は、本発明の試験装置に対する適当な任意の包囲物を指す。例示的
なハウジングは当業者に知られている。ハウジングは例えばベース部分およびふた部分を
有することができる。ふたは、頂壁および実質的に垂直な側壁を含むことができる。頂壁
から上方へリム（ｒｉｍ）が突き出すことができる。ハウジングに少なくとも２つのウェ
ル（ｗｅｌｌ）を形成するため、リムは、ふたの少なくとも２つの開口と整列した少なく
とも２つの別の開口を有するインサート（ｉｎｓｅｒｔ）をその中に有する凹みを画定す
ることができる。ハウジングは、この２つ以上のウェルとウェルとが連通しないことを保
証するように構築され得る。このようなハウジングの一例が、特許文献１１に記載されて
いる。他の適当なハウジングには、ＢＤ　Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（商標）ＥＺ　ＲＳＶラ
テラルフロー検定装置で使用されているハウジングが含まれる。
【００６７】
　本明細書で使用するとき、「反射率読取り装置」または「反射率計」は、試験装置の検
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出ゾーン内に被覆ナノ粒子が存在することによって生じる反射率の変化を検出することが
できる機器を指す。反射率読取り装置または反射率計は当技術分野で知られている。本発
明で使用するのに適した代表的な機器には、限定はされないが、Ｈａｍａｍａｔｓｕ社の
Ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏ　Ｒｅａｄｅｒ　Ｃ１００６６、ＥＳＥ　ＧｍｂＨ社のＥ
ＳＥ－Ｑｕａｎｔなどがある。最も一般的には装置の検出領域によって検出ゾーンが走査
され、または、反射率計の検出器上に検出ゾーンが直接に画像化されて、空間座標に対し
て反射率がトレースされる。次いで、適当なアルゴリズムを使用して、例えば検出ゾーン
における反射率の最大変化を決定する。
【００６８】
　当技術分野では、ＳＥＲＳベースの方法において使用される被覆ナノ粒子が知られてい
る。例えば、特許文献２は、１種または数種のラマン活性分子が表面に付着しまたは結合
した金属ナノ粒子を含み、ポリマー、ガラスまたは他の誘電材料を含む殻によって被包さ
れたＳＥＲＳ活性複合ナノ粒子（ＳＡＣＮ）を記載している。このような粒子は、ラマン
活性金属ナノ粒子核の上に適当な被包材料の殻を成長させまたは他の方法で配置すること
によって製造することができる。還元剤を使用した溶液中の金属イオンの化学還元または
光化学還元など、当技術分野においてよく知られているいくつかの技法によって、所望の
サイズの金属ナノ粒子を金属コロイドとして成長させることができる。例えば、サブマイ
クロメートルサイズの金粒子を流体に懸濁させたものであるコロイド金粒子は、クロロ金
酸の還元によって液体中で製造することができる。クロロ金酸を溶解した後、この溶液を
高速で撹拌しながら、還元剤を加える。これによって、金イオンが還元されて中性の金原
子となり、この中性の金原子は過飽和溶液から沈澱し、粒子を形成する。粒子が凝集する
のを防ぐため、ナノ粒子の表面に張り付く安定化剤を加えることができる。ナノ粒子は、
溶液中での放電によっても製造することができる。これらの粒子をさまざまな有機リガン
ドで官能基化して、進んだ官能基性を有する有機－無機ハイブリッドを形成することがで
きる。
【００６９】
　適切な被包材料には、ガラス、ポリマー、金属、金属酸化物および金属硫化物などが含
まれる。被包材料がガラスである場合には、最初に、金属ナノ粒子核を、ガラスプライマ
ー（ｇｌａｓｓ　ｐｒｉｍｅｒ）で処理することが好ましい。次いで、標準技法によって
金属ナノ粒子の上にガラスを成長させる。粒子に求められる物理特性に応じて、被包材料
の厚さは容易に変更することができる。この殻を標準技法によって誘導体化して、粒子を
、（タンパク質、核酸などの生体分子を含む）分子または固体支持体に結合させることが
できるようにすることができる。
【００７０】
　市販のＯｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）ナノ粒子は、ＳＥＲＳ信号を生成す
ることができるラマンリポータ分子を表面に吸着させた金ナノ粒子核からなる。次いで、
このラマン標識金ナノ粒子を、厚さ約１０～５０ｎｍのシリカ殻で被覆する。このシリカ
殻は、核の表面から脱離しないようにリポータ分子を保護し、隣接する金粒子間のプラズ
モン－プラズモン相互作用を防ぎ、さらに、溶液中の成分からのＳＥＲＳ信号の生成を防
ぐ。
【００７１】
　反射率読取り装置によって読み取られるラテラルフロー検定に関しては、Ｏｘｏｎｉｃ
ａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）ナノ粒子が、Ｏｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）
ナノ粒子の核と同じ直径を有し、同じ光学濃度で使用された金コロイドの検定感度に匹敵
する検定感度を与えることが予想される。その代わりに、本発明の発明者らは、ラマン信
号検出器ではなく反射率読取り装置によって読み取られるラテラルフロー検定において、
金コロイドの代わりにＯｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）ナノ粒子を使用したと
きに、検定感度における予想外の重大な利点を観察した。重要なことは、一般に、Ｏｘｏ
ｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）ナノ粒子を使用して得られる感度の向上は、単に被
覆されていない金コロイドの直径を調整することによるだけでは得られないということで
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あった。重要なことは、さらに、Ｏｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）ナノ粒子を
標識試薬として使用すると、信号を反射率計によって読み取られるのか、またはＳＥＲＳ
読取り装置によって読み取られるのかに関わらず、検定の感度を同等にすることができる
ということにある。
【００７２】
　ラマン読取り装置ではなく反射率計を使用して信号を読み取られる場合、Ｏｘｏｎｉｃ
ａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）ナノ粒子中のラマン活性分子が検定性能に寄与するとは考
えられない。この予想は実験によって支持されており、それらの実験では、（ラマン活性
分子を含まない）シリカ被覆ナノ粒子が全く同じ性能を示すことが示され、この粒子を反
射率計ベースのラテラルフロー検定で使用して、裸の金コロイドよりも大幅に有利な感度
が得られた。
【実施例１】
【００７３】
　この実験では、インフルエンザＡ型ウイルスに対するラテラルフロー免疫学的検定にお
いて、シリカ被覆金ナノ粒子の性能を金コロイドの性能と比較した。この実験では、イン
フルエンザＡ型ウイルスに対する試験結果が陰性の鼻咽頭吸引物に、既知量の生Ｈ１Ｎ１
インフルエンザＡ型ウイルスを加えた。
【００７４】
　ブリティッシュ・バイオセル・インターナショナル（「ＢＢＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａ
ｌ」、「ＢＢＩ」）社から入手した金コロイドの直径は４０ｎｍであった。この実験で使
用したシリカ被覆金ナノ粒子はＯｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）ナノ粒子であ
った。これらのナノ粒子は、ラマンリポータである４，４’－ジピリジルで被覆した６０
ｎｍ金核と外側のシリカ殻とからなる。シリカ殻の厚さは約３０ｎｍであった。この金コ
ロイドに、インフルエンザＡ型検出抗体を受動吸着によって付着させた。Ｎａｎｏｐｌｅ
ｘ（商標）ナノ粒子については、シリカ表面のチオール基にインフルエンザＡ型検出抗体
を、マレイミドケミストリを介して共有結合させた。両検定とも、Ｗｈａｔｍａｎ　ＡＥ
９９ニトロセルロース膜上にインフルエンザＡ型捕捉抗体を縞の形に配置した。次いで、
このニトロセルロース膜を、液体（「ディップスティック（ｄｉｐｓｔｉｃｋ）」）形式
で検定した。この形式では、粒子＋検出抗体を、さまざまな濃度のウイルスを含む鼻咽頭
試料と混合した。金コロイドと被覆ナノ粒子の両方に対して同じ光学濃度を使用した。次
いで、この粒子／試料混合物を９６ウェルプレートのウェルに入れ、捕捉抗体を含むニト
ロセルロース膜の一端をそれぞれのウェルに入れた。試料をニトロセルロース膜に染み込
ませ、次いで、ウェルを洗浄緩衝液で満たした。この洗浄緩衝液もニトロセルロース膜の
ストリップに染み込んだ。
【００７５】
　その結果生成された捕捉線からの信号を、本願特許出願人の注文に従ってＵＭＭエレク
トロニクス社（米インディアナ州Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ）が製造した反射率計で読み
取った。図１は、金コロイドおよび被覆ナノ粒子を用いたラテラルフロー試験について、
反射率計信号をウイルス濃度に対してプロットしたものを示す。Ｏｘｏｎｉｃａナノ粒子
では、金コロイドに比べてかなり強い反応が見られた。
【実施例２】
【００７６】
　この実施例では、シリカ被覆金ナノ粒子の感度を、市販製品ＢＤ　Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅ
ｎ（商標）ＥＺ　Ｆｌｕ　Ａ＋Ｂの試験の感度と比較した。実施例１の場合と同様に、被
覆金ナノ粒子は、Ｗｈａｔｍａｎ　ＡＥ９９ニトロセルロースを使用したディップスティ
ック形式で検定した。ＢＤ　Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（商標）ＥＺ　Ｆｌｕ　Ａ＋Ｂは、そ
の商用実施形態（「カートリッジ」形式）で試験した。ＢＤ　Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（商
標）ＥＺ　Ｆｌｕ　Ａ＋Ｂ市販製品とＯｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）ナノ粒
子ベースの装置の両方に対して、捕捉抗体および検出抗体は同じであった。試料は、実施
例１で説明したとおりに調製したが、陰性鼻咽頭吸引物に、インフルエンザＡ型ウイルス
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ではなく生Ｂ／Ｌｅｅ／４０インフルエンザＢ型ウイルスを加えた点が異なる。前の実施
例と同様に、実験で使用したシリカ被覆金ナノ粒子はＯｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ
（商標）ナノ粒子であった。これらのナノ粒子は、ラマンリポータである４，４’－ジピ
リジルで被覆した６０ｎｍ金核と外側のシリカ殻とからなる。シリカ殻の厚さは約３０ｎ
ｍであった。ＢＤ市販製品は、シリカ殻を含まない４０ｎｍ金コロイドを使用している。
ＢＤ市販製品は添付文書に従って使用し、試験線信号は、反射率計によって読み取り、さ
らに視覚的に読み取っただけである。
【００７７】
　データを、これらの２種類の粒子の検出限界（信頼性の高い検出限界）を比較した表１
に示す。信頼性の高い検出限界（ＲＤＬ）は、下側９５％信頼限界が、ブランクの上側９
５％信頼限界に等しい濃度と定義される。
【００７８】
　任意の単位（Ｘ）で表現された、ＢＤコロイド金製品およびシリカ被覆ナノ粒子に対す
るＲＤＬが、３つの別個の実験について報告されている。ＵＭＭエレクトロニクス社製の
同じ特注反射率計を使用して、シリカ被覆ナノ粒子ディップスティック装置とＤｉｒｅｃ
ｔｉｇｅｎ（商標）ＥＺ　Ｆｌｕ　Ａ＋Ｂ装置の両方からの信号を読み取った。感度改善
度（Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ　ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ　Ｆａｃｔｏｒ）は、被覆されて
いない金ベースの製品のＲＤＬをシリカ被覆ナノ粒子製品のＲＤＬで割ったものと定義さ
れる。
【００７９】
【表１】

【００８０】
　この表から分かるとおり、Ｏｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）ナノ粒子は、裸
の金粒子に比べて、最大１６倍の感度の向上を与えた。
【００８１】
　上記の実験と同様の別の実験では、金コロイド粒子の直径を、４０ｎｍから、６０ｎｍ
およびそれ以上のサイズに増大させた。これらの実験では、限定された感度の改善（最大
２倍）しか観察されず、このことは、Ｏｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）ナノ粒
子の金核と金コロイドの間のサイズの違いはおそらく感度改善の原因ではないことを示し
ている。
【実施例３】
【００８２】
　この実験では、インフルエンザＢ型（Ｂ／Ｌｅｅ／４０）ラテラルフロー免疫学的検定
試験における金コロイドとＯｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）ナノ粒子の感度お
よび特異性を比較した。６０の臨床試料を調製された。試料は全て、インフルエンザＢ型
ウイルスに対する試験結果が陰性の鼻咽頭試料であった。これらのうち２０の試料を陰性
対照としての役割を果たした。残りの４０の試料に、生インフルエンザＢ型ウイルスを２
段階の濃度で加えて、４０組の陽性試料を作った。これらの４０の試料のうちの２０の試
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料には、生インフルエンザＢ型ウイルスを濃度０．５Ｘ（任意の単位）で加えた。残りの
２０の試料は、濃度を０．０５Ｘにするために、１／１０のインフルエンザＢ型ウイルス
を受け取った。次いで、カートリッジ形式のＢＤ　Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（商標）ＥＺ　
Ｆｌｕ　Ａ＋Ｂ市販製品と、Ｏｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）ナノ粒子を使用
して製作したディップスティック装置とを使用して、全６０試料（陽性４０および陰性対
照２０）を試験した。ディップスティック装置は、Ｗｈａｔｍａｎ　ＡＥ９９ニトロセル
ロースを使用して調製された。Ｏｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）ナノ粒子は、
ラマンリポータである４，４’－ジピリジルで被覆した６０ｎｍ金核と厚さ約３０ｎｍの
外側のシリカ殻とからなった。ＢＤ　Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（商標）ＥＺ　Ｆｌｕ　Ａ＋
Ｂ市販製品とＯｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）ナノ粒子ベースの装置の両方に
対して、捕捉抗体および検出抗体は同じであった。
【００８３】
　結果の概要を表２に示す。この表では、感度は、４０の陽性試料のうちそれぞれの試験
によって陽性と正しく識別された陽性試料の百分率として計算された。特異性は、２０の
陰性試料のうちそれぞれの試験によって陰性と正しく識別された陰性試料の百分率として
計算された。機器による読取りを使用したときには、測定された機器の読みが、装置タイ
プごとに設定したしきい値よりも大きい場合に、その試験を陽性と呼んだ。しきい値は、
装置ごとに少なくとも９５％の特異性が保証されるように設定された。この実施例におい
て、Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（商標）製品は、視覚的におよびＵＭＭエレクトロニクス社製
の特注反射率計によって読み取られた。Ｏｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）ナノ
粒子は、同じ反射率計によって読み取られ、さらに、ＢＤ社によって製造された研究用ラ
マン読取り装置によっても読み取られた（表の最終行）。この研究用ラマン読取り装置は
、励起用の７８５ｎｍレーザ、ならびにラマン信号を検出するためにアクトン・リサーチ
・スペクトロメータ（ＳｐｅｃｔｒａＰｒｏ　２５０００ｉ）およびＣＣＤ検出器（Ｐｉ
ｘｉｓ　４００）を使用した。
【００８４】
【表２】

【００８５】
　見て分かるとおり、Ｏｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）ナノ粒子を用いると、
Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（商標）ＥＺ粒子に比べて感度が明らかに有利であり、特異性の損
失もない。
【実施例４】
【００８６】
　この実験では、表面増強ラマン散乱（ＳＥＲＳ）分子を含むシリカ被覆金ナノ粒子とＳ
ＥＲＳ分子を含まないシリカ被覆金ナノ粒子の性能を、反射率ベースのラテラルフロー免
疫学的検定において比較した。
【００８７】
　ＳＥＲＳタグ（ｔａｇ）を含むＯｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）金ナノ粒子
をオクソニカ社から入手した。このナノ粒子は、４，４’－ジピリジルをタグとして付着
させ、厚さ３５ｎｍのシリカ殻で被覆した６０ｎｍ金核からなる。このナノ粒子の直径は
１３０ｎｍであった。スルホ－ＳＭＣＣケミストリ（Ｐｉｅｒｃｅ　＃２２６２２）を使
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【００８８】
　ＳＥＲＳタグを持たない直径６０ナノメートルの金ナノ粒子をＢＢＩ社から購入した。
次いで、金ナノ粒子を、以下の方法によってシリカで被覆した。最初に、６０ｎｍ金コロ
イド１０ｍＬ（ＢＢＩ社製。～約２．６×１０10粒子／ｍＬ）を、３－メルカプトプロピ
ルトリエトキシシランの１００μＭエタノール溶液７５μＬで処理した。３時間後、２．
７％ケイ酸ナトリウム水溶液７５μＬを加え、反応を２４時間継続させた。次のステップ
で、この懸濁液にエタノール４０ｍＬを加え、続いて、アンモニア１ｍＬおよびオルトケ
イ酸テトラエチル（５％エタノール溶液）３００μＬを加えた。この反応を撹拌しながら
２日間維持し、最後に、遠心分離を繰り返して精製した。この工程で形成されたシリカ被
覆物の厚さは３０ｎｍであり、シリカ被覆金の全体の粒径は１２０ｎｍであった。次いで
、このガラス被覆金ナノ粒子の水懸濁液（１０ｍＬ、約２．６×１０10粒子／ｍＬ）を、
１％メルカプトプロピルトリメトキシシラン（ＭＰＴＭＳ）エタノール溶液と、室温で２
４時間反応させることによって、シリカ被覆金粒子の表面にチオール基を付加した。ＭＰ
ＴＭＳ溶液の量を２５μＬから１００μＬの間で変化させて、互いに対するおおよそのロ
ーディング（ｌｏａｄｉｎｇ）レベルが０．５、１．０、１．５および２．０（例えば２
．０は０．５よりも４Ｘ大きい）のさまざまなレベルの界面活性チオール基を、最適化さ
れていない工程によって形成した。反応後、水中での遠心分離を繰り返すことによって、
粒子を精製した。スルホ－ＳＭＣＣケミストリ（Ｐｉｅｒｃｅ　＃２２６２２）を使用し
て、抗インフルエンザＡ型抗体をナノ粒子上の表面チオール基に共有結合させた。
【００８９】
　ラテラルフロー免疫学的検定をディップスティック形式で以下のように実行した。Ｗｈ
ａｔｍａｎ　ＡＥ９９ニトロセルロースストリップにインフルエンザＡ型捕捉抗体を塗布
した。このニトロセルロースストリップを、光学濃度１０に調整したナノ粒子と、さまざ
まな濃度のインフルエンザＡ型Ｈ１Ｎ１ウイルスとを含む試料溶液に浸した。試料溶液を
ニトロセルロースストリップに完全に染み込ませた。次いで、洗浄緩衝液を加え、これも
ニトロセルロース膜のストリップに染み込ませた。次いでこれらのストリップを乾燥し、
ハママツ社の反射率計、モデルＣ１００６６を使用して反射率を読み取った。結果の概要
を表３に示す。
【００９０】



(22) JP 2017-15732 A 2017.1.19

10

20

30

40

50

【表３】

【００９１】
　表３のデータは、ラテラルフロー免疫学的検定において、反射率計読取り装置を使用し
たときに、ＳＥＲＳリポータを含まないシリカ被覆金ナノ粒子は、最適化された場合に、
ＳＥＲＳリポータを含むナノ粒子と同様の性能を示すことを示している。また、シリカ被
覆金粒子の性能は、チオール化の程度に依存することがある。
【実施例５】
【００９２】
　この実験は、Ｏｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）シリカ被覆金ナノ粒子をリポ
ータとして使用して臨床試料中の生Ｈ１Ｎ１インフルエンザＡ型ウイルスを検出するプロ
トタイプ・ラテラルフロー装置の性能を試験するために考案された。このＯｘｏｎｉｃａ
粒子は、直径約６０ｎｍの金核と、ラマンリポータである４，４’－ジピリジルと、厚さ
約３５ｎｍの外側のシリカ殻とを有した。このカートリッジベースのプロトタイプ装置は
、ＢＤ　Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（商標）ＥＺ　Ｆｌｕ　Ａ＋Ｂ市販製品と同じ捕捉抗体お
よび検出抗体を使用し、この市販製品と同じ方法で使用された。
【００９３】
　このプロトタイプ試験装置は、１本のＭｉｌｌｉｐｏｒｅ　ＨＦ１３５ニトロセルロー
スラテラルフロー膜を支持する支持（ｂａｃｋｅｒ）ストリップを含んでいた。この膜を
横切って、インフルエンザＡ型核タンパク質（Ｆｌｕ　Ａ　ＮＰ）に対して特異的な捕捉
抗体を縞の形に配置して、試験線を形成した。この試験線に隣接して抗種（ａｎｔｉ－ｓ
ｐｅｃｉｅｓ）免疫グロブリン抗体を縞の形に配置して、対照線を形成した。１０％ＳＥ
ＡＢＬＯＣＫ溶液（Ｐｉｅｒｃｅ　３７５２７）で処理した結合パッド（Ａｒｉｓｔａ　
ＭＡＰＤＳ－０３９９）上に、Ｏｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）ＳＥＲＳナノ
粒子を噴霧した。このナノ粒子を、Ｆｌｕ　Ａ　ＮＰに対する検出抗体と結合させた。こ
の結合パッドを、ラテラルフロー膜の一端の支持ストリップに接着した。ラテラルフロー
膜の反対端に、吸収性ウィッキングパッド（Ｗｈａｔｍａｎ　＃４７０）を取り付けた。
その結果得られたラテラルフロー検定ストリップを、２部品ポリスチレンカートリッジ内
に装着した。このカートリッジは、ラテラルフロー膜の試験線および対照線領域を露出さ
せる中央窓および結合パッドの中央に配置された試料塗布ウェルを除いて、検定ストリッ



(23) JP 2017-15732 A 2017.1.19

10

20

30

40

50

プを完全に取り囲んだ。このカートリッジ・ハウジングは、ＢＤ　Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅｎ
（商標）ＥＺ　ＲＳＶラテラルフロー検定装置において使用されているものである。
【００９４】
　実施例１と同様に、インフルエンザＡ型ウイルスに対する試験結果が陰性の小児鼻咽頭
吸引物試料に、既知量の生インフルエンザＡ型ウイルスを加えた。ウイルスを加えた試料
内の最終的なウイルス濃度は、０．２５Ｘ（任意の単位）から、２倍連続希釈による０．
００３９Ｘまでにわたった。ウイルスを含まない希釈媒質を加えた試料（「０Ｘ」）を対
照として含めた。生ウイルスを加えた後、ＢＤ　Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（商標）ＥＺ　Ｆ
ｌｕ　Ａ＋Ｂの試料調製プロトコルを使用して、一連の試料を処理した。簡単に説明する
と、インフルエンザＡ型ウイルスを加えたある量の試料を、柔軟な試料管内で抽出試薬と
混合した。次いで、抽出された試料を、管から、ガラス繊維濾過先端を通してしぼり出し
、回収した。３つのそれぞれのプロトタイプ試験装置の試料ウェルに１００μＬ加えるこ
とにより、それぞれの試料を３連で試験した。
【００９５】
　Ｏｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）ＳＥＲＳナノ粒子を使用して製作したそれ
ぞれの装置を、ハママツ社の反射率計（モデルＣ１００６６）を使用して、試料を塗布し
てから１５分後および３０分後に読み取った。３０分後の読取りの後、それぞれのラテラ
ルフローストリップをそのカートリッジから取り出し、結合パッドおよびウィッキングパ
ッドを剥ぎ取り、周囲温度および湿度で少なくとも１時間乾燥させた。乾燥後、それぞれ
のストリップを反射率計によって再び読み取った。各読取り時刻のデータを使用して投与
量－反応曲線をプロットし、次いで、その投与量－反応曲線を使用して、読取り時刻ごと
の感度を、最小検出可能濃度（平均信号がブランクの上側信頼区間に等しい最低濃度；Ｍ
ＤＣ）および信頼性の高い検出限界（ＲＤＬ）の観点から計算した。これらの結果を表４
に示す。表４はさらに、Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（商標）ＥＺの感度との比較で、Ｏｘｏｎ
ｉｃａ粒子を使用して得られた感度の改善を示す。Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（商標）ＥＺは
、シリカ被覆物を持たない直径４０ｎｍの金コロイドを使用する。
【００９６】
【表４】

【００９７】
　現行のＤｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（商標）ＥＺ　Ｆｌｕ　Ａ装置の検出限界（ＲＤＬ）は、
視覚的な読取りで約０．５Ｘ　Ｆｌｕ　Ａウイルス濃度、反射率計による読取りで約０．
２Ｘである。表４に示すように、Ｏｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）リポータナ
ノ粒子を使用したカートリッジベースの試験装置は、現行のＤｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（商標
）ＥＺ　Ｆｌｕ　Ａ装置に比べて著しい感度の増大を提供する。
【実施例６】
【００９８】
　この実施例では、Ｏｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（商標）シリカ被覆金ナノ粒子を
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使用したプロトタイプ・ラテラルフローＦｌｕ　Ａ試験の分析感度を、反射率計によって
読み取ったＢＤ　Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（商標）ＥＺ　Ｆｌｕ　Ａ＋Ｂ市販製品の分析感
度と比較した。このＯｘｏｎｉｃａ粒子は、直径約６０ｎｍの金核と、この金の表面に付
着させたラマンリポータ分子である４，４’－ジピリジルと、厚さ約３５ｎｍのシリカ殻
とを有した。この実施例では、ラテラルフロー装置あたりのＳＥＲＳナノ粒子の量が、市
販製品中の金コロイド粒子の量よりもわずかに少ないと推定された。ＢＤ　Ｄｉｒｅｃｔ
ｉｇｅｎ（商標）ＥＺ　Ｆｌｕ　Ａ＋Ｂ市販製品とＯｘｏｎｉｃａ　Ｎａｎｏｐｌｅｘ（
商標）ナノ粒子ベースの装置の両方に対して、捕捉抗体および検出抗体は同じであった。
【００９９】
　実施例５の場合と同様に、インフルエンザＡ型ウイルスに対する試験結果が陰性の小児
鼻咽頭吸引物試料に、既知量の生インフルエンザＡ型ウイルスを加えた。最適化されたプ
ロトタイプ装置を実施例５で説明したとおりに組み立て、ＢＤ　Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（
商標）ＥＺ　Ｆｌｕ　Ａの添付文書に従って試料抽出を実行した。全ての装置（ＳＥＲＳ
ベースのプロトタイプおよびＢＤ　Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（商標）ＥＺ　Ｆｌｕ　Ａ＋Ｂ
）は、試料を塗布してから１５分後に、ハママツ反射率計（モデルＣ１００６６）で読み
取った。図２は、両方の検定形式について、生ウイルス濃度に対する反射率信号を示し、
表５は、最も高い試験ウイルス濃度（０．２５Ｘ）で得られた反射率計信号を、これらの
検定に対する信頼性の高い検出限界（ＲＤＬ）とともに示す。この実験では、ＳＥＲＳナ
ノ粒子を使用した装置が、反射率計を用いて読み取ったＢＤ　Ｄｉｒｅｃｔｉｇｅｎ（商
標）ＥＺ　Ｆｌｕ　Ａ＋Ｂに比べて、約７倍の感度改善および８倍の明るさの改善を示し
た。
【０１００】
【表５】

【０１０１】
等価物
　当業者は、本明細書に記載した特定の実施形態の多くの等価物を認識し、またはこのよ
うな等価物をルーチンの実験だけを使用して突き止めることができる。このような等価物
は、以下の特許請求の範囲によって包含される。
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