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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】検体由来の物質や標識物質などによる非特異吸
着の影響を受けず、かつセンサ素子を大きくすることな
く、感度および精度に優れた検体液中の標的物質の検出
方法を提供する。
【解決手段】第一の特異結合物質が固定されている大面
積を有する固相に、第二の特異結合物質と標識物質とを
有する標識試薬と、前記検体液とを接触させることによ
り、前記標的物質に前記第一の特異結合物質および第二
の特異結合物質が結合した複合体を前記固相上に形成す
る工程と、未反応の標的物質を含む過剰な検体液由来の
物質や過剰な前記標識試薬を前記固相上から除去するた
めの洗浄工程と、前記選択的に開裂する結合を開裂する
手段により前記複合体を前記固相から解離させる工程と
、前記解離させた複合体を、前記固相に比べて小面積の
検出部位上に濃縮する工程と、前記検出部位上に濃縮さ
れた前記複合体の濃度を測定する工程と、を有すること
を特徴とする標的物質の検出方法。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　検体液中の標的物質を検出するための方法であって、
選択的に開裂する結合を介して第一の特異結合物質が固定されている、大面積を有する分
離用固相に、第二の特異結合物質と標識物質とを有する標識試薬と、前記検体液とを接触
させることにより、前記標的物質に前記第一の特異結合物質および第二の特異結合物質が
結合した複合体を前記固相上に形成する工程と、
未反応の標的物質を含む過剰な検体液由来の物質や過剰な前記標識試薬を前記固相上から
除去するための洗浄工程と、
前記選択的に開裂する結合を開裂する手段により前記複合体を前記固相から解離させる工
程と、
前記解離させた複合体を、前記固相に比べて小面積の検出部位上に濃縮する工程と、
前記検出部位上に濃縮された前記複合体の濃度を測定する工程と、
を有することを特徴とする標的物質の検出方法。
【請求項２】
　前記標識物質が磁性粒子であることを特徴とする請求項１記載の検出方法。
【請求項３】
　前記検出部位上への前記複合体の濃縮を磁場の印加で行うことを特徴とする請求項１ま
たは２記載の検出方法。
【請求項４】
　前記検出部位上に濃縮された前記複合体の濃度の測定を磁気信号の検出により行うこと
を特徴とする請求項１から３のいずれかに記載の検出方法。
【請求項５】
　前記選択的に開裂する結合がチオレート結合であることを特徴とする請求項１から４の
いずれかに記載の検出方法。
【請求項６】
　前記結合を選択的に開裂する手段が電位の印加であることを特徴とする請求項５記載の
検出方法。
【請求項７】
　前記選択的に開裂する結合が特定のアミノ酸配列であることを特徴とする請求項１から
４のいずれかに記載の検出方法。
【請求項８】
　前記結合を選択的に開裂する手段が基質特異性が高いプロテアーゼであることを特徴と
する請求項７記載の検出方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、臨床検査、獣医検査、食品検査、環境検査などの様々な分野で利用される、
検体液中の標的物質を検出する方法に関するものである。本発明は特に、臨床検査の分野
において診断と治療に不可欠な、検体液中の標的物質の検出に好適に応用できる検出方法
に関する。
【背景技術】
【０００２】
　検体液中に含まれる抗原、抗体、DNAなどの生体成分の検出は、感染症や癌などの疾病
の診断や治療に広く用いられており、臨床上、非常に重要である。
【０００３】
　標的物質を検出するための方法としては、標的物質と特異的に結合する物質で被覆され
た不溶性の担体（固相）を用いて標的物質を捕捉して測定する方法、いわゆる固相測定法
が広く用いられている。固相測定法は、競合法と非競合法（サンドイッチ法）に大別され
るが、測定感度の点においてはサンドイッチ法が優っている。サンドイッチ法では、標的
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物質の二つの異なる領域での結合が形成されるが、まず標的物質の一方の領域（標的物質
が抗原の場合はエピトープと呼ばれる）を特異的に認識し捕捉することができる第一の特
異結合物質を固相上に固定する。標的抗原を抗体を用いて捕捉する場合には、第一の特異
結合物質は一次抗体と呼ばれる。次に、この固相表面に、標的物質を含む検体液を接触さ
せる。これにより、標的物質が第一の特異結合物質に捕捉される。次に、第一の特異結合
物質により捕捉された標的物質の他方の領域を特異的に認識し、捕捉することができる第
二の特異結合物質を有する標識物質を添加する。標的抗原を抗体を用いて捕捉する場合に
は、第二の特異結合物質は二次抗体と呼ばれる。これにより、第二の特異結合物質を有す
る標識物質が、固相表面に固定化された第一の特異結合物質に捕捉された標的物質に捕捉
され、結果的に図１（ｃ）のように、標的物質を介して標識物質が固相表面に固定化され
る。
【０００４】
　また、あらかじめ標的物質を含む検体液中に、第二の特異結合物質を有する標識物質を
加えて、“標的物質－第二の特異結合物質”複合体を形成させる。この複合体を固相上に
固定化された第一の特異結合物質と接触させることによっても、図１（ｃ）のように標的
物質を介して、標識物質を固相表面に固定化できる。
【０００５】
　固相測定法における感度を向上させるために、表面積が大きな粒子状の固相を用いて第
一の特異結合物質の濃度を増大させる手法が一般的に用いられており、市販の免疫検査装
置においては固相として磁性粒子が利用されているものもある。
【０００６】
　近年、磁性粒子を固相としてではなく、標識物質として用いて標的物質濃度を測定する
磁気バイオセンサが注目されている。磁気測定においては、バックグラウンドノイズの発
生源が磁性体のみであるため、光学測定や電気化学測定と比較して、外部からのバックグ
ラウンドノイズが低く、高感度検出に有用な手法である。
【０００７】
　磁気測定の手法を用いた標的物質の検出方法として、特許文献１には、センサ素子上の
第一の特異結合物質と磁性粒子を標識した第二の特異結合物質との標的物質を介した結合
により、素子表面に保持される磁性粒子の磁気信号を、巨大磁気抵抗効果素子を用いて検
出する方法が開示されている。
【０００８】
　また、特許文献２には、センサ素子上の第一の特異結合物質と磁性粒子を標識した第二
の特異結合物質との標的物質を介した結合により、素子表面に保持される磁性粒子の磁気
信号を、半導体磁気抵抗効果素子を用いて検出する方法が開示されている。
【０００９】
　さらに、特許文献３および特許文献４では、標的物質とその特異結合物質（修飾あるい
は標識された特異結合物質を含む）との複合体を第一固相に形成させた後、該複合体を溶
出して第二固相に移しかえ、第二固相上の該複合体を測定して標的物質を定量することで
、非特異吸着の影響を低減させている。しかしながら、該複合体を溶出させるための手段
として、酸、アルカリ、高濃度無機塩等の試薬の添加が開示されている。
【特許文献１】米国特許第５９８１９７号明細書
【特許文献２】特開２００５－８４０２３号公報
【特許文献３】特許第２６０６７２２号公報
【特許文献４】特許第２６５７６７２号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　検体液中における標的物質は微量しか含まれていない、あるいは疾病の早期発見や再発
防止のために微量での検出が必要とされる場合が多く、さらなる高感度および高精度での
検出が望まれている。微量の標的物質を高感度に検出するためには、前述のように固相面
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積を増大させて第一の特異結合物質の固定量を増加させる必要があるが、非特異吸着量も
増加し、高感度検出を妨害する。
【００１１】
　特許文献１および２に開示される磁気バイオセンサにおいて、さらなる高感度化のため
に固相面積を増大させて第一の特異結合物質の固定量を増加させようとすると、固相がセ
ンサ素子であるため、コストの上昇に直結してしまう。また、夾雑物質からの磁気信号ノ
イズはなくとも、第二の特異結合物質に標識された磁性粒子のセンサ素子表面への非特異
吸着による高感度検出の妨害に対する対策が不可欠である。
【００１２】
　また、特許文献３および４に開示される方法では、非特異吸着量を低減させることで高
感度検出を可能とすることを目的とするが、標的物質の変性や、非特異吸着物質の解離、
解離条件の至適化の煩雑さという問題があった。
【００１３】
　本発明は、上記課題点を克服するものであり、検体由来の物質や標識物質などによる非
特異吸着の影響を受けず、かつセンサ素子を大きくすることなく、感度および精度に優れ
た検体液中の標的物質の検出方法を提供するものである。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明に係る検出方法は、
選択的に開裂する結合を介して第一の特異結合物質が固定されている、大面積を有する分
離用固相に、第二の特異結合物質と標識物質とを有する標識試薬と、前記検体液とを接触
させることにより、前記標的物質に前記第一の特異結合物質および第二の特異結合物質が
結合した複合体を前記固相上に形成する工程と、
未反応の標的物質を含む過剰な検体液由来の物質や過剰な前記標識試薬を前記固相上から
除去するための洗浄工程と、
前記選択的に開裂する結合を開裂する手段により前記複合体を前記固相から解離させる工
程と、
前記解離させた複合体を、前記固相に比べて小面積の検出部位上に濃縮する工程と、
前記検出部位上に濃縮された前記複合体の濃度を測定する工程と、
を有することを特徴とする標的物質の検出方法である。
【発明の効果】
【００１５】
　本発明は、検体中の標的物質を分離用固相上で捕捉した後にセンサ素子上に濃縮するこ
とによって、標的物質をセンサ素子上で捕捉することにより検出する方法では検出できな
かった微量の標的物質を測定することを可能とする。そして、検体からの標的物質の濃縮
工程において、標的物質のみを濃縮することができるため、非特異的吸着の影響を受けず
に標的物質を検出することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１６】
　本発明は、検出部位上の標識物質の数を検知することにより検体液中の標的物質の濃度
を測定する方法である。標的物質とその特異結合物質との複合体を選択的に解離させるこ
とが可能な結合を介して大面積の固相上に形成させた後に、複合体を選択的に解離させ、
小面積の検出部位上に濃縮して測定することにより、非特異吸着の影響を低減して高感度
に標的物質の定量を行うことができる。
【００１７】
　具体的には次の工程を有する。
（１）選択的に開裂する結合を介して第一の特異結合物質が固定されている大面積を有す
る固相に、第二の特異結合物質と標識物質とを有する標識試薬と、前記検体液とを接触さ
せることにより、前記標的物質に前記第一の特異結合物質および第二の特異結合物質が結
合した複合体を前記固相上に形成する工程。
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（２）未反応の標的物質を含む過剰な検体液由来の物質や過剰な前記標識試薬を前記固相
上から除去するための洗浄工程。
（３）前記選択的に開裂する結合を開裂する手段により前記複合体を前記固相から解離さ
せる工程。
（４）前記解離させた複合体を、前記固相と比べて小面積の検出部位上に濃縮する工程。
（５）前記検出部位上に濃縮された前記複合体の濃度を測定する工程。
（１）の工程は、検体液中の標的物質を検体液から分離する工程と、標的物質を標識する
工程とを有しており、これらを独立して行ってもよい。大面積を有する固相には、標的物
質と特異的に結合する特異結合物質（以下、第一の特異結合物質と記す）が選択的に開裂
する結合を介して固定されている。標識試薬は、と第一の特異結合物質とは異なる領域で
標的物質と結合する特異結合物質（以下、第二の特異結合物質と記す）に標識物質が結合
したものを用いる。
【００１８】
　本発明の好ましい実施の形態について、詳細に説明する。
【００１９】
　（標的物質）
　本発明における標的物質は、特異結合物質が存在する全ての物質である。よって標的物
質は、生体物質に限るものではなく、またその大きさも限定されるものではない。ただし
、標的物質は抗原や擬似抗原、抗体、ホルモン、タンパク質、ペプチド、アミノ酸、糖、
ビタミン、遺伝子、薬剤などの生物に含有される生体物質、および、その関連物質や人工
的に合成された擬似生体物質であることが望ましい。
【００２０】
　これらの標的物質は全血、血清、血漿、髄液、唾液、尿、涙液、汗、間質液などの体液
、糞便、組織抽出液などに含まれる場合が多い。これらの標的物質を含む試料をそのまま
検体液として使用しても、試料に対して、標的物質の抽出処理、分離処理、希釈処理およ
び精製処理等の各種処理を経て調整されたものを使用しても良い。
【００２１】
　（特異結合物質）
　本発明における特異結合物質は、標的物質と特異的に結合する物質をいい、修飾あるい
は標識されたものも含む。抗体、抗原、レセプター、タンパク質、ペプチド、アミノ酸、
レクチン、遺伝子、あるいはＤＮＡやＲＮＡなどが挙げられるがこれに限るものではない
。また、特異結合物質は、特異結合能を有するそれらのフラグメントあるいはサブユニッ
トも含む。サンドイッチ法により標的物質を固相に捕捉し、且つ標的物質を標識する場合
は、特異結合物質は、固相に固定したもの（第一の特異結合物質）と標識物質と結合した
もの（第二の特異結合物質）の2種類を用いる。
【００２２】
　（標的物質を分離するために用いる固相）
　本発明に用いる固相は、本発明の検出方法において検体から標的物質を選択的に分離す
るために特異的結合物質を固定して用いる固相担体である。この標的物質分離用の固相は
、選択的に開裂できる結合を表面に導入でき、検出部位よりも大面積のものであれば、従
来の固相測定法で使用されてきたものでも、あるいは新しいものでもよく、材質、形状、
大きさなどによって限定されるものではない。固相の面積は検出部位の２倍以上であるこ
とが好ましい。分離用固相の例としては、ポリスチレン球、ナイロン球、ガラス球、ガラ
ス平板、ポリスチレンマイクロプレート、ラテックス粒子、各種磁性粒子、金属粒子、金
属で被覆された粒子、金属平板、金属で被覆された平板、各種多孔質体、各種電極などが
挙げられるがこれに限るものではない。選択的に開裂できる結合としてチオレート結合を
用いる場合には、材質として金、銀、銅、白金、パラジウム、鉄などの金属や、ITOなど
の酸化物、GaAsやInPなどの半導体を含む固相を使用するのが望ましい。
【００２３】
　（標識物質）
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　本発明に用いる標識物質は、標的物質を検出するための標識としての物性や特性を満た
すものであればよく、通常用いられる、磁性物質、酵素、放射性同位体、蛍光物質、発光
物質などがあげられる。
【００２４】
　磁性物質としては、磁場の印加により磁気信号を検出できるものであれば良く、常磁性
、超常磁性を示す磁性粒子などを用いることができる。磁性粒子としては、フェライトや
マグネタイトといった鉄酸化物や金属酸化物の粒子を利用できる。また、これらの粒子や
高分子材料中にこれらの粒子を封入あるいは分散させたものをコアとして、高分子層を被
覆した被覆物も用いることができる。磁性粒子の大きさは検出素子の形状、大きさ、ある
いは用途によって様々に選択することが可能であるが、一般的に数十ナノメートルから数
百マイクロメートルの直径を有するものが用いられる。ただし、特異結合物質の固定量を
増加させるために粒径が小さく、かつ磁力による濃縮や洗浄および磁気信号の検出を行う
ために飽和磁化の高いものが望ましい。
【００２５】
　酵素としては、アルカリフォスファターゼ、ペルオキシダーゼ、アセチルコリンエステ
ラーゼ、β-D-ガラクトシダーゼ等が一般的に用いられる。
【００２６】
　放射性同位体に用いられるものとしては、例えば、I135、I125があげられる。
【００２７】
　蛍光物質としては、フルオレセイン系、シアニン系、ローダミン系等の物質を用いるこ
とができる。
【００２８】
　発光物質としては、アクリジニウム系およびルミノール系の物質、金コロイドのような
コロイド金属などが一般的に用いられる。
【００２９】
　（固相上への特異結合物質の固定）
　本発明の検出方法においては、特異結合物質を選択的に開裂する結合を介して固相上に
固定する。選択的に開裂する結合は、標的物質と特異結合物質（標識されたものを含む）
との複合体を変性させずに、非特異吸着物質と比較して複合体を選択的に解離できるもの
であれば良く、チオール基やジスルフィド基、あるいは特定のアミノ酸配列を有する化合
物などを用いることにより形成することができる。
【００３０】
　例えば、チオール基あるいはジスルフィド基を有する化合物を所定濃度溶解させた溶液
中に、金などの固相を所定時間浸漬することにより、固相表面にチオレート結合を介して
これらの化合物が結合する。チオレート結合は後述するように、固相に所定の電位を印加
することにより、選択的に解離させることができる。これらの化合物のもう一方の末端に
、活性エステル基、カルボキシル基、アミノ基などの官能基を有するものを用い、これら
の官能基を利用して特異結合物質を固定することができる。これらの化合物は、固相と結
合するチオール基あるいはジスルフィド基と、特異結合物質と結合する官能基間の分子構
造や長さなどは限定されるものではない。ただし、炭素数が数個～数十個のアルキル鎖や
エチレンオキシドユニット数が数個～数十個のポリエチレンオキシド鎖が一般的に用いら
れる。
【００３１】
　特定のアミノ酸配列を有する化合物としては、
Ile-Glu-Gly-Arg（配列番号１）、Leu-Glu-Val-Leu-Phe-Gln-Gly-Pro（配列番号２）、As
p-Asp-Asp-Asp-Lys（配列番号３）、Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser（配列番号４）などのアミ
ノ酸配列を有するペプチドなどを利用できる。例えば、これらのアミノ酸配列を有するペ
プチドを導入した特異結合物質を含む溶液中に固相を浸漬することにより、得意結合物質
を子相上に結合させることができる。これらのアミノ酸配列は、後述するように、基質特
異性に優れたプロテアーゼにより選択的に切断することができる。
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【００３２】
　（標的物質と特異結合物質との複合体の固相からの解離）
　本発明の検出方法において、固相上に選択的に開裂が可能な結合を介して形成された、
標的物質と特異結合物質（標識されたものを含む）との複合体を、変性させることなく、
かつ選択的に解離することにより、固相上に非特異的に吸着した標識体などの影響を低減
することができる。
【００３３】
　解離方法としては、チオレート結合が形成されている場合には、固相に対して、銀／塩
化銀などの電極を基準として一定の負電位を印加あるいは一定範囲の電位を挿引すること
により、還元脱離反応が起こり、チオレート結合を選択的に解離させることができる。例
えばチオール基を持つ化合物（R-SH）を金の固相上に結合させた場合では、
【化１】

という反応が起こる。チオレート結合を解離させるためには、一定の電位を所定時間印加
しても良いし、所定範囲の電位を所定の速度で掃引しても良い。電極還元だけでなく、プ
ロトンの付加によっても、チオレート結合は解離するため、溶液のpHは低い方がより狭い
電位範囲での掃引で脱離させることが可能になる。したがって、印加する電位の値、ある
いは挿引する電位の範囲の最適値は用いる化合物や溶液のpHにより異なるが、pH 3からpH
 10の溶液中で、銀／塩化銀電極に対して－0.2Vから－1.0Vの電位範囲で、数十mV/sから
数百ｍV/sの速度で掃引を行えば、チオレート結合を解離させることが可能である。
【００３４】
　特定のアミノ酸配列を有する化合物を用いた場合では、基質特異性に優れたプロテアー
ゼを作用させることにより選択的に切断することができる。例えば、Ile-Glu-Gly-Arg（
配列番号１）の配列を含む化合物の場合にはXa因子（メルク社製品）を、Leu-Glu-Val-Le
u-Phe-Gln-Gly-Pro（配列番号２）の配列を含む場合にはHRV 3C Protease（タカラバイオ
社製品）、Asp-Asp-Asp-Asp-Lys（配列番号３）の配列を含む場合にはエンテロキナーゼ
（メルク社製品）を、Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser（配列番号４）の配列を含む場合にはト
ロンビン（メルク社製品）を含む溶液中に固相を浸漬させることにより、選択的に配列が
切断される。
【００３５】
　（検出部位上への標識物質の濃縮）
　本発明の検出方法においては、大表面積の固相上に固定した標的物質と特異結合物質と
の複合体を、選択的に解離させた後、小面積の検出部位に濃縮して検出を行うことで、感
度を向上させることができる。濃縮とは、特異結合物質を介して結合した標的物質の単位
面積あたりにおける存在量が、大表面積の分離用固相上に比べ、検出部位上の方が増加す
ることをいう。濃縮の手段は、検出部位への標識物質の濃縮が達成されるものであればよ
く、磁場の印加、電場の印加、静電相互作用、疎水性相互作用などを利用することができ
る。標識物質として磁性粒子を用いた場合には、磁場の印加により検出部位上への濃縮が
容易に行うことができる。また磁性粒子がセンサ素子表面に直接結合することによる、磁
気信号強度の増加の効果を併せて得ることができ、好ましい。磁性粒子以外の酵素、放射
性物質、蛍光物質、発光物質などの標識物質を、第二の特異結合物質と共に磁性粒子に結
合させることで、磁場の印加により簡便に検出部位へ濃縮した後に、電気化学的、光学的
手法により検出を行うことも可能である。
【００３６】
　ここで、固相への固定で行う特異結合物質と標的物質との結合は、様々な物質が存在す
る反応系から標的物質のみを特異的に選択する反応である。例えば、特異結合物質として
抗体を用いる場合は抗原との結合は平衡状態に達すると、反応系に存在する標的物質をす
べて集めることはできない。しかし、検出部位への濃縮では、例えば、磁場の印加による
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方法は磁性を有する物質であれば非選択的に集めることができるため、濃縮する目的の物
質のみが存在する系においては好適に用いることができる。
【００３７】
　（検出方式）
　本発明の検出方法において用いる検出方式は、標識物質あるいは標識物質由来の物質の
数を検知することにより、検体液中の標的物質の濃度を測定する方法であればよい。標識
物質が酵素の場合では、酵素反応により生じた生成物を電気化学的あるいは光学的な手法
により検出することができる。標識物質が蛍光物質の場合には、標識物質から生じる蛍光
強度を検出すればよく、標識物質が発光物質の場合には、発光強度を検出すれば良い。た
だし、バックグラウンドノイズが低い磁気信号を検出する方式が好ましく、センサ素子と
しては、磁気抵抗効果素子、ホール効果素子、磁気インピーダンス素子、コイル、超伝導
量子干渉素子が望ましい。
【実施例】
【００３８】
　以下、実施例を用いてさらに詳細に本発明を説明するが、本発明は、これらの実施例に
限定されるものではない。
【００３９】
　（実施例１）
　本実施例では、標識として磁性粒子、選択的に開裂する結合としてチオレート結合を用
い、標的抗原であるhCG（human Chorionic gonadotropin;ヒト絨毛性ゴナドトロピン）の
磁気センサによる検出を行う。
【００４０】
　（１）磁性標識の作製
　hCGを捕捉する２次抗体を有する磁性標識を作製する。磁性粒子（nanomag（登録商標）
-D, micromod社製品、平均粒径 250 nm）表面のカルボキシル基を、1-エチル-3-(3-ジメ
チルアミノプロピル)カルボジイミドおよびN-ヒドロキシスクシンイミドにより活性化し
、2次抗体に存在するアミノ基とアミド結合を形成させることにより、磁性標識を作製す
る。
【００４１】
　（２）分離用固相の作製
　洗浄した金基板（およそ1cm2）をジチオビス(スクシンイミジルウンデカノエート)（以
下DSH、同仁化学社製品）を1 mM含むジオキサン溶液中に浸漬し、チオレート結合を介し
て基板表面をDSHで修飾する。
【００４２】
　ジオキサンで洗浄後、hCGを捕捉する1次抗体を100 mg/mLの濃度で含むリン酸緩衝液中
に、DSHで修飾した金基板を浸漬することにより、DSH末端の活性エステル基と抗体のアミ
ノ基間にアミド結合を形成させ、抗体を固定する。
【００４３】
　界面活性剤を含むリン酸緩衝液で洗浄後、0.1 M エタノールアミンを反応させ、残存す
る活性エステル基をブロッキングする。
【００４４】
　リン酸緩衝液で洗浄後、10 mg/mLの濃度でスキムミルクを含むリン酸緩衝液中に基板を
浸漬し、DSHで修飾されていない金基板表面をブロッキングする。
【００４５】
　上記操作により図1（a）に示すような分離用固相を作製する。
【００４６】
　（３）hCGの捕捉
　抗原（標的物質）であるhCGを含む検体および２次抗体を有する磁性標識を含むリン酸
緩衝液中に分離用固相を浸漬し、図1（ｂ）のように次抗体－hCG－２次抗体・磁性標識の
サンドイッチ複合体を分離固相上に形成させる。その後、図１（ｃ）のように未反応の検
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体および磁性標識を界面活性剤を含むリン酸緩衝液で洗浄して除去する。
【００４７】
　（４）サンドイッチ複合体の選択的解離
　サンドイッチ複合体を形成した分離用固相の金基板を作用極、参照極として銀／塩化銀
電極、対極に白金線を用い、リン酸緩衝液中において、－0.2 Vから－0.8 Vの電位範囲で
リニアースイープボルタンメトリーを行う（電位挿引速度：100 mV/s）。この操作により
還元脱離反応が起こり、チオレート結合が選択的に解離する。
【００４８】
　（５）センサ素子上へのサンドイッチ複合体の濃縮
　（４）の操作により分離用固相から解離させた、DSHに固定した1次抗体のうち、hCGを
介して形成した磁性標識とのサンドイッチ複合体のみを、磁力により磁気センサ素子（お
よそ1mm2）表面へ濃縮する。
【００４９】
　（６）hCGの検出
　（５）の操作によりセンサ素子表面に濃縮したサンドイッチ複合体の磁性標識からの磁
気信号を検出することによって、検体液中に含まれるhCGを定量する。
＜測定時操作の説明＞
　以下に図２の本発明の測定システムのブロック図を用いて、測定操作について説明する
。２０６のサンプリングプローブにより、２０１の標的抗原を含む検体を２０９の反応容
器へ分注する。２０３の希釈液も同様にして２０９の反応容器へ分注する。２０９の反応
容器内に設置された２１１の分離用固相上には、電位の印加により選択的に開裂可能なチ
オレート結合を介して、一次抗体が固定されている。２０２の磁性標識試薬も同様にして
２０９の反応容器へ分注することにより、２１１の分離用固相上に標的抗原を介して、磁
性標識が固定される。固相上への結合に関与しなかった標的抗原や磁性標識試薬等を含む
溶液は、２０６のサンプリングプローブにより、２０９の反応容器内より２０５の廃液容
器へ移送される。さらに、２０６のサンプリングプローブにより、２０４の洗浄液を２０
９の反応容器内へ満たし、洗浄を行う。２０６のサンプリングプローブにより、２０９の
反応容器内より２０５の廃液容器へ、使用された洗浄溶液は移送される。２０６のサンプ
リングプローブにより、２０３の希釈液を２０９の反応容器へ分注する。２０９の反応容
器内に設置されている２１２の参照極と２１１の分離用固相間には、２１３のポテンシオ
スタットにより制御された電圧が、２１４のポテンシャルスイーパーにより、定められた
範囲を一定速度で掃引される。２１０の対極は、２１２の参照極に過電流が流れ、電位の
ずれが生じることを防ぐ。電位の掃引により、２１１の分離用固相上に形成された一次抗
体－標的抗原－磁性標識の複合体は選択的に解離する。この際、固相上に非特異的に吸着
した磁性標識は固相上に留まっている。２０６のサンプリングプローブにより、２０３の
希釈液を２１５の検出容器へ分注する。２２０の磁場発生装置により、２１６の磁気セン
サ素子に対して垂直に磁場を発生させる。２２１の磁気信号検出器により、初期値の測定
を行う。選択的に解離した複合体を含む溶液を、２０６のサンプリングプローブにより２
０９の反応容器から２１５の検出容器へ移送する。２１７の磁石が設置された２１８のア
ームを、２１９の直動ガイドにより、２１６の磁気センサ素子へ近付ける。２１６の磁気
センサ素子に対して大面積の２１７の磁石を用いることで、２１６の磁気センサ素子に対
して垂直で均一な磁界を発生させる。この操作により、２１６の磁気センサ素子上に一次
抗体－標的抗原－磁性標識の複合体を濃縮して固定する。この際、テイパー型の検出容器
を用いることで、２１６の磁気センサ素子以外への磁性標識の固定を防ぐ。２１７の磁石
が設置された２１８のアームを、２１９の直動ガイドにより、２１６の磁気センサ素子か
ら遠ざける。２２０の磁場発生装置により、一次抗体－標的抗原－磁性標識の複合体が固
定された２１６の磁気センサ素子に対して垂直に磁場を発生させる。磁性標識より発生し
た磁気信号を、２２１の磁気信号検出器により測定する。既知濃度の標的抗原を用いてあ
らかじめ作成した検量線を基に、初期値と比較した磁気信号の変化量から、検体中の標的
抗原濃度を算出する。
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【００５０】
　（実施例２）
　本実施例では、標識として発光物質、選択的に開裂する結合として基質特異性の高いプ
ロテアーゼにより選択的に認識される配列を有する化合物を用い、標的抗原であるhCGを
発光物質標識の計測による検出を行う。
【００５１】
　（１）発光物質結合磁性粒子の作製
　標識体である発光物質およびhCGを捕捉する２次抗体を有する磁性粒子を作製する。
【００５２】
　磁性粒子（nanomag（登録商標）-D, micromod社製品、平均粒径 250 nm）表面のカルボ
キシル基を、1-エチル-3-(3-ジメチルアミノプロピル)カルボジイミドおよびN-ヒドロキ
シスクシンイミドにより活性化し、2次抗体に存在するアミノ基とアミド結合を形成させ
ることにより、磁性粒子に２次抗体を結合する。発光物質としては、アクリジニウム誘導
体を用いる。アクリジニウムNHSエステル（和光純薬製品）と２次抗体を結合させた磁性
粒子をリン酸緩衝液中で混合し、２次抗体のアミノ基にアミド結合を介してアクリジニウ
ムを結合させる。
【００５３】
　（２）分離用固相の作製
（ａ）Cys－Gly-Gly-Gly-Ser－Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser－Gly-Gly-Gly-Ser－Lys（配列
番号５）の配列を有する合成ペプチドを1 mM含むリン酸緩衝液中に、洗浄した金基板（お
よそ1cm2）を浸漬し、Cysと金基板間にチオレート結合を形成させ、金基板表面を合成ペ
プチドで修飾する。
（ｂ）hCGを捕捉する1次抗体を0.1 mMの濃度で含むリン酸緩衝液中に、1-エチル-3-(3-ジ
メチルアミノプロピル)カルボジイミドおよびN-ヒドロキシスクシンイミドをそれぞれ0.1
 mMずつ添加し、抗体表面のカルボキシル基を活性化させる。ここに、(a)で作成した合成
ペプチドで修飾した金基板を浸漬することにより、活性エステル基と合成ペプチドのLys
のアミノ基間にアミド結合を形成させ、抗体を金基板上に固定する。
（ｃ）界面活性剤を含むリン酸緩衝液で洗浄後、0.1 M エタノールアミンを反応させ、残
存する活性エステル基をブロッキングする。
（ｄ）リン酸緩衝液で洗浄後、10 mg/mLの濃度でスキムミルクを含むリン酸緩衝液中に基
板を浸漬し、金基板表面をブロッキングする。
【００５４】
　上記操作により図３（a）に示すような分離用固相を作製する。
【００５５】
　（２）hCGの捕捉
　抗原（標的物質）であるhCGを含む検体および２次抗体を有する磁性標識を含むリン酸
緩衝液中に分離用固相を浸漬し、図３（ｂ）のように次抗体－hCG－２次抗体・発光物質
標識磁性粒子のサンドイッチ複合体を分離用固相上に形成させる。その後図３（ｃ）のよ
うに未反応の検体および磁性標識を界面活性剤を含むリン酸緩衝液で洗浄して除去する。
【００５６】
　（３）サンドイッチ複合体の選択的解離
　サンドイッチ複合体を形成した分離用固相を、Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser（配列番号４
）の配列に対して高い特異性を持つトロンビンを含むリン酸緩衝液中に浸漬する。
【００５７】
　（４）検出部位上へのサンドイッチ複合体の濃縮
　（３）の操作により分離用固相から解離させた1次抗体のうち、hCGを介して形成した発
光物質標識磁性粒子とのサンドイッチ複合体のみを、磁力により検出部位（およそ1mm2）
表面へ濃縮する。
【００５８】
　（５）hCGの検出
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　（４）の操作により検出部位表面に濃縮したサンドイッチ複合体の発光物質標識からの
発光強度を計測することによって、検体液中に含まれるhCGを定量する。
【００５９】
　＜測定時操作の説明＞
　以下に図４の本発明の測定システムのブロック図を用いて、測定操作について説明する
。４０７のサンプリングプローブにより、４０１の標的抗原を含む検体を４１０の反応容
器へ分注する。４０４の希釈液も同様にして４１０の反応容器へ分注する。４１０の反応
容器内に設置された４１１の分離用固相上には、基質特異性の高いプロテアーゼにより選
択的に開裂可能なアミノ酸配列を介して、一次抗体が固定されている。４０２の発光物質
標識抗体を結合させた磁性粒子試薬も同様にして４１０の反応容器へ分注することにより
、４１１の分離用固相上に標的抗原を介して、発光物質標識が固定される。固相上への結
合に関与しなかった標的抗原や発光物質標識抗体を結合させた磁性粒子試薬等を含む溶液
は、４０７のサンプリングプローブにより、４１０の反応容器内より４０６の廃液容器へ
移送される。さらに、４０７のサンプリングプローブにより、４０５の洗浄液を４１０の
反応容器内へ満たし、洗浄を行う。４０７のサンプリングプローブにより、４１０の反応
容器内より４０６の廃液容器へ、使用された洗浄溶液は移送される。４０７のサンプリン
グプローブにより、４０３のプロテアーゼ溶液を４１０の反応容器へ分注する。基質特異
性の高いプロテアーゼが特定の配列を認識して切断することにより、４１１の分離用固相
上に形成された一次抗体－標的抗原－発光物質標識抗体を結合させた磁性粒子の複合体は
選択的に解離する。この際、固相上に非特異的に吸着した発光物質標識抗体を結合させた
磁性粒子は固相上に留まっている。４０７のサンプリングプローブにより、４０４の希釈
液を４１２の検出容器へ分注する。４１７の検出プローブにより検出された光学的な信号
を、４１８の検出器により初期値の測定を行う。選択的に解離した複合体を含む溶液を、
４０７のサンプリングプローブにより４１０の反応容器から４１２の検出容器へ移送する
。４１４の磁石が設置された４１５のアームを、４１６の直動ガイドにより、４１３の検
出部位へ近付ける。４１３の検出部位に対して大面積の４１４の磁石を用いることで、４
１３の検出部位に対して垂直で均一な磁界を発生させる。この操作により、４１３の検出
部位上に一次抗体－標的抗原－発光物質標識抗体を結合させた磁性粒子の複合体を濃縮し
て固定する。この際、テイパー型の検出容器を用いることで、４１３の検出部位以外への
磁性粒子の固定を防ぐ。発光物質標識より発生した発光を、４１７の検出プローブにより
検出し、４１８の検出器により測定する。既知濃度の標的抗原を用いてあらかじめ作成し
た検量線を基に、初期値と比較した発光強度の変化量から、検体中の標的抗原濃度を算出
する。
【図面の簡単な説明】
【００６０】
【図１】（ａ）～（e）は、本発明の一実施形態にかかる検出方法の工程を示す図である
。
【図２】本発明実施例１の測定システムのブロック図である。
【図３】（ａ）～（e）は、本発明の一実施形態にかかる検出方法の工程を示す図である
。
【図４】本発明実施例２の測定システムのブロック図である。
【符号の説明】
【００６１】
１０１．　１次抗体
１０２．　チオレート結合
１０３．　分離用固相
１０４．　磁性標識
１０５．　2次抗体
１０６．　標的抗原
１０７．　磁気センサ素子
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２０１．　検体液
２０２．　磁性標識試薬
２０３．　希釈液
２０４．　洗浄液
２０５．　廃液容器
２０６．　サンプリングプローブ
２０７．　チューブ
２０８．　ポンプ
２０９．　反応容器
２１０．　対極
２１１．　分離用固相
２１２．　参照極
２１３．　ポテンシオスタット
２１４．　ポテンシャルスイーパー
２１５．　検出容器
２１６．　磁気センサ素子
２１７．　磁石
２１８．　アーム
２１９．　直動ガイド
２２０．　磁場発生装置
２２１．　磁気信号検出器
３０１．　1次抗体
３０２．　プロテアーゼにより特異的に切断される配列を有する結合
３０３．　分離用固相
３０４．　磁性粒子
３０５．　発光物質標識2次抗体
３０６．　標的抗原
３０７．　検出部位
４０１．　検体液
４０２．　発光物質標識抗体結合磁性粒子試薬
４０３．　プロテアーゼ試薬
４０４．　希釈液
４０５．　洗浄液
４０６．　廃液容器
４０７．　サンプリングプローブ
４０８．　チューブ
４０９．　ポンプ
４１０．　反応容器
４１１．　分離用固相
４１２．　検出容器
４１３．　検出部位
４１４．　磁石
４１５．　アーム
４１６．　直動ガイド
４１７．　検出用プローブ
４１８．　検出器
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