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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下を含む、サンプル中のプロテアーゼ酵素を検出するためのプロテアーゼ検出製品：
－液体流路を提供する媒体；
－第一の位置で液体流路上に予め固定された切断可能コンポーネント（要素ないし成分）
であって、前記切断可能コンポーネントはプロテアーゼ感受性リンカーペプチドを介して
遊離可能エレメントに連結されたベースエレメントを含み、前記遊離可能エレメントは標
識結合構造を含み、さらに前記ベースエレメントはベースエレメントと液体流路上の構造
との間の結合を介して前記媒体の構造内に固定されている、前記切断可能コンポーネント
；
－前記標識結合構造と結合することができる標識；及び
－前記液体流路の第一の位置の下流に配置され、前記遊離可能エレメントと結合すること
ができる、捕捉コンポーネント（要素ないし成分）。
【請求項２】
　さらに、液体流路上の捕捉コンポーネントの上流に配置されたプロテアーゼ阻害剤を含
む、請求項１に記載のプロテアーゼ検出製品。
【請求項３】
　さらに、液体流路上に分解性又は破壊性のバリアーを含む、請求項１又は２に記載のプ
ロテアーゼ検出製品。
【請求項４】
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　前記分解性又は破壊性のバリアーがリップを含み、前記リップは液体流路の外側に向か
って伸び、物質が液体流路を流れる際に前記分解性又は破壊性のバリアー周辺での物質の
通過を妨げることを目的とする、請求項３に記載のプロテアーゼ検出製品。
【請求項５】
　さらに、切断可能コンポーネント（要素ないし成分）及びサンプルのサンプル受容ゾー
ンを含み、第一の位置がサンプル受容ゾーン内であり、前記分解性又は破壊性のバリアー
は、サンプル受容ゾーンの下流及び捕捉コンポーネントの上流に配置される、請求項３又
は４に記載のプロテアーゼ検出製品。
【請求項６】
　捕捉コンポーネントが、結合対の片方を含む、請求項１から５のいずれか１項に記載の
プロテアーゼ検出製品。
【請求項７】
　捕捉コンポーネントが、抗体又はその抗原結合フラグメントを含む、請求項６に記載の
プロテアーゼ検出製品。
【請求項８】
　コンポーネントがセルロースを含み、前記遊離可能エレメントがさらに、セルロースが
結合することができる結合半部（モイエティ）を含む、請求項６に記載のプロテアーゼ検
出製品。
【請求項９】
　前記結合半部がガラクトマンナン又はキシログルカンである、請求項８に記載のプロテ
アーゼ検出製品。
【請求項１０】
　捕捉コンポーネントが、ビオチン又はストレプトアビジンを含む、請求項６に記載のプ
ロテアーゼ検出製品。
【請求項１１】
　標識が金粒子又は発蛍光団である、請求項１から１０のいずれか１項に記載のプロテア
ーゼ検出製品。
【請求項１２】
　プロテアーゼ検出製品を用いて、サンプル中のプロテアーゼ酵素を検出する方法であっ
て、
　前記プロテアーゼ検出製品は、
－液体流路を提供する媒体；
－第一の位置で液体流路上に予め固定された切断可能コンポーネント（要素ないし成分）
であって、前記切断可能コンポーネントはプロテアーゼ感受性リンカーペプチドを介して
遊離可能エレメントに連結されたベースエレメントを含み、前記遊離可能エレメントは標
識結合構造を含み、さらに前記ベースエレメントはベースエレメントと液体流路上の構造
との間の結合を介して前記媒体の構造内に固定されている、前記切断可能コンポーネント
；
－前記標識結合構造と結合することができる標識；及び
－前記液体流路の第一の位置の下流に配置され、遊離可能エレメントと結合することがで
きる、捕捉コンポーネント（要素ないし成分）
　を含み、
　前記方法は、
　液体流路の上流端でサンプルを提供し、サンプルが液体流路に沿って流れるようにする
工程；及び
　捕捉コンポーネント（要素ないし成分）及び／又は前記第一の位置において標識の存在
を決定する工程を含む、
　ことを特徴とする前記プロテアーゼ酵素を検出する方法。
【請求項１３】
　さらに、液体流路の上流端に別個に標識を添加し、この標識が液体流路に沿って流れる
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ようにする工程を含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　さらに、サンプルを液体流路に適用する工程の後で液体流路の上流端に洗浄緩衝液を適
用する工程を含む、請求項１２又は１３に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、サンプル中のプロテアーゼ酵素の検出に適したプロテアーゼ検出製品に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　プロテアーゼは、タンパク質を特にペプチド結合を加水分解及び切断することによって
消化する酵素である。したがって、プロテアーゼによって分解されるタンパク質は2つ以
上のさらに小さなペプチドに切断される。ペプチドの切断は、特定のアミノ酸残基鎖に隣
接するペプチドをプロテアーゼが加水分解するときに生じ（ただし他のプロテアーゼは特
異性が少ない）、ペプチド切断活性を指令するためには1つ又は2つのアミノ酸を必要とす
るだけである。
【０００３】
　完全に別個の発展領域はラテラルフローイムノアッセイの領域であった。これらのイム
ノアッセイはサンプル中の分析物の検出を可能にする。そのようなイムノアッセイの一般
的な例は妊娠検査キットである。前記キットはニトロセルロース細片を含み、前記細片の
一方の端から他方の端へと吸収性サンプル受容領域；標識された抗体バンド；捕捉抗体バ
ンド及びコントロールバンドが配置される。
【０００４】
　前記標識された抗体バンドは、複数のモノクローナル抗体を含み、これらモノクローナ
ル坑体はhCG（ヒト絨毛性性腺刺激ホルモン・コリオゴナドトロピン）に特異的であり金
粒子とコンジュゲートされている。前記標識された抗体は、液体存在下でニトロセルロー
ス細片中を移動しさらにこれを通過する。前記捕捉抗体バンドは、固定された複数のモノ
クローナル抗体を含み、その各々はhCGに特異的である（ただし標識された抗体とは異な
るhCGのエピトープに特異的である）。前記コントロールバンドは、特定の種の免疫グロ
ブリンG（IgG）に特異的な複数の固定された抗体を含む。
【０００５】
　各個体の妊娠検査用キットを使用するために、各個体からのサンプル（典型的には尿）
をサンプル受容ゾーンに入れる。サンプルは、最初に標識された抗体バンド、続いて捕捉
抗体バンド、最後にコントロールバンドに向かって細片を縦方向に自然に（毛管力にした
がって）流れる。したがって細片はサンプルのために液体流路を提供することが理解され
よう。
【０００６】
　サンプルの内容物が標識された抗体バンドを通過するとき、標識された抗体バンドは細
片内を移動するようにされ、さらにまた捕捉抗体バンドの方向へ運ばれる。その際hCGが
サンプル中に存在する場合、標識された抗体はhCGと結合する。
【０００７】
　標識された抗体が捕捉抗体バンドに到達するとき、2つの事象のうち1つが発生しえる。
hCGがサンプル中に存在する場合、hCGは捕捉抗体により結合される。hCGの大半は既に標
識された抗体と結合され、したがって固定された捕捉抗体の所で複合体が形成され、hCG
は捕捉抗体と標識された抗体との間で結合又は架橋を形成する。これは抗体の“サンドイ
ッチ”として一般的に知られている。或いは一方、サンプル中にhCGが存在しない場合、
標識された抗体は捕捉抗体と相互反応せずに捕捉抗体バンドを通過する。捕捉抗体（複数
）は固定されてあり、したがっていずれの場合にもこれらは細片に沿って流れていくこと
はない。
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【０００８】
　その後、サンプルはコントロールバンドに到達する。キット中には過剰な標識された抗
体が存在するので、サンプル中にhCGが存在していたとしても十分な標識された抗体がキ
ット中に存在し、いくらかの物質が捕捉抗体を超えて通過する。したがって、hCGがサン
プル中に存在してもしなくても、いくらかの標識された抗体がコントロールバンドに到達
する。コントロールバンドでは、固定された抗IgG抗体は標識された抗体と結合し、した
がって標識された抗体を固定する。
【０００９】
　標識された抗体が固定され濃縮された場合、金粒子の存在は眼に見える（visible）線
を形成することが理解されよう。したがって、hCGがサンプル中に存在する場合（当該個
体が妊娠している場合であろう）、眼に見える線が捕捉抗体バンドにて形成される。hCG
がサンプル中に存在してもしなくても、眼に見える線がコントロールバンドに形成される
であろう。コントロールバンドの線は以下の点で有用である。なぜならば、その線はアッ
セイが結論に達したことを示し（例えばサンプル中の液体が不十分なときに前記事象は生
じえない）、装置が正しく機能したことを確認するからである。その線はまた、結果の確
実性をさらに高めるために捕捉抗体バンドとコントロールバンドとを比較することを可能
にする。
【発明の開示】
【００１０】
　本発明は、プロテアーゼ酵素の存在を検出するための改善された製品（装置ないし器具
、product）を提供する。
【００１１】
　本発明の一視点にしたがえば、以下を含む、サンプル中のプロテアーゼ酵素を検出する
ことを目的とするプロテアーゼ検出製品（装置ないし器具）が提供される：
－液体流路を提供する媒体（medium）；
－第一の位置で液体流路上に配置することができる切断可能コンポーネント（要素ないし
成分、cleavable component）であって、前記切断可能コンポーネントはプロテアーゼ感
受性リンカーペプチドを介して遊離可能エレメントに連結されたベースエレメントを含む
前記切断可能コンポーネント；
　－前記遊離可能エレメントは標識結合構造を含み、標識は前記標識結合構造と結合する
ことができる標識；
－前記液体流路の第一の位置の下流に配置された、前記遊離可能エレメントと結合するこ
とができる、捕捉コンポーネント（要素ないし成分、capture component）；及び
－前記無傷の切断可能コンポーネントを固定するための固定化手段。
特に、以下を含む、サンプル中のプロテアーゼ酵素を検出するためのプロテアーゼ検出製
品：
－液体流路を提供する媒体；
－第一の位置で液体流路上に予め固定された切断可能コンポーネント（要素ないし成分）
であって、前記切断可能コンポーネントはプロテアーゼ感受性リンカーペプチドを介して
遊離可能エレメントに連結されたベースエレメントを含み、前記遊離可能エレメントは標
識結合構造を含み、さらに前記ベースエレメントはベースエレメントと液体流路上の構造
との間の結合を介して前記媒体の構造内に固定されている、前記切断可能コンポーネント
；　
－前記標識結合構造と結合することができる標識；及び
－前記液体流路の第一の位置の下流に配置され、前記遊離可能エレメントと結合すること
ができる、捕捉コンポーネント（要素ないし成分）。
　以下に本発明の好意な形態について述べる。
（形態１）
　以下を含む、サンプル中のプロテアーゼ酵素を検出するためのプロテアーゼ検出製品：
－液体流路を提供する媒体；
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－第一の位置で液体流路上に固定された切断可能コンポーネント（要素ないし成分）であ
って、前記切断可能コンポーネントはプロテアーゼ感受性リンカーペプチドを介して遊離
可能エレメントに連結されたベースエレメントを含み、前記遊離可能エレメントは標識結
合構造を含み、さらに前記ベースエレメントは前記媒体の構造内に固定されている、前記
切断可能コンポーネント； 
－前記標識結合構造と結合することができる標識；及び
－前記液体流路の第一の位置の下流に配置され、前記遊離可能エレメントと結合すること
ができる、捕捉コンポーネント（要素ないし成分）、が提供される。
（形態２）
　また、上記プロテアーゼ検出製品において、さらに、液体流路上の捕捉コンポーネント
の上流に配置されたプロテアーゼ阻害剤を含むことが好ましい。
（形態３）
　また、上記プロテアーゼ検出製品において、さらに、液体流路上に分解性又は破壊性の
バリアーを含むことが好ましい。
（形態４）
　また、上記プロテアーゼ検出製品において、前記分解性又は破壊性のバリアーがリップ
を含み、前記リップは液体流路の外側に向かって伸び、物質が液体流路を流れる際に前記
分解性又は破壊性のバリアー周辺での物質の通過を妨げることを目的とすることが好まし
い。
（形態５）
　また、上記プロテアーゼ検出製品において、さらに、切断可能コンポーネント（要素な
いし成分）及びサンプルを混合させるために混合ゾーンを含み、前記分解性又は破壊性バ
リアーは混合ゾーンの下流及び捕捉コンポーネントの上流に配置されることが好ましい。
（形態６）
　また、上記プロテアーゼ検出製品において、捕捉コンポーネントが、結合対の片方を含
むことが好ましい。
（形態７）
　また、上記プロテアーゼ検出製品において、捕捉コンポーネントが、抗体又はその抗原
結合フラグメントを含むことが好ましい。
（形態８）
　また、上記プロテアーゼ検出製品において、捕捉コンポーネントがセルロースを含み、
前記遊離可能エレメントがさらに、セルロースが結合することができる結合半部（モイエ
ティ）を含むことが好ましい。
（形態９）
　また、上記プロテアーゼ検出製品において、前記結合半部がガラクトマンナン又はキシ
ログルカンであることが好ましい。
（形態１０）
　また、上記プロテアーゼ検出製品において、捕捉コンポーネントが、ビオチン又はスト
レプトアビジンを含むことが好ましい。
（形態１１）
　また、上記プロテアーゼ検出製品において、標識が金粒子又は発蛍光団であることが好
ましい。
（形態１２）
　また、プロテアーゼ検出製品を用いて、サンプル中のプロテアーゼ酵素を検出する方法
であって、
　前記プロテアーゼ検出製品は、
－液体流路を提供する媒体；
－第一の位置で液体流路上に固定された切断可能コンポーネント（要素ないし成分）であ
って、前記切断可能コンポーネントはプロテアーゼ感受性リンカーペプチドを介して遊離
可能エレメントに連結されたベースエレメントを含み、前記遊離可能エレメントは標識結



(6) JP 5133976 B2 2013.1.30

10

20

30

40

50

合構造を含み、さらに前記ベースエレメントは前記媒体の構造内に固定されている、前記
切断可能コンポーネント； 
－前記標識結合構造と結合することができる標識；及び
－前記液体流路の第一の位置の下流に配置され、遊離可能エレメントと結合することがで
きる、捕捉コンポーネント（要素ないし成分）
　を含み、
　前記方法は、
　液体流路の上流端でサンプルを提供し、サンプルが液体流路に沿って流れるようにする
工程；及び
　捕捉コンポーネント（要素ないし成分）及び／又は前記第一の位置において標識の存在
を決定する工程を含む、
　ことを特徴とする前記プロテアーゼ酵素を検出する方法が提供される。
（形態１３）
　また、前記方法において、さらに、液体流路の上流端に別個に標識を添加し、この標識
が液体流路に沿って流れるようにする工程を含むことが好ましい。
（形態１４）
　また、前記方法において、さらに、サンプルを液体流路に適用する工程の後で液体流路
の上流端に洗浄緩衝液を適用する工程を含むことが好ましい。
【００１２】
　前記切断可能コンポーネントは標識と（例えば共有結合によって）結合することができ
、この場合、前記切断可能コンポーネントは“標識されたコンポーネント（要素ないし成
分）”（labeled component）とみなすことができる。また別には、前記切断可能コンポ
ーネントは標識とは別の（separate）コンポーネント（要素ないし成分）であってもよく
、例えば前記標識は、切断可能コンポーネントの遊離可能エレメント上の標識結合構造に
対する抗体を含むことができる。
【００１３】
　前記切断可能コンポーネントは液体流路上に配置されることができ、この場合、“第一
の位置”は、切断可能コンポーネントが配置される液体流路上の位置である。或いは（ま
た別には）、前記切断可能コンポーネントは、アッセイを実施することを所望するときに
別個に添加してもよく、この場合、前記“第一の位置”は、例えばサンプル受容ゾーン、
例えば吸収パッドである。
【００１４】
　本発明のまた別の視点にしたがえば、以下を含む、サンプル中のプロテアーゼ酵素を検
出することを目的とするプロテアーゼ検出製品が提供される：
－液体流路を提供する媒体；
－液体流路上に配置された標識されたコンポーネント（要素ないし成分）（labeled comp
onent）、プロテアーゼ感受性ペプチド結合を介してエレメント遊離物（release of an e
lement）と連結されたベースエレメントを含む切断可能コンポーネント（要素ないし成分
）、該遊離可能エレメント（ないし成分、The releasable element）は標識を含む；
－標識コンポーネントの下流に配置された捕捉コンポーネント（要素ないし成分）、該補
足コンポーネントは液体流路上で該遊離可能エレメントと結合することができる前記捕捉
コンポーネント；及び
－無傷の切断可能コンポーネントを固定するための固定化手段。
【００１５】
　好ましくは、液体流路を提供する媒体は吸収性細片（ストリップないし帯状片）、例え
ばニトロセルロースで製造されたものである。
【００１６】
　簡便には、固定化手段は、ベースエレメントと液体流路上の構造との間にアタッチメン
トを含む。例えば、ベースエレメントはビオチンを含み、液体流路上の構造はストレプト
アビジンである。
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【００１７】
　また別には、固定化手段は、第一の位置の下流に配置された更に別の捕捉コンポーネン
ト（要素ないし成分、capture component）を含み、この更に別の捕捉コンポーネントは
、プロテアーゼ感受性リンカーペプチドに亘るアミノ酸配列；プロテアーゼ酵素活性によ
って破壊されるリンカーペプチドの構造性エピトープ；又は前記リンカーペプチドが配列
と標識結合構造若しくは標識との間に存在するように配置した前記配列と、結合すること
ができる。
【００１８】
　有利には、前記捕捉コンポーネントは液体流路の固定化手段の上流に存在する。
【００１９】
　また別には、前記捕捉コンポーネントは液体流路の固定化手段の下流に存在する。
【００２０】
　プロテアーゼ検出製品は、液体流路上の前記1つの又は複数の捕捉コンポーネントの上
流に配置されたプロテアーゼ阻害剤を含むことが好都合である。
【００２１】
　好ましくは、プロテアーゼ検出製品はさらに、分解性（可能）又は破壊性（可能、disr
uptable）のバリアーを液体流路上に含む。前記バリアーは10から100μmの厚さでありえ
る。例えば、いくつかの実施態様では、前記バリアーは可溶性バリアー、例えばコラーゲ
ン、ペクチン又はPVAである。
【００２２】
　好都合には、分解性又は破壊性バリアーは、液体流路の外側に向かって伸び、物質が液
体流路を流れる際にバリアー周辺での通過を妨げることを目的とするリップを含む。リッ
プは少なくとも0.5mm外側に向かって伸びることができる。一般的には、リップは、5mm未
満、好ましくは2mm未満外側に向かって伸びる。約1mmのリップが最も好ましい。
【００２３】
有利には、プロテアーゼ検出製品はさらに、切断可能コンポーネント及びサンプルを混合
させるために混合ゾーンを含み、前記分解性又は破壊性バリアーは混合ゾーンの下流及び
前記1つ又は複数の捕捉コンポーネントの上流に配置される。
換言すれば、プロテアーゼ検出製品はさらに、切断可能コンポーネント（要素ないし成分
）及びサンプルのサンプル受容ゾーンを含み、第一の位置がサンプル受容ゾーン内であり
、前記分解性又は破壊性のバリアーは、サンプル受容ゾーンの下流及び捕捉コンポーネン
トの上流に配置される。
【００２４】
　好ましくは、前記捕捉コンポーネント又は捕捉コンポーネントの各々は、結合対の片方
（の半部）を含む。
【００２５】
　好都合には、前記捕捉コンポーネント又は捕捉コンポーネントの各々は、抗体又はその
抗原結合フラグメントを含む。
【００２６】
　また別には、前記捕捉コンポーネント又は捕捉コンポーネントの各々はセルロースを含
み、前記遊離可能エレメントはさらに、セルロースが結合することができる結合半部（モ
イエティないし対半部）を含む。
【００２７】
　好ましくは、前記結合部分はガラクトマンナン又はキシログルカンである。
【００２８】
　有利には、標識は金粒子又は発蛍光団（fluorophore group）である。
【００２９】
　また別には、前記捕捉コンポーネント又は捕捉コンポーネントの各々は、ビオチン-ス
トレプトアビジン結合対の片方を含む。好ましくは、プロテアーゼ検出製品（product）
はラテラルフローイムノアッセイである。
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【００３０】
本発明の別の視点にしたがえば、本発明のプロテアーゼ検出製品を用いて、サンプル中の
プロテアーゼ酵素を検出する、以下の工程を含む方法が提供される：第一の位置で切断可
能コンポーネント（要素ないし成分）を提供する工程；液体流路の上流端でサンプルを提
供し、サンプルが液体流路に沿って流れるようにする工程；及び捕捉コンポーネント（要
素ないし成分）及び／又は固定手段で標識の存在を決定する工程。
特に、下記プロテアーゼ検出製品を用いて、サンプル中のプロテアーゼ酵素を検出するこ
とを目的とする方法が提供される
　前記プロテアーゼ検出製品は、
－液体流路を提供する媒体；
－第一の位置で液体流路上に予め固定された切断可能コンポーネント（要素ないし成分）
であって、前記切断可能コンポーネントはプロテアーゼ感受性リンカーペプチドを介して
遊離可能エレメントに連結されたベースエレメントを含み、前記遊離可能エレメントは標
識結合構造を含み、さらに前記ベースエレメントはベースエレメントと液体流路上の構造
との間の結合を介して前記媒体の構造内に固定されている、前記切断可能コンポーネント
；　
－前記標識結合構造と結合することができる標識；及び
－前記液体流路の第一の位置の下流に配置され、遊離可能エレメントと結合することがで
きる、捕捉コンポーネント（要素ないし成分）
　を含み、
　前記方法は、
　液体流路の上流端でサンプルを提供し、サンプルが液体流路に沿って流れるようにする
工程；及び
　捕捉コンポーネント（要素ないし成分）及び／又は前記第一の位置において標識の存在
を決定する工程を含む。

【００３１】
　前記方法はさらに、液体流路の上流端に標識を別個に添加し、前記標識が液体流路に沿
って流れるようにする工程を含むことが好都合である。
【００３２】
　好ましくは、前記方法はさらに、サンプルを液体流路に適用する工程の後に洗浄緩衝液
を液体流路の終端の上流に適用する工程を含む。例えば、50から500μLの洗浄緩衝液を添
加することができるが、約150μLがもっとも好ましい。
【００３３】
　本明細書では、あるコンポーネント（要素ないし成分、component）が液体流路“上に
”（on）存在するという場合は、コンポーネント（要素ないし成分）が液体流路“内に”
（in）存在するということと等価であり、逆もまた同様である。
【００３４】
　本発明をより完全に理解できるように、したがって更なるその特徴を理解しうるように
、本発明の実施態様をこれから例として添付の図面を参考に記述する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３５】
　図1を参照したとき、プロテアーゼ検出製品（1）は、第一及び第二の末端（3、4）を有
するニトロセルロース細片（ストリップないし帯状片）（2）を含む。サンプル受容ゾー
ン（5）が第一の末端（3）に取り付けられ（attached）、サンプル受容ゾーン（5）は、
ニトロセルロース細片（2）よりもわずかに広い幅の細長い長方形の吸収性物質を含む。
【００３６】
　第二の末端（4）に向かってさらに（進めば）、細片（2）の長軸を横切って配置される
標識用バンド（6）が提供される。前記標識用バンド（6）は、図2にさらに詳細に示され
る多数の標識されたコンポーネント（要素ないし成分）（7）を含む。前記標識されたコ
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ンポーネント（7）はステム（8）を含み、ステムは細片（2）の構造内に固定されて標識
されたコンポーネント（7）への酵素の接近（アクセス）を高める。ステム（8）に取り付
けられて、プロテアーゼ感受性リンカーペプチド（9）が提供される。プロテアーゼ感受
性リンカーペプチド（9）の遊離末端に取り付けられた標識（label）（10）が提供され、
標識はこの事例では発蛍光団（fluorophore）であるが、他の実施態様では例えば金粒子
又は色素源半部（chromogenic moiety）である。
【００３７】
　第二の末端（4）に向かって細片（2）をさらに進めば、プロテアーゼ阻害剤バンド（11
）が提供され、プロテアーゼ阻害剤バンドは細片（2）の長軸を横切って配置される。プ
ロテアーゼ阻害剤バンド（11）は、細片（2）へと乾燥させたプロテアーゼ阻害剤を含む
。プロテアーゼ阻害剤バンド（11）は本発明にとって決して必須ではなく、他のいくつか
の実施態様では省略される。
【００３８】
　第二の末端（4）に向かって細片（2）をさらに進めば、捕捉バンド（12）が提供され、
捕捉バンドもまた細片（2）の長軸を横切って配置される。捕捉バンド（12）は複数の捕
捉コンポーネント（13）を含み、その1つが模式的に図3に示されている。この実施態様で
は、捕捉分子［コンポーネント］（13）はモノクローナル抗体であり、これは細片（2）
に固定されるが、このことは本発明にとって必須ではない。重要なことは、捕捉コンポー
ネント（13）の各々がペプチドリンカー（9）の遊離末端と結合することができるという
ことである。図3では、捕捉コンポーネント（13）がペプチドリンカー（9）に結合してい
るのが示されているが、これは使用中のプロテアーゼ検出製品を示していることは理解さ
れよう。プロテアーゼ検出製品（1）の使用前には、いずれの成分も捕捉コンポーネント
（13）と結合していない。
【００３９】
　本プロテアーゼ検出製品（1）を用いて液体サンプル中の活性なプロテアーゼ酵素を検
出するために、サンプルをサンプル受容ゾーン（5）に滴下ないし適用し（deposited）、
続いて第一の末端（3）近くでニトロセルロース細片（2）に吸収させる。続いて、適切な
溶媒を含む追跡緩衝液をサンプル受容ゾーンに施し（滴下し）、サンプルを細片（2）に
そって運ぶために十分な液体が存在するようにする。その後サンプルは、細片の第二の末
端（4）に向かって、液体流路と称されるものに沿って矢印（14）の方向へ吸収される。
【００４０】
　サンプルが標識用バンド（6）に到達するとき、サンプル中のプロテアーゼ酵素のいず
れかがプロテアーゼ感受性リンカーペプチド（9）を切断（cleave）し、したがって標識
（10）と一緒にリンカーペプチドの遊離端を遊離させる。他方、サンプル中に活性なプロ
テアーゼが存在しない場合、リンカーペプチド（9）は無傷（完全、intact）のままであ
り、したがってステム（8）を介して細片（2）に固定されている。
【００４１】
　次いでサンプルは、プロテアーゼ阻害剤バンド（11）に到達するまで液体流路に沿って
流れ続け、その到達時点でサンプル中のいずれかの活性なプロテアーゼ酵素は不活化され
る。
【００４２】
　サンプルは、捕捉バンド（12）及び複数の捕捉コンポーネント（13）に到達するまで液
体流路に沿って流れ続ける。サンプル中の活性なプロテアーゼ酵素はいずれも不活化され
ているので、サンプルは捕捉コンポーネント（13）自体を劣化ないし分解（degrade）し
ない。
【００４３】
　最初のサンプル中に活性なプロテアーゼが存在し、したがってプロテアーゼ感受性リン
カーペプチド（9）を切断した場合、リンカーペプチド（9）の遊離末端は捕捉コンポーネ
ント（13）と結合し、細片（2）に固定されたままに留まる。他方、最初のサンプル中に
全くプロテアーゼが存在しないか、又はサンプル中のいずれのプロテアーゼも特異的なリ
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ンカーペプチドを（9）を切断することができなかった場合、捕捉コンポーネント（13）
はそれと結合するものを持たない。
【００４４】
　続いて捕捉バンド（12）が可視化される。標識が発蛍光団の場合（本実施態様の場合の
ように）、可視化は紫外光の下で実施されるが、標識が天然光の下で見ることができる場
合（例えば標識が金粒子の場合）、紫外光は不要である。ペプチドリンカー（9）が切断
され、かくて捕捉コンポーネント（13）と結合する場合、捕捉バンド（12）での標識（10
）の蓄積は細片（2）上の線として眼で見ることができる。他方、ペプチドリンカー（9）
が感受性を有するプロテアーゼがサンプルに含まれなかったとき、捕捉バンド（12）での
標識（10）の蓄積は存在しない。したがって、サンプル中の活性なプロテアーゼ酵素の存
在は、いったんアッセイが完了すれば、捕捉バンド（12）での線の有無を観察することに
よって判定することができる。
【００４５】
　サンプル中にプロテアーゼが存在しない場合、標識（10）は標識用バンド（6）に残留
することは理解されよう。したがって、いくつかの別の実施態様では、捕捉バンド（12）
における標識線の存在を（視認して）決定する代わりに、標識用バンド（6）の線の存在
が測定される。標識が標識用バンド（6）に存在するならばサンプル中にプロテアーゼが
存在しないことを示すが、標識が標識用バンド（6）に存在しないか、又は低い濃度で存
在するならば、サンプル中にプロテアーゼが存在することを示す。
【００４６】
　本発明のさらに別の実施態様では、標識用バンド（6）及び捕捉バンド（12）の両方の
標識の量（換言すればバンド（6）、（12）のそれぞれの線の強度ないし濃度）が、2本の
バンドの標識の比を調べるために決定される。2本のバンドの標識の比を決定することに
よって、サンプル中のプロテアーゼ酵素の量又は活性を定量することが可能である。より
具体的には、標識用バンド（6）と比較して捕捉バンド（12）の標識の量が多ければ多い
ほど、より多くのプロテアーゼ又はより高活性のプロテアーゼがサンプル中に存在し、逆
もまた然りである。
【００４７】
　上記に述べた本発明の実施態様では、捕捉コンポーネント（要素ないし成分、capture 
component）は抗体である。しかしながら、本発明のさらに別の実施態様では、捕捉コン
ポーネントは抗体以外のコンポーネント（要素ないし成分）（複数）である。例えば、い
くつかの実施態様では、プロテアーゼ感受性ペプチドは炭水化物半部を含み（CISジオー
ルを示す）、捕捉コンポーネントはフェニルボロン酸である（これは炭水化物を結合する
ことができる）。特に好ましいある実施態様では、捕捉コンポーネント（13）はセルロー
スであり、プロテアーゼ感受性リンカーペプチド（9）はガラクトマンナン又はキシログ
ルカンとコンジュゲートされる（即ち、そのどちらもセルロースと結合するであろう）。
そのような実施態様の利点は、プロテアーゼ阻害剤バンド（11）が要求されないというこ
とである。なぜならば、セルロース、ガラクトマンナン及びキシログルカンはプロテアー
ゼ酵素の影響を受けないからである。用いることができる他の結合対の例はレクチン（例
えばニワトコの実由来のレクチン）と炭水化物（ペプチドとＯ-結合した糖）、及びスト
レプトアビジンとビオチンである。
【００４８】
　今度は図4を参照すれば、本発明の第二の実施態様が示されている。プロテアーゼ検出
製品（15）は、第一及び第二の末端（17、18）を有するニトロセルロース細片（16）を含
む。ニトロセルロース細片（16）の第一の末端には、サンプル受容ゾーン（19）が配置さ
れる。このゾーンは、細片（16）の上に置かれた長方形の吸収性物質シートを含む。標識
（例えば発蛍光団）とコンジュゲートされたプロテアーゼ感受性ペプチドがサンプル受容
ゾーン（19）に含浸される。このプロテアーゼ感受性ペプチドは、プロテアーゼがそこで
このペプチドを切断することができる切断配列を有する。ニトロセルロース細片（16）と
サンプル受容ゾーン（19）との間に挟まれて、例えばペクチン又はポリビニルアルコール
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から製造された可溶性バリアー（20）が存在する。前記可溶性バリアー（20）は一時的に
液体を浸透させず、水の存在下で溶解し、したがって予め設定した時間後に浸透性になる
。
【００４９】
　第二の末端（18）に向かってニトロセルロース細片（16）に沿ってさらに（進めば）、
細片（16）の長軸を横切って配置される第一の捕捉バンド（21）が提供される。前記第一
の捕捉バンド（21）は複数のモノクローナル抗体を含み、各々の抗体は細片（16）の表面
上に固定されている。第一の捕捉バンド（21）の抗体（複数）は、切断配列が結合配列と
標識との間に存在（位置）するように配置されたペプチドの結合配列に特異的である。ま
た別のいくつかの実施態様では、第一の捕捉バンド（21）の抗体（複数）は切断配列それ
自体に特異的であるか、又はプロテアーゼ酵素の作用により破壊される配座（conformati
onal）エピトープに特異的である。
【００５０】
　第二の末端（18）に向かってニトロセルロース細片（16）に沿ってさらに（進めば）、
第二の捕捉バンド（22）が提供される。これもまた細片（16）の長軸を横切って配置され
る。前記第二の捕捉バンドは複数のモノクローナル抗体を含み、その各々は細片（16）の
表面上に固定される。第二の捕捉バンド（22）の抗体（複数）は、切断配列と標識との間
のペプチド上の配列に特異的である。
【００５１】
　プロテアーゼ検出製品（15）を用いて水性サンプル中の活性なプロテアーゼ酵素の存在
を検出するために、サンプル受容ゾーン（19）上にサンプルを滴下（沈着）する。以前の
実施態様に関連して述べたように、追跡緩衝液もまたサンプル受容ゾーン（19）に滴下さ
れる。サンプルはサンプル受容ゾーンから染み込ませるが、可溶性バリアー（20）の存在
のために、最初は更なる吸収は不可能である。ある時間が過ぎた後、サンプル中の緩衝液
によって可溶性バリアー（20）が溶解される。しかしながら前記時間中に、その中のプロ
テアーゼ感受性ペプチドとサンプルは完全に混ざりあい、サンプル中に存在するいずれの
プロテアーゼも切断配列でペプチドを切断するであろう。
【００５２】
　いったん可溶性バリアー（20）が浸透性になったら、プロテアーゼ感受性ペプチドと混
ざりあったサンプルは、液体流路に沿って矢印（23）の方向にニトロセルロース細片（16
）に沿って吸収される。
【００５３】
　続いて、サンプル及びペプチドの混合物は第一の捕捉バンド（21）を通過する。ペプチ
ドを切断することができる活性な任意のプロテアーゼ酵素がサンプル中に存在する場合、
ペプチドは切断され、抗体は標識を保持しないペプチドフラグメントと結合するであろう
。また別の実施態様では、ペプチドは最初の捕捉バンドで抗体と結合することができない
であろう。なぜならば、抗体は切断点を横切る（across）配列に特異的であるか、又はプ
ロテアーゼ酵素活性の作用によって破壊される配座エピトープに特異的であるからである
。他方、ペプチドを切断することができる活性なプロテアーゼがサンプルに存在しない場
合、無傷（完全）のペプチドは第一の捕捉バンド（21）で抗体（複数）と結合するであろ
う。
【００５４】
　続いて、ペプチド及びサンプルの混合物は、矢印（23）の方向に細片（16）に沿って進
み続け、第二の捕捉バンド（22）に到達する。プロテアーゼがサンプル中に存在するか否
かにかかわらず、無傷のペプチド又は切断されたペプチドは第二の捕捉バンド（22）で抗
体と結合するであろう。プロテアーゼがサンプル中に存在する場合、標識は第一の捕捉バ
ンド（21）とはほとんど又は全く結合せず、したがってより多くの標識が第二の表捕捉バ
ンド（22）との結合に利用できることが理解されよう。
【００５５】
　続いて、細片上の標識（の位置・存在）を決定するために細片（16）は可視化される。
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この実施態様の場合のように、標識が発蛍光団である場合、細片（16）は紫外光の下で可
視化される。標識が蓄積されている場合、標識は細片（16）上で線として眼に見える。標
識が第一の捕捉バンド（21）で蓄積されていたら、これは、サンプル中に活性なプロテア
ーゼ酵素が存在しないことを示す。
【００５６】
　また別の実施態様では、第二の捕捉バンド（22）における標識の存在が決定され、第二
の捕捉バンド（22）における標識の存在は、サンプル中に活性なプロテアーゼ酵素が存在
することを示す。
【００５７】
　いくつかのさらに別の実施態様では、標識の存在が第一及び第二の捕捉バンド（21、22
）の両方で決定され、2つのバンド（21、22）における標識線の強度（ないし濃度）の比
が判定される。第一の捕捉バンド（21）と比較して第二の捕捉バンド（22）により多くの
標識が存在すれば、サンプル中により多くの酵素が存在するか、又はより活性の強い酵素
が存在することを示し、逆もまた同様である。
【００５８】
　第二の捕捉バンド（22）は“コントロールバンド”として機能することが理解されよう
。なぜならば、第二の捕捉バンド（22）における標識の蓄積は、サンプルが可溶性バリア
ー（20）を浸透しアッセイの終点に到達したことを示すからである。
【００５９】
　いくつかのまた別の実施態様では、第一及び第二の捕捉バンド（21、22）の位置は逆に
される。すなわち、第二の捕捉バンド（22）は第一の捕捉バンドの上流に存在する。
【００６０】
　図5に示した実施態様で、可溶性バリアー（20）を提供する利点は、プロテアーゼ感受
性ペプチド及びサンプルの混合が、混合物が液体流路を進む前に生じうるということであ
ることが理解されよう。可溶性バリアー（20）が提供されない場合は、混合が生じるため
に十分な時間を提供し、混合物が第一の捕捉バンド（21）に到達する前にプロテアーゼが
ペプチドを切断するようにするために、ニトロセルロース細片（16）ははるかに長くしな
ければならない。
【００６１】
　今度は図5を参照すれば、図1に示した実施態様の変型が、同じ参照数字を与えられた類
似の成分により示されている。この実施態様では、プロテアーゼ検出製品（24）は、（図
１の）標識バンド（6）及び捕捉バンド（12）が、それぞれ捕捉バンド（25）及びさらに
別の捕捉バンド（26）で置き換えられているという点で、図1に示した製品と異なる。さ
らにまた、プロテアーゼ阻害剤バンド（11）は省略され、さらに、ニトロセルロース細片
（2）の第一の末端（3）からサンプル受容ゾーン（5）の主要部分を分離させる可溶性バ
リアー（27）がサンプル受容ゾーン（5）に備えられる。
【００６２】
　サンプル受容ゾーンの主要部分へと標識（例えば発蛍光団）とコンジュゲートしたプロ
テアーゼ感受性ペプチドを乾燥させるよう導く。前記プロテアーゼ感受性ペプチドは、プ
ロテアーゼが前記ペプチドをそこで切断することができる切断配列を有する。
【００６３】
　捕捉バンド（25）は複数のモノクローナル抗体を含み、その各々は細片（2）の表面に
固定される。捕捉バンド（25）においての抗体は、切断配列と標識との間のペプチド上の
配列に特異的である。
【００６４】
　さらに別の捕捉バンド（26）は複数のモノクローナル抗体を含み、その各々は細片（2
）の表面に固定される。この別の捕捉バンド（26）の抗体はペプチドの結合配列に特異的
であり、このペプチドでは、切断配列が前記結合配列と標識との間にくるように配置され
る。また別のいくつかの実施態様では、別の捕捉バンド（26）の抗体は切断配列それ自体
に特異的であるか、又はプロテアーゼの作用により破壊される配座エピトープに特異的で
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ある。
【００６５】
　本プロテアーゼ検出製品（24）は以前の実施態様の場合のように用いられる。したがっ
て、サンプルはサンプル受容ゾーン上に滴下され、追跡緩衝液が添加される。続いて、サ
ンプルをプロテアーゼ感受性ペプチドとサンプル受容ゾーン上で混合させ、その間に可溶
性バリアー（27）は緩衝液によって溶解される。サンプル中に適切なプロテアーゼが存在
するならば、プロテアーゼ感受性ペプチドは切断される。
【００６６】
　所定時間後に、可溶性バリアー（27）は劣化ないし分解（degraded）され、サンプル、
緩衝液及びプロテアーゼ感受性ペプチドは、第一の末端（3）から第二の末端（4）へと細
片（2）に沿って進む。前記混合物が捕捉バンド（25）を通過するとき、捕捉バンド（25
）の抗体（複数）は、プロテアーゼ感受性ペプチドと前記がプロテアーゼによって切断さ
れているか否かにかかわらず結合する。しかしながら、サンプル受容ゾーン（5）には過
剰のプロテアーゼ感受性ペプチドが提供されているので、プロテアーゼ感受性ペプチドの
いくらかは捕捉バンド（25）を超えて流れ、さらに別の捕捉バンド（26）に到達する。
【００６７】
　別の捕捉バンド（26）で抗体が結合し、ペプチドの結合配列を固定する。プロテアーゼ
感受性ペプチドが切断されている場合、標識はもはや結合配列に付着していないので、こ
の別の捕捉バンド（26）では標識は固定されない。また別の実施態様では、ペプチドは、
プロテアーゼ感受性ペプチドが切断されている場合は別の捕捉バンド（26）の抗体と全く
結合せず、したがってこの理由のために標識は別の捕捉バンド（26）に蓄積しない。他方
、プロテアーゼ感受性ペプチドが切断されていない場合、標識は別の捕捉バンド（26）に
蓄積する。
【００６８】
　サンプルがいったんこの別の捕捉バンド（26）を通過したら、細片（2）を精査してア
ッセイの結果を決定する。別の捕捉バンド（26）に蓄積する標識のレベルを捕捉バンド（
25）に蓄積した標識のレベルと比較する。別の捕捉バンド（26）の標識レベルが低ければ
低いほど、それはプロテアーゼ感受性ペプチドの切断量が大きいことを示しているので、
サンプル中のプロテアーゼの量が大きいか又は活性が強い（逆もまた然りである）。
【００６９】
　この実施態様の他の変型で、捕捉バンド及びさらに別の捕捉バンド（26）の位置を互い
に入れ替えてもよいことが理解されよう（すなわち別の捕捉バンド（26）は捕捉バンド（
25）の上流の液体流路に配置することができる）。
【００７０】
　この実施態様のある具体的な変型では、標識は、プロテアーゼ感受性ペプチドとコンジ
ュゲートされた金粒子を含む。金粒子とコンジュゲートされるものはまたガラクトマンナ
ン半部（モイエティ）である。捕捉バンド（25）は、ペプチド上の結合配列と結合するこ
とができる複数の抗体を含み、切断配列は金粒子と結合配列との間に存在する。別の捕捉
配列（26）はPBAを含み、PBAはCISジオールを提示する炭水化物と結合する。プロテアー
ゼが存在しないとき、金粒子は捕捉バンド（25）及び別の捕捉バンド（26）の両方に結合
し蓄積する。しかしながら、適切なプロテアーゼが存在するとき、切断配列が切断され、
したがって第一の捕捉バンド（25）に結合するいずれのペプチドにも金粒子は付着してい
ない。したがって、プロテアーゼが存在する場合は、金粒子は別の捕捉バンド（26）にの
み蓄積する。したがって、サンプル中の活性なプロテアーゼ酵素の有無は、捕捉バンド（
25）の金粒子の蓄積を別の捕捉バンド（26）の金粒子の蓄積と比較することによって判定
することができる。
【実施例】
【００７１】
　実施例1：細片上の固定ペプチドの切断
　ストレプトアビジンの試験線1及び抗マウス抗体の試験線2を含むイムノアッセイ試験細
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片を用いて、固定ペプチドのプロテアーゼ切断を示すべく以下のアッセイを実施した。切
断可能ペプチド（フルオレセイン-Val-Arg-Gly-[PEG]20-ビオチン(a)）をストレプトアビ
ジン／ビオチン結合により細片に固定し、その後、細片にトリプシン含有溶液（これはAr
g残基のC-末端結合で前記ペプチドを切断することができる）を流すことにより切断した
：
　a）4μLのペプチド（0.65μg/mL）（フルオレセイン-Val-Arg-Gly-[PEG]20-ビオチン）
を10μLのウシ血清アルブミン（200mg/mLのBSA）及び20μLのリン酸緩衝食塩水（PBS, pH
7.4）と混合し、支持台上に垂直に保持した6枚の細片の基部に添加し、各細片の上方へク
ロマトグラフさせた。
【００７２】
　　b）（a）で調製した全ての混合物が各細片に染み込んだとき、150μLのPBS洗浄液を
各細片の基部に添加し、各細片の上方へクロマトグラフさせた。
【００７３】
　　c）（b）の洗浄液が各細片から引き出されたとき、この細片を室温で30分乾燥させた
。
【００７４】
　　d）乾燥後に、20μL体積の0、50、100、250、500及び1000μg/mLのトリプシン標準物
（複数）を個々の細片の基部に添加し、各細片の上方へクロマトグラフさせた。
【００７５】
　　e）（d）で添加された前記標準物が各細片を通って吸収された（drawn）とき、さら
に50μLのPBS洗浄液を各細片の基部に添加し、さらに各細片の上方へクロマトグラフさせ
た。
【００７６】
　　f）（e）の洗浄液が各細片に吸収されたとき、2μLの抗FITC金コンジュゲート及び10
0μLのPBSを混合して各細片の基部に添加し、各細片の上方へクロマトグラフさせ、続い
て各細片当たりさらに80μLのPBS洗浄液をクロマトグラフさせた。前記抗FITC金コンジュ
ゲートはフルオレセインと結合することができ、さらに前記コンジュゲートは抗マウス抗
体と結合することができ、前記抗体によって試験線2で固定される。
【００７７】
　試験線1及び2のシグナル強度の結果は下記の表1に示される。いずれの試験線における
金コンジュゲートの存在も直接的には検出されなかったことは留意されよう。フルオレセ
インは、その蛍光特性のためではなく、それが小さな抗原性分子であり、それに対するい
くつかの抗体が市場で入手できるので切断可能ペプチドに用いられた。
【００７８】
表1：細片上に固定されたペプチドを用いた試験線1及び2のシグナル発生

【００７９】
　実施例2：結果の可視化のための蛍光標識の使用
　ストレプトアビジンの試験線1及び抗マウス抗体の試験線2を含むイムノアッセイ試験細
片を用い、サンプル中のトリプシン活性の検出のために蛍光を利用して切断可能ペプチド
（フルオレセイン-Val-Arg-Gly-[PEG]20-ビオチン）により以下のアッセイを実施した：
　　a）4μLの体積のペプチド（50μg/mL）（フルオレセイン-Val-Arg-Gly-[PEG]20-ビオ
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チン）を4μLの体積のトリプシン標準物（0、10、100及び1000μg/mL）と混合し、室温で
5分間インキュベートした。
【００８０】
　　b）（a）で調製した混合物に、PBS中のBSA（33mg/mL）の82μLを添加し、さらに混合
し、続いて支持台上に垂直に保持した4枚の細片の基部に添加し、各細片の上方へクロマ
トグラフさせた。
【００８１】
　　c）（b）で調製した混合物が全て各細片に吸収された（drawn）とき、150μLのPBS洗
浄液を各細片の基部に添加し、各細片の上方へクロマトグラフさせた。
【００８２】
　　d）試験線1と結合した未切断ペプチドの存在を可視化させるためにUV光源を用いて細
片を観察した。
【００８３】
　試験線1のシグナル強度の結果は下記の表2に示される。この実施例では、フルオレセイ
ンの存在はシグナルを生じる。
【００８４】
表2：可視化のために蛍光標識を用いた試験線1のシグナル発生

【００８５】
実施例3：試験細片のサンプルパッドへの切断可能ペプチドの取り込み
　ストレプトアビジンの試験線1及び抗マウス抗体の試験線2を含むイムノアッセイ試験細
片を用いて試験細片のサンプルパッドに乾燥させて供給した切断可能ペプチド（フルオレ
セイン-Val-Arg-Gly-[PEG]20-ビオチン）のトリプシン切断を示すべく以下のアッセイを
実施した：
　　a）以下の溶液を調製し、続いて60*32mmの長さのサンプルパッドに染み込ませ、さら
に室温で3時間乾燥させた：200mg/mLのBSAを1mL＋1％のトリトンX-100を500μL＋蒸留水2
mL＋2gのシュクロース＋50μg/mLの切断可能ペプチドを500μL。
【００８６】
　　b）細片は、図6に示すようにさらに下記で詳細に説明するとおりに組み立てた。略記
すれば、サンプル受容パッド（29）は乾燥切断ペプチドを含む。可溶性PVAフィルム（30
）はサンプル受容パッド（29）を介在パッド（31）から分離させる。（中間）介在パッド
（31）は抗FITC金コンジュゲートを含み、吸収性試験細片（35）と接触する。前記試験細
片（35）は試験線1及び2を含む。
【００８７】
　　c）アッセイは、0μg/mL及び1000μg/mLのトリプシン標準物を用い、“A”と標識し
たサンプルパッドの近位（基部）端に、このパッドが完全に飽和されるまで、適用するこ
とによって、実施した。
【００８８】
　　d）サンプルパッドとコンジュゲートとの間のPVAフィルムが溶解して標準物がコンジ
ュゲートパッドに流入するのが見えたとき、細片を完全に通過させるために必要に応じて
更なる溶液を適用した。
【００８９】
　試験線1及び2のシグナル強度の結果は下記の表3に示される。
【００９０】
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表3：細片のサンプルパッドに取り込ませた切断可能ペプチドを用いた試験線1及び2のシ
グナル発生

【００９１】
　今度は図6を参照して、イムノアッセイ試験細片（28）は、吸収性物質から製造された
サンプル受容パッド（29）を第一の末端に含む。乾燥した切断可能ペプチド（フルオレセ
イン-Val-Arg-Gly-[PEG]20-ビオチン）は、サンプル受容パッド（29）（へ供給されその
）上で乾燥される。
【００９２】
　厚さ35μmのPVAフィルム（30）はサンプル受容パッド（29）の下に配置される。PVAフ
ィルム（30）の大きさは、サンプル受容パッド（29）の内側端全体を覆い、さらにサンプ
ル受容パッド（29）の全てのディメンジョン（dimensions）をさらに1mm超えるように（
サンプル受容パッド（29）の外側末端を除く）作製される。PVAフィルム（30）は、サン
プル受容パッド（29）を超えて流れる液体のバリアーであるが、予め定めた時間の後で水
に溶解性である。
【００９３】
　（中間）介在パッド（31）はPVAフィルム（30）の下に配置される。介在パッド（31）
は、その外側端（32）がサンプル受容パッド（29）の内側端（33）と重なり合い、PVAフ
ィルム（30）の内側端（34）がそれらの間に挟まれるように配置される。さらにまた、サ
ンプル受容パッド（29）の内側端（33）からPVAフィルム（30）が1mm伸張することによっ
て、サンプル受容パッド（29）と介在パッド（31）との間のいずれの直接的な液体流通も
阻止される。複数の抗FITC金コンジュゲートが介在パッド（31）上へと乾燥される。
【００９４】
　吸収性細片（35）は介在パッド（31）の下に配置される。介在パッド（31）の内側端（
36）は吸収性細片（35）の外側端（37）と重なり合い、さらにこれと接触する。第一及び
第二の試験線（表示されていない）は吸収性細片（35）上に配置される。第一の試験線（
介在パッド（31）に最も近い）は、吸収性細片（35）の表面に固定されたストレプトアビ
ジンを含む。第二の試験線（介在パッド（31）から遠く離れている）は、吸収細片（35）
上に固定された複数の抗マウス抗体を含む。
【００９５】
　使用時には、プロテアーゼ含有サンプルが、Aと印を付された位置でサンプル受容パッ
ド（29）の基部端に添加される。サンプルは、サンプル受容パッド（29）に配置された切
断可能ペプチドと混ざりあい、前記ペプチドを切断する。さらにまた、サンプルはPVAフ
ィルム（30）を溶解させ、予め定めた時間の後で、切断されたペプチドは介在パッド（31
）へと流れることができ、ここで前記ペプチドは抗FITC金粒子と混ざりあう。続いて、切
断ペプチド及び抗FITC金コンジュゲートの混合物は吸収性細片（35）に吸収され、ここで
切断ペプチドのビオチン含有部分（section）は第一の試験線で結合し、さらに切断ペプ
チドのフルオレセイン含有部（part）は抗FITC金コンジュゲートと結合し、これは第二の
試験線で固定される。
【００９６】
　また別には、サンプル中にプロテアーゼが存在しないとき、ペプチドは切断されないま
までサンプル受容パッド（29）上に留まり、サンプルはPVAフィルム（30）を溶解させて
これを通過し、さらに介在パッド（31）上でFITC金コンジュゲートと混ざりあう。抗FITC
金コンジュゲートは未切断ペプチドのフルオレセインと結合し、前記は続いて第一の試験
線で固定される。実際には、少量の抗FITC金コンジュゲートは切断可能ペプチドと結合せ
ず、未結合コンジュゲートは第二の試験線で固定される。
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【００９７】
　実際には、サンプルがプロテアーゼを含んでいるときでさえ全ての切断可能ペプチドが
切断されるわけではなく、したがって第一及び第二の試験線で固定される抗FITC金コンジ
ュゲートの相対量（複数）は、切断可能ペプチドの切断におけるプロテアーゼの量及び／
又はプロテアーゼの有効性の指標であることは理解されよう。
【００９８】
　抗FITC金コンジュゲートは、サンプル受容パッド（29）ではなくむしろ介在パッド（31
）に配置されることによって、サンプル中のプロテアーゼへの抗FITCコンジュゲートの暴
露は極めて減少するが、そうでなければ、プロテアーゼはコンジュゲートに対してそのタ
ンパク質分解活性を発揮するであろう、ということもまた理解されよう。したがって、抗
FITC金コンジュゲートを介在パッド（31）に配置することによって、コンジュゲートのタ
ンパク質分解は極めて減少し、したがって金コンジュゲートによって生じる試験線でのシ
グナルは最大になる。
【図面の簡単な説明】
【００９９】
【図１】本発明のー実施態様のプロテアーゼ検出製品の平面図である。
【図２】図1のプロテアーゼ検出製品のあるコンポーネント（要素ないし成分、component
）の模式図である。
【図３】図1に示したプロテアーゼ検出製品の別のコンポーネント（要素ないし成分、com
ponent）の使用時の模式図である。
【図４】本発明のさらに別の実施態様のプロテアーゼ検出製品の全体図である。
【図５】本発明の他の実施態様のプロテアーゼ検出製品の平面図である。
【図６】実施例3で試験したプロテアーゼ検出製品の縦方向断面模式図である。

【図１】 【図２】
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