
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　結合アッセイを行うための装置であって、
（ａ）第一の所定の位置に第一の試薬を固定化した第一の吸収性材料（１０１）；および
（ｂ）第一の吸収性材料（１０１）とその で接触し、第二の所定の位置に第二の試薬
を放出可能に固定化した第二の吸収性材料（１０６）を有してなり、
　同第一の吸収性材料（１０１）および第二の吸収性材料（１０６）は、第一の吸収性材
料（１０１）を通過する液体の流れが第二の吸収性材料（１０６）から同第二の試薬を放
出させ、第一の吸収性材料（１０１）を通過して流れるように、互いに並列する位置にあ
って、

、
　結合アッセイを行うための装置。
【請求項２】
　結合アッセイを行う方法であって、
　請求項１ の装置の第一の吸収性材料（１０１）に液体試料を導入し、同第一の吸収
性材料（１０１）内に第一の液体の流れを発生させ、この第一の液体の流れは、第二の吸
収性材料（１０６）に到達すると、二つの流れに分かれ、これにより、第一の吸収性材料

10

20

JP 4007624 B2 2007.11.14

上面

第二の吸収性材料（１０６）は、横幅全体にわたって長手方向に伸びる粘着性の裏
打ちをもったポリエステルフィルム（１０７）によって第一の吸収性材料（１０１）に強
固に結合し、同ポリエステルフィルム（１０７）は第二の吸収性材料（１０６）の上面を
覆い、同ポリエステルフィルム（１０７）の長手方向の両端は第一の吸収性材料（１０１
）の上面に接着する

記載



（１０１）から液体を第二の吸収性材料（１０６）に導入し、第一の吸収性材料（１０１
）内に第一の液体の流れを維持しながら、第二の吸収性材料（１０６）内に第二の液体の
流れを発生させ、そして、第二の試薬を第二の吸収性材料（１０６）内で第二の液体の流
れのなかに流動させ、第二の試薬の流動後、第二の 流れは、第一の吸収性材料（１
０１）内の第一の液体の流れと大体平行する方向にあり、そして、第二の液体の流れおよ
び第二の試薬を第二の吸収性材料（１０６）から第一の吸収性材料（１０１）に導入し、
第一の吸収性材料（１０１）内で第一の液体の流れと合流させることからなる、結合アッ
セイを行う方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、結合アッセイ実施のための装置及び方法に関するものである。
また、本発明は、試薬輸送のための多孔性担体材料を使用するアッセイにも関するもので
ある。
【０００２】
【従来の技術】
特異的結合アッセイは、多くの応用において有用な価値ある道具である。このようなアッ
セイは、一つが分析対象物である二つ以上の結合成分を含む。特異的結合成分の例は、抗
体及び抗原、ＤＮＡおよび／またはＲＮＡハイブリッド形成、ならびにレセプタ－リガン
ド相互作用を含む。多くの特異的結合アッセイフォーマットがこの技術において知られて
おり、競合、サンドウィッチおよび凝集アッセイ法がそれらに含まれる。あいにくなこと
に、特異的結合は常に観測可能なものではない。従って、結合を間接的あるいは直接的に
観測可能とするために、標識技術が開発された、典型的には標識付けは、一方または両方
の結合成分に検出可能な標識を結合することを含む。
【０００３】
放射性同位体、蛍光剤、および酵素は、検出のために装置および／または特殊な処理を必
要とするため、“間接的”標識の例である。対照的に、“直接的”標識は、肉眼で見るこ
とができ、検出のために特殊な処置または装置を必要としない。金属性ゾル、色素ゾルお
よび着色ラテックスは、“直接”標識の例である。
【０００４】
最近では、結合アッセイ法および多孔性担体材料を組み合わせた技術が開発されている。
結合対の一方の成分（例えば、抗体または抗原）が、例えば吸着または共有結合によるこ
の技術で周知の多くの方法の一つにより多孔性の担体材料（例えば繊維状または多孔性膜
）上に固定化される。
【０００５】
例えば、競合アッセイにおいて、分析対象物を含む試料は、典型的には、固定化成分と特
異的に結合可能な標識分析対象物または標識分析対象物類似体（試薬）と混合される。次
いで、混合物は多孔性担体材料に負荷される。該多孔性担体材料内の毛細管芯により生じ
る該混合物の移動は、試薬を、固定化された特異的結合成分の結合部位の限られた数につ
いて競合する位置に運搬する。標識試薬の一部は、固定化試薬に特異的に結合し、次いで
固定化される。結合される標識試薬の量は、試料中の分析対象物の量に反比例する。
【０００６】
過剰の未反応材料は、例えば多孔性担体材料に適当量の溶離液をかけることにより、洗浄
にて除去される。洗浄後、標識は現像および／または測定（“間接”標識）されるか、ま
たは目視評価（“直接”標識）されうる。標識試薬は、湿らせた場合に移動性となるよう
に、多孔性担体材料に染み込ませることもできる。そのような場合には、試料の添加それ
自体がアッセイを開始し、操作を行うために充分であろう。
【０００７】
Ｄｅｕｔｓｃｈら（それらの内容をここに参考として取り入れる米国特許第４，０９４，
６４７号、４，２３５，６０１号および４，３６１，５３７号）は、試料の特徴の測定（
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特異的結合アッセイ）のための試験装置を開示しており、これにおいては試薬類が混合さ
れ、移送用切片要素中を移送される（１９８７年５月７日発行のＢａｋｅｒら、ＷＯ８７
／０２７７４も参照）。一実施態様において、第一の放射標識試薬を切片中に染み込ませ
、第二の試薬をマイクロビーズへの結合を介して第一の試薬より下流側の切片上に固定化
する。試料は第一の試薬より上流に負荷され、該切片の開始側末端が溶離液に浸される。
溶離液は切片中を移動し、試料を拾い上げる。試料を含んだ溶離液は、第一の試薬を再度
水和させ、それを試料と混合し、該試料および第一の試薬を第二の試薬まで移送し、ここ
において特異的結合反応が放射標識試薬の一部を固定化する。過剰量の放射標識試薬は、
切片の終末端に向けて洗い流される。別法として、標識試薬は切片体に直接に負荷されて
もよい。
【０００８】
Ｋｅｌｔｏｎ等に対して発行された米国特許第４，９３８，９２７号（その内容をここに
参考として取り入れる）は、流体閉止手段により多数の流体経路に分割された円形のクロ
マトグラフィー用膜を含む回転式流体マニピュレータを開示している。各流体経路は、標
識特異的結合試薬および固定化特異的結合試薬を含む。試験標本は、標識試薬上またはそ
の近傍に負荷される。次いで、溶離液が膜中央に近接する特殊な位置に適用される。溶離
液は特定の経路を芯および遠心力によって円形の外方に向けて移動する。特異結合アッセ
イそれ自体の原理はＤｅｕｔｓｃｈ等に記述されるものと同等である。
【０００９】
Ｓｕｎ等に与えられた米国特許第５，２３８，６５２号（その内容をここに参考として取
り入れる）は、乱用される薬剤を示す抗原等の特定の非－蛋白質抗原の競合アッセイのた
めの分析試験装置に関する。非－蛋白質抗原のための検出用抗体により感作された着色ラ
テックス粒子が、クロマトグラフィー用膜に、ラテックス球体が乾燥時には固定化され、
液体との接触時には移動可能となるように直接に塗布される。該ラテックスの下流におい
て、膜には永久的に固定化される薬剤接合プローブが染み込まされる。例えば、体液等の
試料が膜に塗布されると、ラテックス粒子は該試料により再懸濁され、接合体に向けて移
動する。薬剤またはその代謝産物が試料中に存在すると、ラテックス上の抗体への結合が
この移動中に起こるであろう。薬剤または薬剤代謝物の量が全ての抗体結合部位を使い果
たすに充分である場合には、着色ラテックス粒子の薬剤接合プローブへの結合は阻害され
るであろう。試料中に薬剤または薬剤代謝物がない場合には、着色ラテックス粒子は薬剤
接合体に結合して明確な着色バンドを形成するであろう。
【００１０】
Ｍａｙ等に付与された英国特許第０２９１１９４号は、クロマトグラフィー用多孔性膜を
入れた窪み状枠を有してなる分析試験装置が開示されている。該装置は、また分析対象物
に対する標識（例えば、着色ラテックス等）された特異的結合試薬、および膜上に永久的
に固定化された同じ分析対象物に対する非標識特異的試薬を含む。液体試料は毛細管現象
により膜に染み込み、標識試薬を拾って非標識特異的試薬を持つ区域に移動する。試料中
の分析対象物の存在は、サンドウィッチまたは競合様式のいずれかを使用して、標識試薬
の結合の程度で測定される。
【００１１】
標識試薬の膜への非可逆的固着を引き起こし得る標識試薬と膜との間の望ましからぬ相互
作用を最小化するために、標識試薬を表面層として塗布することが示唆されている。これ
を達成するためには、蔗糖またはセルロース水溶液等の上塗り材料が上塗り層を形成する
ために標識試薬の塗布に先立って塗布される。次いで、標識試薬が該上塗りの表面に塗布
される。しかしながら実際的には、上塗り材料は標識試薬と同様に膜の厚み方向にある程
度は侵入する。
【００１２】
Ｍａｙ等に付与された米国特許第５，２７５，７８５号（“Ｍａｙ’７８５”、その内容
をここに参考として取り入れる）には、異なった毛細管芯能力を有する複数の液体誘導膜
および液体の流れを調節するための液体－膨張可能な“スイッチ”材料を結合させたクロ
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マトグラフィー的試験装置が開示されている。個々の膜における異なった液体移動速度は
、液体－膨張可能な“スイッチ”材料（膜間の接触を確立し、あるいは中断する）との組
合せにより、試薬を検出領域にある順番および／または割合で搬送することを可能とする
。
【００１３】
【発明が解決しようとする課題】
あいにく、上記に引用した技術は、多くの不都合を抱えていた。特に懸念される問題点は
、乾燥した結合試薬を移動させることにあり：第一には移動される試薬の量に関し、第二
には移動の様式にある。目標は試薬を定量的に移動させることにあるのであるが、このこ
とは試薬が多孔性材料に非可逆的に固着する傾向にあるために実際的にはしばしば不可能
となる。
【００１４】
試薬を均一に移動させて濃度勾配が無いか、または最小となる連続体を形成することが望
ましい。このような連続体は、結合の均一な程度（競合アッセイにおいては特に重要であ
る）のために有利に働き、また再現性のある均質な生成バンドを好ましいものとする。試
薬の溶液の全体に亘った移動および均質濃度を達成するための一つの既知の方法は、試料
と、例えば標識結合試薬等の液体結合試薬とを予め混合し、次いで該混合物を試験装置に
直接に、または媒介する試料パッドを介して適用することである。しかしながら残念なこ
とに、この多工程の方法は、実験誤差の原因となり、また危険を含んだ試料の取り扱いが
増大する。
【００１５】
一工程装置は、試験を行うために試料添加の単一工程のみを必要とする。通常、結合試薬
は、多孔性担体材料と連続的に接触する吸着材料中に埋め込まれるか、または多孔性担体
材料に直接に塗布される。しかしながら、これらの場合に試料の液体の先頭部は、乾燥し
た含浸結合試薬を該試薬濃度が先頭部で最も高くなるように不均一に移動させ、従って、
多孔性担体材料中のいかなる変動にも極めて敏感である不均一な濃度パターンを生じる。
わずかなロット毎の差異でさえも、悪影響の原因となり得、標識試薬の厳密な検定を必要
とする。検定は分析対象物のカットオフ濃度における性能に関して選択されるため、分析
対象物がない場合とカットオフでの分析対象物の信号との実質的な区別を達成することが
しばしば困難である。
【００１６】
既知の一工程システムの他の不都合は、標識結合試薬の不均一な移動およびラテックスの
乏しい再水和である。先行技術は、結合試薬を上塗り材料表面の表層に塗布することによ
り乏しい水和およびラテックスの非可逆的な固着の問題を克服しようと試みている（例え
ば、上記に議論したＭａｙ等を参照）。しかしながら、上塗り材料を形成する粘性の化合
物は、移動を困難とし、渦の原因となる。このことは、乏しい再現性および破綻した結果
としてのバンドをもたらす。競合的フォーマットでは、この不都合はサンドウィッチアッ
セイのフォーマットより更に深刻である。
【００１７】
従って、本発明の目的は、上述の問題点を克服することを可能ならしめるアッセイ装置を
提供することである。
【００１８】
【課題を解決するための手段】
本発明によるアッセイ装置は、
（ａ）第１の所定位置においてその上に固定される第１の試薬を有する第１の吸着材料；
および
（ｂ）第１の吸着材料と接触し、第２の所定位置においてその上に放出可能に固定される
第２の吸着材料を有してなり、該第１の吸着材料および第２の吸着材料は、第１の吸着材
料を通る液体の流れが第２の吸着材料からの該第２の試薬の放出を生じ、該第１の吸着材
料を通して流れるべく、互いに並列する位置にあることを特徴とするものである。
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【００１９】
本発明の結果としての主な優位点は以下の通りである：
【００２０】
本発明は、上述した問題を克服し、特異的結合試薬を含む付加的表面膜（多孔性担体材料
）の使用により改良された特異的結合アッセイ法を提供する。特異的結合試薬を染み込ま
せた付加的な独立膜を通して、特異的試薬の再水和および試料によるその希釈の程度が調
節され、これによってアッセイの性能が至適化される。この固有の設計は、標識試薬のよ
り均一な移動パターンを達成し、過剰体積の試料が負荷された場合に膜体の望ましからぬ
溢れを除く。
【００２１】
【発明の実施の形態】
本発明は、限定されるものではないが、特異的アッセイ、特に薬剤の乱用アッセイを実施
するためのアッセイ装置を用いて使用され得る。そのようなアッセイ装置は、多孔性担体
材料の試験片を組み込むために構成され、またそのような寸法に形成される。この型の装
置は、その内容をここに参考として取り入れる公開番号ＥＰ－Ａ－０６６８７４５を持つ
欧州特許出願に開示されている。
【００２２】
本発明によるアッセイ装置においては、好ましくは第１の吸着材料および第２の吸着材料
が同じ材料からなる。
【００２３】
本発明によるアッセイ装置においては、好ましくは第１の吸着材料が吸収性膜および多孔
性膜からなる群から選択される。第１の吸着材料は、好ましくはニトロセルロースである
。
【００２４】
本発明によるアッセイ装置においては、好ましくは第２の吸着材料が吸収性膜および多孔
性膜からなる群から選択される。第２の吸着材料は、好ましくはニトロセルロースである
。
【００２５】
本発明によるアッセイ装置の好ましい実施態様において、第１の吸着材料および第２の吸
着材料は、支持体によって互いに接触するように支持され、該支持体は、好ましくは帯状
の材料であり、前記帯状材料は好ましくはポリエステルフィルムである。
【００２６】
本発明によるアッセイ装置の好ましい実施態様において、第２の試薬は標識され、標識は
好ましくは着色ラテックスである。
【００２７】
本発明によるアッセイ装置の好ましい実施態様において、第１の吸着材料は、それに固定
化される複数の試薬を有する。
【００２８】
本発明によるアッセイ装置の好ましい実施態様において、第２の吸着材料は、それに固定
化される複数の試薬を有する。
【００２９】
本発明によるアッセイ装置の好ましい実施態様において、第１の試薬及び第２の試薬は、
互いに結合するための親和性を有している。
【００３０】
本発明によるアッセイ装置の好ましい実施態様において、第１の試薬及び第２の試薬は、
それぞれ同様な物質と結合するための親和性を有している。
【００３１】
本発明によるアッセイ装置の好ましい実施態様において、第１の吸着材料の芯速度は、第
２の吸着材料の芯速度と同じかまたはそれ以上である。
【００３２】
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本発明によるアッセイ装置の更に好ましい実施態様において、第１の吸着材料の芯速度は
、第２の吸着材料の芯速度より低い。
【００３３】
本発明によるアッセイ装置の好ましい実施態様において、第１の試薬は、第１の吸着材料
上に非可逆的に固定化される。
【００３４】
本発明によるアッセイ装置の好ましい実施態様において、第１の吸着材料及び第２の吸着
材料は、それぞれ平面上の表面を有する。特に好ましい実施態様において、第１の吸着材
料の平面上の表面は、第２の吸着材料の平面上の表面に並置される。
【００３５】
本発明による結合アッセイを実施する方法は：
（ａ）第１の吸着材料に液体試料を導入して該第１の吸着材料中に第１の液体流を生成さ
せ；
（ｂ）第１の吸着材料からの液体を第２の吸着材料に導入して第１の吸着材料中の第１の
液体流を維持しつつ、第２の吸着材料中に第２の液体流を生成させ；
（ｃ）第２の試薬を、第２の吸着材料中の第２の液体流に導入し、第２の試薬導入後に、
該第２の流れが第１の吸着材料中の第１の液体流と全体に平行する方向にあり；および
（ｄ）第２の液体流および第２の吸着材料からの第２の試薬を、第１の吸着材料に導入し
て第１の吸着材料中の第１の液体流と合流させること
を含んでなることを特徴とする。
【００３６】
本発明による方法の好ましい実施態様において、第１の吸着材料中の第１の液体流は、第
２の吸着材料中の第２の液体流と同じか、またはそれ以上の速度で流れる。
【００３７】
本発明による方法の好ましい実施態様において、第１の吸着材料中の第１の液体流は、第
２の吸着材料中の第２の液体流より小さい速度で流れる。
【００３８】
本発明の実施態様は、ここに添付する図面を参照して記述され、ここにおいて、
【００３９】
図１は、カバーパネルを外したアッセイ装置の試験片室の正面図を表す。
【００４０】
図２は、図１の側断面図を表す。
【００４１】
図３は、アッセイ装置のカバーパネルを表す。
【００４２】
図４は、本発明による試験片の斜視図を表す。
【００４３】
図５は、本発明の装置を用いて行われたアッセイに関する色測定密度対モルヒネ濃度のグ
ラフを表す。
【００４４】
図６は、ＩＶＥＫ　Ｄｉｇｉｓｐｅｎｓｅ　２０００ T Mシステムを使用し、試薬が調合さ
れたニトロセルロースを使用して行われたアッセイに関する色測定密度対モルヒネ濃度の
グラフを表す。
【００４５】
図７は、本発明の装置を用いて行われたアッセイに関する色測定密度対テトラヒドロカン
ナビノイド（ＴＨＣ）濃度のグラフを表す。
【００４６】
図８は、ＩＶＥＫ　Ｄｉｇｉｓｐｅｎｓｅ　２０００ T Mシステムを使用し、試薬が調合さ
れたニトロセルロースを使用して行われたアッセイに関する色測定密度対ＴＨＣ濃度のグ
ラフを表す。
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【００４７】
図９は、Ｐａａｓｃｈｅエアブラシを使用して試薬が噴霧されたニトロセルロースを使用
して行われたアッセイに関する色測定密度対ＴＨＣ濃度のグラフを表す。
【００４８】
図１０は、蔗糖が上塗りされたニトロセルロース上で行われたアッセイに関する色測定密
度対ＴＨＣ濃度のグラフを表す。
【００４９】
図１１は、蔗糖の上塗りの上にメチルセルロース溶液中のラテックスが塗布された上塗り
ニトロセルロースを使用して行われたアッセイに関する色測定密度対ＴＨＣ濃度のグラフ
を表す。
【００５０】
本発明は、下記に好ましい実施態様をもって記述される。これらの実施態様は、発明の理
解を助けるために示されるものであって、限定として解釈されるべきものではない。
【００５１】
本発明の装置および方法は、臨床化学、妊娠および類似の試験に加えて、コカイン、アン
フェタミン類、カンナビノイド類、バルビタール酸類、ベンゾジアゼピン類、アヘン製剤
類、フェンシクリジン類、プロポキシフィン類、三環式抗鬱剤類およびメタドン等の乱用
される薬剤の試験に使用するために特に好適である。
【００５２】
該明細書に亘って使用されるように、“膜”、“多孔性担体材料”および“吸着材料”な
る用語は、相互に可換に使用され、ここに記述されるアッセイのために好適な材料を意味
する。
【００５３】
発明の理解のためにいくつかの位置的な用語が使用されている。“表面”および“主”膜
は、“前部”および“後部”なる用語にて記述されている。“前部”は、長手方向の中間
点（膜中の液体流の方向に位置する）を越えて伸びる膜の部分である。膜の最前部は、“
末端部”として引用される。“後部”は、前部の反対部分で、最初に液体試料と接触する
末端向きの長手方向中間点の先にある膜の部分に関連する。膜の最後部は、“始端部”と
して引用される。“下流”は、膜中を液体が流れる向きである。反対に“上流”は、膜中
の液体流の反対の向きである。
【００５４】
試料は、主膜の始端部に吸収され、主膜の長さ方向に沿って毛細管作用により移送される
。一般的には、膜の長さは１－１０ｃｍの範囲、幅は０．４－２ｃｍ、厚さは０．１－１
ｍｍである。典型的には膜は、細長く薄い長方形の角柱の形状を持つ。
【００５５】
試料の流れが試薬含有表面膜（一般的に標識試薬を含む）に到達した場合に、それは二つ
の流れに分割され：第１のものは主膜中を進行し、第２のものは、典型的には後部の表面
膜に染み込み、該表面膜中に位置する試薬を移動させる。該表面膜中の試薬は、湿った状
態において移動性である。明快さのために単一の試薬が該表面膜にあるものとして記述さ
れるが、複数の試薬も使用され得ることが認識されなければならない。同様にして、１種
またはそれ以上の試薬をそれぞれ含む複数の表面膜が使用されてもよい。
【００５６】
好ましい標識は、着色コロイド状粒子であり、着色ラテックスが最も好ましい。着色ラテ
ックスは、検出区域に結合した際に裸眼にて容易に見ることができ、従って、更に現像処
理を必要としない。特異的結合試薬を用いたラテックスの感作方法は、この技術で周知で
ある（例えば、Ｉｌｌｕｍ，Ｌ．およびＰ．Ｄ．Ｅ．Ｊｏｎｅｓの、微小球体へのモノク
ローナル抗体の固定化、 ，Ｖｏｌ．１１２
，６７－８４頁（１９８５）ならびにＧａｌｌｏｗａｙ，Ｒ．Ｊ．の、微粒子試験および
免疫アッセイの開発、Ｓｅｒａｄｙｎｅ，Ｉｎｃ．６－３１頁（１９８８）参照）。上記
に暗に言及されるように、複数の試薬が１以上の表面膜にて使用されてもよい。斯くして
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複数の結合試薬、例えば抗原および／または抗体により感作された複数のラテックス含有
膜、または一つのラテックス含有膜が使用され得る。
【００５７】
２つの平行する流れは再統合され、表面膜の前部端またはその近傍の主膜中で混合される
。移動が主膜中の検出部位に向けて続く間に、試薬と分析対象物との間の結合反応が起こ
る。アッセイが競合またはサンドウィッチ様式であるかに依存して、結合の程度または単
に分析対象物の存在が、固定化試薬との特異的結合が起こる検出部位にて測定される。非
結合物質は、主膜の末端に向けて下流に移動し続け、対照部位にて部分的に捕捉される。
非結合標識試薬は、検出または対照部位には残らない。
【００５８】
主膜上には、特異的結合試薬（一般に非標識）が固定化される（即ち、固定化される特異
的結合試薬が展開される液体によって洗い流されない）検出部位がある。該検出部位の下
流には、他の結合試薬が固定化される対照部位がある。組み合わされた場合に、表面膜は
検出部位の上流において主膜の上側表面と接触している（図４参照）。
【００５９】
選択肢として、液体試料を吸収させ、該液体を主膜の始端部に放出するために試料パッド
を使用することができる。試料パッドは、典型的には吸い取り材料から形成され、主膜に
接触される。該試料パッドは、場合により付加的な試薬を含んでもよい。
【００６０】
場合により、過剰量の試薬溶液を吸収し、主膜中の毛細管流をより長時間、助長するため
に、主膜の末端に吸い取り材料から形成される“染み込み”パッドを使用することができ
る。
【００６１】
膜およびパッドは、好ましくは支持体中に配置される。試料パッドおよび染み込みパッド
の使用は、ここに参考として取り入れる米国特許第４，９５６，３０２号および５，２３
８，６５２号に記述されている。本願明細書を読んだ当業者は、本発明との組合せにおい
て、このようなパッド類を使用することができるであろう。
【００６２】
好適な表面および主膜は、薄層クロマトグラフィー材料、紙またはセルロースクロマトグ
ラフィー物質、多孔性の合成プラスチック等の毛細管作用が可能な吸収性または繊維状材
料を含む。好ましい吸収材料は、良好な芯としての能力、“主”および“表面”膜の間の
良好な接触を保証するなめらかな表面、定量的な移動を向上する膜に対する標識化合物の
可逆的結合、毛細管作用により標識試薬を輸送する能力、適当な範囲の芯特性の能力、再
現性を有しかつ好都合な試薬塗布ならびに操作性を有する。
【００６３】
好ましい膜は、ニトロセルロースおよびナイロンを含む。更に、プラスチック上の既製の
膜は、取り扱い上好都合であるため好ましい。ニトロセルロースは、（ｉ）複雑な共有結
合無しに吸着により蛋白質に結合することができ、（ ii）優れた芯特性を有し、ならびに
（ iii ）細孔の径の都合よい範囲が利用可能であることから望ましい。裏打ちセルロース
（例えば、プラスチック材料上へのプレキャスト）は最も好ましい。検出および対照部位
を形成するためのニトロセルロース上への特異的蛋白質の吸着方法、およびニトロセルロ
ース上の非占有結合部位の中性封止剤による封止は、この技術で周知である（例えば、Ｈ
ａｒｖｅｙ，Ｍ．Ａ．、ニトロセルロース膜に基づく免疫アッセイの至適化、Ｓｃｈｌｅ
ｉｃｈｅｒ　＆　Ｓｃｈｕｅｌｌ，Ｎｏ．５５７，１８－２３頁，１９９１参照）。
【００６４】
移動速度は、膜の性質、例えば細孔の大きさにより変化する。流速、適切な膜のタイプ、
および細孔の大きさの選択は、当業者の知識の範囲内にあり、最小の実験にて決定されう
る。
【００６５】
表面膜内の流体力学のために、試薬（典型的には標識される）は、表面膜の前部末端にて
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濃縮され、第１の流れと混合される主膜中にゆっくりと滲み出る傾向がある。希釈の程度
は、本発明においては、既知の構成と同様に試薬の移動化速度によるよりも、むしろ流体
力学により調節されるものと仮定されてきた。従って、本発明は主膜中の下流で起こる再
統合された流れにおいて、表面膜試薬の相対的に一定の濃度となる優位点を与える。この
試薬の一定濃度は、表面膜における試薬の供給が続く限り維持される。
【００６６】
表面膜からの試薬希釈速度は、主膜および表面膜の間の芯速度の適切な差異を選択するこ
とによって調節されうる。“芯速度”は、膜内の液体移動速度（距離／時間）を指す。表
面膜は、同じ材料、または他の好適な多孔性担体材料から作られ得る。しかしながら、便
宜のために表面および主膜は一般的に同じ材料から製造される。このような適切な膜材料
の選択は、本願明細書を読んだ当業者によれば容易に行われる。例えば、より高速の希釈
が要求される場合には、試薬はより遅い芯特性をもった膜を介して、例えばより小さい細
孔の大きさを有する膜を使用して塗布されうる。主膜の芯速度は、好ましくは表面膜の芯
速度より大きいか、または同等である。結果として表面膜からの試薬は、主膜の液体先頭
部の後方にて主膜に染み込み、而して第１の流れが主膜を予め湿潤化することを許容する
。予めの湿潤化は、（ｉ）表面膜からの試薬の均質な移動を容易にし、（ ii）検出部位に
おける非標識試薬のための疎水性による逆効果を除去するか、少なくとも有意に低減し、
ならびに（ iii ）検出部位における結合を容易にする。
【００６７】
標識結合試薬は、通常は膜表面に対する標識試薬の非特異的結合を避けるために封止化合
物により予め封止された膜に塗布される。
【００６８】
膜は切断することができ、試験片は任意の好適な様式に組み立てられる。別法として、膜
はある寸法の仕様に予め形成されてもよい。例えば、最初に主膜の表面に表面膜を固定し
て大きい部分を組み立て、次いでこれを片に切断することも好都合であり得る。表面膜は
、好ましくは主膜と同じ幅であるか、またはより狭い。各膜の長さは、経験的に決定され
るが、結合試薬の必要量を収容するためにちょうど充分な寸法をもった比較的短い膜が好
ましい。膜と検出部位との間の正確な寸法は、試薬の適切な混合に必要とされる時間と結
合反応の完結に必要な時間との均衡により決定され、距離が長すぎると均一な移動が困難
となる。このような特定のパラメータは、最小の実験により決定されうる。現在では０ .
５ｃｍ～５ｃｍの範囲の距離が好ましい。主膜上の表面膜の位置は、検出部位の上流側で
あるが、試料塗布部位の下流側となる。
【００６９】
主および表面膜の積層は、過剰量の試料が膜外部に出ることによる時に起こる膜の溢れを
阻止する。試料の溢れの波が試薬が埋設される位置に達すると、試験結果を完全に歪めて
しまうであろう。この問題は、試料が下方に移動する様な適用において特に深刻である。
【００７０】
表面および主膜の間の接触は、多くの方法によって達成され得る。例えば、主および表面
膜は、収容要素によって互いに押圧されるか、あるいは一方を他方に対して、または両者
が積層されてもよい。積層は、信頼性のある“堅固な”接触が達成されるため好ましい。
更に、積層は、溢れを阻止する堰として作用する。膜間の接触を最大にする好ましい方法
は、下記の例に記述されるマイラーテープ等のポリエステルフィルムを使用して主膜上に
表面膜を並置して積層することを含む。
【００７１】
一般に、表面膜の試薬が、感知可能な程度に膜間の界面を横切らないことが望ましく、む
しろ完全に表面膜内を前部末端に向けて移送されるべきである。
【００７２】
図１～４は、特異的結合アッセイを実施するためのクロマトグラフィー原理を使用した特
定の装置を表す。３種の異なる分析対象物を試験する３個の多孔性担体膜がプラスチック
支持体１０２内に示されている。この様な支持体は、その内容をここに参考として取り入

10

20

30

40

50

(9) JP 4007624 B2 2007.11.14



れる欧州特許出願公開ＥＰ－Ａ－０６６８７４５に開示されている型のアッセイ装置の一
部を形成している。典型的には、プラスチック支持体１０２は、３～５個の多孔性担体膜
を支持する。図１は３個の多孔性担体膜を示し、その一方で図３は、５個の多孔性担体膜
用の窓を示す。
【００７３】
主膜１０１は、検出部位１０３および対照部位１０４を有する。標識化特異的結合試薬１
０５は、主膜１０１の上面に接触する表面膜１０６内に埋設される。表面膜１０６は、例
えば粘着性マイラーテープ１０７等の粘着性の裏打ちをもったポリエステルフィルムを用
いて主膜１０１に強固に結合する。接触し、好ましくはわずかに重複する各主膜１０１の
始端部１０８は、試料パッド１０９である。試料は、パッド裏面のいくつかの小孔（示し
ていない）を通して試料パッド１０９に接触する。試料パッド１０９の頂部に軟質のゴム
シール１１０が付けられている。必要とされる柔軟性は、当業者により容易に決定されう
る。シール１１０は、試料パッド１０９よりも若干寸法的に大きく、試料パッドを覆い、
かつ押し込まれた際にその境界に沿って封止する。
【００７４】
クロマトグラフィー膜が垂直に設置される場合に、試料の漏れを防止するために封止が必
要とされる（試料は下向きに移動する）。当然であるが、シールは１１０は、装置が垂直
位置以外で使用される場合にも用いられ得る。クロマトグラフィー膜の末端１１２の吸収
パッド１１１は、３個の膜全てについて共通になっている。それぞれの検出部位は、カバ
ーパネル１１５の十字形の結果窓１１３を通して、また対応する対照部位は円形の対照窓
１１４を通して観測されうる。カバーパネルのプラスチックは、典型的には透明ではない
。ＣＯＣのラベルを付した十字形の結果窓は、尿中のベンゾイルエクゴニン検出のための
アッセイ用である。テトラヒドロカンナビノイドを意味するＴＨＣのラベルを付した十字
形の結果窓は、尿中のカンナビノイド類検出のためのアッセイ用である。ＭＯＲのラベル
を付した十字形の結果窓は、尿中のアヘン類検出のためのアッセイ用である。ＴＥＳＴ　
ＣＯＭＰＬＥＴＥのラベルを付したそれぞれの円形窓１１４内の青色バーの出現は、対応
する試験が完了まで操作され、結果が解釈されてもよいことを示すものである。これらの
窓１１４は、抗－ウシ血清アルブミン抗体により被覆された膜片の領域を露呈する。ラテ
ックス微小粒子は、ウシ血清アルブミンにて被覆され、それらが膜のこの領域を移動する
際に抗体がウシ血清アルブミンに結合して微小粒子を捕捉する。
【００７５】
本発明は、競合アッセイ様式において特に有用である。この様式の一つの型において、表
面膜中の標識試薬は分析対象物それ自体であるか、特異的結合の同様な型が可能な類似体
である。標識試薬は試料により移動可能とされると共に希釈され、分析対象物またはその
構造的類似体に対して結合可能な非標識試薬が固定化される検出部位に向けて、試料と共
に移動する。試料中に分析対象物が存在する場合には、それは検出領域の限られた数の結
合部位について標識試薬と競合し、分析対象物の相対濃度が標識試薬の結合の低減の程度
から測定され得る。
【００７６】
別の型において、競合は時間分割される。この場合に、標識試薬は分析対象物またはその
構造類似体の結合相手である。標識試薬は試料により移動可能とされると共に希釈され、
非標識の分析対象物またはその類似体が固定化される検出部位に向けて、試料と共に移動
する。分析対象物が試料中に存在する場合には、移動過程の間に標識試薬と結合するであ
ろう。残留する標識試薬の不飽和結合部位は、検出部位の固定化試薬と結合しうる。再度
、分析対象物の濃度は、標識試薬の結合の低減の程度から測定され得る。競合様式の両者
の型について、移動する液体中の結合成分の濃度比は、標識試薬の移動領域の寸法に亘っ
て有意に変動してはならない。また、均一性は、検出部位への異動期間に亘って崩壊して
はならない。流れの均一性の偏差は、競合のゆらぎを許容し、乏しい再現性の結果をもた
らす。本発明は、不均一性を最小にし、標識試薬を更に希釈することにより感度を改善す
る（下記に記述される）。
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【００７７】
分析対象の不在とカットオフの分析対象濃度との間の識別は、標識試薬の全体量を増大し
、かつその存在する体積を増大することによって改善されうる。結果として、ゼロ薬剤濃
度における分析信号はより強くなり、その一方でカットオフ水準の信号は変わらずに維持
されて、急峻な検量曲線がより良い識別を可能とする。
【００７８】
本発明は、サンドウィッチ様式においても有用である。この様式において、標識試薬およ
び非標識固定化試薬の両者は、分析対象物の結合相手である（但し、それらは典型的には
分析対象物の異なるエピトープに結合しなければならない）。好ましくは、標識および固
定化非標識試薬の両者は、分析対象物の過剰量をもって存在する。試料中に分析対象物が
存在すると、移動過程においてそれは標識試薬と完全に結合する。検出部位において、標
識試薬と既に結合した分析対象物は、固定化試薬に結合し、サンドウィッチを形成する。
分析対象物濃度は、検出部位における結合に直接に比例する。
【００７９】
【実施例】

以下のモルヒネアッセイの例は、発明を例示するために提供されるものである。しかしな
がら、本発明がいずれの特定の物質についても限定されるものではないことは指摘されな
ければならない。
【００８０】
モルヒネ誘導体、Ｎ－［３－［（７，８－ジデヒドロ－４，５－エポキシ－６－ヒドロ－
１７－メチルモルフィナン－３－イル）オキシ］プロポキシ］－４－イソチオシアナトベ
ンズアミドは、欧州特許出願公開ＥＰ－Ａ－０３８６６４４の記述に従って調製された。
【００８１】
このモルヒネ誘導体とウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）との接合は、以下のようにして行わ
れた：５０ｍＭのリン酸カリウム、ｐＨ８（４３８ｍＬ）中のＢＳＡの溶液（約５７ｍｇ
／ｍＬ）（氷浴中にて冷却）に、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）を滴々添加した（１
８８ｍＬ）。２５℃まで加温後、ＤＭＳＯ（１９０ｍｌ）中の上記誘導体の５ｍｇ／ｍＬ
の溶液を滴々添加した。該反応混合物を室温にて１６時間撹拌し、次いで透析チューブに
移し、最初に１５容の２０％ＤＭＳＯ－リン酸カリウム緩衝溶液（５０ｍＭ、ｐＨ８）、
第２に１０％ＤＭＳＯ－リン酸カリウム緩衝溶液、第３には更に４回リン酸カリウム緩衝
溶液に対して透析した。
【００８２】
着色された均質なカルボキシレート－修飾スチレン微粒子、例えばＳｅｒａｄｙｎのブル
ーラテックス（０．３ミクロン粒子）を、最初に１％固体にて２０ｍＭ、ｐＨ６．１のＭ
ＥＳ（２－［Ｎ－モルホリノ］エタンスルホン酸）中で３回遠心分離することにより洗浄
した。次いで洗浄したラテックスを、ＭＥＳ中で５％固体に調節し、（ｉ）２ｍｇ／ｍＬ
の抗－モルヒネモノクローナル抗体を用いて室温にて１６時間感作し、（ ii）ＭＥＳ中の
ＢＳＡ溶液を用い、室温にて１時間封止し、（ iii ）ＭＥＳ中の１％固体にて遠心分離に
より３回洗浄し、（ iv）再度、５％固体に調節した。使用前に、等量のこのラテックスと
ＭＥＳ中の３５％ｗ／ｖしょ糖とを混合した。
【００８３】
ポリエステルフィルム上に直接に鋳られた大きい細孔のニトロセルロース、例えばＭｉｌ
ｌｉｐｏｒｅのマイラーにて裏打ちされた大きい細孔のセルロース（１０－２０ミクロン
）を長さ１０ｃｍ、幅５ｃｍの小片に切断した。共に５０ｍＭリン酸カリウム緩衝溶液ｐ
Ｈ７．５中の、モルヒネ－ＢＳＡ接合体（約５ｍｇ／ｍＬ）および抗－ＢＳＡモノクロー
ナル抗体（約２ｍｇ／ｍＬ）の溶液を、例えば、ＩＶＥＫ　Ｃｏｒｐ．Ｄｉｇｉｓｐｅｎ
ｓｅ　２０００ T Mシステム等の正の排出液体分配システムを使用して、１０ｃｍの辺から
それぞれ２ｃｍおよび１ｃｍの距離でニトロセルロース上に１μｌ／ｃｍにて分配した。
ニトロセルロース断片を３７℃にて約３０分間で乾燥させ、次いで２０ｍＭトリス、ｐＨ
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８中の１％ポリビニルアルコール（ＰＶＡ、分子量１３，０００－２３，０００）の溶液
を用いて室温にて３０分間で封止した。次いで断片を水ですすぎ、乾燥させた。
【００８４】
試料パッドは、セルロース濾紙、例えばＢｉｏＲａｄゲルブロッターを０．５ｃｍ 2  の小
片に切断することにより調製した。同じセルロース濾紙を染み込みパッドに使用した。
【００８５】
この例に上述されている同じニトロセルロースを、ラテックスのための分離膜（表面膜）
として使用した。この目的で、主膜と同様にして予め封止されたニトロセルロースを、５
ｍｍ幅の小片に切断し、ラテックスをＩＶＥＫ分配システムを用いて塗布した。３７℃に
て３０分間乾燥後、この膜をニトロセルロース側をしたにして主膜上に置き、粘着性の裏
打ちをもったポリエステルフィルム、例えばＡｄｈｅｓｉｖｅ　Ｉｎｃ．の粘着性マイラ
ーを用いて主膜に積層した。その後、断片を５ｍｍ幅の小片に切断し、試料パッドおよび
染み込みパッドをそれぞれ小片の始端部および終端部に置き、予め決定された量の薬剤（
硫酸モルヒネ）を含む溶液を使用して検量曲線を得た。
【００８６】
至適検量曲線（１．１μｌ／ｃｍのラテックス）を図５に示した。この曲線および図６～
１１に示す曲線は、３倍増感（ tristimulus ）反射式色分析装置、例えばＭｉｎｏｌｔａ
　ＣＲ－２４１　Ｃｈｒｏｍａ　Ｍｅｔｅｒを用いて、得られたバンドの色測定密度を測
定することにより得た。
【００８７】
図５～１１に示されるグラフにおいて、縦軸は１０００倍にしたＭｉｎｏｌｔａ　ＣＲ－
２４１　Ｃｈｒｏｍａ　Ｍｅｔｅｒにて測定される値を示す。これは、“Ｍｉｎｏｌｔａ
読み取り値ｘ１０００”のラベルにより示されている。このＭｉｎｏｌｔａ読み取り値は
、ＣＩＥ（Ｃｏｍｍｉｓｉｏｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｅ　ｄｅ　ｌ’Ｅｃｌａｉ
ｒａｇｅ）により決定されたＸ，Ｙ，Ｚ３倍増感値から導かれる色測定密度、Ｄｘから得
た。３倍増感値は、１９３１年にＣＩＥにより確立されたＹｘｙ色システムから導かれ、
ここにおいてＹは明るさの因子、ｘおよびｙは色ダイアグラムの座標である。３倍増感値
Ｘは、式Ｘ＝Ｙ（ｘ／ｙ）によって３倍増感値Ｙと関連づけられる。Ｘの色測定密度Ｄｘ
は、式Ｄｘ＝－ｌｏｇ 1 0（Ｘ m ／Ｘ 0 ）から導かれ、ここにおいてＸ m は得られたバンド
の測定されたＸ３倍増感値であり、Ｘ 0 は、光源の測定されたＸ３倍増感値である。
【００８８】
各小片について、スペクトルの赤色部分の色測定密度（Ｄｘ）が、接合体（または得られ
た）バンド上の５個の点について各点が隣接するものから１ｍｍ離されて測定された。背
景色測定密度のレベルが、得られたバンドから離れて測定された。平均読み取り値、標準
偏差および％ＣＶ（変位の百分率係数）を計算した。
【００８９】
比較のために、ラテックスを直接に主膜に塗布した。至適計量曲線（０．５μｌ／ｃｍの
ラテックス）が図６に示されている。０．５μｌ／ｃｍを超える体積のラテックスが膜に
付加された場合には、カットオフ濃度（３００ｎｇ／ｍｌ）における抑制は乏しかった。
【００９０】
得られたバンドおよび対照バンドの均一性は、５個の読み取り点についての色強度の変位
により特徴づけられる。表１は、対照および得られたバンドの強度における％ＣＶを表す
。
【００９１】
【表１】
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【００９２】

このテトラヒドロカンナビノイドアッセイの例は、本発明を更に例示するものである。
【００９３】
例１においてこの発明に関して記述されたニトロセルロース膜は：モルヒネ－ＢＳＡ接合
体と同様にして調製されたテトラヒドロカンナビノイド－ＢＳＡ接合体、但しＢＳＡにた
いする薬剤誘導体の比は２０：１；試料パッドに取り入れたβ－シクロデキストリン；な
らびに抗－テトラヒドロカンナビノイドモノクローナル抗体にて感作させたブルーラテッ
クスを用いて調製された。着色した結果のバンドの分析は、例１と同様にして行われた。
３．０μｌ／ｃｍの至適計量曲線は図７に示される。
【００９４】
図８および図９は、それぞれＩＶＥＫシステムにより、及びＰａａｓｃｈｅ社のエアブラ
シ等の圧縮空気液体分配システムまたはエアブラシにより、主膜に直接にラテックスが塗
布された場合（１μｌ／ｃｍ）の至適ＴＨＣ曲線を示す。
【００９５】
ラテックスがしょ糖の上塗り（水中に３５％～６６％ｗ／ｖ）の副膜上に付加された場合
の該様式の性能も評価された。６０％のしょ糖副膜及び２．０μｌ／ｃｍのラテックスを
用いた至適曲線が図１０に示されている。ＥＰ－Ａ－０２９１１９４に示唆されるように
、ラテックス溶液が１％メチルセルロース、例えば１％Ｍｅｔｈｏｃｅｌ　Ｋ４Ｍ T Mメチ
ルセルロース（Ｄｏｗ　ＣｈｅｍｉｃａｌＣｏｍｐａｎｙ）及び０．６％ｗ／ｖのＰＶＡ
に調製され、しょ糖副膜の表面に直接に塗布された異なるラテックス剤型についても評価
された（図１１）。この場合には、半分以上のラテックスは、移動し始めることもなかっ
た。しょ糖副膜は、ラテックスの移動をかなり遅らせ、かつ移動が均一でない。
【００９６】
得られたバンド及び対照バンドの均一性は、５個の読み取り点についての色強度変位によ
り特徴づけられ得る。表２は、対照および得られたバンドの強度における％ＣＶを表す。
【００９７】
【表２】
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【００９８】
上記二つの例の結果から明らかなように、本発明の装置は、先行技術のシステムに比べて
優れた結果を与える。
【００９９】
本願明細書を読めば、多くの別の実施態様が当業者には明らかとなるであろう。これらの
変更は、添付の請求の範囲によってのみ限定される発明及びそれらの均等物の範囲及び精
神のうちにあるものとみなされるべきである。
【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、カバーパネルを外したアッセイ装置の試験片室の正面図を表す。
【図２】図２は、図１の側断面図を表す。
【図３】図３は、アッセイ装置のカバーパネルを表す。
【図４】図４は、本発明による試験片の斜視図を表す。
【図５】図５は、本発明の装置を用いて行われたアッセイに関する色測定密度対モルヒネ
濃度のグラフである。
【図６】図６は、ＩＶＥＫ　Ｄｉｇｉｓｐｅｎｓｅ　２０００ T Mシステムを使用し、試薬
が調合されたニトロセルロースを使用して行われたアッセイに関する色測定密度対モルヒ
ネ濃度のグラフである。
【図７】図７は、本発明の装置を用いて行われたアッセイに関する色測定密度対テトラヒ
ドロカンナビノイド（ＴＨＣ）濃度のグラフである。
【図８】図８は、ＩＶＥＫ　Ｄｉｇｉｓｐｅｎｓｅ　２０００ T Mシステムを使用し、試薬
が調合されたニトロセルロースを使用して行われたアッセイに関する色測定密度対ＴＨＣ
濃度のグラフである。
【図９】図９は、Ｐａａｓｃｈｅエアブラシを使用して試薬が噴霧されたニトロセルロー
スを使用して行われたアッセイに関する色測定密度対ＴＨＣ濃度のグラフである。
【図１０】図１０は、蔗糖が上塗りされたニトロセルロース上で行われたアッセイに関す
る色測定密度対ＴＨＣ濃度のグラフである。
【図１１】図１１は、蔗糖の上塗りの上にメチルセルロース溶液中のラテックスが塗布さ
れた上塗りニトロセルロースを使用して行われたアッセイに関する色測定密度対ＴＨＣ濃
度のグラフである。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】
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