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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　コロイド金属粒子に結合した生物学的物質を電気化学的検出によって検出または定量す
る方法であって、
　該コロイド金属粒子を化学的処理によって酸化剤を含有する酸性媒体中に溶解する工程
；
　電極表面で金属を還元および／または堆積させる工程；
　該電極の表面に堆積する金属の量を、該電極の電位の変化、ならびに該金属の再酸化お
よびその再溶解後に現れるボルタンメトリーピークの解析によって測定する工程；および
　最初に該コロイド金属粒子に結合した生物学的物質を、該電極表面に電着された金属の
存在および／または量の関数として、検出および／または定量する工程
を含むことを特徴とする、方法。
【請求項２】
　コロイド金属粒子を溶解する工程の後に、該溶解を誘導する生成物の除去を目的とする
さらなる処理を行うことを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記金属のイオンを錯形成しうる試薬を溶液中に添加することを特徴とする、請求項１
または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記電極上の金属の還元および／または堆積を適切な負電位を用いて行うことを特徴と
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する、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記コロイド粒子が、金属または金属化合物からなる粒子から選択されることを特徴と
する、請求項１～４の１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記コロイド粒子が金からなることを特徴とする、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記コロイド粒子が１ｎｍと２００ｎｍとの間のサイズであることを特徴とする、請求
項１～６の１項に記載の方法。
【請求項８】
　酸化剤を含有する前記酸性媒体が、臭素、次亜臭素酸、またはこれら２つの化合物の混
合物を含む臭化水素酸の溶液であることを特徴とする、請求項１～７の１項に記載の方法
。
【請求項９】
　使用される電極が、スクリーンプリント電極であることを特徴とする、請求項１～８の
１項に記載の方法。
【請求項１０】
　使用される電極が、ストリップミクロ電極であることを特徴とする、請求項９に記載の
方法。
【請求項１１】
　溶解した金属の検出感度を改善するために、電極表面を電気化学的または化学的に処理
することを特徴とする、請求項１～１０の１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記コロイド金属粒子に結合した生物学的物質を、溶解前に濃縮することを特徴とする
、請求項１～１１の１項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記コロイド粒子に結合した生物学的物質が、抗体、タンパク質レセプター、抗原、ハ
プテン、タンパク質、ペプチド、オリゴヌクレオチドおよび核酸フラグメントからなる群
に含まれる、請求項１～１２の１項に記載の方法。
【請求項１４】
　コロイド金属粒子で標識した少なくとも１つの試薬と少なくとも１つの電極、そしてま
た、該コロイド金属粒子を化学的に溶解するための試薬を含むことを特徴とする、診断キ
ット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
イムノアッセイ法、または核酸ハイブリダイゼーションによってＤＮＡフラグメントをア
ッセイする方法を用いる生物学的物質の検出および定量は、臨床生物学の多くの分野（医
学的および生物学的研究、診断、遺伝学、微量の違法物質のスクリーニングなど）におい
て、また環境分野（農薬または細菌等の汚染物質の検出）においてさえ、極めて重要であ
る。これらの方法は、選択性と感度という二重の基準を満足することを可能とする。これ
らの方法のうち、抗原／抗体アフィニティーの識別に基づくマーカーを用いた免疫分析が
、特に効果的であり、酵素的、蛍光または化学発光マーカー（一般的に分光学的検出と結
び付けられる）等広範囲の非放射性マーカーの開発に起因して広まってきている。しかし
、各マーカーにはそれ特有の利点および不都合がある。具体的には、理想的なマーカーは
様々な要求を満たすべきであり、それは、
１）　安価で操作が簡単な分析機器を用いる高感度な様式で検出可能であるべきである、
２）　標識された分子（トレーサー）がアッセイ媒体中で可溶性かつ安定なままであるこ
とを可能とすべきである、
３）　手頃な費用で簡単かつ効果的な標識を可能とすべきである、
４）　長寿命を有すべきである、
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５）　それを扱う個人に全く危険がないものであるべきである、
６）　未標識分子に近い反応性を有するトレーサーを生ずるべきである、
７）　最小限のバックグラウンドノイズを生ずるべきである。
【０００２】
市販されているマーカーのうちで、１９７０年代初頭に開発された蛍光および発光マーカ
ーが多くの利点を有する。これらは概して非毒性かつ安定であり、これらの検出は非常に
感度がよい。しかし、これらは比較的複雑で高価な装置を必要とし、その測定はしばしば
、サンプルのマトリックス効果に付随する内因性の蛍光により影響を受ける。
【０００３】
蛍光マーカーと同時に出現した酵素的マーカーは、今日おそらく、その特筆すべき触媒特
性に起因して、また、とても単純な検出器（例えば、比色計）または操作者の目さえの使
用を可能とする呈色反応を特定の基質に対して引き起こすその能力により、最も普及して
いる。酵素的マーカーは、ＥＬＩＳＡ（酵素免疫測定法）と呼ばれる方法の基礎となって
いる。しかしこれらもまた、それら特有の不都合がある。サンプル中に存在する特定の物
質が酵素を阻害しうる。さらに、それらは比較的壊れやすく、寿命が限られている。さら
に、バックグラウンドノイズが無視できないほどでありうる。
【０００４】
金属ベースのマーカーは、上記不都合のいくらかを改善することを一部目的として、１９
７０年代の終わりに向かって導入された。金属ベースのマーカーは、その化学的性質、つ
まり、コロイド金属粒子、金属イオン、配位錯体、有機金属、または金属タンパク質、に
したがって区別される。その性質に依存して、様々な分析技術がそれと関連付けられうる
（例えば、時間分解蛍光、原子吸光分析、またはフーリエ変換赤外、あるいはポーラログ
ラフィーまたはボルタンメトリー等の電気化学的技術）。
【０００５】
分光光学的方法と比較して、電気化学的技術には、多くの利点がある。その測定は、非常
に少量の液体（マイクロリットル未満）で、ことによると濁っている媒体（血清の場合）
中で行うことができ、安価で、おそらく移動可能な（サイズが小さい）装置に良好な感度
を与える可能性がある。電気化学的技術は、有機金属マーカーまたはイオン性金属を、ナ
ノモル（１０-9Ｍ）濃度まで検出することを可能にするが、これは、ピコモル（１０-12

Ｍ）限界まで検出可能な蛍光マーカーに比べて不十分なままである場合が多い。本発明で
開発した電気化学的検出ストラテジーは、１０-12Ｍオーダーの金属性マーカー濃度を達
成することが可能であることを示している。
【０００６】
本発明は、より詳細には、イムノアッセイにおけるマーカーとして使用されるコロイド金
属粒子の電気化学的検出法に関する。本発明はまた、ハプテン、抗原または抗体でありう
る化合物、また、ＤＮＡまたはＲＮＡフラグメント等の化合物の定量的または定性的測定
に関する。概して、本発明は、リガンドとホスト分子との間の特異的なアフィニティー相
互作用を含みかつ当該相互作用を実質的に定量するためのマーカーを加える必要がある、
全ての分析方法にまで拡大されうる。さらに、好ましくは不均質相の、イムノアッセイ（
競合的であろうと非競合的であろうと）のまたは核酸ハイブリダイゼーションの方法の多
くのフォーマットを適用できる。
【０００７】
マーカーとしてコロイド金属粒子を使用することは新規ではない。具体的には、これらは
、電子顕微鏡技術における造影剤として、特に、例えば細胞表面の抗原分布を測定するた
めに、抗体に結合された金コロイドの形で、非常に一般的に使用される（Beesley, Proce
edings RMS, 1985, 20, 187-196）。一方、アフィニティーアッセイでのマーカーとして
コロイド金属粒子を使用することは、比較的まれである。この点で、原子吸光または比色
分析による検出を伴うイムノアッセイにおけるコロイド金またはコロイド銀に基づくマー
カーとしての使用に関する、特許（US4313734）および刊行物（Leuveringら, J. Immunoa
ssay, 1980, 1, 71-91）の存在が注目されうる。他の非常に類似の特許もまた、比色検出
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を伴うイムノアッセイにおけるマーカーとしての金コロイドの使用に関する（US4853335
、EP0310872、EP0258963）。検出（比色も）は最近、コロイド金マーカーを介した、ハイ
ブリダイゼーションによるＤＮＡフラグメントの分析に関して記載されている（Storhoff
ら, J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 1959-1964）。
【０００８】
電気化学的検出に関しては、コロイド金属マーカーの電気化学的検出または定量を含む、
ハイブリダイゼーションによりＤＮＡを免疫学的解析またはアッセイする方法は、現在の
ところ、記載されていないようである。しかしながら、抗体で被覆しカーボンペースト電
極の表面に吸着させた金コロイドの直接検出に関する論文の存在を報告することができる
（Gonzalez-GarciaおよびCosta-Garcia, Bioelectrochem. Bioenerg. 1995, 38, 389-395
）。しかし、イムノアッセイへの適用は、示唆はされているが立証されてはいなかった。
【０００９】
この仮説を試験するために、本発明者らは、筆者らによって示唆されたようなイムノアッ
セイ、すなわち、電極のまさに表面で行われるイムノアッセイを実行することが可能か否
かを検証しようとし、そしてそのために、免疫反応後、電極表面の近傍で反応したコロイ
ド金マーカーを直接検出する。この実験の結果により、この方法では金コロイドを検出す
ることが不可能であり、これはおそらく後者が電極表面ともはや直接接触していないから
だろうと結論付けることが可能となった。本発明は、コロイド金属マーカーの間接検出（
これは、同じ証拠によって、電極表面とは異なりうる固相の使用を可能とする）によって
、この問題から解き放たれることを可能にした。
【００１０】
したがって、本発明は、電気化学的検出によるコロイド金属粒子に結合した生物学的物質
の検出または定量を可能とする。当該コロイド金属粒子は溶解され、電極表面で再堆積さ
れた後、電気化学によって検出される。これにより、局所濃度および感度限界の増大が可
能となる。したがって、本発明の目的は、コロイド金属粒子を溶解する工程を含むことを
特徴とする、電気化学的検出によるコロイド金属粒子に結合した生物学的物質の検出また
は定量の方法である。
【００１１】
本発明で開発した電気化学的イムノアッセイ法は、現在の酵素的イムノアッセイ技術より
も感度が良好でありうるだけではなく、性質が異なるいくつかのコロイド金属マーカーを
使用した場合、数個の化合物を同時に測定および／または定量する可能性も提供する。具
体的には、電気化学的方法は、同一の測定のうちに、いくつかの金属を同時に検出するこ
とを可能とする。さらに、コロイド金属マーカーは、放射性または酵素的なマーカーより
もずっと安定であるという利点を提供し、それらは、多くの物質を、低コストで、それら
の物質の活性を全く失うことなく、簡単に標識することを可能とする。
【００１２】
コロイド金属粒子を溶解するための化学的処理は、酸化剤を含む酸性媒体中で行われる。
酸化剤の濃度は、最も高濃度のコロイド金属マーカーを溶解するのに十分過多であるよう
に選択される。臭素（Ｂｒ2）もしくは次亜臭素酸（ＨＢｒＯ）またはこれら２つの混合
物を酸化剤として含む臭化水素酸の溶液が好ましく（例えば、０．１または１ＭのＨＢｒ
中Ｂｒ2 １０-4Ｍ）、特に、金コロイドの溶解が望まれる場合好ましい。臭化物塩（濃度
≧０．１Ｍ）と臭素とを含む塩酸溶液（例えば、０．１Ｍ）もまた適当でありうる。溶解
すべき金属コロイドの性質に依存して、他の溶解用酸性媒体（Ｈ2ＳＯ4、ＨＣｌＯ4、Ｈ
Ｆなど）および酸化剤（Ｉ2、Ｃｌ2、ＨＣｌＯ、ＨＩＯ、Ｈ2Ｏ2、ＨＮＯ3、ＣＮ-、Ｃｒ

2Ｏ4
-、ＭｎＯ4

-、．．．）が想定されうる。
【００１３】
溶解後、臭素等の過剰の酸化剤を除去するために、さらなる処理が必要でありうる。これ
を行うために、過剰のフェノール、アニリン、ヒドラジン、オキシン、またはそれらの誘
導体のうちのひとつ、あるいは好ましくは、過剰の３－フェノキシ酢酸が、媒体に添加さ
れうる。毒性がより少ないことから後者が好ましい。５×１０-4Ｍの濃度で一般的に十分
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である。臭素はまた脱気によっても除去されうる。
【００１４】
金属イオンと錯形成しうる試薬をその検出を促進するために溶液に加えることが有利であ
りうる。実際、錯形成は、電気的に活性でない金属イオンを検出可能な電気的に活性な化
合物に変えることができる。さらに、錯形成した金属イオンは、より顕著な疎水特性を有
するので電極に吸着することができ、したがって、吸着カソーディックストリッピングボ
ルタンメトリー(adsorptive cathodic stripping voltammetry)（van den Berg, Anal. C
him. Acta, 1991, 250, 265-276）によってより高い感度でさらに検出することが可能で
ある。
【００１５】
金属が溶解した後、それは電極表面で還元される（好ましくは非常に負の電位を加えるこ
とによって）。次いで、金属を再酸化するためにその電位を変化させ、金属は次いで溶液
に溶け出す。ボルタンメトリーピーク（表面）強度は電極上に沈着した金属量を反映し、
したがって、コロイド粒子量は、最初、溶液中に存在する。それゆえ、これにより、アッ
セイを行うことが可能となる。異なる金属からなる粒子を使用した場合、様々な金属の区
別可能な再酸化電位により、同時検出が可能となる。
【００１６】
したがって、最初にコロイド粒子に結合した生物学的物質の存在および／または量を、電
極表面に電着された金属の存在および／または量の関数として、推定することが可能であ
る。
【００１７】
コロイド金属粒子は、金、銀、銅、白金、ロジウム、パラジウム、イリジウム、ニッケル
、または鉄コロイド等の金属、あるいは、例えば、Ａｇ2Ｏ、ＡｇＩ、Ｂｉ2Ｏ5、Ｃｄ3Ｐ

2、ＣｄＳ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、Ｃｏ2Ｏ3、ＣｒＯ3、Ｃｕ2Ｓ、ＨｇＩ2、ＭｎＯ2、Ｐ
ｂＳ、ＰｂＯ2、ＳｎＯ2、ＴｉＯ2、ＲｕＯ2、ＺｎＯ、ＺｎＳもしくはＺｎＯ2等の金属
の酸化物もしくはハロゲン化物またはカルコゲニド、あるいは金属の水酸化物などの金属
化合物からなりうる。一般に、電気化学的に検出可能な任意の金属または金属化合物が想
定されうる（好ましくは、遷移金属）（van den Berg, Anal. Chim. Acta, 1991, 250, 2
65-276）。実際の要件は、アッセイ媒体にほとんど存在しないか全く存在しない金属また
は金属化合物、さらに具体的には、使用する電気化学的技術に関して最も良好な検出限界
を与えるものを使用することが好ましいことを意味している。本発明は、特に金コロイド
の場合について説明している。
【００１８】
金属ベースのコロイド粒子は、科学文献に記載されている多くの方法のうちの１つを用い
ることによって得ることができる（Hayat編, Colloidal gold: principles, methods, an
d applications; Academic Press: San Diego, CA, 1991、MackayおよびTexter編, Elect
rochemistry in colloids and dispersions, VCH Publishers: New York, 1992、Murray
ら, J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 8706-8715、Frens, Nat. Phys. Sci. 1973, 241, 20
-22、US5637508、Weller, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1993, 32, 41-43、WangおよびH
erron, J. Phys. Chem. 1991, 95, 525-532）。製造法に依存して、この粒子は、非常に
低分散で、１ｎｍと２００ｎｍとの間のサイズでありうる。本発明においては、５ｎｍと
１００ｎｍとの間の金属コロイドが好ましい。相当のサイズを有する粒子の使用が、アッ
セイの感度を向上させやすい。
【００１９】
アッセイのフォーマットおよびタイプに依存して、コロイド金属粒子は、抗体、タンパク
質レセプター、抗原、ハプテン、タンパク質、ペプチド、オリゴヌクレオチドまたは核酸
フラグメント（特に、ＤＮＡもしくはＲＮＡ）に結合されうる。「結合」との語は、粒子
表面に対する直接または間接の化学的または物理的付着の任意の方法、例えば、共有結合
、または静電的相互作用を介した吸着、水素結合などを意味することを意図する。多くの
結合プロトコールが記載されている（Beesley, Proceedings RMS, 1985, 20, 187-196、O
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liver, Methods in molecular biology, 1999, 115, 331-334）。金属粒子でその後標識
された種は、次いで、抗体、タンパク質レセプター、ハプテン、抗原、タンパク質、ペプ
チド、オリゴヌクレオチドまたはＤＮＡもしくはＲＮＡフラグメントに基づく免疫化学的
試薬、緩衝液、他の化学試薬、および電極ベースの電気化学的検出システムと組み合わせ
て所定の物質をアッセイすることを可能とするであろう試薬として使用される。
【００２０】
本発明の原理を、一例として、サンドウィッチ型非競合的イムノアッセイの場合（図１Ａ
）および競合的イムノアッセイについて（図１Ｂ）、図１に示す。
【００２１】
第１のアプローチ（図１Ａ）の場合、測定すべき化合物（分析物）は固相上に固定された
第１のリガンド（この場合抗体；ハイブリダイゼーションアッセイの場合にはこれはオリ
ゴヌクレオチドだろう）に最初に捕捉される。リガンドを固定するための固相は、例えば
、マイクロキュベットの底（図１の場合）、マイクロビーズの表面（状況に応じて、磁性
）、メンブランの表面、または電極の表面でありうる。所定のインキュベーション期間の
後、状況に応じて洗浄工程が続き、金属コロイドで標識された第２のリガンド（ここでは
抗体）が、それが固相上であらかじめ抽出しておいた分析物と反応するようにして添加さ
れる。このようにして構築した固相を次いで洗浄し、固相と反応したコロイド金属マーカ
ーを溶解することが可能な適当量の試薬溶液で次いで処理する。その後、そのようにして
イオン状態で可溶化された金属は、溶液中（インサイチュ法－図１Ａ）または溶液を移し
た後（エキソサイチュ法）のいずれかで浸漬された電極を使用して、検出および定量され
る。次いで、電気化学的応答が、アッセイすべき物質に定性的または定量的に関連付けら
れうる。
【００２２】
第２のアプローチ（図１Ｂ）の場合、この方法は、アッセイすべき物質を含むサンプルを
金属コロイドで標識された既知量の当該物質、および固相上に固定されこの物質に向いて
いるある量のリガンド（抗体）と接触させることにある。所定の反応時間の後、結合した
画分に存在する金属コロイドの性質および量を、次いで、任意の洗浄工程後、溶解次に電
気化学的検出の後、上述したように測定する。
【００２３】
（例えば、ラテックスまたは強磁性酸化物製の）マイクロビーズからなる固相を使用する
ことは、感度を改善し、検出限界を低くするのに特に有利でありうる。具体的には、マイ
クロビーズは、免疫反応工程後、小さな表面、例えば、フィルタリングメンブランの表面
（US4853335、Tuら, Anal. Chem. 1993, 65, 3631-3665）などまたは円錐管の底に濃縮さ
れえ、そのようにして、免疫反応が生じたところよりも少量の液体に金属コロイドを溶解
する可能性を提供する。
【００２４】
免疫反応またはオリゴヌクレオチドハイブリダイゼーションの過程のコロイド金属マーカ
ーの均質相における凝集および／または堆積に基づく方法もまた想定できる（US5851777
）。この場合、形成された凝集体を単離し、次いで先のように溶解および検出する。
【００２５】
電極の性質に関して、炭素ベースの電極、より詳細には、炭素ベースのインクを用いたス
クリーンプリントによって得られるディスク電極（図２Ａ）およびストリップミクロ電極
（図２Ｂ）、が好ましい。これらの電極は、実際、低コストで大規模生産可能であり、そ
れゆえ、状況に応じて単一用途用でありうるので、特に良好に適する。さらに、その幾何
形状またそのサイズも容易に変更できる。しかし、他のタイプの電極を使用してもよい（
例えば、グラスカーボン、グラファイト、炭素を含む複合材料、炭素繊維、および／また
はカーボンペースト製の電極）。さらに、溶解した金属の検出感度を向上させるために、
電極表面を電気化学的または化学的に処理することもできる（Kalcher, Electroanalysis
, 1990, 2, 419-433、Kalcherら, Electroanalysis, 1995, 7, 5-22、UgoおよびMoretto,
 Electroanalysis, 1995, 7, 1105-1113）。これは、一例として、静電的相互作用または
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錯形成を介して金属イオンを引き付けうるポリマーでの電極表面またはインク組成物の修
飾、あるいは、電極表面の電気化学的前処理でありうる。水銀フィルムの沈着も、炭素電
極で検出することが困難な特定の金属イオンに有利であることが証明されうる。電極を製
造する方法に関して、スクリーンプリント技術が好ましいが、他の工業的製造方法（例え
ば、輪転グラビア、インクジェットプリント、または状況に応じてフォトリソグラフィ）
が適合されうる。
【００２６】
本発明の特徴により、スクリーンプリントにより得られるミクロ電極（好ましくは、スト
リップミクロ電極）の使用が、金属イオン検出の感度および限界の点に関して概して改善
される分析性能のためにこれらは（数マイクロリットルのオーダーの）非常に少量で測定
を行う可能性を提供するので、特に有利である（WongおよびEwing, Anal. Chem. 1990, 6
2, 2697-2702、Wangら, J. Electroanal. Chem., 1993, 361, 77-83、WangおよびArmalis
, Electroanalysis, 1995, 7, 958-961、Alames-VarelaおよびCosta-Garcia, Electroana
lysis, 1997, 9, 1262-1266）。
【００２７】
スクリーンプリントしたストリップミクロ電極（表面積Ｓ＝１．７×１０-4ｃｍ2）（曲
線１）およびスクリーンプリントしたディスクマクロ電極（表面積Ｓ＝０．０９６２ｃｍ
2）（曲線２）で得られた、０．１Ｍ　ＨＢｒ中のＡｕＢｒ4

-の較正曲線（電流密度）を
比較する図３は、ストリップミクロ電極の場合のより良好な感度を立証する。これらの曲
線は、以下のようなリニアアノーディックストリッピングボルタンメトリーにより得られ
た：（Ｉ）３００秒間Ｅ＝－０．３Ｖの定電位での金の電着、（ｉｉ）次いで、５０ｍＶ
ｓ-1の速度での０．２Ｖから１．１Ｖまでの直線的電位走査。ピーク電流（ｉp）は、１
．０Ｖ付近に現れ（金の酸化と関連付けられる）、分析的応答と考えられる。
【００２８】
実際には、ミクロ電極の使用により、マクロ電極を用いるよりも効果的な金属の沈着を得
ることが可能となるようである。具体的には、マクロ電極の使用は、電極表面での十分量
の金属沈着を確実にするために、溶液を攪拌することを必要とする。驚くべきことに、本
発明者らは、ミクロ電極の使用により、この攪拌工程なしに行うことができるようになる
ことに気づいた。これは、観察される感度の増大を説明しうるが、（とても小さなサイズ
の）ミクロ電極のまさにその性質によって、他の仮説も想定されうる。
【００２９】
電気化学的分析の様々な技術を、溶解した金属イオンをアッセイするために使用しうる。
これらは、優先的には、リニア、サイクリック、方形波、ノーマルパルスもしくはディフ
ァレンシャルパルスでありうる電位走査を用いるかまたはスーパーインポーズ正弦電圧(s
uperimposed sinusoidal voltage)を用いるアノーディックストリッピングボルタンメト
リー（またはポーラログラフィー）、あるいは、アノーディックストリッピングクロノポ
テンシオメトリーである。しかし、他の技術を使用してもよい（例えば、イオン交換ボル
タンメトリー、リニア、サイクリック、方形波、ノーマルパルスもしくはディファレンシ
ャルパルスでありうる走査を用いるかまたはスーパーインポーズ正弦電圧を用いる吸着カ
ソーディックストリッピングボルタンメトリー（またはポーラログラフィー）、あるいは
クロノアンペロメトリー、クロノクーロメトリー、あるいは、リニア、サイクリック、方
形波、ノーマルパルスまたはディファレンシャルパルスのボルタンメトリー（またはポー
ラログラフィー）、あるいはスーパーインポーズ正弦電圧を用いるボルタンメトリー（ま
たはポーラログラフィー））。これらの技術は、おそらく二電極または三電極のアセンブ
リ（すなわち、上記測定電極、参照電極、および状況に応じて補助電極を含むアセンブリ
）を必要とする。アッセイ媒体が金属または参照電極の電解質で汚染されることを避ける
ために、この電極を、その末端が多孔質の材料からなりかつ電解質で満たされた伸長部と
隔離することが有利である。銀および塩化銀に基づくインクを用いてスクリーンプリント
された参照電極もまた想定されうる。ここで再び、測定の間の銀イオンからの干渉を避け
るために、例えばイオン伝導性ゲルまたはイオン伝導性ポリマー等の電解質架橋を介して
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、この電極を隔離することが有用でありうる。
【００３０】
本発明はまた、少なくとも１つの生物学的化合物をアッセイするためのキットに関する。
本発明の特徴により、このキットは、コロイド金属粒子で標識した少なくとも１つの試薬
と、少なくとも１つの電極とを含む。本発明のキットはまた、コロイド金属粒子を溶解す
るための少なくとも１つの試薬と、状況に応じて、過剰の酸化剤を除去するための試薬と
を含みうる。このキットはまた、検出を促進するために、金属イオンを錯形成しうる試薬
を含みうる。最後に、このキットはまた、本発明の方法を実施可能とするための取扱説明
書を含みうる。
【００３１】
以下の実施例は本発明の特徴を例示するものであるが、本発明を制限すると考えられるべ
きものではない。
【００３２】
（実施例）
実施例１：マイクロウェルの底への特異的付着後の金コロイドで標識したストレプトアビ
ジンの検出
実験は周囲温度で行う。
【００３３】
ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ、画分Ｖ）、ＢＳＡに結合したビオチンアミドカプロイル（
Ｂ－ＢＳＡ、ビオチン含有量：８～１２ｍｏｌ／ＢＳＡのｍｏｌ）、直径２０ｎｍのコロ
イド金で標識したストレプトアビジン（Ｓ－Ａｕ）、また１０ｎｍのコロイド金粒子を吸
着させたアルブミンに結合したストレプトアビジン（ＳＡ－Ａｕ）は、Ｓｉｇｍａ　Ｃｈ
ｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．製である。
【００３４】
炭酸水素緩衝液（１５ｍＭ　Ｎａ2ＣＯ3；ｐＨ９．６）中１０μｇ ｍｌ-1のＢ－ＢＳＡ
を１００μｌ、ポリスチレンマイクロウェル（Ｎｕｎｃ）の底にピペッティングし、２時
間インキュベートする。マイクロウェルを空にし、それをリン酸緩衝液（ＰＢＳ：４．３
ｍＭ　ＮａＨ2ＰＯ4、１５．１ｍＭ　Ｎａ2ＨＰＯ4および５０ｍＭ　ＮａＣｌ；ｐＨ７．
４）１１０μｌでリンスした後、０．１％のＢＳＡを含むＰＢＳ（ＰＢＳ－ＢＳＡ）１０
０μｌを加え、２時間インキュベートする。次いで、マイクロウェルを空にし、純水１１
０μｌで３回リンスする。次に、０．０５％のＴｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ－ＢＳＡ緩衝
液（ＰＢＳ－ＢＳＡ－Ｔ）中ｘ μｇ．ｍｌ-1（０．００３＜ｘ＜３）のＳ－Ａｕまたは
ＳＡ－Ａｕ溶液３５μｌをマイクロウェルに入れ、３時間反応させる。空にしたらすぐ、
マイクロウェルを、ＰＢＳ－ＢＳＡ－Ｔ　３×１１０μｌ、次いで、ＰＢＳ　２×１１０
μｌで十分に洗浄する。次いで、マイクロウェルの壁面に付着した金コロイドを、１Ｍ　
ＨＢｒ中１０-4Ｍ濃度のＢｒ2溶液４０μｌを入れて溶解する。５分後、容積３５μｌを
マイクロウェルから取り出し、スクリーンプリントしたカーボンディスク電極（Ｓ＝０．
０９６２ｃｍ2、参考文献：Bagelら, Anal. Chem. 1997, 69, 4688-4694に記載の方法に
従って作製した電極）の表面に移し、これに、１Ｍ　ＨＢｒ中４×１０-3Ｍの３－フェノ
キシプロピオン酸の新鮮溶液５μｌを加える。次いで、ＮａＢｒの飽和溶液を含む伸長部
を介して伸長した参照電極（Ａｇ／ＡｇＢｒ、ＮａＢｒsat）および補助電極を図４の線
図に示すようなスクリーンプリントした炭素電極の表面にあらかじめ沈着した溶液４０μ
ｌに浸漬する。次いで、以下のようにしてリニアアノーディックストリッピングボルタン
メトリー測定を行う：
１）　３００秒間Ｅ＝－０．３Ｖの定電位での金の電着、
２）　次いで、５０ｍＶｓ-1の速度での０．２Ｖから１．１Ｖまでの直線的電位走査。
【００３５】
１．０Ｖ付近に現れるピーク電流（ｉp）（金の酸化に関連付けられる）は、分析的応答
と考えられる。測定はまた、ピークの積分でありえ、これは次いで、クーロン量（Ｑp）
に対応する。金で標識したストレプトアビジンのそれぞれについての較正曲線を対数スケ
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ールで図５に示す。Ｓ－Ａｕの場合（曲線２）よりもＳＡ－Ａｕ（曲線１）の場合の良好
な感度が注目されうる。
【００３６】
実施例２：免疫グロブリンの「サンドイッチ」イムノアッセイ
オボアルブミン（ＯＡ、グレードＩＩＩ）およびヤギ免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）はＳｉ
ｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．により市販されている。１８ｎｍの金コロイドで標識
した抗ヤギＩｇＧ、および未標識の抗ヤギＩｇＧは、Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅ
ｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓからのポリクローナル抗体である。
【００３７】
ＰＢＳ緩衝液中２４μｇ ｍｌ-1の抗ＩｇＧ溶液６０μｌをマイクロウェル中にピペッテ
ィングし、１時間インキュベートした。マイクロウェルを空にし、それを０．５％のオボ
アルブミンおよび０．１％のＴｗｅｅｎ２０（ＰＢＳ－ＯＡ－Ｔ）を含むＰＢＳ緩衝液２
×１００μｌでリンスした後、次いでこの同じ緩衝液１００μｌを加え、１時間インキュ
ベートする。次いで、この溶液を抜き去り、０．１％のＴｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ緩衝
液に希釈したｘ ｎｇ．ｍｌ-1（０．５＜ｘ＜１０００）のヤギＩｇＧ溶液３５μｌを入
れ、４０分間インキュベートする。マイクロウェルを空にし、ＰＢＳ－ＯＡ－Ｔ　２×１
００μｌでリンスしたらすぐ、ＰＢＳ－ＯＡ－Ｔ　１００μｌを入れる。３０分後、液体
を、コロイド金で標識した抗ＩｇＧの希釈溶液（市販されている溶液の４５倍希釈、ＰＢ
Ｓ－ＯＡ－Ｔ中）３５μｌと交換し、次いで、３時間インキュベートする。最終リンスサ
イクルを行う（マイクロウェルを、ＰＢＳ－ＯＡ－Ｔ　２００μｌ、続いてＰＢＳ　２×
１００μｌを用いて、３回洗浄する）。次いで、液体を慎重に抜き去り、次に、マイクロ
ウェルの壁面に付着した金コロイドを、実施例１に示されるように溶解し検出する。
【００３８】
リニアアノーディックストリッピングボルタンメトリーにより得られる測定のいくつかの
例を図６Ａに示し、対応するヤギＩｇＧ較正曲線を図６Ｂに示す。各点は２回測定の平均
を示し、各測定は異なる電極（使い捨て電極）を用いて得た。およそ３×１０-12Ｍ濃度
のＩｇＧを測定できた。
【００３９】
実施例３：　ヒトα－フェトタンパク質の非競合的イムノアッセイ
炭酸緩衝液（１５ｍＭ、ｐＨ９．６）中２４μｇ ｍｌ-1のモノクローナル抗α－フェト
タンパク質（マウス抗体）溶液８０μｌをマイクロウェル中にピペッティングし、４℃で
一晩インキュベートする。マイクロウェルを空にし、それをＰＢＳ－ＯＡ－Ｔ緩衝液２×
２５０μｌでリンスした後、この同じ緩衝液２５０μｌを次いで加え、４０分間インキュ
ベートする。次いで、この溶液を抜き去り、０．１％のＴｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ緩衝
液に希釈したｘ ｎｇ．ｍｌ-1（０．０５＜ｘ＜２０）のα－フェトタンパク質溶液８０
μｌを次に入れ、２時間インキュベートする。マイクロウェルを空にし、ＰＢＳ－ＯＡ－
Ｔ　２×２５０μｌでリンスしたらすぐ、ＰＢＳ－ＯＡ－Ｔ　２５０μｌを入れる。３０
分後、この液体を、ＰＢＳ－ＯＡ－Ｔ中５μｌ ｍｌ-1に希釈したポリクローナル抗α－
フェトタンパク質（ヤギ抗体）の希釈溶液８０μｌと入れ替え、１時間インキュベートす
る。次いで、ＰＢＳ－ＯＡ－Ｔ緩衝液２×２５０μｌでリンスした後、コロイド金で標識
した抗ヤギＩｇＧ溶液（市販溶液の４５倍希釈、ＰＢＳ－ＯＡ－Ｔ中）５０μｌ、次いで
、１時間３０分インキュベートする。最終リンスサイクルを行う（マイクロウェルをＰＢ
Ｓ－ＯＡ－Ｔ　２５０μｌ、続いてＰＢＳ－Ｔ　２×２５０μｌ、次にＰＢＳ　２×２５
０μｌを用いて、３回洗浄する）。次いで、この液体を慎重に抜き去り、次に、マイクロ
ウェルの壁面に付着した金コロイドを溶解し、以下のようにしてストリップミクロ電極で
検出する：０．１Ｍ　ＨＢｒ中０．１ｍＭ　Ｂｒ2溶液５０μｌを３０分間マイクロウェ
ルに加え、次いで、４０μｌを、０．１Ｎ　ＨＢｒ中２×１０-3Ｍの３－フェノキシプロ
ピオン酸溶液１０μｌを含む新たなマイクロウェルに移す。次いで、溶解した金の検出を
、実施例１に示すようにして行う。
【００４０】
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スクリーンプリントしたストリップミクロ電極の作製：
ストリップミクロ電極を作製するのに使用した炭素ベースのインクは、Ａｃｈｅｓｏｎ　
Ｃｏｌｌｏｉｄにより製造される市販インクである（Ｍ３０００－１ＲＳシリーズのＭｉ
ｎｉｃｏ（登録商標）インクまたは４２３　ＳＳもしくはＰＦ　４０７Ａ等のＥｌｅｃｔ
ｒｏｄａｇ（登録商標）インク）。このインクを、硬質または半硬質の担体（好ましくは
、半結晶性ポリスチレンまたは耐衝撃性ポリスチレン製）（おそらく０．１ｍｍと２ｍｍ
との間の厚みのプレート）上にスクリーンプリントする。フレーム上にマウントしたピン
と張ったスクリーン上に得られるスクリーンプリントマスクの繊度（ｆｉｎｅｎｅｓｓ）
、ならびに、該スクリーンの性質およびメッシュサイズが、大部分、インク沈着およびそ
の厚みの品質を決定する。本発明において、５μｍと５０μｍとの間のインク厚が、７７
または１２０スレッド／ｃｍを含むスクリーンプリントフレームを用いて得ることができ
た。
【００４１】
インクをスクリーンプリントしたらすぐ、６０℃と１００℃との間のオーブンで乾燥する
。次に、ポリスチレンベースの隔離層を、先にスクリーンプリントした炭素インク部分を
再び被覆するようにして沈着またはスクリーンプリントする（図２）。乾燥後、このよう
にして構築した電極をその厚みに沿って、その部分に、マイクロメートル厚（最初にスク
リーンプリントした炭素インクの厚みに依存する）およびミリメートル長（最初に選択し
た電極のモチーフ長に依存する）の炭素ストリップが現れるよう、横方向にカットする（
図２Ｂ）。
【図面の簡単な説明】
【図１】　（Ａ）非競合的イムノアッセイおよび（Ｂ）競合的イムノアッセイの場合にお
いて示される本発明の原理の概略図。
【図２】　スクリーンプリントしたディスク電極（Ａ）およびミクロストリップ電極（Ｂ
）の概略図。
【図３】　（１）ストリップミクロ電極および（２）ディスク電極を用いて得られるイオ
ン性の金の較正曲線。
【図４】　少量の溶液ドロップに溶解した金を検出するために使用した測定装置の概略図
。
【図５】　ストレプトアビジンで被覆した金の２つのコロイドの較正曲線。
【図６】　（Ａ）ＩｇＧ非競合的イムノアッセイのｌｏｇ－ｌｏｇ較正曲線。（Ｂ）様々
な濃度のＩｇＧについて得られたアノーディックストリッピングボルタンメトリー曲線。
曲線は、それらをＩｇＧ較正曲線上に同じ文字で示した濃度に対応させるよう、文字によ
って識別する。
【図７】　α－フェトタンパク質非競合的イムノアッセイのｌｏｇ－ｌｏｇ較正曲線。
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