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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　上基板と下基板との間にスペーサを介して設けられた空隙からなるチャンバーと、前記
チャンバーに設けられた少なくとも２個の開口部とを有し、
　前記チャンバーが、前記下基板に設けられた複数個の下側凹状部分と、液体分析試料と
の反応に必要な物質を含み、かつ前記液体分析試料に溶解する固体状試薬とを具備し、
　前記下側凹状部分のうちの少なくとも１箇所において、前記下側凹状部分と、前記上基
板の前記下側凹状部分と対向する部分とにより、前記固体状試薬が把持されていること、
を特徴とする試料分析用ディスク。
【請求項２】
　前記チャンバーが、前記下側凹状部分に対応して前記上基板に設けられた複数個の上側
凹状部分を具備し、
　前記下側凹状部分と前記上側凹状部分との組合せにより形成される部分のうちの少なく
とも１箇所において、前記下側凹状部分と前記上側凹状部分とにより前記固体状試薬が把
持されていること、を特徴とする請求項１記載の試料分析用ディスク。
【請求項３】
　前記下側凹状部分が、球面の一部を構成する曲面を有する、請求項１または２記載の試
料分析用ディスク。
【請求項４】
　前記上側凹状部分が、球面の一部を構成する曲面を有する、請求項２記載の試料分析用
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ディスク。
【請求項５】
　前記固体状試薬が略球状に固形化されている、請求項１～４のいずれか１項に記載の試
料分析用ディスク。
【請求項６】
　前記固体状試薬が、単一の前記物質または複数の前記物質の混合物を含む、請求項１～
５のいずれか１項に記載の試料分析用ディスク。
【請求項７】
　前記物質が混合忌避の複数の物質を含み、前記混合忌避の複数の物質が別々に固形化さ
れている、請求項１～６のいずれか１項に記載の試料分析用ディスク。
【請求項８】
　前記固体状試薬が、前記物質の水溶液を凍結した後、減圧下で加熱し、水分を昇華させ
ることによって得られたものであること、を特徴とする請求項１～７のいずれか１項に記
載の試料分析用ディスク。
【請求項９】
　前記固体状試薬が、前記物質の粉末を圧縮成型することによって形成されたものである
こと、を特徴とする請求項１～８のいずれか１項に記載の試料分析用ディスク。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、主として臨床検査分野において試料と試薬との化学反応を検出するために用
いるデバイスに関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、分析・解析・検査技術の進歩により、様々な物質を測定することが可能となって
きている。特に、臨床検査分野においては、生化学反応、酵素反応、もしくは、免疫反応
等の特異反応に基づく測定原理の開発により、病態に反映する体液中の物質を測定できる
ようになった。
　その中で、ポイント・オブ・ケアテスティング（ＰＯＣＴ）と呼ばれる臨床検査分野が
注目されている。ＰＯＣＴでは、簡易迅速測定を第一とし、検体を採取してから検査結果
が出るまでの時間の短縮を目的とした取組が行われている。したがって、ＰＯＣＴに要求
される測定原理及び測定装置は、簡易な測定原理に基づき、小型で携帯性があり、操作性
が良い測定装置である。
【０００３】
　今日、ＰＯＣＴ対応測定機器は、簡易測定原理の構築、それに伴う生体成分の固相化技
術、センサデバイス化技術、センサシステム化技術、微細加工技術、及びマイクロ流体制
御技術の進歩により、実用性が高くなってきている。
　このような、ＰＯＣＴ対応測定機器として用いることが可能な分析装置として、従来、
ディスク上に展開した試料の定性・定量分析を行う装置が、例えば特許文献１において提
案されている。
【０００４】
　上記特許文献１記載の技術を用いた測定装置は、血液等の試料を分析することで病気の
診断などを行うことができる。ここで、図３は上記従来の液体試料分析装置で使用される
分析用ディスクを示す構成図である。図３に示すように、ディスク１０１に試料注入孔１
０４、流路１０５が設けられ、流路中には試料と反応して光学特性（透過率・色など）が
変化する試薬１０６が塗布されている。
　分析は、前記試料注入孔１０４からディスク１０１内に試料を注入して分析装置に装着
して行う。
【０００５】
　図４は上記特許文献１における分析装置を示す構成図である。装置の構成はいわゆる光
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ディスク装置に類似しており、ディスク１０１を回転させるためのスピンドルモータ２０
１、ディスク１０１内に展開された試料または試料９００と反応した試薬１０６に光ビー
ムを照射するための光ピックアップ２１２、光ピックアップ２１２をディスク１０１の半
径方向に移動させるための送りモータ２１３等から構成されている。
　装置に装着されたディスク１０１は、スピンドルモータ２０１により回転し、その遠心
力により試料９００はディスク１０１の流路１０５内に展開され、同時に流路１０５内に
塗布された試薬１０６と反応する。反応の終了後、ディスクを回転させながら光ピックア
ップ２１２を用いて流路１０５内の試料９００もしくは試薬１０６に光ビームを照射し、
その反射光もしくは透過光を検出することで試薬の反応状態を検出して分析を行う。
【０００６】
　また、上記のようなディスクの構成に、更に、例えば血液中の血漿成分のみを試薬と反
応させるために、血球を遠心分離により除去したり、複数の試薬を順次溶解、反応させた
りするために、試薬を塗布する複数のチャンバー部分とチャンバー部分間を結ぶ流路を設
けることにより、試料液を自由に移動、停止させる機能を付加した構造も提案されている
（例えば、特許文献２）。
　特許文献２記載の発明においては、上記特許文献１記載の構造によりもたらされる試料
液の移動と停止は下述する基本的なメカニズムに基づく。図５は、特許文献２において提
案されている技術を説明するための図である。
【０００７】
　図５に示すように、流路３０２は、試料液流動の上流側チャンバー３０１の遠心力の方
向を基準に見た場合の下側３０１ａから出て、同チャンバーの遠心力方向を基準に見た場
合の上側壁面より水準以上の位置３０２ａまで持ち上がり、続いて、遠心力方向を基準に
見た場合の下方に続いていき、その先に配置された下流側チャンバー３０３に連結してい
る。同様の流路３０４によって、透過光測定チャンバー３０５にまで連結されている。
　ここで留意すべき点は、チャンバーの深さが流路の深さより大であることである。これ
により、流路を毛細管現象で移動してきた試料液は、流路がチャンバーに連結している部
分で毛細管現象による移動が妨げられ、結果、チャンバーの手前で試料液を停止させるこ
とが出来る。この状態からディスクを回転させるなどして、遠心力を与えることで、停止
していた試料液はチャンバー（下方側チャンバー３０３）に流入する。
【０００８】
　ここで更に留意すべき構造として、上述したような、同チャンバーの遠心力方向を基準
に見た場合の上側壁面より水準以上の位置３０２ａまで持ち上がり、続いて、遠心力方向
を基準に見た場合の下方に続いていくという、流路の配置上の特色である。
　この特色のため、遠心力を加えた際に、上流側チャンバー３０１に溜まり、流路３０２
の下方側チャンバー手前部分まで満たした試料液に、サイフォン効果が働き、流路３０２
を経由して、上流側チャンバーに溜まった試料液のほぼ全量が下方側チャンバー３０３に
流入するのである。
【０００９】
　然るに、遠心力が作用している間は、下方側チャンバー３０３に流入した試料液は、流
路３０４にも浸入するが、チャンバー３０３の液面と、遠心力方向を基準に見た場合の同
じ水準までしか液面は到達しない。したがって、流路３０４を上述した流路３０２と同様
、下方側チャンバーの上側側面より上方まで持ち上げた構造にしておけば、遠心力が作用
している間は、次のチャンバー手前まで試料液が移動することはない。
　そして、回転を停止するなどして、遠心力の作用を除去したときに、直ちに毛細管現象
で試料液は流路３０４を移動して次のチャンバー、図５では透過光測定チャンバー３０５
の手間まで到達する。この状態から遠心力を作用させることで透過光測定チャンバー３０
５に試料液が流入する。この状態で遠心力の作用を中止すると、透過光測定チャンバー３
０５内の試料液が毛細管現象により前記流路３０４を逆流し、透過光測定チャンバー内の
試料液量が不足する場合があること等の理由により、透過光測定時にも遠心力を作用させ
る。
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【００１０】
　各チャンバー間の試料液の流入を円滑にするために、各チャンバー上部には試料液が到
達し得ない部分に空気穴３０６、３０７、３０８が設けられている。このような構造によ
り、試料液に十分溶解、反応させ、流路を移動させることが可能である。
　上記チャンバー３０２に試料液中の特定成分の測定に必要な反応試薬を乾燥担持する場
合、反応に必要な濃度以上の試薬濃度の水溶液をチャンバー３０２の容積量、滴下乾燥す
るか、チャンバー３０２の容積量の試料液に反応試薬が溶解した際に、反応に必要な試薬
濃度足りうる量の試薬をチャンバー３０２内に担持できるような濃度と滴下量の試薬溶液
を滴下乾燥することで反応試薬層を得ることができる。
【００１１】
　しかし、チャンバー３０２に試薬層を形成する構成では、試料液が流入した際に、特に
撹拌の効果を得ることができないので、試薬層の溶解が十分ではなくなる場合があった。
　また、チャンバー３０２の底面と側面の接続部分が直角または鋭角であると、乾燥され
た試薬層が底面中央付近に比して、この部分に特に重厚に堆積される傾向があり、これが
原因で試料液流入時の試薬層の溶解が十分になされない場合もあった。いずれの場合も、
試料液中の試薬濃度が十分ではなく、結果的に測定に必要な化学反応が十分に進行しない
という問題が生じる懸念があった。
【００１２】
　さらにまた、試薬溶液の風乾によって試薬層を得た場合、試薬層表面が稠密になること
も、試料液による溶解を妨げる要因となっていた。加えて、試薬溶液の風乾過程で、水分
の蒸発により試薬溶液が非常に濃縮されるので、試薬層の組成によっては、変性するおそ
れがあった。
【特許文献１】国際公開第００／０２６６７７号パンフレット
【特許文献２】特開２０００－５８０００７号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　本発明は、上記従来の問題点を解決し、前記試料と試薬の混合溶液の化学反応を検出す
る手段を有する分析用ディスクに関し、特に前記試料と前記試薬の反応を迅速かつ正確た
らしめ、もって前記化学変化検出の正確性を確保することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　上記の課題を解決すべく、本発明は、
　上基板と下基板との間にスペーサを介して設けられた空隙からなるチャンバーと、前記
チャンバーに設けられた少なくとも２個の開口部とを有し、
　前記チャンバーが、前記下基板に設けられた複数個の下側凹状部分と、液体分析試料と
の反応に必要な物質を含み、かつ前記液体分析試料に溶解する固体状試薬とを具備し、前
記下側凹状部分のうちの少なくとも１箇所において、前記下側凹状部分と、前記上基板の
前記下側凹状部分と対向する部分とにより、前記固体状試薬が把持されていること、を特
徴とする試料分析用ディスクを提供する。
【００１５】
　上記試料分析用ディスクにおいては、前記チャンバーが、前記下側凹状部分に対応して
前記上基板に設けられた複数個の上側凹状部分を具備し、
　前記下側凹状部分と前記上側凹状部分との組合せにより形成される部分のうちの少なく
とも１箇所において、前記下側凹状部分と前記上側凹状部分とにより前記固体状試薬が把
持されていること、が好ましい。
【００１６】
　また、前記固体状試薬は、前記物質の水溶液を凍結した後、減圧下で加熱し、水分を昇
華させることによって得られたもの、または、前記物質の粉末を圧縮成型することによっ
て形成されたもの、であることが好ましい。
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【発明の効果】
【００１７】
　本発明によれば、試料とチャンバー内に担持された固体状試薬の化学反応を検出するこ
とにより試料の分析を行うための分析用ディスクにおいて、前記固体状試薬が水分を含む
ことによって変性することを防ぐことができ、また、固体状試薬の表面および内部に試料
液が浸透する空隙が形成されることにより試薬層の溶解性が向上し、反応時間の短縮が可
能になり、化学反応検出による試料液中の特定成分の検出の正確性と迅速性の確保が可能
になる。更に、固体状試薬を分析用ディスクと独立して作製できるので製造工程上の柔軟
性の向上が期待できる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
　以下、図面を参照しながら本発明の実施の形態について説明する。
　図１は、本発明の試料分析用ディスクに含まれるチャンバーの一実施の形態を示す概略
上面図である。図１において、試料分析用ディスクは一点鎖線で示し、回転中心をＣで示
した。また、図２は、図１に示す試料分析用ディスクのチャンバー１０の部分のａ－ａ線
断面図である。
　図１および２に示すように、本実施の形態の試料分析用ディスクのチャンバー１０は、
上基板６と下基板８との間にスペーサ７を介して設けられた空隙からなり、少なくとも２
個の開口部１、２とを有する。また、チャンバー１０は、下基板６に設けられた複数個の
下側凹状部分３ａを具備し、下側凹状部分３ａのうちの少なくとも１箇所に固体状試薬が
担持されている。
【００１９】
　上基板６と下基板８とで構成されているチャンバー１０は、別の部材で構成されたディ
スク上に搭載されていてもよく、また、チャンバー１０が上基板６と下基板８とで構成さ
れているとともに、ディスクそのものが上基板６と下基板８とで構成されていてもよい。
また、上基板６と下基板８とで構成されているチャンバー１０は、ディスクに内蔵されて
いてもよい。ただし、図１および２においては、チャンバー１０は上基板６と下基板８と
で構成されており、ディスクは図１に一点鎖線で仮想的に示されている。
【００２０】
　チャンバー１０は、上基板６、スペーサ７および下基板８を貼り合わせて形成されてお
り、下基板８にはチャンバー１０の側面の一部と底面を形成する曲面状の凹状部分３ａが
設けられ、スペーサ７には流路の側壁とチャンバー１０の側壁の一部に相当する切り抜き
部が設けられている。
　上基板６は流路とチャンバー１０の天井面を形成する。チャンバー１０の底面と、これ
に対向する位置の天井面には、等間隔で曲面状の凹状部分３ａ、３ｂが設けられている。
【００２１】
　凹状部分３ａ、３ｂは、球面の一部に対応した曲面状を有するように構成されている。
　本発明のチャンバー１０においては、凹状部分３ａの曲面と対応する凹状部分３ｂの曲
面とから仮想的に構成される球の直径が、凹状部分３ａ、３ｂの最深部間の距離と同じで
あるか、または大きくなるように、上基板６および下基板８にそれぞれ凹状部分３ａ、３
ｂが設けられていることが好ましい。これにより凹状部分３ａ、３ｂによって固形状試薬
５を把持することができるからである。
　この凹状部分３ａ、３ｂのうちの少なくとも１箇所には、略球状（球状を含む）に成型
された固体状試薬５が挟み込まれる。
【００２２】
　さらに具体的には、固体状試薬５の直径は、凹状部分３ａ、３ｂにおけるチャンバー１
０の深さＤ1以下で、かつチャンバー１０の底面側の下基板８および天井面側の上基板６
において、凹状部分３ａ、３ｂがない平面領域での深さＤ2以上であるのが好ましい。こ
の条件を満たすことで、固体状試薬５をチャンバー１０内に物理的に確実に固定すること
ができるからである。
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　また、凹状部分３ａ、３ｂは、それぞれ固体状試薬５の数だけ成型されているが、凹状
部分３ａ、３ｂの中心間距離は、固体状試薬５の直径以上であるのが好ましい。
【００２３】
　固体状試薬５は、反応に必要な試薬を固形化したもので、試薬の粉体を所望する固体状
試薬５の直径を有する球形の鋳型に封入、圧縮したり、試薬の水溶液の液滴を所望する固
体状試薬５の直径に制御して凍結、乾燥したりして得ることができる。このような方法に
より作製した固体状試薬５は、チャンバー１０内に流入した試料で容易に溶解し、反応に
必要な濃度を確保し易い。
　ただし、チャンバー１０内に流入した試料で溶解した際に反応に必要な濃度が確保でき
るだけの試薬量をチャンバー１０内に実包できる固体状試薬５が得られるのであれば、上
記の方法に限られるものではない。
【００２４】
　また、固体状試薬５は、単一または複数の物質の混合物であってもよい。しかも、１つ
のチャンバー１０内に実包される固体状試薬５は、必ずしも１種類でなくてもよく複数種
類であってもよい。
　例えば、試料中の特定成分の検出のための化学反応に本来１０種類の物質が必要である
場合があるとすると、本来、１０種類の物質すべてを含む１個の固体状試薬５を用いれば
、試料で固体状試薬５が溶解した後に直ちに前記の化学反応が進行して都合がよい。ただ
し、前記１０種類の物質のうち、接触することで互いに干渉し、徐々に変性する混合忌避
を伴う試薬が含まれる場合には、すべての物質を含む１つの固体状試薬５にするのは好ま
しくないため、前記１０種類の物質を例えば２群に分けて、各物質群を含む２種の固体状
試薬５を１つのチャンバー１０に実包すれば、混合忌避の物質を分離することができ、し
かも反応時には一度に混合できる。
【００２５】
　また、一種類の固体状試薬５を１つのチャンバー１０内に複数個実包することもできる
。この場合、固体状試薬５の直径を小さくすることができるとともに、凹状部分３ａ、３
ｂでのチャンバー１０深さやディスクの厚みも小さくすることができる。
　また、固体状試薬５の球面の質量あたりの表面積が増加し、チャンバー１０に試料が浸
入した際の試料に対する溶解がより迅速に進行する効果が期待できる。
【００２６】
　ディスク回転中心Ｃに近い開口部１に接続する流路から試料は流入し、ディスク回転中
心Ｃから最も遠い位置の開口部２から流出する。
　さらに、チャンバー１０の底面および天井部のいずれか一方に凹状部分３ａまたは凹状
部分３ｂが形成されている場合でも、上述した効果を得ることができる。この場合には、
上下に凹状部分がある場合よりも固体状試薬５の物理的な固定効果が若干弱くなるが、固
体状試薬５がチャンバー１０の内壁（凹状部分と対向する天井面または底面）に接触する
面積が小さくなり、その分だけ試料による溶解性は向上する。
【００２７】
　上述した構造のチャンバー１０に、ディスク回転中心Ｃに近い開口部１に接続する流路
から試料は流入し、チャンバー１０内で固体状試薬５を溶解し、ディスク回転中心Ｃから
最も遠い位置の開口部２から流出し、次のチャンバー（図示せず）に移送される。
　以下において、実施例によりさらに詳細に本発明を説明する。なお、本発明をより具体
的に説明する為に、具体的な測定対象物、部材の材質等を具体的に記載しているが、本発
明がそれらの記載によって制限を受けるものではない。
【実施例】
【００２８】
　血漿中の総コレステロール濃度を測定するために、図１および図２に示す構造を有する
液体試料分析用ディスクに搭載されるチャンバー１０を作製した。
　ポリカーボネート製の上基板６および下基板８と、両面に粘着剤を塗布したポリエチレ
ンテレフタレート製の厚み１００μｍのスペーサ７を用意した。下基板８を成型によって
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作製する際に、凹状部分３ａを設けた。また、上基板６を成型によって作製する際に、凹
状部分３ｂを設けた。また、凹状部分３ａ、３ｂは、上基板６、スペーサ７および下基板
８を貼り合わせた際に、互いに対向して位置するように設けた。
【００２９】
　ディスクの回転時に遠心力が加わる向き（図１における矢印の向き）を「縦方向」とし
た場合、上基板６および下基板８のうちチャンバー１０に面する部分が、ディスクの面の
法線方向からみて、縦Ｄtが１．５ｍｍで、横Ｄwが４ｍｍの長方形の平面形状を有するよ
うに、構成した。
　より具体的には、上記長方形のうち、ディスクの回転時に外側になる側の辺からｔ（＝
０．５ｍｍ）の位置に、上記長方形の左側から０．５ｍｍ、１．５ｍｍ、２．５ｍｍ、お
よび３．５ｍｍの位置に、直径０．８ｍｍおよび深さ０．２ｍｍを有する曲面状の凹状部
分３ａ、３ｂを、それぞれ４個ずつ上基板６および下基板８に設けた。
【００３０】
　また、下基板８がチャンバー１０に面する部分には、０．５ｍｍの深さを持たせた。し
たがって、上基板６、厚み１００μｍのスペーサ７および下基板８を貼り合わせると、チ
ャンバー１０の底面の平面部分から天井の平面部分までの距離、即ちチャンバー１０深さ
は０．６ｍｍになった。
　この場合、凹状部分３ａ、３ｂは、直径１．０ｍｍの仮想的な球体の表面を形成する曲
面形状および位置関係を構成する。また、チャンバー１０の容積は、凹状部分３ａ、３ｂ
部分の容積を含めて約４．０３μｌであったが、後述するように、凹状部分３ａ、３ｂの
位置に直径１．０ｍｍの固体状試薬５を実包したとき、試料がおよそ２．８３μｌ以上流
入すれば、この固体状試薬５を完全に試料中に浸漬させることができる。従って、チャン
バー１０に流入する試料量を３．０μｌに制御するようにディスクのチャンバー１０と流
路を構成した。
【００３１】
　固体状試薬５は、後述するように、反応に必要な試薬群を水あるいはｐＨ緩衝液に溶解
させた溶液を凍結乾燥法で形成したが、コレステロールを検出する試薬系では、すべての
試薬を１つの層にすると、試薬同士の相互作用による変性のため、期待する反応が生じに
くくなる。
　そこで、３種に分割した固体状試薬５を、後述するように２個のチャンバーに分けて配
置した。また、図５に示す従来の試薬分析用ディスクにおいて、チャンバー３０１、３０
３および３０５として、上述したチャンバー１０を用いた。なお、透過光測定用のチャン
バー３０５には固体状試薬５を配置する必要はなく、図５中の上流側のチャンバー３０１
が第１のチャンバーに相当し、下流側のチャンバー３０３が第２のチャンバーに相当する
。
【００３２】
　試料移送の機構は従来の試料分析用ディスクの試料液移送の機構と同様である。
　第１のチャンバー３０１および第２のチャンバー３０３は、上述した形態の流路で連結
されている。２つのチャンバー３０１、３０３に続いて、試料の化学変化を検出するため
の測定用のチャンバー３０５が連結されている。
　本実施例では、化学変化の検出は、コレステロールの化学反応に起因する、固体状試薬
５に含まれる色素の特定波長の吸光度変化の検出により実施した。従って、測定用のチャ
ンバーの底面部および天井部は平面とし、光学的に前記波長に対して、略透明とした。
【００３３】
　測定チャンバーの深さは、試薬として後述するものを用いる場合は２００μｍが適切で
あるが、一般的には、透過光測定時の光路長に相当するので、測定時に透過光量または吸
光度が変化することにより測定対象物質の濃度を示す物質の透過光量または吸光度が適切
な数値になるように適切に設定すればよい。
　固体状試薬５を実包するチャンバー３０１、３０３は、上述したように約４μｌの容積
を有し、流入する試料量を３μｌに制御すれば固体状試薬５が完全に溶解する。一方、測
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定用のチャンバー３０５は、直径２ｍｍで深さが２００μｍの平面形状を有する。
　この場合、測定用のチャンバー３０５の容積は約０．６μｌになるため、流路移送中に
流路に残留する試料が生じても、測定に必要な試料液量の確保が可能である。
【００３４】
　血漿中のコレステロール濃度を測定するために、以下の反応機構を用いる。
　（１）Ｅ-Ｃｈｏｌ→Ｃｈｏｌ（酵素：ＣｈＥ）
　（２）Ｃｈｏｌ+ＮＡＤ　→　コレステノン＋ＮＡＤＨ（酵素：ＣｈＤＨ）
　（３）ＮＡＤＨ　＋　ＷＳＴ－９　→　ＮＡＤ＋ホルマザン（酵素：ＤＩ）
　上記式（３）中のホルマザンの生成による波長６５０ｎｍの透過光に対する吸光度が濃
度に対応する変化量を測定し、総コレステロール濃度を算出する。なお、上記の式（１）
～（３）において、Ｅ-Ｃｈｏｌはコレステロールエステルを示す。血漿中のコレステロ
ールの大半はエステル化している。Ｃｈｏｌはコレステロールを示す。ＣｈＥはＥ-Ｃｈ
ｏｌをＣｈｏｌに変化させる反応を触媒する酵素であるコレステロールエステラーゼ（Ｅ
Ｃ３．１．１．１３）を示す。
【００３５】
　ＣｈＤＨは、コレステロールデヒドロゲナーゼ（ＥＣは不明、アマノエンザイム（株）
より購入）、ＮＡＤはＣｈＤＨの補酵素であるニコチンアデニンジヌクレオチド、ＮＡＤ
ＨはＮＡＤの還元状態を示す。ＷＳＴ－９は「水溶性テトラゾリウム－９」の英語の頭文
字をとった略称で、（株）同仁化学研究所より入手できるテトラゾリウム塩の１種である
。ＤＩはジアホラーゼ（ＥＣ１．６．９９．２）を示す。ＤＩはＮＡＤＨのＮＡＤへの酸
化反応とそれに共役する還元反応を触媒する酵素である。
【００３６】
　上記の反応を行わせるために、前記チャンバー３０１、３０３に下記の３種の固体状試
薬５を分けて配置する。第１のチャンバー３０１には、ＣｈＥと、ＣｈＤＨを含む酵素固
体と、ＮＡＤおよび界面活性剤を含むＮＡＤ固体とを含め、第２のチャンバー３０３には
、ＷＳＴ－９とＤＩを含むＷＳＴ固体とを含める。
　更に、ＣｈＤＨの好適なｐＨは８以上（アルカリ性領域）であることから、ｐＨ緩衝剤
を反応系に用いることが好ましい。ただし、反応時のｐＨを調整するためのｐＨ緩衝剤で
あるトリス塩酸塩は、凍結乾燥した場合、酵素や界面活性剤との混合溶液では凍結乾燥固
体が通常の空気中に暴露すると直ちに空気中の水分を吸収して潮解する傾向がある。その
ため、反応系を活性化する目的で添加する界面活性剤の１つであるコール酸ナトリウムと
の混合溶液を第１のチャンバー３０１の凹状部分３ｂに滴下乾燥した。
【００３７】
　酵素固体は、ＣｈＥと、ＣｈＤＨと、凍結乾燥後の固体の形状保持のために加えたシュ
クロースとからなる。形状保持のための添加物は反応系に影響を与えない限り、シュクロ
ース以外の糖や、蛋白などを適宜用いることができる。
　ＮＡＤ固体はＣｈＥの触媒活性を活性化するための界面活性剤であるｎ-オクチル－β
－D－チオグルコシドとＮＡＤからなる。特にこれ以外に添加剤を加えなくても形状保持
は可能だが、より堅固にするために添加物を加えることもできる。
　ＷＳＴ固体はＷＳＴ－９とＤＩとシュクロースからなる。シュクロースは上述したよう
に形状保持のために加えている。
【００３８】
　反応性や測定時間の観点からは固体状試薬５の設置数はなるべく少ない方が好適である
が、本実施例での反応系の場合、ＣｈＤＨとＮＡＤの混合水溶液は溶液の安定性がよくな
いのでこれら２種の物質は別の固体にする必要がある。そこで、これら２種の試薬を分離
するために酵素を含む固体状試薬５とＮＡＤを含む固体状試薬を作製した。
　これら２種の固体状試薬５は、試料液に両方が溶解して初めて試料中のコレステロール
の酸化反応と、それに共役するＮＡＤの還元反応が進行するので、１つのチャンバーに配
置した。
【００３９】



(9) JP 4657084 B2 2011.3.23

10

20

30

40

50

　更にＷＳＴ－９について、ＣｈＤＨの触媒活性を阻害する傾向が認められるので、ＷＳ
Ｔ－９を含む固体状試薬５も独立して作製し、これは前記の２種の固体状試薬による反応
が進行してから試料に溶解する必要があるため、別のチャンバー３０３に配置する必要が
あった。
　ＷＳＴ－９とともに、ＷＳＴ－９の還元反応を触媒するためにＤＩも同じ試薬固体に添
加した。
【００４０】
　上記の式（１）および（２）の反応を、ＷＳＴ－９が含まれていない条件で行い、その
後にＷＳＴ－９を混合し、呈色反応を誘導する必要が生じるため、試料の流れる順に、酵
素を含む固体状試薬およびＮＡＤを含む固体状試薬を第１のチャンバー３０１に配置し、
ＷＳＴ－９を含む固体状試薬を第２のチャンバー３０３に配置した。
　各々の固体状試薬は直径１ｍｍになるように凍結乾燥によって形成し、酵素を含む固体
状試薬およびＮＡＤを含む固体状試薬は第１のチャンバー３０１にそれぞれ２個ずつ、Ｗ
ＳＴを含む固体状試薬は第２のチャンバー３０３に４個配置した。
【００４１】
　それぞれの固体状試薬を得るための試薬水溶液の濃度は、３μｌの試料で反応に必要な
濃度になるように調整している。すなわち、直径１ｍｍの体積が約０．５２μｌで、酵素
を含む固体状試薬およびＮＡＤを含む固体状試薬はそれぞれ２個ずつ配置されるので、そ
れぞれの試薬水溶液は試料中での反応に必要な濃度の３／（２×０．５２）倍、ＷＳＴを
含む固体状試薬は３／（４×０．５２）倍になるように調整した。これらの濃度調整は、
チャンバー３０１、３０３の形状を勘案して適宜定める必要がある。
【００４２】
　上述した方法で作製した固体状試薬５を包含する液体試料分析用ディスクに標準血清ま
たはこれを生理食塩水で希釈した試料を点着し、図３に示す構造を有する測定装置で吸光
度を測定したところ、試料液中の総コレステロール濃度に依存した吸光度変化（即ち応答
性）を観測することができた。図６にその結果を示す。
　図６において、縦軸は波長６５０ｎｍのレーザー光を照射したときの吸光度を示してお
り、横軸は試料液中のコレステロール濃度（フリー型換算）を示している。そして、この
結果から、吸光度変化がコレステロール濃度に依存しているということがわかる。
【００４３】
　なお、本実施例では、色素たるＷＳＴ－９の吸光度変化を検出することで、血漿中の総
コレステロール濃度を測定する例を示したが、ＷＳＴ－９のかわりに、水溶液になった際
、フェリシアン化物イオンを生成するフェリシアン化カリウムを固体状試薬に含有させ、
測定用のチャンバー内に少なくとも対極と作用極の役割を果たすことができる電極を設け
てもよい。
【００４４】
　この場合、更に、図３の分析装置に、前記電極にディスク外部から接触することができ
る端子を設けることにより、血漿中のコレステロールの酸化によってフェリシアン化物イ
オンが還元されて生じるフェロシアン化物イオンを、前記電極間に電圧を印加することで
再度酸化させる際に生じる酸化電流値を計測して測定することもできる。この場合、フェ
リシアン化カリウムのかわりに、ＮＡＤＨとの間で電子授受が可能なレドックス化合物を
任意に用いることができる。
　また、更に、本実施例中で示した、血漿中のコレステロール以外にも、目的の成分に対
する化学反応により生じた変化を光学的あるいは電気化学的に検出可能な反応系の確立が
可能な場合には任意の測定対象について本発明を用いることが可能である。
【産業上の利用可能性】
【００４５】
　本発明にかかる液体試料分析用ディスクは、試料と反応した試薬の化学変化を検出する
ことにより試料の分析を行う際、より少ない試料量で速やかにかつ均一に試薬が溶解し、
前記化学反応を空間的な偏りなく進行させることができ、もって、化学反応検出のによる
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試料液中の特定成分の検出の正確性を確保することが可能となり、血液成分測定装置など
に有用である。
【図面の簡単な説明】
【００４６】
【図１】本発明の試料分析用ディスクの一実施の形態の概略上面図である。
【図２】図１に示す試料分析用ディスクのａ－ａ線断面図である。
【図３】従来の液体試料分析装置で使用される分析用ディスクの構成を示す図である。
【図４】従来の分析装置の構成を示す図である。
【図５】従来の試料分析用ディスクおよび本発明の試料分析用ディスクにおける試料移送
の機構を説明するための模式図である。
【図６】実施例における応答性を示すグラフである。
【符号の説明】
【００４７】
　　１、２　開口部
　　３ａ、３ｂ　凹状部分
　　５　固体状試薬
　　６　上基板
　　７　スペーサ
　　８　下基板
　　１０１　液体試料分析用ディスク
　　１０４　試料注入口
　　１０５　流路
　　１０６　試薬
　　２０１　スピンドルモーター
　　９００　試料
　　２１２　光ピックアップ
　　２１３　送りモータ
　　３０２、３０４　流路
　　３０１　上流側チャンバー
　　３０３　下流側チャンバー
　　３０５　透過光測定チャンバー
　　３０６、３０７、３０８　空気口
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