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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　生物試料中のインフルエンザウイルスを検出する方法であって、

（１）前記生物試料を、第一のプローブと第二のプローブと混合する手順１、

　ここで、前記第一のプローブは、インフルエンザウイルス由来のノイラミニダーゼ及び

バクテリア由来のノイラミニダーゼの双方により分解されて光学的に検出可能な信号を生

成するものであり、

　前記第二のプローブは、バクテリア由来のノイラミニダーゼにより分解されて光学的に

検出可能な信号を生成しかつインフルエンザ由来のノイラミニダーゼにより分解されない

ものであり、

　前記第一のプローブから生成する信号と前記第二のプローブから生成する信号は光学的

に区別して検出可能である、と、

（２）前記第一のプローブ及び前記第二のプローブから生成する信号を検出する手順２と

、を含み、

　前記第二のプローブから生成する信号の強度に対する前記第一のプローブから生成する

信号の強度の比が所定値以上である場合に、前記生物試料中のインフルエンザウイルスの

存在を検出し、

前記比が前記所定値未満である場合に、前記生物試料中のインフルエンザウイルスの不存

在を検出する、検出方法。

【請求項２】
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　 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ が 以 下 の 式 （ １ ） で 表 わ さ れ る 化 合 物 又 は そ の 塩 で あ る 、 請 求 項 １

記 載 の 検 出 方 法 。

（ 式 中 、

Ｒ 1 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 ベ ン ゼ ン 環 上 に 存 在 す る 同 一 又 は 異 な る 一 価 の 置 換 基 を 示 し ；

Ｒ 2 及 び Ｒ 3 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ハ ロ ゲ ン 原

子 を 示 し ；

Ｒ 4 及 び Ｒ 5 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ハ ロ ゲ ン 原

子 を 示 し ；

Ｒ 6 は 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の ア ル キ ル 基 、 又 は 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の フ ッ 化 ア ル キ ル

基 を 示 し ；

Ｒ 7 及 び Ｒ 8 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ア リ

ー ル 基 を 示 し 、

こ こ で 、 Ｘ が 酸 素 原 子 の 場 合 は 、 Ｒ 7 及 び Ｒ 8 は 存 在 せ ず ；

Ｒ 9 は 、 各 出 現 に お い て 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の ア ル キ ル 基 、 ア ル コ キ シ 基

、 水 酸 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 ス ル ホ 基 、 ア ミ ノ 基 、 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル

基 、 オ キ ソ 基 か ら 選 択 さ れ ；

Ｒ 1 0 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 ベ ン ゼ ン 環 上 に 存 在 す る 同 一 又 は 異 な る 一 価 の 置 換 基 を 示 し ；

Ｘ は 、 酸 素 原 子 、 珪 素 原 子 又 は 炭 素 原 子 を 示 し ；

ｍ は 、 ０ ～ ４ の 整 数 で あ り ；

ｎ は 、 １ ～ ３ の 整 数 で あ り ；

ｓ は 、 １ の 整 数 で あ り ；

ｔ は 、 ０ ～ ４ の 整 数 で あ る 。 ）

【 請 求 項 ３ 】

　 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ が 、 ２ ´ － （ ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル ） － α － Ｄ － Ｎ － ア セ チ

ル ノ イ ラ ミ ン 酸 （ 4MU-NANA） で あ る 、 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 検 出 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

　 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 が 検 出 さ れ 、 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信

号 が 検 出 さ れ な い 場 合 に 、 前 記 生 物 試 料 中 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 存 在 を 検 出 し 、

前 記 第 一 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 及 び 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 が 検 出 さ

れ た 場 合 に 、 前 記 生 物 試 料 中 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 不 存 在 を 検 出 す る 、 請 求 項 １ －

３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 検 出 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

　 デ ジ タ ル 法 に 基 づ く 、 請 求 項 １ － ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 検 出 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 感 染 し た 対 象 又 は 感 染 し た 疑 い が あ る 対 象 か ら 分 離 さ れ た 生

物 試 料 中 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、

　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 及 び バ ク テ リ ア 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー

ゼ の 双 方 に よ り 分 解 さ れ て 光 学 的 に 検 出 可 能 な 信 号 を 生 成 す る 第 一 の プ ロ ー ブ と 、

　 バ ク テ リ ア 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に よ り 分 解 さ れ て 光 学 的 に 検 出 可 能 な 信 号 を 生 成 し
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か つ イ ン フ ル エ ン ザ 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に よ り 分 解 さ れ な い 第 二 の プ ロ ー ブ と 、 を 含

み 、

　 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ が 以 下 の 式 （ １ ） で 表 わ さ れ る 化 合 物 又 は そ の 塩 で あ る 、 キ ッ ト 。

（ 式 中 、

Ｒ 1 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 ベ ン ゼ ン 環 上 に 存 在 す る 同 一 又 は 異 な る 一 価 の 置 換 基 を 示 し ；

Ｒ 2 及 び Ｒ 3 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ハ ロ ゲ ン 原

子 を 示 し ；

Ｒ 4 及 び Ｒ 5 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ハ ロ ゲ ン 原

子 を 示 し ；

Ｒ 6 は 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の ア ル キ ル 基 、 又 は 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の フ ッ 化 ア ル キ ル

基 を 示 し ；

Ｒ 7 及 び Ｒ 8 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ア リ

ー ル 基 を 示 し 、

こ こ で 、 Ｘ が 酸 素 原 子 の 場 合 は 、 Ｒ 7 及 び Ｒ 8 は 存 在 せ ず ；

Ｒ 9 は 、 各 出 現 に お い て 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の ア ル キ ル 基 、 ア ル コ キ シ 基

、 水 酸 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 ス ル ホ 基 、 ア ミ ノ 基 、 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル

基 、 オ キ ソ 基 か ら 選 択 さ れ ；

Ｒ 1 0 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 ベ ン ゼ ン 環 上 に 存 在 す る 同 一 又 は 異 な る 一 価 の 置 換 基 を 示 し ；

Ｘ は 、 酸 素 原 子 、 珪 素 原 子 又 は 炭 素 原 子 を 示 し ；

ｍ は 、 ０ ～ ４ の 整 数 で あ り ；

ｎ は 、 １ ～ ３ の 整 数 で あ り ；

ｓ は 、 １ の 整 数 で あ り ；

ｔ は 、 ０ ～ ４ の 整 数 で あ る 。 ）

【 請 求 項 ７ 】

　 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ が 、 ２ ´ － （ ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル ） － α － Ｄ － Ｎ － ア セ チ

ル ノ イ ラ ミ ン 酸 （ 4MU-NANA） で あ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ８ 】

　 以 下 の 式 （ １ ） で 表 わ さ れ る 化 合 物 又 は そ の 塩 の 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を バ ク テ リ

ア と 識 別 検 出 す る た め の 使 用 。
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（ 式 中 、

Ｒ 1 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 ベ ン ゼ ン 環 上 に 存 在 す る 同 一 又 は 異 な る 一 価 の 置 換 基 を 示 し ；

Ｒ 2 及 び Ｒ 3 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ハ ロ ゲ ン 原

子 を 示 し ；

Ｒ 4 及 び Ｒ 5 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ハ ロ ゲ ン 原

子 を 示 し ；

Ｒ 6 は 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の ア ル キ ル 基 、 又 は 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の フ ッ 化 ア ル キ ル

基 を 示 し ；

Ｒ 7 及 び Ｒ 8 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ア リ

ー ル 基 を 示 し 、

こ こ で 、 Ｘ が 酸 素 原 子 の 場 合 は 、 Ｒ 7 及 び Ｒ 8 は 存 在 せ ず ；

Ｒ 9 は 、 各 出 現 に お い て 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の ア ル キ ル 基 、 ア ル コ キ シ 基

、 水 酸 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 ス ル ホ 基 、 ア ミ ノ 基 、 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル

基 、 オ キ ソ 基 か ら 選 択 さ れ ；

Ｒ 1 0 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 ベ ン ゼ ン 環 上 に 存 在 す る 同 一 又 は 異 な る 一 価 の 置 換 基 を 示 し ；

Ｘ は 、 酸 素 原 子 、 珪 素 原 子 又 は 炭 素 原 子 を 示 し ；

ｍ は 、 ０ ～ ４ の 整 数 で あ り ；

ｎ は 、 １ ～ ３ の 整 数 で あ り ；

ｓ は 、 １ の 整 数 で あ り ；

ｔ は 、 ０ ～ ４ の 整 数 で あ る 。 ）

【 請 求 項 ９ 】

　 対 象 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス へ の 感 染 の 有 無 の 診 断 を 補 助 す る た め の 方 法 で あ っ て 、

（ １ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 感 染 し た 対 象 又 は 感 染 し た 疑 い が あ る 対 象 か ら 分 離 さ れ

た 生 物 試 料 を 、 第 一 の プ ロ ー ブ と 第 二 の プ ロ ー ブ と 混 合 す る 手 順 １ 、

　 こ こ で 、 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 及 び

バ ク テ リ ア 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の 双 方 に よ り 分 解 さ れ て 光 学 的 に 検 出 可 能 な 信 号 を 生

成 す る も の で あ り 、

　 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ は 、 バ ク テ リ ア 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に よ り 分 解 さ れ て 光 学 的 に

検 出 可 能 な 信 号 を 生 成 し か つ イ ン フ ル エ ン ザ 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に よ り 分 解 さ れ な い

も の で あ り 、

　 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 と 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 は 光 学 的

に 区 別 し て 検 出 可 能 で あ る 、 と 、

（ ２ ） 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ 及 び 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 を 検 出 す る 手 順 ２ と

、 を 含 み 、

　 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 の 強 度 に 対 す る 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る

信 号 の 強 度 の 比 が 所 定 値 以 上 で あ る 場 合 に 、 前 記 対 象 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 感 染 が

示 さ れ 、

　 前 記 比 が 前 記 所 定 値 未 満 で あ る 場 合 に 、 前 記 対 象 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 非 感 染 が

示 さ れ る 、 方 法 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 検 出 の た め の 方 法 及 び キ ッ ト 、 並 び に イ ン フ ル エ ン

ザ イ ウ イ ル ス 感 染 の 診 断 方 法 に 関 す る 。 よ り 詳 し く は 、 イ ン フ ル エ ン ザ 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ

ダ ー ゼ と バ ク テ リ ア 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ と に 対 し て 異 な る 反 応 性 を 示 す 基 質 を 用 い た

、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 検 出 方 法 等 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 近 年 、 イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い た 簡 易 な イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 検 査 キ ッ ト が 開

発 さ れ て い る （ 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。 イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い る 方 法 は 、 数 分 か ら 数

十 分 の 間 に イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 検 出 で き る の で 、 感 染 の 診 断 や 治 療 等 に 活 用 さ れ て

い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 ま た 、 従 来 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 有 す る 酵 素 で あ る ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ （ シ ア リ ダ

ー ゼ ） と 発 色 基 質 と の 反 応 に 基 づ い て 光 学 的 に イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 検 出 す る 技 術 が

知 ら れ て い る （ 特 許 文 献 ２ 、 ３ 参 照 ） 。 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ は 、 糖 鎖 の 非 還 元 末 端 か ら シ ア

ル 酸 を 遊 離 す る エ キ ソ 型 糖 分 解 酵 素 で あ る 。 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル

ス の 表 面 に 存 在 し 、 ウ イ ル ス の 増 殖 に 関 与 し て い る 。 発 色 基 質 と し て は 、 例 え ば 、 ４ － メ

チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル － α － Ｄ － ノ イ ラ ミ ン 酸 （ ４ － Ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ ｕ ｍ ｂ ｅ ｌ ｌ ｉ ｆ ｅ ｒ

ｙ ｌ － Ｎ － ａ ｃ ｅ ｔ ｙ ｌ － α － Ｄ － ｎ ｅ ｕ ｒ ａ ｍ ｉ ｎ ｉ ｃ 　 ａ ｃ ｉ ｄ ： ４ Ｍ Ｕ － Ｎ Ａ Ｎ Ａ

、 特 許 文 献 ２ 参 照 ） や 、 ４ － ア ル コ キ シ － Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 又 は ４ ， ７ － ジ ア ル

コ キ シ － Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 の 化 学 発 光 誘 導 体 （ 特 許 文 献 ３ 参 照 ） な ど が 用 い ら れ

て い る 。 例 え ば 、 発 色 基 質 と し て ４ Ｍ Ｕ － Ｎ Ａ Ｎ Ａ を 用 い た 方 法 で は 、 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ

に よ る ４ Ｍ Ｕ － Ｎ Ａ Ｎ Ａ の 分 解 に よ っ て 蛍 光 物 質 で あ る ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン が 生

成 す る 。 生 成 し た ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン の 蛍 光 強 度 に 基 づ い て ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の

酵 素 活 性 値 を 算 出 す る こ と が で き 、 さ ら に 酵 素 活 性 値 に 基 づ い て イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス

の 粒 子 数 を 定 量 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 特 許 文 献 ４ に は 、 ヒ ト に お い て イ ン フ ル エ ン ザ が ヒ ト イ ン フ ル エ ン ザ で あ る か ヒ ト 病 原

性 ト リ イ ン フ ル エ ン ザ で あ る か を 検 出 す る た め の キ ッ ト が 開 示 さ れ て い る （ 実 施 例 ７ 参 照

） 。 こ の キ ッ ト は 、 ガ ラ ク ト ー ス に 結 合 し た N-グ リ コ リ ル ノ イ ラ ミ ン （ NeuGcα 2-3Gal）

酸 を 含 む 基 質 と 、 ガ ラ ク ト ー ス に 結 合 し た N-ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 （ NeuAcα 2-3Gal） を

含 む 基 質 と を 含 ん で な る 。 こ れ ら ２ 種 類 の 基 質 と 臨 床 検 体 と を 接 触 さ せ 、 NeuAcα 2-3Gal

に 基 づ い た 基 質 の み が 切 断 さ れ れ ば ヒ ト イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 陽 性 と 判 定 さ れ 、 NeuAc

α 2-3Galに 基 づ い た 基 質 及 び NeuGcα 2-3Galに 基 づ い た 基 質 の 双 方 が 切 断 さ れ れ ば ヒ ト

病 原 性 ト リ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 陽 性 と 判 断 さ れ る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 特 許 文 献 ５ に は 、 デ ジ タ ル 法 に よ る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 検 出 方 法 が 記 載 さ れ て い

る 。 デ ジ タ ル 法 で は 、 多 数 の 極 小 空 間 （ 例 え ば 微 小 液 滴 ） 中 に 検 出 対 象 物 を 最 大 で １ 分 子

ず つ 存 在 す る よ う に 導 入 す る 。 そ し て 、 各 極 小 空 間 内 の 検 出 対 象 物 を 検 出 し 、 そ の 存 在 を

０ 又 は １ で 数 値 化 す る 。 こ れ に よ っ て 、 デ ジ タ ル 法 で は 、 検 出 対 象 物 を 高 感 度 か つ 定 量 的

に 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。 特 許 文 献 ６ ， ７ に は 、 物 質 を 極 小 空 間 中 に 封 入 （ Enclose

） す る た め の 方 法 で あ っ て 、 デ ジ タ ル 法 に 適 用 可 能 な 技 術 が 記 載 さ れ て い る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ８ － ２ ７ ５ ５ １ １ 号

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ １ １ － １ ３ ９ ６ ５ ６ 号

【 特 許 文 献 ３ 】 特 表 ２ ０ ０ ２ － ５ ４ １ ８ ５ ８ 号
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【 特 許 文 献 ４ 】 特 表 ２ ０ ０ ９ － ５ １ ６ ５ ０ ２ 号

【 特 許 文 献 ５ 】 特 開 ２ ０ １ ８ － ０ ３ ８ ３ ８ ４ 号

【 特 許 文 献 ６ 】 再 表 ２ ０ １ ２ － １ ２ １ ３ １ ０ 号

【 特 許 文 献 ７ 】 再 表 ２ ０ １ ６ － ０ ０ ６ ２ ０ ８ 号

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 上 部 気 道 粘 膜 に 常 在 す る バ ク テ リ ア に は 、 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を 有 す る も の が あ る 。 こ の

た め 、 鼻 腔 ぬ ぐ い 液 等 を 試 料 に 用 い た 、 イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ と 基 質 と の 反 応 に 基 づ く イ ン フ ル

エ ン ザ ウ イ ル ス の 検 出 方 法 で は 、 バ ク テ リ ア 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に 起 因 す る 信 号 が 擬

陽 性 と し て 検 出 さ れ る 可 能 性 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 そ こ で 、 本 発 明 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ と バ ク テ リ ア 由 来 の ノ イ ラ

ミ ニ ダ ー ゼ に 対 し て 異 な る 反 応 性 を 示 す 基 質 を 用 い 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 改 善 さ れ

た 確 度 で 検 出 す る た め の 技 術 を 提 供 す る こ と を 主 な 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 上 記 の 課 題 を 解 決 す る た め に 、 本 発 明 は 、 以 下 の ［ １ ］ ～ ［ １ ８ ］ を 提 供 す る 。

［ １ ］ 　 生 物 試 料 中 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス あ る い は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 ノ イ

ラ ミ ニ ダ ー ゼ を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、

（ １ ） 前 記 生 物 試 料 を 、 第 一 の プ ロ ー ブ と 第 二 の プ ロ ー ブ と 混 合 す る 手 順 １ 、

　 こ こ で 、 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 及 び

バ ク テ リ ア 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の 双 方 に よ り 分 解 さ れ て 光 学 的 に 検 出 可 能 な 信 号 を 生

成 す る も の で あ り 、

　 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ は 、 バ ク テ リ ア 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に よ り 分 解 さ れ て 光 学 的 に

検 出 可 能 な 信 号 を 生 成 し か つ イ ン フ ル エ ン ザ 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に よ り 分 解 さ れ な い

も の で あ り 、

　 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 と 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 は 光 学 的

に 区 別 し て 検 出 可 能 で あ る 、 と 、

（ ２ ） 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ 及 び 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 を 検 出 す る 手 順 ２ と

、 を 含 み 、

（ Ａ ） 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 の 強 度 に 対 す る 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ か ら 生 成

す る 信 号 の 強 度 の 比 が 所 定 値 以 上 で あ る 場 合 に 、 前 記 生 物 試 料 中 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル

ス あ る い は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の 存 在 を 検 出 し 、

前 記 比 が 前 記 所 定 値 未 満 で あ る 場 合 に 、 前 記 生 物 試 料 中 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス あ る い

は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の 不 存 在 を 検 出 す る 、 又 は 、

（ Ｂ ） 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 が 検 出 さ れ 、 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す

る 信 号 が 検 出 さ れ な い 場 合 に 、 前 記 生 物 試 料 中 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス あ る い は イ ン フ

ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の 存 在 を 検 出 し 、

前 記 第 一 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 及 び 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 が 検 出 さ

れ た 場 合 に 、 前 記 生 物 試 料 中 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス あ る い は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス

由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の 不 存 在 を 検 出 す る 、

検 出 方 法 。

［ ２ ］ 　 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ が 以 下 の 式 （ １ ） で 表 わ さ れ る 化 合 物 又 は そ の 塩 で あ る 、 ［

１ ］ の 検 出 方 法 。
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【 化 １ 】

（ 式 中 、

Ｒ 1 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 ベ ン ゼ ン 環 上 に 存 在 す る 同 一 又 は 異 な る 一 価 の 置 換 基 を 示 し ；

Ｒ 2 及 び Ｒ 3 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ハ ロ ゲ ン 原

子 を 示 し ；

Ｒ 4 及 び Ｒ 5 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ハ ロ ゲ ン 原

子 を 示 し ；

Ｒ 6 は 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の ア ル キ ル 基 、 又 は 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の フ ッ 化 ア ル キ ル

基 を 示 し ；

Ｒ 7 及 び Ｒ 8 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ア リ

ー ル 基 を 示 し 、

こ こ で 、 Ｘ が 酸 素 原 子 の 場 合 は 、 Ｒ 7 及 び Ｒ 8 は 存 在 せ ず ；

Ｒ 9 は 、 各 出 現 に お い て 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の ア ル キ ル 基 、 ア ル コ キ シ 基

、 水 酸 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 ス ル ホ 基 、 ア ミ ノ 基 、 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル

基 、 オ キ ソ 基 か ら 選 択 さ れ ；

Ｒ 1 0 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 ベ ン ゼ ン 環 上 に 存 在 す る 同 一 又 は 異 な る 一 価 の 置 換 基 を 示 し ；

Ｘ は 、 酸 素 原 子 、 珪 素 原 子 又 は 炭 素 原 子 を 示 し ；

ｍ は 、 ０ ～ ４ の 整 数 で あ り ；

ｎ は 、 １ ～ ３ の 整 数 で あ り ；

ｓ は 、 １ の 整 数 で あ り ；

ｔ は 、 ０ ～ ４ の 整 数 で あ る 。 ）

［ ３ ］ 　 式 （ １ ） 中 、 Ｒ 6 が － Ｃ Ｈ 2 － Ｃ Ｆ 3 で あ る 、 ［ ２ ］ の 検 出 方 法 。

［ ４ ］ 　 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ が 、 ２ ´ － （ ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル ） － α － Ｄ － Ｎ －

ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 （ 4MU-NANA） で あ る 、 ［ １ ］ － ［ ３ ］ の い ず れ か の 検 出 方 法 。

［ ５ ］ 　 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 が 検 出 さ れ 、 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成

す る 信 号 が 検 出 さ れ な い 場 合 に 、 前 記 生 物 試 料 中 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス あ る い は イ ン

フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の 存 在 を 検 出 し 、

前 記 第 一 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 及 び 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 が 検 出 さ

れ た 場 合 に 、 前 記 生 物 試 料 中 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス あ る い は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス

由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の 不 存 在 を 検 出 す る 、 ［ １ ］ － ［ ４ ］ の い ず れ か の 検 出 方 法 。

［ ６ ］ 　 デ ジ タ ル 法 に 基 づ く 、 ［ １ ］ － ［ ５ ］ の い ず れ か の 検 出 方 法 。

【 ０ ０ １ ０ 】

［ ７ ］ 　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 感 染 し た 対 象 又 は 感 染 し た 疑 い が あ る 対 象 か ら 分 離 さ

れ た 生 物 試 料 中 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス あ る い は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 ノ イ ラ ミ

ニ ダ ー ゼ を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、

　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 及 び バ ク テ リ ア 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー

ゼ の 双 方 に よ り 分 解 さ れ て 光 学 的 に 検 出 可 能 な 信 号 を 生 成 す る 第 一 の プ ロ ー ブ と 、
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　 バ ク テ リ ア 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に よ り 分 解 さ れ て 光 学 的 に 検 出 可 能 な 信 号 を 生 成 し

か つ イ ン フ ル エ ン ザ 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に よ り 分 解 さ れ な い 第 二 の プ ロ ー ブ と 、 を 含

み 、

　 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ が 以 下 の 式 （ １ ） で 表 わ さ れ る 化 合 物 又 は そ の 塩 で あ る 、 キ ッ ト 。

【 化 ２ 】

（ 式 中 、

Ｒ 1 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 ベ ン ゼ ン 環 上 に 存 在 す る 同 一 又 は 異 な る 一 価 の 置 換 基 を 示 し ；

Ｒ 2 及 び Ｒ 3 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ハ ロ ゲ ン 原

子 を 示 し ；

Ｒ 4 及 び Ｒ 5 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ハ ロ ゲ ン 原

子 を 示 し ；

Ｒ 6 は 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の ア ル キ ル 基 、 又 は 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の フ ッ 化 ア ル キ ル

基 を 示 し ；

Ｒ 7 及 び Ｒ 8 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ア リ

ー ル 基 を 示 し 、

こ こ で 、 Ｘ が 酸 素 原 子 の 場 合 は 、 Ｒ 7 及 び Ｒ 8 は 存 在 せ ず ；

Ｒ 9 は 、 各 出 現 に お い て 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の ア ル キ ル 基 、 ア ル コ キ シ 基

、 水 酸 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 ス ル ホ 基 、 ア ミ ノ 基 、 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル

基 、 オ キ ソ 基 か ら 選 択 さ れ ；

Ｒ 1 0 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 ベ ン ゼ ン 環 上 に 存 在 す る 同 一 又 は 異 な る 一 価 の 置 換 基 を 示 し ；

Ｘ は 、 酸 素 原 子 、 珪 素 原 子 又 は 炭 素 原 子 を 示 し ；

ｍ は 、 ０ ～ ４ の 整 数 で あ り ；

ｎ は 、 １ ～ ３ の 整 数 で あ り ；

ｓ は 、 １ の 整 数 で あ り ；

ｔ は 、 ０ ～ ４ の 整 数 で あ る 。 ）

［ ８ ］ 　 式 （ １ ） 中 、 Ｒ 6 が － Ｃ Ｈ 2 － Ｃ Ｆ 3 で あ る 、 ［ ７ ］ の キ ッ ト 。

［ ９ ］ 　 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ が 、 ２ ´ － （ ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル ） － α － Ｄ － Ｎ －

ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 （ 4MU-NANA） で あ る 、 ［ ７ ］ 又 は ［ ８ ］ の キ ッ ト 。

【 ０ ０ １ １ 】

［ １ ０ ］ 　 以 下 の 式 （ １ ） で 表 わ さ れ る 化 合 物 又 は そ の 塩 の 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス あ

る い は イ ン フ ル エ ン ザ 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を バ ク テ リ ア あ る い は バ ク テ リ ア 由 来 ノ イ ラ

ミ ニ ダ ー ゼ と 識 別 検 出 す る た め の 使 用 。
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【 化 ３ 】

（ 式 中 、

Ｒ 1 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 ベ ン ゼ ン 環 上 に 存 在 す る 同 一 又 は 異 な る 一 価 の 置 換 基 を 示 し ；

Ｒ 2 及 び Ｒ 3 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ハ ロ ゲ ン 原

子 を 示 し ；

Ｒ 4 及 び Ｒ 5 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ハ ロ ゲ ン 原

子 を 示 し ；

Ｒ 6 は 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の ア ル キ ル 基 、 又 は 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の フ ッ 化 ア ル キ ル

基 を 示 し ；

Ｒ 7 及 び Ｒ 8 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ア リ

ー ル 基 を 示 し 、

こ こ で 、 Ｘ が 酸 素 原 子 の 場 合 は 、 Ｒ 7 及 び Ｒ 8 は 存 在 せ ず ；

Ｒ 9 は 、 各 出 現 に お い て 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の ア ル キ ル 基 、 ア ル コ キ シ 基

、 水 酸 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 ス ル ホ 基 、 ア ミ ノ 基 、 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル

基 、 オ キ ソ 基 か ら 選 択 さ れ ；

Ｒ 1 0 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 ベ ン ゼ ン 環 上 に 存 在 す る 同 一 又 は 異 な る 一 価 の 置 換 基 を 示 し ；

Ｘ は 、 酸 素 原 子 、 珪 素 原 子 又 は 炭 素 原 子 を 示 し ；

ｍ は 、 ０ ～ ４ の 整 数 で あ り ；

ｎ は 、 １ ～ ３ の 整 数 で あ り ；

ｓ は 、 １ の 整 数 で あ り ；

ｔ は 、 ０ ～ ４ の 整 数 で あ る 。 ）

［ １ １ ］ 　 式 （ １ ） 中 、 Ｒ 6 が － Ｃ Ｈ 2 － Ｃ Ｆ 3 で あ る 、 ［ １ ０ ］ の 使 用 。

【 ０ ０ １ ２ 】

［ １ ２ ］ 　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス あ る い は イ ン フ ル エ ン ザ 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を バ ク

テ リ ア あ る い は バ ク テ リ ア 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ と 識 別 検 出 す る た め の 試 薬 で あ っ て 、 以

下 の 式 （ １ ） で 表 わ さ れ る 化 合 物 又 は そ の 塩 を 含 む 試 薬 。

20

30



(10) JP  7454861  B2  2024.3.25

【 化 ４ 】

（ 式 中 、

Ｒ 1 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 ベ ン ゼ ン 環 上 に 存 在 す る 同 一 又 は 異 な る 一 価 の 置 換 基 を 示 し ；

Ｒ 2 及 び Ｒ 3 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ハ ロ ゲ ン 原

子 を 示 し ；

Ｒ 4 及 び Ｒ 5 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ハ ロ ゲ ン 原

子 を 示 し ；

Ｒ 6 は 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の ア ル キ ル 基 、 又 は 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の フ ッ 化 ア ル キ ル

基 を 示 し ；

Ｒ 7 及 び Ｒ 8 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 又 は ア リ

ー ル 基 を 示 し 、

こ こ で 、 Ｘ が 酸 素 原 子 の 場 合 は 、 Ｒ 7 及 び Ｒ 8 は 存 在 せ ず ；

Ｒ 9 は 、 各 出 現 に お い て 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の ア ル キ ル 基 、 ア ル コ キ シ 基

、 水 酸 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 ス ル ホ 基 、 ア ミ ノ 基 、 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル

基 、 オ キ ソ 基 か ら 選 択 さ れ ；

Ｒ 1 0 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 ベ ン ゼ ン 環 上 に 存 在 す る 同 一 又 は 異 な る 一 価 の 置 換 基 を 示 し ；

Ｘ は 、 酸 素 原 子 、 珪 素 原 子 又 は 炭 素 原 子 を 示 し ；

ｍ は 、 ０ ～ ４ の 整 数 で あ り ；

ｎ は 、 １ ～ ３ の 整 数 で あ り ；

ｓ は 、 １ の 整 数 で あ り ；

ｔ は 、 ０ ～ ４ の 整 数 で あ る 。 ）

［ １ ３ ］ 　 式 （ １ ） 中 、 Ｒ 6 が － Ｃ Ｈ 2 － Ｃ Ｆ 3 で あ る 、 ［ １ ２ ］ の 試 薬 。

【 ０ ０ １ ３ 】

［ １ ４ ］ 　 対 象 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス へ の 感 染 の 有 無 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、

（ １ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 感 染 し た 対 象 又 は 感 染 し た 疑 い が あ る 対 象 か ら 分 離 さ れ

た 生 物 試 料 を 、 第 一 の プ ロ ー ブ と 第 二 の プ ロ ー ブ と 混 合 す る 手 順 １ 、

　 こ こ で 、 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 及 び

バ ク テ リ ア 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の 双 方 に よ り 分 解 さ れ て 光 学 的 に 検 出 可 能 な 信 号 を 生

成 す る も の で あ り 、

　 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ は 、 バ ク テ リ ア 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に よ り 分 解 さ れ て 光 学 的 に

検 出 可 能 な 信 号 を 生 成 し か つ イ ン フ ル エ ン ザ 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に よ り 分 解 さ れ な い

も の で あ り 、

　 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 と 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 は 光 学 的

に 区 別 し て 検 出 可 能 で あ る 、 と 、

（ ２ ） 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ 及 び 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 を 検 出 す る 手 順 ２ と

、 を 含 み 、

（ Ａ ） 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 の 強 度 に 対 す る 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ か ら 生 成
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す る 信 号 の 強 度 の 比 が 所 定 値 以 上 で あ る 場 合 に 、 前 記 対 象 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 感

染 を 決 定 す し 、

　 前 記 比 が 前 記 所 定 値 未 満 で あ る 場 合 に 、 前 記 対 象 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 非 感 染 を

決 定 す る 、 又 は 、

（ Ｂ ） 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 が 検 出 さ れ 、 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す

る 信 号 が 検 出 さ れ な い 場 合 に 、 前 記 対 象 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 感 染 を 決 定 し 、

前 記 第 一 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 及 び 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 が 検 出 さ

れ た 場 合 に 、 前 記 対 象 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 非 感 染 を 決 定 す る 、

診 断 方 法 。

［ １ ５ ］ 　 式 （ １ ） 中 、 Ｒ 6 が － Ｃ Ｈ 2 － Ｃ Ｆ 3 で あ る 、 ［ １ ４ ］ の 診 断 方 法 。

［ １ ６ ］ 　 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ が 、 ２ ´ － （ ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル ） － α － Ｄ － Ｎ

－ ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 （ 4MU-NANA） で あ る 、 ［ １ ４ ］ 又 は ［ １ ５ ］ の 診 断 方 法 。

［ １ ７ ］ 　 前 記 第 一 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 が 検 出 さ れ 、 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生

成 す る 信 号 が 検 出 さ れ な い 場 合 に 、 前 記 対 象 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 感 染 を 決 定 し 、

前 記 第 一 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 及 び 前 記 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 が 検 出 さ

れ た 場 合 に 、 前 記 対 象 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 非 感 染 を 決 定 す る 、 ［ １ ４ ］ － ［ １ ６

］ の い ず れ か の 診 断 方 法 。

［ １ ８ ］ 　 デ ジ タ ル 法 に 基 づ く 、 ［ １ ４ ］ － ［ １ ７ ］ の い ず れ か の 診 断 方 法 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 明 細 書 に お い て 、 「 ア ル キ ル 基 」 又 は ア ル キ ル 部 分 を 含 む 置 換 基 （ 例 え ば ア ル コ キ シ

基 な ど ） の ア ル キ ル 部 分 は 、 特 に 言 及 し な い 場 合 に は 例 え ば 炭 素 数 １ ～ ６ 個 、 好 ま し く は

炭 素 数 １ ～ ４ 個 、 更 に 好 ま し く は 炭 素 数 １ ～ ３ 個 程 度 の 直 鎖 、 分 枝 鎖 、 環 状 、 又 は そ れ ら

の 組 み 合 わ せ か ら な る ア ル キ ル 基 を 意 味 し て い る 。 よ り 具 体 的 に は 、 ア ル キ ル 基 と し て 、

例 え ば 、 メ チ ル 基 、 エ チ ル 基 、 ｎ － プ ロ ピ ル 基 、 イ ソ プ ロ ピ ル 基 、 シ ク ロ プ ロ ピ ル 基 、 ｎ

－ ブ チ ル 基 、 ｓ ｅ ｃ － ブ チ ル 基 、 イ ソ ブ チ ル 基 、 ｔ ｅ ｒ ｔ － ブ チ ル 基 、 シ ク ロ プ ロ ピ ル メ

チ ル 基 、 ｎ － ペ ン チ ル 基 、 ｎ － ヘ キ シ ル 基 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 明 細 書 に お い て 「 ハ ロ ゲ ン 原 子 」 と い う 場 合 に は 、 フ ッ 素 原 子 、 塩 素 原 子 、 臭 素 原 子

、 又 は ヨ ウ 素 原 子 の い ず れ で も よ く 、 好 ま し く は フ ッ 素 原 子 、 塩 素 原 子 、 又 は 臭 素 原 子 で

あ る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 に よ り 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 改 善 さ れ た 確 度 で 検 出 す る た め の 技 術 が 提 供

さ れ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ７ 】

【 図 １ 】 式 （ １ ） で 表 さ れ る 化 合 物 の 一 例 で あ る 「 Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ － Ｓ － Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ ｃ 」 と 、

４ Ｍ Ｕ － Ｎ Ａ Ｎ Ａ の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は バ ク テ リ ア の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に よ る 酵

素 加 水 分 解 の ス キ ー ム を 示 す 。

【 図 ２ 】 本 発 明 に 係 る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 検 出 方 法 の 手 順 ２ の 一 実 施 形 態 を 説 明 す る

た め の 図 で あ る 。

【 図 ３ ー １ 】 本 発 明 に 係 る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 検 出 方 法 の 手 順 ２ の 他 の 実 施 形 態 を 説

明 す る た め の 図 で あ る 。

【 図 ３ ー ２ 】 本 発 明 に 係 る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 検 出 方 法 の 手 順 ２ の 他 の 実 施 形 態 を 説

明 す る た め の 図 で あ る 。

【 図 ３ ー ３ 】 本 発 明 に 係 る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 検 出 方 法 の 手 順 ２ の 他 の 実 施 形 態 を 説

明 す る た め の 図 で あ る 。

【 図 ４ 】 ア ル ス ロ バ ク タ ー ・ ウ レ ア フ ァ シ エ ン ス 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ と の 酵 素 反 応 に

伴 う Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ － Ｓ － Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ ｃ の 蛍 光 強 度 の 経 時 変 化 を 示 す グ ラ フ で あ る （ 試 験 例 １

） 。
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【 図 ５ 】 イ ン フ ル エ ン ザ イ ウ ル ス 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ と の 酵 素 反 応 に 伴 う Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ

－ Ｓ － Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ ｃ 及 び ４ Ｍ Ｕ － Ｎ Ａ Ｎ Ａ の 蛍 光 強 度 の 経 時 変 化 を 示 す グ ラ フ で あ る （ 試

験 例 ２ ） 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ８ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 す る た め の 好 適 な 形 態 に つ い て 図 面 を 参 照 し な が ら 説 明 す る 。 な お

、 以 下 に 説 明 す る 実 施 形 態 は 、 本 発 明 の 代 表 的 な 実 施 形 態 の 一 例 を 示 し た も の で あ り 、 こ

れ に よ り 本 発 明 の 範 囲 が 狭 く 解 釈 さ れ る こ と は な い 。

【 ０ ０ １ ９ 】

１ ． イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 検 出 方 法 及 び イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 の 診 断 方 法

　 本 発 明 に 係 る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 検 出 方 法 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 の ノ イ

ラ ミ ニ ダ ー ゼ に よ る プ ロ ー ブ の 加 水 分 解 の 有 無 に 基 づ い て イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 検 出

す る も の で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に お い て 、 「 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 検 出 」 と 「

イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 」 の 検 出 と は 同 義 に 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 に 係 る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 検 出 方 法 は 、 以 下 の 手 順 （ ス テ ッ プ ） １ ， ２ を 含

む 。

　 手 順 １ ： 生 物 試 料 を 、 第 一 の プ ロ ー ブ と 第 二 の プ ロ ー ブ と 混 合 す る 手 順 。

　 手 順 ２ ： 第 一 の プ ロ ー ブ 及 び 第 二 の プ ロ ー ブ か ら 生 成 す る 信 号 を 検 出 す る 手 順 。

【 ０ ０ ２ １ 】

１ － １ ． 手 順 １ （ 生 物 試 料 と プ ロ ー ブ と の 混 合 手 順 ）

［ 生 物 試 料 ］

　 本 発 明 に お い て 、 生 物 試 料 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 含 ま れ 得 る 、 生 体 由 来 の 材 料

で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。

　 生 物 試 料 と し て は 、 例 え ば 、 鼻 腔 吸 引 液 、 鼻 腔 ぬ ぐ い 液 、 咽 頭 ぬ ぐ い 液 、 気 管 ぬ ぐ い 液

、 唾 液 、 喀 痰 、 血 液 （ 全 血 、 血 清 及 び 血 漿 を 含 む ） 、 尿 、 細 胞 や 組 織 、 臓 器 の 抽 出 液 等 が

挙 げ ら れ る 。

　 本 発 明 に 係 る イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 の 診 断 方 法 に お い て は 、 生 物 試 料 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ

ウ イ ル ス に 感 染 し た 対 象 又 は 感 染 し た 疑 い が あ る 対 象 か ら 分 離 さ れ る 。

　 対 象 は 、 ヒ ト に 限 定 さ れ ず 、 サ ル 及 び ブ タ を 含 む 哺 乳 類 や 、 ア ヒ ル 及 び ニ ワ ト リ を 含 む

鳥 類 で あ っ て よ い 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

［ プ ロ ー ブ １ ］

　 第 一 の プ ロ ー ブ （ 以 下 「 プ ロ ー ブ １ 」 と 称 す る ） は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 の ノ

イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 及 び バ ク テ リ ア 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の 双 方 に よ り 加 水 分 解 さ れ て 光 学

的 に 検 出 可 能 な 信 号 を 生 成 す る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 に お い て 、 「 バ ク テ リ ア 」 （ 細 菌 ） と の 用 語 は 、 古 細 菌 を 含 む 原 核 生 物 全 般 を 指

す 最 も 広 義 な 意 味 で 使 用 さ れ る が 、 特 に は 生 物 試 料 中 に 常 在 し え る 真 性 細 菌 を 意 味 す る 。

　 鼻 腔 、 咽 喉 頭 、 口 腔 及 び 泌 尿 器 等 に は 、 Actinomyces, Bacteroides, Clostridium, Cor

ynebacterium, Enterobacteriaceae, Eubacterium, Fusobacterium, Haemophilus, Lacto

bacillus, Micrococcus, Mycobacterium, Mycoplasma, Neisseria, Peptostreptococcus,

 Porphyromonas, Prevotella, Propinibacterium, Salmonella, Staphylococcus, Strept

ococcus, Spirohaetaceae及 び Veillonella等 の 各 属 に 属 す る 多 種 の バ ク テ リ ア が 常 在 し て

お り 、 こ れ ら の バ ク テ リ ア は ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を 有 す る 場 合 が あ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 プ ロ ー ブ １ は 、 シ ア ル 酸 を 含 む 化 合 物 で あ っ て 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 ノ イ ラ ミ

ニ ダ ー ゼ 及 び バ ク テ リ ア 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の 双 方 に よ り シ ア ル 酸 の グ リ コ シ ド 結 合 が

加 水 分 解 さ れ て 分 解 前 の 化 合 物 と は 異 な る 光 学 特 性 を 示 す 反 応 生 成 物 を 生 成 す る も の で あ

れ ば よ い 。 加 水 分 解 前 の プ ロ ー ブ １ の 光 学 特 性 か ら 、 加 水 分 解 後 に 生 成 す る 反 応 生 成 物 の
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光 学 特 性 へ の 変 化 が 、 「 光 学 的 に 検 出 可 能 な 信 号 」 と し て 検 出 さ れ る 。

　 こ こ で 、 光 学 特 性 へ の 変 化 と は 、 吸 光 度 、 旋 光 度 及 び 屈 折 率 の 変 化 や 、 蛍 光 の 有 無 あ る

い は 強 度 の 変 化 な ど を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 プ ロ ー ブ １ と し て 、 ノ イ ラ ミ ン 酸 又 は そ の 誘 導 体 に 発 色 団 を 結 合 し た 化 合 物 が 好 適 に 用

い ら れ る 。

　 発 色 団 は 、 蛍 光 物 質 又 は 化 学 発 光 物 質 で あ っ て よ い が 、 蛍 光 物 質 と さ れ る こ と 好 ま し い

。 蛍 光 物 質 に は 、 例 え ば ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン （ ４ － Ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ ｕ ｍ ｂ ｅ ｌ ｌ ｉ

ｆ ｅ ｒ ｏ ｎ ｅ ） 、 フ ル オ レ セ イ ン （ Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ｅ ｓ ｃ ｅ ｉ ｎ ） 、 レ ゾ ル フ ィ ン （ Ｒ ｅ ｓ ｏ

ｒ ｕ ｆ ｉ ｎ ） 及 び ロ ー ダ ミ ン （ Ｒ ｈ ｏ ｄ ａ ｍ ｉ ｎ ｅ ） な ど の 公 知 の 物 質 を 用 い る こ と が で

き る 。

　 こ の よ う な プ ロ ー ブ １ と し て は 、 例 え ば 、 ２ ´ － （ ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル ） － α

－ Ｄ － Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 （ ４ Ｍ Ｕ － Ｎ Ａ Ｎ Ａ ） が 汎 用 さ れ て い る 。 ４ Ｍ Ｕ － Ｎ Ａ

Ｎ Ａ は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 及 び バ ク テ リ ア に 由 来 す る ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ と 接 触 し て

反 応 す る と 、 蛍 光 物 質 で あ る ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン を 遊 離 さ せ る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

［ プ ロ ー ブ ２ ］

　 第 二 の プ ロ ー ブ （ 以 下 「 プ ロ ー ブ ２ 」 と 称 す る ） は 、 イ ン フ ル エ ン ザ 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ

ダ ー ゼ に よ り 分 解 さ れ ず 、 バ ク テ リ ア 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に よ っ て の み 分 解 さ れ て 光

学 的 に 検 出 可 能 な 信 号 を 生 成 す る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 プ ロ ー ブ ２ は 、 シ ア ル 酸 を 含 む 化 合 物 で あ っ て 、 イ ン フ ル エ ン ザ 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ

に よ り 分 解 さ れ ず 、 バ ク テ リ ア 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に よ っ て シ ア ル 酸 の グ リ コ シ ド 結 合

が 加 水 分 解 さ れ て 分 解 前 の 化 合 物 と は 異 な る 光 学 特 性 を 示 す 反 応 生 成 物 を 生 成 す る も の で

あ れ ば よ い 。 加 水 分 解 前 の プ ロ ー ブ ２ の 光 学 特 性 か ら 、 加 水 分 解 後 に 生 成 す る 反 応 生 成 物

の 光 学 特 性 へ の 変 化 が 、 「 光 学 的 に 検 出 可 能 な 信 号 」 と し て 検 出 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 プ ロ ー ブ ２ が 生 成 す る 「 光 学 的 に 検 出 可 能 な 信 号 」 は 、 プ ロ ー ブ １ が 生 成 す る 「 光 学 的

に 検 出 可 能 な 信 号 」 と は 異 な る も の と さ れ る 。 す な わ ち 、 プ ロ ー ブ ２ が 生 成 す る 信 号 と 、

プ ロ ー ブ １ が 生 成 す る 信 号 と は 、 光 学 的 に 区 別 し て 検 出 可 能 な も の と さ れ る 。

　 具 体 的 に は 、 例 え ば プ ロ ー ブ １ が 生 成 す る 信 号 が 、 吸 光 度 、 旋 光 度 及 び 屈 折 率 の 変 化 で

あ る 場 合 、 プ ロ ー ブ ２ が 生 成 す る 信 号 は 、 蛍 光 の 有 無 あ る い は 強 度 の 変 化 で あ っ て よ い 。

あ る い は 、 こ の 場 合 、 プ ロ ー ブ ２ が 生 成 す る 信 号 は 、 プ ロ ー ブ １ が 生 成 す る 信 号 と は 異 な

る 波 長 域 で の 吸 光 度 旋 光 度 及 び 屈 折 率 の 変 化 で あ っ て よ い 。

　 ま た 、 例 え ば プ ロ ー ブ １ が 生 成 す る 信 号 が 、 蛍 光 の 有 無 あ る い は 強 度 の 変 化 で あ る 場 合

、 プ ロ ー ブ ２ が 生 成 す る 信 号 は 、 吸 光 度 、 旋 光 度 及 び 屈 折 率 の 変 化 で あ っ て よ い 。 あ る い

は 、 こ の 場 合 、 プ ロ ー ブ ２ が 生 成 す る 信 号 は 、 プ ロ ー ブ １ が 生 成 す る 信 号 と は 異 な る 波 長

域 で の 蛍 光 の 有 無 あ る い は 強 度 の 変 化 で あ っ て よ い 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 プ ロ ー ブ ２ と し て は 、 以 下 の 式 （ １ ） で 表 わ さ れ る 化 合 物 又 は そ の 塩 （ 以 下 、 単 に 「 化

合 物 （ １ ） 」 と も 称 す る ） が 好 適 に 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】
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【 化 ５ 】

【 ０ ０ ３ １ 】

　 式 （ １ ） に お い て 、 Ｒ 1 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 ベ ン ゼ ン 環 上 に 存 在 す る 同 一 又 は 異 な る

一 価 の 置 換 基 を 示 す 。 一 価 の 置 換 基 と し て は 、 ハ ロ ゲ ン 、 置 換 さ れ て い て も よ い ア ル キ ル

基 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 ｍ は 、 ０ ～ ４ の 整 数 で あ る 。

　 本 発 明 の １ つ の 好 ま し い 側 面 に お い て は 、 ｍ が ０ で あ り 、 Ｒ 1 存 在 せ ず に 無 置 換 の ベ ン

ゼ ン 環 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 式 （ １ ） に お い て 、 Ｒ 2 及 び Ｒ 3 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル

キ ル 基 又 は ハ ロ ゲ ン 原 子 を 示 す 。

　 Ｒ 2 及 び Ｒ 3 が ア ル キ ル 基 を 示 す 場 合 に は 、 該 ア ル キ ル 基 に は ハ ロ ゲ ン 原 子 、 カ ル ボ キ シ

基 、 ス ル ホ ニ ル 基 、 水 酸 基 、 ア ミ ノ 基 、 ア ル コ キ シ 基 な ど が １ 個 又 は ２ 個 以 上 存 在 し て い

て も よ く 、 例 え ば Ｒ 2 又 は Ｒ 3 が 示 す ア ル キ ル 基 は ハ ロ ゲ ン 化 ア ル キ ル 基 、 ヒ ド ロ キ シ ア ル

キ ル 基 、 カ ル ボ キ シ ア ル キ ル 基 な ど で あ っ て も よ い 。 Ｒ 2 及 び Ｒ 3 が そ れ ぞ れ 独 立 に 水 素 原

子 又 は ハ ロ ゲ ン 原 子 で あ る こ と が 好 ま し く 、 Ｒ 2 及 び Ｒ 3 が と も に フ ッ 素 原 子 で あ る か 、 塩

素 原 子 で あ る 場 合 が よ り 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 Ｒ 4 及 び Ｒ 5 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個 の ア ル キ ル 基 、 又 は ハ ロ ゲ

ン 原 子 を 示 し 、 Ｒ 2 及 び Ｒ 3 に つ い て 説 明 し た も の と 同 様 で あ る 。 Ｒ 4 及 び Ｒ 5 が 共 に 水 素 原

子 で あ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 Ｒ 6 は 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の ア ル キ ル 基 、 又 は 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の フ ッ 化 ア ル キ

ル 基 を 示 す 。 Ｒ 6 の ア ル キ ル 基 と し て は 、 メ チ ル 基 、 エ チ ル 基 が 好 ま し い 。 Ｒ 6 の フ ッ 化 ア

ル キ ル 基 と し て は 、 － Ｃ Ｈ 2 － Ｃ Ｆ 3 、 － Ｃ Ｈ 2 － Ｃ Ｈ 2 － Ｃ Ｆ 3 が 好 ま し い 。

　 本 発 明 の １ つ の 好 ま し い 側 面 に お い て は 、 Ｒ 6 は 、 － Ｃ Ｈ 2 － Ｃ Ｆ 3 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 式 （ １ ） に お い て 、 Ｒ 7 及 び Ｒ 8 は 、 存 在 す る 場 合 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 炭 素 数 １ ～ ６ 個

の ア ル キ ル 基 又 は ア リ ー ル 基 を 示 す が 、 Ｒ 7 及 び Ｒ 8 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 炭 素 数 １ ～ ３ 個

の ア ル キ ル 基 で あ る こ と が 好 ま し く 、 Ｒ 7 及 び Ｒ 8 が と も に メ チ ル 基 で あ る こ と が よ り 好 ま

し い 。 Ｒ 7 及 び Ｒ 8 が 示 す ア ル キ ル 基 に は ハ ロ ゲ ン 原 子 、 カ ル ボ キ シ 基 、 ス ル ホ ニ ル 基 、 水

酸 基 、 ア ミ ノ 基 、 ア ル コ キ シ 基 な ど が １ 個 又 は ２ 個 以 上 存 在 し て い て も よ く 、 例 え ば Ｒ 7

又 は Ｒ 8 が 示 す ア ル キ ル 基 は ハ ロ ゲ ン 化 ア ル キ ル 基 、 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 基 、 カ ル ボ キ シ

ア ル キ ル 基 な ど で あ っ て も よ い 。

　 Ｒ 7 又 は Ｒ 8 が ア リ ー ル 基 を 示 す 場 合 に は 、 ア リ ー ル 基 は 単 環 の 芳 香 族 基 又 は 縮 合 芳 香 族

基 の い ず れ で あ っ て も よ く 、 ア リ ー ル 環 は １ 個 又 は ２ 個 以 上 の 環 構 成 ヘ テ ロ 原 子 （ 例 え ば
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窒 素 原 子 、 酸 素 原 子 、 又 は 硫 黄 原 子 な ど ） を 含 ん で い て も よ い 。 ア リ ー ル 基 と し て は フ ェ

ニ ル 基 が 好 ま し い 。 ア リ ー ル 環 上 に は １ 個 又 は ２ 個 以 上 の 置 換 基 が 存 在 し て い て も よ い 。

置 換 基 と し て は 、 例 え ば ハ ロ ゲ ン 原 子 、 カ ル ボ キ シ 基 、 ス ル ホ ニ ル 基 、 水 酸 基 、 ア ミ ノ 基

、 ア ル コ キ シ 基 な ど が １ 個 又 は ２ 個 以 上 存 在 し て い て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 ま た 、 後 述 す る Ｘ が 酸 素 原 子 の 場 合 は 、 Ｒ 7 及 び Ｒ 8 は 存 在 し な い 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 Ｒ 9 は 、 各 出 現 に お い て 独 立 に 、 水 素 原 子 、 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の ア ル キ ル 基 、 ア ル コ キ シ

基 、 水 酸 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 ス ル ホ 基 、 ア ミ ノ 基 、 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ

ル 基 、 オ キ ソ 基 か ら 選 択 さ れ 、 好 ま し く は 、 水 素 原 子 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 ｓ は 、 １ の 整 数 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 Ｒ 1 0 は 、 存 在 す る 場 合 、 ベ ン ゼ ン 環 上 に 存 在 す る 同 一 又 は 異 な る 一 価 の 置 換 基 を 示 す 。

　 一 価 の 置 換 基 と し て は 、 ハ ロ ゲ ン 、 置 換 さ れ て い て も よ い ア ル キ ル 基 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 ｔ は 、 ０ ～ ４ の 整 数 で あ る 。

　 本 発 明 の １ つ の 好 ま し い 側 面 に お い て は 、 ｔ が ０ で あ り 、 Ｒ 1 0 は 存 在 せ ず に 無 置 換 の ベ

ン ゼ ン 環 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 Ｘ は 、 酸 素 原 子 、 珪 素 原 子 又 は 炭 素 原 子 を 示 す 。

　 本 発 明 の １ つ の 好 ま し い 側 面 に お い て は 、 Ｘ は 酸 素 原 子 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 ｎ は 、 １ ～ ３ の 整 数 で あ り 、 好 ま し く は 、 ｎ は １ で あ る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 式 （ １ ） で 表 さ れ る 化 合 物 は 、 酸 付 加 塩 又 は 塩 基 付 加 塩 と し て 存 在 す る こ と が で き る 。

　 酸 付 加 塩 と し て は 、 例 え ば 、 塩 酸 塩 、 硫 酸 塩 、 硝 酸 塩 な ど の 鉱 酸 塩 、 又 は メ タ ン ス ル ホ

ン 酸 塩 、 ｐ － ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸 塩 、 シ ュ ウ 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 酒 石 酸 塩 な ど の 有 機 酸 塩

な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。

　 塩 基 付 加 塩 と し て は 、 ナ ト リ ウ ム 塩 、 カ リ ウ ム 塩 、 カ ル シ ウ ム 塩 、 マ グ ネ シ ウ ム 塩 な ど

の 金 属 塩 、 ア ン モ ニ ウ ム 塩 、 又 は ト リ エ チ ル ア ミ ン 塩 な ど の 有 機 ア ミ ン 塩 な ど を 挙 げ る こ

と が で き る 。

　 式 （ １ ） で 表 さ れ る 化 合 物 は 、 グ リ シ ン な ど の ア ミ ノ 酸 と の 塩 を 形 成 す る 場 合 も あ る 。

　 化 合 物 （ １ ） は 、 水 和 物 又 は 溶 媒 和 物 と し て 存 在 す る 場 合 も あ る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 化 合 物 （ １ ） は 、 置 換 基 の 種 類 に よ り 、 １ 個 又 は ２ 個 以 上 の 不 斉 炭 素 を 有 す る 場 合 が あ

る が 、 １ 個 又 は ２ 個 以 上 の 不 斉 炭 素 に 基 づ く 光 学 活 性 体 や ２ 個 以 上 の 不 斉 炭 素 に 基 づ く ジ

ア ス テ レ オ 異 性 体 な ど の 立 体 異 性 体 の ほ か 、 立 体 異 性 体 の 任 意 の 混 合 物 、 ラ セ ミ 体 な ど は

、 い ず れ も 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 化 合 物 （ １ ） の 代 表 的 化 合 物 の 製 造 方 法 を 本 明 細 書 の 実 施 例 に 具 体 的 に 示 し た 。 従 っ て

、 当 業 者 は 、 こ れ ら の 説 明 を も と に し て 、 反 応 原 料 、 反 応 条 件 、 及 び 反 応 試 薬 な ど を 適 宜

選 択 し て 、 必 要 に 応 じ て こ れ ら の 方 法 に 修 飾 や 改 変 を 加 え る こ と に よ り 、 化 合 物 （ １ ） を

製 造 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 化 合 物 （ １ ） は 、 イ ン フ ル エ ン ザ 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に よ り 分 解 さ れ ず 、 バ ク テ リ ア

由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に よ っ て の み 分 解 さ れ て 蛍 光 増 強 を 示 す こ と が 明 ら か と な っ て い る

（ 試 験 例 １ 、 試 験 例 ２ 参 照 ） 。 化 合 物 （ １ ） の 一 例 で あ る 「 Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ － Ｓ － Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ

ｃ 」 （ 合 成 例 １ 参 照 ） の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に よ る 酵 素 加 水 分 解 の ス キ ー ム を 図 １ に 示 す 。

　 し た が っ て 、 化 合 物 （ １ ） は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス あ る い は イ ン フ ル エ ン ザ 由 来 ノ
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イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を 、 バ ク テ リ ア あ る い は バ ク テ リ ア 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ と 識 別 検 出 す る

た め の 蛍 光 プ ロ ー ブ と し て 利 用 で き る 。

　 本 発 明 は 、 化 合 物 （ １ ） を 含 む 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス あ る い は イ ン フ ル エ ン ザ 由 来

ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を バ ク テ リ ア あ る い は バ ク テ リ ア 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ と 識 別 検 出 す る

た め の 試 薬 を も 提 供 す る も の で あ る 。 こ の 試 薬 は 、 乾 燥 さ れ た 化 合 物 （ １ ） あ る い は 適 当

な 緩 衝 液 に 溶 解 さ れ た 化 合 物 （ １ ） で あ っ て よ い 。 な お 、 緩 衝 液 に は 後 述 の も の を 適 宜 用

い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 生 物 試 料 、 プ ロ ー ブ １ 及 び プ ロ ー ブ ２ の 混 合 は 、 同 一 又 は 異 な る 水 溶 性 溶 媒 に 溶 解 さ れ

生 物 試 料 、 プ ロ ー ブ １ 及 び プ ロ ー ブ ２ の そ れ ぞ れ の 溶 液 を 混 合 す る こ と に よ っ て 行 う こ と

が で き る 。 あ る い は 、 同 一 の 水 溶 性 溶 媒 に 生 物 試 料 、 プ ロ ー ブ １ 及 び プ ロ ー ブ ２ を 溶 解 す

る こ と に よ り 混 合 し て も よ い 。

［ 親 水 性 溶 媒 ］

　 親 水 性 溶 媒 に は 、 酵 素 の 反 応 溶 液 と し て 従 来 用 い ら れ て い る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ

ず 、 例 え ば 、 水 、 あ る い は 、 水 に 酵 素 反 応 の 最 適 化 の た め に 必 要 な 濃 度 で 緩 衝 物 質 を 添 加

し た バ ッ フ ァ ー 溶 液 が 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 緩 衝 物 質 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 Ｍ Ｅ Ｓ （ 2-Morpholinoethanesulfonic acid

） 、 Ａ Ｄ Ａ （ N-(2-Acetamido)iminodiacetic acid） 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｅ Ｓ （ Piperazine-1,4-bis(

2-ethanesulfonic acid)） 、 Ａ Ｃ Ｅ Ｓ （ N-(2-Acetamido)-2-aminoethanesulfonic acid）

、 Ｂ Ｅ Ｓ （ N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonic acid） 、 Ｔ Ｅ Ｓ （ N-Tris(h

ydroxymethyl)methyl-2-aminoethanesulfonic acid） Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ 4-(2-hydroxyethyl)-1

-piperazineethanesulfonic acid） 等 の い わ ゆ る グ ッ ド バ ッ フ ァ ー （ Good's Buffer） や

、 Ｔ ｒ ｉ ｓ （ Tris(hydroxymethyl)aminomethane） 、 Ｄ Ｅ Ａ （ Diethanolamine） 等 が 用 い

ら れ 得 る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 生 物 試 料 、 プ ロ ー ブ １ 及 び プ ロ ー ブ ２ の 混 合 液 は 、 酵 素 反 応 の た め に 必 要 に 応 じ て イ ン

キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 例 え ば 、 室 温 － ３ ７ ℃ で 、 数 分 － 数 十 分 程 度

で あ る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

１ － ２ ． 手 順 ２ （ 信 号 の 検 出 手 順 ）

　 プ ロ ー ブ １ 及 び プ ロ ー ブ ２ か ら 生 成 す る 信 号 は 、 イ メ ー ジ セ ン サ 、 分 光 光 度 計 、 旋 光 計

、 分 光 蛍 光 光 度 計 及 び 蛍 光 顕 微 鏡 等 の 従 来 公 知 の 機 器 を 用 い て 検 出 し 、 数 値 化 す る こ と が

で き る 。 生 物 試 料 、 プ ロ ー ブ １ 及 び プ ロ ー ブ ２ の 混 合 液 （ 以 下 、 「 サ ン プ ル 液 」 と も 称 す

る ） を 機 器 に ロ ー ド し 、 機 器 の 操 作 手 順 書 に 従 っ て 測 定 を 行 え ば よ い 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 プ ロ ー ブ １ は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 及 び バ ク テ リ ア 由 来 ノ イ

ラ ミ ニ ダ ー ゼ の 双 方 に よ り 分 解 さ れ て 光 学 的 に 検 出 可 能 な 信 号 を 生 成 す る 。 プ ロ ー ブ １ か

ら の 信 号 強 度 を Ｓ １ と す る 。

　 一 方 、 プ ロ ー ブ ２ は 、 バ ク テ リ ア 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に よ っ て の み 加 水 分 解 さ れ て 光

学 的 に 検 出 可 能 な 信 号 を 生 成 す る 。 プ ロ ー ブ ２ か ら の 信 号 強 度 を Ｓ ２ と す る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 サ ン プ ル 液 中 に 存 在 す る ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ が バ ク テ リ ア 由 来 で あ る 場 合 （ 対 象 が 非 感 染

の 場 合 ） 、 プ ロ ー ブ １ 及 び プ ロ ー ブ ２ の 双 方 か ら 信 号 が 生 成 す る 。

　 一 方 、 サ ン プ ル 液 中 に 存 在 す る ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ が イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 で あ る

場 合 （ 対 象 が 感 染 の 場 合 ） 、 プ ロ ー ブ １ か ら は 信 号 が 生 成 す る が 、 プ ロ ー ブ ２ か ら 生 成 す

る 信 号 は 理 論 的 に は ０ で あ り 、 プ ロ ー ブ ２ の 自 然 分 解 （ ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の 酵 素 活 性 に よ

ら な い 分 解 ） に よ り 生 成 す る 信 号 を 考 慮 し て も 十 分 に 小 さ い 。

　 し た が っ て 、 Ｓ ２ に 対 す る Ｓ １ の 比 （ Ｓ １ ／ Ｓ ２ ） は 、 サ ン プ ル 液 中 に バ ク テ リ ア 由 来

ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ が 存 在 す る 場 合 （ 対 象 が 非 感 染 の 場 合 ） に 比 べ て 、 サ ン プ ル 液 中 に イ ン
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フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ が 存 在 す る 場 合 （ 対 象 が 感 染 の 場 合 ） で は 、 よ

り 大 き く な る 。

　 す な わ ち 、 プ ロ ー ブ １ か ら 生 成 す る 信 号 の 強 度 Ｓ １ に 対 す る プ ロ ー ブ ２ か ら 生 成 す る 信

号 の 強 度 Ｓ ２ の 比 （ Ｓ １ ／ Ｓ ２ ） が 所 定 値 （ 閾 値 ） 以 上 で あ れ ば 、 サ ン プ ル 液 中 に イ ン フ

ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 存 在 す る （ 対 象 が イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 感 染 し て い る ） と 検 出 で

き る 。

　 一 方 、 比 （ Ｓ １ ／ Ｓ ２ ） が 閾 値 未 満 で あ れ ば 、 サ ン プ ル 液 中 に イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス

が 存 在 し な い （ 対 象 が イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 感 染 し て い な い ） と 検 出 で き る 。

　 こ れ に よ り 、 生 物 試 料 中 に 存 在 す る ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ が イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 の

も の で あ る か バ ク テ リ ア 由 来 の も の で あ る か を 明 確 に 区 別 し て 、 バ ク テ リ ア 由 来 ノ イ ラ ミ

ニ ダ ー ゼ に 起 因 す る 信 号 を 擬 陽 性 と し て 検 出 す る こ と な く 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 高

確 度 に 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 閾 値 は 、 プ ロ ー ブ １ 及 び プ ロ ー ブ ２ と し て 用 い ら れ る 化 合 物 、 そ れ ら の 光 学 特 性 、 及 び

生 物 試 料 中 に 存 在 し え る バ ク テ リ ア の 種 類 な ど に 応 じ て 適 宜 設 定 さ れ え る 。 例 え ば 、 閾 値

は 、 サ ン プ ル 液 中 に バ ク テ リ ア 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ が 存 在 す る 場 合 の 比 （ Ｓ １ ／ Ｓ ２ ）

の 1.1倍 、 1.5倍 、 2倍 、 3倍 、 4倍 、 5倍 、 6倍 、 7倍 、 8倍 、 9倍 、 10倍 、 20倍 、 30倍 、 40倍 、

50倍 以 上 に 設 定 で き る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 プ ロ ー ブ ２ の 自 然 分 解 （ ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の 酵 素 活 性 に よ ら な い 分 解 ） が 生 じ な い あ る

い は 無 視 可 能 な 程 度 で あ る 場 合 、 サ ン プ ル 液 中 に 存 在 す る ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ が イ ン フ ル エ

ン ザ ウ イ ル ス 由 来 で あ る 場 合 （ 対 象 が 感 染 の 場 合 ） に 、 プ ロ ー ブ ２ か ら 生 成 す る 信 号 は ０

で あ る 。 こ の 場 合 に は 、 プ ロ ー ブ １ か ら 生 成 す る 信 号 の 強 度 Ｓ １ に 対 す る プ ロ ー ブ ２ か ら

生 成 す る 信 号 の 強 度 Ｓ ２ の 比 （ Ｓ １ ／ Ｓ ２ ） に よ ら ず に 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 検 出

を 行 う こ と も で き る 。

　 す な わ ち 、 プ ロ ー ブ １ か ら 生 成 す る 信 号 が 検 出 さ れ 、 プ ロ ー ブ ２ か ら 生 成 す る 信 号 が 検

出 さ れ な い 場 合 に 、 サ ン プ ル 液 中 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 存 在 （ 対 象 の イ ン フ ル エ ン

ザ 感 染 ） を 検 出 し 、 プ ロ ー ブ １ か ら 生 成 す る 信 号 及 び プ ロ ー ブ ２ か ら 生 成 す る 信 号 が 検 出

さ れ た 場 合 に は 、 サ ン プ ル 液 中 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 不 存 在 （ 対 象 の イ ン フ ル エ ン

ザ ウ イ ル ス 非 感 染 ） を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

１ － ２ － １ ． デ ジ タ ル 法 に 基 づ く 検 出 １

　 手 順 ２ に デ ジ タ ル 法 を 適 用 し た 実 施 形 態 を 説 明 す る 。

　 デ ジ タ ル 法 で は 、 多 数 の 極 小 空 間 （ 例 え ば 微 小 液 滴 ） 中 に 検 出 対 象 物 を 最 大 で １ 分 子 ず

つ 存 在 す る よ う に 導 入 す る 。 そ し て 、 各 極 小 空 間 内 の 検 出 対 象 物 を 検 出 し 、 そ の 存 在 を ０

又 は １ で 数 値 化 す る 。 こ れ に よ っ て 、 デ ジ タ ル 法 で は 、 検 出 対 象 物 を 高 感 度 か つ 定 量 的 に

検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 本 実 施 形 態 に 係 る 手 順 ２ は 、 以 下 の 手 順 ２ Ａ １ ～ ２ Ａ ３ を 含 む 。

　 手 順 ２ Ａ １ ： イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 及 び バ ク テ リ ア を 収 容 可 能 な 複 数 の 収 容 部 が 、 疎

水 性 の 上 面 を 有 す る 隔 壁 に よ っ て 互 い に 隔 て ら れ て 形 成 さ れ て い る 下 層 部 と 、 当 該 下 層 部

に お け る 当 該 収 容 部 が 形 成 さ れ て い る 面 に 対 向 し て い る 上 層 部 と の 間 の 空 間 に 、 サ ン プ ル

液 を 導 入 す る 手 順 。

　 手 順 ２ Ａ ２ ： 前 記 空 間 に 疎 水 性 溶 媒 を 導 入 し て 、 前 記 収 容 部 内 に 、 疎 水 性 溶 媒 で 被 覆 さ

れ か つ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 及 び ／ 又 は バ ク テ リ ア を 包 含 す る 、 サ ン プ ル 液 の 液 滴 を 形

成 す る 手 順 と 、

　 手 順 ２ Ａ ３ ： 前 記 液 滴 中 で プ ロ ー ブ １ 及 び プ ロ ー ブ ２ か ら 生 成 す る 信 号 を 検 出 す る 手 順

。

【 ０ ０ ５ ８ 】

１ － ２ － １ － １ ． 導 入 手 順 ２ Ａ １
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　 図 ２ Ａ を 参 照 し て 導 入 手 順 ２ Ａ １ を 説 明 す る 。

　 ア レ イ １ ０ １ は 、 下 層 部 １ １ １ と 上 層 部 １ ２ １ が 空 間 １ ３ １ を 隔 て て 対 向 し て 配 置 さ れ

て お り 、 空 間 １ ３ １ を 流 体 流 路 と す る フ ロ ー セ ル 構 造 を 有 し て い る 。

　 下 層 部 １ １ １ に は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 及 び ／ 又 は バ ク テ リ ア を 収 容 可 能 な 収 容 部

１ １ ４ が 複 数 形 成 さ れ て い る 。 収 容 部 １ １ ４ は 、 疎 水 性 の 上 面 を 有 す る 隔 壁 １ １ ３ に よ っ

て 互 い に 隔 て ら れ て い る 。

　 ま た 、 上 層 部 １ ２ １ は 、 空 間 １ ３ １ を 隔 て て 、 下 層 部 １ １ １ に お け る 収 容 部 １ １ ４ が 形

成 さ れ て い る 面 に 対 向 し て い る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 本 手 順 で は 、 空 間 １ ３ １ に サ ン プ ル 液 ４ を 導 入 す る 。 サ ン プ ル 液 ４ に は 、 プ ロ ー ブ １ と

プ ロ ー ブ ２ が 含 ま れ る 。 ま た 、 サ ン プ ル 液 ４ に は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は バ ク テ リ

ア ３ が 含 ま れ え る 。 サ ン プ ル 液 ４ は 、 例 え ば 上 層 部 １ ２ １ 及 び 下 層 部 １ １ １ の 少 な く と も

一 方 に 形 成 さ れ て い る 貫 通 孔 （ 図 示 せ ず ） か ら 空 間 １ ３ １ 内 に 導 入 す る こ と が で き る 。 空

間 １ ３ １ 内 に 導 入 さ れ た サ ン プ ル 液 ４ は 、 毛 細 管 現 象 に 従 っ て 空 間 １ ３ １ を 通 流 し 、 空 間

１ ３ １ 内 に 充 填 さ れ る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

［ 界 面 活 性 剤 ］

　 サ ン プ ル 液 ４ に は 、 界 面 活 性 剤 を 添 加 し て も よ い 。 界 面 活 性 剤 を 添 加 す る こ と で 、 サ ン

プ ル 液 ４ が 、 空 間 １ ３ １ 内 及 び 収 容 部 １ １ ４ 内 へ 導 入 さ れ 易 く な る 傾 向 が あ る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 界 面 活 性 剤 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば Ｔ Ｗ Ｅ Ｅ Ｎ ２ ０ （ Ｃ Ａ Ｓ 番 号 ： 9005

-64-5、 モ ノ ラ ウ リ ン 酸 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン ） 及 び Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ 　 Ｘ － １ ０ ０

（ Ｃ Ａ Ｓ 番 号 ： 9002-93-1、 一 般 名 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル モ ノ － ４ － オ ク チ ル フ ェ ニ ル

エ ー テ ル （ n≒ 10） ） な ど が 挙 げ ら れ る 。 サ ン プ ル 液 ４ へ の 界 面 活 性 剤 の 添 加 濃 度 は 、 特

に 限 定 さ れ な い が 、 好 ま し く は ０ ． ０ １ ～ １ ％ で あ る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 さ ら に 、 界 面 活 性 剤 と し て は 、 陰 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 陽 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 非 イ オ

ン 性 界 面 活 性 剤 、 両 性 イ オ ン 界 面 活 性 剤 、 天 然 由 来 の 界 面 活 性 剤 な ど を 広 く 用 い る こ と が

で き る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 陰 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 と し て は 、 例 え ば 、 カ ル ボ ン 酸 型 、 硫 酸 エ ス テ ル 型 、 ス ル ホ ン 酸

型 、 リ ン 酸 エ ス テ ル 型 に 分 類 さ れ る 。 こ の う ち 、 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト

リ ウ ム 、 ラ ウ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 α -ス ル ホ 脂 肪 酸 メ チ ル エ ス テ ル ナ ト リ ウ ム 、 ド デ シ ル

ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ド デ シ ル エ ト キ シ レ ー ト 硫 酸 ナ ト リ ウ ム な ど が 挙 げ ら れ

、 中 で も 、 ド デ シ ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 用 い る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 陽 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 と し て は 、 例 え ば 、 第 四 級 ア ン モ ニ ウ ム 塩 型 、 ア ル キ ル ア ミ ン 型

、 複 素 環 ア ミ ン 型 に 分 類 さ れ る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 ス テ ア リ ル ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ

ム ク ロ ラ イ ド 、 ジ ス テ ア リ ル ジ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド 、 ジ デ シ ル ジ メ チ ル ア ン モ

ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド 、 セ チ ル ト リ ピ リ ジ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド 、 ド デ シ ル ジ メ チ ル ベ ン ジ ル ア ン

モ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 と し て は 、 例 え ば 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ア ル キ ル エ ー テ ル 、 ポ リ オ

キ シ エ チ レ ン 硬 化 ひ ま し 油 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン モ ノ 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ

ン ソ ル ビ タ ン モ ノ 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 シ ョ 糖 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 ポ リ グ リ セ リ ン 脂 肪 酸 エ ス テ

ル 、 ア ル キ ル ポ リ グ リ コ シ ド 、 N-メ チ ル ア ル キ ル グ ル カ ミ ド な ど が 挙 げ ら れ る 。 中 で も 、

ド デ シ ル ア ル コ ー ル エ ト キ シ レ ー ト 、 ノ ニ ル フ ェ ノ ー ル エ ト キ シ レ ー ト 、 ラ ウ ロ イ ル ジ エ

タ ノ ー ル ア マ イ ド の 他 、 Triton X（ Triton X-100な ど ） 、 Pluronic（ 登 録 商 標 ） （ Pluron

ic F-123、 F-68な ど ） 、 Tween (Tween 20、 40、 60、 65、 80、 85な ど )、 Brij（ 登 録 商 標 ）

（ Brij 35、 58、 98な ど ） 、 Span (Span 20、 40、 60、 80、 83、 85)の 名 前 で 市 販 さ れ て い
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る も の が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 両 性 界 面 活 性 剤 と し て は 、 例 え ば 、 ラ ウ リ ル ジ メ チ ル ア ミ ノ 酢 酸 ベ タ イ ン 、 ド デ シ ル ア

ミ ノ メ チ ル ジ メ チ ル ス ル ホ プ ロ ピ ル ベ タ イ ン 、 3-(テ ト ラ デ シ ル ジ メ チ ル ア ミ ニ オ )プ ロ パ

ン -1-ス ル ホ ナ ー ト な ど が あ る が 、 3-[(3-コ ラ ミ ド プ ロ ピ ル )ジ メ チ ル ア ン モ ニ オ ]-1-プ ロ

パ ン ス ル ホ ナ ー ト （ CHAPS） 、 3-[(3-コ ラ ミ ド プ ロ ピ ル )ジ メ チ ル ア ン モ ニ オ ]-2-ヒ ド ロ キ

シ -1-プ ロ パ ン ス ル ホ ナ ー ト （ CHAPSO） な ど を 用 い る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 天 然 由 来 の 界 面 活 性 剤 と し て は 、 例 え ば 、 レ シ チ ン 、 サ ポ ニ ン が 好 ま し く 、 レ シ チ ン と

し て 称 さ れ る 化 合 物 の う ち 、 具 体 的 に は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ

ー ル ア ミ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 、

ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル な ど が 好 ま し い 。 ま た 、 サ ポ ニ ン と し て は キ ラ ヤ サ ポ ニ ン が

好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 本 手 順 に よ り 、 プ ロ ー ブ １ 、 プ ロ ー ブ ２ 、 及 び イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は バ ク テ リ ア

３ が 収 容 部 １ １ ４ に 導 入 さ れ る 。 サ ン プ ル 液 ４ に お い て イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は バ ク

テ リ ア が 十 分 に 低 い 濃 度 に 希 釈 さ れ て い る 場 合 、 １ つ の 収 容 部 １ １ ４ に 入 る イ ン フ ル エ ン

ザ ウ イ ル ス 又 は バ ク テ リ ア ３ の 数 は ０ 又 は 最 大 で １ と な り 得 る 。 サ ン プ ル 液 ４ に お い て イ

ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は バ ク テ リ ア の 濃 度 が よ り 高 い 場 合 に は 、 １ つ の 収 容 部 １ １ ４ に

は ２ 以 上 の ウ イ ル ス ２ が 導 入 さ れ え る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

１ － ２ － １ － ２ ． 封 入 手 順 ２ Ａ ２

　 図 ２ Ｂ を 参 照 し て 封 入 手 順 ２ Ａ ２ を 説 明 す る 。 本 手 順 で は 、 下 層 部 １ １ １ と 上 層 部 １ ２

１ と の 間 の 空 間 １ ３ １ に 疎 水 性 溶 媒 ５ を 導 入 す る 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 疎 水 性 溶 媒 ５ は 、 サ ン プ ル 液 ４ と 混 ざ り 合 い に く い 溶 媒 （ 非 混 和 性 の 溶 媒 ） で あ れ ば よ

く 、 親 水 性 溶 媒 で あ る サ ン プ ル 液 ４ に 対 し て 疎 水 性 溶 媒 が 好 適 に 用 い ら れ る 。

　 疎 水 性 溶 媒 ５ と し て 、 例 え ば 飽 和 炭 化 水 素 、 不 飽 和 炭 化 水 素 、 芳 香 族 炭 化 水 素 、 シ リ コ

ー ン オ イ ル 、 パ ー フ ル オ ロ カ ー ボ ン 、 ハ ロ ゲ ン 系 溶 媒 、 及 び 疎 水 性 イ オ ン 液 体 か ら な る 群

よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ 又 は こ れ を 含 む 混 合 物 等 を 好 適 に 用 い る こ と が で き る 。 飽

和 炭 化 水 素 と し て は 、 例 え ば ア ル カ ン 、 シ ク ロ ア ル カ ン な ど が 挙 げ ら れ る 。 ア ル カ ン と し

て は 、 例 え ば デ カ ン 、 ヘ キ サ デ カ ン 等 が 挙 げ ら れ る 。 不 飽 和 炭 化 水 素 と し て は 、 例 え ば ス

ク ア レ ン 等 が 挙 げ ら れ る 。 芳 香 族 炭 化 水 素 と し て は 、 例 え ば ベ ン ゼ ン 、 ト ル エ ン 等 が 挙 げ

ら れ る 。 パ ー フ ル オ ロ カ ー ボ ン と し て は 、 例 え ば フ ロ リ ナ ー ト （ 登 録 商 標 ） Ｆ Ｃ ４ ０ （ SI

GMA社 製 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。 ハ ロ ゲ ン 系 溶 媒 と し て は 、 例 え ば ク ロ ロ ホ ル ム 、 塩 化 メ チ レ

ン 、 ク ロ ロ ベ ン ゼ ン 等 が 挙 げ ら れ る 。 疎 水 性 イ オ ン 液 体 と は 少 な く と も 水 中 で は 解 離 し な

い イ オ ン 液 体 を さ し 、 例 え ば １ ̶ Ｂ ｕ ｔ ｙ ｌ ̶ ３ ̶ ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ ｉ ｍ ｉ ｄ ａ ｚ ｏ ｌ ｉ ｕ ｍ

　 Ｈ ｅ ｘ ａ ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ｏ ｐ ｈ ｏ ｓ ｐ ｈ ａ ｔ ｅ 等 が 挙 げ ら れ る 。 イ オ ン 液 体 と は 、 室 温 に お

い て 液 体 で 存 在 す る 塩 を さ す 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 疎 水 性 溶 媒 ５ も 、 サ ン プ ル 液 ４ と 同 様 に 、 上 層 部 １ ２ １ 及 び 下 層 部 １ １ １ の 少 な く と も

一 方 に 形 成 さ れ て い る 貫 通 孔 （ 図 示 せ ず ） か ら 空 間 １ ３ １ 内 に 導 入 す れ ば よ い 。 空 間 １ ３

１ 内 に 導 入 さ れ た 疎 水 性 溶 媒 ５ は 、 毛 細 管 現 象 に 従 っ て 空 間 １ ３ １ を 通 流 し 、 空 間 １ ３ １

内 の サ ン プ ル 液 ４ と 置 換 す る 。 置 換 さ れ た サ ン プ ル 液 ４ は 、 空 間 １ ３ １ 外 に 排 出 さ れ る 。

こ れ に よ り 、 収 容 部 １ １ ４ 内 に 、 疎 水 性 溶 媒 ５ で 被 覆 さ れ か つ プ ロ ー ブ １ 、 プ ロ ー ブ ２ 、

及 び イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は バ ク テ リ ア ３ を 包 含 す る 、 サ ン プ ル 液 ４ の 液 滴 が 形 成 さ

れ る 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 こ の 液 滴 の 容 積 （ 収 容 部 １ １ ４ の 容 積 に ほ ぼ 等 し い ） は 、 極 小 で あ っ て よ く 、 例 え ば １

０ ａ Ｌ ～ １ ０ ０ ｎ Ｌ 、 好 ま し く は １ ｆ Ｌ ～ １ ｐ Ｌ と さ れ る 。
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　 サ ン プ ル 液 ４ の 液 滴 の 極 小 容 積 中 で 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は バ ク テ リ ア の ノ イ ラ

ミ ニ ダ ー ゼ と プ ロ ー ブ １ 及 び プ ロ ー ブ ２ と の 反 応 が 進 行 す る 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

［ 脱 気 ］

　 導 入 手 順 ２ Ａ １ と 封 入 手 順 ２ Ａ ２ と の 間 に 、 空 間 １ ３ １ 内 の 脱 気 を 行 っ て も よ い 。 脱 気

方 法 と し て は 、 例 え ば 、 ア レ イ １ ０ １ を 減 圧 環 境 下 に お い て 放 置 す る 方 法 、 あ る い は ア レ

イ １ ０ １ を 冷 却 す る 方 法 等 を 好 適 に 用 い る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 約 ０ ． １ 気 圧 の 減

圧 デ シ ケ ー タ 内 に ア レ イ １ ０ １ を 約 ３ ０ 秒 放 置 す る 方 法 な ど で あ る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 本 発 明 に お い て 、 脱 気 手 順 は 必 須 で は な い が 、 脱 気 を 行 な う こ と に よ り 、 収 容 部 １ １ ４

内 の 空 気 が 除 去 さ れ 、 プ ロ ー ブ １ 、 プ ロ ー ブ ２ 、 及 び イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は バ ク テ

リ ア ３ を 収 容 部 １ １ ４ 内 に 効 率 よ く 導 入 で き る 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

１ － ２ － １ － ３ ． 検 出 手 順 ２ Ａ ３

　 本 手 順 で は 、 サ ン プ ル 液 ４ の 液 滴 中 で 生 成 し た プ ロ ー ブ １ 及 び プ ロ ー ブ ２ か ら の 信 号 が

検 出 さ れ る 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 上 述 の 通 り 、 サ ン プ ル 液 ４ に お い て 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は バ ク テ リ ア が 十 分 に

低 い 濃 度 に 希 釈 さ れ て い る 場 合 、 １ つ の 収 容 部 １ １ ４ に 入 る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は

バ ク テ リ ア ３ の 数 は ０ 又 は 最 大 で １ と な る の で 、 収 容 部 １ １ ４ に は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル

ス 及 び バ ク テ リ ア の ど ち ら か 一 方 が 封 入 さ れ た 液 滴 が 形 成 さ れ る 。

　 各 液 滴 に お い て プ ロ ー ブ １ か ら 生 成 す る 信 号 が 検 出 さ れ 、 プ ロ ー ブ ２ か ら 生 成 す る 信 号

が 検 出 さ れ な い 場 合 （ 図 ２ Ｃ 左 図 参 照 ） に 、 当 該 液 滴 中 に イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 検 出

で き る 。 一 方 、 プ ロ ー ブ １ か ら 生 成 す る 信 号 及 び プ ロ ー ブ ２ か ら 生 成 す る 信 号 が 検 出 さ れ

た 場 合 （ 図 ２ Ｃ 右 図 参 照 ） に は 、 当 該 液 滴 中 に バ ク テ リ ア の 存 在 （ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル

ス の 不 存 在 ） を 検 出 で き る 。

　 プ ロ ー ブ １ に ４ Ｍ Ｕ － Ｎ Ａ Ｎ Ａ を 、 プ ロ ー ブ ２ に 化 合 物 （ １ ） と し て Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ － Ｓ －

Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ ｃ を 用 い た デ ジ タ ル 法 に お い て 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 封 入 さ れ た 液 滴 か

ら 生 じ た ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン （ ４ Ｍ Ｕ ） の 蛍 光 を CCDカ メ ラ に よ り 検 出 し た イ メ

ー ジ の 一 例 を 図 ２ Ｄ 左 図 に 示 す 。 検 出 領 域 に 信 号 陽 性 の 液 滴 が ２ つ 確 認 で き る 。 イ ン フ ル

エ ン ザ ウ イ ル ス が 存 在 す る 液 滴 か ら ４ Ｍ Ｕ が 発 す る 青 色 蛍 光 （ 波 長 443 nm） が 検 出 さ れ て

い る 。 液 滴 に バ ク リ テ リ ア が 存 在 す る 場 合 に は 、 ４ Ｍ Ｕ が 発 す る 青 色 蛍 光 （ 波 長 443 nm）

と Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ が 発 す る 緑 色 蛍 光 （ 波 長 ： 518ｎ ｍ ） が 検 出 さ れ る 。 図 ２ Ｄ 右 図 は 、 信 号 陽

性 の 液 滴 が 存 在 し な い 領 域 を 撮 像 し た イ メ ー ジ の 一 例 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 検 出 さ れ た 収 容 部 １ １ ４ の 数 と 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が

検 出 さ れ な い 収 容 部 １ １ ４ の 数 と の 比 率 を 用 い て 、 予 め 作 成 し た 当 該 比 率 と ウ イ ル ス 粒 子

数 と の 関 係 を 規 定 し た 標 準 曲 線 に 基 づ い て 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 量 を 定 量 的 に 決 定 す

る こ と も で き る （ デ ジ タ ル 定 量 ） 。

　 な お 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 検 出 さ れ た 収 容 部 １ １ ４ が １ つ で も 存 在 す れ ば 、 被 検

試 料 に つ い て イ ン フ ル エ ン ザ 陽 性 と 判 定 し て よ い 。 こ の よ う な 判 定 方 法 は 、 検 体 中 の イ ン

フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 数 が 極 め て 少 な い 感 染 初 期 の 場 合 に イ ン フ ル エ ン ザ の 罹 患 の 有 無 を

判 定 す る た め 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

１ － ２ － ２ ． デ ジ タ ル 法 に 基 づ く 検 出 ２

　 手 順 ２ に デ ジ タ ル 法 を 適 用 し た 他 の 実 施 形 態 を 説 明 す る 。

　 本 実 施 形 態 に 係 る 手 順 ２ は 、 以 下 の 手 順 ２ Ｂ １ ～ ２ Ｂ ３ を 含 む 。

　 手 順 ２ Ｂ １ ： イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 及 び バ ク テ リ ア を 収 容 可 能 な 複 数 の 収 容 部 が 、 疎

水 性 の 上 面 を 有 す る 隔 壁 に よ っ て 互 い に 隔 て ら れ て 形 成 さ れ て い る 基 板 上 に 、 サ ン プ ル 液

を 導 入 す る 手 順 。
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　 手 順 ２ Ｂ ２ ： サ ン プ ル 液 よ り も 比 重 が 大 き い 疎 水 性 溶 媒 を サ ン プ ル 液 層 の 上 に 積 層 す る

よ う に し て 導 入 し 、 サ ン プ ル 液 層 と 疎 水 性 溶 媒 層 と の 層 置 換 を 生 じ さ せ る こ と に よ り 、 前

記 収 容 部 内 に 、 疎 水 性 溶 媒 で 被 覆 さ れ か つ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 及 び ／ 又 は バ ク テ リ ア

を 包 含 す る 、 サ ン プ ル 液 の 液 滴 を 形 成 す る 手 順 。

　 手 順 ２ Ｂ ３ ： 前 記 液 滴 中 で プ ロ ー ブ １ 及 び プ ロ ー ブ ２ か ら 生 成 す る 信 号 を 検 出 す る 検 出

手 順 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

１ － ２ － ２ － １ ． 導 入 手 順 ２ Ｂ １

　 図 ３ － １ ～ 図 ３ － ３ を 参 照 し て 導 入 手 順 ２ Ｂ １ を 説 明 す る 。 図 は 、 ア レ イ ２ ０ １ の 側 方

断 面 図 で あ る 。

　 ア レ イ ２ ０ １ は 、 下 層 部 ２ １ １ を 含 ん で な る 。 ア レ イ ２ ０ １ は 、 下 層 部 ２ １ １ と 側 壁 ２

２ １ ， ２ ２ １ に よ っ て 下 方 及 び 両 側 方 を 区 画 さ れ て お り か つ 上 方 が 開 放 さ れ て い る 領 域 ２

１ を 有 す る 。 す な わ ち 、 下 層 部 ２ １ １ と 側 壁 ２ ２ １ ， ２ ２ １ は 、 上 方 に 開 口 を 有 す る 開 口

ウ ェ ル を 形 成 し て い る 。 当 該 開 口 ウ ェ ル 内 の 空 間 を 、 図 中 、 領 域 ２ １ と し て 示 す 。

　 下 層 部 ２ １ １ に は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 及 び ／ 又 は バ ク テ リ ア を 収 容 可 能 な 収 容 部

２ １ ４ が 複 数 形 成 さ れ て い る 。 収 容 部 ２ １ ４ は 、 疎 水 性 の 上 面 を 有 す る 隔 壁 ２ １ ３ に よ っ

て 互 い に 隔 て ら れ て い る 。 下 層 部 ２ １ １ は 、 そ れ に 対 向 す る 面 を 有 さ な い 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 本 手 順 で は 、 下 層 部 ２ １ １ 上 に サ ン プ ル 液 ４ を 導 入 す る 。 サ ン プ ル 液 ４ に は 、 プ ロ ー ブ

１ と プ ロ ー ブ ２ が 含 ま れ る 。 ま た 、 サ ン プ ル 液 ４ に は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は バ ク

テ リ ア ３ が 含 ま れ え る 。 サ ン プ ル 液 は 、 例 え ば 、 開 口 ウ ェ ル の 開 口 か ら 領 域 ２ １ 内 に 導 入

す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 サ ン プ ル 液 ４ に は 、 界 面 活 性 剤 を 添 加 し て も よ い 。 界 面 活 性 剤 を 添 加 す る こ と で 、 次 に

説 明 す る 封 入 手 順 に お け る 、 サ ン プ ル 液 ４ と 疎 水 性 溶 媒 と の 置 換 を 促 進 で き る 。 界 面 活 性

剤 に は 、 上 述 の も の を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

１ － ２ － ２ － ２ ． 封 入 手 順 ２ Ｂ ２

　 図 ３ － １ ～ 図 ３ － ３ Ｂ － Ｈ を 参 照 し て 封 入 手 順 ２ Ｂ ２ を 説 明 す る 。 本 手 順 で は 、 疎 水 性

溶 媒 ５ を サ ン プ ル 液 ４ の 層 の 上 に 積 層 す る よ う に し て 導 入 す る 。

　 疎 水 性 溶 媒 ５ の 導 入 方 法 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 開 口 ウ ェ ル の 開 口 か

ら 領 域 ２ １ 内 に 導 入 す る こ と が で き る 。 こ の 際 、 疎 水 性 溶 媒 ５ は 、 図 ３ － １ Ｂ に 示 す よ う

に 、 サ ン プ ル 液 ４ の 層 上 に 疎 水 性 溶 媒 ５ の 層 が 積 層 さ れ る よ う に し て 導 入 す る こ と が 好 ま

し い 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 疎 水 性 溶 媒 ５ に は 、 サ ン プ ル 液 ４ よ り も 比 重 が 大 き い 溶 媒 が 用 い ら れ る 。 ま た 、 疎 水 性

溶 媒 ５ に は 、 サ ン プ ル 液 ４ と 層 置 換 を し え る 程 度 に 相 互 に 親 媒 性 を 有 す る も の で あ る こ と

が 好 ま し い が 、 互 い に 相 溶 し な い こ と が 必 要 で あ る 。 サ ン プ ル 液 ４ と 疎 水 性 溶 媒 ５ と の 間

の 親 媒 性 が 低 す ぎ る と 、 サ ン プ ル 液 ４ と 疎 水 性 溶 媒 ５ と の 層 置 換 が 生 じ な い 。 ま た 、 サ ン

プ ル 液 ４ と 疎 水 性 溶 媒 ５ と が 互 い に 相 溶 す る 場 合 に は 、 サ ン プ ル 液 ４ と 疎 水 性 溶 媒 ５ と が

層 分 離 せ ず 、 積 層 状 態 が 生 じ な い 。 こ の よ う な 疎 水 性 溶 媒 と し て 、 上 述 の も の を 用 い る こ

と が で き る 。 「 表 １ 」 に 例 示 的 な 疎 水 性 溶 媒 ５ の 比 重 を 挙 げ る 。

　 疎 水 性 溶 媒 ５ は 、 サ ン プ ル 液 ４ と 同 様 に 、 層 置 換 を 促 進 す る た め に 界 面 活 性 剤 を 含 ん で

い て も よ い 。

【 ０ ０ ８ ４ 】
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【 表 １ 】

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 サ ン プ ル 液 ４ 上 に 導 入 さ れ 積 層 さ れ た 疎 水 性 溶 媒 ５ は 、 サ ン プ ル 液 ４ よ り も 比 重 が 大 き

い た め 、 サ ン プ ル 液 ４ の 下 方 に 移 動 す る 。 す な わ ち 、 サ ン プ ル 液 ４ の 層 と 疎 水 性 溶 媒 ５ の

層 と が 置 換 さ れ て 、 上 層 が 疎 水 性 溶 媒 ５ で 下 層 が サ ン プ ル 液 ４ と な っ た 状 態 （ 図 ３ － １ Ｂ

参 照 ） か ら 上 層 が サ ン プ ル 液 ４ で 下 層 が 疎 水 性 溶 媒 ５ と な っ た 状 態 （ 図 ３ － ３ Ｈ 参 照 ） と

な る 。 層 置 換 を 生 じ る 様 子 を 図 ３ － １ Ｃ ～ 図 ３ － ３ Ｇ に 模 式 的 に 示 す 。 こ の 層 置 換 に お い

て 、 プ ロ ー ブ １ 、 プ ロ ー ブ ２ 、 及 び イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は バ ク テ リ ア ３ が 、 サ ン プ

ル 液 ４ の 下 方 へ 移 動 し て い く 疎 水 性 溶 媒 ５ に よ っ て 押 し 込 ま れ る よ う に し て 収 容 部 ２ １ ４

の 各 々 に 収 容 さ れ て い く （ 図 ３ － ２ Ｄ ～ Ｆ 参 照 ） 。 そ の 結 果 、 収 容 部 ２ １ ４ 内 に 、 疎 水 性

溶 媒 ５ で 被 覆 さ れ か つ プ ロ ー ブ １ 、 プ ロ ー ブ ２ 及 び イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は バ ク テ リ

ア ３ を 包 含 す る 、 サ ン プ ル 液 ４ の 液 滴 が 形 成 さ れ る 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 こ の 液 滴 の 容 積 （ 収 容 部 ２ １ ４ の 容 積 に ほ ぼ 等 し い ） は 、 極 小 で あ っ て よ く 、 例 え ば １

０ ａ Ｌ ～ １ ０ ０ ｎ Ｌ 、 好 ま し く は １ ｆ Ｌ ～ １ ｐ Ｌ と さ れ る 。
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　 サ ン プ ル 液 ４ の 液 滴 の 極 小 容 積 中 で 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は バ ク テ リ ア の ノ イ ラ

ミ ニ ダ ー ゼ と プ ロ ー ブ １ 及 び プ ロ ー ブ ２ と の 反 応 が 進 行 す る 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

１ － ２ － ２ － ３ ． 検 出 手 順 ２ Ｂ ３

　 本 手 順 で は 、 サ ン プ ル 液 ４ の 液 滴 中 で 生 成 し た プ ロ ー ブ １ 及 び プ ロ ー ブ ２ か ら の 信 号 が

検 出 さ れ る 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 上 述 の 通 り 、 サ ン プ ル 液 ４ に お い て 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は バ ク テ リ ア が 十 分 に

低 い 濃 度 に 希 釈 さ れ て い る 場 合 、 １ つ の 収 容 部 ２ １ ４ に 入 る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は

バ ク テ リ ア ３ の 数 は ０ 又 は 最 大 で １ と な る の で 、 収 容 部 ２ １ ４ に は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル

ス 及 び バ ク テ リ ア の ど ち ら か 一 方 が 封 入 さ れ た 液 滴 が 形 成 さ れ る 。

　 各 液 滴 に お い て プ ロ ー ブ １ か ら 生 成 す る 信 号 が 検 出 さ れ 、 プ ロ ー ブ ２ か ら 生 成 す る 信 号

が 検 出 さ れ な い 場 合 に 、 当 該 液 滴 中 に イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 検 出 で き る 。 一 方 、 プ ロ

ー ブ １ か ら 生 成 す る 信 号 及 び プ ロ ー ブ ２ か ら 生 成 す る 信 号 が 検 出 さ れ た 場 合 に は 、 当 該 液

滴 中 に バ ク テ リ ア の 存 在 （ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 不 存 在 ） を 検 出 で き る 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 検 出 さ れ た 収 容 部 ２ １ ４ の 数 と 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が

検 出 さ れ な い 収 容 部 ２ １ ４ の 数 と の 比 率 を 用 い て 、 予 め 作 成 し た 当 該 比 率 と ウ イ ル ス 粒 子

数 と の 関 係 を 規 定 し た 標 準 曲 線 に 基 づ い て 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 量 を 定 量 的 に 決 定 す

る こ と も で き る （ デ ジ タ ル 定 量 ） 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

２ ． イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 検 出 キ ッ ト 及 び イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 の 診 断 キ ッ ト

　 本 発 明 に 係 る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 検 出 キ ッ ト は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 感 染

し た 対 象 又 は 感 染 し た 疑 い が あ る 対 象 か ら 分 離 さ れ た 生 物 試 料 中 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル

ス を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ る 。 本 発 明 に 係 る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 検 出 キ ッ ト は

、 対 象 に お け る イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 の 有 無 の 診 断 に 用 い ら れ る 。 本 発 明 に 係 る イ ン フ ル エ

ン ザ ウ イ ル ス の 検 出 キ ッ ト は 、 上 述 の プ ロ ー ブ １ 及 び プ ロ ー ブ ２ を 含 ん で な る も の で あ り

、 こ れ ら に 加 え て 任 意 に 上 述 し た 疎 水 性 溶 媒 、 及 び 、 ア レ イ １ ０ １ 又 は ア レ イ ２ ０ １ を 含

ん で い て よ い 。 こ れ ら の キ ッ ト 構 成 要 素 （ コ ン ポ ー ネ ン ト ） は 、 ひ と ま と ま り で 販 売 さ れ

る も の で あ っ て よ く 、 そ れ ぞ れ 単 独 で 販 売 さ れ る も の で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 プ ロ ー ブ １ 、 プ ロ ー ブ ２ 及 び 疎 水 性 溶 媒 に つ い て は 上 述 の と お り で あ る 。 ア レ イ １ ０ １

及 び ア レ イ ２ ０ １ に つ い て 、 以 下 に よ り 詳 し い 構 造 を 説 明 す る 。

　 ア レ イ １ ０ １ 及 び ア レ イ ２ ０ １ の 作 製 の た め の フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ ー 、 エ ッ チ ン グ 、 基

板 積 層 な ど の 技 術 は 、 汎 用 の マ イ ク ロ チ ッ プ や ア レ イ を 作 成 す る た め の 技 術 を 適 用 で き る

。

【 ０ ０ ９ ２ 】

［ ア レ イ １ ０ １ ］

　 上 層 部 １ ２ １ の 材 質 は 、 例 え ば ガ ラ ス 、 シ リ コ ン 、 高 分 子 樹 脂 等 と で き る 。

　 上 層 部 １ ２ １ の 厚 み は 、 特 に 限 定 さ れ な い 。

　 上 層 部 １ ２ １ の 下 面 （ 空 間 １ ３ １ に 臨 む 面 ） は 、 疎 水 性 で あ る こ と が 好 ま し い 。 「 疎 水

性 」 と は 、 こ こ で は 「 親 油 性 」 と 同 じ 意 味 で 用 い ら れ 、 疎 水 性 溶 媒 と の 親 和 性 が 親 水 性 溶

媒 と の 親 和 性 よ り も 高 い こ と を い う 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 下 層 部 １ １ １ に お い て 、 収 容 部 １ １ ４ は 、 板 状 部 材 １ １ ２ 上 に 形 成 さ れ た 隔 壁 １ １ ３ に

よ っ て 互 い に 隔 て ら れ て い る 。 収 容 部 １ １ ４ の 底 面 は 、 板 状 部 材 １ １ ２ の 表 面 で あ っ て よ

い 。

　 板 状 部 材 １ １ ２ の 材 質 は 、 例 え ば ガ ラ ス 、 シ リ コ ン 、 高 分 子 樹 脂 等 と で き る 。

　 板 状 部 材 １ １ ２ の 厚 み は 、 特 に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ ９ ４ 】
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　 隔 壁 １ １ ３ は 、 板 状 部 材 １ １ ２ の 表 面 に 形 成 し た 樹 脂 層 に よ り 形 成 で き 、 例 え ば 撥 水 性

の 樹 脂 又 は フ ッ 素 系 高 分 子 樹 脂 等 の エ ッ チ ン グ に よ り 形 成 で き る 。 フ ッ 素 系 高 分 子 樹 脂 と

し て は 、 例 え ば ア モ ル フ ァ ス フ ッ 素 樹 脂 等 が 挙 げ ら れ る 。 ア モ ル フ ァ ス フ ッ 素 樹 脂 は 、 高

い 疎 水 性 を 有 し 、 か つ 、 生 体 試 料 に 対 す る 毒 性 が 低 い と い う 理 由 で 、 好 ま し く 用 い ら れ る

。

　 上 記 ア モ ル フ ァ ス フ ッ 素 樹 脂 と し て は 、 例 え ば 、 Ｃ Ｙ Ｔ Ｏ Ｐ （ 登 録 商 標 ） 、 Ｔ Ｅ Ｆ Ｌ Ｏ

Ｎ （ 登 録 商 標 ） Ａ Ｆ ２ ４ ０ ０ 、 お よ び Ｔ Ｅ Ｆ Ｌ Ｏ Ｎ （ 登 録 商 標 ） Ａ Ｆ １ ６ ０ ０ か ら 選 択 し

た 少 な く と も １ つ を 好 適 に 用 い る こ と が で き る 。 中 で も 、 微 細 加 工 が 容 易 で あ る と い う 理

由 で 、 Ｃ Ｙ Ｔ Ｏ Ｐ （ 登 録 商 標 ） が 最 も 好 ま し い 。

【 ０ ０ ９ ５ 】

　 収 容 部 １ １ ４ の 形 状 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 円 柱 形 状 及 び 角 柱 形 状 等 で あ っ て よ い

。

　 収 容 部 １ １ ４ の 大 き さ は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 及 び ／ 又 は バ ク テ リ ア を 収 容 可 能 で

あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 水 平 方 向 の 幅 及 び 垂 直 方 向 の 高 さ （ 隔 壁 １ １ ３ の 高 さ ） は 、

そ れ ぞ れ 、 例 え ば １ ０ ０ ｎ ｍ － １ ０ ０ μ ｍ 、 ２ ０ ０ ｎ ｍ － ９ ０ μ ｍ 、 ３ ０ ０ ｎ ｍ － ８ ０ μ

ｍ 、 ４ ０ ０ ｎ ｍ － ７ ０ μ ｍ 、 ５ ０ ０ ｎ ｍ － ６ ０ μ ｍ 、 ６ ０ ０ ｎ ｍ － ５ ０ μ ｍ 、 ７ ０ ０ ｎ ｍ

－ ４ ０ μ ｍ 、 ８ ０ ０ ｎ ｍ － ３ ０ μ ｍ 、 ９ ０ ０ ｎ ｍ － ２ ０ μ ｍ 、 １ ０ ０ ０ ｎ ｍ － １ ０ μ ｍ 、

２ μ ｍ － ９ μ ｍ 、 ３ μ ｍ － ８ μ ｍ の 範 囲 で あ る 。

　 収 容 部 １ １ ４ は 、 例 え ば １ ０ ０ 万 個 以 上 が 高 密 度 に 配 置 さ れ て い て よ い 。 こ の よ う な 超

高 密 度 ア レ イ で あ っ て も 、 先 に 説 明 し た 封 入 手 順 に よ れ ば 、 疎 水 性 溶 媒 ５ で 被 覆 さ れ か つ

プ ロ ー ブ １ 、 プ ロ ー ブ ２ 、 及 び イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は バ ク テ リ ア ３ を 包 含 す る 、 サ

ン プ ル 液 ４ の 液 滴 を 各 収 容 部 １ １ ４ に 効 率 よ く 形 成 で き る 。

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 隔 壁 １ １ ３ の 上 面 （ 上 層 部 １ ２ １ と 対 向 す る 面 ） は 、 疎 水 性 と さ れ る こ と が 好 ま し い 。

ま た 、 収 容 部 １ １ ４ の 底 面 を 形 成 す る 板 状 部 材 １ １ ２ の 表 面 は 親 水 性 で あ る こ と が 好 ま し

い 。 「 親 水 性 」 と は 、 親 水 性 溶 媒 と の 親 和 性 が 疎 水 性 溶 媒 と の 親 和 性 よ り も 高 い 表 面 を 指

す 。

　 収 容 部 １ １ ４ の 底 面 が 親 水 性 で あ り 、 か つ 隔 壁 １ １ ３ の 上 面 及 び 上 層 部 １ ２ １ の 下 面 が

疎 水 性 で あ る こ と に よ り 、 導 入 手 順 ２ Ａ １ に お い て 、 サ ン プ ル 液 ４ を 円 滑 に 収 容 部 １ １ ４

内 に 導 入 す る こ と が で き る 。 ま た 、 収 容 部 １ １ ４ の 底 面 が 親 水 性 で あ り 、 か つ 隔 壁 １ １ ３

の 上 面 が 疎 水 性 で あ る こ と に よ り 、 封 入 手 順 ２ Ａ ２ に お い て 疎 水 性 溶 媒 ５ が 収 容 部 １ １ ４

内 に 入 り 込 む こ と を 防 止 で き る 。

　 な お 、 隔 壁 １ １ ３ は 、 そ の 上 面 が 疎 水 性 で あ れ ば よ く 、 そ の 側 面 （ 収 容 部 １ １ ４ に 臨 む

面 ） は 、 疎 水 性 で あ っ て も 親 水 性 で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 上 層 部 １ ２ １ の 下 面 （ 空 間 １ ３ １ に 臨 む 面 ） と 隔 壁 １ １ ３ の 上 面 （ 上 層 部 １ ２ １ と 対 向

す る 面 ） と の 間 の 距 離 （ 空 間 １ ３ １ の 高 さ ） は 、 毛 細 管 現 象 に 従 っ て 液 体 を 空 間 １ ３ １ 内

に 通 流 さ せ え る 程 度 に 小 さ く さ れ る 。 空 間 １ ３ １ の 高 さ は 、 例 え ば ０ ． １ μ ｍ － ５ ｍ ｍ 、

０ ． ５ μ ｍ － ４ ｍ ｍ 、 １ μ ｍ － ３ ｍ ｍ 、 ２ μ ｍ － ２ ｍ ｍ 、 ５ μ ｍ － １ ｍ ｍ 、 １ ０ μ ｍ － ５

０ ０ μ ｍ 、 ２ ０ μ ｍ － ４ ０ ０ μ ｍ 、 ３ ０ μ ｍ － ３ ０ ０ μ ｍ 、 ４ ０ μ ｍ － ２ ０ ０ μ ｍ 、 ５ ０

μ ｍ － １ ０ ０ μ ｍ の 範 囲 で あ る 。 高 さ が ０ ． １ μ ｍ 未 満 で は 、 空 間 １ ３ １ 内 に 液 体 を 通 流

さ せ る の に 要 す る 送 液 圧 が 高 く な り す ぎ る 可 能 性 が あ る 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

［ ア レ イ ２ ０ １ ］

　 ア レ イ ２ ０ １ の 下 層 部 ２ １ １ は 、 ア レ イ １ ０ １ の 下 層 部 １ １ １ と 同 様 の 構 成 で あ っ て よ

く 、 下 層 部 ２ １ １ を 構 成 す る 板 状 部 材 ２ １ ２ 及 び 隔 壁 ２ １ ３ も 、 ア レ イ １ ０ １ の 板 状 部 材

１ １ ２ 及 び 隔 壁 １ １ ３ と 同 様 の 構 成 で あ っ て よ い 。

　 ま た 、 収 容 部 ２ １ ４ も 、 ア レ イ １ ０ １ の 収 容 部 １ １ ４ と 同 様 の 構 成 で あ っ て よ い 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 側 壁 ２ ２ １ は 、 板 状 部 材 ２ １ ２ と 同 様 の 材 質 で あ っ て 、 例 え ば ガ ラ ス 、 シ リ コ ン 、 高 分
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子 樹 脂 等 か ら な る 部 材 の 表 面 で あ っ て よ い 。

　 側 壁 ２ ２ １ の 高 さ は 、 任 意 で あ る が 、 サ ン プ ル 液 ４ の 層 と 疎 水 性 溶 媒 ５ の 層 と が 積 層 さ

れ た 状 態 で の 合 計 の 厚 み を 上 回 る 必 要 が あ る 。

【 ０ １ ０ ０ 】

　 収 容 部 ２ １ ４ の 底 面 が 親 水 性 で あ り 、 か つ 隔 壁 ２ １ ３ の 上 面 が 疎 水 性 で あ る こ と に よ り

、 封 入 手 順 ２ Ｂ ２ に お い て 疎 水 性 溶 媒 ５ が 収 容 部 ２ １ ４ 内 に 入 り 込 む こ と を 防 止 で き る 。

【 実 施 例 】

【 ０ １ ０ １ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ １ ０ ２ 】

［ 合 成 例 １ ： Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ － Ｓ － Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ ｃ の 合 成 ］

　 以 下 の 反 応 ス キ ー ム の 手 順 に 従 っ て 化 合 物 ３ を 合 成 し た 。 次 に 、 化 合 物 ３ を 用 い て Ｈ Ｍ

Ｒ ｅ ｆ － Ｓ － Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ ｃ を 合 成 し た 。

【 ０ １ ０ ３ 】

【 化 ６ 】

【 ０ １ ０ ４ 】

［ 原 料 ］

　 合 成 に 使 用 し た 全 て の 化 学 物 質 は 、 東 京 化 成 工 業 （ 株 ） 、 和 光 純 薬 工 業 （ 株 ） 、 シ グ マ

ア ル ド リ ッ チ （ 株 ） か ら 購 入 し 、 追 加 的 な 精 製 を 行 う こ と な く 使 用 し た 。

【 ０ １ ０ ５ 】

［ 測 定 機 器 ］

　 Ｎ Ｍ Ｒ ス ペ ク ト ル は 、 重 水 素 化 溶 媒 中 を 用 い 、 Ｂ ｒ ｕ ｋ ｅ ｒ 　 Ｎ Ｍ Ｒ 　 Ａ Ｖ Ａ Ｎ Ｃ Ｅ 　

Ｉ Ｉ Ｉ 　 ４ ０ ０ 分 光 計 ［ １ Ｈ （ ４ ０ ０ Ｍ Ｈ ｚ ） 、 １ ３ Ｃ （ １ ０ １ Ｍ Ｈ ｚ ） ］ で 得 た 。

　 高 分 解 能 Ｅ Ｓ Ｉ 質 量 ス ペ ク ト ル は 、 ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ Ｏ Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｉ Ｉ （ Ｂ ｒ ｕ ｋ ｅ ｒ ） で 得 た

。

　 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 精 製 は 、 Ｉ ｎ ｅ ｒ ｔ ｓ ｔ ｉ ｌ － Ｏ Ｄ Ｓ － ３ カ ラ ム （ Φ １ ０ × ２ ５ ０ ｍ ｍ （ セ ミ

分 取 ） お よ び Φ ２ ０ × ２ ５ ０ ｍ ｍ （ 分 取 ） ） を 備 え た Ｊ Ａ Ｓ Ｃ Ｏ 　 Ｐ Ｕ － ２ ０ ８ ７ 　 Ｐ ｌ

ｕ ｓ ポ ン プ （ Ｇ Ｌ 　 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 Ｃ ｏ ． 、 Ｌ ｔ ｄ ． ） お よ び Ｕ Ｖ Ｉ Ｄ Ｅ Ｃ － １ ０ ０ －

Ｖ 検 出 器 （ Ｊ Ａ Ｓ Ｃ Ｏ ） で 行 っ た 。

　 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に 使 用 し た 溶 媒 は 、 和 光 （ 株 ） よ り 入 手 し た 。 シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ ー は 、 シ リ カ ゲ ル ６ ０ Ｎ （ 球 状 、 中 性 、 ６ ３ ～ ２ １ ０ μ ｍ ； 関 東 化 学 株 式 会 社 製 ） を

用 い て 行 っ た 。

　 Ｔ Ｌ Ｃ は 、 シ リ カ ゲ ル プ レ ー ト Ｆ ２ ５ ４ （ ０ ． ２ ５ ｍ ｍ （ 分 析 ） ； Ｍ ｅ ｒ ｃ ｋ 、 Ａ Ｋ Ｇ

） で 行 っ た 。

　 Ｕ Ｖ － ｖ ｉ ｓ ス ペ ク ト ル は 、 Ｓ ｈ ｉ ｍ ａ ｄ ｚ ｕ 　 Ｕ Ｖ － ２ ４ ５ ０ 分 光 光 度 計 で 得 た 。

【 ０ １ ０ ６ 】

（ １ ） 化 合 物 １ の 合 成

　 ４ － ヒ ド ロ キ シ ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド （ Ｓ 、 ４ ７ ９ ｍ ｇ 、 ３ ． ９ ｍ ｍ ｏ ｌ ） お よ び ジ イ ソ プ

ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン （ ５ ｍ Ｌ ） の 溶 液 に 、 Ｎ － ア セ チ ル － ２ － ク ロ ロ － ２ － デ オ イ ズ ノ イ

ラ ミ ン 酸 メ チ ル エ ス テ ル ４ ， ７ ， ８ ， ９ － テ ト ラ ア セ テ ー ト ３ （ ０ ． ５ ｍ Ｌ 、 ３ ． １ ｍ ｍ

ｏ ｌ ） の Ｍ ｅ Ｃ Ｎ 溶 液 に 加 え 、 反 応 混 合 物 を 室 温 で ３ 時 間 撹 拌 し た 。 こ の 後 、 す べ て の 溶

媒 を 除 去 し 、 ト ル エ ン （ × ３ ） で 希 釈 し た 。 得 ら れ た 残 渣 を シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー （ Ｅ ｔ Ｏ Ａ ｃ ： Ｄ Ｃ Ｍ 、 １ ： １ ～ Ｅ ｔ Ｏ Ａ ｃ ） を 用 い て 精 製 し て 、 化 合 物 １ を 白 色 泡 状
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物 と し て 得 た （ １ ４ ５ ｍ ｇ 、 ６ ２ ％ ） 。

【 ０ １ ０ ７ 】
1

H NMR (400 MHz, CDCl 3 ):δ 1.93 (s, 3H, NHOAc), 2.05 (s, 3H, OAc), 2.06 (s, 3H, O

Ac), 2.12 (s, 3H, OAc), 2.19 (s, 3H, OAc), 2.30 (t, 1H, 
3
JH H  = 12.5 Hz, H3 a x ), 2

.74 (dd, 1H, 
3
JH H  = 13, 4.7 Hz, H3 e q ), 3.65 (s, 3H, COOMe), 4.11 (m, 1H, H9), 4.

13 (m, 1H, H5), 4.25 (dd, 1H, 
3
JH H  = 12.4, 2.4 Hz, H9') , 4.60 (dd, 1H, 

3
JH H  = 10

.8, 1.6 Hz, H6), 4.98 (td, 1H, 
3
JH H  = 10.4, 4.6, 1.8 HZ, H4), 5.23 (d, 1H, 

3
JH H  

= 10 Hz, H7), 5.35 (m, 1H, NH), 5.37 (m, 1H, H8), 7.18 (d, 2H, 
3
JH H  = 8.7 Hz, Ar

), 7.83 (d, 2H, 
3
JH H  = 8.8 Hz, Ar), 9.93 (s, 1H, CHO). 

1 3
C NMR (101 MHz, CDCl 3 ):

δ  20.7, 20.7, 20.8, 21.0, 23.2, 38.7, 49.5, 53.2, 62.0, 67.1, 68.4, 68.7, 73.6,

 99.5, 118.9, 131.7, 132.0, 158.9, 168.2, 169.9, 170.1, 170.2, 170.6, 170.9, 190

.9. HRMS (ESI
+
): calcd for [M+Na

+
] 618.17933, found 618.18094 (-1.6 mDa) for C2 7

H3 4 NaNO1 4 .

【 ０ １ ０ ８ 】

（ ２ ） 化 合 物 ２ の 合 成

　 化 合 物 １ （ ２ ４ ７ ｍ ｇ 、 ０ ． ４ ２ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 乾 燥 Ｔ Ｈ Ｆ （ ５ ｍ Ｌ ） に 溶 解 し 、 ０ ℃ で

Ｌ ｉ Ａ ｌ Ｈ （ Ｏ ｔ Ｂ ｕ ） 3 （ ０ ． ８ ３ ｍ Ｌ の １ ． ０ Ｍ 　 Ｔ Ｈ Ｆ 溶 液 ） を 加 え た 。 ０ ℃ で １

時 間 撹 拌 し た 後 、 飽 和 Ｎ Ｈ 4 Ｃ ｌ （ ａ ｑ ） （ ５ ｍ Ｌ ） お よ び Ｅ ｔ Ｏ Ａ ｃ （ １ ０ ｍ Ｌ ） を 混

合 物 に 加 え 、 室 温 で さ ら に １ 時 間 撹 拌 し た 。 こ れ に ロ ッ シ ェ ル 塩 （ 水 性 ） （ １ ０ ｍ Ｌ ） の

飽 和 溶 液 を 加 え 、 粗 生 成 物 を Ｃ Ｈ Ｃ ｌ 3 （ × ３ ） で 抽 出 し た の ち 、 有 機 層 を 減 圧 残 去 し た

。 次 い で 残 留 物 を シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｍ ｅ Ｏ Ｈ ： Ｄ Ｃ Ｍ 　 １ ： ９ ９ か ら ５ ：

９ ５ ） を 用 い て 精 製 し て 、 化 合 物 ２ を 白 色 泡 状 物 と し て 得 た （ １ ５ ６ ｍ ｇ 、 ６ ３ ％ ） 。

【 ０ １ ０ ９ 】
1

H NMR (400 MHz, CDCl 3 ): δ 1.90 (s, 3H, NHOAc), 2.04 (s, 3H, OAc), 2.04 (s, 3H, 

OAc), 2.12 (s, 3H, OAc), 2.13 (s, 3H, OAc), 2.21 (t, 1H, 
3
JH H  = 12.6 Hz, H3 a x ), 

2.72 (dd, 1H, 
3
JH H  = 12.9, 4.6 Hz, H3 e q ), 3.68 (s, 3H, COOMe), 4.10 (m, 1H, H5),

 4.14 (d, 1H, 
3
JH H  = 5 Hz, H9), 4.28 (dd, 1H, 

3
JH H  = 12.6, 2.6 Hz, H9') , 4.38 (d

d, 1H, 
3
JH H  = 10.8, 1.6 Hz, H6), 4.63 (s, 2H, CH2 OH), 4.95 (td, 1H, 

3
JH H  = 10.4,

 4.6, 1.8 HZ, H4), 5.27 (m, 1H, NH), 5.35 (m, 2H, H7, H8), 7.03 (d, 2H, 
3
JH H  = 8

.6 Hz, Ar), 7.27 (d, 2H, 
3
JH H  = 8.6 Hz, Ar). 

1 3
C NMR (101 MHz, CDCl 3 ): δ 20.7, 

20.8, 20.8, 21.0, 23.2, 38.2, 49.5, 52.9, 62.1, 64.9, 67.4, 68.8, 69.4, 73.4, 99

.9, 120.3, 128.3, 136.7, 153.1, 168.1, 170.0, 170.1, 170.3, 170.7, 170.9. HRMS (

ESI
+
): calcd for [M+Na

+
] 620.19498, found 620.19672 (-1.7 mDa) C2 7 H3 6 NaNO1 4 .

【 ０ １ １ ０ 】

（ ３ ） 化 合 物 ３ の 合 成

　 化 合 物 ２ （ １ ５ ０ ｍ ｇ 、 ０ ． ２ ５ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を Ｄ Ｃ Ｍ （ ３ ｍ Ｌ ） に 溶 解 し 、 三 臭 化 リ ン

（ １ ２ μ Ｌ 、 ０ ． １ ３ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を ０ ℃ で 溶 液 に 添 加 し た 。 ０ ℃ で ２ 時 間 撹 拌 後 、 溶 液 を

飽 和 Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ 3 水 溶 液 （ × ３ ） お よ び 飽 和 食 塩 水 （ × １ ） で 洗 浄 し た 。 有 機 層 を 硫 酸 ナ

ト リ ウ ム で 乾 燥 さ せ 、 減 圧 残 去 し て 化 合 物 ３ を 白 色 泡 状 物 （ １ ３ ６ ｍ ｇ 、 ８ ２ ％ ） と し て

得 た 。

【 ０ １ １ １ 】
1

H NMR (400 MHz, CDCl 3 ): δ 1.84 (s, 3H, NHOAc), 1.97 (s, 3H, OAc), 1.98 (s, 3H,

 OAc), 2.05 (s, 3H, OAc), 2.09 (s, 3H, OAc), 2.15 (t, 1H, 
3
JH H  = 12.6 Hz, H3ax),

 2.63 (dd, 1H, 
3
JH H  = 13, 4.7 Hz, H3eq), 3.58 (s, 3H, COOMe), 4.03 (m, 1H, H9), 

4.10 (m, 1H, H5), 4.23 (m, 1H, H9') , 4.37 (m, 1H, H6), 4.40 (s, 2H, CH2 Br), 4.89

 (td, 1H, 
3
JH H  = 10.4, 4.6, 1.8 Hz, H4), 5.29 (m, 3H, H7, H8, NH), 6.95 (d, 2H, 

3
JH H  = 8.7 Hz, Ar), 7.23 (d, 2H, 

3
JH H  = 8.7 Hz, Ar). 

1 3
C NMR (101 MHz, CDCl 3 ): 

δ 19.7, 19.8, 19.8, 20, 22.2, 32.3, 37.2, 48.4, 52.0, 70.0, 66.3, 67.7, 68.1, 7

2.4, 98.8, 118.7, 129.2, 132.1, 152.8, 167.1, 169.0, 169.1, 169.2, 169.6, 169.9.

 HRMS (ESI
+
): calcd for [M+Na

+
] 682.11057, found 682.10666 (3.9 mDa) C2 7 H3 4 BrNNa
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O1 3 .

【 ０ １ １ ２ 】

（ ４ ） Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ － Ｓ － Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ ｃ の 合 成

　 以 下 の 反 応 ス キ ー ム の 手 順 に 従 っ て 、 Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ － Ｓ － Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ ｃ を 合 成 し た 。

【 ０ １ １ ３ 】

【 化 ７ 】

【 ０ １ １ ４ 】

　 Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ （ ７ ９ ｍ ｇ 、 ０ ． ２ ｍ ｍ ｏ ｌ ） お よ び Ｎ ａ Ｈ （ ６ ｍ ｇ 、 ０ ． ２ ６ ｍ ｍ ｏ ｌ ）

に 乾 燥 Ｔ Ｈ Ｆ （ ３ ｍ Ｌ ） お よ び 乾 燥 Ｄ Ｍ Ｆ （ １ ｍ Ｌ ） を 添 加 し 、 こ の 混 合 物 を ア ル ゴ ン 気

下 で ０ ℃ で 撹 拌 し た 。 化 合 物 ３ （ １ ３ ０ ｍ ｇ 、 ０ ． ２ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 乾 燥 Ｔ Ｈ Ｆ （ ３ ｍ Ｌ ）

溶 液 を 加 え 、 反 応 混 合 物 を 室 温 で １ ６ 時 間 撹 拌 し た 。 こ の 後 、 Ｅ ｔ Ｏ Ａ ｃ （ ２ ０ ｍ Ｌ ） を

加 え 、 こ の 混 合 物 を 飽 和 Ｎ Ｈ 4 Ｃ ｌ 溶 液 （ × ２ ） お よ び 飽 和 食 塩 水 （ × １ ） で 洗 浄 し た 。

有 機 層 を 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 上 で 乾 燥 さ せ 、 減 圧 留 去 し た 。 残 渣 を Ｍ ｅ Ｏ Ｈ （ ６ ｍ Ｌ ） に 溶 解

し 、 １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｏ Ｈ （ 水 溶 液 ） を 加 え た （ ３ ｍ Ｌ ） 。 混 合 物 を 室 温 で ５ 時 間 撹 拌 し 、 そ の

後 、 有 機 溶 媒 を 蒸 発 さ せ た 。 残 留 水 溶 液 を ２ Ｍ の Ｈ Ｃ ｌ で 中 和 し 、 次 い で 凍 結 乾 燥 さ せ た

。 次 い で 、 残 留 物 を Ｍ ｅ Ｏ Ｈ ： Ｄ Ｃ Ｍ 、 １ ： ４ 溶 液 に 溶 解 し 、 濾 過 し て 不 溶 性 塩 を 除 去 し

た 。 こ の 溶 液 を 減 圧 留 去 さ せ 、 残 渣 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ （ Ａ 液 ： １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ Ｅ Ａ Ａ 緩 衝 液 、 Ｂ

液 ： Ｃ Ｈ 3 Ｃ Ｎ 　 ９ ９ ％ 、 Ｈ 2 Ｏ 　 １ ％ 。 Ａ ／ Ｂ ＝ ９ ０ ／ １ ０ で ５ 分 間 、 そ の 後 １ ５ 分 で １

０ ／ ９ ０ に 勾 配 を か け 、 次 い で １ ０ ／ ９ ０ で １ ５ 分 間 ） で 精 製 し 、 凍 結 乾 燥 後 に 橙 色 の 粉

末 （ ２ ス テ ッ プ で ３ ６ ％ ） を 得 た 。

【 ０ １ １ ５ 】
1

H NMR (400 MHz, CD3 OD) δ 1.04 (t, 26H, TEAA), 1.84 (1H, t, 
3
JH H  = 11.9 Hz, H3 a x

), 1.90 (s, 3H, TEAA), 2.02 (s, 3H, NHCOCH3 ), 2.55 (q, 17 H, TEAA), 2.94 (dd, 1H

, 
3
JH H  = 12.2, 4.0 Hz, H3 e q ), 3.54 (dd, 1H, 

3
JH H  = 9.0, 1.6 Hz, H7), 3.66 (dd, 1

H, 
3
JH H  = 11.3, 5.4 Hz, H9), 3.74 (m, 1H, H5), 3.77 (m, 1H, H4), 3.81 (m, 1H, H9

'), 3.85 (m, 2H, NHCH2 CF 3 ), 3.86 (m, 1H, H8), 3.91 (m, 1H, H6), 5.01 (s, 2H, ArC

H2 O), 5.23 (s, 2H, ArCH2 O), 6.45 (dd, 1H, 
3
JH H  = 8.6, 

4
JH H  = 2.4 Hz, Ar), 6.50 (

d, 1H, 
4
JH H  = 2.3 Hz, Ar), 6.65 (dd, 1H, 

3
JH H  = 8.7, 

4
JH H  = 2.6 Hz, Ar), 6.67 (d

, 1H, 
3
JH H  = 8.6, Ar), 6.78 (m, 1H, Ar), 6.79 (m, 1H, Ar), 6.82 (m, 1H, Ar), 7.2

4 (d, 2H, 
3
JH H  = 8.7 Hz, Ar), 7.30 (m, 1H, Ar), 7.31 (d, 2H, 

3
JH H  = 8.7 Hz, Ar),

 7.39 (m, 1H, Ar), 7.43 (m, 1H, Ar). 
1 3

C NMR (101 MHz, CD3 OD): δ 11.2 (TEAA) 22

.9, 24.4 (TEAA), 43.1, 45.8, 46.9 (TEAA), 54.3, 64.0, 69.3, 70.2, 72.6, 72.7, 73

.1, 75.3, 85.5, 99.3, 104.0, 104.1, 109.7, 110.8, 114.7, 117.8, 118.1, 120.8, 12

1.9, 124.7, 124.8, 126.9 (q, CF 3 ), 129.3, 129.4, 130.2, 130.2, 130.9, 140.3, 146

.0, 150.3, 152.1, 153.0, 157.0, 173.6, 175.6, 180.7 (TEAA). HRMS (ESI
+
) L calcd 

for [M+Na]
+
 797.75163; found 797.75043 (-1.2 mDa).

直 線 勾 配 （ ０ ｍ ｉ ｎ 、 ２ ０ ％ Ｃ Ｈ 3 Ｃ Ｎ ／ ０ ． １ ％ Ｔ Ｆ Ａ ａ ｑ ． 　 Ｔ ｏ 　 １ ５ ｍ ｉ ｎ ， １

０ ０ ％ Ｃ Ｈ 3 Ｃ Ｎ 　 ０ ． １ ％ Ｔ Ｆ Ａ 　 ａ ｑ ； ｆ ｌ ｏ ｗ 　 ｒ ａ ｔ ｅ ＝ １ ． ０ ｍ Ｌ ／ ｍ ｉ ｎ ）

を 用 い て Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 を 行 っ た 。 ５ ２ ０ ｎ ｍ で の 蛍 光 を 調 べ た 。

【 ０ １ １ ６ 】
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【 化 ８ 】

【 ０ １ １ ７ 】

［ 試 験 例 １ ： Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ － Ｓ － Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ ｃ の バ ク テ リ ア 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ と の 反 応

性 ］

　 合 成 例 １ で 得 ら れ た Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ － Ｓ － Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ ｃ に つ い て 、 ア ル ス ロ バ ク タ ー ・ ウ レ

ア フ ァ シ エ ン ス （ Arthrobacter ureafaciens） 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ と の 酵 素 反 応 に 伴

う 蛍 光 強 度 の 経 時 変 化 を 調 べ た 。

【 ０ １ １ ８ 】

　 プ ロ ー ブ （ Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ － Ｓ － Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ ｃ ） を ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 、 蛍 光

測 定 グ レ ー ド 、 同 仁 化 学 研 究 所 ） に 溶 解 し て ス ト ッ ク 溶 液 を 得 た 。 さ ら に 、 ス ト ッ ク 溶 液

を 、 プ ロ ー ブ の 最 終 濃 度 が １ μ Ｍ に な る よ う に 緩 衝 液 （ １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｏ Ａ ｃ 、 ２ ｍ Ｍ

　 Ｃ ａ Ｃ ｌ 2 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で 希 釈 し て 測 定 溶 液 を 得 た 。

　 測 定 溶 液 の 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 、 日 立 Ｆ － ７ ０ ０ ０ を 用 い て １ 秒 ご と に 測 定 し た （ 励 起 波

長 ４ ９ ０ ｎ ｍ 、 発 光 波 長 ５ ２ ０ ｎ ｍ ） 。 測 定 開 始 後 ６ ０ 秒 後 に ア ル ス ロ バ ク タ ー ・ ウ レ ア

フ ァ シ エ ン ス 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ ０ ． ０ １ Ｕ を 、 単 独 で あ る い は 酵 素 阻 害 剤 と の 組 み

合 わ せ で 添 加 し た 。 測 定 時 の 温 度 は ３ ７ ℃ 、 酵 素 阻 害 剤 （ Ｄ Ａ Ｎ Ａ ） の 濃 度 は １ ０ ０ μ Ｍ

と し た 。

【 ０ １ １ ９ 】

　 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ － Ｓ － Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ ｃ は 、 バ ク テ リ ア 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ

ー ゼ と の 反 応 で １ ３ ０ 倍 の 蛍 光 増 強 を 示 し た 。

　 ウ ェ ル シ ュ 菌 （ Clostridium perfringens） 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を 用 い た 場 合 に も

同 様 の 結 果 を 得 た 。 ウ ェ ル シ ュ 菌 は 、 ヒ ト に 常 在 す る 菌 で あ り 、 口 腔 を 含 む 上 部 気 道 粘 膜

に も 常 在 し て い る 。

【 ０ １ ２ ０ 】

［ 試 験 例 ２ ： Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ － Ｓ － Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ ｃ の イ ン フ ル エ ン ザ 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ と の

反 応 性 ］

　 Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ － Ｓ － Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ ｃ に つ い て 、 試 験 例 １ と 同 様 に し て イ ン フ ル エ ン ザ イ ウ ル

ス 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ と の 酵 素 反 応 に 伴 う 蛍 光 強 度 の 経 時 変 化 を 調 べ た 。

【 ０ １ ２ １ 】

　 本 試 験 例 で は プ ロ ー ブ に Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ － Ｓ － Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ ｃ に 加 え て ４ Ｍ Ｕ － Ｎ Ａ Ｎ Ａ （ 陽

性 コ ン ト ロ ー ル ） に 用 い た 。 プ ロ ー ブ の 測 定 溶 液 中 の 終 濃 度 は Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ － Ｓ － Ｎ ｅ ｕ ５

Ａ ｃ 　 １ ０ ０ μ Ｍ 、 ４ Ｍ Ｕ － Ｎ Ａ Ｎ Ａ 　 １ ｍ Ｍ と し た 。

　 測 定 溶 液 に イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ A/PR8 医 科 研 II株 ） を ５ × １ ０
7
Ｐ Ｆ Ｕ ／ ｍ Ｌ を

添 加 し 、 蛍 光 ス ペ ク ト ル の 測 定 を 開 始 し た （ 励 起 波 長 ３ ６ ０ ｎ ｍ 、 発 光 波 長 ４ ４ ８ ｎ ｍ ）

。 測 定 時 の 温 度 は ２ ５ ℃ と し た 。

【 ０ １ ２ ２ 】

　 結 果 を 図 ５ に 示 す 。 陽 性 コ ン ト ロ ー ル の ４ Ｍ Ｕ － Ｎ Ａ Ｎ Ａ は 経 時 的 な 蛍 光 増 強 を 示 し た

が 、 Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ － Ｓ － Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ ｃ で は 蛍 光 強 度 の 変 化 は 全 く み ら れ な か っ た 。 本 試 験 例

及 び 試 験 例 １ の 結 果 か ら 、 Ｈ Ｍ Ｒ ｅ ｆ － Ｓ － Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ ｃ は 、 バ ク テ リ ア 由 来 の ノ イ ラ ミ
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ニ ダ ー ゼ に 対 し て は 反 応 性 を 有 す る が 、 イ ン フ ル エ ン ザ 由 来 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に 対 し て は

反 応 性 を 有 さ な い こ と が 明 ら か と な っ た 。

【 符 号 の 説 明 】

【 ０ １ ２ ３ 】

１ ： プ ロ ー ブ １ 、 ２ ： プ ロ ー ブ ２ 、 ３ ： イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は バ ク テ リ ア 、 ４ ： サ

ン プ ル 液 、 ５ ： 疎 水 性 溶 媒 、 １ ０ １ ， ２ ０ １ ： ア レ イ 、 １ １ １ ， ２ １ １ ： 下 層 部 、 １ １ ２

， ２ １ ２ ： 板 状 部 材 、 １ １ ３ ， ２ １ ３ ： 隔 壁 、 １ １ ４ ， ２ １ ４ ： 収 容 部 、 １ ２ １ ： 上 層 部

、 １ ３ １ ： 空 間 、 ２ １ ： 領 域 、 ２ ２ １ ： 側 壁

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ ー １ 】 【 図 ３ ー ２ 】

【 図 ３ ー ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】
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