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(57)【要約】
【課題】製造工程において標識粒子をコンジュゲートパ
ッドに含有させた際に、目視で含有状態が確認可能な標
識粒子コロイドを含有させてなるコンジュゲートパッド
を提供する。蛍光検出装置が無い状況でも目視の判定が
可能なイムノクロマト法用テストストリップを提供する
。作製から長期間経った後でも、目視による判定ができ
るイムノクロマト法用テストストリップを提供する。検
査後のイムノクロマト法用テストストリップを検査結果
として長期保存が可能なイムノクロマト法用テストスト
リップを提供する。
【解決手段】標識粒子として、着色粒子と蛍光粒子とを
含有するイムノクロマト法用コンジュゲートパッド。
【選択図】図１



(2) JP 2010-14631 A 2010.1.21

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標識粒子として、着色粒子と蛍光粒子とを含有するイムノクロマト法用コンジュゲート
パッド。
【請求項２】
　前記着色粒子がシリカ粒子、ラテックス粒子、半導体ナノ粒子、金粒子、金属ナノ粒子
、無機結晶のいずれかであり、前記蛍光粒子がシリカ粒子、ラテックス粒子、半導体ナノ
粒子のいずれかであることを特徴とする請求項１に記載のイムノクロマト法用コンジュゲ
ートパッド。
【請求項３】
　含有された前記着色粒子の表面積の和が、含有された前記蛍光粒子の表面積の和の０．
１～５０％であることを特徴とする請求項１または２に記載のイムノクロマト法用コンジ
ュゲートパッド。
【請求項４】
　蛍光特性を有し、かつモル吸光係数が５×１０６Ｍ－１ｃｍ－１以上である標識粒子が
含有されてなることを特徴とする請求項１～３のいずれか１項に記載のイムノクロマト法
用コンジュゲートパッド。
【請求項５】
　前記標識粒子の含有量が２０～２００μｇ／ｃｍ２であることを特徴とする請求項１～
４のいずれか１項に記載のイムノクロマト法用コンジュゲートパッド。
【請求項６】
　請求項１～５のいずれか１項に記載のイムノクロマト法用コンジュゲートパッドを用い
て作製したイムノクロマト法用テストストリップ。
【請求項７】
　目視による判定を行った後、蛍光検出装置による高感度判定および／または定量測定を
行うことを特徴とする、請求項６に記載のイムノクロマト法用テストストリップを用いて
なる検査方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、標識粒子として、蛍光粒子と着色粒子とを含有するイムノクロマト法用コン
ジュゲートパッド、それを用いたイムノクロマト法用テストストリップおよび検査方法に
関する。
【背景技術】
【０００２】
　イムノクロマト法とは、被検物質が標識粒子に捕捉され、毛細管現象により多孔質支持
体内を移動し、更に多孔質支持体にライン状に固定化された捕捉物質と効率的に接触する
ことによって被検物質が結合した標識粒子が濃縮され、捕捉物質が固定化されたラインが
発色化することによって被検物質の有無を判定する免疫測定法である。
　イムノクロマト法の特徴として以下の３点が挙げられる。
〈１〉判定までに要する時間が２０分以下であり迅速な検査が可能である。
〈２〉検体を滴下するだけで測定でき、操作が簡便であるため、複数の検体処理が可能で
ある。
〈３〉特別な検出装置を必要とせず、判定が容易なため一般消費者が自身で検査できる。
　これらの特徴を利用して、イムノクロマト法は妊娠検査薬やインフルエンザ検査薬に用
いられており、新たなＰＯＣＴ（Ｐｏｉｎｔ　Ｏｆ　Ｃａｒｅ　Ｔｅｓｔｉｎｇ）の手法
として注目を集めている（例えば、特許文献１参照）。
【０００３】
　現在イムノクロマト法では標識粒子として金ナノ粒子や着色ラテックス粒子が使用され
ており、ラインの発色を目視で確認する方法が一般的である。しかし、ラインの発色を目
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視で判定する方法は、簡便であるものの、感度が高くないことが問題である。
　本発明者らは標識粒子として蛍光粒子を用い、ラインの蛍光発色を蛍光検出装置で確認
する方法について特許出願している。蛍光検出装置を用いる蛍光型イムノクロマト検査薬
は従来の目視で確認するタイプに比べて感度が向上するものの、以下のような問題点があ
る。
【０００４】
〈１〉イムノクロマト法試薬の製造工程において、抗体を感作させた標識粒子をパッドに
含有させ、乾燥させ、コンジュゲートパッドを作製する。標識粒子が、発色を目視で判定
する金粒子や着色ラテックス粒子等の着色粒子は、粒子の吸光度が高いのでパッドに粒子
が含有されているかどうか、あるいは均一に含有されているかどうかを容易に判断できる
。しかし標識粒子が蛍光粒子の場合は、粒子の吸光度が低いため、蛍光粒子をパッドに含
有させた際に蛍光粒子が含有されているかどうかが容易に判断できず、一定量に含有させ
ることが難しい。一定量に含有できているかどうかは蛍光検出装置で判定する必要があり
、生産コストが高くなることが問題である。
〈２〉蛍光検出型イムノクロマト法試薬は、蛍光検出器が故障した場合や蛍光検出装置を
持ち合わせていない場合など、蛍光検出器が使用できない環境においては使用できないこ
とが問題である。
〈３〉蛍光粒子は保存期間が長くなると退色によって蛍光強度が低下するため、長期間保
管した蛍光型イムノクロマト法試薬を用いると、正しい判定ができない場合があることが
問題である。
〈４〉検査後のイムノクロマト法試薬を検査結果として保管する際、蛍光型イムノクロマ
ト法試薬では蛍光粒子の退色によってラインが消えてしまい、イムノクロマト法試薬の検
査後の判定結果を長期保管ができないことが問題である。
【特許文献１】特開２００６－６７９７９公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明の目的は、上記の問題点に鑑みて、製造工程において標識粒子をコンジュゲート
パッドに含有させた際に、目視で含有状態が確認可能な標識粒子コロイドを含有させてな
るコンジュゲートパッドを提供することにある。
　また、本発明の目的は、蛍光検出装置が無い状況でも目視の判定が可能なイムノクロマ
ト法用テストストリップを提供することにある。
　また、本発明の目的は、作製から長期間経った後でも、目視による判定ができるイムノ
クロマト法用テストストリップを提供することにある。
　更に、本発明の目的は、検査後のイムノクロマト法用テストストリップを検査結果とし
て長期保存が可能なイムノクロマト法用テストストリップを提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は下記手段により達成された。
　すなわち本発明は、
（１）　標識粒子として、着色粒子と蛍光粒子とを含有するイムノクロマト法用コンジュ
ゲートパッド、
（２）　前記着色粒子がシリカ粒子、ラテックス粒子、半導体ナノ粒子、金粒子、金属ナ
ノ粒子、無機結晶のいずれかであり、前記蛍光粒子がシリカ粒子、ラテックス粒子、半導
体ナノ粒子のいずれかであることを特徴とする前記（１）に記載のイムノクロマト法用コ
ンジュゲートパッド、
（３）　含有された前記着色粒子の表面積の和が、含有された前記蛍光粒子の表面積の和
の０．１～５０％であることを特徴とする前記（１）または（２）に記載のイムノクロマ
ト法用コンジュゲートパッド、
（４）　蛍光特性を有し、かつモル吸光係数が５×１０６Ｍ－１ｃｍ－１以上である標識
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粒子が含有されてなることを特徴とする前記（１）～（３）のいずれか１項に記載のイム
ノクロマト法用コンジュゲートパッド、
（５）　前記標識粒子の含有量が２０～２００μｇ／ｃｍ２であることを特徴とする前記
（１）～（４）のいずれか１項に記載のイムノクロマト法用コンジュゲートパッド、
（６）　前記（１）～（５）のいずれか１項に記載のイムノクロマト法用コンジュゲート
パッドを用いて作製したイムノクロマト法用テストストリップ、及び
（７）　目視による判定を行った後、蛍光検出装置による高感度判定および／または定量
測定を行うことを特徴とする、（６）に記載のイムノクロマト法用テストストリップを用
いてなる検査方法
を提供するものである。
【発明の効果】
【０００７】
　本発明のイムノクロマト法用コンジュゲートパッドは、着色粒子と蛍光粒子を両方含有
しているため、製造工程においてどの程度含有しているか、また均一に含有しているかを
蛍光検出装置によらないで目視で確認することができる。
　本発明のイムノクロマト法用テストストリップは、前記イムノクロマト法用コンジュゲ
ートパッドを用いて作製してなるので、蛍光検出装置が使えない状況であっても、目視に
よる検出が可能である。
　本発明のイムノクロマト法用テストストリップは、前記イムノクロマト法用コンジュゲ
ートパッドを用いて作製してなるので、長期間保存し、蛍光が退色してしまった後であっ
ても、目視による検出が可能である。
　さらに、本発明のイムノクロマト法用テストストリップは、前記イムノクロマト法用コ
ンジュゲートパッドを用いて作製してなるので、検査後の前記テストストリップを保存し
、蛍光が退色してしまった場合でも、目視による判定結果の再確認が可能であるため、判
定結果の長期間の保存が可能である。
　本発明の検査方法は、前記イムノクロマト法用テストストリップを用いてなるので、目
視によって判定できない場合であっても高侵襲な処置により検体を再採取することを要す
ることなく、蛍光による判定ないし定量が可能であることから低侵襲な検査ができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００８】
　まず、本発明のコンジュゲートパッドについて説明する。
　本発明のコンジュゲートパッド（標識粒子含有部材）は、イムノクロマト法用テストス
トリップに用いられ、標識粒子として、着色粒子と蛍光粒子とをいずれをも含有すること
を特徴とする。
　本発明のコンジュゲートパッドにおける単位面積（ｃｍ２）当たりの前記標識粒子の含
有量は特に制限ないが２０μｇ／ｃｍ２～２ｍｇ／ｃｍ２が好ましく、２０～２００μｇ
／ｃｍ２であることがより好ましい。含有量が多すぎると、１粒子当りの検体結合数が低
下し、検出感度が低下する。
　含有させる方法としては、前記標識粒子の分散液を塗布、滴下ないしは噴霧後、乾燥す
る方法等が挙げられる。このとき着色粒子または蛍光粒子を含有させ、一旦乾燥させた後
、蛍光粒子または着色粒子を含有させても良く、予め着色粒子と蛍光粒子を混合し、この
混合コロイドを含有させても良い。
　吸光粒子と蛍光粒子の割合は、特に制限は無いが、目視でも蛍光でも十分な検出感度を
得るために、コンジュゲートパッドに含有された吸光粒子の表面積の和が、コンジュゲー
トパッドに含有された蛍光粒子の表面積の和の５０％以下であることが好ましく、含有さ
れた前記蛍光粒子の表面積の和の０．１～５０％であることがより好ましく、含有された
前記蛍光粒子の表面積の和の１％～３０％であることがさらに好ましい。
　本発明において、前記標識粒子の表面積の和は、一定体積のコロイドに含まれる標識粒
子の表面積の総和を意味する。例えば粒子Ａと粒子Ｂの混合コロイドを考える。本混合コ
ロイド中の粒子Ａの重量濃度をｃ［ｍｇ／ｍｌ］、粒子Ａの平均粒径をｄ［ｎｍ］、粒子
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Ａの密度をρ［ｇ／ｃｍ３］とすると、本混合コロイド１ｍｌの粒子Ａの表面積の和Ｓ［
ｍ２］は下記の式１で表される。
【０００９】
【数１】

【００１０】
　本発明に用いる標識粒子について説明する。
　本発明に用いられる標識粒子は、検体を認識する物質（例えば、抗体、抗原、ＤＮＡ、
ＲＮＡなどの生体分子）で表面修飾された着色粒子および蛍光粒子である。
　本発明において、前記標識粒子の平均粒径は２０～１０００ｎｍであることが好ましく
、２０～６００ｎｍであることがより好ましく、６０～３００ｎｍであることがさらに好
ましい。粒径が小さすぎると、検出感度が低下し、粒径が大きすぎると、イムノクロマト
法に用いられる多孔質支持体（メンブレン）の目詰まりの原因となる。
　本発明において、前記平均粒径は、透過型電子顕微鏡（ＴＥＭ）、走査型電子顕微鏡（
ＳＥＭ）等の画像から無作為に選択した５０個の標識粒子の合計の投影面積から標識粒子
の占有面積を画像処理装置によって求め、この合計の占有面積を、選択した標識粒子の個
数（５０個）で割った値に相当する円の直径の平均値（平均円相当直径）を求めたもので
ある。
　粒度分布の変動係数いわゆるＣＶ値は特に制限はないが、１０％以下が好ましく、８％
以下がより好ましい。
　本明細書及び特許請求の範囲において、単分散とはＣＶ値１５％以下の粒子群をいう。
【００１１】
　本発明のコンジュゲートパッドは、上述のように、標識粒子として、着色粒子と蛍光粒
子とをいずれをも含有してなり、蛍光特性を有し、かつモル吸光係数εが５×１０６Ｍ－

１ｃｍ－１以上である標識粒子（着色粒子及び蛍光粒子の混合物を含む。）を含有してい
ることが好ましく、蛍光特性を有し、かつモル吸光係数εが５×１０７Ｍ－１ｃｍ－１～
１×１０１０Ｍ－１ｃｍ－１である標識粒子（着色粒子及び蛍光粒子の混合物を含む。）
を含有していることがより好ましい。
　ここで、モル吸光係数εは下記ランベルト－ベールの式から算出することができる。
　　Ａ＝Ｌｏｇ１０（Ｉ０／Ｉ）＝εｂｐ＝ａｓｂｐ’
　［Ａ：吸光度、Ｉ：透過光の強度、Ｉ０：入射光の強度、ε：モル吸光係数（Ｍ－１ｃ
ｍ－１）、ｂ：光路長（ｃｍ）、ｐ：標識粒子（着色粒子及び蛍光粒子の混合分散液を含
む。）の濃度（Ｍ（ｍｏｌ／ｌ））、ａｓ：比吸光度、ｐ’：標識粒子（着色粒子及び蛍
光粒子の混合分散液を含む。）の濃度（ｇ／ｌ）］
【００１２】
　上記濃度ｐ’（ｇ／ｌ）は、一定量（例えば１ｍｌ）の標識粒子分散液から標識粒子の
みを回収し、乾燥させて得られた質量を決定して得られた値である。一方、上記濃度ｐ（
ｍｏｌ／ｌ）は、標識粒子の大きさをＴＥＭ写真から求め、一粒子の体積を決定し、粒子
の密度（例えばシリカ粒子の場合は２．３ｇ／ｃｍ３）から一粒子の質量を決定し、一定
量（例えば１ｍｌ）の標識粒子分散液から標識粒子のみを回収し、乾燥させて得られた標
識粒子の質量からモル数を決定して得られた値である。
　本発明において、「標識粒子のモル吸光係数ε」とは、標識粒子分散液（着色粒子及び
蛍光粒子の混合分散液を含む。）について吸光度を測定し、前記ランベルト－ベールの式
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に適用することにより得られた、前記分散液中における標識粒子（着色粒子及び蛍光粒子
の混合物を含む。）のモル吸光係数εをいう。
　標識粒子の吸光度、吸光スペクトル及びεは、任意の吸光光度計ないしはプレートリー
ダーを用いて、水分散液、エタノール分散液、Ｎ，Ｎ－ジメチルフォルムアミド分散液等
の分散液として測定できる。
【００１３】
　前記着色粒子の材質に特に制限はないが、例えば、シリカ粒子、ラテックス粒子、半導
体ナノ粒子、金粒子、金属ナノ粒子、無機結晶等を用いることができる。
　また蛍光粒子の材質に特に制限は無いが、例えば、シリカ粒子、ラテックス粒子、半導
体ナノ粒子等を用いることができる。
　前記標識粒子は、上述のように検体を認識する物質（例えば、抗体、抗原、ＤＮＡ、Ｒ
ＮＡなどの生体分子）で表面修飾されている。
【００１４】
　本発明において、前記シリカ粒子としては特に制限はなく、任意のいかなる調製方法に
よって得られたシリカ粒子であってよい。例えば、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｏｌｌｏｉ
ｄ　ａｎｄ　Ｉｎｔｅｒｆａｃｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，　１５９，　１５０－１５７（１９
９３）に記載のゾル－ゲル法で調製されるシリカ粒子等が挙げられる。
　国際公開２００７／０７４７２２Ａ１公報に記載された蛍光色素化合物含有コロイドシ
リカ粒子の調製方法に準じて得られた、標識物質を含有するシリカ粒子を用いることが特
に好ましい。
　具体的には、前記標識物質を含有するシリカ粒子は、前記標識物質とシラン化合物とを
反応させ、共有結合、イオン結合その他の化学的に結合もしくは吸着させて得られた生成
物に１又は２種以上のシラン化合物を重合させることにより調製することができる。
　前記標識物質を含有するシリカ粒子の好ましい調製方法の態様としては、Ｎ－ヒドロキ
シスクシンイミド（ＮＨＳ）エステル基、マレイミド基、イソシアナート基、イソチオシ
アナート基、アルデヒド基、パラニトロフェニル基、ジエトキシメチル基、エポキシ基、
シアノ基等の活性基を有する前記標識物質と、それら活性基と対応して反応する置換基（
例えば、アミノ基、水酸基、チオール基）を有するシランカップリング剤とを反応させ、
共有結合させて得られた生成物に１又は２種以上のシラン化合物を重合させることにより
調製することができる。
【００１５】
　前記標識物質は蛍光物質または吸光物質である。蛍光物質または吸光物質に関して特に
制限はなく、有機化合物、無機化合物、半導体粒子等である。
　前記活性基を有する前記標識物質の具体例として、５－（及び－６）－カルボキシテト
ラメチルローダミン・スクシンイミジルエステル（商品名、ｅｍｐ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　Ｇ
ｍｂＨ社製）等のＮＨＳエステル基を有する標識物質を挙げることができる。
【００１６】
　前記置換基を有するシランカップリング剤の具体例として、γ-アミノプロピルトリエ
トキシシラン（ＡＰＳ）、３－［２－（２－アミノエチルアミノ）エチルアミノ］プロピ
ル-トリエトキシシラン、Ｎ－２（アミノエチル）３－アミノプロピルメチルジメトキシ
シラン、３－アミノプロピルトリメトキシシラン等のアミノ基を有するシランカップリン
グ剤を挙げることができる。中でも、ＡＰＳが好ましい。
【００１７】
　前記重合させる前記シラン化合物としては、特に制限はされないが、テトラエトキシシ
ラン（ＴＥＯＳ）、γ-メルカプトプロピルトリメトキシシラン（ＭＰＳ）、γ-メルカプ
トプロピルトリエトキシシラン、γ-アミノプロピルトリエトキシシラン（ＡＰＳ）、３
－チオシアナトプロピルトリエトキシシラン、３－グリシジルオキシプロピルトリエトキ
シシラン、３－イソシアナトプロピルトリエトキシシラン、及び３－［２－（２－アミノ
エチルアミノ）エチルアミノ］プロピル－トリエトキシシランを挙げることができる。中
でも、ＴＥＯＳ、ＭＰＳ又はＡＰＳが好ましい。
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　本発明において、前記標識物質は、前記シリカ粒子中において固定化された状態にある
。
【００１８】
　上述のように調製すると、球状、もしくは、球状に近いシリカ粒子が製造できる。球状
に近いシリカ粒子とは、具体的には長軸と短軸の比が２以下の形状である。
　所望の平均粒径のシリカ粒子を得るためには、ＹＭ－１０、ＹＭ－１００（いずれも商
品名、ミリポア社製）等の限外ろ過膜を用いて限外ろ過を行い、粒径が大きすぎたり小さ
すぎる粒子を除去するか、または適切な重力加速度で遠心分離を行い、上清または沈殿の
みを回収することで可能である。
【００１９】
　本発明において、前記ラテックス粒子としては、ポリスチレン、スチレン－スルホン酸
（塩）共重合体、スチレン－メタクリル酸共重合体、アクリルニトリル－ブタジエン－ス
ルホン酸共重合体、塩化ビニル－アクリル酸エステル共重合体、酢酸ビニル－アクリル酸
エステル共重合体等からなる合成高分子粒子を挙げることができる。
　また、ラテックス粒子の着色方法としては、特開２０００－１７８３０９、特開平１０
－４８２１５号、特開平８－２６９２０７号、特開平６－３０６１０８号などに記載の方
法で行うことができる。
【００２０】
　前記半導体ナノ粒子の材質として蛍光特性又は吸光特性を有する限り特に制限されない
が、ＺｎＯ、ＺｎＳ、ＺｎＳｅ、ＺｎＴｅ、ＣｄＯ、ＣｄＳ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、Ｈｇ
Ｓ、ＨｇＳｅ、ＨｇＴｅ、ＩｎＰ、ＩｎＡｓ、ＧａＮ、ＧａＰ、ＧａＡｓ、ＴｉＯ２、Ｗ
Ｏ３、ＰｂＳ、又はＰｂＳｅが好ましく例示される。例えば、特許第３８９７２８５号公
報等に記載の半導体ナノ粒子を用いることができる。
　前記半導体ナノ粒子は、チオール化合物の－ＳＨ基が半導体ナノ粒子の表面のＳ、Ｏ、
Ｓｅ、Ｔｅ、Ｐ、Ａｓ、Ｎ等の原子と置換することにより表面修飾することができる。
　前記金粒子、前記金属ナノ粒子としては、特開２００３－２６６３８明細書等に記載の
金コロイド粒子及び金属コロイド粒子を用いることができる。
　前記金属コロイド粒子の具体例としては、白金、銅、酸化鉄等の金属コロイド粒子が挙
げられる。
　前記無機結晶としては、酸化鉄（III）（Ｆｅ２Ｏ３）、酸化銀（Ｉ）（Ａｇ２Ｏ）、
　酸化スズ（IV）（ＳｎＯ２）、酸化チタン（IV）（ＴｉＯ２）、インジウムスズ酸化物
（ＩＴＯ）等が挙げられる。例えば、特開２００５－７６０６４公報に記載の無機結晶を
用いることができる。
【００２１】
　前記標識粒子を前記検体を認識する物質で表面修飾させる方法としては特に制限は無く
、静電的引力、ファンデルワールス力、疎水性相互作用等によって前記検体を認識する物
質を前記標識粒子に吸着させても良いし、架橋剤や縮合剤によって化学結合で結合させて
も良い。また、前記標識粒子表面にチオール基を有する場合には、前記検体を認識する物
質のチオール基とＳ－Ｓ結合によって結合させても良い。
　また、前記標識粒子表面の生体分子（例えば、抗体、抗原、ＤＮＡ、ＲＮＡ）などの前
記検体を認識する物質を結合したときに粒子が凝集する場合は、予め、前記標識粒子表面
に交互吸着法によって表面処理を施しておいても良い。交互吸着法とは、電荷を有する基
板や粒子の表面に電荷を持った高分子を静電的引力で吸着させることで、基板や粒子の表
面に高分子の薄膜を形成する手法である。前記標識粒子の表面に交互吸着処理を行うこと
により粒子表面に電荷を付与できるため、粒子間に静電的反発力が生じ、分散性が向上す
る。また、粒子に結合した高分子は排除体積を持つことから、立体反発力の効果によって
も分散性が向上する。
【００２２】
　本発明のイムノクロマト法用テストストリップは、
（１）試料添加用部材（サンプルパッド）と前記標識粒子を含有させてなる部材（本発明
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のコンジュゲートパッド）とが、
（２）前記コンジュゲートパッドと抗体固定化部を有するメンブレン（抗体固定化メンブ
レン）とが、並びに
（３）前記抗体固定化メンブレンと吸収パッドとが
相互に毛細管現象が生じるように直列連結していることがより好ましい。
【００２３】
　図１ａ及びｂを参照して、本発明のイムノクロマト法用テストストリップの好ましい１
つの実施態様について説明する。
　図１ａは本発明のイムノクロマト法用テストストリップの平面図を示し、図１ｂは、ａ
で示されたイムノクロマト法用テストストリップの平面図の縦断面図を示す図である。
　本発明のイムノクロマト法用テストストリップ１は、試料添加用部材（サンプルパッド
）２、標識粒子含有部材（本発明のコンジュゲートパッド）３、抗体固定化メンブレン４
、吸収パッド５からなることが好ましい。上記各構成部材は粘着剤付きバッキングシート
６により裏打ちされていることがより好ましい。
　前記メンブレン４における抗体固定化部としては、検体の有無を判定、すなわち陽性陰
性を判定するための捕捉用抗体が固定化されたテストライン４１、および標識粒子により
標識された全ての検体を捕捉する抗体が固定化されたコントロールライン４２を含むこと
が好ましい。
　本発明において、検出、定量、検査、診断、判定の対象としての検体は、抗原、抗体、
ＤＮＡ、ＲＮＡ、糖、糖鎖、リガンド、受容体、ペプチド、化学物質等が挙げられる。
　本発明において、検体を含有する試料液体としては特に制限ないが、尿、血液などが挙
げられる。
【００２４】
　次に、上記各部材について説明する。
１）試料添加用部材（サンプルパッド）２
　サンプルパッド２は検体を含むサンプルを滴下する構成部材である。
２）標識粒子含有部材（本発明のコンジュゲートパッド）３
　コンジュゲートパッド３は標識粒子が含有された構成部材であり、サンプルパッド２か
ら毛細管現象により移動してきた試料液体に含まれる検体が抗原抗体反応等の分子認識反
応で、前記標識粒子によって捕捉され、標識される部分である。
【００２５】
３）抗体固定化メンブレン４
　メンブレン４は前記標識粒子により標識された検体が毛細管現象によって移動する構成
部材であり、固定化抗体―検体―標識粒子からなるサンドイッチ型免疫複合体形成反応が
行われる抗体固定化部（判定部）を有する。
　前記メンブレンにおける前記抗体固定化部（判定部）の形状としては局所的に捕捉用抗
体が固定化されている限り特に制限はなく、ライン状、円状、帯状等が挙げられるが、ラ
イン状であることが好ましく、幅０．５～１．５ｍｍのライン状であることがより好まし
い。
　固定化抗体―検体―標識粒子からなるサンドイッチ型免疫複合体形成反応により抗体固
定化部（判定部）に、前記標識粒子により標識された検体が捕捉され、形成された前記複
合体中の前記標識粒子に由来する発色又は蛍光の程度により検体の有無を判定、すなわち
陽性陰性を判定することができる。すなわち、前記抗体固定化部（判定部）に標識粒子が
濃縮され、着色シグナルとして目視的に、又は検出機器を用いて検出、判定できる。
　前記サンドイッチ型免疫複合体形成反応を充分に完了させるため、あるいは液体試料中
の着色物質による測定への影響や検体と結合していない標識粒子による測定への影響を回
避するため、メンブレンにおける判定部は、前記コンジュゲートパッドとの連結端及び前
記吸収パッドとの連結端からある程度離れた位置（例えば、前記メンブレンの中程など）
に設けておくことが好ましい。
【００２６】
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　前記抗体固定化部（判定部）における抗体固定化量は特に制限ないが、形状がライン状
の場合、単位長さ（ｃｍ）当たりの０．１μｇ～５μｇが好ましい。固定化方法としては
、抗体溶液を塗布、滴下ないしは噴霧後、乾燥して物理吸着により固定化する方法等が挙
げられる。
　前述の抗体固定化後に、非特異的吸着による測定への影響を防止するために前記メンブ
レン全体をいわゆるブロッキング処理を施しておくことが好ましい。例えば、アルブミン
、カゼイン、ポリビニルアルコール等のブロッキング剤を含有する緩衝液中に適当な時間
浸漬した後乾燥する方法等が挙げられる。市販の前記ブロッキング剤としては、例えば、
スキムミルク（ＤＩＦＣＯ社製）、４％ブロックエース（明治乳業社製）などが挙げられ
る。
【００２７】
４）吸収パッド５
　吸収パッド５は、毛細管現象でメンブレンを移動してきた試料液体および標識粒子を吸
収し、常に一定の流れを生じさせるための構成部材である。
　これら各構成部材の材料としては特に制限は無く、イムノクロマト法用テストストリッ
プに用いられる部材が使用できるが、サンプルパッドおよびコンジュゲートパッドとして
はＧｌａｓｓ　Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｐａｄ（商品名、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ
社製）等のガラスファイバーのパッドが好ましく、メンブレンとしてはＨｉ－Ｆｌｏｗ　
Ｐｌｕｓ１２０メンブレン（商品名、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製）等のニトロセルロースメ
ンブレンが好ましく、吸収パッドとしてはＣｅｌｌｕｌｏｓｅ　Ｆｉｂｅｒ　Ｓａｍｐｌ
ｅ　Ｐａｄ（商品名、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製）等のセルロースメンブレンが好ましい。
　前記粘着剤付きバッキングシートとしては、ＡＲ９０２０（商品名、Ａｄｈｅｓｉｖｅ
ｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ社製）等が挙げられる。
　前記テストストリップの作製法としては、試料添加用部材（サンプルパッド）、標識粒
子含有部材（コンジュゲートパッド）、抗体固定化メンブレン、吸収パッドの並び順に、
各部材間で毛管現象を生じさせ易くするために、それら各部材の両端を隣接する部材と１
～５ｍｍ程度重ね合わせて（好ましくはバッキングシート上に）貼付することで作製する
ことができる。
【００２８】
　次に本発明のイムノクロマト法用テストストリップを用いてなる検査方法について説明
する。
　本発明のイムノクロマト法用テストストリップを用いてなる検査方法は、まず、検体を
含む試料液体（サンプル）をサンプルパッドに滴下して行うことができる。サンプルに含
まれる検体が一定量（目視検出可能量）以上であれば、テストラインの発色は目視で確認
が可能であり、陽性あるいは陰性の判定ができる。
　一方、検体が一定量以下のサンプルではテストラインの発色は目視では確認されないが
、前記ストリップを、イムノクロマト法用蛍光検出装置を用いて観察することで陽性ある
いは陰性の判定を高感度に行うことが可能である。このように、本発明のイムノクロマト
法用テストストリップを用いてなる検査方法は、検体が一定量以上の場合は目視によって
簡便かつ迅速に陽性の判定が可能であり、検体の量が一定以下の場合にはイムノクロマト
法用蛍光検出装置を用いて高感度に判定することが可能である。
　本発明のイムノクロマト法用テストストリップを用いてなる検査方法は、目視による判
定を行った後、蛍光検出装置による高感度判定および／または定量測定を行うことが好ま
しい。
【００２９】
　次に、本発明に用いるイムノクロマト法用蛍光検出装置について説明する。
　本発明に用いるイムノクロマト法用検出装置は、励起抗原およびフィルタからなる。
　前記励起光源としては水銀ランプ、ハロゲンランプ、キセノンランプ、レーザダイオー
ド、発光ダイオードなどが挙げられる。前記フィルタは、励起光源から特定の波長の光の
みを透過するためのフィルタと、さらに、蛍光のみを検出する観点から、前記励起光を除
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去し蛍光のみを透過するフィルタであり、前記蛍光粒子の蛍光波長、蛍光波長から適宜選
択する。
　前記蛍光検出装置は、前記蛍光を受光する光電子倍増管又はＣＣＤ検出器を備えていて
もよい。これにより目視では確認できない強度ないしは波長の蛍光も検出でき、さらには
その蛍光強度を測定できることから検体の定量もでき、高感度検出及び定量が可能となる
。
【実施例】
【００３０】
　以下、本発明を実施例に基づいてさらに詳細に説明する。本発明はこれらの実施例に何
ら限定されるものではない。
参考例１（本発明に用いる着色蛍光シリカナノ粒子の調製）
　５－（及び－６）－カルボキシテトラメチルローダミン・スクシンイミジルエステル（
商品名、ｅｍｐ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ＧｍｂＨ社製）５．８ｍｇを１ｍｌのジメチルホルム
アミド（ＤＭＦ）に溶解した。ここに２．６μｌのＡＰＳを加え、室温（２３℃）で１時
間反応を行った。
　得られた反応液４００μｌにエタノール１２８ｍｌ、ＴＥＯＳ４００μｌ、蒸留水２８
．８ｍｌ、２８質量％アンモニア水４００μｌを加え、室温で２４時間反応を行った。
　反応液を１８０００×ｇの重力加速度で３０分間遠心分離を行い、上清を除去した。沈
殿したシリカ粒子に蒸留水を４ｍｌ加え、粒子を分散させ、再度１８０００×ｇの重力加
速度で３０分間遠心分離を行った。本洗浄操作をさらに２回繰り返し、標識シリカナノ粒
子分散液に含まれる未反応のＴＥＯＳやアンモニア等を除去し、平均粒径１７２ｎｍのシ
リカナノ粒子９４．２ｍｇを得た。収率約８８％。
　図２は、得られた標識シリカナノ粒子のＳＥＭ写真像を示す図である。図中、白く見え
る球形状物質が、得られた標識シリカナノ粒子である。
　前記標識シリカナノ粒子１ｇ／ｌのコロイドの吸光度を測定し、シリカ粒子の密度を２
．３ｍｇ／ｃｍ３として、粒子のモル吸光係数を求めたところ、７．４×１０７Ｍ－１ｃ
ｍ－１であった。また、前記標識シリカナノ粒子１ｇ／ｌの蛍光強度を測定し、シリカ粒
子の密度を２．３ｍｇ／ｃｍ３として、１粒子あたりの蛍光強度を求めたところ、１粒子
あたりの蛍光強度は５－（及び－６）－カルボキシテトラメチルローダミンの８７０００
個分に相当した。
【００３１】
参考例２（シリカ粒子／アルギン酸の複合粒子の作製）
　参考例１と同様な方法により得られた、濃度４０ｍｇ／ｍｌのローダミン含有シリカ粒
子（平均粒径１８３ｎｍ）のコロイド５００μｌ（分散媒蒸留水）に、蒸留水２．９ｍｌ
と、濃度１０ｍｇ／ｍｌのアルギン酸ナトリウム水溶液（重量平均分子量７００００）４
００μｌを加え、撹拌子でよく撹拌した。続いて、２８質量％のアンモニア水を２００μ
ｌ加え、コロイドを室温（２３℃）で１時間撹拌した。得られたコロイドを１５，０００
×Ｇの重力加速度で３０分遠心分離し、上清を除去した。沈殿させた粒子に蒸留水を３．
４ｍｌ加え、粒子を再分散させた。続いて、１０ｍｇ／ｍｌのアルギン酸ナトリウム水溶
液を４００μｌ加え撹拌子でよく撹拌したあと、２８質量％のアンモニア水を２００μｌ
加え、１時間撹拌した。このコロイドを１５，０００×Ｇの重力加速度で３０分遠心分離
し、上清を除去後、蒸留水を１ｍｌ加え粒子を分散させた。同様にして更に２回遠心分離
と蒸留水への分散を繰り返して粒子を洗浄し、蒸留水１ｍｌに分散させ、ローダミン含有
シリカ粒子／アルギン酸の複合粒子のコロイドを得た（収量２０ｍｇ／ｍｌ×１ｍｌ）。
【００３２】
参考例３（粒子の抗ｈＣＧ抗体修飾）
　参考例２で作製した濃度２０ｍｇ／ｍｌローダミン含有シリカ粒子／アルギン酸の複合
粒子のコロイド５００μｌに、０．５ＭのＭＥＳ（２－Ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏｅｔｈａｎ
ｅｓｕｌｆｏｎｉｃ　ａｃｉｄ）緩衝液（ｐＨ６．０）を１００μｌ、５０ｍｇ／ｍｌの
ＮＨＳを４６１μｌ、１９．２ｍｇ／ｍｌのＥＤＣを１５０μｌ、蒸留水を１．０８９ｍ
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ｌ加え、３０分間混合した。
　反応液を１５，０００×Ｇの重力加速度で３０分遠心分離し、上清を除去後、蒸留水を
１ｍｌ加え粒子を分散させた。同様にして更に２回遠心分離と蒸留水への分散を繰り返し
て粒子を洗浄し、最後に５０ｍＭのＫＨ２ＰＯ４緩衝液（ｐＨ８．０）１ｍｌに分散させ
た。ここに５０ｍＭのＫＨ２ＰＯ４緩衝液（ｐＨ８．０）に溶解した１ｍｇ／ｍｌの抗ｈ
ＣＧ抗体（Ａｎｔｉ－ｈＣＧ　マウスＩｇＧ１、Ｍｅｄｉｘ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａ社製
）を１ｍｌ加え、２時間混合した。続いて１００ｍｇ／ｍｌのＢＳＡ溶液を１００μｌ加
え、さらに１時間混合した。
　反応液を１５，０００×Ｇの重力加速度で３０分遠心分離し、上清を除去後、５０ｍＭ
のＫＨ２ＰＯ４緩衝液（ｐＨ８．０）を１ｍｌ加え粒子を分散させた。同様にして更に２
回、遠心分離と５０ｍＭのＫＨ２ＰＯ４緩衝液（ｐＨ８．０）への分散を繰り返して粒子
を洗浄し、最後に５０ｍＭのＫＨ２ＰＯ４緩衝液（ｐＨ８．０）１ｍｌに分散させ、抗ｈ
ＣＧ抗体で修飾されたローダミン含有シリカ粒子のコロイドを得た（収量１０ｍｇ／ｍｌ
×１ｍｌ）。
【００３３】
実施例１（着色ラテックス粒子と蛍光ラテックス粒子の両方を含有したコンジュゲートパ
ッドの作製）
　粒径０．１６μｍ、濃度１０ｍｇ／ｍｌの着色ラテックス粒子（ＤＣ０２Ｂ／５６４１
，Ｂａｎｇｓ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社製）１ｍｌについて、参考例３と同様の方法
で抗ｈＣＧ抗体を修飾し、５０ｍＭのＫＨ２ＰＯ４緩衝液（ｐＨ８．０）に分散した抗ｈ
ＣＧ抗体で修飾された着色ラテックス粒子コロイド１ｍｌ（１０ｍｇ／ｍｌ）を得た。
　続いて、粒径０．１９μｍ、濃度１０ｍｇ／ｍｌの蛍光ラテックス粒子（ＦＳ０２Ｆ／
８２３４、Ｂａｎｇｓ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社製）１ｍｌについて、参考例３と同
様の方法で抗ｈＣＧ抗体を修飾し、５０ｍＭのＫＨ２ＰＯ４緩衝液（ｐＨ８．０）に分散
した抗ｈＣＧ抗体で修飾された蛍光ラテックス粒子コロイド１ｍｌ（１０ｍｇ／ｍｌ）を
得た。
　前記抗ｈＣＧ抗体で修飾された着色ラテックス粒子コロイド（１０ｍｇ／ｍｌ）０．０
５ｍｌと、前記抗ｈＣＧ抗体で修飾された蛍光ラテックス粒子コロイド（１０ｍｇ／ｍｌ
）０．２５ｍｌと、５０ｍｇ／ｍｌのスクロース３ｍｌと、蒸留水１．７ｍｌを混合した
。
　得られた混合コロイドの着色ラテックス粒子の重量濃度は０．１［ｍｇ／ｍｌ］、蛍光
ラテックス粒子の重量濃度は０．５［ｍｇ／ｍｌ］である。また着色ラテックス粒子、蛍
光ラテックス粒子の密度はどちらも１．０５［ｍｇ／ｍｌ］である。着色ラテックス粒子
の平均粒径を１６０ｎｍ、蛍光ラテックス粒子の平均粒径を１９０ｎｍとして、前記式１
より混合コロイド１ｍｌ中の着色ラテックス粒子の表面積の和および蛍光ラテックス粒子
の表面積の和を求めると、着色ラテックス粒子の表面積の和は３．６×１０－３［ｍ２］
であり、混合コロイド１ｍｌ中の蛍光ラテックス粒子の表面積は１．５×１０－２［ｍ２

］である。よって本混合コロイドにおいて、着色ラテックス粒子の表面積の和は、蛍光ラ
テックス粒子の表面積の和の２４％である。
　続いて前記混合粒子コロイドをＧｌａｓｓ　Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｐａｄ
（商品名、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製、８×１５０ｍｍ）１枚に対し０．８ｍｌ含有させた
。前記混合コロイド０．８ｍｌに含まれる標識粒子の重量は４８０μｇ、前記Ｇｌａｓｓ
　Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｐａｄの面積は１２ｃｍ２であるから、本コンジュ
ゲートパッドの標識粒子の含有量は４０μｇ／ｃｍ２である。
【００３４】
　着色ラテックス粒子と蛍光ラテックス粒子の混合粒子を含有させたＧｌａｓｓ　Ｆｉｂ
ｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｐａｄは薄い青色であり、パッドに粒子が含有されているこ
とが目視で確認できた。
　比較として、前記抗ｈＣＧ抗体を修飾した蛍光ラテックス粒子コロイド（１０ｍｇ／ｍ
ｌ）０．３ｍｌと、５０ｍｇ／ｍｌのスクロース３ｍｌと、蒸留水１．７ｍｌを混合して
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得られた蛍光ラテックス粒子コロイドをＧｌａｓｓ　Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　
Ｐａｄ（商品名、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製、８×１５０ｍｍ）１枚に対し０．８ｍｌ含有
させた。蛍光ラテックス粒子を含有したＧｌａｓｓ　Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　
Ｐａｄは無色であり、パッドに粒子が含有されていることが目視で確認できなかった。
【００３５】
実施例２（着色蛍光シリカ粒子を含有したコンジュゲートパッドの作製）
　参考例３で作製した、抗ｈＣＧ抗体で修飾された着色蛍光シリカ粒子（１０ｍｇ／ｍｌ
）０．３ｍｌと、５０ｍｇ／ｍｌスクロース３ｍｌと、蒸留水１．７ｍｌを混合した。得
られた着色蛍光シリカ粒子コロイドをＧｌａｓｓ　Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｐ
ａｄ（商品名、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製、８×１５０ｍｍ）１枚に対し０．８ｍｌ含有さ
せた。粒子を含有させたＧｌａｓｓ　Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｐａｄは薄い赤
色であり、パッドに粒子が含有されていることが目視で確認できた。
【００３６】
実施例３（着色ラテックス粒子と蛍光ラテックス粒子の混合粒子を含有させたコンジュゲ
ートパッドを用いて作製したイムノクロマト法用テストストリップを用いたリコンビナン
トｈＣＧの検出）
（１）抗体固定化メンブレンの作製
　メンブレン（丈２５ｍｍ、商品名Ｈｉ－Ｆｌｏｗ　Ｐｌｕｓ１２０　メンブレン、ＭＩ
ＬＬＩＰＯＲＥ社製）の中央付近（端から約１２ｍｍ）に幅約１ｍｍのテストラインとし
て抗ｈＣＧ抗体（ａｌｐｈａ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｏｆ　ＦＳＨ（ＬＨ），　ｃｌｏｎｅ　
ｃｏｄｅ／６６０１、Ｍｅｄｉｘ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａ社製）が１ｍｇ／ｍＬ含まれる
溶液（（５０ｍＭＫＨ２ＰＯ４，ｐＨ７．０）＋５％スクロース）を０．７５μＬ／ｃｍ
の塗布量で塗布した。
　続いて、幅約１ｍｍのコントロールラインとして抗ＩｇＧ抗体（Ａｎｔｉ　Ｍｏｕｓｅ
　ＩｇＧ、Ｄａｋｏ社製）が１ｍｇ／ｍＬ含まれる溶液（（５０ｍＭＫＨ２ＰＯ４，ｐＨ
７．０）シュガー・フリー）を０．７５μＬ／ｃｍの塗布量で塗布し、５０℃で３０分乾
燥させた。
　次に、ブロッキング処理として前記メンブレン全体をブロッキングバッファー中に室温
で３０分浸した。
　メンブレン洗浄／安定バッファーに移し室温で３０分静置した。メンブレンを引上げ、
ペーパータオル上に置いて室温で一夜乾燥させて、抗体固定化メンブレンを作製した。
　前記得られたメンブレン、実施例１で得られた着色ラテックス粒子と蛍光ラテックス粒
子の混合粒子を含有したコンジュゲートパッド、サンプルパッド（Ｇｌａｓｓ　Ｆｉｂｅ
ｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｐａｄ（ＧＦＣＰ）、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製）、吸収パッド
（Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　Ｆｉｂｅｒ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐａｄ（ＣＦＳＰ）（ＭＩＬＬＩＰ
ＯＲＥ社製）をバッキングシート（商品名ＡＲ９０２０，Ａｄｈｅｓｉｖｅｓ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ社製）上で組み立て、５ｍｍ幅、長さ６０ｍｍのストリップ状に切断し、図１ａ
及びｂに示した構成のテストストリップを得た。図１ａ及びｂについては前述の通りであ
る。
　なお、各構成部材は、図１ａ及びｂに示しているように各々その両端を隣接する部材と
２ｍｍ程度重ね合わせて貼付した（以下、同様である。）。
【００３７】
（２）リコンビナントｈＣＧの検出
　１００，５０，２０，１０，５，２，０．２ＩＵ／ＬのリコンビナントｈＣＧ（ロート
製薬社製）１００μＬを前記ストリップのサンプルパッド部分に１００μＬ滴下し、五分
間放置し、目視で抗ｈＣＧ抗体（ａｌｐｈａ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｏｆ　ＦＳＨ（ＬＨ），
　ｃｌｏｎｅ　ｃｏｄｅ／６６０１、Ｍｅｄｉｘ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａ社製）を塗布し
たライン（テストライン）および、抗ＩｇＧ抗体を塗布したライン（コントロールライン
）の発色を確認したところ、リコンビナントｈＣＧが１００，５０，２０ＩＵ／Ｌの場合
は目視でテストラインおよびコントロールラインの発色が確認できた。リコンビナントｈ
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ＣＧが１０，５，２，０．２ＩＵ／Ｌのときは目視ではテストラインの発色は確認されな
かった。
　続いて、励起光源側のフィルタとしてＦＦ０１－４８２（商品名、Ｓｅｍｒｏｃｋ社製
）、検出器側のフィルタとしてＦＦ０１－５３６（商品名、Ｓｅｍｒｏｃｋ社製）を用い
、前記リコンビナントｈＣＧが１０，５，０．２ＩＵ／Ｌのサンプルを滴下したテストス
トリップを水銀ランプ（１０３Ｗ）で照射し、検出器としてＣＣＤ検出器（Ｃ２７４１－
３５Ａ（商品名、浜松ホトニクス社製））を用いて蛍光の画像化を行った。その結果リコ
ンビナントｈＣＧが１０，５，２，０．２ＩＵ／Ｌの何れのサンプルについても、テスト
ラインおよびコントロールラインの蛍光発色を確認した。
　以上の結果から、前記着色ラテックス粒子と蛍光ラテックス粒子の混合粒子を用いた前
記テストストリップはリコンビナントｈＣＧが２０ＩＵ／Ｌ以上の場合は目視で簡単に確
認でき、リコンビナントｈＣＧが２０～０．２ＩＵ／Ｌのときであっても蛍光検出装置で
判定が可能である。
【００３８】
実施例４（着色蛍光シリカ粒子を含有させたコンジュゲートパッドを用いて作製したイム
ノクロマト法用テストストリップを用いたリコンビナントｈＣＧの検出）
　コンジュゲートパッドとして、実施例２で得られた着色蛍光シリカ粒子を含有させたコ
ンジュゲートパッドを用いた以外は実施例３（１）と同じ方法で作製したテストストリッ
プを用いて、実施例３（２）と同じ方法でリコンビナントｈＣＧの検出を行った。その結
果、リコンビナントｈＣＧが１００，５０ＩＵ／Ｌの場合は目視でテストラインおよびコ
ントロールラインの発色が確認できた。リコンビナントｈＣＧが２０，１０，５，２，０
．２ＩＵ／Ｌのときは目視ではテストラインの発色は確認されなかった。蛍光検出装置を
用いた評価においては、リコンビナントｈＣＧが２０，１０，５，２，０．２ＩＵ／Ｌの
何れのサンプルについても、テストラインおよびコントロールラインの蛍光発色を確認し
た。
　以上の結果から、前記着色蛍光シリカ粒子を用いた前記テストストリップはリコンビナ
ントｈＣＧが５０ＩＵ／Ｌ以上の場合は目視で簡単に確認でき、リコンビナントｈＣＧが
５０～０．２ＩＵ／Ｌのときであっても蛍光検出装置で判定が可能である。
【００３９】
実施例５（長期放置後のテストストリップを用いたリコンビナントｈＣＧの検出評価）
　実施例１に記載の着色ラテックス粒子と蛍光ラテックス粒子の両方を含有させたコンジ
ュゲートパッドを用いて作製したテストストリップと、実施例１に記載の蛍光ラテックス
粒子を含有させたコンジュゲートパッドを用いて作製したテストストリップと、実施例２
に記載の着色蛍光シリカ粒子を含有させたコンジュゲートパッドを用いて作製したテスト
ストリップそれぞれを、室温で９ヶ月間放置した。
　９ヶ月間放置後のテストストリップに、１００，５０，２０，１０，５，３ＩＵ／ｌの
リコンビナントｈＣＧを滴下し、ラインの検出を行ったところ、着色ラテックス粒子と蛍
光ラテックス粒子の混合粒子を含有させたテストストリップは、リコンビナントｈＣＧが
２０ＩＵ／Ｌ以上であれば目視でテストラインおよびコントロールラインの発色が確認で
き、着色蛍光シリカ粒子を含有させたテストストリップは、リコンビナントｈＣＧが５０
ＩＵ／Ｌ以上であれば目視でテストラインおよびコントロールラインの発色が確認できた
。一方、蛍光ラテックス粒子を含有させたテストストリップでは何れの濃度のリコンビナ
ントｈＣＧを滴下した場合でも、目視によるテストラインおよびコントロールラインの発
色の確認、および蛍光検出器によるテストラインおよびコントロールラインの蛍光発色の
確認が共にできなかった。
　以上の結果から、着色ラテックス粒子と蛍光ラテックス粒子の両方を含有させたコンジ
ュゲートパッドを用いて作製したテストストリップおよび着色蛍光シリカ粒子を含有させ
たコンジュゲートパッドを用いて作製したテストストリップは長期保存に適していること
が分かる。
【００４０】
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実施例６（リコンビナントｈＣＧの検出にもちいたテストストリップの長期放置後のライ
ン発色確認の可否の評価）
　実施例１に記載の着色ラテックス粒子と蛍光ラテックス粒子の両方を含有させたコンジ
ュゲートパッドを用いて作製したテストストリップと、実施例１に記載の蛍光ラテックス
粒子を含有させたコンジュゲートパッドを用いて作製したテストストリップと、実施例２
に記載の着色蛍光シリカ粒子を含有させたコンジュゲートパッドを用いて作製したテスト
ストリップそれぞれについて、５０ＩＵ／ＬのリコンビナントｈＣＧを１００μＬ滴下し
、テストラインとコントロールラインを発色させた。このテストストリップを室温で１０
ヶ月間放置した。
　その結果、蛍光ラテックス粒子を含有させたコンジュゲートパッドを用いて作製したテ
ストストリップは目視によっても、蛍光検出器を用いてもコントロールライン及びテスト
ラインの発色または蛍光発色が確認できなかった。着色ラテックス粒子と蛍光ラテックス
粒子の両方を含有させたコンジュゲートパッドを用いて作製したテストストリップおよび
着色蛍光シリカ粒子を含有させたコンジュゲートパッドを用いて作製したテストストリッ
プは目視でコントロールライン及びテストラインの発色が確認できた。
　以上の結果から、着色ラテックス粒子と蛍光ラテックス粒子の両方を含有させたコンジ
ュゲートパッドを用いて作製したテストストリップおよび着色蛍光シリカ粒子を含有させ
たコンジュゲートパッドを用いて作製したテストストリップは、検査後のテストストリッ
プを検査結果として長期間保存するのに適していることが分かる。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１】図１ａは本発明のイムノクロマト法用テストストリップの平面図を示し、図１ｂ
は、ａで示されたイムノクロマト法用テストストリップの平面図の縦断面図を示す図であ
る。
【図２】図２は、得られた標識シリカナノ粒子のＳＥＭ写真像を示す図である。
【符号の説明】
【００４２】
　１　テストストリップ
　２　サンプルパッド
　３　コンジュゲートパッド
　４　抗体固定化メンブレン
　５　吸収パッド
　６　バッキングシート
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【図１】

【図２】
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