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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　イムノクロマトグラフィー用の試験領域と参照領域を有する平面試験片と、試験領域の
試験用捕捉性物質との結合性が付与された標的物質と、標的物質に対して結合性を有する
試験用結合性物質が導入された蛍光微粒子と、参照領域の参照用捕捉性物質に対して結合
性を有する参照用結合性物質が導入された吸光微粒子とを準備し、
　前記蛍光微粒子と前記吸光微粒子とをあらかじめ前記試験片に付与しておき、前記試験
片に標的物質を付与して前記結合性物質を介して前記蛍光微粒子と結合させ、該蛍光微粒
子と吸光微粒子とを平面試験片内で移行させ、その試験領域にある試験用捕捉性物質と前
記蛍光微粒子とを前記標的物質及び試験用結合性物質を介して結合させ、他方、参照領域
において前記吸光微粒子を前記試験片の参照領域にある参照用捕捉性物質と前記参照用捕
捉性物質を介して結合させ、
　前記試験領域の蛍光微粒子からの蛍光発光と、前記参照領域の吸光微粒子の吸光状態と
から前記標的物質の検出を行うイムノクロマトグラフィーによる検出方法。
【請求項２】
　前記蛍光微粒子及び吸光微粒子の一方又は両方がシリカ微粒子からなる請求項１に記載
の検出方法。
【請求項３】
　前記蛍光微粒子及び吸光微粒子の一方又は両方が平均粒径２０～１０００ｎｍである請
求項１又は２に記載の検出方法。
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【請求項４】
　前記試験領域および参照領域を設けるメンブレンとしてニトロセルロースメンブレンを
用いる請求項１～３のいずれか１項に記載の検出方法。
【請求項５】
　前記参照領域の確認を目視で行い、試験領域の確認を蛍光検出装置を用いて行う請求項
１～４のいずれか１項に記載の検出方法。
【請求項６】
　前記参照領域の色の変化により使用済みであることを判定し、前記試験領域の蛍光発光
により陽性または陰性を判定する請求項１～５のいずれか１項に記載の検出方法。
【請求項７】
　前記試験領域の蛍光発光の検出により高感度判定および／または定量測定を行う請求項
１～６のいずれか１項に記載の検出方法。
【請求項８】
　前記試験領域をなすテストラインと前記参照領域をなすコントロールラインとの距離を
１ｍｍ以上２０ｍｍ以下とする請求項１～７のいずれか１項に記載の検出方法。
【請求項９】
　前記蛍光微粒子の蛍光発光の波長が４００～８００ｎｍである請求項１～８のいずれか
１項に記載の検出方法。
【請求項１０】
　イムノクロマトグラフィー用の平面試験片と、蛍光微粒子と、吸光微粒子とを組み合わ
せて具備する試験キットであって、
　前記平面試験片は試験領域と参照領域を有し、
　前記蛍光微粒子には標的物質に対する結合性が付与された試験用結合性物質が導入され
、該標的物質は前記試験領域の試験用捕捉性物質との結合性を有し、一方、前記吸光微粒
子は前記参照領域の参照用捕捉性物質に対する結合性が付与された参照用結合性物質が導
入されているイムノクロマトグラフィー用試験キット。
【請求項１１】
　前記蛍光微粒子及び吸光微粒子の一方又は両方がシリカ微粒子からなる請求項１０に記
載のキット。
【請求項１２】
　前記蛍光微粒子及び吸光微粒子の一方又は両方が平均粒径２０～１０００ｎｍである請
求項１０または１１に記載のキット。
【請求項１３】
　前記試験領域および参照領域を設けるメンブレンとしてニトロセルロースメンブレンを
用いる請求項１０～１２のいずれか１項に記載のキット。
【請求項１４】
　前記試験領域における蛍光発光を検出する蛍光検出装置をさらに組み合わせた請求項１
０～１３のいずれか１項に記載のキット。
【請求項１５】
　前記試験領域をなすテストラインと前記参照領域をなすコントロールラインとの距離を
１ｍｍ以上２０ｍｍ以下とした請求項１０～１４のいずれか１項に記載のキット。
【請求項１６】
　前記蛍光微粒子の蛍光発光の波長が４００～８００ｎｍである請求項１０～１５のいず
れか１項に記載のキット。
【請求項１７】
　前記蛍光検出装置が具備する照射器の励起光の波長が３００～９００ｎｍである請求項
１０～１６のいずれか１項に記載のキット。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、イムノクロマトグラフィー用試験キット、これを用いた検出方法に関する。
 
【背景技術】
【０００２】
　生体中の抗原などの微量物質を検出する手法としてラテラルフロー型のイムノクロマト
グラフィーによる検査法がある。この方法では、検体液に含まれる被検物質を標識粒子に
捕捉させ、多孔質支持体を毛細管現象により移動させる。そして、多孔質支持体に例えば
ライン状に固定された捕捉物質と接触させることによって、前記被検物質を濃縮し、捕捉
物質が固定されたラインを発色させる。この発色によって被検物質の有無を判定すること
ができる。かかるイムノクロマトグラフィー法の特徴として下記の３点が挙げられる。
　（１）判定までに要する時間が短く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。
　（３）特別な検出装置を必要とせず判定が容易である。
　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
として利用されている。また、食品検査においても、例えば食物アレルゲンの検査試薬等
として広く利用され益々注目を集めている。
【０００３】
　ここで、ＰＯＣＴとは、患者にできる限り近い場所で診断するための検査をいう。従来
は採取した血液、尿、患部組織などの検体は、病院の中央検査室や専門の検査センターに
送られデータを出すので、診断の確定までに時間がかかっていた。ＰＯＣＴによれば、瞬
時に提供される検査情報をもとに迅速かつ的確な治療が可能となる。このことから、病院
での緊急検査や手術中の検査が可能になり、とりわけ医療現場でのニーズが高い。
【０００４】
　本出願人は、上記のような要求に鑑み、メンブレンに適用する試薬について研究開発を
行い、蛍光シリカ微粒子を用いる技術を開発した（特許文献１等参照）。これにより、従
来の生体物質や生体細胞、あるいは金コロイド粒子を試薬に用いたものと比べ、安価かつ
格段に安定した測定及び検出を可能とした。また、検出感度の向上や定量化といった要望
にもより的確に応えることができ、イムノクロマトグラフィーの利用領域の拡大に大いに
貢献するものである。
【０００５】
　また、本出願人は蛍光シリカ微粒子と吸光シリカ微粒子とを組み合わせたコンジュゲー
トパッドを提案した（特許文献２参照）。これにより、蛍光照射しない状態でも一応の検
出ができ、さらに必要に応じて蛍光検出をすることで検出精度の向上や定量測定を併せて
行うことを可能とした。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】国際公開第２００８／０１８５６６号パンフレット
【特許文献２】特開２０１０－０１４６３１号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明者らは、さらに上記蛍光微粒子を用いたイムノクロマトグラフィー（以下、蛍光
イムノクロマト試験ということがある）について研究を継続したところ、テストラインよ
りもコントロールラインにより多くの粒子が吸着するため、前者よりも後者の発光強度が
強くなってしまう傾向があることが分かってきた。そうすると、高い感度で陽性・陰性判
定を行う場合、発光強度の強いコントロールラインの発光によって、発光強度がより微弱
なテストラインの視認性が落ちてしまう。
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　すなわち、本発明は、蛍光イムノクロマト試験に特有の課題の解決を目的とし、コント
ロールラインの蛍光発光によるテストラインの蛍光の視認性の低下を抑制・防止しうるイ
ムノクロマトグラフィー用試験キット、これを用いた検出方法の提供を目的とする。
 
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　上記の課題は、下記の手段により解決された。
〔１〕イムノクロマトグラフィー用の試験領域と参照領域を有する平面試験片と、試験領
域の試験用捕捉性物質との結合性が付与された標的物質と、標的物質に対して結合性を有
する試験用結合性物質が導入された蛍光微粒子と、参照領域の参照用捕捉性物質に対して
結合性を有する参照用結合性物質が導入された吸光微粒子とを準備し、
　上記蛍光微粒子と上記吸光微粒子とをあらかじめ上記試験片に付与しておき、上記試験
片に標的物質を付与して上記結合性物質を介して上記蛍光微粒子と結合させ、該蛍光微粒
子と吸光微粒子とを平面試験片内で移行させ、その試験領域にある試験用捕捉性物質と上
記蛍光微粒子とを上記標的物質及び試験用結合性物質を介して結合させ、他方、参照領域
において上記吸光微粒子を上記試験片の参照領域にある参照用捕捉性物質と上記参照用捕
捉性物質を介して結合させ、
　上記試験領域の蛍光微粒子からの蛍光発光と、上記参照領域の吸光微粒子の吸光状態と
から上記標的物質の検出を行うイムノクロマトグラフィーによる検出方法。
〔２〕上記蛍光微粒子及び吸光微粒子の一方又は両方がシリカ微粒子からなる〔１〕に記
載の検出方法。
〔３〕上記蛍光微粒子及び吸光微粒子の一方又は両方が平均粒径２０～１０００ｎｍであ
る〔１〕又は〔２〕に記載の検出方法。
〔４〕上記試験領域および参照領域を設けるメンブレンとしてニトロセルロースメンブレ
ンを用いる〔１〕～〔３〕のいずれか１項に記載の検出方法。
〔５〕上記参照領域の確認を目視で行い、試験領域の確認を蛍光検出装置を用いて行う〔
１〕～〔４〕のいずれか１項に記載の検出方法。
〔６〕上記参照領域の色の変化により使用済みであることを判定し、上記試験領域の蛍光
発光により陽性または陰性を判定する〔１〕～〔５〕のいずれか１項に記載の検出方法。
〔７〕上記試験領域の蛍光発光の検出により高感度判定および／または定量測定を行う〔
１〕～〔６〕のいずれか１項に記載の検出方法。
〔８〕上記試験領域をなすテストラインと上記参照領域をなすコントロールラインとの距
離を１ｍｍ以上２０ｍｍ以下とする〔１〕～〔７〕のいずれか１項に記載の検出方法。
〔９〕上記蛍光微粒子の蛍光発光の波長が４００～８００ｎｍである〔１〕～〔８〕のい
ずれか１項に記載の検出方法。
〔１０〕イムノクロマトグラフィー用の平面試験片と、蛍光微粒子と、吸光微粒子とを組
み合わせて具備する試験キットであって、
　上記平面試験片は試験領域と参照領域を有し、
　上記蛍光微粒子には標的物質に対する結合性が付与された試験用結合性物質が導入され
、該標的物質は上記試験領域の試験用捕捉性物質との結合性を有し、一方、上記吸光微粒
子は上記参照領域の参照用捕捉性物質に対する結合性が付与された参照用結合性物質が導
入されているイムノクロマトグラフィー用試験キット。
〔１１〕上記蛍光微粒子及び吸光微粒子の一方又は両方がシリカ微粒子からなる〔１０〕
に記載のキット。
〔１２〕上記蛍光微粒子及び吸光微粒子の一方又は両方が平均粒径２０～１０００ｎｍで
ある〔１０〕または〔１１〕に記載のキット。
〔１３〕上記試験領域および参照領域を設けるメンブレンとしてニトロセルロースメンブ
レンを用いる〔１０〕～〔１２〕のいずれか１項に記載のキット。
〔１４〕上記試験領域における蛍光発光を検出する蛍光検出装置をさらに組み合わせた〔
１０〕～〔１３〕のいずれか１項に記載のキット。
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〔１５〕上記試験領域をなすテストラインと上記参照領域をなすコントロールラインとの
距離を１ｍｍ以上２０ｍｍ以下とした〔１０〕～〔１４〕のいずれか１項に記載のキット
。
〔１６〕上記蛍光微粒子の蛍光発光の波長が４００～８００ｎｍである〔１０〕～〔１５
〕のいずれか１項に記載のキット。
〔１７〕上記蛍光検出装置が具備する照射器の励起光の波長が３００～９００ｎｍである
〔１０〕～〔１６〕のいずれか１項に記載のキット。
 
【発明の効果】
【０００９】
　本発明のイムノクロマトグラフィー用試験キット、これを用いた検出方法によれば、コ
ントロールラインの蛍光発光によるテストラインの蛍光の視認性の低下を抑制・防止しう
る。また、蛍光微粒子と吸光微粒子とを組み合わせて適用したため、使用済みであること
を目視で確認することができる。
 
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】本発明の好ましい実施形態としての長尺試験体を模式的に示す分解斜視図である
。
【図２】本発明の好ましい実施形態としての標識粒子の試験領域ないし参照領域での固定
状態を模式的に示す説明図である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１１】
　本発明のイムノクロマトグラフィー用試験キットは、参照領域及び試験領域を有するイ
ムノクロマトグラフィー用の平面試験片と、特定の性質が付与された蛍光微粒子と、特定
の性質が付与された吸光微粒子とを組み合わせて具備する。以下、本発明の構成について
その好ましい実施形態を中心に詳述する。
［標識試薬］
（蛍光微粒子）
　本発明の蛍光微粒子は標識試薬に含有され、標的物質（検体）を認識する結合性物質で
表面修飾されている。
 
【００１２】
　・平均粒径
　前記標識粒子の平均粒径は、特に限定されないが、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。
【００１３】
　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、１５％以下が好ましく、
１０％以下がより好ましく、８％以下が特に好ましい。
【００１４】
・微粒子の構成材料
　蛍光微粒子の材質に特に制限はないが、例えば、シリカ粒子、ラテックス粒子等を用い
ることができる。本実施形態の蛍光微粒子は、上述のように検体の標的物質を認識する物
質で表面修飾されていることが好ましい。表面修飾の方法は通常この種の材料に適用され
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るものを適宜利用すればよい。
【００１５】
・シリカ粒子
　本発明において、蛍光微粒子はシリカ粒子からなることが好ましい。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、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。
【００１６】
　前記活性基を有する標識物質（蛍光物質）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　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈ　ＧｍｂＨ社製）等のＮＨＳエステル基を有するものを挙げることができる。
【００１７】
　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。
【００１８】
　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。本実施形態において、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。
【００１９】
　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。
【００２０】
・ラテックス粒子
　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
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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
。なお、この種の粒子に対する蛍光物質（標識物質）の固定化は、適宜定法により行うこ
とができる。例えば、特表2005-534907、特開2010-156642、特開2010-156640などを参照
することができる。商品化されている蛍光ラテックス粒子としては、Luminex社　製品名x
MAP（登録商標）Multi-Analyte COOH Microspheres，（http://hitachisoft.jp/products
/lifescience/lineup/luminex/about/bead.htmlhttp://hitachisoft.jp/products/lifesc
ience/pdf/the_luminex_labmap_system.pdf）が知られている。
 
【００２１】
・表面修飾
　前記標識粒子に前記検体を認識する物質を表面修飾す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
よい。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よい。
　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よい。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】
（吸光微粒子）
　本発明に用いられる吸光微粒子は参照用捕捉性物質に対して結合性を有する生体分子等
で表面修飾されている。その種類や形状は特に限定されない。吸光微粒子の平均粒径、構
成材料等の好ましいものは前記蛍光微粒子と同様である。標識物質としては、微粒子の構
成材料が吸光性のものであれば特に用いなくてもよい。標識物質（吸光物質）を適用する
場合には、多環顔料やアゾ顔料などの有機顔料、カーボンブラックやウルトラマリン青な
どの無機顔料を用いることができる。例えば、前記シリカ粒子やラテックス粒子に前記吸
光物質を内包させてもよい。また、吸光微粒子には下記の半導体微粒子等を用いることも
好ましい。
 
【００２３】
・半導体粒子等
　前記半導体粒子の材質は特に制限されないが、ＺｎＯ、ＺｎＳ、ＺｎＳｅ、ＺｎＴｅ、
ＣｄＯ、ＣｄＳ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、ＨｇＳ、ＨｇＳｅ、ＨｇＴｅ、ＩｎＰ、ＩｎＡｓ
、ＧａＮ、ＧａＰ、ＧａＡｓ、ＴｉＯ２、ＷＯ３、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
。
【００２４】
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・吸光係数
　吸光微粒子は、可視光を吸収し着色して視認できるものであることが好ましい。そのモ
ル吸光係数εが５×１０６Ｍ－１ｃｍ－１以上である粒子であることが好ましく、モル吸
光係数εが５×１０７Ｍ－１ｃｍ－１～１×１０１０Ｍ－１ｃｍ－１であることがより好
ましい。
【００２５】
　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（着色粒子及び蛍光微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
蛍光微粒子の混合分散液を含む。）の濃度（ｇ／ｌ）］
【００２６】
　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、標識粒子分散液について吸光度を測定し、前記ランベルト－ベール
の式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。
【００２７】
　吸光微粒子の表面修飾の実施形態は前記蛍光微粒子と同様である。ただし、吸光微粒子
には参照用捕捉性物質への結合性が付与され、参照用捕捉性物質に結合性を持つ生体分子
等で修飾されることが好ましい。
【００２８】
（長尺試験体）
　図１は、本発明の好ましい実施形態としての長尺試験体を模式的に示す分解斜視図であ
る。本実施形態の平面試験片（テストストリップ）８０は、図１右から、まず、被検物質
（標的物質）１を含有する試料（検体）ｓを添加する部材であるサンプルパッド８ａを具
備する。次いで、その隣にはコンジュゲートパッド８ｂが配設されている。ここには、標
的物質と特異的に結合する結合性物質が導入された蛍光微粒子をもつ蛍光標識体２と、参
照用捕捉性物質５と特異的に結合する結合性物質が導入された吸光微粒子をもつ吸光標識
体３が付与されている。
　さらに、多孔質支持体からなるメンブレン８ｃが配されている。ここには、蛍光微粒子
を、結合性物質及び標的物質を介して捕捉するための試験用捕捉性物質４が局所的に固定
された試験領域ｎｔが設けられている。メンブレン８ｃには、試験領域ｎｔのさらにフロ
ー方向Ｌの前方に参照領域ｎｒがある。ここに固定された参照用捕捉性物質５により吸光
微粒子をもつ吸光標識体を捕捉するコントロールラインが形成される。その後に、検体液
をラテラルフロー方向（Ｌ）に流すために、メンブレンから検体液を吸い上げる吸収パッ
ド８ｄが配され、上記の順に連結されて構成されている。
　再度まとめていうと、平面試験片８０は、サンプルパッド８ａとコンジュゲートパッド
８ｂ、コンジュゲートパッド８ｂとメンブレン８ｃ、メンブレン８ｃと吸収パッド８ｄが
それぞれ部分的に重ね合うように連結された構造となっている。サンプルパッド８ａに検
体液を滴下すると、順にコンジュゲートパッド８ｂ、メンブレン８ｃ、吸収パッド８ｄへ
と検体液が毛細管現象（毛管力）により移動していく。
【００２９】
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　本実施形態においては、上述した平面試験片８０が筐体上部６ａと筐体下部６ｂとで挟
持内包され、長尺試験体１００をなしている。筐体上部６ａには、検出開口部６１と検体
導入開口部６２とが設けられている。この検出開口部６１を介して、照射光を内部の試験
片８０に送り、そこで発せられる蛍光を集光し検出・観測することができる。一方、検体
導入開口部６２を介して検体液ｓを試験片８０に供給し測定試験を行うことができる。
【００３０】
・用語の定義
　ここで用語の定義を確認すると、標的物質１（図中の符号を併せて示すが、これにより
限定して解釈されるものではない。）はラテラルフロー法による検出対象となる物質であ
り、検体中の被検物質と同義である。結合性物質２ｂ，３ｂ（図２）はそれぞれ前記標的
物質及び捕捉性物質に対する結合能を有する物質であり、好ましくは生体分子である。標
識物質（図示せず）が導入された標識粒子２ａ，３ａ（図２）を標識体２，３と呼ぶ。た
だし、広義には、標識粒子という用語を標識体を含む意味で用いることがある。また、標
識粒子とは蛍光微粒子と吸光微粒子との総称である。一方、試験領域でメンブレンに固定
され、標的物質１を介して標識体２を捕捉するものが試験用捕捉性物質４である。他方、
参照領域でメンブレンに固定されたものが参照用捕捉性物質５であり、これに標識体３が
標的物質１を介さずに捕捉される。
　なお、本明細書において物質とは、化合物ないし化学合成された分子などを意味するほ
か、生体分子（タンパク質、ペプチド、核酸等）を包含し、人工起源のものであっても、
天然起源のものであってもよい。広義には生体細胞や微生物（細菌等）、ウィルスをも包
含する意味である。また、結合とは、複数のものが分離した状態から連続して一体となる
ことを全般的に指し、共有結合やイオン結合、水素結合といった化学的な結合のほか、化
学吸着や物理吸着、そのほか嵌合、螺合、咬合した物理的な連結状態等も含む意味である
。ここで、結合とは、直接複数のものが結合しても、別のものを介して間接的に結合して
もよい意味である。
【００３１】
・検体
　本実施形態に適用される検体ｓとしては、特に制限はないが、ヒトや動物の血液、血漿
、血清、リンパ液、尿、唾液、膵液、胃液、喀痰、鼻や咽等の粘膜から採取したぬぐい液
等の体液や便等に代表される臨床検体、液体飲料、半固形食品、固形食品等に代表される
食品検体、土壌、河川、海水等の自然界からのサンプリング検体、工場内の生産ラインや
クリーンルームのふき取り検体、エアーサンプラーによるサンプリング検体等に代表され
る環境サンプリング検体等が挙げられる。検体は液体であればそのまま用いることもでき
るし、半固形又は固形物等の場合には、希釈や抽出等の処理を施した後に用いることもで
きる。
【００３２】
・結合性物質
　本実施形態において試験用の結合性物質２ｂ（図２）は上記標識粒子２ａと一体化して
用いる（標識体２）。結合性物質２ｂの具体的な例は特に限定されないが、上記標的粒子
と結合能を有する生体分子が挙げられ、具体的には抗体が挙げられる。結合性物質は標識
粒子に直接結合して一体化されていてもよいし、他の物質を介して間接的に結合していて
もよい。標識粒子と結合性物質との結合は、疎水的相互作用等により物理的に吸着させる
方法、スクシンイミド基とアミノ基との結合やマレイミド基とチオール基との結合のよう
に、官能基を介して化学的に結合させる方法等の常法により行うことができる。標識粒子
がナノ粒子である場合には、一つの標識体の表面に複数の結合性物質が結合しうる。なお
、標識粒子として蛍光シリカ微粒子を用い結合性物質と一体化した標識体の実施形態につ
いては、例えば、国際公開第２００８／０１８５６６号パンフレットを参照することがで
きる。
【００３３】
　本実施形態においては、上記試験用の結合性物質２ａとは別に、参照用の結合性物質３



(10) JP 5583092 B2 2014.9.3

10

20

30

40

50

ｂを用いる。この参照用結合性物質３ｂは、後述する参照用の捕捉性物質５と結合性を有
する。そして、標識粒子（吸光微粒子）３ａと参照用結合性物質３ｂとは一体化され参照
用の標識体３をなしている。したがって、この標識体３がメンブレンを移行していく過程
で、捕捉性物質５に捕捉される。標識粒子３aと結合性物質３ｂとの結合一体化の態様あ
るいは結合性物質３ｂの好ましい物質の種類は、前記試験用の結合性物質２ｂと同様であ
る。ただし、この参照用結合性物質３ｂは試験用の捕捉性物質４や標的物質とは結合性を
もたないことが好ましい。一方、上記試験用の結合性物質２ｂは参照用の捕捉性物質５と
結合性を有していてもよいが、その結合性を有さないことがより好ましい。
【００３４】
・試験用捕捉性物質
　本実施形態に用いられるメンブレンは、上記のメンブレンの材料に試験用捕捉性物質４
が固定化されている。この捕捉性物質４は、前記標識粒子２ａと結合性物質２ｂと前記標
的物質１とを含む複合体を捕捉するよう、標的物質１への結合能を有する（図２参照）。
捕捉性物質４が上記のような結合能を有することで、標識体２と標的物質１とからなる複
合体を捕捉することが可能になる。その結果、標識体２による蛍光を発生するラインが試
験領域ｎｔに形成される。「結合性物質」－「標的物質」－「捕捉性物質」の組合わせの
例として、抗体（Ｂ）－抗体（Ｂ）の抗原（Ｃ）－抗原（Ｃ）の抗体（Ｄ）、抗原（Ｅ）
－抗原（Ｅ）の抗体（Ｆ）－抗体（Ｆ）の抗体（Ｇ）、核酸（Ｈ）－核酸（Ｈ）に相補的
な配列を有する核酸（Ｉ）－核酸（Ｉ）に相補的な配列であって核酸（Ｈ）の配列とは異
なる配列を有する核酸（Ｊ）、受容体（Ｋ）－受容体（Ｋ）のリガンド（Ｌ）－リガンド
（Ｌ）に対する抗体（Ｍ）、アプタマー（Ｎ）－アプタマー（Ｎ）が特異的に結合するタ
ンパク質（Ｏ）－タンパク質（Ｏ）とアプタマー（Ｎ）とは異なる部位で特異的に結合す
るアプタマー（Ｐ）、アプタマー（Ｑ）－アプタマー（Ｑ）と特異的に結合するタンパク
質（Ｒ）－タンパク質（Ｒ）に対する抗体（Ｓ）等が挙げられるが、本発明はこれらに限
定されるものではない。
【００３５】
・参照用捕捉性物質
　本実施形態においては、メンブレンの参照領域ｎｒに参照用捕捉性物質５が固定されて
いる。これは、標的物質１を介さずに、直接、参照用の結合性物質３ｂと結合するもので
ある。したがって、移行してくる検体液ｓに混合されて標的物質１と結合していない標識
体３が移行してくると、これを直接捕捉する（図２参照）。その結果、標識体３による吸
光を呈するラインが参照領域ｎｒに形成される。参照用捕捉性物質５は特に限定されない
が、結合性物質と結合能を有する生体分子が挙げられ、具体的には抗体等が挙げられる。
【００３６】
　この参照領域の参照用捕捉性物質５と試験用結合性物質２ｂが結合性を有していてもよ
い。その場合、試験用の蛍光微粒子２ａが参照領域ｎｒに捕捉されることとなる。つまり
、参照領域に吸光微粒子３ａと蛍光微粒子２ａとがともに捕捉された状態となるが、その
場合にも、参照領域の吸光微粒子の着色状態を視認することができる。一方で、試験領域
には標的物質を伴った蛍光性の標識体２が捕捉されているため、通常の使用において支障
はない。参照領域に捕捉される蛍光微粒子の割合は特に限定されないが、少ない方が好ま
しく、蛍光微粒子全体の３０～０数％であることが好ましく、１５～０数％であることが
より好ましい。
【００３７】
・素材
　本実施形態の平面試験片８０に採用しうる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通常の部材が使用できる。サンプルパ
ッドおよびコンジュゲートパッドとしては、例えば、Ｇｌａｓｓ　Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏｎｊ
ｕｇａｔｅ　Ｐａｄ（商品名、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製）等のガラスファイバーのパッド
が好ましい。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い。吸収パッドとし
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てはＣｅｌｌｕｌｏｓｅ　Ｆｉｂｅｒ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐａｄ（商品名、ＭＩＬＬＩＰＯ
ＲＥ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を用
いる場合には、ＡＲ９０２０（商品名、Ａｄｈｅｓｉｖｅｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ社製）等
が挙げられる。
【００３８】
・標識粒子のコンジュゲートパッドへの導入
　蛍光イムノクロマト試験においては、前記コンジュゲートパッドに、前記標識体として
、結合性物質を結合させた着色粒子と同様の蛍光微粒子とを導入しておくことが好ましい
。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微粒子を含有させ
、一旦乾燥させた後、蛍光微粒子または着色粒子を含有させてもよく、予め着色粒子と蛍
光微粒子を混合し、この混合コロイドを含有させてもよい。
【００３９】
［検出方法］
　本発明の好ましい実施形態に係るイムノクロマト法用標識試薬を用いてなる検査方法に
ついて説明する。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。このと
きコントロール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。
【００４０】
　一方、本実施形態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。一方、本実施形態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では、コントロールラインは吸光微粒子により着色するため、使
用済であることを目視によって確認が可能である。そして、コントロールラインの蛍光に
阻害されずにテストラインの蛍光を高感度に判定することが可能である。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。
　なお、本明細書において「検出」とは、定性検出のみならず定量検出や、その他の各種
の測定や同定、分析、評価等を含む概念である。
【００４１】
　本発明の効果が顕著に発現する観点から、下記のような設定が好ましいものとして挙げ
られる。
（１）テストラインとコントロールラインとの距離（図１のｄ）は、１ｍｍ以上であるこ
とが好ましく、２ｍｍ以上であることがより好ましい。上限は特にないが、例えば２０ｍ
ｍ以下ないし１０ｍｍ以下が実際的である。
（２）蛍光微粒子のテストラインにおける蛍光発光の波長は下記のように４００～８００
ｎｍが一般的であり、５００～７００ｎｍが好ましい。一方、吸光微粒子の吸収波長は、
４００～８００であることが好ましく、４５０～６５０であることがより好ましい。
【００４２】
［検出装置］
　本発明の好ましい実施形態に係るイムノクロマト法用検出装置は、励起光源およびフィ
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
記励起光を除去し蛍光のみを透過するフィルタであり、前記蛍光微粒子の蛍光波長、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ＣＣ
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Ｄ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。
【００４３】
　照射する励起光の波長は特に限定されないが、３００～９００ｎｍであることが好まし
く、４００～８００ｎｍであることがより好ましい。蛍光微粒子から発せられる蛍光の波
長は、照射される励起光の波長や蛍光色素の種類にもよるが、４００～８００ｎｍ程度で
あるものが一般的である。
【００４４】
　吸光微粒子の検出は定法によればよく、特に装置を使用せずに、目視により検出を行っ
てもよい。
【００４５】
　さらに別の実施形態として、受光器を用い集光された蛍光を信号化する例が挙げられる
。そして、その先に接続した液晶表示装置により画像表示するようにしてもよい。これに
より、信号を記憶装置に取り込み検査記録を保存するようにしてもよい。あるいは、所定
の画像処理をほどこし、蛍光発光の状態をより視認しやすくしたり、自動判定を行う機構
としたりしてもよい。さらには、得られた検出信号の強度を算定し、被検物質の定量測定
を自動計測する構成としてもよい。
【００４６】
　前記蛍光測定器における前記受光器としては、フォトダイオード（ＰＤ）、アバランシ
ェフォトダイオード（ＡＰＤ）、光電子倍増管（ＰＭＴ）又はＣＣＤが挙げられ、製造コ
ストの観点からＰＤであることが好ましく、煩雑な製造工程を要しないＣＡＮ実装型ＰＤ
であることがより好ましい。前記ＣＡＮ実装型ＰＤの受光面のレンズとしては、前記集光
レンズからの光がＰＤに集光される限り特に制限はない。例えば、口径１．５ｍｍ、前記
集光レンズ側開口数（ＮＡ）が０．２、ＰＤ側ＮＡが０．４の回転対称型両凸レンズのＣ
ＡＮ実装型ＰＤが市販されている。なお、検出器を備えた装置構成ないしこれを用いた定
量方法については特開２０１０－１９７２４８号公報を参照することができる。
【００４７】
［変形例］
　イムノクロマト試験は、必ずしも２本のライン（テストライン１本、コントロールライ
ン１本）からなるものではない。多項目診断イムノクロマトでは、複数本のテストライン
が存在する。デンカ生研で製造されているインフルエンザ検出キット（クイックナビＴＭ

－Ｆｌｕ［商品名］）は、１度のフロー試験でＡ型インフルエンザとＢ型インフルエンザ
の判定が可能となる。このようなケースにおいて陽性である場合、どちらかのライン＋コ
ントロールラインが発色（発光）することとなる。とりわけ、今後、インフルエンザのみ
ならず様々な項目を同時に検出するキットが作製されてくると予測される。例えば、アデ
ノウィルスやインフルエンザ、ＲＳウィルス等を同時に検出する複数のラインが１本のテ
ストストリップに存在する場合、複数の感染症にかかっていれば複数本のテストライン＋
コントロールラインが発色・発光する可能性がある。
　このような場合にも、本発明によれば、蛍光微粒子と吸光微粒子とを適宜組み合わせる
ことで、蛍光微粒子のみを用いるときの検出感度の問題を解消することができ、効果を発
揮する。
【実施例】
【００４８】
　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
【００４９】
［製造例１］　標識用粒子の調製
　コア粒子としての蛍光色素含有シリカは、特開２００９－２２１０５９に記載された手
法により、粒径約３００ｎｍのローダミン６Ｇ含有シリカ粒子を作製した。具体的には、
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以下の方法で作製した。５－（及び－６）－カルボキシローダミン６Ｇ・スクシンイミジ
ルエステル（商品名、ＨｉＬｙｔｅ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社製）ジメチルホルムアミ
ド（ＤＭＦ）に溶解し、ＡＰＳを加え、室温（２３℃）で１時間反応を行い、カルボキシ
ローダミン６Ｇ－ＡＰＳのＤＭＦ溶液を得た。アンモニア水とエタノール混合溶媒にＴＥ
ＯＳと前記カルボキシローダミン６Ｇ－ＡＰＳのＤＭＦ溶液を加え、４０℃にて２時間撹
拌した。反応終了後、遠心分離を行い、粒子を沈降させた後、直ちに上清液を除去した。
得られた沈殿物をエタノールに再分散させ、再度遠心分離を行い、粒子を沈降させ、未反
応のＴＥＯＳ等を除去した。さらにエタノールの代わりに蒸留水を用いた以外は同様な洗
浄操作を４回行い、遊離色素等を除去することで粒径約３００ｎｍのローダミン６Ｇ含有
シリカ粒子を作製した。粒子中の蛍光色素であるローダミン６Ｇの最大吸収波長は５３５
ｎｍである。
【００５０】
［製造例２］　蛍光微粒子の抗体修飾
　製造例１で調製した粒子のコロイドに、ＭＥＳ（2-Morpholinoethanesulfonic　acid）
緩衝液（ｐＨ６．０）、ＮＨＳ、ＥＤＣ（1-ethyl-3-(3-(dimethylamino)propyl)carbodi
imide）、蒸留水を加え、３０分間混合した。
　反応液を遠心分離し、上清を除去後、蒸留水を加え粒子を分散させた。同様にして遠心
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ＫＨ2ＰＯ4緩衝液（ｐＨ８．０）に溶解した抗
ｈＣＧ抗体（Ａｎｔｉ－ｈＣＧ　マウスＩｇＧ１、Ｍｅｄｉｘ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａ社
製）を加え、２時間混合した。続いてＢＳＡ溶液を加え、さらに１時間混合した。
　反応液を遠心分離し、上清を除去後、ＫＨ2ＰＯ4緩衝液（ｐＨ８．０）を加え粒子を分
散させた。更に、遠心分離と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ＫＨ2ＰＯ4緩衝液（ｐＨ８．０）１ｍＬに分散させ、蛍光微粒子で標識
された抗ｈＣＧ抗体のコロイドを得た。
【００５１】
［製造例３］　着色粒子への抗ｈｃＧ抗体の修飾
　粒径約４０ｎｍのＡｕコロイド粒子（ＢＢＩ社製）に、ＭＥＳ（2-Morpholinoethanesu
lfonic　acid）緩衝液（ｐＨ６．０）、ＮＨＳ、ＥＤＣ（1-ethyl-3-(3-(dimethylamino)
propyl)carbodiimide）、蒸留水を加え、３０分間混合した。
　反応液を遠心分離し、上清を除去後、蒸留水を加え粒子を分散させた。更に遠心分離と
蒸留水への分散を繰り返して粒子を洗浄し、最後にＫＨ2ＰＯ4緩衝液（ｐＨ８．０）１ｍ
Ｌに分散させた。ここにＫＨ2ＰＯ4緩衝液（ｐＨ８．０）に溶解したヤギＩｇＧ抗体（ヤ
ギＩｇＧ２ｂ、タカラバイオ社製）を加え、２時間混合した。続いてＢＳＡ溶液を１００
μＬ加え、さらに１時間混合した。
　反応液を遠心分離し、上清を除去後、ＫＨ2ＰＯ4緩衝液（ｐＨ８．０）を加え粒子を分
散させた。更に、遠心分離と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ＫＨ2ＰＯ4緩衝液（ｐＨ８．０）１ｍＬに分散させ、蛍光微粒子で標識
されたヤギＩｇＧ抗体のコロイドを得た。
【００５２】
実施例１（着色ラテックス粒子と蛍光シリカ粒子の両方を含有したコンジュゲートパ
ッドの作製）
　　製造例２で作製した抗ｈｃＧ抗体で修飾された蛍光シリカ粒子コロイド（１０ｍｇ／
ｍｌ）０．２５ｍｌと、製造例３で作製したヤギＩｇＧ抗体で修飾されたＡｕコロイド粒
子（１０ｍｇ／ｍｌ）０．０５ｍｌと、５０ｍｇ／ｍｌのスクロース３ｍｌと、蒸留水１
．７ｍｌを混合した。
　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
（Ｐａｄ１０１）。
　着色Ａｕコロイド粒子と蛍光ラテックス粒子の混合粒子を含有させたＧｌａｓｓ　Ｆｉ
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ｂｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｐａｄ　１０１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。
【００５３】
比較例１（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）
　製造例２で作製した、抗ｈＣＧ抗体で修飾された蛍光シリカ粒子（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
た蛍光シリカ粒子コロイドをＧｌａｓｓ　Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｐａｄ（商
品名、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製、８×１５０ｍｍ）１枚に対し０．８ｍｌ含有させた。粒
子を含有させたＧｌａｓｓ　Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｐａｄ　ｃ０１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。
【００５４】
実施例２（着色Ａｕコロイド粒子と蛍光シリカ粒子の混合粒子を含有させたコンジュゲー
トパッド１０１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ヤギＩｇＧ抗体（ヤギＩｇＧ２ｂ、タ
カラバイオ社製）が１ｍｇ／ｍＬ含まれる溶液（（５０ｍＭＫＨ２ＰＯ４，ｐＨ７．０）
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Ａｕコロイド粒子と蛍光シリカ粒子
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　Ｆｉｂｅｒ
　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｐａｄ（ＧＦＣＰ）、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製）、吸収パッド（
Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　Ｆｉｂｅｒ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐａｄ（ＣＦＳＰ）（ＭＩＬＬＩＰＯ
ＲＥ社製）をバッキングシート（商品名ＡＲ９０２０，Ａｄｈｅｓｉｖｅｓ　Ｒｅｓｅａ
ｒｃｈ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１に示
した構成のテストストリップ１０１を得た。図１については前述の通りである。ただし、
バッキングシートは図示を省略している。
　なお、各構成部材は、図１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。）。テストラインとコントロールラインと
の距離ｄは３ｍｍであった。
【００５５】
（２）リコンビナントｈＣＧの検出
　１００，５０，２０，１０，５，２，０．２,　０．１ＩＵ／ＬのリコンビナントｈＣ
Ｇ（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、ヤギ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、コントロールラインの発色が確認できた。一方
、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
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）、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１００，５０，２０，１０，５，０．２，０．１ＩＵ／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１００，５０，２０，１０，５，０．
２，０．１ＩＵ／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Ａｕコロイド粒子と蛍光シリカ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１００～０．１ＩＵ／Ｌのときであっても蛍
光検出装置で判定が可能であることが分かる。
【００５６】
比較例２（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、蛍光シリカ粒子を含有させたコンジュゲートパッドｃ０
１を用いた以外は実施例２（１）と同じ方法で作製したテストストリップｃ０１を用いて
、実施例２（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、五分間
放置したテストストリップのラインの発色を確認したところ、いずれのラインも発色が確
認されなかった。
　蛍光検出器を用いた評価においては、リコンビナントｈＣＧが１００，５０，２０，１
０，５，２，０．２ＩＵ／Ｌのサンプルについてのみ、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。リコンビナントｈＣＧが０．１ＩＵ／Ｌのときはテストラ
インの発色は確認されなかった。
　以上の結果から、前記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０．２ＩＵ／Ｌ以上の場合に蛍光検出装置で判定が可能であることが分かる。
【符号の説明】
【００５７】
１　標的物質（被検物質）
２　蛍光標識体
　２ａ　蛍光微粒子
　２ｂ　試験用結合性物質
３　吸光標識体
　３ａ　吸光微粒子
　３ｂ　参照用結合性物質
４　試験用捕捉性物質
５　参照用捕捉性物質
６　筐体
　６１　検出開口部
　６２　検体導入開口部
　６ａ　筐体上部
　６ｂ　筐体下部
８０　平面試験片（テストストリップ）
　８ａ　サンプルパッド
　８ｂ　コンジュゲートパッド
　８ｃ　メンブレン
　８ｄ　吸収パッド
１００　長尺試験体
ｎｒ　参照領域（コントロールライン）
ｎｔ　試験領域（テストライン）
Ｌ　ラテラルフロー方向
Ｓ　険体
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