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(54)【発明の名称】 免疫学的検出法

(57)【要約】
【課題】ベロ毒素を検出するための免疫クロマトグラフ
法であって、高感度で検出することが可能な免疫学的検
出法を提供すること。
【解決手段】（１）（ａ）着色粒子に、ベロ毒素１型Ａ
サブユニット又はベロ毒素２型Ａサブユニットへの第１
特異的結合物質を結合した標識複合体と（ｂ）被検液と
を混合して、（ａ）と（ｂ）との混合物を得、（２）該
混合物を（ｃ）吸水性基材上に、ベロ毒素１型Ｂサブユ
ニット又はベロ毒素２型Ｂサブユニットへの第２特異的
結合物質を固定化した固定相を有した試験片の一端に、
滴下し、展開し、（３）固定相において、標識複合体に
由来する標識を検出し、前記（１）において、（ａ）と
（ｂ）との混合物を濃縮して、さらに（ｂ）と混合し
て、混合物を得るプロセスを少なくとも１回行なう免疫
学的検出法；並びに該標識複合体と該試験片とを含有し
た、該免疫学的検出法用試薬キット。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  （１）（ａ）着色粒子に、ベロ毒素１型
のＡサブユニットまたはベロ毒素２型のＡサブユニット
に特異的に結合しうる第１特異的結合物質を結合した標
識複合体と、（ｂ）被検液とを混合して、（ａ）と
（ｂ）との混合物を得るステップ、（２）該（ａ）と
（ｂ）との混合物を（ｃ）吸水性基材上に、ベロ毒素１
型のＢサブユニットまたはベロ毒素２型のＢサブユニッ
トに特異的に結合しうる第２特異的結合物質を固定化し
た固定相を有してなる試験片の一端に、滴下し、展開す
るステップ、ならびに（３）固定相において、標識複合
体に由来する標識を検出するステップ、を含み、ここ
で、前記ステップ（１）において、（ａ）と（ｂ）との
混合物を濃縮して、さらに（ｂ）と混合して、混合物を
得るプロセスを少なくとも１回行なうことを特徴とする
免疫学的検出法。
【請求項２】  ステップ（２）において、（ａ）と
（ｂ）との混合物を試験片の一端に滴下するに先立ち、
ステップ（１）で得られた混合物を濃縮し、得られた濃
縮物を緩衝液と混合して、（ａ）と（ｂ）との混合物を
得るプロセスをさらに行なう、請求項１記載の免疫学的
検出法。
【請求項３】  着色粒子に、ベロ毒素１型のＡサブユニ
ットまたはベロ毒素２型のＡサブユニットに特異的に結
合しうる第１特異的結合物質を結合した標識複合体；お
よび吸水性基材上に、ベロ毒素１型のＢサブユニットま
たはベロ毒素２型のＢサブユニットに特異的に結合しう
る第２特異的結合物質を固定化した固定相を有した試験
片を含有してなる、請求項１または２記載の免疫学的検
出法に用いるための試薬キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、被検液中に含まれ
るベロ毒素１型またはベロ毒素２型の検出を高感度に行
なうことができる免疫学的検出法に関する。
【０００２】
【従来の技術】近年、問題となっているベロ毒素産生大
腸菌Ｏ１５７（以下、Ｏ１５７ともいう）は、主に感染
源となる食品から体内に入り、４～９日間程度の潜伏期
間後、下痢症状などの症状を発症する。血便は、感染初
期から見られることもある。そののち、Ｏ１５７が産生
するベロ毒素の作用により、溶血性貧血、腎不全、血小
板減少などの症状が引き起こされ、溶血性尿毒症症候群
（ＨＵＳ）に至ることもある。
【０００３】下痢症状を有する患者の糞便中における前
記ベロ毒素産生大腸菌の診断は、操作が非常に煩雑であ
り、かつ結果が出るまでに、多くの日数を要するという
欠点を有する。
【０００４】近年、かかる診断を簡便に行なうため、イ
ムノアッセイによりベロ毒素産生大腸菌の検出が行なわ
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れる場合がある。生体試料などのイムノアッセイにおい
て、迅速かつ簡便にその検出を行なう方法として、免疫
クロマトグラフ法が挙げられる。
【０００５】前記免疫クロマトグラフ法は、抗体により
被検物質をサンドイッチする手法を応用したものであ
る。一般的には、吸水性基材上に、被検物質に特異的に
結合しうる特異的結合物質を固定化した固定相を有する
試験片の一端より、被検液と、被検物質に特異的に結合
しうる特異的結合物質を保持した標識複合体との混合物
を滴下、展開させる。ここで、被検液中に被検物質が存
在する場合、〔標識複合体－被検物質〕からなる複合体
（本明細書における免疫複合体）が、前記固定相におけ
る特異的結合物質により捕捉される。したがって、固定
相において捕捉された複合体中の標識を検出することに
より、被検液中の被検物質の有無を判定できる。
【０００６】しかしながら、例えば、ベロ毒素を前記免
疫クロマトグラフ法により検出する際、被検液中のベロ
毒素が少ない場合、ベロ毒素と標識複合体との免疫複合
体も減少する。したがって、固定相に捕捉される免疫複
合体量も減少することになり、目視による判定が困難に
なるという欠点を有する。
【０００７】
【発明が解決しようとする課題】本発明は、ベロ毒素を
検出するための免疫クロマトグラフ法であって、高感度
で検出することが可能な免疫学的検出法を提供すること
を目的とする。
【０００８】
【課題を解決するための手段】すなわち、本発明の要旨
は、
〔１〕  （１）（ａ）着色粒子に、ベロ毒素１型のＡサ
ブユニットまたはベロ毒素２型のＡサブユニットに特異
的に結合しうる第１特異的結合物質を結合した標識複合
体と、（ｂ）被検液とを混合して、（ａ）と（ｂ）との
混合物を得るステップ、（２）該（ａ）と（ｂ）との混
合物を（ｃ）吸水性基材上に、ベロ毒素１型のＢサブユ
ニットまたはベロ毒素２型のＢサブユニットに特異的に
結合しうる第２特異的結合物質を固定化した固定相を有
してなる試験片の一端に、滴下し、展開するステップ、
ならびに（３）固定相において、標識複合体に由来する
標識を検出するステップ、を含み、ここで、前記ステッ
プ（１）において、（ａ）と（ｂ）との混合物を濃縮し
て、さらに（ｂ）と混合して、混合物を得るプロセスを
少なくとも１回行なうことを特徴とする免疫学的検出
法；
〔２〕  ステップ（２）において、（ａ）と（ｂ）との
混合物を試験片の一端に滴下するに先立ち、ステップ
（１）で得られた混合物を濃縮し、得られた濃縮物を緩
衝液と混合して、（ａ）と（ｂ）との混合物を得るプロ
セスをさらに行なう、前記〔１〕記載の免疫学的検出
法；ならびに
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〔３〕  着色粒子に、ベロ毒素１型のＡサブユニットま
たはベロ毒素２型のＡサブユニットに特異的に結合しう
る第１特異的結合物質を結合した標識複合体；および吸
水性基材上に、ベロ毒素１型のＢサブユニットまたはベ
ロ毒素２型のＢサブユニットに特異的に結合しうる第２
特異的結合物質を固定化した固定相を有した試験片を含
有してなる、前記〔１〕または〔２〕記載の免疫学的検
出法に用いるための試薬キットに関する。
【０００９】
【発明の実施の形態】本発明の免疫学的検出法による検
出対象のベロ毒素は、病原性大腸菌（下痢原性大腸菌）
のうち、腸管出血性大腸菌、例えば、大腸菌Ｏ１５７な
どが産生する毒素であり、かかるベロ毒素としては、志
賀赤痢菌の１型菌が産生するシガトキシンと同一である
ベロ毒素１型と、該ベロ毒素１型と約６０％の相同性を
有するベロ毒素２型とが挙げられる。前記ベロ毒素は、
いずれもＡサブユニット１個とＢサブユニット５個とか
ら構成されたヘテロ型のタンパク質毒素である。
【００１０】本発明の免疫学的検出法は、（ａ）着色粒
子に、ベロ毒素１型のＡサブユニットまたはベロ毒素２
型のＡサブユニットに特異的に結合しうる第１特異的結
合物質〔抗Ａサブユニット抗体〕を結合した標識複合体
と、（ｂ）被検液とを混合して、（ａ）と（ｂ）との混
合物を得るステップ〔ステップ（１）〕において、
（ａ）と（ｂ）との混合物を濃縮して、得られた濃縮物
をさらに（ｂ）と混合して、混合物を得るプロセス〔プ
ロセスＡという〕を少なくとも１回行なうことに１つの
特徴を有する。したがって、本発明の免疫学的検出法に
よれば、被検液中におけるベロ毒素の濃度が低い場合で
も、該ベロ毒素を高感度に検出することができる。
【００１１】また、本発明の免疫学的検出法は、前記プ
ロセスＡを行なうとともに、標識複合体における特異的
結合物質（第１特異的結合物質）として、ベロ毒素１型
のＡサブユニットまたはベロ毒素２型のＡサブユニット
に特異的に結合しうる物質を用い、固定相における特異
的結合物質（第２特異的結合物質）として、ベロ毒素１
型のＢサブユニットまたはベロ毒素２型のＢサブユニッ
トに特異的に結合しうる物質を用いることをさらなる特
徴とする。したがって、前記標識複合体同士の凝集が抑
制され、かつ固定相において、ベロ毒素を効率よく捕捉
できるため、該ベロ毒素を良好に検出することができ
る。
【００１２】本発明において、第１特異的結合物質およ
び第２特異的結合物質は、前記したように、それぞれベ
ロ毒素に特異的に結合しうる抗体である。特異的結合物
質は、検出対象のベロ毒素の型（１型および２型）に応
じて、サンドイッチ法などで用いられる公知のものを適
宜選択することができる。第１特異的結合物質と第２特
異的結合物質とは、異なる抗原決定基を認識する２種の
抗体であることが好ましい。具体的には、第１特異的結
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合物質は、ベロ毒素のＡサブユニットに特異的に結合し
うる抗体であり、第２特異的結合物質は、ベロ毒素のＢ
サブユニットに特異的に結合しうる抗体である。
【００１３】また、ベロ毒素と標識複合体との混合時に
おける凝集の発生を抑制する観点から、第１特異的結合
物質は、モノクローナル抗体であることが好ましい。さ
らに、第２特異的結合物質は、モノクローナル抗体また
はポリクローナル抗体のいずれでもよい。前記抗体とし
ては、例えば、ウサギ、ヤギ、ヒツジ等由来のポリクロ
ーナル抗体、マウス、ラット由来のモノクローナル抗体
などが挙げられる。また、Ｈ鎖、Ｌ鎖、Ｆａｂ、Ｆ（ａ
ｂ’）
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等の断片化された抗体であってもよい。

【００１４】前記抗体は、慣用の方法により、ベロ毒素
のＡサブユニットまたはベロ毒素のＢサブユニットを抗
原として用いて適切な動物を免疫することにより得られ
る。
【００１５】本発明の免疫学的検出法においては、ま
ず、前記ステップ（１）を行なう。かかるステップ
（１）においては、前記プロセスＡを少なくとも１回繰
り返す。これにより、被検液中におけるベロ毒素濃度が
低い場合でも、標識複合体とベロ毒素との免疫複合体
が、検出に十分な量で形成され、それにより固定相にお
いて良好に検出できる。
【００１６】前記プロセスＡを行なう回数は、被検液と
標識複合体とを十分に反応させ、検出するに十分な免疫
複合体を生じる回数であればよく、かかる回数は、検出
感度に応じて決定することができる。
【００１７】ステップ（１）においては、該被検液中に
ベロ毒素が存在する場合、該標識複合体とベロ毒素とか
らなる免疫複合体が形成される。
【００１８】濃縮は、例えば、遠心分離により行なわれ
うる。これにより、免疫複合体および未反応の標識複合
体は、濃縮物（沈澱）として回収される。回収された濃
縮物を、（ｂ）被検液と混合し、混合物を得る。
【００１９】前記標識複合体に用いられる着色粒子は、
肉眼で色が検出可能な粒子であればよく、例えば、金コ
ロイド粒子等の金属コロイド粒子；スダンブルー、スダ
ンレッドIV、スダンIII 、オイルオレンジ、キニザリン
グリーン等に代表される染料、顔料等でラテックス粒子
を着色した着色ラテックス粒子等が挙げられる。前記着
色粒子の平均粒子径は、発色の良好性の観点から、約
０．０１μｍ以上、好ましくは０．０５μｍ以上であ
り、着色粒子の僅かな凝集に起因する吸水性基材の目詰
まりを防ぐ観点から、約３μｍ以下、好ましくは、約
０．０５μｍ以下であることが望ましい。具体的には、
約０．０１～３μｍ、好ましくは、約０．０５～０．５
μｍの範囲であることが望ましい。
【００２０】さらに、本発明においては、前記標識複合
体は、水分散型高分子粒子等を担体とし、該担体に、標
識物質（酵素または蛍光物質）と第１特異的結合物質と
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を固定化された複合体であってもよい。
【００２１】酵素としては、例えば、ペルオキシダー
ゼ、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ、アルカリホスファター
ゼ、グルコースオキシダーゼ、ルシフェラーゼ、エステ
ラーゼ、β－Ｄ－グルクロニダーゼ等が挙げられる。よ
り高感度で安定な検出を達成することが可能なペルオキ
シダーゼまたはアルカリホスファターゼが好ましい。
【００２２】また、蛍光物質としては、例えば、フルオ
レセインイソチオシアネート、テトラメチルローダミン
イソチオシアネート、フルオレセイン、ローダミン等が
挙げられる。
【００２３】前記水分散型高分子粒子としては、例え
ば、スチレン－ブタジエン共重合体、スチレン－アクリ
ロニトリル－ブタジエン共重合体等の種々のスチレン共
重合体からなるエマルジョン等のスチレンまたはその誘
導体を単量体成分とする単独重合体や共重合体のエマル
ジョン；（メタ）アクリル酸の長鎖アルキルエステルま
たはその誘導体を単量体成分とする単独重合体、該単量
体成分と（メタ）アクリル酸メチルや（メタ）アクリル
酸エチル、グリシジル（メタ）アクリレート等との共重
合体；前記したスチレンまたはその誘導体と、（メタ）
アクリレートエステルやその誘導体との共重合体；ゴ
ム、ナイロン、ポリウレタン、微結晶質セルロース等が
挙げられる。
【００２４】前記標識複合体は、慣用方法により、第１
特異的結合物質と着色粒子とを結合させること、または
第１特異的結合物質および標識物質と担体とを結合させ
ることにより作製されうる。
【００２５】前記標識複合体における第１特異的結合物
質量は、乾燥重量として、検出感度の観点から、担体の
乾燥重量１ｇ当たり０．１ｍｇ以上、好ましくは０．５
ｍｇ以上であり、担体の表面積の大きさや経済性の観点
から、２００ｍｇ以下、好ましくは１００ｍｇ以下であ
ることが望ましい。
【００２６】また、着色粒子のかわりに前記担体と標識
物質とを用いる場合、具体的には、例えば、標識物質に
酵素を用いる場合、前記標識複合体における標識物質量
は、乾燥重量として、検出の迅速性や感度、再現性の観
点から、１ｍｇ以上、好ましくは１０ｍｇ以上であり、
担体の表面積の大きさやバックグラウンド発色の観点か
ら、１００ｍｇ以下、好ましくは５０ｍｇ以下であるこ
とが望ましい。例えば、標識物質に蛍光物質を用いる場
合、担体１個（１分子）当たり、蛍光物質の分子を５，
０００～１，０００，０００、好ましくは、５０，００
０～５００，０００の分子（数）を固定することが望ま
しい。
【００２７】被検液としては、ベロ毒素が存在する可能
性のある被検試料を含有した溶液が挙げられる。被検試
料としては、例えば、糞便を適当な緩衝液に懸濁して得
られた溶液や大腸菌Ｏ１５７と疑われる菌体の培養液な
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どが挙げられる。被検試料が、液体試料である場合、そ
のまま被検液として用いることができる。また、被検試
料が固体試料である場合、適切な緩衝液に懸濁して得ら
れた溶液を被検液として用いることができる。
【００２８】ついで、前記ステップ（１）で得られた、
（ａ）と（ｂ）との混合物を、（ｃ）吸水性基材上に、
ベロ毒素１型のＢサブユニットまたはベロ毒素２型のＢ
サブユニットに特異的に結合しうる第２特異的結合物質
を固定化した固定相を有してなる試験片の一端に、滴下
し、展開する〔ステップ（２）という〕。
【００２９】なお、ステップ（２）においては、（ａ）
と（ｂ）との混合物を試験片の一端に滴下するに先立
ち、ステップ（１）で得られた混合物を濃縮し、得られ
た濃縮物を緩衝液と混合して、（ａ）と（ｂ）との混合
物を得るプロセス〔プロセスＢという〕をさらに行なっ
てもよい。かかるプロセスＢは、例えば、前記混合溶液
を、さらに遠心分離し、免疫複合体を回収し、ついで、
展開用の緩衝液に懸濁することにより実施されうる。
【００３０】前記緩衝液としては、展開に適した緩衝液
であればよく、例えば、リン酸緩衝液、ホウ酸緩衝液、
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液、クエン酸緩衝液などが挙げら
れる。本発明においては、プロセスＢを行なうことによ
り、免疫複合体等を、より良好に吸水性基材上に展開さ
せることができる。
【００３１】前記試験片に用いられる吸水性基材は、被
検液を吸収及び展開できるものであればよい。本発明に
おいては、前記吸水性基材は、迅速な測定が行なえ、か
つ固定相での捕捉を十分に行なうことができる程度の吸
水性を呈する吸水性基材であればよく、吸水性基材の吸
水性の程度は、５ｍｍ幅の短冊状に裁断した吸水性基材
の片端部に水を浸漬し、１分間経過後の吸水距離が０．
５～５ｃｍ程度のものが望ましい。
【００３２】好ましい具体例としては、適度な吸水速度
を有する観点から、例えば、ニトロセルロースメンブレ
ン、ガラス繊維濾紙、不織布、濾紙等が挙げられる。さ
らに本発明においては、吸水性基材として、同一材料か
らなる単一の基材を用いてもよく、あるいは異種の材料
からなる基材を任意の接着手段によって連結して得られ
た連続した基材を用いてもよい。
【００３３】また、これらの基材の吸水性を調整するた
めに、吸水性基材の表面に親水性重合体、タンパク質
（例えば、ウシ血清アルブミン、カゼイン等）、界面活
性剤（例えば、Ｔｗｅｅｎ  ２０等）を被覆することも
でき、基材に親水性重合体（例えば、ヒドロキシプロピ
ルメチルセルロース、ポリビニルアルコール、ヒドロキ
シエチルセルロース等）、タンパク質、界面活性剤を含
浸させることもできる。
【００３４】吸水性基材の形状は、前記被検液等の液体
を展開できる形状であればよく、例えば、矩形のシート
状やロッド状等が好ましい。
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7
【００３５】固定相は、ベロ毒素１型のＢサブユニット
またはベロ毒素２型のＢサブユニットに特異的に結合し
うる第２特異的結合物質を固定化した領域である。
【００３６】本発明において、第２特異的結合物質を吸
水性基材上に固定化する方法（固定相の作製方法）とし
ては、公知の物理的吸着法及び共有結合法が挙げられ
る。例えば、吸水性基材がニトロセルロースフィルター
である場合、第２特異的結合物質の水溶液を塗布して乾
燥するだけで固定化することができる。吸水性基材がガ
ラス繊維濾紙の場合は、特異的結合物質とポリビニルア
ルコールとの混合溶液を該吸水性基材に塗布した後、得
られた基材をアルコールに浸漬して乾燥することにより
強固に固定化することができる。
【００３７】固定相における第２特異的結合物質の固定
化量は、第２特異的結合物質の検出感度の観点から、
０．００５ｍｇ／ｃｍ2 以上、好ましくは０．０１ｍｇ
／ｃｍ2 以上であり、経済性の観点から、１０ｍｇ／ｃ
ｍ2 以下、好ましくは５ｍｇ／ｃｍ2 以下であることが
望ましい。
【００３８】固定相の大きさは、〔ベロ毒素－第１特異
的結合物質（標識複合体）〕からなる複合体を捕捉でき
るものであればよく、０．１～５ｍｍ、好ましくは０．
５～２ｍｍの幅であることが望ましい。
【００３９】本発明に用いられる試験片は、被検液を滴
下するための被検液受領部、被検液の展開を容易にする
ための吸水パッドをさらに含有していてもよい。
【００４０】ステップ（２）により、免疫複合体は、液
の移動とともに吸水性基材中を移動し、固定相に到達す
る。ついで、固定相において、標識複合体に由来する標
識を検出する〔ステップ（３）という〕。
【００４１】ステップ（３）においては、被検液中にベ
ロ毒素が存在する場合、ベロ毒素と標識複合体とからな
る免疫複合体が、固定相における第２特異的結合物質と
結合する。
【００４２】標識複合体に着色粒子または蛍光物質を用
いた場合、被検液中のベロ毒素の存在により、固定相に
おいて、発色ラインが形成されるため、該ベロ毒素を肉
眼的または光学的に検出することができる。
【００４３】標識複合体に酵素を用いた場合、さらに、
該酵素の基質を供給することにより、固定相において、
発色ラインが形成されるため、該ベロ毒素を肉眼的また
は光学的に検出することができる。
【００４４】本発明により、さらに、着色粒子に、ベロ
毒素１型のＡサブユニットまたはベロ毒素２型のＡサブ
ユニットに特異的に結合しうる第１特異的結合物質を結
合した標識複合体；および吸水性基材上に、ベロ毒素１
型のＢサブユニットまたはベロ毒素２型のＢサブユニッ
トに特異的に結合しうる第２特異的結合物質を固定化し
た固定相を有してなる試験片、を含有した試薬キットが
提供される。かかる試薬キットは、本発明の免疫学的検
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出法に好適である。
【００４５】
【実施例】以下に本発明の実施例を挙げ、さらに具体的
に説明するが、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。
【００４６】調製例１
１）標識複合体溶液の作製
青色着色カルボキシル化ポリスチレンラテックス粒子分
散液〔固形分濃度５重量％、平均粒子径約０．１μｍ、
０．０１Ｍ－ホウ酸緩衝液（ｐＨ８）〕３ｍｌに、水溶
性カルボジイミド〔１ｍｇ／ｍｌ、０．０１Ｍ－ホウ酸
緩衝液（ｐＨ８）〕１ｍｌと抗ベロ毒素Ａサブユニット
モノクローナル抗体〔マウスＩｇＧ（トキシンテクノロ
ジー社製）１ｍｇ／ｍｌ、０．０１Ｍ－ホウ酸緩衝液
（ｐＨ８）〕１ｍｌとを添加し、１０℃で３時間反応さ
せた。その後、得られた反応物を、洗浄液としてホウ酸
緩衝液（ｐＨ８）を用いて、遠心分離洗浄し、青色着色
ラテックス粒子で標識された抗ベロ毒素Ａサブユニット
抗体（標識複合体）を作製した。ついで、標識複合体
を、０．０１Ｍ－ホウ酸緩衝液（ｐＨ８）に、固形分濃
度２重量％となるように分散し、標識複合体溶液を得
た。得られた標識複合体を、固形分濃度０．１２５重量
％となるように分散させて、標識複合体分散液を得た。
【００４７】２）試験片の作製
ニトロセルロースメンブレン（孔径８μｍ、６ｍｍ×６
０ｍｍ）の一端から３０ｍｍの箇所に、ディスペンサー
を用いて、１．５μｌの抗ベロ毒素Ｂサブユニットモノ
クローナル抗体〔マウスＩｇＧ（トキシンテクノロジー
社製）１ｍｇ／ｍｌ、０．１Ｍ－リン酸緩衝液（ｐＨ
７．４）〕を１ｍｍのライン状に塗布し、固定相を作製
した。
【００４８】得られたメンブレンを、ウシ血清アルブミ
ン（１重量％）とポリオキシエチレン（１０）オクチル
フェニルエーテル（和光純薬工業社製、０．１重量％）
とからなる水溶液中に１０分間浸漬させた後、４０℃で
２時間乾燥させた。
【００４９】ついで、乾燥後に得られたメンブレンの裏
側（固定相のある面の反対側）に、スプレー糊を用い
て、ポリエステルフィルム（１００μｍ厚）を貼り合わ
せた。
【００５０】固定相側の反対側の一端から０～８ｍｍの
箇所にポリエステル不織布（６ｍｍ×１２ｍｍ、厚さ
２．５ｍｍ）を貼り合わせ、被検液受領部を得た。得ら
れたメンブランを、試験片とした。
【００５１】試験例１
表１または表２に示した濃度になるように、ベロ毒素
（ＶＴ）を０．１Ｍ－リン酸緩衝液（０．９重量％  Ｎ
ａＣｌ含有、ｐＨ７．４）に懸濁して、被検試料を得
た。
【００５２】１）ＶＴと標識複合体とを複数回混合して
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展開する測定法（実施例１）
各被検試料６００μｌと調製例１の１）で得られた標識
複合体分散液２５μｌとを混合し、反応チューブ内で２
５℃×３０分間反応させた。ついで、１８０００ｒｐｍ
×３０分間遠心分離して、沈澱物を得、得られた沈殿物
を、被検試料６００μｌに再度懸濁した。その後、２５
℃×３０分間反応したのち、１８０００ｒｐｍ×３０分
間遠心分離して、沈殿物を得、得られた沈澱物を、０．
１Ｍ－リン酸緩衝液（０．９重量％ＮａＣｌ含有、ｐＨ
７．４）１４５μｌに分散させた。
【００５３】得られた溶液１４５μｌを、前記調製例１
の２）で得られた試験片の被検液受領部に滴下、展開
し、２０分後、固定相における発色の有無を目視観察し
た。結果を表１に示す。 *
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*【００５４】２）ＶＴと標識複合体とを複数回混合させ
ずに展開する測定法（比較例１）
各被検試料１２０μｌと調製例１の１）で得られた標識
複合体分散液２５μｌとを混合し、反応チューブ内で２
５℃×３０分間反応させた。ついで、この混合液１４５
μｌを前記調製例１の２）で得られた試験片の被検液受
領部に滴下、展開し、２０分後、固定相における発色の
有無を目視観察した。結果を表２に示す。なお、表中の
判定基準を、以下に示す。
【００５５】判定基準
＋：固定相にライン状の発色が見える。
－：固定相にライン状の発色が見られない。
【００５６】
【表１】

【００５７】 【表２】

【００５８】表１および２に示すように、被検試料と標
識複合体とを複数回混合して展開した実施例１の測定法
の場合、被検試料と標識複合体とを複数回混合せずに展
開した比較例１の測定法よりも、低いＶＴ濃度の試料で
あっても良好に検出できることがわかる。
【００５９】比較例２：ＴＤＨ（Thermostable Direct 
Hemolysin:同一サブユニットのダイマーから構成される
タンパク質毒素）の検出
１）  標識複合体液の作製
青色着色カルボキシル化ポリスチレンラテックス粒子分
散液（固形分濃度５重量％、平均粒子径０．１μｍ、
０．０１Ｍ－ホウ酸緩衝液  ｐＨ８）３ｍｌに、水溶性
カルボジイミド（１ｍｇ／ｍｌ、０．０１Ｍ－ホウ酸緩
衝液  ｐＨ８）１ｍｌおよび抗ＴＤＨモノクローナル抗
体〔マウスＩｇＧ  １ｍｇ／ｍｌ、０．０１Ｍ－ホウ酸
緩衝液  ｐＨ８〕１ｍｌを加えて１０℃で３時間反応さ
せた。なお、前記マウスＩｇＧは、慣用の方法に従って
作製した抗体である。
【００６０】その後、洗浄液としてホウ酸緩衝液（ｐＨ
８）を用いて遠心分離洗浄を行ない、青色着色ラテック
ス粒子標識抗ＴＤＨ抗体を作製した。次いで、ラテック
ス粒子標識複合体を０．０１Ｍ－ホウ酸緩衝液（ｐＨ
８）に、固形分濃度２重量％となるように懸濁した。
【００６１】２）試験片の作製
ニトロセルロースメンブレン（孔径８μｍ、６ｍｍ×６
０ｍｍ）の一端から３０ｍｍの箇所に、上記１）で用い
た抗体と異なるクローンの抗ＴＤＨモノクローナル抗体

〔マウスＩｇＧ  １ｍｇ／ｍｌ、０．０１Ｍ－リン酸緩
衝液  ｐＨ７．４）を１．５μｌ、ディスペンサーを用
いてライン状に塗布した。
【００６２】このメンブレンをウシ血清アルブミン（１
重量％）およびポリオキシエチレン（１０）オクチルフ
ェニルエーテル（和光純薬工業社製、０．１重量％）か
らなる水溶液中に１０分間浸漬させた後、４０℃で２時
間乾燥させた。
【００６３】次いで、このメンブレンの裏側（抗体塗布
面の反対側）にポリエステルフィルム（１００μｍ厚）
をスプレー糊を用いて貼り合わせた。
【００６４】抗体塗布個所の反対端から０～８ｍｍの個
所にポリエステル不織布（６ｍｍ×１２ｍｍ、厚さ２．
５ｍｍ）を貼り合わせ、免疫学的試験片を作製した。
【００６５】３）測定
０．１Ｍ  リン酸緩衝液（０．９重量％ＮａＣｌ含有、
ｐＨ７．４）に、ＴＤＨを表３に示した濃度で分散させ
た検体（被検試料）を調製した。
【００６６】この検体液６００μｌに上記１）で作製し
た標識複合体を固形分濃度０．１２５重量％となるよう
に調製した分散液を２５μｌ混合した、反応チューブ内
で２５℃×３０分間反応したのち１８０００ｒｐｍ×３
０分間遠心分離して得られた沈澱を、検体液６００μｌ
で再度懸濁混合した。２５℃×３０分間反応したのち再
度１８０００ｒｐｍ×３０分間遠心分離して得られた沈
澱を、０．１Ｍ  リン酸緩衝液（０．９重量％ＮａＣｌ
含有、ｐＨ７．４）１４５μｌで分散した。この液１４
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５μｌを上記ポリエステル不織布部に滴下し、２０分後
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果を示す。なお、表中の判定基準は、前記表１および表*

12
*２と同様である。
【００６７】
【表３】

【００６８】表３に示すように、同一サブユニットのダ
イマーから構成されるタンパク質毒素を検出するに際し
て、サブユニットに対する抗体を保持した標識複合体を
用いた場合、該標識複合体が、凝集するため、固定相に
おいて、タンパク質毒素を検出できないことがわかる。
一方、上記実施例１のように、異なるサブユニット（Ａ
サブユニット  １個とＢサブユニット  ５個）から構成
されるタンパク質毒素を検出するに際して、Ａサブユニ
ットに対する抗体を保持した標識複合体を用いた場合、
凝集が生じず、それにより固定相において、タンパク質

毒素を良好に検出できることがわかる。
【００６９】
【発明の効果】本発明の免疫学的検出法によれば、被検
液中における被検物質濃度が低い場合であっても、ベロ
毒素を高感度に検出することができるという優れた効果
を奏する。また、本発明の試薬キットは、被検液中にお
ける被検物質濃度が低い場合であっても、ベロ毒素を高
感度に検出することができ、本発明の免疫学的検出法に
好適である。
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