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(57)【要約】
【課題】従来の測定方法よりも更に迅速且つ高感度に被
検出物の存在を検出又は定量することを可能にするラテ
ラルフロー免疫測定用検査デバイス並びにその標識体部
の形成方法を提供すること。
【解決手段】ラテラルフロー免疫測定用検査デバイスの
標識体部の形成方法は、液体媒体中に浮遊又は溶解され
た状態にある、被検出物と抗原抗体反応する抗体又はそ
の抗原結合性断片を結合したラテックス粒子、常態で白
色粉末状である界面活性剤及び糖類を、ラテラルフロー
免疫測定用検査デバイスの標識体部を構成する多孔性基
材に施し乾燥させることを含む。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　液体媒体中に浮遊又は溶解された状態にある、被検出物と抗原抗体反応する抗体又はそ
の抗原結合性断片を結合したラテックス粒子、常態で白色粉末状である界面活性剤及び糖
類を、ラテラルフロー免疫測定用検査デバイスの標識体部を構成する多孔性基材に施し乾
燥させることを含む、ラテラルフロー免疫測定用検査デバイスの標識体部の形成方法。
【請求項２】
　前記ラテックス粒子、界面活性剤及び糖類を同一の液体媒体中に含む組成物を前記多孔
性基材に施す請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記界面活性剤が、分子量２００～９００の陰イオン性、非イオン性又は両性界面活性
剤である請求項１記載の方法。
【請求項４】
　前記糖類が、単糖及びオリゴ糖並びにそれらの糖アルコールから成る群より選ばれる少
なくとも１種である請求項１ないし３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記糖類が、フルクトース、サッカロース、トレハロース、マルトース、ラクトース、
ソルビト－ル及びＤ－マンニトールから成る群より選ばれる少なくとも１種である請求項
４記載の方法。
【請求項６】
　前記ラテックス粒子が着色ラテックス粒子である請求項１ないし５のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項７】
　請求項１ないし６のいずれか１項に記載の方法により形成された標識体部を含むラテラ
ルフロー免疫測定用検査デバイス。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ラテラルフロー免疫測定用検査デバイスの標識体部の形成方法及び該方法に
より形成された標識体部を有するラテラルフロー免疫測定用検査デバイスに関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、ウイルスや細菌等の病原体感染の有無、妊娠の有無などの様々な検査を短時間の
うちに行う簡易検査試薬やキットが開発されている。病原体構成成分、ヒト絨毛性ゴナド
トロピン等が検出あるいは定量の対象である。簡易検査試薬の多くは、特別な設備を必要
とせず操作も簡単で安価であるという特徴を有しており、例えば、妊娠診断のための簡易
検査試薬は一般薬局で販売されている。また、病原体の感染を検査する簡易検査試薬は、
他の検査試薬と異なり、大病院や医療検査センター以外にも一般の病院や診療所で広く使
用されている。これらの施設は患者が最初に訪れる医療機関である場合が多く、患者から
採取した検体についてその場で感染の有無が判明すれば、早い段階で治療措置を施すこと
ができるため、簡易検査試薬の医療における重要性は益々高まってきている。
【０００３】
　現在、簡易検査方法として、抗原抗体反応を利用した免疫測定法、特に、ニトロセルロ
ース等のメンブランを用いた測定法が一般に知られており、フロースルー方式とラテラル
フロー方式に大別される。前者は、被検出物を含む検体試料を、メンブランに対して垂直
方向に通過させるものであり、後者は水平方向に展開させるものである。いずれの場合も
被検出物に特異的に結合する捕捉体(捕捉物質)、および被検出物に特異的に結合する標識
体の複合体をメンブラン上に形成させて、標識を検出／定量することで、被検出物の検出
（測定あるいは定量）を行うという点で共通している。ラテラルフロー方式は、フロース
ルー方式に比べ測定装置が簡単で、またコストの点でも優れているため多種多様の抗原の
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検出に広く用いられつつある。
【０００４】
　前記のようなメンブランを用いた測定系において、従来は標識体として被検出物に特異
的に結合する抗体に金粒子を標識したものが広く用いられていたが、最近では、金粒子に
代え着色ラテックス粒子、蛍光ラテックス粒子、磁性ラテックス粒子等を用いた測定系が
確立され測定対象もより拡大されつつある。特に、ラテラルフロー免疫測定法は、抗体を
調製することができれば、広範囲の対象病原微生物抗原が測定可能となるので、有力な簡
易検査試薬として大いに期待されている。
【０００５】
　一般的には、ラテラルフロー免疫測定法は、測定（反応）に要する時間が、10～15分間
であり、インフルエンザウイルス、ノロウイルス、Ｃ反応性タンパク質、ミオグロビン、
心筋トロポニン等のような検出と治療措置に急を要する項目の簡易検査としては、より短
時間でより高感度な測定方法が求められており、多くの改良研究が行われている。
【０００６】
　前記のラテラルフロー免疫測定法の一つの形態においては、ニトロセルロース等のメン
ブランストリップ上に被検出物に特異的に結合する抗体を捕捉物質として固相化した検出
部、及び被検出物に特異的に結合する標識体を含む標識体部を備えた検査デバイスに、被
検出物を含む検体試料を滴下して、被検出物－標識体の複合体を形成させながら展開して
検出部でこの複合体を捕捉することで標識を検出あるいは定量する。
【０００７】
　標識体は、被検出物と特異的に結合する抗体にマーカーとしてラテックス粒子を標識し
、凍結乾燥、又は温風乾燥（自然乾燥も含む）させた状態で用いているが、特に温風乾燥
の場合、乾燥行程中にラテックス粒子の自己凝集が起こり易く、又、糖をかなり含ませて
乾燥するため、検出試験の際に標識体の復元に時間がかかると共に標識体が展開されず滞
留したり、メンブランに目詰りを起こしバックグラウンドが高くなったり、時として検出
部で目詰りして偽陽性を示す等、特異的に迅速で高感度検出を行うには問題である。
【０００８】
　前記の自己凝集は、検出感度に大きく影響し、測定に必要なＳ（シグナル）／Ｎ（ノイ
ズ）比を低下させる。試薬を評価する際、Ｓ／Ｎ比が大きいことが常に必要とされ、又測
定試薬化の技術もいかにＳ／Ｎ比を大きくし、しかも一定にするかが課題とされている。
これらの課題を解決するために、乾燥時に、特許文献１には、水酸基及びアルデヒド基ま
たはケトン基を含む化合物を含む方法、特許文献２には、糖類の濃度と緩衝液のモル濃度
を選択する方法の効果が記載されている。しかしながら、これらの方法によっても、前記
の検出感度、測定時間に関する改善効果は十分なものでなかった。また、特許文献３には
デキストリン又はトレハロース、界面活性剤を含む、凍結乾燥混合物を用いた方法が記載
されているが、凍結乾燥を行うためには高価な特別な装置を必要とし、又連続して検査デ
バイスを大量に、しかも安価に製造するには問題であった。
【０００９】
【特許文献１】再公表特許公報 WO2002/040999
【特許文献２】特開2003－215127号公報
【特許文献３】特許第2823353号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　従って、本発明の目的は、前記の問題点を改善し、従来の測定方法よりも更に迅速且つ
高感度に被検出物の存在を検出又は定量することを可能にするラテラルフロー免疫測定用
検査デバイス並びにその標識体部の形成方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者らは、鋭意研究の結果、ニトロセルロースメンブラン等の多孔性基材を用いる
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ラテラルフロー免疫測定法において、被検出物と特異的に結合する抗体及び／又はその抗
原結合性断片にラテックス粒子を標識した標識体の自己凝集を防止し、且つ復元性を改良
した乾燥した標識体を備えた検査デバイスを用いることにより、迅速且つ高感度に測定が
可能になることを見出し、本発明を完成させた。
【００１２】
　すなわち、本発明は、液体媒体中に浮遊又は溶解された状態にある、被検出物と抗原抗
体反応する抗体又はその抗原結合性断片を結合したラテックス粒子、常態で白色粉末状で
ある界面活性剤及び糖類を、ラテラルフロー免疫測定用検査デバイスの標識体部を構成す
る多孔性基材に施し乾燥させることを含む、ラテラルフロー免疫測定用検査デバイスの標
識体部の形成方法を提供する。また、本発明は、上記本発明の方法により形成された標識
体部を含むラテラルフロー免疫測定用検査デバイスを提供する。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明の方法を用いて形成された安定化乾燥標識体を備えた検査デバイスを用いること
により、検出試験の際に標識体の自己凝集がなく短時間で復元し、標識体と被検出物が抗
原抗体反応しながらスムーズに展開されるためバックグラウンドが低く、偽陽性がなく、
特に、医療現場で検体中の被検出物を迅速で高感度に測定することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　本発明の方法に用いるラテックス粒子は、従来から免疫測定に用いられているラテック
ス粒子と同じであってよく、ポリスチレン、スチレン－ブタジエン共重合体、スチレン－
スチレンスルホン酸塩共重合体などを用いることができ、種々のものが市販されている。
抗体にマ－カとしてラテックス粒子を標識（結合）して標識体として用いる場合、着色ラ
テックス粒子、蛍光ラテックス粒子、磁性ラテックス粒子等を使用できるが、ニトロセル
ロースメンブラン（白色）と対比して標識を視認し易い色調の着色ラテックス粒子が特に
好ましい。
【００１５】
　また、後述する抗体又はその抗原結合性断片は、ラテックス粒子に物理吸着によって物
理的に結合させてもよいが、より安定に又は大量に結合させるためには共有結合でラテッ
クス粒子に結合させることが好ましい。このような目的のためには、ラテックス粒子上に
カルボキシル基等の官能基を有するものを好ましく用いることができる。カルボキシル基
等の官能基を有する着色ラテックス粒子も市販されており、市販品を好ましく用いること
ができる。なお、ラテックス粒子の直径は、被検出物の種類、必要とする検出感度、ニト
ロセルロースメンブランの口径等を勘案して適宜選択するのが好ましく、通常、0.1μm～
0.8μm程度、好ましくは、0.2μm～0.6μm程度であるが、これらに限定されない。
【００１６】
　本発明において、前記ラテックス粒子上には抗体及び／又はその抗原結合性断片が結合
している。抗体は、免疫測定しようとする被検出物と抗原抗体反応する抗体であり、ポリ
クローナル抗体であってもモノクローナル抗体であってもよい。ここで、被検出物として
は、何ら限定されるものではなく、各種病原体、各種臨床マーカー等、抗体と抗原抗体反
応することが可能ないかなる物質であってもよい。具体例として、インフルエンザウイル
ス、アデノウイルス、ＲＳウイルス、ＨＡＶ、ＨＢｓ、ＨＩＶ、ノロウイルス等のウイル
ス抗原、ＭＲＳＡ、Ａ群溶連菌、Ｂ群溶連菌、レジオネラ属菌等の細菌抗原、細菌等が産
生する毒素、マイコプラズマ、クラミジア・トラコマティス、ヒト絨毛性ゴナドトロピン
等のホルモン、Ｃ反応性タンパク質、ミオグロビン、心筋トロポニン、各種腫瘍マーカー
、農薬、環境ホルモン等を例示することができるがもちろんこれらに限定されるものでは
ないが、インフルエンザウイルス、ノロウイルス、Ｃ反応性タンパク質、ミオグロビン、
心筋トロポニンのような検出と治療措置に急を要する項目の場合にはその有用性が特に大
きい。なお、被検出物は、単独で免疫反応を誘起できる抗原であってもよいし、単独では
免疫反応を誘起できないが抗体と抗原抗体反応により結合することが可能なハプテンであ
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ってもよい。
【００１７】
　抗体に代え、又は抗体と共に、該抗体の抗原結合性断片をラテックス粒子に結合させて
もよい。抗原結合性断片は、例えば、抗体のFabやF(ab')2断片等のように、対応抗原と抗
原抗体反応可能な断片である。これらの抗原結合性断片は、周知の通り、抗体をパパイン
やペプシンのようなタンパク質分解酵素で処理することにより得られる。また、遺伝子工
学的に生産した抗体やその抗原結合性断片を用いることもできる。
【００１８】
　抗体又はその抗原結合性断片のラテックス粒子への結合は、周知の方法により行うこと
ができ、物理吸着によっても共有結合によっても結合することができる。前記の通り、例
えばカルボキシル基を表面に有するラテックス粒子が市販されているので、このカルボキ
シル基を抗体又はその抗原結合性断片のアミノ基と結合させることにより、抗体又はその
抗原結合性断片を共有結合によりラテックス粒子に結合することができる。ラテックス粒
子に結合する抗体又はその抗原結合性断片の量は、特に限定されず、従来と同様でよく、
粒子の径によって異なるが、通常、粒子1mg当たり１０～１００μg程度でよい場合が多い
。
【００１９】
　なお、抗体又はその抗原結合性断片を結合したラテックス粒子は、１種類のものであっ
てもよいし、異なる抗体又はその抗原結合性断片を結合した２種以上のものを組み合わせ
て用いることもできる。
【００２０】
　本発明の方法では、常態で白色粉末状である界面活性剤を施すことが必要である。本発
明者等は、鋭意検討を行った結果、このことによって、検出試験の際に、前記標識体が速
やかに検体試料中に復元し展開され、高感度に被検出物を検出することができることを見
出し、本発明に至った。なお、「常態で白色粉末状」とは、その界面活性剤が、常温、常
圧下に単独で存在した場合に白色粉末状という意味である。界面活性剤は、通常、水系媒
体に溶解して多孔性基材に施されるので、水溶解性に優れたものが好ましい。
【００２１】
　このような常態において白色粉末状であり、水溶解性に優れた界面活性剤としては、以
下のものが挙げられる。これらの界面活性剤は、単独で用いることもできるし２種以上を
組み合わせて用いることもできる。
コール酸ナトリウム、
デオキシコール酸ナトリウム、
ラウリル硫酸ナトリウム、
スクロースモノコレート、
β-D-フラクトピラノシル-α-D-グルコピラノシドモノドデカノエート、
β-D-フラクトピラノシル-α-D-グルコピラノシドモノデカノエート、
n-オクタノイル-N-メチルグルカミド、 
n-ノナノイル-N -メチルグルカミド、
n-デカノイル-N-メチルグルカミド、
n-オクチル-β-D-チオグルコピラノシド、
n-オクチル-β-D-マルトピラノシド、
n-オクチル-β-D-グルコピラノシド、
n-ノニル-β-D-チオマルトピラノシド、
n-ドデシル-β-D-マルトピラノシド、
n-デシル-β-D-マルトピラノシド、
N,N-ビス(3-D-グルコンアミドプロピル)コラミド、
N,N-ビス(3-D-グルコンアミドプロピル) デオキシコラミド、
3-[(3-コラミドプロピル)ジメチルアンモニオ]プロパンスルホン酸、
3-[(3-コラミドプロピル)ジメチルアンモニオ]-2-ヒドロキシプロパンスルホン酸、
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ツビッタージェント (ZWITTERGENT )3-10デタージェント (商品名) カルビオケム製、
ツビッタージェント 3-12デタージェント (商品名) カルビオケム製、
ツビッタージェント 3-14デタージェント (商品名) カルビオケム製。
【００２２】
　これらの界面活性剤の中でも、陰イオン性であるコール酸ナトリウム、デオキシコール
酸ナトリウムは、水溶解性が良く、安価であるのでより好ましい。
【００２３】
　界面活性剤を含有させることの効果は、前記の浮遊液を多孔性基材に施し乾燥する際に
、水分子の蒸発にともない界面活性剤が微細な結晶状態となり標識体間に存在することに
より、又、標識体どうしの自己凝集が著しく防止されることにより、検出試験の際に検体
試料による標識体の復元が速やかに進み、そのために標識体がスムーズに展開されるため
と考えられる。標識体が速やかに復元して展開され、しかも自己凝集によるバックグラウ
ンド並びに偽陽性もなく、Ｓ／Ｎ比を大幅に上げることができたのである。また、界面活
性剤は、常態で粉末状であるので乾燥状態で保持することができ、保存安定性が良く、取
扱いも容易である。さらに、白色であるので、目視による検査結果の判定の妨げにならな
い。
【００２４】
　本発明の方法に用いられる糖類としては、単糖及びオリゴ糖（単糖数が２～６）並びに
それらの糖アルコールが好ましく、特に、単糖及び二糖類並びにそれらの糖アルコールが
好ましい。好ましい具体例として、フルクトース、サッカロース、トレハロース、マルト
ース、ラクトース、ソルビト－ル及びＤ－マンニトールを挙げることができるがこれらに
限定されるものではない。糖類を含有すると、乾燥工程中のラテックス粒子の自己凝集を
抑制する効果がある。糖類は、１種類でもよいし２種以上のものを組み合わせて用いるこ
ともできる。
【００２５】
　本発明の方法では、それぞれ液体媒体中に浮遊又は溶解された状態にある、上記したラ
テックス粒子、界面活性剤及び糖類を、ラテラルフロー免疫測定用検査デバイスの標識体
部を構成する多孔性基材に施し、乾燥させる。この多孔性基材に施す具体的方法としては
、前記浮遊液を塗布する方法、スプレーする方法及び該浮遊液に多孔性基材を浸漬し含浸
させる方法等があるが、前記の塗布する方法が、簡便でありかつ標識体部形成の精度が優
れている点で好ましい。
【００２６】
　ここで、ラテックス粒子、界面活性剤及び糖類は、それぞれ別個の液体媒体に含まれ、
順次、多孔性基材の上記領域に施してもよく、又はこれら３成分のうち２成分を同一の液
体媒体中に含むものと、残りの１成分を液体媒体中に含むものを順次、多孔性基材の上記
領域に施してもよいが、３成分が均一に混じり合うことを確保するために、これら３成分
を同一の液体媒体中に浮遊又は溶解させ、この液体組成物を多孔性基材に施し、乾燥させ
ることが好ましい。以下、この液体組成物についてさらに説明する。
【００２７】
　該液体組成物を構成する液体媒体としては、水系緩衝液が好ましく、特に２～８ｍＭの
トリス緩衝液が好ましい。また、水系緩衝液のpHは、9.0～9.8が好ましく、さらに好まし
くは9.2～9.6である。組成物のpHがこの範囲内にあると、液体組成物中のラテックス粒子
の自然凝集が抑制される。
【００２８】
　液体組成物中のラテックス粒子（抗体又はその抗原結合性断片を結合したラテックス粒
子）の濃度は、被検出物の種類、必要とする検出感度等を勘案して適宜選択するのが好ま
しく、特に限定されないが、高い測定感度を得るのには、通常、0.005w/v%～0.2w/v%、好
ましくは、0.01w/v%～0.1w/v%である。また、界面活性剤の濃度は、0.1w/v%～2.0w/v%が
好ましく、さらに好ましくは0.2w/v%～1.0w/v%である。この範囲において、免疫測定の際
に標識体の復元性が特に優れている。糖類の濃度は、3w/v%～20w/v%が好ましく、さらに
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好ましくは5w/v%～10w/v%である。この範囲において、良好な自己凝集防止効果が得られ
、また、免疫測定の感度に悪影響を与えない。
【００２９】
　上記液体組成物はさらに、タンパク質を含んでいてもよい。タンパク質を含有すること
により、ラテックス浮遊液を長時間保存したときにでも、自己凝集が起こりにくくなる。
タンパク質としては、従来から一般的な免疫測定用試薬中に安定剤、非特異的反応防止剤
、ブロッキング剤等として添加されているものであって、被検出物と結合しないタンパク
質であれば特に限定されるものではないが、アルブミン（ウシ血清アルブミン、卵由来ア
ルブミン等）、カゼイン、ゼラチン、正常免疫グロブリン等が好ましく使用できる。これ
らのタンパク質は、単独でも２種以上を組み合わせても用いることができる。
【００３０】
　上記液体組成物中のタンパク質の濃度は、0.02w/v%～0.1w/v%であることが好ましい。
この範囲において、自己凝集の防止効果が大きい。
【００３１】
　さらに、上記液体組成物には、必要に応じて、防腐剤を含ませてもよい。防腐剤として
は、例えばアジ化ナトリウム、イソチアゾリン類のプロクリン（商品名）等が挙げられる
が、これらに限定されない。防腐剤の濃度は、通常、0.02w/v%～0.05w/v%程度である。
【００３２】
　ラテラルフロー免疫測定用検査デバイスの標識体部を構成する多孔性基材は、特別な物
でなく、従来からラテラルフロー免疫測定用検査デバイスに一般的に用いられているガラ
ス繊維フィルターや不織布等を用いることができる。好ましくは、標識体部を構成する多
孔性基材は、ガラス繊維や不織布等から成るパッド状（通常、厚さが0.3mm～0.6mm程度)
であり、このようなパッド状とすることにより多量の標識体を含浸させることができる。
標識体パッドは、好ましくは、後述のように、その一端を、検体試料滴下部を構成する多
孔性基材（通常、ガラス繊維フィルターや不織布等）と積層し、他端を、検出部が形成さ
れる多孔性基材（通常、ニトロセルロースメンブラン等）と積層する。これにより、連続
したラテラルフローの流路が形成され、ラテラルフロー免疫測定に用いることができる。
これらの多孔性基材は、プラスチック板上に積層される。あるいは、標識体パッドは、デ
バイス本体を構成するニトロセルロースメンブラン等の多孔性基材上に載置することも可
能である。また、標識体部をパッド状とせず、デバイス本体を構成するニトロセルロース
メンブラン等の多孔性基材の一部領域に上記液体組成物を施し、乾燥して標識体部とする
ことも可能である。いずれの場合も、標識体部は、検体試料滴下部と検出部の間に配置さ
れる。
【００３３】
　上記液体組成物は、塗布、スプレー、浸漬等により多孔性基材に施すことができる。多
孔性基材に施す液体組成物の量は、特に限定されないが、通常、多孔性基材１cm2当り20
～100μL程度である。
【００３４】
　液体組成物を多孔性基材に施した後、組成物を乾燥させる。乾燥は、温風を吹きつける
温風乾燥でもよいし空気中での自然乾燥でもよい。乾燥すると、上記界面活性剤は、白色
の粉末状になる。
【００３５】
　本発明は、上記のようにして形成される標識体部を含むラテラルフロー免疫測定用検査
デバイスをも提供する。標識体部として、上記した界面活性剤及び糖類を含むものを用い
る点を除き、検査デバイスの構成自体は周知のものであってよい。本発明のラテラルフロ
ー免疫測定用検査デバイスの具体例の模式図を図１に示すが、本発明の検査デバイスはこ
れに限定されるものではない。
【００３６】
　図１の上が上面図、下が切断断面図である。図示の具体例では、プラスチック板（ヘ）
上に、２個の検出部（ハ）が形成されたニトロセルロースメンブラン（イ）、濾紙で形成
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された吸収パッド部（ホ）、上記方法により形成された標識体部（ロ）、及びガラス繊維
フィルターで形成された検体試料滴下部（ニ）がそれぞれ積層されている。そして、図示
のように、吸収パッド部（ホ）の一方の端部領域と、ニトロセルロースメンブラン（イ）
の一方の端部領域、ニトロセルロースメンブラン（イ）の他方の端部領域と標識体部（ロ
）の一方の端部領域、標識体部（ロ）の他方の端部領域と検体試料滴下部（ニ）の一方の
端部領域がそれぞれ重ね合わされており、これにより、連続したラテラルフローの流路が
形成されている。
【００３７】
　次にこの検査デバイスを用いた免疫測定法について説明する。先ず、検体を検体浮遊／
抽出用緩衝液に浮遊／抽出させた検体試料を調製する。プラスチック板（ヘ）上に積層さ
れたニトロセルロースメンブラン（イ）上に、被検出物と抗原抗体反応する抗体を着色ラ
テックス粒子で標識した、上記方法により形成される安定化乾燥標識体パッドを含む標識
体部（ロ）を備え、更に被検出物と抗原抗体反応する抗体を捕捉物質としてライン状に固
相化された検出部（ハ）を備えた検査デバイスの検体試料滴下部（ニ）に前記検体試料を
滴下する。被検出物を含む検体試料は、メンブラン上を水平方向に移動しながら標識体を
展開するので、被検出物が存在すれば、被検出物－標識体の複合体を形成し、更に検出部
（ハ）に到達するとそのライン上に、捕捉抗体－被検出物－標識体の複合体が形成され、
この複合体中の着色ラテックス粒子により、複合体の存在を検出することで検体中の被検
出物の有無を判定する。なお、検出部（ハ）は、被検出物質と抗原抗体反応し、且つ、着
色ラテックス粒子上の抗体又はその抗原結合性断片と同時に被検出物に結合することが可
能な、抗体又はその抗原結合性断片をライン状に固相化した領域である。反応に関与しな
かった他の成分等は、吸収パッド部（ホ）に吸収される。なお、図１に示す例では、検出
部（ハ）が２個存在するが、これは、例えば下記実施例に記載するように、Ａ型インフル
エンザウイルスとＢ型インフルエンザウイルスのような２種類の被検出物をそれぞれ捕捉
するためのものである。このような検出部（ハ）を複数設けることにより、複数種類の被
検出物を同時に免疫測定することが可能である。
【００３８】
　被検出物と抗原抗体反応する抗体又はその抗原結合性断片を結合させたラテックス粒子
を安定化乾燥標識体として用いる本発明の検査デバイスを用いることにより、迅速且つ簡
便に被検出物を測定できる。
【実施例】
【００３９】
　以下、本発明を実施例に基づきより具体的に説明する。但し、本発明は下記実施例に限
定されるものではない。
【００４０】
実施例１、比較例１
ラテラルフロー免疫測定法によるインフルエンザウイルス抗原の検出
１．抗インフルエンザウイルスモノクローナル抗体の作製
（１）抗Ａ型インフルエンザウイルスＮＰ抗体
Ａ型インフルエンザウイルス抗原をＢＡＬＢ／ｃマウスに免疫し、一定期間飼育したマウ
スから脾臓を摘出し、ケラーらの方法（Kohler et al., Nature, vol, 256, p495-497(19
75)）によりマウスミエローマ細胞（Ｐ３×６３）と融合した。得られた融合細胞（ハイ
ブリドーマ）を、３７℃インキュベーター中で維持し、Ａ型インフルエンザウイルスＮＰ
抗原を固相したプレートを用いたＥＬＩＳＡにより上清の抗体活性を確認しながら細胞の
純化（単クローン化）を行った。取得した該細胞２株をそれぞれプリスタン処理したＢＡ
ＬＢ／ｃマウスに腹腔投与し、約２週間後、抗体含有腹水を採取した。得られた腹水から
プロティンＡカラムを用いたアフィニティークロマトグラフィーにより、それぞれＩｇＧ
を精製し、２種類の精製抗Ａ型インフルエンザウイルスＮＰ抗体を得た。
【００４１】
（２）抗Ｂ型インフルエンザウイルスＮＰ抗体
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　Ｂ型インフルエンザウイルス抗原を用い、（１）と同様の方法で、２種類の精製抗Ｂ型
インフルエンザウイルスＮＰ抗体を得た。
【００４２】
２．ラテックス粒子を標識した標識体を含む標識体パッドの作製
　精製抗Ａ型インフルエンザウイルスＮＰ抗体及び精製抗Ｂ型インフルエンザウイルスＮ
Ｐ抗体のうちそれぞれ1種類ずつを使用した。粒径0.394μmの青色ラテックス粒子(CM/BL
　セラダイン製)に抗Ａ型インフルエンザウイルス抗体を共有結合させ、デオキシコール
酸ナトリウム0.5w/v%、ウシ血清アルブミン0.04w/v%及びマルトース7.5w/v%を含む5mMト
リス緩衝液、ｐＨ9.4にラテックス粒子の濃度が0.025w/v%になるように懸濁し、ソニケー
ションを行って充分に分散浮遊させた抗Ａ型ラテックス浮遊液を調製した。また、同様に
抗Ｂ型インフルエンザウイルス抗体を共有結合させた抗Ｂ型ラテックス浮遊液を調製した
。抗Ａ型ラテックス浮遊液と抗Ｂ型ラテックス浮遊液とを混合し、大きさが20cm×1cmの
ガラス繊維(33GLASS NO.10539766 Schleicher & Schuell製)に１平方センチメートルあた
り50μLになる量を塗布し、温風下で良く乾燥させて、乾燥混合物を形成した標識体パッ
ドを作製した。
【００４３】
３．検査デバイスの作製
　検査デバイスは、図１に示すものと同様の構成のものを用いた。ニトロセルロースメン
ブラン（Hiflow Plus HF120　ミリポア製）を2cm×20cmの大きさに裁断し接着剤がついた
プラスチック板でバッキングした、下端から 0.6cmと1.0cmの位置に約1mm幅になる量の抗
Ａ型インフルエンザウイルス抗体（上記と別の抗体）液、並びに抗Ｂ型インフルエンザウ
イルス抗体（上記と別の抗体）液を各々20cm塗布し、温風下で良く乾燥させて抗体を固相
化した（検出部）。次に、3cm×20cmの大きさの濾紙(WF1.5 ワットマン製)をニトロセル
ロースメンブランの上端に5mm重ねて吸収パッド部を設けた。更に、標識体パッドをニト
ロセルロースメンブランの下端に2mm重ねて標識体部を設け、更に、大きさが2.0cm×20cm
のガラス繊維(F075-14、ワットマン製)を標識体パッドの上端から7mm離れた位置に合わせ
て重ね、検体試料滴下部を設けた。次いで、カッターで幅5mmの短冊に裁断して一体化さ
れた検査デバイスを作製した。
【００４４】
４．試験
　検体として、ふ化鶏卵内で培養したＡ型インフルエンザウイルス A/Beijing/32/92(H3N
2)及びＢ型インフルエンザウイルス B/Shangdong/7/97を用いた。検体は、検体浮遊／抽
出用緩衝液（50mMトリス緩衝液、ｐＨ8.0にTriton X-100（商品名） 1(w/v)%、ウシ血清
アルブミン 4(w/v)%、正常マウス免疫グロブリン 0.1(w/v)%、アジ化ナトリウム 0.09(w/
v)%に加）を用いて以下のような２倍階段希釈を行い検体試料とした。
1:   200
1:   400
1:   800
1: 1,600
1: 3,200
1: 6,400
なお、陰性対照試料は、検体浮遊／抽出用緩衝液を用いた。
【００４５】
　次に、検査デバイスを水平に置き、検体試料並びに陰性対照試料を検体試料滴下部に10
0μL滴下し、標識体を展開させた。判定は、５分間、１０分間に検出部（Ａ型インフルエ
ンザウイルス検出部並びにＢ型インフルエンザウイルス検出部）の着色ラインの有無を目
視により観察して行った。
着色ライン有　：陽性（＋）
着色ライン無　：陰性（－）
【００４６】
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　比較例１として、デオキシコール酸ナトリウムを含まない標識体パッドを用いた以外は
、上記したと同様の方法で作製した検査デバイスを用い検出感度を試験した。
判定は、実施例１と同様にして行った。
【００４７】
５．結果
　得られた結果を下記表１に示す。表１に示すように、A/Beijing/32/92(H3N2)は、５分
間の判定では1:1,600までＡ型検出部が陽性を示し、１０分間の判定では1:3,200までＡ型
検出部が陽性を示し、同じ反応時間の比較例１のＡ型の値と比べ検出感度が高かった。な
お、Ｂ型検出部は全て陰性を示した。B/Shangdong/7/97は、５分間の判定では,1:800まで
Ｂ型検出部が陽性を示し、１０分間の判定では,1:1,600までＢ型検出部が陽性を示し、同
じ反応時間の比較例１のＢ型の値と比べ検出感度が高かった。なお、Ａ型検出部は全て陰
性を示した。なお、陰性対照試料は、全てにおいて陰性を示した。 
【００４８】
　実施例１の成績は、Ａ型並びにＢ型ウイルスとも比較例１よりも短時間で少ないウイル
ス量を検出している。本発明のラテックス粒子を標識した標識体の乾燥混合物を用いた検
査デバイスを用いることにより非特異がなく、Ａ型／Ｂ型インフルエンザウイルスを迅速
且つ高感度に検出並びに鑑別できることがわかる。
【００４９】
【表１】

【００５０】
実施例２～６
　実施例１に記載のデオキシコール酸ナトリウムに代え、コール酸ナトリウム（実施例２
）、n-オクチル-β-D-グルコピラノシド（実施例３）、n-ドデシル-β-D-マルトピラノシ
ド（実施例４）、3-[(3-コラミドプロピル)ジメチルアンモニオ]プロパンスルホン酸（実
施例５）、又はツビッタージェント 3-10デタージェント（商品名）（実施例６）をそれ
ぞれ用いた以外は、実施例１と同様に検査デバイスを作製し試験した。その結果、実施例
１と同様の成績が得られた。
【００５１】
実施例７～９、比較例２
　糖類がラテックス粒子の自己凝集を防止する効果を確かめるために以下のような実験を
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行った。粒径0.394μmの青色ラテックス粒子(CM/BL　セラダイン製)に抗Ａ型インフルエ
ンザウイルス抗体（実施例１と同じ）を共有結合させ、下記の組成の溶液をそれぞれ調製
し、ラテックス粒子の濃度が0.025w/v%になるようにそれぞれの溶液に分散浮遊させたＡ
型ラテックス浮遊液を調製した。また、同様にしてＢ型インフルエンザウイルス抗体（実
施例１と同じ）を共有結合させ、ラテックス粒子の濃度が0.025w/v%になるようにそれぞ
れの溶液に分散浮遊させたＢ型ラテックス浮遊液を調製した。それぞれの溶液のＡ型ラテ
ックス浮遊液とＢ型ラテックス浮遊液とを混合し、実施例１に記載したと同様に乾燥させ
、一体化された検査デバイスを作製した。実施例１同様に試験した。ただし判定は、5分
間で行った。
【００５２】
溶液の組成：
比較例２：トリス塩基 5mM pH9.4、ウシ血清アルブミン0.04w/v%、n-オクチル-β-D-マル
トピラノシド0.3w/v%

実施例７：トリス塩基 5mM pH9.4、ウシ血清アルブミン0.04w/v%、n-オクチル-β-D-マル
トピラノシド 0.3w/v%、マルトース10w/v%

実施例８：トリス塩基 5mM pH9.4、ウシ血清アルブミン0.04w/v%、n-オクチル-β-D-マル
トピラノシド0.3w/v%、サッカロース10w/v%

実施例９：トリス塩基 5mM pH9.4、ウシ血清アルブミン0.04w/v%、n-オクチル-β-D-マル
トピラノシド0.3w/v%、トレハロース10w/v%
【００５３】
　得られた結果を下記表２に示す。比較例２は、Ａ型、Ｂ型ウイルス並びに陰性対照試料
ともＡ型検出部、Ｂ型検出部が全て陽性を示し、偽陽性と判定された。これは、温風乾燥
工程中にラテックス粒子が自己凝集を起こし、試験の際にラテックス粒子が乾燥する前の
状態に復元できないため、検出ラインに非特異的に捕捉されたためと考えられる。しかし
ながら、実施例７～９は、Ａ型ウイルスがＡ型検出部で1: 1,600まで陽性、Ｂ型検出部で
陰性、Ｂ型ウイルスがＢ型検出部で1: 800まで陽性、Ａ型検出部で陰性、陰性対照試料が
Ａ型検出部、Ｂ型検出部とも陰性でＡ型ウイルス、Ｂ型ウイルスを特異的に検出している
。以上の結果から、糖類の自己凝集防止効果は明らかである。
【００５４】
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【表２】

【図面の簡単な説明】
【００５５】
【図１】本発明の一実施態様である検査デバイスの上面図並びに切断断面図である。
【符号の説明】
【００５６】
　イ　ニトロセルロースメンブラン
　ロ　標識体部
　ハ　検出部
　ニ　検体試料滴下部
　ホ　吸収パッド部
　ヘ  プラスチック板
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