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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　検体中の検出対象物の抗原を抽出剤により抽出して、前記抗原に対する結合能を有する
検出試薬により前記検出対象物を検出する、検査デバイスを用いた免疫測定法において、
　前記抽出剤が、環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれる少
なくともいずれか１つの骨格を有する複素環化合物と亜硝酸塩との接触反応により前記検
査デバイス上で生成される亜硝酸である、免疫測定法。
【請求項２】
　環状エステルの骨格を有する複素環化合物が、酸素原子を１～２個有する５員環の化合
物である、請求項１に記載の免疫測定法。
【請求項３】
　環状アミドの骨格を有する複素環化合物、および環状イミドの骨格を有する複素環化合
物が、Ｎ原子を１～３個有する５員環または６員環の化合物である、請求項１に記載の免
疫測定法。
【請求項４】
　環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれる少なくともいずれ
か１つの骨格を有する複素環化合物を、一測定あたり０．１～１００μｍｏｌ用いる、請
求項１～３のいずれか１項に記載の免疫測定法。
【請求項５】
　前記検出試薬が、ウサギ、ヤギ及びマウスから選ばれる一種以上の動物種由来の抗体を
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含む、請求項１に記載の免疫測定法。
【請求項６】
　環状オリゴ糖の存在下に測定を行う、請求項１～５のいずれか１項に記載の免疫測定法
。
【請求項７】
　前記抗原が多糖体である、請求項１～６のいずれか１項に記載の免疫測定法。
【請求項８】
　前記検出対象物がグラム陽性菌である、請求項１～７のいずれか１項に記載の免疫測定
法。
【請求項９】
　前記検出対象物がグラム陽性菌及びアデノウイルスである、請求項１～７のいずれか１
項に記載の免疫測定法。
【請求項１０】
　前記グラム陽性菌が溶血性連鎖球菌である、請求項８又は９に記載の免疫測定法。
【請求項１１】
　検体希釈液と、試料滴下部、抗原抽出部、標識物質保持部、検出部を有するクロマトグ
ラフ媒体、及び吸収部を含む免疫クロマトグラフ装置とから構成される、検体中の検出対
象物の抗原を、前記抗原に対する結合能を有する検出試薬により検出するための免疫クロ
マトキットであって、
　前記検体希釈液及び試料滴下部の少なくともいずれか一方に亜硝酸塩を含有し、抗原抽
出部に環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれる少なくともい
ずれか１つの骨格を有する複素環化合物を含有する、免疫クロマトキット。
【請求項１２】
　環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれる少なくともいずれ
か１つの骨格を有する複素環化合物を、一キットあたり０．１～１００μｍｏｌ含有する
、請求項１１に記載の免疫クロマトキット。
【請求項１３】
　前記検出試薬が、ウサギ、ヤギ及びマウスから選ばれる一種以上の動物種由来の抗体を
含む、請求項１１又は１２に記載の免疫クロマトキット。
【請求項１４】
　前記検体希釈液及び試料滴下部の少なくともいずれか一方に環状オリゴ糖を含有する、
請求項１１～１３のいずれか１項に記載の免疫クロマトキット。
【請求項１５】
　前記抗原が多糖体である、請求項１１～１４のいずれか１項に記載の免疫クロマトキッ
ト。
【請求項１６】
　前記検出対象物がグラム陽性菌である、請求項１１～１５のいずれか１項に記載の免疫
クロマトキット。
【請求項１７】
　前記検出対象物がグラム陽性菌及びアデノウイルスである、請求項１１～１５のいずれ
か１項に記載の免疫クロマトキット。
【請求項１８】
　前記グラム陽性菌が溶血性連鎖球菌である、請求項１６又は１７に記載の免疫クロマト
キット。
【請求項１９】
　前記標識物質保持部に使用する標識成分として金属ナノ粒子担体を用いる、請求項１１
～１８のいずれか１項に記載の免疫クロマトキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、試料液中の被検出物（抗原等）、例えばグラム陽性菌、特に、溶血性連鎖球
菌を検出するための、更には、グラム陽性菌、特に、溶血性連鎖球菌とウイルス類、特に
、アデノウイルスの両方を同時に検出するための簡便な体外診断キットもしくは携帯用診
断装置として重要性が高い免疫クロマトキット、それに用いる試薬組成物又は検体処理液
および検出方法に関する。特に、溶連菌検査において多糖体の抽出に必要な亜硝酸の調製
を特定の試薬組成物を用いることにより、その都度用事調製によることなく検査デバイス
上で亜硝酸を簡便に生成させることにより、検査効率および検査精度を向上させた検査方
法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、イムノクロマトグラフ用ストリップ形式のイムノアッセイは、抗体の持つ特異的
反応性を利用して、試料液中の被検出物（抗原等）を検出する簡便な体外診断キットもし
くは携帯用診断装置として汎用性が高まっている。
【０００３】
　特に、最近では、インフルエンザウイルスや細菌といった病原体に対する感染の有無を
検査するためのイムノクロマトグラフ法に基づく簡便な検査具についても関心が高まり、
研究開発が進められてきた。
【０００４】
　溶血性連鎖球菌（以下、「溶連菌」ともいう。）の診断は、群特異的である多糖体を抗
原として検査することで行う。多糖体の抽出法としては、酵素やファージ、塩酸や次亜塩
素酸などを用いた方法が知られているが、亜硝酸を用いる抽出法が最も一般的である。
【０００５】
　亜硝酸による抽出法は、糖多糖体の高い抽出効率と亜硝酸が低価格で取り扱いが容易で
ある点にメリットがあるが、亜硝酸自体が不安定で分解しやすい化合物であるため、抽出
前に亜硝酸ナトリウムと酢酸などの有機酸と混合し、その都度亜硝酸を調製しなければな
らない点にデメリットがある。
【０００６】
　また、恒常的に診断を行う場合、その都度亜硝酸を調製することは医師や検査技師等の
大きな負担となる。加えて、混合工程を含むため、試薬の混合間違い等により正しい安全
な診断を行えないといった可能性、抽出時間の違いによる測定再現性の低下の問題等もあ
る。
【０００７】
　この問題点を克服するために、溶血性連鎖球菌からの多糖抗原を抽出する工程を簡易化
するための簡便な検査具についても研究開発が進められてきた。
【０００８】
　例えば、特許文献１では、生物（特に、連鎖球菌Ａ群又はＢ群）からの多糖抗原を抽出
する方法において、ａ．測定量の亜硝酸塩が滲み込ませて乾燥されている第１吸収性物質
、ｂ．測定量の中和塩基及び緩衝液が滲み込ませて乾燥されている第２吸収性物質、ｃ．
測定量の酸の水溶液、を組み合わせたキットを用いた簡易化した抽出方法が提案されてい
る（特許文献１参照）。
【０００９】
　また、連鎖球菌感染の診断に当たっては、まず多糖抗原の抽出工程を行った後に、次い
で得られた溶液を免疫アッセイ装置と接触させて抗原の検出工程を行うという面倒な処理
工程が必要であった。そのため、多糖抗原の抽出工程、及びマーカーの測定工程を含む試
料中の生物を簡便に測定検査する方法やその為のキットの開発が課題になっている。
【００１０】
　例えば、特許文献２においては、レンサ球菌科などの微生物／細菌性生物体に特徴的な
炭水化物抗原を検出するための分析装置や方法が開示されている。この側方流動分析装置
では、ａ．サンプル受領ゾーン、ｂ．抽出ゾーン（抽出試薬；固定化又は吸収して乾燥さ
せた酸および亜硝酸塩）、ｃ．中和剤（中和緩衝剤；ＴＲＩＳ）、ｄ．検出ゾーン（捕捉
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／検出試薬）を有する基材を含む装置が提供されている（特許文献２参照）。
【００１１】
　さらに、連鎖球菌を含む複数の異なる生物を、同時に測定検査する方法やその為のキッ
トの開発もなされている。例えば、特許文献３には、第１の生物がグラム陽性細菌、例え
ば、Ａ，Ｂ，Ｆ，又はＧ群連鎖球菌、腸球菌細菌等であり、第２の生物がウイルス類やグ
ラム陰性細菌類等であるような試料中の複数の異なる生物種を測定する方法やキットが記
載されている。
【００１２】
　これは、１つ以上の容器内に、ａ．亜硝酸、又は乾燥状態になっている酸及び亜硝酸塩
、ｂ．界面活性剤、ｃ．第１の生物から得られる第１のマーカーに結合する第１の結合試
薬、ｄ．第２の生物から得られる第２のマーカーに結合する第２の結合試薬、を備えたキ
ットによる複数の検体の同時検出を可能にすることにより、検査効率の倍増と患者の検査
に伴う苦痛の軽減並びに複数種の原因生物に有効な治療薬を適正に組み合わせて投与する
ことを可能にしている。
【００１３】
　ここで亜硝酸塩と組み合わせて用いる酸としては、無機酸（塩化水素酸、硫酸等）や有
機酸（酢酸、クエン酸）が記載されており、好ましくは有機酸であって、より好ましくは
酢酸であり、実施例としては酢酸が用いられている（特許文献３参照）。
【００１４】
　溶連菌は多数の血清型を持つため、群特異的な多糖体抗原による検査が一般的である。
菌体から多糖体を抽出する方法として、亜硝酸による抽出法が知られている。亜硝酸は不
安定な化合物であるため、亜硝酸ナトリウムと有機酸による用事調整が必要となる。
【００１５】
　しかし、亜硝酸の調整により検査工程が増える点、また、調整時の手技差や抽出時間の
差による測定再現性などの問題点がある。本発明者等は、免疫クロマトキットの２種のサ
ンプルパッドに亜硝酸ナトリウム及びクエン酸を夫々含浸させ、操作の簡略化、測定再現
性の向上に成功している。しかしながら、含浸させるクエン酸量を増やすと非特異的な発
色が起き、抽出効率に問題があることが分かった。
【００１６】
　溶連菌は、年間を通して流行する呼吸器感染症であり、日本だけでなく欧米でも一般的
な風邪の原因菌として知られている。診断の補助として、簡便、迅速診断が可能なイムノ
クロマト診断キットが用いられる。（約３００万テスト／年市場）
【００１７】
　レンサ球菌科などの微生物／細菌性生物体に特徴的な炭水化物抗原を検出するための分
析装置や方法に関しては、既に上市販売されているものもあって、例えば、イムノクロマ
ト試薬としては、クイックビュー　ＤｉｐＳｔｉｃｋ　ＳｔｒｅｐＡ（ＤＳファーマバイ
オメディカル）やストレップＡ　テストパック・プラスＯＢＣ（三和化学研究所）などが
あり、また、スライドラテックス凝集法試薬としてはＡストレプトＡＤ「生研」（デンカ
生研）などが知られている。
【００１８】
　イムノクロマト試薬の市販品にあっては、一般的に検体の試験において陽性と判定され
るためには、直接法では溶連菌濃度が１×１０６ＣＦＵ／ｍＬ以上であることが必要とさ
れている。その為、１×１０６ＣＦＵ／ｍＬ未満の場合には、陽性であるにも拘らず陰性
と判定されたり、また、不溶性担体で抗体を標識したイムノクロマトグラフ法検査薬は、
一般的にＥＩＡと比較して感度が低い為、陽性の場合に観察されるラインが明瞭でないと
いう問題点があった。さらには、試料液中に被検出物（抗原等）が存在しないにも拘らず
、陽性と判定される、所謂、偽陽性が生じるという問題点があった。
【００１９】
　かかる問題点を解決するために、展開溶媒に糖または水溶性高分子化合物を存在させる
方法等が提案されている。例えば、抗体を結合した着色ラテックス粒子を用いるメンブレ
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ンアッセイ法において、ラテックス組成物中に糖類、例えば、単糖類、オリゴ糖並びにそ
れらの糖アルコールや多価アルコールといった少なくとも１種の凝集防止剤と、タンパク
質を添加すると共に塩基性の緩衝剤とを含み、そのｐＨが９．０～９．８である免疫測定
用ラテックス組成物を用いることにより、ラテックス粒子の自然凝集を防止して、比重、
粘度、浸透圧の上昇を防いで高感度な免疫測定を可能にしている（特許文献４参照。）。
【００２０】
　また、最近では、糖尿病の診断に適した指標として広く使用されている血中のヘモグロ
ビンに糖が結合した糖化ヘモグロビン、特にヘモグロビンβ鎖のＮ末端バリン残基が糖化
されたヘモグロビンＡ１ｃ（「ＨｂＡ１ｃ」という。）の粒子イムノクロマト測定法にお
いて、（Ａ）赤血球を含有する測定試料を、界面活性剤で処理してヘモグロビンβ鎖のＮ
末端をタンパク質表面に露出させ、（Ｂ）得られた試料を水不溶性の状態にある環状多糖
類（例えば、メンブレン等に化学結合により固定化。環状多糖類自体がポリマーを形成。
多孔性樹脂に練りこまれている状態。）と接触させ、次いで、（Ｃ）得られた試料を、粒
子で標識されたヘモグロビンのＮ末端を認識する抗体等と接触させて検出する方法が提案
されている。
【００２１】
　こうすることにより、抗体どうしが凝集してメンブレン上を展開せず、正確な測定がで
きない原因である、環状多糖類が水と接触した際に、環状多糖類を構成する環状オリゴ糖
分子又は環状多糖分子が水に溶解して拡散しない状態になるのを防止している（特許文献
５参照。）。
【００２２】
　さらに、メンブレンアッセイ法を用いた検体の簡易な検査方法において、感度を保ちな
がら偽陽性や詰まりを防止できる検体試料のろ過法が提案されている（特許文献６参照。
）。
【００２３】
　しかしながら、不溶性担体（金属粒子、着色ラテックス粒子等）で抗体を標識したイム
ノクロマトグラフ法（「粒子イムノクロマトグラフ法」ともいう。）にあっては、測定試
料とか測定環境、測定条件によっては、依然として該不溶性担体の凝集が起き、非特異反
応が起きることがあり、展開速度が遅い等の問題点は解決できない場合がある。そのため
、個々の測定試料とか測定環境、測定条件を採用した粒子イムノクロマトグラフ法におい
て、不溶性担体の凝集が起きず、非特異反応が起きることがなく、展開速度が速い検査薬
の探求が切望されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２４】
【特許文献１】日本国特表平７－５０３５４３号公報
【特許文献２】日本国特表２００８－５０９３８４号公報
【特許文献３】日本国特表２００６－５１８９９０号公報（日本国特許第４６６７８７４
号公報）
【特許文献４】日本国特開２００７－３１５８８３号公報
【特許文献５】日本国特開２０１２－２５１７８９号公報
【特許文献６】日本国特開２００９－３６７８１号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２５】
　本発明の目的および課題は、イムノクロマトグラフ法により、例えば、グラム陽性菌、
特に、溶連菌の検査を行うにあたり、溶連菌の細胞表面の細胞壁に含まれている多糖体の
抽出を、不安定な化合物である亜硝酸を検査デバイス上で生成させることにより行うこと
で、検査効率および省力化を向上させることができると共に、不溶性担体の凝集が起きず
、非特異反応が起きることがなく、展開速度が速い高感度な免疫測定が可能な免疫測定法
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、イムノクロマト検出方法および免疫クロマトキット（「イムノクロマトキット」ともい
う。）を提供することにある。
【００２６】
　また、検体希釈液（「検体処理液」、「展開液」ともいう。）を改良することによって
、従来技術に比して、展開系中の陰性検体での発色が低下し、陽性検体での発色が向上し
た．即ち、特定の複素環化合物と亜硝酸塩との接触反応により、検査精度（以下「Ｓ／Ｎ
比」ともいう。）が高い、高感度なイムノクロマトグラフ用検査薬を提供することが出来
るという課題を解決することができたものである。
【００２７】
　また、本発明の目的は、イムノクロマトグラフ法により細菌検査又は細菌とウイルスの
両方の同時検査を行うにあたり、抽出剤を改良することによって、検体中もしくは検査デ
バイス中に存在するタンパク成分が展開検査中に変性／析出（沈殿）を起こすことなく、
高感度かつ展開速度の速いイムノクロマトグラフ用検査薬を提供することにある。
【００２８】
　さらに、本発明の目的は、イムノクロマトグラフ法により細菌検査又は細菌とウイルス
の両方の同時検査を行うにあたり、免疫クロマトキットの貼り合わせる部位の構成を改良
することによって、従来技術に比して、迅速かつ高精度に試料（例えば、呼吸器疾患患者
から採取される検体、特に、咽頭拭い液、唾液、鼻汁、鼻腔拭い液または痰等）中の微生
物若しくは微生物に由来する抗原又は抗体等（例えば、グラム陽性菌、特に溶血性連鎖球
菌等々の細菌）を、検査デバイス上で亜硝酸を生成させて抽出を行うことにより、検査効
率、検査精度および省力化を向上させることができる免疫測定用試薬、免疫測定法、イム
ノクロマト検出方法および免疫クロマトキットを提供することにある。
【００２９】
　さらに詳しくは、本発明の目的は、呼吸器系感染症の原因菌であるＡ群β溶血性連鎖球
菌又はＡ群β溶血性連鎖球菌とアデノウイルスの両方の同時検査の迅速診断ができる簡便
且つＳ／Ｎ比が高い高感度なイムノクロマトグラフ用試料抽出液（以下、「試料希釈液」
ともいう。）、イムノクロマトグラフ用試薬、それを用いた免疫クロマトキットおよび検
査方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００３０】
　本発明者等は、亜硝酸塩と、環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからなる群よ
り選ばれる少なくともいずれか１つの骨格を有する複素環化合物とを検査デバイス内に含
浸させることにより、簡便な操作性かつ高い検出感度・特異性を有する免疫測定法、免疫
クロマトキットを初めて実現したものである。
【００３１】
　本発明者等は、イムノクロマトグラフ法検査薬で細菌検査、又は細菌とウイルスの両方
の同時検査をするために、使用する検体希釈液中に亜硝酸塩を含有させることにより、も
しくは、環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれる少なくとも
いずれか１つの骨格を有する複素環化合物を保持する試薬保持部の試料展開方向上流に位
置する他の試薬保持部に亜硝酸塩を含有させることとした。
【００３２】
　これにより、検体希釈液である展開液が検査デバイス中に保持されている環状エステル
、環状アミドおよび環状イミドのいずれかの骨格を有する複素環化合物の範疇に属する各
種化合物類は、並存する各種有機化合物の影響や生成してくる亜硝酸によってｐＨ条件が
変化しても、検体または検査デバイス中のタンパク成分等が変性・析出して、検出部に引
掛かる。そのため、非特異的な反応を誘発することがなく、かつ、抗体固定金属粒子の凝
集を起こすことがない、検査精度（Ｓ／Ｎ比）が高い展開速度の速い検査薬を提供するこ
とができることを知見したものである。
【００３３】
　本発明の検出系は、環状オリゴ糖の存在下で実施することで、試薬成分として環状エス
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テル、環状アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれる少なくともいずれか１つの骨
格を有する複素環化合物の存在下であり、かつ亜硝酸が発生するような展開／抽出条件下
でも、抽出液および検体中の若しくは検査デバイス中のタンパク成分等を析出させること
なく検査できる免疫測定用試薬、免疫測定方法および免疫クロマトキットなどを提供する
ものである。
【００３４】
　本発明は、上記課題を解決する具体的な手段として、下記の（１）～（１９）に示す、
イムノクロマトグラフ法に使用する検体処理液、免疫測定用試薬、免疫測定法、イムノク
ロマト検出方法、免疫クロマトキット、およびそれを使用するイムノクロマトグラフ法に
より達成することができたものである。
　本発明の免疫測定法としては、次のような特徴を有する。
　（１）本発明の第１の特徴は、検体中の検出対象物の抗原を抽出剤により抽出して、前
記抗原に対する結合能を有する検出試薬により前記検出対象物を検出する免疫測定法にお
いて、前記抽出剤が、環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれ
る少なくともいずれか１つの骨格を有する複素環化合物と亜硝酸塩との接触反応により前
記検査デバイス上で生成される亜硝酸である免疫測定法、にある。
　（２）本発明の第２の特徴は、環状エステルの骨格を有する複素環化合物が、酸素原子
を１～２個有する５員環の化合物であることを特徴とする免疫測定法、にある。
　（３）本発明の第３の特徴は、環状アミドの骨格を有する複素環化合物、および環状イ
ミドの骨格を有する複素環化合物が、Ｎ原子を１～３個有する５員環または６員環の化合
物である免疫測定法、にある。
　（４）本発明の第４の特徴は、環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからなる群
より選ばれる少なくともいずれか１つの骨格を有する複素環化合物を、一測定あたり０．
１～１００μｍｏｌ用いる免疫測定法、にある。
　（５）本発明の第５の特徴は、検出試薬が、少なくともウサギ、ヤギおよびマウスから
選ばれる一種以上の動物種由来の抗体を含む免疫測定法、にある。
　（６）本発明の第６の特徴は、環状オリゴ糖の存在下に測定を行う免疫測定法、にある
。
【００３５】
　（７）本発明の第７の特徴は、抗原が、多糖体である免疫測定法、にある。
　（８）本発明の第８の特徴は、検出対象物がグラム陽性菌である免疫測定法、にある。
　（９）本発明の第９の特徴は、検出対象物が、グラム陽性菌及びアデノウイルスである
免疫測定法、にある。
　（１０）本発明の第１０の特徴は、グラム陽性菌が溶血性連鎖球菌である免疫測定法、
にある。
【００３６】
　本発明の免疫クロマトキットとしては、次のような特徴を有する。
　（１１）本発明の第１１の特徴は、検体希釈液と、試料滴下部、抗原抽出部、標識物質
保持部、検出部を有するクロマトグラフ媒体、及び吸収部を含む免疫クロマトグラフ装置
とから構成される、検体中の検出対象物の抗原を、前記抗原に対する結合能を有する検出
試薬により検出するための免疫クロマトキットであって、前記検体希釈液及び試料滴下部
の少なくともいずれか一方に亜硝酸塩を含有し、抗原抽出部に環状エステル、環状アミド
および環状イミドからなる群より選ばれる少なくともいずれか１つの骨格を有する複素環
化合物を含有する免疫クロマトキット、にある。
　（１２）本発明の第１２の特徴は、環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからな
る群より選ばれる少なくともいずれか１つの骨格を有する複素環化合物を、一キットあた
り０．１～１００μｍｏｌ含有する免疫クロマトキット、にある。
　（１３）本発明の第１３の特徴は、検出試薬が、ウサギ、ヤギおよびマウスから選ばれ
る一種以上の動物種由来の抗体を含む免疫クロマトキット、にある。
　（１４）本発明の第１４の特徴は、前記検体希釈液及び試料滴下部の少なくともいずれ
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か一方に環状オリゴ糖を含有する免疫クロマトキット、にある。
【００３７】
　（１５）本発明の第１５の特徴は、抗原が、多糖体である免疫クロマトキット、にある
。
　（１６）本発明の第１６の特徴は、検出対象物が、グラム陽性菌である免疫クロマトキ
ット、にある。
　（１７）本発明の第１７の特徴は、検出対象物が、グラム陽性菌及びアデノウイルスで
ある免疫クロマトキット、にある。
　（１８）本発明の第１８の特徴は、グラム陽性菌が、溶血性連鎖球菌である免疫クロマ
トキット、にある。
【００３８】
　（１９）本発明の第１９の特徴は、標識物質保持部に使用する標識成分として、金属ナ
ノ粒子担体を用いる免疫クロマトキット、にある。
　本発明は以上のような特徴点を備えることにより、課題を達成することができたもので
ある。
【発明の効果】
【００３９】
　本発明では、予め測定量の亜硝酸化合物と、環状エステル、環状アミドおよび環状イミ
ドからなる群より選ばれる少なくともいずれか１つの骨格を有する複素環化合物との接触
混合時に生成する亜硝酸を用いて、グラム陽性菌、特に、溶連菌（Ａ群～Ｖ群）の菌体の
表面細胞壁に存在する、群特異的である多糖体を抽出し、その多糖体を抗原として検査を
行なうものである。そのため、試薬の混合間違いやその都度亜硝酸を調整する必要がない
という簡便且つ汎用性のある検査キットおよび検査方法を提供できる。
【００４０】
　即ち、その検査の都度に、亜硝酸塩を酸性溶液と反応させる亜硝酸生成工程を設けると
いう煩雑な用時調製をすることなく、検査デバイス上で亜硝酸を生成させることにより検
査の煩雑を省略し、検査効率および検査精度を向上させた検査方法を達成することができ
る。
【００４１】
　さらに、本発明の免疫クロマトキットを用いた溶連菌の検出系では、環状エステル、環
状アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれる少なくともいずれか１つの骨格を有す
る複素環化合物を用いることにより、抽出液および検体中のタンパク成分を抽出／展開条
件下であっても析出させることがなく、高感度かつ迅速に検査できるものである。
　即ち、本発明では、環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれ
る少なくともいずれか１つの骨格を有する複素環化合物を含有するイムノクロマトグラフ
用試料抽出液（「検体希釈液」ともいう。）を使用することにより、展開中にタンパク質
の析出を生じることなく、且つ抗体固定金属粒子の凝集を起こすことなく、正確に且つ、
展開速度の速い検査薬を提供することができるものである。
【００４２】
　また、本発明では、予め測定量の亜硝酸化合物と、環状エステル、環状アミドおよび環
状イミドからなる群より選ばれる少なくともいずれか１つの骨格を有する複素環化合物と
の接触混合時に生成する亜硝酸を用いて、グラム陽性菌、特に、溶連菌（Ａ群～Ｖ群）の
菌体の表面細胞壁に存在する、群特異的である多糖体を抽出すると共に、アデノウイルス
に存在するタンパク質を抽出することによりグラム陽性菌とアデノウイルス（「Ａｄｖ」
と略す。）のそれぞれから得られる抗原を、テストライン上に固定化されたそれぞれの抗
体と結合した標識を用いて同時検査可能なキットを提供することができる。
【００４３】
　さらにまた、本発明では、他の試薬保持部〔２〕に環状オリゴ糖を含有することによっ
て、例えば、呼吸器疾患患者から採取される検体（特に、咽頭拭い液、唾液、鼻汁、鼻腔
拭い液または痰等）である試料中の抗原（例えば、グラム陽性菌、特に、溶連菌等々の細
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菌、ウイルス）を、試薬保持部に、環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからなる
群より選ばれる少なくともいずれか１つの骨格を有する複素環化合物といった有機化合物
が保持され、かつ、亜硝酸を生成するような条件下であっても変性や沈殿を起こすことな
く、迅速、簡便および高感度に、結果の判定が可能である、というような作用効果を奏す
る。
【図面の簡単な説明】
【００４４】
【図１】図１（ａ）及び図１（ｂ）は本発明における免疫クロマトグラフ装置を示す図で
ある。図１（ａ）は免疫クロマトグラフ装置の立体斜視図を示し、図１（ｂ）は免疫クロ
マトグラフ装置の平面図を示す。
【発明を実施するための形態】
【００４５】
　以下、本発明を詳細に説明する。
　本発明の実施形態は、各種検体中の被検出物質である検出対象物の抗原に、各種の標識
をつけた、該抗原に対する結合能を有する検出試薬（抗体）を反応させるという抗原－抗
体反応により複合体を形成させ、それを各種の検出手段により確認するという、免疫測定
法またはそれを応用した検出法に基づくものである。抗原と最も特異的に反応して結合す
る抗体としては、それと特異的に結合する、例えばモノクローナル抗体およびポリクロー
ナル抗体若しくはその他の公知の抗体を任意に使用することができる。
　以下、本発明の免疫測定法を、クロマトグラフ媒体を用いたイムノクロマトグラフ法に
より説明を行うことがあるが、本発明はイムノクロマトグラフ法に限定されるものではな
い。
【００４６】
　標識としては、酵素、発色物質、蛍光物質、または放射性物質などを任意に使用するこ
とができるが、操作が簡単で、検定時間も短くするという、イムノクロマトグラフ法の特
色を出す為や、抗体、抗原の種類を考慮して決めればよい。
　また、検出手段は、操作が簡単で、比較的短時間で判定できると言う、イムノクロマト
グラフ法の特色を表すためには、目視判定で、正確に判定できると言う性能を有すること
を特徴とするが、時間、精度などが要求される場合には、分光光度検出、放射線検出など
、各種の検出手段を付帯させて、検出することができる。
【００４７】
　本発明の免疫測定法に使用可能な検体希釈液（「検体処理液」ともいう。）、免疫測定
用試薬、免疫測定法、イムノクロマト検出方法、免疫クロマトキットを実施するための最
良の形態を順次説明をする。
【００４８】
　本発明における免疫測定用試薬とは、免疫測定に際して使用する試薬であって、検体希
釈液（「検体処理液」、「検体抽出液」ともいう。）中に含有させて用いるか、及び／又
は、試料滴下部〔２〕（「試薬保持部〔２〕」ともいう。）に含有保持させて用いる試薬
である。しかし、これに加えて試薬保持部〔３〕（「抗原抽出部」〔３〕ともいう。）、
標識物質保持部〔４〕、及びクロマトグラフ媒体（１〕におけるこれらの１以上の部位に
含有保持させても構わない。この試薬を検体希釈液中に、もしくは試料滴下部〔２〕に含
有させた場合には、試薬保持部〔３〕（抗原抽出部）、標識物質保持部〔４〕、クロマト
グラフ媒体〔１〕、および吸収部〔５〕へと順次移動および展開する性質を備えたもので
ある。
【００４９】
　本発明における免疫測定用試薬としては、検体希釈液および試薬保持部〔２〕の少なく
ともいずれか一方に亜硝酸化合物を単独にまたは同時に含有させるものである。さらに、
検体希釈液および試薬保持部〔２〕の少なくともいずれか一方に亜硝酸化合物および環状
オリゴ糖のそれぞれを単独にまたは同時に含有させるものである。例えば、その実施態様
としては次のようなものが挙げられる。
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【００５０】
　本発明における亜硝酸化合物（「亜化」と略記する。）を、さらには環状オリゴ糖（「
環オ」と略記する。）を含有する成分および構成部位に関する態様を詳細に具体的に例示
すれば、以下のような態様が例示できる。検体希釈液（検体処理液）〔６〕；試料滴下部
〔２〕（試薬保持部〔２〕）にそれぞれ亜化、亜化及び／又は環オの化合物を含有する可
能な各実施態様（パターン）を例示する。
【００５１】
　パターン　　　検体希釈液（検体処理液）〔６〕　　　試料滴下部〔２〕
　　　１　　　　　　　　　亜化　　　　　　　　　　　　　無
　　　２　　　　　　　　　無　　　　　　　　　　　　　　亜化
　　　３　　　　　　　　　亜化　　　　　　　　　　　　　亜化
　　　４　　　　　　　　　無　　　　　　　　　　　　　亜化・環オ
　　　５　　　　　　　　　亜化　　　　　　　　　　　　　環オ
　　　６　　　　　　　　　環オ　　　　　　　　　　　　　亜化
　　　７　　　　　　　　　亜化・環オ　　　　　　　　　　無
　　　８　　　　　　　　　亜化・環オ　　　　　　　　　　亜化・環オ
　　　９　　　　　　　　　亜化・環オ　　　　　　　　　　亜化
　　１０　　　　　　　　　亜化　　　　　　　　　　　　　亜化・環オ
　　１１　　　　　　　　　環オ　　　　　　　　　　　　　亜化・環オ
　　１２　　　　　　　　　亜化・環オ　　　　　　　　　　環オ
【００５２】
　以上のような実施態様（パターン）に従って、本発明は実施できる。
　なお、この試料滴下部〔２〕（試薬保持部〔２〕）の試薬状態は、溶液状のものや、凍
結乾燥などにより滴下パッドに保持された状態のものを包含する。
【００５３】
　本発明で用いる環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれる少
なくともいずれか１つの骨格を有する複素環化合物について説明すると、特にその使用量
としては、一測定（一キット）あたり通常０．０５～１００μｍｏｌの範囲であり、０．
１～１００μｍｏｌ用いることが好ましく、０．１～５０μｍｏｌ用いることがより好ま
しく、０．１～３０μｍｏｌ用いることがさらに好ましく、最適には１～１５μｍｏｌの
範囲で用いられる。
【００５４】
　亜硝酸を効率的に発生させる為には、亜硝酸塩に対して触媒量ないし少量の環状エステ
ル、環状アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれる少なくともいずれか１つの骨格
を有する複素環化合物を加えるのが合理的である。しかし、亜硝酸の発生状況を考慮して
、あるいは亜硝酸の塩部分の種類に応じて、上記複素環化合物０．０５～１００μｍｏｌ
に対して、亜硝酸塩は通常１μｍｏｌ以上５００μｍｏｌ以下、好ましくは５～２００μ
ｍｏｌ、より好ましくは１０～１００μｍｏｌというような、範囲の値で任意に調整でき
る。
【００５５】
　特に、亜硝酸は、遊離酸の状態では高濃度になるにつれて自己酸化還元反応を誘起する
ために、通常は低濃度で使用するか、または低温で亜硝酸塩を酸性にして製造されている
。しかし、本発明では環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれ
る少なくともいずれか１つの骨格を有する複素環化合物を触媒量ないし少量で使用するこ
とにより、例えばクエン酸、酢酸などの有機酸を使用した場合に比較して、常温であって
も反応が穏やか且つ均一に理想的に進行して、均一な所定の濃度に亜硝酸が発生する。
【００５６】
　このことから、非特異的な発色の抑制、金属粒子の分散性や安定性が確保されて、結果
的にＳ／Ｎ比が向上し、目視判定も容易になるという有利な結果が期待されるのである。
勿論、触媒量ないし少量といった量ではなく過剰に用いても何ら差支えないが、費用対効
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果が期待できず無駄となる。
【００５７】
　本発明で使用する環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれる
少なくともいずれか１つの骨格を有する複素環化合物の亜硝酸塩に対する具体的な作用機
序は定かではないが、これらの複素環化合物は、亜硝酸塩が展開抽出液若しくは検体希釈
液に含有されている水に溶解して亜硝酸と塩基に分解するのを促進する触媒的な役割を果
たすものと推察される。
【００５８】
　本発明における亜硝酸塩とは、特定の有機化合物と接触して速やかに亜硝酸を生成する
ものであって、検査デバイス上において検査に悪影響が及ばないものであれば特に制限さ
れない。例えば、亜硝酸ナトリウム、亜硝酸カリウム、亜硝酸カルシウム、亜硝酸マグネ
シウム、亜硝酸銀、亜硝酸亜鉛等が挙げられ、これらの混合物を用いてもよい。好ましく
は、亜硝酸のアルカリ金属塩が好ましく、亜硝酸ナトリウムが最も好ましい。
【００５９】
　この免疫測定用試薬中に含有する亜硝酸塩の含有量は、１～５００μｍｏｌ／試験であ
り、好ましくは５～２００μｍｏｌ／試験であり、より好ましくは１０～１００μｍｏｌ
／試験である。亜硝酸根（ＮＯ２－）は、加工食品中にも通常約０．５～４μｇ／ｇ程度
と若干含まれる場合があり、これは遊離酸の状態では、不安定であり分解しやすいという
傾向があるが、本発明の免疫測定法では、測定現場で亜硝酸を発生させ、短時間に検査す
るシステムであるから、非常に有利に亜硝酸の機能を発現できる。
【００６０】
　亜硝酸塩の含有量が、１μｍｏｌ／試験未満という低い値になれば、亜硝酸の発生が低
下するために、検査精度（Ｓ／Ｎ比）が低く、判定時間が延びて、検査効率が低下する傾
向を示す。一方、５００μｍｏｌ／試験超と大きくなれば、亜硝酸自体の発生が高濃度に
なるため、亜硝酸の自己酸化還元反応の問題および展開速度の影響も考慮しなければなら
ず、結局、取り扱い、Ｓ／Ｎ比、検査時間などにおいて好ましくない傾向を示す。
【００６１】
　また、本発明における免疫測定用試薬に使用する、特に検体希釈液及び試料滴下部の少
なくともいずれか一方に使用する、環状オリゴ糖については、通常、免疫クロマトキット
の１キット当り含有量が０～２０μｍｏｌ、好ましくは、０．１～５μｍｏｌ、より好ま
しくは０．５～２μｍｏｌ／試験である。
【００６２】
　環状オリゴ糖を使用しなくても検査に何ら支障はないが、使用した方がＳ／Ｎ比が高く
なる傾向を示す。しかし、２０μｍｏｌ／試験超という、比較的高い含有量にしても、そ
れに準じてＳ／Ｎ比が高くなるというような傾向は示さないので、０．１～５μｍｏｌ程
度の適量で実施することが推奨される。
【００６３】
　本発明で使用する環状オリゴ糖としては、Ｄ－グルコースおよび／またはその誘導体が
α（１→４）グルコシド結合により環状につながった構造を有するオリゴ糖であれば特に
限定されるものではない。
【００６４】
　具体的には、シクロデキストリン類、例えば、α－シクロデキストリン、β－シクロデ
キストリン、γ－シクロデキストリンおよび、ヒドロキシアルキル化シクロデキストリン
、スルホアルキル化シクロデキストリン、モノクロロトリアジニルシクロデキストリン、
クラスターシクロデキストリン、修飾クラスターシクロデキストリン、などの（α－、β
－又はγ－）シクロデキストリン誘導体や、約２０～５０個のグルコースが環状に結合し
たシクロアミロース、ラウリル化シクロアミロース、シクロアミロースの派生産物である
水溶性キシラン、などの環状グルカンを挙げることができる。これらシクロデキストリン
類や環状グルカンの混合物を使用してもよい。
【００６５】
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　中でも、β－シクロデキストリンおよびγ－シクロデキストリンから選ばれる少なくと
も１種が好ましい（日本国特開２０１２－１８８５７３号公報、日本国特開２０１２－２
５１７８９号公報を参照。）
【００６６】
　環状オリゴ糖類は、一般に、その環状構造の外部が親水性を示し、その環状構造の内部
が疎水性（親油性）を示すという特異的な構造を有している。上記の特異的な構造に由来
して、環状オリゴ糖類は環状構造の内径より小さい親油性分子を包みこむように取り込み
、複合化することができる。また前記環状構造の内径より大きい分子であっても、環状構
造の内径より小さい親油性部分があれば、その部分が環状オリゴ糖類内部に取り込まれ、
複合化することが知られている。
【００６７】
　本発明では、有機化合物分子中の親油性部位である炭化水素官能基が環状オリゴ糖内に
取り込まれ、試料中の被検出物質や他の生体物質由来のたんぱく質成分、あるいは免疫ク
ロマトキット中の添加剤などに含まれるたんぱく質成分と、有機化合物との複合体形成を
抑制し、その複合体形成に起因する非特異的な反応や複合体の析出による展開速度の低下
や展開しない等の展開不良を抑制することができる。
　本発明における免疫測定用試薬に存在する環状オリゴ糖がα－シクロデキストリン、β
－シクロデキストリン、γ－シクロデキストリンおよびそれらの誘導体であることが特に
好ましい。
【００６８】
　本発明における検体（検査試料）としては、厚いペプチドグリカン層を有するグラム陽
性菌を含む試料において好ましく用いられる。例えば、ブドウ球菌、連鎖球菌、肺炎球菌
、かん菌、たんそ菌、セレウス菌、ジフテリア菌、リステリア、破傷風菌、ボツリヌス菌
、ウェルシュ菌などが挙げられる。本発明の免疫クロマトキットは、中でも球菌類である
ブドウ球菌、連鎖球菌、肺炎球菌を含む試料でより好ましく用いられ、最適には連鎖球菌
で用いられる。
【００６９】
　グラム陽性菌を含む試料は、唾液、鼻汁、鼻腔拭い液、鼻腔吸引液、痰、咽頭拭い液、
肺胞洗浄液、直腸拭い液、便懸濁液、尿、羊水等々といった生体試料のみならず、食品抽
出液、上水、下廃水、培養液等々といった試料であることができ、特に限定されるもので
はない。これらの検体中に含まれ、原因となる菌がグラム陽性菌、特に、溶連菌を含む場
合に有用である。特に本発明の免疫クロマトキットにおける検出対象物のグラム陽性菌と
は、溶血性連鎖球菌である。亜硝酸塩と環状エステル、環状アミドおよび環状イミドから
なる群より選ばれる少なくともいずれか１つの骨格を有する複素環化合物との反応により
生成される抽出剤を用いることを特徴とする本発明における検出系では、生成する抽出剤
の亜硝酸によって、細菌に特異な抗原多糖体が抽出されるような細菌であれば適用可能で
ある。
【００７０】
　本発明における検査試料としては、グラム陽性菌、特に溶連菌といった細菌のみならず
ウイルスといった異なる微生物を含む試料においても好ましく適用できる。ウイルスとし
ては、例えば、アデノウイルス、インフルエンザウイルス（Ａ、ＢまたはＣ型）、ライノ
ウイルス、コロナウイルス、ヘルペスウイルス、パピローマウイルス等々が挙げられる。
【００７１】
　本発明においては、同じ試料（鼻汁、咽頭拭い液等）から同一の抽出剤を用いてそれぞ
れの抗原（多糖抗原、タンパク質抗原）を取得することが可能であるところから、従来困
難であった、特に、アデノウイルスと溶連菌とを組み合わせた同時検査キットの開発を達
成したものである。
【００７２】
　本発明の免疫測定法によれば、環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからなる群
より選ばれる少なくともいずれか１つの骨格を有する複素環化合物、あるいは検出系中で
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生成する亜硝酸による、鼻汁などの検体に含まれる高粘性タンパク質や検査デバイス中に
存在するタンパク等の変性・析出が抑制され、クロマト材の孔の目詰まりによる展開速度
の低下を生じず、更に、高粘性タンパク質などによる粘度の増大も抑制するため、感度の
低下を伴わず高速の展開が可能となり迅速な検体検出を可能とする。
【００７３】
　この免疫測定法の特徴は、抽出剤（抽出試薬）が、環状エステル、環状アミドおよび環
状イミドからなる群より選ばれる少なくともいずれか１つの骨格を有する複素環化合物と
亜硝酸塩の反応により、検査デバイス上で、特に有機化合物含有抗原抽出部（試薬保持部
〔３〕）において生成される亜硝酸であることである。また、環状エステル、環状アミド
および環状イミドからなる群より選ばれる少なくともいずれか１つの骨格を有する複素環
化合物と共に下記の非イオン性界面活性剤を保持することにより免疫測定法を実施するこ
とが好ましい。
【００７４】
　そして、この抽出剤（抽出試薬）は環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからな
る群より選ばれる少なくともいずれか１つの骨格を有する複素環化合物と亜硝酸塩との接
触反応により生成される亜硝酸であって、下記の理由により、その抽出ｐＨが６．８～７
であることが好ましい。
【００７５】
　そのイムノクロマトグラフ法による溶連菌の検出においては、菌体表面に存在する群特
異的である多糖体を抗原とするのが一般的である。抗原抽出にあたっては、亜硝酸による
抽出が、各種酵素を含む抽出液に比べて格段に抽出効率が高いが、展開中に試薬保持部に
保持されている酸や亜硝酸の生成に起因してｐＨ条件が酸性となった場合に問題が生じる
。即ち、イムノクロマトグラフ検出系中に存在する、例えば、カゼイン等々といったタン
パク質、またはその塩や検体中に含まれる高粘性タンパク質などが析出してくるといった
問題点が生じる。
【００７６】
　そこで、本発明は、共通抽出液［１）酵素、２）添加塩、３）界面活性剤、４）イオン
液体、５）（亜硝酸生成）触媒、６）亜硝酸］の仕様の抽出液で、１）酵素の挙動に着目
して、多面的に検討した結果、やはり、１）～５）の抽出液系では、６）亜硝酸に比べて
、抗原抽出効率が低いことを確認することができた。このため、抗原抽出の為には、亜硝
酸が必要であり、亜硝酸は、酸性条件で生成するが、酸性条件では共通抽出液中のタンパ
ク質のカゼインが析出するために、併用が非常に難しい。そこで、本発明はカゼインが析
出しない程度の酸性条件で亜硝酸を生成する条件を模索した。
【００７７】
　　　［共通抽出液と亜硝酸併用系の挙動］
　ｐＨ　　　　　　　６　　　６．５　　　６．８　　　７　　　８
　気泡（亜硝酸）　　有　　　　　有　　　やや有　　　無　　　無
　沈殿（カゼイン）　有　　　やや有　　　　　無　　　無　　　無
【００７８】
　この解析結果から、亜硝酸と共通抽出液との併用可能な条件を、ｐＨ＝６．５～７程度
にすれば、対応できることが判明した。このように、本発明は、抗原抽出効率の向上の為
に、共通抽出液の面からの対策と、以下に示す、キットの構成の面という、両面からの改
良を検討したものである。
【００７９】
　これらの問題点について更なる検討、研究を重ねた結果、本発明にあっては、亜硝酸が
生成するｐＨ条件であって、かつ、カゼイン等々といったタンパク質や検体中に含まれる
高粘性タンパク質などが析出してこないｐＨ条件としては、ｐＨが７．０未満～６．５、
好ましくは７．０未満～６．６、最も好ましくは７．０未満～６．８である。
【００８０】
　ｐＨ条件が７以上では亜硝酸生成が少なく、抗原の抽出効率が低いため、検出感度が低
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くなる。逆に、亜硝酸生成によるｐＨ条件が６．５未満の酸性条件では抗原の抽出効率は
良いが、カゼイン等々といったタンパク質や検体中に含まれる高粘性タンパク質などが析
出してくるため、検出ができなくなる。
【００８１】
　本発明の免疫クロマトキットは、亜硝酸を生成するために中性から弱酸性条件で検体を
展開する設計になっている。また、他の呼吸器感染症で既に使用されている抽出液での検
査を行なえる設計となっている。
【００８２】
　しかし、抽出液に含まれる成分（カゼイン）が弱酸性条件で析出してしまうため、展開
が不均一になるという問題があり、この問題を解決するために、本発明者等は、種々の化
合物を加えて、成分の析出を抑える検討を行った。その結果、検出系中に、例えば、亜硝
酸塩含有部中にあるいは検体希釈液中に、環状オリゴ糖を含有させることで、成分の析出
を抑えることができ、展開の均一性を向上させることができる。
【００８３】
　本発明を適正に実施する為に、本発明では、亜硝酸を生成する条件として、中性から弱
酸性条件（ｐＨ＝６．８）で展開することが好ましいことを確認することができたが、こ
れは呼吸器感染症で既に使用されている抽出液での検査にも対応できる設計条件である。
【００８４】
　しかし、抽出液に含まれる成分（カゼイン）は、弱酸性条件では、析出してしまうため
に、展開が不均一になる問題を抱えている。この成分の析出を抑える為に、種々の化合物
を加えて、成分の析出を抑えることを検討した結果、シクロデキシトリン（ＣＤ）として
、特に、代表的なβ－シクロデキシトリン（β－ＣＤ）を含有することで成分の析出を抑
えることができ、展開の均一性が向上することを知見したものであり、その傾向を以下に
示す。注．ＢＳＡ：牛血清アルブミン、ＰＥＧ；ポリエチレングリコール（ＰＥＧ２００
００）、ＴＨ；トレハロースを示す。
【００８５】
　　　　　　　無添加　　　ＢＳＡ　　ＰＥＧ　　　ＴＨ　　　β－ＣＤ
［展開均一性］やや不均一　不均一　　不均一　　やや不均一　　均一
【００８６】
　これらの傾向は、環状オリゴ糖に包含される各種のＣＤに於いて、同様の傾向を示すこ
とを確認することができる。
【００８７】
　本発明に使用する抗原抽出液、即ち、試料抽出液（検体希釈液）や展開抽出液としての
役割を果たすものである該抽出液の共通成分としては、亜硝酸化合物（亜硝酸塩等）、中
和塩基（水酸化ナトリウム等々）又は緩衝液（ＴＲＩＳ、等々）を含有させることができ
る。
【００８８】
　その他に、生物学的親和性に基づく副反応を抑制したり、疎水結合や電気的相互作用を
打ち消す効果のある物質、例えば界面活性剤、アンモニウム塩、環状オリゴ糖などの糖類
、ｐＨ緩衝剤、さらに非特異反応を抑制するために種々の添加剤、例えば、抗原抗体反応
の促進あるいは非特異反応の抑制のための蛋白質、高分子化合物等々を含有させることが
できる。
【００８９】
　この環状オリゴ糖の範疇に属する各種化合物の展開液に与える影響およびその挙動につ
いては、本発明者らが既に解析を行って検証済である。（日本国特開２０１５－０３４７
１９号公報参照）
【００９０】
　抽出液系に使用する化合物としては、亜硝酸化合物と接触して亜硝酸を生成するもので
あって、検査デバイス中において存在するタンパク等を変性・析出させない環状エステル
、環状アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれる少なくともいずれか１つの骨格を



(15) JP 6564860 B2 2019.8.21

10

20

30

40

50

有する複素環化合物であればよい。
【００９１】
　好ましくは、５員環または６員環の環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからな
る群より選ばれる少なくともいずれか１つの骨格を有する複素環化合物が用いられる。よ
り好ましくは、５員環または６員環の環状エステルおよび環状イミドの少なくともいずれ
か１つの骨格を有する複素環化合物が用いられる。
【００９２】
　５員環または６員環の環状エステル骨格を有する複素環化合物としては、例えば、アス
コルビン酸（Ａ１）、エリソルビン酸、デヒドロ酢酸、エチレンカーボネート、２－Ｏ－
（α－Ｄ－グルコピラノシル）－Ｌ－アスコルビン酸、２，３，７，８－テトラヒドロキ
シ［１］ベンゾピラノ［５，４，３－ｃｄｅ］［１］ベンゾピラン－５，１０－ジオン二
水和物（Ａ３）等々が挙げられる。
【００９３】
　なかでもアスコルビン酸、２－Ｏ－（α－Ｄ－グルコピラノシル）－Ｌ－アスコルビン
酸（Ａ２）、２，３，７，８－テトラヒドロキシ［１］ベンゾピラノ［５，４，３－ｃｄ
ｅ］［１］ベンゾピラン－５，１０－ジオン二水和物が、最も好ましい。
【００９４】
　環状エステルの骨格を有する複素環化合物うち、好ましくは、酸素原子を１～２個有す
る５員環の化合物である。
【００９５】
　５員環または６員環の環状エステル骨格を有する複素環化合物の代表的なものの化学構
造式を示すと以下のとおりのものが例示できる。
【化１】

【００９６】
　５員環または６員環の環状アミド骨格を有する複素環化合物としては、例えば、γ－ブ
チロラクタム（Ｂ１）、Ｎ－ヒドロキシ－γ－ブチロラクタム、δ－バレロラクタム（Ｂ
２）、Ｎ－ヒドロキシ－δ－バレロラクタム及びそのヒドロキシル基に保護基（アシル基
、スルホニル基、サルフェート基、ホスフェート基等々）を導入した化合物等々が挙げら
れる。
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　環状アミドの骨格を有する複素環化合物、及び環状イミドの骨格を有する複素環化合物
は、Ｎ原子を１～３個有する５員環または６員環の化合物であることが好ましい。
【００９８】
　５員環または６員環の環状アミド骨格を有する複素環化合物の代表的なものの化学構造
式を示すと以下のとおりのものが例示できる。
【００９９】
【化２】

【０１００】
　５員環または６員環の環状アミドおよび環状イミドの骨格を有する複素環化合物のうち
、５員環の環状イミド骨格を有する複素環化合物としては、複素原子としてＮを１個有す
る複素環化合物である。例えば、Ｎ－ヒドロキシコハク酸イミド（Ｃ１）、Ｎ－アセトキ
シスクシンイミド、炭酸Ｎ，Ｎ'－ジスクシンイミジル、Ｎ－カルボベンゾキシオキシス
クシンイミド、Ｎ－ヒドロキシマレイン酸イミド及びそのヒドロキシル基に保護基（アシ
ル基、スルホニル基、サルフェート基、ホスフェート基等々）を導入した化合物、フタル
酸イミド（Ｃ２）、Ｎ－ヒドロキシフタル酸イミド、Ｎ－アセチルフタル酸イミド（Ｃ４
）、Ｎ－（ｔｅｒｔ－ブトキシカルボニルオキシ）フタル酸イミド（Ｃ５）、Ｎ－ヒドロ
キシヘキサヒドロフタル酸イミド、Ｎ，Ｎ'－ジヒドロキシシクロヘキサンテトラカルボ
ン酸ジイミド及びそのヒドロキシル基に保護基（上に同じ）を導入した化合物、Ｎ－メチ
ルマレイミド、Ｎ－メトキシカルボニルマレイミド、Ｎ－マレイミド酪酸及びそのメチル
基に保護基（アシル基、スルホニル基、サルフェート基、ホスフェート基等々）を導入し
た化合物等々が挙げられるが、なかでもＮ－ヒドロキシコハク酸イミド、Ｎ－アセトキシ
スクシンイミド（Ｃ６）、炭酸Ｎ，Ｎ'－ジスクシンイミジル（Ｃ３）、Ｎ－カルボベン
ゾキシオキシスクシンイミド、フタルイミド、Ｎ－アセチルフタルイミド、Ｎ－（ｔｅｒ
ｔ－ブトキシカルボニルオキシ）フタルイミドが、最も好ましいとされ、Ｎ－アセトキシ
スクシンイミド（Ｃ６）、炭酸Ｎ，Ｎ'－ジスクシンイミジル（Ｃ３）が最適である。
【０１０１】
　複素原子としてＮを１個有する５員環の環状イミド骨格を有する複素環化合物の代表的
なものの化学構造式を示すと以下のとおりのものが例示できる。



(17) JP 6564860 B2 2019.8.21

10

20

30

40

50

【化３】

【０１０２】
　複素原子としてＮを２個有する５員環の環状イミド骨格を有する複素環化合物としては
、ヒダントイン骨格を有する化合物である、例えば、ヒダントイン（Ｄ１）、３－ヒドロ
キシヒダントイン、１，３－ジヒドロキシヒダントイン、３－ヒドロキシ－１－メチルヒ
ダントイン、及びそれらのヒドロキシル基に保護基（上に同じ）を導入した化合物等々が
挙げられるが、なかでもヒダントインが、最も好ましく用いられる。
【０１０３】
　複素原子としてＮを２個有する５員環の環状イミド骨格を有する複素環化合物の代表的
なものの化学構造式を示すと以下のとおりのものが例示できる。
【０１０４】

【化４】

【０１０５】
　複素原子としてＮを３個有する５員環の環状イミド骨格を有する複素環化合物としては
、１，２，４－トリアゾリジン－３，５－ジオン（Ｅ１）、４－ヒドロキシ－１，２，４
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－トリアゾリジン－３，５－ジオン、４－ヒドロキシ－１，２，４－トリアゾリン－３，
５－ジオン、及びそのヒドロキシル基に保護基（アシル基、スルホニル基、サルフェート
基、ホスフェート基等々）を導入した化合物等々が挙げられる。複素原子としてＮを３個
有する５員環の環状イミド骨格を有する複素環化合物の代表的なものの化学構造式を示す
と以下のとおりのものが例示できる。
【０１０６】
【化５】

【０１０７】
　６員環の環状イミド骨格を有する複素環化合物としては、複素原子としてＮを１個有す
る化合物である、例えば、グルタルイミド（Ｆ１）、Ｎ－ヒドロキシグルタルイミド、Ｎ
－ヒドロキシナフタル酸イミド、Ｎ，Ｎ'－ジヒドロキシ－１，８，４，５－ナフタレン
テトラカルボン酸ジイミド、Ｎ－ヒドロキシ－１，８－デカリンジカルボン酸イミド、Ｎ
，Ｎ'－ジヒドロキシ－１，８，４，５－デカリンテトラカルボン酸ジイミド及びそのヒ
ドロキシル基に保護基（アシル基、スルホニル基、サルフェート基、ホスフェート基等々
）を導入した化合物等々が挙げられる。なかでもグルタルイミドが、最も好ましい。その
代表的なものの化学構造式を示すと以下のとおりのものが例示できる。
【０１０８】
【化６】

【０１０９】
　複素原子としてＮを２個有する６員環の環状イミド骨格を有する複素環化合物としては
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３－ヒドロキシ－１，３－ジアジン－２，４－ジオン、ヘキサヒドロ－１，３－ジヒドロ
キシ－１，３－ジアジン－２，４－ジオン、ヘキサヒドロ－１－ヒドロキシ－１，３－ジ
アジン－２，４，６－トリオン、ウラシル、３－ヒドロキシ－ウラシル、及びそのヒドロ
キシル基に保護基（アシル基、スルホニル基、サルフェート基、ホスフェート基等々）を
導入した化合物等々が挙げられる。その代表的なものの化学構造式を示すと以下のとおり
のものが例示できる。
【化７】

【０１１０】
　複素原子としてＮを３個有する６員環の環状イミド骨格を有する複素環化合物としては
、例えば、ヘキサヒドロ－１，２，４－トリアジン－３，５－ジオン（Ｈ２）、ヘキサヒ
ドロ－４－ヒドロキシ－１，２，４－トリアジン－３，５－ジオン、及びそのヒドロキシ
ル基に保護基（アシル基、スルホニル基、サルフェート基、ホスフェート基等々）を導入
した化合物等々が挙げられ、また、ヘキサヒドロ－１，３，５－トリアジン－２，６－ジ
オン（Ｈ１）、ヘキサヒドロ－１－ヒドロキシ－１，３，５－トリアジン－２，６－ジオ
ン、ヘキサヒドロ－１－ヒドロキシ－１，３，５－トリアジン－２，４，６－トリオン、
ヘキサヒドロ－１，３，５－トリヒドロキシ－１，３，５－トリアジン－２，４，６－ト
リオン、及びそのヒドロキシル基に保護基（アシル基、スルホニル基、サルフェート基、
ホスフェート基等々）を導入した化合物等々が挙げられる。その代表的なものの化学構造
式を示すと以下のとおりのものが例示できる。
【０１１１】
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【化８】

【０１１２】
　複素原子としてＮを４個有する６員環の環状イミド骨格を有する複素環化合物としては
、例えば、ヘキサヒドロ－１，２，３，５－テトラジン－４，６－ジオン（Ｉ１）、ヘキ
サヒドロ－５－ヒドロキシ－１，２，３，５－テトラジン－４，６－ジオン、及びそのヒ
ドロキシル基に保護基（アシル基、スルホニル基、サルフェート基、ホスフェート基等々
）を導入した化合物等々が挙げられる。その代表的なものの化学構造式を示すと以下のと
おりのものが例示できる。
【０１１３】
【化９】

【０１１４】
　本発明者等は、免疫クロマトキットの２種のサンプルパッドに亜硝酸ナトリウム及びク
エン酸を夫々含浸させて研究を行なった結果、操作の簡略化、測定再現性の向上が達成で
きたが、含浸させるクエン酸量を増やすと非特異的な発色が起きて、抽出効率に問題があ
ることを知見した。この問題を解決するため、まず抗体固定化金コロイド、亜硝酸ナトリ
ウムと種々の有機酸または有機化合物を混合して金ナノ粒子分散液を製造して、亜硝酸の
生成度合及び粒子の分散性について目視評価を行った。その結果を［表１］に示す。
【０１１５】
　亜硝酸ガスの生成度合いを目視評価すると以下のとおりに、判別できる。
　－　；目視判定では発生が確認できない。
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　＋　；やや発生が確認できる。
　＋＋　；明瞭に発生が確認できる。
　＋＋＋　；多く発生していることが確認できる。
【０１１６】
【表１】

【０１１７】
　［表１］の結果から明らかなように、クエン酸などの主な有機酸が一定量以上存在した
場合、過剰分の有機酸が金コロイドに吸着する為か、その作用機序は明らかではないが、
凝集を起こすことが分かった。なかでも、クエン酸はヒドロキシル基を１個有する弱酸で
あるがカルボキシル基を３個有しているため、亜硝酸ガスを多く発生させる利点もある反
面で、金属イオンとキレート錯体を作る性質を有することが知られているところから、そ
の性質に基因して金コロイドと錯体を作って凝集を起こすとも考えられる。
【０１１８】
　いずれにせよアスコルビン酸は他の有機酸と比べて、亜硝酸を生成した後も金コロイド
を凝集させにくいことが分かった。併せて、Ｎ－ヒドロキシコハク酸イミドにあっても、
アスコルビン酸程ではないにしても他の有機酸と比べると、亜硝酸を生成した後も金コロ
イドをわずかに凝集させる程度であって、凝集させにくいことが分かった。
【０１１９】
　上記結果を踏まえ、亜硝酸ナトリウムを試料滴下部〔２〕に、クエン酸およびアスコル
ビン酸を試薬保持部〔３〕に夫々含浸させて、溶連菌検査用の免疫クロマトキットを試作
した。試作したキットを用いて、陰性検体（抽出液）、陽性検体（不活化抗原　２×１０
６　ｏｒｇ／ｍＬ）を検査し、滴下５分後のテストラインの目視評価を行った。その結果
を［表２］に示す。
【０１２０】

【表２】

【０１２１】
　［表２］の結果から明らかなように、アスコルビン酸を用いた方が、クエン酸を用いた
系よりもテストラインが濃く発色した。
【０１２２】
　本発明における有機化合物含有抗原抽出部（試薬保持部〔３〕）に保持させる抽出液系
に使用する有機化合物としては、亜硝酸塩と接触反応して亜硝酸を生成するものであって
、検査デバイス中において存在するタンパク等を変性・析出させない環状エステル、環状
アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれる少なくともいずれか１つの骨格を有する
複素環化合物である。
【０１２３】
　環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれる少なくともいずれ
か１つの骨格を有する複素環化合物と亜硝酸塩の使用割合は、モル比で０．０５～１００
：１～５００の範囲である。
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【０１２４】
　環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれる少なくともいずれ
か１つの骨格を有する複素環化合物は、一測定（一キット）あたり０．１～１００μｍｏ
ｌ用いることが好ましく、０．１～５０μｍｏｌ用いることがより好ましく、０．１～３
０μｍｏｌ用いることがさらに好ましく、最適には１～１５μｍｏｌの範囲で用いられる
。亜硝酸塩は、一測定（一キット）あたり１０～１００μｍｏｌ用いることが最も好まし
い。
【０１２５】
　本発明で環状オリゴ糖を使用する場合は、イムノクロマトグラフ用試料抽出液（以下、
「展開抽出液」ともいう。）または検体希釈液（以下、「検体処理液」ともいう。）中に
含有させてもよく、免疫クロマトキットにおける他の試薬保持部〔２〕に含有させてもよ
く、またはそれら両方に含有させてもよく、環状オリゴ糖の機能が発揮できる限り、何処
に含有させてもよいが、展開初期段階である検体処理液あるいは展開上流部に含有させる
のが、機能上好ましい。
【０１２６】
　本発明の免疫クロマトキットを用いて検体中のグラム陽性菌を検出するための免疫測定
法としては、（ｉ）検体を緩衝液および界面活性剤を含む検体希釈液と接触混合して検体
希釈液混合物を作製する工程、（ｉｉ）検体処理液混合物を試料滴下部に供給する工程、
（ｉｉｉ）検体処理液混合物をイムノクロマトグラフ媒体上で展開して、抗原抽出部に存
在する有機化合物と亜硝酸化合物の反応によって媒体上で生成される亜硝酸によりグラム
陽性菌中の抗原を抽出する工程、（ｉｖ）標識物質保持部において抗原を標識化する工程
、および（ｖ）クロマトグラフ媒体上を移動して検出部において標識化抗原を検出する工
程、（ｖｉ）検体処理液混合物が、吸収部により吸収される工程、を含むものである。
【０１２７】
　本発明におけるイムノクロマトグラフ用検体希釈液もしくは免疫クロマトキットの試薬
中に使用できる非イオン性界面活性剤としては、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／ポリオキシプロピレンアルキルエーテル、ポリオキシエチレンソル
ビタン脂肪酸エステル（商品名「Ｔｗｅｅｎ」シリーズ）、ポリオキシエチレンｐ－ｔ－
オクチルフェニルエーテル（商品名「Ｔｒｉｔｏｎ」シリーズ）、ポリオキシエチレンｐ
－ｔ－ノニルフェニルエーテル（商品名「ＴｒｉｔｏｎＮ」シリーズ）、アルキルポリグ
ルコシド、脂肪酸ジエタノールアミド、アルキルモノグリセリルエーテル等を挙げること
ができる。また、悪影響を及ぼさない範囲内において非イオン性界面活性剤以外のイオン
性界面活性剤などを配合して使用することも可能である。
【０１２８】
　特に、本発明の免疫クロマトキットにおける有機化合物含有抗原抽出部には、展開を均
一にするために界面活性剤が必要であるが、界面活性剤を含ませることによって抗原抽出
部の保存安定性が悪くなることが分かっている。
【０１２９】
　この問題を解決するために、種々の界面活性剤を含有させた抗原抽出部を有する試薬を
作製して、過酷試験（８０℃、１２時間）を行った結果、ポリオキシエチレンｐ－ｔ－オ
クチルフェニルエーテル（商品名「Ｔｒｉｔｏｎ」シリーズ）、例えば、ポリオキシエチ
レン（１０）－ｐ－ｔ－オクチルフェニルエーテル（ＴｒｉｔｏｎＸ－１００（商品名）
、ＨＬＢ＝１３．５）、「ＴｒｉｔｏｎＸ－１１４」（商品名）（ＨＬＢ＝１２．４）、
ポリオキシエチレンｐ－ｔ－ノニルフェニルエーテル（商品名「ＴｒｉｔｏｎＮ」シリー
ズ）が好ましいことが分かった。最も好ましくは、ポリオキシエチレン（１０）－ｐ－ｔ
－オクチルフェニルエーテル（ＴｒｉｔｏｎＸ－１００（商品名））である。
【０１３０】
　本発明における検体希釈液やイムノクロマトグラフ用試薬中に使用する非イオン性界面
活性剤の含有量としては、０．０１～１０重量％の範囲であり、好ましくは０．０５～５
重量％の範囲でイムノクロマトグラフ用試薬に含有させることができる。
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【０１３１】
　０．０１重量％未満では、例えば０．００５重量％では正確な判定が行えない。０．０
５重量％未満では、非特異的反応を抑制できず正確な判定がやや難しくなる傾向を示す。
１０重量％以上、例えば１２重量％、１８重量％となると、必要以上の濃度となり、非特
異的反応の抑制には好ましい影響を与えることがないばかりか、技術的に無意味になり、
経済的でなく無駄となる。
【０１３２】
　本発明における抽出展開液、検体処理液などのイムノクロマトグラフ用試薬中に使用さ
れる塩としては、代表的なものとしては塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カルシウム
、塩化マグネシウム等々が挙げられる。好ましくは塩化ナトリウムである。
【０１３３】
　本発明における抽出展開液などのイムノクロマトグラフ用試薬中に使用される塩の濃度
としては、通常１ｍＭ～５００ｍＭの範囲であり、５ｍＭ～２００ｍＭの範囲が好ましく
、１０ｍＭ～５０ｍＭの範囲がより好ましい。
【０１３４】
　濃度が１ｍＭより低くなると、例えば０．１ｍＭと少なくなるとタンパク質の抽出作用
が不十分になる。５００ｍＭ以上では、例えば、１Ｍ、２Ｍと多くなれば、技術的に無意
味な量であり、必要以上の濃度となり経済的でなく無駄となる。
【０１３５】
　本発明におけるイムノクロマトグラフ用試薬中に使用される塩としては、１種のみなら
ず２種以上配合して使用することもできる。
【０１３６】
　本発明において抽出展開液中に使用できる緩衝剤としては、試料の添加や試料の蒸発や
希釈による濃度の変化、外部からの多少の異物の混入によっても致命的な影響を生じない
作用（緩衝作用）を持つものであれば特に制限はない。
【０１３７】
　本発明において、緩衝剤としては、例えば、リン酸緩衝液（リン酸＋リン酸ナトリウム
）、酢酸緩衝液（酢酸＋酢酸ナトリウム）、クエン酸緩衝液（クエン酸＋クエン酸ナトリ
ウム）、ホウ酸緩衝液、トリス塩酸緩衝液（トリス（ヒドロキシルメチル）アミノメタン
＋塩酸）、ＴＥ緩衝液（トリス＋エチレンジアミン四酢酸）、ＴＡＥ緩衝液（トリス＋酢
酸＋エチレンジアミン四酢酸）、ＴＢＥ緩衝液（トリス＋ホウ酸＋エチレンジアミン四酢
酸）又はＨＥＰＥＳ緩衝液（２－［４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジニル］
エタンスルフォン酸）、Ｂｉｃｉｎｅ緩衝液（Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシエチル）グ
リシン緩衝剤）等が挙げられる。
【０１３８】
　好ましくは、リン酸緩衝液、トリス塩酸緩衝液、酢酸緩衝液、などであり、より好まし
くは、トリス塩酸緩衝液である。本発明におけるイムノクロマトグラフ検出系においては
、悪影響を及ぼさない範囲内であれば２種以上の緩衝剤を用いることも可能であって、何
ら制限されない。
【０１３９】
　本発明で使用する緩衝剤の濃度としては、１０～５００ｍＭの範囲が好ましく、１０～
３００ｍＭの範囲がより好ましく、３０～１００ｍＭの範囲がさらに好ましい。濃度が１
０ｍＭより低くなると緩衝作用が不十分になり、タンパク成分の析出抑制や標識粒子の凝
集抑制も不十分となる。５００ｍＭ以上では、必要以上の濃度となり経済的でなく無駄と
なる。また、緩衝液として、ｐＨ範囲７．１～９．８のものを作るのが最適である。
【０１４０】
　本発明におけるイムノクロマトグラフ用試薬には、生物学的親和性に基づく副反応を抑
制したり、非特異的反応を抑制することが公知の添加剤、例えば、抗原抗体反応の促進あ
るいは非特異的反応を抑制するための蛋白質（例えば、牛血清アルブミン、ゼラチン、カ
ゼイン等）、高分子化合物（例えば、ポリエチレングリコール、メチルセルロース、ポリ
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ビニルピロリドン、ポリビニルアルコール、デキストラン等）、イオン性界面活性剤又は
ポリアニオン（例えば、デキストラン硫酸、ヘパリン、ポリスチレンスルホン酸、コンド
ロイチン硫酸等）、あるいは抗菌剤等々の１種もしくは２種以上を添加して使用すること
も可能かつ有効であって、何ら妨げるものではない。
【０１４１】
　また、これらの抗原抗体反応の促進あるいは非特異的反応を抑制するための蛋白質、高
分子化合物、イオン性界面活性剤又はポリアニオン、あるいは、抗菌剤等々の１種もしく
は２種以上を、固定相を構成するクロマトグラフ媒体上の、移動相の移動経路上に保持さ
せておくことも可能かつ有効であって、何ら妨げるものではない。
【０１４２】
　本発明におけるイムノクロマトグラフ用試薬組成物中に含有させる上記添加剤の濃度と
しては、０．０１～２０重量％の範囲が好ましく、０．１～１０重量％の範囲がより好ま
しく、０．５～５重量％の範囲がさらに好ましい。０．０１重量％未満では、非特異的反
応を抑制できず正確な判定が行うことができない。２０重量％超では、必要以上の濃度と
なり経済的でなく無駄となる。
【０１４３】
　本発明におけるイムノクロマトグラフ用試薬の使用方法としては、展開液として最適に
用いることができるものであり、また、検体試料の希釈液としても好適に使用することが
できるものである。さらに、上記の使用方法に限定されるものではなく、イムノクロマト
グラフ用試薬の成分をイムノクロマトグラフ媒体上の、移動相の移動経路上に設ける態様
で使用することもできる。
【０１４４】
　展開液や希釈液として用いる場合には、通常、溶媒として水を用い、これに緩衝液、蛋
白質、塩および非イオン界面活性剤を加える。加える順序は特に特定されず、同時に加え
ても差支えない。展開液や希釈液として用いる場合には、検出する試料（検体）と該液を
予め混合したものを、試料滴下部上に供給・滴下して展開させることもできるし、先に試
料（検体）をサンプルパッド（試料滴下部）上に供給・滴下した後、展開液を試料滴下部
上に供給・滴下して展開させてもよい。
【０１４５】
　本発明におけるイムノクロマトグラフ用試薬をイムノクロマトグラフ媒体上の、移動相
の移動経路上に設けて使用する場合には、その方法としては、例えば、イムノクロマトグ
ラフ装置における試料滴下部中へ塗布又は含浸させた後、乾燥させる方法により、試料滴
下部中へ担持または保持させる態様とすることができる。
【０１４６】
　本発明におけるイムノクロマトグラフ用試薬をイムノクロマトグラフ媒体上に保持また
は担持させる他の態様としては、試料滴下部の端部と吸収部との間の任意の場所に、添加
剤（試薬）保持部を設けて、そこに保持させる態様とすることができる。例えば、試料滴
下部、標識物質保持部やイムノクロマトグラフ媒体上とすることもできる。
【０１４７】
　本発明における検出対象物としては、それと特異的に結合する、例えば、抗原－抗体反
応のように特異的に結合する物質が存在するもしくは製造できるものであればよく、特に
限定されない。検出対象物が完全抗原といったそれ自体が抗原性を有するものであっても
、もしくはハプテン（不完全抗原）といったそれ自体が抗原性を有しなくても化学的変成
物とすることにより抗原性を持つに至るものであってもよい。これらの検出対象物と特異
的に結合する物質が存在するもしくは製造できるものであればよく、モノクローナル抗体
若しくはポリクローナル抗体とすることができる。
【０１４８】
　本発明における検出対象物としては、生成する亜硝酸により抽出が可能であるような検
出対象物に特異な多糖体抗原である。例示すれば、厚いペプチドグリカン層を有するグラ
ム陽性菌が挙げられ、なかでも、球菌類が好ましく、特に好ましいものとしては、溶連菌
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抗原等の細菌抗原が挙げられる。
【０１４９】
　本発明における最適な検体は、鼻汁、鼻腔拭い液、咽頭拭い液又は痰である。これらの
検体を本発明の検体希釈液を使用して予め希釈処理し、検査デバイス上に供給して抽出す
ることにより、呼吸器疾患患者等々から採取される溶連菌抗原を被検出物質として的確に
検出することができる。
【０１５０】
　本発明の免疫クロマトキットは、検体希釈液（検体処理液）と、試料滴下部、抗原抽出
部、標識物質保持部、検出部を有するクロマトグラフ媒体、及び吸収部を含む免疫クロマ
トグラフ装置から構成される、試料中のグラム陽性菌を検出するための免疫クロマトキッ
トである。
【０１５１】
　上記免疫クロマトキットは、検体希釈液および試料滴下部の少なくともいずれか一方に
亜硝酸塩及び／又は環状オリゴ糖を単独にまたは同時に含有させることにより、亜硝酸塩
、または亜硝酸塩および環状オリゴ糖を含むものである。
　さらに、上記免疫クロマトキットは、該亜硝酸塩と抗原抽出部に保持されている環状エ
ステル、環状アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれる少なくともいずれか１つの
骨格を有する複素環化合物との接触反応によって亜硝酸を生成する抗原抽出部を備えた免
疫クロマトキットである。
【０１５２】
　この免疫クロマトキットは、免疫クロマトキットの１キット当り環状オリゴ糖を０～２
０μｇで含有させることができる。このキットを構成する試料滴下部〔２〕および抗原抽
出部〔３〕が、標識物質保持部〔４〕の試薬展開方向上流に位置するように配置された免
疫クロマトキットである。
【０１５３】
　検体中の被検出物質を検出するための免疫クロマトキットは、その構造およびその動作
・検出手法は公知である。
　従来の免疫クロマトキットの試料滴下部中へ、本発明における検体処理液を使用して予
め検体を希釈処理して得られた検体試料を滴下して、イムノクロマトグラフ媒体上を吸収
部の方向へ展開させて展開中に検体中の抗原を抽出し、抗原抗体反応により検体中の被検
出物質の同定・定量等の検査をすることができる。
【０１５４】
　免疫クロマトキットについて、以下に説明をする。
　通常、免疫クロマトキットは、クロマトグラフ媒体〔１〕（「検出部（判定部）」を有
する。）、試料滴下部〔２〕（「サンプルパッド」、「試薬保持部〔２〕」ともいう。）
、有機化合物含有抗原抽出部〔３〕（「試薬保持部〔３〕」、又は単に「抗原抽出部」と
もいう。）、標識物質保持部〔４〕、吸収部〔５〕（「展開速度コントロール部」ともい
う。）およびバッキングシート〔７〕を含む免疫クロマトグラフ装置（イムノクロマトグ
ラフ装置ともいう）と、試料抽出液〔６〕とから構成されている。
【０１５５】
　免疫クロマトグラフ装置について、以下に説明をする。
　本発明におけるイムノクロマトグラフ用試薬の成分をイムノクロマトグラフ媒体上で実
施する、いわゆるイムノクロマトグラフ検出法を適正に実施するに於いて、特に抗原抽出
効率の向上のために工夫した装置の構造を示すのが図１（ａ）、図１（ｂ）である。この
図１（ａ）、図１（ｂ）に基づいて説明をする。
【０１５６】
　図１（ａ）、図１（ｂ）に示す装置の構造の構成要素は、１；クロマトグラフ媒体〔１
〕であり、２；試薬保持部〔２〕であり（サンプルパッドと総称することもできる。）、
３；試薬保持部〔３〕であり（有機化合物含有抗原抽出部と総称することができる。また
は単に抗原抽出部ともいう。）、４；標識物質保持部〔４〕であり（コンジュゲートパッ
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ドと総称できる。）、５；吸収部〔５〕、および７;バッキングシートより構成される。
本発明におけるイムノクロマトグラフ装置は、少なくともこの１～５の各要素から構成さ
れる構造を有する。
【０１５７】
　本発明は、また、このような構成要素の配列順序が性能に影響することを知見したもの
であり、この構造を構成する要素の並びと、展開の作用を、下記の二点で順次比較して例
示すれば、
【０１５８】
　　本発明の構造（１）　　　２　　３　　４　　１　　５　　展開良好
　　比較対象構造（２）　　　３　　２　　４　　１　　５　　展開不良
というように、この１～５の構成要素の順位を任意に変えれば、特に展開作用のような挙
動に影響を与えることになり、それらの構成要素の組み合わせにおいて、本発明の図１（
ａ）、図１（ｂ）に見るような要素の組み合わせの展開順序が、最も好ましい態様であり
、若干展開性などを問題にしない場合には、構成要素の順序を変えた構造にすることも可
能である。
【０１５９】
　一方、免疫クロマトグラフ装置は、基本的には、図１（ａ）、図１（ｂ）のに示す構成
要素からなる検査具であるが、特に「３；試薬保持部〔３〕」の要素部分を省略すれば、
この場合に、亜硝酸の用事調製が複雑であり、円滑な検査に支障となる。
　このように、図１（ａ）、図１（ｂ）に見るような免疫クロマトグラフ装置は、検査の
性能や検査上の取り扱いにおいて格別の機能を果たすことを本発明者等は知見したもので
ある。
【０１６０】
　試料滴下部〔２〕及び試薬保持部〔３〕は、試料が迅速に吸収されるが、保持力は弱く
、速やかに反応部へと試料が移動していくような性質の、ガラス濾紙等の多孔質シートで
構成されている。
【０１６１】
　試料滴下部〔２〕には、試薬保持部〔３〕に含有されている有機化合物と反応して亜硝
酸を生成する亜硝酸塩を含有することができるが、亜硝酸塩はここに含有する代わりに検
体希釈液中に含有してもよく、またはそれら両方に含有させてもよい。亜硝酸塩は、有効
に機能するためには、有機化合物を含有する部位より展開上流部位であれば含有させるこ
とができる。
【０１６２】
　検体希釈液には、環状オリゴ糖を含有することができるが、環状オリゴ糖はここに含有
する代わりに試料滴下部〔２〕中に含有してもよく、またはそれら両方に含有させてもよ
い。亜硝酸塩は、有効に機能するためには、有機化合物を含有する部位より展開上流部位
であれば含有させることができる。
【０１６３】
　試薬保持部〔３〕は、抗原抽出部としての機能を果たすものであるから、アスコルビン
酸および／又はＮ－ヒドロキシコハク酸イミドからなる有機化合物を含有しており、また
展開を均一にするために非イオン性界面活性剤のＴｒｉｔｏｎＸ－１００（商品名）やＴ
ｒｉｔｏｎＸ－１１４（商品名）を含有させた。保存安定性も向上した。
【０１６４】
　標識物質保持部〔４〕には、標識成分によって試薬成分を標識した標識試薬を保持させ
てなる。標識成分としては、金属粒子、ラテックス粒子、酵素、蛍光化合物等々があり、
なかでも金属粒子が最適である。その中でも、金属ナノ粒子担体が特に好ましい。試薬成
分としては、分析物を認識する能力を有する粒子又は分子であり、好ましくはモノクロー
ナル抗体又はポリクローナル抗体若しくはそのフラグメントである（第二試薬）。
【０１６５】
　金属粒子とは、例えば、金、銀、白金、ゲルマニウム、ロジウム、パラジウムのような
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貴金属の単粒子、複合粒子が任意に好ましく使用できる。特に金が色相の変化に敏感であ
り、最も適している。
【０１６６】
　金属粒子の状態を見れば、平均粒径は１～５００ｎｍ、好ましくは１０～２５０ｎｍ、
より好ましくは３５～１００ｎｍ程度である。また金属粒子は、媒体に対して、０．００
０１～０．０８重量％、好ましくは０．００２～０．０６重量％程度の濃度で含むものが
好適に使用される。
【０１６７】
　本発明における金属ナノ粒子とは、このような平均粒径を有する、金属のナノ径の各種
金属粒子をさす。免疫学的測定においては、この金属の粒径、粒度分布、色調などを考慮
して、金属粒子の表面に白金粒子を担持させた、金属複合粒子とすることにより、免疫学
的測定用の標識とすること、蛋白質の染色剤としての有用性を高める為に使用することが
できる。さらに、金属粒子表面に結合できる官能基と抗体と結合できる反応基を有する金
属標識増幅剤のような、いわゆる増感剤を使用すれば測定感度を高めることができる。
【０１６８】
　クロマトグラフ媒体〔１〕は、膜担体上に検出部を作製したものである。膜担体として
は、毛細管現象により試料検体を吸収し移動させることができるものであれば、特に限定
されるものではない。例えば、ニトロセルロース、酢酸セルロース、ナイロン、ポリエー
テルスルホン、ポリビニルアルコール、ポリエステル、ガラス繊維、ポリオレフィン、セ
ルロース、これらの混合繊維からなる人工ポリマーからなる群から選択される。
　検出部には、モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体若しくはそのフラグメント（
第一試薬）が、ニトロセルロースのシート上に担持固定されている。
【０１６９】
　吸収部〔５〕には、過剰の試料を迅速に吸収する能力を有する材料であるガラス繊維、
セルロース繊維等からなる濾紙が汎用されているが、さらに吸収した液体が逆流しないよ
うに保持する能力を有する材料を用いればより好ましい。（日本国特開２０１２－１８９
３４６号公報）
【０１７０】
　バッキングシート〔７〕は、基材である。片面に粘着剤を塗布したり、粘着テープを貼
り付けることにより片面が粘着性を有し、該粘着面上に、試料添加部〔２〕、抗原抽出部
〔３〕、標識物質保持部〔４〕、検出部を有するクロマトグラフ媒体〔１〕、および吸収
部〔５〕の一部または全部が密着して設けられている。バッキングシート〔７〕は、粘着
剤によって試料液に対して不透過性、非透湿性となるようなものであれば、基材としては
、特に限定されない。
【０１７１】
　検出部に用いる検出試薬（第一試薬）および標識試薬に用いる検出試薬（第二試薬）は
、検体中の検出対象物の抗原に対する結合能を有するものである。例えば、抗体が挙げら
れる。検出試薬が抗体である場合、検出部に用いる検出試薬（第一試薬）および標識試薬
に用いる検出試薬（第二試薬）は、その一方又は両方がモノクローナル抗体であってもよ
いし、ポリクローナル抗体であってもよい。
【０１７２】
　モノクローナル抗体およびポリクローナル抗体若しくはそのフラグメントは、公知であ
り、入手可能であり、公知の方法により調整することができる。抗体産生動物種としては
、ヒト、マウス、ラット、ウサギ、ヤギ、ウマ等々である。好ましくは、ウサギ、ヤギ及
びマウスから選ばれる少なくとも一種以上の動物種由来の抗体である。免疫グロブリンと
しては、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＤのいずれでもよい。
【０１７３】
　本発明の実施例においては、標識試薬に用いる試薬成分（第二試薬）としてはウサギ由
来抗溶連菌ポリクローナル抗体を、また、検出部位に用いる試薬成分（第一試薬）として
ウサギ由来抗溶連菌モノクローナル抗体を用いた場合を記載しているが、これに限定され
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るものではない。両方にウサギ由来抗溶連菌ポリクローナル抗体もしくはウサギ由来抗溶
連菌モノクローナル抗体を用いることもできる。
【０１７４】
　典型的なキット構成における判定の原理を概説すると、
１．検体（試料）を検体希釈液〔６〕で希釈処理した検体希釈液混合物を、試料滴下部〔
２〕上に、所定量（通常、０．１～２ｍｌ）滴下する。検体希釈液混合物が滴下されると
、検体希釈液混合物は試料滴下部〔２〕に迅速に吸収されるが、速やかに移動を始める。
また、試料滴下部〔２〕中に乾燥・保持されていた亜硝酸塩、もしくは亜硝酸塩及びシク
ロデキストリンを含む試薬組成物は、検体希釈液混合物の水分に溶解し、検体（試料）と
共に移動を始める。
【０１７５】
２．亜硝酸塩を溶解含有した検体希釈液混合物は、まず抗原抽出部〔３〕へと移動する。
ここで抗原抽出部〔３〕中に乾燥・保持されていた有機化合物は、移動してきた検体希釈
液混合物中に溶解している亜硝酸塩と接触反応して亜硝酸を生成する。この亜硝酸は検体
（試料）中に溶連菌が存在する場合に、該菌体表面の多糖体を抽出する。
【０１７６】
３．次いで、亜硝酸を生成含有する検体希釈液混合物は、標識物質保持部〔４〕へと均一
且つスムーズに移動する。ここを検体希釈液混合物が通過する際、標識物質保持部〔４〕
に保持されていた標識試薬（第二試薬）が検体希釈液混合物の水分に溶解し、検体（試料
）と共に移動する。
【０１７７】
４．ついで、検体希釈液混合物の水分に溶解した標識試薬は、クロマトグラフ媒体〔１〕
上の検出部位を通過する。ここでは、検体希釈液混合物中に溶解しているイムノクロマト
グラフ用試薬組成物により非特異的結合反応は抑制され、抗原・抗体の特異的結合反応に
より、検体希釈液混合物中に被検出物質（例えば、多糖体）が存在する場合には、検出部
位に担持固定されている抗体と標識試薬とによってサンドイッチ状に挟まれるように特異
的に反応結合して、検出部が着色する。検体試料中に被検出物質（例えば、多糖体）が存
在しない場合には、検体希釈液混合物の水分に溶解した標識試薬は、クロマトグラフ媒体
〔１〕上の検出部を通過しても特異的結合反応が起こらないので、検出部位が着色しない
。
【０１７８】
５．最後に、検体希釈液混合物の水分は、吸収部〔５〕へと移動する。
　このように、検体（試料）中の被検出物質（例えば、多糖体）の有無を正確に判定する
ことができる。
【実施例】
【０１７９】
　以下、本発明の有効性を、実施例を挙げて説明するが、本発明はこれらに限定されるも
のではない。本発明は、亜硝酸ナトリウムを含む試料滴下部〔２〕と５員環または６員環
の環状エステル骨格を有する複素環化合物の範疇に属する代用的な化合物であるアスコル
ビン酸を含む抗原抽出部〔３〕を有し、抽出効率を最適化するための展開速度コントロー
ル部材（吸水量８０－２００ｍｇ／ｃｍ２）からなる吸収部〔５〕を有する免疫クロマト
キットである。
【０１８０】
　［実施例１］
（１）クロマトグラフ媒体〔１〕上への検出部の作製
　メンブレンとしてニトロセルロースからなるシート（ミリポア社製、商品名：ＨＦ１２
０、２５０ｍｍ×２５ｍｍ）を用いた。５質量％のイソプロパノールを含む１０ｍＭのリ
ン酸緩衝液（ｐＨ７．４）で１．０ｍｇ／ｍｌの濃度になるようにウサギ由来抗溶連菌モ
ノクローナル抗体（第一抗体）を希釈し、その希釈された溶液１５０μＬを抗体塗布機（
ＢｉｏＤｏｔ社製）によりメンブレン上に１ｍｍの幅で塗布し、５０℃で３０分間乾燥さ
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せ、室温で一晩乾燥させ、クロマトグラフ媒体〔１〕上に検出部を作製した。
【０１８１】
（２）標識物質溶液の作製
　金コロイド懸濁液（田中貴金属工業社製：平均粒子径４０ｎｍ）０．５ｍＬに、リン酸
緩衝液（ｐＨ７．４）で０．１ｍｇ／ｍＬの濃度になるように希釈したウサギ由来抗溶連
菌ポリクローナル抗体（第二抗体）抗体０．１ｍＬ加え、室温で１０分間静置した。次い
で、１０質量％の牛血清アルブミンを含むリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）を０．１ｍｌ加え
、十分撹拌した後、８０００×ｇで１５分間遠心分離を行い、上清を除去した後、１質量
％の牛血清アルブミンを含むリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）０．１ｍＬを加え、標識物質溶
液を作製した。
【０１８２】
（３）亜硝酸ナトリウムおよび環状オリゴ糖を含む試薬保持部〔２〕の作製
　１２×１００ｍｍのグラスファイバーコンジュゲートパッド（メルク社製）に、１ｍｍ
ｏｌの亜硝酸ナトリウムを含み、２μｍｏｌのβ－シクロデキストリンを含む水溶液０．
６ｍＬを塗布し、凍結乾燥させ、試薬保持部〔２〕を作製した。
【０１８３】
（４）アスコルビン酸を含む試薬保持部〔３〕の作製
　１２×１００ｍｍのグラスファイバーコンジュゲートパッド（メルク社製）に、５０μ
ｍｏｌのアスコルビン酸を含む１．７質量％の非イオン性界面活性剤Ｔｒｉｔｏｎ-Ｘ１
００水溶液０．６ｍＬを塗布し、凍結乾燥させ、試薬保持部〔３〕を作製した。
【０１８４】
（５）イムノクロマトグラフ用試験片の作製
　上記作製した標識物質溶液２００μｌに１００μｌの２５質量％トレハロース水溶液と
８０μｌの５質量％のカゼイン（終濃度：１質量％）を含むリン酸緩衝液（ｐＨ９．０）
を加えたものを１２×１００ｍｍのグラスファイバーパッド（ミリポア社製）に均一にな
るように添加した後、真空乾燥機にて乾燥させ、標識物質保持部〔４〕を作製した。次に
、バッキングシートから成る基材に、展開した試料や標識物質を吸収するための吸収部〔
５〕、上記作製した判定部を有するクロマトグラフ媒体〔１〕、標識物質保持部〔４〕、
試薬保持部〔２〕、試薬保持部〔３〕、をイムノクロマトグラフ展開方向上流から表１に
示す順（展開方向は右から左）に貼り合わせた。そして、裁断機で幅が５ｍｍとなるよう
に裁断し、イムノクロマトグラフ用試験片とした。
【０１８５】
（６）検体希釈液の作製
　０．５質量％のＴｗｅｅｎ２０、０．６質量％ポリビニルピロリドン（平均分子量３６
万）、１質量％の牛血清アルブミンと１５０ｍＭ塩化ナトリウムを含む２０ｍＭのトリス
緩衝溶液（ｐＨ８．０）から成る検体を希釈しイムノクロマトグラフ用試験片へ添加し展
開するための検体希釈液とした。
【０１８６】
（７）測定
　上記作製したイムノクロマトグラフ用試験片および検体希釈液を用いて、以下の方法で
検体中の抗原である溶連菌の存在の有無を測定した。即ち、抗原を加えない検体希釈液を
陰性検体試料とし、また、陰性検体試料に、不活化したＡ群β溶血性連鎖球菌（溶連菌）
を２×１０６ｏｒｇ／ｍＬとなるように加えたものを陽性検体試料とした。
　陰性検体試料、陽性検体試料とも１５０μＬをイムノクロマトグラフ用試験片の展開方
向の最上流部、具体的には、実施例１、２では、試薬保持部〔２〕上に、比較例１、２で
は、試薬保持部〔３〕上に、比較例３及び実施例３では、標識物質保持部〔４〕上に添加
し展開させ、１５分後に目視判定をした。テストラインの赤い線を確認できるものを「＋
」、鮮明に確認できるものを「＋＋」、赤い線は確認できるが、非常に色が薄いものを「
±」、赤い線を確認できないものを「－」とした。展開性の評価は、展開液がクロマトグ
ラフ媒体上へ流れなかったもの、展開液はクロマトグラフ媒体上で展開されるが標識試薬
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が流れなかったもの、クロマトグラフ媒体上での展開中の液の先端流形にムラが生じたも
の、を展開不良と判定し、不良がなかったものを良好と判定した。表３に結果を示す。
　下記の検査条件で実施する。
　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ：４×１０５ｏｒｇ／ｍＬ溶連菌（判定時間８分）
　Ｎｅｇａｔｉｖｅ：展開液（判定時間３０分）
【０１８７】
【表３】

【０１８８】
　表中、１～５の数字は、１；クロマトグラフ媒体〔１〕、２；試薬保持部〔２〕、３；
試薬保持部〔３〕、４；標識物質保持部〔４〕、５；吸収部〔５〕を表わす。
【０１８９】
　これらの結果から、実施例１～３は、アスコルビン酸を含む試薬保持部〔３〕が試薬保
持部〔２〕の展開方向下流になっているため、試料中のタンパク成分が酸の影響を受けず
展開性は良好であった。
　比較例１～３では、展開性は不良であった。これらの場合は、アスコルビン酸を含む試
薬保持部〔３〕が試薬保持部〔２〕の展開方向上流になっているため、試料中のタンパク
成分が酸により析出し、目詰まりを起こすなどの理由が推察される。上記の試験結果から
、試薬保持部〔２〕は、試薬保持部〔３〕の展開方向上流であることが必須条件である。
【０１９０】
　同様に、試薬保持部〔３〕へアスコルビン酸の代わりにＮ－ヒドロキシコハク酸イミド
を含有させたこと以外は、実施例１と同じ手順態様で実施し、そして、同じ目視判定基準
に従って判定する。実施例１の場合と比べるとテストラインの発色は多少薄くなるが大差
のない略同様の結果が得られた。
【０１９１】
　同様に、試薬保持部〔２〕へ亜硝酸ナトリウムを含有させず、検体希釈液中に５０μｍ
ｏｌ／ｔｅｓｔの亜硝酸カリウムを加えたこと以外は、実施例１と同じ手順態様で実施し
、同じ目視判定基準に従って判定する。実施例１と略同様の結果が得られる。
【０１９２】
　上記実施例１の免疫クロマトキットの構成においては、試薬保持部〔２〕にβ－シクロ
デキストリン（以下、「β－ＣＤ」と略す。）含有させる場合を記載しているが、ＣＤを
含まないＣＤ無添加の免疫クロマトキットも同様にして作製する。
　さらにβ－ＣＤに替えてγ－シクロデキストリン、Ａｍｉｎｏ－β－シクロデキストリ
ン（「３Ａ－アミノ－３Ａ－デオキシ-（２ＡＳ，３ＡＳ）－β－シクロデキストリン水
和物」の略。）、ｍβ－シクロデキストリン（「６－０－α－Ｄ－マルトシル－β－シク
ロデキストリン（分子量　１４５９)」の略。）、を添加したこと以外は、実施例１と同
じ手順態様で実施し、同じ目視判定基準に従って判定した。実施例１と大同小異の略同様
の結果が得られる。亜硝酸含有部に各ＣＤを０．７５μｇ／ｔｅｓｔとなるように保持す
る。
【０１９３】
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［実施例４～６］
　一試験（ｔｅｓｔ）あたりの亜硝酸ナトリウム、環状シクロデキストリン、アスコルビ
ン酸を表４に記載の各種量とし、実施例１と同じ手順態様で実施した。陽性検体は、不活
性溶連菌を一試験（ｔｅｓｔ）あたり濃度が２×１０６ｏｒｇ／ｍＬのものを１５０μＬ
用いた。そして、同じ目視判定基準に従って判定した。その判定結果を表４に示す。
【０１９４】
［実施例７～１０］
　一試験（ｔｅｓｔ）あたりの亜硝酸塩、環状シクロデキストリン、アスコルビン酸及び
／又はＮ－ヒドロキシコハク酸イミドは、表４に記載の各種量とした。
［実施例７］
　試薬保持部〔３〕へアスコルビン酸の代わりに、５員環の環状イミドの骨格を有する複
素環化合物の範疇に属する代表的な化合物である、Ｎ－ヒドロキシコハク酸イミドを含有
させたこと以外は、実施例１と同じ手順態様で実施した。そして、同じ目視判定基準に従
って判定した。その判定結果を表４に示す。
［実施例８］
　試薬保持部〔２〕へ亜硝酸ナトリウムを含有させず、検体希釈液中に５０μｍｏｌ／ｔ
ｅｓｔの亜硝酸カリウムを加えたこと以外は、実施例１と同じ手順態様で実施した。そし
て、同じ目視判定基準に従って判定した。その判定結果を表４に示す。
【０１９５】
［実施例９］
　試薬保持部〔２〕へβ－シクロデキストリンを含有させないで、検体希釈液に保持させ
たこと以外は、実施例１と同じ手順態様で実施した。そして、同じ目視判定基準に従って
判定した。その判定結果を表４に示す。実施例８および９は亜硝酸塩または環状オリゴ糖
を検体希釈液に保持させた形態です。
【０１９６】
［実施例１０］
　試薬保持部〔２〕へβ－シクロデキストリン及び亜硝酸ナトリウムを含有させず、検体
希釈液中に５０μｍｏｌの亜硝酸カリウム及び０．１μｍｏｌのβ－シクロデキストリン
を加えたこと以外は、実施例１と同じ手順態様で実施した。そして、同じ目視判定基準に
従って判定した。その判定結果を表４に示す。実施例１０は亜硝酸塩及び環状オリゴ糖を
検体希釈液に保持させた形態です。
【０１９７】
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【表４】

【０１９８】
注１．陽性検体は、不活化溶連菌を一試験あたり濃度が２×１０６ｏｒｇ／ｍＬのものを
１５０μＬ用いた。
注２．アスコルビン酸の代わりにＮ－ヒドロキシコハク酸イミドを用いた。
注３．亜硝酸ナトリウムの代わりに亜硝酸カリウムを用いた。亜硝酸カリウムは、試薬保
持部〔２〕に加えず、検体希釈液中に加えた。
注４．環状オリゴ糖は、試薬保持部〔２〕に加えず、検体希釈液中に加えた。
【０１９９】
　表４の結果を見ると、亜硝酸塩及び／又は環状オリゴ糖を試薬保持部〔２〕に加えず、
検体希釈液中に加えた実施態様を採っている実施例８～１０にあっては、亜硝酸塩及び／
又は環状オリゴ糖を試薬保持部〔２〕に加えている実施例５～７と比較して顕著にその判
定結果が向上していることが解かる。
【０２００】
［実施例１１～１９］
　試薬保持部〔３〕へアスコルビン酸の代わりに各種環状エステル骨格、環状アミド骨格
または環状イミド骨格を有する有機化合物を含有させたこと以外は、実施例１と同じ手順
態様で実施した。そして、同じ目視判定基準に従って判定した。その判定結果を表５に示
す。また、試薬保持部〔３〕へアスコルビン酸の代わりに１，２，４－ベンゼントリオー
ルを含有させたこと以外は、実施例１と同じ手順態様で実施して、同じ目視判定基準に従
って判定した。その判定結果を比較例４として示す。
　この表５に見るとおり、各種環状エステル骨格、環状アミド骨格または環状イミド骨格
を有する複素環化合物の範疇に属する代表的な各種化合物が有効であることが確認できる
ので、本発明で規定する三種の骨格を有するすべての複素環化合物の有効性が評価できる
。
【０２０１】
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【表５】

【０２０２】
　Ｎ原子を３個有する環状イミド骨格を有する、例えば、［化５］に示される化合物を、
実施例１１の実施態様に従って実施すれば、表５に示すような同等の作用効果を確認でき
るので、本発明の評価が容易に達成できる。
　また、６員環のＮ原子を１～４個有する環状イミド骨格を有す、［化６］～［化９］に
示されるいずれの化合物についても、上記実施例１１の態様に従って実施すれば、亜硝酸
の発生が達成できるので、本発明の有用性が評価できる。
　特に、環状エステル、環状アミドおよび環状イミドからなる群より選ばれる少なくとも
のいずれか１つの骨格を有する複素環化合物は、亜硝酸の発生に於いて、同等に機能する
ということは、本発明者等の知見に基づくものである。
【０２０３】
［実施例２０～２５］
　試料保持部〔２〕へβ－シクロデキストリンの代わりにγ－シクロデキストリンを含有
させ、試薬保持部〔３〕へアスコルビン酸の代わりに、Ｎ－アセトキシスクシンイミドを
含有させたこと以外は、実施例１と同じ手順態様で実施した。そして、同じ目視判定基準
に従って判定した。その判定結果を表６に示す。
【０２０４】
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【表６】

【０２０５】
　溶連菌と症状の似た感染症の原因病原体としてアデノウイルスが知られている。今回の
アスコルビン酸系を用いて、溶連菌とアデノウイルス（Ａｄｖ）の両方を同時検査できる
免疫クロマトキットは、下記のようにして作製する。
　クロマトグラフ媒体〔１〕上への判定部の作製において、ウサギ由来抗溶連菌モノクロ
ーナル抗体（第一抗体）を塗布した判定部に代えて、実施例１の手法にしたがって、ウサ
ギ由来抗溶連菌モノクローナル抗体（第一抗体）を塗布した判定部と平行な位置に、マウ
ス由来抗アデノウイルスモノクローナル抗体（第一抗体）を塗布した判定部を同様に作製
して複数の判定部を設けること以外は、実施例１と同様にしてクロマトグラフ媒体〔１〕
上に判定部を作製する。
　標識物質溶液の作製において、実施例１の手法にしたがって、ウサギ由来抗溶連菌ポリ
クローナル抗体（第二抗体）に代えて、マウス由来抗溶連菌ポリクローナル抗体（第二抗
体）およびウサギ由来抗アデノウイルスポリクローナル抗体（第二抗体）の混合物を用い
た以外は、実施例１と同様にして標識物質溶液を作製する。
　その他の試薬保持部〔２〕、試薬保持部〔３〕、イムノクロマトグラフ用試験片、検体
希釈液の作製についても、実施例１と同様にして作製する。
【０２０６】
　このようにして作製したイムノクロマトグラフ用試験片および検体希釈液を用い、亜硝
酸ナトリウムをサンプルパッド（試薬保持部；〔２〕）に、アスコルビン酸をコンジュゲ
ートパッド（試薬保持部〔３〕）に夫々含浸させて、溶連菌とアデノウイルス（Ａｄｖ）
の両方を同時検査できる免疫クロマトキットを試作した。試作したキットを用いて、陰性
検体（抽出液）と、陽性検体としては溶連菌不活化抗原（２×１０６　ｏｒｇ／ｍＬ）及
びアデノウイルス不活化抗原（１ｎｇ／ｍＬ）を検査し、滴下５分後のテストラインの目
視評価を行った。その結果を［表７］に示す。
【０２０７】
【表７】

【０２０８】
　［表７］の結果から明らかなように、アスコルビン酸を用いて、陰性検体（抽出液）と
、陽性検体として溶連菌不活化抗原（２×１０６　ｏｒｇ／ｍＬ）及びアデノウイルス不



(35) JP 6564860 B2 2019.8.21

10

20

30

活化抗原（１ｎｇ／ｍＬ）を検査すると、溶連菌テストラインよりもアデノウイルステス
トラインの方が濃く発色した。
【０２０９】
　本発明におけるイムノクロマトグラフ法による溶連菌検査を行うにおいて、亜硝酸Ｎａ
は、一試験あたり１０～１００μｍｏｌ用いることが好ましく、アスコルビン酸、Ｎ－ヒ
ドロキシコハク酸は、一試験あたり０．１～１００μｍｏｌ用いることが好ましく、０．
１～５０μｍｏｌ用いることがより好ましく、０．１～３０μｍｏｌ用いることがさらに
好ましく、最適には１～１５μｍｏｌの範囲で用いられること、また、環状オリゴ糖を添
加する場合は、一測定（一キット）あたり０．０２～０．５μｍｏｌ用いることが好まし
く、この範囲内で用いれば、タンパク成分の析出がなく、抗体固定金属粒子の凝集が起き
ず、展開速度も速く、Ｓ／Ｎ比が高い正確な判定ができるという顕著な効果を奏する。
【０２１０】
　本発明を特定の態様を用いて詳細に説明したが、本発明の意図と範囲を離れることなく
様々な変更及び変形が可能であることは、当業者にとって明らかである。なお本出願は、
２０１５年７月１６日付で出願された日本特許出願（特願２０１５－１４１９６８）に基
づいており、その全体が引用により援用される。
【産業上の利用可能性】
【０２１１】
　本発明は、呼吸器系感染症の一つであるグラム陽性菌、特に、Ａ群β溶血性連鎖球菌の
検査、またはグラム陽性菌及びアデノウイルスの同時検査を迅速、簡便且つ適切に行なう
ことができるという優れた利点を有するため、病院、クリニックのみならず格別な技能を
有しない個人であっても、高感度で迅速且つ適切な臨床検査が可能であり、感染者の早期
診断や適切な治療に繋がるという利用可能性を有する。
【０２１２】
　さらに、不安定な化合物である亜硝酸は、その検査の都度に、亜硝酸塩を酸性溶液と反
応させる亜硝酸生成工程を設けるという煩雑な用時調製をする必要がないので、本発明の
免疫クロマトキットの取り扱い、検査効率および検査精度を上げるばかりでなく、検査の
効率化、省力化も向上するので、検査機関に係わる産業分野、医療分野に係わる産業分野
の発展に著しく寄与するものである。
【符号の説明】
【０２１３】
　　１．クロマトグラフ媒体〔１〕
　　２．試料滴下部〔２〕（試薬保持部〔２〕）
　　３．抗原抽出部〔３〕（試薬保持部〔３〕）
　　４．標識物質保持部〔４〕
　　５．吸収部〔５〕
　　６．検体処理液（抽出液）〔６〕
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