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(57)【要約】
【課題】本発明の課題は、簡便迅速で高感度のイムノクロマトグラフキットを提供するこ
とである。
【解決手段】分析対象物及びそれと特異的に結合する抗体又は抗原による免疫反応を利用
し、固定化された免疫複合体に由来する標識の信号を分析するイムノクロマトグラフキッ
トであって、無機銀塩もしくは銀錯体、銀イオンの為の還元剤、および金属コロイド標識
または金属カルコゲニド標識を含有することを特徴とする。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　分析対象物及びそれと特異的に結合する抗体又は抗原による免疫反応を利用し、固定化
された免疫複合体に由来する標識の信号を分析するイムノクロマトグラフキットであって
、無機銀塩もしくは銀錯体、銀イオンの為の還元剤、および金属コロイド標識または金属
カルコゲニド標識を含有することを特徴とするイムノクロマトグラフキット。
【請求項２】
　前記無機銀塩がハロゲン化銀を含有することを特徴とする請求項１に記載のイムノクロ
マトグラフキット。
【請求項３】
　前記銀錯体が銀イオンとチオ硫酸塩、チオシアン酸塩、亜硫酸塩、糖チオン誘導体、環
状イミド化合物、または１，１－ビススルホニルアルカン類より選ばれる錯化剤との錯体
を含有することを特徴とする請求項１に記載のイムノクロマトグラフキット。
【請求項４】
　前記錯化剤が環状イミド化合物であることを特徴とする請求項３に記載のイムノクロマ
トグラフキット。
【請求項５】
　前記無機銀塩もしくは前記銀錯体の溶剤を含むことを特徴とする請求項１～請求項４の
いずれか１項に記載のイムノクロマトグラフキット。
【請求項６】
　前記無機銀塩もしくは前記銀錯体の溶剤が、チオ硫酸塩、チソシアン酸塩、亜硫酸塩、
糖チオン誘導体、環状イミド化合物、または１，１－ビススルホニルアルカン類を含有す
ることを特徴とする請求項５に記載のイムノクロマトグラフキット。
【請求項７】
　前記無機銀塩または前記銀錯体、前記銀イオンの為の還元剤、前記金属コロイド標識ま
たは前記金属カルコゲニド標識を、同一のキット内に含有する事を特徴とする請求項１～
請求項６のいずれか１項に記載のイムノクロマトグラフキット。
【請求項８】
　前記無機銀塩または前記銀錯体および前記銀イオンの為の還元剤を含有する層、および
前記金属コロイド標識または前記金属カルコゲニド標識を含有する層を、同一のキット内
に含む事を特徴とする請求項７に記載のイムノクロマトグラフキット。
【請求項９】
　前記金属コロイドが金コロイド、銀コロイド、白金コロイド、もしくはこれらの複合コ
ロイドである事を特徴とする請求項１～請求項８のいずれか１項に記載のイムノクロマト
グラフキット。
【請求項１０】
　前記金属コロイドの平均粒径が５ｎｍ以上１００ｎｍ以下である事を特徴とする請求項
９に記載のイムノクロマトグラフキット。
【請求項１１】
　前記金属カルコゲニドが、金、銀、白金、パラジウム、鉛、亜鉛、カドミウム、錫、ク
ロム、銅、またはコバルトの金属硫化物、セレン化物、もしくはテルル化物である事を特
徴とする請求項１～請求項８のいずれか１項に記載のイムノクロマトグラフキット。
【請求項１２】
　前記金属カルコゲニドの平均粒径が５ｎｍ以上１００ｎｍ以下である事を特徴とする請
求項１１に記載のイムノクロマトグラフキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、分析対象物を含む試料を、簡易、迅速、正確に定性及び定量を行うことがで
きるイムノクロマトグラフキットに関する。
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【背景技術】
【０００２】
　天然物、毒素、ホルモン、又は農薬等の生理活性物質又は環境汚染物質の中には、極微
量で作用するものが非常に多い。従って、これらの物質の定性的及び定量的測定には、従
来、高感度分析が可能な機器分析法が広く用いられてきた。しかし、機器分析法は、特異
性が低く、試料の前処理工程を含め、分析に時間を要する上、操作が煩雑なため、近年要
求されている迅速簡便測定目的には不都合である。一方、免疫学的測定法は、特異性も高
く、操作も機器分析よりはるかに簡便であることから、生理活性物質又は環境汚染物質の
測定分野に徐々に普及してきた。しかし、９６穴プレ－トを用いた酵素免疫測定法やラテ
ックス凝集法のような従来の免疫学的測定法は、必ずしも測定の迅速簡便性又は検出感度
を満たすものではなかった。
【０００３】
　また他のニ－ズとしては、現在スワブ液や血液と言った比較的侵襲的な検体を用いてい
る検査においても、高感度化が達成されることで、鼻水やうがい液、尿、といった比較的
低侵襲的な検体中にごく少量含まれる被検試料を検出することが出来るようになることで
、患者の負担の少ない検査方法が可能となることも期待できる。
【０００４】
　近年、特に迅速な診断が求められる感染症の検査に、イムノクロマトグラフ法を用いた
検査キット（以後の説明において、イムノクロマトグラフキットと記す。）が多く使用さ
れるようになってきている。これらキットの普及により、患者の感染を迅速・簡便な方法
で特定することができ、その後の診断、治療を素早く的確に行うことが可能となってきて
いる。例えば、サンドイッチ法を利用したイムノクロマトグラフ法では、分析対象物（例
えば、抗原）に特異的に結合する第１抗体を特定の領域に固定した不溶性薄膜状支持体（
例えば、ガラス繊維膜、ナイロン膜、又はセルロ－ス膜など）中に、分析対象物と特異的
に結合する標識化第２抗体と、分析対象物を含む可能性のある検体溶液とを展開し、不溶
性薄膜状支持体の第１抗体を固定した領域上で、分析対象物との免疫複合体を形成させ、
標識の着色又は発色などの信号を検出し、分析対象物を測定することができる。なお、前
記標識としては、例えば、酵素を含むタンパク質、着色ラテックス粒子、金属コロイド、
又は炭素粒子を使用することができる。
【０００５】
　イムノクロマトグラフ法は、その判定・測定に重厚な設備・機器を必要とせず、操作が
簡便であり、例えば分析対象物を含む可能性のある検体溶液を滴下した後、約５分～１０
分間静置するだけで測定結果が得られるほど迅速であるので、簡便・迅速・特異性の高い
判定・測定手法として、多くの場面、例えば病院における臨床検査、研究室における検定
試験等に広く使われている。
【０００６】
　また、天然物、毒素、ホルモン、又は農薬等の生理活性物質又は環境汚染物質は、従来
の一般的イムノクロマトグラフに検出できるイムノクロマトグラフ法の開発が求められて
いる。
【０００７】
　従来、展開の手段を工夫した技術（例えば、特許文献１，２参照。）、着色粒子を工夫
した技術（例えば、特許文献３，４参照。）、展開部材を工夫した技術（例えば、特許文
献５参照。）、アビジン－ビオチン結合を利用した技術（例えば、特許文献６参照。）、
及び酵素免疫法を利用した技術（例えば、特許文献７参照。）、触媒作用のある金属コロ
イドを用いた技術（例えば、特許文献８参照。）、金属イオンを沈着させる技術（例えば
、特許文献９参照。）等、高感度化を目指した数多くの技術が開示されている。
【０００８】
　しかしながら、これらの技術の進歩によりイムノクロマトグラフ法は、分析対象物の検
出感度が高くなり酵素免疫測定法に近づいたとは言え、さらなる高感度化が要望されてい
る。
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【特許文献１】特開平１－３２１６９号公報
【特許文献２】特開平４－２９９２６２号公報
【特許文献３】特開平５－１０９５０号公報
【特許文献４】特開平５－１３３９５６号公報
【特許文献５】特開平７－３１８５６０号公報
【特許文献６】特開平１０－６８７３０号公報
【特許文献７】特開平１１－６９９９６号公報
【特許文献８】特開２００２－２６２６３８号公報
【特許文献９】特開２００２－２０２３０７号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の課題は、イムノクロマトグラフ法の簡便迅速というメリットを保ちつつ、その
高感度化をはかることである。
　一般に、従来のイムノクロマトグラフ法の検出感度は細菌の場合、１０５ＣＦＵ／ｍＬ
～１０７ＣＦＵ／ｍＬである。最近の高感度な検出法として遺伝子増幅法（ＰＣＲ法）が
挙げられ、その検出感度は１０３ＣＦＵ／ｍＬ～１０４ＣＦＵ／ｍＬまで達成されている
。しかしながら、ＰＣＲ法は、重厚な設備、機器および煩雑な操作が必要であり、しかも
検出までに数時間という長時間を要すため、簡便・迅速な測定方法とは言えない。従来の
イムノクロマトグラフ法を１桁～４桁程度高感度化することは、つまりこれまでＰＣＲ法
により行っていたような簡便・迅速とは言えなかった検査を、簡便・迅速に行うことを可
能にすると考えられる。
【００１０】
　また、既にイムノクロマトグラフ法による測定法が確立されている感染症の検査におい
ても高感度化が求められている。例えば、イムノクロマトグラフ法によるインフルエンザ
検査は近年その簡便・迅速な検査方法として普及しているが、この検査において、感染初
期のウイルス量が比較的少ない際には、その検出感度不足から偽陰性が出てしまい再検査
が必要となることがある。一般にインフルエンザウイルスは４時間で１０倍に増殖すると
されることから、例えば１桁の感度アップにより、従来よりも４時間前の時点で感染を判
定できるようになる。何度も通院するという患者の負担を低減するという観点から、イム
ノクロマトグラフ法のような簡便迅速でさらに高感度な検査法の開発が求められている。
【００１１】
従って、本発明の課題は、迅速且つ簡便であって、しかも、従来公知のイムノクロマトグ
ラフ法による検査キットよりも更に高感度なイムノクロマトグラフキットを提供すること
にある。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明の上記課題は、下記の手段により解決された。
【００１３】
＜１＞　分析対象物及びそれと特異的に結合する抗体又は抗原による免疫反応を利用し、
固定化された免疫複合体に由来する標識の信号を分析するイムノクロマトグラフキットで
あって、無機銀塩もしくは銀錯体、銀イオンの為の還元剤、および金属コロイド標識もし
くは金属カルコゲニド標識を含有することを特徴とするイムノクロマトグラフキット。
＜２＞　前記無機銀塩がハロゲン化銀を含有することを特徴とする＜１＞に記載のイムノ
クロマトグラフキット。
＜３＞　前記銀錯体が銀イオンとチオ硫酸塩、チソシアン酸塩、亜硫酸塩、糖チオン誘導
体、環状イミド化合物、または１，１－ビススルホニルアルカン類より選ばれる錯化剤と
の錯体を含有することを特徴とする＜１＞に記載のイムノクロマトグラフキット。
＜４＞　前記錯化剤が環状イミド化合物であることを特徴とする＜３＞に記載のイムノク
ロマトグラフキット。
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＜５＞　前記無機銀塩もしくは前記銀錯体の溶剤を含むことを特徴とする＜１＞～＜４＞
のいずれかに記載のイムノクロマトグラフキット。
＜６＞　前記無機銀塩もしくは前記銀錯体の溶剤が、チオ硫酸塩、チオシアン酸塩、亜硫
酸塩、糖チオン誘導体、環状イミド化合物、または１，１－ビススルホニルアルカン類を
含有することを特徴とする＜５＞に記載のイムノクロマトグラフキット。
＜７＞　前記無機銀塩または前記銀錯体、前記銀イオンの為の還元剤、前記金属コロイド
標識または前記金属カルコゲニド標識を、同一のキット内に含有する事を特徴とする＜１
＞～＜６＞のいずれかに記載のイムノクロマトグラフキット。
＜８＞　前記無機銀塩または前記銀錯体および前記銀イオンの為の還元剤を含有する層、
および前記金属コロイド標識または前記金属カルコゲニド標識を含有する層を、同一のキ
ット内に含む事を特徴とする＜７＞に記載のイムノクロマトグラフキット。
＜９＞　前記金属コロイドが金コロイド、銀コロイド、白金コロイド、もしくはこれらの
複合コロイドである事を特徴とする＜１＞～＜８＞のいずれかに記載のイムノクロマトグ
ラフキット。
＜１０＞　前記金属コロイドの平均粒径が５ｎｍ以上１００ｎｍ以下である事を特徴とす
る＜９＞に記載のイムノクロマトグラフキット。
＜１１＞　前記金属カルコゲニドが、金、銀、白金、パラジウム、鉛、亜鉛、カドミウム
、錫、クロム、銅、またはコバルトの金属硫化物、セレン化物、もしくはテルル化物であ
る事を特徴とする＜１＞～＜８＞のいずれかに記載のイムノクロマトグラフキット。
＜１２＞　前記金属カルコゲニドの平均粒径が５ｎｍ以上１００ｎｍ以下である事を特徴
とする＜１１＞に記載のイムノクロマトグラフキット。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明により、分析対象物を含む試料を、簡易、迅速、正確に定性及び定量を行うこと
ができる高感度のイムノクロマトグラフキットが提供される。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１５】
１．イムノクロマト
　一般に、イムノクロマトグラフ法とは以下のような手法で被分析物を簡便・迅速・特異
的に判定・測定する手法である。すなわち、被分析物と結合可能な固定化試薬（抗体、抗
原等）を含む少なくとも１つの反応部位を有するクロマトグラフ担体を固定相として用い
る。このクロマトグラフ担体上で、分析対象物結合可能な試薬によって修飾された検出用
標識物が分散されてなる分散液を移動相として前記クロマトグラフ担体中をクロマトグラ
フ的に移動させ際に、前記分析対象物と検出用標識物とが特異的に結合しながら、前記反
応部位まで到達する。前記反応部位において、前記分析対象物と検出用標識物の複合体が
前記固定化試薬に特異的結合することにより、被分析液中に分析対象物が存在する場合に
のみ、前記固定化試薬部に検出用標識物が濃縮されることを利用し、それらを目視または
適当な機器を用いて検出することで被分析液中に被検出物が存在することを定性および定
量的に分析する手法である。
【００１６】
　本発明におけるイムノクロマトグラフキットは、無機銀塩および銀イオンのために還元
剤を内蔵し、前記固定化試薬に結合した前記分析対象物と検出用標識物の複合体を核とし
て増幅反応によって、シグナルを増幅し、結果として高感度化を達成することを特徴とす
る。本発明によれば、従来のイムノクロマトグラフキットで必要とされる外部からの増幅
のための金属イオンや還元剤溶液の供給を必要とせず、一段と簡便で、迅速な高感度イム
ノクロマトグラフキットが提供される。
【００１７】
２．被検試料
　本発明のイムノクロマトグラフキットで分析することのできる被検試料としては、分析
対象物を含む可能性のある試料である限り、特に限定されるものではなく、例えば、生物



(6) JP 2008-139296 A 2008.6.19

10

20

30

40

50

学的試料、特には動物（特にヒト）の体液（例えば、血液、血清、血漿、髄液、涙液、汗
、尿、膿、鼻水、又は喀痰）若しくは排泄物（例えば、糞便）、臓器、組織、粘膜や皮膚
、それらを含むと考えられる搾過検体（スワブ）、うがい液、又は動植物それ自体若しく
はそれらの乾燥体を挙げることができる。
【００１８】
３．被検試料の前処理
　本発明のイムノクロマトグラフキットでは、前記被検試料をそのままで、あるいは、前
記被検試料を適当な抽出用溶媒を用いて抽出して得られる抽出液の形で、更には、前記抽
出液を適当な希釈剤で希釈して得られる希釈液の形、若しくは前記抽出液を適当な方法で
濃縮した形で、用いることができる。前記抽出用溶媒としては、通常の免疫学的分析法で
用いられる溶媒（例えば、水、生理食塩液、又は緩衝液等）、あるいは、前記溶媒で希釈
することにより直接抗原抗体反応を実施することができる水混和性有機溶媒を用いること
もできる。
【００１９】
４．構成
　本発明のイムノクロマトグラフキットに使用することのできるイムノクロマトグラフ用
ストリップとしては、通常のイムノクロマトグラフ法に用いることができるイムノクロマ
トグラフ用ストリップである限り、特に限定されるものではない。例えば、図１に模式的
に従来のイムノクロマトグラフ用ストリップの平面図を模式的に示す。図２に図１で示さ
れたイムノクロマトグラフキットの縦断面を模式的に示す縦断面図である。図３は本発明
のイムノクロマトグラフ用ストリップの縦断面図を模式的に示す。
　本発明のムノクロマトグラフ用ストリップ１０は、展開方向（図１において矢印Ａで示
す方向）の上流から下流に向かって、試料添加パッド５、標識化物質保持パッド（例えば
金コロイド抗体保持パッド）２、クロマトグラフ担体（例えば抗体固定化メンブレン）３
、及び吸収パッド４がこの順に、粘着シ－ト１上に配置されている。
【００２０】
　前記クロマトグラフ担体３は、捕捉部位３ａを有し、分析対象物と特異的に結合する抗
体又は抗原を固定化した領域である検出ゾ－ン（検出部と記載することもある）３１を有
し、所望により、コントロ－ル用抗体又は抗原を固定化した領域であるコントロ－ルゾ－
ン（コントロ－ル部と記載することもある）３２を更に有する。さらに、検出ゾ－ン３１
およびコントロ－ルゾ－ン３２は、増幅のための無機銀塩と銀イオンのための還元剤を含
有する。
【００２１】
　前記標識化物質保持パッド２は、標識化物質を含む懸濁液を調製し、その懸濁液を適当
な吸収パッド（例えば、グラスファイバ－パット）に塗布した後、それを乾燥することに
より調製することができる。
【００２２】
　前記試料添加パッド５としては、例えばグラスファイバ－パットを用いることができる
。
【００２３】
４－１．検出用標識物
　検出用標識物は、免疫凝集反応に用いられている着色粒子を使用することができる。例
えば、ポリスチレン、スチレン－ブタジエン共重合体のような有機高分子のラテックス着
色粒子、金属コロイドのような金属又は金属カルコゲニドを用いることができる。担体粒
子（又はコロイド）の平均粒径は、０．０２μｍ～１０μｍの範囲が好ましい。色素を含
有したリポゾ－ムやマイクロカプセル等も着色粒子として使用することができる。従来公
知の着色金属コロイドはいずれも標識用着色粒子として使用することができる。例えば、
金コロイド、銀コロイド、白金コロイド、鉄コロイド、水酸化アルミニウムコロイド、お
よびこれらの複合コロイドなどが挙げられ、好ましくは、金コロイド、銀コロイド、白金
コロイド、およびこれらの複合コロイドである。特に、金コロイドと銀コロイドが適当な
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粒径において、金コロイドは赤色、銀コロイドは黄色を示す点で好ましい。金属コロイド
の平均粒径としては、約１ｎｍ～５００ｎｍが好ましく、特に強い色調が得られる５ｎｍ
～１００ｎｍがさらに好ましい。金属コロイドと特異結合物質との結合は、従来公知の方
法（例えばＴｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｃ
ｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｖｏｌ．３０，Ｎｏ．７，ｐｐ６９１－６９６，（１９８２
））に従い、行うことができる。すなわち、金属コロイドと特異結合物質（例えば抗体）
を適当な緩衝液中で室温下５分以上混合する。反応後、遠心分離により得た沈殿を、ポリ
エチレングリコ－ル等の分散剤を含む溶液中に分散させることにより、目的の金属コロイ
ド標識特異結合物質を得ることができる。金属コロイドとして金コロイド粒子を用いる場
合には、市販のものを用いてもよい。あるいは、常法、例えば塩化金酸をクエン酸ナトリ
ウムで還元する方法（Ｎａｔｕｒｅ　Ｐｈｙｓ．Ｓｃｉ．，ｖｏｌ．２４１，２０，（１
９７３）等）により金コロイド粒子を調製することができる。
【００２４】
　本発明によれば、検出用標識物として金属コロイド標識又は金属カルコゲニド標識、そ
の他金属合金標識（以下、金属系標識と称することがある）、また金属を含むポリマ－粒
子標識を用いるイムノクロマトグラフキットにおいて、前記金属系標識の信号を増幅させ
ることができる。具体的には、前記分析対象物と検出用標識物の複合体の形成後に、無機
銀塩から供給される銀イオンおよび銀イオンのために還元剤を接触させ、還元剤によって
銀イオンを還元して銀粒子を生成させると、その銀粒子が前記金属系標識を核として前記
金属系標識上に沈着するので、前記金属系標識が増幅され、分析対象物の分析を高感度に
実施することができる。従って、本発明のイムノクロマトグラフキットは、還元剤による
銀イオンの還元作用により生じた銀粒子を免疫複合体の標識上に沈着させる反応を実施し
、こうして増幅された信号を分析することを除けば、それ以外の点では従来公知のイムノ
クロマトグラフ法をそのまま適用することができる。
【００２５】
　本発明のイムノクロマトグラフキットでは、分析対象物（抗原又は抗体）と特異的に結
合する抗体若しくは抗原、又は標準化合物を標識するのに用いる標識として、金属コロイ
ド標識又は金属カルコゲニド標識を用いる。前記金属コロイド標識又は金属カルコゲニド
標識としては、通常のイムノクロマトグラフ法に用いることができる標識である限り、特
に限定されるものではなく、金属コロイド標識としては、例えば、金、銀、白金、パラジ
ウム、鉛、亜鉛、カドミウム、錫、クロム、銅、またはコバルトのコロイド、好ましくは
、金、銀、白金、およびパラジウムのコロイド、そして、それらの混合物を挙げることが
でき、金属カルコゲニド標識としては、例えば、水銀、銅、金、銀、白金、パラジウム、
鉛、亜鉛、ニッケル、カドミウム、錫、クロム、銅、またはコバルトの各硫化物、セレン
化物、もしくはテルル化物を挙げることができる。本発明のイムノクロマトグラフキット
においては、これらの金属コロイド標識及び金属カルコゲニド標識の少なくとも一方を標
識として用いることができる。
【００２６】
４－２．抗体
　本発明のイムノクロマトグラフキットにおいては、分析対象物に対して特異性を有する
抗体として、特に限定されるものではないが、例えば、その分析対象物によって免疫され
た動物の血清から調製する抗血清、抗血清から精製された免疫グロブリン画分、その分析
対象物によって免疫された動物の脾臓細胞を用いる細胞融合によって得られるモノクロ－
ナル抗体、あるいは、それらの断片［例えば、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、又は
Ｆｖ］を用いることができる。これらの抗体の調製は、常法により行なうことができる。
【００２７】
４－３．クロマトグラフ担体
　クロマトグラフ担体としては、多孔性担体が好ましい。特に、ニトロセルロ－ス膜、セ
ルロ－ス膜、アセチルセルロ－ス膜、ポリスルホン膜、ポリエ－テルスルホン膜、ナイロ
ン膜、ガラス繊維、不織布、布、又は糸等が好ましい。
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　通常クロマトグラフ担体の一部に検出用物質を固定化させて検出ゾ－ンを作製する。検
出用物質の固定は、検出用物質をクロマトグラフ担体の一部に物理的または化学的結合に
より直接固定化させてもいいし、検出用物質をラテックス粒子などの微粒子に物理的また
は化学的に結合させ、この微粒子をクロマトグラフ担体の一部にトラップさせて固定化さ
せてもいい。なお、クロマトグラフ担体は、検出用物質を固定化後、不活性蛋白による処
理等により非特異的吸着防止処理をして用いるのが好ましい。
【００２８】
４－４．試料添加パッド
　試料添加パッドの材質は、セルロ－ス濾紙、ガラス繊維、ポリウレタン、ポリアセテ－
ト、酢酸セルロ－ス、ナイロン、及び綿布等の均一な特性を有するものが挙げられるが、
これらに限定されるものではない。試料添加部は、添加された分析対象物を含む試料を受
入れるだけでなく、試料中の不溶物粒子等を濾過する機能をも兼ねる。また、分析の際、
試料中の分析対象物が試料添加部の材質に非特異的に吸着し、分析の精度を低下させるこ
とを防止するため、試料添加部を構成する材質は、予め非特異的吸着防止処理して用いる
こともある。
【００２９】
４－５．標識化物質保持パッド
　標識化物質保持パッドの素材としては、例えば、セルロ－ス濾紙、グラスファイバ－、
及び不織布等が挙げられ、前述のように調製した検出用標識物を一定量含浸し、乾燥させ
て作製する。
【００３０】
４－６．吸収パッド
　吸収パッドは、添加された試料がクロマト移動により物理的に吸収されると共に、クロ
マトグラフ担体の検出部に不溶化されない未反応標識物質等を吸収除去する部位であり、
セルロ－ス濾紙、不織布、布、セルロ－スアセテ－ト等吸水性材料が用いられる。添加さ
れた試料のクロマト先端部が吸収部に届いてからのクロマトの速度は、吸収材の材質、大
きさなどにより異なるので、その選定により分析対象物の測定に合った速度を設定するこ
とができる。
【００３１】
５．免疫検査の方法
　以下、本発明に用いられるイムノクロマトグラフ法について、その具体的な実施態様で
あるサンドイッチ法、抗体固定化競合法、抗原固定化競合法、及び固定抗原法にそれぞれ
適用した各態様に基づいて、順に説明する。
【００３２】
５－１．サンドイッチ法
　本発明のイムノクロマトグラフキットにサンドイッチ法を適用した態様（以下、単に、
サンドイッチ法と称する）では、特に限定されるものではないが、例えば、以下の手順に
より分析対象物の分析を実施することができる。まず、分析対象物（抗原）に対して特異
性を有する第１抗体及び第２抗体を、先に述べた方法により予め調製しておく。また、第
２抗体を、予め標識化しておく。第１抗体を、適当な不溶性薄膜状支持体（例えば、ニト
ロセルロ－ス膜、ガラス繊維膜、ナイロン膜、又はセルロ－ス膜等）上に固定し、分析対
象物（抗原）を含む可能性のある被検試料（又はその抽出液）と接触させると、その被検
試料中に分析対象物が存在する場合には、抗原抗体反応が起きる。この抗原抗体反応は、
通常の抗原抗体反応と同様に行なうことができる。前記抗原抗体反応と同時又は反応後に
、過剰量の標識化第２抗体を更に接触させると、被検試料中に分析対象物が存在する場合
には、固定化第１抗体と分析対象物（抗原）と標識化第２抗体とからなる免疫複合体が形
成される。
【００３３】
　サンドイッチ法では、固定化第１抗体と分析対象物（抗原）と第２抗体との反応が終了
した後、前記免疫複合体を形成しなかった標識化第２抗体を除去し、続いて、例えば、不
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溶性薄膜状支持体における固定化第１抗体を固定した領域に、金属イオン及び還元剤を供
給することにより、前記免疫複合体を形成した標識化第２抗体の標識からの信号を増幅す
る。あるいは、標識化第２抗体に金属イオン及び還元剤を添加し、同時に薄膜状支持体に
添加することにより、前記免疫複合体を形成した標識化第２抗体の標識からの信号を増幅
する。
【００３４】
５－２．抗体固定化競合法
　本発明のイムノクロマトグラフキットに抗体固定化競合法を適用した態様（以下、単に
、抗体固定化競合法と称する）では、特に限定されるものではないが、例えば、以下の手
順により分析対象物の分析を実施することができる。まず、分析対象物（抗原）に対して
特異性を有する抗体を、先に述べた方法により予め調製しておき、その抗体を、適当な不
溶性薄膜状支持体（例えば、ニトロセルロ－ス膜、ガラス繊維膜、ナイロン膜、又はセル
ロ－ス膜等）上に固定しておく。また、標準化合物を、予め標識化しておく。分析対象物
（抗原）を含む可能性のある被検試料（又はその抽出液）と、前記標識化標準化合物とを
展開させながら接触させ、それと同時に、あるいは、その終了後に、前記固定化抗体に、
前記標識化標準化合物を展開させながら接触させると、その被検試料中に分析対象物が存
在する場合には、抗原抗体反応が起きる。この抗原抗体反応は、通常の抗原抗体反応と同
様に行なうことができる。
【００３５】
　抗体固定化競合法では、前記不溶性薄膜状支持体上の固定化抗体と、標識化標準化合物
（すなわち、標識化抗原）との反応が終了した後、固定化抗体と結合した標識化標準化合
物と、固定化抗体と結合しなかった標識化標準化合物とを分離し、続いて、例えば、不溶
性薄膜状支持体における固定化抗体を固定した領域に、金属イオン及び還元剤を供給する
ことにより、固定化抗体と結合した標識化抗原の標識からの信号を増幅する。あるいは、
標識化標準化合物に金属イオン及び還元剤を添加し、同時に薄膜状支持体に添加すること
により、固定化抗体と結合した標識化標準化合物の標識からの信号を増幅する。前記分離
は、例えば、緩衝液による洗浄によって行なうことができる。
【００３６】
５－３．抗原固定化競合法
　本発明のイムノクロマトグラフキットに抗原固定化競合法を適用した態様（以下、単に
抗原固定化競合法と称する）では、特に限定されるものではないが、例えば、以下の手順
により分析対象物の分析を実施することができる。まず、分析対象物（抗原）に対して特
異性を有する抗体を、先に述べた方法により予め調製しておく。また、前記抗体を、予め
標識化しておく。更に、既知量の標準化合物（抗原）を、適当な不溶性薄膜状支持体（例
えば、ニトロセルロ－ス膜、ガラス繊維膜、ナイロン膜、又はセルロ－ス膜等）上に固定
しておく。
【００３７】
　抗原固定化競合法では、前記不溶性薄膜状支持体上の固定化標準化合物（すなわち、固
定化抗原）と、標識化抗体との反応が終了した後、固定化標準化合物と結合した標識化抗
体と、固定化標準化合物と結合しなかった標識化抗体とを分離し、続いて、例えば、不溶
性薄膜状支持体における固定化標準化合物を固定した領域に、金属イオン及び還元剤を供
給することにより、固定化標準化合物と結合した標識化抗体の標識からの信号を増幅する
。あるいは、標識化抗体に金属イオン及び還元剤を添加し、同時に薄膜状支持体に添加す
ることにより、固定化標準化合物と結合した標識化抗体の標識からの信号を増幅する。前
記分離は、例えば、緩衝液による洗浄によって行なうことができる。
【００３８】
５－４．固定抗原法
　本発明のイムノクロマトグラフキットに固定抗原法を適用した態様（以下、単に、固定
抗原法と称する）では、特に限定されるものではないが、例えば、以下の手順により分析
対象物の分析を実施することができる。まず、分析対象物（抗体）に対して特異性を有す
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る第２抗体を、先に述べた方法により予め調製しておく。また、前記第２抗体を、予め標
識化しておく。分析対象物（抗体）が特異的に結合する抗原を、適当な不溶性薄膜状支持
体（例えば、ニトロセルロ－ス膜、ガラス繊維膜、ナイロン膜、又はセルロ－ス膜等）上
に固定し、分析対象物（抗体）を含む可能性のある被検試料（又はその抽出液）と接触さ
せると、その被検試料中に分析対象物が存在する場合には、抗原抗体反応が起きる。この
抗原抗体反応は、通常の抗原抗体反応と同様に行なうことができる。前記抗原抗体反応と
同時又は反応後に、過剰量の標識化第２抗体を更に接触させると、被検試料中に分析対象
物が存在する場合には、固定化抗原と分析対象物（抗体）と標識化第２抗体とからなる免
疫複合体が形成される。
【００３９】
　固定抗原法では、固定化抗原と分析対象物（抗体）と第２抗体との反応が終了した後、
前記免疫複合体を形成しなかった標識化第２抗体を除去し、続いて、例えば、不溶性薄膜
状支持体における固定化抗原を固定した領域に、金属イオン及び還元剤を供給することに
より、前記免疫複合体を形成した標識化第２抗体の標識からの信号を増幅する。あるいは
、標識化第２抗体に金属イオン及び還元剤を添加し、同時に薄膜状支持体に添加すること
により、前記免疫複合体を形成した標識化第２抗体の標識からの信号を増幅する。
【００４０】
６．無機銀塩、銀錯体
　本発明に用いられる無機銀塩、もしくは銀錯体は、還元可能な銀イオンを含む化合物で
ある。好ましくは、還元剤の存在下で５０℃以上まで加熱されると、光に比較的に安定な
金属銀を形成する無機銀塩、もしくは銀錯体である。
【００４１】
　本発明に用いられる無機銀塩は、例えば、ハロゲン化銀（塩化銀、臭化銀、塩臭化銀、
ヨウ化銀、塩ヨウ化銀、塩ヨウ臭化銀、およびヨウ臭化銀等）、チオ硫酸塩（例えば、ナ
トリウム塩、カリウム塩、又はアンモニウム塩等）の銀塩、チオシアン酸塩（例えば、ナ
トリウム塩、カリウム塩、又はアンモニウム塩等）の銀塩、および亜硫酸塩（例えば、ナ
トリウム塩、カリウム塩、又はアンモニウム塩等）の銀塩等が挙げられる。
【００４２】
　本発明に用いられる無機銀塩は、好ましくはハロゲン化銀である。
　本発明に用いられるハロゲン化銀の粒子形成方法は、写真業界でよく知られており、例
えば、リサーチディスクロージャー１９７８年６月の第１７０２９号、及び米国特許第３
，７００，４５８号に記載されている方法を用いることができるが、具体的にはゼラチン
あるいは他のポリマー溶液中に銀供給化合物（例えば、硝酸銀）及びハロゲン供給化合物
を添加することにより調製される。
【００４３】
　ハロゲン化銀の粒子サイズは、検査ノイズを小さくする上で微細であることが好ましく
、具体的には０．２０μｍ以下、より好ましくは０．１０μｍ以下、更に好ましくはナノ
粒子の範囲がよい。ここでいう粒子サイズとは、ハロゲン化銀粒子の投影面積（平板粒子
の場合は主平面の投影面積）と同面積の円像に換算したときの直径をいう。
【００４４】
　チオ硫酸銀、チオシアン酸銀、および亜硫酸銀等もハロゲン化銀と同様の粒子形成方法
により銀供給化合物（例えば、硝酸銀）及びチオ硫酸塩（例えば、ナトリウム塩、カリウ
ム塩、又はアンモニウム塩等）の銀塩、チオシアン酸塩（例えば、ナトリウム塩、カリウ
ム塩、又はアンモニウム塩等）の銀塩、および亜硫酸塩（例えば、ナトリウム塩、カリウ
ム塩、又はアンモニウム塩等）を混合することにより調製される。
【００４５】
　本発明に用いられる銀錯体は、例えば、チオ硫酸塩と銀イオンの錯体、チオシアン酸塩
と銀イオンの錯体、またはこれらの複合銀錯体、および、シュガーチオン誘導体と銀イオ
ンの錯体、環状イミド化合物（例えば、ウラシル、ウラゾール、５－メチルウラシル、バ
ルビツール酸など）と銀イオンの錯体、１，１－ビススルホニルアルカン類と銀イオンの
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錯体である。本発明に用いられる好ましい銀錯体は、環状イミド化合物（例えば、ウラシ
ル、ウラゾール、５－メチルウラシル、バルビツール酸など）と銀イオンの錯体である。
　本発明に用いられる銀錯体は、通常知られている塩形成反応により調製することができ
る。例えば、水もしくは水混和性溶媒中で水溶性銀供給体（例えば、硝酸銀）と銀錯体に
対応する配位子化合物とを混合することにより調製される。調製された銀錯体は、透析法
もしくは限外濾過法などの公知の脱塩方法により副成する塩類を除去して用いることが出
来る。
【００４６】
　無機銀塩、もしくは銀錯体は、銀として一般に０．００１モル／ｍ２～０．２モル／ｍ
２、好ましくは０．０１モル／ｍ２～０．０５モル／ｍ２含有される。
【００４７】
７．錯化剤
　本発明のイムノクロマトグラフキットは、無機銀塩もしくは銀錯体の溶剤（可溶化剤）
を含有することが好ましい。本発明に用いられる溶剤としては、上記の銀錯体の項で説明
した銀錯体を形成する配位子として用いられる化合物が好ましく用いられる。例えば、チ
オ硫酸塩、チオシアン酸塩、シュガーチオン誘導体、環状イミド化合物、および１，１－
ビススルホニルアルカン類等である。本発明に用いられる溶剤として、より好ましくは、
ウラシル、ウラゾール、５－メチルウラシル、バルビツール酸などの環状イミド化合物で
ある。
　本発明に用いられる溶剤は、銀イオンに対してモル比で０．１モル～１０モルの範囲で
好ましく用いられる。
【００４８】
８．還元剤
　銀イオンのための還元剤は、銀（Ｉ）イオンを銀に還元することができるいかなる材料
でも用いることができる。
　湿式のハロゲン化銀写真感光材料に用いられる現像主薬（例えばメチル没食子酸塩、ヒ
ドロキノン、置換ヒドロキノン、３－ピラゾリドン類、ｐ－アミノフェノ－ル類、ｐ－フ
ェニレンジアミン類、ヒンダ－ドフェノ－ル類、アミドキシム類、アジン類、カテコ－ル
類、ピロガロ－ル類、アスコルビン酸（またはその誘導体）、およびロイコ色素類）、お
よび本分野での技術に熟練しているものにとって明らかなその他の材料は、たとえば米国
特許第６，０２０，１１７号（バウア－ほか）で記述されるように、本発明において用い
ることができる。
【００４９】
　「アスコルビン酸還元剤」はアスコルビン酸、及びその誘導体を意味する。アスコルビ
ン酸還元剤は下記のように多くの文献において記載されており、例えば米国特許第５，２
３６，８１６号（Ｐｕｒｏｌほか）とその中で引用されている文献が挙げられる。
【００５０】
　本発明における還元剤として、アスコルビン酸還元剤が好ましい。有用なアスコルビン
酸還元剤は、アスコルビン酸と類似物、異性体とその誘導体を含む。そのような化合物は
以下にあげるもの含むが、これらに限定されるわけではない。
　Ｄ－またはＬ－アスコルビン酸とその糖誘導体（例えばｓｏｒｂｏａｓｃｏｒｂｉｃ酸
、ｇａｍｍａ．－ｌａｃｔｏａｓｃｏｒｂｉｃ酸、６－ｄｅｓｏｘｙ－Ｌアスコルビン酸
、Ｌ－ｒｈａｍｎｏａｓｃｏｒｂｉｃ酸、ｉｍｉｎｏ－６－ｄｅｓｏｘｙ－Ｌアスコルビ
ン酸、ｇｌｕｃｏａｓｃｏｒｂｉｃ酸、ｆｕｃｏａｓｃｏｒｂｉｃ酸、ｇｌｕｃｏｈｅｐ
ｔｏａｓｃｏｒｂｉｃ酸、ｍａｌｔｏａｓｃｏｒｂｉｃ酸、Ｌ－ａｒａｂｏｓａｓｃｏｒ
ｂｉｃ酸）、アスコルビン酸のナトリウム塩、アスコルビン酸のカリウム塩、イソアスコ
ルビン酸（またはＬ－エリスロアスコルビン酸）、その塩（例えばアルカリ金属塩、アン
モニウム塩または当技術分野において知られている塩）、ｅｎｄｉｏｌタイプのアスコル
ビン酸、ｅｎａｍｉｎｏｌタイプのアスコルビン酸、チオエノ－ルタイプのアスコルビン
酸、たとえば米国特許第５，４９８，５１１、ＥＰ－Ａ－０５８５，７９２、ＥＰ－Ａ－
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０５７３７００、ＥＰ－Ａ－０５８８４０８、米国特許第５，０８９，８１９、米国特許
第５，２７８，０３５、米国特許第５，３８４，２３２、米国特許第５，３７６，５１０
、ＪＰ７－５６２８６、米国特許第２，６８８，５４９、およびＲｅｓｅａｃｈ　Ｄｉｓ
ｃｌｏｓｕｒｅ３７１５２（１９９５年３月）に記載されているような化合物。
【００５１】
　これらの化合物のうち、好ましくは、Ｄ、ＬまたはＤ，Ｌ－アスコルビン酸（そして、
そのアルカリ金属塩）かイソアスコルビン酸（またはそのアルカリ金属塩）であり、ナト
リウム塩が好ましい塩である。必要に応じてこれらの還元剤の混合物を用いることができ
る。
【００５２】
　ヒンダ－ドフェノ－ル類も単独で、または一つ以上の硬調化還元剤とコントラスト強化
剤と組み合わせて好ましく用いられる。
　ヒンダ－ドフェノ－ルは、ベンゼン環上に一つだけの水酸基を有し、少なくとも一つの
置換基を水酸基に対してオルト位に有する化合物である。ヒンダ－ドフェノ－ル還元剤は
複数の水酸基を別々のベンゼン環に持っていれば、複数の水酸基を有していて構わない。
　ヒンダ－ドフェノ－ル還元剤は、たとえば、ビナフト－ル類（すなわちジヒドロキシビ
ナフト－ル類）、ビフェノ－ル類（すなわちジヒドロキシビフェノ－ル類）、ビス（ヒド
ロキシナフチル）メタン類、ビス（ヒドロキシフェニル）メタン類（すなわちビスフェノ
－ル類）、ヒンダ－ドフェノ－ル類、およびヒンダ－ドナフト－ル類が挙げられ、これら
は置換されていて構わない。
【００５３】
　代表的なビナフト－ル類は以下に挙げられる化合物であるが、これらに制限されること
はない。
　１，１’－ｂｉ－２－ナフト－ル、１，１’－ｂｉ－４－メチル－２－ナフト－ル、６
，６’－ジブロモ－ｂｉ－２－ナフト－ル、および米国特許第３，０９４，４１７号と米
国特許第５，２６２，２９５号に記載されている化合物。
【００５４】
　代表的なビフェノ－ル類は以下に挙げられる化合物であるが、これらに制限されること
はない。
　２，２’－ジヒドロキシ－３，３’－ｄｉ－ｔ－ブチル－５，５’－ジメチルビフェニ
ル、２，２’－ジヒドロキシ－３，３’，５，５’－テトラ－ｔ－ブチルビフェニル、２
，２’－ジヒドロキシ－３，３’－ｄｉ－ｔ－ブチル－５，５’－ジクロロビフェニル、
２－（２－ヒドロキシ－３－ｔ－ブチル－５－メチルフェニル）－４－メチル－６－ｎ－
ヘキシルフェノ－ル、４，４’－ジヒドロキシ－３，３’，５，５’－テトラ－ｔ－ブチ
ルビフェニル、４，４’－ジヒドロキシ－３，３’，５，５’－テトラメチルビフェニル
、および米国特許第５，２６２，２９５号に記載の化合物。
【００５５】
　代表的なビス（ヒドロキシナフチル）メタン類は以下に挙げられる化合物であるが、こ
れらに制限されることはない。
　４，４’－メチレンビス（２－メチル－１－ナフト－ル）、米国特許第５，２６２，２
９５号に記載の化合物。
【００５６】
　代表的なビス（ヒドロキシフェニル）メタン類は以下に挙げられる化合物であるが、こ
れらに制限されることはない。
　ビス（２－ヒドロキシ－３－ｔ－ブチル－５－メチルフェニル）メタン（ＣＡＯ－５）
、１，１’－ビス（２－ヒドロキシ－３，５－ジメチルフェニル）－３，５，５－トリメ
チルヘキサン（ＮＯＮＯＸまたはＰＥＲＭＡＮＡＸ　ＷＳＯ）、１，１’－ビス（３，５
－ｄｉ－ｔ－ブチル－４－ヒドロキシフェニル）メタン、２，２’－ビス（４－ヒドロキ
シ－３－メチルフェニル）プロパン、４，４’－エチリデン－ビス（２－ｔ－ブチル－６
－メチルフェノ－ル）、２，２’－イソブチリデン－ビス（４，６－ジメチルフェノ－ル
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）（ＬＯＷＩＮＯＸ　２２１Ｂ４６）、２，２’－ビス（３，５－ジメチル－４－ヒドロ
キシフェニル）プロパン、および米国特許第５，２６２，２９５号に記載の化合物。
【００５７】
　代表的なヒンダ－ドフェノ－ルは以下に挙げられる化合物であるが、これらに制限され
ることはない。
　２，６－ジ－ｔ－ブチルフェノ－ル、２，６－ジ－ｔ－ブチル－４－メチルフェノ－ル
、２，４－ジ－ｔ－ブチルフェノ－ル、２，６－ジクロロフェノ－ル、２，６－ジメチル
フェノ－ル、および２－ｔ－ブチル－６－メチルフェノ－ル。
【００５８】
　代表的なヒンダ－ドナフト－ルは以下に挙げられる化合物であるが、これらに制限され
ることはない。
　１－ナフト－ル、４－メチル１－ナフト－ル、４－メトキシ１－ナフト－ル、４－クロ
ロ１－ナフト－ル、２－メチル１－ナフト－ル、および米国特許第５，２６２，２９５号
に記載の化合物。
【００５９】
　その他、下記の化合物も還元剤として開示されている。
　アミドキシム類（例えばフェニルアミドキシム）、２－チエニルアミドキシム、ｐ－フ
ェノキシフェニルアミドキシム、アジン類（たとえば４－ヒドロキシ－３，５－ｄｉｍｅ
ｔｈｏｘｙｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｒａｚｉｎｅ）、脂肪族カルボン酸アリルヒドラジド
とアスコルビン酸の組み合わせ（例えば２，２’－ｂｉｓ（ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ
）－ｐｒｏｐｉｏｎｙｌ－β－ｐｈｅｎｙｌヒドラジドとアスコルビン酸の組み合わせ）
、ポリヒドロキシベンゼンとヒドロキシルアミン、レダクトンおよびヒドラジンの少なく
とも一方の組合せ（たとえばヒドロキノンとビス（エトキシエチル）ヒドロキシルアミン
の組合せ）、ピペリジ－４－メチルフェニルヒドラジン、ヒドロキサム酸（例えばフェニ
ルヒドロキサム酸、ｐ－ヒドロキシフェニルヒドロキサム酸、およびｏ－アラニンヒドロ
キサム酸）、アジンとスルホンアミドフェノ－ル類の組合せ（たとえばフェノチアジンと
２，６－ジクロロ－４－ベンゼンスルホンアミドフェノ－ル）、α－シアノフェニル酢酸
誘導体（例えばエチル－α－シアノ－２－メチルフェニル酢酸、エチル－α－シアノフェ
ニル酢酸）、ビス－ｏ－ナフト－ル（例えば２，２’－ジヒドロキシ－１－ビナフチル、
６，６’－ジブロモ－２，２’－ジヒドロキシ－１，１’－ビナフチル、ビス（２－ヒド
ロキシ－１－ナフチル）メタン］、
【００６０】
ビス－ｏ－ナフト－ルと１，３－ジヒドロキシベンゼン誘導体の組み合わせ（例えば２，
４－ジヒドロキシベンゾフェノン、２，４－ジヒドロキシアセトフェノン）、５－ピラゾ
ロン（例えば３－メチル－１－フェニル－５－ピラゾロン）、レダクトン類（例えばジメ
チルアミノヘキソ－スレダクトン、アンヒドロジヒドロ－アミノヘキソ－スレダクトン、
アンヒドロジヒドロ－ピペリドン－ヘキソ－スレダクトン）、スルホンアミドフェノ－ル
還元剤（例えば２，６－ジクロロ－４－ベンゼンスルホンアミドフェノ－ル、ｐ－ベンゼ
ンスルホンアミドフェノ－ル）、インダン－１，３－ジオン類（例えば２－フェニルイン
ダン－１，３－ジオン）、クロマン類（例えば２，２－ジメチル－７－ｔ－ブチル－６－
ヒドロキシクロマン）、１，４－ジヒドロキシピリジン類（例えば２，６－ジメトキシ－
３，５－ジカルベトキシ－１，４－ジヒドロピリジン）、アスコルビン酸誘導体（１－ア
スコルビン酸パルミテ－ト、アスコルビン酸ステアレ－ト）、不飽和アルデヒド（ケトン
）、３－ピラゾリドン類。
【００６１】
　本発明に用いることのできる還元剤として、米国特許第５，４６４，７３８に記載され
るようなスルホニルヒドラジンを含む置換ヒドラジンがある。この他の有用な還元剤は、
例えば、米国特許第３，０７４，８０９、米国特許第３，０９４，４１７、米国特許第３
，０８０，２５４および米国特許第３，８８７，４１７に記載されている。米国特許第５
，９８１，１５１に記載の補助還元剤もまた有用である。
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【００６２】
　還元剤として、ヒンダ－ドフェノ－ル還元剤とその他以下に挙げるような様々な補助還
元剤から選ばれる化合物と組み合わせて用いられる場合もある。さらにコントラスト強化
剤を加えた３成分の還元剤の混合物もまた有用である。補助還元剤としては米国特許第５
，４９６，６９５に記載のトリチルヒドラジド、ホルミル－フェニルヒドラジドを用いる
ことができる。
【００６３】
　コントラスト強化剤を還元剤とともに用いることができる。コントラスト強化剤として
は例えば、下記の化合物が有用であるが、これらに限定されるわけではない。
　ヒドロキシルアミン（ヒドロキシルアミンとａｌｋｙｌ－とアリ－ル置換誘導体を含む
）、米国特許第５，５４５，５０５に記載のａｌｋａｎｏｌａｍｉｎｅｓとフタル酸アン
モニウム、米国特許第５，５４５，５０７に記載のヒドロキサム酸化合物、米国特許第５
，５５８，９８３に記載のＮ－アシルヒドラジン化合物、米国特許第５，６３７，４４９
に記載の水素原子ドナ－化合物。
【００６４】
　全ての還元剤と無機銀塩の組み合わせが等しく効果があるわけではないが、好ましい組
合せは還元剤としてアスコルビン酸型還元剤を用いた組合せである。
【００６５】
　本発明における還元剤は、銀に対しての１質量％～１０質量％（乾燥質量）含まれる。
多層構造において、還元剤が無機銀塩もしくは銀錯体を含む層以外の層に加えられるなら
ば、わずかに割合は高く、およそ２質量％～１５質量％がより望ましい。補助還元剤は、
およそ０．００１質量％～１．５質量％（乾燥重）含まれる。
【００６６】
　本発明のキットは被検試料の展開後に加熱することが好ましい。好ましい加熱温度は４
０℃～９０℃であり、好ましい加熱時間は１秒～１２０秒である。
【実施例】
【００６７】
実施例１
　実施例１では、ｈＣＧ検出系で本発明のイムノクロマトグラフキットが高感度であるこ
とを以下に実証する。
【００６８】
１．検出用標識物である抗ｈＣＧ抗体修飾金属硫化物コロイドの作製
　＜硫化パラジウムコロイドの調製＞
　水１０００ｍＬにグリセリン３０ｇ、塩化パラジウムと硫化ナトリウムをモル比１：１
で混合し、粒子径が約３０ｎｍの硫化パラジウムコロイド溶液を調製した。得られた硫化
パラジウムコロイド溶液９ｍＬに５０ｍＭのＫＨ２ＰＯ４バッファ－（ｐＨ＝７．０）１
ｍＬを加えることでｐＨを調整した後、５０μｇ／ｍＬの抗ｈＣＧ抗体（Ａｎｔｉ－ｈＣ
Ｇ　５００８　ＳＰ－５、Ｍｅｄｉｘ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａ社）溶液１ｍＬを加え攪拌
した。１０分間静置した後、１質量％ポリエチレングリコ－ル（ＰＥＧ、Ｍｗ．２０００
０、品番１６８－１１２８５、和光純薬）水溶液を５５０μＬ加え攪拌し、続いて１０質
量％牛血清アルブミン（ＢＳＡ　ＦｒａｃｔｉｏｎＶ、品番Ａ－７９０６、ＳＩＧＭＡ）
水溶液を１．１ｍＬ加え攪拌した。この溶液を８０００Ｇ、４℃、３０分間遠心（ｈｉｍ
ａｃＣＦ１６ＲＸ、日立（株））した後、１ｍＬ程度を残して上清を取り除き、超音波洗
浄機により再分散した。この後、２０ｍＬの硫化パラジウムコロイド溶液保存液（２０ｍ
Ｍ、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌバッファ－（ｐＨ＝８．２），０．０５質量％ＰＥＧ（Ｍｗ．２０
０００），１５０ｍＭＮａＣｌ，１質量％ＢＳＡ，０．１質量％ＮａＮ３）に分散し、再
び８０００Ｇ、４℃、３０分間遠心した後、１ｍＬ程度を残して上清を取り除き、超音波
洗浄機により硫化パラジウムコロイド溶液を再分散し、抗体修飾硫化パラジウムコロイド
溶液（平均粒径３０ｎｍ）を得た。
【００６９】
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２．金属硫化物抗体保持パットの作製
　１で作製した各抗体修飾硫化パラジウムコロイド溶液を、硫化パラジウムコロイド溶液
塗布液（２０ｍＭ、Ｔｒｉｓ－Ｈｃｌバッファ－（ｐＨ＝８．２），０．０５質量％ＰＥ
Ｇ（Ｍｗ．２００００），５質量％スクロ－ス）及び水により希釈し、５２０ｎｍのＯＤ
が１．５となるように希釈した。この溶液を、８ｍｍ×１５０ｍｍに切ったグラスファイ
バ－パッド（Ｇｌａｓｓ　Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｐａｄ、ミリポア社）１枚
あたり０．８ｍＬずつ均一に塗布し、一晩減圧乾燥し、硫化パラジウムコロイド溶液抗体
保持パッドを得た。
【００７０】
３．抗体固定化メンブレン（クロマトグラフ担体）の作製
２５ｍｍ×２００ｍｍに切断したニトロセルロ－スメンブレン（プラスチックの裏打ちあ
り、ＨｉＦｌｏｗ　Ｐｌｕｓ　ＨＦ１２０ミリポア社）に関し以下のような方法により抗
体を固定し抗体固定化メンブレンを作製した。メンブレンの長辺を下にし、下から８ｍｍ
の位置に、０．５ｍｇ／ｍＬとなるように調製した固定化用抗ｈＣＧモノクロ－ナル抗体
（Ａｎｔｉ－Ａｌｐｈａ　ｓｕｂｕｎｉｔ　６６０１　ＳＰＲ－５、Ｍｅｄｉｘ　Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｃａ社）溶液をインクジェット方式の塗布機（ＢｉｏＤｏｔ社）を用いて幅１
ｍｍ程度のライン状に塗布した（「検出部」を形成する。）。同様に、下から１２ｍｍの
位置に、０．５ｍｇ／ｍＬとなるように調製したコントロ－ル用抗マウスＩｇＧ抗体（抗
マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ），ウサギＦ（ａｂ’）２，品番５６６－７０６２１、和光純薬）
溶液をライン状に塗布した（「コントロール部」を形成する。）。塗布したメンブレンは
、温風式乾燥機で５０℃、３０分間乾燥した。ブロッキング液（０．５質量％カゼイン（
乳由来、品番０３０－０１５０５、和光純薬）含有５０ｍＭホウ酸Ｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ＝
８．５））５００ｍＬをバットに入れ、そのまま３０分間静置した。その後、同様のバッ
トに入れた洗浄・安定化液（０．５質量％スクロ－ス、０．０５質量％コ－ル酸ナトリウ
ム、５０ｍＭのＴｒｉｓ－Ｈｃｌ（ｐＨ＝７．５））５００ｍＬに移して浸し、そのまま
３０分間静置した。メンブレンを液から取り出し、室温で一晩乾燥し、抗体固定化メンブ
レンを得た。
【００７１】
４．増感シ－トの作製
４－１．塗布用材料の準備
【００７２】
１）ウラシル銀のゼラチン分散物調製
　ゼラチン水溶液中でウラシルのナトリウム塩と硝酸銀をモル比２：１で混合しウラシル
銀錯体を調製した。
【００７３】
２）還元剤としてアスコルビン酸水溶液、錯化剤としてウラシルナトリウム塩水溶液
【００７４】
４－２．銀塩含有層の塗布
　上記で得たウラシル銀錯体のゼラチン分散物にアスコルビン酸水溶液（銀量の１．２倍
モル）、及びウラシルナトリウム塩水溶液（銀量の１．５．倍モル）を順次添加した塗布
液を、塗布銀量が０．６ｇ／ｍ２となるように仮支持体上に塗布した。その上に、保護層
としてゼラチン水溶液を０．１ｇ／ｍ２塗布し、乾燥した。
【００７５】
４－３．増感シートの作製
　得られた銀含有層塗布試料を２００ｍｍ×７０ｍｍに裁断し、その保護層表面にポリエ
ステル粘着テ－プ（日東電工（株）製　Ｎｏ３１Ｂ　７１ハイ）を貼り付け、仮支持体よ
り銀塩含有塗布層を粘着テープに貼り付けて剥離し、増感シートを得た。
【００７６】
５．イムノクロマトグラフキットの作製
５－１．キットＡ（比較例）の組み立て
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　図２に示すように、バック粘着シ－ト１（ＡＲｃａｒｅ９０２０、ニップンテクノクラ
スタ社）に、抗体固定化メンブレン３を貼り付けた。その際メンブレン長辺側のうち、抗
ｈＣＧ抗体ライン側を下側とする。抗体固定化メンブレンの下側に約２ｍｍ重なるように
硫化パラジウムコロイド抗体保持パッド２を貼り付け、約４ｍｍ重なるようにして硫化パ
ラジウムコロイド抗体保持パッド下側に試料添加パッド５（１８ｍｍ×１５０ｍｍに切っ
たグラスファイバ－パッド（Ｇｌａｓｓ　Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｐａｄ、ミ
リポア社））を重ねて貼り付けた。さらに、抗体固定化メンブレンの上側には約５ｍｍ重
なるように吸収パッド４（２０ｍｍ×１５０ｍｍに切ったセルロ－ス膜（Ｃｅｌｌｕｌｏ
ｓｅ　Ｆｉｂｅｒ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐａｄ、ミリポア社））を重ねて貼り付けた。これら
重ね張り合わせた部材を、部材の長辺側を５ｍｍ幅になるように短辺に平行にギロチン式
カッタ－（ＣＭ４０００、ニップンテクノクラスタ社）切断していくことで、５ｍｍ×５
５ｍｍのイムノクロマトグラフ用ストリップを作製した。これらをプラスチックケ－ス（
ニップンテクノクラスタ社）に入れ、試験用イムノクロマトグラフキットＡとした。捕捉
部位３ａは、検体の抗体を検出する検出部３１とプロセスのノイズを示すコントロール部
３２よりなり、これらの部の発色（黒化）濃度の差から判定を下すことができる。抗体固
定化メンブレン３の固定化用抗ｈＣＧモノクロ－ナル抗体をライン状に塗布した箇所が検
出部３１であり、コントロ－ル用抗マウスＩｇＧ抗体をライン状に塗布した箇所がコント
ロール部３２である。
【００７７】
５－２．キットＢ（本発明）の組み立て
　バック粘着シ－ト１（ＡＲｃａｒｅ９０２０、ニップンテクノクラスタ社）に、３で作
製した抗体固定化メンブレン３を貼り付けた。その際メンブレン長辺側のうち、抗ｈＣＧ
抗体ライン側を下側とする。その上に増感シ－ト６を銀錯体含有層面を抗体固定化メンブ
レン面に対面するように貼り付けた。抗体固定化メンブレンの下側に約２ｍｍ重なるよう
に２で作製した硫化パラジウムコロイド抗体保持パッド２を貼り付け、約４ｍｍ重なるよ
うにして硫化パラジウムコロイド抗体保持パッド下側に試料添加パッド５（１８ｍｍ×１
５０ｍｍに切ったグラスファイバ－パッド（Ｇｌａｓｓ　Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔ
ｅ　Ｐａｄ、ミリポア社））を重ねて貼り付けた。さらに、抗体固定化メンブレンの上側
には約５ｍｍ重なるように吸収パッド４（２０ｍｍ×１５０ｍｍに切ったセルロ－ス膜（
Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　Ｆｉｂｅｒ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐａｄ、ミリポア社））を重ねて貼り
付けた。これら重ね張り合わせた部材を、部材の長辺側を５ｍｍ幅になるように短辺に平
行にギロチン式カッタ－（ＣＭ４０００、ニップンテクノクラスタ社）切断していくこと
で、５ｍｍ×５５ｍｍのイムノクロマトグラフ用ストリップを作製した。これらをプラス
チックケ－ス（ニップンテクノクラスタ社）に入れ、試験用イムノクロマトグラフキット
Ｂとした。
【００７８】
６．性能評価
１）最小検出感度試験法
　１質量％ＢＳＡを含むＰＢＳバッファ－にｈＣＧ（リコンビナントｈＣＧ　Ｒ－５０６
、ロ－ト製薬（株）製）を溶解し、各濃度の試験用ｈＣＧ溶液を作製した。
　各試験用イムノクロマトグラフキットに、各濃度の試験用ｈＣＧ溶液を１００μＬ滴下
し、１０、２０、３０、６０分後に抗体固定メンブレンの抗ｈＣＧ抗体を塗布した部位（
捕捉部位）を目視した際の着色度合いを、着色が濃い「＋＋＋」、着色がある「＋＋」、
薄い着色がある「＋」、着色がない「－」、の４段階で判別した。
　最も薄い濃度で判別できた濃度をそのキットでの最小検出感度とした。
【００７９】
２）結果
【００８０】
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【表１】

【００８１】
　表１から明らかなように、本発明によるキットＢは比較のキットＡに比較して、極めて
高感度にｈＣＧを検出できる。
【図面の簡単な説明】
【００８２】
【図１】比較のイムノクロマトグラフキットの一態様を模式的に示す平面図である。
【図２】図１で示されたイムノクロマトグラフキットの縦断面を模式的に示す縦断面図で
ある。
【図３】本発明のイムノクロマトグラフキットの縦断面を模式的に示す縦断面図である。
【符号の説明】
【００８３】
１：バック粘着シート
２：金属硫化物コロイド抗体保持パッド
３：抗体固定化メンブレン
３ａ：捕捉部位
３１：検出部
３２：コントロール部
４：吸収パッド
５：試料添加パッド
６：増感シート
１０：イムノクロマトグラフキット
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【図１】

【図２】

【図３】
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