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(57)【要約】
【課題】本発明は、イムノクロマトグラフ法において、良好なＳ／Ｎ比で高感度な測定を
達成するために、標識試薬－被検出物質－第一試薬からなる複合体を、第一試薬を介して
効率よく、クロマトグラフ媒体の判定部位に捕捉する新たな手段を提供することを目的と
している。
【解決手段】本発明は、ビオチンを認識するポリクローナル抗体を固定化したクロマトグ
ラフ媒体、ビオチンが結合した第一試薬、及び、被検出物質に特異的に結合し得る第二試
薬が標識物質に結合した標識試薬を含有してなるイムノクロマトグラフ法のための測定キ
ット又はクロマトグラフ媒体、及び、それらを用いた測定方法に関する。　
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（１）ビオチンを認識するポリクローナル抗体を固定化したクロマトグラフ媒体、
　（２）ビオチンが結合した、被検出物質に特異的に結合し得る第一試薬、及び、
　（３）被検出物質に特異的に結合し得る第二試薬が標識物質に結合した標識試薬、
を含有してなるイムノクロマトグラフ法のための測定キット。
【請求項２】
　ビオチンと第一試薬とが、リンカーを介して結合したものである請求項１に記載の測定
キット。
【請求項３】
　ポリクローナル抗体が、免疫用担体にリンカーを介して結合したビオチンを認識するポ
リクローナル抗体である請求項１又は２に記載の測定キット。
【請求項４】
　リンカー基が、５～５０個の炭素を含む直鎖状のリンカー基である請求項２又は３に記
載の測定キット。
【請求項５】
　リンカー基が、次の一般式（Ｉ）
　　　　　－［－Ｚ－（ＣＨ２）ｎ－Ｒ－］ｍ－　　　　　　　（Ｉ）
（式中、Ｚは、ＮＨ又はＯであり、ＲはＣＨ２又はＣＯであり、ｎは３～８の整数であり
、ｍは１～５の整数である。）
で表される基である請求項２～４のいずれかに記載の測定キット。
【請求項６】
　ｍが２～４であり、ｎが４～６である請求項５に記載の測定キット。
【請求項７】
　ＺがＮＨで、ＲがＣＯである請求項５又は６に記載の測定キット。
【請求項８】
　第一試薬とビオチンとの結合におけるリンカー基と、免疫用担体とビオチンの結合にお
けるリンカー基が同じである請求項２～７のいずれかに記載の測定キット。
【請求項９】
　ビオチンを認識するポリクローナル抗体が固定化され判定部位を形成したクロマトグラ
フ媒体に、
　（１）ビオチンが結合した、被検出物質に特異的に結合し得る第一試薬、及び、
　（２）被検出物質に特異的に結合し得る第二試薬が標識物質に結合した標識試薬
を、前記判定部位から離隔した位置で前記クロマトグラフ媒体にてクロマト展開可能なよ
うに配置してなる、イムノクロマトグラフ法のためのクロマトグラフ媒体。
【請求項１０】
　ビオチンと第一試薬とが、リンカーを介して結合したものである請求項９に記載のクロ
マトグラフ媒体。
【請求項１１】
　ポリクローナル抗体が、免疫用担体にリンカーを介して結合したビオチンを認識するポ
リクローナル抗体である請求項９又は１０に記載のクロマトグラフ媒体。
【請求項１２】
　リンカー基が、５～５０個の炭素を含む直鎖状のリンカー基である請求項１０又は１１
に記載のクロマトグラフ媒体。
【請求項１３】
　リンカー基が、次の一般式（Ｉ）
　　　　　－［－Ｚ－（ＣＨ２）ｎ－Ｒ－］ｍ－　　　　　　　（Ｉ）
（式中、Ｚは、ＮＨ又はＯであり、ＲはＣＨ２又はＣＯであり、ｎは３～８の整数であり
、ｍは１～５の整数である。）
で表される基である請求項１０～１２のいずれかに記載のクロマトグラフ媒体。
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【請求項１４】
　ｍが２～４であり、ｎが４～６である請求項１３に記載のクロマトグラフ媒体。
【請求項１５】
　ＺがＮＨで、ＲがＣＯである請求項１３又は１４に記載のクロマトグラフ媒体。
【請求項１６】
　第一試薬とビオチンとの結合におけるリンカー基と、免疫用担体とビオチンの結合にお
けるリンカー基が同じである請求項１０～１５のいずれかに記載のクロマトグラフ媒体。
【請求項１７】
　ビオチンを認識するポリクローナル抗体が固定化され判定部位を形成したクロマトグラ
フ媒体で、
　（１）被検出物質を含む試料、
　（２）ビオチンが結合した、被検出物質に特異的に結合し得る第一試薬、及び、
　（３）被検出物質に特異的に結合し得る第二試薬が標識物質に結合した標識試薬
を、クロマト展開することを特徴とする、イムノクロマトグラフ法による測定方法。
【請求項１８】
　ビオチンと第一試薬とが、リンカーを介して結合したものである請求項１７に記載の測
定方法。
【請求項１９】
　ポリクローナル抗体が、免疫用担体にリンカーを介して結合したビオチンを認識するポ
リクローナル抗体である請求項１７又は１８に記載の測定方法。
【請求項２０】
　リンカー基が、５～５０個の炭素を含む直鎖状のリンカー基である請求項１８又は１９
に記載の測定方法。
【請求項２１】
　リンカー基が、次の一般式（Ｉ）
　　　　　－［－Ｚ－（ＣＨ２）ｎ－Ｒ－］ｍ－　　　　　　　（Ｉ）
（式中、Ｚは、ＮＨ又はＯであり、ＲはＣＨ２又はＣＯであり、ｎは３～８の整数であり
、ｍは１～５の整数である。）
で表される基である請求項１８～２０のいずれかに記載の測定方法。
【請求項２２】
　ｍが２～４であり、ｎが４～６である請求項２１に記載の測定方法。
【請求項２３】
　ＺがＮＨで、ＲがＣＯである請求項２１又は２２に記載の測定方法。
【請求項２４】
　第一試薬とビオチンとの結合におけるリンカー基と、免疫用担体とビオチンの結合にお
けるリンカー基が同じである請求項１８～２３のいずれかに記載の測定方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ビオチンを認識するポリクローナル抗体を固定化したクロマトグラフ媒体、
ビオチンが結合した第一試薬、及び、被検出物質に特異的に結合し得る第二試薬が標識物
質に結合した標識試薬を含有してなるイムノクロマトグラフ法のための測定キット又はク
ロマトグラフ媒体、及び、それらを用いた測定方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　抗原とこれに対する抗体による特異的な結合反応を利用して、特定の抗原又は抗体から
なる被検出物質を検出する免疫測定法が知られている。標識物質により標識化した抗体又
は抗原を試料中の被検出物質に結合させ、被検出物質と複合体を形成した標識物質からの
シグナルを測定することで高い感度が得られるため、免疫測定法は広く臨床検査の領域で
利用されている。
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　このような免疫測定法の１つに、イムノクロマトグラフ法がある。免疫測定法では、一
般に、被検出物質を、標識物質により標識化した抗体等と反応させた後、被検出物質と複
合体を形成した標識物質を、被検出物質と結合していない標識物質から分離する工程が必
要となる。イムノクロマトグラフ法は、この工程を、クロマトグラフィーの原理を応用し
て、固定相とそれに接して連続的に流れる移動相からなる系で行う点に特徴がある。
【０００３】
　例えば、イムノクロマトグラフ法により、試料中の抗原からなる被検出物質を検出する
場合には、以下のような操作が行われる。
（１）被検出物質である抗原に特異的に結合する抗体を第一試薬とし、この第一試薬をク
ロマトグラフ媒体の所定の部位に所定の形で塗布すること等により、クロマトグラフ媒体
に判定部位を形成する。
（２）一方、被検出物質と特異的に結合する抗体を第二試薬とし、この第二試薬を酵素等
の標識物質により標識、又は、当該第二試薬を不溶性担体等の標識物質に感作することに
より、標識試薬を調製する。
（３）移動相を構成する展開液を、被検出物質を含む試料及び標識試薬と共に、固定相で
あるクロマトグラフ媒体上で展開させる。
 以上の操作により、試料中に被検出物質が存在する場合には、クロマトグラフ媒体に形
成した判定部位において、被検出物質である抗原が、判定部位に固定した第一試薬である
抗体と結合することにより捕捉されると共に、この抗原と、標識試薬を構成する抗体とに
よって抗原－抗体反応が生ずる結果、当該判定部位においては第一試薬（固定化された抗
体）－被検出物質（抗原）－標識試薬（標識化された抗体）の三者のサンドイッチ型複合
体が生成する。その結果、判定部位に間接的に標識物質が結合することによって所定のシ
グナルが現れ、これによって被検出物質の検出を行うことができる。
【０００４】
　このようなイムノクロマトグラフ法は、特別な装置を必要とせず、操作が簡便であり、
短時間で測定可能であることから、臨床検査や研究室における測定試験等で広く利用され
ている。さらに、近年においては、その簡便な検出方法としての利用価値のみならず、よ
り高感度で信頼性の高い測定データの取得が希求されるに至っている。
【０００５】
　しかし、イムノクロマトグラフ法において、低濃度の被検出物質を精度よく検出するこ
とは非常に難しい。抗原と抗体との反応を促進するためには、反応時間を長くする、流動
性を上げて抗原分子及び抗体分子の衝突確率を高める等の方法が考えられるが、いずれも
イムノクロマトグラフ法の原理から見て、採用することは難しい。
　即ち、イムノクロマトグラフ法では、標識物質と複合体を形成した被検出物質と、判定
部位に固定された第一試薬との反応は、展開液とともに被検出物質が判定部位を移動する
極めて短い時間に行われ、反応時間を長くすることは難しいからである。展開液の粘性を
高める等の手段により反応時間を延長することも可能ではあるが、移動時間が長くなり短
時間で測定可能というイムノクロマトグラフ法の利点が損なわれることとなるだけでなく
、標識物質等がクロマトグラフ媒体に非特異的に吸着することにより、バックグラウンド
のシグナルが上昇し、良好なシグナルノイズ比（Ｓ／Ｎ）を得ることが困難となる。
　また、イムノクロマトグラフ法では、被検出物質と複合体を形成した標識物質を、被検
出物質と結合していない標識物質から分離する方法として、膜状のクロマトグラフ媒体に
固定した第一試薬と結合させる手段を採用している。そのために、第一試薬はクロマトグ
ラフ媒体に固定されて分子としての運動が制限されており、抗原分子及び抗体分子の衝突
確率を高めることができず、被検出物質との反応の促進が図れない。他の免疫測定法では
、第一試薬を固定する固相として流動性のある粒子が多く採用され、被検出物質を含む試
料溶液中で撹拌されることにより、第一試薬と被検出物質との結合反応の効率が高められ
ていることに比較して、対照的である。
【０００６】
　このような問題を解決するために、イムノクロマトグラフ法において、第一試薬をクロ
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マトグラフ媒体に固定することなく、液相中で被検出物質と接触させることにより結合反
応を促進し、測定の高感度化を図ろうとする試みも行われている（例えば、特許文献１参
照）。この方法では、ビオチンを共有結合した第一試薬と、アビジンを判定部位に固定し
たクロマトグラフ媒体を使用する。ビオチン化第一試薬は、標識化した第二試薬と共に、
液相中で被検出物質と結合し、展開液で展開され、クロマトグラフ媒体の判定部位でアビ
ジンにより捕捉される。ビオチンとアビジンの結合は、解離定数Ｋｄが１０－１５Ｍであ
り、通常の抗原抗体反応より１００万倍以上強く結合することが知られており、固定化さ
れた抗原抗体反応を利用する方法に比べてより効率的に複合体を形成した標識物質を捕捉
できるものと期待された。しかし、実際には、目的とする測定の高感度化を達成すること
はできなかった。そこで、ビオチン－アビジンの結合による捕捉手段に代えて、ＦＩＴＣ
と抗ＦＩＴＣモノクローナル抗体の使用が提案された（特許文献２参照）。また、ビオチ
ン化第一試薬を効率よく捕捉するための、抗ビオチンモノクローナル抗体の開発も行われ
た（特許文献３及び４）。しかし、そのいずれも、イムノクロマトグラフ法において、あ
る程度の効果はあるものの、実用に足る高感度化を達成することは困難であった。
【０００７】
【特許文献１】特表平５－５０６０９５号公報
【特許文献２】特開２００４－２１９２４１号公報
【特許文献３】特開２００８－９２８０２号公報
【特許文献４】特開２００８－９４７２１号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明は、イムノクロマトグラフ法において、良好なＳ／Ｎ比で高感度な測定を達成す
るために、標識試薬－被検出物質－第一試薬からなる複合体を、第一試薬を介して効率よ
く、クロマトグラフ媒体の判定部位に捕捉する新たな手段を提供するものである。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者は、イムノクロマトグラフ法において、第一試薬にビオチンを結合したビオチ
ン化第一試薬と、抗ビオチンポリクローナル抗体を判定部位に固定化したクロマトグラフ
媒体を用いることにより、標識試薬－被検出物質－第一試薬からなる複合体を、効率よく
判定部位に捕捉することができることを見出した。また、本発明者は、第一試薬にリンカ
ーを介してビオチンを結合したビオチン化第一試薬と、ビオチン及びリンカーを認識する
抗ビオチンポリクローナル抗体を用いることにより、標識試薬－被検出物質－第一試薬か
らなる複合体の捕捉効率がさらに高まることを見出した。このような新たな捕捉手段を採
用することにより、本発明者は、イムノクロマトグラフ法において良好なＳ／Ｎ比で高感
度な測定を実現できることを示した。　　　　　　　　
【００１０】
　即ち、本発明は、ビオチンを認識するポリクローナル抗体を固定化したクロマトグラフ
媒体、ビオチンが結合した、被検出物質に特異的に結合し得る第一試薬、及び、被検出物
質に特異的に結合し得る第二試薬が標識物質に結合した標識試薬を含有してなるイムノク
ロマトグラフ法のための測定キット又はクロマトグラフ媒体に関する。また、本発明は、
それらの測定キット又は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る測定
方法に関する。
【００１１】
　より詳細には、本発明は、以下の（１）～（２４）に関する。
（１）ビオチンを認識するポリクローナル抗体を固定化したクロマトグラフ媒体、ビオチ
ンが結合した、被検出物質に特異的に結合し得る第一試薬、及び、被検出物質に特異的に
結合し得る第二試薬が標識物質に結合した標識試薬、を含有してなるイムノクロマトグラ
フ法のための測定キット。
（２）ビオチンと第一試薬とが、リンカーを介して結合したものである（１）に記載の測
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定キット。
（３）ポリクローナル抗体が、免疫用担体にリンカーを介して結合したビオチンを認識す
るポリクローナル抗体である（１）又は（２）に記載の測定キット。
（４）リンカー基が、５～５０個の炭素を含む直鎖状のリンカー基である（２）又は（３
）に記載の測定キット。
（５）リンカー基が、次の一般式（Ｉ）
　　　　　－［－Ｚ－（ＣＨ２）ｎ－Ｒ－］ｍ－　　　　　　　（Ｉ）
（式中、Ｚは、ＮＨ又はＯであり、ＲはＣＨ２又はＣＯであり、ｎは３～８の整数であり
、ｍは１～５の整数である。）で表される基である（２）～（４）のいずれかに記載の測
定キット。
（６）ｍが２～４であり、ｎが４～６である（５）に記載の測定キット。
（７）ＺがＮＨで、ＲがＣＯである（５）又は（６）に記載の測定キット。
（８）第一試薬とビオチンとの結合におけるリンカー基と、免疫用担体とビオチンの結合
におけるリンカー基が同じである（２）～（７）のいずれかに記載の測定キット。
（９）ビオチンを認識するポリクローナル抗体が固定化され判定部位を形成したクロマト
グラフ媒体に、ビオチンが結合した、被検出物質に特異的に結合し得る第一試薬、及び、
被検出物質に特異的に結合し得る第二試薬が標識物質に結合した標識試薬を、前記判定部
位から離隔した位置で前記クロマトグラフ媒体にてクロマト展開可能なように配置してな
る、イムノクロマトグラフ法のためのクロマトグラフ媒体。
（１０）ビオチンと第一試薬とが、リンカーを介して結合したものである（９）に記載の
クロマトグラフ媒体。
（１１）ポリクローナル抗体が、免疫用担体にリンカーを介して結合したビオチンを認識
するポリクローナル抗体である（９）又は（１０）に記載のクロマトグラフ媒体。
（１２）リンカー基が、５～５０個の炭素を含む直鎖状のリンカー基である（１０）又は
（１１）に記載のクロマトグラフ媒体。
（１３）リンカー基が、次の一般式（Ｉ）
　　　　　－［－Ｚ－（ＣＨ２）ｎ－Ｒ－］ｍ－　　　　　　　（Ｉ）
（式中、Ｚは、ＮＨ又はＯであり、ＲはＣＨ２又はＣＯであり、ｎは３～８の整数であり
、ｍは１～５の整数である。）で表される基である（１０）～（１２）のいずれかに記載
のクロマトグラフ媒体。
（１４）ｍが２～４であり、ｎが４～６である（１３）に記載のクロマトグラフ媒体。
（１５）ＺがＮＨで、ＲがＣＯである（１３）又は（１４）に記載のクロマトグラフ媒体
。
（１６）第一試薬とビオチンとの結合におけるリンカー基と、免疫用担体とビオチンの結
合におけるリンカー基が同じである（１０）～（１５）のいずれかに記載のクロマトグラ
フ媒体。
（１７）ビオチンを認識するポリクローナル抗体が固定化され判定部位を形成したクロマ
トグラフ媒体で、被検出物質を含む試料、ビオチンが結合した、被検出物質に特異的に結
合し得る第一試薬、及び、被検出物質に特異的に結合し得る第二試薬が標識物質に結合し
た標識試薬を、クロマト展開することを特徴とする、イムノクロマトグラフ法による測定
方法。
（１８）ビオチンと第一試薬とが、リンカーを介して結合したものである（１７）に記載
の測定方法。
（１９）ポリクローナル抗体が、免疫用担体にリンカーを介して結合したビオチンを認識
するポリクローナル抗体である（１７）又は（１８）に記載の測定方法。
（２０）リンカー基が、５～５０個の炭素を含む直鎖状のリンカー基である（１８）又は
（１９）に記載の測定方法。
（２１）リンカー基が、次の一般式（Ｉ）
　　　　　－［－Ｚ－（ＣＨ２）ｎ－Ｒ－］ｍ－　　　　　　　（Ｉ）
（式中、Ｚは、ＮＨ又はＯであり、ＲはＣＨ２又はＣＯであり、ｎは３～８の整数であり
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の測定方法。
（２２）ｍが２～４であり、ｎが４～６である（２１）に記載の測定方法。
（２３）ＺがＮＨで、ＲがＣＯである（２１）又は（２２）に記載の測定方法。
（２４）第一試薬とビオチンとの結合におけるリンカー基と、免疫用担体とビオチンの結
合におけるリンカー基が同じである（１８）～（２３）のいずれかに記載の測定方法。
【００１２】
　本発明者は、イムノクロマトグラフ法において、標識試薬－被検出物質－第一試薬から
なる複合体を、第一試薬を介して効率よく、クロマトグラフ媒体の判定部位に捕捉する手
段を確立するために、鋭意研究を行った。イムノクロマトグラフ法における被検出物質、
第一試薬、及び標識試薬として、ヤケヒョウヒダニ抽出物を抗原として特異的に認識する
ヒトＩｇＥ分子、ヤケヒョウヒダニ抽出物、マウス由来の抗ヒトＩｇＥ抗体を金コロイド
で標識化したものをそれぞれ使用したアッセイ系を例として詳細な検討を行った。
　第一試薬のヤケヒョウヒダニ抽出物とビオチンとを結合することにより、第一試薬のビ
オチン化を行った。一方、ニトロセルロースからなるイムノクロマト媒体の所定の位置に
、マウス由来の抗ビオチンモノクローナル抗体又はヤギ由来の抗ビオチンポリクローナル
抗体を塗布し判定部位を作成した。使用した抗ビオチンポリクローナル抗体は、市販され
ているものの他、ビオチン（以下、短鎖ビオチンともいう）又は６－［６－（ビオチニル
アミノ）ヘキサノイルアミノ］ヘキサン酸（以下、長鎖ビオチンともいう）を免疫用担体
に結合させたものを免疫原として作製したものであった。
　被検出物質であるヤケヒョウヒダニ特異的ヒトＩｇＥを、ビオチン化第一試薬及び標識
試薬と反応させ、イムノクロマト媒体に展開し、判定部位のシグナルをイムノクロマトリ
ーダーによって数値化した。結果を表１、２及び図１に示す。
【００１３】
【表１】

【００１４】
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【表２】

【００１５】
　陽性検体（ヤケヒョウヒダニ特異的ヒトＩｇＥ濃度が２．２４ＩＵ／ｍＬ）の測定値を
シグナル、陰性検体（ヤケヒョウヒダニ特異的ヒトＩｇＥ濃度が０．１５ＩＵ／ｍＬ）の
測定値をノイズとして、Ｓ／Ｎ比を算出したところ、驚くべきことにイムノクロマト法に
おける固定化抗体としては、抗ビオチンモノクローナル抗体をビオチン化第一試薬の捕捉
に用いた場合に比較して、抗ビオチンポリクローナル抗体を使用した場合に良好なＳ／Ｎ
比が得られることが明らかとなった。さらに、ポリクローナル抗体においては、ビオチン
（短鎖ビオチン）を免疫用担体に結合して作製したポリクローナル抗体よりも、６－［６
－（ビオチニルアミノ）ヘキサノイルアミノ］ヘキサン酸（長鎖ビオチン）を免疫原とし
て作成したポリクローナル抗体を、クロマトグラフ媒体の判定部位に固定し捕捉用抗体と
して用いた方が、Ｓ／Ｎ比が高く、高感度な測定系を確立できることが明らかとなった。
【００１６】
　次に、第一試薬に結合するビオチンについて検討を行った。第一試薬であるヤケヒョウ
ヒダニ抗原に、ビオチン（短鎖ビオチン）、６－（ビオチニルアミノ）ヘキサン酸（以下
、中鎖ビオチンともいう）又は６－［６－（ビオチニルアミノ）ヘキサノイルアミノ］ヘ
キサン酸（長鎖ビオチン）を結合して、ビオチン化第一試薬を作製した。
　被検出物質であるヤケヒョウヒダニ特異的ヒトＩｇＥを、ビオチン化第一試薬及び標識
試薬と反応させ、イムノクロマト媒体に展開し、判定部位のシグナルをイムノクロマトリ
ーダーによって数値化した。結果を表３、４及び図２に示す。
【００１７】
【表３】

【００１８】



(9) JP 2010-101673 A 2010.5.6

10

20

30

40

50

【表４】

【００１９】
　陽性検体及び陰性検体について測定を行ったところ、第一試薬にビオチンが直接結合し
たもの（短鎖ビオチン標識ヤケヒョウヒダニ抽出物）よりも、第一試薬にリンカーを介し
てビオチンが結合したビオチン化第一試薬（中鎖ビオチン標識又は長鎖ビオチン標識ヤケ
ヒョウヒダニ抽出物）を用いた測定系の方が、良好なＳ／Ｎ比が得られることが明らかと
なった。さらに、ビオチンと第一試薬の間に存在するリンカーは、その長さが長い方が、
測定系のＳ／Ｎ比が向上することも明らかとなった。また、長鎖ビオチンに対するポリク
ローナル抗体を使用した方が、陰性検体を測定した際のノイズがより低く、さらに陽性検
体において高いシグナルが得られるので、非常に良好なＳ／Ｎ比が得られ、高感度な測定
系を提供できることが明らかとなった。
【００２０】
　以上の検討より、本発明者は、イムノクロマトグラフ法において、標識試薬－被検出物
質－第一試薬からなる複合体を、第一試薬を介して効率よく、クロマトグラフ媒体の判定
部位に捕捉する新たな手段を見出すことができた。すなわち、従来法では、第一試薬に直
接ビオチンを結合し、ビオチン化第一試薬をアビジン又は抗ビオチンモノクローナル抗体
を使用してビオチン上の単一の認識部位により捕捉していたのに対して、本発明は、ビオ
チン化第一試薬を、多様なエピトープを認識するポリクローナル抗体を使用することによ
り、効率よくクロマトグラフ媒体の判定部位に捕捉する手段を提供する。さらに、本発明
では、第一試薬にリンカーを介してビオチンを結合し、これをビオチン及びリンカーに対
するポリクローナル抗体を用いて、クロマトグラフ媒体の判定部位に捕捉する手段を提供
する。このような新たな捕捉手段を採用することにより、液相中で被検出物質を第一試薬
及び標識試薬と反応させ、標識試薬－被検出物質－第一試薬からなる複合体の形成を促進
することができ、かかる複合体を効率よくクロマトグラフ媒体の判定部位に捕捉すること
ができるので、イムノクロマトグラフ法において良好なＳ／Ｎ比で高感度な測定が実現で
きる。
【００２１】
　本発明で使用することができるビオチン化第一試薬は、被検出物質に特異的に結合する
抗体又は抗原等の物質である第一試薬に、ビオチンが共有結合したものをいい、好ましく
は、第一試薬にリンカーを介してビオチンが共有結合したものをいう。本発明のリンカー
基は、直鎖状のリンカー基であり、炭素を５～５０、好ましくは１０～３０含むものであ
って、より好ましくは、このうちの１個以上の炭素原子がＣＯ基、ＮＨ、又はＯに置き換
わっていてもよいリンカー基をいう。本発明の好適なリンカー基としては、次の一般式（
Ｉ）
　　　　　－［－Ｚ－（ＣＨ２）ｎ－Ｒ－］ｍ－　　　　　　　（Ｉ）
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（式中、Ｚは、ＮＨ又はＯであり、ＲはＣＨ２又はＣＯであり、ｎは３～８の整数であり
、ｍは１～５の整数である。）で表される直鎖状のリンカー基が挙げられる。ビオチンが
リンカーを介して第一試薬に結合する場合には、リンカーが長いほど、標識試薬－被検出
物質－第一試薬からなる複合体を効率よく判定部位に捕捉することができる。直鎖状のリ
ンカーはその基本骨格に、ＣＯ基、ＮＨ、又はＯを含んでいても良く、それらはアミド結
合、エステル結合、又はエーテル結合を形成していてもよい。本発明で用いられるリンカ
ーの好ましい態様としては、ω－アミノアルカン酸を単位とする繰り返し構造を有し、よ
り好ましくは炭素数３～８、さらに好ましくは４～６のω－アミノアルカン酸、さらに好
ましくは６－アミノヘキサン酸を単位とする繰り返し構造を有する。リンカーが繰り返し
構造を有する場合には、その繰り返し数が多いほど、それをビオチン化第一試薬に使用し
たイムノクロマトグラフ法において良好なＳ／Ｎ比を得ることができる。好ましい繰り返
し数としては１～５、好ましくは１～４、より好ましくは２～４である。リンカー基は、
式（Ｉ）のＺがビオチンのカルボキシル基とアミド結合又はエステル結合することにより
結合する。ビオチンと結合したリンカーは、第一試薬のアミノ基、ＳＨ基又は還元糖末端
などに公知の方法により共有結合することができる。例えば、市販のビオチンラベル化剤
、６－［６－（ビオチニルアミノ）ヘキサノイルアミノ］ヘキサン酸Ｎ－ヒドロキシスル
ホスクシンイミドエステル又は６－（ビオチニルアミノ）ヘキサン酸Ｎ－ヒドロキシスル
ホスクシンイミドエステル等を使用して、第一試薬をビオチン化することができる。
【００２２】
　 本発明で使用することができるポリクローナル抗体としては、ビオチンに対するポリ
クローナル抗体であり、より好ましくはビオチン及びリンカーに対するポリクローナル抗
体である。このようなポリクローナル抗体は、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、ウサギ血
清アルブミン（ＲＳＡ）、オボアルブミン（ＯＶＡ）、スカシ貝ヘモシアニン（ＫＬＨ）
、チオグロブリン（ＴＧ）、免疫グロブリン等の免疫用担体に、ビオチンを直接又はリン
カーを介して結合したものを免疫原に用いることにより公知の方法で作製することができ
る。ビオチンと免疫用担体の間に存在するリンカーが長いほど、それを免疫原として得ら
れる抗ビオチンポリクローナル抗体が、クロマトグラフ媒体の判定部位に固定された場合
に、効率よくビオチン化第一試薬を捕捉することができる。直鎖状リンカーの好ましい長
さは、炭素を５～５０、より好ましくは１０～３０含むものであって、このうちの１個以
上の炭素原子がＣＯ基、ＮＨ、又はＯに置き換わっていてもよいリンカーである。好まし
いリンカーとしては、例えば、ω－アミノアルカン酸を単位とする繰り返し構造を有する
場合が挙げられ、この場合の好ましい繰り返し数は１～５、好ましくは２～４である。よ
り好ましいリンカーとしては、前記した第一試薬とビオチンとの結合に用いられるリンカ
ーが挙げられる。
　ビオチンと結合したリンカーは、第一試薬のビオチン化と同様に、免疫用担体のアミノ
基、ＳＨ基又は還元糖末端などに公知の方法で結合することができる。作製した免疫原は
、公知の方法に従って、例えば、マウス、ラット、モルモット、ウサギ、イヌ、ヤギ、ヒ
ツジ、ブタ、ウマ、又はウシ等に投与される。投与された動物の血清中で抗体価の上昇が
確認されると、動物から血液が採取され、γグロブリン画分が回収される。アフィニティ
ー精製等の公知の方法で、免疫原に使用した免疫用担体に対して生じた抗体を除去するこ
とにより、ビオチンのみ又はビオチン及びリンカーを認識するポリクローナル抗体を調製
することができる。本発明でいう抗体は、ＦａｂフラグメントやＦ（ａｂ’）２フラグメ
ント等の抗原結合性を有する抗体断片も包含する。
【００２３】
　本発明においては、抗ビオチンポリクローナル抗体は、イムノクロマトグラフ法で使用
するクロマトグラフ媒体の任意の位置に固定化することで判定部位を形成することができ
る。抗ビオチンポリクローナル抗体をクロマトグラフ媒体に固定化する方法としては、抗
ビオチンポリクローナル抗体をクロマトグラフ媒体に物理吸着等の物理的手段又は共有結
合等の化学的手段により直接固定化する方法と、抗ビオチンポリクローナル抗体をラテッ
クス粒子等の微粒子に物理的又は化学的に結合し、この微粒子をクロマトグラフ媒体に捕
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捉して固定化する間接固定化方法等を用いることができる。クロマトグラフ媒体への抗ビ
オチンポリクローナル抗体の固定化には、例えば、マイクロシリンジ、調節ポンプ付きペ
ン、インキ噴射印刷等、種々の技術が使用可能である。反応部位の形態としては特に限定
されないが、円形のスポット、クロマトグラフ媒体の展開方向に垂直にのびるライン、数
字、文字や＋、－などの記号等として固定化することもできる。
　抗ビオチンポリクローナル抗体を固定化した後、非特異的な吸着により分析の精度が低
下することを防止するため、必要に応じて、クロマトグラフ媒体に、公知の方法でブロッ
キング処理を行うこともできる。一般にブロッキング処理はウシ血清アルブミン、スキム
ミルク、カゼイン、ゼラチン等の蛋白質が好適に用いられる。
【００２４】
　本発明のクロマトグラフ媒体は、毛管現象を示す微細多孔性物質からなる不活性のもの
であって、使用される第一試薬、標識試薬、被検出物質などと反応しないものであれば、
特にその素材が限定されるものではない。具体的には、ポリウレタン、ポリエステル、ポ
リエチレン、ポリ塩化ビニル、ポリフッ化ビニリデン、ナイロン、ニトロセルロース又は
酢酸セルロース等のセルロース誘導体等で構成される繊維状又は不織繊維状マトリクス、
膜、濾紙、ガラス繊維濾紙、布、綿等が挙げられる。好ましくはセルロース誘導体やナイ
ロンの膜、濾紙、ガラス繊維濾紙等であり、より好ましくはニトロセルロース膜、混合ニ
トロセルロースエステル（ニトロセルロースと酢酸セルロースの混合物）膜、ナイロン膜
、濾紙である。
　クロマトグラフ媒体の形態及び大きさは特に制限されるものではなく、実際の操作の点
及び結果の観察の点において適切であればよい。操作をより簡便にするためには、判定部
位が表面に形成されているクロマトグラフ媒体の裏面に、プラスチックなどよりなる支持
体を設けることもできる。この支持体の性状は特に制限されるものではないが、目視判定
によって測定結果の観察を行う場合には、支持体は、標識物質によりもたらされる色彩と
類似しない色彩を有するものであることが好ましく、通常、無色又は白色であることが好
ましい。
【００２５】
　本発明のクロマトグラフ媒体に固定化された抗ビオチンポリクローナル抗体は、第一試
薬に結合したビオチン及びリンカーを認識することにより、液相中で形成した標識試薬－
被検出物質－第一試薬からなる複合体を捕捉する。抗ビオチンポリクローナル抗体により
、間接的に標識試薬を構成する標識物質がクロマトグラフ媒体の判定部位に結合すること
により、被検出物質の検出を行うことができる。
　本発明により検出することのできる被検出物質としては、それに特異的に結合する物質
が存在するものであれば特に限定されず、蛋白質、ペプチド、糖（特に糖タンパク質の糖
部分、糖脂質の糖部分等）、複合糖質などを例示することができる。本明細書において「
特異的に結合する」とは、生体分子が持つ親和力に基づいて結合することを意味する。こ
のような親和力に基づく結合としては、抗原と抗体との結合が代表的なものであり、免疫
測定法で広く利用されるが、このような結合のみならず、本発明では、糖とレクチンとの
結合、ホルモンと受容体との結合、酵素と阻害剤との結合、核酸と核酸結合蛋白質との結
合なども利用できる。具体的な被検出物質としては、例えば、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、
ＨＥＲ２タンパク、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）、ＣＡ１９－９、α－フェトプロテイン（
ＡＦＰ）、免疫抑制酸性タンパク（ＩＰＡ）、ＣＡ１５－３、ＣＡ１２５、エストロゲン
レセプター、プロゲステロンレセプター、便潜血、トロポニンＩ、トロポニンＴ、ＣＫ－
ＭＢ、ＣＲＰ、ヒト絨毛性ゴナドトロピン（ＨＣＧ）、黄体形成ホルモン（ＬＨ）、卵胞
刺激ホルモン（ＦＳＨ）、梅毒抗体、インフルエンザウイルス、クラミジア抗原、Ａ群β
溶連菌抗原、ＨＢｓ抗体、ＨＢｓ抗原、ロタウイルス、アデノウイルス、アルブミン、糖
化アルブミン、及び、花粉、ダニ、室内塵、食品などのアレルゲン、アレルゲン特異的Ｉ
ｇＥ等が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
　上記被検出物質を含む試料としては、例えば、生体試料、即ち、全血、血清、血漿、尿
、唾液、喀痰、鼻腔又は咽頭拭い液、髄液、羊水、乳頭分泌液、涙、汗、皮膚からの浸出
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液、組織や細胞及び便からの抽出液等の他、牛乳、卵、小麦、豆などやそれらを含む食品
等の抽出液等が挙げられるがこれらに限定されない。
【００２６】
　本発明における第二試薬は、被検出物質に特異的に結合し得る物質であり、さらに第二
試薬は、第一試薬とは異なる部位で被検出物質と特異的に結合する物質である。すなわち
、被検出物質が抗原性を有する物質である場合、第一試薬又は第二試薬として用いること
ができる物質は、被検出物質に対するポリクローナル抗体又はモノクローナル抗体等であ
る。また、被検出物質が抗体、すなわち特定の抗原に対する免疫グロブリン分子である場
合には、第一試薬又は第二試薬として用いることができる物質は、抗体が認識する抗原又
は免疫グロブリン分子に対する抗体等である。さらに、被検出物質が糖の場合、第一試薬
又は第二試薬としては糖に対する抗体の他、レクチンタンパク質等を用いることもできる
。
【００２７】
　第二試薬は、標識物質により標識化して使用されるのが好ましい。第二試薬の標識化に
使用できる標識物質としては、酵素又は不溶性担体が挙げられる。酵素としては、アルカ
リフホスファターゼ、西洋ワサビペルオキシターゼ、β－ガラクトシダーゼ、ウレアーゼ
、グルコースオキシダーゼ等があり、それぞれの酵素に対応する公知の発色基質と共に用
いることができる。不溶性担体としては、金、銀、白金のようなコロイド状金属粒子、酸
化鉄のようなコロイド状金属酸化物粒子、硫黄などのコロイド状非金属粒子及び合成高分
子よりなるラテックス粒子、その他を用いることができる。コロイド状金属粒子及びコロ
イド状金属酸化物粒子には、例えば、コロイド状金粒子、コロイド状銀粒子、コロイド状
白金粒子、コロイド状酸化鉄粒子、コロイド状水酸化アルミニウム粒子などが挙げられる
。特に、コロイド状金粒子とコロイド状銀粒子が適当な粒径において、コロイド状金粒子
は赤色、コロイド状銀粒子は黄色を示す点で好ましい。これらのコロイド状金属粒子の平
均粒径は１～５００ｎｍ、特に強い色調が得られる１０ｎｍ～１５０ｎｍ、より好ましく
は４０～１００ｎｍの範囲内であることがさらに好ましい。ラテックス粒子としては、例
えばスチレンとメタクリル酸との共重合体、スチレンとイタコン酸との共重合体などを挙
げることができる。これらのラテックス粒子の平均粒径は５０～５００ｎｍの範囲内であ
ることが好ましい。
　本発明で使用する第二試薬を標識物質で標識化する方法としては、物理吸着や化学結合
などの公知の方法が使用できる。例えば、第二試薬としての抗体をコロイド状金粒子に感
作した標識試薬は、金粒子がコロイド状に分散した溶液に抗体を加えて物理吸着させた後
、牛血清アルブミン溶液を添加して抗体が未結合である粒子表面をブロッキングすること
により調製する。
【００２８】
　本発明の態様の１つとしては、被検出物質を含む試料溶液は、予めビオチン化第一試薬
及び標識試薬と混合され、液相中で標識試薬－被検出物質－第一試薬からなる複合体を形
成した後、クロマトグラフ媒体と接触する。試料溶液と共に又は遅れて、展開液がクロマ
トグラフ媒体と接触し、移動相を構成して、標識試薬－被検出物質－第一試薬からなる複
合体と共に移動する。複合体が、クロマトグラフ媒体の判定部位を移動する際に、固定化
された抗ビオチンポリクローナル抗体により捕捉され、標識物質が間接的に判定部位に結
合することにより、標識物質が発するシグナルを検出することができる。標識物質が不溶
性担体である場合には直接、標識物質が酵素である場合には基質を作用させ反応産物につ
いて、目視又はデンシトメーター等により、その存在の確認又は定量化を行うことができ
る。
　本発明において使用できる展開液としては、通常、水を溶媒とし、リン酸塩、トリスヒ
ドロキシメチルアミノメタン、グッドの緩衝剤等の緩衝剤を含有することが好ましい。さ
らに、必要に応じて、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）等のタンパク質成分（含有量は通常
０．０１重量％～１０重量％）、非イオン性界面活性剤等の添加剤を含んでいてもよい。
　本発明のクロマトグラフ媒体には、任意で、被検出物質を含む試料を添加するための試
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料添加部位（サンプルパッド等）、試料中の血球等の固形成分を除去する部位（血球分離
部位等）、展開液を添加するための展開液添加部位、判定部位に捕捉されなかった標識試
薬や展開液を吸い取る吸収部位（吸収パッド等）、測定が正常に行われたことを示す対照
部位等を組み入れてもよい。これらの部位の部材は、毛管現象により試料液や展開液が移
動できれば特に限定されず、一般的には、ニトロセルロース膜、濾紙、ガラス繊維濾紙等
の複数の多孔性物質からその目的に応じたものを選択して用い、抗ビオチン化ポリクロー
ナル抗体が固定化されたクロマトグラフ媒体と毛管で繋がるように配置することができる
。
【００２９】
　本発明のさらなる態様としては、ビオチン化第一試薬及び標識試薬の両者又はいずれか
一方を、クロマトグラフ媒体における移動相の展開移動経路上、すなわち展開液が適用さ
れる端部と判定部位との間の領域に存在させて適用することもできる。クロマトグラフ媒
体に存在させる場合、ビオチン化第一試薬又は標識試薬が展開液に速やかに溶解して毛管
作用によって自由に移動できるように、それらの試薬を支持させるのが好ましい。支持さ
せる部位には、それらの試薬の再溶解性を良好にするため、サッカロース、マルトース、
ラクトース等の糖類、マンニトール等の糖アルコールを添加して塗布したり、これらの物
質を予めコーティングしたりしておくこともできる。ビオチン化第一試薬又は標識試薬を
塗布・乾燥等によりクロマトグラフ媒体に存在させる場合には、直接、塗布・乾燥等によ
り行うこともできるし、別の多孔性物質、例えばセルロース濾紙、ガラス繊維濾紙、ナイ
ロン不織布に塗布・乾燥等してビオチン化第一試薬又は標識試薬保持部材を形成した後、
抗ビオチンポリクローナル抗体が固定化されたクロマトグラフ媒体と毛管で繋がるように
配置してもよい。　
【発明の効果】
【００３０】
　本発明は、イムノクロマトグラフ法において、標識試薬－被検出物質－第一試薬からな
る複合体を、第一試薬を介して効率よく、クロマトグラフ媒体の判定部位に捕捉する新た
な手段を提供する。このような新たな捕捉手段を採用することにより、液相中で被検出物
質を第一試薬及び標識試薬と反応させることができるので、標識試薬－被検出物質－第一
試薬からなる複合体の形成を促進することができる。そして、かかる複合体を効率よくク
ロマトグラフ媒体の判定部位に捕捉することができるので、イムノクロマトグラフ法にお
いて良好なＳ／Ｎ比で高感度な測定が実現できる。
　また、従来のイムノクロマトグラフ法では、目的とする被検出物質ごとに、それに特異
的に結合する第一試薬を予め判定部位に固定化したクロマトグラフ媒体を調製しなければ
ならないという煩雑さがあった。さらに、第一試薬の種類のよっては、固定化される効率
が悪い、固定化の際に反応部位が変性する等の問題があった。しかし、本発明のクロマト
グラフ媒体とビオチン化第一試薬は汎用性が高く、被検出物質の種類によらず調製が可能
であるという利点も有している。
【００３１】
　以下、実施例により本発明をより具体的に説明するが、本発明はこれら実施例により何
ら限定されるものではない。
【実施例１】
【００３２】
（１）精製抗Biotin-（AC5）2-OSuポリクローナル抗体の作製
　２３．３ｍｇ／ｍＬのKLH(CALBIOCHEM社製) １００μＬに２８ｍｇ／ｍＬのBiotin-（A
C5）2-OSu(同仁化学社製)(以下、長鎖ビオチンと表記する。）を４０μＬ添加し２５℃で
２時間インキュベートした。インキュベート後、ＰＤ－１０カラム（ＧＥヘルスケアバイ
オサイエンス社製)を用い未標識のビオチンを除去し、長鎖ビオチン標識KLHを得た。
　得られた長鎖ビオチン標識KLHを２．０ｍｇ／ｍＬの濃度でヤギに１週間ごとに計４回
免疫を行った。最終免疫実施日の１週間後に全採血を行い、抗血清を得た。
　得られた抗血清はProtein Gカラム及びKLH結合アフィニテイーカラムを用いて精製を行
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い、精製抗長鎖ビオチンポリクローナル抗体を得た。
【００３３】
（２）精製抗長鎖ビオチンポリクローナル抗体固定化クロマトグラフィー媒体の作製
　ニトロセルロースから成る、幅が１６ｍｍの膜担体（ミリポア社製：ＨＦ１２０）に、
塗布機（BioDot社製）を用いて、実施例１（１）で作製した精製抗長鎖ビオチンポリクロ
ーナル抗体をリン酸緩衝液（ｐＨ６．０）で３ｍｇ／ｍＬの濃度になるように希釈後塗布
し、５０℃で１時間乾燥させた。その後、一晩室温で乾燥させた。
【００３４】
（３）Biotin-OSu標識タンパク質の作製
　０．１５ＭのＮａＣｌを含むリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）（以下、ＰＢＳと略すことも
ある）に溶解した１．０ｍｇ／ｍＬのヤケヒョウヒダニ抽出物（ＬＳＬ社製）　１ｍＬに
対して、ＰＢＳに溶解した２８ｍｇ／ｍＬのBiotin-OSu (同仁化学社製)(以下、短鎖ビオ
チンと表記する)を２０μＬ添加し２５℃で２時間インキュベートした。インキュベート
後、ＰＤ－１０カラム（ＧＥヘルスケアバイオサイエンス社製）を用い未標識のビオチン
を除去し、短鎖ビオチン標識ヤケヒョウヒダニ抽出物を得た。
【００３５】
（４）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４０　ｎｍ）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マウス由来の
抗ヒトＩｇＥモノクローナル抗体を０．１ｍＬ加え、室温で１０分間静置した。次いで、
１０重量％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分間遠心分離を行った。上清を除去した後、１重量％
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
とした。
【００３６】
（５）イムノクロマトグラフィー用試験片の作製
　上記作製した短鎖ビオチン標識タンパク質及び標識物質溶液の各々を幅が１６ｍｍのグ
ラスファイバー製パッド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、短鎖
ビオチン標識タンパク質保持部材及び標識保持部材とした。次いで、バッキングシートか
ら成る基材に、上記調製したクロマトグラフィー媒体、短鎖ビオチン標識タンパク質保持
部材、標識物質保持部材、試料を添加する部分に用いるサンプルパッド、及び展開した試
料、不溶性担体を吸収するための吸収パッドを貼り合わせた。最後に、裁断機で幅が５ｍ
ｍとなるように裁断し、イムノクロマトグラフィー用試験片を作製した。
【００３７】
（６）測定
　上記作製したイムノクロマトグラフィー用試験片を用いて、以下の方法で陰性検体及び
陽性検体中のヤケヒョウヒダニに対する特異ＩｇＥ抗体を測定した。
　０．３％のTritonX-100、１５０ｍＭ塩化ナトリウムを含むトリス緩衝溶液（ｐＨ８．
０）から成る展開溶媒を作製した。陰性検体（０．１５ＩＵ／ｍＬ）、陽性検体（２．２
４ＩＵ／ｍＬ）を試料とし、各試料２０μＬをイムノクロマトグラフィー用試験片のサン
プルパッド上に載せ、次いで展開溶媒を８０μＬ載せて展開させ、１５分後にイムノクロ
マトリーダー（浜松ホトニクス社製）を用いて判定部位の発色強度を数値化した。陰性検
体及び陽性検体の発色値よりＳ／Ｎ比を求めた。
　図１に結果を示す。
【００３８】
（比較例１）
　実施例１（１）で作製した精製抗長鎖ビオチンポリクローナル抗体の代わりに市販品の
抗ビオチンモノクローナル抗体（ミリポア社製）を用いて以下、実施例１と同様に測定し
た結果を図１に示す。
【００３９】
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（比較例２）
　実施例１（１）で作製した精製抗長鎖ビオチンポリクローナル抗体の代わりに市販品の
抗ビオチンモノクローナル抗体（生化学工業社製）を用いて以下、実施例１と同様に測定
した結果を図1に示す。
【００４０】
（比較例３）
　実施例１（１）で作製した精製抗長鎖ビオチンポリクローナル抗体の代わりに市販品の
抗ビオチンポリクローナル抗体（ＩＣＬ社製）を用いて以下、実施例１と同様に測定した
結果を図１に示す。
【００４１】
（比較例４）（１）抗短鎖ビオチンポリクローナル抗体の作製
　２３．３ｍｇ／ｍＬのKLH(CALBOICHEM社製) １００μＬに２８ｍｇ／ｍＬの短鎖ビオチ
ンを４０μＬ添加し２５℃で２時間インキュベートした。インキュベート後、ＰＤ－１０
カラム（ＧＥヘルスケアバイオサイエンス社製）を用い未標識のビオチンを除去し、短鎖
ビオチン標識KLHを得た。
　得られた短鎖ビオチン標識KLHを２．０ｍｇ／ｍＬの濃度でヤギに１週間ごとに計４回
免疫を行った。最終免疫実施日の１週間後に全採血を行い、抗血清を得た。
　得られた抗血清はProtein Gカラム及びKLH結合アフィニテイーカラムを用いて精製を行
い精製抗短鎖ビオチンポリクローナル抗体を得た。
　得られて精製抗短鎖ビオチンポリクローナル抗体を用いて実施例１と同様に測定した結
果を図１に示す。
【実施例２】
【００４２】
（１）精製抗長鎖ビオチンポリクローナル抗体の作製
　実施例１（１）と同じものを使用した。
（２）精製抗長鎖ビオチンポリクローナル抗体固定化クロマトグラフィー媒体の作製
　実施例１（２）と同じものを使用した。
（３）長鎖ビオチン標識タンパク質の作製
　ＰＢＳに溶解した１．０ｍｇ／ｍＬのヤケヒョウヒダニ抽出物（ＬＳＬ社製）　１ｍＬ
に対して、ＰＢＳに溶解した２８ｍｇ／ｍＬの長鎖ビオチンを２０μＬ添加し２５℃で２
時間インキュベートした。インキュベート後、ＰＤ－１０カラム（ＧＥヘルスケアバイオ
サイエンス社製）を用い未標識のビオチンを除去し、長鎖ビオチン標識ヤケヒョウヒダニ
抽出物を得た。
（４）標識物質溶液の作製
　実施例１（４）と同様に作製した。
（５）イムノクロマトグラフィー用試験片の作製
　上記作製した長鎖ビオチン標識タンパク質及び標識物質溶液の各々を幅が１６ｍｍのグ
ラスファイバー製パッド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、長鎖
ビオチン標識タンパク質保持部材及び標識保持部材とした。次いで、バッキングシートか
ら成る基材に、上記調製したクロマトグラフィー媒体、長鎖ビオチン標識タンパク質保持
部材、標識物質保持部材、試料を添加する部分に用いるサンプルパッド、及び展開した試
料、不溶性担体を吸収するための吸収パッドを貼り合わせた。最後に、裁断機で幅が５ｍ
ｍとなるように裁断し、イムノクロマトグラフィー用試験片を作製した。
（６）測定
　実施例１（６）と同様に測定した。図２に結果を示す。
【００４３】
（比較例５）
（１）精製抗短鎖ビオチンポリクローナル抗体の作製
　比較例４（１）と同じものを使用した。
（２）精製抗短鎖ビオチンポリクローナル抗体固定化クロマトグラフィー媒体の作製
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　比較例４（２）と同じものを使用した。
（３）Biotin-AC5-OSu標識タンパク質の作製
　ＰＢＳに溶解した１．０ｍｇ／ｍＬのヤケヒョウヒダニ抽出物（ＬＳＬ社製）　１ｍＬ
に対して、ＰＢＳに溶解した２８ｍｇ／ｍＬのBiotin-AC5-OSu (同仁化学社製）（以下、
中鎖ビオチンと表記する）を２０μＬ添加し２５℃で２時間インキュベートした。インキ
ュベート後、ＰＤ－１０カラム（ＧＥヘルスケアバイオサイエンス社製）を用い未標識の
ビオチンを除去し、中鎖ビオチン標識ヤケヒョウヒダニ抽出物を得た。
（４）標識物質溶液の作製
　実施例１（４）と同様に作製した。
（５）イムノクロマトグラフィー用試験片の作製
　上記作製した中鎖ビオチン標識タンパク質及び標識物質溶液の各々を幅が１６ｍｍのグ
ラスファイバー製パッド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、中鎖
ビオチン標識タンパク質保持部材及び標識保持部材とした。次いで、バッキングシートか
ら成る基材に、上記調製したクロマトグラフィー媒体、中鎖ビオチン標識タンパク質保持
部材、標識物質保持部材、試料を添加する部分に用いるサンプルパッド、及び展開した試
料、不溶性担体を吸収するための吸収パッドを貼り合わせた。最後に、裁断機で幅が５ｍ
ｍとなるように裁断し、イムノクロマトグラフィー用試験片を作製した。
（６）測定
　実施例１（６）と同様に測定した。図２に結果を示す。
【００４４】
（比較例６）
（１）精製抗長鎖ビオチンポリクローナル抗体の作製
　実施例１（１）と同じものを使用した。
（２）精製抗長鎖ビオチンポリクローナル抗体固定化クロマトグラフィー媒体の作製
　実施例１（２）と同じものを使用した。
（３）中鎖ビオチン標識タンパク質の作製
　比較例５（３）と同じものを使用した。
（４）標識物質溶液の作製
　実施例１（４）と同様に作製した。
（５）イムノクロマトグラフィー用試験片の作製
　比較例５（５）と同様に行った。
（６）測定
　実施例１（６）と同様に測定した。図２に結果を示す。
【００４５】
（比較例７）
（１）精製抗短鎖ビオチンポリクローナル抗体の作製
　比較例４（１）と同じものを使用した。
（２）精製抗短鎖ビオチンポリクローナル抗体固定化クロマトグラフィー媒体の作製
　比較例４（２）と同様に作製した。
（３）長鎖ビオチン標識タンパク質の作製
　実施例２（３）と同じものを使用した。
（４）標識物質溶液の作製
　実施例１（４）と同様に作製した。
（５）イムノクロマトグラフィー用試験片の作製
　実施例２（５）と同様に作製した。
（６）測定
　実施例１（６）と同様に測定した。図２に結果を示す。
【実施例３】
【００４６】
（１）精製抗長鎖ビオチンポリクローナル抗体の作製



(17) JP 2010-101673 A 2010.5.6

10

20

30

40

50

　実施例１（１）と同じものを使用した。
（２）精製抗長鎖ビオチンポリクローナル抗体固定化クロマトグラフィー媒体の作製
　実施例１（２）と同じものを使用した。
（３）長鎖ビオチン標識タンパク質の作製
　ＰＢＳに溶解した０．５ｍｇ／ｍＬのマウス由来の抗ＰＳＡ（前立腺癌特異抗原）モノ
クローナル抗体５００μＬに対してＰＢＳに溶解した２８ｍｇ／ｍＬの長鎖ビオチンを２
０μＬ添加し２５℃で２時間インキュベートした。インキュベート後、ＰＤ－１０カラム
（ＧＥヘルスケアバイオサイエンス社製）を用い未標識のビオチンを除去し、長鎖ビオチ
ン標識抗ＰＳＡモノクローナル抗体を得た。
（４）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４０　ｎｍ）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マウス由来の
抗ＰＳＡモノクローナル抗体を０．１ｍＬ加え、室温で１０分間静置した。次いで、１０
重量％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分間遠心分離を行った。上清を除去した後、１重量％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、標識物質溶液とし
た。
（５）イムノクロマトグラフィー用試験片の作製
　実施例２（５）と同様に作製した。
（６）測定
　上記作製したイムノクロマトグラフィー用試験片を用いて、以下の方法で試料中のＰＳ
Ａを測定した。０．３％のTritonX-100、１５０ｍＭの塩化ナトリウムを含むトリス緩衝
溶液（ｐＨ８．０）から成る展開溶媒を作製した。ＰＳＡ濃度を０ｎｇ／ｍＬ及び０．５
ｎｇ／ｍＬになるように調整したものを試料とし、各濃度の試料４０μＬをイムノクロマ
トグラフィー用試験片のサンプルパッド上に載せ、次いで展開溶媒を８０μＬ載せて展開
させ、１５分後にイムノクロマトリーダー（浜松ホトニクス社製）を用いて判定部位の発
色強度を数値化した。ＰＳＡ濃度０ｎｇ／ｍＬ及び０．５ｎｇ／ｍＬの発色値よりＳ／Ｎ
比を求めた。結果は、１８．３であった。
【００４７】
（比較例８）
　実施例３（１）で使用した精製抗長鎖ビオチンポリクローナル抗体の代わりに精製抗短
鎖ビオチンポリクローナル抗体を使用した。また、実施例３（３）の長鎖ビオチンの変わ
りに短鎖ビオチンを使用し、短鎖ビオチン標識抗ＰＳＡモノクローナル抗体を作製した。
以下、実施例３と同様に測定した。結果は、９．６であった。
【産業上の利用可能性】
【００４８】
　本発明は、イムノクロマトグラフ法において、標識試薬－被検出物質－第一試薬からな
る複合体を、第一試薬を介して効率よく、クロマトグラフ媒体の判定部位に捕捉すること
ができるので、高感度で信頼性の高い臨床検査の実施を可能にするという、産業上の利用
可能性を有する。
【図面の簡単な説明】
【００４９】
【図１】図１は、第一試薬にヤケヒョウヒダニ抗原を使用し、標識試薬にはマウス由来の
抗ヒトＩｇＥ抗体を金コロイドで標識化したものを使用したイムノクロマトグラフ法によ
って、ヤケヒョウヒダニを特異的に認識するヒトＩｇＥ分子を測定した結果を示す。第一
試薬は、短鎖ビオチンによりビオチン化されている。縦軸は、陽性検体測定値をシグナル
、陰性検体をノイズとした場合のＳ／Ｎ比を表す。判定部位に固定化されている抗体は、
それぞれ、抗長鎖ビオチンポリクローナル抗体（実施例１）、市販の抗ビオチンモノクロ
ーナル抗体（比較例１及び２）、市販の抗ビオチンポリクローナル抗体（比較例３）又は
抗短鎖ビオチンポリクローナル抗体（比較例４）である。
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【図２】図２は、図１と同様に、ヤケヒョウヒダニ特異的ヒトＩｇＥを測定した結果を示
す。第一試薬はそれぞれ、短鎖ビオチン（比較例４及び実施例１）、中鎖ビオチン（比較
例５及び６）又は長鎖ビオチン（比較例７及び実施例２）でビオチン化されている。判定
部位に固定化されている抗体は、抗短鎖ビオチンポリクローナル抗体（比較例４、５及び
７）又は抗長鎖ビオチンポリクローナル抗体（実施例１、２及び比較例６）である。

【図１】
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