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(57)【要約】
【課題】尿試料中の多糖抗原を検出または定量するため
の免疫学的測定法において、非特異反応を抑制しうる手
段を提供する。
【解決手段】プロテアーゼを含む非特異反応抑制剤と、
尿試料とを接触させる工程を含む、尿試料中の多糖抗原
を検出または定量するための免疫学的測定法における前
処理方法を用いる。また、尿試料中の多糖抗原を検出ま
たは定量するための免疫学的測定法に用いられるプロテ
アーゼを含む非特異反応抑制剤を用いる。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　プロテアーゼを含む非特異反応抑制剤と、尿試料とを接触させる工程を含む、尿試料中
の多糖抗原を検出または定量するためのイムノクロマトグラフィー法における前処理方法
。
【請求項２】
　前記多糖抗原が肺炎球菌またはレジオネラに由来する、請求項１に記載の前処理方法。
【請求項３】
　前記プロテアーゼがプロテイナーゼＫである、請求項１または２に記載の前処理方法。
【請求項４】
　前記プロテアーゼを含む前記非特異反応抑制剤と、前記尿試料とを接触させる工程が、
前記尿試料と前記非特異反応抑制剤を含む前処理液中で接触させる工程である、請求項１
乃至３のいずれか１項に記載の前処理方法。
【請求項５】
　前記前処理液における前記プロテアーゼの濃度が０．００２Ｕ／ｍｌ以上である、請求
項４に記載の前処理方法。
【請求項６】
　前記前処理液における前記プロテアーゼの濃度が４．６６Ｕ／ｍｌ以上である、請求項
４に記載の前処理方法。
【請求項７】
　前記前処理液における前記プロテアーゼの濃度（Ｕ／ｍｌ）と前記プロテアーゼおよび
前記試料が接触する時間（ｈｒ）との積が０．１４以上である請求項４乃至６のいずれか
１項に記載の前処理方法。
【請求項８】
　前記プロテアーゼを含む前記非特異反応抑制剤と、前記尿試料とを接触させる工程が加
温されることなく行われる、請求項１乃至７のいずれか１項に記載の前処理方法。
【請求項９】
　尿試料中の多糖抗原を検出または定量するためのイムノクロマトグラフィー法に用いら
れる非特異反応抑制剤であって、プロテアーゼを含む、非特異反応抑制剤。
【請求項１０】
　前記多糖抗原が肺炎球菌またはレジオネラに由来する、請求項９に記載の非特異反応抑
制剤。
【請求項１１】
　前記プロテアーゼがプロテイナーゼＫである、請求項９または１０に記載の非特異反応
抑制剤。
【請求項１２】
　前記尿試料の前処理液または展開液として用いられる請求項９乃至１１のいずれか１項
に記載の非特異反応抑制剤。
【請求項１３】
　前記前処理液または前記展開液における前記プロテアーゼの濃度が０．００２Ｕ／ｍｌ
以上である、請求項１２に記載の非特異反応抑制剤。
【請求項１４】
　前記前処理液または前記展開液における前記プロテアーゼの濃度が４．６６Ｕ／ｍｌ以
上である、請求項１２に記載の非特異反応抑制剤。
【請求項１５】
　試料供給部と、
　前記試料供給部の下流側に位置するクロマトグラフ媒体と、
　前記クロマトグラフ媒体の一部に位置する、標識試薬が溶出可能に保持された標識試薬
保持部と、
　前記クロマトグラフ媒体の一部であって前記標識試薬保持部より下流側に位置する、固
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定化抗体を含む検出部と、
を有するテストストリップおよび、
　請求項９乃至１４のいずれか１項に記載の非特異反応抑制剤を含む、イムノクロマト試
薬。
【請求項１６】
　前記非特異反応抑制剤が、前記テストストリップの前記試料供給部から前記標識試薬保
持部までのいずれかの部位に含まれる、請求項１５に記載のイムノクロマト試薬。
【請求項１７】
　試料供給部と、
　前記試料供給部の下流側に位置するクロマトグラフ媒体と、
　前記クロマトグラフ媒体の一部に位置する、標識試薬が溶出可能に保持された標識試薬
保持部と、
　前記クロマトグラフ媒体の一部であって前記標識試薬保持部より下流側に位置する、固
定化抗体を含む検出部と、
を有するテストストリップを用いて、イムノクロマトグラフィー法により尿試料中の多糖
抗原を検出または定量する方法であって、
　請求項９乃至１４のいずれか１項に記載の非特異反応抑制剤を用いる、方法。
【請求項１８】
　試料供給部と、
　前記試料供給部の下流側に位置するクロマトグラフ媒体と、
　前記クロマトグラフ媒体の一部に位置する、標識試薬が溶出可能に保持された標識試薬
保持部と、
　前記クロマトグラフ媒体の一部であって前記標識試薬保持部より下流側に位置する、固
定化抗体を含む検出部と、
を有するテストストリップを用いて、イムノクロマトグラフィー法により尿試料中の多糖
抗原を検出または定量する方法であって、
　請求項１乃至８のいずれか１項に記載の前処理方法を用いる、方法。

 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、尿試料中の多糖抗原を検出または定量するための免疫学的測定法において、
プロテアーゼを含む非特異反応抑制剤を用いる前処理方法、およびそれを用いる検出また
は定量方法に関するものであり、また、プロテアーゼを含む非特異反応抑制剤、およびそ
れを含むイムノクロマト試薬に関する。
【背景技術】
【０００２】
　感染症の発見やその原因を特定するために、試料中の細菌やウイルスの検出が重要であ
る。細菌やウィルスの検査方法として、分離培養した後、同定を行う培養法、病原体に特
徴的な遺伝子を検出する遺伝子検査法、電子顕微鏡により特定する方法などが知られてい
る。しかしながら、これらの検査方法は、試料の処理が煩雑である、測定のために熟練し
た技術が必要である、特別な装置が必要である、結果を得るまでに時間がかかる、短時間
で多数の検体を検査できないなどの問題がある。一方、簡易かつ迅速な免疫学的測定法と
してイムノクロマトグラフィー法が知られている。イムノクロマトグラフィー法は、血液
や尿、糞便などの試料をテストストリップ上に塗布または滴下する（必要に応じて試料を
前処理液や希釈液で懸濁、ろ過フィルターでろ過する）という簡単な操作で試料中の測定
対象物を検出することができ、また、目視判定が可能であることなどから、広く実施され
ている。
【０００３】
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　イムノクロマトグラフィー法は、メンブレンに固定化され、測定対象物に特異的に結合
することができる抗原または抗体などにより、測定対象物に特異的に結合する標識した抗
原または抗体などと測定対象物の複合体を捕捉し、測定対象物を測定する方法である。し
かしながら、イムノクロマトグラフィー法などの免疫学的測定法では、測定対象物が試料
中に存在しないにもかかわらず、陽性と判定してしまう非特異反応（偽陽性）が起こるこ
とがある。偽陽性が起こる原因として、例えば、測定対象物（抗原または抗体）以外の成
分と、測定対象物に対する抗体または抗原が非特異反応を起こすことがあげられる。その
因子としてリウマトイド因子や異好性抗体などが挙げられるが、不明なものも多く、原因
は様々である。このため、非特異反応を抑制する技術として、例えば、試料や標識抗体を
固相上で展開する際に特定の成分を溶液中に含有させる方法（例えば、特許文献１）や、
抗体を固定化する際の固相作製用試薬（例えば、特許文献２）など様々な方法が提案され
ている。
【０００４】
　また、非特異反応の原因は検査に用いる試料の種類に特有である場合もある。検査に用
いられる試料としては、糞便、咽頭ぬぐい液、喀痰、血液、体組織、および食品などが挙
げられるが、感染症の原因となる菌やウイルスに由来する抗原が尿中に排出されることが
あることから、尿を試料として用いる場合がある。尿試料は、非侵襲的かつ容易に採取で
きること、喀痰試料の検査に比べて口腔内常在菌の影響を受けにくいことなどから、尿試
料からの測定対象物の検出は非常に有用である。尿試料を用いる免疫学的測定法では、非
特異反応を抑制する技術として、試料や標識抗体を固相上で展開する際に酸化剤を溶液中
に含有させる方法（例えば、特許文献３）、鳥由来のＩｇＹを試料と接触させる方法（例
えば、特許文献４）などが提案されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開２００５－２９１７８０号公報
【特許文献２】特開２００９－１６２５３５号公報
【特許文献３】特表２００９－５１７６３２号公報
【特許文献４】特開２０１２－４７４８１号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　しかし、これまで提案されてきた非特異反応抑制方法であっても、完全には抑制できな
い非特異反応があり、新たな非特異反応抑制方法が望まれている。また、試料の種類に応
じた非特異反応の抑制方法が望ましい。
【０００７】
　さらに、多糖抗原を検出または定量する免疫学的測定法では、抗原を遊離するために前
処理が必要とされることがあるが、酵素による前処理方法は特異抗体の存在下では抗体が
変性してしまうため使用できない、という問題があった。
【０００８】
　本発明は、免疫学的測定法、特にイムノクロマトグラフィー法において、尿中に含まれ
る微量の測定対象物である多糖抗原を正確に検出および／または定量しうる、非特異反応
を効果的に抑制できる前処理方法、非特異反応抑制剤、イムノクロマト試薬、および検出
または定量方法の提供を目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は、以下の（１）乃至（１８）に係る尿試料中の多糖抗原を検出または定量する
ためのイムノクロマトグラフィー法における前処理方法、およびそれを用いる検出または
定量方法、並びにプロテアーゼを含む非特異反応抑制剤、およびそれを含むイムノクロマ
ト試薬を提供する。
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（１）　プロテアーゼを含む非特異反応抑制剤と、尿試料とを接触させる工程を含む、尿
試料中の多糖抗原を検出または定量するためのイムノクロマトグラフィー法における前処
理方法。
（２）　前記多糖抗原が肺炎球菌またはレジオネラに由来する、（１）に記載の前処理方
法。
（３）　前記プロテアーゼがプロテイナーゼＫである、（１）または（２）に記載の前処
理方法。
（４）　前記プロテアーゼを含む前記非特異反応抑制剤と、前記尿試料とを接触させる工
程が、前記尿試料と前記非特異反応抑制剤を含む前処理液中で接触させる工程である、（
１）乃至（３）のいずれか１つに記載の前処理方法。
（５）　前記前処理液における前記プロテアーゼの濃度が０．００２Ｕ／ｍｌ以上である
、（４）に記載の前処理方法。
（６）　前記前処理液における前記プロテアーゼの濃度が４．６６Ｕ／ｍｌ以上である、
（４）に記載の前処理方法。
（７）　前記前処理液における前記プロテアーゼの濃度（Ｕ／ｍｌ）と前記プロテアーゼ
および前記試料が接触する時間（ｈｒ）との積が０．１４以上である（４）乃至（６）の
いずれか１つに記載の前処理方法。
（８）　前記プロテアーゼを含む前記非特異反応抑制剤と、前記尿試料とを接触させる工
程が加温されることなく行われる、（１）乃至（７）のいずれか１つに記載の前処理方法
。
（９）　尿試料中の多糖抗原を検出または定量するためのイムノクロマトグラフィー法に
用いられる非特異反応抑制剤であって、プロテアーゼを含む、非特異反応抑制剤。
（１０）　前記多糖抗原が肺炎球菌またはレジオネラに由来する、（９）に記載の非特異
反応抑制剤。
（１１）　前記プロテアーゼがプロテイナーゼＫである、（９）または（１０）に記載の
非特異反応抑制剤。
（１２）　前記尿試料の前処理液または展開液として用いられる（９）乃至（１１）のい
ずれか１つに記載の非特異反応抑制剤。
（１３）　前記前処理液または前記展開液における前記プロテアーゼの濃度が０．００２
Ｕ／ｍｌ以上である、（１２）に記載の非特異反応抑制剤。
（１４）　前記前処理液または前記展開液における前記プロテアーゼの濃度が４．６６Ｕ
／ｍｌ以上である、（１２）に記載の非特異反応抑制剤。
（１５）　試料供給部と、前記試料供給部の下流側に位置するクロマトグラフ媒体と、前
記クロマトグラフ媒体の一部に位置する、標識試薬が溶出可能に保持された標識試薬保持
部と、前記クロマトグラフ媒体の一部であって前記標識試薬保持部より下流側に位置する
、固定化抗体を含む検出部と、を有するテストストリップおよび、（９）乃至（１４）の
いずれか１つに記載の非特異反応抑制剤を含む、イムノクロマト試薬。
（１６）　前記非特異反応抑制剤が、前記テストストリップの前記試料供給部から前記標
識試薬保持部までのいずれかの部位に含まれる、（１５）に記載のイムノクロマト試薬。
（１７）　試料供給部と、前記試料供給部の下流側に位置するクロマトグラフ媒体と、前
記クロマトグラフ媒体の一部に位置する、標識試薬が溶出可能に保持された標識試薬保持
部と、前記クロマトグラフ媒体の一部であって前記標識試薬保持部より下流側に位置する
、固定化抗体を含む検出部と、を有するテストストリップを用いて、イムノクロマトグラ
フィー法により尿試料中の多糖抗原を検出または定量する方法であって、（９）乃至（１
４）のいずれか１つに記載の非特異反応抑制剤を用いる、方法。
（１８）　試料供給部と、前記試料供給部の下流側に位置するクロマトグラフ媒体と、前
記クロマトグラフ媒体の一部に位置する、標識試薬が溶出可能に保持された標識試薬保持
部と、前記クロマトグラフ媒体の一部であって前記標識試薬保持部より下流側に位置する
、固定化抗体を含む検出部と、を有するテストストリップを用いて、イムノクロマトグラ
フィー法により尿試料中の多糖抗原を検出または定量する方法であって、（１）乃至（８
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）のいずれか１つに記載の前処理方法を用いる、方法。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明の前処理方法によれば、尿試料中の多糖抗原を検出または定量するためのイムノ
クロマトグラフィー法において、プロテアーゼを含む非特異反応抑制剤と、尿試料とを接
触させることで非特異反応を抑制することができる。
【００１１】
　本発明の非特異反応抑制剤によれば、尿試料中の多糖抗原を検出または定量するための
イムノクロマトグラフィー法において非特異反応を抑制することができる。
【００１２】
　また、本発明のイムノクロマト試薬によれば、非特異反応を抑制することができる。
【００１３】
　さらに、本発明のイムノクロマトグラフィー法により尿試料中の多糖抗原を検出または
定量する方法によれば、非特異反応を抑制して、多糖抗原を検出または定量することがで
きる。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】本発明の一実施形態に係るレジオネラ検出用イムノクロマト試薬のテストストリ
ップの模式的な斜視図である。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　以下、本発明についてさらに詳細に説明する。
【００１６】
１．前処理方法
　本発明の一実施形態に係る前処理方法は、尿試料中の多糖抗原を検出または定量するた
めの免疫学的測定法に用いることができ、プロテアーゼを含む非特異反応抑制剤と、尿試
料とを接触させる工程を含む。本実施形態の前処理方法によれば、非特異反応を抑制する
ことができる。特に、本実施形態の前処理方法によれば、尿試料中の多糖抗原を検出また
は定量するためのイムノクロマトグラフィー法において、プロテアーゼを含む非特異反応
抑制剤と、尿試料とを接触させることで、非特異反応を抑制することができる。さらに、
本実施形態の前処理方法によれば、イムノクロマトグラフィー法において、抗測定対象物
抗体に好ましくない影響を及ぼすことなく非特異反応を抑制して、測定対象物の正確な検
出または定量に寄与しうる。
【００１７】
　「免疫学的測定法」とは、測定対象である測定対象物と特異的に結合する物質（例えば
、抗体または抗原）を用いて、測定対象物の存在の有無の判定（検出）や、測定対象物が
存在する場合にはその存在量の測定（定量）を行う方法である。測定対象物が抗原性を有
する物質である場合、測定対象物を特異的に認識する抗体を用いて免疫学的測定法を実施
することができる。この場合、抗体の具体的な形態について特に制限はないが、例えば、
その測定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から得られるポリクローナル抗体、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ーナル抗体、または、そ
れらの断片［例えば、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、またはＦｖ］を用いることが
できる。抗測定対象物抗体としては、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体のいずれ
を用いてもよい。これらの抗体の調製は、公知の方法により行うことができる。本実施形
態は、サンドイッチ型免疫学的測定法が好ましく、特に、ポリクローナル抗体－抗原－ポ
リクローナル抗体複合体を形成するサンドイッチ型免疫学的測定法が好ましい。また、測
定対象物が抗体（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、
当該抗体が特異的に認識する物質（抗原）または免疫グロブリン分子に対する抗体を用い
て免疫学的測定法を実施することができる。
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【００１８】
　免疫学的測定法としては、イムノクロマトグラフィー法（好ましくは、後述するサンド
イッチ型イムノクロマトグラフィー法）やＥＬＩＳＡ法、ラテックス凝集法、免疫比濁法
などが挙げられ、本実施形態は、特にイムノクロマトグラフィー法に用いられる。イムノ
クロマトグラフィー法は、簡易かつ迅速な検査方法であり、早期に治療を開始し、感染拡
大を防ぐために迅速な診断が必要とされる菌やウイルスによる感染症の検査に非常に有用
である。イムノクロマトグラフィー法では、後述するように標識試薬の抗体と非特異反応
抑制剤が接触する前に試料と非特異反応抑制剤が反応する工程、および試料が検出部の抗
体と反応する前に試料と非特異反応抑制剤が反応する工程を有することによって、反応に
十分な濃度のプロテアーゼを用いても測定系に好ましくない影響を及ぼすことなく、さら
に、試料と非特異反応抑制剤がクロマトグラフ媒体において接触して移動することで、検
出前に試料と非特異反応抑制剤の反応時間を十分に確保できることによって、非特異反応
を効果的に抑制することができると考えられるが、この原理に限定されるものではない。
【００１９】
　本実施形態の「測定対象物」とは、糖（特に糖タンパク質の糖部分、糖脂質の糖部分な
ど）、複合糖質などの糖類を含むものであればよく、特に本実施形態の測定対象物は、Ｃ
－多糖（ＣＰＳ）抗原、莢膜多糖抗原、細胞膜多糖抗原、またはリポ多糖（ＬＰＳ）抗原
などを含む多糖抗原であることが好ましい。測定対象物は、菌やウイルスに由来するもの
であれば、特に制限はないが、呼吸器系感染症（例えば市中肺炎）の原因菌、特に肺炎球
菌またはレジオネラ由来の多糖抗原を含むものを測定対象とすることで、非特異反応（偽
陽性）の発生を抑制しつつ、迅速かつ正確な検出または定量を可能としうる本実施形態の
効果が優れたものとなる。
【００２０】
　本実施形態の尿試料とは、特に制限はなく、全尿、部分尿でもよく、初尿でも中間尿で
もよい。
【００２１】
　本発明者らは、測定対象物および試料に応じた好適な非特異反応抑制剤および前処理方
法を新たに見出したものであり、本実施形態の非特異反応抑制剤および前処理方法を用い
て尿試料を前処理することにより、多糖抗原を検出または定量するための免疫学的測定法
、特にイムノクロマトグラフィー法において非特異反応を抑制できることを新たに見出し
たものである。
【００２２】
２．非特異反応抑制剤
　本発明の一実施形態に係る尿試料中の多糖抗原を検出または定量するためのイムノクロ
マトグラフィー法に用いられる非特異反応抑制剤は、プロテアーゼを含む。本実施形態の
非特異反応抑制剤によれば、尿試料と接触させることにより、本来の目的とする抗原抗体
反応以外の非特異反応を抑制することができる。さらに、本実施形態の非特異反応抑制剤
によれば、非特異反応を抑制することによって測定対象物の正確な検出または定量に寄与
しうる。さらに、本実施形態の非特異反応抑制剤によれば、イムノクロマトグラフィー法
において、非特異反応を抑制すると共に、本来の目的とする抗原抗体反応を促進すること
で検出部（テストライン）の呈色強度を増大させ、検出感度を向上させることができる。
【００２３】
　本実施形態のプロテアーゼは、ペプチド結合加水分解酵素であれば特に制限はないが、
特に基質特異性の低いエンドペプチダーゼであることが好ましく、キモトリプシン、プロ
ナーゼ、プロテイナーゼＫ、またはスブチリシンなどセリンエンドプロテアーゼがより好
ましい。
【００２４】
　さらに、尿試料のｐＨや塩濃度は、個人差や症例により様々であることから、本実施形
態のプロテアーゼは、広い範囲のｐＨや塩濃度条件においてもプロテアーゼ活性を保持し
ていることが望ましい。特に、本実施形態のプロテアーゼはプロテイナーゼＫであること
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が好ましい。プロテイナーゼＫは、広い範囲のｐＨと塩濃度で安定したプロテアーゼ活性
を有し、尿中に多く含有されるカルシウムイオンの存在下でプロテアーゼ活性が安定する
。また、尿素などの変性剤の存在下でも不活性化することがなく、熱安定性も高い。従っ
て、本実施形態において、プロテイナーゼＫは、尿試料の性状の影響を受けにくく、最も
好適である。さらに、本実施形態において、プロテイナーゼＫは、非特異反応の抑制と共
に、検出部の発色強度を増加させることができる。
【００２５】
　本実施形態の非特異反応抑制剤は、プロテアーゼを有効成分として含むものであればよ
く、プロテアーゼのみからなるようにしてもよく、他の公知の非特異反応抑制のための物
質、例えば、免疫グロブリン、塩基性アミノ酸、無機塩類、および界面活性剤等を含むよ
うにしてもよい。また、プロテアーゼは、１種類ではなく、２種類以上を併用しても良い
。
【００２６】
　本実施形態の非特異反応抑制剤は、尿試料と接触する形態であればよく、溶液形態でも
よく、乾燥形態でもよい。本実施形態の非特異反応抑制剤は、抽出用溶液、希釈用溶液、
懸濁用溶液、または保存用溶液などの、測定対象物を含む尿試料を前処理および／または
保存するための前処理用溶液に含まれるようにしてもよく、尿試料をイムノクロマト試薬
に滴下または塗布する前または後に滴下する展開液に含まれるようにしてもよい。本実施
形態の非特異反応抑制剤は、非特異反応抑制剤のみからなる前処理用溶液であってもよい
。溶液形態とすることで、非特異反応抑制剤と尿試料を均一に接触させて、反応を進行さ
せることができる。また、本実施形態の非特異反応抑制剤は、尿試料または前処理用溶液
用の容器内に乾燥形態で含ませてもよく、試料のろ過用フィルター、イムノクロマト試薬
のニトロセルロース膜もしくはセルロースろ紙などの多孔性物質、またはサンプルパッド
もしくはテストストリップなど試料が接触する部材に乾燥形態で含有させてもよい。本実
施形態の非特異反応抑制剤は、乾燥した状態で用いることにより、プロテアーゼ活性を保
持して長期間保存することができる。
【００２７】
　本実施形態の非特異反応抑制剤と尿試料の接触はどのような方法で行われてもよいが、
測定対象物を含む尿試料と測定対象物に対する抗体を接触させる前に接触させる。本実施
形態において前処理液とは、尿試料と非特異反応抑制剤を含む溶液をいい、例えば、尿試
料の前処理用溶液に尿試料を添加した後、非特異反応抑制剤を添加して前処理液とするこ
とで、非特異反応抑制剤と尿試料を接触させてもよい。また、非特異反応抑制剤を含む前
処理用溶液に尿試料を添加して前処理液とすることで、非特異反応抑制剤と尿試料を接触
させてもよい。また、尿試料に非特異反応抑制剤を直接添加して前処理液とすることで、
非特異反応抑制剤と尿試料を接触させてもよい。本実施形態の非特異反応抑制剤によれば
、免疫学的測定法、特にイムノクロマトグラフィー法に用いられる抗測定対象物抗体に好
ましくない影響を及ぼすことなく非特異反応を抑制して、測定対象物を正確に検出または
定量することができる。
【００２８】
　本実施形態の非特異反応抑制剤と尿試料を接触させる時間（接触時間）の下限は、プロ
テアーゼ活性が発揮される十分な時間であればよく、特に制限はないが、例えば、３０秒
以上、より好ましくは１分以上である。また、接触時間の上限は、特に制限はないが、臨
床において迅速に測定を行うことができるよう、１８０分以内、より好ましくは１２０分
以内、さらに好ましくは６０分以内、特に好ましくは３０分以内、最も好ましくは５分以
内にすることができる。
【００２９】
　本実施形態の非特異反応抑制剤と尿試料を接触させる温度（接触温度）はプロテアーゼ
、特にプロテイナーゼＫが酵素活性を維持する温度であればよく、特に制限はないが、下
限は、１５℃以上であることが好ましく、より好ましくは２０℃以上、さらに好ましくは
３０℃以上である。また、接触温度の上限は６０℃以下であることが好ましく、より好ま



(9) JP 2018-36119 A 2018.3.8

10

20

30

40

50

しくは５０℃以下、さらに好ましくは４０℃以下である。接触温度の範囲として、特に制
限はないが、好ましくは２０℃乃至６０℃であり、より好ましくは２０℃乃至４０℃であ
る。接触温度を３０℃以上とすることで、プロテアーゼが低濃度であっても非特異反応を
効果的に抑制することができ、特に接触温度を３０℃乃至４０℃とすれば、臨床において
一般的な装置（例えば恒温槽）を使用することができ、さらに非特異反応を効果的に抑制
することができる。また、本実施形態のプロテアーゼを含む非特異反応抑制剤によれば、
加温することなく非特異反応を抑制することができる。本実施形態において、「加温しな
い温度」とは、室温である約２０℃乃至３５℃、好ましくは２３℃乃至３０℃を意味する
。本実施形態では、接触温度が約２５℃であっても、接触時間５分以内、さらには１分以
内で非特異反応を抑制する効果に優れる。室温（約２５℃）かつ短時間でも非特異反応の
抑制効果があることにより、イムノクロマト試薬の測定者が試料を室温で測定する場合で
あっても非特異反応抑制効果を奏するため、迅速かつ簡便にイムノクロマトグラフィー法
を行うことができ、臨床において非常に有用である。一実施形態では、接触温度が加温し
ない温度範囲である場合、接触時間を３０秒以上５分以内、より好ましくは１分以上５分
以内としてもよい。別の実施形態では、接触温度が３０℃以上６０℃以内である場合、接
触時間は３０分以上１２０分以内、より好ましくは３０分以上６０分以内としてもよい。
なお、接触温度は、上述の接触時間において上述の温度範囲内にあることが好ましく、よ
り好ましくは、上述の接触時間において上述の温度範囲内の一定温度に維持される。
【００３０】
　本実施形態の非特異反応抑制剤はプロテアーゼを失活させる高温、例えば９０℃以上、
好ましくは９５℃以上の加熱処理を必要とせずに非特異反応を抑制して本来の目的とする
抗原抗体反応を進行させることができる。別の実施形態では、非特異反応抑制剤と尿試料
を接触させた後、プロテアーゼを失活させる高温、例えば９０℃以上、好ましくは９５℃
以上の加熱処理を行ってもよい。
【００３１】
　非特異反応抑制剤と尿試料の接触時のｐＨは、プロテアーゼ、特にプロテイナーゼＫが
酵素活性を維持するｐＨであればよく、好ましくはｐＨ４乃至ｐＨ１２、より好ましくは
、尿が通常有するｐＨの範囲であるｐＨ５乃至ｐＨ９程度が好ましい。
【００３２】
　（前処理用溶液および展開液）
　本実施形態の非特異反応抑制剤は、上述したように前処理用溶液または展開液に含まれ
うる。前処理用溶液は、抽出用溶液、希釈用溶液、懸濁用溶液、または保存用溶液など、
尿試料を前処理および／または保存するための溶液を含む。前処理用溶液および展開液は
、上述したようにその使用形態が異なるが、同一の組成の溶液が前処理用溶液および展開
液の双方として機能しうる。前処理用溶液および展開液は、緩衝剤および溶媒（通常は、
水）からなる緩衝液を含む。緩衝剤としては、目的とする免疫反応に好適なｐＨに調節可
能な緩衝剤が用いられる。一般に、緩衝液のｐＨは５乃至１０が好ましく、この場合には
リン酸緩衝液、Ｔｒｉｓ緩衝液、グッド緩衝液などの通常使用される緩衝液が用いられう
る。特に免疫反応に好適なｐＨ６乃至８を与える緩衝剤としては、ＨＥＰＥＳやＰＩＰＥ
Ｓなどのグッド緩衝液が好ましい。また、前処理用溶液および展開液には、緩衝剤以外に
塩化ナトリウムなどを添加してもよく、公知の添加剤をさらに添加してもよい。添加剤と
しては、例えば、抗原抗体反応の促進または非特異反応の抑制を目的としたタンパク質（
例えば、ウシ血清アルブミン、カゼイン、ゼラチンなど）、高分子化合物（例えば、ポリ
エチレングリコール、デキストラン、メチルセルロース、ポリビニルピロリドンなど）、
非イオン性界面活性剤（例えば、ツイーン（登録商標）２０、トリトン（登録商標）Ｘ－
１００など）、イオン性界面活性剤またはポリアニオン（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、ヒアルロン酸、コンドロイチン硫酸など）またはその
塩など；抗菌剤としてのアジ化ナトリウム、長鎖アルキル４級アンモニウム塩などが挙げ
られる。その他、前処理用溶液は多糖抗原を抽出するために必要な成分を含んでもよい。
【００３３】
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　本実施形態では、非特異反応抑制剤が前処理液または展開液に含まれる場合、前処理液
または展開液中のプロテアーゼの濃度は、非特異反応を抑制することができればよく、下
限は、好ましくは０．００２Ｕ／ｍｌ以上、より好ましくは０．０７Ｕ／ｍｌ以上、さら
に好ましくは０．１５Ｕ／ｍｌ以上、特に好ましくは０．９３Ｕ／ｍｌ以上である。０．
００２Ｕ／ｍｌ以上であることにより、非特異反応を抑制する効果に優れ、さらに、０．
０７Ｕ／ｍｌ以上であることにより、非特異反応を十分に抑制することができ、さらに、
０．９３Ｕ／ｍｌ以上であることにより、非特異反応を効果的に抑制することができると
共に、検出部の発色強度を十分に増加させることができる。
【００３４】
　さらに、前処理液または展開液中のプロテアーゼの濃度の下限は、好ましくは４．６６
Ｕ／ｍｌ以上、より好ましくは９．３２Ｕ／ｍｌ以上、最も好ましくは１８．６４Ｕ／ｍ
ｌ以上である。４．６６Ｕ／ｍｌ以上であることにより、加温する必要なく、非特異反応
の抑制効果に優れるため、加温のための装置を必要としない。さらに、９．３２Ｕ／ｍｌ
以上であることにより、非特異反応を十分に抑制する効果に優れ、１８．６４Ｕ／ｍｌ以
上であることにより、非特異反応抑制剤と尿試料を接触させた後、速やかに測定を行うこ
とができ、接触時間が短時間であっても十分な非特異反応の抑制効果に優れ、迅速かつ簡
便であるイムノクロマトの優位性を顕著にすることができる。前処理液または展開液中の
プロテアーゼの濃度の上限は、イムノクロマトグラフィー法において尿試料がテストスト
リップ上を展開できる濃度であれば、特に制限はなく、２００Ｕ／ｍｌ以下にしてもよく
、好ましくは１５０Ｕ／ｍｌ以下にしてもよい。
【００３５】
　本実施形態では、前処理液または展開液中のプロテアーゼの濃度（単位：Ｕ／ｍｌ）と
、非特異反応抑制剤と尿試料が接触する時間（単位：ｈｒ）の積を前処理定数と定義し、
前処理定数との関係性により、効果的に非特異反応を抑制できることを見出した。すなわ
ち、前処理定数の下限は、好ましくは０．００４以上、より好ましくは０．１４以上、さ
らに好ましくは０．３１以上、最も好ましくは０．７８以上である。前処理定数が０．０
０４以上であることにより非特異反応を抑制する効果に優れ、０．１４以上であることに
より非特異反応を十分に抑制することができ、０．３１以上であることにより加温する必
要なく非特異反応を効果的に抑制する効果に優れ、さらに、前処理定数が０．７８以上で
あることにより、非特異反応を十分に抑制することができる。前処理定数の上限は、非特
異反応抑制剤と尿試料が十分に反応する値であれば、特に制限はなく、５０以下、好まし
くは１０以下、より好ましくは４．６６以下である。一実施形態では、接触温度が加温し
ない温度範囲である場合、前処理定数は０．３１以上であることが好ましく、０．７８以
上であることがより好ましい。別の実施形態では、接触温度が３０℃以上６０℃以内であ
る場合、０．００４以上であることが好ましく、０．４６以上であることがより好ましい
。
【００３６】
３．イムノクロマト試薬
　本発明の一実施形態に係るイムノクロマト試薬は、試料供給部と、試料供給部の下流側
に位置するクロマトグラフ媒体と、クロマトグラフ媒体の一部に位置する、標識試薬が溶
出可能に保持された標識試薬保持部と、クロマトグラフ媒体の一部であって標識試薬保持
部より下流側に位置する、固定化抗体を含む検出部と、を有するテストストリップおよび
非特異反応抑制剤を含む。別の実施形態のイムノクロマト試薬は、非特異反応抑制剤を含
むテストストリップ、および前処理用溶液または展開液を含む。さらに、別の実施形態の
イムノクロマト試薬は、テストストリップ、および非特異反応抑制剤を含む前処理用溶液
または展開液を含む。本実施形態のイムノクロマト試薬によれば、非特異反応を抑制する
ことができる。さらに、本実施形態のイムノクロマト試薬によれば、非特異反応を抑制す
ることで尿試料中の多糖抗原を正確に検出または定量しうる。以下に、イムノクロマトグ
ラフィー法において用いられるイムノクロマト試薬について図１を参照して詳細に説明す
る。
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【００３７】
　図１は、本実施形態に係るレジオネラ検出用イムノクロマト試薬のテストストリップ１
００の模式的斜視図である。図１に示すレジオネラ検出用イムノクロマト試薬のテストス
トリップ１００は、ラテラルフロー式テストストリップであり、最下層としてプラスチッ
ク製粘着シート１１０を有し、当該粘着シート１１０上には、クロマトグラフ媒体（不溶
性担体；固定相）としての抗体固定化メンブレン１２０が積層され、抗体固定化メンブレ
ン１２０上の一方にはサンプルパッド１４０（試料供給部）と、標識試薬保持パッド１３
０（標識試薬保持部）が積層され、他方には吸収パッド１５０が積層されている。
【００３８】
　抗体固定化メンブレン１２０には、抗測定対象物抗体である抗レジオネラ抗体（例えば
、抗レジオネラニューモフィラ血清型１ＬＰＳウサギポリクローナル抗体）が固定化され
たテストライン１２２（検出部）、および抗免疫グロブリン抗体（例えば、抗ウサギＩｇ
Ｇヤギ抗体）が固定化されたコントロールライン１２４（コントロール部）が配置されて
いる。
【００３９】
　当該標識試薬保持パッド１３０には、金コロイド粒子の表面に抗測定対象物抗体である
抗レジオネラ抗体（例えば、抗レジオネラニューモフィラ血清型１ＬＰＳウサギポリクロ
ーナル抗体）が固定化されてなる標識抗体（標識試薬）が溶出可能に保持されている。以
下、抗体固定化メンブレン１２０の試料供給部１４０側を上流、試料が流れていく方向（
吸収部１５０側）を下流として説明する。
【００４０】
４．イムノクロマトグラフィー法
　本実施形態のイムノクロマトグラフィー法により尿試料中の多糖抗原を検出または定量
する方法では、試料供給部と、試料供給部の下流側に位置するクロマトグラフ媒体と、ク
ロマトグラフ媒体の一部に位置する、標識試薬が溶出可能に保持された標識試薬保持部と
、クロマトグラフ媒体の一部であって標識試薬保持部より下流側に位置する、固定化抗体
を含む検出部と、を有するテストストリップを用い、プロテアーゼを含む非特異反応抑制
剤を用いる。別の実施形態のイムノクロマトグラフィー法により尿試料中の多糖抗原を検
出または定量する方法では、テストストリップを用い、プロテアーゼを含む非特異反応抑
制剤と、尿試料とを接触させる工程を含む前処理方法を用いる。本実施形態のイムノクロ
マトグラフィー法により尿試料中の多糖抗原を検出または定量する方法によれば、非特異
反応を抑制することができる。さらに、本実施形態のイムノクロマトグラフィー法により
尿試料中の多糖抗原を検出または定量する方法によれば、抗測定対象物抗体に好ましくな
い影響を及ぼすことなく非特異反応を抑制して、尿試料中の多糖抗原を正確に検出または
定量することができる。
【００４１】
　以下に、テストストリップ１００を使用した検出または定量方法（イムノクロマトグラ
フィー法）を説明する。はじめに、本実施形態の非特異反応抑制剤を含む前処理用溶液を
用いる場合、マイクロチューブなどの容器中で尿試料を前処理用溶液と混合し、前処理液
を得る。得られた前処理液をサンプルパッド１４０に滴下すると、前処理液は展開液とし
て機能して、毛細管現象によりサンプルパッド１４０を通過し、標識試薬保持パッド１３
０へと移動する。
【００４２】
　そして、試料が標識試薬保持パッド１３０に到達すると、試料中に測定対象物（例えば
、レジオネラ由来の多糖抗原）が存在する場合には、標識試薬を構成する抗レジオネラ抗
体と試料中のレジオネラ由来の多糖抗原との抗原抗体反応により、複合体（金コロイド粒
子－抗レジオネラ抗体－レジオネラ由来の多糖抗原の複合体）が形成される。さらに、こ
の複合体は、毛細管現象により、抗体固定化メンブレン１２０中を下流側へ移動し、テス
トライン１２２（検出部）に到達すると、テストライン１２２に固定化されている抗測定
対象物抗体である抗レジオネラ抗体と複合体の抗原抗体反応によって、複合体はテストラ
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イン１２２上に捕捉される。これにより、テストライン１２２は呈色し、尿試料中におけ
るレジオネラ由来の多糖抗原の存在を確認でき、尿試料中の多糖抗原を検出または定量す
ることが可能となる。
【００４３】
　なお、試料中の測定対象物と反応しなかった抗レジオネラ抗体結合金コロイド（標識試
薬）は、コントロールライン１２４（コントロール部）に固定化された抗免疫グロブリン
抗体に捕捉される。これにより、コントロールライン１２４は赤色のラインを呈すること
から、テストストリップ１００上で試料が正常に移動したことが確認される。
【００４４】
　なお、他の実施形態として、尿試料と前処理用溶液を混合した後に非特異反応抑制剤を
添加して得られた前処理液をサンプルパッド１４０に滴下または塗布してもよい。また、
サンプルパッドに前処理液を滴下する前に、前処理液を加温するようにしてもよい。また
、尿試料を直接サンプルパッド１４０に滴下または塗布した後、非特異反応抑制剤を含む
展開液を滴下するようにしてもよい。さらに、他の実施形態として、試料と接触する部位
、例えばろ過フィルターやサンプルパッド１４０などの各部材に非特異反応抑制剤を保持
するようにしてもよく、この場合、尿試料のみを直接サンプルパッド１４０に滴下または
塗布して展開液を用いるようにしてもよく、また、尿試料を前処理用溶液で処理してサン
プルパッド１４０に滴下または塗布するようにしてもよく、また、前処理用溶液または展
開液を用いることなく尿試料のみを直接サンプルパッド１４０に滴下または塗布して、展
開させるようにしてもよい。標識試薬保持部より前で非特異反応抑制剤と尿試料が接触す
ることにより、効果的に非特異反応を抑制することができる。
【００４５】
　以下、免疫学的測定用キット（イムノクロマト試薬）の各構成要素について、詳細に説
明する。
【００４６】
　（抗体固定化メンブレン）
　抗体固定化メンブレン１２０の主相は、イムノクロマトグラフィーのクロマトグラフ媒
体（固定相）として機能する多孔質体からなる不溶性担体である。当該抗体固定化メンブ
レン１２０の構成材料である多孔質体としては、例えば、ニトロセルロース膜、セルロー
ス膜、アセチルセルロース膜、ポリスルホン膜、ポリエーテルスルホン膜、ナイロン膜、
ガラス繊維、不織布、布などの多孔質シートが挙げられ、特にニトロセルロース膜が好ま
しく用いられる。なお、滴下された試料のメンブレン１２０上での移動速度は、メンブレ
ンの材質、大きさ、孔径および分布などにより変えることができ、測定対象物の測定に合
った速度を設定することができる。
【００４７】
　（サンプルパッド）
　サンプルパッド１４０は、滴下または塗布された試料を受ける試料供給部として機能す
る。さらに、サンプルパッド１４０は、尿試料中の不溶物粒子などをろ過する機能や試料
が溢れることを防ぐ機能をも兼ねることができる。サンプルパッド１４０の構成材料とし
ては、例えば、セルロースろ紙、ガラス繊維、ポリウレタン、ポリアセテート、酢酸セル
ロース、ナイロン、不織布および綿布などの均一な特性を有する材料が挙げられる。
【００４８】
　（標識試薬保持パッド）
　標識試薬保持パッド１３０は、上述したように標識試薬を保持する標識試薬保持部とし
て機能する。標識試薬保持パッド１３０の構成材料としては、例えば、セルロースろ紙、
ガラス繊維、および不織布などが挙げられ、好ましくはガラス繊維が用いられる。
【００４９】
　標識試薬保持パッド１３０によって保持される標識試薬は、測定対象物と特異的に結合
する物質と、適当な標識体との複合体である。「測定対象物と特異的に結合する物質」と
しては、上述したように、測定対象物が抗体である場合には、当該抗体が特異的に認識す
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る物質（抗原）または免疫グロブリン分子に対する抗体が用いられ、測定対象物が抗原性
を有する物質である場合には、測定対象物を特異的に認識する抗測定対象物抗体（好まし
くは、ポリクローナル抗体）が用いられる。「標識体」としては、着色粒子が好ましく、
例えば、金、銀、白金または銅などの金属粒子または金属コロイド、酸化鉄などの金属酸
化物粒子または金属酸化物コロイド、セレン、テルル、硫黄などの非金属粒子、あるいは
、染料などで着色したものを含む有色ラテックス粒子などが挙げられ、特に金コロイドが
好ましい。
【００５０】
　（テストライン）
　テストライン１２２は検出部として機能する。テストライン１２２は、抗体固定化メン
ブレン１２０における標識試薬保持パッド１３０より下流側に位置しており、測定対象物
と特異的に結合する物質が固定化試薬として配置されている。図１において、テストライ
ン１２２はライン状に形成されている。検出部の形状はこれに限定されず、任意の形状に
できるが、ライン状であることが好ましく、幅０．５乃至１．５ｍｍのライン状であるこ
とがより好ましい。
【００５１】
　なお、標識試薬保持パッド１３０への標識試薬の固定化や、テストライン１２２への固
定化試薬（抗体など）の固定化方法は特に制限されず、従来公知の方法を用いることがで
きる。これらの固定化方法としては、固定化すべき試薬をクロマトグラフ媒体に物理的手
段または化学的手段により直接固定化する方法がある。直接固定化する方法としては物理
吸着や共有結合がある。一般に、クロマトグラフ媒体がニトロセルロース膜または混合ニ
トロセルロースエステル膜の場合、物理吸着を行うことができる。なお、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、公知の
方法でブロッキング処理を行ってもよい。
【００５２】
　（コントロールライン）
　コントロールライン１２４は、テストストリップ１００上で試料が正常に移動したこと
を確認するために設けられる。コントロールライン１２４は、抗体固定化メンブレン１２
０におけるテストライン１２２より下流側に位置しており、標識試薬と特異的に結合する
物質が固定化試薬として配置されている。例えば標識試薬として金コロイド標識ウサギポ
リクローナル抗体を用いた場合には、抗ウサギ抗体を固定化しておけばコントロール部と
して機能する。標識試薬がコントロールライン１２４まで移動すると、コントロールライ
ン１２４に配置された固定化試薬と反応して標識試薬が集積する。その結果、コントロー
ルライン１２４は標識試薬の集積に起因して発色などを示すことから、テストストリップ
１００上で試料が正常に移動したことが確認される。図１において、コントロール部もコ
ントロールライン１２４としてライン状に形成されている。コントロール部の形状は任意
の形状にできるが、ライン状であることが好ましく、幅０．５乃至１．５ｍｍのライン状
であることがより好ましい。
【００５３】
　（吸収パッド）
　吸収パッド１５０は、テストライン１２２およびコントロールライン１２４より下流側
に位置しており、クロマトグラフ媒体を移動した尿試料や展開液、検出部に捕捉されない
標識物質などを吸収する機能を有する部材である。吸収パッド１５０の構成材料について
特に制限はなく、例えば、セルロ－スろ紙、不織布、布、またはセルロースアセテートな
どの吸水性材料が用いられる。
【００５４】
　なお、これらの部材は、毛細管現象により試料が移動できればよく、サンプルパッド、
標識試薬保持パッド、テストライン、コントロールライン、および吸収パッドなどを基材
に貼り付けても、単一の多孔性部材シートとしてもよい。
【００５５】
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　（前処理用溶液または展開液）
　さらに、本実施形態のイムノクロマト試薬は、上述した前処理用溶液または展開液を含
む。本実施形態の非特異反応抑制剤を含む前処理用溶液または展開液を用いることで非特
異反応を効果的に抑制することができる。
【００５６】
　（その他の構成要素）
　本実施形態では、必要に応じてその他の構成要素（例えば、使用説明書、試料採取用器
具、試料前処理用容器など）をさらに備えていてもよく、採尿容器やマイクロチューブな
どの試料前処理用容器中で尿試料を前処理用溶液と混合するようにしてもよい。また、尿
試料や前処理液を通過させるろ過フィルターを備えてもよい。また、テストストリップは
、図示しないプラスチック製の試料供給窓部および検出窓部を有するケースに格納し、イ
ムノクロマトテストデバイスの形態とされることが好ましい。
【００５７】
　別の実施形態では、試料と接触する部位、例えば試料供給部などの各部材が非特異反応
抑制剤を含む。さらに別の実施形態では、試料前処理用容器またはろ過フィルターが非特
異反応抑制剤を含む。試料前処理用容器、ろ過フィルター、または試料供給部などの各部
材が非特異反応抑制剤を含むことで、非特異反応を抑制することができる。標識試薬保持
部よりも前で測定対象物を含む尿試料と非特異反応抑制剤が接触することで、非特異反応
を効果的に抑制することができる。各部材に非特異反応抑制剤を保持せる方法としては、
公知の方法であればよく、例えば、ろ過フィルターや試料供給部などの作製時に用いられ
る溶液や緩衝液、洗浄液などに非特異反応抑制剤を含ませて各部材に塗布、滴下、含浸ま
たは噴霧などした後、これを凍結乾燥や風乾などにより乾燥して保持させる方法などが挙
げられる。各部材が非特異反応抑制剤を保持する場合、非特異反応抑制剤をパッド類に含
浸させることにより、パッド類の非特異反応抑制剤の量を、測定に必要とされる量の試料
と反応できる量にすればよく、非特異反応抑制剤の使用量を効率良く抑えることができる
。
【００５８】
　以下、実施例により本発明をより具体的に説明するが、本発明はこれらの実施例により
何ら限定されるものではない。
【００５９】
［実施例１］
イムノクロマト試薬のテストストリップの作製
　図１に示す構造を有するレジオネラ検出用イムノクロマト試薬のテストストリップを作
製し、プロテアーゼによる本実施形態の効果（非特異反応の抑制）を確認した。
【００６０】
　なお、作製したイムノクロマト試薬のラテラルフローテストストリップ１００は、ニト
ロセルロース膜からなる抗体固定化メンブレン１２０上に標識試薬保持パッド１３０が配
置された構成を有しており、標識試薬保持パッド１３０には、抗レジオネラニューモフィ
ラ血清型１ＬＰＳウサギポリクローナル抗体金コロイド液が含浸されている。また、検出
部であるテストライン１２２には、固定化抗体として抗レジオネラニューモフィラ血清型
１ＬＰＳウサギポリクローナル抗体が固定化されている。さらに、コントロール部である
コントロールライン１２４には、抗ウサギＩｇＧヤギ抗体が固定化されている。
【００６１】
（１）テストラインの作製
　ニトロセルロースからなる膜のテストライン領域に抗レジオネラウサギポリクローナル
抗体を塗布した。抗体は、予め２０ｍＭ リン酸緩衝液（ｐＨ７．５）に希釈し、これを
ニトロセルロース膜に塗布、乾燥した。
【００６２】
　なお、コントロールライン領域にはウサギＩｇＧに対するヤギ由来の精製抗体を用いた
。抗体は、予め１０ｍＭ リン酸緩衝液（ｐＨ７．５）に希釈し、これをニトロセルロー
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【００６３】
（２）標識試薬保持パッドの作製
　標識試薬保持パッドは、以下のように作製した。金コロイド溶液１０００μＬに対して
、５０ｍＭ ホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）で希釈済みの抗体（抗レジオネラウサギポリク
ローナル抗体）の溶液１００μＬを添加した。この溶液を遠心分離機を用いて１０，００
０×ｇ、２５℃の条件で１０分間遠心分離した後、上澄み液を除去し、２０ｍＭ Ｔｒｉ
ｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．２）からなる保存液を加えた。ボルテックスミキサーにより金コロ
イド粒子を分散させた後、１０，０００×ｇ、２５℃の条件で１０分間遠心分離した。上
澄み液を除去し、２０ｍＭ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．２）からなる保存液を加えてボ
ルテックスミキサーにより、金コロイド粒子を分散させた。これを抗体感作金コロイド溶
液（標識試薬溶液）とした。この抗体感作金コロイド溶液１００μLに対し、２０ｍＭ Ｔ
ｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．２）４００μLの溶液を加えて、よく混和した。この溶液８０
０μＬをガラス繊維パッドに添加し、均一に馴染ませ、十分に乾燥させて、標識試薬保持
パッドを得た。
【００６４】
（３）テストストリップの作製
　前記（１）で作製したテストラインおよびコントロールラインを有するクロマトグラフ
媒体上に、前記（２）で作製した標識試薬保持パッド、サンプルパッドを設置し、展開さ
れた水溶液を吸収する吸収パッドをコントロールラインの下流に設置して、テストストリ
ップを作製した。
【００６５】
［実施例２］
　尿を試料とするイムノクロマト試薬における各プロテアーゼの非特異反応抑制効果
　尿試料として、レジオネラ由来の多糖抗原の存在を確認済みの陽性試料、レジオネラ由
来の多糖抗原の不存在を確認済みの偽陽性試料および陰性試料の３種を用いた。レジオネ
ラ由来の多糖抗原の存在・不存在はＥＩＡ試薬であるレジオネラ抗原「ミツビシ」（ＬＳ
Ｉメディエンス社製）を用いて確認した。
【００６６】
　各尿試料１８０μＬ（ｐＨ６．０）に、精製水に溶解した各プロテアーゼ（プロテイナ
ーゼＫ（Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ社製、２３．３Ｕ/ｍｇ）、またはＳｔｒｅｐｔｏｍｙ
ｃｅｓ ｇｒｉｓｅｕｓ由来のＰｒｏｎａｓｅ（ＳＩＧＭＡ社製、７ｕｎｉｔ/ｍｇ））を
それぞれ２０μＬ添加して前処理液を得た。前処理液中のプロテアーゼ濃度は、表１に示
す濃度となるように調製した。前処理液を３７℃（接触温度）、３０分間（接触時間）混
合した。なお、接触時間は、非特異反応抑制剤（前処理用溶液）と尿試料が接触してから
イムノクロマト試薬のサンプルパッドに滴下されるまでの時間である。得られた前処理液
１５０μＬを、実施例１で作製したイムノクロマト試薬のテストストリップのサンプルパ
ッドに滴下し、１５分後にテストラインを確認した。ラインの確認は、イムノクロマトリ
ーダーＣ１００６６－１０（浜松ホトニクス株式会社製）を用いて、テストラインの反射
光強度を測定し、反射光強度と目視判定に基づいて、以下の通り判定した。結果を表１に
示す。表１に記載の「－」は、陰性（テストラインが発色しなかったこと）、「＋」は、
陽性（テストラインが明確に発色したこと）、「+w」は、弱陽性（テストラインが薄く発
色したこと）を示す。なお、プロテアーゼを添加していない試料についても同様に測定を
行った。
【００６７】
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【００６８】
　表１に示すとおり、プロテアーゼを含まない場合には、抗原を含有しない偽陽性の試料
であっても、目視でも十分に確認できる発色を示し、強い非特異反応を示した。しかし、
プロテアーゼを含む非特異反応抑制剤と尿試料を接触させることで、偽陽性の発生を有意
に抑制できたことがわかる。これは、尿試料に含まれる何らかの成分に起因する非特異反
応が抑制されたことによるものと考えられる。一方、陽性試料に対する発色強度は、プロ
テアーゼの添加によって大きく低下することはなかったことから、迅速な検査および診断
に資する免疫学的測定法の利点を損なうことはないことも確認された。
【００６９】
［実施例３］
　プロテイナーゼＫの濃度および接触時間と非特異反応抑制効果の関係
　プロテイナーゼＫの濃度および接触時間を変えた点を除いて、上述した実施例２と同様
の方法により、プロテイナーゼＫの濃度による非特異反応抑制効果を確認した。結果を下
記の表２に示す。
【００７０】
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【表２】

【００７１】
　表２に示すとおり、プロテイナーゼＫを含まない場合、偽陽性の試料は目視でも十分に
確認できる発色を示した。しかし、プロテイナーゼＫと尿試料を接触温度３７℃、接触時
間１２０分接触させた場合、プロテイナーゼＫ濃度０．００２Ｕ／ｍｌ（前処理定数０．
００４）で偽陽性試料の発色強度が減少し始め、０．０７Ｕ／ｍｌ（前処理定数０．１４
）で完全に目視できない程度にすることができ、非特異反応の抑制に十分な効果を示した
。プロテイナーゼＫと尿試料を接触温度３７℃、接触時間３０分または６０分接触させた
場合、プロテイナーゼＫ濃度は、それぞれ０．９３Ｕ／ｍｌ（前処理定数０．４７）、０
．１５Ｕ／ｍｌ（前処理定数０．１５）で、偽陽性試料の発色は完全に目視できない程度
になり、非特異反応の抑制に十分な効果を示した。また、陽性の試料では、プロテイナー
ゼＫを添加しても安定した発色強度が保たれ、さらにプロテイナーゼＫの濃度を大きくす
ることによって、発色強度を増加できることが明らかとなった。
【００７２】
［実施例４］
　室温におけるプロテイナーゼＫの濃度および接触時間と非特異反応抑制効果の関係
　接触温度を室温（２５℃）とし、プロテイナーゼＫの濃度および接触時間を変えた点を
除いて、上述した実施例２と同様の方法により、プロテイナーゼＫによる非特異反応抑制
効果を確認した。結果を下記の表３に示す。
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【００７３】
【表３】

【００７４】
　表３に示すとおり、プロテイナーゼＫを添加しない場合、偽陽性の試料は目視でも十分
に確認できる発色強度を示した。しかし、プロテイナーゼＫと尿試料の接触時間５分の場
合、プロテイナーゼＫ濃度４．６６Ｕ／ｍｌ（前処理定数０．３９）で、偽陽性試料の発
色強度は減少し始め、９．３２Ｕ／ｍｌ（前処理定数０．７８）で、完全に目視できない
程度にすることができた。さらに、プロテイナーゼＫと尿試料の接触を速やかに行い、試
料供給部に滴下した場合（接触時間１分以内）であっても、プロテイナーゼＫ濃度１１．
６５Ｕ／ｍｌ（前処理定数約０．１９）で、偽陽性試料の発色強度は減少し始め、１８．
６４Ｕ／ｍｌ（前処理定数０．３１）で、完全に目視できない程度にすることができた。
また、陽性の試料においては、プロテイナーゼＫを添加することで発色強度を増加できる
ことが明らかとなった。なお、酵素反応の性質上、実施例で示した時間および濃度より増
加させて接触させた場合でも、非特異反応の抑制効果が認められるであろうことは容易に
推定される。
【００７５】
　［実施例５］
　テストストリップの各部位へのプロテイナーゼＫの添加による非特異反応の抑制
　上述した実施例２乃至実施例４では、非特異反応抑制剤を含む前処理用溶液を用いたが
、本実施例では、前処理用溶液ではなくテストストリップの構成要素の一部であるサンプ
ルパッドに非特異反応抑制剤（プロテイナーゼＫ）を含ませることで、上記と同様の効果
（非特異反応の抑制）が奏されるかどうかを確認した。
【００７６】
　精製水に、プロテイナーゼＫを添加し、得られた溶液をサンプルパッド（セルロース膜
）に含浸させ、乾燥させて、本実施例のサンプルパッドを得た。得られたサンプルパッド
を用いたこと、プロテアーゼを添加することなく尿試料を直接サンプルパッドに滴下した
こと、滴下から測定まで室温（約２５℃）で行ったこと以外は、上述した実施例１で作製
したテストストリップおよび実施例２と同様の手法により、各試料における反射光強度を
測定すると共に目視判定に基づいて測定を行った。
【００７７】
　その結果、本実施形態に係る非特異反応抑制剤の添加による非特異反応の抑制効果は、
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非特異反応抑制剤を前処理用溶液ではなくテストストリップの構成要素に含ませた場合で
あっても同様に奏されることが確認された。
【００７８】
　［実施例６］
　肺炎球菌検出用イムノクロマト試薬におけるプロテイナーゼＫの濃度および接触時間と
非特異反応抑制効果の関係
　標識試薬保持パッド１３０に、抗肺炎球菌莢膜ウサギポリクローナル抗体金コロイド液
を含浸した点、テストライン１２２に、抗肺炎球菌莢膜ウサギポリクローナル抗体を固定
化した点を除き、実施例１と同様に肺炎球菌検出用テストストリップを作製した。試料と
して、肺炎球菌の菌株（ＡＴＣＣ４９６１９）から抽出した莢膜多糖抗原を尿試料に添加
した陽性試料、尿試料のみの偽陽性試料、および尿試料のみの陰性試料の３種を用いた。
上述の肺炎球菌検出用テストストリップおよび試料を用いた点、プロテイナーゼＫの濃度
および接触時間を変えた点を除いて、上述した実施例２と同様の方法により、プロテイナ
ーゼＫの濃度による非特異反応抑制効果を確認した。結果を下記の表４に示す。
【００７９】
【表４】

【産業上の利用可能性】
【００８０】
　本発明は、尿を試料とする多糖抗原、例えば肺炎球菌またはレジオネラ由来の抗原を検
出または定量するための免疫学的測定法、特にイムノクロマトグラフィー法における非特
異的反応を顕著に抑制させるものであり、採取が容易で、常在菌の少ない尿による簡便で
高感度、高信頼性の測定手段を提供するものであり、産業上有用であり、産業上の利用可
能性を有している。
【符号の説明】
【００８１】
　１００　テストストリップ
　１１０　プラスチック製粘着シート
　１２０　抗体固定化メンブレン（クロマトグラフ媒体）
　１２２　テストライン（検出部）
　１２４　コントロールライン（コントロール部）
　１３０　標識試薬保持パッド（標識試薬保持部）
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　１４０　サンプルパッド（試料供給部）
　１５０　吸収パッド
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