
(57)【要約】

【課題】　サイロシン類を簡便な方法で特異的にかつ高

感度に検出できるイムノクロマトグラフィー検出法を提

供する。

【解決手段】　サイロシン類の抗原決定基を備えた物質

を予め所定位置に固定せしめて形成された第一の捕捉部

位（３１）を備える膜担体（３）を用意し、サイロシン

類に対する抗体（I）と被験試料との混合液を、前記第

一の捕捉部位に向けて前記膜担体中をクロマト展開せし

め、前記第一の捕捉部位に固定された前記物質と前記被

験試料中に含まれるサイロシン類との前記抗体（I）に

対する競合反応により前記被験試料中に含まれるサイロ

シン類を検出する。前記膜担体は、第一の捕捉部位のク

ロマト展開下流側に、前記抗体（I）に対する抗体（II

）を固定せしめて形成された第二の捕捉部位（３２）を

備えることが好ましい。

【選択図】　　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た 物 質 を 予 め 所 定 位 置 に 固 定 せ し め て 形 成 さ れ た 第 一 の
捕 捉 部 位 を 備 え る 膜 担 体 を 用 意 し 、 サ イ ロ シ ン 類 に 対 す る 抗 体 （ I） と 被 験 試 料 と の 混 合
液 を 、 前 記 第 一 の 捕 捉 部 位 に 向 け て 前 記 膜 担 体 中 を ク ロ マ ト 展 開 せ し め 、 前 記 第 一 の 捕 捉
部 位 に 固 定 さ れ た 前 記 物 質 と 前 記 被 験 試 料 中 に 含 ま れ る サ イ ロ シ ン 類 と の 前 記 抗 体 （ I）
に 対 す る 競 合 反 応 に よ り 前 記 被 験 試 料 中 に 含 ま れ る サ イ ロ シ ン 類 を 検 出 す る よ う に し た こ
と を 特 徴 と す る イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 検 出 法 。
【 請 求 項 ２ 】
サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た 前 記 物 質 は 、 サ イ ロ シ ン 、 サ イ ロ シ ビ ン 、 こ れ ら の 誘
導 体 及 び こ れ ら の 塩 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 を 含 ん で な る 請 求 項 １ に 記 載
の 検 出 法 。
【 請 求 項 ３ 】
サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た 前 記 物 質 は 、 イ ン ド ー ル 骨 格 の １ 位 の 環 窒 素 原 子 又 は
４ 位 に 結 合 し た 水 酸 基 に 、 末 端 に 反 応 性 官 能 基 を 備 え た 置 換 基 が 導 入 さ れ た サ イ ロ シ ン 誘
導 体 、 ま た は 該 サ イ ロ シ ン 誘 導 体 と 免 疫 原 性 物 質 と の 結 合 物 で あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の 検 出
法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 膜 担 体 は 、 前 記 第 一 の 捕 捉 部 位 の ク ロ マ ト 展 開 下 流 側 に 、 前 記 抗 体 （ I） に 対 す る 抗
体 （ II） を 固 定 せ し め て 形 成 さ れ た 第 二 の 捕 捉 部 位 を 備 え る 請 求 項 １ に 記 載 の 検 出 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 抗 体 （ I） は 、 前 記 第 一 の 捕 捉 部 位 か ら 離 隔 し た 位 置 に て 前 記 膜 担 体 に 接 続 配 置 さ れ
た 含 浸 部 材 に 予 め 含 浸 さ れ て お り 、 被 験 試 料 を 含 有 す る 液 体 を 前 記 含 浸 部 材 に 接 触 さ せ る
こ と に よ り 、 前 記 抗 体 （ I） と 前 記 被 験 試 料 と の 混 合 液 を ク ロ マ ト 展 開 せ し め る 請 求 項 ４
に 記 載 の 検 出 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 抗 体 （ I） は 、 予 め 標 識 さ れ て い る 請 求 項 ５ に 記 載 の 検 出 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 抗 体 （ I） は 、 金 属 コ ロ イ ド ま た は ラ テ ッ ク ス で 予 め 標 識 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ６
に 記 載 の 検 出 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 抗 体 （ I） は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 検 出 法 。
【 請 求 項 ９ 】
サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た 物 質 と 、 サ イ ロ シ ン 類 に 対 す る 抗 体 （ I） と 、 膜 担 体
と を 少 な く と も 備 え 、 前 記 物 質 は 前 記 膜 担 体 の 所 定 位 置 に 予 め 固 定 さ れ て 第 一 の 捕 捉 部 位
を 形 成 し 、 前 記 抗 体 （ I） は 前 記 第 一 の 捕 捉 部 位 に 向 け て 前 記 膜 担 体 中 を ク ロ マ ト 展 開 可
能 な よ う に 配 置 さ れ て な る イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た 前 記 物 質 は 、 サ イ ロ シ ン 、 サ イ ロ シ ビ ン 、 こ れ ら の 誘
導 体 及 び こ れ ら の 塩 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 を 含 ん で な る 請 求 項 ９ に 記 載
の イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た 前 記 物 質 は 、 イ ン ド ー ル 骨 格 の １ 位 の 環 窒 素 原 子 又 は
４ 位 に 結 合 し た 水 酸 基 に 、 末 端 に 反 応 性 官 能 基 を 備 え た 置 換 基 が 導 入 さ れ た サ イ ロ シ ン 誘
導 体 、 ま た は 該 サ イ ロ シ ン 誘 導 体 と 免 疫 原 性 物 質 と の 結 合 物 で あ る 請 求 項 ９ に 記 載 の イ ム
ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 膜 担 体 は 、 前 記 第 一 の 捕 捉 部 位 の ク ロ マ ト 展 開 下 流 側 に 、 前 記 抗 体 （ I） に 対 す る 抗
体 （ II） を 固 定 せ し め て 形 成 さ れ た 第 二 の 捕 捉 部 位 を 備 え る 請 求 項 ９ に 記 載 の イ ム ノ ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト キ ッ ト 。
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【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 抗 体 （ I） は 、 前 記 第 一 の 捕 捉 部 位 か ら 離 隔 し た 位 置 に て 前 記 膜 担 体 に 接 続 配 置 さ れ
た 含 浸 部 材 に 予 め 含 浸 さ れ て お り 、 被 験 試 料 を 含 有 す る 液 体 を 前 記 含 浸 部 材 に 接 触 さ せ る
こ と に よ り 、 前 記 抗 体 と 前 記 被 験 試 料 と の 混 合 液 を ク ロ マ ト 展 開 で き る よ う に さ れ て い る
請 求 項 １ ２ に 記 載 の イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 抗 体 （ I） は 、 予 め 標 識 さ れ て い る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ
ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 抗 体 （ I） は 、 金 属 コ ロ イ ド ま た は ラ テ ッ ク ス で 予 め 標 識 さ れ た も の で あ る 請 求 項 １
４ に 記 載 の イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 抗 体 （ I） は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ５ に 記 載 の イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
下 記 式 （ １ ） で 示 さ れ る サ イ ロ シ ン 誘 導 体 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｙ は － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｎ － 、 － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｋ － （ Ｎ Ｈ Ｃ Ｏ ） － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｌ － 、 － （
Ｃ Ｈ ２ ） ｎ － （ Ｎ Ｈ Ｃ Ｏ ） － Ｃ Ｈ （ Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ ） － Ｃ Ｈ ２ － 、 － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｎ － （ Ｎ Ｈ Ｃ Ｏ
） － Ｃ Ｈ （ Ｎ Ｈ ２ ） － Ｃ Ｈ ２ － 、 － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｎ － （ Ｎ Ｈ Ｃ Ｏ ） － Ｃ Ｈ （ Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ ） － Ｃ
Ｈ （ Ｃ Ｈ ３ ） － 、 又 は 、 － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｎ － （ Ｎ Ｈ Ｃ Ｏ ） － Ｃ Ｈ （ Ｎ Ｈ ２ ） － Ｃ Ｈ （ Ｃ Ｈ ３

） － で 示 さ れ る 二 価 の 基 （ ｎ 、 ｋ 及 び ｌ は そ れ ぞ れ ２ ～ ５ の 整 数 ） 、 Ｘ は Ｃ Ｎ 、 Ｎ Ｈ ２ 、
Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ 、 Ｏ Ｈ 又 は Ｓ Ｈ で 示 さ れ る 反 応 性 官 能 基 を 表 わ す 。 ）
【 請 求 項 １ ８ 】
N-｛ 4-[3-(2-ジ メ チ ル ア ミ ノ エ チ ル )-イ ン ド ー ル -4-イ ル オ キ シ ]-ブ チ ル ｝ コ ハ ク 酸 で あ
る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の サ イ ロ シ ン 誘 導 体 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 サ イ ロ シ ン 類 を 検 出 す る の に 好 適 な イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 検 出 法 お よ び
そ れ に 用 い ら れ る イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト キ ッ ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 検 出 法 は 、 従 来 、 病 原 性 ウ ィ ル ス 抗 原 や そ の 他 の 蛋 白 質 の 検
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出 や 測 定 に 用 い ら れ て お り 、 た と え ば 、 特 開 平 ９ － １ ７ １ ０ １ ９ 号 公 報 に は 、 担 体 に 固 定
さ れ た ア デ ノ ウ イ ル ス 抗 原 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ア デ ノ ウ イ ル ス 抗 原 に 対 す る 標
識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 用 い た イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト ス ト リ ッ プ が 開 示 さ れ
て い る 。 ま た 、 非 蛋 白 性 物 質 に 対 す る 抗 体 の 検 出 方 法 と し て 、 特 開 ２ ０ ０ ２ － ３ ７ ２ ５ ３
９ 号 公 報 に は 、 担 体 に 固 定 さ れ た 非 蛋 白 性 物 質 と 検 出 対 象 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 抗
体 と を 用 い た イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト ス ト リ ッ プ が 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し 、 こ れ ら の イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 検 出 法 は 、 い ず れ も 、 サ ン ド イ ッ チ 法 を 応
用 し た も の で あ り 、 例 え ば 、 エ ピ ト ー プ が １ つ し か 存 在 し な い 低 分 子 化 合 物 の 場 合 に は 、
こ の よ う な サ ン ド イ ッ チ 法 に よ っ て 検 出 す る こ と は で き な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 近 年 、 麻 薬 で あ る サ イ ロ シ ン （ psilocin、 す な わ ち （ 3-［ 2-ジ メ チ ル ア ミ ノ エ チ ル ］ -
イ ン ド ー ル -4-オ ー ル ） 、 サ イ ロ シ ビ ン （ psilocybin、 す な わ ち （ 3-［ 2-ジ メ チ ル ア ミ ノ
エ チ ル ］ -イ ン ド ー ル -4-イ ル リ ン 酸 エ ス テ ル ） な ど の サ イ ロ シ ン 類 を 多 量 に 含 有 す る き の
こ 類 、 所 謂 、 『 マ ジ ッ ク マ ッ シ ュ ル ー ム 』 が 社 会 問 題 と な っ て い る 。 2002年 6月 に 「 麻 薬
、 向 精 神 薬 及 び 麻 薬 向 精 神 薬 原 料 を 指 定 す る 政 令 」 が 改 正 さ れ 、 マ ジ ッ ク マ ッ シ ュ ル ー ム
は 取 締 り の 対 象 と な っ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 従 来 、 サ イ ロ シ ン 類 を 検 出 す る 方 法 と し て は 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC） 法
や ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ GC） 法 に よ る 機 器 分 析 的 手 法 が 用 い ら れ て い た （ 非 特 許 文 献
１ 、 ２ お よ び ３ 参 照 ） 。 し か し 、 こ れ ら の 手 法 は 、 有 機 溶 媒 等 を 使 用 し て 検 体 か ら 抽 出 液
を 得 た 後 、 HPLC法 や GC法 を 用 い て 分 離 し 、 各 種 検 出 器 （ 紫 外 線 （ UV） 、 マ ス ス ペ ク ト ル （
MS） な ど ） に よ り 同 定 す る 工 程 を 要 し 、 感 度 が 比 較 的 高 く 、 同 定 ・ 定 量 等 が 可 能 で あ る 反
面 、 大 掛 か り な 分 析 機 器 を 使 用 し な け れ ば な ら ず 、 ま た 、 そ の 操 作 技 術 の 習 得 も 必 要 と す
る の で 簡 便 で な く 、 現 場 向 き で な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ の よ う な 機 器 分 析 的 手 法 の 欠 点 を 解 決 す る た め に 、 種 々 の 分 析 法 が 開 発 さ れ て い る 。
例 え ば 、 有 機 化 学 反 応 に よ る 分 析 法 と し て 、 イ ン ド ー ル 骨 格 に 対 し て 反 応 す る エ ー ル リ ッ
ヒ 反 応 を 利 用 し た も の が 知 ら れ て い る 。 そ し て 、 こ の 分 析 法 を 利 用 し た 製 品 と し て 、 PSIL
OTEST（ 商 品 名 ： Nectar株 式 会 社 製 ） が 知 ら れ て お り 、 サ イ ロ シ ン 類 の 他 、 ト リ プ タ ミ ン
（ Tryptamine） 、 5-メ ト キ シ ト リ プ タ ミ ン （ 5-methoxy-triptamine） 、 DMT、 DETと い っ た
麻 薬 成 分 の 検 出 に も 利 用 さ れ て い る 。 し か し 、 こ の 分 析 法 は 、 ト リ プ ト フ ァ ン や セ ロ ト ニ
ン の よ う な イ ン ド ー ル 環 を 有 す る 非 麻 薬 成 分 に 対 し て も 反 応 す る た め 、 擬 陽 性 が 現 れ る 可
能 性 が 高 か っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 覚 せ い 剤 お よ び 麻 薬 取 締 り の 現 場 で は 、 金 コ ロ イ ド 標 識 し た 抗 体 を 利 用 し た 製 品
で あ る ト ラ イ エ ー ジ DOA（ 商 品 名 ； 国 際 試 薬 株 式 会 社 製 ） が 使 用 さ れ て い る 。 こ の 製 品 は
、 競 合 的 結 合 免 疫 学 的 測 定 法 に よ り 、 尿 中 に 排 泄 さ れ た 乱 用 薬 物 を 検 出 す る も の で あ っ て
、 フ ェ ン サ イ ク リ ジ ン 類 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 類 、 コ カ イ ン 類 、 覚 醒 剤 、 大 麻 、 モ ル ヒ ネ 類
、 バ ル ビ ツ ー ル 酸 類 お よ び 三 環 系 抗 う つ 剤 を 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る が 、 検 出 項 目 に は
サ イ ロ シ ン 類 は 含 ま れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 競 合 法 に よ る イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 低 分 子 化 合 物 の 検 出 に 応 用 す る こ と に つ い て
は 、 国 際 公 開 第 96/18904号 お よ び 同 第 96/38720号 パ ン フ レ ッ ト な ど に 記 載 さ れ て い る が 、
サ イ ロ シ ン 類 の 検 出 に つ い て は 一 切 言 及 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 ９ － １ ７ １ ０ １ ９ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ３ ７ ２ ５ ３ ９ 号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 国 際 公 開 第 96/18904号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ４ 】 国 際 公 開 第 96/38720号 パ ン フ レ ッ ト
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【 非 特 許 文 献 １ 】 J. Chromatogr. B. Biomed. Sci. Appl. 2000, Oct. 1:748(1):p. 3-19
, 「 Liquid chromatography-mass spectrometry as a routine methods in forensic sci
encies:a proof of maturity.」
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Forensic Sci. Int. 1999, Jan. 11; 99(2): p. 93-105, 「 Analysis o
f psilocin and psilocybin in Psilocybe subcubesis Guzman by ion mobility spectro
metry and gas chromatography-mass spectrometry.」
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Grieshaber AF, Moore KA, Levine B. J Forensic Sci 2001: 46(3): p
. 627-630, 「 The Detection of psilocin in human urine.」
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ の よ う に 、 実 際 の 現 場 に お い て 所 持 し て い た き の こ が 本 当 に マ ジ ッ ク マ ッ シ ュ ル ー ム
で あ る か 瞬 時 に し か も 確 実 に 鑑 定 す る 測 定 法 が 確 立 さ れ て い な い の が 現 状 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 サ イ ロ シ ン 類 を 簡 便 な 方 法 で 特 異 的 に か つ 高 感 度 に 検 出 で き る イ ム ノ ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 検 出 法 及 び テ ス ト キ ッ ト を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 目 的 の 下 に 鋭 意 研 究 し た 結 果 、 サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た
物 質 を 予 め 膜 担 体 に 固 定 し て お き 、 サ イ ロ シ ン 類 に 対 す る 抗 体 （ I） と 被 験 試 料 と の 混 合
液 を 該 膜 担 体 中 に ク ロ マ ト 展 開 さ せ 、 該 膜 担 体 に 固 定 さ れ た 前 記 物 質 と 被 験 試 料 中 に 含 ま
れ る サ イ ロ シ ン 類 と の 前 記 抗 体 （ I） に 対 す る 競 合 反 応 に よ り 前 記 被 験 試 料 中 に 含 ま れ る
サ イ ロ シ ン 類 を 検 出 す る こ と に よ り 、 迅 速 、 か つ 、 簡 便 に 、 し か も 、 高 感 度 で サ イ ロ シ ン
類 を 検 出 し 得 る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 の 第 １ の 局 面 に よ れ ば 、 サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た 物 質 を 予
め 所 定 位 置 に 固 定 せ し め て 形 成 さ れ た 第 一 の 捕 捉 部 位 を 備 え る 膜 担 体 を 用 意 し 、 サ イ ロ シ
ン 類 に 対 す る 抗 体 （ I） と 被 験 試 料 と の 混 合 液 を 、 前 記 第 一 の 捕 捉 部 位 に 向 け て 前 記 膜 担
体 中 を ク ロ マ ト 展 開 せ し め 、 前 記 第 一 の 捕 捉 部 位 に 固 定 さ れ た 前 記 物 質 と 前 記 被 験 試 料 中
に 含 ま れ る サ イ ロ シ ン 類 と の 前 記 抗 体 （ I） に 対 す る 競 合 反 応 に よ り 前 記 被 験 試 料 中 に 含
ま れ る サ イ ロ シ ン 類 を 検 出 す る よ う に し た こ と を 特 徴 と す る イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 検
出 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 第 ２ の 局 面 に よ れ ば 、 サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た 物 質 と 、 サ イ
ロ シ ン 類 に 対 す る 抗 体 （ I） と 、 膜 担 体 と を 少 な く と も 備 え 、 前 記 物 質 は 前 記 膜 担 体 の 所
定 位 置 に 予 め 固 定 さ れ て 第 一 の 捕 捉 部 位 を 形 成 し 、 前 記 抗 体 （ I） は 前 記 第 一 の 捕 捉 部 位
に 向 け て 前 記 膜 担 体 中 を ク ロ マ ト 展 開 可 能 な よ う に 配 置 さ れ て な る イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー テ ス ト キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 な お 、 本 発 明 に お い て 、 サ イ ロ シ ン 類 と は 、 サ イ ロ シ ン 、 サ イ ロ シ ビ ン 、 こ れ ら の 誘 導
体 及 び こ れ ら の 塩 を 包 含 す る 概 念 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 被 験 試 料 中 に 含 ま れ る サ イ ロ シ ン 類 の 量 が 多 い ほ ど 、 前 記 第 一 の 捕 捉
部 位 に 捕 捉 さ れ る 抗 体 の 量 は 少 な く な り 、 逆 に 、 被 験 試 料 中 に 含 ま れ る サ イ ロ シ ン 類 の 量
が 少 な い ほ ど 、 第 一 の 捕 捉 部 位 に 捕 捉 さ れ る 抗 体 の 量 が 多 く な る 。 し た が っ て 、 第 一 の 捕
捉 部 位 に 捕 捉 さ れ る 抗 体 の 量 を 適 当 な 手 段 で 検 出 す る こ と に よ り 、 被 験 試 料 中 に 含 ま れ る
抗 原 の 量 を 判 定 で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 、 膜 担 体 に は 、 第 一 の 捕 捉 部 位 の ク ロ マ ト 展 開 下 流 側 に 、 前 記 抗 体 (I)
に 対 す る 抗 体 （ II） を 固 定 せ し め て 形 成 さ れ た 第 二 の 捕 捉 部 位 を コ ン ト ロ ー ル ラ イ ン と し
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て 設 け る こ と が 好 ま し い 。 第 二 の 捕 捉 部 位 に は 、 前 記 サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た
物 質 が 固 定 さ れ た 第 一 の 捕 捉 部 位 に 捕 捉 さ れ な か っ た 抗 体 (I)が 捕 捉 さ れ る の で 、 第 一 の
捕 捉 部 位 と 第 二 の 捕 捉 部 位 の そ れ ぞ れ に 集 積 し た 抗 体 の 量 を 対 比 す る こ と に よ り 、 一 層 、
被 験 試 料 中 に 含 ま れ る 抗 原 の 量 を 正 確 に 判 定 で き る よ う に な る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た 物 質 を 予 め 膜 担 体 に 固 定 し て お き
、 サ イ ロ シ ン 類 に 対 す る 抗 体 （ I） と 被 験 試 料 と の 混 合 液 を 該 膜 担 体 中 に ク ロ マ ト 展 開 さ
せ 、 前 記 膜 担 体 に 固 定 さ れ た 前 記 物 質 と 被 験 試 料 中 に 含 ま れ る サ イ ロ シ ン 類 と の 前 記 抗 体
（ I） に 対 す る 競 合 反 応 に よ り 前 記 被 験 試 料 中 に 含 ま れ る サ イ ロ シ ン 類 を 検 出 す る こ と と
し た の で 、 サ イ ロ シ ン 類 は 低 分 子 化 合 物 で あ る に も 拘 わ ら ず 、 迅 速 、 か つ 、 簡 便 に 、 し か
も 、 高 感 度 で 検 出 で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 、 第 一 の 捕 捉 部 位 を 形 成 す る た め に 膜 担 体 に 固 定 さ れ る 物 質 と し て は 、
サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た 物 質 で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ な い が 、 具 体 的 に は 、 サ イ
ロ シ ン 、 サ イ ロ シ ビ ン 、 こ れ ら の 誘 導 体 及 び こ れ ら の 塩 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と
も １ 種 を 含 ん で な る 物 質 が 用 い ら れ る 。 す な わ ち 、 サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た 物
質 は 、 サ イ ロ シ ン 類 自 体 で あ っ て も よ い が 、 サ イ ロ シ ン 類 は 低 分 子 化 合 物 で あ っ て ハ プ テ
ン と し て 機 能 す る の で 、 サ イ ロ シ ン 類 と 免 疫 原 性 物 質 と の 結 合 物 （ conjugate） で あ っ て
も よ い 。 こ こ に お い て 、 結 合 物 に は 、 サ イ ロ シ ン 類 と 免 疫 原 性 物 質 と が 共 有 結 合 し た も の
や 、 両 者 が 単 に 物 理 的 に 結 合 し た も の も 含 ま れ る 。 免 疫 原 性 物 質 と し て は 、 蛋 白 質 な ど の
高 分 子 物 質 、 特 に 、 表 面 に 親 水 基 の 多 い 蛋 白 質 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 か か る 蛋 白 質 と
し て は 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン や ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 等 の 血 清 ア ル ブ ミ ン 及 び 卵 ア ル ブ ミ ン
な ど の ア ル ブ ミ ン 類 の 他 、 キ ー ホ ー ル リ ム ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 ウ シ ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 等
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た 物 質 と し て 用 い る に 好 適 な サ イ ロ シ ン 類 と し て は 、
イ ン ド ー ル 骨 格 の １ 位 の 環 窒 素 原 子 又 は ４ 位 に 結 合 し た 水 酸 基 に 、 末 端 に 反 応 性 官 能 基 を
備 え た 置 換 基 が 導 入 さ れ た サ イ ロ シ ン 誘 導 体 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 か か る サ イ ロ シ ン
誘 導 体 と し て は 、 下 記 式 （ １ ） ま た は （ ２ ） で 示 さ れ る 化 合 物 ま た は こ れ ら の 化 合 物 と 免
疫 原 性 物 質 と の 結 合 物 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ２ 】
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 上 記 式 （ １ ） お よ び （ ２ ） の そ れ ぞ れ に お い て 、 Ｙ は － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｎ － 、 － （ Ｃ Ｈ ２ ）

ｋ － （ Ｎ Ｈ Ｃ Ｏ ） － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｌ － 、 － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｎ － （ Ｎ Ｈ Ｃ Ｏ ） － Ｃ Ｈ （ Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ ）
－ Ｃ Ｈ ２ － 、 － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｎ － （ Ｎ Ｈ Ｃ Ｏ ） － Ｃ Ｈ （ Ｎ Ｈ ２ ） － Ｃ Ｈ ２ － 、 － （ Ｃ Ｈ ２ ）

ｎ － （ Ｎ Ｈ Ｃ Ｏ ） － Ｃ Ｈ （ Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ ） － Ｃ Ｈ （ Ｃ Ｈ ３ ） － 、 又 は 、 － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｎ － （ Ｎ
Ｈ Ｃ Ｏ ） － Ｃ Ｈ （ Ｎ Ｈ ２ ） － Ｃ Ｈ （ Ｃ Ｈ ３ ） － で 示 さ れ る 二 価 の 基 （ ｎ 、 ｋ 及 び ｌ は そ れ
ぞ れ ２ ～ ５ の 整 数 ） 、 Ｘ は Ｃ Ｎ 、 Ｎ Ｈ ２ 、 Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ 、 Ｏ Ｈ 又 は Ｓ Ｈ で 示 さ れ る 反 応 性 官 能
基 を 表 わ す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 上 記 式 （ １ ） の 化 合 物 は 新 規 化 合 物 で あ り 、 例 え ば 、 下 記 ス キ ー ム １ 又 は ２ に 従 っ て 合
成 で き る 。 す な わ ち 、 ス キ ー ム １ に よ れ ば 、 サ イ ロ シ ン （ 3-[(2-dimethylamino)ethyl]-i
ndole-4-ol） と 4-ブ ロ モ ブ チ ロ ニ ト リ ル （ 4-bromobutyronitrile） な ど の ア ル キ ル 化 剤 と
を 、 炭 酸 セ シ ウ ム な ど の 塩 基 の 存 在 下 に ア セ ト ニ ト リ ル な ど の 溶 媒 中 で 反 応 さ せ る こ と に
よ り 、 末 端 に Ｃ Ｎ 基 を 備 え た 化 合 物 （ 4-[3-(2-dimethylaminoethyl)-indole-4-yloxy]-bu
tyronitrile） を 合 成 で き る 。 得 ら れ た 化 合 物 の 末 端 の Ｃ Ｎ 基 を 、 リ チ ウ ム ア ル ミ ニ ウ ム
ハ イ ド ラ イ ド （ LiAlH 4 ） な ど の 還 元 剤 の 存 在 下 に テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン （ tetrahydrofuran
） な ど の 溶 媒 中 で 還 元 す る こ と に よ り 、 末 端 に Ｎ Ｈ ２ 基 を 備 え た 化 合 物 （ 4-[3-(2-dimeth
ylaminoethyl)-indole-4-yloxy]-butylamine） を 合 成 で き る 。 さ ら に 、 得 ら れ た 化 合 物 の
末 端 の Ｎ Ｈ ２ 基 に 無 水 コ ハ ク 酸 な ど の ジ カ ル ボ ン 酸 又 は そ の 無 水 物 を 作 用 さ せ る こ と に よ
り 、 末 端 に Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ 基 を 備 え た 化 合 物 （ N-｛ 4-[3-(2-dimethylaminoethyl)-indole-4-ylo
xy]-butyl｝ succinamic acid） を 合 成 で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 ス キ ー ム ２ に よ れ ば 、 上 記 ス キ ー ム １ と 同 様 に し て 得 ら れ た 末 端 に Ｃ Ｎ 基 を 備 え
た 化 合 物 （ 例 え ば 、 4-[3-(2-dimethylaminoethyl)-indole-4-yloxy]-butyronitrile） を
合 成 し た 後 、 こ れ を 酸 ま た は 塩 基 （ 10%KOHな ど ） の 存 在 下 、 エ タ ノ ー ル な ど の 溶 媒 中 で 加
熱 し て 末 端 Ｃ Ｎ 基 を 加 水 分 解 す る こ と に よ り 、 末 端 に Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ を 備 え た 化 合 物 （ 例 え ば 、
4-[3-(2-dimethylaminoethyl)-indole-4-yloxy]-butyric acid） を 合 成 で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ０ ２ ７ 】
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【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 上 記 式 （ ２ ） の 化 合 物 は 、 例 え ば 、 J. Pharmacy and Pharmacology, 2002, 54, 1265-1
270に 記 載 の 方 法 に よ っ て 合 成 で き る 。 な お 、 上 記 式 （ １ ） 又 は （ ２ ） で 示 さ れ る 化 合 物
の う ち 、 末 端 に Ｓ Ｈ 基 や Ｏ Ｈ 基 を 備 え た 化 合 物 は 、 例 え ば 、 末 端 の Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ 基 ま た は Ｎ Ｈ

２ 基 に シ ス テ イ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン な ど の ア ミ ノ 酸 を 反 応 さ せ る こ と に よ り 誘 導 で き
る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 上 記 式 （ １ ） 又 は （ ２ ） で 示 さ れ る 化 合 物 は 、 サ イ ロ シ ン 類 の イ ン ド ー ル 骨 格 の １ 位 又
は ４ 位 の 末 端 に 反 応 性 官 能 基 を 備 え て い る た め 、 前 記 免 疫 原 性 物 質 と 容 易 に 結 合 す る の で
、 抗 体 （ I） と の 反 応 性 が 高 め ら れ 、 ま た 、 膜 担 体 へ の 固 定 も 容 易 に 行 え る 点 で 好 都 合 で
あ る 。 末 端 の 反 応 性 官 能 基 は カ ル ボ キ シ ル 基 で あ る こ と が 好 ま し く 、 こ の 場 合 、 蛋 白 質 な
ど の 免 疫 原 性 物 質 と の 結 合 が 容 易 に 形 成 さ れ る 。 し た が っ て 、 第 一 の 捕 捉 部 位 を 形 成 す る
上 記 物 質 と し て 有 用 で あ る の み な ら ず 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ や そ の 他 の 免 疫 測 定 法 で 用
い る 試 薬 と し て 有 用 で あ る 。 ま た 、 サ イ ロ シ ン 類 の 抗 体 を 取 得 す る 際 に 動 物 を 免 疫 す る た
め の 免 疫 原 と し て 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る 膜 担 体 は 、 サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た 前 記 物 質 を 適 当 な 手
段 で 固 定 化 し 得 る も の で あ っ て 、 被 験 試 料 自 体 ま た は こ れ を 含 む 液 体 の ク ロ マ ト 展 開 が そ
れ 自 体 の 毛 細 管 現 象 で 自 動 的 に 行 な わ れ る 程 度 の 溶 液 浸 透 性 を 持 つ 膜 担 体 で あ れ ば よ い 。
か か る 膜 担 体 と し て は 、 例 え ば 、 セ ル ロ ー ス 類 膜 （ 濾 紙 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 等 ） 、 ナ イ
ロ ン 膜 、 ガ ラ ス 繊 維 膜 な ど の 膜 担 体 が 挙 げ ら れ 、 な か で も ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 が 好 ま し い
。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 に お い て 、 サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た 前 記 物 質 は 、 上 記 膜 担 体 の 所 定 位
置 に 予 め 固 定 さ れ 、 第 一 の 捕 捉 部 位 を 形 成 す る 。 該 物 質 は 、 膜 担 体 に 物 理 的 ま た は 化 学 的
に 直 接 固 定 し て も 良 い 。 サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た 前 記 物 質 と し て 、 サ イ ロ シ ン
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類 と 親 水 基 の 多 い 免 疫 原 性 物 質 と の 結 合 物 を 使 用 す る 場 合 は 、 通 常 、 当 該 結 合 物 の 溶 液 を
膜 担 体 の 所 定 位 置 に ス ポ ッ ト 状 ま た は ラ イ ン 状 に 塗 布 し 、 こ れ を 室 温 で 十 分 に 乾 燥 さ せ る
こ と で 容 易 に 固 定 化 で き る 。 サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た 前 記 物 質 と し て 、 サ イ ロ
シ ン 類 自 体 を 使 用 す る 場 合 、 リ ン カ ー を 介 し て 膜 担 体 に 固 定 す る と 好 都 合 で あ る 。 リ ン カ
ー と し て は 、 例 え ば 、 前 記 免 疫 原 性 物 質 と し て 例 示 し た ア ル ブ ミ ン 類 、 キ ー ホ ー ル リ ム ペ
ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 ウ シ ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 等 の 蛋 白 質 を 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の 他 、
ポ リ リ シ ン な ど の 合 成 ポ リ ア ミ ノ 酸 や ポ リ ス チ レ ン 系 、 ポ リ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 系 の ラ
テ ッ ク ス も リ ン カ ー と し て 使 用 で き る 。 固 定 化 は 、 サ イ ロ シ ン 類 と リ ン カ ー と を 適 当 な 濃
度 で 混 合 し た 溶 液 を 調 製 し 、 例 え ば 、 膜 担 体 の 所 定 位 置 に 該 溶 液 を ス ポ ッ ト 状 ま た は ラ イ
ン 状 に 塗 布 し 、 こ れ を 室 温 で 十 分 に 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 え る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た 前 記 物 質 は 、 通 常 、 膜 担 体 の 表 面 １ ｍ ｍ ２ 当 た り サ
イ ロ シ ン 類 の 量 を 基 準 と し て １ ～ ２ ４ ０ ｎ ｇ の 量 を 固 定 す る こ と が 好 ま し く 、 １ ０ ０ ～ １
２ ０ ｎ ｇ の 量 を 固 定 す る こ と が さ ら に 好 ま し い 。 １ ｎ ｇ ／ ｍ ｍ ２ 未 満 の 場 合 、 充 分 な 量 の
未 反 応 の 抗 体 （ I） を 捕 捉 で き ず 、 特 に 抗 体 （ I） を 呈 色 標 識 し た 場 合 に 肉 眼 に よ る 判 別 が
し に く く な る が 、 ２ ４ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｍ ２ を 越 え て 固 定 し て も 、 呈 色 度 合 い は そ れ 以 上 高 ま ら
ず 、 経 済 的 で な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 で 使 用 す る サ イ ロ シ ン 類 に 対 す る 抗 体 （ I） は 、 サ イ ロ シ ン 類 に 対 し て 特 異 的 に
結 合 す る 抗 体 で あ れ ば よ く 、 単 ク ロ ー ン 抗 体 及 び 多 ク ロ ー ン 抗 体 の い ず れ で あ っ て も よ い
が 、 単 ク ロ ー ン 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。 単 ク ロ ー ン 抗 体 は 、 た と え ば 、 ケ ラ ー － ミ ル
シ ュ タ イ ン の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 。 ま た 、 多 ク ロ ー ン 抗 体 は 、 例 え ば 、 マ ウ ス や ウ サ ギ
を 免 疫 し て 得 た 抗 血 清 か ら 精 製 し て 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 抗 体 （ I） は 、 予 め 標 識 し て お く こ と が 好 ま し い 。 標 識 に 用 い ら れ る 標 識 物 質 と し て は
、 特 に 制 限 は な く 、 例 え ば 、 呈 色 標 識 物 質 、 酵 素 標 識 物 質 、 放 射 線 標 識 物 質 な ど が 挙 げ ら
れ る が 、 迅 速 に 検 査 結 果 が 得 ら れ る こ と か ら 、 呈 色 標 識 物 質 で あ る こ と が 好 ま し い 。 呈 色
標 識 物 質 と し て は 、 コ ロ イ ド 金 属 お よ び 着 色 ラ テ ッ ク ス な ど が 挙 げ ら れ る 。 コ ロ イ ド 金 属
の 代 表 例 と し て は 、 白 金 コ ロ イ ド 、 金 コ ロ イ ド な ど が 挙 げ ら れ る 。 コ ロ イ ド 金 属 の 粒 子 の
大 き さ は 、 通 常 は 、 直 径 ３ ～ １ ０ ０ nm程 度 と さ れ る 。 着 色 ラ テ ッ ク ス の 代 表 例 と し て は 、
赤 色 お よ び 青 色 な ど の そ れ ぞ れ の 顔 料 で 着 色 さ れ た ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス な ど の 合 成 ラ
テ ッ ク ス が 挙 げ ら れ る 。 ラ テ ッ ク ス と し て 天 然 ゴ ム ラ テ ッ ク ス の よ う な 天 然 ラ テ ッ ク ス も
使 用 で き る 。 着 色 ラ テ ッ ク ス の 大 き さ は 、 直 径 数 拾 nm乃 至 数 百 nm程 度 か ら 選 択 す る こ と が
で き る 。 こ れ ら の 呈 色 標 識 物 質 は 、 市 販 品 を そ の ま ま 使 用 で き る が 、 場 合 に よ り さ ら に 加
工 し 、 ま た は 、 そ れ 自 体 公 知 の 方 法 で 製 造 す る こ と も で き る 。 ま た 、 呈 色 標 識 と し て は 、
蛍 光 標 識 な ど も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 呈 色 標 識 抗 体 の 調 製 は 、 各 呈 色 標 識 物 質 に 応 じ た 常 法 に 従 っ て 行 な わ れ る 。 た と え ば 、
呈 色 標 識 物 質 が 金 コ ロ イ ド 粒 子 の 場 合 に は 、 通 常 は 、 抗 体 （ I） と 金 コ ロ イ ド 溶 液 と を 室
温 乃 至 常 温 下 で 数 分 間 、 長 く て も １ ０ 分 間 、 混 合 す る こ と に よ っ て 両 者 を 物 理 的 に 結 合 せ
し め る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 抗 体 （ I） は 、 膜 担 体 に ク ロ マ ト 展 開 可 能 に 配 置 さ れ て い れ ば よ い が 、 適 当 な 溶 液 透 過
性 の 含 浸 部 材 に 含 浸 さ せ て 膜 担 体 に 連 接 さ せ て お く と 好 都 合 で あ る 。 含 浸 部 材 と し て は 、
あ ら か じ め 抗 体 （ I） の 溶 液 を 含 浸 さ せ る 際 に 、 そ れ を す み や か に 吸 収 ・ 保 持 ・ 乾 燥 し 得
る も の で あ っ て 、 か つ 、 ク ロ マ ト 展 開 さ れ る 被 験 試 料 の 水 分 に よ り 、 該 部 材 の 抗 体 （ I）
が 容 易 に 再 溶 解 さ れ 、 そ れ 以 降 の ク ロ マ ト 展 開 が ス ム ー ズ に 進 行 す る も の で あ れ ば よ く 、
特 に そ の 材 質 を 選 ば な い 。 か か る 含 浸 部 材 と し て 、 例 え ば 、 ガ ラ ス 繊 維 布 、 セ ル ロ ー ス 類
布 （ 濾 紙 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 等 ） 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 等 の 多 孔 質 プ ラ ス チ ッ
ク 布 類 が 挙 げ ら れ る が 、 特 に ガ ラ ス 繊 維 布 が 好 ま し い 。
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【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま た 、 被 験 試 料 注 入 部 と し て 、 上 記 含 浸 部 材 に 、 溶 液 浸 透 性 部 材 を 連 接 さ せ て も よ い 。
か か る 注 入 部 を 構 成 す る 部 材 と し て は 、 た と え ば 、 多 孔 質 ポ リ エ チ レ ン お よ び 多 孔 質 ポ リ
プ ロ ピ レ ン な ど の よ う な 多 孔 質 合 成 樹 脂 の シ ー ト ま た は フ ィ ル ム 、 な ら び に 、 濾 紙 お よ び
綿 布 な ど の よ う な セ ル ロ ー ス 製 の 紙 ま た は 織 布 も し く は 不 織 布 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 な お 、 膜 担 体 の ク ロ マ ト 展 開 下 流 側 に は 、 膜 担 体 の 毛 細 管 現 象 に よ る ク ロ マ ト 展 開 を 補
助 す る と と も に 、 ク ロ マ ト 展 開 に お い て 捕 捉 部 位 で ト ラ ッ プ さ れ な か っ た も の を 吸 収 、 保
持 す る た め に 、 吸 収 用 部 材 を 連 接 し て も よ い 。 吸 収 用 部 材 の 材 料 と し て は 、 液 体 を す み や
か に 吸 収 、 保 持 で き る 材 質 の も の で あ れ ば よ く 、 綿 布 、 濾 紙 、 お よ び ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ
プ ロ ピ レ ン 等 か ら な る 多 孔 質 プ ラ ス チ ッ ク 不 織 布 等 を 挙 げ る こ と が で き る が 、 特 に 濾 紙 が
最 適 で あ る 。 こ の 吸 収 用 部 材 は 、 そ の ク ロ マ ト 展 開 上 流 側 領 域 を ク ロ マ ト 展 開 用 膜 担 体 の
上 面 に 載 置 さ せ た 状 態 で 、 そ の 下 流 側 領 域 に お い て 粘 着 シ ー ト に 貼 着 す る と よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 被 験 試 料 と し て は 、 特 に 制 限 は な い が 、 例 え ば 、 マ ジ ッ ク マ ッ シ ュ ル ー ム な ど の 固 形 状
の 試 料 の 場 合 は 、 適 当 な 溶 媒 を 用 い た 抽 出 液 と す る こ と が で き 、 血 液 、 （ 全 血 で も 、 血 清
で も 、 血 漿 で も よ い ） 、 唾 液 、 尿 等 の 体 外 に 採 取 さ れ た 体 液 の 場 合 は 、 そ の ま ま 、 ま た は
、 適 当 な 希 釈 液 で 希 釈 し た も の と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 な お 、 全 血 を 被 験 試 料 と し て 用 い る と き で 、 特 に 標 識 抗 体 の 標 識 物 質 と し て 金 コ ロ イ ド
な ど の 呈 色 標 識 物 質 が 用 ら れ る 場 合 、 前 記 被 験 試 料 注 入 部 に 血 球 捕 捉 膜 部 材 を 配 置 し て お
く こ と が 好 ま し い 。 血 球 捕 捉 膜 部 材 は 、 膜 担 体 の 標 識 抗 体 含 浸 部 と 被 験 試 料 注 入 部 と を 構
成 す る 各 溶 液 透 過 性 部 材 の 間 に 積 層 す る こ と が 好 ま し い 。 こ れ に よ り 、 赤 血 球 が 膜 担 体 に
展 開 さ れ る の が 阻 止 さ れ る の で 、 膜 担 体 の 捕 捉 部 に お け る 呈 色 標 識 の 集 積 の 確 認 が 容 易 に
な る 。 血 球 捕 捉 膜 部 材 と し て は 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 膜 が 用 い ら れ 、 具 体 的 に は
、 ア ド バ ン テ ッ ク 東 洋 株 式 会 社 か ら 販 売 さ れ て い る イ オ ン 交 換 濾 紙 Ｃ Ｍ （ 商 品 名 ） や 、 ワ
ッ ト マ ン ジ ャ パ ン 株 式 会 社 か ら 販 売 さ れ て い る イ オ ン 交 換 セ ル ロ ー ス ペ ー パ ー な ど を 用 い
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 し か し て 、 被 験 試 料 を 被 験 試 料 注 入 部 に 灌 注 す る と 、 抗 体 （ I） の 含 浸 部 に 浸 透 し 、 被
験 試 料 中 に サ イ ロ シ ン 類 が 含 ま れ て い る 場 合 は 、 当 該 サ イ ロ シ ン 類 は 抗 体 （ I） と 抗 原 抗
体 反 応 す る こ と に よ り 複 合 体 を 生 成 し 、 さ ら に 、 該 複 合 体 は 溶 液 浸 透 性 の 膜 担 体 上 に ク ロ
マ ト 展 開 さ れ る が 、 第 一 の 捕 捉 部 位 で 捕 捉 さ れ ず に 通 過 す る 。 一 方 、 サ イ ロ シ ン 類 と 反 応
し な か っ た 抗 体 （ I） は 、 第 一 の 捕 捉 部 位 で 捕 捉 さ れ て 集 積 す る 。 し た が っ て 、 被 験 試 料
中 に 含 ま れ る サ イ ロ シ ン 類 が 少 な い ほ ど 、 第 一 の 捕 捉 部 位 に お け る 抗 体 （ I） の 集 積 量 は
増 大 す る 。 抗 体 （ I） を 呈 色 標 識 し た 場 合 に は 、 第 一 の 捕 捉 部 位 に お け る 呈 色 の 度 合 い を
判 定 す る こ と に よ り 、 被 験 試 料 中 の サ イ ロ シ ン 類 の 存 否 お よ び 含 有 量 を 判 定 で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 な お 、 膜 担 体 の 第 一 の 捕 捉 部 位 の ク ロ マ ト 展 開 下 流 側 に 、 抗 体 （ I） に 対 す る 抗 体 （ II
） を 固 定 し て 第 二 の 捕 捉 部 位 を 設 け る こ と が 好 ま し い 。 こ の 場 合 、 サ イ ロ シ ン 類 と 抗 体 （
I） と の 複 合 体 は 第 一 の 捕 捉 部 位 を 通 過 し て 該 第 二 の 捕 捉 部 位 に 捕 捉 さ れ て 集 積 す る 。 し
た が っ て 、 被 験 試 料 中 に 含 ま れ る サ イ ロ シ ン 類 が 少 な い ほ ど 、 第 二 の 捕 捉 部 位 に お け る 抗
体 （ I） の 集 積 量 は 減 少 す る 。 こ の よ う に 、 第 一 の 捕 捉 部 位 と 第 二 の 捕 捉 部 位 に お け る 抗
体 （ I） の 各 集 積 量 は 、 被 験 試 料 中 に 含 ま れ る サ イ ロ シ ン 類 の 量 に 対 し て 逆 の 関 係 に あ る
。 す な わ ち 、 被 験 試 料 中 に 含 ま れ る サ イ ロ シ ン 類 の 量 が 少 な い 場 合 に は 、 第 一 の 捕 捉 部 位
に お け る 抗 体 （ I） の 集 積 量 が 多 く な り 、 第 二 の 捕 捉 部 位 に お け る 抗 体 （ I） の 集 積 量 は 少
な く な り 、 他 方 、 被 験 試 料 中 に 含 ま れ る サ イ ロ シ ン 類 の 量 が 多 い 場 合 に は 、 第 一 の 捕 捉 部
位 に お け る 抗 体 （ I） の 集 積 量 が 少 な く な り 、 第 二 の 捕 捉 部 位 に お け る 抗 体 （ I） の 集 積 量
は 多 く な る 。 し た が っ て 、 抗 体 （ I） を 呈 色 標 識 し た 場 合 は 、 こ れ ら 第 一 の 捕 捉 部 位 お よ
び 第 二 の 捕 捉 部 位 の そ れ ぞ れ に お け る 呈 色 の 度 合 い を 対 比 し て 判 定 す る こ と に よ り 、 被 験
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試 料 中 の サ イ ロ シ ン 類 の 存 否 お よ び 含 有 量 を よ り 一 層 正 確 に 判 定 で き る 。 な お 、 第 二 の 捕
捉 部 位 に お け る 抗 体 （ I） の 集 積 に よ り 、 ク ロ マ ト 展 開 の 終 了 を 確 認 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 抗 体 （ II） は 、 抗 体 （ I） に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ れ ば よ く 、 単 ク ロ ー ン 抗
体 及 び 多 ク ロ ー ン 抗 体 の い ず れ で あ っ て も よ い が 、 単 ク ロ ー ン 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い
。 例 え ば 、 抗 体 （ I） が マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 で あ れ ば 、 抗 体 （ II） と し て 抗
マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 単 ク ロ ー ン 抗 体 ま た は 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 多 ク ロ ー ン 抗 体 を 用 い る こ と が で き る
。 当 該 抗 体 （ II） の 膜 担 体 へ の 固 定 化 は 、 常 法 に よ り 行 う こ と が で き 、 代 表 的 に は 、 抗 体
（ II） と ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン や ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 等 の 血 清 ア ル ブ ミ ン と の 混 合 液 を 膜 担
体 の 所 定 位 置 に ス ポ ッ ト 状 ま た は ラ イ ン 状 に 塗 布 し 、 こ れ を 室 温 で 十 分 に 乾 燥 さ せ る こ と
で 容 易 に 行 え る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 検 出 方 法 は 、 イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト キ ッ ト を 用 い て 簡 便 に 実 施 で き
る 。 イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト キ ッ ト は 、 代 表 的 に は 、 前 記 第 一 の 捕 捉 部 位 を 備 え
る と と も に 、 サ イ ロ シ ン 類 に 対 す る 抗 体 （ I） が 前 記 第 一 の 捕 捉 部 位 に 向 け て ク ロ マ ト 展
開 可 能 な よ う に 配 置 さ れ て な る 帯 状 の 膜 担 体 か ら な る イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト ス
ト リ ッ プ を 少 な く と も 備 え て な る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 図 １ に 示 さ れ る イ ム ノ ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー テ ス ト ス ト リ ッ プ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 図 １ に お い て 、 数 字 １ は 粘 着 シ ー ト 、 ２ は 含 浸 部 材 、 ３ は 膜 担 体 、 ３ １ は 第 一 の 捕 捉 部
位 、 ３ ２ は 第 二 の 捕 捉 部 位 （ コ ン ト ロ ー ル ラ イ ン ） 、 ４ は 吸 収 用 部 材 、 ５ は 試 料 添 加 用 部
材 を 示 し て い る 。 図 示 の 例 で は 、 膜 担 体 ３ は 、 幅 ５ ｍ ｍ 、 長 さ ３ ６ ｍ ｍ の 細 長 い 帯 状 の ニ
ト ロ セ ル ロ ー ス 製 メ ン ブ レ ン フ ィ ー ル タ ー で 作 成 さ れ て い る 。 該 膜 担 体 ３ に は 、 そ の ク ロ
マ ト 展 開 始 点 側 の 末 端 か ら ６ ． ０ ｍ ｍ の 位 置 に 、 サ イ ロ シ ン 類 の 抗 原 決 定 基 を 備 え た 前 記
物 質 が 前 述 の 方 法 に よ り 固 定 さ れ 、 第 一 の 捕 捉 部 位 ３ １ が 形 成 さ れ て い る 。 ま た 、 該 膜 担
体 ３ に は 、 第 一 の 捕 捉 部 位 ３ １ か ら ク ロ マ ト 展 開 開 始 点 と は 逆 の 側 に ８ ． ５ ｍ ｍ の 間 隔 を
お い て 、 抗 体 （ I） に 対 す る 抗 体 （ II） が 前 述 の 方 法 に よ り 固 定 さ れ 、 第 二 の 捕 捉 部 位 ３
２ が コ ン ト ロ ー ル ラ イ ン と し て 形 成 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 含 浸 部 材 ２ は 、 金 コ ロ イ ド 等 で 標 識 さ れ た 抗 体 （ I） を 非 固 定 状 態 で 含 浸 せ し め た 部 材
で あ る 。 な お 、 含 浸 部 材 ２ は 、 前 記 第 一 の 捕 捉 部 位 ３ １ か ら 離 隔 し た 位 置 に て 膜 担 体 ３ に
接 続 配 置 さ れ る 。 図 示 の 例 で は 、 含 浸 部 材 ２ と し て 、 ５ ｍ ｍ × １ ５ ｍ ｍ の 帯 状 の ガ ラ ス 繊
維 不 織 布 を 用 い て い る 。 当 該 含 浸 部 材 ２ は 、 標 識 さ れ た 抗 体 （ I） の 懸 濁 液 を ガ ラ ス 繊 維
不 織 布 に 含 浸 せ し め 、 こ れ を 乾 燥 さ せ る こ と な ど に よ っ て 作 製 で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 図 １ に 示 さ れ る よ う に 、 膜 担 体 ３ を 粘 着 シ ー ト １ の 中 程 に 貼 着 し 、 該 膜 担 体 ３ の ク ロ マ
ト 展 開 の 開 始 点 側 、 す な わ ち 、 図 １ に お け る 左 側 （ 以 下 「 上 流 側 」 と 記 す 。 な お 、 そ の 逆
の 側 、 す な わ ち 、 図 １ の 右 側 は 、 以 下 「 下 流 側 」 と 記 す ） の 末 端 の 上 に 、 含 浸 部 材 ２ の 下
流 側 末 端 を 重 ね 合 わ せ て 連 接 す る と と も に 、 こ の 含 浸 部 材 ２ の 上 流 側 部 分 を 粘 着 シ ー ト １
に 貼 着 し て 本 発 明 の イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト ス ト リ ッ プ を 作 成 で き る 。 さ ら に 、
必 要 に 応 じ て 、 含 浸 部 材 ２ の 上 面 に 試 料 添 加 用 部 材 ５ の 下 流 側 部 分 を 載 置 す る と と も に 、
該 試 料 添 加 用 部 材 ５ の 上 流 側 部 分 を 粘 着 シ ー ト １ に 貼 着 し て 被 験 試 料 注 入 部 と し て も よ く
、 ま た 、 膜 担 体 ３ の 下 流 側 部 分 の 上 面 に 吸 収 用 部 材 ４ の 上 流 側 部 分 を 載 置 す る と と も に 、
該 吸 収 用 部 材 ４ の 下 流 側 部 分 を 粘 着 シ ー ト １ に 貼 着 せ し め る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 さ ら に 、 市 販 品 の 場 合 、 図 １ の イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト ス ト リ ッ プ は 、 図 ２ に
示 さ れ る よ う に 、 該 イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト ス ト リ ッ プ が 載 置 さ れ る 本 体 ６ １ と
、 試 料 添 加 用 部 材 ５ お よ び 両 捕 捉 部 位 ３ １ ， ３ ２ の そ れ ぞ れ 上 方 に 被 験 試 料 注 入 部 ６ ２ １
と 判 定 部 ６ ２ ２ が 開 口 さ れ た 蓋 体 ６ ２ と か ら な る プ ラ ス チ ッ ク 製 ケ ー ス ６ 内 に 収 容 さ れ て
提 供 さ れ る 。
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【 ０ ０ ４ ９ 】
　 か く し て 、 適 当 な 展 開 溶 媒 と 所 定 量 の 被 験 試 料 と を 混 合 し て ク ロ マ ト 展 開 可 能 と さ れ た
混 合 液 を 被 験 試 料 液 と し て 得 た 後 、 当 該 被 験 試 料 液 を 図 １ に 示 さ れ る イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー テ ス ト ス ト リ ッ プ の 試 料 添 加 用 部 材 ５ 上 に 注 入 す る と 、 該 被 験 試 料 液 は 、 該 試 料 添
加 用 部 材 ５ を 通 過 し て 含 浸 部 材 ２ に お い て 、 標 識 さ れ た 抗 体 （ I） と 混 合 し て 混 合 液 と な
る 。 そ の 際 、 該 被 験 試 料 中 に サ イ ロ シ ン 類 が 存 在 す る 場 合 、 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 被 験 試 料
中 の サ イ ロ シ ン 類 と 抗 体 （ I） と の 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。 こ の 複 合 体 は 、 膜 担 体 ３ 中 を ク
ロ マ ト 展 開 さ れ て 第 一 の 捕 捉 部 位 ３ １ を 通 過 し 、 第 二 の 捕 捉 部 位 ３ ２ に 固 定 さ れ た 抗 体 （
II） と 抗 原 抗 体 反 応 し て 捕 捉 さ れ 、 集 積 す る 。 他 方 、 該 被 験 試 料 中 に サ イ ロ シ ン 類 が 存 在
し な い 場 合 、 抗 体 （ I） は 、 膜 担 体 ３ 中 を ク ロ マ ト 展 開 さ れ て 第 一 の 捕 捉 部 位 ３ １ に 固 定
さ れ た 抗 原 （ I） と 抗 原 抗 体 反 応 し て 捕 捉 さ れ 、 集 積 す る 。 抗 体 （ I） は 金 コ ロ イ ド に よ っ
て 予 め 標 識 さ れ て い る の で 、 両 捕 捉 部 位 ３ １ 及 び ３ ２ に 捕 捉 さ れ た 複 合 体 及 び 抗 原 （ I）
の 量 は 、 両 捕 捉 部 位 ３ １ 及 び ３ ２ の 発 色 の 度 合 い を 肉 眼 で 容 易 に 判 定 で き る 。 被 験 試 料 中
に 含 ま れ る サ イ ロ シ ン 類 の 量 が 少 な い ほ ど 、 第 一 の 捕 捉 部 位 ３ １ の 発 色 は 強 く な り 、 被 検
試 料 中 に 含 ま れ る サ イ ロ シ ン 類 の 量 が 多 い ほ ど 、 第 一 の 捕 捉 部 位 ３ １ の 発 色 は 弱 く な る 。
し た が っ て 、 第 一 の 捕 捉 部 位 ３ １ の 発 色 の 強 度 に よ っ て 、 被 験 試 料 中 に 含 ま れ る サ イ ロ シ
ン 類 の 存 否 を 肉 眼 で 容 易 に 判 定 で き る 。 ま た 、 被 験 試 料 中 に 含 ま れ る サ イ ロ シ ン 類 の 量 が
少 な い ほ ど 、 第 二 の 捕 捉 部 位 ３ ２ の 発 色 は 弱 く な り 、 被 検 試 料 中 に 含 ま れ る サ イ ロ シ ン 類
の 量 が 多 い ほ ど 、 第 二 の 捕 捉 部 位 ３ ２ の 発 色 は 強 く な る 。 し た が っ て 、 第 一 の 捕 捉 部 位 ３
１ と 第 二 の 捕 捉 部 位 ３ ２ の 両 者 の 発 色 の 程 度 を 対 比 す る こ と に よ り 、 被 験 試 料 中 に 含 ま れ
る サ イ ロ シ ン 類 の 存 否 を 肉 眼 で 一 層 正 確 に 判 定 で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 被 験 試 料 液 は 、 た と え ば 、 サ イ ロ シ ン 類 の 含 有 が 疑 わ れ る キ ノ コ 類 の 抽 出 液 や 、 涙 、 目
脂 、 喀 痰 、 唾 液 お よ び 大 便 な ど の 生 体 試 料 を 、 生 理 食 塩 水 、 り ん 酸 緩 衝 液 な ど の 展 開 溶 剤
と 混 合 し 、 ま た は 、 生 体 試 料 を 清 拭 し た ガ ー ゼ お よ び ス ワ ブ な ど か ら 前 記 の 展 開 溶 剤 で 洗
滌 ・ 抽 出 し て 得 ら れ る 洗 滌 液 な ど で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ っ て 、 さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例
に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
（ サ イ ロ シ ン 誘 導 体 の 合 成 ）
　 上 記 ス キ ー ム １ に 従 い 合 成 し た 。 す な わ ち 、 3-[(2-ジ メ チ ル ア ミ ノ )エ チ ル ]-イ ン ド ー
ル -4-オ ー ル （ 3-[(2-dimethylamino)ethyl]-indole-4-ol、 LR-FABMS m/z: 205 (MH + ), HR
-FABMS calcd. for C 1 2 H 1 7 N 2 O (MH

+ ): 205.1341, Found: 205.1357） の イ ン ド ー ル 環 の 4
位 の 水 酸 基 を ア ル キ ル 化 す る た め に 、 ア ル キ ル 化 剤 と し て 4-ブ ロ モ ブ チ ロ ニ ト リ ル （ 4-br
omobutyronitrile） 、 塩 基 と し て 炭 酸 セ シ ウ ム 、 そ し て 溶 媒 と し て ア セ ト ニ ト リ ル を 用 い
、 ア ル ゴ ン 気 流 下 に て 14時 間 室 温 に て 反 応 さ せ た 。 生 成 し た 4-[3-(2-ジ メ チ ル ア ミ ノ エ チ
ル )-イ ン ド ー ル -4-イ ル オ キ シ ]-ブ チ ロ ニ ト リ ル （ 4-[3-(2-dimethylaminoethyl)-indole-
4-yloxy]-butyronitrile、 LR-FABMS m/z: 272 (MH + ), HR-FABMS calcd. for C 1 6 H 2 2 N 3 O (
MH + ): 272.1749, Found: 272.1756） を テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 中 に て 、 ア ル ゴ ン 気 流 下 で 3時
間 、 リ チ ウ ム ア ル ミ ニ ウ ム ハ イ ド ラ イ ド 還 元 す る こ と に よ り 4-[3-(2-ジ メ チ ル ア ミ ノ エ チ
ル )-イ ン ド ー ル -4-イ ル オ キ シ ]-ブ チ ル ア ミ ン （ 4-[3-(2-dimethylaminoethyl)-indole-4-
yloxy]-butylamine、 LR-FABMS m/z: 276 (MH + ), HR-FABMS calcd. for C 1 6 H 2 6 N 3 O (MH

+ ):
 276.2076, Found: 272.2082） を 得 た 。 さ ら に 無 水 コ ハ ク 酸 処 理 を 行 い N-｛ 4-[3-(2-ジ メ
チ ル ア ミ ノ エ チ ル )-イ ン ド ー ル -4-イ ル オ キ シ ]-ブ チ ル ｝ コ ハ ク 酸 (PSI-COOH)（ N-｛ 4-[3-
(2-dimethylaminoethyl)-indole-4-yloxy]-butyl｝ succinamic acid、 LR-FABMS m/z: 376
 (MH + ), HR-FABMS calcd. for C 2 0 H 3 0 N 3 O 4  (MH

+ ): 376.2237, Found: 376.2258） を 得 た
。
【 実 施 例 ２ 】
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【 ０ ０ ５ ３ 】
（ サ イ ロ シ ン 結 合 ヘ モ シ ア ニ ン （ PSI-KLH） お よ び サ イ ロ シ ン 結 合 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ P
SI-BSA） の 調 製 ）
　 ヘ モ シ ア ニ ン （ 以 下 、 「 KLH」 と 記 す ） お よ び ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 以 下 、 「 BSA」 と 記
す ） の そ れ ぞ れ へ の PSI-COOHの 結 合 は 、 混 合 無 水 物 （ mixed anhydride） 法 を 若 干 改 変 し
て 行 っ た 。 す な わ ち 、 実 施 例 １ で 得 ら れ た PSI-COOHに 等 モ ル 数 の イ ソ ブ チ ル ク ロ ロ ホ ル メ
ー ト （ isobutyl choloroformate） お よ び ト リ ブ チ ル ア ミ ン （ tributylamine） を 加 え 、 20
℃ 以 下 に て 30分 撹 拌 し 、 反 応 終 了 後 、 KLHま た は BSAを 加 え 、 pH8.5に 調 整 し た 後 、 ４ ℃ で
撹 拌 し な が ら ４ 時 間 反 応 さ せ て 行 っ た 。 こ の 反 応 溶 液 を 、 水 に 対 し て 透 析 し た 後 、 凍 結 乾
燥 し て PSI-KLH な ら び に  PSI-BSA の 粉 末 を 得 た 。 得 ら れ た PSI-BSAは 、 BSA１ 分 子 に 対 し
て PSI-COOH１ ０ 分 子 程 度 が 結 合 し て い た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ５ ４ 】
（ 抗 サ イ ロ シ ン IgG抗 体 の 精 製 ）
　 実 施 例 ２ で 得 ら れ た PSI-KLHを リ ン 酸 緩 衝 液 （ PBS） で 溶 解 し 、 TiterMax（ ア レ キ シ ス 社
の 商 品 ） と 等 量 で 充 分 に 混 和 し 、 Balb/c系 マ ウ ス （ 雌 、 ６ 週 齢 ） に ２ 週 間 間 隔 で ６ 回 免 疫
し た 。 さ ら に 脾 臓 細 胞 を 調 製 後 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ PAI） と ポ リ エ チ レ ン グ ル コ ー ル 法 に
よ り 融 合 さ せ た 。 抗 サ イ ロ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は PSI-
BSAに 対 す る 反 応 性 で 選 択 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 抗 体 を 含 む 溶 液 を 20mM リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.0） に て 透 析 し た 。 そ の 後 、 20mM リ ン 酸 緩
衝 液 （ pH7.0） に て 平 衡 化 し た Protein G-Sepharoseカ ラ ム （ Protein G Sepharose 4FF、
フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 株 式 会 社 の 商 品 ） に 供 し た 。 20mM リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.0） 溶 液 に
て 十 分 に 洗 浄 し た 後 、 0.1M グ リ シ ン 緩 衝 液 （ pH2.7） に て 溶 出 さ せ た 。 溶 出 画 分 に は 1M 
ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 （ pH9.0） を 添 加 し 、 直 ち に 中 和 し た 。 溶 出 さ れ た IgG抗 体 を 含 む タ ン パ
ク 質 画 分 を 集 め 、 20mM リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.0） に て 透 析 し 、 サ イ ロ シ ン に 対 す る マ ウ ス モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 し た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
（ 抗 サ イ ロ シ ン IgG抗 体 の 金 コ ロ イ ド 標 識 ）
（ 1） 金 コ ロ イ ド 溶 液 の 調 製
　 加 熱 に よ っ て 沸 騰 さ せ た 超 純 水 99mlに 、 1%（ v/w） 塩 化 金 酸 水 溶 液 1mlを 加 え 、 さ ら に 、
そ の １ 分 後 に 1%（ v/w） ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 1.5mlを 加 え て 加 熱 し 5分 間 沸 騰 さ せ た
後 、 室 温 に 放 置 し て 冷 却 し た 。 次 い で 、 こ の 溶 液 に 200mM炭 酸 カ リ ウ ム 水 溶 液 を 加 え て pH9
.0に 調 製 し 、 こ れ に 超 純 水 を 加 え て 全 量 を 100mlと し て 金 コ ロ イ ド 溶 液 を 得 た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
（ ２ ） 金 コ ロ イ ド 標 識 抗 サ イ ロ シ ン IgG抗 体 溶 液 の 調 製
　 実 施 例 ３ で 得 ら れ た 抗 サ イ ロ シ ン IgG抗 体 と 上 記 の 金 コ ロ イ ド 溶 液 1mlと を 混 合 し 、 室 温
で 2分 間 静 置 し て こ の 抗 体 の こ と ご と く を 金 コ ロ イ ド 粒 子 表 面 に 結 合 さ せ た 後 、 金 コ ロ イ
ド 溶 液 に お け る 最 終 濃 度 が 1%に な る よ う に 10%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） 水 溶 液 を 加 え 、
こ の 金 コ ロ イ ド 粒 子 の 残 余 の 表 面 を こ と ご と く こ の BSAで ブ ロ ッ ク し て 、 金 コ ロ イ ド 標 識
抗 サ イ ロ シ ン IgG抗 体 （ 以 下 、 「 金 コ ロ イ ド 標 識 抗 体 」 と 記 す ） 溶 液 を 調 製 し た 。 こ の 溶
液 を 遠 心 分 離 （ 7000rpm、 25℃ 、 25分 間 ） し て 金 コ ロ イ ド 標 識 抗 体 を 沈 殿 せ し め 、 上 清 液
を 除 い て 金 コ ロ イ ド 標 識 抗 体 を 得 た 。 こ の 金 コ ロ イ ド 標 識 抗 体 を 10%サ ッ カ ロ ー ス ・ 1%BSA
・ 0.5%ト リ ト ン （ Triton） -X100を 含 有 す る 50mMト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 (pH7.4)に 懸 濁 し て 金 コ
ロ イ ド 標 識 抗 体 溶 液 を 得 た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ５ ８ 】
（ サ イ ロ シ ン 及 び サ イ ロ シ ビ ン 検 出 用 イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト ス ト リ ッ プ の 作 成
）
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（ 1） 第 一 の 捕 捉 部 位 の 形 成
　 幅 5mm、 長 さ 36mmの 細 長 い 帯 状 の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を ク ロ マ ト グ ラ フ 媒 体 す な わ ち ク
ロ マ ト 展 開 用 膜 担 体 と し て 用 意 し た 。
　 実 施 例 ２ で 得 ら れ た PSI-BSA 1mg/mlが 含 ま れ る 溶 液 0.5μ lを 、 こ の ク ロ マ ト 展 開 用 膜 担
体 に お け る ク ロ マ ト 展 開 開 始 側 の 末 端 か ら 6.0mmの 位 置 に ラ イ ン 状 に 塗 布 し て 、 こ れ を 室
温 に て 乾 燥 し 、 未 反 応 の 金 コ ロ イ ド 標 識 抗 体 を 捕 捉 す る 第 一 の 捕 捉 部 位 と し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
（ 2） 第 二 の 捕 捉 部 位 の 形 成
　 抗 マ ウ ス IgG抗 体 （ ダ コ ・ サ イ ト メ ト リ ー 株 式 会 社 の 商 品 ） 0.2mg/mlが 含 有 さ れ て な る
溶 液 ０ ． ５ μ ｌ を 、 こ の ク ロ マ ト 展 開 用 膜 担 体 に お け る ク ロ マ ト 展 開 開 始 側 の 末 端 か ら 14
.5mmの 位 置 に ラ イ ン 状 に 塗 布 し て 、 こ れ を 室 温 で 乾 燥 し 、 サ イ ロ シ ン と 反 応 し た 金 コ ロ イ
ド 標 識 抗 体 を 捕 捉 す る 第 二 の 捕 捉 部 位 と し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
（ 3） 金 コ ロ イ ド 標 識 抗 体 含 浸 部 材
　 5mm× 20cmの 帯 状 の ガ ラ ス 繊 維 不 織 布 に 、 実 施 例 ４ で 得 ら れ た 金 コ ロ イ ド 標 識 抗 体 溶 液
６ ０ ０ μ ｌ を 含 浸 せ し め 、 こ れ を 室 温 で 乾 燥 さ せ て 、 15mm× 5mmの 大 き さ に 切 断 し 、 金 コ
ロ イ ド 標 識 抗 体 含 浸 部 材 と し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
（ 4） イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト ス ト リ ッ プ の 作 成
　 上 記 ク ロ マ ト 展 開 用 膜 担 体 お よ び 上 記 金 コ ロ イ ド 標 識 抗 体 含 浸 部 材 の 他 に 、 被 験 試 料 注
入 部 を 構 成 す る 部 材 と し て 綿 布 を 用 意 し 、 吸 収 用 部 材 と し て 濾 紙 を 用 意 し た 。 そ し て 、 こ
れ ら の 部 材 を 図 １ に 示 さ れ る よ う に 配 置 し て 、 イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト ス ト リ ッ
プ を 作 成 し た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 実 施 例 ２ で 得 ら れ た PSI-BSAを リ ン 酸 緩 衝 液 （ PBS） で 希 釈 し 、 各 種 濃 度 （ 1.0, 12.5, 2
5.0，  50.0μ g/mL） に な る よ う 調 製 し 、 被 験 試 料 と し た 。 そ し て 、 被 験 試 料 １ ０ ０ μ Ｌ を
実 施 例 ５ で 得 ら れ た テ ス ト ス ト リ ッ プ の 被 験 試 料 注 入 部 に マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト で 滴 下 し て ク
ロ マ ト 展 開 し 、 室 温 で １ ５ 分 放 置 後 、 第 一 の 捕 捉 部 位 お よ び 第 二 の 捕 捉 部 位 に お け る 赤 紫
色 の 呈 色 度 合 い を 肉 眼 で 観 察 し た 。 そ の 結 果 を 表 １ に 示 す 。 な お 、 ブ ラ ン ク と し て 、 リ ン
酸 緩 衝 液 の み か ら な る 被 験 試 料 を 100μ L滴 下 し た も の を 示 し た 。 呈 色 度 合 い は 、 － （ 着 色
な し ） 、 ＋ （ 微 弱 な 着 色 ） 、 ＋ ＋ （ 明 確 な 着 色 ） 、 ＋ ＋ ＋ （ 強 力 な 着 色 ） の ４ 段 階 に 区 分
し て 判 定 し た 。 そ の 結 果 を 表 ２ に 示 し た 。 表 ２ か ら 、 第 一 の 捕 捉 部 位 の 呈 色 の 度 合 い に よ
っ て サ イ ロ シ ン の 存 否 を 判 定 で き 、 こ れ と 第 二 の 捕 捉 部 位 の 呈 色 の 度 合 い と を 対 比 す る こ
と に よ り 、 サ イ ロ シ ン の 含 有 量 を 半 定 量 で き る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
【 表 １ 】
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【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ６ ４ 】
（ 被 験 試 料 中 の サ イ ロ シ ン 及 び サ イ ロ シ ビ ン の 検 出 ）
　 被 験 試 料 と し て サ イ ロ シ ン お よ び サ イ ロ シ ビ ン を 含 有 す る マ ジ ッ ク マ ッ シ ュ ル ー ム を 用
意 し 、 対 照 試 料 と し て サ イ ロ シ ン お よ び サ イ ロ シ ン の 何 れ も 含 有 し な い ぶ な し め じ 、 し い
た け 、 ま い た け 及 び エ リ ン ギ を 用 意 し た 。 被 験 試 料 及 び 対 照 試 料 の そ れ ぞ れ は 、 乾 燥 さ せ
た も の を す り つ ぶ し て 粉 末 状 に し 、 25mgを 抽 出 用 チ ュ ー ブ に 入 れ 、 1mlの 10%メ タ ノ ー ル 含
有 抽 出 液 に て 抽 出 し た 。 そ し て 、 得 ら れ た 抽 出 液 を マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト で 採 取 し 、 100μ Ｌ
を 実 施 例 ５ で 得 ら れ た テ ス ト ス ト リ ッ プ の 被 験 試 料 注 入 部 に 滴 下 し て ク ロ マ ト 展 開 し 、 室
温 で １ ５ 分 放 置 後 、 第 一 の 捕 捉 部 位 お よ び 第 二 の 捕 捉 部 位 に お け る 赤 紫 色 の 呈 色 度 合 い を
肉 眼 で 観 察 し た 。 な お 、 ブ ラ ン ク と し て 抽 出 液 単 独 を 用 い た 以 外 、 上 記 と 同 様 に 試 験 し た
。 呈 色 度 合 い は 、 － （ 着 色 な し ） 、 ＋ （ 微 弱 な 着 色 ） 、 ＋ ＋ （ 明 確 な 着 色 ） 、 ＋ ＋ ＋ （ 強
力 な 着 色 ） の ４ 段 階 に 区 分 し て 判 定 し た 。 そ の 結 果 を 表 ２ に 示 し た 。 表 ２ か ら 、 マ ジ ッ ク
マ ッ シ ュ ル ー ム と 普 通 の キ ノ コ と の 判 別 が 可 能 で あ る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
【 図 １ 】 ａ は イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト ス ト リ ッ プ の 平 面 図 、 ｂ は ａ で 示 さ れ た イ
ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト ス ト リ ッ プ の 縦 断 面 図 。
【 図 ２ 】 ａ は 図 １ の イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー テ ス ト ス ト リ ッ プ を 収 容 す る た め の プ ラ ス
チ ッ ク ケ ー ス を 示 す 平 面 図 、 ｂ は ａ で 示 さ れ た ケ ー ス の 縦 断 面 図 。
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ ０ ６ ７ 】
１ 　 　 　 粘 着 シ ー ト
２ 　 　 　 含 浸 部 材
３ 　 　 　 膜 担 体
３ １ 　 　 第 一 の 捕 捉 部 位
３ ２ 　 　 第 二 の 捕 捉 部 位
４ 　 　 　 吸 収 用 部 材
５ 　 　 　 試 料 添 加 用 部 材
６ 　 　 　 プ ラ ス チ ッ ク 製 ケ ー ス
６ １ 　 　 ケ ー ス 本 体
６ ２ 　 　 蓋 体
６ ２ １ 　 被 験 試 料 注 入 部
６ ２ ２ 　 判 定 部
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

(17) JP 2005-31029 A 2005.2.3



フロントページの続き

(72)発明者  尾崎　恵子
            静岡県沼津市西沢田１０８　株式会社ビーエル内
(72)発明者  北條　博史
            神奈川県川崎市麻生区上麻生６－５－１２－３０２
(72)発明者  山口　光峰
            神奈川県横浜市金沢区富岡西７－４３－１３

(18) JP 2005-31029 A 2005.2.3



专利名称(译) 竞争法测定thylosines免疫层析检测方法和检测试剂盒

公开(公告)号 JP2005031029A 公开(公告)日 2005-02-03

申请号 JP2003273197 申请日 2003-07-11

[标]申请(专利权)人(译) 株式会社比尔生命

申请(专利权)人(译) 株式会社ビーエル

[标]发明人 難波靖治
望月剛
尾崎恵子
北條博史
山口光峰

发明人 難波 靖治
望月 剛
尾崎 恵子
北條 博史
山口 光峰

IPC分类号 G01N33/53 G01N33/543

FI分类号 G01N33/53.G G01N33/543.521 A61K31/404

F-TERM分类号 4C086/AA01 4C086/AA02 4C086/BC13 4C086/MA01 4C086/MA04 4C086/NA20 4C086/ZC80

代理人(译) 野上彰

其他公开文献 JP4174016B2

外部链接 Espacenet

摘要(译)

解决的问题：提供一种免疫色谱检测方法，该方法能够通过一种简单的
方法特异性，高灵敏度地检测甲状腺素。 解决方案：制备具有第一捕获
位点（31）的膜载体（3），该位点通过预先在预定位置固定具有酪氨酸
抗原决定簇的物质而形成，并且抗体（I ）和测试样品，膜载体中的色谱
朝向第一捕获位点发展，固定在第一捕获位点上的物质和测试样品中所
含的甲状腺素 通过与抗体（I）的竞争反应来检测测试样品中所含的甲状
腺素。 膜载体优选包含第二捕获位点（32），该第二捕获位点通过在色
谱展开中将针对抗体（I）的抗体（II）固定在第一捕获位点的下游侧而
形成。 [选型图]图1
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