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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アルギニンを含み、更に無機塩類及び界面活性剤を少なくとも１種類ずつ含むフロース
ルー式検査法用洗浄液組成物。
【請求項２】
　アルギニンを０．１ｗ／ｖ％～３０ｗ／ｖ％の範囲で含有する、請求項１に記載の組成
物。
【請求項３】
　該無機塩類が塩化ナトリウム、塩化カリウム、及び塩化リチウムからなる群より選択さ
れる少なくとも一種である、請求項１または２に記載の組成物。
【請求項４】
　該無機塩類を０．１～３Ｍの範囲で含有する、請求項１～３のいずれか一項に記載の組
成物。
【請求項５】
　該界面活性剤がポリアルキレンオキサイド誘導体である、請求項１～４のいずれか一項
に記載の組成物。
【請求項６】
　該界面活性剤を０．０１ｗ／ｖ％～１０ｗ／ｖ％の範囲で含有する、請求項１～５のい
ずれか一項に記載の組成物。
【請求項７】
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　フロースルー式検査法が、酵素免疫測定法による方法である、請求項１～６のいずれか
一項に記載の組成物。
【請求項８】
　フロースルー式検査法における検体が、患者由来の脱離、剥離細胞、あるいはそれら細
胞から放出された細胞成分を含む検体である、請求項１～７のいずれか一項に記載の組成
物。
【請求項９】
　（１）分析対象物を捕捉するための捕捉試薬が固定化されているメンブラン上に、患者
から採取した検体を検体浮遊液組成物に浮遊させた試料を所定量滴下し、分析対象物をメ
ンブラン上の捕捉試薬に捕捉させる、
（２）分析対象物が捕捉された前記メンブラン上に、分析対象物と反応する標識化検出試
薬を所定量滴下し、捕捉試薬－分析対象物－検出試薬の免疫複合体を形成させる、
（３）洗浄液組成物で前記メンブランを洗浄する、
工程を含むフロースルー式検査法であって、洗浄液組成物として請求項１～８のいずれか
一項に記載の組成物を使用することを特徴とする上記方法。
【請求項１０】
　該検体浮遊液組成物が、塩基性アミノ酸、無機塩類、及び界面活性剤からなる群より選
択される少なくとも２種類の化合物を含む組成物である、請求項９記載の方法。
【請求項１１】
　（ａ）捕捉試薬が固定化されたメンブラン、
（ｂ）標識化検出試薬、及び
（ｃ）検体浮遊液組成物及び洗浄液組成物、
を含むフロースルー式検査法用キットであって、洗浄液組成物が請求項１～８のいずれか
一項に記載の組成物であることを特徴とする上記キット。
【請求項１２】
　標識化検出試薬の標識が酵素標識であり、更に前記酵素に対する基質を含む、請求項１
１に記載のキット。
【請求項１３】
　更に反応停止液を含む、請求項１１または１２のいずれかに記載のキット。
【請求項１４】
　該検体浮遊液組成物が、塩基性アミノ酸、無機塩類、及び界面活性剤からなる群より選
択される少なくとも２種類の化合物を含む組成物である、請求項１１～１３のいずれか一
項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、抗原または抗体を検出するためのイムノアッセイ法の一種であるフロースルー
式検査法において測定時の疑似反応の要因となる、非特異的な吸着やバックグラウンドの
発色を抑え、分析対象物を正確に且つ迅速に検出または定量する事ができる組成物、並び
にそれを用いたフロースルー式検査法及びフロースルー式検査法用キットに関する。
【０００２】
【従来の技術】
免疫反応の特異性を利用して試料中の分析対象物を免疫学的手法により検出または定量す
る分析方法として免疫拡散法、酵素免疫測定法、凝集法等種々の方法論が実用化されてい
る。フロースルー式検査法はイムノクロマトグラフィー法（ラテラルフロー式、タンジェ
ンシャルフロー式）と並ぶ、メンブランを使用した検査法の１種であり、操作が簡便で一
般的な検査の場に普及している。
フロースルー式検査法の原理については“Guide to Diagnostic Rapid Test Device Comp
onents", 2nd edition, published by Schleicher & Schuell company, January 2000, E
dited by Lisa Vickers, p6-8、及び特公平７－３４０１６号（ハイブリテックの特許）
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に記載されている。
インフルエンザウイルス抗原の検出を例に、この分析法について簡単に説明する。インフ
ルエンザウイルス抗原を捕捉するための捕捉試薬（例えば、抗インフルエンザウイルス抗
体）を固定化したメンブラン上に、患者から採取した検体（咽頭・鼻腔拭い液、鼻腔吸引
液等）を検体浮遊液に浮遊させた試料を所定量滴下すると、検体液がメンブランを通過す
る際、存在する分析対象物（インフルエンザウイルス抗原）がメンブランに固定化された
捕捉試薬に捕捉される。次いで、例えば酵素で標識化した、分析対象物に結合する検出試
薬（例えば、標識化抗体）を所定量滴下すると、捕捉試薬－分析対象物－検出試薬の免疫
複合体を形成する。その後、前記酵素の基質を滴下することにより免疫複合体が形成され
た領域を発色させて、試料中のインフルエンザウイルス抗原の存在を目視により判定する
ことができる。この分析方法は感度が高い上に、特殊な器具・機材を必要とせず、簡便・
迅速に結果が得られることから広く用いられている。
しかし、フロースルー式検査法では分析対象物を含む検体がメンブラン上、もしくはメン
ブラン上の捕捉試薬固定化領域（判定領域）に直接滴下されるため、検体中の分析対象物
以外の成分がそこに留まると、非特異的な反応を起こして疑似陽性反応を呈する場合があ
り、診断が正確に行えない場合があった。
【０００３】
【発明が解決しようとする課題】
従って、本発明は、フロースルー式検査法において、検体中に含まれる分析対象物以外の
成分のメンブラン、もしくはメンブランに固定化された捕捉試薬への非特異的な結合を軽
減させることを目的とする。更に本発明の目的は、フロースルー式検査法において測定時
の疑似反応の要因となる、非特異的な吸着や、バックグラウンドの発色を抑えて、分析対
象物を正確に且つ迅速に検出、または定量する方法またはそのような方法のための組成物
を提供することを目的とする。
【０００４】
【課題を解決するための手段】
上記課題は、フロースルー式検査法において、一定の組成からなる検体浮遊液組成物及び
／または洗浄液組成物を用いることにより達成されることを見出し、本発明を完成した。
すなわち本発明は、塩基性アミノ酸、無機塩類、及び界面活性剤からなる群より選択され
る少なくとも２種類の化合物を含むフロースルー式検査法用検体浮遊液組成物、及び、塩
基性アミノ酸を含み、更に無機塩類及び界面活性剤からなる群より選択される少なくとも
１種類の化合物を含むフロースルー式検査法用洗浄液組成物に関する。
本発明は更に、上記検体浮遊液組成物または洗浄液組成物において無機塩類を含有し、無
機塩類が塩化ナトリウム、塩化カリウム、及び塩化リチウムからなる群より選択される少
なくとも一種である組成物に関する。本発明はまた、無機塩類を０．１～３Ｍの範囲で含
有する組成物に関する。
本発明はまた、上記検体浮遊液組成物または洗浄液組成物において塩基性アミノ酸を含有
し、塩基性アミノ酸がアルギニン、リジン、ヒスチジン、オルニチン及びシトルリンから
なる群より選択される少なくとも一種である組成物に関する。本発明はまた、塩基性アミ
ノ酸を０．１ｗ／ｖ％から３０ｗ／ｖ％の範囲で含有する組成物に関する。
本発明はまた、上記検体浮遊液組成物または洗浄液組成物において界面活性剤を含有し、
界面活性剤がポリアルキレンオキサイド誘導体である組成物に関する。本発明はまた、界
面活性剤を０．０１ｗ／ｖ％から１０ｗ／ｖ％の範囲で含有する組成物に関する。
また、本発明は、塩基性アミノ酸、無機塩類、及び界面活性剤を少なくとも含むフロース
ルー式検査法用洗浄液組成物に関する。
本発明はまた、（１）分析対象物を捕捉するための捕捉試薬が固定化されているメンブラ
ン上に、患者から採取した検体を検体浮遊液組成物に浮遊させた試料を所定量滴下し、分
析対象物をメンブラン上の捕捉試薬に捕捉させる、
（２）分析対象物が捕捉された前記メンブラン上に、分析対象物と反応する標識化検出試
薬を所定量滴下し、捕捉試薬－分析対象物－検出試薬の免疫複合体を形成させる、
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（３）洗浄液組成物で前記メンブランを洗浄する、
工程を含むフロースルー式検査法であって、検体浮遊液組成物が上記組成物であり、及び
／または洗浄液組成物が上記組成物であることを特徴とする方法に関する。
本発明はまた、（ａ）捕捉試薬が固定化されたメンブラン、
（ｂ）標識化検出試薬、及び
（ｃ）検体浮遊液組成物及び／または洗浄液組成物、
を含むフロースルー式検査法用キットであって、検体浮遊液組成物及び／または洗浄液組
成物として上記組成物を含むことを特徴とするキットに関する。
更に本発明は、上記キットにおいて、標識が酵素標識であり、更に前記酵素に対する基質
を含むキットに関する。
また本発明は、更に反応停止液を含む上記キットに関する。
【０００５】
【発明の実施の形態】
以下本発明について詳細に説明する。
（フロースルー式検査法）
フロースルー式検査法の原理は、上述したように“Guide to Diagnostic Rapid Test Dev
ice Components", 2nd edition, published by Schleicher & Schuell company, January
 2000, Edited by Lisa Vickers, p6-8、にフロースルーフォーマット(Flow Through For
mats)として記載されるとおりである。すなわち、メンブランを使用する免疫アッセイ法
において、検体液がメンブランを通過し、その際にメンブランに固定された捕捉試薬に分
析対象物が捕捉されることを特徴とする方法である。メンブランの下には検体液を下方に
吸引する役割を果たす、液体を吸収する部材が存在することが好ましく、この部材により
、より迅速な検出が可能となる。また、特公平７－３４０１６号（ハイブリテック）もフ
ロースルー式検査法の原理が記載される文献として挙げられる。
本発明のフロースルー式検査法に用いる装置の模式図を図１に示す。図１はフロースルー
式検査法において使用されるアッセイ装置を側面方向からみた断面図である。記号ａはア
ダプターと称される、捕捉試薬が固定化されたメンブランの一定領域へ試料等を滴下する
ための穴を備えた部材である。このアダプターの下に捕捉試薬が固定化されたメンブラン
ｂがあり、さらにその下層に液体を吸収する部材の層ｃがある。
本発明のフロースルー式検査法は例えば以下の手順により行うことができる。
【０００６】
（１）ウイルス抗原等の分析対象物を捕捉するための捕捉試薬が固定化されているメンブ
ラン（図１のｂ）上に、患者から採取した検体（咽頭・鼻腔拭い液、鼻腔吸引液等）を、
検体浮遊液組成物に浮遊させた試料を所定量滴下し、分析対象物をメンブランに固定化さ
れた捕捉試薬に捕捉させる。このとき、検体液の他の部分はメンブランを通じて、下方の
液体吸収部材（図１のｃ）に吸収される。
（２）分析対象物が捕捉されたメンブラン上に、酵素等で標識化した、分析対象物と結合
する検出試薬を所定量滴下し、捕捉試薬－分析対象物－検出試薬の免疫複合体を形成させ
る。
（３）洗浄液組成物で前記メンブランを洗浄する。
（４）必要に応じ、免疫複合体に結合した標識化物を検出できるように免疫複合体を処理
する。例えば、標識が酵素標識である場合にはその酵素に対する基質であって、酵素に触
媒される反応により発色するような基質を添加して処理する。
（５）必要に応じ、反応停止液を添加するなどして、前記処理反応を停止する。
（６）試料中の分析対象物の存在を検出するか、または予め作成した検量線等を用いて定
量する。例えば、（４）の工程の処理により発色が見られる場合には、肉眼で定性的に検
出するか、比色計により定量することも可能である。また、放射線標識の場合には、直接
放射線量を測定することも可能である。
【０００７】
本発明の方法は、上記検体浮遊液組成物として、塩基性アミノ酸、無機塩類、及び界面活
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性剤からなる群より選択される少なくとも２種類の化合物を含む組成物を用いることを特
徴とする。また、本発明の方法は、上記洗浄液組成物として、塩基性アミノ酸を含み、更
に無機塩類及び界面活性剤からなる群より選択される少なくとも１種類の化合物を含む組
成物を用いることを特徴とする。以下、本発明の説明において、単に“組成物”または“
フロースルー式検査法用組成物”という場合には、上記検体浮遊液組成物及び洗浄液組成
物の両方の組成物を意味するものとする。
このような組成物を用いることにより、検体中に含まれる分析対象物以外の成分のメンブ
ラン、もしくはメンブランに固定化された捕捉試薬への非特異的な結合を軽減させること
ができる。また、測定時の疑似反応の要因となる、非特異的な吸着や、バックグラウンド
の発色を抑えて、分析対象物を正確に且つ迅速に検出または定量することが可能である。
以上の手順は単なる例示であるが、この手順に従い、本発明の組成物、キットおよび方法
を詳細に説明する。
【０００８】
（フロースルー式検査法用組成物の基本組成）
本発明のフロースルー式検査法用組成物について説明する。
フロースルー式検査法用組成物とは、フロースルー式検査法において通常使用される、採
取した検体を浮遊するための溶液である検体浮遊液組成物、及び試料をメンブラン上に捕
捉させ、検出試薬と反応させて免疫複合体を形成した後、余分な成分を洗浄するための洗
浄液組成物を意味する。フロースルー式検査法用組成物の基本組成として、免疫拡散法、
酵素免疫測定法、凝集法等の免疫学的手法による試料検出または定量法において通常使用
されるバッファー類等を使用することができる。より具体的には、生理食塩水、リン酸緩
衝性生理食塩水（ＰＢＳ）、ゼラチン添加ＰＢＳ、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）添加Ｐ
ＢＳ、グッドの緩衝液、子牛インフュージョンブロス（ＶＩＢ）、ハートインフュージョ
ンブロス、イーグルの最小必須培地（ＥＭＥＭ）、ＢＳＡ添加ＥＭＥＭなどが挙げられる
がこの限りではない。また、上記バッファー類は２種類以上を組み合わせて用いてもよい
。
【０００９】
本発明のフロースルー式検査法用検体浮遊液組成物は、塩基性アミノ酸、無機塩類、及び
／または界面活性剤からなる群より選択された少なくとも２種類の化合物を含む組成物で
あるが、上記基本組成に、塩基性アミノ酸、無機塩類、及び界面活性剤からなる群より選
択された少なくとも２種類の化合物を添加したものであることが好ましい。
また、本発明のフロースルー式検査法用洗浄液組成物は、塩基性アミノ酸を少なくとも含
み、更に無機塩類及び界面活性剤からなる群より選択された少なくとも１種類の化合物を
含む組成物であるが、上記基本組成に、これらの化合物を添加したものであることが好ま
しい。また、本発明のフロースルー式検査法用洗浄液組成物は、塩基性アミノ酸、無機塩
類、及び界面活性剤の３種類を含むものが、本発明の効果の点において特に好ましい。
上記組成物には、保存剤、防腐剤等の添加剤を更に添加してもよい。防腐剤としては、ア
ジ化ナトリウム等が挙げられる。
【００１０】
（塩基性アミノ酸）
本明細書において、塩基性アミノ酸とは、塩基性側鎖を有するアミノ酸を意味する。好ま
しい塩基性アミノ酸としてはアルギニン、リジン、ヒスチジン、オルニチンまたはシトル
リン等が挙げられる。塩基性アミノ酸は、本発明の組成物中に、０．１ｗ／ｖ％～３０ｗ
／ｖ％の範囲で含まれていることが好ましく、１ｗ／ｖ％～２０ｗ／ｖ％の範囲で含まれ
ていることがより好ましい。この濃度範囲が好ましい理由は、濃度が低いと期待される効
果が十分に得られない場合があり、また濃度が高いと特異的（抗原抗体）反応を阻害する
場合があるからである。
【００１１】
検体の種類（例えば、患者由来の脱離・剥離細胞等、あるいはそれら細胞から放出された
細胞成分を含むような検体）によっては反応中に不要な凝集塊（凝集物）が形成され、こ
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れが非特異的な反応の原因となる場合があるが、塩基性アミノ酸はこれら凝集を抑制する
凝集抑制剤としての作用も期待できる。従って、このような検体の検出を行う場合には、
本発明の検体浮遊液組成物においても塩基性アミノ酸を含むことがより好ましい。
【００１２】
（無機塩類）
添加する無機塩類としては、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化リチウム、等が挙げら
れる。上記無機塩類は、本発明の組成物中に０．１Ｍ～３Ｍ、特に０．５Ｍ～２Ｍの範囲
で含まれることが好ましい。この濃度範囲が好ましい理由は、濃度が低いと期待される効
果が十分に得られない場合があり、また濃度が高いと特異的（抗原抗体）反応を阻害する
場合があるからである。
【００１３】
（界面活性剤）
界面活性剤としては、ノニオン系、アニオン系、カチオン系、および両性界面活性剤のい
ずれでも使用することができるが、特に特異的（抗原抗体）反応への影響の少ないノニオ
ン系界面活性剤が好ましい。ノニオン系界面活性剤としてはポリアルキレンオキサイド基
を分子中に有するポリアルキレンオキサイド誘導体が挙げられる。ポリアルキレンオキサ
イド基としては、ポリオキシエチレン、ポリオキシプロピレン、ポリオキシブチレン等が
挙げられる。ポリアルキレンオキサイド基のアルキレンオキサイドの繰り返し数は、通常
６～２０程度であり、６～１２が更に好ましい。ポリアルキレンオキサイド誘導体として
は、具体的には、例えば、ポリオキシエチレンラウリルエーテル、ポリオキシエチレンセ
チルエーテル、ポリオキシエチレンステアリルエーテル等のポリオキシエチレンアルキル
エーテル類、ポリオキシエチレンフェニルエーテル、ポリオキシエチレンナフチルエーテ
ル等のポリオキシエチレンアリールエーテル類、ポリオキシエチレンメチルフェニルエー
テル、ポリオキシエチレンオクチルフェニルエーテル、ポリオキシエチレンノニルフェニ
ルエーテル等のポリオキシエチレンアルキルアリールエーテル、ポリ・オキシエチレン－
ポリ・プロピレン縮合物が挙げられる。特に好ましいポリアルキレンオキサイド誘導体と
しては、特異的反応への影響が少ないポリオキシエチレンアルキルアリールエーテルが挙
げられる。
【００１４】
界面活性剤は本発明の組成物中に、０．０１ｗ／ｖ％～１０ｗ／ｖ％の範囲で含まれるこ
とが好ましく、０．２ｗ／ｖ％～５ｗ／ｖ％の範囲で含まれることがより好ましい。この
濃度範囲が好ましい理由は、濃度が低いと期待される効果が十分に得られない場合があり
、また濃度が高いと特異的（抗原抗体）反応を阻害したり、逆に非特異的反応を誘発・促
進する場合があるからである。
【００１５】
（分析対象物）
本発明のフロースルー式検査法により、細菌、ウイルス、ホルモン、その他臨床マーカー
等の様々な抗原、抗体等を分析することができる。特に、インフルエンザウイルス、小型
小球ウイルス等の分析には有効である。
【００１６】
（捕捉試薬）
後述するメンブラン上に、分析対象物を捕捉するための捕捉試薬を固定化する。捕捉試薬
とは、分析対象物に特異的に結合し、分析対象物と複合体を形成するものを意味する。従
って、分析対象物により捕捉試薬が異なることは当然であるが、一般には分析対象物が、
細菌、ウイルス、ホルモン、その他臨床マーカー等の場合には、これらに対し特異的に反
応して結合するポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、レセプター等が挙げられる。
そのほか、ウイルス抗原、ウイルス中空粒子、遺伝子組換え大腸菌発現タンパク質、遺伝
子組換え酵母発現タンパク質等が挙げられる。
【００１７】
（メンブラン）
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フロースルー式検査法に使用されるメンブランは、捕捉試薬－分析対象物等の免疫複合体
をその他の検体中に含まれる物質から分離できるような一定のポアサイズを有すれば、特
に制限はない。一般に市販されているものであればいずれでもよいが、好適にはニトロセ
ルロース、アセテート混ニトロセルロース、ナイロン、ポリエーテルスルホン、ポリビニ
リデンジフルオライド等が用いられる。
またメンブランのポアサイズは測定する対象物、検出試薬（酵素、金コロイド、着色ラテ
ックス等）と目標とする感度に依るため、特に規定されないが、０．２２μｍ～１２μｍ
が最もよく用いられる。
メンブランへの捕捉試薬の固定化の方法は、物理的吸着であってもよく、または化学的な
結合によるものであってもよい。また、使用するメンブランにより異なるが、ニトロセル
ロースを固定化する場合には中性から酸性の緩衝液（例えばクエン酸ナトリウム緩衝液）
等の使用が好ましい。
【００１８】
（検体の採取）
検体は患者の任意の部位から採取したものを用いることができる。例えば、患者の咽頭・
鼻腔等から綿棒等を使用して採取してもよく、または鼻腔吸引液等を用いてもよい。
検体を採取する綿棒には特に制限はないが、好適には綿、ナイロン、ポリプロピレン製、
あるいはこれらを混合したものが使用される。
【００１９】
（検出試薬）
本明細書において、検出試薬とは、分析対象物に特異的に結合し、分析対象物と複合体を
形成しうるものである。また、標識化検出試薬とは、分析対象物と複合体を形成した後に
何らかの手段で検出可能なように標識された検出試薬を意味する。例えば、分析対象物が
ウイルス等の抗原物質である場合には、そのウイルスに対する抗体であって、酵素等で標
識化された抗体を意味する。このように酵素で標識された場合には、該酵素により触媒さ
れる反応により、比色法、蛍光法により検出可能な物質を生成する該酵素の基質を添加す
ることにより、複合体の検出を行うことができる。標識化される前の検出試薬としては、
捕捉試薬について述べたものと同じものが挙げられる。また、標識は、酵素、蛍光発光性
標識、磁性体標識、放射性同位元素、金コロイド、着色ラテックス等が挙げられるが、通
常、簡便性、経済性の観点から酵素標識が用いられる。酵素標識を用いる場合には、使用
される酵素としては例えば、アルカリホスファターゼ、ペルオキシダーゼ、グルコース‐
６‐リン酸脱水素酵素が挙げられる。
【００２０】
（基質）
酵素標識を用いた場合には、通常その酵素に対する基質であって、該酵素により触媒され
る反応により、比色法、蛍光法により検出可能な物質を生成するものを添加する。具体例
としては、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルリン酸、ニトロテトラゾリウムブル
ー、テトラメチルベンチジン、グルコース‐６‐リン酸ＮＡＤ＋が挙げられる。
【００２１】
（反応停止液）
本発明のフロースルー式検査法では、必要により、例えば酵素と基質との反応を停止させ
るための反応停止液を添加する。反応停止液としては、例えば、クエン酸、硫酸等が挙げ
られる。
【００２２】
（キット）
本発明のフロースルー式検査法用キットは、上述したフロースルー式検査法に用いるキッ
トであり、該検査法に必要な試薬等を含むものである。本発明のフロースルー式検査法用
キットは少なくとも以下の▲１▼～▲３▼を含むことが好ましい。
▲１▼ 捕捉試薬が固定化されたメンブラン
▲２▼ 標識化検出試薬
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▲３▼ 検体浮遊液組成物及び／または洗浄液組成物
さらに必要により、上述した基質、反応停止液等を含んでもよい。
【００２３】
また本発明のフロースルー式検査法用キットは、メンブランへ滴下した試料、洗浄液等の
液体を吸収する液体吸収部材を含むことが好ましい。このような液体吸収部材としては、
ガラス繊維、セルロース、あるいはこれらの混合物等の材料が挙げられる。また、液体の
吸収が迅速に進行するように、液体吸収部材は捕捉試薬が固定化されたメンブランと接触
または密着していることが好ましい。このようなメンブランと接触または密着した液体吸
収部材が存在することにより、検体液の液体等のメンブラン通過が促進され、結果として
捕捉試薬または検出試薬と分析対象物の接触が促進されることになり、迅速な検出を可能
とする。
また、必要に応じて、キットの活性を検査するためのバッファーのみからなる陰性コント
ロール液、抗原性物質などの分析対象物を含むバッファーからなる陽性コントロールを含
んでいてもよい。さらに、試料を濾過するためのフィルターや滅菌綿棒を含んでいてもよ
い。
【００２４】
【実施例】
（実施例１）
以下の試薬および装置を用いた。

【００２５】
（抗Ａ型インフルエンザウイルスモノクローナル抗体（マウス）の作製）
精製Ａ型インフルエンザウイルス抗原を免疫し、一定期間維持したBALB/cマウスから脾臓
を摘出し、ケラーらの方法（Kohler et al.,Nature, vol.256,p495-497(1975)）によりマ
ウスミエローマ細胞（P3X63）と融合した。
得られた融合細胞（ハイブリドーマ）は、37℃インキュベーター中で維持し、Ａ型インフ
ルエンザウイルス抗原固相プレートを用いたELISAにより上清の抗体活性を確認しながら
細胞の純化（単クローン化）を行った。
取得した該細胞株をプリスタン処理したBALB／ｃマウスに腹腔投与し、約２週間後、抗体
含有腹水を採取した。得られた腹水からアフィニティークロマトグラフィー法によってIg
Gを精製した。
（抗体固定化メンブラン）
抗Ａ型インフルエンザウイルスモノクローナル抗体（マウス）（１０μｇ／装置）をニト
ロセルロースメンブラン（ポアサイズ３μｍ、ワットマンヘルスケア製）に固定化したも
のを、抗体固定化メンブランとして使用した。固定化は、１０ｍＭクエン酸ナトリウム緩
衝液（ｐＨ４．５）で至適に希釈した抗体溶液を微量ピペットで１０μＬ／装置の量で滴
下し、４５℃、４０分間乾燥し行った。
【００２６】
（酵素標識抗体）
マレイミド・ヒンジ法［石川榮治著　超高感度酵素免疫測定法（学会出版センター発行）
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、ｐ９２に記載］により、アルカリホスファターゼを抗Ａ型インフルエンザウイルスモノ
クローナル抗体（マウス）に標識することによって作製したアルカリホスファターゼ標識
抗Ａ型インフルエンザウイルスモノクローナル抗体（マウス）を酵素標識抗体として使用
した。前記酵素標識抗体（８μｇ／ｍＬ）及び保存剤としてアジ化ナトリウムを０．１ｗ
／ｖ％含む溶液を使用した。
【００２７】
（基質液）
・５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルリン酸　　　　１５０μｇ／ｍＬ
・ニトロテトラゾリウムブルー　　　　　　　　　　　　　３００μｇ／ｍＬ
・トリス塩酸緩衝液（ｐＨ９．５）　　　　　　　　　　　１００ｍＭ
・塩化マグネシウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　５ｍＭ
【００２８】
（洗浄液組成物）

【００３０】
（アッセイ装置）
アッセイに使用した装置は図１に示されたものと同じ構成を有する。図１のａは調製した
試料を滴下するアダプターである。ｂは捕捉試薬が固定化されたメンブランであり、ｃは
液体を吸収する部材である（ガラス濾紙製吸収帯）。アダプターａにはメンブランｂと接
触する底面部に，試料を滴下するための穴が存在する。
【００３１】
インフルエンザ感染が疑われる４人の患者の検体採取部位（鼻腔吸引液）から綿棒で検体
（検体１～４）を採取し、１ｍＬの検体浮遊液に浮遊し、これを試料とした。
調製した試料をアッセイ装置のアダプターの開口部からメンブラン上へ０．２ｍＬ滴下し
、吸収するまで室温で静置した。続いて酵素標識抗体をアダプターの開口部から０．２ｍ
Ｌ滴下し、吸収するまで室温で静置した。アダプターを取り外し、洗浄液組成物をメンブ
ラン全体に０．２ｍＬ滴下し、吸収するまで室温で静置した。基質液をメンブラン全体に
０．２ｍＬ滴下し、吸収するまで室温で静置した。反応停止液をメンブラン全体に０．３
５ｍＬ滴下し、吸収するまで室温で静置した。試験領域（捕捉試薬塗布領域）の発色の有
無で目視により判定した。
アダプターの開口部と同じ形状（菱形）に赤紫色の発色が認められる場合は陽性（＋）、
ホール全体が着色しなかった場合は陰性（－）と評価した。
【００３２】
また、従来品として以下の検体浮遊液組成物及び洗浄液組成物を使用して、その他は上記
実施例と同様に評価を行い、本発明の組成物と比較した。
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【００３３】
試験結果
検体１～４について、上記組成物での試験を行った結果

*1以下の方法で、各検体中から実際にウイルスを分離して、試験結果を確認した。
【００３４】
ウイルス分離
ウイルス分離の基本的方法については、“ウイルス分離の概要，臨床とウイルスVol.23増
刊，1995，3，p40-41，およびインフルエンザ，臨床とウイルスVol.23増刊，1995，3，p2
09-212”に記載されている。
インフルエンザウイルスの分離を例に、ウイルス分離について以下簡単に説明する。
組織培養用４８ウェルマイクロプレートに単層のＭＤＣＫ細胞を作製し、ＰＢＳで細胞を
洗浄して0.2～0.4mLの検体を接種して34～35℃に30分置き、吸着、分離用培地を加えて34
～35℃で培養し、細胞変性効果（ＣＰＥ）の出現の有無を毎日観察する。50％以上の細胞
に変性が見られたら感染細胞を採取し、スライドグラスに塗末して風乾し、アセトン液に
浸せき、固定、風乾した後、－８０℃に凍結する（以下細胞塗末スライドと呼ぶ）。
この時点で細胞変性効果が認められない場合でも、その培養細胞並びに上清に対しさらに
2～3回上記の操作を繰り返し、経過を観察する。50％以上の細胞に変性が見られたら同様
の手順で、細胞塗末スライドを作製する。
上記の操作で得られた細胞塗末スライドを検体としてインフルエンザウイルスＦＡ試薬「
生研」構成製品名Ｂ型及び構成製品名Ａ型（製造元：デンカ生研株式会社）の添付文書に
従って測定し、Ｂ型インフルエンザウイルス又はＡ型インフルエンザウイルスの有無を確
認する。特異蛍光が認められた場合を陽性と判定し、認められない場合を陰性（分離され



(11) JP 4115728 B2 2008.7.9

10

20

ず）と判定する。
【００３５】
上記試験結果からわかるように、従来の組成物を使用したフロースルー式検査法では、イ
ンフルエンザウイルスが分離されない検体１及び２について陽性（＋）と評価されたのに
対し、本発明の組成物を使用したフロースルー式検査法では、検体１及び２について陰性
（－）と評価され、本発明の組成物の使用により、正確な分析を行うことができた。
【００３６】
【発明の効果】
本発明の塩基性アミノ酸、無機塩類、及び界面活性剤から選択される少なくとも２種類の
化合物を含む、フロースルー式検査法用検体浮遊液組成物及び／または塩基性アミノ酸を
含み、更に無機塩類及び界面活性剤からなる群より選択される少なくとも１種類の化合物
を含むフロースルー式検査法用洗浄液組成物を使用することにより、分析対象物以外の成
分のメンブランへの非特異的な吸着を軽減させることができ、分析対象物の正確な判定を
行うことが可能となった。
特に、患者由来の脱離細胞成分、粘液成分などはメンブランの試験領域に吸着すると疑似
陽性の反応を呈する場合があるが、本発明の組成物、これを用いた検査法及び検査キット
はこれら非特異的な反応を軽減できるという優れた効果を奏する。
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明において使用したアッセイ装置を側方からみた断面図である。
【符号の説明】
ａ：アダプター
ｂ：捕捉試薬が固定化されたメンブラン
ｃ：液体吸収部材

【図１】
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