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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　蛍光色素化合物を含有率０．０１％以上９５％以下で含み、平均粒径が９ｎｍ以上７０
０ｎｍ以下であり、ＣＶ値が３０％以下であり、かつ、長径／短径の平均値が１０未満で
り、かつ、平均重合度が３０以上７００以下であることを特徴とする蛍光セルロース微粒
子。
【請求項２】
　セルロース以外の成分が化学結合又は物理吸着を介して担持されている、請求項１に記
載の蛍光セルロース微粒子。
【請求項３】
　前記セルロース以外の成分が、他の成分と特異的に相互作用する物質である、請求項２
に記載の蛍光セルロース微粒子。
【請求項４】
　前記セルロース以外の成分が生体材料である、請求項２又は３に記載の蛍光セルロース
微粒子。
【請求項５】
　前記生体材料が、抗原又は抗体である、請求項４に記載の蛍光セルロース微粒子。
【請求項６】
　請求項１～５のいずれか１項に記載の蛍光セルロース微粒子を含む診断薬。
【請求項７】
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　前記セルロース以外の成分が検査対象物質と特異的に相互作用する物質である、請求項
２～４のいずれか１項に記載の蛍光セルロース微粒子を含む、請求項６に記載の診断薬。
【請求項８】
　免疫診断用の請求項６又は７に記載の診断薬。
【請求項９】
　請求項６～８のいずれか１項に記載の診断薬と検体とを混合し、該検体中の検査対象物
質を検出するステップを含む、インビトロ検体検出方法。
【請求項１０】
　請求項６～８のいずれか１項に記載の診断薬を含む、イムノクロマト法による検出用の
イムノクロマトキット。
【請求項１１】
　請求項１～５のいずれか１項に記載の蛍光セルロース微粒子が液体に分散している分散
液。
【請求項１２】
　請求項１～５のいずれか１項に記載の蛍光セルロース微粒子が固体表面に固定されてい
るか又は固体中に分散されている成型体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、蛍光色素化合物を含むセルロース微粒子とその分散体、及びそれを用いた診
断薬に関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来、抗原－抗体による特異的反応を利用して特定の抗原又は抗体よりなる被検出物質
を検出する免疫測定法の一つとして、試料中の被検出物質を、微粒子に担持した抗体又は
抗原と免疫反応により特異的に結合させ、該結合によって生じる微粒子の凝集状態を測定
する凝集法が、簡便な測定法であり特に目視判定が可能である点から、一般に用いられて
いる。また、他の免疫測定法として、放射免疫測定法、酵素免疫測定法、免疫蛍光測定法
なども広く用いられている。また、被検出物質に免疫学的に結合する物質を用い、免疫反
応とクロマトグラフィーの原理を組み合わせて、被検出物質を目視判定で検出する方法は
、免疫クロマトグラフ法又はイムノクロマトグラフ法と呼ばれ、近年、広く用いられてき
ている。
【０００３】
　イムノクロマトグラフ法とは、被検出物質である抗原（又は抗体）に対する抗体（又は
抗原）をクロマトグラフ媒体に固定化して、クロマトグラフ媒体上に反応部位を作製した
ものを固定相とし、上記被検出物質と結合可能な抗体（又は抗原）を担持した検出用微粒
子と、上記被検出物を含む試料とを接触させつつ〔この接触により抗体感作（又は抗原感
作）検出用微粒子上の該抗体（又は該抗原）と、試料中の抗原（又は抗体）とが反応して
、検出用微粒子－感作に用いられた抗体（又は抗原）－試料中の抗原（又は抗体）とから
なる複合体が生成する〕、上記クロマトグラフ媒体上を移動させることにより、前記試料
を前記反応部位に接触させる測定法である。これにより、前記反応部位において、前記複
合体が、前記固定化抗体（又は固定化抗原）に結合されて、検出用微粒子が捕捉されるの
で、この検出用微粒子の捕捉の有無を目視判定することにより試料中の被検出物質の存在
を判定することができる。この原理を利用した診断薬キットを、イムノクロマトキットと
いう。
【０００４】
　上記のイムノクロマトキットや凝集法において、検出用微粒子として、目視判定を容易
にするために、有色の微粒子がしばしば利用されている。このような検出用微粒子として
は、その粒径や調製条件によって自然呈色するコロイド状金属微粒子や、合成高分子より
なるラテックス微粒子を着色した微粒子や、着色剤とともにモノマーを重合する方法で得
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られる着色ラテックス微粒子などが知られている。また、以下の特許文献１において、本
発明者らは、セルロース微粒子を原料とした発色性の高い着色微粒子を報告している。し
かしながら、これらの微粒子は、退色しやすい、発色性の限界などの問題があり、更なる
性能の向上が望まれている。そこで、近年、新たな検出用微粒子として、蛍光ナノ微粒子
が注目を集めている。
【０００５】
　蛍光ナノ微粒子を用いた生体分子の検出、定量等に利用する蛍光試薬は発色性が高く、
高感度試薬として用いられている。例えば、以下の特許文献２には、スチレンとアクリル
酸を重合させることで得られるラテックス微粒子に、蛍光色素化合物を導入した蛍光ラテ
ックス微粒子が開示されている。
　また、以下の特許文献３には、蛍光色素化合物とシランカップリング剤、シラン化合物
を合成することで、蛍光色素化合物を含む蛍光シリカ微粒子が得られることが記載されて
いる。
【０００６】
　しかしながら、これらの蛍光ナノ微粒子は、蛍光色素化合物の導入量が少ないため、イ
ムノクロマトキットで満足される発色性が得られておらず、また、粒子の保存中に粒子同
士の凝集が起こってしまい、イムノクロマトキットで展開させたときに目詰まりや擬陽性
を発生させてしまうといった問題点があった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】ＷＯ２０１１／０６２１５７Ａ１
【特許文献２】特開２０１１－５９００３号公報
【特許文献３】特開２０１１－２５２８１９号公報
【特許文献４】特開平１０－２０６４２８号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　上記の従来技術の問題点に鑑み、本願発明が解決しようとする課題は、発色性が高く、
粒子の分散安定性が良い蛍光セルロース微粒子を提供することである。また、これを診断
薬、特に、ラテラルフローに適用することにより、イムノクロマトキットの高感度化を達
成することである。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者は、前記課題を達成すべく鋭意検討し実験を重ねた結果、特定の形状及び粒径
範囲のセルロース微粒子が、特定範囲の含有量で蛍光色素化合物を含有する場合に、該微
粒子の分散安定性が向上し、更にイムノクロマトキットの高感度化が達成されることを見
出し、かかる知見に基づき、本発明を完成するに至ったものである。
【００１０】
　すなわち、本発明は以下のとおりのものである。
　［１］蛍光色素化合物を含有率０．０１％以上９５％以下で含み、平均粒径が９ｎｍ以
上７００ｎｍ以下であり、ＣＶ値が３０％以下であり、かつ、長径／短径の平均値が１０
未満であり、かつ、平均重合度が３０以上７００以下であることを特徴とする蛍光セルロ
ース微粒子。
【００１１】
　［２］セルロース以外の成分が化学結合又は物理吸着を介して担持されている、前記［
１］に記載の蛍光セルロ－ス微粒子。
【００１２】
　［３］前記セルロース以外の成分が、他の成分と特異的に相互作用する物質である、前
記［２］に記載の蛍光セルロース微粒子。
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【００１３】
　［４］前記セルロース以外の成分が生体材料である、前記［２］又は［３］に記載の蛍
光セルロ－ス微粒子。
【００１４】
　［５］前記生体材料が、抗原又は抗体である、前記［４］に記載の蛍光セルロース微粒
子。
【００１５】
　［６］前記［１］～［５］のいずれかに記載の蛍光セルロース微粒子を含む診断薬。
【００１６】
　［７］前記セルロース以外の成分が検査対象物質と特異的に相互作用する物質である、
前記［２］～［４］のいずれかに記載の蛍光セルロース微粒子を含む、前記［６］に記載
の診断薬。
【００１７】
　［８］免疫診断用の前記［６］又は［７］に記載の診断薬。
【００１８】
　［９］前記［６］～［８］のいずれかに記載の診断薬と検体とを混合し、該検体中の検
査対象物質を検出するステップを含む、インビトロ検体検出方法。
【００１９】
　［１０］前記［６］～［８］のいずれかに記載の診断薬を含む、イムノクロマト法によ
る検出用のイムノクロマトキット。
【００２０】
　［１１］前記［１］～［５］のいずれかに記載の蛍光セルロース微粒子が液体に分散し
ている分散液。
【００２１】
　［１２］前記［１］～［５］のいずれかに記載の蛍光セルロース微粒子が固体表面に固
定されているか又は固体中に分散されている成型体。
【発明の効果】
【００２２】
　本発明の蛍光セルロース微粒子は、保存状態での粒子の分散安定性が良く、かかる蛍光
セルロース微粒子をイムノクロマトキットに使用すると、高感度化が達成できる。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　以下、本発明について、詳細に説明する。
　本発明の蛍光セルロース微粒子は、蛍光色素化合物を含む。「含む」態様としては、物
理的な包含や吸着、化学的な結合のいずれでも構わない。例えば、セルロースを、良溶媒
に溶解し、凝固液と混合して微粒子を製造する際、凝固液に蛍光色素化合物を分散させて
おくと、物理的に蛍光色素化合物を含んだセルロース微粒子を製造することができる。一
方、化学的に結合させる場合には、セルロースを微粒子状に成形した後に、セルロースの
水酸基又はその一部を反応させて、蛍光色素化合物と共有結合させる方法や、予め蛍光色
素化合物で結合させたセルロースを微粒子状に成形する等、任意の方法で作製することが
できる。安定性の観点から、セルロース微粒子と蛍光色素化合物が化学結合する方法が好
ましい。
【００２４】
　蛍光色素化合物の種類は特に限定されるものではないが、例えば、Ｎ－ヒドロキシスク
シンイミドエステル基、エステル基、カルボキシル基、マレイミド基、イソシアナ－ト基
、イソチオシアナート基、シアノ基、ハロゲン基、アルデヒド基、パラニトロフェニル基
、ジエトキシメチル基、エポキシ基等の活性置換基を有するフルオレセイン類、ローダミ
ン類、クマリン類、シアニン類の蛍光を発する化合物が挙げられる。蛍光色素化合物とし
ては、具体的には、フルオレン、フルオレン－９－酢酸、フルオレン－２カルボキシアル
デヒド、９－フルオレン－１－カルボン酸、９－フルオレン－４－カルボン酸、９－フル
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オレンオキシム、炭酸９－フルオレメチルスクシンイミジル、９－フルオレトリフェニル
ホスホニウムブロミド、５－アミノフルオレセイン、ジソジウム８－アミノ－１，３，６
－ナフタレントリスルホネ－ト水和物、スルホロ－ダミンＢ、エチジウムブロミド、６－
アミノフルオレセイン、ロ－ダミンＢ、ロ－ダミン６Ｇ、８－アニリノ－１－ナフタレン
スルホン酸アンモニウム、８－アニリノ－１－ナフタレンスルホン酸ナトリウム、８－ア
ニリノ－１－ナフタレンスルホン酸マグネシウム、２，３－ナフタレンジアルデヒド、カ
ルセインナトリウム、カルセイン、クマリン１０２、クマリン３１４、クマリン３４３、
ＡＭＣＡ、５－カルボキシフルオレセイン水和物、６－カルボキシフルオレセイン水和物
、フルオレセインクロリド、２’,７’－ジクロロフルオレセイン、２’,７’－ジクロロ
フルオレセインナトリウム、２，３－ジアミノナフタレン、ジミジウムブロミド、２，３
－ジフェニルマレＫ、フルオレセイン、ウラニン、フルオレセインジアセタート、クマリ
ン－３－カルボン酸、７－ヒドロキシクマリン－３－カルボン酸、４－ジメチルアミノア
ゾベンゼン－４'－カルボン酸、７－メトキシクマリン－３－カルボン酸、ピナシアノー
ルクロリド、ピナシアノールヨージド、ピラニン、Ｎ－(１－ピレニル)マレイミド、ロー
ダミン６Ｇ、ローダミンＢ、スルホンフルオレセイン、７－メトキシクマリン－３－カル
ボン酸Ｎ－スクシンイミジル、テトラブロモフルオレセインカリウム、アシッドレッド８
７、２'，４'，５'，７'－テトラブロモ－３，４，５，６－テトラクロロフルオレセイン
、９Ｈ－フルオレン－２－イルイソシアナート、フルオレセイン５－イソチオシアナート
、アシッドレッド９２、３，４，５，６－テトラクロロフルオレセイン、テトラヨードフ
ルオレセイン、エリスロシンＢ、５－（６－）カルボキシテトラメチルローダミン－ＮＨ
Ｓエステル、ＤＹＬＩＧＨＴ－４０５－ＮＨＳエステル、ＤＹ５５０－ＮＨＳエステル、
ＤＹ６３０－ＮＨＳエステル、ＤＹ－６３１、ＤＹ－６３３、ＤＹ－６３５、ＤＹ－６３
６、ＤＹ－６５０、ＤＹ－６５１ーＮＨＳエステル、ＤＹ－７７７ーＮＨＳエステル（以
上、Ｄｙ～は、Ｄｙｏｍｉｃｓ社製）ＢＯＤＹＩＰＹ６５０／６６５、ＲＯＸ、ＴＡＭＲ
Ａ、ＣＦＳＥ、Ｃｙｔｏ３５０、Ｃｙｔｏ４０５、Ｃｙｔｏ４１５、Ｃｙｔｏ４８８、Ｃ
ｙｔｏ５００ＬＳＳ、Ｃｙｔｏ５０５、Ｃｙｔｏ５１０ＳＳ、Ｃｙｔｏ５１４ＬＳＳ、Ｃ
ｙｔｏ５２０ＬＳＳ、Ｃｙｔｏ５３２、Ｃｙｔｏ５４６Ｓ、Ｃｙｔｏ５５５、Ｃｙｔｏ５
９０、Ｃｙｔｏ６１０、Ｃｙｔｏ６１０、Ｃｙｔｏ６３３、Ｃｙｔｏ６４７、Ｃｙｔｏ６
７０、Ｃｙｔｏ６８０、Ｃｙｔｏ７００、Ｃｙｔｏ７５０、Ｃｙｔｏ７７０、Ｃｙｔｏ７
８０、Ｃｙｔｏ８００（以上、Ｃｙｔｏ～は、Ｃｙｔｏｄａｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ社製）
が挙げられる。これら蛍光色素化合物の蛍光波長としては、検出時に水や蛋白質の波長と
重ならない４００ｎｍ以上の範囲が好ましい。波長の上限は特に無く、波長としては高け
れば高いほど好ましい。より好ましくは５００ｎｍ以上の範囲の蛍光色素化合物である。
【００２５】
　蛍光セルロ－ス微粒子と蛍光色素化合物との間の化学結合としては、セルロースの水酸
基を蛍光色素化合物と直接連結させる方法や、スペーサーとして何らかの化合物を介して
連結させる方法が挙げられる。蛍光色素化合物を多量に含有させる場合、直接連結させる
だけでは限界があるが、スペーサーを介することで、多量の導入が可能になる。スペーサ
ーを用いて連結させる場合、スペーサーの種類は特に限定されるものではないが、例えば
、エピクロルヒドリン、２－クロロエタンアミン、１１－クロロウンデカンチオール、ホ
ルマリン、シランカップリング剤、エポキシ変性シリコーン系架橋剤、グリオキザール系
レジン等の水酸基と反応する部分を２つ以上持つ化合物が挙げられる。また、本発明の蛍
光セルロース微粒子は、着色されているものでも構わない。
【００２６】
　本発明の蛍光セルロース微粒子の、蛍光色素化合物の含有量は０．０１％以上９５％以
下である。０．０１％未満であると、イムノクロマトキットの検出用微粒子として十分な
発色性が得られない。他方、９５％を超えると、粒子同士の凝集が起こってしまい、イム
ノクロマトキットで展開させると目詰まりを起こして使用ができなくなる。従来の蛍光ナ
ノ粒子は、蛍光色素化合物を０．００１％以上０．０１％未満の範囲で含んでいるものが
多いが、この範囲では、イムノクロマトキットとして、十分な感度は発現しない。本発明
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の蛍光セルロ－ス微粒子は、蛍光色素化合物の含有量が０．０１％以上０．０３％の辺り
から、イムノクロマトキットの好適な高感度を達成できる。好ましい下限値は、０．０４
％以上、より好ましくは０．０５％である。また、好ましい上限値は、９０％で、より好
ましくは８５％である。
【００２７】
　本発明における蛍光セルロース微粒子の原料は文字通りセルロースである。ここで、セ
ルロース以外の原料を用いると、蛍光色素化合物導入時に、化学的な反応性の問題点から
、十分な量の蛍光色素化合物を導入することができない。例えば、特許文献４には、ラテ
ックス粒子に着色剤を１２％を超えて含ませると、イムノクロマトキットの細孔部に詰ま
るおそれが大きくなると記載されている。もともとラテックスに、染料や蛍光化学物質を
多量に導入することは困難を極めるが、もし多量に導入できたとしても、表面の構造が崩
れて、真球度が極端に悪くなったりするため、染料や化学物質を多量に導入するためには
、ラテックスは好ましくない。これに反し、セルロースは、染料や化学物質を多量に含有
していても、構造を保つことが、特許文献１から示唆されている。従って、水酸基を豊富
に有するセルロースであるからこそ、高い反応性及び高い含有量を達成することができる
。そのため、イムノクロマト用の検出用微粒子の素材としては、セルロースが適している
。また、蛍光色素化合物の含有量は、蛍光色素化合物処理前後の重量変化から算出できる
。処理後の回収できた粒子の重量と処理前のセルロース微粒子の絶乾後の重量を用いて、
蛍光色素化合物成分の割合を算出する。
【００２８】
　また、処理前のセルロース微粒子の重量が不明である場合、蛍光セルロース微粒子をセ
ルラーゼ処理、酸処理又は塩基処理をして重合度を低下させる。その後、サンプルを重水
に溶解させ、FT-NMRで13C-NMRにより測定を行い、置換度を算出する。その置換度から、
蛍光色素化合物の含有量を算出してもよい。その際、使用するセルラーゼ、酸、塩基とし
ては、いずれかに限定されるものではないが、例えば、セルラーゼとしては、オノズカＲ
Ｓ（ヤクルト薬品工業社製）、Ｃｅｌｌｓｏｆｔ（ノボ・ノルディクス社製）、メイセラ
ーゼ（明治製菓社製）、酸としては、塩酸、硫酸、硝酸、塩基としては、アルカリが挙げ
られる。また、処理前のセルロース微粒子の重量が不明であり、かつ蛍光色素化合物が窒
素原子を含有している場合には、窒素元素含有率を窒素定量装置CHNコーダーで、発光分
析法により測定し、測定した窒素元素含有率から、含まれている蛍光色素化合物の含有量
を算出してもよい。
【００２９】
　本発明におけるセルロース微粒子の粒径とは、セルロース微粒子が液体に分散したセル
ロース微粒子分散液を、粒子粒度分布測定装置を用いて測定することによって得たものを
指す。「平均粒径」とは、測定値の体積平均メジアン径の値を指す。粒度分布測定装置に
は各種の測定原理を応用したものがあるが、本発明では、動的光散乱法による粒度分布測
定装置を用いる。後述するように、実施例では日機装社製の「ナノトラック粒度分布測定
装置ＵＰＡ－ＥＸ１５０」を用いた。また、得られた体積換算粒径分布の標準偏差を平均
粒径で割った値がＣＶ値（Coefficient of Variationの略）であり、蛍光セルロ－ス微粒
子の均一性を表す指標として用いられる。
【００３０】
　本発明における蛍光セルロ－ス微粒子の平均粒径は９ｎｍ以上７００ｎｍ以下である。
平均粒径がこの範囲であれば長期保存による沈降が生じにくく、イムノクロマトキットに
も適する。診断薬として用いる場合は２０ｎｍ以上７００ｎｍ以下であることが好ましい
。平均粒径が２０ｎｍ以下になると、粒子同士が凝集して、イムノクロマトキットに使用
した時に目詰まりを起こしてしまったり、イムノクロマトキットに使用した時に感度が出
なかったりする。また、７００ｎｍを超えると、イムノクロマトキットで展開した時、展
開膜中で、目詰まりを起こしてしまう。凝集しない分散安定性と、目詰まりをしない展開
性を両立するための平均粒径の下限値は、より好ましくは３０ｎｍ、更に好ましくは４０
ｎｍである。また、上限値は、好ましくは５００ｎｍであり、更に好ましくは４００ｎｍ
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である。ただし、イムノクロマトキットとしての感度を向上させるために、２種類以上の
平均粒径の蛍光セルロ－スナノ微粒子を混合して用いても構わない。
【００３１】
　本発明における蛍光セルロース微粒子とは、上記電子顕微鏡による蛍光セルロース微粒
子の画像解析において、蛍光セルロース微粒子の短径と長径の比（長径／短径）が充分に
小さいものを指す。この比が大きすぎる棒状、繊維状または網目状のものは蛍光セルロ－
ス微粒子には含まれない。イムノクロマトキット用の蛍光セルロース微粒子としての機能
を発揮するためには蛍光セルロース微粒子１００個の平均値の長径／短径＝１０．０未満
である。この長径／短径が、１０を超えると、イムノクロマトキットに使用したときに、
展開せず、目詰まりを起こしたり、擬陽性を発生させる。真球度が高いと、高感度で検出
し易くなる。蛍光セルロース微粒子１００個の長径／短径の平均値は、好ましくは５．０
以下、より好ましくは３．０以下、更に好ましくは２．０以下である。この値が小さいほ
ど蛍光セルロース微粒子の形状は真球状に近くなる。
【００３２】
　本発明における蛍光セルロース微粒子のＣＶ値は３０％以下である。ＣＶ値が３０％を
超えると、検査対象物の量と粒径変化の不安定性が無視できなくなり、測定の正確性に悪
影響が出る。好ましくは２５％以下であり、更に好ましくは２０％以下である。ＣＶ値を
低くすることは可能であるが、生産性の観点から、低すぎるのは好ましくない。より好ま
しくはＣＶ値が１％以上であり、更に好ましくは３％以上である。
【００３３】
　本発明における蛍光セルロース微粒子は、化学結合又は物理吸着を介して、セルロース
以外の成分を担持させて利用することもできる。化学結合又は物理吸着の一例としては、
共有結合、イオン結合、配位結合、金属結合、水素結合、親水結合、疎水結合、ファンデ
ルワールス結合などが挙げられるがそれらに限定されるものではない。上記のような様々
な力によって蛍光セルロース微粒子に、セルロース以外の成分を担持させることにより、
蛍光セルロース微粒子にはない機能を持った微粒子を調製することが可能である。セルロ
ースに蛍光色素を導入していないセルロース微粒子でも、セルロース以外の成分を担持さ
せることは可能だが、置換基の種類を任意に変えることで、より様々な種類の成分を担持
させることができる。
【００３４】
　本発明における蛍光セルロース微粒子に担持させる「セルロース以外の成分」とは、蛍
光セルロ－ス微粒子以外の様々な物質を指し、その種類は特に限定されない。それらの一
例としては、界面活性剤、無機微粒子、有機微粒子、生体材料、染料、イオン性物質、水
溶性低分子、水溶性高分子、ブロッキング剤、等が挙げられるがそれらに限定されるもの
ではない。本発明における蛍光セルロ－ス微粒子に担持させる「生体材料」とは、生体か
ら得られる様々な材料を指し、その種類は特に限定されない。それらの一例としては、コ
ラーゲン、ゼラチン、フィブロイン、へパリン、ヒアルロン酸、デンプン、キチン、キト
サン、アミノ酸、ペプチド、タンパク質、核酸、炭水化物、脂肪酸、テルペノイド、カロ
テノイド、テトラピロ－ル、補因子、ステロイド、フラボノイド、アルカノイド、ポリケ
チド、配糖体、酵素、抗体、抗原、カルボキシメチルセルロース、カルボキシエチルセル
ロース、メチルセルロースなどが挙げられる。それらを蛍光セルロース微粒子に担持させ
ることで、蛍光セルロース微粒子の生体適合性の向上、各種バイオアッセイや診断薬とし
ての利用等が可能となる。
【００３５】
　本発明においては、蛍光セルロ－ス微粒子に、検査対象物質と特異的に結合する物質を
担持させることにより、蛍光セルロ－ス微粒子を診断薬として用いることが可能となる。
本発明における検査対象物質とは、免疫血清検査、血液検査、細胞検査、遺伝子検査等の
検査などにおける測定対象を指し、その種類は特に限定されない。例えば、癌マーカー、
ホルモン、感染症、自己免疫、血漿蛋白、ＴＤＭ、凝固・線溶、アミノ酸、ペプチド、蛋
白、遺伝子、細胞、などが挙げられる。より具体的には、ＣＥＡ、ＡＦＰ、フェリチリン
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、β２マイクロ、ＰＳＡ、ＣＡ１９－９、ＣＡ１２５、ＢＦＰ、エラスターゼ１、ペプシ
ノーゲン１・２、便潜血、尿中β２マイクロ、ＰＩＶＫＡ－２、尿中ＢＴＡ、インスリン
、Ｅ３、ＨＣＧ、ＨＰＬ、ＬＨ、ＨＣＶ抗原、ＨＢｓ抗原、ＨＢｓ抗体、ＨＢｃ抗体、Ｈ
Ｂｅ抗原、ＨＢｅ抗体、ＨＴＬＶ－１抗体、ＨＩＶ抗体、トキソプラズマ抗体、梅毒、Ａ
ＳＯ、Ａ型インフルエンザ抗原、Ａ型インフルエンザ抗体、Ｂ型インフルエンザ抗原、Ｂ
型インフルエンザ抗体、ロタ抗原、アデノウィルス抗原、ロタ・アデノウィルス抗原、Ａ
群レンサ球菌、Ｂ群レンサ球菌、カンジダ抗原、ＣＤ菌、クリプトロッカス抗原、コレラ
菌、髄膜炎菌抗原、顆粒菌エラスターゼ、ヘリコバクターピロリ抗体、Ｏ１５７抗体、Ｏ
１５７抗原、レプトスピラ抗体、アスペルギルス抗原、ＭＲＳＡ、ＲＦ、総ＩｇＥ、ＬＥ
テスト、ＣＲＰ、ＩｇＧ，Ａ，Ｍ、ＩｇＤ、トランスフェリン、尿中アルブミン、尿中ト
ランスフェリン、ミオグロビン、Ｃ３・Ｃ４、ＳＡＡ、ＬＰ（ａ）、α１－ＡＣ、α１－
Ｍ、ハプトグロビン、マイクロトランスフェリン、ＡＰＲスコア、ＦＤＰ、Ｄダイマー、
プラスミノーゲン、ＡＴ３、α２ＰＩ、ＰＩＣ、ＰＡＩ－１、プロテインＣ、凝固第Ｘ３
因子、ＩＶ型コラーゲン、ヒアルロン酸、ＧＨｂＡ１ｃ、各種抗原、各種抗体、各種ウィ
ルス、各種菌、各種アミノ酸、各種ペプチド、各種蛋白質、各種ＤＮＡ、各種細胞等が挙
げられる。
【００３６】
　本発明における検査対象物質と特異的に相互作用する物質とは、上記検査対象物質に対
し、選択的に吸着や結合を行う物質を指し、その種類は特に限定されない。例えば、抗原
、抗体、アミノ酸、ペプチド、蛋白質、塩基配列等が挙げられる。特に、抗体を用いた場
合は免疫血清検査における各種抗原の存在を検出することが可能になる。例えば、抗体を
用いる場合であれば、その由来も特に限定されず、また、ポリクローナル抗体、モノクロ
ーナル抗体のどちらを用いてもかまわない。さらにそれら担持物質の結合方式も特に限定
されるものではなく、物理吸着又は化学結合のいずれであってもよい。担持させる際の手
間を考えると物理吸着のほうが好ましく、担持後の安定性から考えると化学結合のほうが
好ましい。
【００３７】
　本発明において蛍光セルロース微粒子を診断薬として用いる際に、様々な溶液中に蛍光
セルロース微粒子を分散させて用いることができるが、好ましくはＰＨ＝５．０以上１１
．０以下の緩衝液中に分散させた分散液が好ましい。蛍光セルロース微粒を分散させる溶
液としては、純水、有機溶媒を使用ができる。例えば、リン酸緩衝液、グリシン緩衝液、
トリス緩衝液、ホウ酸緩衝液、クエン酸緩衝液、ＭＥＳ緩衝液、メタノール、エタノール
、アセトン、テトラヒドロフラン等が挙げられる。緩衝液の濃度は、特に限定されるもの
ではなく、一般的に緩衝液として用いられる様々な濃度のものを用いることができる。ま
た、分散液中の蛍光セルロ－ス微粒子濃度も特に限定されるものではなく、検査対象物質
の種類、性質、濃度、などに応じて適宜調整して使用することが可能である。分散液中の
蛍光セルロ－ス微粒子濃度は、低すぎると視認性が悪く、高感度化が達成できないので、
０．００１以上、より好ましくは０．００２％以上が好ましい。一方、濃度が高すぎると
、凝集してしまい展開不良が発生し、高感度が望めないので１０％以下程度が好ましく、
より好ましくは１．０％以下である。
【００３８】
　本発明において蛍光セルロース微粒子を診断薬として用いる際に、測定感度の向上や抗
原抗体反応の促進のために様々な増感剤を用いても構わない。また、検体中に存在する他
の物質によって引き起こされる非特異吸着を抑制するためにブロッキング剤などを用いて
も構わない。
　本発明における蛍光セルロース微粒子は、診断薬のように任意の液体中に分散させて用
いることもできるが、その他任意の固体中に分散させて用いることや、固体表面に微粒子
を固定化させて用いること等も可能である。また蛍光セルロース微粒子を着色することに
より、粒子の視認性を向上させたり、検出感度を向上させたりすることも可能である。
【００３９】
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　本発明における蛍光セルロース微粒子の素材の製造方法は特に限定されない。湿式粉砕
等による力学的な手法用いて、分級して所望の平均粒径の微粒子を得てもよいが、本発明
ではセルロースをその良溶媒に溶解し、水、有機溶媒、アンモニア等を混合した凝固液を
用いることでセルロース微粒子を調製している。この方法を用いることにより得られるセ
ルロ－ス微粒子の粒径を凝固液の組成によって調整することが可能となる。本発明の蛍光
セルロース微粒子の素材の製造方法を限定することを意図しないが、以下、製造方法１と
２として例示する。
【００４０】
［製造方法１：セルロース微粒子の作製］
　セルロースリンターをセルロースの良溶媒に溶解させる。本発明では良溶媒として公知
の方法で調整した銅アンモニア溶液を用いる。そして凝固液としては有機溶媒＋水＋アン
モニア混合系を主に用いる。この凝固液を攪拌しながら、調製しておいた銅アンモニアセ
ルロ－ス溶液を加えて凝固を行う。さらに硫酸を加え中和、再生を行うことで、目的のセ
ルロ－ス微粒子を含有したスラリーを得ることができる。この際スラリーは再生に用いた
酸の残留により酸性であり、さらに中和で発生したアンモニウム塩などの不純物を含んで
いるため、セルロース微粒子と媒体からなるセルロース分散液へと精製する操作が必要と
なる。本発明ではこの精製操作として遠心分離－デカンテーション－分散媒液体による希
釈の処理の繰り返しを用いる。この際に用いる分散媒液体の種類も特に限定されず、目的
に応じて前出の様々な親水性の溶媒を用いることが可能である。得られたセルロース微粒
子分散液中のセルロース微粒子は、精製操作の過程において凝集する場合もあるので、こ
の場合は剪断などによる分散処理を行うことができる。本発明では剪断を与える手段とし
ては高圧ホモジナイザーを用いる。このようにして得られたセルロース微粒子分散体を粒
度分布測定装置を用いて、平均粒径及びＣＶ値を測定する。得られたセルロース微粒子分
散体は必要に応じて界面活性剤を添加して用いることもできる。セルロース微粒子分散液
はそのままの状態でネバードライのまま用いることも可能であり、必要に応じて乾燥を行
うことでセルロース微粒子に調製することができる。得られたセルロース微粒子を、電子
顕微鏡を用いて観察し、その画像から真球度及び凝集定数を測定する。さらにセルロース
微粒子をカドキセン溶液に溶解させ、その粘度から平均重合度を測定する。ここで、蛍光
セルロース微粒子製造に適したセルロース微粒子の平均重合度は、３０以上７００以下で
ある。ここで、平均重合度が３０未満であると、粒子の均一性がなくなってしまうため、
ＣＶ値が上昇してしまい、イムノクロマトキットに使用したときに、品質が安定しない。
一方、平均重合度が７００を超えると、蛍光色素化合物を物理的に包含させ、また、化学
結合させようとしてもセルロ－スの結晶性結晶化度が高いため、目的の導入量まで蛍光色
素化合物を含有させることができない。よって、本発明の蛍光セルロース微粒子は、染色
する前のセルロース微粒子の重合度と、平均粒径を本発明の範囲にコントロールすること
によって、はじめてイムノクロマトキットに好適な蛍光セルロース微粒子を製造すること
ができる。蛍光セルロース微粒子を製造するためには、セルロース微粒子の平均重合度の
下限値は好ましくは３５以上、より好ましくは４０以上である。また好ましい上限値は６
５０、より好ましくは６００である。
【００４１】
［製造方法２：蛍光セルロ－ス微粒子の作製］
　上記製造方法１で作製したセルロース微粒子を、有機溶媒に添加し、分散させる。この
セルロース微粒子は、着色されたものでも構わない。また、ここで、有機溶媒としては、
例えば、メタノール、エタノール、イソプロピルアルコール、ブタノール、ペンタノール
、ヘキサノール、ジエチルエーテル、イソプロピルエーテル、ジクロロメタン、クロロホ
ルム、四塩化炭素、酢酸エチル、酢酸メチル、メチルエチルケトン、シクロヘキサン、シ
クロペンタン、テトラヒドルフラン、トルエン、ヘキサン、水等が挙げられ、蛍光色素化
合物の種類に応じて１種類又は２種類以上の混合液として用いることができる。また、本
発明の蛍光セルロース微粒子の原料となるセルロース微粒子は、セルロースII結晶型をと
っているため、結晶化度が低く、それによって、従来のラテックス粒子やシリカ粒子の蛍
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光色素導入量よりも大幅に増量することができる。また、蛍光色素導入量を増やすために
、セルロースを物理的もしくは化学的に改質して、アミノ基やチオール基を導入してから
、蛍光色素化合物と反応させてもよい。
【００４２】
　このセルロース微粒子を含んだ溶液に、蛍光色素化合物を添加してから、適宜、添加剤
を加えたり、ｐＨを調整したり、加温、冷却したりする。スラリーは反応に用いた蛍光色
素化合物等の未反応物や副生成物が残留しており、蛍光セルロース微粒子と媒体を精製す
る操作が必要となる。本発明ではこの精製操作として遠心分離－デカンテーション－分散
媒液体による希釈の処理の繰り返しを用いる。この際に用いる分散媒液体の種類も特に限
定されず、目的に応じて前記した様々な親水性又は親油性の溶媒又は溶液を用いることが
できる。
　以上のような工程を経て、本発明の蛍光セルロース微粒子を製造することができる。
【実施例】
【００４３】
　以下、実施例を挙げて本発明を具体的に説明するが、本発明は実施例により何ら限定さ
れるものでない。なお、実施例中の主な測定値は以下の方法で測定した。
【００４４】
＜平均粒径（ｎｍ）の測定及びＣＶ値（％）の算出方法＞
　処理前のセルロース微粒子及び蛍光セルロース微粒子の分散液を、日機装株式会社製粒
度分布計マイクロトラックを用いて、粒度分布測定を実施し、平均粒径を測定した。尚、
ＣＶ値は下記式（１）により算出する。また、測定は、測定時間３０秒で、積算回数９９
回で実施した。
　　　ＣＶ値（％）＝（粒度分布測定装置より求めた体積粒度分布における標準偏差）／
（粒度分布測定装置より求めた体積平均メジアン径）×１００　　　式（１）
【００４５】
＜平均重合度の測定及び算出方法＞
　セルロース微粒子をカドキセンに溶解した希薄セルロース溶液の比粘度をウベローデ型
粘度計で測定し、その極限粘度数［η］から以下の粘度式（２）と換算式（３）により算
出した値を平均重合度として採用した（参考文献：Eur.Polym.J.,1, 1 (1996)）。
　　　極限粘度数［η］＝３．８５×１０－２×ＭＷ

０．７６ 　　　式（２）
　　　平均重合度（ＤＰ）＝ＭＷ／１６２ 　　　式（３）
【００４６】
＜蛍光色素化合物の含有量＞
　蛍光セルロース微粒子に対する蛍光色素化合物成分の割合は、蛍光色素化合物処理前後
の重量変化から算出できる。処理後の回収できた粒子の重量と処理前のセルロース微粒子
の絶乾後の重量を用いて、以下の式（４）から蛍光色素化合物成分の割合を算出した。
　　　蛍光色素化合物含有量（％）＝１－｛（処理前のセルロース微粒子の重量）／（蛍
光色素化合物処理後の蛍光セルロース微粒子の重量）｝×１００　　　式（４）
【００４７】
（処理前のセルロース微粒子の重量が不明である場合）
　蛍光セルロース微粒子をセルラーゼ処理、酸処理又は塩基処理をしてから、サンプルを
重水に溶解させ３～５wt%重水溶液を調製し、FT-NMRで13C-NMR(Avance 400MHz)により測
定を行い、置換度を算出する。置換度はセルロースのC1のピーク面積を基準とし、蛍光色
素化合物のピーク面積から算出する。その置換度と蛍光色素化合物の分子量から、蛍光色
素化合物の含有量を算出する。
【００４８】
（処理前のセルロース微粒子の重量が不明であり、かつ蛍光色素化合物が窒素原子を含有
している場合）
　窒素元素含有率を、窒素定量装置CHNコーダー（ヤナコ分析工業社製）を用いて下記測
定条件で発光分析法により測定する。測定した窒素元素含有率から、含まれている蛍光色
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素化合物の含有量を算出する。
　　　測定方式：自己積分方式
　　　キャリアーガス：ヘリウム
　　　助燃ガス：高純度酸素
　　　助燃方式：ヘリウム、酸素混合方式
【００４９】
＜イムノクロマト評価の感度の判定方法＞
　発色の判定方法は、イムノクロマトキットのメンブレンを露出させ、レーザーダイオー
ドを用いて励起を行い、フォトダイオードで蛍光を受光することでメンブレンの蛍光プロ
ファイルを取得した。得られた蛍光プロファイルからテストライン、コントロールライン
の感度を評価した。評価基準として、テストラインにて、発色が認められない場合を（－
）、発色が認められる場合を（＋）とした。
【００５０】
［実施例１］
　セルロース濃度０．３７ｗｔ％、銅濃度０．１３ｗｔ％、アンモニア濃度１．００ｗｔ
％の銅アンモニアセルロース溶液を調製した。さらにテトラヒドロフラン濃度８７．５ｗ
ｔ％、水濃度１２．５ｗｔ％、の凝固液を調製した。
　マグネティックスターラーを用い凝固液５０００ｇをゆっくり攪拌しながら、これに、
調製しておいた銅アンモニアセルロース溶液５００ｇを添加した。５秒程度攪拌を継続し
た後１０ｗｔ％の硫酸１０００ｇを加え中和、再生を行い、セルロース微粒子を含有した
スラリー６５００ｇを得た。
【００５１】
　得られたスラリーを１００００ｒｐｍの速度で１０分間遠心分離した。沈殿物をデカン
テーションにより取り出し、超純水を注入して攪拌し、再び遠心分離した。ＰＨが６．０
～７．０になるまでこの操作を数回繰り返し、その後高圧ホモジナイザーによる分散処理
を行い、セルロース微粒子分散液１５０ｇを得た。凍結乾燥により、乾燥したセルロース
微粒子を得た。得られたセルロース微粒子の平均粒径を測定した結果、２０５ｎｍであっ
た。また、そのＣＶ値は１８％であった。得られたセルロース微粒子分散液を、遠心分離
して脱水した後、メタルコンタクト法による凍結乾燥を行った。なお、このときのセルロ
ース微粒子の重合は２００、長径／短径は１．９だった。
【００５２】
　ナス型ガラスフラスコに、分散媒体としてテトラヒドロフラン５０ｇを加え、ＤＹ－６
５１－ＮＨＳエステル（Ｄｙｏｍｉｃｓ社製）を１．０ｇ添加して、３０℃、マグネット
スターラーで、攪拌した。そこに、乾燥させたセルロース微粒子０．５０ｇを加え、トリ
エチルアミン（東京化成工業社製）を１．０ｍｌ添加した。そのまま攪拌を行い、２時間
後に攪拌を終了し、遠心分離機を用いて、デカンテーション－脱イオン水による希釈を数
回繰り返し、ＰＨを６．０～７．０とし、さらに高圧ホモジナイザーによる分散処理を行
い、蛍光セルロース微粒子分散液１００ｇを得た。得られた蛍光セルロース微粒子の平均
粒径を測定した結果、２０８ｎｍだった。また、そのＣＶ値は１９％で、長径／短径は１
．５であった。処理後の蛍光セルロース微粒子の蛍光色素の含有率は１．０％だった。結
果を以下の表１に示す。
【００５３】
［実施例２～６］
　蛍光色素化合物処理時に、セルロース微粒子の平均粒径を、変化させて処理した以外は
、実施例１と同様の方法で、蛍光セルロース微粒子の製造を行った。結果を以下の表１に
示す。
【００５４】
［実施例７～１０］
　蛍光色素化合物処理時に、蛍光色素化合物の添加量を、変化させて処理する以外は、実
施例１と同様の方法で、蛍光セルロース微粒子の製造を行った。結果を以下の表１に示す
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。
【００５５】
［実施例１１～１２］
　実施例１で得た蛍光色素化合物導入前のセルロース微粒子を、ナス型ガラスフラスコに
、分散媒体としてテトラヒドロフラン５０ｇと１０ｗｔ％水酸化ナトリウム水溶液を１．
０ｇ加えて、２－クロロエタンアミン又は１１－クロロウンデカンチオールを１．０ｇ添
加して、ガラス製還流管を取り付け、水道水を還流させ冷却しながら、マグネットスター
ラーで、６０℃、３時間攪拌した。この後、遠心分離機を用いて、デカンテーション－脱
イオン水による希釈、洗浄を行った。その後の洗浄、分散処理は実施例１と同様に実施し
、改質したセルロース微粒子を得た。その後は、実施例１と同様の方法で、蛍光色素化合
物を導入し、蛍光セルロース微粒子を製造した。結果を以下の表１に示す。
【００５６】
［実施例１３］
　蛍光色素化合物処理時、ナス型ガラスフラスコに、分散媒体としてテトラヒドロフラン
を加え、ＤＹ－６５１－ＮＨＳエステルを１０ｇとγ－アミノプロピルトリエトキシシラ
ン１０ｇ添加して、ガラス製還流管を取り付け、水道水を還流させ冷却しながら、マグネ
ットスターラーで、６０℃、３時間攪拌した。そこに、乾燥処理後のセルロース微粒子０
．５０ｇと、トリエチルアミン（東京化成工業社製）を１．０ｍｌ添加し、２時間攪拌を
行った。その混合分散液を、遠心分離で、溶媒を取り除いた後、ナスフラスコをオーブン
に入れて、１２０℃で５分間熱処理を行った。この後、遠心分離機を用いて、デカンテー
ション－脱イオン水による希釈、洗浄を行った。その後の洗浄、分散処理は実施例１と同
様に実施した。得られた蛍光セルロース微粒子の平均粒径を測定した結果、２８０ｎｍで
、長径／短径は１．２であり、ＣＶ値は１９％であった。処理後の蛍光セルロース微粒子
の蛍光色素の含有率は２０％であった。結果を以下の表１に示す。
【００５７】
［実施例１４］
　蛍光色素化合物処理時に、γ－アミノプロピルトリエトキシシランの量を変化させて処
理した他は、実施例１３と同様の方法で、蛍光セルロース微粒子の製造を行った。結果を
以下の表１に示す。
【００５８】
［実施例１５～１９］
　蛍光色素化合物処理時に、蛍光色素化合物の種類を変えて処理した他は、実施例１１と
同様の方法で、蛍光セルロース微粒子の製造を行った。結果を以下の表１に示す。
【００５９】
［実施例２０～２４］
　蛍光色素化合物処理時に、セルロース微粒子の重合度を変化させて処理した他は、実施
例１と同様の方法で、蛍光セルロース微粒子の製造を行った。結果を以下の表１に示す。
【００６０】
［比較例１と２］
　蛍光色素化合物処理時に、セルロース微粒子の平均粒径を本発明の範囲外に変えて処理
した他は、実施例１と同様の方法で、蛍光セルロース微粒子の製造を行った。結果を以下
の表１に示す。
【００６１】
［比較例３］
　蛍光色素化合物処理時に、セルロース微粒子の平均粒径を本発明の範囲外に変えて処理
した他は、実施例１３と同様の方法で、蛍光セルロース微粒子の製造を行った。結果を以
下の表１に示す。
【００６２】
［比較例４と５］
　蛍光色素化合物処理時に、蛍光色素化合物の添加量を本発明の範囲外に変えて処理した
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１に示す。
【００６３】
［比較例６］
　蛍光色素化合物処理時に、蛍光色素化合物の添加量を本発明の範囲外に変えて処理した
他は、実施例１３と同様の方法で、蛍光セルロース微粒子の製造を行った。結果を以下の
表１に示す。
【００６４】
［比較例７と８］
　蛍光色素化合物処理時に、セルロース微粒子の重合度を変化させて処理した他は、実施
例１と同様の方法で、蛍光セルロース微粒子の製造を行った。得られた粒子は、ＣＶ値（
％）と蛍光色素化合物含有量（％）のいずれかに関して、本発明の範囲外のものとなった
。結果を以下の表１に示す。
【００６５】
［比較例９］
　蛍光色素化合物処理時に、セルロース微粒子の重合度を変化させて処理した他は、実施
例１３と同様の方法で、蛍光セルロース微粒子の製造を行った。得られた粒子は、蛍光色
素化合物含有量（％）に関して本発明の範囲外のものとなった。結果を以下の表１に示す
。
【００６６】
［比較例１０と１１]
　セルロース微粒子の長径／短径が１０以上のものを用いて、蛍光セルロース微粒子を製
造した他は、実施例１と同様の方法で、蛍光セルロース微粒子の製造を行った。結果を以
下の表１に示す。
【００６７】
［蛍光セルロース微粒子の分散安定性試験]
　実施例１～２４、及び比較例１～１１で得た蛍光セルロース微粒子を純水に分散させ１
．０ｗｔ％に調整したものを、ポリプロピレン製のスクリュー管に２５℃で、暗所に３ヶ
月間、６ヶ月間、１２ヶ月間、保存したもののＣＶ値をそれぞれ測定し、分散安定性試験
を実施した。結果を以下の表１に示す。表１に示す結果から、実施例１～２４で得た蛍光
セルロース微粒子は、比較例１～１１で得たもの比較して、分散安定性が概ね良好である
ことが分かる。
【００６８】
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【表１】

【００６９】
［蛍光セルロース微粒子を用いて作製したイムノクロマトキットにおける発色強度試験］
　得られた蛍光粒子を用いて、イムノクロマトキットを作製、発色強度を評価した。
　以下、イムノクロマトキットの作製について説明する。
　濃度５ｍｇ／ｍｌの蛍光セルロース微粒子（実施例１～２４、比較例１～１１）の分散
液１００μＬ（分散媒：蒸留水）及び５０ｍＭ ＫＨ2ＰＯ4（ｐＨ７．０）３９０μＬを
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マイクロチューブに加えて軽く撹拌した。前記マイクロチューブに抗ｈＣＧ抗体（Ａｎｔ
ｉ－ｈＣＧ　ｃｌｏｎｅ　ｃｏｄｅｓ／５００８，Ｍｅｄｉｘ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａ社
製）１０μＬ（５．８ｍｇ／ｍＬ）を加え、室温で１０分間緩やかに混合し、抗ｈＣＧ抗
体を前記蛍光セルロース微粒子に吸着させた。
　混合液を１２０００×ｇで１５分間遠心分離し、上清を取り除いた。ここに保存用バッ
ファー（２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ　８．２）、０．０５％　ＰＥＧ２０，００
０、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１％ＢＳＡ、０．１％ＮａＮ3）を１ｍＬ加え、再度遠心分
離し、上清を取り除いた。ここに蒸留水５００μＬと塗布バッファー（２０ｍＭ　Ｔｒｉ
ｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．２）、０．０５％ＰＥＧ（分子量２０，０００）、５％スクロース
）を５００μＬ加え、粒子を分散させ、蛍光セルロース微粒子／生体分子の複合粒子のコ
ロイドを得た（０．５ｍｇ／ｍＬ×１ｍＬ）。
　上記複合粒子のコロイド０．８ｍＬをＧｌａｓｓ　Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　
Ｐａｄ（ＧＦＣＰ、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製）（８×１５０ｍｍ）に均一に塗布した。デ
シケーター内で室温下、一夜減圧乾燥し、複合粒子を含有してなるコンジュゲートパッド
を作製した。
【００７０】
　以下、抗体固定化メンブレンの作製方法を説明する。
　メンブレン（丈２５ｍｍ、商品名：Ｈｉ－Ｆｌｏｗ　Ｐｌｕｓ１２０　メンブレン、Ｍ
ＩＬＬＩＰＯＲＥ社製）の中央付近（端から約１２ｍｍ）に、幅約１ｍｍのテストライン
として、抗ｈＣＧ抗体（ａｌｐｈａ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｏｆ　ＦＳＨ（ＬＨ），ｃｌｏｎ
ｅ　ｃｏｄｅ／６６０１、Ｍｅｄｉｘ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａ社製）を１ｍｇ／ｍＬ含有
する溶液（（５０ｍＭ ＫＨ2ＰＯ4，ｐＨ７．０）＋５％スクロース）を０．７５μＬ／
ｃｍの塗布量で塗布した。
　次いで、幅約１ｍｍのコントロールラインとして、抗マウスＩｇＧ抗体（Ａｎｔｉ　Ｍ
ｏｕｓｅ　ＩｇＧ、Ｄａｋｏ社製）を１ｍｇ／ｍＬ含有する溶液（（５０ｍＭ ＫＨ2ＰＯ

4，ｐＨ７．０）シュガー・フリー）を０．７５μＬ／ｃｍの塗布量で塗布し、５０℃で
３０分乾燥させた。なお、テストラインとコントロールラインとの間隔は４ｍｍとした。
次に、ブロッキング処理として前記メンブレン全体をブロッキングバッファー（組成：１
００ｍＭホウ酸（ｐＨ８．５）、１重量％カゼイン）中に室温で３０分浸した。
　前記メンブレンをメンブレン洗浄／安定バッファー（組成：１０ｍＭ ＫＨ2ＰＯ4（ｐ
Ｈ７．５）、１重量％スクロース、０．１％コール酸ナトリウム）に移し室温で３０分以
上静置した。メンブレンを引き上げ、ペーパータオル上に置いて室温で一夜乾燥させて、
抗体固定化メンブレンを作製した。
【００７１】
　サンプルパッド（Ｇｌａｓｓ　Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｐａｄ（ＧＦＣＰ）
、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製）、前記コンジュゲートパッド、前記抗体固定化メンブレン、
及び吸収パッド（Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　Ｆｉｂｅｒ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐａｄ（ＣＦＳＰ）
、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製）をバッキングシート（商品名ＡＲ９０２０，Ａｄｈｅｓｉｖ
ｅｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ社製）上でこの順に組み立て、５ｍｍ幅、長さ６０ｍｍのストリ
ップ状に切断し、テストストリップを得た。
　なお、各構成部材は、各々その両端を隣接する部材と２ｍｍ程度重ね合わせて貼付した
所定濃度のリコンビナントｈＣＧ（ロート製薬社製）を、作製したテストストリップのサ
ンプルパッド部分に１００μＬ滴下し、２０分間放置後、テストストリップのサンプルパ
ッドとコンジュゲートパッドを剥がし、メンブレンを露出させ、レーザーダイオードを用
いて励起を行いフォトダイオードで蛍光を受光することでメンブレンの蛍光プロファイル
を取得した。得られた蛍光プロファイルからテストライン、コントロールラインの蛍光強
度を陽性（＋）又は陰性（－）で評価した。結果を以下の表２に示す。
【００７２】
［蛍光セルロース微粒子を用いて作製したイムノクロマトキットにおける３ヶ月間、６ヶ
月間、１２ヶ月間保存した後の発色強度試験］
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　前記したイムノクロマトキットを作製方法と同様の方法で、濃度０．００５ｍＩＵ／ｍ
ｌのリコンビナントｈＣＧで、イムノクロマトキットを作製し、３ヶ月間、６ヶ月間、１
２ヶ月間保存した後の発色強度試験を実施した。結果を以下の表２に示す。
【００７３】
【表２】

【００７４】
　表２に示す結果から、実施例１～２４の蛍光セルロース微粒子についてはいずれも、イ
ムノクロマトキットの展開粒子として高い感度及び分散安定性を示すことが分かる。
　これに反し、比較例１では、イムノクロマトキット作製直後は高感度であったものの、
平均粒径が小さすぎるため、６ヶ月保存した辺りから、凝集してしまい、検出できなかっ
た。
　比較例２と３では、粒子径が大きいために、展開膜中で目詰まりを起こしてしまい、抗
原を検出することができなかった。
　比較例４と５では、蛍光色素化合物の含有量が少なすぎたため、ほとんど発色せず、十
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分な感度が得られなかった。
　比較例６では、蛍光色素化合物を導入した直後から、凝集が発生してしまい、イムノク
ロマトキットに使用した時に、ほとんど展開しなかった。
　比較例７では、製造直後、目標とする感度は達成していたものの、分散安定性が悪く、
３ヵ月後には、保存前に検出できていた０．００２ｍＩＵ／ｍｌの抗原濃度でも発色しな
かった。
　比較例８と９は、蛍光色素化合物の含有量が少なすぎるため、十分な感度を達成できな
かった。
　比較例１０では、擬陽性が発生した。
　比較例１１では、展開直後にすぐ目詰まりを起こしてしまっており、展開不良が起こっ
ていた。
【産業上の利用可能性】
【００７５】
　本発明の蛍光セルロース微粒子及びそれを用いたイムノクロマトキットは、生体試料中
に含まれる被検出物質を高感度に検出でき、かつ、保存安定性が高いため、臨床検査等に
おける免疫測定法に好適に利用可能である。
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