
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
下記の部位
i) 被検液を一時的に吸収し保持するための被検液保持部、
ii) 標識抗体または標識抗原が一時的に保持された標識体保持部、並びに
iii) 検出用抗体または検出用抗原が固定化され、前記被検液保持部に一時的に吸収し保
持された被検液および該被検液に随伴して前記標識体保持部より流出した標識抗体または
標識抗原が展開される展開メンブレン部
を有し、これらの部位が上記順序で配置された免疫クロマトグラフィーテストストリップ
を用いて、被検液中の抗原または抗体を検出する免疫学的測定方法において、予め被検液
に、重量平均分子量が２０００～９０００である非イオン性水溶性高分子を溶解させるこ
とを特徴とする免疫学的測定方法。
【請求項２】
重量平均分子量が２０００～９０００である非イオン性水溶性高分子が、ポリアルキレン
グリコール類および／またはセルロース類である請求項１に記載の免疫学的測定方法。
【請求項３】
被検液が、糖鎖抗原を有する微生物から該糖鎖抗原を亜硝酸抽出法により抽出した液であ
る請求項１または請求項２に記載の免疫学的測定方法。
【請求項４】
糖鎖抗原を有する微生物が、齲蝕関連菌である請求項１～３に記載の免疫学的測定方法。
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【請求項５】
（ａ）下記の部位
i) 被検液を一時的に吸収し保持するための被検液保持部、
ii) 標識抗体または標識抗原が一時的に保持された標識体保持部、並びに
iii) 検出用抗体または検出用抗原が固定化され、前記被検液保持部に一時的に吸収し保
持された被検液および該被検液に随伴して前記標識体保持部より流出した標識抗体または
標識抗原が展開される展開メンブレン部
を有し、これらの部位が上記順序で配置された免疫クロマトグラフィーテストストリップ
、および
（ｂ）１種または２種以上の被検液の調製用試薬からなり、
該（ｂ）被検液の調製用試薬の少なくとも１種に、重量平均分子量が２０００～９０００
である非イオン性水溶性高分子が含まれてなる免疫クロマトグラフィー法測定キット。
【請求項６】
被検液に含有される抗原が、糖鎖抗原を有する微生物の該糖鎖抗原であり、該被検液が、
上記糖鎖抗原を有する微生物から該糖鎖抗原を亜硝酸抽出法により抽出することにより調
製されるものであり、且つ重量平均分子量が２０００～９０００である非イオン性水溶性
高分子が含まれてなる被検液の調製用試薬が、亜硝酸水溶液からなる抽出液および／また
は中和用塩基性水溶液である請求項５記載の免疫クロマトグラフィー法測定キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、免疫学的測定方法および免疫クロマトグラフィー法測定キットに関する。
【０００２】
【従来の技術】
近年、免疫学的測定方法において、測定操作の簡便化と短時間化が可能な免疫クロマトグ
ラフィー法が注目されており、各種の免疫クロマトグラフィー法測定キットが開発されて
いる。ここで、免疫クロマトグラフィー法とは、免疫クロマトグラフィーテストストリッ
プ（以下、単に「テストストリップ」とも称する）の展開メンブレン上を被検液を展開さ
せ、該展開メンブレン上に設けた、検出用抗原または検出用抗体が固定化された検出部位
上で、被検液に含まれる抗原又は抗体を捕捉し、これを検出する方法である。
【０００３】
その検出手法としては、サンドイッチ法、すなわち、上記展開メンブレン上を、被検液に
随伴させて、被検液中の抗原または抗体に対応する標識抗体または標識抗原（以下、これ
らを単に「標識体」とも総称する）も展開させ、該標識体と結合した被検液中の抗原また
は抗体を検出用抗体または検出用抗原にて捕捉し、この補足された抗原または抗体に結合
する標識体を検出する手法を採用するのが、迅速かつ簡便に測定を行うことができる等の
理由から有利である。この場合、使用するテストストリップとしては、
i) 被検液を一時的に吸収し保持するための被検液保持部、
ii) 標識抗体または標識抗原が一時的に保持された標識体保持部、並びに
iii) 検出用抗体または検出用抗原が固定化され、前記被検液保持部に一時的に吸収し保
持された被検液および該被検液に随伴して前記標識体保持部より流出した標識抗体または
標識抗原が展開される展開メンブレン部
が、この順序で配置された構造をしたものを用いるのが一般的であり、且つ効率的である
（例えば、特許文献１参照）。
【０００４】
しかしながら、このようなテストストリップを用いてサンドイッチ法により免疫学的測定
を行おうとした場合、簡便且つ迅速に測定を行える反面、その迅速性ゆえに反応時間が短
くなり、結合型と遊離型の分離も不十分になり、検出感度が不足する問題が生じていた。
また、免疫クロマトグラフィー法では被検液を毛管現象により展開するので、被検液や標
識体の展開性を、測定（各テストストリップ）毎に一定に制御することが難しく、検出結
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果の再現性にも問題があった。
【０００５】
このため、こうした免疫クロマトグラフィー法において検出感度を高めるための種々の検
討がなされており、その施策の一つとして、抗原抗体反応を促進することや、展開中にお
ける標識体の分散性を高めることが行われている。例えば、一般に、抗原抗体反応は、水
溶性高分子の存在下では、反応性が高まることが知られており、ラテックス凝集法等の免
疫学的測定方法では、これを反応促進剤（増感剤ともいう）として測定系に存在させるこ
とが行われているため（例えば、非特許文献１、特許文献２参照）、この技術を免疫クロ
マトグラフィー法にも応用することが試みられている（例えば、特許文献３，４参照）。
また、同水溶性高分子は、標識体の凝集を抑制するため、これを分散剤として、免疫クロ
マトグラフィー法の測定系に存在させることも試みられている（例えば、特許文献５参照
）。
【０００６】
【特許文献１】
特開平０１－６３８６５号公報
【非特許文献１】
Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２０：１０７１－６，１９７４．
【特許文献２】
特開昭５８－４７２５６号公報
【特許文献３】
特開２００２－１４８２６６号公報
【特許文献４】
特開２００２－３１６３９号公報
【特許文献５】
特開平０５－１３３９５６号公報
【発明が解決しようとする課題】
しかしながら、従来、これらの方法において、使用される水溶性高分子は、重量平均分子
量が１万～１００万程度の大きいものが一般的であり、１万未満の重量平均分子量のもの
を、その実施例等において具体的に使用した例は知られていない。そうして、このように
高分子量の水溶性高分子を用いた場合、測定感度は、ある程度には増感されるものの今一
歩十分ではなく、また、検出可能になるまでの測定時間の短速化も十分ではなく、測定結
果の再現性も依然として十分に満足できるものではないことが多かった。
【０００７】
特に、これらの公知技術において、実施例等で具体的に使用されている水溶性高分子の多
くは、テストストリップ上において標識体保持部等に乾燥・保持させておき、被検液の展
開中に溶解させる形態のものであり（例えば、前記特許文献５）、この場合においては、
テストストリップに乾固された該水溶性高分子を、毛管現象により展開する被検液に溶解
させる際の溶解力が弱く、該水溶性高分子を十分、且つ高度な再現性で溶解させることが
困難であり、上記問題がより顕著に発生していた。
【０００８】
以上の背景にあって、本発明は、前記一般的な構成にあるテストストリップを用いてサン
ドイッチ法により免疫学的測定方法を実施するに際して、高感度で、短時間に再現性良く
測定が行える方法を開発することを目的とする。
【０００９】
【課題を解決するための手段】
本発明者らは、上記課題に鑑み鋭意研究を続けてきた。その結果、特定の範囲の比較的低
分子量の水溶性高分子を用い、且つこれを、テストストリップ上において乾燥・保持させ
るのではなく、予め被検液に溶解させて使用する手法と組合わせて使用することにより、
上記の課題が解決できることを見出し、本発明を完成させるに至った。
【００１０】
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すなわち、本発明は、下記の部位
i) 被検液を一時的に吸収し保持するための被検液保持部、
ii) 標識抗体または標識抗原が一時的に保持された標識体保持部、並びに
iii) 検出用抗体または検出用抗原が固定化され、前記被検液保持部に一時的に吸収し保
持された被検液および該被検液に随伴して前記標識体保持部より流出した標識抗体または
標識抗原が展開される展開メンブレン部
を有し、これらの部位が上記順序で配置された免疫クロマトグラフィーテストストリップ
を用いて、被検液中の抗原または抗体を検出する免疫学的測定方法において、予め被検液
に、重量平均分子量が２０００～９０００である非イオン性水溶性高分子を溶解させるこ
とを特徴とする免疫学的測定方法である。
【００１１】
また、本発明は、（ａ）前記構成のテストストリップ、および
（ｂ）１種または２種以上の被検液の調製用試薬からなり、該（ｂ）被検液の調製用試薬
の少なくとも１種に、重量平均分子量が２０００～９０００である非イオン性水溶性高分
子が含まれてなる免疫クロマトグラフィー法測定キットも提供する。
【００１２】
【発明の実施の形態】
本発明の免疫学的測定方法では、テストストリップとして、 i) 被検液を一時的に吸収し
保持するための被検液保持部、 ii) 標識抗体または標識抗原が一時的に保持された標識体
保持部、並びに iii) 検出用抗体または検出用抗原が固定化され、前記被検液保持部に一
時的に吸収し保持された被検液および該被検液に随伴して前記標識体保持部より流出した
標識抗体または標識抗原が展開される展開メンブレン部が、この順序で配置された構成の
ものを使用する。
【００１３】
こうしたテストストリップは、上記構成のものであれば公知のものが制限なく使用可能で
あるが、一般には、図１および図２の概略図に示されるものが使用される。すなわち、こ
のテストストリップは、１が被検液保持部であり、その端部に被検液が供給される。また
、２は標識体保持部（コンジュゲートパッド）であり、標識抗体または標識抗原が保持さ
れた部位が設けられている。さらに、３は展開メンブレンであり、被検液の展開方向の下
流に検出用抗体または検出用抗原が固定化された部位（検出部位５）を有している。そし
て、これらの各部は多孔性支持体により形成されており、これらは順に毛管流により連絡
可能な状態で　配置されている。
【００１４】
したがって、上記テストストリップでは、被検液保持部１に被検液を供給すると、被検液
が毛管流により標識体保持部２へ流れ、ここで該被検液の流れに標識体が随伴して展開メ
ンブレン部３へ流れていく。そして、この流れの過程で反応した、被検液中の抗原または
抗体と標識体の複合体を、展開メンブレン３の検出部位５に固定されている検出用抗体ま
たは検出用抗原で捕捉し、捕捉された標識体を検出することにより、被検液中の抗原また
は抗体の有無またはその多賓を測定することができる。このときに標識体が被検液と共に
正常に展開されていることは、上記検出部位５の下流のコントロール判定部位６に標識体
と反応する抗原または抗体を固定化しておき、この位置で標識体が検出されることにより
確認することができる。
【００１５】
上記テストストリップにおいて、被検液保持部１は、供給した被検液を適量保持する目的
で、ある程度大きな保持容量を有する部材で形成することもできる（このような目的で使
用する被検液保持部１をサンプルパッドと呼ぶこともある）。また、被検液の展開性を向
上する目的で、展開終了後の被検液を保持するために、展開メンブレン部３の下流に吸収
部４を設けることもできる。更に、外界からの汚染を防止する目的で、上記テストストリ
ップを適当な容器（ハウジングと呼ぶことがある）に収納し使用することもできる。
【００１６】
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なお、図１および図２中に示される各寸法（長さ）は、単に大きさの目安を示すものであ
り、本発明の免疫クロマトグラフィー法で使用するテストストリップの大きさは、これら
図に示される値に限定されるものではない。
【００１７】
標識体保持部２に保持させる標識体を構成する抗体および抗原は、被検液に含まれる抗原
または抗体に免疫学的に反応するものが適宜に使用される。その保持量は、標識物質の種
類や、抗体の反応性を勘案して、通常、０．００１～１００μｇ／テストストリップの範
囲から適宜に採択すればよい。
【００１８】
これらの抗体および抗原は、化学的、物理学的、生化学的に検出可能とするべく従来公知
の標識処理が施される。該標識処理に使用する標識物質としては、放射性物質として放射
性ヨード、放射性炭素等が、酵素としてペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、ガ
ラクトシダーゼ等が、各種色素類として、フルオレセインイソチオシアネート、テトラメ
チルローダミン等の蛍光色素類が、コロイドとして金コロイド、炭素コロイド等が、各種
粒子としては着色ラテックス粒子等が使用出来る。
【００１９】
標識体保持部２への上記標識体の保持は、特に制限されるものではなく、該部位に標識体
を添加して乾燥させればよいが、この部位から脱離し易くするためには、サッカロース等
の糖類や水溶性分子を予め塗布、乾燥した後で該標識体を添加してから乾燥させる、或い
は標識体を該糖類や水溶性分子と混合してから塗布し乾燥させるのが好適である。このよ
うな目的で糖類や水溶性分子を使用する場合には、重量平均分子量が２０００以下の糖類
や水溶性分子を使用することが好ましい。重量平均分子量が２０００以下の糖類や水溶性
分子を使用した場合は、脱離性を高める目的で使用する限りにおいては、一般に被検液中
の該糖類や水溶性分子の濃度は抗原抗体反応の促進効果にほとんど影響を及ぼさないため
、測定の再現性をより高度に保つことができる。
【００２０】
展開メンブレン部３に保持させる検出用抗体および検出用抗原は、被検液に含まれる抗原
または抗体に免疫学的に反応するものが適宜に使用される。その保持量は、抗体の反応性
や検出部位５の形態を勘案して、通常、０．０１～１０００μｇ／テストストリップの範
囲から適宜に採択すればよい。
【００２１】
これらの検出用抗体または検出用抗原の展開メンブレン部３への固定化方法は特に限定さ
れず、従来公知の物理的吸着法や共有結合法が何ら制限無く使用できるし、他のタンパク
質等と混合して固定化することもできる。また、展開メンブレン部３への他の成分の非特
異的吸着を抑制するため、検出用抗体または検出用抗原を固定化後の展開メンブレン部３
を公知の方法によりタンパク質、脂質、高分子化合物等によりブロッキング処理すること
もできる。このブロッキング処理に用いるタンパク質等は特に限定されるものではないが
、一般的な免疫学的測定方法において、非特異的反応を抑制する目的で使用されている牛
血清アルブミン（以下ＢＳＡと略すこともある）、スキムミルク等が好適である。また、
被検液が展開メンブレン部３を均一に展開するように、被検液の展開メンブレン部３への
　　浸透性を調整するために、展開メンブレン部３の表面に親水性重合体や界面活性剤等
を被覆または含浸させることもできる。
【００２２】
なお、展開メンブレン部３において、検出用抗体および検出用抗原を固定化する部位は、
図１および図２に示される如くに必ずしもライン状である必要はなく、スポット状等任意
の形状をとることができる。更に、検出部位５を支持体上に複数設置することで、複数の
分析対象物質を同時に検出する、或いは同一の分析対象物質を複数の検出部位で検出する
こともできる。
【００２３】
同様に、展開メンブレン部３に前記コントロール判定部位６を設ける場合においても、そ
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の位置、順、形状、数等は適宜に設定できる。
【００２４】
図１および図２のテストストリップにおいて、前記各部材を構成する多孔性支持体の素材
は特に限定されず、各部材の目的に応じて吸湿性材料、多孔質材料、繊維質材料等から適
宜選択される。例えば、被検液保持部１としては、濾紙、吸取紙、ガラスフィルター等を
用いるのが好適であり、標識体保持部２としてはガラス繊維布、ポリプロピレン不織布、
ガラスフィルター等を用いるのが好適である。また、展開メンブレン部３としてはニトロ
セルロース、或いは酢酸セルロースを含むニトロセルロース等を用いるのが好適であり、
吸収部４としては濾紙、吸取紙等を用いるのが好適である。
【００２５】
本発明の最大の特徴は、以上の構成のようなサンドイッチ法によるテストストリップを用
いて、被検液中の抗原または抗体を検出するに際して、予め被検液に、重量平均分子量が
２０００～９０００である非イオン性水溶性高分子（以下、単に「特定非イオン性水溶性
高分子」とも略する）を溶解させることにある。このように比較的低分子量の非イオン性
水溶性高分子を用い、且つこれを、テストストリップ上において乾燥・保持させるのでは
なく、予め被検液に溶解させて使用する手法と組合わせて使用することにより、被検液中
の抗原または抗体を、極めて高感度で迅速に測定することが可能になる。また、その測定
の再現性も極めて良好になる。
【００２６】
ここで、使用する水溶性高分子は、非イオン性であることが必要であり、イオン性水溶性
高分子を使用した場合には、安定的な検出が行えなくなるおそれがある。例えば、カチオ
ン性水溶性高分子を使用した場合には、標識体として、金コロイド標識抗体や抗原、或い
は抗体または抗原感作ラテックス粒子等を使用した際には、これらの粒子が通常帯びてい
る負の表面ゼータ電位が打ち消され、粒子同士の凝集が生じ易くなる。また、アニオン性
水溶性高分子を使用した場合には、被検液の展開性が悪くなる場合がある。
【００２７】
また、上記非イオン性水溶性高分子の重量平均分子量が２０００～９０００、特に３００
０～８５００であることも極めて重要である。重量平均分子量が２０００未満の場合は、
抗原抗体反応の十分な反応促進効果を得ることが困難になる。また、重量平均分子量が９
０００より大きい場合は、十分な反応促進効果が得られるまでに被検液中の非イオン性水
溶性高分子濃度を高めた場合に、被検液の展開性が悪くなり検出部位の発色が一定となる
までに長時間を要するようになったり、或いはテストストリップ間で標識体の検出強度に
バラツキが生じたりするようになる。
【００２８】
被検液に溶解させる水溶性高分子の濃度は、十分な反応促進効果が得られ、且つ水溶性高
分子を溶解した被検液の展開性を良好に保つ観点から、０．０１～２０質量％、より好適
には０．５～１０質量％であるのが好ましい。
【００２９】
上記非イオン性水溶性高分子の種類としては、公知のものが特に制限なく使用できるが、
具体的にはポリエチレングリコール（以下ＰＥＧと略すこともある）、ポリプロピレング
リコール等のポリアルキレングリコール類；メチルセルロース、エチルセルロース、ヒド
ロキシエチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース（以下ＨＰＣと略すこともある
）、ヒドロキシプロピルメチルセルロース等のセルロース類；デンプン、デキストラン等
の多糖類；ポリビニルアルコール（以下ＰＶＡと略すこともある）、ポリビニルピロリド
ン（以下ＰＶＰと略すこともある）、ポリビニルメチルエーテル等のビニル系高分子など
を例示できる。これらの水溶性高分子は、一定の分子量のものを単独で使用してもよいし
、所望の展開性や反応促進効果が得られるように、分子量分布や分子構造等の異なる複数
のものを適宜混合して使用することもできる。
【００３０】
上記非イオン性水溶性高分子のうち、ポリアルキレングリコール類および／またはセルロ
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ース類を使用した場合は、特に高い反応促進効果が得られ好適である。中でも、ポリエチ
レングリコールを使用した場合は、重量平均分子量や分子量分布の異なるものを容易に入
手でき、これらを適宜混合することで被検液の粘性、展開性、反応促進効果を容易に所望
の程度に調整することができるため最も好ましい。
【００３１】
本発明において、上記２０００～９０００の重量平均分子量を有する非イオン性水溶性高
分子は、予め、被検液に溶解させて使用する。すなわち、このように比較的低分子量の非
イオン性水溶性高分子を使用したとしても、これをテストストリップに乾燥・保持する方
法では、毛管流として展開される被検液への溶解性や混合の均一性が十分ではなく、その
効果を十分且つ安定的に発揮させることが困難である。これに対して、本発明では、上記
の如く水溶性高分子を予め、被検液に溶解させておくことにより、この問題を解消し、前
記したような優れた効果を達成することが可能になる。
【００３２】
被検液に特定非イオン性水溶性高分子を溶解する方法は、特に限定されず、該水溶性高分
子の固体、或いは所定濃度の溶液（以下、「水溶性高分子原液」と表記することもある）
を必要量添加する方法を適宜に採択すればよい。水溶性高分子原液は、精製水；生理食塩
水等の各種塩溶液；トリスヒドロキシメチルアミノメタン（以下「トリス」と略すことも
ある）緩衝液、リン酸緩衝液等の各種緩衝液等の水性液体に、特定非イオン性水溶性高分
子の必要量を溶解することにより調製される。
【００３３】
次に、本発明の免疫学的測定方法が測定対象とする抗原または抗体を説明する。本発明に
おいて、上記抗原または抗体は、公知のものが制限無く対象になる。例えば、抗原として
は、アルブミン、ヘモグロビン、プロテイン A等のタンパク質や糖タンパク質；高比重リ
ポタンパク質、低比重リポタンパク質等の脂質タンパク質；アルカリ性ホスファターゼ、
リパーゼ、アミラーゼ等の酵素タンパク質；各種糖類；核酸；レセプター；各種微生物抗
原等が例示される。また、抗体としてはＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ等の免疫グロブリンが例
示される。
【００３４】
本発明では、これらの抗原または抗体が、前記テストストリップを毛管現象により展開可
能な状態で溶解、分散、または懸濁されている水性液体が被検液とされる。これらの抗原
または抗体を含む採取対象物としては、例えば、微生物の培養液、微生物の懸濁液、食品
およびその懸濁液、咽頭ぬぐい液、唾液、血漿、血清、尿等の体液、或いは歯垢の懸濁液
等が挙げられる。
【００３５】
これらの採取対象物からの被検液の調製は、測定対象とする抗原または抗体の性状や分析
の目的に応じて適宜に行えばよい。例えば、採取対象物が、血液、尿、唾液等の体液、或
いは環境水等の水性液体の場合、これらを採取し、そのまま被検液として使用することも
可能である。通常は、前記採取対象物を、適宜に、希釈、溶解、懸濁等の処理を施して使
用するのが一般的である。被検液中に、抗原抗体反応を阻害する物質が共存している場合
等には、阻害物質の分解処理、検出対象の抗原または抗体の抽出処理や精製処理等を施し
て、被検液を調製すればよい。
【００３６】
微生物（細菌、リケッチア属（Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｅ）、クラミジア属（Ｃｈｌａｍｙ
ｄｉａ）、マイコプラズマ属（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ）、及び単細胞真核生物を指す）を
免疫クロマトグラフィー法で分析する場合は、一般に採取した試料中に含まれる微生物濃
度が小さい為に、免疫クロマトグラフィー法の感度が不足する場合がある。このような場
合には、その測定感度を向上させるために、微生物菌体に結合または付着した、或いは該
菌体内に含まれる特定の抗原を抽出処理したものを被検液として使用するのが好ましいが
、これを本発明の免疫学的測定方法により測定することにより、さらに高感度で測定が行
えるため好適である。
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【００３７】
本発明の方法を適用するのに最も好適な被検液としては、糖鎖抗原を有する微生物から該
糖鎖抗原を亜硝酸抽出法により抽出した液（以下、単に「亜硝酸抽出溶液」とも言う）が
例示できる。すなわち、亜硝酸抽出法は、短時間に且つ高い効率で、微生物から血清型多
糖抗原等の特異性の高い糖鎖抗原を抽出できるので（武井勉．阪大医学雑誌．３５：９３
－１０９，１９９０．）、微生物を免疫クロマトグラフィー法にて分析する場合には有利
である。しかしながら、亜硝酸抽出法においては高濃度の亜硝酸塩水溶液を酸性条件下で
使用することから、亜硝酸抽出溶液には亜硝酸に由来する塩や中和により生じた塩が高濃
度に含まれる。その為、該亜硝酸抽出溶液は、免疫クロマトグラフィー法における展開性
が十分でない。このような被検液に、本発明の方法を適用することにより、前記効果を特
に顕著に発揮させ、希釈等により被検液の塩濃度を下げることなく、良好に被検液を展開
させて、高感度に上記糖鎖抗原を検出することできる。
【００３８】
この場合、糖鎖抗原を有する微生物としては、齲蝕関連菌であるのが好ましい。すなわち
、近年、歯牙の齲蝕のリスクを診断するために、口腔内より採取した唾液や歯垢中に存在
する齲蝕関連菌濃度を測定することが試みられている。これらの齲蝕関連菌の多くは、糖
鎖抗原を有する微生物であるが、唾液や歯垢中に１０４ ～１０７ 個／ｍｌ程度に微量にし
か含まれておらず、さらに通常は、不溶性グルカンに覆われた凝集状態で存在しているた
め、免疫クロマトグラフィー法における展開性が著しく悪い。したがって、唾液や歯垢の
懸濁液をそのまま被検液として使用しても、該齲蝕関連菌の測定感度は極めて低くなるの
で、上記の如くに糖鎖抗原を亜硝酸抽出法により抽出して、得られた亜硝酸抽出溶液を被
検液として本発明の測定方法に適用する方法が最も適している。
【００３９】
なお、唾液や歯垢の懸濁液は、遠心分離法や濾過法により処理し、その不溶性画分を分離
し、被検液の調製に供するのが高感度な測定を行う観点から好ましい。
【００４０】
ここで、上記齲蝕関連菌としては、具体的には、ミュータンスレンサ球菌に属する細菌（
ストレプトコッカス・ミュータンスやストレプトコッカス・ソブリヌスを例示できる）、
ラクトバチルス属に属する細菌、アクチノミセス属に属する細菌を挙げることができる。
【００４１】
亜硝酸抽出法は、微生物に亜硝酸水溶液を作用させる従来公知の方法を制限無く採用する
ことができる。この亜硝酸水溶液は、一般的には亜硝酸塩水溶液と酸水溶液とを混合する
ことで調製できる。このような亜硝酸塩水溶液としては、亜硝酸ナトリウム、亜硝酸カリ
ウム等の水溶液が、酸水溶液としては酢酸、プロピオン酸、クエン酸等の有機酸水溶液や
硝酸、塩酸等の無機酸水溶液を使用することができる。
【００４２】
得られた亜硝酸抽出溶液は、残留する酸により酸性を呈しているため、中和してから被検
液とするのが好ましい。この中和に使用する塩基性水溶液としては、水酸化ナトリウム水
溶液、炭酸水素ナトリウム水溶液、炭酸カリウム水溶液、トリス水溶液等の各種塩基を含
む水溶液、或いはトリス－塩酸緩衝液、ホウ砂－ホウ酸緩衝液、グリシンアミド－水酸化
ナトリウム緩衝液等の各種緩衝液を使用することができる。中和処理後の被検液のｐＨは
、免疫クロマトグラフィー法において抗原抗体反応を十分に行わせる観点からｐＨ６．０
～１０．０になるよう調整するのが良い。
【００４３】
糖鎖抗原を有する微生物に亜硝酸を作用させる方法は特に限定されず、例えば、該微生物
を含む液体試料を採取し、該液体試料の所定量に対し所定量の亜硝酸水溶液を添加し、所
定の温度下（通常は１０～６０℃）にて所定時間（通常は０．５～３０分）反応させた後
、中和する方法が採用できる。また、液体試料に遠心分離や濾過処理等を施して不溶性画
分（菌体を含む画分）を採取し、該不溶性画分に対し亜硝酸水溶液と塩基性水溶液を順に
作用させる方法を採用することも可能である。
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【００４４】
本発明において、上記説明したような被検液の調製は、（ａ）前記構成のテストストリッ
プと（ｂ）抗原または抗体の採取対象物から被検液を調製する際に使用する種々の調製用
試薬からなる免疫クロマトグラフィー法測定キットを用いて実施するのが好ましい。その
場合において、特定非イオン性水溶性高分子は、（ｂ）被検液の調製用試薬の構成試薬の
一つとして、錠剤等の固形物として設けても良いが、操作を効率的に行うには、（ｂ）１
種または２種以上からなる被検液の調製用試薬において、その少なくとも１種に含有させ
るのが好ましい。この場合、調製用試薬に含有させる特定非イオン性水溶性高分子の濃度
は、最終的に得られる被検液中において該水溶性高分子が所望濃度になるように調整して
おくことが必要である。特定非イオン性水溶性高分子を含有させておく調製用試薬として
は、抗原または抗体を含む採取対象物に対して使用する調製用試薬の如何なるものであっ
ても良い。
【００４５】
前記したように被検液に含有される抗原が、糖鎖抗原を有する微生物の該糖鎖抗原であり
、被検液が、上記糖鎖抗原を有する微生物から該糖鎖抗原を亜硝酸抽出法により抽出する
ことにより調製する場合においては、特定非イオン性水溶性高分子は亜硝酸水溶液からな
る抽出液および／または中和用塩基性水溶液に含有させておくのが好適である。
【００４６】
上記特定非イオン性水溶性高分子を含有させた調製用試薬には、必要に応じて抗菌剤や酸
化防止剤等の公知の添加剤を、本発明の効果を損なわない範囲で少量含有させても良い。
【００４７】
本発明において、前記構成のテストストリップを用いて、上記の予め特定非イオン性水溶
性高分子を溶解させた被検液を免疫クロマトグラフィー法により測定する具体的手順は、
例えば以下のような手順が、迅速簡便に測定を行えることから好ましい。即ち、まず、予
め特定非イオン性水溶性高分子を溶解させた被検液（例えば１００～２００μｌ）を分取
し、前記テストストリップの被検液保持部１に添加し、所定時間（例えば１～３０分）静
置した後、該ストリップの検出部位５およびコントロール判定部位６の着色の有無あるい
はその状態により判定することにより、被検液中に検出対象とする抗原または抗体が存在
するか否か、或いはその量を知る方法である。
【００４８】
【実施例】
以下、実施例により本発明を具体的に説明するが、本発明は以下の実施例により限定され
るものではない。
【００４９】
製造例１〔ストレプトコッカス・ミュータンスに対するポリクローナル抗体の作製〕
（１）［菌体試料懸濁液の調製］
ブレインハートインフュージョン（以下「ＢＨＩ」と略すこともある）（ＤＩＦＣＯ社）
３．７ｇを１００ｍｌの超純水に溶解後、オートクレーブ処理し、ＢＨＩ液体培地を調製
した。ＢＨＩ液体培地２ｍｌ中でＩｎｇｂｒｉｔｔ（ストレプトコッカス・ミュータンス
、血清型ｃ）を３７℃、５時間、嫌気条件下（Ｎ２ ：Ｈ２ ：ＣＯ２ ＝８０：１０：１０）
で培養した後、培養液を４０００ｇ、５分遠心処理し、上清の培地成分を除去し菌体沈殿
を回収した。
【００５０】
次いで、沈殿物を５ｍｌのリン酸生理食塩緩衝液（ｐＨ７．４）（以下ＰＢＳと略すこと
もある）に懸濁し、同様の遠心分離をする操作を３回行い、沈殿物を洗浄した。その後得
られた菌体沈殿をＰＢＳに懸濁し、Ａ６ ０ ０ ＝１．０に調整しＩｎｇｂｒｉｔｔ菌体試料
懸濁液とした。なお、該菌体試料懸濁液を超音波処理後、適宜希釈した後にＢＨＩ培地プ
レート上に添加し、生じたコロニー数を計数し菌体試料懸濁液の希釈倍率を乗じることで
該菌体試料懸濁液の菌体濃度を求めたところ、約１×１０９ 個／ｍｌであった。
【００５１】
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（２）〔ストレプトコッカス・ミュータンスに対する抗血清の作製〕
免疫は以下のように実施した。
【００５２】
第１週は０．５ｍｌのＩｎｇｂｒｉｔｔ菌体試料懸濁液を、５日連続で５回ウサギに対し
耳介静脈注射した。第２週は１．０ｍｌの該菌体試料懸濁液を、５日連続で５回ウサギに
対し耳介静脈注射した。第３週は２．０ｍｌの該菌体試料懸濁液を、５日連続で５回ウサ
ギに対し耳介静脈注射した。第４週は第３週と同様に免疫した。力価の上昇をスライドグ
ラスを利用した菌体の凝集反応の程度により確認後、最終免疫より１週間後に、定法に従
い採血しストレプトコッカス・ミュータンスに対する抗血清を得た。
【００５３】
（３）〔ストレプトコッカス・ミュータンスに対するポリクローナル抗体の精製〕
オートクレーブ処理したＢＨＩ液体培地１Ｌ中でＩｎｇｂｒｉｔｔを３７℃、１２時間、
嫌気条件下で培養した。培養液を４０００ｇ、５分遠心処理し、上清の培地成分を除去し
菌体沈殿を回収した。次いで、沈殿物を１００ｍｌのＰＢＳに懸濁させて、同様の遠心分
離をする操作を３回行い、沈殿物を洗浄した。
【００５４】
Ｉｎｇｂｒｉｔｔ菌体を洗浄した後、０．１Ｍ　トリス塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）に懸濁
しＡ６ ０ ０ ＝１５に調整した。ここにプロナーゼ（和光純薬社）を５ｍｇ／ｍｌとなるよ
うに添加し、３７℃で１時間保温した。反応終了後、遠心分離し菌体沈殿を回収した。次
いで、沈殿物を２０ｍｌのＰＢＳに懸濁して、同様の遠心分離をする操作を３回行い、沈
殿物を洗浄した。次いで２０ｍｌの０．１Ｍ　グリシン塩酸緩衝液（ｐＨ２．０）で３回
洗浄し、更に２０ｍｌのＰＢＳで３回洗浄し、プロテアーゼ処理菌体懸濁液（Ａ６ ０ ０ ＝
１２．５）を調製した。
【００５５】
次いで、該プロテアーゼ処理菌体懸濁液と（２）で調製した抗血清０．５ｍｌとを混合し
、４℃、６０分反応させた。混合液を４０００ｇ、５分遠心分離し、菌体を回収した。こ
の菌体を１０ｍｌのＰＢＳに懸濁し、同様の遠心分離をする操作を３回行い洗浄した。
【００５６】
次いで、０．５ｍｌの０．１Ｍ　グリシン塩酸緩衝液（ｐＨ２．０）に菌体を懸濁し、吸
着した抗体を溶出し、遠心分離により上清を回収し、１Ｍトリス－塩酸（ｐＨ９．０）を
添加しｐＨ７．４に調整した。同様の溶出操作を４回行い、各画分のタンパク質量を２８
０ｎｍの吸光度により測定した。
【００５７】
次いで、あらかじめＰＢＳで平衡化した１ｍｌのプロテインＡ－セファロース（アマシャ
ムファルマシアバイオテク社）を充填したカラムに上記溶出液を添加し、５ｍｌ洗浄後、
５ｍｌの０．１Ｍグリシン－塩酸緩衝液（ｐＨ３．０）にて溶出し、直ちに１Ｍトリス－
塩酸（ｐＨ９．０）を添加しｐＨ７．４に調整した。ＩｇＧの溶出画分は、Ａ２ ８ ０ を測
定することで確認した。
【００５８】
以上により、抗血清（０．５ｍｌ）をプロテアーゼ処理菌体により精製したポリクローナ
ル抗体を１ｍｇ得た。
【００５９】
実施例１〔ストレプトコッカス・ミュータンスの糖鎖抗原を含む被検液の調製と免疫クロ
マトグラフィー法による分析（１）〕
（１）〔遠心分離法を使用した亜硝酸抽出法による被検液の調製〕
製造例１（１）で調製した１×１０９ 個／ｍｌのＩｎｇｂｒｉｔｔ菌体試料懸濁液をＰＢ
Ｓで１０００倍希釈し、１×１０６ 個／ｍｌのＩｎｇｂｒｉｔｔ菌体試料懸濁液を調製し
た。この、１×１０６ 個／ｍｌのＩｎｇｂｒｉｔｔ菌体試料懸濁液１ｍｌをサンプリング
チューブに分取し、１００００ｇ、１０分間遠心分離し、上清を除去した。沈殿に、１２
５μｌの２Ｍ亜硝酸ナトリウム水溶液と１２５μｌの０．５Ｍ酢酸水溶液を添加し、良く
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混合後室温で１０分間放置した。次いで、７５０μｌの０．５Ｍトリス－塩酸緩衝液（ｐ
Ｈ９．０）を添加し、良く混合し反応を停止した。次いで、１００００ｇ、１０分間遠心
分離し、上清（亜硝酸抽出溶液）を回収した。該亜硝酸抽出溶液を、１×１０６ 個／ｍｌ
のＩｎｇｂｒｉｔｔ抗原抽出原液とした。
【００６０】
１２．５ｍｌの２Ｍ亜硝酸ナトリウム水溶液と１２．５ｍｌの０．５Ｍ酢酸水溶液を混合
し、室温で１０分間放置した。次いで、７５ｍｌの０．５Ｍトリス－塩酸緩衝液（ｐＨ９
．０）を添加し、良く混合し反応を停止した。このようにして調製した亜硝酸抽出溶液を
、検体希釈液とした。
【００６１】
２ｇのポリエチレングリコール６０００（数字は重量平均分子量を示す）を全量１０ｍｌ
となるよう検体希釈液に溶解し、２０％ＰＥＧ６０００を含む検体希釈液を調製した。１
００μｌのＩｎｇｂｒｉｔｔ抗原抽出原液と７８０μｌの検体希釈液及び１２０μｌの２
０％ＰＥＧ６０００を含む検体希釈液を混合することで、終濃度２．４％のＰＥＧ６００
０を含む１×１０５ 個／ｍｌのＩｎｇｂｒｉｔｔ抽出抗原を含む被検液を得た。
【００６２】
同様の方法にて、ＰＥＧ３０００、及びＰＥＧ８０００を含む検体希釈液とＩｎｇｂｒｉ
ｔｔ抗原抽出原液、及び検体希釈液を適宜混合し、所定の重量平均分子量のＰＥＧを所定
の濃度で、且つ１×１０５ 個／ｍｌのＩｎｇｂｒｉｔｔ抽出抗原を含む被検液を得た。
【００６３】
同様に、陰性コントロールとして各種ＰＥＧを含む検体希釈液と検体希釈液を適宜混合し
、所定の重量平均分子量のＰＥＧを所定の濃度で含み、Ｉｎｇｂｒｉｔｔ抽出抗原を含ま
ない被検液を得た。
【００６４】
（２）〔金コロイド標識されたストレプトコッカス・ミュータンスに対するポリクローナ
ル抗体の調製〕
コロイド粒径が４０ｎｍの市販金コロイド溶液（Ｂｒｉｔｉｓｈ  ＢｉｏＣｅｌｌ　Ｉｎ
ｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ社）１０ｍｌに１００ｍＭＫ２ ＣＯ３ を２μｌ添加し、ｐＨを９
．０に調製後、０．２２μｍフィルター処理した。金コロイド溶液の５２０ｎｍの吸光度
を測定したところ、Ａ５ ２ ０ ＝１．０であった。
【００６５】
次いで、１ｍｇ／ｍｌに調整した製造例１（３）で調製したポリクローナル抗体の２ｍＭ
ホウ酸緩衝溶液（ｐＨ９．０）６４μｌを、上記金コロイド溶液に撹拌しながら添加し、
室温下５分放置した。次いで、１０％スキムミルク－２ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）
を１．１ｍｌ撹拌しながら添加し（スキムミルク終濃度１％）、室温下３０分放置した。
次いで、反応溶液を１０℃、１００００ｇ、３０分遠心処理し、上清を除去後、２ｍｌの
２ｍＭＰＢＳ（ｐＨ７．４）を添加し、下層の金コロイド画分を再懸濁した。該再懸濁し
た画分の５２０ｎｍの吸光度を測定したところ、Ａ５ ２ ０ ＝４．９であった。得られた金
コロイド画分（以下、「金コロイド標識抗体」と表記することもある）は、４℃にて保存
した。
【００６６】
（３）〔免疫クロマトグラフィーテストストリップの作製〕
ニトロセルロースメンブレン（ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社、Ｈｉ－Ｆｌｏｗ　Ｐｌｕｓ　Ｍｅ
ｍｂｒａｎｅ、ＨＦ１８０、２５ｍｍ×６ｍｍ）からなる展開メンブレン部３上の検出部
位５及びコントロール判定部位６上に、それぞれ１ｍｇ／ｍｌの製造例１（３）で調製し
たポリクローナル抗体及び抗ウサギＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）ポリクローナル抗体（ＩＣＮファー
マシューティカルズ社）１μｌをスポットし、インキュベーター内で３７℃、６０分乾燥
し抗体を固定化した。該抗体固定化メンブレンを１％スキムミルク－０．０１％Ｔｒｉｔ
ｏｎＸ１００水溶液中で室温下、５分振とうした。次いで、該メンブレンを１０ｍＭリン
酸緩衝液（ｐＨ７．４）中で室温下、１０分振とう後取り出し、真空ポンプで吸引しなが
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ら６０分間デシケーター中で乾燥した。
【００６７】
また、標識体保持部２であるコンジュゲートパッド（ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社、７．５ｍｍ
×６ｍｍ）を０．５％ＰＶＡ－０．５％ショ糖水溶液中で１分間振とう後取り出し、真空
ポンプで吸引しながら６０分間デシケーター中で乾燥した。該コンジュゲートパッド２に
（２）で調製した金コロイド標識抗体をＡ５ ２ ０ ＝１．０に調整したものを２５μｌ添加
し、真空ポンプで吸引しながら６０分間デシケーター中で乾燥した。更に、被検液保持部
１であるサンプルパッド（ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社、１７ｍｍ×６ｍｍ）を１％Ｔｗｅｅｎ
２０－ＰＢＳ水溶液中で１分間振とう後取り出し、真空ポンプで吸引しながら６０分間デ
シケーター中で乾燥した。尚、展開終了後の被検液を保持するための吸収部４である吸収
パッド（ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社、２０ｍｍ×６ｍｍ）は未処理のまま用いた。
【００６８】
このように調製した、図１に示すような免疫クロマトグラフィーテストストリップの各構
成部分をプラスチックの支持台上に配置し、図２に示すような免疫クロマトグラフィーテ
ストストリップを組み立てた。
【００６９】
（４）〔免疫クロマトグラフィー法における被検液の分析〕
免疫クロマトグラフィーテストストリップのサンプルパッド２上に、（１）で得られた各
種被検液１００μｌを添加し、５分、１０分、２０分、３０分後にスポット発色の有無と
強度を判定した。測定は、各被検液ごとに５回行った。判定は、固定化抗体スポット上に
捕捉された金コロイドの程度を４段階（＋＋＋：発色強度が強い、＋＋：発色強度が中程
度、＋：発色強度が弱い、－：発色しない）に目視で識別した。また、（１）にて調製し
たＩｎｇｂｒｉｔｔ抗原抽出原液を検体希釈液にて１０倍希釈することで、１×１０５ 個
／ｍｌのＩｎｇｂｒｉｔｔ抽出抗原を含みＰＥＧを含まない被検液を得、該被検液並びに
検体希釈液だけを上記と同様の操作により分析した。結果を表１、表２に示した。
【００７０】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００７１】
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【表２】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００７２】
表１、表２より、重量平均分子量が３０００、６０００、８０００のポリエチレングリコ
ールを使用した場合は、それぞれ５回の測定の全てにおいて測定開始後５分以降発色強度
は変化せず、短時間に、且つ再現性よく判定することができた。Ｉｎｇｂｒｉｔｔ抽出抗
原を含まない被検液並びに検体希釈液では非特異的発色は検出されなかった。
【００７３】
比較例１〔ストレプトコッカス・ミュータンスの糖鎖抗原を含む被検液の調製と免疫クロ
マトグラフィー法による分析〕
実施例１（１）にてＰＥＧ１０００、ＰＥＧ１２０００、及びＰＥＧ２００００を使用す
ること以外は、実施例１（１）～（４）と同様の操作を行った。結果を表３、表４に示し
た。
【００７４】
【表３】
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【００７５】
【表４】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【００７６】
表３から、重量平均分子量が１０００のポリエチレングリコールを使用した場合は、ポリ
エチレングリコール濃度を実用上十分高くした場合も十分な増感効果が得られなかった。
また、重量平均分子量が１２０００のポリエチレングリコールを使用した場合は２回の測
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定において、更に重量平均分子量が２００００のポリエチレングリコールを使用した場合
は５回の測定において測定開始後５分以降発色強度が経時的に強くなり、発色強度の再現
性が悪かった。
【００７７】
比較例２〔ポリエチレングリコールを乾固した免疫クロマトグラフィーテストストリップ
を使用したストレプトコッカス・ミュータンスの糖鎖抗原を含む被検液の分析〕
（１）〔遠心分離法を使用した亜硝酸抽出法によるポリエチレングリコールを含まない被
検液の調製〕
実施例１（１）で調製した、１×１０６ 個／ｍｌのＩｎｇｂｒｉｔｔ抗原抽出原液を、検
体希釈液で１０倍希釈することで、１×１０５ 個／ｍｌのＩｎｇｂｒｉｔｔ抽出抗原を含
む被検液を得た。
【００７８】
（２）〔ポリエチレングリコールを乾固した免疫クロマトグラフィーテストストリップの
作製〕
金コロイド標識抗体を実施例１（２）と同様に作製した。ニトロセルロースメンブレン、
サンプルパッド、及び吸収パッドは実施例１（３）と同様の処理を施した。
【００７９】
標識体保持部２であるコンジュゲートパッド（ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社、７．５ｍｍ×６ｍ
ｍ）を０．５％ＰＶＡ－０．５％ショ糖水溶液中で１分間振とう後取り出し、真空ポンプ
で吸引しながら６０分間デシケーター中で乾燥した。実施例１（２）で調製した金コロイ
ド標識抗体に、Ａ５ ２ ０ ＝１．０、終濃度９．６％となるようＰＥＧ６０００を添加した
。コンジュゲートパッド２に、該金コロイド標識抗体を２５μｌ添加し、真空ポンプで吸
引しながら６０分間デシケーター中で乾燥した。同様に、２０．０％のＰＥＧ３０００或
いは８．８％のＰＥＧ８０００を含む、Ａ５ ２ ０ ＝１．０の金コロイド標識抗体２５μｌ
を添加し、真空ポンプで吸引しながら６０分間デシケーター中で乾燥した。
【００８０】
このように調製した、図１に示すような免疫クロマトグラフィーテストストリップの各構
成部分をプラスチックの支持台上に配置し、図２に示すような免疫クロマトグラフィーテ
ストストリップを組み立てた。
【００８１】
（３）〔免疫クロマトグラフィー法における被検液の分析〕
免疫クロマトグラフィーテストストリップのサンプルパッド２上に、上記比較例２（１）
で得られた被検液１００μｌを添加し、５分、１０分、２０分、３０分後にスポット発色
の有無と強度を判定した。測定は、各被検液ごとに５回行った。判定は、実施例１（４）
と同様に行った。結果を表５に示した。同様に、検体希釈液を分析した結果を表６に示し
た。
【００８２】
【表５】
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【００８３】
【表６】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００８４】
表５、表６より、重量平均分子量が３０００、６０００、８０００のポリエチレングリコ
ールを乾固した免疫クロマトグラフィーテストストリップを使用した場合は、測定開始後
５分以降発色強度が経時的に強くなり発色が安定せず、短時間に、且つ再現性よく判定す
ることができなかった。
【００８５】
実施例２〔ストレプトコッカス・ミュータンスの糖鎖抗原を含む被検液の調製と免疫クロ
マトグラフィー法による分析（２）〕
（１）〔遠心分離法を使用した亜硝酸抽出法による被検液の調製〕
実施例１（１）と同様に、１×１０６ 個／ｍｌのＩｎｇｂｒｉｔｔ抗原抽出原液及び検体
希釈液を調製した。
【００８６】
２ｇのデキストラン（重量平均分子量６０００）を全量１０ｍｌとなるよう検体希釈液に
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溶解し、２０％デキストランを含む検体希釈液を調製した。１００μｌのＩｎｇｂｒｉｔ
ｔ抗原抽出原液と７８０μｌの検体希釈液及び１２０μｌの２０％デキストランを含む検
体希釈液を混合することで、終濃度２．４％のデキストランを含む１×１０５ 個／ｍｌの
Ｉｎｇｂｒｉｔｔ抽出抗原を含む被検液を得た。
【００８７】
同様の方法にて、それぞれ重量平均分子量６０００のＰＥＧ、ポリビニルピロリドン（Ｐ
ＶＰ）、ヒドロキシプロピルセルロース（ＨＰＣ）を含む検体希釈液とＩｎｇｂｒｉｔｔ
抗原抽出原液、及び検体希釈液を混合し、終濃度２．４％の上記水溶性高分子を含み、且
つ１×１０５ 個／ｍｌのＩｎｇｂｒｉｔｔ抽出抗原を含む被検液を得た。
【００８８】
（２）〔免疫クロマトグラフィーテストストリップの作製〕
実施例１（２）、（３）の方法に従い、免疫クロマトグラフィーテストストリップを組み
立てた。
【００８９】
（３）〔免疫クロマトグラフィー法における被検液の分析〕
免疫クロマトグラフィーテストストリップのサンプルパッド２上に、上記（１）で得られ
た各種被検液１００μｌを添加し、５分、１０分、２０分、３０分後にスポット発色の有
無と強度を判定した。測定は、各被検液ごとに５回行った。判定は、実施例１（４）と同
様に行った。結果を表７に示した。同様に、終濃度２．４％の（１）の各種水溶性高分子
を含む検体希釈液調製し、同様に分析した。結果を表８に示した。
【００９０】
【表７】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００９１】
【表８】
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【００９２】
表７、表８より、ポリエチレングリコール又はヒドロキシプロピルセルロースを使用した
場合は、特に高い発色強度が得られ、且つ、短時間に再現性よく判定することができた。
【００９３】
実施例３〔免疫クロマトグラフィー法測定キットを使用した唾液からのストレプトコッカ
ス・ミュータンスの検出〕
（１）〔唾液の採取と培養法による唾液中のストレプトコッカス・ミュータンス濃度の測
定〕
被験者にパラフィンペレットを５分間噛ませ、分泌された唾液を滅菌容器に吐き出させる
ことで回収した。
【００９４】
得られた唾液を４０Ｗ、１０秒間超音波処理した後、適宜希釈して、１００μｌをミチス
・サリバリウス・バシトラシン（以下、「ＭＳＢ」と表記することもある。）固体培地上
に添加し、３７℃、嫌気条件下、４８時間培養した。ＭＳＢ固体培地上に生じるコロニー
数を計数し、唾液の希釈率から、ストレプトコッカス・ミュータンス濃度を個／ｍｌとし
て算出した。ＭＳＢ固体培地上には主としてストレプトコッカス・ミュータンスとストレ
プトコッカス・ソブリヌスが、また、一部の口腔内細菌が生育する。コロニーの形態学的
分類、及び形態学的に識別不可能なコロニーに関しては、該コロニーを純粋培養後、ミュ
ータンスレンサ球菌の血清型特異的な抗体を利用した免疫学的測定方法及び、糖発酵試験
等の生化学的方法により、ストレプトコッカス・ミュータンスをストレプトコッカス・ソ
ブリヌス及び他の口腔内細菌と識別し、ストレプトコッカス・ミュータンス濃度を測定し
た。
【００９５】
（２）〔濾過装置を使用した亜硝酸抽出法による被検液の調製〕
ＳＣカートリッジ８（マルエム社）に直径１２ｍｍの円形に切り取ったガラス繊維濾紙９
（アドバンテック東洋社、ＧＡ－１００）をセットし、図３の構造の濾過装置７を作製し
た。
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【００９６】
（１）で採取した唾液０．５ｍｌを濾過装置７に添加し、シリンジをセットした蓋１０を
閉めてシリンジにより加圧濾過した。蓋１０を開け、濾過装置７に５００μｌの０．１Ｍ
　ＮａＯＨ水溶液を添加し同様に濾過した。次いで、２００μｌの１Ｍ酢酸水溶液と２０
０μｌの４．８％ＰＥＧ６０００を含む２Ｍ亜硝酸ナトリウム水溶液を混合し、０．５Ｍ
酢酸－１Ｍ亜硝酸ナトリウム－２．４％ＰＥＧ６０００水溶液を調製した。２５０μｌの
０．５Ｍ酢酸－１Ｍ亜硝酸ナトリウム－２．４％ＰＥＧ６０００水溶液を濾過装置７に添
加し、直ちにシリンジで加圧し濾過した。室温で２分間放置した後、２．４％のＰＥＧ６
０００を含む０．５Ｍトリス－塩酸緩衝液（ｐＨ９．０）１５０μｌを添加し、加圧濾過
することで約１５０μｌの濾液を回収した。このようにして得られた濾液を、終濃度２．
４％のＰＥＧ６０００を含む被検液とした。
【００９７】
同様に、１０％ＰＥＧ３０００を含む２Ｍ亜硝酸ナトリウム水溶液と５％のＰＥＧ３００
０を含む０．５Ｍトリス－塩酸緩衝液（ｐＨ９．０）、４．４％ＰＥＧ８０００を含む２
Ｍ亜硝酸ナトリウム水溶液と２．２％のＰＥＧ８０００を含む０．５Ｍトリス－塩酸緩衝
液（ｐＨ９．０）をそれぞれ使用し、上記ＰＥＧ６０００の場合と同様の操作に従い所定
の重量平均分子量のＰＥＧを所定の濃度で含　　　　　む被検液を得た。
【００９８】
（３）〔免疫クロマトグラフィーテストストリップによる被検液のストレプトコッカス・
ミュータンスの測定〕
実施例１（２）、（３）の方法に従い、免疫クロマトグラフィーテストストリップを作製
した。該免疫クロマトグラフィーテストストリップのサンプルパッド１上に、（１）で得
られた各種被検液１００μｌを添加し、５、１０、３０分後のスポット発色の有無と強度
を判定した。判定は、実施例１（４）と同様に行った。
【００９９】
免疫クロマトグラフィーテストストリップの判定結果と、（１）の培養法により得られた
唾液中のストレプトコッカス・ミュータンス濃度とを比較した。結果を表９に示す。
【０１００】
【表９】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１０１】
表９より、重量平均分子量が３０００、６０００、８０００のＰＥＧを添加した場合は、
発色が短時間に（５分以内に）飽和し、以降で判定は変わらなかった。被検液中に含まれ
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る糖鎖抗原濃度は、唾液中のストレプトコッカス・ミュータンス濃度に相関することから
、迅速、簡便に、且つ再現性良く糖鎖抗原濃度、言い換えれば、唾液中のストレプトコッ
カス・ミュータンス濃度を測定できた。
【０１０２】
比較例３〔ＰＥＧを使用しない免疫クロマトグラフィー法による唾液からのストレプトコ
ッカス・ミュータンスの検出〕
（１）〔唾液の採取と培養法による唾液中のストレプトコッカス・ミュータンス濃度の測
定〕
実施例３（１）の方法に従った。
【０１０３】
（２）〔濾過装置を使用した亜硝酸抽出法によるＰＥＧを含まない被検液の調製〕
ＳＣカートリッジ８（マルエム社）に直径１２ｍｍの円形に切り取ったガラス繊維濾紙９
（アドバンテック東洋社、ＧＡ－１００）をセットし、図３の構造の濾過装置７を作製し
た。
【０１０４】
（１）で採取した唾液０．５ｍｌを濾過装置７に添加し、シリンジをセットした蓋１０を
閉めてシリンジにより加圧濾過した。蓋１０を開け、濾過装置７に５００μｌの０．１Ｍ
　ＮａＯＨ水溶液を添加し同様に濾過した。次いで、２５０μｌの０．５Ｍ酢酸－１Ｍ亜
硝酸ナトリウム水溶液を濾過装置７に添加し、直ちにシリンジで加圧し濾過した。室温で
２分間放置した後、０．５Ｍトリス－塩酸緩衝液（ｐＨ９．０）１５０μｌを添加し、加
圧濾過することで約１５０μｌの濾液を回収した。このようにして得られた濾液を、ＰＥ
Ｇを含まない被検液とした。
（３）〔免疫クロマトグラフィーテストストリップによるＰＥＧを含まない被検液のスト
レプトコッカス・ミュータンスの測定〕
実施例１（２）、（３）の方法に従い、免疫クロマトグラフィーテストストリップを作製
した。該免疫クロマトグラフィーテストストリップのサンプルパッド１上に、（２）で得
られた被検液１００μｌを添加し、５、１０、３０分後のスポット発色の有無と強度を判
定した。判定は、実施例１（４）と同様に行った。
【０１０５】
免疫クロマトグラフィーテストストリップの判定結果と、上記比較例３（１）の培養法に
より得られた唾液中のストレプトコッカス・ミュータンス濃度とを比較した。結果を表１
０に示す。
【０１０６】
【表１０】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１０７】
表１０より、ＰＥＧを添加しない被検液を分析した場合は、発色強度が不足しており、陽
性の判定が得られるまでに長時間（１０～３０分）を要した。
【０１０８】
【発明の効果】
本発明によれば、免疫クロマトグラフィー法において、極めて高感度に測定を行うことが
できる。加えて、検出部位の発色のテストストリップ間差を無くすことができるので、被
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検液中の分析対象物質の濃度を、短時間に、再現性良く測定することが可能な免疫クロマ
トグラフィー法に基づく免疫学的測定方法を提供できる。本発明によれば、従来その測定
を再現性良く実施することが困難であった亜硝酸抽出溶液のような、展開性の悪い被検液
中に含まれる分析対象物質を短時間に、再現性良く、高感度に測定できる。
【０１０９】
また、本発明によれば、免疫クロマトグラフィーテストストリップ及び被検液の調製用試
薬からなる、迅速、且つ簡便に実施可能で、短時間に且つ再現性良く被検液中に含まれる
分析対象物質を測定可能な免疫クロマトグラフィー法測定キットが提供される。このよう
なキットを使用し、例えば唾液中のミュータンスレンサ球菌等の齲蝕関連菌濃度などを、
再現性良く短時間に、高感度に測定することができる。
【０１１０】
このように、本発明により、免疫クロマトグラフィー法に基づく迅速且つ正確な免疫学的
測定方法、並びに免疫学的測定キットを提供できるので、環境分析や臨床検査の分野に与
える影響は計り知れない。
【図面の簡単な説明】
【図１】本図は、本発明の免疫クロマトグラフィー法で使用するテストストリップの各部
材の概略図である。
【図２】本図は、本発明の免疫クロマトグラフィー法で使用するテストストリップの側面
図である。
【図３】本図は、本発明の免疫クロマトグラフィー法キットで使用する唾液処理用の濾過
装置の側面図である。
【符号の説明】
１・・・被検液保持部
２・・・標識体保持部
３・・・展開メンブレン部
４・・・吸収部
５・・・検出用抗体または検出用抗原が固定化された部位（検出部位）
６・・・コントロール判定部位
７・・・濾過装置
８・・・ＳＣカートリッジ
９・・・ガラス繊維濾紙
１０・・蓋
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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