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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
イムノクロマトグラフィーを利用した検出方法であって、
以下の（１）および（２）を含むイムノクロマトグラフィー用テストストリップを使用し
、かつ、下記（Ａ）および（Ｂ）の工程を有する前記検出方法。
（１）被検出物質（ただし、水難溶性化合物を除く。以下本請求項において同じ。）を含
有する可能性のあるサンプルを供給するサンプル供給部と、前記サンプル供給部よりも下
流側に、被検出物質に対する抗体が標識体に固定化されたコンジュゲートを含有するコン
ジュゲート部とを有する、コンジュゲートパッド
（２）被検出物質に対する抗体が固定化された検出部を少なくとも１つ有する、不溶性メ
ンブレン担体
（Ａ）メタノールを１．５～２０％（ｖ／ｖ）含むサンプル希釈液によって希釈された被
検出物質を含有する可能性のあるサンプルをサンプル供給部に供給する工程
（Ｂ）不溶性メンブレン担体上の免疫反応生成物としての被検出物質を検出する工程
を含む、前記検出方法。
【請求項２】
被検出物質がウイルス／及び抗原抗体反応を利用して測定し得るタンパク質のいずれか1
種以上である、請求項１に記載の検出方法。
【請求項３】
被検出物質がヒトヘモグロビン、インフルエンザウイルス、Ｂ型肝炎ウイルス、Ｃ型肝炎
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ウイルス、ヒト免疫不全ウイルスのいずれか１種以上である、請求項１または２に記載の
検出方法。
【請求項４】
被検出物質がインフルエンザＢ型ウイルスであり、標識体に固定化された被検出物質に対
する抗体および検出部に固定化された被検出物質に対する抗体が、抗インフルエンザＢ型
ウイルスモノクローナル抗体である、請求項１～３のいずれかに記載の検出方法。
【請求項５】
（Ｂ）の検出工程が、吸光度または反射光強度を検出する工程である請求項１～４のいず
れかに記載の検出方法。
【請求項６】
以下の（ａ）および（ｂ）を含むイムノクロマトグラフィー用検出キット。
（ａ）被検出物質（ただし、水難溶性化合物を除く。以下本請求項において同じ。）を含
有する可能性のあるサンプルを展開させることにより被検出物質を検出するイムノクロマ
トグラフィー用テストストリップであって以下の（１）および（２）を含むテストストリ
ップ。
（１）被検出物質を含有する可能性のあるサンプルを供給するサンプル供給部と、前記サ
ンプル供給部よりも下流側に、被検出物質に対する抗体が標識体に固定化されたコンジュ
ゲートを含有するコンジュゲート部とを有する、コンジュゲートパッド
（２）被検出物質に対する抗体が固定化された検出部を少なくとも１つ有する、不溶性メ
ンブレン担体
（ｂ）メタノールを１．５～２０％（ｖ／ｖ）含有するイムノクロマトグラフィー用サン
プル希釈液
【請求項７】
被検出物質がインフルエンザＢ型ウイルスであり、標識体に固定化された被検出物質に対
する抗体および検出部に固定化された被検出物質に対する抗体が抗インフルエンザＢ型ウ
イルスモノクローナル抗体である、請求項６に記載のイムノクロマトグラフィー用検出キ
ット。
【請求項８】
（ｂ）が、メタノールを１．５～２０％（ｖ／ｖ）含有するイムノクロマトグラフィー用
サンプル希釈液である、請求項６または７に記載のイムノクロマトグラフィー用検出キッ
ト。
【請求項９】
（ｂ）が、ｐＨ６．０～１０．０の緩衝液中にメタノールを１．５～２０％（ｖ／ｖ）含
有するイムノクロマトグラフィー用サンプル希釈液である、請求項６～８のいずれかに記
載のイムノクロマトグラフィー用検出キット。
【請求項１０】
インフルエンザＢ型ウイルス検出のためのイムノクロマトグラフィー用サンプル希釈液で
あって、メタノールを１．５～２０％（ｖ／ｖ）含有する前記サンプル希釈液。
【請求項１１】
ｐＨ６．０～１０．０の緩衝液中にメタノールを１．５～２０％（ｖ／ｖ）含有する請求
項１０に記載のサンプル希釈液。
【請求項１２】
インフルエンザＢ型ウイルスを含有する可能性のあるサンプルを展開させることにより当
該ウイルスを検出する下記（ａ）のイムノクロマトグラフィー用テストストリップを含む
、インフルエンザＢ型ウイルス検出キットの製造における、下記（ｂ）のイムノクロマト
グラフィー用サンプル希釈液の使用。
（ａ）以下の（１）および（２）を含むイムノクロマトグラフィー用テストストリップ。
　（１）インフルエンザＢ型ウイルスを含有する可能性のあるサンプルを供給するサンプ
ル供給部と、前記サンプル供給部よりも下流側に、抗インフルエンザＢ型ウイルス抗体が
標識体に固定化されたコンジュゲートを含有するコンジュゲート部とを有する、コンジュ
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ゲートパッド
　（２）抗インフルエンザＢ型ウイルス抗体が固定化された検出部を少なくとも１つ有す
る、不溶性メンブレン担体
（ｂ）メタノールを１．５～２０％（ｖ／ｖ）含有するイムノクロマトグラフィー用サン
プル希釈液
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、イムノクロマトグラフィーを利用した検出方法に関する。また、インフルエ
ンザＢ型ウイルスを検出するための前記方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　サンプル中の被検出物質を抗原抗体反応により検出する方法の一つとして、イムノクロ
マトグラフィー用テストストリップを用いた検出方法が知られている。イムノクロマトグ
ラフィーは、被検出物質に対する抗体が固定化された標識体接合物（上記接合物をコンジ
ュゲートということがある）と被検出物質とによって形成された免疫複合体を、被検出物
質に対する抗体を捕捉試薬として固定化した検出部を有する不溶性メンブレン担体を固定
相として、緩衝液などの移動相とともに展開させ、該捕捉試薬により捕捉された該免疫複
合体を検出する方法である。上記標識体としては、金コロイドなどのコロイド状金属粒子
やカラーラテックス粒子が用いられ、検出部の着色度合いから、サンプル中の被検出物質
の存在や、場合によってはその量を求めることができる。
【０００３】
　イムノクロマトグラフィー用テストストリップの典型的な構成としては、サンプルを供
給するためのサンプル供給部（以下、サンプルパッドともいうことがある）、コンジュゲ
ートを配置するためのコンジュゲートパッド、抗体などの捕捉試薬がライン状に固定化さ
れた検出部を有し、上記免疫複合体を移動相により展開させて捕捉する不溶性メンブレン
担体、および不溶性メンブレン担体を展開してきたサンプルを検出部よりも下流で吸収す
るための吸収パッドが配置された構成をあげることができる。
【０００４】
　上記構成のイムノクロマトグラフィー用テストストリップにおける検出部において、被
検出物質とコンジュゲートとの複合体を検出する方法として、標識体に由来する反射光の
強度を測定して吸光度（反射吸光度）を算出する方法がある。反射吸光度は、検出部にお
ける被検出物質の検出ラインとその近傍の２部位の反射光強度を測定し、その比を用いて
算出するが、該方法を使用する際、上記免疫複合体が検出される検出ラインの上流側およ
び下流側（特に下流側）付近の反射光強度が非特異的に上昇して測定波形に乱れがみられ
ることがある。被検出物質が低濃度のサンプルにおける上記複合体の検出時には、測定波
形の乱れを無視してベースラインを引くことができないため、特異的シグナル（ピーク）
を正確に検出することができず、測定自体が不可能となることがある。このような測定波
形の乱れの発生頻度と測定波形の乱れの程度は一定ではないため、測定の再現性が低下し
たり、測定の都度適切な測定値への補正を行うこと（いいかえれば測定波形の確認）が必
要であった。
　白色のメンブレンを用いる通常のイムノクロマトグラフィーにおいて、前記測定波形の
乱れは、メンブレンにおける該当部位の色がその周辺の色よりも相対的に白く、色が抜け
ているように見える現象（いわゆる、白抜け現象、以下単に白抜け現象または白抜けとい
うことがある）として目視でも観察することができる。
 このような白抜け現象が発生する原因は定かではないが、イムノクロマトグラフィー用
テストストリップを長期間（例えば、1年以上）保管した後に使用した場合に観察される
ことが多い。このような白抜け現象を解消するための方法は今までに知られていない。
【０００５】
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　一方、イムノクロマトグラフィーは迅速臨床検査（Ｐｏｉｎｔ－ｏｆ－ｃａｒｅ－ｔｅ
ｓｔｉｎｇ）で多数実用化され、特にインフルエンザなどの感染症診断で汎用されている
が、ＬＴＩＡなど他の免疫学的測定法と同様にインフルエンザＢ型ウイルスの検出感度が
低いという問題があり、これもまた解消するための方法が知られていなかった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】国際公開２０１２／０４３７４６号パンフレット
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明の目的は、イムノクロマトグラフィーを利用した検出方法において、テストスト
リップにおけるいわゆる白抜け現象の発生が抑制され、より正確な検出ができる方法を提
供することにある。また、イムノクロマトグラフィーを利用した検出方法において、特に
インフルエンザＢ型ウイルスの検出感度を向上させる方法を提供することも本発明の目的
である。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、上記課題を解決するために鋭意研究を行ったところ、驚くべきことに、
イムノクロマトグラフィー用テストストリップを使用した免疫反応において、メタノール
をテストストリップ上に存在させることにより、テストストリップのいわゆる白抜け現象
の発生が抑えられ、良好な検出ができることを見出した。また、さらに驚くべきことに、
前記メタノールの共存により、インフルエンザＢ型ウイルスの検出感度が向上することを
も見出し、本発明を完成させるに至った。すなわち、本発明は以下の構成を有する。
〔１〕 イムノクロマトグラフィーを利用した検出方法であって、
以下の（１）および（２）を含むイムノクロマトグラフィー用テストストリップを使用し
、かつ、下記（Ａ）および（Ｂ）の工程を有する前記検出方法。
（１）被検出物質を含有する可能性のあるサンプルを供給するサンプル供給部と、前記サ
ンプル供給部よりも下流側に、被検出物質に対する抗体が標識体に固定化されたコンジュ
ゲートを含有するコンジュゲート部とを有する、コンジュゲートパッド
（２）被検出物質に対する抗体が固定化された検出部を少なくとも１つ有する、不溶性メ
ンブレン担体
（Ａ）メタノール、および被検出物質を含有する可能性のあるサンプルをサンプル供給部
に供給する工程
（Ｂ）不溶性メンブレン担体上の免疫反応生成物としての被検出物質を検出する工程
を含む、前記検出方法。
〔２〕（Ａ）の工程が、あらかじめメタノールを含むサンプル希釈液によって希釈された
サンプルを、サンプル供給部に供給する工程である〔１〕に記載の検出方法。
〔３〕（Ａ）の工程が、メタノールを含むサンプル希釈液によりサンプルを希釈して、希
釈されたサンプルを、サンプル供給部に供給する工程である〔１〕に記載の検出方法。
〔４〕被検出物質がインフルエンザＢ型ウイルスであり、標識体に固定化された被検出物
質に対する抗体および検出部に固定化された被検出物質に対する抗体が、抗インフルエン
ザＢ型ウイルスモノクローナル抗体である、〔１〕～〔３〕のいずれかに記載の検出方法
。
〔５〕以下の（ａ）および（ｂ）を含むイムノクロマトグラフィー用検出キット。
（ａ）被検出物質を含有する可能性のあるサンプルを展開させることにより被検出物質を
検出するイムノクロマトグラフィー用テストストリップであって以下の（１）および（２
）を含むテストストリップ。
（１）被検出物質を含有する可能性のあるサンプルを供給するサンプル供給部と、前記サ
ンプル供給部よりも下流側に、被検出物質に対する抗体が標識体に固定化されたコンジュ
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ゲートを含有するコンジュゲート部とを有する、コンジュゲートパッド
（２）被検出物質に対する抗体が固定化された検出部を少なくとも１つ有する、不溶性メ
ンブレン担体
（ｂ）メタノールを含有するイムノクロマトグラフィー用サンプル希釈液
〔６〕被検出物質がインフルエンザＢ型ウイルスであり、標識体に固定化された被検出物
質に対する抗体および検出部に固定化された被検出物質に対する抗体が抗インフルエンザ
Ｂ型ウイルスモノクローナル抗体である、〔５〕に記載のイムノクロマトグラフィー用検
出キット。
〔７〕（ｂ）が、メタノールを０．１～２０％（ｖ／ｖ）含有するイムノクロマトグラフ
ィー用サンプル希釈液である、〔５〕または〔６〕に記載のイムノクロマトグラフィー用
検出キット。
〔８〕（ｂ）が、ｐＨ６．０～１０．０の緩衝液中にメタノールを０．１～２０％（ｖ／
ｖ）含有するイムノクロマトグラフィー用サンプル希釈液である、〔５〕～〔７〕のいず
れかに記載のイムノクロマトグラフィー用検出キット。
〔９〕インフルエンザＢ型ウイルス検出のためのイムノクロマトグラフィー用サンプル希
釈液であって、メタノールを０．１～２０％（ｖ／ｖ）含有する前記サンプル希釈液。
〔１０〕ｐＨ６．０～１０．０の緩衝液中にメタノールを０．１～２０％（ｖ／ｖ）含有
する〔９〕に記載のサンプル希釈液。
〔１１〕インフルエンザＢ型ウイルスを含有する可能性のあるサンプルを展開させること
により当該ウイルスを検出する下記（ａ）のイムノクロマトグラフィー用テストストリッ
プを含む、インフルエンザＢ型ウイルス検出キットの製造における、下記（ｂ）のイムノ
クロマトグラフィー用サンプル希釈液の使用。
（ａ）以下の（１）および（２）を含むイムノクロマトグラフィー用テストストリップ
　　（１）インフルエンザＢ型ウイルスを含有する可能性のあるサンプルを供給するサン
プル供給部と、前記サンプル供給部よりも下流側に、抗インフルエンザＢ型ウイルス抗体
が標識体に固定化されたコンジュゲートを含有するコンジュゲート部とを有する、コンジ
ュゲートパッド
　　（２）抗インフルエンザＢ型ウイルス抗体が固定化された検出部を少なくとも１つ有
する、不溶性メンブレン担体
（ｂ）メタノールを０．１～２０％含有するイムノクロマトグラフィー用サンプル希釈液
。
【０００９】
　なお、本発明において、抗体を固定化させるとは、標識体または不溶性メンブレン担体
に物理的あるいは化学的に抗体を担持させることである。
　また、本発明でいう検出とは、目視あるいは分析装置を使用した場合を問わず、また、
定性的な検出だけでなく、定量が可能な被検出物質については定量的な検出、すなわち測
定も含む。
　また、本発明において上流（上流側）、下流（下流側）とは、サンプルが供給された後
、移動相が展開して行く方向を下流（下流側）としている。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明により、イムノクロマトグラフィー用テストストリップのいわゆる白抜け現象の
発生を抑制し、正確な測定を実現することができる。また、インフルエンザウイルスの検
出において、特にこれまで検出感度が低いことが問題になっていたＢ型ウイルスを感度良
く検出することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】本発明のイムノクロマトグラフィー用テストストリップの構造模式図の一態様を
示す。
【図２】本発明のイムノクロマトグラフィー用テストストリップの構造模式図の別の一態
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様を示す。
【図３】本発明のイムノクロマトグラフィー用テストストリップの構造模式図のさらに別
の一態様を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
（イムノクロマトグラフィーを利用した検出方法）
　本発明の検出方法は、少なくとも下記（１）および（２）の構成を有するイムノクロマ
トグラフィー用テストストリップを使用し、
（１）被検出物質を含有する可能性のあるサンプルを供給するサンプル供給部と、前記サ
ンプル供給部よりも下流側に、被検出物質に対する抗体が標識体に固定化されたコンジュ
ゲートを含有するコンジュゲート部とを有する、コンジュゲートパッド
（２）被検出物質に対する抗体が固定化された検出部を少なくとも１つ有する、不溶性メ
ンブレン担体
かつ、下記（Ａ）および（Ｂ）の工程を有することを特徴とする。
（Ａ）メタノール、および被検出物質を含有する可能性のあるサンプルとをサンプル供給
部に供給する工程
（Ｂ）不溶性メンブレン担体上の免疫反応生成物としての被検出物質を検出する工程
【００１３】
（メタノールのサンプル供給部への添加）
　本発明は、イムノクロマトグラフィー用テストストリップのサンプル供給部にメタノー
ルを添加することを特徴とする。メタノールは、１００％メタノールとして、あるいは他
の溶媒で希釈したメタノール溶液として添加することができる。他の溶媒としては、水溶
性の溶媒が好ましく、具体的には、精製水、生理食塩水、ｐＨ６．０～１０．０の低濃度
の緩衝液等が挙げられる。なお、これらの水溶性の溶媒は、サンプル希釈液の成分とも共
通するため、希釈サンプルを使用する場合は、メタノールをサンプル希釈液に添加し、サ
ンプルとともにサンプル供給部に添加する態様が好ましい。
　なお、イムノクロマトグラフィー用テストストリップが、ラテラルフロー式ではなく、
ディップスティック式で設計されている場合には、テストストリップをメタノールを含む
溶液に浸漬することによりメタノールの添加に代えることができる。
【００１４】
　メタノールを水溶性溶媒で希釈してサンプル供給部に添加する場合、水溶性溶媒中のメ
タノール濃度としては、０．１～２０．０％（ｖ／ｖ）が好ましく、０．５～１８．０％
（ｖ／ｖ）、０．７～１６．０％（ｖ／ｖ）、１．０～１５．０％（ｖ／ｖ）、１．５～
１３．０％（ｖ／ｖ）、１．８～１２．０％（ｖ／ｖ）、２．０～１１．０％（ｖ／ｖ）
がさらに好ましく、２．０～１０％（ｖ／ｖ）がよりいっそう好ましい。また、３．０～
１０．０％（ｖ／ｖ）、４．０～１０．０％（ｖ／ｖ）、５．０～１０．０％（ｖ／ｖ）
が好ましい場合もある。
　メタノールは、揮発性であるため、使用時に溶媒に添加して用いることもできるし、あ
らかじめ前記濃度に調整したメタノール含有溶媒を気密性の高い容器に入れて保存したも
のを用いることもできる。
【００１５】
（サンプル希釈液）
　サンプル希釈液は、サンプル中の被検出物質の濃度に応じて、サンプルの希釈をするた
めに用いられるものであるため、抗原抗体反応を著しく阻害したり、または反対に著しく
反応を促進して標識体が過凝集するために毛細管現象における展開不良を起こしたり、抗
原濃度に応じた抗原抗体反応のシグナル検出が不可能にさえならなければ、いずれの組成
の希釈液を用いても良い。
　例えば、精製水、生理食塩水、ｐＨ６．０～１０．０の低濃度の緩衝液が望ましい。緩
衝液のｐＨは、６．５～９．５、７．０～９．０、７．５～８．５がよりいっそう望まし
い。
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　また、緩衝液としては、例えば１０～２０ｍｍｏｌ／Ｌリン酸緩衝液や１０～２０ｍｍ
ｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液、１０～２０ｍｍｏｌ／Ｌ Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ緩衝液が
挙げられる。また、サンプルのストリップでの展開速度を制御する目的で、これらの希釈
液に界面活性剤を添加することも可能である。
【００１６】
（サンプルの添加）
　本発明において、サンプルは、希釈されずに直接、あるいはサンプル希釈液により希釈
して、また適宜濾過したものがサンプルとしてサンプル供給部に供給される。
　被検出物質を含有する可能性のあるサンプルとしては、体液などの主に生体（生物）由
来の物質やそれらから被検出物質を抽出した抽出液等が挙げられる。生体（生物）由来の
物質としては、具体的には、血液、尿、便、鼻孔・鼻腔・咽頭・鼻咽頭などを由来とする
鼻汁液や鼻汁吸引液、喀痰やスワブ検体として収集された分泌液、唾液等が挙げられる。
中でも、被検出物質をインフルエンザウイルスとする場合、サンプルとしては、鼻孔・鼻
腔・咽頭・鼻咽頭などを由来とする鼻汁液や鼻汁吸引液、喀痰やスワブ検体として収集さ
れた分泌液等が好ましい。
【００１７】
（被検出物質）
　本発明において、被検出物質としては、ウイルス、および一般に抗原抗体反応を利用し
て測定し得るタンパク質などの生理活性物質等が挙げられる。
　上記ウイルスとしては、例えば、インフルエンザＡ型ウイルスやインフルエンザＢ型ウ
イルスなどのインフルエンザウイルス、Ｂ型肝炎ウイルス、Ｃ型肝炎ウイルス、ヒト免疫
不全ウイルス等が挙げられ、上記タンパク質としては、例えば、ヒトヘモグロビン、Ｂ型
肝炎ウイルス抗体、Ｃ型肝炎ウイルス抗体、ヒト免疫不全ウイルス抗体等が挙げられる。
中でも、インフルエンザウイルスを被検出物質とするのが好ましく、後述する検出部を複
数個所形成して、インフルエンザＡ型ウイルスおよびインフルエンザＢ型ウイルスを被検
出物質とするのがより好ましく、インフルエンザＢ型ウイルスがもっとも好ましい。特に
、その理由は明らかではないが、本発明によりインフルエンザＢ型ウイルスを従来に比べ
て高い検出感度で検出することができるようになった。
【００１８】
（検出）
　不溶性メンブレン担体上の免疫反応生成物としての被検出物質を検出する方法としては
、標識体に由来するシグナルを検出できる方法であればいずれの方法でもよく、公知の方
法が挙げられる。例えば標識体が金コロイドの場合は、吸光度あるいは反射光強度を検出
すればよく、標識体がカラーラッテクスの場合は、着色強度を検出すればよい。
　本発明によれば、白色の不溶性メンブレンを用いて光学的に検出する場合においても、
いわゆる、白抜け現象の発生が抑えられるため、乱れのない波形が得られ、正確な検出お
よび測定を行うことができる。
【００１９】
（被検出物質に対する抗体）
　本発明において、被検出物質に対する抗体は、被検出物質に免疫学的に特異的な結合が
可能な抗体である。被検出物質に対する抗体は、後述する標識体および検出部に固定化さ
れる。標識体および検出部に固定化される抗体は同一であってもよいが、標識体と検出部
とで別のものであることが好ましい。標識体に固定化される抗体または抗原と、検出部に
固定化される抗体とで、別のものを用いることにより、得られるイムノクロマトグラフィ
ー用テストストリップにおいて、コンジュゲートと結合した被検出物質と検出部の抗体ま
たは抗原との反応と、コンジュゲートと結合した被検出物質と未反応のコンジュゲートと
の反応とが競合するのを抑制することができるとともに、コンジュゲートと結合した被検
出物質と検出部の抗体との反応性を上げることができ、結果としてイムノクロマトグラフ
ィー用テストストリップの感度が良好になる。なお、別のものとは、種類が異なることを
いい、具体的には異なるエピトープを認識する抗体をいう。
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　さらに、標識体および検出部に固定化される抗体はモノクローナル抗体が好ましい。モ
ノクローナル抗体を用いることで、反応の特異性を上げることができる。
　被検出物質がインフルエンザウイルスの場合、標識体および検出部に固定化される抗体
は、インフルエンザウイルスを検出できる抗体であればいずれでもよいが、抗インフルエ
ンザＡ型ウイルスモノクローナル抗体、抗インフルエンザＢ型ウイルスモノクローナル抗
体等の抗インフルエンザウイルスモノクローナル抗体が好ましい。
　また、これらの抗体の分子全体のほかに、抗原抗体反応活性を有する抗体の機能性断片
も本発明では同じく抗体として取り扱う。抗体の機能性断片としては、動物への免疫工程
を経て得られたもののほか、遺伝子組み換え技術を使用して得られたものや、キメラ抗体
が挙げられる。抗体の機能性断片としては、例えば、Ｆ（ａｂ’）2　、Ｆａｂ’などが
挙げられる。これらの機能性断片は前記抗体をタンパク質分解酵素（例えば、ペプシンや
パパインなど）で処理することにより製造できる。標識体に機能性断片化抗体であるＦ（
ａｂ’）2を用いた場合、例えば、標識体に抗体が結合されたコンジュゲートの大きさを
小さくすることができ、コンジュゲートパッドおよび不溶性メンブレン担体中における展
開性に優れたものとなる。また、被検出物質によっては、機能性断片化抗体を用いること
により、反応の特異性を上げることが可能となる。
【００２０】
（標識体）
　これらの抗体に標識する標識体としては、金コロイド粒子、白金コロイド粒子、カラー
ラテックス粒子、磁性粒子などが好ましく、特にカラーラテックス粒子が好ましい。
　カラーラテックス粒子は、例えば特開平６－３０６１０８号公報の〔００２２〕記載の
方法に従い、乳化剤を使用しないソープフリー重合によりポリスチレン系粒子を作製し、
同〔００２５〕から〔００３５〕までに記載された方法に準じて作製可能であり、Ｓｅｒ
ａｄｙｎ社やＭａｇｓｐｈｅｒｅ社などから市販されている着色粒子を用いることも出来
る。以下の説明では、標識体としてカラーラテックス粒子を用いた場合について詳述する
。
【００２１】
（コンジュゲート）
　本発明で用いられるコンジュゲートは、上記のような標識体に被検出物質に対して免疫
学的に反応する抗体が固定化されたものである。被検出物質がインフルエンザウイルスの
場合、コンジュゲートは、カラーラテックス粒子に抗インフルエンザウイルスモノクロー
ナル抗体が固定化されたものが好ましい。
　上記抗体のカラーラテックス粒子への固定化は、通常化学結合によって行うが、この際
の抗体濃度は１ｍｇ／ｍＬ～５ｍｇ／ｍＬに調製されるのが好ましく、緩衝液およびｐＨ
は、２０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭＥＳ緩衝液（ｐＨ５．５－６．５）または５０ｍｍｏｌ／Ｌホ
ウ酸緩衝液（ｐＨ８－９）が好ましく、さらに好ましくは２０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭＥＳ緩衝
液（ｐＨ６．５）である。また、カラーラテックス粒子上の抗体が結合していない領域は
、ＢＳＡなどを結合させブロッキングするのが好適である。このようにして作製されたカ
ラーラテックス粒子標識抗体は、変性を阻止するための保存試薬中に分散され保存される
。この変性阻止剤としては、ＢＳＡなどの蛋白質、グリセリン、糖などが用いられる。
【００２２】
（サンプルパッド）
　本発明において、「サンプルパッド」とは、サンプルを受け入れるサンプル供給部を担
う部位であり、後述するコンジュゲートパッドの上流に、前記パッドと接して配置される
。サンプルパッドは液体のサンプルを吸収し、液体と検出対象物の成分とが通り抜けるこ
とができる物質および形態であればいずれのものをも含む。
　サンプルパッドに適した材料の具体例として、ガラス繊維（グラスファイバー）、アク
リル繊維、親水性ポリエチレン材、乾燥紙、紙パルプ、織物等が含まれるが、これらに限
定されない。好適には、グラスファイバー製パッドが用いられる。
　該サンプルパッドは、コンジュゲートパッドの上流であって、コンジュゲートパッドと
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接触可能に配置されるが、サンプルパッドにコンジュゲートパッドの機能を併せ持たせる
ことも可能である。すなわち、サンプルパッドはコンジュゲートパッドでもあり、サンプ
ルパッドは独立している必要はない。この場合、同一パッド内で上流側がサンプルパッド
の機能、下流側がコンジュゲートパッドの機能を有する構成であるがこれについてはコン
ジュゲートパッドの段落にて説明する。
　また、サンプルパッドには、本発明の目的を逸脱せず、反応系に影響のない範囲におい
て、必要に応じ通常使用されるブロッキング試薬、緩衝液成分、サンプルが血液の場合に
は、血液凝集剤等を含ませておくこともできる。その場合、サンプルパッドの少なくとも
一部に含まれていればよく、全部に含ませることもできる。
【００２３】
（コンジュゲートパッド）
　本発明で用いられるコンジュゲートパッドは、サンプルパッドを通過した、サンプルが
展開可能であり、かつ、コンジュゲートを保持可能なパッド状の多孔質材料からなり、そ
の一部あるいは全部にコンジュゲートを保持する。
　コンジュゲートパッドは、コンジュゲートを含有しており、その一部に含有する場合は
例えば、サンプルの展開方向に直行するようにライン状にコンジュゲートが保持されるの
が好ましい。
　また、ライン状のコンジュゲート部のライン幅は、被検出物質の検出に必要な量のコン
ジュゲートを含有させられる程度の幅があればよく、３～５ｍｍが望ましい。
【００２４】
　コンジュゲートパッドは、その下流側の端部の下面が後述する不溶性メンブレン担体の
上面に接触するように不溶性メンブレン担体と積層される。コンジュゲートパッドは、サ
ンプル供給部の下面は不溶性メンブレン担体の上面と接触せず、コンジュゲート部の下面
は不溶性メンブレン担体の上面と接触するように、不溶性メンブレン担体と積層される。
積層は、コンジュゲートパッドの下面と不溶性メンブレン担体の上面とが接触していれば
よく、固定化する必要はない。コンジュゲートパッドの下面と不溶性メンブレン担体の上
面との接触部分は、コンジュゲートパッド下面の一部分であってもよいが、望ましくは半
分以上である。また、コンジュゲートパッド下面の全面が不溶性メンブレン担体の上面と
接触することも望ましい態様である。コンジュゲートパッドでは、サンプル中の被検出物
質（インフルエンザウイルス）とコンジュゲート（抗インフルエンザウイルスモノクロー
ナル抗体が固定化されたカラーラテックス粒子）とが複合体（凝集体）を形成する。その
後、サンプルはコンジュゲート部の下面に接触して配置されている不溶性メンブレン担体
へと展開される。
　なお、上述のように同一パッド内でサンプルパッドの機能およびコンジュゲートパッド
の機能を有する構成とした場合、パッドの下流側の部分にコンジュゲート部、上流側の部
分に、サンプル供給部が形成されており、このサンプル供給部は前記サンプルパッドの役
割を担う部分に相当する。被検出物質を含有する可能性のあるサンプルがコンジュゲート
パッドのサンプル供給部に供給されると、サンプルは、上流側のサンプル供給部から、コ
ンジュゲートを含まない多孔質材料部分を通って下流側のコンジュゲート部へと流れる。
【００２５】
　上記コンジュゲートパッドを構成する多孔質材料としては、紙、セルロース混合物、ニ
トロセルロース、ポリエステル、アクリロニトリルコポリマー、ガラス、レーヨン等のよ
うな不織繊維からなるパッドが挙げられる。中でもガラス繊維からなるパッド（グラスフ
ァイバー製パッド）が好ましい。
【００２６】
（不溶性メンブレン担体）
　本発明で用いられる不溶性メンブレン担体は、被検出物質に対して免疫学的に反応する
抗体が固定化された少なくとも１つの検出部を有する。被検出物質に対して免疫学的に反
応する抗体の不溶性メンブレン担体への固定化は、従来公知の方法で実施することができ
る。ラテラルフロー式のイムノクロマトグラフィー用テストストリップの場合には、次の
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ように固定化を行う。上記の抗体を所定の濃度で含有する液を調製し、次に、ノズルから
液を一定の速度で吐出しながら水平方向に移動させることのできる機構を有する装置など
を用いて、上記液をライン状に不溶性メンブレン担体に塗布し、乾燥させることにより固
定化させることができる。
　上記液の抗体の濃度は０．１～５ｍｇ／ｍＬが好ましく、０．５～２ｍｇ／ｍＬがさら
に好適である。また、抗体の不溶性メンブレン担体への固定化量は、ラテラルフロー式の
場合には上記の装置のノズルからの吐出速度を調節することによって最適化でき、０．５
～２μＬ／ｃｍが好適である。
　なお、上記ラテラルフロー式のイムノクロマトグラフィー用テストストリップを用いた
測定方法は、コンジュゲートパッドの、不溶性担体と接触する部分から供給されるサンプ
ルが、毛細管現象により不溶性メンブレン担体に対して並行方向に移動するように展開す
る方式の測定方法である。
　また、上記の抗体を所定の濃度で含有する液は、緩衝液に抗体を添加することにより調
製することができる。該緩衝液の種類としては、リン酸緩衝液、トリス緩衝液、グッド緩
衝液など通常使用される緩衝液をあげることができる。緩衝液のｐＨは６．０～９．５の
範囲が好ましく、６．５～８．５がより好ましい。緩衝液には、さらに塩化ナトリウムな
どの塩類、スクロースなどの安定剤や保存剤、プロクリンなどの防腐剤等を含んでもよい
。塩類は塩化ナトリウムなどのようにイオン強度の調整のために含ませるもののほか、水
酸化ナトリウムなど緩衝液のｐＨを調整する目的で添加するものも含まれる。
　不溶性メンブレン担体に抗体を固定化した後、さらに、通常使用されるブロッキング剤
を溶液あるいは蒸気状にして抗体を固定化した部位以外を被覆し、ブロッキングを行うこ
ともできる。
　なお、不溶性メンブレン担体には、従来からイムノクロマトグラフィー用テストストリ
ップで用いられているコントロール捕捉試薬を固定化してもよい。該コントロール捕捉試
薬は、アッセイの信頼性を担保するための試薬であって、コンジュゲートパッドに含ませ
たコントロール試薬を捕捉するものである。例えば、コンジュゲートパッドに標識された
ＫＬＨをコントロール試薬として含む場合には、抗ＫＬＨ抗体などがコントロール捕捉試
薬に該当する。コントロール捕捉試薬を固定化する位置は、アッセイ系の設計に適合する
よう適宜選択することができる。
【００２７】
　本発明で用いられる不溶性メンブレン担体を構成するメンブレンとしては、従来からイ
ムノクロマトグラフィー用テストストリップの不溶性メンブレン担体として用いられてい
る公知のメンブレンが使用できる。例えば、ポリエチレン、ポリエチレンテレフタレート
、ナイロン類、ガラス、セルロースやセルロース誘導体などの多糖類、セラミックス等か
らなる繊維から構成されるメンブレンがあげられる。具体的には、ザルトリウス社、ミリ
ポア社、東洋濾紙社、ワットマン社などから市販されているガラス繊維ろ紙やセルロース
ろ紙などが挙げられる。中でも、ザルトリウス社、ＵｎｉＳａｒｔ　ＣＮ１４０が好まし
い。また、この不溶性メンブレン担体の孔径と構造を適宜選択することにより、コンジュ
ゲートとサンプル中の被検出物質との複合体が不溶性メンブレン担体中を流れる速度を制
御することが可能である。
【００２８】
（吸収パッド）
　本発明のイムノクロマトグラフィー用テストストリップにおいては、上記不溶性メンブ
レン担体の下流側端部に吸収パッドを設置するのが好ましい。吸収パッドとは、不溶性メ
ンブレン担体を移動・通過したサンプルを吸収することにより、サンプルの展開を制御す
る液体吸収性を有する部位である。吸収パッドとしては、従来からイムノクロマトグラフ
ィー用テストストリップに用いられている公知の吸収パッドが用いられ、例えば、ろ紙を
用いることができる。好適には、Ｗｈａｔｍａｎ社、７４０－Ｅが用いられる。
【００２９】
（イムノクロマトグラフィー用テストストリップ）
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　本発明のイムノクロマトグラフィー用テストストリップは、少なくとも上記コンジュゲ
ートパッドと不溶性メンブレン担体を含む。コンジュゲートパッドおよび不溶性メンブレ
ン担体は、コンジュゲートパッドの下面と不溶性メンブレン担体の上面とが接触するよう
に積層されている。ここで、コンジュゲートパッドのコンジュゲート部の下面の一部また
は全部は、不溶性メンブレン担体の上面と接触するように配置されている。また、上記で
述べた通り、不溶性メンブレン担体の下流側端部には、さらに吸収パッドが配置されてい
ることが好ましい。
　上記イムノクロマトグラフィー用テストストリップは、プラスチック製粘着シートのよ
うな固相支持体上に配置させることが好ましい。該固相支持体は、サンプルおよびコンジ
ュゲートの毛管流を妨げない物質で構成する。また、イムノクロマトグラフィー用テスト
ストリップを固相支持体上に接着剤等で固定化してもよい。この場合、接着剤の成分等に
おいてもサンプルおよびコンジュゲートの毛管流を妨げない物質で構成する。なお、不溶
性メンブレン担体の機械的強度を上げ且つアッセイ中の水分の蒸発（乾燥）を防ぐ目的で
ポリエステルフィルムなどをラミネートすることも可能である。該イムノクロマトグラフ
ィー用テストストリップは、イムノクロマトグラフィー用テストストリップの大きさ、サ
ンプルの添加方法や添加位置、不溶性メンブレン担体の検出部の形成位置、シグナルの検
出方法などを考慮した適当な容器（ハウジング）に格納・搭載して使用することができ、
このように格納・搭載された状態を「デバイス」という。
　また、本発明のイムノクロマトグラフィー用テストストリップは、コンジュゲートパッ
ドと不溶性メンブレン担体を含み、さらに測定条件、サンプルに応じて他の試薬や構成を
含み得る。他の試薬としては、例えば非特異反応を防止するブロッキング剤が挙げられ、
他の構成としては、例えば、試料中における測定に不要な成分を除去するための３rd　pa
dが挙げられる。
【００３０】
　本発明のイムノクロマトグラフィー用テストストリップの典型的な構造の模式図を図１
に示す。
　プラスチック製粘着シート（ａ）に上記抗体固定化メンブレン（ｂ）を貼り、次いで、
上記コンジュゲートパッド（ｄ）を配置装着し、さらにこのコンジュゲートパッドに重な
るようにサンプルパッド（ｅ）を配置装着し、反対側の端には吸収パッド（ｆ）を配置装
着する。抗体固定化メンブレン（ｂ）には、（ｃ１）抗インフルエンザＡ型ウイルスモノ
クローナル抗体、（ｃ２）抗インフルエンザＢ型ウイルスモノクローナル抗体、（ｃ３）
コントロール抗体がライン状に固定化されており、サンプルの通過により、それぞれＡラ
イン、Ｂライン、コントロールラインが現れるように構成されている。
　このような構造を有するイムノクロマトグラフィー用テストストリップとしては、ラピ
ッドテスタ(登録商標)ＦＬＵII、積水メディカル株式会社製）等が挙げられる。
　また、図１の構造のテストステリップにおいて、コンジュゲートパッド（ｄ）がサンプ
ルパッド（e）の役割を担った場合の構造を図２に示す。また、サンプルパッドのごく一
部にコンジュゲート部（ｇ）が形成されている場合の構造を図３に示す。
　このような構造を有するイムノクロマトグラフィー用テストストリップとしては、ラピ
ッドテスタ(登録商標)カラーＦＬＵスティック（積水メディカル株式会社製）等が挙げら
れる。
【００３１】
（キット）
　本発明のイムノクロマトグラフィー用検出キットは、少なくとも上記ノクロマトグラフ
ィー用テストストリップとメタノールを含有するイムノクロマトグラフィー用サンプル希
釈液とを含む。
【００３２】
　本発明について、ここまで抗原を被検出物質とするサンドイッチ型の検出について説明
をしたが、本発明は、被検出物質が抗体である場合や、競合型の検出にも適用可能であり
、さらに被検出物質と特異的な結合ができることを限度として、抗体に代えレクチン、レ



(12) JP 5831918 B2 2015.12.9

10

20

30

40

50

セプター、核酸鎖も使用することができる。
【実施例】
【００３３】
　次に実施例を挙げて本発明を具体的に説明するが、これらは本発明の範囲を限定するも
のではない。
【００３４】
実施例１（白抜け評価試験）
　添付文書記載の温度で、２年間、未開封のまま保存したイムノクロマトグラフィー用テ
ストストリップ(積水メディカル製、ラピッドテスタ（登録商標）カラーＦＬＵスティッ
ク、Ｌｏｔ．Ｋ１２２１２２１０７７Ｐ)を用いて白抜けの評価を行った。上記テストス
トリップ付属の検体希釈液（トリス緩衝液（ｐＨ８．５））に、グリセリンまたはメタノ
ールを加え、全体の体積に対して、１％、５％および１０％のグリセリンを含有する検体
希釈液、または１％、５％および１０％のメタノールを含有する検体希釈液をそれぞれ調
製した。各群ｎ＝３でそれぞれの検体希釈液にイムノクロマトグラフィー用テストストリ
ップを浸漬させ、１０分間クロマトグラフ上で検体希釈液を展開させた。その後、それぞ
れのテストストリップで起きる白抜け発生を目視で確認した。その結果を表１にしめす。
　同様に１％、５％および１０％のエタノールを含む検体希釈液に浸漬させ、同様の試験
を行った。その結果を表２に示す。
　なお、表中の「Ａ ｌｉｎｅ」および「Ｂ ｌｉｎｅ」は抗インフルエンザＡ型ウイルス
モノクローナル抗体、抗インフルエンザＢ型ウイルスモノクローナル抗体をそれぞれ固定
化した部位であり、各ウイルスが検出されるとライン状に着色する部分である。また「Ｃ
ｏｎｔ．」はコントロール捕捉試薬である抗ＫＬＨ抗体が固定化された部位であり、コン
ジュゲート中のＫＬＨを検出するとライン状に着色する。また表中の評価結果は、「－」
は「白抜けなし」、「＋」は「白抜けがごく細く、わずかにある。」、「＋＋」は「白抜
けのラインは細く、判定に影響を与えないレベル」、「＋＋＋」は「白抜けのラインはや
や太いが、判定に影響を与えないレベル」、「＋＋＋＋」は「白抜けのラインは太く、判
定に影響を与えるレベル」という基準で評価した。これらの表記は以降の試験でも共通の
ものとする。

【表１】

【表２】

【００３５】
（結果）
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　グリセリン、メタノールまたはエタノールのいずれの添加もない検体希釈液での成績を
対照とした場合、グリセリンが添加された検体希釈液を使用した場合は、白抜けの発生は
同程度であったが、メタノールを５％または１０％含有する検体希釈液を使用した場合に
は、白抜けの発生が顕著に抑制された。
　一方、エタノールを含有する検体希釈液を使用した場合には、白抜けの発生は抑制され
ず、むしろ白抜けの程度が増した。
　なお、色調見本に基づき求めた「Ｃｏｎｔ．」の着色強度は、いずれの場合も２．５～
３．７５であり、正常に使用できる範囲内であった。
【００３６】
実施例２（加速試験）
　製造直後のイムノクロマトグラフィー用テストストリップと、６０℃で１０日間、およ
び２０日間保存したイムノクロマトグラフィー用テストストリップを、５％および１０％
のメタノールを含有する検体希釈液に浸漬させ、実施例１と同様に１０分間展開させた後
、それぞれの白抜け発生を目視で確認した。結果を表３に示す。　

【表３】

【００３７】
（結果）
　５％および１０％のメタノールを含有する検体希釈液を使用した場合、製造直後、６０
℃で１０日間、および２０日間保存したイムノクロマトグラフィー用テストストリップ何
れにおいても、白抜け発生の抑制および程度の軽減が認められた。特に１０％メタノール
を含有する検体希釈液を使用した場合において、顕著な白抜け発生の抑制が確認された。
【００３８】
実施例３（Ａ　ｌｉｎｅ、Ｂ　ｌｉｎｅの着色強度比較）
　イムノクロマトグラフィー用テストストリップを用いて「Ａ　ｌｉｎｅ」、「Ｂ　ｌｉ
ｎｅ」の着色強度を比較した。５％および１０％のメタノールを含有する検体希釈液３３
０μＬと、インフルエンザＡ型およびインフルエンザＢ型の各株の不活化ウイルス抗原を
表４、表５に示す倍率（表中、インフルエンザウイルスの種類の下にそれぞれ記載）で生
理食塩水で希釈した試料５０μＬを混合しサンプルとした。各群ｎ＝２で、それぞれの不
活化ウイルス抗原を加えたサンプル１３５μＬにテストストリップを浸漬させ、１０分間
テストストリップ上で検体希釈液を展開させた。その後、それぞれのウイルスの検出部位
における着色強度を色調見本に基づき求めた。インフルエンザＡ型の結果を表４に、イン
フルエンザＢ型の結果を表５に示した。
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【表４】

【表５】

【００３９】
（結果）
　インフルエンザＡ型ウイルスの不活化抗原を用いた場合、何れの株においても、検体希
釈液に５％および１０％のメタノールを添加させたか否かにかかわらず、着色強度に変化
は見られなかった。一方、インフルエンザＢ型ウイルスの不活化抗原を用いた場合、メタ
ノールを加えたことによって、着色強度の上昇が見られた。
【産業上の利用可能性】
【００４０】
　本発明のイムノクロマトグラフィーを利用した検出方法テストストリップのいわゆる白
抜けがなく、正確な検出方法を提供することができる。また、本発明をインフルエンザＢ
型ウイルスの検出に適用した場合には、特に、従来よりも感度に優れた検出方法を提供す
ることができる。
【符号の説明】
【００４１】
（ａ）プラスチック製粘着シート
（ｂ）抗体固定化メンブレン
（ｃ１）抗インフルエンザＡ型ウイルスモノクローナル抗体
（ｃ２）抗インフルエンザＢ型ウイルスモノクローナル抗体
（ｃ３）コントロール抗体
（ｄ）コンジュゲートパッド
（ｅ）サンプルパッド
（ｆ）吸収パッド
（ｇ）コンジュゲート部
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