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(57)【要約】
　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が支
持体上に不動化された検出領域、検体供給領域及び検体
移動領域を具備することを特徴とする、検体中のインフ
ルエンザウィルス検出又は定量用デバイス；ヒト抗イン
フルエンザウィルス核タンパク質抗体が担体に固定化さ
れてなる固相を含有することを特徴とする、インフルエ
ンザウィルス検出又は定量用キット。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が支持体上に不動化された検出領域、
検体供給領域及び検体移動領域を具備することを特徴とする、検体中のインフルエンザウ
ィルス検出又は定量用デバイス。
【請求項２】
　抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体１）が支持体上に不動化された検出
領域、検体供給領域及び検体移動領域を具備し、抗インフルエンザウィルス核タンパク質
抗体（抗体２）に標識が結合した標識化抗体が検体供給領域より供給され、抗体１と抗体
２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体であることを特
徴とする検体中のインフルエンザウィルス検出又は定量用デバイス。
【請求項３】
　抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体１）が支持体上に不動化された検出
領域、抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体２）に標識が結合した標識化抗
体が移動可能なように支持体上に保持されている標識試薬領域、検体供給領域及び検体移
動領域を具備し、抗体１と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザウィルス核
タンパク質抗体であることを特徴とする、検体中のインフルエンザウィルス検出又は定量
用デバイス。
【請求項４】
　さらに、展開液供給領域、余剰液吸収領域及び検体供給確認領域からなる群より選ばれ
る領域を少なくとも１つを具備する、請求項２又は３記載のデバイス。
【請求項５】
　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、ヒト抗Ａ型インフルエンザウィル
ス核タンパク質抗体である、請求項１～４のいずれかに記載のデバイス。
【請求項６】
　ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、Ａ型インフルエンザウィルス
核タンパク質と特異的に反応し、Ｂ型インフルエンザウィルスの核タンパク質とは反応し
ないヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体である、請求項
５記載のデバイス。
【請求項７】
　ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体の重鎖可変領域の
アミノ酸配列が、配列番号：８～１３のいずれかで表されるアミノ酸配列を含み、軽鎖可
変領域のアミノ酸配列が、配列番号：２２～２７のいずれかで表されるアミノ酸配列を含
む請求項６記載のデバイス。
【請求項８】
　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィル
ス核タンパク質抗体である、請求項１～４のいずれかに記載のデバイス。
【請求項９】
　ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、Ｂ型インフルエンザウィルス
核タンパク質と特異的に反応し、Ａ型インフルエンザウィルスの核タンパク質とは反応し
ないヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体である請求項８
記載のデバイス。
【請求項１０】
　ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体の重鎖可変領域の
アミノ酸配列が、配列番号：１４で表されるアミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域のアミノ
酸配列が、配列番号：２８で表されるアミノ酸配列を含む請求項９記載のデバイス。
【請求項１１】
　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が担体に固定化されてなる固相を含有
することを特徴とする、インフルエンザウィルス検出又は定量用キット。
【請求項１２】
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　抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体１）が担体に固定化されてなる固相
と、抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体２）を含有する試薬とを含有し、
抗体１と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体で
あることを特徴とする、インフルエンザウィルス検出又は定量用キット。
【請求項１３】
　抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体１）が担体に固定化されてなる固相
と、抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体２）に標識が結合した標識化抗体
を含有する試薬とを含有し、抗体１と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザ
ウィルス核タンパク質抗体であることを特徴とする、インフルエンザウィルス検出又は定
量用キット。
【請求項１４】
　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が担体に固定化されてなる固相と、イ
ンフルエンザウィルス核タンパク質抗原類似物に標識が結合した標識化抗原類似物を含有
する試薬とを含有することを特徴とする、インフルエンザウィルス検出又は定量用キット
。
【請求項１５】
　インフルエンザウィルス核タンパク質抗原類似物が担体に固定化されてなる固相と、ヒ
ト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体に標識が結合した標識化抗体を含有する試
薬とを含有することを特徴とする、インフルエンザウィルス検出又は定量用キット。
【請求項１６】
　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、ヒト抗Ａ型インフルエンザウィル
ス核タンパク質抗体である、請求項１１～１５のいずれかに記載のキット。
【請求項１７】
　ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、Ａ型インフルエンザウィルス
核タンパク質と特異的に反応し、Ｂ型インフルエンザウィルスの核タンパク質とは反応し
ないヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体である、請求項
１６記載のキット。
【請求項１８】
　ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体の重鎖可変領域の
アミノ酸配列が、配列番号：８～１３のいずれかで表されるアミノ酸配列を含み、軽鎖可
変領域のアミノ酸配列が、配列番号：２２～２７のいずれかで表されるアミノ酸配列を含
む請求項１７記載のキット。
【請求項１９】
　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィル
ス核タンパク質抗体である、請求項１１～１５のいずれかに記載のキット。
【請求項２０】
　ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、Ｂ型インフルエンザウィルス
核タンパク質と特異的に反応し、Ａ型インフルエンザウィルスの核タンパク質とは反応し
ないヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体である請求項１
９記載のキット。
【請求項２１】
　ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体の重鎖可変領域の
アミノ酸配列が、配列番号：１４で表されるアミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域のアミノ
酸配列が、配列番号：２８で表されるアミノ酸配列を含む請求項２０記載のキット。
【請求項２２】
　（１）検体と、担体上に固定化されているヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質
抗体とを反応させる工程；及び、
（２）工程（１）で生じた物理的変化を測定する工程
を含有することを特徴とする、インフルエンザウィルスの検出又は定量方法。
【請求項２３】
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　（１）検体と、担体上に固定化されている抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体
（抗体１）とを反応させて、担体上に抗体１－インフルエンザウィルス核タンパク質の複
合体を形成させる工程；
（２）工程（１）において、担体上に形成した該複合体と、抗インフルエンザウィルス核
タンパク質抗体（抗体２）とを反応させる工程；及び、
（３）工程（２）で生じた物理的変化を測定する工程
を含有し、抗体１と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパ
ク質抗体であることを特徴とする、インフルエンザウィルスの検出又は定量方法。
【請求項２４】
　物理的変化が、濁度変化又は質量変化である請求項２２又は２３記載の方法。
【請求項２５】
　（１）検体と、担体上に固定化されている抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体
（抗体１）とを反応させて、担体上に抗体１－インフルエンザウィルス核タンパク質の複
合体を形成させる工程；
（２）工程（１）において、担体上に形成した該複合体と、抗インフルエンザウィルス核
タンパク質抗体（抗体２）に標識が結合した標識化抗体（標識化抗体２）とを反応させて
、担体上に抗体１－インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗体２の複合体を形成
させる工程；
（３）工程（２）後の担体を洗浄し、担体上に結合していない物質を除去する工程；
（４）工程（３）後の担体上の抗体１－インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗
体２の複合体の中の標識を測定する工程
を含有し、抗体１と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパ
ク質抗体であることを特徴とする、インフルエンザウィルスの検出又は定量方法。
【請求項２６】
　（１）検体と、抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体２）に標識が結合し
た標識化抗体（標識化抗体２）とを反応させて、標識化抗体２－インフルエンザウィルス
核タンパク質の複合体を形成させる工程；
（２）工程（１）において形成した複合体と、担体上に固定化されている抗インフルエン
ザウィルス核タンパク質抗体（抗体１）とを反応させて、担体上に抗体１－インフルエン
ザウィルス核タンパク質－標識化抗体２の複合体を形成させる工程；
（３）工程（２）後の担体を洗浄し、担体上に結合していない物質を除去する工程；
（４）工程（３）後の担体上の抗体１－インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗
体２の複合体の中の標識を測定する工程
を含有し、抗体１と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパ
ク質抗体であることを特徴とする、インフルエンザウィルスの検出又は定量方法。
【請求項２７】
　（１）検体と、担体上に固定化されているヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質
抗体とを、インフルエンザウィルス核タンパク質抗原類似物に標識が結合した標識化抗原
類似物の共存下に反応させて、担体上に、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗
体－インフルエンザウィルス核タンパク質の複合体、及び、ヒト抗インフルエンザウィル
ス核タンパク質抗体－標識化抗原類似物の複合体を形成させる工程；
（２）工程（１）後の担体を洗浄し、担体上に結合していない物質を除去する工程；
（３）工程（２）後の担体上の複合体中の標識を測定する工程
を含有することを特徴とする、インフルエンザウィルスの検出又は定量方法。
【請求項２８】
　（１）検体と、担体上に固定化されているインフルエンザウィルス核タンパク質抗原類
似物とを、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体に標識が結合した標識化抗体
の共存下に反応させて、担体上に、インフルエンザウィルス核タンパク質抗原類似物－標
識化抗体の複合体を形成させる工程；
（２）工程（１）後の担体を洗浄し、担体上に結合していない物質を除去する工程；
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（３）工程（２）後の担体上の複合体中の標識を測定する工程
を含有することを特徴とする、インフルエンザウィルスの検出又は定量方法。
【請求項２９】
　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、ヒト抗Ａ型インフルエンザウィル
ス核タンパク質抗体である請求項２２～２８のいずれかに記載の方法。
【請求項３０】
　ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、Ａ型インフルエンザウィルス
核タンパク質と特異的に反応し、Ｂ型インフルエンザウィルスの核タンパク質とは反応し
ないヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体である請求項２
９記載の方法。
【請求項３１】
　ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体の重鎖可変領域の
アミノ酸配列が、配列番号：８～１３のいずれかで表されるアミノ酸配列を含み、軽鎖可
変領域のアミノ酸配列が、配列番号：２２～２７のいずれかで表されるアミノ酸配列を含
む請求項３０記載の方法。
【請求項３２】
　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィル
ス核タンパク質抗体である請求項２２～２８のいずれかに記載の方法。
【請求項３３】
　ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、Ｂ型インフルエンザウィルス
核タンパク質と特異的に反応し、Ａ型インフルエンザウィルスの核タンパク質とは反応し
ないヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体である請求項３
２記載の方法。
【請求項３４】
　ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体の重鎖可変領域の
アミノ酸配列が、配列番号：１４で表されるアミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域のアミノ
酸配列が、配列番号：２８で表されるアミノ酸配列を含む請求項３３記載の方法。
【請求項３５】
　重鎖可変領域のアミノ酸配列が、配列番号：８～１３のいずれかで表されるアミノ酸配
列を含み、軽鎖可変領域のアミノ酸配列が、配列番号：２２～２７のいずれかで表される
アミノ酸配列を含む、Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質と特異的に反応し、Ｂ型
インフルエンザウィルスの核タンパク質と反応しないヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス
核タンパク質モノクローナル抗体。
【請求項３６】
　Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質と特異的に反応し、Ａ型インフルエンザウィ
ルスの核タンパク質と反応しないヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノク
ローナル抗体。
【請求項３７】
　重鎖可変領域のアミノ酸配列が、配列番号：１４で表されるアミノ酸配列を含み、軽鎖
可変領域のアミノ酸配列が、配列番号：２８で表されるアミノ酸配列を含む、Ｂ型インフ
ルエンザウィルス核タンパク質と特異的に反応し、Ａ型インフルエンザウィルスの核タン
パク質と反応しないヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、インフルエンザウィルス検出又は定量用デバイス、インフルエンザウィルス
の検出または定量用キット、インフルエンザウィルスの検出または定量方法、ヒト抗Ａ型
インフルエンザウィルス核タンパク質抗体、並びに、ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス
核タンパク質抗体に関する。
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【背景技術】
【０００２】
　抗原抗体反応を用いる免疫学的測定法は、検体中の測定対象物の測定に広汎に使用され
ており、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、放射免疫測定法（ＲＩＡ）、化学発光酵素免疫
測定法、比濁免疫測定法、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）を用いる測定法等、多くの測定
法が開発されている。
【０００３】
　近年、簡便さと迅速さという観点から、イムノクロマトグラフィーが注目を集めており
、すでに当該手法に基づく多くの製品が流通している。イムノクロマトグラフィーは、そ
の測定原理から、フロースルー型およびラテラルフロー型に分類されるが、近年では、ラ
テラルフロー型のイムノクロマトグラフィーが主流となっている。ラテラルフロー型のイ
ムノクロマトグラフィーとしては、移動可能なように支持体に担持された、測定対象物に
結合する抗体に標識が結合した標識化抗体が移動可能なように支持体に担持されている領
域と、測定対象物に結合する抗体が不動化されて存在する領域とを具備するデバイスが報
告されている。
【０００４】
　インフルエンザは、古くから世界的な流行を周期的に繰り返し、その度に多くの死者を
出してきたが、１９３１年に原因ウィルスが検出され原因解明への道が開かれた。インフ
ルエンザ病原体のウィルスはウィルス内部にある可溶性の核タンパク質（nucleoprotein
：以下、ＮＰと略記する）の抗原性によってＡ型、Ｂ型又はＣ型の３タイプに分類されて
いる。更にウィルス表面に存在する赤血球凝集素（hemagglutinin：ＨＡと略記する）と
ノイラミニターゼ（neuraminidase：ＮＡと略記する）という２つのエンベロープ（envel
ope）糖タンパク質の抗原性によって亜型に分類されている。
【０００５】
　１９７２年よりインフルエンザの予防には、エーテル処理後ホルマリンで不活化したワ
クチンが用いられてきた。近年、予防に用いられるワクチン以外に治療薬として抗インフ
ルエンザ薬が見出され広く用いられるようになった。これらの治療薬としては、インフル
エンザＢ型ウィルスに適応する塩酸アマンタジンや、インフルエンザＡ型ウィルスとＡ型
に適応するザナビル、リン酸オセルタミビル等である。
【０００６】
　これらの治療薬を選択するにあたっては、検体中のインフルエンザウィルスを検出し、
感染がインフルエンザウィルスによるものであって、ウィルスのタイプがＡ型又はＢ型で
あるかを特定することが重要である。また、インフルエンザＡ型ウィルスは、インフルエ
ンザＢ型ウィルスに比べ感染力が強く、重篤な症状を引き起こすため、早期の治療には感
染ウィルスのタイプ特定が重要である。
【０００７】
　従来、インフルエンザウィルスを抗インフルエンザウィルス抗体によって検出すること
が行われてきた。インフルエンザウィルスに対する抗体としては、ＨＡ領域を認識する抗
体、ＮＡ領域を認識する抗体、マトリックスタンパク（Ｍ１等）を認識する抗体、非構造
タンパク質（ＮＳ１等）を認識する抗体、ＮＰを特異的に認識する抗体などが知られてい
る。また、ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体として、非特許文献１、
非特許文献２に記載の抗体が知られている。
【０００８】
　近年、インフルエンザウィルスを簡便かつ迅速に検出するためのイムノクロマトグラフ
ィー用デバイスが開発されており、［特許文献１～１４参照］、数多くの製品が市場に流
通している［例えば、「エスプラインインフルエンザＡ＆Ｂ－Ｎ」（富士レビオ社製）；
「Ｑｕｉｃｋ Ｖｕｅ ラピッド ＳＰ ｉｎｆｌｕ」（ＤＳファーマバイオメディカル社製
）;「ポクテムインフルエンザＡ／Ｂ」（大塚製薬・シスメックス社製）；「クリアビュ
ーＩＮＦＬＵＥＮＺＡ　Ａ／Ｂ」（三和化学社製）；「クイックＳ－インフルＡ・Ｂ「生
研」」（デンカ生研社製）；「クイックＥＸ－Ｆｌｕ「生研」」（デンカ生研社製）；「
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ラピッドテスタＦＬＵスティック」（第一化学薬品社製）；「キャピリアＦｌｕ Ａ；Ｂ
」（アルフレッサファーマ社製）；「クイックチェサーＦｌｕＡ，Ｂ」（ミズホメディー
社製）］。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】ＷＯ２００５／００７６９７パンフレット
【特許文献２】ＷＯ２００５／００７６９８パンフレット
【特許文献３】実用新案登録第３０８８６９８号公報
【特許文献４】特開２００４－２７９２０８号公報
【特許文献５】特開２００４－２７９１５８号公報
【特許文献６】特開２００６－１８９３１７号公報
【特許文献７】特開２００６－１９４６８７号公報
【特許文献８】特開２００６－１９４６８８号公報
【特許文献９】特開２００７－９３２９２号公報
【特許文献１０】特開２００７－３３２９３号公報
【特許文献１１】特開２００６－１５３５２３号公報
【特許文献１２】特開２００６－６７９７９号公報
【特許文献１３】特開２０００－５５９１８号公報
【特許文献１４】特開２００７－３３２９３号公報
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Journal of General Virology Vol.64, p.697-700 (1983)
【非特許文献２】Nature Vol.453, p.667-672 (2008)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　しかしながら、これらのデバイスで使用されている抗体はいずれも非ヒト抗体であり、
感度が充分でなく、また、変異を繰り返すインフルエンザウィルスに対する特異性が適用
充分なものではなかった。そこで、充分な感度が得られ、広汎な特異性のあるインフルエ
ンザウィルス検出又は定量用デバイス、インフルエンザウィルス検出又は定量用キット、
インフルエンザウィルス検出又は定量方法、並びに、インフルエンザウィルス検出又は定
量に好適な抗体の開発が求められていた。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本願発明者らは、当該課題を解決すべく鋭意検討した結果、ヒト抗インフルエンザウィ
ルス核タンパク質抗体がインフルエンザウィルス検出又は定量用デバイス、及び、インフ
ルエンザウィルス検出又は定量用キットに用いられ得る、という知見を見出し、さらに、
インフルエンザワクチンを接種したヒトより取り出したリンパ球から、高親和性を有する
抗体を取得できる、という知見を見出し、本発明を完成させた。すなわち、本発明は以下
の〔１〕～〔３７〕に関する。
【００１３】
〔１〕　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が支持体上に不動化された検出
領域、検体供給領域及び検体移動領域を具備することを特徴とする、検体中のインフルエ
ンザウィルス検出又は定量用デバイス。
〔２〕　抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体１）が支持体上に不動化され
た検出領域、検体供給領域及び検体移動領域を具備し、抗インフルエンザウィルス核タン
パク質抗体（抗体２）に標識が結合した標識化抗体が検体供給領域より供給され、抗体１
と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体であるこ
とを特徴とする検体中のインフルエンザウィルス検出又は定量用デバイス。
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〔３〕　抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体１）が支持体上に不動化され
た検出領域、抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体２）に標識が結合した標
識化抗体が移動可能なように支持体上に保持されている標識試薬領域、検体供給領域及び
検体移動領域を具備し、抗体１と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザウィ
ルス核タンパク質抗体であることを特徴とする、検体中のインフルエンザウィルス検出又
は定量用デバイス。
〔４〕　さらに、展開液供給領域、余剰液吸収領域及び検体供給確認領域からなる群より
選ばれる領域を少なくとも１つを具備する、〔２〕又は〔３〕記載のデバイス。
〔５〕　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、ヒト抗Ａ型インフルエンザ
ウィルス核タンパク質抗体である、〔１〕～〔４〕のいずれかに記載のデバイス。
〔６〕　ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、Ａ型インフルエンザウ
ィルス核タンパク質と特異的に反応し、Ｂ型インフルエンザウィルスの核タンパク質とは
反応しないヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体である、
〔５〕記載のデバイス。
〔７〕　ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体の重鎖可変
領域のアミノ酸配列が、配列番号：８～１３のいずれかで表されるアミノ酸配列を含み、
軽鎖可変領域のアミノ酸配列が、配列番号：２２～２７のいずれかで表されるアミノ酸配
列を含む〔６〕記載のデバイス。
〔８〕　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、ヒト抗Ｂ型インフルエンザ
ウィルス核タンパク質抗体である、〔１〕～〔４〕のいずれかに記載のデバイス。
〔９〕　ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、Ｂ型インフルエンザウ
ィルス核タンパク質と特異的に反応し、Ａ型インフルエンザウィルスの核タンパク質とは
反応しないヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体である〔
８〕記載のデバイス。
〔１０〕　ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体の重鎖可
変領域のアミノ酸配列が、配列番号：１４で表されるアミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域
のアミノ酸配列が、配列番号：２８で表されるアミノ酸配列を含む〔９〕記載のデバイス
。
〔１１〕　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が担体に固定化されてなる固
相を含有することを特徴とする、インフルエンザウィルス検出又は定量用キット。
〔１２〕　抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体１）が担体に固定化されて
なる固相と、抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体２）を含有する試薬とを
含有し、抗体１と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク
質抗体であることを特徴とする、インフルエンザウィルス検出又は定量用キット。
〔１３〕　抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体１）が担体に固定化されて
なる固相と、抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体２）に標識が結合した標
識化抗体を含有する試薬とを含有し、抗体１と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフ
ルエンザウィルス核タンパク質抗体であることを特徴とする、インフルエンザウィルス検
出又は定量用キット。
〔１４〕　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が担体に固定化されてなる固
相と、インフルエンザウィルス核タンパク質抗原類似物に標識が結合した標識化抗原類似
物を含有する試薬とを含有することを特徴とする、インフルエンザウィルス検出又は定量
用キット。
〔１５〕　インフルエンザウィルス核タンパク質抗原類似物が担体に固定化されてなる固
相と、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体に標識が結合した標識化抗体を含
有する試薬とを含有することを特徴とする、インフルエンザウィルス検出又は定量用キッ
ト。
〔１６〕　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、ヒト抗Ａ型インフルエン
ザウィルス核タンパク質抗体である、〔１１〕～〔１５〕のいずれかに記載のキット。
〔１７〕　ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、Ａ型インフルエンザ
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ウィルス核タンパク質と特異的に反応し、Ｂ型インフルエンザウィルスの核タンパク質と
は反応しないヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体である
、〔１６〕記載のキット。
〔１８〕　ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体の重鎖可
変領域のアミノ酸配列が、配列番号：８～１３のいずれかで表されるアミノ酸配列を含み
、軽鎖可変領域のアミノ酸配列が、配列番号：２２～２７のいずれかで表されるアミノ酸
配列を含む〔１７〕記載のキット。
〔１９〕　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、ヒト抗Ｂ型インフルエン
ザウィルス核タンパク質抗体である、〔１１〕～〔１５〕のいずれかに記載のキット。
〔２０〕　ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、Ｂ型インフルエンザ
ウィルス核タンパク質と特異的に反応し、Ａ型インフルエンザウィルスの核タンパク質と
は反応しないヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体である
〔１９〕記載のキット。
〔２１〕　ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体の重鎖可
変領域のアミノ酸配列が、配列番号：１４で表されるアミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域
のアミノ酸配列が、配列番号：２８で表されるアミノ酸配列を含む〔２０〕記載のキット
。
〔２２〕　（１）検体と、担体上に固定化されているヒト抗インフルエンザウィルス核タ
ンパク質抗体とを反応させる工程；及び、
（２）工程（１）で生じた物理的変化を測定する工程
を含有することを特徴とする、インフルエンザウィルスの検出又は定量方法。
〔２３〕　（１）検体と、担体上に固定化されている抗インフルエンザウィルス核タンパ
ク質抗体（抗体１）とを反応させて、担体上に抗体１－インフルエンザウィルス核タンパ
ク質の複合体を形成させる工程；
（２）工程（１）において、担体上に形成した該複合体と、抗インフルエンザウィルス核
タンパク質抗体（抗体２）とを反応させる工程；及び、
（３）工程（２）で生じた物理的変化を測定する工程
を含有し、抗体１と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパ
ク質抗体であることを特徴とする、インフルエンザウィルスの検出又は定量方法。
〔２４〕　物理的変化が、濁度変化又は質量変化である〔２２〕又は〔２３〕記載の方法
。
〔２５〕　（１）検体と、担体上に固定化されている抗インフルエンザウィルス核タンパ
ク質抗体（抗体１）とを反応させて、担体上に抗体１－インフルエンザウィルス核タンパ
ク質の複合体を形成させる工程；
（２）工程（１）において、担体上に形成した該複合体と、抗インフルエンザウィルス核
タンパク質抗体（抗体２）に標識が結合した標識化抗体（標識化抗体２）とを反応させて
、担体上に抗体１－インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗体２の複合体を形成
させる工程；
（３）工程（２）後の担体を洗浄し、担体上に結合していない物質を除去する工程；
（４）工程（３）後の担体上の抗体１－インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗
体２の複合体の中の標識を測定する工程
を含有し、抗体１と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパ
ク質抗体であることを特徴とする、インフルエンザウィルスの検出又は定量方法。
〔２６〕　（１）検体と、抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体２）に標識
が結合した標識化抗体（標識化抗体２）とを反応させて、標識化抗体２－インフルエンザ
ウィルス核タンパク質の複合体を形成させる工程；
（２）工程（１）において形成した複合体と、担体上に固定化されている抗インフルエン
ザウィルス核タンパク質抗体（抗体１）とを反応させて、担体上に抗体１－インフルエン
ザウィルス核タンパク質－標識化抗体２の複合体を形成させる工程；
（３）工程（２）後の担体を洗浄し、担体上に結合していない物質を除去する工程；
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（４）工程（３）後の担体上の抗体１－インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗
体２の複合体の中の標識を測定する工程
を含有し、抗体１と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパ
ク質抗体であることを特徴とする、インフルエンザウィルスの検出又は定量方法。
〔２７〕　（１）検体と、担体上に固定化されているヒト抗インフルエンザウィルス核タ
ンパク質抗体とを、インフルエンザウィルス核タンパク質抗原類似物に標識が結合した標
識化抗原類似物の共存下に反応させて、担体上に、ヒト抗インフルエンザウィルス核タン
パク質抗体－インフルエンザウィルス核タンパク質の複合体、及び、ヒト抗インフルエン
ザウィルス核タンパク質抗体－標識化抗原類似物の複合体を形成させる工程；
（２）工程（１）後の担体を洗浄し、担体上に結合していない物質を除去する工程；
（３）工程（２）後の担体上の複合体中の標識を測定する工程
を含有することを特徴とする、インフルエンザウィルスの検出又は定量方法。
〔２８〕　（１）検体と、担体上に固定化されているインフルエンザウィルス核タンパク
質抗原類似物とを、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体に標識が結合した標
識化抗体の共存下に反応させて、担体上に、インフルエンザウィルス核タンパク質抗原類
似物－標識化抗体の複合体を形成させる工程；
（２）工程（１）後の担体を洗浄し、担体上に結合していない物質を除去する工程；
（３）工程（２）後の担体上の複合体中の標識を測定する工程
を含有することを特徴とする、インフルエンザウィルスの検出又は定量方法。
〔２９〕　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、ヒト抗Ａ型インフルエン
ザウィルス核タンパク質抗体である〔２２〕～〔２８〕のいずれかに記載の方法。
〔３０〕　ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、Ａ型インフルエンザ
ウィルス核タンパク質と特異的に反応し、Ｂ型インフルエンザウィルスの核タンパク質と
は反応しないヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体である
〔２９〕記載の方法。
〔３１〕　ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体の重鎖可
変領域のアミノ酸配列が、配列番号：８～１３のいずれかで表されるアミノ酸配列を含み
、軽鎖可変領域のアミノ酸配列が、配列番号：２２～２７のいずれかで表されるアミノ酸
配列を含む〔３０〕記載の方法。
〔３２〕　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、ヒト抗Ｂ型インフルエン
ザウィルス核タンパク質抗体である〔２２〕～〔２８〕のいずれかに記載の方法。
〔３３〕　ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が、Ｂ型インフルエンザ
ウィルス核タンパク質と特異的に反応し、Ａ型インフルエンザウィルスの核タンパク質と
は反応しないヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体である
〔３２〕記載の方法。
〔３４〕　ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体の重鎖可
変領域のアミノ酸配列が、配列番号：１４で表されるアミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域
のアミノ酸配列が、配列番号：２８で表されるアミノ酸配列を含む〔３３〕記載の方法。
〔３５〕　重鎖可変領域のアミノ酸配列が、配列番号：８～１３のいずれかで表されるア
ミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域のアミノ酸配列が、配列番号：２２～２７のいずれかで
表されるアミノ酸配列を含む、Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質と特異的に反応
し、Ｂ型インフルエンザウィルスの核タンパク質と反応しないヒト抗Ａ型インフルエンザ
ウィルス核タンパク質モノクローナル抗体。
〔３６〕　Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質と特異的に反応し、Ａ型インフルエ
ンザウィルスの核タンパク質と反応しないヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク
質モノクローナル抗体。
〔３７〕　重鎖可変領域のアミノ酸配列が、配列番号：１４で表されるアミノ酸配列を含
み、軽鎖可変領域のアミノ酸配列が、配列番号：２８で表されるアミノ酸配列を含む、Ｂ
型インフルエンザウィルス核タンパク質と特異的に反応し、Ａ型インフルエンザウィルス
の核タンパク質と反応しないヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクロー
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ナル抗体。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明により、高感度で、広汎な特異性のあるインフルエンザウィルス検出又は定量用
デバイス、インフルエンザウィルス検出又は定量用キット、インフルエンザウィルス検出
又は定量方法、並びに、インフルエンザウィルス検出又は定量に好適な抗体が提供される
。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】本発明のデバイスの反応様式を示す図（イムノクロマトグラフィー反応図）であ
る。（ａ）検体供給領域；（ｂ）標識試薬領域；（ｃ）検出領域；（ｄ）検体移動領域；
（ｅ）展開液供給領域；（ｆ）検体供給確認領域；（ｇ）余剰液吸収領域。(1)は、検体
供給領域、標識試薬領域、検体移動領域及び検出領域を具備する本発明のデバイスの反応
様式を示し、(2)は、(1)の検体供給領域が標識試薬領域を兼ねている本発明のデバイスの
反応様式を示し、(3)は、(1)にさらに展開液供給領域、検体供給確認領域及び余剰液吸収
領域を具備する本発明のデバイスの反応様式を示す。
【図２－ａ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体を用いる本発明のデバ
イス（実施例１のデバイス）のイムノクロマトグラムを示す写真である。図２－ａは、検
出領域で使用される抗体（図中では、固相と表記）と、標識化に使用される抗体（図中で
は、標識と表記）との種々の組み合わせを用いたデバイスのイムノクロマトグラムを示す
写真である。
【図２－ｂ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体を用いる本発明のデバ
イス（実施例１のデバイス）のイムノクロマトグラムを示す写真である。図２－ｂは、検
出領域で使用される抗体（図中では、固相と表記）として23G268を、標識化に使用される
抗体（図中では、標識と表記）として23G285を用いたデバイスのイムノクロマトグラムを
示す写真である。
【図３】ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体を用いる本発明のデバイス
（実施例１のデバイス）のイムノクロマトグラムを示す写真である。
【図４－ａ】本発明のヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体の製造において用
いる、抗体γ鎖発現ベクター及び抗体λ鎖発現ベクターを示す図である。（図４－ａ）は
、抗体重鎖発現用ベクターを示す図である。
【図４－ｂ】本発明のヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体の製造において用
いる、抗体γ鎖発現ベクター及び抗体λ鎖発現ベクターを示す図である。（図４－ｂ）は
、抗体軽鎖発現用ベクター１を示す図である。
【図４－ｃ】本発明のヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体の製造において用
いる、抗体γ鎖発現ベクター及び抗体λ鎖発現ベクターを示す図である。（図４－ｃ）は
、抗体軽鎖発現用ベクター２を示す図である。
【図５－ａ】本発明のヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体の、インフル
エンザウィルス核タンパク質抗原への競合性阻害実験（特異的結合試験）の結果を示す図
である。
【図５－ｂ】本発明のヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体の、インフル
エンザウィルス核タンパク質抗原への競合性阻害実験（特異的結合試験）の結果を示す図
である。
【図６】本発明のヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体の特異性を示す図であ
る。
【図７】本発明のヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体の組み合わせと、
感度及び特異性との関係の結果を示す図である。
【図８】本発明のヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体と市販のマウス抗
Ｂ型インフルエンザウィルス抗体との組み合わせと、感度及び特異性との関係の結果を示
す図である。
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【図９－ａ】市販のマウス抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体M322211のイ
ンフルエンザウィルスとの結合能を示すセンサーグラムである。
【図９－ｂ】本発明のヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体23G272のイン
フルエンザウィルスとの結合能を示すセンサーグラムである。
【図９－ｃ】本発明の各抗体におけるインフルエンザウィルス結合量を示した図である。
【図１０】本発明の各抗Ａ型インフルエンザ核タンパク質抗体における抗原結合能を示し
た図である。
【図１１－ａ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G268 H鎖（配列番号
：１）をコードするDNAを示した図である。下線部はフレームワーク１、２、３に相当す
るDNA配列を、囲みはCDR１、２、３に相当するDNA配列を示す。
【図１１－ｂ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G268 L鎖（配列番号
：１５）をコードするDNAを示した図である。下線部はフレームワーク１、２、３に相当
するDNA配列を、囲みはCDR１、２、３に相当するDNA配列を示す。
【図１１－ｃ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G268 H鎖に相当する
アミノ酸配列（配列番号：８）を示した図である。下線、二重下線、波線はそれぞれ、CD
R１、２、３を表す。
【図１１－ｄ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G268 L鎖に相当する
アミノ酸配列（配列番号：２２）を示した図である。下線、二重下線、波線はそれぞれ、
CDR１、２、３を表す。
【図１２－ａ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G272 H鎖（配列番号
：２）をコードするDNAを示した図である。下線部はフレームワーク１、２、３に相当す
るDNA配列を、囲みはCDR１、２、３に相当するDNA配列を示す。
【図１２－ｂ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G272 L鎖（配列番号
：１６）をコードするDNAを示した図である。下線部はフレームワーク１、２、３に相当
するDNA配列を、囲みはCDR１、２、３に相当するDNA配列を示す。
【図１２－ｃ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G272 H鎖に相当する
アミノ酸配列（配列番号：９）を示した図である。下線、二重下線、波線はそれぞれ、CD
R１、２、３を表す。
【図１２－ｄ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G272 L鎖に相当する
アミノ酸配列（配列番号：２３）を示した図である。下線、二重下線、波線はそれぞれ、
CDR１、２、３を表す。
【図１３－ａ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G285 H鎖（配列番号
：３）をコードするDNAを示した図である。下線部はフレームワーク１、２、３に相当す
るDNA配列を、囲みはCDR１、２、３に相当するDNA配列を示す。
【図１３－ｂ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G285 L鎖（配列番号
：１７）をコードするDNAを示した図である。下線部はフレームワーク１、２、３に相当
するDNA配列を、囲みはCDR１、２、３に相当するDNA配列を示す。
【図１３－ｃ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G285 H鎖に相当する
アミノ酸配列（配列番号：１０）を示した図である。下線、二重下線、波線はそれぞれ、
CDR１、２、３を表す。
【図１３－ｄ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G285 L鎖に相当する
アミノ酸配列（配列番号：２４）を示した図である。下線、二重下線、波線はそれぞれ、
CDR１、２、３を表す。
【図１４－ａ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G312 H鎖（配列番号
：４）をコードするDNAを示した図である。下線部はフレームワーク１、２、３に相当す
るDNA配列を、囲みはCDR１、２、３に相当するDNA配列を示す。
【図１４－ｂ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G312 L鎖（配列番号
：１８）をコードするDNAを示した図である。下線部はフレームワーク１、２、３に相当
するDNA配列を、囲みはCDR１、２、３に相当するDNA配列を示す。
【図１４－ｃ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G312 H鎖に相当する
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アミノ酸配列（配列番号：１１）を示した図である。下線、二重下線、波線はそれぞれ、
CDR１、２、３を表す。
【図１４－ｄ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G312 L鎖に相当する
アミノ酸配列（配列番号：２５）を示した図である。下線、二重下線、波線はそれぞれ、
CDR１、２、３を表す。
【図１５－ａ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G447 H鎖（配列番号
：５）をコードするDNAを示した図である。下線部はフレームワーク１、２、３に相当す
るDNA配列を、囲みはCDR１、２、３に相当するDNA配列を示す。
【図１５－ｂ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G447 L鎖（配列番号
：１９）をコードするDNAを示した図である。下線部はフレームワーク１、２、３に相当
するDNA配列を、囲みはCDR１、２、３に相当するDNA配列を示す。
【図１５－ｃ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G447 H鎖に相当する
アミノ酸配列（配列番号：１２）を示した図である。下線、二重下線、波線はそれぞれ、
CDR１、２、３を表す。
【図１５－ｄ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G447 L鎖に相当する
アミノ酸配列（配列番号：２６）を示した図である。下線、二重下線、波線はそれぞれ、
CDR１、２、３を表す。
【図１６－ａ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G494 H鎖（配列番号
：６）をコードするDNAを示した図である。下線部はフレームワーク１、２、３に相当す
るDNA配列を、囲みはCDR１、２、３に相当するDNA配列を示す。
【図１６－ｂ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G494 L鎖（配列番号
：２０）をコードするDNAを示した図である。下線部はフレームワーク１、２、３に相当
するDNA配列を、囲みはCDR１、２、３に相当するDNA配列を示す。
【図１６－ｃ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G494 H鎖に相当する
アミノ酸配列（配列番号：１３）を示した図である。下線、二重下線、波線はそれぞれ、
CDR１、２、３を表す。
【図１６－ｄ】ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G494 L鎖に相当する
アミノ酸配列（配列番号：２７）を示した図である。下線、二重下線、波線はそれぞれ、
CDR１、２、３を表す。
【図１７－ａ】ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G327 H鎖（配列番号
：７）をコードするDNAを示した図である。下線部はフレームワーク１、２、３に相当す
るDNA配列を、囲みはCDR１、２、３に相当するDNA配列を示す。
【図１７－ｂ】ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G327 L鎖（配列番号
：２１）をコードするDNAを示した図である。下線部はフレームワーク１、２、３に相当
するDNA配列を、囲みはCDR１、２、３に相当するDNA配列を示す。
【図１７－ｃ】ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G327 H鎖に相当する
アミノ酸配列（配列番号：１４）を示した図である。下線、二重下線、波線はそれぞれ、
CDR１、２、３を表す。
【図１７－ｄ】ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルスタンパク質抗体23G327 L鎖に相当する
アミノ酸配列（配列番号：２８）を示した図である。下線、二重下線、波線はそれぞれ、
CDR１、２、３を表す。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
［インフルエンザウィルス検出又は定量用デバイス］
　本発明のインフルエンザウィルス検出又は定量用デバイスは、インフルエンザウィルス
の検出又は定量に使用され得るデバイスであり、具体的にはイムノクロマトグラフィー等
に適したデバイスである。本発明のデバイスは、フロースルー型、ラテラルフロー型のど
ちらでもよい。
【００１７】
　本発明のインフルエンザウィルス検出又は定量用デバイスの１つの態様は、検出領域、
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検体供給領域及び検体移動領域を具備し、検出領域中の支持体にヒト抗インフルエンザウ
ィルス核タンパク質抗体が不動化されていることを特徴とするデバイスである。当該デバ
イスは、水晶発振子マイクロバランス（ＱＣＭ）センサーやカーボンナノチューブ（ＣＮ
Ｔ）センサーに適したデバイスである。検体を検体供給領域に供給した後、検体は検体移
動領域を展開し、検出領域において、検体中のインフルエンザウィルス核タンパク質と当
該抗体との反応が進行し、これに伴い、検出領域における物理的変化が生じる。ここで物
理的変化とは、濁度変化、質量変化等が挙げられる。この物理的変化を測定することによ
り、検体中のインフルエンザウィルス核タンパク質を検出又は定量することができる。イ
ンフルエンザウィルス核タンパク質はインフルエンザウィルス中に存在するので、インフ
ルエンザウィルス核タンパク質を検出又は定量することにより、インフルエンザウィルス
の検出又は定量することができる。
【００１８】
　本発明のインフルエンザウィルス検出又は定量用デバイスの別の態様は、検出領域、検
体供給領域及び検体移動領域を具備し、検出領域において、当領域を構成する支持体上に
抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体１）が不動化されており、抗インフル
エンザウィルス核タンパク質抗体（抗体２）に標識が結合した標識化抗体が検体供給領域
より供給され、抗体１と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザウィルス核タ
ンパク質抗体であることを特徴とするデバイスである。当該デバイスは、標識試薬領域を
具備しないが、標識化抗体は検体と共に検体供給領域から供給される。検体中のインフル
エンザウィルス核タンパク質と標識化抗体とが反応して生成するインフルエンザウィルス
核タンパク質－標識化抗体の複合体は検体移動領域を通じて、検出領域に到達する。検出
領域で該複合体は、不動化された抗体１と反応し、検出領域に抗体１－インフルエンザウ
ィルス核タンパク質－標識化抗体の複合体を生成する。生成した該抗体１－インフルエン
ザウィルス核タンパク質－標識化抗体の複合体中の標識を検出することにより、インフル
エンザウィルスを検出又は定量することができる。
【００１９】
　本発明のインフルエンザウィルス検出又は定量用デバイスの別の態様は、検出領域、検
体供給領域、検体移動領域及び標識試薬領域を具備し、検出領域において、当領域を構成
する支持体上に抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体１）が不動化されてお
り、抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体２）に標識が結合した標識化抗体
が標識試薬領域に移動可能なように保持されており、抗体１と抗体２の少なくとも１つは
、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体であることを特徴とするデバイスであ
る。当該デバイスにおいて、検体供給領域に供給された検体は、検体移動領域中を展開し
、標識試薬領域に到達する。標識試薬領域において、検体中のインフルエンザウィルス核
タンパク質は標識化抗体と反応し、インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗体の
複合体を生成し、生成した該複合体はさらに検体移動領域を展開し、検出領域に到達する
。検出領域において、該複合体は、不動化された抗体１と反応し、検出領域に抗体１－イ
ンフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗体の複合体を生成する。生成した該抗体１
－インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗体の複合体中の標識を検出することに
より、検体中のインフルエンザウィルスを検出又は定量することができる。尚、本デバイ
スでは、検体供給領域は標識試薬領域を兼ねていてもよい［図１（１）及び（２）参照］
。
【００２０】
　また、本発明のインフルエンザウィルス検出又は定量用デバイスは、ヒト抗インフルエ
ンザウィルス核タンパク質抗体が支持体上に不動化されている検出領域、検体供給領域及
び検体移動領域を具備し、インフルエンザウィルス核タンパク質抗原に標識が結合した標
識化抗原類似物が検体供給領域より供給されるようなデバイスや、ヒト抗インフルエンザ
ウィルス核タンパク質抗体が支持体上に不動化されている検出領域、インフルエンザウィ
ルス核タンパク質抗原に標識が結合した標識化抗原類似物が移動可能なように支持体上に
保持されている標識試薬領域、検体供給領域及び検体移動領域を具備するデバイスをも包
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含する。
【００２１】
　さらに、本発明のインフルエンザウィルス検出又は定量用デバイスは、インフルエンザ
ウィルス核タンパク質抗原類似物が支持体上に不動化されている検出領域、検体供給領域
及び検体移動領域を具備し、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体に標識が結
合した標識化抗体が検体供給領域より供給されるようなデバイスや、インフルエンザウィ
ルス核タンパク質抗原類似物が支持体上に不動化されている検出領域、ヒト抗インフルエ
ンザウィルス核タンパク質抗体に標識が結合した標識化抗体が移動可能なように支持体上
に保持されている標識試薬領域、検体供給領域及び検体移動領域を具備するデバイスをも
包含する。
【００２２】
　本発明のデバイスを用いたインフルエンザウィルスの検出又は定量に使用される検体と
しては、ヒトから採取したインフルエンザウィルスが含まれ得る検体であれば特に制限は
なく、例えば鼻腔ぬぐい液（鼻腔スワブ）、鼻腔吸引液、咽頭ぬぐい液（咽頭スワブ）、
嗽液等の生体試料等が挙げられる。本発明においては、これらの生体試料をそのまま使用
することもできるが、前処理をした生体試料も用いることができる。当該前処理に使用さ
れる前処理剤としては、インフルエンザウィルスの核を破壊し、抗インフルエンザウィル
ス核タンパク質抗体との反応を可能とする前処理剤であれば特に制限はないが、例えば界
面活性剤等が挙げられる。界面活性剤としては、例えば非イオン性界面活性剤、カチオン
性界面活性剤、アニオン性界面活性剤、両性界面活性剤等が挙げられるが、非イオン性界
面活性剤が好ましい。非イオン性界面活性剤としては、例えばポリオキシエチレン系界面
活性剤（例：ノニデットＰ－４０）等が挙げられる。また、前処理剤には、必要に応じて
、水性媒体、緩衝剤、防腐剤、塩類、糖類、金属イオン、蛋白等が含まれていてよい。水
性媒体としては、脱イオン水、蒸留水、膜ろ過水等が挙げられる。緩衝剤としては、例え
ば乳酸緩衝剤、クエン酸緩衝剤、酢酸緩衝剤、コハク酸緩衝剤、フタル酸緩衝剤、リン酸
緩衝剤、トリエタノールアミン緩衝剤、ジエタノールアミン緩衝剤、リジン緩衝剤、バル
ビツール緩衝剤、イミダゾール緩衝剤、リンゴ酸緩衝剤、シュウ酸緩衝剤、グリシン緩衝
剤、ホウ酸緩衝剤、炭酸緩衝剤、グッド緩衝剤等が挙げられる。グッド緩衝剤としては、
例えばＴｒｉｓ［トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン］緩衝剤、ＭＥＳ（２－モル
ホリノエタンスルホン酸）緩衝剤、ビス－トリス［ビス（２－ヒドロキシエチル）イミノ
トリス（ヒドロキシメチル）メタン］緩衝剤、ＡＤＡ［Ｎ－（２－アセトアミド）イミノ
二酢酸］緩衝剤、ＰＩＰＥＳ［ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス（２－エタンスルホン酸）］
緩衝剤、ＡＣＥＳ｛２－［Ｎ－（２－アセトアミド）アミノ］エタンスルホン酸｝緩衝剤
、ＭＯＰＳＯ（３－モルホリノ－２－ヒドロキシプロパンスルホン酸）緩衝剤、ＢＥＳ｛
２－［Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシエチル）アミノ］エタンスルホン酸｝緩衝剤、ＭＯ
ＰＳ（３－モルホリノプロパンスルホン酸）緩衝剤、ＴＥＳ〈２－｛Ｎ－［トリス（ヒド
ロキシメチル）メチル］アミノ｝エタンスルホン酸〉緩衝剤、ＨＥＰＥＳ［Ｎ－（２－ヒ
ドロキシエチル）－Ｎ’－（２－スルホエチル）ピペラジン］緩衝剤、ＤＩＰＳＯ｛３－
［Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシエチル）アミノ］－２－ヒドロキシプロパンスルホン酸
｝緩衝剤、ＴＡＰＳＯ〈２－ヒドロキシ－３－｛［Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）メチ
ル］アミノ｝プロパンスルホン酸〉緩衝剤、ＰＯＰＳＯ［ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス（
２－ヒドロキシプロパン－３－スルホン酸）］緩衝剤、ＨＥＰＰＳＯ［Ｎ－（２－ヒドロ
キシエチル）－Ｎ’－（２－ヒドロキシ－３－スルホプロピル）ピペラジン］緩衝剤、Ｅ
ＰＰＳ［Ｎ－（２－ヒドロキシエチル）－Ｎ’－（３－スルホプロピル）ピペラジン］緩
衝剤、トリシン［Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）メチルグリシン］緩衝剤、ビシン［Ｎ
，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシエチル）グリシン］緩衝剤、ＴＡＰＳ｛３－［Ｎ－トリス（
ヒドロキシメチル）メチル］アミノプロパンスルホン酸｝緩衝剤、ＣＨＥＳ［２－（Ｎ－
シクロヘキシルアミノ）エタンスルホン酸］緩衝剤、ＣＡＰＳＯ［３－（Ｎ－シクロヘキ
シルアミノ）－２－ヒドロキシプロパンスルホン酸］緩衝剤、ＣＡＰＳ［３－（Ｎ－シク
ロヘキシルアミノ）プロパンスルホン酸］等が挙げられる。
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【００２３】
　防腐剤としては、例えばアジ化ナトリウム、抗生物質等が挙げられる。塩類としては、
例えば塩化ナトリウム、塩化カリウム等のハロゲン化アルカリ金属塩等が挙げられる。糖
類としては、例えばマンニトール、ソルビトール、スクロース等が挙げられる。金属イオ
ンとしては、例えばマグネシウムイオン、マンガンイオン、亜鉛イオン等が挙げられる。
蛋白としては、例えばウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、カゼイン、ブロックエースＴＭ（
大日本製薬社製）、動物血清等が挙げられる。
【００２４】
　本発明のデバイスの一例を図１（１）に基づいて、以下に説明する。
【００２５】
　検体を検体供給領域に添加すると、検体は毛細管現象により支持体上を展開し、標識試
薬領域に到達する。この標識試薬領域において、検体中のインフルエンザウィルス核タン
パク質は標識試薬領域で抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体２）に標識が
結合した標識化抗体２と反応し、インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗体の複
合体（複合体１）が生成する。生成した複合体１は、さらに毛細管現象により支持体上を
展開し、検出領域に到達する。検出領域に到達した複合体１は、当該領域において、不動
化された抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体１）と反応し、抗体１－イン
フルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗体２の複合体（複合体２）が支持体上に不動
化されて生成する。次いで、生成した複合体２の標識を測定することにより、検体中のイ
ンフルエンザウィルスを検出又は定量することができる。ここで抗体１と抗体２の少なく
とも１つは、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体である。抗体１と抗体２の
組み合わせとしては、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体－非ヒト抗インフ
ルエンザウィルス核タンパク質抗体、非ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体
－ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体、ヒト抗インフルエンザウィルス核タ
ンパク質抗体－ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体の組み合わせが挙げられ
る。
【００２６】
　検出又は定量の対象となるインフルエンザウィルスとしては、例えばＡ型インフルエン
ザウィルス、Ｂ型インフルエンザウィルス等が挙げられる。インフルエンザウィルス核タ
ンパク質はインフルエンザウィルスの核に存在するタンパク質、すなわち、インフルエン
ザウィルスの構成成分の１つであることから、インフルエンザウィルス核タンパク質を測
定することにより、検体中のインフルエンザウィルスを検出又は定量することができる。
【００２７】
　Ａ型インフルエンザウィルスを本発明のデバイスを用いて検出又は定量する場合には、
抗体１として、抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体Ａ１）を、抗体２
として、抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体Ａ２）を用いる。抗体Ａ
１と抗体Ａ２のいずれか１つはヒト抗体、すなわち、ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス
核タンパク質抗体である。抗体Ａ１と抗体Ａ２との組み合わせとしては、ヒト抗Ａ型イン
フルエンザウィルス核タンパク質抗体とヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質
抗体との組み合わせ、ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体と非ヒト抗Ａ
型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体との組み合わせ、非ヒト抗Ａ型インフルエン
ザウィルス核タンパク質抗体とヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体との
組み合わせが挙げられる。ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体はモノク
ローナル抗体でもポリクローナル抗体であってもよいが、モノクローナル抗体であること
が好ましい。モノクローナル抗体の場合、抗体Ａ１が認識するＡ型インフルエンザウィル
ス核タンパク質中の部位と、抗体Ａ２が認識するＡ型インフルエンザウィルス核タンパク
質の部位とは、同じであっても異なっていてもよいが、異なっていることが好ましい。Ａ
型インフルエンザウィルスを本発明のデバイスを用いて検出又は定量する場合には、標識
試薬領域において、移動可能な、Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗体
Ａ２の複合体（複合体Ａ１）が生成し、検出領域において、不動化された、抗体Ａ１－Ａ
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型インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗体Ａ２の複合体（複合体Ａ２）が生成
する。
【００２８】
　Ｂ型インフルエンザウィルスを本発明のデバイスを用いて検出又は定量する場合には、
抗体１として、抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体Ｂ１）を、抗体２
として、抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体Ｂ２）を用いる。抗体Ｂ
１と抗体Ｂ２のいずれか１つはヒト抗体、すなわち、ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス
核タンパク質抗体である。抗体Ｂ１と抗体Ｂ２との組み合わせとしては、ヒト抗Ｂ型イン
フルエンザウィルス核タンパク質抗体とヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質
抗体との組み合わせ、ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体と非ヒト抗Ｂ
型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体との組み合わせ、非ヒト抗Ｂ型インフルエン
ザウィルス核タンパク質抗体とヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体との
組み合わせが挙げられる。ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体はモノク
ローナル抗体でもポリクローナル抗体であってもよいが、モノクローナル抗体であること
が好ましい。モノクローナル抗体の場合、抗体Ｂ１が認識するＢ型インフルエンザウィル
ス核タンパク質中の部位と、抗体Ｂ２が認識するＢ型インフルエンザウィルス核タンパク
質の部位とは、同じであっても異なっていてもよいが、異なっていることが好ましい。Ｂ
型インフルエンザウィルスを本発明のデバイスを用いて検出又は定量する場合には、標識
試薬領域において、移動可能な、Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗体
Ｂ２の複合体（複合体Ｂ１）が生成し、検出領域において、不動化された、抗体Ｂ１－Ｂ
型インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗体Ｂ２の複合体（複合体Ｂ２）が生成
する。
【００２９】
　ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体としては、例えば後述のヒト抗Ａ
型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体等が挙げられる。ヒト抗Ｂ型インフルエンザ
ウィルス核タンパク質抗体としては、例えば後述のヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核
タンパク質抗体等が挙げられる。
【００３０】
　本発明のインフルエンザウィルス検出又は定量用デバイスは、さらに展開液供給領域、
余剰液吸収領域及び検体供給確認領域からなる群より選ばれる領域を１つ以上、具備して
いてよい。展開液供給領域に添加された展開液は毛細管現象により支持体を展開し、検体
を標識試薬領域へ移動させると共に、標識試薬領域で生成した複合体１（複合体Ａ１；複
合体Ｂ１）を検出領域へ移動させる。展開液供給領域は、検体供給領域を兼ねることがで
きる。検出領域において生成された複合体２（複合体Ａ２；複合体Ｂ２）以外の余剰液は
余剰液吸収領域で吸収される。また、支持体上に不動化された抗ヒトＩｇＧ抗体を含有す
る検体供給確認領域を具備させることにより、検体の添加を確認することができる。
【００３１】
・支持体
　本発明のデバイスにおける支持体は、検体移動領域で、液体が展開可能な材料であれば
特に制限はなく、例えばガラス繊維、セルロース、ナイロン、架橋デキストラン、各種の
クロマトグラフィー用紙、ニトロセルロース、金等の金属等が挙げられる。この支持体の
大きさに制限はないが、幅３ｍｍ～１０ｍｍ程度、長さ３０ｍｍ～１００ｍｍ程度のスト
リップ状のものが好ましい。支持体の厚さは１００μｍ～１ｍｍのものを用いることがで
きる。また支持体は、その一部又は全体を測定時に検体由来のタンパク質の支持体への非
特異吸着防止のために、例えば牛血清アルブミン（ＢＳＡ）、カゼイン等の動物血清、カ
ゼイン、スクロース等でブロッキングして用いることができる。
【００３２】
・検出領域
　本発明のデバイスにおける検出領域には、抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体
が不動化されている。検出領域は支持体とは別個に形成されてもよいが、支持体上に形成
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されることが好ましい。検出領域に不動化される抗インフルエンザウィルス核タンパク質
抗体はモノクローナル抗体でもポリクローナル抗体でもよいが、モノクローナル抗体であ
ることが好ましい。検出領域に不動化される抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体
、及び、標識試薬領域で移動可能なように保持されている標識化抗インフルエンザウィル
ス核タンパク質抗体を形成する抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体の少なくとも
１つはヒト抗体であり、両抗体ともモノクローナル抗体であることが好ましい。検出領域
に不動化される抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体としては、例えば後述のヒト
抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体、ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核
タンパク質抗体、これらのヒト抗体のフラグメント［Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆ（ａｂ
’）］等が挙げられる。
【００３３】
　検出領域に抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体を不動化させる方法としては、
例えば抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体を直接、支持体に物理吸着させる方法
、共有結合等の化学結合によって支持体に固定する方法等が挙げられる。また、不溶性担
体粒子に抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体を結合させ、これを支持体内に含有
させても良い。不溶性担体粒子としては、例えばポリスチレンラテックス粒子、磁性粒子
、ガラス繊維等が挙げられる。不溶性担体粒子に抗インフルエンザウィルス核タンパク質
抗体を結合させる方法としては、例えば前述の物理吸着、化学的結合等が挙げられる。
【００３４】
　検出領域は、標識試薬領域、検体供給領域、検体移動領域及び展開液供給領域の下流に
存在し、余剰液吸収領域の上流に存在する。
【００３５】
・標識試薬領域
　本発明のデバイスにおける標識試薬領域には、抗インフルエンザウィルス核タンパク質
抗体に標識が結合した標識化抗体が移動可能なように保持されている。標識試薬領域は支
持体とは別個に形成されてもよいが、支持体上に形成されることが好ましい。標識試薬領
域に移動可能なように保持される標識化抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体を形
成する抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体はモノクローナル抗体でもポリクロー
ナル抗体でもよいが、モノクローナル抗体であることが好ましい。標識試薬領域に移動可
能なように保持される抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体としては、例えば後述
のヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体、ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィ
ルス核タンパク質抗体、これらのヒト抗体のフラグメント［Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆ
（ａｂ’）］等が挙げられる。標識試薬領域の構築方法としては、例えば支持体に標識化
抗体含有試薬を支持体に点着する方法、標識化抗体含有試薬を含ませた吸水性パッドを支
持体上に積層する方法等が挙げられる。吸水性パッドとしては、例えば後述の検体供給領
域で使用される吸水性パッド等が挙げられる。
【００３６】
　標識化抗体を形成する標識としては、例えばペルオキシダーゼ、アルカリホスファター
ゼ、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ等の酵素、金コロイド粒子、セレンコロイド粒子等の金属
コロイド粒子、着色ラテックス粒子、発光物質、蛍光物質等が挙げられる。
【００３７】
　標識化抗体の調製方法としては、共有結合により標識と抗体とを結合させる方法、非共
有結合により標識と抗体とを結合させる方法等が挙げられる。具体的には、公知の方法、
例えばグタルアルデヒド法、過ヨウ素酸法、マレイミド法、ピリジル・ジスルフィド法、
各種架橋剤を用いる方法等を挙げることができる［「蛋白質核酸酵素」別冊３１号、３７
～４５頁（１９８５）参照］。架橋剤としては、例えばＮ－スクシンイミジル－４－マレ
イミド酪酸（ＧＭＢＳ）、Ｎ－スクシンイミジル－６－マレイミドヘキサン酸、Ｎ－スク
シンイミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボン酸等を用い
ることができる。共有結合による方法では、抗体に存在する官能基を用いることができる
他、例えばアミノ基、カルボキシル基、水酸基、スルフヒドリル基等の官能基を常法によ
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り導入したのち、前記方法により標識化抗体を調製することができる。また、非共有結合
による方法としては物理吸着法等を挙げることができる。
【００３８】
・検体供給領域
　本発明のデバイスにおける検体供給領域は、検出領域の上流に位置し、本領域を通じて
検体が供給される。検体供給領域は、支持体上に形成されるが、支持体上に、吸水性パッ
ドを積層させて形成してもよい。検体供給領域を形成する支持体及び吸水性パッドには、
適宜、塩類、界面活性剤等が含有されてもよい。塩類、界面活性剤としては、例えば前述
の塩類、界面活性剤等が挙げられる。吸水性パッドとしては、例えばガラス繊維、セルロ
ース、不織布、ポリビニルアルコール等が挙げられる。
【００３９】
　また、検体供給領域は、前述の標識試薬領域を兼ねていてもよく、この場合には、標識
化抗体含有試薬を含ませた吸水性パッドを支持体上に積層することにより、検体を効率的
に吸収することができる。吸水性パッドとしては、標識化抗体及びインフルエンザウィル
ス核タンパク質を吸収し、吸着が少ない材料であれば特に制限は無く、例えば前述のもの
が挙げられる。
【００４０】
・検体移動領域
　本発明のデバイスにおける検体移動領域は、支持体全般に渡って存在し、検体、標識化
抗体、後述の展開液が移動する領域である。検体供給領域に供給された検体は、検体移動
領域を通じて標識化抗体と共に検出領域に運ばれる。また、検体は、後述の展開液供給領
域から供給された展開液によっても、検体移動領域を通じて検出領域に運ばれ得る。
【００４１】
・展開液供給領域
　本発明のデバイスにおける展開液供給領域は、支持体の一端に設けられ、展開液が供給
される領域である。検体供給領域に検体が供給されたデバイスの展開液供給領域を展開液
に浸すことにより、検体は展開液により支持体を移動し、検体移動領域を通じて検出領域
に運ばれ得る。この過程で、検体中のインフルエンザウィルス核タンパク質は、標識試薬
領域で標識化抗体と反応し、生成した移動可能な、標識化抗体－インフルエンザウィルス
核タンパク質の複合体はさらに検出領域に運ばれ、検出領域において、抗インフルエンザ
ウィルス核タンパク質抗体－インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗体の複合体
を生成する。展開液を用いずとも検体を支持体上で展開させることもできるが、展開液を
用いることにより効率的に検体を展開させることができる。展開液は、検体を支持体上で
展開させる水性媒体であるが、この水性媒体には必要に応じて、前述の緩衝剤、界面活性
剤、防腐剤、塩類、糖類、金属イオン、蛋白等の添加物を含んでいてもよい。
【００４２】
・検体供給確認領域
　本発明のデバイスにおける検体供給確認領域は、余剰液吸収領域の上流に設けられ、検
体が確実にデバイスの検体供給領域に添加されたことを確認するための領域である。
【００４３】
　２つの抗体（抗体１と抗体２）が使用される本発明のデバイスにおいては、検体が検体
供給領域に供給されると、検体中のインフルエンザウィルス核タンパク質が標識化抗体（
標識化抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体）と反応して形成されるインフルエン
ザウィルス核タンパク質－標識化抗体の複合体と共に、未反応の標識化抗体が検体移動領
域を展開する。すなわち、検体が確実に供給された場合には、未反応の標識化抗体が検出
移動領域を展開する。検体供給確認領域は、この未反応の標識化抗体を捕捉する領域であ
り、標識化抗体に対する抗体を不動化して固定化し、構築することができる。標識化抗体
に反応する抗体としては、例えば抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体に対する抗
体、標識に対する抗体等が挙げられる。標識化抗体に反応する抗体の不動化方法は、前述
の検出領域における抗体の不動化方法等が挙げられる。また、検体中に共通に含まれる物
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質（例えば、酵素等）に対する抗体を不動化して固定化し、検体供給確認領域を構築する
こともできる（図１の（３）参照）。
【００４４】
　同様に、１つの抗体が使用される本発明のデバイスにおいては、検体中に共通に含まれ
る物質（例えば、酵素等）に対する抗体、標識化抗原類似物（標識化インフルエンザウィ
ルス核タンパク質抗原類似物）に対する抗体、標識化抗体（標識化ヒト抗体インフルエン
ザウィルス核タンパク質抗体）に対する抗体を不動化して固定化し、検体供給確認領域を
構築することができる。
【００４５】
・余剰液吸収領域
　本発明のデバイスにおける余剰液吸収領域は、支持体の最下流に設けられ、支持体上を
要すれば展開液と共に展開してきた検体及び標識化抗体が検出領域で捕捉されて抗インフ
ルエンザ核タンパク質抗体－インフルエンザ核タンパク質－標識化抗体の複合体を生成し
、該複合体を生成した後の余剰液を吸収するための領域である。余剰液吸収領域は、支持
体から形成することもできるが、支持体に吸水性物質を付随させて形成することもでき、
また、支持体上に吸水性物質を積層させて形成することもできる。吸水性物質としては、
例えば吸水性の高いろ紙、スポンジ等が挙げられる。
【００４６】
［デバイスを用いたインフルエンザウィルスの検出と定量］
　本発明のデバイスを用いたインフルエンザウィルスの検出と定量は、例えば次のように
行うことができる。
【００４７】
・態様１
　検体供給領域に供給された検体は検出移動領域を展開し、検出領域に到達する。検出領
域において、検体中のインフルエンザウィルス核タンパク質は、ヒト抗インフルエンザウ
ィルス核タンパク質抗体と反応し、インフルエンザウィルス核タンパク質－ヒト抗インフ
ルエンザウィルス核タンパク質抗体の複合体を生成する。この複合体形成に伴う物理的変
化を測定することにより、インフルエンザウィルスを検出又は定量することができる。こ
こでの物理的変化としては、例えば質量変化等が挙げられる。
【００４８】
・態様２
　検体供給領域に供給された検体及び標識化抗体（標識化抗インフルエンザウィルス核タ
ンパク質抗体）は検出移動領域を展開し、検出領域に到達する。供給時又は展開時に生成
したインフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗体の複合体は、検出領域において、
抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体と反応し、抗インフルエンザウィルス核タン
パク質抗体－インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗体の複合体を生成する。検
出領域において生成したこの抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体－インフルエン
ザウィルス核タンパク質－標識化抗体の複合体中の標識を測定することにより、インフル
エンザウィルスを検出又は定量することができる。
【００４９】
・態様３
　検体供給領域に供給された検体は標識試薬領域において、標識化抗インフルエンザウィ
ルス核タンパク質抗体（標識化抗体２）と反応し、インフルエンザウィルス核タンパク質
－標識化抗体２の複合体（複合体１）が生成し、次いで、検出領域に検体移動領域を通じ
て展開してきた複合体１は検出領域において、抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗
体（抗体１）と反応し、抗体１－抗インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗体２
の複合体（複合体２）が検出領域において不動化されて生成し、検出領域内に生成した複
合体２の標識を測定することにより、インフルエンザウィルスを検出又は定量することが
できる。ここで、標識化抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（標識化抗体２）を
構成する抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体２）と、抗体１の少なくとも
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１つはヒト抗体である。検出供給領域に供給された検体の展開、標識試薬領域で生成した
複合体１の検出領域への展開には、展開液を用いることもできる。
【００５０】
・態様４
　検体供給領域に供給された検体及び標識化抗原類似物（標識化インフルエンザウィルス
核タンパク質抗原類似物）は検出移動領域を展開し、検出領域に到達する。検出領域にお
いて、検体中のインフルエンザウィルス核タンパク質抗原と標識化抗原類似物とは、ヒト
抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体に対して競合的に反応し、ヒト抗インフルエ
ンザウィルス核タンパク質抗体－インフルエンザウィルス核タンパク質抗原の複合体、及
び、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体－標識化抗原類似物の複合体を精製
する。この検出領域に生成した複合体中の標識を測定することにより、インフルエンザウ
ィルスを検出又は定量することができる。
【００５１】
・態様５
　検体供給領域に供給された検体は、検体移動領域を展開し、標識試薬領域に到達する。
標識試薬領域に到達した検体は、標識化抗原類似物（標識化インフルエンザウィルス核タ
ンパク質抗原類似物）と共に検体移動領域を更に展開し、検出領域に到達する。検出領域
において、検体中のインフルエンザウィルス核タンパク質抗原と標識化抗原類似物とは、
ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体に対して競合的に反応し、ヒト抗インフ
ルエンザウィルス核タンパク質抗体－インフルエンザウィルス核タンパク質抗原の複合体
、及び、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体－標識化抗原類似物の複合体を
精製する。この検出領域に生成した複合体中の標識を測定することにより、インフルエン
ザウィルスを検出又は定量することができる。
【００５２】
・態様６
　検体供給領域に供給された検体及び標識化抗体（標識化ヒト抗インフルエンザウィルス
核タンパク質抗体）は検出移動領域を展開する。供給時又は展開時に生成したインフルエ
ンザウィルス核タンパク質－標識化抗体の複合体は、未反応の標識化抗体と共に検出領域
に到達する。検出領域において、未反応の標識化抗体は、インフルエンザウィルス核タン
パク質抗原類似物と反応し、インフルエンザウィルス核タンパク質抗原類似物－標識化抗
体の複合体を生成する。検出領域において生成したこのインフルエンザウィルス核タンパ
ク質抗原類似物－標識化抗体の複合体中の標識を測定することにより、インフルエンザウ
ィルスを検出又は定量することができる。
【００５３】
・態様７
　検体供給領域に供給された検体は、検体移動領域を展開し、標識試薬領域に到達する。
標識試薬領域において、インフルエンザウィルス核タンパク質は標識化抗体（標識化ヒト
抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体）と反応し、インフルエンザウィルス核タン
パク質－標識化抗体の複合体を生成する。生成した複合体は、未反応の標識化抗体と共に
さらに検体移動領域を展開し、検出領域に到達する。検出領域において、未反応の標識化
抗体は、インフルエンザウィルス核タンパク質抗原類似物と反応し、インフルエンザウィ
ルス核タンパク質抗原類似物－標識化抗体の複合体を生成する。検出領域において生成し
たこのインフルエンザウィルス核タンパク質抗原類似物－標識化抗体の複合体中の標識を
測定することにより、インフルエンザウィルスを検出又は定量することができる。
【００５４】
　ここで、検出領域で生成した複合体中の標識は、公知の方法を用いて測定することがで
きる。標識が金コロイド粒子や着色ラテックス粒子の場合には、複合体の生成に起因して
支持体上に生成したバンドの吸光度を測定することにより行うことができる。標識が酵素
の場合には、酵素の基質を酵素に作用させることにより、標識を測定することができる。
用いる酵素及び酵素の基質により、検出法を選択することができる。
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【００５５】
　酵素の基質は、展開液中に含有させることもできるが、デバイス中に具備させた基質試
薬領域内に移動可能なように担持させることもできる。酵素がペルオキシダーゼの場合、
その基質としては、発色基質や発光基質等が挙げられる。発色基質としては、例えばロイ
コ型色原体と過酸化水素との組み合わせ、２つの化合物の組み合わせからなるカップリン
グ型色原体と過酸化水素との組み合わせ等が挙げられる。ロイコ型色原体としては、例え
ば２，２’－アジノ－ビス（３－エチルベンゾチアゾリン－６－スルホン酸）（ＡＢＴＳ
）、３，３’，５，５’－テトラメチルベンチジン（ＴＭＢ）、ジアミノベンチジン（Ｄ
ＡＢ）、１０－Ｎ－カルボキシメチルカルバモイル－３，７－ビス（ジメチルアミノ）－
１０Ｈ－フェノチアジン（ＣＣＡＰ）、１０－Ｎ－メチルカルバモイル－３，７－ビス（
ジメチルアミノ）－１０Ｈ－フェノチアジン（ＭＣＤＰ）、Ｎ－（カルボキシメチルアミ
ノカルボニル）－４，４’－ビス（ジメチルアミノ）ジフェニルアミン ナトリウム塩（
ＤＡ－６４）、１０－Ｎ－（カルボキシメチルアミノカルボニル）－３，７－ビス（ジメ
チルアミノ）－１０Ｈ－フェノチアジン ナトリウム塩（ＤＡ－６７）、４，４’－ビス
（ジメチルアミノ）ジフェニルアミン、ビス［３－ビス（４－クロロフェニル）メチル－
４－ジメチルアミノフェニル］アミン（ＢＣＭＡ）等が挙げられる。２つの化合物の組み
合わせからなるカップリング型色原体としては、例えばカップラーとアニリン類又はフェ
ノール類との組み合わせ等が挙げられる。カップラーとしては、例えば４－アミノアンチ
ピリン（４－ＡＡ）、３－メチル－２－ベンゾチアゾリノンヒドラゾン等が挙げられる。
アニリン類としては、例えばＮ－エチル－Ｎ－（３－メチルフェニル）－Ｎ’－サクシニ
ルエチレンジアミン（ＥＭＳＥ）、Ｎ－（３，５－ジメトキシフェニル）－Ｎ’－サクシ
ニルエチレンジアミン・ナトリウム塩（ＤＯＳＥ）、Ｎ－エチル－Ｎ－（２－ヒドロキシ
－３－スルホプロピル）－３－メチルアニリン、Ｎ－エチル－Ｎ－（３－スルホプロピル
）アニリン、Ｎ－エチル－Ｎ－（３－スルホプロピル）－３，５－ジメトキシアニリン、
Ｎ－（３－スルホプロピル）－３，５－ジメトキシアニリン、Ｎ－エチル－Ｎ－（３－ス
ルホプロピル）－３，５－ジメチルアニリン、Ｎ－エチル－Ｎ－（３－スルホプロピル）
－３－メチルアニリン、Ｎ－エチル－Ｎ－（２－ヒドロキシ－３－スルホプロピル）－３
－メトキシアニリン、Ｎ－エチル－Ｎ－（２－ヒドロキシ－３－スルホプロピル）アニリ
ン、Ｎ－エチル－Ｎ－（２－ヒドロキシ－３－スルホプロピル）－３－メチルアニリン・
ナトリウム塩２水和物（ＴＯＯＳ）、Ｎ－エチル－Ｎ－（２－ヒドロキシ－３－スルホプ
ロピル）－３，５－ジメトキシアニリン、Ｎ－（２－ヒドロキシ－３－スルホプロピル）
－３，５－ジメトキシアニリン・ナトリウム塩（ＨＳＤＡ）、Ｎ－エチル－Ｎ－（２－ヒ
ドロキシ－３－スルホプロピル）－３，５－ジメチルアニリン、Ｎ－（３－スルホプロピ
ル）アニリン、Ｎ－エチル－Ｎ－（３－スルホプロピル）－３－メトキシアニリン、Ｎ－
エチル－Ｎ－（２－ヒドロキシ－３－スルホプロピル）－４－フルオロ－３，５－ジメト
キシアニリン・ナトリウム塩（Ｆ－ＤＡＯＳ）等が挙げられる。フェノール類としては、
例えばフェノール、３－ヒドロキシ－２，４，６－トリヨウド安息香酸等が挙げられる。
発色基質としては、例えばルミノールと過酸化水素との組み合わせ、イソルミノールと過
酸化水素との組み合わせ等が挙げられる。
【００５６】
　酵素がアルカリホスファターゼの場合、その基質としては、発色基質、蛍光基質、発光
基質等が挙げられる。基質が発色基質である場合には吸光度を、基質が蛍光基質である場
合には蛍光強度を、基質が発光基質である場合には発光強度を測定することにより、検出
又は定量が可能となる。発色基質としては例えば、５－ブロモ－４－クロロ－３－インド
リルリン酸（ＢＣＩＰ）、４－ニトロフェニルリン酸等が挙げられる。蛍光基質としては
、例えば４－メチルウムベリフェニル－ホスフェート（４ＭＵＰ）β－Ｄ－ガラクトシダ
ーゼ用：４－メチルウムベリフェニル－β－Ｄ－ガラクトシド（４ＭＵＧ）等が挙げられ
る。発光基質としては、例えば３－（２’－スピロアダマンタン）－４－メトキシ－４－
（３’－ホスホリルオキシ）フェニル－１，２－ジオキセタン・二ナトリウム塩（ＡＭＰ
ＰＤ）、２－クロロ－５－｛４－メトキシスピロ［１，２－ジオキセタン－３，２’－（
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５’－クロロ）トリシクロ［３．３．１．１３，７］デカン］－４－イル｝フェニル　ホ
スフェート・二ナトリウム塩（ＣＤＰ－ＳｔａｒＴＭ）、３－｛４－メトキシスピロ［１
，２－ジオキセタン－３，２’－（５’－クロロ）トリシクロ［３．３．１．１３，７］
デカン］－４－イル｝フェニル　ホスフェート・二ナトリウム塩（ＣＳＰＤＴＭ）、［１
０－メチル－９（１０Ｈ）－アクリジニルイデン］フェノキシメチルリン酸・二ナトリウ
ム塩（ＬｕｍｉｇｅｎＴＭ　ＡＰＳ－５）等が挙げられる。
【００５７】
　酵素がβ－Ｄ－ガラクトシダーゼの場合には、該酵素の基質として、例えば３－（２’
－スピロアダマンタン）－４－メトキシ－４－（３’’－β－Ｄ－ガラクトピラノシル）
フェニル－１，２－ジオキセタン（ＡＭＧＰＤ）等の発光基質が挙げられる。
【００５８】
　また、本発明のデバイスは、その構成要素として、ヒト抗インフルエンザウィルス核タ
ンパク質抗体を含んでいればよく、検出領域における検出方法は特に制限されず、検出方
法として、前述の発色法（吸光度法）、蛍光法、発光法のみならず、質量変化を検出する
方法も用いることができる。質量変化を検出する方法としては、例えば表面プラズモン共
鳴（ＳＰＲ）法や、圧電振動子を用いる方法（例えば、ＷＯ２００５／０１５２１７パン
フレットを参照）等が挙げられる。
【００５９】
　本発明のデバイスを用いた、検体中のインフルエンザウィルスの定量は次のように行う
ことができる。先ず、検体として、既知濃度のインフルエンザウィルスより調製したイン
フルエンザウィルス核タンパク質を用いて、該検体を本発明のデバイスの検体供給領域に
供給して、検出領域での情報（例えば、吸光度）を測定し、インフルエンザウィルス濃度
と情報量との関係を表す検量線を作成する。その後、実際の対象検体を用いて同様の測定
を行い、得られた情報量を、先に作成した検量線に照らし合わせることにより、濃度を決
定する。
【００６０】
［インフルエンザウィルス検出又は定量方法］
　本発明のインフルエンザウィルス検出又は定量方法は、ヒト抗インフルエンザウィルス
核タンパク質抗体を少なくとも１つ以上用いることを特徴とする方法である。後述の、本
発明のインフルエンザウィルス検出又は定量用キットを用いて、インフルエンザウィルス
を検出又は定量することができる。
【００６１】
　本発明のインフルエンザウィルス検出又は定量方法は、インフルエンザウィルスを検出
又は定量できる方法であれば特に制限はなく、例えばラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、
免疫放射定量測定法（ＩＲＭＡ）、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、均一系酵素免疫測定
法、蛍光イムノアッセイ（ＦＩＡ）、免疫蛍光分析法（ＩＦＭＡ）、蛍光偏光法、化学発
光イムノアッセイ（ＣＬＩＡ）、化学発光酵素イムノアッセイ（ＣＬＥＩＡ）、比濁免疫
測定法、表面プラズモン共鳴法（ＳＰＲ）等が挙げられる。
【００６２】
　本発明のインフルエンザウィルス検出又は定量方法としては、例えば以下に示す方法を
挙げることができる。
【００６３】
・方法１
（１）検体と、担体上に固定化されているヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗
体とを反応させる工程；及び、
（２）工程（１）で生じた物理的変化を測定する工程
を含有することを特徴とする、インフルエンザウィルスの検出又は定量方法。
【００６４】
　当該方法における物理的変化量の物理的変化としては、例えば濁度変化、質量変化等が
挙げられる。当該方法は、抗原抗体反応に伴う反応液の濁度変化を測定する比濁免疫測定
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法や、抗原抗体反応に伴う質量変化を測定する表面プラズモン共鳴法（ＳＰＲ）等に適用
することができる。
【００６５】
・方法２
（１）検体と、担体上に固定化されている抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（
抗体１）とを反応させて、担体上に抗体１－インフルエンザウィルスの複合体を形成させ
る工程；
（２）工程（１）において、担体上に形成した該複合体と、抗インフルエンザウィルス核
タンパク質抗体（抗体２）とを反応させる工程；及び、
（３）工程（２）で生じた物理的変化量を測定する工程
を含有し、抗体１と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパ
ク質抗体であることを特徴とする、インフルエンザウィルス検出又は定量方法。
【００６６】
　抗体１及び抗体２は、モノクローナル抗体であってもポリクローナル抗体でもよいが、
共にモノクローナル抗体であることが好ましい。
【００６７】
　当該方法における物理的変化量の物理的変化としては、例えば濁度変化、質量変化等が
挙げられる。当該方法は、抗原抗体反応に伴う反応液の濁度変化を測定する比濁免疫測定
法や、抗原抗体反応に伴う質量変化を測定する表面プラズモン共鳴法（ＳＰＲ）等に適用
することができる。また、工程（１）と工程（２）は同時に行ってもよい。
【００６８】
・方法３
（１）検体と、担体上に固定化されている抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（
抗体１）とを反応させて、担体上に抗体１－インフルエンザウィルス核タンパク質の複合
体を形成させる工程；
（２）工程（１）において、担体上に形成した該複合体と、抗インフルエンザウィルス核
タンパク質抗体（抗体２）に標識が結合した標識化抗体（標識化抗体２）とを反応させて
、担体上に抗体１－インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗体２の複合体を形成
させる工程；
（３）工程（２）後の担体を洗浄し、担体上に結合していない物質を除去する工程；
（４）工程（３）後の担体上の抗体１－インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗
体２の複合体の中の標識を測定する工程
を含有し、抗体１と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパ
ク質抗体であることを特徴とする、インフルエンザウィルス検出又は定量方法。
【００６９】
　上記方法は、サンドイッチ法の１つの態様である。上記方法における抗体１と抗体２に
ついて、それぞれの抗体が認識するインフルエンザウィルス核タンパク質の部位は同じで
あっても異なっていてもよいが、異なっていることが好ましい。また、上記方法における
抗体１と抗体２はそれぞれ、モノクローナル抗体であってもポリクローナル抗体であって
もよいが、共にモノクローナル抗体であることが好ましい。
【００７０】
　上記方法において、工程（４）で生成した複合体中の標識に由来する情報量と、工程（
２）で反応系中に存在する未反応の標識化抗体中の標識に由来する情報量との差が顕著で
ある場合には、工程（３）の洗浄工程を省略することができる（ホモジニアス法）。また
、工程（１）と工程（２）は同時に行ってもよく、工程（１）と工程（２）の間に洗浄工
程を挿入してもよい。
【００７１】
　上記方法の工程（４）における標識の測定方法としては、例えば前述の方法等が挙げら
れる。
【００７２】
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・方法４
（１）検体と、抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体２）に標識が結合した
標識化抗体（標識化抗体２）とを反応させて、標識化抗体２－インフルエンザウィルス核
タンパク質の複合体を形成させる工程；
（２）工程（１）において形成した複合体と、担体上に固定化されている抗インフルエン
ザウィルス核タンパク質抗体（抗体１）とを反応させて、担体上に抗体１－インフルエン
ザウィルス核タンパク質－標識化抗体２の複合体を形成させる工程；
（３）工程（２）後の担体を洗浄し、担体上に結合していない物質を除去する工程；
（４）工程（３）後の担体上の抗体１－インフルエンザウィルス核タンパク質－標識化抗
体２の複合体の中の標識を測定する工程
を含有し、抗体１と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパ
ク質抗体であることを特徴とする、インフルエンザウィルス検出又は定量方法。
【００７３】
　上記方法は、サンドイッチ法の別の態様である。上記方法における抗体１と抗体２につ
いて、それぞれの抗体が認識するインフルエンザウィルス核タンパク質の部位は同じであ
っても異なっていてもよいが、異なっていることが好ましい。また、上記方法における抗
体１と抗体２はそれぞれ、モノクローナル抗体であってもポリクローナル抗体であっても
よいが、共にモノクローナル抗体であることが好ましい。
【００７４】
　上記方法において、工程（２）で生成した複合体中の標識に由来する情報量と、工程（
２）で反応系中に存在する未反応の標識化抗体中の標識に由来する情報量との差が顕著で
ある場合には、工程（３）の洗浄工程を省略することができる（ホモジニアス法）。また
、工程（１）と工程（２）は同時に行ってもよく、工程（１）と工程（２）の間に洗浄工
程を挿入してもよい。
【００７５】
　上記方法の工程（４）における標識の測定方法としては、例えば前述の方法等が挙げら
れる。
【００７６】
・方法５
（１）検体と、担体上に固定化されているヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗
体とを、インフルエンザウィルス核タンパク質抗原類似物に標識が結合した標識化抗原類
似物の共存下に反応させて、担体上に、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体
－インフルエンザウィルス核タンパク質の複合体、及び、ヒト抗インフルエンザウィルス
核タンパク質抗体－標識化抗原類似物の複合体を形成させる工程；
（２）工程（１）後の担体を洗浄し、担体上に結合していない物質を除去する工程；
（３）工程（２）後の担体上の複合体中の標識を測定する工程
を含有することを特徴とする、インフルエンザウィルスの検出又は定量方法。
【００７７】
　上記方法は、競合法の１つの態様である。上記方法におけるヒト抗インフルエンザウィ
ルス核タンパク質抗体は、モノクローナル抗体であってもポリクローナル抗体であっても
よいが、モノクローナル抗体であることが好ましい。
【００７８】
　上記方法の工程（３）における標識の測定方法としては、例えば前述の方法等が挙げら
れる。
【００７９】
・方法６
（１）検体と、担体上に固定化されているインフルエンザウィルス核タンパク質抗原類似
物とを、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体に標識が結合した標識化抗体の
共存下に反応させて、担体上に、インフルエンザウィルス核タンパク質抗原類似物－標識
化抗体の複合体を形成させる工程；
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（２）工程（１）後の担体を洗浄し、担体上に結合していない物質を除去する工程；
（３）工程（２）後の担体上の複合体中の標識を測定する工程
を含有することを特徴とする、インフルエンザウィルスの検出又は定量方法。
【００８０】
　上記方法は、競合法の別の態様である。上記方法におけるヒト抗インフルエンザウィル
ス核タンパク質抗体は、モノクローナル抗体であってもポリクローナル抗体であってもよ
いが、モノクローナル抗体であることが好ましい。
【００８１】
　上記方法の工程（３）における標識の測定方法としては、例えば前述の方法等が挙げら
れる。
【００８２】
　本発明の方法における反応条件は当業者が適宜設定することができるが、例えば反応温
度としては、０℃～５０℃で、好ましくは、４℃～４０℃であり、反応時間としては１分
間～２４時間で、好ましくは３分間～１２時間である。また、洗浄工程を含む場合の担体
の洗浄は、例えばphosphate buffered saline (PBS)を用いて行うことができる。
【００８３】
　本発明の方法で使用される固相は、担体に、抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗
体又は標識化抗原類似物が不動化して固定されたものである。担体としては、抗インフル
エンザウィルス核タンパク質抗体又は標識化抗原類似物が不動化して固定することができ
、水に不溶性であれば特に制限はなく、例えばマイクロタイタープレート等のポリスチレ
ンプレート、ガラス製または合成樹脂製の粒状物（ビーズ）、ガラス製または合成樹脂製
の球状物（ボール）、ラテックス、磁性粒子、ニトロセルロース膜、ナイロン膜、合成樹
脂製のチューブ等が挙げられる。担体に、抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体又
は標識化抗原類似物を不動化して固定する方法としては、例えば直接的方法、間接的方法
等が挙げられる。直接的方法としては、例えば担体上の官能基と、抗インフルエンザウィ
ルス核タンパク質抗体又は標識化抗原類似物中の官能基とを共有結合により結合させる方
法等が挙げられる。ここで、担体上の官能基と、抗インフルエンザウィルス核タンパク質
抗体又は標識化抗原類似物中の官能基との組み合わせとしては、例えばアミノ基－カルボ
キシル基、カルボキシル基－アミノ基等が挙げられる。
【００８４】
　間接的方法としては、例えば担体上の官能基と、抗インフルエンザウィルス核タンパク
質抗体又は標識化抗原類似物中の官能基とをリンカーを介して間接的に結合させる方法、
物質間の相互作用を利用する方法等が挙げられる。ここで、担体上の官能基と、抗インフ
ルエンザウィルス核タンパク質抗体又は標識化抗原類似物中の官能基との組み合わせとし
ては、例えばアミノ基－アミノ基、アミノ基－カルボキシル基、アミノ基－スルフヒドリ
ル基、カルボキシル基－アミノ基、カルボキシル基－カルボキシル基、カルボキシル基－
スルフヒドリル基等が挙げられる。尚、官能基は化学的修飾により導入してもよい。物質
間の相互作用を利用する方法としては、例えばアビジン－ビオチンの相互作用を利用する
方法、糖－レクチンの相互作用を利用する方法等が挙げられる。アビジン－ビオチンの相
互作用を利用する場合、例えばアビジンを吸着させた担体と、ビオチン化した抗インフル
エンザウィルス核タンパク質抗体又はビオチン化した標識化抗原類似物とを反応させるこ
とにより、担体上に抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体又は標識化抗原類似物を
不動化して固定することができる。
【００８５】
　また、本発明の方法で使用される固相として、抗インフルエンザウィルス核タンパク質
抗体又は標識化抗原類似物が不動化して固定された担体をさらに牛血清アルブミン、カゼ
イン等でブロッキングして調製された固相も使用することができる。
【００８６】
　本発明の方法で使用されるヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体としては、
例えば後述のヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体、ヒト抗Ｂ型インフル
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エンザウィルス核タンパク質抗体等が挙げられる。
【００８７】
　本発明の方法で使用される標識としては、例えば前述の標識等が挙げられる。また、本
発明の方法における標識測定方法としては、例えば前述の標識測定方法等が挙げられる。
【００８８】
　本発明の方法で使用される標識化抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体は、標識
と抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体とを、前述の方法に従って調製することが
できる。
【００８９】
　本発明の方法で使用されるインフルエンザウィルス核タンパク質抗原類似物とは、担体
上に固定化されたヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体に対して、検体中のイ
ンフルエンザウィルス核タンパク質と競合的に反応するものであり、例えば抗原であるイ
ンフルエンザウィルス核タンパク質そのもののみならず、抗インフルエンザウィルス核タ
ンパク質抗体が認識するインフルエンザウィルス核タンパク質中のエピトープを含有する
物質等が挙げられる。
【００９０】
　本発明の方法で使用される標識化抗原類似物（標識化インフルエンザウィルス核タンパ
ク質抗原類似物）は、前述の標識化抗体の調製方法と同様の方法により調製することがで
きる。
【００９１】
［インフルエンザウィルス検出又は定量用キット］
　本発明のインフルエンザウィルス検出又は定量用キットは、本発明のインフルエンザウ
ィルス検出又は定量方法に用いられるキットである。
　本発明のインフルエンザウィルス検出又は定量用キットとしては、例えば以下に示すキ
ットを挙げることができる。
【００９２】
・キット１
ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が担体に固定化されてなる固相を含有す
ることを特徴とする、インフルエンザウィルス検出又は定量用キット。
【００９３】
　ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体はモノクローナル抗体であってもポリ
クローナル抗体でもよい。
　本キットは比濁免疫測定法、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）法等の方法に適したキット
である。
【００９４】
・キット２
抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体１）が担体に固定化されてなる固相と
、
抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体２）を含有する試薬
とを含有し、抗体１と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザウィルス核タン
パク質抗体であることを特徴とする、インフルエンザウィルス検出又は定量用キット。
【００９５】
　抗体１及び抗体２は、モノクローナル抗体であってもポリクローナル抗体でもよいが、
共にモノクローナル抗体であることが好ましい。
　本キットは比濁免疫測定法、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）法等の方法に適したキット
である。
【００９６】
・キット３
抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体１）が担体に固定化されてなる固相と
、
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抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（抗体２）に標識が結合した標識化抗体を含
有する試薬
とを含有し、抗体１と抗体２の少なくとも１つは、ヒト抗インフルエンザウィルス核タン
パク質抗体であることを特徴とする、インフルエンザウィルス検出又は定量用キット。
【００９７】
　抗体１及び抗体２は、モノクローナル抗体であってもポリクローナル抗体でもよいが、
共にモノクローナル抗体であることが好ましい。
　本キットはサンドイッチ法に基づく免疫学的測定法に適したキットである。
【００９８】
・キット４
ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が担体に固定化されてなる固相と、
インフルエンザウィルス核タンパク質抗原類似物に標識が結合した標識化抗原類似物を含
有する試薬
とを含有することを特徴とする、インフルエンザウィルス検出又は定量用キット。
【００９９】
　本キットは競合法に基づく免疫学的測定法に適したキットである。
【０１００】
・キット５
インフルエンザウィルス核タンパク質抗原類似物が担体に固定化されてなる固相と、
ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体に標識が結合した標識化抗体を含有する
試薬
とを含有することを特徴とする、インフルエンザウィルス検出又は定量用キット。
【０１０１】
　本キットは競合法に基づく免疫学的測定法に適したキットである。
【０１０２】
　本発明のインフルエンザウィルス検出又は定量用キットにおいて使用される固相として
は、例えば前述の固相等が挙げられる。
【０１０３】
　本発明のキットで使用されるヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体としては
、例えば後述のヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体、ヒト抗Ｂ型インフ
ルエンザウィルス核タンパク質抗体等が挙げられる。
【０１０４】
　本発明のキットで使用される標識としては、例えば前述の標識等が挙げられる。また、
本発明のキットにおける標識測定方法としては、例えば前述の標識測定方法等が挙げられ
る。
【０１０５】
　本発明のキットにおいては、必要に応じて、前述の水性媒体のみならず、前述の緩衝剤
、界面活性剤、防腐剤、塩類、糖類、金属イオン、蛋白等の添加物が含まれていてよい。
これらの添加物は、本発明のキットを構成する固相及び試薬とは別個に添加物含有試薬と
して用いることもできるが、本発明のキットを構成する固相、試薬のいずれか又は両方に
含ませて用いることもできる。
【０１０６】
［ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体］
　本発明のヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体は、本発明のインフルエンザ
ウィルスの検出又は定量用デバイス、インフルエンザウィルスの検出又は定量用キット、
並びに、インフルエンザウィルスの検出又は定量方法に使用され得る抗体であり、ヒト抗
Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体、ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タ
ンパク質抗体等が挙げられる。また、本発明におけるヒト抗インフルエンザウィルス核タ
ンパク質抗体は、モノクローナル抗体でもポリクローナル抗体でもよいが、モノクローナ
ル抗体が好ましい。
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【０１０７】
　本発明のヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体としては
、Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質と特異的に反応し、Ｂ型インフルエンザウィ
ルス核タンパク質とは反応しない抗体が好ましい。また、本発明のヒト抗Ｂ型インフルエ
ンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体としては、Ｂ型インフルエンザウィルス核
タンパク質と特異的に反応し、Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質とは反応しない
抗体が好ましい。
【０１０８】
・ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体の製造方法
　上述の通り、本発明のヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体としては、ヒト
抗インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体が好ましい。ヒト抗インフル
エンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体は、公知のモノクローナル抗体製造方法
［ハイブリドーマ法（例えば、In Vitro Cell Dev Biol. （1985）21(10):593-596参照）
、ウィルス感染法（例えば、J. gen. Virol. (1983), 64, 697-700参照）、ファージディ
スプレイ法（例えば、ＷＯ２００１／０６２９０７パンフレット参照）、リンパ球マイク
ロアレイ法等］で製造することができるが、リンパ球マイクロアレイ法が好ましい。
【０１０９】
　リンパ球マイクロアレイ法は、国立大学法人富山大学及びエスシーワールド株式会社に
より共同開発されたモノクローナル抗体製造方法に関する技術［特開２００４－１７３６
８１；特開２００４－１８７６７６；特開２００５－２６１３３９；特開２００７－１４
２６７；Anal. Chem. 77(24), p.8050-8056 (2005)；Cytometry A 71(11), p.961-967 (2
007)；Cytometry A 71(12), p.1003-1010 (2007)］であり、以下の工程を含む。
【０１１０】
［１］ヒト血液よりＢリンパ球を調製する工程；
［２］測定対象物に反応するＢリンパ球を選択する工程；
［３］選択されたＢリンパ球から、測定対象物と反応する抗体に係る遺伝子を取得する工
程；
［４］取得した遺伝子を用いて抗体を発現させる工程；
［５］目的の性質を有する抗体を選択する工程。
【０１１１】
　以下に、ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体の製造につい
て、上記の各工程を説明する。
【０１１２】
［１］ヒト血液よりＢリンパ球を調製する工程
　ヒトＢリンパ球は、ヒト末梢血より調製することができ、特に、インフルエンザウィル
ス感染歴あるいはインフルエンザワクチン接種歴があり、血清中にインフルエンザウィル
ス核タンパク質抗体の存在が確認できるヒト末梢血から調製することができる。インフル
エンザワクチン接種一定期間後、好ましくは１～３０日後、より好ましくは５～１０日後
に採血を行い、調製することが望ましい。調製方法の具体例としては、例えば密度勾配遠
心、セルソーター、磁気ビーズ等を用いる方法等が挙げられる。
【０１１３】
［２］測定対象物に反応するＢリンパ球を選択する工程
　１個の抗原特異的Ｂリンパ球の選択は、例えば、マイクロウェルアレイチップを用いた
方法により行うことができる。マイクロウェルアレイチップを用いた方法では、例えば、
１個の被検体Ｂリンパ球が含まれるマイクロウェルを複数有する抗原特異的Ｂリンパ球検
出用マイクロウェルアレイチップの各マイクロウェルに抗原を添加し、次いで、抗原に反
応したＢリンパ球を検出し、検出された抗原特異的Ｂリンパ球をマイクロウェルから取り
出すことにより、１個の抗原特異的Ｂリンパ球を得ることができる。以下、この方法を、
より具体的に説明する。
【０１１４】
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　マイクロウェルアレイチップとしては、複数のマイクロウェルを有し、かつ各マイクロ
ウェルが被検体Ｂリンパ球を１個含むことができるものを使用することができる。各マイ
クロウェルが被検体Ｂリンパ球を１個含むことで、抗原特異的Ｂリンパ球を細胞レベルで
特定することが可能になる。即ち、このマイクロウェルアレイチップを用いると、マイク
ロウェルに含まれる被検体Ｂリンパ球が１個であることから、抗原に反応する被検体Ｂリ
ンパ球を１個の細胞として特定でき、結果として、抗原特異的Ｂリンパ球を１個の細胞と
して検出できる。そして、検出された１個の抗原特異的Ｂリンパ球を取り出して、遺伝子
をクローニングする。マイクロウェルの形状や寸法には特に制限はないが、マイクロウェ
ルの形状は、例えば、円筒形であることができ、円筒形以外に、直方体、逆円錐形、逆角
錐形（逆三角錐形、逆四角錐形、逆五角錐形、逆六角錐形、七角以上の逆多角錐形）等で
あることもでき、これらの形状の二つ以上を組み合わせた形状であることもできる。例え
ば、一部が円筒形であり、残りが逆円錐形であることができる。また、逆円錐形、逆角錐
形の場合、底面がマイクロウェルの開口となるが、逆円錐形、逆角錐形の頂上から一部を
切り取った形状である（その場合、マイクロウェルの底部は平坦になる）こともできる。
円筒形、直方体は、マイクロウェルの底部は通常、平坦であるが、曲面（凸面や凹面）と
することもできる。マイクロウェルの底部を曲面とすることができるのは、逆円錐形、逆
角錐形の頂上から一部を切り取った形状の場合も同様である。マイクロウェルには、被検
体Ｂリンパ球は培養液とともに格納されている。培養液としては、例えば、以下のいずれ
かのものを挙げることができる。
【０１１５】
1. 137 mmol/L NaCl, 2.7 mmol/L KCl, 1.8 mmol/L CaCl2, 1 mmol/L MgCl2, 1 mg/mL グ
ルコース, 1 mg/mL BSA, 20 mmol/L HEPES (pH7.4)
2. 10% FCS(牛胎仔血清)含有RPMI1640培地
3. 1 mg/mL BSA含有RPMI1640培地
4. 10% FCS(牛胎仔血清)含有Dulbecco's MEM培地
5. 1 mg/mL BSA含有Dulbecco's MEM培地
【０１１６】
　抗原に反応する細胞の検出は、以下のように行うことができる。
　例えば、Ｂリンパ球の抗原受容体（免疫グロブリン）に抗原が結合するとまず細胞内シ
グナル伝達が起こり、それに続いて細胞増殖、抗体産生が起こる。従って、細胞内シグナ
ル伝達、細胞増殖、抗体産生を種々の方法により検知することにより、抗原に反応する細
胞を検出することができる。細胞内シグナル伝達を検出することによる、抗原に反応する
細胞の検出は、例えば、細胞内Ｃａイオンの濃度変化をＣａイオン依存性の蛍光色素を用
いることにより行うことができる。細胞内Ｃａイオン濃度変化は、蛍光色素としてＦｕｒ
ａ－２、Ｆｌｕｏ－３あるいはＦｌｕｏ－４を用い、検出装置として蛍光顕微鏡あるいは
マイクロアレイスキャナーを用いることができる。
【０１１７】
［３］選択されたＢリンパ球から、測定対象物と反応する抗体に係る遺伝子を取得する工
程
　取り出された抗原特異的Ｂリンパ球は、細胞溶解剤を用いて溶解した後、ＰＣＲを用い
て、抗原特異的免疫グロブリン（抗体）遺伝子がクローニングされる。細胞溶解剤として
は、公知の物をそのまま使用でき、例えば、以下のものを挙げることができる。
【０１１８】
　1x 1st strand buffer［GIBCO-BRL, SuperScriptIIに添付されている］, 0.2 mmol/L d
NTP, 0.25% NP-40, 0.1 mg/mL BSA, 10 mmol/L DTT, Random Primer 0.05μmol/L, 1U/μ
L RNasin
【０１１９】
　Ｂリンパ球における抗原受容体遺伝子は抗体遺伝子と同一のものであり、タンパク質と
しては免疫グロブリンと呼ばれる。抗原受容体はＢリンパ球の膜表面に存在し（膜型免疫
グロブリン）、抗体は普通分泌蛋白（分泌型免疫グロブリン）として産生される。その違
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いはタンパク質のＣ末端側にある。膜型免疫グロブリンは細胞膜に埋もれる膜ドメインお
よび細胞質側に突き出る部分を持っている。分泌型免疫グロブリンも同じ遺伝子から産生
される。しかしながら、オルタナティブ・スプライシング（alternative splicing）によ
りタンパク質のＣ末端側が膜型免疫グロブリンと異なり膜ドメインを持たない。その結果
、分泌蛋白として産生されるが、この二つの蛋白の抗原結合部位は同一である。従って、
Ｂリンパ球の場合、抗体遺伝子のクローニングと抗原受容体遺伝子のクローニングは同じ
である。
【０１２０】
　取り出された抗原特異的Bリンパ球を細胞溶解剤で溶解して得られた溶液を用い、逆転
写酵素によるｃＤＮＡの調製を行う。
【０１２１】
　次いで、DNAポリメラーゼによるｃＤＮＡの3'末端へのテーリング反応を行いｃＤＮＡ
の３'末端へのアデニン、グアニン、シトシン、チミンいずれかのテーリングを行う。
【０１２２】
　免疫グロブリン遺伝子用のプライマーミックスを用いて２回ＰＣＲすることにより、所
望の抗原特異的免疫グロブリン遺伝子を増幅することができる。
【０１２３】
　逆転写酵素によるｃＤＮＡの調製は、常法［例えば、Sambrook J, Russell DW in Mole
cular Cloning: A Laboratory Manual 3rd ed (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
New York, 2001)］により行うことができる。
【０１２４】
　本発明では細胞から抽出・精製したＲＮＡを用いて逆転写反応をするのではなく、細胞
溶解液を用いて直接ＲＴ反応を行うことが好ましい。
【０１２５】
（ＰＣＲ法による抗体遺伝子の増幅）
　ＰＣＲ法による抗体遺伝子の増幅では、ＰＣＲ反応を２回実施することにより抗体遺伝
子のＶ領域遺伝子を増幅することが好ましい。
【０１２６】
　抗体分子はＨ鎖およびＬ鎖の組合せによりできており、ヒト抗体遺伝子のＨ鎖は生殖細
胞系列では約２００種類のV領域遺伝子断片、約２０種類のＤ断片、６種類のＪ断片より
構成されており、Ｂリンパ球に分化するときに遺伝子再構成により各々１種類のＶ断片、
Ｄ断片、Ｊ断片が組み合わさることにより（Ｖ/Ｄ/Ｊ再構成）ひとつの抗原結合部位を形
成する。Ｌ鎖も同様である。
【０１２７】
　各Ｂリンパ球は細胞表面に１種類の抗体分子を発現している。抗原特異的Ｂリンパ球よ
り抗原特異的抗体遺伝子を増幅するためにはそれぞれのＶ断片の配列に一致したプライマ
ーを用いる必要がある。
【０１２８】
［４］取得した遺伝子を用いて抗体を発現させる工程
　上述の通り、細胞から遺伝子工学的手法を用いて該抗体の重鎖（Ｈ鎖）および軽鎖（Ｌ
鎖）をコードするｃＤＮＡを取得し、取得したｃＤＮＡを抗体発現用ベクターのプロモー
ターの下流に挿入した組換えベクターを造成し、それを宿主細胞に導入することにより得
られた該抗体発現細胞を適当な培地中で培養するか、動物に投与して該細胞を腹水癌化さ
せ、該培養液または腹水を分離精製することにより調製することができる。このような抗
体発現用ベクターは、ヒト抗体の定常領域（Ｃ領域）である定常領域重鎖（ＣＨ）および
定常領域軽鎖（ＣＬ）をコードする遺伝子が組み込まれた動物細胞用発現ベクターであり
、動物細胞用発現ベクターにヒト抗体のＣＨおよびＣＬをコードする遺伝子をそれぞれ挿
入することにより構築される。
【０１２９】
　ヒト抗体のＣ領域としては、ヒト抗体Ｈ鎖ではＣγ１やＣγ４、ヒト抗体Ｌ鎖ではＣκ
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を用いることができる。抗体のＣ領域をコードする遺伝子としてはエキソンとイントロン
よりなる染色体ＤＮＡを用いることができ、また、ｃＤＮＡを用いることもできる。動物
細胞用発現ベクターとしては、抗体Ｃ領域をコードする遺伝子を組込み発現できるもので
あればいかなるものでも用いることができる。
【０１３０】
　該ベクターとしては例えば、ｐＡＧＥ１０７［Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，３，１
３３（１９９０）］、ｐＡＧＥ１０３［Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ，１０１，１３０７（１９８
７）］、ｐＨＳＧ２７４［Ｇｅｎｅ，２７，２２３（１９８４）］、ｐＫＣＲ［Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，７８，１５２７（１９８１）］、ｐＳＧ１βｄ２－４
［Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，４，１７３（１９９０）］等があげられる。動物は発
現用ベクターに用いるプロモーターとエンハンサーとしては、ＳＶ４０の初期プロモータ
ーとエンハンサー［Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ，１０１，１３０７（１９８７）］、モロニーマ
ウス白血病ウィルスのＬＴＲプロモーターとエンハンサー［Ｂｉｏｃｈｅｎ．Ｂｉｏｐｈ
ｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｕｎ．，１４９，９６０（１９８７）］、および免疫グロブリンＨ
鎖のプロモーター［Ｃｅｌｌ，４１，４７９（１９８５）］、エンハンサー［Ｃｅｌｌ，
３３，７１７（１９８３）］等があげられる。
【０１３１】
　発現用ベクターは、抗体Ｈ鎖の遺伝子、Ｌ鎖の遺伝子が別々のベクター上に存在するタ
イプあるいは同一ベクター上に存在するタイプ（タンデム型）のどちらでも用いることが
できる。
【０１３２】
　前記の発現ベクターを適当な宿主細胞に導入することにより抗体を安定に生産する形質
転換株を得ることができる。宿主細胞への発現ベクターの導入方法としては、エレクトロ
ポレーション法［特開平２－２５７８９１号公報，Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，３，
１３３（１９９０）］等があげられる。発現ベクターを導入する宿主細胞としては、抗体
を発現させることができる宿主細胞であればいかなる細胞でも用いることができる。例え
ば、マウスＳＰ２／０－Ａｇ細胞（ＡＴＣＣ ＣＲＬ１５８１）、マウスＰ３Ｘ６３－Ａ
ｇ８．６５３細胞（ＡＴＣＣ ＣＲＬ１５８０）、ジヒドロ葉酸還元酵素遺伝子（以下、
ＤＨＦＲ遺伝子と称す）が欠損したＣＨＯ細胞［Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．，７７，４２１６（１９８０）］、ラットＹＢ２／３ＨＬ．Ｐ２．Ｇ１１．１６Ａｇ．
２０細胞（ＡＴＣＣ ＣＲＬ１６６２，以下ＹＢ２／０細胞と称す）等があげられる。
【０１３３】
［５］目的の性質を有する抗体を選択する工程
　前工程で得られた抗体は、形質転換株の培養上清よりプロテインＡカラムを用いて精製
することができる（アンチボディズ、第８章）。また、その他に通常の蛋白質に用いられ
る精製方法、例えば、ゲル濾過、イオン交換クロマトグラフィーおよび限外濾過等を単独
又は組み合わせて使用することができる。精製した組換え抗体のＨ鎖、Ｌ鎖あるいは抗体
分子全体の分子量は、ポリアクリルアミド電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）［Ｎａｔｕｒｅ
，２２７，６８０（１９７０）］やウェスタンブロッティング法（アンチボディズ 第１
２章）等で測定する。
【０１３４】
　この培養上清中の抗体のインフルエンザウィルス核タンパク質への結合能を、インフル
エンザウィルス核タンパク質をコートした９６ウェルプレートを用いたＥＬＩＳＡ法によ
り測定する。ＥＬＩＳＡによる測定は以下のように行うことができる。すなわち、９６穴
プレートにPBSで希釈したインフルエンザウィルス核タンパク質（１０μｇ／ｍＬ）を各
ウェルに５０μＬずつ分注し、４℃で一晩静置して吸着させる。PBSでウェルを洗浄し、
非特異的結合を除去する為に３％ＢＳＡ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０含有PBSを各ウェ
ルに４００μＬずつ分注し、室温で２時間反応させブロッキングする。ネガティブコント
ロールのウェルとして、抗原を吸着させず、ブロッキングしたウェルも作成する。その後
０．１％　Ｔｗｅｅｎ－２０含有PBS (PBS-T)でウェルを洗浄し、上記２９３Ｔ細胞の培
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養上清を各ウェルに５０μＬずつ分注し、室温で２時間反応させる。ウェルをPBS-Tで洗
浄し、１０００倍希釈したアルカリフォスファターゼ（ＡＬＰ）標識抗ヒト免疫グロブリ
ンを各ウェルに５０μＬずつ分注し、室温で２時間反応させる。ウェルをPBS-Tで洗浄し
、ＡＬＰ基質用緩衝液［１００ｍｍｏｌ／Ｌ　塩化ナトリウム、５ｍｍｏｌ／Ｌ　塩化マ
グネシウム、１００ｍｍｏｌ／Ｌ　トリス緩衝液（ｐＨ９．５）］に溶解した１ｍｇ／ｍ
Ｌ　ｐ－ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＡＬＰ基質）を各ウェルに５０
μＬずつ分注し、室温で２０分間反応後にマイクロプレートリーダーにて、４０５ｎｍに
おける吸光度を測定する。
【０１３５】
　さらに、本発明のモノクローナル抗体の抗原への結合の特異性をチェックするために、
抗体を含む細胞培養上清をウェルに添加する際に、可溶性のインフルエンザウィルス核タ
ンパク質と培養上清とをプレインキュベーションさせた。その混合液をウェルに添加し、
ウェルに吸着させたリコンビナント核タンパク質への抗体の結合が可溶性のリコンビナン
ト核タンパク質により競合的に阻害されるかを検討する。
【０１３６】
　本発明におけるヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体の
具体例としては、重鎖可変領域のアミノ酸配列が、配列番号：８～１３のいずれかで表さ
れるアミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域のアミノ酸配列が、配列番号：２２～２７のいず
れかで表されるアミノ酸配列を含むヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノ
クローナル抗体が挙げられる。好ましい態様としては、以下の配列番号のアミノ酸配列の
組み合わせからなる群より選ばれるアミノ酸配列の組み合わせからなる重鎖可変領域と軽
鎖可変領域とを含むヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体
が挙げられる。
【０１３７】
・重鎖可変領域のアミノ酸配列及び軽鎖可変領域のアミノ酸配列がそれぞれ、配列番号：
８及び配列番号：２２、配列番号：９及び配列番号：２３、配列番号：１０及び配列番号
：２４、配列番号：１１及び配列番号：２５、配列番号：１２及び配列番号：２６、配列
番号：１３及び配列番号：２７。
【０１３８】
　また本発明におけるヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗
体の好ましい態様としては、配列番号：１４のアミノ酸配列からなる重鎖可変領域と、配
列番号：２８のアミノ酸配列からなる軽鎖可変領域とを含むヒト抗Ｂ型インフルエンザウ
ィルス核タンパク質モノクローナル抗体が挙げられる。
【０１３９】
　尚、前述の通り、本発明において、２つの抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体
が用いられる場合、非ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体を、ヒト抗インフ
ルエンザウィルス核タンパク質抗体と共に用いることができる。非ヒト動物としては、例
えばマウス、ラット、ウサギ等が挙げられる。非ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパ
ク質抗体は、モノクローナル抗体でもポリクローナル抗体でもよいが、モノクローナル抗
体が好ましい。非ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体は、例
えば前述の公知のモノクローナル抗体製造方法で製造することができる。非ヒト抗インフ
ルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体としては、例えばマウス抗Ａ型インフ
ルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体、マウス抗Ｂ型インフルエンザウィル
ス核タンパク質モノクローナル抗体、ラット抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質
モノクローナル抗体、ラット抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル
抗体、ウサギ抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体、ウサギ抗
Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体等が挙げられる。本発明に
おいては、非ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体として、前
述の公知のモノクローナル抗体製造方法で製造されたモノクローナル抗体のみならず、市
販品も用いることができる。市販品の具体例としては、マウス抗Ａ型インフルエンザウィ
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ルス核タンパク質モノクローナル抗体の市販品であるM322211、M2110169（以上、Fitzger
ald社製）、ATCC HB-65等が挙げられ、マウス抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク
質モノクローナル抗体の市販品であるM2110171（Fitzgerald社製）、41027（Capricorn社
製）等が挙げられる。
【０１４０】
　なお本明細書において引用された全ての先行技術文献は、参照として本明細書に組み入
れられる。
　以下、実施例により本発明をより詳細に説明するが、これらは本発明の範囲を何ら限定
するものではない。
【実施例】
【０１４１】
〔実施例１〕　インフルエンザウィルスの検出又は定量用デバイス
・アルカリホスファターゼ標識化抗体の作製
　後述の実施例４において取得した２種のヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質モ
ノクローナル抗体[23G285(Ａ型), 23G327（Ｂ型）]および２種のマウス抗インフルエンザ
ウィルス核タンパク質モノクローナル抗体[M2110169(Ａ型：Fitzgerald社製）、M2110171
（Ｂ型：Fitzgerald社製）]をAlkaline Phosphatase Labeling Kit(同仁化学研究所社製)
を用いてアルカリホスファターゼ標識化抗体を作製した。
【０１４２】
・アルカリホスファターゼ標識化抗体を用いたＡ型インフルエンザウィルスの検出又は定
量用デバイス
　5 cm×0.5 cmに切断したろ紙（ミリポア社製）の一領域にマウス抗Ａ型インフルエンザ
ウィルス核タンパク質モノクローナル抗体M2110169, M322211（Fitzgerald社製）及びヒ
ト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体23G268のPBS溶液をそ
れぞれ点滴し、当該モノクローナル抗体を固定化し、検出領域とした。このろ紙の下方（
検体供給領域）より、ノニデットＰ－４０を含有する反応用溶液で希釈したＡ型インフル
エンザウィルス液（H3N2：Ａ/Panama/2007/99）、アルカリホスファターゼ標識化マウス
抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体M2110169又はアルカリホ
スファターゼ標識化ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体
23G285のＴｒｉｓ溶液、ＢＣＩＰ/ＮＢＴ(nitro-blue tetrazolium chloride)溶液（シグ
マ社製）の順に展開させた。結果を図２－ａに示す。特に、ヒト抗インフルエンザウィル
ス核タンパク質抗体を用いる固相抗体（検出領域で不動化される抗体）と標識抗体（標識
化に使用される抗体）との組み合わせにおいて、検出領域において、顕著な青いスポット
が確認された。このことから、イムノクロマトグラフィーによるＡ型インフルエンザウィ
ルスの検出に、ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が利用可能であると
共に、ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が高感度のＡ型インフルエン
ザウィルスの検出に有用であることが判明した。
【０１４３】
　さらに、ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体23G268が不動化され固定
化されている検出領域と、ろ紙の下方に検体供給領域を具備するデバイスを用いて、本デ
バイスの性能を検討した（図２－ｂ）。検体供給領域より、検体として、ノニデットＰ－
４０を含有する反応用溶液で希釈したＡ型インフルエンザウィルス液（H3N2：Ａ/Panama/
2007/99）、ノニデットＰ－４０を含有する反応用溶液で希釈したＡ型インフルエンザウ
ィルス液（H1N1：Ａ/Beijing/262/95）、ノニデットＰ－４０を含有する反応用溶液で希
釈したＢ型インフルエンザウィルス液（Ｂ/Victoria/504/00）をそれぞれ供給し、次いで
、各デバイスの検体供給領域に、ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体23
G285にアルカリホスファターゼが結合したアルカリホスファターゼ標識化抗体のＴｒｉｓ
溶液を展開させ、さらに、ＢＣＩＰ/ＮＢＴ(nitro-blue tetrazolium chloride)溶液を展
開液供給領域から展開させた。その結果、図２－ｂに示すように、Ａ型インフルエンザウ
ィルス液（H3N2：Ａ/Panama/2007/99）及びＡ型インフルエンザウィルス液（H1N1：Ａ/Be
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ijing/262/95）を用いた場合にのみ、検出領域に青いスポットが検出された。従って、ヒ
ト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体23G268及びヒト抗Ａ型インフルエンザ
ウィルス核タンパク質抗体23G285を用いて、Ａ型インフルエンザウィルスを特異的に検出
できることが判明した。
【０１４４】
・アルカリホスファターゼ標識化抗体を用いたＢ型インフルエンザウィルスの検出又は定
量用デバイス
　5 cm×0.5 cmに切断したろ紙（ミリポア社製）の一領域にマウス抗Ｂ型インフルエンザ
ウィルス核タンパク質モノクローナル抗体M2110171（Fitzgerald社製）及び41027（Capri
corn社製）のPBS溶液をそれぞれ点滴し、当該モノクローナル抗体を固定化し、検出領域
とした。このろ紙の下方（検体供給領域）より、検体として、ノニデットＰ－４０を含有
する反応用溶液で希釈したＡ型インフルエンザウィルス液（H1N1：Ａ/Beijing/262/95）
及びノニデットＰ－４０を含有する反応用溶液で希釈したＢ型インフルエンザウィルス液
（Ｂ/Victoria/504/00）をそれぞれ供給し、次いで、各デバイスの検体供給領域に、ヒト
抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体23G327にアルカリホスファターゼが結合
したアルカリホスファターゼ標識化抗体のＴｒｉｓ溶液を供給し、さらに、ＢＣＩＰ/Ｎ
ＢＴ(nitro-blue tetrazolium chloride)溶液を展開液供給領域から展開させた。結果を
図３に示す。Ｂ型インフルエンザウィルス液（Ｂ/Victoria/504/00）を用いた場合にのみ
、検出領域に青いスポットが検出された。
【０１４５】
　また、検出領域に不動化される抗体として、ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タン
パク質抗体23G327を、標識化抗体として、マウス抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパ
ク質モノクローナル抗体M2110171（Fitzgerald社製）にアルカリホスファターゼが結合し
たアルカリホスファターゼ標識化抗体を用いた場合でも、Ｂ型インフルエンザウィルス液
（Ｂ/Victoria/504/00）を用いた場合にのみ、検出領域に青いスポットが検出された。
【０１４６】
　尚、検出領域に不動化される抗体として、マウス抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タン
パク質抗体41027（Capricorn社製）を、標識化抗体として、マウス抗Ｂ型インフルエンザ
ウィルス核タンパク質モノクローナル抗体M2110171（Fitzgerald社製）にアルカリホスフ
ァターゼが結合したアルカリホスファターゼ標識化抗体を用いた場合でも、同様に、Ｂ型
インフルエンザウィルス液（Ｂ/Victoria/504/00）を用いた場合にのみ、検出領域に青い
スポットが検出された。
【０１４７】
　このことから、イムノクロマトグラフィーによるＢ型インフルエンザウィルスの検出に
、ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が利用可能であることが判明した
。
【０１４８】
〔実施例２〕
金コロイド標識化抗体の作製
　後述の実施例４において取得した２種のヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク
質モノクローナル抗体[23G272、23G447]および１種のマウス抗Ａ型インフルエンザウィル
ス核タンパク質モノクローナル抗体[M322211(Fitzgerald社製）]を標識抗体として用いて
金コロイド標識化抗体を作製した。すなわち、当該抗体のPBS溶液をそれぞれＴｒｉｓ緩
衝液で置換して当該抗体のＴｒｉｓ溶液を調製し、次いで、40 nm金コロイド(BBInternat
ional社製)と混合し15分間反応させた。反応後、１％ＢＳＡを含むＴｒｉｓ溶液によるブ
ロッキングの後、未結合のモノクローナル抗体を遠心分離により除去し、金コロイド標識
化抗体とした。
【０１４９】
インフルエンザＡ型ウィルス検出
　金コロイド標識化抗体を用いたＡ型インフルエンザウィルスの検出又は定量用デバイス



(36) JP WO2009/148150 A1 2009.12.10

10

20

30

40

50

5 cm×0.5 cmに切断したろ紙（ミリポア社製）の一領域に、固相抗体として抗Ａ型インフ
ルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体［23G312、23G494、M2110169（Fitzge
rald社製）］を固定化し、検出領域とした。すなわち、当該抗Ａ型インフルエンザウィル
ス核タンパク質モノクローナル抗体のPBS溶液をそれぞれ点滴・固定化し、検出領域とし
た。このろ紙の下方（検体供給領域）より、ノニデットＰ－４０を含有する反応用溶液で
希釈したＡ型インフルエンザウィルス液（H1N1：Ａ/Beijing/262/95）と上記で作製され
た金コロイド標識化抗体のＴｒｉｓ溶液とを等量混合した溶液0.1 mLを展開させた。その
結果、いずれの抗体の組み合わせ（固相抗体と標識抗体との組み合わせ）においても検出
領域に顕著な赤色のスポットが確認された。スポットが目視で確認できる時間を比較した
ところ、固相抗体と標識抗体にヒト抗体を用いた組み合わせにおいては、いずれの組み合
わせにおいても、固相抗体と標識抗体にマウス抗体を用いた組み合わせに比較して、約２
倍速いことが認められた。
【０１５０】
　更に、検出感度を検討すべく、表１及び表２に示す様な固相抗体と標識抗体との組み合
わせを用いて、各種濃度に調製したＡ型インフルエンザウィルス液（H1N1：Ａ/Beijing/2
62/95、H3N2：Ａ/Panama/2007/99）と金コロイド標識化抗体を展開し、スポットの着色を
目視で観察した。
【０１５１】
【表１】

【０１５２】
【表２】

【０１５３】
　その結果、表１及び表２に示す様に、固相抗体、標識抗体共に、市販マウス抗Ａ型イン
フルエンザウィルス核タンパク質抗体［M322211、M2110169（Fitzgerald社製）］を用い
た場合に比較して、ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体を固相抗体、標
識抗体の両方に用いた場合は、H1N1については同程度以上、H3N2については４倍以上の高
感度検出が可能であることが示された。
【０１５４】
　以上のことから、イムノクロマトグラフィーによるＡ型インフルエンザウィルスの検出
に、ヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が利用可能であり、さらに、マ
ウス抗Ａ型インフルエンザウィルス抗体を用いた場合に比較して、ヒト抗Ａ型インフルエ
ンザウィルス核タンパク質抗体を用いた場合には、Ａ型インフルエンザウィルスを迅速か
つ高感度に検出できることが判明した。
【０１５５】
〔実施例３〕
アクリジニウム標識化抗体の作製
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　後述の実施例４において取得した７種のヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質モ
ノクローナル抗体［23G268, 23G272, 23G285, 23G312, 23G447, 23G494（以上、Ａ型）；
23G327（Ｂ型）］および市販マウス抗インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナ
ル抗体それぞれにアクリジニウムエステル（同仁化学研究所社製）を反応させ、ゲルろ過
により未反応のアクリジニウムエステルを除去し、アクリジニウム標識化抗インフルエン
ザウィルス核タンパク質抗体を得た。
【０１５６】
モノクローナル抗体を用いたＡ型インフルエンザウィルス検出
　96ウェルマイクロタイタープレート（ヌンク社製）に、PBSで希釈した抗Ａ型インフル
エンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体（10μg/mL）を各ウェルに50μLずつ分
注し、4℃で一晩静置した。ウェル内の溶液を除去後、1％ BSA/PBS溶液を100μLずつ分注
し、室温で2時間反応させてブロッキングした。0.5%ノニデットP-40、0.5% BSAを含有す
るPBSで希釈した３種のインフルエンザウィルス液（H1N1：Ａ/Beijing/262/95、H3N2：Ａ
/Panama/2007/99、Ｂ：Ｂ/Victoria/504/00）を各ウェルに50μL加え、室温で1時間反応
させた。0.05％ Tween20を含むPBSで洗浄した後、アクリジニウム標識化抗Ａ型インフル
エンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体を50μL加え、室温で1時間反応させた。
0.05％ Tween20を含むPBSで洗浄した後、アクリジニウム由来の発光量を測定し、ブラン
クの発光量とのS/N比を求めた。結果を図７に示す。この結果より固相抗体として23G268
抗体を、標識抗体として23G285抗体を用いる組み合わせが最も高感度であることが示され
た。
【０１５７】
　さらに、S/N比2.1以上を陽性とし検出感度を求めた。結果を表３［Ａ型インフルエンザ
ウィルス検出感度（ng/mL）］に示す。
【０１５８】
【表３】

【０１５９】
　表３から明らかな通り、固相抗体に23G268を、標識抗体に23G285を用いた場合、固相抗
体、標識抗体共に市販マウス抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体［M322211
、M2110169（Fitzgerald社製）；ATCC HB-65］を用いた場合と比較すると、H3N2について
は同程度以上、H1N1については2倍以上の高感度検出が可能であることが示された。
【０１６０】
モノクローナル抗体を用いたＢ型インフルエンザウィルス検出
　96ウェルマイクロタイタープレート（ヌンク社製）に、PBSで希釈したインフルエンザ
Ｂ型ウィルス核タンパク質モノクローナル抗体（10μg/mL）を各ウェルに50μLずつ分注
し、4℃で一晩静置した。ウェル内の溶液を除去後、1％ BSA/PBS溶液を100μLずつ分注し
、室温で2時間反応させてブロッキングした。0.5%ノニデットP-40、0.5% BSAを含有するP
BSで希釈した３種のインフルエンザウィルス液（H1N1：Ａ/Beijing/262/95、H3N2：Ａ/Pa
nama/2007/99、Ｂ：Ｂ/Victoria/504/00）を各ウェルに50μL加え、室温で1時間反応させ
た。0.05％ Tween20を含むPBSで洗浄した後、アクリジニウム標識抗Ｂ型インフルエンザ
ウィルス核タンパク質モノクローナル抗体を50μL加え、室温で1時間反応させた。0.05％
 Tween20を含むPBSで洗浄した後、アクリジニウム由来の発光量を測定し、ブランクの発
光量とのS/N比を求めた。結果を図８に示す。固相抗体として23G237を、標識抗体としてM
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【０１６１】
　さらに、S/N比2.1以上を陽性とし検出感度を求めた。結果を表４［Ｂ型インフルエンザ
ウィルス検出感度（ng/mL）］に示す。
【０１６２】
【表４】

【０１６３】
　表４より、市販マウスモノクローナル抗体［M2110171（Fitzgerald社製）；41027（Cap
ricorn社製）；２/３（Hytest社製）］と本発明のヒト抗体23G327抗体を組み合わせるこ
とにより、固相抗体、標識抗体共にM2110171を用いる場合に比較して、２～８倍の高感度
検出が可能となることが示された。
【０１６４】
ウィルス株特異性の検討
　図７、８に示す様に、モノクローナル抗体を用いたインフルエンザウィルス検出評価に
おいて、固相抗体と標識抗体を同一クローンとしても検出可能であることが示された。そ
こで同一クローンの固相抗体・標識抗体を用いてウィルス株特異性評価を行った。
【０１６５】
　96ウェルマイクロタイタープレート（ヌンク社製）に、PBSで希釈したインフルエンザ
ウィルス核タンパク質モノクローナル抗体（10μg/mL）を各ウェルに50μLずつ分注し、4
℃で一晩静置した。ウェル内の溶液を除去後、1％ BSA/PBS溶液を100μLずつ分注し、室
温で2時間反応させてブロッキングした。各種インフルエンザウィルス株［NIBSC(Nationa
l Institute for Biological Standards and Control)より購入］を0.5%ノニデットP-40
、0.5% BSAを含有するPBSで1μgHA/mLとなる様に希釈した後、各ウェルに50μL加え、室
温で1時間反応させた。0.05％ Tween20を含むPBSで洗浄した後、固相抗体と同一クローン
のアクリジニウム標識化抗インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体を50
μL加え、室温で1時間反応させた。0.05％ Tween20を含むPBSで洗浄した後、アクリジニ
ウム由来の発光量を測定し、ブランクの発光量とのS/N比が2.1以上を陽性（○）、2.1未
満を陰性（×）と判定した。インフルエンザＡ型ウィルス核タンパク質モノクローナル抗
体の結果を表５－１および表５－２に、インフルエンザＢ型ウィルス核タンパク質モノク
ローナル抗体の結果を表６－１および表６－２に示す。
【０１６６】
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【表５－１】

【０１６７】
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【表５－２】

【０１６８】
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　（表５－２は表５－１の続きの表である。）
【０１６９】
【表６－１】

【０１７０】
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【表６－２】

【０１７１】
　（表６－２は表６－１の続きの表である。）
【０１７２】
　この結果より、本発明のヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体は、ウマ
Ａ型インフルエンザウィルス株であるH3N8型ウィルスの一部とは反応しないものの、それ
以外の全てのヒトＡ型インフルエンザウィルス株および鳥Ａ型インフルエンザウィルス株
であるH5N1型ウィルスと反応し、Ｂ型ウィルス株には反応しないことが判明した。それに
対し、市販のマウスＡ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体は、Ｂ型ウィルス株の
一部と反応することが判明した。
【０１７３】
　また、本発明のヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体(23G327)は、全て
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のＡ型インフルエンザウィルス株と反応せず、全てのＢ型インフルエンザウィルス株に特
異的に反応することが判明した。それに対して、市販のマウスＢ型インフルエンザウィル
ス核タンパク質抗体2/3は一部のＢ型インフルエンザウィルス株に反応しないことが判明
した。
【０１７４】
　このことから、本発明のヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体は、市販のマ
ウス抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体に比較して、インフルエンザウィルス株
に対して高い特異性を示すことが判明した。
【０１７５】
・ヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体の性能評価
センサーチップの作製
　センサーチップCM5をBiacore2000にセットし、Running BufferとしてHBS-EP（GEヘルス
ケアバイオサイエンス社製）を10μL/分の流速で流した。活性化液（0.4 mol/LのEDCと0.
1 mol/LのNHSの等量混合溶液：各GEヘルスケアバイオサイエンス社製）を７分間流して接
触させた。続けて、Sodium Acetate Buffer, pH5.0で10μg/mLに調製したヤギ抗ヒトIgG
もしくはヤギ抗マウスIgG（Thermo Scientific社製）を7分間流してCM5表面に固定化した
。続いて、活性化されている残りのカルボン酸をマスクするために、エタノールアミン（
1 mol/L, pH8.5）を7分間流した。続いて、グリシン－塩酸バッファー（0.2 mol/L, pH2.
2）を1分間流して洗浄した。本操作をフローセル２において行い、フローセル１に対して
は同様にEDC、NHSで活性化を行い、IgGの接触を行わずにエタノールアミンのみでマスク
した。
【０１７６】
モノクローナル抗体を用いたインフルエンザウィルス検出
　10μg/mLに調製した抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質モノクローナル抗体を
上記で作製したセンサーチップに流速5μL/分で10分間流すことにより、抗体をセンサー
チップ上に捕捉させた。この時、フローセル２において得られた信号（RU）からフローセ
ル１において得られた信号（RU）を差し引いた値を抗体結合量として算出した。その後、
ＨＢＳ-ＥＰにて10μg/mLに調製した３種のインフルエンザウィルス（H1N1：Ａ/Beijing/
262/95、H3N2：Ａ/Panama/2007/99、Ｂ：Ｂ/Victoria/504/00）溶液を流速5μL/分で５分
間反応させ、さらにHBS-EP(0.01 mol/L HEPES, 0.15 mol/L NaCl, 3 mmol/L EDTA, 0.005
% surfactant P20)バッファーを流速5μL/分で5分間流した。この時、フローセル２にお
いて得られた信号（RU）からフローセル１において得られた信号（RU）を差し引いた値か
ら先述の抗体結合量を差し引いた値を抗原結合量として算出した。反応後、グリシン－塩
酸バッファー（0.2 mol/L, pH1.7）を１分間流してセンサーチップを再生させた。市販マ
ウス抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（M322211）と３種のインフルエン
ザウィルス（H1N1：Ａ/Beijing/262/95、H3N2：Ａ/Panama/2007/99、Ｂ：Ｂ/Victoria/50
4/00）溶液との相互作用を表すセンサーグラムを図９－ａに、本発明で得られたヒト抗Ａ
型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体（23G272）と３種のインフルエンザウィルス
（H1N1：Ａ/Beijing/262/95、H3N2：Ａ/Panama/2007/99、Ｂ：Ｂ/Victoria/504/00）溶液
との相互作用を表すセンサーグラムを図９-ｂに示す。本発明のヒト抗体である23Ｇ272に
おいては、抗原解離反応が認められず、当該抗体が親和性の強い抗体であることが明らか
となった。
【０１７７】
　また、図９－ｃに示されている他の全てのヒト抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパ
ク質抗体（23G268、23G285、23G312、23G447、23G494）についても、23G272と同様に抗原
解離反応が認められず、親和性の強い抗体であることが明らかとなった。この時、フロー
セル２において得られた信号（RU）からフローセル１において得られた信号（RU）を差し
引いた値を算出し、先に算出した抗体結合量との比を抗原結合量とした。結果を図９－ｃ
に示す。この結果より、23G268抗体、23G272抗体、23G285抗体、23G312抗体、23G447抗体
及び23G494抗体は市販マウス抗Ａ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体と同等以上
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の反応性であることが示された。23G272抗体においては市販マウス抗Ａ型インフルエンザ
ウィルス核タンパク質抗体より２倍以上の反応性を示しており、結合反応速度が非常に速
い性質を持つことが示された。ヒト抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体(23G
327)は、市販マウス抗Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質抗体の１つ（2/3）の約0
.8倍の反応性であり、抗体2/3に比較して若干、反応性が劣っていた。しかしながら、抗
体2/3は表６－２に示す通り、一部のＢ型インフルエンザウィルス株と反応せず、Ｂ型イ
ンフルエンザウィルス株との反応において、広範性を有さなかった。Ｂ型インフルエンザ
ウィルス株との反応において広範性を有する３種の抗体（23G327、M2110171、41027）間
で比較した場合、23G327がM2110171の約1.2倍、41027の約2倍と最も反応性の高い抗体で
あった。このことから、Ｂ型インフルエンザウィルス株との反応性、及び、Ｂ型インフル
エンザウィルス株との反応における広範性の観点から総合的に判断すると、本発明の抗体
である23G327が最も優れていることが示された。
【０１７８】
　更に上記センサーチップ作成方法と同様の方法で、フローセル２に23G272を、フローセ
ル３にM2110169を、フローセル４にHB-65をそれぞれ、固定化した。固定化量は、それぞ
れ23G272は1519 RU、M2110169は1773 RU、HB-65は1734 RUであった。作製したチップに10
μg/mLに調整したＡ/Beijing/262/95を流速5μL/分で２分間反応させた。結果を図１０に
示す。23G272はHB-65と比較して10倍程度の抗原結合量を持つことが認められた。また、M
2110169はグリシン－塩酸バッファーにより失活し、ウィルスとの反応を示さなかった。
【０１７９】
〔実施例４〕
［インフルエンザウィルス核タンパク質の調製］
　インフルエンザウィルス核タンパク質遺伝子は公開されている配列情報（A/Puerto Ric
o/8/34、B／Ann Arbor/1/86）を基に合成し、pSUPEXベクターへ組み込んだ。このベクタ
ーを用いて大腸菌（NY49株）を形質転換させ、該形質転換体にインフルエンザウィルス核
タンパク質を発現させた。得られたインフルエンザウィルス核タンパク質は、インフルエ
ンザウィルス核タンパク質に対する抗体を用いたアフィニティークロマトグラフィーによ
り精製した。
【０１８０】
［Ｂリンパ球の調製］
　市販のインフルエンザHAワクチンをヒトボランティアに免疫し、免疫後9日目或いは1ヶ
月後に末梢血よりリンパ球を調製した。すなわち、末梢血からヒトリンパ球をリンホセパ
ールI液（免疫生物研究所社製）を用いて遠心分離し、さらにAutoMACS（Miltenyi Biotec
, Bergisch Gladbac, Germany）を用いてリンパ球画分から非Ｂリンパ球分画細胞を除去
しＢリンパ球画分を分離精製した。
【０１８１】
［Ｂリンパ球への蛍光色素の負荷］
　調製した2ｘ10６個Ｂリンパ球を1μmol/L Fluo 4-AM（カルシウム依存性蛍光色素、Inv
itrogen社）／BSA含有RPMIバッファー（loading buffer）［RPMI1640, 3 mg/mL BSA，25 
mmol/L　HEPES(pH7.4)］に懸濁し、ゆっくり震盪しながら室温で40～60分インキュベーシ
ョンした。Fluo 4-AMは細胞膜透過性であるが、一旦細胞内に取り込まれてエステラーゼ
でAM基がはずされると、Fluo 4-AMは細胞質に留まる。細胞をLoading Bufferで洗浄し、
細胞内に導入されなかった余分なFluo 4-AMを除いた後、RPMI1640/10% FCS溶液に懸濁し
た。なお、以下の全ての実験においてはPhenol Redを含まないRPMI1640を用いた。Fluo 4
-AMはカルシウムが結合すると蛍光強度が増加する蛍光色素であり、Ｂリンパ球の抗原に
よる活性化の検出に用いる。
【０１８２】
［マイクロウェルアレイチップ］
　マイクロウェルアレイチップはシリコンを用いて作製されており（富山県工業技術セン
ター製造）、直径10μm、深さ14μmのマイクロウェルが25μmのピッチ（ウェルの中心間
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の距離）で縦横に配列されている。マイクロウェルは30 x 30（900ウェル）でひとつのク
ラスターを形成しており、それが縦に10クラスター、横5クラスター並んでいるものを用
いた。
【０１８３】
［マイクロウェルアレイチップへのリンパ球の播種］
　マイクロウェルアレイチップをハンクス緩衝液（HBSS）に浸し、減圧脱泡することでウ
ェル中の空気を除くことにより、マイクロウェルへ溶液を満たした。0.2% LIPIDURE-BL-B
03（日油株式会社製）でマイクロウェルチップ表面を10～15分間ブロッキング処理した後
、余分なバッファーを除き、そこへ上記細胞懸濁液を添加し、10分間静置した。チップ上
のマイクロウェルに入らなかった細胞をHBSSで洗い流した。リンパ球の直径は約8μmであ
り、使用するマイクロウェルの直径が10μmであるために一つのマイクロウェルにはリン
パ球が１個入る。カバーグラスを上記シール上に置き、チップとカバーグラスの間にHBSS
を満たした。
【０１８４】
［マイクロウェルアレイチップを用いたリコンビナント核タンパク質特異的Ｂリンパ球の
検出］
　Ｂリンパ球を播種したマイクロウェルアレイチップをマイクロチップCCDイメージャー
（Micro Chip VIEW 1100；ナノシステムソリューションズ社製）に載せ、抗原刺激前のFl
uo 4の蛍光強度の経時変化を10秒間隔で100秒測定した。測定を一旦停止して、チップを
スキャナーから引き出し、チップとカバーグラスの間のHBSSを除き、そこへHBSSに溶解さ
せたリコンビナント核タンパク質(10～100μg/mL）を加えた。直ちにマイクロウェルアレ
イチップをマイクロチップCCDイメージャーの測定部へ戻し、抗原添加後の細胞内のFluo 
4の蛍光強度の経時変化を10秒間隔でスキャンし、データを保存した。個々の細胞内カル
シウム濃度の経時変化が、抗原が特異抗体発現細胞に結合した時に観察される細胞内カル
シウム濃度経時変化の典型的パターンとどの程度相関しているかについて、ソフトウェア
を用いて解析し、抗原特異的な細胞内カルシウム応答を示す細胞を特定した。
【０１８５】
［Ｂリンパ球のマイクロウェルからの回収］
　検出したリコンビナント核タンパク質に反応し細胞内カルシウムが上昇したＢリンパ球
は蛍光顕微鏡下でマイクロマニピュレータを用いて回収した。すなわち、まず、カバーグ
ラスとチップの間のHBSSを取り除き、カバーグラスとチップの間に空気を入れることでカ
バーグラスを取り外した。チップが乾燥しないようにチップにRPMI1640/10% FCS溶液を加
え、蛍光顕微鏡下で細胞のFluo 4の蛍光を観察しながら、マイクロマニピュレータで目的
の細胞を回収した。
【０１８６】
［Ｂリンパ球からの抗体遺伝子cDNAの合成］
　回収したＢリンパ球を予め2.5μLの逆転写反応溶液［1x 1st strand buffer（Invitrog
en, SuperScript IIIに添付されている），0.25 pmol each GSP RTプライマー（Cg-RT, C
l-RT及びCk-RT）, 0.1 mmol/L each dNTP，10 mmol/L DTT，1 mg/mL Bovine Serum Album
ine (BSA)，0.25% NP-40,1.6 U RNaseOUT(Invitrogen), 0.2x Ampdirect Plus（株式会社
島津製作所）, 16 U SuperScript III(Invitrogen)］の入ったPCR用チューブに移す。25
℃,10分；30℃, 5秒；35℃, 5秒；40℃, 5秒；45℃, 5秒；50℃, 5秒；55℃, 1時間反応
させmRNAよりcDNAを合成した。
【０１８７】
[cDNA-3'末端のGテーリング反応]
　合成したcDNA溶液2.5μLに、Terminal Deoxynucleotidyl Transferase(TdT)酵素を7.5 
U添加し、10 mmol/L Tris-HCl(pH7.5), 10 mmol/L MgCl2, 1 mM DTT, 2 mmol/L dGTP存在
下、37℃、１時間反応させた。
【０１８８】
［抗体遺伝子の１回目の増幅］
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　Gテーリング反応が終了したcDNA溶液10μLに、ヘラクレスII fusion DNAポリメラーゼ
酵素を0.25μL添加し、1x ヘラクレスII fusion DNAポリメラーゼ・バッファー、0.25 mm
ol/L each dNTP、25 pmol Oligo(dC) adaptor、8% DMSO存在下、98℃, 2分間；（98℃, 2
0秒；60℃, 20秒；72℃, 30秒）x 23サイクル；72℃， 3分間反応させる。このPCRの反応
により抗体遺伝子のOligo(dC) adaptor配列から定常部領域までのDNAが増幅される。
【０１８９】
［抗体遺伝子の２回目の増幅］
　続いて２回目のPCR反応を行い、取得した細胞のH鎖及びL鎖のV領域のcDNAを別個のチュ
ーブを用いて増幅した。具体的には、１回目に得られたPCR反応溶液3.3μLを鋳型に、ヘ
ラクレスII fusion DNAポリメラーゼ酵素を0.05μL添加し、1x ヘラクレスII fusion DNA
ポリメラーゼ・バッファー、0.25 mmol/L each dNTP、2.5 pmol AP1プライマー、2.5 pmo
l Cg-1stプライマー或いはCl-1st & Ck-1stプライマー、8% DMSO存在下、98℃, 2分間；
（98℃, 20秒；55℃, 20秒；72℃, 30秒）x 30サイクル；72℃，3分間反応させる。
【０１９０】
［抗体遺伝子の３回目の増幅］
　２回のPCRではcDNAが十分増幅されないため、３回目の増幅を行った。２回目に得られ
たPCR反応溶液0.02μLを鋳型に、TaKaRa LA Taqポリメラーゼ酵素を0.05μL添加し、1x G
Cバッファー、0.2 mmol/L each dNTP、3 pmol AP2プライマー、3 pmol Cg-nestプライマ
ー或いはCl-nest & Ck-nestプライマー存在下、94℃, 3分間；（94℃, 20秒；55℃, 20秒
；72℃, 90秒）x 30サイクル；72℃， 3分間反応させる。３回目のPCRにより、抗体遺伝
子の可変部領域から定常部領域までのcDNA配列が増幅される。使用したプライマーの配列
を表７（単一細胞5'-RACEに用いたプライマー）に示す。
【０１９１】
【表７】

【０１９２】
　尚、上記表７の塩基配列中、括弧( )書きは、括弧内の塩基のいずれか１つが選択され
ることを意味する。
【０１９３】
［増幅した抗体遺伝子の塩基配列の決定］
　PCR産物を、アガロースゲルを用いて解析、精製し、pGEM-T Easy vector（Promega）に
挿入し、抗体遺伝子の塩基配列を決定し、タンパクに翻訳されることを確認した。H鎖のV
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領域のcDNAの塩基配列を配列番号：１～７に、アミノ酸配列を配列番号：８～１４に示す
。さらに、L鎖のV領域のcDNAの塩基配列を配列番号：１５～２１に、アミノ酸配列を配列
番号：２２～２８に示す。
【０１９４】
［抗体タンパクの産生、抗原結合能の解析］
　RT-PCR法にて増幅した抗体のH鎖およびL鎖の可変領域遺伝子を抗体タンパク発現用ベク
ター（図４－ａ、４－ｂ、４－ｃ）に組込んだ。すなわち、増幅した抗体のＨ鎖可変領域
の遺伝子断片はpMXv6-hIgγベクターのVγの部分に、L鎖可変領域の遺伝子断片はpMXv6-h
IgκのVκ又はpMXv6-hIgλベクターのVλの部分に制限酵素を用いて挿入した。作製したH
鎖およびL鎖の発現ベクターから抗体タンパクを発現させるために、両方の発現ベクター
を同時にヒト胎児腎由来細胞293T細胞に遺伝子導入した。遺伝子導入はLipofectamine 20
00 (Invitrogen社)を用いて常法に従い行った。５～７日後に細胞上清を回収した。この
培養上清中の抗体のリコンビナント核タンパク質への結合能を、リコンビナント核タンパ
ク質をコートした96ウェルプレートを用いたELISA法により測定した。ELISAによる測定は
以下のように行った。すなわち、96穴プレートにPBSで希釈したリコンビナント核タンパ
ク質（10μg/mL）を各ウェルに50μLずつ分注し、4℃で一晩静置し吸着させた。非特異的
結合を除去する為に3%BSA添加PBSを各ウェルに150μLずつ分注し、室温で１時間反応させ
ブロッキングした。ネガティブコントロールのウェルとして、抗原を吸着させず、ブロッ
キングしたウェルも作成した。その後、上記293T細胞の培養上清を各ウェルに50μLずつ
分注し、室温で２時間反応させた。ウェルをTBS-Tで洗浄し、1/2,000倍希釈したhorserad
ish peroxidase (HRP)標識抗ヒト免疫グロブリンを各ウェルに50μLずつ分注し、室温で1
.5時間反応させた。ウェルをTBS-Tで洗浄し、クエン酸-リン酸緩衝液（12 mmol/Lクエン
酸、26 mmol/L Na2HPO4，pH5.0）に溶解した0.4 mg/mL o-phenylenediamine（OPD; HRP基
質）を各ウェルに50μLずつ分注し、室温で15分反応後にマイクロプレートリーダーにて
、492 nmにおける吸光度を測定した。
【０１９５】
　さらに、本発明のモノクローナル抗体の抗原への結合の特異性をチェックするために、
抗体を含む細胞培養上清をウェルに添加する際に、可溶性のリコンビナント核タンパク質
と培養上清とをプレインキュベーションさせた。その混合液をウェルに添加し、ウェルに
吸着させたリコンビナント核タンパク質への抗体の結合が可溶性のリコンビナント核タン
パク質により競合的に阻害されるかを検討した。結果を図５－ａおよび５－ｂに示す。
【０１９６】
　図５－ａおよび５－ｂに示されるように、作製した23G268抗体、23G272抗体、23G285抗
体、23G312抗体、23G447抗体及び23G494抗体は、リコンビナントＡ型インフルエンザウィ
ルス核タンパク質に特異的に結合し、リコンビナントＢ型インフルエンザウィルス核タン
パク質には結合しなかった。さらに、結合の特異性を検討するために上記６種類の抗体と
可溶性のリコンビナントＡ型インフルエンザウィルス核タンパク質を混合したものをリコ
ンビナントＡ型インフルエンザウィルス核タンパク質が結合しているウェルに加え同様に
ELISAを行った。その結果、ウェルに結合したリコンビナントＡ型インフルエンザウィル
ス核タンパク質への抗体の結合が、可溶性リコンビナントＡ型インフルエンザウィルス核
タンパク質により用量依存的、競合的に阻害されることが観察された。この結果より、23
G268抗体、23G272抗体、23G285抗体、23G312抗体、23G447抗体及び23G494抗体は、リコン
ビナントＡ型核タンパク質に特異的に結合することが示された。
【０１９７】
　一方、作製した23G327抗体はリコンビナントＢ型インフルエンザウィルス核タンパク質
に特異的に結合し、リコンビナントＡ型インフルエンザウィルス核タンパク質には結合し
なかった。さらに、結合の特異性を検討するために23G327抗体と可溶性のリコンビナント
Ｂ型インフルエンザウィルス核タンパク質を混合したものをリコンビナントＢ型インフル
エンザウィルス核タンパク質が固定されているウェルに加え同様にELISAを行った。その
結果、ウェルに固定されたリコンビナントＢ型インフルエンザウィルス核タンパク質への
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23G327抗体の結合が、可溶性リコンビナントＢ型インフルエンザウィルス核タンパク質に
より用量依存的、競合的に阻害されることが観察された。この結果より23G327抗体がリコ
ンビナントＢ型インフルエンザウィルス核タンパク質に特異的に結合することが示された
。
【０１９８】
直接ELISAによるウィルス特異性の検討
　96ウェルマイクロタイタープレート（ヌンク社製）に、PBSで希釈した種々のインフル
エンザウィルス核タンパク質抗原(10μg/mL）を各ウェルに50μLずつ分注し、4℃で一晩
静置した。ウェル内の溶液を除去後、1％ BSA/PBS溶液を100μLずつ分注し、室温で２時
間反応させてブロッキングした。
【０１９９】
　ウェル内の溶液を除去後、上記で得られた培養上清あるいはヒトIgG1を0.1％ BSA/PBS
溶液で希釈し、各ウェルに50μLずつ加え、室温で１時間反応させた。0.05％ Tween20を
含むPBSで洗浄した後、HRP標識―ウサギ抗ヒトIgG抗体を加え、室温で１時間反応させた
。0.05％ Tween20を含むPBSで洗浄した後、TMB発色溶液を50μL加え、室温で30分間反応
させた。最後に反応停止液(1 mol/L H2SO4)を50μL加え、マイクロプレートリーダーで45
0 nmの吸光度を測定した。結果を図６に示す。この結果より、23G268抗体、23G272抗体、
23G285抗体、23G312抗体、23G447抗体及び23G494抗体は、Ａ型インフルエンザウィルスに
特異的に結合することが示され、23G327抗体は、Ｂ型インフルエンザウィルスに特異的に
反応することが示された。
【産業上の利用可能性】
【０２００】
　本発明により、インフルエンザウィルス感染診断用のデバイス及びキット、並びに、こ
れらに用いられるヒト抗インフルエンザウィルス核タンパク質抗体が提供される。

【図１】 【図２－ａ】
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