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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　検体が付与されるサンプルパッドと、標識粒子と標的物質との複合体を捕捉する試験領
域および検体の通過を示す参照領域が設けられたメンブレンと、移行してきた標識粒子を
吸収保持する吸収パッドとを具備するイムノクロマトグラフィー用試験片であって、
　前記試験領域および参照領域に対し前記標識粒子が移行する方向の前方に逆戻り防止領
域が設けられ、前記逆戻り防止領域には前記標識粒子を捕捉する逆戻り防止用捕捉性物質
が配置されており、該逆戻り防止用捕捉性物質は前記試験領域には配置されておらず、該
逆戻り防止領域において前記試験領域および参照領域を通過した標識粒子を捕らえ前記試
験領域に逆戻りすることを防止するイムノクロマトグラフィー用試験片。
【請求項２】
　前記逆戻り防止領域が少なくとも下記（ａ）～（ｃ）のいずれかの位置に設けられてい
る請求項１に記載のイムノクロマトグラフィー用試験片。
（ａ）前記メンブレンにおいて標識粒子が移行する方向でみて前記吸収パッドの手前の位
置。
（ｂ）前記メンブレンと前記吸収パッドとが重さなり合った位置。
（ｃ）前記吸収パッドのある位置。
【請求項３】
　前記試験領域と逆戻り防止領域との間に前記参照領域が設けられている請求項１または
２に記載のイムノクロマトグラフィー用試験片。
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【請求項４】
　前記逆戻り防止領域を、前記試験領域および参照領域に対し前記標識粒子が移行する方
向の前方で、前記メンブレンの内部もしくは表面、吸収パッドの内部もしくは表面、また
はそれらの間に設けたことを特徴とする請求項１～３のいずれか１項に記載のイムノクロ
マトグラフィー用試験片。
【請求項５】
　前記逆戻り防止領域で捕捉される標識粒子の数が、標識粒子全量の６０数％以上である
ことを特徴とする請求項１～４のいずれか１項に記載のイムノクロマトグラフィー用試験
片。
【請求項６】
　前記逆戻り防止領域で捕捉される標識粒子の数が、前記参照領域で捕捉される標識粒子
の数よりも多いことを特徴とする請求項１～４のいずれか１項に記載のイムノクロマトグ
ラフィー用試験片。
【請求項７】
　前記逆戻り防止領域が、検体の通過を示すために設けられた領域ではなく、かつ、標的
物質を定量するために設けられた領域ではないことを特徴とする請求項１～６のいずれか
１項に記載のイムノクロマトグラフィー用試験片。
【請求項８】
　前記逆戻り防止用捕捉性物質が、マウス抗体、ヤギ抗体、ラット抗体、アビジン、また
はストプトアビジンである請求項１～７のいずれか１項に記載のイムノクロマトグラフィ
ー用試験片。
【請求項９】
　前記標識粒子に生体分子［Ａ］が固定され、前記逆戻り防止用捕捉性物質が前記生体分
子［Ａ］に対して捕捉性を有する生体分子［Ｂ］である請求項１～８のいずれか１項に記
載のイムノクロマトグラフィー用試験片。
【請求項１０】
　前記生体分子［Ａ］と前記生体分子［Ｂ］との組合せが下表のとおりとなる請求項９に
記載のイムノクロマトグラフィー用試験片。
　―――――――――――――――――――――――――――――
　　　　　生体分子Ａ　　　　生体分子Ｂ
　―――――――――――――――――――――――――――――
　１．　ウサギＩｇＧ　　　anti－ウサギＩｇＧヤギ抗体
　２．　マウスＩｇＧ　　　anti－マウスＩｇＧ
　３．　マウスＩｇＧ　　　anti－マウスＩｇＧヤギ抗体
　４．　ヤギＩｇＧ　　　　anti－ヤギＩｇＧラット抗体
　５．　ビオチン　　　　　アビジン
　６．　抗体　　　　　　　抗原
　―――――――――――――――――――――――――――――
【請求項１１】
　さらに標識粒子が付与されるコンジュゲートパッドを有する請求項１～１０のいずれか
１項に記載のイムノクロマトグラフィー用試験片。
【請求項１２】
　請求項１～１１のいずれか１項に記載のイムノクロマトグラフィー用試験片を用いた試
験方法であって、前記試験片に検体を付与し、５分以上経過した後に、前記試験領域にお
ける前記標識粒子の検出を行う試験方法。
 
【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用試験片に関する。
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【背景技術】
【０００２】
　イムノクロマトグラフィー法（以下、イムノクロマト法と称することがある。）は、ナ
ノ粒子を用いた診断手法である。この手法は操作が簡便で、判定までに要する時間が５～
３０分程度と比較的短時間であり、判定に高価な装置を要しないことから優れた簡易診断
手法として臨床の現場で多用されている。例えば、インフルエンザウィルスの感染の判定
では、患者から採取した咽頭ぬぐい液や鼻腔ぬぐい液を検体として、その場で短時間で判
定が可能であり、感染の簡易判定手法として非常に有力なツールとして普及している。
【０００３】
　イムノクロマト法では一般的に金コロイドや着色ラテックス粒子等の着色粒子が標識粒
子として用いられている。検体の状態や量、あるいは測定する内容によっては、こうした
着色粒子を用いたイムノクロマト法では、その感度が十分ではないことがある。場合によ
っては偽陰性・偽陽性と判定されてしまい、そうすると誤診等の原因ともなりかねない。
これらの課題を解決するために、イムノクロマト法の高感度化に向けた試みが行われてい
る。
【０００４】
　本出願人は、これまで、イムノクロマト法の高感度化の手法として、蛍光粒子を用いた
「蛍光イムノクロマト法」を提案してきた（特許文献１～３参照）。蛍光イムノクロマト
法は、標識粒子として蛍光特性を有するラテックス粒子やシリカ粒子、半導体ナノ粒子等
を用い、ラインを蛍光検出するため、着色粒子を用いたイムノクロマト法における目視の
判定に比べて高感度な判定が可能となる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】国際公開第２００８／０１８５６６号パンフレット
【特許文献２】国際公開第２００７／０９７３７７号パンフレット
【特許文献３】特開２０１０－１９７２４８号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　以上のように、蛍光イムノクロマト法は高感度検出に優れた手法であるが、その後の研
究を通じ、以下のような課題があることが分かってきた。これについて、図５に基づき、
検体に標的物質が含まれていない場合（陰性）を例に説明する。なお、図５においては、
図示の煩雑さを避け、コンジュゲートパッド及びバッキングシートを省略して示している
。
　標識試薬は試験片に付与されており、本例では陰性の検体のためこれと反応せず、試験
領域ｎｔで捕捉されることなくメンブレン中を移行する（図５（ａ））。この試薬は、移
行方向Ｌの前方端部にある吸収パッドの吸引力によりさらに前記メンブレン中を移行しな
がら、最終的に、吸収パッドで回収される。この種の試験においては、しばしば分析測定
のために検体を付与した試験片がそのまま静置されるが、その間にメンブレンの水分が蒸
発する（図５（ｂ））。このとき、メンブレンは材質が薄いため、吸水力が高く設計され
た吸収パッドよりも早く水分が蒸発する。そうすると、メンブレンにも吸引力が生じるこ
ととなる。その結果、吸収パッドに回収されていた試薬が、一部、メンブレン側に逆戻り
する（方向Ｂ）（図５）（ｃ））。それが、メンブレンの中央でとどまると、あたかも試
験領域ｎｔで試薬が捕捉されたかのような状態となり、偽陽性という結果を与えてしまう
（図５（ｄ））。生体分子等の定量分析を行う場合に、この影響はより顕著となり、定量
誤差を生む原因となってしまう。
【０００７】
　上記では蛍光イムノクロマト法を例にその問題点として示したが、これに限定されるも
のではない。確かに、蛍光イムノクロマト法は高感度の分析測定に適しており、その場合
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に上記の影響は顕著となる。しかし、これに限らず、吸光微粒子を用いた試験においても
、上記のようなバックフロー現象は、測定誤差や誤判定を生む原因となるため改善される
ことが望ましい。
【０００８】
　上記の問題点に鑑み、本発明は、メンブレンにおける標識試薬のバックフローを抑え、
検出ないし測定の精度及び確度を高めることができるイムノクロマトグラフィー用試験片
の提供を目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明の上記の課題は下記の手段により解決された。
〔１〕検体が付与されるサンプルパッドと、標識粒子と標的物質との複合体を捕捉する試
験領域および検体の通過を示す参照領域が設けられたメンブレンと、移行してきた標識粒
子を吸収保持する吸収パッドとを具備するイムノクロマトグラフィー用試験片であって、
　前記試験領域および参照領域に対し前記標識粒子が移行する方向の前方に逆戻り防止領
域が設けられ、前記逆戻り防止領域には前記標識粒子を捕捉する逆戻り防止用捕捉性物質
が配置されており、この逆戻り防止用捕捉性物質は前記試験領域には配置されておらず、
該逆戻り防止領域において前記試験領域および参照領域を通過した標識粒子を捕らえ前記
試験領域に逆戻りすることを防止するイムノクロマトグラフィー用試験片。
〔２〕前記逆戻り防止領域が少なくとも下記（ａ）～（ｃ）のいずれかの位置に設けられ
ている〔１〕に記載のイムノクロマトグラフィー用試験片。
（ａ）前記メンブレンにおいて標識粒子が移行する方向でみて前記吸収パッドの手前の位
置。
（ｂ）前記メンブレンと前記吸収パッドとが重さなり合った位置。
（ｃ）前記吸収パッドのある位置。
〔３〕前記試験領域と逆戻り防止領域との間に前記参照領域が設けられている〔１〕また
は〔２〕に記載のイムノクロマトグラフィー用試験片。
〔４〕前記逆戻り防止領域を、前記試験領域および参照領域に対し前記標識粒子が移行す
る方向の前方で、前記メンブレンの内部もしくは表面、吸収パッドの内部もしくは表面、
またはそれらの間に設けたことを特徴とする〔１〕～〔３〕のいずれか１項に記載のイム
ノクロマトグラフィー用試験片。
〔５〕前記逆戻り防止領域で捕捉される標識粒子の数が、標識粒子全量の６０数％以上で
あることを特徴とする〔１〕～〔４〕のいずれか１項に記載のイムノクロマトグラフィー
用試験片。
〔６〕前記逆戻り防止領域で捕捉される標識粒子の数が、前記参照領域で捕捉される標識
粒子の数よりも多いことを特徴とする〔１〕～〔４〕のいずれか１項に記載のイムノクロ
マトグラフィー用試験片。
〔７〕
　前記逆戻り防止領域が、検体の通過を示すために設けられた領域ではなく、かつ、標的
物質を定量するために設けられた領域ではないことを特徴とする〔１〕～〔６〕のいずれ
か１項に記載のイムノクロマトグラフィー用試験片。
〔８〕前記逆戻り防止用捕捉性物質が、マウス抗体、ヤギ抗体、ラット抗体、アビジン、
またはストプトアビジンである〔１〕～〔７〕のいずれか１項に記載のイムノクロマトグ
ラフィー用試験片。
〔９〕前記標識粒子に生体分子［Ａ］が固定され、前記逆戻り防止用捕捉性物質が前記生
体分子［Ａ］に対して捕捉性を有する生体分子［Ｂ］である〔１〕～〔８〕のいずれか１
項に記載のイムノクロマトグラフィー用試験片。
〔１０〕前記生体分子［Ａ］と前記生体分子［Ｂ］との組合せが下表のとおりとなる〔９
〕に記載のイムノクロマトグラフィー用試験片。
　―――――――――――――――――――――――――――――
　　　　　生体分子Ａ　　　　生体分子Ｂ
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　―――――――――――――――――――――――――――――
　１．　ウサギＩｇＧ　　　anti－ウサギＩｇＧヤギ抗体
　２．　マウスＩｇＧ　　　anti－マウスＩｇＧ
　３．　マウスＩｇＧ　　　anti－マウスＩｇＧヤギ抗体
　４．　ヤギＩｇＧ　　　　anti－ヤギＩｇＧラット抗体
　５．　ビオチン　　　　　アビジン
　６．　抗体　　　　　　　抗原
　―――――――――――――――――――――――――――――
〔１１〕さらに標識粒子が付与されるコンジュゲートパッドを有する〔１〕～〔１０〕の
いずれか１項に記載のイムノクロマトグラフィー用試験片。
〔１２〕〔１〕～〔１１〕のいずれか１項に記載のイムノクロマトグラフィー用試験片を
用いた試験方法であって、前記試験片に検体を付与し、５分以上経過した後に、前記試験
領域における前記標識粒子の検出を行う試験方法。
 
【発明の効果】
【００１０】
　本発明のイムノクロマトグラフィー用試験片は、メンブレンにおける標識試薬のバック
フローを抑え、検出ないし測定の精度及び確度を高めることができる。また、特に蛍光イ
ムノクロマト法において顕著な効果を発揮し、微量分析や定量のように高い感度・精度が
求められる試験に好適に対応することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】本発明に好適に用いられる長尺試験体を模式的に示す分解斜視図である。
【図２】本発明に好適に用いられるイムノクロマト試験片の説明図であり、（ａ）が平面
図であり、（ｂ）が展開断面図である。
【図３】本発明の好ましい実施形態における試薬の捕捉形態を示した説明図である。
【図４】実施例及び比較例で行った為陽性判定結果を示すグラフである。
【図５】試薬のバックフローによる偽陽性ないし定量性低下の現象を斜視図により模式的
に示す説明図である。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　本発明のイムノクロマトグラフィー用試験片は、試薬の逆戻り防止領域を有することを
特徴とする。以下、この点について、本発明の好ましい実施形態である蛍光イムノクロマ
ト法を用いた態様を中心に詳細に説明する。
【００１３】
［試験片］
　まず、本発明の好ましい実施形態に係る試験片の基本的な構成から説明する。本実施形
態のイムノクロマトグラフィー用試験片（テストストリップ）は、下記の部材が相互に毛
細管現象が生じるように直列連結している。
・試料添加用部材（サンプルパッド）８ａ
・標識試薬シリカナノ粒子（蛍光標識体）２を含浸し乾燥して得られる部材（コンジュゲ
ートパッド）８ｂ
・試験領域および参照領域を有するメンブレン（抗体固定化メンブレン）８ｃ
・吸収パッド８ｄ
　なお、本発明において試験片を構成する部材に特に制限はなく、メンブレンを有してい
れば、その他、上記で例示した部材、あるいはそれ以外の部材を組み合わせて使用しても
よい。たとえば、上述した部材以外にも、表面を覆う透明フィルムを適用したり、各部材
の間に機能性のシートを付与したりしてもよい。
　また、検体と標識試薬ナノ粒子の混合液を混合しサンプルパッドに滴下する方法では、
コンジュゲートパッドは必要ではない。
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【００１４】
　本実施形態においては、図１及び図２に示したように、上述した平面試験片１０が筐体
上部６ａと筐体下部６ｂとで挟持内包され、長尺試験体１００をなしている。筐体上部６
ａには、検出開口部６１と検体導入開口部６２とが設けられている。この検出開口部６１
を介して、照射光を内部のメンブレン１０に送り、そこで発せられる蛍光を検出・観測す
ることができる。一方、検体導入開口部６２を介して検体液Ｓをメンブレン１０に供給し
測定試験を行うことができる。
【００１５】
　本実施形態においては、上記メンブレン８ｃに逆戻り防止領域９が設けられている。こ
の詳細については後述するが、この逆戻り防止領域９は試験領域ｎｔおよび参照領域ｎｒ
に対して、試薬の移行方向Ｌでみて前方に位置している。一方、吸収パッド８ｄよりは移
行方向Ｌの後方（手前）に配置されている。このような配置形態とすることにより、以下
のような作用を奏する。つまり、検体Ｓが付与され、試薬の標識粒子（標識体）２ととも
にラテラルフロー方向Ｌに向けて移行していき、最終的には吸収パッド８ｄにまで到達す
る。その後、メンブレン上の検体液の蒸発・乾燥により、吸収パッドに回収された上記試
薬と検体液の混合物が一部戻ろうとするが（バックフロー方向Ｂ）。しかし、本実施形態
においては、そのとき既に試薬中の標識粒子２は、逆戻り防止領域９の部分に固定された
逆戻り防止のための捕捉用生体分子５により捕捉されている。この結合は、吸収パッド８
ｄに方向Ｌに向け移行する際にすでに行われている。これにより、メンブレン８ｃの乾燥
によっても、余剰となった標識粒子２を逆戻りさせず、試験領域ｎｔにまで到達さること
のないようにすることができる。なお、図１では、説明の便宜から陽性の場合を示してい
る。すなわち検体には標的物質１が含まれており、ラテラルフロー方向Ｌに向けた移行時
に、標識粒子２と標的物質１との複合体が試験用捕捉性物質４により捕捉されている例を
示している。このような場合は、逆戻りの防止効果は、偽陽性の防止ではなく、試験領域
による検出感度の向上につながるものである。一方、標的物質１が含まれない検体におい
ては、方向Ｌにむけた移行時に試験領域ｎｔに捕捉されるものはなく、前記逆戻り（バッ
クフロー）の防止は、偽陽性の回避につながる。
【００１６】
　図２（ａ）及び（ｂ）を参照して、本実施形態のイムノクロマトグラフィー用テストス
トリップについてさらに説明するが、本発明はこれらの説明によって制限されるものでは
ない。なお、図２では、バッキングシート８ｅを省略せずに示している。図２（ａ）は、
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好ましい実施形態の平面図を示
し、図２（ｂ）は、図２（ａ）で示したイムノクロマトグラフィー用テストストリップの
展開縦断面図を示す図である。本実施形態のイムノクロマトグラフィー用テストストリッ
プ１０は、上述のように、サンプルパッド８ａ、コンジュゲートパッド８ｂ、メンブレン
８ｃ、吸収パッド８ｄを具備してなる。さらに、上記各構成部材は、粘着剤付きバッキン
グシート８ｅにより裏打ちされている。
【００１７】
　図２においては、逆戻り防止領域９の配置箇所について、変形例を併せて示している。
まず、領域９ａで示したものは、上記図１に基づき説明したものと同義である。つまり、
試験領域ｎｔおよび参照領域ｎｒよりは移行方向Ｌでみて前方にあり、吸収パッド８ｄよ
りは手前（移行方向Ｌでみて後方）に配置されている。なお、吸水パッド８ｄはメンブレ
ンに形成するものであるから、テストラインやコントロールラインの形成と同じように、
逆戻り防止捕捉性物質の溶液を含浸させ乾燥させる工程で容易に形成できるものが好まし
い。
　図２（ｂ）では、メンブレン８ｃの上面（検体が付与される側の面）に逆戻り防止領域
９ｃを設けたように図示しているが、これは図示の便宜であり、この領域が設けられるの
はメンブレン８ｃの表面であっても内部であってもよい。
【００１８】
　次に変形例である逆戻り防止領域９ｂについてみると、９ａよりも移行方向Ｌの前方に
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配置されており、吸収パッド８ｄとメンブレン８ｃとが重なる位置を含む領域に設定され
ている。バックフローによって逆戻りする粒子は吸収パッド８ｄとメンブレン８ｃとが重
なる部分を透過する。したがってこのような配置形態にするとバックフローした粒子は９
ｂを通過するため、粒子の捕捉効率を高くすることができ好ましい。
　図示したものでは、メンブレン８ｃと吸収パッド８ｄとの間に前記逆戻り防止領域９ｂ
を介在させるように示しているが、その断面位置はこれに限定されるものではない。その
位置で、メンブレン８ｃの内部に逆戻り防止用捕捉性物質を含浸させるなどしてその内部
上方に配置してもよい（これを吸収パッド側に配置する例は次の逆戻り防止領域９ｃにあ
たるものとしてみてもよい。）。あるいは、別の部材に逆戻り防止用捕捉性物質５を仕込
んでおき、吸収パッド８ｄとメンブレン８ｃとの間に介在させてもよい。
【００１９】
　さらなる変形例である逆戻り防止領域９ｃでは吸収パッドにこれが配置されている。こ
のような配置形態とすることで、メンブレンに逆戻り防止領域を設ける場合はテストライ
ンおよびコントロールラインとの兼ね合いから形成位置が一定程度制限されるのに対し、
吸収パッドはこのような制限を受けない。また、一般的に吸収パッドはサンプル液を十分
に吸収するために体積が大きく設計されているから、粒子を捕捉するために十分な量の逆
戻り防止用捕捉性物質を固定することができ好ましい。
　ここで図示したものでは、吸収パッド８ｄの上面に逆戻り防止領域９ｃを配置したよう
にしているが、これは図示の便宜であり、この位置においては吸収パッド８ｄの内部に逆
戻り防止用捕捉性物質を含浸させるなどして、その領域を配置することが好ましい。
【００２０】
　図１では、逆戻り防止領域をラインとして示しているが、その機能を十分に果たす観点
で、ラテラルフロー方向Ｌでみて幅のある面状の領域であることが好ましい。この幅は、
特に限定されないが、十分な効果を得るために、１ｍｍ～６ｍｍであることが好ましい。
【００２１】
［逆戻り防止用捕捉性物質］
　本実施形態においては、前記逆戻り防止領域９が、標識粒子（標識体）２を捕捉する物
質（逆戻り防止用捕捉性物質５）を有する領域として構成されている。前記逆戻り防止用
捕捉性物質の種類は特に限定されないが、ウサギ抗体、マウス抗体、ヤギ抗体、ラット抗
体、アビジン、またはストプトアビジンなどが挙げられる。このことを、生体分子を例に
とることにより機能的に示せば、以下のとおりとなる。すなわち、前記標識粒子に生体分
子［Ａ］が固定され、前記逆戻り防止用捕捉性物質が、前記生体分子［Ａ］に対して捕捉
性を有する生体分子［Ｂ］である実施態様が挙げられる。図１、図３に基づき試験領域ｎ

ｔとの関係でより具体的に言えば、標識粒子２ａに生体分子［Ａ］（結合性物質２ｂ）が
固定化され、これを介して標的物質１と結合し複合体を形成する。この複合体が試験領域
ｎｔの試験用捕捉性物質４に捕捉され、そこで固定化される（図３の左（領域ｎｔ）参照
）。一方、検体が陰性の場合など、標識粒子２ａに固定された生体分子［Ａ］（結合性物
質２ｂ）は標的物質１と結合することなくメンブレン８ｃを移行する。標的物質１を伴っ
ていないため、これは試験領域ｎｔでも捕捉されず、逆戻り防止領域９に到達する。そこ
には、生体分子［Ｂ］（逆戻り防止用捕捉性物質５）が固定されており、これと前記生体
分子［Ａ］（結合性物質２ｂ）が結合する（図３の右（領域９）参照）。これにより、生
体分子［Ａ］（結合性物質２ｂ）を伴う標識粒子２ａがこの位置で固定化され、逆戻りが
好適に抑制・防止されることとなる。
【００２２】
　前記生体分子［Ａ］（結合性物質２ｂ）と前記生体分子［Ｂ］（逆戻り防止用捕捉性物
質５）との組合せは特に限定されないが、好ましい例として下表の物質が挙げられる。
　―――――――――――――――――――――――――――
　　　　生体分子Ａ　　　　生体分子Ｂ
　―――――――――――――――――――――――――――
　１．　ウサギＩｇＧ　　　anti－ウサギＩｇＧヤギ抗体
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　２．　マウスＩｇＧ　　　anti－マウスＩｇＧ
　３．　マウスＩｇＧ　　　anti－マウスＩｇＧヤギ抗体
　４．　ヤギＩｇＧ　　　　anti－ヤギＩｇＧラット抗体
　５．　ビオチン　　　　　アビジン
　６．　抗体　　　　　　　抗原
　―――――――――――――――――――――――――――
【００２３】
［標的物質］
　本発明において、検出、定量の対象としての標的物質１は、抗原、抗体、ＤＮＡ、ＲＮ
Ａ、糖、糖鎖、リガンド、受容体、ペプチド、化学物質等が挙げられる。本発明において
、標的物質１を含有する試料としては特に制限はないが、尿、血液などの液体試料が挙げ
られる。
【００２４】
［サンプルパッド］
　サンプルパッド８ａは標的物質を含むサンプルを滴下する構成部材である。その材料や
寸法等は特に限定されず、この種の製品に適用される一般的なものを利用することができ
る。
【００２５】
［コンジュゲートパッド］
　コンジュゲートパッド８ｂは標識試薬シリカナノ粒子（蛍光標識体）２が含浸された構
成部材である。そして、サンプルパッド８ａから毛細管現象により移動してきた試料に含
まれる標的物質が抗原抗体反応等の特異的分子認識反応で、前記標識試薬シリカナノ粒子
（標識体）によって捕捉され、標識される部分である。
　コンジュゲートパッド８ｂにおける単位面積（ｃｍ２）当たりの前記標識試薬シリカナ
ノ粒子（標識体）の含有量は特に制限はないが１μｇ～１００μｇが好ましい。含浸方法
としては、前記標識試薬シリカナノ粒子の分散液を塗布、滴下ないしは噴霧後、乾燥する
方法等が挙げられる。
【００２６】
［メンブレン］
　抗体を固定化するメンブレン８ｃにおける抗体固定化部に、標的物質の有無を判定、す
なわち陽性陰性を判定するためのテストライン（試験領域）ｎｔを設ける。このテストラ
インｎｔでは、標的物質捕捉用抗体（試験用捕捉性物質）４が固定化されている。さらに
、メンブレン８ｃには、標識試薬シリカナノ粒子を捕捉するための抗体（参照用捕捉性物
質）７が固定化されたコントロールライン（参照領域）ｎｒが含まれる。この、試験領域
ｎｔでは、例えば、固定化抗体－標的物質－標識試薬シリカナノ粒子からなるサンドイッ
チ型免疫複合体形成反応が行われる。前記メンブレンにおける判定部の形状としては局所
的に捕捉用抗体が固定化されている限り特に制限はなく、ライン状、円状、帯状等が挙げ
られるが、ライン状であることが好ましく、幅０．５～１．５ｍｍのライン状であること
がより好ましい。
【００２７】
　上記サンドイッチ型免疫複合体形成反応を通じ、標識された標的物質が捕捉され、標識
の程度により標的物質の有無（陽性陰性）を判定することができる。このとき、前記試験
領域に標識試薬シリカナノ粒子（標識体）が濃縮され、その蛍光物質の近傍が蛍光発光し
、目視的に、又は検出機器を用いて検出、判定できる。
【００２８】
　抗体固定化メンブレンにおける判定部は、前記コンジュゲートパッドとの連結端及び前
記吸収パッドとの連結端からある程度離れた位置（例えば、前記メンブレンの中程など）
に設けておくことが好ましい。これにより、前記サンドイッチ型免疫複合体形成反応を充
分に完了させることができる。あるいは、液体試料中の着色又は蛍光物質等の標識による
測定への影響や標的物質と結合していない標識体による測定への影響を回避するために、
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好ましい。
【００２９】
　前記抗体固定化部（試験領域）ｎｔにおける抗体固定化量は特に制限ないが、形状がラ
イン状の場合、単位長さ（ｃｍ）当たりの０．５μｇ～５μｇが好ましい。固定化方法と
しては、抗体溶液を塗布、滴下ないしは噴霧後、乾燥して物理吸着により固定化する方法
等が挙げられる。前述の抗体固定化後に、非特異的吸着による測定への影響を防止するた
めに前記抗体固定化メンブレン全体をいわゆるブロッキング処理を施しておくことが好ま
しい。例えば、アルブミン、カゼイン、ポリビニルアルコール等のブロッキング剤を含有
する緩衝液中に適当な時間浸漬した後乾燥する方法等が挙げられる。市販の前記ブロッキ
ング剤としては、例えば、スキムミルク（ＤＩＦＣＯ社製）、４％ブロックエース（明治
乳業社製）などが挙げられる。
【００３０】
　メンブレン８ｃには、上述のように、さらに参照領域ｎｒが設けられている。そこには
標的物質が捕捉されていない蛍光粒子（標識体）２が捕捉される。これにより、テスト領
域ｎｔでの蛍光と対比して、標的物質の有無や量を同定することができる。この機能を果
たすために、試験用結合性物質２ｂには、標的物質との結合性を有する一方、参照用捕捉
性物質（図示せず）との結合性を有するものが選定される。あるいは、参照領域ｎｒに、
検体液中の液体等と反応して発色する成分を含ませてもよい。これにより検体の通過を示
すことができ、参照領域ｎｒに、上記のような試験領域ｎｔとの対比による機能を持たせ
ることができる。このような発色成分としては、この種の製品に用いられる、液体と接触
して発色する色素等が挙げられる。
【００３１】
［吸収パッド］
　吸収パッド８ａは、毛細管現象でメンブレンを移動してきた検体Ｓ（標的物質を含む液
体など）及び標識試薬シリカナノ粒子（標識体）２の混合物を吸引し、系内に一定の流れ
を生じさせるための構成部材である。
【００３２】
　これら各構成部材の材料としては特に制限は無く、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る部材が使用できる。サンプルパッドおよびコンジュゲートパッド
としてはＧｌａｓｓ　Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｐａｄ（商品名、ＭＩＬＬＩＰ
ＯＲＥ社製）等のガラスファイバーのパッドが好ましい。メンブレンとしてはＨｉ－Ｆｌ
ｏｗ　Ｐｌｕｓ１２０メンブレン（商品名、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製）等のニトロセルロ
ースメンブレンが好ましい。吸収パッドとしてはＣｅｌｌｕｌｏｓｅ　Ｆｉｂｅｒ　Ｓａ
ｍｐｌｅ　Ｐａｄ（商品名、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製）等のセルロースメンブレンが好ま
しい。前記粘着剤付きバッキングシートとしては、ＡＲ９０２０（商品名、Ａｄｈｅｓｉ
ｖｅｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ社製）等が挙げられる。
【００３３】
［技術用語の意味］
　本明細書で用いる技術用語の意味を確認すると、標的物質１（図１中の符号を併せて示
すが、これにより限定して解釈されるものではない。）はラテラルフロー法による検出対
象となる物質であり、検体中の被検物質と同義である。結合性物質２ｂはそれぞれ前記標
的物質及び捕捉性物質に対する結合能を有する物質であり、好ましくは生体分子である。
結合性物質２ｂが導入された標識粒子２ａを標識体２と呼ぶ。ただし、広義には、標識粒
子という用語を標識体を含む意味で用いることがある。一方、試験領域でメンブレンに固
定され、標的物質１を介して標識体２を捕捉するものが試験用捕捉性物質４である。他方
、参照領域でメンブレンに固定されたものが参照用捕捉性物質７であり、これに標識体２
が標的物質１を介さずに捕捉される。あるいは、参照領域に検体液の液体等と反応する成
分を含ませて、検体の通過を示すようにする。さらに、逆戻り防止領域９でメンブレンに
固定されたものが逆戻り防止用捕捉性物質５であり、これに標識体２が標的物質１を介さ
ずに捕捉される。
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［蛍光シリカ粒子］
　本発明で用いる蛍光イムノクロマト法用標識粒子（標識体）２としては、蛍光シリカ粒
子や蛍光ラテックス粒子、半導体ナノ粒子などの標識粒子２ａと、結合性生体分子２ｂと
を組み合わせて用いることができる。本発明においては、特に蛍光シリカ粒子を用いるこ
とが好ましい。
【００３５】
　蛍光シリカ粒子の調製方法に特に制限はなく、任意のいかなる調製方法によって得られ
たシリカ粒子であってもよい。例えば、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｏｌｌｏｉｄ　ａｎｄ
　Ｉｎｔｅｒｆａｃｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，１５９，１５０－１５７（１９９３）に記載の
ゾル－ゲル法が挙げられる。
　本発明において、国際公開２００７／０７４７２２Ａ１公報に記載された蛍光色素化合
物含有コロイドシリカ粒子の調製方法に準じて得られた、機能性化合物を含有するシリカ
粒子を用いることが特に好ましい。前記機能性化合物の具体例としては、蛍光色素化合物
、吸光化合物、磁性化合物、放射線標識化合物、ｐＨ感受性色素化合物等が挙げられる。
【００３６】
　具体的には、前記機能性化合物を含有するシリカ粒子は、前記機能性化合物とシランカ
ップリング剤とを反応させ、共有結合、イオン結合その他の化学的に結合若しくは吸着さ
せて得られた生成物に１種又は２種以上のシラン化合物を縮重合させシロキサン結合を形
成させることにより調製することができる。これによりオルガノシロキサン成分とシロキ
サン成分とがシロキサン結合してなるシリカ粒子が得られる。
　前記機能性化合物を含有するシリカ粒子の好ましい調製方法の態様としては、Ｎ－ヒド
ロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）エステル基、マレイミド基、イソシアナート基、イソチ
オシアナート基、アルデヒド基、パラニトロフェニル基、ジエトキシメチル基、エポキシ
基、シアノ基等の活性基を有する又は付加した前記機能性化合物と、それら活性基と対応
して反応する置換基（例えば、アミノ基、水酸基、チオール基）を有するシランカップリ
ング剤とを反応させ、共有結合させて得られた生成物に１又は２種以上のシラン化合物を
縮重合させシロキサン結合を形成させることにより調製することができる。
【００３７】
　前記シランカップリング剤としてγ－アミノプロピルトリエトキシシラン（ＡＰＳ）、
シラン化合物としてテトラエトキシシラン（ＴＥＯＳ）を用いた場合を下記に例示する。
【００３８】
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【化１】

【００３９】
　前記活性基を有する又は付加した前記機能性化合物の具体例として、５－（及び－６）
－カルボキシテトラメチルローダミン－ＮＨＳエステル（商品名、ｅｍｐ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈ　ＧｍｂＨ社製）、下記式でそれぞれ表されるＤＹ５５０－ＮＨＳエステル又はＤＹ６
３０－ＮＨＳエステル（いずれも商品名、Ｄｙｏｍｉｃｓ　ＧｍｂＨ社製）等のＮＨＳエ
ステル基を有する蛍光色素化合物を挙げることができる。
【００４０】
【化２】

【００４１】
　前記置換基を有するシランカップリング剤の具体例として、γ－アミノプロピルトリエ
トキシシラン（ＡＰＳ）、３－［２－（２－アミノエチルアミノ）エチルアミノ］プロピ
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ル－トリエトキシシラン、Ｎ－２（アミノエチル）３－アミノプロピルメチルジメトキシ
シラン、３－アミノプロピルトリメトキシシラン等のアミノ基を有するシランカップリン
グ剤を挙げることができる。中でも、ＡＰＳが好ましい。
【００４２】
　前記縮重合させる前記シラン化合物としては特に制限はないが、ＴＥＯＳ、γ－メルカ
プトプロピルトリメトキシシラン（ＭＰＳ）、γ－メルカプトプロピルトリエトキシシラ
ン、γ－アミノプロピルトリエトキシシラン（ＡＰＳ）、３－チオシアナトプロピルトリ
エトキシシラン、３－グリシジルオキシプロピルトリエトキシシラン、３－イソシアナト
プロピルトリエトキシシラン、及び３－［２－（２－アミノエチルアミノ）エチルアミノ
］プロピル－トリエトキシシランを挙げることができる。中でも、前記シリカ粒子内部の
シロキサン成分を形成する観点からはＴＥＯＳが好ましく、前記シリカ粒子内部のオルガ
ノシロキサン成分を形成する観点からはＭＰＳ又はＡＰＳが好ましい。
【００４３】
　上述のように調製すると、球状、もしくは、球状に近いシリカ粒子が製造できる。球状
に近いシリカ粒子とは、具体的には長軸と短軸の比が２以下の形状である。
　所望の平均粒径のシリカ粒子を得るためには、ＹＭ－１０、ＹＭ－１００（いずれも商
品名、ミリポア社製）等の限外ろ過膜を用いて限外ろ過を行い、粒径が大きすぎたり小さ
すぎる粒子を除去するか、または適切な重力加速度で遠心分離を行い、上清または沈殿の
みを回収することで可能である。
【００４４】
　前記シリカ粒子の表面に吸着又は結合させる生体分子としては、抗原、抗体、ＤＮＡ、
ＲＮＡ、糖、糖鎖、リガンド、受容体、タンパク質又はペプチドが挙げられる。ここで、
リガンドとはタンパク質と特異的に結合する物質をいい、例えば、酵素に結合する基質、
補酵素、調節因子、あるいはホルモン、神経伝達物質などをいい、低分子量の分子やイオ
ンばかりでなく、高分子量の物質も含む。
【００４５】
　蛍光シリカ粒子の平均粒径が１ｎｍ～１μｍであることが好ましく、２０ｎｍ～５００
ｎｍであることがより好ましい。
　本発明において、前記平均粒径は、透過型電子顕微鏡（ＴＥＭ）、走査型電子顕微鏡（
ＳＥＭ）等の画像から無作為に選択した１００個の標識試薬シリカ粒子の合計の投影面積
から標識試薬シリカ粒子の占有面積を画像処理装置によって求め、この合計の占有面積を
、選択した標識試薬シリカ粒子の個数（１００個）で割った値に相当する円の直径の平均
値（平均円相当直径）を求めたものである。
　なお、前記平均粒径は、一次粒子が凝集してなる二次粒子を含む概念の後述する「動的
光散乱法による粒度」とは異なり、一次粒子のみからなる粒子の平均粒径である。
【００４６】
　本明細書において、前記「動的光散乱法による粒度」とは、動的光散乱法により測定さ
れ、前記の平均粒径とは異なり、一次粒子だけでなく、一次粒子が凝集してなる二次粒子
をも含めた概念であり、前記複合粒子の分散安定性を評価する指標となる。
　動的光散乱法による粒度の測定装置としては、ゼータサイザーナノ（商品名；マルバー
ン社製）が挙げられる。この手法は、微粒子などの光散乱体による光散乱強度の時間変動
を測定し、その自己相関関数から光散乱体のブラウン運動速度を計算し、その結果から光
散乱体の粒度分布を導出するというものである。
【００４７】
　本発明の粒子は粒状物質として単分散であることが好ましく、粒度分布の変動係数いわ
ゆるＣＶ値は特に制限はないが、１０％以下が好ましく、８％以下がより好ましい。
【００４８】
［検出方法］
　本発明のイムノクロマト法による標的物質の検出方法においては、毛細管現象等を利用
して移動する標識試薬シリカナノ粒子（標識体）２を利用して、判定部で前記粒子を集積
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させ、判定を行う検出方法であり、例えばイムノクロマト法やマイクロ流路チップ等を利
用して行うことが好ましい。このとき、標識試薬シリカナノ粒子はラテラルフロー用標識
体として好適に用いることができる。さらに、本発明の標的物質の検出方法において、ラ
テラルフロータイプのイムノクロマト法を利用して標的物質を検出することが好ましい。
【００４９】
　前記テストストリップの作製法としては、サンプルパッド、コンジュゲートパッド、抗
体固定化メンブレン、吸収パッドの並び順に、各部材間で毛管現象を生じさせ易くするた
めに、それら各部材の両端を隣接する部材と１～５ｍｍ程度重ね合わせて（好ましくはバ
ッキングシート上に）貼付することで作製することができる。
【００５０】
　前記イムノクロマト法用蛍光検出システムとしては、少なくとも（１）サンプルパッド
、蛍光物質を含有してなる標識試薬シリカナノ粒子又はラテラルフロー用標識試薬シリカ
ナノ粒子を含浸した部材（コンジュゲートパッド）、抗体固定化メンブレン及び吸収パッ
ドからなるテストストリップ、並びに（２）励起光源からなることが好ましい。
　前記蛍光検出システムにおいて、前記標識試薬シリカナノ粒子（標識体）が発する蛍光
を目視等によって検出する観点から、前記励起光源が、波長２００ｎｍ～４００ｎｍの励
起光を発することが好ましい。前記励起光源としては、水銀ランプ、ハロゲンランプ及び
キセノンランプが挙げられる。本発明においては、特にレーザダイオードまたは発光ダイ
オードから照射した励起光を用いることが好ましい。
　また、前記蛍光検出システムは、前記励起光源から特定の波長の光のみを透過するため
のフィルタを備えていることがより好ましく、さらに、蛍光のみを目視等で検出する観点
から、前記励起光を除去し蛍光のみを透過するフィルタを備えていることがさらに好まし
い。
　前記蛍光検出システムは、前記蛍光を受光する光電子倍増管又はＣＣＤ検出器を備える
ことが特に好ましく、これにより目視では確認できない強度ないしは波長の蛍光も検出で
き、さらにはその蛍光強度を測定できることから標的物質の定量もでき、高感度検出及び
定量が可能となる。
【００５１】
　前記励起光の波長は、３００ｎｍ～７００ｎｍであることが好ましい。前記蛍光の波長
は目視で認識できる波長が好ましく、３５０ｎｍ～８００ｎｍであることが好ましい。ま
た、目視で観察した時に高い視感度が得られることから、５３０ｎｍ～５８０ｎｍである
ことがより好ましい。このとき、励起光の波長は、上記の波長帯域の蛍光を効率的に生成
させるために、５００ｎｍ～５５０ｎｍであることが好ましい。
【００５２】
［変更態様］
（吸光微粒子）
　本発明のイムノクロマトグラフィー用試験片は、吸光微粒子を用いたイムノクロマト法
に適用するものであってもよい。ここで用いられる吸光微粒子は、蛍光微粒子のときと同
様に、標的物質、参照用捕捉性物質、逆戻り防止用捕捉性物質に対して結合性を有する生
体分子等で表面修飾されていることが好ましい。吸光微粒子の表面修飾の実施形態は前記
蛍光微粒子と同様である。
　吸光微粒子の種類や形状は特に限定されない。吸光微粒子の平均粒径、構成材料等の好
ましいものは前記蛍光微粒子と同様である。標識物質としては、微粒子の構成材料が吸光
性のものであれば特に用いなくてもよい。標識物質（吸光物質）を適用する場合には、多
環顔料やアゾ顔料などの有機顔料、カーボンブラックやウルトラマリン青などの無機顔料
を用いることができる。例えば、前記シリカ粒子やラテックス粒子に前記吸光物質を内包
させてもよい。また、吸光微粒子には下記の半導体微粒子等を用いることも好ましい。
【００５３】
・半導体粒子等
　前記半導体粒子の材質は特に制限されないが、ＺｎＯ、ＺｎＳ、ＺｎＳｅ、ＺｎＴｅ、
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ＣｄＯ、ＣｄＳ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、ＨｇＳ、ＨｇＳｅ、ＨｇＴｅ、ＩｎＰ、ＩｎＡｓ
、ＧａＮ、ＧａＰ、ＧａＡｓ、ＴｉＯ２、ＷＯ３、ＰｂＳ、又はＰｂＳｅが好ましく例示
される。例えば、特許第３８９７２８５号公報等に記載の半導体ナノ粒子を用いることが
できる。前記半導体ナノ粒子は、チオール化合物の－ＳＨ基が半導体ナノ粒子の表面のＳ
、Ｏ、Ｓｅ、Ｔｅ、Ｐ、Ａｓ、Ｎ等の原子と置換することにより表面修飾することができ
る。前記金粒子、前記金属ナノ粒子としては、特開２００３－２６６３８明細書等に記載
の金コロイド粒子及び金属コロイド粒子を用いることができる。前記金属コロイド粒子の
具体例としては、白金、銅、酸化鉄等の金属コロイド粒子が挙げられる。前記無機結晶と
しては、酸化鉄（ＩＩＩ）（Ｆｅ２Ｏ３）、酸化銀（Ｉ）（Ａｇ２Ｏ）、酸化スズ（ＩＶ
）（ＳｎＯ２）、酸化チタン（ＩＶ）（ＴｉＯ２）、インジウムスズ酸化物（ＩＴＯ）等
が挙げられる。例えば、特開２００５－７６０６４公報に記載の無機結晶を用いることが
できる。
【００５４】
・吸光係数
　吸光微粒子は、可視光を吸収し着色して視認できるものであることが好ましい。そのモ
ル吸光係数εが５×１０６Ｍ－１ｃｍ－１以上である粒子であることが好ましく、モル吸
光係数εが５×１０７Ｍ－１ｃｍ－１～１×１０１０Ｍ－１ｃｍ－１であることがより好
ましい。
【００５５】
　ここで、モル吸光係数εは下記ランベルト－ベールの式から算出することができる。
　　Ａ＝Ｌｏｇ１０（Ｉ０／Ｉ）＝εｂｐ＝ａｓｂｐ’
　［Ａ：吸光度、Ｉ：透過光の強度、Ｉ０：入射光の強度、ε：モル吸光係数（Ｍ－１ｃ
ｍ－１）、ｂ：光路長（ｃｍ）、ｐ：標識粒子（着色粒子及び蛍光微粒子の混合分散液を
含む。）の濃度（Ｍ（ｍｏｌ／ｌ））、ａｓ：比吸光度、ｐ’：標識粒子（着色粒子及び
蛍光微粒子の混合分散液を含む。）の濃度（ｇ／ｌ）］
【００５６】
　上記濃度ｐ’（ｇ／ｌ）は、一定量（例えば１ｍｌ）の標識粒子分散液から標識粒子の
みを回収し、乾燥させて得られた質量を決定して得られた値である。一方、上記濃度ｐ（
ｍｏｌ／ｌ）は、標識粒子の大きさをＴＥＭ写真から求め、一粒子の体積を決定し、粒子
の密度（例えばシリカ粒子の場合は２．３ｇ／ｃｍ３）から一粒子の質量を決定し、一定
量（例えば１ｍｌ）の標識粒子分散液から標識粒子のみを回収し、乾燥させて得られた標
識粒子の質量からモル数を決定して得られた値である。本発明において、「標識粒子のモ
ル吸光係数ε」とは、標識粒子分散液について吸光度を測定し、前記ランベルト－ベール
の式に適用することにより得られた、前記分散液中における標識粒子のモル吸光係数εを
いう。標識粒子の吸光度、吸光スペクトル及びεは、任意の吸光光度計ないしはプレート
リーダーを用いて、水分散液、エタノール分散液、Ｎ，Ｎ－ジメチルフォルムアミド分散
液等の分散液として測定できる。
【００５７】
　本発明の好ましい実施形態に係る試験片は、本発明の実施形態としては、偽陽性の生じ
やすい抗体例えば、各種ポリクローナル抗体、特にウサギポリクローナル抗体を用いたイ
ムノクロマト法に使用されることが好ましい。また、疎水性が高く偽陽性を生じやすいラ
テックス粒子を標識ナノ粒子として用いたイムノクロマト法に使用されることが好ましい
。
　イムノクロマト法は、標識粒子に標識された抗体とメンブレンに固定された抗体で標的
物質をサンドイッチ型に結合することで標識粒子がテストラインに集積し、ラインが発色
するものである。したがって、標的物質が含まれない検体ではラインが発色しないはずで
ある。しかし、標識粒子に標識された抗体とメンブレンに固定された抗体のいずれかまた
は両方にポリクローナル抗体を用いた場合、抗体同士の疎水性相互作用または抗体同士の
交差反応による偽陽性が生じやすく、イムノクロマト法に使用できないことが少なからず
ある。
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　本発明のイムノクロマトグラフィー用試験片を用いると、バックフローが抑制され、偽
陽性が大幅に改善することから、従来の方法では偽陽性が生じることから使用できなかっ
たポリクローナル抗体を使用してイムノクロマト検査薬が作製できる。
　周知のように、モノクローナル抗体を作製することは多大なコストと時間を要し、イム
ノクロマト法に使用できる品質のモノクローナル抗体が作製できない場合もある。他方、
ポリクローナル抗体は比較的容易に作製できる。
　したがって、本発明のイムノクロマトグラフィー用試験片を用いればモノクローナル抗
体を作製することが困難な標的物質についてもイムノクロマト法による検出が可能となる
。
　また、高感度イムノクロマト法として蛍光イムノクロマト法が知られている。蛍光イム
ノクロマト法に用いられる蛍光ナノ粒子の一例として蛍光ラテックス粒子が挙げられるが
、蛍光ラテックス粒子を用いた蛍光イムノクロマト法は偽陽性が生じやすいという課題を
抱えている。これは蛍光ラテックス粒子の表面に疎水性部分が存在し、メンブレンに固定
した抗体と疎水性相互作用による吸着を生じるからである。本発明のイムノクロマトグラ
フィー用試験片を用いれば蛍光ラテックス粒子を用いた場合でも大幅に偽陽性の発生を低
減できるため、良好なイムノクロマト法による検出が可能となる。
【実施例】
【００５８】
　以下、本発明を実施例に基づいてさらに詳細に説明する。本発明はこれらの実施例に何
ら限定されるものではない。
【００５９】
調製例１（シリカナノ粒子の調製）
　５－（及び－６）－カルボキシテトラメチルローダミン・スクシンイミジルエステル（
商品名、ｅｍｐ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ＧｍｂＨ社製）２．９ｍｇを１ｍＬのジメチルホルム
アミド（ＤＭＦ）に溶解した。ここに１．３μＬのＡＰＳを加え、室温（２４℃）で１時
間反応を行った。
　得られた反応液６００μＬと、エタノール１４０ｍＬ、ＴＥＯＳ６．５ｍＬ、蒸留水３
５ｍＬ及び２８質量％アンモニア水１５ｍＬを混合し、室温で２４時間反応を行った。
　反応液を１５０００×ｇの重力加速度で３０分間遠心分離を行い、上清を除去した。沈
殿したシリカ粒子に蒸留水を４ｍＬ加え、粒子を分散させ、再度１５０００×ｇの重力加
速度で２０分間遠心分離を行った。本洗浄操作をさらに２回繰り返し、シリカナノ粒子分
散液に含まれる未反応のＴＥＯＳやアンモニア等を除去し、平均粒径１７３ｎｍのシリカ
ナノ粒子１．７１ｇを得た。収率約９７％。
【００６０】
調製例２（シリカ粒子と抗体の複合粒子の調製）
　調製例１で調製したローダミン６Ｇ含有シリカ粒子（平均粒径１７３ｎｍ）の分散液１
００μＬ（濃度５ｍｇ／ｍｌ、分散媒：蒸留水）に、蒸留水７７５μＬ、濃度１０ｍｇ／
ｍＬのアルギン酸ナトリウム水溶液（重量平均分子量７００００）１００μＬ及び２８重
量％のアンモニア水溶液を２５μＬ加え、室温（２４℃）で１時間緩やかに混合した。得
られたコロイドを１２，０００×ｇの重力加速度で３０分遠心分離し、上清を除去した。
ここに蒸留水を８７５μＬ加え、粒子を再分散させた。続いて、１０ｍｇ／ｍＬのアルギ
ン酸ナトリウム水溶液を１００μＬ加え撹拌子でよく撹拌したあと、２８重量％のアンモ
ニア水溶液を２５μＬ加え、１時間緩やかに混合した。このコロイドを１２，０００×ｇ
の重力加速度で３０分遠心分離し、上清を除去後、蒸留水を１ｍＬ加え粒子を分散させた
。同様にして更に２回遠心分離と蒸留水への分散を繰り返して粒子を洗浄し、蒸留水２０
０μＬに分散させ、ローダミン６Ｇ含有シリカ粒子／アルギン酸の複合粒子のコロイドを
得た（収量２．５ｍｇ／ｍＬ×２００μＬ）。
【００６１】
　前記ローダミン６Ｇ含有シリカ粒子／アルギン酸の複合粒子のコロイドに、０．５Ｍの
ＭＥＳ（２－Ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ　ａｃｉｄ、ｍｏｎｏ
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ｈｙｄｒａｔｅ）バッファー（ｐＨ６．０）を１００μＬ、蒸留水３９５μＬ、５０ｍｇ
／ｍＬのＮＨＳ（Ｎ－Ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ）水溶液２３０μＬ、及び
１９．２ｍｇ／ｍＬのＥＤＣ（１－ｅｔｈｙｌ－３－（３－ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏ
ｐｒｏｐｙｌ）ｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ）水溶液７５μＬを順に加えて１０分間混合し
た。
【００６２】
　コロイドを１２，０００×Ｇの重力加速度で１０分遠心分離し、上清を除去した。ここ
に５０ｍＭＫＨ２ＰＯ４（ｐＨ７．０）を５００μＬ加え、粒子を分散させ、さらに抗イ
ンフルエンザ抗体（Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　Ａ　Ｖｉｒｕｓ　Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ
（１５Ａ４６）Ａｎｔｉｂｏｄｙ，ｓａｎｔａ　ｃｒｕｚ　ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
社製）５００μＬ（１００μｇ／ｍＬ）を加え、室温で３０分間緩やかに混合し、抗イン
フルエンザ抗体を前記シリカナノ粒子に共有結合させた。
【００６３】
　続いて、コロイドを１２，０００×Ｇの重力加速度で１０分遠心分離し、上清を除去し
た。ここに５０ｍＭＫＨ２ＰＯ４（ｐＨ７．０）を１ｍＬ加え、粒子を分散させ、１２，
０００×Ｇの重力加速度で１０分遠心分離後、上清を除去した。ここに５０ｍＭＫＨ２Ｐ
Ｏ４（ｐＨ７．０）を１ｍＬ加え、粒子を分散させ、１２，０００×Ｇの重力加速度で１
０分遠心分離後、上清を除去した。ここに５０ｍＭＫＨ２ＰＯ４（ｐＨ７．０）を１ｍＬ
加え、粒子を分散させ、シリカ粒子と抗インフルエンザ抗体の複合粒子コロイド０．５ｍ
ｇ／ｍｌを１ｍＬ得た。
【００６４】
実施例１・比較例１（イムノクロマトグラフィー用テストストリップの作製及び評価）
　調製例１で得られた複合粒子のコロイド２４０μＬと５０ｍＭＫＨ２ＰＯ４（ｐＨ７．
０）５６０μＬを混合した。得られた混合液８００μＬをＧｌａｓｓ　Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏ
ｎｊｕｇａｔｅ　Ｐａｄ（ＧＦＣＰ、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製）（８×１５０ｍｍ）に均
等に塗布した。デシケーター内で室温下、一夜減圧乾燥し、調製例２で得られた複合粒子
を含有してなるコンジュゲートパッドを作製した。
【００６５】
　次に、抗体固定化メンブレンを以下の方法で作製した。
　メンブレン（丈２５ｍｍ、商品名：Ｈｉ－Ｆｌｏｗ　Ｐｌｕｓ１２０　メンブレン、Ｍ
ＩＬＬＩＰＯＲＥ社製）の中央付近（端から約１２ｍｍ）に、幅約１ｍｍのテストライン
［ｎｔ］として、抗インフルエンザＡ，Ｂウサギ抗体（Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉ
－Ｈｕｍａｎ　Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　Ａ，Ｂ、タカラバイオ株式会社製）を１ｍｇ／ｍＬ
含有する溶液（（５０ｍＭＫＨ2ＰＯ4，ｐＨ７．０）＋５％スクロース）を０．７５μＬ
／ｃｍの塗布量で塗布した。
【００６６】
　続いて、コントロールライン［ｎｒ］として、抗マウスＩｇＧ抗体（Ｇｏａｔ　Ａｎｔ
ｉ－Ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
社製）を１ｍｇ／ｍＬ含有する溶液（（５０ｍＭＫＨ2ＰＯ4，ｐＨ７．０）シュガー・フ
リー）を０．７５μＬ／ｃｍの塗布量で塗布した。なお、テストラインとコントロールラ
インの間隔は３ｍｍとした。
【００６７】
　続いて、図２の９ｂに当たる位置に幅約１ｍｍの逆戻り防止領域をなすライン（以下ス
トップラインと言う。）として、抗マウスＩｇＧ抗体（Ｇｏａｔ　Ａｎｔｉ－Ｍｏｕｓｅ
　ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ社製）を２０ｍ
ｇ／ｍＬ含有する溶液（（５０ｍＭＫＨ2ＰＯ4，ｐＨ７．０）シュガー・フリー）を１μ
Ｌ／ｃｍの塗布量で塗布し、５０℃で３０分乾燥させた。なお、コントロールラインとス
トップラインとの間隔は４ｍｍとした。
【００６８】
　サンプルパッド（Ｇｌａｓｓ　Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｐａｄ（ＧＦＣＰ）
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、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製）、前記コンジュゲートパッド、前記抗体固定化メンブレン、
及び吸収パッド（Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　Ｆｉｂｅｒ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐａｄ（ＣＦＳＰ）
、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製）をバッキングシート（商品名ＡＲ９０２０，Ａｄｈｅｓｉｖ
ｅｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ社製）上でこの順に組み立てた。
【００６９】
　続いて、５ｍｍ幅、長さ６０ｍｍのストリップ状に切断し、図２（ａ）及び（ｂ）に示
した構成のテストストリップ１０１を得た。なお、各構成部材は、図２（ａ）及び図２（
ｂ）に示すように、各々その両端を隣接する部材と２ｍｍ程度重ね合わせて貼付した（以
下、同様である）。
【００７０】
　比較例として、ストップラインを設けず、それ以外は実施例１と同じ方法でテストスト
リップｃ１１を作製した。
【００７１】
＜試験１：偽陽性判定＞
　ＰＢＳ（リン酸緩衝生理食塩液）を上記で作成したテストストリップのサンプルパッド
部分に１００μＬ滴下し、０～６０分経過時に蛍光リーダーでテストラインの判定を行っ
た。ここで蛍光リーダーとは、波長５３２ｎｍのレーザダイオードと光学フィルターから
なる装置であり、メンブレンのライン領域に前記レーザダイオードを照射し、光学フィル
ムを介してラインを観察することによって、蛍光粒子の発する蛍光のみを観察する装置で
ある。
　判定の結果を表１に示す。図中「＋」はテストラインが見えたことを意味し、「－」は
テストラインが見えなかったことを意味する。
【００７２】
【表１】

【００７３】
　比較例では２０分でテストラインの蛍光が検出されてしまった（偽陽性）のに対し、実
施例では６０分経過してもテストラインに蛍光は検出されなかった。この結果から、本発
明の逆戻り防止領域を設けた試験片によれば、検体の付与後に長時間にわたり静置される
条件でも偽陽性を生じない良好な検出が可能であることが分かる。
【００７４】
＜試験２：逆戻り防止領域の捕捉粒子割合の評価＞
　試験１で試験を実施した試験片１０１とｃ１１について、レーザダイオードを励起光源
として照射しフォトダイオードで蛍光を受光するスキャナを使用して、コンジュゲートパ
ッド側から吸収パッド側に前記スキャナを移動させながらメンブレンの蛍光強度分布を測
定し、得られたメンブレンの蛍光プロファイルからコントロールラインとストップライン
それぞれの蛍光強度を測定し、それぞれの領域に存在する標識粒子が、もともとコンジュ
ゲートパッドに固定されていた粒子に対してどのくらいの割合であるか評価した。
　測定の結果を表２に示す。逆戻り防止領域では、もともとコンジュゲートパッドに固定
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されていた粒子の７２％が捕捉されており、コントロールラインよりも１０倍以上多い粒
子が捕捉されることが分かる。
【００７５】
【表２】

【００７６】
＜試験３：インフルエンザウイルス ヘマグルチニンタンパク質の迅速判定＞
　ＰＢＳおよびインフルエンザウイルス ヘマグルチニンタンパク質（Ｓｉｎｏ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｉｃａｌ社製）を５０μｇ／Ｌに希釈した液をサンプルとして、それぞれ２０回ず
つ試験を行い、ライン強度のばらつきを評価した。このとき、滴下から蛍光検出までの時
間を３０分とした。その結果を図４のグラフとして示す。
　この結果から分かるとおり、実施例（本発明）の試験片（１０１）においては、ばらつ
きのない極めて安定した検出測定が可能であることが分かる。一方、比較例の試験片（ｃ
１１）では、ばらつきが大きく精度を要する定量測定等には不向きであることが分かる。
【００７７】
＜調製例３（蛍光ラテックス粒子と抗体の複合粒子の調製）＞
　１００ｍｇ／ｍＬの蛍光ラテックス粒子（ＦＣ０２Ｆ／１００３１、Ｂａｎｇｓ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社製）１００μＬに５０ｍＭＫＨ２ＰＯ４（ｐＨ７．０）を９００
μＬ加え、混合した。このコロイドを１２，０００×ｇの重力加速度で３０分遠心分離し
、上清を除去後、０．１Ｍ　ＭＥＳバッファーを１０ｍＬ加え粒子を分散させた。
　続いて、ＥＤＣ１０ｍｇを加え、室温で１５分混合した。
　反応液を５０ｍＭＫＨ２ＰＯ４（ｐＨ７．０）で２回洗浄した後、５０ｍＭＫＨ２ＰＯ

４（ｐＨ７．０）５００μＬに粒子を分散させた。ここに、抗体液を５００μＬ加え２時
間室温で混合した。
　続いて、１％グリシンと０．５％ＢＳＡ（ウシ血清アルブミン）を含む５０ｍＭＫＨ２

ＰＯ４（ｐＨ７．０）で粒子を１回洗浄後、同じバッファー１ｍＬに粒子を分散させ、室
温で３０分混合した。
　続いて、５０ｍＭＫＨ２ＰＯ４（ｐＨ７．０）で２回洗浄した後、５０ｍＭＫＨ２ＰＯ

４（ｐＨ７．０）１ｍＬに分散させ蛍光ラテックス粒子と抗ｈＣＧ抗体の複合粒子コロイ
ド１０ｍｇ／ｍｌを１ｍＬ得た。
【００７８】
実施例２・比較例２（イムノクロマトグラフィー用テストストリップの作製及び評価）
　調製例３で得られた複合粒子のコロイド（１０ｍｇ／ｍＬ）２４μＬと５０ｍＭＫＨ２

ＰＯ４（ｐＨ７．０）７７６μＬを混合した。得られた混合液８００μＬをＧｌａｓｓ　
Ｆｉｂｅｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｐａｄ（ＧＦＣＰ、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製）（８×
１５０ｍｍ）に均等に塗布した。デシケーター内で室温下、一夜減圧乾燥し、調製例２で
得られた複合粒子を含有してなるコンジュゲートパッドを作製した。さらに、抗体固定化
メンブレンを実施例と同様の方法及び材料で作製した（テストストリップ１０２）。ただ
し、テストラインとして、抗ｈＣＧ抗体（ａｌｐｈａ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｏｆ　ＦＳＨ（
ＬＨ），ｃｌｏｎｅ　ｃｏｄｅ／６６０１、Ｍｅｄｉｘ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａ社製）を
１ｍｇ／ｍＬ含有する溶液（（５０ｍＭＫＨ２ＰＯ４，ｐＨ７．０）＋５％スクロース）
を０．７５μＬ／ｃｍの塗布量で塗布した。
【００７９】
　比較例として、ストップラインを設けず、それ以外は実施例１と同じ方法でテストスト
リップｃ１２を作製した。
【００８０】
＜試験４：偽陽性判定＞
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　ＰＢＳ（リン酸緩衝生理食塩液）を上記で作成したテストストリップのサンプルパッド
部分に１００μＬ滴下し、０～６０分経過時に蛍光リーダーでテストラインの判定を行っ
た。
　判定の結果を表３に示す。図中「＋」はテストラインが見えたことを意味し、「－」は
テストラインが見えなかったことを意味する。
【００８１】
【表３】

【００８２】
　比較例では１０分でテストラインの蛍光が検出されてしまった（偽陽性）のに対し、実
施例では６０分経過してもテストラインに蛍光は検出されなかった。この結果から、本発
明の逆戻り防止領域を設けた試験片によれば、標識粒子に蛍光ラテックス粒子を用いた場
合であっても、検体の付与後に長時間にわたり静置される条件でも偽陽性を生じない良好
な検出が可能であることが分かる。
【００８３】
＜試験５：逆戻り防止領域の捕捉粒子割合の評価＞
　試験４で試験を実施した試験片１０２とＣ１２について、前記試験２と同様にして試験
を行い評価した。測定の結果を表４に示す。逆戻り防止領域では、もともとコンジュゲー
トパッドに固定されていた粒子の６６％が捕捉されており、コントロールラインよりも１
０倍以上多い粒子が捕捉されることが分かる。
【００８４】

【表４】

【００８５】
実施例３・比較例３
　実施例２で作製したテストストリップ１０２に対して、ストップラインを図２の９ａお
よび９ｃの位置に変更した以外同様にして、テストストリップ１０３，１０４を作製した
。これらについて、上記偽陽性判定試験および逆戻り防止性評価試験を行った。その結果
、テストストリップ１０２と同様に、良好な偽陽性の防止性と、逆戻り防止性が得られる
ことが確認された。
【符号の説明】
【００８６】
１　標的物質（被検物質）
２　蛍光標識体
　２ａ　蛍光微粒子
　２ｂ　結合性物質
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４　試験用捕捉性物質
５　逆戻り防止用捕捉性物質
６　筐体
　６１　検出開口部
　６２　検体導入開口部
　６ａ　筐体上部
　６ｂ　筐体下部
　８ａ　サンプルパッド
　８ｂ　コンジュゲートパッド
　８ｃ　メンブレン
　８ｄ　吸収パッド
　８ｅ　バッキングシート
７　参照用捕捉性物質
９　逆戻り防止領域（ストップライン）
１０　試験片（テストストリップ）
１００　長尺試験体
ｎｔ　試験領域（テストライン）
Ｌ　ラテラルフロー方向
Ｂ　バックフロー方向
Ｓ　検体

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】



(21) JP 6162370 B2 2017.7.12

【図５】



(22) JP 6162370 B2 2017.7.12

10

フロントページの続き

(72)発明者  三好　一富
            東京都千代田区丸の内２丁目２番３号　古河電気工業株式会社内
(72)発明者  西田　昌貴
            東京都千代田区丸の内２丁目２番３号　古河電気工業株式会社内

    審査官  赤坂　祐樹

(56)参考文献  特許第４６１０３８５（ＪＰ，Ｂ２）　　
              特開２００９－１３３８７７（ＪＰ，Ａ）　　　
              特開平０２－２２１８６１（ＪＰ，Ａ）　　　
              米国特許出願公開第２０１３／０２４４３１５（ＵＳ，Ａ１）　　
              特表２００９－５４５７４１（ＪＰ，Ａ）　　　

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｇ０１Ｎ　　３３／４８－３３／９８


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

