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(57)【要約】
【課題】　検出感度の低下を招くことなく例えば捕捉抗
体等の使用量の低減を図るとともに、標識抗体の集積量
が少量であっても判定部において強い発色又は発光を得
ることを可能とし、サンドイッチ法においては検出限界
を下げ、競合法においてはダイナミックレンジの拡大を
図る。
【解決手段】　被検物質、被検物質に特異的に結合する
捕捉抗体、被検物質に特異的に結合する捕捉抗原から選
ばれる１種を固定化した判定部を有する支持体と、被検
物質に特異的に結合する標識抗体とを用いた免疫分析法
による被検物質の分析法であって、前記支持体の前記判
定部に増感作用を有する標識物質を固定化しておく。
【選択図】　図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被検物質、被検物質に特異的に結合する捕捉抗体、被検物質に特異的に結合する捕捉抗
原から選ばれる１種を固定化した判定部を有する支持体と、被検物質に特異的に結合する
標識抗体とを用いた免疫分析法による被検物質の分析法であって、
　前記支持体の前記判定部に増感作用を有する標識物質を固定化しておくことを特徴とす
る分析方法。
【請求項２】
　前記免疫分析法がサンドイッチ法による免疫分析法であることを特徴とする請求項１記
載の分析方法。
【請求項３】
　前記免疫分析法が競合法による免疫分析法であることを特徴とする請求項１記載の分析
方法。
【請求項４】
　前記捕捉抗体及び前記標識物質を含む溶液を前記支持体に塗布することにより前記固定
化を行うことを特徴とする請求項１～３のいずれか１項記載の分析方法。
【請求項５】
　前記標識物質が、発色物質又は発光物質であることを特徴とする請求項１記載の分析方
法。
【請求項６】
　前記発色物質として、貴金属コロイド粒子、ラテックス微粒子から選ばれる少なくとも
１種を用いることを特徴とする請求項５記載の分析方法。
【請求項７】
　前記判定部において、固定化された前記標識物質の発色又は発光が目視で認識不可能で
あることを特徴とする請求項１記載の分析方法。
【請求項８】
　前記判定部に前記発色物質として金コロイド粒子が固定化されており、前記判定部にお
ける前記金コロイド粒子の固定化量が４０ｎｇ／ｍｍ２以下であることを特徴とする請求
項７記載の分析方法。
【請求項９】
　前記判定部における発色又は発光を機器分析する場合において、前記判定部に固定化さ
れた前記標識物質の固定化量は、当該機器の検出限界以下とされていることを特徴とする
請求項１記載の分析方法。
【請求項１０】
　前記標識物質と前記標識抗体を構成する標識物質とで同種材料を用いることを特徴とす
る請求項１～９のいずれか１項記載の分析方法。
【請求項１１】
　前記標識物質と前記標識抗体を構成する標識物質とで異種材料を用いることを特徴とす
る請求項１～９のいずれか１項記載の分析方法。
【請求項１２】
　イムノクロマトグラフィー法を利用することを特徴とする請求項１～１１のいずれか１
項記載の分析方法。
【請求項１３】
　免疫分析法による被検物質の分析装置であって、
　被検物質、被検物質に特異的に結合する捕捉抗体、被検物質に特異的に結合する捕捉抗
原から選ばれる１種が固定化された判定部を有する支持体を含み、前記支持体の前記判定
部に増感作用を有する標識物質が固定化されていることを特徴とする分析装置。
【請求項１４】
　前記捕捉抗体及び前記標識物質は、これらを含む溶液を前記支持体に塗布することによ
り前記支持体に固定化されることを特徴とする請求項１３記載の分析装置。
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【請求項１５】
　前記標識物質が、発色物質又は発光物質であることを特徴とする請求項１３又は１４記
載の分析装置。
【請求項１６】
　前記発色物質が、貴金属コロイド粒子、ラテックス微粒子から選ばれる少なくとも１種
であることを特徴とする請求項１５記載の分析装置。
【請求項１７】
　前記判定部において、固定化された前記標識物質の発色又は発光が目視で認識不可能で
あることを特徴とする請求項１３～１６のいずれか１項記載の分析装置。
【請求項１８】
　前記判定部に前記発色物質として金コロイド粒子が固定化されており、前記判定部にお
ける前記金コロイド粒子の固定化量が４０ｎｇ／ｍｍ２以下であることを特徴とする請求
項１７記載の分析装置。
【請求項１９】
　前記判定部における発色又は発光を機器分析する場合において、前記判定部に固定化さ
れた前記標識物質物質の固定化量は、当該機器の検出限界以下とされていることを特徴と
する請求項１３～１６のいずれか１項記載の分析装置。
【請求項２０】
　前記被検物質に特異的に結合する標識抗体が、前記捕捉抗体が固定化された領域より上
流側に移動可能な状態で保持されていることを特徴とする請求項１３～１９のいずれか１
項記載の分析装置。
【請求項２１】
　前記標識物質と前記標識抗体を構成する標識物質とが同種材料であることを特徴とする
請求項１３～２０のいずれか１項記載の分析装置。
【請求項２２】
　前記標識物質と前記標識抗体を構成する標識物質とが異種材料であることを特徴とする
請求項１３～２０のいずれか１項記載の分析装置。
【請求項２３】
　イムノクロマトグラフィー法を利用して被検物質を検出することを特徴とする請求項１
３～２２のいずれか１項記載の分析装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫分析法による被検物質の分析方法及び分析装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来から、試料中の被検物質を微量検出する方法として免疫分析法が知られている。中
でもＥＬＩＳＡ（enzyme-linked immunosorbent assay）法は、高感度検出が可能である
ことから広く普及しているが、ＥＬＩＳＡ法は操作時間や反応時間に長時間を要し、また
、測定操作が煩雑等の問題がある。
【０００３】
　そこで近年、ＥＬＩＳＡ法に代わる免疫分析法として、抗体を固定化した支持体（メン
ブレン）の一端に試験溶液を吸収させ、毛細管現象を利用して横方向に試験溶液を展開さ
せていくイムノクロマトグラフィー法や、抗体を固定化した支持体の膜厚方向に試験溶液
を通過させるフロースルー法を利用した分析法が注目されている。中でもイムノクロマト
グラフィー法は、装置（ストリップ）が小型で可搬性に優れ、ＥＬＩＳＡ法に比べて保存
安定性、迅速測定、判定の容易さ、特別な付属装置が不要等の様々な点においても優れて
いる。このため、イムノクロマトグラフィー法は、例えばインフルエンザ検査、ＨＣＶ検
査、妊娠検査、アレルギー検査、食中毒検査の診断薬の分野において汎用されている。
【０００４】
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　サンドイッチ法を利用したイムノクロマトグラフィー法は例えば以下のように行われる
。先ず、被検物質の異なる部位を認識する２種類の抗体とストリップ状のメンブレンとを
用意し、一方の抗体（捕捉抗体）はメンブレンのテストラインと呼ばれる領域に固定化し
ておき、他方の抗体は例えば金コロイド粒子を標識して金コロイド標識抗体とする。そし
て、試験溶液を金コロイド標識抗体と混合した後、ストリップの一端に吸収させ、展開す
る。試験溶液中に被検物質が含まれる場合、被検物質と金コロイド標識抗体とが反応して
被検物質－金コロイド標識抗体複合体が形成され、この複合体がテストライン上を通過す
る際に捕捉抗体に捕捉され、捕捉抗体－被検物質－金コロイド標識抗体複合体が形成され
る。その結果、テストラインにおいて、金コロイド標識抗体の赤色の発色が観察される。
【０００５】
　前述のイムノクロマトグラフィー法においては、金コロイド粒子に代えてアルカリフォ
スファターゼやペルオキシダーゼ等の酵素で抗体を標識し、発色剤を後から展開する方法
が広く知られており、例えば特許文献１においては、ペルオキシダーゼを使用する酵素免
疫測定において塩基の存在下に酵素免疫測定を行う方法が提案されている。また、特許文
献２においては、分析対象物と特異的に結合可能な抗体を固定化した抗体固定化部と、任
意の色素を固定化した色素固定化部とが同一位置に存在するクロマトグラフィー分析装置
が提案されている。
【特許文献１】特開２００１－００７４７４０号公報
【特許文献２】特開２００１－００４６１３号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　しかしながら、金コロイド標識抗体等を用いたイムノクロマトグラフィー法では、極め
て低濃度の被検物質の検出が困難となることがある。試験溶液中の被検物質濃度が極めて
低いと、テストラインに集積する金コロイド標識抗体量も少なくなるため、捕捉抗体が固
定化された領域における金コロイド標識抗体由来のシグナル（発色）強度が例えば肉眼で
認識可能なレベルに到達しないからである。
【０００７】
　このため、イムノクロマトグラフィー法の検出感度を高めることを目的とした研究が各
方面で進められており、前記特許文献１に記載されるように、検出用抗体を酵素標識し、
酵素基質を展開して発色させる技術が前記改善策として実用化されている。しかしながら
、この技術では検出のために発色剤を後から展開する必要があるため、分析が煩雑となる
欠点がある。
【０００８】
　また、テストラインには捕捉抗体等を固定化しておく必要があるが、抗体は高価であり
、イムノクロマトグラフィー用ストリップの部材コストを引き上げる要因の一つとなって
いる。したがって、イムノクロマトグラフィー用ストリップの捕捉抗体の使用量の低減に
対しては高いニーズがあるものの、単に捕捉抗体の量を減らすと検出感度が低下するとい
う不都合が生じる。
【０００９】
　一方、競合法による免疫分析法では、被検物質濃度が高くなるにつれて捕捉抗体等を固
定化した領域における金コロイド標識抗体の集積量が減少するため、高濃度領域のダイナ
ミックレンジの確保が難しいことが問題となる。
【００１０】
　なお、特許文献２において、色素と抗体とが混合された状態で固定化されたクロマトグ
ラフィー分析装置が開示されているが、ここでの色素は抗体固定化部の位置を目視等によ
り認識させ、組立作業時の判定部の位置ずれを防止する目的で用いられており、増感効果
を得ることは想定外である。
【００１１】
　そこで本発明は前述の実情に鑑みて提案されたものであり、検出感度の低下を招くこと
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なく例えば捕捉抗体等の使用量の低減を図るとともに、標識抗体の集積量が少量であって
も判定部において強い発色又は発光を得ることを可能とし、サンドイッチ法においては検
出限界を下げることが可能であり、競合法においてはダイナミックレンジの拡大を図るこ
とが可能な分析方法及び分析装置を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　前述の課題を解決するために、本発明に係る分析方法は、被検物質、被検物質に特異的
に結合する捕捉抗体、被検物質に特異的に結合する捕捉抗原から選ばれる１種を固定化し
た判定部を有する支持体と、被検物質に特異的に結合する標識抗体とを用いた免疫分析法
による被検物質の分析法であって、前記支持体の前記判定部に増感作用を有する標識物質
を固定化しておくことを特徴とする。
【００１３】
　また、本発明に係る分析装置は、免疫分析法による被検物質の分析装置であって、被検
物質、被検物質に特異的に結合する捕捉抗体、被検物質に特異的に結合する捕捉抗原から
選ばれる１種が固定化された判定部を有する支持体を含み、前記支持体の前記判定部に増
感作用を有する標識物質が固定化されていることを特徴とする。
【００１４】
　例えば支持体に捕捉抗体を固定化したサンドイッチ法による従来の免疫分析法の場合、
捕捉抗体が固定化された領域（判定部）においては、捕捉抗体と被検物質と標識抗体とが
サンドイッチ状の複合体を形成することで、標識抗体が判定部に集積する。そして、判定
部に集積する標識抗体が一定量を超えた場合、発色又は発光を肉眼で認識可能又は機器で
検出可能となり、被検物質の存在を知ることができる。ただし、被検物質が極めて低濃度
である場合、標識抗体の集積も不十分となるため、発色又は発光が弱くなり、肉眼で認識
できないことや、機器分析で検出できないことがある。
【００１５】
　これに対し本発明においては、増感作用を有する標識物質が判定部に予め固定化されて
いるため、判定部における発色又は発光は、判定部に集積した標識抗体由来の標識物質と
予め固定化されていた増感作用を有する標識物質との和となる。すなわち、判定部におけ
る発色強度又は発光強度が底上げされる。したがって、発色強度又は発光強度を肉眼又は
機器で検出可能なレベルに到達させるために必要な標識抗体（標識物質）は、従来に比較
して少量で済むので、より低濃度の被検物質の検出が実現される。例えば、支持体に捕捉
抗体のみを固定化した従来の分析方法において標識抗体が１００個以上集積することでそ
の発色が検知可能となる場合、例えば８０個の標識物質を捕捉抗体とともに支持体に固定
化しておけば、標識抗体が２０個以上集積すれば目視により発色を検知できることになる
。サンドイッチ法による免疫分析において、捕捉抗体に代えて捕捉抗原を支持体に固定化
した場合においても同様の効果が得られる。このとき、酵素等の取扱いに注意を要する材
料は不要であるため、分析操作の煩雑化は抑えられる。
【００１６】
　また、サンドイッチ法の場合、前述したように感度が向上することから、所定の感度を
実現するために必要な捕捉抗体量又は捕捉抗原量を従来より低減することができる。した
がって、例えば捕捉抗体を判定部に固定化する場合には、コスト削減効果が得られる。
【００１７】
　一方、競合法による免疫分析法においては、被検物質が高濃度であるほど判定部に集積
する標識抗体の集積量が減り、発色又は発光が弱くなる。本発明においては、増感作用を
有する標識物質を被検物質とともに支持体に固定化しておくことで、発色強度又は発光強
度の底上げを図り、発色又は発光が検知可能なレベルに到達するために必要な標識抗体（
標識物質）の量を減らしている。この結果、競合法においては、より高濃度領域の被検物
質の検出が実現され、ダイナミックレンジの広い定量分析が実現される。
【発明の効果】
【００１８】
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　本発明によれば、判定部への標識抗体の集積が不十分な場合であっても、充分に強い発
色強度又は発光強度が得られ、目視や機器等による検出が容易なものとなる。その結果、
サンドイッチ法による免疫分析法の場合には高感度化を実現し、競合法による免疫分析法
の場合にはダイナミックレンジの広い定量分析を実現することができる。さらには、検出
感度の低下を招くことなく支持体に固定化する捕捉抗体等の量を低減することも可能であ
り、分析装置の低コスト化も実現することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】本発明の分析方法の一例を示す要部概略斜視図である。
【図２】従来の分析方法の一例を示す要部概略斜視図である。
【図３】本発明の分析装置の一例であり、イムノクロマトグラフィー用ストリップを示す
概略斜視図である。
【図４】メンブレンに対する金コロイド粒子（４０ｎｍ）の塗布量を検討した結果を示す
写真である。
【図５】（ａ）は本発明のイムノクロマトテストストリップ（実施例）を用いてｈＣＧを
検出した結果を示す写真であり、（ｂ）は従来のイムノクロマトテストストリップ（比較
例）を用いてｈＣＧを検出した結果を示す写真である。図中の数字は試験溶液中のｈＣＧ
濃度を表す。図中の矢印は判定部を示す。
【図６】イムノクロマトテストストリップに固定化する金コロイド粒子の粒径を変化させ
、リン酸緩衝液中のｈＣＧを検出した結果を示す写真である。（ａ）は従来のイムノクロ
マトテストストリップ（比較例）を用いた結果、（ｂ）は粒径１５ｎｍの金コロイド粒子
を固定化した結果、（ｃ）は粒径４０ｎｍの金コロイド粒子を固定化した結果、（ｄ）は
粒径６０ｎｍの金コロイド粒子を固定化した結果、（ｅ）は粒径８０ｎｍの金コロイド粒
子を固定化した結果である。図中の矢印は判定部を示す。
【図７】イムノクロマトテストストリップに固定化する金コロイド粒子の粒径を変化させ
、男性の血清中のｈＣＧを検出した結果を示す写真である。（ａ）は従来のイムノクロマ
トテストストリップ（比較例）を用いた結果、（ｂ）は粒径１５ｎｍの金コロイド粒子を
固定化した結果、（ｃ）は粒径４０ｎｍの金コロイド粒子を固定化した結果、（ｄ）は粒
径６０ｎｍの金コロイド粒子を固定化した結果である。図中の矢印は判定部を示す。
【図８】ＰＳＡ検出用イムノクロマトテストストリップを用いてＰＳＡ検出を行った結果
を示す写真である。（ａ）はＰＳＡ濃度１ｎｇ／ｍｌ、（ｂ）はＰＳＡ濃度０．１ｎｇ／
ｍｌの検出結果である。図中、Ｓは本発明のイムノクロマトテストストリップを、Ｃは従
来のイムノクロマトテストストリップを示す。図中の矢印は判定部を示す。
【図９】実施例３の検討結果を示す写真である。（ａ）は従来のイムノクロマトテストス
トリップ（比較例）を用いた結果、（ｂ）は捕捉抗体量を（ａ）の６６％としたときの結
果、（ｃ）は捕捉抗体量を（ａ）の５０％としたときの結果、（ｃ）は捕捉抗体量を（ａ
）の３３％としたときの結果を示す。図中の矢印は判定部を示す。
【図１０】ＰＳＡ濃度とイムノクロマトテストストリップの判定部における発色強度との
関係を示す図であり、従来法と本発明を適用した方法とで比較した結果を示す図である。
【符号の説明】
【００２０】
　１　被検物質、２　捕捉抗体、３　抗体、４　支持体、５　標識物質、６　標識抗体、
７　標識物質、１１　イムノクロマトグラフィー用ストリップ、１２　支持体、１３　コ
ンジュゲートパッド、１４　吸収パッド、１５　判定部、１６　コントロール部、２１捕
捉抗体、２２　標識物質、２３　標識抗体、２４　コントロール用抗体
【発明を実施するための最良の形態】
【００２１】
　以下、本発明を適用した分析方法及び分析装置について、図面を参照しながら詳細に説
明する。
【００２２】
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　本発明の分析方法は、被検物質、被検物質に特異的に結合する捕捉抗体、被検物質に特
異的に結合する捕捉抗原から選ばれる１種を固定化した判定部を有する支持体と、被検物
質に特異的に結合する標識抗体とを用い、免疫分析法により試験溶液中の被検物質を分析
するものであり、支持体の判定部に増感作用を有する標識物質を固定化しておく。
【００２３】
　以下では、本発明の分析方法として、支持体に捕捉抗体を固定化し、標識抗体と捕捉抗
体とでサンドイッチ状に被検物質に対して結合することにより被検物質を定性分析又は定
量分析するサンドイッチ法による免疫分析法を例に挙げ、図１及び図２を参照しながら説
明する。なお、図１～図３は、発明の理解を容易とするため、実際とは異なる寸法比率で
描かれている。
【００２４】
　サンドイッチ法による免疫分析法においては、被検物質（抗原）１上の異なる部位をそ
れぞれ認識する２種類の抗体２，３を用いる。２種類の抗体のうち一方の抗体（捕捉抗体
）２は、支持体４に固定化する。捕捉抗体２が固定化された領域が、判定部となる。他方
の抗体３は、支持体４に固定化せず、標識物質５で標識して標識抗体６を形成する。本発
明では、前記判定部に、増感作用を有する標識物質７を予め固定化しておく。
【００２５】
　試験溶液中の被検物質１を検出するには、例えば先ず、試験溶液と標識抗体６を混合し
、被検物質１と標識抗体６との複合体を形成させた後、支持体４に供給する。イムノクロ
マトグラフィー法を利用する場合には、支持体４の一端に試験溶液（混合液）を吸収させ
、毛細管現象を利用して横方向に試験溶液を展開させる。フロースルー法を利用する場合
には、支持体４の表面に試験溶液を滴下し、支持体４の反対側の面へ試験溶液を通過させ
る。なお、試験溶液と標識抗体６を含む溶液とをこの順に個別に支持体４に供給してもよ
い。試験溶液中に被検物質１が存在する場合、支持体４に固定化された捕捉抗体２と標識
抗体６とがサンドイッチ状に被検物質１に対して結合し、結果として被検物質１に応じた
量の標識抗体６が判定部に集積する。
【００２６】
　従来の方法の場合、図２に示すように、被検物質濃度が極めて低い場合、判定部に集積
する標識抗体６の量も少ない。このため、標識抗体６を構成する標識物質５由来のシグナ
ル（発色又は発光）強度が例えば目視で認識可能なレベルに到達しない、又は機器分析の
検出限界以下である場合には、被検物質１を検出できないことがある。
【００２７】
　これに対し本発明では、捕捉抗体２と増感作用を有する標識物質７とを判定部に共存さ
せることで、判定部における発色強度又は発光強度が底上げされる。また、固定化した標
識物質７が存在することにより標識物質の間隔が密になる。このため、判定部への標識抗
体６の集積量が少量であっても判定部において強い発色強度又は発光強度が得られ、高感
度分析が実現される。
【００２８】
　ここで、増感作用を有する標識物質とは、当該標識物質が固定化された判定部に標識抗
体が捕捉されて集積したときに、判定部における発色又は発光を強める方向にシフトさせ
る効果を示す標識物質のことをいう。
【００２９】
　増感作用を有する標識物質７としては、発色物質又は発光物質を標識物質として用いる
ことでき、迅速且つ簡便な検出が可能であるため、発色物質を用いることが好ましい。
【００３０】
　具体的な発色物質としては、金属微粒子、ラテックス微粒子、有機高分子微粒子、無機
微粒子、発色剤を包含したリポソーム等の発色微粒子を用いることができる。金属微粒子
としては、金微粒子、銀微粒子、白金微粒子等の貴金属微粒子、チタン微粒子、鉄微粒子
、ニッケル微粒子等が例示される。金属微粒子は、粒径１ｎｍ～１００ｎｍのコロイド状
の金属微粒子であってもよい。すなわち、金コロイド粒子、銀コロイド粒子、白金コロイ
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ド粒子等の貴金属コロイド粒子や、チタンコロイド粒子、鉄コロイド粒子、ニッケルコロ
イド粒子を用いてもよい。ラテックス微粒子としては、ポリスチレン、スチレン－スチレ
ンスルホン酸塩共重合体、メタクリル酸重合体、アクリル酸重合体、アクリロニトリル－
ブタジエン－スチレン共重合体、塩化ビニル－アクリル酸エステル共重合体、酢酸ビニル
－アクリル酸エステル共重合体等から選ばれる少なくとも１種を含む微粒子が例示される
。有機高分子微粒子としては、不溶性アガロース、セルロース、不溶性デキストラン等か
ら選ばれる少なくとも１種を含む微粒子が例示される。無機微粒子としては、シリカ、ア
ルミナ等が例示される。これらの中でも、汎用性の高い貴金属コロイド粒子、ラテックス
微粒子等を用いることが好ましく、特に、明瞭な発色が得られるため金コロイド粒子を用
いることが好ましい。
【００３１】
　これら標識物質の表面に、ポリエチレングリコール、アルキルチオール、ビオチン、ア
ビジン、核酸等を吸着させ、保護層を形成してもよい。例えば標識物質が金属コロイド粒
子等の場合、その凝集が防止されるため、支持体に固定化したときにバックグラウンドと
して認識されるおそれが小さくなる。
【００３２】
　ところで、増感作用を有する標識物質７が支持体４の判定部に高濃度に固定化されてい
ると、この標識物質７由来の発色又は発光がバックグラウンドとなり、正確な検出が難し
くなることがある。このため、判定部の発色又は発光を肉眼で認識することにより被検物
質の検出や定量を行う場合、判定部における標識物質７の固定化量を目視で認識不可能な
量とすることが好ましい。判定部における標識物質の発色又は発光が目視で認識不可能で
あれば、固定化された標識物質由来の発色又は発光が検出時に妨げにならないので、正確
な分析が実現される。
【００３３】
　また、判定部の発色又は発光をデンシトメーター等の機器を用いて検出することにより
被検物質の検出や定量を行う場合には、判定部における標識物質７の固定化量は、当該機
器の検出限界以下とされていることが好ましい。判定部における標識物質の発色又は発光
が分析に使用する機器の検出限界以下であれば、固定化された標識物質７由来の発色又は
発光が検出時に妨げにならないので、正確な分析が実現される。
【００３４】
　増感作用を有する標識物質７として金コロイド粒子を用いる場合、高精度かつ高感度な
測定を行う観点から、金コロイド粒子の粒径は１０ｎｍ～８０ｎｍであることが好ましい
。前記範囲以外の金コロイド粒子を用いると、感度の向上効果が不十分となるおそれがあ
る。また、粒径１５ｎｍ～４０ｎｍの金コロイド粒子を用いることで、より高感度な検出
が可能となる。
【００３５】
　増感作用を有する標識物質７としては、標識抗体６を構成する標識物質５と同種材料を
用いることができる。同種材料とした場合、増感作用を有する標識物質７と標識抗体６を
構成する標識物質５とからそれぞれほぼ同一のシグナルが発せられるため、増感効果を確
実に得ることができる。また、増感作用を有する標識物質７と標識抗体６を構成する標識
物質５とを同種材料とすることは、材料の入手が容易である点においても好ましい。固定
化した標識物質７と標識抗体６を構成する標識物質５とで同種材料を用いる場合、それぞ
れの寸法（粒径）は同じでもよく、異なっていてもよい。発色微粒子の互いに粒径を異な
らせた場合には、発色波長の変化（ピークシフト）あるいは発色波長強度の変化が観察さ
れるが、本明細書においてはこのような場合、同種材料を用いたものとする。
【００３６】
　また、増感作用を有する標識物質７と、標識抗体６を構成する標識物質５とは、異種材
料でもよい。この場合の組合せは、増感効果を得ることが可能であれば、任意に選択する
ことができる。例えば銀微粒子－金微粒子、金微粒子－ラテックス粒子、金微粒子－蛍光
粒子、異種蛍光粒子、金コロイド粒子－銀粒子包含リポソーム、タンパク質発色剤－銀粒
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子包含リポソーム等が挙げられる。
【００３７】
　増感作用を有する標識物質７を支持体４に固定化する方法は、用いる材料に応じて適宜
変わってくるが、標識物質７で捕捉抗体２を修飾して標識物質７と捕捉抗体２との複合体
である標識捕捉抗体を調製した後、標識捕捉抗体を含む溶液を支持体４に塗布することに
より行うことが好ましい。このとき、標識捕捉抗体とともに、標識物質７で標識しない捕
捉抗体２（非標識捕捉抗体）を溶液中に含ませ、標識捕捉抗体と非標識捕捉抗体との割合
を変えることで、支持体４への標識物質７の固定化量を制御できる。標識捕捉抗体の状態
で支持体４に塗布すると、捕捉抗体２が標識物質７と支持体４とを接着させるような役割
を果たし、標識物質７が強固に固定化される。この結果、標識物質７と捕捉抗体２とを個
別に塗布する場合に比べて、試験溶液によって標識物質７が支持体４から脱落して例えば
下流へ流されることが防止され、被検物質１の検出を確実に行うことができる。
【００３８】
　増感作用を有する標識物質７を支持体４に固定化する方法としては、標識物質７をタン
パク質溶液と混合し、標識物質７にタンパク質を結合させた後、この溶液を支持体４に塗
布する方法でもよい。標識物質７に結合させるタンパク質としては、例えばウシ血清アル
ブミン（ＢＳＡ）等が挙げられる。この方法は、標識物質７とともに、抗原や分子量の小
さい被検物質などを支持体４の判定部に固定化する際に有用である。
【００３９】
　標識抗体６を構成する標識物質５としては、支持体４に固定化する標識物質７として使
用可能な前述の物質をいずれも使用可能である。標識物質５と抗体３とから標識抗体６を
調製する方法は、常法に従えばよく、例えば緩衝液中で標識抗体６を構成する標識物質５
と抗体３とを混合すればよい。また、ビオチンーアビジン、チオール基を用いた結合も利
用できる。
【００４０】
　本発明では、生体物質、合成物質等あらゆる物質を被検物質１とすることができる。被
検物質１を含む試験溶液としても、例えば血液、血清、尿等の生体由来の溶液、自然環境
から採取した水や土壌等を含む溶液、これらを用いて調製して得た溶液等、任意のものを
用いることができる。
【００４１】
　次に、以上のような分析を行うための分析装置について説明する。図３は、本発明を適
用したイムノクロマトグラフィー用ストリップの一例である。図３に示すイムノクロマト
グラフィー用ストリップ１１は、短冊状とされた支持体１２と、支持体１２の上流側に配
されたコンジュゲートパッド１３と下流側に配された吸収パッド１４とを備えている。
【００４２】
　支持体１２としては、この種のイムノクロマトグラフィー法に用いられるメンブレンを
制限無く使用することができ、例えばニトロセルロース等を用いることができる。支持体
１２の途中には、捕捉抗体２１が固定化された領域である判定部１５が設けられる。判定
部１５の形状は図１に示すように例えば展開方向に略直交する帯状としているが、これに
限定されるものではなく、例えばスポット状等、任意の形状とすることができる。本発明
イムノクロマトグラフィー用ストリップ１１の判定部１５には、捕捉抗体２１とともに、
増感作用を有する標識物質２２が固定化されている。
【００４３】
　支持体４の判定部１５の上流側に設けられたコンジュゲートパッド１３は、標識抗体２
３を移動（展開）可能な状態で保持している。コンジュゲートパッド１３は、例えば、標
識抗体２３を保持したグラスウール等の上面に吸水性に優れたろ紙等が積層された構成と
される。判定部１５の上流側に標識抗体２３を展開可能に保持しておくことで、試験溶液
を展開する１つの工程で分析操作を完了することができる。すなわち、試験溶液の展開後
に標識抗体２３を別途展開する工程や試験溶液と標識抗体２３とを展開前に混合する工程
が不要となり、操作を簡略化できる。
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【００４４】
　なお、本発明のイムノクロマトグラフィー用ストリップ１１においては、標識抗体２３
を保持したコンジュゲートパッド１３は必須ではない。コンジュゲートパッド１３を備え
ない場合、試験溶液と標識抗体２３との混合液を支持体１２に供給するか、又は、試験溶
液、標識抗体２３を含む溶液をこの順に支持体１２に供給すればよい。
【００４５】
　支持体１２においては、判定部１５に捕捉されなかった標識抗体２３を捕捉するための
コントロール部１６を判定部１５より下流側に備えている。コントロール部１６は、標識
抗体２３を認識するコントロール用抗体２４を支持体１２に固定化することにより形成さ
れる。コントロール部１６に捕捉された標識抗体２３からの発色又は発光により、検査の
終了が示される。
【００４６】
　吸収パット１４は、支持体４の判定部１５やコントロール部１６の下流側に設けられる
ことで、余剰の試験溶液等を吸収することができる。
【００４７】
　以上のようなイムノクロマトグラフィー用ストリップ１１を用いて分析を行うには、先
ず、コンジュゲートパッド１３に試験溶液を吸収させる。試験溶液中に被検物質が存在す
る場合、試験溶液がコンジュゲートパッド１３を通過することで標識抗体２３が支持体１
２側へ移動しながら被検物質と反応して被検物質と標識抗体２３との複合体を形成する。
試験溶液は毛細管現象により矢印Ａに示すように横方向に展開されていき、前記複合体が
判定部１５を通過する際に捕捉抗体２１に捕捉される。すなわち、捕捉抗体２１と被検物
質と標識抗体２３との複合体が形成され、標識抗体２３を構成する標識物質が判定部１５
に集積する。ここで、判定部１５には増感作用を有する標識物質２２が予め固定化されて
いるため、判定部１５における発色又は発光は、判定部１５に集積した標識抗体２３を構
成する標識物質と予め固定化されていた標識物質２２との両方の和となる。したがって、
判定部１５に集積した標識抗体２３が少量であっても、判定部における発色又は発光が底
上げされ、高感度化を実現することができる。また、増感作用を有する標識物質２２を判
定部１５に固定化しておくことで、標識物質２２を固定化しない場合と同一の感度を得る
ために必要な捕捉抗体２１の固定化量を減らすことができる。このため、イムノクロマト
グラフィー用ストリップ１１の低コスト化という利点も得られる。
【００４８】
　本発明のイムノクロマトグラフィー用ストリップ１１は、従来はＥＬＩＳＡ法のみで達
成可能であったような高感度分析が可能なため、ＥＬＩＳＡ法が汎用されている分野への
適用が可能となる。また、本発明のイムノクロマトグラフィー用ストリップ１１の分析時
間は例えば数分程度であり、分析に数時間を必要とするＥＬＩＳＡ法に比べて、分析時間
の短縮の面で有利である。
【００４９】
　なお、本発明によれば、被検物質の定性分析だけでなく、試験溶液中の被検物質の定量
分析を行うことも可能である。定量分析を行う場合、例えば被検物質濃度と発色強度又は
発光強度との対応を予め求めておき、分析後に判定部の発色強度又は発光強度と比較すれ
ばよい。
【００５０】
　ところで、捕捉抗体に代えて被検物質（抗体）に特異的に結合する捕捉抗原を支持体に
固定化し、サンドイッチ法により被検物質として抗体を検出する場合も、前述の捕捉抗体
を固定化した場合と同様の効果を得ることができる。なお、捕捉抗原を支持体へ固定化す
る場合、増感作用を有する標識物質をタンパク質溶液と混合し、標識物質にタンパク質を
結合させた後、この溶液を支持体に塗布することにより行うことが好ましい。これにより
、増感作用を有する標識物質を支持体に対し強固に固定化することができる。標識物質に
結合させるタンパク質としては、例えばウシ血清アルブミン等が挙げられる。
【００５１】
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　以上、免疫分析法としてイムノクロマトグラフィー法に適用した例について説明したが
、本発明は、いわゆるフロースルー法に適用することも可能である。フロースルー法とは
、支持体の膜厚方向に試験溶液を通過させ、その後標識抗体を通過させることで、判定部
における発色又は発光を観察する方法である。試験溶液と標識抗体とは、予め混合し、被
検物質－標識抗体複合体を形成させた後に支持体に供給してもよい。フロースルー法によ
る免疫分析法に適用する場合も、増感作用を有する標識物質を捕捉抗体又は捕捉抗原とと
もに判定部に固定化することで、判定部において強い発色又は発光が得られ、高感度分析
を実現することができる。また、フロースルー法を採用することにより、イムノクロマト
グラフィー法に比べてさらなる迅速分析が可能となる。
【００５２】
　また、以上の説明では、サンドイッチ法を例に挙げたが、本発明は競合法による免疫分
析法に適用することも可能である。
【００５３】
　競合法では、先ず、予め支持体に被検物質及び標識物質を共存させて固定化して判定部
としておく。被検物質を支持体へ固定化する場合、標識物質をタンパク質溶液と混合し、
標識物質にタンパク質を結合させた後、この溶液を支持体に塗布することにより行うこと
が好ましい。これにより、増感作用を有する標識物質を支持体に対し強固に固定化するこ
とができる。標識物質に結合させるタンパク質としては、例えばウシ血清アルブミン等が
挙げられる。
【００５４】
　次に、未知濃度の被検物質を含む試験溶液と被検物質に特異的に結合する標識抗体とを
支持体に供給する。試験溶液及び標識抗体は、これらを混合して被検物質と標識抗体との
複合体を形成させた後に支持体に供給してもよいし、試験溶液と標識抗体を含む溶液とを
この順に個別に支持体に供給してもよい。試料溶液中の被検物質が低濃度の場合、被検物
質と複合体を形成しなかった標識抗体が多く集積する一方、試料溶液中の被検物質が高濃
度の場合、標識抗体は判定部に集積せずに下流へ移動する。結果として、被検物質の濃度
が低くなるほど、判定部への標識抗体の集積量が増加し、判定部において強く発色又は発
光するので、固定化する固定化被検物質の濃度や試験溶液と混合する標識抗体濃度等の条
件を一定にしておけば、判定部の発色強度又は発光強度を指標として定量分析が可能とな
る。
【００５５】
　このような競合法による免疫分析法において、支持体の判定部に固定化被検物質ととも
に増感作用を有する標識物質を固定化しているので、判定部における標識抗体（標識物質
）による発色強度又は発光強度が底上げされ、発色又は発光が検知可能となるために必要
な標識抗体（標識物質）の量が減ることになる。また、固定化した標識物質が存在するこ
とにより標識物質の間隔が密になり、標識抗体が高濃度に集積した状態が擬似的に実現さ
れる。このため、判定部への標識抗体の集積が少量であっても判定部において強い発色強
度又は発光強度が得られる。その結果、競合法による免疫分析法において、高濃度側の定
量範囲が広がり、ダイナミックレンジの拡大を図ることができる。
【実施例】
【００５６】
　以下、本発明の実施例について、詳細に説明する。
【００５７】
（実験１　ｈＣＧ（ヒトゴナドトロピン）の検出）
　先ず、イムノクロマトグラフィー法の高感度化を目的として、妊娠検査のマーカーであ
るｈＣＧの検出をモデルとして検討を行った。
【００５８】
〈判定部に塗布する金コロイド粒子量の検討〉
　先ず、判定部（テストライン）に固定化する標識物質の量を検討した。標識物質として
、各種粒径（１０ｎｍ、１５ｎｍ、４０ｎｍ、６０ｎｍ、８０ｎｍ、１５０ｎｍ）の金コ
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ロイド粒子（ＢＢＩ社製）を用意した。また、捕捉抗体として、ｈＣＧのα－サブユニッ
トを認識するモノクローナル抗体である抗ｈαＳ抗体を用意した。前記金コロイド粒子に
抗ｈαＳ抗体を修飾して金コロイド標識抗ｈαＳ抗体を作製した。Ｏ．Ｄ．値（５２０ｎ
ｍ）が６となるように金コロイド標識抗ｈαＳ抗体を含む溶液を調製し、各粒径の溶液の
赤色の濃さを同一にした。
【００５９】
　次に、金コロイド標識抗ｈαＳ抗体を含む溶液と、金コロイド粒子で修飾していない非
標識抗ｈαＳ抗体を含む溶液とを混合し、混合溶液を得た。この混合溶液をスポッター（
武蔵エンジニアリング社製、商品名ＳｈｏｔＭａｓｔｅｒ３０００）を用いてメンブレン
に塗布し、判定部を形成した。前記混合溶液を調整する際には、非標識抗ｈαＳ抗体溶液
に対して１％、３％、５％、１０％、２０％、５０％又は８０％の金コロイド標識抗ｈα
Ｓ抗体溶液を混合した。混合溶液のメンブレンへの塗布量は、１スポットあたり０．２μ
ｌとした。この場合、判定部における金コロイド粒子の濃度は、収率１００％で塗布され
たと仮定した場合、それぞれ概ね８ｎｇ／ｍｍ２、２４ｎｇ／ｍｍ２、４０ｎｇ／ｍｍ２

、８０ｎｇ／ｍｍ２、１６０ｎｇ／ｍｍ２、４００ｎｇ／ｍｍ２、６４００ｎｇ／ｍｍ２

と見積もられた。なお、非標識抗ｈαＳ抗体溶液に対して金コロイド標識抗ｈαＳ抗体溶
液を５％混合するとは、非標識抗ｈαＳ抗体溶液１００ｍｌに対して金コロイド標識抗ｈ
αＳ抗体溶液を５ｍｌ添加することを意味する。
【００６０】
　その後、メンブレンの判定部を目視で観察した。図４に、標識物質として粒径４０ｎｍ
の金コロイド粒子を用いたメンブレンの写真を示す。図４から、金コロイド標識抗ｈαＳ
抗体量を５％以下とした場合、予めメンブレンに金コロイドが塗布されていたとしても、
金コロイド粒子の発色は目視で認識できないことが確認された。また、他の粒径において
も、４０ｎｍの場合と同様に、金コロイド標識抗ｈαＳ抗体量を５％以下、すなわち金コ
ロイド粒子の濃度を４０ｎｇ／ｍｍ２以下とした場合、目視で認識できないことが確認さ
れた。したがって、判定部における金コロイド粒子の固定化量が５％以下、すなわち４０
ｎｇ／ｍｍ２以下が、目視で認識できない量であることが明らかとなった。さらに、後述
する方法にてｈＣＧの検出を行った結果、金コロイド標識抗ｈαＳ抗体量を３％以下、す
なわち２４ｎｇ／ｍｍ２以下とした場合、抗体間の非特異的吸着に起因する呈色を確実に
抑えられることが確認された。
【００６１】
〈ｈＣＧ検出用イムノクロマトストリップの作製〉
　次に、ｈＣＧを検出するためのイムノクロマトグラフィー用ストリップを作製した。
　粒径６０ｎｍの金コロイド粒子で抗ｈαＳ抗体を修飾して金コロイド標識抗ｈαＳ抗体
を作製した。金コロイド標識抗ｈαＳ抗体を含む溶液は、Ｏ．Ｄ．５２０が６となるよう
に調製し、非標識抗ｈαＳ抗体を含む溶液を混合して混合溶液を得た。非標識抗ｈαＳ抗
体溶液に対する金コロイド標識抗ｈαＳ抗体溶液の混合割合は、３％とした。
【００６２】
　前記混合溶液を、ＢｉｏＤｏｔ社製の商品名ＢｉｏＪｅｔＱｕａｎｔｉ３００を用いて
メンブレンの判定部となる位置に塗布した。前記混合溶液の塗布量は、１ｃｍあたり０．
７μｌとした。混合溶液を塗布し、乾燥させた後、ブロッキング、ウォッシングを施した
。得られたメンブレンをバッキングシートに貼り付け、端部に吸収パッドを付けた後、幅
４ｍｍのストリップ状に切断し、ｈＣＧ検出用イムノクロマトテストストリップを得た。
【００６３】
〈ｈＣＧの測定〉
　濃度０．１ｎｇ／ｍｌ、０．０５ｎｇ／ｍｌ、０．０２５ｎｇ／ｍｌ、０．０１２５ｎ
ｇ／ｍｌ、０．００６２５ｎｇ／ｍｌ、又は０．００３１５ｎｇ／ｍｌとなるようにリコ
ンビナントｈＣＧ（ロート製薬社製）をリン酸緩衝液で希釈し、得られたｈＣＧ希釈液を
試験溶液として実験に用いた。
【００６４】
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　ｈＣＧ検出用の標識抗体としては、金コロイド標識抗ｈＣＧ抗体を用いた。抗ｈＣＧ抗
体は、ｈＣＧのβ－サブユニットを認識するモノクローナル抗体である。金コロイド標識
抗ｈＣＧ抗体を含む溶液はＯ．Ｄ．５２０が６となるように調製した。
【００６５】
　ｈＣＧ希釈液（試験溶液）４０μｌに対して金コロイド標識抗ｈＣＧ抗体（標識抗体）
を含む前記溶液を４μｌ添加し、混合した後、前記ｈＣＧ検出用イムノクロマトテストス
トリップの一端に吸収させ、ｈＣＧの検出を行った。結果を図５（ａ）に示す。
【００６６】
　また、比較のため、通常の方法でイムノクロマトテストストリップを作製した。すなわ
ち、テストラインに標識物質である金コロイド粒子を塗布せず、捕捉抗体である抗ｈαＳ
抗体のみを塗布し、固定化した。これを用いて、先の説明と同様に、ｈＣＧの検出を行っ
た。結果を図５（ｂ）に示す。
【００６７】
　従来のイムノクロマトテストストリップでは、０．０２５ｎｇ／ｍｌの段階で判定部の
発色が認識し難くなっており、それ以下の濃度では目視で認識することができなかった。
これに対し、本発明のイムノクロマトテストストリップを用いた場合、０．００３１５ｎ
ｇ／ｍｌの低濃度であっても、判定部の発色をはっきりと目視で認識することができた。
【００６８】
〈固定化金コロイド粒子の粒径の検討〉
　メンブレンに固定化する金コロイド粒子の最適な粒径について検討した。
　先ず、粒径５ｎｍ、１５ｎｍ、４０ｎｍ、６０ｎｍ、８０ｎｍの金コロイド粒子を用意
し、各粒径の金コロイド粒子で抗ｈαＳ抗体を修飾して金コロイド標識抗ｈαＳ抗体を作
製した。金コロイド標識抗ｈαＳ抗体を含む溶液は、Ｏ．Ｄ．５２０が６となるように調
製し、非標識抗ｈαＳ抗体を含む溶液を混合して混合溶液を得た。非標識抗ｈαＳ抗体溶
液に対する金コロイド標識抗ｈαＳ抗体溶液の混合割合は、コントロールラインでの呈色
が目視で認識できなかった３％とした。次に、ｈＣＧ検出用イムノクロマトストリップの
作製についての説明に準じ、得られた混合溶液を用いてｈＣＧ検出用イムノクロマトスト
リップを作製した。
【００６９】
　次に、リン酸緩衝液を用いてｈＣＧ抗原希釈液を作製し、これを試験溶液としてｈＣＧ
の検出を行った。結果を図６に示す。なお、同図中、１、２、３、４及びＣは、ストリッ
プに展開した試験溶液のｈＣＧ濃度を表すための符号であり、それぞれ１ｎｇ／ｍｌ、０
．１ｎｇ／ｍｌ、０．０１ｎｇ／ｍｌ、０．００１ｎｇ／ｍｌ、０（ｈＣＧを含まない。
）に対応している。
【００７０】
　図６から明らかなように、いずれの粒径においても、判定部に金コロイド粒子を予め固
定化しておくことで検出感度が向上している。中でも、粒径１５ｎｍ～４０ｎｍの金コロ
イド粒子を固定化した場合、ｈＣＧが極めて低濃度であっても判定部における呈色がより
明瞭に観察され、さらなる高感度検出が実現された。特に粒径１５ｎｍの金コロイド粒子
を固定化した場合に、最も高い感度が得られた。なお、粒径５ｎｍの金コロイド粒子を固
定化したときの検出感度の向上効果は不十分なものであった。
【００７１】
〈血清を使用した固定化金コロイド粒子の粒径の検討〉
　先ず、リン酸緩衝液を用いて試験溶液を調製した場合と同様に、ｈＣＧ検出用イムノク
ロマトストリップを作製した。テストラインには、粒径１５ｎｍ、４０ｎｍ、６０ｎｍの
金コロイド粒子を固定化した。
【００７２】
　次に、男性の血清を用いてｈＣＧ抗原希釈液を作製し、これを試験溶液としてｈＣＧの
検出を行った。結果を図７に示す。同図中、１、２、３、４は、ストリップに展開した試
験溶液のｈＣＧ濃度を表すための符号であり、それぞれ１ｎｇ／ｍｌ、０．１ｎｇ／ｍｌ
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、０．０１ｎｇ／ｍｌ、０．００１ｎｇ／ｍｌに対応している。
【００７３】
　図７の結果から、試験溶液として血清を用いた場合も、リン酸緩衝液を用いた場合と同
様、高感度検出が実現され、中でも粒径１５ｎｍ～４０ｎｍの金コロイド粒子を固定化し
た場合、さらなる高感度検出が実現された。また、粒径１５ｎｍの金コロイド粒子を固定
化した場合に最も良い結果が得られた。
【００７４】
（実験２　ＰＳＡ（前立腺特異抗原）の検出）
　前立腺癌の指標であるＰＳＡは、健康な男性にもわずかながら存在し、年齢とともにそ
の値は上昇する。ＰＳＡ値が４ｎｇ／ｍｌ以上の場合、初期の前立腺癌を疑い、健康診断
では２次検査の対象となる。このため、イムノクロマトグラフィー用ストリップに対して
は、血清測定において４ｎｇ／ｍｌ以下のＰＳＡを正確に検出可能であることが望まれる
。したがって、以下の実験では、ＰＳＡの高感度検出を目的として検討を行った。
【００７５】
〈ＰＳＡ検出用イムノクロマトテストストリップの作製〉
　先ず、標識物質として金コロイド粒子（４０ｎｍ）を用いるとともに、捕捉抗体として
抗ＰＳＡ抗体を用いてＰＳＡを検出するためのイムノクロマトグラフィー用ストリップを
作製した。
【００７６】
　メンブレンへ標識物質を固定化するため、金コロイド粒子（粒径１５ｎｍ）で抗ＰＳＡ
抗体（捕捉抗体）を修飾し、金コロイド（１５ｎｍ）標識抗ＰＳＡ抗体を作製した。作製
した金コロイド（１５ｎｍ）標識抗ＰＳＡ抗体を含む溶液をＯ．Ｄ．５２０が６となるよ
うに調製した。次に、未標識抗ＰＳＡ抗体を含む溶液に対して前記金コロイド（１５ｎｍ
）標識抗ＰＳＡ抗体を含む溶液を３％の割合で混合して混合溶液を得た。この混合溶液を
、実験１と同様にしてメンブレンに塗布し、ＰＳＡ検出用イムノクロマトテストストリッ
プを得た。
【００７７】
〈ＰＳＡの検出〉
　次に、血液中のＰＳＡ検出を試みた。前立腺癌は男性特有の疾患であるため、女性の血
液からＰＳＡは通常検出されない。そこで、女性の血液に濃度１ｎｇ／ｍｌ又は０．１ｎ
ｇ／ｍｌとなるようにＰＳＡを添加し、これを試験溶液とした。
【００７８】
　ＰＳＡ検出用の標識抗体として、抗ＰＳＡ抗体を金コロイド粒子（４０ｎｍ）で修飾し
、金コロイド（４０ｎｍ）標識抗ＰＳＡ抗体を得た。ここで用いた抗ＰＳＡ抗体は、前記
捕捉抗体としての抗ＰＳＡ抗体（１５ｎｍ）とは異なる認識部位でＰＳＡと結合するもの
である。金コロイド（４０ｎｍ）標識抗ＰＳＡ抗体を含む溶液をＯ．Ｄ．５２０が６とな
るように調製した。
【００７９】
　その後、ＰＳＡを混合した女性の血液４０μｌに対して金コロイド（４０ｎｍ）標識抗
ＰＳＡ抗体を含む溶液を４μｌ添加し、混合した後、ＰＳＡ検出用イムノクロマトテスト
ストリップの一端に吸収させ、ＰＳＡの検出を行った。
【００８０】
　また、比較のため、従来の方法でイムノクロマトテストストリップを作製した。すなわ
ち、判定部に標識物質である金コロイド粒子を塗布せず、捕捉抗体である抗ＰＳＡ抗体の
みを塗布し、固定化した。これを用いて、先の説明と同様に、ＰＳＡの検出を行った。結
果を図８に示す。図８中、Ｓは本発明のイムノクロマトテストストリップ、Ｃは従来のイ
ムノクロマトテストストリップを表す。
【００８１】
　図８から、従来の方法で作製したイムノクロマトテストストリップにおいては、ＰＳＡ
濃度１ｎｇ／ｍｌのときには判定部の発色が目視で認識されたが、ＰＳＡ濃度０．１ｎｇ
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リップを用いた場合、ＰＳＡ濃度０．１ｎｇ／ｍｌのときにも判定部を認識できた。よっ
て、実験２の結果から、本発明のイムノクロマトテストリップは、ＰＳＡの高感度検出が
可能であり、初期段階の前立腺癌の簡便且つより正確な診断に有用であることがわかる。
【００８２】
　以上、実験１及び実験２の結果から、捕捉抗体とともに標識物質を予め固定化しておく
ことで、イムノクロマトグラフィー用ストリップの高感度化が実現されることが確認され
た。
【００８３】
（実験３　捕捉抗体固定化量の検討）
　以下の実験では、本発明を適用したイムノクロマトテストストリップにおいて、判定部
に固定化する捕捉抗体の量を減らすことが可能か否か検討を行った。
【００８４】
〈ＰＳＡ検出用イムノクロマトテストストリップの作製〉
　標識物質として金コロイド粒子（１５ｎｍ）を用いるとともに、捕捉抗体として抗ＰＳ
Ａ抗体を用いてＰＳＡを検出するためのイムノクロマトグラフィー用ストリップを作製し
た。
【００８５】
　濃度６５０ｎｇ／ｍｌの抗ＰＳＡ抗体溶液を用意し、これを判定部に塗布することによ
り、従来のイムノクロマトグラフィー用ストリップを作製した。また、抗ＰＳＡ抗体の濃
度が４３０ｎｇ／ｍｌ（濃度６５０ｎｇ／ｍｌ抗ＰＳＡ抗体溶液を１００％としたとき、
６６％）、３２５ｎｇ／ｍｌ（５０％）、又は２１５ｎｇ／ｍｌ（３３％）である抗ＰＳ
Ａ抗体溶液を用意した。これに金コロイド標識抗ｈαＳ抗体を含む溶液（Ｏ．Ｄ．５２０

）を３％加えて混合溶液を得た。この混合溶液を実施例２と同様にしてメンブレンに塗布
し、ＰＳＡ検出用イムノクロマトテストストリップを得た。
【００８６】
　その後、実施例２と同様にしてＰＳＡの検出を行った。濃度５ｎｇ／ｍｌ、１ｎｇ／ｍ
ｌ、０．５ｎｇ／ｍｌのＰＳＡ溶液についてそれぞれ検討した。分析後のストリップの写
真を図９に示す。また、判定部の色の濃さをデンシトメーターにより測定し、画像解析を
行って比較した。結果を図１０に示す。
【００８７】
　メンブレンの判定部に固定化する捕捉抗体量を従来の６６％に減らした場合であっても
、判定部に金コロイド粒子を予め固定化しておくことで、判定部に金コロイド粒子を固定
化していない従来例より強い発色強度を示した。また、メンブレンの判定部に固定化する
捕捉抗体量を従来の５０％に減らした場合でも、判定部に金コロイド粒子を予め固定化し
ておくことで、捕捉抗体量１００％の場合と同等の発色強度が得られた。イムノクロマト
テストストリップにおいて抗体は最もコストの高い部材の１つである。したがって、本発
明によれば、必要な捕捉抗体量を従来の半分程度に減らした場合であっても従来と同一の
感度を実現することができるため、イムノクロマトテストストリップの大幅なコスト削減
が期待される。
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【手続補正書】
【提出日】平成19年7月20日(2007.7.20)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
被検物質、被検物質に特異的に結合する捕捉抗体、被検物質に特異的に結合する捕捉抗原
から選ばれる１種を固定化した判定部を有する支持体と、被検物質に特異的に結合する標
識抗体とを用いた免疫分析法による被検物質の分析方法であって、前記支持体の前記判定
部に標識物質が固定化されており、固定化された前記標識物質由来の発色又は発光と、前
記判定部に集積した前記標識抗体由来の発色又は発光とが加算されて得られる発色又は発
光に基づいて、試料中の被検物質を定性分析又は定量分析することを特徴とする分析方法
。
【請求項２】
前記免疫分析法がサンドイッチ法による免疫分析法であることを特徴とする請求項１記載
の分析方法。
【請求項３】
前記免疫分析法が競合法による免疫分析法であることを特徴とする請求項１記載の分析方
法。
【請求項４】
前記捕捉抗体及び前記標識物質を含む溶液を前記支持体に塗布することにより前記固定化
を行うことを特徴とする請求項１～３のいずれか１項記載の分析方法。
【請求項５】
前記標識物質が、発色物質又は発光物質であることを特徴とする請求項１記載の分析方法
。
【請求項６】
前記発色物質として、貴金属コロイド粒子、ラテックス微粒子から選ばれる少なくとも１
種を用いることを特徴とする請求項５記載の分析方法。
【請求項７】
前記判定部において、固定化された前記標識物質の発色又は発光が目視で認識不可能であ
ることを特徴とする請求項１記載の分析方法。
【請求項８】
前記判定部に前記発色物質として金コロイド粒子が固定化されており、前記判定部におけ
る前記金コロイド粒子の固定化量が４０ｎｇ／ｍｍ２以下であることを特徴とする請求項
７記載の分析方法。
【請求項９】
前記判定部における発色又は発光を機器分析する場合において、前記判定部に固定化され
た前記標識物質の固定化量は、当該機器の検出限界以下とされていることを特徴とする請
求項１記載の分析方法。
【請求項１０】
前記標識物質と前記標識抗体を構成する標識物質とで同種材料を用いることを特徴とする
請求項１～９のいずれか１項記載の分析方法。
【請求項１１】
前記標識物質と前記標識抗体を構成する標識物質とで異種材料を用いることを特徴とする
請求項１～９のいずれか１項記載の分析方法。
【請求項１２】
イムノクロマトグラフィー法を利用することを特徴とする請求項１～１１のいずれか１項
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記載の分析方法。
【請求項１３】
免疫分析法による被検物質の分析装置であって、被検物質、被検物質に特異的に結合する
捕捉抗体、被検物質に特異的に結合する捕捉抗原から選ばれる１種が固定化された判定部
を有する支持体を含み、前記支持体の前記判定部に標識物質が固定化されており、固定化
された前記標識物質由来の発色又は発光と、前記判定部に集積した前記標識抗体由来の発
色又は発光とが加算されて得られる発色又は発光に基づいて、試料中の被検物質を定性分
析又は定量分析することを特徴とする分析装置。
【請求項１４】
前記捕捉抗体及び前記標識物質は、これらを含む溶液を前記支持体に塗布することにより
前記支持体に固定化されることを特徴とする請求項１３記載の分析装置。
【請求項１５】
前記標識物質が、発色物質又は発光物質であることを特徴とする請求項１３又は１４記載
の分析装置。
【請求項１６】
前記発色物質が、貴金属コロイド粒子、ラテックス微粒子から選ばれる少なくとも１種で
あることを特徴とする請求項１５記載の分析装置。
【請求項１７】
前記判定部において、固定化された前記標識物質の発色又は発光が目視で認識不可能であ
ることを特徴とする請求項１３～１６のいずれか１項記載の分析装置。
【請求項１８】
前記判定部に前記発色物質として金コロイド粒子が固定化されており、前記判定部におけ
る前記金コロイド粒子の固定化量が４０ｎｇ／ｍｍ２以下であることを特徴とする請求項
１７記載の分析装置。
【請求項１９】
前記判定部における発色又は発光を機器分析する場合において、前記判定部に固定化され
た前記標識物質物質の固定化量は、当該機器の検出限界以下とされていることを特徴とす
る請求項１３～１６のいずれか１項記載の分析装置。
【請求項２０】
前記被検物質に特異的に結合する標識抗体が、前記捕捉抗体が固定化された領域より上流
側に移動可能な状態で保持されていることを特徴とする請求項１３～１９のいずれか１項
記載の分析装置。
【請求項２１】
前記標識物質と前記標識抗体を構成する標識物質とが同種材料であることを特徴とする請
求項１３～２０のいずれか１項記載の分析装置。
【請求項２２】
前記標識物質と前記標識抗体を構成する標識物質とが異種材料であることを特徴とする請
求項１３～２０のいずれか１項記載の分析装置。
【請求項２３】
イムノクロマトグラフィー法を利用して被検物質を検出することを特徴とする請求項１３
～２２のいずれか１項記載の分析装置。
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