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【課題】ワンステップ競合的免疫反応において、該免疫
反応を増強する方法及びそれに用いる反応増強剤を提供
する。
【解決手段】ワンステップ競合法を原理とする免疫反応
において、水に混和可能なエタノール、アセトニトリ
ル、またはメタノール等の有機溶楳を抗原抗体反応系に
共存させることにより免疫反応の増強をはかる方法及び
メタノール、エタノール、またはアセトニトリルを含有
することを特徴とする、ワンステップ競合的免疫反応増
強剤。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】ワンステップ競合的免疫反応において、免
疫反応時に、エタノール、アセトニトリル、または１～
２５％のメタノールを反応系に共存させることを特徴と
する、免疫反応の増強方法。
【請求項２】請求項１に記載の方法において、免疫反応
がステロイド骨格を有する物質とそれに対する抗体との
反応であることを特徴とする方法。
【請求項３】請求項１または２に記載の方法において、
免疫反応が、１７βエストラジオール及び酵素標識１７
βエストラジオールを、抗１７βエストラジオール抗体
上で競合させるものであることを特徴とする方法。
【請求項４】請求項１または２に記載の方法において、
免疫反応が、１７αエチニルエストラジオール及び酵素
標識１７αエチニルエストラジオールを、抗１７αエチ
ニルエストラジオール抗体上で競合させるものであるこ
とを特徴とする方法。
【請求項５】請求項１～４いずれかに記載の方法におい
て、１～３０％のエタノール、または１～２０％のアセ
トニトリルを共存させることを特徴とする方法。
【請求項６】請求項１～５いずれかに記載の方法におい
て、１～２０％のメタノール、１～１０％のエタノー
ル、または１～１０％のアセトニトリルを共存させるこ
とを特徴とする方法。
【請求項７】メタノール、エタノール、又はアセトニト
リルを含有することを特徴とする、ワンステップ競合的
免疫反応増強剤。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、ワンステップ競合
法を原理とする免疫反応において、水に混和可能な有機
溶媒の共存により抗原抗体反応の増強を行う方法に関す
るものである。
【０００２】
【従来の技術】環境問題に対する社会的関心の増大の中
で、生体内エストロゲン受容体と結合することなどによ
りエストロゲン作用を持つ化学物質、いわゆる環境ホル
モンが注目を集めている。この中で、乳がん細胞を用い
たスクリーニング試験によりもっとも強い効果を発揮す
るのは、１７β－エストラジオール（Ｅ２）をはじめと
する天然エストロゲンと、すでに使用中止になったジエ
チルスチルベステロールや１７α－エチニルエストラジ
オールなどの合成エストロゲンであることが示されてい
る（山下成人ら、臨床検査４３巻１１号Ｐ１３７５－１
３８２、１９９９年）。天然エストロゲンは必要に応じ
て内分泌腺からごく微量分泌され、標的組織で細胞中の
エストロゲンレセプターを介して情報伝達を行う。ま
た、合成エストロゲンは、主に医薬品として、天然エス
トロゲンの作用を代替するため、あるいは補充するため
に投与されるものである。これらの物質は、エストロゲ
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ンレセプターに対する結合活性が強く、したがって不用
意に環境中に放出され高濃度に存在した場合は、それを
摂取したヒトあるいは他の動物体内において蓄積し、女
性ホルモンとして作用を発揮する可能性がある。この危
険を回避するためには、常に環境中のこれらの物質量を
モニターし濃度変化を監視しておくことが必要である。
【０００３】さらに前述の天然エストロゲンや合成エス
トロゲンだけでなく、近年ビスフェノールＡやノニルフ
ェノール、ポリ塩化ビニル（ＰＣＢ）などの化学物質も
弱いながら女性ホルモン作用を有することが報告されは
じめ、これら化学物質量の測定及びモニタリング、生体
に及ぼす影響も大きな関心を集めている。
【０００４】これらの環境ホルモンと呼ばれる化学物質
の測定方法としては、従来ＧＣ／ＭＳ、ＨＰＬＣ／Ｍ
Ｓ、バイオアッセイ（エストロゲン依存性増殖を示す乳
腺腫瘍細胞（ＭＣＦ－７）をエストロゲンフリー培養液
中で培養し、エストロゲン様作用を持つ化学物質曝露に
よる増殖活性をみる評価方法）及び酵素免疫測定が報告
され、使用されている。当然のことであるが、環境中に
おけるこれら物質の濃度は非常に小さいため、環境中か
ら取得したサンプル中のこれら化学物質を濃縮すること
なしに測定に供することは、これら測定の検出感度から
考えて不可能である。そこで、通常は、河川水などの環
境サンプルより、有機溶媒を用いた抽出を行ったり、オ
クタデシル基への疎水結合を利用した固相抽出により化
学物質の濃縮を行い測定に供している。各種測定の中で
もっとも検出感度が高いのは、機器分析よりもむしろ酵
素免疫測定あるいは乳がん細胞を用いたバイオアッセイ
であるが、バイオアッセイは特別な煩雑な操作を必要と
し、特殊な機器や高度の技術を必要とする。それに対
し、酵素免疫測定は、特殊な機器と必要とせず、一度に
多数のサンプルの処理が可能であり、環境ホルモン測定
における高感度で処理能力の高い簡便な定量法であると
されている。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】酵素免疫測定には、競
合的免疫測定（競合法）とサンドイッチ免疫測定が知ら
れており、一般的に低分子物質の場合は２つの抗体で抗
原をはさむためには抗原が小さすぎ立体障害が生じるた
め、通常競合法により測定される。競合法においては、
特異的抗体と酵素標識抗原の結合を測定サンプル中の抗
原が競合阻害する程度を測定する。本法においては、競
合すべき抗原が存在しないときにもっとも大量の酵素標
識抗原が抗体に結合し、結合酵素量すなわち検出シグナ
ル量は最大となる。この時得られる値をＢ０とする。非
標識抗原の量が増加するにしたがって結合酵素量が減少
した結果、検出されるシグナル量Ｂが低下する。測定系
構築においては、まず酵素標識抗原と競合すべき測定抗
原が存在しないときに得られる検出シグナル量Ｂ０があ
る程度大きくなければ、検出シグナル量の減少をとらえ
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ることは難しい。また、酵素標識抗原と競合すべき測定
抗原が存在しないときに得られる検出シグナル量Ｂ０が
ある程度大きくなければ、検出器のふらつきなどに起因
する測定値の変動が測定値に与える影響が大きくなり、
測定精度が失われることになる。最初に加える酵素標識
抗原量を多くすれば、競合すべき抗原が存在しないとき
に検出されるシグナル量も大きくなるが、測定するべき
非標識抗原が標識抗原で希釈されてしまうために、微量
の測定抗原によるシグナル量変化Ｂ／Ｂ０を検出するこ
とが難しくなり、結果として検出感度が低下する。した
がって、検出感度を低下させずにＢ０量を上昇させるた
めには、酵素標識抗原の量を変化させることなく、検出
されるシグナル量を増強することが必要である。
【０００６】
【課題を解決するための手段】本発明者らは上記課題に
関して鋭意検討した結果、本発明に到達した。すなわち
本発明は、ワンステップ競合的免疫反応において、免疫
反応時に、エタノール、アセトニトリル、または１～２
５％のメタノールを反応系に共存させることを特徴とす
る、免疫反応の増強方法である。
【０００７】また本発明は、メタノール、エタノール、
又はアセトニトリルを含有することを特徴とする、ワン
ステップ競合的免疫反応増強剤である。以下本発明をさ
らに詳細に説明する。
【０００８】本発明では、免疫反応の増強のためにメタ
ノール、エタノール、又はアセトニトリルが使用され、
それを免疫反応時に反応系に共存させる。特にメタノー
ルが好ましい。また、免疫反応の増強に有効な濃度は、
それぞれの免疫反応によって異なるが、一般的にはメタ
ノールでは１～２５％、好ましくは１～２０％、更に好
ましくは１５～２０％であり、エタノールでは好ましく
は１～３０％、さらに好ましくは１～１０％であり、ア
セトニトリルでは好ましくは１～２０％、さらに好まし
くは１～１０％である。
【０００９】免疫反応には、対象物質とそれに対する抗
体とが用いられる。対象物質には特に限定はないが、ス
テロイド骨格を有する物質であることが好ましく、特に
１７βエストラジオールまたは１７αエチニルエストラ
ジオールが好ましい。用いられる抗体としては、対象物
質に対して特異的に反応するものであれば特に限定はな
く、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体のいずれ
でもよい。また、遺伝子工学的に作製されたものや、抗
体フラグメントなどでもよい。
【００１０】本発明の免疫反応の増強方法を、ワンステ
ップ競合的免疫測定に利用することができる。このと
き、対象物質は標識されていることが好ましい。標識の
種類は通常免疫反応において用いられるものであれば限
定はないが、特に酵素が好ましい。例えば西洋ワサビペ
ルオキシダーゼやアルカリ性ホスファターゼ標識をあげ
ることができる。
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【００１１】また本発明を免疫測定に利用する際には、
使用される抗体は固相に固定化されていることが好まし
い。このとき抗体は直接固相に固定してもよいが、間接
的に固相に固定化することが好ましい。間接的に固相に
固定化する方法としては、免疫した動物種のイムノグロ
ブリンを特異的に認識する異種動物の抗体を用いた間接
固相化、あるいは抗体に低分子の物質を結合させ、その
低分子物質に対する抗体を固相に固定化した間接固定化
法等が例示される。直接固相よりは間接的に固相化する
方が使用抗体量の低減につながるためコスト的に好まし
い。
【００１２】上述のような免疫反応の増強方法を行うた
めに、メタノール、エタノールまたはアセトニトリルを
含有する免疫反応増強剤を用いることができる。この剤
には、他に適当な添加剤などを添加してもよい。
【００１３】
【発明の効果】本発明によれば、使用材料の量を変えな
くとも抗原抗体反応を増強することができる。これを免
疫反応測定に利用すれば、例えば酵素標識抗原量を増加
させることなく、検出できるシグナル強度を増強するこ
とができる。測定系構築においては、まず酵素標識抗原
と競合すべき測定抗原が存在しないときに得られる検出
シグナル量Ｂ０がある程度大きくなければ、検出シグナ
ル量の減少をとらえることは難しい。また、酵素標識抗
原と競合すべき測定抗原が存在しないときに得られる検
出シグナル量Ｂ０がある程度大きくなければ、検出器の
ふらつきなどに起因する測定値の変動が測定値に与える
影響が大きくなり、測定精度が失われることになる。最
初に加える酵素標識抗原量を大きくすれば、競合すべき
抗原が存在しないときに検出されるシグナル量も大きく
なる。しかし実測定において、競合する非標識抗原が存
在すると、この測定されるべき非標識抗原が標識抗原で
希釈されてしまうために、微量の測定抗原存在下のシグ
ナル量ＢがＢ０に近づき、検出感度が低下する。検出感
度を低下させずにＢ０量を上昇させるためには、したが
って、酵素標識抗原の添加量を増量させることなく、検
出されるシグナル量のみを増強することが必要である。
【００１４】逆に、検出されるシグナル量を増強するこ
とにより、同じシグナル量を実現するために使用する酵
素標識抗原の量を低減することができる。これは、測定
コストの低減に有効である。また、それだけでなく、上
述の理由により、使用する酵素標識抗原量を低減できれ
ば、測定すべき抗原との競合によるシグナル量変化がよ
り大きく見えることにより、検出感度を改良することが
できる。
【００１５】
【実施例】以下実施例により本発明を記述する。しか
し、本発明はこれら実施例のみに限定されるものではな
い。
【００１６】実施例１
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ワンステップ競合法エストラジオール測定系におけるメ
タノールの効果
ポリスチレンビーズ８００００個にヤギ抗ウサギＩｇＧ
（ケミコン社製）を１６ｍｇ、０．１Ｍトリス塩酸緩衝
液（ｐＨ８．０）を１６０ｍＬ加えて、ゆるやかに回転
しながら３０℃で１６時間放置し、抗体固定化を行っ
た。１６時間後、抗体液を除去し、０．１Ｍトリス塩酸
緩衝液（ｐＨ８．０）にてビーズを洗浄後、０．５％ウ
シ血清アルブミンを含む０．１Ｍトリス塩酸緩衝液（ｐ
Ｈ８．０）を２００ｍＬ加えて５３℃３時間ブロッキン
グ処理を実施した。終了後、ブロッキング液を除去し、
０．１Ｍトリス塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）で洗浄して、
０．５％ウシ血清アルブミン含有０．１Ｍトリス塩酸緩
衝液（ｐＨ８．０）に懸濁し、使用時まで４℃にて保存
した。
【００１７】カップ内に上記で作製したビーズを１２個
入れ、さらにアルカリ性ホスファターゼ標識１７βエス
トラジオールを０．２ｍＡ含む（１ｍＡは２８０ｎｍで
の吸光度１．０）コンジュゲート希釈液を５０μＬ加え
凍結した。ここでいうコンジュゲート希釈液とは、５０
ｍＭトリス塩酸緩衝液（ｐＨ７．５）、２．５％ゲリゼ
ート（ベクトンディッキンソン社製）、２％シュクロー
ス（和光純薬製）、５ｍＭ塩化マグネシウム、０．１ｍ
Ｍ塩化亜鉛、０．１％アジ化ナトリウムからなる溶液で
ある。凍結コンジュゲート含有液５０μＬの上に、ウサ
ギ抗１７βエストラジオール抗血清をコンジュゲート希
釈液で６００００倍に希釈した液を５０μＬ加えて凍結
した。その後凍結乾燥を行い、凍結乾燥物を作製して測
定開始まで４℃にて保存した。
【００１８】この凍結乾燥物に、ＡＩＡ－２１用分注液
（０．０１％のトライトンＸ－１００、０．０１％のア
ジ化ナトリウムを含む精製水）７５μＬおよび各濃度の
メタノールを含む５０ｍＭりん酸緩衝液（ｐＨ７．０）
を７５μＬ加えて、市販の全自動免疫診断装置（ＡＩＡ
－２１、東ソー（株）製）上で４０分インキュベーショ
ンを行い、抗エストラジオール抗体へ酵素標識抗原の結
合反応を実施した。Ｂ／Ｆ分離を行い、ビーズに結合し
たアルカリ性ホスファターゼ量を、４－メチルウンベリ
フェリルりん酸を基質として測定した。このとき結合し
ている酵素量は、１秒あたりの４－メチルウンベリフェ
リルりん酸分解活性で表示し、これをシグナル強度とし
た。
【００１９】結果を図１に示す。図１の縦軸は、メタノ
ール添加時のシグナル強度と非添加時のシグナル強度の
比［（各濃度のメタノール存在下でのシグナル強度／メ
タノール非添加時のシグナル強度）×１００］を示し、
横軸は測定系内最終メタノール濃度（％）を示す。測定
系内のメタノール濃度を０％から５０％まで変化させ
て、４－メチルウンベリフェリルりん酸分解活性を測定
したところ、メタノール濃度を増加させるにしたがって
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４－メチルウンベリフェリルりん酸分解活性は増加し、
反応容器中最終メタノール濃度１５％から２５％で最大
となった。容器中最終メタノール濃度を２５％以上にす
ると、４－メチルウンベリフェリルりん酸分解活性は再
び減少したが、最終濃度４０％においてもなお０％で得
られる値の１４７％であり、免疫反応の増強作用がある
ことが示された。
【００２０】実施例２
ワンステップ競合法エストラジオール測定系におけるエ
タノールおよびアセトニトリルの効果
実施例１に示すワンステップ競合法エストラジオール測
定系において、エタノール及びアセトニトリルの効果を
検討した。結果を図２に示す。図中、縦軸は図１と同様
のシグナル比を示し、横軸は測定系内最終エタノール濃
度（黒丸）または測定系内最終アセトニトリル濃度（四
角）を示す。エタノール、アセトニトリルとも実施例１
のメタノールと同様に免疫反応増強作用が認められた。
エタノールの場合、測定系内最終濃度上昇とともにシグ
ナル、すなわち４－メチルウンベリフェリルりん酸分解
活性の上昇が認められ、測定系内最終濃度７．５％にお
いて、１７４．５％ともっとも高い増強作用が認められ
た。エタノール測定系内最終濃度７．５％以上では免疫
反応増強作用が低下していくが、測定系内最終濃度２０
％までは、非添加時より高いシグナルが観察された。ア
セトニトリルについては、添加とともにシグナル増強が
認められ、測定系内最終濃度１５％において、２００．
８％ともっとも高い効果が得られ、測定系内最終濃度３
０％においてもなお、非添加時より高いシグナルが観察
された。これらの結果から、メタノール以外にも、エタ
ノール、アセトニトリルで免疫測定における免疫反応増
強効果が認められることが明らかとなった。
【００２１】実施例３
ワンステップ競合法エストラジオール免疫測定における
メタノール存在下での標準曲線の作成
実施例１に示したワンステップ競合法エストラジオール
測定系において、メタノール非添加ならびにメタノール
を測定系内最終濃度２０％で添加した場合の標準曲線を
作成した。すなわち、はじめに、５０ｍＭりん酸緩衝液
（ｐＨ７．０）あるいはメタノール／５０ｍＭりん酸緩
衝液（ｐＨ７．０）＝４０／６０を用いて、０、９．
４、１８．８、３７．５、７５、１５０ｐｇ／ｍｌのエ
ストラジオールを含むサンプル溶液を作製した。次に、
実施例１に示した凍結乾燥物に、ＡＩＡ－２１用分注液
（０．０１％のトライトンＸ－１００、０．０１％のア
ジ化ナトリウムを含む精製水）７５μｌおよび上記サン
プル溶液７５μｌを加えて、市販の全自動免疫診断装置
（ＡＩＡ－２１、東ソー（株）製）上で４０分インキュ
ベーションを行い、抗エストラジオール抗体への競合反
応を実施した。その後Ｂ／Ｆ分離を行い、ビーズに結合
したアルカリ性ホスファターゼ量を、４－メチルウンベ
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リフェリルりん酸を基質として測定した。
【００２２】各測定値を表１，２に、またそれに基づき
作成した標準曲線を図３，４に示す。表１はメタノール
非添加時の、表２はメタノール添加時のシグナル強度測
定値（３回）及びその平均のＢ／Ｂ０である。図３はメ
タノール非添加時の、図４はメタノール添加時の標準曲
線であり、縦軸はＢ／Ｂ０（％）、横軸はエストラジオ
ール濃度（ｌｏｇ）である。表１，２、図３，４より明
らかなように、メタノールを添加した場合、すべてのエ*

8
*ストラジオール濃度においてそのシグナル強度はメタノ
ール非添加の約２倍となっている。他方、メタノール添
加時、メタノール非添加時のどちらの場合でも、各エス
トラジオール濃度において同じようにＢ／Ｂ０が減少し
ていることより、抗エストラジオール抗体に対する酵素
標識エストラジオールと非標識エストラジオールの親和
性が同じように増強されていることが示されている。
【００２３】
【表１】

【００２４】 【表２】

【００２５】実施例４
ワンステップ競合法１７αエチニルエストラジオール測
定系におけるメタノールの効果
カップ内に実施例１で作製したヤギ抗ウサギＩｇＧ固定
化ビーズを１２個入れ、さらにアルカリ性ホスファター
ゼ標識１７αエチニルエストラジオールを０．２ｍＡ含
む（１ｍＡは２８０ｎｍでの吸光度１．０）コンジュゲ
ート希釈液を５０μＬ加え凍結した。ここでいうコンジ
ュゲート希釈液とは、５０ｍＭトリス塩酸緩衝液（ｐＨ
７．５）、２．５％ゲリゼート（ベクトンディッキンソ
ン社製）、２％シュクロース（和光純薬製）、５ｍＭ塩
化マグネシウム、０．１ｍＭ塩化亜鉛、０．１％アジ化
ナトリウムからなる溶液である。凍結コンジュゲート含
有液５０μＬの上に、ウサギ抗１７β－エストラジオー
ル抗血清をコンジュゲート希釈液で６００００倍に希釈

した液を５０μＬ加えて凍結した。その後凍結乾燥を行
い、凍結乾燥物を作製して測定開始まで４℃にて保存し
た。
【００２６】この凍結乾燥物に、ＡＩＡ－２１用分注液
（０．０１％のトライトンＸ－１００、０．０１％のア
ジ化ナトリウムを含む精製水）７５μＬおよび各濃度の
メタノールを含む５０ｍＭりん酸緩衝液（ｐＨ７．０）
を７５μＬ加えて、市販の全自動免疫診断装置（ＡＩＡ
－２１、東ソー（株）製）上で４０分インキュベーショ
ンを行い、抗エストラジオール抗体へ酵素標識抗原の結
合反応を実施した。Ｂ／Ｆ分離を行い、ビーズに結合し
たアルカリ性ホスファターゼ量を、４－メチルウンベリ
フェリルりん酸を基質として測定した。このとき結合し
ている酵素量は、１秒あたりの４－メチルウンベリフェ
リルりん酸分解活性で表示した。
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【００２７】結果を図５に示す。図中、縦軸は図１と同
様のシグナル比を示し、横軸は測定系内最終メタノール
濃度を示す。実施例１のエストラジオール測定系に比較
するとその増強効果は小さいが、メタノール添加による
免疫反応強効果が認められ、測定系内最終濃度５％から
１０％のとき１２０％と最大効果を発揮した。メタノー
ル濃度をさらに上昇させると、免疫反応増強効果は低下
するが、容器内最終濃度２０％まで非添加時よりも高い
シグナル強度、すなわち４－メチルウンベリフェリルり
ん酸分解活性を示した。この結果から、実施例１に示し
たワンステップ競合法エストラジオール測定系だけでな
く、ワンステップ競合法１７αエチニルエストラジオー
ル測定系においても、メタノールを添加することにより*

10
*免疫反応増強効果があることが明らかとなった。
【図面の簡単な説明】
【図１】実施例１において測定された、メタノール濃度
とシグナル比との関係を示す図である。
【図２】実施例２において測定された、エタノール又は
アセトニトリル濃度とシグナル比との関係を示す図であ
る。
【図３】実施例３において測定された、メタノール非添
加時の標準曲線を示す図である。
【図４】実施例３において測定された、メタノール添加
時の標準曲線を示す図である。
【図５】実施例４において測定されたメタノール濃度と
シグナル比との関係を示す図である。

【図１】 【図２】

【図３】
【図５】
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