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(57)【要約】
【課題】  測定精度、利便性等の良好な免疫学的測定方
法を提供する。
【解決手段】  本発明の免疫学的測定方法は、図１に示
すように、第１抗体と、第１抗体が特異的に結合可能な
エピトープを内部に有するタンパク質抗原とを用意する
工程Ｓｔ１と、タンパク質抗原のうちのエピトープを除
く少なくとも一部に結合する第２抗体をタンパク質抗原
に接触させることによって、タンパク質抗原のエピトー
プを露出させる工程Ｓｔ２と、工程Ｓｔ２の後に、第１
抗体をタンパク質抗原に接触させる工程Ｓｔ３とを含
む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  タンパク質抗原を測定する免疫学的測定
方法であって、
第１抗体と、上記第１抗体が特異的に結合可能なエピト
ープを内部に有するタンパク質抗原とを用意する工程
（ａ）と、
上記タンパク質抗原のうちの上記エピトープを除く少な
くとも一部に結合する第２抗体を上記タンパク質抗原に
接触させることによって、上記タンパク質抗原の上記エ
ピトープを露出させる工程（ｂ）と、
上記工程（ｂ）の後に、上記第１抗体を上記タンパク質
抗原に接触させる工程（ｃ）と、
を含む免疫学的測定方法。
【請求項２】  請求項１に記載の免疫学的測定方法にお
いて、
上記第２抗体は、モノクローナル抗体である免疫学的測
定方法。
【請求項３】  請求項１に記載の免疫学的測定方法にお
いて、
上記第１抗体は、固体支持体に固定化されている免疫学
的測定方法。
【請求項４】  請求項３に記載の免疫学的測定方法にお
いて、
上記固体支持体は、マイクロタイタープレートである免
疫学的測定方法。
【請求項５】  請求項３に記載の免疫学的測定方法にお
いて、
上記固体支持体は、試験片である免疫学的測定方法。
【請求項６】  請求項１に記載の免疫学的測定方法にお
いて、
上記タンパク質抗原は、ヘモグロビンＡ１ｃである免疫
学的測定方法。
【請求項７】  タンパク質抗原の免疫学的測定に用いら
れる試験片であって、
基材と、
上記基材上に設けられ、タンパク質抗原の内部に位置す
るエピトープに特異的に結合可能な第１抗体が固定され
た抗体固定部と、
上記基材上において上記抗体固定部から離間して設けら
れた試料滴下領域と、
上記基材上において上記抗体固定部と試料滴下領域との
間に位置し、且つ上記抗体固定部から離間して設けら
れ、上記タンパク質抗原のうちの上記エピトープを除く
少なくとも一部に結合する第２抗体が含浸された衝撃付
与部と、
を備える試験片。
【請求項８】  基材と、試料滴下領域と、上記基材上に
おいて上記試料滴下領域から離間して設けられ、タンパ
ク質抗原の内部に位置するエピトープに特異的に結合可
能な第１抗体が固定された抗体固定部と、上記基材上に
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おいて上記抗体固定部と試料滴下領域との間に位置し、
且つ上記抗体固定部から離間して設けられ、上記タンパ
ク質抗原のうちの上記エピトープを除く少なくとも一部
に結合する第２抗体が含浸された衝撃付与部とを備える
試験片が導入される免疫学的測定装置であって、
上記試料滴下領域に試料を滴下する試料滴下部と、
上記抗体固定部を光学的に測定する光学的測定部とを備
える免疫学的測定装置。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、抗原、代表的に
は、タンパク質抗原を測定する免疫学的測定方法に関す
る。
【０００２】
【従来の技術】抗原抗体反応は、抗原の特徴的な構造部
位（エピトープ）に抗体が結合する反応である。タンパ
ク質抗原において、上述の特徴的な構造部位（エピトー
プ）は、アミノ酸３～４残基から構成されるといわれて
いる。タンパク質抗原中の任意の３～４残基のアミノ酸
配列および立体構造を認識する抗体は、そのタンパク質
抗原に特異的なものである。従って、全く同じアミノ酸
配列および立体構造を有する夾雑物が混入しない限り、
抗体が誤反応をすることはない。通常は、このような誤
反応の可能性はほとんどないに等しい。このように、通
常、抗体は、タンパク質抗原中の任意のアミノ酸配列お
よび立体構造を認識するものであれば良い場合が多い。
【０００３】ところが、わずかな構造の違いを確実に認
識する必要がある場合には、抗原の任意の部位を認識す
る抗体では役に立たないことがある。例えば、糖化タン
パク質のひとつであるヘモグロビンＡ１ｃ（以下ＨｂＡ
１ｃと称する）を免疫学的に測定する場合、抗ＨｂＡ１
ｃ抗体は、ＨｂＡ１ｃと、必ず同時に存在する非糖化タ
ンパク質であるヘモグロビンＡ０（以下ＨｂＡ０と略称
する）との違いを確実に認識するものでなければならな
い。しかしながら、この両者の違いは、アミノ酸β鎖の
Ｎ末端にフルクトースが結合しているか、していないか
のみである。従って、抗ＨｂＡ１ｃ抗体は、フルクトー
スを含むアミノ酸β鎖のＮ末端部位に結合するものでな
ければならない。つまり、抗ＨｂＡ１ｃ抗体に対するエ
ピトープが、ＨｂＡ１ｃのフルクトースを含むアミノ酸
β鎖のＮ末端部位でなければならない。このような抗体
を作製する方法としては、任意のキャリアタンパク質に
人為的に所望のエピトープを結合させた人工免疫原を用
いるのが一般的である。このようにして得られた抗体
は、確実に所望のエピトープを認識する。ところが、実
際には、ＨｂＡ１ｃがそうであるように、所望のエピト
ープがタンパク構造体の内部に埋め込まれている場合が
多い。このため、単にタンパク質抗原と抗体とを混合し
ただけでは、抗原抗体反応が生じないことがあった。
【０００４】そこで、従来では、タンパク質抗原の内部
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に埋め込まれた所望のエピトープを露出させるために、
タンパク質抗原を熱変性させている。例えば、特許文献
１は、タンパク質抗原を熱変性させることで所望のエピ
トープを露出させ、これを試料として測定に用いる方法
を開示している。
【０００５】
【特許文献１】特公平７－２３８９１号公報。
【０００６】
【発明が解決しようとする課題】しかしながら、熱変性
は、タンパク質抗原の所望のエピトープを露出させる方
法としては有効であるが、制御が難しく、温度、時間な
どの最適条件を検討する作業が事前に必要である。ま
た、タンパク質抗原を溶解している緩衝液の組成によっ
てもその最適条件が変わってくる可能性がある。従っ
て、従来のタンパク質抗原の免疫学的測定方法は、全体
的にみて非常に煩雑である。
【０００７】本発明は、上記事情を鑑みてなされたもの
であり、測定精度、利便性等の良好な免疫学的測定方法
を提供することを目的とする。
【０００８】
【課題を解決するための手段】本発明の免疫学的測定方
法は、タンパク質抗原を測定する免疫学的測定方法であ
って、第１抗体と、上記第１抗体が特異的に結合可能な
エピトープを内部に有するタンパク質抗原とを用意する
工程（ａ）と、上記タンパク質抗原のうちの上記エピト
ープを除く少なくとも一部に結合する第２抗体を上記タ
ンパク質抗原に接触させることによって、上記タンパク
質抗原の上記エピトープを露出させる工程（ｂ）と、上
記工程（ｂ）の後に、上記第１抗体を上記タンパク質抗
原に接触させる工程（ｃ）とを含む。
【０００９】本発明によれば、エピトープが内部に埋め
込まれているタンパク質を、高い精度で、あるいは簡便
で迅速に測定することが可能である。また、第２抗体が
結合したタンパク質の全体量を、タンパク質抗原の量と
同時に測定することが可能である。
【００１０】上記第２抗体は、モノクローナル抗体であ
ることが好ましい。
【００１１】このことによって、タンパク質抗原におい
て、第２抗体が結合する部位が均一となる。従って、タ
ンパク質抗原内のエピトープを安定して露出させること
ができ、タンパク質抗原の測定精度、検出感度および測
定結果の再現性が向上する。
【００１２】上記第１抗体は、固体支持体に固定化され
ていてもよい。
【００１３】上記固体支持体は、マイクロタイタープレ
ートであってもよい。
【００１４】上記固体支持体は、試験片であってもよ
い。
【００１５】上記タンパク質抗原は、ヘモグロビンＡ１
ｃである。
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【００１６】本発明の試験片は、タンパク質抗原の免疫
学的測定に用いられる試験片であって、基材と、上記基
材上に設けられ、タンパク質抗原の内部に位置するエピ
トープに特異的に結合可能な第１抗体が固定された抗体
固定部と、上記基材上において上記抗体固定部から離間
して設けられた試料滴下領域と、上記基材上において上
記抗体固定部と試料滴下領域との間に位置し、且つ上記
抗体固定部から離間して設けられ、上記タンパク質抗原
のうちの上記エピトープを除く少なくとも一部に結合す
る第２抗体が含浸された衝撃付与部とを備える。
【００１７】本発明によれば、試料滴下領域に測定した
いタンパク質（すなわちタンパク質抗原）を含む試料溶
液を滴下した後、試料溶液の溶媒を展開すると、衝撃付
与部においてタンパク質抗原は、標識された物質が結合
し、且つ、エピトープが露出した状態となる。続いて、
タンパク質抗原は、抗体固定部に到達すると抗体固定部
に留められる。従って、抗体固定部を光学的に測定（例
えば吸光度などを測定）することによって、タンパク質
抗原の有無および含有量などを算出することができる。
【００１８】本発明の別の免疫学的測定装置は、基材
と、試料滴下領域と、上記基材上において上記試料滴下
領域から離間して設けられ、タンパク質抗原の内部に位
置するエピトープに特異的に結合可能な第１抗体が固定
された抗体固定部と、上記基材上において上記抗体固定
部と試料滴下領域との間に位置し、且つ上記抗体固定部
から離間して設けられ、上記タンパク質抗原のうちの上
記エピトープを除く少なくとも一部に結合する第２抗体
が含浸された衝撃付与部とを備える試験片が導入される
免疫学的測定装置であって、上記試料滴下領域に試料を
滴下する試料滴下部と、上記抗体固定部を光学的に測定
する光学的測定部とを備える免疫学的測定装置。
【００１９】本発明によれば、エピトープが内部に埋め
込まれているタンパク質の測定を、試験片を用いて自動
化することができる。このため、エピトープが内部に埋
め込まれているタンパク質の測定を行なう測定者に対し
て特別な技術を必要としない。従って、非常に簡便にエ
ピトープが内部に埋め込まれているタンパク質の測定を
行なうことができる。
【００２０】
【発明の実施の形態】本発明は、抗原、代表的には、タ
ンパク質抗原を測定する免疫学的測定方法に関する。よ
り詳細には、本発明は、所望のエピトープが内部に埋め
込まれているために抗体と反応できないタンパク質抗原
が抗体と効果的に反応し得るように改変し、それによっ
て得られたタンパク質抗原を用いた免疫学的測定方法に
関する。
【００２１】（実施形態１）以下、図を参照しながら本
発明の実施の形態を説明する。図１は、本実施形態の免
疫学的測定方法を表すフローチャートである。
【００２２】本発明の免疫学的測定方法は、タンパク質
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5
抗原を測定する免疫学的測定方法であり、図１に示すよ
うに、第１抗体と、第１抗体が特異的に結合可能なエピ
トープを内部に有するタンパク質抗原とを用意する工程
Ｓｔ１と、タンパク質抗原のうちのエピトープを除く少
なくとも一部に結合する第２抗体をタンパク質抗原に接
触させることによって、タンパク質抗原のエピトープを
露出させる工程Ｓｔ２と、工程Ｓｔ２の後に、第１抗体
をタンパク質抗原に接触させる工程Ｓｔ３とを含む。
【００２３】次に、各工程を詳細に説明する。
【００２４】まず、工程Ｓｔ１において、第１抗体と、
第１抗体に抗原として認識されるタンパク質（すなわ
ち、タンパク質抗原）を用意する。ここで、タンパク質
抗原と第１抗体との組み合わせは、測定者が測定したい
タンパク質（すなわち、標的タンパク質）と、それを認
識する抗体との組み合わせであり、特に限定されるもの
ではない。具体的には、タンパク質抗原は、所望の任意
のタンパク質分析物であって、代表的には、医学および
診断学の分野で測定対象になり得る、プロタミン類、ム
コタンパク質類、糖タンパク質類、グロブリン類、アル
ブミン類、リンタンパク質、ヒストン類、リポタンパク
質、クロモタンパク質、ヌクレオタンパク質などを包含
し得る。
【００２５】次に、工程Ｓｔ２において、タンパク質抗
原のうちのエピトープを除く少なくとも一部に結合する
第２抗体（補助抗体）をタンパク質抗原に接触させるこ
とによって、タンパク質抗原のエピトープを露出させ
る。このとき用いる第２抗体は、タンパク質抗原に衝撃
を与えるものを用いる。なお、本明細書で用いる用語
「衝撃」は、タンパク質抗原に立体構造の変化を生じさ
せる影響を意味する。第２抗体をタンパク質抗原に接触
させることによって、タンパク質抗原の内部に埋没した
所望のエピトープが露出するため、所望のエピトープに
特異的に結合する抗体が接近することができる。従っ
て、タンパク質抗原と抗体とが免疫学的に反応すること
が可能となる。
【００２６】第２抗体（補助抗体）は、代表的にはモノ
クローナル抗体であって、当業者に周知の方法、例え
ば、ＫｏｅｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ（Ｎａｔｕ
ｒｅ２５６：４９５  ［１９７５］）に記載されるハイ
ブリドーマ技術、Ｋｏｓｂｏｒら、１９８３、Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ  ４：７２、Ｃｏｔｅら、１９８
３、（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ、８０：２０２６）に記載されるヒトＢ細胞ハイブリ
ドーマ技術、およびＣｏｌｅら、ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ
  ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ  ＡＮＤ  ＣＡＮＣＥＲ  ＴＨ
ＥＲＡＰＹ、Ａｌａｎ  Ｒ  Ｌｉｓｓ  Ｉｎｃ．、Ｎｅ
ｗ  Ｙｏｒｋ，ＮＹ、７７－９６頁［１９８５］に記載
のＥＢＶハイブリドーマ技術などによって容易に調製さ
れ得る。
【００２７】ここで、上述のモノクローナル抗体の調整
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方法を簡単に述べる。まず、所望の選択されたタンパク
質抗原を用いて、適切な動物を免疫化する。免疫化の
後、動物から脾臓を取り出し、選択条件下で脾臓細胞を
不死化骨髄腫細胞と融合する。その後、得られた細胞を
各クローンに分離し、各クローンの上清について、タン
パク質抗原に結合する抗体の産生を試験する。次いで、
第１抗体と、第１抗体が結合するエピトープとの結合を
促進するか否かを試験することによって補助抗体を調整
する。なお、免疫化に際して、タンパク質抗原を、例え
ば、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、キーホールリンペ
ットヘモシアニン（ＫＬＨ）などの担体物質に結合さ
せ、抗体の産生を確実にする。このような担体物質の使
用は当業者に公知である。
【００２８】抗体を産生する技術は当該分野で周知であ
る。例えば、Ｇｏｄｉｎｇら、ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ  
ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ：ＰＲＩＮＣＩＰＬＥＳ  ＡＮＤ
  ＰＲＡＣＴＩＣＥ（第２版）Ａｃａｄ．Ｐｒｅｓｓ、
Ｎ．Ｙ．に記載されている。
【００２９】第２抗体（補助抗体）は、第１抗体と、第
１抗体が結合するエピトープとの反応を促進するのに十
分な量でタンパク質抗原と混合して用いられる。具体的
に、第１抗体と、第１抗体が結合するエピトープとの反
応を促進するためには、第２抗体の分子数とタンパク質
抗原の分子数との比が１：１０～１０：１であるように
第２抗体とタンパク質抗原とが混合されていることが好
ましい。
【００３０】また、第２抗体は、必要に応じて、当該分
野で公知の方法により任意の標識方法により標識された
ものが用いられる。標識の例としては、酵素標識、色素
標識、磁性標識、放射性標識、色の付いた粒子（金コロ
イド、ラテックスなど）などが挙げられる。
【００３１】なお、本実施形態ではタンパク質抗原に衝
撃を与える材料として、タンパク質抗原のうちのエピト
ープを除く少なくとも一部に結合する第２抗体を用いて
いるが、例えば、ジチオスレイトールおよびグアニジン
等の化学薬剤、ならびに酵素等のタンパク質をタンパク
質抗原を含む溶液中に添加する化学的手法、あるいはタ
ンパク質抗原を含む溶液に光照射、超音波処理等を行な
う物理的手法等を用いることができる。
【００３２】上記化学的手法では、カオトロピック剤
（ｃｈａｏｔｒｏｐｈｉｃ  ａｇｅｎｔ）と呼ばれる化
学薬剤が、適切な濃度で用いられる。カオトロピック剤
としては、代表的には、グアニジン、尿素、ドデシル硫
酸ナトリウム、デオキコレート、胆汁算塩類、有機溶剤
（メタノール、プロパノール、アセトニトリルなど）、
チオシアン酸カリウム、非イオン界面活性剤、メルカプ
トエタノール、ジチオスレイトールなどが好適に用いら
れる。このような化学薬剤は、通常、室温条件、つまり
非加熱条件下で、タンパク質抗原と接触させて用いられ
る。このような、化学薬品は、タンパク質抗原中の所望
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のエピトープを露出するために十分な濃度で用いられ
る。例えば、グアニジンを用いる場合、通常、約１モル
濃度以上、好ましくは約３モル濃度で、約５分～数時間
の間タンパク質抗原と接触させることによって、タンパ
ク質抗原中の所望のエピトープを露出させる。
【００３３】なお、上述の化学的手法および物理的手法
は、タンパク質抗原に立体構造の大きな変化を生じさせ
る。また、上記各手法は、タンパク質抗原の至適温度か
ら著しく高い温度条件で行なわれることもある。従っ
て、タンパク質抗原の活性および立体構造は著しく変化
する可能性がある。このため、後述する工程Ｓｔ３にお
いて、抗原抗体反応が生体内の環境とは大きく異なる可
能性が高い。
【００３４】一方、本実施形態のタンパク質抗原のうち
のエピトープを除く少なくとも一部に結合する第２抗体
（補助抗体）を用いる方法は、タンパク質抗原を変性さ
せることなく、タンパク質抗原に立体構造の比較的小さ
な変化を生じさせる。また、この方法は、タンパク質抗
原の至適温度付近で行なわれる。従って、タンパク質抗
原の立体構造が著しく変化する可能性は小さい。このた
め、後述する工程Ｓｔ３において、抗原抗体反応が生体
内の環境と非常に近くなり、より生体内の環境を反映し
た測定結果が得られる。
【００３５】次に、工程Ｓｔ３において、第１抗体をタ
ンパク質抗原に接触させる。このとき、上記工程Ｓｔ２
で露出されたタンパク質抗原の所望のエピトープに第１
抗体が結合する。
【００３６】特に、本実施形態の免疫学的測定方法で
は、第１抗体が固体支持体に固定化されている。固体支
持体としては、例えば、ニトロセルロース製メンブレ
ン、酢酸セルロース製メンブレン、ガラス繊維濾紙、不
織布などからなる試験片が好適に用いられる。また、固
体支持体として、マイクロタイタープレートもまた好適
に用いることができる。マイクロタイタープレートは、
ポリスチレン製、ポリビニール製、ポリカーボネート
製、ポリプロピレン製、シリコン系、ガラス系、デキス
トラン系材料から形成されたマイクロタイタープレート
であり得る。
【００３７】本実施形態の免疫学的測定方法は、以上に
述べた工程Ｓｔ１～Ｓｔ３を行なった後、当業者に公知
である免疫アッセイ法により、タンパク質抗原を測定す
る。例えば、免疫アッセイ法としては、酵素免疫測定法
（ＥＬＩＳＡ）、蛍光免疫測定法（ＦＩＡ）、免疫比濁
法、免疫比ろう法、または免疫クロマトグラフィ法など
が適用可能である。上記の各免疫アッセイ法のなかで
も、感度の面で優れている酵素免疫測定法、あるいは簡
便性および迅速性に優れている免疫クロマトグラフィ法
を用いれば、本実施形態の免疫学的測定方法の測定精
度、あるいは利便性がより向上する。
【００３８】本実施形態の免疫学的測定方法によれば、
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例えばＨｂＡ１ｃのように特徴的なエピトープが内部に
埋め込まれているタンパク質を、高い精度で、あるいは
簡便で迅速に測定することが可能である。
【００３９】また、タンパク質抗原に衝撃を与える材料
として第２抗体を用いる場合、第２抗体が結合したタン
パク質の全体量を、タンパク質抗原の量と同時に測定す
ることが可能である。
【００４０】（実施形態２）次に、上記実施形態１の免
疫学的測定方法において用いられる試験片および測定装
置を図を参照しながら説明する。図２は、上記実施形態
１の免疫学的測定方法において用いられる試験片を表す
図であり、図３は上記実施形態１の免疫学的測定方法に
おいて用いられる測定装置を表す図である。
【００４１】（試験片）図２に示すように、試験片１０
０は、基材１０１からなり、抗体固定部１０２と、衝撃
付与部１０３と、試料滴下領域１０４とを備える。
【００４２】基材１０１は、測定したいタンパク質（す
なわちタンパク質抗原）を含む試料溶液の溶媒を含浸す
る材料から形成されており、例えば、ニトロセルロース
製メンブレン、酢酸セルロース製メンブレン、ガラス繊
維濾紙、不織布などから形成されている。
【００４３】抗体固定部１０２には、タンパク質抗原を
認識する抗体（すなわち上記実施形態１における第１抗
体）が固定されている。
【００４４】衝撃付与部１０３には、タンパク質抗原に
衝撃を与える標識された物質（例えば、上記実施形態１
における金コロイドで標識された第２抗体）が含浸され
ている。
【００４５】試料滴下領域１０４は、測定したいタンパ
ク質（すなわちタンパク質抗原）を含む試料溶液が滴下
される領域である。
【００４６】試料滴下領域１０４に測定したいタンパク
質（すなわちタンパク質抗原）を含む試料溶液を滴下し
た後、試料溶液の溶媒を図２に示す矢印Ａの方向に沿っ
て展開すると、衝撃付与部１０３においてタンパク質抗
原は、標識された物質が結合し、且つ、エピトープが露
出した状態となる。続いて、タンパク質抗原は、抗体固
定部１０２に到達すると抗体固定部１０２に留められ
る。従って、抗体固定部１０２を光学的に測定（例えば
吸光度などを測定）することによって、タンパク質抗原
の有無および含有量などを算出することができる。
【００４７】本実施形態の試験片１００では、衝撃付与
部１０３にタンパク質抗原に衝撃を与える標識された物
質が固定されている。具体的には、タンパク質抗原に衝
撃を与える標識された物質として、上記実施形態１にお
ける金コロイドで標識された第２抗体が挙げられるがこ
れに限定されない。例えば、上記実施形態１で述べたカ
オトロピック剤と、タンパク質抗原に結合するが衝撃を
与えない抗体とをそれぞれ衝撃付与部１０３に固定して
おいてもよい。
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9
【００４８】（測定装置）図３に示すように、測定装置
２００は、試験片１００が挿入されたときに、挿入され
た試験片１００の試料滴下領域１０４に試料溶液を滴下
する試料滴下部２０１と、試験片１００の抗体固定部１
０２を光学的に測定する光学的測定部２０２と、試料滴
下部２０１および光学的測定部２０２に電気的に接続さ
れた制御・解析部２０３とを備える。
【００４９】測定装置２００内に試験片１００が挿入さ
れると、試験片１００は試料滴下部２０１に運搬され、
試料滴下部２０１内に設置される。試料滴下部２０１に
は予め試料溶液および試料溶液の溶媒をそれぞれ貯留し
ておく槽が設けられており、試験片１００が試料滴下部
２０１内に設置されたことが制御・解析部２０３で検知
されると、制御・解析部２０３は、試料滴下部２０１に
対して試料滴下領域１０４に試料溶液を滴下するように
指示を行なう。試料滴下領域１０４に試料溶液が滴下さ
れると、続いて試料滴下部２０１から試料溶液の溶媒が
試料滴下領域１０４に滴下され、試料溶液中に含まれる
試料が試験片１００に展開される。
【００５０】次に、制御・解析部２０３に設定された所
定の時間が経過すると、試験片１００は光学的測定部２
０２に運搬され、光学的測定部２０２内に設置される。
この後、試験片１００の抗体固定部１０２を光学的に測
定する。測定によって得られたデータは制御・解析部２
０３に転送され、演算、解析などが行なわれる。
【００５１】本発明の測定装置２００によれば、上記実
施形態１の免疫学的測定方法の各工程を、試験片１００
を用いて自動化することができる。このため、上記実施
形態１の免疫学的測定方法を実施するための特別な技術
を、測定者に対して必要としない。従って、非常に簡便
に上記実施形態１の免疫学的測定方法を実施することが
できる。
【００５２】
【実施例】以下、実施例を挙げて本発明をさらに詳しく
説明する。以下の実施例は、例示の目的で提供され、本
発明を限定するものではない。
【００５３】なお、以下の実施例においては、タンパク
質抗原としてＨｂＡ１ｃを、第１抗体として抗ＨｂＡ１
ｃ抗体を用いている。また、エピトープを露出する手段
として、グアニジンおよび第２抗体（補助抗体）をそれ
ぞれ用い、測定の基本原理として、酵素免疫測定法、免
疫クロマトグラフィ法を用いている。なお、以下に説明
する実施例では、第２抗体を「補助抗体」と称する。
【００５４】（抗ＨｂＡ１ｃ抗体の作製）ＨｂＡ０に対
して特徴的なＨｂＡ１ｃの構造を、エピトープとして認
識する抗ＨｂＡ１ｃ抗体であるモノクローナル抗体を以
下の方法で作製した。
【００５５】１．マウスの免疫
図４に示した化学構造のＨｂＡ１ｃエピトープ（フルク
トース－ＶＡＬ－ＨＩＳ－ＬＥＵ－ＴＨＲ－ＣＹＳ）
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が、チキンγ－グロブリン（ＣＧＧ）１分子あたりに３
１分子結合したＣＧＧコンジュゲートを作製し、これを
人工免疫原としてマウスに免疫した。生後約８週のマウ
ス（Ｂａｌｂ／ｃ）５匹に、作製した人工免疫原（ＣＧ
Ｇコンジュゲート・アジュバント混合）をそれぞれの腹
腔内に１００μＬずつ注射した。免疫注射後、７７日を
経過したマウスについて、眼静脈より５０～１００μＬ
の血液を遠心管に採取した。血清を遠心分離し、ＥＬＩ
ＳＡ法による抗体価の評価を行なったところ、全てのマ
ウスについて抗ＨｂＡ１ｃ抗体の産生が確認された。な
お、ここでのＥＬＩＳＡ評価には固相抗原として、図４
に示した化学構造のＨｂＡ１ｃエピトープ（フルクトー
ス－ＶＡＬ－ＨＩＳ－ＬＥＵ－ＴＨＲ－ＣＹＳ）が、ウ
シ血清アルブミン（ＢＳＡ）１分子あたりに２分子結合
したＢＳＡコンジュゲート、ならびにネイティブのＨｂ
Ａ１ｃを用いた。
【００５６】前述の抗体価の評価で、特に力価の高かっ
たマウスについてマウスの脾臓を肥大させるためにブー
スト（弱い免疫原の注射）を行なった。免疫原はＣＧＧ
コンジュゲートをリン酸緩衝液（ＰＢＳ）で希釈して得
た１ｍｇ／ｍＬ溶液を、アジュバントを加えずにそのま
ま用いた。
【００５７】２．細胞融合
ブースト後３日を経過したマウスの脾臓細胞を摘出し、
平均分子量１，５００のポリエチレングリコールを用い
る常法により、マウス骨髄腫由来細胞ライン（Ｐ３Ｘ６
３－Ａｇ８．６５３）と融合した。フィーダー（成長因
子を供給する細胞）として同じマウスの脾臓細胞を用
い、９６ウェルプレート２枚の上で１５％のウシ胎児血
清（以下、ＦＣＳ）を含むＨＡＴ培地で培養した。１週
間後、１５％のＦＣＳを含む新鮮ＨＡＴ培地と交換し
た。
【００５８】３．クローニング
ＥＬＩＳＡ法による抗体価の測定を行い、力価の高いも
のから上位５ウェルを選択した。ウェルあたり１個の細
胞が含まれる濃度に希釈（限界希釈）し、９６ウェルの
マイクロプレート５枚に分注した。フィーダーとして生
後５週のマウス（Ｂａｌｂ／ｃ）の胸線細胞を用いて初
期増殖を促した。プレートのサイズを上げながら培養を
進め、適時上清についてＥＬＩＳＡ法による抗体価測定
を繰り返し、ＨｂＡ１ｃに対して高い力価を示し、かつ
良好な増殖を示している細胞群を最終的に選別し、２０
０ｍｌ中で５×１０5細胞／ｍＬの濃度に至るまで培養
を進めた。最終的に選別された細胞は、上清を遠心分離
し、５×１０6細胞／ｍＬの濃度でＦＣＳ：ジメチルス
ルホキシド＝９：１の溶液１ｍＬに浮遊させ、使用する
まで、－８０℃で凍結した後、液体窒素中に移して長期
保存状態にした。
【００５９】使用に際し、プロテインＡ結合セファロー
スゲル（ファルマシア社製）を用いたアフィニティーク
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11
ロマトグラフィにより細胞培養上清からモノクローナル
抗体を精製した。このモノクローナル抗体は、Ｍｏｕｓ
ｅ  ＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＴｙｐｉｎｇ  Ｋｉｔ（バイ
ンディングサイト社製）による検定の結果、ＩｇＧであ
ることを確認し、Ｆ３Ａ７と命名した。なお、この抗体
（Ｆ３Ａ７）は、エピトープがＢＳＡに結合したＢＳＡ
コンジュゲート、およびプレート上に固相化されたＨｂ
Ａ１ｃには結合するが、溶液中、フリーの状態のＨｂＡ
１ｃには結合しなかった。また、Ｆ３Ａ７はＨｂＡ０に
対しては状況（固相化、フリー）に関係なくほとんど結
合しなかった。
【００６０】（補助抗体の作製）ＨｂＡ１ｃエピトープ
を露出する能力を有する補助抗体を以下のように作製し
た。１ｍｇ／ｍｌに調製したヒトヘモグロビンを免疫原
としてマウスを免疫し、抗体価の評価を前述の場合と同
様に行なった。初回免疫後８０日を経過したマウスにつ
いて、前述と同様にブースト免疫を行い、細胞融合を行
なった。融合後のウェルの選択は以下のＥＬＩＳＡ条件
での測定で行なった。
【００６１】抗ＨｂＡ１ｃ抗体（Ｆ３Ａ７）を０．１ｍ
ｇ／ｍｌに調製し、９６ウェルのＥＬＩＳＡプレートに
１００μｌ／ウェルで注入して、４℃で一晩静置して固
定化した。これを１％ＢＳＡ・ＰＢＳ、２００μｌ／ウ
ェルでブロッキング（室温、３０分）し、ＰＢＳで３回
洗浄した。このプレートに５０μｌ／ウェルで培養上清
を入れた後、最終濃度１０-7ＭとなるようにＨｂＡ１ｃ
のＰＢＳ溶液を５０μｌ／ウェルで加えた（総量１００
μｌ／ウェル）。室温で３時間静置した後、ＰＢＳで３
回洗浄した。このプレートに０．２μｇ／ｍｌに調製し
たペルオキシダーゼ標識抗ヘモグロビン抗体（ベッチル
社製）を１００μｌ／ウェルで加え、室温で３０分間静
置した後、ＰＢＳで３回洗浄した。このプレートに４ｍ
ｇ／ｍｌに調製したｏ－フェニレンジアミンのリン酸ク
エン酸緩衝液（ｐＨ＝５）を１００μｌ／ウェルで加
え、５分間の酵素反応を行なった。４Ｎの硫酸で反応を
停止した後、プレートリーダーを用いて４９２ｎｍの吸
光度を測定した。
【００６２】上記のＥＬＩＳＡ測定により、発色の見ら
れたウェルを選択し、前述の抗ＨｂＡ１ｃ抗体の場合と
同様にクローニングを行なって、精製モノクローナル抗
体を得た。このモノクローナル抗体は、Ｍｏｕｓｅ  Ｍ
ｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ｔｙｐｉｎｇ  Ｋｉｔ（バインデ
ィングサイト社製）による検定の結果、ＩｇＭタイプの
抗体であることを確認し、ＨｂＭ４と命名した。なお、
ＨｂＭ４は、ＨｂＡ０とＨｂＡ１ｃの両方に結合した。
また、ＨｂＭ４を産生する細胞株は、独立行政法人産業
技術総合研究所特許生物寄託センターに平成１５年１月
３０日に寄託した（受託番号ＦＥＲＭ  ＢＰ－８２８６
号）。
【００６３】（酵素免疫測定法によるフリーのＨｂＡ１
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ｃの測定）
１．グアジニンを用いた測定
１０-4ＭのＨｂＡ１ｃのＰＢＳ溶液に最終濃度３Ｍとな
るようにグアニジン塩酸塩を加え、室温で３時間静置し
た。この溶液をＰＢＳで希釈し１０-5Ｍ、１０-6Ｍ、１
０-7Ｍ、１０-8Ｍ、１０-9Ｍ、１０-10Ｍ、１０-11Ｍの
ＨｂＡ１ｃ希釈系列を調製した。また、比較のため、グ
アニジンを含まない同様の希釈系列も作製した。
【００６４】抗ＨｂＡ１ｃ抗体（Ｆ３Ａ７）を０．１ｍ
ｇ／ｍｌに調製し、９６ウェルのＥＬＩＳＡプレートに
１００μｌ／ウェルで注入して、４℃で一晩静置して固
定化した。これを１％ＢＳＡ・ＰＢＳ、２００μｌ／ウ
ェルでブロッキング（室温、３０分）し、ＰＢＳで３回
洗浄した。このプレートに、上記のように調製したＨｂ
Ａ１ｃの希釈系列を１００μｌ／ウェルで加え、室温で
３時間静置した後、ＰＢＳで３回洗浄した。０．２μｇ
／ｍｌに調製したペルオキシダーゼ標識抗ヘモグロビン
抗体（ベッチル社製）を１００μｌ／ウェルで加え、室
温で３０分間静置した後、ＰＢＳで３回洗浄した。この
プレートに４ｍｇ／ｍｌに調製したｏ－フェニレンジア
ミンのリン酸クエン酸緩衝液（ｐＨ＝５）を１００μｌ
／ウェルで加え、５分間の酵素反応を行なった。４Ｎの
硫酸で反応を停止しした後、プレートリーダーを用いて
４９２ｎｍの吸光度を測定した。その結果を図５に示
す。図５に示されるように、グアニジンで処理されなか
ったＨｂＡ１ｃが約１０-7Ｍ濃度以上でのみ抗ＨｂＡ１
ｃ抗体（Ｆ３Ａ７）と反応したのに対し、グアニジンで
処理されたＨｂＡ１ｃは約１０-9Ｍ濃度からＦ３Ａ７と
反応することが確認された。このように、グアニジンの
添加による化学的衝撃でＨｂＡ１ｃのエピトープが、抗
体との反応に有効な程度に露出したことが示された。
【００６５】２．補助抗体（ＨｂＭ４）を用いた測定
ＨｂＭ４の０．０２ｍｇ／ｍｌのＰＢＳ溶液（最終濃度
０．０１ｍｇ／ｍｌ）を調製し、補助抗体として用い
た。ＨｂＡ１ｃの希釈系列は前述と同様、最終濃度で１
０-5Ｍ～１０-11Ｍになるように２×１０-5Ｍ～２×１
０-11Ｍのものを用いた。前述と同様の方法で固定化、
ブロッキングしたプレートに、ＨｂＡ１ｃの希釈系列５
０μｌとＨｂＭ４の溶液５０μｌとを各ウェルに入れ、
室温で３時間静置した後、ＰＢＳで３回洗浄した。その
後、前述と同様の方法で、ペルオキシダーゼ標識抗ヘモ
グロビン抗体との反応、および基質を加えた酵素反応を
行なって、４９２ｎｍの吸光度を測定した。その結果を
図６に示す。図６に示されるように、補助抗体を用いな
い場合、ＨｂＡ１ｃが約１０-7Ｍ濃度以上でのみ抗Ｈｂ
Ａ１ｃ抗体（Ｆ３Ａ７）と反応したのに対し、補助抗体
を用いた場合、ＨｂＡ１ｃは約１０-9Ｍ濃度からＦ３Ａ
７と反応することが確認された。このように、ＨｂＭ４
を加えることでＨｂＡ１ｃのエピトープが有効に露出さ
れていることがわかる。
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【００６６】（免疫クロマトグラフィ法によるフリーの
ＨｂＡ１ｃの測定）
１．グアニジンを用いた測定
エピトープ露出効果の見られない抗ヘモグロビン抗体
（Ｈｂ４－１、別途作製したもの）を、ｐＨ９の条件下
で粒径２０ｎｍの金コロイド表面に吸着させ、金コロイ
ド標識ヘモグロビン抗体（Ａｕ－Ｈｂ４－１）を作製し
た。この標識抗体を含む溶液を、１％のＢＳＡを含むｐ
Ｈ８．２のトリス緩衝液を用いて、５２０ｎｍの吸光度
が５．０になるように調製し、２５μｌずつ分注した
後、凍結乾燥して使用するまで４℃で保存した。
【００６７】一方、図７に示すように、抗ＨｂＡ１ｃ抗
体（Ｆ３Ａ７）を、１ｍｇ／ｍｌの濃度となるようにＰ
ＢＳ溶液中に調製した後、幅０．５ｃｍ、長さ２．５ｃ
ｍのニトロセルロースメンブレン（ミリポア社製）上に
ライン状に塗布し、自然乾燥して、メンブレン上に固定
化した。
【００６８】測定には、前述の酵素免疫測定法の場合と
同様のグアニジン処理をした１０-7ＭのＨｂＡ１ｃ溶液
と、比較のためのグアニジン処理をしていない同濃度の
ＨｂＡ１ｃ溶液を試料として用いた。
【００６９】まず、グアニジン処理をした試料２５μｌ
を、あらかじめ作製・凍結乾燥保存しておいた金コロイ
ド標識ヘモグロビン抗体（Ａｕ－Ｈｂ４－１）と混合し
た。凍結乾燥状態であったＡｕ－Ｈｂ４－１が完全に溶
解するのを確認した後、この溶液を図７のメンブレンの
片端に添加した。添加した溶液はキャピラリ－効果によ
って展開し、Ｆ３Ａ７が固定化してある部分に達した
時、金コロイドによる発色が現れた。試料の添加から５
分後、固定化部の５２０ｎｍでの吸光度をスキャニング
デンシトメータ（島津製作所製、ＣＳ－９３００）で測
定したところ、その値は０．３５であった。次に比較の
ため、グアニジン処理をしていないＨｂＡ１ｃ試料を同
様に展開したところ、固定化部での発色は見られなかっ
た。ちなみに、この場合の固定化部の５２０ｎｍでの吸
光度は０．０２で固定化部以外のバックグラウンドとほ
ぼ同じ値であった。
【００７０】２．補助抗体（ＨｂＭ４）を用いた測定
補助抗体ＨｂＭ４を前述のグアニジンの場合と同様に金
コロイド表面に吸着させ、金コロイド標識ＨｂＭ４（Ａ
ｕ－ＨｂＭ４）を作製した。また、固定化メンブレンは
前述と同様のＦ３Ａ７を固定化したものを用いた。
【００７１】１０-7ＭのＨｂＡ１ｃ溶液（特に処理をし
ていない通常のもの）２５μｌを凍結乾燥保存してあっ
た金コロイド標識ＨｂＭ４（Ａｕ－ＨｂＭ４）と混合
し、完全に溶解するのを確認した後、固定化メンブレン
の片端に添加し、メンブレン上を展開させた。ＨｂＡ１
ｃ試料には特に処理を施していないにもかかわらず、固*
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*定化部での発色が確認できた。試料添加から５分経過後
の固定化部の５２０ｎｍでの吸光度は０．５５であっ
た。前述のＡｕ－Ｈｂ４－１の場合、処理をしていない
ＨｂＡ１ｃ試料では発色が確認できなかったことから、
このＡｕ－ＨｂＭ４は発色に寄与する標識抗体としての
機能に加え、エピトープの露出化の機能を同時に有する
有用な材料であることがわかる。
【００７２】以上説明したように、本発明の免疫学的測
定方法を用いれば、その構造内部にエピトープが埋め込
まれて測定が困難であったタンパク質も、熱変性させる
ことなく、容易に測定することができるようになる。
【００７３】また、本発明の免疫学的測定方法は、既存
の酵素免疫法、蛍光法、凝集法、比ろう法、免疫クロマ
トグラフィ法といった従来の多くの基本測定方法に適用
することができる。なかでも免疫クロマトグラフィ法へ
の適用は、簡便・迅速という免疫クロマトグラフィ法の
特徴を最大限に活かすことができるため非常に有効であ
る。
【００７４】
【発明の効果】本発明によれば、測定精度、利便性等の
良好な免疫学的測定方法が提供される。
【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、本発明の実施形態１の免疫学的測定方
法を表すフローチャートである。
【図２】図２は、本発明の試験片を表す図である。
【図３】図３は、本発明の測定装置を表す図である。
【図４】図４は、ＨｂＡ１ｃのエピトープ（フルクトー
ス－ＶＡＬ－ＨＩＳ－ＬＥＵ－ＴＨＲ－ＣＹＳ）の化学
構造を表す図である。
【図５】図５は、抗ＨｂＡ１ｃ抗体（Ｆ３Ａ７）とフリ
ーのＨｂＡ１ｃとの結合において、酵素免疫測定法での
グアジニン処理の効果を表した図である。
【図６】図６は、抗ＨｂＡ１ｃ抗体（Ｆ３Ａ７）とフリ
ーのＨｂＡ１ｃとの結合において、酵素免疫測定法での
補助抗体（ＨｂＭ４）添加の効果を表した図である。
【図７】図７は、免疫クロマトグラフィ法で用いられる
測定系の概容を表す図である。
【符号の説明】
１００  試験片
１０１  基材
１０２  抗体固定部
１０３  衝撃付与部
１０４  試料滴下領域
２００  測定装置
２０１  試料滴下部
２０２  光学的測定部
２０３  制御・解析部
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