
(57)【要約】
【課題】高感度かつ広い測定範囲を有する免疫測定試薬および免疫測定方法を提供するこ
と。
【解決手段】抗原に対する親和力が５×１０ 9～１×１０ 1 1　Ｌ／ｍｏｌの範囲にある第
１標識モノクローナル抗体および該抗原に対する親和力が１×１０ 8～５×１０ 9未満Ｌ／
ｍｏｌの範囲にある第２標識モノクローナル抗体の組み合わせからなる免疫測定試薬およ
びこの免疫測定試薬を用いた免疫測定方法。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
抗 原 に 対 す る 親 和 力 が ５ × １ ０ 9 ～ １ × １ ０ 1 1 　 Ｌ ／ ｍ ｏ ｌ の 範 囲 に あ る 第 1標 識 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 お よ び 該 抗 原 に 対 す る 親 和 力 が １ × １ ０ 8 ～ ５ × １ ０ 9 未 満 Ｌ ／ ｍ ｏ ｌ の 範 囲 に
あ る 第 ２ 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 組 み 合 わ せ か ら な る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 測 定 試 薬 。
【 請 求 項 ２ 】
固 相 に 対 し て 直 接 固 定 さ れ た ま た は 固 定 剤 を 介 し て 固 定 さ れ た 抗 原 の 存 在 す る 試 料 に 、 該
抗 原 に 対 す る 第 １ 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 第 ２ 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 添 加 し 、
得 ら れ た 免 疫 反 応 物 を 該 標 識 に つ い て 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 測 定 法 。
                                                                        
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 異 な る ２ 種 類 の 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 免 疫 測 定 法 お よ び 異 な る
２ 種 類 の 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る 免 疫 測 定 試 薬 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 近 年 、 臨 床 検 査 や 免 疫 学 、 生 化 学 、 分 子 生 物 学 な ど の 研 究 分 野 で 、 操 作 が 簡 便 な こ と か
ら 免 疫 反 応 を 利 用 し た 測 定 法 が 多 用 さ れ て い る 。 そ の 内 、 特 に 酵 素 免 疫 測 定 法 や 化 学 発 光
免 疫 測 定 法 等 が 高 感 度 化 の 観 点 か ら 多 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ れ ら の 測 定 法 は 、 通 常 、 同 一 抗 原 上 の 異 な っ た エ ピ ト ー プ を 認 識 す る ２ 種 の 抗 体 を 、
そ れ ぞ れ 、 粒 子 や 試 験 管 壁 に 固 定 す る 抗 体 ま た は 標 識 抗 体 と し て 用 い る サ ン ド イ ッ チ 法 に
て 被 検 体 中 の 抗 原 量 を 測 定 す る 。 こ の 測 定 法 に よ っ て 検 量 線 を 作 成 す る と 、 あ る 抗 原 濃 度
以 下 で は 、 抗 原 濃 度 が 低 下 す る に 従 っ て 傾 き が 小 さ く な り 、 か つ 、 あ る 濃 度 以 上 で も 抗 原
濃 度 が 上 昇 す る に 従 っ て 傾 き が 小 さ く な る 、 と い っ た シ グ モ イ ド 曲 線 を 描 く 。 傾 き が 小 さ
い 領 域 で は 抗 原 濃 度 変 化 の 幅 に 対 す る 出 力 変 化 の 幅 が 小 さ く 、 正 確 な 測 定 が 困 難 と な る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 抗 原 濃 度 が 高 い 被 検 体 中 の 抗 原 濃 度 を 正 確 に 測 定 す る 手 段 と し て は 、 被 検 体 量 を 減 ら し
た り 、 抗 原 に 対 す る 親 和 力 が 低 い 抗 体 を 使 用 す る 方 法 が 用 い ら れ て き た 。 し か し な が ら 、
こ の 方 法 で は 低 濃 度 域 の 感 度 が 得 ら れ ず 、 高 感 度 化 が 困 難 で あ っ た 。 一 方 、 抗 原 濃 度 が 低
い 被 検 体 中 の 抗 原 濃 度 を 正 確 に 測 定 す る 手 段 と し て 、 被 検 体 量 を 増 や し た り 、 抗 原 に 対 す
る 親 和 力 が 強 い 抗 体 を 用 い て 高 感 度 化 す る 方 法 が 用 い ら れ て き た 。 し か し 、 こ の 方 法 で は
高 濃 度 域 に お い て 反 応 が 飽 和 し 、 測 定 が 困 難 で あ っ た 。 被 検 体 を 希 釈 す れ ば 高 濃 度 ま で 測
定 す る こ と は で き る が 、 操 作 が 煩 雑 に な る こ と に よ っ て 誤 差 が 生 じ た り 、 検 体 の マ ト リ ッ
ク ス 効 果 な ど で 反 応 性 が 変 化 し 、 正 確 な 測 定 値 が 得 ら れ な か っ た り 、 ま た 、 測 定 結 果 が 得
ら れ る ま で の 時 間 が 増 加 し た り す る 、 と い っ た 欠 点 が あ る 。 こ の よ う に 、 こ れ ま で 、 低 濃
度 域 か ら 高 濃 度 域 ま で 広 い 測 定 範 囲 を 得 る こ と は で き な か っ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 希 釈 す る こ と 無 し に 広 い 濃 度 範 囲 を 高 感 度 で 測 定 す る こ と の で き る 免
疫 測 定 試 薬 お よ び 免 疫 測 定 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 抗 原 に 対 す る 親 和 力 が 異 な る ２ 種 類 以 上 の 抗 体 を 標 識 抗 体 に 用 い
て 、 抗 原 が 低 濃 度 で も 感 度 を 維 持 し つ つ 、 反 応 性 を 損 な わ ず に 高 濃 度 ま で 測 定 で き る 免 疫
測 定 試 薬 及 び 免 疫 測 定 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 目 的 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 説 明 か ら 明 ら か に な ろ う 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
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【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 本 発 明 の 上 記 目 的 お よ び 利 点 は 、 抗 原 に 対 す る 親 和 力 が ５ × １ ０ 9 ～
１ × １ ０ 1 1 　 Ｌ ／ ｍ ｏ ｌ の 範 囲 に あ る 第 １ 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 該 抗 原 に 対 す る
親 和 力 が １ × １ ０ 8 ～ ５ × １ ０ 9 未 満 Ｌ ／ ｍ ｏ ｌ の 範 囲 に あ る 第 ２ 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 組 み 合 わ せ か ら な る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 測 定 試 薬 お よ び 該 免 疫 測 定 試 薬 を 用 い た 免 疫
測 定 方 法 に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 免 疫 測 定 試 薬 お よ び 免 疫 測 定 方 法 を 用 い る こ と に よ り 、 被 検 体 を 希 釈 す る こ と
な く 高 感 度 か つ 広 い 範 囲 に わ た っ て 測 定 が 可 能 と な る 。 疾 患 の 発 見 や 再 検 率 の 減 少 な ど に
有 用 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と は 、 標 識 物 を 化 学 的 ま た は 物 理 的 に 結 合
し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 言 う 。 標 識 方 法 は 標 識 物 に 適 し た 方 法 が 用 い ら れ る 。 該 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 は 一 般 的 な 方 法 で 取 得 可 能 な も の で あ り 、 市 販 品 と し て 購 入 で き る も の も あ
る 。 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の サ ブ タ イ プ は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ
Ｍ が 好 ま し い 。 ま た 、 抗 体 は 、 そ れ が 認 識 す る 抗 原 の 種 類 に よ っ て 限 定 さ れ る こ と も な い
。 抗 体 を 取 得 す る 場 合 に 用 い ら れ る 動 物 種 も 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 と り わ け 、 マ
ウ ス 、 ラ ッ ト な ど 免 疫 学 的 測 定 に お い て 通 常 用 い ら れ る 動 物 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗 原 に 対 す る 親 和 力 は 、 一 方 の 抗 体 は ５ × １ ０ 9 ～ １ × １ ０ 1 1

　 Ｌ ／ ｍ ｏ ｌ の 範 囲 に あ り 、 も う 一 方 の 抗 体 は １ × １ ０ 8 ～ ５ × １ ０ 9 未 満 Ｌ ／ ｍ ｏ ｌ の 範
囲 に あ る 。 こ れ ら ２ 種 類 の 抗 体 は 、 親 和 力 の 差 が １ ０ 倍 以 上 の 組 み 合 わ せ が 好 ま し い 。 親
和 力 の 差 が 小 さ い と 期 待 さ れ る 効 果 は 少 な い 。 ま た 、 親 和 力 が 強 い 抗 体 と 親 和 力 が 弱 い 抗
体 の モ ル 比 は 前 者 対 後 者 の 比 で 、 １ ： ４ ～ １ ： ５ ０ の 範 囲 が 好 ま し い 。 こ れ よ り 比 が 小 さ
い と 低 濃 度 で の 感 度 は 高 い が 高 濃 度 で の 反 応 性 が 低 下 し 、 比 が 大 き い と 高 濃 度 で の 反 応 性
は 十 分 で あ る が 、 低 濃 度 で の 感 度 が 十 分 で は な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 前 記 標 識 物 と し て は 、 免 疫 測 定 法 で 一 般 的 に 使 用 さ れ る も の が 用 い ら れ る 。 例 え ば 放 射
性 同 位 体 、 酵 素 、 発 光 物 質 、 蛍 光 物 質 な ど が 挙 げ ら れ る 。 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が
、 こ れ ら の う ち 酵 素 が 好 ま し い 。 よ り 好 ま し く は 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ 以 下 Ｈ Ｒ
Ｐ と 表 す ） 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る 試 薬 を 使 用 し て 抗 原 の 存 在 を 測 定 す る 測 定
法 に お い て 、 固 相 と し て は 、 例 え ば ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ 、 磁 性 粒 子 、 ガ ラ ス フ ィ ル タ ー 、
メ ン ブ レ ン な ど の 免 疫 測 定 法 で そ れ 自 体 公 知 の 物 が 使 用 で き る 。 ま た 、 抗 原 を 固 相 に 固 定
す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 固 相 表 面 へ の 吸 着 と い っ た 物 理 的 方 法 、 固 定 剤 を 介 し て 固 定
す る 化 学 的 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 該 固 定 剤 と し て は 、 例 え ば ビ オ チ ン － ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 抗 体 、 種 々 の ２ 価 性 試 薬 を 利 用 し た も の な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 試 薬 に は 、 好 ま し く は 緩 衝 液 が 用 い ら れ る 。 か か る 緩 衝 液 と し て は 、 例 え ば リ
ン 酸 緩 衝 液 、 ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 、 バ ル ビ タ ー ル 緩 衝 液 、 ク エ ン 酸 緩 衝 液 、 酢 酸 緩 衝 液 、 グ
ッ ド 緩 衝 液 な ど の そ れ 自 体 公 知 の 緩 衝 液 が 制 限 な く 使 用 で き る 。 緩 衝 液 の 緩 衝 剤 の 濃 度 や
ｐ Ｈ は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 濃 度 が 高 す ぎ る と 反 応 系 に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が あ り 、 低 す
ぎ る と 反 応 が 不 安 定 に な り や す い 。 反 応 系 に は 生 体 由 来 の タ ン パ ク 質 が 存 在 す る た め 、 中
性 か ら 弱 ア ル カ リ 性 が 良 く 、 例 え ば ｐ Ｈ ７ ． ０ ～ ８ ． ５ の 範 囲 と す る の が も っ と も 良 好 で
あ る 。 本 発 明 の 試 薬 に は 、 そ の 他 添 加 剤 が 存 在 し て も よ く 、 例 え ば 、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン や
カ ゼ イ ン な ど の タ ン パ ク 質 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム や 塩 化 カ リ ウ ム 等 の 無 機 塩 、 ア ジ 化 ナ ト リ ウ
ム や マ イ ク ロ サ イ ド 等 の 防 腐 剤 等 が 含 ま れ て い て も よ い 。
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【 ０ ０ １ ５ 】
　 標 識 の 測 定 に は 、 標 識 物 に 適 し た 測 定 方 法 が 用 い ら れ 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 を 更 に 詳 細 に 説 明 す る た め に 、 以 下 実 施 例 お よ び 比 較 例 を 挙 げ て 説 明 す る が 、 本
発 明 は こ れ ら の 実 施 例 に 限 定 さ れ る の も の で は な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 例 え ば 抗 ヒ ト ア ル ブ ミ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と
該 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 例 え ば ヒ ト ア ル ブ ミ ン と の 親 和 力 は 、 Ｂ Ｉ Ａ ｃ ｏ ｒ ｅ ２ ０ ０ ０ （ ビ
ア コ ア 社 製 ） を 用 い て 測 定 し た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 即 ち 、 セ ン サ ー チ ッ プ Ｃ Ｍ ５ を 活 性 化 し た 後 、 ア ミ ン カ ッ プ リ ン グ 試 薬 （ ビ ア コ ア 社 製
） に て 該 抗 体 に 対 す る 抗 体 （ 以 下 、 抗 体 Ｓ と 略 す ） 例 え ば 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を セ ン サ ー
チ ッ プ 上 に 固 定 し た 。 続 い て 、 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー （ ビ ア コ ア 社 製 ） で セ ン サ ー チ ッ
プ を ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、 レ ス ポ ン ス が 約 １ ２ ０ ０ Ｒ Ｕ と な る よ う に 、 該 抗 体 例 え ば 抗 ヒ
ト ア ル ブ ミ ン マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し 、 抗 体 Ｓ 例 え ば 抗 マ ウ ス Ｉ
ｇ Ｇ 抗 体 に 結 合 さ せ た 。 さ ら に 、 至 適 濃 度 の 抗 原 溶 液 例 え ば ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に な る よ う に
調 製 し た ヒ ト ア ル ブ ミ ン を 、 １ ０ μ Ｌ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し 、 該 抗 体 例 え ば 抗 ヒ ト ア ル ブ ミ
ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 抗 原 例 え ば ヒ ト ア ル ブ ミ ン の 結 合 と 解 離 の セ ン サ ー グ ラ ム を 得 た
。 こ の 結 果 か ら 、 該 抗 体 の 抗 原 と の 親 和 力 を 求 め た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 な お 、 セ ン サ ー チ ッ プ Ｃ Ｍ ５ の 再 生 は 次 の よ う に し て 行 っ た 。 す な わ ち 、 抗 体 Ｓ 例 え ば
抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 例 え ば 抗 ヒ ト ア ル ブ ミ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を は ず す た め に 、 ２ ０ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ ｌ 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む ２ ０ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ ｌ グ リ シ ン
塩 酸 溶 液 （ ｐ Ｈ ２ ． ７ ） を 流 し た 。 そ の 後 、 ラ ン ニ ン グ バ ッ フ ァ ー を 流 し セ ン サ ー チ ッ プ
の 再 生 を 完 了 し た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
実 施 例 １
　 １ ． Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 ヒ ト ア ル ブ ミ ン マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製
　 第 １ 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 、 親 和 力 が ５ × １ ０ 1 0 　 Ｌ ／ ｍ ｏ ｌ で あ る 抗 ヒ ト ア
ル ブ ミ ン マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ エ イ ア ン ド テ ィ ー 社 製 ） を 用 い た 。 該 抗 体 １ ｍ ｇ と
西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ 東 洋 紡 績 社 製 ） を 用 い 、 ナ カ ネ 法 （ Ｎ ａ ｋ ａ ｎ ｅ 　 Ｐ Ｋ 　
ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． 　 Ｊ 　 Ｈ ｉ ｓ ｔ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ 　 Ｃ ｙ ｔ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ 　 ２ ２ （ １ ２ ） １ ０ ８ ４ － １
０ ９ １ ， １ ９ ７ ４ ） に よ り Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 体 Ａ を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 第 ２ 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 、 親 和 力 が ３ × １ ０ 9 　 Ｌ ／ ｍ ｏ ｌ で あ る 抗 ヒ ト ア
ル ブ ミ ン マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｍ ｅ ｄ ｉ ｘ 　 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｃ ａ 社 製 ） を 用 い 、
上 記 方 法 と 同 様 に 行 な い 、 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 体 Ｂ を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ２ ． ビ オ チ ン 標 識 抗 ヒ ト ア ル ブ ミ ン マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 溶 液 の 調 製
　 ビ オ チ ン ア ミ ド カ プ ロ ン 酸 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ ナ カ ラ イ テ ス ク 社
製 ） １ ０ ｍ ｇ を ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド １ ｍ Ｌ に 溶 解 し た （ 以 下 、 ビ オ チ ン 溶 液 と 表 す ） 。
抗 ヒ ト ア ル ブ ミ ン マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｂ ｉ ｏ ｓ Ｐ ａ ｃ ｉ ｆ ｉ ｃ 社 製 ） を １ ｍ ｇ ／
ｍ Ｌ に な る よ う に １ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 緩 衝 液 に 溶 解 し た 。 こ れ に 上 記 調 製 し た ビ
オ チ ン 溶 液 １ ０ μ Ｌ を 加 え 、 さ ら に よ く 混 和 し 、 ２ ５ ℃ で ４ 時 間 反 応 し た 。 未 反 応 の ビ オ
チ ン ラ ベ ル 化 剤 を 除 去 す る た め 、 Ｎ Ａ Ｐ － ５ （ ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） を 用 い
、 取 扱 説 明 書 に 従 っ て Ｐ Ｂ Ｓ で ゲ ル ろ 過 を 行 な っ た 。 ゲ ル ろ 過 で 回 収 し た ビ オ チ ン 標 識 抗
ヒ ト ア ル ブ ミ ン マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 溶 液 を １ ｗ ／ ｖ ％ Ｂ Ｓ Ａ お よ び ０ ． １ ％ Ｐ ｒ ｏ
Ｃ ｌ ｉ ｎ ２ ０ ０ （ シ グ マ ア ル ド リ ッ チ 社 製 ） を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ 以 下 、 標 識 抗 体 希 釈 液 と 表 す
） で ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ に な る よ う に 希 釈 し た 。 こ れ を ビ オ チ ン 標 識 抗 ヒ ト ア ル ブ ミ ン マ ウ ス モ
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ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 溶 液 （ 以 下 第 １ 試 薬 と 表 す ） と し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ３ ． Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 体 溶 液 の 調 製
　 標 識 抗 体 希 釈 液 を 用 い 、 上 記 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 体 Ａ が ０ ． ０ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗
体 Ｂ が ０ ． ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ と な る よ う に 希 釈 し 、 混 合 し た 。 こ れ を Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 体 溶 液 （ 以
下 第 ２ 試 薬 と 表 す ） と し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ４ ． 測 定
　 測 定 に は 全 自 動 酵 素 免 疫 測 定 装 置 Ｍ Ｉ ０ １ （ エ イ ア ン ド テ ィ ー 社 製 ） を 使 用 し 、 ア ル ブ
ミ ン 標 準 液 （ エ イ ア ン ド テ ィ ー 社 製 ） を 測 定 し 、 検 量 線 を 作 成 し た 。 実 際 の 測 定 の 流 れ は
次 の 通 り で あ る 。 検 体 ２ ０ μ Ｌ と 第 １ 試 薬 ４ ０ μ Ｌ を 混 合 し て 免 疫 複 合 体 溶 液 を 調 製 し 、
４ ５ ℃ で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 一 方 で 、 抗 ビ オ チ ン 抗 体 担 持 反 応 剤 （ エ イ ア ン
ド テ ィ ー 社 製 ） を ４ ５ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 な お 、 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 測
光 終 了 ま で 継 続 し た 。 該 反 応 剤 へ Ｍ Ｉ ０ １ 用 ブ ロ ッ ク 液 （ エ イ ア ン ド テ ィ ー 社 製 ） を ５ ０
μ Ｌ 滴 下 し た 。 つ い で 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン が 終 了 し た 免 疫 複 合 体 溶 液 を ３ ５ μ Ｌ 滴 下 し
、 さ ら に 第 ２ 試 薬 を ２ ０ μ Ｌ 滴 下 し た 。 ２ 分 後 、 Ｍ Ｉ ０ １ 用 洗 浄 液 （ エ イ ア ン ド テ ィ ー 社
製 ） １ ６ ０ μ Ｌ を ８ ０ μ Ｌ ず つ 滴 下 し 、 さ ら に １ 分 後 、 Ｍ Ｉ ０ １ 用 発 色 液 （ エ イ ア ン ド テ
ィ ー 社 製 ） を ３ ０ μ Ｌ 滴 下 し た 。 発 色 液 滴 下 か ら ７ ～ ８ 秒 後 の １ 秒 間 に 、 反 応 剤 の 固 相 表
面 へ ６ ７ ０ ｎ ｍ の レ ー ザ ー 光 を 照 射 し た と き の 反 射 強 度 （ Ｋ ／ Ｓ ） を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
比 較 例 １
　 第 ２ 試 薬 中 の Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 体 の 濃 度 を 、 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 体 Ａ ： ０ ． ５ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｈ
Ｒ Ｐ 標 識 抗 体 Ｂ ： ０ ． ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ と し た 以 外 は 実 施 例 １ と 同 様 の 操 作 を 行 な っ た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
比 較 例 ２
　 第 ２ 試 薬 中 の Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 体 の 濃 度 を 、 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 体 Ａ ： ０ ． ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｈ Ｒ Ｐ
標 識 抗 体 Ｂ ： ０ ． ５ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ と し た 以 外 は 実 施 例 １ と 同 様 の 操 作 を 行 な っ た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
比 較 例 ３
　 実 施 例 １ と 同 様 に 、 第 ２ 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 、 親 和 力 が ５ × １ ０ 9 　 Ｌ ／ ｍ
ｏ ｌ で あ る 抗 ヒ ト ア ル ブ ミ ン マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｍ ｅ ｄ ｉ ｘ 　 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ
ｃ ａ 社 製 ） を 用 い て Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 体 Ｃ を 調 製 し た 。 第 ２ 試 薬 中 の Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 体 の 濃 度 を
、 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 体 Ａ ： ０ ． ０ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 体 Ｃ ： ０ ． ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ と し
た 以 外 は 実 施 例 １ と 同 様 の 操 作 を 行 な っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 実 施 例 １ お よ び 比 較 例 １ 、 ２ 、 ３ で 測 定 し た Ｋ ／ Ｓ 変 化 量 を 表 １ に 示 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 表 １ の デ ー タ を 図 示 し た 検 量 線 を 、 図 １ （ 実 施 例 １ ） 、 図 ２ （ 比 較 例 １ ） 、 図 ３
（ 比 較 例 ２ ） お よ び 図 ４ （ 比 較 例 ３ ） に 示 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 図 １ か ら 明 ら か な よ う に 、 実 施 例 １ の 測 定 値 か ら 作 成 さ れ た 検 量 線 は 、 ア ル ブ ミ ン 低 濃
度 域 か ら 高 濃 度 域 ま で 良 好 な 直 線 性 を 示 し た 。 こ れ に 対 し 、 親 和 力 が ５ × １ ０ 1 0 　 Ｌ ／ ｍ
ｏ ｌ で あ る 抗 ヒ ト ア ル ブ ミ ン マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の み を 第 ２ 試 薬 に 用 い た 試 薬 に よ
る 比 較 例 １ の 検 量 線 は ヒ ト ア ル ブ ミ ン 低 濃 度 で は 強 い シ グ ナ ル を 示 す が 、 高 濃 度 域 に お い
て は 反 応 性 が 低 下 し 、 直 線 性 を 示 さ な か っ た 。 ま た 、 親 和 力 が ３ × １ ０ 9 　 Ｌ ／ ｍ ｏ ｌ で
あ る 抗 ヒ ト ア ル ブ ミ ン マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の み を Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 体 溶 液 に 用 い た 試 薬
に よ る 比 較 例 ２ の 検 量 線 は ヒ ト ア ル ブ ミ ン 低 濃 度 域 に お い て 、 本 発 明 に よ る 方 法 よ り も 感
度 が 低 い た め 、 良 好 な 直 線 性 を 示 さ な か っ た 。 さ ら に 、 親 和 力 が ５ × １ ０ 1 0 　 Ｌ ／ ｍ ｏ ｌ
で あ る 抗 ヒ ト ア ル ブ ミ ン マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 親 和 力 が ５ × １ ０ 9 　 Ｌ ／ ｍ ｏ ｌ で
あ る 抗 ヒ ト ア ル ブ ミ ン マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 試 薬 に よ る 比 較 例 ３ の 検 量 線 は
比 較 例 １ と 同 様 に 、 ヒ ト ア ル ブ ミ ン 高 濃 度 に お け る 反 応 性 が 低 下 し 、 本 発 明 に よ る 方 法 の
よ う な 直 線 性 を 示 さ な か っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
【 図 １ 】 実 施 例 １ に よ り 得 ら れ た 検 量 線 。
【 図 ２ 】 比 較 例 １ に よ り 得 ら れ た 検 量 線 。
【 図 ３ 】 比 較 例 ２ に よ り 得 ら れ た 検 量 線 。
【 図 ４ 】 比 較 例 ３ に よ り 得 ら れ た 検 量 線 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

(7) JP 2005-195434 A 2005.7.21



专利名称(译) 免疫测定法和免疫测定试剂

公开(公告)号 JP2005195434A 公开(公告)日 2005-07-21

申请号 JP2004001384 申请日 2004-01-06

申请(专利权)人(译) 株式会社エイアンドティー

[标]发明人 川野充康
岩本久彦

发明人 川野 充康
岩本 久彦

IPC分类号 G01N33/532 G01N33/577

FI分类号 G01N33/532.Z G01N33/577.Z

代理人(译) 大岛正孝

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：提供具有高灵敏度和宽测量范围的免疫测定试剂和免疫
测定方法。 解决方案：第一个标记的单克隆抗体对抗原的亲和力在5×10 
9 至1×10 11 L / mol范围内，对抗原的亲和力为1 ×10 8 至5×10 9 L / 
mol，以及包含该第二标记单克隆抗体组合的免疫测定试剂免疫分析方
法。 【选择图】无

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/a31a53f1-9ea9-408d-a3dd-835e2918d4bb
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/034816914/publication/JP2005195434A?q=JP2005195434A

