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(57)【要約】
【課題】  検体中の被検抗原濃度が高い場合であって
も、希釈することなく又は少なくとも従来法よりも少な
い希釈回数で、低濃度領域から高濃度領域まで正確に免
疫測定することができる免疫測定方法を提供すること。
【解決手段】  複数のエピトープを有する被検抗原と、
該被検抗原と抗原抗体反応する、標識された又は後で標
識される標識抗体と、該標識抗体と競合的に、前記被検
抗原と抗原抗体反応する抗体であって、さらに固相に特
異的に結合する固相特異結合性抗体とを液相中で反応さ
せ、これと同時に又は該反応後に、前記固相特異結合性
抗体を、これと特異的に結合する固相と反応させ、前記
固相特異結合性抗体と前記被検抗原と前記標識抗体とを
介して前記固相に結合された前記標識を測定する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  複数のエピトープを有する被検抗原と、
該被検抗原と抗原抗体反応する、標識された又は後で標
識される標識抗体と、該標識抗体と競合的に、前記被検
抗原と抗原抗体反応する抗体であって、さらに固相に特
異的に結合する固相特異結合性抗体とを液相中で反応さ
せ、これと同時に又は該反応後に、前記固相特異結合性
抗体を、これと特異的に結合する固相と反応させ、前記
固相特異結合性抗体と前記被検抗原と前記標識抗体とを
介して前記固相に結合された前記標識を測定することを
含む免疫測定方法。
【請求項２】  前記固相特異結合性抗体は、前記被検抗
原と抗原抗体反応する抗体に、ある物質に特異的に結合
する特異結合性化合物を結合させた特異結合性化合物結
合抗体であり、前記固相は、該特異結合性化合物と特異
的に結合する特異結合性対応化合物が結合されたもので
ある請求項１記載の方法。
【請求項３】  前記特異結合性化合物はビオチンであ
り、前記特異結合性対応化合物はアビジン又はそのビオ
チン結合性誘導体である請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】  前記固相特異結合性抗体と特異的に結合
する固相上で、前記被検抗原と、前記標識抗体と、前記
固相特異結合性抗体とを反応させる請求項１ないし３の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項５】  前記固相特異結合性抗体及び前記標識抗
体の少なくともいずれか一方は、ポリクローナル抗体で
ある請求項１ないし４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】  複数のエピトープを有する被検抗原と、
該被検抗原と抗原抗体反応する、標識された又は後で標
識される標識抗体と、前記被検抗原と抗原抗体反応する
抗体であって、さらに固相に特異的に結合する固相特異
結合性抗体と、前記被検抗原と抗原抗体反応する第３の
フリー抗体とを液相中で反応させ、これと同時に又は該
反応後に、前記固相特異結合性抗体を、これと特異的に
結合する固相と反応させ、前記固相特異結合性抗体と前
記被検抗原と前記標識抗体とを介して前記固相に結合さ
れた前記標識を測定することを含む免疫測定方法であっ
て、前記標識抗体、前記固相特異結合性抗体及び前記第
３のフリー抗体のうち少なくともいずれか二者が前記被
検抗原に対して競合的に反応する、免疫測定方法。
【請求項７】  前記固相特異結合性抗体、前記標識抗体
及び前記第３のフリー抗体の少なくともいずれか１つ
は、ポリクローナル抗体である請求項６記載の方法。
【請求項８】  前記標識は酵素標識である請求項１ない
し７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】  複数のエピトープを有する被検抗原と抗
原抗体反応する、標識された又は後で標識される標識抗
体と、該標識抗体と競合的に、前記被検抗原と抗原抗体
反応する抗体であって、さらに固相に特異的に結合する
固相特異結合性抗体と、該固相特異結合性抗体と特異的*
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*に結合する固相とを含む免疫測定用キット。
【請求項１０】  複数のエピトープを有する被検抗原と
抗原抗体反応する、標識された又は後で標識される標識
抗体と、該被検抗原と抗原抗体反応する抗体であって、
さらに固相に特異的に結合する固相特異結合性抗体と、
前記被検抗原と抗原抗体反応する第３のフリー抗体と、
該固相特異結合性抗体と特異的に結合する固相とを含む
免疫測定用キットであって、前記標識抗体、前記固相特
異結合性抗体及び前記第３のフリー抗体のうち少なくと
もいずれか二者が前記被検抗原に対して競合的に反応す
る、免疫測定用キット。
【請求項１１】  前記固相特異結合性抗体は、前記被検
抗原と抗原抗体反応する抗体に、ある物質に特異的に結
合する特異結合性化合物を結合させた特異結合性化合物
結合抗体であり、前記固相は、該特異結合性化合物と特
異的に結合する特異結合性対応化合物が結合されたもの
である請求項９又は１０記載のキット。
【請求項１２】  前記特異結合性化合物はビオチンであ
り、前記特異結合性対応化合物はアビジン又はそのビオ
チン結合性誘導体である請求項１１記載のキット。
【請求項１３】  前記標識は酵素標識である請求項９な
いし１２のいずれか１項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、免疫測定方法及び
そのためのキットに関する。
【０００２】
【従来の技術】高密度培養法でマウスのモノクローナル
抗体を生産する際、得られる培養上清中には５ｍｇ／ｍ
ｌから０．５ｍｇ／ｍｌのマウスIgGが含まれている。
モノクローナル抗体の生産過程で、培養上清中の抗体量
を調べるために、ELISA法にて培養上清中の抗体濃度を
測定するが、通常、ELISA法の測定濃度範囲は、１０ｐ
ｇ／ｍｌから１００ｎｇ／ｍｌ程度であるため、従来
は、培養上清を1万倍から5万倍程度に希釈して、抗体濃
度測定を行っていた。この方法によると、最低、2段階
の希釈が必要であり煩雑であるし、希釈誤差が影響し
て、抗体濃度を正確に測定することが困難である。
【０００３】この問題を解決するための方法として、測
定系全体の感度を落とすために、反応液中に、被検抗原
と抗原抗体反応する、遊離の抗体を添加する方法が知ら
れている。しかしながら、この方法をELISA法に適用し
た場合、測定上限の検出シグナル(実施例では発色)を適
度に抑えると、測定感度が必要以上に落ちてしまって低
濃度領域での正確な測定ができなくなり、目的とする測
定系を組むことはできなかった。
【０００４】
【発明が解決しようとする課題】従って、本発明の目的
は、検体中の被検抗原濃度が高い場合であっても、希釈
することなく又は少なくとも従来法よりも少ない希釈回



(3) 特開２００２－１４０９８

10

20

30

40

50

3
数で、低濃度領域から高濃度領域まで正確に免疫測定す
ることができる免疫測定方法を提供することである。
【０００５】
【課題を解決するための手段】本願発明者らは、鋭意研
究の結果、被検抗原と抗原抗体反応する抗体であって、
さらに固相に特異的に結合する抗体を用い、これと標識
抗体とを液相中で競合させることにより、測定感度が適
度に抑制され、被検抗原が高濃度に含まれる場合であっ
ても、幅広い濃度範囲において正確に被検抗原を免疫測
定することができることを見出し、本発明を完成した。
【０００６】すなわち、本発明は、複数のエピトープを
有する被検抗原と、該被検抗原と抗原抗体反応する、標
識された又は後で標識される標識抗体と、該標識抗体と
競合的に、前記被検抗原と抗原抗体反応する抗体であっ
て、さらに固相に特異的に結合する固相特異結合性抗体
とを液相中で反応させ、これと同時に又は該反応後に、
前記固相特異結合性抗体を、これと特異的に結合する固
相と反応させ、前記固相特異結合性抗体と前記被検抗原
と前記標識抗体とを介して前記固相に結合された前記標
識を測定することを含む免疫測定方法を提供する。ま
た、本発明は、複数のエピトープを有する被検抗原と、
該被検抗原と抗原抗体反応する、標識された又は後で標
識される標識抗体と、前記被検抗原と抗原抗体反応する
抗体であって、さらに固相に特異的に結合する固相特異
結合性抗体と、前記被検抗原と抗原抗体反応する第３の
フリー抗体とを液相中で反応させ、これと同時に又は該
反応後に、前記固相特異結合性抗体を、これと特異的に
結合する固相と反応させ、前記固相特異結合性抗体と前
記被検抗原と前記標識抗体とを介して前記固相に結合さ
れた前記標識を測定することを含む免疫測定方法であっ
て、前記標識抗体、前記固相特異結合性抗体及び前記第
３のフリー抗体のうち少なくともいずれか二者が前記被
検抗原に対して競合的に反応する、免疫測定方法を提供
する。さらに、本発明は、複数のエピトープを有する被
検抗原と抗原抗体反応する、標識された又は後で標識さ
れる標識抗体と、該標識抗体と競合的に、前記被検抗原
と抗原抗体反応する抗体であって、さらに固相に特異的
に結合する固相特異結合性抗体と、該固相特異結合性抗
体と特異的に結合する固相とを含む免疫測定用キットを
提供する。さらに、本発明は、複数のエピトープを有す
る被検抗原と抗原抗体反応する、標識された又は後で標
識される標識抗体と、該被検抗原と抗原抗体反応する抗
体であって、さらに固相に特異的に結合する固相特異結
合性抗体と、前記被検抗原と抗原抗体反応する第３のフ
リー抗体と、該固相特異結合性抗体と特異的に結合する
固相とを含む免疫測定用キットであって、前記標識抗
体、前記固相特異結合性抗体及び前記第３のフリー抗体
のうち少なくともいずれか二者が前記被検抗原に対して
競合的に反応する、免疫測定用キットを提供する。
【０００７】

4
【発明の実施の形態】本発明の免疫測定方法は、後でそ
れぞれ詳しく説明する「標識抗体」と「固相特異結合性
抗体」の２種類の抗体を使用する第１の免疫測定方法
と、「標識抗体」「固相特異結合性抗体」及び「第３の
フリー抗体」の３種類の抗体を使用する第２の免疫測定
方法を包含する。まず、第１の免疫測定方法について説
明する。
【０００８】本発明の第１の免疫測定方法により免疫測
定される被検抗原は、複数のエピトープを有するもので
ある。ここで、「複数のエピトープ」とは、同一種類の
エピトープが複数存在する場合及び異なる種類のエピト
ープが複数存在する場合並びに１種類又は２種類以上の
同一のエピトープを複数含む、異なる種類のエピトープ
が複数存在する場合のいずれであってもよい。
【０００９】本発明の第１の免疫測定方法では、被検抗
原と抗原抗体反応する標識抗体を用いる。ここで、「標
識抗体」は、標識された抗体であってもよいし、後の工
程で標識される抗体であってもよい。
【００１０】ここで「標識された抗体」とは、被検抗原
と抗原抗体反応する抗体を標識することにより得られる
ものである。標識としては、従来から広く用いられてい
る酵素標識、蛍光標識、放射標識等を用いることがで
き、これらの標識を抗体に結合する方法も周知である。
【００１１】「後で標識される抗体」とは、被検抗原及
び後述する固相特異結合性抗体との免疫反応時（以下、
「一次反応」ということがある）には標識されていない
が、後述の通り免疫複合体が固相に結合した後又は一次
反応時に標識される抗体を意味する。例えば、「標識抗
体」として、被検抗原と抗原抗体反応する、標識されて
いないヤギＩｇＧ抗体を用い、免疫複合体が固相に結合
した後に、標識した抗ヤギＩｇＧ抗体を反応させて、固
相に結合した標識を測定するような場合、一次反応に用
いられたヤギＩｇＧ抗体は、後の工程で標識されるから
本発明で言う「標識抗体」に該当する。なお、このよう
に、被検抗原と抗原抗体反応する抗体を標識せずに、該
抗体と抗原抗体反応する抗体を標識した抗体を用いる方
法は、免疫測定の分野において広く用いられているもの
である。この方法を採用すれば、被検抗原と抗原抗体反
応する抗体をいちいち標識する必要がなく、例えば上の
例では抗ヤギＩｇＧ抗体を標識しておけば、種々の被検
抗原の測定に利用できるという利点がある。もっとも、
用いる抗体の種類が１つ増え、免疫反応が一工程増える
か又は一次反応に参加する抗体が１つ増えるという不利
益もある。
【００１２】本発明の第１の免疫測定方法では、被検抗
原と抗原抗体反応する抗体であって、さらに固相に特異
的に結合する固相特異結合性抗体が用いられる。ここ
で、「固相特異結合性抗体」は、固相に特異的に結合で
きる抗体であればよく、好ましいものとして、ある物質
に特異的に結合する特異結合性化合物を抗体に結合させ
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た特異結合性化合物結合抗体を挙げることができる。こ
こで、「特異結合性化合物」の好ましい例としてビオチ
ンを挙げることができ、この場合には、固相にはアビジ
ン又はそのビオチン結合性誘導体（例えばストレプトア
ビジン等）が結合される。すなわち、好ましい例では、
固相特異結合性抗体として、被検抗原と抗原抗体反応す
るビオチン化抗体が用いられ、固相としては、アビジン
（又はその誘導体）化固相が用いられる。なお、抗体の
ビオチン化及び固相のアビジン化は周知の方法により行
うことができ、下記実施例にも詳細に記載されている。
もっとも、上記「特異結合性化合物」はビオチンに限定
されるものではなく、特異的に結合する物質が存在する
いかなる化合物であってもよい。この場合、「特異結合
性化合物」に特異的に結合する、「特異結合性対応化合
物」が固相化された固相が用いられる。また、固相特異
結合性抗体としては、必ずしも「特異結合性化合物」が
結合される必要はなく、抗原性を有する任意の化合物を
結合させ、この任意の化合物と特異的に結合する抗体を
固相化した固相を用いることも可能である。さらに、固
相特異結合性抗体としては、通常の抗体を用い、該抗体
のＦ

C
領域に特異的に結合する抗体を固相化した固相を

用いてもよい。もっとも、この場合には、標識抗体が固
相に結合されないようにする必要があり、これは固相特
異結合性抗体と標識抗体とは異種動物起源の抗体を用い
ることにより達成可能である。
【００１３】上記標識抗体及び固相特異結合性抗体は、
前記被検抗原に対して競合的に反応する。ここで、被検
抗原に対して「競合的に反応する」とは、両者の抗体の
対応エピトープが同一の場合のみならず、一方の抗体が
被検抗原と結合することにより、他方の抗体が立体障害
のために結合できなくなる場合も包含される。さらに、
前記標識抗体及び固相特異結合性抗体の少なくともいず
れか一方が被検抗原に対するポリクローナル抗体である
場合には、これら両者は「競合的に反応する」ものと言
える。なぜなら、ポリクローナル抗体には、該被検抗原
が有する種々のエピトープに対する種々の抗体が含まれ
ているため、他方の抗体がモノクローナル抗体である場
合でも、ポリクローナル抗体の中には該モノクローナル
抗体と競合する抗体分子が必ず含まれるからである。前
記標識抗体及び固相特異結合性抗体の両方とも被検抗原
に対するポリクローナル抗体である場合にも、当然、こ
れらは被検抗原に対して「競合的に反応する」ものであ
る。標識抗体及び固相特異結合性抗体の少なくともいず
れか一方はポリクローナル抗体であることが好ましい。
なぜなら、そうすることにより、「競合的に反応する」
という要件が必ず満足されるからである。もっとも、被
検抗原が、同一エピトープを複数有する場合又はエピト
ープが異なるが立体障害により両抗体が同時に結合でき
ないエピトープの組合せを複数有する場合には、これら
のエピトープとそれぞれ特異的に反応するモノクローナ
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ル抗体を上記標識抗体及び固相特異結合性抗体とするこ
とも可能である。
【００１４】なお、本発明の第１の免疫測定方法では、
後で詳しく述べるように、被検抗原を固相特異結合性抗
体と標識抗体とでサンドイッチして測定するので、被検
抗原は、少なくとも１分子の固相特異結合性抗体と、少
なくとも１分子の標識抗体とが同時に結合し得る複数の
エピトープを有する必要がある。
【００１５】本発明の第１の免疫測定方法では、被検抗
原、上記標識抗体及び上記固相特異結合性抗体を液相で
抗原抗体反応させる。この場合、標識抗体及び固相特異
結合性抗体のいずれか一方のモル数を他方のモル数に対
して少なくすることにより、少ない方の抗体が結合でき
ない被検抗原の割合が増えるので、測定系全体の感度を
下げることができる。標識抗体及び固相特異結合性抗体
のうちのいずれの一方でも結合できなかった被検抗原
は、後の工程で検出されないので、標識抗体及び固相特
異結合性抗体のどちらを少なくした場合でも、感度の抑
制は達成される。標識抗体及び固相特異結合性抗体の添
加割合は、感度をどの程度抑制するのかにより、ルーチ
ンな予備実験に基づき適宜設定することができる。これ
は、抗原濃度が種々異なる標準試料を調製し、一方、標
識抗体及び固相特異結合性抗体の濃度比率を種々変えた
抗体系を用いて免疫測定を行い、所望の感度の抑制が達
成される濃度比率を選択することにより容易に行うこと
ができる。
【００１６】固相に固相化する、固相特異結合性抗体を
トラップする化合物（アビジン等、以下、「トラッピン
グ化合物」ということがある）の量は、特に限定されな
いが、種々の被検抗原濃度に対応できるように、可能な
限り多くしておくことが好ましい。これは、十分な濃度
のトラッピング化合物溶液を固相と十分に接触させた
後、十分に洗浄することにより達成できる。例えば、ト
ラッピング化合物としてアビジン又はその誘導体を用い
る場合、下記実施例に記載するように１００μｇ／ｍｌ
程度の濃度のアビジン溶液を固相と接触させることがで
きる。
【００１７】一次反応は、固相特異結合性抗体が特異的
に結合する固相上で行ってもよいし、他の容器中で反応
を行った後に、反応液を、固相特異結合性抗体が特異的
に結合する固相と接触させてもよい。もっとも、固相特
異結合性抗体が特異的に結合する固相上で行った方が反
応液を移す操作を省略できるのでより簡便である。
【００１８】上記反応の結果、トラッピング化合物によ
り固相には固相特異結合性抗体が結合され、固相特異結
合性抗体には被検抗原が結合され、被検抗原には標識抗
体が結合される。すなわち、被検抗原が固相特異結合性
抗体と標識抗体にサンドイッチされた形の免疫複合体が
固相に結合される。従って、固相を洗浄後、固相に結合
された標識を測定することにより、検体中の被検抗原を



(5) 特開２００２－１４０９８

10

20

30

40

50

7
定量することができる。標識の測定方法自体は周知であ
る。なお、標識抗体として、後で標識される抗体を用い
た場合には、上記の通り、固相に該免疫複合体が結合さ
れた後に、該抗体と特異的に反応する標識された抗体を
反応させる。あるいは、後で標識される抗体と特異的に
反応する、標識された抗体も一次反応系に含めておくこ
とも可能である。
【００１９】上記した本発明の方法では、一次反応にお
いて、標識抗体と固相特異結合性抗体が液相において競
合的に反応する。このため、上記の通り、いずれか一方
の抗体のモル数を他方の抗体のモル数よりも少なくする
ことにより、少ない方の抗体と結合しない被検抗原の割
合が増える。どちらか一方の抗体と結合できなかった被
検抗原は、固相に結合できないか、又は標識が固相に結
合されないため、検出されない。よって、測定感度が低
下するので、被検抗原が高濃度に含まれる場合であって
も希釈をする必要がなくなり、又は少なくとも希釈回数
を従来よりも減らすことができる。それでいて、下記実
施例で具体的に示されるように、広い濃度範囲に亘って
被検抗原を正確に定量することができる。
【００２０】本発明の第２の免疫測定方法では、上記一
次反応を行う液相中に、被検抗原と抗原抗体反応する第
３のフリー抗体を存在せしめる。ここで、「フリー抗
体」とは、固相に結合されておらず、固相特異結合性も
有さず、上記標識も有さない抗体を意味し、要するに、
被検抗原に対する通常の抗体でよい。第３のフリー抗体
は、上記標識抗体及び固相特異結合性抗体の少なくとも
いずれか一方と競合するものである（競合しない場合に
は、上記した２種類の抗体のみを用いた方法と考えるこ
とができる）。なお、第２の免疫測定方法では、第３の
フリー抗体が標識抗体及び固相特異結合性抗体の少なく
ともいずれか一方と競合するので、標識抗体と固相特異
結合性抗体とは競合する必要はない（もちろん、競合す
るものであってもよい）。第３のフリー抗体が、標識抗
体及び固相特異結合性抗体の少なくともいずれかと競合
することを確保するために、標識抗体、固相特異結合性
抗体及び第３のフリー抗体の少なくともいずれか１つは
ポリクローナル抗体であることが好ましい。第３のフリ
ー抗体がポリクローナル抗体である場合には、標識抗体
及び固相特異結合性抗体の両方共をモノクローナル抗体
とすることもできる。もっとも、被検抗原が、同一エピ
トープを複数有する場合又は立体障害によりこれら３種
類の抗体のうち少なくとも２種類が同時に結合できない
エピトープの組合せを複数有する場合には、モノクロー
ナル抗体を上記標識抗体、固相特異結合性抗体及び第３
のフリー抗体とすることも可能である。なお、第２の免
疫測定方法でも、第１の免疫測定方法と同様、被検抗原
を固相特異結合性抗体と標識抗体とでサンドイッチして
測定するので、被検抗原は、少なくとも１分子の固相特
異結合性抗体と、少なくとも１分子の標識抗体とが同時
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に結合し得る複数のエピトープを有する必要がある。
【００２１】標識抗体、固相特異結合性抗体及び第３の
フリー抗体の三者を用いる場合には、これら三者の合計
に対する標識抗体及び／又は固相特異結合性抗体のモル
数を少なくすることにより、これら２つの抗体の少なく
ともいずれか一方と結合できない被検抗原の割合が増
え、それによって測定感度が抑制される。標識抗体、固
相特異結合性抗体及び第３のフリー抗体の添加割合は、
第１の免疫測定法の場合と同様、感度をどの程度抑制す
るのかにより、ルーチンな実験に基づき適宜設定するこ
とができる。例えば、抗原濃度が種々異なる標準試料を
調製し、一方、標識抗体、固相特異結合性抗体及び第３
のフリー抗体の濃度比率を種々変えた抗体系を用いて免
疫測定を行い、所望の感度の抑制が達成される濃度比率
を選択することにより容易に行うことができる。なお、
第３のフリー抗体を用いることにより、固相特異結合性
抗体及び／又は標識抗体の使用量を少なくすることがで
き、コストの節約を図ることができるので、第３のフリ
ー抗体の比率を多くしてルーチンな予備実験を行うこと
により、使用抗体が３種類でも予備実験を単純化でき
る。
【００２２】第３のフリーの抗体を用いる場合でも、他
の条件は上記した２種類の抗体を用いる場合と同様であ
る。
【００２３】なお、抗体は、ペプシンやパパインのよう
なタンパク質分解酵素で分解することにより、抗原に対
する結合性を維持した、FabフラグメントやF(ab')

2
フラ

グメントのような、抗原結合性断片を生じることが広く
知られている。このような抗原結合性断片は、抗体と同
様に抗原抗体反応を行うことができるので、本発明にお
いて「抗体」に代えてこのような抗原結合性抗体断片を
用いることができることは明らかであり、下記の実施例
でもこのような抗原結合性抗体断片を用いている。従っ
て、本明細書において、単に「抗体」という語は、特に
断りがないか又は文脈上明らかにそうではない場合を除
き、抗原結合性抗体断片をも包含する。特に、特許請求
の範囲中の「抗体」という語は、抗原結合性抗体断片を
も包含する。
【００２４】
【実施例】以下、本発明を実施例及び比較例に基づきよ
り具体的に説明する。もっとも、本発明は下記実施例に
限定されるものではない。
【００２５】参考例１  抗マウスＩｇＧ抗体の調製
マウスＩｇＧ（ザイメット社）初回２ｍｇ、２回目以降
１ｍｇをフロイントの完全アジュバントと共に１週間間
隔で１１回ヤギの皮下に免疫し、抗マウスＩｇＧ抗血清
を得た。４００ｍｌの抗血清を硫安塩析し、マウスＩｇ
Ｇ（γ，κ）及びマウスＩｇＡ（α，κ）固定化カラム
によるアフィニティークロマトグラフィーの後、ゲル濾
過クロマトグラフィーを行って抗マウスＩｇＧ抗体１４
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9
０ｍｇを調製した。
【００２６】参考例２  ペルオキシダーゼ（ＰＯＤ）標
識抗体及びビオチン化抗体の調製
参考例１で調製した抗マウスＩｇＧ抗体１００ｍｇをペ
プシン消化し、３７ｍｇのF(ab')

2
フラグメントを得

た。ＰＯＤ（ペルオキシダーゼ、ベーリンガー社）５０
ｍｇに架橋剤ＥＭＣＣ（同仁化学社）を導入し、マレイ
ミド法にてＰＯＤ標識抗マウスＩｇＧ抗体（標識抗体）
を調製した。
【００２７】同様にして、ビオチン－ＢＭＣＣ（ピアー
ス社）とＦａｂ‘からビオチン標識抗マウスＩｇＧ抗体
（固相特異結合性抗体）を調製した。
【００２８】参考例３  抗体固定化プレートの作成
参考例１で調製した抗マウスＩｇＧ抗体をリン酸緩衝液
ｐＨ７．５で７０μｇ／ｍｌとし、９６穴マイクロプレ
ートに１００μｌずつ分注して３７℃、一晩放置して抗
マウスＩｇＧ抗体の固定化を行った。マイクロプレート
をリン酸緩衝液で洗浄した後、１％ＢＳＡを含むリン酸
緩衝液３００μｌを分注して３７℃、一晩放置した。翌
日１％ＢＳＡを含むリン酸緩衝液を吸引除去して抗マウ
スＩｇＧ抗体固定化プレートとした。
【００２９】実施例１
(1)  アビジン固定化プレートの作成
Ｎｅｕｔｒａｖｉｄｉｎ（ピアース社）をリン酸緩衝液
ｐＨ８．５で１００μｇ／ｍｌとし、９６穴マイクロプ
レートに１００μｌずつ分注して３７℃、一晩放置して
抗マウスＩｇＧ抗体の固定化をおこなった。マイクロプ
レートをリン酸緩衝液で洗浄した後、１％カゼインを含
むリン酸緩衝液３００μｌを分注して３７℃、一晩放置
した。翌日１％カゼインを含むリン酸緩衝液を吸引除去
してアビジン固定化プレートとした。
【００３０】(2)  アビジン固定化プレートを用いたマ
ウスＩｇＧの測定
１％カゼインを含むリン酸緩衝液ｐＨ７．５を用い、参
考例１で調製した抗マウスＩｇＧ抗体を７１μｇ／ｍ
ｌ、参考例２で調製したビオチン標識抗マウスＩｇＧ抗
体を７．１μｇ／ｍｌ、ＰＯＤ標識抗マウスＩｇＧ抗体
を０．０４５μｇ／ｍｌとなるように混合液を調製し
た。この混合液１００μｌと自家製マウスＩｇＧ標準液
（０，０．６２５，１．２５，２．５，５，１０，２０
μｇ／ｍｌ）１０μｌを、(1)で作成したアビジン固定
化プレートにそれぞれ分注し、３７℃１時間反応させ
た。マイクロプレートを、０．１％Ｔｗｅｅｎ（商品
名）を含むＰＢＳ（以下、「ＰＢＳＴ」で５回洗浄後、
ＴＭＢＺ（テトラメチルベンチジン）／過酸化水素水を
１００μｌずつ分注し、２５℃、３０分反応させた。反
応停止液を１００μｌずつ分注後、４５０ｎｍで吸光度
を測定した。
【００３１】結果を図１に示す。検量線は測定範囲全体
にわたって定量性のある応答を示した。この測定条件で
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は、測定対象であるマウスＩｇＧを介して、ＰＯＤ標識
抗マウスＩｇＧ抗体とビオチン標識抗マウスＩｇＧ抗体
が複合体を形成し、この複合体がアビジン固定化プレー
トに結合するが、複合体形成において、フリーの抗マウ
スＩｇＧ抗体が、ＰＯＤ標識抗マウスＩｇＧ抗体及びビ
オチン標識抗マウスＩｇＧ抗体に対して同じ液相で競合
するため、反応系全域において、同等の抑制がかかった
もの考えられる。
【００３２】実施例２  ビオチン標識抗体添加によるマ
ウスＩｇＧの測定
実施例１の混合液中、抗マウスＩｇＧ抗体の代わりにビ
オチン標識抗マウスＩｇＧ抗体を用い、実施例１と同じ
条件でマウスＩｇＧの測定を行った。結果を図２に示
す。フリーの抗マウスIgG抗体を用いなくても、ビオチ
ン標識抗マウスＩｇＧ抗体によって、アビジン固定化プ
レートに結合するＰＯＤ標識抗マウスＩｇＧ抗体量が抑
制されるため、実施例１と同様、低濃度域の測定感度を
保ったまま、検量線全域において定量性のある応答が得
られた。
【００３３】比較例１  抗マウスＩｇＧ抗体添加による
マウスＩｇＧの測定
マウスＩｇＧを以下のような条件で測定した。参考例３
で作成した抗マウスＩｇＧ固定化プレートに、参考例１
で調製した抗マウスＩｇＧ抗体溶液（０．６ｍｇ／ｍ
ｌ）と、自家製マウスＩｇＧ標準液（０，０．６２５，
１．２５，２．５，５，１０，２０μｇ／ｍｌ）を５０
μｌずつ分注し、３７℃１時間反応させた。プレート
を、０．１％Ｔｗｅｅｎを含むＰＢＳ  ｐＨ７．５（以
下、ＰＢＳＴと記載する）で５回洗浄後、参考例２で調
製した３．２μｇ／ｍｌのＰＯＤ結合抗マウスＩｇＧ抗
体を１００μｌずつ分注し、３７℃１時間反応させた。
マイクロプレートをＰＢＳＴで５回洗浄後、ＡＢＴＳ
（2,2'-アジノ-ビス(3-エチルベンゾチアゾリン-6-スル
ホン酸）／過酸化水素水を１００μｌずつ分注し、２５
℃３０分反応させた。反応停止液１００μｌを添加し、
波長４２０ｎｍの吸光度を測定した。
【００３４】結果を図３に示す。検量線は、低濃度域で
の感度が低く、高濃度域にいくに従って緩やかになる傾
向がみられた。この条件では、抗原の濃度変化と発色の
度合いが相関はあるがパラレルではないため、定量をす
るのに適していないと判断した。
【００３５】このように、測定系全体の感度を落とすた
めに、第一反応液中にフリーの抗体を添加する方法を試
みたが、この条件では設定した測定範囲の間、直線的な
推移をしめす検量線が得られなかった。低濃度域を測定
できる量の抗マウスＩｇＧ抗体の添加では、高濃度域が
測定できず、高濃度域を充分に抑制するだけの抗マウス
ＩｇＧ抗体を添加すると、低濃度域の感度が不足してし
まうため、フリーの抗マウスＩｇＧ抗体を添加する方法
では、必要な測定範囲が確保できないと考えられる。
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【００３６】この条件で低濃度域の測定感度が低下する
原因としては、第一次反応中における、フリーの抗マウ
スＩｇＧ抗体と測定対象であるマウスＩｇＧとの複合体
形成による固定化抗体に対する免疫反応の阻害、固定化
抗体と測定対象であるマウスＩｇＧとフリーの抗マウス
ＩｇＧ抗体との複合体形成によるＰＯＤ標識抗体との免
疫反応の阻害などが考えられる。
【００３７】比較例２  ビオチン標識抗体添加によるマ
ウスＩｇＧの測定
参考例１で調製した抗マウスＩｇＧ抗体溶液（０．４４
ｍｇ／ｍｌ）と、参考例２で調製したビオチン標識抗マ
ウスＩｇＧ抗体（０．４４ｍｇ／ｍｌ）とを混合し、
０．６２５％ビオチン標識物を含む抗マウスＩｇＧ抗体
溶液（０．４４ｍｇ／ｍｌ）を調製した（この分配比は
予備実験により決定した）。参考例３で作成した抗マウ
スＩｇＧ抗体固定化プレートにビオチン標識化物混合抗
マウスＩｇＧ抗体溶液と、自家製マウスＩｇＧ標準液
（０，０．６２５，１．２５，２．５，５，１０，２０
μｇ／ｍｌ）を５０μｌずつ分注し、３７℃１時間反応
させた。プレートを、ＰＢＳＴで５回洗浄後、0.34ｍｇ
／ｍｌのＰＯＤ標識アビジン（自社製）を１００μｌず
つ分注し、３７℃１時間反応させた。マイクロプレート
をＰＢＳＴで５回洗浄後、ＡＢＴＳ／過酸化水素水を１
００μｌずつ分注し、２５℃３０分反応させた。反応停
止液１００μｌを添加し、波長４２０ｎｍの吸光度を測
定した。
【００３８】結果を図４に示す。検量線は比較例１の結
果と同様の形を示した。ＰＯＤ標識アビジンを用いても
測定レンジが拡大しなかったことから、原因は、固定化
抗体とマウスＩｇＧとフリーの抗マウスＩｇＧ抗体との
複合体形成による標識抗体に対する免疫反応阻害ではな
く、フリーの抗マウスＩｇＧとマウスＩｇＧとの複合体*
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*形成による固定化抗体に対する免疫反応阻害であると解
釈した。
【００３９】実施例３
１％カゼインを含むリン酸緩衝液ｐＨ７．５を用い、参
考例１で調製した抗マウスＩｇＧ抗体を４２９μｇ／ｍ
ｌ、参考例２で調製したビオチン標識抗マウスＩｇＧ抗
体を７．１μｇ／ｍｌ、ナカネ法で調製したＰＯＤ標識
抗マウスＩｇＧ抗体を７．５μｇ／ｍｌとなるように混
合液を調製した。この混合液５０μｌと自家製マウスＩ
ｇＧ標準液（０，０．６２５，１．２５，２．５，５，
１０，２０μｇ／ｍｌ）５０μｌを、(1)で作成したア
ビジン固定化プレートにそれぞれ分注し、３７℃１時間
反応させた。マイクロプレートを、ＰＢＳで５回洗浄
後、ＡＢＴＳ(2,2'-アジノ-ビス(3-エチルベンゾチアゾ
リン-6-スルホン酸／過酸化水素水を１００μｌずつ分
注し、２５℃、３０分反応させた。反応停止液を１００
μｌずつ分注後、４２０ｎｍで吸光度を測定した。
【００４０】結果を図５に示す。検量線は測定範囲全体
にわたって定量性のある応答を示した。
【００４１】
【発明の効果】以上のように、本発明により、検体中の
被検抗原濃度が高い場合であっても、希釈することなく
又は少なくとも従来法よりも少ない希釈回数で、低濃度
領域から高濃度領域まで正確に免疫測定することができ
る免疫測定方法が初めて提供された。
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明の実施例１で作成された検量線を示す
。
【図２】本発明の実施例２で作成された検量線を示す
。
【図３】本発明の比較例１で作成された検量線を示す
。
【図４】本発明の比較例２で作成された検量線を示す
。
【図５】本発明の実施例３で作成された検量線を示す
。

【図１】 【図２】
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