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(57)【要約】
【課題】　競合法を用いた抗原抗体反応による低分子量
化合物の測定で使用する抗体の取得方法であって、従来
の抗体より、前記低分子量化合物（抗原）に対する検出
感度の高い抗体を取得する方法を提供すること。
【解決手段】　低分子量化合物とキャリアータンパク質
とをリンカーを介して結合することで得られる、低分子
量化合物－キャリアータンパク質複合体を用いて動物を
免疫することで、前記低分子量化合物に対する抗体を得
る際、前記リンカーの異なる複数の低分子量化合物－キ
ャリアータンパク質複合体を用いて動物を免疫すること
で、前記課題を解決する。
【選択図】　図４
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
低分子量化合物とキャリアータンパク質とをリンカーを介して結合することで得られる、
低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を用いて動物を免疫することで、前記低分
子量化合物に対する抗体を得る方法であって、
前記リンカーの異なる複数の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を用いて動物
を免疫する、前記方法。
【請求項２】
前記リンカーの異なる複数の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体が、
低分子量化合物とキャリアータンパク質とを第一のリンカーを介して結合することで得ら
れる、第一の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体、および
低分子量化合物とキャリアータンパク質とを第二のリンカーを介して結合することで得ら
れる、第二の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体であり、
最初に第一の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を用いて継続的に動物を免疫
後、第二の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を用いて継続的に動物を免疫す
る、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記複数の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体における、低分子量化合物とリ
ンカーとの結合位置が同一である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
低分子量化合物がステロイドホルモンである、請求項１から３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
ステロイドホルモンがプロゲステロン（Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ）であり、前記複数の
低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体におけるプロゲステロンとリンカーとの結
合位置が、プロゲステロンの１１位の炭素原子である、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
低分子量化合物とキャリアータンパク質とをリンカーを介して結合することで得られる、
低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を用いて動物を免疫して得られる抗体と、
リンカーを介して標識物質と結合した低分子量化合物と、
を含む、前記低分子量化合物の測定試薬であって、前記抗体が、
前記リンカーの異なる複数の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を用いて動物
を免疫して得られる抗体である、前記測定試薬。
【請求項７】
前記複数の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体のうちの一つにおける、低分子
量化合物とキャリアータンパク質との結合を介するリンカーが、標識物質と低分子量化合
物との結合を介するリンカーと同一である、請求項６に記載の試薬。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗原検出感度が高い抗体を取得するための、動物への免疫方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　脊椎動物には、自己を病気から守るための免疫系が備わっている。免疫系とは、体内へ
侵入した病原体を認識して攻撃し、排除する生体保護システムである。ここで重要なのが
、生体自身（自己）とそれ以外の異物（非自己）との識別である。この識別で主要な役割
を果たしているのが、抗体である。
【０００３】
　抗体は主に血液中にあり、血流にのって体内を循環している。そして病原体が体内へ侵
入すると、前記抗体が当該病原体中の特定物質を特異的に認識し、結合する。この時、抗
体が認識する特定物質のことを抗原と呼ぶ。抗体と抗原との結合は、「鍵と鍵穴」に相当
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するメカニズムで行なわれる。すなわち、抗体の抗原結合部位（鍵穴）に当てはまる抗原
（鍵）のみが結合できる仕組みである。そのため、抗体と抗原との結合にはそれぞれの立
体構造が非常に重要といえる。
【０００４】
　抗体と抗原との特異的相互作用（結合）は高い親和性を有している。例えば、マウスモ
ノクローナル抗体とその抗原との結合における解離定数（Ｋｄ）は１×１０－９から１０
－１０にもなる。これは仮に、抗体と抗原の濃度がそれぞれ１Ｍとなるように混ぜた場合
、９６％以上の抗原が抗体と結合するほどの高い親和性である。そのため、たとえ微量の
抗原であってもそれが体内へ侵入すると、抗体によって捕捉することが可能である。
【０００５】
　前述したように、抗体と抗原との結合には特異性と親和性という点で大きな特徴がある
。そのため抗体は、夾雑物中にある微量の特定物質を検出するための道具として非常に有
用といえる。そしてこの利点を生かして、実験用試薬、免疫診断試薬、治療用医薬品など
、数多くの製品が開発されている。
【０００６】
　抗体を用いて特定物質を検出する方法についてはこれまで非常によく研究されており、
数多く報告されている。しかしその中心となる部分に注目すると、数種類に分類すること
ができる。最も代表的な方法が、サンドイッチ法と競合法である。サンドイッチ法は、抗
原を二種類の抗体で挟みこむことで捕捉し、検出する手法である。この方法ではまず、一
方の抗体（一次抗体）を担体に固定化しておき、この一次抗体の働きにより、抗原を担体
上に固定する。次に酵素や蛍光色素などで標識したもう一方の抗体（二次抗体）を加える
。この標識した二次抗体が担体上に固定された抗原を捕捉して結合する。そしてこの標識
した二次抗体により発せられるシグナルを検出することで抗原を定量する（図１）。一方
競合法は、一種類の抗体を用いて抗原を検出する方法である。この方法では、抗体を担体
に固定化しておき、抗原を含む試料および酵素や蛍光色素などで標識した抗原（標識化抗
原）を添加する。試料中の抗原量が増えると、抗体と結合する標識化抗原が減り、シグナ
ルが弱くなる。抗原を含まない試料を添加したときにおける標識化抗原により発せられる
シグナルを１００％としたときの、抗原を含む試料を添加したときにおける標識化抗原に
より発せられるシグナルの割合から、試料中の抗原量を算出する（図２）。
【０００７】
　サンドイッチ法、競合法、いずれの方法でも、抗原を定量的に検出できる。しかし、そ
の測定原理の違いにより利点と欠点がある。サンドイッチ法では、二次抗体の量を自由に
増やすことができるため、シグナルを増幅することができる。そのため、微量の抗原でも
高い感度で検出できる。しかし、測定に適した二種類の抗体を用意する必要があるため、
サンドイッチ法で検出できる物質は、抗体と相互作用する部位を複数有した、比較的分子
量の大きいものに限られる。一方競合法では、使用する抗体が一種類で済み、実験操作が
サンドイッチ法より１ステップ少ないため測定時間が短く済み、抗体と相互作用する部位
が少ない低分子量化合物（非特許文献１）であっても抗原を定量的に検出できる。しかし
、サンドイッチ法のようにシグナルを増幅することはできないため、同じ性能の抗体を使
用した場合で比較すると、感度の点ではサンドイッチ法より劣る。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】生化学、８２（８）、７１０：２０１０
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　前述したように、低分子量化合物は抗体と相互作用する部位が少ないため、当該化合物
を抗原抗体反応を利用して定量するには、サンドイッチ法ではなく競合法による測定が用
いられる。しかしながら、競合法はサンドイッチ法と比較し、抗原である低分子量化合物



(4) JP 2013-124224 A 2013.6.24

10

20

30

40

50

を高い感度で検出することは困難であった。また低分子量化合物を高い感度で検出する抗
体の取得には、通常、複数匹の動物に対して同時に免疫を行ない、その中で最も性能の良
い抗体を選ぶ戦略で取得を試みるが、目的の感度を有する抗体を取得できるかどうかは運
次第であり、結果として取得に伴い多くの動物の命を犠牲にするなど、課題があった。
【００１０】
　前記問題を解消するため、免疫に使用する抗原量やアジュバントの種類について数多く
の研究が行なわれてきた。しかし現在までのところ、前記課題を解決する方法は見つかっ
ていない。
【００１１】
　本発明は前記課題の解決を目指したものである。すなわち、本発明が解決しようとする
課題は、競合法を用いた抗原抗体反応による低分子量化合物の測定で使用する抗体の取得
方法であって、従来の抗体より、前記低分子量化合物（抗原）に対する検出感度の高い抗
体を取得する方法を提供するものである。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　前記課題を鑑みてなされた本発明は、以下の態様を包含する。
【００１３】
　すなわち本発明の第一の態様は、
低分子量化合物とキャリアータンパク質とをリンカーを介して結合することで得られる、
低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を用いて動物を免疫することで、前記低分
子量化合物に対する抗体を得る方法であって、
前記リンカーの異なる複数の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を用いて動物
を免疫する、前記方法である。
【００１４】
　また本発明の第二の態様は、
前記リンカーの異なる複数の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体が、
低分子量化合物とキャリアータンパク質とを第一のリンカーを介して結合することで得ら
れる、第一の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体、および
低分子量化合物とキャリアータンパク質とを第二のリンカーを介して結合することで得ら
れる、第二の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体であり、
最初に第一の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を用いて継続的に動物を免疫
後、第二の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を用いて継続的に動物を免疫す
る、前記第一の態様に記載の方法である。
【００１５】
　また本発明の第三の態様は、前記複数の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体
における、低分子量化合物とリンカーとの結合位置が同一である、前記第一または第二の
態様に記載の方法である。
【００１６】
　また本発明の第四の態様は、低分子量化合物がステロイドホルモンである、前記第一か
ら第三のいずれかの態様に記載の方法である。
【００１７】
　また本発明の第五の態様は、ステロイドホルモンがプロゲステロン（ｐｒｏｇｅｓｔｅ
ｒｏｎｅ）であり、前記複数の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体におけるプ
ロゲステロンとリンカーとの結合位置が、プロゲステロンの１１位の炭素原子である、前
記第四の態様に記載の方法である。
【００１８】
　さらに本発明の第六の態様は、
低分子量化合物とキャリアータンパク質とをリンカーを介して結合することで得られる、
低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を用いて動物を免疫して得られる抗体と、
リンカーを介して標識物質と結合した低分子量化合物と、
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を含む、前記低分子量化合物の測定試薬であって、前記抗体が、
前記リンカーの異なる複数の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を用いて動物
を免疫して得られる抗体である、前記測定試薬である。
【００１９】
　また本発明の第七の態様は、前記複数の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体
のうちの一つにおける、低分子量化合物とキャリアータンパク質との結合を介するリンカ
ーが、標識物質と低分子量化合物との結合を介するリンカーと同一である、前記第六の態
様に記載の試薬である。
【００２０】
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００２１】
　低分子量化合物に対する抗体を取得する際、当該化合物はその小ささのために抗体と相
互作用する部位が少ない。そのため、前記化合物単独で動物を免疫しても免疫原性が低く
、前記化合物に対する抗体が得られにくい。そこで、リンカーを介してウシ血清アルブミ
ン（ＢＳＡ）等のキャリアータンパク質と前記化合物とを結合した、低分子量化合物－キ
ャリアータンパク質複合体の態様で動物を免疫する（非特許文献１）。これにより免疫原
性を示すようになり、前記化合物に対する抗体を取得することができる。
【００２２】
　低分子量化合物に対する抗体を用いて当該化合物を検出する際、通常は競合法が用いら
れる。その際注意しなければならないのが、低分子量化合物－キャリアータンパク質複合
体、および標識物質と結合した低分子量化合物（標識化抗原）を作製するときに、低分子
量化合物とキャリアータンパク質（または標識物質）との間を介するリンカーである。低
分子量化合物（抗原）と当該化合物に対する抗体とを相互作用（結合）させるには、互い
の立体構造が重要である。そのため、前記複合体および前記標識化抗原を作製する際、通
常は、リンカー構造および低分子量化合物とリンカーとの結合位置を、互いに同一とする
。その理由として、リンカー構造を互いに異なる構造とする、および／または、低分子量
化合物とリンカーとの結合位置を互いに異なる位置とすることで、低分子量化合物におけ
る、前記化合物に対する抗体と相互作用する部位が隠れる可能性があり、結果として、当
該抗体による前記化合物の認識を妨害する可能性があるからである。
【００２３】
　しかしながら、本発明者が鋭意検討した結果、低分子量化合物－キャリアータンパク質
複合体をリンカー構造の異なる２種類以上（複数）用意し、当該２種類以上（複数）の複
合体を用いて動物を免疫することで取得した抗体が、１種類の低分子量化合物－キャリア
ータンパク質複合体を用いて動物を免疫することで取得した抗体よりも、前記化合物の検
出感度が向上することを見出した。なお、前記複数の低分子量化合物－キャリアータンパ
ク質複合体における、低分子量化合物とリンカーとの結合位置は同一としたほうが好まし
い。その理由として、前記複数の複合体における、低分子量化合物とリンカーとの結合位
置を異なる位置とすると、低分子量化合物における前記化合物に対する抗体と相互作用す
る部位が隠れる可能性があるからである。
【００２４】
　本発明の抗体取得方法の具体例として、
低分子量化合物とキャリアータンパク質とを第一のリンカーを介して結合することで得ら
れる、第一の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体と、
低分子量化合物とキャリアータンパク質とを第二のリンカーを介して結合することで得ら
れる、第二の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体と、を用意し、
最初に第一の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を用いて継続的に動物を免疫
後、第二の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を用いて継続的に動物を免疫す
ることで前記低分子量化合物に対する抗体を取得する方法、があげられる。前記具体例に
おいて、第一の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を得るのに用いる第一のリ
ンカーを、標識化抗原を得るのに用いるリンカーと同一構造とし、かつ、前記第一の複合



(6) JP 2013-124224 A 2013.6.24

10

20

30

40

50

体における低分子量化合物とリンカーとの結合位置を、標識化抗原における低分子量化合
物とリンカーとの結合位置と同一の位置とすると好ましい。前記具体例において、第一の
低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を用いた免疫から、第二の低分子量化合物
－キャリアータンパク質複合体を用いた免疫に切り替える時期としては、第一の低分子量
化合物－キャリアータンパク質複合体を用いた免疫により得られる抗体の性能（抗原検出
感度）が向上しなくなった時点、または向上度合いが低くなった時点で行なえばよい。動
物に免疫する低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を切り替えることで、前記複
合体中における低分子量化合物の外部への露出構造に変化が生じる。そのため切り替え後
の複合体を用いて動物を免疫して得られる抗体における低分子量化合物の認識部位は、切
り替え前の複合体を用いて動物を免疫して得られる抗体における認識部位より変化する。
すなわち、切り替え後の複合体を用いて動物を免疫して得られる抗体は、切り替え前の複
合体を用いて動物を免疫して得られる抗体と比較し、標識化抗原に対する親和性が落ち、
非標識化抗原との親和性が相対的に上昇する。これにより、低分子量化合物（抗原）を検
出する感度が向上する。前記具体例における、低分子量化合物－キャリアータンパク質複
合体を用いた継続的な免疫方法の一例として、前記複合体と適切なアジュバントとの混合
物を、１週間から２週間毎に、１ヶ月から１２ヶ月間、動物に免疫する方法があげられる
。
【００２５】
　本発明において、低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を免疫する動物として
は、当業者が通常用いる、マウス、ラット、ウサギ、ニワトリ、ヤギが例示できる。
【００２６】
　本発明の方法で取得できる抗体の対象抗原（低分子量化合物）は、リンカーと結合可能
な部位を少なくとも１つ以上有する抗原であればよく、一例として、トリヨードサイロニ
ン（Ｔ３）、チロキシン（Ｔ４）、３，５－ジヨード－Ｌ－チロニン（Ｔ２）等の甲状腺
ホルモンや、エストロン（Ｅ１）、エストラジオール（Ｅ２）、エストリオール（Ｅ３）
、プロゲステロン（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ）、コルチゾール（ｃｏｒｔｉｓｏｌ）等
のステロイド骨格を有したステロイドホルモンがあげられる。中でもステロイドホルモン
は、リンカーと結合可能な部位が多いことから、本発明の方法で取得する抗体の対象抗原
（低分子量化合物）として好ましい。
【００２７】
　本発明の方法で使用する、低分子量化合物とキャリアータンパク質との結合を介するリ
ンカーは、得られる抗体と標識化抗原との相互作用を完全に損なわない範囲であれば特に
限定はないが、入手の容易さや価格の安さからアミノ基と反応性を有するＮＨＳ（Ｎ－Ｈ
ｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ）化合物がよく利用される。その他にも、イミドエ
ステル化合物といったアミノ基と反応性を有する化合物、カルボジイミド化合物といった
カルボキシル基と反応性を有する化合物、マレイミド化合物やハロアセチル化合物、ピリ
ジルアセチル化合物といったチオール基と反応性を有する化合物等もリンカーとして利用
可能である。さらに低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体として、低分子量化合
物とキャリアータンパク質とを、アビジン－ビオチン間結合のような高い親和性を有する
非共有結合により結合した複合体を用いてもよい。
【００２８】
　本発明の方法で使用する、リンカーを介して低分子量化合物と結合するキャリアータン
パク質は、概ね分子量１０ｋＤａ以上のタンパク質であれば特に制限はなく、一例として
、ＧＦＰ（Ｇｒｅｅｎ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎ）、ＣＦＰ（Ｃｙａｎ
　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎ）、ＹＦＰ（Ｙｅｌｌｏｗ　Ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎ）、ＲＦＰ（Ｒｅｄ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎ）といった蛍光タンパク質や、ＤｎａＫ、ＤｎａＪ、ＧｒｏＥＬ、ＧｒｏＥＳ、Ｃｌｐ
Ｂといったバクテリア由来のヒートショックプロテイン（Ｈｅａｔ　Ｓｈｏｃｋ　Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ）等が使用できる。ただし通常は、入手の容易さおよび価格の安さから、ＢＳＡ
（Ｂｏｖｉｎｅ　Ｓｅｒｕｍ　Ａｌｂｕｍｉｎ）、ＢＣＰ（Ｂｌｕｅ　Ｃａｒｒｉｅｒ　
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Ｐｒｏｔｅｉｎ）、ＫＬＨ（Ｋｅｙｈｏｌｅ　Ｌｉｍｐｅｔ　Ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ）、
ＯＶＡ（Ｏｖａｌｂｕｍｉｎ）等がキャリアータンパク質として用いられる。
【発明の効果】
【００２９】
　本発明の抗体取得方法は、低分子量化合物とキャリアータンパク質とをリンカーを介し
て結合することで得られる、低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を用いて動物
を免疫することで、前記低分子量化合物に対する抗体を得る際、前記リンカーの異なる複
数の低分子量化合物－キャリアータンパク質複合体を用いて動物を免疫することを特徴と
している。本発明の方法で得られた抗体は、従来の抗体と比較し、前記化合物に対する検
出感度が向上している。そのため、抗原抗体反応を利用した低分子量化合物の測定試薬に
、本発明の方法で得られた抗体を採用することで、前記化合物をより高感度に測定するこ
とができる。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
【図１】サンドイッチ法の測定原理を示した図。
【図２】競合法の測定原理を示した図。
【図３】実施例１で作製したプロゲステロン誘導体（Ｐｒｏｇ　Ａ、Ｐｒｏｇ　Ｂ）を示
す図。
【図４】実施例３による免疫で得られた抗体の性能（抗原検出感度）変化を示す図。
【図５】免疫開始９ヵ月目および１０ヵ月目に採血し得られた抗体の抗原検出感度を評価
した結果を示す図。
【実施例】
【００３１】
　以下、ウサギ抗プロゲステロン（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ）抗体を用いたプロゲステ
ロン測定試薬を例として、本発明をさらに詳細に説明するが、本発明はこれら実施例に限
定されるものではない。
【００３２】
　実施例１　抗原複合体の作製
　以下に示す方法で、プロゲステロン－ＢＳＡ複合体を調製した。
（１）抗プロゲステロンウサギ抗体を取得するため、プロゲステロン（ｐｒｏｇｅｓｔｅ
ｒｏｎｅ）の１１位の炭素原子にリンカーを結合した誘導体を２種類作製した（図３）。
リンカーとして４－ＮＨＳ－１，４－ｄｉｏｘｏ－１－ｏｘｙｂｕｔａｎｅを用いて作製
した誘導体（１１α－（４－ＮＨＳ－１，４－ｄｉｏｘｏ－１－ｏｘｙｂｕｔａｎｅ）－
ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ）を以下Ｐｒｏｇ　Ａとし、リンカーとして２－ｃａｒｂｏｎ
ｙｌ（４－ＮＨＳ－４－ｏｘｏ－１－ａｍｉｎｏｂｕｔａｎｅ）－１－ｏｘｙｃａｒｂｏ
ｎｙｌｃｙｃｌｏｈｅｘａｎｅを用いて作製した誘導体（１１α－［２－ｃａｒｂｏｎｙ
ｌ（４－ＮＨＳ－４－ｏｘｏ－１－ａｍｉｎｏｂｕｔａｎｅ）－１－ｏｘｙｃａｒｂｏｎ
ｙｌｃｙｃｌｏｈｅｘａｎｅ］－ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ）を以下Ｐｒｏｇ　Ｂとする
。
（２）（１）で作製した誘導体（Ｐｒｏｇ　Ａ、Ｐｒｏｇ　Ｂ）３．５ｍｇをそれぞれ５
０μＬのＤＭＳＯへ溶かした後、ＢＳＡ溶液（キャリアータンパク質であるＢＳＡ２５ｍ
ｇを５０ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ８．５）２．５ｍＬに溶かして得られる溶液）を徐々に
撹拌しながら添加し、室温で３０分間反応させた。
（３）反応液を分画分子量１０ｋＤａの透析膜の中へ入れ、１ＬのＰＢＳ（Ｐｈｏｓｐｈ
ａｔｅ　Ｂｕｆｆｅｒｅｄ　Ｓａｌｉｎｅ）中４℃で３回透析することで未反応の誘導体
を除いた。透析後、透析膜の中から、プロゲステロン－ＢＳＡ（Ｐｒｏｇ　Ａ－ＢＳＡま
たはＰｒｏｇ　Ｂ－ＢＳＡ）複合体を回収し、これをウサギの免疫に使用した。
【００３３】
　実施例２　標識化抗原（ＣＪ）の作製
　アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）とＰｒｏｇ　Ａとを用いて、以下の方法で標識化抗



(8) JP 2013-124224 A 2013.6.24

10

20

30

40

50

原（ＣＪ）を作成した。
（１）５ｍｇのＡＬＰを分画分子量１０ｋＤａの透析膜の中へ入れ、５００ｍＬの５０ｍ
Ｍホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）中４℃で３回透析した。透析処理したＡＬＰ溶液に、１ｍ
ｇのＰｒｏｇ　Ａを５４０μＬのＤＭＳＯに溶かして得られたＤＭＳＯ溶液１０μＬを加
え、４℃で一晩反応させた。
（２）反応液を分画分子量１０ｋＤａの透析膜の中へ入れ、１Ｌの５ｍＭリン酸ナトリウ
ム緩衝液（ｐＨ７．０）中４℃で３回透析することで未反応のＰｒｏｇ　Ａを除いた。透
析後、透析膜の中の液体を回収し、５ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．０）で平衡
化したＤＥＡＥカラムにアプライした。
（３）アプライしたカラムを洗浄バッファー（５ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．
０）、２０ｍＭ　ＮａＣｌ）にて洗浄後、溶出バッファー（５ｍＭリン酸ナトリウム緩衝
液（ｐＨ７．０）、１００ｍＭ　ＮａＣｌ）をアプライすることで、ＣＪをカラムから溶
出させ精製した。
（４）精製したＣＪを分画分子量１０ｋＤａの透析膜の中へ入れ、１Ｌの保存バッファー
（２５ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、０．１ｍＭ　Ｚｎ
Ｃｌ２、０．１％　ＮａＮ３）中４℃で３回透析した。透析後、透析膜の中から、ＣＪ（
Ｐｒｏｇ　Ａ－ＡＬＰ）を回収し、これを以降の実施例で使用した。
【００３４】
　実施例３　ウサギへの免疫
　実施例１で作製した抗原複合体を用いて、以下の方法でウサギに免疫を行なった。
（１）まず日本白色種の雌のウサギを用意した。そしてこのウサギが１２週齢となった時
点で、０．５ｍｇのＰｒｏｇ　Ａ－ＢＳＡ複合体とフロイント完全アジュバントとを等量
混合したものを免疫した。その後は０．２５ｍｇのＰｒｏｇ　Ａ－ＢＳＡ複合体とフロイ
ント不完全アジュバントとを等量混合したものを１週間毎に免疫を行なった。
（２）免疫開始後、１ヶ月毎に少量採血し、血清を調製後、後述の方法（実施例４に記載
の方法）で免疫の経過（抗体性能）を調べた。
（３）免疫により得られる抗体の性能（抗原検出感度）の向上が鈍くなってきたところで
、免疫方法を変更した。まず免疫開始後８ヶ月目では、免疫に使用する抗原量を０．２５
ｍｇ／回から０．５ｍｇ／回へ増量して１週間毎に１ヶ月間免疫を行なった。次に免疫開
始後９ヶ月目では、免疫に使用するアジュバントをフロイント不完全アジュバントからフ
ロイント完全アジュバントに変更して１週間毎に０．５ｍｇずつ１ヶ月間免疫を行なった
。そして免疫開始後１０ヶ月目では、抗原複合体をＰｒｏｇ　Ａ－ＢＳＡ複合体からＰｒ
ｏｇ　Ｂ－ＢＳＡ複合体に、免疫に使用するアジュバントをフロイント完全アジュバント
からフロイント不完全アジュバントに、それぞれ変更して１週間毎に０．５ｍｇずつ１ヶ
月間免疫を行なった。なお免疫で得られる抗体は、各工程が終了した時点で採血し、血清
を調製後、後述の方法（実施例４に記載の方法）でそれぞれ抗体性能（抗原検出感度）の
経過観察を行なった。
【００３５】
　実施例４　免疫の経過観察
　実施例３によるウサギへの免疫で得られる抗体の性能（抗原検出感度）変化を以下の方
法で調べることで、経過観察を行なった。なお本操作は、東ソー社製エンザイムイムノア
ッセイ装置ＡＩＡ―６００ＩＩを用いて３７℃にて全自動で行なった。
（１）実施例２で作製したＣＪ（Ｐｒｏｇ　Ａ－ＡＬＰ）を、抗ウサギＩｇＧ抗体を固定
化した磁性粒子と混合した。
（２）プロゲステロン濃度が既知のキャリブレータ（ｃａｌｉｂｒａｔｏｒ）溶液（Ｃａ
ｌ６：４５．４ｎｇ／ｍＬ、東ソー社製）を用意し、（１）の混合物に一定量添加した。
（３）実施例３による免疫で得られた抗血清を（２）に添加し、１０分間反応した。
（４）反応後、Ｂ／Ｆ（Ｂｏｕｎｄ／Ｆｒｅｅ）分離を行ない、ＡＬＰ基質を添加後、磁
性粒子と結合したＣＪから発せられる蛍光シグナルを検出した。
（５）プロゲステロンを全く含まないキャリブレータ（Ｃａｌ１）を加えた時のシグナル
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（Ｂ０）を１００％としたときの、Ｃａｌ６を加えた時のシグナル（Ｂ）を相対的な値（
Ｂ／Ｂ０［％］）として算出した。このＢ／Ｂ０が低い値を示すほど、抗原に対する抗体
の親和性が高いことを意味している。すなわちＢ／Ｂ０値が低いほど、得られた抗体の抗
原検出感度が高いことになる。
【００３６】
　実施例３による免疫で得られた抗体の性能（抗原検出感度）変化を調べた結果を図４に
示す。免疫開始当初はＢ／Ｂ０値が順調に低下しており、抗体性能（抗原検出感度）が順
調に向上していることがわかる。しかしながら免疫開始後６ヶ月目以降は、Ｂ／Ｂ０値の
低下がわずかとなり、抗体の性能（抗原検出感度）向上が鈍くなっていることがわかる。
そこで免疫開始後８ヶ月目には免疫に使用する抗原量を変更し、免疫開始後９ヶ月目には
免疫に使用するアジュバントを変更したが、Ｂ／Ｂ０値にほとんど変化がなく、抗体の性
能（抗原検出感度）向上はみられなかった。ところが免疫開始後１０ヶ月目に、免疫に使
用する抗原をＰｒｏｇ　Ａ－ＢＳＡ複合体からＰｒｏｇ　Ｂ－ＢＳＡ複合体に変更したと
ころ、Ｂ／Ｂ０値が再び低下し、得られる抗体の性能（抗原検出感度）が向上した。
【００３７】
　実施例５　抗体性能（抗原検出感度）の定量的評価
　実施例３による免疫で得られた抗体の抗原検出感度を以下の方法で定量的に評価した。
なお本操作は、東ソー社製エンザイムイムノアッセイ装置ＡＩＡ―６００ＩＩを用いて３
７℃にて全自動で行なった。
（１）実施例２で作製したＣＪ（Ｐｒｏｇ　Ａ－ＡＬＰ）を、抗ウサギＩｇＧ抗体を固定
化した磁性粒子と混合した。
（２）プロゲステロン濃度が既知のキャリブレータ（ｃａｌｉｂｒａｔｏｒ）溶液（Ｃａ
ｌ２からＣａｌ６、東ソー社製）を用意し、（１）の混合物にそれぞれ一定量添加した。
（３）実施例３による免疫で得られた抗血清を（２）に添加し、１０分間反応した。
（４）反応後、Ｂ／Ｆ分離を行ない、ＡＬＰ基質を添加後、磁性粒子と結合したＣＪから
発せられる蛍光シグナルを検出した。
（５）プロゲステロンを全く含まないキャリブレータ（Ｃａｌ１）を加えた時のシグナル
（Ｂ０）を１００％としたときの、各キャリブレータ（Ｃａｌ２からＣａｌ６）を加えた
時のシグナル（Ｂ）を相対的な値（Ｂ／Ｂ０［％］）として算出した。プロゲステロン濃
度を横軸（対数）、Ｂ／Ｂ０（％）を縦軸にとり、各キャリブレータ使用時の測定結果を
プロットして検量線を作成した。
（６）Ｂ／Ｂ０＝５０％となる時のプロゲステロン濃度（Ｃ５０）を指標として、得られ
た抗体の抗原検出感度を定量的に評価した。
【００３８】
　実験結果を図５に示す。免疫に使用する抗原をＰｒｏｇ　Ａ－ＢＳＡ複合体（免疫開始
９ヵ月に採血し得られた抗体）からＰｒｏｇ　Ｂ－ＢＳＡ複合体（免疫開始１０ヵ月目に
採血し得られた抗体）へ変更することで、Ｃ５０が７．３ｎｇ／ｍＬ（免疫開始９ヵ月目
に採血し得られた抗体）から５．８ｎｇ／ｍＬ（免疫開始１０ヵ月目に採血し得られた抗
体）となり、検出感度が向上することがわかった（図５）。すなわち、低分子量化合物と
キャリアータンパク質とをリンカーを介して結合することで得られる、低分子量化合物－
キャリアータンパク質複合体を用いて動物を免疫することで、前記低分子量化合物に対す
る抗体を得る際、前記リンカーの異なる複数の低分子量化合物－キャリアータンパク質複
合体を用意し、当該複数の複合体を用いて動物を免疫することで、得られる抗体の性能（
抗原検出感度）をさらに向上させることができる。
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