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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
抗原に対して特異的に反応する抗体を固定化した固相抗体を用いて、免疫反応試薬を製造
又は保存する機器、器具又は容器を前処理し、次いで当該機器、器具又は容器を用いて免
疫反応試薬を製造する方法であって、前記抗体は、製造しようとする免疫反応試薬が反応
する抗原と同一の抗原に対して特異的に反応する抗体であり、かつ、前記前処理は、免疫
反応試薬を製造又は保存する機器、器具又は容器に存在する前記抗原を、免疫反応試薬の
製造に先立って除去するものであることを特徴とする、免疫反応試薬の製造方法。
【請求項２】
抗原に対して特異的に反応する抗体を固定化した固相抗体を用いて、免疫反応試薬の材料
を前処理し、次いで当該材料を用いて免疫反応試薬を製造する方法であって、前記抗体は
、製造しようとする免疫反応試薬が反応する抗原と同一の抗原に対して特異的に反応する
抗体であり、かつ、前記前処理は、免疫反応試薬の材料に存在する前記抗原を、免疫反応
試薬の製造に先立って除去するものであることを特徴とする、免疫反応試薬の製造方法。
【請求項３】
抗原が扁平上皮癌関連抗原（ＳＣＣ抗原）である、請求項１または２に記載の免疫反応試
薬の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、体外診断薬等に使用される免疫反応試薬の製造方法であって、抗原に対する
抗体を固定化した固相抗体を用いて、使用する設備や材料等に前処理をすることにより、
偽陽性の発生を抑制する方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　腫瘍マーカーの一つである、扁平上皮癌関連抗原（Ｓｑｕａｍｏｕｓ　Ｃｅｌｌ　Ｃａ
ｒｃｉｎｏｍａ抗原、以下ＳＣＣ抗原）は、ヒト子宮頸部扁平上皮癌組織から抽出、精製
された分子量約４５，０００の蛋白質で、セリンプロテアーゼインヒビターの一員として
機能していることが知られている。このＳＣＣ抗原は子宮頸部、肺、頭頸部、食道などの
扁平上皮癌患者の血中で高率に高値を示すことから、扁平上皮癌の補助診断に、また、腫
瘍の進行度をよく反映するので、治療効果の判定や治療後のモニタリングによる再発の指
標など、腫瘍マーカーとして臨床的に広く用いられている。
【０００３】
　前立腺特異抗原（Ｐｒｏｓｔａｔｅ　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ａｎｔｉｇｅｎ、以下ＰＳＡ
）も腫瘍マーカーの一つであり、分子量約３４，０００の前立腺組織特異的な糖蛋白質で
、カリクレイン様のセリン蛋白質分解酵素であり、２４０個のアミノ酸と４本の糖鎖より
成っている。このＰＳＡは前立腺癌患者の血中で高率に高値を示すことから、前立腺癌の
早期発見、治療効果の確認や術後の経過観察に極めて優れたマーカーとして臨床的に広く
用いられている。多くの検査用キットでは、ＰＳＡ濃度が２．５から４ｎｇ／ｍＬ以下に
おいて正常とされている。
【０００４】
　テストステロンやエストラジオールを代表とするステロイドホルモンも、性腺機能、下
垂体機能、骨の成熟、骨量の維持、精巣、肺、卵巣、副腎腫瘍などの悪性腫瘍の存在確認
やフォローアップにも有用で、臨床的に広く用いられている。
【０００５】
　しかしながら、ＳＣＣ抗原は皮膚表皮、毛髪、唾液、汗等の血液以外の体液等にも存在
している。ＰＳＡに関しても前立腺から分泌され精液中に含まれている生体物質であり、
精漿中にｍｇ／ｍＬ単位と血液中と比較して１００万倍ほどの高濃度で存在している。さ
らに、テストステロンやエストラジオールを代表とするステロイドホルモンも、尿中に高
濃度で存在している。上記の他にもβ２－マイクログロブリン（以下ＢＭＧ）やＣ－ペプ
チドなど、臨床的に広く用いられているにもかかわらず、尿中に高濃度で存在しているも
のが多数ある。
【０００６】
　これらの抗原は採血や組織片採取といった侵襲性を伴うことなく、意図せずに、かつ容
易に体外に露出することが可能であり、さらに手といった皮膚表皮や衣類等に付着すると
いう特徴を有している。このような特徴から、検体の取り扱い時や体外診断薬製造時にお
いて、容易に抗原が混入して、偽陽性の原因となることが問題となっていた。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　臨床検査の分野において、正確な測定は種々の試薬で求められている。
【０００８】
　そこで本発明の目的は、体外診断薬等に使用される免疫反応試薬を効果的に偽陽性の発
生を抑制する製造方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、前記課題を解決すべく鋭意検討を行なった結果、免疫反応試薬を製造又
は保存する機器、器具又は容器や、免疫反応試薬の材料に対して該抗原と特異的に反応す
る抗体を固定化した固相抗体を用いて前処理することにより、偽陽性の発生を抑制できる
ことを見出し、本発明を完成するに至った。
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【００１０】
　即ち本発明は以下のとおりである。
（１）抗原に対して特異的に反応する抗体を固定化した固相抗体を用いて、免疫反応試薬
を製造又は保存する機器、器具又は容器を前処理し、次いで当該機器、器具又は容器を用
いて免疫反応試薬を製造することを特徴とする、免疫反応試薬の製造方法。
（２）抗原に対して特異的に反応する抗体を固定化した固相抗体を用いて、免疫反応試薬
の材料を前処理し、次いで当該材料を用いて免疫反応試薬を製造することを特徴とする、
免疫反応試薬の製造方法。
（３）抗原が扁平上皮癌関連抗原（ＳＣＣ抗原）である、（１）または（２）に記載の免
疫反応試薬の製造方法。
【００１１】
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００１２】
　本発明における抗原は特に限定はないが、臨床検査の測定対象物質であることが好まし
く、例えばＳＣＣ抗原、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）、テストステロン、エストラジオール
、プロゲステロン、コルチゾール、ＢＭＧ、Ｃ－ペプチド等のことをいう。中でもＳＣＣ
抗原は前述のように体外に露出していることが多いため、本発明を適用するのに好ましい
ものである。
【００１３】
　本発明における抗体はポリクローナル抗体であっても、モノクローナル抗体であっても
よく、抗体を産生する実際上任意の動物種、例えばウサギ、ヤギ、ヒツジ、ブタ、ウマ、
マウスまたはラットなど由来の抗体が使用できる。抗体の形態には完全抗体や、それを酵
素処理や化学処理により切断したＦ（ａｂ’）２やＦａｂ’等のような抗体断片であって
もよい。
【００１４】
　本発明において固相抗体は、ビーズや微粒子などの固相担体に固定化した抗体で、溶液
に不溶性のものを指すが、固相に直接抗体が結合していてもよく、二次抗体を介して固相
に抗体が結合していてもよく、アビジン－ビオチン結合を介して固相に抗体が結合してい
てもよい。
【００１５】
　固相担体としては、ビーズや微粒子等を使用することできる。ガラス、金属、セラミツ
クス等の無機物であってもよく、また高分子ポリマー等の有機物であってもよい。ビーズ
の粒子径は１００から５，０００μｍが好ましく、さらには５００から２，０００μｍが
好ましい。微粒子の粒子径は０．１から１００μｍが好ましく、さらには１から１０μｍ
が好ましい。またそれらのビーズや微粒子は磁性体を含むものであってもよい。
【００１６】
　このような固相抗体を用いて、免疫反応試薬を製造・保存する際の機器、器具又は容器
を前処理する方法には特に限定はないが、固相抗体を緩衝液や水等に懸濁させた懸濁液を
前記の機器、器具、容器に添加し接液処理することが好ましい。また固相抗体を用いて免
疫反応試薬の材料を前処理する方法についても特に限定はないが、当該材料が緩衝液や液
状試薬の場合は、それに直接固相抗体を添加し、接液処理することが好ましい。
【００１７】
　前処理した後の、固相抗体の除去方法としては、機器などの転倒や濾過などによる除去
でもよく、ビーズや微粒子が磁性体を含むものである場合には、磁気などによる除去でも
よい。このように前処理された機器、器具、容器又は材料を用いて免疫反応試薬を製造す
ればよい。
【発明の効果】
【００１８】
　本発明によれば、偽陽性の発生を抑制できる良好な性能を有した体外診断薬等に使用さ
れる免疫反応試薬を得ることが可能となる。例えば、本発明で得られた免疫測定試薬は精
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【実施例】
【００１９】
　以下、実施例により本発明をさらに詳細に説明するが、本発明は本実施例により限定さ
れるものではない。
免疫測定装置として全自動エンザイムイムノアッセイ装置（ＡＩＡ－２０００、東ソー社
製）と免疫測定用試薬として当該装置用免疫反応試薬を用い、１ステップサンドイッチ法
により各測定を行った。なお、各免疫反応試薬は後述したようにして調製した。
【００２０】
　（実施例１）
　抗ＳＣＣ抗体を固定化したビーズ（固相抗体）７０００個を５００ｍＬのＴｒｉｓ緩衝
液に懸濁させ、それをビーズ分注機器に投入し１時間撹拌した。その後ビーズを除去し、
投入したビーズが残存していないことを確認した。
【００２１】
　新たな抗ＳＣＣ抗体を固定化したビーズを処理済みのビーズ分注機器に投入し、規定数
量のビーズを小型カップに分注した後に、スクロース、ウシ血清アルブミン、塩化マグネ
シウム、塩化亜鉛、さらにアルカリ性ホスファターゼ標識抗ＳＣＣ抗体含むＴｒｉｓ緩衝
液を加えて凍結乾燥を行い、免疫反応試薬を作製した。
【００２２】
　作製した試薬に対して、前記自動免疫測定装置で標準品１（ＳＣＣ抗原：０ｎｇ／ｍＬ
）と標準品２（ＳＣＣ抗原：１．０ｎｇ／ｍＬ）を測定し、アルカリ性ホスファターゼの
基質である蛍光基質の蛍光強度を測定した。標準品１の蛍光強度は０．３０９（ｎｍｏｌ
／（Ｌ・ｓ））であり、標準品２の蛍光強度は１．５８１（ｎｍｏｌ／（Ｌ・ｓ））であ
った。
【００２３】
　（比較例１）
　抗ＳＣＣ抗体を固定化したビーズ（固相抗体）でビーズ分注機器を処理しなかったこと
以外は、実施例１と同様の方法で免疫反応試薬を作製した。
【００２４】
　作製した試薬に対して実施例１と同様に測定を行い、蛍光強度を測定した。標準品１の
蛍光強度は０．５６０（ｎｍｏｌ／（Ｌ・ｓ））であり、実施例１の標準品１の蛍光強度
よりも高い結果であった。
【００２５】
　上記の実施例１の結果と共に表１に示す。
【００２６】
【表１】
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