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(57)【要約】
【課題】本願発明の課題は、固相化工程と洗浄工程とを必要としない、液相において迅速
かつ簡便に目的の物質の検出及び／又は定量的な測定を可能とし、かつ、抗原を可視化す
ることが可能な免疫測定法であって、かかる測定結果のダイナミックレンジがさらに広く
、感度が高い蛍光免疫測定方法を提供することにある。
【解決手段】抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチ
ドの両方が蛍光色素により標識された、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体
重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる複合体を含む、動物生体内に投与され、動物生
体内における抗原の位置、抗原の移動、抗原量、又は抗原量の変化を観察するためのキッ
トであって、液相中の抗原濃度と前記蛍光色素の蛍光強度とが正の相関関係にあることを
指標として、動物生体内の抗原濃度の測定又は抗原の可視化を可能とすることを特徴とす
るキット。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドの両方が
蛍光色素により標識された、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領
域を含むポリペプチドからなる複合体を含む、動物生体内に投与され、動物生体内におけ
る抗原の位置、抗原の移動、抗原量、又は抗原量の変化を観察するためのキットであって
、
　液相中の抗原濃度と前記蛍光色素の蛍光強度とが正の相関関係にあることを指標として
、動物生体内の抗原濃度の測定又は抗原の可視化を可能とすることを特徴とするキット。
【請求項２】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
複合体が、Ｆａｂ抗体（Fragment, antigen binding）、あるいはＦａｂ抗体２つがヒン
ジを介してジスルフィド結合で結合したＦ（ａｂ´）２抗体、あるいは完全体の抗体のい
ずれかである、請求項１記載のキット。
【請求項３】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
複合体が、Ｆａｂ抗体（Fragment, antigen binding）である、請求項２記載のキット。
【請求項４】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
複合体が、Ｆａｂ抗体２つがヒンジを介してジスルフィド結合で結合したＦ（ａｂ´）２

抗体である、請求項２記載のキット。
【請求項５】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
複合体が、完全体の抗体である、請求項２記載のキット。
【請求項６】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
複合体が、Ｆａｂ抗体（Fragment, antigen binding）、あるいはＦａｂ抗体２つがヒン
ジを介してジスルフィド結合で結合したＦ（ａｂ´）２抗体、あるいは完全体の抗体のい
ずれかであり、
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドのいずれ
か一方が蛍光色素により標識された、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重
鎖可変領域を含むポリペプチドからなる複合体を含む、動物生体内に投与され、動物生体
内における抗原の位置、抗原の移動、抗原量、又は抗原量の変化を観察するためのキット
であって、
　液相中の抗原濃度と前記蛍光色素の蛍光強度とが正の相関関係にあることを指標として
、動物生体内の抗原濃度の測定又は抗原の可視化を可能とすることを特徴とするキット。
【請求項７】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
複合体が、Ｆａｂ抗体（Fragment, antigen binding）である、請求項６記載のキット。
【請求項８】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
複合体が、Ｆａｂ抗体２つがヒンジを介してジスルフィド結合で結合したＦ（ａｂ´）２

抗体である、請求項６記載のキット。
【請求項９】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
複合体が、完全体の抗体である、請求項６記載のキット。
【請求項１０】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドのいずれ
か一方が蛍光色素、他方が該蛍光色素を消光するクエンチャーにより標識された、前記抗
体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる複合
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体であって、蛍光色素が抗原の非存在下でクエンチャー及び抗体軽鎖可変領域を含むポリ
ペプチド及び／又は抗体重鎖可変領域を含むポリペプチド中のトリプトファン残基により
消光されている複合体を含む、動物生体内に投与され、動物生体内における抗原の位置、
抗原の移動、抗原量、又は抗原量の変化を観察するためのキットであって、
液相中の抗原濃度と前記蛍光色素の蛍光強度とが正の相関関係にあることを指標として、
動物生体内の抗原濃度の測定又は抗原の可視化を可能とすることを特徴とするキット。
【請求項１１】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
複合体が、Ｆａｂ抗体（Fragment, antigen binding）、あるいはＦａｂ抗体２つがヒン
ジを介してジスルフィド結合で結合したＦ（ａｂ´）２抗体、あるいは完全体の抗体のい
ずれかである、請求項１０記載のキット。
【請求項１２】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
複合体が、Ｆａｂ抗体（Fragment, antigen binding）である、請求項１１記載のキット
。
【請求項１３】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
複合体が、Ｆａｂ抗体２つがヒンジを介してジスルフィド結合で結合したＦ（ａｂ´）２

抗体である、請求項１１記載のキット。
【請求項１４】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
複合体が、完全体の抗体である、請求項１１記載のキット。
【請求項１５】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドが、それ
ぞれ同一の蛍光色素により標識されたことを特徴とする請求項１～５のいずれか１項に記
載のキット。
【請求項１６】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドが、それ
ぞれ異なる種類の蛍光色素により標識されたことを特徴とする請求項１～５のいずれか１
項に記載のキット。
【請求項１７】
　蛍光色素が、ローダミン系蛍光色素及びオキサジン系蛍光色素から選ばれることを特徴
とする請求項１～１６のいずれか１項に記載のキット。
【請求項１８】
　蛍光色素が、カルボキシローダミン１１０、カルボキシテトラメチルローダミン及びＡ
ＴＴＯ６５５（商標名）から選ばれることを特徴とする請求項１７記載のキット。
【請求項１９】
　クエンチャーが、７－ニトロベンゾフラザン（ＮＢＤ）であることを特徴とする請求項
１０～１４のいずれか１項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、固相化工程及び洗浄工程を必要とせず高感度で低分子化合物の検出が可能な
抗原濃度測定・検出用キットや、抗原濃度測定・検出方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　抗体と抗原の結合を利用した免疫測定法は、試料中の物質の検出や濃度測定に広く用い
られている。これら抗原や抗体の濃度を測定する方法のうち、臨床診断、基礎研究や環境
調査などに最も広く用いられている測定方法は、同一の抗原の異なるエピトープを認識す
る２種類のモノクローナル抗体、あるいはモノクローナル抗体とポリクローナル抗体を使
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用する、サンドイッチＥＬＩＳＡ法（あるいはサンドイッチＲＩＡ法）と呼ばれる免疫測
定法である。サンドイッチ法の詳細は以下に述べる通りである。第一段階として一次抗体
と呼ばれるモノクローナル又はポリクローナル抗体を測定用プレートに固定化し、そこに
抗原を含む検体を注ぎ、一定時間反応させて抗体と抗原を結合させる。次に、第二段階と
して、抗体に結合した夾雑物や、プレートに非特異的に結合した抗原を洗浄液で洗浄して
取り除く。第三段階として、予め酵素、蛍光色素あるいはラジオアイソトープなどのレポ
ーター分子を結合させた標識二次抗体溶液を注ぎ、一定時間反応させ、一次抗体によって
補足された抗原にさらに標識二次抗体を結合させる。反応後に、洗浄液で余分の標識抗体
を取り除き、測定用プレートに結合したレポーター分子の量を酵素活性、蛍光あるいはラ
ジオアイソトープなどで測定することにより検体中の抗原量を測定する。
【０００３】
　前述のように、通常のサンドイッチＥＬＩＳＡ法では、エピトープの異なる２種類の抗
体が必要となるが、例えば、低分子化合物などを抗原とする場合には、異なるエピトープ
を認識する複数の抗体を作製することは困難である。このため、上田らは、１種類の抗体
の軽鎖可変領域（ＶＬ）と重鎖可変領域（ＶＨ）とを用いた、オープンサンドイッチ法と
呼ばれる、精度の高い低分子化合物の免疫測定法を確立した（特許文献１及び２、非特許
文献１及び２）。この方法は、抗原を特異的に認識する抗体のＶＨ領域ポリペプチド及び
ＶＬ領域ポリペプチドを調製し、一方のポリペプチドをレポーター分子で標識して標識化
ポリペプチドとし、他方のポリペプチドを固相に固定して固定化ポリペプチドとし、抗原
含有試料及び標識化ポリペプチドを固定化ポリペプチドに接触させ、固定化ポリペプチド
に結合した標識化ポリペプチドのレポーター分子の量を測定する抗原濃度測定方法である
。また、低分子化合物を測定するための測定法としては、免疫測定法の他にも液体クロマ
トグラフ法等があるが、高精度な測定機器が必要な上、被検体の必要量も多く、測定時間
もかかり、しかも汎用性が低いという問題があった。
【０００４】
　また、蛍光色素標識した抗体を用いて抗原の濃度を測定する免疫測定方法としては、抗
体と抗原とをそれぞれ異なる蛍光色素により標識し、蛍光色素間で起こる蛍光共鳴エネル
ギー転移（ＦＲＥＴ）の効率の変化を指標とした免疫測定方法や（非特許文献３及び４）
、蛍光標識した抗体にあらかじめ消光物質を混合することにより消光されていた抗体の蛍
光が、目的検出物質の導入により増大する現象を用いるクエンチングによる効率の変化を
指標とした免疫測定方法や、蛍光色素で標識した抗体を用いて、標識抗体と測定対象物が
凝集することにより起こる蛍光強度の減少を測定する免疫測定方法（特許文献３）が知ら
れている。
【０００５】
　しかしながら、免疫測定方法の多くは、抗体又は抗原を固相化する工程と、非特異的な
標識化合物の吸着を除去するための洗浄工程とを必要とするものであった。これらの工程
は作業が煩雑で時間が掛かる上に、測定結果のばらつきの原因となることから、固相化工
程や洗浄工程を必要としない液相系免疫測定方法の開発が求められていた。そこで、本発
明者らは、固相化工程と洗浄工程とを必要としない液相系であって、迅速かつ簡便に目的
物質の定量的な測定を可能とし、かつ、抗原を可視化することが可能な免疫測定法である
「均一系蛍光免疫測定法（「均一系蛍光免疫アッセイ法」や「Ｑｕｅｎｃｈｂｏｄｙ測定
法」や「Ｑ－ｂｏｄｙ測定法」ともいう。）」を開発した（特許文献４、非特許文献５、
図１～３）。
【０００６】
　前記「均一系蛍光免疫測定法」の免疫測定法は、消光（クエンチング）現象を利用した
技術を用いた測定方法であり、（１）抗体軽鎖可変領域（ＶＬと称される領域）ポリペプ
チドと抗体重鎖可変領域（ＶＨと称される領域）ポリペプチドとを備え、前記抗体軽鎖可
変領域ポリペプチドと抗体重鎖可変領域ポリペプチドのいずれか一方が蛍光色素により標
識されたキットであって、液相中の抗原濃度と上記蛍光色素の蛍光強度とが正の相関関係
にあることを指標として、抗原濃度の測定又は抗原の可視化を可能とする抗原濃度測定・
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検出用キットや、（２）ＶＬポリペプチドとＶＨポリペプチドとが結合した一本鎖抗体で
ある前記（１）記載の抗原濃度測定・検出用キットに関するものである。すなわち、ＶＬ
ポリペプチドとＶＨポリペプチドのどちらか一方を蛍光標識した２本の抗体断片、又は蛍
光標識したＶＬポリペプチドとＶＨポリペプチドとが結合した一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）（
これら（１）及び（２）を「Ｑｕｅｎｃｈｂｏｄｙ」又は「Ｑ－ｂｏｄｙ」ともいい、（
１）をＶＨ＋ＶＬ型Ｑ－ｂｏｄｙ、（２）をｓｃＦｖ型Ｑ－ｂｏｄｙともいう。）を、抗
原が含まれているか否かを検査する被検試料溶液に混合し、上記蛍光色素の蛍光強度と抗
原濃度が正の相関関係にあることを指標として、抗原濃度の測定又は抗原の可視化を可能
とする蛍光免疫測定方法である（図１～３）。かかる測定方法の原理は、抗体分子内の保
存性の高いトリプトファン残基と蛍光色素が相互作用して蛍光色素を消光し、抗原が加わ
ることによって抗原依存的にかかる消光が解消されることにある。
【０００７】
　前記Ｑ－ｂｏｄｙを用いた「均一系蛍光免疫測定法」の手法の利点は、１）洗浄工程が
不要で、少量のサンプルと混合して蛍光強度を測定するだけで測定が完了する極めて簡便
な測定技術であること、２）抗体中に存在する保存性の高いトリプトファンを消光に利用
するため、抗体の種類を変えても消光効果が得られ、様々な抗体を用いて種々の物質の検
出にも広く適用が可能な点で汎用性に優れていること、３）抗原部位が１ヶ所でよいため
、原理的に低分子化合物に対しても適用可能であることなどがあげられる（特許文献４参
照、図１）。そして、洗浄工程がなく、簡便な測定方法であることから、測定デバイスを
非常にコンパクトに設計し、携帯可能な手のひらサイズまで小型化することが可能であり
、専門教育を受けていない一般の人が現場で測定することも可能であると想定される。し
かしながら、前述のとおり非常に有用な蛍光免疫測定方法であるが、抗原が存在しないと
きの蛍光強度と抗原が飽和に達したときの蛍光強度の比は、大きいもので６倍、小さいも
のでは１．２倍程度であったため、測定結果のダイナミックレンジをより広げて感度を上
げ、性能をさらに向上させることが期待されていた。
【先行技術文献】
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【特許文献１】特開平10-78436号公報
【特許文献２】特許第3784111号公報
【特許文献３】特開平10-282098号公報
【特許文献４】WO2011/061944号公報
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】上田宏，薬学雑誌 27：71-80 (2007)
【非特許文献２】Lim SL, et al., Anal Chem. 79(16)：6193-200 (2007)
【非特許文献３】Iijima I. and Hohsaka T., Chembiochem. 17；10(6) ：999-1006 (200
9)
【非特許文献４】Kajihara D, et al., Nat Methods. 3(11)：923 (2006)
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本願発明の課題は、固相化工程と洗浄工程とを必要としない、液相において迅速かつ簡
便に目的の物質の検出及び／又は定量的な測定を可能とし、かつ、抗原を可視化すること
が可能な免疫測定法であって、かかる測定結果のダイナミックレンジがさらに広く、感度
が高い蛍光免疫測定方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　抗原が存在しない溶液中で消光している蛍光標識一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）をグアニジン
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塩酸で変性させた抗体の蛍光強度と、抗原が飽和に達したときの蛍光強度は、ほぼ同程度
であったことから、抗原非存在時の消光効率を高めることがダイナミックレンジを広げる
有効な手段であると考え、以下の検討を行なった。
【００１２】
　すなわち、消光の主たる要因は、ＶＬポリペプチドやＶＨポリペプチドに高度に保存さ
れたトリプトファン残基と、標識した蛍光色素とが接触することによるものであり、抗原
結合に伴う可変領域の構造安定化により蛍光色素が抗原結合ポケットから追い出されるこ
とで、消光状態が解消され、蛍光強度が増加すると推測した。そして、ＶＬポリペプチド
やＶＨポリペプチドが２種類のタンパク質として存在する場合は、ＶＬポリペプチドやＶ
Ｈポリペプチドが解離しており相互作用が弱いため、蛍光色素とトリプトファン残基との
接触効率が低くそれに伴い消光状態も低いものであったと予想した。また、一本鎖抗体（
ｓｃＦｖ）においては、ＶＬポリペプチドとＶＨポリペプチドとを人工的なペプチドリン
カーにて一本鎖抗体として結合させたことで、ＶＬポリペプチドとＶＨポリペプチドとの
相互作用を高めることができるが、人工的なペプチドリンカーの付加により本来的に有す
る抗原との結合活性や安定性などの抗体の機能を低下させている可能性が考えられた。抗
体軽鎖可変領域（ＶＬ）及び抗体軽鎖定常領域からなるポリペプチドと、抗体重鎖可変領
域（ＶＨ）及び抗体重鎖定常領域からなるポリペプチドとが、ジスルフィド結合で結合し
た１分子のヘテロダイマータンパク質からなるＦａｂ抗体（Fragment, antigen binding 
）であれば、本来的に有する抗体の機能を保持していると推測し、Ｆａｂ抗体のＶＨ含有
ポリペプチド又はＶＬ含有ポリペプチドのいずれか一方を蛍光標識したところ、抗原非存
在下でかかる蛍光色素はより強く消光し、バックグラウンドを下げられることを見いだし
た。さらに、Ｆａｂ抗体のＶＨ含有ポリペプチド及びＶＬ含有ポリペプチドのそれぞれに
同色の蛍光色素を標識したところ、蛍光色素とトリプトファン残基との接触による消光に
加え、色素間の消光効果（Ｈ-ｄｉｍｅｒ）が加わりさらに高い検出感度を得られること
を見いだした。また、Ｆａｂ抗体のＶＨ含有ポリペプチド及びＶＬ含有ポリペプチドのそ
れぞれに異色の蛍光色素を標識したところ、蛍光色素とトリプトファン残基との接触によ
る消光と色素間の消光効果に加えてＦＲＥＴ効果による消光効果も得られ、さらに高い検
出感度を得られることを見いだした。さらに、Ｆａｂ抗体のＶＨ含有ポリペプチド及びＶ
Ｌ含有ポリペプチドのそれぞれに蛍光色素と該蛍光色素を消光するクエンチャーを標識し
たところ、蛍光色素とトリプトファン残基との接触による消光と蛍光色素とクエンチャー
間の消光効果も得られ、高い検出感度を得られることを見いだした。
【００１３】
　従来の蛍光標識一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）と本発明の蛍光標識Ｆａｂ型複合体の熱安定性
を測定したところ、蛍光標識一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）が変性する温度は６１℃であったが
、蛍光標識Ｆａｂ型複合体が変性する温度は７３℃と耐熱性に優れ、保存性にも優れてい
ることを見いだした。本発明はこれら知見に基づいて完成するに至ったものである（図４
）。
【００１４】
　すなわち本発明は、
〔１〕抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドのい
ずれか一方又は両方が蛍光色素により標識された、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプ
チドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる複合体を備えたキットであって、液
相中の抗原濃度と上記蛍光色素の蛍光強度とが正の相関関係にあることを指標として、抗
原濃度の測定又は抗原の可視化を可能とすることを特徴とする抗原濃度測定・検出用キッ
ト；
〔２〕抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドが、
それぞれが同一の蛍光色素により標識されたことを特徴とする前記〔１〕記載の抗原濃度
測定・検出用キット；
〔３〕抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドが、
それぞれが異なる種類の蛍光色素により標識されたことを特徴とする前記〔１〕記載の抗
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原濃度測定・検出用キット；
〔４〕抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドが、
一方が蛍光色素、他方が該蛍光色素を消光するクエンチャーにより標識されたことを特徴
とする前記〔１〕記載の抗原濃度測定・検出用キット；
〔５〕抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドのい
ずれか一方が、蛍光色素により標識されたことを特徴とする前記〔１〕記載の抗原濃度測
定・検出用キット；
〔６〕抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドから
なる複合体が、Ｆａｂ抗体（Fragment, antigen binding）であることを特徴とする前記
〔１〕～〔５〕のいずれか記載の抗原濃度測定・検出用キット；
〔７〕蛍光色素が、ローダミン系蛍光色素及びオキサジン系蛍光色素から選ばれることを
特徴とする前記〔１〕～〔６〕のいずれか記載の抗原濃度測定・検出用キット；
〔８〕蛍光色素が、カルボキシローダミン１１０、カルボキシテトラメチルローダミン及
びＡＴＴＯ６５５（商標名）から選ばれることを特徴とする前記〔７〕記載の抗原濃度測
定・検出用キット；
〔９〕クエンチャーが、７－ニトロベンゾフラザン（ＮＢＤ）であることを特徴とする前
記〔４〕～〔８〕のいずれか記載の抗原濃度測定・検出用キット；
に関する。
【００１５】
　また本発明は、
〔１０〕以下の工程（ａ）～（ｃ）、
（ａ）抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドのい
ずれか一方又は両方が蛍光色素により標識された、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプ
チドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる複合体を、測定用試料中の抗原に接
触させる工程；
（ｂ）蛍光色素の蛍光を検出、又は蛍光色素の蛍光強度を測定する工程；
（ｃ）抗原濃度と前記蛍光色素の蛍光強度とが、正の相関関係にあることを指標として、
検体に含まれる抗原量を算出、又は抗原を可視化する工程；
を順次備えることを特徴とする抗原濃度測定・検出方法；
〔１１〕抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドが
、それぞれが同一の蛍光色素により標識されたことを特徴とする前記〔１０〕記載の抗原
濃度測定・検出方法；
〔１２〕抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドが
、それぞれが異なる種類の蛍光色素により標識されたことを特徴とする前記〔１０〕記載
の抗原濃度測定・検出方法；
〔１３〕抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドが
、一方が蛍光色素、他方が該蛍光色素を消光するクエンチャーにより標識されたことを特
徴とする前記〔１０〕記載の抗原濃度測定・検出方法；
〔１４〕抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドの
いずれか一方が、蛍光色素により標識されたことを特徴とする前記〔１０〕記載の抗原濃
度測定・検出方法；
〔１５〕抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドか
らなる複合体が、Ｆａｂ抗体（Fragment, antigen binding）であることを特徴とする前
記〔１０〕～〔１４〕のいずれか記載の抗原濃度測定・検出方法；
〔１６〕抗原が、低分子化合物であることを特徴とする前記〔１０〕～〔１５〕のいずれ
か記載の抗原濃度測定・検出方法；
〔１７〕抗原が、ヒトオステオカルシン、ビスフェノールＡ、血清アルブミン、クレンブ
テロール、ラクトパミン、コチニン、インフルエンザＡ型ウィルスヘマグルチニン、モル
ヒネ類、メタンフェタミン類、コカイン、テトラヒドロカンナビノール、ケタミンである
ことを特徴とする前記〔１０〕～〔１５〕のいずれか記載の抗原濃度測定・検出方法；
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に関する。
【発明の効果】
【００１６】
　本発明によれば、液相系において迅速かつ簡便に目的物質の検出及び／又は定量的な測
定が可能であり、低分子化合物をも測定することができる高感度な免疫測定方法や、該測
定方法による抗原の測定を行うためのキットを提供することができる。本発明の測定方法
は、いずれか一方又はそれぞれ両方が蛍光色素により標識された抗体軽鎖可変領域を含む
ポリペプチド（以下、「ＶＬ含有ポリペプチド」ともいう。）と抗体重鎖可変領域を含む
ポリペプチド（以下、「ＶＨ含有ポリペプチド」ともいう。）からなる複合体（以下、「
本発明の蛍光標識複合体」ともいう。）と、抗原との結合を、前記蛍光色素の蛍光強度を
指標として検出及び／又は測定することができる。本発明の蛍光標識複合体は抗原と結合
していないときは、前記蛍光色素が効果的に消光（クエンチ）された状態にあるため、抗
原を感度よく検出及び／又は測定することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】Ｑ－ｂｏｄｙ測定法の特徴を表す図である。抗体重鎖可変領域ポリペプチドと抗
体軽鎖可変領域ポリペプチドのいずれか一方に蛍光標識した２種類のポリペプチド（ＶＨ
＋ＶＬ）、又は、抗体重鎖可変領域ポリペプチドと抗体軽鎖可変領域ポリペプチドとを結
合した蛍光標識一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）は、抗原と混ぜるだけで、迅速、高感度に抗原濃
度を測定することができる（ＷＯ２０１１／０６１９４４号公報参照）。
【図２】Ｑ－ｂｏｄｙの原理を表す図である。蛍光色素と、抗体可変領域に広く保存され
ているアミノ酸、すなわち抗体重鎖可変領域のＴｒｐ３３，Ｔｒｐ４７，Ｔｒｐ３６，Ｔ
ｒｐ１０６や抗体軽鎖可変領域のＴｒｐ４０との相互作用により、抗原非存在下では蛍光
が消光されているが、抗原濃度依存的に消光が解除され蛍光が増加する。蛍光標識（ＶＨ
＋ＶＬ）及び蛍光標識ｓｃＦｖをＱｕｅｎｃｈｂｏｄｙ（Ｑ－ｂｏｄｙ）と呼ぶ。
【図３】Ｑ－ｂｏｄｙを利用して抗原濃度を測定した、均一系蛍光免疫アッセイ法の実施
の一例を示す図である。Ｑ－ｂｏｄｙであるＴＡＭＲＡ標識抗ＢＧＰ一本鎖抗体（ｓｃＦ
ｖ）に抗原濃度を変化させ、蛍光分光光度計（FluoroMax-4）を用いて蛍光スペクトルお
よび蛍光イメージアナライザー（ＦＭ－ＢＩＯIII）を用いて蛍光強度を測定した結果を
示した。
【図４】抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドの
いずれか一方又は両方が蛍光色素により標識された、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチ
ドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる複合体を模式的に表す図である。すな
わち本発明の蛍光ラベル複合体を模式的に示した（上図）。また、実施例に用いたＱ－ｂ
ｏｄｙ、及び、本発明のシングルラベルＦａｂ型複合体、同色ダブルラベルＦａｂ型複合
体、異色ダブルラベルＦａｂ型複合体を模式的に表す図である（下図）。
【図５】本発明の蛍光標識Ｆａｂ型複合体の作製方法を模式的に表す図である。本発明の
シングルラベルＦａｂ型複合体を作製する場合は、ＰｒｏＸタグ（ＴＡＧ）、ＶＨ、ＣＨ
１、Ｃ末端にリンカー及びＨｉｓタグのＤＮＡ配列を付与した遺伝子を含むプラスミドと
、ＰｒｏＸタグ（ＴＴＴ）、ＶＬ、Ｃκ、Ｃ末端にリンカー及びＦＬＡＧタグのＤＮＡ配
列を付与した遺伝子を含むプラスミドと、ＴＡＭＲＡ－ＡＦ－ｔＲＮＡａｍｂｅｒ（Clov
erDirect）とを大腸菌無細胞合成キット（ＲＹＴＳ）に加え、２０℃で２時間反応させＴ
ＡＭＲＡ標識ＶＨ含有ポリペプチドとＶＬ含有ポリペプチドを共発現にて合成した。その
後、４℃１６時間静置し複合体を形成した。Ｃ末に付与したＦＬＡＧとＨｉｓタグを用い
てタンパク質を精製した。同色ダブルラベルとする場合は、ＶＨ含有遺伝子およびＶＬ含
有遺伝子のＮ末側にＰｒｏＸタグ（ＴＡＧ）を付与したプラスミドを用いて、シングルラ
ベルＦａｂ型複合体と同様の方法で合成、精製した。また異色ダブルラベルとする場合は
、ＰｒｏＸタグ（ＴＡＧ）とＰｒｏＸタグ（ＣＧＧＧ）を、それぞれどちらかの遺伝子の
Ｎ末側に付与したプラスミドを用いて、色素Ａ－ＡＦ－ｔＲＮＡａｍｂｅｒ、色素Ｂ－Ａ
Ｆ－ｔＲＮＡＣＧＧＧ（CloverDirect）を添加した上記の方法により合成、精製した。枠
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欄に４塩基コドンによる蛍光標識アミノ酸導入の模式図を示した。
【図６】本発明のシングルラベルＦａｂ型複合体が、ＶＨ＋ＶＬ型Ｑ－ｂｏｄｙやｓｃＦ
ｖ型Ｑ－ｂｏｄｙよりも高い蛍光強度比でＢＧＰやビスフェノールＡを測定することがで
きたことを示す図である。
【図７】本発明の同色ダブルラベルＦａｂ型複合体が、本発明のシングルラベルＦａｂ型
複合体よりも高い蛍光強度比でＢＧＰを測定することができたことを示す図である。
【図８】本発明の同色ダブルラベルＦａｂ型複合体が、本発明のシングルラベルＦａｂ型
複合体よりも高い蛍光強度比でＨＳＡを測定することができたことを示す図である。
【図９】本発明の異色ダブルラベルＦａｂ型複合体が、本発明のシングルラベルＦａｂ型
複合体よりも高い蛍光強度比でＢＧＰを測定することができたことを示す図である。
【図１０】本発明の異色ダブルラベルＦａｂ型複合体が、本発明のシングルラベルＦａｂ
型複合体よりも高い蛍光強度比でＨＳＡを測定することができたことを示す図である。
【図１１】ＣＲ１１０で標識した抗ＳＡ抗体の重鎖可変領域（ＶＨ）と抗体重鎖定常領域
（ＣＨ１）を含むポリペプチドと、ＴＡＭＲＡで標識した抗ＳＡ抗体の軽鎖可変領域（Ｖ
Ｌ）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ）を含むポリペプチドからなる、抗ＳＡ抗体の異色ダブル
ラベルＦａｂ型複合体が、本発明のシングルラベルＦａｂ型複合体よりも高い蛍光強度比
でＨＳＡを測定することができたことを示す図である。
【図１２】本発明の一方が蛍光色素、他方が該蛍光色素を消光するクエンチャーにより標
識されたＦａｂ型複合体が高い蛍光強度比でＢＧＰを測定し得たことを示す図である。い
ずれも、 Ex/Em= 530/ 580で測定した。
【図１３】本発明の蛍光ラベルＦａｂ型複合体の熱変性を起す温度は、蛍光ラベルｓｃＦ
ｖの熱変性を起す温度より１２℃高く、温度安定性に優れていることを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本発明の抗原濃度測定・検出用キットとしては、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチド
（ＶＬ含有ポリペプチド）と抗体重鎖可変領域を含むポリペプチド（ＶＨ含有ポリペプチ
ド）からなる複合体を備え、前記ＶＬ含有ポリペプチドとＶＨ含有ポリペプチドのいずれ
か一方又は両方が蛍光色素により標識されている、前記複合体を備えたキットであって、
液相中の抗原濃度と上記蛍光色素の蛍光強度とが正の相関関係にあることを指標として、
抗原濃度の測定又は抗原の可視化を可能とすることを特徴とする抗原濃度測定・検出用キ
ットであれば特に制限されないが、いずれか一方又は両方が蛍光色素により標識されてい
る、ＶＬ含有ポリペプチドとＶＨ含有ポリペプチドからなる複合体を構成要素として含む
他は、標準物質として使用できる抗原や、通常この種の免疫測定キットに用いられる試薬
等、器具、取扱説明書等を備えていてもよい。
【００１９】
　上記抗原としては、上記ＶＨ含有ポリペプチドや上記ＶＬ含有ポリペプチド、これらの
ポリペプチドからなる複合体により特異的に認識される抗原であれば特に制限されず、例
えば、タンパク質、ペプチド、糖質、脂質、糖脂質、低分子化合物の他、リン酸化、メチ
ル化等のタンパク質修飾等やこれらの修飾を受けたタンパク質等を挙げることができ、本
発明の抗原濃度測定・検出用キットは検出感度に優れることから、低分子化合物の検出に
おいて特に有用である。
【００２０】
　本発明の抗原濃度測定・検出用キットにおける、ＶＬ含有ポリペプチドとＶＨ含有ポリ
ペプチドからなる複合体を構成する、ＶＬ含有ポリペプチドとＶＨ含有ポリペプチドは、
そのいずれか一方又は両方が蛍光色素により標識されていればよく、（ｉ）いずれか一方
が蛍光色素により標識された複合体、（ii）それぞれが同一の蛍光色素により標識された
複合体、（iii）それぞれが異なる種類の蛍光色素により標識された複合体、又は（iv）
いずれか一方が蛍光色素、他方が該蛍光色素を消光するクエンチャーにより標識された複
合体とすることができる。ＶＨ含有ポリペプチド及びＶＬ含有ポリペプチドのいずれか一
方に付加される場合、蛍光色素はいずれのポリペプチドに付加されてもよいが、高い検出
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感度を得られる方に付加することが好ましい。それぞれが異なる２種の蛍光色素がＶＨ含
有ポリペプチド及びＶＬ含有ポリペプチドに付加される場合は、いずれの蛍光色素がどち
らのポリペプチドに付加されてもよく、高い検出感度を得られる蛍光色素とポリペプチド
の組み合わせとすることが好ましい。ＶＬ含有ポリペプチドとＶＨ含有ポリペプチドは、
いずれも前記蛍光色素の発光や検出、クエンチングが阻害されない限りは、任意のアミノ
酸配列からなるタンパク質や、ＰｒｏＸタグ（配列番号１）、ＦＬＡＧタグ、Ｈｉｓタグ
、ＨＡタグ、Ｎｉタグ等のペプチドタグ、任意のアミノ酸配列からなるリンカー、安定放
射性同位体、酵素、前記蛍光色素と異なる種類の蛍光色素等により標識される他、糖鎖付
加やリン酸化、メチル化等の修飾を受けていてもよい。
【００２１】
　抗体軽鎖可変領域（ＶＬ）は、抗体軽鎖遺伝子のＶ領域及びＪ領域のエクソンによりコ
ードされる抗体軽鎖可変領域（ＶＬ）に特異的なアミノ酸配列を含むものであれば特に制
限されるものではなく、前記ＶＬ含有ポリペプチド、又は本発明の蛍光標識複合体と抗原
との親和性が損なわれない限りは、上記抗体軽鎖可変領域に特異的なアミノ酸配列のＮ末
端及び／又はＣ末端側に、さらに任意のアミノ酸配列が付加されたものであっても、１又
は２以上のアミノ酸が欠失、置換、挿入されていてもよい。かかる抗原との親和性は、Ｅ
ＬＩＳＡ法やＦＡＣＳ等の常法により適宜調べることができる。また、上記抗体軽鎖可変
領域に特異的なアミノ酸配列としては、カバット（Kabat）の番号付け系で第３５番目の
アミノ酸がトリプトファンであるアミノ酸配列であることが好ましい。
【００２２】
　抗体重鎖可変領域（ＶＨ）は、抗体重鎖遺伝子のＶ領域、Ｄ領域、及びＪ領域のエクソ
ンによりコードされる抗体重鎖可変領域（ＶＨ）に特異的なアミノ酸配列を含むものであ
れば特に制限されるものではなく、前記ＶＨ含有ポリペプチド又は本発明の蛍光標識複合
体と、抗原との親和性が損なわれない限りは、上記抗体重鎖可変領域に特異的なアミノ酸
配列のＮ末端及び／又はＣ末端側に、さらに任意のアミノ酸配列が付加されたものであっ
ても、１又は２以上のアミノ酸が欠失、置換、挿入されていてもよい。かかる抗原との親
和性は、ＥＬＩＳＡ法やＦＡＣＳ等の常法により適宜調べることができる。また、上記抗
体重鎖可変領域に特異的なアミノ酸配列としては、カバット（Kabat）の番号付け系で第
３６番目、第４７番目、又は第１０３番目のアミノ酸がトリプトファンであるアミノ酸配
列であることが好ましい。
【００２３】
　ＶＬ含有ポリペプチドとしては、抗体軽鎖可変領域（ＶＬ）を含有していればよく、抗
体軽鎖や、抗体軽鎖に任意のアミノ酸配列からなるペプチドを含むことができ、例えば、
抗体軽鎖可変領域（ＶＬ）に、抗体軽鎖定常領域（Ｃκ）や、さらにヒンジ部分を付与し
たポリペプチドとすることができ、中でもＶＬにＣκを付与したポリペプチド等が好まし
い。前記ＶＬ含有ポリペプチドとして具体的には、配列番号５に配列番号４を付加したも
の、配列番号７に配列番号４を付加したもの、配列番号１０に配列番号４を付加したもの
、配列番号１５に配列番号４を付加したもの、配列番号１７に配列番号４を付加したもの
、配列番号１９に配列番号４を付加したもの、配列番号２１に配列番号４を付加したもの
、配列番号２３に配列番号４を付加したもの、配列番号２５に配列番号４を付加したもの
、配列番号２７に配列番号４を付加したもの、及び配列番号２９に配列番号４を付加した
もので示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドを好適に例示することができる他、測
定対象の抗原に応じて、抗原を認識しうるＶＬ含有ポリペプチドを適宜作製することがで
きる。
【００２４】
　ＶＨ含有ポリペプチドとしては、抗体軽重可変領域（ＶＨ）を含有していればよく、抗
体重鎖や、抗体重鎖に任意のアミノ酸配列からなるペプチドを含むことができ、例えば、
抗体重鎖可変領域（ＶＨ）に、抗体重鎖定常領域（ＣＨ１）や、さらにヒンジ部分やＦｃ
領域を付与したポリペプチドとすることができ、中でもＶＨにＣＨ１を付与したポリペプ
チド等が好ましい。前記ＶＨ含有ポリペプチドとして具体的には、配列番号３に配列番号
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６を付加したもの、配列番号９に配列番号６を付加したもの、配列番号１２に配列番号６
を付加したもの、配列番号１６に配列番号６を付加したもの、配列番号１８に配列番号６
を付加したもの、配列番号２０に配列番号６を付加したもの、配列番号２２に配列番号６
を付加したもの、配列番号２４に配列番号６を付加したもの、配列番号２６に配列番号６
を付加したもの、配列番号２８に配列番号６を付加したもの、及び配列番号３０に配列番
号６を付加したもので示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドを好適に例示すること
ができる他、測定対象の抗原に応じて、抗原を認識しうるＶＨ含有ポリペプチドを適宜作
製することができる。
【００２５】
　ＶＬ含有ポリペプチドとＶＨ含有ポリペプチドは、複合体を形成することが好ましく、
抗体軽鎖可変領域（ＶＬ）及び抗体重鎖可変領域（ＶＨ）に、それぞれ複合体を形成する
アミノ酸配列を含むペプチドが結合されたものであれば特に制限されるものではない。複
合体を形成するペプチドとしては、上記抗体定常領域（ＣＨ１やＣκなど）の他、２量体
を形成する一方をＶＬに他方をＶＨに付与することもできる。また、相互作用してこれら
の複合体形成に寄与する２種類のタンパク質を選択することもできる。
【００２６】
　本発明の蛍光標識複合体における「複合体」としては、ＶＬ含有ポリペプチドとＶＨ含
有ポリペプチドとを構成要素として含み、複合体を形成するものであればよく、本発明の
蛍光標識複合体の機能を損なわない限りは、前記ＶＬ含有ポリペプチドとＶＨ含有ポリペ
プチドに加え、さらにペプチドやタンパク質、脂質、金属その他化合物等を構成要素とし
て含んでもよい。
【００２７】
　また、本発明の複合体は、前記ポリペプチド同士が組み合わさって一体として機能しう
る構造体であればよく、前記ポリペプチド間の化学結合の有無は特に問題とされない。前
記結合としては、前記ポリペプチド同士による、ジスルフィド結合や、架橋剤を用いて形
成された結合等を挙げることができ、これらの結合は１つの複合体において複数組み合わ
せて使用されてもよい。これらの中でもジスルフィド結合を好適に例示することができる
。本発明の複合体は前記ポリペプチド同士が互いに近い距離となる複合体を形成すること
が好ましく、このような機能をもつペプチドを含む、ＶＬ含有ポリペプチドやＶＨ含有ポ
リペプチドからなる複合体が好ましい。抗体分子において抗体軽鎖定常領域と抗体重鎖定
常領域はその相互作用により抗体軽鎖可変領域と抗体重鎖可変領域をより近い距離とし、
強固な抗原結合ポケットを形成する補助的役割を果たしている。このことから、本発明の
複合体としては、抗体軽鎖可変領域と抗体軽鎖定常領域からなるポリペプチドと、抗体重
鎖可変領域と抗体重鎖定常領域からなるポリペプチド鎖が、ジスルフィド結合で結合した
１分子の抗体タンパク質であるＦａｂ抗体や、Ｆａｂ抗体２つがヒンジを介してジスルフ
ィド結合で結合したＦ（ａｂ’）２抗体や、完全体の抗体が好ましく、中でもＦａｂ抗体
が最も好ましい。かかるＶＬ含有ポリペプチド及びＶＨ含有ポリペプチドからなる、Ｆａ
ｂ抗体を形成する本発明の蛍光標識複合体は、「本発明の蛍光標識Ｆａｂ型複合体」とい
うこともある。中でもＶＬ含有ポリペプチド又はＶＨ含有ポリペプチドのいずれか一方が
蛍光標識された本発明の蛍光標識Ｆａｂ型複合体は、「本発明のシングルラベルＦａｂ型
複合体」ということもある。また、ＶＬ含有ポリペプチド及びＶＨ含有ポリペプチドがい
ずれも蛍光標識された本発明の蛍光標識Ｆａｂ型複合体は、その２種の蛍光色素が同一の
場合は「本発明の同色ダブルラベルＦａｂ型複合体」、２種の蛍光色素が異なる場合は「
本発明の異色ダブルラベルＦａｂ型複合体」ということもある。
【００２８】
　本発明において、ＶＬ含有ポリペプチドや、ＶＨ含有ポリペプチドや、これらのポリペ
プチドを含む複合体やその構成要素等は、公知の化学合成法、遺伝子組換え技術、抗体分
子のタンパク質分解酵素による分解方法等を用いて調製することができるが、中でも、比
較的容易な操作でかつ大量に調製することが可能な遺伝子組換え技術により調製すること
が好ましい。遺伝子組換え技術により前記ポリペプチドを調製する場合には、かかるポリ
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ペプチドをコードする塩基配列を含むＤＮＡを好適な発現ベクターに導入して組換えベク
ターを作製し、バクテリア、酵母、昆虫、動植物細胞などを宿主として用いた発現系や、
無細胞翻訳系により目的のポリペプチドを発現させることができる（図５）。無細胞翻訳
系において目的のポリペプチドの発現を行う場合は、例えば、大腸菌、小麦胚芽、ウサギ
網状赤血球等の無細胞抽出液に、ヌクレオチド３リン酸や各種アミノ酸を加えた反応液中
で、目的のポリペプチドを発現させることができる。この際、ＶＬ含有ポリペプチドや、
ＶＨ含有ポリペプチドはＰｒｏＸタグやＦＬＡＧタグ、Ｈｉｓタグ等のタグが付加されて
いてもよく、これらのタグは蛍光色素の付加や、ポリペプチドの精製等に利用することが
できる。このようにして得たＶＬ含有ポリペプチドや、ＶＨ含有ポリペプチド同士は、蛍
光色素による標識中又は標識の前後に、適当な溶媒中で複合体を形成させることができ、
ジスルフィド結合又は架橋剤により結合させ、複合体を形成させる例を挙げることができ
る。例えば、前記ＶＬ含有ポリペプチド及びＶＨ含有ポリペプチドをコードする遺伝子を
、大腸菌無細胞合成系で共発現後、４℃で１６時間インキュベーションすることによりジ
スルフィド結合を形成させ複合体を形成することができる。また、大腸菌無細胞合成反応
系にタンパク質ジスルフィドイソメラーゼやプロリンシストランスイソメラーゼなどの分
子シャペロンを添加することによりジスルフィド結合を促進することができる。また、前
記架橋剤としては、ポリペプチド同士を架橋し結合させうる化合物であればよく、例えば
、アルデヒド類（例えば、グルタルアルデヒド）、カルボジイミド類、イミドエステル類
など挙げることができ、適宜市販品を入手し常法により使用することができる。また、本
発明の複合体は、抗体を酵素などで切断して作製することもでき、例えばパパインや、ペ
プシンを用いて抗体を処理することにより、それぞれＦａｂ抗体や、Ｆ（ａｂ’）２抗体
を作製することもできる。
【００２９】
　本発明において、蛍光色素により、ＶＬ含有ポリペプチドやＶＨ含有ポリペプチドを標
識する方法は特に制限されず、ポリペプチドの両端又は側鎖の官能基を利用して直接又は
架橋剤等を介して間接的に標識する方法や、無細胞翻訳系を利用してポリペプチドを合成
しながら部位特異的に標識する手法等を用いることができる。無細胞翻訳系を利用して標
識する方法としては、アンバーサプレッション法（Ellman J et al.(1991)Methods Enzym
ol.202:301-36）、４塩基コドン法（Hohsaka T., et al., J. Am. Chem. Soc., 118, 977
8-9779, 1996）、Ｃ末端標識法（特開２０００－１３９４６８号公報）、Ｎ末端標識法（
米国特許第５，６４３，７２２号公報、Olejnik et al.(2005)Methods 36:252-260）等が
知られており、アンバーサプレッション法では、標識のターゲット部位のアミノ酸をコー
ドするコドンを終止コドンの一つであるアンバーコドンに置き換えたＤＮＡ又はｍＲＮＡ
を作製し、無細胞翻訳系を用いて該ＤＮＡ又はｍＲＮＡからタンパク質を合成する。その
際、タンパク質合成反応液に標識された非天然アミノ酸を結合させたサプレッサーｔＲＮ
Ａを添加することで、アンバーコドンに置換した部位に標識アミノ酸が導入されたタンパ
ク質を合成することができる。４塩基コドン法ではコドンを主にＣＧＧＧに拡張し、アミ
ノ酸をコードするコドンをＣＧＧＧに置き換えたＤＮＡ又はｍＲＮＡを作製し、無細胞翻
訳系を用いて該ＤＮＡ又はｍＲＮＡからタンパク質を合成する。その際、タンパク質合成
反応液に標識された非天然アミノ酸を結合させたｔＲＮＡＣＧＧＧを添加することで、４
塩基コドンに置換した部位に標識アミノ酸が導入されたタンパク質を合成することができ
る。本発明における異色ダブルラベルには、無細胞翻訳系を用い、アンバーサプレッショ
ン法と４塩基コドン法を組み合わせて共発現させることにより、ＶＨ含有ポリペプチド及
びＶＬ含有ポリペプチドに異なる蛍光色素で標識を行い、複合体を形成することができる
。また、Ｃ末端標識法では、標識したピューロマイシンを最適濃度で添加した無細胞翻訳
系において、ＤＮＡ又はｍＲＮＡからタンパク質への翻訳を行うことにより、Ｃ末端特異
的に標識が導入されたタンパク質を合成することができる。
【００３０】
　また、大腸菌や動物細胞を宿主とする遺伝子組み換え技術により部位特異的に蛍光色素
を導入する手法を用いることもできる。アジドチロシンを認識するアミノアシルｔＲＮＡ
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合成酵素と、サプレッサーアジドチロシル－ｔＲＮＡを導入した大腸菌を宿主として、部
位特異的にポリペプチドにアジドチロシンを導入し、導入したアジド基に蛍光色素を結合
することができる。また、古細菌由来ピロリジルｔＲＮＡ合成酵素と、サプレッサーピロ
リジル－ｔＲＮＡを導入した動物細胞を宿主として、部位特異的にポリペプチドにアジド
Ｚリジンを導入し、導入したアジド基に蛍光色素を結合することができる。
【００３１】
　本発明において、蛍光標識に用いる蛍光色素としては、ＶＨ含有ポリペプチド及び／又
はＶＬ含有ポリペプチドを標識した場合、本発明の蛍光標識複合体を形成した状態で、抗
原の非存在下でクエンチ（消光）される蛍光色素であって、かかる複合体と抗原が結合し
たときには消光機能が解除され蛍光が発せられる蛍光色素であれば特に制限されない。ま
た、同一又は異なる種類の蛍光色素を、ＶＨ含有ポリペプチドとＶＬ含有ポリペプチドの
それぞれに付加する場合は、前記のクエンチングに加え、抗原の非存在下で色素間のクエ
ンチングやＦＲＥＴ効果によるクエンチングが効果的に起こる組み合わせを選択すること
が好ましい。蛍光標識に用いる蛍光色素としては、ローダミン、クマリン、Ｃｙ、Ｅｖｏ
Ｂｌｕｅ、オキサジン、Carbopyronin、naphthalene、biphenyl、anthracene、phenenthr
ene、pyrene、carbazole等を基本骨格として有する蛍光色素やその蛍光色素の誘導体を例
示することができ、具体的には、ＣＲ１１０：carboxyrhodamine 110：Rhodamine Green
（商標名）、ＴＡＭＲＡ：carbocytetremethlrhodamine：ＴＭＲ、Carboxyrhodamine 6G
：ＣＲ６Ｇ、ＡＴＴＯ６５５（商標名）、ＢＯＤＩＰＹ ＦＬ（商標名）：4,4-difluoro-
5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indancene-3-propionic acid、ＢＯＤＩＰＹ ４９
３／５０３（商標名）：4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-inda
ncene-8-propionicacid、ＢＯＤＩＰＹ Ｒ６Ｇ（商標名）：4,4-difluoro-5-(4-phenyl-1
,3-butadienyl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indancene-3-propionic acid、ＢＯＤＩＰＹ ５
５８／５６８（商標名）：4,4-difluoro-5-(2-thienyl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indancen
e-3-propionic acid、ＢＯＤＩＰＹ ５６４／５７０（商標名）：4,4-difluoro-5-styryl
-4-bora-3a,4a-diaza-s-indancene-3-propionic acid、ＢＯＤＩＰＹ ５７６／５８９（
商標名）：4,4-difluoro-5-(2-pyrrolyl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indancene-3-propionic
 acid、ＢＯＤＩＰＹ ５８１／５９１（商標名）：4,4-difluoro-5-(4-phenyl-1, 3-buta
dienyl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indancene-3-propionic acid、Ｃｙ３（商標名）、Ｃｙ
３Ｂ（商標名）、Ｃｙ３．５（商標名）、Ｃｙ５（商標名）、Ｃｙ５．５（商標名）、Ｅ
ｖｏＢｌｕｅ１０（商標名）、ＥｖｏＢｌｕｅ３０（商標名）、ＭＲ１２１、ＡＴＴＯ 
３９０（商標名）、ＡＴＴＯ ４２５（商標名）、ＡＴＴＯ ４６５（商標名）、ＡＴＴＯ
４８８（商標名）、ＡＴＴＯ ４９５（商標名）、ＡＴＴＯ ５２０（商標名）、ＡＴＴＯ
 ５３２（商標名）、ＡＴＴＯ Ｒｈｏ６Ｇ（商標名）、ＡＴＴＯ ５５０（商標名）、Ａ
ＴＴＯ ５６５（商標名）、ＡＴＴＯ Ｒｈｏ３Ｂ（商標名）、ＡＴＴＯ Ｒｈｏ１１（商
標名）、ＡＴＴＯ Ｒｈｏ１２（商標名）、ＡＴＴＯ Ｔｈｉｏ１２（商標名）、ＡＴＴＯ
 ６１０（商標名）、ＡＴＴＯ ６１１Ｘ（商標名）、ＡＴＴＯ ６２０（商標名）、ＡＴ
ＴＯ Ｒｈｏ１４（商標名）、ＡＴＴＯ ６３３（商標名）、ＡＴＴＯ ６４７（商標名）
、ＡＴＴＯ ６４７Ｎ（商標名）、ＡＴＴＯ ６５５（商標名）、ＡＴＴＯ Ｏｘａ１２（
商標名）、ＡＴＴＯ ７００（商標名）、ＡＴＴＯ ７２５（商標名）、ＡＴＴＯ ７４０
（商標名）、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ３５０（商標名）、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４０５
（商標名）、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４３０（商標名）、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８
（商標名）、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５３２（商標名）、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５４６
（商標名）、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５５５（商標名）、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５６８
（商標名）、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５９４（商標名）、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６３３
（商標名）、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６４７（商標名）、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６８０
（商標名）、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ７００（商標名）、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ７５０
（商標名）、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ７９０（商標名）、Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｒｅｄ－
Ｘ（商標名）、Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ－Ｘ（商標名）、５（６）－ＴＡＭＲＡ－Ｘ（商標名
）、５ＴＡＭＲＡ（商標名）、ＳＦＸ（商標名）を挙げることができるが、中でも、ロー
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ダミン系蛍光色素であるＣＲ１１０やＴＡＭＲＡ、及びオキサジン系蛍光色素であるＡＴ
ＴＯ６５５を特に好適に例示することができる。
【００３２】
　本発明におけるクエンチャーとしては、抗原非存在下の本発明の蛍光標識複合体におい
て、その構成要素であるＶＬ含有ポリペプチドとＶＨ含有ポリペプチドのいずれか一方に
標識された蛍光色素の蛍光を、もう一方のペプチドに付加されたクエンチャーが消光する
ことができるクエンチャーであって、かかる複合体と抗原が結合した場合にはかかる消光
機能が解除され蛍光が発せられるクエンチャーであれば特に制限されない。かかるクエン
チャーは、ＮＢＤ：7-nitrobenzofurazan、ＤＡＢＣＹＬ、ＢＨＱ、ＡＴＴＯ、ＱＸＬ、
ＱＳＹ、Ｃｙ、Ｌｏｗａ Ｂｌａｃｋ、ＩＲＤＹＥ等を基本骨格とする消光色素やその消
光色素の誘導体を例示することができ、具体的には、ＮＢＤ、ＤＡＢＣＹＬ、ＢＨＱ－１
（商標名）、ＢＨＱ－２（商標名）、ＢＨＱ－３（商標名）、ＡＴＴＯ５４０Ｑ（商標名
）、ＡＴＴＯ５８０Ｑ（商標名）、ＡＴＴＯ６１２Ｑ（商標名）、ＱＸＬ４９０（商標名
）、ＱＸＬ５２０（商標名）、ＱＸＬ５７０（商標名）、ＱＸＬ６１０（商標名）、ＱＸ
Ｌ６７０（商標名）、ＱＸＬ６８０（商標名）、ＱＳＹ－３５（商標名）、ＱＳＹ－７（
商標名）、ＱＳＹ－９（商標名）、ＱＳＹ－２１（商標名）、Ｃｙ５Ｑ（商標名）、Ｃｙ
７Ｑ（商標名）、Ｌｏｗａ Ｂｌａｃｋ ＦＱ（商標名）、ＬｏｗａＢｌａｃｋ ＲＱ（商
標名）、ＩＲＤＹＥ ＱＣ－１（商標名）を挙げることができるが、中でも、ＮＢＤが好
ましい。また、本発明の複合体における蛍光色素とクエンチャーの組み合わせは、抗原非
存在下でクエンチャーが蛍光色素を効果的に消光し、抗原存在下においては蛍光色素の発
光を阻害しない組み合わせを適宜選択することができ、蛍光色素ＴＡＭＲＡとＮＢＤの組
み合わせを例示することができる。
【００３３】
　本発明の蛍光標識複合体、すなわちＶＬ含有ポリペプチドとＶＨ含有ポリペプチドから
なる複合体であって、前記ＶＬ含有ポリペプチドとＶＨ含有ポリペプチドのいずれか一方
又は両方が蛍光色素により標識されている複合体は、抗原の非存在下では、前述の蛍光色
素と抗体可変領域において保存されたトリプトファン残基との相互作用による蛍光色素の
消光が起こる。それに加えて、同色の蛍光色素が前記ポリペプチドそれぞれに標識された
本発明の蛍光標識複合体では、蛍光色素間のクエンチング効果が得られる。また、異色の
蛍光色素が前記ポリペプチドそれぞれに標識された本発明の蛍光標識複合体では、前記ト
リプトファン残基によるクエンチング、蛍光色素間のクエンチングに加え、蛍光共鳴エネ
ルギー転移（ＦＲＥＴ）効果によるクエンチングの効果が得られる。さらに、蛍光色素と
その色素を消光するクエンチャーが前記ポリペプチドそれぞれに標識された本発明の蛍光
標識複合体では、蛍光色素とクエンチャー間のクエンチング効果により、ダイナミックレ
ンジを増大することができる。
【００３４】
　本発明の抗原濃度測定・検出方法としては、
（ａ）抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドのい
ずれか一方又は両方が蛍光色素により標識された、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプ
チドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる複合体を、測定用試料中の抗原に接
触させる工程；
（ｂ）蛍光色素の蛍光を検出、又は蛍光色素の蛍光強度を測定する工程；
（ｃ）抗原濃度と前記蛍光色素の蛍光強度とが、正の相関関係にあることを指標として、
検体に含まれる抗原量を算出、又は抗原を可視化する工程；
の工程（ａ）～（ｃ）を順次備えることを特徴とする抗原濃度測定及び／又は検出方法で
あればよく、前記複合体は本発明の蛍光標識複合体であればよく、中でも本発明の蛍光標
識Ｆａｂ型複合体、より好ましくは本発明のシングルラベルＦａｂ型複合体、本発明の同
色ダブルラベルＦａｂ型複合体、本発明の異色ダブルラベルＦａｂ型複合体を例示するこ
とができる。また本発明の抗原濃度測定・検出方法は、本発明の蛍光標識複合体や本発明
の抗原濃度測定及び／又は検出用キットを用いて行うことができる。
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【００３５】
　本発明の抗原濃度測定・検出用キットの使用、及び本発明の抗原濃度測定・検出方法は
、液相中で本発明の蛍光標識複合体と抗原の接触を行うことが好ましく、そのため測定対
象試料である検体は、適宜液体あるいは液体を含む、又は液体に浸された測定用試料とし
て調製して前記工程（ａ）や本発明の抗原濃度測定・検出方法に供することが好ましい。
本発明の抗原濃度測定及び／又は検出用キットの使用、及び本発明の抗原濃度測定及び／
又は検出方法における検体の由来等は特に制限されず、適宜前処理等を施して前記測定用
試料とすることができる。液体の検体は、そのまま測定用試料として測定に供することも
、あるいは抗原を損なうことや抗原濃度測定・検出を阻害することもない限り、緩衝液や
生理食塩水等で希釈、あるいは濃縮、又はｐＨや塩濃度等を適宜調整して測定用試料とす
ることもできる。かかる液体の検体としては、例えば測定対象となるターゲット抗原を含
む可能性がある血清、血漿、唾液、髄液、尿等の体液、培養上清、細胞抽出液、菌体抽出
液、工業廃水等を挙げることができる。
【００３６】
　固体等の液体以外の検体は、そのまま、あるいは抗原を損なうことや抗原濃度測定・検
出を阻害することがない限り、適宜分割、細断、粉砕、すりつぶす、組織切片を作製する
、あるいは検体の特定成分のみを除去あるいは抽出する、等の処理を施した上で、緩衝液
や生理食塩水等の液体に溶解、懸濁、又は液浸することにより、本発明の蛍光標識複合体
が抗原に接触できる状態とし、測定用試料とすることができる。前記組織切片の作製にお
いては、抗原を損なわない範囲でパラホルムアルデヒドやグルタルアルデヒド等を用いて
固定処理を施すことができ、さらにＢＳＡ（ウシ血清アルブミン）やスキムミルク等によ
りブロッキング処理を行うこともできる。かかる固体等の検体としては、例えば生体より
採取された組織、細胞、タンパク質や糖等の成分がブロットされたニトロセルロース膜や
ＰＶＤＦ膜、食品、土壌等を挙げることができる。また、測定用試料は、抗原を損なうこ
とも抗原濃度測定・検出を阻害することもない限り、適宜防腐剤、防カビ剤、ｐＨ調整剤
、界面活性剤、凝固防止剤、キレート剤等を含んでもよい。
【００３７】
　本発明においては、さらに、生体内の血液や髄液等の体液、組織等をも測定用試料とす
ることができる。すなわち、実験動物等の非ヒト動物に本発明の蛍光標識複合体を投与す
ることにより、本発明の蛍光標識複合体と生体内の抗原とを接触させることができる。か
かる非ヒト動物としては、ヒト以外の動物であればよく、例えば、脊椎動物、中でも哺乳
類、魚類、鳥類、爬虫類、両生類等の非ヒト動物を挙げることができ、中でも哺乳類が好
ましく、マウス、ラット、ハムスター、サル、ブタ等がより好ましい。また、上記投与方
法も特に制限されず、筋肉内注射、腹腔内注射、静脈内注射、皮下注射、埋込み、塗布等
の非経口的な局所投与方法や、経口的な投与方法の中から適宜選択することができる。ま
た、本発明の蛍光標識複合体投与と同時、あるいはその前後に他の薬剤等を投与してもよ
い。非ヒト動物に本発明の蛍光標識複合体を投与することにより、生体内における抗原の
位置やその移動、抗原量やその変化を観察することも可能である。かかる観察においては
、経時的に体液や組織等の検体を採取して測定用試料を調製し、蛍光強度測定や蛍光の局
在観察を行うことも、あるいは生体中の蛍光強度やその変化、蛍光の局在やその移動をリ
アルタイムに検出し観察することもできる。
【００３８】
　本発明の蛍光標識複合体と測定用試料中の抗原とを接触させる反応条件としては、測定
用試料に本発明の蛍光標識複合体を添加し、抗原抗体反応に一般的に用いることのできる
条件でインキュベートするものであれば特に制限されず、温度条件は、例えば１～３０℃
、好ましくは１８～２５℃、反応時間は、例えば、瞬時～１８０分、好ましくは１～９０
分とすることができる。また、非ヒト動物体内において反応を行う場合は、投与後例えば
５～１８０分、好ましくは６０～１２０分インキュベートし、必要に応じて、組織、血液
、細胞等を摘出、又は観察対象部位を露出させる等の処理を適宜行うことができる。イン
キュベート終了後の試料においては、抗原を認識した本発明の蛍光標識複合体におけるク



(16) JP 2015-193631 A 2015.11.5

10

20

30

40

50

エンチングが解消され、励起光の照射により蛍光が発せられるが、抗原を認識していない
本発明の蛍光標識複合体は、クエンチングされたままで、励起光の照射によっても蛍光を
発しない。したがって前記蛍光標識複合体を添加した測定用試料は、洗浄などの工程を経
ることなく、そのまま抗原濃度測定及び／又は検出に供することができ、このことが本発
明の抗原濃度測定・検出用キット及び本発明の抗原濃度測定・検出方法の大きな特徴の一
つである。
【００３９】
　本発明における測定用試料中の蛍光の検出方法は、蛍光色素から発せられる蛍光を検出
できる限り特に制限されず、前記反応後の測定用試料に励起光を照射して蛍光色素の蛍光
強度を測定及び／又は検出するものであればよい。照射する励起光及び、測定及び／又は
検出する蛍光の波長は、使用する蛍光色素の種類に応じて適宜選択することができ、例え
ば蛍光色素にＣＲ１１０を用いた場合は励起光波長４８０ｎｍと蛍光波長５３０ｎｍ、Ｔ
ＡＭＲＡを用いた場合は励起光波長５３０ｎｍと蛍光波長５８０ｎｍ、ＡＴＴＯ６５５を
用いた場合は励起光波長６３０ｎｍと蛍光波長６８０ｎｍの組み合わせとすることができ
る。また、２種類の異なる蛍光色素を用いる場合も、抗原濃度を測定及び／又は抗原を検
出することができる、励起光波長及び蛍光波長の組み合わせを適宜選択して使用すればよ
い。例えば、本発明の蛍光標識複合体と反応させた測定用試料に、前記蛍光標識複合体に
含まれる蛍光色素のうちいずれか１つに適した励起波長の光を照射し、蛍光スペクトルを
取得することを２種両方の蛍光色素について行うことにより、抗原濃度測定・検出に最適
な励起光波長及び蛍光波長の組み合わせを特定することができる。例えば、励起光波長と
蛍光波長の組み合わせとして、いずれか一方の蛍光色素に適した励起光波長及び蛍光波長
の組み合わせを挙げることができ、より好ましくは、励起光波長及び蛍光波長が短い方の
蛍光色素に適した、励起光波長及び蛍光波長の組み合わせを挙げることができる。なお蛍
光は、蛍光スペクトルとして検出しても、特定の波長における光強度として検出してもよ
く、例えば、ＣＲ１１０とＴＡＭＲＡの組み合わせを使用する場合は、励起光波長を４８
０ｎｍとし、波長５３０ｎｍの蛍光を検出することも、波長５１５ｎｍ～６５０ｎｍの蛍
光スペクトルとして検出することもできる。２種類の異なる蛍光色素いずれか一方に適し
た励起光波長及び蛍光波長の組み合わせは、抗原非存在時のＦＲＥＴ（蛍光共鳴エネルギ
ー移動：Fluorescence resonance energy transfer）効果によるバックグラウンドの低減
を効率よく検出でき、より高感度に測定できる。
【００４０】
　本発明において蛍光検出に用いる光源や測定装置は適宜選択することができ、光源は励
起光波長を照射できるものであればよく、光源としては水銀ランプ、キセノンランプ、Ｌ
ＥＤ、レーザー光等を挙げることができ、適当なフィルターを用いて特定の波長の励起光
を得ることができる。蛍光測定装置は、蛍光観察に通常用いられるデバイスを用いること
ができ、励起光の光源及びその照射システム、蛍光画像取得システムを備えた顕微鏡等を
適宜利用することができ、MF20／FluoroPoint-Light（オリンパス社製）やFMBIO-III（日
立ソフトウェアエンジニアリング社製）等を例示することができる。蛍光強度と抗原の濃
度とは正の相関関係にあるので、濃度既知の抗原を含む被検物質を用いたときの蛍光強度
を測定して抗原濃度と蛍光強度との関係を示す標準曲線を作成し、この標準曲線から、濃
度未知の抗原濃度を算出することができる。かかる抗原濃度の算出は、あらかじめ作成さ
れたに標準曲線に基づいて設定された変換式等により自動的に抗原量を算出することもで
きる。なお蛍光の検出は、蛍光スペクトルの検出であっても、特定の波長の蛍光強度の検
出であってもよい。
【００４１】
　また、本発明の蛍光標識複合体を非ヒト動物に投与した場合は、その体液や組織等を採
取する他、非ヒト動物の検出対象領域に励起光を照射して、蛍光色素の蛍光を２次元又は
３次元的に測定及び／又は検出することもでき、この場合、蛍光顕微鏡や蛍光イメージア
ナライザー、光源を備えた内視鏡等を使用する例を挙げることができる。また、検出の際
には、内視鏡、Ｘ線、ＣＴ、ＭＲＩ、超音波、顕微鏡等を用いて、非ヒト動物の個体、組
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織、又は細胞の構造を示す画像も合わせて取得することが好ましい。測定及び／又は検出
された蛍光強度と抗原量とは正の相関関係にあるので、検出された蛍光の２次元又は３次
元的画像に基づいて、抗原の局在（位置）及び／又は量を知ることができ、この際前記構
造を示す画像と比較することもできる。これらの蛍光の検出に際しては、本発明の蛍光標
識複合体を含まない、又は検体を含まない測定用試料等をネガティブコントロールとして
調製し、合わせて測定及び／又は検出することが好ましい。また、前記ネガティブコント
ロールにおける蛍光測定値で、測定用試料における蛍光測定値を除した、蛍光強度比を用
いて、抗原量の測定等を行うこともできる。あるいは、本発明において蛍光強度と抗原量
とは正の相関関係にあるので、適宜設定した閾値を越える蛍光強度が得られた場合に、測
定試料中に抗原が存在すると判定することもできる。
【００４２】
　以上のように、本発明によると、ＥＬＩＳＡ法、免疫拡散法、ラテックス凝集法、イム
ノクロマト法、表面プラズモン共鳴法などの免疫測定法で測定することのできるすべての
抗原類を検出することができる。例えば、低分子物質に対する免疫測定法は、一般的には
競合ＥＬＩＳＡ法が用いられているが、本発明による低分子物質の検出測定は、手法の簡
便さ、測定感度やＳＮ比などで競合ＥＬＩＳＡ法より優れており、最もその能力を発する
ことができる。例えば、アンフェタミン、メタンフェタミン、モルヒネ、ヘロイン、コデ
インなどの覚せい剤や麻薬類、アフラトキシン、ステリグマトシスチン、ネオソラニオー
ル、ニバレノール、フモニシン、オクラトキシン、エンドファイト産生毒素などのカビ毒
、テストステロンやエストラジオールなどの性ホルモン、クレンブテロールやラクトパミ
ンなどの飼料に不正に用いられる添加物、ＰＣＢ、ゴシポール、ヒスタミン、ベンツピレ
ン、メラミン、アクリルアミド、ダイオキシンなどの有害物質、アセタミプリド、イミダ
クロプリド、クロルフェナピル、マラチオン、カルバリル、クロチアニジン、トリフルミ
ゾール、クロロタロニル、スピノサド、ランネート、メタミドホス、クロルピリホスなど
の残留農薬、ビスフェノールＡなどの環境モルモンなどを挙げることができる。
【００４３】
　また本発明によると、測定結果が瞬時に得られる上に、検出方法が単純なため検出機器
を小型化かつ低価格化することが可能となる。これらの利点は、低分子物質に限定されず
、現場に出向き測定するオンサイト分析に威力を発揮することができる。しかも、測定が
容易なため、専門家でなくても測定することができる。たとえば、インフルエンザ、伝染
病や感染症などの原因ウイルスや細菌、薬物血中濃度やＰＯＣＴを含む臨床診断分野や職
場、学校、保育園や家庭での簡易健康測定分野、炭疸菌、ボツリヌス毒素、サリンやＶＸ
ガスなどテロ対策などの安心安全分野、現場サイドで測定が必要となる環境汚染物質やハ
ウスダストなどの環境分野、免疫測定を必要とする研究開発分野などで、その能力を遺憾
なく発揮することができる。
【実施例】
【００４４】
　以下に示す実施例において、本発明を具体的且つ更に詳細に説明するが、これらの実施
例により本発明の技術的範囲が限定されるものではない。
【００４５】
［実施例１］
１．本発明の蛍光標識複合体を用いた均一系蛍光免疫測定法の確立
（発現ベクターの構築）
１）シングルラベルＦａｂ型複合体
　ヒトオステオカルシン（human Bone Gla Protein；ＢＧＰ）に対する抗体の軽鎖可変領
域（ＶＬ；配列番号５）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；配列番号４）を含むポリペプチドを
コードするＤＮＡ配列に、Ｎ末端にＰｒｏＸ（商標名）タグ（９番目のアミノ酸に対応す
る塩基配列はＴＴＴであり、翻訳されるとＭＳＫＱＩＥＶＮＦＳＮＥＴ；配列番号１）の
ＤＮＡ配列を、Ｃ末端にリンカー（配列番号１４）及びＦＬＡＧタグのＤＮＡ配列を付与
した遺伝子を、pIVEX2.3dベクター（ロシュ・ダイアグノスティックス社製）へ組み込ん
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だ。またＢＧＰに対する抗体の重鎖可変領域（ＶＨ；配列番号３）と抗体重鎖定常領域（
ＣＨ１；配列番号６）を含むポリペプチドをコードするＤＮＡ配列に、Ｎ末端にアンバー
コドンを含むＰｒｏＸタグ（９番目のアミノ酸に対応する塩基配列はＴＡＧであり、翻訳
されるとＭＳＫＱＩＥＶＮＸＳＮＥＴ（Ｘは蛍光標識アミノ酸）；配列番号２）のＤＮＡ
配列を、Ｃ末端にリンカー（配列番号１４）及びＨｉｓタグのＤＮＡ配列を付与した遺伝
子を、pIVEX2.3dベクター（ロシュ・ダイアグノスティックス社製）へ組み込んだ（図５
）。これらの構築した発現ベクターは、挿入したＶＬ又はＶＨのＮ末端にＰｒｏＸタグ（
翻訳されるとＶＨは標識され、ＶＬは非標識）が、Ｃ末端にＨｉｓタグ又はＦＬＡＧタグ
が、それぞれ付加されるよう設計されている。
【００４６】
　ビスフェノールＡ（bisphenol A）に対する抗体の軽鎖可変領域（ＶＬ；配列番号７）
と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；配列番号４）を含むポリペプチドをコードするＤＮＡ配列に
、Ｎ末端にＰｒｏＸタグ（配列番号１）及びＧＧＧＳ５スペーサー（ＧＧＧＳＧＧＧＳＧ
ＧＧＳＧＧＧＳＧＧＧＳ；配列番号８）のＤＮＡ配列を、Ｃ末端にリンカー（配列番号１
４）及びＦＬＡＧタグのＤＮＡ配列を付与した遺伝子を、pIVEX2.3dベクター（ロシュ・
ダイアグノスティックス社製）へ組み込んだ。またビスフェノールＡに対する抗体の重鎖
可変領域（ＶＨ；配列番号９）と抗体重鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号６）を含むポリペ
プチドをコードするＤＮＡ配列に、Ｎ末端にアンバーコドンを含むＰｒｏＸタグ（配列番
号２）及びＧＧＧＳ５スペーサー（配列番号８）のＤＮＡ配列を、Ｃ末端にリンカー（配
列番号１４）及びＨｉｓタグのＤＮＡ配列を付与した遺伝子を、pIVEX2.3dベクター（ロ
シュ・ダイアグノスティックス社製）へ組み込んだ（図５）。これらの構築した発現ベク
ターは、挿入したＶＬ又はＶＨのＮ末端にＰｒｏＸタグ（翻訳されるとＶＨは標識され、
ＶＬは非標識）が、Ｃ末端にＨｉｓタグ又はＦＬＡＧタグが、それぞれ付加されるよう設
計されている。
【００４７】
　血清アルブミン（ＳＡ）に対する抗体の軽鎖可変領域（ＶＬ；配列番号１０）と抗体軽
鎖定常領域（Ｃκ；配列番号４）を含むポリペプチドをコードするＤＮＡ配列に、Ｎ末端
にＰｒｏＸタグ（配列番号１）及びＧＧＧＳ２スペーサー（ＧＧＧＳＧＧＧＳ；配列番号
１１）のＤＮＡ配列を、Ｃ末端にリンカー（配列番号１４）及びＦＬＡＧタグのＤＮＡ配
列を付与した遺伝子を、pIVEX2.3dベクター（ロシュ・ダイアグノスティックス社製）へ
組み込んだ。また血清アルブミン（ＳＡ）に対する抗体の重鎖可変領域（ＶＨ；配列番号
１２）と抗体重鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号６）を含むポリペプチドをコードするＤＮ
Ａ配列に、Ｎ末端にアンバーコドンを含むＰｒｏＸタグ（配列番号２）及びＧＧＧＳ５ス
ペーサー（配列番号８）のＤＮＡ配列を、Ｃ末端にリンカー（配列番号１４）及びＨｉｓ
タグのＤＮＡ配列を付与した遺伝子を、pIVEX2.3dベクター（ロシュ・ダイアグノスティ
ックス社製）へ組み込んだ（図５）。これらの構築した発現ベクターは、挿入したＶＬ又
はＶＨのＮ末端にＰｒｏＸタグ（翻訳されるとＶＨは標識され、ＶＬは非標識）が、Ｃ末
端にＨｉｓタグ又はＦＬＡＧタグが、それぞれ付加されるよう設計されている。
【００４８】
２）同色ダブルラベルＦａｂ型複合体
　ＢＧＰに対する抗体の軽鎖可変領域（ＶＬ；配列番号５）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；
配列番号４）を含むポリペプチドをコードするＤＮＡ配列に、Ｎ末端にアンバーコドンを
含むＰｒｏＸタグ（翻訳されると配列番号２）のＤＮＡ配列を、Ｃ末端にリンカー（配列
番号１４）及びＦＬＡＧタグのＤＮＡ配列を付与した遺伝子を、pIVEX2.3dベクターへ組
み込んだ。またＢＧＰに対する抗体の重鎖可変領域（ＶＨ；配列番号３）と抗体重鎖定常
領域（ＣＨ１；配列番号６）を含むポリペプチドをコードするＤＮＡ配列に、Ｎ末端にア
ンバーコドンを含むＰｒｏＸタグ（翻訳されると配列番号２）のＤＮＡ配列を、Ｃ末端に
リンカー（配列番号１４）及びＨｉｓタグのＤＮＡ配列を付与した遺伝子を、pIVEX2.3d
ベクターへ組み込んだ。これらの構築した発現ベクターは、挿入したＶＬ又はＶＨのＮ末
端にＰｒｏＸタグ（アンバー）が、Ｃ末端にＨｉｓタグ又はＦＬＡＧタグが、それぞれ付
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加されるよう設計されている。
【００４９】
　血清アルブミン（ＳＡ）に対する抗体の軽鎖可変領域（ＶＬ；配列番号１０）と抗体軽
鎖定常領域（Ｃκ；配列番号４）を含むポリペプチドをコードするＤＮＡ配列に、Ｎ末端
にアンバーコドンを含むＰｒｏＸタグ（翻訳されると配列番号２）及びＧＧＧＳ２スペー
サー（配列番号１１）のＤＮＡ配列を、Ｃ末端にリンカー（配列番号１４）及びＦＬＡＧ
タグのＤＮＡ配列を付与した遺伝子を、pIVEX2.3dベクター（ロシュ・ダイアグノスティ
ックス社製）へ組み込んだ。またＳＡに対する抗体の重鎖可変領域（ＶＨ；配列番号１２
）と抗体重鎖定常領域（ＣＨ１; 配列番号６）を含むポリペプチドをコードするＤＮＡ配
列に、Ｎ末端にアンバーコドンを含むＰｒｏＸタグ（翻訳されると配列番号２）及びＧＧ
ＧＳ２スペーサー（配列番号１１）のＤＮＡ配列を、Ｃ末端にリンカー（配列番号１４）
及びＨｉｓタグのＤＮＡ配列を付与した遺伝子を、pIVEX2.3dベクターへ組み込んだ。こ
れらの構築した発現ベクターは、挿入したＶＬ又はＶＨのＮ末端にＰｒｏＸタグ（アンバ
ー）が、Ｃ末端にＨｉｓタグ又はＦＬＡＧタグが、それぞれ付加されるよう設計されてい
る。
【００５０】
３）異色ダブルラベルＦａｂ型複合体
　ＢＧＰに対する抗体の軽鎖可変領域（ＶＬ；配列番号５）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；
配列番号４）を含むポリペプチドをコードするＤＮＡ配列に、Ｎ末端にＣＧＧＧ４塩基コ
ドンを含むＰｒｏＸタグ（９番目のアミノ酸に対応する塩基配列はＣＧＧＧであり、翻訳
されると配列番号２）のＤＮＡ配列を、Ｃ末端にリンカー（配列番号１４）及びＦＬＡＧ
タグのＤＮＡ配列を付与した遺伝子を、pIVEX2.3dベクターへ組み込んだ。またＢＧＰに
対する抗体の重鎖可変領域（ＶＨ；配列番号３）と抗体重鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号
６）を含むポリペプチドをコードするＤＮＡ配列に、Ｎ末端にアンバーコドンを含むＰｒ
ｏＸタグ（翻訳されると配列番号２）のＤＮＡ配列を、Ｃ末端にリンカー（配列番号１４
）及びＨｉｓタグのＤＮＡ配列を付与した遺伝子を、pIVEX2.3dベクターへ組み込んだ（
図５）。これらの構築した発現ベクターは、挿入したＶＬ又はＶＨのＮ末端にＰｒｏＸタ
グが、Ｃ末端にＨｉｓタグ又はＦＬＡＧタグが、それぞれ付加されるよう設計されている
。
【００５１】
　血清アルブミン（ＳＡ）に対する抗体の軽鎖可変領域（ＶＬ；配列番号１０）と抗体軽
鎖定常領域（Ｃκ；配列番号４）を含むポリペプチドをコードするＤＮＡ配列に、Ｎ末端
にＣＧＧＧ４塩基コドンを含むＰｒｏＸタグ（翻訳されると配列番号２）及びＧＧＧＳ２
スペーサー（配列番号１１）のＤＮＡ配列を、Ｃ末端にリンカー（配列番号１４）及びＦ
ＬＡＧタグのＤＮＡ配列を付与した遺伝子を、pIVEX2.3dベクター（ロシュ・ダイアグノ
スティックス社製）へ組み込んだ。またＳＡに対する抗体の重鎖可変領域（ＶＨ；配列番
号１２）と抗体重鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号６）を含むポリペプチドをコードするＤ
ＮＡ配列に、Ｎ末端にアンバーコドンを含むＰｒｏＸタグ（翻訳されると配列番号２）及
びＧＧＧＳ２スペーサー（配列番号１１）のＤＮＡ配列を、Ｃ末端にリンカー（配列番号
１４）及びＨｉｓタグのＤＮＡ配列を付与した遺伝子を、pIVEX2.3dベクターへ組み込ん
だ。これらの構築した発現ベクターは、挿入したＶＬ又はＶＨのＮ末端にＰｒｏＸタグが
、Ｃ末端にＨｉｓタグ又はＦＬＡＧタグが、それぞれ付加されるよう設計されている。
【００５２】
（蛍光標識Ｆａｂ型複合体の合成）
　ＲＹＴＳ（商品名）大腸菌無細胞合成キット（プロテイン・エクスプレス社製）を用い
て、無細胞翻訳系による抗体可変領域含有ペプチド及び／又は抗体可変領域含有ペプチド
のＮ末端領域への蛍光標識アミノ酸の導入を行った。
【００５３】
１）シングルラベル又は同色ダブルラベルＦａｂ型複合体
　反応液（６０μＬ）は、３μＬのEnzyme Mix、０．６μＬのMethionine、３０μＬの２



(20) JP 2015-193631 A 2015.11.5

10

20

30

40

50

×Reaction Mix、２０μＬのE-coli Lysate、２μＬの２種類のplasmid ＤＮＡ（各２０
０ｎｇ）、３μＬの蛍光標識アミノアシル－ｔＲＮＡａｍｂｅｒ（４８０ｐｍｏｌ）、１
．４μＬのNuclease Free Waterを加えた。蛍光標識タンパク質を作製するための蛍光標
識アミノアシル－ｔＲＮＡ（ＴＡＭＲＡ－Ｘ－ＡＦ－ｔＲＮＡａｍｂｅｒ、ＣＲ１１０－
Ｘ－ＡＦ－ｔＲＮＡａｍｂｅｒ、及びＡＴＴＯ６５５－Ｘ－ＡＦ－ｔＲＮＡａｍｂｅｒ）
は、CloverDirect（商標名）tRNA Reagents for Site-Directed Protein Functionalizat
ion（プロテイン・エクスプレス社製）を用いた。反応液は、２０℃、２時間で静置して
反応させタンパク質合成を行なった後、さらに、４℃、１６時間の反応により複合化形成
を完成させた。反応終了後、反応液０．５μＬを用いてＳＤＳ－ＰＡＧＥ（１５％）を行
い、蛍光イメージアナライザー（FMBIO-III；日立ソフトウェアエンジニアリング社製）
でタンパク質発現を観察した。さらに、抗Ｈｉｓタグ抗体又は抗ＦＬＡＧタグ抗体を用い
てウエスタンブロットを行い、目的の蛍光標識抗体可変領域含有ペプチドが合成されてい
ることを確認した。
【００５４】
２）異色ダブルラベルＦａｂ型複合体
　反応液（６０μＬ）は、３μＬのEnzyme Mix、０．６μＬのMethionine、３０μＬの２
ｘReaction Mix、２０μＬのE-coli Lysate、２μＬの２種類のplasmid ＤＮＡ（各２０
０ｎｇ）、１．５μＬの２種類の蛍光標識アミノアシル－ｔＲＮＡａｍｂｅｒ及びＣＧＧ
Ｇ（各々４８０ｎｍｏｌ）、１．４μＬのNuclease Free Waterを加えた。蛍光標識タン
パク質を作製するための蛍光標識アミノアシル－ｔＲＮＡ（ＴＡＭＲＡ－Ｘ－ＡＦ－ｔＲ
ＮＡａｍｂｅｒ又はＣＧＧＧ、ＣＲ１１０－Ｘ－ＡＦ－ｔＲＮＡａｍｂｅｒ又はＣＧＧＧ
、及びＡＴＴＯ６５５－Ｘ－ＡＦ－ｔＲＮＡａｍｂｅｒ又はＣＧＧＧ）は、CloverDirect
（商標名）tRNA Reagents for Site-Directed Protein Functionalization（プロテイン
・エクスプレス社製）を用いた。ＶＨ領域含有ポリペプチドやＶＬ領域含有ポリペプチド
の標識には、それぞれｔＲＮＡａｍｂｅｒ、ｔＲＮＡＣＧＧＧが使用される。反応液は、
２０℃，２時間で静置して反応させタンパク質合成を行なった後、さらに、４℃、１６時
間の反応により複合化形成を完成させた。反応終了後、反応液０．５μＬを用いてＳＤＳ
－ＰＡＧＥ（１５％）を行い、蛍光イメージアナライザー（FMBIO-III；日立ソフトウェ
アエンジニアリング社製）でタンパク質発現を観察した。さらに、抗Ｈｉｓタグ抗体又は
抗ＦＬＡＧタグ抗体を用いてウエスタンブロットを行い、目的の蛍光標識抗体可変領域含
有ペプチドが合成されていることを確認した。
【００５５】
３）一方が蛍光色素、他方が該蛍光色素を消光するクエンチャーにより標識されたＦａｂ
型複合体
　蛍光色素としてＴＡＭＲＡ，クエンチャーとしてＮＢＤ－Ｘ，ＳＥ（Anspec社）を使用
した。ＮＢＤ－Ｘ－ＡＦ-ｔＲＮＡＣＧＧＧは阿部らの方法（Abe R, et al., J. Biosci.
 Bioeng. 110(1)：32-38 (2010)）のＴＡＭＲＡ－Ｘ，ＳＥをそれぞれＮＢＤ－Ｘ，ＳＥ
（Anspec社）に変えて合成した。反応液（６０μＬ）は、３μＬのEnzyme Mix、０．６μ
ＬのMethionine、３０μＬの２ｘReaction Mix、２０μＬのE-coli Lysate、２μＬの２
種類のplasmid ＤＮＡ（各２００ｎｇ）、１．５μＬのＴＡＭＲＡ－Ｘ－ＡＦ－ｔＲＮＡ
ａｍｂｅｒ及びＮＢＤ－Ｘ－ＡＦ-ｔＲＮＡＣＧＧＧ（各々４８０ｎｍｏｌ）、１．４μ
ＬのNuclease Free Waterを加えた。ＶＨ領域含有ポリペプチドやＶＬ領域含有ポリペプ
チドの標識には、それぞれｔＲＮＡａｍｂｅｒ、ｔＲＮＡＣＧＧＧが使用される。反応液
は、２０℃，２時間で静置して反応させタンパク質合成を行なった後、さらに、４℃、１
６時間の反応により複合化形成を完成させた。反応終了後、反応液０．５μＬを用いてＳ
ＤＳ－ＰＡＧＥ（１５％）を行い、蛍光イメージアナライザー（FMBIO-III；日立ソフト
ウェアエンジニアリング社製）にてタンパク質発現を観察した。さらに、抗Ｈｉｓタグ抗
体又は抗ＦＬＡＧタグ抗体を用いてウエスタンブロットを行い、目的の蛍光標識抗体可変
領域含有ペプチドが合成されていることを確認した。
【００５６】



(21) JP 2015-193631 A 2015.11.5

10

20

30

40

50

（蛍光標識Ｆａｂ型複合体の精製）
　合成した蛍光標識Ｆａｂ型複合体は、抗ＦＬＡＧ Ｍ２アフィニティーゲル（シグマア
ルドリッチ社製）やHis-Spin Trap Column（ＧＥヘルスケア社製）により精製を行った。
上記反応液（６０μＬ）を、抗ＦＬＡＧ Ｍ２アフィニティーゲルを入れたカラムへアプ
ライし、室温で１５分間インキュベートした後にWash buffer（２０ｍＭ Phosphate buff
er（ｐＨ７．４）／０．５Ｍ ＮａＣｌ／０．１％Polyoxyethylene(23)Lauryl Ether）で
３回洗浄を行った。次に２００μＬのElute buffer（２０ｍＭ Phosphate buffer（ｐＨ
７．４）／０．５Ｍ ＮａＣｌ／１００μｇ ＦＬＡＧ peptide／０．１％Polyoxyethylen
e(23)Lauryl Ether）で３回溶出させた。次に溶出液は、His-Spin Trap Columnへアプラ
イした。室温で１５分間インキュベートした後にWash buffer（２０ｍＭ Phosphate buff
er（ｐＨ７．４）／０．５Ｍ ＮａＣｌ／６０ｍＭ imidazole／０．１％Polyoxyethylene
(23)Lauryl Ether）で３回洗浄を行った。次に２００μＬのElute buffer（２０ｍＭ Pho
sphate buffer（ｐＨ７．４）／０．５Ｍ ＮａＣｌ／０．５Ｍimidazole／０．１％Polyo
xyethylene(23)Lauryl Ether）で３回溶出させた。さらに溶出液は、アミコンウルトラ－
０．５遠心式フィルター１０ｋＤａ（ミリポア社製）を使用し、ＰＢＳ（＋０．０５％Ｔ
ｗｅｅｎ２０）でバッファー交換、濃縮を行った。精製後のサンプルの濃度は、蛍光イメ
ージアナライザー（FMBIO-III；日立ソフトウェアエンジニアリング社製）を用いて測定
した。
【００５７】
（Ｑ－ｂｏｄｙの作製）
　ＴＡＭＲＡで標識した抗ＢＧＰ抗体のＶＨとＶＬ（ＶＨを標識しＶＬは未標識）、及び
ＴＡＭＲＡで標識した抗ＢＧＰ抗体と抗ビスフェノールＡ抗体のＶＨとＶＬとをリンカー
（ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ）により結合させた一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）の作製は
、国際公開公報ＷＯ２０１１／０６１９４４に記載の方法によった。
【００５８】
［実施例２］
２．本発明の蛍光標識複合体を用いた均一系蛍光免疫測定法による測定
（シングルラベルＦａｂ型複合体を用いた蛍光スペクトル測定）
　実施例１で作製した、ＢＧＰ（ヒトオステオカルシン）に対する抗体の軽鎖可変領域（
ＶＬ；配列番号５）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；配列番号４）を含むポリペプチドと、Ｔ
ＡＭＲＡ蛍光で標識したＢＧＰに対する抗体の重鎖可変領域（ＶＨ；配列番号３）と抗体
重鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号６）を含むポリペプチドからなる、ＴＡＭＲＡシングル
ラベル抗ＢＧＰ抗体Ｆａｂ型複合体、又はＴＡＭＲＡ標識抗ＢＧＰ抗体ｓｃＦｖ、又はＴ
ＡＭＲＡ標識抗ＢＧＰ抗体ＶＨ＋抗ＢＧＰ抗体ＶＬを用いて、ＢＧＰ濃度を測定した。Ｔ
ＡＭＲＡシングルラベル抗ＢＧＰ抗体Ｆａｂ型複合体、又はＴＡＭＲＡ標識抗ＢＧＰｓｃ
Ｆｖ（７０ｎＭ、６．２５μＬ）、又はＴＡＭＲＡ標識抗ＢＧＰ抗体ＶＨ＋抗ＢＧＰ抗体
ＶＬ（７０ｎＭ／ｍＬ、６．２５μＬ）と、抗原であるＢＧＰ－Ｃ７（配列番号１３）（
０、１、３、１０、２５、１００、又は１，０００ｎＭ）とを、１％ＢＳＡを含むＰＢＳ
（＋０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０）で計５０μＬになるように調製した。この溶液を２５℃
、７０分間放置した後に、蛍光分光光度計（FluoroMax－4；ホリバ・ジョバンイボン社製
）を用いて蛍光スペクトル測定を行った。５４３ｎｍのＨｅ－Ｎｅレーザーを用い、励起
波長は５３０ｎｍにセットし５８０ｎｍでの蛍光強度を測定した。抗原なしの場合の蛍光
強度に対する、各抗原濃度における蛍光強度の比を図６左上のグラフに、ＢＧＰ－Ｃ７が
１，０００ｎＭの場合の蛍光強度の比を図６左下の表に示す。同様にして、ＴＡＭＲＡ蛍
光で標識したビスフェノールＡに対する抗体のＶＬ（配列番号７）とＣκ（配列番号４）
を含むポリペプチドと、ビスフェノールＡに対する抗体のＶＨ（配列番号９)とＣＨ１（
配列番号６）を含むポリペプチドからなる、ＴＡＭＲＡシングルラベル抗ビスフェノール
Ａ抗体Ｆａｂ型複合体又は、ＴＡＭＲＡ標識抗ビスフェノールＡ抗体ｓｃＦｖと、ビスフ
ェノールＡ（０、１、３、１０、３０、１００、又は１，０００ｎＭ）とを反応させ、蛍
光強度を測定した。抗原なしの場合の蛍光強度に対する、各抗原濃度における蛍光強度の
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比を図６右上のグラフに、ビスフェノールＡが１，０００ｎＭの場合の蛍光強度の比を図
６右下の表に示す。蛍光色素の種類や抗原濃度によらず、本発明のシングルラベルＦａｂ
型複合体は、従来のｓｃＦｖ型Ｑ－ｂｏｄｙやＶＨ＋ＶＬ型Ｑ－ｂｏｄｙと比較して高い
蛍光強度比を得ることができ、高感度に低分子化合物及びタンパク質を検出及び定量でき
ることが確認できた。本発明のＦａｂ型複合体は、ｓｃＦｖ型Ｑ－ｂｏｄｙやＶＨ＋ＶＬ
型Ｑ－ｂｏｄｙと比較してその構成要素であるポリペプチド同士が互いに近い距離となる
複合体を形成するため、抗体の可変領域のトリプトファンによる蛍光色素のクエンチング
効果が効果的に起こるものと考えられる。
【００５９】
［実施例３］
（同色ダブルラベルＦａｂ型複合体を用いた蛍光スペクトル測定）
　実施例１で作製した、ＣＲ１１０、ＴＡＭＲＡ、又はＡＴＴＯ６５５の蛍光色素で標識
したＢＧＰに対する抗体の軽鎖可変領域（ＶＬ；配列番号５）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ
；配列番号４）を含むポリペプチドと、同じ色素で標識されたＢＧＰに対する抗体の重鎖
可変領域（ＶＨ；配列番号３）と抗体重鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号６）を含むポリペ
プチドからなる、同色ダブルラベルＦａｂ型複合体（７０ｎＭ、６．２５μＬ）と、抗原
であるＢＧＰ－Ｃ７（０～１０，０００ｎＭ）とを、１％ＢＳＡを含むＰＢＳ（＋０．０
５％Ｔｗｅｅｎ２０）で計５０μＬになるように調製した。コントロールとして、ＢＧＰ
に対する抗体ＶＬ（配列番号５）とＣκ（配列番号４）を含むポリペプチド又はＢＧＰに
対する抗体ＶＨ（配列番号３）とＣＨ１（配列番号６）を含むポリペプチドのいずれか一
方が蛍光標識されたシングルラベルＦａｂ型複合体のサンプルを用意した。これらの溶液
を２５℃、７０分間放置した後に、蛍光分光光度計（FluoroMax－4；ホリバ・ジョバンイ
ボン社製）を用いて蛍光スペクトル測定を行った。ＣＲ１１０蛍光色素標識同色ダブルラ
ベルＦａｂ型複合体を使用した場合は、励起波長（Ｅｘ）は４８０ｎｍにセットし、蛍光
波長（Ｅｍ）５３０ｎｍでの蛍光強度を測定した。ＴＡＭＲＡ蛍光色素標識同色ダブルラ
ベルＦａｂ型複合体を使用した場合は、励起波長は５３０ｎｍにセットし、蛍光波長５８
０ｎｍでの蛍光強度を測定した。ＡＴＴＯ６５５蛍光色素標識同色ダブルラベルＦａｂ型
複合体を使用した場合は、励起波長は６３０ｎｍにセットし、蛍光波長６８０ｎｍでの蛍
光強度を測定した。抗原なしの場合の蛍光強度に対する、各抗原濃度における蛍光強度の
比を蛍光強度比とし、図７のグラフに示す。ＢＧＰ－Ｃ７が１，０００ｎＭ、又は１０，
０００ｎＭの場合の蛍光強度の比を図７の表に示す。
【００６０】
　また同様にして、血清アルブミン（ＳＡ）に対する抗体の軽鎖可変領域（ＶＬ；配列番
号１０）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；配列番号４）を含むポリペプチドと、同じ色素で標
識されたＳＡに対する抗体の重鎖可変領域（ＶＨ；配列番号１２）と抗体重鎖定常領域（
ＣＨ１；配列番号６）を含むポリペプチドからなる同色ダブルラベルＦａｂ型複合体と、
抗原であるＨＳＡ（０～１００μＭ）を反応させ、蛍光強度を測定した。蛍光強度比を図
８のグラフに、ＨＳＡが１００μＭの場合の蛍光強度の比を図８の表に示す。以上の結果
から、蛍光色素や抗原の種類によらず、本発明の同色ダブルラベルＦａｂ型複合体は、シ
ングルラベルＦａｂ型複合体よりも高い蛍光強度比で抗原量を測定することができると確
認できた。同色ダブルラベルＦａｂ型複合体では、抗体の可変領域のトリプトファンによ
る蛍光色素のクエンチング効果に加え、蛍光色素間でのクエンチング効果（Ｈ-ｄｉｍｅ
ｒ）が加わることで、バックグラウンドを低減することができ、ダイナミックレンジが増
強されると考えられる。
【００６１】
［実施例４］
（異色ダブルラベルＦａｂ型複合体を用いた蛍光スペクトル測定）
　実施例１で作製した、ＣＲ１１０、ＴＡＭＲＡ、又はＡＴＴＯ６５５の蛍光色素で標識
したＢＧＰに対する抗体の軽鎖可変領域（ＶＬ；配列番号５）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ
；配列番号４）を含むポリペプチドと、前記と異なる色素で標識したＢＧＰに対する抗体
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の重鎖可変領域（ＶＨ；配列番号３）と抗体重鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号６）を含む
ポリペプチドからなる、ＢＧＰ抗体の異色ダブルラベルＦａｂ型複合体（７０ｎＭ、６．
２５μＬ）と、抗原であるＢＧＰ－Ｃ７（０～１，０００ｎＭ）とを、１％ＢＳＡを含む
ＰＢＳ（＋０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０）で計５０μＬになるように調製した。コントロー
ルとして、同色ダブルラベルＦａｂ型複合体のサンプルを用意した。実施例３と同様に蛍
光強度を想定し、抗原なしの場合の蛍光強度に対する、各抗原濃度における蛍光強度の比
を得た。なお、ＣＲ１１０及びＴＡＭＲＡを用いた場合は、励起波長は４８０ｎｍにセッ
トし、蛍光波長５３０ｎｍでの蛍光強度を測定した（図９左グラフ）。ＣＲ１１０、ＴＡ
ＭＲＡ、及びＡＴＴＯ６５５を用いた場合は、励起波長は５３０ｎｍにセットし、蛍光波
長５８０ｎｍでの蛍光強度を測定した（図９中央グラフ）。ＴＡＭＲＡ及びＡＴＴＯ６５
５を用いた場合は、励起波長は６３０ｎｍにセットし、蛍光波長６８０ｎｍでの蛍光強度
を測定した（図９右グラフ）。ＢＧＰ－Ｃ７が１，０００ｎＭの場合の蛍光強度の比を図
９の各表に示す。
【００６２】
　また同様にして、実施例１で作製した、ＣＲ１１０、ＴＡＭＲＡ、又はＡＴＴＯ６５５
の蛍光色素で標識したＳＡに対する抗体の重鎖可変領域（ＶＨ；配列番号１２）と抗体重
鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号６）を含むポリペプチドと、前記と異なる色素で標識され
たＳＡに対する抗体の軽鎖可変領域（ＶＬ；配列番号１０）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；
配列番号４）を含むポリペプチドからなる、ＳＡ抗体の異色ダブルラベルＦａｂ型複合体
と、抗原であるＨＳＡ（０～１００μＭ）とを反応させ、蛍光強度を測定した。抗原なし
の場合の蛍光強度に対する、各抗原濃度における蛍光強度の比を蛍光強度比とし、図１０
のグラフに示す。ＨＳＡが１００μＭにおける蛍光強度比を図１０の表に示す。
【００６３】
　さらに、ＣＲ１１０で標識した抗ＳＡ抗体の重鎖可変領域（ＶＨ；配列番号１２）と抗
体重鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号６）を含むポリペプチドと、ＴＡＭＲＡで標識した抗
ＳＡ抗体の軽鎖可変領域（ＶＬ；配列番号１０）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；配列番号４
）を含むポリペプチドからなる、抗ＳＡ抗体の異色ダブルラベルＦａｂ型複合体（ＣＲ１
１０＿ＴＡＭＲＡとも表記する。）と、抗原であるＨＳＡ（１×１０－４、１×１０－５

、１×１０－６、１×１０－７Ｍ）とを反応させ、波長４８０ｎｍ（図１１左上グラフ）
又は波長５３０ｎｍ（図１１右上グラフ）の励起光を照射し、蛍光スペクトルを測定した
。また、ＣＲ１１０で標識した抗ＳＡ抗体ＶＨ（配列番号１２）とＣＨ１（配列番号６）
を含むポリペプチドと、抗ＳＡ抗体ＶＬ（配列番号１０）とＣκ（配列番号４）を含むポ
リペプチドからなる、抗ＳＡ抗体のＣＲ１１０シングルラベルＦａｂ型複合体（ＣＲ１１
０＿ｎｏ）と、抗原であるＨＳＡ（１×１０－４、１×１０－５、１×１０－６、１×１
０－７Ｍ）とを反応させ、波長４８０ｎｍの励起光を照射し、蛍光スペクトルを測定した
（図１１左下グラフ）。抗ＳＡ抗体ＶＨ（配列番号１２）とＣＨ１（配列番号６）を含む
ポリペプチドと、ＴＡＭＲＡで標識した抗ＳＡ抗体ＶＬ（配列番号１０）とＣκ（配列番
号４）を含むポリペプチドからなる、ＳＡ抗体のＴＡＭＲＡシングルラベルＦａｂ型複合
体（ｎｏ＿ＴＡＭＲＡ）と、抗原であるＨＳＡ（１×１０－４、１×１０－５、１×１０
－６、１×１０－７Ｍ）とを反応させ、波長５３０ｎｍの励起光を照射し、蛍光分光光度
計（FluoroMax-4）を用いて蛍光スペクトルを測定した（図１１右下グラフ）。グラフに
おける曲線は、上側からＨＳＡ濃度が１×１０－４Ｍ、１×１０－５Ｍ、１×１０－６Ｍ
、１×１０－７Ｍ、０Ｍのサンプルのデータである。
【００６４】
　この結果から、異色ダブルラベルＦａｂ型複合体ＣＲ１１０＿ＴＡＭＲＡでは、波長４
８０ｎｍの励起光を照射した場合に抗原非存在下での約５３０ｎｍの波長の蛍光がＦＲＥ
Ｔ効果により抑えられており、そのため約５３０ｎｍの波長において高い蛍光強度の比を
得られることがわかった。また、波長５３０ｎｍの励起光を照射した場合にも、蛍光色素
間でのクエンチング効果により、蛍光波長約５３０ｎｍにおいて、ＣＲ１１０＿ＴＡＭＲ
Ａはｎｏ＿ＴＡＭＲＡと比べて高い蛍光強度の比を得られることがわかった。したがって
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間でのクエンチング効果、さらにＦＲＥＴ効果が加わることでバックグラウンドを低減す
ることができ、ダイナミックレンジが増強されると考えられる。本実験系においてＣＲ１
１０＿ＴＡＭＲＡは最大で７５倍もの蛍光増加により抗原を検出することができ、本発明
の有用性が示された。
【００６５】
［実施例５］
（蛍光標識とクエンチャー標識からなるＦａｂ型複合体を用いた蛍光スペクトル測定）
　実施例１で作製した、ＴＡＭＲＡ標識したＢＧＰに対する抗体の重鎖可変領域（ＶＨ；
配列番号３）と抗体重鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号６）とＮＢＤで標識したＢＧＰに対
する抗体の軽鎖可変領域（ＶＬ；配列番号５）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；配列番号４）
を含むポリペプチドからなるＦａｂ型複合体（７０ｎＭ、６．２５μＬ）と、抗原である
ＢＧＰ－Ｃ７（０～１０，０００ｎＭ）とを、１％ＢＳＡを含むＰＢＳ（＋０．０５％Ｔ
ｗｅｅｎ２０）で計５０μＬになるように調製した。この溶液を２５℃、７０分間放置し
た後に、蛍光分光光度計（FluoroMax－4；ホリバ・ジョバンイボン社製）を用いて蛍光ス
ペクトル測定を行った。励起波長は５３０ｎｍにセットし、蛍光波長５８０ｎｍでの蛍光
強度を測定した。抗原なしの場合の蛍光強度に対する、各抗原濃度における蛍光強度の比
を蛍光強度比とし、図１２のグラフに示す。ＢＧＰ－Ｃ７が１，０００ｎＭの場合の蛍光
強度の比を図１２の表に示す。
【００６６】
　この結果から、Ｆａｂ型複合体ＴＡＭＲＡ＿ＮＢＤは、シングルラベルＦａｂ型複合体
（ＴＡＭＲＡ＿Ｎｏ）（図７）と同程度の１ｎＭの濃度でＢＧＰを検出でき、かつダブル
ラベル（ＴＡＭＲＡ＿ＴＡＭＲＡ）（図７）より高い２７倍の蛍光増加により抗原を検出
することができ、本発明の有用性が示された。
【００６７】
［実施例６］
（温度安定性の測定）
　実施例１で作製した抗ＢＧＰ＿ＴＡＭＲＡシングルラベルＦａｂ複合体と抗ＢＧＰ＿Ｔ
ＡＭＲＡラベルｓｃＦｖの熱安定性を測定するために、サーマルシフトアッセイを行った
。StepOne リアルタイムPCRシステム（アプライドバイオシステムズ社）を用いて１分間
に１℃ずつ温度を上昇させ、各温度での蛍光強度を測定した。それぞれの抗体が熱変性を
起すと、その構造が崩れ消光状態が解消し蛍光強度が増加する原理に基づき、熱安定性を
測定した。図１３に示すように、ＴＡＭＲＡラベルｓｃＦｖのＴｍ値（熱変性を起す温度
）は６１℃であったが、本発明であるＴＡＭＲＡシングルラベルＦａｂ複合体のＴｍ値は
７３℃と１２℃上昇した。この熱安定性は、試薬の長期保存が可能となり流通温度、保存
温度、保存期間など産業上のメリットに大きく貢献できる。
【００６８】
［実施例７］
（蛍光ラベルＦａｂ型複合体によるクレンブテロールの測定）
　実施例１に示した方法で合成したクレンブテロールに対する抗体のＣＲ１１０で標識さ
れた軽鎖可変領域（ＶＬ；配列番１５）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；配列番号４）を含む
ポリペプチドと、ＴＡＭＲＡで標識されたクレンブテロールに対する抗体の重鎖可変領域
（ＶＨ；配列番号１６）と抗体重鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号６）を含むポリペプチド
からなる異色ダブルラベルＦａｂ型複合体と、抗原であるクレンブテロール（０～１６μ
ｇ／ｍＬ）を反応させ、実施例４の方法で蛍光強度を測定した。クレンブテロールが１６
μｇ/ｍＬの場合の蛍光強度の比を表１に示す。この結果、１６μｇ/ｍＬのクレンブテロ
ールを測定することができた。
【００６９】
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【表１】

【００７０】
［実施例８］
（蛍光ラベルＦａｂ型複合体によるラクトパミン、コチニンの測定）
　実施例１に示した方法で、ラクトパミンに対する抗体のＴＡＭＲＡで標識された軽鎖可
変領域（ＶＬ；配列番号１７）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；配列番号４）を含むポリペプ
チドと、ＴＡＭＲＡで標識されたラクトパミンに対する抗体の重鎖可変領域（ＶＨ；配列
番号１８）と抗体重鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号６）を含むポリペプチドからなる同色
ダブルラベルＦａｂ型複合体を合成した。また、コチニンに対する抗体のＴＡＭＲＡで標
識された軽鎖可変領域（ＶＬ；配列番号１９）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；配列番号４）
を含むポリペプチドと、ＴＡＭＲＡで標識されたコチニンに対する抗体の重鎖可変領域（
ＶＨ；配列番号２０）と抗体重鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号６）を含むポリペプチドか
らなる同色ダブルラベルＦａｂ型複合体を合成した。次いで、それぞれ抗原であるラクト
パミン３．４μｇ/ｍＬまたはコチニン３．５μｇ/ｍＬを反応させ、実施例４の方法で蛍
光強度を測定した。その結果を表２に示す。表２に示すように、蛍光増加比蛍光強度比を
２．３および１．９で測定することができた。
【００７１】
【表２】

【００７２】
［実施例９］
（蛍光ラベルＦａｂ型複合体によるインフルエンザＡ型ウィルスヘマグルチニン（ＨＡ）
の測定）
　実施例１に示した方法で合成したインフルエンザＡ型Ｈ５Ｎ１，Ｈ１Ｎ１のヘマグルチ
ニン（ＨＡ）に対する抗体のＣＲ１１０で標識された軽鎖可変領域（ＶＬ；配列番号２１
）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；配列番号４）を含むポリペプチドと、ＴＡＭＲＡで標識さ
れたインフルエンザＡ型Ｈ５Ｎ１，Ｈ１Ｎ１のヘマグルチニン（ＨＡ）に対する抗体の重
鎖可変領域（ＶＨ；配列番号２２）と抗体重鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号６）を含むポ
リペプチドからなる異色ダブルラベルＦａｂ型複合体と、それぞれの抗原３０μｇ/ｍＬ
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ように、Ｈ５Ｎ１　ＨＡ、及びＨ１Ｎ１　ＨＡそれぞれの抗原に対し、蛍光増加比はそれ
ぞれ６．１及び７．１で測定することができた。
【００７３】
【表３】

【００７４】
［実施例１０］
（蛍光ラベルＦａｂ型複合体によるモルヒネ類、メタンフェタミン類、コカインの測定）
　実施例１に示した方法で合成したモルヒネに対する抗体のＴＡＭＲＡで標識された軽鎖
可変領域（ＶＬ；配列番号２３）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；配列番号４）を含むポリペ
プチドと、ＴＡＭＲＡで標識されたモルヒネに対する抗体の重鎖可変領域（ＶＨ；配列番
号２４）と抗体重鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号６）を含むポリペプチドからなる同色ダ
ブルラベルＦａｂ型複合体を合成した。同様に、メタンフェタミンに対する抗体のＴＡＭ
ＲＡで標識された軽鎖可変領域（ＶＬ；配列番号２５）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；配列
番号４）を含むポリペプチドと、ＴＡＭＲＡで標識されたメタンフェタミンに対する抗体
の重鎖可変領域（ＶＨ；配列番号２６）と抗体重鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号６）を含
むポリペプチドからなる同色ダブルラベルＦａｂ型複合体、コカインに対する抗体のＴＡ
ＭＲＡで標識された軽鎖可変領域（ＶＬ；配列番号２７）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；配
列番号４）を含むポリペプチドと、ＴＡＭＲＡで標識されたコカインに対する抗体の重鎖
可変領域（ＶＨ；配列番号２８）と抗体重鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号６）を含むポリ
ペプチドからなる同色ダブルラベルＦａｂ型複合体を合成した。また、実施例１に従い、
ＴＡＭＲＡで標識した抗モルヒネ抗体のＶＬとＶＨとをリンカー（ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ
ＧＧＧＧＳ）により結合させた一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）と、抗メタンフェタミン抗体のＶ
ＨとＶＬとをリンカー（ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ）により結合させた一本鎖抗体
（ｓｃＦｖ）を作製した。構築したＴＡＭＲＡダブルラベルＦａｂ複合体およびＴＡＭＲ
ＡラベルｓｃＦｖと種々のモルヒネ類、メタンフェタミン類、コカイン、ケタミンを反応
させ、実施例３または実施例１の方法で蛍光強度を測定した。その結果を表４に示す。３
種類の蛍光標識Ｆａｂ複合体は特異的にそれぞれの抗原を認識し、かつ蛍光標識モルヒネ
Ｆａｂ複合体とｓｃＦｖの比較、蛍光標識メタンフェタミンＦａｂ複合体とｓｃＦｖの蛍
光増加比は、いずれもＦａｂ複合体が高く、ダイナミックレンジが大きく増大した。
【００７５】
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【表４】

【００７６】
［実施例１１］
（蛍光ラベルＦａｂ型複合体による大麻成分ＴＨＣとケタミンの測定）
　実施例１に示した方法で、大麻成分ＴＨＣに対する抗体のＴＡＭＲＡで標識された軽鎖
可変領域（ＶＬ；配列番号２９）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；配列番号４）を含むポリペ
プチドと、ＴＡＭＲＡで標識された大麻成分ＴＨＣに対する抗体の重鎖可変領域（ＶＨ；
配列番号３０）と抗体重鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号６）を含むポリペプチドからなる
同色ダブルラベルＦａｂ型複合体を合成した。同様に、ケタミンに対する抗体のＴＡＭＲ
Ａで標識された軽鎖可変領域（ＶＬ；配列番号３１）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；配列番
号４）を含むポリペプチドと、ＴＡＭＲＡで標識されたケタミンに対する抗体の重鎖可変
領域（ＶＨ；配列番号３２）と抗体重鎖定常領域（ＣＨ１；配列番号６）を含むポリペプ
チドからなる同色ダブルラベルＦａｂ型複合体を合成した。次いで、それぞれ抗原である
ＴＨＣ（１００μｇ/ｍＬ）またはケタミン（１.０ｍｇ/ｍＬ）を反応させ、実施例４の
方法で蛍光強度を測定した。表５に示すように、蛍光増加比蛍光強度比を１．３および２
．０で測定することができた。
【００７７】
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【表５】

【産業上の利用可能性】
【００７８】
　本発明は、試料分析や薬物検査の分野や、携帯型試料分析キットの分野等において有用
に利用することができる。
【配列表フリーテキスト】
【００７９】
１～３２　合成
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