
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の水難溶性／難抽出性タンパク質の存在を検出するための免疫学的測定法であっ
て、以下の工程、
（１）試料中の水難溶性／難抽出性タンパク質を、イオン性界面活性剤を含む
　　　水性溶媒で抽出および／または可溶化する、
（２）工程（１）で用いるイオン性界面活性剤で予め変性させた前記水難溶性／難抽出
　　　性タンパク質を免疫原として使用して得られた抗体を、
　　　　ａ）上記工程（１）で得られたタンパク質溶液に対し、該溶液を実質的に
　　　　　　希釈することなく添加するか；或いは
　　　　ｂ）上記工程（１）で得られたタンパク質溶液を、そのイオン性界面活性
　　　　　　剤濃度が０．０３％（Ｗ／Ｖ）以下にならない範囲で希釈した希釈液
　　　　　　に対して添加する；
　　　ことにより、前記水難溶性／難抽出性タンパク質と前記抗体との間で抗原－
　　　抗体複合体を形成させる、および
（３）形成された前記抗原－抗体複合体を検出する、
工程を含むことを特徴とする、前記測定法。
【請求項２】
　工程（１）における水性溶媒中のイオン性界面活性剤の濃度が、少なくとも０．３％（
Ｗ／Ｖ）を超える、請求項１に記載の方法。
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【請求項３】
　工程（２）における抗原－抗体複合体の形成が、少なくとも０．３％（Ｗ／Ｖ）を超え
るイオン性界面活性剤の存在下で行われる、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記イオン性界面活性剤が、ドデシル硫酸ナトリウム、ドデシル硫酸リチウム、ラウリ
ルサルコシンナトリウム、臭化ヘキサデシルトリメチルアンモニウム、塩化ヘキサデシル
トリメチルアンモニウム、塩化ヘキサデシルピリジニウムおよびそれらの混合物から成る
群より選択される請求項１乃至３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記イオン性界面活性剤がドデシル硫酸ナトリウムである、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　工程（１）の水性溶媒が、更に還元剤を含む、請求項１乃至５のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項７】
　前記還元剤が、２－メルカプトエタノール、ジチオスレイトールまたはそれらの混合物
である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　工程（１）の水性溶媒が、１％（Ｗ／Ｖ）のドデシル硫酸ナトリウムおよび１Ｍの２－
メルカプトエタノールを含む、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　工程（１）において、タンパク質溶液を更に煮沸することを含む請求項１乃至８のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記煮沸が、少なくとも８０℃で５分間継続される請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記タンパク質が、難抽出状態下にあるオボアルブミン、オボムコイド、カゼイン、β
－ラクトグロブリン、そばタンパク質、小麦タンパク質及び落花生タンパク質からなる群
から選択される、請求項１乃至１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　

【請求項１３】
　

【請求項１４】
　
【請求項１５】
　

【請求項１６】
　

【請求項１７】
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イオン性界面活性剤を含む水性溶媒中のタンパク質の存在を検出するのに適した抗体で
あって、該タンパク質は、オボアルブミン、オボムコイド、カゼイン、β－ラクトグロブ
リン、そばタンパク質、小麦タンパク質及び落花生タンパク質からなる群から選択され、
該抗体は、前記イオン性界面活性剤で変性させた前記タンパク質を免疫原として得られた
ことを特徴とする、前記抗体。

前記イオン性界面活性剤が、ドデシル硫酸ナトリウム、ドデシル硫酸リチウム、ラウリ
ルサルコシンナトリウム、臭化ヘキサデシルトリメチルアンモニウム、塩化ヘキサデシル
トリメチルアンモニウム、塩化ヘキサデシルピリジニウムおよびそれらの混合物から成る
群より選択される、請求項１２に記載の抗体。

前記イオン性界面活性剤がドデシル硫酸ナトリウムである、請求項１３に記載の抗体。

前記イオン性界面活性剤によるタンパク質の変性が還元剤の存在下で行われる、請求項
１２乃至１４のいずれか一項に記載の抗体。

前記還元剤が、２－メルカプトエタノール、ジチオスレイトールまたはそれらの混合物
である、請求項１５に記載の抗体。

請求項１２乃至１６に記載の抗体を含む、オボアルブミン、オボムコイド、カゼイン、
β－ラクトグロブリン、そばタンパク質、小麦タンパク質及び落花生タンパク質からなる



【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、水に難溶性のタンパク質、或いは難抽出状態にあるタンパク質を高感度で測
定するイムノアッセイに関する。
【背景技術】
【０００２】
　分子生物学の急速な進歩にともない、イムノアッセイの検出感度向上に対する要求は依
然として高まっている。生命科学分野では、膜結合型の各種細胞表面タンパク質が、細胞
内、或いは細胞間情報伝達において極めて重要な役割を担っている証拠が、日々、集積し
ている。これらの細胞表面タンパク質は、動物間、或いは組織間で様々なサブタイプとし
て発現され、また、その時間的、空間的発現パターンは厳格に制御されている。従って、
今日の生命科学において、当該細胞表面タンパク質を高感度で検出することは、各種生命
現象の理解の上で不可欠の課題となっている。しかしながら、殆どの膜結合型細胞表面タ
ンパク質は、イオン性界面活性剤を含まない水性溶媒に不溶／難溶であるか、難抽出性で
ある。
【０００３】
　加えて、公衆衛生の分野でも高感度イムノアッセイに対する要求は、以前にもまして高
まりつつある。遺伝子組換植物の使用や、ＢＳＥ、食物アレルゲン等への消費者の関心の
高まりとともに、食品製造業者はこれらの高感度検出を求められている。特に、加工食品
中に存在する場合、食物アレルゲン等のタンパク質は、それ自体は水に可溶性であっても
、当該加工食品中の他の成分と複雑な複合体を形成し、イオン性界面活性剤を含まない水
性溶媒を用いては容易に加工食品から抽出されないことが経験されている。例えば、小麦
を使用した加工食品中に含まれるタンパク質は、小麦由来のグルテンと極めて強固に結合
しているため、イオン性界面活性剤を含む水性溶媒を用いなければ、当該タンパク質を十
分に抽出できない。
【０００４】
　しかして、そのような水に難溶性／難抽出性タンパク質の存在を高感度でイムノアッセ
イにより検出するには、極微量の当該タンパク質の存在をも確認できるように、当該アッ
セイに用いる抗体の特異性と親和性を向上させることが要求されるが、そのような特異性
および親和性の向上には一定の限界がある。
【０００５】
　従って、そのような高感度のイムノアッセイでは、抗体の特異性および親和性の向上以
外にも、アッセイ全体のプロトコールを変更する必要がある。特に、測定対象である水難
溶性／難抽出性タンパク質をより効率的に抽出することは、アッセイ全体の感度を飛躍的
に向上させるものと考えられ、当該目的のために、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）に
代表されるイオン性界面活性剤を用いて、水難溶性タンパク質等を可溶化／抽出すること
が極めて有力な手法となり得る。ところが、一方で、そのようなイオン性界面活性剤は、
引き続くイムノアッセイにおける抗原－抗体反応も阻害すると信じられており、これまで
、高濃度のイオン性界面活性剤の存在下で、抗原－抗体反応を行うことは避けられてきた
。
【０００６】
　つまり、ＳＤＳ等のイオン性界面活性剤の比較的高濃度で極めて効率よく抽出したタン
パク質を、従来の免疫測定法により測定する場合には、予め該抽出液からイオン性界面活
性剤を除去するか、或いは抽出液を十分に希釈して、イオン性界面活性剤の濃度を、免疫
反応に悪影響を与えないと信じられていた程度まで低下させる必要があった。具体的には
、１）当該抽出液をセロハンチューブ等を用いて透析する、２）遠心濃縮器等を用いて界
面活性剤を含まない溶液に置換する、３）ゲル濾過やイオン交換クロマトグラフィーによ
って界面活性剤を含まない溶液に置換する、４）化学物質を添加して界面活性剤のみを沈
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群から選択されるタンパク質測定のためのイムノアッセイ用キット。



殿させる方法等により、抽出液中のイオン性界面活性剤の濃度を減少させるための前処理
が行われていた。しかしながら、イオン性界面活性剤は、タンパク質と容易にミセルを形
成するため、界面活性剤のみを除くことは非常に困難である場合が多く、上記の除去処理
を行うことによって、目的とするタンパク質の回収率が著しく低下する原因となるし、そ
もそも、当該前処理自体が煩雑なものである。また、別法として、当該イオン性界面活性
剤の濃度低下のために抽出液全体を大幅に希釈したのでは、測定すべき抽出タンパク質の
濃度も同時に低下してしまい、結局、引き続く免疫反応における検出感度が一向に向上し
ない。すなわち、一般に、水難溶性／難抽出性タンパク質を効率よく試料から抽出するた
めの、高濃度のイオン性界面活性剤の使用は、引き続く免疫反応を有効に行わせることと
は両立しないものと考えられていたのである。
【０００７】
　特許文献１は、イオン性界面活性剤であるＳＤＳの存在下での抗原－抗体反応について
記載している。該文献は、不安定な構造を有する血漿タンパク質ＣＥＴＰ（コレステリル
エステル転送タンパク）の安定的且つ交差反応のないイムノアッセイに関しており、当該
アッセイにおいては、ＣＥＴＰを０．００１～１０％（Ｗ／Ｖ）のＳＤＳで前処理する。
更に、該文献では、ＣＥＴＰとその抗体との間の抗原－抗体反応が、０．００１～０．３
％（Ｗ／Ｖ）のＳＤＳ存在下でも行い得るとされるが、実際に、その特に好ましい範囲は
０．０２～０．０３％（Ｗ／Ｖ）ともされており、実施例においては、０．２５％ＳＤＳ
で前処理したＣＥＴＰを、更に１１倍希釈（２０μｌの前処理溶液に２００μｌの抗体溶
液を添加）して、ＳＤＳの濃度を約０．０２３％程度に調整し、前記抗原－抗体反応を行
っている。
【０００８】
　すなわち、当該文献も、ＳＤＳに代表されるイオン性界面活性剤は、少なくとも０．０
３％以上の濃度において、イムノアッセイにおける抗原－抗体反応を阻害するという前提
に立っており、抗原－抗体反応の実行時には、高濃度のＳＤＳ含有試料を十分に希釈して
、ＳＤＳ濃度を０．０３％以下に減少させるべきことを教示しているのである。
【０００９】
【特許文献１】特開平９－７７７９８号公報（第５頁、右欄、第００３０段落；第６頁、
左欄、第００３３段落；第１０頁、左欄、第００５１段落）
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　従って、本発明は、極めて高感度で検出することが要求されるような、水に難溶性のタ
ンパク質、或いは難抽出状態にあるタンパク質を、試料からの高い抽出効率を維持したま
まで、引き続く免疫反応により鋭敏かつ簡便に検出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】
【００１１】
　これまで一般的に考えられていたこととは異なり、多くの場合、抗原抗体反応自体は、
高濃度のイオン性界面活性剤の存在下でも検出不能なレベルにまで阻害されないとの驚嘆
すべき知見が得られた。更に、見掛け上、抗原抗体反応が高濃度のイオン性界面活性剤で
阻害されるような一部のタンパク質においてさえも、該タンパク質をイオン性界面活性剤
で変性し、当該変性タンパク質に対して得られた抗体を用いれば、前記抗原抗体反応が満
足行くように行われ得ることが見出された。本発明者は、かかる知見に基き、水に難溶性
のタンパク質、或いは難抽出状態にあるタンパク質の高感度かつ簡便な免疫学的測定法を
完成させた。すなわち、本発明によれば、試料中に含有される水に難溶性のタンパク質、
或いは難抽出状態にあるタンパク質を、比較的高濃度のイオン性界面活性剤含有水性溶媒
によって抽出／可溶化し、次いで、得られた抽出液の溶媒置換をすることなく、或いは、
検出不能なレベルにまで前記タンパク質の濃度を低下させることのないように、該抽出液
を実質的に希釈することなく、直接、免疫学的測定法によって抽出液中のタンパク質を検
出することを特徴とする、高感度かつ簡便なイムノアッセイが提供される。
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【００１２】
　しかして、本発明は、
　試料中の水難溶性／難抽出性タンパク質の存在を検出するための免疫学的測定法であっ
て、以下の工程、
　　（Ｉ）試料中の水難溶性／難抽出性タンパク質を、イオン性界面活性剤を含む水性溶
媒で抽出および／または可溶化する、
　　（ＩＩ）工程（Ｉ）で用いるイオン性界面活性剤で予め変性させた前記水難溶性／難
抽出性タンパク質を免疫原として得られた抗体を、
　　　　ａ）上記工程（Ｉ）で得られたタンパク質溶液に対し、該溶液を実質的に希釈す
ることなく添加するか；或いは
　　　　ｂ）上記工程（Ｉ）で得られたタンパク質溶液を、そのイオン性界面活性剤濃度
が０．０３％（Ｗ／Ｖ）以下にならない範囲で希釈した希釈液に対して添加する；
ことにより、前記水難溶性／難抽出性タンパク質と前記抗体との間で抗原－抗体複合体を
形成させる、および
　　（ＩＩＩ）形成された前記抗原－抗体複合体を検出する、
工程を含むことを特徴とする、前記測定法を提供する。
【００１３】
　前記工程（Ｉ）における水性溶媒中のイオン性界面活性剤の濃度が、例えば０．３％（
Ｗ／Ｖ）を超える場合においても、当該水性溶媒で抽出した試料（タンパク質）溶液内で
の抗原－抗体複合体形成が阻害されないことが知見された。すなわち、前記工程（ＩＩ）
における抗原－抗体複合体は、０．３％（Ｗ／Ｖ）を超え、好適には１％（Ｗ／Ｖ）以上
のイオン性界面活性剤の存在下においても形成され得る。或いは、定量性の確認等の目的
で当該試料溶液を希釈する必要がある場合においても、それは、良好な抗原－抗体反応に
おいて必要である従来から信じられてきた０．０３％（Ｗ／Ｖ）以下のイオン性界面活性
剤濃度までの希釈を意図する必要はなく、このことは、本発明の方法が、イオン性界面活
性剤の持つ高い抽出力を犠牲にすることなく実施できることを意味する。
【００１４】
　本発明のイオン性界面活性剤は、ドデシル硫酸ナトリウム、ドデシル硫酸リチウム、ラ
ウリルサルコシンナトリウム、臭化ヘキサデシルトリメチルアンモニウム、塩化ヘキサデ
シルトリメチルアンモニウム、塩化ヘキサデシルピリジニウム等から選択でき、場合によ
っては、これらを混合しても差し支えない。特に、当該イオン性界面活性剤として、生化
学分野において多用されるドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）が、その入手の容易性など
からも好ましいものとして例示できる。
【００１５】
　工程（Ｉ）の水性溶媒は、タンパク質を更に変性させ得る、２－メルカプトエタノール
、ジチオスレイトール等の還元剤をも含み得ることが明らかとなった。従って、好ましい
工程（Ｉ）の水性溶媒の非限定的な例として、１％（Ｗ／Ｖ）のドデシル硫酸ナトリウム
および１Ｍの２－メルカプトエタノールを含む水性溶媒をあげることができる。
【００１６】
　また、測定の安定性および再現性を確保するために、前記工程（Ｉ）において、タンパ
ク質溶液を更に煮沸することが好ましく、当該煮沸が、少なくとも８０℃以上で、５分間
以上継続されることが好ましい。
【００１７】
　本発明の方法は、難抽出状態下にあるオボアルブミン、オボムコイド、カゼイン、β－
ラクトグロブリン、そばタンパク質、小麦タンパク質及び落花生タンパク質の高感度測定
に特に有利である。オボアルブミン、オボムコイドおよびカゼイン等は、それ自体、水に
易溶であるが、それらのタンパク質が加工食品等の複雑なマトリックス中に存在する際、
通常の水性溶媒では抽出が困難な場合がある。本発明の方法は、そのような難抽出状態下
にあるタンパク質の高感度測定において極めて有効に用いることができる。
【００１８】
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　このように、イオン性界面活性剤の有する優れたタンパク質可溶化効果と、高濃度のイ
オン性界面活性剤の存在下における抗原－抗体反応に対する新たな知見に基づく本発明の
方法は、水に難溶性のタンパク質、或いは難抽出状態にあるタンパク質を高感度で検出す
ることが要求されるような、今日の生命科学研究や食品の品質保証において、極めて有効
に利用できるものである。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１９】
　本発明が対象とする「水難溶性／難抽出性タンパク質」は、イオン性界面活性剤を含ま
ない純水または一般的に用いられる生理学的緩衝液に対しては、実質的な溶解性を示さな
いか、或いは単にそれらの緩衝液類では実質的に試料から抽出し得ないタンパク質であり
、それらのタンパク質は、本発明のイオン性界面活性剤を含む緩衝液類により、続くイム
ノアッセイによる検出が可能な濃度にまで可溶化し、または抽出され得る。言い換えれば
、本発明における「水難溶性／難抽出性タンパク質」は、イオン性界面活性剤を含まない
純水や緩衝液類に対する溶解度・抽出効率に比較した場合、イオン性界面活性剤含有緩衝
液等に対して有意に高められた溶解度および／または抽出効率を示す。通常、本発明の対
象となる「水難溶性／難抽出性タンパク質」は、イオン性界面活性剤を含まない純水や緩
衝液類への溶解度・抽出効率と比較して、５倍以上、好ましくは１０倍以上、より好まし
くは５０倍以上の溶解度・抽出効率を、本発明のイオン性界面活性剤含有緩衝液等に対し
て示し得る。そのような水難溶性／難抽出性タンパク質の非限定的な例としては、構造タ
ンパク質や膜結合性の細胞表面タンパク質があげられる。特に、細胞表面レセプターや細
胞付着因子等の生化学的に重要な機能を担う膜タンパク質が興味深い。その他の水難溶性
／難抽出性タンパク質の例として、加工食品等の内部に存在する食物アレルゲンタンパク
質をあげることができる。例えば、オボアルブミン、オボムコイド、カゼイン、β－ラク
トグロブリン、そばタンパク質、小麦タンパク質及び落花生タンパク質は、食物アレルゲ
ンタンパク質として重要なものと考えられている。これらのタンパク質は、それ自体、水
に可溶性のものも含むが、加工食品内において、当該食品中の他の成分と強固に複合体化
しそのマトリックスに組み込まれることで、難抽出状態におかれる場合がある。そのよう
な難抽出状態におかれた水可溶性タンパク質も、本発明のイオン性界面活性剤の効果によ
り初めて抽出可能になるのであれば、ここに言う水難溶性／難抽出性タンパク質に含み得
る。
【００２０】
　なお、本発明にいう「試料」とは、水難溶性／難抽出性のタンパク質を含むと推定され
る液体、半固体或いは固体のいずれか、またはその混合物であり得るが、有利には水難溶
性／難抽出性のタンパク質を組み込む固体マトリックスを包含するものであり得、例えば
、細胞や細胞膜、組織、器官の他、食品や材質等を含むものであるがこれらに限定されな
い。
【００２１】
　本発明の方法においては、上記の水難溶性／難抽出性タンパク質を、イオン性界面活性
剤を含む「水性溶媒」で可溶化／抽出する。当該「水性溶媒」は、純水；塩化ナトリウム
、塩化カリウムおよび重炭酸ナトリウム等の塩溶液；生化学分野で通常用いられる各種緩
衝液、例えばリン酸緩衝液、Ｔｒｉｓ－塩酸緩衝液およびクエン酸緩衝液；水酸化ナトリ
ウム或いは塩酸等でｐＨを調節したアルカリ性溶液或いは酸性溶液等を基本とした溶媒を
意味する。更に、当該水性溶媒は、タンパク質の溶解度や抽出効率を追加的に向上させる
補助成分として、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）のようなキレート化合物、ホスホ
リパーゼのような酵素類およびＨＬＢ価調節のために非イオン性界面活性剤を含み得る。
また、当該水性溶媒には、抽出中或いは保存中の溶液内でのタンパク質の分解を制御する
ためのプロテアーゼ阻害剤や、微生物の繁殖を防止するアジ化ナトリウムなどの抗菌性物
質、アスコルビン酸等の酸化防止剤を添加してもよい。加えて、当該水性溶媒には、引き
続くイムノアッセイを実行不能にしない範囲でグリセロールやエタノール等の極性有機溶
媒を添加することもできる。
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【００２２】
　上記の水性溶媒に添加される本発明のイオン性界面活性剤は、水難溶性／難抽出性タン
パク質の可溶化や抽出を実質的に向上させ得るものであれば公知のいずれのものを用いて
もかまわない。好適には、当該イオン性界面活性剤は、ドデシル硫酸ナトリウム、ドデシ
ル硫酸リチウム、ラウリルサルコシンナトリウム、臭化ヘキサデシルトリメチルアンモニ
ウム、塩化ヘキサデシルトリメチルアンモニウム、塩化ヘキサデシルピリジニウムおよび
それらの混合物から成る群より選択される。特に、入手の容易性や取り扱いの観点からは
ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）が好適なイオン性界面活性剤の例としてあげられる。
特に、ＳＤＳは、ＳＤＳ－Ｐａｇｅなどの電気泳動法において用いられる汎用のイオン性
界面活性剤であり、当該電気泳動とイムノアッセイとの相関を容易にする目的等において
も、好ましいイオン性界面活性剤である。
【００２３】
　添加されるイオン性界面活性剤の濃度は、本発明の対象となる水難溶性／難抽出性タン
パク質の実質的な可溶化や抽出を達成できる濃度であれば、いかなる濃度でもかまわない
が、通常は、０．１％（Ｗ／Ｖ）以上、好ましくは０．３％（Ｗ／Ｖ）超え、０．５（Ｗ
／Ｖ）以上であっても一向に差し支えない。より好ましくは、１％（Ｗ／Ｖ）のイオン性
界面活性剤が前記水性溶媒に添加され、１０％（Ｗ／Ｖ）程度の高濃度のイオン性界面活
性剤さえも使用できる。本発明の方法では、そのような高濃度のイオン性界面活性剤を含
有する水性溶媒により可溶化／抽出されたタンパク質さえも、当該イオン性界面活性剤の
濃度を実質的に維持したままの状態で、引き続くイムノアッセイにより検出されるのであ
る。
【００２４】
　また、本発明の特に好ましい水性溶媒には、上記の高濃度のイオン性界面活性剤に加え
て、２－メルカプトエタノールやジチオスレイトール（ＤＴＴ）、シアノ水ホウ素化ナト
リウム（ＳＣＢＨ）、ジメチルアミンボラン（ＤＭＡＢ）、水ホウ素化ナトリウム（ＳＢ
Ｈ）やシスティンに代表される還元剤を添加することが好ましい。その原理は明らかでは
ないが、当該還元剤の添加により、引き続くイムノアッセイの再現性が向上することがし
ばしば経験されるからである。好適には、該還元剤が１ｍＭ乃至２Ｍ程度の濃度、通常１
Ｍ程度の濃度で、水性溶媒に添加される。
【００２５】
　以上により、特に好ましい本発明のイオン性界面活性剤含有水性溶媒は、１％（Ｗ／Ｖ
）のドデシル硫酸ナトリウムおよび１Ｍの２－メルカプトエタノールを含むリン酸緩衝液
等であり得る。
【００２６】
　既に明らかなように、本発明の方法の利点は、高いタンパク質可溶化能力を有するイオ
ン性界面活性剤により水難溶性／難抽出性タンパク質を可溶化／抽出し、得られた抽出溶
液を実質的に希釈することなく、続くイムノアッセイに供しうるということにある。従来
の技術常識では、ＳＤＳに代表されるイオン性界面活性剤が、比較的高濃度（例えば０．
０３％以上）で反応液内に存在すると、所望の抗原－抗体反応が達成し得ないと考えられ
てきた。従って、水難溶性／難抽出性タンパク質に関する典型的な従来のイムノアッセイ
では、高濃度のイオン性界面活性剤を含む試料溶液への抗体の添加に先立って、該試料溶
液に対する煩雑な前処理や大幅な希釈が必要とされていたのであり、つまりは、当該前処
理や希釈によって、該試料溶液中のイオン性界面活性剤濃度を０．０３％程度にまで減少
させた後に、抗原－抗体反応を実施していたのである。従って、例えば１０％（Ｗ／Ｖ）
のＳＤＳを含む水性溶媒にて抽出した難溶性タンパク質を含む試料溶液は、抗原－抗体反
応の実施に先立って、少なくとも３００倍希釈（０．０３％－ＳＤＳ）される必要があっ
たのであり、これは同時に、当該タンパク質の検出感度を３００分の１に低下させること
を意味する。
【００２７】
　これに対し、本発明の方法においては、抗原－抗体反応自体がかなり高濃度のイオン性
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界面活性剤の存在下でも十分に行われ得、そのような抗原－抗体反応の特異性および親和
性は、目的のタンパク質を同様のイオン性界面活性剤で変性させた変性タンパク質に対す
る抗体の使用により、著しく改善されるとの新規な知見に基づいて、例えば１％ＳＤＳ含
有水性溶媒で可溶化したタンパク質の溶液を、実質的に希釈することなく、続く抗原－抗
体反応のための試料溶液として使用して、アッセイ全体の感度向上を図るのである。或い
は、本発明の方法では、１０％（Ｗ／Ｖ）以上のＳＤＳを含む溶媒で可溶化した難溶性の
タンパク質を、当該１０％ＳＤＳ溶液のままで抗原－抗体反応により測定することも可能
なのである。また、当然ではあるが、試料溶液中の抗原タンパク質量を正確に定量する際
には、測定の直線性を確認すること等を目的に、前記溶液を適当に段階希釈する必要もあ
り得る。本発明においては、そのような段階希釈においても、試料溶液のＳＤＳ濃度を低
下させることを目的とする必要はなく、これは、ＳＤＳ濃度の低下による水難溶性タンパ
ク質の析出の危険性さえも回避し得る。従って、本発明においては、高濃度のイオン性界
面活性剤を含む試料溶液を場合により希釈する際においても、そのイオン性界面活性剤濃
度を、少なくとも０．０３％（Ｗ／Ｖ）以下にする必要がない。
【００２８】
　前記のとおり、本発明の重要な構成の一つは、特定のイオン性界面活性剤により予め変
性された水難溶性／難抽出性タンパク質を免疫原として免疫動物等に投与し、当該免疫動
物に由来する該タンパク質への特異抗体を用いて、抗原－抗体反応に基づくイムノアッセ
イを実施することである。
【００２９】
　より具体的に、ある水難溶性／難抽出性タンパク質が、ＳＤＳを含む水性溶媒にて試料
から抽出可能であることが知られていれば、本発明の抗体作製においては、該タンパク質
をＳＤＳで変性させ、当該変性タンパク質を免疫原として免疫動物に投与する。ここで、
該タンパク質の変性は、簡便には、測定対象の水難溶性／難抽出性タンパク質を、高濃度
のイオン性界面活性剤含有溶液に溶解または懸濁し、一晩以上、室温で放置しておくだけ
で達成できる。また、タンパク質の可溶化／抽出のための水性溶媒が２－メルカプトエタ
ノールのような追加の還元剤をＳＤＳと共に含む本発明の好ましい例では、抗原タンパク
質の変性を、当該２－メルカプトエタノールとＳＤＳの存在下で行うことが好ましい。例
えば、測定対象の水難溶性／難抽出性タンパク質を、１％ＳＤＳと１Ｍの２－メルカプト
エタノールを含む水性溶媒に懸濁／溶解し、これを室温で一晩以上放置して、本発明の抗
体作製に用いる変性タンパク質免疫原とすることができる。
【００３０】
　上記のようにして得られた変性タンパク質の免疫動物への投与は、当業者にとって周知
のいずれのプロトコールをも使用することができ、そのようなプロトコールの最適化も当
業者にとって容易であろう。免疫動物としては、マウス、ラット、ヒツジ、ウサギ等を用
いてもよい。
【００３１】
　特に、本発明の抗体をポリクローナル抗体の形態で用いる場合、当該ポリクローナル抗
体は、免疫動物の抗血清より調製する。具体的に、当該免疫動物からの抗血清は、例えば
、アジュバントを含む前記免疫原を免疫動物に皮下注射し、当該皮下投与を適当な間隔（
例えば１週間）で所定の回数（例えば５回）繰り返し、最終免疫後に全血を採集して、こ
れを分離することで得ることができる。そのような方法は、例えば、「ＣＵＲＲＥＮＴ　
ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ、第２．４章（発行元：Ｊｏｈｎ　Ｗ
ｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）」等に記載されている。ついで
、前記抗血清からのポリクローナル抗体の精製は、動物の免疫に用いた変性タンパク質を
クロマトグラフィー用の樹脂、例えば、ＣＮＢｒ活性化セファロースやＨｉＴｒａｐ　Ｎ
ＨＳ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ社製）に共有結合で
固相化し、該固相化樹脂に上記抗血清を供して当該抗血清中の抗体を特異的に樹脂上に吸
着させ、ついで、該樹脂上に吸着した抗体を適切な緩衝液やカオトロピックイオン等を用
いて溶出させて回収することでも達成できるが、これに限定されない。
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【００３２】
　また、本発明の抗体をモノクローナル抗体として得る場合は、当業者に既知の手法を用
いて、免疫したマウスの脾細胞とミエローマ細胞株などの細胞融合用のペアレントセルを
融合させ、得られたハイブリドーマの中から好適なものと選択してクローン化し、次いで
、その融合細胞を生体外または生体内で培養し、この培養混合物より特異性の高いモノク
ローナル抗体を採取する。
【００３３】
　更に、本発明の抗体として、上記のようなポリクローナル／モノクローナル抗体の他、
それらの抗体を酵素消化処理して得られるような当該抗体の反応性フラグメントも用いる
こともできる。当該抗体フラグメントの例には、Ｆａｂフラグメント、Ｆａｂ’フラグメ
ント、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆ（ｖ）フラグメント、Ｈ鎖モノマー又はダイマー
、Ｌ鎖モノマー又はダイマー、１個のＨ鎖及び１個のＬ鎖からなるダイマー等が含まれる
。該フラグメントは、例えばペプシンやパパイン等のプロテアーゼにより完全な抗体を消
化するか、消化後、必要に応じて還元剤で処理することにより得ることができる。Ｈ鎖及
びＬ鎖モノマーは、完全な抗体をジチオスレイトール等の還元剤で処理した後、精製した
鎖状体を分離することにより得ることもできる。
【００３４】
　なお、本発明においては、前記イオン性界面活性剤変性タンパク質に対する抗体を用い
て測定を実施することが好ましいが、ある種のタンパク質においては、そのような変性タ
ンパク質に対する抗体が必ずしも必要ではなく、天然型（ｎａｔｉｖｅ）のタンパク質に
対する抗体を用いても許容可能な検出が行い得ることが明らかになった。しかしながら、
一般的に、そのような天然型タンパク質に対する抗体を用いた検出では、イオン性界面活
性剤を含む試料溶液の放置時間に比例して検出感度が減少することが観察された。すなわ
ち、特定の水難溶性／難抽出性タンパク質をイオン性界面活性剤含有水性溶媒で抽出した
後、これを比較的単時間のうちに続く抗原－抗体反応に供する場合には、比較的安定な抗
原―抗体複合体の形成が認められるが、抽出後、時間の経過と共に当該複合体の形成率が
減少した。このことは、天然型タンパク質に対する抗体を用いたイムノアッセイでは、時
間依存的にアッセイの再現性が損なわれ得ることを意味する。
【００３５】
　これに対し、本発明の変性タンパク質に対する抗体を使用する場合、そのような経時的
変化は微小であり、特に、予め抽出液を煮沸した場合において、再現性の高いアッセイが
行い得ることも見出された。すなわち、本発明の更に好ましい態様としては、水難溶性／
難抽出性タンパク質を高濃度のイオン性界面活性剤含有水性溶媒で抽出し、次いで、得ら
れたタンパク質溶液を煮沸、すなわち、少なくとも８０℃以上の温度で５分以上加熱し、
冷却後、当該溶液に対して、イオン性界面活性剤変性タンパク質に対する抗体を添加して
、抗原－抗体複合体を形成させることがあげられる。
【００３６】
　かくして、水難溶性／難抽出性タンパク質を効率的に可溶化／抽出し、当該高い抽出率
を希釈等により犠牲にすることなく、効果的に抗原－抗体反応を達成し得る高感度イムノ
アッセイ・プロトコールが提供される。
【００３７】
　なお、本発明の免疫学的測定には、上記のようにして形成された抗原－抗体複合体を検
出することも含まれるが、当該検出は、当業者に周知のいずれの方法によってもよいこと
が理解されるであろう。例えば、本発明の免疫学的測定の一例であるサンドウイッチ・イ
ムノアッセイでは、１の本発明のイオン性界面活性剤変性タンパク質に対する抗体が、ウ
ェル底面などの固相のコーティングに用いられてキャプチャー側抗体を提供し得、該変性
タンパク質に対するもう一方の抗体（キャプチャー側抗体と同一または異なっていてよい
）が放射性物質や着色粒子又は酵素で標識されて検出側抗体を提供し得る。キャプチャー
側抗体を有するウェル内に、上記イオン性界面活性剤含有試料溶液が添加され、所定時間
インキュベートされた後、該抽出液をウェルから取り除き、好適な緩衝液等によりウェル
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内を充分に洗浄後、検出側の抗体がウェルに添加される。所定のインキュベーションの後
、ウェル内を洗浄し、キャプチャー側抗体－測定対象物－検出側抗体複合体の生成を検出
する。検出は、検出側抗体に標識された標識物質の性質に依存し、放射性標識であれば放
射線量が、着色粒子標識であれば発色量や吸光度が、また酵素標識（ＥＬＩＳＡ法）であ
れば、更に適当な基質をウェルに添加し、所定のインキュベーション後の吸光度が検出さ
れる。なお、上記ＥＬＩＳＡ法で酵素標識に用いる酵素に特に制限はなく、例えば西洋ワ
サビペルオキシダーゼやアルカリ性フォスファターゼ等の酵素が有利に使用される。西洋
ワサビペルオキシダーゼで標識する場合は、当該酵素の基質として３，３’，５，５’－
テトラメチルベンチジン等がその基質として利用可能である。アルカリ性フォスファター
ゼを使用する場合は、基質としてｐ－ニトロフェニル燐酸が基質としてあげられる。上記
の免疫学的測定結果に基づき、本発明の対象である水難溶性／難抽出性タンパク質の検出
が可能となるのである。
【００３８】
　更に説明せずとも、これまでの説明を与えられた当業者は、本発明を充分に活用し得る
。以下、説明のみの目的で実施例を与える。なお、以下において、特にことわりのない限
り濃度（％）は、重量／容量（Ｗ／Ｖ）％を示す。
【実施例１】
【００３９】
　

　（１）抗オボムコイド抗体の固相化
　ウサギ抗－（天然型）オボムコイド－ポリクローナル抗体を炭酸緩衝液（ｐＨ９．６）
に１μｇ／ｍｌになるように溶解した。これをマイクロタイタープレート（Ｎｕｎｃ社、
マイクロモジュールプレート、Ｍａｘｓｏｒｐ－Ｆ８）に１００μｌずつ分注し、常温で
２時間放置した。
【００４０】
　（２）マイクロタイタープレートのブロッキング
　各ウェルから上記抗体溶液を除去後、３００μｌのブロッキング溶液（１５０ｍＭ　Ｎ
ａＣｌ、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０、０．１％ウシ血清アルブミンを含む２０ｍＭトリ
ス塩酸緩衝液（ｐＨ７．４））を加え常温で２時間放置した。
【００４１】
　（３）オボムコイドの測定
　各ウェル中のブロッキング溶液を除去後、各ウェルに検体希釈溶液（０．１％ウシ血清
アルブミン：１５０ｍＭ　ＮａＣｌ：０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０：０％、０．０１％、
０．０５％、０．１％、０．５％または１％のＳＤＳ含有２０ｍＭトリス塩酸緩衝液（ｐ
Ｈ７．４））で段階希釈したオボムコイド標準品（商品名：卵製トリプシンインヒビター
、ナカライテスク社製）を１００μｌ加え、常温で２時間放置した。（なお、以下に示す
種々の検体の測定において、当該検体に含まれるオボムコイド量が上記系での測定範囲以
外となる場合には、当該検体を更に検体希釈溶液で希釈して上記系の測定範囲内となるよ
うにしてから測定した。）
【００４２】
　次いで、各ウェルを洗浄液３００μｌで６回洗浄後、西洋ワサビペルオキシダーゼ標識
抗オボムコイドポリクローナル抗体を０．１％ＢＳＡ、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．０５
％　Ｔｗｅｅｎ２０含有２０ｍＭトリス塩酸緩衝液（ｐＨ７．４）で希釈した溶液を１０
０μｌずつ加え、常温で３０分間放置した。次に、各ウェルを洗浄液３００μｌで５回洗
浄後、ＴＭＢ溶液（３、３’、５、５’テトラメチルベンジジン）を１００μｌずつ加え
、常温で遮光し１０分間反応させた。その後、１規定硫酸を１００μｌずつ各ウェルに加
え反応を停止させた。各ウェルの吸光度をマイクロプレートリーダーを用いて主波長４５
０ｎｍ、副波長６３０ｎｍで測定した。得られた標準曲線を図１に示す。
【００４３】
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固相サンドイッチ法による、ＳＤＳを含む検体中のオボムコイドの測定（天然型オボム
コイドに対する抗体の使用）



　図１からわかるように、０．０１～１．０％のＳＤＳ溶液中の検体による標準曲線は、
ＳＤＳを添加していない溶液中の検体による曲線とほぼ同等であることから、本測定系に
おいてＳＤＳ存在下でもオボムコイドの定量が可能であることが確認された。
【００４４】
　なお、実際に種々の検体中のオボムコイド量を測定する場合には、このようにして得ら
れた標準曲線をもとに検体中のオボムコイド量を換算した。
【００４５】
　（４）検体の免疫測定
　上記の試験法に従って、実際に検体の免疫測定試験を行った。市販品の三種類のマヨネ
ーズを、１％ＳＤＳを含む検体希釈液でそれぞれ３倍段階希釈し、同時に測定した標準オ
ボムコイドから得られた標準曲線に基いて、検体のオボムコイド濃度を算出した。図２の
結果に示すとおり、原点を通る良好な直線性が得られた。
【００４６】
　（５）添加回収試験
　上記の試験法に従って抗原の添加回収試験を行った。
【００４７】
　市販品の３種類のビスケットを検体として、その１％ＳＤＳ含有抽出液を調製した。す
なわち、当該ビスケットを均一に粉末化し、当該粉末の２ｇを秤取した。これに３８ｍｌ
の１％ＳＤＳ含有検体希釈液を加え、ホモジナイザーを用いて３０秒Ｘ２回の攪拌を行い
、得られた混合液を３，０００Ｘｇで２０分間遠心分離した。得られた上清を５Ａの濾紙
で濾過し、当該濾液を食品抽出液（１％ＳＤＳ含有抽出液）として測定に用いた。次いで
、該抽出液に標準オボムコイドを添加して免疫測定を実施し、測定値から添加したオボム
コイド量の回収率を求めた。回収率は、添加抗原量を１００％とし、該添加抗原量に対す
る測定値から固有の検体含有抗原量を引いた値の割合で示す。
【００４８】
　以下の表１に示すとおり、添加回収率は８８．７から９６．１％と良好な結果が得られ
、本発明の方法により食品中のオボムコイドが正確且つ鋭敏に測定し得ることが示された
。
【００４９】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【実施例２】
【００５０】
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固相サンドイッチ法による、各種イオン性界面活性剤または非イオン性界面活性剤を含
む検体中のオボムコイドおよびオボアルブミンの測定（抗－天然型タンパク質－抗体の使
用）



　上記実施例と同様の条件で、本発明の陰イオン性界面活性剤の一種であるＳＤＳ、ドデ
シル硫酸リチウム（ＬＤＳ）およびラウリルサルコシンナトリウム、陽イオン性界面活性
剤の一種である臭化ヘキサデシルトリメチルアンモニウム（ＨＤＴＭＡＢ）、塩化ヘキサ
デシルトリメチルアンモニウム（ＨＤＴＭＡＣ）および塩化ヘキサデキシルピリジニウム
（ＨＤＰＣ）、並びに参考として非イオン性界面活性剤であるＴｗｅｅｎ２０、ルプロー
ルＰＸおよびＴｒｉｏｎＸ－１００ならびにステロイド骨格を有する界面活性剤であるデ
オキシコール酸（ＤＯＣ）の、オボムコイドおよびオボアルブミン（参考例）の免疫測定
系に対する影響を検討した。
【００５１】
　すなわち、１ｍｌあたり６４ｎｇのオボアルブミンおよび６４ｎｇのオボムコイドを含
む検体について、上記の各種界面活性剤の種々の濃度における免疫測定を行って吸光度を
測定し、その結果を以下の表２～５および図３～８に示す。
【００５２】
【表２】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００５３】
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【表３】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００５４】
【表４】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００５５】
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【表５】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００５６】
　本試験の結果、オボアルブミンの測定系においては比較的高濃度（例えば０．１％以上
）のイオン性界面活性剤が測定感度を著しく低下させ、免疫測定を阻害するのに対し、オ
ボムコイドの測定系においては１０％程度の極めて高い濃度のイオン性界面活性剤存在下
においてもその測定が十分可能なことが明らかとなった。このことから、抗－（天然型）
オボアルブミン－抗体を用いる場合を除いては、抗－天然型タンパク質－抗体を用いた場
合でも、本発明のイオン性界面活性剤の有する高いタンパク質抽出能力とあわせて、優れ
た検出感度と正確性を達成する免疫測定系が提供され得ることが実証された。なお、参考
とした非イオン性界面活性剤およびデオキシコール酸は、オボアルブミンおよびオボムコ
イドのいずれの測定系にも影響しなかった。
【実施例３】
【００５７】
　
　抗－（天然型）オボムコイド－抗体の代わりに抗－（天然型）カゼイン－抗体又は抗－
（天然型）β－ラクトグロブリン－抗体を使用した他は、実施例１とほぼ同様な手順でカ
ゼイン又はβ－ラクトグロブリンの測定を行った。すなわち、ＳＤＳ濃度を１０％から０
．１５６％まで段階希釈した検体希釈液に、それぞれ１ｍｌあたり牛乳タンパク質量とし
て６４ｎｇの牛乳タンパク質を添加して測定用の試料溶液を作製した。当該試料中のカゼ
イン又はβ－ラクトグロブリンを実施例１と同様のプロトコールで実施される市販のカゼ
イン用牛乳免疫測定キット又はβ－ラクトグロブリン用牛乳免疫測定キット（ともに、天
然型タンパク質に対する抗体を使用。株式会社森永生科学研究所より入手。商品名、モリ
ナガ特定原材料測定キット：牛乳測定キット（カゼイン）及びモリナガ特定原材料測定キ
ット：牛乳測定キット（β－ラクトグロブリン））で測定した。結果を図９および図１０
に示した。
【００５８】
　図９および図１０から明らかなように、天然型タンパク質に対する抗体を用いた場合で
さえも、カゼインおよびβ－ラクトグロブリンにおいて、ＳＤＳに代表されるようなイオ
ン性界面活性剤の高濃度存在下で免疫測定が良好に実施できることが示された。
【実施例４】
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【００５９】
　

　実施例３と同様にして、そばタンパク質、小麦タンパク質（グリアジン）及び落花生タ
ンパク質の測定に対するイオン性界面活性剤の影響を検証した。なお、添加実験に用いた
そばタンパク質は、そばの子実を磨砕し、当該磨砕物に塩化ナトリウム等の塩類を含む緩
衝液（トリス－塩酸緩衝液等）を加えて成分を抽出することで得られた抽出物を遠心分離
してその上清を回収し、次いで、該上清をスーパーデックスＧ－２００やスーパーロース
６（ともにＡｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ社製）のゲル濾過カラムに供し、分子
量７０～５００ｋＤの範囲に溶出される画分を回収することにより調製した。
【００６０】
　また、小麦タンパク質（グリアジン）は、アサマ化成（株）より入手した市販品を用い
、落花生タンパク質は、落花生の子実を磨砕し、当該磨砕物に塩化ナトリウム等の塩類を
含む緩衝液（トリス－塩酸緩衝液等）を加えて成分を抽出することで得られた抽出物を遠
心分離してその上清を回収し、次いで、該上清をスーパーデックスＧ－２００やスーパー
ロース６（ともにＡｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ社製）のゲル濾過カラムに供し
、分子量３０～１００ｋＤの範囲に溶出される画分を回収することにより調製した。これ
らの試料を用いた免疫測定法による試験は、各市販の測定キット（株式会社森永生科学研
究所製、モリナガ特定原材料測定キット：そば測定キット、モリナガ特定原材料測定キッ
ト：小麦測定キット（グリアジン）及びモリナガ特定原材料測定キット：落花生測定キッ
ト、いずれも天然型タンパク質に対する抗体を使用）により実施した。結果を図１１乃至
１３に示した。
【００６１】
　図１１乃至図１３から、そばタンパク質、小麦タンパク質及び落花生タンパク質におい
ても、高濃度のイオン性界面活性剤の存在下で、天然型タンパク質に対する抗体の使用に
より、免疫測定が良好に実施できることが示された。
【実施例５】
【００６２】
　
　実施例１乃至４から、オボムコイド、、カゼイン、β－ラクトグロブリン、そばタンパ
ク質、小麦タンパク質及び落花生タンパク質においては、それらの天然型タンパク質対し
て産生された抗体を用いても、高濃度のイオン性界面活性剤存在下で、特異的抗原－抗体
反応が達成し得ることが示されたが、オボアルブミンにおいては、そのような抗原－抗体
反応が実施し得なかった。そこで、以下のようにして、イオン性界面活性剤で予め変性さ
せたタンパク質に対する抗体を作製し、これを利用する方法を検討した。
【００６３】
　
　以下のタンパク質を０．１～１０ｍｇ／ｍｌの濃度で１％ＳＤＳおよび１Ｍの２－メル
カプトエタノールを含む溶液に溶解し、一晩、室温で放置した：
１．　オボアルブミン（生化学工業株式会社より購入。商品名；「Ｅｇｇ　Ａｌｂｕｍｉ
ｎ，　５ｘ　Ｃｒｙｓｔ．　（Ｃｈｉｃｋｅｎ）」）
２．　オボムコイド（ナカライテスク社より購入。商品名；「トリプシンインヒビター　
（ｆｒｏｍ　ｃｈｉｃｋｅｎ　Ｅｇｇ　Ｗｈｉｔｅ）」）
３．　落花生タンパク質は、以下のとおり調製した。
【００６４】
　　１）　落花生の子実を磨砕し、当該磨砕物に塩化ナトリウム等の塩を含
　　　　む緩衝液（トリス－塩酸緩衝液）を加えて成分を抽出する。
　　２）　抽出物を遠心分離して上清を回収する。
　　３）　上清をスーパーデックスＧ－２００やスーパーロース６（ともにＡｍｅ
　　　　ｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　社製）のゲル濾過カラムに供し、分子
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－抗体の使用）

抗－イオン性界面活性剤変性タンパク質－抗体の作製

（１）タンパク質の変性



　　　　量３０～１００ｋＤの範囲に溶出される画分を回収する。
４．　そばタンパク質は、以下のとおり調製した。
【００６５】
　　１）　そばの子実を磨砕し、当該磨砕物に塩化ナトリウム等の塩を含む緩衝液
　　　　（トリス ?塩酸緩衝液）を加えて成分を抽出する。
　　２）　抽出物を遠心分離して上清を回収する。
　　３）　上清をスーパーデックスＧ－２００やスーパーロース６（ともにＡｍｅ
　　　　ｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　社製）のゲル濾過カラムに供し、分子
　　　　量７０～５００ｋＤの範囲に溶出される画分を回収する。
【００６６】
　
　上記のようにして変性したタンパク質について、フロイントのアジュバントを用いてエ
マルジョンを作製し、当該エマルジョンをウサギの皮下に注射して免疫した。免疫は、一
回あたり１ｍｇの上記変性タンパク質が投与されるように行い、一週間おきに５回投与を
行った。最終免疫終了の一週間後に、免疫したウサギの全血を採集し、抗血清を調製した
。当該抗血清からの本発明の抗体の調製は、以下の手順に従った。すなわち、上記ウサギ
の免疫に用いた変性タンパク質をＨｉＴｒａｐ　ＮＨＳ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ（Ａｍｅｒ
ｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ社製）に共有結合で固相化し、該固相化樹脂に上記抗血清
を供した。ついで、当該固相化樹脂上のタンパク質画分に結合した抗体を、ｐＨ２．７に
調製した０．１Ｍ　Ｇｌｙ－ＨＣｌで溶出して、本発明の抗体を得た。
【実施例６】
【００６７】
　
　以下のプロトコールに基づいて、本発明のイオン性界面活性剤変性タンパク質に対する
抗体の使用による、免疫学的測定（ＥＬＩＳＡ）法を評価した。
【００６８】
　［抗体固相化］
１．　上記のイオン性界面活性剤変性タンパク質に対するウサギポリクローナル抗体を炭
酸緩衝液（ｐＨ９．６）に１μｇ／ｍＬで調製。
２．　マイクロタイタープレート（Ｎｕｎｃ社、マイクロモジュールプレート、Ｍａｘｓ
ｏｒｐ－Ｆ８）に１００μＬずつ分注常温で２時間静置。
【００６９】
　［ブロッキング］
１．　抗体固相化後、抗体溶液を除去、３００μＬのブロッキング溶液（１５０ｍＭ　Ｎ
ａＣｌ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０、０．１％ウシ血清アルブミンを含む２０ｍＭトリス
塩酸緩衝液（ｐＨ７．４））を加え２時間静置。
【００７０】
　［試料溶液の調製］
１．　標準タンパク質を１％ＳＤＳ、１Ｍの２－メルカプトエタノールを含む緩衝液（Ｐ
ＢＳ、ｐＨ６．５）に溶解し１～１０分間、１００℃湯煎で沸騰加熱する。
２．　加熱後、上記と同じ緩衝液により標準タンパク濃度が１～６４ｎｇ／ｍＬの濃度に
なるように希釈する。
【００７１】
　［測定］
１．　ブロッキング終了後の抗体固相化プレートに各濃度の標準タンパク溶液を１００μ
Ｌずつ加え、１時間常温で静置反応させた。
２．　反応後各ウェルを洗浄液３００μＬで６回洗浄を行い、西洋ワサビペルオキシダー
ゼ標識抗体を０．１％ＢＳＡ、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含む
２０ｍＭ　トリス塩酸緩衝液（ｐＨ７．４）で溶解した溶液を１００μＬずつ加え、常温
で３０分間静置反応させた。
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（２）ウサギポリクローナリ抗体の調製

抗－イオン性界面活性剤変性タンパク質－抗体の使用による測定



３．　各ウェルを洗浄液３００μＬで６回洗浄後、ＴＭＢ溶液（３、３’、５、５’テト
ラメチルベンジジン）を１００μＬずつ加え、常温で遮光し、１０分間反応。
４．　１規定硫酸を１００μＬずつ各ウェルに加え反応を停止させた。各ウェルの吸光度
をマイクロプレートリーダーを用いて主波長４５０ｎｍ、副波長６３０ｎｍで測定した。
結果は２重測定の平均値を示した。
【００７２】
　
　天然型タンパク質に対する抗体では測定が不能であったオボアルブミン（図３および図
４参照）について、本発明による抗－イオン性界面活性剤変性タンパク質－抗体を使用し
た測定結果を図１４に示した。本実施例では、各濃度のオボアルブミンを溶解した、１％
ＳＤＳ、１Ｍの２－メルカプトエタノールを含む緩衝液（ＰＢＳ、ｐＨ６．５）を５分間
、１００℃湯煎で加熱して、冷却後、上記のＥＬＩＳＡ測定を実施した。
【００７３】
　図１４から、高濃度のイオン性界面活性剤の存在下においては、天然型タンパク質に対
する抗体を使用した場合に測定が困難であるタンパク質も、抗－イオン性界面活性剤変性
タンパク質－抗体を用いれば、極めて高感度で測定できることがわかる。
【００７４】
　
　本発明の抗－イオン性界面活性剤変性タンパク質－抗体を用いた方法では、試料溶液を
予め煮沸することにより、測定の安定性や感度を著しく向上させ得ることが示された。結
果を、図１５乃至図１８に示す。
【００７５】
　実施例では、６４ｎｇ／ｍｌの濃度で各タンパク質を、１％ＳＤＳ、１Ｍの２－メルカ
プトエタノールを含む緩衝液（ＰＢＳ、ｐＨ６．５）に溶解して試料溶液を調製した後、
該試料溶液を５分間、１００℃湯煎で加熱して、その後、室温で０乃至６時間放置した場
合の、本発明の抗－イオン性界面活性剤変性タンパク質－抗体によるＥＬＩＳＡの結果を
示す。一方、参考例として、天然型タンパク質に対する抗体を用い、同様の試料溶液を加
熱した場合と加熱しない場合の結果を示した。結果は、天然型タンパク質に対する抗体を
用いた場合、試料溶液を加熱しなければ、比較的単時間の間は高い検出感度を維持できる
が、当該感度は経時的に減少することを示す。更に、天然型タンパク質に対する抗体を用
いた場合、試料溶液を加熱すると、当初から検出感度が大幅に低下することを示している
。
【００７６】
　これに対し、本発明の抗－イオン性界面活性剤変性タンパク質－抗体を用い、予め試料
溶液を煮沸した場合には、高い検出感度が長時間維持され、極めて再現性と感度が高いア
ッセイを実施し得ることが示された。
【００７７】
　
　本発明の好ましい態様である、抗－イオン性界面活性剤変性タンパク質－抗体の使用と
、試料溶液の煮沸の組み合わせにおけるアッセイの感度を図１９乃至２２に示した。実施
例は、各濃度のタンパク質を、１％ＳＤＳ、１Ｍの２－メルカプトエタノールを含む緩衝
液（ＰＢＳ、ｐＨ６．５）に溶解して試料溶液とした後、該試料溶液を５分間、１００℃
湯煎で加熱し、冷却後に測定したＥＬＩＳＡの結果を示す。また、図中、参考例は、天然
型タンパク質に対する抗体を用い、試料溶液を加熱したときの結果を示す。図から、本願
発明の方法が極めて高い再現性と感度を有していることがわかる。
【産業上の利用可能性】
【００７８】
　特に、実施例６から明らかなように、本発明の抗－イオン性界面活性剤変性タンパク質
－抗体を使用することで、タンパク質のイムノアッセイが、高濃度のイオン性界面活性剤
の存在下でも十分に実施し得ることが示された。これにより、イオン性界面活性剤の優れ
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（１）オボアルブミンの測定

（２）試料溶液の煮沸効果

（３）アッセイの感度



たタンパク質可溶化効果を利用することで可溶化／抽出された難溶性／難抽出性タンパク
質を、直接、イムノアッセイで検出することが可能となり、そのような高感度の検出が要
求されるような生命科学研究や食品の品質保証において、本発明の方法は、極めて有効に
利用できる。
【図面の簡単な説明】
【００７９】
【図１】標準オボムコイドを順次段階希釈し、本発明の実施例の方法（ＥＩＡの原理に基
く固相サンドイッチ法）により測定波長４５０ｎｍ、副波長６３０ｎｍでの吸光度を測定
した結果を示す。
【図２】オボムコイドを含む未知濃度検体（検体ａ乃至ｃ）を測定系に用いて、本発明の
実施例の方法（ＥＩＡの原理に基く固相サンドイッチ法）により測定波長４５０ｎｍ、副
波長６３０ｎｍでの吸光度を測定した結果を示す。
【図３】ＨＤＴＭＡＢ、ＨＤＴＭＡＣおよびＨＤＰＣの存在下におけるオボアルブミンの
測定結果を示す（参考例）。横軸は各界面活性剤の濃度（％）を示し、縦軸は吸光度を示
す。
【図４】ＬＤＳ、ラウリルサルコシンナトリウムおよびＳＤＳの存在下におけるオボアル
ブミンの測定結果を示す（参考例）。横軸は各界面活性剤の濃度（％）を示し、縦軸は吸
光度を示す。
【図５】ＨＤＴＭＡＢ、ＨＤＴＭＡＣおよびＨＤＰＣの存在下におけるオボムコイドの測
定結果を示す。横軸は各界面活性剤の濃度（％）を示し、縦軸は吸光度を示す。
【図６】ＬＤＳ、ラウリルサルコシンナトリウムおよびＳＤＳの存在下におけるオボムコ
イドの測定結果を示す。横軸は各界面活性剤の濃度（％）を示し、縦軸は吸光度を示す。
【図７】Ｔｗｅｅｎ２０、ルブロールＰＸ、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００およびＤＯＣの存在
下におけるオボアルブミンの測定結果を示す（参考例）。横軸は各界面活性剤の濃度（％
）を示し、縦軸は吸光度を示す。
【図８】Ｔｗｅｅｎ２０、ルブロールＰＸ、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００およびＤＯＣの存在
下におけるオボムコイドの測定結果を示す（参考例）。横軸は各界面活性剤の濃度（％）
を示し、縦軸は吸光度を示す。
【図９】ＳＤＳの存在下におけるカゼインの測定結果を示す。横軸は界面活性剤（ＳＤＳ
）濃度（％）を示し、縦軸は吸光度を示す。（■）は抗原有り、（◆）は抗原なし（対照
）。
【図１０】ＳＤＳの存在下におけるβ－ラクトグロブリンの測定結果を示す。横軸は界面
活性剤（ＳＤＳ）濃度（％）を示し、縦軸は吸光度を示す。（■）は抗原有り、（◆）は
抗原なし（対照）。
【図１１】ＳＤＳの存在下におけるそばタンパク質の測定結果を示す。横軸は界面活性剤
（ＳＤＳ）濃度（％）を示し、縦軸は吸光度を示す。（■）は抗原有り、（◆）は抗原な
し（対照）。
【図１２】ＳＤＳの存在下における小麦タンパク質（グリアジン）の測定結果を示す。横
軸は界面活性剤（ＳＤＳ）濃度（％）を示し、縦軸は吸光度を示す。（■）は抗原有り、
（◆）は抗原なし（対照）。
【図１３】ＳＤＳの存在下における落花生タンパク質の測定結果を示す。横軸は界面活性
剤（ＳＤＳ）濃度（％）を示し、縦軸は吸光度を示す。（■）は抗原有り、（◆）は抗原
なし（対照）。
【図１４】本発明による抗－イオン性界面活性剤変性タンパク質－抗体を使用したオボア
ルブミンの測定結果を示す。
【図１５】本発明の抗－イオン性界面活性剤変性タンパク質－抗体を用いた方法において
、オボアルブミン試料溶液を煮沸した場合の、経時的な検出感度安定性に対する効果を示
す。参考例は、天然型タンパク質に対する抗体を用い、同様の試料溶液を加熱した場合と
加熱しない場合の結果を示す。
【図１６】本発明の抗－イオン性界面活性剤変性タンパク質－抗体を用いた方法において
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、オボムコイド試料溶液を煮沸した場合の、経時的な検出感度安定性に対する効果を示す
。参考例は、天然型タンパク質に対する抗体を用い、同様の試料溶液を加熱した場合と加
熱しない場合の結果を示す。
【図１７】本発明の抗－イオン性界面活性剤変性タンパク質－抗体を用いた方法において
、落花生タンパク質試料溶液を煮沸した場合の、経時的な検出感度安定性に対する効果を
示す。参考例は、天然型タンパク質に対する抗体を用い、同様の試料溶液を加熱した場合
と加熱しない場合の結果を示す。
【図１８】本発明の抗－イオン性界面活性剤変性タンパク質－抗体を用いた方法において
、そばタンパク質試料溶液を煮沸した場合の、経時的な検出感度安定性に対する効果を示
す。参考例は、天然型タンパク質に対する抗体を用い、同様の試料溶液を加熱した場合と
加熱しない場合の結果を示す。
【図１９】本発明の好ましい態様である、抗－イオン性界面活性剤変性タンパク質－抗体
の使用と、試料溶液の煮沸の組み合わせにおけるアッセイの感度を示す。実施例は、各濃
度のオボアルブミンを、１％ＳＤＳ、１Ｍの２－メルカプトエタノールを含む緩衝液（Ｐ
ＢＳ、ｐＨ６．５）に溶解して試料溶液とした後、該試料溶液を５分間、１００℃湯煎で
加熱し、冷却後に測定したＥＬＩＳＡの結果であり、参考例は、天然型オボアルブミンに
対する抗体を用い、試料溶液を加熱したときの結果を示す。
【図２０】本発明の好ましい態様である、抗－イオン性界面活性剤変性タンパク質－抗体
の使用と、試料溶液の煮沸の組み合わせにおけるアッセイの感度を示す。実施例は、各濃
度のオボムコイドを、１％ＳＤＳ、１Ｍの２－メルカプトエタノールを含む緩衝液（ＰＢ
Ｓ、ｐＨ６．５）に溶解して試料溶液とした後、該試料溶液を５分間、１００℃湯煎で加
熱し、冷却後に測定したＥＬＩＳＡの結果であり、参考例は、天然型オボムコイドに対す
る抗体を用い、試料溶液を加熱したときの結果を示す。
【図２１】本発明の好ましい態様である、抗－イオン性界面活性剤変性タンパク質－抗体
の使用と、試料溶液の煮沸の組み合わせにおけるアッセイの感度を示す。実施例は、各濃
度の落花生タンパク質を、１％ＳＤＳ、１Ｍの２－メルカプトエタノールを含む緩衝液（
ＰＢＳ、ｐＨ６．５）に溶解して試料溶液とした後、該試料溶液を５分間、１００℃湯煎
で加熱し、冷却後に測定したＥＬＩＳＡの結果であり、参考例は、天然型落花生タンパク
質に対する抗体を用い、試料溶液を加熱したときの結果を示す。
【図２２】本発明の好ましい態様である、抗－イオン性界面活性剤変性タンパク質－抗体
の使用と、試料溶液の煮沸の組み合わせにおけるアッセイの感度を示す。実施例は、各濃
度のそばタンパク質を、１％ＳＤＳ、１Ｍの２－メルカプトエタノールを含む緩衝液（Ｐ
ＢＳ、ｐＨ６．５）に溶解して試料溶液とした後、該試料溶液を５分間、１００℃湯煎で
加熱し、冷却後に測定したＥＬＩＳＡの結果であり、参考例は、天然型そばタンパク質に
対する抗体を用い、試料溶液を加熱したときの結果を示す。
【要約】
【課題】　水に難溶性のタンパク質、或いは難抽出状態にあるタンパク質を、試料からの
高い抽出効率を維持したままで、引き続く免疫反応により鋭敏かつ簡便に検出する方法を
提供する。
【解決手段】　試料中の水難溶性のタンパク質、或いは難抽出状態にあるタンパク質を、
比較的高濃度のイオン性界面活性剤含有水性溶媒によって抽出／可溶化し、次いで、当該
抽出液中のタンパク質を、該タンパク質をイオン性界面活性剤で変性したタンパク質に対
して得られた抗体を用いて、直接、検出することを特徴とする、高感度かつ簡便なイムノ
アッセイ。
【選択図】　なし
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