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(57)【要約】
【課題】　本発明は、免疫反応などを用いた抗体結合性生理活性物質の検出方法に関して
、シグナル／ノイズ比の優れた生理活性物質の検出方法を提供することを目的とする。
【解決手段】抗体結合性生理活性物質の検出に用いる生理活性物質試料希釈液を、物質保
護剤と界面活性剤を同時に含む水溶性溶液で調製することにより、抗体結合性生理活性物
質の検出において、シグナル／ノイズ比（Ｓ／Ｎ比）を高くすることができた。また、そ
の最適な混合比を見出した。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
免疫分析に用いる生理活性物質試料希釈液であって、
物質保護剤と界面活性剤を同時に含む水溶性溶液である
ことを特徴とする生理活性物質希釈液。
【請求項２】
前記物質保護剤が、タンパク質である請求項１記載の生理活性物質希釈液。
【請求項３】
前記タンパク質が、動物性アルブミンまたは遺伝子組み換えアルブミンである請求項２記
載の生理活性物質希釈液。
【請求項４】
前記界面活性剤が、陰イオン性界面活性剤である請求項１記載の生理活性物質希釈液。
【請求項５】
前記陰イオン性界面活性剤が、ドデシル硫酸ナトリウム塩である請求項４記載の生理活性
物質希釈液。
【請求項６】
請求項１記載の水溶性溶液が、水溶性緩衝液からなる請求項１記載の生理活性物質固定化
溶液。
【請求項７】
前記水溶性緩衝液が、リン酸緩衝液、トリス緩衝液、ＨＥＰＥＳ緩衝液のうちいずれかで
ある請求項６記載の生理活性物質固定化溶液。
【請求項８】
前記生理活性物質希釈液中のアルブミン（Ａ）とドデシル硫酸ナトリウム塩（Ｂ）の重量
比率（Ａ／Ｂ）が２以上、より好ましくは、２以上２０以下である請求項１～７いずれか
記載の生理活性物質固定化溶液。
【請求項９】
免疫分析において、抗原希釈液に、請求項１～８いずれか記載の生理活性物質希釈液を用
いる生理活性物質希釈方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗体結合性生理活性物質の検出方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　生理活性物質の検出方法としては、ＥＬＩＳＡや抗体チップなどの抗原抗体反応を利用
した測定方法が一般的に行われている。
　ＥＬＩＳＡや抗体チップは、測定対象の生理活性物質と、該生理活性物質と特異的に結
合する抗体とを反応させることにより検出する方法であり、夾雑物を含むサンプル中から
特定の生理活性物質のみを効率よく検出することができる。
　検出系としては、吸光測定、化学発光、蛍光、放射性による検出するＲＩＡなどがある
。
【０００３】
　ＥＬＩＳＡ、抗体チップのシグナル検出において、シグナル対ノイズ比（Ｓ／Ｎ比）を
向上させることが重要である。ノイズが増加する原因としては、生理活性物質の担体への
非特異的な吸着が挙げられる。
【０００４】
　ノイズを下げる方法としては、抗体を固相化した後にブロッキングと呼ばれる操作で非
特異吸着を防止する方法や、非特異吸着を低減するようなポリマーを担体表面に塗布する
方法などが挙げられる（特許文献１）。しかし、使用する生理活性物質によって最適なブ
ロッキング条件、ポリマー塗布条件が異なるなどといった問題点があり、ノイズを下げる
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万能な方法が求められている。
【０００５】
　一方、シグナルを上げる方法としては、抗体濃度を上げる、反応時間を長くするなどが
挙げられる。
　しかし一般的に、抗体は貴重で高価であることから、濃度を上げることは実際の使用上
困難であることが多く、また、反応時間を長くすることも効率を考えると好ましくない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特開２００６－１２６１６６
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は、シグナル／ノイズ比の優れた生理活性物質の検出方法を提供することを目的
とする。　
【課題を解決するための手段】
【０００８】
本発明は、
（１）免疫分析に用いる生理活性物質試料希釈液であって、
物質保護剤と界面活性剤を同時に含む水溶性溶液である
ことを特徴とする生理活性物質希釈液、
（２）前記物質保護剤が、タンパク質である（１）記載の生理活性物質希釈液、
（３）前記タンパク質が、動物性アルブミンまたは遺伝子組み換えアルブミンである（２
）記載の生理活性物質希釈液、
（４）前記界面活性剤が、陰イオン性界面活性剤である（１）記載の生理活性物質希釈液
、
（５）前記陰イオン性界面活性剤が、ドデシル硫酸ナトリウム塩である（４）記載の生理
活性物質希釈液、
（６）（１）記載の水溶性溶液が、水溶性緩衝液からなる（１）記載の生理活性物質固定
化溶液、
（７）前記水溶性緩衝液が、リン酸緩衝液、トリス緩衝液、ＨＥＰＥＳ緩衝液のうちいず
れかである（６）記載の生理活性物質固定化溶液、
（８）前記生理活性物質希釈液中のアルブミン（Ａ）とドデシル硫酸ナトリウム塩（Ｂ）
の重量比率（Ａ／Ｂ）が２以上、より好ましくは、２以上２０以下である（１）～（７）
いずれか記載の生理活性物質固定化溶液、
（９）免疫分析において、抗原希釈液に、（１）～（８）いずれか記載の生理活性物質希
釈液を用いる生理活性物質希釈方法、
　である。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明によると、シグナル／ノイズ比の優れた生理活性物質の検出方法を提供すること
ができる。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　以下、本発明の抗体結合性生理活性物質の検出方法について説明する。
【００１１】
　抗体結合性生理活性物の検出において、検出感度に直結するシグナル対ノイズ比を改善
することが本発明の主たる目的である。この目的を達成するための方法としては、抗体と
生理活性物質との反応性を向上させる、生理活性物質の担体への非特異的吸着を抑制する
、ことがある。　
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【００１２】
　本発明の効果は、物質保護剤と界面活性剤を同時に含む水溶性溶液の生理活性物質試料
希釈液を用いることで達成される。
　該物質保護剤は、合成ポリマーや生体由来物質を使用することができる。生体由来物質
では、物質保護の効果が確認されている、タンパク質が好適に使用できる。
【００１３】
　前記タンパク質は、特に限定はしないが、アルブミン、ゼラチン、カゼインが好適であ
り、アルブミンが安定性、効果の点で最も好適である。
【００１４】
　本発明で使用するアルブミンとしては、たとえば、動物性アルブミンが挙げられる。な
かでも、入手のし易さからウシ血清アルブミンが好適である。
　また、遺伝子組換えアルブミンも用いることができる。
【００１５】
　界面活性剤は、生化学に用いられる一般的なイオン性界面活性剤および非イオン性界面
活性剤を用いることができる。
【００１６】
　イオン性界面活性剤としては、特に限定されるものではないが、ドデシル硫酸ナトリウ
ム、Ｎ－ドデカノイルサルコシン酸ナトリウムなどが挙げられる。なかでも、ドデシル硫
酸ナトリウムが好適である。
【００１７】
　非イオン性界面活性剤としては、特に限定されるものではないが、Ｔｗｅｅｎ２０、Ｔ
ｗｅｅｎ８０、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４０、ＢｒｉＪ５８など
が挙げられる。
【００１８】
　また、前記のイオン性界面活性剤、非イオン性界面活性剤の複数種を混合したものであ
っても良い。
【００１９】
　水溶性溶液としては、ｐＨの安定性の面から緩衝液であることが好ましい。水溶性緩衝
液としては、リン酸緩衝液、トリス緩衝液、ＨＥＰＥＳ緩衝液が挙げられるが、なかでも
リン酸緩衝液が好適である。
【００２０】
　物質保護剤、界面活性剤はそれぞれ、生理活性物質の非特異的な結合を防ぐことが期待
され、ノイズの低減につながる。しかし、ノイズの低減とともに、シグナルも低減すると
いう問題があった。
【００２１】
　本発明では前記問題を、物質保護剤と界面活性剤を混合することによって解決した。即
ち、ノイズを低減しつつ、シグナルを増加させることができた。
【００２２】
物質保護剤と界面活性剤は任意の比率で混合することができるが、物質保護剤（Ａ）と界
面活性剤（Ｂ）の重量比率（Ａ／Ｂ）が２以上である場合に顕著な効果が見られ、重量比
率（Ａ／Ｂ）が２以上であることが好ましい。また、重量比率（Ａ／Ｂ）が２以上２０以
下である場合に特にＳ／Ｎ比が高く、生理活性物質希釈液として好適である。
【００２３】
　本発明において使用する担体の形状に特に限定はしないが、９６穴や３８４穴に代表さ
れるマイクロタイタープレート状のもの、スライドガラスに代表される基板状のもの、あ
るいはシート状のもの、及びそれらの複合体が挙げられる。
【００２４】
　本発明において生理活性物質は、特に限定されるものではないが、生体内から取り出し
た体液検体（尿、血液、血漿、血清、組織液、リンパ液、腹水）、臓器抽出液、細胞抽出
液細胞の培養上清、前記液成分からの精製物質または遺伝子組み換えタンパク質などが挙
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げられる。
【実施例】
【００２５】
　以下、実施例を挙げて本発明を更に具体的に説明するが、この発明の技術的範囲はこれ
ら実施例に限定されるものではない。
【００２６】
（実施例１）
　担体に、サーモフィッシャーサイエンティフィック製Ｎｕｎｃマキシソープ９６穴プレ
ート（品番：４６４３９４）を用いた。
【００２７】
（一次抗体の固定化）
一次抗体であるラビット由来抗Profilin 1抗体（アブカム製Ab50668）を１μｇ／ｍＬの
濃度になるようにＰＢＳで希釈し、前記担体に１００μＬ／ウェルずつ分注し、４℃で一
晩静置した。また同時に、ノイズ測定用にＰＢＳのみを１００μＬ／ウェルずつ分注した
ウェルも用意した。
その後、０．０１ｗｔ％の界面活性剤Ｔｗｅｅｎ２０を添加したＰＢＳを用いて室温で洗
浄を行った。
【００２８】
（ブロッキング）
　前記洗浄後の担体に、１ｗｔ％のＢＳＡ（ウシ血清アルブミン；シグマアルドリッチ製
）を溶解したＰＢＳを１００μＬ／ウェルずつ分注し、３７℃で１時間静置した。
その後、０．０１ｗｔ％の界面活性剤Ｔｗｅｅｎ２０を添加したＰＢＳを用いて室温で洗
浄を行った。
【００２９】
（固定化抗体と抗原との反応）
　次に、前記洗浄後の担体に、抗原であるProfilin 1精製タンパク（アブカム製ab87760
）を添加し１０００ｎｇ／ｍＬ濃度とした溶液を１００μＬ／ウェルずつ分注し、３７℃
で１．５時間静置することで抗原抗体反応を実施した。希釈には、ＢＳＡ（ウシ血清アル
ブミン；シグマアルドリッチ製）およびＳＤＳ（ドデシル硫酸ナトリウム塩；和光純薬工
業製）を表１に示した各濃度になるようにＰＢＳに溶解させたものを用いた。
　反応後、０．０１ｗｔ％の界面活性剤Ｔｗｅｅｎ２０を添加したＰＢＳを用いて室温で
洗浄を行った。
【００３０】
（抗原と二次抗体との反応）
　次に、前記担体表面に０．４μｇ／ｍＬの濃度（溶媒：ＰＢＳ）に調製した二次抗体で
ある予めビオチン標識化したラビット由来抗Profilin 1抗体（アブカム製Ab50667）溶液
を１００μＬ／ウェルずつ分注し、３７℃で１時間静置することで抗原抗体反応を実施し
た。
反応後、０．０１ｗｔ％の界面活性剤Ｔｗｅｅｎ２０を添加したＰＢＳを用いて室温で洗
浄を行った。
【００３１】
（ビオチン－アビジン反応）
　次に前記担体表面に、ストレプトアビジン－西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＧＥ　Ｈｅ
ａｌｔｈｃａｒｅ製）をＰＢＳで１０００分の１濃度に希釈調製した溶液を１００μＬ／
ウェルずつ分注し、３７℃で３０分間静置することでビオチン－アビジン反応を実施した
。
反応後、０．０１ｗｔ％の界面活性剤Ｔｗｅｅｎ２０を添加したＰＢＳを用いて室温で洗
浄を行った。
【００３２】
（発色反応）
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　最後に、ＴＭＢペルオキシダーゼ発色液（プロメガ製）を用いて発色反応を行った。原
液を１００μＬ／ウェルずつ分注し、遮光した状態の室温で２５分間静置させた。
　その後、０．５Ｎ硫酸（和光純薬工業製）を１００μＬ／ウェルずつ分注し、反応を完
結させた。
【００３３】
　発色反応を行った担体について、４８５ｎｍの吸光度測定を行った。吸光度測定には、
ＴＥＣＡＮ製プレートリーダーを用いた。結果を表１に示す。
　一次抗体を固定化させたウェルから得られた吸光度をシグナル量、一次抗体を固定化さ
せずにおいたウェルから得られた吸光度をノイズ量とした。また、シグナル量／ノイズ量
を、Ｓ／Ｎ比として計算した。
【００３４】
（実施例２）
　担体に、住友ベークライト株式会社製ＥＬＩＳＡ用プレート（ブロッキングレスタイプ
）（品番：ＢＳ－Ｘ７３１１）を用いた。
【００３５】
（一次抗体の固定化）
一次抗体であるラビット由来抗Profilin 1抗体（アブカム製Ab50668）を１μｇ／ｍＬの
濃度になるようにキットに付属の固定化液で希釈し、前記担体に１００μＬ／ウェルずつ
分注し、３７℃で２時間静置した。また同時に、ノイズ測定用にＰＢＳのみを１００μＬ
／ウェルずつ分注したウェルも用意した。
その後、０．０１ｗｔ％の界面活性剤Ｔｗｅｅｎ２０を添加したＰＢＳを用いて室温で洗
浄を行った。
【００３６】
（ブロッキング）
　ブロッキングは実施せずに、その後の操作を行った。
【００３７】
（抗原抗体反応）（ビオチン－アビジン反応）（発色反応）
　実施例１と同様に操作を行い、吸光度測定を行った。結果を表２に示す。
【００３８】
（比較例１）
　実施例１と同様に操作で、一次抗体の固定化及びブロッキングを実施した。
　固定化抗体と抗原との反応において、ＢＳＡ、ＳＤＳのいずれか一方、または両方を用
いない希釈液を調製し抗原希釈液として用いた。反応条件は、実施例１に同じで行った。
以降の作業は実施例１に同じで行った。
【００３９】
（比較例２）
　実施例２と同様に操作で、一次抗体の固定化及びブロッキングを実施した。
　固定化抗体と抗原との反応において、ＢＳＡ、ＳＤＳのいずれか一方、または両方を用
いない希釈液を調製し抗原希釈液として用いた。反応条件は、実施例２と同じで行った。
以降の作業は実施例２に同じで行った。
【００４０】
表１　免疫分析結果（実施例１、比較例１）
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【００４１】
表２　免疫分析結果（実施例２、比較例２）

【００４２】
実施例１および実施例２で同様の傾向が得られた。
ＢＳＡ、ＳＤＳがいずれも０ｗｔ％の場合（条件１０および２２）ノイズ量が大きいが、
ＢＳＡ濃度とＳＤＳ濃度のいずれか、あるいは両者の濃度が増加した場合、ノイズ量が低
くなる。このことから、ＢＳＡおよびＳＤＳは、生理活性物質の非特異的な結合を防止し
、ノイズ量を低減させる効果があることがわかった。
【００４３】
また、ＢＳＡとＳＤＳの比率（ＢＳＡ／ＳＤＳ）によって、吸光度測定値のＳ／Ｎ比が大
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きく変動する傾向が見られた。ＢＳＡ／ＳＤＳが２以上の値をとる場合、Ｓ／Ｎ比が大き
くなり、更にはＢＳＡ／ＳＤＳが２以上２０以下の場合、特にＳ／Ｎ比が大きくなる。
（産業上の利用可能性）
【００４４】
　本発明を利用することにより、シグナル／ノイズ比（Ｓ／Ｎ比）の高く抗体結合性生理
活性物質の検出することができる。
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