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(54)【発明の名称】 抗原／抗体水溶液

(57)【要約】
【課題】  高感度で非特異反応を起こさない良好な特異
性を保持した酵素免疫測定法（ＥＩＡ法）、または蛍光
免疫測定法（ＦＩＡ法）、または放射性免疫測定法（Ｒ
ＩＡ法）による試薬を提供すること。
【解決手段】  （１）抗ビオチン抗体を取得した動物種
と同一の動物種の血清、及びビオチン化抗原を含有する
抗原水溶液、（２）抗ビオチン抗体を取得した動物種と
同一の動物種の血清、及びビオチン化抗体を含有する抗
体水溶液、（３）（２）に更にビオチン化抗体を取得し
た動物種と同一の動物種の血清を含有する抗体水溶液、
（４）酵素、蛍光、またはラジオアイソトープで標識さ
れた標識抗体、並びに該標識抗体と同一の動物種の血清
を含有する抗体水溶液の４種から成る抗原／抗体水溶液
を使用する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  抗ビオチン抗体を取得した動物種と同一
の動物種の血清、およびビオチン化抗原を含有すること
を特徴とするビオチン化抗原を含有する水溶液。
【請求項２】  抗ビオチン抗体を取得した動物種と同一
の動物種の血清、およびビオチン化抗体とを含有するこ
とを特徴とするビオチン化抗体を含有する水溶液。
【請求項３】  ビオチン化抗体を取得した動物種と同一
の動物種の血清をさらに含有する請求項２に記載の水溶
液。
【請求項４】  酵素、蛍光、またはラジオアイソトープ
で標識された標識抗体、並びに該標識抗体と同一の動物
種の血清を含有することを特徴とする標識抗体を含有す
る水溶液
【請求項５】  （１）特定の被測定成分を含有するかま
たは含有しない試料を準備し、（２）上記試料と上記被
測定成分に対する抗体をビオチン化抗体として含有する
請求項２の水溶液と一緒にして上記被測定成分とビオチ
ン化抗体を反応せしめ、（３）得られた反応液を抗ビオ
チン抗体を固定した担体と接触せしめて上記被測定成分
とビオチン化抗体との反応生成物を抗ビオチン抗体と反
応せしめ、（４）工程（３）の反応液の担体に上記被測
定成分に対する抗体を標識抗体とする請求項４の水溶液
を接触せしめ、次いで（５）工程（４）で得られた担体
について標識抗体の標識の有無、または量を測定して被
測定成分の有無、または量を求めることを特徴とする被
測定成分の定性または定量法。
【請求項６】  （１）特定の被測定成分を含有するかま
たは含有しない試料を準備し、（２）上記試料と上記被
測定成分に対する抗原をビオチン化抗原として含有する
請求項１の水溶液と一緒にして上記被測定成分とビオチ
ン化抗原を反応せしめ、（３）得られた反応液を抗ビオ
チン抗体を固定した担体と接触せしめて上記被測定成分
とビオチン化抗原との反応生成物を抗ビオチン抗体と反
応せしめ、（４）工程（３）の反応液の担体に上記被測
定成分に対する抗原を標識抗原として含有する水溶液を
接触せしめ、次いで（５）工程（４）で得られた担体に
ついて標識抗原の標識の有無、または量を測定して被測
定成分の有無、または量を求めることを特徴とする被測
定成分の定性または定量法。
【請求項７】  （１）特定の被測定成分を含有するかま
たは含有しない試料を準備し、（２）上記試料と上記被
測定成分に対する抗原をビオチン化抗体として含有する
請求項１の水溶液と一緒にして上記被測定成分とビオチ
ン化抗原を反応せしめ、（３）得られた反応液を抗ビオ
チン抗体を固定した担体と接触せしめて上記被測定成分
とビオチン化抗原との反応生成物を抗ビオチン抗体と反
応せしめ、（４）工程（３）の反応液の担体に上記被測
定成分に対する抗体を標識抗体とする請求項４の水溶液
を接触せしめ、次いで（５）工程（４）で得られた担体
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について標識抗体の標識の有無、または量を測定して被
測定成分の有無、または量を求めることを特徴とする被
測定成分の定性または定量法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は免疫学的測定におい
て非特異反応を抑制しうる抗原水溶液、抗体水溶液、あ
るいはそれらの水溶液を用いての定性または定量方法に
関する。
【０００２】
【従来の技術】抗原抗体反応を利用した免疫測定法は、
特異的で且つ高感度であるという利点から生体内成分の
ような微量成分を検出する為の手段として研究の分野の
みならず臨床検査の分野でも幅広く利用されている。特
に、検出に酵素反応を利用した酵素免疫測定法（以下、
「ＥＩＡ法」と表記することもある）や蛍光を利用した
蛍光免疫測定法（以下、「ＦＩＡ法」と表記することも
ある）、あるいはラジオアイソトープを利用した放射線
同位元素標識物を利用した放射性免疫測定法（以下、
「ＲＩＡ法」と表記することもある）は、免疫測定法の
中でもより高感度であることから幅広く用いられてきた
（以下、ＥＩＡ法、ＦＩＡ法およびＲＩＡ法を総称して
「ｘＩＡ法」と表記することもある）。昨今では測定対
象となる微量成分もより多種多様化しつつあり、故にｘ
ＩＡ法にもより一層の高感度化と特異性の向上が求めら
れている。一方で、高感度化と特異性向上（非特異反応
の抑制）は対峙する性能でもあり、両者を両立するのは
容易ではない。従って、感度と特異性の双方を両立する
為にはより更なる工夫が必要となる。
【０００３】ｘＩＡ法の高感度化の技術としては、特表
昭５８－５００３００号公報および特開昭６１－６５１
６２号公報に示されているようなモノクローナル抗体を
利用したｘＩＡ法が知られている。当初ｘＩＡ法では、
ポリクローナル抗体を用いた方法が一般的であった。し
かしながら、ポリクローナル抗体は測定対象に対する特
異性と親和性の点で限界があるため、非特異反応を起こ
さずに高感度化を達成するには限界がある。一方で、モ
ノクローナル抗体はポリクローナル抗体よりも特異性と
親和性の点で優位であり、故に特異性を保持しつつ高感
度化を達成し易いという利点がある。さらにモノクロー
ナル抗体は、繰返して均質な抗体として得られるという
利点とも相俟って、近年のｘＩＡ法ではモノクローナル
抗体の採用が主流となってきている。さらに、ｘＩＡ法
をより高感度化する手法として、固相に抗ビオチン抗体
を固定化して該抗体にビオチン化した抗原あるいは抗体
を固定化する手法が知られている（以下、該手法を「Ｂ
－ｘＩＡ法」と表記することもある）。Ｂ－ｘＩＡ法に
おいては同一表面積の固相に固定化できる抗原あるいは
抗体の量を２倍にすることができる為、より一層の高感
度化を達成することが可能となる。
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【０００４】ｘＩＡ法の特異性向上（非特異反応の抑
制）の技術に関しては、特開昭６１－６５１６２号公報
に開示されているように、ｘＩＡ法に使用する試薬にマ
ウス血清を添加する方法が知られている。ヒト血液中に
はＨＡＭＡと呼ばれるマウス抗体に対する抗体が含まれ
る場合があることは広く知られており、ｘＩＡ法にマウ
ス由来のモノクローナル抗体を使用する場合にはＨＡＭ
Ａが該モノクローナル抗体を架橋して非特異反応を起こ
す原因となる。該技術ではマウス血清にＨＡＭＡを吸収
させることにより非特異反応を抑制して特異性を向上さ
せている。ところが、より一層の高感度化を目指した前
述のＢ－ｘＩＡ法においては、試薬にマウス血清を添加
するだけでは非特異反応を抑制する上で効果が不十分で
あり、未だ特異性の点で問題が残っていた。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】そこで本発明の目的
は、上記Ｂ－ｘＩＡ法に使用する試薬においても十分な
非特異反応の抑制効果が得られる抗原水溶液、あるいは
抗体水溶液を提供することにある。本発明の他の目的
は、それらの水溶液を用い、非特異反応を十分抑制し
て、特定の被測定成分を定性または定量することにあ
る。本発明のさらに他の目的および利点は以下の説明か
ら明らかになろう。
【０００６】
【課題を解決する為の手段】本発明者らは上記問題を解
決する為に鋭意研究を重ねた結果、抗ビオチン抗体を取
得した動物種と同一の動物種の血清、あるいはビオチン
化抗体を取得した動物種と同一の動物種の血清、あるい
は酵素、蛍光、またはラジオアイソトープで標識された
標識抗体を取得した動物種と同一の動物種の血清を適宜
組合せて含有した抗原水溶液、あるいは抗体水溶液を使
用することで、Ｂ－ｘＩＡ法においても十分な非特異反
応の抑制効果が得られることを見出し、本発明を完成す
るに至った。すなわち、本発明の上記目的および利点
は、第１に、抗ビオチン抗体を取得した動物種と同一の
動物種の血清、およびビオチン化抗原を含有することを
特徴とするビオチン化抗原を含有する水溶液によって達
成される。
【０００７】本発明の上記目的および利点は、第２に、
抗ビオチン抗体を取得した動物種と同一の動物種の血
清、およびビオチン化抗体とを含有することを特徴とす
るビオチン化抗体を含有する水溶液によって達成され
る。本発明の上記目的および利点は、第３に、酵素、蛍
光、またはラジオアイソトープで標識された標識抗体、
並びに該標識抗体と同一の動物種の血清を含有すること
を特徴とする標識抗体を含有する水溶液によって達成さ
れる。
【０００８】本発明の上記目的および利点は、第４に、
（１）特定の被測定成分を含有するかまたは含有しない
試料を準備し、（２）上記試料と上記被測定成分に対す
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る抗体をビオチン化抗体として含有する本発明の上記水
溶液と一緒にして上記被測定成分とビオチン化抗体を反
応せしめ、（３）得られた反応液を抗ビオチン抗体を固
定した担体と接触せしめて上記被測定成分とビオチン化
抗体との反応生成物を抗ビオチン抗体と反応せしめ、
（４）工程（３）の反応液の担体に上記被測定成分に対
する抗体を標識抗体とする本発明の上記水溶液を接触せ
しめ、次いで（５）工程（４）で得られた担体について
標識抗体の標識の有無、または量を測定して被測定成分
の有無、または量を求めることを特徴とする被測定成分
の定性または定量法によって達成される。
【０００９】また、本発明の上記目的および利点は、第
５に、（１）特定の被測定成分を含有するかまたは含有
しない試料を準備し、（２）上記試料と上記被測定成分
に対する抗原をビオチン化抗原として含有する本発明の
上記水溶液と一緒にして上記被測定成分とビオチン化抗
原を反応せしめ、（３）得られた反応液を抗ビオチン抗
体を固定した担体と接触せしめて上記被測定成分とビオ
チン化抗原との反応生成物を抗ビオチン抗体と反応せし
め、（４）工程（３）の反応液の担体に上記被測定成分
に対する抗原を標識抗原として含有する水溶液を接触せ
しめ、次いで（５）工程（４）で得られた担体について
標識抗原の標識の有無、または量を測定して被測定成分
の有無、または量を求めることを特徴とする被測定成分
の定性または定量法によって達成される。
【００１０】さらに、本発明の上記目的および利点は、
第６に、（１）特定の被測定成分を含有するかまたは含
有しない試料を準備し、（２）上記試料と上記被測定成
分に対する抗原をビオチン化抗体として含有する本発明
の上記水溶液と一緒にして上記被測定成分とビオチン化
抗原を反応せしめ、（３）得られた反応液を抗ビオチン
抗体を固定した担体と接触せしめて上記被測定成分とビ
オチン化抗原との反応生成物を抗ビオチン抗体と反応せ
しめ、（４）工程（３）の反応液の担体に上記被測定成
分に対する抗体を標識抗体とする本発明の上記水溶液を
接触せしめ、次いで（５）工程（４）で得られた担体に
ついて標識抗体の標識の有無、または量を測定して被測
定成分の有無、または量を求めることを特徴とする被測
定成分の定性または定量法によって達成される。
【００１１】
【発明の実施の形態】以下、本発明について詳細に述べ
るが、本発明で使用する物質、製法、操作法は以下に限
定されるものではない。本発明における抗ビオチン抗体
としては、ビオチン、あるいはビオチンと化学的に結合
したタンパク質やペプチド等の物質におけるビオチン部
分に対して特異的な抗体が何ら制限なく使用される。該
抗体の作製方法は公知の方法が何ら制限なく使用可能で
あり、また該抗体を取得する為に使用する動物種につい
ても何ら制限されることはない。また、該抗体はモノク
ローナル抗体でもポリクローナル抗体でもよい。さら
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に、該抗体のサブクラスについても特に制限されるもの
ではない。検出感度を考慮するとＩｇＧ、あるいはＩｇ
Ｍがより好適に使用される。
【００１２】本発明における血清としては、公知の手法
により血液から分離された血清成分を含むものが何ら制
限なく使用することが可能である。より具体的には、単
純に血液を遠心分離して得られた上清をそのまま使用し
てもよいし、フィルターろ過、活性炭処理、脱脂処理、
熱処理、生理食塩水や緩衝液等での希釈等の精製、ある
いは加工処理を施して使用してもよい。また、該血清に
は必要に応じてアジ化ナトリウムやマイクロサイドＩ～
III等の防腐剤、あるいは塩化ナトリウムや塩化カリウ
ム等の塩等を適宜選択して添加してもよい。例えば、本
発明においては、抗ビオチン抗体をヤギから取得した場
合、ヤギから採取し、場合により上記の如く処理した血
清を含有すればよい。
【００１３】本発明におけるビオチン化抗原としては、
ビオチン化（ビオチンで標識）した抗原が特に制限され
ることなく用いることができる。該ビオチン化抗原に適
用される抗原は抗原活性を有し、且つビオチン化が可能
である物質であれば特に限定されるものではない。具体
例を挙げると末端、あるいは側鎖にアミノ基、カルボキ
シル基、チオール基、ヒドロキシル基等の官能基を有す
るタンパク質、ペプチド、多糖類等がある。また、該物
質は天然に存在するもの、合成されたもの、あるいは遺
伝子操作により発現されたものでもよく、さらに完全な
分子でも断片でもよい。本発明においては目的とする測
定対象に応じて適宜抗原の種類が選択される。抗原をビ
オチン化する方法としては、公知の方法を何ら制限なく
用いることができる。一般的には、先ずビオチン化試薬
と抗原溶液を接触させて反応させることにより抗原にビ
オチンを結合させ、次いでゲルろ過や透析等で未反応の
ビオチン化試薬を除去・精製する方法が知られている。
該方法はビオチン化の反応が穏やかであるため抗原への
攻撃性が低いことや操作が簡便であること、またビオチ
ン化試薬は市販されており入手が容易であること等から
特に好適に用いられる。以下、抗原のビオチン化につい
て具体的に説明する。該反応に使用される好ましいビオ
チン化試薬を例示すると、ビオチンにＮ－ヒドロキシス
クシンイミド基やマレイミド基等を導入したビオチン－
Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルやビオチン－ピ
ペラジニルマレイミド等が挙げられる。また、該ビオチ
ン化の反応はビオチン化試薬と抗原溶液を混合させるこ
とにより達成される。抗原溶液に使用される成分として
は、ビオチン化試薬と反応性を示さないものであれば公
知の緩衝液を何ら制限なく使用することができる。また
該溶液のｐＨは、ビオチン化試薬にビオチン－Ｎ－ヒド
ロキシスクシンイミドエステルを使用する場合には、反
応効率や抗原への影響を考慮するとｐＨが８～１０の弱
塩基性で行なうのが好適である。また、反応温度は反応
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効率や抗原への影響を考慮すると室温前後で行なうのが
好適である。さらに反応時間は反応温度にもよるが、室
温でビオチン化反応を行なう場合には通常３～４時間程
度でよい。ビオチン化反応に次いで、ゲルろ過や透析等
により未反応のビオチン化試薬の除去・精製を行なうこ
とができる。未反応のビオチン化試薬はビオチン化抗原
と競合する可能性があることから除去・精製を行なうこ
とが望ましい。該未反応のビオチン化試薬を除去・精製
する方法としては、ゲルろ過による方法や透析による方
法等が挙げられる。簡便性やビオチン化抗原の収率を考
慮するとゲルろ過による方法がより好適である。該方法
で使用されるゲルろ過の担体としてはＳｅｐｈａｄｅｘ
  Ｇ－２５のような排除限界分子量が１０ＫＤ以下の脱
塩用担体を利用するのが好適である。簡便性を考慮する
と例えばＳｅｐｈａｄｅｘ  Ｇ－２５を予めパッキング
したＰＤ－１０（アマシャムファルマシア社製）のよう
な少容量用の市販脱塩用プレパックカラムがより好適に
使用される。
【００１４】本発明は、上記の如く、第１に、抗ビオチ
ン抗体を取得した動物種と同一の動物種の血清、および
ビオチン化抗原を含有することを特徴とするビオチン化
抗原を含有する水溶液（以下、該水溶液を「抗原水溶液
Ａ」と表記することもある）である。Ｂ－ｘＩＡ法にお
いては抗原水溶液Ａを使用することにより非特異反応を
抑制することが可能となる。抗原水溶液Ａにより非特異
反応が抑制される機序については明らかでない部分もあ
るが、ビオチン化抗原を含有する水溶液に前述の抗ビオ
チン抗体を取得した動物種と同一の動物種の血清を共存
させることにより、被検体中に含まれる抗ビオチン抗体
に対する非特異的な吸着成分が該血清によって吸収さ
れ、非特異反応が抑制されると考えられる。抗原水溶液
Ａにおける血清の濃度は特に制限されるものではない
が、非特異反応抑制効果および測定対象の検出感度を考
慮すると５～５０％程度とするのが好適である。血清濃
度が低すぎると非特異反応抑制効果が少なく、高すぎる
と測定対象の検出感度が低くなる傾向がある。また、抗
原水溶液Ａにおけるビオチン化抗原の濃度についても特
に限定されるものではないが、測定対象の検出感度およ
び反応の特異性を考慮すると、抗原の分子量にも依存す
るが、概ね０．１～５００μｇ／ｍＬ程度とするのが好
適である。ビオチン化抗原の濃度は低すぎると検出感度
が低くなり、高すぎると非特異反応が増大する。また、
抗原水溶液Ａは緩衝剤を用いてｐＨを調整するのが好適
である。使用される緩衝剤としてはリン酸緩衝液やグッ
ド緩衝液等の公知のものを何ら制限なく使用できる。ま
た、ｐＨも特に制限されるものではないが、抗原抗体反
応の効率や該水溶液の保存性を考慮するとｐＨを５～９
に調整するのが好適である。さらに、上記水溶液には非
特異反応の抑制、あるいは再現性や保存性の向上を目的
として、例えば塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化マ
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7
グネシウム、塩化カルシウム等の塩；アジ化ナトリウ
ム、マイクロサイドＩ～III等の防腐剤；抗ビオチン抗
体を取得した動物種以外の動物血清、牛血清アルブミン
やカゼイン等のタンパク質を適宜選択して添加すること
ができる。該添加物の濃度は特に限定されるものではな
い。塩化ナトリウムや塩化カリウム等の塩の場合は０．
０１～１Ｍ程度、アジ化ナトリウムやマイクロサイドＩ
～III等の防腐剤の場合は０．０１～０．１重量％、動
物血清の場合は０．１～５０重量％、牛血清アルブミン
やカゼインのようなタンパク質は０．０１～２０重量％
とするのが好適である。
【００１５】本発明におけるビオチン化抗体としてはビ
オチン化（ビオチンで標識）した抗体が特に制限される
ことなく用いることができる。さらに、該ビオチン化抗
体に適用される抗体は特定の抗原に対して特異的な抗原
抗体反応が可能であれば特に限定されるものではない。
該抗体の作製方法は公知の方法を何ら制限なく使用可能
であり、また該抗体を取得する為に使用する動物種も何
ら制限されることはない。また、該抗体はモノクローナ
ル抗体でもポリクローナル抗体でもよいが、測定対象に
対する検出感度を考慮するとモノクローナル抗体がより
好適である。さらに、該抗体のサブクラスについても特
に制限されるものではないが、検出感度を考慮するとＩ
ｇＧ、あるいはＩｇＭがより好適に使用される。尚、該
抗体のビオチン化方法については、公知の方法により前
述したビオチン化抗原の場合と同様に行なえばよい。
【００１６】本発明は、上記のとおり、第２に、抗ビオ
チン抗体を取得した動物種と同一の動物種の血清、およ
びビオチン化抗原を含有することを特徴とするビオチン
化抗体を含有する水溶液（以下、該水溶液を「抗体水溶
液Ａ」と表記することもある）である。例えば、本発明
において、抗ビオチン抗体をウサギより取得した場合に
は、ウサギから採取した血清を含有せしめればよい。さ
らに、抗体水溶液Ａはビオチン化抗体を取得した動物種
と同一の動物種の血清をさらに含有することができる。
この水溶液を以下、「抗体水溶液Ｂ」と表記することが
ある。例えば、本発明において、抗ビオチン抗体をウサ
ギより、ビオチン化抗体をマウスより取得した場合に
は、ウサギ血清に加えてマウス血清をも含有せしめれば
よい。Ｂ－ｘＩＡ法においては抗体水溶液Ａ、あるいは
抗体水溶液Ｂを使用することにより非特異反応を抑制す
ることが可能となる。抗体水溶液Ａ、あるいは抗体水溶
液Ｂにより非特異反応が抑制される機序については明ら
かでない部分もあるが、抗体水溶液Ａではビオチン化抗
体を含有する水溶液に前述の抗ビオチン抗体を取得した
動物種と同一の動物種の血清を共存させることにより、
被検体中に含まれる抗ビオチン抗体に対する非特異的な
吸着成分が該血清によって吸収され、非特異反応が抑制
されると考えられる。また、抗体水溶液Ｂではさらにビ
オチン化抗体を取得した動物種と同一の動物種の血清を
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共存させることにより、上記の抗体水溶液Ａの機序に加
えて抗ビオチン抗体に対する非特異的な吸着成分も第２
の血清添加によって吸収され、より一層非特異反応が抑
制されると考えられる。抗体水溶液Ｂはより好適な抗体
水溶液として用いることができる。抗体水溶液Ａ、ある
いは抗体水溶液Ｂにおける血清の濃度は特に制限される
ものではない。非特異反応抑制効果および測定対象の検
出感度を考慮すると５～５０％程度とするのが好適であ
る。血清濃度が低すぎると非特異反応抑制効果が少な
く、高すぎると測定対象の検出感度が低くなる傾向があ
る。また、上記水溶液におけるビオチン化抗体の濃度に
ついても特に限定されるものではない。測定対象の検出
感度および反応の特異性を考慮すると１～１００μｇ／
ｍＬ程度とするのが好適である。ビオチン化抗体の濃度
は低すぎると検出感度が低くなり、高すぎると非特異反
応が増大する。また、抗体水溶液Ａ、あるいは抗体水溶
液Ｂは緩衝剤を用いてｐＨを調整するのが好適である。
使用される緩衝剤としてはリン酸緩衝液やグッド緩衝液
等の公知のものを何ら制限なく使用できる。また、ｐＨ
も特に制限されるものではない。抗原抗体反応の効率や
該水溶液の保存性を考慮するとｐＨが５～９に調整する
のが好適である。さらに、抗体水溶液Ａ、あるいは抗体
水溶液Ｂには非特異反応の抑制、あるいは再現性や保存
性の向上を目的として、塩化ナトリウムや塩化カリウ
ム、塩化マグネシウム、塩化カルシウム等の塩や、アジ
化ナトリウムやマイクロサイドＩ～III等の防腐剤、抗
ビオチン抗体あるいはビオチン化抗体を取得した動物種
以外の動物血清、牛血清アルブミンやカゼイン等のタン
パク質を適宜選択して添加することができる。該添加物
の濃度は特に限定されるものではない。塩化ナトリウム
や塩化カリウム等の塩の場合は０．０１～１Ｍ程度、ア
ジ化ナトリウムやマイクロサイドＩ～III等の防腐剤の
場合は０．０１～０．１重量％、動物血清の場合は０．
１～５０重量％、牛血清アルブミンやカゼインのような
タンパク質は０．０１～２０重量％とするのが好適であ
る。
【００１７】本発明における酵素、蛍光、またはラジオ
アイソトープで標識された標識抗体としては、酵素、蛍
光、またはラジオアイソトープで標識した抗体が特に制
限されることなく用いることができる。さらに、該標識
抗体に適用される抗体は特定の抗原に対して特異的な抗
原抗体反応が可能であれば特に限定されるものではな
い。該抗体の作製方法は公知の方法を何ら制限なく使用
可能であり、また該抗体を取得する為に使用する動物種
についても何ら制限されることはない。また、該抗体は
モノクローナル抗体でもポリクローナル抗体でもよい
が、測定対象に対する検出感度を考慮するとモノクロー
ナル抗体がより好適である。さらに、該抗体のサブクラ
スについても特に制限されるものではない。検出感度を
考慮するとＩｇＧ、あるいはＩｇＭがより好適に使用さ
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れる。また、該標識抗体に使用される標識物は、酵素、
蛍光、またはラジオアイソトープであれば公知のものを
特に制限されることなく適宜選択して使用することがで
きる。これら標識に好ましく使用される物質を具体的に
例示すると、酵素ではペルオキシダーゼ、アルカリフォ
スファターゼ、β－ガラクトシダーゼ等が、蛍光ではイ
ソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、ジクロロトリアジニル
アミン（ＤＴＡＦ）等が、ラジオアイソトープではヨウ
素１２５（125Ｉ）のような物質が挙げられる。本発明
では該標識物質は、例えばＡｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（Ｅｄ
  Ｈａｒｌｏｗ他著、１９８８、ｐ３２１－３５８）に
開示されているような公知の方法により、上記抗体に標
識して使用される。
【００１８】本発明は、上記の如く、第３に、酵素、蛍
光、またはラジオアイソトープで標識された標識抗体、
並びに該標識抗体と同一の動物種の血清をを含有するこ
とを特徴とする標識抗体を含有する水溶液（以下、該水
溶液を「抗体水溶液Ｃ」と表記することもある）であ
る。例えば、本発明において、標識抗体をマウスより取
得した場合には、マウス血清を含有せしめればよい。か
かる抗体水溶液Ｃを使用することにより非特異反応を抑
制することが可能となる。抗体水溶液Ｃにより非特異反
応が抑制される機序については明らかでない部分もある
が、該標識抗体を含有する水溶液に標識抗体を取得した
動物種と同一の動物種の血清を共存させることにより、
標識抗体が非特異的に吸着するのを該血清が競合的に阻
害していると考えられる。抗体水溶液Ｃにおける血清の
濃度は特に制限されるものではない。非特異反応抑制効
果および測定対象の検出感度を考慮すると１～５０％程
度とするのが好適である。血清濃度が低すぎると非特異
反応抑制効果が少なく、高すぎると測定対象の検出感度
が低くなる傾向がある。また、抗体水溶液Ｃにおける該
標識抗体の濃度についても特に限定されるものではな
い。測定対象の検出感度および反応の特異性を考慮する
と概ね０．５～５０μｇ／ｍＬ程度とするのが好適であ
る。該標識抗体の濃度は低すぎると検出感度が低くな
り、高すぎると非特異反応が増大する。また、抗体水溶
液Ｃは緩衝剤を用いてｐＨを調整するのが好適である。
使用される緩衝剤としてはリン酸緩衝液やグッド緩衝液
等の公知のものを何ら制限なく使用できる。また、ｐＨ
も特に制限されるものではない。抗原抗体反応の効率や
該水溶液の保存性を考慮するとｐＨを５～９に調整する
のが好適である。さらに、抗体水溶液Ｃには非特異反応
の抑制、あるいは再現性や保存性の向上を目的として、
塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化マグネシウム、塩
化カルシウム等の塩や、アジ化ナトリウムやマイクロサ
イドＩ～III等の防腐剤、該標識抗体を取得した動物種
以外の動物血清、牛血清アルブミンやカゼイン等のタン
パク質を適宜選択して添加することができる。該添加物
の濃度は特に限定されるものではない。塩化ナトリウム
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や塩化カリウム等の塩の場合は０．０１～１Ｍ程度、ア
ジ化ナトリウムやマイクロサイドＩ～III等の防腐剤の
場合は０．０１～０．１重量％、動物血清の場合は０．
１～５０重量％、牛血清アルブミンやカゼインのような
タンパク質は０．０１～２０重量％とするのが好適であ
る。
【００１９】本発明ではさらに被測定成分に対する抗原
を酵素、蛍光、ラジオアイソトープ等で標識された抗原
を含有する水溶液（以下、該水溶液を「抗原水溶液Ｂ」
と表記することもある）を使用する。標識抗原として
は、酵素、蛍光、またはラジオアイソトープ等で標識さ
れた抗原が特に制限されることなく用いることができ
る。該標識抗原に適用される抗原は抗原活性を有し、且
つ酵素、蛍光、またはラジオアイソトープ等で標識する
ことが可能である物質であれば特に限定されない。該物
質について例示すると、タンパク質、ペプチド、多糖類
等が挙げられる。また、該物質は天然に存在するもの、
合成されたもの、あるいは遺伝子操作により発現された
ものでもよく、さらに完全な分子でも断片でもよい。本
発明においては目的とする測定対象に応じて適宜抗原の
種類が選択される。抗原を酵素、蛍光、またはラジオア
イソトープ等で標識する方法としては、前述の標識抗体
と同様に、例えばＡｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（Ｅｄ  Ｈａｒ
ｌｏｗ他著、１９８８、ｐ３２１－３５８）にあるよう
に、公知の方法で行なうことが可能である。抗原水溶液
Ｂにおける標識抗原の濃度は特に限定されない。測定対
象の検出感度および反応の特異性を考慮すると、抗原の
分子量にも依存するが、概ね０．１～５００μｇ／ｍＬ
程度とするのが好適である。標識抗原の濃度は低すぎる
と検出感度が低くなり、高すぎると非特異反応が増大す
る。また、抗原水溶液Ｂは緩衝剤を用いてｐＨを調整す
るのが好適である。使用される緩衝剤としてはリン酸緩
衝液やグッド緩衝液等の公知のものが何ら制限なく使用
できる。また、ｐＨも特に制限されるものではない。抗
原抗体反応の効率や該水溶液の保存性を考慮するとｐＨ
を５～９に調整するのが好適である。さらに、上記水溶
液には非特異反応の抑制、あるいは再現性や保存性の向
上を目的として、塩化ナトリウムや塩化カリウム、塩化
マグネシウム、塩化カルシウム等の塩や、アジ化ナトリ
ウムやマイクロサイドＩ～III等の防腐剤、抗ビオチン
抗体を取得した動物種以外の動物血清、牛血清アルブミ
ンやカゼイン等のタンパク質を適宜選択して添加するこ
とができる。該添加物の濃度は特に限定されるものでは
ない。塩化ナトリウムや塩化カリウム等の塩の場合は
０．０１～１Ｍ程度、アジ化ナトリウムやマイクロサイ
ドＩ～III等の防腐剤の場合は０．０１～０．１重量
％、動物血清の場合は０．１～５０重量％、牛血清アル
ブミンやカゼインのようなタンパク質は０．０１～２０
重量％とするのが好適である。
【００２０】本発明では、上記の抗原水溶液Ａ、抗体水
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11
溶液Ａ、抗体水溶液Ｂ、あるいは抗体水溶液Ｃから成る
本発明の４種の水溶液と上記抗原水溶液Ｂとを適宜組合
せて使用することにより、特定の被測定成分の定性また
は定量が達成される。即ち、特定の被測定成分が抗原で
ある場合には、抗体水溶液Ａおよび抗体水溶液Ｃを組合
せた請求項５に記載の第１の方法を適用することによ
り、また特定の被測定成分が抗体である場合には抗原水
溶液Ａおよび抗原水溶液Ｂを組合せた請求項６に記載の
第２の方法、若しくは抗原水溶液Ａと抗体水溶液Ｃを組
合せた請求項７に記載の第３の方法を適用することによ
り、特定の被測定成分の定性または定量が達成される。
以下、上記第１～３の方法について具体的に説明する。
【００２１】第１の方法では、（１）特定の被測定成分
を含有するかまたは含有しない試料を準備し、（２）上
記試料と上記被測定成分に対する抗体をビオチン化抗体
として含有する抗体水溶液Ａと一緒にして上記被測定成
分とビオチン化抗体を反応せしめ、（３）得られた反応
液を抗ビオチン抗体を固定した担体と接触せしめて上記
被測定成分とビオチン化抗体との反応生成物を抗ビオチ
ン抗体と反応せしめ、（４）工程（３）の反応液の担体
に上記被測定成分に対する抗体を標識抗体とする抗体水
溶液Ｃを接触せしめ、次いで（５）工程（４）で得られ
た担体について標識抗体の標識の有無、または量を測定
して被測定成分の有無、または量を求めることにより被
測定成分の定性または定量が達成される。
【００２２】第１の方法の（１）において特定の被測定
成分を含有するかまたは含有しない試料としては、例え
ば血清や血漿、あるいは抗原を含む緩衝液やタンパク質
溶液などが挙げられる。該特定の被測定成分とは、ビオ
チン化抗体と特異的に結合することが可能な物質であ
り、例えばウイルス抗原やホルモンやサイトカイン等の
生理活性物質、腫瘍マーカー、アレルゲンといったタン
パク質、ペプチド、多糖類等が挙げられる。尚、該物質
は天然に存在するもの、合成されたもの、あるいは遺伝
子操作により発現されたものでもよく、さらに完全な分
子でも断片でもよい。
【００２３】第１の方法の（２）において該試料と抗体
水溶液Ａを一緒にして被測定成分とビオチン化抗体を反
応せしめる条件としては、反応温度は１５～５０℃、反
応時間は１～１５分程度が好適である。反応温度が１５
℃未満であれば反応に時間がかかりすぎ、５０℃以上で
はタンパク質の変性が憂慮される為、また反応時間が１
分未満だと感度が不足し、１５分を越えると測定に要す
る時間がかかりすぎる為あまり好ましくない。該試料と
抗体水溶液Ａを一緒にする比率は、被測定成分の検出感
度、あるいは測定の再現性を考慮すると該試料と抗体水
溶液Ａとをこの順番の体積比で１対０．１～１程度とす
るのが好適である。抗体水溶液Ａに対して該試料が少な
くなると被測定成分の検出感度が低下し、多くなると抗
体水溶液Ａにおけるビオチン化抗体の濃度を高く設定し
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なければならないので、測定の時に分取する抗体水溶液
Ａの液量誤差が大きくなる為、再現性が低下し易くな
る。また、工程（２）においては抗体水溶液Ａの代わり
に、ビオチン化抗体を取得した動物種と同一の動物種の
血清をさらに含有する抗体水溶液Ｂを使用してもよい。
該工程で抗体水溶液Ａの代わりに抗体水溶液Ｂを使用す
ることで、さらにビオチン化抗体に依存する非特異反応
も吸着除去でき、より好適である。
【００２４】第１の方法の（３）において抗ビオチン抗
体を固定した担体としては、抗ビオチン抗体を担持でき
るものであれば何ら制限なく使用可能である。抗ビオチ
ン抗体を固定化する方法は公知の方法が使用できる。例
示すると、抗ビオチン抗体と担体の疎水結合を利用した
物理的吸着法、グルタルアルデヒド法やカルボジイミド
法あるいは架橋剤等による化学結合法等が挙げられる。
また、使用される担体についても特に制限されない。担
体の材質や形状を例示すると、材質ではガラス繊維やシ
リカなどの無機物、あるいはポリスチレンやセルロース
等の有機物が挙げられ、形状ではフィルター状、チュー
ブ状、球状等が挙げられる。また、（３）における反応
温度および反応時間は、（２）と同様の理由からそれぞ
れ１５～５０℃、および１～１５分とするのが好適であ
る。尚、（３）の反応後、余剰のビオチン化抗体や被測
定成分といった未反応物を除去する為に該担体を洗滌し
てもよい。該洗滌操作で使用される洗滌液としては該未
反応物を除去できるものであれば特に限定されない。好
適にはＴｗｅｅｎ  ２０やＴｒｉｔｉｏｎ  Ｘ－１００
等の界面活性剤を含む緩衝液を用いるのがよい。ここで
使用する界面活性剤の濃度は界面活性剤の種類にもよる
が、洗滌効果を考慮すると０．０５～１％程度で用いる
のが好適である。また、該洗滌液には洗滌効果を高める
為にカゼインやアルブミン等のタンパク質、あるいは動
物血清などを添加してもよい。
【００２５】第１の方法の（４）において上記被測定成
分に対する抗体を標識した抗体を含む抗体水溶液Ｃを接
触せしめる条件も、（２）、（３）と同様の理由からそ
れぞれ１５～５０℃、および１～１５分とするのが好適
である。尚、（４）の反応後についても、余剰の標識抗
体といった未反応物を除去する為に該担体を洗滌しても
よい。該洗滌操作で使用される洗滌液も該未反応物を除
去できるものであれば特に限定されないが、通常上記
（３）で使用した洗滌液と同様のものを使用するが好適
である。
【００２６】該第１の方法の（５）において、工程
（４）迄の操作で得られた担体について標識抗体の有
無、または量を測定する方法に関しては、抗体の標識物
に応じて方法を選択する必要がある。工程（５）におい
て、標識抗体の標識物が酵素である場合は、酵素活性を
測定することにより標識抗体の有無、または量を測定す
る。尚、酵素活性を測定するにあたっては、標識酵素の
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特性に応じて比色、蛍光、あるいは発光基質を選択する
必要がある。例えば標識酵素にペルオキシダーゼを選択
する場合に使用する基質としては、３，３’，５，５’
－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢＺ）や１，２－フェ
ニレンジアミン等の比色基質や４－ヒドロキシフェニル
酢酸や３－（４－ヒドロキシフェニル）プロピオン酸等
の蛍光基質、あるいはルミノールのような発光基質等が
挙げられる。これら適宜選択した酵素基質は適当な反応
媒に溶解し使用する。尚、該酵素基質溶液には選択した
酵素の性質に応じて、例えばペルオキシダーゼを選択し
た時には過酸化水素のような酵素基質の反応に必要な添
加剤を加えて使用する。該酵素基質溶液は工程（４）迄
の操作で得られた担体に接触して反応させ、次いで酵素
基質の性質に応じて、例えば３，３’，５，５’－テト
ラメチルベンジジン（ＴＭＢＺ）を選択したときには波
長５９５ｎｍの吸光度を測定するといったように比色、
蛍光、あるいは発光強度を測定する。次いで得られた比
色、蛍光、あるいは発光強度を、予め測定した濃度既知
の被測定成分を含む、あるいは被測定成分を含まない被
検体溶液より得られた比色、蛍光、あるいは発光強度に
参照することにより被検体中に含まれる被測定成分の定
性または定量が達成される。工程（５）において標識抗
体の標識物が蛍光、あるいはラジオアイソトープである
場合には、工程（４）迄に得られた担体をフルオロメー
ター、あるいはシンチレーションカウンターといった計
測機器を使用して、蛍光強度、あるいは放射線量を測定
することにより標識抗体の有無、または量を測定する。
次いで、標識抗体の標識物が酵素のときと同様に、得ら
れた蛍光強度、あるいは放射線量を、予め測定した濃度
既知の被測定成分を含む、あるいは被測定成分を含まな
い被検体溶液より得られた蛍光強度、あるいは放射線量
に参照することにより被検体中に含まれる被測定成分の
定性または定量が達成される。
【００２７】本発明では特定の被検体成分が抗体のよう
なビオチン化抗原に親和性を有する物質である場合は、
前記の第２の方法、あるいは第３の方法により被測定成
分の定性または定量が達成される。即ち第２の方法は、
（１）特定の被測定成分を含有するかまたは含有しない
試料を準備し、（２）上記試料と上記被測定成分に対す
る抗原をビオチン化抗原として含有する抗原水溶液Ａと
一緒にして上記被測定成分とビオチン化抗原を反応せし
め、（３）得られた反応液を抗ビオチン抗体を固定した
担体と接触せしめて上記被測定成分とビオチン化抗原と
の反応生成物を抗ビオチン抗体と反応せしめ、（４）工
程（３）の反応液の担体に上記被測定成分に対する抗原
を標識抗原として含有する抗原水溶液Ｂを接触せしめ、
次いで（５）工程（４）で得られた担体について標識抗
原の標識の有無、または量を測定して被測定成分の有
無、または量を求めることにより被測定成分の定性また
は定量が達成され、また第３の方法は（１）特定の被測
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定成分を含有するかまたは含有しない試料を準備し、
（２）上記試料と上記被測定成分に対する抗原をビオチ
ン化抗体として含有する抗原水溶液Ａと一緒にして上記
被測定成分とビオチン化抗原を反応せしめ、（３）得ら
れた反応液を抗ビオチン抗体を固定した担体と接触せし
めて上記被測定成分とビオチン化抗原との反応生成物を
抗ビオチン抗体と反応せしめ、（４）工程（３）の反応
液の担体に上記被測定成分に対する抗体を標識抗体とす
る抗体水溶液Ｃを接触せしめ、次いで（５）工程（４）
で得られた担体について標識抗体の標識の有無、または
量を測定して被測定成分の有無、または量を求めること
により被測定成分の定性または定量が達成される。
【００２８】特定の被検体成分が抗体である場合に、第
２の方法、あるいは第３の方法の何れの方法を選択する
かについては特に制限はなく、被検体成分の特性や試薬
材料の特性、入手の容易性、経済性、あるいは標識の際
の加工性等に応じて適宜選択すればよい。具体的に例を
挙げると、被検体成分が特異抗体でサブクラスが跨る
か、抗原の種類が少ないか、あるいは標識を施しても抗
原性が保持されるか等の場合には第２の方法がより好適
であるし、被検体成分が特異抗体で抗原の種類が多い
か、あるいは標識を施すことにより抗原性の保持が困難
であるか等の場合は第３の方法がより好適である。
【００２９】上記第２の方法、および第２の方法の
（１）において、特定の被測定成分を含有するかまたは
含有しない試料とはある特定の被測定成分を含有するか
または含有しない水溶液であればよく、例えば血清や血
漿、あるいは特異抗体を含む緩衝液やタンパク質溶液な
どが挙げられる。該特定の被測定成分としてはビオチン
化抗原と特異的に結合することが可能な特定の物質であ
ればよく、例えば該ビオチン化抗原に特異的な抗体が挙
げられる。尚、該物質は天然に存在するもの、合成され
たもの、あるいは遺伝子操作により発現されたものでも
よく、さらに完全な分子でも、あるいは例えば抗体の場
合Ｆ（ａｂ）２やＦａｂのような断片でもよい。上記第
２の方法、および第３の方法の（２）において、該試料
と抗原水溶液Ａを一緒にして被測定成分とビオチン化抗
体を反応せしめる条件としては、第１の方法と同様の理
由から、反応温度は１５～５０℃、反応時間は１～１５
分程度が好適である。また、該試料と抗原水溶液Ａを一
緒にする比率も、第１の方法と同様の理由から、この順
番の体積比で１対０．１～１程度とするのが好適であ
る。
【００３０】上記第２の方法、および第３の方法の
（３）において抗ビオチン抗体を固定する担体には、第
１の方法と同様に抗ビオチン抗体を担持できる担体であ
れば何ら制限なく使用可能である。抗ビオチン抗体を固
定化する方法や担体についても、第１の方法と同様に何
ら制限されることはない。即ち、第２の方法、あるいは
第３の方法においても、第１の方法と同様に適宜適当な
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材質、あるいは形状の担体を選択し、公知の方法で抗ビ
オチン抗体を固定化すればよい。該工程における反応温
度および反応時間も、第１の方法と同様にそれぞれ１５
～５０℃、および１～１５分とするのが好適である。ま
た、第２の方法、あるいは第３の方法においても、
（３）の反応後、余剰のビオチン化抗原や非特異成分と
いった未反応物を除去する為に該担体を洗滌してもよ
い。該洗滌操作で使用される洗滌液ととしても該未反応
物を除去できるものであればよく、第１の方法と同様の
ものを使用することができる。
【００３１】上記第２の方法の（４）において上記被測
定成分に対する抗原を標識抗原として含有する抗原水溶
液Ｂを、あるいは第３の方法の（４）において上記被測
定成分に対する抗体を標識抗体とする抗体水溶液を接触
せしめる条件も、第１の方法と同様の理由から、それぞ
れ１５～５０℃、および１～１５分とするのが好適であ
る。さらに第２の方法の（４）、あるいは第３の方法の
（４）の反応後についても、第１の方法と同様に未反応
の標識抗原、あるいは標識抗体といった未反応物を除去
する為に該担体を洗滌してもよい。該洗滌操作で使用さ
れる洗滌液も該未反応物を除去できるものであれば特に
限定されず、第１の方法と同様の洗滌液が好適に使用さ
れる。
【００３２】上記第２の方法、および第３の方法の
（５）において、工程（４）迄の操作で得られた担体に
ついて標識抗体の有無、または量を測定する方法に関し
ては、それぞれ標識抗原、あるいは標識抗体の標識物に
応じて前述の第１の方法と同様に標識物の測定を行なえ
ばよい。次いで、第１の方法と同様に、かかる標識物の
測定から得られた比色や発光強度等の酵素活性指標、蛍
光強度、あるいは放射線量といったシグナルを、予め測
定した濃度既知の被測定成分を含む、あるいは被測定成
分を含まない被検体溶液より得られたシグナルに参照す
ることにより被検体中に含まれる被測定成分の定性また
は定量が達成される。
【００３３】
【実施例】以下、実施例により本発明をより詳細に説明
するが、本発明は以下の実施例に限定されるものではな
い。
【００３４】実施例１  （ＨＢｓ抗体測定試薬）
以下、被測定成分をＨＢｓ抗体とした例を挙げる。
（１）ビオチン化ＨＢｓ抗原の調製、および精製
先ず、ＨＢｓ抗原（明治乳業社製）を０．３ｍｇ／ｍＬ
となるように１０ｍＭのＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ  ８．
５）を用いて希釈して総量５００μＬのＨＢｓ抗原溶液
を調製した。次いで、該溶液にビオチン化試薬（２０ｍ
Ｍ  Ｂｉｏｔｉｎａｍｉｄｏｃａｐｒａｔｅ－ＮＨＳ、
ナカライテクスク社製）を１０μＬ添加して混合後、２
５℃にて３時間インキュベーションした。次いで、予め
１０ｍＭのリン酸緩衝液（ｐＨ  ７．４、以下、「ＰＢ
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Ｓ」と表記することもある）で平衡化したＰＤ－１０カ
ラム（アマシャムファルマシア製）を用いて、上記反応
液中の未反応のビオチン化試薬を除去するため精製を行
なった。該精製は先ず該反応液５００μＬをＰＤ－１０
カラムにアプライし、次いで２．０ｍＬのＰＢＳを該Ｐ
Ｄ－１０カラムに入れ、次いで３．５ｍＬのＰＢＳでビ
オチン化ＨＢｓ抗原を回収した。
【００３５】（２）ペルオキシダーゼ標識ＨＢｓ抗原の
調製
先ず５ｍｇのペルオキシダーゼ（ＲＺ＞３．０、東洋紡
績社製）を１．２ｍＬの水に溶解し、次いで該ペルオキ
シダーゼ溶液に０．１Ｍの過ヨウ素酸ナトリウムを含む
１０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ  ７．０）を０．３ｍＬ添
加して、２５℃で２０分静置した。次いで、該反応液を
１ｍＭの酢酸ナトリウム／酢酸緩衝液（ｐＨ  ４．０）
に対して、４℃で一晩透析し該透析液を得、過ヨウ素酸
活性化ペルオキシダーゼ溶液を得た。次いで、１０ｍｇ
／ｍＬのＨＢｓ抗原を含む２０ｍＭの炭酸緩衝液（ｐＨ
  ９．５）を調製し、該溶液０．５ｍＬと上記過ヨウ素
酸活性化ペルオキダーゼ溶液を混合し、２５℃で２時間
攪拌した。次いで該反応液に４ｍｇ／ｍＬの水素化ホウ
素ナトリウム水溶液を０．１ｍＬ加え、４℃で２時間静
置した。次いで、該反応液をＰＢＳに対して一晩透析し
てペルオキシダーゼ標識ＨＢｓ抗原を得た。
【００３６】（３）ＨＢｓ抗体測定試薬の調製
（１）で調製したビオチン化ＨＢｓ抗原濃度が４０μｇ
／ｍＬとなるように、またヤギ血清濃度が２０％となる
ようにＰＢＳに添加して第１試薬を調製した。次いで、
（２）で調製したペルオキシダーゼ標識ＨＢｓ抗原の濃
度が３０μｇ／ｍＬとなるように、また牛血清アルブミ
ン（ＢＳＡ）濃度、および牛胎児血清（ＦＣＳ）濃度が
それぞれ１％、１５％となるようにＰＢＳに添加して第
２試薬を調製した。
【００３７】（４）ＨＢｓ抗体の定量
ＨＢｓ抗体を含む、若しくは含まないヒト血清を試料と
して以下の測定に使用した。また、以下の測定は市販の
分析装置ＩＤ－１０００（東洋紡績製）を使用して行な
った。先ず試料５０μＬと第１試薬１０μＬを混合して
４０℃で５分間インキュベーション後、該反応液の５０
μＬをヤギより取得した抗ビオチン抗体が固相化されて
いるカップ（東洋紡績製）に滴下した。次いで、１％  
ＢＳＡを含むＰＢＳをカップに５０μＬ滴下し、さらに
第２試薬を１０μＬ滴下した。４０℃で３分間インキュ
ベーション後２００μＬの０．０５％  Ｔｗｅｅｎ  ２
０を含むＰＢＳで洗滌し、次いで０．０５％の３，
３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ
Ｚ）、および０．０１％の過酸化水素を含むＴＭＢＺ溶
液を３０μＬ滴下し、さらに滴下後５．５～７．５秒
間、および４０．５～４２．５秒間における波長６５０
ｎｍのレーザー光の反射強度の変化量を測定した。上記
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17
測定結果を表１に示した。表１に示すように、上記ＨＢ
ｓ抗体測定試薬は、非特異反応も起こすことなく、また
カットオフ値付近の低力価のＨＢｓ抗体を含む試料でも
明確にＨＢｓ抗体を検出することが可能であった。
【００３８】比較例１  （ＨＢｓ抗体測定試薬）
第１試薬にヤギ血清を添加しない以外は実施例１と同様

18
に行なった。該測定結果を表１に示した。表１に示すよ
うに、該ＨＢｓ抗体測定試薬ではＨＢｓ抗体陰性血清で
非特異反応が起こり、カットオフ値付近の低力価のＨＢ
ｓ抗体を含む試料も明確に判別できなかった。
【００３９】
【表１】

【００４０】実施例２  （ＨＢｓ抗原測定試薬）
以下、被測定成分をＨＢｓ抗原とした例を挙げる。
（１）ＨＢｓ抗原の共通抗原決定基ａに対する第１ビオ
チン化モノクローナル抗体、およびＨＢＶのｐｒｅ－Ｓ
２抗原に対する第２ビオチン化モノクローナル抗体の調
製および精製
第１ビオチン化モノクローナル抗体、および第２ビオチ
ン化モノクローナル抗体の調製は、両方とも以下の手順
で行なった（以下、第１ビオチン化モノクローナル抗体
のビオチン化に使用したモノクローナル抗体を「モノク
ローナル抗体Ａ」、第２ビオチン化モノクローナル抗体
のビオチン化に使用したモノクローナル抗体を「モノク
ローナル抗体Ｂ」と表記する）。ここではモノクローナ
ル抗体Ａを用いた第１ビオチン化モノクローナル抗体の
調製法を示す。尚、モノクローナル抗体Ａ、およびモノ
クローナル抗体Ｂは特殊免疫研究所製のものを使用し
た。先ず、モノクローナル抗体Ａ溶液を２ｍｇ／ｍＬと
なるように１０ｍＭのＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ  ８．
５）を用いて希釈して総量２５０μＬのモノクローナル
抗体Ａ溶液を調製した。次いで、該溶液にビオチン化試
薬（５０ｍＭ  Ｂｉｏｔｉｎ－ＡＣ５－Ｏｓｕ、同仁化
学社製）を３０μＬ添加して混合後、２５℃にて４時間
インキュベーションした。次いで、予めＰＢＳで平衡化
したＰＤ－１０カラムを用いて、上記反応液中の未反応
のビオチン化試薬を除去するため精製を行なった。該精
製は先ず該反応液２５０μＬをＰＤ－１０カラムにアプ
ライし、次いで２．２５ｍＬのＰＢＳを該ＰＤ－１０カ
ラムに入れ、次いで３．５ｍＬのＰＢＳで第１ビオチン
化モノクローナル抗体（以下、「１－Ｂ抗体」と表記す
ることもある）を回収した。第２ビオチン化モノクロー
ナル抗体（以下、「２－Ｂ抗体」と表記することもあ
る）も上記と同様の方法にて作製した。
【００４１】（２）ＨＢｓ抗原の共通抗原決定基ａに対
する第１ペルオキシダーゼ標識モノクローナル抗体、お
よびＨＢＶのｐｒｅ－Ｓ２抗原に対する第２ペルオキシ
ダーゼ標識モノクローナル抗体の調製および精製
第１ペルオキシダーゼ標識モノクローナル抗体、および

第２ペルオキシダーゼ標識モノクローナル抗体の調製
は、両方とも以下の手順で行なった（以下、第１ペルオ
キシダーゼ標識モノクローナル抗体の作製に使用したモ
ノクローナル抗体を「モノクローナル抗体Ｃ」、第２ペ
ルオキシダーゼ標識モノクローナル抗体の作製に使用し
たモノクローナル抗体を「モノクローナル抗体Ｄ」と表
記する）。ここでは、モノクローナル抗体Ｃを用いた第
１ペルオキシダーゼ標識モノクローナル抗体の作製法を
示す。尚、モノクローナル抗体Ｃ、およびモノクローナ
ル抗体Ｄは特殊免疫研究所社製のものを使用した。１０
ｍｇ／ｍＬのモノクローナル抗体Ｃを含む２０ｍＭの炭
酸緩衝液（ｐＨ９．５）を調製し、該溶液０．５ｍＬと
実施例１と同様に調製した過ヨウ素酸活性化ペルオキダ
ーゼ溶液を混合し、２５℃で２時間攪拌した。次いで該
反応液に４ｍｇ／ｍＬの水素化ホウ素ナトリウム水溶液
を０．１ｍＬ加え、４℃で２時間静置した。次いで、該
反応液をＰＢＳに対して一晩透析して第１ペルオキシダ
ーゼ標識モノクローナル抗体（以下、「１－Ｐ抗体」と
表記することもある）を得た。第２ペルオキシダーゼ標
識モノクローナル抗体（以下、「２－Ｐ抗体」と表記す
ることもある）も上記と同様の方法にて作製した。
【００４２】（３）ＨＢｓ抗原測定試薬の調製
（１）で調製した１－Ｂ抗体濃度、および２－Ｂ抗体濃
度をそれぞれ２０μｇ／ｍＬ、即ち１－Ｂ抗体と２－Ｂ
抗体の比がこの順番で１対１、１－Ｂ抗体と２－Ｂ抗体
の合計の濃度が４０μｇ／ｍＬとなるように、またヤギ
血清濃度が２０％となるようにＰＢＳに添加して第１試
薬を調製した。また、（２）で調製した１－Ｐ抗体濃
度、および２－Ｐ抗体濃度をそれぞれ５μｇ／ｍＬとな
るように、即ち１－Ｐ抗体と２－Ｐ抗体の比がこの順番
で１対１、１－Ｐ抗体と２－Ｐ抗体の合計の濃度が１０
μｇ／ｍＬとなるように、またマウス血清濃度、および
牛胎児血清（ＦＣＳ）濃度がそれぞれ１０％、３％とな
るようにＰＢＳに添加して第２試薬を調製した。
【００４３】（４）ＨＢｓ抗原の定量
ＨＢｓ抗原を含む、若しくは含まないヒト血清を試料と
して、実施例１と同様に分析装置ＩＤ－１０００を使用
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してＨＢｓ抗原の定量を行なった。上記測定結果を表２
に示した。表２に示すように、上記ＨＢｓ抗原測定試薬
は、非特異反応も起こすこともなく、カットオフ値付近
の低濃度のＨＢｓ抗原でも明確に検出することが可能で
あった。
実施例３  （ＨＢｓ抗原測定試薬）
第１試薬に、さらに１０％となるようにマウス血清を添
加した以外は、実施例２と同様に行なった。該測定結果
を表２に示した。表２に示すように、該ＨＢｓ抗原測定
試薬は、非特異反応も起こすこともなく、カットオフ値
付近の低濃度のＨＢｓ抗原でも明確に検出することが可*

20
*能であった。さらに、実施例２では実施例１の場合より
もよりバックグラウンドが低下し特異性が向上した。
【００４４】比較例２  （ＨＢｓ抗原測定試薬）
第１試薬にヤギ血清を添加しない、および第２試薬にマ
ウス血清を添加しない以外は実施例２と同様に行なっ
た。該測定結果を表２に示した。表２に示すように、該
ＨＢｓ抗原測定試薬ではＨＢｓ抗原陰性血清で非特異反
応が起こり、カットオフ値付近の低濃度のＨＢｓ抗原を
含む試料も明確に判別できなかった。
【００４５】
【表２】

【００４６】実施例４  （梅毒（ＴＰ）抗体測定試薬）
以下、被測定成分を梅毒（以下、梅毒を「ＴＰ」と表記
することもある）抗体とした例を挙げる。
（１）ビオチン化ＴＰ抗原の調製、および精製
該実施例４においてはＴＰ抗原として、分子量がそれぞ
れ１５ｋＤ、１７ｋＤ、４７ｋＤである３種のリコンビ
ナントＴＰ抗原（以下、該３種のリコンビナントＴＰ抗
原をそれぞれ、「１５ｋ－ＴＰＡｇ」、「１７ｋ－ＴＰ
Ａｇ」、および「４７ｋ－ＴＰＡｇ」と表記する）を使
用した。ここでは、１５ｋ－ＴＰＡｇを用いた第１ビオ
チン化ＴＰ抗原の調製法を示す。尚、１５ｋ－ＴＰＡ
ｇ、および１７ｋ－ＴＰＡｇについてはＢｉｏｓＰａｃ
ｉｆｉｃ社製のものを、４７ｋ－ＴＰＡｇについはＣａ
ｐｒｉｃｏｒｎ社製のものを使用した。
【００４７】先ず、１５ｋ－ＴＰＡｇ溶液を１ｍｇ／ｍ
Ｌとなるように１０ｍＭのＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ  
８．５）を用いて希釈して総量５００μＬの１５ｋ－Ｔ
ＰＡｇ溶液を調製した。次いで、該溶液にビオチン化試
薬（５０ｍＭ  Ｂｉｏｔｉｎａｍｉｄｏｃａｐｒａｔｅ
－ＮＨＳ、ナカライテスク社製）を１０μＬ添加して混
合後、２５℃にて３時間インキュベーションした。次い
で、予めＰＢＳで平衡化したＰＤ－１０カラムを用い
て、上記反応液中の未反応のビオチン化試薬を除去する
ため精製を行なった。該精製は先ず該反応液５００μＬ
をＰＤ－１０カラムにアプライし、次いで２ｍＬのＰＢ
Ｓを該ＰＤ－１０カラムに入れ、次いで３．５ｍＬのＰ
ＢＳで第１ビオチン化ＴＰ抗原（以下、「Ｂ－１５ｋ－
ＴＰＡｇ」と表記することもある）を回収した。第２ビ
オチン化ＴＰ抗原（以下、「Ｂ－１７ｋ－ＴＰＡｇ」と
表記することもある）、および第３ビオチン化ＴＰ抗原

（以下、「Ｂ－４７ｋ－ＴＰＡｇ」と表記することもあ
る）も上記と同様の方法にて作製した。
【００４８】（２）ペルオキシダーゼ標識抗ヒトＩｇＧ
モノクローナル抗体の調製および精製
１０ｍｇ／ｍＬの抗ヒトＩｇＧモノクローナル抗体（日
本バイオテスト研究所製）を含む２０ｍＭの炭酸緩衝液
（ｐＨ  ９．５）を調製し、該溶液０．５ｍＬと実施例
１と同様に調製した過ヨウ素酸活性化ペルオキダーゼ溶
液を混合し、２５℃で２時間攪拌した。次いで該反応液
に４ｍｇ／ｍＬの水素化ホウ素ナトリウム水溶液を０．
１ｍＬ加え、４℃で２時間静置した。次いで、該反応液
をＰＢＳに対して一晩透析してペルオキシダーゼ標識抗
ヒトＩｇＧモノクローナル抗体を得た。
【００４９】（３）ＴＰ抗体測定試薬の調製
（１）で調製したＢ－１５ｋ－ＴＰＡｇ濃度、Ｂ－１７
ｋ－ＴＰＡｇ濃度、およびＢ－４７ｋ－ＴＰＡｇ濃度を
それぞれ１．０μｇ／ｍＬ、１．１μｇ／ｍＬ、および
３．１μｇ／ｍＬとなるように、またヤギ血清濃度が２
０％となるようにＰＢＳに添加して第１試薬を調製し
た。また、（２）で調製したペルオキシダーゼ標識抗ヒ
トＩｇＧモノクローナル抗体の濃度が１００ｎｇ／ｍＬ
となるように、またマウス血清濃度が１０％となるよう
にＰＢＳに添加して第２試薬を調製した。
【００５０】（４）ＴＰ抗体の定量
ＴＰ抗体を含む、若しくは含まないヒト血清を被検体溶
液として、実施例１と同様に分析装置ＩＤ－１０００を
使用してＴＰ抗体の定量を行なった。該測定結果を表３
に示した。表２に示すように、該ＴＰ抗体測定試薬は、
非特異反応も起こすこともなく、カットオフ値付近の低
力価のＴＰ抗体でも明確に検出することが可能であっ
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た。
【００５１】比較例３  （ＨＢｓ抗原測定試薬）
第１試薬にヤギ血清を添加しない、および第２試薬にマ
ウス血清を添加しない以外は実施例４と同様に行なっ
た。該測定結果を表３に示した。表３に示すように、該*

22
*ＴＰ抗体測定試薬ではＴＰ抗体陰性血清で非特異反応が
起こり、カットオフ値付近の低力価のＴＰ抗体を含む試
料も明確に判別できなかった。
【００５２】
【表３】

【００５３】以上の結果より、特定の被測定成分を測定
するにあたり、抗原水溶液Ａ、抗体水溶液Ａ、抗体水溶
液Ｂ、あるいは抗体水溶液Ｃの４種から成る本発明の水
溶液を適宜組合せて使用することによって、非特異反応
の抑制が可能になることが明らかとなった。さらに、本
発明の上記水溶液を使用することにより、カットオフ付
近の低値の試料においても明確に判別することができ、
高感度の測定が可能になることが明らかとなった。

【００５４】
【発明の効果】特定の被測定成分の定性または定量を行
なうにあたり、本発明の抗原水溶液、あるいは抗体水溶
液を使用することによって、非特異反応を起こさずに、
高感度な測定を行なうことが可能となる。即ち、本発明
によって良好な特異性を示し、且つ高感度な測定試薬お
よび方法を提供することが可能となった。
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清。 含有生物素化抗体的血清和抗体水溶液，（3）含有与（2），
（4）中的酶，荧光或放射线获得生物素化抗体的动物相同的动物物种的
血清的抗体水溶液。 使用由四种类型的同位素标记的标记抗体组成的抗
原/抗体水溶液和包含与标记抗体相同动物物种的血清的抗体水溶液。
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