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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫分析方法であって、
（１）標的物質に対する抗体、標的物質と特異的に結合し得る結合物質およびこれらの一
部から成る群から選択される物質が表面に固定化された磁気微粒子に対して、当該標的物
質を結合させる工程と、
（２）前記標的物質に対する抗体、前記標的物質と特異的に結合し得る結合物質およびこ
れらの一部から成る群から選択される物質が表面に固定化され、且つ電気化学的活性物質
を発生し得る酸化還元酵素を内包したマイクロカプセルの形態の免疫分析担体を、（１）
の前記標的物質に結合させる工程と、
（３）当該磁気微粒子を、磁石への結合を利用して分離する工程と、
（４）（３）で得られた物質を含む溶液に前記酵素の基質を添加する工程と、
（５）該免疫分析担体を、浸透圧ショック、超音波刺激、およびｐＨ変化による刺激から
成る群から選択される何れか１つの手段によって破壊し、前記酸化還元酵素と酵素の基質
を反応させる工程と、
（６）前記酸化還元酵素と基質の反応を電気化学的に測定する工程と、
を含むことを特徴とする免疫分析方法。
【請求項２】
　前記免疫分析担体の破壊が、純水の添加による浸透圧ショックによって行われる、請求
項１に記載の免疫分析方法。
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【請求項３】
　前記免疫分析担体の破壊が、超音波刺激によって行われる、請求項１に記載の免疫分析
方法。
【請求項４】
　前記免疫分析担体の破壊が、ｐＨ５のＢＢＳの添加によるｐＨ変化によって行われる、
請求項１に記載の免疫分析方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫分析用担体およびそれを用いる免疫分析方法に関する。より詳細には、
試料中に存在する特定の物質を特異的に検出・定量または定性するために使用する免疫分
析試薬およびそれを用いる免疫分析方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　試料中に存在する微量の抗原または抗体などの標的物質の定量分析には、一般的にラジ
オイムノアッセイ法（以下、ＲＩＡと記す）が用いられる。しかし、ＲＩＡでは、放射性
元素を用いるため、専用の機器を設置し、資格を有するオペレータが操作を行わなければ
ならず、しかも廃棄物の処理等にも注意を要するという問題がある。また、その他の分析
方法として、たとえば免疫電気泳動法が知られている。しかし、免疫電気泳動法では測定
に長時間を要するうえ、感度が低く、標的物質がごく微量しか含まれていない場合には適
用することができないという問題がある。
【０００３】
　そこで、本発明者らは、先に特許文献1において、リポソーム（脂質膜からなるマイク
ロカプセル）の内部に親水性の標識物質を封入し、その表面に共有結合を介して親水性の
抗体または抗原を固定化した免疫分析試薬を開示した。この試薬を用いた免疫分析方法は
以下のようなものである。すなわち、抗原または抗体が存在する試料中にこの免疫分析試
薬を加える。次いでこれとは別に補体を加えると、抗原－抗体反応およびそれに伴う補体
の作用によってリポソームが破壊され、封入されていた標識物質（たとえば蛍光性化合物
）が流出する。この流出した標識物質の量と、試料中の標的物質の量との間には相関関係
があるので、流出した標識物質を所定の分析方法（たとえば、蛍光分析）によって定量す
ることにより、標的物質を定量することができる。この試薬を用いれば、ＲＩＡのような
問題が生じることはなく、免疫分析の簡便化が期待できる。
【０００４】
　しかし、この免疫分析試薬を用いて血清やタンパク質を含有する試料の分析を行った場
合、抗原－抗体反応以外に非特異反応が起こり、これに起因してリポソームが破壊される
ことが分かってきた。これは、試料中のタンパク質や微量化学物質と補体およびリポソー
ムとの反応によると考えられる。このため、従来は血清やタンパク質を含有する試料を適
当に希釈して分析を行っていた。
【０００５】
　たとえば、リポソームに抗－ヒトα－フェトプロテイン抗体（以下、抗－ヒトＡＦＰ抗
体と記す）を固定化した免疫分析試薬を用いてヒト血清中のＡＦＰを分析する場合、非特
異反応の影響を除去するためにヒト血清を100倍希釈していた。ところが、正常人の血清
中のＡＦＰ濃度は10 ng/ mL以下である。したがって、正常人の血清を100倍希釈すると、
0.1 n/g mL以下の濃度のＡＦＰをたとえば蛍光分析で測定しなければならず、超高感度な
分析を要求されていた。また、精密な蛍光分析を行うためには、大型の蛍光検出装置が必
要であり、分析装置全体が大型で高価なものになるという問題があった。
【特許文献１】特開昭60-117159号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
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　本発明は前記問題点を解決するためになされたものであり、精密かつ簡便な分析が行え
る免疫分析試薬およびそれを用いる免疫分析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】
【０００７】
　本発明は、免疫分析用担体であって、免疫分析用担体は、標的物質に対する抗体もしく
は標的物質と特異的に結合し得る物質、またはこれらの一部がその表面に固定化されてい
ることと、免疫分析用担体は、電気化学的活性物質を発生し得る酸化還元酵素が封入され
ていることとを特徴とする免疫分析用担体を提供する。
【０００８】
　また、本発明は、免疫分析用担体であって、前記免疫分析用担体は、電気化学的活性物
質を発生し得る酸化還元酵素を内包したマイクロカプセルの形態であることを特徴とする
免疫分析用担体を提供する。
【０００９】
　さらに、本発明は、免疫分析のためのキットであって、上記免疫分析用担体と、標的物
質に対する抗体もしくは標的物質と特異的に結合し得る結合物質、またはこれらの一部を
その表面に固定化した分離用粒子とを含むことを特徴とするキットを提供する。
【００１０】
　さらに、本発明は、上記キットに加えて、酵素の基質をさらに含むことを特徴とするキ
ットを提供する。
【００１１】
　また、本発明は、免疫分析方法であって、上記分離用粒子と標的物質溶液を混合して、
該分離用粒子に固定された抗体または結合物質と該標的物質とを結合させる工程と、分離
用粒子と標的物質溶液を分離する工程と、混合液に前記酵素の基質を添加する工程と、酸
化還元酵素が前記免疫分析担体に内包されている場合には、該免疫分析担体を破壊するこ
とによって酸化還元酵素と酵素の基質を反応させる工程と、および酸化還元酵素と基質の
反応を測定する工程とを含むことを特徴とする免疫分析方法を提供する。
【００１２】
　さらに、本発明は、上記方法において酵素と基質の反応の測定が、電気化学的に測定さ
れることを特徴とする方法を提供する。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明の免疫分析用担体および免疫分析方法により、安価でコンパクトでありながら高
感度な免疫分析が達成される。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　本発明の一つの態様において、免疫分析用担体は、いずれの材料からなるものであって
もよいが、たとえば脂質分子でできた担体（リポソーム試薬）を適用することができる。
好ましくは、本発明の免疫分析用担体は、マイクロカプセルの形態である。この場合、脂
質組成物の主要構成成分としては、リン脂質および糖脂質のうち少なくともいずれか一方
を使用することができる。また、必要に応じて、コレステロールなどの他の脂質を膜の安
定化のために共存させることもある。本発明に使用することができるリン脂質および糖脂
質は、特に限定されるものではなく、たとえばジパルミトイルフォスファチジルコリン（
ＤＰＰＣ）、ジパルミトイルフォスファチジルエタノ－ルアミン（ＤＰＰＥ）、ジオレオ
イルフォスファチジルエタノ－ルアミン、ジミリストイルフォスファチジルエタノ－ルア
ミン、ジステアロイルフォスファチジルエタノ－ルアミンなどが挙げられる。これらのリ
ン脂質および糖脂質の脂肪酸炭素鎖は、炭素原子数が12～18であることが好ましく、偶数
であることがより好ましい。これらの脂質は、たとえば市販のリポソーム試薬を使用して
もよい。また、測定物質、測定感度、およびリポソーム試薬の安定性などによって、最適
な種類および組成比の脂質を適宜選択して予め決定しておくことが好ましい。このようリ
ポソーム試薬をマイクロカプセルの材料とすることにより、浸透圧ショックや超音波刺激
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などで簡単に破壊することができ、内部に封入されている酵素分子を漏出させることが可
能である。
【００１５】
　その他、本発明に用いられる免疫分析用担体は、マイクロカプセルの形態として、一般
的なミセル構造を持つ高分子化合物を使用することもできる。この場合、pH変化などの化
学的刺激によりマイクロカプセルを破壊することができる。
【００１６】
　さらに、本発明に用いられる免疫分析用担体は、多孔性担体を適用することもできる。
このような多孔質担体としては、たとえばセファロースCL（アマシャム社製）が挙げられ
る。このような多孔質担体を使用する場合、多孔質担体の表面に直接酵素を担持させるこ
とができる。
【００１７】
　また、本発明の免疫分析用担体は、標的物質に対する抗体もしくは標的物質と特異的に
結合し得る物質、またはこれらの一部（以下、標的物質に対する抗体等）がその表面に固
定化されている。本発明の免疫分析用担体において、その膜上に固定化される標的物質に
対する抗体または特異的に標的物質と結合し得る物質（受容体など）は、IgG、IgE、IgD
、IgA、およびIgMなどを始めとする標的物質と結合可能な任意のタンパク質またはその他
の有機化合物であってもよい。
【００１８】
　免疫分析用担体に抗体を固定化する場合には、感度の向上という点からポリクローナル
抗体よりもモノクローナル抗体を使用することが好ましい。また、場合によっては、抗体
のFc部分を、ペプシンなどのタンパク質分解酵素で除去して得たF(ab’)2抗体、または更
にF(ab’)2を還元して得たFab’であってもよい。
【００１９】
　以下、マイクロカプセルの形態の免疫分析用担体の材料として、リポソーム試薬を用い
る場合を例に、本発明の免疫分析用担体およびその製造方法をより詳細に説明する。
【００２０】
　本発明の免疫分析用担体は、標的物質に対する抗体もしくは標的物質と特異的に結合し
得る物質、またはこれらの一部がその表面に固定化されている。標的物質は、特に制限は
無く、本発明の免疫分析用担体を使用して、一般的なタンパク質および核酸などの高分子
化合物、麻薬などの薬物、並びに火薬などの低分子有機化合物を標的物質として検出する
ことができる。ただし、本免疫分析方法は、いわゆるサンドイッチアッセイで標的物質を
検出するため、標的物質は抗原決定基を二つ以上有する物質である必要がある。
【００２１】
　標的物質に対する抗体等（たとえば、抗体）を免疫分析用担体材料に固定化するために
は、たとえばハロゲン化アセチル基などの官能基を利用することができる。この場合は、
まず、リン脂質および糖脂質に以下の基を導入する。
【００２２】
　－ＣＯ（ＣＨ２）mＮＨＣＯＣＨ2Ｘ基
[ここで、ｍは脂質分子と官能基部分を結合させるスペーサを意味し、ｍ＝0～12の内で最
適な長さを選択する必要がある。また、ＸはＣl、ＢｒまたはＩの各元素を示し、場合に
より適宜選択される]。
【００２３】
　このようなスペーサを導入するのは、標的物質および標的物質と特異的に結合し得る物
質との反応において、固定化担体から受ける立体障害を軽減させるためである。以下のよ
うな反応を利用して、官能基を導入することができる。
【００２４】
　すなわち、上記のようなスペーサを有する官能基付き脂質（ｍ≠０）の場合には、3-ア
ミノプロピオン酸（ＮＨ2(ＣＨ2)2ＣＯＯＨ）または5-アミノ吉草酸（ＮＨ2（ＣＨ2）4Ｃ
ＯＯＨ）などのω－アミノ酸のアミノ基側を保護した後、これをN-ヒドロキシサクシンイ
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ミド（ＨＳＩ）およびN,N'-ジシクロヘキシルカルボジイミド（ＤＣＣＤ）とともにトリ
エチルアミン（ＴＥＡ）の存在下でアミノ基含有脂質（たとえば、ＤＰＰＥ）と反応させ
る。その後に塩酸などによって保護基を除去する。なお、3-アミノプロピオン酸または5-
アミノ吉草酸などのω－アミノ酸のアミノ基側を保護した後、これとＨＳＩおよびＤＣＣ
ＤとをＴＥＡ存在下で反応させてサクシンイミドエステルを合成し、このサクシンイミド
エステルをアミノ基含有脂質と反応させた後に、保護基を除去してもよい。
【００２５】
　次に、ハロゲン化酢酸をＨＳＩおよびＤＣＣＤと共にＴＥＡの存在下で前記スペーサ付
き脂質と反応させる。また、予め3-アミノプロピオン酸または5-アミノ吉草酸などのω－
アミノ酸のカルボキシル基をエステル化して保護し、ハロゲン化酢酸を結合させた後、脱
保護して、これをアミノ基含有脂質とＨＳＩ・ＤＣＣＤおよびＴＥＡの存在下で反応させ
てもよい。このようにして合成される脂質の精製には、分取用薄層クロマトグラフィ－を
用いると簡便である。
【００２６】
　次いで、リポソーム試薬の作製方法を説明する。上述のようにして得られた、－ＣＯ（
ＣＨ２）mＮＨＣＯＣＨ2Ｘ基を有するリン脂質や糖脂質および脂肪族アミン、必要に応じ
てコレステロールや他の脂質をフラスコに入れ、溶媒を加えて溶解・混合させた後、溶媒
を吸引除去して乾燥させる。この結果、フラスコ壁面に均一な脂質薄膜が形成される。
【００２７】
　続いて、フラスコ内に適当な濃度の酸化還元酵素水溶液を添加して、適当な温度まで加
温した後に密栓して激しく浸盪することにより、多重層リポソームの懸濁液を調製するこ
とができる。封入する酸化還元酵素は、当業者に既知のいずれの酸化還元酵素をすること
もでき、たとえばグルコースオキシダーゼを使用することができる。なお、多重層リポソ
ームの懸濁液を更に超音波処理することによって小さな１枚膜リポソームを調製して使用
すると、更に反応増幅効果が増大する。このときに封入される酸化還元酵素の数は、それ
ぞれの分子量やリポソームの粒径・調製法などに依存するが、1個のリポソーム当り、お
よそ100～100,000個になる。また、封入される酸化還元酵素は、分子量1万以上の高分子
化合物であり、基質との反応により電気化学的活性物質を発生させ得る酸化還元酵素以外
の酵素を用いてもよい。
【００２８】
　一方、標的物質に対する抗体等に対しては、ペプシンなどによる酵素処理もしくは還元
処理を施して遊離のＳＨ基を付与するか、またはＳＰＤＰ（ファルマシア社製）などの二
官能性試薬と反応させた後に還元してＳＨ基を導入しておく。更に、前記リポソーム懸濁
液と標的物質に対する抗体等を適当な緩衝液中で穏やかに反応させることにより、リポソ
ームに－ＣＯ（ＣＨ2）mＮＨＣＯＣＨ2－結合（ただしｍは２または４など）を介して標
的物質に対する抗体等を固定化させることができる。
【００２９】
　なお、以下に説明するように、本発明の免疫分析用担体は、分離用粒子と共に使用され
るが、この分離用粒子として磁気微粒子などが適用可能であり、その表面には標的物質に
対する抗体等が固定化されている。たとえば、固定化は、上記免疫分析用担体と同様に共
有結合やアビジン－ビオチン反応などを使用して行うことができる。
【００３０】
　以上のような本発明の免疫分析試薬は、以下のように使用することができる。ここでは
、表面に抗体を固定化した免疫分析用担体および分離用粒子を用いて、抗原（標的物質）
を測定する場合を考える。上述のように、分離用粒子は、標的物質に対する抗体等を予め
固定化された粒子である（図1：符号1を参照されたい）。固定化される、標的物質に対す
る抗体等は、本発明の免疫分析用担体に結合された標的物質に対する抗体等とは異なる抗
原決定基を有することが好ましい。また、ここでは分離用粒子として磁気微粒子使用する
場合を例に説明するが、標的物質と結合し、かつB/F分離が可能な粒子であればいかなる
粒子を使用することもできる。
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【００３１】
　まず、一定温度で標的物質を含有する試料に分離用磁気粒子を加えて一定時間反応させ
る。次いで、標的物質に対する抗体を固定化した免疫分析用担体を適当量添加して、標的
物質と結合させる。次いで、分離用粒子－標的物質－免疫分析用担体からなる複合体を、
溶液から分離する。たとえば、分離用磁気粒子と磁石の結合を利用して、分離用磁気粒子
－標的物質－免疫分析用担体の複合体を回収することができる。これを十分に洗浄液で洗
浄して未反応の免疫分析用担体（リポソーム試薬）を洗い流す。次いで、免疫分析用担体
が、マイクロカプセルの形態で酸化還元酵素が内包されている場合には、マイクロカプセ
ルを破壊する。たとえば、適当量の純水を添加することによっては解することができる。
更に、破壊によって漏出してくる酸化還元酵素に対する基質を添加する（図1中段）。一
方、免疫分析用担体が、その表面に酸化還元酵素が担持された形態の場合には、破壊工程
は不要であり、単に基質を添加するだけよい。基質には、免疫分析用担体に封入され、ま
たは担持された酸化還元酵素の基質を使用するが、たとえば酸化還元酵素としてグルコー
スオキシダーゼを使用した場合、グルコース（ＰＢＳ溶液）を使用すればよい。また、基
質の濃度は、封入した酸化還元酵素により適切な濃度となるように添加すればよく、たと
えばグルコースオキシダーゼを使用した場合、1%のグルコースに添加すればよい。
【００３２】
　最後に、酸化還元酵素と基質の反応を検出する。たとえば、作用電極を反応液に挿入す
ることにより、酸化還元反応に伴う電気化学反応を検出することができる（図1下段）。
たとえば、以下の実施例に記載したように相対電流値を算出することによって、電気化学
反応を検出するができる。
【００３３】
　実際の定量分析においては、予め既知濃度の標的物質を用いて検量線を作成しておき、
同一条件で未知濃度の標的物質を含む試料との反応により得られた電気信号量を測定し、
検量線に基づいて標的物質の濃度を定量することができる。また、本発明の免疫分析用担
体を使用することにより、十分な時間（標的物質の種類や免疫分析試薬の特性によって異
なるので、予め適当な時間を設定しておくことが必要である）、標的物質と免疫分析用担
体を混合した後に、電気信号量を計るだけで標的物質の存在を超高感度で定性的に知るこ
とが可能である。
【００３４】
　本発明の免疫分析用担体（マイクロカプセル化されたリポソーム試薬など）と標的物質
を含む試料との反応に要する時間および温度などの条件は、標的物質の種類、マイクロカ
プセルの特性、酵素分子の種類、更には免疫分析用担体に化学結合された標的物質と特異
的に結合し得る物質もしくはそれらの一部の種類、量、純度などによって異なる。このた
め、個々の場合に応じて、前述した検量線の作成の際に、特定の濃度に調製された標的物
質を含む試料を用いて予備測定を行い、最適反応時間および温度を設定することが望まし
い。
【００３５】
　本発明の免疫分析用担体によって定量が可能な標的物質としては、血清を始めとする体
液中の腫瘍マーカ（ＡＦＰ、ＢＦＰ、ＣＥＡ、ＰＯＡなど）や免疫グロブリン（IgG、IgE
、IgD、IgMなどの抗体）を始めとするタンパク質、ホルモン（インシュリン、Ｔ3など）
、および麻薬を含む薬物や火薬のような低分子化合物などが挙げられ、その対象は広範囲
にわたる。
【００３６】
　また、本発明の免疫分析用担体は、標的物質を検出するために必要な材料と共に、たと
えば分離用粒子、酵素の基質、および／またはその他の適切な試薬等と共にキットの形態
で提供することもできる。
【実施例】
【００３７】
　本発明の1つの態様に係る免疫分析用担体としてリポソーム試薬を使用してAFP（α－フ
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ェトプロティン；肝癌の腫瘍マーカー）を測定する系を例として実験を行った。図1は、
本分析系を模式的に示した図である。本実施例に用いた試薬のうちジパルミトイルフォス
ファチジルコリン（ＤＰＰＣ）、ジパルミトイルフォスファチジルエタノールアミン（Ｄ
ＰＰＥ）、およびコレステロールは、シグマ社製のものを用いた。その他の試薬は、市販
品（特級）を精製せずに使用した。なお、水は全てイオン交換水を用いた。
【００３８】
　実施例１：ヒトＩｇＧ固定化リポソ－ム［スペ－サ－付き（ｍ＝４）官能基脂質および
ステアリルアミン含有］の調製　
　1.　ＮＨ2－Ｃ5－ＤＰＰＥの合成　
（ａ）　Ｂｏｃ－5－アミノ吉草酸の合成　
　5-アミノ吉草酸（Aldrich社製）1.17 g[10 ミリモル］にトリエチルアミン（ＴＥＡ）3
 mL[約20ミリモル］および水10 mLを加えて溶解した。これにアミノ基の保護基となるＢ
ｏｃ－ＯＮ（ペプチド研究所製）2.7 g［11ミリモル］をジオキサン10 mLに溶解した溶液
を添加し、室温で3 時間攪拌した。反応後、反応液をロータリーエバポレータで濃縮し、
酢酸エチル、5 %炭酸水素ナトリウム水溶液、5 %クエン酸水溶液の順で抽出・精製した。
最後に、無水硫酸ナトリウムで脱水し、低温で結晶化させてＢｏｃ-5-アミノ吉草酸を得
た。収率は約70 %であった。
【００３９】
（ｂ）Ｂｏｃ－5-アミノ吉草酸サクシンイミドエステルの合成　
　前記Ｂｏｃ-5- アミノ吉草酸0.23 g[1ミリモル］をクロロホルム20 mLに溶解し、N-ヒ
ドロキシサクシンイミド（ＨＳＩ；ペプチド研究所製）0.13 g[1.1ミリモル］およびジシ
クロヘキシルカルボジイミド（ＤＣＣＤ；ペプチド研究所製）0.25 g[1.2ミリモルを添加
した後、室温で3時間攪拌した。反応後、ロータリーエバポレータで溶媒を除去し、生成
物に酢酸エチル30 mLを加えて溶解し、濾過して沈殿物を除去した。再び溶媒を除去し、
生成物をクロロホルム5 mLに溶解し、Boc-5-アミノ吉草酸サクシンイミドエステル溶液［
約0.2 ミリモル/mLと仮定］として以下の反応に使用した。
【００４０】
(c)NH2-C5-DPPEの合成　
　ＤＰＰＥ70 mg［100 マイクロモル]をクロロホルム20 mLに懸濁し、ＴＥＡ50μLおよび
前記Boc-5-アミノ吉草酸サクシンイミドエステル溶液1 mL[約200マイクロモル]を加え、2
0℃で一晩攪拌・反応させた。反応後、メタノールおよび3 %クエン酸水溶液を用いてＴＥ
Ａを抽出し、無水硫酸ナトリウムで脱水し、ロータリーエバポレータを用いて溶媒を除去
した。次ぎに、生成物に1M 塩酸/酢酸1.5 mLを加えて溶解し、37℃で１時間放置した。こ
れをロータリーエバポレータで濃縮した後、繰り返しメタノールおよびクロロホルムで洗
浄し、塩酸および酢酸を除去した。次いで、シリカゲルの分取用薄層クロマトグラフィ（
＃5717,Merck社製）を用い、クロロホルム/メタノール＝7/3 混合溶媒を展開溶媒として
、生成物を精製した。収率は約60 %であった。
【００４１】
　2.ブロモアセチル(BrAc)-NH-C5-DPPEの合成　
　ブロモ酢酸140 mg[1ミリモル］をクロロホルム30 mLに溶解し、ＨＳＩ140 mg[1.2ミリ
モル］およびＤＣＣＤ250 mg[1.2ミリモル］を添加し、室温で３時間反応させた後、ロー
タリーエバポレータで溶媒を除去し、酢酸エチル30 mLを加えた。生じた白色沈殿を濾別
し、再び溶媒を除去した後、クロロホルム10 mLに再溶解させた。
【００４２】
　次に、1.で調製したNH2-C5-DPPEのクロロホルム溶液約10 mL[50 マイクロモル]に前記
溶液1 mLおよびＴＥＡ 50 μLを加え、室温で１晩反応させた。反応後、溶媒を濃縮し、
分取用薄層クロマトグラフィを用い、クロロホルム/メタノール＝7/3混合溶媒を展開溶媒
として、生成物を精製した。収率は50 %であった。なお、最終生成物は1 mMの濃度になる
ようにクロロホルムで希釈した。
【００４３】
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　3.リポソーム試薬の調製　
　使用した脂質および脂肪族アミンは、全てクロロホルムまたはクロロホルム/メタノー
ル(2/1)混合溶媒に溶解した。5 mMのＤＰＰＣ200 μL、10 mMのコレステロール100 μL、
2.で調製した1 mMのBrAc-NH-C5 -DPPE 50 μLおよび5 mMのステアリルアミン25μLを、10
 mL容量のナシ型フラスコに入れ、更にクロロホルム2 mLを加えてよく混合した。次に、
約40℃の水浴中でロータリーエバポレータにより溶媒を除去した。再びクロロホルム2 mL
を加えて十分に攪拌した後、再度ロータリーエバポレータにより溶媒を除去した。この操
作を数回繰り返すと、フラスコ壁面に均一な脂質薄膜が形成された。続いて、フラスコを
デシケータ中に移して真空ポンプで約１時間吸引することにより溶媒を完全に除去した。
【００４４】
　次いで、1mg/mLのグルコースオキシダーゼ（以下、GODと略す、pH7.4・100mMリン酸緩
衝液（0.85%NaCl含有、ＰＢＳと略す）使用、シグマ社製）100 μLを添加し、フラスコ内
部を窒素で置換した後、密栓して約60℃の水浴中に約１分間浸漬した。続いて、Vortexミ
キサを用い、フラスコ壁面の脂質薄膜が完全に消失するまで、フラスコを激しく振盪した
。この操作により多重層リポソーム懸濁液が調製される。更に、リポソーム懸濁液に緩衝
液を少量添加した後、すべて遠心チューブに移し、4 ℃において15,000 rpmで20分間遠心
する操作を数回繰り返した。最後に、10 mMのホウ酸緩衝液（pH 9.0、0.85% NaCl含有：
以下、ＢＢＳと記す）でセラムチューブ（コーニング社製）にリポソームを移し、１度遠
心分離して上澄を除去した後、後述する抗－ヒトAFP抗体 固定化反応に使用するまで冷蔵
庫に保存した。
【００４５】
　4.抗－ヒトAFP抗体 の修飾　
　抗－ヒトＡＦＰモノクローナル抗体は、精製ヒトＡＦＰ（Ｄａｋｏ社製）でマウスを免
疫することにより独自に調製した（サブクラス；IgG1）。本抗体（1mg/mL；0.1 M酢酸緩
衝液（pH 4.5）使用）1mLにペプシン（シグマ社製）100 μgを添加し、37℃で１時間反応
させた。次に、高速液体クロマトグラフィ－によりF(ab’)2 分画のみを分取した。このF
(ab’)2分画[0.1 Mリン酸緩衝液(pH 6.0)中]にメルカプトエチルアミン・塩酸塩10 mgを
加え、37℃で90分間反応させ、ゲル濾過（セファデックスＧ－25使用、ＢＢＳ）により遊
離のＳＨ基を含有したタンパク分画(Fab’)のみを分取した。このタンパク分画の溶液に
ついては、ＯＤ 280nm = 1であった。
【００４６】
　5.抗－ヒトAFP抗体(Fab’)のリポソームへの固定化　
　前記リポソーム懸濁液とFab’の溶液とを混和し、20℃で44時間攪拌・反応させた。反
応後、ゼラチン・ベロナール緩衝液（以下、ＧＶＢ－と記す）で３回洗浄した。最後に、
得られたリポソーム試薬をＧＶＢ－ 2 mLに懸濁させて4 ℃で保存した。
【００４７】
　6.ウサギ抗－ヒトAFP抗体（ポリクローナル；Ｄａｋｏ社製）の磁気粒子への固定化　
　ウサギ抗－ヒトＡＦＰ抗体に架橋剤であるＳＰＤＰ（ファルマシア社製）を作用させ、
同様の処理で得たビオチン（シグマ社製）をジチオスレイトール（シグマ社製）で還元し
たものと反応させることによりビオチン標識したウサギ抗－ヒトＡＦＰ抗体を得た。この
標識抗体をアビジン固定化磁気粒子（チッソ社製）と反応させることにより、ウサギ抗－
ヒトＡＦＰ抗体固定化磁気粒子溶液を調製した。
【００４８】
　7.ヒトＡＦＰ測定用検量線の作成　
　予め、ＧＶＢ2+（ＧＶＢ－に0.5 mM MgCl2および0.15 mM CaCl2を添加したもの）でヒ
トＡＦＰ（Ｄａｋｏ社製）の標準液（0.01～1000ng/mL）を調製した。マイクロタイター
・プレートの各ウェルに、これらの溶液100 μLと磁気粒子溶液100μLの10倍希釈溶液と
を添加し、5分間37℃でインキュベートした後、温度を30℃まで冷却した。これにより磁
気粒子が凝集し、磁石による回収が可能となる。磁石で回収したものを100μＬのＧＶＢ2

+で2回洗浄した。洗浄後、上記リポソーム試薬の10倍希釈溶液100 μLを添加し、37 ℃で
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5分間反応させた。反応後、温度を再び30℃に冷却して磁気粒子を凝集・回収した。前述
と同様に2回洗浄した後、100μＬの純水を加え、37℃で1分後に1%グルコース（ＰＢＳ溶
液）100μLを添加して、東亜DKK製の特注微小作用電極により酵素反応をモニタした。電
極を挿入してから5分後の電流値を記録した。相対電流値を以下のようにして算出した。
　
　相対電流値＝（Ae－Ao）／（Am－Ao）ｘ　１００（％）　
　ここで、Ae：各濃度のヒトAFPで実測された電流値、Ao：ヒトAFP溶液の代わりに等量の
ＧＶＢ2+を添加したときに得られた電流値、Am：最大の電流値が得られた濃度での電流値
である。また、比較として酵素GODの代わりに、蛍光物質である0.1Mカルボキシフルオレ
セインを封入したリポソーム試薬を用いた系についても検討した。この際には、マイクロ
タイター・プレート用蛍光分光光度計（ＭＴＰ－32、コロナ電気製）により励起波長460 
nm、蛍光波長505 nmの条件（フィルタ特注)で測定した。そして、次式に基づいて相対蛍
光強度を計算した。
【００４９】
　相対蛍光強度＝（Ｆｅ－Ｆ0）／（Ｆｍ－Ｆ0）×１００（％）　
　ここで、Ｆｅ：各濃度のヒトAFPで実測された蛍光強度、Ｆ0：ヒトAFP溶液の代わりに
等量のＧＶＢ2+を添加したときの蛍光強度、Ｆｍ：この濃度範囲での最大の蛍光強度であ
る。これらの測定結果を第２図に示す。この図から、蛍光測定よりも電気化学測定の方が
2桁程度高感度になっていることが分かる。また、この検量線を使用して実際の血清試料
中のAFP濃度も測定することも可能であることも示された。
【００５０】
　実施例２：抗－ヒトＡＦＰモノクローナル抗体固定化ポリマーマイクロカプセル試薬を
用いたヒトＡＦＰの測定　
　上記リポソーム試薬に代わり、pH応答性ポリマーによるマイクロカプセルを調整した（
試薬1）。封入物質はGODである。抗体固定化には化学吸着法を利用した。他の条件は上記
リポソーム試薬系と同様にした（実施例1と同一）。ただし、マイクロカプセルを破壊す
るために、水の代わりにpH5のBBSを使用した。実験の結果、ほぼ実施例1のリポソーム試
薬と同等の測定感度が得られることが明らかとなった。
【００５１】
　実施例３：抗－トリニトロトルエン（ＴＮＴ）モノクローナル抗体固定化リポソーム試
薬によるＴＮＴの超微量定性検出　
　ＴＮＴモノクローナル抗体およびウサギ抗－ＤＮＰ（ジニトロフェニル）抗体（免疫分
析試薬4；第2抗体）は、ハプテンに対する抗体の作製法（「タンパク質　核酸　酵素」臨
時増刊、1966年12月号、p.84～87参照）により独自に調製した。実施例１と同様の方法で
リポソーム試薬および磁気粒子を得た。ＴＮＴの0.1～1,000 pg/mL標準液（ＧＶＢ２＋使
用）を作製し、実施例１と同様に測定を行ったところ、反応時間5分間でも0.1 pg/mLのＴ
ＮＴで10%の相対電流値の上昇が認められ、定性的測定が可能であることが明らかになっ
た。因みにこの濃度は、１Lのガスをサンプリングして１mLのＧＶＢ２＋に溶解する場合
を考えると、pptオーダーのＴＮＴの測定が可能であることを意味しているので、空港な
どでの爆発物発見への適応が可能と思われる。
【００５２】
　実施例４：免疫分析用担体として、酸化還元酵素が担持された多孔質担体を使用した場
合の実施例　
　リポソームに代えて多孔質担体（多孔性微粒子）を利用して実施例1と同様の実験を行
うこともできる。多孔性微粒子としては、セファロースCL（アマシャム社製）を使用する
。実施例1で適用したAFPポリクローナル抗体とGODを重量比1:10になるように混合し、化
学結合法により微粒子表面に固定化する。実施例1と同様の手順でAFP標準液を測定するこ
とができるが、磁石による回収後に微粒子を破壊する工程は含まれない。直接基質溶液（
グルコース）を添加して酵素活性を測定した。
【００５３】
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　測定結果は、実施例1と同様の結果が得られるが、本法の方が検出感度は1桁程度劣るこ
とが予想される。
【図面の簡単な説明】
【００５４】
【図１】本発明の免疫分析用担体（マイクロカプセル試薬）を使用した免疫分析方法の原
理図。
【図２】実施例１の免疫分析用担体（マイクロカプセル試薬）を使用して測定の結果を示
す図（GODおよびカルボキシフルオレセインをそれぞれ封入した場合の相対電流値および
相対蛍光強度を示す）。
【符号の説明】
【００５５】
1・・・抗体固定化分離用磁気粒子
2・・・抗原
3・・・反応容器
4・・・酵素封入マイクロカプセル標識抗体
5・・・基質
6・・・酵素
7・・・電極

【図１】 【図２】
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