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(54)【発明の名称】 免疫測定試薬

(57)【要約】
【課題】  従来の免疫学的測定方法の感度を向上させ、
従来適用が困難であった低分子に対してラテックス凝集
法を広く適用することができる免疫測定試薬を提供す
る。
【解決手段】  複数のリガンドが担持された担体分子と
複数のリガンドが担持された不溶性担体とからなる免疫
測定試薬。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  複数のリガンドが担持された担体分子と
複数のリガンドが担持された不溶性担体とからなること
を特徴とする免疫測定試薬。
【請求項２】  不溶性担体は、ラテックス粒子であるこ
とを特徴とする請求項１記載の免疫測定試薬。
【請求項３】  担体分子は、水溶性であることを特徴と
する請求項１又は２記載の免疫測定試薬。
【請求項４】  担体分子は、水溶性高分子であることを
特徴とする請求項１、２又は３記載の免疫測定試薬。
【請求項５】  リガンドは、少なくとも一部がモノクロ
ーナル抗体であることを特徴とする請求項１、２、３又
は４記載の免疫測定試薬。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、試料中の抗原－抗
体反応を起こす物質を測定する、多価リガンドからなる
高感度な免疫測定試薬に関する。
【０００２】
【従来の技術】免疫学的測定方法は、抗原－抗体反応を
利用して、試料中の測定対象物質である抗原又は抗体
を、測定対象物質に対する抗体又は抗原と特異的に反応
させることにより、検出、測定する方法である。抗原－
抗体反応の検出は、具体的には、発色物質と反応する酵
素や放射性物質又はラテックスや赤血球等の微粒子等を
利用して、抗原－抗体反応に伴って生じる紫外線、可視
光線の吸光度や放射線量の変化を測定することにより行
われる。
【０００３】この免疫学的測定方法は、他の方法と比較
して特異性や感度が高いので、生体試料の定量方法とし
て汎用されている。この方法を利用した測定方法として
は、酵素免疫測定法（ＥＩＡ）、放射免疫測定法（ＲＩ
Ａ）、ラテックス凝集法等がある。
【０００４】しかしながら、この方法は、主に免疫グロ
ブリン等の抗体を使用する方法であるので、測定対象物
質の分子量が小さくなるほど、特に免疫グロブリンより
小さい分子等に対しては、結合すべきエピトープが少な
くなったり、エピトープが２種類以上必要な測定方法の
場合、エピトープ間の距離や、エピトープの分子中の立
体的な位置が複雑となり、抗体が測定対象物質に結合し
にくくなったり、又は、結合しなくなる。その結果、感
度や特異性が低下してしまうという問題点がある。
【０００５】従来の免疫学的測定法を利用した試薬の検
出感度は、その測定原理、測定項目によって異なるが、
例えば、ラテックス凝集法では、１～１０ｎｇ／ｍＬ程
度であり、酵素免疫測定法（ＥＩＡ）や放射免疫測定法
（ＲＩＡ）では、０．１～１ｎｇ／ｍＬ程度であり、よ
り感度を上げることが求められていた。また、低分子量
のもの、特に分子量１０万以下のものについては、ＥＩ
ＡやＲＩＡでは測定可能とする技術も見られるものの、

2
より操作が容易なラテックス凝集法では測定が困難であ
った。ラテックス凝集法において、ハプテン等を用い、
間接的に測定するような方法はあったが、直接抗体を利
用して測定するような方法は見られず、ラテックス凝集
法でも容易に測定ができる技術が求められていた。
【０００６】
【発明が解決しようとする課題】本発明は、上記に鑑
み、従来の免疫学的測定方法の感度を向上させ、従来適
用が困難であった低分子に対してラテックス凝集法を広
く適用することができる免疫測定試薬を提供することを
目的とする。
【０００７】
【課題を解決するための手段】本発明は、複数のリガン
ドが担持された担体分子と複数のリガンドが担持された
不溶性担体とからなる免疫測定試薬である。以下に、本
発明を詳述する。
【０００８】本発明の免疫測定試薬は、抗原抗体反応を
利用する免疫学的測定方法に用いるものであり、複数の
リガンドが担持された担体分子と複数のリガンドが担持
された不溶性担体とからなる。上記免疫学的測定方法と
しては特に限定されず、例えば、酵素免疫測定法（ＥＩ
Ａ）、放射免疫測定法（ＲＩＡ）、ラテックス凝集法等
が挙げられる。なかでも、ラテックス凝集法が好まし
い。
【０００９】上記リガンドとは、測定対象物質等の特定
の物質と特異的に結合する物質を指す。上記リガンドと
しては特に限定されず、例えば、上記測定対象物質が抗
体であれば、上記リガンドとしては、これに対するエピ
トープを持つ物質が挙げられ、上記測定対象物質が抗原
であれば、上記リガンドとしては、その抗原が有するエ
ピトープと特異的に結合する抗体が挙げられ、その他の
場合としては、例えば、上記測定対象物質を基質とする
酵素、補酵素、レセプタ、レクチン、ホルモン、神経伝
達物質等を用いても同様な特異的結合反応が得られる。
なかでも、本発明の免疫測定試薬に用いられるリガンド
は、抗体であることが好ましく、免疫グロブリンＧであ
ることがより好ましい。上記抗体の反応対象となる抗原
やエピトープとしては特に限定されない。
【００１０】また、本発明の免疫測定試薬に用いられる
上記リガンドは、少なくとも一部がモノクローナル抗体
であることが好ましい。上記モノクローナル抗体を用い
ると、エピトープを単一的、限定的に決定できるので、
本発明の免疫測定試薬を用いた測定の再現性、特異性が
より良好となる。また、本発明の免疫測定試薬では、後
述のように複数の抗体を組み合わせるので、モノクロー
ナル抗体の方がより性能が均一な試薬を得ることができ
る。
【００１１】上記抗体が由来する動物種としては特に限
定されず、例えば、ヒト、マウス、ウサギ、ヤギ等が挙
げられる。上記抗体の純度としては特に限定されず、例
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3
えば、グロブリン画分であってもよく、アフィニティ精
製画分であってもよい。
【００１２】また、上記抗体はＦ（ａｂ’）

2
 やＦａｂ

といった断片化されたものでもよい。特に、測定試料が
血液、血漿成分、血清成分である場合には、上記抗体は
酵素等で切断し、Ｆｃ部分を除去し、Ｆ（ａｂ’）
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 の

みにして用いることが好ましい。上記のような測定試料
を測定する場合、試料中にはリウマトイド因子（ＲＦ）
が含まれることがある。ＲＦは免疫グロブリンのＦｃ部
分に対する抗体であるので、上記抗体がＦｃ部分を有す
ると、本発明の免疫測定試薬の構成要素である抗体に対
しても結合し、後述のラテックス凝集反応において、反
応の本体である凝集を増加させる。
【００１３】本発明の免疫測定試薬は、上記リガンドの
担体として、担体分子及び不溶性担体を用いており、上
記担体分子１分子には、複数のリガンドが担持されてい
る。上記担体分子に担持されている複数のリガンドは、
担体分子を介して間接的に結合していることになるの
で、上記担体分子は、１分子あたり、測定対象物質と特
異的に結合する部分を少なくとも２つ有する。また、担
体分子に担持される複数のリガンドは、１種のみであっ
てもよく、２種以上であってもよい。一般に従来のラテ
ックス凝集法、ＥＩＡ、ＲＩＡ等の免疫学的測定方法
は、不溶性担体とリガンドとを組み合わせたもので、測
定対象物質をリガンドを介して不溶性担体に結合させる
ことで反応が進行する。
【００１４】本発明の免疫測定試薬においては、測定対
象物質と結合するリガンドが担体分子に担持されている
ので、リガンドと測定対象物質との反応の際に、不溶性
担体との立体障害等による反応阻害が抑えられ、リガン
ドと測定対象物質との反応が有利に進行し、高感度に測
定対象物質を測定することができる。また、上記担体分
子は、複数のリガンドを担持しているので、測定対象物
質を多数捉えることができる。そのため、上記複数のリ
ガンドが担持された担体分子は、ラテックス凝集法にあ
っては抗原抗体反応に伴うラテックス凝集をより多く生
ぜしめ、ＥＩＡやＲＩＡにあっては、より多くの測定対
象物質を捉えることにより、感度を向上させることがで
きる。
【００１５】本発明の免疫測定試薬に用いられる上記担
体分子の分子量、分子構造としては特に限定されない
が、分子量が５００万以下であることが好ましい。上記
担体分子の分子量が５００万を超えると、反応に用いる
水等の溶媒に対する溶解度が低下することがある。
【００１６】また、上記担体分子は、水溶性であること
が好ましい。本発明の免疫測定試薬は、抗体等の生体成
分を使用するので、有機溶媒等の親油性の溶媒では変性
等を起こしやすく、その使用は好ましくない。従って、
溶媒は水系溶媒を用いることが好ましく、上記担体分子
も水溶性であることが好ましい。
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【００１７】上記担体分子としては特に限定されず、比
較的低分子物質としては、例えば、リシン、グルタミン
酸、アスパラギン酸、セリン、システイン等のアミノ酸
やその単一種又は複数種からなるオリゴマー；アデニル
酸、グアニル酸等のヌクレオチド類；クエン酸、酒石
酸、アジピン酸、セバシン酸等の２価以上のカルボン
酸、エチレンジアミン等の２価以上のアミン、エタンジ
チオール等の２価以上のチオール等が挙げられ、比較的
高分子物質としては、例えば、牛血清アルブミン等のア
ルブミン類；γ－グロブリン等のグロブリン類；ヒスト
ン；モノポリアミノ酸；コラーゲン類；ムチン等の糖タ
ンパク質類；βーガラクトシダーゼ等の酵素類；グルタ
ミン酸、アスパラギン酸、グルタミン、リシン、ヒドロ
キシリシン、アルギニン、セリン、トレオニン、システ
イン等のアミノ酸のうちの単一種、又は、複数種からな
るポリペプチド；デオキシリボ核酸等の核酸類；デキス
トラン、プルラン等の多糖類；ポリエチレングリコー
ル、ポリビニルピロリドン等の水溶性人工高分子等が挙
げられる。これらは単独で用いられてもよく、２種以上
併用されてもよい。
【００１８】また、上記担体分子は水溶性高分子である
ことがより好ましい。水溶性高分子としては、例えば、
比較的高分子物質としては、例えば、牛血清アルブミン
等のアルブミン類；γ－グロブリン等のグロブリン類；
ヒストン；モノポリアミノ酸；コラーゲン類；ムチン等
の糖タンパク質類；βーガラクトシダーゼ等の酵素類；
グルタミン酸、アスパラギン酸、グルタミン、リシン、
ヒドロキシリシン、アルギニン、セリン、トレオニン、
システイン等のアミノ酸のうちの単一種、又は、複数種
からなるポリペプチド；デオキシリボ核酸等の核酸類；
デキストラン、プルラン等の多糖類；ポリエチレングリ
コール、ポリビニルピロリドン等の水溶性人工高分子等
が挙げられる。上記水溶性高分子の分子量としては、３
０００以上が好ましい。分子量が３０００未満である
と、水溶性高分子（担体分子）１分子あたりのリガンド
結合量が少ないので、反応する測定対象物質の数が少な
くなり、結果として得られる免疫測定試薬は反応性に劣
り、感度が向上しないことがある。
【００１９】上記複数のリガンドが担体分子に担持され
る形態としては特に限定されず、例えば、上記リガンド
は、複数のリガンドが担体分子を介して間接的に結合し
ていてもよく、複数のリガンド同士が結合したものが、
担体分子に結合していてもよい。
【００２０】上記担体分子に、複数のリガンドを担持す
る手段としては、不可分に複数の上記リガンドを担持さ
せることができれば特に限定されず、非可逆的であって
も、可逆的であってもよく、例えば、共有結合等の化学
結合による結合や、疎水性吸着、クーロン力等の電気的
な力による結合等が挙げられる。なかでも、安定性の点
で、共有結合が好ましい。但し、上記担体分子に複数の
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リガンドを担持させる際に、リガンドの測定対象物質と
特異的に結合する部分を不可逆的に変化させるように結
合させることはできない。
【００２１】上記複数のリガンドが担持された担体分子
は、反応液中で、分散又は溶解している必要がある。上
記の担体分子が不溶状態であると、担体分子自身の反応
液中での自由度が小さいので、測定対象物質との反応が
立体障害により妨げられ、充分な測定感度を得ることが
できなくなる。また、担体分子は、溶解状態となってい
ることがより好ましい。
【００２２】本発明の免疫測定試薬において、上記複数
のリガンドが担持された担体分子は、複数のリガンドが
担持された不溶性担体と組み合わせて用いられる。本発
明の免疫測定試薬において、上記不溶性担体に担持され
ている複数のリガンドは、測定対象物質と特異的に結合
する物質であることが必要であり、また、該リガンド
は、より特異性を高めるために、上記担体分子に担持さ
れているリガンドとは異なるものであることが好まし
い。また、上記不溶性担体に担持される複数のリガンド
は、１種のみであってもよく、２種以上であってもよ
い。
【００２３】上記不溶性担体としては、ＥＩＡやＲＩＡ
にあっては、プレート、大粒径のビーズ等が好ましく、
ラテックス凝集法において用いるラテックスとしては、
粒径が比較的一定であり、一定の品質、性能のものが工
業的に大量生産できる有機系微粒子が好ましい。上記有
機系微粒子としては特に限定されず、例えば、スチレ
ン、塩化ビニル、アクリロニトリル、酢酸ビニル、アク
リル酸エステル、メタクリル酸エステル等のビニル系モ
ノマーの単一重合体及び／又は共重合体、スチレン－ブ
タジエン共重合体、メチルメタクリレート－ブタジエン
共重合体等のブタジエン系共重合体等が挙げられる。な
かでも、ポリスチレン系のラテックス粒子が好ましい。
上記ポリスチレン系のラテックス粒子は、抗体や抗原等
の各種タンパク質の吸着性に優れており、かつ、抗体の
生物学的活性を長期間安定に保持することができる。
【００２４】上記ラテックス粒子の粒径は、０．０１～
１μｍであるのが好ましい。粒径が０．０１μｍ未満で
あると、微凝集が多発し、見かけの粒径が不均一とな
り、同時再現性等によくない影響を及ぼすことがある。
また、抗体の数の割に充分な凝集が得られないことがあ
る。粒径が１μｍを超えると、自己凝集が進み、分散性
が低下することがある。また、上記不溶性担体にリガン
ドを担持させる方法としては特に限定されず、例えば、
物理的又は化学的に吸着・結合させる方法にて行うこと
ができる。
【００２５】上記複数のリガンドが担持された不溶性担
体の濃度は、不溶性担体がラテックスである場合、凝集
反応を行う反応液中で０．０１～５重量％が好ましい。
上記の不溶性担体の濃度が０．０１重量％未満である
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と、凝集塊の形成が不充分となり、必要な感度が得られ
ないことがある。５重量％を超えると、バックグラウン
ドとしての吸光度が高すぎるので、正確な定量が行えな
いことがある。
【００２６】本発明の免疫測定試薬は、上記のように、
複数のリガンドが担持された担体分子と複数のリガンド
が担持された不溶性担体とからなるものであるが、その
他に、例えば、上記のリガンドを担持した担体分子及び
リガンドを担持した不溶性担体を懸濁させるための緩衝
液、反応時に使用される緩衝液等が含まれてもよい。
【００２７】本発明の免疫測定試薬を用いて測定される
検体としては特に限定されず、各種の生体試料又は非生
体試料の測定に使用することができる。上記生体試料と
しては特に限定されず、例えば、血液、血清、血漿、尿
等が挙げられる。上記非生体試料としては特に限定され
ず、例えば、食品、汚水等が挙げられる。
【００２８】本発明の免疫測定試薬を用いる免疫学的測
定法の測定対象物質としては特に限定されず、抗体であ
っても、抗原であってもよく、また、その他の基質、レ
セプター、ホルモン、神経伝達物質等であっても同様に
測定することができる。上記抗体としては抗原による刺
激の結果として生体内で産生される蛋白質であれば特に
限定されず、例えば、免疫グロブリンが挙げられる。上
記抗原としては上記抗体と特異的に結合できる部分（エ
ピトープ）を有するものであれば特に限定されず、いか
なる分子量であってもよく、いかなる分子構造を有して
いてもよい。
【００２９】本発明の免疫測定試薬によれば、測定対象
物質が分子量が１５万以下と比較的小さいものである場
合でも高感度で検出することができる。上記分子量が１
５万以下のものとしては特に限定されず、例えば、イン
スリン、チロトロピン、ＬＨ、ＬＨ－ＲＨ、ガストリ
ン、ソマトスタチン、コルチコトロピン、バソプレッシ
ン、オキシトシン、プロラクチン、ＦＳＨ、グルカゴン
等が挙げられる。
【００３０】分子量が１５万以下であるような比較的小
さい物質は、比較的エピトープ同士が近いために従来の
測定方法ではラテッスク凝集法によっては捉え難かっ
た。本発明の免疫測定試薬を用いれば、立体的な障害を
防ぐことができるので、ラテッスク凝集法を用いてもよ
り反応しやすくなり、結果として感度を飛躍的に向上す
ることができる。また、ＥＩＡ、ＲＩＡ等の測定法にお
いても、同様の理由で感度の向上をはかることができ
る。また、測定対象物質が分子量が１５万を超えるもの
である場合でも、本発明の免疫測定試薬の立体障害軽減
効果により、検出感度を向上することができる。
【００３１】本発明の免疫測定試薬をラテックス凝集法
に適用する場合には、感度向上又は反応促進のために、
反応液中に水溶性高分子等を添加してもよい。上記水溶
性高分子としては、例えば、ポリエチレングリコール、
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7
ポリビニルピロリドン、プルラン等が挙げられる。上記
水溶性高分子は、単独で用いられてもよく、２種以上併
用されてもよい。
【００３２】上記水溶性高分子は、その平均分子量が１
０００～５００万が好ましい。平均分子量が１０００未
満であると、感度向上又は反応促進の効果が不充分とな
ることがある。平均分子量が５００万を超えると、媒体
への溶解度が著しく低くなり、溶解性の点で問題が生じ
ることがある。
【００３３】上記水溶性高分子の濃度は、凝集反応を行
う反応液中で０．１～２０重量％であることが好まし
い。濃度が０．１重量％未満であると、感度が低いの
で、低濃度域での正確な測定ができないことがある。２
０重量％を超えると、非特異的反応による凝集が生じ、
正確な測定が困難となることがある。
【００３４】上記水溶性高分子は、適当な媒体に分散及
び溶解して使用するのが好ましい。この場合、上記複数
のリガンドが担持された担体分子と上記複数のリガンド
が担持された不溶性担体と水溶性高分子とは、同一の媒
体に分散及び溶解して１液のラテックス試薬として使用
してもよく、各々、別個に媒体に分散又は溶解させてラ
テックス試薬と溶液状の試薬との２液型又は３液型試薬
として使用してもよい。
【００３５】上記媒体としては特に限定されず、例え
ば、リン酸緩衝液、グリシン緩衝液、トリス塩酸緩衝
液、グッド緩衝液等が挙げられる。また、上記媒体のｐ
Ｈは、５．５～８．５が好ましい。より好ましくは、
６．５～８．０である。
【００３６】上記１液のラテックス試薬中には、更に、
非特異的反応の防止、又は、保存安定性のための牛血清
アルブミン、ショ糖、塩濃度調整のために塩化ナトリウ
ム等を適宜溶解させてもよい。また、ラテックス試薬と
溶液状の試薬との２液型又は３液型試薬として使用する
場合にも、ラテックス試薬及び溶液状試薬のそれぞれに
牛血清アルブミン、ショ糖、塩濃度調整のために塩化ナ
トリウム等を適宜溶解させてもよい。
【００３７】上記ラテックス凝集法を行う場合の反応条
件としては特に限定されないが、例えば、不溶性担体、
担体分子及び試料の反応は、抗原抗体反応及びそれに伴
うラテックス凝集反応であるので、５秒～１５分間、恒
温で行うのが好ましい。反応時間が５秒未満であると、
反応が充分に進まず、正確な測定が困難となることがあ
る。反応時間が１５分を超えると、非特異的反応による
凝集が生じ、正確な測定が困難となることがある。ま
た、上記反応は、２５～３７℃で行うのが好ましい。
【００３８】上記ラテックス凝集法では、ラテックス凝
集反応の進行に伴う吸光度の増加を測定するのが好まし
い。吸光度測定に用いられる波長としては特に限定され
ず、適切な波長を選択すればよいが、通常４００～１０
００ｎｍが好ましい。より好ましくは、５００～８００

8
ｎｍである。
【００３９】上記測定に使用する機器としては、経時的
に反応液の吸光度を測定できるものであれば特に限定さ
れないが、汎用の生化学自動分析装置が好ましい。上記
の測定波長、検体量、試薬量等は、装置に合わせて適宜
選択することができる。
【００４０】測定対象物質の定量は、既知量の試料、例
えば、標準血清とその希釈系列等について、上記の測定
を行い、その測定値と既知濃度とから検量線を作成して
おき、未知量の試料について同一条件で測定した測定値
から、上記検量線において対応する量を求めることによ
って行うことができる。
【００４１】本発明の１態様によれば、複数個のモノク
ローナル抗体がアジピン酸等の分子を介して結合したも
のと上記モノクローナル抗体とは別種のモノクローナル
抗体を複数個ラテックス微粒子等の不溶性担体に担持さ
せたものとを用い、これらと測定試料とを混合し、抗原
－抗体反応を契機としたラテックス凝集反応を生ぜしめ
る。上記反応液の吸光度変化量を測定し、あらかじめ作
成した検量線を用いて、濃度未知の試料中の測定対象物
の量を正確に測定することができる。
【００４２】
【実施例】以下に実施例を挙げて本発明を更に詳細に説
明するが、本発明はこれらの実施例のみに限定されるも
のではない。
【００４３】実施例１～３、及び、比較例１～５
（試薬及び材料）実施例１～３及び比較例１～５で使用
した試薬及び材料は以下の通りである。
ラテックス：平均粒径０．４０３μｍのポリスチレンラ
テックス（固形分１０％（Ｗ／Ｖ）、積水化学工業社
製）を用いた。
ラテックス希釈用緩衝液：５０ｍＭ  Ｎａ

2
 ＨＰＯ

4
 と

５０ｍＭ  ＮａＨ
2
 ＰＯ

4
 とをｐＨ７．５０になるよう

に混合し、ラテックス希釈用緩衝液として用いた。
抗プロラクチンモノクローナル抗体：マウスの腹水から
精製した３種のクローンの抗プロラクチンモノクローナ
ル抗体Ａ、Ｂ、Ｃを、プロテインＧによるアフィニティ
クロマトグラフィーで精製し、集めたものを用いた。
抗体希釈用緩衝液：ラテックス希釈用緩衝液を、抗体希
釈用緩衝液として用いた。
ブロッキング用緩衝液：１００ｍＭ  Ｎａ

2
 ＨＰＯ

4
 と

１００ｍＭ  ＮａＨ
2
 ＰＯ

4
 とをｐＨ７．４０になるよ

うに混合し、ウシ血清アルブミン（Ｂｏｖｉｎｅｓｅｒ
ｕｍ  ａｌｂｕｍｉｎ、ＦｒａｃｔｉｏｎＶ、Ｒｅａｇ
ｅｎｔ  Ｇｒａｄｅ、Ｍｉｌｅｓ  Ｃｏｒｐ．社製）を
１％（Ｗ／Ｖ）になるように、またＮａＮ

3
 （試薬特

級、ナカライテスク社製）を０．１％（Ｗ／Ｖ）になる
ように添加したものを、ブロッキング用緩衝液として用
いた。
血清検体：健常人の血清にプロラクチンを添加したもの



(6) 特開２００１－３３０６１２

10

20

50

9
を用いた。
検体希釈液（Ｒ１調製用）：ブロッキング用緩衝液に、
ポリエチレングリコール６０００（平均分子量７５０
０、和光純薬工業社製）を５％（Ｗ／Ｖ）になるように
添加したものを検体希釈液として用いた。
【００４４】（方法）
（１）リガンド担持担体分子の調製
抗プロラクチンモノクローナル抗体Ａ、Ｂ、Ｃの３種類
について、そのタンパク濃度を１ｍｇ／ｍＬに調製し
た。これとは別に、溶液中の濃度が０．１ｍｇ／ｍＬで
あるセバシン酸（和光純薬工業社製）に、酸性下（ｐＨ
４．５）で塩酸－１－エチル－３－（３－ジメチルアミ
ノプロピル）カルボジイミドを溶液に全体の濃度にして
１０％となるように加え、４℃下で３時間反応させた。
これを逆相ＨＰＬＣでイミド化セバシン酸の画分を分取
し、これを減圧・濃縮し、１０ｍｇ／ｍＬのイミド化セ
バシン酸を得た。これに、中性条件下（ｐＨ７．５）で
先の３種類のモノクローナル抗体をそれぞれ別々に添加
し、イミド化セバシン酸１ｍｇ／ｍＬ、モノクローナル
抗体１ｍｇ／ｍＬの濃度に調整した。この液を４℃条件
下で２４時間反応させ、反応終了後、ゲル透過クロマト
グラフィーで分子量３０万以上の画分のみを集め、これ
を濃縮した後に濃度調整を行い、１００μｇ／ｍＬの３
種のリガンドが担持されたセバシン酸（リガンド担持担
体分子）を得た。 *
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*【００４５】（２）リガンド担持ラテックスの調製
平均粒径０．４０３μｍのポリスチレンラテックス（固
形分１０％（Ｗ／Ｖ））１容に、ラテックス希釈用緩衝
液３容を添加、希釈し、２．５％（Ｗ／Ｖ）ラテックス
液とした。抗プロラクチンモノクローナル抗体Ａ、Ｂ、
Ｃを、タンパク濃度が１ｍｇ／ｍＬになるように抗体希
釈用緩衝液で希釈し、抗体液とした。２．５％（Ｗ／
Ｖ）ラテックス液２００μＬを２５℃のインキュベータ
ー中でマグネチックスターラーで撹拌しながら、抗体液
８００μＬを素早く添加し、２５℃にて１時間撹拌し
た。その後、ブロッキング用緩衝液を２．０ｍＬ添加
し、２５℃にて続けて２時間撹拌した。その後、１５
℃、１５０００ｒｐｍにて１５分間遠心分離した。得ら
れた沈殿にブロッキング用緩衝液４．０ｍＬを添加し、
同様に遠心分離することにより、沈殿を洗浄した。洗浄
操作は３回行った。この沈殿にブロッキング用緩衝液を
２．０ｍＬ添加し、よく撹拌した後、超音波破砕機にて
分散処理を行い、固形分０．２５％（Ｗ／Ｖ）の３種の
ラテックス試薬とした。このようにして調製したラテッ
クス試薬は４℃にて保存した。
（３）実施例及び比較例における試薬の組み合わせ
実施例及び比較例について、Ｒ１及びＲ２の組み合わせ
を表１に示した。
【００４６】
【表１】

【００４７】（４）プロラクチン量の測定
実施例及び比較例で作製した試薬によるプロラクチン量
の測定は、生化学用自動分析装置７１５０形（日立製作
所社製）を用いて行った。上記（２）で得られた固形分
０．２５％（Ｗ／Ｖ）のラテックス試薬をそのままＲ２
液（固形分０．２５％（Ｗ／Ｖ））とした。また、Ｒ１

液には、前述の検体希釈液に前述のリガンド担持セバシ
ン酸を加えたものを用いた。検体希釈液への添加物の種
類、量については表１に示した。測定条件は以下の通り
である。
検体容量：２０μＬ
検体希釈液（Ｒ１液）：２１０μＬ
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試薬（Ｒ２液）：３０μＬ
測定波長：５７０ｎｍ
測定温度：３７℃
【００４８】試薬（Ｒ２液）を添加してから約８０秒後
の吸光度と約３２０秒後の吸光度との差（ΔＯＤ５７
０）を測定し、この吸光度の差を１万倍したものを吸光
度変化量とした。検体の代わりに既知濃度の血液項目用
標準血清で同様の測定を行って、あらかじめ検量線を作
成しておき、上清検体の吸光度変化量を上記検量線に外
挿して、検体中のプロラクチン量を算出した。 *

12
*【００４９】（５）検体と測定結果
プロラクチンを添加した健常人男子のプール血清（１０
００ｎｇ／ｍＬに調製）を、何も添加しない同一の健常
人男子のプール血清で倍々に希釈して、１ｎｇ／ｍＬ
（１０２４倍希釈）までの希釈系列を調製した。この希
釈系列をそれぞれ２回ずつ測定した結果を、表２に示し
た。
【００５０】
【表２】

【００５１】表２より、比較例１～５で作製した試薬で
は、いずれも最小検出感度が１２８ｎｇ／ｍＬまでだっ
たのに対し、実施例１～３で作製した試薬は、３．９１
ｎｇ／ｍＬまでの最小検出感度が得られ、飛躍的に感度
が向上していた。

【００５２】
【発明の効果】本発明の免疫測定試薬は、従来の免疫測
定試薬に比べ、検出感度に優れている。そのため、迅速
かつ簡便に多種多様な物質を高感度で定量することが可
能である。
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