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(54)【発明の名称】 酵素免疫測定法による測定試薬及び測定方法

(57)【要約】
【目的】  試料中の測定対象物質の測定を、酵素免疫測
定法により行うための試薬又は測定方法において、酵素
標識物質による酵素反応の停止剤として蛋白質変性剤を
用いることにより、分析機器の腐食や実験廃液の処理等
の問題を解消し、更に、退色を起こすことなく酵素反応
を完全に停止させることにより、正確性を高めた酵素免
疫測定法による試料中の測定対象物質の測定試薬及び測
定方法を提供する。
【構成】  試料中の測定対象物質の測定を、酵素免疫測
定法により行うための測定試薬及び測定方法において、
蛋白質変性剤よりなる酵素標識物質による酵素反応の停
止剤を含有、又は存在させる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  試料中の測定対象物質の測定を、酵素免
疫測定法により行うための試薬において、蛋白質変性剤
よりなる酵素標識物質による酵素反応の停止剤を含むこ
とを特徴とする、酵素免疫測定法による試料中の測定対
象物質の測定試薬。
【請求項２】  蛋白質変性剤が塩酸グアニジン、尿素又
はチオシアン酸塩の少なくとも１種類である、請求項１
記載の測定試薬。
【請求項３】  標識物質が、ペルオキシダーゼである、
請求項１又は請求項２記載の測定試薬。
【請求項４】  色原体として、（ｉ）４－アミノアンチ
ピリン、及び（ｉｉ）フェノール若しくはその誘導体又
はアニリン誘導体のいずれか一方を使用することを特徴
とする、請求項１～請求項３のいずれか１項に記載の測
定試薬。
【請求項５】  測定対象物質が、夏型過敏性肺炎の原因
微生物に対する抗体である、請求項１～請求項４のいず
れか１項に記載の測定試薬。
【請求項６】  夏型過敏性肺炎の原因微生物が、Ｔｒｉ
ｃｈｏｓｐｏｒｏｎ  ａｓａｈｉｉである、請求項５記
載の測定試薬。
【請求項７】  試料中の測定対象物質の測定を、酵素免
疫測定法により行う測定方法において、酵素標識物質に
よる酵素反応の停止剤として蛋白質変性剤を用いること
を特徴とする、酵素免疫測定法による試料中の測定対象
物質の測定方法。
【請求項８】  蛋白質変性剤が塩酸グアニジン、尿素又
はチオシアン酸塩の少なくとも１種類である、請求項７
記載の測定方法。
【請求項９】  標識物質が、ペルオキシダーゼである、
請求項７又は請求項８記載の測定方法。
【請求項１０】  色原体として、（ｉ）４－アミノアン
チピリン、及び（ｉｉ）フェノール若しくはその誘導体
又はアニリン誘導体のいずれか一方を使用することを特
徴とする、請求項７～請求項９のいずれか１項に記載の
測定方法。
【請求項１１】  測定対象物質が、夏型過敏性肺炎の原
因微生物に対する抗体である、請求項７～請求項１０の
いずれか１項に記載の測定方法。
【請求項１２】  夏型過敏性肺炎の原因微生物が、Ｔｒ
ｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎａｓａｈｉｉである、請求項１１
記載の測定方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、試料中の測定対象
物質の測定を酵素免疫測定法により行うための測定試薬
及び測定方法において、標識物質の酵素反応の停止剤と
して蛋白質変性剤を用いることを特徴とするものであ
る。本発明は、特に化学、生命科学、臨床検査等の分野
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において有用なものである。
【０００２】
【従来の技術】抗原と抗体、糖とレクチン、ヌクレオチ
ド鎖とそれに相補的なヌクレオチド鎖、リガンドとレセ
プター等の特異的な親和性を有する物質間の反応を利用
した試料中に含まれる微量の測定対象物質の測定試薬及
び測定方法には種々のものが知られている。
【０００３】中でも、抗原と抗体の間の抗原抗体反応
（免疫反応）を利用した免疫学的測定方法は広く実施さ
れている。この免疫学的測定方法のうち、抗原又は抗体
に酵素、放射性同位元素、又は蛍光色素のような微量の
差を識別できる標識物を結合させて、抗原抗体反応の特
異性を利用することにより、試料中の抗原又は抗体の存
在を免疫学的に測定しようとする標識物による免疫学的
測定方法は、比較的短時間に簡便に実施でき、かつ再現
性も良いことから汎用されている。
【０００４】この標識物による免疫学的測定方法のう
ち、標識物として酵素を用いるものを酵素免疫測定法
（ＥＩＡ法；Ｅｎｚｙｍｅ  Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）
という。このＥＩＡは、抗原又は抗体の一方を酵素で標
識し、抗原抗体反応の結果を酵素反応に変換して発色さ
せ、抗原又は抗体を定性的又は定量的に測定しようとい
うものである。また、ＥＩＡ法のうち固相を利用したも
のをＥＬＩＳＡ法（Ｅｎｚｙｍｅ－Ｌｉｎｋｅｄ  Ｉｍ
ｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ  Ａｓｓａｙ）と呼ぶ。これら
酵素免疫測定法は、放射性同位元素を標識物質として使
用する放射免疫測定法と同等の感度を持ち、放射能汚染
の危険性もないため、広く利用されている。
【０００５】この酵素免疫測定法では、光学的方法を利
用して酵素標識物質の酵素活性を測定する方法が一般的
に良く知られている。この光学的方法では標識物質であ
る酵素の触媒活性によって色原体から色素等を生成さ
せ、この生成した色素等の量を測定することにより酵素
活性を決定することができる。また、酵素免疫測定法に
おいては、酵素標識物質による酵素反応を停止させた後
に、吸光度の測定を行うのが一般的である。
【０００６】この酵素反応を停止させるためには、硫酸
や塩酸のような強酸、又は水酸化ナトリウムのような強
アルカリ液のような物質が一般的に用いられている。
【発明が解決しようとする課題】しかしながら、これら
一般的に用いられている酵素反応の停止剤は、分析機器
を腐食するおそれもあり、また実験廃液の処理等の問題
もあることから、取り扱いには充分注意する必要があっ
た。更に、標識物質としてペルオキシダーゼを用いる場
合に、色原体として、４－アミノアンチピリン、及びフ
ェノール若しくはその誘導体又はアニリン誘導体のいず
れか一方を使用する場合においては、酵素反応の停止剤
として硫酸等の強酸を用いると酵素反応の停止後に退色
が起こり、測定不能となってしまう。
【０００７】本発明は、上記課題に鑑みてなされたもの
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であり、酵素標識物質による酵素反応の停止剤として蛋
白質変性剤を用いることにより、分析機器の腐食や実験
廃液の処理等の問題を解消し、更に、退色を起こすこと
なく酵素反応を完全に停止させることにより、正確性を
高めた酵素免疫測定法による試料中の測定対象物質の測
定試薬及び測定方法を提供することを目的とする。
【０００８】
【課題を解決するための手段】本発明は、試料中の測定
対象物質の測定を、酵素免疫測定法により行うための試
薬において、蛋白質変性剤よりなる酵素標識物質による
酵素反応の停止剤を含むことを特徴とする、酵素免疫測
定法による試料中の測定対象物質の測定試薬である。
【０００９】本発明の測定試薬においては、蛋白質変性
剤が塩酸グアニジン、尿素又はチオシアン酸塩の少なく
とも１種類であることが好適である。
【００１０】また、本発明の測定試薬においては、標識
物質が、ペルオキシダーゼであることが好適である。
【００１１】そして、本発明の測定試薬においては、色
原体として、（ｉ）４－アミノアンチピリン、及び（ｉ
ｉ）フェノール若しくはその誘導体又はアニリン誘導体
のいずれか一方を使用することが好適である。
【００１２】更に、本発明の測定試薬においては、測定
対象物質が、夏型過敏性肺炎の原因微生物に対する抗体
であることが好適である。
【００１３】また、本発明の測定試薬においては、夏型
過敏性肺炎の原因微生物が、Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ
  ａｓａｈｉｉであることが好適である。
【００１４】また、本発明は、試料中の測定対象物質の
測定を、酵素免疫測定法により行う測定方法において、
酵素標識物質による酵素反応の停止剤として蛋白質変性
剤を用いることを特徴とする、酵素免疫測定法による試
料中の測定対象物質の測定方法である。
【００１５】本発明の測定方法においては、蛋白質変性
剤が塩酸グアニジン、尿素又はチオシアン酸塩の少なく
とも１種類であることが好適である。
【００１６】そして、本発明の測定方法においては、標
識物質が、ペルオキシダーゼであることが好適である。
【００１７】更に、本発明の測定方法においては、色原
体として、（ｉ）４－アミノアンチピリン、及び（ｉ
ｉ）フェノール若しくはその誘導体又はアニリン誘導体
のいずれか一方を使用することが好適である。
【００１８】また、本発明の測定方法においては、測定
対象物質が、夏型過敏性肺炎の原因微生物に対する抗体
であることが好適である。
【００１９】更に、本発明の測定方法においては、夏型
過敏性肺炎の原因微生物が、Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ
  ａｓａｈｉｉであることが好適である。
【００２０】
【発明の実施の形態】本発明による試料中の測定対象物
質の測定試薬及び測定方法は、酵素免疫測定法により測
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定対象物質の測定を行う測定試薬及び測定方法におい
て、酵素標識物質による酵素反応の停止剤として蛋白質
変性剤を用いることにより、正確な測定が行えるもので
ある。
【００２１】本発明の測定試薬及び測定方法では、酵素
標識物質による酵素反応の停止剤を、従来用いられてい
た硫酸や塩酸等から塩酸グアニジン又は尿素等の蛋白質
変性剤に変えることにより、試料中の測定対象物質を正
確に測定することができるものである。特に、酵素反応
停止後の退色を防止し、正確な測定が行えるものであ
る。
【００２２】本発明の測定試薬及び測定方法において、
試料中の測定対象物質の測定を行う際の手順は、公知の
酵素免疫測定法の手順に準じて行えばよい。
【００２３】この操作の手順であるが、測定対象物質が
抗体であり、サンドイッチ法により測定を行う場合を例
に取り、以下説明を行う。
【００２４】①  『「測定対象物質である抗体と結合す
ることができる物質」（例えば、測定対象物質である抗
体にとっての抗原、又はこの抗原の抗原決定基を有する
物質等）』を担体に固定化させたものを調製する。
【００２５】②  次に、この担体の「測定対象物質であ
る抗体と結合することができる物質」を固定化した部分
に一定量の試料を添加して一定時間接触させる。
【００２６】これにより、試料中に測定対象物質が存在
する場合には、「測定対象物質－測定対象物質である抗
体と結合することができる物質－担体」の結合を形成さ
せる。
【００２７】③  この添加・接触と同時に、若しくは一
定時間のうちに、又は洗浄の後に、「測定対象物質であ
る抗体と結合することができる物質」であって前記の
「測定対象物質である抗体と結合することができる物
質」と同一又は異なる物質（例えば、抗体、又は抗原
等）に酵素標識物質を結合させたもの（「酵素標識結合
物質」）の一定量を、この担体の「測定対象物質－測定
対象物質である抗体と結合することができる物質」を固
定化した部分に添加して一定時間接触させる。
【００２８】この操作により、試料中に測定対象物質で
ある抗体が存在する場合には、「酵素標識結合物質－測
定対象物質－測定対象物質である抗体と結合することが
できる物質－担体」の結合を形成させる。
【００２９】④  その後、担体に結合していない未結合
の「酵素標識結合物質」を洗浄分離する。（Ｂ／Ｆ分
離）
【００３０】⑤  次に、この担体の「酵素標識結合物質
－測定対象物質－測定対象物質である抗体と結合するこ
とができる物質－担体」の部分に色原体を添加し、酵素
標識（結合）物質による酵素反応によってこの色原体か
ら色素を生成させる。
【００３１】⑥  その後、この担体に蛋白質変性剤より
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なる酵素標識（結合）物質による酵素反応の停止剤の一
定量を添加して、酵素反応を停止させる。
【００３２】⑦  そして、この生成した色素の量（濃
度）を測定することにより、「酵素標識結合物質－測定
対象物質－測定対象物質である抗体と結合することがで
きる物質－担体」の結合により担体に結合した酵素標識
結合物質の酵素活性の測定を行い、これにより試料中の
測定対象物質の測定を行う。
【００３３】この測定においては、担体と酵素標識結合
物質が試料中の測定対象物質等を介して、「酵素標識結
合物質－測定対象物質－測定対象物質である抗体と結合
することができる物質－担体」と結合するので、担体に
間接的に結合した酵素標識結合物質の量を測定すること
により試料中に含まれていた測定対象物質の有無、又は
量を測定することができるものである。
【００３４】「酵素標識結合物質－測定対象物質－測定
対象物質である抗体と結合することができる物質－担
体」の結合により担体に結合した酵素標識結合物質の酵
素活性の測定については、例えば、標識物質としてペル
オキシダーゼを用い、色原体として、（ｉ）４－アミノ
アンチピリン、及び（ｉｉ）フェノール若しくはその誘
導体又はアニリン誘導体のいずれか一方を使用する場合
には、過酸化水素を存在させて反応させ、色原体よりロ
イコ型色素を生成させて、その生成したロイコ型色素の
量を吸光度を測るなどの光学的方法等により測定を行え
ばよい。
【００３５】本発明の測定方法及び測定試薬において用
いられる酵素反応の停止剤は、蛋白質変性剤よりなるも
のである。また、本発明の測定方法及び測定試薬におい
ては、蛋白質変性剤のみを酵素反応の停止剤として使用
しても良いし、蛋白質変性剤とと副成分を組み合わせた
ものを酵素反応の停止剤として使用してもよい。
【００３６】なお、本発明の測定方法及び測定試薬にお
いて反応停止剤として用いられる蛋白質変性剤として
は、例えば、塩酸グアニジン、尿素又はチオシアン酸塩
等を用いることが好ましい。ここで、反応停止剤として
塩酸グアニジンを用いる場合は、最終濃度で２Ｍ以上、
好ましくは４Ｍ以上の濃度となるように添加することに
より、酵素反応を確実に停止させることができる。ま
た、反応停止剤として尿素を用いる場合は、最終濃度で
２Ｍ以上、好ましくは４Ｍ以上の濃度となるように添加
することにより、酵素反応を確実に停止させることがで
きる。更に、反応停止剤としてチオシアン酸塩を用いる
場合は、最終濃度で２Ｍ以上、好ましくは４Ｍ以上の濃
度となるように添加することにより、酵素反応を確実に
停止させることができる。また、蛋白質変性剤は、１種
類のみを使用しても２種類以上を組み合わせて使用して
もよい。
【００３７】本発明の測定方法及び測定試薬において用
いられる標識物質としては、例えば、ペルオキシダー
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ゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、
ルシフェラーゼ等を挙げることができる。
【００３８】なお、本発明の測定方法及び測定試薬にお
いては、標識物質としてペルオキシダーゼを用いること
が好ましい。ここで、ペルオキシダーゼとしては、例え
ば、細菌若しくはカビなどの微生物由来のもの、ヒト若
しくはウシなどの動物由来のもの、西洋ワサビなどの植
物由来のもの、又は遺伝子組み換え法により調製したも
の等を用いることができる。また、ペルオキシダーゼの
使用濃度は、１６０～６４０purpurogallin ｍＵ／ｍｌ
の濃度範囲で用いることが好ましい。
【００３９】本発明の測定方法及び測定試薬において用
いられる色原体としては、例えば、４－アミノアンチピ
リン及びフェノール若しくはその誘導体又はアニリン誘
導体の組み合わせ、３－メチル－２－ベンゾチアゾリノ
ンヒドラゾン及びアニリン誘導体の組み合わせ、２，
２’－アジノビス（３－エチルベンゾチアゾリン－６－
スルホン酸）、トリフェニルメタン系ロイコ色素、ジフ
ェニルアミン誘導体、ベンジジン誘導体、トリアリルイ
ミダゾール誘導体、ロイコメチレンブルー誘導体又はο
－フェニレンジアミン誘導体等を挙げることができる。
【００４０】ここでフェノールの誘導体としては、例え
ば、４－クロロフェノール、２，４－ジクロロフェノー
ル、２，４－ジブロモフェノール、若しくは２，４，６
－トリクロロフェノール、又はこれらの塩等を挙げるこ
とができる。
【００４１】また、アニリン誘導体としては、例えば、
Ｎ－（２－ヒドロキシ－３－スルホプロピル）－３，５
－ジメトキシアニリン（ＨＤＡＯＳ）、 Ｎ－スルホプ
ロピル－３，５－ジメトキシアニリン（ＨＤＡＰＳ）、
Ｎ－エチル－Ｎ－（２－ヒドロキシ－３－スルホプロピ
ル）－３，５－ジメトキシアニリン（ＤＡＯＳ）、Ｎ－
エチル－Ｎ－スルホプロピル－３，５－ジメトキシアニ
リン（ＤＡＰＳ）、Ｎ－エチル－Ｎ－（２－ヒドロキシ
－３－スルホプロピル）－３，５－ジメトキシ－４－フ
ルオロアニリン（ＦＤＡＯＳ）、Ｎ－エチル－Ｎ－スル
ホプロピル－３，５－ジメトキシ－４－フルオロアニリ
ン（ＦＤＡＰＳ）、Ｎ－（２－カルボキシエチル）－Ｎ
－エチル－３，５－ジメトキシアニリン（ＣＥＤＢ）、
Ｎ－エチル－Ｎ－（２－ヒドロキシ－３－スルホプロピ
ル）－３－メトキシアニリン（ＡＤＯＳ）、Ｎ－エチル
－Ｎ－（３－スルホプロピル）－３－メトキシアニリン
（ＡＤＰＳ）、Ｎ－エチル－Ｎ－（２－ヒドロキシ－３
－スルホプロピル）アニリン（ＡＬＯＳ）、Ｎ－エチル
－Ｎ－（３－スルホプロピル）アニリン（ＡＬＰＳ）、
Ｎ－（３－スルホプロピル）アニリン（ＨＡＬＰＳ）、
Ｎ－エチル－Ｎ－（２－ヒドロキシ－３－スルホプロピ
ル）－３，５－ジメチルアニリン（ＭＡＯＳ）、Ｎ－エ
チル－Ｎ－（３－スルホプロピル）－３，５－ジメチル
アニリン（ＭＡＰＳ）、Ｎ－エチル－Ｎ－（２－ヒドロ
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7
キシ－３－スルホプロピル）－３－メトキシアニリン
（ＴＯＯＳ）、Ｎ－（２－カルボキシエチル）－Ｎ－エ
チル－３－メチルアニリン（ＣＥＭＢ）、若しくはＮ－
（２－カルボキシエチル）－Ｎ－エチル－３－メトキシ
アニリン（ＣＥＭＯ）、又はこれらの塩等を挙げること
ができる。
【００４２】また、トリフェニルメタン系ロイコ色素と
しては、例えば、ロイコマラカイトグリーン、ビス（ｐ
－ジエチルアミノフェニル）－２－スルホニルメタン又
はビス（ｐ－ジエチルアミノフェニル）－３，４－ジス
ルホプロポキシフェニルメタン・ジナトリウム塩等を挙
げることができる。
【００４３】更に、ジフェニルアミン誘導体としては、
例えば、ビス〔４－ジ（２－ブトキシエチル）アミノ－
２－メチルフェニル〕アミン又はＮ，Ｎ－ビス（４－）
ジエチルアミノ－２－メチルフェニル）－Ｎ’－ｐ－ト
ルエンスルホニル尿素等を挙げることができる。
【００４４】また、ロイコメチレンブルー誘導体として
は、例えば、１０－（カルボキシメチルアミノカルボニ
ル）－３，７－ビス（ジメチルアミノ）フェノチアジン
・ナトリウム塩又は１０－〔３－（メトキシカルボニル
アミノメチル）フェニルメチルアミノカルボニル〕－
３，７－ビス（ジメチルアミノ）フェノチアジン等を挙
げることができる。
【００４５】更に、ベンジジン誘導体としては、例え
ば、ベンジジン、ο－トリジン、ο－ジアニシジン、
３，３’－ジアミノベンジジン又は３，３’、５，５’
－テトラアミノベンジジン等を挙げることができる。
【００４６】また、トリアリルイミダゾール誘導体とし
ては、例えば、２－（４－カルボキシフェニル）－３－
Ｎ－メチルカルバモイル－４，５－ビス（４－ジエチル
アミノフェニル）イミダゾール又は２－（３－メトキシ
－４－ジエチルアミノフェニル）－３－Ｎ－メチルカル
バモイル－４，５－ビス（２－メチル－４－ジエチルア
ミノフェニル）イミダゾール等を挙げることができる。
【００４７】また、本発明の測定方法及び測定試薬にお
いては、色原体として、（ｉ）４－アミノアンチピリ
ン、及び（ｉｉ）フェノール若しくはその誘導体又はア
ニリン誘導体のいずれか一方を使用することが好まし
い。
【００４８】また、色原体の使用濃度については、４－
アミノアンチピリンは０．１～１０ｍＭの濃度範囲で使
用することが好ましく、またフェノール若しくはその誘
導体、又はアニリン誘導体は、６～３００ｍＭの濃度範
囲で使用することが好ましい。
【００４９】本発明の測定方法及び測定試薬は、例え
ば、サンドイッチ法、又は競合法等の手法により行うこ
とができる。
【００５０】また、本発明の測定方法及び測定試薬は、
例えば、１ステップ法、又は２ステップ法等の手法によ
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り行うことができる。
【００５１】また、本発明の測定方法及び測定試薬にお
いては、担体として磁性体よりなる物質又は磁性体を含
む物質を用い、これに磁力を作用させて、Ｂ／Ｆ分離を
磁気的に行うこともできる。
【００５２】本発明の測定方法及び測定試薬において、
担体としては、抗原又は抗体等を固定化することができ
る担体であれば、その種類、材質、形状等を特に限定す
ることなく使用することができる。
【００５３】これは、酵素免疫測定法、蛍光免疫測定
法、放射免疫測定法、又は発光免疫測定法などの標識物
質を用いた免疫測定法等において、一般的に測定に用い
られている担体については、問題なく用いることができ
る。
【００５４】例えば、ポリスチレン、ポリカーボネイ
ト、ポリビニルトルエン、ポリプロピレン、ポリエチレ
ン、ポリ塩化ビニル、ナイロン、ポリメタクリレート、
ポリアクリルアミド、ラテックス、リポソーム、ゼラチ
ン、アガロース、セルロース、セファロース、ガラス、
金属、セラミックス又は磁性体等の材質よりなる粒子、
マイクロカプセル、ビーズ、マイクロプレート、試験
管、スティック又は試験片等の担体を用いることができ
る。
【００５５】また、前記の担体を強磁性体で被覆又は担
体成型時に強磁性体を含有させて調製した磁性担体等を
用いることもできる。
【００５６】酵素標識物質を、抗原又は抗体等に結合さ
せる方法は、化学的結合法等の公知の方法を用いること
ができる。
【００５７】この化学的結合法により行う場合には、日
本臨床病理学会編「臨床病理臨時増刊特集第５３号  臨
床検査のためのイムノアッセイ－技術と応用－」，臨床
病理刊行会，１９８３年、日本生化学会編「新生化学実
験講座１  タンパク質ＩＶ」，東京化学同人，１９９１
年等に記載の公知の方法に従い、酵素標識物質と、抗原
又は抗体等を、グルタルアルデヒド、カルボジイミド、
イミドエステル又はマレイミド等の二価性の架橋試薬と
混合、接触させ、酵素標識物質と、抗原又は抗体等のそ
れぞれのアミノ基、カルボキシル基、ＳＨ基、アルデヒ
ド基又は水酸基等と反応させることにより結合を行うこ
とができる。
【００５８】担体に、抗原又は抗体等を固定化させる方
法は、物理的吸着法又は化学的結合法等の公知の方法を
用いることができる。
【００５９】物理的吸着法による場合は、公知の方法に
従い、緩衝液等に溶解した抗原若しくは抗体等を、担体
の固定化したい部分に添加し接触させたり、又は、抗原
若しくは抗体等と担体を、緩衝液等の溶液中で混合し接
触させること等により行うことができる。
【００６０】例えば、緩衝液等に溶解した抗原若しくは
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抗体等を、担体の固定化したい部分に添加し接触させ、
又は、抗原若しくは抗体等と担体を、緩衝液等の溶液中
で混合し接触させ、これを約２℃～約４０℃で約１０分
～約１日間行う。
【００６１】また、化学的結合法により行う場合には、
日本臨床病理学会編「臨床病理臨時増刊特集第５３号  
臨床検査のためのイムノアッセイ－技術と応用－」，臨
床病理刊行会，１９８３年、日本生化学会編「新生化学
実験講座１  タンパク質ＩＶ」，東京化学同人，１９９
１年等に記載の公知の方法に従い、担体又は担体の固定
化したい部分と、抗原又は抗体等を、グルタルアルデヒ
ド、カルボジイミド、イミドエステル又はマレイミド等
の二価性の架橋試薬と混合、接触させ、担体、担体の固
定化したい部分、又は抗原若しくは抗体等のそれぞれの
アミノ基、カルボキシル基、ＳＨ基、アルデヒド基又は
水酸基等と反応させることにより固定化を行うことがで
きる。
【００６２】更に、非特異的反応を抑制するために処理
を行う必要があれば、抗原又は抗体等を固定化させた担
体のこの固定化した部分を、ＢＳＡ、カゼイン、ゼラチ
ン、卵白アルブミン若しくはその塩などのタンパク質、
界面活性剤又は脱脂粉乳等を接触させ被覆させること等
の公知の方法により処理して、ブロッキング処理（マス
キング処理）を行ってもよい。
【００６３】酵素標識物質を結合させた抗原若しくは抗
体、又は測定対象物質等を溶解させる溶液、あるいは試
料の希釈液については、各種水系溶媒を用いることがで
きる。
【００６４】例えば、精製水、生理食塩水又はトリス
（ヒドロキシメチル）アミノメタン緩衝液、リン酸緩衝
液若しくはリン酸緩衝生理食塩水などの各種緩衝液等の
水系溶媒を用いることができる。なお、この緩衝液のｐ
Ｈについては、ｐＨ３～１２の範囲内にあることが好ま
しい。
【００６５】この緩衝液としては、例えば、ＭＥＳ、Ｂ
ｉｓ－Ｔｒｉｓ、Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓプロパン、ＡＤＡ、
ＰＩＰＥＳ、ＡＣＥＳ、ＭＯＰＳＯ、ＭＯＰＳ、ＢＥ
Ｓ、ＴＥＳ、ＨＥＰＥＳ、ＤＩＰＳＯ、ＴＡＰＳＯ、Ｐ
ＯＰＳＯ、ＨＥＰＥＳ、ＨＥＰＰＳＯ、ＥＰＰＳ、Ｔｒ
ｉｃｉｎｅ、Ｂｉｃｉｎｅ、ＴＡＰＳ、ＣＨＥＳ、リン
酸、リン酸塩、ホウ酸、ホウ酸塩、グリシン、グリシル
グリシン、イミダゾール、又はトリス（ヒドロキシメチ
ル）アミノメタン〔Ｔｒｉｓ〕などの緩衝剤の水溶液等
を挙げることができる。
【００６６】また、酵素標識物質を結合させた抗原若し
くは抗体、又は測定対象物質等を溶解させる溶液、ある
いは試料の希釈液には、ＢＳＡ、ヒト血清アルブミン、
カゼイン若しくはその塩などのタンパク質、塩化ナトリ
ウムなどの各種塩類、各種糖類、脱脂粉乳、正常ウサギ
血清などの各種動物血清、免疫動物の体液若しくはその
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成分、遺伝子組み替え体宿主生物に由来する成分、アジ
化ナトリウムなどの各種防腐剤又は非イオン性界面活性
剤、両イオン性界面活性剤若しくは陰イオン性界面活性
剤などの各種界面活性剤等を適宜添加して用いることが
できる。
【００６７】そして、これらを添加する際の濃度は特に
限定されるものではないが、０．００１～１０％（Ｗ／
Ｖ）が好ましく、特に０．０１～５％（Ｗ／Ｖ）が好ま
しい。
【００６８】なお、この各種界面活性剤としては、ソル
ビタン脂肪酸エステル、グリセリン脂肪酸エステル、デ
カグリセリン脂肪酸エステル、ポリオキシエチレンソル
ビタン脂肪酸エステル、ポリオキシエチレングリセリン
脂肪酸エステル、ポリエチレングリコール脂肪酸エステ
ル、ポリオキシエチレンアルキルエーテル、ポリオキシ
エチレンフィトステロール、フィトスタノール、ポリオ
キシエチレンポリオキシプロピレンアルキルエーテル、
ポリオキシエチレンアルキルフェニルエーテル、ポリオ
キシエチレンヒマシ油、硬化ヒマシ油若しくはポリオキ
シエチレンラノリンなどの非イオン性界面活性剤、酢酸
ベタインなどの両性界面活性剤又はポリオキシエチレン
アルキルエーテル硫酸塩若しくはポリオキシエチレンア
ルキルエーテル酢酸塩などの陰イオン性界面活性剤等を
挙げることができる。
【００６９】本発明の測定試薬及び測定方法における測
定対象物質としては、タンパク質、糖質、脂質、核酸の
ような有機物質、無機物質等の生体関連物質であればい
ずれのものでもよい。具体的には、夏型過敏性肺炎の原
因微生物に対する抗体、大腸菌Ｏ１５７抗原、抗トレポ
ネーマ・パリダム（ＴＰ）抗体、抗マイコプラズマ抗
体、抗ストレプトリジンＯ抗体（ＡＳＯ）等の細菌関連
の抗原又は抗体；ＨＢｓ抗原、抗ＨＢｓ抗体、ＨＢｅ抗
原、抗ＨＢｅ抗体、抗ＨＢｃ抗体、抗ＨＣＶ抗体、抗Ｈ
ＩＶ抗体、抗ＡＴＬＶ抗体等のウイルス関連の抗原又は
抗体；免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）、免疫グロブリンＡ
（ＩｇＡ）、免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）、若しくは免
疫グロブリンＥ（ＩｇＥ）等の免疫グロブリン；Ｃ反応
性タンパク質（ＣＲＰ）、α１－酸性糖タンパク質、ハ
プトグロビン、補体Ｃ３、補体Ｃ４、リウマトイド因子
等の炎症マーカー；α－フェトプロテイン、ＣＥＡ、Ｃ
Ａ１９－９等の腫瘍マーカー；ヒト胎盤絨毛性ゴナドト
ロピン等のホルモン；アレルゲン、アレルゲン特異Ｉｇ
Ｅ抗体等のアレルギー関連の抗原又は抗体；抗トロンビ
ンＩＩＩ（ＡＴＩＩＩ）等の血液凝固系関連物質；フィ
ブリン体分解物質（ＦＤＰ）、Ｄダイマー等の線溶系関
連物質；ＡＢＯ式血液型抗体、不規則抗体等の血液型関
連の抗原又は抗体；ウイルスのＤＮＡ又はＲＮＡ；細菌
のＤＮＡ又はＲＮＡ；ヒト等の動物若しくは植物のＤＮ
Ａ又はＲＮＡ；リポタンパク質（ａ）、フェリチン等の
他の疾病に関連した物質；薬物；金属；毒物又は劇物等
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を例示することができる。
【００７０】また、本発明の測定試薬及び測定方法にお
いては、測定対象物質が夏型過敏性肺炎の原因微生物に
対する抗体であることが好ましい。特に、本発明の測定
試薬及び測定方法においては、測定対象物質が、夏型過
敏性肺炎の原因微生物である「Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏ
ｎ  ａｓａｈｉｉ」に対す抗体であることが好ましい。
【００７１】本発明において、試料としては、前記の測
定対象物質が存在する可能性があり、かつその測定対象
物質の存在の有無の確認又は場合によっては定量を行お
うとする液状のものをいう。
【００７２】例えば、ヒト又は動物の血液、血清、血
漿、尿、精液、髄液、唾液、汗、涙、腹水、羊水等の体
液；ヒト若しくは動物の脳等の臓器、毛髪、皮膚、爪、
筋肉、又は神経組織等の抽出液；ヒト又は動物の糞便の
抽出液又は懸濁液；細胞或いは菌体の抽出液；植物の抽
出液；穀物、野菜、果物、魚介類、肉類又は加工食品等
の食品、水、茶、コーヒー、牛乳、又は果汁等の飲料、
そして、飲料水、河川水、湖沼水、海水、又は土壌の懸
濁液等の環境分析用試料等が挙げられる。
【００７３】
【比較例】
【００７４】酵素反応の停止剤として従来より使用され
ている硫酸を用い、ヒト血清試料中のＩｇＧを測定した
場合の酵素反応の停止効果を確かめた。
【００７５】（１）試薬の調製
①  リン酸等張化緩衝液の調製
精製水約８０ｍｌに、リン酸水素二ナトリウム・十二水
の０．２９ｇ、リン酸二水素カリウムの０．０２ｇ、塩
化ナトリウムの０．８ｇ、及び塩化カリウムの０．０２
ｇを加えて溶解し、精製水で全量１００ｍｌとして、リ
ン酸等張化緩衝液を調製した。
【００７６】②  ブロッキング液の調製精製水約８０ｍ
ｌに、トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタンの０．
６０５
ｇ、塩化ナトリウムの０．８８ｇを加えて溶解した後、
塩酸を加えてｐＨ８．３に調整した。更に、カゼインナ
トリウムの０．５ｇ、アジ化ナトリウムの０．２ｇを加
えて溶解した後、精製水で全量１００ｍｌとした。
【００７７】③  洗浄液の調製
精製水の約８０ｍｌに、リン酸水素二ナトリウム・十二
水の０．２９ｇ、リン酸二水素カリウムの０．０２ｇ、
塩化ナトリウムの０．８ｇ、塩化カリウムの０．０２
ｇ、Ｔｗｅｅｎ２０(界面活性剤)の０．０５ｇを加えて
溶解し、精製水で全量１００ｍｌとした。
【００７８】④  ＰＯＤ標識抗体希釈液
精製水の約８０ｍｌに、トリス（ヒドロキシメチル）ア
ミノメタンの０．６０５ｇ、塩化ナトリウムの０．８８
ｇ、ラクトース・一水和物の１．０ｇを加えて溶解し、
塩酸を加えてｐＨ８．０に調整した。更に、カゼインナ
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トリウムの０．５ｇ、硫酸ゲンタマイシンの０．０１ｇ
を加えて溶解した後、精製水で全量１００ｍｌとした。
【００７９】（２）酵素反応の停止効果検討のための測
定
ＩｇＧ濃度が１，０００ｍｇ／ｄｌのヒト血清を、リン
酸等張化緩衝液で希釈し、ＩｇＧ濃度が各々１００ｎｇ
／ｍｌ、１０００ｎｇ／ｍｌになるように調製した。ま
た、試薬ブランク用の試料として、精製水を使用した。
これらをマイクロプレートのウェルに各１００μｌずつ
分注し、その後４℃で一晩放置して、ヒトＩｇＧを各ウ
ェルの内壁に固定化させた。
【００８０】次に、このマイクロプレートのウェル内の
液を除き、洗浄液で２回洗浄を行った。その後、各ウェ
ルにブロッキング液を２００μｌずつ分注して、各ウェ
ルのブロッキングを行った。そして、このマイクロプレ
ートのウェル内の液を除き、洗浄液で２回洗浄を行っ
た。以上の操作により調製したものを、ヒトＩｇＧ結合
マイクロプレートとした。
【００８１】（２）酵素反応の停止効果検討のための測
定
上記のヒトＩｇＧ結合マイクロプレートの各ウェルに、
ＰＯＤ標識抗体希釈液で２，０００倍に希釈したＰＯＤ
標識抗ヒトＩｇＧ抗体溶液（Ｓｉｇｍａ社製；Ａ０１７
０、Ｆｃ  ｓｐｅｃｉｆｉｃ）を各ウェルに１００μｌ
ずつ添加し、３７℃で１時間反応させた。次いで、各ウ
ェルを洗浄液にて洗浄した。
【００８２】この後、色原体液〔１ｍＭ  ４－アミノア
ンチピリン、２０ｍＭ  フェノール、及び０．００６％
  過酸化水素を含む０．１Ｍ  トリス（ヒドロキシメチ
ル）アミノメタン－塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）〕を各ウ
ェルに添加し、３７℃で１時間反応させた。
【００８３】この反応の後、酵素反応の停止剤として４
Ｎの硫酸水溶液を、各ウェルに添加した。また、４Ｎの
硫酸水溶液の代わりに精製水を添加したものを対照とし
た。なお、前記の色原体液及び酵素反応の停止剤である
４Ｎの硫酸水溶液又は精製水の各々の添加量は、以下の
通りとした。
ａ）硫酸最終濃度０．８Ｍ：色原体液１５０μｌに対し
て、４Ｎの硫酸水溶液１００μｌ
ｂ）対照：色原体液１５０μｌに対して、精製水１００
μｌ
その後、マイクロプレートリーダー（バイオラッド社
製；３５５０型）を用いて４Ｎの硫酸水溶液又は精製水
の添加直後、１０分後、２０分後、３０分後、４０分
後、５０分後、及び６０分後の各ウェルの吸光度（主波
長４９０ｎｍ、副波長６５５ｎｍ）を測定した。
【００８４】（３）酵素反応の停止結果
精製水試料（試薬ブランク）の吸光度、及びヒトＩｇＧ
試料（２種類）については、試薬ブランクの吸光度を差
し引いた後の吸光度を表１に示した。
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【００８５】 *
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*【表１】

【００８６】ヒトＩｇＧ試料（２種類）及び精製水試料
（試薬ブランク）の測定結果を示した表１において、精
製水を添加したものに比べ、硫酸水溶液を添加したもの
は、すぐに退色が起こり測定不能となってしまっている
ことが分かる。また、硫酸水溶液の代わりに精製水を添
加したもの（対照）においては、退色は起こっていない
が、時間を追うごとに吸光度が上昇しており、酵素反応
が進行してしまっていることが分かる。
【００８７】
【実施例】以下、実施例を挙げて本発明を具体的に説明
するが、本発明はこれらに限定されるものではない。
【００８８】〔実施例１〕
【００８９】本発明による酵素反応の停止剤として塩酸
グアニジンを用い、ヒト血清試料中のＩｇＧを測定した
場合の酵素反応の停止効果を確かめた。
【００９０】（１）試薬の調製
①  リン酸等張化緩衝液の調製
精製水約８０ｍｌに、リン酸水素二ナトリウム・十二水
の０．２９ｇ、リン酸二水素カリウムの０．０２ｇ、塩
化ナトリウムの０．８ｇ、及び塩化カリウムの０．０２
ｇを加えて溶解し、精製水で全量１００ｍｌとして、リ
ン酸等張化緩衝液を調製した。
【００９１】②  ブロッキング液の調製
精製水約８０ｍｌに、トリス（ヒドロキシメチル）アミ
ノメタンの０．６０５ｇ、塩化ナトリウムの０．８８ｇ
を加えて溶解した後、塩酸を加えてｐＨ８．３に調整し
た。更に、カゼインナトリウムの０．５ｇ、アジ化ナト
リウムの０．２ｇを加えて溶解した後、精製水で全量１
００ｍｌとした。
【００９２】③  洗浄液の調製
精製水の約８０ｍｌに、リン酸水素二ナトリウム・十二
水の０．２９ｇ、リン酸二水素カリウムの０．０２ｇ、

塩化ナトリウムの０．８ｇ、塩化カリウムの０．０２
ｇ、Ｔｗｅｅｎ２０(界面活性剤)の０．０５ｇを加えて
溶解し、精製水で全量１００ｍｌとした。
【００９３】④  ＰＯＤ標識抗体希釈液
精製水の約８０ｍｌに、トリス（ヒドロキシメチル）ア
ミノメタンの０．６０５ｇ、塩化ナトリウムの０．８８
ｇ、ラクトース・一水和物の１．０ｇを加えて溶解し、
塩酸を加えてｐＨ８．０に調整した。更に、カゼインナ
トリウムの０．５ｇ、硫酸ゲンタマイシンの０．０１ｇ
を加えて溶解した後、精製水で全量１００ｍｌとした。
【００９４】（２）酵素反応の停止効果検討のための測
定
ＩｇＧ濃度が１，０００ｍｇ／ｄｌのヒト血清を、リン
酸等張化緩衝液で希釈し、ＩｇＧ濃度が各々１００ｎｇ
／ｍｌ、１０００ｎｇ／ｍｌになるように調製した。ま
た、試薬ブランク用の試料として、精製水を使用した。
これらをマイクロプレートのウェルに各１００μｌずつ
分注し、その後４℃で一晩放置して、ヒトＩｇＧを各ウ
ェルの内壁に固定化させた。
【００９５】次に、このマイクロプレートのウェル内の
液を除き、洗浄液で２回洗浄を行った。その後、各ウェ
ルにブロッキング液を２００μｌずつ分注して、各ウェ
ルのブロッキングを行った。そして、このマイクロプレ
ートのウェル内の液を除き、洗浄液で２回洗浄を行っ
た。以上の操作により調製したものを、ヒトＩｇＧ結合
マイクロプレートとした。
【００９６】上記のヒトＩｇＧ結合マイクロプレートの
各ウェルに、ＰＯＤ標識抗体希釈液で５，０００倍に希
釈したＰＯＤ標識抗ヒトＩｇＧ抗体溶液（Ｓｉｇｍａ社
製；Ａ０１７０、Ｆｃ  ｓｐｅｃｉｆｉｃ）を１００μ
ｌずつ添加し、３７℃で１時間反応させた。次いで、各
ウェルを洗浄液にて洗浄した。
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【００９７】この後、色原体液〔１ｍＭ  ４－アミノア
ンチピリン、２０ｍＭ  フェノール、及び０．００６％
  過酸化水素を含む０．１Ｍ  トリス（ヒドロキシメチ
ル）アミノメタン－塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）〕を各ウ
ェルに添加し、３７℃で１時間反応させた。
【００９８】この反応の後、本発明での酵素反応の停止
剤である塩酸グアニジン水溶液を、最終濃度で２Ｍ、４
Ｍ、５．３Ｍとなるように各ウェルに添加した。また、
塩酸グアニジン水溶液の代わりに精製水を添加したもの
を対照とした。なお、前記の色原体液及び酵素反応の停
止剤である塩酸グアニジン水溶液又は精製水の各々の添
加量は、塩酸グアニジンの最終濃度に応じて以下の通り
とした。
ａ）塩酸グアニジン最終濃度２Ｍ：色原体液１５０μｌ
に対して、４Ｍの塩酸グアニジン水溶液１５０μｌ
ｂ）塩酸グアニジン最終濃度４Ｍ：色原体液１５０μｌ
に対して、８Ｍの塩酸グアニジン水溶液１５０μｌ *
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*ｃ）塩酸グアニジン最終濃度５．３Ｍ：色原体液１００
μｌに対して、８Ｍの塩酸グアニジン水溶液２００μｌ
ｄ）対照：色原体液１５０μｌに対して、精製水１５０
μｌ
その後、マイクロプレートリーダー（バイオラッド社
製；３５５０型）を用いて各濃度の塩酸グアニジン水溶
液又は精製水の添加直後、１０分後、２０分後、３０分
後、４０分後、５０分後、及び６０分後の各ウェルの吸
光度（主波長４９０ｎｍ、副波長６５５ｎｍ）を測定し
た。
【００９９】（３）酵素反応の停止効果
精製水試料（試薬ブランク）の吸光度、及びヒトＩｇＧ
試料（２種類）については、試薬ブランクの吸光度を差
し引いた後の吸光度の測定結果を表２及び表３に示し
た。
【０１００】
【表２】

【０１０１】 【表３】
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【０１０２】ヒトＩｇＧ試料（２種類）及び精製水試料
（試薬ブランク）の測定結果を示した表２及び表３にお
いて、酵素反応の停止剤として塩酸グアニジン水溶液を
添加した場合、塩酸グアニジンの最終濃度が２Ｍ、４
Ｍ、５．３Ｍのいずれにおいても、停止剤添加後６０分
を経過しても吸光度が変化していないか又はごくわずか
しか変化しておらず、酵素反応の進行を停止できている
ことが分かる。特に、塩酸グアニジンの最終濃度が４Ｍ
以上の場合は、効果が顕著である。つまり、停止剤添加
後時間が経ってから吸光度を測定しても、測定対象物質
を正確に測定できていることが分かる。これに対して、
塩酸グアニジンの代わりに精製水を添加したもの（対
照）においては、時間を追うごとに吸光度が上昇してお
り、酵素反応が進行してしまっていることが分かる。
【０１０３】また、酵素反応の停止剤として塩酸グアニ
ジン水溶液を添加した場合、試料が水である試薬ブラン
クの吸光度は小さく、また、この吸光度も長時間安定で
あり、測定対象物質の正確な測定に適していることが分
かる。
【０１０４】このことにより、本発明による測定は、酵
素反応の停止剤として塩酸グアニジンを用いることによ
り、酵素反応の進行を完全に停止することができ、かつ
酵素反応停止後の退色を防止し、正確な測定が行えるも
のであることが分かる。
【０１０５】〔実施例２〕
【０１０６】本発明による酵素反応の停止剤として尿素
を用い、ヒト血清試料中のＩｇＧを測定した場合の酵素
反応の停止効果を確かめた。
【０１０７】（１）試薬の調製
【０１０８】前記実施例１と同じ試薬成分、濃度で試薬
の調製を行った。
【０１０９】（２）酵素反応の停止効果検討のための測
定
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ＩｇＧ濃度が１，０００ｍｇ／ｄｌのヒト血清を、リン
酸等張化緩衝液で希釈し、ＩｇＧ濃度が各々１００ｎｇ
／ｍｌ、１０００ｎｇ／ｍｌになるように調製した。ま
た、試薬ブランク用の試料として、精製水を使用した。
これらをマイクロプレートのウェルに各１００μｌずつ
分注し、その後４℃で一晩放置して、ヒトＩｇＧを各ウ
ェルの内壁に固定化させた。
【０１１０】次に、このマイクロプレートのウェル内の
液を除き、洗浄液で２回洗浄を行った。その後、各ウェ
ルにブロッキング液を２００μｌずつ分注して、各ウェ
ルのブロッキングを行った。そして、このマイクロプレ
ートのウェル内の液を除き、洗浄液で２回洗浄を行っ
た。以上の操作により調製したものを、ヒトＩｇＧ結合
マイクロプレートとした。
【０１１１】上記のヒトＩｇＧ結合マイクロプレートの
各ウェルに、ＰＯＤ標識抗体希釈液で５，０００倍に希
釈したＰＯＤ標識抗ヒトＩｇＧ抗体溶液（Ｓｉｇｍａ社
製；Ａ０１７０、Ｆｃ  ｓｐｅｃｉｆｉｃ）を１００μ
ｌずつ添加し、３７℃で１時間反応させた。次いで、各
ウェルを洗浄液にて洗浄した。
【０１１２】この後、色原体液〔１ｍＭ  ４－アミノア
ンチピリン、２０ｍＭ  フェノール、及び０．００６％
  過酸化水素を含む０．１Ｍ  トリス（ヒドロキシメチ
ル）アミノメタン－塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）〕を各ウ
ェルに添加し、３７℃で１時間反応させた。
【０１１３】この反応の後、本発明での酵素反応の停止
剤である尿素水溶液を、最終濃度で２Ｍ、４Ｍ、５．３
Ｍとなるように各ウェルに添加した。また、尿素水溶液
の代わりに精製水を添加したものを対照とした。なお、
前記の色原体液及び酵素反応の停止剤である尿素水溶液
又は精製水の各々の添加量は、尿素の最終濃度に応じて
以下の通りとした。
ａ）尿素水溶液最終濃度２Ｍ：色原体液１５０μｌに対
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して、４Ｍの尿素水溶液１５０μｌ
ｂ）尿素水溶液最終濃度４Ｍ：色原体液１５０μｌに対
して、８Ｍの尿素水溶液１５０μｌ
ｃ）尿素水溶液最終濃度５．３Ｍ：色原体液１００μｌ
に対して、８Ｍの尿素水溶液２００μｌ
ｄ）対照：色原体液１５０μｌに対して、精製水１５０
μｌ
その後、マイクロプレートリーダー（バイオラッド社
製；３５５０型）を用いて各濃度の尿素水溶液又は精製
水の添加直後、１０分後、２０分後、３０分後、４０分*

20
*後、５０分後、及び６０分後の各ウェルの吸光度（主波
長４９０ｎｍ、副波長６５５ｎｍ）を測定した。
【０１１４】（３）酵素反応の停止効果
精製水試料（試薬ブランク）の吸光度、及びヒトＩｇＧ
試料（２種類）については、試薬ブランクの吸光度を差
し引いた後の吸光度の測定結果を表４及び表５に示し
た。
【０１１５】
【表４】

【０１１６】 * *【表５】

【０１１７】ヒトＩｇＧ試料（２種類）及び精製水試料
（試薬ブランク）の測定結果を示した表４及び表５にお
いて、酵素反応の停止剤として尿素水溶液を添加したも
のについては、尿素水溶液の最終濃度が２Ｍ、４Ｍ、
５．３Ｍのいずれにおいても、停止剤添加後６０分を経

過しても吸光度が変化していないか又はごくわずかしか
変化しておらず、酵素反応の進行を停止できていること
が分かる。特に、尿素水溶液の最終濃度が４Ｍ以上の場
合は効果が顕著である。つまり、停止剤添加後時間が経
ってから吸光度を測定しても、測定対象物質を正確に測



(12) 特開２００２－５９３６

10

20

30

40

50

21
定できていることが分かる。これに対して、尿素水溶液
の代わりに精製水を添加したもの（対照）においては、
時間を追うごとに吸光度が上昇しており、酵素反応が進
行してしまっていることが分かる。
【０１１８】また、酵素反応の停止剤として尿素水溶液
を添加した場合、試料が水である試薬ブランクの吸光度
は小さく、また、この吸光度も長時間安定であり、測定
対象物質の正確な測定に適していることが分かる。
【０１１９】このことにより、本発明による測定は、酵
素反応の停止剤として尿素を用いることにより、酵素反
応の進行を完全に停止することができ、かつ酵素反応停
止後の退色を防止し、正確な測定が行えるものであるこ
とが分かる。
【０１２０】〔実施例３〕
【０１２１】本発明による酵素反応の停止剤としてチオ
シアン酸塩を用い、マウスモノクローナル抗体（Ｉｇ
Ｇ）を測定した場合の酵素反応の停止効果を確かめた。
【０１２２】（１）測定試薬の調製
①  リン酸等張化緩衝液の調製
精製水約８０ｍｌに、リン酸水素二ナトリウム・十二水
の０．２９ｇ、リン酸二水素カリウムの０．０２ｇ、塩
化ナトリウムの０．８ｇ、及び塩化カリウムの０．０２
ｇを加えて溶解し、精製水で全量１００ｍｌとして、リ
ン酸等張化緩衝液を調製した。
【０１２３】②  ブロッキング液の調製
精製水約８０ｍｌに、１０ｍＭのリン酸一カリウム・ホ
ウ砂緩衝液、塩化ナトリウムの０．８８ｇを加えて溶解
した後、塩酸を加えてｐＨ８．３に調整した。更に、カ
ゼインナトリウムの０．５ｇ、アジ化ナトリウムの０．
２ｇを加えて溶解した後、精製水で全量１００ｍｌとし
た。
【０１２４】③  試料希釈液の調製
精製水約８０ｍｌに、トリス（ヒドロキシメチル）アミ
ノメタンの０．６０５ｇ、塩化ナトリウムの１１．６８
ｇを加えて溶解し、塩酸を加えてｐＨ８．０に調整し
た。更に、カゼインナトリウムの０．５ｇ、アジ化ナト
リウムの０．２ｇを加えて溶解した後、精製水で全量１
００ｍｌとした。
【０１２５】④  洗浄液の調製
精製水約８０ｍｌに、リン酸水素二ナトリウム・十二水
の０．２９ｇ、リン酸二水素カリウムの０．０２ｇ、塩
化ナトリウムの０．８ｇ、塩化カリウムの０．０２ｇ、
Ｔｗｅｅｎ２０(界面活性剤)の０．０５ｇを加えて溶解
し、精製水で全量１００ｍｌとした。
【０１２６】⑤  ＰＯＤ標識抗体希釈液
精製水約８０ｍｌに、トリス（ヒドロキシメチル）アミ
ノメタンの０．６０５ｇ、塩化ナトリウムの０．８８
ｇ、ラクトース・一水和物の１．０ｇを加えて溶解し、
塩酸を加えてｐＨ８．０に調整した。更に、カゼインナ
トリウムの０．５ｇ、硫酸ゲンタマイシンの０．０１ｇ
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を加えて溶解した後、精製水で全量１００ｍｌとした。
【０１２７】⑥  ウサギ抗マウスＩｇＧ抗体結合マイク
ロプレートの調製
【０１２８】精製ウサギ抗マウスＩｇＧ抗体（Ｃａｐｐ
ｅｌ、ＩＣＮ、５５４８０Ｆ、１．０ｍｇ／ｍｌ）を、
１μｇ／ｍｌとなるようにリン酸等張化緩衝液に加え
た。これをマイクロプレートのウェルに各１００μｌず
つ分注し、その後４℃で一晩放置して、ウサギ抗マウス
ＩｇＧ抗体を各ウェルの内壁に固定化させた。
【０１２９】次に、このマイクロプレートのウェル内の
液を除き、洗浄液で２回洗浄を行った。その後、各ウェ
ルにブロッキング液を２００μｌずつ分注して、各ウェ
ルのブロッキングを行った。そして、このマイクロプレ
ートのウェル内の液を除き、洗浄液で２回洗浄を行っ
た。以上の操作により調製したものを、ウサギ抗マウス
ＩｇＧ抗体結合マイクロプレートとした。
【０１３０】（２）試料の調製
ＩｇＧ濃度が１．６ｍｇ／ｍｌの精製マウスＩｇＧモノ
クローナル抗体原液に、試料希釈液を添加して、ＩｇＧ
濃度が各々１００ｎｇ／ｍｌ、２００ｎｇ／ｍｌ、４０
０ｎｇ／ｍｌ、又は３２００ｎｇ／ｍｌになるように調
製した。また、試薬ブランク用の試料として精製水を使
用した。
【０１３１】（３）測定
マウスＩｇＧモノクローナル抗体試料（４種類）及び精
製水試料（試薬ブランク）の各々の１００μｌを、ウサ
ギ抗マウスＩｇＧ抗体結合マイクロプレートのウェルの
各々に添加し、３７℃で２時間反応させた。
【０１３２】その後、これらのウェルを洗浄液にて洗浄
した後、ＰＯＤ標識抗体希釈液で１，０００倍に希釈し
たＰＯＤ標識抗マウスＩｇＧ抗体溶液（ＤＡＫＯ社製；
Ｐ－０１６１）を各ウェルに１００μｌずつ添加し、３
７℃で１時間反応させた。次いで、各ウェルを洗浄液に
て洗浄した。
【０１３３】この後、色原体液〔１ｍＭ  ４－アミノア
ンチピリン、２０ｍＭ  フェノール、及び０．００６％
  過酸化水素を含む０．１Ｍ  トリス（ヒドロキシメチ
ル）アミノメタン－塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）〕を各ウ
ェルに添加し、３７℃で１時間反応させた。
【０１３４】この反応の後、本発明での酵素反応の停止
剤であるチオシアン酸ナトリウム水溶液を、最終濃度で
２Ｍ、４Ｍ、５．３Ｍとなるように各ウェルに添加し
た。また、チオシアン酸ナトリウム水溶液の代わりに精
製水を添加したものを対照とした。なお、前記の色原体
液及び酵素反応の停止剤であるチオシアン酸ナトリウム
水溶液又は精製水の各々の添加量は、チオシアン酸ナト
リウムの最終濃度に応じて以下の通りとした。
ａ）チオシアン酸ナトリウム水溶液最終濃度２Ｍ：色原
体液１５０μｌに対して、４Ｍのチオシアン酸ナトリウ
ム水溶液１５０μｌ
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ｂ）チオシアン酸ナトリウム水溶液最終濃度４Ｍ：色原
体液１５０μｌに対して、８Ｍのチオシアン酸ナトリウ
ム水溶液１５０μｌ
ｃ）チオシアン酸ナトリウム水溶液最終濃度５．３Ｍ：
色原体液１００μｌに対して、８Ｍのチオシアン酸ナト
リウム水溶液２００μｌ
その後、マイクロプレートリーダー（バイオラッド社
製；３５５０型）を用いて各濃度のチオシアン酸ナトリ
ウム水溶液又は精製水の添加直後、１０分後、２０分
後、３０分後、４０分後、５０分後、及び６０分後の各*

24
*ウェルの吸光度（主波長４９０ｎｍ、副波長６５５ｎ
ｍ）を測定した。
【０１３５】（３）酵素反応の停止効果
精製水試料（試薬ブランク）の吸光度、及びマウスＩｇ
Ｇモノクローナル抗体試料（４種類）については、試薬
ブランクの吸光度を差し引いた後の吸光度の測定結果を
表６及び表７に示した。
【０１３６】
【表６】

【０１３７】 【表７】
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【０１３８】マウスＩｇＧモノクローナル抗体試料（４
種類）及び精製水試料（試薬ブランク）の測定結果を示
した表６及び表７において、酵素反応の停止剤としてチ
オシアン酸ナトリウム水溶液を添加したものについて
は、チオシアン酸ナトリウム水溶液の最終濃度が２Ｍ、
４Ｍ、５．３Ｍのいずれにおいても、停止剤添加後６０
分を経過しても吸光度が変化していないか又はごくわず
かしか変化しておらず、酵素反応の進行を停止できてい
ることが分かる。特に、チオシアン酸ナトリウムの最終
濃度が４Ｍ以上の場合は、効果が顕著である。つまり、
停止剤添加後時間が経ってから吸光度を測定しても、測
定対象物質を正確に測定できていることが分かる。これ
に対して、チオシアン酸ナトリウム水溶液の代わりに精
製水を添加したもの（対照）においては、時間を追うご
とに吸光度が上昇しており、酵素反応が進行してしまっ
ていることが分かる。
【０１３９】また、酵素反応の停止剤としてチオシアン
酸ナトリウム水溶液を添加した場合、試料が水である試
薬ブランクの吸光度の値及びその変化は小さいものであ
り、測定対象物質の正確な測定に適していることが分か
る。

26

【０１４０】このことにより、本発明による測定は、酵
素反応の停止剤としてチオシアン酸ナトリウム水溶液を
用いることにより、酵素反応の進行を完全に停止するこ
とができ、かつ酵素反応停止後の退色を防止し、正確な
測定が行えるものであることが分かる。
【０１４１】以上のことより、本発明の測定試薬及び測
定方法は、酵素反応停止後の退色を防止し、正確な測定
が行える測定試薬及び測定方法であることが確かめられ
た。そして、それ故、疾病の診断を正確に行うことがで
きる測定試薬及び測定方法であることが確認できた。
【発明の効果】本発明の測定試薬及び測定方法では、酵
素標識物質による酵素反応の停止剤を、従来用いられて
いた硫酸や塩酸等から塩酸グアニジン、尿素又はチオシ
アン酸塩等の蛋白質変性剤に変えることにより、試料中
の測定対象物質を正確に測定することができるものであ
る。特に、酵素反応の進行を完全に停止することがで
き、かつ酵素反応停止後の退色を防止し、正確な測定が
行えるものである。更に本発明の測定試薬及び測定方法
では、酵素標識物質による酵素反応の停止剤として蛋白
質変性剤を用いることにより、分析機器の腐食や実験廃
液の処理等の問題を解消することができるものである。
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