
(57)【要約】
【目的】本発明は、抗体量を測定する非競合法の酵素免疫測定法において、低分子物質に
対する特異的抗体を簡便かつ迅速，高感度に、環境衛生上の問題なく、検出する酵素免疫
的測定方法を提供する。
【構成】低分子物質に対する特異的抗体を低分子物質が直接結合した固相を利用して固定
化した後に、一旦洗浄して固定化低分子物質－低分子物質に対する特異的抗体結合物を低
分子物質に対する特異的抗体を含む試料と分離後、残存した固定化抗原量を測定する事に
より抗体量を算出できる。これを、アナフィラキシーショックを誘発する可能性のある医
薬品に適用した場合に、適時に危険性を予測する有用な手段となり得る。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
低 分 子 物 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 を 含 む 試 料 と 、 低 分 子 物 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 と 低 分 子 物
質 を 固 体 担 体 に 固 定 さ せ た 固 定 化 抗 原 と を 反 応 さ せ る 第 １ 工 程 、 第 １ 工 程 で 生 じ た 固 定 化
低 分 子 物 質 － 低 分 子 物 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 結 合 物 を 、 低 分 子 物 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 を
含 む 試 料 と 分 離 し 、 結 合 物 を 洗 浄 す る 第 ２ 工 程 、 第 ２ 工 程 で 生 じ た 残 存 固 定 化 抗 原 を 、 固
定 化 抗 原 と 特 異 的 に 反 応 す る 標 識 化 抗 体 と 反 応 さ せ る 第 ３ 工 程 、 お よ び 、 固 定 化 担 体 に 固
定 さ れ た 結 合 物 を 、 結 合 物 中 に 含 ま れ る 標 識 を 利 用 し て 検 出 す る 第 ４ 工 程 、 を 含 む こ と を
特 徴 と す る 免 疫 測 定 法 。
【 請 求 項 ２ 】
固 定 化 抗 原 と し て 低 分 子 物 質 （ 分 子 量 １ ０ ０ ０ 未 満 ） を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
記 載 の 免 疫 測 定 法 。
【 請 求 項 ３ 】
β ― Ｄ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 等 を 用 い 、 検 出 に 際 し エ ン ハ ン サ ー と し て ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ
ェ ニ ル － β － Ｄ － ガ ラ ク ト ピ ラ ノ キ シ ド 等 を 用 い た 化 学 発 色 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 １ 記 載 の 免 疫 測 定 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 産 業 上 の 利 用 分 野 】 本 発 明 は 、 免 疫 測 定 法 に 関 す る 。 さ ら に 詳 し く は 、 低 分 子 物 質 に 対
す る 特 異 的 抗 体 を 固 相 化 抗 原 に 結 合 さ せ 、 次 に そ の 結 合 物 を 認 識 す る 酵 素 標 識 物 を 反 応 さ
せ て 、 形 成 さ れ た 結 合 物 中 の 酵 素 標 識 量 を 測 る こ と に よ り 抗 体 量 を 算 出 す る 方 法 に お い て
、 測 定 対 象 抗 体 量 を 正 確 に 算 出 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 】 生 体 成 分 の 微 量 測 定 法 と し て 、 免 疫 測 定 法 は 複 雑 な 組 成 の 混 合 物 の 中 か ら
免 疫 反 応 で 特 異 的 に 選 別 で き る こ と か ら 、 通 常 の 定 量 法 に 必 要 な 対 象 物 を 試 料 か ら 分 離 す
る 前 処 理 が 不 要 で あ り 、 し か も 高 感 度 ・ 高 精 度 に 定 量 で き る 特 徴 を 持 つ 。 ま た 免 疫 測 定 法
の う ち 、 酵 素 標 識 を 特 徴 と す る 酵 素 免 疫 測 定 法 は 、 放 射 性 同 位 元 素 を 用 い る 放 射 免 疫 測 定
法 に 比 べ て 廉 価 で 危 険 な 廃 棄 物 を 伴 わ ず 、 測 定 の 感 度 と 精 度 の 面 で 遜 色 な い 事 か ら 汎 用 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】 こ の 酵 素 免 疫 測 定 法 で 抗 体 量 を 測 定 す る 場 合 （ こ こ で い う 抗 体 と は 抗 原 特 異
的 抗 体 で あ る ） 、 競 合 法 ま た は 非 競 合 法 に よ る 各 種 の 方 法 が 開 発 さ れ 利 用 さ れ て い る 。 即
ち 競 合 法 と は 、 固 相 化 抗 原 と 特 異 的 に 反 応 す る 標 識 抗 体 の 結 合 に 対 す る 試 料 中 の 抗 体 の 競
合 様 式 よ り 抗 体 量 を 算 出 す る 方 法 で あ る 。 一 方 、 非 競 合 法 と は 、 ま ず 試 料 中 の 抗 体 を 固 相
化 抗 原 に 結 合 さ せ 、 次 に そ の 結 合 物 を 認 識 す る 酵 素 標 識 物 を 認 識 さ せ て 、 形 成 さ れ た 結 合
物 中 の 酵 素 標 識 量 を 測 る こ と に よ り 抗 体 量 を 算 出 す る こ と が で き る 。 酵 素 標 識 物 と し て は
、 ヒ ト 抗 体 を 認 識 す る 抗 体 や 固 相 化 に 使 用 し た の と 同 じ 抗 原 が 利 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】 医 薬 品 の 多 く は 分 子 量 １ ０ ０ ０ 未 満 の 低 分 子 物 質 で あ る 。 ま た 、 医 薬 品 の 重
篤 な 副 作 用 の 一 つ に 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク が あ る 。 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク の 成
因 を 正 確 に 説 明 す る ま で に 至 っ て い な い が 、 Ｃ ｏ ｏ ｍ ｓ ＆ Ｇ ｅ ｌ ｌ の ア レ ル ギ ー の 分 類 で
は 、 Ｉ 型 ア レ ル ギ ー に 属 す る と 考 え ら れ て い る 。 Ｉ 型 ア レ ル ギ ー は 、 抗 原 暴 露 後 に 抗 原 特
異 的 Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 が Ｂ 細 胞 で 産 生 さ れ る こ と か ら 始 ま る 。 こ の Ｉ ｇ Ｅ が 種 々 の 免 疫 細 胞 を 刺
激 し て ヒ ス タ ミ ン 等 の ケ ミ カ ル メ デ ィ エ ー タ ー を 遊 離 さ せ 、 生 体 内 で 好 ま し く な い 反 応 を
引 き 起 こ す の で あ る 。 従 っ て 、 医 薬 品 に よ る ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク の 誘 発 性 は 特 異 的
Ｉ ｇ Ｅ と の 関 連 性 が 否 定 で き な い 。 こ の た め 、 医 療 現 場 に お い て 、 特 に 繰 り 返 し 患 者 に 投
薬 さ れ る 医 薬 品 に つ い て は 、 使 用 前 に 特 異 的 Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 価 を 測 定 す る こ と に よ り ア ナ フ ィ
ラ キ シ ー シ ョ ッ ク を 誘 発 す る 可 能 性 を 事 前 に 予 測 す る こ と は 、 安 全 な 医 薬 品 の 使 用 と い う
観 点 か ら 非 常 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】 低 分 子 物 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 の 検 出 法 と し て は 、 Ｅ Ｉ Ａ 法 の 変 法 が 使 用 さ
れ る 場 合 が あ る 。 こ の 方 法 は 、 低 分 子 物 質 と ア ル ブ ミ ン 等 の 生 体 高 分 子 物 質 等 を 結 合 さ せ
ハ プ テ ン 化 さ せ た も の を 固 相 化 し た の ち 、 測 定 対 象 試 料 と 反 応 さ せ た の ち 、 非 特 異 的 な 反
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応 を 除 去 す る た め に 洗 浄 を 行 い 、 Ｉ ｇ Ｅ と 結 合 す る 標 識 抗 体 と 反 応 さ せ た の ち 、 結 合 物 中
に 含 ま れ る 標 識 を 利 用 し て 抗 体 価 を 測 定 す る 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 測 定 時 間 お よ び 検
出 感 度 の 問 題 が あ り 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク の 予 測 に は 不 便 で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 特 許 文 献 １ 】
特 開 昭 ５ ９ － ９ ４ ０ ６ ７ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】
特 開 平 ７ － １ ２ ８ １ ７ 号 公 報
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】 本 発 明 は 、 抗 体 量 を 測 定 す る 非 競 合 法 の 酵 素 免 疫 測 定 法
に お い て 、 低 分 子 物 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 を 簡 便 か つ 迅 速 ， 高 感 度 に 、 環 境 衛 生 上 の 問 題
な く 、 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】 前 記 の 目 的 は 、 以 下 の 本 発 明 に よ り 達 成 で き る 。 す な わ ち
本 発 明 は 、 抗 体 量 を 測 定 す る 非 競 合 法 の 酵 素 免 疫 測 定 法 に お い て 、 低 分 子 物 質 に 対 す る 特
異 的 抗 体 を 低 分 子 物 質 が 直 接 結 合 し た 固 相 を 利 用 し て 固 定 化 し た 後 に 、 一 旦 洗 浄 し て 固 定
化 低 分 子 物 質 － 低 分 子 物 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 結 合 物 を 低 分 子 物 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 を
含 む 試 料 と 分 離 後 、 残 存 し た 固 定 化 抗 原 量 を 測 定 す る 事 に よ り 抗 体 量 を 算 出 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
具 体 的 に は 、
（ １ ） 　 低 分 子 物 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 を 含 む 試 料 と 、 低 分 子 物 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 と
低 分 子 物 質 を 固 体 担 体 に 固 定 さ せ た 固 定 化 抗 原 と を 反 応 さ せ る 第 １ 工 程 、 第 １ 工 程 で 生 じ
た 固 定 化 低 分 子 物 質 － 低 分 子 物 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 結 合 物 を 、 低 分 子 物 質 に 対 す る 特 異
的 抗 体 を 含 む 試 料 と 分 離 し 、 結 合 物 を 洗 浄 す る 第 ２ 工 程 、 第 ２ 工 程 で 生 じ た 残 存 固 定 化 抗
原 を 、 固 定 化 抗 原 と 特 異 的 に 反 応 す る 標 識 化 抗 体 と 反 応 さ せ る 第 ３ 工 程 、 お よ び 、 固 定 化
担 体 に 固 定 さ れ た 結 合 物 を 、 結 合 物 中 に 含 ま れ る 標 識 を 利 用 し て 検 出 す る 第 ４ 工 程 、 を 含
む こ と を 特 徴 と す る 免 疫 測 定 法 。
（ ２ ） 　 固 定 化 抗 原 と し て 低 分 子 物 質 （ 分 子 量 １ ０ ０ ０ 未 満 ） を 用 い る こ と を 特 徴 と す る
（ １ ） 項 の 免 疫 測 定 法 。
（ ３ ） 　 β ― Ｄ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 等 を 用 い 、 検 出 に 際 し エ ン ハ ン サ ー と し て ４ － メ チ ル ウ
ン ベ リ フ ェ ニ ル － β － Ｄ － ガ ラ ク ト ピ ラ ノ キ シ ド 等 を 用 い た 化 学 発 色 法 で あ る こ と を 特 徴
と す る （ １ ） 項 の 免 疫 測 定 法 。
で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】 本 発 明 に よ っ て 測 定 さ れ る 低 分 子 量 に 対 す る 特 異 的 抗 体 は 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ
ー シ ョ ッ ク を 誘 発 す る こ と が 知 ら れ て い る ア ス ピ リ ン な ど の 消 炎 鎮 痛 薬 、 ペ ニ シ リ ン な ど
の 抗 生 物 質 、 ト ラ ン キ ラ イ ザ ー 、 イ ン ド シ ア ニ ン グ リ ー ン （ Ｉ Ｃ Ｇ ） 、 静 脈 用 麻 酔 薬 、 筋
弛 緩 薬 、 消 毒 薬 、 抗 凝 固 薬 （ 例 ； ナ フ ァ モ ス タ ッ ト 、 ア ル ガ ト ロ バ ン な ど ） 、 医 薬 品 添 加
物 な ど の 、 ヒ ト へ の 低 分 子 物 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 を 例 示 で き る が 、 ヒ ト 以 外 の 各 種 動 物
あ る い は ヒ ト に お け る 感 染 症 以 外 の ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク の 誘 発 性 を 予 測 す る た め の
各 種 抗 体 検 査 に も 利 用 で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】 本 発 明 に お い て 使 用 す る 固 定 化 用 の 抗 原 と な る 低 分 子 物 質 は 、 分 子 量 １ ０ ０
０ 未 満 の も の で 、 臨 床 使 用 に お い て ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク を 誘 発 す る 危 険 性 が 僅 か で
も あ れ ば 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】 本 発 明 に お い て 使 用 す る 固 定 化 担 体 と し て は 、 抗 原 を 固 定 化 で き る も の で あ
れ ば い か な る 形 態 の 担 体 で も 利 用 可 能 で あ り 、 例 え ば 抗 原 を 物 理 的 に 吸 着 可 能 な ポ リ ス チ
レ ン 製 の プ レ ー ト ・ チ ュ － ブ ・ ビ ー ズ ・ チ ッ プ あ る い は 抗 原 固 定 化 用 の 適 当 な 官 能 基 を 有
す る ガ ラ ス ・ 磁 性 担 体 や 膜 な ど を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】 低 分 子 物 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 と 特 異 的 に 反 応 す る 標 識 化 抗 体 と し て 使 用 さ
れ る 抗 体 は 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ と 特 異 的 に 結 合 す る も の で あ れ ば よ く 、 β ― Ｄ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ
標 識 マ ウ ス 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 等 が 好 適 に 使 用 で き る 。

10

20

30

40

50

(3) JP 2004-163332 A 2004.6.10



【 ０ ０ １ ４ 】 標 識 化 抗 体 の 標 識 と し て 使 用 さ れ る 酵 素 は 、 β ― Ｄ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、 各 種 の
ル シ フ ェ ラ ー ゼ な ど が 挙 げ ら れ る 。 標 識 の 酵 素 活 性 を 検 出 す る 手 段 と し て は 、 測 定 機 器 の
特 性 に よ っ て 適 宜 選 択 さ れ 、 比 色 法 ・ 蛍 光 法 ・ 発 光 法 な ど が 利 用 で き る 。 標 識 化 抗 体 の 標
識 と し て は 、 酵 素 以 外 に も 発 光 物 質 ・ 発 光 蛋 白 質 や 蛍 光 物 質 を 利 用 す る 事 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
【 実 施 例 】 以 下 に 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。
［ 試 験 例 ］ カ ル ボ キ シ ル 基 を 有 す る ポ リ ス チ レ ン 系 親 水 性 ポ リ マ ー と ナ フ ァ モ ス タ ッ ト を
、 ス ミ ロ ン Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ カ ル ボ タ イ プ （ 住 友 ベ ー ク ラ イ ト 株 式 会 社 ） の 試 薬 、 す な わ ち 水 溶
性 カ ル ボ ジ イ ミ ド と ビ オ チ ン ヒ ド ラ ジ ド を 用 い て 結 合 さ せ る た め に ３ ７ ℃ で ２ 時 間 反 応 さ
せ 、 固 相 化 抗 原 を 作 製 し 、 こ れ を 患 者 血 清 と の 反 応 に 使 用 す る ２ ０ ０ μ Ｌ 容 量 の 円 筒 状 容
器 （ 以 下 、 反 応 容 器 ） に 充 填 す る 。 以 後 、 体 外 診 断 用 医 薬 品 　 ユ ニ キ ャ ッ プ 特 異 Ｉ ｇ Ｅ （
フ ァ ル マ シ ア 株 式 会 社 ） の 試 薬 を 用 い て 、 ナ フ ァ モ ス タ ッ ト 特 異 的 Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 価 の 測 定 を
行 う 。 す な わ ち 、 反 応 容 器 を モ ノ ラ ウ リ ン 酸 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン － リ ン 酸 二 カ
リ ウ ム 混 合 溶 液 （ 以 下 、 洗 浄 液 ） で 洗 浄 し た の ち 、 患 者 血 清 ４ ０ μ Ｌ を 反 応 容 器 に 加 え 、
３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 反 応 容 器 を 洗 浄 液 で 洗 浄 し 、 β － Ｄ ガ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ 標 識 マ ウ ス 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ １ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） ５ ０ μ Ｌ を 反 応
容 器 に 加 え て 、 ３ ７ ℃ で ２ ４ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 再 度 、 反 応 容 器 を 洗 浄 液 で 洗 浄 し
た の ち 、 基 質 液 （ ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ニ ル － β － Ｄ － ガ ラ ク ト ピ ラ ノ キ シ ド ） を 反 応
容 器 に 加 え て 、 ３ ７ ℃ で ９ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 こ の 反 応 を 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 で 停 止
、 溶 出 さ せ て 、 こ の 溶 出 液 の 蛍 光 強 度 を Ｕ ｎ ｉ Ｃ Ａ Ｐ １ ０ ０ ０ （ フ ァ ル マ シ ア 株 式 会 社 ）
を 用 い て 測 定 波 長 ４ ４ ５ ｎ ｍ で 検 出 す る 。 ナ フ ァ モ ス タ ッ ト 特 異 的 Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 価 は 、 同 様
の 操 作 で Ｗ Ｈ Ｏ の Ｉ ｇ Ｅ 標 準 品 （ ７ ５ ／ ５ ０ ２ ） を 測 定 し て 得 ら れ た 検 量 線 に 基 づ い て 算
出 し 、 従 前 の Ｅ Ｉ Ａ 法 の 変 法 に 対 し て １ ０ 倍 以 上 の 高 感 度 の 良 好 な 結 果 を 得 る こ と が で き
る 。 さ ら に 、 以 上 の 操 作 は 、 血 清 入 手 後 ３ 時 間 以 内 に ナ フ ァ モ ス タ ッ ト 特 異 的 Ｉ ｇ Ｅ 抗 体
価 の 測 定 が 可 能 と な り 、 Ｅ Ｉ Ａ 法 の 変 法 で の 測 定 時 間 （ ２ 日 ） と 比 較 し て 迅 速 で 、 医 療 現
場 に お い て ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク 誘 発 性 を 適 時 に 予 測 す る の に 有 用 な 手 段 と な り 得 る
こ と が 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
【 発 明 の 効 果 】 以 上 、 詳 述 し た よ う に 、 本 発 明 の 免 疫 測 定 法 に よ っ て 、 低 分 子 物 質 に 対 す
る 抗 体 価 を 、 簡 便 か つ 迅 速 ， 高 感 度 に 、 環 境 衛 生 上 の 問 題 な く 、 測 定 対 象 抗 体 を 検 出 す る
方 法 が 提 供 さ れ 、 こ れ に よ り 低 分 子 物 質 を 薬 剤 と し て 使 用 す る 際 に 適 時 に ア ナ フ ィ ラ キ シ
ー シ ョ ッ ク の 誘 発 性 を 予 測 す る 手 段 と し て 有 効 で あ る 。

10

20

30

(4) JP 2004-163332 A 2004.6.10



专利名称(译) 低分子量物质分析物中特异性抗体的酶免疫分析

公开(公告)号 JP2004163332A 公开(公告)日 2004-06-10

申请号 JP2002331428 申请日 2002-11-14

[标]申请(专利权)人(译) 清水制药株式会社

申请(专利权)人(译) 清水药业有限公司

[标]发明人 井坂光良

发明人 井坂 光良

IPC分类号 G01N33/53

FI分类号 G01N33/53.J G01N33/53.G G01N33/53.Q

外部链接 Espacenet

摘要(译)

［目的］本发明提供一种用于测定抗体量的非竞争性酶免疫测定法，该
酶免疫测定法是用于简单，快速，高灵敏度且无环境健康问题地检测针
对低分子量物质的特异性抗体的酶免疫测定。 提供一种测量方法。 [结
构]使用直接结合有低分子物质的固相固定针对低分子物质的特异性抗
体，然后洗涤并固定。 抗体的量可以通过测量从含有针对分子物质的特
异性抗体的样品中分离后剩余的固定化抗原的量来计算。 当将其应用于
可能引起过敏性休克的药物时，这可能是用于及时预测风险的有用工
具。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/c43565c2-eb9f-4e77-a780-dd34924334a7
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/032808786/publication/JP2004163332A?q=JP2004163332A

