
(57)【要約】

【課題】高感度の実時間蛍光免疫測定方法を提供する。

【解決手段】本発明に係る被検体の蛍光免疫測定方法は

、

　1)未知量の被検体を含有する溶液に、前記被検体に実

質的に蛍光性でない色素が結合した被検体色素複合体と

、前記被検体色素複合体に対する抗体であって、前記被

検体及び前記色素の両者をそれぞれエピトープとして認

識する抗被検体色素複合体抗体と、を加える工程と、

　2)前記被検体の存在下及び非存在下における、前記被

検体色素複合体と前記抗被検体色素複合体抗体との抗原

抗体反応に基づく前記色素の蛍光強度の変化を測定する

工程と、

　3)前記2)において、前記被検体の存在下で測定された

前記蛍光強度の変化と前記被検体の非存在下で測定され

た蛍光強度の変化とを比較し、前記被検体と前記抗被検

体色素複合体抗体との抗原抗体反応により低下した蛍光

強度を調べることにより、被検体の量を定量する工程と

、を備えることを特徴とする。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 被 検 体 の 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 で あ っ て 、
　 1)未 知 量 の 被 検 体 を 含 有 す る 溶 液 に 、 前 記 被 検 体 に 実 質 的 に 蛍 光 性 で な い 色 素 が 結 合 し
た 被 検 体 色 素 複 合 体 と 、 前 記 被 検 体 色 素 複 合 体 に 対 す る 抗 体 で あ っ て 、 前 記 被 検 体 及 び 前
記 色 素 の 両 者 を そ れ ぞ れ エ ピ ト ー プ と し て 認 識 す る 抗 被 検 体 色 素 複 合 体 抗 体 と 、 を 加 え る
工 程 と 、
　 2)前 記 被 検 体 の 存 在 下 及 び 非 存 在 下 に お け る 、 前 記 被 検 体 色 素 複 合 体 と 前 記 抗 被 検 体 色
素 複 合 体 抗 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 に 基 づ く 前 記 色 素 の 蛍 光 強 度 の 変 化 を 測 定 す る 工 程 と 、
　 3)前 記 2)に お い て 、 前 記 被 検 体 の 存 在 下 で 測 定 さ れ た 前 記 蛍 光 強 度 の 変 化 と 前 記 被 検 体
の 非 存 在 下 で 測 定 さ れ た 蛍 光 強 度 の 変 化 と を 比 較 し 、 前 記 被 検 体 と 前 記 抗 被 検 体 色 素 複 合
体 抗 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 低 下 し た 蛍 光 強 度 を 調 べ る こ と に よ り 、 被 検 体 の 量 を 定 量
す る 工 程 と 、
　 を 備 え る 、 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 被 検 体 の 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 で あ っ て 、
　 1)未 知 量 の 被 検 体 を 含 有 す る 溶 液 に 、 前 記 抗 被 検 体 色 素 複 合 体 抗 体 を 加 え 、 そ の 後 に 前
記 被 検 体 色 素 複 合 体 を 加 え る 工 程 と 、
　 2)前 記 被 検 体 の 存 在 下 及 び 非 存 在 下 に お け る 、 前 記 被 検 体 色 素 複 合 体 と 前 記 抗 被 検 体 色
素 複 合 体 抗 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 に 基 づ く 前 記 色 素 の 蛍 光 強 度 の 変 化 を 測 定 す る 工 程 と 、
　 3)前 記 2)に お い て 、 前 記 被 検 体 の 存 在 下 で 測 定 さ れ た 前 記 蛍 光 強 度 の 変 化 と 前 記 被 検 体
の 非 存 在 下 で 測 定 さ れ た 蛍 光 強 度 の 変 化 と を 比 較 し 、 前 記 被 検 体 と 前 記 抗 被 検 体 色 素 複 合
体 抗 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 低 下 し た 蛍 光 強 度 を 調 べ る こ と に よ り 、 被 検 体 の 量 を 定 量
す る 工 程 と 、
　 を 備 え る 、 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 被 検 体 色 素 複 合 体 と 前 記 抗 被 検 体 色 素 複 合 体 抗 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 に 対 す る 、 前 記
被 検 体 と 被 検 体 色 素 複 合 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 に よ る 競 合 反 応 を 、 蛍 光 強 度 を 指 標 と し て リ
ア ル タ イ ム で モ ニ タ ー す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 蛍 光 免 疫 測 定 方 法
。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 抗 被 検 体 色 素 複 合 体 抗 体 は 、 Ｉ ｇ Ｇ 画 分 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載
の 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 被 検 体 は 、 イ ン シ ュ リ ン で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 蛍 光 免 疫 測 定
方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 色 素 は 、 ト リ フ ェ ニ ル メ タ ン 構 造 を 有 す る 色 素 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 ト リ フ ェ ニ ル メ タ ン 構 造 を 有 す る 色 素 は 、 マ ラ カ イ ト グ リ ー ン で あ る 、 請 求 項 ６ に 記
載 の 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 色 素 は 、 ジ フ ェ ニ ル メ タ ン 構 造 を 有 す る 色 素 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 ジ フ ェ ニ ル メ タ ン 構 造 を 有 す る 色 素 は 、 オ ー ラ ミ ン Ｏ で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 蛍
光 免 疫 測 定 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
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【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 生 体 内 で の 代 謝 物 質 や 環 境 中 で の 汚 染 物 質 の 変 化 の 過 程 に お い て 微 量 物 質 の 高 感 度 分 析
方 法 と し て 従 来 か ら 蛍 光 を 利 用 し た 免 疫 測 定 方 法 （ Ｆ Ｉ Ａ ） が 知 ら れ て い る 。 係 る 方 法 は
、 一 般 的 に 、 抗 原 抗 体 反 応 に 基 づ き 、 検 出 用 と し て ラ ベ ル 化 さ れ た 蛍 光 色 素 の 蛍 光 強 度 の
測 定 に 基 づ く も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 従 っ て 、 従 来 の 抗 原 抗 体 反 応 を 利 用 し た 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 は そ の 色 素 が 蛍 光 性 で あ る た
め 、 非 特 異 吸 着 等 に よ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 蛍 光 が 大 き く 、 検 出 感 度 が 減 少 す る と い う 問 題
が あ っ た 。 さ ら に 、 実 時 間 で 測 定 す る こ と が 困 難 で あ る と い う 問 題 が あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 ９ － ５ ３ ２ ４ 号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 通 常 の 測 定 条 件 下 に お い て は 実 質 的 に 蛍 光 性 で な い 色 素 を 用 い 、 抗 原 抗 体 反
応 に 基 づ き 該 色 素 分 子 の 分 子 内 運 動 を 抑 制 す る こ と に よ り 該 色 素 を 発 蛍 光 性 と す る こ と に
よ り 、 測 定 系 か ら の 種 々 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 蛍 光 に よ る 影 響 を 抑 制 し 、 高 感 度 、 か つ 実 時
間 の 蛍 光 免 疫 測 定 を 可 能 と す る 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る も の で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 以 上 の 問 題 点 を 解 決 す る た め に 、 本 発 明 に 係 る 免 疫 測 定 方 法 は 、 本 発 明 者 に よ り 開 発 さ
れ た 特 定 の 抗 体 で あ っ て （ 特 開 平 ９ － ５ ３ ２ ４ ） 、 被 検 体 に 実 質 的 に 蛍 光 性 で な い 色 素 を
有 す る 被 検 体 色 素 複 合 体 を 抗 原 と す る 抗 体 を 用 い る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 に 係 る 免 疫 測 定 方 法 は 、 図 １ に そ の 一 般 的 概 念 を 、 ま た そ の 実 施 の 態
様 の 一 例 で あ る 競 合 方 法 を 図 ３ に 模 式 的 に 示 し た よ う に 、 上 記 抗 体 と 上 記 抗 原 と が 免 疫 反
応 を 起 こ し 、 そ の 結 果 実 質 的 に 蛍 光 性 で な か っ た 色 素 が 抗 体 と 相 互 作 用 す る こ と に よ り 蛍
光 性 と な り 、 試 料 中 に 存 在 し た 抗 原 の 量 を 定 量 す る こ と を 可 能 と す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 被 検 体 の 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 で あ っ て 、 (1)被 検 体 に 実 質 的 に 蛍 光
性 で な い 色 素 を 結 合 し て 被 検 体 色 素 複 合 体 を 調 製 す る 工 程 と 、 (2)前 記 被 検 体 色 素 複 合 体
を 抗 原 と す る 抗 被 検 体 色 素 複 合 体 抗 体 を 調 製 す る 工 程 と 、 (3)前 記 被 検 体 存 在 下 で 、 前 記
抗 被 検 体 色 素 複 合 体 抗 体 に 対 す る 前 記 被 検 体 色 素 複 合 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 に 基 づ く 前 記 色
素 の 蛍 光 強 度 の 変 化 を 測 定 す る 工 程 と を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 を 提 供
す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 上 記 の 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 は 、 1)未 知 量 の 被 検 体 を 含 有 す る 溶 液 に 、 前 記 被 検 体 に 実 質 的
に 蛍 光 性 で な い 色 素 が 結 合 し た 被 検 体 色 素 複 合 体 と 、 前 記 被 検 体 色 素 複 合 体 に 対 す る 抗 体
で あ っ て 、 前 記 被 検 体 及 び 前 記 色 素 の 両 者 を そ れ ぞ れ エ ピ ト ー プ と し て 認 識 す る 抗 被 検 体
色 素 複 合 体 抗 体 と 、 を 加 え る 工 程 と 、 2)前 記 被 検 体 の 存 在 下 及 び 非 存 在 下 に お け る 、 前 記
被 検 体 色 素 複 合 体 と 前 記 抗 被 検 体 色 素 複 合 体 抗 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 に 基 づ く 前 記 色 素 の 蛍
光 強 度 の 変 化 を 測 定 す る 工 程 と 、 3)前 記 2)に お い て 、 前 記 被 検 体 の 存 在 下 で 測 定 さ れ た 前
記 蛍 光 強 度 の 変 化 と 前 記 被 検 体 の 非 存 在 下 で 測 定 さ れ た 蛍 光 強 度 の 変 化 と を 比 較 し 、 前 記
被 検 体 と 前 記 抗 被 検 体 色 素 複 合 体 抗 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 低 下 し た 蛍 光 強 度 を 調 べ る
こ と に よ り 、 被 検 体 の 量 を 定 量 す る 工 程 と 、 を 備 え る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 上 記 の 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 は 、 1)未 知 量 の 被 検 体 を 含 有 す る 溶 液 に 、 前 記 抗 被 検 体
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色 素 複 合 体 抗 体 を 加 え 、 そ の 後 に 前 記 被 検 体 色 素 複 合 体 を 加 え る 工 程 と 、 2)前 記 被 検 体 の
存 在 下 及 び 非 存 在 下 に お け る 、 前 記 被 検 体 色 素 複 合 体 と 前 記 抗 被 検 体 色 素 複 合 体 抗 体 と の
抗 原 抗 体 反 応 に 基 づ く 前 記 色 素 の 蛍 光 強 度 の 変 化 を 測 定 す る 工 程 と 、 3)前 記 2)に お い て 、
前 記 被 検 体 の 存 在 下 で 測 定 さ れ た 前 記 蛍 光 強 度 の 変 化 と 前 記 被 検 体 の 非 存 在 下 で 測 定 さ れ
た 蛍 光 強 度 の 変 化 と を 比 較 し 、 前 記 被 検 体 と 前 記 抗 被 検 体 色 素 複 合 体 抗 体 と の 抗 原 抗 体 反
応 に よ り 低 下 し た 蛍 光 強 度 を 調 べ る こ と に よ り 、 被 検 体 の 量 を 定 量 す る 工 程 と 、 を 備 え る
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 、 上 記 の 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 は 、 前 記 被 検 体 色 素 複 合 体 と 前 記 抗 被 検 体 色 素 複 合 体
抗 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 に 対 す る 、 前 記 被 検 体 と 被 検 体 色 素 複 合 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 に よ る
競 合 反 応 を 、 蛍 光 強 度 を 指 標 と し て リ ア ル タ イ ム で モ ニ タ ー す る 工 程 を さ ら に 含 む こ と が
よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 抗 被 検 体 色 素 複 合 体 抗 体 が Ｉ ｇ Ｇ 画 分 で あ る こ と を 特 徴 と す る 上
記 記 載 の 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 前 記 被 検 体 が 、 イ ン シ ュ リ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 上 記 記 載 の 蛍 光 免 疫 測 定 方
法 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 前 記 色 素 が 、 ト リ フ ェ ニ ル メ タ ン 構 造 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 上
記 記 載 の 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 ト リ フ ェ ニ ル メ タ ン 構 造 を 有 す る 色 素 が マ ラ カ イ ト グ リ ー ン で あ
る こ と を 特 徴 と す る 上 記 記 載 の 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 色 素 が 、 ジ フ ェ ニ ル メ タ ン 構 造 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記
記 載 の 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 前 記 ジ フ ェ ニ ル メ タ ン 構 造 を 有 す る 色 素 が オ ー ラ ミ ン Ｏ で あ る こ と
を 特 徴 と す る 上 記 記 載 の 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 実 質 的 に 蛍 光 性 で な い 色 素 を 結 合 し た 物 質 を 抗 原 と し た 抗 体 を 作 製 し
、 こ の 抗 体 と 該 抗 原 を 混 合 す る こ と に よ り 実 質 的 に 蛍 光 性 で な い 色 素 を 蛍 光 性 と す る こ と
が 可 能 と な り 、 該 抗 原 の 微 量 蛍 光 分 析 を 可 能 と す る 。 ま た バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル を 極 め
て 低 減 で き 、 高 感 度 の 測 定 が 可 能 と な る 。 さ ら に は 実 時 間 測 定 が 可 能 と な る 。 す な わ ち 、
標 識 が 常 に 活 性 （ 標 識 の 活 性 が 抗 原 抗 体 反 応 と は 無 関 係 ） の 場 合 、 抗 体 が イ ム ノ タ イ タ ー
プ レ ー ト 等 に 非 特 異 吸 着 を 起 こ し て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド と な る 。 一 方 本 発 明 に よ れ ば 、 抗 体
あ る い は MG標 識 抗 原 の ど ち ら か が な ん ら か の 非 特 異 吸 着 を 起 こ し て も 、 両 者 が 反 応 し な い
か ぎ り 蛍 光 を 発 生 す る こ と は な く 、 そ れ だ け で は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド と は な ら な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 さ ら に 、 生 体 は 、 自 分 自 身 の 構 成 成 分 物 質 に 対 し て は 免 疫 寛 容 に な っ て い て 抗 体 は で き
ず 、 ま た 、 特 定 の 物 質 （ 例 え ば イ ン シ ュ リ ン ） に つ い て 別 種 類 の 動 物 の 場 合 で あ っ て 、 そ
の ア ミ ノ 酸 配 列 が ほ と ん ど 同 一 の 場 合 は ど の 動 物 を 用 い て も 抗 体 を 作 成 す る こ と は で き な
い 。 一 方 本 発 明 に お い て は 、 抗 原 は 測 定 対 象 に MGを 標 識 し た 人 工 物 質 で あ る た め 抗 体 が 容
易 に 生 成 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 従 来 、 抗 体 の 作 成 が 困 難 で あ る た め 、 免 疫 測 定 が 不 可 能 あ る
い は 極 め て 困 難 で あ っ た 物 質 に つ い て も 測 定 可 能 と な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
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【 ０ ０ ２ １ 】
　 （ 実 質 的 に 蛍 光 性 で な い 色 素 ）
　 本 発 明 に お い て 使 用 可 能 な 色 素 は 、 水 中 等 通 常 の 溶 媒 中 で 実 質 的 に 蛍 光 性 を 示 さ な い も
の 、 ま た は 蛍 光 性 を 示 す が 弱 い も の で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ な い 。 す な わ ち 、 本 発 明 に お い
て 実 質 的 に 蛍 光 性 で な い と は 、 通 常 の 測 定 条 件 で は 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 示 さ な い か 、 も し く
は 極 め て 弱 い 蛍 光 の み 示 し 、 実 質 的 に は 市 販 の 装 置 等 に よ り 、 蛍 光 分 光 分 析 が で き な い と
さ れ て い る も の を い う （ 西 川 泰 治 等 、 ” 蛍 光 リ ン 光 分 析 法 ” 、 共 立 出 版 、 ３ ０ ペ ー ジ 、 １
９ ８ ４ 年 ） 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 蛍 光 量 子 収 率 が 特 定 の 条 件 で １ ％ 以 下 の 場 合 は 、 こ こ で い う 実 質 的
に 蛍 光 性 を 示 さ な い 色 素 で あ り 、 蛍 光 量 子 収 率 が 特 定 の 条 件 で １ ０ ー 2 ％ 以 下 の 場 合 は 、
特 に 実 質 的 に 蛍 光 性 を 示 さ な い 色 素 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 た だ し 、 特 別 な 測 定 条 件 、 測 定 装 置 等 に よ り 極 微 弱 な 蛍 光 を 検 出 可 能 で あ る 場 合 に お い
て は 、 本 発 明 に お い て 実 質 的 に 蛍 光 性 で な い 色 素 が 本 発 明 に 係 る 処 理 に よ り 蛍 光 性 と な り
、 蛍 光 分 析 が 可 能 と な る と い う 意 味 は 、 該 色 素 の 蛍 光 量 子 収 率 が 通 常 の 測 定 条 件 で は 極 め
て 小 さ い （ 例 え ば ０ ． ０ １ ％ 以 下 ） が 、 本 発 明 に 係 る 処 理 に よ り 抗 体 と 相 互 作 用 す る こ と
に よ り 大 き く 変 化 す る （ 例 え ば １ ％ 以 上 ） と い う こ と を 意 味 す る も の と す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 さ ら に 本 発 明 に お い て 使 用 可 能 な 色 素 は 、 水 中 な ど 通 常 の 溶 媒 中 で 蛍 光 性 で あ る （ 蛍 光
量 子 収 率 が １ ％ よ り 大 き い ） も の も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ の 場 合 に お い て は 、 本 発 明 に 係 る 処 理 に よ り 蛍 光 強 度 が さ ら に 増 加 す る こ と を 意 味 し
、 通 常 の 蛍 光 分 析 で 得 ら れ る 感 度 以 上 の 分 析 感 度 を 得 る こ と が で き る こ と を 意 味 す る 。 こ
こ で 蛍 光 強 度 が 増 加 す る と は 、 蛍 光 量 子 収 率 が 変 化 し 、 大 き く な る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 上 記 の 蛍 光 量 子 収 率 増 大 が 少 な く と も １ ０ 倍 以 上 で あ る こ と が 望 ま
し い が 、 １ ０ ０ 倍 、 さ ら に は １ ０ ０ ０ 倍 以 上 （ よ り 好 ま し く は １ ０ ０ ０ ０ 倍 以 上 ） 増 加 す
る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
例 え ば 、 マ ラ カ イ ト グ リ ー ン に つ い て は 、 約 １ ０ ０ ０ 倍 以 上 の 蛍 光 量 子 収 率 の 増 加 が 得 ら
れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 本 発 明 で 使 用 可 能 な 色 素 と は 必 ず し も 可 視 部 の 吸 収 （ ３ ５ ０ ｎ ｍ 以 上 に 吸 収 極 大 を
有 す る ） を 有 す る 必 要 は な く 、 紫 外 部 （ ３ ５ ０ ｎ ｍ 以 下 に 吸 収 極 大 を 有 す る ） の 吸 収 を 有
す る も の 、 ま た は 吸 収 バ ン ド が 可 視 部 に ま で 及 ん で い る も の で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 で 使 用 可 能 な 色 素 の 分 子 構 造 は 特 に 制 限 さ れ ず 、 種 々 の 発 色 団 （ ク ロ モ フ ァ ） を
含 む も の が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 特 に 、 pHが 中 性 附 近 で 安 定 な 発 色 団 を 含 む も の が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 例 え ば 、 分 子 構 造 中 に ト リ フ ェ ニ ル メ タ ン 骨 格 を 有 す る 色 素 が 特 に 好 ま し く （ 例 え ば 、
講 談 社 サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク 社 、 大 河 原 信 編 「 色 素 ハ ン ド ブ ッ ク 」 参 照 ） 、 さ ら に 分 子 構
造 中 に ト リ フ ェ ニ ル メ タ ン 骨 格 を 有 す る 色 素 で あ る マ ラ カ イ ト グ リ ー ン 等 が 特 に 好 ま し く
使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ま た ジ フ ェ ニ ル メ タ ン 骨 格 を 有 す る 色 素 （ 例 え ば 、 講 談 社 サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク 社 、 大
河 原 信 編 「 色 素 ハ ン ド ブ ッ ク 」 参 照 ） も 好 ま し く 使 用 可 能 で あ る 。 ジ フ ェ ニ ル メ タ ン 系 の
色 素 と し て は 例 え ば オ ー ラ ミ ン 系 色 素 が 好 適 に 使 用 可 能 で あ る 。 特 に オ ー ラ ミ ン Ｏ の 使 用
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が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
（ 被 検 体 ）
　 本 発 明 に 係 る 方 法 を 用 い て 測 定 可 能 な 被 検 体 と し て は 特 に 制 限 は な い 。 す な わ ち 、 本 発
明 に 係 る 色 素 を 結 合 可 能 で あ り 、 か つ 、 得 ら れ る 色 素 被 検 体 複 合 体 が 、 本 発 明 に 係 る 抗 原
抗 体 反 応 に お い て の 免 疫 抗 原 と な り う る も の で あ れ ば よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ の 際 、 必 要 な ら ば 、 さ ら に 、 該 色 素 被 検 体 複 合 体 に 特 定 の 化 学 修 飾 を す る こ と に よ り
、 抗 原 性 の 改 良 等 が 可 能 と な る 。 例 え ば 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ
サ ギ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 、 ウ マ 血 清 グ ロ ブ リ ン 、 ヒ
ト ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 、 ヒ ツ ジ ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 、 ウ シ チ ロ グ ロ ブ リ ン 、 ブ タ チ ロ グ ロ ブ リ
ン 、 ヘ モ シ ア ニ ン 、 合 成 ペ プ チ ド 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 さ ら に 具 体 的 に は 、 本 発 明 に お い て 被 検 体 と な り う る も の に は 、 例 え ば 、 種 々 の 生 理 活
性 物 質 （ ペ プ チ ド ホ ル モ ン 、 酵 素 、 各 種 抗 体 ） 、 病 源 体 （ 細 菌 、 ウ イ ル ス ） が 挙 げ ら れ る
。 本 発 明 に お い て は こ の う ち 特 に イ ン シ ュ リ ン が 好 ま し い 例 と し て 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 被 検 体 の 化 学 構 造 （ 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ） が 極 め て 近 似 し て い る
た め 、 そ の ま ま 抗 原 と し て 用 い た 場 合 に 十 分 な 差 を 有 す る 抗 体 が 得 ら れ ず 、 従 っ て 通 常 の
抗 原 抗 体 反 応 を 用 い る こ と が で き な い 場 合 に お い て も 好 ま し く 使 用 で き る も の で あ る 。 す
な わ ち 、 係 る 化 学 構 造 が 近 似 し て い る 場 合 で あ っ て も 本 発 明 に お い て は さ ら に 特 定 の 蛍 光
色 素 を 結 合 し た も の を 抗 原 と す る も の で あ り 、 こ の 構 成 の た め 、 得 ら れ る 抗 体 は 十 分 な 抗
原 認 識 性 を 有 す る も の と な る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
（ 被 検 体 色 素 複 合 体 調 製 法 ： 実 質 的 に 蛍 光 性 で な い 色 素 を 被 検 体 に 結 合 す る 方 法 ）
　 本 発 明 で 、 実 質 的 に 蛍 光 性 で な い 色 素 を 有 す る 抗 原 （ 以 下 被 検 体 色 素 複 合 体 、 ま た は 色
素 被 検 体 複 合 体 と い う ） の 作 製 方 法 に つ い て は 特 に 制 限 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 例 え ば 、 上 記 被 検 体 と 実 質 的 に 蛍 光 性 で な い 色 素 を 所 定 時 間 撹 拌 混 合 し 、 ゲ ル 瀘 過 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ を 用 い て 該 色 素 を 有 す る 抗 原 の 画 分 を 分 離 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 さ ら に 必 要 な 場 合 に は 例 え ば 免 疫 反 応 を 利 用 す る 精 製 手 段 を 使 用 す る こ と に よ り 精 製 す
る こ と も 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 日 本 生 化 学 会 編 続 化 学 実 験 講 座  ５ 巻 免 疫 生 化 学 研 究 法 （
東 京 化 学 同 人 ） 、 ２ ５ ～ ３ １ ペ ー ジ 、 1.3抗 体 の 特 異 的 精 製 法 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 得 ら れ た 該 色 素 を 有 す る 抗 原 の 濃 度 は 例 え ば Ｌ ｏ ｗ ｒ ｙ 法 で 定 量 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
（ 抗 被 検 体 色 素 複 合 体 抗 体 ： 抗 体 作 製 方 法 ）
　 本 発 明 で 使 用 す る 抗 体 （ 以 下 抗 被 検 体 色 素 複 合 体 抗 体 と い う ） の 調 製 は 通 常 の 免 疫 工 程
を も ち い て 好 ま し く 作 製 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
免 疫 動 物 と し て は 特 に 制 限 さ れ な い が 、 ウ サ ギ 、 お よ び モ ル モ ッ ト が 好 適 に 使 用 可 能 で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 で 使 用 可 能 な 免 疫 ア ジ ュ バ ン ト は 特 に 制 限 さ れ な い が 、 一 般 的 な フ ロ イ ン ト 不 完
全 ア ジ ュ バ ン ト 、 ア ル ミ ニ ウ ム ア ジ ュ バ ン ト 等 が 好 適 に 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 で 使 用 可 能 な 免 疫 注 射 法 に つ い て は 特 に 制 限 は な い が 、 例 え ば モ ル モ ッ ト に お い
て は 皮 下 注 射 、 腹 腔 内 注 射 等 が 好 適 に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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　 本 発 明 に お い て は 、 抗 血 清 の 産 生 確 認 と 採 取 に つ い て は 、 必 要 な ら ば 追 加 免 疫 を 実 施 し
、 試 験 採 取 を 行 い 抗 体 価 を 調 べ る こ と に よ り 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 、 採 取 さ れ た 抗 血 清 の 分 離 に は 特 に 制 限 は な く 、 一 般 的 な 方 法 、 例 え ば
採 決 血 液 を 凝 固 さ せ た 後 、 遠 心 分 離 に よ り 血 清 を 分 離 す る こ と が 可 能 で あ る 。 得 ら れ た 抗
血 清 の 抗 原 色 素 に 対 す る 特 異 的 抗 体 活 性 は 、 酵 素 免 疫 反 応 等 で 好 ま し く 測 定 可 能 で あ る （
例 え ば 、 日 本 生 化 学 会 編 続 化 学 実 験 講 座  ５ 巻 免 疫 生 化 学 研 究 法 （ 東 京 化 学 同 人 ） 、 ６ ２
～ ６ ５ ペ ー ジ 、 1.4.6 酵 素 免 疫 測 定 法 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
（ Ｉ ｇ Ｇ 画 分 ）
　 本 発 明 に お い て は 、 抗 血 清 か ら の Ｉ ｇ Ｇ 画 分 の 精 製 法 は 特 に 制 限 さ れ な い 。 塩 析 法 、 ゲ
ル 瀘 過 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ 法 等 が 好 ま し く 使 用 可 能 で あ り 、 特 に プ ロ テ イ ン Ａ
法 が 好 ま し く 使 用 可 能 で あ る 。 さ ら に 得 ら れ た Ｉ ｇ Ｇ 画 分 は ま た 、 遠 心 に よ る 限 外 濾 過 法
に よ り 濃 縮 可 能 で あ り 所 定 の 濃 度 に 調 製 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
（ 蛍 光 ス ペ ク ト ル 測 定 法 ）
　 本 発 明 に お い て は 、 上 記 抗 体 と 蛍 光 性 で な い 色 素 を 混 合 す る こ と に よ り 、 当 該 混 合 溶 液
が 蛍 光 性 と な り 、 得 ら れ た 混 合 液 の 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 種 々 の 測 定 法 で 測 定 す る こ と が 可 能
で あ る （ 蛍 光 ・ リ ン 光 分 析 法 、 西 川 ・ 平 本 著 、 共 立 出 版 、 第 ２ 章 ４ ９ ～ ９ ９ ペ ー ジ ） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 特 に 、 共 存 物 の 干 渉 を 受 け ず に 、 色 素 か ら の 蛍 光 の み を 高 感 度 で 定 量 す る こ と が 、 対 照
混 合 物 と の 蛍 光 差 ス ペ ク ト ル を 測 定 す る こ と に よ り 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 発 現 す る 蛍 光 量 子 収 率 は 、 色 素 、 被 検 体 、 抗 体 作 製 上 の 偶 然 的 要 素 に 依
存 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 さ ら に 本 発 明 に よ り 、 発 現 し た 蛍 光 性 を 利 用 し て 被 検 体 の 定 量 分 析 が 可 能 と な る 。 定 量
分 析 の 限 界 は 、 上 記 量 子 収 率 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
（ 被 検 体 測 定 方 法 ）
　 本 発 明 に 係 る 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 の 具 体 的 な 実 施 態 様 に つ い て は 以 下 に 示 す よ う に 種 々 可
能 で あ り 、 測 定 の 目 的 に 応 じ て 適 宜 選 択 可 能 で あ る 。 本 発 明 に お い て 被 検 体 を 検 出 す る １
つ の 好 ま し い 態 様 は 、 図 ３ で 模 式 的 に 示 さ れ る よ う に 競 合 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 に お い て
は 、 被 検 体 は 試 料 中 に 混 合 物 と し て 存 在 し て い る 場 合 で も 、 高 感 度 （ 低 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
蛍 光 の た め ） で か つ 実 時 間 で 測 定 可 能 と な る 。 す な わ ち 、 被 検 体 に 色 素 を 結 合 し て 得 ら れ
る 被 検 体 色 素 複 合 体 を 調 製 し 、 そ れ を 抗 原 と し て 通 常 方 法 に 従 い 抗 体 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 両 方 を 含 む ） を 作 製 し た 後 、 得 ら れ た 抗 被 検 体 色 素 複 合 体 抗 体
に 対 す る 、 被 検 体 色 素 複 合 体 と 被 検 体 と の 競 合 反 応 に 基 づ き 、 被 検 体 の 濃 度 を 測 定 す る こ
と が 可 能 と な る 。 こ の 際 、 ど ち ら か の 濃 度 を 過 剰 の 条 件 と し て 、 得 ら れ る 蛍 光 の 時 間 変 化
を 実 時 間 で モ ニ タ ー す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 よ り 具 体 的 に 、 被 検 体 と し て イ ン シ ュ リ ン を 用 い た 例 に つ い て 以 下 説 明 す る 。 た だ し 、
イ ン シ ュ リ ン に 制 限 さ れ る こ と は な い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
(1)　 色 素 と し て マ ラ カ イ ト グ リ ー ン (MG)を 選 択 し 、 MGを 共 有 結 合 に よ り 標 識 さ れ た イ ン
シ ュ リ ン を MG-Insと し 、 ま た 、 MGで 標 識 さ れ な い イ ン シ ュ リ ン を 単 に イ ン シ ュ リ ン （ Ins
） と す る 。 さ ら に 、 MG-Insを 抗 原 と す る 抗 体 を 抗 Mg-Ins抗 体 と す る 。 係 る 抗 体 は 通 常 公 知
の 方 法 で 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ こ で 得 ら れ た MG-Insは 、 抗 Mg-Ins抗 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 に よ っ て 蛍 光 性 に な る (特 開
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平 ９ － ５ ３ ２ ４ ） 。 す な わ ち 、 抗 体 と の 結 合 に よ り MG分 子 内 の 振 動 ・ 回 転 が 抑 制 さ れ 、 励
起 状 態 か ら 基 底 状 態 へ の 非 放 射 的 遷 移 が 抑 制 さ れ た た め と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 係 る 抗 原
抗 体 反 応 過 程 を 発 生 す る MGの 蛍 光 変 化 に よ り 実 時 間 で モ ニ タ ー す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
(2)　 こ の 抗 原 抗 体 反 応 は 測 定 系 中 に 共 存 さ せ た イ ン シ ュ リ ン に よ る 競 争 的 抗 原 抗 体 反 応
の 存 在 に よ り 抑 制 さ れ 、 そ の 抑 制 の 程 度 は 共 存 す る イ ン シ ュ リ ン 量 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 し た が っ て 、 抗 Mg-Ins抗 体 と MG-Insを 一 定 量 に し た 条 件 下 で 、 こ の 抑 制 の 程 度 か ら 測 定
系 中 の 被 検 体 た る イ ン シ ュ リ ン の 定 量 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
(3)　 こ の 抑 制 の 過 程 又 は 程 度 を 数 量 的 に 評 価 す る に は い く つ か の 方 法 が 可 能 で あ る 。 具
体 的 に は 、 測 定 系 中 の イ ン シ ュ リ ン 濃 度 が 増 え る に つ れ 、 MGか ら の 蛍 光 の 増 加 が 鈍 る こ と
と な り 、 MGの 蛍 光 増 加 の 時 間 変 化 を 示 す 曲 線 は そ の 傾 き (図 ２ 、 Slope1と Slope2)が 小 さ く
な り 、 一 定 の 蛍 光 強 度 に 達 す る 時 間 が 遅 く な り (図 ２ 、 t1と t2)、 ま た 一 定 時 間 後 (図 ２ 、 t
3)の 蛍 光 強 度 は 減 少 す る こ と と な る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 係 る 数 値 と イ ン シ ュ リ ン 濃 度 の 相 関 か ら 検 量 線 を 作 成 可 能 と な る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば
、 反 応 開 始 5分 後 の 蛍 光 強 度 と イ ン シ ュ リ ン 濃 度 の 相 関 関 係 を 求 め る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
(4)　 な お 、 抗 原 抗 体 反 応 の 反 応 の 順 序 に つ い て も 特 に 制 限 は な い 。 例 え ば イ ン シ ュ リ ン
と 抗 体 の 反 応 を 先 に 反 応 さ せ た 後 に 、 一 定 量 の MG-Insを 加 え る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の 理
由 は 、 本 来 の 列 原 で あ る MG-Insの 方 が イ ン シ ュ リ ン よ り も 強 く 抗 体 に 結 合 す る と 予 想 さ れ
る か ら で あ る 。 し た が っ て 、 こ の 場 合 は 、 蛍 光 強 度 の 時 間 変 化 は 、 抗 体 と 平 衡 が 成 立 し た
イ ン シ ュ リ ン が 追 い 出 さ れ て 、 MG-Insに 置 き 換 わ っ て い く 過 程 を 蛍 光 量 の 時 間 変 化 で 実 時
間 を 計 測 す る こ と と な る （ 図 ３ ） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 別 の 態 様 と し て は 、 ま ず 試 料 中 の 被 検 体 に 色 素 を 結 合 す る 前 処 理 を 施
し た 後 、 得 ら れ た 色 素 被 検 体 複 合 体 と 本 発 明 に 係 る 抗 体 と の 間 で の 抗 原 抗 体 反 応 に 基 づ き
、 直 接 被 検 体 の 濃 度 を 測 定 す る 方 法 が あ る 。 該 方 法 は 、 試 料 中 の 被 検 体 が 高 純 度 で 存 在 し
て い る 場 合 に 特 に 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 実 質 的 に 蛍 光 性 で な い 色 素 を 有 す る 被 検 体 （ 色 素 被 検 体 複 合 体 ） を 抗
原 と す る 抗 体 に 対 し 、 前 記 複 合 体 と 被 検 体 と の 競 争 的 な 抗 原 抗 体 反 応 に 基 づ き 前 記 色 素 が
蛍 光 性 と な り 、 こ の 蛍 光 の 変 化 を 測 定 す る こ と に よ り 、 上 記 被 検 体 を 実 時 間 で 定 量 可 能 と
な る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 以 下 本 発 明 の 実 施 例 を 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 係 る 実 施 例 に 制 限 さ れ る も の で は な
い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ４ 】
(1)　 マ ラ カ イ ト グ リ ー ン 標 識 イ ン シ ュ リ ン (MG-Ins)の 調 製
　 イ ン シ ュ リ ン (Zn free、 porcine、 Biomedical Technologies Inc.製 )10.0mgを 5mlの 炭
酸 バ ッ フ ァ ー (0.5M、 pH9.0)に 溶 解 し た 。 こ の 溶 液 に 、 ア セ ト ン 0.1mlに 溶 解 し た マ ラ カ イ
ト グ リ ー ン イ ソ チ オ シ ア ネ イ ト (MGITC、 Molecular ProbeInc.製 )1.5mgを 添 加 し 、 遮 光 し 4
℃ で 一 昼 夜 攪 拌 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
次 に 、 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 (PBS)に て 平 衡 化 し た ゲ ル 濾 過 カ ラ ム (Econo－ Pac lODG、 B
io－ Rad社 製 )に 上 記 の 反 応 液 3mlを 供 し 、 4mlの PBSを 力 ラ ム 上 部 よ り 流 し て ゲ ル 濾 過 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 い 、 未 反 応 の MGITCを 除 去 し て MG-Ins画 分 を 分 離 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
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(2)　 MG－ Insの 免 疫
　 2-1.初 回 免 疫
　 上 記 得 ら れ た MG-Ins画 分 50μ lを 生 理 食 塩 水 2.1mlで 希 釈 し 、 抗 原 溶 液 と し た 。 こ れ を 0.
22μ mの フ ィ ル タ ー を つ け た 注 射 器 (5ml)を 用 い 、 無 菌 的 に ア ジ ュ バ ン ト (RibiAdjuvant Sy
stem、 Ribi社 製 )の バ イ ア ル に 注 入 し た 。 そ の 後 、 こ の バ イ ア ル を 2分 間 激 し く 振 揺 し 、 抗
原 溶 液 と ア ジ ュ バ ン ト と の エ マ ル ジ ヨ ン を 調 製 し た 。 RASバ イ ア ル の 取 り 扱 い は 添 付 の 取
扱 説 明 書 に 従 っ た 。 得 ら れ た エ マ ル ジ ヨ ン を モ ル モ ッ ト (Hartley、 メ ス 、 SPF、 n=4)に 麻
酔 下 (ネ ン ブ タ ー ル 、 投 与 量 は 8mg/kg)で 、 一 匹 あ た り 0.5mlを 投 与 し た (後 背 部 皮 下 に 0.1m
lX4カ 所 、 腹 腔 内 に 0.1ml)。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 2-2.追 加 免 疫
　 初 回 免 疫 か ら 3～ 4週 間 間 隔 で 2回 、 追 加 免 疫 を 行 っ た 。 抗 原 量 お よ び ア ジ ュ バ ン ト は 初
回 免 疫 と 同 じ で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
(3)　 抗 MG-1ns血 清 の 坑 体 価 測 定
　 上 記 得 ら れ た 抗 血 清 の MG-Insに 対 す る 特 異 的 抗 体 活 性 を 、 以 下 の よ う に 酵 素 免 疫 測 定 法
に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 3-1.抗 体 価 測 定 の 時 期
　 1回 目 の 追 加 免 疫 の 2週 間 後 、 免 疫 し た モ ル モ ッ ト よ り 少 量 の 血 液 を 採 取 し 、 抗 体 価 を 測
定 し た 。 採 血 は 、 耳 介 静 脈 を 手 術 用 メ ス で 切 開 し 、 漏 れ 出 て く る 血 液 を ヘ マ ト ク リ ッ ト 測
定 用 キ ャ ピ ラ リ ー に て 採 取 し て 行 っ た 。 こ の キ ャ ピ ラ リ ー の 一 端 を seal-ease(Becton Dic
kinson and Company)で 封 じ 、 こ れ を 遠 心 機 (KOKUSANMODELH-103RS 国 産 遠 心 機 (株 ))に セ
ッ ト し 3000rpm、 4℃ に て 10分 間 遠 心 し 血 清 を 分 離 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 こ の 血 清 の 抗 体 価 を 後 述 の 方 法 で 測 定 し た 結 果 、 追 加 免 疫 2週 間 後 に 十 分 な 抗 体 価 の 上
昇 が 見 ら れ る こ と を 確 認 し た 。 こ の 結 果 を 踏 ま え 、 2回 目 の 追 加 免 疫 か ら 2週 間 後 に 全 採 血
を 行 い 、 そ の 後 同 様 に し て 最 終 的 な 抗 体 価 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 3-2.抗 血 清 の 調 製
　 モ ル モ ッ ト よ り 全 採 血 し た 血 液 を 滅 菌 し た 試 験 管 に 取 り 、 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 に て 37℃
で 1時 間 放 置 し 、 血 餅 の 生 成 を 促 進 さ せ た 。 つ い で 4℃ で 一 夜 放 置 し 血 餅 を 収 縮 さ せ た 後 、
遠 心 機 (KOKUSAN MODEL H-103RS 国 産 遠 心 機 (株 )製 )に セ ッ ト し て 3000rpm、 4℃ に て 10分 間
遠 心 し 抗 血 清 を 分 離 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 3-3.酵 素 免 疫 測 定 法
　 MG-Insの ゲ ル 濾 過 画 分 70μ lを 50mM炭 酸 緩 衝 液 (pH9.6)7mlに 溶 解 し 、 プ ラ ス チ ッ ク 製 の 9
6穴 イ ム ノ タ イ タ ー プ レ イ ト (greiner社 製 、 ELISA-PLATE)の 各 ウ ェ ル に 0.1mlず つ 分 注 し た
。 こ れ を 4℃ で 一 夜 放 置 し 、 MG-Insを タ イ タ ー プ レ イ ト 内 壁 に 吸 着 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の イ ム ノ タ イ タ ー プ レ イ ト の 各 ウ エ ル に 洗 浄 液 (0.05% Tween20を 含 む PBS)を 各 ウ ェ ル
に 0.1ml加 え た の ち 排 出 し た 。 こ の 洗 浄 工 程 を 3回 繰 り 返 し た 。 つ ぎ に ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 (1
%ゼ ラ チ ン を 含 む PBS)を 各 ウ ェ ル に 0.1ml加 え 、 4℃ で 一 夜 放 置 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 そ の 後 再 び 洗 浄 液 で 同 様 に 洗 浄 し 、 PBSに よ る 抗 血 清 の 希 釈 溶 液 (100～ 12、 800倍 )、 あ
る い は 対 照 と し て 免 疫 を 行 っ て い な い モ ル モ ッ ト の 血 清 (希 釈 せ ず )を 各 ウ ェ ル に 0.1ml加
え た 。 こ の タ イ タ ー プ レ イ ト を 室 温 下 10時 間 放 置 し 、 抗 原 と 抗 体 を 反 応 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 そ の 後 洗 浄 液 で 同 様 に 洗 浄 し 、 horseradish peroxidase標 識 ヤ ギ 抗 モ ル モ ッ ト IgG抗 体
溶 液 (最 終 濃 度 は 16μ g/mlと し た 。 Cappe1社 製 )を 各 ウ ェ ル に 0.1ml加 え 4℃ で 一 夜 放 置 し 、
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抗 血 清 中 の IgGと 酵 素 抗 体 を 反 応 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 そ の 後 洗 浄 液 で 同 様 に 洗 浄 し 、 反 応 基 質 溶 液 (ABTS Peroxidase SubstrateSystem、 Kirk
egaard & Perry Laboratories社 製 )を 同 試 薬 の 取 り 扱 い 説 明 書 に 従 っ て 各 ウ ェ ル に 0.1ml
添 加 し た 。 こ れ を 37℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ 中 に 45分 間 置 い て 酵 素 反 応 を 行 わ せ た 後 、 反 応 停
止 液 (1%SDS水 溶 液 )を 各 ウ ェ ル に 0.1ml添 加 し た 。 こ の イ ム ノ タ イ タ ー プ レ ー ト を プ レ ー ト
リ ー ダ ー (Bio-Rad社 製 、 モ デ ル 3550)に セ ッ ト し 、 405nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 3-4.抗 体 価 測 定 の 結 果
　 2回 目 の 追 加 免 疫 か ら 1週 間 後 に 全 採 血 し て 得 た 抗 血 清 に つ い て 、 抗 体 価 を 測 定 し た 。 そ
の 一 例 の 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 こ の 抗 血 清 は 3200倍 希 釈 ま で 対 照 に 比 し 有 意 な 抗 体 活 性 を 示
し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
(4)　 IgG画 分 の 精 製
　 上 記 得 ら れ た 抗 血 清 か ら 、 プ ロ テ イ ン Aを 用 い て IgG画 分 を 精 製 し た 。 プ ロ テ イ ン Aは 黄
色 ブ ド ウ 球 菌 が 産 出 す る 蛋 白 質 で 、 ヒ ト ・ マ ウ ス ・ 兎 な ど の IgGの Fcフ ラ グ メ ン ト に 特 異
的 に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る (文 献  今 堀 和 友  山 川 民 夫 監 修 、 「 生 化 学 辞 典 」 、 p1107
、 東 京 化 学 同 人 (1984))。 プ ロ テ イ ン Aを 固 定 し た カ ラ ム (抗 体 精 製 用 プ ロ テ イ ン Aカ ラ ム キ
ッ ト 、 Ampure PA Kit、 Amersham社 製 )を 、 そ の 取 扱 説 明 書 に 従 っ て 用 い 、 本 抗 血 清 1mlか
ら IgG画 分 、 約 4mlを 得 た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 こ の IgG画 分 を 遠 心 濃 縮 し た 。 試 料 前 処 理 用 カ ー ト リ ッ ジ 遠 心 濃 縮 用 ULTRACENT-10(東 ソ
ー 製 )に IgG画 分 1～ 1.5mlを 入 れ 、 4℃ 冷 却 下 、 5000rpm(x3000G)で 30～ 60分 遠 心 し た 。 こ れ
を 繰 り 返 し 、 4mlの プ ロ テ イ ン A力 ラ ム 画 分 を 0.7mlま で 濃 縮 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ の 濃 縮 IgG画 分 の 蛋 白 定 量 を Bio-Radプ ロ テ イ ン ア ッ セ イ (Bio-Rad社 製 )を 用 い 、 そ の
取 扱 説 明 書 に 従 い 行 っ た 。 標 準 試 料 と し て ウ シ γ グ ロ ブ リ ン を 用 い た 。 そ の 結 果 、 各 モ ル
モ ッ ト か ら 得 ら れ た 濃 縮 IgG画 分 の 蛋 白 質 濃 度 は 34.5～ 42.4μ Mで あ っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
(5)　 抗 MG-Ins抗 体 (IgG)に よ る MGの 蛍 光 化
　 濃 縮 さ れ た 抗 MG-Ins血 清 由 来 IgG画 分 と MGお よ び MG-InSを 反 応 さ せ 、 MGの 蛍 光 ス ペ ク ト
ル を 検 討 し た 。 な お 、 蛍 光 ス ペ ク ト ル の 測 定 は HITACHI850蛍 光 分 光 光 度 計 (日 立 製 )を 使 用
し 、 励 起 波 長 620nm、 蛍 光 波 長 630～ 750nm、 バ ン ド パ ス 5nm(励 起 側 、 発 光 側 と も に )、 ス キ
ャ ン ス ピ ー ド 60nm/min、 時 定 数 2秒 、 光 電 子 増 倍 管 利 得 Highで 測 定 し た 。 試 料 は 励 起 光 側
光 路 長 1cmの 蛍 光 測 定 用 石 英 セ ル に 入 れ 、 測 定 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 5-1.抗 MG-Ins抗 体 (IgG)と MGの 反 応 お よ び 蛍 光 ス ペ ク ト ル
　 PBSを 用 い 、 抗 MG-Ins抗 体 (IgG)と MGの 混 合 液 を 調 製 し た 。 最 終 濃 度 は IgGが 4μ M、 MGが 4
μ Mに 調 製 し た 。 MGの 濃 度 は 濃 度 消 光 が 起 こ ら な い よ う に 設 定 し た 。 ま た 、 IgG画 分 中 に は
MGと 反 応 し な い も の も 含 ま れ て い る の で 、 IgGと MGの 濃 度 比 を 厳 密 に 設 定 す る こ と は 意 味
が な く 、 任 意 に 設 定 し た 。 対 照 と し て 、 モ ル モ ッ ト の γ グ ロ ブ リ ン (INTER-CELLTECHNOLOG
IES、 INC.)か ら プ ロ テ イ ン A力 ラ ム に よ り 精 製 し た ブ ラ ン ク IgG画 分 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 こ の 混 合 液 の 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 図 ５ に 示 す 。 こ れ は 抗 MG-Ins抗 体 (IgG)と MGの 混 合 液 の
蛍 光 ス ペ ク ト ル か ら 、 ブ ラ ン ク IgGと MGの 混 合 液 の 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 差 し 引 い た も の で あ
る 。 ブ ラ ン ク IgGと MGの 反 応 は 、 特 異 的 な 抗 原 抗 体 反 応 に 困 ら な い 全 て の バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド (セ ル 自 体 の 蛍 光 や 溶 媒 の ラ マ ン 散 乱 、 抗 体 と MGの 非 特 異 的 な 反 応 に よ る 蛍 光 な ど )を 与
え る 。 こ れ を 差 し 引 い て な お 蛍 光 ス ペ ク ト ル が 得 ら れ る こ と か ら 、 抗 MG-Ins抗 体 (IgG)が
そ の 特 異 的 抗 体 活 性 に よ り MGを 蛍 光 性 に 転 換 し た こ と が 分 か る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
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　 5-2.抗 MG-Ins抗 体 (IgG)と MG-Insの 反 応 PBSを 用 い 、 抗 MG-Ins抗 体 (IgG)と MG-Insの 混 合
液 を 調 製 し た 。 最 終 濃 度 は IgGが 4μ M、 MG-Insが 0.67μ Mに 調 製 し た 。 MG-Insの 濃 度 は MGの
ε 6 2 0 =1.5× 10

5 M - l cm - 1 (文 献  D.G.Jay,Pro.Natl.Acad.Sci.USA、 Vol.85 pp5454-5458(198
8))か ら 計 算 し た 。 こ の 濃 度 設 定 を し た 根 拠 は 、 本 抗 体 (IgG)と MGの 反 応 、 の 場 合 と 同 様 で
あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 対 照 の ブ ラ ン ク IgGは 、 モ ル モ ッ ト の γ グ ロ ブ リ ン (INTER-CELL TECHNOLOGIES、 INC.)か
ら プ ロ テ イ ン A力 ラ ム に よ り 精 製 し た ブ ラ ン ク IgG画 分 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 こ の 混 合 液 の 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 図 ６ に 示 す 。 こ れ は 抗 MG-Ins抗 体 (IgG)と MG-Insの 混 合
液 の 蛍 光 ス ペ ク ト ル か ら 、 ブ ラ ン ク IgGと MG-Insの 混 合 液 の 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 差 し 引 い た
も の で あ る 。 こ の 差 ス ペ ク ト ル か ら 、 抗 MG-Ins抗 体 (IgG)が そ の 特 異 的 抗 体 活 性 に よ り 、
イ ン シ ュ リ ン に 標 識 さ れ た MGを 蛍 光 性 に 転 換 し た こ と が 分 か る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 5-3.抗 イ ン シ ュ リ ン 抗 体 と MG-Insの 反 応
　 (i)　 5-2.で 得 ら れ た 結 果 は 、 抗 体 が イ ン シ ュ リ ン と MGの 両 者 を そ れ ぞ れ エ ピ ト ー プ と
し て 認 識 で き る 事 を 示 す も の で あ る 。 一 方 、 イ ン シ ュ リ ン の み を 認 識 す る 抗 体 で は MGを 効
果 的 に 蛍 光 性 に 転 換 す る こ と は で き な い 事 を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 実 際 、 抗 イ ン シ ュ リ ン 抗 体 の な か に は MG-Ins上 の MG標 識 部 位 周 辺 を エ ピ ト ー プ に 持 つ も
の が 存 在 し 、 そ れ ら の 抗 体 は 弱 い な が ら も MG-Insを 認 識 し 、 そ の 結 果 、 MG分 子 内 の 自 由 回
転 を 抑 制 し て MGを 蛍 光 性 に す る こ と も 考 え ら れ る 。 し か し な が ら 、 さ ら に 、 そ の よ う な 抗
原 抗 体 反 応 は 抗 MG-Ins抗 体 の 場 合 に 比 べ て 弱 い も の で あ り 、 ま た MGを 正 確 に 認 識 で き な い
た め 、 MGを 蛍 光 性 に す る 効 率 は 低 い と 考 え ら れ る 。 以 上 の 予 想 を 確 認 す る 目 的 で 、 抗 イ ン
シ ュ リ ン 抗 体 と MG-Insと の 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 生 ず る 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 (ii)　 ま ず 、 抗 ブ タ イ ン シ ュ リ ン 抗 血 清 （ HYCOR BIOMEDICAL INC.製 ） か ら 抗 ブ タ イ ン
シ ュ リ ン IgGを 含 む IgG画 分 （ 以 下 、 抗 イ ン シ ュ リ ン IgG） を プ ロ テ イ ン A力 ラ ム に よ り 精 製
し た 。 上 記 と 同 様 に Bio-Radプ ロ テ イ ン ア ッ セ イ （ Bio-Rad社 製 ） に て IgG濃 度 を 求 め た 結
果 、 8.78μ Mで あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 (iii)　 次 に 、 こ の IgG画 分 に MG-Insを 反 応 さ せ て 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 測 定 し た 。 対 照 と し
て 、 ブ ラ ン ク IgGと 抗 MG-Ins抗 体 （ IgG)を 用 い た 。 各 成 分 の 最 終 濃 度 は MG-Ins、 ブ ラ ン ク I
gGお よ び 抗 MG-Ins抗 体 を 0.5μ Mに 、 抗 イ ン シ ュ リ ン IgGを 0.5、 2.0、 8.0μ Mに 調 製 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 抗 イ ン シ ュ リ ン IgG濃 度 を 複 数 設 定 し た 理 由 は 次 の 通 り で あ る 。 す な わ ち 、 抗 イ ン シ ュ
リ ン 抗 体 が MGを 蛍 光 性 に す る 活 性 は あ っ た と し て も 小 さ い も の な の で そ れ を 検 出 す る た め
に は 抗 MG-Ins抗 体 (IgG)の 場 合 に 比 べ て 大 量 の 抗 体 が 必 要 だ と 予 想 さ れ た た め で あ る 。 そ
し て 、 ど の 程 度 の 量 で 十 分 か 、 事 前 に 予 測 で き な い の で 、 複 数 の 濃 度 を 設 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 (iv)　 結 果 を 図 ７ に 示 す 。 抗 イ ン シ ュ リ ン IgGが MG-Ins上 の MGを 蛍 光 性 に す る 活 性 は 、
同 IgGの 濃 度 が 0.5及 び 2.0μ Mで は ブ ラ ン ク IgG以 下 か 同 程 度 で あ り 、 有 意 差 は 見 ら れ な か
っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 抗 イ ン シ ュ リ ン IgG濃 度 が 8.0μ Mで は じ め て ブ ラ ン ク IgGよ り や や 高 い 活 性 を 示 す が 、 陽
性 対 照 で あ る 抗 MG-Ins抗 体 (IgG)に 比 較 す る と 著 し く 弱 い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 こ の 結 果 よ り 、 本 発 明 に 係 る 抗 体 は 、 抗 原 た る MG-Insの MG及 び Insの 両 者 を そ れ ぞ れ エ
ピ ト ー プ と し て 認 識 可 能 な も の で あ る 必 要 が あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
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(6)　 抗 MG-Ins抗 体 (IgG)と イ ン シ ュ リ ン の 競 合 的 抗 原 抗 体 反 応 に よ る イ ン シ ュ リ ン の 定 量
　 (i)　 一 定 量 の 抗 MG-Ins抗 体 (IgG)に 対 す る 一 定 量 の MG-Insと 変 化 量 の イ ン シ ュ リ ン の 競
合 反 応 の 程 度 を 、 MG-Insが 発 す る 蛍 光 の 時 間 変 化 に よ り 計 測 し た 。 こ の 実 験 結 果 よ り 、 イ
ン シ ュ リ ン 添 加 一 定 時 間 後 の 蛍 光 強 度 と 添 加 イ ン シ ュ リ ン 濃 度 と の 相 関 関 係 (検 量 線 )を 求
め た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 (ii)　 蛍 光 測 定 は 以 下 の よ う に 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ま ず 蛍 光 測 定 用 石 英 セ ル (光 路 長 1cm)内 で 抗 MG-Ins抗 体 (IgG)の PBS溶 液 18μ l、 イ ン シ ュ
リ ン の PBS溶 液 0～ 900μ lを 混 合 し 、 PBSを 添 加 し て 液 量 を 987μ lに 調 製 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 こ の セ ル を 恒 温 槽 (endocal refrigerated circulating bath RTE-5、 NESLABInsturumen
ts、 Inc.製 )に 連 結 さ れ た 蛍 光 分 光 光 度 計 の セ ル ホ ル ダ ー に セ ッ ト し 温 度 を 35℃ 分 に 保 っ
た 。 ま た 、 抗 原 抗 体 反 応 が 速 や か に か つ 均 一 に 進 行 す る よ う に 、 マ グ ネ テ ィ ッ ク ス タ ー ラ
ー バ ー を 用 い て 測 定 試 料 を 常 に 攪 拌 し た 。 こ の 状 態 で 10分 間 放 置 し 、 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ
ヨ ン し た 。 次 に MG-Insの PBS溶 液 13μ lを マ イ ク ロ シ リ ン ジ に て セ ル 内 に 瞬 時 に 添 加 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 (iii)　 添 加 前 か ら 蛍 光 分 光 光 度 計 の 記 録 を ス タ ー ト さ せ 、 MG-Ins添 加 前 お よ び 添 加 後
の 蛍 光 強 度 変 化 を 実 時 間 で 測 定 し た 。 各 成 分 の 最 終 濃 度 は IgGが 0.25μ M、 イ ン シ ュ リ ン が
0～ 29.8μ M、 MG-Insが 0.078μ Mで あ っ た 。 蛍 光 測 定 の 条 件 は 励 起 波 長 が 620nm、 発 光 波 長
が 650nm、 バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー が 5nm(励 起 側 、 蛍 光 側 と も に )、 時 定 数 が 2秒 、 光 電 子 増
倍 管 利 得 が Highで あ っ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 蛍 光 強 度 の 時 間 変 化 の 例 を 図 8に 示 す 。 縦 軸 が 蛍 光 強 度 、 横 軸 が 時 間 、 上 の 曲 線 が イ ン
シ ュ リ ン な し 、 下 が イ ン シ ュ リ ン 7.44μ Mの 場 合 で あ る 。 こ の 結 果 よ り 、 イ ン シ ュ リ ン 濃
度 が 大 き く な る に つ れ て 同 一 時 間 後 の 蛍 光 強 度 が 小 さ く な る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ま た 、 MG-Ins添 加 5分 後 の 蛍 光 強 度 と イ ン シ ュ リ ン 濃 度 の 関 係 を 図 9に 示 す 。 こ の 図 で は
、 イ ン シ ュ リ ン の 各 濃 度 (n=1)ご と に MG-Ins添 加 直 前 の 蛍 光 強 度 (バ ッ ク グ ラ ウ ン ド )を 5分
後 の 蛍 光 強 度 か ら 差 し 引 い た 値 を プ ロ ッ ト し て あ る 。 こ の 図 か ら 明 ら か な よ う に 、 測 定 試
料 の イ ン シ ュ リ ン 濃 度 が 増 加 す る と 5分 後 の 蛍 光 強 度 は 単 調 に 減 少 し た 。 こ の 関 係 を 検 量
線 と し て 用 い て 、 未 知 試 料 中 の イ ン シ ュ リ ン 量 を 推 定 で き る こ と と な る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ２ 】
【 図 １ 】 本 発 明 に 係 る 蛍 光 免 疫 測 定 方 法 を 模 式 的 に 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 抗 MG-Ins抗 体 と 、 MG-Insの 反 応 に 対 す る イ ン シ ュ リ ン に よ る 抑 制 の 程 度 を 数 量 的
に 評 価 す る 方 法 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 に 基 づ き 、 抗 MG-Ins抗 体 に 対 す る MG-Insと イ ン シ ュ リ ン の 競 合 反 応 を 用 い
て イ ン シ ュ リ ン を 定 量 す る 方 法 の 原 理 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 ２ 回 目 の 追 加 免 疫 か ら １ 週 間 後 の 抗 血 清 の 抗 体 値 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 MGが 抗 MG-Ins抗 体 (IgG)と 反 応 し た と き の 蛍 光 ス ペ ク ト ル （ 差 ス ペ ク ト ル ） を 示
す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 MG-Insが 抗 MG-Ins抗 体 (IgG)と 結 合 し た と き の MGの 蛍 光 ス ペ ク ト ル （ 差 ス ペ ク ト
ル ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 MG-Insが 抗 イ ン シ ュ リ ン 抗 体 (IgG)と 結 合 し た と き の 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 示 す 図 で
あ る 。 こ こ で 、 (1)は 抗 MG-Ins抗 体 0.5μ M、 (2)は ブ ラ ン ク IgG 0.5μ M、 (3)は 抗 イ ン シ ュ
リ ン IgG 0.5μ M、 (4)は 抗 イ ン シ ュ リ ン IgG 2.0μ M、 (5)は 抗 イ ン シ ュ リ ン IgG 8.0μ Mで の
場 合 を 示 す 。
【 図 ８ 】 抗 MG-Ins抗 体 に 対 す る MG-Insと イ ン シ ュ リ ン の 競 合 反 応 の 際 の 蛍 光 強 度 の 時 間 変
化 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 ９ 】 MG-Ins添 加 ５ 分 後 の 蛍 光 強 度 と 、 イ ン シ ュ リ ン 濃 度 と の 関 係 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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