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(57)【要約】
【課題】本発明は、内因性ＡＬＰ阻害剤の保存安定性に
優れ、且つ免疫測定においてＡＬＰ標識と基質とを反応
させる際に内因性ＡＬＰを十分に阻害することができる
ＡＬＰ標識検出用試薬キットを提供することを目的とす
る。
【解決手段】目的物質に結合可能なアルカリホスファタ
ーゼ（ＡＬＰ）標識化物質と、ＡＬＰに対する基質と、
内因性ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含み、前記目的
物質に結合したＡＬＰ標識化物質のＡＬＰと基質とを反
応させる際に添加される補助試薬液と、を含むＡＬＰ標
識検出用試薬キットを提供する。
【選択図】　図４
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
目的物質に結合可能なアルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）標識化物質と、
ＡＬＰに対する基質と、
内因性ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含み、前記目的物質に結合したＡＬＰ標識化物質
のＡＬＰと基質とを反応させる際に添加される補助試薬液と、
を含むＡＬＰ標識検出用試薬キット。
【請求項２】
前記目的物質は、
測定対象物質及びこれに抗原抗体反応により結合可能な第１結合物質を含む複合体中の測
定対象物質である請求項１に記載のＡＬＰ標識検出用試薬キット。
【請求項３】
競合法による免疫測定に用いられ、
前記目的物質は、
測定対象物質に抗原抗体反応により結合可能な第１結合物質である請求項１に記載のＡＬ
Ｐ標識検出用試薬キット。
【請求項４】
前記ＡＬＰ標識化物質は、目的物質に結合可能な第２結合物質と、ＡＬＰとを含む請求項
１～３の何れか１項に記載のＡＬＰ標識検出用試薬キット。
【請求項５】
前記補助試薬を含むＡＬＰと基質との反応液がアルカリ性である請求項１～４の何れか１
項に記載のＡＬＰ標識検出用試薬キット。
【請求項６】
前記基質液が、アルカリ性である請求項１～５の何れか１項に記載のＡＬＰ標識検出用試
薬キット。
【請求項７】
前記補助試薬液が、中性又は酸性である請求項１～６の何れか１項に記載のＡＬＰ標識検
出用試薬キット。
【請求項８】
前記基質液及び前記補助試薬液が緩衝剤を含み、
前記基質液が、前記補助試薬液よりも強い緩衝能を有する請求項１～７の何れか１項に記
載のＡＬＰ標識検出用試薬キット。
【請求項９】
前記阻害剤が、レバミゾールである請求項１～８の何れか１項に記載のＡＬＰ標識検出用
試薬キット。
【請求項１０】
前記ＡＬＰが、菌由来ＡＬＰ又は腸由来ＡＬＰである請求項１～９の何れか１項に記載の
ＡＬＰ標識検出用試薬キット。
【請求項１１】
測定対象物質に抗原抗体反応により結合可能な第１結合物質と、
測定対象物質及び第１結合物質を含む複合体を担持するための固相と、
複合体中の測定対象物質と結合可能なアルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）標識化物質と、
ＡＬＰに対する基質と、
内因性ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含み、複合体中の測定対象物質に結合したＡＬＰ
標識化物質のＡＬＰと基質とを反応させる際に添加される補助試薬液と、
を含む免疫測定用試薬キット。
【請求項１２】
競合法による免疫測定に用いられる免疫測定用試薬キットであって、
アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）標識化物質と、
測定対象物質及びＡＬＰ標識化物質に抗原抗体反応により結合可能な第１結合物質と、
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第１結合物質を担持するための固相と、
ＡＬＰに対する基質を含む基質液と、
内因性ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含み、第１結合物質に結合したＡＬＰ標識化物質
のＡＬＰと基質とを反応させる際に添加される補助試薬液と、
を含む免疫測定用試薬キット。
【請求項１３】
検体中の測定対象物質と、測定対象物質に結合可能なアルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）
標識化物質と、測定対象物質に抗原抗体反応により結合可能であり、且つ固相に結合可能
な第１結合物質と、を含む複合体を固相上に形成する工程、
前記複合体中の測定対象物質と結合したＡＬＰ標識化物質のＡＬＰと、基質液に含まれる
ＡＬＰに対する基質とを、内因性ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含む補助試薬液の存在
下で反応させる工程、及び
ＡＬＰと基質の反応により産生された反応産物を検出する工程、
からなる免疫測定方法。
【請求項１４】
競合法による免疫測定方法であって、
検体と、アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）標識化物質と、ＡＬＰ標識化物質及び検体中
の測定対象物質に抗原抗体反応により結合可能な第１結合物質と、第１結合物質を担持す
るための固相とを混合させる工程、
固相に担持された第１結合物質に結合したＡＬＰ標識化物質のＡＬＰと、基質液に含まれ
るＡＬＰに対する基質とを、内因性ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含む補助試薬液の存
在下で反応させる工程、及び
ＡＬＰと基質の反応により産生された反応産物を検出する工程、
からなる免疫測定方法。
【請求項１５】
前記混合工程は、
検体と、第１結合物質と、固相とを混合したのち、この混合物にＡＬＰ標識化物質を混合
させることにより行われる請求項１４に記載の免疫測定方法。
【請求項１６】
前記混合工程は、
検体と、第１結合物質と、ＡＬＰ標識化物質とを混合したのち、この混合物に固相を混合
させることにより行われる請求項１４に記載の免疫測定方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、固相を用いた免疫測定において使用されるアルカリホスファターゼ（ＡＬＰ
）標識検出用試薬キット、及び該ＡＬＰ標識検出用試薬キットを含む免疫測定用試薬キッ
トに関する。また、本発明は、該ＡＬＰ標識検出用試薬キットを用いた免疫測定方法に関
する。
【背景技術】
【０００２】
　アルカリホスファターゼ（以下、ＡＬＰとも称する）は、酵素免疫測定法において標識
として一般的に使用される酵素である。ＡＬＰは、高等動物から細菌までのほとんど全て
の生物において見られ、高等動物では臓器特異的なアイソザイムが存在する。血液などの
体液には、肝由来ＡＬＰや骨由来ＡＬＰなどの内因性ＡＬＰが含まれることが知られてい
る。このため、ＡＬＰを標識として用いた免疫測定の場合、ＡＬＰ標識だけでなく検体由
来の内因性ＡＬＰも基質と反応し、これによって正確な測定結果が得られない場合がある
。
　このような内因性ＡＬＰの影響を抑えるのに有用なものとして、内因性ＡＬＰに対する
阻害剤（以下、内因性ＡＬＰ阻害剤とも称する）がある。内因性ＡＬＰの影響を抑えるた
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めに内因性ＡＬＰ阻害剤を使用した方法としては以下が挙げられる。
【０００３】
　特許文献１（特許第３３５０７３０号公報）には、内因性ＡＬＰの影響を減少させる方
法として、ヒトＡＬＰに対する阻害剤を含む洗浄組成物を使用することが記載されている
。
　特許文献２（特開平５－２２３８１６号公報）には、ＣＤ４などの細胞表面マーカーに
結合する抗体にＡＬＰを標識し、このＡＬＰ標識抗体を用いてリンパ球の亜型を分類する
方法が記載されている。ここでは、基質を含む約ｐＨ９．５の緩衝剤／基質溶液と、レバ
ミゾールを含むｐＨ７．４の細胞洗浄液が使用されている。
【０００４】
【特許文献１】特許第３３５０７３０号公報
【特許文献２】特開平５－２２３８１６号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　特許文献１は、実施例において基質である４－ＭＵＰ及び内因性ＡＬＰ阻害剤であるレ
バミゾールを含む基質／洗浄液を使用している。なお、ＡＬＰの至適ｐＨがアルカリ性で
あることから、一般に、好適な条件下でＡＬＰ標識と基質を反応させるため、基質を含む
試薬はアルカリ性に設定される。そして、特許文献１においても、洗浄液組成物の好まし
いｐＨ範囲が約７．０乃至１０．０であるということが記載されている。しかしながら、
レバミゾールなどの内因性ＡＬＰ阻害剤は、アルカリ性で不安定化する。ゆえに、特許文
献１に記載された洗浄液組成物では内因性ＡＬＰ阻害剤を安定化して使用できない場合が
ある。
【０００６】
　また、特許文献２では、ＡＬＰ標識抗体で処理した細胞を、細胞洗浄液で２回洗浄した
後に緩衝剤／基質溶液を加えてＡＬＰ活性による染色を測定している。一般的に、細胞洗
浄液は洗浄後に細胞から除かれてしまうので、ＡＬＰ標識と基質とが反応する反応液中に
は実質的に細胞洗浄液が含まれない。ゆえに、洗浄時に内因性ＡＬＰを十分に阻害できな
かった場合、ＡＬＰ標識と基質とを反応させる際に内因性ＡＬＰの影響を除くことができ
ない可能性がある。
【０００７】
　上記の課題に鑑み、本発明は、内因性ＡＬＰ阻害剤の保存安定性に優れ、且つ免疫測定
においてＡＬＰ標識と基質とを反応させる際に内因性ＡＬＰを十分に阻害することができ
るＡＬＰ標識検出用試薬キット及び免疫測定用試薬キットを提供することを目的とする。
また、本発明は、内因性ＡＬＰ阻害剤を安定化して使用することができ、且つＡＬＰ標識
と基質とを反応させる際に内因性ＡＬＰを十分に阻害することができる免疫測定方法を提
供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、目的物質に結合可能なＡＬＰ標識化物質と、ＡＬＰに対する基質と、内因性
ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含み、前記目的物質に結合したＡＬＰ標識化物質のＡＬ
Ｐと基質とを反応させる際に添加される補助試薬液と、を含むＡＬＰ標識検出用試薬キッ
トを提供する。
【０００９】
　また、本発明は、測定対象物質に抗原抗体反応により結合可能な第１結合物質と、測定
対象物質及び第１結合物質を含む複合体を担持するための固相と、
複合体中の測定対象物質と結合可能なＡＬＰ標識化物質と、ＡＬＰに対する基質と、内因
性ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含み、複合体中の測定対象物質に結合したＡＬＰ標識
化物質のＡＬＰと基質とを反応させる際に添加される補助試薬液と、を含む免疫測定用試
薬キットを提供する。
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【００１０】
　また、本発明は、競合法による免疫測定に用いられる免疫測定用試薬キットであって、
ＡＬＰ標識化物質と、測定対象物質及びＡＬＰ標識化物質に抗原抗体反応により結合可能
な第１結合物質と、第１結合物質を担持するための固相と、ＡＬＰに対する基質を含む基
質液と、内因性ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含み、第１結合物質に結合したＡＬＰ標
識化物質のＡＬＰと基質とを反応させる際に添加される補助試薬液と、を含む免疫測定用
試薬キットを提供する。
【００１１】
　また、本発明は、検体中の測定対象物質と、測定対象物質に結合可能なＡＬＰ標識化物
質と、測定対象物質に抗原抗体反応により結合可能であり、且つ固相に結合可能な第１結
合物質と、を含む複合体を固相上に形成する工程、前記複合体中の測定対象物質と結合し
たＡＬＰ標識化物質のＡＬＰと、基質液に含まれるＡＬＰに対する基質とを、内因性ＡＬ
Ｐを阻害するための阻害剤を含む補助試薬液の存在下で反応させる工程、及びＡＬＰと基
質の反応により産生された反応産物を検出する工程、からなる免疫測定方法を提供する。
【００１２】
　また、本発明は、競合法による免疫測定方法であって、検体と、ＡＬＰ標識化物質と、
ＡＬＰ標識化物質及び検体中の測定対象物質に抗原抗体反応により結合可能な第１結合物
質と、第１結合物質を担持するための固相とを混合させる工程、固相に担持された第１結
合物質に結合したＡＬＰ標識化物質のＡＬＰと、基質液に含まれるＡＬＰに対する基質と
を、内因性ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含む補助試薬液の存在下で反応させる工程、
及びＡＬＰと基質の反応により産生された反応産物を検出する工程、からなる免疫測定方
法を提供する。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明によれば、内因性ＡＬＰ阻害剤の保存安定性に優れ、且つＡＬＰ標識と基質とを
反応させる際に検体由来の内因性ＡＬＰを十分に阻害することができるＡＬＰ標識検出用
試薬キットを提供することができる。また、本発明によれば、内因性ＡＬＰ阻害剤を安定
化して使用することができ、且つＡＬＰ標識と基質とを反応させる際に検体由来の内因性
ＡＬＰを十分に阻害することができる免疫測定用試薬キット及び免疫測定方法を提供する
ことができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
ＡＬＰ標識検出用試薬キット
　本明細書において「ＡＬＰ標識検出用試薬キット」とは、目的物質に結合可能なＡＬＰ
標識化物質と、ＡＬＰに対する基質と、内因性ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含み、前
記目的物質に結合したＡＬＰ標識化物質のＡＬＰと基質とを反応させる際に添加される補
助試薬液とを含み、ＡＬＰ標識を検出するために用いられる試薬キットである。
　固相を用いた免疫測定法（以下、固相免疫測定法とも称する）において使用される試薬
キットである。具体的には、上記の固相免疫測定法において、ＡＬＰ標識を検出するため
に用いられる試薬キットである。なお、上記の固相免疫測定法には、サンドイッチ法を利
用したものと競合法を利用したものが含まれる。いずれの場合においても、ＡＬＰ標識を
検出する際には、該ＡＬＰ標識は固相上に担持された物質に結合している。
　また、本明細書においてＡＬＰ標識検出用試薬キットに含まれる「補助試薬液」とは、
ＡＬＰ標識と基質とを反応させる際に添加される試薬である。ＡＬＰ標識検出用試薬キッ
トにおいて、補助試薬液は基質液とは異なる試薬として設けられている。なお、補助試薬
液は、ＡＬＰ標識と基質とを反応させる際に添加されるものであればよく、例えばＡＬＰ
標識を有する粒子を液相にて分散させた状態で基質と接触させるための粒子分散液として
使用されうる。
　なお、本明細書における「接触」とは、混合することを含む。
【００１５】



(6) JP 2008-275592 A 2008.11.13

10

20

30

40

50

　本実施形態のＡＬＰ標識検出用試薬キットは、固相免疫測定法において使用される、Ａ
ＬＰ標識を検出するための試薬キットである。上記の固相免疫測定法は、サンドイッチ法
を利用したものと競合法を利用したものを含む。ここで、これらの測定法を簡単に説明す
る。
　なお、本明細書における「第１結合物質」は、サンドイッチ法の場合であれば、検体中
の測定対象物質と抗原抗体反応により結合可能であり、且つ、固相と結合可能な物質であ
る。また、競合法の場合であれば、「第１結合物質」は、検体中の測定対象物質及びＡＬ
Ｐ標識化物質と抗原抗体反応により結合可能であり、且つ固相と結合可能な物質である。
　また、本明細書における「フリーの第１結合物質」とは、検体と、第１結合物質とが混
合されて得られた第１結合物質のうち、測定対象物質を含む複合体を形成しなかった、つ
まり検体中の測定対象物質と結合しなかった第１結合物質を意味する。
【００１６】
　固相免疫測定法には、測定対象物質、該測定対象物質に抗原抗体反応により結合する第
１結合物質及び固相を接触させて、固相上に少なくとも測定対象物質及び第１結合物質を
含む複合体を形成させる工程が含まれる。一般に、上記の複合体は、上記の第１結合物質
が上記の固相に固定化されることによって、固相上に担持される。また、この固相上には
、上記の複合体だけでなく、測定対象物質と複合体を形成していないフリーの第１結合物
質も担持される。
　サンドイッチ法では、上記の固相上に担持された物質（複合体とフリーの第１結合物質
）のうち、複合体を標識し、この標識の検出結果に基づいて測定対象物質を測定する。
　一方、競合法では、固相上に担持された物質（複合体とフリーの第１結合物質）のうち
、フリーの第１結合物質を標識し、この標識の検出結果に基づいて測定対象物質を測定す
る。
【００１７】
　なお、上記の第１結合物質は、抗原抗体反応により測定対象物質に結合するものであれ
ば特に限定されない。例えば、測定対象物質が抗体であれば、第１結合物質として、該抗
体に特異的に結合する抗原が挙げられる。なお、第１結合物質としての抗原は、測定対象
物質である抗体が認識する部位（エピトープ）を有するものであれば特に限定されない。
　一方、測定対象物質が抗原であれば、第１結合物質として、該抗原に特異的に結合する
抗体が挙げられる。なお、第１結合物質としての抗体は、測定対象物質である抗原に特異
的に結合する抗体であれば特に限定されず、抗体のフラグメント及びその誘導体も含む。
具体例としては、Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ'）フラグメント、Ｆ（ａｂ）２フラグ
メント、及びｓＦｖフラグメントなどが挙げられる。抗体のクラスはＩｇＧ、ＩｇＭなど
を用いることができるが、これに限定されない。
【００１８】
　また、上記の複合体は、固相免疫測定法において固相上に形成される、少なくとも測定
対象物質及び第１結合物質を含む複合体であれば特に限定されない。例えば、測定対象物
質に結合する一次抗体と、該一次抗体に結合する標識二次抗体を用いて、複合体を標識す
る場合、上記の複合体は、測定対象物質、第１結合物質及び一次抗体を含みうる。
【００１９】
　ＡＬＰ標識化物質は、目的物質に結合する第２結合物質と、ＡＬＰとを含む。
ここで「目的物質」とは、ＡＬＰ標識を行う対象となる物質であって、サンドイッチ法で
あれば、測定対象物質と第１結合物質とによって形成される複合体中の測定対象物質であ
り、競合法であれば、フリーの第１結合物質である。
　よって、サンドイッチ法の場合、ＡＬＰ標識化物質は、上記の工程で得られた固相上の
複合体又はフリーの第１結合物質のうち、複合体に結合可能な第２結合物質をＡＬＰで標
識したものを使用することができる。競合法の場合、ＡＬＰ標識化物質は、上記の工程で
得られた固相上の複合体又はフリーの第１結合物質のうち、フリーの第１結合物質に結合
可能な第２結合物質をＡＬＰで標識したものを使用することができる。
【００２０】
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　上記の第２結合物質は、免疫測定法において使用されるものであれば特に限定されず、
測定対象物質の種類、測定法などにより適宜選択されうる。
　例えば、サンドイッチ法を利用した免疫測定法において測定対象物質が抗原の場合、第
２結合物質は、測定対象物質である抗原に、直接的又は間接的に結合するものである。
　抗原に直接的に結合する第２結合物質としては、抗原に特異的に結合する抗体を用いる
ことができる。該抗体は、測定対象物質である抗原に特異的に結合する抗体であれば特に
限定されず、抗体のフラグメント及びその誘導体も含む。具体例としては、Ｆａｂフラグ
メント、Ｆ（ａｂ'）フラグメント、Ｆ（ａｂ）２フラグメント、及びｓＦｖフラグメン
トなどが挙げられる。抗体のクラスはＩｇＧ、ＩｇＭなどを用いることができるが、これ
に限定されない。なお、この場合、第１結合物質としての抗体と第２結合物質としての抗
体は、抗原の異なる部位（エピトープ）を認識することが好ましい。
　また、測定対象物質である抗原に間接的に結合する第２結合物質としては、抗原に特異
的に結合する一次抗体に結合可能な二次抗体を用いることができる。この場合、二次抗体
は、一次抗体を介して測定対象物質に結合することができる。二次抗体としては、例えば
、ヒトの抗体に対するＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＹなどの抗体が挙げられる。さらに、上記の
一次抗体にビオチンを付加する場合、上記の二次抗体の代わりにアビジン類を第２結合物
質として使用することができる。
　上記の一次抗体は、測定対象物質である抗原に特異的に結合する抗体であれば特に限定
されず、抗体のフラグメント及びその誘導体も含む。なお、この場合、第１結合物質とし
ての抗体と第２結合物質としての一次抗体は、抗原の異なる部位（エピトープ）を認識す
ることが好ましい。上記の二次抗体は、一次抗体に結合する抗体であれば特に限定されず
、抗体のフラグメント及びその誘導体も含む。
【００２１】
　また、サンドイッチ法を利用した免疫測定法において測定対象物質が抗体の場合、第２
結合物質は、測定対象物質である抗体に結合可能なものである。このような第２結合物質
としては、抗体に結合可能な抗原や抗体を用いることができる。なお、第２結合物質とし
ての抗体は、ヒトの抗体に対するＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＹなどの抗体が挙げられる。
【００２２】
　また、競合法を利用した免疫測定法において測定対象物質が抗原の場合、第２結合物質
としては、固相上に固定化された第１結合物質としての抗体に結合可能なものである。具
体的には、第１結合物質としての抗体に結合可能な抗原を用いることができる。なお、第
２結合物質としての抗原は、第１結合物質としての抗体が認識する部位（エピトープ）を
有するものであれば特に限定されない。
　また、競合法を利用した免疫測定法において測定対象物質が抗体の場合、第２結合物質
は、固相上に固定化された第１結合物質としての抗原に結合可能なものである。具体的に
は、第１結合物質としての抗原に結合可能な抗体である。なお、第２結合物質としての抗
体は、第１結合物質としての抗原に特異的に結合する抗体であれば特に限定されず、抗体
のフラグメント及びその誘導体も含む。
【００２３】
　標識に使用されるＡＬＰとしては、補助試薬液に含まれる内因性ＡＬＰ阻害剤により阻
害されないものであれば特に限定されない。例えば、腸由来ＡＬＰ、菌由来ＡＬＰなどが
挙げられる。腸由来ＡＬＰとしては、例えば、ウシ腸由来ＡＬＰなどが挙げられる。また
、菌由来ＡＬＰとしては、例えば、大腸菌由来ＡＬＰ、酵母由来ＡＬＰなどが挙げられる
。比活性や生産性の観点から、腸由来ＡＬＰを用いることが好ましい。また、標識に使用
されるＡＬＰは、天然から単離してもよいし、遺伝子組み換え法、化学合成法などの従来
公知の方法により合成したものであってもよい。
　標識として使用されるＡＬＰの至適ｐＨは、その種類により異なるが、腸由来ＡＬＰの
至適ｐＨであればｐＨ９～１０程度であり、菌由来ＡＬＰであればｐＨは８～９程度であ
る。
【００２４】
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　上記の第２結合物質にＡＬＰを標識する方法は、公知の方法を利用することができる。
ＡＬＰを標識する方法としては、例えば、グルタルアルデヒド法、過ヨウ素酸架橋法、マ
レイミド架橋法、カルボジイミド法、活性化エステル法などが挙げられる。
【００２５】
　ＡＬＰ標識検出用試薬キットにおいて、ＡＬＰ標識化物質は、緩衝液中に溶解した液体
の形態であってもよいし、又は用時に水などの液体を加えて用いるための、凍結乾燥する
ことなどにより得られる固体の形態であってもよい。試薬キットの使用操作の簡便性の観
点から、ＡＬＰ標識化物質は緩衝液中に溶解した液体の形態であることが好ましい。
【００２６】
　補助試薬液は、固相免疫測定において使用されるものであり、内因性ＡＬＰを阻害する
ための阻害剤（以下、内因性ＡＬＰ阻害剤とも称する）を含み、複合体中の測定対象物質
に結合したＡＬＰ標識化物質のＡＬＰと基質とを反応させる際に添加される試薬である。
　また、補助試薬液は、競合法による固相免疫測定において使用されるものであり、内因
性ＡＬＰ阻害剤を含み、第１結合物質に結合したＡＬＰ標識化物質のＡＬＰと基質とを反
応させる際に添加される薬液である。
　すなわち、補助試薬液は、内因性ＡＬＰ阻害剤を含む試薬であり、固相免疫測定法にお
いて固相上のＡＬＰ標識と基質とを反応させる際に添加される試薬である。なお、補助試
薬液は、固相上のＡＬＰ標識と基質とを反応させる際に添加されるものであればよく、例
えば固相として粒子を用いる場合、ＡＬＰ標識を有する粒子を液相にて分散させた状態で
基質と接触させるための粒子分散液として使用することができる。
【００２７】
　内因性ＡＬＰ阻害剤としては、標識用のＡＬＰを阻害せず、検体由来の内因性ＡＬＰを
阻害するものであれば特に限定されない。代表的な内因性ＡＬＰ阻害剤としては、レバミ
ゾールが挙げられる。レバミゾールは、化学的には（－）２，３，５，６－テトラヒドロ
－６－フェニルイミダゾ〔１，２－ｂ〕チアゾールである。また、レバミゾールの多くの
同族体が公知であり、これら同族体も内因性ＡＬＰ阻害剤として使用できる。このような
同族体としては、例えば、レバミゾールのフェニル環に炭素数１～６の低級アルキル基の
置換基を有する同族体、レバミゾールのフェニル環にクロロ，ブロモのようなハロゲン基
の置換基を有する同族体などが挙げられる。さらに、レバミゾールのラセミ形であるテト
ラミゾールも内因性ＡＬＰ阻害剤として使用できる。そのような同族体としては、テトラ
ミゾール、Ｌ－ｐ－ブロモテトラミゾールが例示できる。その他にも、内因性ＡＬＰ阻害
剤として５，６－ジヒドロ－６－（２－ナフチル）イミダゾ－〔２，１－ｂ〕チアゾール
などが挙げられる。
【００２８】
　上記の内因性ＡＬＰ阻害剤は、アルカリ性で不安定になることが知られている。ゆえに
、試薬中の内因性ＡＬＰ阻害剤の保存安定性の観点から、補助試薬液は内因性ＡＬＰ阻害
剤が安定なｐＨとすることが好ましい。補助試薬液のｐＨとしては、例えば、中性又は酸
性であることが好ましい。具体的には、補助試薬液のｐＨとしては、ｐＨ４～８が好まし
く、ｐＨ６～７がより好ましい。
【００２９】
　ＡＬＰ標識検出用試薬キットにおいて、基質液は、ＡＬＰ標識の至適ｐＨであるアルカ
リ性となりうる。しかしながら、ＡＬＰ標識検出用試薬キットにおいて、補助試薬液は基
質液とは異なる試薬として設けられている。ゆえに、基質液がアルカリ性となった場合で
あっても、それにともなって内因性ＡＬＰ阻害剤が不安定化することはなく、内因性ＡＬ
Ｐ阻害剤が安定な条件で試薬に補助試薬液に含有させることができる。これによって、内
因性ＡＬＰ阻害剤の保存安定性に優れた試薬キットを提供することができる。
　さらに、補助試薬液は、固相上のＡＬＰ標識と基質とを反応させる際に添加される。す
なわち、洗浄液とは異なり、固相と基質液とが混合される前に除かれることはないので、
ＡＬＰ標識と基質とを反応させる際に内因性ＡＬＰを十分に阻害することができる。
　そして、このような補助試薬液を含むＡＬＰ標識検出用試薬キットを使用することによ
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り、長期間にわたって正確な免疫測定を行うことが可能になる。
【００３０】
　上記の補助試薬液は、適切な緩衝液中に上記の内因性ＡＬＰ阻害剤を溶解した溶液の形
態が好ましい。補助試薬液に含まれる緩衝剤としては、中性又は酸性で使用可能なものが
好ましい。具体的には、リン酸緩衝剤、酢酸緩衝剤、クエン酸緩衝剤、ＭＥＳ（２－（Ｎ
－モルフォリノ）エタンスルホン酸）、ＰＩＰＥＳ（ピペラジン－Ｎ、Ｎ'－ビス（２－
エタンスルホン酸）、ＭＯＰＳ（３－（Ｎ－モルフォリノ）プロパンスルホン酸）、ＨＥ
ＰＥＳ（２－〔４－（２ヒドロキシエチル）－１－ピペラジニル〕エタンスルホン酸）、
Ｔｒｉｓ（トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン）、又はトリシン（Ｎ－〔トリス（
ヒドロキシメチル）メチル〕グリシン）、ＴＥＡ（トリエタノールアミン）等などが挙げ
られる。また、緩衝剤としてはアルカリ性付近に緩衝能を有さない緩衝剤が好ましく、具
体的にはＭＥＳが挙げられる。
　補助試薬液中の緩衝剤の濃度は、使用する緩衝剤の種類によって適宜選択される。補助
試薬液の緩衝剤の濃度は、例えば、２ｍＭ～１００ｍＭが好ましく、３ｍＭ～５０ｍＭが
より好ましく、５ｍＭ～２０ｍＭが最も好ましい。
　なお、ＡＬＰ標識と基質液に含まれる基質との反応液には補助試薬液も含まれているが
、ＡＬＰの至適ｐＨがアルカリ性であることから、この反応液はアルカリ性となることが
好ましい。ゆえに、ＡＬＰ標識検出用試薬キットにおいて、反応液に含まれうる補助試薬
及び後述する基質液のｐＨ、緩衝剤の種類、緩衝剤の濃度等は、反応液がアルカリ性とな
るように設定されていることが好ましい。
【００３１】
　基質液は、ＡＬＰに対する基質を含む。基質としては、当該技術において公知のＡＬＰ
に対する発光基質や発色基質などを用いることができる。ＡＬＰに対する化学発光基質と
しては、例えば、ＡＭＰＰＤ（３－（２'－スピロアダマンタン）－４－メトキシ－４－
（３''－ホスホリルオキシ）フェニル－１，２－ジオキセタン・２ナトリウム塩）、ＣＤ
Ｐ－ｓｔａｒ（登録商標）（４－クロロ－３－（メトキシスピロ｛１，２－ジオキセタン
－３，２'－（５'－クロロ）トリシクロ［３．３．１．１３，７］デカン｝－４－イル）
フェニルリン酸２ナトリウム）、ＣＳＰＤ（登録商標）（３－（４－メトキシスピロ｛１
，２－ジオキセタン－３，２－（５'－クロロ）トリシクロ［３．３．１．１３，７］デ
カン｝－４－イル）フェニルリン酸２ナトリウム）などが挙げられる。また、ＡＬＰに対
する発色基質としては、ｐ－ニトロフェニルホスフェート、５－ブロモ－４－クロロ－３
－インドリル－リン酸（ＢＣＩＰ）、４－ニトロブルーテトラゾリウムクロリド（ＮＢＴ
）、ヨードニトロテトラゾリウム（ＩＮＴ）などが挙げられる。
　ＡＬＰ標識と上記の発光基質や発色基質とを接触させると、酵素反応が生じ、この反応
により生じる反応産物の発光や発色を検出することにより、ＡＬＰ標識を検出することが
できる。
【００３２】
　上記の基質液は、適切な緩衝液中に上記の基質を溶解した溶液の形態が好ましい。基質
の濃度は、基質の種類により適宜選択できる。緩衝液は、基質の種類により適宜選択でき
、当該技術において公知のものを用いることができる。
　なお、標識のＡＬＰの至適ｐＨがアルカリ性であることから、基質液はアルカリ性であ
ることが好ましい。基質液のｐＨとしては、ＡＬＰ標識と基質とが接触する反応液がアル
カリ性になるようなｐＨであれば特に限定されない。基質液のｐＨとしては、ｐＨ８～１
２が好ましく、ｐＨ９～１１がより好ましい。
【００３３】
　また、上述したように補助試薬液は中性又は酸性でありうる。ゆえに、補助試薬液のｐ
Ｈの影響を受けて、ＡＬＰ標識と基質とが接触する反応液中のｐＨがアルカリ性でなくな
る可能性がある。ゆえに、補助試薬液のｐＨの影響を低減するために、基質液の緩衝能を
補助試薬液よりも大きくすることが好ましい。基質液と補助試薬液の緩衝能を調節する方
法は、特に限定されず公知の方法を利用することができる。一般に、緩衝液は、緩衝剤の
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濃度が濃いほど緩衝能が大きくなることが知られている。ゆえに、基質液の緩衝剤の濃度
を補助試薬液よりも高く設定することにより、基質液の緩衝能を補助試薬液よりも大きく
することができる。このような緩衝剤の濃度は、使用する緩衝剤の種類により適宜選択で
きる。基質の緩衝剤の濃度は、例えば、補助試薬液の緩衝剤の濃度に対して少なくとも２
倍となるように設定することが好ましく、５倍～２０倍にすることがより好ましく、８～
１５倍にすることが最も好ましい。具体的には、基質の緩衝剤の濃度は、４ｍＭ～１００
０ｍＭが好ましく、１０ｍＭ～５００ｍＭがより好ましく、５０ｍＭ～２００ｍＭが最も
好ましい。
　また、上記の補助試薬液に含まれる緩衝剤をアルカリ性付近に緩衝能を有さない緩衝剤
とすることにより、基質液の緩衝能を補助試薬液よりも大きくすることができる。
　基質液に含まれる緩衝剤としては、アルカリ性で使用可能なものが好ましい。具体的に
は、グリシン、トリス（ヒドロキシメチル）アミノエタン（ＴＲＩＳ）、エチルアミノエ
タノール（ＥＡＥ）、ジエタノールアミン（ＤＥＡ）、２－アミノ－２－メチル－１－プ
ロパノール（ＡＭＰ）が挙げられる。この中でも、ＡＬＰの至適ｐＨに緩衝能を有するＤ
ＥＡやＡＭＰが好ましい。
【００３４】
　上記のＡＬＰ標識検出用試薬キットは、ＡＬＰを標識として用いる免疫測定法の中でも
、特に固相を用いた免疫測定において使用される試薬キットである。このような免疫測定
法としては、ＡＬＰを標識として使用されるものであれば特に限定されない。具体的には
、ＥＩＡ、ＥＬＩＳＡなどが挙げられる。
　また、固相としては、通常の免疫測定法において用いられる固相であれば特に限定され
ない。該固相の材料としては、例えば、ラテックス、ゴム、ポリエチレン、ポリプロピレ
ン、ポリスチレン、スチレン－ブタジエン共重合体、ポリ塩化ビニル、ポリ酢酸ビニル、
ポリアクリルアミド、ポリメタクリレート、スチレン－メタクリレート共重合体、ポリグ
リシジルメタクリレート、アクロレイン－エチレングリコールジメタクリレート共重合体
、ポリビニリデンジフルオライド（ＰＶＤＦ）、シリコーンなどのポリマー材料；アガロ
ース；ゼラチン；赤血球；シリカゲル、ガラス、不活性アルミナ、磁性体などの無機材料
などが挙げられる。これらの１種又は２種以上を組み合わせてもよい。
　また、固相の形状としては、免疫測定に用いられる通常の固相の形状であれば特に限定
されず、マイクロタイタープレート、試験管、ビーズ、粒子、ナノ粒子などが挙げられる
。粒子としては、磁性粒子、ポリスチレンラテックスのような疎水性粒子、粒子表面にア
ミノ基、カルボキシル基などの親水基を有する共重合ラテックス粒子、赤血球、ゼラチン
粒子などが挙げられる。測定の自動化の観点から、固相としては磁性粒子、ラテックス粒
子などが好ましく、この中でも磁性粒子がより好ましい。
【００３５】
　磁性粒子は、磁性を有する材料を基材として含む粒子である。このような磁性粒子は当
該技術において公知であり、基材として例えばＦｅ２Ｏ３及び／又はＦｅ３Ｏ４、コバル
ト、ニッケル、フェライト、マグネタイトなどを用いたものが知られている。磁性粒子の
表面へのタンパク質などの結合を目的として、基材の表面をポリマーなどで被覆したもの
などがより好ましい。
【００３６】
　上記のＡＬＰ標識検出用試薬キットにおいて、ＡＬＰ標識化物質、基質液、補助試薬液
は別々にパッケージされている。図１は、ＡＬＰ標識化物質、基質液及び補助試薬液が溶
液の形態である場合の試薬キットの一例である。図１では、ＡＬＰ標識化物質は第１の試
薬容器１に収容されており、基質液は第２の試薬容器２に収容されており、補助試薬液は
第３の試薬容器３に収容されている。なお、ＡＬＰ標識検出用試薬キットは、所望により
、別の試薬を別の試薬容器に収容したものを備えてもよい。さらに、ＡＬＰ標識検出用試
薬キットは、所望により、試薬の１つ又は複数を希釈するための１種又は複数の緩衝液、
使用説明書、反応に用い得る容器などを備えてもよい。
【００３７】
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免疫測定用試薬キット
　上記のＡＬＰ標識検出用試薬キットは、固相を用いた免疫測定法において使用される他
の試薬と共に免疫測定用試薬キットとしてもよい。
　具体的には、免疫測定用試薬キットは、測定対象物質に抗原抗体反応により結合可能な
第１結合物質と、測定対象物質及び第１結合物質を含む複合体を担持するための固相と、
複合体中の測定対象物質と結合可能なＡＬＰ標識化物質と、ＡＬＰに対する基質と、内因
性ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含み、複合体中の測定対象物質に結合したＡＬＰ標識
化物質のＡＬＰと基質とを反応させる際に添加される補助試薬液と、を含む。
　また、免疫測定用試薬キットは、競合法による免疫測定に用いられる免疫測定用試薬キ
ットであって、ＡＬＰ標識化物質と、測定対象物質及びＡＬＰ標識化物質に抗原抗体反応
により結合可能な第１結合物質と、第１結合物質を担持するための固相と、ＡＬＰに対す
る基質を含む基質液と、内因性ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含み、第１結合物質に結
合したＡＬＰ標識化物質のＡＬＰと基質とを反応させる際に添加される補助試薬液と、を
含む。
【００３８】
　上記の第１結合物質は、ＡＬＰ検出用試薬キットで記載したものを使用することができ
る。免疫測定用試薬キットにおいて、第１結合物質は、液体の形態であってもよいし、用
時に適切な溶媒（例えば水や緩衝液など）に溶解して用いる固体の形態であってもよい。
　試薬キットの使用操作の簡便性の観点から、第１結合物質は溶媒中に溶解した液体の形
態であることが好ましい。緩衝液は、免疫測定に通常用いられる緩衝液を用いることがで
き、例えばＰＩＰＥＳ、ＴＥＡ、トリス、ＭＥＳ、リン酸緩衝液などを含む。
【００３９】
　上記の固相は、ＡＬＰ標識検出用試薬キットにおいて記載した固相を使用することがで
きる。免疫測定用試薬キットにおいて、固相は、液体に懸濁又は接触された形態であって
もよいし、用時に適切な溶媒（例えば水や緩衝液など）に懸濁又は接触して用いる固体の
形態であってもよい。試薬キットの使用操作の簡便性の観点から、上記の固相は溶媒に懸
濁又は接触された形態であることが好ましい。緩衝液は、免疫測定に通常用いられる緩衝
液を用いることができ、例えばＰＩＰＥＳ、ＴＥＡ、トリス、ＭＥＳ、リン酸緩衝液など
を含む。
【００４０】
　免疫測定用試薬キットにおいて、第１結合物質は固相上に固定化されていてもよいし、
固定化されていなくてもよい。
　第１結合物質が固相上に固定化されている場合、免疫測定用試薬キットは、例えば、第
１結合物質が固定化した固相を含む試薬と、ＡＬＰ標識化物質と、基質液と、補助試薬液
とを含む。この免疫測定用試薬キットを用いて免疫測定を行う場合には、検体と、第１結
合物質が固定化した固相を含む試薬と、ＡＬＰ標識化物質とを混合する順序は、特に限定
されない。
　この試薬キットを用いた免疫測定の一例を以下に説明する。まず、検体と固相を含む試
薬とが混合されて、測定対象物質と第１結合物質とを含む複合体が固相上に形成される。
次に、複合体を担持する固相とＡＬＰ標識化物質とが混合されて、固相上の複合体にＡＬ
Ｐ標識化物質が結合する。そして、ＡＬＰ標識化物質が結合した複合体を担持する固相に
補助試薬液及び基質液が添加され、固相上のＡＬＰ標識と基質液に含まれる基質とを、内
因性ＡＬＰ阻害剤を含む補助試薬液の存在下で反応させる。これにより、ＡＬＰ標識と基
質が接触する溶液中で、検体由来の内因性ＡＬＰを効果的に阻害しつつ、ＡＬＰ標識と基
質による酵素反応を生じさせることができる。そして、ＡＬＰ標識と基質による酵素反応
により生じた反応産物の発光や発色を検出することにより、測定対象物質を正確に測定す
ることができる。
【００４１】
　第１結合物質を固相上に固定化する方法は、公知である。該固定化は、例えば物理的吸
着法、共有結合法、イオン結合法、これらの組み合わせなどにより行うことができる。
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　また、ビオチンとアビジン類の結合を介して、第１結合物質を固相に固定化することも
できる。なお、第１結合物質の固相への固定化を仲介する物質の組み合わせとしては、上
記のビオチンとアビジン類以外に、ハプテンと抗ハプテン抗体、ニッケルとヒスチジンタ
グ、グルタチオンとグルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼなどが挙げられる。ハプテン
と抗ハプテン抗体としては、例えば、ＤＮＰと抗ＤＮＰ抗体が挙げられる。
　なお、本明細書において「アビジン類」は、アビジン及びストレプトアビジンを含むこ
とを意味する。
【００４２】
　また、第１結合物質が固相上に固定化されていない場合、免疫測定用試薬キットは、例
えば、第１結合物質を含む試薬と、固相を含む試薬と、ＡＬＰ標識化物質と、基質液と、
補助試薬液とを含む。この免疫測定用試薬キットを用いてサンドイッチ法による免疫測定
を行う場合には、検体と、第１結合物質を含む試薬と、固相を含む試薬と、ＡＬＰ標識化
物質とを混合する順序は、特に限定されない。
　この試薬キットを用いた免疫測定の一例を以下説明する。まず、検体と第１結合物質を
含む試薬とが混合されて、測定対象物質と第１結合物質とを含む複合体が形成される。次
に、この複合体と固相を含む試薬とが混合されて、複合体が固相上に担持される。次に、
複合体を担持する固相とＡＬＰ標識化物質とが混合されて、複合体にＡＬＰ標識化物質が
結合する。そして、ＡＬＰ標識化物質が結合した複合体を担持する固相に補助試薬液及び
基質液が添加され、固相上のＡＬＰ標識と基質液に含まれる基質とを、内因性ＡＬＰ阻害
剤を含む補助試薬液の存在下で反応させる。これにより、ＡＬＰ標識と基質が接触する溶
液中で、検体由来の内因性ＡＬＰを効果的に阻害しつつ、ＡＬＰ標識と基質による酵素反
応を生じさせることができる。そして、ＡＬＰ標識と基質による酵素反応により生じた反
応産物の発光や発色を検出することにより、測定対象物質を正確に測定することができる
。
　なお、この免疫測定用試薬キットを用いて競合法による免疫測定を行う場合には、検体
と、第１結合物質を含む試薬と、固相を含む試薬とを混合したのち、ＡＬＰ標識化物質を
混合させる場合と、検体と、第１結合物質を含む試薬と、ＡＬＰ標識化物質とを混合した
のち、固相を含む試薬を混合させる場合とがありうる。
【００４３】
　第１結合物質が固相上に固定化されていない場合、第１結合物質に固相結合部位が付加
されており、固相に固相結合部位と結合可能な第３結合物質が固定化されていることが好
ましい。これにより、測定対象物質と第１結合物質とを含む複合体を固相上に形成するこ
とができる。
　固相結合部位と第３結合物質は、試薬キットを用いる条件下で接触させたときに特異的
に結合できる物質の組み合わせであれば特に限定されない。これらの組み合わせは、例え
ばビオチンとアビジン類、ハプテンと抗ハプテン抗体、ニッケルとヒスチジンタグ、グル
タチオンとグルタチオンン－Ｓ－トランスフェラーゼなどが挙げられる。ハプテンと抗ハ
プテン抗体としては、例えば、ＤＮＰと抗ＤＮＰ抗体が挙げられる。好ましくは、ビオチ
ンとアビジン類との組み合わせである。より好ましくは、固相結合部位がビオチンを含み
、第３結合物質がアビジン類である。固相結合部位と第３結合物質との組み合わせの各々
の物質は、どちらを粒子に固定化してもよく、特に限定されない。
　また、第３結合物質がアビジン類である場合、アビジン類と結合可能な物質、例えばビ
オチンが結合した固相にアビジン類を結合させる方法により、アビジン類を固相に固定化
することができる。また、特開２００６－２２６６８９号公報に記載の方法により、アビ
ジン類を固相に固定化することも可能である。
　また、アビジン類を結合させた固相は、例えばＪＳＲ株式会社やダイナルバイオテック
社などから購入することもできる。
【００４４】
　なお競合法の場合は、ＡＬＰ標識化物質として、固相上のフリーの第１結合物質に結合
するＡＬＰ標識化物質を用いる。
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　また、例えば、固相が粒子であり補助試薬液として粒子分散液を使用する場合、ＡＬＰ
標識化物質が結合した複合体を担持する粒子が粒子分散液中に分散され、そこに基質液が
添加される。
【００４５】
免疫測定方法
　上記のＡＬＰ標識検出用試薬キットは、免疫測定方法に利用することができる。このよ
うな免疫測定方法は、検体中の測定対象物質と、測定対象物質に結合可能なＡＬＰ標識化
物質と、測定対象物質に抗原抗体反応により結合可能であり、且つ固相に結合可能な第１
結合物質と、を含む複合体を固相上に形成する工程、前記複合体中の測定対象物質と結合
したＡＬＰ標識化物質のＡＬＰと、基質液に含まれるＡＬＰに対する基質とを、内因性Ａ
ＬＰを阻害するための阻害剤を含む補助試薬液の存在下で反応させる工程、及びＡＬＰと
基質の反応により産生された反応産物を検出する工程、を含む。
　また、このような免疫測定方法は、競合法による免疫測定方法であって、検体と、ＡＬ
Ｐ標識化物質と、ＡＬＰ標識化物質及び検体中の測定対象物質に抗原抗体反応により結合
可能な第１結合物質と、第１結合物質を担持するための固相とを混合させる工程、固相に
担持された第１結合物質に結合したＡＬＰ標識化物質のＡＬＰと、基質液に含まれるＡＬ
Ｐに対する基質とを、内因性ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含む補助試薬液の存在下で
反応させる工程、及びＡＬＰと基質の反応により産生された反応産物を検出する工程、を
含む。
【００４６】
　上記の免疫測定方法において、検体中の測定対象物質と、測定対象物質に結合可能なＡ
ＬＰ標識化物質と、測定対象物質に抗原抗体反応により結合可能であり、且つ固相に結合
可能な第１結合物質と、を含む複合体を固相上に形成する工程は、検体中の測定対象物質
と、ＡＬＰ標識化物質と、第１結合物質と、固相とを混合することにより行うことができ
る。検体中の測定対象物質と、ＡＬＰ標識化物質と、第１結合物質と、固相とを混合する
方法については、上記の免疫測定用試薬キットで記載したような方法を用いることができ
る。
　上記の競合法による免疫測定方法において、検体と、ＡＬＰ標識化物質と、ＡＬＰ標識
化物質及び検体中の測定対象物質に抗原抗体反応により結合可能な第１結合物質と、第１
結合物質を担持するための固相とを混合させる工程は、上記の競合法による免疫測定用試
薬キットで記載したような方法を用いることができる。
　また、上記の免疫測定用試薬キットで記載したように、第１結合物質は、固相上に固定
化されていてもよいし、固定化されていなくてもよい。
【００４７】
　上記の測定対象物質としては、通常、免疫測定によりその存在を検出できるか又はその
量を定量できる物質であれば、特に限定されない。例えば、タンパク質、糖類、リポタン
パク質、ホルモンなどが挙げられる。このような測定対象物質は、例えば、ヒト免疫不全
ウイルス（ＨＩＶ）及びそれに対する抗体、ヒトＴ細胞向性ウイルス１型（ＨＴＬＶ－１
）及びそれに対する抗体、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）及びそれに対する抗体、Ｂ型肝炎
ウイルス（ＨＢＶ）及びそれに対する抗体、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、Ｃ反応性タンパク
質（ＣＲＰ）、梅毒トレポネーマ（ＴＰ）抗体、α１－アンチトリプシン、α１－ミクロ
グロブリン、β２－ミクログロブリン、ハプトグロブリン、トランスフェリン、セルロプ
ラスミン、フェリチン、アルブミン、ヘモグロビンＡ１、ヘモグロビンＡ１Ｃ、ミオグロ
ビン、ミオシン、デュパン－２、α－フェトプロテイン（ＡＦＰ）、組織ポリペプチド抗
原（ＴＰＡ）、アポリポタンパクＡ１、アポリポタンパクＥ、リウマチ因子、抗ストレプ
トリジンＯ（ＡＳＯ）、アンチトロンビンＩＩＩ（ＡＴ－ＩＩＩ）、プラスミン・α２プ
ラスミンインヒビター複合体（ＰＩＣ）、トロンビン・アンチトロンビンＩＩＩ複合体（
ＴＡＴ）、トロンボモジュリン（ＴＭ）、組織プラスミノゲンアクチベーター・プラスミ
ノゲンアクチベーターインヒビターＩ複合体（ｔＰＡＩ・Ｃ）、甲状腺ホルモン（サイロ
キシン（Ｔ３）、遊離サイロキシン（ＦＴ３）、トリオードサイロニン（Ｔ４）、遊離ト
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リオードサイロニン（ＦＴ４））、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、黄体ホルモン（ＬＨ
）、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）、コルチゾール、インスリン、などを含む。
【００４８】
　上記のような測定対象物質を含む検体は、血液、血漿、血清、尿などの検体、及びこの
ような検体を前処理することにより得られる試料を含む。上記の前処理としては、例えば
遠心分離やろ過などによる不溶物の除去などが挙げられる。
【００４９】
　上記の測定対象物質に特異的に結合する抗原又は抗体は、免疫測定用試薬キットで記載
したものを使用することができる。また、上記の固相としての粒子は、免疫測定用試薬キ
ットで記載したものを使用することができる。
【００５０】
　上記の免疫測定方法において、複合体中の測定対象物質と結合したＡＬＰ標識化物質の
ＡＬＰと、基質液に含まれるＡＬＰに対する基質とを、内因性ＡＬＰを阻害するための阻
害剤を含む補助試薬液の存在下で反応させる工程は、上記のＡＬＰ検出用試薬キットや免
疫測定用試薬キットにおいて記載した方法によって行うことができる。
　また、上記の競合法による免疫測定方法において、固相に担持された第１結合物質に結
合したＡＬＰ標識化物質のＡＬＰと、基質液に含まれるＡＬＰに対する基質とを、内因性
ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含む補助試薬液の存在下で反応させる工程は、上記のＡ
ＬＰ検出用試薬キットや免疫測定用試薬キットにおいて記載した方法によって行うことが
できる。
　この工程により、ＡＬＰ標識と基質が接触する溶液中で、検体由来の内因性ＡＬＰを効
果的に阻害しつつ、ＡＬＰ標識と基質による酵素反応を生じさせることができる。そして
、ＡＬＰ標識と基質による酵素反応により生じた反応産物の発光や発色を検出することに
より、測定対象物質を正確に測定することができる。
【００５１】
　ＡＬＰと基質の反応により産生された反応産物を検出する工程は、当該技術で公知の方
法を利用して行うことができる。反応産物の検出は、反応産物から発生する光や色などを
適切な装置を用いて測定することにより行うことができる。該装置としては、分光光度計
、ルミノメータなどが挙げられる。
【実施例】
【００５２】
　以下、実施例に基づき、本発明をより具体的に説明する。本発明はこれらの実施例に限
定されない。
【００５３】
　実施例で使用した試薬は以下の通りである。
（１）ＨＢｓ抗体試薬の調製
　特開２００６－３２１７４６号公報に記載のハイブリドーマＨＢｓ－１０５３が産生す
る１０５３抗体を、ＨＢｓ抗体として用いた。そして、このＨＢｓ抗体をBiotinylation 
Kit (Sulfo-OSu)（（株）同仁化学研究所）を用いてＨＢｓ抗体をビオチン化した。得ら
れたビオチン化ＨＢｓ抗体を、１．０μｇ／ｍＬとなるように０．１Ｍ　ＭＥＳ緩衝液（
ｐＨ６．５）に溶解し、これをＨＢｓ抗体試薬とした。
　なお、ハイブリドーマＨＢｓ－１０５３は、シスメックス株式会社により国際寄託され
たものであり、国際受託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－１０５８２が付与されている。
（２）磁性粒子試薬の調製
　市販のストレプトアビジン磁性粒子（以下、ＳＴ磁性粒子とも称する）（平均粒径２μ
ｍ）を、１％となるように２０ｍＭ　ＭＥＳ緩衝液（ｐＨ６．５）に溶解し、これを磁性
粒子試薬とした。
（３）ＡＬＰ標識化ＨＢｓ抗体試薬の調製
　特開２００６－３２１７４６号公報に記載のハイブリドーマＨＢｓ－１４９が産生する
１４９抗体を、ＨＢｓ抗体として用いた。そして、このＨＢｓ抗体をＥＭＣＳ（（株）同
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仁化学研究所）を用いてＨＢｓ抗体をＡＬＰ標識した。得られたＡＬＰ標識化ＨＢｓ抗体
を、０．３Ｕ／ｍＬとなるように０．１Ｍ　ＭＥＳ緩衝液（ｐＨ６．５）に溶解し、これ
をＡＬＰ標識化ＨＢｓ抗体試薬とした。
　なお、ハイブリドーマＨＢｓ－１４９は、シスメックス株式会社により国際寄託された
ものであり、国際受託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－１０５８３が付与されている。
（４）粒子分散液の調製
　内因性ＡＬＰ阻害剤としてレバミゾールを含む粒子分散液を調製した。粒子分散液の組
成は以下の通りである。
　粒子分散液の組成
　　１０ｍＭ　ＭＥＳ緩衝液（ｐＨ６．５）
　　１ｍＭ又は２ｍＭ　レバミゾール塩酸塩（東京化成工業（株））
（５）基質液
ＣＤＰ－ｓｔａｒ（登録商標）（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）
【００５４】
参考例１
　本例では、上記（４）で調製された粒子分散液中に含まれる内因性ＡＬＰ阻害剤の保存
安定性を調べた。なお、本例で使用した粒子分散液のレバミゾールの濃度は１ｍＭであっ
た。
　具体的には、まず上記の粒子分散液を用いて以下の加速試験を実施した。加速試験では
粒子分散液を５０ｍＬ容器（材質：ポリプロピレン）に入れ、暗所にて５５℃で6日間静
置した。静置後、容器ごと室温に戻し、粒子分散液を容器から分光光度計用セルに移して
析出の有無を確認した。
【００５５】
　比較のために、特開平２－２０７８００号公報に記載の高ｐＨアミン緩衝液にレバミゾ
ールを混合した試薬（比較試薬１）を用いた。特開平２－２０７８００号公報には、ＡＬ
Ｐを用いた免疫測定のためのキットが記載されており、内因性ＡＬＰ阻害剤とともに２－
アミノ－２－メチル－1－プロパノールなどの特定アミンを含有させることにより、高ｐ
Ｈにおいてもレバミゾールを安定化できることが記載されている。
　比較試薬１の組成は以下の通りである。実験方法は、粒子分散液を比較試薬１に変えた
以外は、上記と同様である。
　　比較試薬１の組成
　　　０．１Ｍ　ＡＭＰ緩衝液（ｐＨ９．６）
　　　１ｍＭ　レバミゾール塩酸塩（東京化成工業（株））
【００５６】
　上記の実験の結果を図２に示した。図２は、加速試験後の各試薬を入れた分光光度計用
セルの側面の写真である。図２中の（ａ）は粒子分散液を用いた場合の結果であり、図２
中の（ｂ）は比較試薬１を用いた場合の結果である。
【００５７】
　上述したように、比較試薬１は、緩衝液として特開平２－２０７８００号公報に記載の
高ｐＨアミン緩衝液を使用した試薬である。特開平２－２０７８００号公報には、ＡＭＰ
など特定の高ｐＨアミン緩衝液中では、アルカリ性の条件下であってもレバミゾールは安
定であると記載されている。しかしながら、図２の（ｂ）の結果より、比較試薬１で溶液
中に析出が確認された。この析出物を分析したところ、レバミゾールに由来する析出物で
あることがわかった（データは示していない）。これより、比較試薬１では、レバミゾー
ルの保存安定性が悪いことがわかった。
　一方、図２の（ａ）の結果より、粒子分散液では全く析出が確認されなかった。以上の
ことから、粒子分散液は、内因性ＡＬＰ阻害剤の保存安定性に優れているということがわ
かった。
【００５８】
実施例１
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　本例では、上記（４）で調製された粒子分散液中に含まれる内因性ＡＬＰ阻害剤による
、内因性ＡＬＰの影響を低減する効果を調べた。なお、本例で使用した粒子分散液のレバ
ミゾールの濃度は２ｍＭであった。
【００５９】
　具体的には、まず上記（１）～（５）で調製した試薬を用いてＨＢｓ抗原陰性検体の発
光強度を測定した。測定方法は以下の通りである。
　まず、検体２５μＬと上記のＨＢｓ抗体試薬３０μＬを混合し、４２℃にて約３分間イ
ンキュベートし、検体中のＨＢｓ抗原とＨＢｓ抗体試薬中のビオチン化ＨＢｓ抗体とを反
応させた。続いて、この混合液に上記の磁性粒子試薬３０μＬを添加し、約２分間インキ
ュベートし、ＨＢｓ抗原とビオチン化ＨＢｓ抗体からなる複合体をＳＴ磁性粒子上に固定
化した。このＳＴ磁性粒子を洗浄液（０．１％　Ｔｗｅｅｎ２０、２０ｍＭ　リン酸ナト
リウム緩衝液（ｐＨ７．５））約１５０μＬで３回洗浄した後、洗浄液が除かれたＳＴ磁
性粒子に上記のＡＬＰ標識化ＨＢｓ抗体試薬１００μＬを加え、４２℃にて約３分間イン
キュベートし、ＳＴ磁性粒子上の複合体にＡＬＰ標識化ＨＢｓ抗体を結合させた。このＳ
Ｔ磁性粒子を上記の洗浄液約１５０μＬで３回洗浄した。洗浄液が除かれたＳＴ磁性粒子
に上記の粒子分散液５０μＬを加えて、ＳＴ磁性粒子を粒子分散液中に分散させた後、こ
こに上記の基質液１００μＬを添加し、ＬＵＭＩ－ＣＯＵＮＴＥＲ　７００（（株）マイ
クロテック・ニチオン）を用いて発光強度を測定した。
【００６０】
　検体としては、４１種類のＨＢｓ抗原陰性血清（陰性血清１～４１）を用いた。また、
ネガティブコントロールとしてＢＳＡを含有する０．１Ｍ　ＴＥＡ緩衝液（５％　ＢＳＡ
、ｐＨ７．０）を用いて測定をおこなった。さらに、ポジティブコントロールとしてＨＢ
ｓ抗原陽性血清を用いて測定をおこなった。結果を、表１及び表２に示す。
【００６１】
　また、比較のために、レバミゾールを含有する粒子分散液の代わりに、レバミゾールを
含有しない１０ｍＭ　ＭＥＳ緩衝液（ｐＨ６．５）（比較試薬２）用いて、測定を行った
。測定方法は、上記の粒子分散液の代わりに比較試薬２を使用した以外は、上記と同様で
ある。結果を、表１及び表２に示す。
【００６２】



(17) JP 2008-275592 A 2008.11.13

10

20

30

40

【表１】

【００６３】
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【表２】

【００６４】
　表中において、「ＮＰ」はネガティブコントロールであり、「ＰＣ」はポジティブコン
トロールである。また、「レバミゾールあり」の欄には、レバミゾールを含有する粒子分
散液を用いた測定で得られた発光強度のカウント値（Ｃｏｕｎｔｓ）を示した。「レバミ
ゾールなし」の欄には、レバミゾールを含有しない比較試薬２を用いた測定で得られた蛍
光強度のカウント値（Ｃｏｕｎｔｓ）を示した。
【００６５】
　さらに、図３及び４は、発光強度のカウント値に対する各陰性検体の分布状態を示す分
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布図（ヒストグラム）である。これらの分布図では、横軸を１００カウント毎に区間を分
けたカウント値とし、縦軸を各区間に含まれる検体数としている。また、ＨＢｓＡｇが０
．０３Ｕ／ｍＬとなるカウント数を求め、これをカットオフ値とした。図３のカットオフ
値は３０９２であり、図４のカットオフ値は２８５５であった。カットオフ値以上である
と陽性と判定でき、カットオフ値未満であれば陰性と判定できる。図３は、レバミゾール
を含有しない比較試薬２を用いた場合の結果であり、表１及び２の「レバミゾールなし」
の欄の発光強度のカウント数に基づいて作成された。図４は、レバミゾールを含有する粒
子分散液を用いた場合の結果であり、表１及び２の「レバミゾールあり」の欄の発光強度
のカウント数に基づいて作成された。
【００６６】
　図３及び図４の結果から、レバミゾールを含む粒子分散液を用いることにより、陰性検
体から得られた発光強度のばらつきが少なくなり、測定に用いた全ての陰性検体のカウン
ト値が約８００～１３００となった。特に、図３で比較的高いカウント値（約１５００～
２７００）を示した陰性検体について、図４ではそのカウント値が低くなり、その分布が
低値側にシフトした。これは、それら陰性検体が、内因性ＡＬＰの影響が比較的大きい検
体であることを示す。そして、レバミゾールを含む粒子分散液を用いることにより、その
ような検体における内因性ＡＬＰを阻害し、その影響を効果的に除去することが可能であ
ることがわかった。また、図３でカットオフ値付近にカウント値を示した陰性検体につい
て、図４ではそのカウント値が低くなり、その分布が低値側にシフトした。これにより、
レバミゾールを含む粒子分散液を用いることにより、内因性ＡＬＰの影響を効果的に除去
して擬陽性の発生を防ぐことができることがわかった。
【００６７】
　以上のことから、内因性ＡＬＰ阻害剤を含む補助試薬液が内因性ＡＬＰ阻害剤の保存安
定性に優れており、この補助試薬液を含む試薬キットを用いることにより内因性ＡＬＰを
効果的に阻害して精度の高い測定結果が得られることがわかった。
　また、例えば、内因性ＡＬＰ阻害剤を含む補助試薬液を使用する方が、ＡＬＰ標識と基
質による酵素反応の反応液中に必要な量の内因性ＡＬＰ阻害剤を存在させることができる
という点で、内因性ＡＬＰ阻害剤を含む洗浄液を使用するよりも有利である。さらに、粒
子を固相として用い、補助試薬液を粒子分散液として用いた免疫測定では、１測定におけ
る粒子分散液の使用量よりも洗浄液の使用量が多くなる場合がある。例えば、上記の実施
例では、１回の測定において粒子分散液が５０μＬであるのに対し、洗浄液は約９００μ
Ｌとなる。このように、内因性ＡＬＰ阻害剤を含む補助試薬液（粒子分散液）を使用する
方が、内因性ＡＬＰ阻害剤を含む洗浄液を使用するよりも内因性ＡＬＰ阻害剤に係るコス
トを低減させることが可能である。
【図面の簡単な説明】
【００６８】
【図１】本発明のＡＬＰ標識検出用試薬キットの一実施形態を示す模式図である。
【図２】参考例において、加速試験後の比較試薬１を入れた分光光度計用セルの側面の写
真（ａ）と、加速試験後の粒子分散液を入れた分光光度計用セルの側面の写真（ｂ）であ
る。
【図３】実施例において比較試薬２を用いた場合の、各陰性検体の分布状態を示す分布図
（ヒストグラム）である。
【図４】実施例において粒子分散液を用いた場合の、各陰性検体の分布状態を示す分布図
（ヒストグラム）である。
【符号の説明】
【００６９】
１　　第１の試薬容器
２　　第２の試薬容器
３　　第３の試薬容器
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【図１】

【図２】

【図３】

【図４】

【手続補正書】
【提出日】平成20年3月3日(2008.3.3)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】請求項１１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【請求項１１】
測定対象物質に抗原抗体反応により結合可能な第１結合物質と、
測定対象物質及び第１結合物質を含む複合体を担持するための固相と、
複合体中の測定対象物質と結合可能なアルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）標識化物質と、
ＡＬＰに対する基質を含む基質液と、
内因性ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含み、複合体中の測定対象物質に結合したＡＬＰ
標識化物質のＡＬＰと基質とを反応させる際に添加される補助試薬液と、
を含む免疫測定用試薬キット。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０００１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００１】
　本発明は、アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）標識検出用試薬キットに関する。また、
本発明は、免疫測定用試薬キット及び免疫測定用試薬キットを用いた免疫測定方法に関す
る。
【手続補正３】
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【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０００７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００７】
　上記の課題に鑑み、本発明は、内因性ＡＬＰ阻害剤の保存安定性に優れ、且つＡＬＰ標
識と基質とを反応させる際に内因性ＡＬＰを十分に阻害することができるＡＬＰ標識検出
用試薬キットを提供することを目的とする。また、本発明は、内因性ＡＬＰ阻害剤の保存
安定性に優れ、且つＡＬＰ標識と基質とを反応させる際に内因性ＡＬＰを十分に阻害する
ことができる免疫測定用試薬キット及び免疫測定方法を提供することを目的とする。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０００９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００９】
　また、本発明は、測定対象物質に抗原抗体反応により結合可能な第１結合物質と、測定
対象物質及び第１結合物質を含む複合体を担持するための固相と、複合体中の測定対象物
質と結合可能なＡＬＰ標識化物質と、ＡＬＰに対する基質を含む基質液と、内因性ＡＬＰ
を阻害するための阻害剤を含み、複合体中の測定対象物質に結合したＡＬＰ標識化物質の
ＡＬＰと基質とを反応させる際に添加される補助試薬液と、を含む免疫測定用試薬キット
を提供する。
【手続補正５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１４】
ＡＬＰ標識検出用試薬キット
　本明細書において「ＡＬＰ標識検出用試薬キット」とは、ＡＬＰ標識を検出するために
用いられる試薬キットであって、目的物質に結合可能なＡＬＰ標識化物質と、ＡＬＰに対
する基質と、内因性ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含み、前記目的物質に結合したＡＬ
Ｐ標識化物質のＡＬＰと基質とを反応させる際に添加される補助試薬液とを含み、ＡＬＰ
標識を検出するために用いられる試薬キットである。
　また、本明細書においてＡＬＰ標識検出用試薬キットに含まれる「補助試薬液」とは、
ＡＬＰ標識と基質とを反応させる際に添加される試薬である。ＡＬＰ標識検出用試薬キッ
トにおいて、補助試薬液は基質液とは異なる試薬として設けられている。なお、補助試薬
液は、ＡＬＰ標識と基質とを反応させる際に添加されるものであればよく、例えばＡＬＰ
標識を有する粒子を液相にて分散させた状態で基質と接触させるための粒子分散液として
使用されうる。
　なお、本明細書における「接触」とは、混合することを含む。
【手続補正６】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１５】
免疫測定用試薬キット
　上記のＡＬＰ標識検出用試薬キットは、固相を用いた免疫測定法において使用される免
疫測定用試薬キットとしてもよい。
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　本実施形態の免疫測定用試薬キットは、固相免疫測定法において使用される、ＡＬＰ標
識を検出するための試薬キットである。上記の固相免疫測定法は、サンドイッチ法を利用
したものと競合法を利用したものを含む。ここで、これらの測定法を簡単に説明する。
　なお、本明細書における「第１結合物質」は、サンドイッチ法の場合であれば、検体中
の測定対象物質と抗原抗体反応により結合可能であり、且つ、固相と結合可能な物質であ
る。また、競合法の場合であれば、「第１結合物質」は、検体中の測定対象物質及びＡＬ
Ｐ標識化物質と抗原抗体反応により結合可能であり、且つ固相と結合可能な物質である。
　また、本明細書における「フリーの第１結合物質」とは、検体と、第１結合物質とが混
合されて得られた第１結合物質のうち、測定対象物質を含む複合体を形成しなかった、つ
まり検体中の測定対象物質と結合しなかった第１結合物質を意味する。
【手続補正７】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２５】
　免疫測定用試薬キットにおいて、ＡＬＰ標識化物質は、緩衝液中に溶解した液体の形態
であってもよいし、又は用時に水などの液体を加えて用いるための、凍結乾燥することな
どにより得られる固体の形態であってもよい。試薬キットの使用操作の簡便性の観点から
、ＡＬＰ標識化物質は緩衝液中に溶解した液体の形態であることが好ましい。
【手続補正８】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２９】
　免疫測定用試薬キットにおいて、基質液は、ＡＬＰ標識の至適ｐＨであるアルカリ性と
なりうる。しかしながら、免疫測定用試薬キットにおいて、補助試薬液は基質液とは異な
る試薬として設けられている。ゆえに、基質液がアルカリ性となった場合であっても、そ
れにともなって内因性ＡＬＰ阻害剤が不安定化することはなく、内因性ＡＬＰ阻害剤が安
定な条件で試薬に補助試薬液に含有させることができる。これによって、内因性ＡＬＰ阻
害剤の保存安定性に優れた試薬キットを提供することができる。
　さらに、補助試薬液は、固相上のＡＬＰ標識と基質とを反応させる際に添加される。す
なわち、洗浄液とは異なり、固相と基質液とが混合される前に除かれることはないので、
ＡＬＰ標識と基質とを反応させる際に内因性ＡＬＰを十分に阻害することができる。
　そして、このような補助試薬液を含む免疫測定用試薬キットを使用することにより、長
期間にわたって正確な免疫測定を行うことが可能になる。
【手続補正９】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３０】
　上記の補助試薬液は、適切な緩衝液中に上記の内因性ＡＬＰ阻害剤を溶解した溶液の形
態が好ましい。補助試薬液に含まれる緩衝剤としては、中性又は酸性で使用可能なものが
好ましい。具体的には、リン酸緩衝剤、酢酸緩衝剤、クエン酸緩衝剤、ＭＥＳ（２－（Ｎ
－モルフォリノ）エタンスルホン酸）、ＰＩＰＥＳ（ピペラジン－Ｎ、Ｎ'－ビス（２－
エタンスルホン酸）、ＭＯＰＳ（３－（Ｎ－モルフォリノ）プロパンスルホン酸）、ＨＥ
ＰＥＳ（２－〔４－（２ヒドロキシエチル）－１－ピペラジニル〕エタンスルホン酸）、
Ｔｒｉｓ（トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン）、又はトリシン（Ｎ－〔トリス（
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ヒドロキシメチル）メチル〕グリシン）、ＴＥＡ（トリエタノールアミン）等などが挙げ
られる。また、緩衝剤としてはアルカリ性付近に緩衝能を有さない緩衝剤が好ましく、具
体的にはＭＥＳが挙げられる。
　補助試薬液中の緩衝剤の濃度は、使用する緩衝剤の種類によって適宜選択される。補助
試薬液の緩衝剤の濃度は、例えば、２ｍＭ～１００ｍＭが好ましく、３ｍＭ～５０ｍＭが
より好ましく、５ｍＭ～２０ｍＭが最も好ましい。
　なお、ＡＬＰ標識と基質液に含まれる基質との反応液には補助試薬液も含まれているが
、ＡＬＰの至適ｐＨがアルカリ性であることから、この反応液はアルカリ性となることが
好ましい。ゆえに、免疫測定用試薬キットにおいて、反応液に含まれうる補助試薬及び後
述する基質液のｐＨ、緩衝剤の種類、緩衝剤の濃度等は、反応液がアルカリ性となるよう
に設定されていることが好ましい。
【手続補正１０】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３４】
　上記の免疫測定用試薬キットは、ＡＬＰを標識として用いる免疫測定法の中でも、特に
固相を用いた免疫測定において使用される試薬キットである。このような免疫測定法とし
ては、ＡＬＰを標識として使用されるものであれば特に限定されない。具体的には、ＥＩ
Ａ、ＥＬＩＳＡなどが挙げられる。
　また、固相としては、通常の免疫測定法において用いられる固相であれば特に限定され
ない。該固相の材料としては、例えば、ラテックス、ゴム、ポリエチレン、ポリプロピレ
ン、ポリスチレン、スチレン－ブタジエン共重合体、ポリ塩化ビニル、ポリ酢酸ビニル、
ポリアクリルアミド、ポリメタクリレート、スチレン－メタクリレート共重合体、ポリグ
リシジルメタクリレート、アクロレイン－エチレングリコールジメタクリレート共重合体
、ポリビニリデンジフルオライド（ＰＶＤＦ）、シリコーンなどのポリマー材料；アガロ
ース；ゼラチン；赤血球；シリカゲル、ガラス、不活性アルミナ、磁性体などの無機材料
などが挙げられる。これらの１種又は２種以上を組み合わせてもよい。
　また、固相の形状としては、免疫測定に用いられる通常の固相の形状であれば特に限定
されず、マイクロタイタープレート、試験管、ビーズ、粒子、ナノ粒子などが挙げられる
。粒子としては、磁性粒子、ポリスチレンラテックスのような疎水性粒子、粒子表面にア
ミノ基、カルボキシル基などの親水基を有する共重合ラテックス粒子、赤血球、ゼラチン
粒子などが挙げられる。測定の自動化の観点から、固相としては磁性粒子、ラテックス粒
子などが好ましく、この中でも磁性粒子がより好ましい。
【手続補正１１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３６
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３６】
　上記の免疫測定用試薬キットにおいて、ＡＬＰ標識化物質、基質液、補助試薬液は別々
にパッケージされている。図１は、ＡＬＰ標識化物質、基質液及び補助試薬液が溶液の形
態である場合の試薬キットの一例である。図１では、ＡＬＰ標識化物質は第１の試薬容器
１に収容されており、基質液は第２の試薬容器２に収容されており、補助試薬液は第３の
試薬容器３に収容されている。なお、免疫測定用試薬キットは、所望により、別の試薬を
別の試薬容器に収容したものを備えてもよい。さらに、免疫測定用試薬キットは、所望に
より、試薬の１つ又は複数を希釈するための１種又は複数の緩衝液、使用説明書、反応に
用い得る容器などを備えてもよい。
【手続補正１２】
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【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３７】
　上記の免疫測定用試薬キットは、固相を用いた免疫測定法において使用される他の試薬
を含んで構成されてもよい。
　具体的には、免疫測定用試薬キットは、測定対象物質に抗原抗体反応により結合可能な
第１結合物質と、測定対象物質及び第１結合物質を含む複合体を担持するための固相と、
複合体中の測定対象物質と結合可能なＡＬＰ標識化物質と、ＡＬＰに対する基質を含む基
質液と、内因性ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含み、複合体中の測定対象物質に結合し
たＡＬＰ標識化物質のＡＬＰと基質とを反応させる際に添加される補助試薬液と、を含む
。
　また、免疫測定用試薬キットは、競合法による免疫測定に用いられる免疫測定用試薬キ
ットであって、ＡＬＰ標識化物質と、測定対象物質及びＡＬＰ標識化物質に抗原抗体反応
により結合可能な第１結合物質と、第１結合物質を担持するための固相と、ＡＬＰに対す
る基質を含む基質液と、内因性ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含み、第１結合物質に結
合したＡＬＰ標識化物質のＡＬＰと基質とを反応させる際に添加される補助試薬液と、を
含む。
【手続補正１３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３８】
　上記の第１結合物質は、上記において例示したものを使用することができる。免疫測定
用試薬キットにおいて、第１結合物質は、液体の形態であってもよいし、用時に適切な溶
媒（例えば水や緩衝液など）に溶解して用いる固体の形態であってもよい。
　試薬キットの使用操作の簡便性の観点から、第１結合物質は溶媒中に溶解した液体の形
態であることが好ましい。緩衝液は、免疫測定に通常用いられる緩衝液を用いることがで
き、例えばＰＩＰＥＳ、ＴＥＡ、トリス、ＭＥＳ、リン酸緩衝液などを含む。
【手続補正１４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３９】
　上記の固相は、上記において例示した固相を使用することができる。免疫測定用試薬キ
ットにおいて、固相は、液体に懸濁又は接触された形態であってもよいし、用時に適切な
溶媒（例えば水や緩衝液など）に懸濁又は接触して用いる固体の形態であってもよい。試
薬キットの使用操作の簡便性の観点から、上記の固相は溶媒に懸濁又は接触された形態で
あることが好ましい。緩衝液は、免疫測定に通常用いられる緩衝液を用いることができ、
例えばＰＩＰＥＳ、ＴＥＡ、トリス、ＭＥＳ、リン酸緩衝液などを含む。
【手続補正１５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００４５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００４５】
免疫測定方法
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　上記の免疫測定用試薬キットは、免疫測定方法に利用することができる。このような免
疫測定方法は、検体中の測定対象物質と、測定対象物質に結合可能なＡＬＰ標識化物質と
、測定対象物質に抗原抗体反応により結合可能であり、且つ固相に結合可能な第１結合物
質と、を含む複合体を固相上に形成する工程、前記複合体中の測定対象物質と結合したＡ
ＬＰ標識化物質のＡＬＰと、基質液に含まれるＡＬＰに対する基質とを、内因性ＡＬＰを
阻害するための阻害剤を含む補助試薬液の存在下で反応させる工程、及びＡＬＰと基質の
反応により産生された反応産物を検出する工程、を含む。
　また、このような免疫測定方法は、競合法による免疫測定方法であって、検体と、ＡＬ
Ｐ標識化物質と、ＡＬＰ標識化物質及び検体中の測定対象物質に抗原抗体反応により結合
可能な第１結合物質と、第１結合物質を担持するための固相とを混合させる工程、固相に
担持された第１結合物質に結合したＡＬＰ標識化物質のＡＬＰと、基質液に含まれるＡＬ
Ｐに対する基質とを、内因性ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含む補助試薬液の存在下で
反応させる工程、及びＡＬＰと基質の反応により産生された反応産物を検出する工程、を
含む。
【手続補正１６】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００５０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００５０】
　上記の免疫測定方法において、複合体中の測定対象物質と結合したＡＬＰ標識化物質の
ＡＬＰと、基質液に含まれるＡＬＰに対する基質とを、内因性ＡＬＰを阻害するための阻
害剤を含む補助試薬液の存在下で反応させる工程は、上記の免疫測定用試薬キットにおい
て記載した方法によって行うことができる。
　また、上記の競合法による免疫測定方法において、固相に担持された第１結合物質に結
合したＡＬＰ標識化物質のＡＬＰと、基質液に含まれるＡＬＰに対する基質とを、内因性
ＡＬＰを阻害するための阻害剤を含む補助試薬液の存在下で反応させる工程は、上記の免
疫測定用試薬キットにおいて記載した方法によって行うことができる。
　この工程により、ＡＬＰ標識と基質が接触する溶液中で、検体由来の内因性ＡＬＰを効
果的に阻害しつつ、ＡＬＰ標識と基質による酵素反応を生じさせることができる。そして
、ＡＬＰ標識と基質による酵素反応により生じた反応産物の発光や発色を検出することに
より、測定対象物質を正確に測定することができる。
【手続補正１７】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００６８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００６８】
【図１】本発明の免疫測定用試薬キットの一実施形態を示す模式図である。
【図２】参考例において、加速試験後の比較試薬１を入れた分光光度計用セルの側面の写
真（ａ）と、加速試験後の粒子分散液を入れた分光光度計用セルの側面の写真（ｂ）であ
る。
【図３】実施例において比較試薬２を用いた場合の、各陰性検体の分布状態を示す分布図
（ヒストグラム）である。
【図４】実施例において粒子分散液を用いた場合の、各陰性検体の分布状態を示す分布図
（ヒストグラム）である。
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摘要(译)

解决的问题：提供一种用于检测ALP标记物的试剂盒，该试剂盒具有优
异的内源性ALP抑制剂的储存稳定性，并且在免疫测定中使ALP标记物与
底物反应时可以充分抑制内源性ALP。 目的是提供。 与目标物质结合的
ALP标记物质的ALP，其包括能够与目标物质结合的碱性磷酸酶（ALP）
标记物质，ALP的底物和抑制内源性ALP的抑制剂。 提供了一种用于检
测ALP标记的试剂盒，其包括当底物与底物反应时添加的辅助试剂溶
液。 [选择图]图4
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