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(57)【要約】
【課題】食品中のＣＰＰを簡便かつ精度よく測定する方法を提供することを課題とする。
【解決手段】抗ＣＰＰ抗体による免疫学的測定法を用いることにより、食品中のＣＰＰを
簡便かつ精度よく測定することが可能であることを見出した。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
抗カゼインホスホペプチド抗体を用いることを特徴とするカゼインホスホペプチドの免疫
学的測定法。
【請求項２】
固相上に不溶化したカゼインホスホペプチド（固相化カゼインホスホペプチド）に対し、
測定すべきカゼインホスホペプチドを含む検体とともに、一定量の抗カゼインホスホペプ
チド抗体を加え、該抗体に対する固相化カゼインホスホペプチドと検体中のカゼインホス
ホペプチドとの競合反応により、固相上にＣＰＰと抗カゼインホスホペプチド抗体からな
る免疫複合体を形成させ、固相上の免疫複合体（bound; Ｂ）と液層の部分（free; Ｆ）
とを分離した後、固相上の該抗体のシグナルを測定することにより、測定すべきカゼイン
ホスホペプチドの量を知る請求項１記載の免疫学的測定法。
【請求項３】
測定すべきカゼインホスホペプチドを含む検体と一定量の酵素標識抗カゼインホスホペプ
チド抗体とを予め反応させた後、該反応液を固相化カゼインホスホペプチドに加える請求
項２記載の免疫学的測定法。
【請求項４】
抗カゼインホスホペプチド抗体に対する第二抗体を加え、該第二抗体のシグナルを測定す
る請求項２又は３に記載の免疫学的測定法。
【請求項５】
シグナルが酵素標識である請求項２ないし４に記載の免疫学的測定法。
【請求項６】
抗カゼインホスホペプチド抗体がポリクローナル抗体である請求項１ないし５記載の免疫
学的測定法。
【請求項７】
固相上に不溶化したカゼインホスホペプチドと抗カゼインホスホペプチド抗体を含む試薬
より構成されるカゼインホスホペプチド測定用キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、カゼインホスホペプチド（以下「ＣＰＰ」と称する）を特異的に認識する抗
体及び該抗体を用いるＣＰＰの免疫学的測定法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ＣＰＰは、ミルクカゼインにトリプシンを作用させて得られるホスホペプチドであり、
このリンを含んだペプチド部分のみを分離精製したものである（横山健吉, 山内邦男編: 
「ミルク綜合事典」. 朝倉書店: p520-523,1992（非特許文献１））。このＣＰＰは、カ
ルシウムや鉄などのミネラルの可溶化作用を有しており、これらミネラルの吸収を促進す
る物質として注目され、食品の分野においては広く利用されている。したがって、これら
製品中に含まれるＣＰＰ量を測定することは、品質保証や成分管理の面で重要な意味を持
つだけでなく、ＣＰＰの機能性を研究していく上でも不可欠の技術と言える。しかし、食
品中のＣＰＰの測定法としては、高速液体クロマトグラフィー(ＨＰＬＣ)によってＣＰＰ
を分画し、ＣＰＰと考えられるピークの総和として測定しているのが現状である（Hiraya
ma, M. et al.: Biosci. Biotech. Biochem., 56(7): 1126-1127, 1992（非特許文献２）
）。この方法の場合、分画して得られたピークが本当にＣＰＰであるという確証はなく、
同様の物質を多く含む食品中のＣＰＰを特異的に測定することは困難、などの技術的課題
が残されている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００３】
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【非特許文献１】横山健吉, 山内邦男編: 「ミルク綜合事典」. 朝倉書店: p520-523,199
2
【非特許文献２】Hirayama, M. et al.: Biosci. Biotech. Biochem., 56(7): 1126-1127
, 1992
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明は、食品中のＣＰＰを簡便かつ精度よく測定する方法を提供することを課題とす
る。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明者らは、鋭意研究した結果、抗ＣＰＰ抗体による免疫学的測定法を用いることに
より、食品中のＣＰＰを簡便かつ精度よく測定することが可能であることを見出し、本発
明を完成した。
【０００６】
　すなわち、本発明は、（１） 抗カゼインホスホペプチド抗体を用いることを特徴とす
るカゼインホスホペプチドの免疫学的測定法、（２） 固相上に不溶化したカゼインホス
ホペプチド（固相化カゼインホスホペプチド）に対し、測定すべきカゼインホスホペプチ
ドを含む検体とともに、一定量の抗カゼインホスホペプチド抗体を加え、該抗体に対する
固相化カゼインホスホペプチドと検体中のカゼインホスホペプチドとの競合反応により、
固相上にＣＰＰと抗カゼインホスホペプチド抗体からなる免疫複合体を形成させ、固相上
の免疫複合体（bound; Ｂ）と液層の部分（free; Ｆ）とを分離した後、固相上の該抗体
のシグナルを測定することにより、測定すべきカゼインホスホペプチドの量を知る（１）
の免疫学的測定法、（３） 測定すべきカゼインホスホペプチドを含む検体と一定量の酵
素標識抗カゼインホスホペプチド抗体とを予め反応させた後、該反応液を固相化カゼイン
ホスホペプチドに加える（２）の免疫学的測定法、（４） 抗カゼインホスホペプチド抗
体に対する第二抗体を加え、該第二抗体のシグナルを測定する（２）又は（３）の免疫学
的測定法、（５） シグナルが酵素標識である（２）ないし（４）の免疫学的測定法、（
６） 抗カゼインホスホペプチド抗体がポリクローナル抗体である（１）ないし（５）の
免疫学的測定法、（７） 固相上に不溶化したカゼインホスホペプチドと抗カゼインホス
ホペプチド抗体を含む試薬より構成されるカゼインホスホペプチド測定用キット、からな
る。
【発明の効果】
【０００７】
　本発明により、溶液中のＣＰＰを簡便かつ精度よく測定できることが明らかとなった。
また、例えば牛乳中のようなＣＰＰの類似物質が多量に存在する溶液であっても精度よく
測定でき、ＣＰＰを配合した食品、医薬品の品質管理に効果を発揮するだけでなく、ＣＰ
Ｐの基礎的研究において、その体内動態をみる上でも効果を発揮すると考えられる。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】ＣＰＰ-IIIの検量線を示す。
【図２】各種濃度のカゼイン存在下でのＣＰＰの測定結果を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
　以下、本発明を詳細に説明する。本発明のＣＰＰの免疫学的測定法（以下「ＥＩＡ」と
称する）において、好ましい一つの態様は、反応系において、固相化ＣＰＰと検体中のＣ
ＰＰの、抗ＣＰＰ抗体に対する競合反応に基づくＣＰＰのＥＩＡを提供する。このＥＩＡ
のために、精製又は未精製のＣＰＰを支持体（固相）に結合させ不溶化する（以下「固相
化ＣＰＰ」と称する）。ＣＰＰの不溶性担体への結合は、物理的（吸着）、または化学的
に行うことができる。固相に対する抗体の非特異的吸着を防ぐために、ウシ血清アルブミ
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ン（ＢＳＡ）等で固相をブロッキングする。未知の濃度のＣＰＰを含む試験溶液（以下「
検体」と称する）を、ＣＰＰに特異的な標識抗体（以下「抗ＣＰＰ抗体」又は単に抗体と
いう）とともに加える。この際、抗体価を予め調べておき、１０3～１０5希釈の抗体価の
ものを用いる。反応条件は検体のＣＰＰ含量等により適宜設定すべきものであるが、例え
ば、ＣＰＰが0.１～１０μｇ／ｍｌの場合は、室温で約３０分間を目安とする。検体中の
ＣＰＰは、標識抗体への結合に対して、固相化ＣＰＰと競合する。未結合部分を洗浄によ
り取り除いた後、固相に結合した標識抗体のシグナルを測定する。検体中のＣＰＰ量を予
め既知濃度のＣＰＰを含む標準液を用いて作成しておいた標準曲線（以下「検量線」と称
する）から、検体中のＣＰＰ含量を求める。
【００１０】
　検体中のＣＰＰ量が高濃度の場合、標識抗体は固相に結合しないであろう。逆に、検体
中のＣＰＰ量が少ないか又は全く存在しない場合は、標識抗体の多くが固相に結合するで
あろう。ＣＰＰの量を測定するために、検体をアッセイバッファーで検量線の測定範囲内
におさまるように希釈する。固相化に用いるＣＰＰに要求される純度の程度は、抗体の特
異性によって決定される。ポリクローナルな抗血清は、不純なＣＰＰに対して結合し、シ
グナルを与える異質な抗体を含むであろう。これらの特異性の故に、不純なＣＰＰの場合
は、モノクローナル抗体、又はアフィニティー精製ポリクローナル抗体を用いる。
【００１１】
　このＥＩＡにおいて遭遇する一つの問題は、標識抗体が固相上のＣＰＰに優先的に結合
するかも知れないことである。このＥＩＡの定量性は、２つのアビディティ（avidity）
、すなわち、固相化ＣＰＰに対するアビディティと、検体中のＣＰＰに対する抗体アビデ
ィティと、に依存する。これらのアビディティは、同じではないかも知れない。固相上の
ＣＰＰは、局所的に高濃度に存在するために、抗体は、これらの抗原に二価で結合するか
も知れない。これらの二価の相互作用のタイプは、抗原が一価の場合には溶液中では起こ
り得ない。全てではないが、固相化ＣＰＰの多くが、二価の結合を促進するであろう。ア
ビディティの違いによって生じる問題は、既知の濃度のＣＰＰ溶液を用いた標準曲線を比
較することによって、見つけることができる。もしこれらのＥＩＡが異常な結果をもたら
すならば、いくつかの解決手段を用いることができる。第一に、固相上のＣＰＰ濃度をよ
り低くすることを試みる。かくして、局所的な濃度が低下し、二価の結合のチャンスが減
少する。第二に標識Ｆab断片を用いる。第三に、検体と標識抗体を前もって混合し、３０
分から１時間インキュベートしてから固相に添加する。
【００１２】
　第三の方法においては、抗ＣＰＰ抗体に対する第二抗体を用い、該第二抗体のシグナル
を測定する。
【００１３】
　本発明のＣＰＰのＥＩＡにおいて用いるＣＰＰを特異的に認識する抗体は、抗血清（ポ
リクローナル抗体）及びモノクローナル抗体を含む。ポリクローナル抗体は、"親和性の
増大（結合性, avidity）"と"特異性"というボーナス効果を有する（P. Tijssen, 石川栄
治監訳, "エンザイムイムノアッセイ, 生化学実験法11", 東京化学同人, 1989, p54-56）
ので、本発明のＥＩＡに用いるのに好適である。
【００１４】
　抗ＣＰＰ抗体の作製にあたり、免疫原として用いるＣＰＰは、カゼインにトリプシンを
作用させて得られたＣＰＰ画分を含むカゼイン分解物を全て含む。例えば、αs1-カゼイ
ン、αs2-カゼイン、β-カゼインから得られる、αs1-カゼイン-7P(f43-79)、αs2-CN-4P
(f46-70)、αs2-CN-4P(f1-32)、β-カゼイン-4P(f1-28)、等である（小野伴忠: Japanese
 Journal of Dairy and Food Science. 43(4), 1994)。
【００１５】
　これらのＣＰＰは、何れも分子量が小さく（５０００以下）、単独では、免疫原性が低
いので、キャリアタンパク質に結合させて動物に免疫する。ＣＰＰとキャリアタンパク質
との結合方法については数多くの文献［石川栄治・他(編), "酵素免疫測定法",医学書院,
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 1982, p128; 石川栄治,"超高感度酵素免疫測定法", 学会出版センター, 1993, p41; Har
low and Lane: Antibodies［Antibodies: A Laboratory Manual ed. by Harlow and Lane
(Cold Spring Harbor Laboratory Press: p319, 1988)］が存在するので、当業者であれ
ば、これらの文献を参考にして、ＣＰＰとキャリアタンパク質との複合体を作製すること
ができる。
【００１６】
　この複合体を免疫原として動物に免疫して抗ＣＰＰ抗体を得る場合、ポリクローナル抗
体の特性は、動物種、系統、個体、飼育環境、免疫方法によって異なり、その予知は極め
て困難である。したがって、免疫動物の選択は難しいが、先ずウサギを試み、これがだめ
ならモルモット、ラット、マウス、ニワトリなどと試み、できるだけ、抗体価、親和性、
及び特異性の高いポリクローナル抗体を得るようにする。抗ＣＰＰポリクローナル抗体の
作製、及び精製については、ポリクローナル抗体の作製に関する数多く文献［例えば、"
分子免疫学III抗原・抗体・補体（新生化学実験講座12）", 日本生化学会編, p1-31,東京
化学同人(1992); "生物活性を用いる測定法(新基礎生化学実験法6）",村松正美・他(編),
 丸善, p109; 大海忍, "抗ペプチド抗体実験プロトコール", 細胞工学別冊, p48,秀潤社(
1994); Harlow and Lane: Antibodies［Antibodies: A Laboratory Manual ed. by Harlo
w and Lane(Cold Spring Harbor Laboratory Press: p53, 1988)］が存在するので、当業
者であれば、これらの文献を参考にして実施可能である。
【００１７】
　一方、モノクローナル抗体の場合は、免疫動物として、マウス（時にはラット）が用い
られる。理論的には、同一の抗体が、ケラーとミルシュタインによる細胞融合法（G.Koel
ler and Milstein,Nature,256,495-497(1975)）により作製されたハイブリドーマの培養
液から無限に採取できる。ＣＰＰに特異的なモノクローナル抗体の作製、及び精製につい
ては、モノクローナル抗体の作製に関する数多くの文献［例えば、岩崎辰夫・他, "単ク
ローン抗体", 編集講談社サイエンティフィク, 講談社(1984); 松橋 直, 中村弘, 杉浦勉
, "分子免疫学III抗原・抗体・補体（新生化学実験講座12）", 日本生化学会編, p1-31, 
東京化学同人(1992); 大海忍, "抗ペプチド抗体実験プロトコール", 細胞工学別冊, p48-
74, 秀潤社(1994)］を参考にして、当業者であれば作製可能である。本発明に用いる抗体
はＩｇＧをペプシンで消化して得られるＦ(ab')2、Ｆ(ab')2を還元して得られるＦab'、
または抗体をパパインで消化して得られるＦabなどの抗体フラグメントを使用することが
できる。
【００１８】
　抗体の酵素標識方法は、公知［例えば、Harlow and Lane編集のAntibodies［Antibodie
s: A Laboratory Manual ed. by Harlow and Lane(Cold Spring HarborLaboratory Press
: p319(1988); 石川栄治,"超高感度酵素免疫測定法", 学会出版センター, p41(1993)］で
あり、これらの文献を参考にして当業者であれば実施可能である。
【００１９】
　支持体としては、例えば、ポリビニルクロリド、ニトロセスロース、ポリスチレン、ポ
リプロピレン、ポリエステル、ポリアクリロニトリル、フッ素樹脂、架橋デキストラン、
アガロース、ポリサッカライドなどの高分子の他、紙、ガラス、金属、およびこれらの組
み合わせなどを挙げることができる。支持体の形状は、例えば、プレート、球状、繊維状
、粒状、棒状、盤状、容器状、試験管等の種々の形状であってもよい。支持体としては、
ポリビニルクロリド及びニトロセスロースが通常最も使用されている。ポリビニルクロリ
ドは、通常、マイクロタイタープレートとして用いられる。本発明のＥＩＡにおいては、
このマイクロプレートが好適である。
【００２０】
　シグナルとしては、酵素標識が好適である。酵素としては、例えば、ペルオキシダーゼ
、アルカリフォスファターゼ、β-D-ガラクトシダーゼ等が挙げられる。酵素を標識物質
として用いる場合は、抗原抗体反応において、立体幾何学的に結合を抑制し易いことが考
えられる。その場合は、酵素以外の標識物質、例えば、蛍光物質、放射性物質等を用いる
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ことができる［例えば、田中 久, 横山 陽(編), "医薬品の開発(10)診断薬, 廣川書店(平
成2年)"］。
【００２１】
　蛍光物質としては、例えば、フルオレッセインイソチオシアネート、フィコビリプロテ
インなどを、放射性物質としては、例えば、 125Ｉ、131Ｉ、14Ｃ、3Ｈなどを使用するこ
とができる。
【００２２】
　標識物質が酵素の場合、酵素と抗ＣＰＰ抗体の結合方法は、グルタルアルデヒド法、過
ヨウ素酸法、マレイミド法など通常の方法に従うことができる。例えばマレイミド化され
た抗体または抗体のフラグメントと、ＳＨ化された酵素を溶液中で反応することにより行
うことができる。抗体または抗体のフラグメントのマレイミド化は、例えばサクシンイミ
ジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサンカーボネート、スルホサクシンイミ
ジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサンカーボネート、サクシンイミジル－
メタマレイミドベンゾエート（以下ＭＢＳと略す）、サクシンイミジル－６－マレイミド
ヘキサノエートなどによりマレイミド化することができる。酵素へのＳＨ基の導入は公知
の方法（「酵素免疫測定法」第二版、石川栄治他著、医学書院１９８２）に従うことがで
きる。例えば酵素とＳ－アセチルメルカプト無水コハク酸、またはＮ－サクシンイミジル
－３－（２－ピリジルチオ）プロピオネートなどと反応することにより行われる。
【００２３】
　酵素に対する基質を加えて酵素反応させる。これらの例としては、ペルオキシダーゼを
用いる場合には基質として過酸化水素を用い、発色剤として２，２’－アジノジ－（３－
エチルベンズチアゾリンスルホン酸）アンモニウム塩、５－アミノサリチル酸、ｏ－フェ
ニレンジアミン、４－アミノアンチピリン、または３，３’、５，５’－テトラメチルベ
ンジジンなどを用いる。また、蛍光基質として３－（ｐ－ヒドロキシフェニル）プロピオ
ン酸などを用いることができる。酵素としてアルカリフォスファターゼを用いる場合には
、基質としてｏ－ニトロフェニルホスフェート、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－ジオキセタンなどを、
酵素としてβ－Ｄ－ガラクトシダーゼを用いる場合には基質としてフルオレセインジ（β
－Ｄ－ガラクトピラノシド）、または４－メチルウンベリフェリシル－β－Ｄ－ガラクト
ピラノシド等を組み合わせて用いられる。
【００２４】
　本発明のＣＰＰのＥＩＡにおいて、好ましい他の態様は、放射免疫定量法（ＲＩＡ）、
蛍光免疫測定法、免疫凝集法等によるＣＰＰのＥＩＡを提供する。さらに、本発明は、抗
ＣＰＰ抗体又は標識抗ＣＰＰ抗体とＣＰＰと、を含んでなる溶液中のＣＰＰの測定キット
が含まれる。かかるキットには、抗ＣＰＰ抗体を検出するための二次抗体、標識物質を検
出するための試薬を含めることができる。
【００２５】
　好ましくは、キットは、ＣＰＰと抗ＣＰＰ抗体との免疫複合体の形成を検出する当業者
周知の方法、例えば、ＥＬＩＳＡからなる。
【００２６】
　本発明の方法において測定の対象となるＣＰＰを含有する溶液とは、ＣＰＰあるいはカ
ゼインの分解物を添加した食品、医薬品などである。また、カゼインを摂取したヒトある
いは動物の体液なども測定対象となりうる。また、測定対象が固形物であっても、適当な
溶液に溶解することにより測定可能となる。
【実施例】
【００２７】
　以下、実施例及び試験例により本発明を説明するが、本発明はこれらに限定されるもの
ではない。
【００２８】
［実施例１］ 抗ＣＰＰポリクローナル抗体の作製 
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（１） ＣＰＰとキャリアタンパク質との結合
　ＣＰＰは明治製菓製の精製ＣＰＰであるＣＰＰ-IIIを使用した。ＫＬＨ２０ｍｇを秤量
し、５０％グリセロール－０.０１Ｍリン酸緩衝生理食塩水（以下ＰＢＳと略す）（ｐＨ
６．０）２００μlに溶解した。この溶液に１００μlのジメチルスルオキシド（以下「Ｄ
ＭＳＯ」と略す）に溶解した３ｍｇのＭＢＳを添加し、室温で３０分間反応させた。さら
に不溶物を除去後、Ｇ－２５カラムによるゲル濾過を行い、タンパク質画分（ＫＬＨ－Ｍ
ＢＳ）を分取した。一方、ＣＰＰ-III１０ｍｇを秤量し、ＰＢＳ(ｐＨ６.０)１ｍｌ、５
Ｎ-ＮａＯＨ５μl、ＤＭＳＯ １ｍｌの混合溶液に溶解した。このＣＰＰ-III溶液とＫＬ
Ｈ－ＭＢＳ溶液を混合し、室温で１時間反応させた。こうして得られた溶液をＰＢＳ(ｐ
Ｈ7.２)２Ｌ に対して透析し、ＣＰＰ-III－ＫＬＨ複合体を得た。
（２） 抗ＣＰＰポリクローナル抗体の作製
　上記ＣＰＰ-III－ＫＬＨ複合体 ２００μg と Freund Complete Adjuvant とのエマル
ジョンをウサギに皮内投与した。この２週間後にＣＰＰ-III－ＫＬＨ複合体 ２００μg 
と Freund Incomplete Adjuvant とのエマルジョンを皮内投与した。さらに１０日間隔で
３回同様の皮内投与を行った。最終投与後１週間目に採血し、血清とした後、酵素免疫測
定法で抗体価を測定した。すなわち、ＣＰＰ-IIIを抗原とし、二次抗体に西洋ワサビペル
オキシダーゼ（以下「ＨＲＰ」と略す）標識したヤギ抗ウサギＩｇＧ抗体を用いて、ＣＰ
Ｐ-IIIに対する抗体価を測定し、３０００倍であることを確認した。その後、部分採血を
行って血清とし、プロテインＡ－セファロースカラムで精製した。すなわち、ＰＢＳ(ｐ
Ｈ7.２)で平衡化したプロテインＡ－セファロースカラム（ゲル容量1ml）に、ＰＢＳ(ｐ
Ｈ7.２)で１０倍に希釈した2mlの血清を流し、洗浄後、0.2M グリシン－塩酸(ｐＨ２.５)
で抗体を溶出し、ＰＢＳ(ｐＨ７.２)で透析して精製抗体を得た。
【００２９】
［試験例１］ 競合法ＥＩＡによるＣＰＰの測定
　ＰＢＳ(ｐＨ７.２)に１００μg/ml濃度で溶解したＣＰＰ-III溶液をＥＩＡ用プレート
（ＮＵＮＣ社 MaxiSorp）１ウェルあたり１００μlずつ分注し、室温で１時間インキュベ
ートした。次にＣＰＰ-III溶液を除去し、１％ウシ血清アルブミン（以下ＢＳＡと略す）
－５０ｍＭトリス塩酸緩衝生理食塩水(ｐＨ８.２)（以下「ＴＢＳ」と称する)を２００μ
lずつ分注して室温で１時間インキュベートした。次にＣＰＰ-III（標準物質）を０.１６
～２０μg/ｍｌの濃度範囲で含有するＴＢＳ ５０μlと精製抗ＣＰＰポリクローナル抗体
を含む１％ＢＳＡ－ＴＢＳ溶液５０μlをあらかじめ混合し、その中から50μlを１％ＢＳ
Ａ－ＴＢＳを除去したウェルに添加して室温で１時間インキュベートした。次にウェル内
の溶液を除去した後、０．１％Tween８０－ＰＢＳで洗浄した。それから酵素標識抗体希
釈液（２０ｍＭ Phosphate Buffer,０.１５Ｍ ＮａＣｌ,０.５％ ＢＳＡ,０.２％カゼイ
ン,0.01% Microcide I,0.8mg/ml ABTS,0.06mg/ml尿酸,ｐＨ７.２）で４０００倍に希釈し
たＨＲＰ標識ヤギ抗ウサギ免疫グロブリン抗体（Cappel社）５０μlを添加して室温で１
時間インキュベートした。次に標識抗体溶液を除去した後、０．１％Tween ８０－ＰＢＳ
で洗浄し、基質発色液（DAKO社 TMB+ Substrate-Chromogen No.S1599）を１００μlずつ
分注した。１５分間の反応の後、２規定の硫酸水溶液１００μlを添加して反応を停止し
た。
【００３０】
　次いで、分光光度計を用いて、この溶液の４５０ｎｍの波長における吸光度を測定した
。この吸光度を標準物質濃度０.１６～２０μg/mlに対してプロットし、検量線を得た。
この検量線を図１に示す。図１より、本発明の測定方法を用いれば、０.１６～２０μg/m
lの範囲で精度よく測定可能であることがわかる。
【００３１】
［試験例２］ 各種濃度のカゼイン存在下でのＥＩＡによる溶液中のＣＰＰ-IIIの測定
　カゼインを、０、１、１０、１００、１０００、及び２０００μg/mlの濃度で含まれる
溶液を本発明のＥＩＡで測定し、検量線を作成した。結果を図１に示した。ＣＰＰが0.１
～１０μg/mlの濃度範囲で直線性が認められる。すなわち、本発明のＥＩＡは、カゼイン
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存在下でも、ＣＰＰの定量が可能であることが示された。
【００３２】
［試験例３］ ＥＩＡによる牛乳中のＣＰＰ-IIIの測定
　ＣＰＰ-IIIを２５０μg/ｍｌの濃度で添加した殺菌乳について、牛乳中のＣＰＰ量を測
定した。実施例２に示した方法を基本として、ＣＰＰ-III無添加の調製牛乳をＴＢＳで２
００倍に希釈した溶液にＣＰＰ-III（標準物質）を溶解して検量線作成用の標準液を調製
し、検体試料を同じくＴＢＳで２００倍に希釈して測定した。その結果、２５４μg/ｍｌ
と測定された。

【図１】 【図２】
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【手続補正書】
【提出日】平成21年4月27日(2009.4.27)
【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】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
固相上に不溶化したカゼインホスホペプチド（固相化カゼインホスホペプチド）に対し、
測定すべきカゼインホスホペプチドを含む検体とともに、抗カゼインホスホペプチド抗体
であって、２０００μg/ml以下の濃度のカゼインの存在下で０．１～１０μg/ml濃度のカ
ゼインホスホペプチドを特異的に認識する抗カゼインホスホペプチド抗体を加え、該抗体
に対する固相化カゼインホスホペプチドと検体中のカゼインホスホペプチドとの競合反応
により、固相上にカゼインホスホペプチドと抗カゼインホスホペプチド抗体からなる免疫
複合体を形成させ、固相上の免疫複合体（bound; Ｂ）と液層の部分（free; Ｆ）とを分
離した後、固相上の該抗体のシグナルを測定することにより、測定すべきカゼインホスホ
ペプチドの量を知る、カゼインホスホペプチドの免疫学的測定法。
【請求項２】
固相上に不溶化したカゼインホスホペプチド（固相化カゼインホスホペプチド）に対し、
測定すべきカゼインホスホペプチドを含む検体とともに、免疫原としてカゼインホスホペ
プチドを用いて得られる抗カゼインホスホペプチド抗体であって、２０００μg/ml以下の
濃度のカゼインの存在下で０．１～１０μg/ml濃度のカゼインホスホペプチドを特異的に
認識する抗カゼインホスホペプチド抗体を加え、該抗体に対する固相化カゼインホスホペ
プチドと検体中のカゼインホスホペプチドとの競合反応により、固相上にカゼインホスホ
ペプチドと抗カゼインホスホペプチド抗体からなる免疫複合体を形成させ、固相上の免疫
複合体（bound; Ｂ）と液層の部分（free; Ｆ）とを分離した後、固相上の該抗体のシグ
ナルを測定することにより、測定すべきカゼインホスホペプチドの量を知る、カゼインホ
スホペプチドの免疫学的測定法。
【請求項３】
検体が、カゼイン、カゼインの分解物、又は、カゼインホスホペプチドの類似物質を含む
、請求項１又は２に記載の免疫学的測定法。
【請求項４】
測定すべきカゼインホスホペプチドを含む検体と一定量の酵素標識抗カゼインホスホペプ
チド抗体とを予め反応させた後、該反応液を固相化カゼインホスホペプチドに加える請求
項１から３のいずれか１項に記載の免疫学的測定法。
【請求項５】
抗カゼインホスホペプチド抗体に対する第二抗体を加え、該第二抗体のシグナルを測定す
る請求項１から４のいずれか１項に記載の免疫学的測定法。
【請求項６】
シグナルが酵素標識である請求項１から５のいずれか１項に記載の免疫学的測定法。
【請求項７】
抗カゼインホスホペプチド抗体がポリクローナル抗体である請求項１から６のいずれか１
項に記載の免疫学的測定法。
【請求項８】
固相上に不溶化したカゼインホスホペプチドと、抗カゼインホスホペプチド抗体であって
、２０００μg/ml以下の濃度のカゼインの存在下で０．１～１０μg/ml濃度のカゼインホ
スホペプチドを特異的に認識する抗カゼインホスホペプチド抗体を含む試薬より構成され
、カゼインホスホペプチドを含む検体を測定の対象とすることを特徴とするカゼインホス
ホペプチド測定用キット。
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【請求項９】
固相上に不溶化したカゼインホスホペプチドと、免疫原としてカゼインホスホペプチドを
用いて得られる抗カゼインホスホペプチド抗体であって、２０００μg/ml以下の濃度のカ
ゼインの存在下で０．１～１０μg/ml濃度のカゼインホスホペプチドを特異的に認識する
抗カゼインホスホペプチド抗体を含む試薬より構成され、カゼインホスホペプチドを含む
検体を測定の対象とすることを特徴とするカゼインホスホペプチド測定用キット。
【請求項１０】
検体が、カゼイン、カゼインの分解物、又は、カゼインホスホペプチドの類似物質を含む
、請求項８又は９に記載のキット。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３１】
［試験例２］ 各種濃度のカゼイン存在下でのＥＩＡによる溶液中のＣＰＰ-IIIの測定
　カゼインを、０、１、１０、１００、１０００、及び２０００μg/mlの濃度で含まれる
溶液を本発明のＥＩＡで測定し、検量線を作成した。結果を図２に示した。ＣＰＰが0.１
～１０μg/mlの濃度範囲で直線性が認められる。すなわち、本発明のＥＩＡは、カゼイン
存在下でも、ＣＰＰの定量が可能であることが示された。
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