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(57)【要約】
【課題】免疫複合体転移法における非特異的シグナルを低減することを可能にする抗体試
薬を提供することを課題とする。
【解決手段】被検物質に結合可能な標識抗体を含み、抗体試薬に含まれる標識抗体の分子
数に占める、免疫複合体転移法に用いられる固相と非特異的に結合する標識抗体の分子数
の割合が約3.34×10-7以下である抗体試薬を提供することにより、上記の課題を解決する
。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫複合体転移法により試料中の被検物質を検出するための抗体試薬であって、
　前記被検物質に結合可能な標識抗体を含み、
　前記抗体試薬に含まれる標識抗体の分子数に占める、前記免疫複合体転移法に用いられ
る固相と非特異的に結合する標識抗体の分子数の割合が、約3.34×10-7以下である、
前記抗体試薬。
【請求項２】
　免疫複合体転移法により試料中の被検物質を検出するための試薬キットであって、
　請求項１に記載の抗体試薬と、前記被検物質に結合可能な捕捉物質を含む試薬と、遊離
剤と、第１固相と、第２固相とを含み、
　前記第１固相上に、第１結合物質が固定されており、
　前記第２固相上に、第２結合物質が固定されており、
　前記捕捉物質が、前記第１結合物質に結合可能な第１結合パートナーと、前記第２結合
物質に結合可能な第２結合パートナーとを有し、
　前記遊離剤が、前記第１結合物質と前記第１結合パートナーとの結合を解離させる、
前記試薬キット。
【請求項３】
　前記捕捉物質が、前記被検物質に結合可能な抗体である請求項２に記載の試薬キット。
【請求項４】
　前記被検物質が、HBs抗原であり、
前記標識抗体が、標識された抗HBs抗体であり、
前記捕捉物質が、前記HBs抗原において前記標識抗体が結合する部位とは異なる部位に結
合する抗HBs抗体である、
請求項２又は３に記載の試薬キット。
【請求項５】
　前記標識抗体の標識が、酵素及び蛍光物質からなる群より選択される少なくとも１つで
ある請求項１～４のいずれか１項に記載の試薬キット。
【請求項６】
　前記酵素が、アルカリホスファターゼ、ペルオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、グ
ルコシダーゼ、ポリフェノールオキシダーゼ、チロシナーゼ、酸性ホスファターゼ及びル
シフェラーゼから選択される少なくとも１つであり、
前記試薬キットが、前記酵素に対する基質をさらに含む、
請求項５に記載の試薬キット。
【請求項７】
　前記第１結合物質が、ジニトロフェニル(DNP)基に特異的に結合する抗体であり、前記
第１結合パートナーが、DNP基である請求項２～６のいずれか１項に記載の試薬キット。
【請求項８】
　前記第２結合物質が、アビジン及びアビジン様タンパク質から選択される少なくとも１
つであり、前記第２結合パートナーが、ビオチンである請求項２～７のいずれか１項に記
載の試薬キット。
【請求項９】
　前記遊離剤が、DNP誘導体及びビオチンから選択される少なくとも１つである請求項２
～８のいずれか１項に記載の試薬キット。
【請求項１０】
　免疫複合体転移法により試料中の被検物質を検出するための抗体試薬の製造方法であっ
て、
　前記被検物質に結合可能な抗体を含む抗体溶液と、前記免疫複合体転移法に用いられる
固相とを接触させる工程と、
　前記固相と、前記固相に接触した抗体溶液とを分離して、前記固相に接触した抗体溶液
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から前記抗体試薬を調製する工程と
を含み、
　前記抗体が標識を有し、
　前記固相が結合物質を有し、
　前記免疫複合体転移法において、前記被検物質に特異的に結合する捕捉抗体が用いられ
、
　前記捕捉抗体が、前記結合物質に結合可能な結合パートナーを有する、
前記製造方法。
【請求項１１】
　前記接触工程及び前記調製工程が、前記試料と前記抗体試薬との混合前に行われる請求
項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記結合物質が、ジニトロフェニル(DNP)基に特異的に結合する抗体であり、前記結合
パートナーが、DNP基である請求項１０又は１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記被検物質が、HBs抗原であり、
前記抗体溶液に含まれる抗体が、抗HBs抗体であり、
前記捕捉物質が、前記HBs抗原において前記抗体溶液に含まれる抗体が結合する部位とは
異なる部位に結合する抗HBs抗体である、
請求項１０～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記標識が、酵素及び蛍光物質からなる群より選択される少なくとも１つである請求項
１０～１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記酵素が、アルカリホスファターゼ、ペルオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、グ
ルコシダーゼ、ポリフェノールオキシダーゼ、チロシナーゼ、酸性ホスファターゼ及びル
シフェラーゼから選択される少なくとも１つである請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　請求項１０～１５のいずれか１項に記載の製造方法によって調製された抗体試薬と、被
検物質を含む試料と、前記被検物質に結合可能な捕捉物質を含む試薬と、第１固相とを混
合して、前記抗体試薬に含まれる標識抗体と、前記被検物質と、前記捕捉物質とを含む免
疫複合体を前記第１固相上に固定する工程と、
　前記固定工程で得られた混合物から、前記免疫複合体に含まれていない遊離成分を除去
する工程と、
　前記免疫複合体を前記第１固相から遊離させる工程と、
　遊離した前記免疫複合体を、前記第１固相とは異なる第２固相上に転移する工程と、
　前記第２固相上の免疫複合体に含まれる前記標識抗体に基づくシグナルを検出し、前記
シグナルに基づいて前記被検物質を検出する工程と
を含む、被検物質の検出方法。
【請求項１７】
　被検物質を含まない試料を請求項１６に記載の方法に付して、前記被検物質の非存在下
の非特異的シグナルを測定し、
　１回の検出に用いられる量の前記抗体試薬に含まれる標識抗体に基づくシグナルを測定
し、
　下記の式(１)：
第１の比 = ａ/ｂ　　・・・(１)
(式中、ａは、前記被検物質の非存在下の非特異的シグナルの値であり、
ｂは、１回の検出に用いられる量の前記抗体試薬に含まれる標識抗体に基づくシグナルの
値である)
により取得される第１の比の値が、約1.02×10-7以下である、
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請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　被検物質を含まない試料を請求項１６に記載の方法に付して、前記被検物質の非存在下
の非特異的シグナルを測定し、
　被検物質を含まない試料を、請求項１６に記載の方法における固定工程及び遊離成分の
除去工程に付して、転移工程を行わない場合の前記被検物質の非存在下の非特異的シグナ
ルを測定し、
　下記の式(２)：
第２の比 = ａ/ｃ　　・・・(２)
(式中、ａは、前記被検物質の非存在下の非特異的シグナルの値であり、
ｃは、転移工程を行わない場合の前記被検物質の非存在下の非特異的シグナルの値である
)
により取得される第２の比の値が、約4.68×10-2以下である、
請求項１６又は１７に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫複合体転移法により試料中の被検物質を検出するための抗体試薬及びそ
の抗体試薬を含む試薬キットに関する。また、本発明は、その抗体試薬の製造方法に関す
る。さらに、本発明は、その抗体試薬を用いる被検物質の検出方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　免疫学的測定法は、試料中の被検物質と、この被検物質に結合する検出用抗体との特異
的な抗原抗体反応を利用して、被検物質を高い精度で検出することを可能にする。しかし
、免疫学的測定法では、試料中の被検物質以外の物質が非特異的反応の原因となることが
知られている。このような非特異的反応はバックグラウンドシグナルを上昇させるので、
免疫学的測定法の感度や特異度が低下する。
【０００３】
　従来、免疫学的測定法における非特異的反応を抑制するために、様々な方策が試みられ
ている。例えば、特許文献１には、所定の範囲内の平均分子量及び等電点を有するカゼイ
ンなどのタンパク質を、ブロッキング剤として試料に添加することが開示されている。特
許文献２には、標識抗体に用いられる抗体と同一の抗体を加熱処理して得た、本来の反応
性を喪失した抗体を、非特異的反応の抑制剤として試料に添加することが開示されている
。特許文献３には、磁性粒子を固相として用いる免疫学的測定法において、試料中の被検
物質以外の物質が磁性粒子に非特異的に結合することを防ぐために、表面が磁性粒子と同
じ素材でできた磁性を有さない粒子を試料に添加することを開示している。特許文献４で
は、ヒト血液中に存在するヒト抗マウス抗体による非特異的反応を抑制するために、検出
用抗体に対する酵素の結合数を所定の割合に限定した酵素標識抗体を用いることが開示さ
れている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特許第２５２３１７１号
【特許文献２】特許第３６６７４３４号
【特許文献３】特許第５００５５１１号
【特許文献４】特許第４８６６７２４号
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　免疫学的測定法に供される試料、特に生体試料には、被検物質以外に様々な物質が含ま
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れている。したがって、免疫学的測定法においては、試料由来の被検物質以外の物質によ
る非特異的反応を抑制することに主眼が置かれている。実際、上述した従来技術はいずれ
も、試料中の被検物質以外の物質が検出用抗体や固相に非特異的に吸着又は結合すること
を防止するための技術である。しかし、本発明者らは、測定に用いる試薬中にも、非特異
的反応の原因となる物質が存在することを見出した。すなわち、本発明者らは、免疫複合
体転移測定法では、被検物質と結合可能な標識抗体が固相に非特異的に結合して、非特異
的シグナルが発生するという問題を見出した。言い換えれば、試薬に含まれる標識抗体の
全ての分子が均一に被検物質と特異的な結合を形成するのではなく、それら抗体分子の中
には、被検物質と特異的に結合するだけでなく、固相に非特異的に吸着する標識抗体が存
在するという問題が見出された。本発明の課題は、このような固相に非特異的に吸着する
標識抗体を分離・除去し、非特異的シグナルを低減することである。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者らは、被検物質と結合可能な標識抗体を含む抗体溶液と、固相とを接触させる
前処理により、該標識抗体による非特異的シグナルを低減できることを見出して、本発明
を完成した。
【０００７】
　よって、本発明の第１の態様は、免疫複合体転移法により試料中の被検物質を検出する
ための抗体試薬を提供する。この抗体試薬は、被検物質に結合可能な標識抗体を含み、抗
体試薬に含まれる標識抗体の分子数に占める、免疫複合体転移法に用いられる固相と非特
異的に結合する標識抗体の分子数の割合が、約3.34×10-7以下である。
【０００８】
　本発明の第２の態様は、免疫複合体転移法により試料中の被検物質を検出するための試
薬キットを提供する。この試薬キットは、上記の抗体試薬と、被検物質に結合可能な捕捉
物質を含む試薬と、遊離剤と、第１固相と、第２固相とを含む。第１固相上には、第１結
合物質が固定されている。第２固相上には、第２結合物質が固定されている。捕捉物質は
、第１結合物質に結合可能な第１結合パートナーと、第２結合物質に結合可能な第２結合
パートナーとを有する。遊離剤は、第１結合物質と第１結合パートナーとの結合を解離さ
せる。
【０００９】
　本発明の第３の態様は、免疫複合体転移法により試料中の被検物質を検出するための抗
体試薬の製造方法を提供する。この方法は、次の工程を含む：被検物質に結合可能な抗体
を含む抗体溶液と、免疫複合体転移法に用いられる固相とを接触させる工程；及び、固相
と、この固相に接触した抗体溶液とを分離して、固相に接触した抗体溶液から抗体試薬を
調製する工程。この製造方法において、抗体溶液中の抗体は標識を有し、固相は結合物質
を有する。この結合物質は、免疫複合体転移法において用いられる捕捉物質としての捕捉
抗体を、固相上に固定するための物質である。免疫複合体転移法において、捕捉抗体は、
被検物質に特異的に結合し、結合物質に結合可能な結合パートナーを有する。
【００１０】
　本発明の第４の態様は、試料中の被検物質に結合可能な抗体を含む抗体溶液の前処理方
法を提供する。この方法は、次の工程を含む：被検物質に結合可能な抗体を含む抗体溶液
と、免疫複合体転移法に用いられる固相とを接触させる工程；及び、固相と、固相に接触
した抗体溶液とを分離して、固相に接触した抗体溶液から、免疫複合体転移法により試料
中の被検物質を検出するための抗体試薬を調製する工程。この前処理方法において、抗体
溶液中の抗体は標識を有し、固相は結合物質を有する。この結合物質は、免疫複合体転移
法において用いられる捕捉物質としての捕捉抗体を、固相上に固定するための物質である
。免疫複合体転移法において、捕捉抗体は、被検物質に特異的に結合し、結合物質に結合
可能な結合パートナーを有する。
【００１１】
　本発明の第５の態様は、被検物質の検出方法を提供する。この方法は、次の工程を含む



(6) JP 2018-4371 A 2018.1.11

10

20

30

40

50

：上記の製造方法によって調製された抗体試薬と、被検物質を含む試料と、被検物質に結
合可能な捕捉物質を含む試薬と、第１固相とを混合して、抗体試薬に含まれる標識抗体と
、被検物質と、捕捉物質とを含む免疫複合体を第１固相上に固定する工程；固定工程で得
られた混合物から、免疫複合体に含まれていない遊離成分を除去する工程；免疫複合体を
第１固相から遊離させる工程；遊離した複合体を、第１固相とは異なる第２固相上に転移
する工程；及び、第２固相上の免疫複合体に含まれる標識抗体に基づくシグナルを検出し
、シグナルに基づいて被検物質を検出する工程。
【発明の効果】
【００１２】
　被検物質と結合可能な標識抗体を含む抗体溶液と、固相とを接触させることにより、一
部の標識抗体分子が固相と非特異的に吸着する。当該固相を分離・除去することによって
、固相と非特異的に吸着する標識抗体分子を抗体溶液から取り除くことができる。これに
より、免疫複合体転移法における非特異的シグナルを低減することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】本実施形態の抗体試薬の一例を示す概略図である。
【図２Ａ】試薬キットの形態で提供される本実施形態の抗体試薬の一例を示す概略図であ
る。
【図２Ｂ】本実施形態の試薬キットの一例を示す概略図である。
【図２Ｃ】本実施形態の試薬キットの一例を示す概略図である。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
[１．抗体試薬]
　本実施形態の抗体試薬(以下、単に「抗体試薬」ともいう)は、被検物質に結合可能な標
識抗体を含み、免疫複合体転移法により試料中の被検物質を検出するのに適した試薬であ
る。ここで、免疫複合体転移法(以下、「ICT法」ともいう)は、本実施形態の抗体試薬に
含まれる標識抗体と、被検物質と、該被検物質に結合可能な捕捉物質とを少なくとも含む
免疫複合体を固相上に形成した後、この免疫複合体を別の固相に転移させる工程を含む。
【００１５】
　ICT法自体は当該技術において公知である。一般的なICT法では、被検物質を検出するた
めの標識抗体(検出用標識抗体)と、被検物質を捕捉するための抗体(捕捉抗体)とを用いて
、次のような手順で被検物質を検出する。まず、検出用標識抗体と、被検物質と、捕捉抗
体とを含む免疫複合体を第１固相上に形成する。この免疫複合体において、被検物質は、
検出用標識抗体と捕捉抗体とで挟まれている。次に、この免疫複合体を第１固相から、第
１固相とは異なる第２固相へ移す。そして、第２固相上の免疫複合体に含まれる検出用標
識抗体に基づくシグナルを測定し、シグナルの測定値に基づいて被検物質を検出する。IC
T法では、免疫複合体を第２固相へ移す際に、第１固相を除去する。このとき、第１固相
に非特異的に結合した夾雑物も同時に除去されるので、非特異的シグナルが低減される。
【００１６】
　本実施形態の抗体試薬は、ICT法を応用した免疫学的測定法によって試料中の被検物質
を検出するために用いてもよい。そのような測定法としては、例えば、酵素標識抗体を用
いるICT法である免疫複合体転移-酵素免疫測定法(ICT-EIA法)、化学発光を生じる反応を
触媒する酵素で標識した抗体を用いるICT法である免疫複合体転移-化学発光酵素免疫測定
法(ICT-CLEIA法)などが挙げられる。
【００１７】
　本実施形態の抗体試薬が対象とする試料は、被検物質を含み得るかぎり、特に限定され
ない。試料としては、例えば、血液、血漿、血清、リンパ液、細胞又は組織の可溶化液な
どの生体試料、尿や糞便などの排泄物、河川水、海水、土壌などの環境サンプルなどが挙
げられる。
【００１８】
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　被検物質の種類は、被検物質に結合可能な抗体が存在するか又はそのような抗体を製造
できるかぎり、特に限定されない。すなわち、抗原性を有する物質はいずれも被検物質に
なり得る。被検物質の例としては、タンパク質、ペプチド、核酸、生理活性物質、ベシク
ル、細菌、ウイルス、ハプテン、治療薬剤、治療薬剤の代謝物などが挙げられるが、特に
限定されない。抗体も被検物質になり得る。タンパク質は、天然に存在するタンパク質だ
けでなく、組換えタンパク質などの非天然のタンパク質も含む。ペプチドは、アミノ酸残
基数の多いポリペプチドだけでなく、ジペプチドやトリペプチドなどのアミノ酸残基数の
少ないオリゴペプチドも含む。核酸は、天然に存在する核酸だけでなく、核酸アナログな
どの人工的に合成された核酸も含む。多糖類は、細胞又はタンパク質の表面に存在する糖
鎖、及び、細菌の外膜成分であるリポ多糖も含む。生理活性物質としては、例えば、細胞
増殖因子、分化誘導因子、細胞接着因子、酵素、サイトカイン、ホルモン、糖鎖、脂質な
どが挙げられるが、特に限定されない。ベシクルは、膜で構成された小胞であれば特に限
定されない。ベシクルは、内部に液相を含んでいてもよい。ベシクルとしては、例えば、
エクソソーム、マイクロベシクル、アポトーシス小体などの細胞外小胞や、リポソームな
どの人工のベシクルなどが挙げられる。
【００１９】
　本実施形態の抗体試薬に含まれる、被検物質に結合可能な標識抗体は、被検物質に対す
る特異的な抗原抗体反応により被検物質と結合し、且つ標識物質で標識された抗体であれ
ばよい。この標識抗体は、ICT法における検出用標識抗体に相当する。標識抗体自体は、
被検物質に結合可能な抗体を、当該技術において公知の標識物質で標識することにより得
ることができる。被検物質に結合可能な抗体自体は、当該技術において公知の抗体作製法
によって得ることができる。
【００２０】
　本実施形態の抗体試薬は、１種類の標識抗体を含んでもよいし、互いに異なる被検物質
に結合可能な２種類以上の標識抗体を含んでもよい。抗体試薬が２種類以上の標識抗体を
含む場合は、各標識抗体は、互いに区別可能なシグナルが検出される標識物質で標識され
ることが好ましい。そのような標識物質としては、例えば、互いに区別可能な程度に異な
る波長又は強度の蛍光を発生できる蛍光色素の組み合わせなどが挙げられる。
【００２１】
　標識抗体に用いられる抗体の種類は、モノクローナル抗体であってもよいし、ポリクロ
ーナル抗体であってもよい。抗体の由来は特に限定されず、マウス、ラット、ハムスター
、ウサギ、ヤギ、ウマ、ラクダなどのいずれの哺乳動物に由来する抗体であってもよい。
また、抗体のアイソタイプはIgG、IgM、IgE、IgAなどのいずれであってもよいが、好まし
くはIgGである。標識抗体には、抗体のフラグメント及びその誘導体を用いてもよく、例
えば、Fabフラグメント、F(ab')2フラグメント、単鎖抗体(scFc)などが挙げられる。
【００２２】
　標識物質は、それ自体がシグナルを発生する物質(以下、「シグナル発生物質」ともい
う)、又は他の物質の反応を触媒して検出可能なシグナルを発生させる物質を用いること
ができる。シグナル発生物質としては、蛍光物質、放射性同位元素などが挙げられる。他
の物質の反応を触媒して検出可能なシグナルを発生させる物質としては、酵素が挙げられ
る。好ましい標識物質は、酵素及び蛍光物質である。酵素としては、アルカリホスファタ
ーゼ、ペルオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、グルコシダーゼ、ポリフェノールオキ
シダーゼ、チロシナーゼ、酸性ホスファターゼ、ルシフェラーゼなどが挙げられる。蛍光
物質としては、フルオレセインイソチオシアネート(FITC)、ローダミン、Alexa Fluor(登
録商標)、シアニン系色素などの蛍光色素、GFPなどの蛍光タンパク質などが挙げられる。
放射性同位元素としては、125Ｉ、35Ｓ、32Ｐ、14Ｃなどが挙げられる。それらの中でも
酵素が好ましく、アルカリホスファターゼ、ペルオキシダーゼ及びβ－ガラクトシダーゼ
が特に好ましい。
【００２３】
　本実施形態の抗体試薬は、この抗体試薬に含まれる標識抗体の分子数に占める、免疫複
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合体転移法に用いられる固相と非特異的に結合する標識抗体の分子数の割合(以下、「非
特異的抗体の割合」ともいう)が、約3.34×10-7以下であることを特徴とする。ICT法に用
いられる固相と非特異的に結合する標識抗体は、非特異的シグナルの発生原因となる。本
実施形態の抗体試薬では、固相と非特異的に結合する標識抗体が上記の割合にまで低減さ
れているので、ICT法において非特異的シグナルを低く抑えることが可能となる。ここで
、「非特異的に結合する」とは、抗原抗体反応によらない結合を意味し、例えば、物理的
吸着、静電相互作用などが挙げられる。
【００２４】
　本実施形態において、抗体試薬に含まれる標識抗体の分子数に占める、ICT法に用いら
れる固相と非特異的に結合する標識抗体の分子数の割合は、好ましくは約3.34×10-7以下
であり、より好ましくは約2.81×10-7以下である。さらなる実施形態では、抗体試薬に含
まれる標識抗体の分子数に占める、ICT法に用いられる固相と非特異的に結合する標識抗
体の分子数の割合は、3.34×10-7以下であり、好ましくは2.81×10-7以下である。
【００２５】
　非特異的抗体の割合は、標識抗体の分子数を反映する値に基づいて算出してもよい。そ
のような値としては、例えば、抗体試薬におけるタンパク質の濃度又は量、抗体試薬にお
ける標識物質の濃度又は量、標識抗体に基づくシグナルの測定値などが挙げられる。非特
異的抗体の割合は、抗体試薬に含まれる標識抗体の分子数を反映する値で、ICT法に用い
られる固相と非特異的に結合する標識抗体の分子数を反映する値を除することにより算出
できる。このとき、抗体試薬に含まれる標識抗体の分子数を反映する値の単位と、ICT法
に用いられる固相と非特異的に結合する標識抗体の分子数を反映する値の単位は同じであ
ることが好ましい。
【００２６】
　抗体試薬に含まれる標識抗体の分子数を反映する値は、タンパク質の濃度又は量、標識
物質の濃度又は量、標識抗体に基づくシグナルの測定値のいずれであってもよい。ここで
、本実施形態の抗体試薬に含まれるタンパク質成分は主に標識抗体であるので、抗体試薬
におけるタンパク質の濃度及び量は、抗体試薬に含まれる標識抗体の分子数を反映する。
抗体試薬に含まれるタンパク質の濃度及び量は、当該技術において公知のタンパク質定量
法で測定すればよい。
【００２７】
　標識抗体において、標識物質は抗体に結合又は固定されているので、抗体試薬における
標識物質の濃度及び量は、抗体試薬に含まれる標識抗体の分子数を反映する。抗体試薬に
含まれる標識物質の濃度又は量は、標識物質の種類に応じて、当該技術において公知の方
法で測定すればよい。あるいは、抗体試薬における標識物質の濃度及び量は、標識抗体の
作製時に使用した標識物質の量から算出してもよい。
【００２８】
　標識抗体に基づくシグナルの量又は強度は、使用した抗体試薬に含まれる標識抗体の分
子数に応じて変化するので、所定量の抗体試薬に含まれる標識抗体に基づくシグナルの測
定値は、その量の抗体試薬に含まれる標識抗体の分子数を反映する。標識抗体に基づくシ
グナルの量又は強度は、標識物質の種類に応じた公知の測定法で、所定量の抗体試薬に含
まれる標識抗体に基づくシグナルを測定すればよい。標識抗体の濃度が高い場合は、希釈
した抗体試薬に含まれる標識抗体に基づくシグナルを測定してもよい。この場合、得られ
たシグナルの測定値に希釈率を乗じることで、希釈前の抗体試薬に含まれる標識抗体に基
づくシグナルの値を算出してもよい。
【００２９】
　本実施形態では、所定量の抗体試薬におけるタンパク質又は標識物質の量と、該所定量
の抗体試薬に含まれる標識抗体に基づくシグナルの測定値とから、シグナルの測定値をタ
ンパク質又は標識物質の量に変換するための係数(以下、「変換係数」ともいう)を算出し
てもよい。この係数は、ICT法に用いられる固相と非特異的に結合する標識抗体の分子数
を反映する値を取得するために用いることができる。
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【００３０】
　ICT法に用いられる固相と非特異的に結合する標識抗体の分子数を反映する値としては
、そのような標識抗体に基づくシグナルの測定値を取得することが好ましい。例えば、固
相が磁性粒子である場合は、次のようにして、固相と非特異的に結合する標識抗体に基づ
くシグナルの測定値を得ることができる。まず、所定量の本実施形態の抗体試薬と、磁性
粒子とを混合して、37～42℃で60～600秒間インキュベートする。抗体試薬及び固相の量
は、特に限定されず、通常の検出アッセイを行う場合に用いられる量であればよい。次に
、得られた混合物中の遊離成分(未反応の標識抗体)を除去するために、磁性粒子を磁石又
は集磁装置で回収して洗浄する。そして、磁性粒子を回収し、該磁性粒子に非特異的に結
合した標識抗体に基づくシグナルを測定して、シグナルの測定値を取得する。上記の変換
係数を取得している場合は、シグナルの測定値とこの係数とから、固相と非特異的に結合
する標識抗体の分子数を反映する値として、タンパク質又は標識物質の量を算出してもよ
い。
【００３１】
　本実施形態の抗体試薬の一例を、図１に示す。図１において、１０は、抗体試薬を収容
した第１容器を示す。本実施形態の抗体試薬の形態は、液体であってもよいし、粉末(凍
結乾燥品)であってもよい。抗体試薬が液体である場合、溶媒は、標識抗体を溶解して保
存できるかぎり、特に限定されない。溶媒としては、例えば、水、生理食塩水、リン酸緩
衝液(PBS)、グッドの緩衝液などが挙げられる。グッドの緩衝液としては、例えば、MES、
Bis-Tris、ADA、PIPES、Bis-Tris-Propane、ACES、MOPS、MOPSO、BES、TES、HEPES、HEPP
S、Tricine、Tris、Bicine、TAPSなどが挙げられる。
【００３２】
　本実施形態の抗体試薬は、必要に応じて、公知の添加物を含んでいてもよい。添加物と
しては、例えば、ウシ血清アルブミン(BSA)などタンパク質安定化剤、アジ化ナトリウム
などの防腐剤、塩化ナトリウムなどの無機塩類などが挙げられる。
【００３３】
　近年、Ｂ型肝炎ウイルス(HBV)に感染したことのあるリウマチ患者やがん患者に免疫抑
制剤を用いると、HBVが再活性化して重症肝炎を引き起こすことが知られている。このよ
うな肝炎の劇症化の予防のためには、HBVの再活性化を早期に発見することが重要である
。そのためには、HBVエンベロープに存在する抗原であるHBs抗原を高い感度で検出可能な
検査が必要となる。本実施形態の抗体試薬は、検出感度の高いICT法を実現できるので、H
Bs抗原の検出に好適に用いられる。よって、ICT法により試料中のHBs抗原を検出するため
の本実施形態の抗体試薬は、標識された抗HBs抗体を含み、該抗体試薬における非特異的
抗体の割合が約3.34×10-7以下であり、好ましくは3.34×10-7以下である、抗体試薬であ
る。
【００３４】
　本発明の範囲には、免疫複合体転移法により試料中の被検物質を検出するための抗体試
薬を製造するための、該被検物質に結合可能な標識抗体の使用であって、抗体試薬に含ま
れる標識抗体の分子数に占める、免疫複合体転移法に用いられる固相と非特異的に結合す
る標識抗体の分子数の割合が、約3.34×10-7以下であり、好ましくは3.34×10-7以下であ
る、標識抗体の使用も含まれる。
【００３５】
[２．試薬キット]
　本実施形態の抗体試薬は、該抗体試薬を収容した容器を箱に梱包した試薬キットの形態
でユーザに提供されてもよい。この箱には、試薬の添付文書を同梱していてもよい。この
添付文書には、例えば、抗体試薬の組成、被検物質の検出プロトコールなどが記載される
ことが好ましい。試薬キットの形態で提供される抗体試薬の一例を、図２Ａに示す。図２
Ａにおいて、２０は、試薬キットを示し、２１は、本実施形態の抗体試薬を収容した第１
容器を示し、２２は、添付文書を示し、２３は、梱包箱を示す。
【００３６】
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　本実施形態では、上記の抗体試薬に加えて、免疫複合体転移法により試料中の被検物質
を検出するために用いられる各種試薬をさらに含む試薬キットをユーザに提供してもよい
。すなわち、本発明の範囲には、免疫複合体転移法により試料中の被検物質を検出するた
めの試薬キット(以下、単に「試薬キット」ともいう)が含まれる。本実施形態の試薬キッ
トは、本実施形態の抗体試薬と、被検物質に結合可能な捕捉物質を含む試薬と、遊離剤と
、第１固相と、第２固相とを含む。本実施形態の抗体試薬については上述のとおりである
。
【００３７】
　本実施形態の試薬キットの一例を、図２Ｂに示す。図２Ｂにおいて、３０は、試薬キッ
トを示し、３１は、本実施形態の抗体試薬を収容した第１容器を示し、３２は、被検物質
に結合可能な捕捉物質を含む試薬を収容した第２容器を示し、３３は、遊離剤を収容した
第３容器を示し、３４は、粒子である第１固相を収容した第４容器を示し、３５は、粒子
である第２固相を収容した第５容器を示し、３６は、添付文書を示し、３７は、梱包箱を
示す。
【００３８】
　被検物質に結合可能な捕捉物質(以下、単に「捕捉物質」ともいう)は、被検物質に特異
的に結合する物質であって、且つ、第１結合物質に結合可能な第１結合パートナー、及び
第２結合物質に結合可能な第２結合パートナーを有する。結合物質及び結合パートナーに
ついては後述する。捕捉物質は、被検物質において、本実施形態の抗体試薬に含まれる標
識抗体が結合する部位とは異なる部位に結合することが好ましい。そのような捕捉物質は
、被検物質と標識抗体との抗原抗体反応において、該標識抗体に対する競合的阻害を生じ
ない。また、ICT法において、標識抗体と捕捉物質とで挟まれた被検物質を含む免疫複合
体を得ることができる。
【００３９】
　捕捉物質の種類は、特に限定されず、被検物質に応じて適宜選択できる。捕捉物質の種
類としては、例えば、抗体及びそのフラグメント、アプタマー、アフィボディ(登録商標)
、レクチン、核酸などが挙げられる。レクチンは糖鎖に結合するので、糖鎖を有する被検
物質に対する捕捉物質として用いることができる。被検物質が核酸である場合、捕捉物質
として核酸を用いれば、相補的塩基対の形成を利用して該被検物質を捕捉できる。それら
の中でも、抗体が好ましい。抗体の種類及び由来の詳細は、標識抗体について述べたこと
と同様である。本明細書では、捕捉物質としての抗体を「捕捉抗体」とも呼ぶ。
【００４０】
　第１固相は、標識抗体と被検物質と捕捉物質とを含む免疫複合体を捕捉するための固相
である。固相の素材は、有機高分子化合物、無機化合物、生体高分子などから選択できる
。有機高分子化合物としては、ラテックス、ポリスチレン、ポリプロピレンなどが挙げら
れる。無機化合物としては、磁性体(酸化鉄、酸化クロム、コバルト及びフェライトなど)
、シリカ、アルミナ、ガラスなどが挙げられる。生体高分子としては、不溶性アガロース
、不溶性デキストラン、ゼラチン、セルロースなどが挙げられる。これらのうちの２種以
上を組み合わせて用いてもよい。固相の形状は特に限定されず、粒子、マイクロプレート
、マイクロチューブ、試験管などが挙げられる。それらの中でも粒子が好ましい。全自動
免疫測定装置によりICT法を行う場合、第１固相は磁性粒子であることが特に好ましい。
【００４１】
　本実施形態では、第１固相上には、免疫複合体中の捕捉物質を固定するための第１結合
物質が固定されている。本実施形態では、捕捉物質が、第１結合物質と結合可能な第１結
合パートナーを有するので、該第１結合パートナーと、第１固相上に固定された第１結合
物質とが結合することにより、免疫複合体中の捕捉物質が第１固相上に固定される。これ
により、免疫複合体が第１固相に捕捉される。
【００４２】
　第１結合物質及び第１結合パートナーは、両者の結合を解離することが可能な物質が存
在するかぎり、特に限定されない。そのような第１結合物質及び第１結合パートナーの組
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み合わせとしては、例えば、ビオチンとアビジン又はアビジン様タンパク質、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
フェラーゼなどの組み合わせが挙げられる。ここで、アビジン様タンパク質とは、アビジ
ンと同様にビオチンに対して高い親和性を有するタンパク質であり、例えばストレプトア
ビジン、タマビジン(登録商標)などが挙げられる。それらの中でも、ビオチンとアビジン
又はアビジン様タンパク質、ハプテンと抗ハプテン抗体が好ましい。好ましくは、第１結
合物質がハプテンであり、第１結合パートナーが抗ハプテン抗体である。より好ましくは
、第１結合物質がジニトロフェニル(DNP)基であり、第１結合パートナーがDNP基に特異的
に結合する抗体(抗DNP抗体)である。
【００４３】
　遊離剤は、第１結合物質と第１結合パートナーとの結合を解離することが可能な試薬で
ある。遊離剤を添加することにより、第１固相上に固定された免疫複合体は、該第１固相
から遊離する。遊離剤は、第１結合物質及び第１結合パートナーの組み合わせに応じて適
宜選択できる。例えば、ビオチンとアビジン又はアビジン様タンパク質との結合は、ビオ
チンの過剰添加により解離できる。ハプテンと抗ハプテン抗体との結合は、ハプテンの添
加により解離できる。ニッケルとヒスチジンタグとの結合は、イミダゾールの添加により
解離できる。グルタチオンとグルタチオン-Ｓ-トランスフェラーゼとの結合は、還元型グ
ルタチオンの添加により解離できる。第１結合物質がDNP基であり、第１結合パートナー
が抗DNP抗体である場合、遊離剤はDNP誘導体であることが好ましい。DNP誘導体としては
、例えば、DNPで修飾されたアミノ酸などが挙げられ、それらの中でも、N-(2, 4-ジニト
ロフェニル)-L-リジン(以下、「DNPリジン」ともいう)が特に好ましい。
【００４４】
　第２固相は、遊離剤によって第１固相から遊離した免疫複合体を捕捉するための固相で
ある。固相の素材及び形状の詳細は、第１固相について述べたことと同様である。全自動
免疫測定装置によりICT法を行う場合、第２固相は磁性粒子であることが特に好ましい。
【００４５】
　本実施形態では、第２固相上には、免疫複合体中の捕捉物質を固定するための第２結合
物質が固定されている。本実施形態では、捕捉物質が、第２結合物質と結合可能な第２結
合パートナーを有するので、該第２結合パートナーと、第２固相上に固定された第２結合
物質とが結合することにより、免疫複合体中の捕捉物質が第２固相上に固定される。これ
により、免疫複合体が第２固相に捕捉される。
【００４６】
　第２結合物質及び第２結合パートナーの組み合わせは、第１結合物質及び第１結合パー
トナーの組み合わせとは異なるかぎり、上記の第１結合物質及び第１結合パートナーの組
み合わせから適宜選択できる。第１結合物質がDNP基であり、第１結合パートナーが抗DNP
抗体である場合、第２結合物質がアビジン又はアビジン様タンパク質であり、第２結合パ
ートナーがビオチンであることが好ましい。
【００４７】
　標識抗体の標識物質が酵素である場合、本実施形態の試薬キットは、該酵素の基質をさ
らに含んでもよい。基質は、酵素に応じて当該技術において公知の基質から適宜選択でき
る。酵素としてアルカリホスファターゼを用いる場合、基質としては、CDP-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)トリクシロ[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)などの化学発光基質、5-ブロモ-4-クロロ-3-インド
リルリン酸(BCIP)、5-ブロモ-6-クロロ－インドリルリン酸２ナトリウム、p-ニトロフェ
ニルリン酸などの発色基質が挙げられる。酵素としてペルオキシダーゼを用いる場合、基
質としては、ルミノール及びその誘導体などの化学発光基質、2, 2'-アジノビス(3-エチ
ルベンゾチアゾリン-6-スルホン酸アンモニウム)(ABTS)、1, 2-フェニレンジアミン(OPD)
、3, 3', 5, 5'-テトラメチルベンジジン(TMB)などの発色基質が挙げられる。
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【００４８】
　基質をさらに含む本実施形態の抗体試薬キットの一例を、図２Ｃに示す。図２Ｃにおい
て、４０は、試薬キットを示し、４１は、本実施形態の抗体試薬を収容した第１容器を示
し、４２は、被検物質に結合可能な捕捉物質を含む試薬を収容した第２容器を示し、４３
は、遊離剤を収容した第３容器を示し、４４は、粒子である第１固相を収容した第４容器
を示し、４５は、粒子である第２固相を収容した第５容器を示し、４６は、基質を収容し
た第６容器を示し、４７は、添付文書を示し、４８は、梱包箱を示す。
【００４９】
　本実施形態の試薬キットは、検出感度の高い免疫複合体転移法を実現できるので、HBs
抗原の検出に好適に用いられる。よって、ICT法により試料中のHBs抗原を検出するための
本実施形態の試薬キットは、標識された抗HBs抗体を含む本実施形態の抗体試薬と、捕捉
物質として、HBs抗原において、該抗体試薬に含まれる標識抗体が結合する部位とは異な
る部位に結合する抗HBs抗体とを含むことが好ましい。
【００５０】
[３．抗体試薬の製造方法]
　本実施形態の抗体試薬を製造する方法(以下、単に「製造方法」ともいう)について、以
下に説明する。本実施形態の製造方法では、まず、被検物質に結合可能な抗体を含む抗体
溶液と、免疫複合体転移法に用いられる固相とを接触させる。上述のとおり、抗体溶液に
は、固相に非特異的に吸着する抗体が一定量含まれ得る。抗体溶液と固相とを接触させた
後、固相と抗体溶液とを分離し、溶液成分を回収することにより、固相に非特異的に吸着
する抗体を除去することができる。この溶液成分を抗体試薬として用いてICT法を行うこ
とにより、非特異シグナルを低減することができる。
【００５１】
　被検物質に結合可能な抗体を含む抗体溶液は、被検物質に対する特異的な抗原抗体反応
により被検物質と結合する抗体を含む溶液であればよい。また、市販の抗体溶液を用いて
もよい。該抗体溶液における抗体の濃度は特に限定されないが、通常10～1000 ng/mLであ
る。抗体の種類及び由来の詳細は、標識抗体について述べたことと同様である。被検物質
に結合可能な抗体は、標識物質で標識されていてもよい。標識物質としては、酵素及び蛍
光物質が好ましい。標識物質の詳細は上述のとおりである。
【００５２】
　抗体溶液は、１種類の抗体を含んでもよいし、互いに異なる被検物質に結合可能な２種
類以上の抗体を含んでもよい。抗体溶液が２種類以上の抗体を含む場合は、各抗体は、互
いに区別可能なシグナルが検出される標識物質で標識された標識抗体であることが好まし
い。そのような標識物質の例については上述のとおりである。
【００５３】
　抗体溶液と接触する固相は、第１固相、第２固相又はその両方であり得る。抗体がいず
れの固相に非特異吸着するかが予めわかっている場合は、抗体が非特異吸着する固相を添
加すればよい。固相は、免疫複合体中の捕捉物質を固定できることが好ましい。固相上に
は、捕捉物質(好ましくは捕捉抗体)を固定するための結合物質が固定されていてもよい。
そのような結合物質の詳細は、第１結合物質について述べたことと同様である。本実施形
態では、固相は、第１結合物質を有する磁性粒子であることが好ましい。
【００５４】
　抗体溶液と固相とを接触する操作は、固相の形状に応じて適宜決定できる。固相が、マ
イクロプレート、マイクロチューブ、試験管などの容器の形状にある場合は、適量の抗体
溶液を固相としての容器内に入れることで、抗体溶液と固相とが接触する。固相が磁性粒
子などの粒子の形状にある場合は、抗体溶液に粒子を添加するか、又は抗体溶液と粒子の
懸濁液とを混合することで、抗体溶液と固相とが接触する。固相が粒子である場合、粒子
の量は特に限定されないが、例えば、抗体１mgに対して粒子を通常0.5 g程度用いればよ
い。抗体溶液と固相とを接触するときの温度及び時間は特に限定されないが、例えば、４
～27℃で10～30時間インキュベートすればよい。インキュベーションの間に、攪拌又は振
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とうを行ってもよい。
【００５５】
　本実施形態の製造方法では、次に、固相と、該固相に接触した抗体溶液とを分離し、該
固相に接触した抗体溶液から本実施形態の抗体試薬を調製する。固相に接触した抗体溶液
を固相から分離して回収する手段は、固相の形状に応じて適宜決定できる。固相が容器の
形状にある場合は、固相としての容器に収容されている抗体溶液を回収すればよい。固相
が粒子の形状にある場合は、粒子と抗体溶液との混合物から上清を分離して回収すればよ
い。上清を分離する方法としては、遠心分離、ろ過などが挙げられる。固相が磁性粒子で
ある場合は、磁石又は集磁装置により磁性粒子を集めることで、上清が分離される。
【００５６】
　固相と、該固相に接触した抗体溶液とを分離することにより、抗体溶液からは、固相に
非特異的に結合又は吸着する抗体が固相と共に除去される。よって、固相から分離された
抗体溶液においては、非特異的シグナルの原因となる抗体が低減される。固相から分離さ
れた抗体溶液は、そのまま本実施形態の抗体試薬として用いてもよい。必要に応じて、固
相から分離された抗体溶液を、濃縮、希釈、精製、凍結乾燥などの処理に付してもよい。
抗体が標識されていない場合は、回収した抗体溶液に含まれる抗体を標識物質で標識して
もよい。
【００５７】
　上記のように、本実施形態の製造方法おいては、抗体溶液と固相とを接触させた後、該
固相を除去することにより、該抗体溶液に含まれる固相と非特異的に結合する抗体が低減
され、本実施形態の抗体試薬が得られる。本実施形態の製造方法により得られる抗体試薬
は、上記の非特異的抗体の割合が約3.34×10-7以下(好ましくは3.34×10-7以下)となって
いる。必要に応じて、本実施形態の製造方法によって得た抗体試薬について、上述のよう
にして非特異的抗体の割合を確認してもよい。
【００５８】
　本実施形態の製造方法は、ICT法により試料中の被検物質の検出を行う前に実施するこ
とを意図している。すなわち、ICT法における、試料と、被検物質に結合可能な抗体を含
む抗体溶液と、固相とを混合する工程は、本実施形態の製造方法における接触工程には該
当しない。よって、本実施形態の製造方法において、上記の接触工程及び調製工程は、試
料と抗体溶液とを混合する前に行われる。
【００５９】
　本実施形態の製造方法によって、ICT法により試料中のHBs抗原を検出するための抗体試
薬を製造する場合は、抗体溶液として、抗HBs抗体を含む抗体溶液を用い、ICT法に用いら
れる固相として、HBs抗原において該抗体溶液に含まれる抗HBs抗体が結合する部位とは異
なる部位に結合する抗HBs抗体を固定するための結合物質を有する固相を用いればよい。
【００６０】
[４．抗体溶液の前処理方法]
　本実施形態の製造方法は、ICT法において非特異的シグナルを低減可能な抗体試薬を得
るための、抗体溶液を前処理する方法とも解釈できる。よって、本発明の範囲には、試料
中の被検物質に結合可能な抗体を含む抗体溶液の前処理方法(以下、単に「前処理方法」
ともいう)が含まれる。ここで、抗体溶液の前処理とは、ICT法により試料中の被検物質の
検出を行う前に、抗体溶液を処理して本実施形態の抗体試薬を調製することを意図する。
【００６１】
　本実施形態の前処理方法では、まず、被検物質に結合可能な抗体を含む抗体溶液と、IC
T法に用いられる固相とを接触させる。抗体溶液、固相及び接触の操作の詳細は、本実施
形態の製造方法について述べたことと同様である。次に、固相と、該固相に接触した抗体
溶液とを分離して、該固相に接触した抗体溶液から、ICT法により試料中の被検物質を検
出するための抗体試薬を調製する。固相と抗体溶液とを分離する手段及び分離した抗体溶
液から抗体試薬を調製する手順の詳細は、本実施形態の製造方法について述べたことと同
様である。
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【００６２】
[５．被検物質の検出方法]
【００６３】
　本発明の範囲には、本実施形態の製造方法により調製された抗体試薬を用いて、ICT法
により試料中の被検物質を検出する方法(以下、単に「検出方法」ともいう)も含まれる。
本実施形態の検出方法は、用手法で行ってもよいし、全自動免疫測定装置によって行って
もよい。
【００６４】
　本実施形態の検出方法では、まず、本実施形態の製造方法により調製された抗体試薬と
、被検物質を含む試料と、該被検物質に結合可能な捕捉物質を含む試薬と、第１固相とを
混合する。混合の順序は特に限定されない。これらを混合することにより、抗体試薬に含
まれる標識抗体と、被検物質と、捕捉物質とを含む免疫複合体を形成して、該複合体を第
１固相上に固定する。ここで、抗体試薬、被検物質を含む試料、被検物質に結合可能な捕
捉物質を含む試薬、及び第１固相の詳細は、これまでに述べたことと同様である。
【００６５】
　試料又は被検物質の種類によっては、試料と上記の各種試薬と混合する前に、試料に対
して検出に適するように前処理を行ってもよい。そのような前処理は、当該技術において
公知である。例えば、試料がHBs抗原を含む血清である場合、HBs抗原に内因性抗体が結合
していることがあるので、アルカリ性物質及び界面活性剤を含む緩衝液で血清を前処理し
てもよい。
【００６６】
　本実施形態では、捕捉物質は、上記の第１結合物質に結合可能な第１結合パートナー、
及び第２結合物質に結合可能な第２結合パートナーを有する抗体が好ましい。また、第１
固相は、上記の第１結合物質が固定された磁性粒子が好ましい。結合物質及び結合パート
ナーの詳細は、本実施形態の試薬キットについて述べたことと同様である。本実施形態で
は、第１結合物質は抗DNP抗体であり、第１結合パートナーはDNP基であり、第２結合パー
トナーはビオチンであることが好ましい。
【００６７】
　免疫複合体を第１固相上に固定する工程(固定工程)における温度及び反応時間は特に限
定されないが、例えば37～42℃で60～600秒間インキュベートすればよい。インキュベー
ションの間に、攪拌又は振とうを行ってもよい。
【００６８】
　次に、上記の固定工程で得られた混合物から、免疫複合体に含まれていない遊離成分を
除去する。この遊離成分の除去工程は、固相に固定された分子(Bound)と、固相に固定さ
れていない遊離状態の分子(Free)とを分離することにより行われる。このような分離は、
B/F分離とも呼ばれる。免疫複合体に含まれていない遊離成分としては、未反応の標識抗
体、未反応の捕捉物質、標識抗体及び捕捉物質と結合していない被検物質などが挙げられ
る。B/F分離は、当該技術において公知の方法により行うことができる。例えば、第１固
相が粒子である場合、混合物を遠心分離して、遊離成分を含む上清を除去することにより
B/F分離を行うことができる。第１固相が磁性粒子である場合は、磁石又は集磁装置によ
って磁性粒子を集めて、遊離成分を含む液相を除去することによりB/F分離を行うことが
できる。必要に応じて、免疫複合体が固定された第１固相を適切な洗浄液で洗浄してもよ
い。
【００６９】
　遊離成分を除去した後、免疫複合体を第１固相から遊離させる。この操作は、遊離剤を
添加して、免疫複合体中の捕捉物質と、第１固相との結合を解離することにより行うこと
が好ましい。例えば、免疫複合体中の捕捉物質と、第１固相とが物理的吸着により結合し
ている場合は、遊離剤として、界面活性剤を含む溶液を用いることで、該複合体を遊離で
きる。また、イオン結合の場合は、イオンを含む溶液を用いることで該複合体を遊離でき
る。免疫複合体中の捕捉物質と、第１固相とが、第１結合物質及び第１結合パートナーを
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介して結合している場合は、本実施形態の試薬キットに用いられる遊離剤を添加すればよ
い。免疫複合体を第１固相から遊離させる工程(遊離工程)における温度及び反応時間は特
に限定されないが、例えば37～42℃で120～240秒間インキュベートすればよい。インキュ
ベーションの間に、攪拌又は振とうを行ってもよい。
【００７０】
　上記のようにして遊離した免疫複合体を、第１固相とは異なる第２固相上に転移する。
この操作は、遊離した免疫複合体と第２固相とを接触させて、該免疫複合体を該第２固相
上に固定することにより行われる。本実施形態では、第２固相は、上記の第２結合物質が
固定された磁性粒子が好ましい。第２結合物質は、アビジン又はアビジン様タンパク質が
好ましい。
【００７１】
　遊離した免疫複合体を第２固相に転移する工程(転移工程)では、遊離した免疫複合体が
、第１固相に再び結合することを意図していない。したがって、本実施形態では、遊離工
程と転移工程との間にB/F分離を行って、遊離した免疫複合体を含む液相を回収すること
が好ましい。回収した液相と第２固相とを接触させることにより、免疫複合体を第２固相
上に転移することができる。転移工程における温度及び反応時間は特に限定されないが、
例えば37～42℃で約240秒間インキュベートすればよい。インキュベーションの間に、攪
拌又は振とうを行ってもよい。
【００７２】
　遊離した免疫複合体を第２固相に転移した後、該第２固相上の免疫複合体に含まれる標
識抗体に基づくシグナルを測定し、該シグナルに基づいて被検物質を検出する。ここで、
「シグナルを検出する」とは、シグナルの有無を定性的に検出すること、シグナルの量又
は強度を定量すること、及び、シグナルを、「シグナル発生せず」、「弱」、「強」など
のように複数の段階に半定量的に検出することを含む。また、「被検物質を検出する」と
は、シグナルの検出結果に応じて、被検物質の定性的な検出、定量的な検出及び半定量的
な検出を含む。被検物質の半定量的な検出とは、「陰性」、「弱陽性」、「陽性」、「強
陽性」などのように、試料中の被検物質の量又は濃度を段階的に示すことをいう。
【００７３】
　標識抗体に基づくシグナルの検出方法自体は当該技術において公知である。シグナルの
検出方法は、標識抗体に用いた標識物質の種類に応じて適宜選択できる。例えば、該標識
物質が酵素である場合、酵素と、該酵素に対する基質とを反応させることによって発生す
る光、色などのシグナルを公知の測定装置を用いて測定することにより行うことができる
。そのような測定装置としては、分光光度計、ルミノメータなどが挙げられる。標識物質
が蛍光物質である場合は、シグナルとしての蛍光を、蛍光マイクロプレートリーダーなど
の公知の装置を用いて測定できる。なお、励起波長及び蛍光波長は、用いた蛍光物質の種
類に応じて適宜決定できる。
【００７４】
　本実施形態では、検出のシグナル/ノイズ比(Ｓ/Ｎ比)を確認するために、被検物質を含
まない試料を検出方法に付して、被検物質の非存在下の非特異的シグナルの値を定量的に
検出してもよい。この検出は、被検物質を含み得る試料に代えて、被検物質を含まない試
料を用いること以外は、上記に述べたようにして行うことができる。必要に応じて、本実
施形態の抗体試薬以外の試薬（例えば、基質溶液など）によるバックグラウンドの値も測
定してよい。このようなバックグラウンドは、試薬ブランクとも呼ばれる。
【００７５】
　本実施形態の検出方法において、非特異的シグナルがどの程度低減されたかを確認する
ために、下記の式(１)に示される第１の比を算出してもよい。
【００７６】
第１の比 = ａ/ｂ　　・・・(１)
(式中、ａは、被検物質の非存在下の非特異的シグナルの値であり、
ｂは、１回の検出に用いられる量の抗体試薬に含まれる標識抗体に基づくシグナルの値で
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ある)
【００７７】
　１回の検出に用いられる量の抗体試薬とは、上記の固定工程において、１つの試料に対
して添加される量の抗体試薬である(以下、「１アッセイ分の抗体試薬」ともいう)。１ア
ッセイ分の抗体試薬に含まれる標識抗体に基づくシグナルの値は、次のようにして測定で
きる。標識抗体の標識物質が酵素である場合は、１アッセイ分の抗体試薬と、酵素の基質
とを反応させて、発生したシグナルの量又は強度を定量的に検出する。標識抗体の標識物
質が蛍光色素である場合は、１アッセイ分の抗体試薬に励起光を照射して、発生した蛍光
の強度を定量的に測定する。
【００７８】
　第１の比は、１回の検出に用いられる量の本実施形態の抗体試薬に含まれる標識抗体に
基づくシグナル値に対する、被検物質を含まない試料を測定したときのシグナル値の比で
ある。本実施形態においては、第１の比の値は通常約1.02×10-7以下であり、好ましくは
約6.80×10-8以下である。さらなる実施形態では、第１の比の値は1.02×10-7以下であり
、好ましくは6.80×10-8以下である。第１の比はシグナル値に基づくので、非特異的シグ
ナルの低減効果を異なるアッセイ間で比較することが可能になる。
【００７９】
　本実施形態の検出方法において、非特異的シグナルがどの程度低減されたかを確認する
ために、下記の式(２)に示される第２の比を算出してもよい。
【００８０】
第２の比 = ａ/ｃ　　・・・(２)
(式中、ａは、被検物質の非存在下の非特異的シグナルの値であり、
ｃは、転移工程を行わない場合の被検物質の非存在下の非特異的シグナルの値である)
【００８１】
　転移工程を行わない場合の被検物質の非存在下の非特異的シグナルの値は、次のように
して取得できる。まず、被検物質を含まない試料を、本実施形態の検出方法における固定
工程及び遊離成分の除去工程に付す。そして、第１固相を回収して、該第１固相に非特異
的に結合した標識抗体に基づくシグナルを定量的に検出する。すなわち、式(２)中のｃの
値は、転移工程を含まない免疫学的測定法における、被検物質の非存在下の非特異的シグ
ナルの値である。
【００８２】
　第２の比は、免疫複合体の転移工程を含まない測定法で得られた非特異的シグナルの値
に対する、被検物質を含まない試料を測定したときのシグナル値の比である。第２の比は
、免疫複合体の転移工程を含まない測定法と比較して、ICT法が非特異的シグナルをどの
程度低減できるかを示す指標である。本実施形態においては、第２の比の値は通常約4.68
×10-2以下であり、好ましくは約3.12×10-2以下である。さらなる実施形態では、第２の
比の値は4.68×10-2以下であり、好ましくは3.12×10-2以下である。第２の比の値が小さ
いほど、非特異的シグナルの低減効果が、免疫複合体の転移工程を含まない測定法に比べ
て、高いことを意味する。
【００８３】
　以下に、本発明を実施例により詳細に説明するが、本発明はこれらの実施例に限定され
るものではない。なお、以下に記載の「HISCL」は、シスメックス株式会社の登録商標で
ある。
【実施例】
【００８４】
実施例１：　検出用標識抗体を含む試薬の調製及びその性能の評価
　実施例１では、検出用標識抗体を含む溶液を固相と接触させることによって前処理し、
検出用標識抗体を含む試薬を調製した。得られた試薬について、検出用標識抗体の固相へ
の非特異的反応が低減されているかを検討した。
【００８５】
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(１) 検出用標識抗体の調製
　検出用標識抗体として、アルカリホスファターゼ(ALP)で標識された抗HBs抗体フラグメ
ントを２種類用いた(以下、それぞれ「ALP標識HBs149Fab'」及び「ALP標識HBs85Fab'」と
いう)。ALP標識HBs149Fab'は、受託番号FERM BP-10583で2006年３月27日に独立行政法人
製品評価技術基盤機構特許生物寄託センター(郵便番号292-0818、日本国千葉県木更津市
かずさ鎌足2-5-8)に寄託したハイブリドーマにより産生されるモノクローナル抗体から作
製した。ALP標識HBs85Fab'は、受託番号NITE BP-1483で2012年12月13日に独立行政法人製
品評価技術基盤機構特許微生物寄託センター(郵便番号292-0818、日本国千葉県木更津市
かずさ鎌足2-5-8)に寄託したハイブリドーマにより産生されるモノクローナル抗体から作
製した。具体的な検出用標識抗体の作製手順は、次のとおりである。各モノクローナル抗
体をペプシン消化及び還元して、Fab'フラグメントを得た。また、ALP(オリエンタル酵母
株式会社)をEMCS(N-(6-マレイミドカプロイルオキシ)スクシンイミド)(株式会社同仁化学
研究所)を用いてマレイミド化した。そして、得られたFab'フラグメントと、マレイミド
化したALPとを混合して反応させることで、検出用標識抗体(Fab'-ALP)を得た。得られた
検出用標識抗体を、希釈液(0.1 M MES (pH6.5)、0.15 M NaCl、1.0% BSA、0.1% NaN3、10
 mM MgCl2及び１mM ZnCl2)で希釈した。各検出用標識抗体の希釈液を１：１で混合して、
検出用標識抗体を含む溶液(ALP濃度10 pmol/mL)を調製した。以下、得られた溶液を「前
処理なしの抗体試薬」ともいう。
【００８６】
(２) 抗DNP抗体固定磁性粒子の調製
　磁性粒子(Micromer M、Micromod社)の表面に抗DNP抗体(DNP-1753)を固定して、第１固
相を得た。得られた第１固相を希釈液(0.1 M MES(pH6.5)、0.15 M NaCl、0.25% BSA及び0
.1% NaN3)で希釈して、抗DNP抗体固定磁性粒子を含む溶液(粒子濃度1.0%)を得た。ここで
、磁性粒子への抗体の固定はSulfo-SMCC(ピアス社)を用いて行った。上記のDNP-1753抗体
は、受託番号NITE P-845で2009年11月25日に独立行政法人製品評価技術基盤機構特許微生
物寄託センターに寄託したハイブリドーマにより産生されるモノクローナル抗体である。
【００８７】
(３) 検出用標識抗体を含む試薬の調製(抗体溶液の前処理)
　上記(１)で得た検出用標識抗体を含む溶液500μL当たり、上記(２)で得た抗DNP抗体固
定磁性粒子を含む溶液を10μL加え、４℃で一晩、転倒攪拌した。その後、磁石を用いて
溶液中の磁性粒子を集磁して、上清のみを回収することにより、溶液から磁性粒子を取り
除いた。以下、得られた上清を、検出用標識抗体を含む試薬(以下、「前処理した抗体試
薬」ともいう)として用いた。
【００８８】
(４) 検出用標識抗体の標識物質の量とシグナル値との関係
　実施例１の検出用標識抗体では、抗体フラグメントと標識物質(ALP)とが共有結合して
いる。したがって、前処理した抗体試薬におけるALPの量は、該試薬に含まれる検出用標
識抗体の分子数を反映する。ALPと基質との反応により発生する化学発光のシグナル値は
、基質の量が一定であるとき、その反応に使用したALPの量を反映する。そこで、非特異
的反応に関与した検出用標識抗体の分子数の割合をシグナル値に基づいて算出するために
、検出用標識抗体を含む試薬におけるALPのモル数とシグナル値との関係を表す係数(以下
、「変換係数」ともいう)を、以下のようにして算出した。なお、この係数は、本実施形
態の抗体試薬の説明で述べた変換係数に当たる。
【００８９】
(4-1) 試薬及び測定装置
・r3試薬：上記(３)で得た検出用標識抗体を含む試薬
・ALP活性用バッファー：0.1 M MES (pH6.5)、0.15 M NaCl、0.25% BSA及び0.1% NaN3
・発光基質用バッファー：HISCL R4試薬 (シスメックス株式会社)
・発光基質：HISCL R5試薬(CDP-Star(登録商標))(シスメックス株式会社)
・測定装置：全自動免疫測定装置HISCL-800(シスメックス株式会社)
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【００９０】
(4-2) 測定の手順
　以下の操作は、HISCL-800(シスメックス株式会社)により行った。r3試薬をALP活性用バ
ッファーで1/1000の濃度となるよう希釈した(1000倍希釈)。HISCL-800をALP活性モードに
設定して、希釈したr3試薬(20μL)、HISCL R4試薬(50μL)及びHISCL R5試薬(100μL)を混
合した。そして、HISCL-800をICT測定モードに設定して、得られた混合液を42℃で５分間
インキュベートして、シグナル値として発光強度を測定した。
【００９１】
(4-3) 結果
　上記の測定により得られた発光強度は、3,997,991カウントであった。この値は、1000
倍希釈したr3試薬(20μL)に含まれる検出用標識抗体のALPと、基質との反応から得られた
値である。この値に希釈率(1000倍)を乗じて、3,997,991,000カウントを算出した。算出
した値は、希釈前のr3試薬(20μL)に含まれる全ての検出用標識抗体のALPが基質と反応し
たときに得られる発光強度の理論値である。次に、希釈前のr3試薬(20μL)中のALPのモル
数を次のようにして算出した。上記(３)で得た検出用標識抗体を含む試薬のALP濃度は、
上記(１)で得た検出用標識抗体を含む溶液のALP濃度と同じ10 pmol/mLとした。よって、r
3試薬(20μL)に含まれるALPのモル数は200 fmolである(10 pico mol/mL×20μL = 200 fe
mto mol)。上記のシグナル値をALPのモル数で除して、変換係数として「20カウント/zmol
」を算出した(3,997,991,000カウント/200 fmol = 約20カウント/zepto mol)。
【００９２】
(５) 検出用標識抗体を含む試薬による非特異的シグナルの検討
(5-1) 試料、試薬及び測定装置
・試料：HISCL HBsAgキャリブレーター(HBs抗原濃度０IU/mL)(シスメックス株式会社)
・試料処理用バッファー：0.1 M MES (pH6.5)、1.0% BSA、10 mM MgCl2及び１mM ZnCl2
・r3試薬：上記(３)で得た検出用標識抗体を含む試薬
・r5 試薬(第１固相)：上記(２)で得た抗DNP抗体固定磁性粒子を含む溶液
・洗浄液：HISCL洗浄液(シスメックス株式会社)
・基質用バッファー：HISCL R4試薬(シスメックス株式会社)
・発光基質：HISCL R5試薬(CDP-Star(登録商標))(シスメックス株式会社)
・測定装置：全自動免疫測定装置HISCL-800プロトタイプ(シスメックス株式会社)
【００９３】
(5-2) 測定の手順
　以下の操作は、HISCL-800プロトタイプ(シスメックス株式会社)により行った。試料(70
μL)と試料処理用バッファー(60μL)とを混合し、42℃で72秒間インキュベートした。得
られた混合液にr3試薬(20μL)を加えて、42℃で584秒間インキュベートした。得られた混
合液にr5試薬(20μL)を加えて、42℃で720秒間インキュベートした。得られた混合液中の
磁性粒子を集磁して上清を除き、HISCL洗浄液(300μL)を加えて磁性粒子を洗浄した(B/F
分離)。B/F分離をさらに３回行った。上清を除き、磁性粒子にHISCL R4試薬(50μL)及びH
ISCL R5試薬(100μL)を加えた。得られた混合液を42℃で300秒間インキュベートして、発
光強度を測定した。また、r3試薬を加えなかったこと以外は上記と同様にして、試薬ブラ
ンクの値を測定した。比較のため、r3試薬に代えて、上記(１)で得た検出用標識抗体を含
む溶液(20μL)を用いたこと以外は上記と同様にして、前処理なしの抗体試薬を用いたと
きの発光強度を測定した。
【００９４】
(5-3) 結果
　測定されたシグナル値から試薬ブランクの値(360カウント)を差し引いて、正味のシグ
ナル値を得た。実施例１で用いた試料は、被検物質であるHBs抗原を含まないので、得ら
れた値は、第１固相に非特異的に結合した検出用標識抗体に由来する発光強度を示す。正
味のシグナル値を変換係数(20カウント/zmol)で除して、第１固相に非特異的に結合した
検出用標識抗体のALPのモル数を算出した。ここで、r3試薬及び前処理なしの抗体試薬に
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おけるALP濃度はいずれも10 pmol/mLである。よって、１アッセイ分(20μL)の抗体試薬中
のALPのモル数は200 fmolである。ALPのモル数は、検出用標識抗体の分子数を反映する値
である。これらの値を用いて、検出用抗体を含む試薬に含まれる検出用標識抗体の分子数
に占める、第１固相に非特異的に反応する検出用標識抗体の分子数の割合を、ALPのモル
比として算出した。各値を表１に示す。表１中、「Ave.」は、２つの値の平均値を示す。
【００９５】
【表１】

【００９６】
　表１に示されるように、前処理した抗体試薬を用いたときのシグナル値の方が、前処理
なしの抗体試薬を用いたときのシグナル値よりも低かった。また、検出用抗体試薬に含ま
れる検出用標識抗体の分子数に占める、第１固相に非特異的に反応する検出用標識抗体の
分子数の割合も、前処理した抗体試薬の方が前処理なしの抗体試薬よりも低かった。よっ
て、検出用抗体試薬を固相と接触させて前処理することにより、検出用標識抗体の非特異
的結合に由来する非特異的シグナルを低減できることが示された。
【００９７】
実施例２：　検出用標識抗体を含む試薬を用いる免疫複合体転移法
　実施例１で調製した検出用標識抗体を含む試薬(前処理した抗体試薬)を用いて、HBs抗
原をICT-EIA法により測定した。比較のため、実施例１で調製した前処理なしの抗体試薬
を用いて、同様にHBs抗原を測定した。
【００９８】
(１) 試料、試薬及び測定装置
・試料：HISCL HBsAgキャリブレーター(HBs抗原濃度０IU/mL及び0.25 IU/mL)(シスメック
ス株式会社)
・試料前処理液：0.3 N NaOH、5 mM NaH2PO4、25 mM Na2HPO4、2.4 M尿素及び0.8% Brij(
登録商標)35
・中和液：0.1 Mクエン酸、20 mMメルカプトエチルアミン、20 mM NaCl及び0.1% NaN3
・r3試薬(検出用抗体)：実施例１で得た検出用標識抗体を含む試薬
・r4試薬(捕捉用抗体)：ビオチン及びDNPで修飾した抗HBs Ag抗体フラグメント(Fab’-BS
A-Bio-DNP)を含む試薬(この試薬は、WO 2014/115878 A1に記載の手順で調製した。)
・r5試薬(第１固相)：実施例１で得た抗DNP抗体固定磁性粒子を含む溶液
・r6試薬(遊離剤)：5 mM N-(2, 4-ジニトロフェニル)-L-リジン(DNP-Lys)、0.1 M MES (p
H6.5)、2%カゼインナトリウム及び0.1% NaN3
・r7試薬(第２固相)：ストレプトアビジンを固定した磁性粒子(MAG2201、JSR株式会社)を
含む溶液
・洗浄液：HISCL洗浄液(シスメックス株式会社)
・基質用バッファー：HISCL R4試薬(シスメックス株式会社)
・発光基質：HISCL R5試薬(CDP-Star(登録商標))(シスメックス株式会社)
・測定装置：全自動免疫測定装置HISCL-800(シスメックス株式会社)
【００９９】



(20) JP 2018-4371 A 2018.1.11

10

20

30

40

50

(２) 測定の手順
　以下の操作は、HISCL-800(シスメックス株式会社)により行った。試料(70μL)と試料前
処理液(20μL)とを混合し、42℃で504秒間インキュベートした。ここに中和液(20μL)を
加え、42℃で72秒間インキュベートした。得られた混合液にr4試薬(20μL)を加え、42℃
で216秒間インキュベートした。得られた混合液にr3試薬(20μL)を加え、42℃で584秒間
インキュベートして、HBs抗原と検出用標識抗体と捕捉用抗体とを含む免疫複合体を形成
した。ここにr5試薬(20μL)を加え、42℃で720秒間インキュベートして、免疫複合体を第
１固相上に捕捉した。得られた混合液中の磁性粒子を集磁して上清を除き、HISCL洗浄液(
300μL)を加えて磁性粒子を洗浄した(B/F分離)。B/F分離をさらに３回行った。上清を除
き、磁性粒子にr6試薬(41μL)を加え、42℃で144秒間インキュベートして、第１固相上に
捕捉された免疫複合体を溶液中に遊離した。上清(30μL)を回収して別のキュベットに移
した。ここにr7試薬(30μL)を加え、42℃で288秒間インキュベートして、免疫複合体を第
２固相上に捕捉した(免疫複合体の転移)。得られた混合液中の磁性粒子を集磁して上清を
除き、HISCL洗浄液(300μL)を加えて磁性粒子を洗浄した(B/F分離)。B/F分離をさらに３
回行った。上清を除き、磁性粒子にHISCL R4試薬(50μL)及びHISCL R5試薬(100μL)を加
えた。得られた混合液を42℃で300秒間インキュベートして、発光強度を測定した。比較
のため、r3試薬に代えて、実施例１で得た検出用標識抗体を含む溶液(20μL)を用いたこ
と以外は上記と同様にして、前処理なしの抗体試薬を用いたときの発光強度を測定した。
また、r7試薬(30μL)、HISCL R4試薬(50μL)及びHISCL R5試薬(100μL)を混合し、発光強
度を測定して試薬ブランクの値を得た。
【０１００】
(３) 結果
　測定されたシグナル値から試薬ブランクの値(434カウント)を差し引いて、正味のシグ
ナル値を得た。ここで、HBs抗原濃度が０IU/mLの試料を測定して得られたシグナル値は、
被検物質を含まない試料の測定値であり、検出用標識抗体の非特異的反応によるノイズに
当たる。得られたシグナル値から、下記の式によりＳ/Ｎ比を算出した。正味のシグナル
値(counts)及びＳ/Ｎ比を、表２に示す。
【０１０１】
(Ｓ/Ｎ比) = [(HBs抗原濃度0.25 IU/mLの試料のシグナル値)－(HBs抗原濃度０IU/mLの試
料のシグナル値)]/(HBs抗原濃度０IU/mLの試料のシグナル値)
【０１０２】
【表２】

【０１０３】
　表２に示されるように、HBs抗原濃度０IU/mLの試料については、前処理した抗体試薬を
用いたときのシグナル値は、前処理なしの抗体試薬を用いたときのシグナル値の1/4程度
まで低下した。よって、検出用抗体試薬を固相と接触させて前処理することにより、免疫
複合体転移法において、検出用標識抗体の非特異的結合に由来する非特異的シグナルを低
減できることが示された。一方、HBs抗原濃度0.25 IU/mLの試料については、シグナル値
に大きな変化は認められなかった。これは、検出用抗体試薬の前処理は、被検物質の検出
性能には影響しないことを示唆する。結果として、検出用抗体試薬の前処理により、シグ
ナルには影響せずにノイズが大幅に低減されるので、Ｓ/Ｎ比が顕著に向上する。表２に
示されるように、前処理した抗体試薬を用いたときのＳ/Ｎ比は、前処理なしの抗体試薬
を用いたときのＳ/Ｎ比の約４倍高くなっていた。
【０１０４】
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実施例３：　非特異的シグナルの低減効果の評価(１)
　本実施形態の被検物質の検出方法による非特異的シグナルの低減効果を、シグナル値に
基づいて評価した。具体的には、実施例１及び２で得たシグナル値を用いて第１の比を算
出し、算出した値に基づいて非特異的シグナルの低減効果を評価した。第１の比とは、１
回の検出に用いられる量(１アッセイ分)の検出用抗体試薬に含まれる検出用標識抗体に基
づくシグナル値に対する、被検物質を含まない試料を測定したときのシグナル値の比であ
る。以下、第１の比を「非特異レシオ(X)」とも呼ぶ。実施例３において、非特異レシオ(
X)は、下記の式により算出した
【０１０５】
(非特異レシオ(X)) = [(HBs抗原濃度０IU/mLの試料のシグナル値)－(試薬ブランクの値)]
/(20μLのr3試薬に含まれるALP標識抗体に基づくシグナル値)
【０１０６】
　実施例１より、20μLのr3試薬(１アッセイ分の検出用抗体試薬)に含まれる全ての検出
用標識抗体に由来するシグナル値は、3,997,991,000カウントであった。また、実施例２
より、試薬ブランクの値を差し引いたHBs抗原濃度０IU/mLの試料のシグナル値は、128カ
ウントであった。よって、前処理した抗体試薬を用いるICT-EIA法の非特異レシオ(X)は、
3.2×10-8であった(128/3997991000 = 約3.2×10-8)。同様にして、前処理なしの抗体試
薬を用いるICT-EIA法の非特異レシオ(X)を算出すると、12.1×10-8であった(484/3997991
000 = 約12.1×10-8)。前処理した抗体試薬を用いたときの非特異レシオ(X)は、前処理な
しの抗体試薬を用いたときの非特異レシオ(X)の1/4程度まで低下した。
【０１０７】
　非特異レシオ(X)を比較することにより、前処理した抗体試薬を用いたときの非特異的
シグナル低減効果は、前処理なしの抗体試薬を用いたときよりも約４倍高くなることがわ
かる。上述のように、非特異レシオ(X)はシグナル値に基づいているので、非特異的シグ
ナルの低減効果を異なるアッセイ間で比較することが可能になる。
【０１０８】
参考例：　免疫複合体の転移工程を含まない測定法における検出用抗体試薬の前処理の効
果
　免疫複合体の転移工程を含まない測定法(サンドイッチ免疫測定法)に、前処理した抗体
試薬を用いた場合に、ICT-EIA法と同様に、非特異的シグナルの低減効果が認められるか
を検討した。
【０１０９】
(１) 試料、試薬及び測定装置
・試料：HISCL HBsAgキャリブレーター(HBs抗原濃度０IU/mL及び0.25 IU/mL)(シスメック
ス株式会社)
・試料前処理液：0.3 N NaOH、5 mM NaH2PO4、25 mM Na2HPO4、2.4 M尿素及び0.8% Brij(
登録商標)35
・中和液：0.1 Mクエン酸、20 mMメルカプトエチルアミン、20 mM NaCl、及び0.1% NaN3
・r3試薬(検出用抗体)：実施例１で得た検出用標識抗体を含む試薬
・r4試薬(捕捉用抗体)：実施例２と同じ試薬(Fab’-BSA-Bio-DNPを含む試薬)
・r5試薬(第１固相)：実施例１で得た抗DNP抗体固定磁性粒子を含む溶液
・洗浄液：HISCL洗浄液(シスメックス株式会社)
・基質用バッファー：HISCL R4試薬(シスメックス株式会社)
・発光基質：HISCL R5試薬(CDP-Star(登録商標))(シスメックス株式会社)
・測定装置：全自動免疫測定装置HISCL-800(シスメックス株式会社)
【０１１０】
(２) 測定の手順
　以下の操作は、HISCL-800(シスメックス株式会社)により行った。試料(70μL)と試料前
処理液(20μL)とを混合し、42℃で504秒間インキュベートした。ここに中和液(20μL)を
加え、42℃で72秒間インキュベートした。得られた混合液にr4試薬(20μL)を加え、42℃
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で216秒間インキュベートした。得られた混合液にr3試薬(20μL)を加え、42℃で584秒間
インキュベートして、HBs抗原と検出用標識抗体と捕捉用抗体とを含む免疫複合体を形成
した。ここにr5試薬(20μL)を加え、42℃で720秒間インキュベートして、免疫複合体を第
１固相上に捕捉した。得られた混合液中の磁性粒子を集磁して上清を除き、HISCL洗浄液(
300μL)を加えて磁性粒子を洗浄した(B/F分離)。B/F分離をさらに３回行った。上清を除
き、磁性粒子にHISCL R4試薬(50μL)及びHISCL R5試薬(100μL)を加えた。得られた混合
液を42℃で300秒間インキュベートして、発光強度を測定した。比較のため、r3試薬に代
えて、実施例１で得た検出用標識抗体を含む溶液(20μL)を用いたこと以外は上記と同様
にして、前処理なしの抗体試薬を用いたときの発光強度を測定した。また、r5試薬(20μL
)、HISCL R4試薬(50μL)及びHISCL R5試薬(100μL)を混合し、発光強度を測定して試薬ブ
ランクの値を得た。
【０１１１】
(３) 結果
　測定されたシグナル値から試薬ブランクの値を差し引いて、正味のシグナル値を得た。
得られたシグナル値から、実施例２と同様にしてＳ/Ｎ比を算出した。正味のシグナル値(
counts)及びＳ/Ｎ比を、表３に示す。
【０１１２】
【表３】

【０１１３】
　表３に示されるように、HBs抗原濃度０IU/mLの試料については、前処理した抗体試薬を
用いたときのシグナル値は、前処理なしの抗体試薬を用いたときのシグナル値よりも低下
した。しかし、Ｓ/Ｎ比はあまり向上しなかった。よって、前処理した抗体試薬をサンド
イッチ免疫測定法に用いても、Ｓ/Ｎ比を顕著に向上させるほどの非特異的シグナルの低
減効果は認められないことがわかった。すなわち、検出用抗体試薬の前処理の効果は、免
疫複合体転移法において、より顕著に発揮されることが示された。
【０１１４】
実施例４：　非特異的シグナルの低減効果の評価(２)
　本実施形態の被検物質の検出方法による非特異的シグナルの低減効果を、免疫複合体の
転移工程を含まない測定法で得た非特異的シグナルの値との比較に基づいて評価した。具
体的には、実施例２及び参考例で得たシグナル値を用いて第２の比を算出し、算出した値
に基づいて非特異的シグナルの低減効果を評価した。第２の比とは、免疫複合体の転移工
程を含まない測定法で得られた非特異的シグナルの値に対する、被検物質を含まない試料
を測定したときのシグナル値の比である。以下、第２の比を「非特異レシオ(Y)」とも呼
ぶ。実施例４において、非特異レシオ(Y)は、下記の式により算出した
【０１１５】
(非特異レシオ(Y)) = [(HBs抗原濃度０IU/mLの試料のシグナル値)－(試薬ブランクの値)]
/(サンドイッチ免疫測定法によるHBs抗原濃度０IU/mLの試料のシグナル値)
【０１１６】
　参考例より、サンドイッチ免疫測定法によるHBs抗原濃度０IU/mLの試料のシグナル値は
、3269及び3996カウントであった。実施例４では、これらシグナル値の平均値(3633カウ
ント)を用いた。また、実施例２より、試薬ブランクの値を差し引いたHBs抗原濃度０IU/m
Lの試料のシグナル値は、128カウントであった。よって、前処理した抗体試薬を用いるIC
T-EIA法の非特異レシオ(Y)は、3.5×10-2であった(128/3633 = 約3.5×10-2)。同様にし
て、前処理なしの抗体試薬を用いるICT-EIA法の非特異レシオ(Y)を算出すると、13.4×10
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-2であった(484/3633 = 約13.4×10-2)。
【０１１７】
　非特異レシオ(Y)は、免疫複合体の転移工程を含まない測定法と比較して、免疫複合体
転移法が非特異的シグナルをどの程度低減できるかを示す指標である。非特異レシオ(Y)
の値が小さいほど、非特異的シグナルの低減効果が、免疫複合体の転移工程を含まない測
定法に比べて、高いことを意味する。前処理なしの抗体試薬を用いるICT-EIA法の非特異
レシオ(Y)は13.4×10-2であったので、この方法は、従来知られているように、サンドイ
ッチ免疫測定法よりも非特異的シグナルの低減効果が高いといえる。一方、前処理した抗
体試薬を用いるICT-EIA法の非特異レシオ(Y)は3.5×10-2であった。よって、本実施形態
に係る検出方法は、前処理なしの抗体試薬を用いるICT-EIA法よりもさらに非特異的シグ
ナルの低減効果が高いことがわかる。
【符号の説明】
【０１１８】
１０、２１、３１、４１：　第１容器
２０、３０、４０：　試薬キット
２２、３６、４７：　添付文書
２３、３７、４８：　梱包箱
３２、４２：　第２容器
３３、４３：　第３容器
３４、４４：　第４容器
３５、４５：　第５容器
４６：　第６容器

【図１】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】

【図２Ｃ】
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