
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（１）分析対象物質を含有する可能性の有る被検試料と、分析対象物質に対する抗原又
は抗体にビオチンを結合した結合体（但し、抗原又は抗体に結合するビオチン量が、分析
対象物質が存在しない状況下、前記アビジン結合微粒子とは実質的に凝集しない量である
ものとする）とを最初に接触させ、続いて、アビジンを結合した微粒子と接触させる工程
；及び
（２）分析対象物質と結合体との間で形成される免疫複合体、及びアビジン結合微粒子か
ら生じる凝集の程度を検出することにより分析対象物質を分析する工程
を含む、免疫学的分析方法。
【請求項２】
　前記結合体が、抗原又は抗体に１分子のビオチンを結合した結合体である、請求項 に
記載の分析方法。
【請求項３】
　アビジン結合微粒子が、アビジンを結合したラテックス粒子である請求項 に記
載の分析方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
《技術分野》
　本発明は、免疫学 析方法に関する。より詳細には、免疫反応を利用した凝集反応に
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よ 析方法に関する。なお、本明細書における前記「分析」には、分析対象物質の量を
定量的又は半定量的に決定する「測定」と、分析対象物の存在の有無を判定する「検出」
との両方が含まれる。
【０００２】
《背景技術》
　生体液中の微量成分を定量的に分析する方法のひとつとして、分析対象物質に対する抗
体又は抗原を利用する免疫学的測定方法が多用されている。その免疫学的測定手段として
は、抗原抗体反応により形成される免疫複合体を光学的に測定する免疫比ろう法及び免疫
比濁法や、放射性物質や酵素を標識体として利用するラジオイムノアッセイやエンザイム
ノアッセイが用いられてきた。また、近年、多数の被検試料を短時間に処理するための自
動分析装置が普及し、更に高感度化が要求されることと相まって、特に、抗体（又は抗原
）を結合したラテックス粒子との反応を利用するラテックス凝集法が汎用されている。い
わゆるラテックス凝集法とは、分析対象物質と、ラテックス粒子に結合した抗体（又は抗
原）との反応により生じるラテックス粒子の凝集の程度を検出することにより、分析対象
物質を測定する方法である。この凝集の程度を検出する方法としては、目視的に観察する
か、あるいは反応液に光を照射して散乱光あるいは透過光を測定する方法がある。光学的
な分析方法は試料中の抗原又は抗体の定量に用いられている。
【０００３】
　しかし、上記のようなラテックス凝集法を実施するには、分析対象物質に対する抗体（
又は抗原）をラテックス粒子に担持させることが必須である。その方法としては、例えば
、抗体（又は抗原）とラテックス粒子とを混合して結合させる物理吸着法、あるいは抗体
（又は抗原）とラテックス粒子とを共有結合させる化学結合法がある。これらの操作はい
ずれも煩雑であり、ラテックス凝集法の問題点の１つである。また、ラテックス凝集法の
大きな問題点は、上記のようにラテックス粒子に抗体（又は抗原）を担持させると、ラテ
ックス粒子自体の溶液中での分散性を維持する電気二重層のバランスが崩れてしまうので
、抗原抗体反応とは関係なく、ラテックス粒子が自己凝集してしまうという点がある。こ
のことにより、測定の正確性が失われるだけでなく、ラテックス粒子自体の保存安定性が
不安定となるため、経時的な感度上昇や感度低下がみられることがある。
【０００４】
　更に、分析対象物質に対する抗体（又は抗原）をラテックス粒子に担持させる際に、抗
体（又は抗原）がラテックス粒子表面へ吸着することによってタンパク質としての抗体（
又は抗原）が変性してしまうことがある。このような変性が起きると、分析対象物質に対
する抗体（又は抗原）の反応性に変化が生じ、目的とする免疫学的反応が発現しないか、
あるいは目的以外の反応が生じるので、いずれの場合も測定結果の信頼性を著しく低下さ
せてしまう。
【０００５】
　従来法では、上記問題点を解消するために、例えば、ラテックス粒子の成分や製造法を
改良することにより、抗体（又は抗原）を容易に担持することができ、自己凝集を抑制す
る手段に関する種々の検討が行われてきた。しかしながら、このアプローチは、ラテック
ス粒子の製造業者や供給業者には有益であっても、ラテックス粒子の供給を受ける者にと
っては参加する余地がない。そこで、抗体（又は抗原）を担持させた後のラテックス粒子
の保存液中に、界面活性剤や多糖類からなる安定化剤を共存させる等の工夫が行われきた
が、上記問題点を一挙に解決するには至っていないのが実情である。
　本発明者は、ラテックス凝集反応における上記の問題点を克服するために鋭意研究を重
ねた結果、分析対象物質に対する抗体（又は抗原）をラテックス粒子に直接には担持させ
ずに、ラテックス粒子を凝集させ、その凝集の程度を分析することができる方法を開発し
た。
　本発明はこうした知見に基づくものである。
【０００６】
《発明の開示》
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　本発明 は、（１）分析対象物質に対する抗原又は抗体にビオチンを結合した結合体を
含む組成物（以下、第１組成物と称することがある）と、（２）アビジンを結合した微粒
子を含む組成物（以下、第２組成物と称することがある）とを 。
　本発明 ましい態様によれば、前記第１組成物に含まれる結合体が、抗原又は抗体に
１分子のビオチンを結合した結合体である。
　本発明 の好ましい態様によれば、前記第２組成物に含まれるアビジン結合微粒子が
、アビジンを結合したラテックス粒子である。
【０００７】
　 発明は、
（１）分析対象物質を含有する可能性の有る被検試料と、分析対象物質に対する抗原又は
抗体にビオチンを結合した結合体（但し、抗原又は抗体に結合するビオチン量が、分析対
象物質が存在しない状況下、前記アビジン結合微粒子とは実質的に凝集しない量であるも
のとする）とを最初に接触させ、続いて、アビジンを結合した微粒子と接触させる工程：
及び
（２）分析対象物質と結合体との間で形成される免疫複合体、及びアビジン結合微粒子か
ら生じる凝集の程度を検出することにより分析対象物質を分析する工程
を含む、免疫学的分析方法に関する。
　本発明の免疫学的分析 の好ましい態様によれば、結合体が、抗原又は抗体に１分子
のビオチンを結合した結合体である。
　本発明の免疫学的分析方法の更に別の好ましい態様によれば、アビジン結合微粒子が、
アビジンを結合したラテックス粒子である。
【０００８】
《発明を実施するための最良の形態》
　本発明で用いる第１組成物に含有させる結合体は、分析対象物質に対する抗原又は抗体
に特定量のビオチンを結合した結合体である。本発明では、前記結合体として、分析対象
物質が存在しない状況下、前記アビジン結合微粒子とは実質的に凝集しない量のビオチン
（好ましくは、ビオチン１分子）を、前記抗原又は抗体に結合した結合体を使用する。
　例えば、前記結合体として、分析対象物質に対する抗原又は抗体にビオチン２分子を結
合した結合体を調製し、この結合体と、アビジン結合微粒子とを共存させると、分析対象
物質が存在しなくても、アビジンとビオチンとが特異的に結合可能であるため、アビジン
結合微粒子と結合体とアビジン結合粒子とがこの順に連結した複合体が形成され、自己凝
集が発生する。
【０００９】
　本明細書において、「分析対象物質が存在しない状況下、アビジン結合微粒子とは実質
的に凝集しない量」のビオチンとは、分析対象物質に対する抗原又は抗体にビオチンを結
合した結合体と、アビジン結合微粒子とを、分析対象物質の不在下で共存させた場合に、
実質的に自己凝集が発生しない量のビオチンを意味する。なお、「実質的に凝集しない」
とは、この方法の実施にあたり、分析結果に影響を与えないことを意味する。
　先に述べたように、抗原又は抗体にビオチン２分子を結合した結合体では、前記条件下
で自己凝集が発生する。従って、本発明で用いる結合体では、抗原又は抗体に結合させる
ビオチン量は、２分子を越えることはなく、好ましくは１分子である。
【００１０】
　本発明で用いる結合体は、公知の方法により調製することができ、例えば、ビオチン化
試薬を用いることにより、抗原又は抗体にビオチン１分子又はそれ以上（好ましくは１分
子）を化学的に結合させるか、あるいは抗原又は抗体にビオチン１分子又はそれ以上（好
ましくは１分子）を物理的に吸着させ、続いてビオチン分子と結合又は吸着していない残
存ビオチンを取り除く処理を行った後、緩衝液で最適濃度に希釈することによって得るこ
とができる。得られた結合体を、分析対象物質の不在下で、アビジン結合微粒子と共存さ
せ、実質的に自己凝集が発生するか否かを分析することにより、抗原又は抗原に結合させ
たビオチン量が、「分析対象物質が存在しない状況下、アビジン結合微粒子とは実質的に
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凝集しない量」であるか否かを判定することができる。
　前記希釈液をそのまま、又は適当な添加剤（例えば、周知の安定化剤）を加えて、第１
組成物として用いることができる。あるいは、前記の希釈液をそのまま、又は適当な添加
剤（例えば、周知の安定化剤）を加えてから凍結乾燥して、粉末状の第１組成物とするこ
ともできる。前記安定化剤としては、例えば、無機塩（例えば、塩化ナトリウム又はアジ
化ナトリウム）、タンパク質（例えば、ウシ血清アルブミン）、又は塩化コリン等を挙げ
ることができる。
【００１１】
　前記結合体において、ビオチンと結合させる抗原又は抗体は、それぞれ分析対象物質と
抗原抗体反応を起こす抗原又は抗体であれば特に限定されず、抗体（モノクローナル抗体
及びポリクローナル抗体の両方を含む）としては、免疫グロブリン分子それ自体、あるい
は抗体フラグメント［例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２ 、又はＦｖ］を用いる
ことができる。なお、モノクローナル抗体をビオチンと結合させる場合には、分析対象物
質である抗原に対して異なる部位で結合する２種類以上のモノクローナル抗体を用いる場
合と抗原の認識部位が２つ以上存在するときは１種類のモノクローナル抗体を用いる場合
がある。
【００１２】
　本発明で用いる第２組成物に含有させるアビジン結合微粒子は、無機物又は有機物の微
粒子に多数のアビジン分子を結合させて調製した微粒子である。微粒子としては、有機高
分子微粒子、例えば、ポリスチレン、スチレン－メタクリル酸共重合体、スチレン－グリ
シジル（メタ）アクリレート共重合体、又はスチレン－スチレンスルホン酸塩共重合体な
どのラテックス等の微粒子であるラテックス粒子を使用することができる。
　前記微粒子の平均粒径も、特に限定されるものではないが、０．０１～１．０μｍであ
ることが好ましく、特にラテックス粒子の場合には、分析対象物質の検出濃度や使用する
測定機器によって０．０５～１．０μｍ（好ましくは０．０５～０．５μｍ）の範囲で適
宜選択することができる。
【００１３】
　アビジンとしては、ビオチンに特異的に強く結合することのできる任意のアビジン、例
えば、卵白アビジン、ストレプトアビジン、又は遺伝子操作で得られたアビジン（すなわ
ち、リコンビナントアビジン）等を用いることができる。
【００１４】
　前記のアビジン結合微粒子を調製する方法としては、例えば、微粒子（例えば、ラテッ
クス粒子）にペプチド合成試薬（例えば、水溶性カルボジミド）を添加した後にアビジン
を加えて撹拌し、遠心分離してから水中に分散させる方法を用いることができる。こうし
て得られたアビジン結合微粒子（特には、アビジン結合ラテックス粒子）の分散性が保た
れる緩衝液で希釈することができ、この希釈液をそのまま、又は適当な添加剤（例えば、
周知の安定化剤）を加えて、第２組成物として用いることができる。あるいは、前記の希
釈液をそのまま、又は適当な添加剤（例えば、周知の安定化剤）を加えてから凍結乾燥し
て、粉末状の第２組成物とすることもできる。
【００１５】
　アビジン結合微粒子（特には、アビジン結合ラテックス粒子）の分散性を保つことので
きる緩衝液は、通常の緩衝液〔例えば、１０ｍｍｏｌ／Ｌ燐酸緩衝液（ｐＨ７．０）〕に
分散剤（例えば、ＴＷＥＥＮ２０など）を添加して調製することができる。第２組成物用
の前記安定化剤としては、第１組成物で列挙した安定化剤を用いることができる。
【００１６】
　前記の方法で調整した第１組成物及び第２組成物を、例えば、前記結合体を含有する液
状又は粉末状第１試薬と、前記アビジン結合微粒子を含有する液状又は粉末状第２試薬と
の２試薬系とすることができる。なお、粉末状組成物は、使用前に適当な緩衝液によって
液状化してから使用する。
【００１７】
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　本発明の免疫学的分析方法では、（イ）分析対象物質を含有する可能性の有る被検試料
と、（ロ）分析対象物質に対する抗原又は抗体にビオチンを結合した結合体［但し、抗原
又は抗体に結合するビオチン量が、分析対象物質が存在しない状況下、前記アビジン結合
微粒子とは実質的に凝集しない量（好ましくは１分子）であるものとする］と、（ハ）ア
ビジン結合微粒子とを接触させ、分析対象物質と結合体との間で形成される免疫複合体、
及びアビジン結合微粒子から生じる凝集の程度を検出することにより、被検試料中の分析
対象物質を分析することができる 記の免疫学的分析試薬は、本発明によるこの免疫学
的分析方法を実施するのに適した試薬である。
【００１８】
　前記の被検試料（イ）と結合体（ロ）とアビジン結合微粒子（ハ）との接触は同時に行
うこともできるし、あるいは、前記の被検試料（イ）と結合体（ロ）とを最初に接触させ
、続いて、アビジン結合微粒子（ハ）を接触させることもできる。被検試料中に分析対象
物質が含まれている場合には、前記の被検試料（イ）と結合体（ロ）との接触により、抗
原抗体反応が起きて免疫複合体が形成され、もう一方で、結合体（ロ）とアビジン結合微
粒子（ハ）との接触により、ビオチン－アビジン反応によって、ビオチン－アビジン複合
体が形成される。例えば、前記の被検試料（イ）と結合体（ロ）との接触により、抗原抗
体反応が起きて免疫複合体が形成され、続いて、その免疫複合体のビオチンと、アビジン
結合微粒子のアビジンとがビオチン－アビジン反応によって結合する。前記の免疫複合体
を形成した分析対象物質は、別の結合体（ロ）との接触により、もう一方の免疫複合体を
形成し、その免疫複合体が更にアビジン結合微粒子とも結合するので、凝集が発生する。
更に、前記のアビジン結合微粒子においても、多数のアビジン分子が存在し、それらのア
ビジンが、前記と同様のビオチン－アビジン反応及び抗原抗体反応を起こすので、この点
からも凝集が進行する。
【００１９】
　凝集の程度を検出する方法としては、従来公知のスライド凝集法やマイクロプレート凝
集法を利用することができ、ラテックス粒子の凝集の程度を光学的に検出する場合には、
例えば、散乱光強度、吸光度又は透過光強度を測定する従来公知の光学機器を用いること
ができ、好ましい測定波長は３００～８００ｎｍである。凝集の程度を検出する方法は、
公知の方法に従い、用いるラテックス粒子の大きさ、ラテックス濃度の選択、抗原抗体反
応の反応時間、ビオチン－アビジン反応の反応時間などの設定により、散乱光強度、吸光
度又は透過光強度の増加若しくは減少を測定するか、あるいはこれらを組合せることによ
り行うことができる。
【００２０】
　本発明の免疫学的分析方法において、抗原抗体反応の反応系に存在させる抗体又は抗原
の濃度、結合体に含まれるビオチンの量、あるいはアビジン結合微粒子の量は、被検試料
の種類や分析対象物質の種類によって適宜変更することができる。例えば、血清（被検試
料）中のＩｇＧ（分析対象物質）濃度は５０ｍｇ／ｍＬまでの測定範囲が必要となるので
、その測定範囲に応じて使用量を設定し、あるいはエラスターゼ１（分析対象物質）など
は測定範囲は５０ｎｇ／ｍＬまでなので、その測定範囲に応じて使用量を設定する。
【００２１】
　本発明の免疫学的分析方法において、被検試料と、ビオチンを結合した結合体とを接触
させることによる抗原抗体反応の条件は、通常の免疫学的分析方法における条件と同様で
ある。本発明の免疫学的分析方法においては、前記の抗原抗体反応を実施する系と同じ系
内で、ビオチン結合体とアビジン結合微粒子とを接触させることによるビオチン－アビジ
ン反応を実施するので、ビオチン－アビジン反応に適した条件にする必要がある。
【００２２】
　抗原抗体反応及びビオチン－アビジン反応の反応媒体としては、分析対象物質の種類に
応じて適切な各種緩衝液を選択することができる。この緩衝液は、分析対象物質を失活さ
せることがなく、しかも抗原抗体反応及びビオチン－アビジン反応を阻害しないようなイ
オン濃度やｐＨを有するものであればよい。例えば、グッド緩衝液、グリシン緩衝液、又
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はトリス緩衝液を使用することができる。抗原抗体反応及びビオチン－アビジン反応のｐ
Ｈは、好ましくは５～１０、より好ましくは６～８である。反応温度は、好ましくは０～
５０℃、より好ましくは２０～４０℃である。反応時間は適宜選択することができる。
【００２３】
　本発明による分析方法の対象となる被検試料は、分析対象物質である抗原又は抗体を含
む可能性のある試料である限り、特に限定されるものではなく、例えば、臨床診断に一般
的に用いられる生体由来液、例えば、血液、血清、血漿、又は尿、あるいは実験サンプル
などを挙げることができる。
【００２４】
　本発明による分析方法の分析対象物質も、一般に抗原抗体反応を利用して分析すること
のできる物質（特に生理活性物質）であれば特に限定されない。分析対象物質の代表例と
しては、タンパク質や脂質等を挙げることができ、より詳しくは、例えば、各種抗原、抗
体、レセプター、又は酵素等を挙げることができる。具体的には、Ｃ反応性タンパク質（
ＣＲＰ）、リウマチ因子、フェリチン、β－２マイクログロブリン、α－フェトプロティ
ン（ＡＦＰ）、抗ストレプトリジンＯ抗体、ＩｇＥ、梅毒トレポネーマ抗体、梅毒脂質抗
原に対する抗体、Ｂ型肝炎ウィルス（ＨＢＳ抗体、ＨＢＳ抗原、ＨＢｃ抗体、ＨＢｅ抗体
）Ｄダイマー、フィブリン・フィブリノゲン分解産物（ＦＤＰ）、可溶性フィブリン（Ｓ
ｏｌｕｂｌｅ　ｆｉｂｒｉｎ：ＳＦ）、プラスミン・α２－プラスミンインヒビター複合
体（ＰＰＩ）、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）、エラスターゼ１、エラスターゼＸＤＰ、トロ
ンボモジュリン、抗ＤＮＡ抗体等を挙げることができる。
【００２５】
《実施例》
　以下、実施例によって本発明を具体的に説明するが、これらは本発明の範囲を限定する
ものではない。
【００２６】
《実施例１：可溶性フィブリンの測定》
（１）可溶性フィブリン抗体結合ビオチン溶液の調製
　可溶性フィブリン（ＳＦ）に対するモノクローナル抗体として、ＷＯ９５／１２６１７
号公報に記載のハイブリドーマＦＭ　Ｎｏ．４３－１から分泌されるモノクローナル抗体
ＦＭ　Ｎｏ．４３－１を使用した。前記ハイブリドーマは、独立行政法人産業技術総合研
究所特許生物寄託センター［（旧）工業技術院生命工学工業技術研究所（あて名：〒３０
５－８５６６　日本国茨城県つくば市東１丁目１番地１　中央第６）］に１９９３年１０
月２７日から国内寄託され、１９９４年１０月２７日から国際寄託に移管されている。国
際寄託番号（国際寄託番号に続く［］内は国内寄託番号）は、ＦＥＲＭ　ＢＰ－４８４６
［ＦＥＲＭ　Ｐ－１３９２５］である。
　具体的には、前記ＷＯ９５／１２６１７号公報の実施例２（ｂ）に記載の方法と同様の
方法により、可溶性フィブリン（ＳＦ）に対するモノクローナル抗体腹水を調製し、硫酸
アンモニウムによって粗精製した後、イオン交換樹脂（ＤＥＡＥ）で処理し、更にペプシ
ン消化によって得られたＦ（ａｂ’）２ に２－メルカプトエチルアミンを加え、Ｆａｂ’
抗体フラグメントを作製した。こうして得られた抗体を２．５ｍｇ／ｍＬの濃度で５０ｍ
ｍｏｌ／Ｌリン酸緩衝液（ｐＨ７．１）に溶解した液に、マレイミドビオチン（フナコシ
社製）０．６ｍｇを添加し、室温にて一昼夜感作した。次いで、Ｇ２５スーパーファイン
でゲル濾過を行うことにより、Ｆａｂ’抗体とビオチンとの結合体を回収し、その結合体
を、０．１ｍｏｌ／Ｌリン酸緩衝液（ｐＨ６．５）に０．０５ｍｇ／ｍＬの量で添加し、
ＳＦ抗体結合ビオチン溶液とした。
【００２７】
（２）アビジンラテックス懸濁液の調製
　１０％化学結合ラテックス０．１ｍＬ（粒径：０．３μｍ）に最終濃度が２．５ｍｇ／
ｍＬになるように水溶性カルボジミド（Ｗａｔｅｒ－ｓｏｌｕｂｌｅ　ｃａｒｂｏｄｉｍ
ｉｄｅ；ＷＳＣ）を添加し、１０分間静置した後、ストレプトアビジン０．８ｍｇ／ｍＬ
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を添加し、１時間攪拌した。この混合物を遠心し、得られた沈殿に蒸留水０．５ｍＬを加
えて攪拌し、２％アビジンラテックス分散液を得た。この分散液を１０ｍｍｏｌ／Ｌ－Ｍ
ＯＰＳ懸濁液（ｐＨ７．０）で希釈して０．５％アビジンラテックス懸濁液とした。
【００２８】
（３）ＳＦ抗原分析用試薬
　本実施例のヒトＳＦ抗原分析用試薬は、前項（１）のＳＦ抗体結合ビオチン溶液からな
る第１試薬と、前項（２）のアビジンラテックス懸濁液からなる第２試薬とから構成され
る２液系の試薬である。
【００２９】
（４）標準ＳＦ抗原液
　市販のフィブリノゲン（Ｘ III因子フリー：カビ社製）にトロンビンを作用させ、得ら
れたクロットを酢酸で可溶化し、血漿に添加してＳＦ抗原を作製した。この抗原を０μｇ
／ｍＬ、１０μｇ／ｍＬ、２０μｇ／ｍＬ、４０μｇ／ｍＬ、６０μｇ／ｍＬ、又は８０
μｇ／ｍＬ濃度で含むヒト血漿を使用した。
【００３０】
（５）分析方法
　前項（４）の標準ＳＦ抗原液３μＬに、前項（１）のＳＦ抗体結合ビオチン溶液１３０
μＬを混合し、３７℃で５分間保持した後、前項（２）のアビジンラテックス懸濁液１３
０μＬを添加して攪拌し、この添加から１０分間経過後までの波長６００ｎｍでの吸光度
を測定した。この１０分間の吸光度の変化量を吸光度変化量（ΔＡｂｓ）とする。測定は
自動分析装置ＬＰＩＡ－Ｓ５００を用いて行った。結果を図１に示す。
【００３１】
《比較例１》
（１）抗体のラテックスへの物理的吸着
　実施例１（１）で調製した抗ＳＦモノクローナル抗体のＦ（ａｂ’）２ フラグメントを
０．５ｍｇ／ｍＬの濃度で１０ｍｍｏｌ／Ｌ－Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ８．０）に
溶解して調製した抗体液５ｍＬに、平均粒径０．３μｍのポリスチレンラテックス［固形
分＝５％（ｗ／ｖ）；日本合成ゴム社］５ｍＬを添加して、室温にて３０分間攪拌した。
　前記混合物に、０．３％（ｗ／ｖ）ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を含有する１００ｍ
ｍｏｌ／Ｌ－Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ８．０）を添加し、室温にて６０分間撹拌し
た後、前記混合物を２０，０００ｒｐｍで遠心分離した。
　得られた沈殿物に、０．０５％ＮａＮ３ 含有の１０ｍｍｏｌ／Ｌ－Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩
衝液（ｐＨ８．０）１０ｍＬを添加して撹拌し、比較用抗ＳＦ抗体感作ラテックス試薬を
調製した。
【００３２】
（２）ＳＦの測定
　実施例１（４）で調製した標準ＳＦ抗原液３μＬに、０．１ｍｏｌ／Ｌリン酸緩衝液（
ｐＨ６．５）１３０μＬを混合し、３７℃で５分間保持した後、比較例１（１）で調製し
た抗ＳＦ抗体感作ラテックス試薬１３０μＬを添加して攪拌し、この添加から１０分間経
過後までの波長６００ｎｍでの吸光度を測定した。結果を図１に示す。
【００３３】
《比較例２》
　（１）実施例１（１）で調製したＳＦ抗体結合ビオチン溶液を０．５ｍｇ／ｍＬの濃度
で１０ｍｍｏｌ／Ｌ－ＭＯＰＳ緩衝液（ｐＨ７．０）に溶解した液に、実施例１（２）で
用いたアビジンラテックスを１％濃度で加えて室温にて３０分間攪拌し、ＳＦ抗体感作ラ
テックスを調製した。こうして得られたＳＦ抗体感作ラテックスを１０ｍｍｏｌ／Ｌ－Ｍ
ＯＰＳ懸濁液（ｐＨ７．０）で希釈して０．５％ＳＦ抗体感作ラテックス懸濁液とし、比
較用抗ＳＦ抗体感作ラテックス試薬とした。
　（２）実施例１（４）で調製した標準ＳＦ抗原液３μＬに、０．１ｍｏｌ／Ｌリン酸緩
衝液（ｐＨ６．５）１３０μＬを混合し、５分間経過後、比較例２（１）で調製した抗Ｓ
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Ｆ抗体感作ラテックス試薬１３０μＬを添加して攪拌し、この添加から１０分間経過後ま
での波長６００ｎｍでの吸光度を測定した。結果を図１に示す。
【００３４】
　図１において、■は比較例１で調製した抗ＳＦ抗体感作ラテックス試薬を、◆は比較例
２で調製した抗ＳＦ抗体感作ラテックス試薬を使用した場合の結果である。●及び○は、
前記実施例１（５）の操作においてそれぞれ本発明による２液系分析用試薬を使用した場
合の結果であり、●は、ＳＦ抗体結合ビオチン濃度が０．０２５０ｍｇ／ｍＬの場合、そ
して○は、ＳＦ抗体結合ビオチン濃度が０．０５ｍｇ／ｍＬの場合の結果である。また、
▲は、前記実施例１（５）の操作において、ＳＦ抗体結合ビオチン不在下（すなわち、Ｓ
Ｆ抗体結合ビオチン濃度＝０．００ｍｇ／ｍＬ）の場合の結果である。
　図１から明らかなように、ＳＦ抗体結合ビオチン溶液からなる第１試薬と、アビジンラ
テックス懸濁液からなる第２試薬とから構成される２液系の本発明による分析用試薬を用
いると、従来法による通常のラテックスを用いる方法（比較例１）と同等若しくはそれ以
上の反応性が得られた。更に、本発明による分析用試薬では、予めビオチン化抗体をアビ
ジンラテックスに結合した方法（比較例２）と比べ、自己凝集がみられないため、ＳＦ抗
原不在下（０濃度）での吸光度変化量が低い値を示した。これは、測定感度を高める上で
も極めて重要な効果である。
【００３５】
《産業上の利用可能性》
　本発明によれば、抗体又は抗原をラテックス粒子等の微粒子に担持させるための煩雑な
操作が不必要となる。また、ラテックス粒子の自己凝集の発生がみられなくなり保存安定
性が向上する。更に、従来技術と異なり、分析対象物質に対する抗体又は抗原をラテック
スに担持させる際に、ラテックス表面への吸着によってタンパク質が変性することがない
ので、分析対象物質に対する反応性に変化が生ずることなく分析対象物質の正確な測定が
可能となる。更に、免疫凝集反応に基づく分析対象物質の測定において、通常の抗体（又
は抗原）感作ラテックス（物理吸着法）を用いる方法より吸光度の値が上昇して感度が向
上した。また、予めビオチン化抗体をアビジンラテックスに結合した方法と比べ、本発明
方法はブランク値が低くなり、低値における精度が向上し、高値においても本発明方法は
比較例以上の反応性が得られる。本発明の分析試薬は、自動分析機用の分析試薬として適
している。
　以上、本発明を特定の態様に沿って説明したが、当業者に自明の変形や改良は本発明の
範囲に含まれる。
【図面の簡単な説明】
図１は、実施例１で調製した本発明による２液系分析用試薬を使用した場合と、比較例１
及び２で調製したＳＦ抗体感作ラテックスを使用した場合との吸光度変化量の比較を示す
グラフである。
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