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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＩＬ－６を認識する抗体及び／又はＩＬ－８を認識する抗体をそれぞれサンプル中のＩ
Ｌ－６及び／又はＩＬ－８の濃度と発色の強さが一次的な相関関係になる濃度で表面に固
定化した後に非特異吸着を阻害する処理を施した支持体、ＩＬ－６及び／又はＩＬ－８に
対する酵素標識抗体、該酵素標識抗体を発色させた後の反応産物が水不溶性となる基質お
よび少なくとも１つの容器、を含んでなり、
　該容器は、該容器中で抗体抗原反応および発色反応をさせるためのものであり、かつ、
前記ＩＬ－６を認識する抗体及び／又は前記ＩＬ－８を認識する抗体が前記支持体の表面
に固定化された部分が、サンプル１ｍｌ当たり２ｃｍ２以上浸漬するような大きさである
、
　前記支持体の表面の発色によってサンプル中のＩＬ－６及び／又はＩＬ－８を検出する
ことを特徴とする、酵素免疫学的キット。
【請求項２】
　ＩＬ－６を認識する抗体及び／又はＩＬ－８を認識する抗体をそれぞれサンプル中のＩ
Ｌ－６及び／又はＩＬ－８の濃度と発色の強さが一次的な相関関係になる濃度で表面に固
定化した後に非特異吸着を阻害する処理を施し、さらに既知濃度のＩＬ－６及び／又はＩ
Ｌ－８を反応させた支持体、ＩＬ－６及び／又はＩＬ－８に対する酵素標識抗体、該酵素
標識抗体を発色させた後の反応産物が水不溶性となる基質および少なくとも１つの容器、
を含んでなり、



(2) JP 4839674 B2 2011.12.21

10

20

30

40

50

　該容器は、該容器中で抗体抗原反応および発色反応をさせるためのものであり、かつ、
前記ＩＬ－６を認識する抗体及び／又は前記ＩＬ－８を認識する抗体が前記支持体の表面
に固定化された部分が、サンプル１ｍｌ当たり２ｃｍ２以上浸漬するような大きさである
、
　前記支持体の表面の既知濃度のＩＬ－６及び／又はＩＬ－８が反応している部分とそれ
以外の部分の発色の比較によって未知濃度のサンプル中のＩＬ－６及び／又はＩＬ－８の
濃度を測定することを特徴とする、酵素免疫学的キット。
【請求項３】
　前記ＩＬ－６を認識する抗体及び／又は前記ＩＬ－８を認識する抗体を含む溶液と支持
体を接触させることで支持体の表面に前記ＩＬ－６を認識する抗体及び／又は前記ＩＬ－
８を認識する抗体を固定化し、固定化する際の前記溶液中の前記ＩＬ－６を認識する抗体
及び／又は前記ＩＬ－８を認識する抗体の濃度が０．１～２０μｇ／ｍｌである、請求項
１又は２に記載の酵素免疫学的キット。
【請求項４】
　固定化する際のｐＨが６．５～８．０である、請求項３記載の酵素免疫学的キット。
【請求項５】
　ＩＬ－６及び／又はＩＬ－８に対する酵素標識抗体の濃度が０．１～２０μｇ／ｍｌで
ある、請求項３又は４に記載の酵素免疫学的キット。
【請求項６】
　前記ＩＬ－６を認識する抗体及び／又は前記ＩＬ－８を認識する抗体がＩＬ－６及び／
又はＩＬ－８に対する抗体であり、かつ該抗体がポリクローナル抗体であることを特徴と
する、請求項１～５のいずれかに記載の酵素免疫学的キット。
【請求項７】
　前記支持体が、棒状、板状またはくぼみを有した形状であることを特徴とする、請求項
１～６のいずれかに記載の酵素免疫学的キット。
【請求項８】
　前記酵素標識抗体がモノクローナル抗体である、請求項１～７のいずれかに記載の酵素
免疫学的キット。
【請求項９】
　前記モノクローナル抗体がヒトＩＬ－６のアミノ酸配列の１４９～１７３番のアミノ酸
からなる断片を認識するモノクローナル抗体である、請求項８に記載の酵素免疫学的キッ
ト。
【請求項１０】
　前記モノクローナル抗体がヒトＩＬ－６のアミノ酸配列の１５３～１６２番のアミノ酸
からなる断片を認識するモノクローナル抗体である、請求項８に記載の酵素免疫学的キッ
ト。
【請求項１１】
　前記酵素標識抗体の酵素がホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリフォスファ
ターゼまたはβ－Ｄ－ガラクトシダーゼのいずれかから選択される、請求項１～１０のい
ずれかに記載の酵素免疫学的キット。
【請求項１２】
　前記酵素標識抗体の酵素がホースラディッシュペルオキシダーゼであり、かつ、前記基
質が、３－アミノ－９－エチルカルバゾール、５－アミノサリチル酸、４－クロロ－１－
ナフトール、ｏ－フェニレンジアミン、２，２’－アジノ－ビス（３－エチルベンズチア
ゾリン－６－スルフォン酸）、３，３－ジアミノベンジジン、３，３’，５，５’－テト
ラメチルベンジジン、ｏ－ジアニシジンまたは３，３－ジメトキシベンジジンのいずれか
を含んだ溶液から選択される、請求項１～１１のいずれかに記載の酵素免疫学的キット。
【請求項１３】
　前記酵素標識抗体の酵素がアルカリフォスファターゼであり、かつ前記基質が、５－ブ
ロモ－４－クロロ－３－インドリルフォスフェート、ニトロブルーテトラゾリウムまたは
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ｐ－ニトロフェニルリン酸のいずれかを含んだ溶液から選択される、請求項１～１２のい
ずれかに記載の酵素免疫学的キット。
【請求項１４】
　前記酵素標識抗体の酵素がβ－Ｄ－ガラクトシダーゼであり、かつ、前記基質がｏ－ニ
トロフェニル－β－Ｄ－ガラクトシドまたは５－ブロモ－４－クロロ－３－インドール－
β－Ｄ－ガラクトピラノシドのいずれかを含んだ溶液から選択される、請求項１～１３の
いずれかに記載の酵素免疫学的キット。
【請求項１５】
　前記支持体の表面の発色を測定装置により数値化し、数値化された値を用いて発色を定
量化する請求項１～１４のいずれかに記載の酵素免疫学的キットであり、前記支持体から
反射した光を４００～７００ｎｍの範囲で分光し、各波長毎の反射率を測定してＸＹＺま
たはＬ＊ａ＊ｂ＊で表色系におけるパラメーターを測定することを特徴とする、酵素免疫
学的キット。
【請求項１６】
　ＩＬ－６を認識する抗体及び／又はＩＬ－８を認識する抗体を被覆した部分を有する支
持体、サンプルおよびＩＬ－６及び／又はＩＬ－８に対する酵素標識抗体を同時にインキ
ュベーションするインキュベーション工程と、反応産物が水不溶性となる基質によって発
色させる発色工程と、の２段階の反応工程からなり、前記インキュベーション工程におい
て、前記ＩＬ－６を認識する抗体及び／又は前記ＩＬ－８を認識する抗体が前記支持体の
表面に固定化された部分が、サンプル１ｍｌ当たり２ｃｍ２以上になるようにサンプルに
浸漬され、かつ発色反応後の前記支持体の表面の色を目視によって判断することを特徴と
する、サンプル中のＩＬ－６及び／又はＩＬ－８を検出するための方法。
【請求項１７】
　前記ＩＬ－６を認識する抗体及び／又は前記ＩＬ－８を認識する抗体で被覆された部分
を有する支持体に前記ＩＬ－６を認識する抗体及び／又は前記ＩＬ－８を認識する抗体を
固定化する際の前記ＩＬ－６を認識する抗体及び／又は前記ＩＬ－８を認識する抗体の溶
液の濃度が０．１～２０μｇ／ｍｌであり、ｐＨが６．５～８．０である、請求項１６に
記載のサンプル中のＩＬ－６及び／又はＩＬ－８を検出するための方法。
【請求項１８】
　前記発色工程において用いるＩＬ－６及び／又はＩＬ－８に対する酵素標識抗体の濃度
が０．１～２０μｇ／ｍｌである、請求項１６又は１７に記載のサンプル中のＩＬ－６及
び／又はＩＬ－８を検出するための方法。
【請求項１９】
　請求項１６～１８のいずれかに記載の方法であり、発色反応後の前記支持体の表面の色
を目視によって判断することを特徴とする、サンプル中のＩＬ－６及び／又はＩＬ－８の
濃度を測定するための方法。
【請求項２０】
　請求項１６～１８のいずれかに記載の方法であり、かつ発色反応後の支持体表面の色を
機器によって数値化し、それを用いて発色を定量することを特徴とする、サンプル中のＩ
Ｌ－６及び／又はＩＬ－８を検出するための方法。
【請求項２１】
　試料から反射された光を４００～７００ｎｍの範囲で分光し、各波長ごとの反射率を測
定して表色系におけるパラメーターを測定する請求項１６～２０のいずれかに記載の方法
であり、表色系がＸＹＺまたはＬ＊ａ＊ｂ＊であることを特徴とする、サンプル中のＩＬ
－６及び／又はＩＬ－８を検出するための方法。
【請求項２２】
　前記インキュベーション工程と前記発色工程との間に、洗浄工程を含む、請求項１６～
２１のいずれかに記載の方法。
【請求項２３】
　サンプルの量が２００μｌ以下である、請求項１６～２２のいずれかに記載のサンプル
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中のＩＬ－６及び／又はＩＬ－８を検出するための方法。
【請求項２４】
　前記ＩＬ－６を認識する抗体及び／又は前記ＩＬ－８を認識する抗体で被覆された部分
を有する支持体の前記ＩＬ－６を認識する抗体及び／又は前記ＩＬ－８を認識する抗体で
被覆された部分の一部および被覆されていない部分の一部の少なくとも一方に、それぞれ
既知濃度のＩＬ－６及び／又はＩＬ－８を反応させた後、既知濃度のＩＬ－６及び／又は
ＩＬ－８が反応している部分とそれ以外の部分の発色の比較によって未知濃度のサンプル
中のＩＬ－６及び／又はＩＬ－８の濃度を測定する、請求項１６～２３のいずれかに記載
のサンプル中のＩＬ－６及び／又はＩＬ－８を検出するための方法。
【請求項２５】
　請求項１６～２４のいずれかに記載された方法であり、前記ＩＬ－６を認識する抗体及
び／又は前記ＩＬ－８を認識する抗体で被覆された部分を有する前記支持体が、少なくと
も２種類の、異なる濃度の前記ＩＬ－６を認識する抗体及び／又は前記ＩＬ－８を認識す
る抗体で被覆されており、少なくとも２カ所の発色具合を比較することによってサンプル
中のＩＬ－６及び／又はＩＬ－８の濃度を測定する方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、１種または複数種の標的物質を迅速簡便に検出する測定キットと該測定キッ
トを用いた方法に関するものである。特に、血液中等に存在する細菌毒素あるいはサイト
カインの検出に用いることによって、細菌毒素あるいはサイトカインに関連した疾患を迅
速に診断するために好適に用いられる。
【背景技術】
【０００２】
　感染に起因した疾患や重症膵炎、熱傷、外傷など非感染性の疾患では重篤な全身性の炎
症反応が観察され、その際の患者血中のサイトカイン濃度は高値（高サイトカイン血症）
であることが知られている（医学のあゆみ　２００１／１／６　Ｖｏｌ．１９６　Ｎｏ．
１　医歯薬出版株式会社）。 サイトカインは、本来は生体防御のために感染、外傷など
の刺激により免疫担当細胞をはじめとする各種の細胞によって産生され細胞外に放出され
て作用する免疫関連のタンパク質であると考えられるが、生体内で過剰に産生されること
により各種炎症性疾患における組織傷害や病態に関与することが明らかになっている。明
らかな感染が認められない場合でも、黄色ブドウ球菌やＡ群β溶血性連鎖球菌などが産生
する毒素であるスーパー抗原によって免疫系が過剰に活性化され、高サイトカイン血症と
なる場合がある。スーパー抗原とは、従来の抗原とは異なり、抗原提示細胞内におけるプ
ロセッシング過程を経ることなく、抗原提示細胞上の主要組織適合性抗原クラスＩＩ（Ｍ
ａｊｏｒ　Ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ　Ａｎｔｉｇｅｎ　Ｃｏｍｐｌｅｘ　
Ｃｌａｓｓ　ＩＩ；以下、ＭＨＣクラスＩＩと略す。）に結合し、さらにはこのＭＨＣク
ラスＩＩとの複合体を形成することにより特定のＶβ領域を有するＴ細胞を刺激し、免疫
系を異常に活性化させる化合物であり、発熱や発疹、血圧低下や食中毒時の嘔吐あるいは
自己免疫疾患の誘発等を引き起こすとされている。スーパー抗原としては、黄色ブドウ球
菌外毒素であるスタフィロコッカル腸管毒素Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅ，Ｈ，Ｉ（Ｓｔａｐｈｙ
ｌｏｃｏｃｃａｌ　Ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎ　Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅ，Ｈ，Ｉ；以下それぞ
れ、ＳＥＡ，ＳＥＢ，ＳＥＣ，ＳＥＤ，ＳＥＥ，ＳＥＨ，ＳＥＩと略す。）あるいはトキ
シックショック症候群トキシン－１（Ｔｏｘｉｃ　Ｓｈｏｃｋ　Ｓｙｎｄｒｏｍｅ　Ｔｏ
ｘｉｎ－１；以下、ＴＳＳＴ－１と略す。）やＡ群β溶血性連鎖球菌外毒素であるストレ
プトコッカル発熱性外毒素Ａ、Ｃ（Ｓｔｒｅｐｔｃｏｃａｌ　Ｐｙｒｏｇｅｎｉｃ　Ｅｘ
ｏｔｏｘｉｎ　Ａ，Ｃ；以下それぞれ、ＳＰＥＡ，ＳＰＥＣと略す。）、ウイルス蛋白質
や植物蛋白質を含め、十数種類確認されているが、今後も特定化されていく可能性がある
。  スーパー抗原が関与している疾患としては、ＴＳＳＴ－１に起因する毒素性ショック
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症候群（ｔｏｘｉｃ　ｓｈｏｃｋ　ｓｙｎｄｒｏｍ；以下，ＴＳＳと略す。）や新生児Ｔ
ＳＳ様発疹症（Ｎｅｏｎａｔａｌ　ＴＳＳ－ｌｉｋｅ　ｅｘａｎｔｈｅｍａｔｏｕｓ　ｄ
ｉｓｅａｓｅ；以下、ＮＴＥＤと略す。）などがある。さらに、猩紅熱や劇症性Ａ群連鎖
球菌感染症（Ｓｔｒｅｐｔｃｏｃｃａｌ　Ｔｏｘｉｃ　Ｓｈｏｃｋ　Ｓｙｎｄｒｏｍｅ；
以下、ＳＴＳＳと略す 。）、急性全身性血管炎である川崎病にも、スーパー抗原の関与
が示唆されている。
【０００３】
　高サイトカイン血症では全身の炎症によって臓器不全となったり、炎症反応が進行して
死に至ることが報告されているが、病状の進行が速いため、血中のサイトカイン濃度をい
かに迅速に測定し、且つ、治療により低下させるかが患者の予後を大きく左右している。
ＴＳＳでは早期の診断・治療開始により重症化を防ぐことが重要であるし、ＳＴＳＳにお
いても症状の進行が速いため、早期に診断し適切な治療を施さないと四肢の壊死とその治
療のための四肢切断、ひいては死の転帰をとる。
【０００４】
　しかしながら現在、患者の血中サイトカイン濃度を測定するためには、採取した検体は
、病院の検査室、または外部の検査会社に提出しなければならない。検査室では高度・複
雑な手技や機器を必要とする酵素免疫学的測定法（Ｅｎｚｙｍｅ　Ｌｉｎｋｅｄ　Ｉｍｍ
ｕｎｏ　Ｓｏｒｂｅｎｔ　Ａｓｓａｙ；以下、ＥＬＩＳＡ法と略す。）にてサイトカイン
を測定しているところがほとんどであり、結果が出るまでには相応の時間と費用を要する
。ＴＳＳやＳＴＳＳの診断のためにスーパー抗原を測定する場合にも、複雑な手技と時間
を必要としており、従って極めて短時間で、かつベッドサイドで濃度を測定できる、迅速
簡便な測定方法が望まれている。この問題に対して、Ａ群β溶血性連鎖球菌感染の迅速診
断に関してはストレプＡ抗原の測定方法が特許文献１に開示されているが、検出対象はＡ
群β溶血性連鎖球菌に限られ、さらには検体中のスーパー抗原濃度を測定できるものでは
ない。特許文献１に開示されている測定方法は、支持体上で標的物質を認識する物質－標
的物質－標識抗体の結合複合体を形成させ、標識抗体から発せられるシグナルを検出する
ことにより標的物質を検出することを目的としている。このような測定方法は種々存在し
た。例えば、上記のＥＬＩＳＡも支持体上に標的物質を認識する物質－標的物質－酵素標
識抗体の結合複合体を形成させ、液系で酵素反応を行わせ発色させ、液の吸光度を測定し
て標的物質を検出するというものであった。また、種々のイムノクロマトグラフィー法も
知られており、イムノクロマトグラフィー法においても支持体上で標的物質を認識する物
質－標的物質－標識抗体の結合複合体を形成させ、標的物質を検出する。ＥＬＩＳＡ法は
、吸光度を吸光度計を用いて測定するため、標的物質を正確にて定量することが可能であ
ったが、上述のように迅速且つ容易に測定することは困難であった。一方、特許文献１に
開示されている測定法やイムノクロマトグラフィー法は、元来迅速且つ容易に測定するこ
とを目的に開発された方法であるため、迅速且つ容易に標的物質を測定することは可能で
あった。しかしながら、容易性を重視しているため、目視により陽性か陰性化のみを判断
する定性のための方法であり、標的物質を正確に定量することはできなかった。
【０００５】
　このように従来は迅速且つ容易な測定というニーズと正確な定量という両方のニーズを
満たす測定法は存在しなかった。
【特許文献１】特開平６－５０９７３号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、上記従来技術の問題点を解消し、１種または複数種の標的物質を同時に迅速
簡便に検出できる測定キット、および該測定方法、さらには該キットまたは該測定方法に
より標的物質が関係する疾患を診断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】
【０００７】
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　本発明は、上記課題を解決するために下記の構成を有する。
【０００８】
　（１）少なくとも１種類の標的物質を認識する物質を表面に固定化した後に非標的物質
の非特異吸着を阻害する処理を施した支持体、少なくとも１種類の該標的物質に対する酵
素標識抗体、少なくとも１種類の該酵素標識抗体を発色させた後の反応産物が水不溶性と
なる基質およびそれらを収容する少なくとも１つの容器を含んでなり、該容器中で抗体抗
原反応および発色反応させ、かつ標的物質を認識する物質が前記支持体表面に、サンプル
量に対して２ｃｍ2／ｍｌ以上になるように固定化されている、該支持体表面の発色によ
ってサンプル中の標的物質を検出することを特徴とする酵素免疫学的キット。
（２）少なくとも１種類の標的物質を認識する物質を表面に固定化した後に非標的物質の
非特異吸着を阻害する処理を施し、さらに少なくとも１種類の既知濃度の標的物質を反応
させた支持体、少なくとも１種類の該標的物質に対する酵素標識抗体、少なくとも１種類
の該酵素標識抗体を発色させた後の反応産物が水不溶性となる基質およびそれらを収容す
る少なくとも１つの容器を含んでなり、該容器中で抗体抗原反応および発色反応させ、か
つ標的物質を認識する物質が前記支持体表面に、サンプル量に対して２ｃｍ2／ｍｌ以上
になるように固定化されている、該支持体表面の既知濃度の標的物質が反応している部分
とそれ以外の部分の発色の比較によって未知濃度のサンプル中の標的物質の濃度を測定す
ることを特徴とする酵素免疫学的キット。
（３）さらに、同時に該支持体表面の発色によってサンプル中の標的物質を検出するとと
もに該支持体表面の既知濃度の標的物質が反応している部分とそれ以外の部分の発色の比
較によって未知濃度のサンプル中の標的物質の濃度を測定することを特徴とする（２）に
記載の酵素免疫学的キット。
（４）標的物質を認識する物質を含む溶液と支持体を接触させることで支持体の表面に標
的物質を認識する物質を固定化する酵素免疫学的キットであって、
固定化する際の前記溶液中の標的物質を認識する物質の濃度が０．１～２０μｇ／ｍｌで
ある（１）～（３）のいずれかに記載の酵素免疫学的キット。
（５）さらに、固定化する際のｐＨが６．５～８．０である（４）記載の酵素免疫学的キ
ット。
（６）さらに、標的物質に対する酵素標識抗体の濃度が０．１～２０μｇ／ｍｌである（
４）または（５）に記載の酵素免疫学的キット。
（７）支持体に固定化された標的物質を認識する物質が、サンプル中の標的物質の濃度と
発色の強さが一次的な相関関係になる量で固定化されている、（１）～（６）のいずれか
に記載の酵素免疫学的キット。
（８）前記標的物質を認識する物質が標的物質に対する抗体であって、かつ該抗体がポリ
クローナル抗体であることを特徴とする（１）～（７）のいずれかに記載の酵素免疫学的
キット。
（９）防腐剤による処理、加圧処理もしくは加熱処理、または不活性ガスもしくは真空状
態での保存により処理後６ヶ月経つまで標的物質を認識する物質の活性が低下しないこと
を特徴とする（１）～（８）のいずれかに記載の酵素免疫学的キット。
（１０）前記支持体が、棒状、板状またはくぼみを有した形状であることを特徴とする（
１）～（９）のいずれかに記載の酵素免疫学的キット。
（１１）前記酵素標識抗体がモノクローナル抗体である、（１）～（１０）のいずれかに
記載の酵素免疫学的キット。
（１２）モノクローナル抗体がヒトインターロイキンに対する抗体である（１１）記載の
酵素免疫学的キット。
（１３）前記モノクローナル抗体がＩｇＧである（１１）または（１２）に記載の酵素免
疫学的キット。
（１４）前記モノクローナル抗体がＩｇＧ１である（１３）に記載の酵素免疫学的キット
。
（１５）前記ヒトインターロイキンがＩＬ－６またはＩＬ－８である（１２）～（１４）
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のいずれかに記載の酵素免疫学的キット。
（１６）モノクローナル抗体がヒトＩＬ－６のアミノ酸配列の１４９～１７３番のアミノ
酸からなる断片を認識するモノクローナル抗体である（１５）に記載の酵素免疫学的キッ
ト。
（１７）モノクローナル抗体がヒトＩＬ－６のアミノ酸配列の１５３～１６２番のアミノ
酸からなる断片を認識するモノクローナル抗体である（１５）に記載の酵素免疫学的キッ
ト。
（１８）ヒトＩＬ－６に対する抗体が微工研菌寄託第１０７１３号として微生物工業技術
院研究所に寄託されているハイブリドーマが産生するクローンＩＧ６１である（１６）に
記載の酵素免疫学的キット。
（１９）ヒトＩＬ－８に対する抗体が微工研菌寄託第１２７１０号として微生物工業技術
院研究所に寄託されているハイブリドーマが産生するクローンＥＬ１３９である（１７）
記載の酵素免疫学的キット。
（２０）前記酵素標識抗体の酵素がホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホス
ファターゼ、β－Ｄ－ガラクトシダーゼのいずれかから選択される、（１）～（１９）の
いずれかに記載の酵素免疫学的キット。
（２１）前記酵素標識抗体の酵素がホースラディッシュペルオキシダーゼであり、かつ、
前記基質が、３－アミノ－９－エチルカルバゾール、５－アミノサリチル酸、４－クロロ
－１－ナフトール、ｏ－フェニレンジアミン、２，２’－アジノ－ビス（３－エチルベン
ズチアゾリン－６－スルフォン酸）、３，３－ジアミノベンジジン、３，３’，５，５’
－テトラメチルベンジジン、ｏ－ジアニシジン、３，３－ジメトキシベンジジンのいずれ
かを含んだ溶液から選択される、（１）～（２０）のいずれかに記載の酵素免疫学的キッ
ト。
（２２）前記酵素標識抗体の酵素がアルカリフォスファターゼであり、かつ前記基質が、
５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルフォスフェート、ニトロブルーテトラゾリウム
、ｐ－ニトロフェニルリン酸のいずれかを含んだ溶液から選択される、（１）～（２１）
のいずれかに記載の酵素免疫学的キット。
（２３）前記酵素標識抗体の酵素がβ－Ｄ－ガラクトシダーゼであり、かつ、前記基質が
ｏ－ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラクトシドまたは５－ブロモ－４－クロロ－３－インド
ール－β－Ｄ－ガラクトピラノシドのいずれかを含んだ溶液から選択される、（１）～（
２２）のいずれかに記載の酵素免疫学的キット。
（２４）前記標的物質がサイトカイン、黄色ブドウ球菌外毒素、Ａ群連鎖球菌外毒素のい
ずれかである、（１）～（２３）のいずれかに記載の酵素免疫学的キット。
（２５）前記サイトカインが炎症性のサイトカインである、（２４）に記載の酵素免疫学
的キット。
（２６）前記炎症性のサイトカインが、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－６、ＩＬ
－８、ＴＮＦ－α、ＩＦＮ－γのいずれかである、（２５）に記載の酵素免疫学的キット
。
（２７）前記サイトカインの検出限界濃度を５００ｐｇ／ｍｌとしたことを特徴とする、
（２４）～（２６）のいずれかに記載の酵素免疫学的キット。
（２８）前記黄色ブドウ球菌外毒素がスーパー抗原である、（２４）に記載の酵素免疫学
的キット。
（２９）前記スーパー抗原がＳＥＡ、ＳＥＢ、ＳＥＣ、ＳＥＤ、ＳＥＥ、ＳＥＨ、ＳＥＩ
、ＳＥＪ、ＴＳＳＴ－１のいずれかである、（２８）に記載の酵素免疫学的キット。
（３０）前記Ａ群連鎖球菌外毒素がスーパー抗原である、（２４）に記載の酵素免疫学的
キット。
（３１）前記スーパー抗原がＳＰＥＡ、ＳＰＥＣ、ＳＰＥＦ、ＳＰＥＧ、ＳＰＥＨのいず
れかである、（３０）に記載の酵素免疫学的キット。
（３２）高サイトカイン血症が原因の疾患を迅速に判定するための、（１）～（２７）の
いずれかに記載の酵素免疫学的キット。
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（３３）黄色ブドウ球菌が原因の疾患を迅速に判定するための、（１）～（２４）、（２
８）および（２９）のいずれかに記載の酵素免疫学的キット。
（３４）Ａ群β溶血性連鎖球菌が原因の疾患を迅速に判定するための、（１）～（２４）
、（３０）および（３１）のいずれかに記載の酵素免疫学的キット。
（３５）支持体表面の発色を測定装置により数値化し、該数値を用いて発色を定量化する
（１）～（３５）のいずれかに記載の酵素免疫学的キットであって、支持体から反射した
光を４００～７００ｎｍの範囲で分光し、各波長毎の反射率を測定してＸＹＺまたはＬ＊

ａ＊ｂ＊で表色系におけるパラメーターを測定することを特徴とする酵素免疫学的キット
。
（３６）（１）～（３５）のいずれかに記載の酵素免疫学的キットを用いて、サンプル中
の標的物質を検出、またはサンプル中の標的物質濃度を測定する方法。
（３７）標的物質を認識する物質で被覆された部分を有する支持体、サンプルおよび標的
物質に対する酵素標識抗体を同時にインキュベーションするインキュベーション工程と、
反応産物が水不溶性となる基質によって発色させる発色工程の２段階の反応工程からなり
、インキュベーション工程において、標的物質を認識する物質が前記支持体表面に、サン
プル量に対して、２ｃｍ２／ｍｌ以上になるように添加し、かつ発色反応後の支持体表面
の色を目視によって判断することを特徴とする、サンプル中の標的物質を検出するための
方法。
（３８）標的物質を認識する物質で被覆された部分を有する支持体に標的物質を認識する
物質を固定化する際の標的物質を認識する物質の溶液の濃度が０．１～２０μｇ／ｍｌで
あり、ｐＨが６．５～８．０である、（３６）に記載のサンプル中の標的物質を検出する
ための方法。
（３９）発色工程において用いる標的物質に対する酵素標識抗体の濃度が０．１～２０μ
ｇ／ｍｌである（３７）または（３８）に記載のサンプル中の標的物質を検出するための
方法。
（４０）（３７）～（３９）のいずれかに記載の方法であって、発色反応後の支持体表面
の色を目視によって判断することを特徴とする、サンプル中の標的物質濃度を測定するた
めの方法。
（４１）（３７）～（３９）のいずれかに記載の方法であって、かつ発色反応後の支持体
表面の色を機器によって数値化し、それを用いて発色を定量することを特徴とする、サン
プル中の標的物質を検出するための方法。
（４２）試料から反射された光を４００～７００ｎｍの範囲で分光し、各波長ごとの反射
率を測定して表色系におけるパラメーターを測定する（３６）～（４１）のいずれかに記
載の方法であって、表色系がＸＹＺまたはＬ＊ａ＊ｂ＊であることを特徴とするサンプル
中の標的物質を検出するための方法。
（４３）前記インキュベーション工程と発色工程との間に、洗浄工程を含む、（３７）～
（４２）のいずれかに記載の方法。
（４４）インキュベーション、洗浄、発色の各工程で反応温度が４℃～４０℃の範囲であ
ることを特徴とする（３７）～（４３）のいずれかに記載のサンプル中の標的物質を検出
するための方法。
（４５）前記インキュベーション工程、発色工程、洗浄工程が室温によって実施される、
（４４）に記載の方法。
（４６）サンプルの量が２００μｌ以下である、（３７）～（４５）のいずれかに記載の
サンプル中の標的物質を検出するための方法。
（４７）前記インキュベーション工程の時間が５～６０分の範囲であり、かつ、前記発色
工程の時間が５～３０分の範囲とする、（３７）～（４６）のいずれかに記載のサンプル
中の標的物質を検出するための方法。
（４８）標的物質を認識する物質で被覆された部分を有する支持体の当該標的物質を認識
する物質で被覆された部分の一部および被覆されていない部分の一部の少なくとも一方に
、少なくとも１種類の既知濃度の標的物質を反応させた後、既知濃度の標的物質が反応し
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ている部分とそれ以外の部分の発色の比較によって未知濃度のサンプル中の標的物質濃度
を測定する、（３７）～（４７）のいずれかに記載のサンプル中の標的物質を検出するた
めの方法。
（４９）（３７）～（４８）のいずれかに記載された方法であって、標的物質を認識する
物質で被覆された部分を有する支持体が、少なくとも２種類の、異なる濃度の標的物質を
認識する物質で被覆されており、少なくとも２カ所の発色具合を比較することによってサ
ンプル中の標的物質濃度を測定する方法。
（５０）前記標的物質がサイトカインであり、その検出限界濃度が５００ｐｇ／ｍｌであ
る、（３７）～（４９）のいずれかに記載の方法。
（５１）（２４）～（２７）および（３２）のいずれかに記載の酵素免疫学的キットによ
ってサイトカインを検出し、高サイトカイン血症を診断する方法。
（５２）（２８）、（２９）、および（３３）のいずれかに記載の酵素免疫学的キットに
よって黄色ブドウ球菌外毒素を検出し、黄色ブドウ球菌が原因の疾患を診断する方法。
（５３）（３０）、（３１）および（３４）のいずれかに記載の酵素免疫学的キットによ
ってＡ群β溶血性連鎖球菌外毒素を検出し、Ａ群β溶血性連鎖球菌が原因の疾患を診断す
る方法。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００９】
　本発明は、標的物質を迅速簡便に検出できる測定キット、標的物質を迅速簡便に検出す
る測定方法、および標的物質が関係する疾患の診断方法に関するものである。
【００１０】
　本発明者らは、標的物質を認識する物質を固定化した支持体と標的物質に対する酵素標
識抗体を測定対象であるサンプルとともにインキュベーションし、その後支持体を酵素標
識抗体を発色させた後の反応産物が水不溶性となる基質を利用して発色させる方法で、１
種または複数種の標的物質の濃度を迅速簡便に検出できる方法を見いだした。
【００１１】
　本発明において、「標的物質を認識する物質」は、標識物質に結合し得る物質をいい、
標的物質に対する抗体や標的物質とレセプター－リガンドの関係にある場合のレセプター
もしくはリガンド、または標的物質と結合する酵素や基質等が含まれるが、好ましくは結
合力の強い抗体が用いられる。
【００１２】
　また、本発明における「インキュベーション」とは、抗原抗体反応の際に一定の温度に
て放置することである。抗原抗体反応とは、抗体が相補的な構造を持つ抗原と特異的に結
合することをいい、本発明においては、標的物質を認識する物質と標的物質の結合をいう
。
【００１３】
　また、本発明における「洗浄」とは、インキュベーション工程において抗原抗体反応を
しなかった物質を洗い流すことであり、洗浄材料としては洗浄効果があって抗原抗体反応
で結合した物質に影響を与えるものでなければ特に限定はなく、洗浄効果を高めるために
界面活性剤を加えても良い。また、洗浄方法としても支持体自体に傷が付くような方法で
なければ特に限定されない。
【００１４】
　本発明でのインキュベーション、洗浄、発色の各工程での反応温度は特に限定されない
が、反応溶液が凍結あるいは蒸発せず、かつ酵素が失活しないよう、４℃～４０℃の範囲
であることが好ましいが、酵素を活性化させて反応を迅速に終了させるために１５℃～４
０℃の範囲であることが最も好ましい。
【００１５】
　本発明におけるインキュベーション工程では、インキュベーションの時間が長いほど標
的物質とそれを認識する物質および標的物質に対する酵素標識抗体の反応する割合が増え
、結果として発色の度合いも高まるが、ある程度の時間が経つと抗原抗体反応が飽和する
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。また、迅速に測定を完了するためにはインキュベーション時間を短くする必要がある。
インキュベーション工程に要する時間を短くするためには、支持体の標的物質を認識する
物質を固定化した部分に対してサンプル量の比を高くするか、またはインキュベーション
工程で用いる溶液中の標的物質に対する酵素標識抗体の濃度を高くするか、あるいは標的
物質を認識する物質の支持体への固定化密度を高くすればよい。標的物質を認識する物質
は、標的物質を認識する物質を含む溶液と支持体を接触させることで支持体の表面に固定
化できる。支持体に結合している抗体の量が多いほどより多くの抗原を吸着させることが
できるため、感度を向上させ、反応時間の短縮を測ることができるが、逆に、抗原が吸着
できる部分を相互に遮ってしまうほどの量であると分子同士が反応部分を遮ってしまい吸
着効率が低下してしまうため、固定化量を最適化することが必要である。発明者らは鋭意
検討の結果、標的物質を認識する物質を含む溶液と支持体を接触させる際の溶液中の標的
物質を認識する物質の濃度が０．１～２０μｇ／ｍｌである場合に標的物質を感度良く検
出できることを見出した。また、さらに検出感度を上げるためには溶液中の標的物質を認
識する物質の濃度が０．５～１０μｇ／ｍｌとするとさらに好ましいことを発見した。支
持体の標的物質を認識する物質を固定化した部分の面積対サンプル量の比が高くなればな
るほど、固定化した物質と標的物質が接触する機会が多くなり、その分インキュベーショ
ン時間を短くすることができる。具体的には、支持体において、標的物質を認識する物質
を固定化した部分に対するサンプル量の比が２ｃｍ2／ｍｌ以上であることが好ましい。
すなわち、標的物質を認識する物質が前記支持体表面に、サンプル量に対して、２ｃｍ2

／ｍｌ以上になるように固定化されている。本発明の測定において容器中で抗体抗原反応
させるときに、支持体の標的物質を固定化した部分をサンプル中に浸漬した状態でインキ
ュベーションを行うが、この際にサンプル１ｍｌ当たり支持体上の標的物質を認識知る物
質を固定化した部分の２ｃｍ2以上が浸漬するように固定化、添加するサンプル量および
／または容器の大きさを調整すればよい。例えば、図４は本発明の測定方法の一態様の工
程概略図であるが、図４に示す例においては、典型的には２５０μｌのサンプルを容器に
添加してインキュベーションを行う。この場合、標的物質を固定化した支持体を浸漬する
ときに、標的物質を固定化した部分の少なくとも０．５ｃｍ2がサンプル中に浸漬されれ
ばよい。インキュベーション工程で用いる溶液中の標的物質に対する酵素標識抗体の濃度
は、高すぎれば支持体や固定化した物質への非特異的な結合による発色の増加を招いてし
まうため、インキュベーション時間が最も短く、さらに非特異結合による発色をしないよ
うな最適濃度とすることが好ましい。発明者らは鋭意検討の結果、インキュベーション工
程で用いる溶液中の標的物質に対する酵素標識抗体の濃度が０．１～２０μｇ／ｍｌであ
る場合に非特異結合による発色なしにインキュベーション時間を最も短くできることを見
出した。本発明においては、支持体において、標的物質を認識する物質を固定化した部分
に対するサンプル量の比が２ｃｍ2／ｍｌ以上であり、かつ、標的物質を認識する物質を
含む溶液と支持体を接触させる際の溶液中の標的物質を認識する物質の濃度が０．１～２
０μｇ／ｍｌであり、かつインキュベーション工程で用いる溶液中の標的物質に対する酵
素標識抗体の濃度が０．１～２０μｇ／ｍｌである場合には、インキュベーション工程時
間は５～６０分が好ましく、１５～６０分が最も好ましい。
【００１６】
　本発明における発色工程では、発色工程の時間が長いほど発色度合いが増し、逆に発色
時間が長すぎる場合は発色基質自体が自然分解により発色してしまう。本発明においては
、支持体において、標的物質を認識する物質を固定化した部分に対するサンプル量の比が
２ｃｍ2／ｍｌ以上であり、かつ、標的物質を認識する物質を含む溶液と支持体を接触さ
せる際の溶液中の標的物質を認識する物質の濃度が０．１～２０μｇ／ｍｌであり、かつ
インキュベーション工程で用いる溶液中の標的物質に対する酵素標識抗体の濃度が０．１
～２０μｇ／ｍｌであり、かつインキュベーション工程時間が５～６０分である場合に、
発色工程は５～３０分であることが好ましく、１５分～３０分が最も好ましい。また、支
持体に抗原抗体反応で結合した酵素と発色基質とが接触する機会を多くし、発色時間を短
くするために、酵素標識抗体が結合している部分に対する発色基質量の比を２ｃｍ2／ｍ
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ｌとすると良い。
【００１７】
　また、本発明における「発色」とは、物質を検出するために試薬を加え、目的とする色
を表すことである。本発明の測定方法および酵素免疫学的キットでは、発色の度合いを目
視で直に確認することができるが、機器によって表色系におけるパラメーターを測定し、
それを用いて発色を定量することもできる。すなわち、本発明においては、反射光を測定
することにより、標的物質を定量することができる。
表色系とは、物体の色や光源の色を数値や記号で表現する方法をいう。なかでも、Ｌ*ａ*

ｂ*表色系は国際照明委員会（ＣＩＥ）が定めた均等色空間のひとつであり、また、ＪＩ
Ｓ（ＪＩＳ　Ｚ８７２９）にも採用されている。Ｌ*ａ*ｂ*表色系は、試料のＸＹＺ表色
系における三刺激値のＸ、Ｙ、Ｚから計算される。ＸＹＺ表色系は現在ＣＩＥ標準表色系
として各表色系の基礎となっている光の三原色の加法混色の原理に基づいており、色度図
を使って色をＹｘｙの３つの値で表す。Ｙは反射率で明度に対応し、ｘｙが色度になる。
Ｌ*ａ*ｂ*表色系では、明度がＬ*、色相と彩度を表す色度がａ*、ｂ*で表され、Ｌ*が大
きいほど白に近づき、Ｌ*が小さいほど黒に近づく。ａ*は赤方向、－ａ*は緑方向、ｂ*は
黄方向、－ｂ*は青方向を示しており、数字の絶対値が大きくなるに従って色鮮やかにな
り、数字の絶対値が小さくなるほどくすんだ色になる。そのため、人間の色覚に最も近い
とされている。本発明において、機器による表色系パラメーター測定は発色の度合いを機
器によって数値化し、それを用いて発色を定量することができれば限定はない。具体的に
は試料から反射された光を可視領域である４００～７００ｎｍの範囲で分光し、各波長ご
との反射率を測定して表色系におけるパラメーターを計算できれば良く、この反射率測定
からＸＹＺ表色系でのパラメーターやＬ*ａ*ｂ*表色系でのパラメーターなどが計算でき
る。反射率の測定は、例えば市販の分光測色計（色彩計）を用いて行うことができる。
この際、上記の条件で測定を行った場合、サンプル中の標的物質の濃度と分光反射率から
計算されるＬ*、ａ*、ｂ*等の値やＬ*ａ*ｂ*表色系における座標Ｌ*、ａ*、ｂ*の差であ
るΔＬ*、Δａ*、Δｂ*から計算できるΔＥ*（ａｂ）の値は、一定範囲濃度で一次的な相
関関係にあるので、サンプル中の標的物質の濃度を正確に定量することができる。また、
Ｌ*ａ*ｂ*法により数値化された値は、人間の色覚により判断した明度や彩度に近いため
、目視による迅速な判定結果とも相関が高く、かつ精度も高いという特徴を有しており、
迅速測定と正確な定量を同時に行う際には吸光度による定量方法よりも優れている。
【００１８】
　以下、本発明の酵素免疫学的キットについて詳述し、併せて本発明の測定方法について
説明する。
【００１９】
　本発明の酵素免疫学的キットはサンプル中の標的物質を検出するためのものである。こ
こでいう「検出」とは、標的物質の存在を確認することであり、標的物質の濃度を定量、
または半定量することを含む。標的物質が含まれているサンプルとしては、標的物質、支
持体に固定化した物質、および標的物質に対する酵素標識抗体との抗原抗体反応をスムー
ズにするためにも流動性のある溶液であることが好ましいが、特に液体でなければならな
いわけではなく、例えばサンプルが固体である場合には適当な溶媒によって溶解もしくは
溶媒中に分散させればよい。また、測定に必要なサンプル量としては、サンプルが支持体
の標的物質を認識する物質が固定化されている部分に接することのできる程度の量であれ
ば特に制限はない。血液等、採取量が限られているためにサンプル量が少量である場合も
多く、そのような場合には希釈することによりサンプル量を増加させることもできるが、
標的物質濃度のみを低下させただけでは、標的物質、支持体に固定化した物質および標的
物質に対する酵素標識抗体とが単位時間当たりに接触する回数が減り、反応の低下により
目視および表色系測定機器による標的物質の検出あるいは定量が困難になる可能性がある
。総反応量を減らさないためにインキュベーション時間を延長させても良いが、測定を迅
速にするという観点から次の方法を採用することが好ましい。すなわち、サンプル量が少
ない場合には、既に述べたように支持体の標的物質を認識する物質が固定化されている部
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分の面積に対するサンプル量の比、またはインキュベーション工程における溶液中の標的
物質に対する酵素標識抗体の濃度、あるいは標的物質を認識する物質の支持体への固定化
密度を高くすればよい。また、できるだけ少量でありかつ取り扱いやすい量のサンプル、
例えば１０μｌ～２００μｌで測定することが望ましい。
【００２０】
　本発明において標的物質を認識する物質を被覆すること、または固定化することとは、
共有結合、金属結合、イオン結合、疎水結合、水素結合、親水性結合などで標的物質を認
識する物質を支持体に結合させることをさす。この固定化後に標的物質の非特異吸着を阻
害する処理を施して標的物質を認識する物質が固定化されなかった部分に標的物質が吸着
することを防ぐことで、効率よく標的物質を検出することができる。非特異吸着を阻害す
る処理方法としては、標的物質を認識する物質が結合しなかった隙間部分を他の物質で覆
う、ブロッキングと呼ばれる方法を用いることができる。標的物質を認識する物質がタン
パク質である場合は、固定化した分子の立体構造を維持することが期待される、カゼイン
やウシアルブミンを含む溶液を用いてブロッキングすることが好ましい。
【００２１】
　また、本発明では、支持体を複数の異なる濃度の標的物質を認識する物質で被覆させた
後、サンプル中の標的物質を抗原抗体反応させることによって標的物質を検出し、発色に
よりサンプル中の標的物質を検出することができる。また、該支持体表面の既知濃度の標
的物質が反応している部分とそれ以外の発色を比較することによってサンプル中の濃度を
測定することもできる。さらに、同時に該支持体表面の発色によってサンプル中の標的物
質を検出するとともに該支持体表面の既知濃度の標的物質が反応している部分とそれ以外
の部分の発色の比較によって未知濃度のサンプル中の標的物質の濃度を測定することがで
きる。
【００２２】
　「標的物質を認識する物質」としては、標的物質に対する抗体や標的物質とレセプター
－リガンドの関係にある場合のレセプターもしくはリガンドまたは標的物質と結合する酵
素や基質等が含まれるが、結合力の強い抗体が好ましく用いられる。
【００２３】
　本発明における標的物質、すなわち検出対象の物質は、特に限定されず、タンパク質、
ペプチド、脂質などの生体分子や薬剤、色素、重金属などの非生体物質等が含まれる。標
的物質を２種類の抗体で捕捉する方法を用いる場合は、標的物質は１２～１５個のアミノ
酸から成るペプチド以上の分子量を持つことが好ましい。また、本発明における標的物質
としてのサイトカインとしては特に限定されず、サイトカインの由来としては、ヒト、マ
ウス、ウサギ、ブタなど種々の動物由来のサイトカインや培養細胞が産生するサイトカイ
ンなどが挙げられるが、これらに限定されない。本発明における標的物質としての黄色ブ
ドウ球菌外毒素およびＡ群β溶血性連鎖球菌外毒素としては該細菌により産生される物質
であれば限定はされないが、好ましくは、抗原呈示細胞によるプロセッシングを受けずに
ＭＨＣクラスII分子とＴ細胞受容体（Ｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｃｅｐｔｅｒ；以下、ＴＣＲと
略す）Ｖβの外側に結合することで免疫学的な特異性を超えてＴ細胞を過剰に活性化する
、一般にスーパー抗原として分類されている物質である。
【００２４】
　本発明において支持体は、材質は特に限定されないが、標的物質を認識する物質を固定
化する部分においては標的物質を認識する物質と親和性を有するような材料が好ましい。
標的物質を認識する物質がタンパク質である場合には、ポリスチレンやポリメチルメタク
リレート等の吸着性の高い高分子物質を主材料とした材料が好適である。形状としても特
に限定はされないが、目視または表色系測定機器によって発色を確認するため、棒状また
は板状あるいはくぼみを有した形状が好ましく、ステック棒状あるいは板状の場合はへら
状、スティック状あるいはプレート状等、平面部分を有する形状がより好適である。くぼ
みを有した形状の場合は、サンプル、酵素標識抗体をインキュベーションできるよう、液
体がこぼれないような形状が良い。また、支持体は、標的物質を固定化する部分（測定部
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分）と測定者が支持体を持つための部分（保持部分）とを有していた方が作業操作上好ま
しい。また、保持部分の材料は特に限定されず測定部分と異なる素材であってもよい。支
持体には、サンプル名を記載するスペースがあると良い。
【００２５】
　本発明に用いる標的物質に対する抗体は、標的物質を特異的に認識でき、かつ、標的物
質に対して支持体に固定化した物質が認識する部位と酵素標識抗体が認識する部位とがそ
れぞれ異なれば特に限定されず、抗体としては哺乳動物を標的物質で免疫して得られる抗
血清から精製されるポリクローナル抗体および標的物質で免疫された哺乳動物から取り出
した抗体産生細胞をミエローマ細胞と融合させることで得られたハイブリドーマから産生
されるモノクローナル抗体のいずれもが使用できる。標的物質に対するポリクローナル抗
体は、哺乳動物に標的物質を感作して得られる抗血清を材料とし、塩析、イオン交換クロ
マトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィーなど種々の手段で精製することによ
り得ることができる。標的物質に対するモノクローナル抗体は、マウスなど適当な動物を
標的物質で免疫したのち、脾細胞をミエローマ細胞と融合し、得られたハイブリドーマの
中から標的物質と特異的に結合する抗体を産生するクローンをＥＬＩＳＡなどの手法を用
いて選択後、得られたハイブリドーマの培養上清またはハイブリドーマを適当な動物に接
種して得られる腹水を材料として、モノクローナル抗体を精製することができる。こうし
て得られた標的物質に対する抗体は標的物質を認識する物質として支持体に固定化するた
めに用いることができるし、また、抗体を酵素標識化して支持体に結合した標的物質を認
識するためにも用いられる。酵素標識抗体としては、標的物質に対する高い選択性を得る
ためにモノクローナル抗体を用いることが好ましいが、支持体に固定化した標的物質を認
識する物質がモノクローナル抗体である場合には、酵素標識抗体としてポリクローナル抗
体を用いることもできる。
【００２６】
　本発明における酵素標識抗体は、酵素と抗体、あるいは抗体フラグメントをつなぎ合わ
せた（抗体に酵素を標識化した）もので、免疫組織化学染色、免疫測定などの目的で使わ
れているものを用いることができる。酵素標識抗体に標識されている酵素には特に限定は
ないが、基質の検出物への転換能力が高いことと酵素の失活が少ないことから、ホースラ
ディッシュペルオキシダーゼ（Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ　Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ；以下、
ＨＲＰと略す）、アルカリフォスファターゼ（Ａｌｋａｌｉｎｅ　Ｐｈｏｓｐｈａｔａｚ
ｅ；以下、ＡＬＰと略す）、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ（β－Ｄ－ｇａｌａｃｔｏｓｉｄ
ａｓｅ；以下、β－Ｇａｌと略す）のいずれかを選択することが好ましい。
【００２７】
　酵素の標識の方法としては、共有結合による標識法と非共有結合による標識法の二つに
大別される。共有結合による標識法としては、抗体や抗体フラグメントのアミノ基と酵素
のアミノ基を利用してつなぎ合わせる方法や、酵素と抗体を遺伝子レベルで結合しておき
酵素標識抗体を調整する方法、また、抗体や抗体フラグメントを還元して生成するヒンジ
部のチオール基を選択的に用いて酵素とつなぎ合わせる方法などがある。非共有結合によ
る方法としては、酵素と抗酵素抗体を反応させておき、これと目的の抗体との間を抗体に
対する抗体で架橋するもの、また、抗体をビオチン標識しておき、これと酵素標識アビジ
ンを反応させても酵素標識抗体が調整できる。本発明における酵素標識抗体の作製方法と
しては特に限定はないが、酵素標識抗体のＦａｂ’フラグメントの非特異吸着が少なく抗
体活性も損なわれない、還元後共有結合によってチオール基を酵素とつなぎ合わせる方法
が好ましい。
【００２８】
　本発明において、酵素標識抗体を発色させた後の反応産物が水不溶性となる基質とは、
酵素標識抗体を発色させるものであり、その後の反応産物が水不溶性となる物質をいう。
酵素標識抗体を発色させた後の反応産物が水不溶性となる基質としては、特に限定されな
いが、例えば酵素標識抗体としてＨＲＰ標識を選択した場合は、基質としては３－アミノ
－９－エチルカルバゾール、５－アミノサリチル酸、４－クロロ－１－ナフトール、ｏ－
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フェニレンジアミン、２，２’－アジノ－ビス（３－エチルベンズチアゾリン－６－スル
フォン酸）、３，３－ジアミノベンジジン、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジ
ン、ｏ－ジアニシジン、３，３－ジメトキシベンジジンのいずれかが含まれる溶液が良い
。また、酵素標識抗体としてＡＬＰ標識を選択した場合は、５－ブロモ－４－クロロ－３
－インドリルフォスフェート、ニトロブルーテトラゾリウム、ｐ－ニトロフェニルリン酸
のいずれかが含まれる溶液を基質として用いることができる。さらに、酵素標識抗体とし
てβ－Ｇａｌ標識を選択した場合は、ｏ－ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラクトシドまたは
５－ブロモ－４－クロロ－３－インドール－β－Ｄ－ガラクトピラノシドのいずれかを含
んだ溶液を用いることができる。
【００２９】
 発色の検出は、目視で行ってもよいし、分光測色計を用いて反射光を測定してもよい。
この場合、支持体上の標的物質を認識する物質を固定化してあり、インキュベーションの
際にサンプル中の標的物質と反応し、標的物質を認識する物質－標的物質－酵素標識抗体
の結合複合体が形成している部分の発色と、それ以外の部分の色を比較することにより標
的物質の存在の有無を決定することができ、または標的物質を定量することができる。ま
た、予め既知の濃度の標的物質を含むサンプルを用いて濃度対反射光の標準曲線を作成し
ておき、該曲線に基づいて測定したサンプル中の標的物質の濃度を求めてもよい。
【００３０】
　図４に、本発明の測定方法の一態様の工程を示す。 
【００３１】
　本発明の酵素免疫学的キットは、少なくとも１種類の標的物質を認識する物質を表面に
固定化した後に非標的物質の非特異吸着を阻害する処理を施した支持体、少なくとも１種
類の該標的物質に対する酵素標識抗体、少なくとも１種類の該酵素標識抗体を発色させた
後の反応産物が水不溶性となる基質、およびそれらの物質を収容する少なくとも１つの容
器、を少なくとも含む。これは、標的物質を認識する物質を被覆した支持体、標的物質、
標的物質に対する酵素標識抗体の３種類を別々の容器に収容していてもよいし、３種類を
１つの容器に収容していてもよいし、または標的物質を被覆した支持体と基質の２種類、
もしくは支持体および酵素標識抗体の２種類を１つの容器に収容し、残りの１種類を別の
容器に収容するような態様でもよいことを意味する。そしてこの容器を抗原抗体反応およ
び発色反応させるための容器として利用する。標的物質を認識する物質を被覆した支持体
、標的物質、標的物質に対する酵素標識抗体、の３種類を収容し、かつそれらを反応させ
るための容器の材質としては特に限定されないが、タンパク質である酵素標識抗体が容器
に付着しにくいものが好ましい。標的物質を被覆した支持体と基質の２種類を収容し、か
つそれらを反応させるための容器、もしくは支持体および酵素標識抗体の２種類を収容し
、かつ反応させるための容器の材質としても特に限定はない。支持体や容器には、サンプ
ル名を記載できるスペースがあると良い。
【００３２】
　本発明の酵素免疫学的キットは、その性能が６ヶ月以上維持されることが好ましいが、
性能を６ヶ月以上維持するために、標的物質を認識する物質を固定化した支持体や標的物
質に対する酵素標識抗体および発色工程で用いる基質を保存処理する方法が好ましく用い
られる。性能の低下とは、主に標的物質の検出感度が低下することである。本発明におい
ては、支持体に固定化した標的物質を認識する物質やブロッキング剤、または酵素標識抗
体が劣化しないよう、保存液として、チメロサールや安息香酸ナトリウム、ソルビン酸カ
リウム、デヒドロ酢酸ナトリウム、ヒノキチオール、パラオキシ安息香酸ブチル、ε－ポ
リリジン、プロタミン、抗生物質などを添加した溶液や、高濃度サッカロース溶液やＮａ
Ｃｌ溶液を用いるなどして防腐加工をすることができる。防腐のためにアジ化ナトリウム
を用いることもできるが、ＨＲＰ標識抗体を使用する場合には、発色の低下を招くので好
ましくない。標的物質に対する酵素標識抗体や発色工程で用いる基質は分子の大きさが濾
過膜の孔径より小さければ濾過によって滅菌することもできるし、加圧や加熱によって変
質する恐れがなければオートクレーブ処理によって溶液を滅菌しても良い。また、キット
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を希ガスや不燃性の窒素などの不活性ガス中で保存したり、キットを真空状態で保存する
ことですることでキットの性能の劣化を防ぐことができるし、紫外線によるダメージを防
ぐためには収納容器を遮光容器にすると良い。
【００３３】
　本発明では、支持体を標的物質を認識する物質で固定化した後に支持体の一部分に既知
濃度の標的物質を反応させておき、その支持体を用いて未知濃度の標的物質を含むサンプ
ルを標的物質に対する酵素標識抗体とともにインキュベーションし、洗浄工程を経たあと
で基質により発色させ、既知濃度の標的物質を反応させた部分とそれ以外の部分の発色を
比較することによって未知濃度のサンプル中の標的物質濃度を測定することができる。こ
の方法では、サンプル中の標的物質濃度をより正確に知ることができる。既知濃度の標的
物質を反応させる部分は、標的物質を認識する物質で被覆した部分でも良いし、標的物質
を認識する物質で被覆されていない部分でも良いし、その両方でも良いが、つづくインキ
ュベーション工程において、酵素標識抗体と接しなければならないし、さらに、発色工程
にて基質と接しなければならない。
【００３４】
　本発明における酵素免疫学的キット、および本発明におけるインキュベーション工程と
酵素標識抗体を発色させた後の反応産物が水不溶性となる基質によって発色させる発色工
程の２段階の反応工程からなる測定方法によって、疾患を迅速に診断し、患者に対しての
治療方法を短時間で決定することができる。疾患としては、標的物質の増減が原因で発症
するものでも良いし、また標的物質が直接発症には関与しているわけではないが、その疾
患によって標的物質が増減するものでも良い。
【００３５】
　サイトカインが高値であることが問題である疾患では、サイトカイン濃度が５００ｐｇ
／ｍｌ以上である場合に治療を必要とすることが多いことから（週刊医学のあゆみ　２０
０１／１／６　Ｖｏｌ．１９６　Ｎｏ．１）、サンプル中のサイトカイン濃度が５００ｐ
ｇ／ｍｌ以上であるかどうかを知ることが重要である。該測定キットおよび該測定方法を
用いると、５００ｐｇ／ｍｌ以上のサンプル中のサイトカインを検出することができるた
め、高サイトカイン血症を診断することができる。
【００３６】
　例えば、サイトカインが高値であることが知られている疾患としてＳＩＲＳ（全身反応
炎症性症候群；Ｓｙｓｔｅｍｉｃ　Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　Ｒｅｓｐｏｎｓｅ　Ｓｙ
ｎｄｒｏｍｅ）と呼ばれる状態があり、急性の重篤な全身性の炎症反応に対して提案され
ている概念である。体温、心拍数、呼吸数、白血球数のうち２項目以上が異常であったと
きにＳＩＲＳの状態であるとしているが、この状態では炎症性サイトカインの作用によっ
て臓器不全となったり、全身性の炎症反応が進行して死に至ることが報告されている。Ｓ
ＩＲＳを引き起こす原因として、インターロイキン（以下、ＩＬと略す）や腫瘍壊死因子
（ｔｕｍｏｒ　ｎｅｃｒｏｓｉｓ　ｆａｃｔｏｒ；以下、ＴＮＦと略す）やインターフェ
ロン類が知られており、特にＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－６、ＴＮＦ、ＩＬ－８、ＩＦＮ
－γなどといった炎症性サイトカインがＳＩＲＳに深く関わっていると示唆されている。
サイトカインは免疫反応、炎症反応に深く関わる微量生理活性物質で、おもに白血球から
産生され、ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＴＮＦはいずれも急性期反応を引き起こし、肝細胞に一
連の急性期タンパク質を合成、分泌させるほか、内因性発熱物質として作用する。ＩＬ－
２はキラー細胞の誘導や活性化、Ｂ細胞増殖など多様な作用を示す。ＩＬ－８は好中球と
Ｔ細胞を炎症局所に引き寄せる。ＩＦＮ－γはマクロファージを活性化して活性酸素の産
生を促進したりする。
【００３７】
　膵炎患者においても重症度と血中サイトカイン濃度が相関していることが報告されてい
る。その原因として、サイトカインによって活性化された好中球が臓器を破壊し、さらに
その刺激によってサイトカインが誘導される、という悪循環が挙げられている（医歯薬出
版株式会社　別冊医学のあゆみ　サイトカイン－基礎から臨床応用まで）。また、重症急
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性膵炎において血中のＩＬ－６の濃度が高値である場合には臓器不全を合併するなどの重
症化の危険性が高いことが報告されている（「日本救急医学会雑」Ｖｏｌｕｍｅ　１１，
Ｎｕｍｂｅｒ　１０，Ｏｃｔｏｂｅｒ　２０００）。
【００３８】
　血球貪食症候群では、リンパ球系細胞が増殖することにより高サイトカイン血症をきた
している状態にあり、サイトカインによってリンパ球や単球などの貪食能が亢進して血球
を破壊し、重症化すると多臓器不全などを引き起こす場合もある。この疾患の診断は難し
く、また原因や治療法などの研究も途上である。
【００３９】
　ＩＬ－８を腹腔もしくは静脈注射すると、１時間以内に末梢血中の好中球が増加し、皮
下投与や関節腔内投与では投与された局所に大量の好中球ならびにＴリンパ球の動員が観
察される。とくに持続静脈内投与によって肺胞の破壊を引き起こしてａｃｕｔｅ　ｒｅｓ
ｐｉｒａｔｏｒｙ　ｄｉｓｔｒｅｓｓ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ（急性呼吸窮迫症候群；以下、
ＡＲＤＳと略す）様の様相を示したり、関節腔内投与では滑膜破壊が認められるなどの強
い臓器障害作用もある。ｉｎ　ｖｉｖｏにおいても、痛風、慢性関節リウマチ、腎盂腎炎
、喘息、敗血症、ＡＲＤＳ、クローン病、潰瘍性大腸炎等の疾患でＩＬ－８が検出されて
いる。
【００４０】
　その他、血管炎を伴う川崎病、免疫系の疾患である膠原病、スティル病などにも高サイ
トカイン血症が関与しているとされているし、また、切迫早産症例における羊水中のサイ
トカインが早産のマーカーとして有用であるとされている（Ｇｉｎｅｋｏｌ　Ｐｏｌ．　
２００３　Ｏｃｔ；７４（１０）：１３４３－７）。
【００４１】
　さらに、外傷侵襲後、免疫担当細胞の過剰活性によるサイトカインの産生がＳＩＲＳを
誘導し、臓器障害の原因となることが示されている。炎症性サイトカインのｉｎ ｖｉｖ
ｏ投与によりショックが再現され、また受傷後に高サイトカイン血症が持続すると、感染
症の併発率やそれに基づく死亡率と有意に相関することが報告されている。外傷死の５０
％以上は事故直後の不可逆的な神経損傷や大量出血ではなく、それを乗り越えた後の敗血
症や多臓器不全（ＭＯＦ）によるものとされる。熱傷モデルにおいても、外毒素が早期の
Ｔ細胞性反応を増強して致死的なショック様の病体を誘導することが報告されている。こ
れらはＳＩＲＳ病態において免疫応答が亢進されている事実を示すものであり、しかもそ
れが病態の重篤化に関与するという報告である。臨床的にはＡＲＤＳやＴＳＳが該当する
と考えられているが、この場合不全臓器に基本的には感染はなく、あたかも自己免疫疾患
のように活性化された免疫担当細胞によって重要臓器が障害される。
【００４２】
　また、感染に起因した疾患でも高サイトカイン血症となることが知られている。明らか
な感染が認められない場合でも、黄色ブドウ球菌やＡ群β溶血性連鎖球菌などが産生する
スーパー抗原によって免疫系が過剰に活性化され、高サイトカイン血症となる場合があり
、早期の診断が重要である。スーパー抗原が関与している疾患としては、ＴＳＳ、ＮＴＥ
Ｄ、全身エルシニア菌感染症、猩紅熱やＳＴＳＳなどが挙げられ、急性全身性血管炎であ
る川崎病にも、スーパー抗原の関与が示唆されている。これらの疾患では早期の迅速な診
断とその診断に基づく治療の開始により重症化を防ぐことが重要である。特にＳＴＳＳで
は咽頭痛、発熱、消化器症状（食欲不振、嘔気、嘔吐、下痢）、低血圧などの敗血症症状
、筋肉痛の症状から始まるが、症状の進行は急速であり、２４時間以内に軟部組織病変、
循環・呼吸器不全、血液凝固異常、腎・肝症状など多臓器不全を起こす。早期に適切な処
置を施さない場合は、多臓器不全、四肢の壊死、死亡、といった転帰をとる。これら感染
症の原因菌の存在は菌培養によって証明することもできるが、培養には１週間以上かかる
場合が多い。また、Ａ群β溶血性連鎖球菌感染の迅速検出に関してはストレプＡ抗原の測
定方法が特開平６－５０９７３号公報に開示されているが、検出対象はＡ群β溶血性連鎖
球菌に限られ、さらには検体中のスーパー抗原濃度を測定できるものではない。黄色ブド
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ウ球菌感染の迅速検出キットも販売されているが、これらは培養後の菌を対象としている
。
【００４３】
　血中のサイトカイン濃度やスーパー抗原濃度が高値である状態では、迅速に状態を把握
し、問題物質の濃度を急速に低下させることが患者の予後を左右している。また現在、サ
イトカインやスーパー抗原を測定する場合には菌培養やＥＬＩＳＡなどの複雑な手技と時
間を必要としており、極めて短時間で、かつベッドサイドで濃度を測定できる、迅速簡便
な測定方法が望まれている。診断が難渋する場合でもこれら疾患に関連した物質の濃度を
手軽に調べることができれば、病気が見落とされることなく、早期に適切な治療を受ける
ことができるようになる。
【実施例】
【００４４】
　以下に実施例を用いて詳細に説明を加えるが、発明の内容が実施例に限定されるもので
はない。
【００４５】
　実施例１：支持体へのＩＬ－８に対する抗体の固定化、ブロッキングおよび保存処理　
抗ヒトＩＬ－８ポリクローナル抗体が２μｇ／ｍｌとなるようリン酸緩衝食塩水にて調製
し、ポリプロピレン容器に１ｍｌ分注した。これにポリスチレン製支持体（ヌンク社製）
を浸漬し、４℃で１８時間静置することでスティックに抗ＩＬ－８抗体を固定化した。
その後容器中およびスティックに付着している溶液を除去し、牛血清アルブミン（セロロ
ジカル社製）が０．５％添加されたリン酸緩衝食塩水１ｍｌに支持体を浸漬し、室温（２
２℃）で２時間静置することでブロッキング処理を施した。その後容器中およびスティッ
クに付着している溶液を除去し、３０％のサッカロースを含むリン酸緩衝溶液１ｍｌに浸
漬し保存処理を施した。その後容器中および支持体に付着している溶液を除去した。抗ヒ
トＩＬ－８ポリクローナル抗体は、ヒト線維芽細胞由来天然型ＩＬ－８をウサギに皮下投
与して得られた抗血清を、ＩＬ－８固定化カラムを用いたアフィニティー精製したものを
用いた。
【００４６】
  実施例２：インキュベーション工程、水洗工程および発色工程
　ＨＲＰ標識化抗ＩＬ－８モノクローナル抗体が０．５μｇ／mlとなるよう、牛血清アル
ブミン（セロロジカル社製）が０．２５％、Ｔｗｅｅｎ２０（東京化成社製）が０．０５
％添加されているリン酸緩衝食塩水にて調整し、これをポリプロピレン製容器に２５０μ
ｌずつ分注した。ＨＲＰ標識モノクローナル抗体は、工業技術院微生物工業技術研究所に
寄託されている微工研菌寄第１２７１０号　ＥＬ１３９を培養することにより得たモノク
ローナル抗体を、ＨＲＰにて標識化して得た。これに、ヒトＩＬ－８（バイオソース社製
）が、それぞれ４ｎｇ／ｍｌ、２ｎｇ／ｍｌ、１ｎｇ／ｍｌ、０．５ｎｇ／ｍｌ、０．２
５ｎｇ／ｍｌ、０ｎｇ／ｍｌとなるよう調整されたヒト血漿（バイオソース社製ＥＬＩＳ
ＡによってＩＬ－８が検出感度以下の濃度であることを確認済）をそれぞれ別々の容器に
２５０μｌずつ分注した。これに実施例１で作製した支持体を浸漬し、３０分間室温（２
２℃）で静置した。支持体は実施例１の操作後４１日経過していた。このとき、支持体に
おいて、抗ヒトＩＬ－８ポリクローナル抗体を表面に固定化した部分に対するヒト血漿量
の比は６．７ｃｍ2／ｍｌであった。その後、容器中および支持体に付着している溶液を
除去し、蒸留水にて洗浄した。容器に３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジンを含
む基質（プロメガ社製）を１ｍｌ分注し、１５分間室温で静置した。その後、溶液中およ
び支持体に付着している溶液を除去し、蒸留水にて洗浄した。支持体の発色の度合いを目
視およびＬ*ａ*ｂ*表色系にて確認した。Ｌ*値、ａ*値、ｂ*値は、コニカミノルタ社分光
測色計（ＣＭ－２６００ｄ）を使用して測定し、０ｎｇ／ｍｌのＬ*値、ａ*値、ｂ*値と
比較した。図１にＩＬ－８を添加したヒト血漿による支持体の発色を示す写真を示し、表
１にΔＬ*値、Δａ*値、Δｂ*値を示す。
【００４７】
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【表１】

【００４８】
　実施例３：支持体へのＩＬ－６に対する抗体の固定化、ブロッキングおよび保存処理
　抗ヒトＩＬ－６ポリクローナル抗体が２μｇ／ｍｌとなるようリン酸緩衝食塩水にて調
製し、ポリプロピレン容器に１ｍｌ分注した。これにポリスチレン製支持体（ヌンク社製
）を浸漬し、４℃で１８時間静置することでスティックに抗ＩＬ－６抗体を固定化した。
その後容器中およびスティックに付着している溶液を除去し、牛血清アルブミン（セロロ
ジカル社製）が０．５％添加されたリン酸緩衝食塩水１ｍｌに支持体を浸漬し、室温（２
２℃）で２時間静置することでブロッキング処理を施した。その後容器中およびスティッ
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クに付着している溶液を除去し、３０％のサッカロースを含むリン酸緩衝溶液１ｍｌに浸
漬し保存処理を施した。その後容器中および支持体に付着している溶液を除去した。抗ヒ
トＩＬ－６ポリクローナル抗体は、ヒト線維芽細胞由来の天然型ＩＬ－６をヤギに皮下投
与して得られた抗血清を、ＩＬ－６固定化カラムを用いたアフィニティー精製したものを
用いた。
【００４９】
　実施例４：インキュベーション工程、水洗工程および発色工程
　ＨＲＰ標識化抗ＩＬ－６モノクローナル抗体が０．５μｇ／mlとなるよう、牛血清アル
ブミン（セロロジカル社製）が０．２５％、Ｔｗｅｅｎ２０（東京化成社製）が０．０５
％添加されているリン酸緩衝食塩水にて調整し、これをポリプロピレン製容器に２５０μ
ｌずつ分注した。ＨＲＰ標識モノクローナル抗体は、工業技術院微生物工業技術研究所に
寄託されている微工研菌寄第１０７１３号（国際寄託第２８７８号）　ＩＧ６１を培養す
ることにより得たモノクローナル抗体を、ＨＲＰにて標識化して得た。これにヒトＩＬ－
６（バイオソース社製）が、それぞれ５ｎｇ／ｍｌ、２．５ｎｇ／ｍｌ、１ｎｇ／ｍｌ、
０．５ｎｇ／ｍｌ、０．２５ｎｇ／ｍｌ、０ｎｇ／ｍｌとなるよう調整されたヒト血漿（
バイオソース社製ＥＬＩＳＡによってＩＬ－６が検出感度以下の濃度であることを確認済
）をそれぞれ別々の容器に２５０μｌずつ分注した。これに実施例１で作製した支持体を
浸漬し、３０分間室温（２２℃）で静置した。支持体は実施例１の操作後４１日経過して
いた。このとき、支持体において、抗ヒトＩＬ－６ポリクローナル抗体を表面に固定化し
た部分に対するヒト血漿量の比は６．７ｃｍ2／ｍｌであった。その後、容器中および支
持体に付着している溶液を除去し、蒸留水にて洗浄した。容器に３，３’，５，５’－テ
トラメチルベンジジンを含む基質（プロメガ社製）を１ｍｌ分注し、１５分間室温で静置
した。その後、溶液中および支持体に付着している溶液を除去し、蒸留水にて洗浄した。
支持体の発色の度合いを目視およびＬ*ａ*ｂ*表色系にて確認した。Ｌ*値、ａ*値、ｂ*値
は、コニカミノルタ社分光測色計（ＣＭ－２６００ｄ）を使用して測定し、０ｎｇ／ｍｌ
のＬ*値、ａ*値、ｂ*値と比較した。図２に、ＩＬ－６を添加したヒト血漿による支持体
の発色を示す写真を示し、表２にΔＬ*値、Δａ*値、Δｂ*値を示す。
【００５０】
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【表２】

【００５１】
　このようにサイトカインの濃度によって支持体の発色度合いが異なること、およびヒト
サイトカインの濃度とＬ*値、ａ*値、ｂ*値が相関すること、またサンプル中のサイトカ
インの濃度が５００ｐｇ／ｍｌ以上である場合にのみ発色が確認できることが示された。
比較例１：支持体への標的物質に対する抗体の固定化量による発色度合い
実施例１における抗ヒトＩＬ－８ポリクローナル抗体および実施例３における抗ヒトＩＬ
－６ポリクローナル抗体が０．０５μｇ／ｍｌ、２５μｇ／ｍｌとなるよう調製した。後
の操作はサンプルとして、ＩＬ－６、ＩＬ－８がそれぞれ０．５ｎｇ／ｍｌとなるよう調
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整されたヒト血漿（バイオソース社製ＥＬＩＳＡによってＩＬ－６およびＩＬ－８が検出
感度以下の濃度であることを確認済）を用いた他、実施例１～４に従った。
このように、支持体への標的物質に対する抗体の固定化量が少なすぎる場合、および多す
ぎる場合には発色度合いが低下し、サンプル中のサイトカインの濃度が５００ｐｇ／ｍｌ
である発色が確認できなかった。
【００５２】
　比較例２：標的物質に対する酵素標識抗体の濃度による発色度合い
　実施例２におけるＨＲＰ標識化抗ＩＬ－８モノクローナル抗体および実施例＊における
ＨＲＰ標識化抗ＩＬ－６モノクローナル抗体が０．０５μｇ／ｍｌ、２５μｇ／ｍｌとな
るよう調製した。後の操作はサンプルとして、ＩＬ－６、ＩＬ－８がそれぞれ０．５ｎｇ
／ｍｌとなるよう調整されたヒト血漿（バイオソース社製ＥＬＩＳＡによってＩＬ－６お
よびＩＬ－８が検出感度以下の濃度であることを確認済）とサイトカインを含まないヒト
血漿を用いた他、実施例１～４に従った。
このように、標的物質に対する酵素標識抗体の濃度が低すぎる場合にはサンプル中のサイ
トカインの濃度が５００ｐｇ／ｍｌである発色が確認できなかった。また多すぎる場合に
は非特異発色によりサイトカインが含まれていないサンプルでも発色してしまうことを確
認した。
【００５３】
　実施例５：高サイトカイン血症患者血液中のサイトカイン測定
　実施例２において、ヒトＩＬ－８が添加されたヒト血漿の代わりに、サイトカイン濃度
が既知である高サイトカイン患者の血清を使用し、支持体の発色の度合いを確認した。
患者血中サイトカイン濃度は、ＥＬＩＳＡ（バイオソース社製）によって確認した。図３
に患者血清中のＩＬ－８による支持体の発色（Ｌ*ａ*ｂ*表色系による定量）を示す写真
を示し、表３にΔＬ*値、Δａ*値、Δｂ*値を示す。
【００５４】
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【表３】

【００５５】
　このように、実施例２における支持体の発色と比較することにより血中サイトカイン濃
度を測定することができ、高サイトカイン血症を診断することができた。
【図面の簡単な説明】
【００５６】
【図１】ＩＬ－８を添加したヒト血漿による支持体の発色を示す写真。
【図２】ＩＬ－６を添加したヒト血漿による支持体の発色を示す写真。
【図３】患者血清中のＩＬ－８による支持体の発色（Ｌ*ａ*ｂ*表色系による定量）。
【００５７】
　　
【図４】本発明の測定方法の一態様の工程概略図。
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