
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の被測定物質の含有量を測定する免疫反応測定方法であって、
　上記試料と、上記被測定物質に対して特異的に結合する特異結合物質と、フタル酸また
はフタル酸の塩とを含む反応系を構築する工程Ａと、
　上記反応系の光学特性を測定する工程Ｂとを含み、
　上記工程Ａにおいて、上記反応系のｐＨが に設定されており、
　上記被測定物質と上記特異結合物質との組み合わせは、抗原と抗体との組み合わせであ
ることを特徴とする免疫反応測定方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の免疫反応測定方法において、
　上記光学特性は、散乱光強度または透過光量であることを特徴とする免疫反応測定方法
。
【請求項３】
　請求項１または２に記載の免疫反応測定方法において、
　上記工程Ａでは、上記反応系がさらに緩衝剤を含むことを特徴とする免疫反応測定方法
。
【請求項４】
　請求項１から のいずれか１つに記載の免疫反応測定方法において、
　上記工程Ａにおいて、上記反応系におけるフタル酸またはフタル酸の塩の濃度が０．２
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Ｍ以下であることを特徴とする免疫反応測定方法。
【請求項５】
　請求項１から のいずれか１つに記載の免疫反応測定方法において、
　上記フタル酸の塩は、フタル酸水素カリウムであることを特徴とする免疫反応測定方法
。
【請求項６】
　請求項１から のいずれか１つに記載の免疫反応測定方法において、
　反応系がポリエチレングリコールを２～６重量％含むことを特徴とする免疫反応測定方
法。
【請求項７】
　請求項１に記載の免疫反応測定方法において、
　上記被測定物質は、その内部に金属イオンを保持する構造を有する抗原であり、
　上記特異結合物質は、上記金属イオンを保持していない上記抗原に特異的に結合する抗
体であることを特徴とする免疫反応測定方法。
【請求項８】
　請求項 に記載の免疫反応測定方法において、
　上記被測定物質は、ヒトＣ反応性蛋白質であることを特徴とする免疫反応測定方法。
【請求項９】
　請求項１に記載の免疫反応測定方法において、
　上記被測定物質は、その内部に金属イオンを保持する構造を有する抗原であり、
　上記特異結合物質は、ポリクローナル抗体であり、
　上記工程Ａでは、上記反応系がさらに上記金属イオンを含むことを特徴とする免疫反応
測定方法。
【請求項１０】
　請求項 に記載の免疫反応測定方法において、
　上記被測定物質は、ヒトＣ反応性蛋白質であることを特徴とする免疫反応測定方法。
【請求項１１】
　請求項１に記載の免疫反応測定方法において、
　上記被測定物質は抗原であり、
　上記特異結合物質は、上記抗原の複数の結合部位に結合することが可能なモノクローナ
ル抗体であることを特徴とする免疫反応測定方法。
【請求項１２】
　請求項１ に記載の免疫反応測定方法において、
　上記被測定物質は、ヒトＣ反応性蛋白質であることを特徴とする免疫反応測定方法。
【請求項１３】
　試料中の被測定物質の含有量を測定するための免疫反応測定用試薬キットであって、
　上記被測定物質に対して特異的に結合する特異結合物質と、
　フタル酸またはフタル酸の塩とを含み、
　上記試料と、上記特異結合物質と、上記フタル酸または上記フタル酸の塩とを含む反応
系が構築されたときに、上記反応系のｐＨが になるように調整さ
れており、
　上記被測定物質と上記特異結合物質との組み合わせは、抗原と抗体との組み合わせであ
ることを特徴とする免疫反応測定用試薬キット。
【請求項１４】
　請求項１ に記載の免疫反応測定用試薬キットにおいて、
　さらに緩衝剤を含むことを特徴とする免疫反応測定用試薬キット。
【請求項１５】
　請求項１ に記載の免疫反応測定用試薬キットにおいて、
　上記反応系での上記フタル酸または上記フタル酸の塩の濃度が０．２Ｍ以下となるよう
に調製されていることを特徴とする免疫反応測定用試薬キット。

10

20

30

40

50

(2) JP 3871677 B2 2007.1.24

４

５

７

９

１

４．５～５．５の範囲内

３

３または１４



【請求項１６】
　請求項１ から１ のいずれか１つに記載の免疫反応測定用試薬キットにおいて、
　上記フタル酸の塩は、フタル酸水素カリウムであることを特徴とする免疫反応測定用試
薬キット。
【請求項１７】
　請求項１ から１ のいずれか１つに記載の免疫反応測定用試薬キットにおいて、
　ポリエチレングリコールをさらに含み、
　上記反応系での上記ポリエチレングリコールの濃度が２～６重量％の範囲内となるよう
に調製されていることを特徴とする免疫反応測定用試薬キット。
【請求項１８】
　請求項１ に記載の免疫反応測定用試薬キットにおいて、
　上記被測定物質は、その内部に金属イオンを保持する構造を有する抗原であり、
　上記特異結合物質は、金属イオンを保持していない上記抗原に特異的に結合する抗体で
あることを特徴とする免疫反応測定用試薬キット。
【請求項１９】
　請求項 に記載の免疫反応測定用試薬キットにおいて、
　上記抗体は、抗ヒトＣ反応性蛋白質抗体であることを特徴とする免疫反応測定用試薬キ
ット。
【請求項２０】
　請求項１ に記載の免疫反応測定用試薬キットにおいて、
　金属イオンを供給する金属化合物をさらに含み、
　上記被測定物質は、その内部に金属イオンを保持する構造を有する抗原であり、
　上記抗原は、その内部に上記金属イオンを保持する構造を有し、
　上記特異結合物質は、ポリクローナル抗体であることを特徴とする免疫反応測定方法。
【請求項２１】
　請求項２ に記載の免疫反応測定用試薬キットにおいて、
　上記抗体は、抗ヒトＣ反応性蛋白質抗体であることを特徴とする免疫反応測定用試薬キ
ット。
【請求項２２】
　請求項１ に記載の免疫反応測定用試薬キットにおいて、
　上記被測定物質は、抗原であり、
　上記特異結合物質は、上記抗原の複数の結合部位に結合することが可能なモノクローナ
ル抗体であることを特徴とする免疫反応測定方法。
【請求項２３】
　請求項２ に記載の免疫反応測定用試薬キットにおいて、
　上記モノクローナル抗体は、抗ヒトＣ反応性蛋白質抗体であることを特徴とする免疫反
応測定用試薬キット。
【請求項２４】
　請求項１ に記載の免疫反応測定用試薬キットにおいて、
　上記特異結合物質と、上記フタル酸または上記フタル酸の塩とが混合されていることを
特徴とする免疫反応測定用試薬キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【技術分野】
　本発明は、試料中の被測定物質である抗原または抗体の含有量を測定することができる
免疫反応測定方法及びそれに用いる免疫反応測定用試薬キットに関する。
【０００２】
【背景技術】
　医療分野では、様々な疾患の診断及び病状の経過を調べるために、ヒトの体液中に存在
する各疾患に特徴的な蛋白質の含有量を測定することが広く行なわれている。これらの蛋
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白質の含有量測定には、主として、標的とする蛋白質を抗原として特異的に認識する抗体
を用いた反応（抗原抗体反応）を利用した免疫反応測定方法が広く用いられている。現在
では、免疫反応測定方法にも様々な原理を利用したものが開発されている。
【０００３】
　それらの中でも、抗原抗体反応によって生じる抗原抗体複合体の凝集体（以下、凝集複
合体と称する）を検出する、免疫比朧法（以下、比朧法と略す）、免疫比濁法（以下、比
濁法と略す）、スライド凝集法などの測定方法はよく知られたものである。これらの測定
方法は、溶液中に抗原及び抗体が一様に分散された状態で行なうものであるため、「均一
系の免疫反応測定方法」と総称される。
【０００４】
　抗原抗体反応では、凝集複合体の生成により反応系に濁りを生じる。凝集複合体の生成
により反応系に生じる濁りの程度は、抗原の量及び抗体の量に依存する。このことに基づ
いて、比朧法および比濁法は、上述の反応系に生じる濁りの程度を光学的に測定し、その
測定値から抗原の量または抗体の量を算出する方法である。
【０００５】
　比朧法は反応系で散乱された光量に基づいて、比濁法は反応系での散乱により減少した
透過光量に基づいて反応系に生じる濁りの程度を測定する。一般的に、比朧法および比濁
法のいずれの場合にも、同一の反応系で測定することができる。つまり、比朧法または比
濁法のいずれか一方で測定できる反応系は、他の一方でも測定することができる。スライ
ド凝集法は、凝集複合体の生成により、濁りが生じた反応系中の溶液をスライドグラス上
などに採取し、目視などによって、反応系に生じた濁りの程度を判定する方法である。ス
ライド凝集法には、比朧法、比濁法と同一の反応系を用いることができる。
【０００６】
【非特許文献１】
　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏａｎａｌｙｓｉｓ　Ｐａｒｔ　１，Ｒｉｔｃｈｉｅ
編、第６７－１１２頁（１９７８）。
【０００７】
【非特許文献２】
　Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｗｉｌｌｉａｍ　Ｅ．　Ｐａｕｌ編
、（１９８４）（邦訳　基礎免疫学、多田富雄監訳、第７１４－７１６頁（１９８７））
。
【０００８】
【発明の開示】
【０００９】
【発明が解決しようとする課題】
　上記従来の均一系の免疫反応測定方法では、抗原抗体反応を促進させ、微量成分を高感
度に測定するために様々な添加剤を用いることが試みられている。よく知られている例と
しては、ポリエチレングリコール、デキストラン、ポリビニルピロリドンおよびポリ塩化
ビニルなどの水溶性高分子を反応系中に混在させ、抗原抗体反応による凝集複合体の形成
を促進させることによって、反応時間を短縮し、測定値を向上させることによって、測定
感度を高くする方法が挙げられる。上記の水溶性高分子の中でもポリエチレングリコール
が比較的低濃度で、反応時間を短縮し、測定値を向上させる効果が高いことが知られてい
る。特に、平均分子量６，０００のポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を反応系中で２～
６重量％濃度となるように添加する方法が広く用いられている。特に、平均分子量６，０
００のポリエチレングリコールを反応系中で４重量％濃度となるように添加する方法が、
凝集複合体以外の非特異的な混濁が少なく、上記効果が高いとされている。
【００１０】
　水溶性高分子が抗原抗体反応を促進する効果は、一般に水溶性高分子の分子量が大きく
且つ水溶性高分子が高濃度であるほど大きい傾向がある（非特許文献１を参照）。
【００１１】
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　抗原抗体反応の測定を考えた場合、抗原抗体反応の程度（すなわち抗原の濃度）に依存
した信号強度（すなわち測定値）が高い程、良好なＳ／Ｎ比を維持することができ、安定
した測定を行なうことができる。しかし、抗原抗体反応を更に促進し、上記効果を得よう
として、従来通り、水溶性高分子をより高濃度あるいは、高分子量の水溶性高分子を反応
系中に添加した場合、水溶性高分子を溶解した反応系中の溶液の粘性が増大する。このた
め、測定操作上の取り扱いが困難になるという不具合がある。従って、高い信号強度（す
なわち測定値）が得られず、安定した測定を行なうことが困難な場合がある。
【００１２】
　本発明は上記事情に鑑み、容易に測定値の向上が可能で、高い測定感度が得られる免疫
反応測定方法及びそれに用いる免疫反応測定用試薬キットを提供することを目的とする。
【００１３】
【課題を解決するための手段】
　本発明の免疫反応測定方法は、試料中の被測定物質の含有量を測定する免疫反応測定方
法であって、上記試料と、上記被測定物質に対して特異的に結合する特異結合物質と、フ
タル酸またはフタル酸の塩とを含む反応系を構築する工程Ａと、上記反応系の光学特性を
測定する工程Ｂとを含み、上記工程Ａにおいて、上記反応系のｐＨが

に設定されており、上記被測定物質と上記特異結合物質との組み合わせは、抗原と抗
体との組み合わせである。
【００１４】
　本発明の免疫反応測定方法によれば、反応系の光学特性の測定値を向上させることがで
きる。また、本発明において用いるフタル酸またはフタル酸の塩は低分子物質であるため
、反応系の粘性を増大させず、その測定操作上の取り扱いも容易となる。
【００１５】
　上記光学特性は、散乱光強度または透過光量であってもよい。
【００１６】
　上記工程Ａでは、上記反応系がさらに緩衝剤を含む構成としてもよい。
【００１８】
　上記工程Ａにおいて、上記反応系におけるフタル酸またはフタル酸の塩の濃度が０．２
Ｍ以下であることが好ましい。
【００１９】
　上記フタル酸の塩は、フタル酸水素カリウムであることが好ましい。
【００２０】
　反応系がポリエチレングリコールを２～６重量％含む構成としてもよい。
【００２１】
　上記被測定物質は、その内部に金属イオンを保持する構造を有する抗原であり、　上記
特異結合物質は、上記金属イオンを保持していない上記抗原に特異的に結合する抗体であ
る構成としてもよい。
【００２２】
　上記被測定物質は、ヒトＣ反応性蛋白質である構成としてもよい。
【００２３】
　上記被測定物質は、その内部に金属イオンを保持する構造を有する抗原であり、上記特
異結合物質はポリクローナル抗体であり、上記工程Ａでは、上記反応系がさらに上記金属
イオンを含む構成としてもよい。
【００２４】
　上記被測定物質は、ヒトＣ反応性蛋白質である構成としてもよい。
【００２５】
　上記被測定物質は抗原であり、上記特異結合物質は、上記抗原の複数の結合部位に結合
することが可能なモノクローナル抗体である構成としてもよい。
【００２６】
　上記被測定物質は、ヒトＣ反応性蛋白質である構成としてもよい。
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【００２７】
　本発明の免疫反応測定用試薬キットは、試料中の被測定物質の含有量を測定するための
免疫反応測定用試薬キットであって、上記被測定物質に対して特異的に結合する特異結合
物質と、フタル酸またはフタル酸の塩とを含み、上記試料と、上記特異結合物質と、上記
フタル酸または上記フタル酸の塩とを含む反応系が構築されたときに、上記反応系のｐＨ
が になるように調整されており、上記被測定物質と上記特異結合
物質との組み合わせは、抗原と抗体との組み合わせである。
【００２８】
　本発明の免疫反応測定用試薬キットによれば、反応系の光学特性の測定値を向上させる
ことができる。また、本発明において用いるフタル酸またはフタル酸の塩は低分子物質で
あるため、反応系の粘性を増大させず、その測定操作上の取り扱いも容易となる。
【００３０】
　上記反応系での上記フタル酸または上記フタル酸の塩の濃度が０．２Ｍ以下となるよう
に調製されていることが好ましい。
【００３１】
　上記フタル酸の塩は、フタル酸水素カリウムであることが好ましい。
【００３２】
　ポリエチレングリコールをさらに含み、上記反応系での上記ポリエチレングリコールの
濃度が２～６重量％の範囲内となるように調製されていてもよい。
【００３３】
　上記被測定物質は、その内部に金属イオンを保持する構造を有する抗原であり、上記特
異結合物質は、金属イオンを保持していない上記抗原に特異的に結合する抗体である構成
としてもよい。
【００３４】
　上記抗体は、抗ヒトＣ反応性蛋白質抗体であってもよい。
【００３５】
　金属イオンを供給する金属化合物をさらに含み、上記被測定物質は、その内部に金属イ
オンを保持する構造を有する抗原であり、上記抗原は、その内部に上記金属イオンを保持
する構造を有し、上記特異結合物質は、ポリクローナル抗体である構成としてもよい。
【００３６】
　上記抗体は、抗ヒトＣ反応性蛋白質抗体であってもよい。
【００３７】
　上記被測定物質は、抗原であり、上記特異結合物質は、上記抗原の複数の結合部位に結
合することが可能なモノクローナル抗体である構成としてもよい。
【００３８】
　上記モノクローナル抗体は、抗ヒトＣ反応性蛋白質抗体であってもよい。
【００３９】
　上記特異結合物質と、上記フタル酸または上記フタル酸の塩とが混合されていてもよい
。
【００４０】
【発明の効果】
　本発明の免疫反応測定方法及び免疫反応測定用試薬キットによれば、免疫反応の反応系
にフタル酸またはフタル酸の塩を存在させ、反応系のｐＨを酸性に設定したことにより、
抗原抗体の結合による免疫反応の測定値を向上させることができ、また、これにより抗原
過剰領域で生じる地帯現象を緩和することができる。
【００４１】
【発明を実施するための最良の形態】
　上述のように、試料中の被測定物質の含有量を測定する免疫反応測定方法では、被測定
物質を伴う抗原抗体反応を起こし、反応後の反応系の光学特性の測定値から、被測定物質
の量を算出する。
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【００４２】
　本発明者らは、上述の測定の際に、高い測定値が得られる（すなわち、測定感度が高い
）免疫反応測定方法および免疫反応測定用試薬キットを見出した。さらに、本発明者らが
見出したこの免疫反応測定方法および免疫反応測定用試薬キットによれば、抗原過剰領域
で生じる地帯現象（Ｚｏｎｅ　Ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ）を緩和できることも見出した。
【００４３】
　以下に、図１を参照しながら本発明の実施形態を説明する。図１は、本実施形態の免疫
反応測定方法の各工程を表すフローチャートである。なお、本明細書中では、用語「測定
値」は、特に記載がない限り信号強度と同じ意味であるものとする。
【００４４】
　まず、図１に示す工程Ｓｔ１で、被測定物質の含有量を測定しようとする試料と、被測
定物質に対して特異的に結合する特異結合物質と、フタル酸またはフタル酸の塩とを含む
反応系を構築する。このとき、上記反応系のｐＨが７未満に設定しておく。なお、被測定
物質が抗原である場合、特異結合物質は抗体であり、被測定物質が抗体である場合、特異
結合物質は抗原である。
【００４５】
　このことによって、被測定物質が試料中に含まれているときには、被測定物質と特異結
合物質との抗原抗体反応による凝集複合体が生じる。被測定物質が試料中に含まれていな
いときには、被測定物質と特異結合物質との抗原抗体反応による凝集複合体が生じない。
【００４６】
　次に、図１に示す工程Ｓｔ２で、反応系の光学特性を測定する。このとき、上記工程Ｓ
ｔ１で凝集複合体が生じる場合には、上記反応系に濁りが生じ、散乱光強度および透過光
量などに変化が生じる。従って、散乱光強度または透過光量などを測定することによって
、反応系の濁りの程度を見積もることができる。ここで上記反応系から特異結合物質が除
かれているものを基準にしながら、上記反応系の光学的変化量、つまり散乱光強度または
透過光量の変化量を測定することが好ましい。また、反応系から試料が除かれているもの
を基準としてもよい。
【００４７】
　以上の工程を実施することによって、抗原抗体反応によって生じる凝集複合体による反
応系の光学特性の測定値を向上させることができる。従って、本実施形態の免疫反応測定
方法によれば、高い測定感度で被測定物質の量を測定することができる。このような効果
が得られる理由は現段階では不明であるが、本発明者らは以下に述べる理由があると推察
している。この推察を図２を参照しながら説明する。
【００４８】
　フタル酸およびフタル酸の塩は、水溶液中ではいずれもフタル酸またはフタル酸イオン
として存在すると考えられる。フタル酸またはフタル酸イオンはいずれも極性を有し、水
溶液中で水分子を引きつけやすい性質があると考えられる。従って、上記反応系中にフタ
ル酸またはフタル酸の塩を添加することによって、水分子はフタル酸およびフタル酸イオ
ンの周囲に集まると考えられる。このため、図２に示すように、抗体分子の周りに存在す
る水分子が著しく減少し、抗体分子の局所的な存在比率が増大する。従って、抗原と抗体
との衝突が増加し、抗原抗体反応が促進されると考えられる。その結果、凝集複合体の形
成も促進され、反応系の光学特性の測定値が向上するものと考えられる。
【００４９】
　上述のように、従来の水溶性高分子を添加する方法では、測定値を向上させ良好なＳ／
Ｎ比を維持し安定した測定を行なうために、より高濃度あるいは高分子量の水溶性高分子
を添加する必要がある。このため、溶液の粘性を増大させ、その分析操作上の取り扱いが
困難になるという不具合がある。しかしながら、本実施形態において用いるフタル酸また
はフタル酸の塩は低分子物質であるため、溶液の粘性を増大させず、その測定操作上の取
り扱いも容易となる。
【００５０】
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　さらに、本実施形態の免疫反応測定方法によれば、抗原が過剰量存在する場合に生じる
地帯現象（Ｚｏｎｅ　Ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ）を緩和できる。このことを以下に図３を参
照しながら説明する。図３（ａ）および（ｂ）は、均一系の免疫反応測定方法の反応系に
おける抗原および抗体の反応の様子を模式的に示す図である。
【００５１】
　一般に、均一系の免疫反応測定方法では、地帯現象と呼ばれる現象が起こることが知ら
れている。図３（ａ）に示すように、通常、均一系の免疫反応測定方法では、抗体と抗原
とが交互に結合した巨大な分子鎖である凝集複合体が生じる。地帯現象とは、抗原と抗体
とが最大量の凝集複合体を形成する当量域よりも、図３（ｂ）に示すように、抗原が抗体
に対して過剰に存在する場合に、凝集複合体が生じ難くなる現象のことである。多価抗体
と２価以上の抗原との間の結合反応は、Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇｅｒらの格子説が有名であ
り、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｗｉｌｌｉａｍ　Ｅ．　Ｐａｕｌ
編、（１９８４）（邦訳　基礎免疫学、多田富雄監訳、第７１４－７１６頁（１９８７）
、非特許文献２）にその詳細が記載されている。
【００５２】
　地帯現象が起こらない抗体および抗原の濃度領域では、図３（ａ）に示すように、抗体
と抗原とが交互に結合した巨大な分子鎖である凝集複合体が生じる。このとき抗体濃度を
一定とすると、この凝集複合体の量および大きさは、抗原濃度に依存して増加する。この
ため、この凝集複合体の量や大きさを光学的な変化量として測定することによって、抗原
濃度を定量的に測定することができる。また、凝集複合体は、抗体及び抗原の濃度によっ
ては、溶液中の濁りや凝集物として肉眼でも十分に確認が可能なものとなるため、目視な
どにより定性的な判定を行なうこともできる。
【００５３】
　しかしながら、実際の均一系の免疫反応測定方法においては、抗体を用いて抗原濃度を
測定することが多い。また、抗原濃度が低い場合よりも高い場合に、測定値が重要な意味
を持つことが多い。ところが、抗原が抗体に比べて過剰に存在する場合、図３（ｂ）に示
すように、抗体の結合部位が抗原により飽和された抗体の量が増加し、凝集複合体が生じ
難くなる。従って、抗原抗体反応の結果を、抗原が低濃度の場合と抗原が過剰の場合との
間で区別することが困難になる。このため、抗原濃度に依存した正しい定量および判定が
行なえないおそれがある、あるいは、抗原濃度に依存した正しい定量および判定を行なう
ためには、測定濃度範囲が制限されるといった不具合が生じる。このように、抗原が過剰
に存在することによって生じる地帯現象は、均一系の免疫反応測定方法での不具合の一因
となることが多い。
【００５４】
　しかし、本実施形態の免疫反応測定方法によれば、抗原が抗体に比べて過剰に存在する
場合に生じる地帯現象を緩和できる。これは、上述のように、上記反応系中にフタル酸ま
たはフタル酸の塩を添加することによって、凝集複合体の形成が促進されるからである。
【００５５】
　また、本実施形態の免疫反応測定方法によれば、地帯現象が緩和されることによって、
被測定物質の高濃度での測定値の落ちこみが軽減される。このため、被測定物質の含有量
を正確に測定できる測定濃度範囲を広げることができる。
【００５６】
　次に、各工程について詳細に説明する。
【００５７】
　工程Ｓｔ１では、上述のように、被測定物質と、被測定物質に対して特異的に結合する
特異結合物質と、フタル酸またはフタル酸の塩とを含む反応系を構築する。このとき、反
応系にフタル酸およびフタル酸の塩の両方が含まれていてもよい。勿論、反応系にフタル
酸またはフタル酸の塩のいずれか一方がまれていてもよい。
【００５８】
　また、工程Ｓｔ１では、反応系に含まれるフタル酸またはフタル酸の塩によって緩衝能
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が与えられ、反応系のｐＨが７未満に設定されることが好ましい。このことによって、反
応系のｐＨを７未満に設定するために他の緩衝剤を添加することなく、上述した測定値向
上の効果および地帯現象の緩和効果を効率的に発揮させることができる。なお、フタル酸
またはフタル酸の塩により反応系に緩衝能が与えられるようにするためには、フタル酸ま
たはフタル酸の塩の濃度が０．０１Ｍ以上であることが好ましい。
【００５９】
　本実施形態の免疫反応測定方法において、工程Ｓｔ１で反応系のｐＨが４．５～５．５
の範囲内であることが好ましく、４．５～５．３の範囲内であることがより好ましく、４
．５～５．０の範囲内であることがさらに好ましい。上記ｐＨ範囲では、上述の測定値向
上効果が高くなり、また、地帯現象の緩和効果も高くなる。特に、反応系のｐＨが４．５
に調整されていることが最も好ましい。
【００６０】
　本実施形態の免疫反応測定方法において、工程Ｓｔ１での反応系におけるフタル酸また
はフタル酸の塩の濃度は、０．２Ｍ以下であることが好ましい。このことによって、上述
の測定値向上効果がより高くなり、また、地帯現象の緩和効果もより高くなる。これらの
効果をさらに高くするためには、反応系におけるフタル酸またはフタル酸の塩の濃度を０
．１Ｍ以下とすることがより好ましく、特に上記効果を顕著に高くするためには、反応系
におけるフタル酸またはフタル酸の塩の濃度をほぼ０．１Ｍとすることがさらに好ましい
。
【００６１】
　また、工程Ｓｔ１において、反応系にさらに別の緩衝剤を添加してもよい。本実施形態
の免疫反応測定方法で用いることが可能な緩衝剤は、当該分野で公知のものである。例え
ば、リン酸二水素一ナトリウム、リン酸水素二ナトリウムなどからなるリン酸系の緩衝剤
、酢酸ナトリウム、カコジル酸ナトリウム、２－（Ｎ－モルホリノ）エタンスルホン酸、
コハク酸などが挙げられる。緩衝剤を添加する場合、反応系に含まれるべき緩衝剤の量は
、用いる緩衝剤の種類、被測定対象物を含む試料（検体）の量、及び反応系に対する被測
定物質である抗原または抗体に対する抗体または抗原の供給方法などに応じて、適宜調整
すればよい。
【００６２】
　本実施形態の免疫反応測定方法で用いられるフタル酸またはフタル酸の塩としては、フ
タル酸、無水フタル酸、フタル酸水素カリウム、フタル酸カリウム、フタル酸二ナトリウ
ム、フタル酸アンモニウム、フタル酸銅（ＩＩ）などが挙げられる。これらはいずれも市
販されているものであり、容易に入手できる。これらを単独または組み合わせて使用する
こともできる。これらの中でも、本実施形態の免疫反応測定方法及び免疫反応測定用試薬
キットで用いられるフタル酸の塩としては、水に対する溶解性が高く、また溶解時の水溶
液のｐＨが４．０付近であるという観点から、フタル酸水素カリウムが特に好ましい。
【００６３】
　なお、フタル酸には、ｏ－フタル酸、ｍ－フタル酸およびｐ－フタル酸（テレフタル酸
）の異性体がある。本実施形態では、ｏ－フタル酸、ｍ－フタル酸およびｐ－フタル酸の
混合物を用いてもよい。また、水に対する溶解性が高いｏ－フタル酸を単独で用いること
が最も好ましい。なお、フタル酸の塩を用いる場合もフタル酸と同様に、ｏ－フタル酸、
ｍ－フタル酸およびｐ－フタル酸の塩の混合物を用いてもよい。また、水に対する溶解性
が高いｏ－フタル酸の塩を単独で用いることが最も好ましい。
【００６４】
　また、本実施形態の免疫反応測定方法の反応系には、その用途などに応じて、上述の効
果が得られる範囲で、当該分野で公知である他の任意の成分が付加され得る。例えば、比
朧法、比濁法、スライド凝集法などの均一系の免疫反応測定法に適用する場合には、本発
明の免疫反応測定方法の反応系にポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を付加し得る。その
含有量は、非特異的凝集が少なく、測定感度向上の効果が高いという観点から、本実施形
態においては、上記の反応系に対して２～６重量％濃度であることが好ましく、４重量％
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濃度であることがさらに好ましい。
【００６５】
　また、抗原または抗体のそれぞれの自己凝集による非特異的混濁を低減するために、本
実施形態の反応系にトゥイーン２０、オクチルグルコシド、ラウリル硫酸ナトリウム（Ｓ
ＤＳ）、スクロースモノラウレート、ＣＨＡＰＳなどの界面活性剤を付加し得る。その含
有量は、抗原抗体反応の阻害が少ないという観点から、本実施形態においては、反応系に
対して０．３％（ｗ／ｖ）以下であることが好ましく、０．１％（ｗ／ｖ）以下であるこ
とがさらに好ましい。
【００６６】
　本実施形態の免疫反応測定方法の工程Ｓｔ２において、反応系の光学特性を測定するた
めに適用される測定方法は特に限定されない。特に、地帯現象が起こりうる比朧法、比濁
法、スライド凝集法などの均一系の免疫反応測定方法を用いれば、より高い効果が期待で
きる。また、自動測定機器による測定が普及している比朧法または比濁法を適用した場合
、地帯現象の判定に要する工程を削減あるいは簡略化できるため特に好ましい。
【００６７】
　本実施形態の免疫反応測定方法において、抗原－抗体複合体が凝集複合体であることが
好ましい。また、工程Ｂにおいて、凝集複合体に起因する光学的変化量を測定することに
より、前記凝集複合体を検出することが好ましく、光学的変化量が、散乱光強度または透
過光量の変化量であることがさらに好ましい。
【００６８】
　本実施形態の免疫反応測定方法は、代表的には、以下のようにして行なうことができる
。フタル酸またはフタル酸の塩を、反応系のｐＨを酸性に、好ましくは、ｐＨが４．５～
５．５に、より好ましくはｐＨが４．５に保たれるように緩衝剤が含まれた緩衝液に付加
する。このとき、フタル酸またはフタル酸の塩の濃度は、抗原抗体反応時の濃度が０．２
Ｍ以下、好ましくは０．１Ｍ以下、特に好ましくは０．１Ｍの濃度になるように付加する
。なお、フタル酸またはフタル酸の塩が緩衝剤を兼ねていてもよい。被測定物質の含有量
を測定したい試料（検体）と、特異結合物質を含有する溶液とを上記緩衝液に順次添加お
よび混合することにより反応系を構築し、試料を基準として反応系の光学的変化量を測定
する。
【００６９】
　なお、フタル酸またはフタル酸の塩を添加する方法、反応系のｐＨを酸性に保つために
緩衝剤を添加する方法、及び反応系のｐＨを調整する方法は上記に限定されない。例えば
、特異結合物質を含有する溶液中に、あらかじめ上記要件を満たすように、フタル酸また
はフタル酸の塩を混合しておいてもよく、さらに緩衝剤を混合しておいてもよい。
【００７０】
　次に、本実施形態の免疫反応測定方法で用いる免疫反応測定用試薬キットを説明する。
【００７１】
　本実施形態の免疫反応測定用試薬キットは、被測定物質に対して特異的に結合する特異
結合物質と、フタル酸またはフタル酸の塩と、被測定物質と、特異結合物質と、フタル酸
またはフタル酸の塩とを含む反応系のｐＨを７未満に設定するための緩衝剤とを含むよう
に調製されている。被測定物質と上記特異結合物質との組み合わせは、抗原と抗体との組
み合わせである。
【００７２】
　本実施形態の免疫反応測定用試薬キットを、被測定物質の含有量を測定しようとする試
料に添加することによって、図１に示す工程Ｓｔ１で、被測定物質の含有量を測定しよう
とする試料と、被測定物質に対して特異的に結合する特異結合物質と、フタル酸またはフ
タル酸の塩とを含む反応系を構築することができる。被測定物質が試料中に含まれている
ときには、被測定物質と特異結合物質との抗原抗体反応による凝集複合体が生じる。被測
定物質が試料中に含まれていないときには、被測定物質と特異結合物質との抗原抗体反応
による凝集複合体が生じない。
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【００７３】
　従って、本実施形態の免疫反応測定用試薬キットを用いて図１に示す各工程を実施する
ことによって、抗原抗体反応によって生じる凝集複合体による反応系の光学特性の測定値
を向上させることができる。つまり、本実施形態の免疫反応測定用試薬キットによれば、
高い測定感度で被測定物質の量を測定することができる。さらに本実施形態において用い
るフタル酸またはフタル酸の塩は低分子物質であるため、溶液の粘性を増大させず、その
測定操作上の取り扱いも容易となる。
【００７４】
　また、抗原が抗体に比べて過剰に存在する場合に生じる地帯現象も緩和できる。さらに
、地帯現象が緩和されることによって、被測定物質の高濃度での測定値の落ちこみが軽減
される。このため、被測定物質の含有量を正確に測定できる測定濃度範囲を広げることが
できる。
【００７５】
　ここで、本実施形態の免疫反応測定用試薬キットは、フタル酸とフタル酸の塩の両方を
含んでいてもよい。また、フタル酸またはフタル酸の塩によって緩衝能が与えられ、上記
工程Ｓｔ１の反応系のｐＨが７未満になるように調製されていることが好ましい。つまり
、フタル酸またはフタル酸の塩が緩衝剤としても機能することが好ましい。
【００７６】
　また、本実施形態の免疫反応測定用試薬キットは、さらに別の緩衝剤を含んでいてもよ
い。このとき緩衝剤としては、当該分野で公知のものを用いることができる。例えば、リ
ン酸二水素一ナトリウム、リン酸水素二ナトリウムなどのリン酸塩からなるリン酸系の緩
衝剤、酢酸ナトリウム、カコジル酸ナトリウム、２－（Ｎ－モルホリノ）エタンスルホン
酸、コハク酸などが挙げられる。この場合、緩衝剤の量は、用いる緩衝剤の種類、被測定
対象物を含む試料（検体）の量、及び反応系に対する被測定物質である抗原または抗体に
対する抗体または抗原の供給方法などに応じて、適宜調整すればよい。
【００７７】
　また、本実施形態の免疫反応測定用試薬キットは、上記工程Ｓｔ１で反応系のｐＨが４
．５～５．５の範囲内になるように調製されていることが好ましく、４．５～５．３の範
囲内になるように調製されていることがより好ましく、４．５～５．０の範囲内になるよ
うに調製されていることがさらに好ましい。上記ｐＨ範囲では、上述の測定値向上効果が
高くなり、また、地帯現象の緩和効果も高くなるからである。特に、反応系のｐＨがほぼ
４．５になるように調整されていることが好ましい。
【００７８】
　本実施形態の免疫反応測定用試薬キットは、工程Ｓｔ１での反応系におけるフタル酸ま
たはフタル酸の塩の濃度が０．２Ｍ以下となるように調製されていることが好ましい。こ
のことによって、上述の測定値向上効果がより高くなり、また、地帯現象の緩和効果もよ
り高くなる。これらの効果をさらに高くするためには、反応系におけるフタル酸またはフ
タル酸の塩の濃度が０．１Ｍ以下となるように調製されていることがより好ましく、特に
上記効果を顕著に高くするためには、反応系におけるフタル酸またはフタル酸の塩の濃度
がほぼ０．１Ｍとなるように調製されていることがさらに好ましい。
【００７９】
　本実施形態の測定用試薬キットに含まれるフタル酸またはフタル酸の塩としては、フタ
ル酸、無水フタル酸、フタル酸水素カリウム、フタル酸カリウム、フタル酸二ナトリウム
、フタル酸アンモニウム、フタル酸銅（ＩＩ）などが挙げられる。これらはいずれも市販
されているものであり、容易に入手できる。これらを単独または組み合わせて使用するこ
ともできる。これらの中でも、本実施形態の免疫反応測定方法及び免疫反応測定用試薬キ
ットで用いられるフタル酸の塩としては、水に対する溶解性が高く、また溶解時の水溶液
のｐＨが４．０付近であるという観点から、フタル酸水素カリウムが特に好ましい。
【００８０】
　なお、フタル酸には、ｏ－フタル酸、ｍ－フタル酸およびｐ－フタル酸（テレフタル酸
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）の異性体がある。本実施形態では、ｏ－フタル酸、ｍ－フタル酸およびｐ－フタル酸の
混合物を用いてもよい。また、水に対する溶解性が高いｏ－フタル酸を単独で用いること
が最も好ましい。なお、フタル酸の塩を用いる場合もフタル酸と同様に、ｏ－フタル酸、
ｍ－フタル酸およびｐ－フタル酸の塩の混合物を用いてもよい。また、水に対する溶解性
が高いｏ－フタル酸の塩を単独で用いることが最も好ましい。
【００８１】
　また、本実施形態の免疫反応測定用試薬キットには、その用途などに応じて、上述の効
果が得られる範囲で、当該分野で公知である他の任意の成分が付加され得る。例えば、比
朧法、比濁法、スライド凝集法などの均一系の免疫反応測定法に適用する場合には、本実
施形態の免疫反応測定用試薬キットにポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を付加し得る。
その付加される量は、非特異的凝集が少なく、測定感度向上の効果が高いという観点から
、本実施形態では、上記の反応系において２～６重量％濃度となる量であることが好まし
く、４重量％濃度となる量であることがさらに好ましい。
【００８２】
　また、抗原または抗体の自己凝集による非特異的混濁を低減するために、本実施形態の
免疫反応測定用試薬キットにトゥイーン２０、オクチルグルコシド、ラウリル硫酸ナトリ
ウム（ＳＤＳ）、スクロースモノラウレート、ＣＨＡＰＳなどの界面活性剤を付加しても
よい。なお、本実施形態の免疫反応測定用試薬キットにおいて、それらが付加される量は
、抗原抗体反応の阻害が少ないという観点から、反応系の０．３％（ｗ／ｖ）以下である
ことが好ましく、０．１％（ｗ／ｖ）以下であることがさらに好ましい。
【００８３】
　本実施形態の免疫反応測定用試薬キットが適用される測定系は特に限定されない。特に
、地帯現象が起こりうる比朧法、比濁法、スライド凝集法などの均一系の免疫反応測定方
法を用いれば、より高い効果が期待できる。また、自動測定機器による測定が普及してい
る比朧法または比濁法と同様の測定方法を適用した場合、地帯現象の判定に要する工程を
削減あるいは簡略化できるため特に好ましい。
【００８４】
　本実施形態の免疫反応測定用試薬キットは、代表的には、以下のようにして作製するこ
とができる。
【００８５】
　被測定物質（ここでは抗原とする）に特異的に結合する特異結合物質（ここでは抗体と
する）を含む溶液と、フタル酸またはフタル酸の塩を含む溶液とをそれぞれ別に調製する
場合は、次のようになる。
【００８６】
　フタル酸またはフタル酸の塩を含む溶液は、反応系のｐＨが７未満に保たれるように緩
衝剤を用いて調製する。特に、ｐＨが４．５～５．５の範囲内になるように調製されてい
ることが好ましく、４．５～５．３の範囲内になるように調製されていることがより好ま
しく、４．５～５．０の範囲内になるように調製されていることがさらに好ましい。特に
、反応系のｐＨが４．５になるように調整されていることが最も好ましい。また、フタル
酸またはフタル酸の反応系での濃度が０．２Ｍ以下、好ましくは０．１Ｍ以下、特に好ま
しくはほぼ０．１Ｍの濃度になるように、フタル酸またはフタル酸の塩および緩衝剤の量
を調整し、これらを純水に溶解することにより作製する。
【００８７】
　なお、上記要件が満たされるのであれば、緩衝剤、フタル酸またはフタル酸の塩を、そ
れぞれ別々の溶液中に溶解して調製してもよい。また、上記ｐＨ範囲を満たすのであれば
、緩衝剤を添加せずにフタル酸またはフタル酸の塩が緩衝剤を兼ねる溶液としてもよい。
【００８８】
　特異結合物質を含む溶液は、上述のフタル酸またはフタル酸の塩を含む溶液と混合した
ときに、反応系が上記要件を満たすのであれば、任意の組成であってよい。
【００８９】
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　また、特異結合物質と、上記フタル酸または上記フタル酸の塩とを予め混合しておいて
もよい。その場合は、上記で示した要件を満たすように、調製したフタル酸またはフタル
酸の塩を含む溶液で、特異結合物質を含む溶液を、透析あるいはゲルろ過して低分子成分
を置換すればよい。
【００９０】
　本実施形態の免疫反応測定方法及び免疫反応測定用試薬キットの被測定物質である抗原
または抗体は、特に限定されず、一般に抗原抗体反応を利用して測定できる物質であれば
いずれでもよい。例えば、蛋白質、核酸、脂質、細菌、ウィルス、ハプテンなどが挙げら
れる。この中で、蛋白質は抗原抗体反応を用いた臨床検査上の主たる測定対象であるため
、被測定物質が蛋白質である場合、本実施形態の免疫反応測定方法及び免疫反応測定用試
薬キットは非常に適している。蛋白質として例えば、ＬＨ（黄体形成ホルモン）、ＦＳＨ
（卵胞刺激ホルモン）、ｈＣＧ（絨毛性性腺刺激ホルモン）などのホルモンや、各種免疫
グロブリンクラスやサブクラス、補体成分、各種感染症のマーカー、ＣＲＰ、アルブミン
、リウマチ因子、血液型抗原などが挙げられる。この中で、被測定物質としてヒトアルブ
ミンまたはヒトＣ反応性蛋白質（以下、ヒトＣＲＰと略す）を測定する必要がある場合、
特に本実施形態の免疫反応測定方法及び免疫反応測定用試薬キット好適に利用することが
できる。
【００９１】
　フタル酸及びフタル酸の塩はキレート作用を持っており、反応系に存在するＣａ 2 +やＦ
ｅ 3 +などの二価及び三価の金属イオンを効率的に奪う性質がある。このため、抗原がその
内部に金属イオンを保持する構造を有している場合、抗原に特異的に結合する抗体は、金
属イオンが脱離した状態の抗原にも特異的に結合することが好ましい。このようにすると
、抗原が、金属イオンの脱離により分子構造に変化を生じる物質であっても、測定を行な
うことができる。
【００９２】
　また、抗原がその内部に金属イオンを保持する構造を有し、金属イオンの脱離により抗
原の分子構造に変化が生じる場合、抗原が保持している金属イオンと同じ金属イオンを反
応系に添加し、反応系に上記金属イオンが存在するようにしてもよい。このことによって
、反応系において金属イオンの脱離による抗原の分子構造の変化が抑制され、抗原に抗体
が結合可能となり、測定を行なうことができる。
【００９３】
　このとき、添加する金属イオンの量は、使用するフタル酸またはフタル酸の塩のキレー
ト能、その濃度、抗原が持つ金属イオンの保持能などに基づき設定すればよい。
【００９４】
　金属イオンを保持することが可能な分子構造を有する抗原としては、ＣＲＰが挙げられ
る。ＣＲＰは、Ｃａ 2 +の有無によって構造変化を生じる。このため、例えば、本実施形態
の免疫反応測定方法及び免疫反応測定用試薬キットで用いる抗原がヒトＣＲＰであり、抗
体としてＣａ 2 +を未保持のヒトＣＲＰに結合しない抗体を含むヤギ抗ヒトＣＲＰポリクロ
ーナル抗体を、さらに、フタル酸またはフタル酸の塩としてフタル酸を用いた場合には、
０．０２Ｍのフタル酸に対して、０．０２ＭのＣａ 2 +を反応系に添加することが好ましい
。
【００９５】
　また、抗原が、少なくとも１種類の抗体に対して複数の結合部位を持つ物質である場合
、抗体は抗原の複数の結合部位に結合するモノクローナル抗体であることが好ましい。モ
ノクローナル抗体は、ハイブリドーマ細胞株により産生される。ハイブリドーマ細胞株は
、抗体を産生するＢ細胞と骨髄腫瘍細胞（ミエローマ細胞）を細胞融合することにより得
られた抗体産生能と強い増殖能を併せ持つ融合細胞集団より一つの細胞のみを分離し、増
殖させることによって確立されるものである。このため、産生される抗体の性状は同じで
ある。また、ハイブリドーマ細胞株は増殖能が強く、凍結保存が可能であるため、適切な
管理をしていれば尽きることがなく、ハイブリドーマ細胞株を培養液あるいは腹腔中で培
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養し、精製することにより、永久に同じ性状の抗体を得続けることができる。
【００９６】
　一方、ポリクローナル抗体は、動物に抗原を投与し、血液中に抗原に結合する抗体を多
量に出現させ、この血液の全部あるいは一部を採取し、精製することにより得られる。こ
のため、その性質は動物の個体差、生育環境、状態などに依存する。従って、同一性状の
抗体を得続けることが困難である。
【００９７】
　つまり、モノクローナル抗体を使用することにより、常に同じ性状の抗体を使用するこ
とが可能となり、試薬としての抗体の供給が安定する。その結果、本実施形態の免疫反応
測定方法及び免疫反応測定用試薬キットによる免疫反応測定結果の安定化を図ることがで
きる。
【００９８】
　本実施形態の免疫反応測定方法及び免疫反応測定用試薬キットに用いられる抗体は特に
限定されず、抗原と特異結合するものであれば、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＥ、ＩｇＡ、Ｉｇ
Ｄのいずれのクラスの抗体であってもよい。この中でも、ＩｇＧ抗体が好ましい。これは
、ＩｇＧ抗体が非特異的な反応を生じにくい性質があり、また比較的市販されているもの
も多いため入手も容易だからである。また、抗体の由来動物種も、特に限定されないが、
ウサギ、ヤギ、マウス由来の抗体が比較的入手も容易であり、使用例も多いため好ましい
。
【００９９】
【実施例】
　以下、本発明の実施例を説明するが、本発明はこれらに限定されるものではない。
【０１００】
　（実施例１）
　以下で、ヒトアルブミンを被測定物質とした場合の免疫反応測定用試薬キットの構成方
法を示す。本実施例では、スライド凝集法、比濁法及び比朧法による測定に使用すること
が可能な、抗体溶液及びフタル酸またはフタル酸の塩を含む緩衝液からなる免疫反応測定
用試薬キットの作製方法について述べる。
【０１０１】
　以下に示した緩衝液などの調製には、Ｍｉｌｌｉ－Ｑ　ＳＰ　ＴＯＣ（Ｍｉｌｌｉｐｏ
ｒｅ製）でろ過した純水を使用した。また、以下で特に記載の無い塩、緩衝剤などの試薬
は、いずれも和光純薬工業製のものを入手し、ポリエチレングリコール６，０００、ｔｒ
ａｎｓ－アコニット酸は１級試薬を、それ以外のものは特級試薬を使用した。
【０１０２】
　まず、抗体溶液の調製を行なった。ウサギ抗ヒトアルブミンポリクローナル抗体は、ヒ
トアルブミン（和光純薬工業製）を免疫したウサギより採取した抗血清より、プロテイン
Ａカラムクロマトグラフィーを用いて精製した。カラムに充填したプロテインＡ固定化ゲ
ルは、アマシャム・ファルマシア製のものを使用した。精製に用いた平衡化緩衝液には、
１．５Ｍグリシン、３．０Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ８．９の組成のものを使用し、溶出緩衝液
には、０．１Ｍクエン酸、ｐＨ４．０の組成のものを使用した。
【０１０３】
　精製は次のようにして行なった。カラムに充填したゲル容量の５倍の平衡化緩衝液を流
してカラムを平衡化した後、カラム全結合容量の１０～２０％の抗体を含む抗血清を平衡
化緩衝液で容量を２倍に希釈してカラムに流し、血清中の抗体をプロテインＡに結合させ
た。続いて、平衡化緩衝液をプロテインＡに吸着しない血清成分がカラムより出てこなく
なるまで流し、カラムを洗浄した。続いて、カラムに溶出緩衝液を流し、プロテインＡに
結合した抗体を溶出した。溶出した抗体分画を分画分子量１万の透析チューブに入れ、約
１００倍容量の０．０５Ｍ　３－（Ｎ－モルホリノ）プロパンスルホン酸（Ｄｏｊｉｎ製
、以下モプスと略称する）、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、０．０４重量％　ＮａＮ 3、ｐＨ７
．４の組成の緩衝液で数回透析して、緩衝液成分を置換した。続いて、抗体濃度を２８０
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ｎｍの吸光度測定により推定し、透析で用いたものと同じ緩衝液で調整して抗体濃度を３
．０ｍｇ／ｍｌとし、これを抗体溶液とした。なお抗体濃度は、特にこれに限定されるも
のではない。作製した抗体溶液は室温でも保存することができるが、抗体の変性防止の点
からは、より低温保存が好ましく、４℃で保存することがより好ましい。
【０１０４】
　フタル酸またはフタル酸の塩を含む緩衝液の調製は次のようにして行なった。なお、フ
タル酸またはフタル酸の塩として、それぞれフタル酸およびフタル酸水素カリウムを使用
し、各物質による緩衝液をそれぞれ構成した。
【０１０５】
　フタル酸水素カリウムを用いた緩衝液の構成方法は次のように行なった。最終濃度で、
フタル酸水素カリウムを０．０５Ｍ、ポリエチレングリコール６，０００を４重量％にな
るように計量し、それぞれを調製目的体積の約９０％の純水に溶解した。これにＮａＯＨ
水溶液を添加してｐＨを４．５に調整し、純水で調製目的体積に調整した。作製した緩衝
液は室温保存した。
【０１０６】
　フタル酸を用いた緩衝液の構成方法は次のように行なった。最終濃度で、フタル酸を０
．０３Ｍ、ポリエチレングリコール６，０００を４重量％になるように計量し、それぞれ
を調製目的体積の約９０％の純水に溶解した。これにＮａＯＨ水溶液を添加してｐＨを４
．５に調整し、純水で調製目的体積に調整した。作製した緩衝液は室温保存した。
【０１０７】
　以上のように構成したフタル酸またはフタル酸の塩を含む緩衝液の少なくとも一方を抗
体溶液と組み合わせることにより、免疫反応測定用試薬キットを構成することができる。
【０１０８】
　（実施例２）
　次に、ヒトＣＲＰを被測定物質とした場合の免疫反応測定用試薬キットの構成方法を示
す。ヒトＣＲＰは、同一の構造を持つ５個のサブユニットからなる構造を持つため、１種
類の抗体に対して複数の結合部位を持つ物質である。このため、１種類の抗ＣＲＰモノク
ローナル抗体を使用することによっても、均一系の免疫反応測定に使用される免疫反応測
定用試薬キットを作製することができる。モノクローナル抗体の種類は２種類以上であっ
てもよい。
【０１０９】
　このため本実施例では、ポリクローナル抗体溶液とモノクローナル抗体溶液をそれぞれ
用いた２種類の抗体溶液と、フタル酸またはフタル酸の塩を含む緩衝液とからなる免疫反
応測定用試薬キットを作製した。
【０１１０】
　まず、ポリクローナル抗体溶液の調製方法を示す。
【０１１１】
　ヤギ抗ヒトＣＲＰポリクローナル抗体を、ヒトＣＲＰを免疫したヤギより採取した抗血
清から、プロテインＧカラムクロマトグラフィーを用いて精製した。カラムに充填したプ
ロテインＧ固定化ゲルには、アマシャム・ファルマシア製のものを使用した。精製に用い
た平衡化緩衝液には、０．０２Ｍ　Ｎａ 2ＨＰＯ 4－ＮａＨ 2ＰＯ 4、ｐＨ７．０の組成のも
のを使用し、溶出緩衝液には、０．１Ｍグリシン、ｐＨ２．７の組成のものを使用した。
カラムクロマトグラフィーによる精製法、透析による緩衝液の置換方法については、実施
例１と同様の方法を用いた。続いて、抗体濃度を２８０ｎｍの吸光度測定により推定し、
透析で用いたものと同じ緩衝液で調整して抗体濃度を１．０ｍｇ／ｍｌとし、これをポリ
クローナル抗体溶液とした。
【０１１２】
　ヒトＣＲＰはＣａ 2 +の保持の有無によって構造変化を生じる。このため、免疫反応測定
用試薬キットを構成する抗体溶液にＣａ 2 +を未保持のヒトＣＲＰに対して結合しない抗体
が含まれる場合、フタル酸またはフタル酸の塩によるキレート作用により、Ｃａ 2 +を未保
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持のヒトＣＲＰが増加し、抗原抗体反応の反応率の低下が生じる可能性がある。ここでは
、ポリクローナル抗体溶液を調製したため、Ｃａ 2 +を未保持のヒトＣＲＰに対して結合し
ない抗体がポリクローナル抗体溶液に含まれる。従って、以下に示すフタル酸またはフタ
ル酸の塩を含む緩衝液の調製では、ヒトＣＲＰの構造を保つために、緩衝液にＣａ 2 +を添
加した。
【０１１３】
　具体的には、フタル酸またはフタル酸の塩を含む緩衝液の調製を次のように行なった。
なお、フタル酸またはフタル酸の塩として、本実施例ではフタル酸を使用した。
【０１１４】
　最終濃度で、フタル酸を０．０２Ｍ、ＣａＣｌ 2を０．０２Ｍ、ポリエチレングリコー
ル６，０００を４重量％になるように計量し、それぞれを調製目的体積の約９０％の純水
に溶解した。得られた溶液にＮａＯＨ水溶液を添加してｐＨを４．５に調整し、純水で目
的体積に調整することにより緩衝液を得た。得られた緩衝液を室温保存した。
【０１１５】
　次に、モノクローナル抗体溶液の調製方法を示す。
【０１１６】
　モノクローナル抗体としては、反応系へのキレート剤（例えば、０．０２Ｍのフタル酸
またはエチレンジアミン四酢酸など）の添加によってもヒトＣＲＰに対する結合能力を喪
失しない、すなわち、Ｃａ 2 +を保持していないヒトＣＲＰとも特異的に結合する抗体を用
いた。具体的には、モノクローナル抗体溶液を次のように調製した。
【０１１７】
　本実施例で用いたマウス抗ヒトＣＲＰモノクローナル抗体は、次のようにして得られた
。まず、マウス抗ヒトＣＲＰモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞（工業技
術院生命工学工業技術研究所受託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－６６２０号）をマウス腹腔内に注
入し、増殖させることにより腹水を得た。得られた腹水より、実施例１と同様のカラムク
ロマトグラフィー法を用いて精製することによってマウス抗ヒトＣＲＰモノクローナル抗
体試料を得た。
【０１１８】
　腹水は、具体的には次のようにして得られた。腹水の産生には、リタイアしたメスのＢ
ＡＬＢ／ｃマウスを用いた。マウスの腹腔内に０．５～１ｍｌのプリスタンを注入し、約
７日後に下記細胞懸濁液を０．５～１ｍｌ注入した後、腹水産生の見られたマウスより順
に腹水を採取した。ここで、腹腔内に注入したハイブリドーマ細胞懸濁液は、ＲＰＭＩ１
６４０培地（ＳＩＧＭＡ製）に５～１５体積％のウシ胎児血清を混合した培地を用いた培
養により増殖させたものを、ＲＰＭＩ１６４０培地で遠心洗浄し、１×１０ 6～１０ 7ｃｅ
ｌｌｓ／ｍｌの濃度になるようにＲＰＭＩ１６４０培地に再懸濁することによって得られ
た。
【０１１９】
　次に、カラムクロマトグラフィーによる精製を終えたマウス抗ヒトＣＲＰモノクローナ
ル抗体試料を、分画分子量１万の透析チューブに入れ、約１００倍容量の０．０４重量％
ＮａＮ 3を含むＰＢＳ緩衝液（８ｇ／ｌ　ＮａＣｌ、０．２ｇ／ｌ　ＫＣｌ、１．１５ｇ
／ｌ　Ｎａ 2ＨＰＯ 4・１２Ｈ 2Ｏ、０．２ｇ／ｌ　ＫＨ 2ＰＯ 4、ｐＨ７．４）で数回透析
して、緩衝液成分を置換した。続いて、抗体濃度を２８０ｎｍの吸光度測定により推定し
、透析で用いたものと同じ緩衝液で調整して抗体濃度を１．０ｍｇ／ｍｌとし、これをモ
ノクローナル抗体溶液とした。
【０１２０】
　フタル酸またはフタル酸の塩を含む緩衝液の調製は次のようにして行なった。フタル酸
またはフタル酸の塩には、フタル酸水素カリウムを使用して緩衝液を構成した。なお、本
実施例のモノクローナル抗体溶液の抗体は、ヒトＣＲＰのＣａ 2 +保持の有無による構造変
化の影響を受けないため、緩衝液にはＣａ 2 +を添加しなかった。
【０１２１】
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　フタル酸水素カリウムを用いた緩衝液の構成方法は次のように行なった。最終濃度で、
フタル酸水素カリウムを０．０５Ｍ、ポリエチレングリコール６，０００を４重量％にな
るように計量し、それぞれを調製目的体積の約９０％の純水に溶解した。得られた溶液に
ＮａＯＨ水溶液を添加してｐＨを４．５に調整し、純水で調製目的体積に調整することに
より緩衝液を得た。得られた緩衝液を室温保存した。
【０１２２】
　なお、上述のように作製した各抗体溶液の濃度は、特にこれらに限定されるものではな
い。また、作製した各抗体溶液は室温でも保存することができるが、抗体の変性防止の点
からは、より低温保存が好ましく、４℃で保存することがより好ましい。
【０１２３】
　以上のように構成したフタル酸またはフタル酸の塩を含む緩衝液を抗体溶液と組み合わ
せることにより、免疫反応測定用試薬キットを構成することができる。
【０１２４】
　実施例１及び２で構成した試薬の使用方法は、反応系を構築するために、抗原を含む試
料（検体）、抗体溶液、フタル酸またはフタル酸の塩を含む緩衝液を混合して使用する。
混合方法は任意の方法によればよい。混合する比率は、必要とする抗原濃度の測定範囲に
応じて決定することができる。混合により構築された反応系では抗原抗体反応が生じ、凝
集複合体が生成する。凝集複合体による反応系の濁りの程度を、散乱光強度の変化量など
を測定することによって見積もり、その結果に基づいて検体中の抗原濃度を知ることがで
きる。
【０１２５】
　混合により、緩衝剤、フタル酸またはフタル酸の塩、ポリエチレングリコール６，００
０などの添加剤の濃度が初期濃度より希釈されるが、希釈された濃度と初期濃度との差が
１０％程度までなら、得られる測定結果は、初期濃度から予想される測定結果とは大差が
なく多大な影響を受けない。また、希釈による濃度変化を回避するために、混合時に試薬
中の各物質の濃度が目的濃度になるように、抗体溶液およびフタル酸またはフタル酸の塩
を含む緩衝液を調製しておいてもよい。
【０１２６】
　なお、実施例１及び２では示さなかったが、抗体をラテックス、金コロイド、磁気微粒
子などの微粒子担体に固定化してもよく、また、抗体に酵素、色素、蛍光物質、発光物質
などを標識してもよい。
【０１２７】
　抗体溶液の調製に用いる緩衝剤及び抗体溶液のｐＨは、上述の組成及びｐＨに限定され
ない。例えば、一液系の試薬を構成する場合は、抗体溶液にフタル酸またはフタル酸の塩
を含ませる。このため、反応系のｐＨを７未満に維持するために、フタル酸またはフタル
酸の塩を含む酸性緩衝液で透析を行なえばよい。
【０１２８】
　実施例１及び２では、ｐＨ調整にＮａＯＨを使用したが、ＫＯＨ、ＬｉＯＨ、ＮＨ 4Ｏ
Ｈ、Ｃａ（ＯＨ） 2、Ｍｇ（ＯＨ） 2などの水酸化物を使用してもよい。
【０１２９】
　また、実施例１及び２では、フタル酸またはフタル酸の塩を含む緩衝液の調製にフタル
酸水素カリウムおよびフタル酸を使用したが、他のフタル酸またはフタル酸の塩であって
もよく、例えば、無水フタル酸、フタル酸カリウム、フタル酸二ナトリウム、フタル酸ア
ンモニウム、フタル酸銅（ＩＩ）などのいずれかを用いてもよい。また、これらを組み合
わせて使用することもでき、その場合のｐＨ調整は、純水に溶解したときのｐＨが、調整
目的とするｐＨよりアルカリ側の場合、ＨＣｌなどを利用し、調整目的とするｐＨより酸
性側の場合、上記で示した水酸化物などを利用して行えばよい。また、上記で例示したフ
タル酸またはフタル酸の塩の混合比を調整して行なってもよい。
【０１３０】
　また、実施例１及び２では、フタル酸またはフタル酸の塩を含む緩衝液の主たる緩衝能
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がフタル酸またはフタル酸の塩によって付与された場合の作製方法を示した。しかし、緩
衝液に添加されるフタル酸またはフタル酸の塩の濃度は特に限定されるものではない。ま
た、フタル酸またはフタル酸の塩を含む緩衝液の主たる緩衝能が他の緩衝剤によって付与
されてもよく、フタル酸またはフタル酸の塩と他の緩衝剤とを協調させて緩衝能が付与さ
れてもよい。
【０１３１】
　（実施例３）
　本実施例では、本発明によるフタル酸またはフタル酸の塩を含む酸性反応系での抗原測
定に対する効果を、免疫反応測定方法で一般的に使用されている中性反応系での抗原測定
と対比して示す。対比は、ヒトアルブミンを比朧法により測定して行なった。フタル酸ま
たはフタル酸の塩を含む酸性反応系を構成するための試薬は、実施例１で構成したものを
用いた。
【０１３２】
　以下、実施例１で作製したフタル酸水素カリウムを用いた緩衝液をフタル酸水素カリウ
ム緩衝液と称し、フタル酸を用いた緩衝液をフタル酸緩衝液と称する。
【０１３３】
　また、比較例として、中性反応系を構成するための緩衝液の構成にはモプスを使用し、
０．０５Ｍモプス、４重量％ポリエチレングリコール６，０００、ｐＨ７．４の組成のも
のと、０．０３Ｍモプス、４重量％ポリエチレングリコール６，０００、ｐＨ７．４の組
成のものとを用意した。以下、それぞれ、０．０５Ｍモプス緩衝液及び０．０３Ｍモプス
緩衝液と称する。各緩衝液は室温で保存した。
【０１３４】
　抗原に用いたヒトアルブミン（和光純薬工業製）と、０．０５Ｍモプス、０．０４重量
％ＮａＮ 3、ｐＨ７．４の組成の緩衝液とを用いて、ヒトアルブミン濃度がそれぞれ０、
５、１０、２０、３０、５０、７０、１００、２００、３００、５００ｍｇ／ｄｌである
ヒトアルブミン溶液を作製した。ヒトアルブミン溶液は使用時まで４℃で保存した。
【０１３５】
　測定には、分光蛍光光度計（島津製作所製、型番ＲＦ－５３００ＰＣ）を使用した。分
光蛍光光度計の試料室に、恒温水槽（ＴＡＩＴＥＣ製、商品名ＣＯＯＬＮＩＴ　ＢＡＴＨ
　ＥＬ－１５）に接続された恒温セルホルダ（島津製作所製、型番２０６－１５４４０）
を配置し、温度を２５℃に保った水を恒温水槽内で循環させて、測定時の石英セル内の温
度を一定に保てるようにした。分光蛍光光度計の測定条件は、励起、蛍光波長を共に６７
０ｎｍとし、蛍光側、励起側共にバンド幅を３ｎｍに、感度は高感度に設定した。
【０１３６】
　測定は次のようにして行なった。２．８７ｍｌの各緩衝液に０．１ｍｌの実施例１で調
製した抗体溶液を添加して攪拌混合した後、各混合液に各濃度のヒトアルブミン溶液０．
０３ｍｌをそれぞれ加え攪拌混合した。反応系におけるウサギ抗ヒトアルブミンポリクロ
ーナル抗体は約０．１０ｍｇ／ｍｌ、ヒトアルブミン濃度は測定に使用したヒトアルブミ
ン溶液の濃度に０．０１を乗じたものになる。これを蛍光分析用の石英セルに移し、分光
蛍光光度計に設置し、Ｔ型熱電対（ＲＳコンポーネンツより入手、型番２１９－４６９６
）を石英セル内に浸漬し、ヒトアルブミンを混合後２分間経過した時点からタイムコース
測定で、０．０４秒間隔で３００秒間測定した。測定中の石英セル内の温度は、Ｔ型熱電
対をデジタルマルチサーモメータ（アドバンテスト製、型番ＴＲ２１１４）に接続してモ
ニタした。石英セルの汚れが測定に与える影響を除くために、各反応の測定前にセル中に
純水を入れて測定した値を用いて補正した。測定により得られた２００～３００秒の間の
各測定値の平均値を求め、これを各濃度のヒトアルブミン溶液に対する測定値とした。各
緩衝液、抗体溶液、各濃度のヒトアルブミン溶液の混合による反応系のｐＨへの影響を見
るために、測定終了後、ｐＨ計で、反応系の混合液のｐＨ測定を行なった。
【０１３７】
　次に測定結果を述べる。各測定に使用した各緩衝液、抗体溶液、各濃度のヒトアルブミ
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ン溶液からなる反応系の混合液のｐＨは、緩衝液のｐＨとほぼ同じであった。また、熱電
対測定によって得られた各測定中のセル内の温度は２５．５±１℃に保たれていた。
【０１３８】
　図４は０．０５Ｍフタル酸水素カリウム緩衝液による反応系と、０．０５Ｍモプス緩衝
液による反応系に対して、それぞれ５００ｍｇ／ｄｌまでの各ヒトアルブミン溶液を加え
て測定した結果をプロットしたものである。縦軸は散乱光強度を表し、横軸は測定に使用
したヒトアルブミン溶液の濃度で示す。散乱光強度が大きいほど、反応系の濁りの程度（
濁度）が高いことを示し、抗原抗体反応による凝集複合体が多く形成されたことを示して
いる。なお、プロットされた各値は、各緩衝液について、得られた各濃度のヒトアルブミ
ン溶液の測定値からヒトアルブミン濃度が０ｍｇ／ｄｌの測定値を差し引いたものである
。
【０１３９】
　図４に示すように、０．０５Ｍモプス緩衝液を用いて測定した場合よりも、０．０５Ｍ
フタル酸水素カリウム緩衝液を用いて測定した場合の方が明らかに高い測定値を示した。
また、０．０５Ｍモプス緩衝液を用いた場合は、５０ｍｇ／ｄｌ付近に測定値のピークが
現れ、ヒトアルブミンが高濃度となるにつれて地帯現象により、測定値は大きく減少を示
した。しかし、０．０５Ｍフタル酸水素カリウム緩衝液を用いた場合は、７０～１００ｍ
ｇ／ｄｌ付近に測定値のピークを持ち、ヒトアルブミンが高濃度となっても、地帯現象に
よる測定値の減少が抑えられていた。
【０１４０】
　図５は０．０３Ｍフタル酸緩衝液を用いた反応系と、０．０３Ｍモプス緩衝液を用いた
反応系とに対して、それぞれ５００ｍｇ／ｄｌまでの各濃度のヒトアルブミン溶液を加え
て測定した結果をプロットしたものである。縦軸は散乱光強度を表し、横軸は測定に使用
したヒトアルブミン溶液の濃度で示す。なお、プロットされた各値は、各緩衝液について
、得られた各濃度のヒトアルブミン溶液の測定値から、ヒトアルブミン濃度が０ｍｇ／ｄ
ｌの測定値を差し引いたものである。
【０１４１】
　図５に示すように、０．０３Ｍモプス緩衝液を用いて抗原抗体反応を測定した場合より
も、０．０３Ｍフタル酸緩衝液を用いて測定した場合の方が、明らかに高い測定値を示し
た。また、０．０３Ｍモプス緩衝液を用いた場合は、５０ｍｇ／ｄｌ付近を測定値のピー
クとして、ヒトアルブミンが高濃度となるにつれて地帯現象により、測定値は大きく減少
を示した。しかし、０．０３Ｍフタル酸緩衝液を用いた場合は、７０～１００ｍｇ／ｄｌ
付近に測定値のピークを持ち、ヒトアルブミンが高濃度となっても、地帯現象による測定
値の減少が抑えられていた。
【０１４２】
　以上の結果からわかるように、本発明の免疫反応測定方法および免疫反応測定用試薬キ
ットによれば、従来の免疫反応測定方法および免疫反応測定用試薬キットよりも高い測定
値が得られることが確認できた。また、従来の免疫反応測定方法および免疫反応測定用試
薬キットよりも地帯現象を緩和させ得ることも確認できた。
【０１４３】
　臨床検査では、糖尿病性腎症の早期診断マーカーとして、尿中に排泄される微量なヒト
アルブミンが測定対象となっており、０．１～２０ｍｇ／ｄｌの範囲を定量領域としてい
る免疫反応測定方法および免疫反応測定用試薬キットが多い（新・糖尿病性腎症　発症予
防と進展防止のために、繁田幸雄、海津嘉蔵　編集、第１３１頁（１９９２）参照のこと
）。比朧法による従来の測定方法及びそれに用いられる試薬キットによれば、地帯現象を
緩和するためには、均一系の免疫反応が平衡反応であることを利用し、反応系として構築
される中性緩衝液中の抗体濃度を増すか、あるいは、中性緩衝液の希釈などにより抗原濃
度を低下させることにより解決する必要がある。
【０１４４】
　しかし、本発明の免疫反応測定方法及び免疫反応測定用試薬キットを適用すれば、抗体
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濃度が低く、且つ、抗原濃度が高い場合にも地帯現象を緩和できる。このため、例えば、
本実施例での測定結果をもとにすると、２０ｍｇ／ｄｌの測定値以上を陽性値とする判定
領域を設けることにより、０．０５Ｍフタル酸水素カリウム緩衝液あるいは、０．０３Ｍ
フタル酸緩衝液により構成した反応系では、５００ｍｇ／ｄｌまでの広範囲を測定範囲と
することが可能である。しかし、比較例の中性緩衝液系では、１２０～１３０ｍｇ／ｄｌ
程度までが限界である。
【０１４５】
　以上示したように、本発明の免疫反応測定方法及び免疫反応測定用試薬キットによれば
、従来の中性緩衝液系での測定に比べても、より広い濃度範囲のヒトアルブミンを地帯現
象の影響を考えることなく測定することができる。
【０１４６】
　（実施例４）
　次に、フタル酸またはフタル酸の塩としてフタル酸水素カリウムを用いた本発明の免疫
反応測定方法及び免疫反応測定用試薬キットによる測定値のｐＨ依存性を、比朧法により
調べた内容について示す。被測定物質としてはヒトアルブミンを用いた。ヒトアルブミン
溶液の調製は、実施例３と同様の方法により行い、濃度が０、５、１０、２０、３０、５
０、７０、１００、２００、３００、５００ｍｇ／ｄｌのものを用意した。抗体溶液は、
実施例１と同じのものを用いた。
【０１４７】
　測定値のｐＨ依存性を調べるための反応系を構成する緩衝液として、０．０５Ｍフタル
酸水素カリウム及び４重量％ポリエチレングリコール６，０００を含む溶液のｐＨを４．
０、４．５、５．０、５．５、６．０にそれぞれ調整した０．０５Ｍフタル酸水素カリウ
ム緩衝液を用意した。
【０１４８】
　比較例としては、０．０５Ｍモプス及び４重量％ポリエチレングリコール６，０００を
含む溶液のｐＨを７．４に調整した０．０５Ｍモプス緩衝液を用いた。装置及び測定法は
、実施例３と同様である。
【０１４９】
　結果について述べる。各測定に使用した各緩衝液、抗体溶液、各濃度のヒトアルブミン
溶液からなる反応系の混合液のｐＨは、緩衝液のｐＨと同一であった。また、測定中の石
英セル内の温度は２５．５±１℃に保たれていた。
【０１５０】
　得られた結果を図６に示す。図６は各ｐＨの０．０５Ｍフタル酸水素カリウム緩衝液に
より構築した反応系に対して、それぞれ５００ｍｇ／ｄｌまでの各ヒトアルブミン溶液を
加えて測定した結果をプロットしたものである。縦軸は散乱光強度を表し、横軸は測定に
使用したヒトアルブミン溶液の濃度で示す。なお、プロットされた各値は、各緩衝液につ
いて、得られた各濃度のヒトアルブミン溶液の測定値からヒトアルブミン濃度が０ｍｇ／
ｄｌの測定値を差し引いたものである。グラフの見方は図４と同様である。
【０１５１】
　ｐＨ４．５～５．５までの０．０５Ｍフタル酸水素カリウム緩衝液で反応系を構成して
測定した場合、比較例である０．０５Ｍモプス緩衝液で反応系を構成して測定した結果を
上まわる測定値を示し、さらに、抗原が高濃度となるにつれて生じる地帯現象を緩和する
効果が見られた。その効果はｐＨ４．５の０．０５Ｍフタル酸水素カリウム緩衝液で反応
系を構成した場合に最大となった。また、図６の結果から、ｐＨ４．５～５．３、さらに
好ましくはｐＨ４．５～５．０の０．０５Ｍフタル酸水素カリウム緩衝液で反応系を構成
すれば、測定値の向上および地帯現象の緩和の効果が非常に安定して得られると考えられ
た。
【０１５２】
　ｐＨが６．０の０．０５Ｍフタル酸水素カリウム緩衝液で反応系を構築した場合には、
測定値は０．０５Ｍモプス緩衝液により反応系を構築した場合を下まわった。また、測定

10

20

30

40

50

(20) JP 3871677 B2 2007.1.24



値曲線は０．０５Ｍモプス緩衝液により反応系を構築した場合と同様の形状を示し、抗原
が高濃度となるにつれて生じる地帯現象を緩和する効果は見られなかった。
【０１５３】
　ｐＨが４．０の０．０５Ｍフタル酸水素カリウム緩衝液で反応系を構成した場合には、
１００ｍｇ／ｄｌまでのヒトアルブミンを反応系に加えて測定した値は、０．０５Ｍモプ
ス緩衝液により反応系を構成した場合を下まわった。しかし、２００ｍｇ／ｄｌ以上のヒ
トアルブミンを反応系に加えて測定した値は、０．０５Ｍモプス緩衝液により反応系を構
成した場合を上まわり、抗原が高濃度となるにつれて生じる地帯現象を緩和する効果が見
られた。
【０１５４】
　以上の結果より、フタル酸またはフタル酸の塩を用いた免疫反応測定法では、ｐＨ４．
５～５．５に、より好ましくはｐＨ４．５～５．３に、さらに好ましくはｐＨ４．５～５
．０に反応系のｐＨを設定することが好ましいことがわかった。また、反応系のｐＨを４
．５に設定することにより、最大の効果を得られることがわかった。
【０１５５】
　また同様に、フタル酸またはフタル酸の塩を用いた免疫反応測定用試薬キットでは、ｐ
Ｈ４．５～５．５に、より好ましくはｐＨ４．５～５．３に、さらに好ましくはｐＨ４．
５～５．０に反応系のｐＨが設定されるように調製されていることが好ましいことがわか
った。また、反応系のｐＨが４．５に設定されるように調製されているときに、最大の効
果が得られることがわかった。
【０１５６】
　（実施例５）
　次に、フタル酸またはフタル酸の塩としてフタル酸水素カリウムを用いた本発明の免疫
反応測定方法及び免疫反応測定用試薬キットによる測定値のフタル酸またはフタル酸の塩
の濃度に対する依存性を、比朧法により調べた内容について示す。被測定物質としてはヒ
トアルブミンを用いた。ヒトアルブミン溶液の調製は、実施例３と同様の方法により行な
い、濃度が０、５、１０、２０、３０、５０、７０、１００、２００、３００、５００ｍ
ｇ／ｄｌのものを用意した。抗体溶液は、実施例１と同様のものを用いた。
【０１５７】
　測定値のフタル酸またはフタル酸の塩の濃度に対する依存性を調べるための反応系を構
築する緩衝液として、フタル酸水素カリウム濃度がそれぞれ、０．０１、０．０２５、０
．０５、０．１、０．２、０．３Ｍで、４重量％ポリエチレングリコール６，０００を含
むｐＨ４．５の各フタル酸水素カリウム緩衝液を用意した。
【０１５８】
　比較例としては、０．０５Ｍモプス及び４重量％ポリエチレングリコール６，０００を
含む溶液のｐＨを７．４に調整した０．０５Ｍモプス緩衝液を用いた。装置及び測定法は
、実施例３と同様である。
【０１５９】
　結果について述べる。各測定に使用した各緩衝液、抗体溶液、各濃度のヒトアルブミン
溶液からなる混合液のｐＨは、０．０１Ｍフタル酸水素カリウム緩衝液を使用した場合が
ｐＨ４．７、０．０２５Ｍフタル酸水素カリウム緩衝液を使用した場合がｐＨ４．６であ
り、他の濃度のフタル酸水素カリウム緩衝液を使用した場合はｐＨ４．５であった。また
、測定中の石英セル内の温度は２５．５±１℃に保たれていた。
【０１６０】
　得られた結果を図７に示す。図７は、約ｐＨ４．５の各濃度のフタル酸水素カリウム緩
衝液により構築した反応系に対して、それぞれ５００ｍｇ／ｄｌまでの各ヒトアルブミン
溶液を加えて測定した結果をプロットしたものである。縦軸は散乱光強度を表し、横軸は
測定に使用したヒトアルブミン溶液の濃度で示す。なお、プロットされた各値は、各緩衝
液について、得られた各濃度のヒトアルブミン溶液の測定値からヒトアルブミン濃度が０
ｍｇ／ｄｌの測定値を差し引いたものである。グラフの見方は図４と同様である。
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【０１６１】
　フタル酸水素カリウム濃度が０．２Ｍ以下のフタル酸水素カリウム緩衝液により反応系
を構築した場合、比較例である０．０５Ｍモプス緩衝液により反応系を構築した場合を上
まわる測定値を示し、測定値の向上効果が確認できた。また、抗原が高濃度となるにつれ
て生じる地帯現象を緩和する効果も見られた。地帯現象を緩和する効果は、０．１Ｍ以下
の濃度のフタル酸水素カリウム緩衝液で反応系を構築した場合に特に高かった。０．１Ｍ
以下の濃度のフタル酸水素カリウム緩衝液で反応系を構築した場合、測定値向上効果は大
差無かったが、地帯現象を緩和する効果は、０．１Ｍフタル酸水素カリウム緩衝液により
反応系を構築した場合で最大となった。
【０１６２】
　０．３Ｍフタル酸水素カリウム緩衝液により反応系を構成した場合は、ヒトアルブミン
濃度が１００ｍｇ／ｄｌまでの測定値は、比較例である０．０５Ｍモプス緩衝液により反
応系を構成した場合を下まわった。しかし、ヒトアルブミン濃度が２００ｍｇ／ｄｌ以上
の測定値では、比較例を上まわり、ヒトアルブミンが高濃度となるにつれて生じる地帯現
象を緩和する効果が見られた。
【０１６３】
　以上の結果から、本発明のフタル酸またはフタル酸の塩を用いた免疫反応測定法では、
一般的な中性緩衝液を上まわる効果を得るためには、フタル酸水素カリウム濃度が０．２
Ｍ以下に設定されることが適していることがわかった。特に、フタル酸水素カリウム濃度
を０．１Ｍ以下とすることがより好ましく、フタル酸水素カリウム濃度を０．１Ｍとする
ことが最も好ましいことがわかった。
【０１６４】
　また同様に、本発明のフタル酸またはフタル酸の塩を用いた免疫反応測定用試薬キット
では、フタル酸水素カリウム濃度が０．２Ｍ以下に設定されるように調製されていること
が好ましいことがわかった。特に、フタル酸水素カリウム濃度を０．１Ｍ以下に設定され
るように調製されていることがより好ましく、フタル酸水素カリウム濃度を０．１Ｍに設
定されるように調製されていることが最も好ましいことがわかった。
【０１６５】
　（実施例６）
　次に、フタル酸またはフタル酸の塩を他の緩衝剤と混合して使用した場合の本発明の免
疫反応測定方法及び免疫反応測定用試薬キットによる測定値を、比朧法により調べた内容
について示す。
【０１６６】
　被測定物質としてはヒトアルブミンを用いた。ヒトアルブミン溶液の調製は、実施例３
と同様の方法により行い、濃度が０、５、１０、２０、３０、５０、７０、１００、２０
０、３００、５００ｍｇ／ｄｌのものを用意した。抗体溶液は、実施例１と同様のものを
用いた。
【０１６７】
　フタル酸またはフタル酸の塩としては、フタル酸を用いた。これらと共存させる緩衝剤
には、コハク酸を使用し、０．１Ｍコハク酸、０．０２Ｍフタル酸、４重量％ポリエチレ
ングリコール６，０００、ｐＨ４．５の組成のコハク酸フタル酸混合緩衝液を構成した。
また、フタル酸またはフタル酸の塩が存在しない場合の比較例として、０．１２Ｍコハク
酸、４重量％ポリエチレングリコール６，０００、ｐＨ４．５の組成のコハク酸緩衝液を
調製して用いた。
【０１６８】
　結果について述べる。各測定に使用した各緩衝液、抗体溶液、各濃度のヒトアルブミン
溶液からなる混合液のｐＨは、緩衝液のｐＨとほぼ同じであった。また、測定中の石英セ
ル内の温度は２５．５±１℃に保たれていた。
【０１６９】
　得られた結果を図８に示す。図８は上記コハク酸フタル酸混合緩衝液及びコハク酸緩衝
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液によりそれぞれ構成した反応系に対して、それぞれ５００ｍｇ／ｄｌまでの各ヒトアル
ブミン溶液を加えて測定した結果をプロットしたものである。縦軸は散乱光強度を表し、
横軸は測定に使用したヒトアルブミン溶液の濃度を示す。なお、プロットされた各値は、
各緩衝液について、得られた各濃度のヒトアルブミン溶液の測定値からヒトアルブミン濃
度が０ｍｇ／ｄｌの測定値を差し引いたものである。グラフの見方は図４と同様である。
【０１７０】
　結果は、コハク酸フタル酸混合緩衝液を用いた場合、比較例であるコハク酸緩衝液を用
いた場合よりも、測定値が向上しており、効果があることが確認できた。また、抗原が高
濃度となるにつれて生じる地帯現象を緩和する効果も見られた。
【０１７１】
　以上の結果により、本発明の免疫反応測定方法及び免疫反応測定用試薬キットにおいて
、フタル酸またはフタル酸の塩を他の緩衝剤と共存させて使用した場合でも、測定値向上
効果および地帯現象を緩和する効果を奏することが確認できた。
【０１７２】
　（実施例７）
　次に、実施例２で作製したヤギ抗ヒトＣＲＰポリクローナル抗体溶液を用いて、本発明
によるヒトＣＲＰ測定に対する効果を、従来の免疫反応測定方法で一般的に使用されてい
る中性反応系でのヒトＣＲＰ測定と対比した結果について示す。
【０１７３】
　測定に用いた各濃度のヒトＣＲＰ溶液の調製は、精製ヒトＣＲＰ（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ　
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ製、Ｌｏｔ　Ｎｏ．２１０４２２４６）を、０．０５Ｍモプ
ス、０．０４重量％ＮａＮ 3、ｐＨ７．４の組成の緩衝液で希釈して調製した。ヒトＣＲ
Ｐ溶液の濃度は、０、１０、２０、３０、５０、７０、１００、２００ｍｇ／ｄｌのもの
を用意した。
【０１７４】
　抗体溶液としては、実施例２で作製したヤギ抗ヒトＣＲＰポリクローナル抗体溶液を使
用した。
【０１７５】
　フタル酸またはフタル酸の塩を含む緩衝液として、実施例２で作製したフタル酸緩衝液
（０．０２Ｍフタル酸、０．０２ＭＣａＣｌ 2、４重量％ポリエチレングリコール６，０
００、ｐＨ４．５）を用いた。
【０１７６】
　また、フタル酸またはフタル酸の塩が存在しない場合の比較例として、０．０５Ｍモプ
ス及び４重量％ポリエチレングリコール６，０００を含む溶液のｐＨを７．４に調整した
０．０５Ｍモプス緩衝液を用いた。
【０１７７】
　測定装置は自作のものを使用し、次のように構成した。光源は２７０Ｈｚで変調した波
長６８０ｎｍの出射出力１５ｍＷ半導体レーザーポインタ（キコー技研製、型番ＭＬＸＳ
－Ｄ－１２－６８０－３５）とし、検出器は、可視赤外精密測光用シリコンフォトダイオ
ード（浜松フォトニクス製、型番Ｓ２３８７－６６Ｒ）とした。セルは厚さ０．１ｃｍの
光学ガラス板を張り合わせ、容量約２００μｌの正四角柱形に構成した。各配置は、光源
より０．５ｃｍのところに、その一面が光源と垂直になるようにセルを配置し、検出器は
、光源と９０°の角度を成す方向で、セルより５．５ｃｍ離れた場所に配置し、検出器に
迷光が入射しないように、検出器とセルとの間には遮光筒を設けた。検出器により検知さ
れた光量に依存した電流信号は、電流電圧変換回路（１０ 6Ｖ／Ａ）およびオペアンプに
よる増幅回路を経て１００倍の電圧信号に増幅した後、ロックインアンプ（エヌエフ回路
設計ブロック製、型番５６１０Ｂ）を通して位相敏感検波し、ＧＰＩＢ制御によりコンピ
ュータに取り込めるようにした。
【０１７８】
　各緩衝液について、各濃度のヒトＣＲＰに対する測定は次のようにして行なった。反応
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系の混合比は、緩衝液が１７８μｌ、ヒトＣＲＰ溶液が９μｌ、抗体溶液が７μｌとした
。反応系におけるヤギ抗ヒトＣＲＰポリクローナル抗体の最終濃度は約０．０３６ｍｇ／
ｍｌ、ヒトＣＲＰの最終濃度は、測定に使用したヒトＣＲＰ溶液の濃度に０．０４６を乗
じたものになる。
【０１７９】
　まず、セル内に緩衝液とヒトＣＲＰ溶液とを上記容量で攪拌混合した。続いて、抗体溶
液を上記容量で加えて攪拌混合し、抗原抗体反応を生じさせた。散乱光の測定は、抗体溶
液を加える１０秒前から開始し、０．５秒間隔で３００秒間継続した。測定値は電圧値と
して得られた。セルの汚れが測定に与える影響は、各反応の測定前にセル中に純水を入れ
て測定した値を用いて補正することにより除いた。得られた各時間における測定値の２０
０～３００秒の間の平均値を求め、これを各濃度のヒトＣＲＰ溶液における測定値とした
。また、抗体溶液を加えるまでの１０秒間の測定値より、抗原による自己凝集が生じたと
判断できた場合は、それらの平均値を上記で求めた各濃度のヒトＣＲＰ溶液における測定
値から差し引いた。測定は室温（約２０℃）で行なった。
【０１８０】
　結果について示す。図９は各緩衝液について１００ｍｇ／ｄｌまでの各ヒトＣＲＰ溶液
を加えて測定した結果をプロットしたものである。縦軸は測定された電圧値を表し、横軸
は測定に使用したヒトＣＲＰ溶液の濃度で示した。測定電圧値が高い程、検出器に入射し
た散乱光が多いことを表しており、反応系の濁度が高い、すなわち、抗原抗体反応による
凝集複合体が多く形成されたことを示している。なお、プロットされた各値は、得られた
各濃度のヒトＣＲＰ溶液の測定値からヒトＣＲＰ濃度が０ｍｇ／ｄｌの測定値を差し引い
たものである。
【０１８１】
　図９に示すように、比較例であるモプス緩衝液を用いて測定した場合に比べて、実施例
２で作製した、ヤギ抗ヒトＣＲＰポリクローナル抗体溶液、並びに０．０２ＭＣａＣｌ 2

及びフタル酸を含む緩衝液から構成される試薬を用いて測定した場合の方が、各濃度のヒ
トＣＲＰ溶液の測定において高い測定値を示すことが確認できた。
【０１８２】
　（実施例８）
　次に、実施例２で作製したマウス抗ヒトＣＲＰモノクローナル抗体溶液を用いて、本発
明によるヒトＣＲＰ測定に対する効果を、従来の免疫反応測定方法で一般的に使用されて
いる中性反応系でのヒトＣＲＰ測定と対比した結果について示す。
【０１８３】
　測定に用いた各濃度のヒトＣＲＰ溶液の調製は、実施例７と同様の方法を用いた。ヒト
ＣＲＰ溶液の濃度は０、１０、２０、３０、５０、７０、１００ｍｇ／ｄｌのものを用意
した。
【０１８４】
　抗体溶液としては、実施例２で作製したマウス抗ヒトＣＲＰモノクローナル抗体溶液を
使用した。
【０１８５】
　フタル酸またはフタル酸の塩を含む緩衝液として、実施例２で作製したフタル酸水素カ
リウム緩衝液（０．０５Ｍフタル酸水素カリウム、４重量％ポリエチレングリコール６，
０００、ｐＨ４．５）を用いた。
【０１８６】
　フタル酸またはフタル酸の塩が存在しない場合の比較例として、０．０５Ｍモプス及び
４重量％ポリエチレングリコール６，０００を含む溶液のｐＨを７．４に調整した０．０
５Ｍモプス緩衝液を用いた。
【０１８７】
　測定には、実施例７で述べたものと同じ構成の装置および測定条件を用いた。また、測
定方法および測定データの処理方法などに関してもすべて実施例７で述べたものと同じ方
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法を用いた。従って、反応系におけるマウス抗ヒトＣＲＰモノクローナル抗体の最終濃度
は約０．０３６ｍｇ／ｍｌ、ヒトＣＲＰの最終濃度は、測定に使用したヒトＣＲＰ溶液の
濃度に０．０４６を乗じたものになる。
【０１８８】
　結果について示す。図１０は、フタル酸またはフタル酸の塩にフタル酸水素カリウムを
用いて実施例２で構成した０．０５Ｍフタル酸水素カリウム緩衝液と、比較例である０．
０５Ｍモプス緩衝液について、１００ｍｇ／ｄｌまでの各ヒトＣＲＰ溶液を加えて測定し
た結果をプロットしたものである。縦軸は測定された電圧値を表し、横軸は測定に使用し
たヒトＣＲＰ溶液の濃度を示す。なお、プロットされた各値は、得られた各濃度のヒトＣ
ＲＰ溶液の測定値からヒトＣＲＰ濃度が０ｍｇ／ｄｌの測定値を差し引いたものである。
グラフの見方は図９と同様である。
【０１８９】
　図１０から、比較例である０．０５Ｍモプス緩衝液を用いてヒトＣＲＰ測定を行なった
場合には、１０ｍｇ／ｄｌのヒトＣＲＰ溶液の測定では、０ｍｇ／ｄｌのヒトＣＲＰ溶液
の測定値との間に十分な測定値差が得られず、実質的にヒトＣＲＰの濃度差を測定するこ
とができなかった。一方、０．０５Ｍフタル酸水素カリウム緩衝液で測定した場合、各濃
度のヒトＣＲＰ溶液測定において明らかに高い測定値を示し、１０ｍｇ／ｄｌのヒトＣＲ
Ｐ溶液の測定においても、０ｍｇ／ｄｌのヒトＣＲＰ溶液の測定値との間に十分な測定値
差を得ることができた。つまり、ヒトＣＲＰの濃度差を測定することが可能となった。
【０１９０】
　以上の実施例７及び８で示したように、本発明の免疫反応測定方法及びそれに用いる免
疫反応測定用試薬キットが、ヒトＣＲＰ測定に対しても測定値の向上効果を持つことが確
認できた。
【０１９１】
　以上説明したように、本発明の免疫反応測定方法及び免疫反応測定用試薬キットによれ
ば、免疫反応の反応系にフタル酸またはフタル酸の塩を存在させ、反応系のｐＨを酸性に
設定したことにより、抗原抗体の結合による免疫反応の測定値を向上させることができ、
また、これにより抗原過剰領域で生じる地帯現象を緩和することができる。
【０１９２】
　従来の水溶性高分子を添加する方法では、測定値を向上させ良好なＳ／Ｎ比を維持し安
定した測定を行なうために、より高濃度あるいは高分子量の水溶性高分子を添加する必要
がある。このため、溶液の粘性を増大させ、その分析操作上の取り扱いが困難になるとい
う不具合がある。しかしながら、本発明において用いるフタル酸またはフタル酸の塩は低
分子物質であるため、溶液の粘性を増大させず、その分析操作上の取り扱いも容易となる
。
【０１９３】
　また、本実施形態の免疫反応測定方法及び免疫反応測定用試薬キットによれば、地帯現
象が緩和されることによって、被測定物質の高濃度での測定値の落ちこみが軽減される。
このため、被測定物質の含有量を正確に測定できる測定濃度範囲を広げることができる。
【０１９４】
【産業上の利用可能性】
　以上説明したように、本発明により、容易に測定値の向上が可能な免疫反応測定方法及
びそれに用いる免疫反応測定用試薬キットを提供することができる。さらに、抗原過剰領
域で生じる地帯現象を緩和することが可能な免疫反応測定方法及びそれに用いる免疫反応
測定用試薬キットも提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、本発明の１つの実施形態の免疫反応測定方法の各工程を表すフローチ
ャートである。
【図２】　図２は、本発明の反応機構に対する本発明者らの推察を説明する模式図である
。
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【図３】　図３（ａ）および（ｂ）は、均一系の免疫反応測定方法の反応系における抗原
および抗体の反応の様子を模式的に示す図である。
【図４】　図４は、本発明の一実施例におけるフタル酸水素カリウムを含む免疫反応測定
用試薬キットを用いた免疫反応測定方法と比較例について、比朧法によるヒトアルブミン
測定を行なった結果を示すグラフである。
【図５】　図５は、本発明の一実施例におけるフタル酸を含む免疫反応測定用試薬キット
を用いた免疫反応測定方法と比較例について、比朧法によるヒトアルブミン測定を行なっ
た結果を示すグラフである。
【図６】　図６は、本発明の他の実施例におけるフタル酸水素カリウムを含む免疫反応測
定用試薬キットを用いた免疫反応測定方法について、比朧法によるヒトアルブミン測定に
おけるｐＨ依存性を調べた結果を示すグラフである。
【図７】　図７は、本発明のさらに他の実施例におけるフタル酸水素カリウムを含む免疫
反応測定用試薬キットを用いた免疫反応測定方法について、比朧法によるヒトアルブミン
測定におけるフタル酸水素カリウム濃度依存性を調べた結果を示すグラフである。
【図８】　図８は、本発明のさらに他の実施例におけるフタル酸と他の緩衝剤とを含む免
疫反応測定用試薬キットを用いた免疫反応測定方法と比較例について、比朧法によるヒト
アルブミン測定を行なった結果を示すグラフである。
【図９】　図９は、本発明のさらに他の実施例におけるヤギ抗ヒトＣＲＰポリクローナル
抗体とフタル酸とを含む免疫反応測定用試薬キットを用いた免疫反応測定方法と比較例に
ついて、比朧法によるヒトＣＲＰ測定を行なった結果を示すグラフである。
【図１０】　図１０は、本発明のさらに他の実施例におけるマウス抗ヒトＣＲＰモノクロ
ーナル抗体とフタル酸水素カリウムとを含む免疫反応測定用試薬キットを用いた免疫反応
測定方法と比較例について、比朧法によるヒトＣＲＰ測定を行なった結果を示すグラフで
ある。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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