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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中に含まれる被測定物質である抗原または抗体を測定する免疫反応測定方法であっ
て、
　（Ａ）ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式
（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、およ
びこれらの塩よりなる群から選択される少なくとも１種の化合物と、前記被測定物質に対
して特異的に結合する特異結合物質である抗体または抗原とを、前記試料と混合し、酸性
の反応液を得る工程、ならびに
　（Ｂ）前記反応液において前記被測定物質と前記特異結合物質との抗原抗体反応により
生じた抗原－抗体複合体を検出する工程を含み、
　前記ヒドロキシル基を有するジカルボン酸が酒石酸であり、前記二重結合を有するジカ
ルボン酸がイタコン酸であり、前記直鎖状ジカルボン酸のメチレン鎖の長さがｎ＝１～７
の整数であり、
　前記工程（Ａ）において、
　前記化合物が前記ヒドロキシル基を有するジカルボン酸およびその塩からなる群から選
択される少なくとも１種であるときは、前記反応液のｐＨが４．５に設定され、
　前記化合物が前記二重結合を有するジカルボン酸およびその塩からなる群から選択され
る少なくとも１種であるときは、前記反応液のｐＨが４．５～５．０に設定され、
　前記化合物が前記直鎖状ジカルボン酸およびその塩からなる群から選択される少なくと
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も１種であるときは、前記反応液のｐＨが５．０～６．０に設定されることを特徴とする
免疫反応測定方法。
【請求項２】
　前記工程（Ａ）において、前記反応液にさらに緩衝剤を混合する請求項１記載の免疫反
応測定方法。
【請求項３】
　前記ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式（
１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、および
これらの塩よりなる群から選択される少なくとも１種の化合物の、前記反応液における濃
度が０．１Ｍ以下に設定される請求項１記載の免疫反応測定方法。
【請求項４】
　前記ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式（
１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、および
これらの塩よりなる群から選択される少なくとも１種の化合物の、前記反応液における濃
度が０．０１～０．１Ｍの範囲に設定される請求項１記載の免疫反応測定方法。
【請求項５】
　前記ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式（
１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、および
これらの塩よりなる群から選択される少なくとも１種の化合物の、前記反応液における濃
度が０．０１～０．０５Ｍの範囲に設定される請求項１記載の免疫反応測定方法。
【請求項６】
　前記反応液がポリエチレングリコールを２～６重量％含む請求項１記載の免疫反応測定
方法。
【請求項７】
　前記抗原－抗体複合体が凝集複合体である請求項１記載の免疫反応測定方法。
【請求項８】
　前記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
る請求項７記載の免疫反応測定方法。
【請求項９】
　前記光学的変化量が散乱光強度の変化量である請求項８記載の免疫反応測定方法。
【請求項１０】
　前記特異結合物質がモノクローナル抗体を含む抗体である請求項１記載の免疫反応測定
方法。
【請求項１１】
　前記特異結合物質が、少なくとも２種類のモノクローナル抗体を含む請求項１記載の免
疫反応測定方法。
【請求項１２】
　前記抗原がヒトアルブミンであることを特徴とする請求項１記載の免疫反応測定方法。
【請求項１３】
　試料中に含まれる被測定物質である抗原または抗体を測定する免疫反応測定方法に用い
る免疫反応測定用試薬であって、
　ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式（１）
：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、およびこれ
らの塩よりなる群から選択される少なくとも１種の化合物と、前記被測定物質に対して特
異的に結合する特異結合物質である抗体または抗原と、を含み、
　前記ヒドロキシル基を有するジカルボン酸が酒石酸であり、前記二重結合を有するジカ
ルボン酸がイタコン酸であり、前記直鎖状ジカルボン酸のメチレン鎖の長さがｎ＝１～７
の整数であり、
　前記試料と、前記化合物と、前記特異結合物質と、を含む反応液が作製されたときに、
　前記化合物が前記ヒドロキシル基を有するジカルボン酸およびその塩からなる群から選
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択される少なくとも１種であるときは、前記反応液のｐＨが４．５となるように調製され
、
　前記化合物が前記二重結合を有するジカルボン酸およびその塩からなる群から選択され
る少なくとも１種であるときは、前記反応液のｐＨが４．５～５．０となるように調製さ
れ、
　前記化合物が前記直鎖状ジカルボン酸およびその塩からなる群から選択される少なくと
も１種であるときは、前記反応液のｐＨが５．０～６．０となるように調製されたこと、
を特徴とする免疫反応測定用試薬。
【請求項１４】
　さらに緩衝剤を含む請求項１３記載の免疫反応測定用試薬。
【請求項１５】
　前記ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式（
１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、および
これらの塩よりなる群から選択される少なくとも１種の化合物の、前記反応液における濃
度が０．１Ｍ以下になるように調製されている請求項１３記載の免疫反応測定用試薬。
【請求項１６】
　さらに前記反応液がポリエチレングリコールを含み、前記反応液における前記ポリエチ
レングリコールの濃度が２～６重量％となるように調製されている請求項１３記載の免疫
反応測定用試薬。
【請求項１７】
　前記特異結合物質がモノクローナル抗体を含む抗体である請求項１３記載の免疫反応測
定用試薬。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、試料中に含まれる被測定物質である抗原または抗体を測定する免疫反応測定
方法、およびそれに用いる免疫反応測定用試薬に関する。
【背景技術】
【０００２】
　医療分野では、様々な疾患の診断およ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調べることが広く利用されている。
　これらの蛋白質の含有量測定としては、主として、特異性の高い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おり、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、利用されている。
　それらの中でも、比朧法、比濁法、およびスライド凝集法などの抗原と抗体の反応によ
り生じる凝集複合体を検出する測定方法がよく知られている。これらの方法は、溶液中に
抗原および抗体が一様に分散された状態で行うものであるため、均一系の免疫反応測定方
法と総称される。
【０００３】
　そして、これらの反応では凝集複合体が生成し、反応液が抗原および抗体量に依存した
濁りを生じる。比朧法および比濁法はこの濁りを光学的に測定する方法であり、比朧法は
反応系で散乱された光量をもとに濁りを測定し、比濁法は反応系での散乱により減少した
透過光量をもとに濁りを測定する。一般的に、両方法の測定対象としては、同一の反応液
（反応系）を用いることができ、いずれか一方の方法で測定できる対象は残りの一方の方
法でも測定することができる。
　また、スライド凝集法は、凝集複合体の生成により生じた濁りを、スライドグラス上な
どで目視などにより判定する方法であり、比朧法および比濁法と同一の反応系を用いるこ
とができる。
【０００４】
　上記のような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て微量成
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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、反応系にポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、デキストラン、ポリビ
ニルピロリドンまたはポリ塩化ビニルなどの水溶性高分子を混在させ、抗原抗体反応によ
る凝集複合体の形成を促進させ、反応時間および測定感度を向上させる方法が挙げられる
。
　これら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も効果が高
いことが知られており、平均分子量が６０００のポリエチレングリコールを２～６重量％
の濃度で使用する方法が広く用いられている。特に４重量％濃度が、非特異的な混濁が少
なく、効果が高いとされている。
【０００５】
　水溶性高分子による抗原抗体反応の促進効果は、一般にその分子量が大きく、用いる水
溶液の濃度が高いほど大きい傾向にある。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、安定した測定を行うことができる。しかし、抗原抗体反応の更なる促進によっ
て、上記効果を得ようとした場合、従来の水溶性高分子の添加では、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。しかし、水溶性高分子を溶解した溶液
の粘性が増大するため、その分析操作上の取り扱いが困難になるという問題があった。
　また、均一系の免疫反応測定方法においては、地帯現象と呼ばれる現象が一般に知られ
ている。地帯現象とは、最大の凝集複合体を形成する当量域よりも、抗原と抗体のいずれ
かが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をいう。多価抗体と２
価以上の抗原との間の結合反応に関しては、ハイデルベルガー（Hidelberger）らの格子
説が有名であり、例えば、非特許文献１および非特許文献２にその詳細が記載されている
。
【０００６】
　実際の均一系の免疫反応測定においては、抗体を用いて抗原濃度を測定する場合が多い
。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場合が多い。
そのため、抗原過剰による地帯現象が問題となる場合が多い。地帯以外の領域では、抗体
と抗原が交互に結合した複合体よりなる巨大な分子鎖が生じ、その量や大きさは、抗体濃
度を一定とすると、抗原濃度に依存して増加する。この分子鎖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り、抗原濃度を定量的に捉えることができる。また、抗原－
抗体複合体は、抗体およ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うこともできる。
　しかし、抗原過剰域では抗原が抗体に比べて過剰に存在するため、結合部位が抗原によ
り飽和された抗体の量が増加する。このため、先に述べたような分子鎖が生じ難くなり、
この場合の反応結果を、抗原が低濃度の場合の反応結果と区別しにくくなる。したがって
、抗原濃度に依存した正しい定量や判定を行うことができず、また、これを回避するため
には、測定濃度範囲が制限されるという問題があった。
【０００７】
　この地帯現象を改善するための方法としては、以下のような方法が提案されている。
　例えば特許文献１には、ｐＨ６．０～８．０の中性条件下で塩化ナトリウム濃度を２０
～２５０ｇ／Ｌとし、免疫反応を抑制して被測定物質を希釈なしで測定する方法が開示さ
れており、特許文献２には、ｐＨ３．５～５．５の酸性条件下、または、ｐＨ９．０～１
２．０のアルカリ性条件下で、塩化ナトリウム濃度を１０～２５０ｇ／Ｌとし、免疫反応
を抑制して被測定物質を希釈なしで測定する方法が開示されている。そして、特許文献３
には、例えば、ｐＨ７．４の中性条件下で、塩化ナトリウム濃度を０．０５～０．０８Ｍ
とし、不溶性担体粒子に免疫反応の一方である抗体または抗原を結合させた免疫学的凝集
反応において、リンゴ酸、グルタル酸、アジピン酸、コハク酸およびこれらの塩ならびに
エステルよりなる群から選択される少なくとも１種のジカルボン酸を、反応系に１～２０
重量％で含有させる方法が提案されている。
【０００８】
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　しかし、これらの公報に記載された方法では、いずれの場合も地帯領域以外の測定域に
おいて、免疫反応の測定値を低下させてしまうという問題があった。
【非特許文献１】ウイリアム　イー　ポール（William E.Paul）編、「ファンダメンタル
イムノロジー（Fundamental Immunology）」、１９８４年
【非特許文献２】多田富雄監訳、「基礎免疫学」、１９８７年、ｐ．７１４－７１６
【特許文献１】特開平０９－０８９８４号公報
【特許文献２】特開平１０－３３２６９４号公報
【特許文献３】特開平１１－３４４４９４号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　そこで、本発明は、上記従来の問題点に鑑み、容易に測定値の向上が可能な免疫反応測
定方法、およびそれに用いる免疫反応測定用試薬を提供することを目的とする。また、本
発明は、抗原過剰領域で生じる地帯現象による測定範囲の限定を緩和することができる免
疫反応測定方法およびそれに用いる免疫反応測定用試薬を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明は、試料中に含まれる被測定物質である抗原または抗体を測定する免疫反応測定
方法であって、
（Ａ）ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式（
１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、および
これらの塩よりなる群から選択される少なくとも１種の化合物（以下、「特定化合物」と
もいう。）と、前記被測定物質に対して特異的に結合する特異結合物質である抗体または
抗原とを、前記試料と混合し、酸性の反応液を得る工程、ならびに（Ｂ）前記反応液にお
いて前記被測定物質と前記特異結合物質との抗原抗体反応により生じた抗原－抗体複合体
を検出する工程を含み、前記ヒドロキシル基を有するジカルボン酸が酒石酸であり、前記
二重結合を有するジカルボン酸がイタコン酸であり、前記直鎖状ジカルボン酸のメチレン
鎖の長さがｎ＝１～７の整数であり、前記工程（Ａ）において、前記化合物が前記ヒドロ
キシル基を有するジカルボン酸およびその塩からなる群から選択される少なくとも１種で
あるときは、前記反応液のｐＨが４．５に設定され、前記化合物が前記二重結合を有する
ジカルボン酸およびその塩からなる群から選択される少なくとも１種であるときは、前記
反応液のｐＨが４．５～５．０に設定され、前記化合物が前記直鎖状ジカルボン酸および
その塩からなる群から選択される少なくとも１種であるときは、前記反応液のｐＨが５．
０～６．０に設定されることを特徴とする免疫反応測定方法に関する。
【００１１】
　前記工程（Ａ）において、前記反応液にさらに緩衝剤を混合するのが好ましい。
【００１２】
　前記反応液中の前記特定化合物の濃度は、０．１Ｍ以下に設定されるのが好ましい。
　また、前記反応液中の前記特定化合物の濃度は、０．０１～０．１Ｍの範囲に設定して
も良い。
　前記反応液中の前記特定化合物の濃度は、０．０１～０．０５Ｍの範囲に設定されても
良い。
　前記反応液がポリエチレングリコールを２～６重量％含むのが好ましい。
　前記抗原－抗体複合体が凝集複合体であるのが好ましい。
【００１３】
　前記工程（Ｂ）において、前記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のが好ましい。
　前記光学的変化量が散乱光強度の変化量であるのが好ましい。
　前記特異結合物質がモノクローナル抗体を含む抗体であることが好ましい。
　また、前記特異結合物質は、凝集複合体を生成可能なように調製された１種類以上のモ
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ノクローナル抗体の混合物であることが好ましい。
　前記抗原がヒトアルブミンであるのが好ましい。
【００１４】
　さらに本発明は、上述のような試料中に含まれる被測定物質である抗原または抗体を測
定する免疫反応測定方法に用いる免疫反応測定用試薬であって、ヒドロキシル基を有する
ジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯ
ＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、およびこれらの塩よりなる群から選択
される少なくとも１種の化合物（特定化合物）と、前記被測定物質に対して特異的に結合
する特異結合物質である抗体または抗原とを含み、前記ヒドロキシル基を有するジカルボ
ン酸が酒石酸であり、前記二重結合を有するジカルボン酸がイタコン酸であり、前記直鎖
状ジカルボン酸のメチレン鎖の長さがｎ＝１～７の整数であり、前記被測定物質と前記特
異結合物質との抗原抗体反応が生じるときに、前記化合物が前記ヒドロキシル基を有する
ジカルボン酸およびその塩からなる群から選択される少なくとも１種であるときは、反応
液のｐＨが４．５となるように調製され、前記化合物が前記二重結合を有するジカルボン
酸およびその塩からなる群から選択される少なくとも１種であるときは、前記反応液のｐ
Ｈが４．５～５．０となるように調製され、前記化合物が前記直鎖状ジカルボン酸、およ
びその塩からなる群から選択される少なくとも１種であるときは、前記反応液のｐＨが５
．０～６．０となるように調製されたことを特徴とする免疫反応測定用試薬に関する。
【００１５】
　前記免疫反応測定用試薬は、さらに緩衝剤を含むのが好ましい。
                                                                                
【００１６】
　前記免疫反応測定用試薬は、前記特定化合物の濃度が、前記反応液において０．１Ｍ以
下になるように調製されていることが好ましい。
　また、前記免疫反応測定用試薬は、前記特定化合物の濃度が、前記反応液において０．
０１～０．１Ｍの範囲になるように調製されていることが好ましい。
　さらに、前記免疫反応測定用試薬は、前記特定化合物の濃度が、前記反応液において０
．０１～０．０５Ｍの範囲になるように調製されていることが好ましい。
【００１７】
　前記免疫反応測定用試薬は、さらにポリエチレングリコールを含み、抗原抗体反応が生
じるときの前記ポリエチレングリコールの濃度が２～６重量％であるのが好ましい。
　前記特異結合物質がモノクローナル抗体を含む抗体であることが好ましい。
　前記特異結合物質が凝集複合体を生成可能なように調製された１種類以上のモノクロー
ナル抗体の混合物であることが好ましい。
　前記抗原がヒトアルブミンであるのが好ましい。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
　本発明は、容易に測定値の向上が可能な免疫反応測定方法およびそれに用いる免疫反応
測定用試薬に関する。特に本発明は、抗原過剰領域で生じる地帯現象による測定範囲の限
定を緩和することができる免疫反応測定方法およびそれに用いる免疫反応測定用試薬に関
する。
　本発明者らは、鋭意検討の結果、抗原抗体反応が起こる際に、ヒドロキシル基を有する
ジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯ
ＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、およびこれらの塩よりなる群から選択
される少なくとも１種の化合物（特定化合物）を反応系と混合し、前記反応液を酸性に保
つことにより、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ることを
見出した。また、抗原過剰領域で生じる地帯現象による測定範囲の限定を緩和させること
ができることを見出した。
【００１９】
　上記効果については、以下のような仮説が考えられる。免疫比濁、比朧法などの均一系
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の免疫反応測定では、抗原抗体反応により凝集複合体が生じる。この生成には、特異的な
抗原抗体反応による一時的な凝集と、凝集複合体同士の二次的な凝集が含まれている。上
記特定化合物は主として、凝集複合体同士の二次的な凝集に作用していると考えられる。
凝集複合体を一種のコロイドとみなすと、その凝集はイオンの作用により促進されること
が一般的に知られている。多価カルボン酸イオンはコロイドの凝集作用の非常に強いイオ
ンであるため、複合体同士の二次的な凝集を促進する。しかし、多価カルボン酸はイオン
強度が高いため、一方で抗原抗体反応を若干抑制する作用を示す。
【００２０】
　酸性条件下では、上記特定化合物の持つカルボキシル基の解離率が低下するため、イオ
ン強度が下がり、抗原抗体反応への抑制作用が低下し、凝集複合体の生成が増し、コロイ
ドの凝集作用による凝集複合体同士の二次的な凝集が顕著になる。そして、凝集複合体生
成反応が起こりやすくなり、測定値が向上する。また、抗原過剰領域で生じる地帯現象に
よる測定範囲の限定が緩和される。
【００２１】
　本発明に係る免疫反応測定方法は、試料中に含まれる被測定物質である抗原または抗体
を測定する免疫反応測定方法であって、（Ａ）ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二
重結合を有するジカルボン酸、化学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）
で表される直鎖状ジカルボン酸、およびこれらの塩よりなる群から選択される少なくとも
１種の化合物と、前記被測定物質に対して特異的に結合する特異結合物質である抗体また
は抗原とを、前記試料に添加し、酸性の反応液を得る工程、ならびに（Ｂ）前記反応液に
おいて前記被測定物質と前記特異結合物質との抗原抗体反応により生じた抗原－抗体複合
体を検出する工程を含むことを特徴とする。
【００２２】
　ここで、前記反応液（反応系）は、上記の酸とそれらの塩との両方を含んでいてもよい
。
　前記特定化合物によって反応液に緩衝能が与えられ、反応液が酸性に設定される。この
ようにすると、反応液を酸性にするために他の緩衝剤をさらに添加する必要がなく、かつ
上記免疫反応の測定値を向上させる効果を効率的に発揮させることができる。また、抗原
過剰領域で生じる地帯現象による測定範囲の限定を緩和する効果も、効率的に発揮させる
ことができる。もちろん、前記反応液にさらに緩衝剤を添加してもよい。
【００２３】
　また、本発明は、上記した試料中に含まれる被測定物質である抗原または抗体を測定す
る免疫反応測定方法に用いる試薬にも関する。すなわち、本発明は、前記特定化合物と、
前記被測定物質に対して特異的に結合する特異結合物質である抗体または抗原とを含み、
前記被測定物質と前記特異結合物質との抗原抗体反応が生じるときの反応液が酸性になる
ように調製されたことを特徴とする免疫反応測定用試薬に関する。前記試薬は、上記の酸
とそれらの塩との両方を含んでいてもよい。
　前記試薬は、前記特定化合物により緩衝能が与えられ、被測定物質と特異結合物質との
抗原抗体反応が生じるときの反応液が酸性になるように調製される。このようにすると、
反応液を酸性にするために他の緩衝剤をさらに添加する必要がなく、かつ上記免疫反応の
測定値を向上させる効果を効率的に発揮させることができる。また、抗原過剰領域で生じ
る地帯現象による測定範囲の限定を緩和する効果を効率的に発揮させることができる。も
っとも、前記試薬はさらに緩衝剤を含んでいてもよい。
【００２４】
　前記反応液に含まれる、前記特定化合物の濃度は、前記反応液に十分な緩衝能が得られ
るようにするため、０．０１Ｍ以上であることが好ましい。また、測定値を向上させる効
果、および抗原過剰領域で生じる地帯現象による測定範囲の限定を緩和する効果を効率的
に発揮させるという観点からは、０．１Ｍ以下であるのが好ましい。これら要件を両立さ
せるには、０．０１～０．１Ｍ、さらには０．０１～０．０５Ｍであるのが好ましい。
　したがって、本発明に係る免疫反応用試薬を用いた場合も、上記理由により、前記反応
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液に含まれる前記特定化合物の濃度が、０．１Ｍ以下、好ましくは０．０１～０．１Ｍ、
さらに好ましくは０．０１～０．０５Ｍとなるのが良い。前記特定化合物は、水に対して
緩衝能を示す濃度で溶解することができ、免疫反応の測定値を向上させる効果が大きい。
また、抗原過剰領域で生じる地帯現象による測定範囲の限定を緩和する効果が大きい。
【００２５】
　ここで、本発明に係る免疫反応測定方法および免疫反応用試薬で用いられるヒドロキシ
ル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式（１）：ＨＯＯＣ（
ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、およびこれらの塩として
は、例えば、Ｌ（－）－リンゴ酸、Ｄ－リンゴ酸、ＤＬ－リンゴ酸、ＤＬ－リンゴ酸ナト
リウム、Ｌ（－）－リンゴ酸ナトリウム、Ｌ（＋）－酒石酸、ＤＬ－酒石酸、Ｄ（－）－
酒石酸、メソ酒石酸一水和物、（＋）酒石酸カリウム－水（２／１）、（＋）酒石酸ナト
リウムカリウム四水和物、（＋）酒石酸アンモニウム、（＋）酒石酸水素カリウム、（＋
）酒石酸水素ナトリウム一水和物、（＋）酒石酸ナトリウム二水和物、イタコン酸、イタ
コン酸無水物、フマル酸、フマル酸一ナトリウム、フマル酸ナトリウム、フマル酸第一鉄
、マレイン酸、無水マレイン酸、マレイン酸ナトリウム、マレイン酸二ナトリウム、マロ
ン酸、マロン酸ナトリウム、マロン酸二ナトリウム、マロン酸タリウム、マロン酸二タリ
ウム、コハク酸、コハク酸アンモニウム、コハク酸二ナトリウム、グルタル酸、アジピン
酸、アジピン酸アンモニウム、アジピン酸二アンモニウム、アジピン酸二カリウム、ピメ
リン酸、スベリン酸、アゼライン酸などが挙げられ、これらを単独または組み合わせて使
用することができる。
【００２６】
　前記ヒドロキシル基を有するジカルボン酸としては、例えば、リンゴ酸および酒石酸な
どが好ましい。このなかでも、抗原抗体の結合による免疫反応の測定値の向上効果と、抗
原過剰領域で生じる地帯現象による測定範囲の限定の緩和効果とが、より広いｐＨ範囲で
得られるという点から、酒石酸が特に好ましい。
　前記二重結合を有するジカルボン酸としては、例えば、イタコン酸、フマル酸およびマ
レイン酸などが好ましい。このなかでも、溶解度がより高く、反応液のｐＨを容易に安定
させることができるという点から、イタコン酸およびマレイン酸が好ましい。さらに、抗
原抗体の結合による免疫反応の測定値を向上させる効果と、抗原過剰領域で生じる地帯現
象による測定範囲の限定を緩和させる効果が大きいという点から、イタコン酸が特に好ま
しい。
【００２７】
　前記化学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカル
ボン酸としては、メチレン鎖の長さがｎ＝１～７の整数で表されるものが好ましい。具体
的には、それぞれ慣用名で、マロン酸（ｎ＝１）、コハク酸（ｎ＝２）、グルタル酸（ｎ
＝３）、アジピン酸（ｎ＝４）、ピメリン酸（ｎ＝５）、スベリン酸（ｎ＝６）およびア
ゼライン酸（ｎ＝７）などが好ましい。このなかでも、抗原抗体の結合による免疫反応の
測定値を向上させる効果と、抗原過剰領域で生じる地帯現象による測定範囲の限定を緩和
させる効果とが、より広い範囲のｐＨで得られるという点から、マロン酸が特に好ましい
。
【００２８】
　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、例えば、リン酸二水素一
ナトリウムおよびリン酸水素二ナトリウムなどを含むリン酸系の緩衝剤、酢酸ナトリウム
、カコジル酸ナトリウム、ならびに２－（Ｎ－モルホリノ）エタンスルホン酸などが挙げ
られる。
　この場合、前記反応液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、およ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、本発明の効果が損なわれない範囲で適宜調
整すればよい。
【００２９】
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　本発明の免疫反応測定方法においては、前記反応液のｐＨを４．０～６．０に設定する
のが好ましい。このときに前記特定化合物による免疫反応の測定値を向上させる効果が大
きい。また、抗原過剰領域で生じる地帯現象による測定範囲の限定を緩和させる効果が大
きい。さらに、前記反応液のｐＨを４．５～６．０に設定するのがより好ましい。前記反
応液のｐＨを４．５～５．０に設定してもよく、５．０～６．０に設定してもよい。
　また、本発明に係る免疫反応用試薬は、抗原抗体反応が生じるときの反応液と混合され
た場合に前記反応液のｐＨが４．０～６．０、さらには４．５～５．０または５．０～６
．０に設定されるように、調製されていることが好ましい。
【００３０】
　また、本発明に係る免疫反応測定方法における反応液および免疫反応用試薬には、用途
などに応じて、本発明の効果を損なわない範囲であれば、当該分野で公知である他の任意
の成分を添加することができる。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、前記反応液および免疫反応用試薬に、ポリエチレ
ングリコール（ＰＥＧ）を添加することができる。
　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
発明の免疫反応測定方法においては、反応液の２～６重量％であることが好ましく、４重
量％であることがさらに好ましい。同様に、本発明の免疫反応用試薬においては、抗原抗
体反応が生じるときの濃度が２～６重量％であることが好ましく、４重量％であることが
さらに好ましい。
【００３１】
　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、前記反応液お
よび免疫反応用試薬に、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またはＣＨＡＰＳなどの界面活性剤を添加するこ
とができる。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、本発明に係る
免疫反応測定方法においては、反応液の０．３重量％以下であることが好ましく、さらに
０．１重量％以下であることが特に好ましい。
　同様に、本発明に係る免疫反応用試薬においては、その含有量は、抗原抗体反応が生じ
るときの濃度が０．３重量％以下であることが好ましく、さらに０．１重量％以下である
ことが特に好ましい。
【００３２】
　本発明に係る免疫反応測定方法および免疫反応測定用試薬が適用される測定系は特に限
定されないが、特に、抗原過剰領域で生じる地帯現象を有する比朧法、比濁法、スライド
凝集法などの均一系の測定系が、上述した本発明の効果が期待できる点で好ましい。特に
自動測定機器による測定が普及している比朧法、比濁法が、抗原過剰領域で生じる地帯現
象の判定に要する工程を省略または簡略化することができる点で特に好ましい。
　本発明に係る免疫反応測定方法において、前記抗原－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い。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。特に、凝集複合体の大きさに鋭敏
に反応する散乱光強度の変化量であることが、さらに好ましい。
【００３３】
　本発明に係る免疫反応測定方法および免疫反応測定用試薬に対して用いられる試料は、
被測定物質である抗原または抗体を含むものであればよく、例えば、尿、血液などの体液
が挙げられる。また、試料中に含まれる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、ウィルスおよびハプテンなどが挙げられる。このなかでも、蛋
白質が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好ましい。
　蛋白質としては、例えばＬＨ（黄体形成ホルモン）、ＦＳＨ（卵胞刺激ホルモン）、ｈ
ＣＧ（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、リウマチ因子および血液
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型抗原などが挙げられる。このなかでも、ヒトアルブミンが特に好ましい。
【００３４】
　ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式（１）
：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、およびこれ
らの塩は、キレート作用を持っており、反応液に存在するＣａ2+やＦｅ3+などの二価およ
び三価の金属イオンを効率的に捕捉する性質を有する。このため、抗原が分子構造内に金
属イオンを保持している場合、この抗原に対して特異的に結合する抗体が、抗原から金属
イオンが脱離したときに、当該抗原と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、分子構造内に金属イオンを保持し、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、測定を行うことができる。
【００３５】
　また、抗原が分子構造内に金属イオンを保持し、金属イオンの脱離により分子構造に変
化を生じる場合、抗原が保持しているものと同じ金属イオンを反応液に添加し、反応液に
おいて抗原抗体反応が生じるときに反応液内にこの金属イオンを存在させてもよい。この
際、反応液に添加する金属イオンの量は、ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結
合を有するジカルボン酸、化学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表
される直鎖状ジカルボン酸、およびこれらの塩のキレート能、濃度、および抗原が持つ金
属イオンの保持能などに基づいて設定すればよい。
【００３６】
　本発明に係る免疫反応測定方法および免疫反応測定用試薬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、ＩｇＤの
いずれのクラスの抗体でもよい。このなかでも、非特異的な反応が少なく、また、比較的
市販されているものが多く、入手も容易であるという点から、ＩｇＧ抗体がより好ましい
。また、抗体の由来動物種に関しても、特に限定されないが、比較的入手も容易であり、
使用例も多いという点から、ウサギ、ヤギ、マウス由来の抗体が好ましい。
　また、特異結合物質としては、ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体のいずれ
を用いてもよい。すなわち、ポリクローナル抗体とモノクローナル抗体を、単独あるいは
混合して用いてもよいが、永久に同様な抗体を産生できるという観点から、モノクローナ
ル抗体を含むことが好ましい。また、凝集複合体を生成可能なように調製された１種類以
上のモノクローナル抗体の混合物であることがより好ましい。
【００３７】
　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）と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とを併せ持つ融合細胞集団より一つの細胞のみを
分離し、増殖させて確立したものである。このため、これらが産生す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。このため
、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。
【００３８】
　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、状態などに依存し、同一性状の抗体を得続
けることが困難である。このように、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る。このため、試薬としての抗体の供給が安定し
、結果として、免疫反応測定方法及び免疫反応測定用試薬による免疫反応測定結果の安定
性を増すことができる。
【００３９】
　特異結合物質をモノクローナル抗体により構成するために満たすべき要件は、抗原と特
異的に結合し、凝集複合体を形成する、ということである。すなわち、抗原が、１種類の
モノクローナル抗体に対して複数の結合部位を持つ物質である場合は、１種類のモノクロ
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ーナル抗体により、凝集複合体を生成させることが可能である。しかし、抗原が、１種類
のモノクローナル抗体（第１のモノクローナル抗体）に対して１つの結合部位しか持たな
い物質である場合は、少なくとも、２種類のモノクローナル抗体を用いることが必要であ
る。第２のモノクローナル抗体の要件としては、抗原の他の部位に結合し、前記第１のモ
ノクローナル抗体と共に、抗原と結合させた場合に凝集複合体を生成できることが必要で
ある。
【００４０】
　本発明に係る免疫反応測定方法の一例を以下に示す。
　まず、ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式
（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、およ
びこれらの塩よりなる群から選択される少なくとも１種の化合物を、後述する反応液を酸
性に、好ましくは、反応液のｐＨを４．０～６．０に設定するように緩衝剤を含む緩衝液
に添加する。
　そして、被測定物質である抗原もしくは抗体に対する抗体もしくは抗原を含有する分散
液または溶液、および試料（検体）のいずれか一方と上記の緩衝液とを混合し、続いて残
りの他方をこれに混合して反応液を調製し、その反応液において生じた免疫反応を測定す
る。
【００４１】
　このとき、反応液中の化合物の濃度は、測定値を向上させる効果、および抗原過剰領域
で生じる地帯現象による測定範囲の限定を緩和させる効果が認められる範囲であれば任意
でよい。好ましくは、前記化合物の濃度は０．１Ｍ以下、好ましくは０．０１～０．１Ｍ
、さらに好ましくは０．０１～０．０５Ｍとする。また、前記化合物は緩衝剤の役割を兼
ねていてもよい。
　前記特定化合物を添加する方法、前記反応液のｐＨを酸性に保つために緩衝剤を添加す
る方法、および前記反応液のｐＨを調整する方法は上記の方法に限定されない。例えば、
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、前記特定化合物および緩衝剤を存在させてもよい。
【００４２】
　本発明に係る免疫反応用試薬の調製方法の一例を以下に示す。
　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と、前記特定化合物とを別々
に調製する場合は、それぞれ以下のように調製すればよい。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を含有する溶液は、前記特定化合物の効果が得られる限り任
意の組成でよい。
【００４３】
　上記化合物を含む溶液は、抗原抗体反応時の反応液を酸性に保つために必要な緩衝能が
得られるように、反応液のｐＨが４．０～６．０となるように調整するのが好ましい。ま
た、反応液中の前記特定化合物の濃度については、測定値を向上させる効果、および抗原
過剰領域で生じる地帯現象による測定範囲の限定を緩和させる効果が得られる範囲であれ
ば任意でよい。好ましくは、前記特定化合物の濃度が０．１Ｍ以下、好ましくは、０．０
１～０．１Ｍ、さらに好ましくは０．０１～０．０５Ｍとなるように、緩衝剤と前記特定
化合物とを混合して得られた混合物に純水を加えて濃度を調整する。上記要件が満たされ
ていれば、前記緩衝剤と前記特定化合物は、それぞれ別々の溶液中に存在してもよい。ま
た、前記特定化合物自体が緩衝剤を兼ねてもよい。
【００４４】
　また、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を含有する溶液中に、
前記特定化合物を存在させてもよい。この場合は、上記で示した要件を満たすように、調
製した前記特定化合物を含む溶液で、被測定物質である抗原または抗体に対する抗体また
は抗原を含有する溶液を透析またはゲルでろ過し、低分子成分を置換することにより、前
記特定化合物を含ませればよい。
　以上のように、本発明に係る免疫反応測定方法および免疫反応測定用試薬によれば、ヒ
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ドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式（１）：Ｈ
ＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、およびこれらの
塩よりなる群から選択される少なくとも１種の化合物を免疫反応の反応系に存在させ、反
応系を酸性にし、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る。さ
らには、抗原過剰領域で生じる地帯現象による測定範囲の限定を緩和させることができる
。
【００４５】
　従来の水溶性高分子を添加する方法では、抗原抗体反応の測定において、測定値を向上
させ、良好なＳ／Ｎ比を維持し、安定した測定を行うため、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、溶液の粘性が増大し、分析操作上の取
り扱いが困難になるという問題があった。これに対して、本発明において用いる前記特定
化合物は分子量が低いため、溶液の粘性が低く、分析操作上の取り扱いが容易である。
　また、抗原過剰領域で生じる地帯現象による測定範囲の限定を緩和し、被測定物質の高
濃度での測定値の落ち幅を軽減したことにより、測定値が高く陽性と判定される領域を広
げることが可能となり、測定濃度範囲を広げることができる。
【００４６】
　以下に、本発明の実施例を具体的に説明するが、本発明はこれらのみに限定されない。
以下の実施例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い。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。
　また、本発明において、抗体溶液の緩衝剤およびｐＨは特に限定されない。例えば、一
液系の試薬を構成する場合には、抗体溶液に、ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二
重結合を有するジカルボン酸、化学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）
で表される直鎖状ジカルボン酸、およびこれらの塩よりなる群から選択される少なくとも
１種の化合物を含ませるため、また、反応系のｐＨを酸性領域に維持するため、前記特定
化合物を含む酸性緩衝液で透析すればよい。
【００４７】
　また、以下の実施例においては、ｐＨの調整にＮａＯＨを使用したが、ＫＯＨ、ＬｉＯ
Ｈ、ＮＨ4ＯＨ、Ｃａ（ＯＨ）2またはＭｇ（ＯＨ）2などの水酸化物を使用してもよい。
また、前記特定化合物を含む１０種類の緩衝液の調製に、Ｌ（－）－リンゴ酸、Ｌ（＋）
－酒石酸、イタコン酸、マロン酸、コハク酸、グルタル酸、アジピン酸、ピメリン酸、ス
ベリン酸、およびアゼライン酸を使用したが、特定化合物として上述した他の化合物を用
いてもよい。
　複数の特定化合物を用いる場合のｐＨの調整について、純水に化合物を溶解させた際の
ｐＨが目的とするｐＨよりアルカリ側の場合はＨＣｌなどを、酸性側の場合は上記で示し
た水酸化物などを利用して行えばよい。また、上記の特定化合物の混合比を調整して行っ
てもよい。
【実施例】
【００４８】
《実施例１》
　本実施例では、スライド凝集法、比濁法および比朧法による測定に使用することが可能
な抗体溶液、ならびにヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボ
ン酸、ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、および
これらの塩よりなる群から選択される少なくとも１種の化合物を含む緩衝液からなる試薬
を用いて、免疫反応を測定した。
　なお後述する緩衝液などの調製には、Ｍｉｌｌｉ－Ｑ　ＳＰ　ＴＯＣ（Ｍｉｌｌｉｐｏ
ｒｅ社製）でろ過した純水を使用した。また、特に記載のない塩および緩衝剤などの試薬
は、いずれも和光純薬工業（株）製のものを使用した。また、ポリエチレングリコール（
ＰＥＧ）６０００としては１級試薬を用い、それ以外のものとしては特級試薬を使用した
。
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【００４９】
（１）抗体溶液の調製
　抗体溶液には、ウサギ抗ヒトアルブミンポリクローナル抗体を用いたものと、３種類の
マウス抗ヒトアルブミンモノクローナル抗体を混合したものとを用意した。
　まず、ウサギ抗ヒトアルブミンポリクローナル抗体を用いた抗体溶液を次のように調製
した。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固定化ゲルとしては、アマシャム・ファルマシア社製のもの
を使用した。精製に用いた平衡化緩衝液としては、１．５Ｍのグリシン、および３．０Ｍ
の塩化ナトリウムを含むｐＨ８．９の緩衝液を使用した。また、溶出緩衝液としては、０
．１Ｍのクエン酸を含むｐＨ４．０の緩衝液を使用した。
【００５０】
　精製は次のような方法で行った。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、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平衡化
緩衝液を流し、カラムを洗浄した。
【００５１】
　そして、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させた。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の３
－（Ｎ－モルホリノ）プロパンスルホン酸（Ｄｏｊｉｎ社製）（以下、ＭＯＰＳと表す）
、０．１５Ｍの塩化ナトリウム、および０．０４重量％のＮａＮ３を含むｐＨ７．４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３．０ｍｇ／ｍｌとし、抗体溶液とした。
　次に、３種類のマウス抗ヒトアルブミンモノクローナル抗体を混合して用いた抗体溶液
を以下のように調製した。
【００５２】
　マウス抗ヒトアルブミンモノクローナル抗体には、抗体工業技術院生命工学工業技術研
究所受託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－７９３８号の細胞株（以下、７９３８株と表す）が産生す
るモノクローナル抗体、ならびにバイオテスト研究所製のＦＵ－３０１、およびＦＵ－３
０３を用いた。７９３８株が産生するモノクローナル抗体としては、マウス腹水から、上
記と同様のプロテインＡカラムクロマトグラフィーで精製して得られたものを用いた。抗
体溶液中に各モノクローナル抗体を混合する際には、７９３８株が産生するモノクローナ
ル抗体を０．０３３３ｍｇ／ｍｌ、ＦＵ－３０１を０．０３３３ｍｇ／ｍｌ、ＦＵ－３０
３を０．０３３３ｍｇ／ｍｌとし、また、抗体溶液中の総モノクローナル抗体の最終濃度
が約０．１ｍｇ／ｍｌになるように混合した。
　なお、上記で調製した各抗体溶液の濃度および混合比は、特にこれに限定されない。ま
た、調製した抗体溶液は室温でも保存できるが、抗体の変性防止の点からは、低温保存が
より好ましく、４℃で保存することがより好ましい。
【００５３】
（２）緩衝液の調製
　緩衝液には、以下に示す１０種類の化合物を用いた。
　ヒドロキシル基を有するジカルボン酸としてはＬ（－）－リンゴ酸またはＬ（＋）－酒
石酸を用い、二重結合を有するジカルボン酸としてはイタコン酸を用い、化学式（１）：
ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸としては、マロ
ン酸（ｎ＝１）、コハク酸（ｎ＝２）、グルタル酸（ｎ＝３）、アジピン酸（ｎ＝４）、
ピメリン酸（ｎ＝５）、スベリン酸（ｎ＝６）およびアゼライン酸（ｎ＝７）を用いた。
　Ｌ（－）－リンゴ酸を含む緩衝液を次のように調製した。最終濃度が、Ｌ（－）－リン
ゴ酸で０．０５Ｍ、ポリエチレングリコール６０００で４重量％になるようにＬ（－）－
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リンゴ酸およびポリエチレングリコール６０００を計量し、最終的に得る緩衝液の体積の
約９０％に相当する体積の純水を加え、これらを溶解させた。得られた溶液にＮａＯＨ水
溶液を添加してｐＨを４．５に調整し、純水を加え、目的とする体積の溶液を調製し、緩
衝液を得た。
【００５４】
　Ｌ（＋）－酒石酸を含む緩衝液を次のように調製した。最終濃度が、Ｌ（＋）－酒石酸
で０．０５Ｍ、ポリエチレングリコール６０００で４重量％になるように、Ｌ（＋）－酒
石酸およびポリエチレングリコール６０００を計量し、最終的に得る緩衝液の体積の約９
０％に相当する体積の純水を加え、これらを溶解させた。得られた溶液にＮａＯＨ水溶液
を添加してｐＨを４．５に調整し、純水を加え、目的とする体積の溶液を調製し、緩衝液
を得た。
　イタコン酸を含む緩衝液を次のようにして調製した。最終濃度が、イタコン酸で０．０
５Ｍ、ポリエチレングリコール６０００で４重量％になるようにイタコン酸およびポリエ
チレングリコール６０００を計量し、最終的に得る緩衝液の体積の約９０％に相当する体
積の純水を加え、これらを溶解させた。得られた溶液にＮａＯＨ水溶液を添加することに
よってｐＨを４．５に調整し、純水を加え、目的とする体積の溶液を調製し、緩衝液を得
た。
【００５５】
　マロン酸を含む緩衝液を次のように調製した。最終濃度が、マロン酸で０．０５Ｍ、ポ
リエチレングリコール６０００で５重量％になるようにマロン酸およびポリエチレングリ
コール６０００を計量し、最終的に得る緩衝液の体積の約９０％に相当する体積の純水を
加え、これらを溶解させた。得られた溶液にＮａＯＨ水溶液を添加してｐＨを５．０に調
整し、純水を加えて、目的とする体積の溶液を調製し、緩衝液を得た。
　コハク酸を含む緩衝液を次のように調製した。最終濃度が、コハク酸で０．０５Ｍ、ポ
リエチレングリコール６０００で５重量％になるようにコハク酸およびポリエチレングリ
コール６０００を計量し、最終的に得る緩衝液の体積の約９０％に相当する体積の純水を
加え、これらを溶解させた。得られた溶液にＮａＯＨ水溶液を添加してｐＨを５．０に調
整し、純水を加えて、目的とする体積の溶液を調製し、緩衝液を得た。
【００５６】
　グルタル酸を含む緩衝液を次のように調製した。最終濃度が、グルタル酸で０．０５Ｍ
、ポリエチレングリコール６０００で５重量％になるようにグルタル酸およびポリエチレ
ングリコール６０００を計量し、最終的に得る緩衝液の体積の約９０％に相当する体積の
純水を加え、これらを溶解させた。得られた溶液にＮａＯＨ水溶液を添加することによっ
てｐＨを５．０に調整し、純水を加えて、目的とする体積の溶液を調製し、緩衝液を得た
。
　アジピン酸を含む緩衝液を次のように調製した。最終濃度が、アジピン酸で０．０５Ｍ
、ポリエチレングリコール６０００で５重量％になるようにアジピン酸およびポリエチレ
ングリコール６０００を計量し、最終的に得る緩衝液の体積の約９０％に相当する体積の
純水を加え、これらを溶解させた。得られた溶液にＮａＯＨ水溶液を添加することによっ
てｐＨを５．０に調整し、純水を加えて、目的とする体積の溶液を調製し、緩衝液を得た
。
【００５７】
　ピメリン酸を含む緩衝液を次のように調製した。最終濃度が、ピメリン酸で０．０５Ｍ
、ポリエチレングリコール６０００で５重量％になるようにピメリン酸およびポリエチレ
ングリコール６０００を計量し、最終的に得る緩衝液の体積の約９０％に相当する体積の
純水を加え、これらを溶解させた。得られた溶液にＮａＯＨ水溶液を添加することによっ
てｐＨを５．０に調整し、純水を加えて、目的とする体積の溶液を調製し、緩衝液を得た
。
　スベリン酸を含む緩衝液を次のように調製した。最終濃度が、スベリン酸で０．０５Ｍ
、ポリエチレングリコール６０００で５重量％になるようにスベリン酸およびポリエチレ
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ングリコール６０００を計量し、最終的に得る緩衝液の体積の約９０％に相当する体積の
純水を加え、これらを溶解させた。得られた溶液にＮａＯＨ水溶液を添加することによっ
てｐＨを５．０に調整し、純水を加えて、目的とする体積の溶液を調製し、緩衝液を得た
。
【００５８】
　アゼライン酸を含む緩衝液を次のように調製した。最終濃度が、アゼライン酸で０．０
５Ｍ、ポリエチレングリコール６０００で５重量％になるようにアゼライン酸およびポリ
エチレングリコール６０００を計量し、最終的に得る緩衝液の体積の約９０％に相当する
体積の純水を加え、これらを溶解させた。得られた溶液にＮａＯＨ水溶液を添加してｐＨ
を５．０に調整し、純水を加えて、目的とする体積の溶液を調製し、緩衝液を得た。なお
、上記で得られた各緩衝液は室温下で保存した。
【００５９】
《実施例２》
　本実施例では、ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸
、化学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン
酸、およびこれらの塩よりなる群から選択される少なくとも１種の化合物を含む酸性の反
応系を用いた本発明の抗原抗体反応に対する効果を、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の場合と比較した。従来法との比較は、被測定物質としてヒトアルブ
ミンを免疫比朧法で測定することにより行った。
　試薬としては、実施例１と同様のＬ（－）－リンゴ酸、Ｌ（＋）－酒石酸、またはイタ
コン酸を含む各緩衝液と、ウサギ抗ヒトアルブミンポリクローナル抗体を含む抗体溶液と
を混合して得られる試薬を用いた。
【００６０】
　また、比較用の中性反応系を形成する緩衝液として、０．０５ＭのＭＯＰＳ、および４
重量％のポリエチレングリコール６０００を含むｐＨ７．４の緩衝液を用いた。抗体溶液
には、上記と同じものを用いた。
　試料として、０．０４重量％のＮａＮ3を含むＰＢＳ緩衝液（８ｇ／ＬのＮａＣｌ、０
．２ｇ／ＬのＫＣｌ、１．１５ｇ／ＬのＮａ2ＨＰＯ4・１２Ｈ2Ｏ、および０．２ｇ／Ｌ
のＫＨ2ＰＯ4を含む。ｐＨ７．４）に、濃度が０、１、５、１０、３０、５０、１００ま
たは３００ｍｇ／ｄｌになるように抗原であるヒトアルブミン（和光純薬工業（株）製）
を溶解させて得られた抗原溶液を用いた。
　なお、抗体溶液および試料（抗原溶液）は使用時まで４℃で保存し、各緩衝液は室温下
に保存した。
【００６１】
　測定装置には、以下のようなものを使用した。光源には、２７０Ｈｚで変調した波長６
８０ｎｍの出射出力約１５ｍＷの半導体レーザーポインタ（キコー技研（株）製の型番Ｍ
ＬＸＳ－Ｄ－１２－６８０－３５）を用いた。検出器としては、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（株）製の型番Ｓ２３８７－６６Ｒ）を用いた
。セルとしては、厚さ０．１ｃｍの光学ガラス板を貼り合わせて、容量約２００μｌの正
四角柱形状のものを用いた。
【００６２】
　光源より０．５ｃｍの位置に、一面が光源と垂直になるようにセルを配置した。検出器
は、光源と９０°の角度をなす方向でセルより５．５ｃｍ離れた位置に配置した。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遮光筒を設けた。検出器により検知さ
れた光量に依存する電流信号は、電流電圧変換回路（１０６Ｖ／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される。その後、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まれる。
【００６３】
　各緩衝液について、各濃度のヒトアルブミン溶液の測定を次のように行った。反応液は
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、緩衝液１７８μｌ、ヒトアルブミン溶液９μｌおよび抗体溶液７μｌを混合して得た。
すなわち、反応液において、抗体の最終濃度は約０．１１ｍｇ／ｍｌとし、ヒトアルブミ
ンの最終濃度は測定に使用したヒトアルブミン溶液の濃度に０．０４６を乗じたものであ
った。
　まず、セル内に上記容量の緩衝液およびヒトアルブミン溶液を加え、攪拌混合した。続
いて、上記容量の抗体溶液を加えて攪拌混合し、反応液を得るとともに抗原抗体反応を生
じさせた。散乱光強度の測定は、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、測定値を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２００～３００秒の間の平均値を求め、これを各濃度の
ヒトアルブミン溶液における測定値とした。測定は室温（約２０℃）で行った。
【００６４】
　その測定結果を図１に示す。各緩衝液について、３００ｍｇ／ｄｌまでの各濃度のヒト
アルブミン溶液を測定した結果をプロットしたものを図１に示した。縦軸は電圧値を表し
、横軸は測定に使用したヒトアルブミン溶液の濃度を表す。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より、同じ緩衝液での
ヒトアルブミンを含まない場合の測定値（０ｍｇ／ｄｌ）を差し引いたものである。測定
電圧値が高い程、検出器に入射した散乱光が多く、反応系の濁度が高く、抗原抗体反応に
よる抗原－抗体複合体が多く形成されたことを示す。
【００６５】
　図１より、比較例の緩衝液を用いた場合（図１の×）より、本実施例の各緩衝液をそれ
ぞれ用いた場合（図１の●、○、▲）のほうが、高い測定値が得られることがわかった。
また、比較例の緩衝液を用いた場合（×）は、３０ｍｇ／ｄｌをピークとして抗原過剰領
域で生じる地帯現象により、測定値は減少した。
　これに対し、０．０５ＭのＬ（－）－リンゴ酸、Ｌ（＋）－酒石酸、およびイタコン酸
をそれぞれ用いた緩衝液の場合（図１の●、○、▲）も、３０ｍｇ／ｄｌをピークとして
抗原過剰領域で生じる地帯現象により、測定値は同様の減少傾向を示した。しかし、測定
値が向上することにより、より広い抗原濃度範囲において抗原過剰領域で生じる地帯現象
による測定値の減少の影響を受けずに測定できることがわかった。
【００６６】
　本実施例の測定結果より、比較例であるＭＯＰＳを含む緩衝液の場合（図１の×）、ヒ
トアルブミン溶液の濃度が５０ｍｇ／ｄｌまでの範囲において抗原過剰領域で生じる地帯
現象の影響を考えることなく測定できた。これに対して、Ｌ（－）－リンゴ酸、Ｌ（＋）
－酒石酸、およびイタコン酸を用いた各緩衝液の場合（図１の●、○、▲）、ヒトアルブ
ミン溶液の濃度が約１００ｍｇ／ｄｌまでの範囲において抗原過剰領域で生じる地帯現象
の影響を考えることなく測定でき、比較例の場合よりも測定可能な濃度範囲が広いことが
わかった。
【００６７】
《実施例３》
　本実施例においても、上述した実施例２の場合と同様にして、ヒドロキシル基を有する
ジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯ
ＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、およびこれらの塩よりなる群から選択
される少なくとも１種の化合物を含む酸性反応系の抗原抗体反応への効果を、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の場合と比較して調べた。従来法との比較は
、被測定物質としてヒトアルブミンを免疫比朧法で測定することにより行った。
【００６８】
　試薬には、実施例１と同様のマロン酸、グルタル酸、アジピン酸、ピメリン酸、スベリ
ン酸またはアゼライン酸をそれぞれ含む各緩衝液と、ウサギ抗ヒトアルブミンポリクロー
ナル抗体を含む抗体溶液とを組み合わせて得られるものを用いた。また、実施例１と同様
のコハク酸を含む緩衝液と、マウス抗ヒトアルブミンモノクローナル抗体を含む抗体溶液
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とを組み合わせて得られるものを用いた。
　比較例として、中性反応系を形成するための緩衝液には、０．０５ＭのＭＯＰＳ、およ
び４重量％のポリエチレングリコール６０００を含むｐＨ７．４の緩衝液を用いた。抗体
溶液には、マロン酸、グルタル酸、アジピン酸、ピメリン酸、スベリン酸、アゼライン酸
を含む各緩衝液と対比する場合は、ウサギ抗ヒトアルブミンポリクローナル抗体を含む抗
体溶液を用い、コハク酸を含む緩衝液と対比する場合は、マウス抗ヒトアルブミンモノク
ローナル抗体を含む抗体溶液を用いた。
【００６９】
　試料として用いた抗原溶液であるヒトアルブミン溶液は、長浜コントロール尿（１０ｇ
／Ｌの尿素、１０ｇ／ＬのＮａＣｌ、０．５ｇ／Ｌのクレアチニン、０．２ｇ／Ｌのアセ
トンとなるように蒸留水に溶解）に、濃度が０、５、１０、３０、５０、１００または３
００ｍｇ／ｄｌになるようにヒトアルブミンを溶解させたものを用いた。なお、抗体溶液
および試料（抗原溶液）は使用時まで４℃で保存し、各緩衝液は室温下に保存した。
　測定装置には以下のようなものを用いた。この装置は、実施例２と原理的には同じであ
るが、構成が異なる。光源としては、２７０Ｈｚで変調した波長７８５ｎｍの出射出力約
２０ｍＷの半導体レーザーポインタ（キコー技研（株）製の型番ＭＬＸＳ－Ｄ－１２－７
８５－７０）を用いた。検出器としては、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（株）製の型番Ｓ２３８７－６６Ｒ）を用いた。セルとしては、厚さ
０．１ｃｍの光学ガラス板を貼り合わせて、容量が約６００μｌの正四角柱形状のものを
用いた。
【００７０】
　光源より１ｃｍの位置に、一面が光源と垂直になるようにセルを配置した。検出器は、
光源と９０°の角度をなす方向でセルより１ｃｍ離れた位置に配置した。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（１０６Ｖ／Ａ）を経た後、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まれる。
　各緩衝液について、各濃度のヒトアルブミン溶液の測定を次のようにして行った。緩衝
液５３４μｌ、ヒトアルブミン溶液２７μｌおよび抗体溶液２１μｌを混合して反応液を
得た。すなわち、反応液において、抗体の最終濃度は、測定に使用した抗体溶液の濃度に
約０．０３６を乗じたものとし、ヒトアルブミンの最終濃度は、測定に使用したヒトアル
ブミン溶液の濃度に約０．０４６を乗じたものとした。
【００７１】
　まず、セル内に上記容量の緩衝液およびヒトアルブミン溶液を加え、攪拌混合した。続
いて、上記容量の抗体溶液を加えて攪拌混合し、抗原抗体反応を生じさせた。７分後に、
１秒間隔で１０秒間散乱光強度を測定した。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、測定値を補正す
ることにより除いた。上述のようにして得た測定値の加算平均値を求め、これを各濃度の
ヒトアルブミン溶液における測定値とした。測定は室温（約２０℃）で行った。
【００７２】
　測定結果を図２および３に示す。図２はマロン酸（●）、グルタル酸（○）、アジピン
酸（▲）、ピメリン酸（△）、スベリン酸（■）、アゼライン酸（□）をそれぞれ含む各
緩衝液と、ウサギ抗ヒトアルブミンポリクローナル抗体からなる抗体溶液とを用いて、３
００ｍｇ／ｄｌまでの各濃度のヒトアルブミン溶液を測定した結果をプロットしたもので
ある。縦軸は電圧値を表し、横軸は測定に使用したヒトアルブミン溶液の濃度を表してい
る。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
定値より、同じ緩衝液でのヒトアルブミンを含まない場合の測定値（０ｍｇ／ｄｌ）を差
し引いたものである。
【００７３】
　図２より、比較例の緩衝液（０．０５ＭのＭＭＯＰＳ、５重量％のポリエチレングリコ
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ールを含むｐＨ７．４の緩衝液）を用いた場合（図２の×）より、本実施例の各緩衝液を
用いた場合（図２の●、○、▲、△、■、□）のほうが、ブランク値（ヒトアルブミン濃
度が００ｍｇ／ｄｌのとき）を除き、高い測定値が得られることがわかった。また、抗原
過剰領域で生じる地帯現象により、測定値はいずれの場合も減少傾向を示した。しかし、
実施例３では、実施例２と同様の理由により、比較例よりもより広い抗原濃度範囲におい
て抗原過剰領域で生じる地帯現象による測定値の減少の影響を受けずに測定できることが
わかった。
【００７４】
　図３は、コハク酸を含む緩衝液と、マウス抗ヒトアルブミンモノクローナル抗体を含む
抗体溶液とを用いて、３００ｍｇ／ｄｌまでの各濃度のヒトアルブミン溶液を測定した結
果をプロットしたものである（●）。図３より、比較例の緩衝液を用いた場合（×）より
、本実施例のコハク酸を含む緩衝液を用いた場合（●）のほうが高い測定値が得られるこ
とがわかった。また、抗原過剰領域で生じる地帯現象により、測定値はいずれの場合も減
少を示した。この場合も、実施例２と同様の理由により、より広い抗原濃度範囲において
抗原過剰領域で生じる地帯現象による測定値の減少の影響を受けずに測定できることがわ
かった。
【００７５】
　以上のように実施例２および３より、本発明に係る免疫反応測定方法により、抗原抗体
反応の測定値が向上することを確認できた。また、これにより抗原過剰領域で生じる地帯
現象による測定範囲の限定が緩和されることを確認できた。
　さらに、本発明に係る免疫反応用試薬を用いることにより、抗原抗体反応の測定値が向
上することを確認できた。また、抗原過剰領域で生じる地帯現象による測定範囲の限定が
緩和されることを確認できた。
　なお、抗体溶液、緩衝液および試料を混合する順序は特に制限されず、混合比率は、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た。
【００７６】
　また、上記測定では、試薬と試料とを混合することにより、緩衝剤、ヒドロキシル基を
有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2

）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、およびこれらの塩よりなる群
から選択される少なくとも１種の化合物、ならびにポリエチレングリコール６０００など
の添加剤が混合前に比べて希釈された。しかし、希釈される前の濃度に対する希釈後にの
濃度の差が１０％程度までであれば、得られる測定結果は、希釈前の濃度で予想された測
定結果とは大差がなく、希釈による影響はほとんどなかった。また、希釈による濃度変化
を回避するために、混合による希釈を考慮して、混合時に試薬中の各物質の濃度が目的濃
度になるように調製することもできた。
【００７７】
《実施例４》
　ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式（１）
：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸がそれぞれ示
す、抗原抗体反応に対する効果のｐＨ依存性を、免疫比朧法により調べた。
　本実施例では、ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸
について調べた。ヒドロキシル基を有するジカルボン酸としてはＬ（－）－リンゴ酸およ
びＬ（＋）－酒石酸を用い、二重結合を有するジカルボン酸としてはイタコン酸を用いた
。被測定物質としてはヒトアルブミンを用いた。試料であるヒトアルブミン溶液には、実
施例２と同様のものを用いた。また、抗体溶液には、実施例１と同様のウサギ抗ヒトアル
ブミンポリクローナル抗体を含む抗体溶液を用いた。
【００７８】
　ヒドロキシル基を有するジカルボン酸を用いた場合のｐＨ依存性を調べるために、０．
０５ＭのＬ（－）－リンゴ酸、および４重量％のポリエチレングリコール６０００を含み
、ｐＨがそれぞれ、４．０、４．５および５．０の各緩衝液を調製した。また、０．０５
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ＭのＬ（＋）－酒石酸、および４重量％のポリエチレングリコール６０００を含み、ｐＨ
がそれぞれ、４．０、４．５および５．０の各緩衝液を調製した。
【００７９】
　また、二重結合を有するジカルボン酸を用いた場合のｐＨ依存性を調べるため、０．０
５Ｍのイタコン酸および４重量％のポリエチレングリコール６０００を含み、ｐＨがそれ
ぞれ、４．０、４．５および５．０の各緩衝液を調製した。
　さらに、比較例として、０．０５ＭのＭＯＰＳ、および４重量％のポリエチレングリコ
ール６０００を含むｐＨ７．４の緩衝液を用い、抗体溶液には、上記と同様のウサギ抗ヒ
トアルブミンポリクローナル抗体を含む抗体溶液を用いた。
　免疫反応の測定は、実施例２と同様の方法により行った。
【００８０】
　得られた測定結果を図４～６に示す。図４はＬ（－）－リンゴ酸についての結果、図５
はＬ（＋）－酒石酸についての結果、また、図６はイタコン酸についての結果をそれぞれ
プロットしたものである。縦軸は電圧値を表し、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。
　図４～６より、ｐＨ４．５～５．０のＬ（－）－リンゴ酸を含む緩衝液、ｐＨ４．０～
５．０のＬ（＋）－酒石酸を含む緩衝液、およびｐＨ４．５～５．０のイタコン酸を含む
緩衝液を用いた場合の方が、比較例の緩衝液を用いた場合（図４～６の×）よりも高い測
定値を示すことがわかった。また、抗原過剰領域で生じる地帯現象による測定範囲の限定
が緩和されることがわかった。
【００８１】
　以上の結果より、ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン
酸、およびこれらの塩を含む緩衝液を用いた免疫反応測定法では、これらの化合物のｐＨ
特性を考慮して、少なくとも、反応系のｐＨを４．０～５．０の範囲に設定することによ
り、抗原抗体反応の測定値が向上することがわかった。また、抗原過剰領域で生じる地帯
現象による測定範囲の限定が緩和されることがわかった。
　また、ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、および
これらの塩を用いた免疫反応測定用試薬では、これら化合物のｐＨ特性を考慮することに
より、少なくとも、抗原抗体反応が生じるときの反応液のｐＨが４．０～５．０の間に設
定されるように試薬を調製するのが好ましいことがわかった。
【００８２】
《実施例５》
　本実施例では、化学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直
鎖状ジカルボン酸が示す抗原抗体反応に対する効果のｐＨ依存性を、免疫比朧法により調
べた。上記の直鎖状ジカルボン酸には、マロン酸（ｎ＝１）、コハク酸（ｎ＝２）、グル
タル酸（ｎ＝３）、アジピン酸（ｎ＝４）、ピメリン酸（ｎ＝５）、スベリン酸（ｎ＝６
）およびアゼライン酸（ｎ＝７）を用いた。
【００８３】
　試料であるヒトアルブミン溶液には、実施例３と同様のものを用いた。また、抗体溶液
には、実施例１と同様のものを用いた。
　試薬には、後述するマロン酸、グルタル酸、アジピン酸、ピメリン酸、スベリン酸、ア
ゼライン酸をそれぞれ含む各緩衝液と、実施例１と同様のウサギ抗ヒトアルブミンポリク
ローナル抗体を含む抗体溶液とを混合したものを用いた。また、後述するコハク酸を含む
緩衝液と、実施例１と同様のマウス抗ヒトアルブミンモノクローナル抗体を含む抗体溶液
を混合したものを用いた。
【００８４】
　マロン酸を用いた場合のｐＨ依存性を調べるため、０．０５Ｍのマロン酸、および５重
量％のポリエチレングリコール６０００を含み、ｐＨがそれぞれ、４．０、４．５、５．
０、５．５および６．０の各緩衝液を調製した。
　コハク酸を用いた場合のｐＨ依存性を調べるため、０．０５Ｍのコハク酸、および５重
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量％のポリエチレングリコール６０００を含み、ｐＨがそれぞれ、４．０、４．５、５．
０、５．５および６．０の各緩衝液を調製した。
【００８５】
　グルタル酸を用いた場合のｐＨ依存性を調べるために、０．０５Ｍのグルタル酸、およ
び５重量％のポリエチレングリコール６０００を含み、ｐＨがそれぞれ、４．５、５．０
および６．０の各緩衝液を調製した。
　アジピン酸を用いた場合のｐＨ依存性を調べるために、０．０５Ｍのアジピン酸、およ
び５重量％のポリエチレングリコール６０００を含み、ｐＨがそれぞれ、４．５、５．０
、５．５および６．０の各緩衝液を調製した。
【００８６】
　ピメリン酸を用いた場合のｐＨ依存性を調べるために、０．０５Ｍのピメリン酸、およ
び５重量％のポリエチレングリコール６０００を含み、ｐＨがそれぞれ、４．５、５．０
、５．５および６．０の各緩衝液を調製した。
　スベリン酸を用いた場合のｐＨ依存性を調べるために、０．０５Ｍのスベリン酸、およ
び５重量％のポリエチレングリコール６０００を含み、ｐＨがそれぞれ、５．０、５．５
および６．０の各緩衝液を調製した。
【００８７】
　アゼライン酸を用いた場合のｐＨ依存性を調べるために、０．０５Ｍのアゼライン酸、
および５重量％のポリエチレングリコール６０００を含み、ｐＨがそれぞれ、５．０、５
．５および６．０の各緩衝液を調製した。
　さらに、比較例においては、０．０５ＭのＭＯＰＳ、および５重量％のポリエチレング
リコール６０００を含むｐＨ７．４の緩衝液を用い、抗体溶液としては、マロン酸、グル
タル酸、アジピン酸、ピメリン酸、スベリン酸、アゼライン酸を含む各緩衝液と対比する
場合は、ウサギ抗ヒトアルブミンポリクローナル抗体を含む抗体溶液を用い、コハク酸を
含む緩衝液と対比する場合は、マウス抗ヒトアルブミンモノクローナル抗体を含む抗体溶
液を用いた。免疫反応の測定は、実施例３と同様の方法により行った。
【００８８】
　得られた測定結果を図７～１３に示す。図７はマロン酸についての結果、図８はコハク
酸についての結果、また、図９はグルタル酸についての結果、図１０はアジピン酸につい
ての結果、図１１はピメリン酸についての結果、図１２はスベリン酸についての結果、図
１３はアゼライン酸についての結果をそれぞれプロットしたものである。縦軸は電圧値を
表し、横軸はヒトアルブミン溶液の濃度を示す。
　図７～１３より、ｐＨ４．５～６．０のマロン酸を含む緩衝液、ｐＨ５．０～６．０の
コハク酸を含む緩衝液、ｐＨ５．０～６．０のグルタル酸を含む緩衝液、ｐＨ５．０～６
．０のアジピン酸を含む緩衝液、ｐＨ５．０～６．０のピメリン酸を含む緩衝液、ｐＨ５
．０～６．０のスベリン酸を含む緩衝液、およびｐＨ５．０～６．０のアゼライン酸を含
む緩衝液を用いた場合のほうが、比較例のＭＯＰＳを含む緩衝液を用いた場合よりも高い
測定値を示すことがわかった。また、抗原過剰領域で生じる地帯現象による測定範囲の限
定が緩和されることがわかった。
【００８９】
　以上の結果より、化学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される
直鎖状ジカルボン酸、およびこれらの塩を含む緩衝液を用いた免疫反応測定法では、これ
らの化合物のｐＨ特性を考慮し、少なくとも、反応液のｐＨを４．５～６．０に設定する
ことにより、抗原抗体反応の測定値が向上することがわかった。また、抗原過剰領域で生
じる地帯現象による測定範囲の限定が緩和されることがわかった。
　また、化学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカ
ルボン酸、およびこれらの塩を用いた免疫反応測定用試薬では、これら化合物のｐＨ特性
を考慮することにより、少なくとも、抗原抗体反応が生じるときの反応液のｐＨが４．５
～６．０に設定されるように試薬を調製するのが好ましいことがわかった。
【００９０】
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　以上のように実施例４および５より、抗原抗体反応の測定値を向上させる効果および抗
原過剰領域で生じる地帯現象による測定範囲の限定を緩和させる効果を保ちながら、本発
明の免疫反応測定法では、ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカ
ルボン酸、化学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジ
カルボン酸、およびこれらの塩よりなる群から選択される化合物を用いることにより、反
応系のｐＨを４．０～６．０に設定できることを確認できた。
　また、本発明に係る免疫反応測定用試薬においては、ヒドロキシル基を有するジカルボ
ン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎ
は整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、およびこれらの塩よりなる群から選択される少
なくとも１種の化合物を用いることにより、抗原抗体反応が生じるときのｐＨが４．０～
６．０の間に設定されるように試薬を調製できることを確認できた。
【００９１】
《実施例６》
　次に、ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式
（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、およ
びこれらの塩よりなる群から選択される少なくとも１種の化合物が示す、抗原抗体反応に
対する効果の濃度依存性を調べた。
　ヒトアルブミン溶液には、実施例３と同様のものを用いた。また、抗体溶液は、実施例
１と同様のウサギ抗ヒトアルブミンポリクローナル抗体を含む抗体溶液を用いた。
　緩衝液には、Ｌ（－）－リンゴ酸、イタコン酸、およびコハク酸をそれぞれ用いて、以
下に示す方法で調製したものを用いた。
【００９２】
　Ｌ（－）－リンゴ酸を用いた場合の濃度依存性を調べるために、４重量％のポリエチレ
ングリコール６０００を含み、ｐＨが５．０で、Ｌ（－）－リンゴ酸をそれぞれ０．０１
、０．０２、０．０５、０．１および０．２Ｍ含む各緩衝液を調製した。
　イタコン酸を用いた場合の効果の濃度依存性を調べるために、４重量％のポリエチレン
グリコール６０００を含み、ｐＨが５．０で、イタコン酸をそれぞれ０．０１、０．０２
、０．０５、０．１、および０．２Ｍ含む各緩衝液を調製した。
【００９３】
　コハク酸を用いた場合の効果の濃度依存性を調べるために、４重量％のポリエチレング
リコール６０００を含み、ｐＨが５．０で、コハク酸をそれぞれ０．０１、０．０２、０
．０５、０．１、および０．２Ｍ含む各緩衝液を調製した。さらに、比較例として、０．
０５ＭのＭＯＰＳ、および４重量％のポリエチレングリコール６０００を含むｐＨ７．４
の緩衝液を用いた。また、抗体溶液には、ウサギ抗ヒトアルブミンモノクローナル抗体を
用いた。
　免疫反応の測定は、実施例３と同様の方法により行った。
【００９４】
　得られた測定結果を図１４～１６に示す。図１４はＬ（－）－リンゴ酸についての結果
、図１５はイタコン酸についての結果、また、図１６はコハク酸についての結果をプロッ
トしたものである。縦軸は電圧値を表し、横軸はヒトアルブミン溶液の濃度を表す。
　図１４～１６より、本実施例で調べた濃度範囲では、いずれの場合も、ヒドロキシル基
を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ

2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、およびこれらの塩よりなる群
から選択される少なくとも１種の化合物の濃度が０．０１～０．１Ｍの範囲において、比
較例のＭＯＰＳを含む緩衝液を用いた場合よりも高い測定値を示すことがわかった。また
、抗原過剰領域で生じる地帯現象による測定範囲の限定が緩和されることがわかった。
【００９５】
　以上の結果より、本発明に係る免疫反応測定法では、ヒドロキシル基を有するジカルボ
ン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎ
は整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、およびこれらの塩よりなる群から選択される少
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た、前記化合物により、反応液に緩衝能を持たせる場合は、前記濃度は０．０１～０．１
Ｍに設定するのが好ましいことがわかった。
【００９６】
　以上と同様に、本発明に係る免疫反応測定用試薬は、ヒドロキシル基を有するジカルボ
ン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎ
は整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、およびこれらの塩よりなる群から選択される少
なくとも１種の化合物の抗原抗体反応が生じるときの濃度が０．１Ｍ以下に設定されるよ
うに調製されるのが好ましいことがわかった。また、前記化合物により、反応液に緩衝能
を持たせる場合は、前記濃度が０．０１～０．１Ｍに設定されるように試薬を調製するの
が好ましいことがわかった。
【００９７】
《実施例７》
　次に、ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式
（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、およ
びこれらの塩よりなる群から選択される化合物を混合して使用した場合の抗原抗体反応に
対する効果について、免疫比朧法により確認した。
　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２
と同様の方法により行い、濃度は０、５、１０、２０、３０、５０、７０、１００、２０
０および３００ｍｇ／ｄｌのものを用意した。抗体溶液には、実施例１と同様のウサギ抗
ヒトアルブミンポリクローナル抗体を含む抗体溶液を用いた。
【００９８】
　緩衝液としては、Ｌ（－）－リンゴ酸、Ｌ（＋）－酒石酸、イタコン酸、フマル酸およ
びマレイン酸をそれぞれ、コハク酸と共に含み、ｐＨを４．５に設定したものを用いた。
ｐＨが４．５では、コハク酸は効果を持たず、Ｌ（－）－リンゴ酸、Ｌ（＋）－酒石酸、
イタコン酸、フマル酸およびマレイン酸による効果を確認し易い。比較例にはコハク酸の
みを含む緩衝液を用いた。表１に各緩衝液の組成およびｐＨを示す。
【００９９】
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【表１】

【０１００】
　測定には、分光蛍光光度計（島津製作所（株）製の型番ＲＦ－５３００ＰＣ）を使用し
た。分光蛍光光度計の試料室に恒温セルホルダ（島津製作所（株）製の型番２０６－１５
４４０）を配置し、恒温水槽（ＴＡＩＴＥＣ（株）製の商品名ＣＯＯＬＮＩＴ　ＢＡＴＨ
　ＥＬ－１５）に接続した。温度を２５℃に保った水を循環させて、測定時の温度を一定
に保つようにした。分光蛍光光度計の測定条件は、励起、蛍光波長を共に６７０ｎｍ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。
【０１０１】
　測定は次のように行った。２．８７ｍｌの緩衝液と０．１ｍｌ抗体溶液を攪拌混合した
後、これに０．０３ｍｌのヒトアルブミン溶液を加え攪拌混合し、反応液を得た。すなわ
ち、反応液における抗体およびヒトアルブミンの最終濃度は、抗体については約０．１０
ｍｇ／ｍｌとし、ヒトアルブミンについては、測定に使用したヒトアルブミン溶液の濃度
に０．０１を乗じたものとした。これを蛍光分析用の石英セルに移すとともに分光蛍光光
度計に設置し、Ｔ型熱電対（ＲＳコンポーネンツ社の型番２１９－４６９６）をセル内に
浸漬した。そして、ヒトアルブミンを混合後２分間経過した時点より、タイムコース測定
で、０．０４秒間隔で３００秒間測定した。
【０１０２】
　測定中のセル内の温度は、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
（株）製の型番ＴＲ２１１４）に接続してモニタした。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、補正することにより除いた。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、および各濃度のヒトアルブミン溶
液を混合した反応液のｐＨへの影響を調べるために、測定終了後、ｐＨ計で、混合液のｐ
Ｈの測定を行った。
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　その結果、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、いずれも緩衝液のｐＨと同一であった。熱電対で測定された各測定中
のセル内の温度は２５．５±１℃に保たれた。
【０１０３】
　測定結果を図１７に示す。各緩衝液について、３００ｍｇ／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を図１７に示した。縦軸は散乱光強度を
示し、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。
　本実施例のＬ（－）－リンゴ酸、Ｌ（＋）－酒石酸、イタコン酸、フマル酸、マレイン
酸を含む緩衝液を用いた場合の方が、比較例であるコハク酸のみからなる緩衝液を用いた
場合よりも、測定値が向上した。また、抗原過剰領域で生じる地帯現象による測定範囲の
限定が緩和された。
【０１０４】
　以上の結果により、ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボ
ン酸、化学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカル
ボン酸、およびこれらの塩よりなる群から選択される化合物を混合して使用した場合でも
抗原抗体反応に対して単体で使用した場合と同様の効果を示すことが確認された。
【０１０５】
《実施例８》
　次に、ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化学式
（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、およ
びこれらの塩よりなる群から選択される化合物を混合して使用した場合に、抗原抗体反応
に対する効果を示すｐＨの範囲について、協働作用による拡大効果が見られるかどうかを
、免疫比朧法により調べた。
　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は、実施例３と同様
のものを用いた。また、抗体溶液は、実施例１と同様のウサギ抗ヒトアルブミンポリクロ
ーナル抗体を含む抗体溶液を用いた。
【０１０６】
　緩衝液としては、０．０２５ＭのＬ（＋）－酒石酸、０．０２５Ｍのコハク酸、ならび
に４重量％のポリエチレングリコール６０００を含むｐＨ４．０、４．５、５．０、５．
５、および６．０の各緩衝液を用いた。Ｌ（＋）－酒石酸、コハク酸をそれぞれ単独で用
いた場合には、実施例４および５で調べた範囲では、Ｌ（＋）－酒石酸の有効ｐＨは４．
０～５．０、コハク酸の有効ｐＨは５．０～６．０であった。
　比較例として、０．０５ＭのＭＯＰＳ、および４重量％のポリエチレングリコール６０
００を含むｐＨ７．４の緩衝液を用い、抗体溶液としては、上記と同様のウサギ抗ヒトア
ルブミンポリクローナル抗体を含む抗体溶液を用いた。
　免疫反応の測定は、実施例３と同様の方法により行った。
【０１０７】
　得られた測定結果を図１８に示す。縦軸は電圧値を示し、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。
　Ｌ（＋）－酒石酸とコハク酸とを含む緩衝液を用いた場合では、抗原抗体反応に対する
有効ｐＨが４．５～６．０となり、それぞれを単独で含む緩衝液を用いた場合に比べて、
有効ｐＨの範囲が拡大した。
　以上より、ヒドロキシル基を有するジカルボン酸、二重結合を有するジカルボン酸、化
学式（１）：ＨＯＯＣ（ＣＨ2）nＣＯＯＨ（ｎは整数）で表される直鎖状ジカルボン酸、
およびこれらの塩よりなる群から選択される各化合物の特性を組み合わせることにより、
有効ｐＨの範囲を拡大できることが確認された。
【産業上の利用可能性】
【０１０８】
　以上のように、本発明によれば、容易に測定値の向上が可能な免疫反応測定方法および
それに用いる免疫反応測定用試薬を提供することができる。さらに、抗原過剰領域で生じ
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用いる免疫反応測定用試薬を提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【０１０９】
【図１】本発明の実施例２における免疫反応測定結果を示すグラフである。
【図２】本発明の実施例３におけるマロン酸等を含む試薬を用いた免疫反応測定結果を示
すグラフである。
【図３】本発明の実施例３におけるコハク酸を含む試薬を用いた免疫反応測定結果を示す
グラフである。
【図４】本発明の実施例４におけるＬ（－）－リンゴ酸を含む試薬を用いた免疫反応測定
結果を示すグラフである。
【図５】本発明の実施例４におけるＬ（＋）－酒石酸を含む試薬を用いた免疫反応測定結
果を示すグラフである。
【図６】本発明の実施例４におけるイタコン酸を含む試薬を用いた免疫反応測定結果を示
すグラフである。
【図７】本発明の実施例５におけるマロン酸を含む試薬を用いた免疫反応測定結果を示す
グラフである。
【図８】本発明の実施例５におけるコハク酸を含む試薬を用いた免疫反応測定結果を示す
グラフである。
【図９】本発明の実施例５におけるグルタル酸を含む試薬を用いた免疫反応測定結果を示
すグラフである。
【図１０】本発明の実施例５におけるアジピン酸を含む試薬を用いた免疫反応測定結果を
示すグラフである。
【図１１】本発明の実施例５におけるピメリン酸を含む試薬を用いた免疫反応測定結果を
示すグラフである。
【図１２】本発明の実施例５におけるスベリン酸を含む試薬を用いた免疫反応測定結果を
示すグラフである。
【図１３】本発明の実施例５におけるアゼライン酸を含む試薬を用いた免疫反応測定結果
を示すグラフである。
【図１４】本発明の実施例６におけるＬ（－）－リンゴ酸を含む試薬を用いた免疫反応測
定結果を示すグラフである。
【図１５】本発明の実施例６におけるイタコン酸を含む試薬を用いた免疫反応測定結果を
示すグラフである。
【図１６】本発明の実施例６におけるコハク酸を含む試薬を用いた免疫反応測定結果を示
すグラフである。
【図１７】本発明の実施例７における免疫反応測定結果を示すグラフである。
【図１８】本発明の実施例８における免疫反応測定結果を示すグラフである。
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