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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　セリシン、その加水分解物、その同等物、およびそれらの組合せからなる群より選択さ
れるセリシン成分を有効成分として含んでなる、免疫測定法において非特異的な反応を抑
制するブロッキング剤組成物。
【請求項２】
　セリシンおよび／またはその加水分解物が、繭糸または生糸から抽出した天然セリシン
に由来するものである、請求項１に記載のブロッキング剤組成物。
【請求項３】
　同等物が、化学合成または遺伝子工学的手法により得られたものである、請求項１に記
載のブロッキング剤組成物。
【請求項４】
　緩衝剤成分をさらに含んでなる、請求項１～３のいずれか一項に記載のブロッキング剤
組成物。
【請求項５】
　組成物が溶液形態であって、セリシン成分を０．１～５０ｇ／Ｌ含んでなる、請求項１
～４のいずれか一項に記載のブロッキング剤組成物。
【請求項６】
　請求項１～５のいずれか一項に記載のブロッキング剤組成物を使用することを含んでな
る、免疫測定法において非特異的な反応を抑制するブロッキング方法。
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【請求項７】
　測定器材の吸着座に抗原または抗体を吸着させた後、ブロッキング剤組成物を被覆する
ことによって、非特異的な反応を抑制することを含んでなる、請求項６に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の背景】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、免疫測定用ブロッキング剤組成物およびそれを用いたブロッキング方法に関
する。より詳しくは、本発明は、生体材料中の微量物質測定法である免疫測定において、
非特異的反応を抑制するブロッキング剤組成物およびそれを用いたブロッキング方法に関
する。
【０００２】
背景技術
　抗原抗体反応を利用した免疫測定では、その測定精度を高めるため、抗原－抗体による
特異的な反応を確実にさせる一方で、目的以外の物質と抗原もしくは抗体との間で起こり
うる非特異的反応を防止することが重要である。この非特異的反応を抑制する手段として
、例えば、測定器材の吸着座に特異的でない抗体等が吸着することを防止するために、そ
のような非特異的結合を起こしうる吸着座をブロック（封止）可能な物質（例えばブロッ
キング剤）によってブロッキングすることが挙げられる。
【０００３】
　ブロッキング剤としては、例えば、スキムミルクやウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）が用
いられている（新生化学実験講座１２ 分子免疫学III、東京化学同人（非特許文献１））
。これらの他にも、ブロッキング剤として、血液タンパク質または植物タンパク質を有効
成分とする非特異吸着防止剤（特開平７－２７０４１３号公報（特許文献１））、兎血液
成分またはその変性物を粒子に被覆する方法（特開平５－３２２８９５号公報（特許文献
２））、さらにはフィッシュゼラチン等、様々なブロッキング剤および方法が開発されて
いる。
【０００４】
　この内、スキムミルクは、強いブロッキング作用がある一方で、抗原抗体反応の阻害作
用（抗原のマスク作用）がある点が問題点として挙げられる。また、スキムミルクには、
ビオチンやリン酸化タンパクが含まれるため、アビジンやリン酸化抗体による検出系の場
合には、ブロッキング剤として使用するのは困難であった。ゼラチンは、ＢＳＡに比べて
ブロッキング作用が強く、コスト的にも優れているものの、ゼラチンを１％を超える濃度
で使用すると抗原をマスクしてしまうという問題があった。また、ウシ血清アルブミン（
ＢＳＡ）は、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）の測定系で使用する場合には、目的物質の検
出範囲が狭くなるという問題があった。さらにＢＳＡには、コスト的に高価であり、牛海
綿状脳症（ＢＳＥ）への感染リスクの懸念もある。
【０００５】
　このため、広範囲の免疫測定法において使用でき、かつ安全性の高いブロッキング剤お
よびブロッキング方法が依然として望まれていると言える。
【０００６】
【特許文献１】特開平７－２７０４１３号公報
【特許文献２】特開平５－３２２８９５号公報
【非特許文献１】新生化学実験講座１２　分子免疫学III、東京化学同人
【発明の概要】
【０００７】
　本発明者らは今般、予想外にも、セリシンに、免疫測定における非特異的反応を、抑制
もしくは防止する効果があることを見い出した。セリシンによるブロッキング効果は、従
来のものに比べて優れたものであった。本発明はこれら知見に基づくものである。
【０００８】
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　本発明の目的は、抗原抗体反応を利用した免疫測定において、非特異的反応を防止し、
かつ測定の妨げとならない優れたブロッキング効果を示すものであって、かつ、検出感度
を向上させ、しかも人体に対する安全性が高い、ブロッキング剤およびブロッキング方法
を提供することにある。
【０００９】
　本発明によるブロッキング剤組成物は、セリシン、その加水分解物、その同等物、およ
びそれらの組合せからなる群より選択されるセリシン成分を有効成分として含んでなる、
免疫測定法において非特異的な反応を抑制するブロッキング剤組成物である。
【００１０】
　本発明の一つの好ましい態様によれば、前記ブロッキング剤組成物は、緩衝剤成分をさ
らに含んでなる。
【００１１】
　本発明の別の態様によれば、本発明によるブロッキング剤組成物を使用することを含ん
でなる、免疫測定法において抗原抗体反応以外の非特異的な反応を抑制するブロッキング
方法が提供される。
【００１２】
　本発明の別の好ましい態様によれば、前記ブロッキング方法は、測定器材の吸着座に抗
原または抗体を吸着させた後、ブロッキング剤組成物を被覆することによって、非特異的
な反応を抑制することを含んでなる。
【００１３】
　本発明によれば、免疫測定法において、従来よりも広範囲の測定対象の場合の非特異的
反応をブロッキングすることができる。すなわち、従来のブロッキング剤または方法では
、目的物質の測定が妨害されるような場合であっても、セリシンを用いたブロッキングに
よれば、充分なブロッキング効果が得られ、そのような目的とする測定が阻害されること
なく実施することができる。さらに、セリシンは、ウシ由来成分であるＢＳＡの使用に伴
うＢＳＥ発病リスクの懸念もなく、きわめて安全性の高いものである。したがって、本発
明によれば、安全性の高いブロッキングおよび免疫測定を実施することが可能となる。
【００１４】
　さらに本発明によるブロッキング剤は、従来よりも免疫測定法における非特異的反応を
ブロッキングする性能に優れている。このため、本発明によれば、免疫測定法におけるブ
ロッキング効果を向上させることができ、より汎用性のある生体材料中の微量物質の免疫
学的測定が可能となる。本発明は、測定の妨げとならないブロッキング法を提供でき、ま
た上記のように汎用性、安全性、ブロッキング性能に優れていることから、効率的な免疫
測定に役立つと考えられる。本発明は、例えば、基礎研究における分析や臨床診断として
用いられる検査と、環境保全分野や食品の品質管理分野で用いられる検査方法の性能向上
に役立つものであり、国民の健康福祉および産業界に大いに寄与することが期待できる。
【発明の具体的説明】
【００１５】
ブロッキング剤組成物
　本発明によるブロッキング剤組成物は、前記したように、免疫測定法において非特異的
な反応を抑制するものであって、セリシン成分を有効成分として含んでなるものである。
【００１６】
　ここで、「免疫測定法」とは、抗原抗体間の結合の高い特異性を利用して、夾雑物の多
い生体材料から目的とする微量物質を測定する方法をいう。従来法としては、抗原抗体結
合量の直接的または間接的測定法があり、その測定手段として沈降反応、凝集反応、溶血
反応などが用いられてきた。最近は、このような従来の免疫測定法に、放射性化合物、酵
素、蛍光または発光物質、金属といった標識を組み合わせることで検出感度が大幅に向上
させた測定法が主流となっている。このような測定法としては、例えば、放射免疫測定法
（ＲＩＡ）、免疫蛍光測定法、免疫発光測定法、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、酵素免
疫蛍光測定法などが挙げられる。さらに、免疫測定法には、電気泳動によるタンパク質分
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離と抗原抗体反応とを組み合わせたウェスタンブロット法も含まれる。
【００１７】
　したがって本発明の好ましい態様によれば、「免疫測定法」は、ウェスタンブロット法
、放射免疫測定法、免疫蛍光測定法、免疫発光測定法、酵素免疫測定法、または、酵素免
疫蛍光測定法である。
【００１８】
　免疫測定法に使用し得る抗体は、免疫学的測定法に使用可能なものであれば特に制限は
なく、例えば、マウス、ラット、ウサギなどに由来するモノクローナル抗体、および、ウ
サギ、ヒツジ、ラクダなどの動物やニワトリなどに由来するポリクローナル抗体などが挙
げられる。また、該抗体は、それが西洋ワサビ由来ペロキシダーゼやアルカリフォスファ
ターゼなどの酵素や、ビオチンまたはアビジンなどによって、化学的または物理的修飾を
受けているものであっても良い。
【００１９】
　本明細書において「ブロッキング」とは、上述の免疫測定法において、非特異的な反応
を抑制するために、測定器材（または固相）の吸着座を、測定に無関係な物質で覆うこと
を意味する。なおここで測定器材とは、免疫測定法に用いられるマイクロプレートなどの
プレートやニトロセルロース膜などのメンブレン等を言う。
【００２０】
　ここで「非特異的な反応」とは、免疫測定法において、目的とする物質が抗体または抗
原と、抗原抗体反応による特異的な結合をさせる場合に、標識抗体、抗原、抗体、さらに
は共存している夾雑物等が、抗原抗体間の特異的結合性に反して結合し、本来の特異的反
応を阻害する反応を言う。したがって、このような非特異的反応が起こると、抗原抗体反
応による特異的結合量が低下し、免疫測定法における検出精度も低下することとなる。
【００２１】
　したがって、「非特異的な反応の抑制」とは、抗原を測定器材に吸着させた場合には、
ブロッキングにより、その抗原と特異的でない抗体や、標識抗体が、直接的に測定器材に
吸着するのを防止することを意味する。または、抗体を測定器材に吸着させた場合には、
「非特異的な反応の抑制」は、ブロッキングにより、その抗体と特異的でない抗原や、標
識抗原（または標識抗体）が、直接的に測定器材に吸着するのを防止することを意味する
。このような非特異的な反応の抑制により、抗原－抗体間の特異的な反応を選択的にかつ
確実に行わせることが可能となる。
【００２２】
　セリシン成分
　前記したように、本発明によるブロッキング剤組成物は、セリシン、その加水分解物、
その同等物、およびそれらの組合せからなる群より選択されるセリシン成分を有効成分と
して含んでなる。
【００２３】
　本発明において、セリシンは、ＷＯ２００２／０８６１３３号公報に開示されるアミノ
酸配列を有する蛋白質であり、３８アミノ酸（配列番号１）からなる機能性ペプチドの繰
り返し配列で構成されてなるものである。より具体的に説明すれば下記のとおりである。
【００２４】
　本発明においてセリシンは、天然物由来のものとして、または合成物として、セリシン
タンパク質の全部または一部が公知のものであればいずれのものも包含される。セリシン
が天然物由来のものである場合には、後述する方法により得られるものであることが好ま
しい。
【００２５】
　一般的に、セリシンの遺伝子は２．６kbp～１０．６kbpの大きさで複数種確認されてお
り、それらは例えば、The Journal of Biological Chemistry 257 15192-15199(1982)に
記載されている。本発明の一つの好ましい態様によれば、セリシンはこのような遺伝子配
列をコードしてなるものである。本発明の好ましい態様によれば、セリシンは、その全長
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配列が、配列番号２に記載のアミノ酸配列から実質的になるものである。典型的には、こ
のアミノ酸配列は、３８アミノ酸（配列番号１）からなる本質的領域と、それ以外の非本
質的領域とからなる。好ましくは、セリシンは前記本質的領域を繰り返し配列として含ん
でなるものである。例えば配列番号２に記載のアミノ酸配列からなるセリシンでは、３８
アミノ酸（配列番号１）からなる本質的領域が、１２回繰り返し存在している。
【００２６】
　天然物由来のセリシンは、例えば、繭糸または生糸から抽出して得られることができる
。なおここで繭とは蚕繭のことをいい、また生糸とは所謂蚕糸のことである。天然物由来
であると、人体への安全性が高く、また比較的安価であるため、有利である。
　天然物由来のセリシン、特に非加水分解物であるものは、繭糸または生糸から慣用の抽
出方法により得ることができる。具体的には例えば、以下のようにして純度９０％以上の
高精製度単一タンパク質の状態で抽出して得ることができる。
【００２７】
　まず繭糸または生糸を、水、好ましくは８０～１００℃程度の熱水内で処理することに
より、繭糸または生糸に含まれるセリシンを、該水中に溶出させ、セリシン水溶液を得る
。さらに、得られたセリシン水溶液について、例えば次の（１）～（３）のいずれかの方
法を適用することにより、分離精製処理を行って、目的とするセリシン非加水分解物を回
収することができる：
　（１）　前記セリシン水溶液のｐＨを、有機酸もしくは無機酸によってｐＨ３～５に調
整した後、そこに有機凝集剤または無機凝集剤を添加してセリシンを析出させ、これをさ
らに濾過後、乾燥させて固体セリシンを得ることができる。
　（２）　前記セリシン水溶液と、メタノール、エタノールまたはジオキサンなどの水溶
性溶媒と混合し、これによりセリシンを析出させた後、濾別乾燥して固体セリシンを得る
ことができる。
　（３）　特開平４－２０２４３５号公報に記載のように、前記セリシン水溶液を限外濾
過膜または逆浸透膜に付し、所定の濾過処理を行った後、乾燥させてセリシン粉体を得る
ことができる。
【００２８】
　本発明において、天然物由来のセリシンは、分子量分布が５００～５００,０００であ
って、アミノ酸としてセリンを２０～４０モル％含有するものが好ましい。
【００２９】
　セリシンの加水分解物は、前記したセリシンを、慣用の手段、例えば酸、アルカリ、ま
たは酵素等を利用することにより、加水分解を施すことにより得ることができる。例えば
、セリシンの加水分解物は、機能性ペプチドを含む天然物由来セリシンを酸やアルカリに
よって加水分解することによって得ることができる。、セリシンの加水分解物の分子量は
、好ましくは、１～１００ｋＤａ、より好ましくは３～７０ｋＤａである。
【００３０】
　ここで、「同等物」とは、セリシンやその加水分解物を、少なくとも１以上の機能性ペ
プチドを含むように化学合成されるものや、遺伝子工学的手法により微生物などを用いて
製造されるものをいう。
【００３１】
　また、同等物は、本発明のブロッキング作用を損なわない範囲内で、またはその特性を
改善する目的で、３８アミノ酸からなる機能性ペプチドのアミノ酸配列に対して、ＷＯ２
００２／０８６１３３号公報に開示される方法で改変が施されたものであることができる
。好ましくは、同等物は、本発明のブロッキング作用を損なわない範囲内で、３８アミノ
酸からなる機能性ペプチドのアミノ酸配列に対して８０％以上（好ましくは９０％以上、
より好ましくは９５％以上）の相同性を有するものであったも良く、または、前記配列中
の１または複数個（例えば１～５個程度、好ましくは１～３個程度））のアミノ酸残基が
欠失、置換、挿入、付加されたものであっても良い。
【００３２】
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　なお、本明細書において示した相同性の数値はいずれも、当業者に公知の相同性検索プ
ログラムを用いて算出される数値であればよく、例えばＦＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴ(Basic L
ocal Alignment Search Tool)等においてデフォルト（初期設定）のパラメータを用いる
ことにより、容易に算出することができる。
【００３３】
　本発明において、セリシン、その加水分解物、およびその同等物は、ＷＯ２００２／０
８６１３３号公報に開示される公知の方法に従って得ることができる。
【００３４】
　補助成分
　ここで「有効成分として含んでなる」とは、本発明による組成物が、免疫測定法におい
て非特異的な反応を抑制するブロッキング性能を発揮するのに充分な量（すなわち、有効
量）のセリシン成分を含有することをいう。したがって、このような量で、有効成分を含
んでなる限りにおいて、本発明による組成物は、他の補助成分を含んでなることができる
。このような補助成分としては、例えば、緩衝剤、塩類、アルコール類、ポリオール類、
界面活性剤、抗生物質、防腐剤、安定剤、着色剤、分散剤等が挙げられる。
【００３５】
　したがって、本発明によるブロッキング剤組成物は、緩衝剤成分をさらに含んでなるこ
とができる。緩衝剤成分としては、慣用のものであれば特に制限はなく、例えば、リン酸
緩衝液、酢酸緩衝液、ホウ酸緩衝液、クエン酸緩衝液、トリス緩衝液、ＰＩＰＥＳ，ＭＥ
Ｓ，ＴＥＳ，ＭＯＰＳ，ＨＥＰＥＳなどのＧｏｏｄ緩衝液の緩衝液を調製できる緩衝剤成
分が挙げられる。
【００３６】
　緩衝剤成分は、ブロッキング剤組成物を溶液状態とした場合に、その液のｐＨが室温（
例えば約２０℃）において好ましくは４～１２、より好ましくは６～１０となるように選
択される。
【００３７】
　ブロッキング剤組成物を溶液状態とした場合、そこに含まれうる緩衝剤成分の濃度は、
０．１～１０００ｍＭであることが好ましく、より好ましくは０．２～８００ｍＭ、さら
に好ましくは０．５～５００ｍＭ、さらにより好ましくは１～１００ｍＭである。緩衝剤
成分の濃度が前記範囲内であると、ブロッキング溶液において緩衝効果を得ることができ
ると同時に、好適なブロッキング効果を得ることができる。
【００３８】
　本発明によるブロッキング剤組成物が含んでいても良い塩類としては、例えば、硫安、
燐安、食塩、塩化カリウムなどが挙げられる。
　アルコール類としては、例えば、エタノールやメタノール、プロパノールなどが挙げら
れる。
【００３９】
　ポリオール類としては、例えば、グリセロール、エチレングリコールなどが挙げられる
。
　界面活性剤としては、例えば、アルキルグルコシド、ポリエチレングリコールアルキル
エーテル、脂肪酸アルコールエステルなどが挙げられる。
【００４０】
　抗生物質としては、例えば、ペニシリン系、セフェム系、アミノ配糖体系、マイクロラ
イド系、テトラサイクリン系、ニュー・キノロン系等の抗生物質が挙げられる。
【００４１】
　また防腐剤としては、例えば、アジ化物、１，１’－メチレン－ビス［３－（１－ヒド
ロキシメチル－２，４－ジオキシイミダゾリジン－５－イル）－ウレア］（1,1'-Methyle
n-bis[3-(1-hydroxymethyl-2,4-dioximidazolidin-5-yl)-urea]）、２－メチル－３(2H)
－イソチアゾン－ヒドロクロリド（2-Methyl-3(2H)-isothiazolone-hydrochloride）、５
－ブロモ－５－ニトロ－１，３－ジオキサン（5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxane）、２－ヒ
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ドロキシピリジン－Ｎ－オキシド（2-Hydroxypyridine-N-oxide）、２－クロロアセタミ
ド（2-Chloroacetamide）などが挙げられる。
【００４２】
　本発明によるブロッキング剤組成物は、水を主溶媒として、通常、溶液状態（ブロッキ
ング溶液）として利用される。このとき、本発明によるブロッキング剤組成物は、セリシ
ン成分を、例えば０．１～５０ｇ／Ｌ、好ましくは５～５０ｇ／Ｌ、より好ましくは１０
～２０ｇ／Ｌの濃度で含むことができる。
【００４３】
　本発明によるブロッキング剤組成物を溶液状態とし、これにさらに滅菌操作がされてな
ることが必要な場合には、該ブロッキング溶液を、使用前に約１２１℃、１５分程度の条
件で高温加圧処理または滅菌フィルターによるろ過を行ってもよい。
【００４４】
　なお、本発明によるブロッキング剤組成物は、前記したように滅菌した上で適当な滅菌
容器に充填して溶液状態で提供されてもよいが、有効成分を含む各成分を固体状態で混和
した粉末、ブロッキング剤組成物による溶液を凍結乾燥した粉末、さらには、該溶液を噴
霧乾燥した粉末などの固体状態として使用時に溶解して用いるような形態にしたもので提
供されてもよい。
【００４５】
ブロッキング方法
　前記したように、本発明の別の態様によれば、本発明によるブロッキング剤組成物を使
用することを含んでなる、免疫測定法において非特異的な反応を抑制するブロッキング方
法が提供される。ここで、ブロッキング剤組成物は、典型的には、溶液状態とされて使用
される。
【００４６】
　具体例を挙げて該ブロッキング方法を説明すると、まず、測定器材を用意し、この吸着
座に目的とする物質、抗原または抗体を吸着させた後、この測定器材の吸着座にブロッキ
ング剤組成物を溶液状態としたブロッキング溶液を加えて覆い、吸着座をブロッキングす
る。
【００４７】
　このとき、ブロッキング条件は、ブロッキング液を加えた状態で所定の時間保持するこ
とにより調整できる。例えば、加えられたブロッキング溶液の液温が約３７℃の場合は３
０分～２時間、室温（例えば約２０℃）の場合は１時間～３時間、約４℃の場合は２時間
～１２時間に保持するのが一般的な処理時間である。
【００４８】
　よって本発明の一つの好ましい態様によれば、本発明によるブロッキング方法は、測定
器材の吸着座に抗原または抗体を吸着させた後、ブロッキング剤組成物を被覆することに
よって、非特異的な反応を抑制することを含んでなる。
【００４９】
　免疫測定法においては、さらに前記ブロッキング処理の後、対応する抗原、抗体、また
は目的とする物質を加えて、抗原抗体反応の特異的反応を進行させる。その後、標識を慣
用の方法により測定して、免疫測定による結果を取得することができる。
【実施例】
【００５０】
　本発明を以下の例によって詳細に説明するが、本発明はこれらに限定されるものではな
い。
【００５１】
ブロッキング溶液の調製
　セリシン濃度が１％（ｗ／ｖ）になるよう緩衝剤にセリシンを溶解し、ブロッキング溶
液を調製した。ここで、緩衝剤にはＰＢＳ溶液（リン酸濃度９．５ｍＭ）を使用した。ま
た、セリシンとしては、セーレン株式会社製（分子量３～７０ｋＤａ）のものを使用した
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。
【００５２】
実施例１
　ヒトエリスロポエチンを検出するウェスタンブロット法を用いて、セリシンによるブロ
ッキング効果を確認した。
【００５３】
　具体的には、下記のとおりの手順で試験を行った。
　ヒトエリスロポエチン産生細胞（BHK21-pcDNA3.1-HC、American Type Culture Collect
ion）の培養上清を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ電気泳動により分離し、泳動したタンパクをメン
ブレン（Ｈｙｂｏｎｄ－Ｐ、ＧＥヘルスケアバイオサイエンス社製）上に転写した。調製
したブロッキング溶液に前記メンブレンを浸して４℃で一晩振とうした。なお対照のブロ
ッキング溶液として、スキムミルクをその濃度が５％（ｗ／ｖ）になるよう緩衝剤に溶解
させたものを使用した。ここで使用した緩衝液は、上記セリシンを含むブロッキング溶液
の場合と同様であった。
【００５４】
　次に、メンブレンを一次抗体液に浸し、室温で９０分間振とうした。ここで一次抗体液
には、ＰＢＳ緩衝剤で溶解した１μｇ／ｍｌウサギ由来抗エリスロポエチンポリクローナ
ル抗体（Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ社製）を使用した。
【００５５】
　その後、１μｇ／ｍｌとなるように緩衝剤に溶解した西洋ワサビペロキシダーゼ（ＨＲ
ＰＯ）酵素標識したヤギ由来抗ラビットＩｇＧ抗体（Ｃａｐｐｅｌ社製）を二次抗体液と
し、この溶液にメンフレンを浸して室温で９０分間振とうした。最後に発色試薬（ECL We
stern Blotting Detection、ＧＥヘルスケアバイオサイエンス社製）とメンブレンを反応
させ、暗室内でフィルムに感光させ、常法に従い現像した。
【００５６】
　結果は図１に示されるとおりであった。
　図１に示すように、セリシンまたは５％（ｗ／ｖ）スキムミルクでブロッキングするこ
とによって、ヒトエリスロポエチンが特異的に検出された。セリシン濃度はスキムミルク
濃度の１／５であるにもかかわらず、ヒトエリスロポエチン以外の物質は検出されなかっ
た。このことから、セリシンのブロッキング効果は、スキムミルクによるブロッキング効
果よりも優れていることが示された。
【００５７】
実施例２
　ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）と特異的に反応する抗ＨＳＡ抗体は、ブロッキングに使
用するウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）と非特異的に反応して、ＨＳＡ測定に影響を与える
場合がある。このことを利用して、本発明によるブロッキング溶液が、非特異的な反応を
抑制するか否かを確認した。この試験では、ＨＳＡ測定のための酵素免疫測定法を利用し
、比較として１％ＢＳＡによるブロッキングを行った。
【００５８】
　具体的には、下記のとおりの手順で試験を行った。
　ヤギ由来抗ＨＳＡポリクローナル抗体（Ｃａｐｐｅｌ社製）をＰＢＳ緩衝液に溶解し、
９６穴アッセイプレート（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ社製）に添加して３０℃で
２時間反応させ、プレートに吸着させた。次にブロッキング溶液を添加して４℃で一晩反
応させた。つづいて、ブロッキング溶液で調製した標準ＨＳＡ（ナカライテスク社製）溶
液を添加して３０℃で２時間反応させた。
　なおここで対照となるブロッキング溶液としては、ＰＢＳ緩衝液で溶解した１％（ｗ／
ｖ）ＢＳＡ（ナカライテスク社製）溶液を用いた。
【００５９】
　次に、ＨＲＰＯ標識ラビット由来抗ＨＳＡポリクローナル抗体（Ｒｏｃｋｌａｎｄ社製
）をＰＢＳ緩衝液に溶解し、アッセイプレートに添加し３０℃で２時間反応させた。その
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成物の吸光度測定によりＨＳＡの濃度を定量した。
【００６０】
　結果は図２に示されるとおりであった。
　図２に示すように、ＢＳＡによるブロッキングでは抗ＨＳＡ抗体と非特異的に反応した
ため、ＨＳＡ濃度に依存した吸光値を得ることができなかった。一方、セリシンによるブ
ロッキングではＨＳＡ濃度に依存した吸光値が得られた。このため、セリシンによるブロ
ッキングは、ＨＳＡ定量系における抗ＨＳＡ抗体の非特異的反応の抑制に効果があること
が示された。
【００６１】
実施例３
　酵素免疫測定法でのセリシンのブロッキングによる検出感度範囲を測定した。試験には
、マウスモノクローナル抗体測定を利用し、マウスモノクローナル抗体の濃度を種々変化
させて、それぞれの濃度における検出の可否を調べた。比較ブロッキング溶液として、１
％（ｗ／ｖ）ＢＳＡ、および５％（ｗ／ｖ）スキムミルク（ナカライテスク社製）を用い
た。
【００６２】
　具体的には、下記のとおりの手順で試験を行った。
　一次抗体にはラビット由来抗マウスＩｇＧポリクローナル抗体（Ｃａｐｐｅｌ社製）を
使用し、二次抗体にはＨＲＰＯ標識ヤギ由来抗マウスＩｇＧポリクローナル抗体（Ｃａｐ
ｐｅｌ社製）を使用した。また、標準となるマウスモノクローナル抗体は、マウス抗体産
生細胞の培養上清からプロテインＧカラム（ＧＥヘルスケアバイオサイエンス社製）を用
いて精製した抗体を使用し、これをブロッキング溶液に溶解した。他の条件は実施例２と
同様にして行った。
【００６３】
　結果は表１に示されるとおりであった。
　セリシンによるブロッキングは、ＢＳＡまたはスキムミルクによるブロッキングよりも
、マウスモノクローナル抗体を検出できる濃度範囲が広いことが示された。
【００６４】
【表１】

【図面の簡単な説明】
【００６５】
【図１】実施例１の結果を示す図である。図は、ウェスタンブロット法を用いてヒトエリ
スロポエチンを検出する場合における、スキムミルク（図左(a)）と、セリシン（図右(b)
）によるそれぞれの場合のブロッキング効果の結果を示す。
【図２】実施例２の結果を示す図である。図は、酵素免疫測定法におけるＢＳＡとセリシ
ンのぞれぞれのブロッキング効果の結果を示す。
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