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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ウサギに由来し被検出物質に特異的に結合しない免疫グロブリンをさらに含んでなる、
イムノクロマトグラフ法に用いる抗体が由来する動物であるマウスに由来し被検出物質に
特異的に結合しない免疫グロブリンを含むイムノクロマトグラフ法における非特異反応抑
制剤。
【請求項２】
　前記ウサギに由来し被検出物質に特異的に結合しない免疫グロブリンが、クラスＧの免
疫グロブリンである、請求項１に記載の非特異反応抑制剤。
【請求項３】
　請求項１又は２に記載の非特異反応抑制剤を含有する、イムノクロマトグラフ法におけ
る展開液。
【請求項４】
　イムノクロマトグラフ法におけるクロマトグラフ媒体、及び請求項３に記載の展開液を
含んでなる、イムノクロマトグラフ法による検出キット。
【請求項５】
　イムノクロマトグラフ法に用いる抗体が由来する動物であるマウスに由来し被検出物質
に特異的に結合しない免疫グロブリンの存在下で、被検出物質と被検出物質に対する抗体
を接触させる、イムノクロマトグラフ法での非特異反応を抑制する方法において、
　ウサギに由来し被検出物質に特異的に結合しない免疫グロブリンをさらに存在させるこ
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とを特徴とする、イムノクロマトグラフ法における非特異反応を抑制する方法。
【請求項６】
　前記ウサギに由来し被検出物質に特異的に結合しない免疫グロブリンが、クラスＧの免
疫グロブリンである、請求項５に記載の非特異反応を抑制する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ウサギに由来し被検出物質に特異的に結合しない免疫グロブリンを含んでな
る、免疫測定法に用いる抗体が由来するウサギ以外の動物と同一の動物種に由来し被検出
物質に特異的に結合しない免疫グロブリンを含む免疫測定法における非特異反応抑制剤、
それを含有するイムノクロマトグラフ法における展開液、及び、それを含んでなる検出キ
ットに関する。
　さらに、本発明は、前記非特異反応抑制剤を用いた、免疫測定における非特異反応を抑
制する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　抗原抗体反応を利用した免疫測定法は微量成分を特異的に検出あるいは精度よく測定で
きることから、臨床検査に広く利用されている。特に、容易にかつ高感度で検出できる標
識物質を用いた免疫測定法として、凝集法（血球やラテックスを担体として用いた方法）
、放射免疫測定法、酵素免疫測定法、螢光免疫測定法等が知られている。
　不溶性担体、放射性物質、酵素、螢光物質等を抗体に結合した標識抗体を用いるこれら
の免疫測定法では、標識抗体は、一般に、抗体を固相に結合した固相化抗体と組み合わせ
て固相法に使用される。固相法には「固相化抗体－抗原－標識抗体」複合物を作らせ測定
するサンドイッチ法や、固相化抗原と検体中の遊離抗原が反応系内に添加された一定量の
標識抗体に対して競合的に反応することを原理とする競合法等がある。固相には、ポリス
チレンマイクロプレート、ポリスチレンビーズ、磁性粒子、ガラスビーズ等を用いること
ができるが、ニトロセルロース膜、セルロース濾紙等の多孔性物質を固相に用いたイムノ
クロマトグラフ法も知られている。
【０００３】
　抗原抗体反応は、ある抗原決定基に対して誘導された抗体の抗原結合部位が、その抗原
決定基と高い相補性をもつことにより生ずる、特異性の高い結合反応である。ところが、
抗原抗体反応を利用した免疫測定においては、本来の目的とする特異的な抗原抗体反応以
外の非特異反応が生じ、測定値の信頼性が損なわれてしまうことがしばしば認められてい
る。このような現象が起こる原因の１つには、被検出物質（抗原）以外の成分であるにも
かかわらず、免疫測定に用いる抗体に結合する成分が、試料中に存在するという事実があ
る。例えば、試料中に存在する非特異因子が、標識抗体及び固相化抗体と反応して「固相
化抗体－非特異因子－標識抗体」複合物を生じ、試料中に被検出物質が存在しないにもか
かわらず、被検出物質が存在することを示す測定結果が得られることとなる（偽陽性、疑
陽性）。
　このような非特異因子は、被検出物質と特異的に反応する抗体のみならず、被検出物質
と反応しない抗体とも結合する物質である。具体的な非特異因子としては、試料がヒトか
ら採取されたものであり、被検出物質に対する標識抗体又は固相化抗体がマウスで作製さ
れた場合には、ヒト抗マウスＩｇＧ抗体、ヒト抗マウスＩｇＭ抗体等が挙げられる。非特
異因子の例としては、異好性抗体（異種動物の抗原と反応する抗体）、リウマトイド因子
（抗ＩｇＧ抗体）等が知られているが、成分が明らかとなっていない非特異因子も多く存
在する。
【０００４】
　試料中の非特異因子の存在は、微量成分を特異的かつ高感度に測定できるという免疫測
定法の利点を損なうため、従来、非特異因子による非特異反応を抑制し正しい測定値を得
るための様々な試みが行われてきた。
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　例えば、免疫測定に用いる抗体を作製した動物と同じ動物種から、血液成分等を調製し
、これを非特異反応吸収剤として用いることが行われている。
　特許文献１には、マウスモノクローナル抗体を用いた免疫測定法において、非特異反応
吸収剤としてマウス血清、マウス腹水等を用いる方法が記載されている。また、特許文献
２には、免疫測定法に使用される標識抗体と同一の抗体を、抗体本来の特異的な結合活性
を失活させて非特異反応吸収剤として用いる方法が記載されている。さらに、特許文献３
には、例えばウサギ由来の抗体を用いた免疫測定法における非特異因子（例えば、ヒト抗
ウサギＩｇＧ抗体）の吸収剤として、ウサギで作製した非特異因子に対する抗体を用いる
方法が記載されている。
　一方、免疫測定に用いる抗体を作製した動物と異なる動物種から、血液成分等を調製し
、これを非特異反応抑制剤として用いることも行われている。例えば、特許文献４には、
免疫測定法に用いる抗体の産生動物種とは異なるウシ科動物種の血液成分を非特異反応抑
制剤として用いることが記載されている。
【０００５】
　しかしながら、いずれの従来技術においても、非特異反応の抑制にある程度の効果はあ
るものの、一部の検体ではその効果はまだ不十分であり、実用上必ずしも満足できるもの
ではなかった。そこで、免疫測定に伴う非特異反応を簡便かつ効果的に抑制し、検体中の
微量成分の正確な検出ならびに定量を実現するための、非特異反応抑制剤の開発が望まれ
ていた。
【０００６】
【特許文献１】特開昭６１－６５１６２号公報
【特許文献２】特開平９－２８８１０８号公報
【特許文献３】特開平１１－２８７８０１号公報
【特許文献４】特開２００６－３８８２３号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は、免疫測定において、本来の目的とする特異的な抗原抗体反応以外の非特異反
応を抑制することを目的とし、陰性検体により偽陽性反応が生じることを防止し、測定値
の信頼性を向上することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、前記した課題を解決すべく非特異反応について鋭意研究した結果、抗原
抗体反応を利用した免疫測定法において、免疫測定に用いる抗体が由来する動物と同じ動
物種に由来する免疫グロブリン及びウサギ免疫グロブリンからなる非特異反応抑制剤が、
免疫測定法において非特異反応を抑制し、陰性検体による偽陽性反応を排除し得ることを
見出した。
【０００９】
　すなわち、本発明は、免疫測定法に用いる非特異反応抑制剤であって、免疫測定に用い
る抗体が由来する動物と同一の動物種に由来する免疫グロブリン及びウサギ免疫グロブリ
ンを含有する非特異反応抑制剤に関する。
　さらに、本発明は、免疫測定における非特異反応の抑制方法であって、免疫測定に用い
る抗体が由来する動物と同一の動物種に由来する免疫グロブリン及びウサギ免疫グロブリ
ンの存在下で、被検出物質と被検出物質に対する抗体を接触させる非特異反応を抑制する
方法に関する。
【００１０】
　本発明をより詳細に説明すれば、以下のとおりとなる。
（１）ウサギに由来し被検出物質に特異的に結合しない免疫グロブリンを含んでなる、免
疫測定法に用いる抗体が由来するウサギ以外の動物と同一の動物種に由来し被検出物質に
特異的に結合しない免疫グロブリンを含む免疫測定法における非特異反応抑制剤。
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（２）前記ウサギに由来し被検出物質に特異的に結合しない免疫グロブリンが、クラスＧ
の免疫グロブリンである、前記（１）に記載の非特異反応抑制剤。
（３）前記免疫測定法がイムノクロマトグラフ法である、前記（１）又は（２）に記載の
非特異反応抑制剤。
（４）前記（３）に記載の非特異反応抑制剤を含有する、イムノクロマトグラフ法におけ
る展開液。
（５）イムノクロマトグラフ法におけるクロマトグラフ媒体、及び前記（４）に記載の展
開液を含んでなる、イムノクロマトグラフ法による検出キット。
（６）免疫測定に用いる抗体が由来するウサギ以外の動物と同一の動物種に由来し被検出
物質に特異的に結合しない免疫グロブリンの存在下で、被検出物質と被検出物質に対する
抗体を接触させる、免疫測定での非特異反応を抑制する方法において、ウサギに由来し被
検出物質に特異的に結合しない免疫グロブリンをさらに存在させることを特徴とする、免
疫測定における非特異反応を抑制する方法。
（７）前記ウサギに由来し被検出物質に特異的に結合しない免疫グロブリンが、クラスＧ
の免疫グロブリンである、前記（６）に記載の非特異反応を抑制する方法。
（８）免疫測定がイムノクロマトグラフ法により行われる、前記（６）又は（７）に記載
の非特異反応を抑制する方法。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明は、従来、非特異反応抑制剤として用いられてきた免疫測定に用いる抗体が由来
する動物と同一の動物種に由来する免疫グロブリンに、さらにウサギ免疫グロブリンを添
加することにより、被検出物質を含む試料中に存在する非特異因子に起因する非特異反応
を排除できることを見出したものであり、この知見に基づいて、免疫測定法における非特
異反応抑制剤を提供するものである。本発明により、陰性検体による偽陽性反応の削減及
び特異性の向上が達成され、信頼性の高い臨床検査が可能となる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１２】
　本発明者らは、新たな非特異反応抑制剤を探索すべく、免疫測定法の非特異反応抑制剤
として従来知られている、免疫測定に用いる抗体を作製した動物と同じ動物種に由来する
免疫グロブリン（以下、Ｉｇともいう）に、さらに前記動物種とは異なる動物種に由来す
る免疫グロブリンを添加し、検討を行った。検討を行うにあたり、免疫測定法としては、
固相化抗体及び標識抗体として被検出物質に対するマウスモノクローナル抗体を用いたイ
ムノクロマトグラフ法で、被検出物質をサンドイッチ形式で検出する方法を採用した。そ
の結果を表１に示す。
【００１３】
【表１】

【００１４】
　この結果、従来の非特異反応抑制剤である、免疫測定に用いる抗体を作製した動物と同
じ動物種に由来する免疫グロブリン、すなわちこの例ではマウスＩｇＧを添加しても、非
特異反応により陰性検体２において偽陽性反応が検出された（比較例１）。また陰性検体
２における偽陽性反応は、マウスＩｇＧの添加量を２倍に増加しても抑制することはでき
ず、更に陽性検体１の検出感度も低下した（比較例２）。
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　この点を改善するために、マウスＩｇＧに加え、ウサギＩｇＧを非特異反応抑制剤とし
て免疫測定系に添加した（実施例１）。その結果、検査した全ての陰性検体で、非特異反
応が抑制され、陰性の結果を得ることができた。またこの場合、陽性検体１の検出感度の
低下は見られなかった。ウサギＩｇＧを単独で非特異反応抑制剤に用いた場合には、マウ
スＩｇＧを単独で非特異反応抑制剤に用いた際に、偽陽性反応が見られる陰性検体２にお
いて、非特異反応を抑制できるものの、他の陰性検体では偽陽性反応が観察された（比較
例３、陰性検体１、３及び４）。特許文献１～３に記載されるように、免疫測定に用いる
抗体を作製した動物と同じ動物種から、血液成分等を調製し、これを非特異反応吸収剤と
して用いることが効果的であることが知られていたにも関わらず、免疫測定に用いる抗体
を作製した動物と異なる動物種由来のウサギ免疫グロブリンを併用する方が優れていた。
【００１５】
　このような効果はウサギＩｇＧに特有のものである。ウサギＩｇＧに代えて、ヤギＩｇ
Ｇ（比較例４）、ブタＩｇＧ（比較例５）又はニワトリＩｇＹ（比較例６）をマウスＩｇ
Ｇとともに非特異反応抑制剤に用いた場合には、陰性検体２における偽陽性反応を排除す
ることはできなかった。それのみならず、ブタＩｇＧでは陰性検体１において、ニワトリ
ＩｇＹでは陰性検体１、３及び４においても偽陽性反応を呈する結果となった。ウサギＩ
ｇＧをマウスＩｇＧとともに用いた場合、陰性検体１、３又は４において偽陽性反応が生
じないことは予想外の結果であった。また、単独で、非特異反応抑制剤に用いる場合には
、ヤギ等のウシ科の動物種由来の血液成分が効果的であることが知られていたにも関わら
ず（特許文献４）、免疫測定に用いた抗体を作製した動物と同じ動物種に由来する免疫グ
ロブリンと併用する場合には、ウサギ免疫グロブリンの方が優れていた。このように、本
発明者らは、ウサギＩｇＧを、免疫測定に用いた抗体を作製した動物と同じ動物種に由来
する免疫グロブリンと組み合わせて非特異反応抑制剤として用いた場合には、予測できな
い顕著な効果を奏するものであることを見出した。
【００１６】
　本発明者らは、さらに、ウサギＩｇＧと免疫測定に用いた抗体を作製した動物と同じ動
物種に由来する免疫グロブリンとを組み合わせた非特異反応抑制剤の効果を、実施例１と
は異なる抗体を用いた免疫測定法で検討した。すなわち、実施例１では、ＰＳＡ（前立腺
特異抗原）に対する抗体を固相化抗体及び標識抗体に用いた免疫測定法で、本発明の非特
異反応抑制剤の効果を検討したが、異なる免疫測定法においても同様の効果が得られるこ
とを確認するために、実施例２では、ＣＥＡ（癌胎児性抗原）に対するマウスモノクロー
ナル抗体を固相化抗体及び標識抗体に用いたイムノクロマトグラフ法で同様の検討を行っ
た。結果を表２に示す。
【００１７】
【表２】

【００１８】
　この結果から、本発明者らは、免疫測定に用いる抗体が代わっても、ウサギＩｇＧ及び
免疫測定に用いた抗体を作製した動物と同じ動物種に由来する免疫グロブリンとを含む非
特異反応抑制剤は、効果的に非特異反応を抑制し、検査した全ての陰性検体で偽陽性反応
を排除できることを明らかにした。
【００１９】
　本発明の非特異反応抑制剤が適用できる免疫測定法は、抗原抗体反応を利用する免疫測
定法であれば、公知のいずれの免疫測定法でもよく、例えば、凝集法、放射免疫測定法、
酵素免疫測定法、螢光免疫測定法等を挙げることができる。これらの測定法においては、
固相に結合した固相化抗体又は固相化抗原を用いて、被検出物質及び標識抗体の分離が行
われる。固相には、一般に、ポリスチレンマイクロプレート、ポリスチレンビーズ、磁性
粒子、ガラスビーズ、ニトロセルロース膜、セルロース濾紙等を用いることができる。マ
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イクロプレートを固相に用いた場合には個々のウェル内に反応溶液が満たされ、また、ビ
ーズ、粒子等を固相に用いた場合には試験管、チューブ等の容器内に満たされた反応溶液
中にそれらが分散されるので、免疫反応は比較的多量の溶液中で進行する。一方、ニトロ
セルロース膜、セルロース濾紙等の多孔性物質を固相に用いたイムノクロマトグラフ法で
は、わずかな展開液が多孔性物質中を移動していく環境下で免疫反応が進行するので、非
特異因子と固相化抗体がより密に接触し、非特異反応が促進する可能性が考えられるが、
本発明の非特異反応抑制剤は、このような免疫測定法においても優れた免疫抑制効果を奏
するものである。
【００２０】
　ただし、本発明の非特異反応抑制剤は、それが適用される免疫測定法において、被検出
物質に対する抗体が由来する動物種と同じ動物種に由来する免疫グロブリンでは十分に抑
制することができない非特異反応をウサギ免疫グロブリンによって抑制するものである。
よって、本発明を適用する免疫測定法に用いる抗体がウサギ由来の免疫グロブリンである
場合には、本発明の非特異反応抑制剤は適用することができない。
【００２１】
　本発明において、免疫測定法に用いる抗体とは、被検出物質に特異的に結合する免疫グ
ロブリンをいう。当該抗体としては、被検出物質上の様々な抗原決定基を認識する、様々
なクラスの免疫グロブリン分子が混在した状態のポリクローナル抗体であってもよく、単
一の抗原決定基を認識する単一の分子種からなるモノクローナル抗体であってもよい。本
発明の非特異反応抑制剤は、免疫測定に用いる抗体が由来する動物と同一の動物種に由来
する免疫グロブリン及びウサギ免疫グロブリンを含むものであるが、本発明の好ましい態
様としては、両者又はいずれか一方の免疫グロブリンが免疫測定法に用いる抗体と同一ク
ラスの免疫グロブリン分子で構成される。免疫測定法に用いる抗体がさらにサブクラスに
分類される場合には、さらに好ましい態様として、免疫測定に用いる抗体が由来する動物
と同一の動物種に由来する免疫グロブリンは、免疫測定法に用いる抗体と同一サブクラス
の免疫グロブリン分子で構成される。
　本発明において、免疫測定法に用いる抗体が由来する動物種とは、抗体が被検出物質を
動物に投与することにより作製されたものである場合には、被検出物質を投与され抗体を
産生した動物の種をいう。抗体が、抗体を産生する動物から細胞を採取し、当該細胞によ
り産生されたものである場合には、当該細胞が由来する動物種をいう。 複数の細胞を融
合した融合細胞により抗体を産生する場合には、融合前の各々の細胞が由来するそれぞれ
の動物種をいう。さらに、抗体を、分子生物学的手法により、異種の動物の免疫グロブリ
ン遺伝子断片をつなげてキメラ抗体として作製する場合には、抗体が由来する動物種とは
、免疫グロブリン遺伝子断片を取得したそれぞれの動物種をいう。
　免疫測定法に用いる抗体が由来する動物種の具体例としては、マウス、ラット、モルモ
ット、イヌ、ヤギ、ヒツジ、ブタ、ウマ、ウシ及びヒト等を挙げることができるが、これ
らに限定されない。
【００２２】
　本発明を構成する免疫グロブリンは、被検出物質に特異的に結合しない免疫グロブリン
である。このような免疫グロブリンは、被検出物質を免疫原として投与されていない動物
の血液から、公知の方法によりγグロブリン画分を精製することによって得ることができ
る。また、遺伝子組換え技術により被検出物質以外の抗原に特異性を有する抗体を産生す
るハイブリドーマから得られた免疫グロブリンを用いることもできる。さらには、市販の
免疫グロブリンを用いてもよい。
　本発明を適用する免疫測定法に２種以上の抗体を用い、それらの抗体が２種以上の動物
種に由来する場合には、本発明の非特異反応抑制剤は、ウサギ由来の免疫グロブリンの他
、２種以上の動物種に由来する免疫グロブリンを含んでいてもよい。
【００２３】
　本発明の非特異反応抑制剤は、被検出物質を含む試料と接触させることにより、本来の
目的とする抗原抗体反応以外の非特異反応を抑制することができる。本発明の非特異反応
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抑制剤と試料との接触はどのような方法で行われてもよいが、例えば、被検出物質を含む
試料と被検出物質に対する抗体とを接触させる前に、あらかじめ試料に本発明の非特異反
応抑制剤を添加して、非特異因子と反応させることによって、非特異反応を抑制してもよ
いし、被検出物質に対する抗体と非特異反応抑制剤を含む反応溶液中に、被検出物質を含
む試料を添加して、非特異因子と非特異反応抑制剤を反応させることによって、非特異反
応を抑制してもよい。
【００２４】
　本発明の一態様として、例えば、イムノクロマトグラフ法による免疫測定に、本発明の
非特異反応抑制剤を適用する場合には、多孔性物質からなるクロマトグラフ媒体上で移動
相を構成する展開液に、予め本発明の非特異反応抑制剤を添加しておくことができる。展
開液による展開は、被検出物質を含む試料と同時に行ってもよいし、少量の試料液をクロ
マトグラフ媒体に先行して滴下した後、被検出物質が固相化抗体の結合した反応部位に到
達可能となるように、適量の展開液を後から展開してもよい。本発明の他の態様としては
、クロマトグラフ媒体における移動相の展開経路上、すなわちクロマトグラフ媒体の展開
液が適用される端部と反応部位との間の領域に、本発明の非特異反応抑制剤を乾燥・保持
しておき、移動相を構成する展開液により溶解して、試料と接触させることもできる。本
発明のさらなる他の態様としては、被検出物質を含む試料液に直接添加することもできる
し、試料希釈液に添加しておくことで試料と接触させることもできる。
【００２５】
　この接触時における、本発明の非特異反応抑制剤の濃度としては、非特異反応抑制剤と
試料との混合比率や接触時間等の条件、あるいは試料の個体差により異なり一概に言うこ
とはできないが、通常は、免疫測定に用いた抗体を作製した動物と同じ動物種に由来する
免疫グロブリンとして試料１０μL当たり０．０１～１０μｇの範囲にあることが好まし
く、０．０５～２μｇの範囲があることが特に好ましい。また、ウサギ免疫グロブリン量
として試料１０μL当たり０．０１～１０μｇの範囲にあることが好ましく、０．０５～
２μｇの範囲があることが特に好ましい。本発明の非特異反応抑制剤は、免疫測定に用い
る抗体が由来する動物と同一の動物種に由来する免疫グロブリン及びウサギ免疫グロブリ
ンを含むものであり、上記範囲内で使用する限りにおいては、それらの混合比は特に制限
されるものではないが、通常、４０：１～1：４０の範囲にあることが好ましい。
【００２６】
　本発明の非特異反応抑制剤が適用できる免疫測定法において、検出できる被検出物質と
しては、それに特異的に結合する抗体が存在する抗原であれば特に限定されず、蛋白質、
ペプチド、糖（特に糖タンパク質の糖部分、糖脂質の糖部分等）、複合糖質などを例示す
ることができる。特に、試料中に微量に含まれる抗原が好適である。なぜなら、抗原の含
まれる濃度が微量である程、相対的に非特異的反応の影響が大きくなるので、本発明の非
特異反応抑制剤が有用となるからである。
　具体的な被検出物質としては、例えば、特異ＩｇＥ、非特異ＩｇＥ、前立腺特異抗原（
ＰＳＡ）、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、ＨＥＲ２タンパク、ＣＡ１９－９、α－フェトプロ
テイン（ＡＦＰ）、免疫抑制酸性タンパク（ＩＰＡ）、ＣＡ１５－３、ＣＡ１２５、エス
トロゲンレセプター、プロゲステロンレセプター、便潜血、トロポニンＩ、トロポニンＴ
、ＣＫ－ＭＢ、ＣＲＰ、ヒト絨毛性ゴナドトロピン（ＨＣＧ）、黄体形成ホルモン（ＬＨ
）、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）、梅毒抗体、インフルエンザウイルス、クラミジア抗原
、Ａ群β溶連菌抗原、ＨＢｓ抗体、ＨＢｓ抗原、ロタウイルス、アデノウイルス、アルブ
ミン、糖化アルブミン等が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
　上記被検出物質を含む試料としては、例えば、生体試料、即ち、全血、血清、血漿、尿
、唾液、喀痰、鼻腔又は咽頭拭い液、髄液、羊水、乳頭分泌液、涙、汗、皮膚からの浸出
液、組織や細胞及び便からの抽出液等が挙げられる。
【００２７】
　以下、実施例により本発明をより具体的に説明するが、本発明はこれら実施例により何
ら制限されるものではない。
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【実施例１】
【００２８】
１．クロマトグラフ媒体上への反応部位の作製
 ２５×２．５ｃｍのニトロセルロース膜（ミリポア社製：ＨＦ１２０）に、抗体塗布機
（ＢｉｏＤｏｔ社製）を用いて、５重量％のイソプロピルアルコールを含むリン酸緩衝液
（ｐＨ７．４）で１．０ｍｇ／ｍＬの濃度になるように希釈した抗ＰＳＡ（前立腺特異抗
原）モノクローナル抗体を塗布し、５０℃で３０分間乾燥させた。乾燥後、該ニトロセル
ロース膜を、０．５重量％のカゼイン（和光純薬工業社製）を含むリン酸緩衝液（ｐＨ７
．４）２００ｍＬに３０℃で３０分間浸潰し、ブロッキングを行った。ブロッキング後、
０．０５重量％のＴｗｅｅｎ２０を含有する洗浄液で洗浄し、室温で一晩乾燥させ、クロ
マトグラフ媒体上へ反応部位を作製した。
【００２９】
２．標識物質溶液の作製
 金コロイド懸濁液（田中貴金属工業社製：平均粒子径４０ｎｍ）０．５ｍＬに、リン酸
緩衝液（ｐＨ７．４）で０．１ｍｇ／ｍＬの濃度になるように希釈した抗ＰＳＡモノクロ
ーナル抗体を０．１ｍＬ加え、室温で１０分間静置した。次いで、１０重量％の牛血清ア
ルブミンを含むリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）を０．１ｍＬ加え、十分撹絆した後、８００
０×ｇで１５分間遠心分離を行った。上清を除去した後、１重量％の牛血清アルブミンを
含むリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）０．１ｍＬを加え、標識物質溶液とした。
【００３０】
３．クロマトグラフ媒体の作製
 上記作製した標識物質溶液をグラスファイバー製パッドに均一になるように添加した後
、真空乾燥機にて乾燥させ、検出試薬保持部材とした。次いで、バッキングシートから成
る基材に、上記調製したクロマトグラフ媒体、検出試薬保持部材、試料を添加する部分に
用いるサンプルパッド、及び展開した試料、不溶性担体を吸収するための吸収パッドを貼
り合わせた。最後に、裁断機で幅が５ｍｍとなるように裁断し、クロマトグラフ媒体を作
製した。
【００３１】
４．測定
 上記作製したクロマトグラフ媒体を用いて、以下の方法で試料中のＰＳＡの存在の有無
を測定した。即ち、０．００５ｍｇ／ｍＬのウサギ免疫グロブリン（ウサギＩｇＧ）、０
．００５ｍｇ／ｍＬのマウス免疫グロブリン（マウスＩｇＧ）、１．０％牛血清アルブミ
ンと１５０ｍＭ塩化ナトリウムを含むトリス緩衝溶液（ｐＨ８．０）から成る展開液を作
製し、ＰＳＡ濃度が０．１ｎｇ／ｍＬ未満の血清を陰性検体試料（陰性検体１～４）とし
、ＰＳＡ濃度が４．１ｎｇ／ｍＬの血清を陽性検体試料（陽性検体１）とし、各々１５μ
Ｌをクロマトグラフ媒体のサンプルパッド上に載せ、次いで展開液を１２０μＬ載せて展
開させ、１５分後に目視判定をした。反応部位におけるテストラインの赤い線を明確に確
認できるものを「＋＋」、テストラインの赤い線を確認できるものを「＋」、赤い線を確
認できないものを「－」とした。表１に結果を示す。
【００３２】
比較例１
 実施例１で作製したクロマトグラフ媒体を用いて、展開液としてはウサギ免疫グロブリ
ンを含まないものを用いたことを除いては、実施例１と同様に測定した。表１に結果を示
す。
【００３３】
比較例２
 実施例１で作製したクロマトグラフ媒体を用いて、展開液としてはウサギ免疫グロブリ
ンを含まずマウス免疫グロブリンを２倍量用いたことを除いては、実施例１と同様に測定
した。表１に結果を示す。
【００３４】
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比較例３
 実施例１で作製したクロマトグラフ媒体を用いて、展開液としてはマウス免疫グロブリ
ンを含まないものを用いたことを除いては、実施例１と同様に測定した。表１に結果を示
す。
【００３５】
比較例４
 実施例１で作製したクロマトグラフ媒体を用いて、展開液としてはウサギ免疫グロブリ
ンに代えてヤギ免疫グロブリン（ヤギＩｇＧ）を用いたことを除いては、実施例１と同様
に測定した。表１に結果を示す。
【００３６】
比較例５
 実施例１で作製したクロマトグラフ媒体を用いて、展開液としてはウサギ免疫グロブリ
ンに代えてブタ免疫グロブリン（ブタＩｇＧ）を用いたことを除いては、実施例１と同様
に測定した。表１に結果を示す。
【００３７】
比較例５
 実施例１で作製したクロマトグラフ媒体を用いて、展開液としてはウサギ免疫グロブリ
ンに代えてニワトリ免疫グロブリン（ニワトリＩｇＹ）を用いたことを除いては、実施例
１と同様に測定した。表１に結果を示す。
【実施例２】
【００３８】
１．クロマトグラフ媒体上への反応部位の作製
 ２５×２．５ｃｍのニトロセルロース膜（ミリポア社製：ＨＦ１２０）に、抗体塗布機
（ＢｉｏＤｏｔ社製）を用いて、５重量％のイソプロピルアルコールを含むリン酸緩衝液
（ｐＨ７．４）で１．０ｍｇ／ｍＬの濃度になるように希釈した抗ＣＥＡ（癌胎児性抗原
）モノクローナル抗体を塗布し、５０℃で３０分間乾燥させた。乾燥後、該ニトロセルロ
ース膜を、０．５重量％のカゼイン（和光純薬工業社製）を含むリン酸緩衝液（ｐＨ７．
４）２００ｍＬに３０℃で３０分間浸潰し、ブロッキングを行った。ブロッキング後、０
．０５重量％のＴｗｅｅｎ２０を含有する洗浄液で洗浄し、室温で一晩乾燥させ、クロマ
トグラフ媒体上へ反応部位を作製した。
【００３９】
２．標識物質溶液の作製
 金コロイド懸濁液（田中貴金属工業社製：平均粒子径４０ｎｍ）０．５ｍＬに、リン酸
緩衝液（ｐＨ７．４）で０．１ｍｇ／ｍＬの濃度になるように希釈した抗ＣＥＡ（癌胎児
性抗原）モノクローナル抗体を０．１ｍＬ加え、室温で１０分間静置した。次いで、１０
重量％の牛血清アルブミンを含むリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）を０．１ｍＬ加え、十分撹
絆した後、８０００×ｇで１５分間遠心分離を行った。上清を除去した後、１重量％の牛
血清アルブミンを含むリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）０．１ｍＬを加え、標識物質溶液とし
た。実施例１と同様に、クロマトグラフ媒体の作製を行った。
【００４０】
３．測定
 上記作製したクロマトグラフ媒体を用いて、以下の方法で試料中のＣＥＡの存在の有無
を測定した。即ち、０．００５ｍｇ／ｍＬのウサギ免疫グロブリン（ウサギＩｇＧ）、０
．００５ｍｇ／ｍＬのマウス免疫グロブリン（マウスＩｇＧ）、１．０％牛血清アルブミ
ンと１５０ｍＭ塩化ナトリウムを含むトリス緩衝溶液（ｐＨ８．０）から成る展開液を作
製し、ＣＥＡ濃度が１．０ｎｇ／ｍＬ未満の血清を陰性検体試料（陰性検体１～４）とし
、ＣＥＡ濃度が５．３ｎｇ／ｍＬの血清を陽性検体試料（陽性検体１）とし、各々１５μ
Ｌをクロマトグラフ媒体のサンプルパッド上に載せ、次いで展開液を１２０μＬ載せて展
開させ、１５分後に目視判定をした。反応部位におけるテストラインの赤い線を明確に確
認できるものを「＋＋」、テストラインの赤い線を確認できるものを「＋」、赤い線を確
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認できないものを「－」とした。表２に結果を示す。
【産業上の利用可能性】
【００４１】
　本発明の非特異反応抑制剤及び非特異反応抑制方法は、免疫測定における非特異因子に
起因する非特異反応を排除できるので、陰性検体による偽陽性反応の削減及び特異性の向
上が達成され、信頼性の高い臨床検査の実施を可能にするという、産業上の利用可能性を
有する。
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