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(57)【要約】
【課題】本発明の目的は、ＡＰを標識酵素として用いる
免疫測定において、その測定感度を高めるための方法を
提供することである。
【解決手段】アルカリホスファターゼ標識物を用いた免
疫測定において、測定対象物質に未結合のアルカリホス
ファターゼ標識物を洗浄する際に用いる洗浄液にマグネ
シウム塩を含ませることを特徴とする、免疫測定方法。
【選択図】　図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
アルカリホスファターゼ標識物を用いた免疫測定において、測定対象物質に未結合のアル
カリホスファターゼ標識物を洗浄する際に用いる洗浄液にマグネシウム塩を含ませること
を特徴とする、免疫測定方法。
【請求項２】
さらに、アルカリホスファターゼ標識物を含む溶液に、マグネシウム塩を含ませることを
特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
さらに、未結合のアルカリホスファターゼ標識物を洗浄後に添加するアルカリホスファタ
ーゼ用基質溶液にマグネシウム塩を含ませることを特徴とする、請求項１または２に記載
の方法。
【請求項４】
アルカリホスファターゼ標識物が、アルカリホスファターゼ標識抗体である、請求項１～
３のいずれかに記載の免疫測定方法。
【請求項５】
洗浄液が、さらに水酸基とスルホン酸基とを有する第３級アミンを含んでなる水溶液であ
る、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
水酸基およびスルホン酸基を有する第３級アミンが、Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシメチ
ル）－２－アミノエタンスルホン酸、２－［４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラ
ジニル］エタンスルホン酸、および３－［４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジ
ニル］プロパンスルホン酸からなる群より選ばれる、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
アルカリホスファターゼが細菌由来である、請求項１～４のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
細菌がシェワネラ属である、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
アルカリホスファターゼ標識物を用いた免疫測定において、測定対象物質に未結合のアル
カリホスファターゼ標識物を洗浄するために用いる洗浄液であって、マグネシウム塩を含
む洗浄液。
【請求項１０】
請求項９の洗浄液を含むプロダクト。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は、アルカリホスファターゼ標識コンジュゲートを用いた免疫測定方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
免疫測定（イムノアッセイ）は、抗原抗体反応を利用して測定対象物質を検出もしくは定
量する方法である。典型的なＥＩＡの測定原理の例は、次のような手順からなる。ガラス
ビーズや磁性ビーズ、またはプレート表面などの固相に固定化された一次抗体に測定対象
物質を含む試料を添加し、測定対象物質を一次抗体に結合させる。固相をバッファー等で
洗浄して測定対象物質以外の試料成分を除去し、ここに二次抗体を含む溶液を加えて、二
次抗体を固相上に捕捉された測定対象物質に結合させる。この二次抗体は、ラジオアイソ
トープ、酵素、発光物質、金コロイド等で標識されている。さらに固相を洗浄することで
、未結合の二次抗体を除去する。二次抗体がラジオアイソトープや発光物質の場合であれ
ば、固相から発される放射線量や発光量を測定することにより、測定対象物質を検出また
は定量することができる。二次抗体が酵素により標識されたものである場合、各種酵素の
働きにより発色もしくは発光する基質を添加し、発色もしくは発光の度合いを測定するこ
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とにより測定対象物質を検出または定量することができる。
【０００３】
酵素標識抗体を用いる免疫測定を特に酵素免疫測定（ＥＩＡ）と呼び、近年の免疫測定の
主流をなす方法である。高感度基質の開発により、ラジオアイソトープ標識抗体を用いた
場合と同等以上の感度を実現している。ラジオアイソトープを使用する場合、発される放
射線による障害を防止するために遮蔽等を行う必要がある他、使用・保管・廃棄の方法や
設備の仕様も放射線障害防止法の規定に従う必要があり、煩雑さを極めている。その一方
で酵素標識抗体はそのような煩雑さや人体への障害の懸念がなく、近年重宝されている。
【０００４】
ＥＩＡに用いられる酵素のひとつに、アルカリホスファターゼ（ＥＣ　３．１．３．１、
以下ＡＰとも称する）がある。リン酸モノエステルを加水分解し、アルコールと無機リン
酸を生じる反応を触媒する酵素であり、ＥＩＡにおいては基質としてｐ－ニトロフェニル
リン酸（ｐＮＰＰ）や５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－リン酸（ＢＣＩＰ）な
どの発色基質、１，２－ジオキセタンを基本骨格とする発光基質（商品名：ＡＭＰＰＤ、
ＬｕｍｉｇｅｎＰＰＤ、ＣＳＰＤ、ＣＤＰ－ｓｔａｒ）、アクリダンを基本骨格とする発
光基質（商品名：ＡＰＳ－５）などが用いられる。
【０００５】
アルカリホスファターゼを標識酵素として用いるＥＩＡにおいて検出感度を高めるための
試みは、高感度発光基質の開発のほか、ＡＰ自身の活性の高いものを選択し使用すること
によってもなされる。この目的のために、複数のアイソザイムが存在することで知られる
ウシ小腸由来ＡＰのうち高比活性のものを精製の過程で単離する、あるいは高比活性型Ａ
Ｐの遺伝子を特定してこれを組換え生産する、さらには高比活性の実現に重要な部位特異
的アミノ酸変異の導入によりこれの比活性を高めるなどして、当業者らは高感度の要望に
応えている（特許文献１など）。
【０００６】
また、非特許文献１には、感度を高めるための方策として、例えば、抗原結合能の高い抗
体を使用する、径の小さいビーズを使用するなどして一次抗体を固相化する固相面積を大
きくする、立体障壁をなくすために抗体をビオチン－アビジン、抗イムノグロブリン抗体
などを介して間接的に固相化するなどの方法を紹介している（８９～９７ページ）。さら
には、アビジン－ビオチン標識酵素複合体を用いることにより、抗体１分子あたりに結合
する標識酵素量を高める方法（ＡＢＣ法）も知られている。
【０００７】
上述の試みにより、ＥＩＡはアトモルレベルの微量の測定対象物質をも検出しうる系とな
ったが、それにもかかわらず、今日における免疫診断法の感度はその要求を必ずしも十分
に満たすものではなく、たとえばウイルスによる感染症の初期においては、測定対象とな
るウイルスの試料中濃度が検出限界以下であるがゆえに、感染の事実があっても測定結果
は陰性となる可能性を排除できない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】特許第３５０７８９０号公報
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】学会出版センター刊「生物化学実験法４８　エンザイムイムノアッセイ
はこう開発する」石川榮治著　８９－９７ページ
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
本発明の目的は、ＡＰを標識酵素として用いる免疫測定において、その測定感度を高める
ための方法を提供することである。
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【課題を解決するための手段】
【００１１】
本発明者らは、鋭意検討を重ねた結果、免疫測定において使用するアルカリホスファター
ゼ標識抗体を溶解する溶媒および未結合の抗体を洗浄するための洗浄液に適切な金属を添
加すること、あるいはさらに洗浄液のバッファー成分として特定の物質を使用することに
より測定感度を増大しうることを見出した。
【００１２】
本発明者らは、アルカリホスファターゼ標識物を用いた免疫測定のステップの中で、特に
未結合のアルカリホスファターゼ標識物除去に用いる洗浄液中へのマグネシウム添加が感
度向上の大きな鍵を握っており、マグネシウムを添加しない場合と比してその差異は顕著
であることを見出した。
従来アルカリホスファターゼが活性中心近傍に亜鉛およびマグネシウムを配位しており、
これらが酵素活性に必須であることは公知であった。また、マグネシウム塩および亜鉛塩
は従来アルカリホスファターゼの活性化剤および安定化剤として用いられてきた。このよ
うに、かねてからアルカリホスファターゼを含む組成物やアルカリホスファターゼの活性
測定に用いる溶液には、マグネシウムや亜鉛が添加される例が知られている。しかしなが
ら、上記洗浄液への金属添加による顕著な感度向上効果については、これまで報告された
例がなく、また示唆すらもなされていなかった。
【００１３】
本発明者らは、さらに、上記洗浄液に金属を添加することを前提として、アルカリホスフ
ァターゼ標識物を保存・反応させる際の溶液中にも金属塩を添加すること、さらには上記
洗浄液に含まれるバッファー成分として特定の構造を有する化合物を添加すること、さら
にはアルカリホスファターゼ用の基質溶液にも金属を添加することが高感度化に功を奏す
ることを見出し、本発明を完成するに至った。
【００１４】
すなわち、本発明は以下の構成からなる。
［項１］
アルカリホスファターゼ標識物を用いた免疫測定において、測定対象物質に未結合のアル
カリホスファターゼ標識物を洗浄する際に用いる洗浄液にマグネシウム塩を含ませること
を特徴とする、免疫測定方法。
［項２］
さらに、アルカリホスファターゼ標識物を含む溶液に、マグネシウム塩を含ませることを
特徴とする、項１に記載の方法。
［項３］
さらに、未結合のアルカリホスファターゼ標識物を洗浄後に添加するアルカリホスファタ
ーゼ用基質溶液にマグネシウム塩を含ませることを特徴とする、項１または２に記載の方
法。
［項４］
アルカリホスファターゼ標識物が、アルカリホスファターゼ標識抗体である、項１～３の
いずれかに記載の免疫測定方法。
［項５］
洗浄液が、さらに水酸基とスルホン酸基とを有する第３級アミンを含んでなる水溶液であ
る、項１に記載の方法。
［項６］
水酸基およびスルホン酸基を有する第３級アミンが、Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシメチ
ル）－２－アミノエタンスルホン酸、２－［４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラ
ジニル］エタンスルホン酸、および３－［４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジ
ニル］プロパンスルホン酸からなる群より選ばれる、項５に記載の方法。
［項７］
アルカリホスファターゼが細菌由来である、項１～４のいずれかに記載の方法。
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［項８］
細菌がシェワネラ属である、項７に記載の方法。
［項９］
アルカリホスファターゼ標識物を用いた免疫測定において、測定対象物質に未結合のアル
カリホスファターゼ標識物を洗浄するために用いる洗浄液であって、マグネシウム塩を含
む洗浄液。
［項１０］
項９の洗浄液を含むプロダクト。
【発明の効果】
【００１５】
本発明により、より検出感度の高い酵素免疫測定方法を提供することができる。また、該
方法を用いた免疫測定試薬および診断キットを提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】免疫測定における、未結合の酵素標識抗体を除去する洗浄液中の金属濃度と検出
感度との関連を示す。
【図２】免疫測定における、酵素標識抗体溶液中の金属組成と検出感度との関連を示す。
金属組成条件は、金属を含まないもの（ｎｏｎｅ）、１ｍＭのマグネシウム塩を含むもの
（Ｍｇ）、および１ｍＭのマグネシウム塩と０．１ｍＭの亜鉛塩を含むもの（Ｍｇ＋Ｚｎ
）である。
【図３】免疫測定における、基質溶液中のマグネシウム濃度と検出感度との関連を示す。
【図４】免疫測定における、未結合の酵素標識抗体を除去する洗浄液中のバッファー成分
と検出感度との関連を示す。相対発光強度は、それぞれの基質に対する、Ｔｒｉｓをバッ
ファー成分として使用した際の発光強度を１とした相対値で示す。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
本発明の免疫測定方法が適用されるのは、アルカリホスファターゼ標識コンジュゲート、
より典型的にはアルカリホスファターゼ標識抗体を用いた免疫測定である。
【００１８】
その典型的な方法は以下の手順からなるが、この例示が本発明を限定するものではない。
工程（１）一次抗体を固相化した反応層に測定対象物質を成分として含有する試料（たと
えば汗、尿、血液のような体液ならびにその希釈液等を含む）を添加、一定条件でインキ
ュベートし、測定対象物質を一次抗体に捕捉させる。
工程（２）反応層を界面活性剤等を含む水溶液（溶液Ｉ）で洗浄することにより、一次抗
体に捕捉された測定対象物質以外の試料成分を除去する。
工程（３）アルカリホスファターゼ標識二次抗体を含む溶液（溶液ＩＩ）を反応層に添加
し、一次抗体に捕捉された測定対象物質に概標識抗体を結合させる。
工程（４）反応層を、界面活性剤等を含む洗浄液（溶液ＩＩＩ）で洗浄することにより、
未結合の標識抗体を除去する。
工程（５）反応層にアルカリホスファターゼの発色または発光または蛍光基質を含む溶液
（溶液ＩＶ）を添加し、発色・発光量をモニタリングする。蛍光基質の場合であれば励起
光を照射し、得られる蛍光をモニタリングする。
【００１９】
本発明の免疫測定方法は、アルカリホスファターゼ標識物を用いた免疫測定において、測
定対象物質に未結合のアルカリホスファターゼ標識物を洗浄する際に用いる洗浄液（上記
の例示であれば、（４）の工程に用いる洗浄液（溶液ＩＩＩ））にマグネシウム塩を含ま
せることを特徴とする。
【００２０】
本発明者らは、免疫測定において、抗原等に未結合のアルカリホスファターゼ標識コンジ
ュゲートを洗浄し除去する工程に用いる洗浄用溶媒に金属（たとえばマグネシウム塩）を



(6) JP 2014-163728 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

添加することにより高い測定感度を実現しうることを見出した。このように洗浄工程に用
いる溶液に金属を添加することによる測定感度の上昇についてはこれまで文献等に報告例
はなく、その可能性についても示唆されていなかった。
【００２１】
　（４）の工程に用いる洗浄液（溶液ＩＩＩ）に含まれるマグネシウムイオン濃度は、感
度向上に奏功する限りであれば特に限定されない。好ましくはマグネシウムイオンとして
の下限は０．１ｍＭであり、より好ましくは０．５ｍＭであり、最も好ましくは１ｍＭで
ある。マグネシウムイオンとしての上限は好ましくは２０ｍＭであり、より好ましくは１
０ｍＭであり、最も好ましくは３ｍＭである。
（４）の工程に用いる洗浄液（溶液ＩＩＩ）には、さらに洗浄効果を高めるために界面活
性剤を添加することが好ましい。添加される界面活性剤としては、抗原抗体反応およびア
ルカリホスファターゼ活性を損なわない限りにおいては特に限定されないが、好適にはポ
リオキシエチレンソルビタンモノラウレート（商品名：Ｔｗｅｅｎ２０）、ポリオキシエ
チレンソルビタンモノオレアート（商品名：Ｔｗｅｅｎ８０）、ポリオキシエチレンラウ
リルエーテル（商品名：Ｂｒｉｊ３５）、ポリオキシエチレンジスチレン化フェニルエー
テル（商品名：エマルゲンＡ６０）、ポリオキシエチレンオレイルエーテル（商品名：エ
マルゲン４３０）、コール酸塩、デオキシコール酸塩、マンノシルエリスリトールリピッ
ド等が挙げられる。上記の界面活性剤は、１種類のみで、もしくは数種類を混合して用い
られる。
【００２２】
　（４）の工程に用いる洗浄液（溶液ＩＩＩ）の組成は、マグネシウムを含むこと以外に
は、測定対象物質に未結合のアルカリホスファターゼ標識物を洗浄する機能を実用上損ね
ない範囲において、特に限定されるものではない。上記の界面活性剤のほか、当業者によ
く用いられる緩衝剤、塩類、防腐剤などを含むことができる。亜鉛については、後述の実
施例においては０．１ｍＭの添加で感度増大効果がほとんど見られないことが示されてい
るが、その添加を妨げるものではない。
【００２３】
　本発明の免疫測定方法においては、さらに、アルカリホスファターゼ標識物を含む溶液
（上記の例示であれば、（３）の工程に用いられる基質液（溶液ＩＩ））にマグネシウム
イオンを含ませることが好ましい。
【００２４】
アルカリホスファターゼ標識コンジュゲートの保存中における金属（たとえばマグネシウ
ム塩）の添加による保存安定性上昇が、免疫測定の感度をさらに高めることに寄与すると
考えられ、これらを洗浄工程における金属添加と組合せることがより好ましく推奨される
。
【００２５】
（３）の工程に用いる標識抗体を含む溶液（溶液ＩＩ）に含まれるマグネシウムイオン濃
度は、感度向上に奏功する限りあれば特に限定されない。好ましくはマグネシウムイオン
としての下限は０．１ｍＭであり、より好ましくは０．２ｍＭであり、最も好ましくは０
．２５ｍＭである。マグネシウムイオンとしての上限は好ましくは１０ｍＭであり、より
好ましくは２ｍＭであり、最も好ましくは１ｍＭである。
（３）の工程に用いる標識抗体を含む溶液（溶液ＩＩ）には、マグネシウムのほかに亜鉛
を含むことが好ましい。亜鉛の濃度は、感度向上に奏功する限りあれば特に限定されない
が、好ましい亜鉛イオン濃度の下限は０．０１ｍＭであり、より好ましくは０．０２ｍＭ
であり、最も好ましくは０．０２５ｍＭである。亜鉛イオンとしての上限は好ましくは１
ｍＭであり、より好ましくは０．２ｍＭであり、最も好ましくは０．１ｍＭである。
【００２６】
これらの溶液には金属イオンのほかに、ｐＨの急激な変動を抑えるための緩衝剤を含んで
もよい。緩衝剤としてはリン酸塩、トリス塩酸塩、ホウ酸塩、ＧＯＯＤの緩衝剤などが利
用可能である。その濃度はｐＨを適正に保持できる範囲であれば特に限定されないが、好
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ましくは１～５００ｍＭであり、より好ましくは５～１００ｍＭである。また保持すべき
ｐＨ領域としては、抗体や酵素の安定性を担保しうる範囲であれば特に限定されないが、
たとえばｐＨ５～９の範囲が例示される。
さらに、（３）の工程に用いる標識抗体を含む溶液（溶液ＩＩ）中にあっては、標識抗体
が測定対象物質以外の固相上の物質に非特異的に結合するのを防ぐためにブロッキング剤
を添加してもよい。ブロッキング剤としては、ウシ血清アルブミン、スキムミルク、不活
性化型アルカリホスファターゼ等が例示される。
【００２７】
　（３）の工程に用いる標識抗体を含む溶液（溶液ＩＩ）の組成は、その機能を実用上損
ねない範囲において、特に限定されるものではない。上記の緩衝剤やブロッキング剤など
のほか、当業者によく用いられる塩類、防腐剤などを含むことができる。
【００２８】
　また、本発明の免疫測定方法においては、さらに、未結合のアルカリホスファターゼ標
識物を洗浄後に添加するアルカリホスファターゼ用基質溶液（上記の例示であれば、（５
）の工程に用いられる基質液（溶液ＩＶ））にマグネシウムイオンを含ませることが好ま
しい。
【００２９】
基質溶液における金属（たとえばマグネシウム塩）の添加による活性の増大が、免疫測定
の感度をさらに高めることに寄与すると考えられ、これらを洗浄工程における金属添加と
組合せることがより好ましく推奨される。
【００３０】
含まれるマグネシウムイオン濃度としては、感度を向上させることができる限りにおいて
は特に限定されない。好ましいマグネシウムイオンの下限は０．１ｍＭであり、より好ま
しくは０．２ｍＭであり、最も好ましくは０．５ｍＭである。マグネシウムイオンとして
の上限は好ましくは５０ｍＭであり、より好ましくは２０ｍＭであり、最も好ましくは１
０ｍＭである。
【００３１】
また、含まれる基質としては、活性の検出方法が比色法であればｐ－ニトロフェニルリン
酸や５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルリン酸が、蛍光法であれば４－メチルウン
ベリフェリルリン酸が、発光法であれば１，２－ジオキセタン系もしくはアクリダン系発
光基質からなる各種発光基質を利用可能である。
これらの中で、特に発光基質を用いる方法の検出感度が高く、これを用いる方法がより好
適に選択される。発光基質としては、たとえばＡＭＰＰＤ、ＣＳＰＤ、ＣＤＰ－ｓｔａｒ
、Ｌｕｍｉｇｅｎ　ＰＰＤ、Ｌｕｍｉ－Ｐｈｏｓ５３０、ＡＰＳ－５などが挙げられるが
、これらに限定されない。
【００３２】
　（５）の工程に用いる基質液（溶液ＩＶ）の組成は、その機能を実用上損ねない範囲に
おいて、特に限定されるものではない。上記の発光基質のほか、当業者によく用いられる
緩衝剤、亜鉛やその他の塩類、防腐剤などを含むことができる。
【００３３】
なお、工程（２）に用いる溶液（Ｉ）については金属塩を添加する必要はないが、溶液の
種類を抑制するために溶液（ＩＩＩ）を溶液（Ｉ）と兼用させてもよい。
【００３４】
また、本発明の免疫測定方法においては、さらに、測定対象物質に未結合のアルカリホス
ファターゼ標識物を洗浄する際に用いる洗浄液（上記の例示であれば、（４）の工程に用
いる洗浄液（溶液ＩＩＩ））に、水酸基とスルホン酸基とを有する第３級アミンを緩衝剤
として用いることが好ましい。
このような物質としては、より具体的にはＮ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシメチル）－２－
アミノエタンスルホン酸（通称名：ＢＥＳ）、２－［４－（２－ヒドロキシエチル）－１
－ピペラジニル］エタンスルホン酸（通称名：ＭＯＰＳ）、および３－［４－（２－ヒド
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ロキシエチル）－１－ピペラジニル］プロパンスルホン酸（通称名：ＨＥＰＥＳ）が例示
される。これらは中性付近のｐＨ領域で緩衝能を有しており、濃度としてはｐＨを適正値
に保持しうる範囲であればよく特に限定されないが、好ましくは１～５００ｍＭであり、
より好ましくは５～１００ｍＭである。
【００３５】
本発明において使用されるアルカリホスファターゼ標識物は、典型的には標識抗体である
が、たとえば二次抗体をビオチン標識抗体とし、これにストレプトアビジン化アルカリホ
スファターゼを結合させるような場合にあっても同様に効果を得られるものと考えられる
。
【００３６】
本発明において使用されるアルカリホスファターゼ標識抗体は、アルカリホスファターゼ
および抗体いずれについても特にその由来を限定するものではなく、また標識方法も限定
されない。さらに、抗体としてはＩｇＧ等をそのままの状態で、あるいは２－メルカプト
エチルアミン等の還元剤で処理しヒンジ部を切断させて還元ＩｇＧとしたもの、あるいは
ＩｇＧをペプシンにより切断し、さらに還元剤で処理することによりＦａｂ’としたもの
等が使用可能である。さらに、標識方法もマレイミド法、ピリジルジスルフィド法、過ヨ
ウ素酸法、グルタルアルデヒド法などの公知技術が適用可能であり、さらに抗体および酵
素のうち一方をビオチン化、他方をアビジン化し、これら分子間の親和性により結合させ
ることによって標識抗体とするなど、別の親和性分子種を介して標識することも可能であ
る。これらの中で、マレイミド法が好適な標識方法として選択されうる。
【００３７】
標識に用いるアルカリホスファターゼとしては、ウシ小腸由来のもの、ホッコクアカエビ
由来のもの、細菌由来のもの等が好適に例示される。細菌由来アルカリホスファターゼと
しては、シェワネラ（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ）属由来のもの、コベティア（Ｃｏｂｅｔｉ
ａ）属由来のもの等が好適に例示される。これらの中でより好適に選択されるアルカリホ
スファターゼとしては細菌由来のものであり、よりさらに好適にはシェワネラ属由来のも
のが選択されうる。最も好適には、配列番号２に示すアミノ酸配列を含むアルカリホスフ
ァターゼが選択されうる。また、配列番号２に示す配列のうち、１または数個のアミノ酸
残基を置換・欠失または挿入してなる配列を含むアルカリホスファターゼであってもよい
。
【００３８】
　本発明の洗浄液は、アルカリホスファターゼ標識物を用いた免疫測定において、測定対
象物質に未結合のアルカリホスファターゼ標識物を洗浄するために用いる洗浄液であって
、マグネシウム塩を含む洗浄液である。この洗浄液は、測定対象物質に未結合のアルカリ
ホスファターゼ標識物を洗浄する際に用いる洗浄液（上記の例示であれば、（４）の工程
に用いる洗浄液（溶液ＩＩＩ））である。
　洗浄液の組成は、上述のとおり、マグネシウムを含むこと以外には、測定対象物質に未
結合のアルカリホスファターゼ標識物を洗浄する機能を実用上損ねない範囲において、特
に限定されるものではない。
【００３９】
本発明のプロダクトは、上記の洗浄液を含むものであれば、その構成、組成などは特に限
定されない。たとえば、洗浄液を含む免疫測定試薬が挙げられる。
【００４０】
本発明を利用した典型的な免疫測定試薬の構成の一例は、反応層、一次抗体が固定化され
、かつウシ血清アルブミンやスキムミルク等のタンパク質でブロッキングされた固相、測
定対象である抗原の標準液、アルカリホスファターゼが標識された二次抗体を含む溶液、
反応層中でサンプルや二次抗体を反応させた後に洗浄するための洗浄液、ＡＰの基質溶液
、使用マニュアルを含む。ここで、アルカリホスファターゼが標識された二次抗体を含む
溶液にはマグネシウムイオンおよび亜鉛イオンが含まれ、さらに洗浄液にはマグネシウム
イオンが含まれる。より好適にはさらに基質溶液にマグネシウムイオンが含まれ、よりさ



(9) JP 2014-163728 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

らに好適には水酸基およびスルホン酸基を有する第３級アミン、より典型的にはＮ，Ｎ－
ビス（２－ヒドロキシメチル）－２－アミノエタンスルホン酸（通称名：ＢＥＳ）、２－
［４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジニル］エタンスルホン酸（通称名：ＭＯ
ＰＳ）、および３－［４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジニル］プロパンスル
ホン酸（通称名：ＨＥＰＥＳ）より選択される物質を緩衝剤として含まれる。
【００４１】
なお、本明細書において「プロダクト」とは、使用者が或る用途を実行する目的で用いる
１セットのうち一部または全部を構成する製品であって、本発明の洗浄液（測定対象物質
に未結合のアルカリホスファターゼ標識物を洗浄する際に用いる洗浄液（上記の例示であ
れば、（４）の工程に用いる洗浄液（溶液ＩＩＩ）））を含むものを意味する。したがっ
て、例えば免疫測定試薬であれば、該洗浄液と標識抗体を含む溶液との組合せ、該洗浄液
と基質液との組合せ、該洗浄液と標識抗体を含む溶液と基質液との組合せ、および、これ
らを含むあらゆる組合せが含まれる。さらに、それらの組合せにおいて、一次抗体に捕捉
された測定対象物質以外の試料成分を除去するために用いる溶液（上記の例示であれば、
（２）の工程に用いる溶液（Ｉ））を含む組合せであってもよいし、試料希釈液または精
度管理用の標準物質などを含む組合せであってもよい。
【００４２】
活性測定例
本発明に述べるアルカリホスファターゼ活性は、特に断りがない限り以下の方法で測定さ
れたものである。
まず、下記の溶液Ａ・Ｂを調製する。
Ａ：１Ｍジエタノールアミン緩衝液　（ｐＨ９．８）
Ｂ：０．６７Ｍ　ｐ－ニトロフェニルリン酸　（溶液Ａに溶解する）
溶液Ａ２．９ｍＬと溶液Ｂ０．１ｍＬとをキュベット（光路長＝１．０ｃｍ）に調製し、
３７℃で５分間予備加温する。ＡＰ溶液０．１ｍＬを添加してゆるやかに混和し、水を対
照に３７℃に制御された分光光度計で４０５ｎｍの吸光度変化を３～５分間記録し、その
直線部分から１分間あたりの吸光度変化を求める（ΔＯＤＴＥＳＴ）。盲検は酵素の代わ
りに酵素を溶解しているバッファーを０．１ｍＬ加え、同様に１分間あたりの吸光度変化
を求める（ΔＯＤＢＬＡＮＫ）。これらの値を用いて、下記の式よりＡＰ活性を求める。
 
ＡＰ活性（Ｕ／ｍＬ）＝{（ΔＯＤＴＥＳＴ－ΔＯＤＢＬＡＮＫ）×３．１}／{１８．２
×１．０×０．１}
 
３．１：ＡＰ溶液添加後の反応液量（ｍＬ）
１８．２：上記測定条件における、ｐ－ニトロフェノールのミリモル分子吸光係数（ｃｍ
２／μｍｏｌ）
１．０：光路長（ｃｍ）
０．１：酵素溶液の添加量（ｍＬ）
【００４３】
タンパク質の定量および比活性の算出例
本発明に述べるタンパク質量は２８０ｎｍの吸光度を測定することにより測定したもので
ある。すなわち、２８０ｎｍにおける吸光度が０．１～１．０の範囲となるように酵素溶
液を蒸留水で希釈し、蒸留水を用いてゼロ点補正を行った吸光度計を用いて２８０ｎｍの
吸光度（Ａｂｓ）を測定する。本発明に述べるタンパク質濃度は、１Ａｂｓ≒１ｍｇ／ｍ
Ｌと近似し、吸光度の測定と測定した溶液の希釈倍率とを乗じた値で示したものである。
また、本発明に述べる比活性とは、本測定方法によるタンパク質量として１ｍｇあたりの
ＡＰの活性（Ｕ／ｍｇ）であり、この際のＡＰ活性は、上記活性測定例に従って測定する
ことにより得られる値である。
【００４４】
以下、本発明を具体的に実施例として示すが、本発明は以下の実施例に限定されるもので
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はない。
【００４５】
［実施例１］
アルカリホスファターゼの作製
配列番号２に示すアミノ酸配列を含むアルカリホスファターゼを、以下のように調製した
。
配列番号１に記載する塩基配列を有するＤＮＡを、大腸菌用のベクターであるｐＢｌｕｅ
ｓｃｒｉｐｔ　ＳＫ（－）のＢａｍＨＩサイトに挿入した発現プラスミドを、定法に従っ
て大腸菌Ｃ６００株に形質転換し、アルカリホスファターゼ産生菌株を作製した。なお、
配列番号１に記載する塩基配列を有するＤＮＡの取得方法は、本願発明者らの別の出願（
ＷＯ　２０１２／１１５０２３）に詳述している。この菌株を５００ｍＬ容坂口フラスコ
中の６０ｍＬＬＢ培地（１００μｇ／ｍＬのアンピシリンを含む）に一白金耳植菌し、３
０℃１８０ｒｐｍで一晩振とう培養した。この培養液全量を１０Ｌ容ジャーファーメンタ
ー中の６Ｌ生産培地（１．２％ペプトン、２．４％酵母エキス、０．１％ＮａＣｌ、０．
１ｍＭ硫酸亜鉛、１００μｇ／ｍＬのアンピシリン、ｐＨ７．０）に全量投入し、通気量
２Ｌ／分、攪拌３８０ｒｐｍ、温度３０℃で４８時間攪拌通気培養した。この培養液を５
８℃で１６時間加温し、硫酸アンモニウムによる塩析、Ｇ－２５セファロースカラムを用
いたゲルろ過法による脱塩、ＤＥＡＥ－セファロースカラムによる陰イオン交換クロマト
グラフィー、フェニルセファロースカラムによる疎水クロマトグラフィー、スーパーデッ
クス２００カラムを用いたゲルろ過クロマトグラフィーを経て精製アルカリホスファター
ゼを得た。このように作製したアルカリホスファターゼの比活性は７５００Ｕ／ｍｇであ
った。
【００４６】
［実施例２］
アルカリホスファターゼ標識抗体の作製
実施例１で作製したアルカリホスファターゼ２ｍｇを、ボリュームが０．５ｍＬとなるよ
うに５０ｍＭ　ホウ酸ナトリウム、１ｍＭ　塩化マグネシウム、０．１ｍＭ　塩化亜鉛　
（ｐＨ７．６）で希釈し、さらにセロファンチューブに入れて同バッファーを用いて４℃
で一晩透析した。透析液に１０μＬのＮ－スクシンイミジル－６－マレイミドヘキサノア
ート溶液（０．１７ｍｇを１０μＬのＮ，Ｎ－ジメチルホルムアミドに溶解）を加えて３
０℃で３０分間インキュベートした。これを０．１Ｍトリス塩酸バッファー（ｐＨ７．０
、１ｍＭの塩化マグネシウムおよび０．１ｍＭの硫酸亜鉛を含む）で緩衝化した５ｍＬの
Ｇ－２５ＦａｓｔＦｌｏｗプレパックカラム（ＧＥヘルスケア製）にアプライし、同バッ
ファーを通液してタンパク質画分を集めることでバッファー置換した。一方、マウス抗Ｋ
ＯＤ　ＤＮＡポリメラーゼ抗体（ＩｇＧ）２ｍｇ／０．４５ｍＬの０．１Ｍリン酸ナトリ
ウム緩衝液（ｐＨ６．０）に５０μＬの０．１Ｍ　２－メルカプトエチルアミンを加えて
混合し、３７℃で９０分インキュベートすることにより、還元ＩｇＧを生じさせた。これ
を５ｍＭ　エチレンジアミン４酢酸を含む０．１Ｍリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．０
）で緩衝化した５ｍＬのＧ－２５ＦａｓｔＦｌｏｗプレパックカラム（ＧＥヘルスケア製
）を用いて同バッファーでバッファー置換を行った。
還元ＩｇＧ溶液とマレイミド化ＡＰ溶液を等量混合し、４℃で２０時間インキュベートす
ることによりコンジュゲートを生じさせた。この溶液を１０ｍＭトリス塩酸バッファー、
０．１Ｍ　塩化ナトリウム、１ｍＭ　塩化マグネシウム、０．１ｍＭ　塩化亜鉛　（ｐＨ
６．８）で緩衝化したＳｕｐｅｒｄｅｘ２００プレパックカラム（１６ｍｍ×６００ｍｍ
、ＧＥヘスルケア製）でゲルろ過し、ＡＰ活性および２８０ｎｍにおける吸光度を指標に
、ＡＰ標識マウス抗ＫＯＤ　ＤＮＡポリメラーゼ抗体を含む画分を回収した。この標識抗
体を、５ｍＬのＧ－２５ＦａｓｔＦｌｏｗプレパックカラムを用いて１ｍＭ　塩化マグネ
シウム、０．１ｍＭ　塩化亜鉛、０．１％　ＢＳＡを含むＴＢＳバッファーに置換し、そ
の後の実験に供した。
【００４７】
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［実施例３］
抗原固相化プレートの作製
９６ウエルＥＬＩＳＡプレート（ｎｕｎｃ製９６Ｆ　ＭＡＸＩＳＯＲＰ　ＢＬＡＣＫ　Ｍ
ＩＣＲＯＷＥＬＬ　ＳＨ）に、１ウエルあたり５０μＬの抗ＫＯＤ　ＤＮＡポリメラーゼ
一次抗体（１０μｇ／ｍＬ）を添加し、振とうにより液を底面全体に行き渡らせたのち２
５℃で２時間インキュベートし、液を完全に除いた。続いて１ウエルあたり３００μＬの
ＰＢＳ＋０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０（ｐＨ７．４）を添加して液を除いた。この操作を３
回繰り返して洗浄の後、１ウエルあたり３００μＬのＰＢＳ＋０．１％ウシ血清アルブミ
ンを加えて２５℃で１時間インキュベートすることによりブロッキングを行い、液を完全
に除いた。続いて１ウエルあたり３００μＬのＴＢＳ＋０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０（ｐＨ
７．４）を添加して液を除き、この操作を３回繰り返して洗浄し、抗ＫＯＤ　ＤＮＡポリ
メラーゼ一次抗体被覆ＥＬＩＳＡプレートを作製した。このプレートに対し、０．１μｇ
／ｍＬの抗原（ＫＯＤ　ＤＮＡポリメラーゼ）溶液を１ウエルあたり５０μＬずつ添加し
、振とうにより液を底面全体に行き渡らせたのち３７℃で１時間インキュベートして抗原
を固相上の一次抗体に捕捉させ、液を完全に除いた。続いて１ウエルあたり３００μＬの
ＴＢＳ＋０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０（ｐＨ７．４）を添加して液を除いた。この操作を３
回繰り返すことで未結合の抗原を除いた。以下の実験には、この抗原を固相に捕捉させた
プレートを用いた。
【００４８】
［実施例４］
免疫測定における未結合の酵素標識抗体洗浄液中の金属組成検討
実施例３で作製したプレートに、実施例２で作製した標識抗体溶液（０．４μｇ／ｍＬ　
ｉｎ　ＴＢＳ　＋　１ｍＭ　塩化マグネシウム　＋　０．１ｍＭ　塩化亜鉛　＋　０．１
％　ＢＳＡ）を１ウエルあたり５０μＬ添加し、３７℃で１時間インキュベートすること
により抗原に結合させた。その後、ウエル中の液体を除き、洗浄液３００μＬを各ウエル
に添加して除く操作を３回実施することで未結合の標識抗体をのぞいた。この際、使用し
た洗浄液は次の組成のものを使用した。すなわち、２５ｍＭ　ＨＥＰＥＳ，　１３７ｍＭ
　ＮａＣｌ，　１ｍＭ　ＫＣｌ，　０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０　（ｐＨ＝７．２）から
なり、さらに金属の種類およびその濃度について表１に示す条件の洗浄液を使用した。
【００４９】
【表１】

【００５０】
洗浄工程後、各ウエルに５０μＬのＡＰＳ－５（ルミジェン社製）を添加し、発光強度を
ルミノメトリー（パーキンエルマー製Ｗａｌｌａｃ　１４２０　ＡＲＶＯ　ＭＸ）を用い
て測定した。
結果を図１に示す。洗浄液にマグネシウム塩を添加することで、その発光強度は大幅に増
大した。一方、マグネシウム塩に加えて亜鉛塩を加えても感度増大効果としてはみられな
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かった。
【００５１】
［実施例５］
免疫測定における酵素標識抗体溶液中の金属組成検討
実施例２で作製した標識抗体を含む溶液について、表２に示す金属の種類および濃度条件
のバッファー（ＴＢＳバッファー　＋　０．１％　ＢＳＡ）を用いて０．４μｇ／ｍＬの
濃度に希釈し、種々の金属組成の酵素標識抗体溶液を作製した。これを実施例３で作製し
たプレートに１ウエルあたり５０μＬ添加し、３７℃で１時間インキュベートすることに
より抗原に結合させた。その後、ウエル中の液体を除き、洗浄液（２５ｍＭ　ＨＥＰＥＳ
，　１３７ｍＭ　ＮａＣｌ，　１ｍＭ　ＫＣｌ，　０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０，　３ｍ
Ｍ　塩化マグネシウム，　ｐＨ＝７．２）３００μＬを各ウエルに添加して除く操作を３
回実施することで未結合の標識抗体をのぞいた。ここに基質溶液としてＡＰＳ－５もしく
はＬｕｍｉ－ｐｈｏｓ５３０（共にルミジェン社製）を添加し、発光量をルミノメトリー
を用いて測定した。
結果を図２に示す。洗浄バッファーに金属を添加する前提においても、酵素標識抗体溶液
にも金属を含ませることがより好ましいことがわかった。また、金属の種類としては、マ
グネシウム塩単独よりも、さらに亜鉛塩を含ませることがより好ましいことが見出された
。
【表２】

【００５２】
［実施例６］
免疫測定における基質溶液中の金属組成検討
実施例３で作製したプレートに、実施例２で作製した標識抗体溶液（０．４μｇ／ｍＬ　
ｉｎ　ＴＢＳ　＋　１ｍＭ　塩化マグネシウム　＋　０．１ｍＭ　塩化亜鉛　＋　０．１
％　ＢＳＡ）を１ウエルあたり５０μＬ添加し、３７℃で１時間インキュベートすること
により抗原に結合させた。その後、ウエル中の液体を除き、洗浄液（２５ｍＭ　ＨＥＰＥ
Ｓ，　１３７ｍＭ　ＮａＣｌ，　１ｍＭ　ＫＣｌ，　０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０，　３
ｍＭ　塩化マグネシウム，　ｐＨ＝７．２）３００μＬを各ウエルに添加して除く操作を
３回実施することで未結合の標識抗体をのぞいた。ここに、基質溶液として０～１０ｍＭ
の範囲でマグネシウム塩を含む基質溶液（ＣＤＰ－ｓｔａｒ　×１００ストック溶液、ロ
シュ製を２５ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　（ｐＨ９．８），　１３７ｍＭ　ＮａＣｌ２およ
び各濃度塩化マグネシウムを含むバッファーで１００倍希釈したもの）を５０μＬ添加し
、発光量をルミノメトリーを用いて測定した。
結果を図３に示す。マグネシウム塩を基質溶液に加えることで、免疫測定における検出感
度をさらに高めることが可能であることが見出された。
【００５３】
［実施例7］
免疫測定における酵素標識抗体溶液中のバッファー成分検討
実施例３で作製したプレートに、実施例２で作製した標識抗体溶液（０．４μｇ／ｍＬ　
ｉｎ　ＴＢＳ　＋　１ｍＭ　塩化マグネシウム　＋　０．１ｍＭ　塩化亜鉛　＋　０．１
％　ＢＳＡ）を１ウエルあたり５０μＬ添加し、３７℃で１時間インキュベートすること
により抗原に結合させた。その後、ウエル中の液体を除き、洗浄液３００μＬを各ウエル



(13) JP 2014-163728 A 2014.9.8

10

20

に添加して除く操作を３回実施することで未結合の標識抗体をのぞいた。この際、使用し
た洗浄液は次の組成のものを使用した。すなわち、２５ｍＭ　各種バッファー，　１３７
ｍＭ　ＮａＣｌ，　１ｍＭ　ＫＣｌ，　１ｍＭ　塩化マグネシウム，　０．０５％　Ｔｗ
ｅｅｎ２０　（ｐＨ＝７．２）　である。洗浄工程後、各ウエルに５０μＬの基質溶液（
ＡＰＳ－５、Ｌｕｍｉ－ｐｈｏｓ５３０およびＣＤＰ－ｓｔａｒ）を添加し、発光強度を
、ルミノメトリーを用いて測定した。
結果を図４に示す。なお、発光強度は、それぞれの発光基質を使用した際に、バッファー
成分としてＴｒｉｓ－ＨＣｌ（図中ではＴＢＳと記載）を加えた場合を１とした相対値と
して示した。結果から、３種類の発光基質いずれを用いても、比較対象のＴｒｉｓ－ＨＣ
ｌと比して１．２倍以上の発光強度を示したバッファー成分として、Ｎ，Ｎ－ビス（２－
ヒドロキシメチル）－２－アミノエタンスルホン酸（通称名：ＢＥＳ）、２－［４－（２
－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジニル］エタンスルホン酸（通称名：ＭＯＰＳ）、お
よび３－［４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジニル］プロパンスルホン酸（通
称名：ＨＥＰＥＳ）が挙げられる。これら成分に共通するのは、水酸基およびスルホン酸
基を有する第３級アミンであるという点である。よって、このような成分を含む洗浄液を
用いることで、免疫測定における検出感度をさらに高めることが可能であることが見出さ
れた。
【産業上の利用可能性】
【００５４】
本発明は、免疫測定であって、アルカリホスファターゼ標識物、より典型的にはアルカリ
ホスファターゼ標識抗体を用いた測定に利用可能であり、検出感度を高める効果がある。

【図１】
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