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(57)【要約】
【課題】ロットによる反応性のばらつきが少ないペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液の
製造方法及びこれを用いた免疫測定方法を提供することを目的とする。
【解決手段】ペルオキシダーゼで標識した抗体（Ａ）とグリシン及び／又はその塩（Ｂ）
とを含む水溶液（Ｘ）を２５～６０℃で熟成する工程（Ｉ）をｎ個含み、ｎは１以上の整
数であり、工程（Ｉ）がｎ個ある場合は各工程（Ｉ）における熟成温度Ｔｉ（℃）と熟成
時間Ｓｉ（日）とが数式（１）及び（２）の関係を満たすペルオキシダーゼ標識抗体含有
水溶液の製造方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ペルオキシダーゼで標識した抗体（Ａ）とグリシン及び／又はその塩（Ｂ）とを含む水
溶液（Ｘ）を２５～６０℃で熟成する工程（Ｉ）をｎ個含み、ｎは１以上の整数であり、
ｎ個ある各工程（Ｉ）における熟成温度Ｔｉ（℃）と熟成時間Ｓｉ（日）とが下記数式（
１）及び（２）の関係を満たすペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液の製造方法。
【数１】

【数２】

【請求項２】
　水溶液（Ｘ）のｐＨ（２５℃）が５．０～９．０である請求項１に記載のペルオキシダ
ーゼ標識抗体含有水溶液の製造方法。
【請求項３】
　ｎ個ある工程（Ｉ）の熟成時間Ｓｉの合計のうち５０％以上の時間において、水溶液（
Ｘ）中の前記（Ａ）の濃度が（Ｘ）の体積を基準として０．１～１００μｇ／ｍＬであり
、水溶液（Ｘ）中の前記（Ｂ）の含有量が（Ｘ）の重量を基準として０．０５～１０重量
％である請求項１又は２に記載のペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液の製造方法。
【請求項４】
　水溶液（Ｘ）中に、さらに塩化ナトリウムを含有する請求項１～３のいずれか１項に記
載のペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液の製造方法。
【請求項５】
　ｎ個ある工程（Ｉ）の熟成時間Ｓｉの合計のうち５０％以上の時間において、水溶液（
Ｘ）の塩化ナトリウムの含有量が（Ｘ）の重量を基準として０．１～５重量％である請求
項４に記載のペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液の製造方法。
【請求項６】
　請求項１～５のいずれか１項に記載の製造方法により得られたペルオキシダーゼ標識抗
体含有水溶液を標識試薬として用いる免疫測定方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液の製造方法及び免疫測定方法に関する
。
【背景技術】
【０００２】
　近年、臨床検査や免疫学などの分野で、操作が簡単なことから免疫反応を利用した測定
法が多用されている。免疫測定法のうち、酵素標識を特徴とする酵素免疫測定法（ＥＩＡ
法）は、放射性同位体元素を用いている放射免疫測定法（ＲＩＡ法）に比べて廉価で危険
な廃棄物を伴わず、測定の感度と精度の面でも遜色のないことが知られている。
【０００３】
　また、ＥＩＡ法のうち固相を用いる場合はＥＬＩＳＡ法と称されるが、その中には競合
法やサンドイッチ法などの改良された測定方法がある。
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【０００４】
　ＥＩＡ法においては、一般的に酵素標識（特にペルオキシダーゼ標識）された抗体を用
いるが、抗体は、水溶液中では反応性が低下してしまったり、ロットによって反応性のば
らつきがある問題がある。特に、酵素標識された抗体は、ロットによる反応性のばらつき
が大きい。
　そこで、反応性が低下する問題を解決するために、酵素標識された抗体を牛血清アルブ
ミン液で安定化する技術が知られている（特許文献１）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開平０９－１２７１１４号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　しかしながら、この方法では、ロットによる反応性のばらつきは依然解消されない。
　本発明は、ペルオキシダーゼで標識された抗体（ペルオキシダーゼ標識抗体）の反応性
が高く、ロットによる反応性のばらつきが少ないペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液の
製造方法及びこれを用いた免疫測定方法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】
【０００７】
　本発明者は、上記目的を達成するため鋭意検討した結果、本発明に到達した。
　すなわち、本発明はペルオキシダーゼで標識した抗体（Ａ）とグリシン及び／又はその
塩（Ｂ）とを含む水溶液（Ｘ）を２５～６０℃で熟成する工程（Ｉ）をｎ個含み、ｎは１
以上の整数であり、
ｎ個ある各工程（Ｉ）における熟成温度Ｔｉ（℃）と熟成時間Ｓｉ（日）とが下記数式（
１）及び（２）の関係を満たすペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液の製造方法；前記製
造方法により得られたペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液を標識試薬として用いる免疫
測定方法である。 

【数１】

【数２】

【発明の効果】
【０００８】
　本発明の製造方法により得られるペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液は、ロットによ
る反応性のばらつきが少ない。また、本発明の製造方法により得られる酵素標識抗体含有
水溶液を用いた免疫測定方法は、ロットによる反応性のばらつきが少ない。
　なお、本発明において、「ロットによる反応性のばらつきが少ない」とは、ペルオキシ
ダーゼで標識された抗体の製造ロットが異なるものを用いて、本発明の製造方法によりペ
ルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液を製造し、同濃度の測定対象物質サンプルを測定した
場合、発光量の不偏標準偏差が小さいことを意味する。
【発明を実施するための形態】
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【０００９】
＜ペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液の製造方法＞
　本発明のペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液の製造方法は、ペルオキシダーゼで標識
した抗体（Ａ）とグリシン及び／又はその塩（Ｂ）とを含む水溶液（Ｘ）を２５～６０℃
で熟成する工程（Ｉ）をｎ個含み、ｎは１以上の整数であり、
ｎ個ある各工程（Ｉ）における熟成温度Ｔｉ（℃）と熟成時間Ｓｉ（日）とが上記数式（
１）及び（２）の関係を満たすペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液の製造方法である。
　なお、本発明において、熟成とは、水溶液（Ｘ）を、式（１）及び（２）を満たす条件
で、時間放置することをいう。
　本発明の製造方法によれば、ペルオキシダーゼで標識した抗体（Ａ）を、グリシン及び
／又はその塩（Ｂ）を含む水溶液中で２５～６０℃で熟成させることにより、（Ａ）の製
造ロットが異なっていても、一定の水準まで活性を高めることができる。上記の熟成後の
抗体は、（Ａ）の製造ロットが異なっていても、活性が高い水準でそろっているため、結
果としてロットによる反応性のばらつきが少なくなる。
　したがって、本発明の製造方法により得られたペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液を
標識試薬として用いて免疫測定すれば、反応性が高く、ロットによる反応性のばらつきが
少ないので、感度が上がる、再現性が高くなる等の効果が期待できる。
　なお、本発明の製造方法は上記工程（Ｉ）含んでいればよく、得られたペルオキシダー
ゼ標識抗体含有水溶液は冷蔵（４～１０℃）でさらに保管してもよい。
【００１０】
　工程（Ｉ）において、熟成温度は、水溶液（Ｘ）の液温であり、前述の通り、２５～６
０℃である。６０℃を超えると抗体が変性して反応性が悪くなる。また、２５℃未満であ
ると、反応性が向上しにくい。
　なお、熟成温度は、小数点第一位を四捨五入した値を用いる。
　本発明の製造方法において、水溶液（Ｘ）の液温が２５～６０℃から外れる工程を有し
ていても良いが、６０℃を超える工程の時間は、１分以下であることが好ましく、３０秒
以下であることが更に好ましく、１０秒以下であることが特に好ましく、１秒以下である
ことが最も好ましい。
【００１１】
　ここで、上記数式（１）及び（２）は、例えばｎ＝１の場合は、下記数式（３）の通り
表すことができる。
【数３】

【００１２】
　数式（３）は経験式であり、原理は明らかではないが、グリシン及び／又はその塩（Ｂ
）の存在下、熟成温度Ｔ１（℃）で上記数式（３）の左辺以上の熟成時間Ｓ１（日）で熟
成させることにより、抗体（Ａ）がリフォールディングされ、反応性が向上すると考えら
れる。
　また、抗体（Ａ）は熱で変性しやすく、抗体（Ａ）の温度と変性との関係が指数関数的
であることから、上記数式（３）が導かれ、上記数式（３）の右辺より熟成時間Ｓ１が長
くなると、抗体（Ａ）の反応性が低下すると考えられる。
　また、工程（Ｉ）がｎ個ある場合は、各工程（Ｉ）における熟成温度Ｔｉ（℃）と熟時
時間Ｓｉ（日）とが上記数式（１）及び（２）を満たすことにより、上記数式（３）を満
たしたことと見なすことができ、同様に反応性を向上させることができる。
【００１３】
　なお、本発明の製造方法において、熟成温度、即ち、水溶液（Ｘ）の液温が変化する場
合は、その都度、別の工程（Ｉ）が実施されているとみなして、式（１）及び式（２）を
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計算する。上記数式（１）及び（２）を満たせば、工程（Ｉ）の個数は何個でもよい。
　上述の通り、熟成温度は、小数点第一位を四捨五入した値を用いるため、小数点第一位
を四捨五入した値が変化しない期間は、１個の工程（Ｉ）が実施されているとみなす。
　本発明において、熟成時間Ｓｉ（日）の最小単位は、１／（２４×６０）日（＝１分）
とし、工程（Ｉ）の開始は水溶液（Ｘ）の液温が最初に２５～６０℃にあるいずれかの温
度に達した時点である。１つの工程（Ｉ）の熟成時間は、１／（２４×６０）日以上であ
り、ｎ個ある工程（Ｉ）は連続して行われてよく、水溶液（Ｘ）の液温が２５～６０℃か
ら外れる期間を挟んで断続的に行われても良い。
　また、工程（Ｉ）の開始から熟成温度Ｔｉを１／（２４×６０）日間隔で区切った場合
、１／（２４×６０）日の期間の開始時の液温と終了時の液温とが異なるとき［すなわち
、工程（Ｉ）の熟成温度Ｔｉが１／（２４×６０）日以下の期間で変化したとき］には、
当該１／（２４×６０）日の期間における熟成温度Ｔｉの平均値（小数点第一位を四捨五
入した値）を算出し、当該工程（Ｉ）における熟成温度Ｔｉとして前記数式（１）及び（
２）での計算に用いる。そして、１／（２４×６０）日の区切られた当該の期間における
熟成温度Ｔｉの平均値がその前後いずれかの期間における熟成温度Ｔｉと変化していない
場合は、その熟成温度Ｔｉで行う１個の工程（Ｉ）が実施されているとみなす。
【００１４】
　本発明において、工程（Ｉ）における水溶液（Ｘ）中にはペルオキシダーゼで標識した
抗体（Ａ）とグリシン及び／又はその塩（Ｂ）とを含む。
　抗体（Ａ）は、１種を単独で用いても、２種以上を併用してもよい。
【００１５】
　本発明において、ペルオキシダーゼ（以下においてＰＯＤと略記することがある）とし
ては、西洋わさび（Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ）由来のペルオキシダーゼ等が挙げられる。
【００１６】
　前記の抗体（Ａ）の原料となる抗体は、ペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液を標識試
薬として用いて行う免疫測定の測定対象物質に応じて選択することができるが、例えば、
哺乳類等由来のポリクローナル抗体又はモノクローナル抗体、人工的に作製されたキメラ
抗体、ヒト化抗体及び完全ヒト抗体等が使用できる。
　具体的には、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ及びＩｇＥ等が挙げられる。
　またこれらの抗体断片も抗体と同様に用いることができる。
　抗体断片とは、完全長の抗体が有する特異的結合能の少なくとも一部を保持し、かつ、
完全長よりも短い抗体をいい、具体的には、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、Ｆａｂ
＆ａｐｏｓ、ｓｃＦｖ及びＦｖ等の抗体断片が挙げられる。
【００１７】
　上記原料となる抗体をペルオキシダーゼで標識する方法としては、例えば西洋ワサビ由
来ＰＯＤについては公知文献（エス・ヨシタケ、エム・イマガワ、イー・イシカワ、エト
ール；ジェイ．バイオケム，Ｖｏｌ．９２，１９８２，１４１３－１４２４）に記載の方
法等が挙げられる。
【００１８】
　グリシン及び／又はその塩（Ｂ）において、塩としては、グリシン中のアミノ基が酸で
中和された塩が含まれる。酸としては、塩酸及び硫酸等が挙げられる。グリシン塩として
具体的には、グリシン塩酸塩及びグリシン硫酸塩等が挙げられる。
【００１９】
　本発明において、水溶液（Ｘ）は、上記ペルオキシダーゼで標識した抗体（Ａ）とグリ
シン及び／又はその塩（Ｂ）とを含む。
　水溶液（Ｘ）中の抗体（Ａ）の濃度は、安定性の観点から、（Ｘ）の体積を基準として
、０．０１～１００μｇ／ｍＬであることが好ましく、さらに好ましくは０．１～５０μ
ｇ／ｍＬである。
　水溶液（Ｘ）中の（Ｂ）の含有量は、安定性の観点から、（Ｘ）の重量を基準として０
．０５～１０重量％が好ましく、さらに好ましくは０．１～５重量％である。
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【００２０】
　工程（Ｉ）において、水溶液（Ｘ）中の（Ａ）及び（Ｂ）の含有量は、ｎ個ある工程（
Ｉ）の熟成時間Ｓｉの合計のうち５０％以上の時間において上記範囲内であることが好ま
しく、さらに好ましくは６０～１００％の時間において上記範囲内であることである。
【００２１】
　水溶液（Ｘ）中には、さらに塩化ナトリウムを含有してもよい。
　水溶液（Ｘ）中の塩化ナトリウムの含有量は、免疫反応性の観点から、（Ｘ）の重量を
基準として０．１～５重量％が好ましく、さらに好ましくは０．２～４重量％である。
　工程（Ｉ）において、水溶液（Ｘ）中の塩化ナトリウムの含有量は、ｎ個ある工程（Ｉ
）の熟成時間Ｓｉの合計のうち５０％以上の時間において上記範囲内であることが好まし
く、さらに好ましくは６０～１００％の時間において上記範囲内であることである。
【００２２】
　水溶液（Ｘ）は、水性溶媒（Ｃ）中に上記（Ａ）、（Ｂ）及び必要により塩化ナトリウ
ムを混合して製造してもよい。好ましくは、（Ｂ）及び必要により塩化ナトリウムを水性
溶媒（Ｃ）中に混合したものに（Ａ）を混合することである。
　水性溶媒（Ｃ）としては、水及び緩衝液等が挙げられる。
　緩衝液としては、生化学分野で一般的に用いられる各種緩衝液を用いることができ、例
えばリン酸緩衝液、Ｔｒｉｓ－塩酸緩衝液及びクエン酸緩衝液等が挙げられる。
【００２３】
　水溶液（Ｘ）のｐＨ（２５℃）は、免疫反応性の観点から、５．０～９．０が好ましく
、さらに好ましくは５．５～８．５である。
　また、全工程（Ｉ）中において、水溶液（Ｘ）のｐＨが上記の好ましい値となっている
時間の割合は、ｎ個ある工程（Ｉ）の熟成時間Ｓｉの合計を基準として、５０％以上であ
ることが好ましく、８０％以上であることが更にこのましく、９５％以上であることが特
に好ましい。
【００２４】
　本発明の製造方法は、例えば、水溶液（Ｘ）を容器（試験管及びマイクロチューブ等）
に格納し、この容器を、恒温槽等を用いて式（１）及び式（２）を満たすように温調する
ことで実施することができる。
【００２５】
　本発明の製造方法により得られるペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液は、免疫測定に
おける標識試薬として好適に用いることができる。
【００２６】
＜免疫測定方法＞
　本発明の免疫測定方法は、上記ペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液（標識試薬）を用
いればよく、上記ペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液以外に、下記固相担体試薬（Ｄ）
、ルミノール発光試薬（Ｅ）及び過酸化物水溶液（Ｆ）等と組み合わせて行ってもよい。
【００２７】
　固相担体試薬（Ｄ）としては、固相担体（Ｇ）に物質（Ｈ）が固定化された固相担体（
ＧＨ）を含むものが挙げられる。
【００２８】
　本発明において、固相担体（Ｇ）は、一般的にこの分野で使用されるものであれば特に
限定されないが、例えばガラスビーズ、ポリスチレンビーズ、磁性シリカ粒子（Ｇ１）、
マイクロプレート、ラテックス等が代表的なものとして挙げられる。
　磁性シリカ粒子（Ｇ１）としては、特開２０１４－２１０６８０号公報及び特開２０１
３－０１９８８９号公報等に記載の公知の磁性シリカ粒子等が挙げられる。
　これらのうち、免疫反応性の観点から、磁性シリカ粒子（Ｇ１）が好ましい。
【００２９】
　前記の磁性シリカ粒子（Ｇ１）としては、シリカのマトリックス中に体積平均粒子径が
１～１５ｎｍで超常磁性を有する金属酸化物を分散されているもの好ましい。超常磁性と
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は、外部磁場の存在下で物質の個々の原子磁気モーメントが整列し誘発された一時的な磁
場を示し、外部磁場を取り除くと、部分的な整列が損なわれ磁場を示さなくなることをい
う。
【００３０】
　体積平均粒子径が１～１５ｎｍで超常磁性を示す超常磁性金属酸化物としては、鉄、コ
バルト、ニッケル及びこれらの合金等の酸化物が挙げられるが、磁界に対する感応性が優
れていることから、酸化鉄が特に好ましい。超常磁性金属酸化物は、１種を単独で用いて
も２種以上を併用してもよい。
【００３１】
　酸化鉄としては、公知の種々の酸化鉄を用いることができる。酸化鉄の内、特に化学的
な安定性に優れることから、マグネタイト、γ－ヘマタイト、マグネタイト－α－ヘマタ
イト中間酸化鉄及びγ－ヘマタイト－α－ヘマタイト中間酸化鉄が好ましく、大きな飽和
磁化を有し、外部磁場に対する感応性が優れていることから、マグネタイトが更に好まし
い。
【００３２】
　前記の磁性シリカ粒子（Ｇ１）中の超常磁性金属酸化物の含有量の下限は、６０重量％
が好ましく、さらに好ましくは６５重量％であり、上限は９５重量％が好ましく、さらに
好ましくは８０重量％である。
　超常磁性金属酸化物の含有量が６０重量％以上であると、得られた磁性シリカ粒子（Ｇ
１）の磁性が十分であるため、実際の用途面における分離操作に時間がかからないので好
ましい。また９５重量％以下であると、合成が容易であるので好ましい。
　なお、磁性シリカ粒子（Ｇ１）中の超常磁性金属酸化物の含有量は、特開２０１４－２
１０６８０号公報及び特開２０１３－０１９８８９号公報等に記載の方法（走査型電子顕
微鏡及びエネルギー分散型Ｘ線分光装置を用いた方法）により、測定することができる。
【００３３】
　超常磁性金属酸化物の製造方法は、特に限定されないが、Ｍａｓｓａｒｔにより報告さ
れたものをベースとして水溶性鉄塩及びアンモニアを用いる共沈殿法（Ｒ．Ｍａｓｓａｒ
ｔ，ＩＥＥＥ　Ｔｒａｎｓ．Ｍａｇｎ．１９８１，１７，１２４７）や水溶性鉄塩の水溶
液中の酸化反応を用いた方法により合成することができる。
【００３４】
　前記の磁性シリカ粒子（Ｇ１）の体積平均粒子径は、好ましくは１～５μｍ、更に好ま
しくは１～３μｍである。平均粒子径が１μｍ以上であると、分離回収の際に時間がかか
らない傾向にあり、５μｍ以下であると、表面積が大きくなり、固定化する物質（対象物
質、測定対象物質の類似物質又は測定対象物質と特異的に結合する物質）の結合量が多く
なり、結合効率が上昇する傾向にある。
【００３５】
　前記の磁性シリカ粒子（Ｇ１）の体積平均粒子径は、任意の２００個の磁性シリカ粒子
について走査型電子顕微鏡（日本電子株式会社製「ＪＳＭ－７０００Ｆ」）で観察して測
定された粒子径の平均値である。
【００３６】
　前記の磁性シリカ粒子（Ｇ１）の体積平均粒子径は、後述の水中油型エマルションを作
製する際の混合条件（せん断力等）を調節して水中油型エマルションの粒子径を調整する
ことにより制御することができる。また、磁性シリカ粒子製造時の水洗工程の条件変更や
一般的な分級等の方法によっても平均粒子径を所望の値とすることができる。
【００３７】
　前記の磁性シリカ粒子（Ｇ１）は、例えば体積平均粒子径が１～１５ｎｍの超常磁性金
属酸化物粒子、前記超常磁性金属酸化物粒子の重量に基づいて３０～５００重量％の（ア
ルキル）アルコキシシラン及び分散剤を含有する分散液と、水、水溶性有機溶媒、非イオ
ン性界面活性剤及び（アルキル）アルコキシシランの加水分解用触媒を含有する溶液とを
混合して水中油型エマルションを形成後、（アルキル）アルコキシシランの加水分解反応
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及び縮合反応を行い、超常磁性金属酸化物がシリカに包含された磁性シリカ粒子の水性分
散体が得た後、磁性シリカ粒子の水性分散体を遠心分離及び／又は集磁により固液分離し
、水又はメタノール等で洗浄することにより得られる。
　上記及び以下において、（アルキル）アルコキシシランとは、アルキルアルコキシシラ
ン及び／又はアルコキシシランを意味する。
【００３８】
　前記の磁性シリカ粒子（Ｇ１）は、超常磁性金属酸化物がシリカに包含され、粒子表面
に存在しないことから、多くの測定対象物質、測定対象物質の類似物質、又は測定対象物
質と特異的に結合する物質をその表面に固定化することができる。
【００３９】
　本発明において、固相担体（Ｇ）｛好ましくは磁性シリカ粒子（Ｇ１）｝に、物質（Ｈ
）を固定化し、固相担体（Ｇ）の表面に物質（Ｈ）が固定化された固相担体（ＧＨ）を製
造する方法としては、上述の（Ｇ）に物質（Ｈ）を物理吸着させる方法が挙げられるが、
より効率良く物質（Ｈ）等を固定化させる観点から、グルタルアルデヒド、アルブミン、
カルボジイミド、ストレプトアビジン、ビオチン及び官能基を有するアルキルアルコキシ
シランからなる群から選ばれる少なくとも１種の有機化合物を（Ｇ）表面に結合させ、そ
れらを介して物質（Ｈ）等を（Ｇ）に固定化させるのが好ましい。これらの有機化合物の
内、特定の物質（Ｈ）等を結合させる観点から、官能基を有するアルキルアルコキシシラ
ンが更に好ましい。
　前記の官能基としては、エチレン性不飽和基、エポキシ基、アミノ基、メルカプト基及
びイソシアネート基等が挙げられる。
【００４０】
　物質（Ｈ）としては、検体中の測定対象物質及び標識試薬中の抗体（Ａ）にもよるが、
例えば、ヌクレオチド鎖（オリゴヌクレオチド鎖、ポリヌクレオチド鎖）；染色体；ペプ
チド鎖（Ｃ－ペプチド、アンジオテンシンＩ等）、タンパク質〔例えばプロカルシトニン
、免疫グロブリンＡ（ＩｇＡ）、免疫グロブリンＥ（ＩｇＥ）、免疫グロブリンＧ（Ｉｇ
Ｇ），免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）、免疫グロブリンＤ（ＩｇＤ）、β２－ミクログロブ
リン、アルブミン、これらの分解産物、フェリチン等の血清タンパク質〕；酵素〔アミラ
ーゼ（膵型、唾液腺型、Ｘ型等）、アルカリホスファターゼ（肝性、骨性、胎盤性、小腸
性等）、酸性ホスファターゼ（ＰＡＰ等）、γ－グルタミルトランスファラーゼ（腎性、
膵性、肝性等）、リパーゼ（膵型、胃型等）、クレアチンキナーゼ（ＣＫ－１、ＣＫ－２
、ｍＣＫ等）、乳酸脱水素酵素（ＬＤＨ１～ＬＤＨ５等）、グルタミン酸オキザロ酢酸ト
ランスアミナーゼ（ＡＳＴｍ，ＡＳＴｓ等）、グルタミン酸ピルビン酸トランスアミナー
ゼ（ＡＬＴｍ、ＡＬＴｓ等）、コリンエステラーゼ（ＣｈＥ１～ＣｈＥ５等）、ロイシン
アミノペプチダーゼ（Ｃ－ＬＡＰ、ＡＡ、ＣＡＰ等）、レニン、プロテインキナーゼ、チ
ロシンキナーゼ等〕及びこれら酵素のインヒビター、ホルモン（ＰＴＨ、ＴＳＨ、インス
リン、ＬＨ、ＦＳＨ、プロラクチン等）、レセプター（エストロゲン、ＴＳＨ等に対する
レセプター）；リガンド（エストロゲン、ＴＳＨ等）；細菌（結核菌、肺炎球菌、ジフテ
リア菌、髄膜炎菌、淋菌、ブドウ球菌、レンサ球菌、腸内細菌、大腸菌、ヘリコバクター
・ピロリ等）、ウイルス（ルベラウイルス、ヘルペスウイルス、肝炎ウイルス、ＡＴＬウ
イルス、ＡＩＤＳウイルス、インフルエンザウイルス、アデノウイルス、エンテロウイル
ス、ポリオウイルス、ＥＢウイルス、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ、ＨＩＶ、ＨＴＬＶ等）、
真菌（カンジダ、クリプトコッカス等）、スピロヘータ（レプトスピラ、梅毒トレポネー
マ等）、クラミジア、マイコプラズマ等の微生物；当該微生物に由来するタンパク質、ペ
プチド又は糖鎖抗原；気管支喘息、アレルギー性鼻炎、アトピー性皮膚炎等のアレルギー
の原因となる各種アレルゲン［ハウスダスト、ダニ類（コナヒョウダニ、ヤケヒョウダニ
等）、花粉（スギ、ヒノキ、スズメノヒエ、ブタクサ、オオアワガエリ、ハルガヤ、ライ
ムギ等）、動物（ネコ，イヌ，カニ等）、食物（米、卵白等）、真菌、昆虫、木材、薬剤
、化学物質等に由来するアレルゲン等］；脂質（リポタンパク質等）；プロテアーゼ（ト
リプシン、プラスミン、セリンプロテアーゼ等）；腫瘍マーカータンパク抗原（ＰＳＡ、
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ＰＧＩ、ＰＧＩＩ等）；糖鎖抗原〔ＡＦＰ（Ｌ１からＬ３等）、ｈＣＧ（ｈＣＧファミリ
ー）、トランスフェリン、ＩｇＧ、サイログロブリン、Ｄｅｃａｙ－ａｃｃｅｌｅｒａｔ
ｉｎｇ－ｆａｃｔｏｒ（ＤＡＦ）、癌胎児性抗原（ＣＥＡ、ＮＣＡ、ＮＣＡ－２、ＮＦＡ
等）、ＣＡ１９－９、ＰＩＶＫＡ－ＩＩ、ＣＡ１２５、ＣＡ１５－３、前立腺特異抗原、
トロポニンＴ（ＴｎＴ）、ヒト脳性ナトリウム利尿ペプチド前駆体Ｎ端フラグメント（Ｎ
Ｔ－ｐｒｏＢＮＰ）等の心疾患抗原、癌細胞が産生する特殊な糖鎖を有する腫瘍マーカー
糖鎖抗原、ＡＢＯ糖鎖抗原等〕；糖鎖（ヒアルロン酸、β－グルカン、上記糖鎖抗原等が
有する糖鎖等）；糖鎖に結合するタンパク質（ヒアルロン酸結合タンパク、βグルカン結
合タンパク等）；リン脂質（カルジオリピン等）；リポ多糖（エンドトキシン等）；化学
物質（Ｔ３、Ｔ４、トリブチルスズ、ノニルフェノール、４－オクチルフェノール、フタ
ル酸ジ－ｎ－ブチル、フタル酸ジシクロヘキシル、ベンゾフェノン、オクタクロロスチレ
ン、フタル酸ジ－２－エチルヘキシル等の環境ホルモン）；人体に投与・接種される各種
薬剤及びこれらの代謝物；アプタマー；核酸結合性物質、これらに対する抗体が挙げられ
る。
　尚、本発明において用いられる抗体には、パパイン及びペプシン等の蛋白質分解酵素、
並びに、化学的分解により生じるＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント等の分解産物等が
挙げられる。
【００４１】
　ルミノール発光試薬（Ｅ）としては、２，３－ジヒドロ－１，４－フタラジンジオン化
合物及び化学発光増強剤を必須構成成分としてなるルミノール発光試薬等が挙げられる。
　過酸化物水溶液（Ｆ）は、過酸化物及び水を必須構成成分としてなる過酸化物水溶液で
ある。
【００４２】
　ルミノール発光試薬（Ｅ）において、２，３－ジヒドロ－１，４－フタラジンジオン化
合物としては、例えば、特開平２－２９１２９９号公報、特開平１０－３１９０１５号公
報及び特開２０００－２７９１９６号公報等に記載の公知の２，３－ジヒドロ－１，４－
フタラジンジオン化合物及びこれらの混合物等が使用できる。
　これらの内、ルミノール、イソルミノール、Ｎ－アミノヘキシル－Ｎ－エチルイソルミ
ノール（ＡＨＥＩ）、Ｎ－アミノブチル－Ｎ－エチルイソルミノール（ＡＢＥＩ）及びこ
れらの金属塩（アルカリ金属塩等）からなる群より選ばれる少なくとも１種が好ましく、
更に好ましいのはルミノール及び／又はその金属塩、特に好ましいのはルミノールのナト
リウム塩である。
【００４３】
　化学発光増強剤としては、例えば、特開昭５９－５００２５２号公報、特開昭５９－１
７１８３９号公報及び特開平２－２９１２９９号公報等に記載の公知の化学発光増強剤及
びこれらの混合物等が使用できる。
　これらの内、化学発光増強効果等の観点から、フェノール系化合物が好ましく、更に好
ましいのはＰ－ヨードフェノール、４－（シアノメチルチオ）フェノール及び４－シアノ
メチルチオ－２－クロロフェノールからなる群より選ばれる少なくとも１種であり、特に
好ましいのは４－（シアノメチルチオ）フェノールである。
【００４４】
　ルミノール発光試薬（Ｅ）には、２，３－ジヒドロ－１，４－フタラジンジオン化合物
及び化学発光増強剤以外に、緩衝液及び／又はキレート剤等を含むことができる。
【００４５】
　緩衝液としては、例えば、特開平１０－３１９０１５号公報及び特開２００３－２７９
４８９号公報等に記載の公知の緩衝液等が使用できる。
　これらの内、化学発光増強効果及び保存安定性等の観点から、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／水酸化ナトリウム緩衝液、２－
ヒドロキシ－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・１水和物／水酸化ナトリウム緩衝液及びピペラジニル－１，４－ビス（２－ヒドロ
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キシ－３－プロパンスルホン酸）・２水和物／水酸化ナトリウム緩衝液が好ましく、更に
好ましいのは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／水酸化ナトリウム緩衝液及び２－ヒドロキシ－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・１水和物／水酸化ナトリウム緩衝液であり
、特に好ましいのは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／水酸化ナトリウム緩衝液である。
　緩衝液は、１種を単独で用いても、２種以上を併用してもよい。
【００４６】
　キレート剤としては、例えば、特開平９－７５０９９号公報及び特開２００３－２７９
４８９号公報等に記載の公知のキレート剤等が使用できる。
　これらの内、化学発光増強効果及び保存安定性等の観点から、４配位キレート剤が好ま
しく、更に好ましいのはエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）及びその塩（エチレンジア
ミン四酢酸二ナトリウム、エチレンジアミン四酢酸三ナトリウム、エチレンジアミン四酢
酸四ナトリウム、エチレンジアミン四酢酸二カリウム及びエチレンジアミン四酢酸三カリ
ウム等）並びにトランス－１，２ジアミノシクロヘキサン－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－四酢酸
（ＣｙＤＴＡ）であり、特に好ましいのはエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）及び／又
はその塩である。
　キレート剤は、１種を単独で用いても、２種以上を併用してもよい。
【００４７】
　ルミノール発光試薬（Ｅ）は、液体であることが好ましく、また、酵素の蛍光強度の観
点からはアルカリ性であることが好ましい。
　（Ｅ）のｐＨは、７～１１が好ましく、更に好ましくは８～１０である。
　なお、本発明において、ｐＨは、ＪＩＳ　Ｋ０４００－１２－１０：２０００に準拠し
て測定される（測定温度２５℃）。
【００４８】
　ルミノール発光試薬（Ｅ）は、２，３－ジヒドロ－１，４－フタラジンジオン化合物、
化学発光増強剤並びに必要により緩衝液及び／又はキレート剤を均一混合することにより
容易に得ることができる。
【００４９】
　過酸化物水溶液（Ｆ）が含有する過酸化物としては、例えば、特開平８－２６１９４３
号公報及び特開２０００－２７９１９６号公報等に記載の公知の酸化剤等［無機の過酸化
物（過酸化水素、過ホウ酸ナトリウム及び過ホウ酸カリウム等）、有機過酸化物（過酸化
ジアルキル及び過酸化アシル等）、ペルオキソ酸化合物（ペルオキソ硫酸及びペルオキソ
リン酸等）等］の水溶液が挙げられる。
　これらの内、保存安定性等の観点から、過酸化水素水溶液、過ホウ酸ナトリウム水溶液
及び過ホウ酸カリウム水溶液が好ましく、更に好ましいのは過酸化水素水溶液である。
　過酸化物は、１種を単独で用いても、２種以上を併用してもよい。
【００５０】
　過酸化物水溶液（Ｆ）が含有する水としては、蒸留水、逆浸透水及び脱イオン水等が挙
げられる。これらの内、化学発光増強効果及び保存安定性等の観点から、蒸留水及び脱イ
オン水が好ましく、更に好ましいのは脱イオン水である。
【００５１】
　過酸化物水溶液（Ｆ）は、過酸化物及び水以外にキレート剤等を含むことができる。
　キレート剤としては、上述のルミノール発光試薬に含むことができるキレート剤として
例示したものと同様のものが挙げられ、好ましいものも同様である。
　過酸化物水溶液（Ｆ）は、過酸化物、水及び必要によりキレート剤を均一混合すること
により容易に得られる。
【００５２】
　本発明の免疫測定方法は、試料中の測定対象物質を定量する免疫測定方法としてこの分
野で一般的に行われる方法に用いることができ、例えば、文献［例えば、酵素免疫測定法
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第２版（石川栄治ら編集、医学書院）１９８２年］記載のサンドイッチ法、競合法及び特
開平６－１３００６３号公報記載の測定法に準じて行えばよい。
【実施例】
【００５３】
　以下、実施例により本発明を更に説明するが、本発明はこれらに限定されるものではな
い。
【００５４】
＜製造例１＞
○表面に抗ＣＡ１５－３モノクローナル抗体（Ｈ－１）を固定化した固相担体（ＧＨ－１
）の作製
　１重量％γ－アミノプロピルトリエトキシシラン含有水溶液４０ｍＬの入った蓋付きポ
リスチレン瓶に製造した磁性シリカ粒子（商品名：マグラピッド、三洋化成工業（株）製
）４０ｍｇを加え、２５℃で１時間反応させ、ネオジウム磁石で磁性シリカ粒子を集磁後
、液をアスピレーターで吸引除去した。次いで脱イオン水４０ｍＬを加えて蓋をし、ポリ
スチレン瓶をゆっくりと２回倒置攪拌した後、ネオジウム磁石で磁性シリカ粒子を集磁後
、液をアスピレーターで吸引除去して磁性シリカ粒子を洗浄した。この洗浄操作を５回行
った。次いで、この洗浄後の磁性シリカ粒子を２重量％グルタルアルデヒド含有水溶液４
０ｍＬの入った蓋付きポリスチレン瓶に加え、２５℃で１時間反応させた。そして、脱イ
オン水４０ｍＬを加えて蓋をし、ポリスチレン瓶をゆっくりと２回倒置攪拌したのち、ネ
オジウム磁石で磁性シリカ粒子を集磁後、液をアスピレーターで吸引除去して磁性シリカ
粒子を洗浄した。この洗浄操作を１０回行った。更にこの洗浄後の磁性シリカ粒子を抗Ｃ
Ａ1１５－３モノクローナル抗体（フナコシ（株）製）１０μｇ／ｍＬの濃度で含む０．
０２Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ８．７）１２０ｍＬの入った蓋付きポリスチレン瓶に加え、２
５℃で１時間反応させた。反応後、ネオジウム磁石で磁性シリカ粒子を集磁後、抗ＣＡ１
５－３モノクローナル抗体含有リン酸緩衝液を除去した。次いで、磁性シリカ粒子を１重
量％の牛血清アルブミン含有の０．０２Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．０）４０ｍＬの入った
蓋付きポリエチレン瓶に加え、２５℃で１２時間浸漬させた。これにより、抗ＣＡ１５－
３モノクローナル抗体を固定化した固相担体（ＧＨ－１）を得た。
【００５５】
＜製造例２＞
○ルミノール発光試薬（Ｅ）の調製：
　ルミノールのナトリウム塩［シグマ　アルドリッチ　ジャパン（株）製］０．７ｇ及び
４－（シアノメチルチオ）フェノール０．１ｇを１，０００ｍＬメスフラスコに仕込んだ
。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／水酸
化ナトリウム緩衝液（１０ｍＭ、ｐＨ８．６）を溶液の容量が１，０００ｍＬになるよう
に仕込み、２５℃で均一混合して化学発光試薬第１液を調製した。測定に用いるまで冷蔵
（２～１０℃）保存した。
【００５６】
＜製造例３＞
○過酸化物水溶液（Ｆ）の調製：
　過酸化水素［和光純薬工業（株）製、試薬特級、濃度３０重量％］６．６ｇを１，００
０ｍＬメスフラスコに仕込んだ。脱イオン水を溶液の容量が１，０００ｍＬになるように
仕込み、２５℃で均一混合して化学発光試薬第２液を調製した。測定に用いるまで冷蔵（
２～１０℃）保存した。
【００５７】
＜実施例１～１２及び比較例１～９の水溶液の調製＞
　抗ＣＡ１５－３モノクローナル抗体、西洋ワサビ由来ＰＯＤ（東洋紡製）を用い、文献
（エス・ヨシタケ、エム・イマガワ、イー・イシカワ、エトール；ジェイ．バイオケム，
Ｖｏｌ．９２，１９８２，１４１３－１４２４）に記載の方法で、ＰＯＤ標識抗ＣＡ１５
－３抗体を調製した。これを０．５重量％牛血清アルブミン、４重量％グリシン及び２重
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量％塩化ナトリウムを含有する０．０２Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．０、２５℃）で、ＰＯ
Ｄ標識ＣＡ１５－３抗体濃度として２０μｇ／ｍＬの濃度に希釈し、ペルオキシダーゼで
標識した抗体（以下において標識抗体と略記することがある）（Ａ）及びグリシン（Ｂ）
を含有する水溶液（Ｘ１）を調整し（ｐＨ７．０、２５℃）、ロット１の水溶液とした。
　また同様の方法にて、水溶液（Ｘ２）、水溶液（Ｘ３）、水溶液（Ｘ４）及び水溶液（
Ｘ５）を、作成日をそれぞれ変えて調整し（ｐＨ７．０、２５℃）、それぞれロット２～
５の水溶液とした。
　得られた水溶液（Ｘ１）～（Ｘ５）を、それぞれ２２個の０．２ｍＬマイクロチューブ
に、０．１ｍＬずつ小分けし、２２個の内の１４個はそれぞれ、下記の実施例１～８及び
比較例１～６に用い、２２個の内の７個はそれぞれ、下記の実施例９～１２及び比較例７
～９に用い、残りの１個は未熟成の水溶液とした。
【００５８】
＜実施例１～８及び比較例１～６の水溶液の熟成＞
　上記の２２個に小分けしたマイクロチューブの内、１４個をそれぞれ、表１に記載の熟
成温度Ｔ１（℃）で表１に記載の熟成時間Ｓ１（日）熟成させた。
　なお、実施例１～８は、工程（Ｉ）を１個有する製造方法であり、工程（Ｉ）のうち１
００％時間において、水溶液（Ｘ）中の抗体（Ａ）及び（Ｂ）の濃度が上記範囲である製
造方法に該当するものである。また、熟成温度を変化させる場合は、マイクロチューブを
移動させることで、瞬時にマイクロチューブ周囲の温度を所定の熟成温度と同じ温度に変
化させ、各水溶液（Ｘ）の液温も瞬時に変化したものとした。
【００５９】
＜実施例９～１２及び比較例７～９の水溶液の熟成＞
　上記の２２個に小分けしたマイクロチューブの内の７個を、表２に記載の熟成温度Ｔ１
（℃）で表２に記載の熟成時間Ｓ１（日）熟成させた。その後、表２に記載の熟成温度Ｔ
２（℃）で表２に記載の熟成時間Ｓ２（日）熟成させた。次に、実施例１１、１２及び比
較例９については、表２に記載の熟成温度Ｔ３（℃）で表２に記載の熟成時間Ｓ３（日）
熟成させた。
　なお、実施例９～１２は、工程（Ｉ）を２個または３個有する製造方法であり、工程（
Ｉ）のうち１００％時間において、水溶液（Ｘ）中の抗体（Ａ）及び（Ｂ）の濃度が上記
範囲である製造方法に該当するものである。また、熟成温度を変化させる場合は、マイク
ロチューブを移動させることで、瞬時にマイクロチューブ周囲の温度を所定の熟成温度と
同じ温度に変化させ、各水溶液（Ｘ）の液温も瞬時に変化したものとした。
【００６０】
＜実施例１３～１５の水溶液の調製＞
　実施例１において、０．０２Ｍリン酸緩衝液中、「４重量％グリシン及び２重量％塩化
ナトリウム」に代えて、表３に記載のものを表３に記載の量含有する緩衝液を用いる以外
は同様にして、実施例１３～１５水溶液を調製した（それぞれロット１～５の水溶液を調
製した）。
　なお、実施例１３の水溶液は、ｐＨ７．０（２５℃）の水溶液を調製後、Ｎ塩酸を加え
、ｐＨ６．５（２５℃）に調整したものを用いた。また、実施例１４の水溶液は、ｐＨ７
．０（２５℃）の水溶液を調製後、１Ｎ水酸化ナトリウム水溶液を加えｐＨ７．８（２５
℃）に調整したものを用いた。
　各得られた水溶液（Ｘ１）～（Ｘ５）を、それぞれ２個の０．２ｍＬマイクロチューブ
に、０．１ｍＬずつ小分けし、その内の１個を以下の熟成に用い、残りの１個は未熟成の
水溶液とした。
【００６１】
＜実施例１３～１５の水溶液の熟成＞
　上記の２個に小分けしたマイクロチューブの内の１個を、表３に記載の熟成温度Ｔ１（
℃）で表３に記載の熟成時間Ｓ１（日）熟成させた。その後、表３に記載の熟成温度Ｔ２
（℃）で表３に記載の熟成時間Ｓ２（日）熟成させた。次に、実施例１４については、表
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３に記載の熟成温度Ｔ３（℃）で表３に記載の熟成時間Ｓ３（日）熟成させた。
　なお、実施例１３～１５は、工程（Ｉ）を２個または３個有する製造方法であり、工程
（Ｉ）のうち１００％時間において、水溶液（Ｘ）中の抗体（Ａ）及び（Ｂ）の濃度が上
記範囲である製造方法に該当するものである。また、熟成温度を変化させる場合は、マイ
クロチューブを移動させることで、瞬時にマイクロチューブ周囲の温度を所定の熟成温度
と同じ温度に変化させ、各水溶液（Ｘ）の液温も瞬時に変化したものとした。
【００６２】
　実施例１～１５及び比較例１～９の熟成させた水溶液（Ｘ１）～（Ｘ５）及び未熟成の
水溶液（Ｘ１）～（Ｘ５）をそれぞれ標識試薬として用いて、下記の標識試薬の評価方法
に基づき、評価した。結果を表１～３に示す。なお、未熟成の水溶液については、７℃で
作製し、作製してから５℃で保管し、作製してから２４時間以内のものを用いた。
【００６３】
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【表１】

【００６４】
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【００６５】
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【表３】

【００６６】
＜標識試薬の評価方法＞
　０．０２Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．０、２５℃）を用いて、ＣＡ１５－３濃度が５Ｕ／
ｍＬの溶液（１）及びＣＡ１５－３濃度が０Ｕ／ｍＬの溶液（２）を調整した。
　２つの試験管に固相担体（ＧＨ－１）０．０２５ｍＬをそれぞれ入れ、調整した２種の
溶液（１）～（２）を０．０２５ｍＬ入れて混合し、試験管中で３７℃３分間反応させ、
抗ＣＡ１５－３抗体結合磁性シリカ粒子／ＣＡ１５－３複合体を形成させた。
　反応後、試験管の外側からネオジウム磁石で磁性シリカ粒子を１０秒間集め、試験管中
の液をアスピレーターで除き、ネオジウム磁石を側面から十分に離した。その後、生理食
塩水０．５ｍＬを加えて磁性シリカ粒子を分散させて集磁後、アスピレーターで液を除く
洗浄操作を３回行った。
【００６７】
　続いて、標識試薬を０．０２５ｍＬを試験管に注入し、試験管中で３７℃３分間反応さ
せ、抗ＣＡ１５－３抗体結合磁性シリカ粒子／ＣＡ１５－３／ＰＯＤ標識抗ＣＡ１５－３
抗体複合体を形成させた。反応後、試験管の外側からネオジウム磁石で磁性シリカ粒子を
１０秒間集め、試験管中の液をアスピレーターで除き、ネオジウム磁石を側面から十分に



(17) JP 2019-70645 A 2019.5.9

10

20

30

40

50

離した。その後、生理食塩水０．５ｍＬを加えて磁性シリカ粒子を分散させて集磁後、ア
スピレーターで液を除く洗浄操作を２回行った。
　最後に、ルミノール発光試薬（Ｅ）０．０７ｍＬと過酸化物水溶液（Ｆ）０．０７ｍＬ
とを同時に加え、３７℃で４５秒間発光反応させ、化学発光試薬を添加後４３～４５秒の
平均発光量をルミノメーター［ベルトールドジャパン社製「Ｌｕｍａｔ　ＬＢ９５０７」
］で測定した。
【００６８】
　得られた発光量を元に、下記値を求めた。結果を表１に示す。
＜水溶液（Ｘｎ）の反応性の変化（ｎ＝１～５）＞
　溶液（１）｛ＣＡ１５－３濃度が５Ｕ／ｍＬ｝を用いた場合の発光量から、未熟成の水
溶液（Ｘｎ）を標識試薬として用いた場合の発光量をＪ（Ｘｎ）、熟成させた水溶液（Ｘ
ｎ）を標識試薬として用いた場合の発光量をＫ（Ｘｎ）として、以下の計算式で算出した
。
　水溶液（Ｘｎ）の反応性の変化＝Ｋ（Ｘｎ）／Ｊ（Ｘｎ）
　なお、数値が１よりも大きくなればなるほど抗体の反応性が向上したことを示す。
【００６９】
＜ロットによる反応性のばらつき＞
　熟成させた水溶液（Ｘｎ）（ｎ＝１～５）を用いて溶液（１）の免疫測定を行った場合
の発光量Ｋ１（Ｘｎ）と、熟成させた水溶液（Ｘｎ）を用いて溶液（２）｛ＣＡ１５－３
濃度が０Ｕ／ｍＬ｝の免疫測定を行った場合の発光量Ｋ０（Ｘｎ）との差Ｌｎ［＝Ｋ１（
Ｘｎ）－Ｋ０（Ｘｎ）］を、各ロットについて算出した。次に、５つのロットの各Ｌｎに
ついて、不偏標準偏差を算出し、これを「ロットによる反応性のばらつき」の指標とした
。
　なお、得られた不偏標準偏差の値が小さいほど、標識抗体のロットによる反応性のばら
つきが小さいことを意味しており、ロット差がない標識試薬であることを示す。
【００７０】
＜実施例１６～２０及び比較例１０～１７の水溶液の調製並びに熟成＞
　実施例１において、０．０２Ｍリン酸緩衝液中、「４重量％グリシン及び２重量％塩化
ナトリウム」に代えて、表４に記載のものを表４に記載の量含有する緩衝液を用いる以外
は同様にして実施例１６～２０の水溶液（Ｘ）及び比較例１０～１７の比較用の水溶液（
Ｘ’）を作成した（それぞれロット１の水溶液を作成した）。
　作成した水溶液をそれぞれ２個の０．２ｍＬマイクロチューブに０．１ｍＬずつ小分け
して、１つを４０℃で８日間熟成させた。
　また、標識抗体の安定性を評価するために、参考としてもう一つを４０℃で１５日間熟
成させた。
　なお、熟成温度を変化させる場合は、マイクロチューブを移動させることで、瞬時にマ
イクロチューブ周囲の温度を所定の熟成温度と同じ温度に変化させ、各水溶液（Ｘ）の液
温も瞬時に変化したものとした。
【００７１】
＜実施例２１の水溶液の調製及び熟成＞
　実施例１７における水溶液（Ｘ）（ｐＨ７．０、２５℃）に１Ｎ塩酸を加え水溶液（Ｘ
）（ｐＨ５．５、２５℃）を作成した。
　作成した水溶液をそれぞれ２個の０．２ｍＬマイクロチューブに０．１ｍＬずつ小分け
して、１つを４０℃で８日間熟成させた。
　また、標識抗体の安定性を評価するために、参考としてもう一つを４０℃で１５日間熟
成させた。
　なお、熟成温度を変化させる場合は、マイクロチューブを移動させることで、瞬時にマ
イクロチューブ周囲の温度を所定の熟成温度と同じ温度に変化させ、各水溶液（Ｘ）の液
温も瞬時に変化したものとした。
【００７２】
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＜実施例２２の水溶液の調製及び熟成＞
　実施例１７における水溶液（Ｘ）（ｐＨ７．０、２５℃）に１Ｎ水酸化ナトリウム水溶
液を加え水溶液（Ｘ）（ｐＨ８．５、２５℃）を作成した。
　作成した水溶液をそれぞれ２個の０．２ｍＬマイクロチューブに０．１ｍＬずつ小分け
して、１つを４０℃で８日間熟成させた。
　また、標識抗体の安定性を評価するために、参考としてもう一つを４０℃で１５日間熟
成させた。
　また、熟成温度を変化させる場合は、マイクロチューブを移動させることで、瞬時にマ
イクロチューブ周囲の温度を所定の熟成温度と同じ温度に変化させ、各水溶液（Ｘ）の液
温も瞬時に変化したものとした。
【００７３】
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【表４】

【００７４】
＜標識抗体の反応性＞
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　実施例１６～２２及び比較例１０～１７で得た４０℃で８日間熟成させた水溶液を用い
て、溶液（３）｛０．０２Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．０、２５℃）を用いてＣＡ１５－３
濃度１５０Ｕ／ｍＬに調整した溶液｝の免疫測定を上記「標識試薬の評価方法」に準じて
実施し、発光量を測定した。結果を表４に示す。なお、発光量が高いほど反応性が高いこ
とを示す。
【００７５】
＜標識抗体の安定性＞
　実施例１６～２２及び比較例１０～１７で得た４０℃で８日間又は４０℃で１５日間熟
成させた水溶液を用いて、溶液（１）｛ＣＡ１５－３濃度が５Ｕ／ｍＬ｝の免疫測定を上
記「標識試薬の評価方法」に準じて実施し、発光量を測定した。４０℃で８日間熟成させ
た水溶液を用いて測定した発光量Ｋ８と、４０℃で１５日間熟成させた水溶液を用いて測
定した発光量Ｋ１５とから、下記式により標識抗体の安定性を評価した。結果を表４に示
す。
　安定性（％）＝Ｋ１５／Ｋ８
　なお、値が大きい（１００％に近い）ほど、製造後長期間保管しても反応性が変化しに
くく、長期間安定な標識試薬であることを意味する。
【００７６】
　表１の結果から、ペルオキシダーゼで標識した抗体（Ａ）とグリシン及び／又はその塩
（Ｂ）とを含む水溶液（Ｘ）を２５～６０℃で熟成する工程（Ｉ）を含み、工程（Ｉ）に
おける熟成温度Ｔｉ（℃）と熟成時間Ｓｉ（日）とが数式（１）及び（２）の関係を満た
す実施例１～１５で得られたペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液は、発光量の不偏標準
偏差が小さく、ロットによる反応性のばらつきが少ない。
　これは、反応性の変化の評価から分かるように、本発明の製造方法を実施した結果、各
ロットの反応性が高い方の水準にあわさっているためである。
　さらに、表４の結果から、本発明の実施例１６～２２で得られたペルオキシダーゼ標識
抗体含有水溶液は、水溶液（Ｘ）中にグリシン又はグリシンと塩化ナトリウムとを含むこ
とにより、発光量が高いことから、反応性が高いことがわかる。また、４０℃で１５日間
熟成させた場合、４０℃で８日間熟成させたものと比較して、反応性が８６～９３％に低
下しているものの、他の化合物を用いた比較例１０～１７の２５～８０％よりも高く、長
期間保管することによる反応性の低下が少なく、安定性が高いことがわかる。
【産業上の利用可能性】
【００７７】
　本発明の製造方法により得られるペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液は、ロットによ
る反応性のばらつきが少ないので、本発明のペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液を標識
試薬として用いた免疫測定方法は、酵素免疫測定法（ＥＩＡ法）等の臨床検査に幅広く適
用できる。また、本発明の製造方法により得られるペルオキシダーゼ標識抗体含有水溶液
は、上記測定方法に用いるのに適したものであり、同様に、酵素免疫測定法の臨床検査薬
として用いることができる。
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