
(57)【要約】
【課題】免疫学的分析の精度を上げることができる抗体希釈用組成物を提供する。
【解決手段】抗体希釈用組成物に寒天、カラジーナン又はそれらの混合物を含有する。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 寒 天 、 カ ラ ジ ー ナ ン 又 は そ れ ら の 混 合 物 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 免 疫 分 析 の 精 度
を 向 上 さ せ る た め の 及 び /又 は 免 疫 分 析 に お け る 非 特 異 的 な 検 出 を 抑 制 す る た め の 抗 体 希
釈 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 上 記 カ ラ ジ ー ナ ン が λ カ ラ ジ ー ナ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 体 希 釈
用 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 さ ら に 糖 及 び ゼ ラ チ ン を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物
。
【 請 求 項 ４ 】
　 塩 、 キ レ ー ト 剤 、 緩 衝 液 及 び 非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 1以 上 の
成 分 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 上 記 寒 天 の 濃 度 が 0.1～ 5重 量 ％ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 体 希 釈 用 組
成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 上 記 寒 天 の 濃 度 が 0.2～ 3重 量 ％ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 体 希 釈 用 組
成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 上 記 カ ラ ジ ー ナ ン の 濃 度 が 0.01～ 5重 量 ％ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗
体 希 釈 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 上 記 カ ラ ジ ー ナ ン の 濃 度 が 0.03～ 2重 量 ％ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗
体 希 釈 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 上 記 糖 が シ ョ 糖 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 3記 載 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 上 記 糖 の 濃 度 が 0.0017～ 0.83モ ル 濃 度 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 3記 載 の 抗 体 希
釈 用 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 上 記 ゼ ラ チ ン の 濃 度 が 0.01～ 2重 量 ％ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 3記 載 の 抗 体 希 釈
用 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 上 記 塩 が 塩 化 ナ ト リ ウ ム で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 4記 載 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 上 記 塩 の 濃 度 が 10mM～ 2Mで あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 4記 載 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 上 記 キ レ ー ト 剤 が エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 4記 載 の 抗
体 希 釈 用 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 上 記 キ レ ー ト 剤 の 濃 度 が 1mM～ 100mMで あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 4記 載 の 抗 体 希 釈
用 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 上 記 緩 衝 液 が ト リ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 4記 載 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 上 記 緩 衝 液 の 濃 度 が 10mM～ 1Mで あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 4記 載 の 抗 体 希 釈 用 組 成
物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
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　 上 記 非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 が Tween 20又 は Triton X-100で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 4記 載 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 上 記 非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 の 濃 度 が 0.01～ 1容 量 ％ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 4記
載 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ ～ 19の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 免 疫
学 的 分 析 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 上 記 免 疫 学 的 分 析 が ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 又 は 免 疫 染 色 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 １ ～ 19の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 と 抗 体 と を 含 む 免 疫 学 的 分 析 用 キ
ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 上 記 免 疫 学 的 分 析 が ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 又 は 免 疫 染 色 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 22記 載 の 免 疫 学 的 分 析 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 以 下 の 工 程 ：
(i)塩 、 キ レ ー ト 剤 、 緩 衝 液 及 び 非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1以 上 の
成 分 を 含 む 水 中 の 混 合 液 を 攪 拌 す る 工 程 ；
(ii)工 程 (i)で 生 じ た 混 合 液 を 加 温 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 ；
(iii)前 記 混 合 液 を 冷 却 す る 工 程 ； 及 び
(iv)カ ラ ジ ー ナ ン を 添 加 し て 攪 拌 す る 工 程 ；
を 含 む 、 抗 体 希 釈 用 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 上 記 工 程 (i)の 水 中 の 混 合 液 が さ ら に ゼ ラ チ ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 24記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 上 記 工 程 (ii)に お い て 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 温 度 を 35℃ ～ 40℃ と す る こ と を 特 徴 と す
る 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 上 記 工 程 (iii)に お い て 、 混 合 液 を 4℃ ～ 30℃ に 冷 却 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 24記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 上 記 工 程 (iv)に お い て 、 カ ラ ジ ー ナ ン と 共 に 糖 を 添 加 し て 攪 拌 す る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 免 疫 学 的 分 析 の 精 度 を 上 げ る こ と が で き る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 、 そ の 製 造 方 法
及 び 使 用 方 法 、 並 び に 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 含 む 免 疫 学 的 分 析 用 キ ッ ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 免 疫 染 色 は 、 検 体 (例 え ば 、 血 液 や 細 胞 の 溶 解 液 等 )中 に 目 的 の タ ン パ ク 質 又 は 目 的 の 抗
体 が 存 在 す る か 否 か を 調 べ る 方 法 で あ り 、 免 疫 学 や 分 子 生 物 学 等 の 幅 広 い 分 野 の 研 究 で 用
い ら れ て い る 。 ま た 、 当 該 免 疫 染 色 に よ り 、 目 的 の タ ン パ ク 質 の 量 や 活 性 化 の 有 無 を 調 べ
る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 免 疫 染 色 で は 、 使 用 す る 抗 体 や 血 清 等 の 実 験 材 料 を バ ッ フ ァ ー で 希 釈 し て 使 用 す る 。 免
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疫 染 色 に お い て 、 目 的 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 上 で 最 も 問 題 と な る こ と は 、 目 的 の タ ン パ
ク 質 に 対 応 す る バ ン ド 以 外 の 非 特 異 的 な バ ン ド が 出 現 す る 現 象 で あ る 。 こ の 現 象 は 、 「 バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド が あ が る 」 と も 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 そ こ で 、 従 来 よ り 、 こ の よ う な 非 特 異 的 な バ ン ド の 出 現 を 防 ぐ べ く 、 例 え ば ブ ロ ッ キ ン
グ 溶 液 (例 え ば 、 ブ ロ ッ ク エ ー ス (登 録 商 標 )Catalog number:UK-B25(大 日 本 住 友 製 薬 株 式
会 社 製 ))を 使 用 す る 方 法 、 あ る い は 市 販 の バ ッ フ ァ ー (例 え ば 、 DAKO Antibody Diluent w
ith Background Reducing Components Catalog number:S3022(Dako Cytomation社 製 ))を
使 用 し て 抗 体 を 希 釈 す る 方 法 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し か し な が ら 、 免 疫 染 色 に お い て 、 こ れ ら 従 来 の 方 法 を 用 い て も 、 非 特 異 的 な バ ン ド が
出 現 す る こ と が 多 い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 そ こ で 、 免 疫 染 色 に お け る 非 特 異 的 な バ ン ド の 出 現 を 抑 制 す る 方 法 や 試 薬 が 望 ま れ て い
る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 一 方 、 特 許 文 献 １ に は 、 免 疫 学 的 測 定 に 用 い る 免 疫 反 応 を 促 進 す る た め の 組 成 物 が 開 示
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 、 特 許 文 献 ２ に は 、 抗 原 を 安 定 化 す る た め の 緩 衝 液 が 開 示 さ れ て い る 。
　 さ ら に 、 特 許 文 献 ３ に は 、 タ ン パ ク 及 び ペ プ チ ド の た め の 安 定 化 溶 液 が 開 示 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し か し な が ら 、 こ れ ま で に 、 寒 天 又 は カ ラ ジ ー ナ ン (carrageenan)を 含 有 す る 抗 体 希 釈
用 組 成 物 の 、 免 疫 分 析 の 精 度 を 向 上 さ せ る 目 的 及 び /又 は 免 疫 分 析 に お け る 非 特 異 的 な 検
出 を 抑 制 す る 目 的 で の 使 用 は 知 ら れ て い な か っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 2005/121790号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ２ 】 特 表 2001-517799号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 特 表 平 10-500704号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 上 述 し た 実 情 に 鑑 み 、 免 疫 学 的 分 析 の 精 度 を 向 上 さ せ る た め の 及 び /又 は 免
疫 学 的 分 析 に お け る 非 特 異 的 な 検 出 を 抑 制 す る た め の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 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 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め 鋭 意 研 究 を 行 っ た 結 果 、 寒 天 又 は カ ラ ジ ー ナ ン を 含 有 す る 抗 体
希 釈 用 組 成 物 を 使 用 す る こ と で 、 免 疫 学 的 分 析 の 精 度 を 上 げ る こ と が で き る こ と を 見 出 し
、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 以 下 を 包 含 す る 。
　 （ １ ） 寒 天 、 カ ラ ジ ー ナ ン 又 は そ れ ら の 混 合 物 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 免 疫 分 析
の 精 度 を 向 上 さ せ る た め の 及 び /又 は 免 疫 分 析 に お け る 非 特 異 的 な 検 出 を 抑 制 す る た め の
抗 体 希 釈 用 組 成 物 。
　 （ ２ ） 上 記 カ ラ ジ ー ナ ン が λ カ ラ ジ ー ナ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） 記 載 の 抗 体
希 釈 用 組 成 物 。
　 （ ３ ） さ ら に 糖 及 び ゼ ラ チ ン を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） 記 載 の 抗 体 希 釈 用 組
成 物 。

10

20

30

40

50

(4) JP 2007-333723 A 2007.12.27



　 （ ４ ） 塩 、 キ レ ー ト 剤 、 緩 衝 液 及 び 非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 1
以 上 の 成 分 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） 記 載 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 。
　 （ ５ ） 上 記 寒 天 の 濃 度 が 0.1～ 5重 量 ％ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） 記 載 の 抗 体 希 釈
用 組 成 物 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 （ ６ ） 上 記 寒 天 の 濃 度 が 0.2～ 3重 量 ％ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） 記 載 の 抗 体 希 釈
用 組 成 物 。
　 （ ７ ） 上 記 カ ラ ジ ー ナ ン の 濃 度 が 0.01～ 5重 量 ％ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） 記 載
の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 。
　 （ ８ ） 上 記 カ ラ ジ ー ナ ン の 濃 度 が 0.03～ 2重 量 ％ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） 記 載
の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 。
　 （ ９ ） 上 記 糖 が シ ョ 糖 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ３ ） 記 載 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 。
　 （ １ ０ ） 上 記 糖 の 濃 度 が 0.0017～ 0.83モ ル 濃 度 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ３ ） 記 載 の
抗 体 希 釈 用 組 成 物 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 （ １ １ ） 上 記 ゼ ラ チ ン の 濃 度 が 0.01～ 2重 量 ％ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ３ ） 記 載 の
抗 体 希 釈 用 組 成 物 。
　 （ １ ２ ） 上 記 塩 が 塩 化 ナ ト リ ウ ム で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ４ ） 記 載 の 抗 体 希 釈 用 組
成 物 。
　 （ １ ３ ） 上 記 塩 の 濃 度 が 10mM～ 2Mで あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ４ ） 記 載 の 抗 体 希 釈 用 組
成 物 。
　 （ １ ４ ） 上 記 キ レ ー ト 剤 が エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ４ ） 記
載 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 。
　 （ １ ５ ） 上 記 キ レ ー ト 剤 の 濃 度 が 1mM～ 100mMで あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ４ ） 記 載 の 抗
体 希 釈 用 組 成 物 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 （ １ ６ ） 上 記 緩 衝 液 が ト リ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ４ ） 記 載 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物
。
　 （ １ ７ ） 上 記 緩 衝 液 の 濃 度 が 10mM～ 1Mで あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ４ ） 記 載 の 抗 体 希 釈
用 組 成 物 。
　 （ １ ８ ） 上 記 非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 が Tween 20又 は Triton X-100で あ る こ と を 特 徴 と す
る 、 （ ４ ） 記 載 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 。
　 （ １ ９ ） 上 記 非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 の 濃 度 が 0.01～ 1容 量 ％ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、
（ ４ ） 記 載 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 。
　 （ ２ ０ ） （ １ ） ～ （ １ ９ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 使 用 す る こ と を 特 徴
と す る 免 疫 学 的 分 析 方 法 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 （ ２ １ ） 上 記 免 疫 学 的 分 析 が ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 又 は 免 疫 染 色 で あ る こ と を 特 徴
と す る 、 （ ２ ０ ） 記 載 の 方 法 。
　 （ ２ ２ ） （ １ ） ～ （ １ ９ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 と 抗 体 と を 含 む 免 疫 学
的 分 析 用 キ ッ ト 。
　 （ ２ ３ ） 上 記 免 疫 学 的 分 析 が ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 又 は 免 疫 染 色 で あ る こ と を 特 徴
と す る 、 （ ２ ２ ） 記 載 の 免 疫 学 的 分 析 用 キ ッ ト 。
　 （ ２ ４ ） 以 下 の 工 程 ：
(i)塩 、 キ レ ー ト 剤 、 緩 衝 液 及 び 非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1以 上 の
成 分 を 含 む 水 中 の 混 合 液 を 攪 拌 す る 工 程 ：
(ii)工 程 (i)で 生 じ た 混 合 液 を 加 温 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 ；
(iii)前 記 混 合 液 を 冷 却 す る 工 程 ； 及 び
(iv)カ ラ ジ ー ナ ン を 添 加 し て 攪 拌 す る 工 程 ；
を 含 む 、 抗 体 希 釈 用 組 成 物 の 製 造 方 法 。
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　 （ ２ ５ ） 上 記 工 程 (i)の 水 中 の 混 合 液 が さ ら に ゼ ラ チ ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 (２ ４
)記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 （ ２ ６ ） 上 記 工 程 (ii)に お い て 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 温 度 を 35℃ ～ 40℃ と す る こ と を
特 徴 と す る 、 （ ２ ４ ） 記 載 の 方 法 。
　 （ ２ ７ ） 上 記 工 程 (iii)に お い て 、 混 合 液 を 4℃ ～ 30℃ に 冷 却 す る こ と を 特 徴 と す る 、 （
２ ４ ） 記 載 の 方 法 。
　 （ ２ ８ ） 上 記 工 程 (iv)に お い て 、 カ ラ ジ ー ナ ン と 共 に 糖 を 添 加 し て 攪 拌 す る こ と を 特 徴
と す る 、 （ ２ ４ ） 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に 係 る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 に よ れ ば 、 非 特 異 的 な 検 出 を 抑 制 し 、 そ れ に よ っ て 免 疫
学 的 分 析 の 精 度 を 上 げ る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
　 本 発 明 に 係 る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 は 、 寒 天 、 カ ラ ジ ー ナ ン 又 は そ れ ら の 混 合 物 を 含 有 す る
組 成 物 で あ る 。 本 発 明 に 係 る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 は 、 免 疫 学 的 分 析 に 使 用 す る 抗 体 を 希 釈 す
る た め に 使 用 す る 。 本 発 明 に 係 る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 使 用 す れ ば 、 免 疫 学 的 分 析 の 精 度 を
上 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 具 体 的 に は 、 免 疫 学 的 分 析 に お い て 、 目 的 の タ ン パ ク 質 (抗 原 )以 外 の タ ン パ ク 質 の 非 特
異 的 な 検 出 を 抑 制 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 又 は 免 疫 染 色 に
お い て 本 発 明 に 係 る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 使 用 す る こ と で 、 非 特 異 的 な バ ン ド の 出 現 を 抑 制
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 に は 、 寒 天 又 は カ ラ ジ ー ナ ン 以 外 に 、 塩 、 キ レ ー ト 剤 、 緩 衝 液 及 び 非 イ
オ ン 系 界 面 活 性 剤 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 1以 上 の 成 分 、 特 に 好 ま し く は こ れ ら 全 て の
成 分 を 含 有 す る 。 そ の 他 、 例 え ば 、 ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 グ リ セ ロ ー ル 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ
ン (BSA)、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 ゼ ラ チ ン 、 糖 等 を 混 合 液 中 に
含 有 さ せ て も よ い 。 ゼ ラ チ ン 及 び 糖 を 含 有 す る こ と が 特 に 好 ま し い 。 本 発 明 に 使 用 し 得 る
糖 は 、 例 え ば シ ョ 糖 、 セ ル ロ ー ス が 挙 げ ら れ 、 特 に シ ョ 糖 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 糖 の 添
加 は 、 カ ラ ジ ー ナ ン の 溶 解 性 を 高 め る の に 有 効 で あ る 。 ま た 、 ゼ ラ チ ン の 添 加 は 本 組 成 物
の 汎 用 性 の 向 上 に 効 果 的 で あ る 。 そ の 際 、 混 合 液 中 の 糖 の 濃 度 は 0.0017～ 0.83モ ル 濃 度 、
好 ま し く は 0.005～ 0.33モ ル 濃 度 と な る よ う に 調 整 す る 。 混 合 液 中 の ゼ ラ チ ン の 濃 度 は 0.0
1～ 2重 量 ％ 、 好 ま し く は 0.05～ 1重 量 ％ と な る よ う に 調 整 す る 。 ま た 、 本 発 明 の 組 成 物 の
成 分 類 の 混 合 に 使 用 す る 水 と し て 、 例 え ば 、 2回 蒸 留 水 (D2W)、 蒸 留 水 、 滅 菌 水 等 を 使 用 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 使 用 す る 寒 天 と し て は 、 例 え ば 、 特 級 粉 末 寒 天 、 粉 末 寒 天 、 粉 寒 天 、 糸 寒 天 、 角 寒 天 等
が 挙 げ ら れ 、 特 に 特 級 粉 末 寒 天 が 好 ま し い 。 混 合 液 中 の 寒 天 の 濃 度 は 0.1～ 5重 量 ％ 、 好 ま
し く は 0.2～ 3重 量 ％ と な る よ う に 調 製 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 使 用 す る カ ラ ジ ー ナ ン は 、 κ カ ラ ジ ー ナ ン 、 ι カ ラ ジ ー ナ ン 及 び λ カ ラ ジ ー ナ ン が 挙 げ
ら れ 、 特 に λ カ ラ ジ ー ナ ン を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 混 合 液 中 の カ ラ ジ ー ナ ン の 濃 度 は
0.01～ 5重 量 ％ 、 好 ま し く は 0.03～ 2重 量 ％ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 一 方 、 塩 と し て は 、 そ の 形 態 は 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 塩 化 ナ ト リ ウ ム (NaCl)、 塩 化 カ
リ ウ ム 、 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 等 が 挙 げ ら れ 、 特 に NaClが 好 ま し い 。 混 合 液
中 の 塩 の 濃 度 は 10mM～ 2M、 好 ま し く は 100mM～ 1.5Mと な る よ う に 調 製 す る 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 キ レ ー ト 剤 と し て は 、 例 え ば 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 (EDTA)、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル エ チ
レ ン ジ ア ミ ン 三 酢 酸 (HEDTA)、 ジ ヒ ド ロ キ シ エ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン 二 酢 酸 (DHEDDA)、 ジ
エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 (DTPA)、 EDTA金 属 塩 等 が 挙 げ ら れ 、 特 に EDTAが 好 ま し い 。 EDTA
を 使 用 す る 際 は 、 例 え ば pH7.0～ 8.5、 特 に pH8の も の を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 混 合 液
中 の キ レ ー ト 剤 の 濃 度 は 1mM～ 100mM、 好 ま し く は 3mM～ 50mMと な る よ う に 調 製 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ま た 、 緩 衝 液 と し て は 、 例 え ば ト リ ス (ト リ ス (ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )ア ミ ノ メ タ ン ； 以 下
、 「 Tris」 と い う )、 グ リ シ ン 、 フ タ ル 酸 、 ク エ ン 酸 、 コ ハ ク 酸 、 酢 酸 、 リ ン 酸 、 ホ ウ 酸
、 炭 酸 、 グ ッ ド バ ッ フ ァ ー (MES、 PIPES、 MOPS、 HEPES、 ビ ス ト リ ス 等 )等 が 挙 げ ら れ 、 特
に Trisが 好 ま し い 。 Trisを 使 用 す る 際 は 、 例 え ば pH7.0～ 8.0、 特 に pH7.4の も の を 使 用 す
る こ と が 好 ま し い 。 混 合 液 中 の 緩 衝 液 の 濃 度 は 10mM～ 1M、 好 ま し く は 30mM～ 600mMと な る
よ う に 調 製 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 さ ら に 、 非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 と し て は 、 例 え ば Tween 20（ Polyoxyethylene Sorbitan
 Monolaurate（ ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト ） ） 、 Triton X-100（ Octy
lphenolpoly(ethylene glycolether)（ オ ク チ ル フ ェ ノ ー ル ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル エ ー
テ ル )） ） 、 Tween 80、 Brij 35、 Triton X-114、 Nonidet P-40(NP-40)、 Octyl b-glucosi
de等 が 挙 げ ら れ 、 特 に Tween 20又 は Triton X-100が 好 ま し い 。 混 合 液 中 の 非 イ オ ン 系 界 面
活 性 剤 の 濃 度 は 0.01～ 1容 量 ％ 、 好 ま し く は 0.03～ 0.6容 量 ％ と な る よ う に 調 製 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 の 抗 体 希 釈 用 溶 液 の 製 造 方 法 が 提 供 さ れ る 。
　 寒 天 を 含 有 す る 本 発 明 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 の 製 造 方 法 で は 、 先 ず 寒 天 を 含 有 す る 混 合 液
を 撹 拌 す る 。 撹 拌 に お い て は 、 温 度 は 、 例 え ば 10～ 30℃ 、 好 ま し く は 15～ 20℃ と す る 。 撹
拌 速 度 は 、 例 え ば 200～ 1500rpm、 好 ま し く は 600～ 800rpmと す る 。 ま た 撹 拌 時 間 は 例 え ば 1
～ 6時 間 、 好 ま し く は 1～ 2時 間 と す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 次 い で 、 撹 拌 後 の 混 合 液 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に お い て 、 温 度 は
例 え ば 35～ 40℃ 、 好 ま し く は 37℃ と す る 。 ま た 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 、 例 え ば 5～ 2
4時 間 、 好 ま し く は 8～ 12時 間 と す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 以 上 に 説 明 し た 方 法 に よ り 、 本 発 明 に 係 る 、 寒 天 を 含 有 す る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 製 造 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 カ ラ ジ ー ナ ン を 含 有 す る 本 発 明 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 の 製 造 方 法 は 、 (i)塩 、 キ レ ー ト 剤
、 緩 衝 液 及 び 非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1以 上 の 成 分 を 含 む 水 中 の
混 合 液 を 攪 拌 す る 工 程 ： (ii)工 程 (i)で 生 じ た 混 合 液 を 加 温 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程
； (iii)前 記 混 合 液 を 冷 却 す る 工 程 ； 及 び (iv)カ ラ ジ ー ナ ン を 添 加 し て 攪 拌 す る 工 程 を 含
む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 上 記 工 程 (i)で 、 先 ず カ ラ ジ ー ナ ン 及 び 糖 (含 有 す る 場 合 )を 除 く 全 て の 成 分 （ 例 え ば 、
ゼ ラ チ ン 、 塩 、 キ レ ー ト 剤 、 緩 衝 液 、 非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 等 ） を 含 む 水 中 の 混 合 液 を 攪
拌 す る 。 攪 拌 時 の 温 度 は 、 例 え ば 10～ 30℃ 、 好 ま し く は 15～ 20℃ と す る 。 攪 拌 速 度 は 、 例
え ば 200～ 1500rpm、 好 ま し く は 600～ 800rpmと す る 。 ま た 攪 拌 時 間 は 例 え ば 1～ 6時 間 、 好
ま し く は 1～ 2時 間 と す る 。 次 い で 、 上 記 工 程 (ii)で 攪 拌 後 の 混 合 液 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に お い て 、 温 度 は 例 え ば 35～ 40℃ 、 好 ま し く は 37℃ と す る 。 ま た 、
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 、 例 え ば 5～ 24時 間 、 好 ま し く は 8～ 12時 間 と す る 。 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 後 、 工 程 (iii)で こ の 混 合 液 を 4℃ ～ 30℃ 、 好 ま し く は 4℃ ～ 20℃ 、 最 も 好 ま し く
は 4℃ ～ 12℃ ま で 冷 却 し 、 次 い で 工 程 (iv)で カ ラ ジ ー ナ ン を 加 え て 攪 拌 す る 。 工 程 (iv)の
攪 拌 速 度 は 、 例 え ば 200～ 1500rpm、 好 ま し く は 600～ 800rpmと し 、 攪 拌 時 間 は 、 例 え ば 1～
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6時 間 、 好 ま し く は 1～ 2時 間 と す る 。 以 上 に 説 明 し た 方 法 に よ り 、 本 発 明 に 係 る 、 カ ラ ジ
ー ナ ン を 含 有 す る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で は 、 上 記 工 程 (i)の 混 合 液 は ゼ ラ チ ン を 含 む 。 そ の 際 、 混 合 液
中 に 含 ま れ る ゼ ラ チ ン の 濃 度 は 0.01～ 2重 量 ％ 、 好 ま し く は 0.05～ 1重 量 ％ と な る よ う に 調
整 す る 。 こ れ に よ っ て 、 本 組 成 物 の 汎 用 性 が 向 上 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 好 ま し い 態 様 で は 、 工 程 (iii)に お い て カ ラ ジ ー ナ ン と 共 に 糖 を 添 加 し て
攪 拌 す る 。 添 加 す る 糖 の 量 は 、 0.0017～ 0.83モ ル 濃 度 、 好 ま し く は 0.005～ 0.33モ ル 濃 度
で あ る 。 こ れ に よ り 、 本 発 明 の 溶 解 速 度 が 増 し 、 混 合 液 中 で の カ ラ ジ ー ナ ン の 十 分 な 溶 解
を 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 な お 、 本 発 明 に 係 る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 免 疫 学 的 分 析 で 使 用 す る 際 に は 、 例 え ば 、 D2W
、 蒸 留 水 、 滅 菌 水 等 の 水 を 使 用 し て 適 宜 希 釈 し た も の を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 使 用 時 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 に お け る 寒 天 又 は カ ラ ジ ー ナ ン の 濃 度 は 、 例 え ば 0.1～ 0.5重
量 ％ 、 好 ま し く は 0.2～ 0.3重 量 ％ 、 特 に 好 ま し く は 0.28重 量 ％ と す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 、 使 用 時 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 に お け る 塩 の 濃 度 は 、 例 え ば 50mM～ 200mM、 好 ま し く
は 100mM～ 150mM、 特 に 好 ま し く は 120mMと す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 さ ら に 、 使 用 時 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 に お け る キ レ ー ト 剤 の 濃 度 は 、 例 え ば 1mM～ 8mM、 好
ま し く は 3mM～ 5mM、 特 に 好 ま し く は 4mMと す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 使 用 時 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 に お け る 緩 衝 液 の 濃 度 は 、 例 え ば 10mM～ 80mM、 好 ま し く は 30
mM～ 60mM、 特 に 好 ま し く は 50mMと す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た 、 使 用 時 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 に お け る 非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 の 濃 度 は 、 例 え ば 0.01
～ 1容 量 ％ 、 好 ま し く は 0.03～ 0.06容 量 ％ 、 特 に 好 ま し く は 0.05容 量 ％ と す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 に 係 る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 は 、 免 疫 学 的 分 析 に 使 用 す る 抗 体 の 希 釈 に 使 用 す る 。 本
発 明 に 係 る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 用 い て 希 釈 す る 抗 体 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え
ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト (例 え ば 、 Fab、 F(ab') 2 )
、 抗 血 清 及 び 腹 水 (モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 含 有 )等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 標 識 抗 体 (例 え ば 、
蛍 光 標 識 抗 体 、 酵 素 標 識 抗 体 )の 希 釈 に も 、 本 発 明 に 係 る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 使 用 す る こ
と が で き る 。 抗 体 希 釈 倍 率 と し て は 、 例 え ば 、 2倍 、 5倍 、 10倍 、 50倍 、 100倍 、 200倍 、 50
0倍 、 1000倍 、 5000倍 、 10000倍 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ の よ う に 希 釈 さ れ た 抗 体 を 使 用 す る こ と で 、 免 疫 学 的 分 析 の 精 度 を 上 げ る こ と が で き
る 。 こ こ で 、 免 疫 学 的 分 析 と し て は 、 例 え ば 免 疫 染 色 、 免 疫 細 胞 染 色 、 免 疫 組 織 染 色 、 酵
素 免 疫 測 定 (例 え ば 、 ELISA、 EIA)、 放 射 免 疫 測 定 、 蛍 光 抗 体 法 及 び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ イ ン グ 終 了 後 の メ ン ブ レ ン に 対 し て 、 あ る い
は 生 物 学 的 組 織 又 は 細 胞 の 免 疫 学 的 分 析 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 で 希 釈 し た
一 次 抗 体 及 び /又 は 二 次 抗 体 を 用 い て 発 色 又 は 免 疫 染 色 す る こ と で 、 非 特 異 的 な 検 出 を 抑
制 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 に 係 る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 で 希 釈 し た 抗 体 を 用 い て 免 疫
学 的 に 発 色 又 は 染 色 す る と き に は 、 従 来 よ り 使 用 さ れ る ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 を 使 用 す る 必 要
が な い 。 さ ら に 、 本 発 明 に 係 る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 は 、 抗 体 保 存 に 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に 係 る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 は 、 抗 体 と 共 に 免 疫 学 的 分 析 用 キ ッ ト と し て 提
供 す る こ と が で き る 。 当 該 キ ッ ト で は 、 本 発 明 に 係 る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 と 抗 体 と は 、 同 じ
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容 器 又 は 別 々 の 容 器 に 入 れ て 提 供 す る こ と が で き る 。 ま た そ の 際 、 抗 体 は 上 記 例 示 の 抗 体
を 含 む 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 以 下 、 実 施 例 を 用 い て 本 発 明 を よ り 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は こ れ ら 実
施 例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】

〔 材 料 及 び 方 法 〕
1． 抗 原 及 び 抗 体
　 抗 原 に は 、 1× 10 8 個 の COS-1細 胞 lysate(以 下 、 「 タ ン パ ク A」 と い う )及 び 1× 10 8 個 の MC
F-7細 胞 lysate（ 以 下 、 「 タ ン パ ク B」 と い う ） を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 抗 体 に は 、 Cell Signaling社 製 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Phospho-Estrogen Receptor α
(Ser118)抗 体 (#2511)を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
2． 本 発 明 に 係 る 寒 天 含 有 抗 体 希 釈 用 組 成 物 の 作 製
　 以 下 の よ う に し て 、 本 発 明 に 係 る 、 寒 天 を 含 有 す る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 作 製 し た 。
　 先 ず 、 5M NaCl 240ml、 0.5M EDTA(pH8) 80ml、 1M Tris(pH7.4) 500ml、 Tween 20 5ml及
び 特 級 粉 末 寒 天 (和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 製 )28gを 混 合 し 、 D2Wで 合 計 1Lと し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 次 い で 、 こ の 混 合 液 を 17℃ に お い て 700rpmの 速 度 で 1時 間 攪 拌 し た 。 攪 拌 後 の 混 合 液 を
、 37℃ で 10時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 使 用 時 の 10倍 濃 度 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 作 製 し た 。 さ
ら に 、 同 組 成 物 を D2Wに て 1倍 濃 度 に 薄 め 、 抗 体 希 釈 用 組 成 物 と し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
3． 電 気 泳 動 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 及 び 発 色
　 以 下 の よ う に し て 電 気 泳 動 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 及 び 発 色 を 行 っ た 。
3-1． 電 気 泳 動 及 び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
　 タ ン パ ク A 10μ l及 び タ ン パ ク B 10μ lを 、 そ れ ぞ れ サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー (20％ グ リ セ ロ
ー ル 、 6％ SDS、 10％  2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル )10μ lと 混 合 し 、 10分 間 95℃ で イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 冷 却 後 、 こ れ ら 2種 の サ ン プ ル 20μ lを 、 10％ Tris-Glycineポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル (Inv
itrogen社 製 )に ア プ ラ イ し て 、 電 気 泳 動 を 15mAで 90分 間 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 電 気 泳 動 後 、 電 気 泳 動 を 行 っ た ゲ ル か ら Hybond-ECL Membrane(Amersham社 製 )へ タ ン パ
ク 質 を ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 ト ラ ン ス フ ァ ー は 、 膜 の 面 積 × 1mAで 60分 間 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
3-2． 従 来 方 法 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
　 第 3-1節 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 後 に 得 ら れ た 膜 を 、 TBS(0.1％ Tween-20含 有 )で 洗
浄 し 、 そ の 後 、 発 色 に 供 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 従 来 方 法 を 用 い た 場 合 で は 、 洗 浄 後 の 膜 を ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー （ ブ ロ ッ ク エ ー ス ：
大 日 本 住 友 製 薬 株 式 会 社 製 ） 中 に 浸 し 、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た (ブ ロ ッ キ ン グ )
。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 膜 を TBS(0.1％ Tween-20含 有 )で 洗 浄 し 、 続 い て 一 次 抗 体 反 応 を 行 っ た
。 一 次 抗 体 と し て 、 Dako Cytomation社 製 DAKO Antibody Diluent with Background Reduc
ing Components（ Catalog number:S3022） で 1000倍 に 希 釈 し た マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Ph
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実 施 例 1： 本 発 明 に 係 る 、 寒 天 を 含 有 す る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ
ィ ン グ



ospho-Estrogen Receptor α (Ser118)抗 体 を 用 い た 。 一 次 抗 体 反 応 は 、 4℃ で 10時 間 の イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 一 次 抗 体 反 応 後 、 膜 を TBS(0.1％ Tween-20含 有 )で 洗 浄 し 、 二 次 抗 体 反 応 を 行 っ た 。 二 次
抗 体 と し て 、 Dako Cytomation社 製 DAKO Antibody Diluent with Background Reducing Co
mponentsで 1000倍 希 釈 し た HRP標 識 抗 マ ウ ス IgG抗 体 （ Amersham社 製 ） を 用 い た 。 二 次 抗 体
反 応 は 、 20℃ で 15分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 二 次 抗 体 反 応 後 、 膜 を TBS(0.1％ Tween-20含 有 )で 洗 浄 し 、 Amersham社 製 ECL-plusキ ッ ト
を 用 い て 、 膜 を 発 色 さ せ た 。 発 色 後 、 膜 を Amersham社 製 の HyperfilmECLに 露 光 し て 解 析 し
た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
3-3． 本 発 明 に 係 る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
　 第 2節 で 作 製 し た 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 使 用 す る 場 合 に は 、 第 3-1節 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ
ィ ン グ 後 に 得 ら れ た 膜 を 、 TBS(0.1％ Tween-20含 有 )で 洗 浄 し た 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 わ ず
に 、 一 次 抗 体 反 応 を 直 接 行 っ た 。 一 次 抗 体 と し て 、 第 2節 で 作 製 し た 抗 体 希 釈 用 組 成 物 で 1
000倍 希 釈 し た マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Phospho-Estrogen Receptor α (Ser118)抗 体 を 使
用 し た 。 一 次 抗 体 反 応 は 、 4℃ で 10時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 一 次 抗 体 反 応 後 、 膜 を TBS(0.1％ Tween-20含 有 )で 洗 浄 し 、 二 次 抗 体 反 応 を 行 っ た 。 二 次
抗 体 と し て 、 第 2節 で 作 製 し た 抗 体 希 釈 用 組 成 物 で 1000倍 希 釈 し た HRP標 識 抗 マ ウ ス IgG抗
体 （ Amersham社 製 ） を 用 い た 。 二 次 抗 体 反 応 は 、 20℃ で 15分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ
り 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 二 次 抗 体 反 応 後 、 膜 を TBS(0.1％ Tween-20含 有 )で 洗 浄 し 、 Amersham社 製 ECL-plusキ ッ ト
を 用 い て 、 膜 を 発 色 さ せ た 。 発 色 後 、 膜 を Amersham社 製 の HyperfilmECLに 露 光 し て 解 析 し
た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
〔 結 果 〕
　 上 記 の よ う に 、 従 来 方 法 で 行 っ た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ (第 3-2節 )の 結 果 と 本 発 明
に 係 る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ (第 3-3節 )の 結 果 を 図 １ に 示
す 。 図 １ に お い て 、 Mは 分 子 量 マ ー カ ー (kDa)を 示 す 。 ま た 、 矢 印 で 示 す バ ン ド は 、 目 的 の
タ ン パ ク 質 (Phospho-Estrogen Receptor α (Ser118))の バ ン ド で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 図 １ に 示 す よ う に 本 発 明 に 係 る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 使 用 し た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
で は 、 従 来 方 法 に 比 べ て は る か に 非 特 異 的 バ ン ド の 出 現 を 抑 え て い た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】

〔 材 料 及 び 方 法 〕
1． 抗 原 及 び 抗 体
　 抗 原 に は 、 上 記 タ ン パ ク 質 A及 び B、 並 び に 1× 10 8 個 の THP-1細 胞 lysate（ 以 下 、 「 タ ン
パ ク 質 C」 と い う ） を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 抗 体 に は 、 タ ン パ ク 質 A及 び Bに つ い て は Cell Signaling社 製 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Ph
ospho-Estrogen Receptor α (Ser118)抗 体 (#2511)を 使 用 し 、 タ ン パ ク 質 Cに つ い て は ラ ビ
ッ ト ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 DDR1抗 体 (Santa-Cruz社 sc-532)を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
2． 本 発 明 に 係 る カ ラ ジ ー ナ ン 含 有 抗 体 希 釈 用 組 成 物 の 作 製
　 以 下 の よ う に し て 、 本 発 明 に 係 る 、 カ ラ ジ ー ナ ン を 含 有 す る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 作 製 し
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実 施 例 2： 本 発 明 に 係 る 、 カ ラ ジ ー ナ ン を 含 有 す る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 用 い た ウ エ ス タ ン
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た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 先 ず 、 200mM NaCl 11.7g、 40mM EDTA(pH8.0) 80ml、 500mM Tris(pH7.4) 500ml、 0.05％
 Tween 20 0.5ml、 0.1％ ゼ ラ チ ン 1gを 混 合 し 、 D2Wで 総 量 1Lと し た 。 こ の 混 合 液 を 800rpm
で 2時 間 、 16℃ で 攪 拌 し 、 そ の 後 、 37℃ で 10時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 こ の 混 合
液 を 室 温 ま で 冷 や し 、 0.3重 量 ％ の シ ョ 糖 に 続 い て 0.1重 量 ％ の λ カ ラ ジ ー ナ ン （ 和 光 純 薬
工 業 株 式 会 社 035-09693） を 添 加 し て 800rpmで 2時 間 攪 拌 す る こ と に よ り 、 カ ラ ジ ー ナ ン を
含 有 す る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 完 成 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
3． 電 気 泳 動 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 及 び 免 疫 染 色
　 図 2は 、 上 記 の よ う に し て 製 造 し た カ ラ ジ ー ナ ン 含 有 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 用 い た ウ エ ス
タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 図 2A～ Bに 示 さ れ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ は 、 実 施 例 1に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 っ た
。 タ ン パ ク 質 Cに 関 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ (図 2B)に つ い て は 、 一 次 抗 体 と し て ラ
ビ ッ ト ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 DDR1抗 体 を 150倍 に 希 釈 し た も の を 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 図 2Cは 、 カ ラ ジ ー ナ ン を 含 む 本 発 明 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ
ン グ 結 果 と 、 カ ラ ジ ー ナ ン を 含 ま な い 本 発 明 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ テ ィ ン グ 結 果 と の 比 較 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 図 2Cに 示 さ れ る 実 験 に お い て 、 電 気 泳 動 か ら ト ラ ン ス フ ァ ー ま で は 実 施 例 １ に 記 載 さ れ
る 方 法 で 行 っ た 。 カ ラ ジ ー ナ ン 無 含 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 用 い る 方 法 で は 、 ト ラ ン ス フ ァ ー
後 、 カ ラ ジ ー ナ ン 無 含 抗 体 希 釈 用 組 成 物 で マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ア ク チ ン 抗 体 (Santa-C
ruz社 sc-8432)を 200倍 に 希 釈 し 、 4℃ で 10時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 洗 浄 し 、 カ ラ ジ
ー ナ ン 無 含 抗 体 希 釈 用 組 成 物 で 1000倍 に 希 釈 し た HRP標 識 抗 マ ウ ス IgG抗 体 で 二 次 抗 体 反 応
を 行 い 、 実 施 例 1に 記 載 の 方 法 で 発 色 さ せ た 。 カ ラ ジ ー ナ ン 含 有 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 用 い
る 方 法 で は 、 カ ラ ジ ー ナ ン 無 含 抗 体 希 釈 用 組 成 物 に 代 え て カ ラ ジ ー ナ ン 含 有 抗 体 希 釈 用 組
成 物 を 用 い る 点 を 除 い て 、 上 記 と 同 様 の 方 法 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 図 2Dに 示 さ れ る 実 験 で は 、 実 施 例 1に 記 載 の サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー 20μ ｌ に Human brain l
ysate (IMGENEX Corporation #40141)、 Human Spinal Cord lysate(GENETX, Inc. #GTX15
372)を 10μ ｇ ず つ 混 合 し 、 実 施 例 1に 記 載 さ れ る 方 法 で 電 気 泳 動 か ら ト ラ ン ス フ ァ ー ま で
行 っ た 。 ト ラ ン ス フ ァ ー 後 、 従 来 の 方 法 で は 、 実 施 例 １ に 記 載 の 方 法 で 洗 浄 し た 後 に ブ ロ
ッ キ ン グ を 行 い 、 里 吉 病 （ こ の 病 気 で は 脳 や 脊 髄 に 対 す る 抗 体 が 血 清 中 に 産 生 さ れ る ） の
患 者 か ら 取 得 し た 血 清 を Dako社 の Antibody Diluent with Background Deducing Componen
ts (#S3022)で 2倍 に 希 釈 し 、 4℃ で 10時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に 洗 浄 し 、 Dako社 の A
ntibody Diluent with Background Deducing Componentsで 1000倍 に 希 釈 し た HRP標 識 抗 ヒ
ト IgG抗 体 で 二 次 抗 体 反 応 を 行 い 、 実 施 例 １ に 記 載 の 方 法 で 発 色 さ せ 解 析 し た 。 一 方 、 カ
ラ ジ ー ナ ン 含 有 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 用 い た 方 法 で は 、 上 記 ト ラ ン ス フ ァ ー の 後 、 ブ ロ ッ キ
ン グ は 行 わ ず カ ラ ジ ー ナ ン 含 有 抗 体 希 釈 用 組 成 物 で 患 者 血 清 を 2倍 に 希 釈 し 、 4℃ で 10時 間
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に 洗 浄 し 、 カ ラ ジ ー ナ ン 含 有 抗 体 希 釈 用 組 成 物 で 1000倍 に 希 釈
し た HRP標 識 抗 ヒ ト IgG抗 体 に よ っ て 二 次 抗 体 反 応 を 行 い 、 実 施 例 １ に 記 載 の 方 法 で 発 色 さ
せ 解 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
[結 果 ]
　 図 2A、 B及 び Dに 示 す よ う に 、 本 発 明 に 係 る 、 カ ラ ジ ー ナ ン を 含 有 す る 抗 体 希 釈 用 組 成 物
を 使 用 し た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で は 、 従 来 方 法 に 比 べ て は る か に 非 特 異 的 バ ン ド の
出 現 を 抑 え て い た 。 ま た 図 2Cか ら 、 本 発 明 に 係 る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 の 上 記 効 果 が 、 カ ラ ジ
ー ナ ン の 存 在 と 有 意 に 関 連 し て い る こ と が わ か る 。
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【 ０ ０ ７ ３ 】

　 器 質 化 肺 炎 の 肺 組 織 を 、 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 ホ ル マ リ ン 固 定 後 に 脱 水 処 理
を 行 い 、 そ の 後 パ ラ フ ィ ン に て 包 埋 し 、 ４ μ mの 厚 さ で プ レ パ ラ ー ト に 薄 切 し 、 そ れ を キ
シ レ ン を 用 い て 脱 パ ラ フ ィ ン を 行 っ た 。 そ の プ レ パ ラ ー ト を 2％ H 2 O 2 メ チ ル エ ー テ ル で 10
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 脱 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 反 応 を 行 っ た 。 そ の 後 、 PBSで 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 従 来 の 方 法 で は 、 洗 浄 後 の プ レ パ ラ ー ト を 4％ BSA及 び 1％ 馬 血 清 入 り の PBSで 10分 間 ブ ロ
ッ キ ン グ 反 応 を 行 い 、 そ の 後 Dako社 の Antibody Diluent with Background Deducing Comp
onentsで 150倍 に 希 釈 し た ラ ビ ッ ト ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 DDR1抗 体 （ Santa-Cruz社 sc-532） と
共 に 4℃ で 10時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て 一 次 抗 体 反 応 を 行 っ た 。 そ の 後 、 PBSで 洗 浄 し Da
ko社 の Antibody Diluent with Background Deducing Componentsで 1000倍 に 希 釈 し た ビ オ
チ ン 標 識 抗 ラ ビ ッ ト IgG抗 体 （ VECTOR社 　 BA-1000） で 二 次 抗 体 反 応 を 行 い 、 PBSで 洗 浄 し
た 後 、 VECTOR社 の VECTASTAIN ABC Kit Standard (PK6100)で 三 次 反 応 を 行 い 3,3'-ジ ア ミ
ノ ベ ン ジ ジ ン テ ト ラ ヒ ド ロ ク ロ ラ イ ド で 発 色 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 に 係 る 、 カ ラ ジ ー ナ ン 含 有 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 使 用 す る 方 法 で は 、 洗 浄 後 ブ ロ ッ
キ ン グ は 行 わ ず 、 カ ラ ジ ー ナ ン 含 有 抗 体 希 釈 用 組 成 物 で 150倍 に 希 釈 し た ラ ビ ッ ト ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 DDR1抗 体 （ Santa-Cruz社 sc-532） と 共 に 4℃ で 10時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て
一 次 抗 体 反 応 を 行 っ た 。 そ の 後 、 PBSで 洗 浄 し 、 カ ラ ジ ー ナ ン 含 有 抗 体 希 釈 用 組 成 物 で 100
0倍 に 希 釈 し た ビ オ チ ン 標 識 抗 ラ ビ ッ ト IgG抗 体 (VECTOR社 　 BA-1000） で 二 次 抗 体 反 応 を 行
い 、 PBSで 洗 浄 し た 後 、 VECTOR社 の VECTASTAIN ABC Kit Standard (PK6100)で 三 次 反 応 を
行 い 3,3-ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン テ ト ラ ヒ ド ロ ク ロ ラ イ ド で 発 色 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
[結 果 ]
　 上 記 の よ う に 、 従 来 方 法 で 行 っ た 免 疫 組 織 染 色 の 結 果 と 本 発 明 に 係 る カ ラ ジ ー ナ ン 含 有
抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 用 い た 免 疫 組 織 染 色 の 結 果 を 図 3に 示 す （ A:従 来 方 法 、 B:カ ラ ジ ー ナ
ン 含 有 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 使 用 、 C:一 次 抗 体 に ラ ビ ッ ト IgGを 使 用 し た negative control
（ カ ラ ジ ー ナ ン 含 有 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 使 用 ） 、 D:ヘ マ ト キ シ リ ン エ オ ジ ン 染 色 ） 。 図 3
に お い て 、 茶 色 に 染 ま っ て い る 部 分 が 陽 性 で あ る 。 図 3か ら わ か る よ う に 、 通 常 の 希 釈 液
を 使 用 す る と 全 体 が 茶 色 に 染 ま っ て 判 断 し 辛 い の に 対 し 、 本 発 明 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 用
い る と 陽 性 部 分 が 非 常 に ク リ ア で あ る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】

　 急 性 進 行 性 糸 球 体 腎 炎 の 腎 組 織 に つ い て 、 一 次 抗 体 に ヤ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 TRAILレ セ
プ タ ー 3抗 体 （ R&DSystem社 、 AF630） 、 二 次 抗 体 に ビ オ チ ン 標 識 抗 ヤ ギ IgG抗 体 (VECTOR社
　 BA-5000)を 用 い て 実 施 例 3と 同 様 に し て 免 疫 組 織 染 色 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
[結 果 ]
　 従 来 方 法 で 行 っ た 免 疫 組 織 染 色 の 結 果 と 本 発 明 に 係 る カ ラ ジ ー ナ ン 含 有 抗 体 希 釈 用 組 成
物 を 用 い た 免 疫 組 織 染 色 の 結 果 を 図 4に 示 す （ A:従 来 方 法 、 B:カ ラ ジ ー ナ ン 含 有 抗 体 希 釈
用 組 成 物 を 使 用 、 C:一 次 抗 体 に ヤ ギ IgGを 使 用 し た negative control(カ ラ ジ ー ナ ン 含 有 抗
体 希 釈 用 組 成 物 を 使 用 )、 D:ヘ マ ト キ シ リ ン エ オ ジ ン 染 色 ） 。 図 4に お い て 、 茶 色 に 染 ま っ
て い る 部 分 が 陽 性 で あ る 。 図 4か ら わ か る よ う に 、 通 常 の 希 釈 液 を 使 用 す る 方 法 に 比 べ 、
本 発 明 の 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 用 い た 方 法 に よ り 、 陽 性 部 が 顕 著 に ク リ ア に な る こ と が 分 か
る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ９ 】
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実 施 例 3： 本 発 明 に 係 る 、 カ ラ ジ ー ナ ン を 含 有 す る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 使 用 し た 肺 組 織 の
免 疫 組 織 染 色

実 施 例 4： 本 発 明 に 係 る 、 カ ラ ジ ー ナ ン を 含 有 す る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 使 用 し た 腎 組 織 の
免 疫 組 織 染 色



【 図 １ 】 図 １ は 、 本 発 明 に 係 る 、 寒 天 を 含 有 す る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 本 発 明 に 係 る 、 カ ラ ジ ー ナ ン を 含 有 す る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 用 い た ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 本 発 明 に 係 る 、 カ ラ ジ ー ナ ン を 含 有 す る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 用 い た 肺 組
織 の 免 疫 組 織 染 色 の 結 果 を 示 す （ A:従 来 方 法 、 B:カ ラ ジ ー ナ ン 含 有 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 使
用 、 C:一 次 抗 体 に ラ ビ ッ ト IgGを 使 用 し た negative control（ カ ラ ジ ー ナ ン 含 有 抗 体 希 釈
用 組 成 物 を 使 用 ） 、 D:ヘ マ ト キ シ リ ン エ オ ジ ン 染 色 ） 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 本 発 明 に 係 る 、 カ ラ ジ ー ナ ン を 含 有 す る 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 用 い た 腎 組
織 の 免 疫 組 織 染 色 の 結 果 を 示 す （ A:従 来 方 法 、 B:カ ラ ジ ー ナ ン 含 有 抗 体 希 釈 用 組 成 物 を 使
用 、 C:一 次 抗 体 に ヤ ギ IgGを 使 用 し た negative control(カ ラ ジ ー ナ ン 含 有 抗 体 希 釈 用 組 成
物 を 使 用 )、 D:ヘ マ ト キ シ リ ン エ オ ジ ン 染 色 ） 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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