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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　糖鎖抗原を微生物より亜硝酸抽出法によって抽出した糖鎖抗原抽出液中の糖鎖抗原量を
免疫学的方法により測定するに際して使用する固定化抗体の製造方法であって、トリス（
ヒドロキシメチル）アミノメタンと非極性アミノ酸の共存下に、上記糖鎖抗原に対応した
抗体と固定化用担体とを接触させることを特徴とする、固定化抗体の製造方法。
【請求項２】
　非極性アミノ酸がグリシンであることを特徴とする請求項１記載の固定化抗体の製造方
法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫学的測定法に使用する固定化抗体の製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　医学検査や食品検査、または環境測定において微生物検査は重要な検査項目となってい
る。
【０００３】
　口腔内には多種多様な微生物が存在しており、これらの微生物の中に感染症を引き起こ
す微生物が存在する場合があることが知られている。例えば、齲蝕、歯周病の発生には齲
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蝕関連菌や歯周病関連菌が強く関与していることが知られている。近年、従来の感染症と
は関係ないと思われていた疾患、例えば、心臓病、胃潰瘍、癌等の発症にも口腔内に存在
する微生物が関与している場合があることが明らかとなり、口腔内の微生物検査は歯科領
域のみならず、医科領域においても重要になっている。
【０００４】
　被検体液中の微生物の測定は、従来培養法によって実施されており、結果が判明するま
で長時間かかるという問題があったが、免疫学的測定方法が開発され検査時間が大幅に短
縮された。免疫学的測定方法は微生物が有する特異的な抗原に対する抗体を利用して該微
生物を高感度に検出するという方法である（非特許文献１）。
【０００５】
　微生物から抗原を抽出し調製した抗原抽出液を免疫学的方法で測定することで、検出感
度を更に高めることが可能である。その理由として、１）抗原が可溶化され低分子となる
ので、抗原抗体反応が進行しやすくなる、２）エピトープが露出する、等のことが考えら
れている。微生物抗原の抽出方法としては、界面活性剤処理、酵素処理、熱処理等多種多
様な方法が実用化されているが、糖鎖抗原の抽出方法に適した方法として亜硝酸抽出法（
非特許文献２）が知られている。該方法は、特に、Ａ群レンサ球菌、口腔内レンサ球菌等
ストレプトコッカス属に属する微生物の糖鎖抗原の抽出に有効である。該方法は亜硝酸水
溶液を糖鎖に反応させ、糖鎖を切断し菌体から遊離させるという方法であり、一般的な亜
硝酸抽出法は、亜硝酸塩水溶液（多くの場合は亜硝酸ナトリウム）と酸溶液（酢酸、塩酸
、硝酸等）を混合することで亜硝酸を発生させ、微生物と亜硝酸を十分な時間反応させる
ことにより実施される。
【０００６】
　上記のようにして調製した糖鎖抗原抽出液中の糖鎖抗原量の測定に使用される免疫学的
方法は、通常、抗体を不溶性の固定化用担体に固定化して得られる固定化抗体を使用して
、抗原を検出する方法がとられる。固定化抗体は、一般的に、抗体が緩衝液等の水溶液に
溶解している抗体溶液と固定化用担体を一定時間接触させることにより、抗体を該不溶性
担体に結合させることにより製造される。被検体液中の抗原量の測定時に、抗原以外の物
質の固定化用担体への非特異的な吸着が生じると、測定時のバックグラウンドが上昇する
ために正確な測定ができなくなるので、抗体を固定化用担体に結合させた後、さらにウシ
血清アルブミン（以下ＢＳＡと略す場合がある）、カゼイン、ゼラチン、スキムミルク等
のタンパク質でブロッキングすることが一般的に実施されている。
【０００７】
　しかし、抗体を固定化した担体を上述したようにタンパク質でブロッキングしても、非
特異的反応が完全に除去できない、または、非特異的反応の除去はできるが、測定の感度
が低下してしまうという問題があり、従来のタンパク質によるブロッキングでは、満足で
きる結果が得られない場合があった。
【０００８】
　タンパク質の代わりにアラニン、バリン等の非極性アミノ酸で凝集反応粒子（固定化抗
体）をブロッキングする方法が提案されている（特許文献１）。該方法を採用することで
、血清中の抗トレポネーマ・パリダム抗体量の測定、大便懸濁液中のヘモグロビン量の測
定、血清中の抗成人Ｔ細胞白血病ウイルス抗体量の測定に際し、タンパク質によるブロッ
キング法に比べて、感度を低下させることなく非特異的反応を抑制できることが開示され
ているが、後述するが、本発明者等の検討により、微生物から亜硝酸抽出法により抽出し
た糖鎖抗原を測定対象とした場合には、効果が不十分であることが明らかとなった。
【０００９】
【非特許文献１】日本生化学会編集，新生化学実験講座１２　分子免疫学ＩＩＩ　抗原・
抗体・捕体，東京化学同人，１９９２年
【非特許文献２】武井勉，阪大歯学誌，３５巻，９３－１０９頁，１９９０年
【特許文献１】特開平５－２８８７５０号公報
【発明の開示】
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【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明は上記事情に鑑みなされたものであり、亜硝酸抽出法により抽出された糖鎖抗原
の免疫学的測定に使用する固定化抗体の製造方法であって、免疫学的測定法の感度を下げ
ることなく、非特異的反応を十分に抑えることが可能な固定化抗体の製造方法を提供する
ことを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者等は上記課題を解決するために、鋭意検討してきた。その結果、固定化用担体
に抗体を接触させる際に、トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタンと非極性アミノ酸を
共存させることにより調製した固定化抗体を使用して、亜硝酸抽出法により抽出した糖鎖
抗原を測定すると、感度、特異性ともに満足できる結果が得られることを見出した。そし
て更に検討を進め、本発明を完成するに至った。
【００１２】
　即ち、本発明は糖鎖抗原を微生物より亜硝酸抽出法によって抽出した糖鎖抗原抽出液中
の糖鎖抗原量を免疫学的方法により測定するに際して使用する固定化抗体の製造方法であ
って、トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタンと非極性アミノ酸の共存下に、上記糖鎖
抗原に対応した抗体と固定化用担体とを接触させることを特徴とする、固定化抗体の製造
方法である。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明の固定化抗体の製造方法により調製した固定化抗体を使用することで、亜硝酸抽
出法により抽出された糖鎖抗原を、感度良く、且つ正確に測定することが可能になった。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　本発明の固定化抗体製造方法では、トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン（以下ト
リスと略す場合がある）と非極性アミノ酸の共存下に、後述する測定対象の糖鎖抗原に対
応する抗体と固定化用担体とを接触させる。
【００１５】
　本発明で使用できる上記抗体としては、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、そ
して、該抗体の部分分解物（Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆａｂ’２等）、および該抗体の活性フ
ラグメント（抗体の抗原認識部位）が存在する部分構造等も含まれる。抗体のグロブリン
クラスは限定されず、現在知られているどのようなグロブリンクラスのものも含まれる。
【００１６】
　固定化用担体としては、形状は、例えば、膜、粒子、プレート、試験管等の従来公知の
ものが特に制限なく使用できる。材質は、例えば、ニトロセルロース、ＰＶＤＦ、ラテッ
クス、ゼラチン、金属コロイド、ポリスチレン、ポリプロピレン、ポリカーボネート等の
従来公知のものが何ら制限なく使用できる。
【００１７】
　本発明では、抗体と固定化用担体とを接触させ、抗体を固定化用担体へ結合させる反応
をトリスと非極性アミノ酸の共存下で行う。これにより、得られた固定化抗体は、亜硝酸
抽出法により抽出された糖鎖抗原を、感度良く、且つ正確に測定することが可能になる。
その理由は定かではないが、上記トリスと非極性アミノ酸とが互いに作用しあって、その
ブロッキング効果を大きく高めているものと推察される。
【００１８】
　本発明で使用するトリスの好適な濃度を例示すると、５～３０ｍＭである。
【００１９】
　本発明において非極性アミノ酸とは、非極性側鎖を有する公知のアミノ酸が制限なく使
用できるが、一般には、α－アミノ酸に属するものが好ましく、特に、グリシン、アラニ
ン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、トリプトファン、
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メチオニンから選ばれるたんぱく質を構成する非極性アミノ酸が好ましい。これら非極性
アミノ酸の好適な濃度を例示すると、５～５０ｍＭ、更に好適には５～３０ｍＭである。
これら非極性アミノ酸は単独で用いても、複数を組合わせて用いても良い。複数の非極性
アミノ酸を組合わせる場合には、合計のアミノ酸濃度が５～３０ｍＭになるようにする。
【００２０】
　トリスと非極性アミノ酸を共存させることにより、トリス、または非極性アミノ酸単独
で使用した場合より低濃度で非特異的反応の抑制効果（バックブラウンドの低下）が得ら
れる。トリス、または非極性アミノ酸単独でも非特異的反応抑制効果は得られるが、両成
分を共存させる場合より高濃度にする必要があり、この場合、非特異的反応の抑制と同時
に感度低下が観察される場合がある。
【００２１】
　抗体と固定化用担体とを接触させる方法は、例えば、抗体が溶解した液体（抗体溶液）
に、トリスと非極性アミノ酸を上記の好適な濃度になるように添加し、固定化用担体と一
定時間接触させることにより実施できる。固定化抗体製造時の溶液のｐＨは一定の範囲内
に（例えば、ｐＨ４～９）保つことが好ましく、この目的のために、緩衝液中で抗体と固
体化用担体とを接触させることが好ましい。緩衝液としては、例えば、リン酸緩衝液、Ｇ
ＯＯＤの緩衝液、炭酸緩衝液等が使用できる。具体的な抗体と固定化用担体を接触させる
方法として、例えば、抗体及びトリスと非極性アミノ酸を含む抗体溶液（抗体濃度０．０
０１～５ｍｇ／ｍｌ）を調製し、該抗体溶液と固定化用担体を４～５６℃にて、２分以上
接触させる、という方法を示すことができる。別の方法として、トリス、または非極性ア
ミノ酸により緩衝液（例えばトリス塩酸緩衝液）を作製し、トリス、非極性アミノ酸以外
の緩衝成分を含まない抗体溶液を作製し固定化抗体を製造することもできる。
【００２２】
　抗体と固定化用担体とを接触させる際に、抗体の保存安定性等の観点から、上記の緩衝
成分、トリス、非極性アミノ酸以外にも、界面活性剤、糖類、塩を混在させることもでき
る。界面活性剤としては、例えば、トリトンＸ－１００、ツイーン２０等が、糖類として
は、例えば、グルコース、スクロース等が、塩としては、例えば、塩化ナトリウム、塩化
カリウム等が、それぞれ好適に利用できる。また、通常ブロッキング剤として有効な濃度
以下の希薄な濃度で（例えば０．５％以下）でタンパク質を混在させることもできる。抗
体によっては、特定のタンパク質を混在させることで保存安定性が極めて向上する場合が
あり、このような場合には低濃度でのタンパク質の添加は有効である。
【００２３】
　上記のように作製した固定化抗体は、リン酸緩衝液等により１回以上洗浄することが好
ましい。
【００２４】
　このようにして製造した固定化抗体を使用して免疫学的測定法により微生物より亜硝酸
抽出法によって抽出した糖鎖抗原抽出液中の糖鎖抗原量を測定する。
【００２５】
　本発明において微生物とは、細菌、リケッチア属（Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｅ）、クラミ
ジア属（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ）、マイコプラズマ属（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ）および単細
胞真核生物を指す。これら微生物を含む被検体液を例示すると、微生物の培養液、微生物
の懸濁液、食品およびその懸濁液、咽頭ぬぐい液、唾液、血漿、血清、尿等の体液、或い
は歯垢の懸濁液等が挙げられる。口腔内に存在する微生物を測定するためには、唾液、歯
垢、またはその混合物を含んでなる被検体液中を使用することが特に好適である。
【００２６】
　唾液、歯垢またはその混合物を含んでなる被検体液中に含まれる感染症を引き起こす微
生物を例示すると、齲蝕関連菌、歯周病関連菌、上気道感染起因菌、日和見感染菌等が挙
げられる。それぞれについて具体例を表示すると、齲蝕関連菌としては、ストレプトコッ
カス・ミュータンス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｍｕｔａｎｓ）、ストレプトコッカ
ス・ソブリヌス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｏｂｒｉｎｕｓ）等のミュータンスレ
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ンサ球菌に属する細菌、ラクトバチルス属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）に属する細菌
、アクチノミセス属（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ）に属する細菌が、歯周病関連菌としては
、ポルフィロモナス・ジンジバリス（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｇｉｎｇｉｖａｌｉ
ｓ）、アクチノバチルス・アクチノミセテムコミタンス（Ａｃｔｉｎｏｂａｔｉｌｌｕｓ
　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｍｃｏｍｉｔａｎｓ）、バクテロイデス・フォルシザス（Ｂ
ａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ　ｆｏｒｓｙｔｈｕｓ）、トレポネマ・デンチコラ（Ｔｒｅｐｏｎ
ｅｍａ　ｄｅｎｔｉｃｏｌａ）、プレボテラ・インターメディア（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ
　ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ）、プレボテラ・ニグレッセンス（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｎｉ
ｇｒｅｓｃｅｎｓ）等が、上気道感染起因菌としては、Ａ群レンサ球菌（Ｇｒｏｕｐ　Ａ
　Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、マイコプラズマ・ニューモニエ（Ｍｉｃｏｐｌａｓｍ
ａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、クラミジア・ニューモニエ（Ｃｈｌａｍｉｄｉａ　ｐｎｅ
ｕｍｏｎｉａｅ）等が、日和見感染菌としては、カンジダ菌（Ｃａｎｄｉｄａ　ｓｐ．）
黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）緑膿菌（Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）等が挙げられる。
【００２７】
　亜硝酸抽出法は公知の方法に従って実施すればよく、例えば、亜硝酸塩水溶液と酸水溶
液を混合することで亜硝酸を発生させ、該亜硝酸水溶液中に糖鎖抗原を抽出するという方
法により実施できる。亜硝酸塩水溶液としては、例えば、０．２～８Ｍの亜硝酸ナトリウ
ム、亜硝酸カリウム等が、酸水溶液としては、０．５～４Ｍの酢酸、硝酸、塩酸、クエン
酸等が使用できる。亜硝酸抽出法の具体的な方法として、微生物を含む懸濁液を遠心分離
して上清を廃棄し、沈殿に上記のような亜硝酸塩水溶液と酸水溶液を、それぞれ０．００
５～０．５ｍｌ添加し、１５～５０℃で１～１０分放置することで反応を行わせる、とい
う方法を例示できる。
【００２８】
　または、上記の亜硝酸塩水溶液と酸水溶液を予め混合して、０．２～４Ｍの亜硝酸塩と
０．５～４Ｍの酸が含まれる亜硝酸水溶液を調製し、該亜硝酸水溶液を微生物を含む沈殿
に０．０１～１ｍｌ添加し、１５～５０℃で１～１０分放置することで亜硝酸抽出を実施
することもできる。
【００２９】
　反応後の糖鎖抗原抽出液は、強酸性であり、そのままでは免疫学的測定法に使用できな
いので、例えば１～３Ｍ水酸化ナトリウム、０．５～２Ｍトリス、０．５～１Ｍ炭酸水素
ナトリウム等の塩基性水溶液を添加し抽出液のｐＨを７．０～８．５に調整するのが好ま
しい。
【００３０】
　このようにして製造した糖鎖抗原抽出液中の糖鎖抗原を測定する免疫学的測定法の具体
的手法は、免疫凝集法、光学免疫測定方法、標識免疫測定方法、およびこれらの組合わせ
等の従来公知の方法が制限無く採用出来る。
【００３１】
　以下、これら免疫学的測定方法について説明する。
【００３２】
　[免疫凝集法]
　該方法は、抗原抗体反応に基づく不溶性担体の凝集反応を利用して、糖鎖抗原抽出液中
の抗原を検出、定量する方法である。半定量的方法としてはラテックス凝集法、マイクロ
タイター法等が、定量的測定方法としてはラテックス定量法等がある。
【００３３】
　例えば、ラテックス凝集法を利用して糖鎖抗原抽出液中の抗原量を免疫学的に測定する
場合には、ラテックスビーズに微生物の糖鎖抗原と結合する抗体（以下単に抗体ともいう
）を固定化した抗体感作粒子からなる測定試薬を作製後、該測定試薬と糖鎖抗原抽出液を
混合し、抗原抗体反応後における感作粒子の凝集の度合を、目視、或いは光学的測定方法
等により検出することで測定することが出来る。
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【００３４】
　[光学免疫測定方法]
　該方法は、抗体と糖鎖抗原抽出液とを接触させて抗原抗体反応を行った場合に、抗原抗
体反応の結果生じる凝集物の濁度の変化を検出する方法、又は抗体を固定化した薄層（以
下、抗体層ともいう。）に糖鎖抗原抽出液を接触させ、抗原抗体反応の結果生じる抗体層
の屈折率の変化を透過光や表面プラズモン波等の変化として検出する方法等、抗原抗体反
応の有無を光学的に検出する方法のことである。
【００３５】
　[標識免疫測定方法]
　該方法は、抗体に放射性物質、酵素、各種色素類、コロイド類、各種粒子等の各種標識
物質を結合させて得た標識抗体を含む測定試薬と、糖鎖抗原抽出液とを接触させて抗原抗
体反応を行った後に、糖鎖抗原抽出液中の抗原に結合した標識物質の量、すなわち標識物
質に由来する放射活性、酵素活性、蛍光強度、着色等を測定することによって、糖鎖抗原
抽出液中の抗原を検出、定量する方法である。
【００３６】
　該方法では、例えば抗体を固定化した不溶性担体（粒子、メンブレン、イムノプレート
等）からなる測定試薬と糖鎖抗原抽出液とを接触させて抗原抗体反応を行った後に、抗体
を標識物質で標識した標識抗体を含む別の測定試薬を接触させて更に抗原抗体反応を行っ
た後に、標識物質の量を測定することによって、又は糖鎖抗原抽出液と標識物質で標識し
た糖鎖抗原とを混合し、抗体を固定化した不溶性担体からなる測定試薬に接触させて抗原
抗体反応を行った後に、抗体に結合した標識物質の量を測定することによって糖鎖抗原抽
出液中の抗原を検出、定量することができる。
【００３７】
　標識物質としては、放射性物質として放射性ヨード、放射性炭素等が、酵素としてペル
オキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、ガラクトシダーゼ等が、各種色素類として、フ
ルオレセインイソチオシアネート、テトラメチルローダミン等の蛍光色素類が、コロイド
として金コロイド、炭素コロイド等が、各種粒子としては着色ラテックス粒子等が使用出
来る。なお、酵素標識を行う場合は、チオール基とマレイミド基、アミノ基とアルデヒド
基等の共有結合により直接標識する、或いはビオチン－アビジン複合体を介し標識する等
の方法が使用可能である。また、標識酵素としてアルカリホスファターゼ及びパーオキシ
ダーゼを使用し、さらに前者の酵素の場合にはジオキセタン誘導体等の化学発光物質を、
また後者の酵素の場合にはルミノール誘導体等の化学発光物質を酵素の基質として使用し
た場合には、該基質の発光を検出することも出来る。
【００３８】
　これら各種標識免疫測定方法における操作、手順等は一般に採用されているそれらと特
に異ならず、公知の非競合法や競合法、サンドイッチ法等に準じることが出来る。また、
抗体と共に、上記の各標識物質で標識した二次抗体、プロテインＡ等の抗体に結合可能な
物質を使用して糖鎖抗原の検出・定量に用いることもできる。
【００３９】
　該標識免疫測定方法では、用いる標識に応じて従来使用されている方法が特に限定無く
使用できるが、中でも放射性物質を標識として使用する放射免疫測定方法、酵素を標識と
して使用する酵素免疫測定方法、色素、特に蛍光色素を標識として利用する蛍光免疫測定
方法、酵素の基質としての化学発光物質を標識として利用する化学発光免疫測定方法等は
定量性が高いので、高精度の定量測定を行なう場合にはこれら測定方法を採用するのが好
適である。また、コロイドまたは各種粒子を標識として使用するフロースルー免疫測定方
法、免疫クロマト法、並びにラテックス凝集法は、操作が簡便であるという特徴がある。
【実施例】
【００４０】
　以下、実施例により本発明を具体的に説明するが、本発明は以下の実施例により限定さ
れるものではない。
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【００４１】
　製造例１［ストレプトコッカス・ミュータンスに対する精製ポリクローナル抗体の作製
］
　（１）［菌体試料懸濁液の調製］
　ブレインハートインフュージョン（以下「ＢＨＩ」と略すこともある）（ＤＩＦＣＯ社
）３．７ｇを１００ｍｌの純水に溶解後、オートクレーブ処理し、ＢＨＩ液体培地を調製
した。ＢＨＩ液体培地２ｍｌ中でＩｎｇｂｒｉｔｔ（ストレプトコッカス・ミュータンス
、血清型ｃ）を３７℃、５時間、嫌気条件下（Ｎ２：Ｈ２：ＣＯ２＝８０：１０：１０）
で培養した後、培養液を４０００ｇ、５分遠心処理し、上清の培地成分を除去し菌体沈殿
を回収した。
【００４２】
　次いで、沈殿物を５ｍｌのリン酸生理食塩緩衝液（ｐＨ７．４）（以下ＰＢＳと略すこ
ともある）に懸濁し、同様の遠心分離をする操作を３回行い、沈殿物を洗浄した。その後
得られた菌体沈殿をＰＢＳに懸濁し、Ａ６００＝１．０に調整しＩｎｇｂｒｉｔｔ菌体試
料懸濁液とした。なお、該菌体試料懸濁液を超音波処理後、適宜希釈した後にＢＨＩ培地
プレート上に添加し、生じたコロニー数を計数し菌体試料懸濁液の希釈倍率を乗じること
で該菌体試料懸濁液の菌体濃度を求めたところ、約１×１０９個／ｍｌであった。
【００４３】
　（２）〔ストレプトコッカス・ミュータンスに対する抗血清の作製〕
　免疫は以下のように実施した。即ち、第１週は０．５ｍｌのＩｎｇｂｒｉｔｔ菌体試料
懸濁液を、５日連続で５回ウサギに対し耳介静脈注射した。第２週は１．０ｍｌの該菌体
試料懸濁液を、５日連続で５回ウサギに対し耳介静脈注射した。第３週は２．０ｍｌの該
菌体試料懸濁液を、５日連続で５回ウサギに対し耳介静脈注射した。第４週は第３週と同
様に免疫した。力価の上昇をスライドグラスを利用した菌体の凝集反応の程度により確認
後、最終免疫より１週間後に、定法に従い採血しストレプトコッカス・ミュータンスに対
する抗血清を得た。
【００４４】
　（３）〔ストレプトコッカス・ミュータンスに対するポリクローナル抗体の精製〕
　オートクレーブ処理したＢＨＩ液体培地１Ｌ中でＩｎｇｂｒｉｔｔを３７℃、１２時間
、嫌気条件下で培養した。培養液を４０００ｇ、５分遠心処理し、上清の培地成分を除去
し菌体沈殿を回収した。次いで、沈殿物を１００ｍｌのＰＢＳに懸濁させて、同様の遠心
分離をする操作を３回行い、沈殿物を洗浄した。
【００４５】
　Ｉｎｇｂｒｉｔｔ菌体を洗浄した後、０．１Ｍ　トリス塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）に懸
濁しＡ６００＝１５に調整した。ここにプロナーゼ（和光純薬社）を５ｍｇ／ｍｌとなる
ように添加し、３７℃で１時間保温した。反応終了後、遠心分離し菌体沈殿を回収した。
次いで、沈殿物を２０ｍｌのＰＢＳに懸濁して、同様の遠心分離をする操作を３回行い、
沈殿物を洗浄した。次いで２０ｍｌの０．１Ｍ　グリシン塩酸緩衝液（ｐＨ２．０）で３
回洗浄し、更に２０ｍｌのＰＢＳで３回洗浄し、プロテアーゼ処理菌体懸濁液（Ａ６００

＝１２．５）を調製した。
【００４６】
　次いで、該プロテアーゼ処理菌体懸濁液と（２）で調製した抗血清０．５ｍｌとを混合
し、４℃、６０分反応させた。混合液を４０００ｇ、５分遠心分離し、菌体を回収した。
この菌体を１０ｍｌのＰＢＳに懸濁し、同様の遠心分離をする操作を３回行い洗浄した。
【００４７】
　次いで、０．５ｍｌの０．１Ｍ　グリシン塩酸緩衝液（ｐＨ２．０）に菌体を懸濁し、
吸着した抗体を溶出し、遠心分離により上清を回収し、１Ｍトリス－塩酸（ｐＨ９．０）
を添加しｐＨ７．４に調整した。同様の溶出操作を４回行い、各画分のタンパク質量を２
８０ｎｍの吸光度により測定した。
【００４８】
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　次いで、あらかじめＰＢＳで平衡化した１ｍｌのプロテインＡ－セファロース（アマシ
ャムファルマシアバイオテク社）を充填したカラムに上記溶出液を添加し、５ｍｌ洗浄後
、５ｍｌの０．１Ｍグリシン－塩酸緩衝液（ｐＨ３．０）にて溶出し、直ちに１Ｍトリス
－塩酸（ｐＨ９．０）を添加しｐＨ７．４に調整した。ＩｇＧの溶出画分は、Ａ２８０を
測定することで確認した。ＩｇＧ画分を回収し、０．０１Ｍリン酸緩衝液に対して透析を
行った（４℃、３日）。
【００４９】
　以上により、抗血清（０．５ｍｌ）をプロテアーゼ処理菌体により精製したポリクロー
ナル抗体を約１ｍｇ得た。
【００５０】
　実施例１［トリスとグリシンを共存させて製造した抗体固定化ラテックス粒子によるス
トレプトコッカス・ミュータンスの測定］
　製造例１で調製した抗ストレプトコッカス・ミュータンス抗体を使用し、トリスとグリ
シンを含む１０ｍＭリン酸緩衝液からなる抗体溶液（抗体濃度０．１ｍｇ／ｍｌ）を調製
した。抗体溶液中のトリスとグリシンの濃度を表１に示す。次いで、この抗体溶液（１ｍ
ｌ）に０．５％のポリスチレンラテックス粒子（ＪＳＲ社）１ｍｌを加え、室温で１時間
放置した。次いで、遠心分離により抗体の結合したラテックス粒子を単離し、０．０５Ｍ
の塩化ナトリウムを含む０．０１Ｍリン酸緩衝液（以下緩衝液Ａとよぶ場合がある）で１
回洗浄し、抗体固定化ラテックス粒子が０．５％となるように緩衝液Ａで懸濁した。
【００５１】
　製造例１（１）で培養したＩｎｇｂｒｉｔｔを緩衝液Ａに懸濁し、１０７～１０５ＣＦ
Ｕ／ｍｌの菌液を調製し、被検体液とした。被検体液（０．５ｍｌ）を１０，０００ｒｐ
ｍで５分間遠心分離し、上清を除去した。沈殿に０．０２ｍｌの２Ｍ　酢酸溶液と０．０
２ｍｌの１Ｍ　亜硝酸ナトリウム塩水溶液を添加し良く混合後、室温で１０分間放置した
。０．０９ｍｌの１Ｍ　トリス（ｐＨ未調製）を添加し、糖鎖抗原抽出液を調製した。糖
鎖抗原液に等量の抗体固定化ラテックス懸濁液を添加、混合し、室温で３０分放置後、ラ
テックス粒子の凝集を目視で観察した。結果を表１に示す。
【００５２】
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【表１】

【００５３】
　抗体と固定化用担体とを接触させる際にトリスとグリシンを共存させると、感度を低下
させることなく非特異的反応を抑えることができることが分かった。トリス濃度は５～３
０ｍＭが適していた。グリシン濃度は５～５０ｍＭの範囲で１０５ＣＦＵ／ｍｌのミュー
タンス菌を検出可能であったが、５～３０ｍＭのほうが１０６ＣＦＵ／ｍｌの凝集の度合
いは強かった。トリス単独の場合は１００ｍＭ、グリシン単独の場合は５００ｍＭで非特
異的反応抑制効果がみられたが、同時に測定感度も低下していた。
【００５４】
　比較例１［タンパク質によるブロッキング処理を行った抗体固定化ラテックス粒子によ
るストレプトコッカス・ミュータンスの測定］
　０．０１Ｍリン酸緩衝液に製造例１で調製した抗ストレプトコッカス・ミュータンス抗
体を０．１ｍｇ／ｍｌとなるように懸濁した。次いで、この抗体溶液（１ｍｌ）に０．５
％のポリスチレンラテックス粒子（ＪＳＲ社）１ｍｌを加え、室温で１時間放置した。次
いで２ｍｌの２％ＢＳＡ溶液を添加し、室温で１時間放置し、抗体固定化ラテックス粒子
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法による糖鎖抗原の抽出、ラテックス凝集法による測定は実施例１と同様に実施した。結
果を表１に示す。ＢＳＡでブロッキングを行うと、感度が低下した。
【００５５】
　実施例２［グリシン以外の非極性アミノ酸とトリスを共存させて製造した抗体固定化ラ
テックス粒子によるストレプトコッカス・ミュータンスの測定］
　１０ｍＭトリス共存下でグリシンの代わりに表２に示す非極性アミノ酸を使用した以外
は実施例１と同様の方法によりストレプトコッカス・ミュータンスの測定を行った。結果
を表２に示す。
【００５６】
【表２】

【００５７】
　グリシン以外の非極性アミノ酸もグリシンと同様の効果が認められた。しかし、検出下
限は全てのアミノ酸で１０５ＣＦＵ／ｍｌであったが、凝集反応の強さはグリシンよりや
や弱くなっていた。
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摘要(译)

要解决的问题：提供一种制备固定化抗体的方法，该抗体用于通过亚硝
酸盐提取方法从微生物中提取的碳水化合物抗原的免疫测量，其能够产
生非特异性反应能够充分抑制固定化抗体的固定化抗体。 在三（羟甲
基）氨基甲烷和非极性氨基酸的共存下，通过使对应于糖链抗原的抗体
与固定化载体接触来制备固定化抗体。通过将获得的固定化抗体用于免
疫学测量方法，与常规方法相比，可以以高灵敏度和准确度测量抗原浓
度。 【选择图】无
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