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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　測定対象物質と結合性を有する第一の結合物質と第一のブロッキング剤とを有する標識
粒子；及び
　前記測定対象物質又は前記第一の結合物質の何れかと結合性を有する第二の結合物質と
第二のブロッキング剤とを有する検出領域を含む基板；
を含む生体試料中の測定対象物質を定量するためのキットであって、前記第一のブロッキ
ング剤と前記第二のブロッキング剤とがそれぞれ互いに異なり、
　前記第一のブロッキング剤が、アルブミン、及び前記測定対象物質と結合性を有する免
疫グロブリン以外の免疫グロブリンの一方であり、
　前記第二のブロッキング剤が、アルブミン、及び前記測定対象物質と結合性を有する免
疫グロブリン以外の免疫グロブリンの他方であり、
　前記標識粒子が、乳化剤を有しない標識粒子である、
キット。
【請求項５】
　前記アルブミンが、ウシ血清アルブミンである、請求項１に記載のキット。
【請求項７】
　前記標識粒子が蛍光粒子であり、前記検出領域が金膜上にある、請求項１または５に記
載のキット。
【請求項８】
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　生体試料中の測定対象物質を定量する方法であって、
　生体試料を、測定対象物質と結合性を有する第一の結合物質と第一のブロッキング剤と
を有する標識粒子と反応させる反応工程；及び
　前記測定対象物質又は前記第一の結合物質の何れかと結合性を有する第二の結合物質と
第二のブロッキング剤とを有する検出領域を含む基板に、前記反応工程で得られた反応産
物を接触させて、標識粒子を基板上に捕捉させ、前記測定対象物質の量に関連した標識情
報を取得する、測定対象物質関連標識情報取得工程；
を含み、
　前記第一のブロッキング剤が、アルブミン、及び前記測定対象物質と結合性を有する免
疫グロブリン以外の免疫グロブリンの一方であり、
　前記第二のブロッキング剤が、アルブミン、及び前記測定対象物質と結合性を有する免
疫グロブリン以外の免疫グロブリンの他方であり、
　前記標識粒子が、乳化剤を有しない標識粒子である、
方法。
【請求項１２】
　前記アルブミンが、ウシ血清アルブミンである、請求項８に記載の方法。
【請求項１４】
　前記標識粒子が蛍光粒子であり、前記検出領域が金膜上にある、請求項８または１２に
記載の方法。
【請求項１５】
　表面プラズモン励起による蛍光検出により、測定対象物質の量に関連した標識情報を取
得する、請求項１４に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生体試料中の測定対象物質を定量するためのキット及び生体試料中の測定対
象物質を定量する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　生体試料に含まれるタンパク質、酵素又は無機化合物などの測定対象物質を定量するた
めの高感度かつ容易な測定法として蛍光検出法が広く用いられている。蛍光検出法は、特
定波長の光により励起されて蛍光を発する測定対象物質を含むと考えられる試料に上記特
定波長の励起光を照射した際に発する蛍光を検出することによって測定対象物質の存在を
確認する方法である。測定対象物質が蛍光体でない場合、測定対象物質と特異的に結合す
る物質を蛍光色素で標識した物質を、試料に接触させ、その後上記と同様にして、励起光
を照射した際に発する蛍光を検出することにより、測定対象物質の存在を確認することが
できる。
【０００３】
　上記の蛍光検出法において、検出の感度を向上させるため、プラズモン共鳴による電場
増強の効果を利用する方法が知られている。この方法では、プラズモン共鳴を生じさせる
ため、透明な支持体上の所定領域に金属膜を設けたセンサチップを用意する。そして、支
持体と金属膜との界面に対して支持体における金属膜形成面の反対面側から全反射角以上
の角度で励起光を入射させる。この励起光の照射により金属膜に表面プラズモンが発生し
、この表面プラズモンの発生による電場増強作用によって蛍光が増強され、シグナル／ノ
イズ比（Ｓ／Ｎ比）が向上することとなる。表面プラズモン励起による蛍光検出法（Ｓｕ
ｒｆａｃｅ　Ｐｌａｓｍｏｎ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ、以下、「ＳＰＦ法」とする）
は、落射励起による蛍光検出法（以下、「落射蛍光法」とする）と比較して約１０倍のシ
グナル増強度が得られ、高感度に測定することができる。
【０００４】
　上記したような測定対象物質の定量においては、ブロッキング剤としてアルブミンを使
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用することが知られている。特許文献１には、 蛍光ナノ粒子を用いた免疫染色により、
含アミノ基シランカップリング剤で処理した基材ガラスの表面に固定した病理組織中の抗
原を検出する免疫染色方法であって、含アミノ基シランカップリング剤で処理した基材ガ
ラスの表面に固定した病理組織に対して、ブロッキング剤を添加する工程と、抗原に反応
する抗体を上記病理組織に添加する工程と、含アミノ基シランカップリング剤中のアミノ
基と反応可能な官能基を有する化合物（１）を添加し、室温下に所定時間静置する工程と
、抗体と反応して結合可能な官能基を有する蛍光ナノ粒子を添加する工程とからなること
を特徴とする免疫染色方法が記載され、ブロッキング剤の一例としてウシ血清アルブミン
が記載されている。特許文献２には、水分散型高分子粒子を担体とし、担体の表面に被検
物質に対する特異的結合物質と、非特異的吸着のブロッキング剤とを有してなる特異的結
合体が記載されており、非特異的吸着のブロッキング剤の一例として、ウシ血清アルブミ
ンが記載されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開２０１４－２３５０８１号公報
【特許文献２】特開２００１－２１５６３号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　上記のとおり、簡易的な測定方法で高感度に測定が可能な方法としては、表面プラズモ
ン励起による蛍光検出法が知られているが、測定精度は十分に満足のいくものではなかっ
た。即ち、常に精度よく測定対象物質を定量するためには、更に再現性の高い簡易的な測
定方法が望まれている。
【０００７】
　本発明は、血中に存在する抗血清アルブミン抗体などの抗体の影響を回避して、生体試
料中の測定対象物質を高い精度で定量することができるキット及び方法を提供することを
解決すべき課題とした。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは上記課題を解決するために鋭意検討した結果、測定対象物質と結合性を有
する第一の結合物質と第一のブロッキング剤とを有する標識粒子、及び上記測定対象物質
又は上記第一の結合物質の何れかと結合性を有する第二の結合物質と、第一のブロッキン
グ剤とは異なる第二のブロッキング剤とを有する検出領域を含む基板を用いて、生体試料
中の測定対象物質を定量することによって、上記課題を解決できることを見出した。本発
明はこれらの知見に基づいて完成したものである。即ち、本発明によれば、以下の発明が
提供される。
【０００９】
（１）　測定対象物質と結合性を有する第一の結合物質と第一のブロッキング剤とを有す
る標識粒子；及び
　上記測定対象物質又は上記第一の結合物質の何れかと結合性を有する第二の結合物質と
第二のブロッキング剤とを有する検出領域を含む基板；
を含む生体試料中の測定対象物質を定量するためのキットであって、上記第一のブロッキ
ング剤と上記第二のブロッキング剤とがそれぞれ互いに異なる、キット。
（２）　上記第一のブロッキング剤と上記第二のブロッキング剤とがそれぞれ互いに異な
るタンパク質である、（１）に記載のキット。
（３）　上記第一のブロッキング剤が、アルブミン及びグロブリンの一方であり、上記第
二のブロッキング剤が、アルブミン及びグロブリンの他方である、（１）又は（２）に記
載のキット。
（４）　上記第一のブロッキング剤がグロブリンであり、上記第二のブロッキング剤がア



(4) JP 6532594 B2 2019.6.19

10

20

30

40

50

ルブミンである、（３）に記載のキット。
（５）　上記アルブミンが、ウシ血清アルブミンである、（３）又は（４）に記載のキッ
ト。
（６）　上記グロブリンが、上記測定対象物質と結合性を有する免疫グロブリン以外の免
疫グロブリンである、（３）から（５）の何れか一に記載のキット。
（７）　上記標識粒子が蛍光粒子であり、上記検出領域が金膜上にある、（１）から（６
）の何れか一に記載のキット。
（８）　生体試料中の測定対象物質を定量する方法であって、
　生体試料を、測定対象物質と結合性を有する第一の結合物質と第一のブロッキング剤と
を有する標識粒子と反応させる反応工程；及び
　上記測定対象物質又は上記第一の結合物質の何れかと結合性を有する第二の結合物質と
第二のブロッキング剤とを有する検出領域を含む基板に、上記反応工程で得られた反応産
物を接触させて、標識粒子を基板上に捕捉させ、上記測定対象物質の量に関連した標識情
報を取得する、測定対象物質関連標識情報取得工程；
を含み、上記第一のブロッキング剤と上記第二のブロッキング剤とがそれぞれ互いに異な
る、方法。
（９）　上記第一のブロッキング剤と上記第二のブロッキング剤とがそれぞれ互いに異な
るタンパク質である、（８）に記載の方法。
（１０）　上記第一のブロッキング剤が、アルブミン及びグロブリンの一方であり、上記
第二のブロッキング剤が、アルブミン及びグロブリンの他方である、（８）又は（９）に
記載の方法。
（１１）　上記第一のブロッキング剤がグロブリンであり、上記第二のブロッキング剤が
アルブミンである、（１０）に記載の方法。
（１２）　上記アルブミンが、ウシ血清アルブミンである、（１０）又は（１１）に記載
の方法。
（１３）　上記グロブリンが、上記測定対象物質と結合性を有する免疫グロブリン以外の
免疫グロブリンである、（１０）から（１２）の何れか一に記載の方法。
（１４）　上記標識粒子が蛍光粒子であり、上記検出領域が金膜上にある、（８）から（
１３）の何れか一に記載の方法。
（１５）　表面プラズモン励起による蛍光検出により、測定対象物質の量に関連した標識
情報を取得する、（１４）に記載の方法。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明のキット及び方法によれば、生体試料中の測定対象物質を高い精度で定量するこ
とができる。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】図１は、本発明のキットに含まれるセンサチップの概略図を示す。
【図２】図２は、本発明のキットに含まれるセンサチップの分解図を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　以下、本発明についてさらに詳細に説明する。
［生体試料中の測定対象物質を定量するためのキット］
　本発明による生体試料中の測定対象物質を定量するためのキットは、測定対象物質と結
合性を有する第一の結合物質と第一のブロッキング剤とを有する標識粒子；及び上記測定
対象物質又は上記第一の結合物質の何れかと結合性を有する第二の結合物質と第二のブロ
ッキング剤とを有する検出領域を含む基板；を含み、上記第一のブロッキング剤と上記第
二のブロッキング剤とがそれぞれ互いに異なる、キットである。
【００１３】
　測定精度をさらに改善するという課題に鑑みて、本発明においては、標識粒子上のブロ
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ロッキング剤）として、それぞれ互いに異なるブロッキング剤を使用することによって、
測定精度が高い定量キット及び定量方法を提供することが可能になった。即ち、本発明に
おいては、第一のブロッキング剤及び第二のブロッキング剤がそれぞれ互いに異なること
により、生体試料中に存在する可能性がある抗体成分の影響を回避することができ、これ
により測定精度の向上を達成している。例えば、第一のブロッキング剤及び第二のブロッ
キング剤としてウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を使用した場合には、生体試料中に抗ＢＳ
Ａ抗体が存在すると、基板の検出領域と標識粒子とが抗ＢＳＡ抗体を介して結合してしま
い、正確な定量を行なえなくなるが、本発明の構成を採用することにより、上記したよう
な抗ＢＳＡ抗体を介した結合は回避することができる。
【００１４】
（生体試料）
　生体試料としては、測定対象物質を含む可能性のある試料である限り、特に限定される
ものではなく、例えば、生物学的試料、特には動物（例えば、ヒト、イヌ、ネコなど）の
体液（例えば、血液、血清、血漿、髄液、涙液、汗、尿、膿、鼻水、又は喀痰）若しくは
排泄物（例えば、糞便）、臓器、組織、粘膜や皮膚などを挙げることができる。
【００１５】
（測定対象物質）
　測定対象物質としては、特に限定されないが、例えば、胆汁酸、コルチゾール、コレス
テロール、タンパク質などが挙げられる。
【００１６】
　胆汁酸は、哺乳類の胆汁に存在するステロイド誘導体でコラン酸骨格を有する化合物の
総称であり、代表的なものとして、コール酸、デオキシコール酸、及びケノデオキシコー
ル酸が挙げられる。
　胆汁酸の主な役割は、消化管内でミセルの形成を促進し、食物脂肪をより吸収しやすく
するものである。肝臓で生合成されたものを一次胆汁酸という。また一部は腸管で微生物
による変換を受け、その代謝物は二次胆汁酸と呼ばれる。胆汁酸は、通常グリシンやタウ
リンと結び付いており、これらは抱合胆汁酸（胆汁酸塩）と呼ばれる。
【００１７】
　イヌ及びネコにおける血清胆汁酸濃度を測定する迅速で簡便な方法は、肝細胞機能及び
腸肝門脈循環を反映する高感度で特異的な検査として認識されるようになった。血清胆汁
酸に関する研究では、特に、臨床兆候が不明瞭で解釈できない高い肝酵素活性を示してい
るが黄疸を伴わないイヌとネコにおいて、臨床的に確定診断が必要な肝胆道系疾患を検出
するために血清胆汁酸の有用性が示されている。また、先天性門脈体循環シャントの診断
において診断率を高めるために空腹時及び食後の胆汁酸定量が勧められている。胆汁酸濃
度が、高値の場合は、急性肝炎、慢性肝疾患、胆汁うっ帯、腸内細菌過剰増殖、門脈シャ
ント(ｐｏｒｔｏｓｙｓｔｅｍｉｃ　ｓｈｕｎｔ；ＰＳＳ) 等が疑われる。一方、胆汁酸
濃度が、低値の場合は、腸管吸収不良が疑われる。
【００１８】
　このような胆汁酸は、わずかに構造が異なる化合物の集合体として存在し、具体的には
１０種類の化合物が存在する。イヌ及びネコの場合には、胆汁酸としては、 コール酸、
デオキシコール酸及びケノデオキシコール酸の３種類でほぼ１００％が占められている。
例えば、イヌの血液中の３種類の構造違いの胆汁酸の比率は、平均値で表すと、コール酸
：デオキシコール酸：ケノデオキシコール酸＝７４％：２０％：６％の割合となる（日本
獣医学雑誌、52（2）1990）。コール酸、デオキシコール酸及びケノデオキシコール酸の
構造を以下に示す。
【００１９】
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【化１】

【００２０】
（第一の結合物質）
　本発明で用いる第一の結合物質は、測定対象物質と結合性を有する物質である。第一の
結合物質としては、抗原、抗体、又はこれらの複合体を使用できるが、これらに限定され
るものではない。好ましくは、第一の結合物質は抗体である。第一の結合物質が抗体であ
る場合は、測定対象物質と結合性を有する抗体として、例えば、その測定対象物質によっ
て免疫された動物の血清から調製する抗血清や、抗血清から精製された免疫グロブリン画
分、その測定対象物質によって免疫された動物の脾臓細胞を用いる細胞融合によって得ら
れるモノクローナル抗体、あるいは、それらの断片［例えば、Ｆ（ａｂ’）2、Ｆａｂ、
Ｆａｂ’、又はＦｖ］などを用いることができる。これらの抗体の調製は、常法により行
なうことができる。さらに、その抗体がキメラ抗体などの場合のように、修飾を加えられ
たものでもよいし、また市販の抗体でも、動物血清又は培養上清から公知の方法により調
製した抗体でも使用可能である。
【００２１】
　例えば、測定対象物質が胆汁酸である場合、第一の結合物質としては、胆汁酸に結合性
を有する（好ましくは、胆汁酸を特異的に認識する）抗胆汁酸抗体を使用する。胆汁酸に
は、コール酸、デオキシコール酸及びケノデオキシコール酸が含まれることから、本発明
においては、第一の結合物質として、抗コール酸抗体、抗デオキシコール酸抗体及び抗ケ
ノデオキシコール酸抗体を作製し、上記３種類の抗体を使用することができる。
【００２２】
　抗コール酸抗体、抗デオキシコール酸抗体及び抗ケノデオキシコール酸抗体の具体的な
作製方法として、例えば抗コール酸抗体の作製方法を例に挙げて以下に説明する。
　コール酸と、牛血清アルブミン（Ｂｏｖｉｎｅ　Ｓｅｒｕｍ　Ａｌｂｕｍｉｎ、以下Ｂ
ＳＡと略す）と、縮合剤を混合してコール酸・ＢＳＡ結合体を作製することができる。結
合体をマウス免疫感作抗原として用いて、数回、マウス背部皮下に免疫する。この場合、
完全アジュバント（Ｃｏｍｐｌｅｔｅ　Ｆｒｅｕｎｄ‘ｓ　Ａｄｊｕｖａｎｔ：ＣＦＡ）
、及び／又は不完全アジュバント（Ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ　Ｆｒｅｕｎｄ‘ｓ　Ａｄｊｕ
ｖａｎｔ：ＩＦＡ）を適宜選択して免疫感作抗原と混合して使用することができる。完全
アジュバントとは、免疫を刺激する物質であって、パラフィンとアラセルの混合物である
。不完全アジュバントとは、完全アジュバントに死滅したミコバクテリア又は結核菌の死
菌を加え、抗原性をさらに増強させたものである。数週間で数回、適宜免疫感作を行った
後にマウスから採血し抗体価の測定を実施する。抗体価の十分な上昇が認められた場合に
腹腔内に抗原を投与し、数日後に脾臓を摘出する。こうして免疫マウスより摘出した脾臓
細胞を、変異株骨髄腫細胞（ミエローマ）と融合させることで、抗体産生能力を備えた融
合細胞を作製することができる。この融合細胞の中から目的とする抗原に対する抗体産生
細胞のみを選択し、さらにその細胞株だけを増殖するために限界希釈を行う。希釈後の細
胞の培養（クローニング）を行うことができる。このようにして得られる融合細胞株を、
マウスの腹腔内に注射して、腹水型の抗体産生細胞を増殖させることによってモノクロー
ナル抗体を腹水中に産生することが可能となり、これらの抗体を回収することで、目的の
抗体を入手することができる。
【００２３】
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　測定対象物質がコルチゾールである場合、第一の結合物質としては、コルチゾールに結
合性を有する（好ましくは、コルチゾールを特異的に認識する）抗コルチゾール抗体を使
用することができる。抗コルチゾール抗体の製造は、上記した抗コール酸抗体の作製方法
に準じて行うことができる。
【００２４】
（標識粒子）
　本発明で用いる標識粒子としては、免疫反応に通常用いられ得る標識を有する粒子を使
用することができる。標識粒子としては、免疫反応に通常用いられ得る蛍光で着色された
蛍光粒子を使用することができ、あるいは酵素で標識された粒子、などを使用することも
できる。
【００２５】
　蛍光粒子としては、例えば、蛍光ポリスチレンビーズなどの蛍光高分子粒子、蛍光ガラ
スビーズ等の蛍光ガラス粒子を用いることができる。蛍光粒子の材質の具体例としては、
スチレン、メタクリル酸、グリシジル（メタ）アクリレート、ブタジエン、塩化ビニル、
酢酸ビニルアクリレート、メチルメタクリレート、エチルメタクリレート、フェニルメタ
クリレート、又はブチルメタクリレートなどのモノマーを用いた高分子、又は２種以上の
モノマーを用いた共重合体などの合成高分子粉末があり、これらを均一に懸濁させたラテ
ックスが好ましい。また、その他の有機高分子粉末、無機物質粉末、微生物、血球、細胞
膜片、又はリポソームなどが挙げられる。
【００２６】
　標識粒子としてラテックス粒子を使用する場合、ラテックスの材質の具体例としては、
ポリスチレン、スチレン－アクリル酸共重合体、スチレン－メタクリル酸共重合体、スチ
レン－グリシジル（メタ）アクリレート共重合体、スチレン－スチレンスルホン酸塩共重
合体、メタクリル酸重合体、アクリル酸重合体、アクリロニトリル－ブタジエン－スチレ
ン共重合体、塩化ビニル－アクリル酸エステル共重合体、及びポリ酢酸ビニルアクリレー
トなどが挙げられる。ラテックスとしては、単量体としてスチレンを少なくとも含む共重
合体が好ましく、スチレンと、アクリル酸又はメタクリル酸との共重合体が特に好ましい
。ラテックスの作製方法は特に限定されず、任意の重合方法により作製することができる
。但し、抗体標識の際に界面活性剤が存在すると抗体固定化が困難となるため、ラテック
スの作製は、無乳化剤乳化重合、即ち界面活性剤などの乳化剤を用いない乳化重合により
行うことが好ましい。
【００２７】
　重合により得られたラテックス自体が蛍光性である場合には、そのまま蛍光ラテックス
粒子として使用することができる。重合により得られたラテックスが非蛍光性の場合には
、ラテックスに蛍光物質（蛍光色素など）を添加することによって、蛍光ラテックス粒子
を作製することができる。即ち、蛍光ラテックス粒子は、水及び水溶性有機溶剤を含むラ
テックス粒子の溶液に蛍光色素を添加して攪拌することなどにより製造できる。
【００２８】
　蛍光色素を含有したリポゾ－ムやマイクロカプセル等も蛍光粒子として使用することが
できる。蛍光発色は、紫外光等を吸収して励起し、基底状態に戻る際に放出されるもので
あれば特に制限されるものではなく、例えば、黄緑（励起波長５０５ｎｍ／放出波長５１
５ｎｍ、以下同じ）、青（３５０～３５６ｎｍ／４１５～４４０ｎｍ）、赤（５３５～５
８０ｎｍ／５７５～６０５ｎｍ）、オレンジ（５４０ｎｍ／５６０ｎｍ）、レッド・オレ
ンジ（５６５ｎｍ／５８０ｎｍ）、クリムゾン（６２５ｎｍ／６４５ｎｍ）、ダークレッ
ド（６６０ｎｍ／６８０ｎｍ）などの蛍光発色が用いられ得る。これらの蛍光を発する蛍
光粒子は、例えば、Thermo Fisher 社から入手可能であり、同社においてFluoSpheres（
登録商標）の商品名で市販されている。
【００２９】
　標識粒子の平均粒径は、粒子の材質や測定対象物質を定量する濃度範囲、測定機器など
によって異なるが、０．００１～１０μｍ（より好ましくは０．００１～１μｍ）の範囲
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が好ましい。
【００３０】
（平均粒径の測定方法）
　標識粒子の平均粒径は、市販の粒度分布計等で計測することが可能である。粒度分布の
測定法としては、光学顕微鏡法、共焦点レーザー顕微鏡法、電子顕微鏡法、原子間力顕微
鏡法、静的光散乱法、レーザー回折法、動的光散乱法、遠心沈降法、電気パルス計測法、
クロマトグラフィー法、超音波減衰法等が知られており、それぞれの原理に対応した装置
が市販されている。
【００３１】
　粒径範囲及び測定の容易さから、本発明においては動的光散乱法を用いることが好まし
い。動的光散乱を用いた市販の測定装置としては、ナノトラックＵＰＡ（日機装（株））
、動的光散乱式粒径分布測定装置ＬＢ－５５０（（株）堀場製作所）、濃厚系粒径アナラ
イザーＦＰＡＲ－１０００（大塚電子（株））、ＺＥＴＡ　ＳＩＺＥＲ　Ｎａｎｏ ｓｅ
ｒｉｅｓ（マルバーン社）等が挙げられ、本発明においては、２５℃の測定温度で測定し
たメジアン径（ｄ＝５０）の値として求める。
【００３２】
（第一の結合物質による標識粒子の修飾）
　第一の結合物質を標識粒子に固定化する方法は、例えば、特開２０００－２０６１１５
号公報やThermo Fisher 社FluoSpheres（登録商標）ポリスチレンマイクロスフィアF8813
に添付のプロトコールなどに記載されており、免疫凝集反応用試薬を調製する公知の方法
がいずれも使用可能である。また、結合物質として抗体を粒子に固定化する原理として、
物理吸着及び共有結合による化学結合のいずれの原理も採用可能である。抗体を粒子に固
定させた後に抗体が被覆されていない粒子表面を覆うブロッキング剤（即ち、第一のブロ
ッキング剤）としては、例えば、アルブミン（ＢＳＡなど）、スキムミルク、カゼイン、
大豆由来成分、魚由来成分、又はポリエチレングリコールなど、並びに上記物質又は上記
物質と性質が同じである物質を含む市販の免疫反応用ブロッキング剤などが使用可能であ
る。これらのブロッキング剤は、必要に応じて熱や酸・アルカリ等により部分変性などの
前処理を施すことも可能である。さらに、第一のブロッキング剤としては、測定対象物質
と結合性を有しない抗体（グロブリン）、あるいはテストエリアに使用しないタンパク質
（Protein A、Protein G）などを使用することもできる。
【００３３】
　抗体を粒子に固定化する具体的な方法を、以下に例示する。粒子の固形分濃度が０．１
～１０質量％になるよう分散させた液に、０．０１～２０ｍｇ／ｍＬの濃度に調整した抗
体溶液を添加して、混合する。温度４～５０℃の条件下で５分間～４８時間撹拌を継続す
る。次いで遠心分離その他の方法により粒子と溶液を分離して、溶液に含まれている、粒
子に結合しなかった抗体を十分に除去する。その後、粒子を緩衝液にて洗浄する操作を０
～１０回繰り返す。粒子と抗体とを混合して、粒子に抗体を結合させる操作を実施した後
に、抗原抗体反応に関与しない成分、好ましくはタンパク質、より好ましくはグロブリン
、アルブミン、ブロックエース（登録商標）、スキムミルク及びカゼインなどのブロッキ
ング剤を使用して粒子表面の抗体が結合していない部分を保護することが望ましい。
【００３４】
　抗原や抗体等を粒子に固定化する際に、安定化剤を必要に応じて添加可能である。安定
化剤とは、ショ糖や多糖類などの合成高分子あるいは天然高分子など、抗原や抗体を安定
化するものであれば特に制限されず、Immunoassay Stabilizer（Advanced Biotechnologi
es Inc （ABI社））などの市販の安定化剤も使用可能である。
【００３５】
　第一の結合物質を有する標識粒子は本発明のキットに含まれており、キットの一部であ
る容器、たとえばカップに含まれている態様が好ましい。この場合、生体試料を、標識粒
子を含む容器に注入して混合、攪拌することにより、生体試料中の測定対象物質と第一の
結合物質とを結合させることができる。
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【００３６】
（基板）
　本発明では、高感度な測定を達成するために、後述する表面プラズモン蛍光（ＳＰＦ）
検出を行う測定法を採用することが好ましい。この場合における基板としては、表面に金
属膜を有する基板を使用することが好ましい。金属膜を構成する金属としては、表面プラ
ズモン共鳴が生じ得るようなものであれば特に限定されない。好ましくは金、銀、銅、ア
ルミニウム、又は白金等の自由電子金属が挙げられ、特に金が好ましい。金を使用する場
合、後記する検出領域は、金膜上にある。上記の金属は単独又は組み合わせて使用するこ
とができる。また、上記基板への付着性を考慮して、基板と金属からなる層との間にクロ
ム等からなる介在層を設けてもよい。金属膜の膜厚は任意であるが、例えば、１ｎｍ以上
５００ｎｍ以下であるのが好ましく、特に１０ｎｍ以上２００ｎｍ以下であるのが好まし
い。５００ｎｍを超えると、媒質の表面プラズモン現象を十分検出することができない。
また、クロム等からなる介在層を設ける場合、その介在層の厚さは、０．１ｎｍ以上、１
０ｎｍ以下であることが好ましい。
【００３７】
　金属膜の形成は常法によって行えばよく、例えば、スパッタ法、蒸着法、イオンプレー
ティング法、電気めっき法、又は無電解めっき法等によって行うことができるが、基板材
質と金属膜との混合層を設けて、金属膜の密着性を良くするためには、スパッタ法により
金属膜を作製することが好ましい。この場合、基板材質と金属膜との混合層の厚さは十分
な密着性が確保できれば特に制限はないが、１０ｎｍ以下が好ましい。
【００３８】
　金属膜は好ましくは基板上に配置されている。ここで、「基板上に配置される」とは、
金属膜が基板上に直接接触するように配置されている場合のほか、金属膜が基板に直接接
触することなく、他の層を介して配置されている場合をも含む。本発明で使用することが
できる基板の材質としては例えば、一般的な光学ガラスの一種であるＢＫ７（ホウ珪酸ガ
ラス）等の光学ガラス、あるいは合成樹脂、具体的にはポリメチルメタクリレート、ポリ
エチレンテレフタレート、ポリカーボネート、又はシクロオレフィンポリマーなどのレー
ザー光に対して透明な材料からなるものが使用できる。このような基板は、好ましくは、
偏光に対して異方性を示さずかつ加工性の優れた材料が望ましい。
【００３９】
　ＳＰＦ検出のための基板の好ましい態様としては、ポリメチルメタクリレート(ＰＭＭ
Ａ)に金膜を蒸着した基板などを挙げることができる。
【００４０】
　基板は、測定対象物質又は第一の結合物質の何れかと結合性を有する第二の結合物質を
有する検出領域を備えている。
【００４１】
（第二の結合物質）
　第二の結合物質は、測定対象物質と結合性を有する物質であるか、又は第一の結合物質
と結合性を有する物質である。定量をサンドイッチアッセイ法で行う場合には、第二の結
合物質として、測定対象物質と結合性を有する物質を使用することができる。定量を競合
法で行う場合には、第二の結合物質として、第一の結合物質と結合性を有する物質を使用
することができる。本発明においては、定量を競合法で行うことが好ましく、第二の結合
物質として、第一の結合物質と結合性を有する物質を使用することが好ましい。
【００４２】
　第二の結合物質としては、特に限定されないが、好ましい例としては、抗原、抗体、又
はこれらの複合体が挙げられるが、好ましくは、抗原であり、第二の結合物質として、測
定対象物質（これは、第一の結合物質と結合性を有する物質である）を使用することが特
に好ましい。
【００４３】
　第二の結合物質として、測定対象物質を使用する場合には、第二の結合物質は、測定対
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象物質とキャリアとの結合体であることが好ましい。キャリアとは、測定対象物質の複数
の分子が結合可能な物質を意味する。好ましいキャリアの一例としては、タンパク質など
が挙げられ、その中でも具体的には、ウシ血清アルブミン等を挙げることができる。
【００４４】
　測定対象物質が胆汁酸である場合、第二の結合物質は、コール酸及び／又はコール酸ア
ルブミン結合体、デオキシコール酸及び／又はデオキシコール酸・アルブミン結合体、並
びにケノデオキシコール酸及び／又はケノデオキシコール酸・アルブミン結合体を含むこ
とが特に好ましい。また、測定対象物質がコルチゾールである場合は、第二の結合物質は
、コルチゾール・アルブミン結合体であることが好ましい。
【００４５】
（第二の結合物質を基板に固定化する方法）
　第二の結合物質を基板に固定化する方法は、例えば、Ｎｕｎｃ社の提供するＴｅｃｈ　
Ｎｏｔｅｓ　Ｖｏｌ．２－１２などに記載されており、一般的なＥＬＩＳＡ（Enzyme-Lin
ked ImmunoSorbent Assay：酵素結合免疫吸着法）試薬を調製する公知の方法がいずれも
使用可能である。また、基板上に自己組織化単分子膜（ＳＡＭ：Self-Assembled Monolay
er）などを配することによる表面修飾を施しても良く、第二の結合物質を基板に固定化す
る方法としては、物理吸着を用いた方法、及び共有結合による化学結合を用いた方法のい
ずれの方法も採用可能である。第二の結合物質を基板に固定させた後に、第二の結合物質
が被覆されていない基板表面を覆うブロッキング剤（第二のブロッキング剤）としては、
公知の物質、例えば、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、グロブリン、スキムミルク、カゼ
イン、大豆由来成分、魚由来成分又はポリエチレングリコールなど、並びに上記物質又は
上記物質と性質が同じである物質を含む市販の免疫反応用ブロッキング剤などが使用可能
である。これらのブロッキング剤は、必要に応じて熱や酸・アルカリ等により部分変性な
どの前処理を施すことも可能である。
【００４６】
（検出領域＜テストエリア＞）
　本発明は、基板上に生体試料中の測定対象物質の有無を検出するテストエリアを設ける
ことができる。このテストエリアでは、例えば測定対象物質である抗原を捕まえて、抗原
に結合した標識の量を検出し定量することで、抗原を定量することが可能となる。あるい
は、抗原に結合した標識のみを結合できないようにし、抗原に結合していない標識のみを
捕獲して、抗原の結合した標識の量を算出する方法により、抗原を定量することが可能と
なる。この検出方法は競合法と呼ばれているが、ここでは、競合法に関する基板について
説明する。
【００４７】
　基板のテストエリアには、標識粒子上に存在する結合物質（例えば抗体）と反応するサ
イトを有することが好ましい。本発明の好ましい一態様としては、生体試料中に存在する
抗原を、基板のテストエリア上に有する態様が好ましい。この場合、抗原とＢＳＡを縮合
剤の存在下で反応させて、抗原・ＢＳＡ結合体を作製し、この結合体をテストエリア上に
吸着させることでテストエリアを作製することが可能となる。測定対象物質である抗原－
ＢＳＡ結合体は、緩衝液に溶解させて、基板上に点着して、一定時間放置した後、上清を
吸引し、乾燥させるなどの方法で基板上のテストエリアに結合させることが可能である。
【００４８】
（参照領域＜コントロールエリア＞）
　本発明では、測定環境、特に測定温度の影響を極力抑えるために、基板上にコントロー
ルエリアを有し、テストエリアの情報を、コントロールエリアの情報で規格化することに
よって、環境依存性を非常に低く抑えることが可能となる。コントロールエリアとしては
、使用する生体試料の中に存在する測定対象物質の量に依存せず、すべての標識と結合す
ることが可能なように設計されていることが好ましい。標識粒子上に存在する抗体すべて
に相互作用する抗体を有することが好ましい。このように設計することによって、テスト
エリアの情報をコントロールエリアの情報で規格化することにより、例えば、低温環境で
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、生体試料の流れや、反応速度が影響を受けた場合でも、規格化によってその影響をキャ
ンセルして、常に精度よく、測定環境に影響されない結果を得ることが可能になる。
【００４９】
　コントロールエリアに存在させる好ましい抗体としては、標識粒子上に存在する結合物
質（例えば、抗体）を認識する機能をもち、その抗体がマウス由来であれば、抗マウス抗
体であることが好ましく、標識粒子上の抗体が、ヤギ由来であれば、抗ヤギ抗体であるこ
とが好ましい。これらコントロールエリア上の抗体は、緩衝液に溶解させて、基板上に点
着して、一定時間放置した後、上清を吸引し、乾燥させるなどの方法で基板に結合させる
ことが可能である。
【００５０】
（ブロッキング剤）
　例えば、競合法において、測定対象物質を含まない陰性となる生体試料だけでなく、測
定対象物質を含む陽性となる生体試料に対しても反応して陰性となる生体試料が存在して
おり、高値乖離の問題の解決が課題として認識されている。このような擬陰性を示す原因
は明確にはなっていないが、抗体に覆われていない標識粒子表面と、検出領域（テストエ
リア）との非特異的な相互作用により、本来結合してほしくない標識粒子が存在すること
が原因の一つではないかと考えられている。また、テストエリア上に存在する物質と同じ
物質が標識粒子表面上に存在する場合にも、遊離した抗体などが生体試料中に存在する場
合には、その抗体が、テストエリア上に存在する物質と、標識粒子表面上の物質のどちら
にも結合することで、測定対象物質を含む陽性となる生体試料を測定した場合においても
陰性として検出される場合がある。
　一般的に、固相表面（例えば標識粒子表面、基板の金膜表面）、への非特異吸着抑制の
ためにＢＳＡでのブロッキングが用いられているが、ある特定の生体試料中にＢＳＡに反
応する抗ＢＳＡ抗体が存在する場合には、標識粒子上のＢＳＡと基板上のＢＳＡとの間で
架橋するように反応し、高値乖離を起こす場合がある。
【００５１】
　本発明においては、第一のブロッキング剤と第二のブロッキング剤とがそれぞれ互いに
異なるものとすることによって、上記問題を解決している。
　好ましくは、第一のブロッキング剤と第二のブロッキング剤とはそれぞれ互いに異なる
タンパク質である。第一のブロッキング剤と第二のブロッキング剤の具体例は、本明細書
中上記の通りである。好ましくは、第一のブロッキング剤は、アルブミン及びグロブリン
の一方であり、第二のブロッキング剤が、アルブミン及びグロブリンの他方である。より
好ましくは、第一のブロッキング剤がグロブリン（より好ましくは、測定対象物質と結合
性を有する免疫グロブリン以外の免疫グロブリン）であり、第二のブロッキング剤がアル
ブミン（より好ましくはウシ血清アルブミン）である。
【００５２】
　測定対象物質と結合性を有する免疫グロブリン以外の免疫グロブリンとして具体的には
、測定対象物質とは異なる抗原によって免疫された動物の血清から調製する抗血清、抗血
清から精製された免疫グロブリン画分、その測定対象物質によって免疫された動物の脾臓
細胞を用いる細胞融合によって得られるモノクローナル抗体、あるいは、それらの断片［
例えば、Ｆ（ａｂ’）2、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、又はＦｖ］などを用いることが可能である
。これらの抗体の調製は、常法により行なうことができる。さらに、その抗体がキメラ抗
体などの場合のように、修飾を加えられたものでもよいし、また市販の抗体でも、動物血
清や培養上清から公知の方法により調製した抗体も使用可能である。本発明では、第一の
ブロッキング剤として、特に抗ＣＲＰ（C反応性蛋白）抗体を使用する態様が好ましい。
【００５３】
（抗体）
　本発明において、抗体は、その動物種やサブクラス等によらず使用できる。例えば、本
発明に用いることが可能な抗体は、マウス、ラット、ハムスター、ヤギ、ウサギ、ヒツジ
、ウシ、ニワトリなど免疫反応が起こり得る生物に由来する抗体、具体的には、マウスＩ
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ｇＧ、マウスＩｇＭ、ラットＩｇＧ、ラットＩｇＭ、ハムスターＩｇＧ、ハムスターＩｇ
Ｍ、ウサギＩｇＧ、ウサギＩｇＭ、ヤギＩｇＧ、ヤギＩｇＭ、ヒツジＩｇＧ、ヒツジＩｇ
Ｍ、ウシＩｇＧ、ウシＩｇＭ、トリＩｇＹ等であり、ポリクローナル又はモノクローナル
のどちらも使用可能である。断片化抗体は、少なくとも１つの抗原結合部位を持つ、完全
型抗体から導かれた分子であり、具体的にはＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）2等である。これらの
断片化抗体は、酵素あるいは化学的処理によって、もしくは遺伝子工学的手法を用いて得
られる分子である。
【００５４】
（キットの他の要素）
　本発明のキットは、測定対象物質を測定する方法に用いられるものであり、測定対象物
質が胆汁酸である場合には、胆汁酸測定診断用のキットであり、測定対象物質がコルチゾ
ールである場合には、コルチゾール測定診断用のキットである。本発明において、測定対
象物質の測定を実施するに当たり、第二の結合物質を固定した基板と、蛍光粒子などの標
識粒子を保持した部材を含むセンサチップを含むものであるが、表面プラズモン励起装置
、及び蛍光測定デバイスなどの、測定対象物質の測定に使用される各種の器材又は装置を
含めてもよい。さらに、キットの要素として、既知量の測定対象物質を含む試料、取扱説
明書などを含めてもよい。
【００５５】
［生体試料中の測定対象物質を定量する方法］
　本発明による生体試料中の測定対象物質を定量する方法は、
　生体試料を、測定対象物質と結合性を有する第一の結合物質と第一のブロッキング剤と
を有する標識粒子と反応させる反応工程；及び
　上記測定対象物質又は上記第一の結合物質の何れかと結合性を有する第二の結合物質と
第二のブロッキング剤とを有する検出領域を含む基板に、上記反応工程で得られた反応産
物を接触させて、標識粒子を基板上に捕捉させ、上記測定対象物質の量に関連した標識情
報を取得する、測定対象物質関連標識情報取得工程；
を含み、第一のブロッキング剤と第二のブロッキング剤とがそれぞれ互いに異なる、方法
である。
【００５６】
　本発明においては、測定対象物質の量に関連した標識情報を取得する測定対象物質関連
標識情報取得工程により、測定対象物質を定量する。
　本発明における定量は、測定対象物質の量の測定である限り、最も広い概念として解釈
される。測定方法の具体的な実施態様としては、競合法及びサンドイッチ法が挙げられる
が、競合法が好ましい。
【００５７】
　競合法の一例として、胆汁酸を定量する場合を以下に説明する。胆汁酸以外の物質を定
量する場合も、同様に実施することができる。
　競合法では、先ず、胆汁酸／アルブミン比が７以上１４以下である胆汁酸・アルブミン
結合体が固定化されている胆汁酸免疫測定用基板に、胆汁酸を含む生体試料及び抗胆汁酸
抗体標識蛍光粒子を接触させる。その生体試料中に胆汁酸が存在しない場合には、抗胆汁
酸抗体標識蛍光粒子と、基板上の胆汁酸（即ち、胆汁酸・アルブミン結合体中の胆汁酸）
とにより、基板上で抗原抗体反応が起こる。一方、生体試料中に胆汁酸が存在する場合に
は、生体試料中の胆汁酸と抗胆汁酸抗体標識蛍光粒子との間で抗原抗体反応が起こり、抗
胆汁酸抗体標識蛍光粒子と、基板上の胆汁酸（即ち、胆汁酸・アルブミン結合体中の胆汁
酸）との間の抗原抗体反応が阻害される。上記の反応が終了した後、基板上のアルブミン
に結合しなかった抗胆汁酸抗体標識蛍光粒子を除去する。次いで基板上の免疫複合体（即
ち、抗胆汁酸抗体標識蛍光粒子と、基板上の胆汁酸・アルブミン結合体中の胆汁酸との複
合体）の形成の度合いを蛍光強度として検出することにより、生体試料中の胆汁酸の濃度
などを測定することができる。
【００５８】
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　競合法における蛍光の測定形態は、プレートリーダー測定、あるいはフロー測定のいず
れかの測定を採用することが可能であり、例えば、以下の方法により測定することができ
る。予め、胆汁酸濃度が異なる胆汁酸量既知の試料を複数用意し、この試料及び抗胆汁酸
抗体標識蛍光粒子を予め混合する。この混合液を、胆汁酸・アルブミン結合体が固定化さ
れている領域に接触させる。胆汁酸・アルブミン結合体が固定化されている領域からの蛍
光信号を、特定の時間間隔で混合液が結合体に接触している間、複数の蛍光信号として測
定する。この複数の蛍光信号から、各胆汁酸濃度において、蛍光量の時間変化（傾き）を
求める。この時間変化をＹ軸、胆汁酸濃度をＸ軸としてプロットし、最小二乗法等の適宜
ふさわしいフィッティング方法を用いて、蛍光量の時間変化に対する胆汁酸濃度の関係式
を取得する。このように取得した関係式に基づき、検査目的とする生体試料を用いた蛍光
量の時間変化の結果を用いて、生体試料に含まれる胆汁酸量を定量することができる。
【００５９】
　この胆汁酸量の定量は、短時間で行うことが好ましい。具体的には、１０分以内に行わ
れることが好ましく、８分以内がより好ましく、更には６分以内で行われることが好まし
い。この定量時間には、最小二乗法等の適宜ふさわしいフィッティング方法を用いて予め
取得した蛍光量の時間変化と胆汁酸濃度との関係式を利用して、試料及び抗胆汁酸抗体標
識蛍光粒子を、胆汁酸・アルブミン結合体が固定化されている検出領域に接触させてから
、検査目的とする生体試料を用いた蛍光量の時間変化の結果を基に生体試料に含まれる胆
汁酸量を換算する時間が含まれていることが好ましい。
【００６０】
　サンドイッチ法では、特に限定されるものではないが、例えば、以下の手順により測定
対象物質を測定することができる。測定対象物質を含む可能性のある生体試料と、測定対
象物質と結合性を有する第一の結合物質を有する蛍光粒子とを、基板上で接触させる。生
体試料に測定対象物質が存在する場合には、測定対象物質と蛍光粒子と基板との間で結合
反応（抗原抗体反応など）が生じる。その結果、生体試料中に測定対象物質が存在する場
合には、基板に結合した第二の結合物質と、測定対象物質と、第一の結合物質を有する蛍
光粒子とからなる免疫複合体が形成される。サンドイッチ法では、第二の結合物質と、測
定対象物質と、第一の結合物質を有する蛍光粒子との反応が終了した後、上記免疫複合体
を形成しなかった、第一の結合物質を有する蛍光粒子を除去し、洗浄する。次いで免疫複
合体の形成の度合いを蛍光強度として検出することにより、測定対象物質の濃度などを測
定することができる。なお、蛍光強度と測定対象物質の濃度は、正の相関関係がある。
【００６１】
（流路）
　本発明の好ましい態様においては、測定対象物質を含む可能性のある生体試料と、第一
の結合物質を有する標識粒子とを混合した混合液を、基板上に適用し、流路に展開するこ
とができる。流路とは、生体試料と、第一の結合物質を有する標識粒子とを、検出領域ま
で流下する通路であれば、特に制限はない。好ましい流路の態様としては、第一の結合物
質を有する標識粒子を含む生体試料液を点着する点着口、検出領域としての金属膜、及び
金属膜を超えて流路が存在し、生体試料が、金属膜上を通過できる構造を有するものであ
る。好ましくは、金属膜に対して、点着口とは反対側に、吸引口を設けることができる。
【００６２】
（表面プラズモン蛍光測定）
　本発明における蛍光などの標識の検出方法としては、特に限定されないが、例えば、蛍
光強度を検出することができる機器、具体的には、マイクロプレートリーダー、又は表面
プラズモン励起による蛍光検出（ＳＰＦ）を行うためのバイオセンサーなどを用いて蛍光
強度を検出することが好ましい。好ましくは、表面プラズモン共鳴による蛍光検出により
、測定対象物質の量に関連した標識情報を取得することができる。
【００６３】
　なお、蛍光の測定の形態は、プレートリーダー測定でもよいし、フロー測定でもよい。
表面プラズモン励起による蛍光検出法（ＳＰＦ法）は、落射励起による蛍光検出法（落射
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蛍光法）よりも高感度に測定することができる。
【００６４】
　表面プラズモン蛍光（ＳＰＦ）バイオセンサーとしては、例えば、特開２００８－２４
９３６１号公報に記載されているような、所定波長の励起光を透過させる材料から形成さ
れた光導波路と、この光導波路の一表面に形成された金属膜と、光ビームを発生させる光
源と、上記光ビームを光導波路に通し、上記光導波路と金属膜との界面に対して表面プラ
ズモンを発生させる入射角で入射させる光学系と、上記表面プラズモンによって増強され
たエバネッセント波によって励起されることによって発生する蛍光を検出する蛍光検出手
段とを備えたセンサーを用いることができる。
【００６５】
　本発明の蛍光粒子を用いた表面プラズモン励起による蛍光検出（ＳＰＦ）系は、好まし
くは、基板上の金属膜上に固定化された測定対象物質の量に依存した蛍光物質からの蛍光
を検出するアッセイ方法であり、例えば、溶液中での反応の進行により、光学的な透明度
の変化を濁度として検出する、いわゆるラテックス凝集法とは異なる方法である。ラテッ
クス凝集法は、ラテックス試薬中の抗体感作ラテックスと生体試料中の抗原が、抗体反応
により結合し凝集する。この凝集塊は時間と共に増大し、この凝集塊に近赤外光を照射し
て得られた単位時間当たりの吸光度変化から、抗原濃度を定量化する方法である。本発明
では、ラテックス凝集法に比べて、非常に簡便な測定対象物質の検出方法を提供できる。
【００６６】
（規格化）
　さらに本発明の方法は、
　標識粒子の量に関連した標識情報を取得する、標識粒子関連標識情報取得工程；及び
　測定対象物質の量に関連した標識情報を取得する測定対象物質関連標識情報取得工程で
取得した標識情報を、標識粒子関連標識情報取得工程で取得した標識情報により規格化す
る、規格化工程を含む方法でもよい。
【００６７】
　ここで、生体試料と、測定対象物質と結合性を有する第一の結合物質を有する標識粒子
とを含む混合液を、検出領域（テストエリア）と参照領域（コントロールエリア）とを有
する基板に接触させて検出領域と参照領域上に表面プラズモンを発生させ、放出された蛍
光の強度を測定する工程のうち、検出領域上で発生する表面プラズモンによる蛍光の強度
を測定する工程が、測定対象物質の量に関連した標識情報を取得する測定対象物質関連標
識情報取得工程であり、参照領域上で発生する表面プラズモンによる蛍光の強度を測定す
る工程が、標識粒子関連標識情報取得工程である。この２つの工程で取得した蛍光強度の
単位時間における増加速度を蛍光シグナル値の変化率として求め、検出領域のシグナル値
の変化率を参照領域のシグナル値の変化率で除する工程が規格化工程である。
【００６８】
　以下の実施例により本発明をさらに具体的に説明するが、本発明は実施例によって限定
されるものではない。
【実施例】
【００６９】
実施例１：
（１）胆汁酸・ウシ血清アルブミン結合体の調製
（１－１）コール酸・ウシ血清アルブミン結合体の調製
　超脱水ジメチルホルムアミド（以下、ＤＭＦと記す。和光純薬工業（株）社製）１．２
ｍＬにコール酸（和光純薬工業（株）社製）５０ｍｇ、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（
以下、ＮＨＳと記す。和光純薬工業（株）社製）６７ｍｇ、及び１－エチル－３－（３－
ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド（以下、ＥＤＣと記す。和光純薬（株）社製）
１１０ｍｇを加えて混合し、コール酸を活性エステル化した。この活性エステル化したコ
ール酸を、アルブミンの１種であるウシ血清アルブミン（以下、ＢＳＡと記す。和光純薬
工業（株）社製）３２２ｍｇを溶解したリン酸緩衝液（以下、ＰＢＳと記す。和光純薬工
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業（株）社製）６５ｍＬの水溶液に滴下し反応させた。反応終了後、反応溶液をアセトニ
トリル（以下、ＡＣＮと記す。和光純薬工業（株）社製）／水の比率が１／３の溶液１Ｌ
を用いて透析により精製した。最後に、凍結乾燥し、白色の固体を得た。
【００７０】
【化２】

【００７１】
（１－２）デオキシコール酸・ＢＳＡ結合体の調製
　超脱水ＤＭＦ１．２ｍＬにデオキシコール酸（和光純薬工業(株)社製）５０ｍｇ、ＮＨ
Ｓ　６７ｍｇ、及びＥＤＣ　１１０ｍｇを加えて混合し、デオキシコール酸を活性エステ
ル化した。この活性エステル化したデオキシコール酸を、ＢＳＡ　３２２ ｍｇを溶解し
たＰＢＳ　６５ｍＬの水溶液に滴下し反応させた。反応終了後、反応溶液をＡＣＮ／水の
比率が１／３の溶液　１Ｌを用いて透析により精製した。最後に、凍結乾燥し、白色の固
体を得た。
【００７２】
（１－３）ケノデオキシコール酸・ＢＳＡ結合体の調製
　超脱水ＤＭＦ１．２ｍＬにケノデオキシコール酸（和光純薬工業(株)社製）５０ｍｇ、
ＮＨＳ　６７ｍｇ、及びＥＤＣ　１１０ｍｇを加えて混合し、ケノデオキシコール酸を活
性エステル化した。この活性エステル化したケノデオキシコール酸を、ＢＳＡ　３２２ 
ｍｇを溶解したＰＢＳ　６５ｍＬの水溶液に滴下し反応させた。反応終了後、反応溶液を
ＡＣＮ／水の比率が１／３の溶液　１Ｌを用いて透析により精製した。最後に、凍結乾燥
し、白色の固体を得た。
【００７３】
（２）ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ（マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質
量分析計）による胆汁酸／ＢＳＡ標識モル比（結合体の胆汁酸／アルブミン比）の測定
（測定手順）
　（１－１）から（１－３）で調製した結合体を０．１質量％トリフルオロ酢酸（ＴＦＡ
）：ＡＣＮの比率が２／１の溶液に溶解し、１ｍｇ／ｍＬの濃度に調整した。この溶液１
μＬと、マトリックス（ＳＡ；シナピン酸（和光純薬工業(株)社製））４μＬとを混合し
、金プレート上に１μＬとして４点を点着した。自然乾燥した後に、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ
－ＭＳ装置（Applied Bio Systems社品 Voyager）に金プレートを挿入し、１スポットご
とに積算９００ショットを行い質量情報となるデータを取得（Ｎ＝４）した。このデータ
を用いて、胆汁酸・ＢＳＡ結合体に対応するピークの、ピーク強度の最大の値の５０％強
度での分子量中心値をＢＳＡ結合体のピークとして採用し、このピーク値から垂直に降ろ
した位置を胆汁酸・ＢＳＡ結合体の分子量と見なして、Ｎ＝４の平均値を取り、（胆汁酸
・ＢＳＡ結合体の分子量－ｎａtｉｖｅ ＢＳＡの分子量）/胆汁酸の分子量（例えば、コ
ール酸の場合４０８－１８＝３９０）でＢＳＡに対する胆汁酸の結合数を計算した。得ら
れた結合体の胆汁酸／ＢＳＡ比を表１に示した。
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【００７４】
【表１】

【００７５】
（３）コール酸に対する抗体、デオキシコール酸に対する抗体、又はケノデオキシコール
酸に対する抗体を産生するハイブリドーマの作製、並びに抗体産生
（３－１）免疫原
　上記で作製したコール酸・ＢＳＡ結合体、デオキシコール酸・ＢＳＡ結合体及びケノデ
オキシコール酸・ＢＳＡ結合体の各々２ｍｇずつを、マウス免疫感作の免疫原として使用
した。
【００７６】
（３－２）ハイブリドーマの調製
　マウス免疫感作の免疫原として、コール酸・ＢＳＡ結合体を使用した。
　初回の免疫を１００μg/匹の量とし、２回目以降の免疫を５０μg/匹の量とし、コール
酸・ＢＳＡ結合体を、マウス背部皮下に投与して免疫を行った。免疫においては、完全ア
ジュバント（ＣＦＡ）と混合したエマルジョンを初回投与し、２～４回目の免疫には不完
全アジュバント（ＩＦＡ）と混合したエマルジョンを投与した。２週間隔で４回免疫を行
った。別途、３回目、４回目の免疫の翌週に採血を行い、採血清１００μＬを用いてＥＬ
ＩＳＡ測定にて抗体価の測定を行った。抗体価が目的の値であることを確認し、４回目の
免疫から２週間後の免疫を最終免疫として、抗原である結合体をリン酸緩衝液（ＰＢＳ、
和光純薬工業（株）社製、ｐＨ７．１～７．３）１ｍＬで希釈溶解し、マウスの腹腔内に
投与する形で行った。投与の３日後にマウスの脾臓を摘出した。
【００７７】
　マウスより摘出した脾臓細胞と変異株骨髄腫細胞（ミエローマ：Ｐ３－Ｘ６３－Ａｇ８
－Ｕ１）を、７：１の細胞数の割合で混合した後に、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）
を添加し、遠心分離後に培地（ＲＰＭＩ－１６４０（ロズウェルパーク記念研究所培地：
Ｒｏｓｗｅｌｌ Ｐａｒｋ Ｍｅｍｏｒｉａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ Ｍｅｄｉｕｍ）＋１０
質量％ウシ胎児血清（Ｆｅｔａｌ　Ｂｏｖｉｎｅ　Ｓｅｒｕｍ：ＦＢＳ））に浮遊させた
。この浮遊した脾臓細胞を、細胞数として１．０×１０5（ｃｅｌｌ／ｗｅｌｌ）となる
ように、９６ｗｅｌｌプレートに播種した。翌日、ＨＡＴ培地（ヒポキサンチン・アミノ
プテリン・チミジン培地）を添加し、増殖したハイブリドーマの培養上清を抗体測定系の
ＥＬＩＳＡでスクリーニングを行った。測定用抗原であるコール酸・ＢＳＡ結合体を５０
０ｎｇ／ｍＬとなるようＰＢＳで希釈し、ＥＬＩＳＡのカップに添加して静置して、カッ
プの底に測定用抗原を固定化し、上澄み液を除去した。測定対象となる脾臓細胞が産生し
た抗体に対する二次抗体として抗マウスＩｇＧ　ＨＲＰ標識抗体を用いた。ＩｇＧはイム
ノグロブリンＧを示し、ＨＲＰは西洋ワサビペルオキシダーゼを示す。ＥＬＩＳＡの結果
から陽性であったウェルを２４ウェルプレートを用いて培養し、培養上清を各１ｍＬ採取
した。再度、同じ抗体測定系のＥＬＩＳＡで二次スクリーニングを行った。細胞融合時の
同一ウェル中で、ＥＬＩＳＡシグナルの高い上位の６ウェルを選択してバイアル瓶に入れ
た。
【００７８】
　それぞれのバイアル中の細胞を、１０質量％のＦＢＳを含む基礎培地ＲＰＭＩ１６４０
を用いて限界希釈して希釈物を調製した。６個の９６ウェルプレートのそれぞれのウェル
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に希釈物１滴ずつピペットで添加した。それぞれのウェルを顕微鏡で観察し、それぞれの
ウェル中の細胞がシングルセルであることを確認した。３週間培養した後、上記と同様に
して、増殖したハイブリドーマの培養上清を抗体測定系のＥＬＩＳＡでスクリーニングを
行った。ＥＬＩＳＡシグナルの高い上位の１０ウェルを選択し、ハイブリドーマの調製を
終了した。得られた抗体のサブクラスの決定は、Isotyping kit（ロッシュ社製）を用い
た。
【００７９】
（３－３）マウス腹水法による抗体の産生
　選択した１０ウェルの細胞を、さらに同様にＥＬＩＳＡスクリーニングを行って、シグ
ナルの高かった上位１ウェルの細胞についてマウス腹水法（マウス２匹を使用）により抗
体を作製した。得られた抗体を、抗コール酸抗体-1と称する。
【００８０】
（３－４）デオキシコール酸に対する抗体、及びケノデオキシコール酸に対する抗体の調
製
　デオキシコール酸に対する抗体、及びケノデオキシコール酸に対する抗体の調製も、上
記と同様に行った。得られた抗体をそれぞれ、抗デオキシコール酸抗体-1及び抗ケノデオ
キシコール酸抗体-1と称する。
【００８１】
（３－５）抗体のサブクラスと抗体産生量
　上記で調製した抗体のサブクラスと抗体産生量を表２に示した。
【００８２】

【表２】

【００８３】
（４）抗マウス抗体の作製
　マウス由来のグロブリン（ＬＡＭＰＩＲＥ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓ社製、カタログ番号７４０４３０２、Ｍｏｕｓｅ　Ｇａｍｍａ　Ｇｌｏｂｕｌｉ
ｎ　Ｓａｌｔ　Ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ、５００ｍｇ）を準備し、完全フロイントア
ジュバント（ＣＦＡ）と混合したエマルジョンを初回投与し、２～４回目の免疫には不完
全アジュバント（ＩＦＡ）と混合したエマルジョンを投与する方法で、ヤギへ免疫感作（
皮下免疫）を２週間隔で４回免疫を行った。その後、ＥＬＩＳＡ測定を行って抗体価の上
昇を確認した後に全採血を行い、遠心分離により抗血清を得た。その後、Protein Aカラ
ム（Ｔｈｅｒｍｏ　ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ社製Ｐｉｅｒｃｅ　ＰｒｏｔｅｉｎＡ　Ｃｏｌ
ｕｍｎｓ、カタログ番号２０３５６）により精製し、目的の抗マウス抗体を取得した。
【００８４】
（５）抗ＣＲＰ抗体の作製
　ｒＣＲＰ抗原（Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＣＲＰ：オリエンタル酵母社製、製品番号４
７１９１０００、５ｍｇ）を準備し、完全アジュバント（ＣＦＡ）と混合したエマルジョ
ンを初回投与し、２～４回目の免疫には不完全アジュバント（ＩＦＡ）と混合したエマル
ジョンを投与する方法で、マウスへ免疫感作（皮下免疫）を２週間隔で４回免疫を行った
。その後、ＥＬＩＳＡ測定を行って抗体価の上昇を確認した後に全採血を行い、遠心分離
により抗血清を得た。その後、ＰｒｏｔｅｉｎＡカラム（Ｔｈｅｒｍｏ　ｓｃｉｅｎｔｉ
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ｆｉｃ社製　Ｐｉｅｒｃｅ　ＰｒｏｔｅｉｎＡ　Ｃｏｌｕｍｎｓ、カタログ番号２０３５
６）により精製し、目的の抗ＣＲＰ抗体－１を取得した。
【００８５】
（６）抗胆汁酸抗体で標識した蛍光粒子の調製
（６－１）抗ＣＲＰ抗体－１でブロッキングした蛍光粒子１の調製
　抗ＣＲＰ抗体－１でブロッキングした蛍光粒子を、以下の通り調製した。
　２質量％（固形分濃度）蛍光ラテックス粒子水溶液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製、平均
粒径２００ｎｍ）３５７μＬに、５０ｍｍｏｌ／ＬのＭＥＳ（２－Ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ
ｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ　ａｃｉｄ）緩衝液（ｐＨ６．０）溶液２８２μＬを加え
、５ｍｇ／ｍＬの抗コール酸抗体-1 （上記で作製したもの）５．３μＬ、５ｍｇ／ｍＬ
の抗デオキシコール酸抗体-1（上記で作製したもの）５．３μＬと、５ｍｇ／ｍＬの抗ケ
ノデオキシコール酸抗体－１（上記で作製したもの）６．９μＬ、及び、５ｍｇ／ｍＬの
抗ＣＲＰ抗体－１（上記で作製したもの）７５．５μＬを添加し、室温で１５分間攪拌し
た。その後、１０ｍｇ／ｍＬのＥＤＣ水溶液７．５μＬを加え、室温で１．５時間撹拌し
た。２ｍｏｌ／ＬのＧｌｙｃｉｎｅ（和光純薬社製）水溶液３７．５μＬを添加して１５
分間撹拌した後、遠心分離（１５，０００ｒｐｍ、４℃、１５分）を行い、蛍光ラテック
ス粒子を沈降させた。ｒｐｍは回毎分(revolution per minute)を示し、１ｒｐｍ＝１min
-1 である。その後、上清を取り除き、ＰＢＳ（ｐＨ７．４）７５０μＬを加え、超音波
洗浄機により蛍光ラテックス粒子を再分散させた。再度、遠心分離（１５，０００ｒｐｍ
、４℃、１５分）を行って上清を除いた後、ＰＢＳ（ｐＨ７．４）７５０μＬを加えて、
蛍光ラテックス粒子を再分散させることで、３種の抗胆汁酸抗体と抗ＣＲＰ抗体が結合し
た蛍光粒子１の１質量％溶液を調製した。
【００８６】
（６－２）ＢＳＡでブロッキングした蛍光粒子２の調製
　ＢＳＡでブロッキングした蛍光粒子を、以下の通り調製した。
　２質量％（固形分濃度）蛍光ラテックス粒子水溶液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製、平均
粒径２００ｎｍ）３５７μＬに、５０ｍｍｏｌ／ＬのＭＥＳ緩衝液（ｐＨ６．０）溶液２
８２μＬを加え、５ｍｇ／ｍＬの抗コール酸抗体-1 （上記で作製したもの）５１．２μ
Ｌ、５ｍｇ／ｍＬの抗デオキシコール酸抗体-1（上記で作製したもの）６６．６μＬと、
５ｍｇ／ｍＬの抗ケノデオキシコール酸抗体－１（上記で作製したもの）８３．４μＬと
を添加し、室温で１５分間攪拌した。その後、１０ｍｇ／ｍＬのＥＤＣ水溶液７．５μＬ
を加え、室温で１．５時間撹拌した。２ｍｏｌ／ＬのＧｌｙｃｉｎｅ（和光純薬社製）水
溶液３７．５μＬを添加して１５分間撹拌した後、遠心分離（１５，０００ｒｐｍ、４℃
、１５分）を行い、蛍光ラテックス粒子を沈降させた。ｒｐｍは回毎分(revolution per 
minute)を示し、１ｒｐｍ＝１min-1 である。その後、上清を取り除き、ＰＢＳ溶液（ｐ
Ｈ７．４）７５０μＬを加え、超音波洗浄機により蛍光ラテックス粒子を再分散させた。
再度、遠心分離（１５，０００ｒｐｍ、４℃、１５分）を行って上清を除いた後、１質量
ＢＳＡを含むＰＢＳ（ｐＨ７．４）７５０μＬを加えて、蛍光ラテックス粒子を再分散さ
せることで、ＢＳＡでブロッキングした蛍光粒子２の１質量％溶液を調製した。
【００８７】
（７）基板の作製
　ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）の基体（三菱レイヨン（株）社製、アクリペッ
ト（登録商標）ＶＨ）を用意した。マグネトロンスパッタ法により、検出領域と参照領域
の２箇所に、それぞれ厚さ４５ｎｍの金膜を片面に幅４ｍｍ、長さ３ｍｍとなるように作
製し、これを、基板を構成するためのチップとして使用した。このチップの検出領域の金
膜面上に、結合体－１、結合体－２及び結合体－３を含有比率（質量比で１：１：１）で
含む液（濃度：５０μｇ／ｍＬ　ｉｎ　５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭＥＳ緩衝液　ｐＨ６，１５
０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ）と、ブロッキング剤としてＢＳＡ（１５０ｍｇ）を含む液を
点着し、乾燥させ、３種の結合体を固定化した基板１を複数作製した。また、それぞれの
基板の参照領域には、（４）で作製した抗マウス抗体を含む液（濃度：５０μｇ／ｍＬ　
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着して、乾燥させた。また、同様にブロッキング剤として抗ＣＲＰ抗体－１（１５０ｍｇ
）を用いた基板も作製した。
【００８８】
　このように調製した３種類の複数の基板をセンサチップの流路として使用する前に、予
め調製した洗浄用溶液（０．０５質量％Ｔｗｅｅｎ２０（ポリオキシエチレン（２０）ソ
ルビタンモノラウラート、和光純薬社製）を含むＰＢＳ（ｐＨ７．４））３００μＬを用
いて３回繰り返し洗浄した。
【００８９】
（８）流路型センサチップの作製
　特開２０１０－１９０８８０号公報の第２の実施形態の構成となるように、流路型セン
サチップを作製した。その概略図を図１及び図２に示した。図１は、センサチップ１の概
略図であり、図２は、センサチップ１の分解図である。センサチップ１は、上部部材２、
中間部材３及び基板４から構成されている。上部部材２には、第一の容器５及び第二の容
器６が設けられている。なお、第一の容器５及び第二の容器６を併せて、容器群７と称す
る。基板４には、流路１０が形成されており、流路１０の上には、検出領域８及び参照領
域９が形成されている。
【００９０】
（９）大型機（既存の胆汁酸測定試薬）での測定
　免疫測定で、当業者により広く使用されている大型機である日立自動分析装置7170によ
り、取り扱い説明書に従い、胆汁酸の量が既知である試料の測定を行い、胆汁酸の測定値
を得た。
【００９１】
（１０）蛍光粒子を用いた胆汁酸の免疫測定
　２５℃の環境下で実験準備を行った。その２時間後に、（９）で測定した胆汁酸の量が
既知である試料を、（６－１）及び（６－２）で調製した蛍光粒子１又は蛍光粒子２を含
むカップにおいて予め１０分間攪拌しながら混合した。次に、（７）で作製した基板１を
封入した流路型センサチップにそれぞれ点着した。点着後、ポンプ吸引を行いながら混合
液を１０μＬ／分の速度で流下させ、胆汁酸・ＢＳＡ結合体を固定した金膜面上に接触さ
せてから１．５分間継続して蛍光強度を測定した。各基板において得られた検出領域と参
照領域のそれぞれの蛍光強度の単位時間における増加速度を蛍光シグナル値として求め、
検出領域のシグナル値を参照領域のシグナル値で除することで規格化を行った。また、胆
汁酸濃度０の試料を用意して同様にして蛍光シグナル値の規格化を行い、胆汁酸を含まな
い試料からのシグナル値の規格化を行った。
【００９２】
（１１）検量線の作成
　（１０）で求めた胆汁酸の量が既知である試料の規格化した蛍光シグナル値と、（９）
で求めた大型機での測定値、との対応関係を求めることで、（１－１）から（１－３）で
調製した、胆汁酸・ＢＳＡ結合体－１～３を用いた基板に対して、それぞれ検量線を作成
した。
【００９３】
（１２）胆汁酸の量が未知である試料の測定結果
　北山ラベス（株）からイヌの血清１～４を入手し、表３に示すような蛍光粒子と基板の
組み合わせでそれぞれ実験を行い、（１１）で作成した検量線を使用して胆汁酸の測定値
を得た。また、上記血清１～４について、大型機を用いて胆汁酸の測定値を求めた。
　大型機の測定値を基準にして、その値からどれだけ測定値が乖離したかを以下の計算式
１で計算し、結果を表３にまとめた。
【００９４】
大型機との乖離幅％の計算式
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【数１】

【００９５】
【表３】

【００９６】
　表３の結果から、基板上の金膜（固相）上のブロッキング剤と、標識を有する粒子上の
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ブロッキング剤とが異なる場合に、すべての検体において、正常な値での測定が可能であ
ることがわかり、本発明の効果が確認された。
【００９７】
実施例２：
（１）コルチゾールのオキシム誘導体の合成
　文献（STEROIDS, 1974, Jan. 49-64）に従い、コルチゾールをエナミン化し、ヒドロキ
シルアミン誘導体と反応させることで、コルチゾールのオキシム誘導体－１の合成を行っ
た。
【化３】

【００９８】
　コルチゾール（１ｇ）のメタノール懸濁液に対してピロリジンを１当量滴下し、室温で
５分間攪拌した。反応系中でエナミンが生じ、溶液が赤変した。その後、もう１当量のピ
ロリジン、及びヒドロキシルアミン誘導体（ＮＨ2－Ｏ－ＣＨ2－ＣＯＯＨ）（０．３５ｇ
）を加えると消色し、反応温度を５５℃にて攪拌、オキシム化を行った。反応はスムーズ
に進行し、コルチゾールのオキシム誘導体－１（１．１ｇ：８４％）が得られた。
【００９９】
（２）コルチゾール-ＢＳＡ結合体の調整
　上記で合成したコルチゾールのオキシム誘導体－１を使用して、以下の方法でコルチゾ
ール－ＢＳＡ結合体－１を調製した。

【化４】

【０１００】
　乾燥ＤＭＦにオキシム誘導体－１（５０ｍｇ、１１５μｍｏｌ）と過剰量のＮＨＳ及び
ＷＳＣ（ｗａｔｅｒ　ｓｏｌｕｂｌｅ　ｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ）を用いて活性エステ
ル化した。その後、ＢＳＡ（１９３ｍｇ）のＰＢＳ溶液に滴下した。反応終了後、反応溶
液をアセトニトリル／水＝１／１（０．１％ＴＦＡ含有）溶液中（５Ｌ）で透析精製を行
った。最後に、凍結乾燥し、コルチゾール－ＢＳＡ結合体－１の白色の固体を得た。
【０１０１】
（３）コルチゾールとＢＳＡのモル比の測定
　（２）で調製したコルチゾール－ＢＳＡ結合体－１を０．１質量％ＴＦＡ: アセトニト
リル＝２／１の溶液に溶解し、１ｍｇ/ｍＬの濃度に調整した。この溶液１μＬと、マト
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リックス（ＳＡ；シナピン酸）４μＬとを混合し、金プレート上に１μl×４点着した。
自然乾燥した後に、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ装置（Applied Bio Systems社品 Voyger）
に金プレートを挿入し、１スポットごとに積算９００ショットを行い質量情報となるデー
タを取得（Ｎ＝４）した。このデータを用いて、コルチゾール－ＢＳＡ結合体－１に対応
するピークの、ピーク強度の最大の値の５０％強度での分子量中心値をＢＳＡ結合体のピ
ークとして採用し、このピーク値から垂直に降ろした位置をコルチゾール－ＢＳＡ結合体
－１の分子量と見なして、Ｎ＝４の平均値を取り、（コルチゾール－ＢＳＡ結合体－１の
分子量－ｎａtｉｖｅ ＢＳＡの分子量）/コルチゾールの分子量（例えば、コルチゾール
の場合435－18＝417）でＢＳＡに対するコルチゾールの結合数を計算した。得られた結合
体のコルチゾール／ＢＳＡ比を表４に示した。
【０１０２】
【表４】

【０１０３】
（４）抗体産生ハイブリドーマ及びコルチゾールモノクローナル抗体－１の作製
　免疫感作の抗原として、コルチゾール－ＢＳＡ結合体－１を使用した。コルチゾール－
ＢＳＡ結合体－１をマウス免疫感作抗原として用いて、数回、マウス背部皮下に結合体を
初回の免疫を１００μｇ／匹の量、２回目以降の免疫を５０μｇ／匹の量で免疫を行った
。この免疫は、完全アジュバント（ＣＦＡ）と混合したエマルジョンを初回投与し、２～
４回目の免疫には不完全アジュバント（ＩＦＡ）と混合したエマルジョンを投与した。２
週間隔で４回免疫を行った。別途、３回目、４回目の免疫の翌週に採血を行い、採血血清
１００μＬをＥＬＩＳＡ測定にて抗体価の測定を実施した。抗体価が目的の値であること
を確認し、４回目の免疫から２週間後の免疫を最終免疫として、抗原である結合体をリン
酸緩衝液（ＰＢＳ、和光純薬工業（株）社製、ｐＨ７．１～７．３）１ｍＬで希釈溶解し
、マウスの腹腔内に投与する形で行った。投与の３日後にマウスの脾臓を摘出した。
【０１０４】
　マウスより摘出した脾臓細胞と変異株骨髄腫細胞（ミエローマ：Ｐ３－Ｘ６３－Ａｇ８
－Ｕ１）を、７：１の割合で混合した後に、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を添加し
、遠心分離後に培地（ＲＰＭＩ－１６４０＋１０質量％ＦＢＳ）に浮遊させた。この浮遊
した脾臓細胞を、細胞数として１．０×１０5（ｃｅｌｌ／ｗｅｌｌ）となるように、９
６ｗｅｌｌプレートに播種した。翌日、ＨＡＴ倍地を添加し、増殖したハイブリドーマの
培養上清を抗体測定系のＥＬＩＳＡでスクリーニングを行った。測定用抗原が５００ｎｇ
／ｍＬとなるようＰＢＳ溶液で希釈し、ＥＬＩＳＡのカップに添加して静置して、カップ
の底に測定用抗原を固定化し、上澄み液を除去した。測定対象となる脾臓細胞が産生した
抗体に対する２次抗体として抗マウスＩｇＧ　ＨＲＰ（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ　ｐｅｒ
ｏｘｉｄａｓｅ）標識抗体を用いた。ＥＬＩＳＡの結果から陽性であったウェルを２４ウ
ェルプレートを用いて培養し、培養上清を各１ｍＬ採取した。再度、同じ抗体測定系のＥ
ＬＩＳＡで二次スクリーニングを行った。細胞融合時の同一ウェル中で、ＥＬＩＳＡシグ
ナルの高い上位の６ウェルを選択してバイアル瓶に入れた。
【０１０５】
　それぞれのバイアル中の細胞を、１０質量％のウシ胎児血清（Ｆｅｔａｌ　Ｂｏｖｉｎ
ｅ　Ｓｅｒｕｍ：ＦＢＳ）を含む基礎培地ＲＰＭＩ１６４０（ロズウェルパーク記念研究
所培地：Ｒｏｓｗｅｌｌ　Ｐａｒｋ　Ｍｅｍｏｒｉａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　Ｍｅｄｉ
ｕｍ）を用いて限界希釈し、６個の９６ウェルプレートのそれぞれのウェルに１滴ずつピ
ペットで添加し、それぞれのウェルを顕微鏡で観察し、それぞれのウェル中の細胞がシン
グルセルであることを確認した。３週間培養した後、上記と同様にして、増殖したハイブ
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リドーマの培養上清を抗体測定系のＥＬＩＳＡでスクリーニングを行った。ＥＬＩＳＡシ
グナルの高い上位の１０ウェルを選択し、ハイブリドーマの調製を終了した。得られた抗
体のサブクラスの決定は、Isotyping kit（ロッシュ社製）を用いた。
【０１０６】
　選択した１５ウェルの細胞を、さらに同様にＥＬＩＳＡスクリーニングを行って、シグ
ナルの高かった上位１ウェルの細胞についてマウス腹水法（マウス２匹を使用）により抗
体を作製した。
　上記で調製した抗体のサブクラスと抗体産生量を表５に示した。
【０１０７】
【表５】

【０１０８】
（５）抗マウス抗体－１の作製
　マウス由来のグロブリン（ＬＡＭＰＩＲＥ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓ社製、カタログ番号７４０４３０２、Ｍｏｕｓｅ　Ｇａｍｍａ　Ｇｌｏｂｕｌｉ
ｎ　Ｓａｌｔ　Ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ、５００ｍｇ）を準備し、完全アジュバント
（ＣＦＡ）と混合したエマルジョンを初回投与し、２～４回目の免疫には不完全アジュバ
ント（ＩＦＡ）と混合したエマルジョンを投与する方法で、ウサギへ免疫感作（皮下免疫
）を２週間隔で４回免疫を行った。その後、ＥＬＩＳＡ測定を行って抗体価の上昇を確認
した後に全採血を行い、遠心分離により抗血清を得た。その後、ＰｒｏｔｅｉｎＡカラム
（Ｔｈｅｒｍｏ　ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ社製Ｐｉｅｒｃｅ　ＰｒｏｔｅｉｎＡ　Ｃｏｌｕ
ｍｎｓ、カタログ番号２０３５６）により精製し、目的の抗マウス抗体－１を取得した。
【０１０９】
（６）抗ＣＲＰ抗体－１の作製
　ｒＣＲＰ抗原（Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＣＲＰ：オリエンタル酵母社製，製品番号４
７１９１０００、５ｍｇ）を準備し、完全アジュバント（ＣＦＡ）と混合したエマルジョ
ンを初回投与し、２～４回目の免疫には不完全アジュバント（ＩＦＡ）と混合したエマル
ジョンを投与する方法で、マウスへ免疫感作（皮下免疫）を２週間隔で４回免疫を行った
。その後、ＥＬＩＳＡ測定を行って抗体価の上昇を確認した後に全採血を行い、遠心分離
により抗血清を得た。その後、ＰｒｏｔｅｉｎＡカラム（Ｔｈｅｒｍｏ　ｓｃｉｅｎｔｉ
ｆｉｃ社製　Ｐｉｅｒｃｅ　ＰｒｏｔｅｉｎＡ　Ｃｏｌｕｍｎｓ、カタログ番号２０３５
６）により精製し、目的の抗ＣＲＰ抗体－１を取得した。
【０１１０】
（７）蛍光粒子の調製
（７－１）抗ＣＲＰ抗体－１でブロッキングした蛍光粒子－１の調製
　抗ＣＲＰ抗体－１でブロッキングした蛍光粒子を、以下の通り調製した。
　２質量％（固形分濃度）蛍光ラテックス粒子水溶液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製、平均
粒径２００ｎｍ）３５７μＬに、５０ｍＭのＭＥＳ緩衝液（ｐＨ６．０）溶液２８２μＬ
を加え、上記（４）で調製した５ｍｇ／ｍＬのコルチゾールモノクローナル抗体－１の溶
液１５μＬ、及び５ｍｇ／ｍＬのＣＲＰ抗体－１の溶液７５．５μＬを添加し、室温で１
５分間攪拌した。その後、１０ｍｇ／ｍＬの１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロ
ピル）カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）水溶液を７．５μＬ加え、室温で１．５時間撹拌
した。２ｍｏｌ／Ｌのグリシン（Ｇｌｙｃｉｎｅ：和光純薬工業（株）社製）水溶液を３
７．５μＬ添加して１５分間撹拌した後、遠心分離（１５，０００ｒｐｍ、４℃、１５分
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）を行い、蛍光ラテックス粒子を沈降させた。その後上清を取り除き、ＰＢＳ溶液（ｐＨ
７．４）を７５０μＬ加え、超音波洗浄機により蛍光ラテックス粒子を再分散させた。再
度、遠心分離（１５，０００ｒｐｍ、４℃、１５分）を行って上清を除いた後、ＰＢＳ（
ｐＨ７．４）７５０μＬ加えて、蛍光ラテックス粒子を再分散させることで、抗ＣＲＰ抗
体でブロッキングした抗コルチゾール抗体結合蛍光ラテックス粒子（蛍光粒子－１）の１
質量％溶液を調製した。
【０１１１】
（７－２）ＢＳＡでブロッキングした蛍光粒子－２の調製
　比較例として使用する、ＢＳＡでブロッキングした蛍光粒子を、以下の通り調製した。
　２質量％（固形分濃度）蛍光ラテックス粒子水溶液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製、平均
粒径２００ｎｍ）３５７μＬに、５０ｍＭのＭＥＳ緩衝液（ｐＨ６．０）溶液２８２μＬ
を加え、上記（４）で調製した５ｍｇ／ｍＬのコルチゾールモノクローナル抗体－１の溶
液１５μＬ、及び５ｍｇ／ｍＬのＢＳＡの溶液１５０μＬを添加し、室温で１５分間攪拌
した。その後、１０ｍｇ／ｍＬのＥＤＣ水溶液を７．５μＬ加え、室温で１．５時間撹拌
した。２ｍｏｌ／Ｌのグリシン（Ｇｌｙｃｉｎｅ：和光純薬社製）水溶液を３７．５μＬ
添加して１５分間撹拌した後、遠心分離（１５，０００ｒｐｍ、４℃、１５分）を行い、
蛍光ラテックス粒子を沈降させた。その後上清を取り除き、ＰＢＳ溶液（ｐＨ７．４）を
７５０μＬ加え、超音波洗浄機により蛍光ラテックス粒子を再分散させた。再度、遠心分
離（１５，０００ｒｐｍ、４℃、１５分）を行って上清を除いた後、１質量％ＢＳＡを含
むＰＢＳ（ｐＨ７．４）溶液７５０μＬ加えて、蛍光ラテックス粒子を再分散させること
で、ＢＳＡでブロッキングした３種の抗コルチゾール抗体結合蛍光ラテックス粒子（蛍光
粒子－２）の１質量％溶液を調製した。
【０１１２】
（８）流路型センサチップの作製
　ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）の基体（三菱レイヨン（株）社製、アクリペッ
トＶＨ）を用意し、マグネトロンスパッタ法により、検出領域と参照領域の２箇所に、そ
れぞれ厚さ４５ｎｍの金膜を片面に幅４ｍｍ、長さ３ｍｍとなるように作製して基板を構
成するためのチップを作製した。このチップの検出領域の金膜面上に、（２）で調製した
コルチゾール－ＢＳＡ結合体－１（濃度：５０μｇ／ｍＬ　ｉｎ　５０ｍＭ　ＭＥＳ緩衝
液　ｐＨ６、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ）と、ブロッキング剤としてＢＳＡ（２ｍｇ）を含む
液を点着し、乾燥させることで、基板１を複数作製した。また、それぞれの基板の参照領
域には、（５）で作製した抗マウス抗体－１を含む液（濃度：５０μｇ／ｍＬ　ｉｎ　５
０ｍＭ　ＭＥＳ緩衝液ｐＨ６、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ）を点着して、乾燥させた。また、
同様にブロッキング剤として抗ＣＲＰ抗体－１（２ｍｇ）を用いた基板も作製した。
　この後、実施例１と同様にして、基板の洗浄を行い、流路に封入して流路型センサチッ
プを作製した。その概略図を図１及び図２に示した。
【０１１３】
（９）大型機（既存のコルチゾール測定試薬）での測定
　免疫測定で、当業者により広く使用されている大型機であるシーメンス社イムライズ１
０００により、取り扱い説明書に従い、コルチゾールの量が既知である試料の測定を行い
、コルチゾールの測定値を得た。
【０１１４】
（１０）蛍光粒子を用いたコルチゾールの免疫測定
　２５℃の環境下で実験準備を行った。その２時間後に、（９）で測定したコルチゾール
の量が既知である試料を、（７－１）で調製したラテックス粒子－１、又は（７－２）で
調製したラテックス粒子－２を含むカップにおいてそれぞれ、予め１０分間攪拌しながら
混合した。次に、（８）で作製した基板１を封入した流路型センサチップにそれぞれ点着
した。点着後、ポンプ吸引を行いながら混合液を１０μＬ／ｍｉｎの速度で流下させ、コ
ルチゾール－ＢＳＡ結合体－１を固定した金膜面上に接触させてから１．５分間継続して
蛍光強度を測定した。各基板において得られた検出領域と参照領域のそれぞれの蛍光強度
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領域のシグナル値で除することで規格化を行った。また、コルチゾール濃度０の試料を用
意して同様にして蛍光シグナル値の規格化を行い、コルチゾールを含まない試料からのシ
グナル値の規格化を行った。
【０１１５】
（１１）検量線の作成
　（１０）で求めたコルチゾールの量が既知である試料の規格化した蛍光シグナル値と、
（９）で求めた大型機での測定値、との対応関係を求めることで、（２）で調製したコル
チゾール－ＢＳＡ結合体―１を用いた基板に対して、それぞれ検量線を作成した。
【０１１６】
（１２）コルチゾール量が未知である試料の測定結果
　北山ラベス（株）から検体としてイヌの血清１～８を入手し、表４に示すような蛍光粒
子と基板の組み合わせでそれぞれ実験を行い、（１１）で求めた検量線を使用して得られ
たコルチゾールの測定値と、大型機を用いてコルチゾールの測定値を求めた。
　大型機の測定値を基準にして、その値からどれだけ測定値が乖離したかを以下の計算式
２で計算し、結果を表６にまとめた。
【０１１７】
大型機との乖離幅％の計算式
【数２】

【０１１８】
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【表６】

【０１１９】
　表６の結果から、基板上の金膜（固相）上のブロッキング剤と、標識を有する粒子上の
ブロッキング剤が異なる場合に、すべての検体において、正常な値での測定が可能である
ことがわかり、本発明の効果が確認された。
【符号の説明】
【０１２０】
　１　センサチップ
　２　上部部材
　３　中間部材
　４　基板
　５　第一の容器
　６　第二の容器
　７　容器群
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　８　検出領域
　９　参照領域
　１０　流路

【図１】 【図２】
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