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(57)【要約】
【課題】低濃度の抗原などの物質を測定できる競合的均一系免疫凝集測定法およびそれに
用いるキットを提供することを課題とする。
【解決手段】測定すべき抗原などの物質を含む試料と、該物質に対する抗体などの特異的
結合パートナーと、該物質と同じ物質を担持した微細粒子または該物質の類似物であって
該特異的結合パートナーと特異的結合反応し得る類似物を担持した微細粒子とを混合して
、該特異的結合パートナーと、試料中の物質および微細粒子に担持した該物質と同じ物質
または微細粒子に担持した該物質の類似物との間で、特異的結合反応を競合させて、該特
異的結合パートナーと微細粒子が担持した該物質と同じ物質または微細粒子に担持した該
物質の類似物との特異的結合反応による凝集の度合いから、測定すべき物質を定量する競
合的均一系免疫凝集測定法において、該特異的結合パートナーとして、微細粒子に担持し
た特異的結合パートナーを用いることにより、低濃度の抗原などの物質を正確に測定する
ことができ、また、用いる抗体などの量を少なくすることができる。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　測定すべき物質を含む試料と、該物質に対する特異的結合パートナーと、該物質と同じ
物質を担持した微細粒子または該物質の類似物であって該特異的結合パートナーと特異的
結合反応し得る類似物を担持した微細粒子とを混合して、該特異的結合パートナーと、試
料中の物質および微細粒子に担持した該物質と同じ物質または微細粒子に担持した該物質
の類似物との間で、特異的結合反応を競合させて、該特異的結合パートナーと微細粒子に
担持した該物質と同じ物質または微細粒子に担持した該物質の類似物との特異的結合反応
による凝集の度合いから、測定すべき物質を定量する競合的均一系凝集測定法において、
該特異的結合パートナーが微細粒子に担持した特異的結合パートナーであることを特徴と
する、該物質の測定方法。
【請求項２】
　該物質と同じ物質を担持した微細粒子の粒径または該物質の類似物であって該特異的結
合パートナーと特異的結合反応し得る類似物を担持した微細粒子の粒径が、特異的結合パ
ートナーを担持した微細粒子の粒径と異なる請求項１の測定方法。
【請求項３】
　該物質と同じ物質を担持した微細粒子の粒径または該物質の類似物であって該特異的結
合パートナーと特異的結合反応し得る類似物を担持した微細粒子の粒径が該特異的結合パ
ートナーを担持した微細粒子の粒径の１．０５～１０．００倍である、請求項２の測定方
法。
【請求項４】
　測定すべき物質と特異的結合パートナーとの組み合わせが、抗体と抗原、ビオチンとア
ビジンまたはストレプトアビジン、レクチンとレクチン結合性糖類、ホルモンとホルモン
レセプター、サイトカインとサイトカインレセプター、あるいはプロテインＡまたはプロ
テインＧとＩｇＧの組み合わせである、請求項１から３のいずれかの測定方法。
【請求項５】
　測定すべき物質が抗原で特異的結合パートナーが抗体、測定すべき物質が抗体で特異的
結合パートナーが抗原、測定すべき物質がビオチンで特異的結合パートナーがアビジンま
たはストレプトアビジン、あるいは測定すべき物質がアビジンまたはストレプトアビジン
で特異的結合パートナーがビオチンである、請求項１から５のいずれかの測定方法。
【請求項６】
　試料が生体試料であり、測定すべき物質がアルブミンまたはＩｇＧで特異的結合パート
ナーがそれぞれ抗アルブミン抗体または抗ＩｇＧ抗体である請求項５の測定方法。
【請求項７】
　微細粒子がラテックス粒子である請求項１から６のいずれかの測定方法。
【請求項８】
　凝集の度合いを波長３４０～８００ｎｍの吸光度で測定する、請求項１から７のいずれ
かの測定方法。
【請求項９】
　自動分析装置を用いて測定する請求項１から８のいずれかの測定方法。
【請求項１０】
　物質を競合的均一系凝集測定法により測定するためのキットであって、微細粒子に担持
した該物質と同じ物質または微細粒子に担持した該物質の類似物であって該物質に対する
特異的結合パートナーと特異的結合反応し得る類似物と、微細粒子に担持した該物質に対
する特異的結合パートナーを含む試薬から構成されるキット。
【請求項１１】
　該物質と同じ物質に担持した微細粒子の粒径または該物質の類似物であって該特異的結
合パートナーと特異的結合反応し得る類似物に担持した微細粒子の粒径が、特異的結合パ
ートナーを担持した微細粒子の粒径と異なる請求項１０のキット。
【請求項１２】
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　該物質と同じ物質に担持した微細粒子の粒径または該物質の類似物であって該特異的結
合パートナーと特異的結合反応し得る類似物に担持した微細粒子の粒径が特異的結合パー
トナーを担持した微細粒子の１．０５～１０．００倍である、請求項１１のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗原等の物質の測定法およびそれに用いるキットに関する。更に詳細には、
本発明は、試料中の物質の競合的均一系凝集測定法による測定法であって、生体試料中に
低濃度で存在する蛋白質などの物質の測定に適した物質の測定法およびそれに用いるキッ
トに関する。
【背景技術】
【０００２】
　血液試料に存在する蛋白質等の抗原を測定する一つの方法として、ラテックス免疫比濁
法等の免疫比濁法が知られている。これらの方法は、多数の試料を短時間で測定できるの
で、臨床検査業界で幅広く用いられている。しかしながら、これらの測定法では、測定試
薬として用いる抗体を多量に使用する必要があり、測定試薬が高価になるという問題があ
った。また、プロゾーン現象が起こりやすく、さらに低濃度域では測定できない場合もあ
るという問題もあった。
【０００３】
　ところで、免疫測定法には、上記の免疫比濁法に関連して、競合的均一系免疫凝集測定
法が知られている（特許文献１、２および３）。競合的均一系免疫凝集測定法とは、測定
すべき抗原を含む試料と、該抗原に対する抗体と、その抗体と結合可能な抗原を担持して
ある微細粒子とを混合し、該抗体と、試料中の抗原および微細粒子に担持した抗原との間
で、抗原抗体反応を競合させて、微細粒子に担持した抗原と抗体との抗原抗体反応による
凝集の度合いから、測定すべき抗原を定量する方法である。この方法は、種々の工夫によ
り、低濃度の抗原を測定できるというメリットがあり、その観点からいくつか研究がなさ
れてきた。しかしながら、この方法において、さらなる低濃度の蛋白質を測定するには、
更に測定感度が向上した測定法の開発が望まれている。
【０００４】
【特許文献１】特開昭５７－２０６８５９号公報
【特許文献２】特表昭５８－５００８７４号公報
【特許文献３】特開２００２－２９６２８１号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　従って、本発明の課題は、競合的均一系免疫凝集測定法等の競合的均一系凝集測定法を
用いて、低濃度で存在する蛋白質などの抗原等の物質を高感度で測定する、抗原等の物質
の測定法を提供することにある。また、そのような測定法に用いる測定用キットを提供す
ることにある。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　そのような状況下、これらの問題を解決するため、本発明者らは、競合的均一系免疫凝
集測定法により、尿などの試料中で低濃度で存在するアルブミンやＩｇＧなどの抗原を測
定することを検討した。その結果、驚くべきことに、競合的均一系免疫凝集測定法に用い
る抗体として、ラテックスなどの微細粒子に担持した抗体を用いると、低濃度のアルブミ
ンなどを、少量の抗体により正確に測定できることが判明した。本発明はかかる経過によ
り達成されたものである。
【０００７】
　すなわち、本発明は、
　（１）　測定すべき物質を含む試料と、該物質に対する特異的結合パートナーと、該物
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質と同じ物質を担持した微細粒子または該物質の類似物であって該特異的結合パートナー
と特異的結合反応し得る類似物を担持した微細粒子とを混合して、該特異的結合パートナ
ーと、試料中の物質および微細粒子に担持した該物質と同じ物質または微細粒子に担持し
た該物質の類似物との間で、特異的結合反応を競合させて、該特異的結合パートナーと微
細粒子に担持した該物質と同じ物質または微細粒子に担持した該物質の類似物との特異的
結合反応による凝集の度合いから、測定すべき物質を定量する競合的均一系凝集測定法に
おいて、該特異的結合パートナーが微細粒子に担持した特異的結合パートナーであること
を特徴とする、該物質の測定方法；
　（２）　該物質と同じ物質を担持した微細粒子の粒径または該物質の類似物であって該
特異的結合パートナーと特異的結合反応し得る類似物を担持した微細粒子の粒径が、特異
的結合パートナーを担持した微細粒子の粒径と異なる上記（１）の測定方法；
　（３）　該物質と同じ物質を担持した微細粒子の粒径または該物質の類似物であって該
特異的結合パートナーと特異的結合反応し得る類似物を担持した微細粒子の粒径が該特異
的結合パートナーを担持した微細粒子の粒径の１．０５～１０．００倍である、上記（２
）の測定方法；
　（４）　測定すべき物質と特異的結合パートナーとの組み合わせが、抗体と抗原、ビオ
チンとアビジンまたはストレプトアビジン、レクチンとレクチン結合性糖類、ホルモンと
ホルモンレセプター、サイトカインとサイトカインレセプター、あるいはプロテインＡま
たはプロテインＧとＩｇＧの組み合わせである、上記（１）から（３）のいずれかの測定
方法；
　（５）　測定すべき物質が抗原で特異的結合パートナーが抗体、測定すべき物質が抗体
で特異的結合パートナーが抗原、測定すべき物質がビオチンで特異的結合パートナーがア
ビジンまたはストレプトアビジン、あるいは測定すべき物質がアビジンまたはストレプト
アビジンで特異的結合パートナーがビオチンである、上記（１）から（４）のいずれかの
測定方法；
　（６）　試料が生体試料であり、測定すべき物質がアルブミンまたはＩｇＧで特異的結
合パートナーがそれぞれ抗アルブミン抗体または抗ＩｇＧ抗体である上記（５）の測定方
法；
　（７）　微細粒子がラテックス粒子である上記（１）から（６）のいずれかの測定方法
；
　（８）　凝集の度合いを波長３４０～８００ｎｍの吸光度で測定する、上記（１）から
（７）のいずれかの測定方法；
　（９）　自動分析装置を用いて測定する上記（１）から（８）のいずれかの測定方法；
【０００８】
　（１０）　物質を競合的均一系凝集測定法により測定するためのキットであって、微細
粒子に担持した該物質と同じ物質または微細粒子に担持した該物質の類似物であって該物
質に対する特異的結合パートナーと特異的結合反応し得る類似物と、微細粒子に担持した
該物質に対する特異的結合パートナーを含む試薬から構成されるキット；
　（１１）　該物質と同じ物質に担持した微細粒子の粒径または該物質の類似物であって
該特異的結合パートナーと特異的結合反応し得る類似物に担持した微細粒子の粒径が、特
異的結合パートナーを担持した微細粒子の粒径と異なる上記（１０）のキット；および
　（１２）　該物質と同じ物質に担持した微細粒子の粒径または該物質の類似物であって
該特異的結合パートナーと特異的結合反応し得る類似物に担持した微細粒子の粒径が特異
的結合パートナーを担持した微細粒子の１．０５～１０．００倍である、上記（１１）の
キット
に関する。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明の測定法により、高価な抗体等の特異的結合パートナーを少なく用い、プロゾー
ン現象を発現することなく、かつ、生体試料中に低濃度で存在する蛋白質である抗原等の
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物質を測定することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１０】
　本発明において、競合的均一系凝集測定法とは、測定すべき抗原等の物質を含む試料と
、該物質に対する抗体等の特異的結合パートナーを担持してある微細粒子と、該物質と同
じ物質または該物質の類似物であって該特異的結合パートナーと結合可能な類似物を担持
してある微細粒子とを混合し、微細粒子に担持した該特異的結合パートナーと、試料中の
物質および微細粒子に担持した物質または類似物との間で、抗原抗体反応等の特異的結合
反応を競合させて、微細粒子に担持した物質または類似物と微細粒子に担持した該特異的
結合パートナーとの特異的結合反応による凝集の度合いから、測定すべき抗原等の物質を
定量する方法である。
【００１１】
　本発明の測定法は、競合免疫反応等の競合反応で、反応試薬および生成物のうちの、１
個のみが濁りを有し、他の成分が水に溶解するということに基づいており、その原理を、
以下に、物質として抗原を、かつ、特異的結合パートナーとして抗体を用いた場合（抗原
測定の場合）を例示して説明する。
　まず、反応試薬として混合する対象として、（ｉ）試料由来の抗原、（ｉｉ）該抗原と
同じ抗原と微細粒子との結合体または該抗原の類似物と微細粒子との結合体、（ｉｉｉ）
抗体と微細粒子との結合体を用いるが、これら（ｉ）－（ｉｉｉ）の抗原および結合体は
、すべて水に可溶あるいは均一分散可能である。次いで、これらを混合して抗原抗体反応
をさせると、（ｉｖ）（ｉｉ）の抗原または類似体と微細粒子との結合体と（ｉｉｉ）の
抗体と微細粒子との結合体が反応した反応物、および（ｖ）（ｉ）の抗原と（ｉｉｉ）の
抗体と微細粒子との結合体が反応した反応物の２つの抗原抗体反応物が競合して生成する
。（ｉｖ）の抗原または類似体抗体反応物は水に不溶性で濁りが生じるのに対し、（ｖ）
の抗原抗体反応物は水に均一に分散される。従って、（ｉｖ）の抗原または類似体抗体反
応物が多く形成されればされるほど、反応液の濁度が増加する。
　この競合反応では、（ｉ）の抗原は、（ｉｉ）の抗原または類似体と微細粒子との結合
体と、限定量の（ｉｉｉ）の抗体と微細粒子との結合体に対して競合反応し、それによっ
て、不溶性で濁りが生じる（ｉｖ）の抗原または類似体抗体反応物の量を減少させると同
時に、反応溶液中の濁度を低下させる。そのため、試料中の抗原が高濃度になればなるほ
ど、反応液の濁りが小さくなる。従って、濁りの度合いから試料中の抗原を測定すること
ができる。
　本発明の一般的な原理としては、上記の抗原測定の場合の原理において、抗原を物質と
、抗体を特異的結合パートナーと、抗原抗体反応を特異的結合反応と、読み替えることに
より、そのまま、説明できる。
【００１２】
　この発明において、測定すべき物質は、特異的結合パートナーと結合または反応などし
て結合性複合体を形成するものであれば特に限定しない。
　本発明において、特異的結合パートナーとは、測定すべき物質を特異的に認識可能で、
例えば、結合または反応して、測定すべき物質と結合性複合体を形成しうる物質をいう。
　このような測定すべき物質と特異的結合パートナーとの組み合わせとしては、例えば、
抗体と抗原、ビオチンとアビジンやストレプトアビジン、レクチンとレクチン結合性糖類
、ホルモンとホルモンレセプター、サイトカインとサイトカインレセプター、プロテイン
ＡとＩｇＧ等の組み合わせを挙げられる。本発明においては、これらの組み合わせのうち
、一方を測定すべき物質とした場合、残りの一方を特異的結合パートナーとすることがで
きる。
【００１３】
　従って、かかる測定すべき物質としては、例えば、抗原、抗体、ビオチン、アビジン、
ストレプトアビジン、レクチン、レクチン結合性糖類、ホルモン、ホルモンレセプター、
サイトカイン、サイトカインレセプター、プロテインＡ、ＩｇＧ等が挙げられる。
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【００１４】
　測定すべき物質が抗原の場合、この発明で使用する特異的結合パートナーは抗体である
が、そのような抗体としては、上記抗原に対して抗原抗体反応によって結合し得るポリク
ローナル抗体、モノクローナル抗体またはそれら抗体の一部分であるフラグメント、例え
ば、Ｆａｂフラグメント、Ｆａｂ’フラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆ（ｖ
）フラグメント、Ｈ鎖モノマーまたはダイマー、Ｌ鎖モノマーまたはダイマー、１個のＨ
鎖および１個のＬ鎖からなるダイマー等も挙げられる。
【００１５】
　なお、この特異的結合パートナーとして使用する抗体、例えば、これらのポリクローナ
ル抗体やモノクローナル抗体などは、当該技術分野に属する当業者に周知の方法に従って
作製することができる。つまり、生体成分物質などの抗体結合可能物質などを抗原として
、抗体を産生することができる動物種、例えば、ヒト、モルモット、ヤギ、ネズミ、ウサ
ギ等の動物に免疫して、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体などの抗体を常法に従
って作製することができる。
【００１６】
　測定すべき抗原としては、具体的には、ＣＲＰ、アルブミン、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ
等を例示でき、特に生体試料に低濃度に存在する蛋白質が好適である。具体的には、アル
ブミン、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭがさらに好適であり、アルブミン、ＩｇＧが特に好適で
ある。
【００１７】
　測定すべき物質が抗体の場合、病気診断のための測定対象の抗体が好適であり、菌体外
成分の中でも溶血毒素であるストレプトリジンＯに対する抗体、抗ストレプトキナーゼ抗
体、抗ヒアルロニダーゼ抗体、梅毒抗体、マイコプラズマ抗体、トキソプラズマ抗体、Ｈ
ＴＬＶ－１抗体、ＨＢｓ抗体，ＨＢｅ抗体，ＨＢｃ抗体、ＨＩＶ抗体、ＨＣＶ抗体等の抗
体を例示できる。
　測定すべき物質が抗体の場合、特異的結合パートナーとして用いる抗原としては、その
抗体と抗原抗体反応ができ得るものであれば、特に制限はない。例えば、その抗体が抗ス
トレプトリジンＯ抗体であるときは、使用する抗原はストレプトリジンＯを例示できる。
また、抗ストレプトキナーゼ抗体、抗ヒアルロニダーゼ抗体には、それぞれ、ストレプト
キナーゼ、ヒアルロニダーゼを抗原として使用できる。また、その抗体が、梅毒抗体、マ
イコプラズマ抗体、トキソプラズマ抗体等であるときは、それぞれの感染菌における菌体
成分を用いることができる。
【００１８】
　本発明においては、測定すべき物質と特異的結合パートナーの組合せとして、ビオチン
と、アビジンまたはストレプトアビジンとの組み合わせを用いることにより、ビオチン、
アビジン、ストレプトアビジン等を測定することができる。
　すなわち、測定すべき物質がビオチンの場合、特異的結合パートナーとしては、アビジ
ンまたはストレプトアビジンを用いることができる。また、測定すべき物質がアビジンま
たはストレプトアビジンの場合、特異的結合パートナーとしては、ビオチンを用いること
ができる。
　アビジンは，卵白中に存在する塩基性糖タンパク質で、低分子ビタミンであるビオチン
にきわめて強い親和性がある。ストレプトアビジンは、Streptomyces avidinii から分離
される細菌タンパク質であり、ビオチンとの結合能によりアビジンと類似し、アビジンの
代用として使用されている。ビオチンとアビジンまたはストレプトアビジンとの強い親和
性と特異性を利用した，種々のシステムが考案されているが、そのようなアビジン、ビオ
チン、ストレプトアビジンを、本発明においては、正確に測定できる。
【００１９】
　本発明においては、測定すべき物質と特異的結合パートナーの組合せとして、レクチン
とレクチン結合性糖類との組み合わせを用いることにより、レクチン、レクチン結合性糖
類等を測定することができる。
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　測定すべき物質がレクチンの場合、特異的結合パートナーとしては、レクチン結合性糖
類を用いることができる。レクチンとは、「糖鎖に結合活性を示すタンパク質の総称」で
ある。本発明においてレクチンとレクチン結合性糖類の組み合わせとしては、ガレクチン
とガラクトース鎖、C-型レクチンとC-型レクチン結合性糖類、セレクチンとシアリルLeX
構造を有するセレクチン結合性糖類、分子中にコラーゲン様構造をもつマンノースに特異
性を示すレクチン群とマンノース鎖含有糖類、グリコサミノグリカンに親和性を有するア
ネキシンとグリコサミノグリカン鎖含有糖類、コンカナバリンA等の豆科レクチンと豆科
レクチン結合性糖類、リシンとリシン結合性糖類との組み合わせを例示できる。
【００２０】
　本発明においては、測定すべき物質と特異的結合パートナーの組合せとして、ホルモン
とホルモンレセプターとの組み合わせを用いることにより、ホルモン、ホルモンレセプタ
ー等を測定することができる。
　そのようなホルモンとしては、下垂体ホルモン、甲状腺ホルモン、副腎皮質ホルモン、
性腺ホルモン、膵・消化管ホルモンが例示できる。
　下垂体ホルモンとしては、黄体形成ホルモン、卵胞刺激ホルモン、成長ホルモン、副腎
皮質ホルモン、チロトロピン、プロラクチン等を例示できる。甲状腺ホルモンとしては、
トリヨードサイロニン、サイロキシン、サイログロブリン等を例示できる。副腎皮質ホル
モンとしては、アルドステロン、コルチゾール等を例示できる。性腺ホルモンとしては、
ｈＣＧ、エストロゲン、テストステロン、ｈＰＬ等を例示できる。膵・消化管ホルモンと
しては、インスリン、Ｃ－ペプチド、グルカゴン、ガストリン等を例示できる。その他の
ホルモンとしては、カルシトニン、副甲状腺ホルモン（ＰＴＨ）、レニン、アンジオテン
シンＩ、ＩＩ、エンケファリン、エリスロポエチン、ソマトスタチン等を例示できる。
　ホルモンレセプターとしては、上記に例示したホルモンレセプターを例示できる。
【００２１】
　本発明においては、測定すべき物質と特異的結合パートナーの組合せとして、サイトカ
インとサイトカインレセプターとの組み合わせを用いることにより、サイトカイン、サイ
トカインレセプター等を測定することができる。
　サイトカインとしては、インターフェロン、インターロイキン、腫瘍壊死因子、コロニ
ー刺激因子、エリスロポエチン、上皮増殖因子、線維芽細胞増殖因子を例示でき、サイト
カインレセプターとしては、例示したサイトカインのレセプターが例示できる。
【００２２】
　本発明においては、測定すべき物質と特異的結合パートナーの組合せとして、プロテイ
ンＡやプロテインＧとＩｇＧとの組み合わせを用いることにより、プロテインＡ、プロテ
インＧ、ＩｇＧを測定することができる。
　プロテインＡは黄色ブドウ球菌の、また、プロテインＧは連鎖球菌の細胞壁由来タンパ
ク質である。これらのプロテインＡやプロテインＧは、殆どの哺乳動物ＩｇＧとの結合す
ることができる。本発明においては、そのような性質を利用して、プロテインＡ、プロテ
インＧ、ＩｇＧを測定することができる。
　本発明において、試料とは、例えば、生体由来の液体試料であり、具体的には、血漿、
血清、尿等を例示できる。
【００２３】
　本発明において、測定すべき物質（該物質）の類似物であって特異的結合パートナーと
特異的結合反応し得る類似物（物質の類似物と記載することもある）とは、測定すべき物
質と異なる物質であるが、構造等が類似しているため特異的結合パートナーと特異的結合
反応をする物質である。そのため、この類似物が物質の測定系に存在すると、測定すべき
物質と特異的結合パートナーとの特異的結合反応が抑制される。
　微細粒子とは、免疫凝集反応等に通常使用される微細粒子をそのまま使用することがで
きる。最も一般的な微細粒子は、ラテックス粒子である。微細粒子は、通常０．０１～０
．５０μｍ、好ましくは０．０２～０．４μｍ、さらに好ましくは０．０３～０．３μｍ
のものが使用される。



(8) JP 2009-31252 A 2009.2.12

10

20

30

40

50

　本発明において、測定対象の物質と同じ物質またはその類似物を微細粒子に担持してお
く場合、担持の方法は、疎水性相互作用による物理的吸着法や共有結合法等の通常の担持
する方法を用いることができる。特に物質または特異的結合パートナーが強固に結合され
る共有結合法が好ましい。この共有結合法は公知の方法であり、結合試薬として、カルボ
ジイミド試薬等の結合試薬、グルタールアルデヒド、塩化シアヌール、ベンゾキノン、タ
ンニン酸、トリレンジイソシアネート等を使用し、緩衝液中で微細粒子と物質または特異
的結合パートナーとを反応させることにより行うことができる。
【００２４】
　本発明においては、試料中の測定すべき物質と同じ物質を担持した微細粒子の粒径また
は該物質の類似物であって特異的結合パートナーと特異的結合反応し得る類似物を担持し
た微細粒子の粒径Ａが、特異的結合パートナーを担持した微細粒子の粒径Ｂと異なること
により測定感度が調節でき、特に粒径Ａが粒径Ｂより大きいことが好ましい。このように
することにより、試料中の物質の濃度が０の場合、吸光度を大きくし、かつ、濃度が高く
なるにつれて少しずつ減衰させることができ、それによって、試薬としての特異的結合パ
ートナー、更には試薬としての物質等も少なく使用して、低濃度の物質を高感度で測定す
ることができる。特に、測定すべき物質と同じ物質を担持した微細粒子の粒径または該物
質の類似物であって特異的結合パートナーと特異的結合反応し得る類似物を担持した微細
粒子の粒径が特異的結合パートナーに担持した微細粒子の粒径の好ましくは１．０５～１
０．００倍、さらに好ましくは１．１０～３．００倍、特に好ましくは１．１５～２．５
０倍である。この倍数が小さすぎると感度が悪くなることもあり、逆に大きすぎると試薬
の凝集が起こりやすくなるため試薬ブランクが高くなりすぎ物質を測定しにくいことがあ
る。
【００２５】
　本発明においては、凝集の度合いを定量する方法としては、通常、生成する濁りを、通
常、吸光度、好ましくは波長３４０～８００ｎｍの吸光度で測定するが、凝集塊を肉眼で
観察したり、凝集をしなかった粒子を計数することによっても実施することができる。
　本発明の測定法を実施するには、例えば、次の具体的な方法が挙げられる。まず、試薬
として、測定すべき物質と同じ物質を担持した微細粒子または該物質の類似物を担持した
微細粒子を、りん酸緩衝液などの緩衝液に均一分散した第一試薬、並びに、特異的結合パ
ートナーを担持した微細粒子をりん酸緩衝液などの緩衝液に均一分散した第二試薬を調製
する。次いで、自動分析装置を用いて、測定すべき物質を含む試料に、第一試薬および第
二試薬を加えて、特異的結合反応をさせ、生じる凝集割合を、例えば、波長３４０ｎｍか
ら８００ｎｍにて２ポイントエンド法により吸光度変化量として測定し、得られた測定値
から、予め物質濃度既知の標準試料を用いて作成した検量線に基づいて、目的とする試料
中の物質を定量することができる。
【００２６】
　このような本発明の測定法を実現するためには、微細粒子に担持した該物質と同じ物質
または微細粒子に担持した該物質の類似物であって該特異的結合パートナーと特異的結合
反応し得る類似物と、微細粒子に担持した該物質に対する特異的結合パートナーを含む試
薬から構成されるキットを用いることができる。
　微細粒子に担持した該抗原物質と同じ物質または微細粒子に担持した該物質の類似物で
あって該特異的結合パートナーと特異的結合反応し得る類似物、微細粒子に担持した該物
質に対する特異的結合パートナーは、それぞれ、上記測定法で説明した、物質、特異的結
合パートナー、微細粒子をそのまま用いることができる。
【００２７】
　以下の実施例および比較例によって本発明を具体的に説明するが、これらは本発明の範
囲を限定するものではない。
実施例１並びに比較例１および２
　抗原であるヒトアルブミンの測定
　実施例１では、微細粒子として抗原であるアルブミンを担持したラテックス粒子を含む
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試薬（第一試薬）と、抗アルブミン抗体を担持したラテックス粒子を含む試薬（第二試薬
）を用いて試料中のアルブミンを感度よく測定できることを示す。なお、比較例１として
、ラテックス粒子を含まない緩衝液のみを第一試薬として用い、第二試薬として抗アルブ
ミン抗体を担持したラテックス粒子を用いる通常のラテックス免疫凝集測定法、比較例２
として、アルブミンを担持したラテックス粒子を第一試薬として用い、第二試薬として、
ラテックス粒子に担持していない抗アルブミン抗体を用いた競合的均一系免疫測定法にて
アルブミンを測定し、実施例１の測定感度と比較した。
【００２８】
１）ヒトアルブミン感作ラテックス粒子の調製
　ラテックス粒子へのヒトアルブミンの結合は以下のように行った。
　ＭＥＳ（２－モルホリノエタンスルホン酸１水和物）緩衝液で１％濃度とした、表面に
カルボキシレート基を有する粒径２０８ｎｍのラテックス粒子溶液１００ｍＬに、ＭＥＳ
緩衝液で２ｍｇ／ｍＬとした１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）－カルボ
ジイミド（ＥＤＣ）溶液１００ｍＬを加え、１０分間室温で攪拌してカルボキシレート基
を活性化させた。
　次いでヒト血清アルブミン（ＳＣＲＩＰＰＳ社製）をＭＥＳ緩衝液に１．０ｍｇ／ｍＬ
となるように溶解した溶液１００ｍＬを加え室温にて１時間攪拌してカルボキシル基とア
ミノ基の縮合反応により結合させた後、グリシン緩衝液を１００ｍＬ加えて反応を停止さ
せた。その後、２０,０００ｒｐｍで１時間遠心分離を行い、上清を廃棄して沈殿物を回
収した。この沈殿物に精製水を２００ｍＬ加え懸濁させた後、再び遠心分離を行い洗浄し
た。この沈殿物にＴｒｉｓ緩衝液で０．５％濃度としたカゼイン溶液２００ｍＬを加え懸
濁し超音波処理を行って完全に分散させた後、室温で１時間攪拌した。次いで遠心分離を
行い得られた沈殿物にＴｒｉｓ緩衝液を１００ｍＬ加えて懸濁し、超音波処理を行って完
全に分散させ１％濃度ヒトアルブミン感作ラテックス粒子を得た。
【００２９】
２）抗ヒトアルブミンヤギ血清ＩｇＧフラクション感作ラテックス粒子の調製
　ラテックス粒子への抗ヒトアルブミンヤギ血清ＩｇＧフラクションの結合は以下のよう
に行った。
　ＭＥＳ緩衝液で１％濃度とした、表面にカルボキシレート基を有する粒径１０８ｎｍの
ラテックス粒子溶液１００ｍＬに、ＭＥＳ緩衝液で２ｍｇ／ｍＬとしたＥＤＣ溶液１００
ｍＬを加え、１０分間室温で攪拌してカルボキシレート基を活性化させた。
　次いで抗ヒトアルブミンヤギ血清ＩｇＧフラクションをＭＥＳ緩衝液に２．０ｍｇ／ｍ
Ｌとなるように溶解した溶液１００ｍＬを加え室温にて１時間攪拌してカルボキシル基と
アミノ基の縮合反応により結合させ、グリシン緩衝液を１００ｍＬ加えて反応を停止させ
た。その後、２０,０００ｒｐｍで１時間遠心分離を行い、上清を廃棄して沈殿物を回収
した。この沈殿物に精製水を２００ｍＬ加え懸濁させた後、再び遠心分離を行い洗浄した
。この沈殿物にＴｒｉｓ緩衝液で０．５％濃度としたカゼイン溶液２００ｍＬを加え懸濁
し超音波処理を行って完全に分散させた後、室温で１時間攪拌した。次いで遠心分離を行
い得られた沈殿物にＴｒｉｓ緩衝液を１００ｍＬ加えて懸濁し、超音波処理を行って完全
に分散させ１％濃度抗ヒトアルブミンヤギ血清ＩｇＧフラクション感作ラテックス粒子を
得た。
【００３０】
３）アルブミン測定用の第一試薬および第二試薬の調製
　ヒトアルブミン感作ラテックス粒子と抗ヒトアルブミンヤギ血清ＩｇＧフラクション感
作ラテックス粒子を用いて、第一試薬および第二試薬を調製した。
　第一試薬は１％濃度ヒトアルブミン感作ラテックス粒子１０ｍＬにＴｒｉｓ緩衝液９０
ｍＬを加えラテックス濃度０．１％の溶液として用いた。
　第二試薬は１％濃度抗ヒトアルブミンヤギ血清ＩｇＧフラクション感作ラテックス粒子
１０ｍＬにＴｒｉｓ緩衝液９０ｍＬを加えラテックス濃度０．１％の溶液として用いた。
この溶液は当該ＩｇＧフラクション０．２ｍｇ／ｍＬにあたる。また、比較例１として、
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第一試薬の代わりにＴｒｉｓ緩衝液のみを用いた場合と、比較例２として、第二試薬の代
わりにＴｒｉｓ緩衝液で当該ＩｇＧフラクション０．２ｍｇ／ｍＬとなるよう調製した溶
液を用いた場合の２例を用意した。
　試料は、界面活性剤を添加した生理食塩水でアルブミン濃度既知の試料を適宜希釈して
使用した。
　なお、各試薬の組成は以下の通りである。
【００３１】
ＭＥＳ緩衝液
ＭＥＳ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　５０ｍＭ　　ｐＨ　５．２
グリシン緩衝液
グリシン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　５００ｍＭ　ｐＨ　８．０
Ｔｒｉｓ緩衝液
Ｔｒｉｓ（トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　５０ｍＭ　　ｐＨ　８．０
塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　１００ｍＭ
Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００　　　　　　　　　　　　０．１％
【００３２】
　アルブミンの測定は日立７１８０形自動分析装置を用い、試料１０μＬに対し第一試薬
１５０μＬ、第二試薬５０μＬを反応させ、波長５７０ｎｍにて１９～３４測光ポイント
間（第二試薬添加後約１分後から５分後に相当）において、２ポイントエンド法による吸
光度変化量を測定した。
【００３３】
４）測定結果
　測定結果を表１と図１に示す。
【表１】

【００３４】
　表１に示したように、第一試薬にヒトアルブミン感作ラテックス粒子を用いた場合には
、第一試薬と第二試薬の間で凝集が起こり、検体中のヒトアルブミン濃度が増すにつれて
競合反応により吸光度変化量が減少する。ここで実施例１、比較例１および比較例２の比
較を容易にするため、試料各濃度の吸光度変化量から０濃度の吸光度変化量（ブランク吸
光度）を差し引いた値を絶対値で比較したものを表２に示す。
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【表２】

【００３５】
　図１、表１、表２に示すように、本発明の測定法は、第一試薬を緩衝液のみとして該抗
体感作ラテックス粒子と試料中の該抗原との凝集を測定する系（比較例１）に比べ、第一
試薬に該抗原感作ラテックス粒子を用いた場合（実施例１）では大幅な感度の向上が認め
られ、これは第一試薬に該抗原感作ラテックス粒子、第二試薬に該抗体のみの場合（比較
例２）と比べても顕著な現象であることが確認された。
【００３６】
５）確立された尿中アルブミン測定法との相関性
　アルブミン測定試薬として確立されているＮ－アッセイ　ＴＩＡ　ＭｉｃｒｏＡｌｂ　
ニットーボー（日東紡績株式会社製）と本発明試薬の相関性の結果を図２に示す。なお、
試料は尿検体を用いた。
　図２に示すように、従来法をＸ、本発明法をＹとして相関性を確認したところ、Ｙ＝１
．０４Ｘ＋０．８、相関係数０．９９７と良好な結果が得られた。本発明の方法と確立さ
れたアルブミン測定法との相関性が確認されたことは、本発明法が尿中のアルブミンを正
確に測定できるといえる。
【００３７】
実施例２並びに比較例３および４
　抗原であるヒトＩｇＧの測定
　実施例２では、微細粒子としてＩｇＧを担持したラテックス粒子を含む試薬（第一試薬
）と、抗ヒトＩｇＧ抗体を担持したラテックス粒子を含む試薬（第二試薬）を用いて試料
中のＩｇＧを感度よく測定できることを示す。なお、比較例３として、ラテックス粒子を
含まない緩衝液のみを第一試薬として用い、第二試薬として抗ヒトＩｇＧ抗体を担持した
ラテックス粒子を用いる通常のラテックス免疫凝集測定法、比較例４として、ＩｇＧを担
持したラテックス粒子を含む試薬を第一試薬として用い、第二試薬として、ラテックス粒
子に担持していない抗ＩｇＧ抗体を用いた競合的均一系免疫測定法にてＩｇＧを測定し、
実施例２の測定感度と比較した。
【００３８】
１）ヒトＩｇＧフラクション感作ラテックス粒子の調製
　ラテックス粒子へのヒトＩｇＧフラクションの結合は以下のように行った。
　ＭＥＳ緩衝液で１％濃度とした、表面にカルボキシレートを有する粒径１０８ｎｍのラ
テックス粒子溶液１００ｍＬに、ＭＥＳ緩衝液で２００ｍｇ／ｍＬに調製したＥＤＣ溶液
１．５ｍＬ添加した。
　次いで、ヒトＩｇＧフラクションをＭＥＳ緩衝液に０．５ｍｇ／ｍＬとなるように溶解
した溶液１００ｍＬを加え室温にて１時間攪拌してカルボキシル基とアミノ基の縮合反応
により結合させた後、Ｔｒｉｓ緩衝液を５０ｍＬ加えて反応を停止させた。その後、２０
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，０００ｒｐｍで１時間遠心分離を行い、上清を廃棄し沈殿物を回収した。この沈殿物に
ＢＳＡコート溶液を１００ｍＬ加え沈殿物を懸濁し、超音波処理を行い完全に分散させた
後、室温で１時間攪拌した。次いで遠心分離を行い得られた沈殿物にＨＥＰＥＳ緩衝液を
１００ｍＬ加えて懸濁し、超音波処理を行い完全に分散させ１％濃度ヒトＩｇＧフラクシ
ョン感作ラテックス粒子を得た。
【００３９】
２）抗ヒトＩｇＧ抗体感作ラテックス粒子の調製
　ラテックス粒子への抗ヒトＩｇＧ抗体の結合は以下のように行った。
　ＭＥＳ緩衝液で１％濃度とした、表面にカルボキシレートを有する粒径１０８ｎｍのラ
テックス粒子溶液１００ｍＬに、ＭＥＳ緩衝液で２００ｍｇ／ｍＬに調製したＥＤＣ溶液
１．５ｍＬ添加した。
　次いで、抗ヒトＩｇＧ抗体をＭＥＳ緩衝液に１．０ｍｇ／ｍＬとなるように溶解した溶
液１００ｍＬを加え室温にて１時間攪拌してカルボキシル基とアミノ基の縮合反応により
結合させた後、Ｔｒｉｓ緩衝液を５０ｍＬ加えて反応を停止させた。その後、２０，００
０ｒｐｍで１時間遠心分離を行い、上清を廃棄し沈殿物を回収した。この沈殿物にＢＳＡ
コート溶液を１００ｍＬ加え沈殿物を懸濁し、超音波処理を行い完全に分散させた後、室
温で１時間攪拌した。次いで遠心分離を行い得られた沈殿物にＨＥＰＥＳ（２－[４－(２
－ヒドロキシエチル)－１－ピペラジニル]エタンスルホン酸）緩衝液を１００ｍＬ加えて
懸濁し、超音波処理を行い完全に分散させ１％濃度抗ヒトＩｇＧ抗体感作ラテックス粒子
を得た。
【００４０】
３）ヒトＩｇＧ測定用の第一試薬および第二試薬の調製
　ヒトＩｇＧ感作ラテックス粒子と抗ヒトＩｇＧ抗体感作ラテックス粒子を用いて、第一
試薬及び第二試薬を調製した。
　第一試薬は、１％濃度ヒトＩｇＧフラクション感作ラテックス粒子１０ｍＬにＨＥＰＥ
Ｓ緩衝液を９０ｍＬを加えてラテックス濃度０．１％の溶液として用いた。第二試薬は、
１％濃度抗ヒトＩｇＧ抗体感作ラテックス粒子３ｍＬにＨＥＰＥＳ緩衝液を９７ｍＬを加
えてラテックス濃度０．０３％の溶液として用いた。この溶液中の当該抗ヒトＩｇＧ抗体
濃度は０．０３ｍｇ／ｍＬにあたる。
　また、比較例３として、第一試薬にＨＥＰＥＳ緩衝液を用いた場合と、比較例４として
、第二試薬にＨＥＰＥＳ緩衝液で当該抗ヒトＩｇＧフラクションが０．０３ｍｇ／ｍＬと
なるよう調製した溶液を用いた場合の２例を用意した。
　試料は、界面活性剤を添加した生理食塩水を用いて濃度既知のヒトＩｇＧ試料を適宜希
釈して使用した。
　各試薬の組成は以下の通りである。
【００４１】
ＢＳＡコート溶液
ＨＥＰＥＳ　　　　　　　　　　　　　　　　　　２５ｍＭ　ｐＨ７．５
塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　１５０ｍＭ
Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００　　　　　　　　　　　　０．１％
ＢＳＡ　（ウシ血清アルブミン）　　　　　　　　１．０％
Ｔｒｉｓ緩衝液
Ｔｒｉｓ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１２．４ｍＭ　ｐＨ７．５
尿素　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　２０ｍＭ
ＨＥＰＥＳ緩衝液
ＨＥＰＥＳ　　　　　　　　　　　　　　　　　　２５ｍＭ　ｐＨ７．５
塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　１５０ｍＭ
Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００　　　　　　　　　　　　０．１％
【００４２】
　ヒトＩｇＧの測定は日立７１８０形自動分析装置を用い、試料１０μＬに対し第一試薬
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１００μＬ、第二試薬１００μＬを反応させ、波長５７０ｎｍにて１９－３４測光ポイン
ト間(第二試薬添加後約１分後から５分後に相当)において、２ポイントエンド法による吸
光度変化量を測定した。
【００４３】
４）測定結果
　測定結果を表３と図３に示す。
【表３】

【００４４】
　表３に示したように、第一試薬にヒトＩｇＧフラクション感作ラテックス粒子を用いた
場合には、第一試薬と第二試薬の間で凝集が起こり、検体中のヒトＩｇＧ濃度が増すにつ
れ競合反応により吸光度変化量が減少する。
　ここで、実施例２、比較例３および比較例４の比較を容易にするため、試料各濃度の吸
光度変化量から０濃度の吸光度変化量(ブランク吸光度)を差し引いた値を絶対値で比較し
たものを表４に示す。
【表４】

【００４５】
　図３、表３、表４に示したように、第一試薬を緩衝液として抗ヒトＩｇＧ抗体感作ラテ
ックス粒子と試料中の抗原との凝集を測定する系（比較例３）に比べ、第一試薬にヒトＩ
ｇＧフラクション感作ラテックス粒子を用いた場合（実施例２）では大幅な感度の向上が
認められ、これは第一試薬にヒトＩｇＧフラクション感作ラテックス粒子、第二試薬が抗
ヒトＩｇＧ抗体溶液の場合（比較例４）と比べても顕著な現象であることが確認された。
　また、比較例４ではヒトＩｇＧ濃度が高くなるにつれ吸光度の上昇が抑えられ、さらに
、比較例３では逆に吸光度が減少しプロゾーン現象が認められた。しかし、実施例２では
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比較例よりも高濃度まで測定が可能であり、プロゾーン現象も認められなかった。
【００４６】
５）確立されたラテックス法ＩｇＧ測定試薬との相関性
　ヒトＩｇＧについての本発明の測定法と、ＩｇＧ測定試薬として確立されているＮ－ア
ッセイ　ＬＡ　ＩｇＧ　ニットーボー試薬との相関性の結果を図４に示す。試料は、界面
活性剤を添加した生理食塩水を用いて血清検体を適宜希釈して使用した。
　図３に示されているように、確立されている方法をＸ、本法をＹとして相関性を確認し
たところ、Ｙ＝０．９９６３Ｘ－０．１８２０、相関係数０．９８７５と良好な結果が得
られた。このことから本発明の測定法がヒトＩｇＧを正確に測定できているといえる。
【００４７】
実施例３～６
　粒径比の違いによるＩｇＧの測定
　本実施例では、抗原であるヒトＩｇＧを担持したラテックス粒子（粒径一定）を用いて
第一試薬とし、抗体である抗ヒトＩｇＧ抗体を担持したラテックス粒子の粒径を種々変化
させて、その感度を比較した。
【００４８】
１）ヒトＩｇＧフラクション感作ラテックス粒子の調製
　ラテックス粒子へのヒトＩｇＧフラクションの結合は以下のように行った。
　精製水で１％濃度とした粒径１２０ｎｍのラテックス粒子１００ｍＬにＨＥＰＥＳ緩衝
液で０．５ｍｇ／ｍＬとなるように調製したヒトＩｇＧフラクション溶液１００ｍＬを加
え室温にて１時間攪拌してラテックス粒子表面にヒトＩｇＧフラクションを物理吸着させ
た。その後、２０，０００ｒｐｍで１時間遠心分離を行い、上清を廃棄し沈殿物を回収し
た。この沈殿物にＢＳＡコート溶液を１００ｍＬ加え沈殿物を懸濁し、超音波処理を行い
完全に分散させた後、室温で１時間攪拌した。次いで遠心分離を行い得られた沈殿物にＨ
ＥＰＥＳ緩衝液を１００ｍＬ加えて懸濁し、超音波処理を行い完全に分散させ１％濃度ヒ
トＩｇＧフラクション感作ラテックス粒子（粒径１２０ｎｍ）を得た。
【００４９】
２）抗ヒトＩｇＧ抗体感作ラテックス粒子の調製
　ラテックス粒子への抗ヒトＩｇＧ抗体の結合は以下のように行った。
　精製水で各々１％濃度とした粒径の異なる４種類（粒径９８、１２０、１９０、２６０
ｎｍ）のラテックス粒子１００ｍＬにＨＥＰＥＳ緩衝液で２．０ｍｇ／ｍＬとなるように
調製した抗ヒトＩｇＧ抗体溶液を各々１００ｍＬ加え室温にて１時間攪拌してラテックス
粒子表面に物理吸着させた。その後、２０，０００ｒｐｍで１時間遠心分離を行い、上清
を廃棄し沈殿物を回収した。この沈殿物にＢＳＡコート溶液を各々１００ｍＬ加え沈殿物
を懸濁し、超音波処理を行い完全に分散させた後、室温で１時間攪拌した。次いで遠心分
離を行い得られた沈殿物にＨＥＰＥＳ緩衝液を各々１００ｍＬ加えて懸濁し、超音波処理
を行い完全に分散させ４種類の１％濃度抗ヒトＩｇＧ抗体感作ラテックス粒子（粒径９８
、１２０、１９０、２６０ｎｍ）を得た。
【００５０】
３）ヒトＩｇＧ測定用の第一試薬および第二試薬の調製
　ヒトＩｇＧフラクション感作ラテックス粒子と抗ヒトＩｇＧ抗体感作ラテックス粒子を
用いて、第一試薬及び第二試薬を調製した。
　第一試薬は、１％ヒトＩｇＧフラクション感作ラテックス粒子１０ｍＬにＨＥＰＥＳ緩
衝液を９０ｍＬ加えてラテックス濃度０．１％の溶液として用いた。第二試薬は１％抗ヒ
トＩｇＧ抗体感作ラテックス粒子（粒径　９８、１２０、１９０、２６０ｎｍ）２．５ｍ
ＬにＨＥＰＥＳ緩衝液を各々９７．５ｍＬ加えてラテックス濃度０．０２５％の溶液とし
て用いた。
【００５１】
　各試薬の組成は以下の通りである。
ＨＥＰＥＳ緩衝液
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ＨＥＰＥＳ　　　　　　　　　　　　　　　２５ｍＭ　ｐＨ７．５
塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　１５０ｍＭ
ＢＳＡコート溶液
ＨＥＰＥＳ　　　　　　　　　　　　　　　２５ｍＭ　ｐＨ７．５
塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　１５０ｍＭ
ＢＳＡ（ウシ血清アルブミン）　　　　　　１．０％
【００５２】
４）測定法と結果
　ヒトＩｇＧの測定は日立７１８０形自動分析装置を用い、試料１０μＬに対し第一試薬
１００μＬ、第二試薬１００μＬを反応させ、波長５７０ｎｍにて１９－３４測光ポイン
ト間（第二試薬添加後約１分後から５分後に相当）において、２ポイントエンド法による
吸光度変化量を測定した。
　測定結果を表５に示す。
【表５】

　表中、カッコ内は、（第一試薬のラテックス粒径）／（第二試薬のラテックス粒径）を
表す
【００５３】
　表５に示したように、第一試薬と第二試薬の間で凝集が起こり、検体中のヒトＩｇＧ濃
度が増すにつれ競合反応により吸光度変化量が減少する。
　ここで、粒径の大きさによる比較を容易にするため、試料各濃度の吸光度変化量から０
濃度の吸光度変化量(ブランク吸光度)を差し引いた値を絶対値で比較したものを表６に示
す。

【表６】
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　表中、カッコ内は、（第一試薬のラテックス粒径）／（第二試薬のラテックス粒径）を
表す
【００５４】
　表５、表６に示されるように、第一試薬に用いられるラテックス粒子の粒径が第二試薬
に用いられているラテックス粒子よりも小さいか等しい場合と比較し、第一試薬に用いら
れるラテックス粒子の粒径が第二試薬に用いられているラテックス粒子よりも大きい場合
では大幅な感度の向上が認められた。
【００５５】
実施例７～９
特異的結合パートナーとしてアビジンを用いたビオチンの測定
　実施例７～９では、特異的結合パートナーとしてアビジンを用い、ビオチンを測定した
例を示す。ビオチンを結合したラテックス粒子を用いて第一試薬、一方、そのラテックス
粒子の０．５２～１．５６倍となる粒径を有するラテックス粒子にアビジンを担持させた
第二試薬を用いて試料中のビオチンを測定した。
【００５６】
１）ビオチン結合ラテックス粒子の調製
　ラテックス粒子へのビオチンの結合は以下のように行った。
ＭＥＳ緩衝液で１％濃度とした表面にカルボキシレート基を有する粒径１９４ｎｍのラテ
ックス粒子溶液１００ｍＬに、ＭＥＳ緩衝液で２ｍｇ／ｍＬとしたＥＤＣ溶液１００ｍＬ
を加え、１０分間室温で攪拌してカルボキシレート基を活性化させた。
　次いでウシ血清アルブミンをＭＥＳ緩衝液に１０ｍｇ／ｍＬとなるように溶解した溶液
１００ｍＬを加え室温にて１時間攪拌してカルボキシル基とアミノ基の縮合反応により結
合させた後、Ｔｒｉｓ緩衝液を１００ｍＬ加えて反応を停止させた。その後、２０,００
０ｒｐｍで１時間遠心分離を行い、上清を廃棄して沈殿物を回収した。この沈殿物にＴｗ
ｅｅｎ緩衝液を２００ｍＬ加え懸濁させた後、再び遠心分離を行い洗浄した。この沈殿物
を炭酸水素ナトリウム緩衝液１００ｍＬを加え懸濁し超音波処理を行って完全に分散させ
た後、活性化したスクシイミド基が修飾されたビオチンを含むビオチン溶液５００μＬを
加え室温で１時間攪拌した。次いで遠心分離を行い得られた沈殿物にカゼイン溶液を１０
０ｍＬ加えて懸濁し、超音波処理を行って完全に分散させた後、室温で１時間攪拌した。
　その後、遠心分離を行い得られた沈殿物にＴＸ１００溶液を１００ｍＬ加えて懸濁し、
超音波処理を行って完全に分散させ１％濃度ビオチン結合ラテックス粒子を得た。
【００５７】
２）アビジン感作ラテックス粒子の調製
　ラテックス粒子へのアビジンの結合は以下のように行った。
ＭＥＳ緩衝液で１％濃度とした粒径の異なる３種類（１００、１９４、３０３ｎｍ）のラ
テックス粒子１００ｍＬにＭＥＳ緩衝液で２ｍｇ／ｍＬとしたＥＤＣ溶液１００ｍＬを加
え、１０分間室温で攪拌してカルボキシレート基を活性化させた。
　次いでアビジンをＭＥＳ緩衝液に０．５ｍｇ／ｍＬとなるように溶解した溶液１００ｍ
Ｌを加え室温にて１時間攪拌してカルボキシル基とアミノ基の縮合反応により結合させた
後、Ｔｒｉｓ緩衝液を１００ｍＬ加えて反応を停止させた。その後、２０,０００ｒｐｍ
で１時間遠心分離を行い、上清を廃棄して沈殿物を回収した。この沈殿物にカゼイン溶液
を１００ｍＬ加えて懸濁し、超音波処理を行って完全に分散させた後、室温で１時間攪拌
した。その後、遠心分離を行い得られた沈殿物にＴＸ１００溶液を１００ｍＬ加えて懸濁
し、超音波処理を行って完全に分散させ１％濃度アビジン感作ラテックス粒子を得た。
【００５８】
３）ビオチン測定用の第一試薬および第二試薬の調製
　ビオチン結合ラテックス粒子とアビジン感作ラテックス粒子を用いて、第一試薬及び第
二試薬を調製した。
　第一試薬は、１％濃度ビオチン結合ラテックス粒子１０ｍＬにＴＸ１００溶液を９０ｍ
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Ｌ加えてラテックス濃度０．１％の溶液として用いた。第二試薬は１％濃度アビジン感作
ラテックス粒子(１００、１９４、３０３ｎｍ)４ｍＬにＴＸ１００溶液を各々９６ｍＬ加
えてラテックス濃度０．０４％の溶液として用いた。
各試薬の組成は以下の通りである。
【００５９】
Ｔｗｅｅｎ溶液
炭酸水素ナトリウム　　　　　　　　　　　４００ｍＭ　ｐＨ８．３
塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　１Ｍ
Ｔｗｅｅｎ２０　　　　　　　　　　　　　　　　５．０％
炭酸水素ナトリウム緩衝液
炭酸水素ナトリウム　　　　　　　　　　　４００ｍＭ　ｐＨ８．３
塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　１Ｍ
ビオチン溶液
Ｂｉｏｔｉｎ－（ＡＣ５）２－ＯＳｕ　　　　　　　１０ｍｇ
ジメチルスルホキシド　　　　　　　　　　　　　１２８０μＬ
カゼイン溶液
ＨＥＰＥＳ　　　　　　　　　　　　　　　２５ｍＭ　ｐＨ７．５
塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　１５０ｍＭ
カゼイン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．０％
ＴＸ１００溶液
ＨＥＰＥＳ　　　　　　　　　　　　　　　２５ｍＭ　ｐＨ７．５
塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　１５０ｍＭ
Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００　　　　　　　　　　　　１．０％
【００６０】
４）ビオチンの測定
　試料中のビオチン測定は日立７１８０形自動分析装置を用い、試料１０μＬに対し第一
試薬１２０μＬ、第二試薬６０μＬを反応させ、主波長５７０ｎｍ、副波長８００ｎｍに
て１９－３４測光ポイント間(第二試薬添加後約１分後から５分後に相当)において、２ポ
イントエンド法による吸光度変化量を測定した。
【００６１】
測定結果
　測定結果を表７に示す。
【表７】

【００６２】
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　表７に示したように、実施例７～９において、試料中のビオチン濃度が増すにつれ競合
反応により吸光度変化量がいずれも減少した。したがって、実施例７～９のいずれの条件
でも、ビオチン濃度と吸光度変化量との検量線を作成することができ、これと測定値を比
較することにより、ビオチン濃度を測定できることが判明した。
　ここで、粒径の大きさによる比較を容易にするため、試料各濃度の吸光度変化量から０
濃度の吸光度変化量(ブランク吸光度)を差し引いた値を絶対値で比較したものを表８に示
す。
【表８】

【００６３】
　表８の絶対値から、ビオチンを担持した微細粒子の粒径が、アビジンを担持した微細粒
子の粒径よりも大きい場合、大幅な感度の向上が認められた。
　このことは、抗原抗体反応に限定されることなく他の特異的結合反応においても、測定
すべき物質と同じ物質を担持した微細粒子の粒径が、特異的結合パートナーを担持した微
細粒子の粒径よりも大きい場合、その物質をより感度よく測定できることを示している。
【産業上の利用可能性】
【００６４】
　本発明の測定法により、高価な抗体等の特異的結合パートナーを少なく用い、プロゾー
ン現象を発現することなく、かつ、生体試料中に低濃度で存在するアルブミンなどの物質
を感度良く正確に測定することができる。
【図面の簡単な説明】
【００６５】
【図１】実施例１、比較例１および比較例２におけるアルブミンの測定結果を示す。
【図２】尿中アルブミンを測定した場合の本発明の測定法とＴＩＡ法との相関性の結果を
示す。
【図３】実施例２、比較例３および比較例４におけるヒトＩｇＧの測定結果を示す。
【図４】ヒトＩｇＧを測定した場合の本発明の測定法とラテックス法との相関性の結果を
示す。
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