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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の工程を含む、標識化プローブ－水溶性担体複合体の作製方法。
工程１．チオール基を有し被験物質に対して結合可能なプローブと、マレイミド基を有す
るアビジン類を結合させてプローブ結合体とし、
工程２．次にチオール基を有する前記プローブ結合体と、マレイミド基を有する高分子の
水溶性担体を結合させてプローブ結合体－水溶性担体複合体とし、
工程３．さらに前記プローブ結合体－水溶性担体複合体とビオチン化標識物を混合して、
プローブ結合体－水溶性担体複合体のアビジン類とビオチン化標識物のビオチンを結合さ
せる。
【請求項２】
　アビジン類がアビジンまたはストレプトアビジンである請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　水溶性担体の分子量が５０万以上である請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　水溶性担体が、デキストラン、アミノデキストラン、デキストリン、クラスターデキス
トリン、フィコールまたはプルランから選ばれる請求項１～３のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項５】
　被験物質に対して結合可能なプローブが抗体または抗体断片である請求項１～４のいず
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れか一項に記載の方法。
【請求項６】
　二種類以上の抗体または抗体断片を用いることを特徴とする請求項１～５のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項７】
　抗体または抗体断片がＦａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、ＦａｂまたはＩｇＧから選ばれる請
求項５または６に記載の方法。
【請求項８】
　被験物質に対して結合可能なプローブがプロテインＧ、プロテインＡ、プロテインＬ、
レクチンまたは受容体から選ばれる請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　ビオチン化標識物がビオチン化ルシフェラーゼ、ビオチン化アルカリホスフォターゼ、
ビオチン化ＰＯＤ、ビオチン化ＧＯＤ、ビオチン化ＦＩＴＣ、ビオチン化アクリジニウム
、ビオチン化アクリジニウム誘導体またはビオチン化トリス（２，２‘ビピリジル）ルテ
ニウム（ＩＩ）から選ばれる請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　ビオチン化ルシフェラーゼが遺伝子組換えにより作製されたものである、請求項９に記
載の方法。
【請求項１１】
　請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法により作製した標識化プローブ－水溶性担
体複合体。
【請求項１２】
　請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法により作製した標識化プローブ－水溶性担
体複合体を用いる測定法。
【請求項１３】
　請求項１～７または９～１０のいずれか一項に記載の方法により作製した標識化プロー
ブ－水溶性担体複合体を用いる免疫測定法。
【請求項１４】
　請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法により作製した標識化プローブ－水溶性担
体複合体を用いる高感度測定法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、水溶性担体に複数のプローブを結合させ、さらに標識物を結合させた標識化
プローブ－水溶性担体複合体の作製方法、当該方法によって作製される標識化プローブ－
水溶性担体複合体、およびその使用方法に関するものである。この標識化プローブ－水溶
性担体複合体を用いることにより、高感度で安定な検出・測定を行うことが可能となる。
【背景技術】
【０００２】
　被験物質と特異的に結合するプローブと標識物との結合物を用いて、プローブを介した
被験物質と標識物の結合量を指標として被験物質を検出・測定する方法において、その感
度は一般にプローブおよび標識物の分子数により定まる。すなわち、１分子のプローブに
対して結合する標識物の分子数は限られ、その比率が感度を定める。
【０００３】
　そこで、プローブ自体を重合化させて重合体を作製することにより分子量を大きくし、
その重合体に結合する標識物の分子数を多くすることにより反応性を向上させた高感度化
がなされた（特許文献１）。しかしながら、プローブの重合化を制御することが容易では
なく、実用化には至っていない。
【０００４】
　また、ポリリジン、アミノデキストラン等の担体に酵素標識物およびプローブを別個に
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共有結合させて分子量が大きく、標識物の結合数が多い標識物プローブ複合体が提案され
た（特許文献２）。しかしながら、本技術により反応性は増加したものの、ブランク値で
の反応も増加し、検出・測定を行うときの高感度化には至っていない。
【０００５】
　さらに、ポリリジン等の担体に酵素標識物を結合させ、担体上の標識物を介してプロー
ブを結合させた標識物－プローブ複合体（特許文献３）、デキストラン等の担体にプロー
ブを結合させ、担体上のプローブを介して標識物を結合させた水溶性担体－プローブ複合
体（特許文献４）、担体に親水性の仲介物質を結合させ、仲介物質にプローブおよび検出
マーカーの標識物を結合させたプローブ複合体（特許文献５）、酵素標識物を介して２分
子以上の担体を結合させた複合体にプローブを結合させたブロック化標識物プローブ（特
許文献６）が提案された。
【０００６】
　しかし、上記先行技術も、反応性の増加とともにブランク値での反応も増加するという
技術的課題を内包しており、シグナル／ノイズ比として反応性を評価する場合、高感度か
つ安定な複合体を得ることは困難であった。また、複合体形成において、担体とプローブ
または標識物の結合を最初に行うと、担体の多官能性に起因して、所望の複合体を再現性
良く作製することは困難であった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特開平１１－２９５３１３号公報
【特許文献２】特開２０００－８８８５０号公報
【特許文献３】特開２００１－１８１２９９号公報
【特許文献４】特開２００３－１９４８２１号公報
【特許文献５】国際公開２００６／０１１５４３
【特許文献６】国際公開２００６／０７０７３２
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　被験物質と特異的に結合するプローブと標識物の結合物を用いて、プローブを介した被
験物質と標識物の結合量を指標として、高感度に被験物質を検出・測定するためには、１
分子のプローブと標識物の結合物に多量の標識物が含まれなければならない。そのために
、大分子のプローブと標識物の結合物を作製する必要がある。
【０００９】
　しかしながら、大分子の結合物を形成すべく担体を使用した場合、反応性は増加するも
のの、ブランク値での反応も増加し、結果として高感度かつ安定な複合体を得ることは困
難である。また、担体とプローブまたは標識物の結合を複合体形成の最初の段階として行
うと、担体の多官能性に起因して、所望の複合体を再現性良く作製することは困難である
。そこで、上記課題を解決する結合物および当該結合物を安定的に作製する方法が期待さ
れる。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　発明者等は、標識化プローブ－担体複合体の作製におけるプローブと標識物の結合にお
いて、アビジン類とビオチンとの特異的な結合を利用することに思い至り、また、アビジ
ン類とプローブとの結合を、担体との結合に先立って行うことで、極めて高感度かつ安定
な複合体を再現性良く作製し得ることを見出した。加えて、化学結合のためにプローブの
化学修飾を行うときに、プローブにチオール基を導入することが、プローブの結合能に影
響を与えないことを見出し、さらに、担体として水溶性担体を用いることで、高感度で安
定な検出・測定に有用な標識化プローブ－水溶性担体複合体を構築した。
【００１１】
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　すなわち、本発明は、以下の工程を含む、標識化プローブ－水溶性担体複合体の作製方
法に関するものである。
工程１．チオール基を有し被験物質に対して結合可能なプローブと、マレイミド基を有す
るアビジン類を結合させてプローブ結合体とし、
工程２．次にチオール基を有する前記プローブ結合体と、マレイミド基を有する高分子の
水溶性担体を結合させてプローブ結合体－水溶性担体複合体とし、
工程３．さらに前記プローブ結合体－水溶性担体複合体とビオチン化標識物を混合して、
プローブ結合体－水溶性担体複合体のアビジン類とビオチン化標識物のビオチンを結合さ
せる。
【００１２】
　また、本発明は、当該工程により作製する標識化プローブ－水溶性担体複合体に関する
ものである。
【００１３】
　さらに、本発明は、上記工程により作製した標識化プローブ－水溶性担体複合体を用い
る測定法、免疫測定法または高感度測定法に関するものである。
【００１４】
　本発明において、「プローブ」とは、被験物質と相互作用する結合パートナーを意味し
、非限定的な例として、抗体もしくは抗体断片、プロテインＧ、プロテインＡ、プロテイ
ンＬ、レクチンまたは受容体等を挙げることが出来る。また、抗体または抗体断片の非限
定な例として、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、ＦａｂまたはＩｇＧ等を挙げることが出来る
。
【００１５】
　また、当該抗体または抗体断片として、二種類以上の抗体または抗体断片を用いること
が出来る。
【００１６】
　本発明において、「アビジン類」とは、低分子の塩基性糖タンパク質のアビジン、それ
に類似するタンパク質またはその断片等、ビオチン化合物と安定した複合体を形成するも
のを意味し、当該「アビジン類」の非限定な例として、アビジンまたはストレプトアビジ
ン等を挙げることが出来る。
【００１７】
　本発明において、「水溶性担体」は、分子量が５０万以上であることが好ましい。本発
明の水溶性担体の非限定な例として、デキストラン、アミノデキストラン、デキストリン
、クラスターデキストリン、フィコールまたはプルラン等を挙げることが出来る。
【００１８】
　本発明では「ビオチン化標識物」を使用する。ここで「ビオチン」は、ビタミンＢ複合
体の一つであり、アビジンと非常に強く結合することが知られているものである。本発明
における「ビオチン化標識物」の非限定な例として、ビオチン化ルシフェラーゼ、ビオチ
ン化アルカリホスフォターゼ、ビオチン化ＰＯＤ（ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ）、ビオチン化
ＧＯＤ（ｇｌｕｃｏｓｅ　ｏｘｉｄａｓｅ）、ビオチン化ＦＩＴＣ（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅ
ｉｎ　ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ）、ビオチン化アクリジニウム、ビオチン化アクリ
ジニウム誘導体またはビオチン化トリス（２，２‘ビピリジル）ルテニウム（ＩＩ）等を
挙げることが出来る。当該「ビオチン化標識物」におけるビオチンと標識物の結合には、
化学修飾等を含む既知の何れの手段を利用することが出来るが、特に遺伝子組換えを利用
することが好ましい。なぜなら、化学結合のための化学修飾をしないことから、その標識
物の活性を低下させないからである。
【００１９】
　本発明に係る工程１においては、まず被験物質に対して結合可能なプローブが十分なチ
オール基を有していない場合、当該プローブにチオール基を導入する。チオール基の導入
には既知の何れの方法を用いることが出来るが、プローブが抗体または抗体断片である場
合、２－メルカプトエタノール等の還元剤を使用し、内在するジスルフィド結合を還元す
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ることによりチオール基を導入することは、プローブの結合能に対する影響を最小限化出
来るので、特に有利である。
【００２０】
　次に、アビジン類へマレイミド基を導入する。マレイミド基の導入には、既知の何れの
方法を用いることが出来、例えば、Ｓｕｌｆｏ－ＫＭＵＳ（同仁化学社製）といった既知
のマレイミド試薬を使用することが出来る。
【００２１】
　チオール基を有し被験物質に対して結合可能なプローブと、マレイミド基を有するアビ
ジン類との結合には、既知の何れの方法を用いることが出来る。例えば、プローブおよび
アビジン類をそれぞれ適切な濃度において緩衝液に溶解し、当該溶解液を反応させること
で結合反応を行うことが出来る。また、以降の工程における非特異反応を回避すべく、上
記結合反応完了後、２－メルカプトエタノール等のチオール試薬を用いて未反応のマレイ
ミド基をブロックすることが出来る。ブロック後のプローブ－アビジン類結合体は、ゲル
濾過等既知の方法によって精製することが出来る。
【００２２】
　本発明に係る工程２においては、まず工程１において作製したプローブ－アビジン類結
合体にチオール基を導入する。チオール基の導入には、例えば、２－イミノチオランを使
用するといった、既知の何れの方法を用いることが出来る。
【００２３】
　水溶性担体へのマレイミド基の導入は、既知の何れの方法を用いることが出来る。例え
ば、水溶性担体を酸と反応させることにより、カルボキシル基を導入し、当該酸を透析等
により除去した後、エチレンジアミン等の既知のアミノ基導入試薬を用いて、カルボキシ
ル基をアミノ基に置換する。置換後、透析等により未反応のアミノ基導入試薬を除去し、
既知のマレイミド試薬を加え反応させることにより、マレイミド基を有する水溶性担体を
得ることが出来る。
【００２４】
　チオール基を有するプローブ－アビジン類結合体と、マレイミド基を有する水溶性担体
との結合には、既知の何れの方法を用いることが出来る。また、以降の工程における非特
異反応を回避すべく、結合反応完了後、２－メルカプトエタノール等のチオール試薬を用
いて水溶性担体に導入した未反応のマレイミド基をブロックすることが好ましい。ブロッ
ク後のプローブ結合体－水溶性担体複合体は、ゲル濾過等既知の方法によって精製するこ
とが出来る。
【００２５】
　本発明に係る工程３においては、上記プローブ結合体－水溶性担体複合体をビオチン化
標識物と混合することにより、プローブ結合体－水溶性担体複合体のアビジン類とビオチ
ン化標識物のビオチンを結合させる。上記の通り、アビジン類とビオチンとの親和性は非
常に強いため、例えば、プローブ結合体－水溶性担体複合体およびビオチン化標識物をそ
れぞれ適切な濃度に調製し、当該調製液を混合することによって、当該アビジン類とビオ
チンとの結合反応を行うことが出来る。
【００２６】
　本発明に係る工程により作製した標識化プローブ－水溶性担体複合体は、当該プローブ
が標的とする被験物質と高感度、かつ安定的に反応するため、既知の何れの測定法におい
て利用することが出来る。また、当該プローブが抗体または抗体断片である場合、本発明
に係る標識化プローブ－水溶性担体複合体は、既知の何れの免疫測定法において利用する
こと出来る。
【００２７】
　さらに、本発明に係る工程により作製した標識化プローブ－水溶性担体複合体は長期間
保存後においても極めて安定である。３７℃で１週間の加速安定性試験下においても、そ
の経時的な安定性を保持していた。
【００２８】
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　本発明を、一例としてビオチン化標識物にビオチン化ルシフェラーゼを、プローブとし
てＦａｂ’を、アビジン類としてストレプトアビジンを、水溶性担体としてデキストラン
（Ｔ２０００）を各々用いて説明するが、本例に限定されることはない。
【００２９】
　ＩｇＧ抗体をペプシン消化して得たＦ（ａｂ’）２に２－メルカプトエタノールを加え
て還元処理した後にゲルろ過により精製し、チオール基を有するＦａｂ’を得る。
【００３０】
　一方、ストレプトアビジンにマレイミド基を導入する試薬を加えて処理した後にゲルろ
過により精製し、マレイミド基を導入したストレプトアビジンを得る。
【００３１】
　上記した方法で得られたチオール基を導入したＦａｂ’およびマレイミド基を導入した
ストレプトアビジンを混合して反応させた後に２－メルカプトエタノールを添加して未反
応のマレイミド基をブロックし、ゲルろ過により精製してＦａｂ’－ストレプトアビジン
結合体を得る。
【００３２】
　得られたＦａｂ’－ストレプトアビジン結合体に２－イミノチオランを加えて反応させ
た後にゲルろ過により精製し、チオール基を導入したＦａｂ’－ストレプトアビジン結合
体を得る。
【００３３】
　デキストラン（Ｔ２０００）にアミノ基を導入したアミノデキストランを作製し、さら
にマレイミド試薬を加えて反応させた後にゲルろ過により精製し、マレイミド基を導入し
たデキストラン（Ｔ２０００）を得る。
【００３４】
　上記した方法で得られたチオール基を導入したＦａｂ’－ストレプトアビジン結合体お
よびマレイミド基を導入したデキストラン（Ｔ２０００）を混合して反応させた後に２－
メルカプトエタノールを添加して未反応のマレイミド基をブロックし、ゲルろ過により精
製してＦａｂ’－ストレプトアビジン結合体－デキストラン複合体を得る。
【００３５】
　得られたＦａｂ’－ストレプトアビジン結合体－デキストラン（Ｔ２０００）複合体と
ビオチン化ルシフェラーゼを混合して反応させて、ルシフェラーゼ標識Ｆａｂ’－デキス
トラン（Ｔ２０００）複合体を得る。
【００３６】
　得られたルシフェラーゼ標識Ｆａｂ’－デキストラン（Ｔ２０００）複合体を標識抗体
として用い、別に用意した抗体を固定化した固相と組み合わせてサンドイッチイムノアッ
セイを行うと、高感度の検出・測定法が完成する。
【００３７】
　理論に拘束されることを意図するものではないが、本発明によって、従来と比較して、
極めて高感度かつ安定な標識化プローブ－水溶性担体複合体が再現性良く得られることは
、プローブと標識物の結合を、アビジン類とビオチンとの高い親和性を介して行ったこと
、かつ、当該プローブとアビジン類との結合を、担体との結合に先立って行ったことに主
に起因するものであると考えられる。プローブとアビジン類との結合、およびアビジン類
とビオチンとの結合は、その結合に関する分子数比等を制御し易く、従って、同等の構造
を有する標識化プローブ－水溶性担体複合体を再現性良く安定的に作製できるのであろう
。また、このように安定的に作製された標識化プローブ－水溶性担体複合体は、ノイズを
構成する非特異的反応を相対的に抑制しつつ、シグナルを構成する特異的反応のみを増加
させるのに極めて適した構造を有するものと考えられる。
【発明の効果】
【００３８】
　本発明を実施することにより、被験物質と特異的に結合する高感度かつ安定な標識化プ
ローブ－水溶性担体複合体が再現性良く得られ、この標識化プローブ－水溶性担体複合体
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を用いることにより、高感度かつ安定な検出・測定が可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００３９】
【図１】ＩｇＧ－ストレプトアビジン結合体－デキストラン（Ｔ２０００）複合体の溶出
パターン
【図２】Ｆａｂ’（ｃ１１－９＋ｃ１１－１４）－ストレプトアビジン結合体－デキスト
ラン（Ｔ２０００）複合体の溶出パターン
【図３】Ｆａｂ’（ｃ１１－９）－ストレプトアビジン結合体－デキストラン（Ｔ２００
０）複合体の溶出パターン
【図４】Ｆａｂ’（ｃ１１－１４）－ストレプトアビジン結合体－デキストラン（Ｔ２０
００）複合体の溶出パターン
【図５】Ｆａｂ’（ｃ１１－９＋ｃ１１－１４）－ストレプトアビジン結合体－デキスト
ラン（Ｔ５００）複合体の溶出パターン
【図６】ＦＩＴＣ標識Ｆａｂ’とＦＩＴＣ標識Ｆａｂ’－デキストラン複合体の反応性の
比較
【発明を実施するための形態】
【００４０】
　被験物質と特異的に結合するプローブを固定化した不溶性担体と検体を反応させた後に
検体を除去洗浄し、その後に標識化プローブ－水溶性担体複合体を加えて反応させ、再度
除去洗浄した後に不溶性担体上の標識物の活性を測定することにより、検体中の被験物質
の検出・測定を行う。
【実施例１】
【００４１】
　還元処理によるチオール基を有するＩｇＧの調製
　抗ＨＣＶコア抗原マウスモノクローナルＩｇＧ抗体ｃ１１－９およびｃ１１－１４を０
．１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．２）に溶解して、各々５ｍｇ／ｍＬの溶液を調製した。こ
れらのＩｇＧ溶液３００μＬに０．２Ｍの２－メルカプトエタノール（和光純薬社製）３
０μＬを添加し、３７℃で１．５時間反応させた。反応後、ＰＤ－１０（ＧＥヘルスケア
社製）でゲル濾過精製し、抗体に内在するジスルフィド結合を還元して得られるチオール
基を有するＩｇＧを得た。各々のチオール基の数を定量した結果、ＩｇＧ１分子あたり８
．０個のチオール基の存在が確認された。
【実施例２】
【００４２】
　還元処理によるチオール基を有するＦａｂ’の調製
　抗ＨＣＶコア抗原マウスモノクローナルＩｇＧ抗体ｃ１１－９およびｃ１１－１４を０
．１Ｍ酢酸ソーダ緩衝液（ｐＨ４．５）にて１０ｍｇ／ｍＬとなるように調製した。次に
、これらのＩｇＧ溶液１ｍＬに対してペプシン０．２ｍｇを添加し、３７℃で６時間攪拌
することによりＩｇＧをペプシン消化した。ペプシン消化後、２Ｎ　ＮａＯＨにて中和し
、さらにＳｕｐｅｒｄｅｘ２００カラム（ＧＥヘルスケア社製）で精製することによりＦ
（ａｂ’）２を得た。
【００４３】
　各々３．０ｍｇ／ｍＬのＦ（ａｂ’）２１３００μＬに０．２Ｍの２－メルカプトエタ
ノール（和光純薬社製）１３０μＬを添加し、３７℃で１．５時間反応させた。反応後、
ＰＤ－１０（ＧＥヘルスケア社製）でゲル濾過精製し、抗体に内在するジスルフィド結合
を還元して得られるチオール基を有するＦａｂ’を得た。各々のチオール基の数を定量し
た結果、ｃ１１－９ではＦａｂ’１分子あたり３．３個、ｃ１１－１４ではＦａｂ’１分
子あたり３．４個のチオール基の存在が確認された。
【実施例３】
【００４４】
　ストレプトアビジンへのマレイミド基の導入
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　２０ｍｇのストレプトアビジン（ＭＰ　Ｂｉｏ社製）を０．１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７
．２）２ｍＬに溶解し、ジメチルホルムアミドに６ｍｇ／ｍＬとなるように溶解したマレ
イミド試薬Ｓｕｌｆｏ－ＫＭＵＳ（同仁化学社製）１３３μＬを加えた。３０℃で１時間
反応させた後、ＰＤ－１０（ＧＥヘルスケア社製）にてゲルろ過精製し、マレイミド基を
導入したストレプトアビジンを得た。マレイミド基の数を定量した結果、ストレプトアビ
ジン１分子あたり３．７個のマレイミド基の存在が確認された。
【実施例４】
【００４５】
　ＩｇＧ－ストレプトアビジン結合体の作製
　実施例１で作製したｃ１１－９およびｃ１１－１４のチオール基を導入したＩｇＧを０
．１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．２）に溶解し、各々２．５ｍｇ／ｍＬのチオール基を導入
したＩｇＧ溶液を調製した。一方、実施例３で作製したマレイミド基を導入したストレプ
トアビジンを０．１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．２）に溶解し、１３．０ｍｇ／ｍＬのマレ
イミド基を導入したストレプトアビジン溶液を調製した。
【００４６】
　次に、各々のチオール基を導入したＩｇＧ溶液５００μＬに対して、マレイミド基を導
入したストレプトアビジン溶液３８μＬを添加し、３０℃で１時間反応させた。反応後、
０．２Ｍの２－メルカプトエタノール（和光純薬社製）５４μＬを添加し、４℃で一晩反
応させ、未反応のマレイミド基をブロックした。反応後、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００カラム
（ＧＥヘルスケア社製）でゲル濾過精製し、ＩｇＧ－ストレプトアビジン結合体を得た。
【実施例５】
【００４７】
　ルシフェラーゼ標識ＩｇＧの作製
　実施例４で作製した１０μＭのｃ１１－９およびｃ１１－１４のＩｇＧ－ストレプトア
ビジン結合体５０μＬに対して、６１μＭのビオチン化ルシフェラーゼ（キッコーマン社
製）８．２μＬ加えて、２５℃で１時間反応させることによりルシフェラーゼ標識ＩｇＧ
を作製した。
【実施例６】
【００４８】
　Ｆａｂ’－ストレプトアビジン結合体の作製
　実施例２で作製したｃ１１－９ およびｃ１１－１４の チオール基を導入したＦａｂ’
を０．１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．２）に溶解し、各々２．６ｍｇ／ｍＬのチオール基を
導入したＦａｂ’溶液を調製した。一方、実施例３で作製したマレイミド基を導入したス
トレプトアビジンを０．１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．２）に溶解し、１３．０ｍｇ／ｍＬ
のマレイミド基を導入したストレプトアビジン溶液を調製した。
【００４９】
　次に、各々のチオール基を導入したＦａｂ’溶液１４００μＬに対して、マレイミド基
を導入したストレプトアビジン溶液３６５μＬを添加し、３０℃で１時間反応させた。反
応後、０．２Ｍの２－メルカプトエタノール（和光純薬社製）１７７μＬを添加し、４℃
で一晩反応させ、未反応のマレイミド基をブロックした。反応後、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２０
０カラム（ＧＥヘルスケア社製）でゲル濾過精製し、Ｆａｂ’－ストレプトアビジン結合
体を得た。
【実施例７】
【００５０】
　ルシフェラーゼ標識Ｆａｂ’の作製
　実施例６で作製した２６．４μＭのｃ１１－９およびｃ１１－１４のＦａｂ’－ストレ
プトアビジン結合体１０μＬに対して、６１μＭのビオチン化ルシフェラーゼ（キッコー
マン社製）４．３μＬ加えて、２５℃で１時間反応させることにより、ルシフェラーゼ標
識Ｆａｂ’を作製した。
【実施例８】
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【００５１】
　アミノ基を導入したデキストランへのマレイミド基の導入
　デキストラン（Ｔ２０００）およびデキストラン（Ｔ５００）各々２ｇとモノクロロ酢
酸４．７ｇを５０ｍＬの３Ｎ　ＮａＯＨ溶液に溶解し、室温で７０分間攪拌することによ
ってデキストラン（Ｔ２０００）およびデキストラン（Ｔ５００）にカルボキシル基を導
入した。次に、リン酸２水素ナトリウム０．２ｇを添加し、６Ｎ　ＨＣｌで混合液を中和
することにより反応を停止させ、透析により未反応のモノクロロ酢酸を除去した。
【００５２】
　透析後、１６．４ｇのエチレンジアミンと１．２ｇの１－エチル－３－（３－ジメチル
アミノプロピル）カルボジイミドを添加し、室温で４時間攪拌することによりデキストラ
ン（Ｔ２０００）およびデキストラン（Ｔ５００）に導入したカルボキシル基をアミノ基
に変換した。次に、透析により未反応のエチレンジアミンとカルボジイミドを除去し、凍
結乾燥することによってアミノデキストラン（Ｔ２０００）およびアミノデキストラン（
Ｔ５００）を回収した。
【００５３】
　アミノデキストラン（Ｔ２０００）およびアミノデキストラン（Ｔ５００）各々１．５
ｍｇを０．１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．２）３ｍＬに溶解し、ジメチルホルムアミド中に
１２ｍｇ／ｍＬに溶解したマレイミド試薬Ｓｕｌｆｏ－ＫＭＵＳ（同仁化学社製）を３０
μＬ加え、３７℃で３０分間反応させた。反応後、ＰＤ－１０（ＧＥヘルスケア社製）で
ゲル濾過精製し、マレイミド基を導入したアミノデキストラン（Ｔ２０００）およびアミ
ノデキストラン（Ｔ５００）を得た。マレイミド基の数を定量した結果、デキストラン（
Ｔ２０００）１分子あたり２９４個、デキストラン（Ｔ５００）１分子あたり６５個のマ
レイミド基の存在が確認された。
【実施例９】
【００５４】
　ＩｇＧ－ストレプトアビジン結合体－デキストラン複合体の作製
　実施例４で作製したｃ１１－９およびｃ１１－１４のＩｇＧ－ストレプトアビジン結合
体の各々を０．１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．２）で溶解して２．５ｍｇ／ｍＬの溶液とし
、等量混合してＩｇＧ－ストレプトアビジン結合体溶液を調製した。
【００５５】
　このＩｇＧ－ストレプトアビジン結合体溶液２６４μＬに対して、ジメチルホルムアミ
ドに１ｍｇ／ｍＬとなるように溶解した２－イミノチオラン（ＰＩＥＲＣＥ社製）を２μ
Ｌ添加し、３０℃で３０分間反応させた。反応後、ＰＤ－１０（ＧＥヘルスケア社製）に
てゲルろ過精製し、チオール基を導入したＩｇＧ－ストレプトアビジン結合体を得た。チ
オール基の数を定量した結果、ＩｇＧ－ストレプトアビジン結合体１分子あたり４．８個
のチオール基の存在が確認された。
【００５６】
　次に、実施例８で作製した０．６２５μＭのマレイミド基を導入したアミノデキストラ
ン（Ｔ２０００）溶液４０μＬに８．６μＭのチオール基を導入したＩｇＧ－ストレプト
アビジン結合体２９０μＬを混合し、３０℃で１時間静置した。その後、０．２Ｍの２－
メルカプトエタノール（和光純薬社製）３３μＬを添加し、４℃で一晩反応させ、未反応
のマレイミド基をブロックした。反応後、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００カラム（ＧＥヘルスケ
ア社製）でゲル濾過精製し、図１に示すボイドピーク画分よりＩｇＧ－ストレプトアビジ
ン結合体－デキストラン（Ｔ２０００）複合体を得た。
【実施例１０】
【００５７】
　ＩｇＧ－ストレプトアビジン結合体－デキストラン複合体へのビオチン化ルシフェラー
ゼの導入
　実施例９で作製したＩｇＧ－ストレプトアビジン結合体－デキストラン（Ｔ２０００）
複合体を、ＩｇＧ－ストレプトアビジン結合体濃度として５７０ｎＭになるように０．１
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Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．２）を用いて調製した。このＩｇＧ－ストレプトアビジン結合
体－デキストラン（Ｔ２０００）複合体溶液３００μＬに対して、６１μＭのビオチン化
ルシフェラーゼ（キッコーマン社製）溶液３．０μＬを加え、２５℃で１時間反応させる
ことにより、ルシフェラーゼ標識ＩｇＧ－デキストラン（Ｔ２０００）複合体を得た。
【実施例１１】
【００５８】
　Ｆａｂ’－ストレプトアビジン結合体－デキストラン複合体の作製
　実施例６で作製した４．０ｍｇ／ｍＬのｃ１１－９Ｆａｂ’－ストレプトアビジン結合
体４２０μＬおよび２．６ｍｇ／ｍＬのｃ１１－１４Ｆａｂ’－ストレプトアビジン結合
体６４６μＬに対して、ジメチルホルムアミドに１ｍｇ／ｍＬになるように溶解した２－
イミノチオラン（ＰＩＥＲＣＥ社製）を２μＬ添加し、３０℃で３０分間反応させた。
【００５９】
　反応後、ＰＤ－１０（ＧＥヘルスケア社製）にてゲルろ過精製し、チオール基を導入し
た各々のＦａｂ’－ストレプトアビジン結合体を得た。チオール基の数を定量した結果、
ｃ１１－９Ｆａｂ’－ストレプトアビジン結合体１分子あたり４．６個、ｃ１１－１４Ｆ
ａｂ’－ストレプトアビジン結合体１分子あたり３．０個のチオール基の存在が確認され
た。
【００６０】
　次に、実施例８で作製したマレイミド基を導入したアミノデキストラン（Ｔ２０００）
および（Ｔ５００）とチオール基を導入したＦａｂ’－ストレプトアビジン結合体を混合
し、３０℃で１時間静置した。なお、マレイミド基を導入した各々のアミノデキストラン
とチオール基を導入した各々のＦａｂ’－ストレプトアビジン結合体は以下に示すとおり
の濃度、液量で組み合わせ、合計４種類の重合体を作製した。
【００６１】
　１）ｃ１１－９およびｃ１１－１４を混合したＦａｂ’－ストレプトアビジン結合体－
デキストラン（Ｔ２０００）複合体
　２１μＭのチオール基を導入したｃ１１－９Ｆａｂ’－ストレプトアビジン結合体２０
０μＬ、１８μＭのチオール基を導入したｃ１１－１４Ｆａｂ’－ストレプトアビジン結
合体２４０μＬ、および０．６２５μＭのマレイミド基を導入したアミノデキストラン（
Ｔ２０００）１４２μＬを混合した。
　２）ｃ１１－９Ｆａｂ’－ストレプトアビジン結合体－デキストラン（Ｔ２０００）複
合体
　２１μＭのチオール基を導入したｃ１１－９Ｆａｂ’－ストレプトアビジン結合体２０
０μＬおよび０．６２５μＭのマレイミド基を導入したアミノデキストラン（Ｔ２０００
）７１μＬを混合した。
【００６２】
　３）ｃ１１－１４Ｆａｂ’－ストレプトアビジン結合体－デキストラン（Ｔ２０００）
複合体
　１８μＭのチオール基を導入したｃ１１－１４Ｆａｂ’－ストレプトアビジン結合体２
４０μＬおよび０．６２５μＭのマレイミド基を導入したアミノデキストラン（Ｔ２００
０）７１μＬを混合した。
　４）ｃ１１－９およびｃ１１－１４を混合したＦａｂ’－ストレプトアビジン結合体－
デキストラン（Ｔ５００）複合体
【００６３】
　２１μＭのチオール基を導入したｃ１１－９Ｆａｂ’－ストレプトアビジン結合体２０
０μＬ、１８μＭのチオール基を導入したｃ１１－１４Ｆａｂ’－ストレプトアビジン結
合体２４０μＬ、および２．５μＭのマレイミド基を導入したアミノデキストラン（Ｔ５
００）１１６μＬを混合した。
【００６４】
　反応後、０．２Ｍの２－メルカプトエタノール（和光純薬社製）を各々の複合体溶液の
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１／１０量添加し、４℃で一晩反応させ、未反応のマレイミド基をブロックした。翌日、
Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００カラム（ＧＥヘルスケア社製）でゲル濾過精製し、図２～５に示
す各サンプルのボイドピーク画分よりＦａｂ’－ストレプトアビジン結合体－デキストラ
ン複合体を得た。
【実施例１２】
【００６５】
　Ｆａｂ’－ストレプトアビジン結合体－デキストラン複合体へのビオチン化ルシフェラ
ーゼの導入
　実施例１１で作製した４種類のＦａｂ’－ストレプトアビジン結合体－デキストラン複
合体を、Ｆａｂ’－ストレプトアビジン結合体濃度として１．８μＭになるように０．１
Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．２）にて調製した。これらのＦａｂ’－ストレプトアビジン結
合体－デキストラン複合体溶液１００μＬに対して、６１μＭのビオチン化ルシフェラー
ゼ（キッコーマン社製）３．０μＬを加え、２５℃で１時間反応させることにより、以下
に示す４種類のルシフェラーゼ標識Ｆａｂ’－デキストラン複合体を作製した。
【００６６】
　１）ルシフェラーゼ標識ｃ１１－９・ｃ１１－１４Ｆａｂ’－デキストラン（Ｔ２００
０）複合体
　２）ルシフェラーゼ標識ｃ１１－９Ｆａｂ’－デキストラン（Ｔ２０００）複合体
　３）ルシフェラーゼ標識ｃ１１－１４Ｆａｂ’－デキストラン（Ｔ２０００）複合体
　４）ルシフェラーゼ標識ｃ１１－９・ｃ１１－１４Ｆａｂ’－デキストラン（Ｔ５００
）複合体
【実施例１３】
【００６７】
　ルシフェラーゼ標識抗体を用いた酵素免疫測定
　ＷＳＣを用いたカルボジイミド法により、抗ＨＣＶコア抗原マウスモノクローナル抗体
ｃ１１－３、ｃ１１－７、およびＡＯＴ３を磁性粒子に固定化し、０．２％抗体固相化磁
性粒子を作製した。一方、正常ヒト血清およびＰＣＲで確認された２種類のＨＣＶ陽性血
清１００μＬと検体処理液（６Ｍ塩酸グアニジン、０．５ＮＨＣｌ、１２．５％Ｔｒｉｔ
ｏｎＸ１００、０．７５％Ｔｗｅｅｎ２０）１００μＬを混合し、３７℃で１５分間置く
ことによって検体の前処理を行った後、反応液（０．１Ｍリン酸ナトリウム、０．１５Ｍ
　ＮａＣｌ、１％ＢＳＡ、０．５％カゼイン、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０、ｐＨ７．３）
１４０μＬと１Ｍトリス緩衝液２０μＬを混合し、この混合液１６０μＬに前処理検体８
０μＬを加えることにより、前処理検体を中和した。
【００６８】
　次に、中和した前処理検体２４０μＬに０．２％抗体固相化磁性粒子を２０μＬ加え、
３７℃で１５分間置くことによって１次反応をおこなった。反応後、磁性粒子を洗浄液に
て３回洗浄し、実施例５で作製したルシフェラーゼ標識ＩｇＧおよび実施例１０で作製し
たルシフェラーゼ標識ＩｇＧ－デキストラン（Ｔ２０００）複合体を添加した。標識抗体
の量は、ルシフェラーゼ濃度として１８ｎＭに希釈したものを１２０μＬ加え、攪拌後さ
らに３７℃で１５分間反応させた。反応後、磁性粒子を洗浄液にて３回洗浄し、５０ｍＭ
トリス緩衝液（ｐＨ８．５）１００μＬに再懸濁させた。
【００６９】
　磁性粒子を再懸濁したチューブに基質溶液（ルシフェリン）１００μＬを加え、ルーマ
ットＬＢ９５０７（ベルトールド社製）を使ってルシフェラーゼの発光を測定した。発光
測定は、ルシフェリン添加０．５秒後から５秒間の発光を積算した。その結果、表１に示
すとおり、ルシフェラーゼ標識ＩｇＧよりもルシフェラーゼ標識ＩｇＧ－デキストラン（
Ｔ２０００）複合体のほうが高い発光値を示した。パネル検体ＭのＳ／Ｎ比から見積もる
と、およそ５０～１００倍程度、反応性が向上していると推察された。
【００７０】
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【表１】

【実施例１４】
【００７１】
　ルシフェラーゼ標識抗体断片を用いた酵素免疫測定
　標識抗体として実施例７および実施例１２で作製したものを使用した以外は、実施例１
３と同じ方法で実施した。その結果、表２に示すとおり、ルシフェラーゼＦａｂ’標識よ
りも、ルシフェラーゼ標識Ｆａｂ’－デキストラン（Ｔ２０００）複合体またはルシフェ
ラーゼ標識Ｆａｂ’－デキストラン（Ｔ５００）複合体のほうが高い発光値を示し、Ｉｇ
Ｇの場合と同様に重合化することにより５０～１００倍程度反応性が向上していることが
確認された。また、ｃ１１－９またはｃ１１－１４抗体断片を個別に重合化した場合も反
応性の向上は見られるが、両者を組み合わせることによりさらに反応性が向上することが
確認された。
【００７２】

【表２】

【実施例１５】
【００７３】
　既存のプローブ複合体作製方法を応用して作製した重合化標識抗体との性能比較
【００７４】
　既存のプローブ複合体作製方法を応用した重合化標識抗体の作製
国際公開２００６／０１１５４３に記載の方法を応用してプローブ複合体を作製した。ま
ず、デキストラン（Ｔ２０００）４４ｍｇを秤量し、０．１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．０
）０．８ｍＬに溶解し、過ヨウ素酸ナトリウム溶液を０．４ｍＬ添加混合した。室温で２
時間反応させた後、ゲルろ過（ＰＤ－１０；ＧＥヘルスケア社製）により余剰の過ヨウ素
酸ナトリウムを除去し、ストレプトアビジン（ＳＡ）溶液とＣＡＰＳ溶液（１０％）を添
加して室温で５時間反応させることにより、デキストランにストレプトアビジンを導入し
た。さらに、反応産物の安定化のため、Ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ　Ｂｏｒａｔｅ（Ｄ
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ＭＢＡ；生化学工業社製）１ｍｇと１Ｍトリス溶液０．４ｍＬを添加混合して室温で一晩
反応させた。その後、ゲルろ過（Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ－３００ＨＲ　１．６ｘ３０；
ＧＥヘルスケア社製）により反応産物を精製し、デキストラン－ＳＡ結合物を得た。次に
、０．１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．０）を用いてデキストラン－ＳＡ結合物を２ｍｇ／ｍ
Ｌになるように調製し、このデキストラン－ＳＡ結合物溶液０．５ｍＬに対して、ジメチ
ルホルムアミドにて１０ｍｇ／ｍＬになるように溶解したマレイミド試薬ＥＭＣＳ（同仁
化学社製）５μＬを加え、室温で１．５時間反応させた。この反応産物をＰＤ－１０（Ｇ
Ｅヘルスケア社製）にてゲルろ過精製し、未反応のＥＭＣＳを除去することによりマレイ
ミド基を導入したデキストラン－ＳＡ結合物を得た。一方、実施例２に記載した方法によ
りｃ１１－９とｃ１１－１４のＦａｂ’を作製し、各Ｆａｂ’を等量混合することにより
０．５ｍｇ／ｍＬのＦａｂ’溶液を調製した。次に、２ｍｇ／ｍＬのマレイミド基を導入
したデキストラン－ＳＡ結合物０．５ｍＬに対して、０．５ｍｇ／ｍＬ　Ｆａｂ’溶液を
１ｍＬ添加して４℃で一晩反応させた。その後、終濃度が１５ｍＭになるように２－メル
カプトエチルアミンを添加し、室温で１時間反応させることにより未反応のマレイミド基
をブロックした。反応後、Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ－３００ＨＲカラム（ＧＥヘルスケア
社製）にてゲルろ過精製し、デキストラン－ＳＡ－Ｆａｂ’複合体を得た。精製したデキ
ストラン－ＳＡ－Ｆａｂ’複合体に含まれるＳＡは、濃度既知のＳＡ溶液を標準として、
ＨＡＢＡ試薬による発色を指標として定量した。作製したデキストランＴ２０００－ＳＡ
－Ｆａｂ’重合体を、ＳＡ濃度として５７０ｎＭになるように０．１Ｍリン酸緩衝液にて
調製した。このデキストランＴ２０００－ＳＡ－Ｆａｂ’重合体溶液　３００μＬに対し
て、ビオチン化ルシフェラーゼ（キッコーマン社製）６１μＭを３．０μＬ添加し、２５
℃で１時間反応させることにより、既存の方法を応用した重合化標識抗体を作製した。
【００７５】
　ルシフェラーゼ標識抗体を用いた酵素免疫測定
　ＷＳＣを用いたカルボジイミド法により、抗ＨＣＶコア抗原マウスモノクローナル抗体
ｃ１１－３、ｃ１１－７、およびＡＯＴ３を磁性粒子に固定化し、０．２％抗体固相化磁
性粒子を作製した。一方、正常ヒト血清および２種類のＨＣＶコア抗原陽性血清１００μ
Ｌと検体処理液（６Ｍ塩酸グアニジン、０．５ＮＨＣｌ、１２．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１０
０、０．７５％Ｔｗｅｅｎ２０）１００μＬを混合し、３７℃で１５分間置くことによっ
て検体の前処理を行った後、反応液（０．１Ｍリン酸ナトリウム、０．１５ＭＮａＣｌ、
１％ＢＳＡ、０．５％カゼイン、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０、ｐＨ７．３）１４０μＬと
１Ｍトリス緩衝液２０μＬを混合し、この混合液１６０μＬに前処理検体８０μＬを加え
ることにより、前処理検体を中和した。
　次に、中和した前処理検体２４０μＬに０．２％抗体固相化磁性粒子を２０μＬ加え、
３７℃で１５分間置くことによって１次反応をおこなった。反応後、磁性粒子を洗浄液に
て３回洗浄し、実施例５で作製したルシフェラーゼ標識ＩｇＧ、実施例１０で作製したル
シフェラーゼ標識ＩｇＧ－デキストラン（Ｔ２０００）複合体、既存の方法を応用して作
製した重合化標識抗体を添加した。標識抗体の量は、ルシフェラーゼ濃度として１８ｎＭ
に希釈したものを１２０μＬ加え、攪拌後さらに３７℃で１５分間反応させた。反応後、
磁性粒子を洗浄液にて３回洗浄し、５０ｍＭトリス緩衝液（ｐＨ８．５）１００μＬに再
懸濁させた。
　磁性粒子を再懸濁したチューブに基質溶液（ルシフェリン）１００μＬを加え、ルーマ
ットＬＢ９５０７（ベルトールド社製）を使ってルシフェラーゼの発光を測定した。発光
測定は、ルシフェリン添加０．５秒後から５秒間の発光を積算した。その結果、表３に示
すとおりルシフェラーゼ標識ＩｇＧ－デキストラン（Ｔ２０００）複合体は既存の方法を
応用して作製した重合化標識抗体よりも高い反応性を示した。パネル検体ＬおよびＭのＳ
／Ｎ比から見積もると、ルシフェラーゼ標識ＩｇＧ－デキストラン（Ｔ２０００）複合体
は、既存の方法を応用して作製した重合化標識抗体よりも、およそ３～５倍程度、反応性
が向上していた。なお、既存の方法を応用して作製した重合化標識抗体の場合、使用する
抗体量を多くしても、そのＳ／Ｎ比に大きな改善は見られなかった。
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【００７６】
【表３】

【実施例１６】
【００７７】
　ビオチン化ＰＯＤへの応用
【００７８】
　ＰＯＤ標識Ｆａｂ’の作製
　実施例６で作製した１５．４μＭのｃ１１－９およびｃ１１－１４のＦａｂ’－ストレ
プトアビジン結合体３０μＬに対して、５６．８μＭのビオチン化ＰＯＤ（インビトロジ
ェン社製）８．１μＬを加えて、４℃で一晩置くことによりＰＯＤ標識Ｆａｂ’を作製し
た。
【００７９】
　Ｆａｂ’－ストレプトアビジン結合体－デキストラン（Ｔ２０００）複合体へのビオチ
ン化ＰＯＤの導入
　実施例１１で作製したｃ１１－９およびｃ１１－１４を混合したＦａｂ’－ストレプト
アビジン結合体－デキストラン（Ｔ２０００）複合体を、Ｆａｂ’－ストレプトアビジン
結合体濃度として１．４μＭになるように０．１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．２）にて調製
した。この複合体溶液５０μＬに対して、５６．８μＭのビオチン化ＰＯＤ（インビトロ
ジェン社製）１．２μＬを加えて、４℃で一晩置くことによりＰＯＤ標識Ｆａｂ’－デキ
ストラン（Ｔ２０００）複合体を作製した。
【００８０】
　ＰＯＤ標識抗体を用いた酵素免疫測定
　ＷＳＣを用いたカルボジイミド法により、抗ＨＣＶコア抗原マウスモノクローナル抗体
ｃ１１－３、ｃ１１－７、およびＡＯＴ３を磁性粒子に固定化し、０．２％抗体固相化磁
性粒子を作製した。一方、組み換え体ＨＣＶコア抗原（ｃ１１）を０ｎＭ、０．１２ｎＭ
、１．２ｎＭになるように正常ヒト血清で希釈し、これらのサンプル１００μＬと検体処
理液（６Ｍ塩酸グアニジン、０．５ＮＨＣｌ、１２．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００、０．７
５％Ｔｗｅｅｎ２０）１００μＬを混合し、３７℃で１５分間置くことによってサンプル
の前処理を行った。さらに、反応液（０．１Ｍリン酸ナトリウム、０．１５ＭＮａＣｌ、
１％ＢＳＡ、０．５％カゼイン、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０、ｐＨ７．３）１４０μＬと
１Ｍトリス緩衝液２０μＬを混合し、この混合液１６０μＬに前処理検体８０μＬを加え
ることにより、前処理検体を中和した。
　次に、中和した前処理検体２４０μＬに０．２％抗体固相化磁性粒子を２０μＬ加え、
３７℃で１５分間置くことによって１次反応をおこなった。反応後、磁性粒子を洗浄液に
て３回洗浄し、上記方法により作製したＰＯＤ標識Ｆａｂ’およびＰＯＤ標識Ｆａｂ’－
デキストラン（Ｔ２０００）複合体を添加した。標識抗体の量は、ＰＯＤ濃度として１８
ｎＭに希釈したものを１２０μＬ加え、攪拌後さらに３７℃で１５分間反応させた。反応
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後、磁性粒子を洗浄液にて３回洗浄した。
　次に、磁性粒子のチューブに基質溶液（ルミノール）２００μＬを加え、ルーマットＬ
Ｂ９５０７（ベルトールド社製）を使ってＰＯＤの発光を測定した。発光測定は、ルミノ
ール添加１２秒後から３秒間の発光を積算した。その結果、表４に示すとおりＰＯＤ標識
Ｆａｂ’よりもＰＯＤ標識Ｆａｂ’－デキストラン（Ｔ２０００）複合体のほうが高い発
光値を示し、ルシフェラーゼの場合と同様に本発明によるシグナルの増幅が確認された。
以上の結果から本発明はルシフェラーゼ以外の酵素を用いて実施可能であることが示され
た。
【００８１】
【表４】

【実施例１７】
【００８２】
　ビオチン化ＦＩＴＣへの応用
【００８３】
　ＦＩＴＣ標識Ｆａｂ’の作製
　実施例６で作製した１５．４μＭのｃ１１－９およびｃ１１－１４のＦａｂ’－ストレ
プトアビジン結合体３０μＬに対して、１６０μＭのビオチン化ＦＩＴＣ（インビトロジ
ェン社製）２．９μＬを加えて、４℃で一晩置くことによりＦＩＴＣ標識Ｆａｂ’を作製
した。
【００８４】
　Ｆａｂ’－ストレプトアビジン結合体－デキストラン（Ｔ２０００）複合体へのビオチ
ン化ＦＩＴＣの導入
　実施例１１で作製したｃ１１－９およびｃ１１－１４を混合したＦａｂ’－ストレプト
アビジン結合体－デキストラン（Ｔ２０００）複合体を、Ｆａｂ’－ストレプトアビジン
結合体濃度として６．３μＭになるように０．１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．２）にて調製
した。この複合体溶液２０μＬに対して、１６０μＭのビオチン化ＦＩＴＣ（インビトロ
ジェン社製）１．０μＬを加えて、４℃で一晩置くことによりＦＩＴＣ標識Ｆａｂ’－デ
キストラン（Ｔ２０００）複合体を作製した。
【００８５】
　ＦＩＴＣ標識抗体を用いた蛍光免疫測定
　ＷＳＣを用いたカルボジイミド法により、抗ＨＣＶコア抗原マウスモノクローナル抗体
ｃ１１－３、ｃ１１－７、およびＡＯＴ３を磁性粒子に固定化し、０．２％抗体固相化磁
性粒子を作製した。一方、組み換え体ＨＣＶコア抗原（ｃ１１）を０ｎＭ、０．１２ｎＭ
、１．２ｎＭになるように正常ヒト血清で希釈し、これらのサンプル１００μＬと検体処
理液（６Ｍ塩酸グアニジン、０．５ＮＨＣｌ、１２．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００、０．７
５％Ｔｗｅｅｎ２０）１００μＬを混合し、３７℃で１５分間置くことによってサンプル
の前処理を行った。さらに、反応液（０．１Ｍリン酸ナトリウム、０．１５ＭＮａＣｌ、
１％ＢＳＡ、０．５％カゼイン、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０、ｐＨ７．３）１４０μＬと
１Ｍトリス緩衝液２０μＬを混合し、この混合液１６０μＬに前処理検体８０μＬを加え
ることにより、前処理検体を中和した。
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　次に、中和した前処理検体２４０μＬに０．２％抗体固相化磁性粒子を２０μＬ加え、
３７℃で１５分間置くことによって１次反応をおこなった。反応後、磁性粒子を洗浄液に
て３回洗浄し、上記方法により作製したＦＩＴＣ標識Ｆａｂ’およびＦＩＴＣ標識Ｆａｂ
’－デキストラン（Ｔ２０００）複合体を添加した。標識抗体の量は、ＦＩＴＣ濃度とし
て６５ｎＭに希釈したものを２００μＬ加え、攪拌後さらに４℃で一晩反応させた。反応
後、磁性粒子を洗浄液にて３回洗浄した。
　次に、磁性粒子のチューブに１０ｍＭ　ＰＢＳ（ｐＨ７．４）を２００μＬ加え、磁性
粒子を懸濁し、懸濁液を９６穴白色プレート（サーモフィッシャー社製）に分注した。そ
の後、蛍光プレートリーダーｉｎｆｉｎｉｔｅ２００（テカン社製）を使ってＦＩＴＣの
蛍光を測定した。蛍光測定の条件は、４８５ｎｍの波長で励起し、５３５ｎｍの蛍光を測
定した。その結果、表５及び図６に示すとおりＦＩＴＣ標識Ｆａｂ’よりもＦＩＴＣ標識
Ｆａｂ’－デキストラン（Ｔ２０００）複合体のほうが高い蛍光活性を示し、ルシフェラ
ーゼやＰＯＤの場合と同様に本発明によるシグナルの増幅が確認された。以上の結果から
本発明は酵素以外の低分子標識物を用いても実施可能であることが示された。
【００８６】
【表５】

【実施例１８】
【００８７】
　標識化プローブ－水溶性担体複合体の加速安定性
　本発明に係る標識化プローブ－水溶性担体複合体の加速安定性を試験した。詳細には、
実施例１２で作製したルシフェラーゼ標識ｃ１１－９・ｃ１１－１４Ｆａｂ’－デキスト
ラン（Ｔ２０００）複合体について、４℃保存条件下における活性と、３７℃、１週間で
の加速条件後の残存活性を測定し、比較検討した。活性の測定は実施例１３と同じ方法で
行った。結果は表６に示すとおりであった。
【００８８】
【表６】

【００８９】
　上記結果より、本発明に係る標識化プローブ－水溶性担体複合体が優れた加速安定性を
示すことが実証された。即ち、本発明に係る標識化プローブ－水溶性担体複合体は、３７
℃で１週間保存しても、約９０％程度乃至それ以上の残存活性を保持したことが観察され
た。また、当該加速条件に伴うバックグラウンドの上昇は観察されなかった。
【００９０】
　これらの結果から、本発明により、被験物質と特異的に結合する高感度かつ安定な標識
化プローブ－水溶性担体複合体が得られ、この標識化プローブ－水溶性担体複合体を用い
ることにより、従来と比較して、より高感度かつ安定的な検出・測定が可能となることが
実証された。また、本願発明が酵素以外の低分子標識物に対しても有効であることが実証
された。
【産業上の利用可能性】
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【００９１】
　被験物質とプローブが特異的に結合する事を利用して、検体中の被験物質を検出・測定
する方法において、本発明の標識化プローブ－水溶性担体複合物を用いることにより、従
来と比較して、より高感度かつ安定な検出・測定が可能となる。
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