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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生理活性を有する測定試料物質を含む試料溶液と、該測定試料物質に特異的に結合する
第一の生理活性物質にビオチンであるリガンドが結合された結合体を含む溶液とを、それ
らの溶液の容量比が１：１乃至２０：１となるように接触させて、リガンドに結合した生
理活性物質と測定試料物質との複合体を溶液中にて形成する工程；該複合体を含む溶液を
、上記リガンドの補捉剤である抗ビオチン抗体もしくはストレプトアビジンが、それぞれ
に対応して抗ビオチン抗体に対する抗体もしくは抗ストレプトアビジン抗体であるスペー
サを介して結合された、透過した溶液を吸収することができる吸収体を下部に備えた多孔
性のグラスフィルタの表面に滴下し、透過させて、該複合体のリガンド部分を、該リガン
ド補捉剤に結合させる工程；該多孔性フィルタの表面に、上記測定試料物質に特異的に結
合する、酵素で標識された第二の生理活性物質の溶液を滴下し、透過させて、この酵素標
識を持つ第二の生理活性物質を、リガンド補捉剤とリガンド部分とを介して多孔性フィル
タに結合している第一の生理活性物質と測定試料物質との複合体に結合させる工程；多孔
性フィルタを洗浄することにより未結合の酵素標識第二生理活性物質を除去する工程；そ
して多孔性フィルタに結合した酵素の活性を測定する工程からなることを特徴とする、多
孔性フィルタを用いる生理活性を有する試料物質の測定方法。
【請求項２】
　生理活性を有する測定試料物質がアレルゲン特異的ＩｇＥ抗体であって、第一の生理活
性物質にリガンドが結合された結合体がビオチン化アレルゲンである請求項１に記載の試
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料物質の測定方法。
【請求項３】
　試料溶液と、測定試料物質に特異的に結合する第一の生理活性物質にリガンドが結合さ
れた結合体を含む溶液とを、それらの溶液の容量比が２：１乃至１０：１となる量にて接
触させることを特徴とする請求項１もしくは２に記載の試料物質の測定方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、固相担体として多孔性フィルタを用い、免疫学的測定法に基づく生理活性を有
する試料物質の量の測定方法に関するものである。
【０００２】
【従来の技術】
固相免疫測定法においては、測定対象とする抗原あるいは抗体に応じて、あらかじめ該当
する抗原に対応する固定化抗体固相あるいは該当する抗体に対する固定化抗原固相を調製
し、測定の都度、対象とする物質に対応した当該固相を選択する方法が従来では一般的で
あった。このような方法では、測定対象物質ごとに必要とされる固相の種類は無数となる
ため、固相の調製が煩雑を極め、かつ、測定操作も機械的あるいは用手法に関わらず、測
定対象物質に応じて適当な固相ごとに選択しなければならないという煩雑さが重なってい
た。
【０００３】
上記の問題を解決しようとする試みはすでになされている。例えば、一種類のリガンド捕
捉剤固定化固相を用い、測定対象物質に応じたリガンド標識生理活性物質を選択して、リ
ガンド捕捉剤固定化固相上で測定時に必要とするリガンド標識生理活性物質、即ち、リガ
ンド標識抗原あるいは抗体を固相に捕捉することに基づく方法が知られている。また、必
要な固相を調製するか、あるいは、試料中の測定対象の抗原あるいは測定対象抗体とリガ
ンド標識抗体もしくはリガンド標識抗原をリガンド捕捉剤固定化固相上に添加し、捕捉す
ることにより、免疫的に測定される任意の測定対象物質の測定を可能にする方法も知られ
ている。これらの方法は、たとえば、特公平４－４９６５７号公報及び特開平２－１４５
９６７号公報に記載されている。
【０００４】
しかしながら、公知の方法では、極めて短い時間で、１ｍＬ当たりナノグラム量のレベル
での測定感度を得ることはできなかった。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】
本発明が解決しようとする課題は、汎用性の高い測定具を用いて、従来の免疫学的測定法
に要する時間よりも極めて短い時間にて、１ｍＬ当たりナノグラム量のレベルでの測定感
度を得ることのできる免疫学的測定法に基づく生理活性を持つ試料物質の測定方法を提供
することにある。
【０００６】
【課題を解決するための手段】
　本発明は、生理活性を有する測定試料物質を含む試料溶液と、該測定試料物質に特異的
に結合する第一の生理活性物質にビオチンであるリガンドが結合された結合体を含む溶液
とを、それらの溶液の容量比が１：１乃至２０：１（好ましくは、２：１以上であり、ま
た１０：１以下である）となるように接触させて、リガンドに結合した生理活性物質と測
定試料物質との複合体を溶液中にて形成する工程；該複合体を含む溶液を、上記リガンド
の補捉剤である抗ビオチン抗体もしくはストレプトアビジンが、それぞれに対応して抗ビ
オチン抗体に対する抗体もしくは抗ストレプトアビジン抗体であるスペーサを介して結合
された、透過した溶液を吸収することができる吸収体を下部に備えた多孔性のグラスフィ
ルタの表面に滴下し、透過させて、該複合体のリガンド部分を、該リガンド補捉剤に結合
させる工程；該多孔性フィルタの表面に、上記測定試料物質に特異的に結合する、酵素で
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標識された第二の生理活性物質の溶液を滴下し、透過させて、この酵素標識を持つ第二の
生理活性物質を、リガンド補捉剤とリガンド部分とを介して多孔性フィルタに結合してい
る第一の生理活性物質と測定試料物質との複合体に結合させる工程；多孔性フィルタを洗
浄することにより未結合の酵素標識第二生理活性物質を除去する工程；そして多孔性フィ
ルタに結合した酵素の活性を測定する工程からなることを特徴とする、多孔性フィルタを
用いる生理活性を有する試料物質の測定方法にある。
【０００８】
本発明の試料物質の測定方法の好ましい態様を次に記す。
（１）リガンドとしてビオチンを用いること。
（２）リガンド補捉剤として抗ビオチン抗体を用いること。
（３）リガンド補捉剤が抗ビオチン抗体で、スペーサが抗ビオチン抗体に対する抗体であ
ること。
（４）第一の生理活性物質にリガンドが結合された結合体としてビオチン化アレルゲンを
用いること。
【０００９】
（５）リガンド補捉剤がスペーサを介して結合している繊維質多孔性フィルタを用いるこ
と。
（６）リガンド捕捉剤がストレプトアビジンであること。
（７）リガンド捕捉剤がストレプトアビジンで、スペーサが抗ストレプトアビジン抗体で
あること。
（８）リガンド捕捉剤がストレプトアビジンで、スペーサが抗ストレプトアビジン抗体に
対する抗体に抗ストレプトアビジン抗体を重層したものであること。
（９）繊維質多孔性フィルタの下部に吸収体が備えられていること。
【００１０】
（１０）繊維質多孔性フィルタを固相担体とし、リガンドを捕捉するリガンド捕捉剤をこ
の固相担体上に担持し、測定試料物質に特異的に結合する第一の生理活性物質にリガンド
が結合された物質と、測定試料物質を含む試料とを液中で混合攪拌し反応させたのち、そ
の反応液の一定量を、リガンド捕捉剤が結合している固相担体上に直接滴下し、その後、
該滴下部分に、測定試料物質に特異的に結合する、酵素で標識された第二の生理活性物質
を含む溶液を滴下して反応させ、その反応液がフィルタの縦方向に浸透後、洗浄液を滴下
して、次いで、繊維質多孔性フィルタ上の酵素活性の量を測定することによって、測定試
料物質の量を測定する繊維質多孔性フィルタ免疫測定方法において、測定試料物質を含む
試料と測定試料物質に特異的に結合する生理活性物質にリガンドが結合された物質との液
中での比率が２０：１～１：１までの範囲、好ましくは１０：１～２：１、さらに好まし
くは１０：１～４：１の範囲で測定すること。
【００１１】
（１１）測定試料物質に特異的に結合する第一の生理活性物質にリガンドが結合された物
質と測定試料物質を含む試料との溶液中での結合反応の後、該反応液を適当な希釈液で希
釈した後、その一定量をとり、固相担体上に滴下すること。
（１２）酵素反応後の信号量の測定方法として、積分球を使用して反射率を測定すること
。
【００１２】
（１３）上記信号量の測定に際して、信号強度の初速度を測定すること。
（１４）固相担体上に結合した酵素活性の信号強度の初速度を測定し終わるまでの時間が
、リガンド捕捉剤が結合している繊維質多孔性フィルタ上に直接、溶液を滴下後、１５分
以内、好ましくは８分以内に反応を終了させること。
【００１３】
【発明の実施の形態】
本発明の多孔性フィルタを用いる生理活性試料物質の量や生理活性の測定法において、多
孔性フィルタとしてはグラスファイバーフィルタを用いることが好ましい。リガンドとし
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ては、ビオチンを用いることが好ましく、また多孔性フィルタに結合させるリガンド補捉
剤としては、抗ビオチン抗体もしくはストレプトアビジンを用いることが好ましい。
【００１４】
　リガンド補捉剤は、多孔性フィルタにスペーサを介して結合されている。たとえば、リ
ガンドとしてビオチンを用いるときは、スペーサとしてリガンド捕捉剤に対する抗体、す
なわち抗ビオチン抗体に対する抗体に抗ビオチン抗体を重層することが好ましい。また、
スペーサとして抗ストレプトアビジン抗体を用いるか、あるいは抗ストレプトアビジンに
対する抗体に抗ストレプトアビジンを重層するかして用いることもできる。
【００１５】
次に、本発明の多孔性フィルタを用いる生理活性試料物質の測定方法を、抗体（アレルゲ
ン特異的ＩｇＥ抗体）を測定対象の生理活性物質とし、第一の生理活性物質として抗原（
アレルゲン）を用い、酵素標識された第二の生理活性物質として、酵素標識された第二抗
体（抗ヒトＩｇＥ抗体）を用いる場合において、そして上記の好ましい多孔性フィルタ、
リガンド、リガンド補捉剤を利用する系を例にとって、さらに詳しく説明する。
【００１６】
本発明の測定方法では、多孔性フィルタを固相担体として用いて、測定物質に特異的に結
合する生理活性物質にリガンドが結合された結合体、例えば、リガンド標識抗原、あるい
はリガンド標識抗体を含む溶液と測定試料物質を含む試料溶液とを、予め液中で反応させ
、その後、この反応液をリガンド捕捉剤が結合している多孔性フィルタ固相上に直接滴下
し、滴下した反応液がフィルタの縦方向に浸透した後、測定試料物質に特異的に結合する
第二の生理活性物質であって、酵素で標識されたもの、たとえば、酵素標識抗体あるいは
酵素標識抗原を滴下して反応させ、次いで洗浄液を滴下して未反応物を除去した後、繊維
質多孔性フィルタ上の酵素活性の量を測定することにより、測定物質の量を測定すること
ができるが、本発明の測定法においては、測定試料物質を含む試料溶液と、測定試料物質
に特異的に結合する第一の生理活性物質にリガンドが結合された結合体とを、容量比で２
０：１～１：１までの範囲、好ましくは１０：１～２：１の範囲とすることにより、たと
えば、１５分以下の短時間で、ｎｇ／ｍＬレベルの微量の測定が可能になった。
【００１７】
多孔性フィルタ（固相担体）の下部には、溶液の通過を迅速ならしめるための吸収体を設
置することも好ましい。具体的には、固相担体として、例えば特開平４－３１８４６２号
公報あるいは特開平７－２１８４３８号公報に記載されているごとく、通液性に優れ、蛋
白質や糖蛋白質を物理的あるいは化学的に固定化する能力に優れ、適度な物理的強度を有
するグラスファイバーを用い、その下部に固相担体を通過した溶液を吸収するためのセル
ロースから成る吸収層とを組み合わせた免疫学的測定用の反応容器（すなわち、ブロット
装置）を用いることが好ましい。
【００１８】
スペーサあるいはリガンド捕捉剤の固相担体への固定化方法は、物理的固定化法としては
、当該固相担体の上部から、順次、湿潤用緩衝液、ビオチンを特異的に認識する蛋白質溶
液（リガンド捕捉剤溶液）、測定目的物質以外の夾雑物質の非特的吸着を防止するための
ブロッキング溶液及び安定化剤を含む緩衝液を添加し、凍結乾燥してリガンド捕捉剤固定
化固相担体を調製する方法を利用することができる。また、化学的固定化法としては、グ
ラスファイバー担体を、例えば、石川らの方法（酵素免疫測定法：医学書院、ｐ９４，１
９７８）に従って、アミノアルキルシラン－グルタールアルデヒドで処理した後、吸収層
と組み合わせてブロット装置を作成し、前記の物理的固定化法と同様の溶液を、同様の順
序で添加、凍結乾燥して、リガンド捕捉剤固定化固相を作製することができる。
【００１９】
本発明の測定方法において、リガンド捕捉剤として、抗ビオチン抗体もしくはストレプト
アビジンを用いることができるが、直接これらの蛋白質をグラスファイバー固相担体に固
定化するよりも、以下に述べるスペーサーを介して固定化したとき、より高感度が得られ
る。即ち、望ましくは、固相担体に抗ビオチン抗体に対する抗体を介して抗ビオチン抗体
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を固定化し、若しくは、固相担体に抗ストレプトアビジン抗体を介してストレプトアビジ
ンを固定化、あるいは、抗ストレプトアビジン抗体に対する抗体に抗ストレプトアビジン
抗体を重層した固相にストレプトアビジンを固定化して作製した固相は、本発明の測定法
の有利さをさらに増すことができる。
【００２０】
本発明の測定方法では、免疫学的測定法において多種類の測定対象物質を迅速、高感度、
特異的、高精度で測定するために、リガンド捕捉剤固定化固相が効果的に利用できる。
【００２１】
試料中の測定対象物質（測定試料物質）と免疫学的に特異的に反応するリガンド標識抗原
あるいはリガンド標識抗体のリガンドとして、小分子のビオチンを用いることが好ましい
。ビオチン標識抗原あるいはビオチン標識抗体は、それ自身の免疫学的活性を損なうこと
なく測定対象物質と速やかに反応するため、測定時間の短縮が可能となる。ビオチン標識
により、抗原あるいは抗体の活性の変化が認められる場合には、ビオチン化試薬の側鎖長
を変更したり、抗原あるいは抗体の末端糖鎖を酸化後ビオチン標識にする方法などを利用
することができる。
【００２２】
本発明の測定方法において、リガンド捕捉剤固定化固相担体及びリガンド標識体を用いて
試料中の測定対象物質を測定するとき、測定対象物質の検出に必要とされる測定感度ある
いは測定対象物質とリガンド標識体との反応に応じて、測定対象の生理活性物質の溶液と
リガンド標識体を含む溶液との容量比を変え、リガンド標識物質の濃度を上げ、測定対象
物質の濃度を維持されるような容量比、即ち、リガンド標識体溶液：測定対象物質溶液を
１：２０から１：１、好ましくは１：１０～１：２の範囲で反応させることにより、高感
度、短時間の測定が可能になったものである。なお、感度がレンジオーバーした場合には
適当な希釈液で測定試料を希釈後、リガンド標識体と混合することも可能であり、また測
定試料とリガンド標識体を混合後、適当な希釈液で希釈し、その後にその一定量を検体量
として使用することも可能である。
【００２４】
本発明の測定方法において、測定対象となる試料物質としては、アレルゲン特異的ＩｇＥ
抗体、非特異的ＩｇＥ、肝炎ウイルス（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ型）、ウイルス性感染症（Ｈ
ＩＶ、ＨＴＬＶ、ヘルペス、ロタ、ルベラなど）、原虫性感染症（トキソプラズマ、スピ
ロヘータなど）、真菌性感染症（クラミジア、カンジダ、トリコモナスなど）など各種感
染症マーカー、ＣＥＡ、ＡＦＰ、ＰＳＡ、ＣＡ１９－９，ＣＡ１２５，フェリチン、ＤＵ
ＰＡＮＩＩなどの腫瘍マーカー、ＣＲＰ、ＡＳＯ、ＲＦなどの炎症マーカー、トロポニン
Ｉ、トロポニンＴ、ミオグロビンなどの心筋梗塞マーカーなどを例示することができる。
【００２５】
次に本発明の実施例と比較例とを示す。
【００２６】
【実施例】
［実施例１］
（１）物理的固定化法による抗ビオチン抗体固定化多孔性固相の作製
１）抗ビオチン抗体ヤギＩｇＧ抗体固定化固相の作製
グラスフィルターと吸収層とを組み込んだブロット装置（特開平７－２１８４３８号公報
の記載参照）に、そのフィルター上部から室温で１０ｍＭリン酸塩－生理食塩水緩衝液（
湿潤液：ｐＨ７．４）を添加、次いで１～１０００μｇ／ｍＬの抗ビオチン抗体ヤギＩｇ
Ｇ溶液（１００ｍＭクエン酸緩衝液：ｐＨ３～４、あるいは１０ｍＭリン酸塩－生理食塩
水緩衝液：ｐＨ７．４）を添加、１０～３０分間放置した後、ブロックエース（大日本製
薬（株）製）を含有するブロッキング剤と防腐剤とを含有する安定化剤混合液を添加した
。前記ブロット装置を一昼夜凍結乾燥して、抗ビオチン抗体固定化固相を作製した。
【００２７】
２）抗ヤギ抗体ウサギＩｇＧに抗ビオチン抗体ヤギＩｇＧを重層した固相の作製
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グラスフィルターを組み込んだブロット装置に、室温でフィルター上部から湿潤液を添加
、次いで１～１００μｇ／ｍＬの抗ヤギ抗体ウサギＩｇＧ溶液（１００ｍＭクエン酸緩衝
液：ｐＨ３～４、あるいは１０ｍＭリン酸塩－生理食塩水緩衝液：ｐＨ７．４）を添加し
て、１０～３０分間放置した。ついで、１～１０００μｇ／ｍＬの抗ビオチン抗体ヤギＩ
ｇＧ溶液（１０ｍＭリン酸塩－生理食塩水緩衝液：ｐＨ７．４）を添加し、さらに１０～
３０分間放置し、次いでブロッキング剤と安定化剤混合液を添加した。一昼夜凍結乾燥し
て、重層抗ビオチン抗体固定化固相を作製した。
【００２８】
（２）標準ＩｇＥを使用した検出感度比較
上記の２）で作製した抗ビオチン抗体固定化固相担体を組み込んだブロット装置にブロッ
クエースと防腐剤とを含有するブロック液を各５０μＬ添加し、次いで、予めヒトＩｇＥ
抗体標品５０μＬに抗ヒトＩｇＥモノクローナル抗体をビオチン化試薬で標識した試薬５
μＬを加え、５分間３７℃で加温混合した液５０μＬを滴下した。２分間３７℃で加温後
、ペルオキシダーゼで標識した抗ヒトＩｇＥモノクローナル抗体を２０μＬ滴下し、３７
℃２分間加温後、０．５％の非イオン界面活性剤（Ｔｗｅｅｎ－２０）を含有する緩衝化
生理食塩水から成る洗浄液８０μＬ、２回をそれぞれが完全に吸収された後滴下し、フィ
ルター固相担体に残った過剰の標識抗体を除去した。次に、西洋ワサビペルオキシダーゼ
の基質であるテトラメチルベンジジン（ＴＭＢＺ）溶液をそれぞれ４０μＬづつ添加して
３７℃で反応させ、６７０ｎｍのレーザー光を光源とする積分球検出器で固相担体表面の
青色の色調の反射率（ΔＫ／Ｓ）を測定した。測定に際しては、ブロット装置に液を滴下
後６分以内で酵素反応の初速度を測定し終えた。基質の添加時からａ、ｂ秒後の反射率を
それぞれ（Ｋ／Ｓ）ａ、（Ｋ／Ｓ）ｂとすると、初速度（ΔＫ／Ｓ）は、下記の式で表わ
される。
ΔＫ／Ｓ　＝　（（Ｋ／Ｓ）ｂ－（Ｋ／Ｓ）ａ）×６０／（ｂ－ａ）
【００２９】
上記の本発明の測定方法で用いる固相との比較のために、未感作のガラス繊維を打ち抜い
て組み上げたブロット装置を用いて、フィルター上部から室温で１０ｍＭリン酸塩－生理
食塩水緩衝液（湿潤液：ｐＨ７．４）を添加、次いで１～１００μｇ／ｍＬの抗ヒトＩｇ
Ｅモノクローナル抗体溶液（１００ｍＭクエン酸緩衝液：ｐＨ３～４、あるいは１０ｍＭ
リン酸塩－生理食塩水緩衝液：ｐＨ７．４）５０μＬを添加、１０～３０分間放置した後
、ブロックエースを含有するブロッキング剤と防腐剤を含有する安定化剤混合液を添加し
た。前記ブロット装置を一昼夜凍結乾燥して、抗ヒトＩｇＥモノクローナル抗体固定化固
相を作製した。この固相担体を用い、測定操作に際して、希釈液と検体を１：１で混ぜ合
わせ、検体として５０μＬを使用し、上記の本発明方法と同様な操作をしてヒトＩｇＥ標
品を測定し、測定値を求めた（比較例１）。
測定結果を表１に示す。
【００３０】
【表１】
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【００３１】
表１の結果から、本発明に従う測定法では、比較例に比べて、３０倍～４０倍測定感度が
高いことが確認された。
【００３２】
（３）患者血清中のアレルゲン特異的ＩｇＥの測定
前記の（１）－２）で作製した抗ビオチン抗体固定化固相を組み込んだブロット装置を５
個×３名分計１５個準備した。各々の上部からブロックエースを含有するブロッキング剤
と防腐剤を含有するブロック液を各５０μＬを添加し、次いで、ビオチン化ハウスダスト
２・アレルゲン液（Ｈ２）、ビオチン化コナヒョウダニ・アレルゲン液（Ｄ２）、ビオチ
ン化カモガヤ花粉・アレルゲン液（Ｇ３）、ビオチン化ブタクサ花粉・アレルゲン液（Ｗ
１）、ビオチン化アルテルナリア・アレルゲン液（Ｍ６）の各々５μＬに患者血清を各５
０μＬ加え３７℃で５分間加温した。
【００３３】
これらを各々のブロット装置に、５０μＬずつ添加して３７℃で２分間加温した後、それ
ぞれのブロット装置に西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗ヒトＩｇＥマウスモノクローナ
ル抗体溶液を各々２０μＬずつ加えて、３７℃で２分間加温した。各々のブロット装置を
０．５％Ｔｗｅｅｎ－２０を含有する緩衝化生理食塩水から成る洗浄液８０μＬを２回、
直前に供給した溶液が完全に吸収された後供給し、フィルター固相に残った過剰の標識抗
体を除去し、西洋ワサビペルオキシダーゼの基質であるテトラメチルベンジジン（ＴＭＢ
Ｚ）溶液をそれぞれ４０μＬずつ添加して３７℃で反応させ、次いで、６７０ｎｍのレー
ザー光を光源とする積分球検出器で固相表面の青色の色調の反射率（ΔＫ／Ｓ）を測定し
た。測定に際しては、ブロット装置に液を滴下後６分以内で酵素反応の初速度を測定し終
えた。その結果を表２に示す。
【００３４】
比較のために、各種のアレルゲン液（１～５μｍｇ／ｍＬ濃度）を用いて、グラスフィル
ターと吸収層とを組み込んだブロット装置に、フィルター上部から室温で１０ｍＭリン酸
塩－生理食塩水緩衝液（湿潤液：ｐＨ７．４）５０μｍを添加、次いで１～５μｇ／ｍＬ
のアレルゲン液１００ｍＭクエン酸緩衝液：ｐＨ３～４、あるいは１０ｍＭリン酸塩－生
理食塩水緩衝液（湿潤液：ｐＨ７．４）１００μｍを添加し、１０～３０分間放置した後
、ブロックエースを含有するブロッキング剤と防腐剤を含有する安定化剤混合液５０μＬ
を添加した。前記ブロット装置を一昼夜凍結乾燥してアレルゲン固定化固相を得た。
【００３５】
上記の固相を使用し、ブロック液を添加後、患者血清を各２５μＬに希釈液２５μＬを加
え混合した後、ブロット装置に５０μＬずつ添加して、３７℃で２分間加温した後、それ
ぞれのブロット装置に西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗ヒトＩｇＥ抗体マウスモノクロ
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ーナル抗体溶液を各々２０μＬずつ加えて、３７℃で２分間加温した。各々のブロット装
置を０．５％Ｔｗｅｅｎ－２０を含有する緩衝化生理食塩水から成る洗浄液８０μＬを２
回、直前に供給した溶液が完全に吸収された後供給し、フィルター固相に残った過剰の標
識抗体を除去した。次いで、西洋ワサビペルオキシダーゼの基質であるテトラメチルベン
ジジン（ＴＭＢＺ）溶液をそれぞれ４０μＬずつ添加して３７℃で反応させた。そののち
、６７０ｎｍのレーザー光を光源とする積分球検出器で固相表面の青色の色調の反射率（
ΔＫ／Ｓ）を測定した（比較例２）。その結果を表２に示す。
【００３６】
【表２】

【００３７】
上記の結果から、比較例の測定操作（比較例２）に比して本発明に従う測定操作では測定
感度（即ちΔＫ／Ｓの値）が二倍以上であり、比較例に比して、低い値（患者Ｃ）でも、
本発明方法では感度よく測定され、判定が容易であることが明らかである。
【００３８】
［実施例２］
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（１）物理的固定化法によるストレプトアビジン固定化多孔性固相の作製
１）ストレプトアビジン固定化固相の作製
グラスフィルターを組み込んだブロット装置に、室温でそのフィルター上部から湿潤液を
添加、次いで１～１０００μｇ／ｍＬのストレプトアビジン溶液（１００ｍＭクエン酸緩
衝液：ｐＨ３～４、あるいは１０ｍＭリン酸塩－生理食塩水緩衝液：ｐＨ７．４）を添加
、１０～３０分間放置した後、ブロッキング剤と安定化剤混合溶液を添加した。一昼夜凍
結乾燥して、ストレプトアビジン固定化固相を作製した。
【００３９】
２）抗ストレプトアビジン抗体ヤギＩｇＧにストレプトアビジンを重層した固相の作製
グラスフィルターを組み込んだブロット装置に、室温でフィルター上部から湿潤液を添加
、次いで１～１００μｇ／ｍＬの抗ストレプトアビジン抗体ヤギＩｇＧ溶液（１００ｍＭ
クエン酸緩衝液：ｐＨ３～４、あるいは１０ｍＭリン酸塩－生理食塩水緩衝液：ｐＨ７．
４）を添加、１０～３０分間放置した後、１～１０００μｇ／ｍＬのストレプトアビジン
溶液（１０ｍＭリン酸塩－生理食塩水緩衝液：ｐＨ７．４）を添加し、１０～３０分簡放
置した後、ブロッキング剤と安定化剤混合溶液を添加した。一昼夜凍結乾燥して、重層ス
トレプトアビジン固定化固相を作製した。
【００４０】
比較例として、実施例１に記載の比較例２（アレルゲンを直接固相上に結合させたもの）
をそのまま使用し、上記の２）の固相を使用して、実施例１と同じ方法で患者血清のアレ
ルゲン特異的ＩｇＥを測定した場合も、実施例１とほぼ同じ値が得られ、感度として、二
倍くらいの高感度を示した。即ち、固相をストレプトアビジンに変えても同じ結果が得ら
れることが確認された。
【００４１】
［実施例３］
（１）化学的固定化法による抗ビオチン抗体固定化多孔性固相の作製
直径８ｍｍに打ち抜いたグラスフィルターを、２％の３－アミノプロピルエトキシシラン
－アセトン溶液に４５℃で一昼夜浸漬した後、アセトンで洗浄して乾燥した。次いで、こ
れを１％グルタールアルデヒド（ＧＡ）水溶液に室温で１時間浸漬した後、０．２５Ｍリ
ン酸塩緩衝液（ｐＨ７．４）を用いてグルタールアルデヒド臭が消えるまで洗浄して、グ
ルタールアルデヒド活性化フィルターを調製した。これをブロット装置に組み込み、室温
でフィルター上部から、１～１００μｇ／ｍＬの抗ヤギ抗体ウサギＩｇＧ溶液（１０ｍＭ
リン酸塩－生理食塩水緩衝液：ｐＨ７．４）を添加、室温で１０～３０分間放置した後、
１～１０００μｇ／ｍＬの抗ビオチン抗体ヤギＩｇＧ溶液（１０ｍＭリン酸塩－生理食塩
水緩衝液：ｐＨ７．４）を添加して、室温で１０～３０分間放置した。次いで、ブロッキ
ング剤と安定化混合溶液を上から加え、一昼夜凍結乾燥して重層抗ビオチン抗体固定化固
相を作製した。
上記で得られた固相を用いて、実施例１と同じ方法で検出感度を求めた結果、実施例１と
同様な結果が得られることが確認された。
【００４２】
［実施例４］
（１）重層抗ビオチン抗体固相を用いた患者血清中のアレルゲン特異的ＩｇＥの測定
サンプルカップを８個×８名分計６４個用意し、各々に、ビオチン化ギョウギシバ花粉・
アレルゲン液（Ｇ２）、ビオチン化オオアワガエリ花粉・アレルゲン液（Ｇ６）、ビオチ
ン化アキノキリンソウ花粉・アレルゲン液（Ｗ１２）、ビオチン化シラカンバ花粉・アレ
ルゲン液（Ｔ３）、ビオチン化ペニシリウム（Ｍ１）・アレルゲン液、ビオチン化クラド
スポリウム・アレルゲン液（Ｍ２）、ビオチン化ピーナッツアレルゲン液（Ｆ１３）、ビ
オチン化卵黄・アレルゲン液（Ｆ７５）を各々５μＬ分取し、これに患者血清を各々５０
μＬずつ添加して３７℃で５分間加温した。即ち、ビオチン化アレルゲン液１容量に対し
て被検試料液１０容量を用いた。予めブロック液５０μＬを添加して湿潤させた実施例１
の（１）－２）で作製したブロット装置の各々のフィルター上部から、これらの反応混合
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液をそれぞれ５０μＬ加えて、２分間３７℃で加温した。加温後、各々のブロット装置の
上部から西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗ヒトＩｇＥマウスモノクローナル抗体溶液を
２０μＬずつ加えて３７℃で２分間加温した。次いで、各々のブロット装置の上部から洗
浄液１００μＬを２回ずつ加えて過剰の標識抗体を除去した後、ＴＭＢＺ溶液を各々４０
μＬずつ添加し、３７℃で反応させ、積分球検出器で固相担体表面に呈する青色の反射率
（ΔＫ／Ｓ）を測定した。全反応時間は１０分間で終わった。予め同様な操作法でヒトＩ
ｇＥ抗体標品を用いて作製した検量線から、８名の患者血清中の各々８種類のアレルゲン
特異的ＩｇＥ抗体濃度を算出した。結果を表３に示した。
【００４３】
【表３】

【００４４】
表３の結果から、本発明に従う測定方法によれば、各種のアレルゲン特異的ＩｇＥを感度
よく測定することが可能であることが確認された。
【００４５】
［実施例５］
（１）アレルゲン特異的ＩｇＥ濃度の相関
抗ビオチン抗体固定化固相を用いて、実施例４と同じ方法にて、５名の患者について２８
種のアレルゲン特異的ＩｇＥ（Ｈ１：ハウスダスト、Ｈ２：ハウスダスト２、Ｄ１：ヤケ
ヒョウダニ、Ｄ２：コナヒョウダニ、Ｅ１：ネコ上皮、Ｅ２：イヌ上皮、Ｅ５：イヌ皮屑
、Ｇ１：ハルガヤ、Ｇ３：カモガヤ、Ｇ６：オオアワガエリ、Ｗ１：ブタクサ、Ｗ６：ヨ
モギ、Ｗ１２：アキノキリンソウ、Ｔ１７：スギ、Ｆ１：卵白、Ｆ２：牛乳、Ｆ４：小麦
、Ｆ９：米、Ｆ１１：ソバ、Ｆ１４：大豆、Ｆ２３：カニ、Ｆ２４：エビ、Ｆ７５：卵黄
、Ｍ１：ペニシリウム、Ｍ２：クラドスポリウム、Ｍ３：アスペルギルス、Ｍ５：カンジ
ダ、Ｍ６：アルテルナリア）を測定した。市販のファルマシア・アップジョン社のアレル
ゲン特異的ＩｇＥ測定試薬（比較）を用いて同じ検体を測定し、本発明の測定方法（発明
）と相関を求めた。結果を表４と表５に示した。
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【００４６】
【表４】

【００４７】
【表５】
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【００４８】
アレルゲンスコアは表６に従って分類した。
【００４９】
【表６】
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【００５０】
表４及び表５に示された比較用の市販アレルゲン特異的ＩｇＥ測定試薬を用いた場合と本
発明方法を用いた場合との相関は、次の通りである。
測定総数ｎ＝１４０、アレルゲン特異的ＩｇＥ単位（ｉｕ／ｍＬ)では
Ｙ＝０．９１１Ｘ＋１．７６９（ｒ＝０．９５４２）、
アレルゲンスコアでは
Ｙ＝０．９７８Ｘ－０．１２３（ｒ＝０．８６６８）。
従って、両測定法の相関は良好であることが確認された。
【００５１】
［実施例６］
試料物質溶液とリガンド結合体溶液との混合の際の容量比の影響の検討
１）試料物質溶液（標準ＩｇＥ溶液：１００ｉｕ／ｍＬ）とリガンド結合体溶液（ビオチ
ン化抗ヒトＩｇＥ溶液（ＬＷ）とを用いて、その混合比（容量比）の測定感度への影響を
、実施例１－１）で作成した抗ビオチン抗体ヤギＩｇＧ抗体固定化固相担体を用いて同様
な方法での測定を行なって調べた。その測定と結果を表７に示す。
【００５２】
【表７】
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【００５３】
表７の結果から、試料物質溶液とリガンド結合体溶液との混合の際の容量比の測定感度に
与える影響が大きく、前者／後者の比で、１／１以上であることが望ましいこと、そして
感度上昇は、約５／１でほぼ飽和状態となることが分る。
【００５４】
２）各種の試料物質溶液（アレルゲン陽性血清）とそれに対応するリガンド結合体溶液（
ビオチン化アレルゲン溶液）とを用いて、その混合比（容量比）の測定感度への影響を混
合比５／１（混合系Ａ）と混合比１／１（混合系Ｂ）について、測定時のサンプリング量
を共に５０μＬとして、実施例１－１）で作成した抗ビオチン抗体ヤギＩｇＧ抗体固定化
固相を用いて同様な方法での測定を行なって調べた。その測定と結果を表８に示す。
【００５５】
【表８】
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【００５６】
表８の結果から、アレルゲン測定に際しても、前処理した繊維質多孔性固相を用いての測
定において予め行なうアレルゲン溶液／ビオチン化アレルゲン溶液の混合比の増加が感度
の明らかな向上をもたらすことが分る。
【００５７】
３）試料物質溶液（ＩｇＥ溶液）の濃度を種々変え、ＩｇＥ溶液（試料溶液）とビオチン
化抗ヒトＩｇＥ液の混合比（容量比）の測定感度への影響を混合比５／１（混合系Ａ）と
混合比１／１（混合系Ｂ）について、測定時のサンプリング量を共に５０μＬとして、前
記１）と同様な実験を行なった（検量線の作成）。
その結果を表９に示す。
【００５８】
【表９】
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表９の結果から、検量線の感度も試料物質溶液とリガンド結合体溶液との混合の際の混合
比の増加により明らかな向上が現れることが分る。
【００６５】
【発明の効果】
本発明の生理活性物質の存在量や感度の測定方法によれば、免疫学的測定法を利用して、
測定対象物質に応じた別々の固相を調製・設置することなく単一のリガンド捕捉剤固定化
固相を用いて、多種類の測定対象物質を簡便、迅速、高感度、かつ高精度で測定すること
ができる。
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