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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
抗原結合部位の一部が色素を認識しかつ残りの一部が測定対象物質を認識する抗体及び前
記抗体により認識されかつ前記抗体に結合すると非蛍光性から蛍光性に転じる色素をそれ
ぞれ所定の濃度で含有する抗体色素溶液と、測定対象物質を含有する被検体溶液との混合
溶液を得る混合工程、
　前記混合溶液に励起光を照射し、前記混合溶液から発せられる蛍光の強度を測定して測
定値を得る測定工程、並びに
　予め求められている蛍光強度と測定対象物質濃度との関係に基づいて、前記測定値から
前記測定対象物質の濃度を求める算出工程、
を含む、蛍光分析方法。
【請求項２】
前記算出工程の後に、更なる被検体溶液を前記混合溶液に添加して混合し、前記測定工程
及び前記算出工程を実行して測定対象物質の濃度を繰り返し求める連続分析工程を更に含
む、請求の範囲第１項に記截の蛍光分析方法。
【請求項３】
前記算出工程が、
　前記測定値を、前記被検体溶液の添加に伴う体積変化に応じて補正して蛍光強度補正値
を得る工程と、
　予め求められている蛍光強度補正値と混合溶液中の測定対象物質濃度との関係に基づい
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て、前記蛍光強度補正値から前記混合溶液中の測定対象物質の濃度を求める工程と、
　前記混合溶液中の測定対象物質濃度から前記被検体溶液中の測定対象物質の濃度を求め
る工程と、
を含む、請求の範囲第１項又は第２項に記載の蛍光分析方法。
【請求項４】
抗原結合部位の一部が色素を認識しかつ残りの一部が測定対象物質を認識する抗体及び前
記抗体により認識されかつ前記抗体に結合すると非蛍光性から蛍光性に転じる色素をそれ
ぞれ所定の濃度で含有する抗体色素溶液と、測定対象物質を所定の濃度で含有する標準溶
液との混合溶液を得る混合工程、
　前記混合溶液に励起光を照射し、前記混合溶液から発せられる蛍光の強度を測定して測
定値を得る測定工程、
　更なる標準溶液を前記混合溶液に添加して混合した後に前記測定工程を実行して蛍光強
度の測定値を繰り返し求める連続測定工程、並びに
　前記測定工程及び前記連続測定工程において得られた測定値と前記測定対象物質の添加
量とに基づいて、蛍光強度と測定対象物質濃度との関係を求める検量線作成工程、
を更に含む、請求の範囲第１項～第３項のうちのいずれか一項に記載の蛍光分析方法。
【請求項５】
前記検量線作成工程が、
　前記測定値を、前記標準溶液の添加に伴う体積変化に応じて補正して蛍光強度補正値を
得る工程と、
　前記混合溶液中の測定対象物質濃度を算出する工程と、
　前記蛍光強度補正値と前記混合溶液中の測定対象物質濃度との関係を求める工程と、
を含む、請求の範囲第４項に記載の蛍光分析方法。
【請求項６】
前記色素が、トリフェニルメタン構造を有する色素並びにジフェニルメタン構造を有する
色素からなる群から選択されるいずれかである、請求の範囲第１項～第５項のうちのいず
れか一項に記載の蛍光分析方法。
【請求項７】
前記色素が、マラカイトグリーン又はオーラミンＯである、請求の範囲第１項～第５項の
うちのいずれか一項に記載の蛍光分析方法。
【請求項８】
前記抗体が、前記色素と前記測定対象物質との結合物質を抗原としてなる抗体、或いは、
抗体により認識されかつ前記抗体に結合すると非蛍光性から蛍光性に転じるために必要な
構造が前記色素と共通する色素と前記測定対象物質との結合物質を抗原としてなる抗体で
ある、請求の範囲第１項～第７項のうちのいずれか一項に記載の蛍光分析方法。
【請求項９】
前記抗体がマラカイトグリーンと前記測定対象物質との結合物質を抗原としてなる抗体で
あり、前記色素がマラカイトグリーンである、請求の範囲第１項～第８項のうちのいずれ
か一項に記載の蛍光分析方法。
【請求項１０】
前記抗体がマラカイトグリーンと前記測定対象物質との結合物質を抗原としてなる抗体で
あり、前記色素がオーラミンＯである、請求の範囲第１項～第８項のうちのいずれか一項
に記載の蛍光分析方法。
【請求項１１】
前記抗体が、抗血清を精製して得られたＩｇＧ画分から調製した抗原結合性フラグメント
である、請求の範囲第１項～第８項のうちのいずれか一項に記載の蛍光分析方法。
【請求項１２】
前記測定対象物質が、免疫測定の対象となるべきタンパク質、ホルモン、ビタミン、菌体
、環境汚染物質及び医薬品からなる群から選択されるいずれかである、請求の範囲第１項
～第１１項のうちのいずれか一項に記載の蛍光分析方法。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗体に結合すると非蛍光性から蛍光性に転じる色素を用いる蛍光分析方法に
関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　生体内の生体成分や種々の化学物質（医薬品、環境汚染物質など）を分析することは、
学術研究や疾病の診断・治療にとって非常に重要である。しかし、これらの物質を分析す
るための一般的な従来法は、体液の採取や組織の摘出、更には夾雑物を除去するための複
雑で時間のかかる前処理を要するため、生体内物質等を簡便にかつ高感度で分析すること
が可能な分析方法の開発が望まれてきた。
【０００３】
　そのため、このような分析を可能とする方法の一つとして、蛍光色素標識抗体を用いた
免疫測定法（イムノアッセイ及びイムノメトリックアッセイ）が開発されている。すなわ
ち、このような免疫測定法によれば、抗原抗体反応による特異的分子認識機能により選択
性の高い分析が可能となると共に、蛍光分析により夾雑物を除去せずとも測定対象物質を
選択的に測定することが可能となる。そして、蛍光色素標識抗体としては、予め蛍光色素
で標識された抗体が一般的に使用され、抗原結合部位により一つの物質（抗原）が特異的
に認識される。また、特開平４－２１１３６３号公報においては、二つの抗原結合部位を
有しており、その一方がティッシュプラスミノーゲンアクチベータに対して惹起され、他
方が蛍光物質等のラベルに対して惹起される二重特異性のハイブリッドモノクローナル抗
体が開示されている。また、特開平９－５３２４号公報においては、非蛍光性色素を免疫
性物質に付加して形成した抗原に対する抗体が開示されている。更に、特開平１１－１８
３４７７号公報においては、インシュリン及びマラカイトグリーン（ＭＧ）の結合物質（
ＭＧ標識インシュリン）と、この結合物質を抗原とする抗ＭＧ－Ｉｎｓ抗体との抗原抗体
反応に基づく蛍光強度の変化を、インシュリンの存在下に測定する蛍光免疫測定方法が開
示されている。
【発明の開示】
【０００４】
　本発明者は、抗原抗体反応は不可逆的であるということが当業者の技術常識であり（例
えば、「フルオロイムノアッセイ」宮井潔ら、講談社サイエンティフィクｐ．５７－５８
（１９８５）；Ｋ．Ｉｃｈｉｈａｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎｉｃａ　Ｃｈｉｍｉｃａ
　Ａｃｔａ　Ｖｏｌ．９８，ｐ．８７－１００（１９７９）；等）、従来の免疫測定法で
は生体内物質等の量の変動を実時間で連続して分析することは困難であることを見出した
。
【０００５】
　また、本発明者は、特開平１１－１８３４７７号公報に記載されたＭＧ標識インシュリ
ンと抗ＭＧ－Ｉｎｓ抗体との抗原抗体反応に際しては、インシュリンを認識する部位（イ
ンシュリン認識部位）において、インシュリンと、ＭＧ標職インシュリンとの競合反応が
起こり、最終的にほとんど全てのＭＧ標識インシュリンがインシュリン認識部位を占めて
定常状態に達するようになること、すなわちインシュリンとＭＧ標識インシュリンとの競
合反応が不可逆反応であること、及び、そのため、かかる抗原抗体反応を利用した免疫測
定法では、生体内物質等の量の変動を実時間で連続して分析することは困難であることを
見出した。
【０００６】
　本発明は、上記従来技術の有する課題に鑑みてなされたものであり、抗原抗体反応を利
用して生体内物質等を簡便にかつ高感度で、しかも実時間で連続的に分析（イメージング
を含む）することが可能な蛍光分析方法を提供することを目的とするものである。
【０００７】
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　本発明者は上記目的を達成すべく鋭意研究を重ねた結果、本発明者が発明して既に特許
出願している特開平９－５３２４号公報に記載の抗体、すなわち非蛍光性色素を免疫性物
質に付加して形成した抗原に対する抗体を、非蛍光性色素単体及び免疫性物質単体の存在
下に用いた抗原抗体反応は驚くべきことに可逆的であることを見出し、更に係る可逆的な
抗原抗体反応を利用して蛍光分析を行うことによって上記目的が達成されることを見出す
に至り、本発明に到達した。
【０００８】
　すなわち、本発明は、抗原結合部位の一部が色素を認識しかつ残りの一部が測定対象物
質を認識する抗体及び前記抗体により認識されかつ前記抗体に結合すると非蛍光性から蛍
光性に転じる色素をそれぞれ所定の濃度で含有する抗体色素溶液と、測定対象物質を含有
する被検体溶液との混合溶液を得る混合工程、前記混合溶液に励起光を照射し、前記混合
溶液から発せられる蛍光の強度を測定して測定値を得る測定工程、並びに予め求められて
いる蛍光強度と測定対象物質濃度との関係に基づいて、前記測定値から前記測定対象物質
の濃度を求める算出工程、を含む蛍光分析方法にある。
【０００９】
　本発明の蛍光分析方法においては、前記抗体色素溶液と前記被検体溶液との混合溶液中
において前記色素と前記測定対象物質とがそれぞれ抗原抗体反応によって前記抗体に結合
し、抗体に結合した色素は非蛍光性から蛍光性に転じる。その際、抗体への色素の結合は
共存する測定対象物質の量の影響を受けるため、抗体に結合した色素により発せられる蛍
光の強度は共存する測定対象物質の量に応じて阻害又は増強される。そのため、色素と抗
体の量が一定な溶液においては蛍光強度と測定対象物質濃度とが相関することとなり、こ
のような相関関係（検量線）に基づいて実際の蛍光強度の測定値から測定対象物質の濃度
が求められる。従って、本発明の蛍光分析方法においては、抗原抗体反応による特異的分
子認識機能により選択性の高い高感度な分析が可能であると共に、夾雑物の影響を受けに
くい蛍光分析により夾雑物を除去せずとも測定対象物質を選択的に簡便に測定することが
可能となる。そして、本発明に係る抗原抗体反応、すなわち前記抗体における前記色素を
認識する部分と前記色素との結合反応、及び前記抗体における前記測定対象物質を認識す
る部分と前記測定対象物質との結合反応は、抗原抗体反応は不可逆的であるという従来の
技術常識に反して可逆的であり、前記抗体における前記色素及び前記測定対象物質を認識
する部分が前記色素や前記測定対象物質で占められて定常状態に達することはないため、
測定対象物質の量の変動に対応して蛍光強度が変動することを利用して実時間で連続的に
分析（イメージングを含む）することが可能である。
【００１０】
　従って、本発明の蛍光分析方法においては、前記算出工程の後に、更なる被検体溶液を
前記混合溶液に添加して混合し、前記測定工程及び前記算出工程を実行して測定対象物質
の濃度を繰り返し求める連続分析工程を更に含んでいてもよい。このような連続分析工程
を含むことによって、測定対象物質の濃度を実時間で連続的に分析することが可能となる
。
【００１１】
　また、前記算出工程は、前記測定値を、前記被検体溶液の添加に伴う体積変化に応じて
補正して蛍光強度補正値を得る工程と、予め求められている蛍光強度補正値と混合溶液中
の測定対象物質濃度との関係に基づいて、前記蛍光強度補正値から前記混合溶液中の測定
対象物質の濃度を求める工程と、前記混合溶液中の測定対象物質濃度から前記被検体溶液
中の測定対象物質の濃度を求める工程と、を含むことが好ましい。上記工程を含むことに
より、被検体溶液の添加に伴う混合溶液中の色素及び抗体の濃度変化が無視できない場合
であってもそのような濃度変化がない状態に補正され、分析精度の低下が十分に防止され
る。
【００１２】
　更に、本発明の蛍光分析方法は、抗原結合部位の一部が色素を認識しかつ残りの一部が
測定対象物質を認識する抗体及び前記抗体により認識されかつ前記抗体に結合すると非蛍
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光性から蛍光性に転じる色素をそれぞれ所定の濃度で含有する抗体色素溶液と、測定対象
物質を所定の濃度で含有する標準溶液との混合溶液を得る混合工程、前記混合溶液に励起
光を照射し、前記混合溶液から発せられる蛍光の強度を測定して測定値を得る測定工程、
更なる標準溶液を前記混合溶液に添加して混合した後に前記測定工程を実行して蛍光強度
の測定値を繰り返し求める連続測定工程、並びに前記測定工程及び前記連続測定工程にお
いて得られた測定値と前記測定対象物質の添加量とに基づいて、蛍光強度と測定対象物質
濃度との関係を求める検量線作成工程、を更に含んでいてもよい。このような工程を含む
ことによって、蛍光強度と測定対象物質濃度との相関関係、すなわち検量線を効率良く得
ることが可能となる。
【００１３】
　また、前記検量線作成工程が、前記測定値を、前記標準溶液の添加に伴う体積変化に応
じて補正して蛍光強度補正値を得る工程と、前記混合溶液中の測定対象物質濃度を算出す
る工程と、前記蛍光強度補正値と前記混合溶液中の測定対象物質濃度との関係を求める工
程と、を含むことが好ましい。上記工程を含むことにより、被検体溶液の添加に伴う混合
溶液中の色素及び抗体の濃度変化が無視できない場合であってもそのような濃度変化がな
い状態に補正され、検量線の精度の低下が十分に防止される。
【００１４】
　なお、本発明に係る前記色素としては、トリフェニルメタン構造を有する色素並びにジ
フェニルメタン構造を有する色素が好ましく、マラカイトグリーン又はオーラミンＯがよ
り好ましい。
【００１５】
　また、本発明に係る前記抗体としては、（ｉ）前記色素と前記測定対象物質との結合物
質を抗原としてなる抗体、或いは、（ｉｉ）抗体により認識されかつ前記抗体に結合する
と非蛍光性から蛍光性に転じるために必要な構造が前記色素と共通する色素と前記測定対
象物質との結合物質を抗原としてなる抗体が好ましく、このような抗体と色素との組み合
わせとしては、（ｉ）前記抗体がマラカイトグリーンと前記測定対象物質との結合物質を
抗原としてなる抗体であり、前記色素がマラカイトグリーンである組み合わせ、或いは、
（ｉｉ）前記抗体がマラカイトグリーンと前記測定対象物質との結合物質を抗原としてな
る抗体であり、前記色素がオーラミンＯである組み合わせがより好ましい。
【００１６】
　更に、本発明の蛍光分析方法による前記測定対象物質としては、免疫測定の対象となる
べきタンパク質、ホルモン、ビタミン、菌体、環境汚染物質及び医薬品からなる群から選
択されるものが好ましい。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
　図１は、抗原としてのＭＧ－測定対象物質複合体を示す模式図である。
【００１８】
　図２は、抗原認識部位がＭＧと測定対象物質の両者を認識した状態を示す模式図である
。
【００１９】
　図３は、ＭＧと抗体との抗原抗体反応を示す模式図である。
【００２０】
　図４は、測定対象物質と抗体との抗原抗体反応を示す模式図である。
【００２１】
　図５は、抗体、ＭＧおよび測定対象物質の三者の抗原抗体反応を示す模式図である。
【００２２】
　図６Ａ及び図６Ｂはそれぞれ、抗体－ＭＧ間の抗原抗体反応に及ぼす測定対象物質の影
響を示す模式図である。
【００２３】
　図７は、半減期はＭＧ－抗体が測定対象物質－抗体より長いことを示す模式図である。
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【００２４】
　図８は、本発明に係る検量線の作成方法の好適な一実施形態を示すフローチャートであ
る。
【００２５】
　図９は、本発明の蛍光分析方法の好適な一実施形態を示すフローチャートである。
【００２６】
　図１０は、抗ＭＧ－Ｉｎｓ血清の抗体価を示すグラフである。
【００２７】
　図１１は、抗ＭＧ－Ｉｎｓ　ＦａｂとＭＧを反応させたときのＭＧの蛍光スペクトルを
示すグラフである。
【００２８】
　図１２は、ＭＧ濃度とＭＧ蛍光強度との関係を示すグラフである。
【００２９】
　図１３は、インシュリン濃度とＭＧ蛍光強度との関係（検量線）を示すグラフである。
【００３０】
　図１４は、抗ＭＧ－Ｉｎｓ　ＩｇＧとＡＯを反応させたときのＡＯの蛍光スペクトルを
示すグラフである。
【００３１】
　図１５は、インシュリン濃度とＡＯ蛍光強度との関係（検量線）を示すグラフである。
【００３２】
　図１６は、インシュリンと抗インシュリンＩｇＧを繰り返し添加した際のＡＯ蛍光強度
変化を示すグラフである。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３３】
　以下、図面を参照しつつ本発明の蛍光分析方法の好適な実施形態について詳細に説明す
る。なお、図面中、同一又は相当部分には同一符号を付することとする。
【００３４】
　（色素）
　本発明において使用される色素は、水等の通常の溶媒中で非蛍光性であり、後述する抗
体に結合すると蛍光性に転じるものであればよく、特に制限されない。なお、本発明にお
いて非蛍光性とは、実質的に蛍光性でないことを意味し、通常の測定条件では蛍光スペク
トルを示さないかもしくは極めて弱い蛍光のみ示し、実質的には市販の装置等により蛍光
分析（蛍光分光分析）ができないとされているものが好ましい（西川泰治等、″蛍光リン
光分析法″、共立出版、３０ページ、１９８４年）。このような実質的に蛍光性を示さな
い色素としては、蛍光量子収率が特定の条件で１％未満のものが好ましく、蛍光量子収率
が特定の条件で０．０１％以下のものがより好ましい。
【００３５】
　また、本発明において色素が抗体に結合すると非蛍光性から蛍光性に転じるとは、実質
的に蛍光性でない色素が抗体に結合すると蛍光性となり（蛍光性が高まり）、通常の蛍光
分析で得られる感度以上の分析感度を得ることにより蛍光分析が可能となることを意味し
、色素の蛍光量子収率が通常の測定条件では極めて小さい状態（例えば０．０１％以下）
から本発明に係る処理により抗体と結合（相互作用）することにより蛍光量子収率が大き
い状態（例えば１％以上）に変化することが好ましい。
【００３６】
　ここで、色素が非蛍光性から蛍光性に転じる際の蛍光強度の増加は、蛍光量子収率が少
なくとも１０倍以上増加することが好ましく、少なくとも１００倍以上増加することがよ
り好ましく、少なくとも１０００倍以上増加することが特に好ましい。
【００３７】
　また、本発明で使用可能な色素とは必ずしも可視部の吸収を有する（３５０ｎｍ以上に
吸収極大を有する）必要はなく、紫外部の吸収を有する（３５０ｎｍ以下に吸収極大を有
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する）もの、または吸収バンドが可視部にまで及んでいるものでもよい。
【００３８】
　本発明で使用可能な色素の分子構造は特に制限されず、種々の発色団（クロモファ）を
含むものが使用可能であり、ｐＨが中性附近で安定な発色団を含むものが望ましい。
【００３９】
　このような色素としては、例えば、分子構造中にトリフェニルメタン骨格を有する色素
（例えば、講談社サイエンティフィック社、大河原信編「色素ハンドブック」参照）が好
ましく、このようなトリフェニルメタン系色素としては下記化学構造を有するマラカイト
グリーン（ＭＧ）が特に好ましい。

【００４０】
　また、このような色素としては、分子構造中にジフェニルメタン骨格を有する色素（例
えば、講談社サイエンティフィック社、大河原信編「色素ハンドブック」参照）も好まし
く、このようなジフェニルメタン系色素としては下記化学構造を有するオーラミンＯ（Ａ
Ｏ）が特に好ましい。

【００４１】
　このようなマラカイトグリーンやオーラミンＯを用いると約１０００倍以上の蛍光量子
収率の増加が得られ得る。また、これらの色素以外に、ＣＣＶＪ（９－（ｄｉｃｙａｎｏ
ｖｉｎｙｌ）ｊｕｌｏｌｉｄｉｎｅ）系色素、ＡＮＳ（アニリノナフタレン）系色素、Ｔ
ＮＳ（ｐ－トルイジニルナフタレン）系色素、ＤＮＰ（２，４－ジニトロフェニル）系色
素も好ましく利用可能である。
【００４２】
　なお、マラカイトグリーンは水溶液中ではほぼ無蛍光であるが、抗ＭＧ抗体に結合する
と蛍光性になる。これは、マラカイトグリーンの分子内運動が抗体によって抑制された結
果、マラカイトグリーンが励起光を吸収した後、水溶液中にある場合に比べて分子内運動
の熱的過程（＝非輻射過程）で基底状態に戻る確率が相対的に減少し、輻射過程での失活
（＝蛍光を発する）が相対的に増加した為であると本発明者は推察している。このことは
、同様の化学構造や同様の失活過程を有する色素全般に当てはまる（ジフェニルメタン系
色素、トリフェニルメタン系色素）。また、メカニズムは違っても、抗体によって蛍光強
度が著しく増す色素は他にも知られている（Ｔｏｍｏｍｉｃｈｉ　Ｉｗａｋｉ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　１９９３，Ｖｏｌ．３２，ｐ．７５８９－７５９２；
蛋白核酸酵素別冊「蛍光測定の原理と生体系への応用」小野寺昌彦（金岡祐一他編集）共
立出版、１９７４年、ｐ．１８９－１９７）。
【００４３】
　（測定対象物質）
　本発明の蛍光分析方法に適用可能な測定対象物質としては、前記色素と結合した物質（
複合体）が抗原として機能するものであればよく、特に制限されない。なお、本発明に係
る測定対象物質自体は免疫性物質である必要性は必ずしもない。すなわち、免疫寛容・低
抗原性の物質に対しては抗体が得られないのが通常であるが、本発明においては測定対象
物質に人工化合物である色素が結合した複合体を抗原として用いて抗体を得るため、測定
対象物質自体は免疫寛容・低抗原性の物質であっても色素との複合体は免疫性となる可能
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性が高く、後述する方法により抗体を得ることが可能である。
【００４４】
　従って、本発明の蛍光分析方法においては、無機イオンや有機イオンを除く広範な物質
を測定対象物質として適用可能であり、中でも免疫測定の対象となるべきタンパク質（イ
ンシュリン等）、ホルモン、ビタミン、菌体、環境汚染物質及び医薬品からなる群から選
択されるものが測定対象物質として好ましい。
【００４５】
　なお、測定対象物質自身が抗原となるのに十分な分子量（通常、約５０００以上）を持
つものであれば、そのような測定対象物質の全てについて後述の抗体を調製することがで
きる。すなわち、たとえ測定対象物質が免疫される動物にとって免疫寛容な物質（その動
物種の生体内成分である場合など）であっても、後述の抗体は調製可能である。なぜなら
、本発明に係る抗原は測定対象物質自身ではなく、それに人工物である色素を架橋した人
工の物質だからである。
【００４６】
　また、測定対象物質自身は抗原となるのに十分な分子量を持たない場合であっても、色
素と測定対象物質との複合体に対して抗原性を有する担体を更に共有結合で架橋したもの
を調製し、これを抗原として用いればよい。この場合でも、抗原認識部位が色素と測定対
象物質の両者を認識する形をしている以下の抗体が得られる。
【００４７】
　（抗体）
　本発明において使用される抗体は、その抗原結合部位の一部が色素を認識しかつ残りの
一部が測定対象物質を認識するものである。すなわち、本発明に係る抗体は、一つの抗原
結合部位が空間的に複数の部分に分解されており、その一部が色素を認識し、残りの一部
が測定対象物質を認識する。このように一つの抗原結合部位に複数の異なる機能を持たせ
た技術は従来は存在せず、本発明者により初めて見出されたものである。
【００４８】
　このような本発明に係る抗体は、本発明の蛍光分析方法に用いられる色素と測定対象物
質との結合物質を抗原として好適に形成され、例えば、分析に用いられる色素がマラカイ
トグリーンである場合に、前記抗体はマラカイトグリーンと測定対象物質との結合物質を
抗原としてなる抗体であることが好ましい。
【００４９】
　また、分析に用いられる色素と抗体を得るための色素とは同一である必要は必ずしもな
く、抗体により認識されかつ抗体に結合すると非蛍光性から蛍光性に転じるために必要な
構造が両者に共通する色素を用いてもよい。このような構造が共通する色素の組み合わせ
としてはマラカイトグリーンとオーラミンＯとの組み合わせが挙がられる。従って、例え
ば、分析に用いられる色素がオーラミンＯである場合に、前記抗体はマラカイトグリーン
と測定対象物質との結合物質を抗原としてなる抗体であってもよい。
【００５０】
　（色素と測定対象物質との複合体（抗原）の作製）
　本発明に係る前記色素と測定対象物質との複合体（抗原）の作製方法については特に制
限されず、例えば、上記の測定対象物質と色素とを所定時間撹拌混合し、ゲル瀘過クロマ
トグラフィを用いて色素と測定対象物質との複合体である抗原の画分を分離することが可
能である。
【００５１】
　さらに必要な場合には、例えば免疫反応を利用する精製手段を使用することにより得ら
れた抗原を精製することも可能である（川島紘一郎（訳）「イムノアッセイ入門」、南山
堂、７０ページ、１９８７年）。また、得られた抗原の濃度は、例えばＬｏｗｒｙ法で定
量可能である。
【００５２】
　（抗血清の作製）



(9) JP 4266367 B2 2009.5.20

10

20

30

40

50

　本発明に係る前記抗体は、以下に説明する免疫工程で好ましく作製可能である。
【００５３】
　即ち本発明に係る前記抗体は、免疫動物に前記複合体（抗原）を投与した後、免疫動物
から血液を採取し、この血液から抗血清を分離することにより作製可能である。前記複合
体（抗原）を投与する免疫動物としては特に制限されないが、ウサギ、モルモット等が好
適に使用可能である。また、使用可能な免疫アジュバントも特に制限されないが、一般的
なフロイント不完全アジュバント、アルミニウムアジュバント等が好適に使用可能である
。更に、使用可能な免疫注射法についても特に制限はないが、例えばモルモットにおいて
は皮下注射、腹こう内注射等が好適に使用され得る。また、抗血清の産生確認と採取につ
いては、必要ならば追加免疫を実施し、試験採取を行って抗体価を調べることにより行う
ことが可能である。
【００５４】
　採取された抗血清を分離する方法は特に制限はなく、一般的な方法、例えば採血血液を
凝固させた後、遠心分離により血清を分離することが可能である。得られた抗血清の前記
複合体（抗原）に対する特異的抗体活性は、酵素免疫反応等で好ましく測定可能である（
図説　蛍光抗体法－その原理と技術および応用－」川生明著、ｐ．１３５－１３８、ソフ
トサイエンス社（１９８３））。
【００５５】
　（ＩｇＧ画分の作製）
　本発明においては、上記抗血清中の抗体を用いてもよいが、抗血清を精製して得られた
ＩｇＧ画分を抗体として用いてもよい。このような抗血清からＩｇＧ画分を精製する方法
は特に制限されず、塩析法、ゲル瀘過法、イオン交換クロマトグラフィ法等が好ましく使
用可能であり、特にプロテインＡ法が好ましく使用可能である。得られたＩｇＧ画分を更
に遠心法により濃縮してもよく、このようにしてＩｇＧ画分を所定の濃度に調整可能であ
る。
【００５６】
　（抗原結合性フラグメント（Ｆａｂ）の作製）
　本発明においては、上記ＩｇＧ画分から調製した抗原結合性フラグメント（Ｆａｂ）を
抗体として用いることがより好ましい。抗原結合性フラグメント（Ｆａｂ）を用いると、
測定対象物質との免疫複合体の沈殿生成がより確実に防止される傾向にある。このような
ＩｇＧ画分から抗原結合性フラグメント（Ｆａｂ）を調製する方法は特に制限されず、例
えば消化酵素（消化酵素パパイン等）を用いてＩｇＧ画分を消化させて抗原結合性フラグ
メント（Ｆａｂ）を得ることが可能である。また、得られた抗原結合性フラグメント（Ｆ
ａｂ）をプロテインＡ法のような免疫沈降法等によって精製することが好ましく、更に遠
心法により濃縮してもよい。このようにして抗原結合性フラグメント（Ｆａｂ）を所定の
濃度に調整可能である。
【００５７】
　（本発明の蛍光分析方法の原理）
　本発明の蛍光分析方法においては、前述の抗体と色素と測定対象物質とを溶液中で混合
すると、色素と測定対象物質とがそれぞれ抗原抗体反応によって抗体に結合し、抗体に結
合した色素は非蛍光性から蛍光性に転じる。その際、抗体への色素の結合は共存する測定
対象物質の量の影響を受け、抗体に結合した色素により発せられる蛍光の強度は共存する
測定対象物質の量に応じて阻害又は増強される。また、本発明に係る抗原抗体反応は、抗
原抗体反応は不可逆的であるという従来の技術常識に反して可逆的であり、測定対象物質
の量の変動に対応して蛍光強度が変動する。このような本発明の蛍光分析方法の原理は以
下の通りであると本発明者は推察している。なお、本発明に使用される色素を代表してマ
ラカイトグリーン（以下、ＭＧと示す）を用いた場合を例にとって説明する。
【００５８】
　さて、ＭＧは単独で抗原とするには分子量が小さすぎるので、抗ＭＧ抗体を得る場合に
はより分子量の大きな物質（担体）にＭＧを共有結合で架橋した化合物が抗原として動物
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に投与される。その時、担体として測定対象物質を選べば、抗原はＭＧと測定対象物質と
の共有結合による複合体（図１に示すようなＭＧ－測定対象物質複合体）となる。こうし
て得られた抗体（ＩｇＧなど）には、図２に示すようにその抗原認識部位がＭＧと測定対
象物質の両者を認識する形をしているものが含まれる。
【００５９】
　この抗体とＭＧを溶液中で混合すると抗原抗体反応が起こり、図３に示すようにＭＧは
抗体の抗原結合部位に（非共有結合的に）結合する。この結合の解離速度定数をｋｄ－Ｍ
Ｇとする。一方、測定対象物質をこの抗体と溶液中で混合した場合も同様に、図４に示す
ように測定対象物質は抗体の抗原結合部位に（非共有結合的に）結合する。この解離速度
定数をｋｄ－ａｎａｌとする。しかし、ＭＧも測定対象物質も抗原（すなわちＭＧ－測定
対象物質複合体）の一部分でしかないので、ＭＧ単独と抗体の結合（以下、「ＭＧ－抗体
結合」という）、測定対象物質単独と抗体の結合（以下、「測定対象物質－抗体結合」と
いう）のそれぞれは、そもそもの抗原であるＭＧ－測定対象物質複合体と抗体の結合より
弱いと推察される。すなわち、ＭＧ－測定対象物質複合体と抗体の結合の解離速度定数を
ｋｄ－Ａｇとすると、解離速度定数が小さい方が解離しにくい、つまり結合が強いから、
各解離速度定数の関係は
ｋｄ－Ａｇ＜ｋｄ－ＭＧ
ｋｄ－Ａｇ＜ｋｄ－ａｎａｌ
となる。
【００６０】
　次に、この抗体、ＭＧ及び測定対象物質の三者を混合すると、図５に示すようにＭＧも
測定対象物質も共に抗体の抗原結合部位と結合する。そして、ＭＧと測定対象物質の両者
が抗原結合部位に収まった時が、ＭＧ－測定対象物質複合体が抗体に結合した図２に示す
状態に近い為、最も安定であると推察される。しかし、この時、ＭＧ－抗体結合に測定対
象物質が影響を及ぼす可能性があり、測定対象物質－抗体結合にＭＧが影響を及ぼす可能
性もある。その反応速度論は、抗原結合部位内でＭＧと測定対象物質それぞれが占める位
置（どちらがより奥にあるか）と、それぞれの解離速度定数で決まると推察される。例え
ば、ＭＧが測定対象物質より奥まった位置に結合するならば、測定対象物質が先に抗体と
結合すると図６Ａに示すようにＭＧの結合が阻害され、一方、先にＭＧが結合すれば図６
Ｂに示すようにその後の測定対象物質の結合によりＭＧの結合はＭＧ単独の場合に比べて
より安定化されて増強される。このような増強は、ＭＧ－抗体結合のｋｄ－ＭＧが見かけ
上小さくなった事に等しい。すなわち、この見かけの解離速度定数をｋｄ－ＭＧ’とする
と、ｋｄ－ＭＧ’＜ｋｄ－ＭＧとなる。そして、ｋｄ－ＭＧ、ｋｄ－ａｎａｌが同程度な
らば、この阻害と増強は大差なく起こると推察される。
【００６１】
　しかし、両者に違いがある場合、阻害と増強のどちらかが優位になる。一般に、抗原抗
体複合体の半減期ｔ１／２はｔ１／２＝０．６９３／ｋｄで求まる。すなわち、ｋｄが小
さい方が半減期が長い。従って、ｋｄ－ＭＧ＜ｋｄ－ａｎａｌの場合は、図７に示すよう
に半減期はＭＧ－抗体結合の方がより長くなる。すると、図６Ａに示す阻害が起こっても
、比較的短時間で測定対象物質は抗体から解離してしまい、その後ＭＧが結合してより長
い半減期でＭＧ－抗体結合を形成し続ける。そしてそこには測定対象物質が結合する事が
でき、その結果増強が起こることとなる（ｋｄ－ＭＧ’＜ｋｄ－ＭＧになる）。逆に、ｋ
ｄ－ａｎａｌ＜ｋｄ－ＭＧ（ＭＧの方が解離が速い）の場合は、ＭＧは結合しても測定対
象物質が結合して増強を受ける前に抗体から解離してしまうので、増強が起こりにくくな
り、阻害が支配的になる。
【００６２】
　実際には、得られた抗体でｋｄ－ＭＧとｋｄ－ａｎａｌの大小関係はまちまちであると
推察され、モノクローナル抗体の場合は各抗体クローンで、ポリクローナル抗体の場合は
含まれる各モノクローン抗体の総体として、阻害と増強のどちらかが起こると推察される
。
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【００６３】
　本発明はこの現象を利用するものである。すなわち、ＭＧ－抗体結合に着目すると、Ｍ
Ｇと抗体を一定量に保った場合、阻害もしくは増強の程度は共存する測定対象物質の量に
依存することとなり、それはＭＧの蛍光強度の変化となって現れる。従って、ＭＧの蛍光
強度変化を測ることにより、測定対象物質の検出・定量が可能となる。
【００６４】
　そして、本発明に係る上記の抗原抗体反応は、抗原抗体反応は不可逆的であるという従
来の技術常識に反して可逆的である。そのため、測定対象物質の量の変動に対応してＭＧ
の蛍光強度が変動し、その蛍光強度変化を測ることにより測定対象物質を実時間で連続的
に分析することが可能となる。
【００６５】
　（検量線の作成）
　本発明の蛍光分析方法においては、実試料の測定に先立って、蛍光強度と測定対象物質
濃度との関係を示す検量線を予め求めておくことが好ましい。本発明に係る検量線の作成
方法の好適な実施形態について、図８に示すフローチャートに基づいて詳細に説明する。
【００６６】
　画８に示すフローチャートにおいては、先ず、抗原結合部位の一部が色素を認識しかつ
残りの一部が測定対象物質を認識する前記抗体と、抗体に結合すると非蛍光性から蛍光性
に転じる前記色素とをそれぞれ所定濃度（抗体濃度：ＹμＭ、色素濃度：ＺμＭ）で含有
する抗体色素溶液Ａｍｌを調製する（Ｓ１０１）。なお、用いる溶媒は特に制限されない
が、ｐＨが中性付近（好ましくはｐＨ６．５～７．５）の緩衝液が好ましく、このような
溶媒としては例えばリン酸緩衝生理食塩水が挙げられる。
【００６７】
　そして、この抗体色素溶液を蛍光測定用セルに入れ、用いる色素等に応じて励起光波長
及び蛍光波長をそれぞれ所定値に設定した蛍光分光光度計にセットする。その際、次数ｎ
の初期値をｎ＝１と設定する（Ｓ１０２）。なお、セルホルダーの温度を一定温度に保つ
ことが好ましく、保持温度は２５～３７℃の範囲内の温度が好ましい。また、セル中の溶
液を所定時間攪拌することが好ましい。
【００６８】
　次に、測定対象物質を所定濃度（ＸμＭ）で含有する標準溶液Ｂｎｍｌをセル中の溶液
に添加し、得られた混合溶液を所定時間攪拌して色素及び測定対象物質と抗体との抗原抗
体反応を進行せしめる（Ｓ１０３、混合工程）。なお、標準溶液に用いる溶媒も特に制限
されないが、抗体色素溶液に用いた溶媒と同様にｐＨが中性付近の緩衝液（例えばリン酸
緩衝生理食塩水）が好ましい。
【００６９】
　続いて、セル中の混合溶液に所定の励起光波長を有する励起光を照射し、その混合溶液
から発せられる所定の蛍光波長を有する蛍光の強度を測定して測定値Ｉｎを取得する（Ｓ
１０４、測定工程）。なお、励起光の照射及び蛍光強度の測定の具体的方法は特に制限さ
れず、蛍光強度測定値Ｉｎとしては所定の測定時間中の蛍光強度の平均値や積分値が好適
に取得される。また、測定対象物質未添加の状態における蛍光強度をブランクとし、実際
の蛍光強度の測定値からブランクの値を差し引いた値を蛍光強度の測定値Ｉｎとしてもよ
い（但し、この場合、実際の測定値に対し、標準溶液等の添加に伴う体積変化に応じた補
正を施した後にブランクの値を差し引くものとする）。
【００７０】
　そして、このようにして得られた蛍光強度測定値Ｉｎを前記標準溶液の添加に伴う体積
変化に応じて補正し、抗体濃度がＹμＭでかつ色素濃度がＺμＭである溶液における蛍光
強度に相当する蛍光強度補正値Ｉｎ’を算出する（Ｓ１０５）。なお、蛍光強度の体積変
化を補正する際の計算式は以下の数式（１）：
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であり、次数ｎ＝１の時は

となる。
【００７１】
　また、蛍光強度を測定した混合溶液中の測定対象物質の濃度Ｘｎ’μＭを算出する（Ｓ
１０６）。なお、混合溶液中の測定対象物質濃度を算出する際の計算式は以下の数式（２
）：

であり、次数ｎ＝１の時は

となる。
【００７２】
　このようにして次数ｎ＝１の時の蛍光強度補正値Ｉｎ’及び測定対象物質濃度Ｘｎ’を
得た後、次数ｎに１を付加し（Ｓ１０８）、前述の標準溶液Ｂｎｍｌの添加混合（Ｓ１０
３）、蛍光強度測定値Ｉｎの取得（Ｓ１０４）、蛍光強度補正値Ｉｎ’の算出（Ｓ１０５
）及び測定対象物質濃度Ｘｎ’の算出（Ｓ１０６）を再度行ない、次数ｎ＝２の時の蛍光
強度補正値Ｉｎ’及び測定対象物質濃度Ｘｎ’を得る。なお、次数ｎ＝２の時は、前記数
式（１）は

となり、前記数式（２）は

となる。
【００７３】
　更に、このようにして得られる蛍光強度補正値Ｉｎ’が標準溶液を添加しても変化しな
くなるまで、すなわち（Ｉｎ’－Ｉｎ－１’）の値が設定値（例えばゼロ）以下になるま
で（Ｓ１０７）、上記のＳ１０８→Ｓ１０３→Ｓ１０４→Ｓ１０５→Ｓ１０６→Ｓ１０７
を繰り返し（連続測定工程）、次数ｎが１からｎの時の蛍光強度補正値Ｉｎ’及び測定対
象物質濃度Ｘｎ’をそれぞれ得る。
【００７４】
　そして、このようにして得られた次数ｎが１からｎの時の蛍光強度補正値Ｉｎ’及び測
定対象物質濃度Ｘｎ’に基づいて、蛍光強度補正値Ｉｎ’と測定対象物質濃度Ｘｎ’との
関係を示す検量線を作成する（Ｓ１０９、検量線作成工程）。なお、これらの数値を検量
線化する具体的な手法は特に制限されないが、最小二乗法等の公知の手法を適宜利用して
より精度の高い検量線が得られる。
【００７５】
　（実試料の測定）本発明の蛍光分析方法の好適な実施形態について、図９に示すフロー
チャートに基づいて詳細に説明する。
【００７６】
　図９に示すフローチャートにおいては、先ず、検量線を作成した時と同様に、抗原結合
部位の一部が色素を認識しかつ残りの一部が測定対象物質を認識する前記抗体と、抗体に
結合すると非蛍光性から蛍光性に転じる前記色素とをそれぞれ所定濃度（抗体濃度：Ｙμ
Ｍ、色素濃度：ＺμＭ）で含有する抗体色素溶液Ａｍｌを調製する（Ｓ２０１）。なお、
用いる溶媒は特に制限されないが、検量線の作成に用いた溶媒と同様にｐＨが中性付近の
緩衝液（例えばリン酸緩衝生理食塩水）が好ましい。また、抗体色素溶液中の抗体濃度及
び色素濃度が検量線を作成した時と同様にそれぞれＹμＭ、ＺμＭとなるようにしてある
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。
【００７７】
　そして、この抗体色素溶液を蛍光測定用セルに入れ、検量線を作成した時と同様に励起
光波長及び蛍光波長をそれぞれ所定値に設定した蛍光分光光度計にセットする。その際、
次数ｎの初期値をｎ＝１と設定する（Ｓ２０２）。なお、セルホルダーの温度を検量線を
作成した時と同じ温度に保つことが好ましく、保持温度は２５～３７℃の範囲内の温度が
好ましい。また、セル中の溶液を所定時間攪拌することが好ましい。
【００７８】
　次に、被検体溶液Ｂｎｍｌをセル中の溶液に添加し、得られた混合溶液を所定時間攪拌
して色素及び測定対象物質と抗体との抗原抗体反応を進行せしめる（Ｓ２０３、混合工程
）。なお、被検体溶液としては、測定対象となる体液等をそのまま用いてもよいが、溶媒
により所定倍に希釈した溶液であってもよい。このような希釈に用いる溶媒も特に制限さ
れないが、抗体色素溶液に用いた溶媒と同様にｐＨが中性付近の緩衝液（例えばリン酸緩
衝生理食塩水）が好ましい。
【００７９】
　続いて、セル中の混合溶液に所定の励起光波長を有する励起光を照射し、その混合溶液
から発せられる所定の蛍光波長を有する蛍光の強度を測定して測定値Ｉｎを取得する（Ｓ
２０４、測定工程）。なお、励起光の照射及び蛍光強度の測定の具体的方法は特に制限さ
れないが、検量線を作成した時と同様に蛍光強度測定値Ｉｎとしては所定の測定時間中の
蛍光強度の平均値や積分値が好適に取得される。
【００８０】
　そして、このようにして得られた蛍光強度測定値Ｉｎを前記被検体溶液の添加に伴う体
積変化に応じて補正し、抗体濃度がＹμＭでかつ色素濃度がＺμＭである溶液における蛍
光強度に相当する蛍光強度補正値Ｉｎ’を算出する（Ｓ２０５）。なお、蛍光強度の体積
変化を補正する際の計算式は以下の数式（３）：

であり、次数ｎ＝１の時は

となる。
【００８１】
　次に、予め求められている蛍光強度補正値Ｉｎ’と測定対象物質濃度Ｘｎ’との関係を
示す検量線に基づいて、蛍光強度補正値Ｉｎ’から混合溶液中の測定対象物質の濃度Ｘｎ

’μＭを求める（Ｓ２０６）。
【００８２】
　そして、このようにして求められた混合溶液中の測定対象物質の濃度Ｘｎ’から、前記
被検体溶液Ｂｎｍｌ中の測定対象物質の濃度ＸｎμＭを算出することができる（Ｓ２０７
）。なお、被検体溶液中の測定対象物質濃度を算出する際の計算式は以下の数式（４）：

であり、次数ｎ＝１の時は

となる。また、本実施形態においては、上記の蛍光強度補正値Ｉｎ’の算出（Ｓ２０５）
、混合溶液中の測定対象物質の濃度Ｘｎ’の算出（Ｓ２０６）及び被検体溶液中の測定対
象物質の濃度Ｘｎの算出（Ｓ２０７）が本発明に係る算出工程に相当する。
【００８３】
　このようにして被検体溶液中の測定対象物質濃度Ｘｎを測定することができるが、前述
の通り本発明に係る抗原抗体反応は可逆的であるため、以下のようにして別の被検体溶液
を連続して測定することも可能である。すなわち、別の被検体溶液を測定する必要がある
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場合は（Ｓ２０８）、次数ｎに１を付加し（Ｓ２０９）、前述の被検体溶液Ｂｎｍｌの添
加混合（Ｓ２０３）、蛍光強度測定値Ｉｎの取得（Ｓ２０４）、蛍光強度補正値Ｉｎ’の
算出（Ｓ２０５）、混合溶液中の測定対象物質の濃度Ｘｎ’の算出（Ｓ２０６）及び被検
体溶液中の測定対象物質の濃度Ｘｎの算出（Ｓ２０７）を再度行ない、２番目（次数ｎ＝
２）の被検体溶液中の測定対象物質濃度Ｘｎを測定することができる。なお、次数ｎ＝２
の時は、前記数式（３）は

となり、前記数式（４）は

となる。
【００８４】
　そして、更なる別の被検体溶液を測定する必要がなくなるまで（Ｓ２０８）上記のＳ２
０９→Ｓ２０３→Ｓ２０４→Ｓ２０５→Ｓ２０６→Ｓ２０７→Ｓ２０８を繰り返すことに
より（連続分析工程）、複数（次数ｎが１からｎ）の被検体溶液中の測定対象物質濃度Ｘ

ｎを連続して測定することができる。なお、このような測定対象物質濃度の連続的測定は
、抗体が測定対象物質に対して飽和するなどして、被検体溶液を添加しても蛍光強度が変
化しなくなるまで繰り返すことが可能である。
【００８５】
　以上説明した本実施形態の蛍光分析方法においては、抗原抗体反応を利用しているため
、その特異的分子認識機能により選択性の高い高感度な分析が可能であり、更に、蛍光分
析により夾雑物を除去せずとも測定対象物質を選択的に簡便に測定することが可能である
。そして、抗原抗体反応は不可逆的であるという従来の技術常識に反して本発明に係る抗
原抗体反応は可逆的であるため、測定対象物質の量の変動に対応して蛍光強度が変動（増
強又は阻害）することを利用して実時間で連続的に分析することが可能である。
【００８６】
　（実施例）
　以下、実施例に基づいて本発明を更に具体的に説明するが、本発明はこれらの実施例に
限定されるものではなく、本発明の技術的思想を逸脱しない範囲での種々の変更が可能で
ある。
【００８７】
実施例１［抗ＭＧ－Ｉｎｓ抗体のＦａｂとＭＧを用いたインシュリンの定量］
（１－１）試薬および実験動物
　実施例において用いた主な試薬および実験動物は以下の通りである。マラカイトグリー
ン（ＭＧ、Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｉｎｃ．製）、マラカ
イトグリーンイソチオシアネート（ＭＧＩＴＣ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｉ
ｎｃ．製）、オーラミンＯ（ＡＯ、Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ
，Ｉｎｃ．製））、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ、和光純薬工業（株）製）、インシ
ュリン（ブタ、和光純薬工業（株）製）、ＳＤＳ（Ｓｏｄｉｕｍ　Ｄｏｄｅｃｙｌ　Ｓｕ
ｌｆａｔｅ、和光純薬工業（株）製）、抗ブタインシュリン抗体（免疫動物Ｇｕｉｎｅａ
　Ｐｉｇ，Ｓｉｇｍａ製）、モルモット（Ｃｒｊ；Ｈａｒｔｌｅｙ、オス、３週令、ＳＰ
Ｆ、体重２２５～２４０ｇ、日本チャールス・リバー（株）製）、麻酔剤（ＮＥＭＢＵＴ
ＡＬ　Ｓｏｄｉｕｍ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ、５０ｍｇ／ｍｌ、ダイナボット（株）製）、Ｒ
ＡＳ（Ｒｉｂｉ　Ａｄｊｕｖａｎｔ　Ｓｙｓｔｅｍ　ＭＰＬ＋ＴＤＭ＋ＣＷＳ　Ｅｍｕｌ
ｓｉｏｎ，Ｒ－７３０（ＲＩＢＩ　Ｉｍｍｕｎｏ　Ｃｈｅｍ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｉｎｃ
．製）、０．１Ｍリン酸緩衝液（ＰＢ、ｐＨ７．０）、抗原コーティング用緩衝液（５０
ｍＭ炭酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ８．４（＋）ＮａＮ３）、洗浄用緩衝液（リン酸緩衝生
理食塩水、ｐＨ７．２（＋）０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０）、ブロッキング用緩衝液（リン
酸緩衝生理食塩水、ｐＨ７．２　０．５％Ｇｅｌａｔｉｎ）、９６穴マイクロタイタープ
レート（ＥＬＩＳＡ　ＴＥＳＴＰＬＡＴＥ　Ｆ－ＦＯＲＭ　２Ｘ８　Ｆ－ＳＴＲＩＰＳ　
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ＢＩＮＤＵＮＧ、ｇｒｅｉｎｅｒ製）、ペルオキシダーゼ標識ゴート抗モルモットＩｇＧ
抗体（Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ標識Ｇｏａｔ抗Ｇｕｉｎｅａ　Ｐｉｇ　ＩｇＧ抗体、ＯＲＧ
ＡＮＯＮ　ＴＥＫＮＩＫＡ　ＣＯＲＰＯＲＡＴＩＯＮ　Ｃａｐｐｅｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
　Ｐｒｏｄｕｃｔ製）、試料前処理用カートリッジ（遠心濃縮用ＭＩＮＩＣＥＮＴ－３０
又はＵＬＴＲＡＣＥＮＴ－３０、東ソー（株）製、分画分子量３０，０００ダルトン）、
呈色試薬キット（ＡＢＴＳ　Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　Ｓｙｓｔｅｍ
、Ｋｉｒｋｅｇａａｒｄ　＆　Ｐｅｒｒｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｃ．製）、
固定化パパイン（Ｓｉｇｍａ製）。
【００８８】
　（１－２）使用機器
　実施例において用いた主な機器は以下の通りである。プレートリーダー（ＢＩＯ－ＲＡ
Ｄ　ＭＯＤＥＬ　３５５０　ＭＩＣＲＯＰＬＡＴＥ　ＲＥＡＤＥＲ）、遠心機（ＨＩＴＡ
ＣＨＩ　ＳＣＲ１８Ｂ、日立製作所製）、遠心機ローター（ＲＰＲ－１８－３、日立製作
所製）、遠心機（Ｌａｂｎｅｔ　ＦＯＲＣＥ　７、Ｌａｂｎｅｔ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏ
ｎａｌ　Ｉｎｃ．製）、遠心機（ＫＯＫＵＳＡＮ　ＭＯＤＥＬ　Ｈ－１０３ＲＳ、国産遠
心機（株）製）、ボルテックスミキサー（ＡＵＴＯＭＡＴＩＣ　ＭＩＸＥＲ　Ｓ－１００
、ＴＡＩＴＥＣ（株）製）、蛍光分光光度計（Ｆｌｕｏｒｏｌｏｇ、ｉｎｓｔｒｕｍｅｎ
ｔｓ　Ｓ．Ａ．Ｉｎｃ．製）、サーキュレーター（ＢＵ１５０Ｐ、ヤマト科学（株）製）
、ミクロ回転子（井内盛栄堂製）、蛍光測定用セル（井内盛栄堂製）、高速液体クロマト
グラフィー（ＬａＣｈｒｏｍシステムインターフェイスＤ－７０００，ＵＶ検出器Ｄ－７
４００，ポンプＤ－７１００，デガッサーＤ－７６１０、日立製作所製）。
【００８９】
　（１－３）共通実験法（蛋白質試料の遠心濃縮及び蛋白定量の方法）
　蛋白質を含む試料は、試料前処理用カートリッジ（ＵＬＴＲＡＣＥＮＴ－３０又はＭＩ
ＮＩＳＥＮＴ－３０）と遠心機（ＨＩＴＡＣＨＩ　ＳＣＲ１８Ｂ又はＬａｂｎｅｔ　Ｆｏ
ｒｃｅ　７）を用いて３，０００ｘｇにて遠心濃縮した。溶媒の置換も遠心濃縮時に同時
に行った。
【００９０】
　また、試料の蛋白質濃度は、市販の試薬キット（ＢＣＡ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａｓｓａｙ
　Ｒｅａｇｅｎｔ　Ｋｉｔ、ＰＩＥＲＣＥ製）および標準蛋白質溶液（ウマＩｇＧ標準液
、濃度２ｍｇ／ｍｌ、ＩｍｍｕｎｏＰｕｒｅ　Ｈｏｒｓｅ　ＩｇＧ　Ｓｔａｎｄａｒｄ、
ＰＩＥＲＣＥ製）を用いてＢＣＡ法にて定量した。すなわち、蛋白質試料（必要に応じて
ＰＢにて希釈したもの）、標準蛋白質溶液希釈系列（２５～１５００μｇ／ｍｌ）、およ
びＰＢ（検量線用ブランク試料）それぞれ２５μｌを容量１．５ｍｌのエッペンドルフチ
ューブに入れ、それに試薬キットの反応液（ＢＣＡ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａｓｓａｙ　Ｒｅ
ａｇｅｎｔ　Ｋｉｔマニュアル（Ｐｉｅｒｃｅ製）に従って必要量を調製）５００μｌを
加え攪拌し、３７℃で３０～６０分間加温した。その後、各エッペンドルフチューブから
３００μｌを９６穴マイクロタイタープレートに分注し、プレートリーダーにて５９５ｎ
ｍの吸光度を測定した。そして、標準蛋白質溶液希釈系列の濃度－吸光度の関係から作成
した検量線を用いて蛋白質試料の蛋白濃度を求めた。
【００９１】
　（１－４）抗原（ＭＧ－Ｉｎｓ複合体）の調製
　抗原となるマラカイトグリーン（ＭＧ）とインシュリン（Ｉｎｓ）の共有結合物（ＭＧ
－Ｉｎｓ複合体）の調製と精製を以下のようにして行った。すなわち、インシュリン４．
７ｍｇおよびマラカイトグリーンイソチオシアネート（ＭＧＩＴＣ）０．６ｍｇ（２０μ
ｌのジメチルスルホキシドに溶解）を２ｍｌの０．１Ｍ炭酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ９．
８）に溶解し、容器をアルミホイールで遮光し４℃にて一夜攪拌した。この反応でマラカ
イトグリーンイソチオシアネートはインシュリンのアミノ基に結合し、ＭＧ－Ｉｎｓ複合
体が得られる。次いで、未反応成分を除去するため、得られた反応液を０．１Ｍリン酸ナ
トリウム緩衝液（ＰＢ、ｐＨ７．０）で平衡化したゲル濾過カラム（Ｅｃｏｎｏ－Ｐａｃ
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　１０ＤＧ、ＢＩＯ－ＲＡＤ製）に供し、４ｍｌのＰＢにてカラムから溶出させてＭＧ－
Ｉｎｓ画分（約１．２ｍｇ／ｍｌ）を得た。
【００９２】
　（１－５）免疫による抗血清の調製
　ＭＧ－Ｉｎｓ画分３３０μｌと生理食塩水１．７ｍｌをＲＡＳのバイアルに添加し、ボ
ルテックスミキサーにて激しく攪拌し、抗原とアジュバントのエマルジョンを調製した。
【００９３】
　次いで、モルモット４匹を麻酔剤（ＮＥＭＢＵＴＡＬ）で麻酔し（投与量１５ｍｌ／ｋ
ｇ）、頸部に上記エマルジョンを一匹当たり０．５ｍｌ（皮下注射（０．１ｍｌ×４カ所
）及び腹腔内投与（０．１ｍｌ））投与した。この初回免疫の後、同量の抗原をアジュバ
ントとともに１週間間隔で３回投与して追加免疫を行った。
【００９４】
　最後の追加免疫から１週間後、モルモットをエーテル麻酔後に開腹し、腎大静脈より全
採血を行った。そして、得られた血液を１０ｍｌ試験管中に採り、孵卵器中にて３７℃に
加温し血餅を形成させた。その後、遠心機（ＫＯＫＵＳＡＮ　ＭＯＤＥＬ　Ｈ－１０３Ｒ
Ｓ）にて遠心分離（３０００ｒｐｍ、４℃、１０ｍｉｎ）を行って血餅を分離し、抗血清
を得た。
【００９５】
　（１－６）抗体価の測定
　酵素免疫測定法により、抗血清の抗体価を測定した。すなわち、先ず、ＭＧ－Ｉｎｓ画
分７００μｌに抗原コーティング用緩衝液６．３ｍｌを加え、９６穴マイクロタイタープ
レートの各ウエルに０．１ｍｌずつ分注し、４℃にて一夜静置して抗原（ＭＧ－Ｉｎｓ複
合体）をプレートの各ウエル内面に吸着コーティングさせた。その後、プレート内の抗原
溶液を除去し、各ウエルに０．１ｍｌの洗浄用緩衝液を加えてウエル内を洗浄した。この
洗浄操作を３回行った後、非特異吸着を防ぐためにブロッキング用緩衝液０．１ｍｌを各
ウエルに加え、４℃にて一夜静置した。その後、ブロッキング用緩衝液を除去し、再び洗
浄用緩衝液による洗浄を３回行った。
【００９６】
　次いで、抗血清をＰＢにて希釈して希釈系列（希釈倍率：５００～３２０００倍）を調
製した。また対照として、抗原未投与のモルモットの血清をＰＢにて５倍希釈したものを
調製した。この対照の抗体価に対して、この抗血清希釈系列が示す抗体価は実質的には１
００～６４００倍希釈の抗体価に相当する。これらの抗血清希釈系列および対照血清希釈
液の各０．１ｍｌを上記プレートの各ウエルに加え、４℃にて一夜静置して抗原抗体反応
を進行せしめた。
【００９７】
　このようにして抗原抗体反応を進行せしめた上記プレートから抗血清希釈系列および対
照血清希釈液を除去し、洗浄用緩衝液０．１ｍｌによる洗浄操作を３回行った。次いで、
ペルオキシダーゼ標識ゴート抗モルモットＩｇＧ抗体の１０００倍希釈液（ＰＢで希釈）
を各ウエルに０．１ｍｌずつ加え、４℃にて一夜静置した。その後、洗浄用緩衝液０．１
ｍｌによる洗浄操作を３回行い、ペルオキシダーゼの酵素活性を示す呈色試薬（２，２′
－ａｚｉｎｏ－ｄｉ［３－ｅｔｈｙｌ－ｂｅｎｚｔｈｉａｚｏｌｉｎｅ　ｓｕｌｆｏｎａ
ｔｅ、ＡＢＴＳ）の反応液（試薬キットＡＢＴＳ　Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ　Ｓｕｂｓｔｒ
ａｔｅ　Ｓｙｓｔｅｍのマニュアルに従って調製）０．１ｍｌを各ウエルに分注し、３７
℃で３０分間加温して酵素反応を進行せしめた。その後、ＳＤＳの１％水溶液を各ウエル
に０．１ｍｌ加えて酵素反応を停止させ、各ウエルの吸光度（４０５ｎｍ）をプレートリ
ーダーで測定した。得られた結果を図１０に示す。
【００９８】
　図１０に示した結果から明らかなように、各モルモットの抗血清はそれぞれ８００倍あ
るいは１６００倍希釈まで対照血清より強い抗体活性を示し、ＭＧ－Ｉｎｓ複合体に特異
的な抗血清が得られたことが確認された。このようなモルモット４匹の抗血清を混合した
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もの（以下「抗ＭＧ－Ｉｎｓ血清」という）を以下の実験に使用した。
【００９９】
　（１－７）抗ＭＧ－Ｉｎｓ　ＩｇＧ画分の調製
　ＩｇＧと特異的に結合する蛋白質プロテインＡを固定した樹脂｛ｒＰｒｏｔｅｉｎ　Ａ
　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　Ａ
Ｂ製）０．７ｍｌをプラスチック製のカラム（内径約７ｍｍ、長さ約８ｃｍ）に充填し（
以下「プロテインＡカラム」という）、３ｍｌのＰＢで洗浄した。
【０１００】
　次いで、抗ＭＧ－Ｉｎｓ血清１ｍｌをＰＢ１ｍｌで希釈し、５ｍｌディスポーザブル注
射器に装着したカートリッジ型フィルター（０．４５μ、マイショリディスクＷ－２５－
５、東ソー（株）製）を通して微粒子を除去した。これをプロテインＡカラムに添加し、
ＩｇＧをプロテインＡに結合させた後、１０ｍｌのＰＢをカラムに流してプロテインＡと
結合しない成分を洗浄し除去した。次に、４ｍｌの０．１Ｍクエン酸緩衝液（ｐＨ４．０
）をプロテインＡカラムに流し、ＩｇＧをプロテインＡから解離させて抗ＭＧ－Ｉｎｓ　
ＩｇＧ画分を得た。なお、プロテインＡカラムに１０ｍｌのＰＢを流して、同カラムを再
生させた。得られた抗ＭＧ－Ｉｎｓ　ＩｇＧ画分を遠心濃縮すると同時にＰＢへ溶媒置換
をした。必要に応じて上記の操作を繰り返し、以後の実験に必要な量の抗ＭＧ－Ｉｎｓ　
ＩｇＧ画分を調製した。
【０１０１】
　（１－８）抗ＭＧ－Ｉｎｓ　ＩｇＧ画分からの抗原結合性フラグメント（Ｆａｂ）の調
製、分離精製
　消化酵素パパインでＩｇＧを消化させ、Ｆａｂを調製した。すなわち、先ず、固定化パ
パイン８．７ｍｇを容量２．２ｍｌのエッペンドルフチューブに入れ、２００μｌのＰＢ
を加え、攪拌後に遠心して上清を除いて固定化パパインを洗浄した。この洗浄を２回繰り
返した後、１ｍｌの２０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．０，（＋）１０ｍＭ　ＥＤＴＡ（＋
）２０ｍＭシステイン）に固定化パパインを懸濁させた。それに更に５００μｌの２０ｍ
Ｍリン酸緩衝液と５００μｌの抗ＭＧ－Ｉｎｓ　ＩｇＧ画分（ＩｇＧ濃度約４．５ｍｇ／
ｍｌ）の混合液を加え、システインの最終濃度を１０ｍＭとして３７℃に加温して数時間
振蕩して酵素反応を進行せしめた。その後、酵素反応液を軽く遠心して上清を採取し、得
られた上清をプロテインＡカラムに添加して未消化のＩｇＧをプロテインＡに結合させた
。次いで、１０ｍｌのＰＢをプロテインＡカラムに流して採取し、遠心濃縮して抗ＭＧ－
Ｉｎｓ抗体のＦａｂ（以下「抗ＭＧ－Ｉｎｓ　Ｆａｂ」）を含む画分（５．２０ｍｇ／ｍ
ｌ、３４．７μＭ　ａｓ　ＩｇＧ＝６９．３μＭ　ａｓ　Ｆａｂ）を得た。
【０１０２】
　（１－９）抗ＭＧ－Ｉｎｓ　Ｆａｂと結合したマラカイトグリーンの蛍光スペクトルの
測定
　抗ＭＧ－Ｉｎｓ　ＦａｂにＭＧを抗原抗体反応で結合させた時のＭＧの蛍光スペクトル
を以下のようにして測定した。すなわち、抗ＭＧ－Ｉｎｓ　Ｆａｂ濃度が０．９５５μＭ
、ＭＧ濃度が０．９０７μＭとなるように両成分を混合し（溶媒はリン酸緩衝生理食塩水
（ｐＨ７．２、ＰＢＳ））、２５℃にて５分間攪拌して抗原抗体反応を進行せしめた。次
いで、蛍光分光光度計を使用し、励起光波長６２０ｎｍ、蛍光波長６３０～７５０ｎｍ、
バントパス幅は励起側、蛍光側ともに５ｎｍの条件で上記混合溶液から発せられる蛍光ス
ペクトルを測定した。得られた蛍光スペクトルの生データから、同条件で測定したリン酸
緩衝生理食塩水のバックグランドを差し引き、更に装置関数による補正を加えた蛍光スペ
クトルを図１１に示す。水溶液中では実質的に無蛍光であったマラカイトグリーンが抗Ｍ
Ｇ－Ｉｎｓ　Ｆａｂと結合して蛍光性に転じたことが確認された。
【０１０３】
　また、抗ＭＧ－Ｉｎｓ　Ｆａｂ濃度を１μＭとし、ＭＧ濃度を０～０．９μＭの範囲で
変化させて上記と同様にして蛍光スペクトルを測定した。得られた結果を図１２に示す。
なお、縦軸はＭＧが放つ蛍光の強度値（一秒あたりの平均値、ＣＰＳ：ｃｏｕｎｔ　ｐｅ
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【０１０４】
　図１２に示した結果から、抗体と色素の相対量の好ましい値、すなわち色素が抗体に対
して飽和することなくかつ比較的強い色素の蛍光が得られる値として、抗ＭＧ－Ｉｎｓ　
Ｆａｂ濃度１μＭに対してＭＧ濃度０．４μＭを以下の定量において採用することとした
。なお、この相対値はポリクローン抗体を調整する度毎に異なる可能性があり、また、同
一のポリクローン抗体由来でも調整したＦａｂの精製純度によって見かけ上異なる可能性
がある。
【０１０５】
　（１－１０）抗ＭＧ－Ｉｎｓ　Ｆａｂとマラカイトグリーンを用いたインシュリンの定
量
［１－１０－１］検量線の作成
　一定量（１μＭ）の抗ＭＧ－Ｉｎｓ　Ｆａｂと一定量（０．４μＭ）のＭＧに対してイ
ンシュリン濃度と蛍光強度との関係を示す検量線を以下のようにして作成した。なお、使
用したインシュリンは亜鉛を含むため数分子の会合体を形成しているため、事前に最終濃
度０．１％のＳＤＳを含むＰＢに溶解してこの会合体を解離させた。その後、得られたイ
ンシュリン溶液をＰＢＳで平衡化したゲル濾過カラム（Ｆａｓｔ　Ｄｅｓａｌｉｔｉｎｇ
　ｃｏｌｕｍｎ　ＨＲ　１０／１０、Ｐｈａｒｍａｃｉａ製）に供し、そのインシュリン
溶液からＳＤＳを除去したものを以下の定量において用いた。
（１）蛍光分光光度計を励起光波長６２０ｎｍ、蛍光波長６５０ｎｍに設定し、セルホル
ダーの温度を一定温度（２５℃）に保った。
（２）１μＭ（Ｙ＝１μＭ）の抗ＭＧ－Ｉｎｓ　Ｆａｂと０．４μＭ（Ｚ＝０．４μＭ）
のＭＧを含む２ｍｌ（Ａ＝２ｍｌ）の抗体色素溶液（溶媒はリン酸緩衝生理食塩水（ｐＨ
７．２、ＰＢＳ））を調製した（Ｓ１０１）。
（３）得られた抗体色素溶液を蛍光測定用標準セルに入れ、そのセルを蛍光分光光度計に
セットし、セル中の溶液をミクロ回転子で３０秒間攪拌した。なお、次数は初期値（ｎ＝
１）に設定した（Ｓ１０２）。
（４）セル中の溶液に２６．５μＭ（Ｘ＝２６．５μＭ）のインシュリン標準溶液（溶媒
はＰＢＳ）を１０μｌ（Ｂ１＝０．０１ｍｌ）添加し、ミクロ回転子で５分間攪拌して抗
原抗体反応を進行せしめた（Ｓ１０３）。
（５）セル中の溶液に励起光を照射し、その溶液から発せられるＭＧの蛍光強度を３０秒
間測定し、蛍光強度の１秒当たりの平均値（蛍光強度測定値：Ｉ１）を求めた（Ｓ１０４
）。なお、インシュリン濃度０μＭの時の蛍光強度をブランクとし、実際の測定値からブ
ランクを差し引いた値を測定値として用いた。
（６）得られた蛍光強度測定値（Ｉ１）を、下記計算式を用いて補正（標準溶液の添加に
伴う体積変化に応じた補正）し、体積変化補正値（蛍光強度補正値：Ｉ１’）を求めた（
Ｓ１０５）。

（７）インシュリン標準溶液の濃度（Ｘ）から、下記計算式を用いて蛍光強度を測定した
混合溶液中のインシュリン濃度（インシュリン濃度補正値：Ｘ１’）を求めた（Ｓ１０６
）。

（８）次数ｎに１を付加し（Ｓ１０８）、上述の（４）～（７）（Ｓ１０３→Ｓ１０４→
Ｓ１０５→Ｓ１０６）を再度繰り返し、次数ｎ＝２の時の蛍光強度補正値（Ｉ２’）及び
インシュリン濃度補正値（Ｘ２’）を求めた。なお、次数ｎ＝２の時には以下の計算式を
用いた。
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（９）得られる蛍光強度補正値Ｉｎ’が標準溶液を添加しても変化しなくなるまで、すな
わち（Ｉｎ’－Ｉｎ－１’）の値がゼロ以下になるまで（Ｓ１０７）、上記の（８）（Ｓ
１０８→Ｓ１０３→Ｓ１０４→Ｓ１０５→Ｓ１０６→Ｓ１０７）を繰り返し、次数ｎが１
からｎの時の蛍光強度補正値（Ｉｎ’）及びインシュリン濃度補正値（Ｘｎ’）をそれぞ
れ求めた。なお、以下の計算式を用いた。

（１０）得られた次数ｎが１からｎの時のインシュリン濃度補正値（Ｘｎ’）に対する蛍
光強度補正値（Ｉｎ’）を図にプロットし、インシュリン濃度が０～１．８μＭの範囲に
ついての検量線を作成した（Ｓ１０９）。得られた検量線を図１３に示す。
【０１０６】
　図１３に示した結果から、抗ＭＧ－Ｉｎｓ　Ｆａｂとマラカイトグリーンを用いた場合
はインシュリン濃度の増加に伴いマラカイトグリーンの蛍光強度も増加しており、すなわ
ち蛍光の増強が起こったことが確認された。そして、インシュリン濃度補正値（Ｘｎ’）
と蛍光強度補正値（Ｉｎ’）との間には０～１．７μＭの範囲で正の相関関係があること
から、マラカイトグリーンの蛍光強度を測定することによってこの範囲のインシュリン濃
度の定量が可能であることが確認された。また、インシュリン濃度が約０．１３μＭとい
う低濃度であっても定量可能であり、検出感度（約０．１μＭ）が高いことが確認された
。
【０１０７】
　［１－１０－２］実試料の測定
　上記で得られた検量線を用いて、実試料中のインシュリン濃度の定量を以下のようにし
て行なった。なお、実試料の被検体溶液は、体液、その濃縮液、又はＰＢＳ等で希釈した
ものである。
（１１）蛍光分光光度計を励起光波長６２０ｎｍ、蛍光波長６５０ｎｍに設定し、セルホ
ルダーの温度を一定温度（２５℃）に保った。
（１２）１μＭ（Ｙ＝１μＭ）の抗ＭＧ－Ｉｎｓ　Ｆａｂと０．４μＭ（Ｚ＝０．４μＭ
）のＭＧを含む２ｍｌ（Ａ＝２ｍｌ）の抗体色素溶液（溶媒はリン酸緩衝生理食塩水（ｐ
Ｈ７．２、ＰＢＳ））を調製した（Ｓ２０１）。
（１３）得られた抗体色素溶液を蛍光測定用標準セルに入れ、そのセルを蛍光分光光度計
にセットし、セル中の溶液をミクロ回転子で３０秒間攪拌した。なお、次数は初期値（ｎ
＝１）に設定した（Ｓ２０２）。
（１４）セル中の溶液に被検体溶液を２０μｌ（Ｂ１＝２．０２０ｍｌ）添加し、ミクロ
回転子で５分間攪拌して抗原抗体反応を進行せしめた（Ｓ２０３）。
（１５）セル中の溶液に励起光を照射し、その溶液から発せられるＭＧの蛍光強度を３０
秒間測定し、蛍光強度の１秒当たりの平均値（蛍光強度測定値：Ｉ１）を求めた（Ｓ２０
４）。なお、被検体溶液未添加時の蛍光強度をブランクとし、実際の測定値からブランク
を差し引いた値を測定値として用いた。
（１６）得られた蛍光強度測定値（Ｉ１）を、下記計算式を用いて補正（被検体溶液の添
加に伴う体積変化に応じた補正）し、体積変化補正値（蛍光強度補正値：Ｉ１’）を求め
た（Ｓ２０５）。

（１７）予め求められている蛍光強度補正値（Ｉｎ’）とインシュリン濃度補正値（Ｘｎ

’）との関係を示す検量線に基づいて、上記の蛍光強度補正値（Ｉ１’）から混合溶液中
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のインシュリン濃度（Ｘ１’）を求めた（Ｓ２０６）。
（１８）得られた混合溶液中のインシュリン濃度（Ｘ１’）から、下記計算式を用いて被
検体溶液中のインシュリン濃度（Ｘ１）を求めた（Ｓ２０７）。

　このようにして求められた被検体溶液中のインシュリン濃度（Ｘ１）は０．２６μＭで
あり、他法（ＢＣＡ法）により求められた被検体溶液中のインシュリン濃度と一致してい
ることが確認された。
（１９）次いで別の被検体溶液を測定する必要がある場合は（Ｓ２０８）、次数ｎに１を
付加し（Ｓ２０９）、上述の（１４）～（１８）（Ｓ２０３→Ｓ２０４→Ｓ２０５→Ｓ２
０６→Ｓ２０７）を再度繰り返すことにより、別の被検体溶液中のインシュリン濃度（Ｘ

２）を求めることができた。なお、次数ｎ＝２の時には以下の計算式を用いた。

（２０）更なる別の被検体溶液を測定する必要がなくなるまで（Ｓ２０８）上記のＳ２０
９→Ｓ２０３→Ｓ２０４→Ｓ２０５→Ｓ２０６→Ｓ２０７→Ｓ２０８を繰り返すことによ
り、複数（次数ｎが１からｎ）の被検体溶液中のインシュリン濃度（Ｘｎ）を連続して測
定することができた。なお、このような連続的測定は、抗体がインシュリンに対して飽和
するなどして、被検体溶液を添加しても蛍光強度が変化しなくなるまで繰り返すことが可
能であった。また、以下の計算式を用いた。

【０１０８】
実施例２［抗ＭＧ－Ｉｎｓ抗体のＦａｂとＡＯを用いたインシュリンの定量］
　水溶液中では実質的に無蛍光であるオーラミンＯ（ＡＯ）は、その化学構造の一部がマ
ラカイトグリーン（ＭＧ）の化学構造と共通している。そのため、ＡＯも抗ＭＧ－Ｉｎｓ
　ＩｇＧや抗ＭＧ－Ｉｎｓ　Ｆａｂと交差反応して蛍光性に転じると本発明者は推察した
。また、ＡＯはＭＧより分子のサイズが小さいため、抗体との結合が弱くｋｄが大きいと
本発明者は推察した。その為、ＡＯのｋｄがインシュリンのｋｄよりも大きい可能性があ
り、その場合は実施例１とは反対にインシュリンの存在により蛍光の阻害が起こり、イン
シュリン濃度と蛍光強度との間に負の相関関係が成立し得ると本発明者は推察した。そこ
で、このようなインシュリン濃度と蛍光強度との間に負の相関関係に基づいてインシュリ
ンを定量すべく、ＭＧの代わりにＡＯを用いて以下の試験を行った。
【０１０９】
　（２－１）抗ＭＧ－Ｉｎｓ　ＩｇＧと結合したオーラミンＯの蛍光スペクトルの測定
　抗ＭＧ－Ｉｎｓ　ＩｇＧにＡＯを抗原抗体反応で結合させた時のＡＯの蛍光スペクトル
を以下のようにして測定した。すなわち、抗ＭＧ－Ｉｎｓ　ＩｇＧ濃度が１μＭ、ＡＯ濃
度が１μＭとなるように両成分を混合し（溶媒はリン酸緩衝生理食塩水（ｐＨ７．２、Ｐ
ＢＳ））、２５℃にて５分間攪拌して抗原抗体反応を進行せしめた。次いで、蛍光分光光
度計を使用し、励起光波長４００ｎｍ、蛍光波長４５０～６５０ｎｍ、バントパス幅は励
起側、蛍光側ともに５ｎｍの条件で上記混合溶液から発せられる蛍光スペクトルを測定し
た。得られた蛍光スペクトルの生データから、同条件で測定したリン酸緩衝生理食塩水の
バックグランドを差し引き、更に装置関数による補正を加えた蛍光スペクトルを図１４に
示す。水溶液中では実質的に無蛍光であったオーラミンＯも抗ＭＧ－Ｉｎｓ　ＩｇＧと結
合して蛍光性に転じたことが確認された。
【０１１０】
　（２－２）抗ＭＧ－Ｉｎｓ　ＦａｂとオーラミンＯを用いたインシュリンの定量
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［２－２－１］検量線の作成
　抗ＭＧ－Ｉｎｓ　Ｆａｂ濃度を２μＭとし、０．４μＭのマラカイトグリーンに代えて
０．４μＭのオーラミンＯを用い、励起光波長を４００ｎｍ、蛍光波長を５２０ｎｍとし
た変更点以外は前記の［１－１０－１］と同様にしてインシュリン濃度が０～７．７μＭ
の範囲についての検量線を作成した。得られた検量線を図１５に示す。
【０１１１】
　図１５に示した結果から、抗ＭＧ－Ｉｎｓ　ＦａｂとオーラミンＯを用いた場合はイン
シュリン濃度の増加に伴いオーラミンＯの蛍光強度は減少しており、すなわち蛍光の阻害
が起こったことが確認された。そして、インシュリン濃度補正値（Ｘｎ’）と蛍光強度補
正値（Ｉｎ’）との間には０～４．２３μＭの範囲で負の直線的相関関係があることから
、オーラミンＯの蛍光強度を測定することによってこの範囲のインシュリン濃度の定量が
可能であることが確認された。また、インシュリン濃度が約０．１３μＭという低濃度で
あっても定量可能であり、検出感度（約０．１μＭ）が高いことが確認された。なお、イ
ンシュリン濃度が４．２３μＭより高濃度の領域でＡＯ蛍光強度が一定値に達した理由と
しては、抗ＭＧ－Ｉｎｓ　Ｆａｂの元となった抗ＭＧ－Ｉｎｓ　ＩｇＧがポリクローナル
抗体であるため、ＡＯとの結合が非常に強いＩｇＧが含まれていたためと本発明者は推察
した。
【０１１２】
　［２－２－２］実試料の測定
　上記で得られた検量線を用い、抗ＭＧ－Ｉｎｓ　Ｆａｂ濃度を２μＭとし、０．４μＭ
のマラカイトグリーンに代えて０．４μＭのオーラミンＯを用い、励起光波長を４００ｎ
ｍ、蛍光波長を５２０ｎｍとした変更点以外は前記の［１－１０－２］と同様にして被検
体溶液中のインシュリン濃度（Ｘ１）を求めた。このようにして求められた被検体溶液中
のインシュリン濃度（Ｘ１）は０．２６μＭであり、他法（ＢＣＡ法）により求められた
被検体溶液中のインシュリン濃度と一致していることが確認された。
【０１１３】
　また、上記変更点以外は前記の［１－１０－２］と同様にして、更なる別の被検体溶液
を測定する必要がなくなるまで前記のＳ２０９→Ｓ２０３→Ｓ２０４→Ｓ２０５→Ｓ２０
６→Ｓ２０７→Ｓ２０８を繰り返すことにより、複数（次数ｎが１からｎ）の被検体溶液
中のインシュリン濃度（Ｘｎ）を連続して測定することができた。なお、このような連続
的測定は、抗体がインシュリンに対して飽和するなどして、被検体溶液を添加しても蛍光
強度が変化しなくなるまで繰り返すことが可能であった。
【０１１３】
　（２－３）抗原抗体反応の可逆性についての検証試験
　抗ＭＧ－Ｉｎｓ　ＦａｂとオーラミンＯを含む溶液に、インシュリン添加と抗ブタイン
シュリンＩｇＧ（以下「抗インシュリンＩｇＧ」という）添加を繰り返し行ない、遊離の
インシュリン濃度を同一試料内で変動させた時に本発明の方法の測定値がそれに追随して
変化すること、すなわち本発明に係る抗原抗体反応が可逆性で実時間の分析を可能とする
ことを確認すべく、以下の実験を行った。なお、測定条件は前記の［２－２－１］と同様
にして蛍光強度の測定を行ない、得られた結果を図１６に示す。
【０１１４】
　先ず、２μＭの抗ＭＧ－Ｉｎｓ　Ｆａｂと０．４μＭのオーラミンＯを含む２ｍｌのＰ
ＢＳ溶液を調製し、蛍光測定用セルに入れてＡＯ蛍光強度を測定し、その時の蛍光強度を
相対値１とした。
【０１１５】
　次に、このセル中の溶液に濃度が１．２６μＭになるようにインシュリンを添加し、５
分間の攪拌の後に蛍光強度を測定したところ、ＡＯ蛍光強度の相対値は約０．９７に減少
していた。
【０１１６】
　次いで、この溶液に抗インシュリンＩｇＧを一定量（０．１３５μＭ）添加し、同様に
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攪拌した後に蛍光強度を測定したところ、ＡＯ蛍光強度の相対値はほぼ１に回復していた
。これは、抗インシュリンＩｇＧとインシュリンが結合して遊離のインシュリンが溶液中
に存在しなくなったため、ＡＯ蛍光強度がもとに戻ったものである。
【０１１７】
　続いて、この溶液に濃度が２．３９μＭになるようにインシュリンを再添加し、同様に
攪拌した後に蛍光強度を測定したところ、ＡＯ蛍光強度の相対値は再び減少したが、この
溶液に更に抗インシュリンＩｇＧを２回に分けて添加したところ（１回目：０．１２８μ
Ｍ、２回目：０．１２７μＭ）、ＡＯ蛍光強度の相対値は回復した。そして再び、この溶
液に濃度が３．３７μＭになるようにインシュリンを添加し、同様に攪拌した後に蛍光強
度を測定したところ、ＡＯ蛍光強度の相対値は減少していた。
【０１１８】
　図１６に示した結果から、本発明に係る抗原抗体反応は可逆的であり、本発明の方法の
測定値（蛍光強度）は測定対象物の量の変動（増加・減少）に可逆的に追従することが確
認された。また、本発明の方法の測定値（蛍光強度）は測定対象物の量に対して相関関係
があることから、蛍光強度の変動を測定することによって測定対象物を実時間的に計測で
きることが確認された。
【０１１９】
　産業上の利用可能性
本発明によれば、抗原抗体反応を利用して生体内物質等を簡便にかつ高感度で、しかも実
時間で連続的に分析（イメージングを含む）することが可能な蛍光分析方法を提供するこ
とが可能となる。
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