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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　磁性粒子及び標識リガンドを用いて、液体試料中の被検物質と特異的リガンド対を形成
する反応を利用する測定方法において、少なくとも１つのリガンドを固定した磁性粒子、
標識リガンド及び被検物質の反応により磁性粒子上に形成された複合体の標識物質を含む
少なくとも一部を磁性粒子上から遊離させることを所定の容器内で実行する工程と、前記
遊離を実行した後に磁性粒子を前記容器の底部または側部に集磁する工程と、磁性粒子が
集磁された状態で前記容器中の前記遊離した複合体の標識物質に基づくシグナルの測定を
行う工程と、からなることを特徴とする被験物質の測定方法。
【請求項２】
　液体試料中の被検物質と特異的リガンド対を形成する反応が少なくとも抗原抗体反応、
又は核酸のハイブリダイズ反応である請求項１に記載の測定方法。
【請求項３】
　標識リガンドに使用する標識物質が、酵素、蛍光物質、発光性物質、または放射性物質
である請求項１または請求項２に記載の測定方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は臨床検査に用いられ、主として免疫測定法を用いた検査及び遺伝子検査に用いら
れる。
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【０００２】
【従来の技術】
抗原抗体反応を利用する免疫測定法は広く利用されている。これらの中でも酵素や発光性
物質を標識物質に用いた標識リガンドとリガンド（被験物質に対する相補物）を固相上に
不溶化した固相を組み合わせて用いる免疫測定法は、高感度に物質を定量することが可能
であるため、常用されている。
【０００３】
この方法では固相の材質及び形状と標識物質の選択により、その測定方法の性能が大きく
異なってくる。現在一般に用いられている固相には、マイクロタイタープレート、チュー
ブ、磁性粒子等がある。
【０００４】
一方、シグナルを計測する方法には、標識物質に酵素を用いた比色、蛍光、発光及び発光
性物質を直接リガンドに標識する発光法等が利用されている。一般的に実施されている分
析方法は、被検物質を含む試料と固相及び標識リガンドを反応させ、固相上に形成された
複合体の標識物質の量を比色、蛍光或いは発光測定により求める方法である。
【０００５】
固相と指示反応の組み合わせの特色を考えてみると、マイクロタイタープレート及びチュ
ーブのような容器表面を固相に用いる場合には、固相表面積が限定されることと、反応液
の一部のみが固相表面のリガンドと接触できるだけで、反応液中の全ての物質が接触でき
ないため反応時間が多く必要であったり、感度が低いといった問題点がある。
【０００６】
一方、磁性粒子のような微粒子を固相に使用する場合には、マイクロタイタープレートや
チューブの欠点を補うことが可能であり、高感度或いは反応時間の短縮が可能である。し
かしながら、磁性粒子の光学的特性のため、すなわち、濁度或いは不透明性のため、指示
反応の信号を計測する方法に制限があるといった問題点があった。
【０００７】
例えば、磁性粒子固相を用いて、化学発光性物質を標識に用いて発光測定をした場合、磁
性粒子を懸濁させて化学発光反応を起こさせ、その発光強度を光電管で測定することにな
る。磁性粒子は一般に茶褐色であるため、発光された光が磁性粒子に、吸収されるためシ
グナルの利得率が低くなるといった問題があった。
【０００８】
この問題は、磁性粒子固相と指示反応が持続発光測定又は吸光或いは蛍光の経時的変化量
測定（反応速度測定）の組み合わせにおいて特に問題であった。すなわち、濁度を持った
磁性粒子を反応液中で分散させたままシグナルを計測する場合に特に問題となった。
【０００９】
また、反応速度及び反応効率を高めるため、多孔性のマトリックス固相や粒子状固相も利
用されている。これらの場合にも、多孔性マトリックス内部のシグナルを如何に取り出す
か、あるいは粒子の光学的測定におよぼす影響を如何に回避するかといった問題があった
。
【００１０】
一方、免疫測定の感度を上昇させる手段として、固相に形成された標識リガンドを含む抗
原抗体複合体を特異的に固相より分離して測定する方法（特開平2-73158）及び分類した
複合体を再度別の固相にトラップして測定する方法（特開平1-254868及び特開平2-28558
）が開示されている。これらは何れも、固相に形成された被検物質に特異的な標識リガン
ドを含む抗原抗体複合体を非特異的に固相に吸着した標識リガンドと分離して測定するこ
とによりバックグランドシグナルを低減させることにより感度上昇を期待する方法である
が、特異的な解離剤の選択や解離効率或いは操作の煩雑さから実用化には至っていない。
【００１１】
【解決しようとする課題】
本発明の目的は固相及び標識リガンドを用いて、流体試料中の被検物質と特異的リガンド
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対を形成する反応を利用する測定方法において、固相上に形成される標識リガンドを含む
抗原抗体複合体の量を測定するに際して、得られるシグナルを最大限獲得及び利用する方
法及びその方法を用いる測定試薬を提供することである。
【００１２】
【解決する手段】
本発明者らは鋭意研究を重ねた結果、磁性粒子及び標識リガンドを用いて、液体試料中の
被検物質と特異的リガンド対を形成する反応を利用する測定方法において、少なくとも１
つのリガンドを固定した磁性粒子、標識リガンド及び被検物質を反応させた後、その結果
磁性粒子上に形成された複合体の標識物質を含む少なくとも一部を磁性粒子上から遊離さ
せることを所定の容器内で実行する工程と、磁性粒子を前記容器の底部または側部に集磁
する工程と、磁性粒子が集磁された状態で前記容器中の前記遊離した複合体の標識物質に
基づくシグナルの測定を行う工程と、により実質的に磁性粒子によるシグナル測定への影
響を軽減できることを見出し、そのことにより得られるシグナルを最大限獲得及び利用で
きることを見出し本発明を完成させるに至った。
【００１３】
　すなわち本発明は、
１．磁性粒子及び標識リガンドを用いて、液体試料中の被検物質と特異的リガンド対を形
成する反応を利用する測定方法において、少なくとも１つのリガンドを固定した磁性粒子
、標識リガンド及び被検物質の反応により磁性粒子上に形成された複合体の標識物質を含
む少なくとも一部を磁性粒子上から遊離させることを所定の容器内で実行する工程と、前
記遊離を実行した後に磁性粒子を前記容器の底部または側部に集磁する工程と、磁性粒子
が集磁された状態で前記容器中の前記遊離した複合体の標識物質に基づくシグナルの測定
を行う工程と、からなることを特徴とする被験物質の測定方法、
２．液体試料中の被検物質と特異的リガンド対を形成する反応が少なくとも抗原抗体反応
、又は核酸のハイブリダイズ反応である前項１に記載の測定方法、
３．標識リガンドに使用する標識物質が、酵素、蛍光物質、発光性物質、または放射性物
質である前項１または２に記載の測定方法、からなる。
【００１４】
【発明の実施の態様】
本発明において、流体試料中の被検物質と特異的リガンド対を形成する反応とは、抗原抗
体反応、核酸のハイブリダイズ反応、蛋白質・受容体間反応等を含む被験物質とその相補
物質と相補的反応を意味する。例えば、臨床検査の分野で広く実施されている、抗原抗体
反応を用いる免疫測定や遺伝子診断において利用されている相補的反応に適用される。な
お本発明において、リガンドとは測定目的の被検物質に対する相補的結合能を有する物質
を意味する。
【００１５】
免疫反応及び核酸のハイブリダイズ反応以外の例としては、ビオチン及びその類縁体とア
ビジン或いはストレプトアビジン、ヘモグロビンとハプトグロビン、ヘパリンとアンチト
ロンビン－III、レクチンと糖鎖等のリガンド対も応用できる。
【００１６】
標識リガンドを調製するための標識物質は、酵素、蛍光物質、発光性物質、または放射性
物質等が用いられる。具体的には、酵素の例としては、ペルオキシダーゼ、アルカリ性ホ
スファターゼ、ガラクトシダーゼ、グルコース脱水素酵素、ルシフェラーゼ等が用いられ
る。蛍光物質の例としては、フルオレセイン、ローダミン、テキサスレッド、ユーロピウ
ムキレート等の希土類元素のキレート等が挙げられる。発光性物質の例としては、アクリ
ジニウムエステル誘導体、エクオリン等が利用できる。その他放射性同位元素或いは蓄光
体や蛍光微粒子を標識物質として用いることも可能である。
【００１７】
本発明に用いられるリガンドを固定化する固相は、磁性粒子、多孔性マトリックス固相、
例えば多孔性メンブラン、濾紙、多孔性プラスチック等、合成樹脂製粒子、金属粒子等、
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固相より標識リガンドを含む複合体の少なくとも一部を分離できるものであれば特に限定
されない。
【００１８】
本発明による固相上に反応により形成された複合体、例えば標識リガンドを含む抗原抗体
複合体を固相上から遊離する具体的な手段としては、固相上に形成された複合体の標識物
質含む少なくとも一部を超音波により固相上から遊離させる手段が利用できる。超音波以
外にも、ミキサー等による機械的な振動、尿素、塩化マグネシウム溶液、ジメチルスルホ
キシド等の有機溶媒等の非特異的抗原抗体複合体の解離剤も用いることができる。
【００１９】
遊離の度合いは、処理時間を長くすると遊離は進むが標識が失活する可能性があり、最適
処理時間は実験的繰り返しにより個々決定される。
【００２０】
標識から生じるシグナルは、固相である粒子により妨害され検出部での利得率が低下する
。そのため粒子を検出に影響のないように分離をする必要がある。分離の方法は、粒子に
よる標識から生じるシグナルの検出の妨害を防ぐ手段であれば、特に制限されない。例え
ば、検出に影響を与えないように粒子を集めるフィルター付きのピペット等で吸引し、粒
子と分離する等の手段が例示される。
【００２１】
さらに、本発明は、上記の測定方法を実施のために調製される測定試薬をも含む。
【００２２】
本発明をより具体的に説明するために、以下の実施態様を例に説明する。
固相として、粒径0.1μｍ～5μｍの磁性粒子表面に被検物質に対する抗体（抗原）を固定
化する。固定化する方法は、公知の化学結合法或いは物理吸着法が適用できる。
【００２３】
固定化した磁性粒子は必要に応じて、牛血清アルブミン、カゼイン等の蛋白質でブロッキ
ングしたのち、適当な緩衝液に懸濁させて反応に用いる。被検試料と磁性粒子の懸濁液を
混合し一定時間反応させた後、未反応の物質を除去する目的で、適当な緩衝液で洗浄する
。洗浄後、アルカリ性ホスファターゼ標識抗体（抗原）液を固相に加え、懸濁させ反応さ
せる。一定時間反応させた後、再度洗浄して、未反応のアルカリホスファターゼ標識抗体
（抗原）を除去し、固相上に標識物を含む抗原抗体複合体を形成させる。
【００２４】
その固相にアルカリ性ホスファターゼの持続発光基質であるアダマンチル1.2－ジオキセ
タンフェニルリン酸誘導体（AMPPD誘導体）を含む基質溶液を加えて、超音波処理を施す
。
【００２５】
超音波処理は28KHｚの超音波を15秒間照射し、標識物を含む複合体を固相より分離させた
後、予め、反応容器の低部又は側面のシグナルを測定する際に邪魔にならない適当な位置
に磁石を用いて磁性粒子を集めておき、発光測定の妨害にならないようにして、発光強度
を測定することができる。
【００２８】
【実施例】
以下に実施例を挙げて本発明を更に説明するが、本発明は実施例に限定されるものではな
い。
【００２９】
【実施例１】
（材料の調製）
水溶性カルボジイミドを用いてカルボキシ基を活性化した磁性粒子と抗HBｓモノクローナ
ル抗体（クローンNo.　HBｓ740）をカップリングさせて抗HBｓ抗体固定化磁性粒子を調製
した。その粒子を、緩衝液で洗浄、牛血清アルブミンでブロッキング処理し、最終の粒子
濃度が１％（w／ｖ）となるように粒子濃度を調製した。
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【００３０】
抗HBｓモノクローナル抗体（クローンNo.　HBｓ８５）にアルカリ性ホスファターゼを公
知の方法で結合させ、アルカリ性ホスファターゼ標識抗HBｓ抗体を調製した。
【００３１】
（HBｓ抗原の測定）
固相懸濁液100μLを試験管に採り、試験管外壁より磁界を与えて、磁性粒子固相を磁気分
離し上清を除去した。その磁性固相に、５IU／ｍLのHBｓ抗原を含む溶液及びHBｓ抗原を
含まない溶液を各100μLずつを加え混和した。室温で10分間静置条件下で反応させた後、
試験管外壁より磁界を与えて、磁性粒子固相を磁気分離し上清を除去した。次いで、100
μLのアルカリホスファターゼ標識抗HBｓ抗体液を添加し撹拌後37℃で10分間静置反応さ
せた後、磁気分離により上清を除去し、400μLの洗浄液で３回洗浄後、100μLの基質用緩
衝液（ｐH9.8）を加え、撹拌混合した。
【００３２】
その後、200μLのAMPPD誘導体基質原液を加える前に、15秒間超音波処理したものと、し
ないもので、それぞれ37℃10分間反応後の発光強度を測定した。超音波処理したものは、
固相を分離除去した後、AMPPD誘導体基質原液を加えて発光強度を測定した。一方未処理
のものは、AMPPD誘導体基質原液を加えて、磁性粒子を懸濁させた状態で測定した。その
結果を表１に示した。
【００３３】

【００３４】
以上の結果より、超音波処理により固相より標識リガンドを含む複合体を遊離・分離させ
たものは、遊離・分離させないものに比べて６倍以上のシグナルを得ることができ、通常
では計測できない低値領域でも計測可能であることが判った。
【００３５】
【実施例２】
超音波処理を行なう代わりに6Mの尿素溶液を用いて固相より標識リガンドを含む複合体を
遊離・分離させる方法を用いた以外は実施例１に示した方法と同様に操作し、尿素による
複合体の遊離・分離効果を確かめた。その結果を表２に示した。
【００３６】

【００３７】
以上の結果より、尿素処理により固相より標識リガンドを含む複合体を遊離・分離させた
ものは、遊離・分離させないものに比べて5倍以上のシグナルを得ることができ、超音波
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処理と同様の効果があることが判った。
【００３８】
【発明の効果】
本発明の効果は磁性粒子及び標識リガンドを用いて、液体試料中の被検物質と特異的リガ
ンド対を形成する反応を利用する測定方法において、少なくとも１つのリガンドを固定化
した磁性粒子、標識リガンド及び被検物質を反応させた後、その結果磁性粒子上に形成さ
れた複合体の標識物質を含む少なくとも一部を磁性粒子上から遊離させることを所定の容
器内で実行する工程と、磁性粒子を前記容器の底部または側部に集磁する工程と、磁性粒
子が集磁された状態で前記容器中の前記遊離した複合体の標識物質に基づくシグナルの測
定を行う工程と、により実質的に磁性粒子によるシグナル測定への影響を軽減でき、その
ことにより得られるシグナルを最大限獲得及び利用できることである。すなわち、磁性粒
子上に形成された標識物質を含む複合体を磁性粒子より溶液中に遊離させ、溶液中の標識
物質の量を磁性粒子の存在有無に拘わらず測定可能になる。そのことにより磁性粒子のシ
グナル測定への影響を回避することができる。



(7) JP 4521946 B2 2010.8.11

フロントページの続き

    審査官  草川　貴史

(56)参考文献  特開２０００－１０５２３６（ＪＰ，Ａ）

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              G01N  33/48-33/98
              JSTPlus/JMEDPlus/JST7580(JDreamII)


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	overflow

