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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
前立腺特異抗原の遊離体と結合体の両者と反応性を有するモノクローナル抗体1が固定化
されたラテックス１と、抗体１とは前立腺特異抗原に対する認識部位が異なる、前立腺特
異抗原の遊離体と結合体の両者と反応性を有するモノクローナル抗体２が固定化された、
ラテックス１とは平均粒径の異なるラテックス２とを含む、前立腺特異抗原測定用の免疫
学的測定用試薬。
【請求項２】
ラテックス１の平均粒径が0.05～0.3μmで、ラテックス２の平均粒径が0.18～0.5μmであ
る、請求項１記載の試薬。
【請求項３】
前立腺特異抗原の遊離体と結合体の両者と反応性を有するモノクローナル抗体1が固定化
されたラテックス１、及び抗体１とは前立腺特異抗原に対する認識部位が異なる、前立腺
特異抗原の遊離体と結合体の両者と反応性を有するモノクローナル抗体２が固定化された
、ラテックス１とは平均粒径の異なるラテックス２と、前立腺特異抗原とを反応させ、生
じる凝集反応の結果に基づいて測定物質量を求めることを特徴とする、前立腺特異抗原の
測定方法。
【請求項４】
凝集反応の結果が濁度の変化である、請求項３記載の方法。
【請求項５】
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ラテックス１の平均粒径が0.05～0.3μmで、ラテックス２の平均粒径が0.18～0.5μmであ
る、請求項３記載の方法。
【請求項６】
凝集反応を、下記一般式［１］

（式中、Ｒ１～Ｒ３は夫々独立して水素原子又は水酸基を有していてもよいアルキル基を
示し、Ｒ４はアルキレン基を示す。）で表される基を側鎖に有するポリマーの存在下で行
わせる、請求項３～５の何れかに記載の方法。
【請求項７】
凝集反応を、下記一般式［２］

（式中、Ｒ５は、置換基を有していてもよく且つ鎖中に酸素原子を有していてもよいアル
キレン基を示し、Ｒ６は水素原子又はメチル基を示し、Ｘは酸素原子又は－ＮＨ－基を示
し、Ｒ１～Ｒ４は前記に同じ。）で表されるモノマーに由来するモノマー単位を有するポ
リマーの存在下で行わせる、請求項３～５の何れかに記載の方法。
【請求項８】
前立腺特異抗原の遊離体と結合体の両者と反応性を有するモノクローナル抗体1が固定化
されたラテックス１と、抗体１とは前立腺特異抗原に対する認識部位が異なる、前立腺特
異抗原の遊離体と結合体の両者と反応性を有するモノクローナル抗体２が固定化された、
ラテックス１とは平均粒径の異なるラテックス２とを含む、免疫学的測定用試薬と、抗原
抗体反応の凝集促進剤を含んでなる試薬とからなる、前立腺特異抗原測定用の免疫学的測
定法用試薬キット。
【請求項９】
抗原抗体反応の凝集促進剤を含んでなる試薬に更に非特異的反応抑制剤を有する請求項８
記載のキット。
【請求項１０】
非特異的反応抑制剤が、グアニジン、グアニジン塩またはその誘導体である、請求項９記
載のキット。
【請求項１１】
凝集促進剤が、下記一般式［１］

（式中、Ｒ１～Ｒ３は夫々独立して水素原子又は水酸基を有していてもよいアルキル基を
示し、Ｒ４はアルキレン基を示す。）で表される基を側鎖に有するポリマーである、請求
項８～１０の何れかに記載のキット。
【請求項１２】
凝集促進剤が、下記一般式［２］
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（式中、Ｒ５は、置換基を有していてもよく且つ鎖中に酸素原子を有していてもよいアル
キレン基を示し、Ｒ６は水素原子又はメチル基を示し、Ｘは酸素原子又は－ＮＨ－基を示
し、Ｒ１～Ｒ４は前記に同じ。）で表されるモノマーに由来するモノマー単位を有するポ
リマーである、請求項８～１０の何れかに記載のキット。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、高感度免疫学的測定用試薬、該試薬を用いた免疫学的測定法並びに該試薬を
有する試薬キットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　生体中の物質には、遊離体と結合体の両者で存在するものがあることは従来から知られ
ていた。その代表例として前立腺特異抗原(PSA)があり、PSAは、遊離体であるPSA自体以
外に、PSAとα１-アンチキモトリプシン（ACT）等との結合体で血中に存在することが知
られている。このような物質は、遊離体と結合する物質の量や生体内の環境等により遊離
体と結合体の比率が変化するため、このような物質の量を測定する際には、両者を測定す
る必要があった。しかしながら、このような物質を、抗原抗体反応を利用した免疫学的測
定方法で測定すると、抗体の結合率が遊離体と複合体とで異なってしまい、精度よく測定
することができないという問題点があった。この問題を解決するために、特開平9-234068
号では、ELISAによる、遊離体と結合体両者と等モル反応する測定試薬及びそれを用いた
測定方法が提案されている。しかしながら、この方法は、ELISAによる測定方法であるた
め、特定の装置のみでしか測定することができず、汎用の自動分析装置に用いることがで
きなかった。また、汎用の自動分析装置を利用した高感度な免疫学的測定方法としてはラ
テックス比濁法が知られているが、該方法では、ELISAで等モル反応を示す抗体を感作さ
せたラテックスを用いても、遊離体と結合体両者を等モルに測定することが難しいという
問題があった。そのため、生体中で遊離体と結合体で存在する物質を精度よく測定でき、
且つ汎用の自動分析装置に用いることができる方法の開発が望まれていた。
【０００３】
　一方、特開平10－123137号には、２種類以上のモノクローナル抗体をラテックス等の不
溶性担体に担持させ、且つその不溶性担体が平均粒径の異なるものを用いた免疫分析方法
が記載されているが、試料中で遊離体と結合体の両者で存在するものを該測定法により測
定することはなされていなかった。
【０００４】
【特許文献１】平成９年公開特許公報２３４０６８号
【特許文献２】平成１０年公開特許公報１２３１３７号
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明は、このような現状に鑑み、平均粒径の異なる２種類以上のラテックスに固定化
された２種類以上の抗体を用いた、高感度且つ高精度に、生体中で遊離体と結合体の両者
が存在する物質を等モルに測定するための免疫学的測定用試薬、該試薬を用いた測定方法
、並びに該試薬を有する試薬キットの提供を目的とするものであり、その手段として以下
のものを提供するものである。
【課題を解決するための手段】
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【０００６】
即ち、
（１）測定対象物質が検体中で遊離体と結合体で存在するものであり、測定対象物質に対
するモノクローナル抗体1が固定化されたラテックス１と、抗体１とは測定対象物質に対
する認識部位が異なるモノクローナル抗体２が固定化された、ラテックス１とは平均粒径
の異なるラテックス２とを含む、免疫学的測定用試薬、
（２）測定対象物質が検体中で遊離体と結合体で存在するものであり、測定対象物質に対
するモノクローナル抗体1が固定化されたラテックス１、及び抗体１とは測定対象物質に
対する認識部位が異なるモノクローナル抗体２が固定化された、ラテックス１とは平均粒
径の異なるラテックス２と、測定対象物質とを反応させ、生じる凝集反応の結果に基づい
て測定物質量を求めることを特徴とする、免疫学的測定方法、
並びに
（３）測定対象物質が検体中で遊離体と結合体で存在するものであり、測定対象物質に対
するモノクローナル抗体1が固定化されたラテックス１と、抗体１とは測定対象物質に対
する認識部位が異なるモノクローナル抗体２が固定化された、ラテックス１とは平均粒径
の異なるラテックス２とを含む、免疫学的測定用試薬と、抗原抗体反応の凝集促進剤を含
んでなる試薬とからなる免疫学的測定法用試薬キット、に関する。
【発明の効果】
【０００７】
　本発明は、測定対象物質が検体中で遊離体と結合体で存在するものである、高感度且つ
高精度な免疫学的測定用試薬、該試薬を用いた測定方法、並びに該試薬を有する試薬キッ
トに関するものであり、本発明の測定方法を用いることにより遊離体及び結合体である測
定対象物質両者を等モルに精度よく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】
【０００８】
　本発明に係る測定対象物質は、遊離体と結合体を有するものであれば特に限定されない
が、測定試料中に両者を有するものが好ましい。ここに於いて、遊離体とは、例えば生体
試料等の検体中で単独で存在しているものを意味し、結合体とは、上記遊離体と測定対象
物質に対して親和性を有する物質（結合物）とが結合しているものを意味する。具体的に
は、前立腺特異抗原（PSA）、プロテインＣ、エラスターゼ、カテプシンＧ、トロンビン
、Ｃ１－エステラーゼ、プラスミン、組織型プロスミノゲン・アクチベータ等が挙げられ
、中でもPSAが好ましい。尚、結合体に於ける結合物としては、測定対象物質に対して親
和性を有し結合し得る物質であれば特に限定はされないが、具体的には、測定対象物質が
PSAの場合、α１－アンチキモトリプシン又はプロテインＣインヒビターが、プロテイン
Ｃの場合プロテインＣインヒビターが、エラスターゼの場合α１－プロテアーゼインヒビ
ターが、カテプシンＧの場合α１－アンチキモトリプシンが、トロンビンの場合抗トロン
ビンIIIが、Ｃ１－エステラーゼの場合Ｃ１－インヒビターが、プラスミンの場合α２－
抗プラスミンが、組織型プロスミノゲン・アクチベータの場合プロスミノゲン・アクチベ
ータ・インヒビター１等が夫々挙げられる。
【０００９】
　本発明に係る測定対象物質に対するモノクローナル抗体としては、測定対象物質との反
応性を有するものであれば良く、特に限定されない。その由来も特に限定されず、市販品
、或いは細胞融合技術や遺伝子組換え技術等を利用した自体公知の方法〔Eur.J immunol,
 6, 511 (1976)〕等によって産生された、上記した如き性質を有するものは全て使用可能
である。
【００１０】
　また、本発明に係る測定対象物質に対するモノクローナル抗体には、パパイン等で部分
分解して得られるＦａｂフラグメント、ペプシン等で部分分解して得られるＦ（ａｂ'）2

フラグメント、Ｆ（ａｂ'）2フラグメントを還元処理して得られるＦａｂ'フラグメント
等の、所謂抗体フラグメントも全て包含される。尚、 このようなフラグメントとして使
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用した方が、目的の測定対象物質測定時に於ける非特異的反応を回避し易くなるのでより
望ましい。
【００１１】
　また、２種類以上の本発明に係る測定対象物質に対するモノクローナル抗体は、測定対
象物質の抗原認識部位がお互いに異なるものである。このようなモノクローナル抗体を２
種類用いる場合、一方は酸性側の等電点(ｐI)を有するもの、他方は中性の等電点を有す
るものを用いるのが好ましく、具体的には、酸性側のｐIは、通常３～５、好ましくは４
～５であり、中性のｐIは通常６～８、好ましくは７～８を用いるのがよい。尚、３種類
以上の抗体を用いる場合には上記ｐIに準じた値の抗体を用いればよい。
【００１２】
　本発明に係るラテックスとしては、通常この分野で用いられているものであれば特に限
定はされないが、例えばポリスチレンラテックス等のスチレン系ラテックス、アクリル酸
系ラテックス等が好ましく挙げられる。尚、これらラテックス粒子のうち、乳化剤を用い
ない乳化重合によって得られるポリスチレンラテックス粒子等は、表面の疎水性が強いた
め、タンパク質或いはペプチドをスムーズに吸着し、且つ表面の負電荷同士の反発に基づ
き、乳化剤なしでも溶液中で安定に分散するという性質を有しているので、特に好ましい
。尚、種々の変性ラテックス（例えば、上記ポリスチレン中にカルボキシル基を導入した
カルボン酸変性ラテックス）、磁性ラテックス（磁性粒子を内包させたラテックス）等も
必要に応じて使用できる。
【００１３】
　また、本発明に係るラテックスとしては、市販のものを使用してもよいが、該ラテック
スの粒子の平均粒径が小さいもの、即ち、単位重量あたりの表面積が大きいものが、抗体
を効率良く感作させることができるので好ましい。具体的には、通常0.05～2.4μｍ、好
ましくは0.05～1.0μｍ、更に好ましくは0.05～0.28μmの平均粒径のものの中から選ばれ
た２種類の、平均粒径が異なるものを組み合わせて用いるとよい。好ましい組み合わせと
しては１つが通常0.05～0.3、好ましくは0.05～0.18μmの範囲から選択されるものであり
、他の一つが通常0.18～0.5μm、好ましくは0.18～0.28μmの範囲から選択されるもの等
が挙げられる。このような平均粒径のものを併せて用いることにより、遊離体及び結合体
である測定対象物質両者を等モルに測定することが可能になる。尚、平均粒径の異なる２
種類のラテックスの粒径差は少なくとも0.05nm以上の差があることが好ましい。
【００１４】
　本発明の免疫学的測定用試薬としては、測定対象物質に対するモノクローナル抗体の1
つが固定化されたラテックスと、該抗体の一つとは測定対象物質に対する認識部位が異な
るモノクローナル抗体が固定化された、前記ラテックスとは平均粒径の異なるラテックス
とを含むものであり、具体的には例えば測定対象物質がPSAである場合、PSAモノクローナ
ル抗体が固定化された例えば平均粒径0.05～0.18μmのラテックスと前記PSA抗体とは異な
る認識部位を有するPSA抗体を固定化された例えば平均粒径0.18～0.28μmのラテックスと
を含むもの等が挙げられる。上記のような粒径のラテックスを用いることで、遊離体と結
合体とをほぼ等モルで測定することが可能となる。また、２種類のラテックスを混合する
際、その容量の比は、平均粒径の大きいものと小さいものとの比が、１：１０～１０：１
であるのが好ましく、１：１０～２：１であるのがより好ましい。尚、３種類以上用いる
場合は、その中の２種類が上記比率となるようにし、それ以外はそれに準じた容量とすれ
ばよい。
【００１５】
　尚、該試薬を調製するために用いられる溶媒としては、上記モノクローナル抗体が測定
対象物質に結合するのを妨げる性質を有さないものであればよく、例えばpH5.0～10.0、
好ましくはpH6.5～8.5の中性付近に緩衝作用を有する、例えばリン酸緩衝液、トリス緩衝
液、グッド緩衝液、グリシン緩衝液、ホウ酸緩衝液等が好ましく挙げられる。また、これ
らの緩衝液中の緩衝剤濃度としては、通常10～500mM、好ましくは10～300mMの範囲から適
宜選択される。また、この溶液中には、上記モノクローナル抗体が測定対象物質に結合す
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るのを妨げない量であれば、例えば糖類、ＮａＣｌ等の塩類、界面活性剤、防腐剤等が含
まれていてもよい。
【００１６】
　ラテックスにモノクローナル抗体を固定化する方法としては、自体公知の方法に準じて
行えばよく、例えば、モノクローナル抗体とラテックスとを例えば上記緩衝液中に入れて
懸濁させ、２０～３０℃で２～３時間反応させた後、遠心分離、ブロッキング処理等、通
常この分野で行われる後処理を行うことにより得ることができる。
【００１７】
　本発明の免疫学的測定法用試薬キットとしては、上述したような本発明の測定用試薬と
、抗原抗体反応の凝集促進剤を含んでなる試薬とからなるものであれば特に限定はされな
い。該抗原抗体反応の凝集促進剤としては、抗原抗体反応の凝集反応を促進する作用を有
するものであればよく、具体的には、例えば下記一般式［１］

【００１８】
（式中、Ｒ１～Ｒ３は夫々独立して水素原子又は水酸基を有していてもよいアルキル基を
示し、Ｒ４はアルキレン基を示す。）
で表される基を側鎖に有するポリマー等が挙げられ、より具体的には、下記一般式［２］

【００１９】
（式中、Ｒ５は、置換基を有していてもよく且つ鎖中に酸素原子を有していてもよいアル
キレン基を示し、Ｒ６は水素原子又はメチル基を示し、Ｘは酸素原子又は－ＮＨ－基を示
し、Ｒ１～Ｒ４は前記に同じ。）
で表されるモノマーに由来するモノマー単位を有するもの等が挙げられる。
【００２０】
　上記一般式［１］又は［２］に於いて、Ｒ１～Ｒ３で示される水酸基を有していてもよ
いアルキル基のアルキル基としては、直鎖状、分枝状、環状の何れでもよく、通常炭素数
１～６、好ましくは１～４、より好ましくは１～２、更に好ましくは１のものが挙げられ
、具体的には、例えばメチル基、エチル基、n-プロピル基、イソプロピル基、n-ブチル基
、イソブチル基、sec-ブチル基、tert-ブチル基、n-ペンチル基、イソペンチル基、sec-
ペンチル基、tert-ペンチル基、n-ヘキシル基、イソヘキシル基、sec-ヘキシル基、tert-
ヘキシル基、シクロプロピル基、シクロヘキシル基、シクロペンチル基等が挙げられ、好
ましくはメチル基、エチル基等であり、より好ましくはメチル基等である。
【００２１】
　また、水酸基を有するアルキル基としては、上記した如きアルキル基の水素原子の１～
２個、好ましくは１個が水酸基に置換したものが挙げられ、具体的には、例えばヒドロキ
シメチル基、ヒドロキシエチル基、ヒドロキシ-n-プロピル基、ヒドロキシイソプロピル
基、ヒドロキシ-n-ブチル基、ヒドロキシ-イソブチル基、ヒドロキシ-sec-ブチル基、ヒ
ドロキシ-tert-ブチル基、ヒドロキシ-n-ペンチル基、ヒドロキシ-イソペンチル基、ヒド
ロキシ-sec-ペンチル基、ヒドロキシ-tert-ペンチル基、ヒドロキシ-n-ヘキシル基、ヒド
ロキシ-イソヘキシル基、ヒドロキシ-sec-ヘキシル基、ヒドロキシ-tert-ヘキシル基、ヒ
ドロキシ-シクロプロピル基、ヒドロキシ-シクロヘキシル基、ヒドロキシ-シクロペンチ
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ル基等が挙げられ、好ましくはヒドロキシメチル基、ヒドロキシエチル基等である。
【００２２】
　Ｒ４で示されるアルキレン基としては、例えば炭素数１～６、好ましくは２～３のもの
が挙げられ、これらは直鎖状、分枝状、環状の何れでもよい。具体的には、例えばメチレ
ン基、エチレン基、プロピレン基、トリメチレン基、ブチレン基、１－エチルエチレン基
、２－メチルトリメチレン基、２－エチルトリメチレン基、へキシレン基、シクロプロピ
レン基、シクロブチレン基、シクロペンチレン基、シクロへキシレン基等が挙げられ、好
ましくはエチレン基、プロピレン基、トリメチレン基等である。
【００２３】
　一般式［２］に於いてＲ５で表される、置換基を有していてもよく且つ鎖中に酸素原子
を有していてもよいアルキレン基において、酸素を有さない場合のアルキレン基としては
、例えば炭素数１～１０、好ましくは１～６、より好ましくは２～６のものが挙げられ、
これらは直鎖状、分枝状、環状の何れでもよい。具体的には、例えばメチレン基、エチレ
ン基、プロピレン基、トリメチレン基、ブチレン基、１－エチルエチレン基、２－メチル
トリメチレン基、２－エチルトリメチレン基、へキシレン基、シクロプロピレン基、シク
ロブチレン基、シクロペンチレン基、シクロへキシレン基等が挙げられる。また、その置
換基としては、例えば炭素数１～６、好ましくは１～３のアルコキシル基〔直鎖状、分枝
状、環状の何れにてもよい。〕、より具体的には例えばメトキシ基、エトキシ基、n-プロ
ポキシ基、イソプロポキシ基、n-ブトキシ基、イソブトキシ基、sec-ブトキシ基、tert-
ブトキシ基、n-ペンチルオキシ基、イソペンチルオキシ基、sec-ペンチルオキシ基、tert
-ペンチルオキシ基、n-ヘキシルオキシ基、イソヘキシルオキシ基、sec-ヘキシルオキシ
基、tert-ヘキシルオキシ基、シクロプロポキシ基、シクロヘキシルオキシ基、シクロペ
ンチルオキシ基等、例えばハロゲン原子、より具体的にはフッ素原子、塩素原子、臭素原
子、ヨウ素原子等が挙げられ、好ましくはエチレン基、プロピレン基、トリメチレン基、
ブチレン基等である。また、鎖中に酸素原子を有する場合、酸素原子としては１～５個、
好ましくは１～３個であり、より具体的には－（Ｃ2Ｈ4Ｏ）n－Ｃ2Ｈ4－（式中、ｎは１
～５の整数を表す。）等が挙げられる。上記したＲ５で表される、置換基を有していても
よく且つ鎖中に酸素原子を有していてもよいアルキレン基の中でも、エチレン基、プロピ
レン基が好ましく、エチレン基がより好ましい。
【００２４】
　上記一般式［１］で示される基を側鎖に有するモノマーに基づく構成単位を有するポリ
マーは、市販されているものを用いてもよいし、例えば特開平１０－４５７９４号公報、
特開２０００－２３９６９６号公報等に記載された方法に準じて合成されたものを用いて
もよい。
【００２５】
　上記一般式［２］で表されるモノマーに基づく構成単位としては、上記した如きＲ1～
Ｒ6を有するものであればよいが、具体的には例えば下記一般式［５］

【００２６】
で表されるモノマーに基づく構成単位等が挙げられる。
【００２７】
　上記一般式［２］で表されるモノマーに基づく構成単位を有するポリマーがコポリマー
である場合、上記一般式［２］で表されるモノマーに基づく構成単位以外のモノマー単位
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としては、アクリル酸又はアクリル酸エステル、メタクリル酸又はメタクリル酸エステル
、アクリルアミド又はそのＮ置換体、メタクリルアミド又はそのＮ置換体、或いはスチレ
ン又はその誘導体から選ばれるモノマー由来のものが挙げられる。尚、これらモノマー単
位は、コポリマー中に２種類以上含まれていてもよい。また、コポリマーにおける、一般
式［２］で表されるモノマーにに基づく構成単位の比率は、通常２０％以上１００％未満
であり、好ましくは３０～９５％であり、より好ましくは３０～９０％である。
【００２８】
　上記一般式［２］で表されるモノマーに基づく構成単位以外のモノマー単位としてのア
クリル酸エステルとしては、アルキルアクリレート、アラルキルアクリレート等が、メタ
クリル酸エステルとしては、アルキルメタクリレート、アラルキルメタクリレート等が挙
げられ、アクリルアミドのＮ置換体は、Ｎ－アルキルアクリルアミド又はＮ－アラルキル
アクリルアミドであり、メタクリルアミドのＮ置換体は、Ｎ－アルキルメタクリルアミド
又はＮ－アラルキルメタクリルアミドであり、スチレン誘導体としては、α－メチルスチ
レン、置換基を有するスチレン又はα－メチルスチレン等が挙げられる。
【００２９】
　上記のアルキルアクリレート、アルキルメタクリレート、Ｎ－アルキルアクリルアミド
及びＮ－アルキルメタクリルアミドに於けるアルキル基としては、直鎖状、分枝状、環状
の何れでもよく、通常炭素数１～６、より好ましくは、１～４のものが挙げられ、具体的
には、例えばメチル基、エチル基、n-プロピル基、イソプロピル基、n-ブチル基、イソブ
チル基、sec-ブチル基、tert-ブチル基、n-ペンチル基、イソペンチル基、sec-ペンチル
基、tert-ペンチル基、n-ヘキシル基、イソヘキシル基、sec-ヘキシル基、tert-ヘキシル
基、シクロプロピル基、シクロヘキシル基、シクロペンチル基等が挙げられる。このアル
キル基は置換基を有していてもよく、その置換基としては、例えばヒドロキシル基、炭素
数１～３の低級アルコキシル基、トリアルキルアンモニオ基（アルキル基としては、例え
ばメチル基、エチル基、プロピル基、イソプロピル基等の炭素数１～３のものが挙げられ
る。尚、置換基としてトリアルキルアンモニオ基を有する場合、本置換基はプラスに荷電
しているため、通常カウンターアニオンが結合しているが、このようなカウンターアニオ
ンとしては、フッ素イオン、塩素イオン、臭素イオン、ヨウ素イオン等のハロゲン化物イ
オン等が挙げられる。）等が挙げられる。また、置換基を有するアルキル基としては、例
えば以下のような基

【００３０】
（尚、Ｒ７は炭素数1～３のアルキル基を表し、ｍは１～１００を表す。）で表されるも
のも含まれる。
【００３１】
　また、アラルキルアクリレート、アラルキルメタクリレート、Ｎ－アラルキルアクリル
アミド及びＮ－アラルキルメタクリルアミドに於けるアラルキル基としては、炭素数７～
１０のものが挙げられ、具体的には、例えばベンジル基、フェニルエチル基、フェニルプ
ロピル基、フェニルブチル基等が挙げられる。
【００３２】
　スチレン若しくはα－メチルスチレンが有していてもよい置換基としては、例えば直鎖
状、分枝状、環状の、通常炭素数１～６、より好ましくは１～４のアルキル基（具体的に
は、例えばメチル基、エチル基、n-プロピル基、イソプロピル基、n-ブチル基、イソブチ
ル基、sec-ブチル基、tert-ブチル基、n-ペンチル基、イソペンチル基、sec-ペンチル基
、tert-ペンチル基、n-ヘキシル基、イソヘキシル基、sec-ヘキシル基、tert-ヘキシル基
、シクロプロピル基、シクロヘキシル基、シクロペンチル基等）、例えば直鎖状、分枝状
、環状の、通常炭素数１～６、より好ましくは１～４のアラルキル基（具体的には、例え
ばメトキシ基、エトキシ基、n-プロポキシ基、イソプロポキシ基、n-ブトキシ基、イソブ
トキシ基、sec-ブトキシ基、tert-ブトキシ基、n-ペンチルオキシ基、イソペンチルオキ
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シ基、sec-ペンチルオキシ基、tert-ペンチルオキシ基、n-ヘキシルオキシ基、イソヘキ
シルオキシ基、sec-ヘキシルオキシ基、tert-ヘキシルオキシ基、シクロプロポキシ基、
シクロヘキシルオキシ基、シクロペンチルオキシ基等）、例えばフッ素原子、塩素原子、
臭素原子、ヨウ素原子等のハロゲン原子、カルボキシル基、ヒドロキシ基、アミノ基等が
挙げられる。
【００３３】
　上記一般式［２］で表されるモノマーに基づく構成単位以外のモノマー単位の具体例と
しては、例えばメタクリル酸、メタクリル酸メチル、メタクリル酸エチル、メタクリル酸
プロピル、メタクリル酸ブチル、メタクリル酸ドデシル、メタクリル酸オクタデシル、メ
タクリル酸2-エチルヘキシル、メタクリル酸ラウリル、メタクリル酸ステアリル、メタク
リル酸2-トリメチルアンモニオエチル、メタクリル酸ベンジル、メタクリル酸フェニルエ
チル、アクリル酸、アクリル酸メチル、アクリル酸エチル、アクリル酸ブチル、アクリル
酸2-エチルヘキシル、アクリル酸ラウリル、アクリル酸ステアリル、アクリル酸2-トリメ
チルアンモニオエチル、アクリル酸ベンジル、アクリル酸フェニルエチル、アクリルアミ
ド、Ｎ－メチルアクリルアミド、Ｎ－エチルアクリルアミド、Ｎ－ブチルアクリルアミド
、Ｎ－2-エチルヘキシルアクリルアミド、Ｎ－ラウリルアクリルアミド、Ｎ－ステアリル
アクリルアミド、Ｎ－2-トリメチルアンモニオエチルアクリルアミド、Ｎ－ベンジルアク
リルアミド、Ｎ－フェニルエチルアクリルアミド、メタクリルアミド、Ｎ－メチルメタク
リルアミド、Ｎ－エチルメタクリルアミド、Ｎ－ブチルメタクリルアミド、Ｎ－2-エチル
ヘキシルメタクリルアミド、Ｎ－ラウリルメタクリルアミド、Ｎ－ステアリルメタクリル
アミド、Ｎ－2-トリメチルアンモニオエチルメタクリルアミド、Ｎ－ベンジルメタクリル
アミド、Ｎ－フェニルエチルメタクリルアミド、スチレン、カルボキシスチレン、ヒドロ
キシスチレン、アミノスチレン、メチルスチレン、エチルスチレン、メトキシスチレン、
エトキシスチレン、クロロスチレン、ブロモスチレン、α－メチルスチレン、α－メチル
－カルボキシスチレン、α－メチル－ヒドロキシスチレン、α－メチル－アミノスチレン
、α－メチル－メチルスチレン、α－メチル－エチルスチレン、α－メチル－メトキシス
チレン、α－メチル－エトキシスチレン、α－メチル－クロロスチレン、α－メチル－ブ
ロモスチレン、N,N,N-トリエチルアンモニウムエチルメタクリレートブロミド、N,N,N-ト
リメチルアンモニウムエチルメタクリレートクロリド、N,N,-ジエチル－Ｎ－プロピルア
ンモニウムエチルメタクリレートブロミド、N,N,N-トリメチルアンモニウム－２－ヒドロ
キシプロピルメタクリレートクロリド（ＱＭ）、N,N,N-トリメチルアンモニウムメチルス
チレンブロミド等由来のものが挙げられ、また、下記一般式［４］
【００３４】
【化１】

【００３５】
（式中、ｍは１～１００を表す。）で表されるもの等も具体例として挙げられる。
【００３６】
　上記した中でも、メタクリル酸、メタクリル酸ステアリル、メタクリル酸ベンジル、メ
タクリル酸ブチル、メタクリル酸ドデシル、メタクリル酸オクタデシルN,N,N-トリメチル
アンモニウム－２－ヒドロキシプロピルメタクリレートクロリド（ＱＭ）等由来のもの、
一般式［４］で表されるもの等が好ましい。
【００３７】
　上記の如き凝集促進剤の中でも、下記一般式［５］
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【００３８】
【化２】

【００３９】
で示されるモノマー単位からなるポリマー、一般式[５]で示されるモノマー単位とメタク
リル酸ブチルとからなるコポリマー、一般式[５]で示されるモノマー単位と上記一般式[
４]で示されるモノマー単位とからなるコポリマー、一般式[５]で示されるモノマー単位
とメタクリル酸オクタデシルとからなるコポリマー、一般式[５]で示されるモノマー単位
とメタクリル酸オクタドデシルとからなるコポリマー、一般式[５]で示されるモノマー単
位とメタクリル酸ベンジルとからなるコポリマー等が特に好ましく、中でも一般式[５]で
示されるモノマー単位とメタクリル酸ベンジルとからなるコポリマー等がより好ましい。
【００４０】
　上記凝集促進剤は、反応時の濃度として、通常0.1～20w/v％、好ましくは0.1～10w/v％
、より好ましくは0.1～５w/v％となるように用いられる。また、上記凝集促進剤は２種以
上を用いてもよく、その場合も上記濃度範囲となるように用いるのが好ましい。
【００４１】
　尚、上記凝集促進剤として用いられるモノマー及びポリマーの製造方法は、特許公開公
報特開2002-365296等の記載に準じて行えばよい。
【００４２】
　また、抗原抗体反応の凝集促進剤を含んでなる試薬には、グアニジン、グアニジン塩ま
たはその誘導体を非特異的反応抑制剤として添加してもよく、該グアニジン塩としては、
例えばグアニジン塩酸塩、グアニジン炭酸塩、グアニジンチオシアン酸塩、グアニジン硫
酸塩、グアニジン硝酸塩、グアニジンリン酸塩等が挙げられ、また、グアニジン誘導体と
しては、例えばアルギニン、グアニジノ安息香酸、グアニジノグルタル酸、グアニジノコ
ハク酸、グアニジノ酢酸等が挙げられる。尚、該添加物は、２種以上を選択し添加しても
よい。また、これら添加物の添加量としては、目的の効果が得られる量であれば特に限定
されないが、試薬中の濃度として通常10～700mMとなるように、反応時の濃度として通常7
.5～525mMとなるように、添加するのが好ましい。
【００４３】
　本発明に係る抗原抗体反応の凝集促進剤を含んでなる試薬を調製するために用いられる
溶媒としては、上記の本発明の測定用試薬で用いられるものと同じものを用いればよい。
【００４４】
　本発明の免疫学的測定方法は、生体中若しくは試料中で遊離体及び結合体で存在する測
定対象物質を含む試料と、測定対象物質に対するモノクローナル抗体1が固定化されたラ
テックス１、及び抗体１とは測定対象物質に対する認識部位が異なるモノクローナル抗体
２が固定化された、ラテックス１とは平均粒径の異なるラテックス２からなる試薬とを反
応させ、生じる凝集の度合いに基づいて測定物質量を求めるものである。その測定は、具
体的には、例えば測定対象物質としてPSAを用いる場合、PSAを含む試料と、PSAモノクロ
ーナル抗体に例えば平均粒径150nmのラテックスを担持(感作)させたもの、及び上記モノ
クローナル抗体とは認識部位の異なるPSAモノクローナル抗体に例えば平均粒径280nmのラ
テックスを担持(感作)させたものとからなる試薬とを反応させ、その結果生じた凝集の度
合いを例えば吸光度を用いて測定し、予め求めてあった標準品の検量線からその濃度を求
めることによってなされる。尚、吸光度の測定波長は、通常３４０～１０００nm、好まし
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くは５００～９００nmで測定すればよい。また、凝集の度合いは、吸光度に限定されるも
のではなく、自体公知の方法であればいずれでもよく、例えばネフェロメトリー、カウン
ティングイムノアッセイ等の方法により値を測定してもよい。
【００４５】
　上記のように本発明の免疫学的測定方法によれば、遊離体及び結合体である測定対象物
質両者を等モルに精度よく測定することができる。尚、本発明に於ける遊離体及び結合体
両者の等モル反応とは、ラテックスに固定化されたモノクローナル抗体が両者にほぼ１：
１で結合する反応をいうが、具体的には、例えばPSAでの等モル反応とは以下の様に定義
できる。即ち、スタンフォード大学より入手した精製遊離体PSA及びACT－PSA結合体をそ
れぞれ段階希釈して測定し、Ｘ軸に表示値から算出される理論値、Ｙ軸に実際の測定値を
プロットしたとき、その希釈直線の傾きを回帰式から求め、両者の傾きの比（遊離体PSA
の傾き／ACT－PSA結合体の傾き）を偏り度γと表す。そのγの範囲が0.9≦γ＜1.1のとき
に等モル反応しているとみなされ、0.8≦γ＜0.9、1.1≦γ＜1.2のときにほぼ等モル反応
しているとみなされる［第６５回日本泌尿器科学会東部総会シンポジウム］。
【００４６】
　以下実施例によって本発明を説明するが、本発明はこれによって限定されるものでない
。
【実施例１】
【００４７】
　ラテックス免疫比濁法による前立腺特異抗原（ＰＳＡ）の測定
（１）抗ヒトＰＳＡ抗体感作(固定化)ラテックス試液の調製
　抗ヒトＰＳＡマウスモノクローナル抗体（クローンＮｏ．ＰＳＡ１０）（和光純薬工業
（株）社製）0.3mgを含む50mMホウ酸緩衝液（pH7.1）0.5mlと、ポリスチレンラテックス
〔平均粒径0.22μm若しくは0.28μm、積水化学工業（株）社製〕を２%（W/V）となるよう
に懸濁させた50mMホウ酸緩衝液（pH7.1）0.5mlとを混合し、25℃で２時間反応させた。そ
の後、遠心分離により分離したラテックスを50mMホウ酸緩衝液（pH7.1）で洗浄し、該ラ
テックスを濃度が１％（W/V）となるように、ＢＳＡを0.5％（W/V）含有する50mMホウ酸
緩衝液（pH7.3）中で懸濁し、得られたものを抗ヒトＰＳＡ抗体感作ラテックス試液［１
］とした。
【００４８】
　また、上記と同様にして抗ヒトＰＳＡマウスモノクローナル抗体（クローンＮｏ．ＰＳ
Ａ１４）（和光純薬工業（株）社製）0.7mgを含む50mMホウ酸緩衝液（pH7.1）0.5mlと、2
%(W/V)ポリスチレンラテックス〔平均粒径0.12μm若しくは0.15μm、積水化学工業（株）
社製〕0.5mlを混合して調製したものを抗ヒトＰＳＡ抗体感作ラテックス［２］とした。
【００４９】
（２）試料
　フリーＰＳＡ標準品、コンプレックスＰＳＡ標準品（スタンフォード大学製）を１％Ｂ
ＳＡを含有する10mM リン酸緩衝液（0.85％ＮａＣｌ含）で希釈し、25ng/mlとした。試薬
盲検には上記リン酸緩衝液を使用した。
【００５０】
（３）試薬
I.第１試液
　0.1％ＢＳＡ及び１％ＮａＣｌを含む100mM　ＨＥＰＥＳ－ＮａＯＨ緩衝液（ｐＨ7.0）
を第１試液とした。
II.第２試液
　（１）で調製した抗ヒトＰＳＡ抗体感作ラテックス試液［１］及び［２］をそれぞれ0.
1%(W/V)ラテックスに調整し、等量混合したものを第２試液とした。
【００５１】
(4)測定方法
　ＰＳＡ濃度の測定は自動分析装置（日本電子（株）ＢＭ－８形）を用い、以下の測定条
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件で測定を行った。
試　料　：　 5μｌ
第１試液：  90μｌ
第２試液：  30μｌ
測定方法：２ポイントエンド法（34－65）
主波長　：571ｎｍ
【００５２】
(5)結果
　得られた吸光度（濁度）を表１に示した。尚、表中の値は、得られた吸光度を10000倍
にしたもので、ブランク値を減算した値である。また、偏り度γは、フリーPSAの傾き（
実測値／理論値）をコンプレックスPSAの傾き（実測値／理論値）で割った値であり、こ
の値が1.0に近いほど、抗体感作ラテックスがフリー体及びコンプレックス体と等モルで
結合していることを表す。
【比較例１】
【００５３】
　同一平均粒径のラテックスを用いたＰＳＡの測定
　２種の抗ヒトＰＳＡマウスモノクローナル抗体（クローンＮｏ．ＰＳＡ１０及びＰＳＡ
１４）（和光純薬工業（株）社製）をそれぞれ0.6mg含む50mMホウ酸緩衝液（pH7.1）0.5m
lと、ポリスチレンラテックス〔平均粒径0.22μm、積水化学工業（株）社製〕を２%（W/V
）となるように懸濁させた50mMホウ酸緩衝液（pH7.1）0.5mlとを混合し、25℃で２時間反
応させた以外は、実施例１と同様の方法でラテックスを調製し、実施例１と同様の測定を
行った。得られた結果及び偏り度γを、実施例１と併せて表１に示した。
【００５４】
【表１】

【００５５】
　表１から明らかなように、異なる平均粒径のラテックスを組み合わせた方法では、偏り
度がほぼ1.0を示しており、フリーＰＳＡとコンプレックスＰＳＡを等モル的に反応させ
ることが可能なのに対し、同一平均粒径のラテックスの組み合わせでは、偏り度が1.38で
ありコンプレックスＰＳＡに比べてフリーＰＳＡが強く反応していることが分かる。
【実施例２】
【００５６】
（１）試料
　フリーＰＳＡ標準品、コンプレックスＰＳＡ標準品（スタンフォード大学製）を１％Ｂ
ＳＡを含有する10mM リン酸緩衝液（0.85％ＮａＣｌ）で希釈し、0、5、10、25、50ng/ml
とした。
【００５７】
（２）試薬
I.第１試薬
　実施例１で調製した第１試薬を用いた。
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II.第２試薬
　実施例１で調製した抗体感作ラテックスのうち、抗体感作ラテックス［１］は平均粒径
0.28μmラテックスに感作したものを用い、抗体感作ラテックス［２］は平均粒径0.15μm
ラテックスに感作したものを用い、実施例１と同様にして混合した。
【００５８】
（３）測定法
　ＰＳＡ濃度の測定は自動分析装置（東芝ＴＢＡ-１２０ＦＲ形）を用い、以下の測定条
件で測定を行った。
試　料　：　12μｌ
第１試液： 120μｌ
第２試液：  40μｌ
測定方法：２ポイントエンド法（20－33）
主波長　：572ｎｍ
【００５９】
（４）結果
　得られた吸光度（濁度）及び偏り度γを表２に示した。尚、表中の吸光度値は、得られ
た吸光度を10000倍にしたもので、ブランク値を減算した値である。表中の測定値はフリ
ーPSA標準品から作製した検量線を用いて算出した値である。また、得られたフリー体の
ＰＳＡとコンプレックス体のＰＳＡの吸光度と、各濃度との関係（グラフ）を図１に示し
た。
【比較例２】
【００６０】
　同一平均粒径のラテックスを用いたＰＳＡの測定
　比較例１で調製した２種の抗体感作ラテックス（平均粒径0.22μm）を用いた以外は、
実施例２と同様の測定を行った。得られた結果及び偏り度γを、実施例２と併せて表２に
示した。
【００６１】
【表２】

【００６２】
　表２に於いて、異なる平均粒径のラテックスを組み合わせた方法ではいずれのＰＳＡ濃
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度においてもほぼ等モルの反応を示しており、また、偏り度も0.93と1.0に近い値を示し
ていることから、実質的に等モル反応系が実現されていることが分かる。また、同一平均
粒径のラテックスを用いた場合ではいずれの濃度においてもコンプレックスＰＳＡに比べ
てフリーＰＳＡの反応性が高く、また偏り度も1.22であり、等モルで反応していないこと
が分かる。
【図面の簡単な説明】
【００６３】
【図１】実施例２において得られたフリーＰＳＡとコンプレックスＰＳＡの吸光度と、各
濃度から作成した検量曲線、即ち、両者と抗体感作ラッテクスの反応性の比較を表す。
【符号の説明】
【００６４】
　－●－は、フリー体のPSAを用いたときの実施例２の測定結果を、－○－はコンプレッ
クスのPSAを用いた時の実施例２の測定結果を夫々表す。

【図１】
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