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(57)【要約】
　モノクローナル抗体ベースの粒子増強比濁免疫測定法（ＰＥＴＩＡ）を用いて生物試料
中のカルプロテクチン（Ｓ１００Ａ８／Ａ）ヘテロ二量体の存在を測定するための方法で
ある。本方法は自動化標準的分析装置に適用可能であり、且つ、糞便試料及び糞便抽出物
中のカルプロテクチンの信頼できる臨床的測定を可能にする。本方法は市販の２部位サン
ドイッチＥＬＩＳＡに匹敵する。本開示の方法は従来のＰＥＴＩＡに見られるようなカル
シウムイオン及び低分子量カルシウム結合Ｓ１００タンパク質によって引き起こされる自
発的凝集に対抗するものである。本願の方法は、大便、尿、血清、血漿、滑液、及び他の
体液中のヒトカルプロテクチンの存在を測定するために使用可能である。使用される測定
原理が異なるにもかかわらず従来の免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）との計量計測学的トレーサ
ビリティ及び高い相互互換性が示された。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者の生物試料中のカルプロテクチンの存在を測定するインビトロの方法であって、
　（ａ）所定量の前記生物試料を採取すること、
　（ｂ）（ｉ）５．０～６．０のｐＨ、（ｉｉ）１５０ｍｏｓｍｏｌ／ｋｇ・Ｈ２Ｏ以上
の浸透圧、（ｉｉｉ）０．０１～０．１重量％の陰イオン界面活性剤を有し、（ｉｖ）カ
ルシウムイオン及び亜鉛イオンに配位し封鎖する有機緩衝液の所定量で前記生物試料を溶
解及び抽出すること、及び（ｉｖ）所望により、前記生物試料のマトリックスをホモジナ
イズ及び抽出した後に存在する場合は粒子物質を除去して可溶化状態で存在する基本的に
ヘテロ二量体のカルプロテクチン（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）を含む試料溶液を得ること、
　（ｃ）Ｓ１００Ａ８及びＳ１００Ａ９のうちのいずれか一方又はカルプロテクチン（Ｓ
１００Ａ８／Ａ９）に特異的に結合するモノクローナル抗体又はその断片が２種類以上固
定化されたナノ粒子を含む特定量の試薬と所定量の工程（ｂ）の前記試料溶液とを混合し
て、所定の分子状態で存在しているカルプロテクチン（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）との粒子結
合抗体と抗原との反応を得ること、
　（ｄ）特定の時間にわたって工程（ｃ）の前記混合物をインキュベートすること、及び
　（ｅ）前記混合物の光学特性を取得し、前記混合物の前記光学特性に基づいてカルプロ
テクチン（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）の含有量を示すシグナルを決定すること、
　（ｆ）前記含有量を校正後の対照に関連付け、前記生物試料中の前記測定されたカルプ
ロテクチン（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）の存在に基づいて前記患者の臨床状態を評価すること
　を含む前記方法。
【請求項２】
　決定された量が完全なリソソームコンパートメントを有する顆粒球から単離され、且つ
、ポリクローナル単一特異性抗体によって決定された、カルプロテクチン標準物質に対す
る計量計測学的なトレーサビリティを有する、請求項１に記載のカルプロテクチン測定方
法。
【請求項３】
　光学特性を取得する工程（ｅ）が吸光度、透過率、反射率、光散乱、蛍光、又はシンチ
レーション値を決定することを含む、請求項１又は請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　比濁免疫測定法又は比濁分析免疫測定法である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　工程（ｂ）及び工程（ｃ）が２種類の試薬成分を使用することを含む粒子増強比濁免疫
測定法（ＰＥＴＩＡ）である、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　感度の向上のために直径が１５０～３５０ｎｍであるナノ粒子を使用することを含む、
請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記抗体が、測定範囲の向上のため、それぞれ（ｉ）１５０～２００ｎｍ及び（ｉｉ）
２５０～３５０ｎｍの範囲内で均一な直径を有する２種類の粒子に結合している、請求項
６に記載の方法。
【請求項８】
　前記粒子がカルボキシル化ポリスチレン粒子又はクロロメチル活性化ポリスチレン粒子
である、請求項１～請求項７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記生物試料が糞便又は糞便抽出物である、請求項１～請求項８のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１０】
　前記緩衝液組成物がポリカルボン酸、トリカルボン酸、アコニット酸、トリカルバリル
酸、ジカルボン酸、シュウ酸、マロン酸、コハク酸、グルタル酸、アジピン酸、ピメリン
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酸、α－ヒドロキシカルボン酸、β－ヒドロキシカルボン酸、γ－ヒドロキシカルボン酸
、ヒドロキシジカルボン酸、リンゴ酸、クエン酸、酒石酸、マロン酸、グルコン酸、５－
ケトグルコン酸、２－ケトグルコン酸、ジヒドロキシマレイン酸、マレイン酸、フマル酸
、ニトリロ三酢酸、乳酸、及び／又はアスコルビン酸からなる群より選択される少なくと
も１種類の塩から構成される、請求項１～請求項９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記粒子結合抗体と抗原との反応が５．０～６．０のｐＨを有し、且つ、陰イオン界面
活性剤又はドデシル硫酸ナトリウム及びＣａ２＋配位緩衝剤分子を含む混合物中で実施さ
れる、請求項１～請求項１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　工程（ｂ）の前記カルシウム封鎖緩衝液が、クエン酸塩、酢酸塩、又はマレイン酸塩の
うちの少なくとも１種類の塩、プロテアーゼ処理済み血清アルブミン、及び０．０１～０
．１重量％の陰イオン界面活性剤を含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　非特異的なＩｇＭ抗血清を添加すること又は非特異的なＩｇＭ抗血清が存在することを
含む、請求項１～請求項１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記生物試料が血液、血清、又は血漿である、請求項１～請求項８及び請求項１０から
請求項１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　請求項１～請求項１４のいずれか一項に記載の粒子増強比濁免疫測定法により生物試料
中のカルプロテクチンの存在を測定するための検査キットであって、
　ｐＨが５．０～６．０の範囲内である２０～１０００ｍｍｏｌ／Ｌの有機緩衝液、
　５０～３００ｍｍｏｌ／Ｌのナトリウム塩、カリウム塩、又はリチウム塩、
　０．１～１．５％のプロテアーゼ処理済み血清アルブミン、
　０．０１～０．１％（ｗ／ｖ）のドデシル硫酸ナトリウム、及び
　所望により、２００ｍｍｏｓＭ／Ｌ以上の浸透圧を達成するためのβ－アルドース、ト
リオース、テトロース、ペントース、ヘキソース、グルカン、デキストラン、及び／又は
糖
　を含む第１の水性試薬成分、並びに
　Ｓ１００Ａ８及びＳ１００Ａ９のうちのいずれか一方又はカルプロテクチン（Ｓ１００
Ａ８／Ａ９）に結合する固定化モノクローナル抗体を担持する直径が１５０～３５０ｎｍ
であるラテックス粒子を０．０１～０．５％（ｗ／ｖ）の濃度で含む第２の試薬成分
　を含む前記検査キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は体液及び糞便中のカルシウム結合タンパク質Ｓ１００ファミリーメンバーを定
量的に測定するための比濁方法及び検査系に関する。本検査キットは急性及び慢性の炎症
性の疾患及び症状の診断に使用される抗体、緩衝液、及び部分キットを含む。
【背景技術】
【０００２】
　カルプロテクチンという用語は、相対分子量が３６５００ダルトンであり等電点がｐＨ
６．３及びｐＨ６．５である２種類の顆粒球タンパク質を包含する（米国特許第４,８３
３，０７４号明細書、Ｆａｇｅｒｈｏｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃａｎｄ．Ｊ．Ｈａｅｍａｔ
ｏｌ．２４，３９３－３９８（１９８０）．Ｆａｇｅｒｈｏｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｕｌｌ
．Ｅｕｒｏｐ．Ｐｈｙｓｉｏｐａｔｈ．Ｒｅｓｐ．１６（ｓｕｐｐｌ），２７３－２８１
（１９８０））。別名としては、低分子量Ｓ１００Ａ８カルシウム結合タンパク質及び低
分子量Ｓ１００Ａ９カルシウム結合タンパク質、骨髄関連タンパク質８（ＭＲＰ８）、骨
髄関連タンパク質１４（ＭＲＰ１４）、遊走阻止因子関連タンパク質８／１４（ＭＲＰ８
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－ＭＲＰ１４）、Ｓ１００ａ／ｂ、カルグラニュリンＡ／Ｂ、嚢胞性線維症抗原（ＣＦＡ
）、ヒト白血球タンパク質、白血球Ｌ１－タンパク質複合体、６０ＢＢ抗原、並びに２７
Ｅ１０抗原が挙げられる。体液及びマトリックスにおけるカルプロテクチンの濃度が白血
球の代謝回転及び組織における白血球の浸潤の指標となるため、カルプロテクチンは好中
球活性化に対する実証されたマーカーである。そのため、カルプロテクチンは、感染症、
急性及び慢性の炎症性障害、並びに他の疾患についての臨床化学において広く使用されて
いるバイオマーカーになっている。細菌性の感染症を他の原因と区別するため、及び非感
染性の全身性炎症の診断のためにカルプロテクチンの測定を用いることができる（Ｓｔｒ
ｉｚ，Ｉ＆Ｔｒｅｂｉｃｈａｖｓｋｙ，Ｃａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｎ－ａｐｌｅｉｏｔｒｏ
ｐｉｃ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ　ｉｎ　ａｃｕｔｅ　ａｎｄ　ｃｈｒｏｎｉｃ　ｉｎｆｌａｍ
ｍａｔｉｏｎ，Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｒｅｓｅａｒｃｈ／Ａｃａｄｅｍｉａ　Ｓ
ｃｉｅｎｔｉａｒｕｍ　Ｂｏｈｅｍｏｓｌｏｖａｃａ（２００４）５３（３）：２４５－
５３；Ｎｉｌｓｅｎ　Ｔ　ｅｔ　ａｌ，Ａ　ｎｅｗ　ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｒｉｃ　ｉｍ
ｍｕｎｏａｓｓａｙ　ｆｏｒ　ｓｅｒｕｍ　ｃａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｎ　ｆｏｒ　ｆｕｌ
ｌｙ　ａｕｔｏｍａｔｉｚｅｄ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｎａｌｙｓｅｒｓ，Ｊｏｕｒｎａ
ｌ　ｏｆ　Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ（２０１５）１２：４５；Ｊｏｈｎｅ　Ｂ　ｅｔ　
ａｌ，Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ａｎｄ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｓｐｅｃｔｓ　ｏｆ　ｔｈ
ｅ　ｍｙｅｌｏｍｏｎｏｃｙｔｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｃａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｎ，Ｍｏｌ
．Ｐａｔｈｏｌ．１９９７；５０：１１３－２３；Ｎｉｅｌｓｅｎ　Ｔ　ｅｔ　ａｌ，Ｓ
ｅｒｕｍ　ｃａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　ｅｌｄｅｒｌｙ　ｍａｌｅ
ｓ　ａｎｄ　ｆｅｍａｌｅｓ　ｗｉｔｈｏｕｔ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｏｒ　ｖｉｒａｌ
　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ，Ｃｌｉｎ．Ｂｉｏｃｈｅｍ　２０１４；４７（１２）：１０６
５－８）。さらにカルプロテクチンは心血管疾患（ＣＶＤ）症状の発症前の無症状対象に
おけるＣＶＤの可能性についてのマーカーとして提唱されている（欧州特許第１５７３３
３５（Ｂ１）号明細書参照）。
【０００３】
　しかしながら、ヘテロ二量体に加えて、様々なＳ１００の単量体及び多量体が同時に存
在することにより、生物試料（血液、血清、滑液等）及びマトリックス（糞便）中のカル
プロテクチンの免疫学的測定が複雑なものになっている。さらにＳ１００Ａ８／Ａ９タン
パク質のＣａ２＋結合特性及びＺｎ２＋結合特性がそれらのタンパク質の立体構成及びオ
リゴマー化に対して重要な影響を及ぼす。Ｓ１００Ａ８及びＳ１００Ａ９にはカルシウム
イオン又は亜鉛イオンの存在下で四量体を形成する傾向があるが、カルシウムの非存在下
ではヘテロ二量体が一般的な形態のようである（Ｇｒａｂａｒｅｋ　Ｚ，Ｓｔｒｕｃｔｕ
ｒａｌ　ｂａｓｉｓ　ｆｏｒ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＥＦ－ｈａｎｄ　ｃ
ａｌｃｉｕｍ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ（２００６）
，３５９：５０９－２５参照）。顆粒球によって分泌されるヘテロ二量体のような特性を
有するカルプロテクチンは、精製されたＳ１００Ａ８及びＳ１００Ａ９を混合することで
自動的に産生されるわけではない。変異型のＳ１００Ａ８及びＳ１００Ａ９を用いた実験
から、Ｓ１００Ａ８及びＳ１００Ａ９のホモオリゴマー化及びヘテロオリゴマー化はまた
、機能上及び診断上の関連があることが示唆されている。
【０００４】
　カルプロテクチンはインビボでは骨髄分化の様々な段階において循環好中球及び単球内
で発現するが、通常の組織マクロファージ及びリンパ球には存在せず、且つ、胃がん、食
道がん、結腸がん、膵臓がん、膀胱がん、卵巣がん、甲状腺がん、乳がん、及び皮膚がん
を含む様々な種類のがん、神経変性障害、並びに炎症性及び自己免疫性の疾患及び病態に
おいて上方制御される。乾癬などの慢性の炎症性症状により表皮における発現がもたらさ
れる。カルプロテクチンは、炎症の局所部位、並びに炎症性疾患、リウマチ性関節炎、嚢
胞性線維症、炎症性腸疾患、クローン病、巨細胞性動脈炎、シェーグレン症候群、全身性
エリテマトーデス、及び進行性全身性硬化症の患者の血清（血液）及び糞便に高濃度で見
られる。カルプロテクチンはデンプン小体含有物として知られる加齢前立腺におけるアミ
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ロイドの形成及び沈着にも関与する。
【０００５】
　カルプロテクチンには数多くの役割があるとされている。カルプロテクチンは、ＭＡＰ
Ｋ依存性機構による好中球の食作用及び／又は脱顆粒の促進により化学走性を誘導して、
殺菌活性を向上させ得る（Ｓｉｍａｒｄ　Ｊ．Ｃ．ｅｔ　ａｌ，Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ　ｄｅｇｒａｎｕｌａｔｉｏｎ　ｂｙ　Ｓ１００Ａ９　ｖｉａ
　ａ　ＭＡＰＫ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ，Ｊ　Ｌｅｕｋｏｃ　Ｂｉｏ
ｌ．（２０１０）８７（５）：９０５－１４）。さらに、抗菌活性、オキシダント除去活
性、及びアポトーシス誘導活性、並びに炎症誘発活性（例えば白血球の動員）がカルプロ
テクチンによるものであるとされており、カルプロテクチンは自己免疫における炎症の増
幅因子、並びにＴｏｌｌ様受容体４（ＴＬＲ４）及び終末糖化産物受容体（ＡＧＥＲ）な
どのパターン認識受容体への結合を介した自然免疫細胞の刺激因子であるようだ。他の活
性としては、サイトカイン及びケモカインの産生の促進、並びに白血球の接着及び遊走の
制御が挙げられる。ＴＬＲ４及びＡＧＥＲへの結合によってＭＡＰキナーゼシグナル伝達
経路及びＮＦ－κＢシグナル伝達経路が活性化され、それにより炎症促進性カスケードが
増幅される。細菌及び真菌に対する抗菌活性は、微生物の成長に必須であるＺｎ２＋イオ
ン及びＭｎ２＋イオンの結合に起因するようである。カルプロテクチンについてのトラン
スニトロシラーゼ活性も見い出されており、ｉＮＯＳ－Ｓ１００Ａ８／Ａ９トランスニト
ロシラーゼ複合体が［ＩＬ］－ｘ－Ｃ－ｘ－ｘ－［ＤＥ］モチーフを含む標的の選択的炎
症性刺激依存的Ｓ－ニトロシル化を導くと提唱されている。さらにカルプロテクチンはア
ラーミン又は損傷関連分子パターン（ＤＡＭＰ）分子として作用し得る。
【０００６】
　診断目的及び患者の療養のため、特に生物学的製剤を使用する急性及び慢性の炎症性障
害の治療をモニターするために結果を解釈しなければならない場合には、生物試料及びマ
トリックス中のカルプロテクチンの適正で正確な測定が必須である。特に一般的な診断の
判定値及び臨床研究の知見が適用される場合には結果が比較可能である必要がある。カル
プロテクチンの様々なオリゴマー化状態を考慮すると計量計測の問題を測定値のトレーサ
ビリティ、測定不確かさ、及び相互互換性に分けることができる。測定は臨床検査室の中
心的活動であるので、トレーサビリティが達成されない場合は他の方法によって結果の比
較可能性を実現しなければならない。診断結果の質を改善するために患者の結果が最高度
に利用可能な基準に対してトレース可能であることが目標である。
【０００７】
　カルプロテクチン測定のための従来の方法は、遊離型であるか又は固相に結合している
ポリクローナル抗体を使用する（国際公開２０１２／１７５６１６号パンフレット、国際
公開２０１３／１３２３４７号パンフレット、国際公開２０１４／０３７５８８号パンフ
レット、米国特許出願公開第２０１７／０１０８５０７号明細書参照）。しかしながらカ
ルプロテクチンは二量体（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）の形態又は（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）２四
量体の形態を採ることができ、又はオリゴマーの形態さえも採ることができる（Ｔ．Ｖｏ
ｇｌ　ｅｔ　ａｌ，Ｐｏｓｔｅｒ：Ｔｏｗａｒｄｓ　ａ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　Ｍａｔｅ
ｒｉａｌ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃａｌｐｒｏｔｅ
ｃｔｉｎ（Ｓ１００Ａ８／Ａｇ；ＭＲＰ８／１４）Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ、英国、リー
ズで２０１７年５月３日～５日に開かれたＦＯＣＵＳ（臨床化学及び臨床検査医学協会）
において発表）ので、免疫測定法による（例えば酵素結合免疫吸着測定法、すなわちＥＬ
ＩＳＡによる）並行測定、又はＵＶ／ＶＩＳ、ビュレット、ブラッドフォード、若しくは
クマシー・ブルーを使用したスパイク試料溶液中の精製カルプロテクチンの並行測定は、
標準の問題に対して何ら最終的な答えを与えない。組換えタンパク質である高親和性又は
低親和性のカルシウム結合領域に少なくとも１つの突然変異を有する変異型のＳ１００Ａ
８タンパク質及びＳ１００Ａ９タンパク質はオリゴマー化することができないので、それ
ら組換えタンパク質を使用することが示唆されている（国際公開２０１６／１１６８８１
号パンフレット）。
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【０００８】
　比濁免疫測定法により簡便な手法及び自動分析装置という利点が提供される。粒子増強
比濁免疫測定法（ＰＥＴＩＡ）では標的特異的抗体が粒子に結合している（「感作粒子」
）ので抗体抗原反応により粒子の凝集が生じ、分光測光によりその凝集を測定することが
できる（欧州特許第００６１８５７号明細書、欧州特許第１２０５７５５（Ｂ１）号明細
書、及びそれらの文献の参照文献を参照）。標的抗原が２個以上のラテックス粒子を架橋
している２種類以上の抗体により認識される場合、粒子試薬は１種類で充分である（Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ（１９８１）７４，１０６－１３９，Ａｃａｄ
ｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、欧州特許第１７３９４３０（Ｂ１）号明細書
、欧州特許第１５７３３３５（Ｂ１）号明細書参照）。粒子試薬と試料との非特異的反応
によって凝集が引き起こされ、濁度が上昇することもある（特開平１１－０２３５７３号
公報、特開昭５８－１４４７４８号公報、欧州特許第１２０５７５５（Ｂ１）号明細書）
。粒子試薬に結合したポリクローナル抗体を使用する場合、又は標的を糞便のような複雑
な、若しくは多様なマトリックスから抽出する場合には、非特異的反応の確実で完全な阻
害が特に難問である（欧州特許第００３８１８１（Ｂ１）号明細書参照）。ヒトマトリッ
クス及び試料、例えば個々の患者から得られた試料、又は凝集法によって得られた試料中
の内在性カルプロテクチンの存在を測定する場合、変異型カルプロテクチン（ｍｕｔＳ１
００Ａ８／Ａ９）を有する標準物質を使用することはほとんど無い。現在のところ、カル
プロテクチンは、顆粒球によって分泌されるオリゴマー化状態にあるか否かに関係なく、
固定化ポリクローナル抗体がカルプロテクチン上の複数のエピトープに結合し、それによ
り任意の種類のＳ１００タンパク質が凝集し得る粒子増比濁免疫測定法（ＰＥＴＩＡ）を
用いて、生物試料中で測定される。特にポリクローナル抗血清は非特異的凝集を生じやす
いので、この測定法により、非診断カットオフ値、測定不確かさ、及び相互互換性の弱体
化が引き起こされる。
【０００９】
　モノクローナル抗体をベースとするＥＬＩＳＡとポリクローナル抗体を使用する凝集を
ベースとするＰＥＴＩＡとの方法比較において観察される隔たり、及び診断カットオフ値
の非相互互換性がさらに懸念される。モノクローナル抗体は標準化し、且つ、製品寿命の
全体にわたって所定の規準に品質管理することが比較的に簡単であるが、凝集反応の取得
、測定感度、及び顆粒球によって分泌されるカルプロテクチンに対する特異性からなる複
合的な問題が存在する。そのため、生物試料及びマトリックス中のカルプロテクチンの測
定における先行技術が課題を示している。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　これらの課題は、請求項１に記載されるようなインビトロ方法によって解決される。本
方法の好ましい実施形態が従属請求項１～請求項１４に規定されている。本発明の別の態
様は、請求項１５において規定されるような２種類の反応成分を含むキットであって、例
えば比濁免疫測定法又は比濁分析免疫測定法に使用されるキットに関する。
【００１１】
　したがって、患者の生物試料中のカルプロテクチンの存在を測定するインビトロ方法で
あって、（ａ）所定量の前記生物試料を採取すること、（ｂ）（ｉ）５．０～６．０のｐ
Ｈ、（ｉｉ）１５０ｍｏｓｍｏｌ／ｋｇ・Ｈ２Ｏ以上の浸透圧、（ｉｉｉ）０．０１～０
．１重量％の陰イオン界面活性剤を有し、（ｉｖ）分子がカルシウムイオン及び亜鉛イオ
ンに配位することができる水性有機緩衝液の所定量で前記生物試料を溶解及び抽出するこ
と、及び（ｉｖ）所望により、前記生物試料のマトリックスをホモジナイズ及び抽出した
後に存在する場合は粒子物質を除去して所定の可溶化状態で存在する（完全なリソソーム
区画を有する）顆粒球によって分泌されたカルプロテクチン（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）を含
む試料溶液を得ること、（ｃ）特定量の試薬と所定量の工程（ｂ）の前記試料溶液とを混
合して、Ｓ１００Ａ８及びＳ１００Ａ９のうちのいずれか一方又はカルプロテクチン（Ｓ
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１００Ａ８／Ａ９）に特異的に結合するモノクローナル抗体又はその断片が固定化された
ナノ粒子及びカルプロテクチン（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）との粒子結合抗体と抗原との反応
を含む混合物を得ること、（ｄ）特定の時間にわたって工程（ｃ）の前記混合物をインキ
ュベートすること、及び（ｅ）前記混合物の光学特性を取得し、前記混合物の前記光学特
性に基づいてカルプロテクチン（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）の含有量を示すシグナルを決定す
ること、（ｆ）前記含有量を校正後の対照に関連付け、前記生物試料中の測定されたカル
プロテクチン（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）の存在に基づいて前記患者の臨床状態を評価するこ
とを含む前記方法を提供することが一課題である。上記のようにカルプロテクチンを測定
する場合、その量は完全なリソソーム区画を有する顆粒球から単離されたカルプロテクチ
ン標準物質の測定値に対する計量計測学的なトレーサビリティを有する。Ｓ１００ファミ
リーのカルシウム結合タンパク質の構造、数、及び濃度は様々であるため、カルプロテク
チン測定のための初期の方法は、ポリクローナル単一特異性抗体を使用していた。
【００１２】
　光学特性を取得する工程は、吸光度、透過率、反射率、光散乱、蛍光、又はシンチレー
ション値を決定することを含む。比濁測定又は比濁分析測定が好ましく、工程（ｂ）及び
工程（ｃ）が２種類の試薬成分を使用することを含む粒子増強比濁免疫測定法（ＰＥＴＩ
Ａ）が最も好ましい。
【００１３】
　前記ナノ粒子は、感度の向上のため、直径が１５０～３５０ｎｍであることが好ましい
。より好ましくは、前記抗体が、測定範囲の向上のため、それぞれ（ｉ）１５０～２００
ｎｍ及び（ｉｉ）２５０～３５０ｎｍの範囲内で均一な直径を有する２種類の粒子に結合
しているＰＥＴＩＡである。前記ナノ粒子は、カルボキシル化ポリスチレン又はクロロメ
チル活性化ポリスチレンから構成され得る。
【００１４】
　前記粒子結合抗体と抗原との反応は、５．０～６．０のｐＨを有し、且つ、陰イオン界
面活性剤又はドデシル硫酸ナトリウム及びＣａ２＋配位緩衝剤分子を含む混合物中で実施
されることが好ましい。
【００１５】
　糞便中のカルプロテクチンの測定は炎症性腸疾患の精密検査の不可欠な構成要素になっ
てきているため、前記生物試料は糞便、より正確には糞便抽出物であってもよい。大便中
の炎症パラメーター及びカルプロテクチンなどの好中性顆粒球活性マーカーのモニタリン
グによって寛解達成後の病気の再発の早期認識が容易になる。例えば腎前性及び腎内性の
腎臓病、又は心血管系の他の炎症性疾患の診断及び区別のための他の好ましい生物試料は
、血液、血清又は血漿及び尿である。
【００１６】
　前記緩衝液組成物はポリカルボン酸、トリカルボン酸、アコニット酸、トリカルバリル
酸、ジカルボン酸、シュウ酸、マロン酸、コハク酸、グルタル酸、アジピン酸、ピメリン
酸、α－ヒドロキシカルボン酸、β－ヒドロキシカルボン酸、γ－ヒドロキシカルボン酸
、ヒドロキシジカルボン酸、リンゴ酸、クエン酸、酒石酸、マロン酸、グルコン酸、５－
ケトグルコン酸、２－ケトグルコン酸、ジヒドロキシマレイン酸、マレイン酸、フマル酸
、ニトリロ三酢酸、乳酸、及び／又はアスコルビン酸からなる群より選択される少なくと
も１種類の塩から構成されることが好ましい。工程（ｂ）のカルシウム封鎖緩衝液は、ク
エン酸塩、酢酸塩、又はマレイン酸塩のうちの少なくとも１種類の塩、プロテアーゼ処理
済み血清アルブミン、及び０．０１～０．１重量％の陰イオン界面活性剤を含むことが好
ましい。前記反応成分中への非特異的なＩｇＭ抗血清の添加又は非特異的なＩｇＭ抗血清
が存在することが凝集反応の開始及び促進に必要な場合がある。
【００１７】
　上記のような粒子増強比濁免疫測定法により生物試料中のカルプロテクチンの存在を測
定するための検査キットを提供することが別の課題である。前記検査キットは
　ｐＨが５．０～６．０の範囲内である２０～１０００ｍｍｏｌ／Ｌの有機緩衝液、
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　５０～３００ｍｍｏｌ／Ｌのナトリウム塩、カリウム塩、又はリチウム塩、
　０．１～１．５％のプロテアーゼ処理済み血清アルブミン、
　０．０１～０．１％（ｗ／ｖ）のドデシル硫酸ナトリウム、及び
　所望により、２００ｍｍｏｓＭ／Ｌ以上の浸透圧を達成するためのβ－アルドース、ト
リオース、テトロース、ペントース、ヘキソース、グルカン、デキストラン、及び／又は
糖
　を含む第１の試薬成分、並びに
　Ｓ１００Ａ８及びＳ１００Ａ９のうちのいずれか一方又はカルプロテクチン（Ｓ１００
Ａ８／Ａ９）に結合する固定化モノクローナル抗体を担持する直径が１５０～３５０ｎｍ
であるラテックス粒子を０．０１～０．５％（ｗ／ｖ）含む第２の試薬成分
を含み得る。
【００１８】
　カルシウムイオン及び亜鉛イオンを封鎖するための前記反応成分中の緩衝液試薬は、ポ
リカルボン酸、トリカルボン酸、アコニット酸、トリカルバリル酸、ジカルボン酸、シュ
ウ酸、マロン酸、コハク酸、グルタル酸、アジピン酸、ピメリン酸、α－ヒドロキシカル
ボン酸、β－ヒドロキシカルボン酸、γ－ヒドロキシカルボン酸、ヒドロキシジカルボン
酸、リンゴ酸、クエン酸、酒石酸、マロン酸、グルコン酸、５－ケトグルコン酸、２－ケ
トグルコン酸、ジヒドロキシマレイン酸、マレイン酸、フマル酸、ニトリロ三酢酸、乳酸
、アスコルビン酸からなる群より選択される少なくとも１種類の有機酸の塩を含んでよい
。そのような有機酸は、特に併用された場合、水中でカルシウムイオン及び亜鉛イオンに
配位することができる。
【００１９】
　どのような理論にも捉われることを望むものではないが、前記緩衝液試薬の５．０及び
６．０という酸性のｐＨ及びカルシウムイオンの配位は、１００Ａ８タンパク質及びＳ１
００Ａ９タンパク質のｐＫＩが６．３及び６．５であり、二座配位架橋、一座配位架橋、
及び疑似架橋によってカルシウムと強力に結合している、好中性顆粒球中に存在するよう
なカルプロテクチンに特異的な状態を生み出すようである。ドデシル硫酸ナトリウムなど
の少量の陰イオン界面活性剤の存在が粒子結合抗体と標的との反応を阻害することなくタ
ンパク質を溶液中に維持するために必要とされることがある。本願の緩衝液組成物は、ｐ
Ｈ及び浸透圧に関して、顆粒球内にカルプロテクチンが存在する細胞内環境と類似してい
る。顆粒球は５．０～６．０の内部ｐＨを有し、且つ、環境よりも１００～１０００倍低
いカルシウムイオン濃度を有する。
【００２０】
　本開示の好ましい態様は、比濁法による測定を支援する２反応成分を含むキットからな
る。この態様は工程（ｂ）及び工程（ｃ）を支援する２種類の試薬成分を含む粒子増強比
濁免疫測定法（ＰＥＴＩＡ）であってもよい。最も好ましい実施形態は、例えば、独国特
許発明第１０２０１２１０９４５７（Ｂ４）号明細書、独国特許発明第１０２００８０５
７８６６（Ｂ４）号明細書、米国特許第５２４６６６９（Ａ）号明細書、特開平１０－３
００６４２号公報、独国特許発明第１０２００７０７７６０（Ｂ３）号明細書において開
示されるよう、に大便マトリックスからカルプロテクチンを希釈及び抽出するための緩衝
液に所定量の糞便を移すための装置を用いて糞便カルプロテクチンを測定することに関す
る。
【００２１】
　当業者はそれらのあり得る変更点も考慮するので、その他の目的、特徴、及び利点は、
例示のみを目的としており限定を目的としていない図面及び後続の代表的な実施例の説明
を考慮することで明らかになるだろう。本開示の範囲は特許請求の範囲において規定され
ている。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】１８０ｎｍの直径を有するラテックス粒子に共有結合したモノクローナルマウス
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抗カルプロテクチン（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）抗体を使用する比濁免疫測定法の検量線を示
す。
【図２】カルプロテクチンに対するマウスモノクローナル抗体を使用する比濁測定法の検
量線及びその免疫測定法の抗体過剰域限界を示す。
【図３】完全な酸性区画を有する顆粒球に由来する標準カルプロテクチンの測定のための
１種類のモノクローナル抗体を使用する比濁免疫測定法と捕捉抗体及び検出抗体として２
種類のモノクローナル抗体を使用する従来のＥＬＩＳＡとの相互関係を示すプロットであ
る。
【図４】完全なリソソーム膜を有する顆粒球から単離された標準カルプロテクチンの測定
のための２種類のモノクローナル抗体を使用する比濁測定法と従来のＥＬＩＳＡ測定法と
の相互関係を示すプロットである。
【図５】本発明に係るカルプロテクチンを測定するための２種類のモノクローナル抗体を
使用する比濁測定法と１種類のモノクローナル抗体を使用する比濁測定法との測定相関性
を示すプロットである。
【図６】カルプロテクチンの測定のための異なる粒径の２種類の粒子を使用する前記測定
法と従来のＥＬＩＳＡ測定法との測定相関性を示すプロットである。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　以前は糞便中のカルプロテクチンの特異的診断閾値を確定することが困難であり、抽出
方法及び抽出緩衝液が異なるため様々な市販の測定法間で顕著な測定法間差異が存在する
（Ｓｉｐｐｏｎｅｎ　Ｔ，Ｋｏｌｈｏ　ＫＬ．Ｆａｅｃａｌ　ｃａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｎ
　ｉｎ　ｃｈｉｌｄｒｅｎ　ｗｉｔｈ　ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ　ｑｕｉｅｓｃｅｎｔ　ｉ
ｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｂｏｗｅｌ　ｄｉｓｅａｓｅ．Ｓｃａｎｄ　Ｊ　Ｇａｓｔｒｏ
ｅｎｔｅｒｏｌ．２０１０，４５：８７２－８７７；Ｇｉｓｂｅｒｔ　ＪＰ，Ｂｅｒｍｅ
ｊｏ　Ｆ，Ｐｅｒｅｚ－Ｃａｌｌｅ　ＪＬ，ｅｔ　ａｌ．Ｆｅｃａｌ　ｃａｌｐｒｏｔｅ
ｃｔｉｎ　ａｎｄ　ｌａｃｔｏｆｅｒｒｉｎ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　
ｏｆ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｂｏｗｅｌ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｒｅｌａｐｓｅ．Ｉｎ
ｆｌａｍｍ　Ｂｏｗｅｌ　Ｄｉｓ．２００９，１５：１１９０－１１９８；Ｗａｌｋｉｅ
ｗｉｃｚ　Ｄ，Ｗｅｒｌｉｎ　ＳＬ，Ｆｉｓｈ　Ｄ，ｅｔ　ａｌ．Ｆｅｃａｌ　ｃａｌｐ
ｒｏｔｅｃｔｉｎ　ｉｓ　ｕｓｅｆｕｌ　ｉｎ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ　ｄｉｓｅａｓｅ
　ｒｅｌａｐｓｅ　ｉｎ　ｐｅｄｉａｔｒｉｃ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｂｏｗｅｌ
　ｄｉｓｅａｓｅ．Ｉｎｆｌａｍｍ　Ｂｏｗｅｌ　Ｄｉｓ．２００８，１４：６６９－６
７３；Ｄ’Ｉｎｃａ　Ｒ，Ｄａｌ　Ｐｏｎｔ　Ｅ，Ｄｉ　Ｌｅｏ　Ｖ，ｅｔ　ａｌ．Ｃａ
ｎ　ｃａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｎ　ｐｒｅｄｉｃｔ　ｒｅｌａｐｓｅ　ｒｉｓｋ　ｉｎ　ｉ
ｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｂｏｗｅｌ　ｄｉｓｅａｓｅ？　Ａｍ　Ｊ　Ｇａｓｔｒｏｅｎ
ｔｅｒｏｌ．２００８　１０３：２００７－２０１４　Ｔｉｂｂｌｅ　ＪＡ，Ｓｉｇｔｈ
ｏｒｓｓｏｎ　Ｇ，Ｂｒｉｄｇｅｒ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．Ｓｕｒｒｏｇａｔｅ　ｍａｒｋｅ
ｒｓ　ｏｆ　ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ　ａｒｅ　ｐｒｅｄｉｃ
ｔｉｖｅ　ｏｆ　ｒｅｌａｐｓｅ　ｉｎ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｉｎｆｌａｍｍ
ａｔｏｒｙ　ｂｏｗｅｌ　ｄｉｓｅａｓｅ．Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ．２００
０；１１９：１５－２２）。本記載の方法は、完全なリソソーム膜及び酸性区画を維持し
たまま顆粒球を破壊した場合に見出される環境に類似した環境が抽出緩衝液及び測定緩衝
液によって提供されるという利点を提供する。言い換えると、前記環境は顆粒球がその生
理的カルプロテクチンを遊離する環境に生理的に類似している。
【００２４】
　工程（ｂ）において使用される緩衝液は、クエン酸塩、酢酸塩、又はマレイン酸塩のう
ちの少なくとも１種類の塩、プロテアーゼ処理済み血清アルブミン、及び０．０１～０．
１重量％の１種類又は複数種類の陰イオン界面活性剤を含んでいてもよい。凝集の改善及
び促進のため、前記反応成分のうちの１種類又は複数種類が凝集を促進する薬剤、例えば
リウマトイド因子（ＲＦ）である非特異的ＩｇＭをさらに含んでよい。ＲＦはＩｇＧアイ
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ソタイプ、ＩｇＭアイソタイプ、ＩｇＡアイソタイプ、及びＩｇＥアイソタイプとして存
在し得るが、カルプロテクチンの臨床的測定のためにはＩｇＭクラスのＲＦが好ましい。
【００２５】
　第２の試薬成分はナノ粒子上に固定化された１種類又は複数種類のモノクローナル抗カ
ルプロテクチン抗体を含んでよい。２種類以上の異なるモノクローナル抗体が全体的な安
全性の理由で好ましい。１種類の特異的なモノクローナル抗体のみが使用される場合、非
典型的な免疫反応及び誤診断のリスクが常に存在するが、そのリスクはカルプロテクチン
に対する第２の特異的モノクローナル抗体の使用によって改善される可能性がある。また
、２種類の特異的抗体が異なるエピトープ及び結合決定基を有するのでそれらの特異的抗
体によって凝集反応がより確実になる。
【００２６】
　前記ナノ粒子は、感度の向上のため、直径が１５０～３５０ｎｍであってもよい。均一
な直径を有するナノ粒子が好ましい。測定範囲の向上のため、それぞれ（ｉ）１５０～２
００ｎｍ及び（ｉｉ）２５０～３５０ｎｍの範囲内で直径を有する２種類の粒子に固定化
されたモノクローナル抗カルプロテクチン抗体を使用することが好ましい場合がある。前
記単一粒径の粒子又は複数粒径の粒子は、カルボキシル化ポリスチレン粒子又はクロロメ
チル活性化ポリスチレン粒子であってもよい。
【００２７】
　別の態様は、粒子増強比濁免疫測定法により体液又は生体試料中のカルプロテクチンを
測定するための２種類の試薬成分からなるキットに関する。第１の試薬成分は、上記の通
りであり、及び／又はｐＨが５．０～６．０の範囲内である２０～１０００ｍｍｏｌ／Ｌ
の前述の緩衝液試薬の塩、５０～３００ｍｍｏｌ／Ｌのナトリウムイオン、カリウムイオ
ン、若しくはリチウムイオン、０．１～１．５％のプロテアーゼ処理済み血清アルブミン
、０．０１～０．１％（ｗ／ｖ）の陰イオン界面活性剤、好ましくはドデシル硫酸ナトリ
ウム、所望により２００ｍｏｓｍｏｓ／Ｌ以上の浸透圧を達成するためのβ－アルドース
、トリオース、テトロース、ペントース、ヘキソース、グルカン、デキストラン、及び／
又は糖を含む抽出緩衝液であってよい。第２の試薬成分は、５．０～６．０のｐＨでＳ１
００Ａ８及びＳ１００Ａ９のうちのいずれか一方又はカルプロテクチン（Ｓ１００Ａ８／
Ａ９）に結合する固定化モノクローナル抗ヒトカルプロテクチン抗体を担持する、直径が
１５０～３５０ｎｍであるラテックス粒子を０．０１～０．５％（ｗ／ｖ）の濃度で含ん
でいてもよい。
【００２８】
　患者の生物試料中のカルプロテクチンの存在を測定する方法は、（ａ）糞便、血清又は
滑液でありってもよい所定量の生物試料を採取すること、（ｂ）（ｉ）５．０～６．０の
ｐＨ、（ｉｉ）１５０ｍｍｏｓＭ／ｋｇ・Ｈ２Ｏ以上の浸透圧、（ｉｉｉ）亜鉛イオン及
びカルシウムイオンに配位して封鎖することができる有機酸、及び（ｉｖ）０．０１～０
．１重量％の陰イオン界面活性剤を有する前記有機緩衝液の所定量で前記生物試料を溶解
及び抽出すること、及び所望により、前記生物試料のマトリックスをホモジナイズ及び抽
出した後に存在する場合は粒子物質を除去してカルプロテクチン（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）
を含む試料溶液を得ること、（ｃ）特定量の粒子含有試薬と所定量の工程（ｂ）の前記試
料溶液とを混合して（ｉ）５．０～６．０のｐＨ、（ｉｉ）１５０ｍｍｏｓＭ／ｋｇ・Ｈ

２Ｏ以上の浸透圧、（ｉｉｉ）カルシウムイオン及び亜鉛イオンを封鎖する有機塩及び有
機酸を有し、且つ、（ｉｖ）少なくとも１５０～３５０ｎｍの直径を有し、且つ、Ｓ１０
０Ａ８タンパク質及びＳ１００Ａ９タンパク質のうちのいずれか一方又はカルプロテクチ
ン（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）に特異的に結合するモノクローナル抗体又はその断片が固定化
されたナノ粒子を含む混合物を形成すること、（ｄ）第１の時間にわたって工程（ｃ）の
前記混合物をインキュベートすること、及び（ｅ）前記混合物の光学特性を取得し、前記
混合物の光学特性に基づいてカルプロテクチン（Ｓ１００Ａｓ／Ａ９）の含有量を示すシ
グナルを決定すること、（ｆ）前記含有量を同一緩衝溶液中のカルプロテクチンについて
の校正後の対照に関連付け、前記生物試料中の測定されたカルプロテクチン（Ｓ１００Ａ
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８／Ａ９）の存在に基づいて前記患者の臨床状態を評価することを含む。
【００２９】
　別の態様は、自動分析用の免疫学的ラテックス比濁法試薬セット及びそれらの試薬の使
用に関する。前記実施形態は、工程（ｂ）の前記試料溶液中の二量体型カルプロテクチン
を安定化するための緩衝液を含む第１の試薬成分、並びにＳ１００Ａ８及びＳ１００Ａ９
又はカルプロテクチン（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）に対するモノクローナル抗体が１種類又は
複数種類固定化された粒子を含む第２の試薬成分から構成される二試薬系であってもよい
。本記載の方法は、存在する任意の固形物を所望により除去した後に、前記第１の試薬成
分中の前記生物試料の抽出物を移動させるか、又は希釈することを包含することがある。
前記第１の試薬成分は、ｐＨが５．０～６．０の範囲内であり、且つ、カルシウムイオン
及び亜鉛イオンを封鎖する有機緩衝液試薬を含む有機緩衝液系中に、プロテアーゼ処理済
みのウシ血清アルブミン又はヒト血清アルブミンを好ましくは０．１～１．５％の量で含
んでいてもよい。
【００３０】
　前述のように、使用するナノ粒子は、直径が１５０～３５０ｎｍ、好ましくは１５０～
２００ｎｍの範囲であるカルボキシル化ポリスチレン粒子であってもよい。最も好ましい
実施形態では、カルボキシル化ポリスチレンナノ粒子は１６０～１８０ｎｍの範囲の直径
を有する。最も好ましい実施形態では、前記ナノ粒子は実質的に同じ粒径であり、好まし
くは１６０～１８０ｎｍの範囲の直径を有する。この粒径によって抗体分子の提示が向上
し、且つ、抗原過剰状態での測定におけるピットフォールが最小限になる。そのようなナ
ノ粒子は抗原相互作用表面が広いので必要とされる抗体被覆粒子が少なくなり、その抗体
抗原反応は、通常は迅速である表面媒介性免疫反応に匹敵することになる。そのような大
きな粒子は、測定値の好適な計量計測学的トレーサビリティについて免疫吸着測定法（例
えばＥＬＩＳＡ）を使用するそれまでのカルプロテクチン測定法よりも好ましく、相互互
換性の点でも好ましい。抗体抗原反応が液体中で３次元的であり、且つ、表面非依存的な
反応である場合、トレーサビリティ、確実性、及び相互互換性が達成されないことがあり
得る。したがって、通常よりも大きい粒子を使用することにより結果の計量計測学的トレ
ーサビリティが改善されると考えられる。結果の比較可能性は実現されなくてはならず、
それは臨床検査室の中心的活動である。
【００３１】
　前記モノクローナル抗体と基本的にヘテロ二量体のカルプロテクチンとの特異的な２次
元反応に適切であり、且つ、必要な抗体が比較的に少ないという点で最適化されている粒
径のナノ粒子が好ましい。粒子増強免疫反応が促進されるが、立体効果によってカルプロ
テクチン構造の影響が減少するようである。所与の粒径範囲内であれば、粒径の増加は高
い自発的混濁とは無関係である。
【００３２】
　好ましい実施形態では、ナノ粒子は、（ｉ）２５０～３５０ｎｍの直径及び（ｉｉ）１
６０～２５０ｎｍの直径を有する２種類の異なる粒径のナノ粒子であってもよい。異なる
粒径の免疫感作粒子の組合せによって正確性及び測定範囲がさらに向上するはずである。
【００３３】
　カルプロテクチンは白血球のサブグループである顆粒球によって発現され、放出又は分
泌の前には細胞質顆粒、おそらくは小胞体及びトランスゴルジ網のある種の区画内に貯蔵
されるがこのことはまだ研究中である。しかしながら顆粒球はそれらの細胞質内に顆粒が
存在することからその名付けられている。顆粒球はそれらの核が様々な形であることから
多形核白血球とも呼ばれている。多形核白血球という用語は通常「好中球顆粒球」を指し
、それは顆粒球の約９５％を占める。その他の顆粒球は好酸性顆粒球及び好塩基性顆粒球
並びに肥満細胞に細分化され、それらの細胞は少数である。顆粒球は骨髄内での顆粒球生
成を経て形成され、約６時間にわたって循環し続けてそれらの生物学的機能を発揮する。
細胞の細胞質ゾル内のカルシウムイオンレベルは比較的に一定に維持され、細胞内では細
胞外よりも１００，０００倍低い。細胞内カルシウムイオンの増加によって重要な細胞の
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変化が起こり得ることがよく知られており、そのためにカルシウムイオン及び細胞内カル
シウムレベルは第２のメッセンジャーであると言われている。細胞内カルシウムイオンレ
ベルが厳密に制御されていることが顆粒球及びカルプロテクチンなどの顆粒球のカルシウ
ム結合タンパク質の機能にとってきわめて重要である。したがって、カルプロテクチンに
よる結合に利用可能なカルシウム環境の厳密な制御は、カルプロテクチンの機能及び構造
と、体液（血清、滑液等）並びに組織及び糞便などの生物学的マトリックス中の生物学的
に有効なカルプロテクチンの再現性のある測定にとって重要であるようだ。
【００３４】
　他方、カルシウムが存在する場合、界面活性製剤中でリン酸塩、例えばトリポリリン酸
ナトリウム（ＳＴＰ）を使用することにより沈殿が生じる場合がある。Ｓ１００Ａ８及び
Ｓ１００Ａ９は低いｐＨでは強力なカルシウム結合体であり、ｐＨ６．３及びｐＨ６．５
の等電点を有する。その結果、これらのタンパク質は既にカルシウムイオンに結合してお
り、生物試料（血清、糞便、滑液等）中に存在する付加的なカルシウムが定量的測定に干
渉する場合がある。理論に捉われることを望むものではないが、ｐＨが等電点以下に変化
すること、より正確にはｐＨ６．０以下に変化することによる付加的なカルシウム結合及
びオリゴマー化を阻害することが有益であり、カルシウムの沈殿を避けるために弱い封鎖
剤が必要であると考えられる。これは、クエン酸緩衝液、マレイン酸緩衝液、又はリンゴ
酸緩衝液を使用することにより達成することができる。あるいは、沈殿及びカルシウムイ
オン誘導性の凝集を抑制するためにアクリル酸とマレイン酸の重合体及び共重合体を添加
してもよい。カルシウムの複合体形成は溶液のｐＨに依存している。クエン酸の場合、３
つのカルボン酸基の全脱プロトン化が有効である場合、６．５以上のｐＨでは複合体化し
ていないカルシウムの濃度が低く、且つ、一定のままである。リンゴ酸及び乳酸の場合で
あって、後者の脱プロトン化定数よりも高いｐＨの場合、遊離カルシウムの濃度がより重
要であり、且つ、増減する。アセタール官能基を含む多数のポリカルボン酸が検討されて
おり、それらのカルシウム封鎖挙動が比較されている。酸化炭水化物によるカルシウムの
封鎖は対応するポリカルボン酸エーテルによる封鎖よりも少ないことが一般的である。
【００３５】
　大便中のカルプロテクチンが測定される場合、カルプロテクチンが結合するためのカル
シウムの量は胃腸（ＧＩ）管中のカルシウムレベルに依存し、試料間で大きく異なってい
る。大半のカルシウム塩、例えばサプリメント及び食品中の天然カルシウム源は、ｐＨ依
存的な溶解性を有する。４種類の主要なカルシウム塩（シュウ酸カルシウム水和物、クエ
ン酸カルシウム四水和物、リン酸カルシウム、グリセロリン酸カルシウム）の溶解性はそ
れぞれｐＨと共に上昇する。したがって、少量の遊離カルシウムであっても低分子量のＳ
１００Ａ８カルシウム結合タンパク質及びＳ１００Ａ９カルシウム結合タンパク質の非典
型的な四量体又はオリゴマーの形成を引き起こす場合があるので、抽出及び測定にとって
は低ｐＨが好ましい。
【００３６】
　第２の試薬成分は固定化抗体を担持するラテックス粒子の懸濁液であってよい。免疫学
的ラテックス比濁法試薬の一実施形態は、０．１～１．５％のプロテアーゼ処理済みヒト
血清アルブミン、２０～１０００ｍｍｏｌ／Ｌのクエン酸緩衝液（ｐＨ５．０）、５０～
３００ｍｍｏｌ／Ｌの塩化ナトリウム、及び０．１％（ｗ／ｖ）のドデシル硫酸ナトリウ
ムを含む第１の試薬成分であってもよい。第２の試薬成分は、２０～１０００ｍｍｏｌ／
Ｌのクエン酸緩衝液（ｐＨ５．０）、５０～３００ｍｍｏｌ／Ｌの塩化ナトリウム、並び
にＳ１００Ａ８及びＳ１００Ａ９のうちのいずれか一方又はカルプロテクチン（Ｓ１００
Ａ８／Ａ９）ヘテロ二量体に結合する固定化モノクローナル抗体を担持する直径が１５０
～３５０ｎｍであるラテックス粒子を０．０１～０．５％（ｗ／ｖ）の濃度で含んでいて
もよい。
【００３７】
　そのような試薬成分は、カルプロテクチン（ＭＲＰ８／１４、Ｓ１００Ａ８／Ａ９）に
対するモノクローナル抗体、例えばドイツ、ベンスハイムのＩｍｍｕｎｄｉａｇｎｏｓｔ
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ｉｋ　ＡＧ社から市販されている抗体（商品番号Ｋ６９２７、Ｋ６９３６）を使用する粒
子増強比濁免疫測定法において、カルプロテクチン（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）に対する高い
感度及び特異性、並びに改善された診断信頼性を実現する。より正確に言うと、そのよう
な均質な免疫測定法による診断結果、さらに正確に言うと、確立されたＥＬＩＳＡ方法及
び診療現場での免疫クロマトグラフィー検査よる診断結果は比較可能である。炎症の存在
については、大便１ｇに対して５０μｇの診断カットオフ値を設定することができる。先
行技術と比較すると、粒子増強比濁免疫測定法は、１５０～３５０ｎｍの範囲内の直径を
有する大きなナノ粒子に固定化されたカルプロテクチンヘテロ二量体（Ｓ１００Ａ８／Ａ
９）に対する標準化モノクローナル抗体を使用する。
【００３８】
　カルプロテクチンは、体液及び糞便中で好ましくはヘテロ二量体として生じるので、凝
集により複合体が損なわれてはならない。１５０～３５０ｎｍの範囲内の大きなナノ粒子
により凝集が動力学的に面依存的（「二次元的」）になるので濁度が均一になり、且つ、
標準的ＥＬＩＳＡにより測定されるようなカルプロテクチン（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）濃度
に対して濁度が計量計測学的にトレース可能になるようだ。よって、診断結果と診断評価
には臨床検査室業務にとって必須である互換性がある。したがって、確定された診断カッ
トオフ値を使用することができる。
【００３９】
　まとめると、比濁免疫測定法は均質な測定法であるばかりではなく、診断結果がモノク
ローナル抗体を使用する確立されたＥＬＩＳＡの診断結果と比較可能であり交換可能であ
る。試料中に存在するカルプロテクチン（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）の量は、標準物質を基準
として前記試料の凝集又は不透明度／濁度を測定することにより決定可能である。したが
って、分析はＨｉｔａｃｈｉ又はＣｏｂａｓ（登録商標）などの任意の市販の自動分析装
置において実行可能である。必要な抗体の量の観点から、組換え抗体及び組換え断片を使
用することが好ましい。
【００４０】
　糞便からの抽出中及びその後のカルプロテクチンは、抽出緩衝液及び反応緩衝液中のＣ
ａ２＋によって安定化され得る。しかしながら、生物試料（血清、血液、滑液、又は大便
）は内在性のカルシウムを含んでいる。カルシウムイオンを穏やかにキレートする緩衝液
を使用することが好ましい。糞便カルプロテクチン（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）はカルシウム
イオンと結合した場合にはプロテアーゼから保護されているのみであるが、過剰なカルシ
ウムイオンにより四量体及びオリゴマーの形成が引き起こされる。カルシウムを封鎖する
酸性緩衝液によってカルプロテクチン（Ｓ１００Ａ／Ａ９）ヘテロ二量体が安定化され、
担持され得るようである。安定化酸性緩衝液はｐＨが５．０～６．０であり、０．５％以
下、好ましくは０．１％のイオン性及び陰イオン性の界面活性剤を有していてもよい。イ
オン性界面活性剤はＳＤＳ及び非イオン性界面活性剤Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２０であっ
てもよい。顆粒球の顆粒内では５．０～６．０のｐＨ及び１５０ｍｏｓｍ／Ｌ超のイオン
強度が観察されているので、可溶化及び測定のための条件は分泌顆粒内の環境に類似して
いる。
【００４１】
　本明細書で使用されるいくつかの用語を以下においてさらに説明及び定義する。
【００４２】
　「生体試料又は体液」という用語は、血液、血清、血漿、糞便、尿、唾液、排泄物、体
液、及び組織液を含むヒト材料又は動物材料を表す。生体試料は、診断検査のため、又は
医学的状態の評価及び特定のための材料及び試料の抽出物でもある。試料は液体又は固体
であってもよい。固体又は半固体マトリックス（糞便試料）である場合、試料は抽出され
なければならない。任意の市販の大便試料抽出キットを使用してもよく、例えばＩＤＫ　
Ｅｘｔｒａｃｔ（登録商標）（ドイツ、ベンスハイムのＩｍｍｕｎｄｉａｇｎｏｓｔｉｋ
　ＡＧ社）を予め充填した、又は本明細書に記載される第１の反応成分を手作業で充填し
た大便試料調製系（ＳＳＰＳ）を使用してもよい。比濁検査の実施に必要な大便抽出物の
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量は５～２０ｍｇの範囲である。試料は、腸管、肝臓、胆嚢、膵臓、又は腎臓の疾患を試
験するためには、尿であってもよい。試料は、心血管疾患を試験するためには、血液、血
漿、又は血清であってもよい。
【００４３】
　校正物質は、既知濃度の分析物（カルプロテクチン）を含む（段階的な）溶液であり、
臨床検査室業務の正確な実施に同等に必要である。シグナル強度を解釈し、それによって
試料中の分析物（カルプロテクチン）の存在又は濃度を決定するために、生体試料の標本
で得られた結果が校正物質の段階希釈物で得られた結果と比較される。
【００４４】
　検出限界は、測定法において確実に検出可能な分析物の最低の量として定義され、検出
限界では全誤差が精度の要件と合致する。本記載の方法によれば大便１ｇ当たり１０μｇ
以下のカルプロテクチンという検出限界を得ることができ、その検出限界は炎症の診断の
ための大便でのカットオフ（大便のグラム重量当たり５０μｇのカルプロテクチン）より
も当然低い。
【００４５】
　比濁法は溶液中に懸濁された粒子の散乱効果に起因する透過光強度の低下の計測である
。粒子を含む溶液を含んでいるキュベットに既知の波長（ｎｍ）の光を透過させ、光電子
セルによってその光が収集される。吸収された光の量について測定値（ｍＥ）が決定され
る。現在では直接免疫比濁法及び粒子増強免疫比濁法（ＰＥＴＩＡ）の２種類の比濁測定
法が用いられている。直接免疫比濁法では、抗体は対応する抗原との直接的相互作用によ
って免疫複合体を形成する。粒子増強免疫比濁法は抗体によるナノ粒子の被覆に基づいて
おり、本願ではカルプロテクチンに対する２種類のマウスモノクローナル抗体によるナノ
粒子の被覆に基づいている。粒子増強免疫比濁測定法は、粒子がシグナルを増幅して感度
が増強されるので、分析物が低濃度で存在する場合に適切である。
【００４６】
　通常ナノメートル（ｎｍ）単位で測定される平均直径を有するナノ粒子を使用すること
が一般的である。ナノ粒子の粒径（直径）は、動的光散乱法（ＤＬＳ）、光子相関分光法
（ＰＣＳ）、又は準弾性光散乱法（ＱＥＬＳ）によって確実に測定され得る。本明細書に
記載される直径は、Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ　Ｎａｎｏ（Ｍａｌｖｅｒｎ　
Ｐａｎａｌａｙｔｉｃａｌ社、マルバーン、英国）又はＨｏｒｉｂａ　ＳＺ－１００を使
用して測定されており、所与の平均値からのガウス偏差は１０ｎｍ未満である。ナノ粒子
の表面には生体分子（ＨＡＳ）及び当然のこととして免疫グロブリン（Ｉｇ）及びモノク
ローナル抗体が結合しているので、直径を厳密に測定及び制御しなくてはならない。ナノ
粒子－Ｉｇ生体複合体の大きな表面積対体積比は、免疫グロブリンの標的生体分子との相
互作用に有利である。抗体担持ナノ粒子の調製は当技術分野においてよく知られている。
粒子上の適切な被覆材に抗体を吸収させることができ、又は架橋剤によって粒子に抗体を
化学的に結合させてもよい。ラテックス粒子の重合体自体に抗体を直接的に結合させても
よい。ナノ粒子は、使用前にクエン酸三ナトリウム二水和物、ウシ血清アルブミン、Ｔｗ
ｅｅｎ２０、ショ糖、アジ化ナトリウムを含む緩衝液（貯蔵緩衝液）中に保管されてもよ
い。本発明の貯蔵緩衝液を使用することで、カルプロテクチンに対するモノクローナル抗
体を有するラテックス免疫粒子は懸濁状態で非常に安定しており、すなわち免疫測定法前
に２～８℃で最大１２か月の期間にわたって自発的な凝集を起こさずに抗体安定性を維持
する。
【００４７】
　カルプロテクチンは顆粒球によって放出され、放出前には細胞顆粒内に、より正確には
おそらくリソソームではないトランスゴルジの区画に貯留される。細胞質ゾル内及びそれ
らの酸性区画（ｐＨ５．０～６．０）内のカルシウムイオンレベルは比較的に一定に維持
されており、カルシウムイオン濃度は細胞外よりも１００，０００倍低い。細胞内カルシ
ウムイオンレベルが厳密に制御されていることが顆粒球の機能及び他の細胞にとってきわ
めて重要である。同様にカルプロテクチンの結合に利用可能なカルシウムイオン及びｐＨ
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の厳密な制御がカルプロテクチンの機能のみならず、生体試料中のカルプロテクチンの計
量計測学的にトレース可能な測定のためにも重要である。したがって、低いｐＨで結合す
る抗カルプロテクチンモノクローナル抗体を使用しなくてはならない。よって、試料マト
リックスからの抽出中、並びに免疫反応及びその後の凝集が起こる測定法溶液中で、可溶
型のカルプロテクチンを安定化させる必要がある。０．５％以下、好ましくは０．１％の
イオン性及び非イオン性の界面活性剤を添加することによりこれを達成してもよい。好ま
しい陰イオン界面活性剤はＳＤＳであるが、先行技術では主にＴｗｅｅｎ（登録商標）２
０などの非イオン性界面活性剤を使用して機能するようである。抽出のためには５．０～
６．０のｐＨが使用され、そのようなｐＨは顆粒球の酸性区画及び顆粒においても観察さ
れる。
【００４８】
　非特異的免疫反応の抑制のために、試料は抗ＩｇＭ抗血清を含む緩衝溶液に溶解されて
もよい。抗ＩｇＭ抗血清の存在が免疫測定法におけるＩｇＭ干渉効果の補正に寄与するこ
とがあり、それによって試料の起源と無関係に一貫した結果を得ることができる。抗Ｉｇ
Ｍ抗血清は内在性カルプロテクチンを含むことがあり、そのため抗ＩｇＭ抗血清の各バッ
チについてＩｇＭ血清関連カルプロテクチン含量を最終的に補正する必要がある。
【００４９】
　本開示はカルプロテクチンの定量的測定のための検査キットをさらに意図している。キ
ットは、５．０～６．０のｐＨで結合する少なくとも１種類の抗カルプロテクチンモノク
ローナル抗体又はその抗体断片で被覆された均質なナノ粒子であって、１６０～１８０ｎ
ｍの範囲の直径を有する前記ナノ粒子を含み得る。前記キットは、感度及び測定範囲の向
上のため、別の均一な粒径を有する２種類目の均質なナノ粒子を含んでいてもよい。本開
示は大便中のカルプロテクチンの定量的検出のための方法であって、（ａ）５．０～６．
０のｐＨ及び１５０ｍｏｓｍ／Ｌ以上の浸透圧を有する第１の反応成分で所定量の大便を
抽出してカルプロテクチンを溶解し、液体試料を提供すること、（ｂ）前記液体試料をｐ
Ｈ５．０～６．０で結合するカルプロテクチン（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）に対するモノクロ
ーナル抗体が少なくとも１種類固定化されたナノ粒子と接触させること、及び（ｃ）比濁
法により前記試料中のカルプロテクチンの量を評価することを含み、前記ナノ粒子の直径
が１６０～３５０ｎｍの範囲内にある前記方法にも関する。好ましい実施形態では、前記
ナノ粒子はカルボキシル化ポリスチレン粒子であってよく、感度及び検出範囲のために２
種類の均一な粒径のナノ粒子が存在してよく、それらの均一な粒径は、（ｉ）１５０～２
５０ｎｍ及び（ｉｉ）２５０～３５０ｎｍの範囲内にある。前記ラテックス粒子は有機高
分子量材料の粒子であってもよく、例えば、ポリスチレン、スチレン－メタクリル酸共重
合体、スチレン－グリシジル（メタ）アクリル酸共重合体、又はスチレン－スチレンサル
フェート共重合体からなるラテックス粒子であってよい。
【００５０】
　このような検査及び方法を臨床検査室の自動分析装置に適合させることができる。本方
法は、ロット特異的ではなく、且つ、１種類のエピトープにのみ結合するモノクローナル
抗体の使用による非特異的凝集の抑制を特徴とする。従来の比濁検査は鳥類ポリクローナ
ル抗体（ＭＲＰ８／ＭＲＰ１４ヘテロ二量体に対するニワトリＩｇＹ）を使用するもので
あり、比濁測定法においては自発的な凝集が引き起こされる。また、先行技術では生理的
ｐＨの反応緩衝液（ｐＨ７．２の３－（Ｎ－モルホリノ）プロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ
）緩衝液）が使用されており、Ｓ１００Ａ９タンパク質とＳ１００Ａ９タンパク質のホモ
多量体及びヘテロ多量体への凝集は妨げられない（Ｎｉｌｓｅｎ　Ｔ　ｅｔ　ａｌ，Ａ　
ｎｅｗ　ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｒｉｃ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　ｆｏｒ　ｓｅｒｕｍ　
ｃａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｎ　ｆｏｒ　ｆｕｌｌｙ　ａｕｔｏｍｉｚｅｄ　ｃｌｉｎｉｃａ
ｌ　ａｎａｌｙｓｅｒｓ，Ｊ．Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，２０１５，１２：４５）。ビ
ュールマンｆＣａｌ（登録商標）ｔｕｒｂｏによって使用されるような生理的なｐＨ８の
緩衝液（Ｒ１：ｐＨ７．２；Ｒ２、ｐＨ８．１）にカルプロテクチンを希釈して同じ鳥類
ポリクローナル抗体を使用した場合に同様のことが観察され得る。しかしながら比濁法及
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び比濁反応は溶液中の標的分子（複合体）の数を決定するのであって、校正のためにビュ
レット法によって決定されるようにタンパク質（アミノ酸）の量を決定するのではない。
したがって、高ｐＨ及びポリクローナル抗体を使用するカルプロテクチン測定のための従
来の比濁法は、計量計測学的なトレーサビリティを有する結果を出すことができない。従
来の方法間の結果の相互互換性は、臨床検査室の日常業務では利用可能ではない（事後の
）補正率によってのみ達成可能である。また、異なるバッチで異なるロットのカルプロテ
クチン抗原を使用して生成及び精製された異なるバッチの抗体間のロット変動が重要であ
る。
【００５１】
　本発明の一実施形態では、前記ナノ粒子はラテックス粒子であってよい。好ましい実施
形態では、ラテックスナノ粒子は、粒径が１５０～２５０ｎｍ（２５０～３５０ｎｍ）、
表面電荷密度が４０～６０μＣ／ｃｍ２、すなわち表面電荷密度１５０～２５０μΕｑ／
ｇ、固形物含量が１０．０（％）であり、０．０５％のアジ化ナトリウムによって安定化
されているカルボキシル化ポリスチレン粒子である。
【００５２】
　本発明の比濁法は、一般的な測光分析装置に柔軟に適用可能であるので、専用の分析装
置を必要としない。本発明によれば、専用の機器又は消耗品を購入するための追加費用は
もはや必要とされない。本願の方法によって多大な時間を要する試料分割を行わない完全
な自動化処理が促進され、それにより試料処理能力が高くなり臨床検査室の効率が向上さ
れる。本開示に基づいて、正確な定量、計量計測学的トレーサビリティ、結果の相互互換
性、及びカットオフ値（例えば大便１ｇ当たり５０μｇのカルプロテクチン）に基づいた
診断の判別が可能である。これらは患者の治療監視に必要である。手作業の検査には使用
者及び分析試料に対する高い汚染リスクが伴うので、自動化及び標準化が適用可能であり
、好ましい実施形態である。
【００５３】
　本出願の１つの目的は、ヒトカルプロテクチンに対する哺乳類モノクローナル抗体に基
づき、通常は鳥類の抗体で引き起こされるような測定法感度の低下という不利益が回避さ
れる粒子増強比濁免疫測定法を提供することである。別の目的は、製造業者を問わず任意
の標準的化学分析装置に適用可能なカルプロテクチン測定のための測定法を提供すること
である。別の態様は、固定化抗体を有し、貯蔵時に自発的に凝集及び沈殿するラテックス
粒子の自然な傾向を排除する貯蔵緩衝液である。本記載の反応緩衝液は貯蔵緩衝液として
も使用可能である。
【００５４】
　現在、白血球の計数及び／又はＣ反応性タンパク（ＣＲＰ）の測定が抗生物質治療を必
要とする細菌感染症の診断に用いられている。そのような症例の約４０％が細菌感染症及
び他の原因と誤分類されていると推定されている（ＸｕＳ　ｅｔ　ａｌ，Ｌｉｐｏｃａｌ
ｉｎｓ　ａｓ　ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍａｒｋｅｒｓ　ｏｆ　ｄｉｓｅａｓｅ，Ｂｉ
ｏｃｈｉｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ａｃｔｏ　２０００，１４８２：２９８－３０７）。好中
球活性化マーカーであるＨＮＬ／ＮＧＡＬは、急性細菌感染症とウイルス感染症との区別
を可能にするが、生体試料中では濃度が非常に低いため実用可能なマーカーではない。現
在のカルプロテクチンの測定法は顆粒球の活性化を反映しており、炎症症状で上昇するこ
とが示されている。しかしながら、ヒトカルプロテクチン分子は、Ｓ１００Ａ８（ＭＲＰ
８）及びＳ１００Ａ９（ＭＲＰ１４）のサブユニットを含む２４ｋＤａのヘテロ二量体と
して説明されているが、比濁法による測定は所定の標準物質及び分子を必要とするため、
インビボでの実際のカルプロテクチンの構造について一致した意見は存在しない。カルプ
ロテクチンは、カルシウムが存在する場合、ヘテロ二量体、ヘテロ三量体、又はヘテロ四
量体であり得ることを見出した。カルプロテクチンは好中性顆粒球内に見出されるカルシ
ウム結合タンパク質であり、白血球の脱落、能動的な分泌、細胞障害、及び細胞死を経て
腸管腔内で利用可能になる。腸管炎症時に好中性顆粒球は腸粘膜に移動し、糞便カルプロ
テクチンレベルを上昇させる。
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【００５５】
　糞便カルプロテクチンレベルはクローン病及び潰瘍性大腸炎の疾患活動度の組織学的評
価及び内視鏡評価と相関する。インジウム－１１１標識好中性顆粒球の糞便中排出が炎症
性腸疾患（ＩＢＤ）の疾患活動性の「至適基準」として提案されてきた。活動性炎症性腸
疾患（ＩＢＤ）の患者では糞便カルプロテクチンレベルが最大で１０倍上昇していること
があるので、糞便中カルプロテクチン濃度の上昇の交換可能な測定が必要とされる。糞便
カルプロテクチンは、ＩＢＤと過敏性腸症候群との区別をするためにも使用される。カル
シウムが結合している場合にのみカルプロテクチンは酵素分解に対して耐性であるため、
糞便中のカルプロテクチンを抽出及び測定することができる。カルプロテクチンは大腸が
ん、胃腸炎、及び食物不耐性などの他の炎症性胃腸症状の指標でもあり得るが、カルプロ
テクチンのレベルは年齢に応じて変化し、個体内でも日々変化する。血清カルプロテクチ
ンは敗血症及び急性虫垂炎の診断に適した価値のある炎症マーカーである。しかしながら
国際的なカルプロテクチン標準物質は存在しない。したがって、バッチ毎の変動に起因す
る不正確な測定を避けるために内部で確立された標準物質が校正のために使用されている
。これは、選択される方法に応じて、製造者間で異なるレベルの標準物質が生じることに
もなる。
【００５６】
　しかしながら、開示されるカルプロテクチンの測定によって計量計測学的にトレース可
能な結果が提供される。したがって、一方の態様は、異なる生物試料間でのカルプロテク
チン含量の大きな変動を克服するために必要である、試料１ｍｌ当たり０～２０００μｇ
のカルプロテクチン校正物質による比濁測定法の性能の検証である。範囲が広いことによ
って過剰な実施及び抗原過剰問題が回避され、それは本記載の方法によって達成され得る
。
【００５７】
　図１はマウスモノクローナル抗体被覆ラテックス粒子を使用した検量線を示している。
吸光度の値（Ｙ軸）は大便１ｇ当たりのカルプロテクチンのマイクログラム数としてのカ
ルプロテクチン値（Ｘ軸）に対応している。これらの結果は０～２０００μｇ／ｇの範囲
内での連続的な挙動を裏付けている。図２に示されるように、免疫測定法の性能は、試料
中のカルプロテクチン濃度が大便１ｇに対して２０００μｇ超になると直線性が失われる
。
【００５８】
　本発明の免疫粒子はＭＲＰ８／ＭＲＰ１４カルプロテクチンに対して生成されたマウス
モノクローナル抗体で被覆されている。鳥類抗体はよく知られている誤測定の原因である
リウマチ因子、ヒト抗マウスＩｇＧ抗体、又はヒト補体系との反応性は低いが（欧州特許
第１５７３３３５（Ｂ１）号明細書参照）、ポリクローナル鳥類抗体は哺乳類モノクロー
ナル抗体よりも特異性が低い。したがって、本開示による別の課題は、非特異的反応性の
不利益を有しない高度に特異的な抗体に基づく比濁カルプロテクチン測定法を提供するこ
とである。これは本願の測定法系によって達成される。
【００５９】
　カルプロテクチンを測定するための感度の高い方法が利用可能である。しかしながら、
利用可能なＥＬＩＳＡ測定法は長い検査所要時間が長く、比濁測定法よりも面倒である。
本開示が提供する測定法系は試料が検査室に到着後すぐに試料を処理することができ、そ
れによってカルプロテクチンレベルの上昇に関連する任意の健康状態を適時に診断するこ
とができる。比濁法の適合性を３６個の大便試料で検査し、基準としての標準的ＥＬＩＳ
Ａ測定法との相互関係を示した。図３は１種類のモノクローナル抗体被覆粒子の粒径を使
用する比濁測定法とカルプロテクチンの測定のためのＥＬＩＳＡ測定法との相互関係を示
している。比濁測定法のためにＨｉｔａｃｈｉ　９１２分析装置を製造業者に従って使用
した。統計分析によって結果が交換可能であることが明らかになり、したがって大便中の
カルプロテクチンの測定のための本開示の方法の適合性が確認された（Ｐ／Ｂ回帰：Ｙ＝
０．９１４×Ｘ－２１．４０３、ｍｄ（９５）＝２１２．１６９、ｎ＝３６、ｒ＝０．９
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０１８、ｔ＝０．７６９３）。特筆すべきことに、相関係数ｒは－１（０）～１の範囲で
ある。値１はＸとＹとの関係が線型方程式によって完全に説明されることを示している。
値０は変数間の非線形相関を意味している。
【００６０】
　単一粒径のラテックス粒子がカルプロテクチンに対する２種類の異なるモノクローナル
抗体で被覆されている追加実験において、比濁法を３６個の大便試料で検査し、測定結果
から基準としての標準的ＥＬＩＳＡ測定法との相互関係を示した。図４は１種類及び２種
類のモノクローナル抗体を使用する比濁測定法による測定と対応するカルプロテクチンに
ついてのＥＬＩＳＡとの相互関係を示している。それらの測定法の統計分析によって１種
類の抗体の使用（図３）と２種類の抗体の使用（図４）との間に有意差が無いことが明ら
かになった。２種類の抗体の使用によるわずかな測定法感度の上昇は、抗体負荷の増加に
起因したシグナル強度の増大によるようである（Ｐ／Ｂ回帰：Ｙ＝１．０６３×Ｘ－２２
．８４９、ｍｄ（９５）＝２５８．０６８、ｎ＝３６、ｒ＝０．９０２３、ｔ＝０．７７
８１）。
【００６１】
　さらに、単一粒径のラテックス粒子を（ａ）２種類のモノクローナル抗体及び（ｂ）１
種類のモノクローナル抗体（ドイツ、ベンスハイム、Ｉｍｍｕｎｄｉａｇｎｏｓｔｉｋ　
ＡＧ社のｍＡＢ　Ｎｏ．１０６２、Ｎｏ．１０６７、Ｎｏ．１０６８、Ｎｏ．１０８９）
で被覆した。３９個の大便試料を抽出し、いずれかの条件のラテックス粒子と共にインキ
ュベートした。Ｈｉｔａｃｈｉ　９１２分析装置を使用して両方の条件で本発明による比
濁法測定法を実施した。図５は比濁測定法の相関分析を示している（Ｐ／Ｂ回帰：Ｙ＝１
．１５１×Ｘ＋０．０、ｍｄ（９５）＝３９．４０９、ｎ＝３９、ｒ＝０．９９８９、ｔ
＝０．９６０５）。追加の実験によって表１に示される類似の統計値が得られた。
【表１】

【００６２】
　一種類のモノクローナル抗体で被覆された２種類の異なる粒径の（不均一な）免疫粒子
を使用する比濁法測定法の性能を３６個の大便試料で検査し、基準としての標準的ＥＬＩ
ＳＡ測定法との相互関係を示した。比濁測定法のためにＨｉｔａｃｈｉ　９１２分析装置
を製造業者に従って使用した。図６は比濁測定法の相関分析を示している。検査の統計分
析によって結果が交換可能であることが明らかになり、したがって大便中のカルプロテク
チンの正確な測定のための方法が確認された（Ｐ／Ｂ回帰：Ｙ＝１．１０２×Ｘ－２４．
９６３、ｍｄ（９５）＝２８９．０６７、ｎ＝３６、ｒ＝０．９０１２、ｔ＝０．７８４
７）。
【００６３】
　２種類の異なる粒径の（不均一な）ラテックス粒子を使用してカルプロテクチン測定を
行って、単一粒径の（均一な）粒子を使用するカルプロテクチン測定と比較して比濁法を
さらに試験した。２５０ｎｍ及び１７５ｎｍのラテックス粒子をカルプロテクチンに対す
る一種類のモノクローナル抗体で被覆した。製造業者の指示に従ってＨｉｔａｃｈｉ　９
１２分析装置を使用する比濁測定法のための校正物質として０～２０００μｇ／ｇの範囲
のカルプロテクチン濃度を有する試料を使用した。表２（ｍＥ（ｍＡ）：ミリ吸光度）に
示されるように、２種類の異なる粒径のラテックス粒子を使用して行った測定法により、
単一粒径の粒子と比較して、測定感度の上昇がもたらされる。したがって、少なくとも２
種類の粒径の組合せにより、単一粒径の粒子の使用と比較して、カルプロテクチンの検出
範囲の改善がもたらされる場合がある。
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【００６４】
　ラテックスナノ粒子は自己凝集する傾向を有する。本記載の貯蔵緩衝液はクエン酸三ナ
トリウム二水和物（ｐＨ５．０）、ウシ血清アルブミン、１％ＳＤＳ、ショ糖、アジ化ナ
トリウムを含み得る。本開示の貯蔵緩衝液は長期間にわたるラテックス免疫粒子の貯蔵安
定性の向上に寄与する。本開示の免疫粒子安定性とは、自発的ラテックス粒子凝集（濁度
）が低減することで、第２の成分が使用前に２～８℃で最大１２か月間保存され得ること
を意味する。貯蔵緩衝液は数日間３７℃で粒子安定性である。凝集が低減するだけでなく
、抗体安定性を延ばすことができ、結果として貯蔵条件と無関係に測定値が良くなる。
【表２】

【００６５】
　表３は本発明による比濁法測定法において２種類のモノクローナル抗体で被覆された免
疫粒子を使用して２～８℃での貯蔵第１日及び第３０日に測定された吸光度値（ｍＥ）を
示している。免疫粒子を（ｉ）２～８℃で３０日間保管、及び（ｉｉ）３７℃で３日間維
持した後に２～８℃で３０日間保管した。モノクローナル抗体が温度感受性であることを
考慮すると、本開示の貯蔵緩衝液が様々なレベルで、すなわち免疫粒子の凝集及び粒子結
合抗体の安定性の点でカルプロテクチンの正確な測定に寄与していることが示唆される。
【表３】

【００６６】
　試料中で分析物がある特定の濃度を超える場合、抗体の飽和が起こり、続いて凝集が減
少する。凝集の減少によってシグナル強度の低下が生じる。この効果は「抗原過剰」と記
載され、誤った低値の誤解釈及び間違った診断をもたらす場合がある。開示されているよ
うに、ナノ粒子は、最適に分散して互いに分離しており、帯電した表面によっても、粒子
の表面全体が抗原結合しないままであるので、標的抗原が過剰であることが必ずしも比濁
を妨げることにはならない。粒子貯蔵及び検査反応のための本開示の緩衝液によって抗体
結合能の上昇が達成される。
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【００６７】
　好ましい実施形態では、本発明の方法は、１５０～３５０ｎｍの範囲の粒径の抗体被覆
ナノ粒子を使用して実施される。比濁免疫測定法のためのナノ粒子は、粒径の増加が非特
異的凝集、特にラテックス粒子の非特異的凝集と相関するので、１４０ｎｍを超える直径
を有してはならないことが先行技術より教示されている。ただし、この教示は特異性が低
い、又は交差反応性のポリクローナル抗体を担持する粒子に言及しているはずである。し
かしながら本開示は１５０～３５０ｎｍの直径を有するナノ粒子、及びそのような大きな
粒子が正確な測定に寄与することを裏付けている。また、モノクローナル抗体と標的抗原
（カルプロテクチン）との反応の増強は相互作用面積が増加したこと、及びその反応が部
分的に表面依存的であることから達成される。重要なことに、粒径の上昇は自発的濁度の
上昇に結び付かない。
【００６８】
　しかしながら、測定感度を向上させ、免疫学的反応を妨げることなく懸濁ラテックス粒
子の分散を促進するための信頼に足る手段が当技術分野には存在しない。本発明の方法は
、ｐＨ５．０～６．０のクエン酸ナトリウム、１５０ｍＭのＮａＣｌ、ウシ血清アルブミ
ン、ＳＤＳ／Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２０、ショ糖、アジ化ナトリウムを含む緩衝液組成
物（検査緩衝液又は第１の反応成分）を使用することによりこの問題を解決する。前記第
１の反応成分Ｒ１と混合される場合、市販の大便抽出緩衝液（例えばＩＤＫ　Ｅｘｔｒａ
ｃｔ（登録商標）ドイツ、ベンスハイムのＩｍｍｕｎｄｉａｇｎｏｓｔｉｋ　ＡＧ社）と
組み合わせて本方法を使用することができる。比較のために０～２０００μｇ／ｇの様々
な濃度のカルプロテクチン校正物質を開示される検査緩衝液及びＩＤＫ　Ｅｘｔｒａｃｔ
（登録商標）緩衝液の中に別々に希釈した。ラテックス粒子に結合した２種類の異なるモ
ノクローナル抗体を使用して免疫比濁法測定法を実施した。表４に示されるように、検出
感度の測定可能な上昇を検査緩衝液によって達成することができ（ｍＡ：ミリ吸光度値）
、それは「利用可能な標的分子がより多いこと」及び多量体形成がより少ないことを意味
している。
【００６９】
　さらに比較のために２０個の大便試料を本発明の検査緩衝液及び測定生理的ｐＨ７．２
を有する市販のビュールマン抽出緩衝液（ビュールマンｆＣａｌ　Ｔｕｒｂｏ（登録商標
）；Ｂｕｈｌｍａｎｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　ＡＧ社、バーゼル、スイス）で別々
に抽出処理した。製造業者の指示に従ってＨｉｔａｃｈｉ　９１２分析装置を使用して上
記のように比濁測定法を実施した。いずれの条件でも吸光度値は互いに相互関係を示した
。統計分析によって両方の条件間で相関関係が示された（Ｐ／Ｂ回帰：Ｙ＝１．００４×
Ｘ－１．５５２、ｍｄ（９５）＝３０．３７、ｎ＝２０、ｒ＝０．９９３２、ｔ＝０．９
５２４）。したがって、本発明の検査緩衝液により少なくとも市販の緩衝液と同様に良好
な糞便カルプロテクチン抽出が実現し、非特異的免疫粒子凝集の減少という利点も提供さ
れる。
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【表４】

【００７０】
　糞便は約７５％の水を含んでおり、残りの固体画分は８４～９３％が有機固形物である
。これらの有機固形物は、２５～５４％の細菌性バイオマス、２～２５％のタンパク質又
は窒素含窒物、２５％の炭水化物又は未消化植物性物質、及び２～１５％の脂質からなる
。これらの割合は食事及び体重に応じて大いに変化する。残りの固形物はリン酸カルシウ
ム、リン酸鉄、腸分泌物、上皮細胞、及び粘膜から構成される。生体試料の成分、特に大
便由来の成分は、免疫測定法及びＰＥＴＩＡの感度に影響する干渉源であり得る。そのよ
うな干渉のために、例えば負の吸光度値が生じる場合がある。本願の方法によって上記大
便試料成分による干渉が減少する。
【００７１】
　免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）はＢ細胞によって生産される基本的な抗体である。ＩｇＭ
はヒトの循環系における最大の抗体であり、抗原への初期暴露に応じて現れる最初の抗体
である。ＩｇＭ抗血清の存在は試料マトリックスに関連した攪乱への対抗に寄与し得る。
しかしながら、ＩｇＭ抗血清は内在性カルプロテクチンを含み得る。ＩｇＭ抗血清のバッ
チ毎の分析が推奨される。表５はＩｇＭ抗血清を添加した、又は添加していない反応成分
中に希釈したカルプロテクチン校正物質及び大便試料の比濁によって得られたｍＥ吸光度
値を示している。負の吸光度値が消失し、検出感度及び信頼度が全般的に上昇している。
【表５】

【実施例】
【００７２】
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実施例１：抗カルプロテクチン免疫粒子の作製
　例えばＭＥＲＣＫ社、Ｂａｎｇｓ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社などのよく知られた製
造業者のラテックス粒子を使用した。ラテックスはカルボキシル化ポリスチレン又はクロ
モメチルラテックスであった。ラテックス粒子は、表面電荷密度６２μＣ／ｃｍ２、重合
体１ｇ当たりの表面電荷密度１６３μΕｑ、固形物含量９．０％のパラメーターを有し、
０．０５％のアジ化ナトリウムで安定化された。完全なリソソーム膜を有する顆粒球に由
来する精製ヒトカルプロテクチンに対する精製モノクローナルマウス抗体（ｍＡＢ　１０
６２、１０６７、１０６９、１０８９；第１の反応成分中で結合）を共有結合することに
より免疫粒子を調製した。カルボキシル化ポリスチレン粒子の粒径は、好ましくは均一な
粒径（１７５ｎｍ）であった。あるいは、２種類の異なる粒径（１６０～１７５ｎｍ及び
２５０～２７５ｎｍ）のナノ粒子を一種類のモノクローナル抗体で被覆した（図６参照）
。また、単一粒径（１７５ｎｍ）のラテックス粒子を２種類の異なるモノクローナル抗体
で被覆した。
【００７３】
　ｐＨ５．０～６．０のクエン酸ナトリウム、５０ｍＭのマレイン酸緩衝液（ｐＨ５．０
）、１５０ｍＭのＮａＣｌ、ウシ血清アルブミン、１５０ｍＭショ糖、アジ化ナトリウム
を含む貯蔵緩衝液の中で使用前に粒子を２～８℃で保管した。
【００７４】
実施例２：大便試料の抽出処理
　以下のように大便試料を抽出処理した。１５ｍｇの大便を１．５ｍｌの緩衝液中にそれ
ぞれ１：１００に希釈した。ＩｇＭ抗血清を添加した、又は添加していない、１．５ｍｌ
の検査緩衝液、すなわち５０ｍＭのマレイン酸（ｐＨ５．０）、１５０ｍＭのＮａＣｌ、
アジ化ナトリウム、０．１％のドデシル硫酸ナトリウム、ウシ血清アルブミンを空のサン
プルチューブに充填した。比較のために調製済みのＩＤＫ　Ｅｘｔｒａｃｔ（登録商標）
抽出緩衝液（カタログ番号Ｋ６９６７）及びビュールマンｆＣａｌ　Ｔｕｒｂｏ（商標）
抽出緩衝液も室温で使用して試料を抽出した。大便試料を採取し、２～８℃で最大４８時
間保管した。長期間（最大１２か月）については－２０℃での保管が推奨される。比濁測
定法開始時に凍結試料をゆっくりと、好ましくは２～８℃で融解した。不均質な試料を機
械的に均質化する場合もあった。試料採取のためにＩＤＫ（登録商標）Ｓｔｏｏｌ　Ｓａ
ｍｐｌｅ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（ＳＡＳ）（カタログ番号Ｋ６９９８
ＳＡＳ）を使用した。一定量の原材料を保持する切れ込みを有するＳＡＳ試験棒の先端を
大便試料の中に差し込んだ。抽出緩衝液を含むチューブ中に試験棒を戻した。棒をチュー
ブ中に入れると余分な材料が剥がれた。その後、試験棒に残っている１５ｍｇの大便試料
を抽出緩衝液中に希釈した。チューブの蓋をきつく締め、切れ込みに大便試料が残らなく
なるまでチューブを十分に振盪した。沈殿物を落ち着かせるために１０分間が必要であっ
た。沈殿物が再び分散しないことを確認し、抽出試料を検査緩衝液中に１：２５に希釈し
た。例えば、４０μｌの抽出大便試料を９６０μｌの検査緩衝液に添加した。
【００７５】
実施例３：カルプロテクチン比濁免疫測定法
　製造業者に従ってＲｏｃｈｅ　Ｈｉｔａｃｈｉ　９１２分析装置を使用する比濁測定の
ために、上記のようにいずれかの抽出緩衝液で抽出された試料を使用した。２００μＬの
検査緩衝液、並びにｐＨ５．０のクエン酸ナトリウム、ウシ血清アルブミン、Ｔｗｅｅｎ
２０、ショ糖、及びアジ化ナトリウムを含む５０μＬの貯蔵緩衝液に１０μＬの抽出試料
を添加した。自動分析装置により３７℃で５分間インキュベートしながら、抽出試料と免
疫粒子を穏やかに混合した。固定化モノクローナル抗体を担持する粒子を含む第２の反応
成分を穏やかに振盪しながら添加した。凝集に要する時間は３７℃で５分間であり、その
間に吸光度を測定した。測定を二連で実施した。５７０ｎｍの波長で読み取りを行って吸
光度値を得た。
【００７６】
　比濁測定法の校正のために、市販の精製カルプロテクチンを０～２０００μｇ／ｇの範
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囲（６校正点）でｐＨ５．４のクエン酸緩衝液中に希釈した。３０～２０００μｇ／ｇの
線形範囲を得た。
【００７７】
　既知量のカルプロテクチンを含む大便試料を対照試料及び被検試料として使用した。カ
ルプロテクチンを含む大便試料を反応緩衝液中に１：１００に希釈し、１ｇの大便中に０
．１～２０μｇのカルプロテクチンの測定範囲を得た。希釈係数を考慮に入れると実際の
測定範囲は２０００μｇ／ｇ以下であった。
【００７８】
　基準範囲１ｇの大便は１ｍｌに等しい。健康な成人での中央値は大便１ｇ当たり約２５
μｇのカルプロテクチンである。カルプロテクチン濃度が５０μｇ／ｇ未満である試料を
陰性と見なした。大便１ｇ当たり５０μｇ～１００μｇのカルプロテクチン濃度を有する
試料を境界線陽性と見なした。大便１ｇ当たり１００μｇ超のカルプロテクチン濃度を有
する試料を陽性と見なした。
【００７９】
実施例４：カルプロテクチンＥＬＩＳＡ測定法
　本発明の比濁法との比較のためにＥＬＩＳＡ　ＩＤＫ（登録商標）カルプロテクチン（
ＭＲＰ８／１４）を選択した。測定法はヒトカルプロテクチンに結合する２種類の選択さ
れたモノクローナル抗体を使用する２部位サンドイッチ法を利用している。モノクローナ
ル抗ヒトカルプロテクチン抗体で被覆されたマイクロプレートのウェルに校正物質、対照
試料、及び希釈済み患者試料を添加する。１回目のインキュベーション工程の間に固定化
された抗体分子が試料中のカルプロテクチンに結合する。その後、各ウェルにペルオキシ
ダーゼ標識複合体を添加し、複合体が形成される。ペルオキシダーゼの基質としてテトラ
メチルベンジジン（ＴＭＢ）を使用する。最後に酸性停止溶液を添加して反応を停止させ
る。カルプロテクチンの存在下で色が青色から黄色に変化する。
【００８０】
　色の強度は前記試料のカルプロテクチン濃度に正比例していた。試料の光学密度を定量
した。カルプロテクチン校正物質を使用したマスター検量線を検査毎に作成する。二連実
験を実施した。ＥＬＩＳＡリーダーを使用して基準としての６２０ｎｍ（又は６９０ｎｍ
）に対して４５０ｎｍで直ちに吸光を測定した。あるいは、最大濃度の標準物質の吸光度
が光度計の範囲を超えてしまった場合、基準としての６２０ｎｍに対して４０５ｎｍで吸
光を測定した。特筆すべきことに、色の強度の変化は温度感受性である。ドイツ、ベンス
ハイムのＩｍｍｕｎｄｉａｇｎｏｓｔｉｋ　ＡＧ社のＥＬＩＳＡ　ＩＤＫ（登録商標）カ
ルプロテクチン（ＭＲＰ８／１４）のプロトコールに従った。
【００８１】
　Ｅｘｃｅｌ用のＡｎａｌｙｓｅ－ｉｔ（Ａｎａｌｙｓｅ－Ｉｔ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ社、
リーズ、英国）を使用して、比較試験の結果を評価した。比濁測定法（及びＥＬＩＳＡ）
の相互互換性分析にはＰａｓｓｉｎｇ－Ｂａｂｌｏｋ回帰近似を使用した。
【００８２】
　まとめると、カルプロテクチンに対する免疫比濁測定法、特に糞便マトリックス中又は
血清及び他の体液並びに生体試料中のカルプロテクチンの測定のための免疫比濁測定法で
あって、好中性顆粒球の酸性顆粒中に存在するようなカルプロテクチンに特異的な哺乳類
モノクローナル抗体に基づく免疫比濁測定法が提供された。そのようなモノクローナル抗
体は低ｐＨでカルプロテクチンサブユニットに対して生成され、所与のｐＨでこれらのサ
ブユニットに結合する。カルプロテクチン分析物は（自己）凝集して、比濁に干渉するカ
ルシウムの存在下で複合体多量体を形成し得るので、この分析物についての特別な校正が
必要である。検査室業務では結果の計量計測学的トレーサビリティ及び相互互換性が必要
とされる。本記載のマウスモノクローナル抗体は主にヘテロ二量体（Ｓ１００Ａ８／Ａ９
）としてのカルプロテクチンに結合すること、及びカルシウムイオンに配位する有機緩衝
液によって多量体形成が抑制され得ることを発見した。カルプロテクチンのサブユニット
は６．１及び６．３のｐＩを有し、ｐＨ６．０以下で、好ましくはｐＨ５．０～６．０で
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免疫比濁反応が行われるので、界面活性剤が存在することが推奨され、陰イオン界面活性
剤を添加することが最も好ましい。さらなる凝集のために反応成分は１５０ｍｏｓｍ／ｋ
ｇ超の浸透圧を有するべきである。モノクローナル抗体及びポリクローナル抗体を使用す
る（しかしながら、生理的ｐＨで従来の緩衝液を使用する）様々な従来の免疫測定法に対
して結果の計量計測学的トレーサビリティ及び相互互換性が証明された。

【図１】

【図２】

【図３】
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摘要(译)

一种使用基于单克隆抗体的颗粒增强比浊免疫测定法(PETIA)测定生物样
品中钙卫蛋白(S100A8 / A)异二聚体的存在的方法。 该方法适用于自动
化标准分析仪,并能够可靠地临床测定粪便样品和粪便提取物中的钙卫蛋
白。 该方法与市售的两点夹心ELISA相当。 如在常规PETIA中发现的,本
公开的方法抵消了由钙离子和低分子量钙结合S100蛋白引起的自发聚
集。 本申请的方法可用于确定粪便,尿液,血清,血浆,滑液和其他体液中人
钙卫蛋白的存在。 尽管使用了不同的测量原理,但已证明了其与常规免疫
测定法(ELISA)的定量可追溯性和高度兼容性。
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