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(57)【要約】
本発明は、干渉を示す可能性がある試料の特定の被検体
の量を測光アッセイにより決定するための方法であって
、被検体と被検体特異的アッセイ試薬との相互作用後の
反応混合物の光信号の変化から特定の被検体を定量する
方法に関する。試料の決定すべき特定の被検体について
多重波長についての多重校正曲線を作成し、測定結果を
計器プラットフォームのデータ管理システムに記憶させ
る。特定の被検体の決定と同時に、決定すべき試料中に
存在する干渉物質の量を定量するために干渉試験を実施
する。それぞれの干渉物質の量を前決定したカットオフ
値と比較する。試料の決定すべき特定の被検体について
の光信号を反応混合物において多重波長で全反応時間に
わたって測定し、干渉物質に応じて校正曲線を選択する
。最終的に、選択した波長について選択した校正曲線と
の比較により、試料の決定すべき特定の被検体の量を定
量する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　干渉を示す可能性がある試料の特定の被検体の量を測光アッセイにより決定するための
方法であって、
　被検体と被検体特異的アッセイ試薬との相互作用後の反応混合物の光信号の変化から特
定の被検体を定量する、
　下記の工程を含む前記方法：
　ａ）試料の決定すべき特定の被検体について多重波長についての多重校正曲線を作成し
、測定結果を計器プラットフォームのデータ管理システムに記憶させ、
　ｂ）特定の被検体の決定と同時に、決定すべき試料中に存在する干渉物質の量を定量す
るための干渉試験を実施し、それぞれの干渉物質の量を前決定したカットオフ値と比較し
、
　ｃ）試料の決定すべき特定の被検体についての光信号を反応混合物において多重波長で
測定し、
　ｄ）干渉物質に応じて、工程ａの対応する校正曲線を選択し、そして
　ｅ）選択した波長について選択した校正曲線との比較により、試料の決定すべき特定の
被検体の量を定量する。
【請求項２】
　反応時間、校正ポイント、校正モードおよびアッセイタイプを含む特定の測定条件を測
定プロトコルにさらに適用する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　分光測光による市販の検査室試験を用いて、対応する計器プラットフォームで、分析前
試料処理の適用ならびに／あるいはアッセイの構成および方法の変更なしに、干渉を示す
試料を定量することができる、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　干渉を示さない試料について、波長１で記録した校正曲線１を使用する、請求項１～３
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　溶血性干渉を示す試料に最適化した、波長２で記録した校正曲線２を使用する、請求項
１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　黄疸性干渉を示す試料に最適化した、波長３で記録した校正曲線３を使用する、請求項
１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　脂血性干渉を示す試料に最適化した、波長４で記録した校正曲線４を使用する、請求項
１～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　溶血性および黄疸性または脂血性の干渉を示す試料に最適化した、波長５で記録した校
正曲線５を使用する、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　低い被検体濃度で溶血性干渉を示す試料に最適化した、波長６で記録した校正曲線６を
使用する、請求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　高い被検体濃度で溶血性干渉を示す試料に最適化した、波長７で記録した校正曲線７を
使用する、請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　特定の濃度範囲について試料の干渉を低減するためにそれぞれ最適化した２より多い校
正曲線を測定範囲にわたって定めることができる、請求項１～１０のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項１２】
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　溶血性および／または黄疸性および／または脂血性および／または他の干渉を示す試料
の分光測光ベースの検査室試験の干渉を低減するための方法であって、
　分析前試料処理の適用および／またはアッセイ法の変更なしに、測定用波長、反応時間
、校正ポイント、校正モードを含む特定の測定条件を測定プロトコルにさらに適用する前
記方法。
【請求項１３】
　溶血性および／または黄疸性および／または脂血性干渉を示す可能性がある試料中の特
定の被検体の量を決定する分光測光ベースの検査室試験の干渉を低減するための、測定プ
ロトコルにさらに適用した、測定用波長、反応時間、校正ポイント、および校正モードを
含む特定の測定条件の使用。
【請求項１４】
　溶血性および／または黄疸性および／または脂血性干渉を示す可能性がある試料中の特
定の被検体の量を決定するための分光測光による市販の検査室試験を用いる計器プラット
フォームであって、
　計器プラットフォームのデータ管理システムが、最良適合校正曲線を選択するために反
応時間、校正ポイント、校正モード、波長、血清指数のデータを処理することができる前
記計器プラットフォーム。
【請求項１５】
　測定用波長、反応時間、校正モード、校正ポイント数を含む測定結果の補正をさらに実
施して互いにオフセットする、請求項１～１４のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、干渉を示す可能性がある試料の特定の被検体の量を測光アッセイにより決定
するための方法であって、被検体と被検体特異的アッセイ試薬との相互作用後の反応混合
物の光信号の変化から特定の被検体を定量する方法に関する。試料の決定すべき特定の被
検体について多重波長についての多重校正曲線を作成し、測定結果を計器プラットフォー
ムのデータ管理システムに記憶させる。特定の被検体の決定と同時に、決定すべき試料中
に存在する干渉物質の量を定量するために干渉試験を実施する。それぞれの干渉物質の量
を前決定したカットオフ値と比較する。試料の決定すべき特定の被検体についての光信号
を反応混合物において多重波長で全反応時間にわたって測定し、干渉物質に応じて校正曲
線を選択する。最終的に、選択した波長について選択した校正曲線との比較により、試料
の決定すべき特定の被検体の量を定量する。
【背景技術】
【０００２】
　タービディメトリー、ネフェロメトリーおよび比色法によるアッセイを含めて、測光法
による流体中の被検体の決定のための診断アッセイは一般的であり、良く知られている。
そのようなアッセイは、それらの簡易な１工程法およびそれらの短いターンアラウンド時
間のため、自動分析計に適用するのに理想的な候補である。現在では、高い時間効率およ
び経費効率で測光アッセイを実施するために、高度に自動化された分光測光分析計が臨床
診断に用いられている。この分析計でのワークフローは、何らかの分離または洗浄の工程
が無い単純な操作を特徴とし、一般に下記のプロトコルを伴なう：ａ）未知量の被検体お
よび被検体特異的なアッセイ試薬を含有する試料（血清または血漿）を反応キュベットに
分注し、ｂ）キュベット内で、試料および試薬を指示した温度において一定期間インキュ
ベートし、ｃ）光度計によりキュベット内のアッセイ溶液の光信号を測定し、それを試料
中の被検体の量と相関させる。
【０００３】
　臨床化学分析計についてタービディメトリー、ネフェロメトリーおよび比色法によるア
ッセイに基づく広範な試験メニューが提供されている：たとえば、Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇ
ｎｏｓｔｉｃｓ　ｃｏｂａｓ（登録商標）ｃ。ｃｏｂａｓ（登録商標）ｃ計器におけるこ
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れらのアッセイの検出は、照射線源としてのタングステンハロゲンランプ、単色光を発生
するための回折格子、および検出器としてのフォトダイオードアレイ（３４０～８００ｎ
ｍの間の１２種類の波長を生じる１２のダイオード）を備えた光度計に基づく。
【０００４】
　適用するアッセイとの干渉を示し、結果として変異した結果および誤った結果をもたら
すクリティカルな試料が、臨床検査室における日常的な生化学的試験のために提出される
ことがしばしばある。
【０００５】
　比色法およびタービディメトリー法のような光学的方法を用いる検査室試験を扱う際、
試料マトリックス中の有色物質または光を散乱する物質は通常は干渉を引き起こす。その
ような干渉性物質の例は、ヘモグロビン（溶血）、ビリルビン（黄疸）および脂質（脂血
）であり、それらは分光測光試験に一般に用いられる波長の光を吸収または散乱する。
【０００６】
　溶血は重大な干渉要因であり、それは通常は血清もしくは血漿を分離する前の血液の長
期貯蔵、細い針を通して血液を急速に押しやることによる剪断力、混合する際の過度の撹
拌、または血清の遠心および分離の物理的作用など種々の要因による、赤血球のインビト
ロ損傷に起因する。インビボ溶血が起きる頻度はより低いが、それも検査室試験に対して
同じ影響をもつ。溶血が試験操作に干渉するメカニズムは、放出されたヘモグロビンによ
る色の干渉であるが、損傷を受けた赤血球からの被検体の漏出、および赤血球成分と被検
体との化学的相互作用も同様に可能性のある理由である。結果的に、ヘモグロビン干渉の
ため、偽りのより高い、または偽りのより低い、被検体濃度が臨床試験で得られる可能性
がある。試料に白血球および血小板のような他の血球の成分が混入している可能性もある
。たとえば、白血病患者の血液に細胞崩壊によって変化が生じる可能性がある；凝結に際
しての血小板崩壊は、より高い濃度の細胞内血小板成分を血清中に生じる。
【０００７】
　溶血はさらに、生化学的、免疫学的、物理的および化学的なメカニズムにより引き起こ
される可能性がある。輸血に際して、主要血液型抗原と反応する抗体により補体依存性溶
血が引き起こされる場合がある。物理的溶血は、低張性、たとえば低張溶液を用いる血液
希釈による、および低圧（真空）または高圧による、赤血球の破壊によって引き起こされ
る。機械的溶血は、血液がインビボで医療デバイス、たとえばカテーテル、心臓弁の中を
流れる際に、またインビトロで不適切な遠心および高温によって起きる可能性がある。混
入物質がインビトロ溶血を引き起こす可能性もある。最後に、洗剤その他の混入物質が溶
血を引き起こす可能性がある。血球を分離した後、血清または血漿の赤色により溶血が検
出される。３００ｍｇ／Ｌ（１８．８ｍｍｏｌ／Ｌ）を超える細胞外ヘモグロビン濃度で
は、血清または血漿の赤色により溶血を検出できる。治療用ヘモグロビン誘導体を含む試
料は、常に強い赤色を呈している。若干の分析システムは、２つの波長における試料の吸
光度を比較することにより、溶血の程度を測定する。代用血液として用いられるヘモグロ
ビン由来の酸素キャリヤーの吸光スペクトルは、天然ヘモグロビンのものと実質的に差が
ない。
【０００８】
　ビリルビンは、ヘモグロビンの酵素分解により生成する黄色色素である。ビリルビン干
渉に関する研究は、大部分は遊離ビリルビンまたは水溶性ジ－タウロビリルビンを血清に
添加した実験に基づいていた。ある条件下では、ビリルビン分子は干渉に対するそれらの
影響が質的および量的に異なる。ビリルビンが血液中に高濃度で存在すると、コンジュゲ
ートしたビリルビンが尿中に出現する。タンパク尿症患者では、アルブミンに結合したビ
リルビンが尿中に出現する可能性もある。脳内出血後に、非コンジュゲート（遊離）ビリ
ルビンが脳脊髄液の黄変を引き起こす。血液－脳関門の透過性が増大すると、アルブミン
に結合したビリルビンがＣＳＦ（脳脊髄液）中に出現する可能性がある。ビリルビンは３
４０ｎｍ～５００ｎｍの間の波長に高い吸光度をもつ。したがって、これらの波長を用い
る分光測光試験は、ビリルビンにより引き起こされる常に高いバックグラウンド吸光度の
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ため、限界を示す。ビリルビン干渉による結果の見掛け上の増大または低下は、アッセイ
および被検体濃度に依存する。
【０００９】
　脂血性試料は、脂質含量の増大のため混濁または乳濁した外観をもつ血液、血清または
血漿の試料である。脂質濃度の増大は他の疾患状態、たとえば糖尿病、エタノール使用、
慢性腎不全および膵臓炎に対して二次的に起きる場合がしばしばあるので、脂血性試料を
避けることはできない。脂血の存在は種々のメカニズムで多くの臨床化学的試験に干渉す
る可能性があり、最も頻度の高いメカニズムは、脂質、主にカイロミクロンおよび超低密
度リポタンパク質ＶＬＤＬによる光の散乱である。結果的に、適用した波長および脂質含
量によっては、決定した被検体濃度が変異している可能性がある。
【００１０】
　結論として、試料中のヘモグロビン、ビリルビンおよび脂質、ならびに他の干渉物質の
存在は、特定の被検体の定量を目的とした測光アッセイの測定結果に正または負の干渉を
引き起こす可能性がある。干渉の大きさによっては、それらの結果が誤った解釈および不
適切な介入をもたらす場合がある。
【００１１】
　溶血、黄疸および脂血に起因する欠点を克服するために、幾つかの方法が文献中に知ら
れている。脂血性、黄疸性および溶血性の干渉は、分析前プロセスで試料を前処理して干
渉物質を除去することによって低減できる；脂血性試料の場合は、たとえば高速遠心によ
る。しかし、そのような対策は作業負荷を増大させ、経費効率および時間効率を低下させ
る；そのような対策は試料の取扱いに際して誤差も生じやすい。
【００１２】
　他の方策は、干渉に対して感受性でない他の臨床試験を用いることである。代替試験に
はその検査室に無い他の計器プラットフォームが必要となる場合があるので、これは負担
が大きい可能性がある；代替試験が市販されていない可能性もある。
【００１３】
　溶血、黄疸および脂血により引き起こされる干渉をブランキング(blanking)処理を使用
して補正するのは、この制限を克服するための代替法である。これは、アッセイ試薬を添
加する前に、一度適切に希釈した状態で試料の吸光度を測定することを伴なう。測定した
その吸光度を最終吸光度から減算する。このブランキング処理を実現するための方策は、
２種類の異なる試薬（ブランクおよびアッセイ試薬）および２つのキュベットの使用であ
る。この方法によって結果が改善されるが、それには試験の処理量が半減するという１つ
の欠点がある。他の方法はキュベットへの試薬の逐次添加を伴なう：設定時間後に第１の
読取りをする；その後、アッセイ試薬を添加してインキュベートする；最後に第２の読取
りを行なう。しかし、この方法では通常はわずかな改善しか達成されない。さらに、確立
しているアッセイプロトコルは第１の読取りに必要なこの新たな初期の試料希釈工程と適
合しない可能性がある。
【００１４】
　バイクロマチック(bichromatic)分析も分析結果の補正が可能であり、自動化した検査
室試験にしばしば適用される。二次（副）波長を用いて干渉物質を測定する。決定すべき
被検体はこの二次波長で吸光しない。この測定値を次いで被検体の測定値から減算する。
これは干渉物質の吸光度が両波長において同じであることを前提とするが、これは稀な例
である。したがって、バイクロマチック原理は干渉の低減にわずかな改善をもたらすにす
ぎないであろう。さらに、干渉物質を化学的に排除することにより干渉を処理することが
できる：たとえばビリルビンをビリルビンオキシダーゼで、またはビタミンＣをアスコル
ビン酸オキシダーゼで。
【００１５】
　さらに、マルチチャンネル分析計は、ルーティンな化学アッセイ、イムノアッセイおよ
び治療薬物の分析のために設計された全自動コンピューター制御システムであり、たとえ
ばＲｏｃｈｅ　Ｃｏｂａｓ　６０００は動態、エンドポイントおよび非線形反応を実施す
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るための分光測光法を用いている。最新の分析計と同様に、このシステムは２試薬法およ
びバイクロマチック分光測光法の適用により、ある程度はスペクトル干渉作用を低減する
。試料の質は種々の方法により決定できる。一般的方法は、試料中に存在するビリルビン
、ヘモグロビンおよび脂質を定量する血清指数試験を検査室分析計で実施することである
。ＨＩＬ指数の実装は、試験結果の精度および質を改善した。
【００１６】
　しかし、ＨＩＬ指数または補正法を採用してすら、誤った結果をもたらす溶血、ビリル
ビンおよび脂質による干渉を示す患者試料がなお多数ある。検査室試験に対する溶血、ビ
リルビンおよび脂質による分析干渉は、検査室医療における最も一般的な問題である。こ
れらの変異した結果および誤った結果は、不適正な解釈、誤診、および潜在的に不適切な
介入、ならびに患者にとって好ましくない転帰をもたらす可能性がある。結果的に、ヘモ
グロビン、ビリルビンおよび脂質の濃度が特定のカットオフレベルを超える場合には、干
渉物質を除去するために分析前工程で多数の試料を前処理し、次いで再測定しなければな
らない。前処理および再測定は追加経費および時間損失の原因であり、両要因ともこれら
のアッセイを実施する検査室にとって重大である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１７】
　したがって、本発明が対処する課題は、分光測光法による市販の検査室試験を対応する
計器プラットフォームに使用することにより、分析前試料処理の適用またはアッセイ法の
変更の必要なしに、干渉を示すクリティカルな試料中の被検体を決定するための改善され
たアッセイ法を提供することである。
【００１８】
　本発明者らは、意外にも、干渉を示す試料の精度改善が本発明方法により実現されるこ
とを見出した。本発明は、干渉を示す試料の分析前試料処理および再測定の問題を克服し
（少なくとも部分的に）、測光アッセイにおいて試料中の特定の被検体の正確な量を決定
すると期待される。
【課題を解決するための手段】
【００１９】
　これらの目的のうち少なくとも１つは、特許請求の範囲および以下の本明細書に定める
主題により達成される。
　第１観点において、本発明は、干渉を示す可能性がある試料の特定の被検体の量を測光
アッセイにより決定するための方法であって、被検体と被検体特異的アッセイ試薬との相
互作用後の反応混合物の光信号の変化から特定の被検体を定量する方法に関する。試料の
決定すべき特定の被検体について多重波長についての多重校正曲線を作成し、測定結果を
計器プラットフォームのデータ管理システムに記憶させる。特定の被検体の決定と同時に
、決定すべき試料中に存在する干渉物質の量を定量するために干渉試験を実施する。それ
ぞれの干渉物質の量を前決定したカットオフ値と比較する。試料の決定すべき特定の被検
体についての光信号を反応混合物において多重波長で全反応時間にわたって測定し、干渉
物質に応じて校正曲線を選択する。最終的に、選択した波長について選択した校正曲線と
の比較により、試料の決定すべき特定の被検体の量を定量する。
【００２０】
　第２観点において、本発明は、溶血性および／または黄疸性および／または脂血性およ
び／または他の干渉を示す試料の分光測光ベースの検査室試験の干渉を低減するための方
法であって、分析前試料処理の適用および／またはアッセイ法の変更なしに、測定用波長
、反応時間、校正ポイント、校正モードを含む特定の測定条件を測定プロトコルにさらに
適用する方法に関する。
【００２１】
　さらなる観点において、本発明は、干渉を示す試料中の特定の被検体の量を決定する分
光測光ベースの検査室試験の干渉を低減するための、測定プロトコルにさらに適用した、
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測定用波長、反応時間、校正ポイント、および校正モードを含む特定の測定条件の使用に
関する。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】図１は、干渉物質ビリルビン、ヘモグロビンおよび脂質の吸収スペクトルを示す
。
【図２】図２は、実施例１に記載するように、本発明方法に従ってＣＲＰアッセイにおけ
る溶血性干渉を低減することができるワークフローを示す。
【図３】図３は、実施例２に記載するように、本発明方法に従ってフェノバルビタールア
ッセイにおける脂血性干渉を低減することができるワークフローを示す。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　本発明は、干渉を示す可能性がある試料の特定の被検体の量を測光アッセイにより決定
するための方法であって、検査室分析計で被検体と被検体特異的アッセイ試薬との相互作
用後の反応混合物の光信号の変化から特定の被検体を定量する方法に関する。試料の決定
すべき特定の被検体について多重波長についての多重校正曲線を作成し、測定結果を計器
プラットフォームのデータ管理システムに記憶させる。
【００２４】
　所望により、決定すべき試料中に存在するビリルビンおよび／またはヘモグロビンおよ
び／または脂質および／または他の干渉物質の量を定量するために干渉試験を実施し、そ
れぞれの干渉物質の量を前決定したカットオフ値と比較する。同時に、試料の決定すべき
特定の被検体についての光信号を反応混合物において多重波長で全反応時間にわたって測
定する。試料中に存在する干渉物質の量および種類に応じて校正曲線を選択する。最終的
に、選択した波長（単数または複数）について選択した校正曲線との比較により、試料の
決定すべき特定の被検体の量を定量する。
【００２５】
　本発明の方法はさらに、反応時間、校正ポイント、校正モードおよびアッセイタイプを
含む特定の測定条件を提供し、それらを測定プロトコルにさらに適用する。
　試料の質は種々の方法により決定できる。一般的方法は、試料中に存在するビリルビン
、ヘモグロビンおよび脂質を定量する血清指数試験を検査室分析計で実施することである
。これにより、血清指数および特定の被検体の光信号測定を分析計で同時に実施できる。
時には、高濃度の干渉物質の場合、血清試料をそれらの色によって視覚的に分類すること
すら可能である。
【００２６】
　特定の被検体に適用するために前決定した測定用波長、反応時間、校正モード、校正ポ
イント数により特徴づけられる多重条件下で校正曲線を作成することによって、標準法と
比較してより精確にこれらの試料の特定の被検体を測定できるようになった。干渉を低減
するのに最適化した１以上の校正曲線を選択し、それにより干渉物質の許容量が拡大する
。
【００２７】
　本発明方法の使用により、干渉を示すクリティカルな試料、たとえば溶血性、黄疸性お
よび／または脂血性の試料を、分光測光法による市販の検査室試験を用いて対応する計器
プラットフォームで測定できるようになった。本発明者らは意外にも、干渉を示す試料の
精度の改善が本発明方法により実現され、こうして分析前試料処理またはアッセイ法の変
更を適用する必要性、あるいは最悪の場合には試料の拒絶が避けられることを見出した。
【００２８】
　定義：
　本明細書中で用いる用語“決定”は、測光アッセイの反応混合物の光信号の変化からタ
ービディメトリー、ネフェロメトリーまたは比色による測定に基づいて試料中の特定の被
検体を査定、診断、判定、同定、評価、定量、または分類することを意味する。
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【００２９】
　本明細書中で用いる用語“量”は、被検体の絶対量、あるいは被検体の相対量および／
または濃度、ならびに／あるいはそれらに相関づけることができる、および／またはそれ
らから誘導できる、いずれかの数値および／またはパラメーターを包含する。
【００３０】
　本明細書中で用いる用語“凝集”は、主に、高分子間の表面相互作用により架橋および
大型複合体の形成が生じる化学的現象である。この大型複合体の形成によって光散乱性が
増大し、それを複合体のサイズに応じて肉眼で観察でき、あるいはタービディメトリーお
よびネフェロメトリーによる検出を用いて測光法によりモニターできる。
【００３１】
　用語“分光測光アッセイ”は、“測光アッセイ”とも呼ばれ、当技術分野で周知である
。測光アッセイにはタービディメトリーおよびネフェロメトリーによるイムノアッセイな
らびに比色アッセイが包含される。タービディメトリーおよびネフェロメトリーによるイ
ムノアッセイでは、特定の被検体と被検体特異的結合パートナーとの凝集に基づく反応混
合物の濁度の変化から特定の被検体を定量し、一方、比色アッセイでは呈色試薬の補助に
よって特定の被検体を定量する。
【００３２】
　本発明による用語“比色アッセイ”は、高度に自動化された臨床化学分析計における臨
床診断で日常的に用いられる。均質比色アッセイは、それらの簡易な１工程法およびそれ
らの短いターンアラウンド時間のため、自動分析計に適用するのに理想的な候補である。
臨床化学分析計のための広範な検査メニューが実際に提供されている；たとえば、Ｒｏｃ
ｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　ｃｏｂａｓ（登録商標）ｃ比色アッセイは、定量すべき
被検体の存在下での色の形成または変化または消失を特徴とし、その色の形成または変化
または消失を一般に分光光度計により測定する。この検出された色または光は一般に可視
領域にあるので、アッセイの色の変化を実際に見ることができ、したがって比色アッセイ
と呼ばれる。検査室分析計で行なわれる代表的な比色試験は、臨床化学試験および酵素免
疫試験（ＣＥＤＩＡ、ＥＭＩＴ）である。ＭＴＴアッセイ、すなわちテトラゾリウム色素
を基質として用いる酸化還元アッセイは、酵素ＮＡＤ（Ｐ）Ｈアッセイのほかに比色アッ
セイのさらなる例である。紫外線がしばしば用いられる；一般的な補酵素ＮＡＤＨおよび
ＮＡＤＰＨはそれらの還元型では紫外線を吸収するが、それらの酸化型では吸収しないか
らである。したがって、ＮＡＤＨを基質として使う酸化還元酵素は、それがこの補酵素を
消費するのに伴なう３４０ｎｍの波長の紫外線吸収の低下を追跡することによりアッセイ
できる。酵素反応の結果として光の吸収が変化しない場合ですら、連携アッセイを用いる
ことにより、なおその酵素に分光測光アッセイを使用できる。この場合、一方の反応の生
成物を、もうひとつの容易に検出できる反応の基質として用いる。連携アッセイの例は酵
素ヘキソキナーゼであり、これはそれのグルコース－６－リン酸産生を、グルコース－６
－リン酸デヒドロゲナーゼを用いてＮＡＤＰＨ産生に連携させることによってアッセイで
きる。そのようなアッセイは、分光計で分光測光法により検出される。ｃｏｂａｓ（登録
商標）ｃ計器におけるこれらのアッセイの検出は、照射線源としてのタングステンハロゲ
ンランプおよび検出器としてのフォトダイオードアレイ（３４０～８００ｎｍの間の１２
種類の波長を生じる１２のダイオード）を備えた光度計に基づく。そのＯ．Ｄ．（光学濃
度、吸光度）は有色化合物の濃度に正比例する。発色を溶液中の物質の濃度に関連づけれ
ば、その濃度は適切な波長における光の吸収の程度を決定することにより測定できる。本
発明のある態様は、比色イムノアッセイにおいて特定の被検体を呈色試薬の補助により定
量する本発明方法である。
【００３３】
　用語“呈色試薬”は、３４０ｎｍから８００ｎｍまでの範囲の一般的波長をもつ光度計
で測定できるアッセイの色の変化、色の形成または色の消失をもたらすいずれかのアッセ
イ試薬またはアッセイ試薬混合物を包含する。多くの比色アッセイが、１工程以上の反応
で有色生成物を生じる酵素および対応する基質を伴なう；色の変化は、基質自体ではなく
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ＮＡＤ／ＮＡＤＨなど対応する酵素補因子により誘導されてもよい。被検体と１工程以上
の反応で有色生成物を生じる試薬との特異的反応に基づく比色アッセイもある。ＥＭＩＴ
（enzyme multiplied immunoassay technique）またはＣＥＤＩＡ（cloned enzyme donor
 immunoassay）などの比色イムノアッセイにおいては、一般にβ－ガラクシトダーゼまた
はデヒドロゲナーゼのようなレポーター酵素とそれの対応する基質が反応して特徴的で検
出可能な吸光特性をもつ生成物を生じることにより、色が形成される。レポーター酵素と
基質の反応は、一般に被検体と抗体の間の免疫反応の後に行なわれ、次いでその免疫反応
により酵素反応が誘発または阻害される。他の比色試験、たとえば検査室分析計に一般的
な臨床化学試験においては、被検体と酵素もしくは他のいずれかの特異的試薬またはその
組合わせとの反応により、色が形成、変化または消失する。ある場合には、被検体自体が
酵素として作用する。酵素反応の結果として光の吸収が変化しない場合ですら、連携アッ
セイを用いることにより、なおその酵素に分光測光アッセイを使用できる。この場合、一
方の反応の生成物を、もうひとつの容易に検出できる反応の基質として用いる。連携アッ
セイの例は酵素ヘキソキナーゼであり、これはそれのグルコース－６－リン酸産生を、グ
ルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼによりＮＡＤＰＨ産生に連携させることによって
アッセイできる。
【００３４】
　用語“タービディメトリーおよびネフェロメトリー”は、溶液の混濁の量、すなわち濁
度を測定するための当技術分野で既知の方法であり、光の透過および散乱に対するこの混
濁の影響を測定することに基づく。液体の混濁は微細な懸濁粒子の存在により引き起こさ
れる。光のビームが混濁試料を通過すれば、散乱によりそれの強度が低下し、その光の散
乱量はそれらの粒子の濃度、サイズおよび粒度分布に依存する。分光光度計は、免疫凝集
反応から生じる粒子サイズ増大による濁度増大（すなわち、透過光の光の強度の低下）を
測定する。この濁度増大は、被検体により引き起こされた免疫凝集の直接的尺度、または
被検体により引き起こされた免疫凝集阻害の間接的尺度である。ネフェロメトリーでは散
乱光の強度を測定し、一方、タービディメトリーでは試料を透過した光の強度を測定する
。
【００３５】
　タービディメトリーアッセイは、入射ビームが試料を通過するのに伴なうその強度の測
定を伴なう。光ビームは懸濁液を通過するか、あるいは粒子により吸収、反射または散乱
される可能性がある。その結果、光が懸濁液を透過するのに伴なって光の強度は低下する
。非吸光性粒子について、散乱による光の強度の低下は濁度として表わされる。
【００３６】
　ネフェロメトリーアッセイとは、入射ビームが試料を通過する際に入射ビームから一定
の角度θで散乱した光の測定を表わす。散乱性の粒子種は急速にサイズが増大するので、
ネフェロメトリーではある時間後の散乱光の強度の変化を測定する。一定の抗体－ラテッ
クス複合体の存在下で測定した場合、散乱光は初期の抗原濃度に比例する。さらなる説明
は、J.A. Molina-Bolivar et al., Journal of Macromolecular Science, Part C-Polyme
r Review, 45:59-98, 2005に記載されている。
【００３７】
　本発明のイムノアッセイ法は、微粒子増強を伴なうかまたは伴なわない既知の凝集試験
すべてについて作動する。本発明において使用するのが好ましいのは、“微粒子増強型の
光散乱凝集試験”であり、これは“粒子増強型タービディメトリーイムノアッセイ(parti
cle-enhanced turbidimetric immunoassays（ＰＥＴＩＡ）)”とも呼ばれる。粒子増強型
イムノアッセイは準均質アッセイであって何らかの分離または洗浄の工程を必要としない
という有益性をもつので、臨床化学分析計での血清タンパク質、治療薬物および乱用薬物
の定量のために臨床診断で日常的に用いられる。反応混合物中の特定の被検体と被検体特
異的結合パートナーの間の光学検出を増強するために、被検体または被検体特異的結合パ
ートナーを適切な粒子に連結させる。それにより、被検体は被検体特異的結合パートナー
で被覆された粒子と反応して凝集する。被検体の量が増加するのに伴なって、凝集および
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複合体サイズが増大し、さらに光散乱の変化をもたらす。凝集した粒子を次いでタービデ
ィメトリーおよびネフェロメトリーによる測定により決定する。
【００３８】
　被検体は、被検体に対する反応性が高い少なくとも１種類の結合パートナーを保有する
強い光散乱性の粒子と、被検体に対する反応性が低い少なくとも１種類の結合パートナー
を保有する弱い光散乱性の粒子との混合物を含む；EP 0898169に記載。強い光散乱性の粒
子は、弱い光散乱性の粒子より大きいサイズおよび／またはより高い屈折率をもつ。被検
体の量を測定するための微粒子増強型の光散乱イムノアッセイに用いる微粒子試薬は、直
径３０～６００ｎｍの微粒子の混合物を含み、これは、被検体に対する反応性が高いパー
トナーである少なくとも１種類の結合パートナーを保有する強い光散乱性の粒子と、被検
体に対する反応性が低い少なくとも１種類の結合パートナーを保有する弱い光散乱性の粒
子を含有する。
【００３９】
　微粒子の材料は、微粒子増強型の光散乱アッセイに適したいずれかの無機、有機または
ポリマー材料であってよい。微粒子の材料は、微粒子増強型の光散乱アッセイに適したい
ずれかの無機、有機またはポリマー材料であってよい。そのような材料には、たとえばセ
レン、炭素、金；炭素、ケイ素またはゲルマニウムの窒化物、たとえばＳｉ３Ｎ４；鉄、
チタンまたはケイ素の酸化物、たとえばＴｉＯ２またはＳｉＯ２；およびポリマー材料、
たとえばポリスチレン、ポリ（塩化ビニル）、エポキシ樹脂、ポリ（塩化ビニリデン）、
ポリ（アルファナフチルメタクリレート）、ポリ（ビニルナフタレン）、またはそのコポ
リマー、特にスチレンと共重合性エチレン性不飽和化合物とのコポリマー、たとえばスチ
レン－（メタ）アクリレートコポリマーが含まれる。ポリマー材料から作成した微粒子、
ならびにスチレンから重合した内側コアおよびスチレンと共重合性エチレン性不飽和化合
物から共重合により形成された外側シェルからなるコア－シェル粒子が、特に適切である
。粒子をベースとする大部分のアッセイは、ラテックス粒子を用い、その主なタイプはポ
リスチレンである。
【００４０】
　粒子増強型タービディメトリーイムノアッセイ（ＰＥＴＩＡ）には種々の試験様式があ
る；競合様式および直接様式。直接様式は、好ましくは大きいサイズをもつ被検体に適用
される。これらの被検体は、多重エピトープを備えた多価抗原、たとえばタンパク質およ
び微生物である。直接様式については、被検体と共に凝集する抗体で粒子を被覆する。
【００４１】
　タービディメトリーおよびネフェロメトリーによるアッセイは、競合阻害様式で実施す
ることもできる。この様式は、小分子、たとえばハプテンを測定するために用いられるこ
とが最も多く、通常は乱用薬物検査および治療薬物モニタリングのための診断に適用され
る。この様式において、アッセイ試薬は、被検体特異的結合パートナーだけでなく、化学
修飾された被検体をマイクロスフェア表面または他のキャリヤー分子、たとえばタンパク
質（たとえば、ウシ血清アルブミン）または可溶性のポリマーもしくはオリゴマーに結合
させることにより得られたものをも含有する。修飾されていない被検体と対照的に、この
試薬は、分子中に多数コピーの被検体が存在するため、被検体特異的結合パートナーの存
在下で凝集することができる。修飾された被検体の存在下での特定の被検体と被検体特異
的結合パートナーとの凝集に基づく反応混合物の濁度の変化から、試料中の被検体を定量
する。
【００４２】
　抗原を架橋剤に連結させる：たとえばポリハプテン；これは、EP 545350に示されるよ
うに抗体の結合部位に対して試料の抗原と競合する。この場合、可溶性ポリマー、タンパ
ク質または微粒子が、多数コピーの抗原のためのキャリヤー分子として作用する。検査試
料中の非標識抗原の量を、イムノアッセイにおいてそれが標識抗原と競合する能力により
測定する。抗体上の結合部位は既に占有されているので、非標識抗原は標識抗原の結合能
力を遮断する。したがって、競合イムノアッセイにおいては、アッセイに際して測定され
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た標識がより少ないことはより多量の非標識（検査試料）抗原が存在することを意味する
。
【００４３】
　本発明による用語“被検体(analyte)”は、いずれかの“インビトロ診断化合物”、た
とえば血清タンパク質、治療薬物および乱用薬物を包含する。代表的な被検体には、抗原
、ハプテン、抗体、タンパク質、ペプチド、アミノ酸、ホルモン、ステロイド、癌細胞マ
ーカー、組織細胞、ウイルス、ビタミン、核酸、農薬、酵素、酵素基質および酵素補因子
が含まれるが、これらに限定されない。本明細書中で用いる用語“被検体”または“特定
の被検体”は、試料中におけるそれの存在および／または濃度を判定すべき物質を表わす
。用語“被検体”には、それに対する特異的反応パートナー（たとえば、抗体のように被
検体を特異的に結合する結合分子または物質、または酵素のように被検体と特異的に反応
する分子）があるか、あるいはそれに対する特異的結合パートナーを調製できる、いずれ
かの物質が含まれる。
【００４４】
　本発明に関して、用語“特定の被検体”は、試料中の測定すべき被検体それぞれについ
て、濃度を定量する特定の被検体それぞれに最適化されかつ被検体毎に異なる可能性があ
る特定の校正曲線ならびに特定の波長および反応時間を決定できることを意味する。
【００４５】
　本明細書中で用いる用語“被検体特異的反応パートナー”は、特定の被検体と反応して
、それにより抗原－抗体免疫複合体のような反応複合体を形成するか、あるいは酵素－基
質反応から生じる生成物のような新たな生成物を形成することができる。典型的な被検体
特異的反応パートナーには、結合タンパク質、抗原、抗原フラグメント、抗体、抗体フラ
グメント、核酸、受容体、および粒子増強型の結合パートナー、酵素、基質（被検体が酵
素である場合）、補因子、被検体の存在下で色の変化をもたらす特異的試薬が含まれるが
、これらに限定されない。ある特定の被検体に特異的であるそのような反応パートナーは
、業者から入手できるか、あるいは当業者に既知の標準法に従って調製できる。被検体特
異的反応パートナー対の例には、ハプテン：抗体、細胞：抗体、ビオチン：アビジン、ホ
ルモン：受容体、ポリペプチド：抗体、オリゴヌクレオチド：相補的ＤＮＡまたはＲＮＡ
、酵素－基質、酵素－補因子－基質、酵素－メディエーター－基質が含まれるが、これら
に限定されない。抗体の場合のように被検体との結合複合体の形成をもたらす被検体特異
的反応パートナーについては、“被検体特異的反応パートナー”の代わりに用語“被検体
特異的結合パートナー”を同等に使用できる。
【００４６】
　本明細書中で用いる用語“抗体”は、外来物質の検知に応答して産生される免疫グロブ
リンを表わし、無傷分子、ならびにその機能性フラグメント、たとえばＦａｂ、Ｆ（ａｂ
’）２、およびＦｖを含む。本発明のアッセイに免疫結合パートナーとして使用できる抗
体には、いずれかの種のポリクローナル抗体、いずれかの種のモノクローナル抗体（キメ
ラ抗体および／または組換え抗体を含む）が含まれる。モノクローナル抗体またはそのフ
ラグメントは同一状態で無限量に製造できるので、一般に好ましい。
【００４７】
　本明細書中で用いる用語“抗原”は、抗体の抗原結合部位に結合されるそれの能力を特
徴とする。抗体により認識され、それに抗体が結合する抗原領域は、“エピトープ”と呼
ばれる。抗原は、動物またはヒトの体内に導入された際に、免疫応答、すなわち抗体産生
を誘導できる物質である。ハプテンは、タンパク質などの大型キャリヤーに付着している
場合にのみ免疫応答を誘発できる小分子である。キャリヤーは、同様にそれ自体では免疫
応答を誘発しないものであってよい。身体がハプテン－キャリヤー付加物に対する抗体を
いったん産生すると、小分子ハプテンも抗体に結合できる。
【００４８】
　本明細書中で用いる用語“試料”は、各個体の血液、すなわち全血、血漿、もしくは血
清、または尿、ＣＳＦ、喀痰から選択される体液の試料、あるいは分離した細胞の試料、
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あるいは組織または臓器からの試料を表わす。体液の試料は、周知の方法により分離でき
る。組織または臓器の試料は、いずれかの組織または臓器から、たとえば生検により摘出
できる。分離した細胞は、体液または組織もしくは臓器から、遠心分離または細胞選別な
どの分離法により単離できる。好ましくは、本明細書中で述べるペプチドを発現または産
生する細胞、組織または臓器から、細胞、組織または臓器の試料からの溶解物を分離する
。
【００４９】
　本発明において用いる用語“干渉(interference)”は、試料中に存在する物質の作用で
あって結果の正確な値を変化させるものと定義される。本発明において用いる干渉を示す
試料とは、分光測光試験に一般に用いられる波長の光を吸収もしくは散乱する１種類以上
の干渉物質、たとえばヘモグロビン、ビリルビンおよび脂質、または他の干渉物質を含む
試料を表わす。さらに干渉物質は、治療、乱用または免疫グロブリンに起因する薬物およ
び医薬である。時には、高濃度の干渉物質の場合、血清試料をそれらの色により視覚的に
分類することすら可能である。
【００５０】
　用語“溶血”は、赤血球その他の血球の細胞内成分が細胞外液中へ放出されることと定
義され、種々のメカニズムで引き起こされる可能性がある。インビボまたはインビトロで
の溶血は、結果を見掛け上、低下または増大させる可能性がある。細胞内濃度が細胞外濃
度より１０倍高い細胞成分は、溶血に際して血漿／血清中に増加する（たとえば、カリウ
ム、乳酸デヒドロゲナーゼ、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ）。血漿と血清の
間の被検体濃度差も血球の溶解に起因する（本質的に血小板による）：たとえば、ニュー
ロン特異的エノラーゼ、カリウムおよび酸性ホスファターゼは血清中の方が高い。
【００５１】
　血球成分は、直接または間接的に被検体の測定に干渉する可能性がある。赤血球から放
出されるアデニル酸キナーゼは、特にアッセイ混合物中のアデニル酸キナーゼ阻害剤が不
適切な場合に、クレアチンキナーゼおよびＣＫ－ＭＢ活性の増大をもたらす可能性がある
。これに対し、ＣＫ－ＭＢの免疫化学的定量はアデニル酸キナーゼによって影響されない
。遊離ヘモグロビンのプソイドペルオキシダーゼ活性は、ヤンドラシック－グロフ(Jendr
assik and Groof)のビリルビン法において、ジアゾニウム発色を阻害することにより干渉
に関与する。血球から放出されるプロテアーゼは凝固因子の活性を低下させる可能性があ
り、一方、フィブリン解離生成物の形成は増大させる可能性がある。
【００５２】
　本発明において用いる用語“ビリルビン”は、遊離分子として、およびアルブミンに共
有結合した状態で、血漿中に出現するものである。タービディメトリー原理を用いる凝固
分析計において、２５μｍｏｌ／Ｌを超えるビリルビン濃度はアンチトロンビンＩＩＩの
測定値の臨床関連変化を生じる。高い方のビリルビン濃度では、ある種の凝固試験におけ
る干渉が有意であろう。アルカリ性条件下での酸化によるビリルビン吸光の低下は、脱タ
ンパク質を行なわない改変ヤッフェ(Jaffe)法についてのビリルビン干渉の主な原因であ
る。
【００５３】
　強酸性環境では、コンジュゲートしたビリルビンの吸光が紫外波長へシフトし、したが
ってリンモリブデン酸法によるリン酸の測定に際してそれの還元作用により干渉を引き起
こす。
【００５４】
　ビリルビンはオキシダーゼ／ペルオキシダーゼをベースとする試験系において干渉する
。ビリルビンは、それの濃度に比例して、試験系において形成されたＨ２Ｏ２と反応する
可能性があり、それによってグルコース、コレステロール、トリグリセリド、尿酸および
クレアチニンの測定に用いられる酵素法の結果を一貫して低下させる。ビリルビンはアル
ブミンに結合する色素と競合干渉する。
【００５５】
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　本発明において用いる用語“脂血(lipemia)”は、肉眼で見える、血清または血漿試料
の混濁と定義される。これは、通常は３００ｍｇ／ｄｌ（３，４ｍｍｏｌ／Ｌ）を超える
トリグリセリド濃度で観察される。混濁の最も一般的な原因は、トリグリセリド濃度の増
大である。脂質は、光の散乱および吸収により、ほぼすべての測光測定と干渉する。ブラ
ンキング処理に応じて、見掛け上の結果が増大または低下する可能性がある。高い方の濁
度では、その方法の線形性の限界のため測定できない可能性がある。リポタンパク質は、
有効試料水体積を減少させることにより、被検体の見掛け濃度を低下させる；血漿または
血清中のリポタンパク質が取り込んだ体積が被検体濃度の計算に含まれるからである。こ
れは、血漿または血清を炎光光度法により、およびイオン感受性電極を用いる間接測定に
より測定する際に、直接電位差測定と対照的に脂血血清中のナトリウムおよびカリウムの
濃度が低くなる原因である。リポタンパク質が血清／血漿試料中に均一に分布していない
場合、遠心後に同じ所見が生じる：水相に溶解した被検体の濃度は試料の下相より上層に
おいて低い。リポタンパク質が取り込むある種の薬物を含めて、脂質および脂溶性成分の
濃度については逆のことが言える。リポタンパク質により抽出される成分は、検出用試薬
、たとえば抗体に到達できない可能性がある。同様に、電気泳動法およびクロマトグラフ
ィー法もマトリックス中に存在するリポタンパク質により影響される可能性がある。
【００５６】
　干渉物質の存在および量またはそれの非存在は、干渉試験により検出できる。干渉試験
の例は、試料を検査室分析計で処理するのと同時に実施される“血清指数”試験である：
いわゆる血清指数の実施により吸光度測定値を計算して、未知試料に存在する黄疸、溶血
または脂血の準定量表示を得ることができる。主な干渉物質ヘモグロビン、ビリルビンお
よび脂質について、Ｈ－指数（溶血）、Ｉ－指数（黄疸）およびＬ－指数（脂血）として
定量指数値を求めることができる。脂血（Ｌ）の測定には波長７００／６６０ｎｍを用い
る；この範囲は溶血および黄疸の影響がないからである。溶血（Ｈ）は６００／５７０ｎ
ｍで測定され、脂血による吸光について補正が行なわれる。黄疸（Ｉ）は５０５／４８０
ｎｍで測定され、脂血および溶血による吸光について補正が行なわれる。試料を処理する
のと同時に試料の質を査定することができる。Ｒｏｃｈｅ／Ｈｉｔａｃｈｉ　Ｓｙｓｔｅ
ｍｓ／Ｃｏｂａｓ　Ｉｎｔｅｇｒａ　Ｓｙｓｔｅｍｓ／ｃｏｂａｓ分析計で決定される特
定の被検体についての血清指数に基づく干渉の詳細なリストが、マニュアル“Cobas,seru
m indices : reduction of clinical errors in laboratory medicine（Ｃｏｂａｓ，血
清指数：検査室医療における臨床誤差の低減）”に示されている。
【００５７】
　本明細書中で用いる用語“カットオフ値”は、干渉物質の規定量を定義するために用い
られる。血清指数試験の場合、干渉物質の規定量についての単位は、Ｈ（ヘモグロビンに
ついて）、Ｌ（脂質について）およびＩ（黄疸について）値として表わされる血清指数値
である。
【００５８】
　本明細書中で用いる用語“多重波長”は、当技術分野で既知の多重波長光度計で発生す
る波長を表わす。一般的な光度計は、タービディメトリーイムノアッセイについては分光
光度計またはタービディメーターであり、ネフェロメトリーイムノアッセイについてはネ
フェロメーターである。好ましくは、比色アッセイならびにタービディメトリーおよびネ
フェロメトリーによるイムノアッセイに分光光度計が用いられる。ｃｏｂａｓ（登録商標
）ｃ計器でのこれらのアッセイの検出は、照射線源としてのタングステンハロゲンランプ
、単色光を発生するための回折格子、および検出器としてのフォトダイオードアレイ（３
４０～８００ｎｍの１２種類の波長を生じる１２のダイオード）を備えた光度計に基づく
。光度計、たとえばＲｏｃｈｅの分析計ｃｏｂａｓ　ｃ（登録商標）３１１は、３００ｎ
ｍ～８００±２ｎｍの１２の波長を同時に測定する性能をもつ。好ましくは、波長３４０
、３７６、４１５、４５０、４８０、５０５、５４６、５７０、６００、６６０、７００
、８００±２ｎｍを用いる。本発明の方法は、多重波長を同時に測定する性能をもつｃｏ
ｂａｓ　ｃ　３１１のような自動分析計に用いると、特に有利である。選択した分光光度
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計の構造および得られる波長（デバイス毎に異なる可能性がある）に応じて、多重波長か
ら１以上の特定の波長を選択する。測定は、好ましくは一定の温度、好ましくは２０～４
０℃の間、最も好ましくは３７℃で実施される。
【００５９】
　本明細書中で用いる用語“光信号”は、反応混合物の吸光度測定を実施することにより
得られる信号を表わす。光信号は、タービディメトリーおよび比色法によるアッセイの場
合は吸光値であってもよく、ネフェロメトリーアッセイについては散乱光信号であっても
よい。試料中の特定の被検体についての光信号を、反応混合物において多重波長で、好ま
しくは１回の操作で全反応時間にわたって同時に測定することができる。試料中に存在す
る干渉物質、たとえばビリルビンおよび／またはヘモグロビンおよび／または脂質および
／または他の干渉物質に応じて、試料の決定すべき特定の被検体の量を、選択した校正曲
線との比較により定量する。特定の被検体の定量のための校正曲線の選択は、さらに試料
中の特定の被検体について得られる光信号の大きさに依存する可能性があり、したがって
試料中の特定の被検体の濃度が低いか、中等度であるか、または高いかを考慮に入れる。
【００６０】
　標準試料中の被検体の既知濃度と標準試料の分析測定値（光信号）、たとえば光学濃度
との相互関係をプロットすることにより予め描かれた“校正曲線（検量線）(calibration
 curve)”（一般に、標準曲線(standard curve)または作業曲線(working curve)とも呼ば
れる）を用いて被検体の濃度を決定することは一般に実施されている。校正曲線が定量分
析領域の比較的広い範囲にわたって適切な線形性をもつ場合、校正曲線は、定量分析の決
定範囲の上限、下限および中間点の付近にある比較的少数の標準試料を用いて作成できる
。しかし実際には、全般に線形であるというわけではない多数の校正曲線がある。特定の
波長の吸光度から作成したタービディメトリー、ネフェロメトリーまたは比色法によるア
ッセイの校正曲線は、一般に非線形Ｓ字形校正曲線をもつ可能性があり、その場合、ゼロ
付近の濃度では感度が損なわれ、高い方の濃度側では飽和状態である。Ｓ字形校正の決定
にはマルチポイント校正が必要であり、その場合、複数濃度の標準試料を使用しなければ
ならない。
【００６１】
　反応混合物の濁度測定に基づく凝集アッセイのための校正曲線を作成する際、反応時間
のほかに波長の選択が曲線の傾き（分析感度）および達成可能な上側測定範囲にとって重
要な役割をもつ。直接アッセイ様式について、小さい波長は高い傾きおよび高い信号をも
つ校正曲線をもたらすことができるのに対し、高濃度領域について曲線は早期に平坦にな
ってそれに匹敵する信号値を高濃度について生じ、結果的に検出上限も低くなる。他方、
より大きい波長は小さい傾きをもつ曲線を生じる可能性はあるが、高濃度領域について区
別可能な信号値を生じることができる。したがって、校正曲線を作成する目的で信号計算
をするために１つの波長および対応する反応時間を選択するのは、分析感度と上側測定範
囲の間での妥協である可能性がある。比色アッセイにおいても同様な状況に遭遇する。形
成された有色生成物の吸光最大付近の波長を選択すると、高い信号および高い感度が保証
されるが、他方で高い被検体濃度についての信号は検出器の指定光学範囲外になる可能性
がある。
【００６２】
　本発明の校正曲線は特定の被検体について前決定され、それの計算に用いた下記のパラ
メーターにより特徴づけられる：波長（単数または複数）、反応時間、校正ポイント数、
校正モードおよびアッセイタイプ。試料の特定の被検体を決定するために、多重波長につ
いて多重校正曲線を作成し、それぞれの校正曲線を下記の場合に最適化する：
　－　無干渉試料
　－　溶血性試料
　－　黄疸性試料
　－　脂血性試料
　－　溶血性かつ黄疸性の試料
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　－　溶血性かつ脂血性の試料
　－　黄疸性かつ脂血性の試料
　－　溶血性、黄疸性かつ脂血性の試料
　－　および、試料中に存在する特定の被検体の量（高、低または中）をさらに考慮に入
れた試料シナリオ。
【００６３】
　低濃度の特定の被検体を含む黄疸性試料の例として、校正曲線は、黄疸性干渉を低減す
ると同時に高い分析感度を達成するのに最適化される。
　測定結果を計器プラットフォームのデータ管理システムに記憶させる。試料と被検体特
異的試薬を混合することにより測定試料を調製した後、反応混合物を一定の全反応時間、
反応させる。反応混合物中の試料の決定すべき特定の被検体の光信号を、校正曲線の記録
について前記に述べた多重波長で同時に全反応時間にわたって測定する。
【００６４】
　試料測定と同時に、決定すべき試料中に存在するビリルビンおよび／またはヘモグロビ
ンおよび／または脂質および／または他の干渉物質の量を定量するための干渉試験、たと
えば血清指数評価を実施し、それぞれの干渉物質の量を前決定したカットオフ値と比較す
る。
【００６５】
　最後に、干渉試験で見出された干渉に応じて校正曲線を選択する；干渉のほかに、試料
中の被検体の量も、試料の光信号の大きさにより指示された校正曲線の選択のために考慮
に入れることができる。
【００６６】
　試料中の決定すべき特定の被検体の測定と並行して、主な干渉物質を定量するために、
血清指数、たとえばヘモグロビン、ビリルビンおよび脂質の血清指数の定量評価を検査室
分析計で実施する。決定すべき試料について干渉物質が検出されれば、高い信号および最
適感度を保証するために、その干渉物質の吸光範囲の外側であるけれども測定すべき特定
の被検体のアッセイ混合物の吸光最大に近い波長をそれの定量のために選択する。
【００６７】
　本発明のそれぞれの干渉タイプおよびその組み合わせについて、特定の校正曲線を確立
する。校正曲線は、干渉を示す試料の特定の濃度範囲について干渉を低減するのに最適化
される。校正曲線は、測定用波長、反応時間、校正モード、校正ポイント数を含めた多重
条件下で作成することができ、決定すべき特定の被検体それぞれについて前決定される。
すべての測定結果を計器プラットフォームのデータ管理システムに記憶させ、自動的に評
価する。
【００６８】
　これらの別の波長および反応時間の使用により（これは、干渉物質が吸収しないかまた
は吸収の程度がより低い波長で測定することを意味する）、干渉（単数または複数）の低
減が達成される。
【００６９】
　本明細書中で用いる用語“アッセイタイプ”は、分析計における２つの基本的タイプの
測光アッセイを表わす：エンドポイントアッセイおよび速度アッセイ(rate assay)。測定
値は光度計によって特定の時点で取得される。反応が完了した後に測定値を取得する場合
、有色（または混濁）生成物の強度は試料成分の濃度の指標である。これらはエンドポイ
ントアッセイと呼ばれる。速度アッセイについて、反応の速度は分析される試料成分の濃
度または活性に比例する。測定値は反応速度として取得される。この計器で実施できるこ
れら２つの手法の変法、およびそれら２つの手法の組み合わせもある。
【００７０】
　本明細書中で用いる用語“反応時間”は、エンドポイントアッセイの場合、信号値をそ
れから計算するのに用いる光信号の第１（または初期）測定と第２（または最終）測定の
間の期間である。第１（または初期）測定は、最終試薬を反応混合物に添加する前または
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添加した直後に実施される。動態測定の場合、反応時間は時間当たりの吸光度の変化を表
わす数値の計算に用いる期間であってもよい。“反応時間”は、“全反応時間(complete 
reaction time)”と同一であるか、あるいはそれより短い可能性がある。全反応時間は、
試料および被検体特異的アッセイ試薬から構成される反応混合物をそれらの混合後に反応
させる時間である。
【００７１】
　本明細書中で用いる用語“校正モード”は、測定した信号［吸光度または（速度アッセ
イについては）吸光度の変化速度］と目的被検体の濃度との有効な関係の決定を表わす。
そのような信号／濃度関係をグラフ表示したものが校正曲線であり、作業曲線とも呼ばれ
る。分析計は種々のタイプの数学モデルを用いてこの関係を記述する。これらの数学モデ
ルが校正タイプまたは校正モードと呼ばれる。２つの基本的な校正モード、すなわち線形
および非線形校正モードがある。線形校正は、キャリブレーター（校正用物質）(calibra
tor)濃度に対してプロットした吸光度の読みが直線上にある試験に用いられる。線形校正
が２つのキャリブレーター測定に基づくならば、それは線形２ポイント校正と呼ばれる。
それが２より多いキャリブレーターに基づくならば、それは線形マルチポイント校正と呼
ばれる。
【００７２】
　非線形校正は、異なる濃度における吸光度が非線形ではあるが再現性のあるプロットを
形成する試験に用いられる。少なくとも３つ、最大６つのキャリブレーターが校正のため
に必要である。典型的な非線形校正タイプはロッドバード(rodbard)関数である。さらに
、スプライン(Spline)のように、その校正曲線が断片的に規定された補間関数である校正
タイプがある。
【００７３】
　本明細書中で用いる校正ポイント数という用語は、校正曲線を作成するために用いられ
る、試料標準品とも呼ばれるキャリブレーターの数である。特定の干渉物質の干渉を低減
するためにそれぞれ最適化した校正曲線の例を以下に記載する：
【００７４】
　本発明のある態様は、干渉を示さない試料に用いる校正曲線１である。
　本発明のさらなる態様は、溶血性干渉を示す試料に最適化した校正曲線２である。
　本発明のさらなる態様は、黄疸性干渉を示す試料に最適化した校正曲線３である。
　本発明のさらなる態様は、脂血性干渉を示す試料に最適化した校正曲線４である。
　本発明のさらなる態様は、溶血性および黄疸性または脂血性の干渉を示す試料に最適化
した校正曲線５である。
【００７５】
　本発明のさらなる態様は、低い被検体濃度で溶血性および／または脂血性および／また
は黄疸性干渉を示す試料に最適化した校正曲線６である。本明細書中で用いる用語“校正
曲線６”は、満足すべき検出下限の達成に最適化すると同時に干渉（単数または複数）の
低減に最適化した波長における、反応混合物の光信号から作成される。校正曲線６は、低
濃度の被検体に最適化する（それにより検出下限を最適化する）と同時に干渉（単数また
は複数）の低減に最適化した波長で記録される。
【００７６】
　本発明のさらなる態様は、高い被検体濃度で溶血性および／または脂血性および／また
は黄疸性干渉を示す試料に最適化した校正曲線７である。本明細書中で用いる用語“校正
曲線７”は、満足すべき検出上限の達成に最適化すると同時に干渉（単数または複数）の
低減に最適化した波長における、反応混合物の光信号から作成される。校正曲線７は、高
濃度の被検体に最適化する（それにより検出上限を最適化する）と同時に干渉（単数また
は複数）の低減に最適化した波長で記録される。
【００７７】
　本発明のさらなる態様は、２より多い校正曲線の使用であり、それらは測定範囲にわた
って定めることができ、それぞれ特定の濃度範囲について試料の干渉を低減するのに最適
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化されている。
【００７８】
　光信号および干渉物質に応じて、理想的には、特定の被検体の定量のために前記のよう
に１つの適切な校正曲線を選択し、選択した校正曲線との比較によりその特定の被検体の
量を定量する。
【００７９】
　本発明において行なうように、１つではなく多重の校正曲線を用いて作業することによ
り、必要なキャリブレーターの数および濃度ならびに校正曲線についての曲線フィッティ
ング操作に関する事柄が軽減されるなど、さらなる有益性が示される可能性もある。
【００８０】
　特定の被検体に適用するために前決定した測定用波長、反応時間、校正モード、校正ポ
イント数により特徴づけられる多重条件下で校正曲線を作成することによって、標準法と
比較してより高い精度でこれらの試料の特定の被検体を測定できるようになった。
【００８１】
　被検体濃度を計算するための特定の被検体の定量のために、選択した波長および選択し
た反応時間で記録した校正曲線を、下記の基準により選択する：
　１．校正曲線を選択するために、試料が干渉を示すかどうか、もしイエスであればどの
種類の干渉（溶血、黄疸および／または脂血）であるかの判定を、理想的には計器で自動
的に行なう。この判定は、干渉試験または血清指数試験から得られたデータを用いて、そ
れぞれの干渉物質について得られた濃度をＨ－指数（溶血）、Ｉ－指数（黄疸）およびＬ
－指数（脂血）として表わしたものを、カットオフ値と比較することにより行なわれる。
その結果、試料中に存在する干渉の種類が求められる：試料は干渉を示さないか、あるい
は溶血性であるか、あるいは黄疸性であるか、あるいは脂血性であるか、あるいは溶血性
および／または黄疸性および／または脂血性の組合わせである可能性がある。試料中に存
在する干渉物質に応じて、それの定量のための校正曲線、すなわち下記のいずれかについ
ての校正曲線を選択する：
　－　無干渉試料について、最適波長Ｌ（無）および最適反応時間ｔ（無）で記録したも
の、または
　－　溶血性試料について、最適波長Ｌ（Ｈ）および最適反応時間ｔ（Ｈ）で記録したも
の、または
　－　黄疸性試料について、最適波長Ｌ（Ｉ）および最適反応時間ｔ（Ｉ）で記録したも
の、または
　－　脂血性試料について、最適波長Ｌ（Ｌ）および最適反応時間ｔ（Ｌ）で記録したも
の、または
　－　溶血性および黄疸性試料について、最適波長Ｌ（ＨＩ）および最適反応時間ｔ（Ｈ
Ｉ）で記録したもの、または
　－　溶血性および脂血性試料について、最適波長Ｌ（ＨＬ）および最適反応時間ｔ（Ｈ
Ｌ）で記録したもの、または
　－　黄疸性および脂血性試料について、最適波長Ｌ（ＩＬ）および最適反応時間ｔ（Ｉ
Ｌ）で記録したもの、または
　－　溶血性および黄疸性および脂血性試料について、最適波長Ｌ（ＨＩＬ）および最適
反応時間ｔ（ＨＩＬ）で記録したもの。
【００８２】
　２．干渉のほかに、試料中に存在する被検体の量をも考慮に入れて校正曲線を選択する
こともできる：この場合、試料が高い被検体濃度または低い被検体濃度のいずれをもつか
を判定するために、試料の特定の被検体について測定した光信号の大きさと前決定した閾
値との比較を行なう。そのような場合、被検体の定量のための測定範囲をカバーする２つ
の校正曲線が作成されるであろう：
　－　低濃度の試料に最適な第１波長および最適な第１反応時間で記録した第１校正曲線
、ならびに
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　－　高濃度の試料に最適な第２波長および最適な第２反応時間で記録した第２校正曲線
。
【００８３】
　測定した試料が、閾値を超えるかまたは閾値より低いか、いずれの光信号またはこれか
ら計算した濃度値を与えるかに応じて、２つの校正曲線のうちの１つが被検体の定量に用
いられるであろう。必要であれば、高濃度、中濃度および低濃度レベル間の区別のように
、より多くの濃度レベルを考慮することができる；この場合、校正曲線の選択のために２
つの前決定した閾値を規定すべきである。
【００８４】
　本明細書中で用いる用語“第１波長”および第１反応時間は、低濃度の特定の被検体に
最適化され、それにより検出下限が最大化される。それは、第１波長が第１反応時間との
組合わせで、たとえば直接アッセイ様式の場合は高い信号を発生して、高い分析感度をも
つ校正曲線を生じることを意味する。
【００８５】
　感度、分析感度、検出下限（ＬＤＬ）、ブランク限界（ＬＯＢ）、検出限界（ＬＯＤ）
および定量限界（ＬＯＱ）は、ある分析法によって信頼性をもって測定できる被測定物(m
easurand)の最小濃度を表わすために用いられる用語である。これらの用語はすべて関連
性があるが、別個の定義をもつ(参照：Lit. clin biochem rev 2008, 29, 49)。たとえば
、用語“分析感度”は、校正曲線の傾きと定義される。本明細書中で用いる用語“検出下
限(lower detection limit)”（ＬＤＬ）は、本明細書中で下側測定範囲(lower measurin
g range)とも呼ばれる。ＬＤＬを推定するための代表的方法は、反復回数（たとえば、ｎ
＝２１）のゼロキャリブレーターまたはブランク試料を測定し、平均値ｘおよび標準偏差
（ＳＤ）を決定することからなる。ＬＤＬは、ｘ＋２ＳＤまたはｘ＋３ＳＤとして計算さ
れる。ＬＤＬ決定のためのこの方法は、Kaiser (H. Kaiser, Fresenius Zeitschrift fue
r analytische Chemie, 1965, 209, Nr.1, pages 1-18)により記載された方法によるもの
である。上昇型の校正曲線を伴なうアッセイについては、試料の少なくとも１つの光信号
（少なくとも第１および第２波長で同時に全反応時間にわたって測定した試料の光信号の
うち）またはこれから計算した少なくとも１つの信号値が対応する前決定した閾値よりよ
り低ければ、第１波長および第１反応時間の校正曲線との比較により被検体の濃度を決定
する。
【００８６】
　本明細書中で用いる用語“第２波長”および第２反応時間は、高濃度の特定の被検体に
最適化され、それにより検出上限が最大化される。それは、第２波長および第２反応時間
が、たとえば直接アッセイ様式の場合は上側測定範囲における異なる被検体濃度について
区別可能な信号を発生して、高い上側測定範囲をもつ校正曲線を生じることを意味する。
【００８７】
　第１波長と第２波長は理想的には少なくとも５ｎｍの差があるかまたは同一であり、一
方、第１反応時間と第２反応時間は異なってもよく同一でもよい。
　本明細書中で用いる用語“検出上限(upper detection limit)”（ＵＤＬ）は、本明細
書中で上側測定範囲(upper measuring range)とも呼ばれる。ＵＤＬは、信頼性をもって
決定できる、試料中の被検体の最高量である。本発明において、ＵＤＬは、本方法の線形
性を評価し、次いでその線形範囲内の最高濃度値をＵＤＬとして選択することにより決定
された。この方法は、一連の試料溶液からの被検体の復元率(recovery)（測定値）が被検
体の実際の濃度（真の値）に比例する場合に、線形であると言われる(Arch Pathol Lab M
ed 2004, 128, pages 44-48)。校正曲線の形状（放物線状またはＳ字形の場合がある）を
、その方法の測定値と真の値との関係を述べた線形性と混同してはならない。校正曲線は
信号と濃度の関係を描いたものである。
【００８８】
　本発明に関して、用語“ダイナミックレンジ(dynamic range)”は、アッセイの測定範
囲の大きさを表わし、本明細書中では検出上限（ＵＤＬ）と検出下限（ＬＤＬ）の比と定



(19) JP 2015-515005 A 2015.5.21

10

20

30

40

50

義する。別途指示しなければ、測定範囲という用語をＬＤＬから始まってＵＤＬで終わる
濃度値として用いる。原則として、ダイナミックレンジを計算するために、ＬＤＬ以外の
感度用語、たとえばＬＯＤまたはＬＯＱを使用でき、同様に上側測定範囲を記述するＵＤ
Ｌ以外の用語を使用できる。
【００８９】
　本発明の波長は、被検体測定の技術水準によるいわゆる“主波長”である。
　本発明の１態様は、所望により干渉の補正および光度計ノイズの補償のためのブランク
値として、さらなる波長を決定することである；これはバイクロマチック測定としても知
られる(clin. Chem. 1979, 25, 1482 - 1484)。主波長それぞれについて、補正波長にお
ける信号を主波長における信号から減算することにより補正する目的でさらなる波長を記
録するかどうかは任意である。
【００９０】
　干渉を示す試料中の特定の被検体を定量するために選択したそれぞれの波長および反応
時間について、同時に測定した標準試料を用いて１つまたは多重の校正曲線を構築する。
　本明細書中で用いる用語“閾値”は、本発明方法の被検体の規定された吸光値または規
定された量、たとえば濃度値として表わされたものを定義するために用いられる；好まし
くは濃度値が用いられる。閾値は、測定範囲をカバーするために被検体の定量に１以上の
校正曲線を用いる場合に、本発明の方法に適用される。一般に２つの校正曲線、すなわち
低い被検体濃度をもつ試料の定量に最適化した第１校正曲線、および高い被検体濃度をも
つ試料の定量に最適化した第２校正曲線を用いる。理想的には、閾値は本発明方法の２つ
の校正曲線が第１校正曲線から第２校正曲線に変化するポイントから求められる。実施例
２および図３に示すように、フェノバルビタールアッセイについて、脂血性試料の定量の
ために２つの校正曲線を用いる；第１校正曲線は０から４５μｇ／ｍＬまでの濃度をカバ
ーし、第２校正曲線は４５から６０μｇ／ｍＬまでの濃度をカバーする。この場合、閾値
は４５μｇ／ｍｌである。ＩＶＤアッセイについては、臨床判定値と一致しない濃度に閾
値を選択することが重要である。
【００９１】
　閾値の選択について、通常は幅広い柔軟性がある。重要なことは、選択した閾値におい
て両方の曲線がその方法の線形性ならびに精度および感度に関連する要件を満たすことで
ある。たとえば、第２校正曲線は、理想的には少なくとも選択した閾値における濃度をカ
バーするＬＤＬをもつべきである；また、第１校正曲線は、理想的には少なくともその選
択した閾値まではその方法の線形性を示すべきである。
【００９２】
　本発明の校正曲線に最適な測定条件を選択するために可能な方法は下記の工程を含む：
　１．最初に、多重波長で一連のデータを作成する。本発明の実施例１および２について
は、下記の試料の吸光値の測定を、たとえばｃｏｂａｓ　ｃ　３１１分析計で得られる１
２の波長で同時に全反応時間にわたって実施した：
　－　校正のために、少なくとも２～６つの標準品を２回反復
　－　ＬＤＬの決定のために、ブランク試料（被検体濃度＝０）を２１回反復
　－　精度（変動係数）の決定のために、少なくとも２つの試料（２つの異なる被検体濃
度）を２１回反復
　－　ＵＤＬおよび本方法の線形性の決定のために、既知ＵＤＬよりたとえば２～４倍高
い濃度をカバーする希釈系列
　－　漸増量の干渉物質を含有するクリティカルな試料をシミュレートするために、被検
体および漸増量の干渉物質（単数または複数）（ヘモグロビン、ビリルビンおよび／また
は脂質）を含有する試料。
　２．無干渉試料の定量のための校正曲線に最適な波長および反応時間の選択は、従来の
技術水準に従って達成される。
　３．干渉物質（単数または複数）を含有する試料の定量のための校正曲線に最適な波長
および反応時間の選択は、高い信号を保証し、したがって十分な感度を保証するために、



(20) JP 2015-515005 A 2015.5.21

10

20

30

40

50

その干渉物質（単数または複数）の吸光範囲の外側またはほぼ外側であるけれどもなお決
定すべき被検体に特異的なアッセイ混合物の吸光最大に最も近い波長を選択することによ
り達成される。次いで、項目１で作成したデータを用いて最良の反応時間を試行錯誤法で
選択する；
　一定の被検体濃度をもち、漸増量の干渉物質（単数または複数）を加えた試料系列につ
いて、理論的な被検体濃度（無干渉試料の濃度）の復元率を、種々の条件（前記に定めた
最適波長、反応時間）について試行錯誤法で決定する。理論的被検体濃度の復元率が±１
０％以内である場合、その濃度の干渉物質を許容される（または干渉を示さない）と規定
する。高濃度の干渉物質に対して最良の許容度をもたらす波長および反応時間を選択する
。これらの選択した波長および反応時間について、ＵＤＬおよびＬＤＬを計算し、最良の
測定範囲をもたらす条件（波長および反応時間）を校正曲線のために選択する。理想的に
は、項目２からの無干渉試料で達成される測定範囲に匹敵する測定範囲をカバーすべきで
ある。実施例１でこの方法を適用した。
　４．干渉物質を含む試料を定量すると同時にさらに被検体量を考慮に入れた校正曲線に
最適な波長および反応時間の選択は、干渉（単数または複数）を低減すると同時に最適な
測定範囲をもつ校正を得るという目的に従って行なわれる。この目的のために、少なくと
も２つの校正曲線を定める：低い被検体濃度について第１波長および最適な第１反応時間
で記録し、したがって測定範囲の下端をカバーする第１校正曲線、ならびに高い被検体濃
度について第２波長および最適な第２反応時間で記録し、したがって測定範囲の上端をカ
バーする第２校正曲線；
　最良の条件を選択するために可能な方法は下記を含む：
　－　項目３に記載したようにその干渉に最適な波長（単数または複数）を選択する
　－　次いで、低い被検体濃度をもつ少なくとも１つの試料系列および高い被検体濃度を
もつ少なくとも１つの試料系列（それぞれの試料系列に漸増量の干渉物質（単数または複
数）をスパイクしたもの）について、理論的な被検体濃度（無干渉試料の濃度）の復元率
を、種々の条件（項目３に定めた最適波長、反応時間）について試行錯誤法で決定する。
理論的被検体濃度が±１０％以内である場合、その濃度の干渉物質を許容される（または
干渉を示さない）と規定する。高濃度の干渉物質に対して最良の許容度をもたらす波長お
よび反応時間を選択する。これらの選択した波長および反応時間について、ＵＤＬ（高い
被検体の試料について）およびＬＤＬ（低い被検体の試料について）を計算し、最良の測
定範囲をもたらす条件（波長および反応時間）を第１校正曲線（低い被検体の試料）およ
び第２校正曲線（高い被検体の試料）のために選択する。理想的には、項目２からの無干
渉試料で達成される測定範囲に匹敵する測定範囲をカバーすべきである。実施例２でこの
方法を適用した。
【００９３】
　本発明の１態様は、校正曲線を補正する例を提供することである。
　本明細書中で用いる用語“全反応時間”は、特定の被検体を複数の波長で測定する期間
である。２つの校正曲線の作成を目的として最良の２つの波長を選択するために、ｃｏｂ
ａｓ　ｃ（登録商標）計器で得られる１２の異なる波長で標準品を同時に測定した。この
検出器の光学範囲内にある吸光値（０．００００～３．００００の吸光度）のみを考慮に
入れた。
【００９４】
　本発明のイムノアッセイの一般的な全反応時間は、１～２０分の範囲である。好ましく
は、多重波長分光光度計型の光度計の全反応時間は、好ましくは約１０分である。本発明
のある態様は、特定の被検体の光信号を全反応時間中に測定するものである。最も好まし
くは、特定の被検体の光信号を少なくとも第１および第２の主波長で同時に測定する。本
明細書中で用いる用語“時間遅れ”は、特定の被検体を検出するための第１と第２の主波
長間の期間である。本明細書中で用いる用語“同時に”は、６０ｘ秒未満の時間遅れ、た
とえば１０ｘ秒未満の時間遅れ、好ましくは１ｘ秒未満の時間遅れ、最も好ましくは１ミ
リ秒未満の時間遅れ、またはさらには０．１ｘミリ秒未満の時間遅れを意味することがで
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きる。最も好ましくは、用語“同時に”は時間遅れがないことを意味する。
【００９５】
　本発明のさらなる観点は、溶血性および／または黄疸性および／または脂血性および／
または他の干渉を示す試料の分光測光ベースの検査室試験の干渉を低減するための方法で
あって、分析前試料処理の適用および／またはアッセイ法の変更なしに、測定用波長、ア
ッセイポイント、校正ポイントおよび校正モードを含む特定の測定条件を測定プロトコル
にさらに適用する方法である。
【００９６】
　ある態様は、さらに、試料が溶血性および／または脂血性および／または黄疸性である
かに応じて１以上の多重校正曲線を選択し、選択した校正曲線（単数または複数）との比
較により特定の被検体の量を定量する、本発明による方法である。
【００９７】
　本発明のさらなる観点は、溶血性および／または黄疸性および／または脂血性干渉を示
す可能性がある試料中の特定の被検体の量を決定する分光測光ベースの検査室試験の干渉
を低減するための、測定プロトコルにさらに適用した、測定用波長、反応時間、校正ポイ
ント、および校正モードを含む特定の測定条件の使用である。
【００９８】
　本発明のさらなる観点は、溶血性および／または黄疸性および／または脂血性干渉を示
す可能性がある試料中の特定の被検体の量を決定するための分光測光による市販の検査室
試験を用いる計器プラットフォームであって、それのデータ管理システムが、最良適合校
正曲線を選択するために反応時間、校正ポイント、および校正モード、波長、血清指数の
データを処理することができる計器プラットフォームである。
【実施例】
【００９９】
　実施例１：ＣＲＰアッセイにおける溶血性干渉の低減
　溶血性試料の干渉を低減するための本発明方法の有益性を、Ｒｏｃｈｅの市販ＣＲＰ　
Ｌ３アッセイ、すなわちラテックス増強型タービディメトリーイムノアッセイ、およびＲ
ｏｃｈｅのｃｏｂａｓ　ｃ３１１分析計を用いて査定した。
【０１００】
　計器ｃｏｂａｓ　ｃ３１１：
　検出ユニットとして多重波長分光光度計を備えたＲｏｃｈｅ（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎ
ｏｓｔｉｃｓ　ＧｍｂＨ）のｃｏｂａｓ　ｃ３１１分析計を実験に用いた。この計器は自
動的に試料およびアッセイ試薬を反応セル内へピペッティングする。最大３種類の異なる
試薬、Ｒ１、Ｒ２およびＲ３を試料に添加できる。この計器は、タングステンハロゲンラ
ンプ（１２Ｖ／５０Ｗ）を照射線源として用い、１２の異なる波長で（３４０、３７６、
４１５、４５０、４８０、５０５、５４６、５７０、６００、６６０、７００および８０
０±２ｎｍで）同時に、１２のフォトダイオードから構成されるダイオードアレイにより
吸光度を測定する。光路長は５．６ｍｍであり、検出器の光学範囲は０．００００～３．
００００の吸光度である。各反応セルについて、水ブランクを測定し、次いで吸光度の読
みを１０分（本明細書中で全反応時間とも呼ばれる）に５７回取得し、こうして各波長に
おける吸光度につき合計５７の測定ポイント（本発明において測光ポイントまたはアッセ
イポイントとも呼ばれる）が得られる。これらの測定ポイントのうち少なくとも１つを用
いて濃度を計算することができる。この計器における２つの基本的タイプの測光アッセイ
がある：エンドポイントアッセイおよび速度アッセイ。測定を３７℃で実施する。
【０１０１】
　ＣＲＰ　Ｌ３アッセイ：
　ＲｏｃｈｅのＣＲＰ　Ｌ３試験（ＣＲＰＬ３，カタログＮｏ．０４９５６８４２）のア
ッセイ原理：ヒトＣＲＰは、モノクローナル抗ＣＲＰ抗体でコートしたラテックス粒子と
共に凝集する；その凝集体をタービディメトリーにより測定する。
【０１０２】
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　すべてのＲｏｃｈｅ試験のための試薬はｃｏｂａｓ　ｃパックに備えられている。これ
らのカセットは、１～３つの特別にデザインされた試薬ボトルを収容し、詳細な試薬およ
び試験関連事項を含むバーコードラベルを備えている。ＣＲＰ　Ｌ３試験には、カセット
内の２つの試薬を用いる：Ｒ１（ウシ血清アルブミンを含むＴＲＩＳ緩衝液、および保存
剤）およびＲ２（抗ＣＲＰ（マウス）でコートしたラテックス粒子（グリシン緩衝液中）
、免疫グロブリン（マウス）および保存剤）。ＣＲＰ　Ｌ３試験からのパッケージ添付文
書に記載された手順を標準法として用いた。
【０１０３】
　ピペッティング計画：２μＬの試料および１５０μＬの試薬Ｒ１を次いで反応セルに添
加し、続いて２４μｌの希釈剤（水）で希釈した４８μｌのラテックス試薬Ｒ２を添加し
、反応混合物を混合した。
【０１０４】
　測定条件：測定のために、５７０ｎｍを主波長として用い、８００ｎｍを補正波長とし
て用いた。アッセイタイプは２ポイントエンドアッセイであった。２ポイントエンドアッ
セイは、試料ブランクを実施するエンドポイントアッセイである。この場合、２つの異な
る測定ポイントにおける２つの吸光度の読みを考慮に入れる：第１の読みは通常は最終試
薬の添加前または添加直後に取得される；第２の読みは最終試薬の添加後にいずれかの時
点で取得される。校正曲線のための、したがって濃度計算のための吸光値は、第１の読み
を第２の読みから減算することにより得られる。ＣＲＰ　Ｌ３について、第１の読みは測
定ポイント８におけるものであって最終試薬の添加直後を意味し、第２の読みは測定ポイ
ント１８におけるものであり、これは２．０分の反応時間に対応する。校正曲線６を作成
するために、Ｒｏｃｈｅ（カタログＮｏ．１１３５５２７９）からの６つの標準品を２回
反復で、校正モードとしてスプラインを用いて測定する；これは測定したキャリブレータ
ーの三次多項式により概算したデータポイント間の範囲にフィットし、したがって滑らか
な曲線が得られる。
【０１０５】
　干渉を査定するための手順：
　ＣＲＰ　Ｌ３アッセイを、無干渉試料および溶血性試料について、パッケージ添付文書
に記載された標準法（下記のａを参照）、および標準法と比較して他の波長を吸光度測定
に用いる新規方法（下記のｂを参照）により実施した。試料をｃｏｂａｓ　ｃ３１１で３
回反復測定した。最終的に、両方法で得られた溶血性干渉の大きさを査定した：すべての
ヘモグロビン含有試料について測定したＣＲＰ濃度の復元率（中央値）を計算し、無干渉
試料について得られたＣＲＰ値と比較した。初期ＣＲＰ濃度値の復元率が±１０％以内の
場合、その試料は無干渉である；この復元率領域内に含まれる結果は報告価値のある（精
確な）結果である。
【０１０６】
　溶血性血清試料：種々の量のヘモグロビンを約１５４～約１３９７ｍｇ／ｄＬの間の濃
度になるまで添加し、ヒトＣＲＰを５ｍｇ／Ｌになるまで加えることにより調製した；
　無干渉血清試料：ヒトＣＲＰを５ｍｇ／Ｌになるまで加えることにより調製した。
【０１０７】
　ａ）標準法：
　・主波長：５７０ｎｍ
　・副波長（補正用）：８００ｎｍ
　・全反応時間／反応時間：１０分／２．０分
　・６ポイント校正
　・校正モード：スプライン
　・アッセイタイプ：エンドポイント（２ポイント－エンド）
　ｂ）新規方法：
　・主波長：６００ｎｍ
　・副波長（補正用）：８００ｎｍ
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　・６ポイント校正
　・校正モード：スプライン
　・アッセイタイプ：エンドポイント（２ポイント－エンド）。
【０１０８】
　結果：
　表１に示すように、標準法を用いた場合、６１２のＨ指数（約６１２ｍｇ／ｄｌのヘモ
グロビン濃度）まで溶血による干渉がみられない。より高いＨ指数について、復元率は±
１０％のウインドウ外である。
【０１０９】
　表２に示すように、新規方法を用いた場合、少なくとも１３９７のＨ指数（約１３９７
ｍｇ／ｄｌのヘモグロビン濃度）まで溶血による干渉がみられない。
　この結果は、新規方法を用いた場合にこのアッセイにより許容された溶血度に関して約
２．３倍の改善を示す。言い換えると、新規方法を適用することにより、溶血性干渉が２
．３倍低減した。新規方法を実装するために試薬配合の変更は必要ない；分析計のソフト
ウェアをプロセスの全自動処理に適合させなければならないだけである。
【０１１０】
　新規方法をＣＲＰＬ３アッセイに適用すると、波長および反応時間の変異のためアッセ
イ性能に若干の変化が生じる：検出上限（ＵＤＬ）は標準法と同様なままであるが、検出
下限（ＬＤＬ）はわずかに損なわれる（０．０６ｍｇ／Ｌから０．０９ｍｇ／Ｌに）。
【０１１１】
　このアッセイについて、分析計で本発明により行なわれると考えられるワークフローは
下記のとおりであろう（図２も参照）：
　－　ＣＲＰについての校正曲線の作成：
　　－　標準条件下（標準法ａ）で記録した校正曲線
　　－　新規条件下（新規方法ｂ）で記録した校正曲線
　－　試料を下記のアッセイで同時に測定する：
　　－　血清指数アッセイおよび
　　－　少なくとも下記の波長でのＣＲＰＬ３アッセイ：５７０ｎｍ、６００ｎｍ、８０
０ｎｍ
　－　血清指数アッセイで得られたＨ指数値、およびそれとカットオフ値（Ｈ＝６１２，
Ｈ＝１３９７）との比較に基づいて、試料中のＣＲＰの定量のために対応する校正曲線を
分析計により選択する：
　　－　Ｈ≦６１２：標準条件下（標準法ａ）で記録した校正曲線
　　－　Ｈ＞６１２，Ｈ≦１３９７：新規条件下（新規方法ｂ）で記録した校正曲線
　　－　Ｈ＞１３９７：試料の拒絶
　－　光信号と選択した校正曲線との比較による試料中のＣＲＰ量の決定。
【０１１２】
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【表１】

【０１１３】
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【表２】

【０１１４】
　実施例２：フェノバルビタールアッセイにおける脂血性干渉の低減
　脂血性試料の干渉を低減するための本発明方法の有益性を、Ｒｏｃｈｅの市販フェノバ
ルビタールアッセイ、すなわちラテックス増強型タービディメトリーイムノアッセイ（Ｋ
ＩＭＳ：kinetic interaction of microparticles in a solution（溶液中における微粒
子の力学的相互作用）)、およびＲｏｃｈｅのｃｏｂａｓ　ｃ３１１分析計を用いて査定
した。
【０１１５】
　計器ｃｏｂａｓ　ｃ３１１：
　検出ユニットとして多重波長分光光度計を備えたＲｏｃｈｅ（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎ
ｏｓｔｉｃｓ　ＧｍｂＨ）のｃｏｂａｓ　ｃ３１１分析計を実験に用いた。この計器は自
動的に試料およびアッセイ試薬を反応セル内へピペッティングする。最大３種類の異なる
試薬、Ｒ１、Ｒ２およびＲ３を試料に添加できる。この計器は、タングステンハロゲンラ
ンプ（１２Ｖ／５０Ｗ）を照射線源として用い、１２の異なる波長で（３４０、３７６、
４１５、４５０、４８０、５０５、５４６、５７０、６００、６６０、７００および８０
０±２ｎｍで）同時に、１２のフォトダイオードから構成されるダイオードアレイにより
吸光度を測定する。光路長は５．６ｍｍであり、検出器の光学範囲は０．００００～３．
００００の吸光度である。各反応セルについて、水ブランクを測定し、次いで吸光度の読
みを１０分（本明細書中で全反応時間とも呼ばれる）に５７回取得し、こうして各波長に
おける吸光度につき合計５７の測定ポイント（本発明において測光ポイントまたはアッセ
イポイントとも呼ばれる）が得られる。これらの測定ポイントのうち少なくとも１つを用
いて濃度を計算することができる。この計器における２つの基本的タイプの測光アッセイ
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がある：エンドポイントアッセイおよび速度アッセイ。測定を３７℃で実施する。
【０１１６】
　フェノバルビタールアッセイ：
　Ｒｏｃｈｅのフェノバルビタール試験（カタログＮｏ．０４４９０９２４）のアッセイ
原理：フェノバルビタール抗体を微粒子に共有結合させ、薬物誘導体を高分子に連結させ
る。溶液中における微粒子の力学的相互作用は、薬物コンジュゲートが高分子上の抗体に
結合することにより誘導され、試料中にフェノバルビタールが存在することにより阻害さ
れる。血清試料中の薬物コンジュゲートとフェノバルビタール間に、微粒子上のフェノバ
ルビタール抗体への結合に対する競合反応が起きる。その結果生じる力学的相互作用は、
試料中に存在する薬物の量に反比例する。
【０１１７】
　すべてのＲｏｃｈｅ試験のための試薬はｃｏｂａｓ　ｃパックに備えられている。これ
らのカセットは、１～３つの特別にデザインされた試薬ボトルを収容し、詳細な試薬およ
び試験関連事項を含むバーコードラベルを備えている。フェノバルビタール試験には、カ
セット内の２つの試薬を用いる：Ｒ１（フェノバルビタールコンジュゲートを含む緩衝液
、保存剤および安定剤）およびＲ２（フェノバルビタール抗体（マウス　モノクローナル
抗体）でコートしたラテックス粒子（緩衝液中）、保存剤および安定剤）。フェノバルビ
タール試験からのパッケージ添付文書に記載された手順を標準法として用いた。
【０１１８】
　ピペッティング計画：２μＬの試料および９３μＬの試薬Ｒ１を次いで反応セルに添加
し、続いて９３μｌのラテックス試薬Ｒ２を添加し、反応混合物を混合した。
　測定条件：測定のために、６００ｎｍを主波長として用い、８００ｎｍを補正波長とし
て用いた。アッセイタイプは２ポイントエンドアッセイであった。２ポイントエンドアッ
セイは、試料ブランクを実施するエンドポイントアッセイである。この場合、２つの異な
る測定ポイントにおける２つの吸光度の読みを考慮に入れる：第１の読みは通常は最終試
薬の添加前または添加直後に取得される；第２の読みは最終試薬の添加後にいずれかの時
点で取得される。校正曲線のための、したがって濃度計算のための吸光値は、第１の読み
を第２の読みから減算することにより得られる。フェノバルビタールについて、第１の読
みは測定ポイント１０におけるものであって最終試薬の添加直後を意味し、第２の読みは
測定ポイント４９におけるものであり、これは６．５分の反応時間に対応する。校正曲線
を作成するために、Ｒｏｃｈｅ（カタログＮｏ．０３３７５７９０）からの６つの標準品
を２回反復で、校正モードとしてＲＣＭ（Ｒｏｄｂａｒｄ関数）を用いて測定する。
【０１１９】
　干渉を査定するための手順：
　フェノバルビタールアッセイを、無干渉試料および脂血性試料について、パッケージ添
付文書に記載された標準法（下記のａを参照）、および標準法と比較して他の波長を吸光
度測定に用いる新規方法（下記のｂを参照）により実施した。試料をｃｏｂａｓ　ｃ３１
１で３回反復測定した。最終的に、両方法で得られた脂血性干渉の大きさを査定した：す
べての脂質含有試料について測定したフェノバルビタール濃度の復元率（中央値）を計算
し、無干渉試料について得られたフェノバルビタール値と比較した。初期フェノバルビタ
ール濃度値の復元率が±１０％以内の場合、その試料は無干渉である；この復元率領域内
に含まれる結果は報告価値のある（精確な）結果である。
【０１２０】
　脂血性血清試料：種々の量のｉｎｔｒａｌｉｐｉｄを約６～約１９０３ｍｇ／ｄＬの間
の濃度になるまで添加し、フェノバルビタールをそれぞれ５および４５μｇ／ｍＬになる
まで加えることにより調製した；
　無干渉血清試料：フェノバルビタールをそれぞれ５および４５μｇ／ｍＬなるまで加え
ることにより調製した。
【０１２１】
　ａ）標準法：
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　・主波長：６００ｎｍ
　・副波長（補正用）：８００ｎｍ
　・全反応時間／反応時間：１０分／６．５分
　・６ポイント校正
　・校正モード：ＲＣＭ（Ｒｏｄｂａｒｄ）
　・アッセイタイプ：エンドポイント（２ポイント－エンド）
　ｂ）新規方法：
　フェノバルビタール濃度５μｇ／ｍＬについて：
　・主波長：５０５ｎｍ
　・副波長（補正用）：８００ｎｍ
　・全反応時間／反応時間：１０分／６．５分
　・６ポイント校正
　・校正モード：ＲＣＭ（Ｒｏｄｂａｒｄ）
　・アッセイタイプ：エンドポイント（２ポイント－エンド）
　フェノバルビタール濃度４５μｇ／ｍＬについて：
　・主波長：４５０ｎｍ
　・副波長（補正用）：８００ｎｍ
　・全反応時間／反応時間：１０分／３．６分
　・６ポイント校正
　・校正モード：ＲＣＭ（Ｒｏｄｂａｒｄ）
　・アッセイタイプ：エンドポイント（２ポイント－エンド）。
【０１２２】
　結果：
　表３に示すように、フェノバルビタール濃度５μｇ／ｍＬについて、標準法を用いた場
合、５９８のＬ指数（約５９８ｍｇ／ｄｌのｉｎｔｒａｌｉｐｉｄ濃度）まで脂血による
干渉がみられない。より高いＬ指数について、復元率は±１０％のウインドウ外である。
【０１２３】
　表４に示すように、フェノバルビタール濃度５μｇ／ｍＬについて、新規方法を用いた
場合、９０２のＬ指数（約９０２ｍｇ／ｄｌのｉｎｔｒａｌｉｐｉｄ濃度）まで脂血によ
る干渉がみられない。
【０１２４】
　表５に示すように、フェノバルビタール濃度４５μｇ／ｍＬについて、標準法を用いた
場合、８０２のＬ指数（約８０２ｍｇ／ｄｌのｉｎｔｒａｌｉｐｉｄ濃度）まで脂血によ
る干渉がみられない。より高いＬ指数について、復元率は±１０％のウインドウ外である
。
【０１２５】
　表６に示すように、フェノバルビタール濃度４５μｇ／ｍＬについて、新規方法を用い
た場合、１２６２のＬ指数（約１２６２ｍｇ／ｄｌのｉｎｔｒａｌｉｐｉｄ濃度）まで脂
血による干渉がみられない。
【０１２６】
　これらの結果は、新規方法を用いた場合にこのアッセイにより許容された脂血度に関し
て約１．５倍の改善を示す（表７を参照）。言い換えると、新規方法を適用することによ
り、溶血性干渉が１．５倍低減した。新規方法を実装するために試薬配合の変更は必要な
い；分析計のソフトウェアをプロセスの全自動処理に適合させなければならないだけであ
る。
【０１２７】
　新規方法をフェノバルビタールアッセイに適用しても、波長および反応時間の変異によ
るアッセイ性能の変化は生じない：ＵＤＬおよびＬＤＬは標準法と同様なままである。
　したがって、このアッセイについて分析計で本発明により行なわれると考えられるワー
クフローは下記のとおりであろう（図３も参照）：
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　１．　フェノバルビタールについての校正曲線の作成：
　　－　標準条件下（標準法ａ）で記録した校正曲線
　　－　新規条件下（新規方法ｂ）で記録した２つの校正曲線
　２．　試料を下記のアッセイで同時に測定する：
　　－　血清指数アッセイおよび
　　－　少なくとも下記の波長でのフェノバルビタールアッセイ：４５０ｎｍ、５０５ｎ
ｍ、６００ｎｍ、８００ｎｍ
　３．　血清指数アッセイで得られたＬ指数値、およびそれとカットオフ値（Ｌ１＝５９
８，Ｌ２＝９０２，Ｌ３＝１２６２）との比較に基づいて、
かつ試料のフェノバルビタールアッセイで得られた光信号と前決定した閾値Ｔ１（Ｔ１は
、標準法で測定した４５μｇ／ｍＬのフェノバルビタール濃度に対応する校正曲線におけ
る光信号であってよい）との比較によるフェノバルビタール濃度のおおまかな推定に基づ
いて、
試料におけるフェノバルビタールの定量のために対応する校正曲線を分析計により選択す
る：
　　－　Ｌ≦５９８　→　フェノバルビタール濃度とは無関係に、標準条件下（標準法ａ
）で記録した校正曲線；
　　－　Ｌ＞５９８　→　実測Ｌ指数に基づいて、かつフェノバルビタールアッセイにお
いて試料から測定された光信号と前決定した閾値との比較による試料のおおまかなフェノ
バルビタール濃度に基づいて、校正曲線を選択する；
　　－　Ｌ＞５９８かつＬ≦９０２であれば、かつ
測定した光信号が＜４５μｇ／ｍＬのフェノバルビタール濃度を指示すれば：
　→　新規条件下（新規方法ｂ，５μｇ／ｍＬのフェノバルビタールについての条件）で
記録した校正曲線；
　　－　Ｌ＞５９８かつＬ＞９０２であれば、かつ
測定した光信号が＜４５μｇ／ｍＬのフェノバルビタール濃度を指示すれば：
　→　試料の拒絶；
　　－　Ｌ＞５９８かつＬ≦１２６２であれば、かつ
測定した光信号が≧４５μｇ／ｍＬのフェノバルビタール濃度を指示すれば：
　→　新規条件下（新規方法ｂ，４５μｇ／ｍＬのフェノバルビタールについての条件）
で記録した校正曲線；
　　－　Ｌ＞５９８かつＬ＞１２６２であり、かつ
測定した光信号が≧４５μｇ／ｍＬのフェノバルビタール濃度を指示すれば：
　→　試料の拒絶；
　４．　光信号と選択した校正曲線との比較による試料中のフェノバルビタール量の決定
。
【０１２８】
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【表３】

【０１２９】
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【表４】
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【表５】
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【表６】
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