
JP 2008-249603 A 2008.10.16

(57)【要約】
【課題】免疫測定における非特異的反応のうち、特に検体中のタンパク質以外の成分（脂
質など）に起因する非特異的反応を効果的に抑制できる免疫測定用検体前処理液、免疫測
定用試薬キット及び免疫測定方法を提供することを目的とする。
【解決手段】二糖類を含む免疫測定用検体前処理液、該検体前処理液を含む免疫測定用試
薬キット、及び二糖類の存在下で行う免疫測定方法により、上記の課題を解決する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　固相を用いる免疫測定のための検体前処理液であって、二糖類を含むことを特徴とする
免疫測定用検体前処理液。
【請求項２】
　カリクサレン類、界面活性剤、シクロデキストリン又はその誘導体、及びサポニンから
なる群より選択される少なくとも１つをさらに含む請求項１に記載の免疫測定用検体前処
理液。
【請求項３】
　前記界面活性剤が、非イオン性界面活性剤である請求項２に記載の免疫測定用検体前処
理液。
【請求項４】
　前記二糖類が、シュークロースである請求項１～３のいずれか１項に記載の免疫測定用
検体前処理液。
【請求項５】
　前記固相が、磁性粒子である請求項１～４に記載の免疫測定用検体前処理液。
【請求項６】
　二糖類を含む第一試薬と、測定対象物質を認識可能な抗原又は抗体を固定化するための
固相を含む第二試薬とを含むことを特徴とする免疫測定用試薬キット。
【請求項７】
　前記第一試薬又は前記第二試薬が、測定対象物質を認識可能な抗原又は抗体をさらに含
む請求項６に記載の免疫測定用試薬キット。
【請求項８】
　二糖類の存在下で、検体中の測定対象物質と、該測定対象物質を認識可能な抗原又は抗
体との間の抗原抗体反応を行うことを特徴とする免疫測定方法。
【請求項９】
　前記測定対象物質と前記抗原又は抗体との間の抗原抗体反応の前に、前記測定対象物質
及び前記抗原又は抗体のいずれか一方と前記二糖類とを接触させる請求項８に記載の免疫
測定方法。
【請求項１０】
　前記抗原又は抗体が、前記固相に固定化されている請求項８又は９に記載の免疫測定方
法。
【請求項１１】
　前記測定対象物質を含む検体と前記二糖類とを混合する工程、
　前記混合工程で得られた混合液と前記固相とを混合して、前記測定対象物質と前記抗原
又は抗体とを含む複合体を固相上に形成させる工程、
　前記固相上の複合体を標識物質により標識する工程、及び
　前記複合体の標識を検出して得られた結果に基づいて測定対象物質を測定する工程、
を含む請求項１０に記載の免疫測定方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫測定のための検体前処理液、免疫測定用試薬キット及び免疫測定方法に
関する。
【背景技術】
【０００２】
　臨床検査などの分野では、体中に存在し得る測定対象物質に対する抗原又は抗体を用い
て測定対象物質を検出し、測定する免疫測定法が知られている。免疫測定法では、通常、
測定対象物質に対する抗原又は抗体と測定対象物質との抗原抗体反応により生じる濁度、
散乱光、蛍光などの変化を測定する。
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【０００３】
　免疫測定法では、検体中のタンパク質や脂質などの測定対象物質以外の物質が、測定対
象物質に対する抗原又は抗体、或いはその他の免疫測定に用いられる試薬中の成分、例え
ば抗原又は抗体が固定化される固相などと非特異的に相互作用することがある。このよう
な非特異反応が生じると測定結果に影響を及ぼすことが知られており、例えば、測定対象
物質を含んでいない陰性検体においても陽性のシグナル（例えば濁度、散乱光、傾向の変
化）が検出されるなどの問題が生じうる。ゆえに、非特異的反応をできるだけ低く抑える
ことが、測定対象物質を実際に含む陽性検体を精度よく測定するために重要である。
【０００４】
　免疫測定法において、非特異的反応を抑制する方法として様々なものが提案されている
。例えば、特開平１１－２４８７０６号（特許文献１）には、抗原又は抗体の固相への非
特異的吸着を防止するために、シクロデキストリン又はその誘導体を用いることが記載さ
れている。
　特開２０００－３２９７６４号（特許文献２）は、検体中に存在する補体などによる非
特異的反応を抑制するために、多価フェノールを用いることを開示している。
　特開２００６－１９４７４６号（特許文献３）は、非特異的反応を抑制するために亜鉛
イオンを用いることを開示し、また、脂質タンパク質による非特異的反応を抑制する物質
として非イオン性界面活性剤を開示している。
【０００５】
　特開２００２－３４０８９９号（特許文献４）は、非特異的反応を抑制するために、コ
ンドロイチン硫酸又はポリアクリル酸と、ブチロラクトン、バレロラクトン、カプロラク
トンなどとを用いることを開示している。
　さらに、特開２００６－２６５２８６号（特許文献５）は、抗原又は抗体を固定化する
磁性粒子の表面を親水性官能基を有するポリマーで被覆することにより、非特異的反応を
低減することを開示している。
【特許文献１】特開平１１－２４８７０６号公報
【特許文献２】特開２０００－３２９７６４号公報
【特許文献３】特開２００６－１９４７４６号公報
【特許文献４】特開２００２－３４０８９９号公報
【特許文献５】特開２００６－２６５２８６号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明者らは、免疫測定において、二糖類を含む検体前処理液を用いることにより、非
特異的反応に寄与し得る検体中の物質による影響を、効率的に抑制できることを見出した
。
　よって、本発明は、免疫測定における、検体中の物質に起因する非特異的反応を効果的
に抑制できる免疫測定用検体前処理液、免疫測定用試薬キット及び免疫測定方法を提供す
ることを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は、免疫測定のための検体前処理液であって、二糖類を含む免疫測定用検体前処
理液である。
　また、本発明は、上記の検体前処理液である第一試薬と、測定対象物質を認識可能な抗
原又は抗体を固定化するための固相を含む第二試薬とを含む免疫測定用試薬キットでもあ
る。
　さらに、本発明は、二糖類の存在下で、検体中の測定対象物質と、該測定対象物質を認
識可能な抗原又は抗体との間の抗原抗体反応を行う免疫測定方法でもある。
【発明の効果】
【０００８】



(4) JP 2008-249603 A 2008.10.16

10

20

30

40

50

　本発明の免疫測定用検体前処理液及び免疫測定用試薬キットを用いることにより、検体
中の測定対象物質以外の物質による非特異的反応を抑制して免疫測定を行うことができる
。したがって、検体中の測定対象物質を、良好な精度で測定することができる。
　また、本発明の免疫測定方法は、検体中の測定対象物質以外の物質による非特異的反応
を低減して免疫測定を行うことができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００９】
　本明細書において、「免疫測定用検体前処理液」とは、固相を用いる免疫測定において
、検体中の測定対象物質と固相とが接触する前に、検体と混合される試薬であることを意
図する。なお、本明細書において、「接触」とは混合することを含む。
【００１０】
　該免疫測定用検体前処理液は、二糖類を含有することにより、検体中の測定対象物質以
外の成分、特にタンパク質以外の成分（脂質など）に起因する非特異的反応を抑制できる
。
　本明細書において、「非特異的反応」とは、検体中に存在する測定対象物質以外の物質
（例えばタンパク質、リポタンパク質、脂質など）が、反応系に存在する抗原又は抗体、
固相、反応容器などと相互作用する反応のことをいう。本実施形態の検体前処理液は、特
にタンパク質以外の成分（例えば、脂質、リポタンパク質など）による非特異的反応を効
果的に抑制できる。
【００１１】
　上記の検体前処理液は、二糖類を含有する適切な緩衝液であることが好ましい。該緩衝
液は、免疫測定に通常用いられる緩衝液を用いることができ、例えばＰＩＰＥＳ（１,４
－ピペラジンジエタンスルホン酸）、ＴＥＡ（トリエタノールアミン）、ＨＥＰＥＳ（２
－〔４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジニル〕エタンスルホン酸）などを含む
。
【００１２】
　上記の二糖類は、従来公知の二糖類であれば特に限定されず、シュークロース、ラクト
ース、マルトース、イソマルトースなどが挙げられ、これらの構造異性体も含む。なかで
も、シュークロースが好ましい。
　これらの二糖類は、市販のものを用いることができる。
【００１３】
　上記の検体前処理液中の二糖類の濃度は、免疫測定で使用される試薬が含有する他の成
分の種類、測定対象物質の種類などに応じて適宜選択できる。例えば、二糖類は、検体前
処理液中に０．１～２０重量％、より好ましくは１～１０重量％含まれていることができ
る。また、上記の二糖類は、検体と混合された際に０．０５～２．０重量％、より好まし
くは０．１～１．５重量％となるような濃度で検体前処理液に含有されていてよい。
【００１４】
　検体前処理液は、免疫測定を良好に行うことができるｐＨであればよく、ｐＨ６～１０
であることが好ましく、ｐＨ７～９であることがより好ましい。
【００１５】
　上記の検体前処理液は、カリクサレン類、界面活性剤、シクロデキストリン又はその誘
導体、及びサポニンからなる群より選択される少なくとも１つをさらに含むことが好まし
い。これら物質の少なくとも１つと二糖類とを含む検体前処理液を使用することにより、
免疫測定において、タンパク質以外の成分（脂質など）による非特異反応をより効果的に
抑制することができる。
【００１６】
　上記のカリクサレン類は、フェノールを基本骨格とし、フェノールの４～８分子をメチ
レン基で環状に重合させて得られる環状オリゴマーである。カリクサレン類としては、例
えばカリクス（４）アレン（Calix(4)arene）、カリクス（６）アレン、カリクス（８）
アレン、硫酸カリクス（４）アレン、硫酸カリクス（６）アレン、硫酸カリクス（８）ア
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レン、酢酸カリクス（４）アレン、酢酸カリクス（６）アレン、酢酸カリクス（８）アレ
ン、カルボキシカリクス（４）アレン、カルボキシカリクス（６）アレン、カルボキシカ
リクス（８）アレン、カリクス（４）アレンアミン、カリクス（６）アレンアミン、カリ
クス（８）アレンアミンなどが挙げられ、これらの１種又は２種以上を用いてもよい。
　上記のカリクサレン類は、市販で入手可能である。
　上記の検体前処理液中のカリクサレン類の濃度は、０．０５～５０ｍＭ程度、より好ま
しくは０．１～２０ｍＭ程度の濃度となるような濃度であることが好ましい。
【００１７】
　上記の界面活性剤は、非イオン性界面活性剤が好ましい。非イオン性界面活性剤は、ポ
リオキシエチレン系非イオン性界面活性剤がより好ましい。ポリオキシエチレン系非イオ
ン性界面活性剤としては、ポリオキシエチレンラウリルエーテル、ポリオキシエチレンポ
リプロピレンラウリルエーテル、オクチルフェニルエーテル、ノニルフェニルエーテルな
どが挙げられ、これらの１種又は２種以上を用いてもよい。
　上記の界面活性剤は、市販で入手可能である。
　上記の検体前処理液中の界面活性剤の濃度は、０．０１～５．０重量％程度、より好ま
しくは０．０５～１．０重量％となるような濃度であることが好ましい。
【００１８】
　上記のシクロデキストリンは、α－シクロデキストリン、β－シクロデキストリン、γ
－シクロデキストリン、これらのポリマー及び誘導体を含み得る。上記のシクロデキスト
リンの誘導体としては、２，６－ジ－Ｏ－メチル－α－シクロデキストリン、２，３，６
－トリ－Ｏ－メチル－α－シクロデキストリン、２，６－ジ－Ｏ－メチル－β－シクロデ
キストリン、２，３，６－トリ－Ｏ－メチル－β－シクロデキストリン、２，６－ジ－Ｏ
－メチル－γ－シクロデキストリン、２，３，６－トリ－Ｏ－メチル－γ－シクロデキス
トリンなどのアルキル化シクロデキストリン；２－ヒドロキシエチル－α－シクロデキス
トリン、２－ヒドロキシプロピル－α－シクロデキストリン、３－ヒドロキシプロピル－
α－シクロデキストリン、２，３－ジヒドロキシプロピル－α－シクロデキストリン、２
－ヒドロキシエチル－β－シクロデキストリン、２－ヒドロキシプロピル－β－シクロデ
キストリン、２，３－ジヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリン、２－ヒドロキシ
エチル－γ－シクロデキストリン、２－ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン、
３－ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン、２，３－ジヒドロキシプロピル－γ
－シクロデキストリンなどのヒドロキシアルキル化シクロデキストリン；６－Ｏ－α－Ｄ
－グルコシル－α－シクロデキストリン、６－Ｏ－α－Ｄ－マルトシル－α－シクロデキ
ストリン、６－Ｏ－α－Ｄ－グルコシル－β－シクロデキストリン、６－Ｏ－α－Ｄ－マ
ルトシル－β－シクロデキストリン、６－Ｏ－α－Ｄ－グルコシル－γ－シクロデキスト
リン、６－Ｏ－α－Ｄ－マルトシル－γ－シクロデキストリンなどの糖修飾シクロデキス
トリン；Ｏ－カルボキシメチル－α－シクロデキストリン、Ｏ－カルボキシメチル－β－
シクロデキストリン、Ｏ－カルボキシメチル－γ－シクロデキストリンなどのカルボキシ
アルキル化シクロデキストリンが挙げられ、これらの１種又は２種以上を用いることがで
きる。
　中でも、２－ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリンが好ましい。
　上記のシクロデキストリン又はその誘導体は、市販で入手可能である。
【００１９】
　上記の検体前処理液中のシクロデキストリン又はその誘導体の濃度は、０．０１～１０
重量％程度、より好ましくは０．０５～５．０重量％となるような濃度であることが好ま
しい。
【００２０】
　上記のサポニンは、ステロイド又はトリテルペンの配糖体であり、糖部分としてＤ－グ
ルコース、Ｌ－アラビノース、Ｌ－ラムノース、Ｄ－キシロースなどを有する物質を含む
。サポニンの由来としては特に限定されないが、大豆、茶の実などが挙げられる。
　上記のサポニンは、市販で入手可能である。
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【００２１】
　上記の検体前処理液中のサポニンの濃度は、０．０１～１０重量％程度、より好ましく
は０．０５～５．０重量％となるような濃度であることが好ましい。
【００２２】
　上記の二糖類を含む検体前処理液は、検体中のタンパク質以外の成分（脂質など）に起
因する非特異的反応を抑制できる。その作用メカニズムは明らかではないが、検体前処理
液中の二糖類が脂質に結合して、脂質の構造（性能や性質）が変化することによる考えら
れる。さらに、二糖類と他の成分（カリクサレン類、界面活性剤、シクロデキストリン又
はその誘導体、サポニンからなる群より選択される少なくとも１つ）とを組み合わせるこ
とにより、この非特異的反応の抑制効果をより向上できる。その作用メカニズムは明らか
ではないが、二糖類と同様に他の成分（カリクサレン類、界面活性剤、シクロデキストリ
ン又はその誘導体、サポニン）も脂質に結合して、脂質の構造（性能や性質）が変化する
ことによる考えられる。
【００２３】
　上記の検体前処理液は、固相を用いた免疫測定に適用することが好ましい。
　固相を用いた免疫測定では、検体中の測定対象物質を、該測定対象物質を認識可能な抗
原又は抗体を介して固相上に結合させる。これにより、固相上に、測定対象物質と抗原又
は抗体とを含む複合体が形成される。そして、固相上に形成された複合体を標識し、その
標識を検出することによって測定対象物質が測定される。
【００２４】
　このような固相免疫測定に、上記の検体前処理液を適用する場合、検体と固相とを混合
する前に、上記の検体前処理液と検体とを混合することが好ましい。上記の検体前処理液
は、具体的には、次のように使用できる。
　例えば、上記の検体前処理液と検体とを混合し、得られた混合液を固相と混合すること
ができる。このとき、測定対象物質を認識可能な抗原又は抗体は、固相上に固定化されて
いてもよいし、検体前処理液に含有されていてもよい。抗原又は抗体が固相上に固定化さ
れている場合、二糖類の存在下で、上記混合液中の測定対象物質が固相上の抗原又は抗体
に結合する。また、抗原又は抗体が検体前処理液に含有されている場合、二糖類の存在下
で、上記混合液中の測定対象物質と抗原又は抗体との複合体が固相に結合する。
【００２５】
　上記の検体前処理液は、測定対象物質を認識可能な抗原又は抗体を含んでいてもよい。
　上記の抗原及び抗体は、測定対象物質を認識できるものであれば特に限定されない。ま
た、１種又は２種以上の抗原又は抗体を用いることもできる。
　該抗体は、抗体のフラグメント及びその誘導体も含む。具体例としては、Ｆａｂフラグ
メント、Ｆ（ａｂ’）フラグメント、Ｆ（ａｂ）2フラグメント、及びｓＦｖフラグメン
トなどが挙げられる。抗体のクラスはＩｇＧ、ＩｇＭなどを含み得るが、これらに限定さ
れない。
　上記の抗原及び抗体は、天然から単離してもよいし、遺伝子組み換え法、化学合成法な
どの従来公知の方法により合成したものであってもよい。
　例えば、測定対象物質として抗ＨＴＬＶ－１抗体を測定する場合、用い得る抗原として
は、特開２００４－１１５４１２号に記載されるものなどを用いることができる。
【００２６】
　上記の抗原又は抗体の量は、用いる抗原又は抗体の種類、測定対象物質の種類などによ
り適宜選択することができる。
【００２７】
　上記の二糖類を含有する第一試薬を含む免疫測定用試薬キットも、本発明の一つである
。該免疫測定用試薬キットは、該第一試薬の他に、測定対象物質を認識可能な抗原又は抗
体を固定化するための固相を含む第二試薬を含むことが好ましい。
【００２８】
　上記の第一試薬は、上記の検体前処理液であることが好ましい。
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【００２９】
　上記の第二試薬に含有される上記の抗原又は抗体を固定化するための固相としては、通
常の免疫測定法において用いられる固相であれば特に限定されない。該固相の材料として
は、例えば、ラテックス、ゴム、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリスチレン、スチレ
ン－ブタジエン共重合体、ポリ塩化ビニル、ポリ酢酸ビニル、ポリアクリルアミド、ポリ
メタクリレート、スチレン－メタクリレート共重合体、ポリグリシジルメタクリレート、
アクロレイン－エチレングリコールジメタクリレート共重合体、ポリビニリデンジフルオ
ライド（ＰＶＤＦ）、シリコーンなどのポリマー材料；アガロース；ゼラチン；赤血球；
シリカゲル、ガラス、不活性アルミナ、磁性体などの無機材料などが挙げられる。これら
の１種又は２種以上を組み合わせてもよい。
　また、固相の形状としては、免疫測定に用いられる通常の固相の形状であれば特に限定
されず、マイクロタイタープレート、試験管、ビーズ、粒子、ナノ粒子などが挙げられる
。粒子としては、磁性粒子、ポリスチレンラテックスのような疎水性粒子、粒子表面にア
ミノ基、カルボキシル基などの親水基を有する共重合ラテックス粒子、赤血球、ゼラチン
粒子などが挙げられる。
【００３０】
　より好ましくは、上記の固相は磁性粒子である。磁性粒子は、磁性を有する材料を基材
として含む粒子である。このような磁性粒子は当該技術において公知であり、基材として
例えばＦｅ2Ｏ3及び／又はＦｅ3Ｏ4、コバルト、ニッケル、フェライト、マグネタイトな
どを用いたものが知られている。磁性粒子の表面へのタンパク質などの結合を目的として
、基材の表面をポリマーなどで被覆したものなどがより好ましい。
【００３１】
　上記の第二試薬は、該固相が磁性粒子である場合、該磁性粒子を懸濁した液体の形態で
あることが好ましい。該磁性粒子を懸濁する媒体としては、免疫測定に通常用いられる緩
衝液が好ましく、例えばＰＩＰＥＳ（１,４－ピペラジンジエタンスルホン酸）、ＴＥＡ
（トリエタノールアミン）、ＰＢＳ（リン酸緩衝液）などを含む。
　第二試薬中の固相の量は、特に限定されず、用いる抗原又は抗体の種類、測定対象物質
の種類などにより適宜選択できる。
【００３２】
　上記の第一試薬及び第二試薬は、どちらか一方又は両方が、測定対象を認識可能な抗原
又は抗体を含有することができる。このような抗原又は抗体については、上記の検体前処
理液について述べたことと同様である。
【００３３】
　上記の第二試薬に抗原又は抗体が含有される場合、該抗原又は抗体は、上記の抗原又は
抗体は上記の固相に固定化されていることが好ましい。
【００３４】
　上記の測定対象物質を認識可能な抗原又は抗体を固相に固定化する方法は、公知である
。該固定化は、例えば物理的吸着法、共有結合法、イオン結合法、これらの組み合わせな
どにより行うことができる。
　例えば、固相が磁性粒子である場合、ＢＳＡを介して抗原又は抗体を固相に固定化する
ことができる。具体的には、抗原又は抗体とＢＳＡとを結合させ、これを固相に物理的吸
着により結合させることにより、ＢＳＡを介して抗原又は抗体を固相に結合させることが
できる。
【００３５】
　上記のＢＳＡの代わりに、免疫学的に不活性なその他の高分子材料を用いて、上記の抗
原又は抗体を固相に結合させることができる。免疫学的に不活性な高分子材料としては、
ＢＳＡ以外に、卵白アルブミン、ヘモシアニン、カゼイン、ポリビニルアルコール、デキ
ストランなどが挙げられる。
【００３６】
　上記のＢＳＡや免疫学的に不活性なその他の高分子材料と、抗原又は抗体との結合は、
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従来公知の手段によるものであってよい。例えば、カルボジイミド法、過ヨウ素酸法、マ
レイミド法、グルタルアルデヒド法などの架橋法が挙げられる。
【００３７】
　また、例えば、固相が磁性粒子である場合、架橋物質として例えばビオチン及びアビジ
ン類を用いて、上記の抗原又は抗体を固相に固定化することもできる。
【００３８】
　本発明は、二糖類の存在下で、検体中の測定対象物質と、該測定対象物質を認識可能な
抗原又は抗体との間の抗原抗体反応を行う工程を含む免疫測定方法も提供する。
　上記の抗原抗体反応は、検体中の測定対象物質と、該測定対象物質を認識可能な抗原又
は抗体とを接触させることにより行われる。該接触とは、検体と該抗原又は抗体とを混合
することを含む。
　上記の免疫測定方法は、少なくとも上記の抗原抗体反応において二糖類が存在する工程
を含むことを意図する。例えば、免疫測定方法において、抗原抗体反応により形成された
測定対象物質とそれに対する抗原又は抗体との複合体を標識する工程や複合体の標識を測
定する工程には、二糖類が存在していてもよいし、存在しなくてもよい。
【００３９】
　上記の測定対象物質としては、通常、免疫測定によりその存在を検出できるか又はその
量を定量できる物質であれば、特に限定されず、タンパク質、糖類などを含む。このよう
な測定対象物質は、例えば、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）及びそれに対する抗体、ヒ
トＴ細胞向性ウイルス１型（ＨＴＬＶ－１）及びそれに対する抗体、Ｃ型肝炎ウイルス（
ＨＣＶ）及びそれに対する抗体、Ｂ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）及びそれに対する抗体、癌
胎児性抗原（ＣＥＡ）、Ｃ反応性タンパク質（ＣＲＰ）、α１－アンチトリプシン、α１
－ミクログロブリン、β２－ミクログロブリン、ハプトグロブリン、トランスフェリン、
セルロプラスミン、フェリチン、アルブミン、ヘモグロビンＡ１、ヘモグロビンＡ１Ｃ、
ミオグロビン、ミオシン、デュパン－２、α－フェトプロテイン（ＡＦＰ）、組織ポリペ
プチド抗原（ＴＰＡ）、アポリポタンパクＡ１、アポリポタンパクＥ、リウマチ因子、抗
ストレプトリジンＯ（ＡＳＯ）、アンチトロンビンＩＩＩ（ＡＴ－ＩＩＩ）などを含む。
【００４０】
　上記のような測定対象物質を含む検体は、血液、血漿、血清、尿など、及びこのような
検体を前処理することにより得られる試料を含む。上記の前処理としては、例えば遠心分
離やろ過などによる不溶物の除去などが挙げられる。
【００４１】
　上記の免疫測定方法は、固相を用いた免疫測定に適用することが好ましい。具体的には
、測定対象物質を含む検体と二糖類とを混合する工程と、得られた混合液と固相とを混合
する工程とを含む免疫測定方法が挙げられる。なお、この方法において、測定対象物質を
認識可能な抗原又は抗体は、固相上に固定化されていてもよいし、固定化されていなくて
もよい。
　抗原又は抗体が固相上に固定化されている場合、上記の混合液を固相と混合した際に、
二糖類の存在下で抗原抗体反応が生じ、測定対象物質が固相上の抗原又は抗体に結合する
。これによって、固相上に測定対象物質と抗原又は抗体との複合体が形成される。
　一方、抗原又は抗体が固相上に固定化されていない場合、該抗原又は抗体は、上記の検
体と二糖類とを混合する工程において二糖類と共に検体と混合されてもよい。この場合、
検体と二糖類と抗原又は抗体とを混合した際に、二糖類の存在下で抗原抗体反応が生じ、
測定対象物質が抗原又は抗体に結合する。こうして得られた混合液中には、測定対象物質
と抗原又は抗体との複合体が含まれる。そして、混合液を固相と混合した際に、固相上に
測定対象物質と抗原又は抗体との複合体が形成される。
【００４２】
　上記の免疫測定方法において、上記の測定対象物質と抗原又は抗体との間の抗原抗体反
応は、二糖類の存在下であって、該抗原抗体反応が可能になる条件の下で行われる。この
ような条件は、測定対象物質とそれに対する抗原又は抗体との組み合わせに応じて適宜選
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択可能であり、また、当業者に知られている。例えば、測定対象物質が抗ＨＴＬＶ－１抗
体であり、該抗体と該抗体に対する抗原とを反応させる条件は、２５～４０℃の温度、６
～９のｐＨなどであることが好ましい。
　上記の抗原抗体反応は、上記の条件下で、１～１０分間行うことにより、測定対象物質
と該測定対象物質に対する抗原又は抗体との充分な結合を得ることができる。
【００４３】
　上記の抗原抗体反応は、カリクサレン類、界面活性剤、シクロデキストリン又はその誘
導体、及びサポニンからなる群より選択される少なくとも１つがさらに存在する条件下で
行われることがより好ましい。これら物質の少なくとも１つと二糖類とを組み合わせて使
用することにより、免疫測定において、検体中のタンパク質以外の成分（脂質など）によ
る非特異反応をより効果的に抑制することができる。
　上記の各物質については、上述したことと同様である。
　また、測定対象物質を認識可能な抗原又は抗体についても、上述したことと同様である
。
【００４４】
　上記の免疫測定方法を、固相を用いた免疫測定に適用する場合、上記の検体と二糖類と
を混合する工程と、上記の混合液と固相とを混合する工程に加えて、固相上の複合体を標
識物質により標識する工程と、複合体の標識を検出して得られた結果に基づいて測定対象
物質を測定する工程を含むことが好ましい。
【００４５】
　上記の標識物質は、通常の免疫測定法において用い得る標識物質であれば特に限定され
ず、酵素、蛍光物質、放射性同位元素などが挙げられる。酵素としては、例えば、アルカ
リホスファターゼ、ペルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、チロシナーゼ、酸性ホ
スファターゼなどが挙げられる。蛍光物質としては、フルオレセインイソチオシアネート
（ＦＩＴＣ）、グリーン蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、ルシフェリンなどが挙げられる。放
射性同位元素としては、125Ｉ、14Ｃ、32Ｐなどが挙げられる。
【００４６】
　上記の標識を検出する方法は、通常の免疫測定法において用いられる方法であれば特に
限定されない。標識物質の検出は、例えば、該標識物質が酵素である場合、該酵素に対す
る基質を反応させることにより発生する光、色などを適切な装置を用いて測定することに
より行うことができる。該装置としては、分光光度計、ルミノメータなどが挙げられる。
【００４７】
　上記の基質は、上記の酵素に対する当該技術において公知の基質を用いることができる
。上記の酵素としてアルカリホスファターゼを用いる場合、当該技術において公知の発光
基質、発色基質などを用いることができ、例えばＣＤＰ－ｓｔａｒ（登録商標）（４－ク
ロロ－３－（メトキシスピロ｛１，２－ジオキセタン－３，２'－（５'－クロロ）トリシ
クロ［３．３．１．１3,7］デカン｝－４－イル）フェニルリン酸２ナトリウム）、ＣＳ
ＰＤ（登録商標）（３－（４－メトキシスピロ｛１，２－ジオキセタン－３，２－（５'
－クロロ）トリシクロ［３．３．１．１3,7］デカン｝－４－イル）フェニルリン酸２ナ
トリウム）などの化学発光基質；ｐ－ニトロフェニルホスフェート、５－ブロモ－４－ク
ロロ－３－インドリル－リン酸（ＢＣＩＰ）、４－ニトロブルーテトラゾリウムクロリド
（ＮＢＴ）、ヨードニトロテトラゾリウム（ＩＮＴ）などの発色基質が挙げられる。
【００４８】
　上記の免疫測定方法により、検体中の測定対象物質以外の物質、特にタンパク質以外の
物質に起因する非特異的反応を抑制することができる。
【実施例】
【００４９】
　以下の実施例では、抗ヒトＴ細胞向性ウイルス１型（ＨＴＬＶ－１）抗体を検出するた
めの免疫測定を例として、本発明をより詳細に説明するが、本発明は以下の実施例に限定
されない。
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　抗ＨＴＬＶ－１抗体を検出するための免疫測定に用いた試薬の調製方法は、次のとおり
である。
（１）抗ＨＴＬＶ－１抗体を認識可能な抗原の調製
　抗ＨＴＬＶ－１抗体を認識するための抗原（以下、ＨＴＬＶ－１抗原ともいう）として
、特開２００４－１１５４１２号に記載されるｐ１９抗原及びｇｐ４６抗原を用いた。こ
れらの抗原の配列は、以下のとおりである。
ｐ１９抗原：NH2-KKDSDPQIPPPYVEPTAPQVL-COOH（配列番号１）
ｇｐ４６抗原：NH2-KKNTEPSQLPPTAPPLLPHSNLDHILEPSI-COOH（配列番号２）
　これらの抗原は、化学合成法により作製した。
【００５０】
（２）ＨＴＬＶ－１抗原とＢＳＡとのコンジュゲートの作製
　市販のウシ血清アルブミン（ＢＳＡ、分子量６６，０００）を、０．５％（ｗ／ｖ）の
濃度で１０ｍＭ　ＰＢＳ、ｐＨ７．０に溶解し、ＢＳＡ溶液を調製した。ｐ１９抗原を０
．１％（ｗ／ｖ）の濃度で１０ｍＭ　ＰＢＳ、ｐＨ５．０に溶解し、ｐ１９抗原溶液を調
製した。このＢＳＡ溶液１容量に対して、ｐ１９抗原溶液７容量を添加し、さらに１０ｍ
Ｍ　ＰＢＳ、ｐＨ７．０を加えて全体を９容量となるように調製した。ここに、グルタル
アルデヒドを１％となるように加え、３０℃にて３０分間インキュベートした。反応を、
２０％グリシン水溶液を１容量加えて停止した。
　このようにして、ｐ１９抗原－ＢＳＡコンジュゲートを作製した。
　さらに、同様の方法でｇｐ４６抗原－ＢＳＡコンジュゲートを作製した。
【００５１】
（３）ＨＴＬＶ－１抗原が固定化された磁性粒子の作製
　市販の磁性粒子（平均粒径２μｍ）を、約１０ｍｇ／ｍＬとなるように２０ｍＭリン酸
ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．５）に懸濁して磁性粒子懸濁液を調製した。上記（２）で調
製したｐ１９抗原－ＢＳＡコンジュゲートを、１ｍｇ／ｍＬとなるように２０ｍＭリン酸
ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．５）に溶解して、ｐ１９抗原コンジュゲート溶液をそれぞれ
調製した。磁性粒子懸濁液１０ｍＬとｐ１９抗原コンジュゲート溶液０．１ｍＬを混合し
、４℃で１時間インキュベートすることにより、磁性粒子にｐ１９抗原を固定化した。次
に、ｐ１９抗原が固定化された磁性粒子とブロッキング溶液（１％ＢＳＡ、２０ｍＭリン
酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ７．５）を混合し、３７℃で２時間インキュベートすることに
よりブロッキング処理を行った。こうして得られた磁性粒子を、以降はｐ１９抗原固定化
磁性粒子と省略する。　さらに、同様の方法により、ｇｐ４６抗原－ＢＳＡコンジュゲー
トを用いてｇｐ４６抗原が固定化された磁性粒子を調製した。こうして得られた磁性粒子
を、以降はｇｐ４６抗原固定化磁性粒子と省略する。
【００５２】
　まず、シュークロースを含む４種類の検体前処理液（実施例１～４）について、非特異
的反応を抑制する効果を調べた。
　非特異反応を抑制するための検体前処理液として、以下の表１に示す実施例１～４の試
薬を作製して用いた。これらの試薬は、超純水中で調製した。なお、用いた試薬はすべて
市販で入手したものであり、ＰＩＰＥＳ：同仁化学社製、シュークロース：キシダ化学社
製、ＮａＣｌ：マナック社製、硫酸カリクス（８）アレン：スガイ化学社製、ヒドロキシ
プロピル－γ－シクロデキストリン（ＨＰ－γ－ＣＤ）：日本食品加工社製、ノニオンＫ
－２３０（非イオン性界面活性剤）：日本油脂社製、サポニン：ナカライテスク社製であ
った。
　なお、０．１Ｍ　ＰＩＰＥＳ（ｐＨ７．３）を比較例として使用した。
【００５３】
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【表１】

【００５４】
　また、以下の試薬を用いた。
（４）ＨＴＬＶ－１抗原固定化磁性粒子懸濁液
　　２０ｍＭ　リン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．５）
　　２ｍｇ／ｍＬ　ｐ１９抗原固定化磁性粒子
　　３ｍｇ／ｍＬ　ｇｐ４６抗原固定化磁性粒子
（５）抗ＩｇＧ抗体溶液
　　２０ｍＭ　リン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．５）
　　０．１Ｕ／ｍＬ　アルカリホスファターゼ標識マウス抗ヒトＩｇＧ抗体（ＡＬＫＡＬ
ＩＮＥ　ＰＨＯＳＰＨＡＴＡＳＥ－ＭＯＵＳＥ、Ｚｙｍｅｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ
）
（６）基質溶液
　　ＣＤＰ－ｓｔａｒ（登録商標）ｗｉｔｈ　Ｓａｐｐｈｉｒｅ　ＩＩ（商標）（Ａｐｐ
ｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）
【００５５】
　検体１０μＬと実施例１～４のいずれか又は比較例１の検体前処理液１２０μＬを混合
して、４２℃にて約２分間インキュベートした。続いて、この混合液に、ＨＴＬＶ－１抗
原固定化磁性粒子懸濁液３０μＬを添加して４５℃にて約１分間インキュベートした。こ
の磁性粒子を洗浄液（０．１％Tween20、２０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．５
））で洗浄した後、抗ＩｇＧ抗体溶液１００μＬを加え、室温にて５分間インキュベート
した。磁性粒子を上記の洗浄液で洗浄した後に、基質溶液１００μＬを加え、ＬＵＭＩ－
ＣＯＵＮＴＥＲ　７００（（株）マイクロテック・ニチオン）を用いて発光強度を測定し
た。
　検体としては、４種類のＨＴＬＶ－１陰性血清（陰性血清１～４）及び１種類のＨＴＬ
Ｖ－１陽性血清（陽性血清１）を用いた。
　結果を、以下の表２に示す。表２に示すパーセンテージは、比較例１の平均発光強度を
１００％としたときの平均発光強度のパーセンテージである。
【００５６】
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【表２】

【００５７】
　４種の陰性検体の平均発光強度の平均値と、陽性検体１の平均発光強度の値をグラフに
して、図１に示す。
　これらの結果から、シュークロースを含有する検体前処理液を用いることにより、陰性
検体での非特異的シグナルを抑制しながら、かつ陽性検体の陽性シグナルは比較的低減せ
ずに免疫測定を行うことができることがわかる。
　また、非特異的反応を抑制する効果は、シュークロースとともにカリクサレン類、界面
活性剤、シクロデキストリン又はその誘導体及びサポニンからなる群より選択される少な
くとも１つをさらに含む検体前処理液を用いることにより、より向上することがわかる。
【００５８】
　次に、シュークロースを含む検体前処理液により抑制する非特異的反応が、検体中のタ
ンパク質成分に起因するものであるか、タンパク質以外の成分（脂質など）に起因するも
のであるかを調べた。シュークロースを含む検体前処理液として、上記の実施例３の試薬
を用いた。
【００５９】
（Ａ）実施例３の検体前処理液を用いた測定
　検体１０μＬと実施例３の検体前処理液１２０μＬを混合して、４２℃にて約２分間イ
ンキュベートした。続いて、この混合液に、ＨＴＬＶ－１抗原固定化磁性粒子懸濁液３０
μＬを添加して４５℃にて約１分間インキュベートした。この磁性粒子を洗浄液（０．１
％Tween20、２０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．５））で洗浄した後、抗ＩｇＧ
抗体溶液１００μＬを加え、室温にて５分間インキュベートした。磁性粒子を上記の洗浄
液で洗浄した後に、基質溶液１００μＬを加え、ＬＵＭＩ－ＣＯＵＮＴＥＲ　７００（（
株）マイクロテック・ニチオン）を用いて発光強度を測定した。
　検体としては、４種類のＨＴＬＶ－１陰性血清（上記の陰性血清１、３及び４、上記と
は異なる陰性検体５）及び１種類のＨＴＬＶ－１陽性血清（陽性血清２）を用いた。
【００６０】
（Ｂ）参考例１の試薬（タンパク質変性用試薬）を用いた測定
　上記の（Ａ）の手順において、実施例３の検体前処理液の代わりにタンパク質変性用試
薬（参考例１）を用いた以外は（Ａ）と同様にして測定を行った。タンパク質変性用試薬
の組成は以下の通りである。
【００６１】
タンパク質変性用試薬の組成
　　０．１Ｍ　トリエタノールアミン（ＴＥＡ）緩衝液（ｐＨ７．６）
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　　６Ｍ　グアニジン塩酸塩（和光純薬社製）
【００６２】
（Ｃ）上記の（Ａ）の手順において、実施例３の検体前処理液の代わりに０．１Ｍ　ＴＥ
Ａ緩衝液（ｐＨ７．６）（比較例２）を用いた以外は（Ａ）と同様にして測定を行った。
【００６３】
　結果を、以下の表３に示す。表３に示すパーセンテージは、比較例２で得られた平均発
光強度を１００％としたときの平均発光強度のパーセンテージである。
【００６４】
【表３】

【００６５】
　参考例１の試薬には、タンパク質を変性するグアニジン塩酸塩が含まれている。ゆえに
、参考例１の試薬を用いて陰性検体を測定することにより、検体中のタンパク質成分に起
因する非特異反応を抑制することができる。
　表３の結果から、陰性検体１及び５では、参考例１の試薬を用いた場合に顕著な発光強
度の低下が見られず、実施例３の検体前処理液を用いた場合に顕著な発光強度の低下が見
られた。これより、陰性検体１及び５の非特異反応は、主としてタンパク質以外の成分に
起因することがわかった。そして、実施例３の検体前処理液を用いることにより、タンパ
ク質以外の成分に起因する非特異反応を抑制できることがわかった。
　なお、陰性検体４では、参考例１の試薬を用いた場合に顕著な発光強度の低下が見られ
、実施例３の検体前処理液を用いた場合に顕著な発光強度の低下が見られなかった。これ
より、陰性検体４の非特異反応は、主としてタンパク質成分に起因することがわかった。
　また、陰性検体３では、参考例１の試薬を用いた場合にも、実施例３の検体前処理液を
用いた場合にも顕著な発光強度の低下が見られた。これにより、陰性検体３の非特異反応
の原因は、タンパク質成分とタンパク質以外の成分の両方であることがわかった。
　以上のことから、シュークロースを含む検体前処理液により抑制する非特異的反応は、
主として検体中のタンパク質以外の成分（脂質など）に起因するものであることがわかっ
た。
【図面の簡単な説明】
【００６６】
【図１】シュークロースを含有する検体前処理液を用いて、抗ＨＴＬＶ－１抗体陰性検体
及び抗ＨＴＬＶ－１抗体陽性検体の免疫測定を行った場合の、シュークロースを含有しな
い試薬を用いた場合に比べた平均発光強度のパーセンテージを示すグラフである。
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