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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
非特異反応抑制剤の存在下で、検体中の被測定物質と、脂質抗原を有機溶媒存在下で平均
粒子径０．０５～０．５μｍの担体に担持し、有機溶媒存在下でブロッキング処理が施さ
れた免疫測定粒子とを抗原抗体反応させることにより生じる凝集の度合いを光学的に測定
又は目視にて観察することにより、検体中の被測定物質を測定する免疫測定方法であって
、
前記非特異反応抑制剤は、前記担体よりも平均粒子径が小さい不溶性担体に、前記被測定
物質に対して免疫学的に反応しない抗体又は抗原を有機溶媒存在下で担持した非特異反応
抑制剤である
ことを特徴とする免疫測定方法。
【請求項２】
脂質抗原は、カルジオリピン、レシチン又はコレステロールであることを特徴とする請求
項１記載の免疫測定方法。
【請求項３】
検体中の被測定物質と、脂質抗原を有機溶媒存在下で平均粒子径０．０５～０．５μｍの
担体に担持し、有機溶媒存在下でブロッキング処理が施された免疫測定粒子とを抗原抗体
反応させることにより生じる凝集の度合いを光学的に測定又は目視にて観察することによ
り、検体中の被測定物質を測定する免疫測定方法において発生する非特異反応を抑制する
方法であって、
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前記担体よりも平均粒子径が小さい不溶性担体に、前記被測定物質に対して免疫学的に反
応しない抗体又は抗原を有機溶媒存在下で担持した非特異反応抑制剤を添加する
ことを特徴とする非特異反応抑制方法。
【請求項４】
脂質抗原は、カルジオリピン、レシチン又はコレステロールであることを特徴とする請求
項３記載の非特異反応抑制方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は、免疫測定を行う場合に生じる非特異反応を効果的に抑制し、高い検出感度を実
現することが可能な非特異反応抑制剤、免疫測定試薬、免疫測定方法及び非特異反応抑制
剤の製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
従来より、血液、尿等に含まれる微量物質の測定に免疫測定方法が広く用いられている。
免疫測定方法は、抗原抗体反応の特異的な強い結合に基づいており、種々の物質が潜在す
る試料からでも、目的物質を特異的に感度良く測定することが可能である。しかしながら
、このような免疫測定法では、血清等の検体と反応させた場合に、被測定物質である抗原
を含む陽性検体のみならず、これら抗原を含まない陰性検体に対しても反応を起こし、陽
性と判定されることがあった。
【０００３】
このような非特異反応が起こる理由は明らかではないが、原因の１つとして、血清中に含
まれる補体等の因子の影響が考えられている。また、不溶性担体に測定物質に対する抗原
を固定化する際に変成した抗体のＦｃ部分に、被検液中のリウマチ因子が反応し、非特異
凝集を惹起する場合や、不溶性担体を懸濁させる緩衝液に、不活性なタンパク質（ウシ血
清アルブミン等）を安定剤として添加する際に、使用する試薬のグレードによって、不純
物が多く含まれていたり、ある種のタンパク質分解酵素が含まれていたりする場合には、
正・負の誤差を含めて、正確な測定ができない場合が多かった。
【０００４】
非特異反応を抑制することを目的として、検体をグリシン等の緩衝液で希釈する方法や、
血清中の補体を失活させる非動化処理と呼ばれる方法が従来から行われている。しかし、
このような処理では、非特異反応を充分に抑制することが困難であり、また、免疫測定方
法の操作が煩雑化するという問題があった。また、動物の変成グロブリンを添加したり、
タンパク質分解酵素阻害剤を添加する方法も報告されているが、これらはいずれも、変成
条件の設定が微妙で安定した変成グロブリンの製造が困難であったり、コストが高くつく
等の問題があり、いずれも非特異反応の抑制という点では不充分であった。
【０００５】
このような問題を解決するため、特許文献１には、非特異反応の抑制を目的として、特異
的に反応する粒子よりも小さい粒子に被測定物質と免疫学的に反応しない抗体又は抗原を
固定したものを添加する方法が開示されている。また、特許文献２には、非特異反応を抑
制するため、熱変性アルブミンを免疫測定試薬に添加する方法が開示されている。しかし
ながら、これらの技術では、非特異反応は若干減少するものの、高感度で正確な測定を実
現するまでには至っていないことから、より優れた非特異反応の抑制方法が望まれていた
。
【特許文献１】特許第３６２３６５７号公報
【特許文献２】特開平１１－２３５７３号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
本発明は、上記現状に鑑み、免疫測定を行う場合に生じる非特異反応を効果的に抑制し、
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高い検出感度を実現することが可能な非特異反応抑制剤、免疫測定試薬、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、非特異反応抑制剤の存在下で、検体中の被測定物質と免疫測定粒子とを抗原抗
体反応させることにより生じる凝集の度合いを光学的に測定又は目視にて観察することに
より、検体中の被測定物質を測定する免疫測定方法であって、前記免疫測定粒子は、脂質
抗原を有機溶媒存在下で平均粒子径０．０５～０．５μｍの担体に担持し、有機溶媒存在
下でブロッキング処理が施された免疫測定粒子であり、前記非特異反応抑制剤は、前記担
体よりも平均粒子径が小さい不溶性担体に、前記被測定物質に対して免疫学的に反応しな
い抗体又は抗原を有機溶媒存在下で担持したものである免疫測定方法である。
本発明は、検体中の被測定物質と、脂質抗原を有機溶媒存在下で平均粒子径０．０５～０
．５μｍの担体に担持し、有機溶媒存在下でブロッキング処理が施された免疫測定粒子と
を抗原抗体反応させることにより生じる凝集の度合いを光学的に測定又は目視にて観察す
ることにより、検体中の被測定物質を測定する免疫測定方法において発生する非特異反応
を抑制する方法であって、前記担体よりも平均粒子径が小さい不溶性担体に、前記被測定
物質に対して免疫学的に反応しない抗体又は抗原を有機溶媒存在下で担持した非特異反応
抑制剤を添加する非特異反応抑制方法である。
以下に、本発明を詳述する。
【０００８】
本発明者らは、鋭意検討の結果、非特異反応の抑制を目的として添加する粒子の不溶性担
体として、免疫測定粒子の担体よりも小さいものを用いることに加えて、有機溶媒存在下
で被測定物質に対して免疫学的に反応しない抗体又は抗原を不溶性担体に担持することに
より、非特異反応を効果的に抑制し、高い検出感度を実現することが可能な非特異反応抑
制剤が得られることを見出し、本発明を完成させるに至った。
【０００９】
本発明の非特異反応抑制剤は、被測定物質に対して免疫学的に反応しない抗体又は抗原を
有機溶媒存在下で担持した不溶性担体からなるものである。
【００１０】
上記被測定物質に対して免疫学的に反応しない抗体とは、被測定物質である抗原に特異的
な反応性を持たない抗体のことをいい、このような抗体としては、例えば、ヒト由来の血
液や尿等の検体を対象に免疫測定を行う場合であれば、ヒト以外の正常動物血清由来の抗
体等が挙げられる。
【００１１】
上記被測定物質に対して免疫学的に反応しない抗体は、一般的に用いられている方法で断
片化されてもよい。上記断片化の方法としては、通常、各種酵素により抗体分子を分解す
る方法が挙げられ、例えば、パパイン等による分解ではＦａｂ断片が得られ、また、ペプ
シン等による分解ではＦ（ａｂ′）２断片が得られる。
【００１２】
また、上記被測定物質に対して免疫学的に反応しない抗体と、免疫測定において使用する
免疫測定粒子に用いられる被測定物質に対して免疫学的に反応する抗体（以下、特異抗体
ともいう）とは、同じ酵素によって断片化されたものを用いることが好ましい。例えば、
上記特異抗体として、被測定物質に特異的反応性をもつ、家兎由来のサブクラスＩｇＧ抗
体をペプシン処理によって断片化し、カラムクロマトグラフィー（ゲルろ過）及びアフィ
ニティークロマトグラフィーによって精製したＦ（ａｂ′）２断片を用いる場合、本発明
の非特異反応抑制剤に用いる被測定物質に対して免疫学的に反応しない抗体としては、被
測定物質に特異的反応性をもたない、家兎由来のサブクラスＩｇＧの抗体をペプシン処理
によって断片化し、カラムクロマトグラフィー（ゲルろ過）によって精製したＦ（ａｂ′
）２断片を使用することが好ましい。
【００１３】
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上記被測定物質に対して免疫学的に反応しない抗原とは、被測定物質である抗体に特異的
な反応性を持たない抗原のことをいい、このような抗原としては、例えば、ウシ血清アル
ブミン（ＢＳＡ）、カゼイン、カザミノ等が挙げられる。上記被測定物質に対して免疫学
的に反応しない抗原としては、後述する免疫測定粒子において使用されるブロッキング剤
や、免疫測定試薬に安定化剤として用いられているものと同一でも異なるものであっても
よい。また、上記被測定物質に対して免疫学的に反応しない抗原としては、熱処理された
ものを用いてもよい。
【００１４】
本発明の非特異反応抑制剤は、上記抗体又は抗原を有機溶媒存在下で不溶性担体に担持さ
せたものである。具体的には例えば、不溶性担体の水溶液に有機溶媒を添加した後、被測
定物質に対して免疫学的に反応しない抗体又は抗原を感作させることにより、不溶性担体
表面に物理的に吸着させる。このような方法を用いて抗体又は抗原を担持させることによ
り、検体中の非特異反応誘起物質との反応がより顕著となり、更に非特異反応の抑制効果
を向上させることが可能となる。
【００１５】
上記有機溶媒としては、不溶性担体を溶解又は変性させないものであれば特に限定されず
、例えば、エタノール、メタノール、イソプロピルアルコール等が挙げられる。
また、上記有機溶媒の濃度は、担持を行う際の反応溶液全体に対して好ましい下限が１％
、好ましい上限が５０％である。１％未満であると、非特異反応の抑制効果が不充分とな
ることがある。５０％を超えると、有機溶媒に免疫的に反応しない物質が析出し、非特異
反応抑制剤が調製できなくなることがある。
【００１６】
また、本発明の非特異反応抑制剤は、懸濁用媒体に懸濁させた状態とすることが好ましい
。上記懸濁用媒体としては、被測定物質の種類、使用される測定原理、測定方法に応じた
各種緩衝液が用いられ、測定物質を失活させることがなく、かつ、抗原抗体反応を阻害し
ないようなイオン濃度やｐＨを有する緩衝液であれば特に限定されず、例えば、リン酸緩
衝液、トリス－塩酸緩衝液、グリシン緩衝液等が挙げられる。好ましくは、グッド緩衝液
群に属するものであり、例えば、トリス（ヒドロキシ）アミノメタン及びスルホン酸基を
有するものである。より好ましくは、２－ヒドロキシ－Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）
メチル－３－アミノプロパンスルホン酸（ＴＡＰＳＯ）、Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル
）メチル－３－アミノプロパンスルホン酸（ＴＡＰＳ）、Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル
）メチル－２－アミノプロパンスルホン酸（ＴＥＳ）等が挙げられる。
【００１７】
上記緩衝液には、被測定物質を失活させることなく、かつ、抗原抗体反応を阻害しない範
囲で添加剤を用いてもよい。このような添加剤としては、例えば、特異性を高めるための
塩化コリン等の第４級アンモニウム塩；反応促進剤；アルブミン、ショ糖等の安定化剤；
感度を高める効果が期待されるポリエチレングリコール、デキストラン等の水溶性多糖類
；防腐剤としてアジ化ナトリウム；塩濃度調整のための塩化ナトリウム等を適宜添加する
こともできる。
【００１８】
上記緩衝液のｐＨの好ましい下限は７．０、好ましい上限は８．５であり、より好ましい
下限は７．５、より好ましい上限は８．０である。
【００１９】
上記不溶性担体の平均粒子径は、免疫測定粒子に用いる担体の平均粒子径よりも小さいも
のであれば特に限定されず、免疫測定粒子に用いられる担体の形状、大きさ、検出方法、
測定機器等によって適宜選択されるが、好ましい下限は０．０１μｍ、好ましい上限は０
．２５μｍである。０．０１μｍ未満であると、非特異反応抑制剤として調製する際、非
常に手間がかかる場合がある。０．２５μｍを超えると、不溶性担体の単位重量当たりの
表面積が小さくなり、担体数を多くしないと非特異反応の抑制効果が充分でなかったり、
その不溶性担体が示すシグナルに対して、被測定物質である抗原又は抗体と、免疫測定粒
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子との特異的反応を示すシグナルが小さくなったりして、結果として検出感度が悪化する
ことがある。また、本発明の非特異反応抑制剤の濃度が比較的濃い場合には、免疫測定を
行う場合にバックグラウンドが大きくなってしまうことがあるため、更に小さい粒子径の
不溶性担体を用いることが好ましい。
【００２０】
上記不溶性担体の形状は、その調製のしやすさや使用簡便性から球状粒子が好ましい。な
お、本発明においては、抗体の吸着性に優れており、かつ、生物学的活性を長期間安定に
保持できる等の理由から、ラテックスからなる不溶性担体であることが好ましく、ポリス
チレン系のラテックス粒子であることがより好ましい。
【００２１】
上記不溶性担体の材質としては、従来より免疫化学的凝集反応及び凝集阻止反応において
、微粒子の担体に一般的に用いられているもの等が挙げられ、工業的に大量生産が可能な
有機系微粒子が好ましいが、これに限定されるものではない。上記工業的に大量生産が可
能な有機系微粒子としては、例えば、スチレン、塩化ビニル、アクリロニトリル、酢酸ビ
ニル、アクリル酸エステル、メタクリル酸エステル等のビニル系モノマーを重合させてな
る単一重合体及び共重合体（ポリスチレン、スチレン－スチレンスルホン酸塩共重合体、
メタクリル酸重合体、アクリル酸重合体、塩化ビニル－アクリル酸エステル共重合体等）
からなる微粒子；スチレン－ブタジエン共重合体、メチルメタクリレート－ブタジエン共
重合体、アクリロニトリル－ブタジエン共重合体等のブタジエン系共重合体からなる微粒
子；不溶性アガロース、セルロース、不溶性デキストラン等の有機系高分子からなる微粒
子；官能基としてカルボキシル基、１級アミノ基、カルバモイル基（－ＣＯＮＨ２）、水
酸基、アルデヒド基等を有し、かつ、基体が上記有機系微粒子からなる反応性有機系微粒
子等が挙げられる。なお、上記不溶性担体の材質は、後述する免疫測定粒子に用いられる
担体の材質と同じものを用いることが好ましい。
【００２２】
本発明の非特異反応抑制剤を用いて測定可能な被測定物質としては、生体試料中に含まれ
る生理活性物質であり、抗原抗体反応を利用して測定し得る物質であれば特に限定されず
、例えば、タンパク質、糖タンパク質、脂質タンパク質、レセプター、酵素、ウイルス抗
原・抗体等が挙げられ、具体的には、ＣＲＰ、ヒトフィブリノーゲン、リウマチ因子、ア
ルファーフェトプロティン（ＡＦＰ）、ＨＢｓ抗原、フェリチン、抗ストレプトリジンＯ
抗体、梅毒トレポネーマ抗体、梅毒脂質抗原に対する抗体、ＨＢｓ抗体、ＨＢｃ抗体、Ｈ
Ｂｅ抗体等が挙げられる。
【００２３】
このように、免疫測定を行う場合に生じる非特異反応を効果的に抑制し、高い検出感度を
実現することが可能な本発明の非特異反応抑制剤は、被測定物質に対して免疫学的に反応
しない抗体又は抗原を有機溶媒存在下で不溶性担体に担持させることにより製造すること
ができる。このような非特異反応抑制剤の製造方法もまた本発明の１つである。
【００２４】
本発明の非特異反応抑制剤と、被測定物質に対して免疫学的に反応する抗体又は抗原を、
平均粒子径０．０５～０．５μｍの担体に担持した免疫測定粒子とを併用することでと免
疫測定試薬とすることができる。このような免疫測定試薬もまた本発明の１つである。
【００２５】
上記免疫測定粒子は、被測定物質に対して免疫学的に反応する抗体又は抗原（以下、特異
抗体又は特異抗原ともいう）を、平均粒子径０．０５～０．５μｍの担体に担持したもの
である。
【００２６】
上記被測定物質に対して免疫学的に反応する抗体としては、例えば、モノクローナル抗体
であってもよいし、免疫源を通常のウサギ、マウス、馬、ヤギ等の動物に接種することに
よって得られるポリクローナル抗体であってもよい。上記モノクローナル抗体は、細胞融
合技術分野において、それ自体公知の手法を適宜に選択し、またそれらを組み合わせてモ
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ノクローナル抗体産生融合細胞株を形成し、該細胞株を利用して産生、取得できる。
また、上記被測定物質に対して免疫学的に反応する抗原としては特に限定されず、免疫原
性を有する物質以外にハプテンであってもよい。
【００２７】
上記免疫測定粒子には、更にブロッキング処理が行われていることが好ましい。上記ブロ
ッキング処理とは、特異抗体又は特異抗原を担体に担持した後、試料中のタンパク質等が
担体へ非特異的に吸着するのを防止するために、特異抗体又は特異抗原に対して免疫学的
に反応しないタンパク質等を更に結合させることをいう。
上記ブロッキング処理に用いられるブロッキング剤としては、例えば、ウシ血清アルブミ
ン（ＢＳＡ）、カゼイン等が挙げられる。
【００２８】
上記ブロッキング剤と、非特異反応抑制剤に用いる免疫学的に反応しない抗原とは同じ物
質であることが好ましい。
上記ブロッキング剤として用いられる物質は、免疫学的に不活性であり、被測定物質であ
る抗原又は抗体と特異的な反応性をもたないが、血清中の非特異反応誘起物質と反応する
場合がある。また、不溶性担体との相互作用や結合反応の副反応によって、何らかの変性
を受けている場合があり、このような変性が原因で、血清中の非特異反応誘起物質と反応
が起こってしまう場合がある。
しかしながら、上記ブロッキング剤と、非特異反応抑制剤に用いる免疫学的に反応しない
抗原とを同じ物質とすることにより、このような場合であっても、上記抗原が血清中の非
特異反応誘起物質と反応を起こし、非特異反応が阻害（抑制）されると考えられる。
【００２９】
また、上記ブロッキング剤として、ウシ血清アルブミンを用いる場合、予めウシ血清アル
ブミンを熱変性させたものを用いることが好ましい。ここで、熱処理による変性具合は熱
処理時の温度と変性時間によって変化するため、熱処理時の温度が比較的低い場合には変
性させる時間を長くする必要があり、該温度が高い場合には処理時間を短くする必要があ
る。
【００３０】
上記免疫測定粒子の平均粒子径の下限は０．０５μｍ、上限は０．５μｍである。上記範
囲内であれば、担体に担持された特異抗体又は特異抗原と被測定物質との抗原抗体反応に
より惹起される凝集反応の結果生じた凝集塊を肉眼又は光学的に検出することが可能とな
る。
【００３１】
本発明の免疫測定試薬は、その添加方法によって、非特異反応抑制効果、使用簡便性等の
観点からその剤型を選択する。具体的には例えば、本発明の非特異反応抑制剤と、上記免
疫測定粒子とを同一の媒体に分散させることにより１液系の試薬として使用してもよく、
また、本発明の非特異反応抑制剤を含有する第１試薬と、上記免疫測定粒子を媒体に添加
した緩衝液からなる第２試薬とで構成された２液系の試薬として使用してもよい。
【００３２】
本発明の免疫測定試薬を用い、検体中の被測定物質との抗原抗体反応により生じる凝集の
度合いを光学的に測定又は目視にて観察することにより、検体中の被測定物質を測定する
ことができる。このような免疫測定方法もまた本発明の１つである。具体的には、本発明
の免疫測定試薬が１液系の試薬である場合は、検体に本発明の免疫測定試薬を添加し、抗
原抗体反応を生じさせることにより、検体中の被測定物質を測定することができ、本発明
の免疫測定試薬が２液系の試薬である場合には、本発明の非特異反応抑制剤を含有する第
１試薬を検体に添加した後、更に免疫測定粒子を媒体に添加した緩衝液からなる第２試薬
を添加することで、抗原抗体反応を生じさせ、検体中の被測定物質を測定することができ
る。
【００３３】
本発明の免疫測定方法において、非特異反応抑制剤の添加量としては、不溶性担体に担持
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された被測定物質に対して免疫学的に反応しない抗体又は抗原の量、不溶性担体の大きさ
、種類及び平均粒子径、免疫測定粒子の濃度、種類及び平均粒子径、検出方法、並びに、
測定機器や、非特異反応抑制効果の程度、免疫測定粒子との抗原抗体反応への妨害の有無
、使用簡便性等の観点から適宜選ばれる。
【００３４】
本発明の免疫測定試薬が１液系試薬である場合、非特異反応抑制剤の添加量の好ましい下
限は、抗原抗体反応液全体に対して０．００１重量％、好ましい上限は２０重量％である
。０．００１重量％未満であると、非特異反応の抑制効果が不充分となることがある。２
０重量％を超えると、不溶性担体が示すシグナルに対して、被測定物質である抗原又は抗
体と特異抗体又は特異抗原を固定化した不溶性担体との特異的反応を示すシグナルが小さ
くなり、結果として検出感度が悪くなることがある。
【００３５】
本発明の免疫測定試薬が２液系試薬である場合、上記非特異反応抑制剤の添加量は、後に
抗原抗体反応を行う際に添加されるそのラテックス液の濃度と併せて、検出系の測定上限
を越えない範囲であれば、特に限定されない。例えば、分光光度計による検出を行う際に
は、反応終了後の吸光度が３．０を超えない範囲であればよい。プレート上で肉眼判定す
る場合では特に限定されない。
【００３６】
本発明の免疫測定方法を行う場合の測定条件としては、上記免疫測定粒子と、被測定物質
である抗原又は抗体を含む試料との抗原抗体反応が起こりうる条件であれば、特に限定さ
れないが、測定温度については恒温で行うことが好ましく、特に２５℃～３７℃で行うの
が好ましい。測定時間についても特に限定されないが、５秒～１５分が好ましい。
【００３７】
上記免疫測定粒子の凝集の程度を測定する方法としては、特に限定されず公知の方法を用
いることができる。上記凝集を定量的に測定する場合、簡便性及び精度の点から、例えば
、光学的に測定することが好ましく、具体的には、不溶性担体の大きさ、その濃度の選択
、反応時間の設定により、散乱光強度、吸光度又は透過光強度を光学機器を用いて測定す
ることが好ましい。上記測定に用いる光の波長としては、３００～１２００ｎｍが好まし
い。
【発明の効果】
【００３８】
本発明によれば、免疫測定を行う場合に生じる非特異反応を効果的に抑制し、高い検出感
度を実現することが可能な非特異反応抑制剤、免疫測定試薬、及び、免疫測定方法を提供
することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３９】
以下に実施例を掲げて本発明を更に詳しく説明するが、本発明はこれら実施例のみに限定
されるものではない。
【００４０】
（実施例１）
（１）緩衝液（第１試薬）
（１－１）非特異反応抑制剤の調製
平均粒子径が０．０５μｍのポリスチレンラテックス（固形分１０重量％、積水化学工業
社製）１．０ｍＬにエタノールを３ｍＬ入れ、室温で３０分間攪拌した。次いで、この液
にウシ血清アルブミン（以下、ウシ血清アルブミンのことをＢＳＡという）を５．０重量
％含有したリン酸塩緩衝食塩水（以下、リン酸塩緩衝食塩水のことをＰＢＳともいう）を
３０ｍＬ添加し、室温にて１２０分間攪拌した後、３０，０００ｒｐｍで遠心分離するこ
とにより洗浄した。得られた沈殿物にリン酸塩濃度２５ｍＭのＰＢＳを１０ｍｌ添加し、
ラテックス粒子を懸濁させ、非特異反応抑制剤を調製した。
【００４１】
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（１－２）緩衝液（第１試薬）の調製
１．０（Ｗ／Ｖ）％のプルラン（林原社製）、１．０（Ｗ／Ｖ）％のＢＳＡを含有するＰ
ＢＳ（ｐＨ６．５、リン酸塩濃度２５ｍＭ）に、０．９（Ｗ／Ｖ）％塩化ナトリウムと０
．１（Ｗ／Ｖ）％アジ化ナトリウムを添加した緩衝液に、（１－１）で調製した非特異反
応抑制剤を５重量％となるように添加し、緩衝液（第１試薬）とした。
【００４２】
（２）脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬）
（２－１）脂質抗原液の調製
カルジオリピンのエタノール溶液（５ｍｇ／ｍｌ、シグマ社製）２ｍｌ、精製レシチン（
ナカライテスク社製）のエタノール溶液（１０ｍｇ／ｍｌ）１０ｍｌ及びコレステロール
（ナカライテスク社製）のエタノール溶液（１０ｍｇ／ｍｌ）３ｍｌを混合し、脂質抗原
液を得た。
【００４３】
（２－２）脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬）の調製
ポリスチレンラテックス（平均粒子径０．４μｍ、１０（Ｗ／Ｖ）％、積水化学工業社製
）１００μｌに、（２－１）で調製した脂質抗原液２５０μｌを一気に添加し、そのまま
３７℃で緩やかに２時間攪拌した。次に５（Ｗ／Ｖ）％濃度でＢＳＡを含むＰＢＳ（ｐＨ
６．５、リン酸塩の濃度１００ｍＭ）３ｍｌを一気に添加し、更に１時間、３７℃で攪拌
した。１５０００ｒｐｍ、４℃で３０分間遠心分離し、上清を除き、沈殿したラテックス
粒子を１（Ｗ／Ｖ）％濃度でＢＳＡを含むＰＢＳ２ｍｌに再び懸濁した。この操作を２回
繰り返しラテックス粒子を洗浄し、最後に１０ｍＭ濃度でＥＤＴＡ・４Ｎａ、５００ｍＭ
濃度で塩化コリンを含むＰＢＳ１０ｍｌに懸濁させて脂質抗原感作ラテックス試薬（第２
試薬）とした。
【００４４】
（実施例２）
エタノールの添加量を１２ｍＬとして非特異反応抑制剤を調製した以外は実施例１と同様
にして、緩衝液（第１試薬）、脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬）を調製した。
【００４５】
（実施例３）
実施例１と同様の方法で非特異反応抑制剤を調製した後、（１－２）緩衝液（第１試薬）
の調製において、非特異反応抑制剤を１０重量％となるように添加した以外は実施例１と
同様にして、緩衝液（第１試薬）、脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬）を調製した
。
【００４６】
（実施例４）
実施例２と同様の方法で非特異反応抑制剤を調製した後、（１－２）緩衝液（第１試薬）
の調製において、非特異反応抑制剤を１０重量％となるように添加した以外は実施例１と
同様にして、緩衝液（第１試薬）、脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬）を調製した
。
【００４７】
（実施例５）
（１－１）非特異反応抑制剤の調製
平均粒子径が０．０５μｍのポリスチレンラテックス（固形分１０重量％、積水化学工業
社製）１．０ｍＬにエタノールを３ｍＬ入れ、室温で３０分間攪拌した。次いで、ＢＳＡ
を５．０重量％含有するＰＢＳを、５６℃で１０分間熱変性させたもの３０ｍＬを添加し
、室温にて１２０分間攪拌した後、３０，０００ｒｐｍで遠心分離することにより洗浄し
た。得られた沈殿物にリン酸塩濃度２５ｍＭのＰＢＳを１０ｍｌ添加し、ラテックス粒子
を懸濁させ、非特異反応抑制剤を調製した。
【００４８】
上述の方法を用いて、非特異反応抑制剤を調製した以外は実施例１と同様にして、緩衝液
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（第１試薬）、脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬）を調製した。
【００４９】
（比較例１）
（１－２）緩衝液（第１試薬）の調製において、非特異反応抑制剤を添加しなかった以外
は、実施例１と同様にして、緩衝液（第１試薬）及び脂質抗原感作ラテックス試薬（第２
試薬）を調製した。
【００５０】
（比較例２）
（１－２）緩衝液（第１試薬）の調製において、１．０（Ｗ／Ｖ）％濃度でプルラン（林
原社製）、１．０（Ｗ／Ｖ）％ＢＳＡを含有するＰＢＳ（ｐＨ６．５，リン酸塩濃度２５
ｍＭ）に、０．９（Ｗ／Ｖ）％塩化ナトリウムと０．１（Ｗ／Ｖ）％アジ化ナトリウムを
添加した緩衝液に、ＢＳＡを５．０重量％含有するＰＢＳを、５６℃で１０分間熱変性さ
せたものを添加することにより、緩衝液（第１試薬）を調製した以外は、実施例１と同様
にして緩衝液（第１試薬）、脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬）を調製した。
【００５１】
（比較例３）
（１－１）非特異反応抑制剤の調製
平均粒子径が０．０５μｍのポリスチレンラテックス（固形分１０重量％、積水化学工業
社製）１．０ｍＬに、ＢＳＡを５．０重量％含有したＰＢＳを３０ｍＬ添加し、室温にて
１２０分間攪拌した後、３０，０００ｒｐｍで遠心分離することにより洗浄した。得られ
た沈殿物にリン酸塩濃度２５ｍＭのＰＢＳを１０ｍｌ添加し、ラテックス粒子を懸濁させ
、非特異反応抑制剤を調製した。
【００５２】
上述の方法を用いて、非特異反応抑制剤を調製した以外は実施例１と同様にして、緩衝液
（第１試薬）、脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬）を調製した。
【００５３】
（比較例４）
（１－１）非特異反応抑制剤の調製
平均粒子径が０．０５μｍのポリスチレンラテックス（固形分１０重量％、積水化学工業
社製）１．０ｍＬに、ＢＳＡを５．０重量％含有するＰＢＳを、５６℃で１０分間熱変性
させたもの３０ｍＬを添加し、室温にて１２０分間攪拌した後、３０，０００ｒｐｍで遠
心分離することにより洗浄した。得られた沈殿物にリン酸塩濃度２５ｍＭのＰＢＳを１０
ｍｌ添加し、ラテックス粒子を懸濁させ、非特異反応抑制剤を調製した。
【００５４】
上述の方法を用いて、非特異反応抑制剤を調製した以外は実施例１と同様にして、緩衝液
（第１試薬）、脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬）を調製した。
【００５５】
（評価）
実施例１～５及び比較例１～４で得られた緩衝液（第１試薬）、脂質抗原感作ラテックス
試薬（第２試薬）について、以下の方法で評価した。
梅毒陰性血清２０μｌに、緩衝液（第１試薬）１８０μｌを混合し、３７℃で５分間保持
した後、脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬）６０μｌを添加攪拌し、測定波長７０
０ｎｍで添加後１分間及び５分間の吸光度変化を、日立７１７０型生化学自動分析機を用
いて測定した。そして、得られた吸光度変化から、予め作成した検量線に基づき測定値を
求めた。
検量線は既知濃度の標準品を同一条件で測定し、濃度と吸光度変化量の関係を求めること
により作成した。判定基準は、測定値が１．０ＲＵ未満の場合を陰性とし、１．０ＲＵ以
上の場合は、実際は陰性であるにもかかわらず、何らかの物質と反応して誤判定されたも
のと考えられることから、偽陽性とした。結果を表１に示す。
【００５６】
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【表１】

【００５７】
表１に示すように、実施例１～５は、陰性を示しているのに対し、比較例１、２は偽陽性
を示していることから、非特異反応抑制剤を添加することにより、非特異反応を効果的に
抑制できることが分かる。また、比較例３、４は偽陽性を示していることから、非特異反
応抑制剤の調製において、有機溶媒を添加しない場合は、充分に非特異反応を抑制するこ
とができないことが分かる
更に、実施例１～５の結果から、有機溶媒添加量の増加やＢＳＡの熱変性によって、非特
異反応抑制効果をより向上させることが可能となることが分かる。
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【００５８】
（実施例６）
実施例１の（１－１）非特異反応抑制剤の調製において、平均粒子径が０．２２μｍのポ
リスチレンラテックス（固形分１０重量％、積水化学工業社製）１．０ｍＬを用いた以外
は実施例１と同様にして、緩衝液（第１試薬）、脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬
）を調製した。
【００５９】
（実施例７）
実施例１の（１－１）非特異反応抑制剤の調製において、平均粒子径が０．１５μｍのポ
リスチレンラテックス（固形分１０重量％、積水化学工業社製）１．０ｍＬを用いた以外
は実施例１と同様にして、緩衝液（第１試薬）、脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬
）を調製した。
【００６０】
（実施例８）
実施例１の（１－１）非特異反応抑制剤の調製において、平均粒子径が０．０５μｍのポ
リスチレンラテックス（固形分１０重量％、積水化学工業社製）１．０ｍＬを用いた以外
は実施例１と同様にして、緩衝液（第１試薬）、脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬
）を調製した。
【００６１】
（比較例５）
実施例１の（１－１）非特異反応抑制剤の調製において、平均粒子径が０．４０μｍのポ
リスチレンラテックス（固形分１０重量％、積水化学工業社製）１．０ｍＬを用いた以外
は実施例１と同様にして、緩衝液（第１試薬）、脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬
）を調製した。
【００６２】
（評価）
実施例６～８及び比較例５で得られた緩衝液（第１試薬）、脂質抗原感作ラテックス試薬
（第２試薬）について、以下の方法で評価した。
７種類の梅毒陰性血清２０μｌに、緩衝液（第１試薬）１８０μｌを混合し、３７℃で５
分間保持した後、脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬）６０μｌを添加攪拌し、測定
波長７００ｎｍで添加後１分間及び５分間の吸光度変化を、日立７１７０型生化学自動分
析機を用いて測定した。そして、得られた吸光度変化から、予め作成した検量線に基づき
測定値を求めた。判定基準は、測定値が１．０ＲＵ未満の場合を陰性とし、１．０ＲＵ以
上の場合を偽陽性とした。結果を表２に示す。
【００６３】
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【表２】

【００６４】
表２に示すように、実施例６～８のように、第２試薬のラテックス粒子よりも小さい平均
粒子径を有するポリスチレンラテックスを用いた場合は、陰性を示すが、比較例５のよう
に、第２試薬のラテックス粒子と同じ平均粒子径を有するポリスチレンラテックスを用い
た場合は、偽陽性となり、非特異反応抑制効果が不充分であった。
【００６５】
（実施例９）
実施例１の（１－１）非特異反応抑制剤の調製において、平均粒子径が０．０５μｍのポ
リスチレンラテックス（固形分１０重量％、積水化学工業社製）１．０ｍＬに、エタノー
ル３ｍＬの代わりに、プロパノール３ｍｌを添加した以外は実施例１と同様の方法で非特
異反応抑制剤を調製した後、（１－２）緩衝液（第１試薬）の調製において、非特異反応
抑制剤を１０重量％となるように添加した以外は実施例１と同様にして、緩衝液（第１試
薬）、脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬）を調製した。
【００６６】
（実施例１０）
実施例１の（１－１）非特異反応抑制剤の調製において、平均粒子径が０．０５μｍのポ
リスチレンラテックス（固形分１０重量％、積水化学工業社製）１．０ｍＬに、エタノー
ル３ｍＬの代わりに、プロパノール６ｍｌを添加した以外は実施例１と同様にして、緩衝
液（第１試薬）、脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬）を調製した。
【００６７】
（実施例１１）
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実施例１の（１－１）非特異反応抑制剤の調製において、平均粒子径が０．０５μｍのポ
リスチレンラテックス（固形分１０重量％、積水化学工業社製）１．０ｍＬに、エタノー
ル３ｍＬの代わりに、プロパノール６ｍｌを添加した以外は実施例１と同様の方法で非特
異反応抑制剤を調製した後、（１－２）緩衝液（第１試薬）の調製において、非特異反応
抑制剤を１０重量％となるように添加した以外は実施例１と同様にして、緩衝液（第１試
薬）、脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬）を調製した。
【００６８】
（実施例１２）
（１）非特異反応抑制剤の調製
実施例１の（１－１）非特異反応抑制剤の調製において、平均粒子径が０．０５μｍのポ
リスチレンラテックス（固形分１０重量％、積水化学工業社製）１．０ｍＬに、エタノー
ル３ｍＬの代わりに、メタノール３ｍｌを添加した以外は実施例１と同様の方法で非特異
反応抑制剤を調製した後、（１－２）緩衝液（第１試薬）の調製において、非特異反応抑
制剤を１０重量％となるように添加した以外は実施例１と同様にして、緩衝液（第１試薬
）、脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬）を調製した。
【００６９】
（評価）
実施例９～１２で得られた緩衝液（第１試薬）、脂質抗原感作ラテックス試薬（第２試薬
）について、上述した実施例１～５及び比較例１～４の場合と同様の方法で評価した。結
果を表３に示した。
【００７０】

【表３】

【００７１】
表３に示すように、非特異反応抑制剤の調製において、エタノール以外の有機溶媒を用い
た場合であっても、顕著な非特異反応抑制効果が見られた。
【産業上の利用可能性】
【００７２】
本発明によれば、免疫測定を行う場合に生じる非特異反応を効果的に抑制し、高い検出感
度を実現することが可能な非特異反応抑制剤、免疫測定試薬、及び、免疫測定方法を提供
することができる。
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