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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生物由来試料中の可溶性ＬＲ１１の免疫学的測定方法であって、当該試料をスルホベタ
イン型両性界面活性剤及びアミドスルホベタイン型両性界面活性剤から選ばれる１種以上
で処理することを特徴とする可溶性ＬＲ１１の免疫学的測定方法。
【請求項２】
　スルホベタイン型両性界面活性剤及びアミドスルホベタイン型両性界面活性剤が、それ
ぞれ次の一般式（１）及び（２）
【化１】

（式中、Ｒ１は炭素数６～１８のアルキル基又はアルケニル基を示し、Ｒ２ＣＯは炭素数
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６～１８のアシル基又はコール酸由来アシル基を示し、Ａは炭素数２～５のアルキレン基
又は炭素数２～５のヒドロキシアルキレン基を示し、Ｂは炭素数１～５のアルキレン基を
示す）
で表される化合物である請求項１記載の免疫学的測定方法。
【請求項３】
　生物由来試料が、血液、血漿、血清、髄液又は尿である請求項１又は２記載の免疫学的
測定方法。
【請求項４】
　免疫学的測定方法が、抗原認識部位の異なる、少なくとも２種の抗体を用いて免疫複合
体を形成させる工程を含むものである請求項１～３のいずれか１項記載の免疫学的測定方
法。
【請求項５】
　抗可溶性ＬＲ１１抗体と、スルホベタイン型両性界面活性剤及びアミドスルホベタイン
型界面活性剤から選ばれる１種以上とを含むことを特徴とする可溶性ＬＲ１１免疫学的測
定用試薬。
【請求項６】
　スルホベタイン型両性界面活性剤及びアミドスルホベタイン型両性界面活性剤が、それ
ぞれ次の一般式（１）及び（２）
【化２】

（式中、Ｒ１は炭素数６～１８のアルキル基又はアルケニル基を示し、Ｒ２ＣＯは炭素数
６～１８のアシル基又はコール酸由来アシル基を示し、Ａは炭素数２～５のアルキレン基
又は炭素数２～５のヒドロキシアルキレン基を示し、Ｂは炭素数１～５のアルキレン基を
示す）
で表される化合物である請求項５記載の免疫学的測定用試薬。
【請求項７】
　請求項５または６に記載の免疫学的測定用試薬を含む可溶性ＬＲ１１の免疫学的測定用
キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生物由来試料中の可溶性ＬＲ１１の免疫学的測定方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ＬＤＬ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｗｉｔｈ　１１　ｌｉｇａｎｄ－ｂｉ
ｎｄｉｎｇ　ｒｅｐｅａｔｓ（ＬＲ１１）は、ＬＤＬ受容体ファミリーに特徴的な構造を
有する分子量約２５０ｋＤのＬＤＬ受容体類似タンパク質（特許文献１、非特許文献１）
であり、膜結合型の他に、プロテアーゼによって切断された可溶性ＬＲ１１が存在するこ
とが示されている（非特許文献４）。ＬＲ１１は正常血管壁細胞ではほとんど発現してい
ないが、肥厚内膜平滑筋細胞において特異的に発現することが報告されている（非特許文
献２）。また、培養平滑筋細胞の増殖に伴いＬＲ１１の発現量が亢進し、培養液中に可溶
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性ＬＲ１１が分泌されることや、カフ障害モデルマウスにおいてＬＲ１１遺伝子を発生工
学的に機能欠損させると、平滑筋細胞の遊走及び増殖によって引き起こされる血管内膜の
肥厚が阻害されることが報告されている（非特許文献３）。さらに、本発明者らは、動脈
硬化性疾患患者の血中の可溶性ＬＲ１１の濃度が健常者に比べて有意に高値であることを
見出し、血中に存在する可溶性ＬＲ１１を新たな動脈硬化性疾患のマーカーとして利用で
きることを報告した（非特許文献５、特許文献２）。
【０００３】
　可溶性ＬＲ１１の測定方法としては、ＬＲ１１に対して親和性を有するシャペロン分子
ＲＡＰ（ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ）を結合させた不溶
性担体を用いて、試料から可溶性ＬＲ１１を分離した後、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、ウエスタン
ブロットを行い、抗ＬＲ１１抗体による免疫染色で検出する方法（非特許文献５、６）が
知られているが、試料から可溶性ＬＲ１１を分離する工程をはじめ、操作が多く煩雑であ
り、臨床検査等への適用を考えた場合には実用的な方法とはいえない。
【０００４】
　本発明者らは、操作が簡便で実用的な可溶性ＬＲ１１の測定方法として、抗可溶性ＬＲ
１１抗体を用いる免疫学的測定方法の確立を試みたが、血清等の生物由来試料を試料とし
て用いた場合、前記試料中に存在する未同定の測定妨害物質（以下、単に「妨害物質」と
いうことがある）の影響により、可溶性ＬＲ１１を正確に定量できないことが判明した。
【０００５】
　そこで、本発明者らは、妨害物質が免疫学的測定方法に与える影響を回避する手段につ
いて種々検討した。その結果、血清等の生物由来試料をＮ－アシル－Ｎ－メチルグルカミ
ン等の特定の界面活性剤と混合する処理を行い、当該処理した試料を用いて免疫学的測定
方法で測定を行えば、妨害物質の影響を回避して試料中の可溶性ＬＲ１１を簡便かつ正確
に定量できることを見出し、先に特許出願した（特許文献３）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特開平９－１６３９８８号公報
【特許文献２】国際公開ＷＯ２００８／１５５８９１号パンフレット
【特許文献３】国際公開ＷＯ２００９／１１６２６８号パンフレット
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．１９９６；　２７１，　ｐ２４７６１－２４
７６８
【非特許文献２】Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ．Ｔｈｒｏｍｂ．Ｖａｓｃ．Ｂｉｏｌ．１９
９９；　１９，　ｐ２６８７－２６９５
【非特許文献３】Ｃｉｒｃ．Ｒｅｓ．２００４；　９４；　ｐ７５２－７５８
【非特許文献４】医学のあゆみ、Ｖｏｌ．２２１，　Ｎｏ．１３，　ｐ１２００－１２０
３
【非特許文献５】Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ．　２００８　；　１１８，　ｐ２７３３
－２７４６
【非特許文献６】第３９回　日本動脈硬化学会総会・学術集会　プログラム・抄録集、一
般演題（ポスター）１８９，　ｐ２６４
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　しかしながら、特許文献３に記載された従来法（以下、単に「従来法」ということがあ
る）、例えば、Ｎ－アシル－Ｎ－メチルグルカミンで処理したヒト血清試料を、２種類の
抗可溶性ＬＲ１１抗体を使用したサンドイッチＥＬＩＳＡにより測定する方法では、固相
化した抗可溶性ＬＲ１１抗体と可溶性ＬＲ１１の反応（以下「一次反応」ということがあ
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る）に室温、一晩を要するため、測定が二日にまたがってしまうという問題があった。本
発明者らは、前記従来法における一次反応の時間短縮を試みたところ、一次反応の反応時
間短縮に伴い測定される各試料の吸光度が低下するだけでなく、一部の試料において、反
応時間短縮に伴う吸光度の低下度合いが他の試料における低下度合いと異なることがあり
、そのために従来法で測定した場合と一次反応の反応時間を短縮して測定した場合とで、
試料間の相対関係（可溶性ＬＲ１１濃度の高低）が異なる、すなわち従来法の測定結果と
時間短縮した測定結果との相関性が低下する場合があることがわかった。
　従って、本発明の課題は、従来法で測定された試料間の相対関係に影響を与えずに、測
定時間が短縮された、より実用的な生物試料中の可溶性ＬＲ１１の免疫学的測定方法を提
供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、前記課題について鋭意検討したところ、スルホベタイン型又はアミドス
ルホベタイン型の両性界面活性剤により処理した試料を用いて、免疫学的測定を行えば、
特許文献３に記載のＮ－アシル－Ｎ－メチルグルカミン等と同様に試料中の妨害物質の影
響を回避した上で、さらに、一次反応の反応時間を、例えば、室温、１時間に短縮した場
合であっても、従来法で測定された試料間の相対関係に影響を与えずに、可溶性ＬＲ１１
濃度に依存した測定結果が得られることを見出し、本発明を完成した。
【００１０】
　すなわち、本発明は、生物由来試料中の可溶性ＬＲ１１の免疫学的測定方法であって、
当該試料をスルホベタイン型両性界面活性剤及びアミドスルホベタイン型両性界面活性剤
から選ばれる１種以上で処理することを特徴とする可溶性ＬＲ１１の免疫学的測定方法を
提供するものである。
【００１１】
　また、本発明は、抗可溶性ＬＲ１１抗体と、スルホベタイン型両性界面活性剤及びアミ
ドスルホベタイン型両性界面活性剤から選ばれる１種以上とを含むことを特徴とする可溶
性ＬＲ１１免疫学的測定用試薬を提供するものである。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明の免疫学的測定方法及び免疫学的測定用試薬によれば、抗可溶性ＬＲ１１抗体と
可溶性ＬＲ１１の反応（例えば、固相化した抗可溶性ＬＲ１１抗体と可溶性ＬＲ１１との
反応）の時間を、例えば、特許文献３記載の一晩から、１時間に大幅に短縮した上で、生
物由来試料、例えば血液等の試料中に存在する可溶性ＬＲ１１の濃度を、より短時間で、
簡便に、高感度で、定量的に測定することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】特許文献３記載の界面活性剤あるいは本発明の両性界面活性剤を用い、一次反応
の時間を１６時間として可溶性ＬＲ１１を測定した結果を示す。
【図２】一次反応の時間を１６時間とし、本発明の両性界面活性剤の濃度と測定される試
料吸光度との関係を検討した結果を示す。
【図３】特許文献３記載の界面活性剤あるいは本発明の両性界面活性剤を用い、一次反応
の時間を１時間として可溶性ＬＲ１１を測定した結果を示す。
【図４】特許文献３記載の界面活性剤あるいは本発明の両性界面活性剤を用い、一次反応
の時間を１時間として可溶性ＬＲ１１を測定した結果（縦軸）と、特許文献３記載の界面
活性剤を用い、一次反応の時間を１６時間とした従来法で測定した結果（横軸）の相関性
を示す。
【図５】特許文献３記載の界面活性剤あるいは本発明の両性界面活性剤を用い、一次反応
の時間を１時間として可溶性ＬＲ１１を測定した結果（縦軸）と、特許文献３記載の界面
活性剤を用い、一次反応の時間を１６時間とした従来法で測定した結果（横軸）の相関性
を示す。
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【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明の測定方法は、生物由来試料中の可溶性ＬＲ１１の免疫学的測定方法である。こ
こで、生物としては、ヒトを含む哺乳動物、例えばヒト、サル、ウマ、ウシ、ブタ、ウサ
ギ、ラット、モルモット、マウス等が挙げられる。試料としては、例えば血液、血漿、血
清、髄液、尿等の体液；例えば血管、臓器、筋肉等の組織；例えば各組織から単離された
細胞、白血球等の細胞；及び前記それぞれに由来する成分を含有する溶液（希釈された試
料液、破砕液、溶解液、抽出液等）が挙げられる。
【００１５】
　本発明における免疫学的測定方法は、抗原抗体反応を利用した可溶性ＬＲ１１の測定方
法であれば特に制限されないが、異なる抗原認識部位を有する、少なくとも２種の抗体を
用いて免疫複合体を形成させる工程を含む測定方法が好ましい。異なる抗原認識部位を有
する、少なくとも２種の抗体を用いて免疫複合体を形成させる工程を含む測定方法として
は、後記する測定方法、例えばサンドイッチＥＬＩＳＡ、免疫比濁法（ＴＩＡやＬＴＩＡ
（ラテックス比濁イムノアッセイ））、イムノクロマトグラフ法等が挙げられる。
【００１６】
　抗可溶性ＬＲ１１抗体としては、生物由来試料中の可溶性ＬＲ１１、例えば、哺乳動物
の血清から精製した可溶性ＬＲ１１と反応する抗体であれば、モノクローナル抗体、ポリ
クローナル抗体のいずれでも良いが、モノクローナル抗体が好ましく用いられる。当該抗
体は周知の方法にて作製することができる。本明細書において「抗可溶性ＬＲ１１抗体」
というときには、上記したように生物由来試料中の可溶性ＬＲ１１と反応する抗体である
ことを限度として特に制限はなく、例えば、細胞表面に存在する膜結合型のＬＲ１１とも
反応する抗体や文献等に単に「抗ＬＲ１１抗体」と記載されている抗体等も使用すること
ができる。
【００１７】
　ポリクローナル抗体作製の際、免疫する動物としては、例えば、マウス、ラット、ハム
スター、ウサギ、ヤギ、ヒツジ、ニワトリ等を用いることができる。抗可溶性ＬＲ１１抗
血清は、抗原を動物の皮下、皮内、又は腹腔等に、一回又は複数回投与した後、採取した
血液から得ることができる。免疫の際、抗原は、免疫賦活効果を有する補液（アジュバン
ト）との混合物として投与して、免疫することがより好ましい。
【００１８】
　モノクローナル抗体は、公知のモノクローナル抗体作製方法、例えば、長宗香明、寺田
弘共著、「単クローン抗体」廣川書店（１９９０年）や、Ｊａｍｅ　Ｗ．　Ｇｏｌｄｉｎ
ｇ，‘‘Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ’’，３ｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ａｃ
ａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ（１９９６年）に従い作製することができる。また、ＤＮＡ免
疫法によるモノクローナル抗体の作製は、例えばＮａｔｕｒｅ　１９９２　Ｍａｒ　１２
；３５６，ｐ１５２－１５４やＪ．Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍａｒ　１；２４
９，ｐ１４７－１５４を参考に実施することができる。
【００１９】
　抗体作製用の抗原としては、ＬＲ１１タンパク質又は当該タンパク質の断片（ペプチド
）が用いられる。前記ＬＲ１１タンパク質は、血液、尿、可溶性ＬＲ１１を細胞外に分泌
する細胞（平滑筋細胞や造血器腫瘍細胞等）の培養上清等から、必要に応じて精製等して
得ることができる。また、ＬＲ１１を細胞表面に発現している造血器腫瘍細胞それ自体を
抗原として用いることもできる（ＷＯ２０１２／００８５９５）。前記ペプチドは、前記
タンパク質をプロテアーゼで消化し、精製等して得ることができるが、合成ペプチドを使
用することもできる。前記ペプチドとしては、例えば、特許文献３記載のアミノ酸配列を
有するペプチド等が挙げられる。前記ペプチドのアミノ酸配列は、１もしくは数個のアミ
ノ酸が欠失、置換もしくは付加されたものであってもよい。
【００２０】
　ＤＮＡ免疫法により抗体を作製する際には、ＬＲ１１タンパク質もしくは当該タンパク
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質の断片（ペプチド）をコードするｃＤＮＡを組み込んだベクターを、免疫する動物に投
与し、当該動物の体内で抗原を発現させることにより免疫を行うことができる。前記ペプ
チドとしては、例えば、特許文献３記載のアミノ酸配列を有するペプチド等が挙げられ、
当該ペプチドのアミノ酸配列は、１もしくは数個のアミノ酸が欠失、置換もしくは付加さ
れたものであってもよい。
　また、ＬＲ１１の高次構造を認識するモノクローナル抗体を得るためには、ヒトＬＲ１
１全長遺伝子が挿入されたベクターの使用が最適であるが、前記ＬＲ１１タンパク質の断
片（ペプチド）をコードする遺伝子が挿入されたベクターも使用することができる。
　ＤＮＡ免疫法は、上記ベクターを単独又は混合して、従来公知の様々な遺伝子導入法（
例えば筋肉注射、エレクトロポレーション、又は遺伝子銃等）のいずれかを用いて、免疫
する動物（マウス、又はラット等）の皮下に注入し、免疫する動物由来の細胞内に取り込
ませることにより実施できる。
【００２１】
　ペプチド抗原を用いたモノクローナル抗体の作製法及びＤＮＡ免疫法によるモノクロー
ナル抗体の作製法は特許文献３記載の方法を参照することができ、これを使用することが
好ましい。これらの抗可溶性ＬＲ１１モノクローナル抗体の例としては、特許文献３記載
の合成ペプチドをマウスに免疫して得られたＡ２－２－３抗体、ＤＮＡ免疫法により得ら
れたマウスモノクローナル抗体Ｍ３及びＭ５、ＤＮＡ免疫法により得られたラットモノク
ローナル抗体Ｒ１４及びＲ２３が挙げられる。
【００２２】
　本発明の測定方法においては、スルホベタイン型及びアミドスルホベタイン型両性界面
活性剤のうち１種以上で処理した試料を用いて免疫学的測定を行う。当該処理により、試
料中の可溶性ＬＲ１１の測定を妨害する物質の影響を回避することができ、さらに、一次
反応の反応時間を、例えば、室温、１時間に短縮した場合であっても、従来法で測定され
た試料間の相対関係に影響を与えずに、可溶性ＬＲ１１濃度に依存した測定結果を得るこ
とができる。
【００２３】
　本発明に用いるスルホベタイン型及びアミドスルホベタイン型両性界面活性剤としては
、それぞれ次の一般式（１）及び（２）
【００２４】
【化１】

【００２５】
（式中、Ｒ１は炭素数６～１８のアルキル基又はアルケニル基を示し、Ｒ２ＣＯは炭素数
６～１８のアシル基又はコール酸由来アシル基を示し、Ａは炭素数２～５のアルキレン基
又は炭素数２～５のヒドロキシアルキレン基を示し、Ｂは炭素数１～５のアルキレン基を
示す）
で表される化合物が好ましい。
【００２６】
　Ｒ１で示される炭素数６～１８のアルキル基又はアルケニル基としては、直鎖又は分岐
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鎖のアルキル基又はアルケニル基が挙げられるが、このうち直鎖又は分岐鎖のアルキル基
が好ましく、直鎖のアルキル基がより好ましい。また、当該アルキル基又はアルケニル基
の炭素数は６～１４が好ましく、８～１４がより好ましく、１０～１４が特に好ましい。
Ｒ１で示されるアルキル基又はアルケニル基のうち、特に好ましいものはデシル基、ドデ
シル基及びテトラデシル基である。
【００２７】
　Ｒ２ＣＯで示される炭素数６～１８のアシル基としては、炭素数６～１８の脂肪族アシ
ル基が挙げられ、ヘキサノイル基、オクタノイル基、デカノイル基、ドデカノイル基、テ
トラデカノイル基、ヘキサデカノイル基、オクタデカノイル基等が挙げられる。また、Ｒ
２ＣＯとしてはコール酸由来のアシル基が好ましい。
【００２８】
　Ａで示される炭素数２～５のアルキレン基としては、エチレン基、トリメチレン基、テ
トラメチレン基、ペンタメチレン基が挙げられ、エチレン基又はトリメチレン基がより好
ましい。Ａで示される炭素数２～５のヒドロキシアルキレン基としては、－ＣＨ２ＣＨ（
ＯＨ）ＣＨ２－で示されるヒドロキシトリメチレン基等が挙げられる。
【００２９】
　Ｂで示される炭素数１～５のアルキレン基としては、メチレン基、エチレン基、トリメ
チレン基、テトラメチレン基、ペンタメチレン基が挙げられる。
【００３０】
　一般式（１）で表されるスルホベタイン型両性界面活性剤の市販品としては、スルホベ
タイン１０（ＳＢ１０：Ｒ１＝Ｃ１０Ｈ２３、Ａ＝－（ＣＨ２）３－）、スルホベタイン
１２（ＳＢ１２：Ｒ１＝Ｃ１２Ｈ２５、Ａ＝－（ＣＨ２）３－）、スルホベタイン１４（
ＳＢ１４：Ｒ１＝Ｃ１４Ｈ２９、Ａ＝－（ＣＨ２）３－）（以上、ＡＭＲＥＳＣＯ社製）
等が挙げられ、本発明に好適に使用される。また、一般式（２）で表されるアミドスルホ
ベタイン型両性界面活性剤の市販品としては、３－［（３－コラミドプロピル）ジメチル
アンモニオ］プロパンスルホネート（ＣＨＡＰＳ：Ｒ２ＣＯ＝コール酸由来アシル、Ａ＝
－（ＣＨ２）３－）、Ｂ＝－（ＣＨ２）３－）、３－［（３－コラミドプロピル）ジメチ
ルアンモニオ］－２－ヒドロキシプロパンスルホネート（ＣＨＡＰＳＯ：Ｒ２ＣＯ＝コー
ル酸由来アシル、Ａ＝－ＣＨ２ＣＨ（ＯＨ）ＣＨ２－、Ｂ＝－（ＣＨ２）３－）（以上、
同仁化学研究所社製）等が挙げられ、本発明に好適に使用される。
【００３１】
　生物由来試料をスルホベタイン型及びアミドスルホベタイン型両性界面活性剤から選ば
れる１種以上で処理する手段としては、免疫測定前又は測定時の試料中に、上記特定の両
性界面活性剤が存在するようにすればよく、免疫測定前に試料と混合し、共存させること
が好ましい。前記試料との混合・共存の方法としては、例えば、本発明の両性界面活性剤
を試料希釈液に含有させておき、試料希釈の際に混合・共存させる方法、抗可溶性ＬＲ１
１抗体を含有する試薬に本発明の両性界面活性剤を含有させておき、試料中の可溶性ＬＲ
１１と抗可溶性ＬＲ１１抗体との反応の際に混合・共存させる方法（具体例として、マイ
クロプレートを用いたサンドイッチＥＬＩＳＡにおいて酵素標識した抗可溶性ＬＲ１１抗
体溶液が充填されているウェル中に無希釈あるいは予め希釈された試料が添加される場合
などが挙げられる）、イムノクロマトグラフ法に用いられるサンプルパッドのような試料
を投入する部材に含有させておき、試料が当該部材を通過する際に混合・共存させる方法
を例示することができる。
　なお、本明細書における「試料希釈液」とは、生物由来試料中の可溶性ＬＲ１１の濃度
を免疫反応に好適な濃度又は含量に、直接又は間接的に調整（希釈）するための試液をい
う。「前処理液」又は「第一試薬（液）」など、名称の如何を問わない。
【００３２】
　本発明の両性界面活性剤の使用濃度は、用いる測定方法の特性、用いる両性界面活性剤
の種類、本発明の両性界面活性剤が混合・共存した時点での試料中の可溶性ＬＲ１１濃度
と両性界面活性剤の濃度の比等を勘案して適宜決定すれば良いが、例えば、可溶性ＬＲ１



(8) JP 5101758 B1 2012.12.19

10

20

30

40

50

１を含有する試料と混合・共存させた時点の濃度として０．００１～１０質量％が好まし
く、０．００１～５質量％がより好ましく、０．０５～５質量％がさらに好ましい。用い
る測定方法がサンドイッチＥＬＩＳＡである場合には、さらに０．１～５質量％が好まし
く、０．５～５質量％がより好ましい。用いる測定方法がＬＴＩＡである場合には、さら
に０．００１～３質量％が好ましく、０．０５～２質量％がより好ましい。なお当業者で
あれば、前記の記載を指標に、例示された範囲以外の濃度での使用を工夫しうることはい
うまでもない。 生物由来試料を本発明の両性界面活性剤で処理する際の温度は、５～４
０℃、特に１０～３０℃が好ましい。生物由来試料を本発明の両性界面活性剤で処理する
時間は、使用する両性界面活性剤の種類や濃度、また温度等の条件を考慮し、適宜設定す
ることができる。本発明の両性界面活性剤で生物由来試料を処理した場合の、生物由来試
料中の可溶性ＬＲ１１と抗可溶性ＬＲ１１抗体との反応時間は、従来法（例えば、Ｎ－ア
シル－Ｎ－メチルグルカミンを使用する特許文献３記載の方法）に比べて短時間でよく、
本発明の方法によれば、生物由来試料中の可溶性ＬＲ１１の測定時間を大幅に短縮できる
。
【００３３】
　また、測定系の設計（検出感度や反応時間等）にあわせ、試料は、例えば、１（原液）
～５０倍に希釈して使用することができる。前記希釈は、本発明の両性界面活性剤を含有
する試料希釈液により行っても、本発明の両性界面活性剤を含有しない緩衝液等により行
ってもよいが、本発明の両性界面活性剤を含有する試料希釈液により行うと簡便である。
生物由来試料を試料希釈液で希釈して測定する場合には、４～３０倍に希釈することが好
ましい。試料希釈液の組成としては、本発明の効果を損なわないことを限度として通常免
疫学的測定方法に使用される組成であれば特に制限はない。例えば、ＧＯＯＤ緩衝液、リ
ン酸緩衝液、グリシン緩衝液、炭酸緩衝液、トリス緩衝液等の緩衝液（ｐＨも通常の免疫
学的測定方法に使用される範囲）、ＮａＣｌ等の塩、ＢＳＡ等のタンパク成分、本発明の
両性界面活性剤以外の界面活性剤、市販の非特異反応防止成分等が使用可能である。
【００３４】
　上記特定の両性界面活性剤を含む試料を用いて、通常の手段により抗可溶性ＬＲ１１抗
体を用いた免疫学的測定を行えばよい。
　免疫学的測定方法としては、前記したように、抗原抗体反応を利用した可溶性ＬＲ１１
の測定方法であれば特に制限されないが、異なる抗原認識部位を有する、少なくとも２種
の抗体を用いて免疫複合体を形成させる工程を含む測定方法が好ましい。異なる抗原認識
部位を有する、少なくとも２種の抗体を用いて免疫複合体を形成させる工程を含む測定方
法としては、例えば、サンドイッチＥＬＩＳＡ（酵素標識免疫吸着測定法）、免疫比濁法
（ＴＩＡやＬＴＩＡ）、イムノクロマトグラフ法等が挙げられる。前記例示した態様から
明らかなように、本発明の免疫学的測定方法は、ヘテロジーニアス系であってもホモジー
ニアス系であってもよい。要は、本発明の両性界面活性剤で処理した試料が、一度以上、
抗可溶性ＬＲ１１抗体との間で抗原抗体反応が行われるように設計されていればよい。
　本明細書において、抗原抗体反応を「一次反応」、「二次反応」のように区別して記載
する場合があるが、それは、反応ステップが複数ある等、その実施態様の説明のために記
載したものであって、本発明を限定することは意図していない。
【００３５】
　前記各測定方法における検出手段も、特に制限されず、サンドイッチＥＬＩＳＡであれ
ば、発色基質・発色剤、発光基質・発光剤、蛍光基質・蛍光剤等を利用したエンザイムイ
ムノアッセイ、発光（化学発光、生物発光）イムノアッセイ、蛍光イムノアッセイ等が挙
げられ、免疫比濁法であれば、免疫複合体形成により生じる濁度を吸光度や散乱光で検出
する方法が挙げられ、イムノクロマトグラフ法であれば、金属コロイド粒子や着色ラテッ
クス粒子を用いた光学的検出法が挙げられる。上記特定の両性界面活性剤で処理した試料
を用いて、通常の手段により抗可溶性ＬＲ１１抗体を用いた免疫学的測定を行う限り、免
疫染色（ウエスタンブロット）や競合イムノアッセイ等にも本発明が適用可能であること
は当業者には容易に理解されよう。
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【００３６】
　抗可溶性ＬＲ１１抗体と反応する可溶性ＬＲ１１を、定量又は半定量的に評価する場合
、基準となるＬＲ１１と比較することが好ましい。基準となるＬＲ１１としては、例えば
、可溶性ＬＲ１１濃度既知の血清、平滑筋細胞や神経芽細胞株の培養細胞もしくは培養上
清より回収した可溶性ＬＲ１１、尿由来の可溶性ＬＲ１１（ＷＯ２０１２／００８５９５
）、リコンビナントＬＲ１１、又は抗体作製において免疫原として使用した合成ペプチド
等を使用することが好ましい。
　前記したように、本発明において「定量」の語は、いわゆる「定量」と「半定量」の両
方の概念を含み、また、さらに、臨床診断における疾病罹患の判断基準になるように検出
感度が設定されている場合等には、可溶性ＬＲ１１存在の有無を検出する、いわゆる「定
性」の概念も包含している。
【００３７】
　上記免疫学的測定において、サンドイッチＥＬＩＳＡを例にして説明すれば、例えば抗
可溶性ＬＲ１１モノクローナル抗体の１種を適当な緩衝液中で不溶性担体に固定化して固
相化抗体とし、第二の抗体として、不溶性担体に固定化した抗可溶性ＬＲ１１モノクロー
ナル抗体とは認識部位の異なる抗可溶性ＬＲ１１モノクローナル抗体を酵素で標識し、こ
れらを試料と反応させ、第二の抗体を標識した酵素の活性を測ることにより、試料中の可
溶性ＬＲ１１を測定することができる。また、例えば、第二の抗体として、ビオチン標識
した抗可溶性ＬＲ１１モノクローナル抗体を用い、試料との反応後にさらに酵素標識した
アビジンを反応させ、該標識酵素の活性を測ることにより、試料中のＬＲ１１を測定する
こともできる。
【００３８】
　上記で使用する不溶性担体としては、ポリスチレン、ポリエチレン、ポリプロピレン等
の各種合成高分子、ガラス、シリコン、不溶性多糖（架橋デキストラン、ポリサッカライ
ド）等が好ましく、これらの担体は球状、棒状、微粒子等の形状、あるいは試験管、マイ
クロプレート等の形態で用いることができる。固相化抗体の作成の条件としては、球状、
棒状、試験管、マイクロプレートの形態の担体を用いる場合の抗体濃度は各々１～１０μ
ｇ／ｍＬであり、微粒子の形態の担体を用いる場合の抗体濃度は１～１０ｍｇ／ｍＬであ
る。また、緩衝液は、リン酸緩衝液、グリシン緩衝液、炭酸緩衝液、トリス緩衝液等のｐ
Ｈ７～１０の中性～アルカリ性の緩衝液を用い、４℃～２５℃で１時間～７２時間感作し
て調製することが好ましい。
【００３９】
　使用する酵素標識抗体は、公知の方法によって作製することができる。例えば、中根ら
の方法（Ｎａｋａｎｅ　Ｐ．Ｋ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ　Ｃｙｔｏｃｈｅ
ｍ，２２，　ｐ１０８４－１０８９，　１９７４）あるいは石川らの方法（マレイミド法
：「酵素免疫測定法　第３版」医学書院）等に従い、断片化していない免疫グロブリン分
子をそのままか、あるいは必要に応じて抗体を適当なプロテアーゼで限定分解してＦ（ａ
ｂ’）２、又はＦａｂ’とした後、酵素で標識することにより酵素標識抗体を作製できる
。標識に使用する酵素としては、例えば、ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、
β－Ｄ－ガラクトシダーゼ、グルコースオキシダーゼ等が挙げられる。
　ビオチン標識抗体も公知の方法によって作製できるが、市販のビオチン化試薬（例えば
、ＰＩＥＲＣＥ社製、Ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ－Ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ）を用
いることでさらに容易に作製することができる。
　酵素標識アビジンも公知の方法によって作製できるが、市販品（例えば、ＰＩＥＲＣＥ
社製、ＳｔｒｅｐｔＡｖｉｄｉｎ，　Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ　Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ　
Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ）を使用することもできる。
【００４０】
　また、標識物質が酵素である場合には、その活性を測定するために基質、及び必要によ
り発色剤が用いられる。酵素としてペルオキシダーゼを用いる場合には、基質として過酸
化水素を用い、発色剤としてｏ－フェニレンジアミン、３，３′，５，５′－テトラメチ
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ルベンチジン、２，２′－アジノジ－〔３－エチルベンズチアゾリンスルホン酸〕アンモ
ニウム塩等；酵素としてアルカリフォスファターゼを用いる場合には、基質として、ｐ－
ニトロフェニルフォスフェート、３－（４－メトキシスピロ｛１，２－ジオキセタン－３
，２′－トリシクロ－〔３．３．１．１３，７〕デカン｝－４－イル）フェニルフォスフ
ェート：ＡＭＰＰＤ等；酵素としてβ－Ｄ－ガラクトシダーゼを用いる場合には、基質と
して、β－Ｄ－ガラクトピラノシド、４－メチルウンベリフェリル－β－Ｄ－ガラクトピ
ラノシド等；酵素としてグルコースオキシダーゼを用いる場合には、ペルオキシダーゼの
共存下で基質として、β－Ｄ－グルコース、発色剤としてペルオキシダーゼの発色剤を用
いることができる。
【００４１】
　免疫比濁法（ＴＩＡやＬＴＩＡ）であれば、本発明の両性界面活性剤と処理した試料を
２種類の抗可溶性ＬＲ１１抗体（ＬＴＩＡの場合にはラテックス等の粒子に固定化されて
いる）と順次あるいは同時に反応させ、イムノクロマトグラフ法であれば、本発明の両性
界面活性剤と処理した試料を、メンブレン等に固定化されている一方の抗可溶性ＬＲ１１
抗体に捕捉させ、金コロイド等の金属コロイドや着色ラテックスで標識されたもう一方の
抗可溶性ＬＲ１１抗体で検出することにより行うことができる。
【００４２】
　血清等の免疫反応等を妨害する物質を含む生物由来試料であっても、上記の両性界面活
性剤で処理した後、可溶性ＬＲ１１と反応する抗体にて免疫学的測定を行なえば、前記試
料中の可溶性ＬＲ１１を簡便かつ正確に定量することができる。よって、本発明は、前記
免疫学的測定を実施するにあたって、抗可溶性ＬＲ１１抗体と、上記特定の両性界面活性
剤とを含む、可溶性ＬＲ１１免疫学的測定用試薬を提供することができる。 また、抗可
溶性ＬＲ１１抗体及び上記特定の両性界面活性剤を、可溶性ＬＲ１１免疫学的測定用試薬
を製造するために使用することができる。
　当該免疫学的測定用試薬は、抗可溶性ＬＲ１１抗体と、上記特定の両性界面活性剤とを
含むが、これら成分が、試料希釈液と測定試薬、あるいは第一試薬と第二試薬として別々
の状態、又は混合された状態であってもよい。また、当該試薬には、可溶性ＬＲ１１の検
出に用いる任意の構成要素、例えば緩衝液、安定化剤や反応容器等を含んでいてもよい。
【００４３】
　免疫学的測定用試薬の具体例としては、以下が挙げられる。
　サンドイッチＥＬＩＳＡの場合、例えば、本発明の両性界面活性剤を含有する試料希釈
液、本発明の両性界面活性剤を含有する標識抗体液、本発明の両性界面活性剤を乾燥状態
で含有する抗可溶性ＬＲ１１抗体が固定化されたマイクロプレートが挙げられる。ＬＴＩ
Ａの場合、例えば、本発明の両性界面活性剤を含有するが抗可溶性ＬＲ１１抗体が固定化
されたラテックス粒子を含有しない試液、本発明の両性界面活性剤を含有し、かつ抗可溶
性ＬＲ１１抗体が固定化されたラテックス粒子を含有する試液が挙げられる。イムノクロ
マトグラフ法の場合、例えば、本発明の両性界面活性剤を含有する試料希釈液、サンプル
パッドあるいは標識抗体含有パッドに本発明の界面活性剤を含浸させたイムノクロマト用
ストリップ（試験片）を挙げることができる。
　また、可溶性ＬＲ１１免疫学的測定用キットとしては、使用する測定系に即した前記免
疫学的測定用試薬を適宜組み合わせて使用することができ、必要であれば測定系の成立に
必要な他の試薬あるいは添付文書なども含むことがある。
【実施例】
【００４４】
　以下、実施例により、本発明を具体的に説明する。但し、本発明はこれらの実施例に限
定されるものではない。
【００４５】
実施例１（本発明の両性界面活性剤の効果確認（サンドイッチＥＬＩＳＡ））
（１）サンドイッチＥＬＩＳＡ用マイクロプレートの作製
　９６穴マイクロプレート（ＮＵＮＣ社製）に、１５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ含有２０
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ｍｍｏｌ／Ｌ　リン酸緩衝液（以下、「ＰＢＳ」という）（ｐＨ７．２）で１０μｇ／ｍ
Ｌに希釈した抗可溶性ＬＲ１１モノクローナル抗体（Ｍ３抗体）を１ウェル当たり１００
μＬ添加し、室温で２時間静置し、Ｍ３抗体を固相化した。９６穴マイクロプレートを４
００μＬの０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０（登録商標）含有ＰＢＳ（以下、「ＰＢＳＴ」とい
う）で洗浄後、１０％スクロース、１％ＢＳＡ含有ＰＢＳＴ（以下、「ＢＳＡ－ＰＢＳＴ
」という）を１ウェル当たり２００μＬ添加し、室温で２時間ブロッキングした。ウェル
内の液を除去後、デシケーター内で一晩乾燥し、乾燥剤と共にアルミ袋に密封して使用ま
で冷蔵保存した。
【００４６】
（２）サンドイッチＥＬＩＳＡを用いた可溶性ＬＲ１１測定
　下記する界面活性剤を、それぞれ５．０％となるよう添加したＰＢＳを試料希釈液とし
て用い、ヒト血清（ＴＥＮＮＥＳＳＥＥ　ＢＬＯＯＤ　ＳＥＲＶＩＣＥＳ　ＩＮＣ社より
購入。ＭＥＧＡ－９を使用する従来法で測定した可溶性ＬＲ１１濃度は　３．９ｎｇ／ｍ
Ｌ。以下、当該ヒト血清を「試験血清」ということがある）を１１倍希釈して測定試料液
とした（測定試料液中の界面活性剤の濃度は、試料希釈液中の濃度の１０／１１倍濃度）
。各測定試料液を（１）で作製したマイクロプレートに１ウェル当たり１００μＬ添加し
て室温で１６時間静置した（前記したように、このときの固相化抗可溶性ＬＲ１１抗体と
測定試料中の可溶性ＬＲ１１との抗原抗体反応を、「一次反応」ということがある）。
【００４７】
＜使用した界面活性剤＞
（比較例：Ｎ－アシル－Ｎ－メチルグルカミンとして）
・ＭＥＧＡ－９：カタログ番号Ｍ０１５、同仁化学研究所社製
（実施例）
・ＳＢ１０：カタログ番号Ｄ４２６６、ＳＩＧＭＡ－ＡＬＤＲＩＣＨ社製
・ＳＢ１２：カタログ番号Ａ１４６０、Ａｐｐｌｉｃｈｅｍ社製
・ＳＢ１４：カタログ番号Ａ１１６２、Ａｐｐｌｉｃｈｅｍ社製
・ＣＨＡＰＳ：カタログ番号Ｃ００８、同仁化学研究所社製
・ＣＨＡＰＳＯ：カタログ番号Ｃ０２０、同仁化学研究所社製
【００４８】
　マイクロプレートの各ウェルを４００μＬのＰＢＳＴで３回洗浄した後、ＢＳＡ－ＰＢ
ＳＴで０．４μｇ／ｍＬに希釈したビオチン標識抗可溶性ＬＲ１１モノクローナル抗体（
Ｒ１４抗体。ビオチン化試薬（ＰＩＥＲＣＥ社製）にてビオチン標識した。）を１ウェル
当たり１００μＬ添加して、室温で４時間静置した（以下、このときのビオチン標識抗可
溶性ＬＲ１１モノクローナル抗体（Ｒ１４抗体）と一次反応でマイクロプレート上に捕捉
された可溶性ＬＲ１１との反応を「二次反応」ということがある）。マイクロプレートを
ＰＢＳＴで洗浄後、ＢＳＡ－ＰＢＳＴで０．２μｇ／ｍＬに希釈したぺルオキシダーゼ標
識ストレプトアビジン（ＰＩＥＲＣＥ社製）を１ウェル当たり１００μＬ添加し、室温で
１時間静置した。再度マイクロプレートをＰＢＳＴで洗浄し、ＴＭＢ基質液（０．３ｍｇ
／ｍＬ　３，３′－５，５′－Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ－ｂｅｎｚｉｄｉｎｅ　ｄｉｈｙ
ｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ（ＳＩＧＭＡ社製）、１２ｍｍｏｌ／Ｌ　過酸化水素を含む１０
０ｍｍｏｌ／Ｌ　クエン酸緩衝液（ｐＨ３．７））を１ウェル当たり１００μＬ添加して
、室温で３０分間静置した。続いて１．５Ｎ　硫酸を１ウェルあたり１００μＬ添加して
発色を停止し、マイクロプレートリーダーで波長４５０ｎｍの吸光度を測定した。
【００４９】
（３）結果
　ＳＢ１０、ＳＢ１２、ＳＢ１４、ＣＨＡＰＳ、ＣＨＡＰＳＯのいずれを使用した場合に
おいても、ＭＥＧＡ－９と同様又はそれ以上の吸光度が得られた（図１。なお、図中の吸
光度は試料吸光度より試薬ブランク吸光度を差し引いた正味吸光度で表示している）。以
上より、本発明の両性界面活性剤は、妨害物質の影響を回避して生物由来試料中の可溶性
ＬＲ１１の測定が可能であることがわかった。
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【００５０】
実施例２（本発明の両性界面活性剤の濃度と測定される試料吸光度との関係検討）
（１）方法
　ＳＢ１０、ＳＢ１２、ＳＢ１４、ＣＨＡＰＳ及びＣＨＡＰＳＯ、それぞれについて、０
．０４％、０．０８％、０．１６％、０．３１％、０．６３％、１．２５％、２．５％、
または５．０％となるよう添加したＰＢＳを試料希釈液として用い、試験血清を１１倍希
釈して測定試料液とした（測定試料液中の各界面活性剤の濃度は試料希釈液中の濃度の１
０／１１倍濃度）。一次反応を室温、１６時間とすることをはじめ、実施例１と同様の操
作により試料中の可溶性ＬＲ１１の測定を行った。
【００５１】
（２）結果
　ＳＢ１０（□）では、０．６３％付近の濃度から測定された試料吸光度と試薬ブランク
吸光度との差が明瞭になり、１．２５％付近から５．０％まで、吸光度がほぼ一定になっ
た。
　ＳＢ１２（◇）では、０．１６％付近の濃度から測定された試料吸光度と試薬ブランク
吸光度との差が明瞭になり、０．６３％付近で吸最大の吸光度に達し、０．６３％から付
近から５．０％まで吸光度がほぼ一定になった。
　ＳＢ１４（△）では、０．０８％付近の濃度から測定された試料吸光度と試薬ブランク
吸光度との差が明瞭になり、１．２５％付近から５．０％まで、吸光度がほぼ一定になっ
た。
　ＣＨＡＰＳ（■）及びＣＨＡＰＳＯ（▲）では、０．６３％付近の濃度から測定された
試料吸光度と試薬ブランク吸光度との差が明瞭になり、２．５％付近から５．０％まで、
吸光度がほぼ一定になった（図２。なお、図中の吸光度は試薬ブランク吸光度を差し引く
前の吸光度で表示している）。
　以上より、本発明の両性界面活性剤は、いずれも広い濃度範囲で可溶性ＬＲ１１の免疫
学的測定に使用可能であることが確認された。
【００５２】
実施例３（本発明の両性界面活性剤の反応時間短縮効果の確認）
（１）方法
　実施例２の結果より、ＳＢ１０、ＳＢ１２、ＳＢ１４、ＣＨＡＰＳ、ＣＨＡＰＳＯが、
それぞれ１．５％、０．６３％、３．６％、５．０％、５．０％になるよう添加したＰＢ
Ｓを試料希釈液として用い、試験血清を１１倍希釈して測定試料液とした（測定試料液中
の各界面活性剤の濃度は試料希釈液中の濃度の１０／１１倍濃度）。一次反応を１時間と
し、二次反応を２時間とした以外は実施例１と同様の方法で可溶性ＬＲ１１の測定を行っ
た。比較例として、ＭＥＧＡ－９が５．０％となるように添加したＰＢＳを試料希釈液と
して用い、前記と同様の操作にて可溶性ＬＲ１１の測定を行った。
【００５３】
（２）結果
　いずれの両性界面活性剤を用いた場合でも、ＭＥＧＡ－９を用いた比較例の吸光度より
も大きい吸光度を示した。以上より、本発明の両性界面活性剤を用いれば、一次反応を室
温、１時間に短縮した場合であっても、ＭＥＧＡ－９を使用する従来法と比較して、可溶
性ＬＲ１１をより高感度に検出することが可能であることがわかった（図３。なお、図中
の吸光度は試料吸光度より試薬ブランク吸光度を差し引いた正味吸光度で表示している）
。
【００５４】
実施例４（従来法による測定結果との関係確認－１）
（１）方法
　ＳＢ１０、ＳＢ１２、ＳＢ１４をそれぞれ１．５％、０．６３％、３．６％となるよう
添加したＰＢＳを試料希釈液として用い、５種類のヒト血清（ＴＥＮＮＥＳＳＥＥ　ＢＬ
ＯＯＤ　ＳＥＲＶＩＣＥＳ　ＩＮＣ社より購入。ＭＥＧＡ－９を使用する従来法で測定し
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た可溶性ＬＲ１１濃度は、３．８ｎｇ／ｍＬ、３．９ｎｇ／ｍＬ、５．４ｎｇ／ｍＬ、８
．０ｎｇ／ｍＬ及び９．８ｎｇ／ｍＬ。）を１１倍希釈して測定試料液とした（測定試料
液中の各界面活性剤の濃度は試料希釈液中の濃度の１０／１１倍濃度）。一次反応を１時
間とし、二次反応を２時間とした以外は実施例１と同様の方法で可溶性ＬＲ１１の測定を
行った。
　比較例として、ＭＥＧＡ－９が５．０％となるように添加したＰＢＳを試料希釈液とし
て用い、前記と同様の操作にて可溶性ＬＲ１１の測定を行った。
　実施例、および比較例の結果と、ＭＥＧＡ－９（５．０％）を使用し、一次反応を１６
時間、二次反応を４時間として測定したときの測定値との相関性を確認した。
【００５５】
（２）結果
　ＭＥＧＡ－９（比較例）あるいは本発明の両性界面活性剤を用い、一次反応：１時間、
二次反応：２時間として可溶性ＬＲ１１を測定した結果（縦軸）と、ＭＥＧＡ－９を用い
、一次反応：１６時間、二次反応：４時間とした従来法で測定した結果（横軸）の相関性
を図４に示した。なお、図中の吸光度は試料吸光度より試薬ブランク吸光度を差し引いた
正味吸光度で表示している。
　比較例である、５．０％　ＭＥＧＡ－９、一次反応：１時間、二次反応：２時間の条件
（■）では、９．８ｎｇ／ｍＬの試料と５．４ｎｇ／ｍＬの試料の吸光度は、９．８ｎｇ
／ｍＬの方が高かったもののその差は僅かであり、８．０ｎｇ／ｍＬの試料の吸光度は、
９．８ｎｇ／ｍＬの試料の吸光度よりも高く、３．８及び３．９ｎｇ／ｍＬの試料の吸光
度は、５．４ｎｇ／ｍＬの試料の吸光度より極端に低かった。
　これに対して、本発明の両性界面活性剤を用い、一次反応：１時間、二次反応：２時間
として可溶性ＬＲ１１を測定したところ、いずれの両性界面活性剤（ＳＢ１０（◇）、Ｓ
Ｂ１２（□）、ＳＢ１４（△））を用いた場合でも、測定された各血清試料の吸光度は従
来法の測定値の高低の順に一致しており、濃度依存的な結果であった（図４）。
【００５６】
実施例５（従来法による測定結果との関係確認－２）
（１）方法
　ＣＨＡＰＳ、ＣＨＡＰＳＯそれぞれを、５．０％となるよう添加したＰＢＳを試料希釈
液として用い、６種類のヒト血清（ＴＥＮＮＥＳＳＥＥ　ＢＬＯＯＤ　ＳＥＲＶＩＣＥＳ
　ＩＮＣ社より購入。ＭＥＧＡ－９を使用する従来法で測定した可溶性ＬＲ１１濃度は、
３．１ｎｇ／ｍＬ、５．２ｎｇ／ｍＬ、６．７ｎｇ／ｍＬ、７．２ｎｇ／ｍＬ及び８．７
ｎｇ／ｍＬ、９．５ｎｇ／ｍＬ。）を１１倍希釈して測定試料液とした（測定試料液中の
各界面活性剤の濃度は試料希釈液中の濃度の１０／１１倍濃度）。一次反応を１時間とし
、二次反応を２時間とした以外は実施例１と同様の方法で可溶性ＬＲ１１の測定を行った
。
　実施例の結果と、比較例としてＭＥＧＡ－９が５．０％となるように添加したＰＢＳを
試料希釈液として用い、一次反応を１６時間、二次反応を４時間として測定したときの測
定値との相関性を確認した。
【００５７】
（２）結果
　ＭＥＧＡ－９（比較例）あるいは本発明の両性界面活性剤を用い、一次反応：１時間、
二次反応：２時間として可溶性ＬＲ１１を測定した結果（縦軸）と、ＭＥＧＡ－９を用い
、一次反応：１６時間、二次反応：４時間とした従来法で測定した結果（横軸）の相関性
を図５に示した。なお、図中の吸光度は試料吸光度より試薬ブランク吸光度を差し引いた
正味吸光度で表示している。
　本発明の両性界面活性剤を用い、一次反応：１時間、二次反応：２時間として可溶性Ｌ
Ｒ１１を測定したところ、いずれの両性界面活性剤（ＣＨＡＰＳ（◆）、ＣＨＡＰＳＯ（
□））を用いた場合でも、測定された各血清試料の吸光度は従来法の測定値の高低の順に
一致しており、濃度依存的な結果であった（図５）。
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【００５８】
　実施例４，５の成績より、本発明の両性界面活性剤により処理した試料を用いて、免疫
学的測定を行えば、特許文献３に記載のＮ－アシル－Ｎ－メチルグルカミン等と同様に試
料中の妨害物質の影響を回避した上で、さらに、一次反応の反応時間を、室温、１時間に
短縮した場合であっても、従来法で測定された試料間の相対関係に影響を与えずに、可溶
性ＬＲ１１濃度に依存した測定結果が得られることが確認された。
【要約】
　血清等の生物由来試料から、可溶性ＬＲ１１の分離操作をすることなく、簡便かつ正確
に免疫学的手段により、当該生物由来試料中の可溶性ＬＲ１１を測定する方法を提供。
　生物由来試料中の可溶性ＬＲ１１の免疫学的測定方法であって、当該試料をスルホベタ
イン型両性界面活性剤及びアミドスルホベタイン型両性界面活性剤から選ばれる１種以上
で処理することを特徴とする可溶性ＬＲ１１の免疫学的測定方法。
【選択図】図１

【図１】 【図２】
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【図５】
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