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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　尿中ジアセチルスペルミンの免疫学的測定に用いるための試薬であって、尿素、チオシ
アン化カリウム、グアニジン塩酸塩、イミダゾール、ヒダントイン、馬尿酸、および尿酸
ナトリウムからなる群より選ばれる物質を少なくとも１種類含有し、
　ここで、該免疫学的測定が凝集法によるものである、
　試薬。
【請求項２】
　前記試薬中の蛋白質の濃度が０．０１～１Ｗ／Ｖ％である、請求項１に記載の試薬。
【請求項３】
　前記蛋白質がウシ血清アルブミンである、請求項２に記載の試薬。
【請求項４】
　前記試薬中の塩の濃度が０．０１～１０Ｗ／Ｖ％である、請求項１から３のいずれか１
項に記載の試薬。
【請求項５】
　前記試薬が、標準液、希釈液、または反応用試薬である、請求項１から４のいずれか１
項に記載の試薬。
【請求項６】
　前記尿がヒトの尿である、請求項１から５のいずれか１項に記載の試薬。
【請求項７】
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　前記凝集法がラテックス凝集法または金コロイド凝集法である、請求項１から６のいず
れか１項に記載の試薬。
【請求項８】
　請求項１から７のいずれか１項に記載の試薬を含む、尿中ジアセチルスペルミン測定用
試薬キット。
【請求項９】
　尿中ジアセチルスペルミンの量を免疫学的に測定する方法であって、
　（ａ）尿検体または尿検体と希釈液との混合液に反応用試薬を添加して反応液を生成し
、免疫学的反応による変化または生成物を測定する工程、
　（ｂ）標準液または標準液と希釈液との混合液に該反応用試薬を添加して反応液を生成
し、免疫学的反応による変化または生成物を測定する工程、および
　（ｃ）（ａ）の測定結果と（ｂ）の測定結果とを比較して、該尿検体中の該尿中ジアセ
チルスペルミンの量を決定する工程を含み、
　ここで該希釈液、該標準液、および該反応用試薬からなる群より選ばれる試薬の少なく
とも１つが、尿素、チオシアン化カリウム、グアニジン塩酸塩、イミダゾール、ヒダント
イン、馬尿酸および尿酸ナトリウムからなる群より選ばれる物質の少なくとも１種類を含
有し、該（ｂ）で生成した反応液に、該物質が含まれ、そして、
　該免疫学的測定が凝集法によるものである、
　方法。
【請求項１０】
　前記（ｂ）で生成した反応液中の蛋白質の濃度が０．０００２５～０．０３Ｗ／Ｖ％で
ある、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記蛋白質がウシ血清アルブミンである、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記（ｂ）で生成した反応液中の塩の濃度が０．０００２５～０．３Ｗ／Ｖ％である、
請求項９から１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記尿がヒトの尿である、請求項９から１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記凝集法がラテックス凝集法または金コロイド凝集法である、請求項９から１３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、尿中成分の免疫学的測定方法および該測定に用いるための試薬に関する。
【背景技術】
【０００２】
　臨床検査などの分野において、物質の測定を行うための方法の一つとして、免疫学的な
測定法が利用されている。免疫学的測定法としては、ＲＩＡ法、ＥＩＡ法、免疫比濁法、
ラテックス凝集法、金属コロイド凝集法などの多くの方法がある。これらの測定法では、
生体試料中の被測定物質である抗原（または抗体）とそれに対する抗体（または抗原）と
の間における抗原抗体反応を利用している。臨床検査の分野の各種検査では、自動化およ
び測定時間の短縮が図られており、この中でもラテックス凝集法および金属コロイド凝集
法は、反応液の分離や洗浄を行わないため、自動化に適している。これらの免疫学的測定
においては、標準品を測定して得た測定値（例えば、吸光度）と濃度との関係を表す検量
線と、検体中の被測定物質の測定値とを比較することによって、被測定物質の濃度を求め
る。生体試料中の被測定物質を測定した場合に検量線の濃度域を超えるか、または超える
と想定される場合には、検量線の濃度範囲となるように、生体試料を希釈液で希釈する必
要がある。また、これらの測定においては、測定の正確性を確認するために、あらかじめ
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用意されたコントロール液を測定する場合もある。このような標準品の溶液、希釈液、お
よびコントロール液には、一般的に、生理食塩水や緩衝液が使用される。
【０００３】
　しかし、生理食塩水や緩衝液は、測定する生体試料とは成分、粘度、比重などの性状が
異なるために、生体試料と、標準品、希釈された検体、またはコントロールとでは反応性
に差が生じ、正確に測定できず、真の値との乖離が生じるという問題がある。そのため、
生体試料と同一の反応性を有する、標準品（溶液）、希釈液、またはコントロールを調製
する必要が生じる。
【０００４】
　生体試料として尿を用いた被測定物質の検出および測定は、尿の採取が容易であるため
、注目されている。例えば、尿中に存在するジアセチルスペルミンは、腫瘍マーカーの１
つであり、その測定には、免疫学的方法が利用されている（非特許文献１および特許文献
１）。ジアセチルスペルミンの測定用試薬の一つとして、「尿中ジアセチルスペルミン測
定試薬用ＥＬＩＳＡキット」が、株式会社トランスジェニック（販売、フナコシ株式会社
）より市販されている。
【０００５】
　生体試料として尿を用いた被測定物質の免疫学的測定においても、標準液、希釈液など
に生理食塩水や緩衝液を用いると、免疫反応性に差が生じ、正確に測定できず、真の値と
の乖離が生じるという問題がある。
【特許文献１】特開２００６－３８５９４号公報
【非特許文献１】ヒラマツ（Hiramatsu, K.）ら，ジャーナル・オブ・バイオケミストリ
ー（J. Biochem.），１９９８年，第１２４巻，ｐ．２３１－２３６
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明の目的は、尿中成分の免疫学的測定において、尿検体中または尿希釈検体中の被
測定物質の量を正確に測定するための方法、ならびに該方法で使用できる試薬を提供する
ことである。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は、尿中成分の免疫学的測定に用いるための試薬を提供し、この試薬は、尿素、
チオシアン化カリウム、グアニジン塩酸塩、イミダゾール、ヒダントイン、馬尿酸、およ
び尿酸ナトリウムからなる群より選ばれる物質を少なくとも１種類含有する。
【０００８】
　１つの実施態様では、上記試薬中の蛋白質の濃度が０．０１～１Ｗ／Ｖ％である。さら
なる実施態様では、上記蛋白質はウシ血清アルブミンである。
【０００９】
　１つの実施態様では、上記試薬中の塩の濃度が０．０１～１０Ｗ／Ｖ％である。
【００１０】
　ある実施態様では、上記試薬は、標準液、希釈液、または反応用試薬である。
【００１１】
　本発明はまた、上記試薬を含む、尿中成分測定用試薬キットを提供する。
【００１２】
　さらに、本発明は、尿中成分の量を免疫学的に測定する方法を提供し、この方法は、
　（ａ）尿検体または尿検体と希釈液との混合液に反応用試薬を添加して反応液を生成し
、免疫学的反応による変化または生成物を測定する工程、
　（ｂ）標準液または標準液と希釈液との混合液に該反応用試薬を添加して反応液を生成
し、免疫学的反応による変化または生成物を測定する工程、および
　（ｃ）（ａ）の測定結果と（ｂ）の測定結果とを比較して、該尿検体中の尿中成分の量
を決定する工程を含み、
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　ここで該希釈液、該標準液、および該反応用試薬からなる群より選ばれる試薬の少なく
とも１つが、尿素、チオシアン化カリウム、グアニジン塩酸塩、イミダゾール、ヒダント
イン、馬尿酸および尿酸ナトリウムからなる群より選ばれる物質の少なくとも１種類を含
有し、該（ｂ）で生成した反応液に、該物質が含まれる。
【００１３】
　１つの実施態様では、上記（ｂ）で生成した反応液中の蛋白質の濃度が０．０００２５
～０．０３Ｗ／Ｖ％である。さらなる実施態様では、上記蛋白質はウシ血清アルブミンで
ある。
【００１４】
　別の実施態様では、上記（ｂ）で生成した反応液中の塩の濃度が０．０００２５～０．
３Ｗ／Ｖ％である。
【００１５】
　１つの実施態様では、上記尿はヒトの尿である。
【００１６】
　１つの実施態様では、上記尿中成分は、ジアセチルスペルミンである。
【００１７】
　１つの実施態様では、上記免疫学的測定は、凝集法によるものである。さらなる実施態
様では、上記凝集法は、ラテックス凝集法または金コロイド凝集法である。
【発明の効果】
【００１８】
　本発明によれば、尿中成分を免疫学的に測定する際に、該尿中成分の量をより正確に測
定できる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１９】
　以下、本発明を詳細に説明する。明細書を通して、溶液中の含有量を示すために記載し
た％は、特に記載がない限り、Ｗ／Ｖ％を表す。
【００２０】
　（尿中成分の免疫学的測定のための試薬）
　本発明の試薬として、標準液、希釈液、および反応用試薬が挙げられる。
【００２１】
　標準液とは、尿中に存在する物質（以下、「尿中成分」ともいう）の免疫学的測定にお
いて、被測定物質の検量線（以下、「標準曲線」ともいう）作成のために用いる溶液をい
い、所定の濃度の被測定物質を含有する。標準液は、単一の濃度の被測定物質を含有する
溶液であっても、複数の濃度の被測定物質を含有する複数の溶液であってもよい。
【００２２】
　希釈液とは、尿検体中の被測定物質の濃度が検量線の濃度域の範囲内となるように、尿
検体または標準液を希釈するために用いる溶液をいう。希釈液は、通常、検体を希釈する
ために使用されるが、溶解して標準液を調製するためあるいは標準液を希釈して種々の濃
度の被測定物質を含む溶液を調製するために使用してもよい。
【００２３】
　反応用試薬は、被測定物質に対応する免疫学的パートナーを含む試薬溶液であり得る。
競合法の場合は、被測定物質に対応する免疫学的パートナーを含む試薬溶液および被測定
物質と競合する物質を含む試薬溶液であり得る。
【００２４】
　本発明によれば、尿中成分の免疫学的測定のために、特に標準品について、尿中成分の
免疫学的反応を生じさせるための反応液中に、尿素、チオシアン化カリウム、グアニジン
塩酸塩、イミダゾール、ヒダントイン、馬尿酸、および尿酸ナトリウムの少なくとも１種
類の物質が含有されればよい。したがって、尿中成分の免疫学的測定に用いられる希釈液
、標準液、および反応用試薬のうちのいずれかが上記物質を含有していればよい。
【００２５】
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　以下、本発明の試薬を、希釈液、標準液、および反応用試薬について個々に説明するが
、これは、尿中成分の免疫学的測定に用いられる希釈液、標準液、および反応用試薬の全
てが上記物質を含まなければならないことを意味するわけではない。
【００２６】
　本発明の標準液または希釈液は、尿素、チオシアン化カリウム、グアニジン塩酸塩、イ
ミダゾール、ヒダントイン、馬尿酸、および尿酸ナトリウム（尿酸ナトリウム塩）の少な
くとも１種を含有する。これらの物質は、単独でも、または組み合わせても含有され得る
。これらの物質は、標準液または希釈液中での免疫反応の反応性を、尿検体の場合と差が
ないか、またはほとんど差がないようにできる濃度で含有される。被測定物質の測定値と
真の値との乖離率が±１５％以内となるような濃度が好ましい。より好ましくは、±１０
％以内であり、さらに好ましくは、±８％以内である濃度である。例えば、上記物質を単
独で含有させる場合、尿素は、０．２～１２％、更に好ましくは０．５～１０％；チオシ
アン化カリウムは、０．２～１２％、更に好ましくは０．５～１０％；グアニジン塩酸塩
は、０．２～１２％、更に好ましくは０．５～１０％；イミダゾールは、０．２～１２％
、更に好ましくは０．５～１０％；ヒダントインは、０．２～１２％、更に好ましくは０
．５～１０％；馬尿酸は、０．００１～０．２％、更に好ましくは０．００５～０．１％
；そして尿酸ナトリウムは、０．００１～０．２％、更に好ましくは０．００５～０．１
％の濃度で含有され得る。これらの物質を組み合わせて使用する場合は、上記の各濃度の
１／１０の濃度でも含有され得る。
【００２７】
　これらの溶液は、蛋白質もまた含有し得る。好ましくは、０．０１～１％、更に好まし
くは０．０５～０．５％の濃度である。蛋白質としては、アルブミン、カゼイン、グロブ
リン、ヘモシアニン、サイログロブリンなどが挙げられる。その中でも、好ましいのはア
ルブミンであり、特に好ましいのは牛血清アルブミン（ＢＳＡ）である。
【００２８】
　これらの溶液は、塩もまた含有し得る。好ましくは、０．０１～１０％、更に好ましく
は０．０５～５％の濃度である。塩としては、塩化ナトリウム、塩化カリウムなどの無機
塩である。
【００２９】
　これらの溶液は、ｐＨの維持のために、緩衝剤を含有し得る。緩衝剤としては、例えば
、リン酸緩衝液、トリス塩酸緩衝液、コハク酸緩衝液、あるいはグリシルグリシン、ＭＥ
Ｓ（２－（Ｎ－モノホリノ）エタンスルホン酸）、ＨＥＰＥＳ（Ｎ－２－ヒドロキシエチ
ル－ピペラジン－Ｎ’－エタンスルホン酸）、ＴＥＳ（Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）
メチル－２－アミノエタンスルホン酸）、ＭＯＰＳ（３－（Ｎ－モノホリノ）プロパンス
ルホン酸）、ＰＩＰＥＳ（ピペラジン－１，４－ビス（２－エタンスルホン酸））などの
グッド緩衝液が好適に用いられる。ｐＨは、３．０～７．０であることが好ましい。緩衝
剤の使用濃度は、終濃度として５～５００ｍＭであることが好ましい。
【００３０】
　その他の含有成分として、防腐剤としてのアジ化ナトリウム、キレート剤としてのＥＤ
ＴＡなどや、有機酸類、糖類、アミノ酸類を含有しても良い。
【００３１】
　標準液は、検体の比較のために使用されるため、好ましい濃度の被測定物質を含有し得
る。標準液は、希釈液に被測定物質を好ましい濃度となるように添加することによっても
調製できる。例えば、被測定物質がジアセチルスペルミンである場合には、標準液には、
測定に好ましい濃度のジアセチルスペルミンが含有される。好ましい濃度は、０～１００
０ｎＭである。一般に、検量線作成のためには、異なる濃度の被測定物質を含む標準液が
必要であり、該濃度の選択は当業者により適宜行われ、標準液は、希釈液で適宜希釈され
得る。
【００３２】
　上記標準液および希釈液は、測定の正確性を確認するためのコントロール液としても使
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用可能である。
【００３３】
　本発明の反応用試薬は、尿素、チオシアン化カリウム、グアニジン塩酸塩、イミダゾー
ル、ヒダントイン、馬尿酸、および尿酸ナトリウムの少なくとも１種を含有する。これら
の物質は、単独でも、または組み合わせても含有され得る。これらの物質は、検体または
標準液に希釈液を添加する場合または添加しない場合のいずれにおいても、検体または標
準液に反応用試薬を添加して反応させる場合に、検体および標準液のそれぞれにおける免
疫反応の反応性に差がないか、またはほとんど差がないようにできる濃度で含有される。
被測定物質の測定値と真の値との乖離率が±１５％以内となるような濃度が好ましい。よ
り好ましくは、±１０％以内であり、さらに好ましくは、±８％以内である濃度である。
被測定物質の測定のために２種以上の反応用試薬が必要な場合、反応用試薬のいずれかま
たは全部（すなわち、少なくとも１つの反応用試薬）に上記物質を含有し得る。
【００３４】
　反応用試薬は、例えば、単独では、尿素は、０．１～３％、更に好ましくは０．５～２
％；チオシアン化カリウムは、０．１～３％、更に好ましくは０．５～２％；グアニジン
塩酸塩は、０．１～３％、更に好ましくは０．５～２％；イミダゾールは、０．１～３％
、更に好ましくは０．５～２％；ヒダントインは、０．１～３％、更に好ましくは０．５
～２％；馬尿酸は、０．０００５～０．２％、更に好ましくは０．０００７～０．１％；
そして尿酸ナトリウムは、０．０００５～０．２％、更に好ましくは０．０００７～０．
１％の濃度で含有され得る。これらの物質を組み合わせて使用する場合は、上記の各濃度
の１／１０の濃度でも含有され得る。
【００３５】
　上記物質を含むこと以外は、反応用試薬は、必要に応じて、被測定物質の測定について
公知の組成を有し得る。例えば、上記標準液または希釈液と同様に、防腐剤、キレート剤
、有機酸類、糖類、アミノ酸類などを含有してもよい。
【００３６】
　（尿中成分測定用キット）
　上記で説明した希釈液、標準液および反応用試薬は、尿中成分の免疫学的測定のために
、これらの少なくとも１つを含むキットとしてもよい。
【００３７】
　本発明のキットに含まれる標準液は、好ましい最大濃度の被測定物質を含む１つの溶液
であり得る。これを継代希釈して使用し、より低い濃度の標準液を調製してもよい。ある
いは、本発明のキットは、検量線作成用に数種の濃度の被測定物質を含む各溶液を標準液
として含んでもよい。
【００３８】
　本発明のキットは、上記物質を含む標準液の代わりに、標準液を調製するための被測定
物質の標品と上記物質を含む希釈液とをともに含んでもよい。もちろん、上記物質を含む
希釈液は、所定の濃度の被測定物質を含む標準液とともに含んで、標準液および検体の希
釈のために使用してもよい。
【００３９】
　本発明のキットは、上記物質を含む反応用試薬を単独で含み、通常の標準液および／ま
たは希釈液を用いても、あるいは上記物質を含む標準液および／または上記物質を含む希
釈液と合わせて含んでもよい。
【００４０】
　本発明のキットは、上記物質を含む希釈液、標準液または反応用試薬のような試薬に加
えて、被測定物質の免疫学的測定に必要な他の成分（試薬または器具）をさらに含み得る
。測定の手順を示す指示書もまた、含まれ得る。
【００４１】
　（尿中成分の免疫学的測定方法）
　尿中成分の免疫学的測定は、被測定物質（例えば、抗原または抗体）とそれに対応する
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免疫学的パートナー（例えば、上記抗原に対する抗体または上記抗体に対する抗原）との
間の免疫反応を利用する。免疫学的測定には、被測定物質とこれに対応する免疫学的パー
トナーとの免疫反応を検出することにより、直接的に被測定物質を検出する方法、および
被測定物質とその競合物質を共存させて競合免疫反応を検出することにより、間接的に被
測定物質を検出する方法がある。尿検体を、被測定物質に対応する免疫学的パートナーを
含む反応用試薬と合わせて（競合法の場合は、さらに被測定物質と競合する物質を含む反
応用試薬と合わせて）、反応液を生成し、反応液中での免疫学的反応による変化または生
成物の量を測定し、該尿検体中に含まれる被測定物質の量を測定する。測定手段としては
、光学的手段が好適に用いられ得る。
【００４２】
　被測定物質の量（通常、濃度）は、標準品（通常、溶液の形態である）を尿検体の代わ
りに用いて反応液を生成し、反応液中での免疫学的反応による変化または生成物の量を測
定し、この測定結果と尿検体での測定結果とを比較することにより決定され得る。例えば
、少なくとも２濃度の標準品を尿検体の代わりに用いて、免疫学的反応による変化または
生成物の量を測定し、これらの測定値（例えば、吸光度）と被測定物質の量との関係を示
す検量線を作成し、尿検体中の被測定物質の測定値を検量線と比較することによって、尿
検体中の被測定物質の量を決定し得る。尿検体中の被測定物質を測定した場合に検量線の
濃度域を超えるか、または超えると想定される場合には、検量線の濃度範囲となるように
、希釈液で尿検体を希釈し得る。
【００４３】
　本発明の方法では、測定値と真の値との乖離が生じないようにするために、特に標準品
について、尿中成分の免疫学的反応を生じさせるための反応液中に、尿素、チオシアン化
カリウム、グアニジン塩酸塩、イミダゾール、ヒダントイン、馬尿酸、尿酸ナトリウムの
中から選ばれる少なくとも１種類の物質が含有されればよい。このため、希釈液、標準液
、および反応用試薬の少なくとも１つが、上記物質を含有する。最終的に、上記反応液中
に、例えば、単独では、尿素は、０．００５６～０．３４％、更に好ましくは０．０１４
～０．２８％；チオシアン化カリウムは、０．００５６～０．３４％、更に好ましくは０
．０１４～０．２８％；グアニジン塩酸塩は、０．００５６～０．３４％、更に好ましく
は０．０１４～０．２８％；イミダゾールは、０．００５６～０．３４％、更に好ましく
は０．０１４～０．２８％；ヒダントインは、０．００５６～０．３４％、更に好ましく
は０．０１４～０．２８％；馬尿酸は、０．００００２８～０．００５６％、更に好まし
くは０．０００１４～０．００２８％；尿酸ナトリウムは、０．００００２８～０．００
５６％、更に好ましくは０．０００１４～０．００２８％含まれ得る。これらの物質が組
み合わせて使用される場合は、上記の各濃度の１／１０の濃度でも含有され得る。
【００４４】
　上記反応液中には、蛋白質もまた含有され得る。好ましくは、０．０００２５～０．０
３％、更に好ましくは０．００１～０．０１％の濃度である。蛋白質としては、アルブミ
ン、カゼイン、グロブリン、ヘモシアニン、サイログロブリンなどが挙げられる。その中
でも、好ましいのはアルブミンであり、特に好ましいのは牛血清アルブミン（ＢＳＡ）で
ある。
【００４５】
　上記反応液中には、塩もまた含有され得る。好ましくは、０．０００２５～０．３％、
更に好ましくは０．００１～０．１％の濃度である。塩としては、塩化ナトリウム、塩化
カリウムなどの無機塩である。
【００４６】
　尿中成分の測定試薬として上記物質を含有する反応用試薬を用いる場合、尿検体の希釈
には精製水や生理食塩水や緩衝液を用いてもよい。
【００４７】
　本発明の方法において、測定のための尿としては各種動物の尿が対象になるが、好まし
くはヒトの尿である。
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【００４８】
　本発明において免疫学的に測定される尿中成分は、尿中に存在し得る、免疫学的に測定
可能な物質であれば特に限定されない。タンパク質、脂質、多糖類などの高分子であって
も測定対象となり得る。免疫学的に測定可能な物質としては、例えば、各種抗原、抗体、
レセプター、酵素なども含まれる。例えば、ジアセチルスペルミンが挙げられる。
【００４９】
　本発明に適用される免疫学的測定法としては、ＲＩＡ法、ＥＩＡ法、免疫比濁法、ラテ
ックス凝集法、金属コロイド凝集法などが挙げられる。金属コロイド凝集法で用いられる
金属コロイドとしては、金、銀、セレンなどのコロイドがありいずれでもよく、利用しや
すい点からは、金コロイドが好ましい。反応液の分離や洗浄操作を行わない検査の自動化
が容易な免疫凝集法が好ましく、特にラテックス凝集法や金コロイド凝集法が好ましい。
反応液の分離や洗浄操作を行わない免疫凝集法では、検体や標準液などの溶液成分が測定
の最後まで反応液中に保持されるので、本発明の試薬の使用はより好適である。
【００５０】
　例えば、抗原（または抗体）である被測定物質を測定する場合、ラテックス凝集法、金
属コロイド凝集法では、被測定物質である抗原（または抗体）に対する抗体（または抗原
）を、担体のラテックスや金属コロイドに予め結合させておく。例えば、金コロイド凝集
法の場合、あらかじめ金コロイドと結合させた標識抗体（または標識抗原）が、被測定物
質である抗原（または抗体）を介して凝集する。その際に生じる色差（色調変化）を光学
的に測定し、抗原量または抗体量を測定する。
【００５１】
　ジアセチルスペルミンが免疫学的に測定される場合、好ましくは、特許文献１に記載の
方法が用いられる。
【実施例】
【００５２】
　以下、実施例に基づいて本発明をさらに具体的に説明するが、本発明はこれらによって
限定されるものではない。
【００５３】
　本実施例で使用した免疫学的測定を以下に説明する。
【００５４】
　（参考例１．アセチルスペルミン結合ＢＳＡの調製）
　アセチルスペルミン結合ＢＳＡを、非特許文献１に記載の方法に準じて調製した。まず
、担体蛋白質であるＢＳＡ２００ｍｇとＳ－アセチルメルカプト無水コハク酸１５ｍｇと
を０．１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．０）中で混合し、室温で３０分間攪拌して、Ｓ－アセ
チルメルカプトコハク酸(ＡＭＳ)－ＢＳＡ複合体を作製した。これとは別に、二価性架橋
試薬であるＧＭＢＳ４５ｍｇとＮ－アセチルスペルミン・３塩酸塩１４７ｍｇとをテトラ
ヒドロフラン／５０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．０）（１：１（ｖ／ｖ））中で室温にて
３０分間混合して、アセチルスペルミン－ＧＭＢ結合物を作製した。次いで、ＡＭＳ－Ｂ
ＳＡ２００ｍｇにヒドロキシルアミン塩酸塩４．２ｍｇを加え、メルカプトスクシニル－
ＢＳＡ（ＭＳ－ＢＳＡ）とした。次いで、アセチルスペルミン－ＧＭＢ結合物とＭＳ－Ｂ
ＳＡとを混合して、Ｎ－アセチルスペルミンがアシルアミド結合した免疫抗原アセチルス
ペルミン－ＧＭＢ－ＢＳＡを作製した。このようにしてアセチルスペルミンを担体にアシ
ルアミド結合させることにより、ジアセチルスペルミン類似化合物を側鎖として多数有す
る免疫抗原を作製した。
【００５５】
　アセチルスペルミン結合ＢＳＡの濃度は、１ｍｇ／ｍＬのＢＳＡ溶液の２８０ｎｍにお
ける吸光度（光路長１ｃｍ）であるＡ２８０を０．６６として、Ａ２８０値に基づいて算
出した。
【００５６】
　（参考例２．抗ジアセチルスペルミンモノクローナル抗体の調製）
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　上記参考例１で得たアセチルスペルミン結合ＢＳＡとアジュバントとの混和物をマウス
に投与した。投与は、２週間間隔で４回免疫を行った。免疫する最終日の４日後に抗体産
生細胞を採取した。
【００５７】
　次に、採取した抗体産生細胞とミエローマ細胞との細胞融合を行い、ハイブリドーマを
得た。細胞融合は、血清を含まない動物細胞培養用培地（ＲＰＭＩ－１６４０培地）で、
１×１０６～１×１０７個／ｍＬの抗体産生細胞と２×１０５～２×１０６個／ｍＬのミ
エローマ細胞とを混合し、細胞融合促進剤（１０００～６０００Ｄａのポリエチレングリ
コール）を添加した状態で融合させた。細胞融合後、細胞から目的とするハイブリドーマ
を選択した。このために、細胞懸濁液をウシ胎児血清含有ＲＰＭＩ－１６４０培地で希釈
し、マイクロタイタープレートにまいた。各ウェルにＨＡＴ選択培地を加え培養し、２週
間程度で生育した細胞をハイブリドーマとして得た。増殖してきたハイブリドーマの培養
上清の一部を採集し、酵素免疫測定法によって、ジアセチルスペルミンに反応する抗体を
スクリーニングした。融合細胞は、限界希釈法によりクローニングを行った。ジアセチル
スペルミンに強い反応性を示し、かつ（１）Ｎ１-アセチルスペルミジンとの交差反応が
０．１％以下、および／または（２）尿中のジアセチルスペルミン類似物質との交差反応
による測定結果への干渉の総和が５％以下である抗体を産生するハイブリドーマを選択し
、樹立した。樹立したハイブリドーマから、３７℃にて、５％ＣＯ２濃度で７～１４日の
培養によってモノクローナル抗体を採取した。採取した抗体を、硫安塩析法により精製し
た。
【００５８】
　（参考例３．金コロイド液の調製）
　９５℃の蒸留水１Ｌに１０％塩化金酸溶液２ｍＬを攪拌しながら加え、１分後に２％ク
エン酸ナトリウム溶液１０ｍＬを加え、さらに２０分間攪拌した後３０℃に冷却した。冷
却後、０．１Ｍ炭酸カリウム溶液でｐＨ７．１に調節した。
【００５９】
　（参考例４．第１試薬の調製）
　上記参考例１で調製したアセチルスペルミン結合ＢＳＡ６６．０ｎｇ／ｍＬ、２．０％
塩化ナトリウム、および１．８５％ポリエチレングリコール２００００（ＰＥＧ）（ＰＥ
Ｇ濃度は、測定感度を出すため、ロットにより若干異なった）を含む、０．２％ＥＤＴＡ
、０．２％ＴＷＥＥＮ８０、０．００１％ＤＴＴ、０．０２５％１－チオグリセロールお
よび０．０１％アジ化ナトリウムを含む２５０ｍＭ　ＭＥＳ（ｐＨ６．２）を調製し、第
１試薬とした。
【００６０】
　（参考例５．第２試薬の調製）
　上記参考例２で調製した抗ジアセチルスペルミン抗体を、０．０５％アジ化ナトリウム
を含む１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．１）で希釈し、４０μｇ／ｍＬの濃度にした。こ
の液１００ｍＬを上記参考例３で調製した金コロイド液１Ｌに加え、冷蔵下で２時間攪拌
した。この混合物に、５．４６％マンニトール、０．５％ＢＳＡ、および０．０５％アジ
化ナトリウムを含む１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．１）を１１０ｍＬ添加し、３７℃で
９０分間攪拌し、８，０００回転で４０分間遠心分離し、上清を除去した。得られた残渣
に、３％マンニトール、０．１％ＢＳＡ、および０．０５％アジ化ナトリウムを含む５ｍ
Ｍ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．５）（Ａ溶液）を約１Ｌ加え、抗体結合金コロイドを分散させ
た後、８，０００回転で４０分間遠心分離し、上清を除去した。残渣をＡ溶液に分散させ
、この抗ジアセチルスペルミン抗体結合金コロイドの分散液を精製水で３０倍希釈したと
きに５４０ｎｍでの吸光度が１．０となるようにＡ溶液を添加し、抗体結合金コロイド原
液とした。
【００６１】
　さらに、抗体結合金コロイド原液をＡ溶液で３倍希釈して、抗ジアセチルスペルミン抗
体結合金コロイド試薬を調製し、第２試薬とした。
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【００６２】
　（参考例６．尿中ジアセチルスペルミンの測定）
　ジアセチルスペルミン含有尿検体７μＬおよび上記参考例４で調製した第１試薬１８０
μＬを混合・攪拌し、３７℃で約５分加温した。次いで、上記参考例５で調製した第２試
薬６０μＬを添加・攪拌した後、日立７０７０形自動分析装置により主波長５４６ｎｍお
よび副波長６６０ｎｍで測光ポイント１８から３１の二ポイント測定を行って、二ポイン
ト間の吸光度差を求めた。測定時間は約１０分間であった。
【００６３】
　標準曲線を作成するために、希釈液を用いて標準液を調製した。必要に応じて、ジアセ
チルスペルミン含有尿検体の調製のために希釈液を用いた。
【００６４】
　（実施例１：尿検体中のジアセチルスペルミンの測定に対する標準液および希釈液の尿
素濃度の影響）
　本実施例においては、尿検体中のジアセチルスペルミンの測定に対する標準液および希
釈液の尿素濃度の影響を調べた。
【００６５】
　（１－１．尿素を含む標準液および希釈液に関する検討）
　０．３％ＢＳＡ、０．９％塩化ナトリウム、および０．２Ｍ　ＭＥＳ（ｐＨ６．２）を
含む溶液に、尿素を０％、０．０１％、０．０５％、０．１％、０．５％、１％、５％、
１０％、１５％、２０％、２５％、および３０％になるようにそれぞれ添加した。得られ
たそれぞれの尿素溶液を希釈液とした。種々の尿素濃度の希釈液を用いて、ジアセチルス
ペルミンを、０ｎＭ、１０ｎＭ、５０ｎＭ、２００ｎＭ、４００ｎＭ、および１０００ｎ
Ｍ含む標準液を調製した。一方、尿検体として、ジアセチルスペルミンを１５４ｎＭ含有
することを、上記第１試薬（参考例４）および第２試薬（参考例５）により測定し、質量
分析法にて定量された標準品を用いて作成した標準曲線により値付けして確認した、健常
人プール尿を用いた。上記各尿素濃度につき６点の標準液および尿検体について、日立７
０７０形自動分析装置にて、第１試薬および第２試薬を添加して吸光度差を測定し、各尿
素濃度における標準曲線から、尿検体中のジアセチルスペルミン濃度をそれぞれ求めた。
この測定値と真の値との乖離率から尿素の最適な添加濃度を決定した。この結果を表１お
よび図１に示す。
【００６６】
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【表１】

【００６７】
　表１より、尿素濃度が０％の場合、ジアセチルスペルミン１５４ｎＭ尿検体は、１７１
．３ｎＭと測定され、真の値との乖離率が＋１１.３％であった。０．０１％では＋１２
．２％、０．０５％では＋１３.４％、０．１％では＋１８.３％であり、真の値との乖離
率が高い値を示した。０．５％では＋７．４％、１％は＋７．４％、５％は－１．０％、
１０％は－８．５％となり、真の値との乖離率は±１０％以内に収束していた。また、１
５％以上になると、１５％以上の減少が見られた。このことから尿素を適量加えることに
より、測定値が真の値に近づくことがわかった。
【００６８】
　図１は、横軸に希釈液中の尿素添加濃度（％）を示し、縦軸にジアセチルスペルミン濃
度の測定値（ｎＭ）を示す。尿検体中のジアセチルスペルミン濃度の真の値である１５４
ｎＭのバーもまた示した。図１から、約０．５％～約１０％の尿素添加が有効であると考
えられる。
【００６９】
　尿素有効濃度幅をさらに細かく検討した。０．３％ＢＳＡ、０．９％塩化ナトリウム、
および０．２Ｍ　ＭＥＳ（ｐＨ６．２）を含む溶液に、尿素を０．１％、０．２％、０．
３％、０．４％、１１％、１２％、１３％、１４％、および１５％になるようにそれぞれ
添加した。得られたそれぞれの尿素溶液を希釈液とした。種々の尿素濃度の希釈液を用い
て、ジアセチルスペルミンを、０ｎＭ、１０ｎＭ、５０ｎＭ、２００ｎＭ、４００ｎＭ、
および１０００ｎＭ含む標準液を調製した。一方、尿検体として、ジアセチルスペルミン
を１２０ｎＭ、および２３８ｎＭ含有することを、上記第１試薬（参考例４）および第２
試薬（参考例５）により測定し、質量分析法にて定量された標準品を用いて作成した標準
曲線により値付けして確認した、２種の健常人プール尿を用いた。上記各尿素濃度につき
６点の標準液および尿検体について、日立７０７０形自動分析装置にて、第１試薬および
第２試薬を添加して吸光度差を測定し、各尿素濃度における標準曲線から、尿検体中のジ
アセチルスペルミン濃度をそれぞれ求めた。この測定値と真の値との乖離率から尿素の最
も適した添加濃度を決定した。この結果を表２に示す。
【００７０】
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【表２】

【００７１】
　表２より、尿素濃度が０．１％の場合、ジアセチルスペルミン１２０ｎＭ尿検体は、１
３８．２ｎＭと測定され、真の値との乖離率が＋１５．１％であった。一方、０．２％で
は＋１２．９％、０．３％では＋１１．２％、０．４％では＋９．１％であり、真の値と
の乖離率が±１５％未満であり、尿素添加有効範囲内であった。さらに、１５％では２３
８ｎＭ尿検体は１８７．９ｎＭと測定され、真の値との乖離率が－２１．１％、また、１
４％では－１９．３％、１３％では－１８．４％であった。一方、１２％は２０６．５ｎ
Ｍと測定され、真の値との乖離率は－１３．８％であり、乖離率±１５％以内に収束して
いた。
【００７２】
　以上の結果をまとめると、乖離率±１５％内に収まる尿素の有効範囲は０．２～１２％
であると考えられる。
【００７３】
　（１－２．ＢＳＡを含む標準液および希釈液に関する検討）
　上記１－１の結果を受けて、尿素の含有量を５％とした。したがって、５％尿素、０．
９％塩化ナトリウム、０．２Ｍ　ＭＥＳ（ｐＨ６．２）を含む溶液に、ＢＳＡを０％、０
．０１％、０．１％、０．３％、１％、および３％になるようにそれぞれ添加した。得ら
れたそれぞれのＢＳＡ溶液を希釈液とした。種々のＢＳＡ濃度の希釈液を用いて、ジアセ
チルスペルミンを、０ｎＭ、１０ｎＭ、５０ｎＭ、２００ｎＭ、４００ｎＭ、および１０
００ｎＭ含む標準液を調製した。一方、尿検体として、ジアセチルスペルミンを１５４ｎ
Ｍ含有することを、上記第１試薬（参考例４）および第２試薬（参考例５）により測定し
、質量分析法にて定量された標準品を用いて作成した標準曲線により値付けして確認した
、健常人プール尿を用いた。上記各ＢＳＡ濃度につき６点の標準液および尿検体について
、日立７０７０形自動分析装置にて、第１試薬および第２試薬を添加して吸光度差を測定
し、各ＢＳＡ濃度における標準曲線から、尿検体中のジアセチルスペルミン濃度をそれぞ
れ求めた。真の値に対する測定値の割合（一致率）からＢＳＡの添加濃度について検討し
た。この結果を表３に示す。
【００７４】
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【表３】

【００７５】
　上記表３からわかるように、ＢＳＡ濃度が３％の場合に若干測定値の低下が見られた以
外は、ほぼ１００％の値を示した。
【００７６】
　（実施例２：尿中ジアセチルスペルミンの測定）
　本実施例では、５％尿素、０．３％ＢＳＡ、および０．９％塩化ナトリウムを含む０．
２Ｍ　ＭＥＳ（ｐＨ６．２）を希釈液として使用した。この希釈液を用いて、ジアセチル
スペルミンを、０ｎＭ、１０ｎＭ、５０ｎＭ、２００ｎＭ、４００ｎＭ、および１０００
ｎＭ含む標準液を調製した。これらの６点の標準液から標準曲線を作成した。結果を図２
に示す。図２の横軸は、ジアセチルスペルミンの濃度（ｎＭ）を示し、そして縦軸は、吸
光度（ＯＤ×１００００）を示す。図２から明らかなように、尿中ジアセチルスペルミン
濃度に応じ吸光度の低下が見られた。
【００７７】
　一方、尿検体として、ジアセチルスペルミンを１５４ｎＭおよび２４０ｎＭ含有するこ
とを、上記第１試薬（参考例４）および第２試薬（参考例５）により測定し、質量分析法
にて定量された標準品を用いて作成した標準曲線により値付けして確認した、２種の健常
人プール尿を用いた。尿検体Ａ（１５４ｎＭ）およびＢ（２４０ｎＭ）中のジアセチルス
ペルミン濃度を測定した（ｎ＝４）。結果を表４に示す。
【００７８】
【表４】

【００７９】
　上記表４から明らかなように、５％尿素、０．３％ＢＳＡ、０．９％塩化ナトリウムを
含む０．２Ｍ　ＭＥＳ（ｐＨ６．２）を標準液および希釈液として使用した場合には、得
られた測定値は、真のジアセチルスペルミン濃度との誤差があまりなかった。このように
、上記溶液を標準液および希釈液として使用することにより、尿検体のマトリックスの影
響を無視でき、生理食塩水を使用する場合に生じるような測定乖離が回避され得る。
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【００８０】
　（実施例３：標準液を調製するための液中成分の検討）
　本実施例では、ジアセチルスペルミン測定において検体に正確な測定値を与えるのに有
効である可能性がある物質を用いて標準液を調製し、これを用いて尿検体中のジアセチル
スペルミン濃度を測定した。
【００８１】
　まず、０．３％ＢＳＡ、０．９％塩化ナトリウム、０．２Ｍ　ＭＥＳ（ｐＨ６．２）を
含む溶液に、以下の濃度となるように各試験物質をそれぞれ添加し、希釈液を得た：１％
チオシアン化カリウム（ＫＳＣＮ）、１％グアニジン塩酸塩（ＧｄｎＨＣｌ）、１％イミ
ダゾール、１％ヒダントイン、０．０５％馬尿酸または０．０５％尿酸ナトリウム（尿酸
－Ｎａ）。ポジティブコントロールとして、１％尿素を添加した溶液、ネガティブコント
ロールとして、ＢＳＡ、塩化ナトリウム、ＭＥＳ以外の物質を含まない溶液（ベース）、
また、生理食塩水（０．９％ＮａＣｌ）を用いた。これらの希釈液を用いて、ジアセチル
スペルミンを、０ｎＭ、１０ｎＭ、５０ｎＭ、２００ｎＭ、４００ｎＭ、および１０００
ｎＭ含む標準液を調製した。一方、尿検体として、ジアセチルスペルミンを１５４ｎＭ含
有することを、上記第１試薬（参考例４）および第２試薬（参考例５）により測定し、質
量分析法にて定量された標準品を用いて作成した標準曲線により値付けして確認した、健
常人プール尿を用いた。上記各物質につき６点の標準液および尿検体について、日立７０
７０形自動分析装置にて、第１試薬および第２試薬を添加して吸光度差を測定し、各物質
における標準曲線から、尿検体中のジアセチルスペルミン濃度をそれぞれ求めた。結果を
表５および図３に示す（図３は、表５の結果をグラフ化したものであり、横軸は添加物質
を示し、縦軸はジアセチルスペルミン濃度の測定値（ｎＭ）を示す）。
【００８２】
【表５】

【００８３】
　表５および図３に示すように、ネガティブコントロールであるベースを用いた場合、１
５４ｎＭ尿検体は１７１．３ｎＭと測定され、真の値との乖離率は＋１１.３％となり、
１０％を超えるものであった。また、生理食塩水（０．９％　ＮａＣｌ）においても１７
０．９ｎＭと高値を示し、１０％を超える乖離が見られた。これに対し、１％イミダゾー
ル、１％ヒダントイン、０．０５％尿酸ナトリウム、０．０５％馬尿酸、１％グアニジン
塩酸塩、または１％チオシアン化カリウム添加による測定値は、それぞれ１６８．１ｎＭ
、１６６．０ｎＭ、１６３．８ｎＭ、１６３．４ｎＭ、１５９．４ｎＭ、および１４７．
７ｎＭとなり、１％尿素添加時の測定値１６５．４ｎＭに近い結果が得られ、真の値との
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乖離率は±１０％以内であった。
【００８４】
　（実施例４：第１試薬への尿素の添加）
　尿素を第１試薬に添加した場合の効果について検討した。
【００８５】
　詳しくは、まず、第１試薬（参考例４）に尿素を０．２％または１％となるように添加
した。尿検体として、ジアセチルスペルミンをそれぞれ４７５．３ｎＭ（検体Ａ）、４７
７．１ｎＭ（検体Ｂ）、６１２．２ｎＭ（検体Ｃ）および５７７．５ｎＭ（検体Ｄ）含有
することを、上記第１試薬（参考例４）および第２試薬（参考例５）により測定し、質量
分析法にて定量された標準品を用いて作成した標準曲線により値付けして確認した尿検体
を用い、それぞれ精製水で５倍希釈した。
【００８６】
　５％尿素、０．３％ＢＳＡ、および０．９％塩化ナトリウムを含む０．２Ｍ　ＭＥＳ（
ｐＨ６．２）を希釈液として用いて、ジアセチルスペルミンを、０ｎＭ、１０ｎＭ、５０
ｎＭ、２００ｎＭ、４００ｎＭ、および１０００ｎＭ含む標準液を調製した。これらの６
点の標準液から標準曲線を作成した。
【００８７】
　尿素添加した第１試薬を用いて、希釈した尿検体中のジアセチルスペルミン濃度を測定
した。結果を表６に示す。
【００８８】
【表６】

【００８９】
　表６から、０．２％尿素添加または１％尿素添加の第１試薬を用いて、精製水で５倍希
釈した尿検体を測定した結果、両者とも表示値に対して９０％以上の一致がみられた。こ
のことより、試薬自体に尿素を添加しても、検体に真の測定値を与えることが可能である
ことが示される。
【産業上の利用可能性】
【００９０】
　本発明によれば、尿中成分を免疫学的に測定する際に、被測定物質の量をより正確に測
定できる。診断指標または早期診断マーカーとして用いられ得る物質において、その物質
の量で陽性か否かが決定される場合、より正確な診断が可能となる。例えば、ジアセチル
スペルミンは、簡便かつ安価に使用可能な金コロイド法を用いて好適に測定され得るが、
この方法においてもさらに精度が上昇し、より利用しやすいものとなる。
【図面の簡単な説明】
【００９１】
【図１】種々の濃度の添加尿素を含む希釈液および標準液を使用した場合の尿中ジアセチ
ルスペルミン濃度の測定値を示すグラフである。
【図２】尿中ジアセチルスペルミン濃度と尿素含有希釈液および標準液を使用して測定し
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た吸光度との関係を示すグラフである。
【図３】種々の物質を添加した希釈液および標準液を使用した場合の尿中ジアセチルスペ
ルミン濃度の測定値を示すグラフである。

【図１】

【図２】

【図３】
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