
(57)【要約】
【課題】凝集反応に基づく免疫測定法において、陽性検体の反応性を低下させず、陰性検
体に生じる非特異反応を抑制する非特異反応特性方法を提供する。
【解決手段】免疫測定に使用する反応緩衝液に２価の塩、具体的には塩化マグネシウムを
総塩濃度が１００ｍＭ～６００ｍＭとなるように添加することにより、陰性検体の活性測
定値が顕著に減少し、非特異反応が抑制される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
被 測 定 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 蛋 白 質 を 不 溶 性 担 体 に 固 定 し て 被 測 定 物 質 を 測 定 す る 免 疫
測 定 系 に お い て 、 反 応 緩 衝 液 中 に ２ 価 の 塩 を 添 加 す る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 測 定 に お け る
非 特 異 反 応 抑 制 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
反 応 緩 衝 液 中 の 総 塩 濃 度 が １ ０ ０ ～ ６ ０ ０ ｍ Ｍ と な る よ う に ２ 価 の 塩 を 添 加 す る 請 求 項 １
に 記 載 の 非 特 異 反 応 抑 制 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
２ 価 の 塩 が 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム で あ る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 非 特 異 反 応 抑 制 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
免 疫 測 定 が 免 疫 凝 集 反 応 に よ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ に 記 載 の 非 特 異 反 応 抑 制 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ に 記 載 の 非 特 異 反 応 抑 制 方 法 に 使 用 す る 反 応 緩 衝 液 で あ る 免 疫
測 定 試 薬 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】
本 発 明 は 、 不 溶 性 担 体 を 用 い て 免 疫 凝 集 反 応 に よ り 被 測 定 物 質 を 測 定 す る た め 免 疫 測 定 法
に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 】
体 液 中 の 微 量 成 分 な ど の 測 定 法 の １ つ と し て 、 被 測 定 物 質 で あ る 抗 原 ま た は 抗 体 に 対 応 し
た 抗 体 ま た は 抗 原 を 不 溶 性 担 体 に 固 定 さ せ 、 被 測 定 物 質 と 抗 体 ま た は 抗 原 と の 抗 原 抗 体 反
応 に よ り 生 じ た 不 溶 性 担 体 の 凝 集 の 程 度 を 検 出 す る こ と に よ り 、 被 測 定 物 質 を 測 定 す る 免
疫 測 定 法 が 広 く 用 い ら れ て い る 。 こ の よ う な 免 疫 測 定 法 と し て は 、 ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 を
利 用 し た も の や 赤 血 球 凝 集 反 応 を 利 用 し た も の な ど が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
凝 集 の 程 度 を 検 出 す る 方 法 と し て は 、 肉 眼 で 判 定 す る 方 法 と 、 反 応 液 に 光 を 照 射 し 散 乱 光
あ る い は 透 過 光 を 測 定 す る 方 法 と が 用 い ら れ て い る 。 後 者 の 方 法 、 す な わ ち 光 学 測 定 法 は
、 検 体 中 の 抗 原 ま た は 抗 体 の 定 量 に 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
免 疫 凝 集 反 応 に お い て よ り 高 い 感 度 を 得 る た め に 、 増 感 剤 と し て 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル や デ キ ス ト ラ ン な ど の 水 溶 性 高 分 子 を 反 応 系 に 添 加 す る 方 法 が 知 ら れ て い る 。 水
溶 性 高 分 子 の 添 加 に よ り 、 凝 集 反 応 が 促 進 さ れ 、 よ り 短 時 間 で 反 応 を 進 行 さ せ る こ と が で
き る 。 し か し な が ら 、 水 溶 性 高 分 子 は 、 被 測 定 物 質 で あ る 抗 原 ま た は 抗 体 を 含 ま な い 陰 性
の 検 体 に 対 し て も 凝 集 反 応 を 引 き 起 こ す こ と が あ る 。 こ の よ う な 反 応 は 非 特 異 反 応 と 呼 ば
れ 、 誤 っ た 診 断 の 原 因 と な る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
非 特 異 反 応 を 減 少 さ せ る た め に 、 上 記 被 測 定 物 質 で あ る 抗 原 ま た は 抗 体 に 対 応 し た 抗 体 ま
た は 抗 原 を 不 溶 性 担 体 に 固 定 さ せ た 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 剤 と し て 例 え ば 血 清 ア ル ブ ミ ン や ゼ
ラ チ ン 等 の 被 測 定 物 質 に は 特 異 的 に 結 合 し な い 不 活 性 な 蛋 白 質 を 不 溶 性 担 体 に さ ら に 固 定
す る 方 法 が 行 わ れ て い る 。 し か し 、 さ ら に 非 特 異 反 応 を 抑 制 す る 方 法 が 望 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 特 許 文 献 】
特 開 ２ ０ ０ ０ － ４ ６ ８ ２ ８ 号 公 報
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
本 発 明 の 目 的 は 、 陽 性 検 体 の 反 応 性 を 低 下 さ せ ず 、 陰 性 検 体 に 生 じ る 非 特 異 反 応 が 抑 制 さ
れ た 免 疫 測 定 方 法 お よ び 免 疫 測 定 試 薬 を 提 供 す る こ と で あ る 。
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【 ０ ０ ０ ８ 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
本 発 明 者 ら は 、 反 応 緩 衝 液 中 に 非 特 異 反 応 抑 制 物 質 を 添 加 す れ ば 非 特 異 反 応 が 抑 制 さ れ る
こ と に 着 目 し 、 上 記 課 題 を 達 成 す べ く 鋭 意 研 究 を 重 ね た 結 果 、 本 発 明 を 完 成 し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
す な わ ち 本 発 明 は 、
１ ． 被 測 定 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 蛋 白 質 を 不 溶 性 担 体 に 固 定 し て 被 測 定 物 質 を 測 定 す る
免 疫 測 定 系 に お い て 、 反 応 緩 衝 液 中 に ２ 価 の 塩 を 添 加 す る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 測 定 に お
け る 非 特 異 反 応 抑 制 方 法 、
２ ． 反 応 緩 衝 液 中 の 総 塩 濃 度 が １ ０ ０ ～ ６ ０ ０ ｍ Ｍ と な る よ う に ２ 価 の 塩 を 添 加 す る 前 項
１ に 記 載 の 非 特 異 反 応 抑 制 方 法 、
３ ． ２ 価 の 塩 が 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム で あ る 前 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 非 特 異 反 応 抑 制 方 法 、
４ ． 免 疫 測 定 が 免 疫 凝 集 反 応 に よ る 前 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ に 記 載 の 非 特 異 反 応 抑 制 方 法
、
５ ． 前 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ に 記 載 の 非 特 異 反 応 抑 制 方 法 に 使 用 す る 反 応 緩 衝 液 で あ る 免
疫 測 定 試 薬 、 か ら な る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
本 発 明 に お い て 、 被 測 定 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 蛋 白 質 と は 、 被 検 物 質 に 対 し て 生 物 学 的
ま た は 物 理 学 的 に 結 合 能 力 を 有 す る 蛋 白 質 で あ れ ば 良 く 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 被
検 物 質 が 抗 原 で あ る 場 合 に は そ の 抗 体 、 被 検 物 質 が 抗 原 で あ る 場 合 に は そ の 抗 体 の よ う に
免 疫 学 的 親 和 性 に 基 づ き 結 合 す る 対 の 蛋 白 質 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 に よ り 測 定 さ れ る 測 定 対 象 物 質 は 、 一 般 に 抗 原 抗 体 反 応 を 利 用 し て 測 定 さ れ 得 る 生
理 活 性 物 質 で あ る 限 り 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 蛋 白 質 、 脂 質 な ど が 挙 げ ら れ 、 よ り 詳 細
に は 、 各 種 抗 原 、 抗 体 、 レ セ プ タ ー ま た は 酵 素 な ど が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 具 体 的 に は 、 各
種 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ － １ ， Ｈ Ｉ Ｖ ， Ｈ Ｃ Ｖ ， Ｈ Ｂ ｓ ， Ｈ Ｂ ｅ ） 抗 原 ま た は 抗 体 、 Ｃ Ｒ Ｐ
、 ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 Ｆ Ｄ Ｐ 、 リ ウ マ チ 因 子 、 α － フ ェ ト プ ロ テ イ ン （ Ａ Ｆ Ｐ ） 、 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 、 抗 体 な ど
が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の 不 溶 性 担 体 と し て は 、 抗 体 ま た は 抗 原 を 固 定 し 得 る 適 宜 の 不 溶 性 担 体 を 用 い る こ
と が で き る 。 こ の よ う な 不 溶 性 担 体 の 例 と し て は 、 有 機 高 分 子 粉 末 、 無 機 物 質 粉 末 、 微 生
物 、 血 球 及 び 細 胞 膜 片 な ど が 挙 げ ら れ る 。 有 機 高 分 子 粉 末 と し て は 、 不 溶 性 ア ガ ロ ー ス 、
セ ル ロ ー ス 、 不 溶 性 デ キ ス ト ラ ン な ど が 例 示 で き 、 好 ま し く は ラ テ ッ ク ス 懸 濁 液 が よ い 。
ラ テ ッ ク ス と し て は 、 例 え ば ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ 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 、 ア ク リ ル ニ ト リ ル － ブ タ ジ エ ン ス チ レ ン 共
重 合 体 、 塩 化 ビ ニ ル － ア ク リ ル 酸 エ ス テ ル 共 重 合 体 、 ポ リ 酢 酸 ビ ニ ル ア ク リ レ ー ト 等 が 挙
げ ら れ る 。 用 い る ラ テ ッ ク ス の 平 均 粒 径 は 、 測 定 対 象 物 の 検 出 濃 度 あ る い は 測 定 機 器 に よ
っ て ０ ． ０ ５ ～ １ ． ０ μ ｍ の も の が 適 宜 選 択 さ れ る 。 無 機 物 質 粉 末 と し て は 、 シ リ カ 、 ア
ル ミ ナ 、 あ る い は 金 、 チ タ ン 、 鉄 、 ニ ッ ケ ル 等 の 金 属 片 な ど が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の 非 特 異 反 応 抑 制 方 法 は 、 例 え ば ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 や 血 液 凝 集 反 応 な ど の 従 来 よ
り 公 知 の 各 種 凝 集 法 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
次 に 、 本 発 明 に 係 る 非 特 異 反 応 抑 制 方 法 の 詳 細 を 説 明 す る 。 本 発 明 に お い て 測 定 に 使 用 す
る 反 応 緩 衝 液 に 添 加 す る 塩 は 、 例 え ば 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 等 の ２ 価 の 塩 で
あ り 、 好 ま し く は 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム で あ る 。 免 疫 測 定 は 、 上 記 説 明 し た よ う に 生 理 活 性 物
質 を 測 定 対 象 物 と す る か ら 、 測 定 検 体 は ほ と ん ど の 場 合 、 例 え ば 全 血 、 血 清 、 血 漿 、 唾 液
等 の 生 体 成 分 で あ る 。 測 定 系 に お い て は 、 生 体 成 分 と 同 じ よ う な 環 境 で 行 う こ と が 望 ま し
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く 、 測 定 に 使 用 す る 反 応 緩 衝 液 に は 例 え ば 塩 化 ナ ト リ ウ ム や 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム を 添 加 し て
、 ５ ０ ～ １ ０ ０ ｍ Ｍ 程 度 の 塩 を 含 む の が 通 常 で あ る 。 本 発 明 で は 、 上 記 の 塩 に 加 え て さ ら
に 、 ２ 価 の 塩 、 好 ま し く は 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム を ５ ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ 、 好 ま し く は ５ ０ ～ ２ ０
０ ｍ Ｍ 添 加 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 通 常 緩 衝 液 に 添 加 さ れ て い る 塩 濃 度 も 考 慮 し
た 場 合 に は 、 総 塩 濃 度 が 約 １ ０ ０ ～ ６ ０ ０ ｍ Ｍ と な る よ う に 添 加 す る こ と が で き る 。 上 記
の 塩 は 、 デ キ ス ト ラ ン 等 の 増 感 剤 と と も に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
上 記 の よ う な 免 疫 測 定 用 緩 衝 液 を 用 い て 凝 集 反 応 を 行 い 、 生 じ た 凝 集 の 程 度 を 光 学 的 に 観
察 も し く は 目 視 観 察 す る こ と に よ り 、 被 測 定 物 質 を 測 定 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、
不 溶 性 担 体 の 凝 集 の 程 度 を 光 学 的 に 検 出 す る 方 法 で は 、 散 乱 光 強 度 、 吸 光 度 ま た は 透 過 光
強 度 を 光 学 機 器 で 測 定 す る こ と に よ り 被 測 定 物 質 が 測 定 さ れ る 。 例 え ば 用 い ら れ る 不 溶 性
担 体 の 大 き さ も し く は 濃 度 、 反 応 時 間 を 設 定 す る こ と に よ り 、 散 乱 光 強 度 、 吸 光 度 ま た は
透 過 光 強 度 の 増 加 も し く は 減 少 を 測 定 す る こ と が で き 、 こ れ ら の 方 法 を ２ 種 以 上 併 用 し て
も よ い 。 測 定 波 長 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 ３ ０ ０ ～ ２ ４ ０ ０ ｎ ｍ の 波 長 を 用 い る こ と が で き
る 。 測 定 は 例 え ば 全 自 動 免 疫 凝 集 測 定 装 置 Ｐ Ａ Ｍ Ｉ Ａ － ５ ０ （ シ ス メ ッ ク ス 株 式 会 社 ） を
使 用 し て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 は 、 上 記 非 特 異 反 応 抑 制 方 法 に 使 用 す る 試 薬 、 具 体 的 に は ２ 価 の 塩 を 加 え た 緩 衝 液
、 ま た は 該 緩 衝 液 を 含 む 免 疫 測 定 用 試 薬 キ ッ ト に も 及 ぶ 。
【 ０ ０ １ ７ 】
【 実 施 例 】
以 下 、 本 発 明 の 内 容 を 実 施 例 を 用 い て 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に 何 ら 限 定 さ
れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
（ 実 施 例 １ ）
Ｈ Ｃ Ｖ 抗 体 を 検 出 す る 試 薬 を 用 い て 検 討 す る 。
ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 に よ り 測 定 す る 市 販 の ラ ン リ ー ム Ｈ Ｃ Ｖ Ｉ Ｉ Ｅ Ｘ （ シ ス メ ッ ク ス 社 製
） を 用 い た 。 １ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 用 緩 衝 液 に さ ら に ０ 、 ５
０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ５ ０ ０ ｍ Ｍ と な る よ う 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム を 添 加 し た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
測 定 用 検 体 は 全 血 検 体 を 使 用 し た 。 検 体 は 、 赤 血 球 凝 集 抑 制 反 応 に よ り 陽 性 と 認 め ら れ た
検 体 ３ 件 （ 陽 性 検 体 ） お よ び 赤 血 球 凝 集 抑 制 反 応 で は 陰 性 と 認 め ら れ た が ラ テ ッ ク ス 凝 集
反 応 で は 陽 性 と 認 め ら れ た も の 、 す な わ ち 非 特 異 反 応 が 懸 念 さ れ た 検 体 ５ 件 （ 陰 性 検 体 ）
に つ い て 、 各 濃 度 の 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム を 含 む 緩 衝 液 で 検 体 を 稀 釈 し た と き の 測 定 結 果 を 調
べ た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
測 定 は 、 シ ス メ ッ ク ス 社 製 測 定 装 置 （ Ｐ Ａ Ｍ Ｉ Ａ － ５ ０ ） を 用 い て 行 っ た 。 反 応 プ レ ー ト
の ウ ェ ル に 、 ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 用 緩 衝 液 を ８ ０ μ ｌ 、 測 定 用 検 体 を １ ０ μ ｌ お よ び ラ テ
ッ ク ス 粒 子 を 含 む 溶 液 を １ ０ μ ｌ を 添 加 し 、 ４ ５ ℃ で 反 応 さ せ た 。 反 応 を 開 始 し て 約 １ ５
分 後 に １ ９ μ ｌ の 反 応 混 合 物 を 装 置 の チ ャ ン バ 内 の ９ ５ ０ μ ｌ の シ ー ス 液 に 加 え て ５ １ 倍
に 稀 釈 し た 。 稀 釈 に よ り 、 凝 集 反 応 を 停 止 さ せ 、 そ の 後 、 凝 集 度 す な わ ち 粒 子 の カ ウ ン ト
を 光 学 検 出 部 で 検 出 し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
そ の 結 果 を 、 図 １ お よ び ２ に 示 し た 。 そ の 結 果 、 陽 性 検 体 で も 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム の 添 加 に
よ り 、 活 性 の 低 下 の 傾 向 を 認 め た が 、 陰 性 検 体 の 場 合 は よ り 顕 著 に 活 性 の 低 下 が 認 め ら れ
、 非 特 異 反 応 が 抑 制 さ れ た 。 こ の こ と か ら 、 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム の 添 加 に よ り 、 陽 性 と 陰 性
の 検 体 が 明 確 に 区 別 で き る こ と と な っ た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
【 発 明 の 効 果 】
以 上 説 明 し た よ う に 本 発 明 の 免 疫 測 定 方 法 に お け る 非 特 異 反 応 抑 制 方 法 は 、 陽 性 検 体 で は
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若 干 活 性 が 低 下 し た も の の 、 陰 性 検 体 で は よ り 顕 著 に 活 性 を 抑 制 し た 値 を 示 す こ と が 判 っ
た 。 こ の こ と よ り 、 測 定 用 緩 衝 液 に 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 等 の ２ 価 塩 を 加 え る と 、 陽 性 と 陰 性
の 検 体 が 明 確 に 区 別 で き 、 有 用 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】 Ｈ Ｃ Ｖ 陽 性 検 体 の 場 合 の 測 定 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 （ 実 施 例 １ ）
【 図 ２ 】 Ｈ Ｃ Ｖ 陰 性 検 体 の 場 合 の 測 定 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 （ 実 施 例 １ ）
【 符 号 の 説 明 】
▲ １ ▼ 　 　 陽 性 検 体 ▲ １ ▼
▲ ２ ▼ 　 　 陽 性 検 体 ▲ ２ ▼
▲ ３ ▼ 　 　 陽 性 検 体 ▲ ３ ▼
▲ ４ ▼ 　 　 陰 性 検 体 ▲ ４ ▼
▲ ５ ▼ 　 　 陰 性 検 体 ▲ ５ ▼
▲ ６ ▼ 　 　 陰 性 検 体 ▲ ６ ▼
▲ ７ ▼ 　 　 陰 性 検 体 ▲ ７ ▼
▲ ８ ▼ 　 　 陰 性 検 体 ▲ ８ ▼
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