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(57)【要約】
【課題】　抗原抗体反応利用した免疫学的測定法におい
て、測定性能を向上するために抗原抗体反応を向上させ
る分子を用いた測定方法を提供する。
抗原抗体反応を向上させる分子もしくはそれを用いた測
定方法を提供することを提供する。
【解決手段】　試料中の測定対象物質を免疫学的方法に
よって測定する免疫学的測定方法において、平均分子量
６０，０００ダルトン以上の、好ましくは平均分子量が
２００，０００ダルトン以上のデキストランを、好まし
くは１５ｇ／Ｌ以上２５ｇ／Ｌ以下、さらに好ましくは
１５ｇ／Ｌ以上２０ｇ／Ｌ以下の濃度で測定系に共存さ
せて測定する。
【選択図】　図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
試料中の測定対象物質を免疫学的方法によって測定する免疫学的測定方法において、平均
分子量６０，０００ダルトン以上のデキストランを測定系に共存させて測定する前記方法
。
【請求項２】
デキストランの平均分子量が２００，０００ダルトン以上である、請求項１に記載の方法
。
【請求項３】
共存させるデキストランの濃度が１５ｇ／Ｌ以上、２５ｇ／Ｌ以下である、請求項１又は
２に記載の方法。
【請求項４】
共存させるデキストランの濃度が１５ｇ／Ｌ以上、２０ｇ／Ｌ以下である、請求項１から
３いずれかに記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、デキストランを共存させた免疫学的測定方法に関する。より詳しくは、抗原
抗体反応を促進する水溶性高分子の抗原抗体反応液への添加に関する。
【背景技術】
【０００２】
　抗原抗体反応を利用した生体分子の測定は、研究分野だけでなく、検査目的の医療機器
の一部や、簡易診断キットなどに幅広く利用されている。医療機器での利用は、ＥＬＩＳ
Ａ法やＥＩＡ法、ラテックス凝集法、イムノクロマト法など多岐に渡る。これらの手法に
おいて、抗原抗体反応を起こす場は、主として抗原と抗体が含まれる水溶液中であり、そ
れぞれの分子が分散した溶液中で、一定の結合定数をもつ組み合わせでのみ結合する、即
ち抗原抗体反応を起こすことで測定の特異性が得られる。即ち、医療機器の性能を上げる
ためには、抗原抗体反応の反応効率を上昇させることが重要となる。これまでに、より高
結合能の抗体の創出や、抗体のアミノ酸配列の改変等により、抗体の結合性を上昇させる
試みは数多くなされ、多くの医療機器の高性能化に寄与している。また、抗原抗体反応の
効率を上昇させる試みとして、非特異の反応を抑えることで相対的に特異的な抗原抗体反
応の精度を上昇させることも重要であり、その意味で抗体のＦａｂ化などに代表される抗
体の非特異結合に寄与する部分の除去や、アミノ酸残基の化学修飾、置換などが行われて
いる。同時に、抗原抗体反応を起こす水溶液についても、その化学的な組成を適切にする
ことが重要であると考えられており、緩衝液の種類やｐＨ、塩濃度などがそれぞれの抗体
抗原反応に合わせて組成が調合される。このような組成の最適化は、通常、生体内の環境
を模倣した組成が用いられるが、特に一般化した法則性は無く、目的とする抗体と抗原の
組み合わせに合わせて調整がなされる。
【０００３】
　これまでに、抗原抗体反応が起きる場である反応液については、さまざまな分子が利用
されてきた。特に抗体を含めて生体由来の分子は親水性の表面を持つため、糖類などの親
水性分子が利用されることが多い。
【０００４】
　特許文献１には、ラテックス凝集法において非特異結合や担体間の凝集を抑制し、抗原
添加時の凝集促進効果の高い免疫測定試薬および免疫測定方法を提供するために、プルラ
ンを含有する免疫測定試薬を提示している。しかしながら、プルランと類似した水溶性多
糖類であるデキストランには、プルランのような効果は見られなかったことが記載されて
いる。また特許文献２には、比濁法などの均一系の免疫測定方法について記載があり、Ｐ
ＥＧなどの非糖類の水溶性高分子が使われることもあるが、これらの高分子の添加によっ
て非特異的な反応も促進することや、粘度の上昇による弊害もあると記載されている。特
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許文献３には、免疫化学反応において、反応液中にデキストランを共存させ抗原抗体反応
を促進させることが記載されているが、デキストランについては、一定範囲の分子量を分
画して用いても各種分子量のものを混合して用いてもその効果は変わらないとしている。
【０００５】
　即ち、体外診断用医薬品のような測定の正確性が求められるような測定試薬の場合には
、免疫反応の反応液の組成は、測定精度に与える影響を考慮して決定する必要がある。ラ
テックス凝集法や比濁法などの均一系免疫測定方法について、反応液への親水性高分子の
添加による効果が示されている一方で、ＥＬＩＳＡ法などの固相用担体を用いる不均一系
の免疫測定方法での親水性高分子の添加による抗原抗体反応の促進効果については不明で
ある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特許第３３９６２３１号公報
【特許文献２】特許第４５１２４９２号公報
【特許文献３】特開昭６１－７９１６４号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は、抗原抗体反応利用した免疫学的測定法において、測定性能を向上するために
抗原抗体反応を向上させる分子を用いた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】
【０００８】
　本発明者は上記課題を解決するために鋭意検討した結果、水溶性高分子であるデキスト
ランが、非特異的な反応をほとんど促進することなく抗原抗体反応を促進することを見い
だし、さらには測定精度にほとんど影響を及ぼさない濃度を見いだしたことにより、本発
明を完成するに至った。
即ち本発明は、以下のとおりである。
（１）　試料中の測定対象物質を免疫学的方法によって測定する免疫学的測定方法におい
て、平均分子量６０，０００ダルトン以上のデキストランを測定系に共存させて測定する
前記方法。
（２）　デキストランの平均分子量が２００，０００ダルトン以上である、（１）に記載
の方法。
（３）　共存させるデキストランの濃度が１５ｇ／Ｌ以上、２５ｇ／Ｌ以下である、（１
）又は（２）に記載の方法。
（４）　共存させるデキストランの濃度が１５ｇ／Ｌ以上、２０ｇ／Ｌ以下である、（１
）から（３）いずれかに記載の方法。
【０００９】
　以下に本発明を更に詳細に説明する。
【００１０】
　本発明において、試料としては特に限定はなく、例えばヒトの体液等があげられ、具体
的には血液、血清、血漿、尿、腹水等があげられる。また測定対象物質にも特に限定はな
く、例えば抗原、ハプテン、抗体、各種診断マーカー（例えばヒトリボヌクレアーゼ１）
などがあげられる。また免疫学的方法によって測定する免疫学的測定方法とは、抗原抗体
反応利用した測定法である。特に限定されるものではないが、ＥＬＩＳＡ法やＥＩＡ法、
ラテックス凝集法、イムノクロマト法などがあげられ、少なくとも一つの抗原抗体反応が
関与する測定法を指す。またサンドイッチ法や競合法等があげられる。本発明では、例え
ばヒトリボヌクレアーゼ１と抗ヒトリボヌクレアーゼ１抗体間の反応があげられ、また抗
ヒトリボヌクレアーゼ１抗体がＭｒｈＲＮ０６１４であることが好ましい。
【００１１】
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　本発明ではこのような測定系にデキストランを共存させる。測定系は抗原抗体反応が溶
液中で行われることが多いので、その反応液中にデキストランを共存させればよい。本発
明において用いられるデキストランは、平均分子量が６０，０００ダルトン以上である。
また平均分子量が２００，０００ダルトン以上であることが好ましい。デキストランの平
均分子量の上限には特に限定はないが、好ましくは約１，０００，０００である。本発明
において測定系中に共存させるデキストラン濃度は特に限定されないが、１５～２５ｇ／
Ｌであることが好ましく、１５～２０ｇ／Ｌがさらに好ましい。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明により、抗原抗体反応が促進され、免疫反応に基づく測定において感度の良い測
定が可能になる。この効果によって、より少ない量の試料の測定や、より短時間での測定
が可能になる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】実施例３における測定値の平均と標準偏差を示す図である。
【実施例】
【００１４】
　以下、実施例により本発明をさらに詳細に説明するが、本発明は実施例により限定され
るものではない。
【００１５】
　以下の実施例においては、免疫測定装置として全自動エンザイムイムノアッセイ装置（
ＡＩＡ－ＣＬ２４００、東ソー社製）を利用し、免疫測定用試薬は、特開２０１６－４２
０８３号公報に記載の抗ＲＮａｓｅ１抗体を使用した総ＲＮａｓｅ１量測定試薬を以下に
示した方法で調製して使用した。測定は、２ステップ法により各測定を行った。
【００１６】
　ＲｒｈＲＮ２０３抗体固定化磁性微粒子は、ＪＳＲ社製磁性微粒子（ＭＸ２００／Ｃａ
ｒｂｏｘｙｌ）の表面に露出するカルボキシル基をＥＤＣで活性化し、活性化されたアミ
ノ基を介して磁性微粒子の乾燥重量１μｇに対して４ｎｇのＲｒｈＲＮ２０３抗体を共有
結合させることで調製した。磁性微粒子は抗体を固定化した後に、ブロッキング処理を行
った。２つの反応槽を持つ磁力透過性の容器の第１反応槽に乾燥重量相当で５０μｇの磁
性微粒子を懸濁した緩衝液（２０ｍＭ　ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ　７．４），１５０ｍＭ　
ＮａＣｌ，１％ＢＳＡ，５％ＦＢＳ，５％マンニトール，５％スクロース）を入れ、もう
一方の第２反応槽には、１５ｎｇのアルカリ性フォスファターゼ標識を施したＭｒｈＲＮ
０６１４抗体を含む緩衝液（２０ｍＭ　ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ　７．４），１５０ｍＭ　
ＮａＣｌ，１％ＢＳＡ，５％ＦＢＳ，５％スクロース）を加えて、凍結乾燥した。第２反
応槽に加える抗体を含む緩衝液には、以下の実施例で必要に応じて水溶性高分子を０．５
％－２．５％の範囲で添加した。
【００１７】
　この試薬と市販の全自動エンザイムイムノアッセイ装置（ＡＩＡ－ＣＬ２４００、東ソ
ー社製）を用いて、試料中に含まれるヒトリボヌクレアーゼ１量を測定した。その測定原
理は以下の通りである。即ち、第１反応槽に測定サンプル５０μＬを加え、磁性微粒子を
撹拌しながら３７℃で５分間反応させた。洗浄液で磁性微粒子を洗浄した後に、溶解液で
可溶化したアルカリ性フォスファターゼ標識抗体を含む緩衝液を第２反応槽から５０μＬ
分を第１反応槽に移し、更に磁性微粒子を撹拌しながら３７℃で３分間反応させた。反応
後、Ｂ／Ｆ分離操作を行い、遊離の標識抗体を分離除去し、アルカリフォスファターゼ活
性を測定する化学発光基質を使用して検出した。
【００１８】
　実施例１　水溶性高分子の分子量に依存した抗原抗体反応促進
　アルカリ性フォスファターゼ標識抗体を含む緩衝液に、表１に示した水溶性高分子を２
５ｇ／Ｌの濃度で添加して測定試薬を作製した。また、参照用の試薬として、水溶性高分
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子を添加しない試薬を作製した。
【００１９】
【表１】

　各試薬を用いて、５０ｎｇ／ｍＬのヒトリボヌクレアーゼ１を含む標準品を測定して得
られた結果を表１に示す。結果は、３回測定を実施した測定値の平均を、試薬１で５０ｎ
ｇ／ｍＬのヒトリボヌクレアーゼ１を含む標準品を測った測定値を１００％とした時の相
対値として示す。
【００２０】
　以上の結果から、デキストランの平均分子量が大きくなるほど、測定値が増加すること
が分かる。またプルランの添加はデキストラン２００Ｋと同等の効果を示していることが
分かる。特に４０％以上の測定値の増加を示した分子は、デキストランの平均分子量が６
０，０００Ｄａ、１５０，０００Ｄａ、２００，０００Ｄａのもの、及びプルランであっ
た。また、同じ測定試薬を使用して、ヒトリボヌクレアーゼ１を含まない緩衝液を測定し
た場合の測定値を、試薬１で５０ｎｇ／ｍＬのヒトリボヌクレアーゼ１を含む標準品を測
った測定値を１００％とした時の相対値として示す。全ての試薬で、水溶性高分子の添加
により顕著な非特異反応を引き起こしていないことが分かり、測定性能を示すＳ／Ｎ比は
、水溶性高分子を未添加の参照試薬と比べて遜色のない高値となっている。
【００２１】
　実施例２　水溶性高分子の抗原抗体反応促進効果の評価
　表１の試薬１と試薬６について、第１反応槽の磁性微粒子懸濁液のみを凍結乾燥して、
第２反応槽のアルカリ性フォスファターゼ標識抗体を含む緩衝液は凍結乾燥しなかった試
薬を同時に作製して、第２反応槽のアルカリ性フォスファターゼ標識抗体を含む緩衝液を
凍結乾燥したものと比較した結果を表２に示す。測定条件は、実施例１と同様である。
【００２２】

【表２】

　凍結乾燥の有無で、デキストラン添加の効果は変わらず、分子量が大きいものがより測
定値が高いことが明らかとなった。このことは、水溶性高分子が凍結乾燥の際に抗体の安
定性を保つことに寄与しているのではなく、水溶性高分子の添加によって抗原抗体反応が
促進されていることを示す。
【００２３】
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　実施例３　デキストラン添加濃度による抗原抗体反応促進効果の評価
　実施例１で抗原抗体反応の促進効果が高かった試薬４，５，６について、デキストラン
添加濃度による影響を評価した。実施例１に記載の方法で、添加濃度を５ｇ／Ｌ、１５ｇ
／Ｌ、２５ｇ／Ｌにした試薬を調整し、同時に作製した基準とする試薬１（２５ｇ／Ｌ）
と比較した結果（相対値）を表３に示す。測定条件は、実施例１と同様である。
【００２４】
【表３】

　表３の結果は、水溶性高分子の添加による抗原抗体反応の促進効果は、添加する水溶性
高分子の濃度に依存して高くなることを示す。表３の結果からは、４０％以上の測定値の
増加を示す条件は、各分子量の水溶性高分子ともに２５ｇ／Ｌであり、試薬６に使用した
平均分子量が２００，０００Ｄａのデキストランでは、１５ｇ／Ｌでも４０％の測定値の
増加を示した。
【００２５】
　つぎに、平均分子量が２００，０００Ｄａのデキストランを添加した試薬６について、
デキストラン添加濃度による免疫測定試薬の測定精度について検討した。測定は、実施例
１と同様に５０ｎｇ／ｍＬのヒトリボヌクレアーゼ１を含む標準品を１条件あたり３回測
定して、各濃度における測定値の平均と標準偏差を図１に示した。
【００２６】
　デキストラン添加濃度に依存して測定値が増加していることから、抗原抗体反応の促進
効果があることが分かる反面、測定値のばらつきを示す標準偏差も、デキストラン添加濃
度に依存して増加することが明らかとなった。高い測定精度が求められる免疫測定試薬は
、測定上のばらつきが一定の基準以下である必要があり、基準を１５％とした場合、デキ
ストラン添加濃度が２５ｇ／Ｌ以下であることが望ましく、更に厳しい１０％とした場合
、デキストラン添加濃度が２０ｇ／Ｌ以下であることが望ましいことが明らかとなった。
【００２７】
　以上の結果を総合して、免疫測定試薬を高い測定精度に保つ範囲で、抗原抗体反応の促
進するデキストラン添加濃度は、１５ｇ／Ｌから２５ｇ／Ｌの範囲であることが示され、
最適な添加濃度は、平均分子量が２００，０００Ｄａのデキストランを１５ｇ／Ｌから２
０ｇ／Ｌの範囲で添加することであることが明らかとなった。
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