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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　不溶性担体を含有する免疫学的測定試薬であって、炭素数が８～１８の脂肪酸及び／又
は脂肪酸塩を含むことを特徴とする、免疫学的測定試薬。
【請求項２】
　免疫学的測定が、ラテックス凝集免疫測定法、あるいは、Ｂ／Ｆ分離を伴う免疫学的測
定法である、請求項１に記載の免疫学的測定試薬。
【請求項３】
　安定化試薬及び反応試薬を含む免疫学的測定試薬であって、該安定化試薬及び／又は該
反応試薬に脂肪酸及び／又は脂肪酸塩を含む、請求項１又は２に記載の免疫学的測定試薬
。
【請求項４】
　前記脂肪酸及び／又は脂肪酸塩が、オクタン酸及び／又はオクタン酸塩、ノナン酸及び
／又はノナン酸塩、ドデカン酸及び／又はドデカン酸塩、テトラデカン酸及び／又はテト
ラデカン酸塩、オクタデカン酸及び／又はオクタデカン酸塩から少なくとも一つ選ばれる
、請求項１～３のいずれか一項に記載の免疫学的測定試薬。
【請求項５】
　前記脂肪酸及び／又は脂肪酸塩が、オクタン酸及び／又はオクタン酸塩である、請求項
１～４のいずれか一項に記載の免疫学的測定試薬。
【請求項６】
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　測定対象物質がヒト免疫グロブリンである、請求項１～５のいずれか一項に記載の免疫
学的測定試薬。
【請求項７】
　不溶性担体を使用する免疫学的測定試薬における非特異反応の抑制方法であって、脂肪
酸及び／又は脂肪酸塩を含むことを特徴とする、前記方法。
【請求項８】
　試料を安定化試薬と混合する第一の工程と、
次いで、測定対象物質に対する抗原又は抗体を担持させた不溶性担体を含む反応液と反応
させる第二の工程とを含み、
脂肪酸及び／又は脂肪酸塩が、安定化試薬及び／又は反応液に溶解されている、請求項７
に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、非特異反応を抑制する免疫学的測定試薬及び測定方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　臨床検査薬分野において、不溶性担体を使用する免疫学的測定法が多用されている。例
えば、ラテックス粒子の凝集反応を利用したラテックス凝集免疫測定法などや、免疫複合
体を形成した粒子をＢ／Ｆ分離することを利用したＥＬＩＳＡ（酵素免疫測定法）、ＣＬ
ＥＩＡ（化学発光酵素免疫測定法）などが挙げられる。
【０００３】
　ラテックス凝集免疫測定法は、抗原又は抗体を固相したラテックス粒子と試料中の測定
対象物質とを反応させ、抗原抗体反応を介してラテックス粒子を凝集させ、凝集の程度を
光学的に測定又は目視で観察することにより測定対象物質を測定する方法である。例えば
、ＨＣＶ（Ｃ型肝炎ウイルス）特異的ヒト免疫グロブリンを測定対象物質とする場合、Ｈ
ＣＶ抗原を固相化したラテックス粒子にＨＣＶ特異的ヒト免疫グロブリンを添加すると該
ラテックス粒子が凝集するため、その凝集の程度からＨＣＶ特異的ヒト免疫グロブリンの
存在量を定量できる。
【０００４】
　一方、ＥＬＩＳＡやＣＬＥＩＡの一例として磁性粒子を利用した免疫学的測定方法があ
る。これは、試料中の測定対象物質と特異的に反応する抗体又は抗原を固相化した磁性粒
子と、試料中の測定対象物質とを抗原抗体反応させた後、Ｂ／Ｆ分離し、磁性粒子を洗浄
した後に、該測定対象物質と特異的に反応する標識された抗原又は抗体を反応させ、当該
標識を利用した発色又は発光を検出し、測定対象物質を測定する方法である。例えば、Ｈ
ＣＶ特異的ヒト免疫グロブリンを測定する場合は、ＨＣＶ抗原を固相化した磁性粒子と、
ヒト免疫グロブリンとを抗原抗体反応させ、抗原固相化磁性粒子をＢ／Ｆ分離後洗浄し、
標識抗体を反応させ、ＨＣＶ特異的ヒト免疫グロブリンの存在量を定量できる。
【０００５】
　生体由来の試料によっては、不溶性担体又は不溶性担体に担持した成分に吸着等する因
子（非特異反応因子）が存在する場合がある。この場合、測定しようとする測定対象物質
が試料中に存在しない場合であっても陽性の測定値を示し、真値と異なる測定値を示す場
合がある。逆に本来の抗原抗体反応が阻害され、偽陰性となる場合もある。これら、測定
対象物質に係る目的の抗原抗体反応とは異なる反応を非特異反応という（非特許文献２）
。
【０００６】
　ラテックス凝集免疫測定法で生じる非特異反応には、非特異吸着物質が結合する対象に
より、少なくとも３つの類型が知られている。
　第一は、ラテックス粒子自体に非特異吸着物質が結合する類型である。ラテックス粒子
は通常、タンパク質で表面を固相被覆して用いる（特許文献１、非特許文献２）。しかし
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、被覆が十分でなかったり、被覆成分がラテックス粒子から剥がれたりする場合、ラテッ
クス粒子の表面が露出し、試料由来の非特異吸着物質が当該表面へ吸着し、非特異的な凝
集反応が生じる。前記第一の類型の非特異反応を回避する目的で、ウシ血清アルブミン（
以下、ＢＳＡ）やカゼイン等によりラテックス粒子の表面を被覆する手段が多用されてい
る。これにより、ラテックス粒子表面が被覆され、第一の類型の非特異反応を回避できる
（特許文献１）。
【０００７】
　しかしながら、ＢＳＡやカゼインには抗原性があるため、試料中にＢＳＡ等に反応する
抗体が含まれると非特異凝集反応が生じる。これが第二の類型である（非特許文献３）。
　また、ラテックス粒子には、測定対象物質に特異的に反応する抗体又は抗原を固相して
使用するが、当該抗体又は抗原に対し、目的とする抗原抗体反応とは異なる抗原抗体反応
が生じる場合がある。これが第三の類型である（非特許文献１、非特許文献２）。第三の
類型は、ラテックス粒子に固相するタンパク質が、測定する試料の動物種と異なる動物種
のタンパク質である場合に生じやすい。例えば、ラテックス粒子にマウス抗体を固相する
と、ヒトの試料中のヒト抗マウス抗体（Ｈｕｍａｎ　Ａｎｔｉ－Ｍｏｕｓｅ　Ａｎｔｉｂ
ｏｄｙ：ＨＡＭＡ）を含むと、非特異的な凝集を生じる（非特許文献１、非特許文献２）
。この問題を解消するため、キメラ抗体やヒト化抗体が利用できることが報告されている
（特許文献１）
【０００８】
　一方、Ｂ／Ｆ分離を利用した免疫学的測定方法においても、上記非特異反応の類型が同
様に生じる。すなわち、例えば第一類型であれば、試料中の非特異吸着物質が磁粒子表面
に吸着する場合に、それに対し標識抗体が反応し、検出される現象である。疾患の同定や
治療方針の選択のため、カットオフ値を設けて陰性／陽性を判定する試薬において、磁性
粒子表面に対する非特異の吸着反応が著しいと、陰性と判断されるべき試料が陽性と判定
されるので非常に問題になる。
【０００９】
　粒子表面に対する非特異反応を回避する為、タンパク質等で粒子を被覆する手法が多用
されている。目的とする抗原抗体反応に関与しないタンパク質をラテックス粒子や磁性粒
子の表面に接触させる工程を経ることで、疎水的性質の強い粒子表面を被覆し非特異吸着
物質の吸着を軽減するものである（以下、ブロッキングあるいは非特異抑制と言う）。ブ
ロッキング剤としては、ＢＳＡ、熱変性させたＢＳＡ、アルカリ処理をしたＢＳＡ、カゼ
イン、スキムミルク、セリシン、ゼラチン、合成高分子ポリマー等が知られ、実際に多用
されている（特許文献２）。
【００１０】
　前記ブロッキング剤で被覆する場合、固相されたブロッキング剤に特異的に反応する抗
体が非特異反応を生じる問題がある（第二類型）。例えば、ラテックス粒子のブロッキン
グ剤としてＢＳＡを使用する場合、ヒト試料中の抗ＢＳＡ抗体が固相されたＢＳＡに結合
し凝集する（非特許文献３）。また、スキムミルクはブロッキング作用が強いが、抗原抗
体反応の阻害作用（抗原のマスク作用）もある点で問題である。ＢＳＡを変性してブロッ
キング剤に用いる技術もあるが、ＢＳＡの原料ロットが異なると調製条件が異なる場合が
あり、ロット管理の面で煩雑である。これら種々の課題が生じるため、前記第一の類型の
非特異抑制対策としては、ブロッキング剤の使用は最良の非特異抑制手段とは言えず、よ
り優れた手段が求められていた。
【００１１】
　この他に特許文献３には、粒子表面に対する非特異反応を回避する手段として、界面活
性剤を添加し、非特異吸着物質の除去又は吸着阻害をし、非特異吸着物質の影響を緩和す
る方法が開示されている。ラテックス凝集免疫法では、試料中に含まれる複数のタンパク
質が非特異反応の原因物質と考えられている。原因物質の一つとして試料血清、血漿中の
マイクロフィブリン等の血液凝固因子があるが、界面活性剤を添加しても作用が弱く、多
量の原因物質を除去するには充分な効果を示すものではなかった。また、多量の界面活性
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剤を添加すれば、再現性や特異性等他の試薬性能を劣化させる問題もある。
【００１２】
　その他に、特許文献４には、不溶性担体の表面素材と同じ素材からなる粒子又は担体を
試料と接触させ、試料中の非特異吸着物質を吸収する手段が開示されている。当該粒子自
体が光学的に測り込まれ検出されるため、高感度で正確な測定を要求される臨床検査試薬
キットにおいて当該技術は最良とは言えない。すなわち、試薬に非特異吸着物質を吸収す
る粒子を添加しておくと、非特異吸着物質が当該粒子を凝集させる為、光学的に検出され
る程度の凝集体が形成され、当該凝集体が測定系を干渉し、正確な測定が妨げられるので
ある。
【００１３】
　特許文献５においては、疎水性物質を固定化した担体と試料を処理し、非特異的に結合
する物質を除去する技術が開示されている。大型の自動分析機を用い、大量の試料をより
早く測定することが求められている臨床検査業務の現状に鑑みると、自動分析機での測定
前に測定者による用手法での試料処理が必要な状況は望まれず、特殊な前処理が必要とな
る臨床検査薬には最良とは言えない。従って、例えば、自動分析装置で利用できるような
臨床検査薬の一般的な剤形、すなわち均一に分散された液状の剤形であることが望ましく
、特許文献５の技術は当該剤形においては達成できない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１４】
【特許文献１】特開２０００－９５７９９号公報
【特許文献２】特開２００７－２４８３７３号公報
【特許文献３】特許第３６００２３１号明細書
【特許文献４】特開２０００－２２１１９６号公報
【特許文献５】ＷＯ２００５／０１０５２８号パンフレット
【非特許文献】
【００１５】
【非特許文献１】Clin Chim Acta. 2010 Mar;411(5-6):391-394.
【非特許文献２】Clinical Chemistry. 1999 July:45(7):942－956.
【非特許文献３】J Immunoassay Immunochem. 2004;25(1):17-30.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　本発明者らの目的は、前記非特異反応の特に第一類型あるいは第二類型を抑制すること
ができる新規の非特異抑制剤、免疫学的測定試薬及び測定方法を提供することである。例
えば、粒子をブロッキング剤で被覆しなくとも非特異反応を抑制できる手段を提供するこ
とである。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　本発明者らは、不溶性担体を使用する免疫学的測定試薬において非特異反応の抑制方法
を鋭意研究した結果、脂肪酸及び／又は脂肪酸塩が、ブロッキング剤で被覆しない不溶性
担体に対しても非特異反応を強く抑制することを見出し、本発明を完成させた。
【００１８】
　すなわち、本発明者らは、定法に従って界面活性剤添加での非特異反応抑制効果を検証
していたところ、偶然にポリオキシエチレンソルビタンモノパルミタート（Ｔｗｅｅｎ２
０：polyoxyethylene sorbitan monopalmitate）へエステラーゼが混入し、驚くべきこと
にこのエステラーゼの混入したＴｗｅｅｎ２０溶液は非特異抑制効果が著しく増強してい
ることに気付いた。
【００１９】
　鋭意研究の結果、エステラーゼがＴｗｅｅｎ２０を分解し、分解産物の脂肪酸に強い非
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特異抑制効果があり、そして脂肪酸を溶解した試薬では、非特異反応が生じず、不溶性担
体をブロッキング処理しなくとも非特異反応を抑制できるという驚くべき高い効果がある
ことを見出し、本発明を完成させた。
【００２０】
　水溶液の試薬に脂溶性の成分を添加することは、不溶性成分の沈殿の発生等、試薬性能
を劣化させると信じられており、これまで脂肪酸の存在下で抗原抗体反応を行うことは、
避けられてきた。すなわち、不溶性成分が水溶液中に不均一に存在する状況となると、正
確な測定結果を得られないため、試薬を設計する際には、親水性の成分を優先的に試み、
添加剤として採用され、水難溶性の成分は積極的に避けられてきた現状である。従って、
脂肪酸を臨床検査薬へ溶解させる発想は、当業者にとって思想上の障害がある。
【００２１】
　すなわち、本発明は、
［１］不溶性担体を含有する免疫学的測定試薬であって、脂肪酸及び／又は脂肪酸塩を含
むことを特徴とする、免疫学的測定試薬、
［２］脂肪酸及び／又は脂肪酸塩の炭素数が４～３０である、［１］の免疫学的測定試薬
、
［３］免疫学的測定が、ラテックス凝集免疫測定法、あるいは、Ｂ／Ｆ分離を伴う免疫学
的測定法である、［１］又は［２］の免疫学的測定試薬、
［４］安定化試薬及び反応試薬を含む免疫学的測定試薬であって、該安定化試薬及び／又
は該反応試薬に脂肪酸及び／又は脂肪酸塩を含む、［１］～［３］のいずれかの免疫学的
測定試薬、
［５］前記脂肪酸及び／又は脂肪酸塩が、オクタン酸及び／又はオクタン酸塩、ノナン酸
及び／又はノナン酸塩、ドデカン酸及び／又はドデカン酸塩、テトラデカン酸及び／又は
テトラデカン酸塩、オクタデカン酸及び／又はオクタデカン酸塩から少なくとも一つ選ば
れる、［１］～［４］のいずれかの免疫学的測定試薬、
［６］前記脂肪酸及び／又は脂肪酸塩が、オクタン酸及び／又はオクタン酸塩である、［
１］～［５］のいずれかのの免疫学的測定試薬、
［７］測定対象物質がヒト免疫グロブリンである、［１］～［６］のいずれかの免疫学的
測定試薬、
［８］不溶性担体を使用する免疫学的測定方法であって、脂肪酸及び／又は脂肪酸塩を含
むことを特徴とする、免疫学的測定方法、
［９］試料を安定化試薬と混合する第一の工程と、
次いで、測定対象物質に対する抗原又は抗体を担持させた不溶性担体を含む反応液と反応
させる第二の工程とを含み、
脂肪酸及び／又は脂肪酸塩が、安定化試薬及び／又は反応液に溶解されている、免疫学的
測定方法
に関する。
【発明の効果】
【００２２】
　本発明によれば、不溶性担体を使用する免疫学的方法で生じる非特異反応を抑制し、高
感度、高精度に試料中の測定対象物質を測定可能とする免疫学的測定試薬及び測定方法を
提供することができる。更には、不溶性担体をブロッキング処理することなく非特異反応
を抑制できる高い効果を有する。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】実施例３（ドデカン酸を添加した安定化試薬を使用）の結果を示すヒストグラム
である。
【図２】比較例３（ドデカン酸を添加しない安定化試薬を使用）の結果を示すヒストグラ
ムである。
【発明を実施するための形態】
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【００２４】
　本発明は、不溶性担体を用いる免疫学的測定試薬及び測定方法において、脂肪酸及び／
または脂肪酸塩により非特異反応を抑制することが特徴である。
　以下、本発明について更に詳細に説明する。
【００２５】
　本発明で用いる脂肪酸及び／又は脂肪酸塩は、非特異反応抑制効果が認められれば特に
限定しないが、飽和又は不飽和、直鎖又は分岐鎖が挙げられる。
【００２６】
　飽和脂肪酸としては、例えば、ブタン酸、ペンタン酸、ヘキサン酸、ヘプタン酸、オク
タン酸、ノナン酸、デカン酸、ドデカン酸、テトラデカン酸、ペンタデカン酸、ヘキサデ
カン酸、ヘプタデカン酸、オクタデカン酸、ノデカン酸、エイコサン酸、ドコサン酸、テ
トラコサン酸、ヘキサコサン酸、オクタコサン酸、トリアコンタン酸等が挙げられる。
【００２７】
　不飽和脂肪酸としては、例えば、９－ヘキサデセン酸、ｃｉｓ－９－オクタデセン酸、
１１－オクタデセン酸、ｃｉｓ，ｃｉｓ－９，１２－オクタデカジエン酸、９，１２，１
５－オクタデカントリエン酸、６，９，１２－オクタデカトリエン酸、９，１１，１３－
オクタデカトリエン酸、８，１１－エイコサジエン酸、５，８，１１－エイコサトリエン
酸、５，８，１１－エイコサテトラエン酸、ｃｉｓ－１５－テトラコサン酸等が挙げられ
る。
【００２８】
　脂肪酸塩は上記脂肪酸の水酸基が置換されているものが挙げられるが、例えば、ナトリ
ウム、カリウム等のアルカリ金属、カルシウム、マグネシウム等のアルカリ土類金属との
塩を挙げることができる。
【００２９】
　本発明で用いる脂肪酸及び／又は脂肪酸塩は、市販の調製された脂肪酸又は脂肪酸塩を
用いてもよいし、脂肪酸の誘導体から酵素等で分解して調製してもよい。
　脂肪酸の誘導体としては、例えば、一価又は多価アルコールとのエステル、リン脂質、
及びこれらのエステルにエチレンオキサイドを付加した誘導体を挙げることができる。具
体的には、例えば、上記脂肪酸のメチルエステル、エチルエステル、モノグリセリド、ジ
グリセリド、それらのエチレンオキサイド付加体、ポリグリセリンエステル、ソルビタン
エステル、ショ糖エステル等が挙げられる。
　脂肪酸は、前記脂肪酸誘導体を、例えば、エステラーゼやリパーゼ等の酵素により加水
分解して得ることができる。または、測定試薬に前記脂肪酸誘導体と前記酵素とを添加す
ることで、実質的に脂肪酸を添加するのと同等な効果を得るものでもよい。当業者であれ
ば、公知の方法に従って、容易に実施することができる。
　また、これらの脂肪酸、脂肪酸塩又はその誘導体は、２種以上を併用してもよい。
【００３０】
　本発明で使用可能な脂肪酸及び／又は脂肪酸塩の濃度は、水溶液に溶解させることがで
きる範囲であれば特に限定されない。当業者であれば、選択する脂肪酸及び／又は脂肪酸
塩の種類により水溶液への溶解度が異なる点、測定する際の試料と脂肪酸含有試薬との比
に応じ、測定条件毎に最適な添加濃度を容易に決定することができる。
【００３１】
　例えば、オクタン酸ナトリウムを選択し、試料とオクタン酸ナトリウム含有試薬の液量
比（試料の液量／オクタン酸ナトリウム含有組成物）を０．１６とする場合には（以下、
本段落において同じ）、オクタン酸ナトリウム含有試薬におけるオクタン酸ナトリウム濃
度が０．０５～２．０重量％で効果が優れ、０．２～２．０重量％であるとより効果が優
れ、０．５～２．０重量％であると更に効果が優れる。
　また、ノナン酸ナトリウムの場合は、０．１～１．５重量％で効果が優れ、０．５～１
．５重量％であるとより効果が優れる。
　また、ドデカン酸の場合は、０．０５～１．０重量％で効果が優れ、０．１～１．０重
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量％であるとより効果が優れる。
　また、ドデカン酸ナトリウムの場合は、０．０５～１．０重量％で効果が優れ、０．２
～１．０重量％であるとより効果が優れ、０．５～１．０重量％であると更に効果が優れ
る。
　また、テトラデカン酸ナトリウムの場合は、０．０１～０．５重量％で効果が優れ、０
．０２～０．５重量％であるとより効果が優れる。
　また、オクタデカン酸の場合は、０．０１～０．２重量％で効果が優れ、０．０５～０
．２重量％であるとより効果が優れる。
　これらの濃度は、脂肪酸又は脂肪酸塩含有試薬（試料と当該試薬の液量比＝０．１６）
中の脂肪酸又は脂肪酸塩の溶解濃度であり、試料と当該試薬とを混合した際の混合液中の
脂肪酸又は脂肪酸塩の溶解濃度は、これらの濃度を１．１６で除することにより算出する
ことができる。
【００３２】
　短鎖脂肪酸の場合、非特異抑制効果を奏するのに高濃度の添加が必要で、長鎖脂肪酸で
は低濃度での添加で済む傾向がある。
　長鎖脂肪酸は、難溶性であること等で不具合を生じやすく、また、短鎖脂肪酸は、異臭
が酷くて製品上は使いづらいことから、炭素数が４～３０、好ましくは６～２０、より好
ましくは８～１８の脂肪酸または脂肪酸塩が使用できる。
　具体的には、オクタン酸及び／又はオクタン酸塩、ノナン酸及び／又はノナン酸塩、ド
デカン酸及び／又はドデカン酸塩、テトラデカン酸及び／又はテトラデカン酸塩、オクタ
デカン酸及び／又はオクタデカン酸塩が挙げられる。特に好ましくは、オクタン酸及び／
又はオクタン酸塩が使用できる。
【００３３】
　これらの脂肪酸は水溶液に直接加えてもよいが、分散性を改善するために、有機溶剤に
脂肪酸を一旦分散、溶解させて添加してもよい。該有機溶剤としては、例えば、クロロホ
ルム、メタノール、エタノール等が挙げられるが、好ましくはエタノールがよい。
【００３４】
　水溶液に溶解し難い脂肪酸の場合、界面活性剤を共存させることで溶解させることがで
きる。該界面活性剤は、過度な検討を要さず、公知のものの中から適宜選択して使用する
ことができるが、特に非イオン性界面活性剤が好ましい。前記非イオン性界面活性剤とし
ては、例えば、ポリオキシエチレンアルキルエーテル、ソルビタン脂肪酸エステル、ポリ
オキシエチレンソルビタン脂肪酸エステル、ポリオキシエチレンアルキルフェニルエーテ
ル、アルキルポリグリコシド、脂肪酸アルカノールアミド、ショ糖脂肪酸エステルを挙げ
ることができる。好ましくはソルビタン脂肪酸エステル、ポリオキシエチレンソルビタン
脂肪酸エステル、ポリオキシエチレンアルキルフェニルエーテル、より好ましくはソルビ
タン脂肪酸エステルまたはポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステル、更に好ましく
はポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステル等が挙げられる。前記界面活性剤を、２
種類以上を混合して使用してもよい。
【００３５】
　前記界面活性剤は、本発明で使用可能な脂肪酸及び／又は脂肪酸塩を含む試薬に０．０
１～５重量％、好ましくは０．１～３重量％となるように含有させるのがよい。
【００３６】
　本発明で使用する脂肪酸及び／又は脂肪酸塩は、溶液中で溶解している状態の他、安定
に分散又は乳濁している状態であっても発明の効果を奏するが、臨床検査薬としては、保
存安定性や正確な測定が維持されるように、溶解している状態が最も望ましいことから、
溶液中に溶解していることが好ましい。
　当業者であれば、使用する形態や条件に合わせ、適宜、本発明で使用する脂肪酸及び脂
肪酸塩を選択し、調製することができる。
【００３７】
　本発明の免疫学的測定方法としては、不溶性担体を使用する免疫学的測定方法であれば
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良く、ラテックス凝集免疫測定法などの免疫学的粒子凝集反応、Ｂ／Ｆ分離を行う粒子等
の支持体を用いたエンザイムイムノアッセイ（ＥＬＩＳＡ法）、免疫比ろう法、酵素免疫
測定法、蛍光免疫測定法、放射免疫測定法等が使用できる。また、競合法の原理に基づく
ＲＩＡ法やＥＬＩＳＡ法でも使用できる。
【００３８】
　また、本発明の免疫学的測定方法は、１液もしくは２液以上から構成される免疫学的測
定試薬を用いて実施することができる。
【００３９】
　１液から構成される場合、少なくとも免疫学的複合体を形成するための抗体あるいは抗
原を担持させた支持体を含む反応試薬からなる。公知の方法に従い、試料を該試薬と反応
させ、シグナルを検出する。本発明で用いる脂肪酸及び／又は脂肪酸塩は、試料と該試薬
とが反応する前に、該試薬に添加されていると良いが、好ましくは、該試薬に添加された
状態で供給することができる。
【００４０】
　２液以上から構成される場合、安定化試薬と少なくとも免疫学的複合体を形成するため
の抗体あるいは抗原を担持させた支持体を含む反応試薬からなる。安定化試薬は、試料を
適当な濃度に希釈したり、前処理を行ったりする試薬で、公知の方法に従って調製するこ
とができる。公知の方法に従い、試料を安定化試薬と反応させ、その後、反応試薬と反応
性、シグナルを検出する。本発明で用いる脂肪酸及び／又は脂肪酸塩は、試料と該反応試
薬とが反応する前に、該安定化試薬及び／又は該反応試薬に添加されていると良いが、好
ましくは、該安定化試薬及び／又は該反応試薬に添加された状態で供給することができる
。
【００４１】
　例えば、自動測定装置を使用する臨床検査薬の場合には、測定原理、試薬を搭載する自
動測定機の種類、測定機での試薬液量パラメーター等の観点から、その剤形を選択するこ
とができる。
　一般にはラテックス凝集免疫測定法においては２液系からなる場合が多い。試料を希釈
する安定化試薬と、ラテックス粒子が分散されたラテックス試薬とから構成される。本発
明で用いる脂肪酸及び／又は脂肪酸塩は最終的に試料と混和される態様であればよく、安
定化試薬に含有されていても良いし、ラテックス試薬に含有されていても良い。更に、前
記試薬とは別に、脂肪酸及び／又は脂肪酸塩を含有する水溶液を用意し、測定前に安定化
試薬に添加しても良いし、ラテックス試薬に添加しても良い。
　Ｂ／Ｆ分離を行う磁性粒子を使用する免疫学的測定法においても、２から３液系で構成
される場合が多いが、上記と同様に何れの構成試薬に本発明の脂肪酸及び／又は脂肪酸塩
を含有あるいは添加させてもよい。
【００４２】
　本発明で用いる脂肪酸及び／又は脂肪酸塩は、好ましくは、安定化試薬に添加されるの
がよい。試料中の非特異吸着物質を吸収する為、特に、本発明で用いる脂肪酸及び／又は
脂肪酸塩を溶解した水溶液（すなわち安定化試薬）と試料とを混和し検体を前処理するこ
とで非特異反応を回避することができる。
【００４３】
　本発明で使用可能な試料としては特に制限はなく、例えば、全血、血漿、血清、リンパ
液、髄液、唾液、汗、涙、腹水、羊水、精液等の体液等も用いることができる。
【００４４】
　本発明の試薬及び方法を用いて測定可能な測定対象物質としては、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、Ｄダイマー、ＦＤ
Ｐ、リウマチ因子、アルファーフェトプロティン（ＡＦＰ）、ＣＥＡ、ＨＢｓ抗原、フェ
リチン、抗ＨＣＶ抗体、坑ＨＩＶ抗体、抗ストレプトリジンＯ抗体、梅毒トレポネーマ抗
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体、梅毒脂質抗原に対する抗体、抗ＨＢｓ抗体、抗ＨＢｃ抗体、抗ＨＢｅ抗体等が挙げら
れる。本発明の用途として好ましくは、ヒト免疫グロブリンを測定対象物質とするキット
に適用するのが好ましい。例えば、上述の抗ＨＣＶ抗体、抗ＨＩＶ抗体、抗ストレプトリ
ジンＯ抗体、抗ＨＢｓ抗体、抗ＨＢｃ抗体、抗ＨＢｅ抗体、抗ＴＳＨ抗体、抗Ｔ３抗体、
抗Ｔ４抗体等での適用が好ましい。
【００４５】
　本発明に係る不溶性担体としては、通常この分野で用いられているものであれば特に限
定はされないが、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（例えば、ポリスチレン）の不溶性担体を挙げられる。また、共重合体（例えば、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）からなる不溶性担体、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不溶性担体を挙げられる。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不溶性担体を挙げられる。
【００４６】
　本発明では、不溶性担体として磁性粒子を用いることができる（特開平７－１５１７５
５号公報参照）。磁性粒子は、磁気誘導により容易に磁化され得るもので、例えば、四三
酸化鉄（Ｆｅ３Ｏ４）、三二酸化鉄（γ－Ｆｅ２Ｏ３）、各種フェライト、鉄、マンガン
、ニッケル、コバルト、クロムなどの金属や、コバルト、ニッケル、マンガンなどの合金
を内部に含んだポリスチレン、ポリアクリロニトリル、ポリメタクリロニトリル、ポリメ
タクリル酸メチル、ポリカプラミド、ポリエチレンテレフタレートなどの疎水性重合体、
ポリアクリルアミド、ポリメタクリルアミド、ポリビニルピロリドン、ポリビニルアルコ
ール、ポリ（２－オキシエチルアクリレート）、ポリ（２－オキシエチルメタクリレート
）、ポリ（２，３－ジオキシプロピルアクリレート）、ポリ（２，３－ジオキシプロピル
メタクリレート）、ポリエチレングリコールメタクリレートなどの架橋した親水性重合体
、もしくはそれぞれのモノマーの２～４種程度の共重合体などのラテックス、ゼラチン、
リポソームからなる磁性粒子を例示できる。
【００４７】
　不溶性担体のブロッキング処理に使用する成分としては、公知のブロッキング剤を適宜
選択して使用できるが、例えば、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、ヒト血清アルブミン、
カゼイン、スキムミルク、セリシン等のタンパク質成分のブロッキング剤の他、親水性ブ
ロックと疎水性ブロックとからなる合成ポリマーのブロッキング剤を挙げることができる
。
【実施例】
【００４８】
　以下、実施例によって本発明を具体的に説明するが、これらは本発明の範囲を限定する
ものではない。
【００４９】
〔試料〕
　以下の実験例では、ヒト血清（試料Ａ－Ｊ、試料群（４０検体））を試料とした。いず
れの試料も、別法のイムノブロット法（ＲＩＢＡ III：オーソ社製）により、ＨＣＶ抗体
が１Ｃ.Ｏ.Ｉ以下と判定された試料である。「Ｃ.Ｏ.Ｉ」は、ある試料の測定値をカット
オフ値で割った値であり、１．０以上を陽性、１．０未満を陰性と判断する、抗体測定に
おける指標である。
【００５０】
《実験例１》
＜目的＞
　本実験例では、脂肪酸含有組成物を使用することで、非特異反応を抑制できるか検討し
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た。更に、脂肪酸含有組成物を使用するのであれば、ブロッキング処理をしないラテック
ス粒子を使用する場合であっても、非特異反応を抑制できるか検討した。
【００５１】
＜方法＞
　安定化試薬とラテックス試薬とからなる２試薬系のラテックス凝集免疫測定法において
、脂肪酸としてドデカン酸の非特異抑制効果の検証をした。ドデカン酸は、安定化試薬に
含有させた。また、ブロッキング剤であるＢＳＡによるラテックス粒子のブロッキング処
理の有無による影響についても確認した。測定は日本電子ＢＭ　Ｌ８００自動分析装置を
用いた。分析方式に「２ＰＡ」を選択し、試料／安定化試薬／ラテックス試薬の液量はそ
れぞれ８μＬ／５０μＬ／２４μＬとし、測光ポイントは、４０－６５ポイントを用いた
。測定主波長は８４５ｎｍ、計算法方式にはＳＴＤを選択した。具体的な測定工程として
は、試料へ安定化試薬を添加した後、５分間反応し、その後、ラテックス試薬を添加・攪
拌し５分間反応させ、安定化試薬を添加した後から継続的に吸光度を測定した。結果は表
１に示す。
【００５２】
＜材料＞
〔安定化試薬の調製〕
　脂肪酸を添加した安定化試薬は、２１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ、１．６％ポリオキシ
エチレンソルビタンモノラウレート（Ｔｗｅｅｎ２０）、２ｍｍｏｌ／Ｌアジ化ナトリウ
ム、２ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡを含有する４０ｍｍｏｌ／Ｌトリス緩衝液（ｐＨ８．２）
に、０．０３％になるようにドデカン酸を溶解して調製した。ドデカン酸は、エタノール
を溶媒として１０重量％に調製してから、安定化試薬へ添加した。ドデカン酸有無による
効果を検証するため、比較例としてドデカン酸未添加の安定化試薬を調製し測定に使用し
た。
【００５３】
〔ブロッキング処理なしＨＣＶ抗原固相ラテックス粒子の調製〕
　平均粒径０．４８μｍのポリスチレンラテックス粒子（ＪＳＲ社製）を２ｍｍｏｌ／Ｌ
　ＥＤＴＡ含有の１００ｍｍｏｌ／Ｌリン酸緩衝液（ｐＨ８．０）にて１重量％に懸濁し
た。ポリスチレンラテックス１ｍｇあたり、リコンビナントＨＣＶ抗原（カイロン社製）
５μｇを添加し、２５℃３０分間攪拌した。反応液を１４０００ｒｐｍで遠心分離し、ラ
テックス粒子を１０ｍｍｏｌ／ＬのＭＥＳ緩衝液（ｐＨ６．０）に分散させた。分散は、
ソニケーションにより実施した。２５℃３０分間攪拌後、再度遠心分離によりラテックス
粒子を回収し、１１７ｍｍｏｌ／Ｌスクロース、２ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡを含有する１
０ｍｍｏｌ／ＬのＭＥＳ緩衝液（ｐＨ６．０）に分散させ、測定に使用した。
【００５４】
〔ブロッキング処理ありＨＣＶ抗原固相のラテックス粒子の調製〕
　平均粒径０．４８μｍのポリスチレンラテックス粒子（ＪＳＲ社製）を２ｍｍｏｌ／Ｌ
　ＥＤＴＡ含有の１００ｍｍｏｌ／Ｌリン酸緩衝液（ｐＨ８．０）にて１重量％に懸濁し
た。ポリスチレンラテックス１ｍｇあたり、リコンビナントＨＣＶ抗原（カイロン社製）
を５μｇ添加し、２５℃３０分間攪拌した。反応液を１４０００ｒｐｍで遠心分離し、ラ
テックス粒子を１００ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ緩衝液（ｐＨ　８．０）に再懸濁させ、該
溶液に０．３重量％になるようにＢＳＡを添加し２５℃３０分間攪拌した。その後遠心分
離し、ラテックス粒子を１０ｍｍｏｌ／ＬのＭＥＳ緩衝液（ｐＨ６．０）で再懸濁した。
２５℃３０分間攪拌後、遠心し、１１７ｍｍｏｌ／Ｌスクロース、２ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤ
ＴＡを含有する１０ｍｍｏｌ／ＬのＭＥＳ緩衝液（ｐＨ６．０）に再懸濁し測定に使用し
た。
【００５５】
＜結果＞
　表１に示すとおり、ドデカン酸を使用することにより、（ｉ）非特異反応が強く抑制さ
れ（実施例１及び実施例２）、更に、（ii）ラテックス粒子をブロッキングしない場合で
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あっても非特異反応の抑制効果が高いことがわかった（実施例１）。
【００５６】
【表１】

【００５７】
《実験例２》
＜目的＞
　本実験例では、ラテックス凝集免疫測定法において、非特異抑制効果とドデカン酸濃度
との関係を検討した。
【００５８】
＜方法＞
　安定化試薬へのドデカン酸の添加濃度を０．００５～０．２重量％の範囲で表２のとお
り設定した以外は、実験例１と同様に行い、各溶解濃度での非特異抑制効果を検証した。
なお、ラテックス粒子は、ブロッキング処理なしで調製したものを使用した。結果は表２
に示す。
【００５９】
＜材料＞
　実験例１と同様の材料を使用した。
【００６０】
＜結果＞
　表２に示すとおり、安定化試薬（試料と安定化試薬の液量比＝８μＬ／５０μＬ＝０．
１６）におけるドデカン酸の溶解濃度が高いほど、すなわち、０．０２重量％以上、好ま
しくは、０．０２重量％以上添加されることにより、非特異反応が抑制された。
【００６１】
【表２】

【００６２】
《実験例３》
＜目的＞
　本実験例では、ドデカン酸含有組成物の非特異抑制効果を多くの試料で確認した。
【００６３】
＜方法＞
　別法のイムノブロット法（ＲＩＢＡ III：オーソ社製）で１Ｃ.Ｏ.Ｉ以下とされた試料
群（４０検体）について本発明の試薬で測定し、測定値（Ｃ.Ｏ.Ｉ表記）のヒストグラム
を得た。
　実施例３として、実施例１と同様に調製し、４０検体の測定を実施した。なお、ラテッ
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クス粒子は、ブロッキング処理なしで調製したものを使用した。その結果を図１に示す。
　比較例３としては、実施例３の試料に対し、比較例１と同様に、脂肪酸を添加しない安
定化試薬、及び、ブロッキング処理なしのラテックス粒子を使用した。その結果を図２に
示す。
【００６４】
＜材料＞
　実験例１と同様の材料を使用した。
【００６５】
＜結果＞
　図１及び図２において、横軸はＣ.Ｏ.Ｉ、縦軸は頻度（試料数）を示す。実施例３では
比較例３に比べ、陰性検体群の測定値が０Ｃ.Ｏ.Ｉに収束した。非特異反応により測定値
が干渉されると、比較例３のようにヒストグラムの測定値の高くなり、０Ｃ.Ｏ.Ｉへの収
束が不良となるが、非特異反応が抑制されると実施例３のように測定値が０Ｃ.Ｏ.Ｉへ収
束する。
【００６６】
《実験例４》
＜目的＞
　本実験例では、ラテックス凝集免疫測定法において、脂肪酸塩含有組成物を使用するこ
とで、非特異反応を抑制できるか検討した。
【００６７】
＜方法＞
　安定化試薬へのオクタン酸ナトリウムの添加濃度を０．０１０～１．１００重量％の範
囲で表３のとおり設定した以外は、実験例１と同様に行い、各溶解濃度での非特異抑制効
果を検証した。なお、ラテックス粒子は、ブロッキング処理なしで調製したものを使用し
た。結果は表３に示す。
【００６８】
＜材料＞
　実験例１と同様の材料を使用した。
【００６９】
＜結果＞
　表３に示すとおり、脂肪酸塩であるオクタン酸ナトリウムでも脂肪酸と同様に、ブロッ
キング処理なしでも、強い抑制効果があることがわかった。また、安定化試薬におけるオ
クタン酸ナトリウムの溶解濃度が高いほど、非特異反応が抑制された。
【００７０】
【表３】

【００７１】
《実験例５》
＜目的＞
　オクタン酸ナトリウム、ノナン酸ナトリウム、ドデカン酸ナトリウム、テトラデカン酸
ナトリウム、オクタデカン酸を含有する組成物の非特異抑制効果を検証した。
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【００７２】
＜方法＞
　安定化試薬に表４に示す各濃度の各種脂肪酸又は脂肪酸塩を溶解した以外は、実験例１
と同様に行い、各種脂肪酸又は脂肪酸塩の各溶解濃度での非特異抑制効果を検証した。な
お、ラテックス粒子は、ブロッキング処理なしで調製したものを使用した。結果は表４に
示す。
【００７３】
＜材料＞
　実験例１と同様の材料を使用した。
＜結果＞
　表４に示すとおり、（ｉ）オクタン酸ナトリウム、ノナン酸ナトリウム、ドデカン酸ナ
トリウム、テトラデカン酸ナトリウム、及びオクタデカン酸のいずれを含む組成物におい
ても、ブロッキング処理なしでも、強い抑制効果があることがわかった。また、安定化試
薬における前記脂肪酸及び脂肪酸塩の溶解濃度が高いほど、非特異反応が抑制された。ま
た、（ii）脂肪酸及び脂肪酸塩の種類毎で非特異抑制効果を示す至適濃度が異なった。安
定化試薬（試料と安定化試薬の液量比＝８μＬ／５０μＬ＝０．１６）への溶解濃度とし
て、オクタン酸ナトリウムは、０．５重量％以上、ノナン酸ナトリウムは、０．５重量％
以上、ドデカン酸ナトリウムは、０．１重量％以上、テトラデカン酸ナトリウムは、０．
０２重量％以上、オクタデカン酸は、０．０５重量％以上で効果が高かった。至適濃度は
、炭素数が少ない脂肪酸及び脂肪酸塩ほど高濃度である傾向があった。
【００７４】

【表４】

【００７５】
　以上より、脂肪酸あるいは脂肪酸塩含有組成物を生体由来試料と混合することで非特異
反応が抑制されるメカニズムは定かではないが、試料中の非特異因子が脂肪酸により吸収
され、非特異因子が不溶性担体へ結合するのを阻害するのではないかと思料している。非
特異反応の強弱は、試料供与者毎で異なるが、非特異反応が強い試料程、それを抑制する
のに高濃度の脂肪酸の添加が必要となるためである。なお、試料中にも脂肪酸は含まれる
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が非特異抑制効果を奏すためには十分量ではなく、免疫学的測定試薬に脂肪酸及び／又は
脂肪酸塩を添加することで、非特異反応抑制効果を奏すものと思料している。
【産業上の利用可能性】
【００７６】
　本発明によれば、免疫測定を行う場合に生じる不溶性担体に対する非特異反応を抑制す
る免疫学的測定試薬及び測定方法を提供することができる。これらの試薬及び方法は、高
感度かつ高精度かつ簡便性を求められる臨床検査薬に使用することができる。
　例えば、特殊な前処理が不要な臨床検査薬であって、複数の製造メーカーから販売され
ている自動分析装置に共通してアプリケーションさせることができる。すなわち、複数の
機種に共通して採用されている基本的な動作、例えば試料や溶液の分注、反応液の攪拌操
作、温度維持、光学的測定の動作で測定が可能な試薬剤形が選択できる。
　また、不溶性担体をブロッキング処理することなく、非特異反応を抑制できることから
、試薬製造工程が簡略化され、原材料費が低廉化する。また、試料を特殊な前処理をする
必要もなく、臨床検査業務の効率化に供する。

【図１】

【図２】



(15) JP 5676498 B2 2015.2.25

10

フロントページの続き

(72)発明者  小野　智子
            東京都港区芝浦四丁目２番８号　三菱化学メディエンス株式会社内

    審査官  三木　隆

(56)参考文献  特開平０８－２１１０５６（ＪＰ，Ａ）　　　
              特開２００４－００４０９７（ＪＰ，Ａ）　　　
              特開昭６３－０１６２６６（ＪＰ，Ａ）　　　
              米国特許出願公開第２００５／０００８８５１（ＵＳ，Ａ１）　　
              国際公開第２００９／１５１１４８（ＷＯ，Ａ１）　　

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｇ０１Ｎ　　３３／５３１　　　
              Ｇ０１Ｎ　　３３／５３　　　　
              Ｇ０１Ｎ　　３３／５４３　　　



专利名称(译) 用于抑制非特异性反应的免疫学测定试剂和测量方法

公开(公告)号 JP5676498B2 公开(公告)日 2015-02-25

申请号 JP2012009761 申请日 2012-01-20

[标]申请(专利权)人(译) 三菱化学美迪恩斯株式会社

申请(专利权)人(译) 三菱化学有限公司Medience

当前申请(专利权)人(译) 有限公司的LSI Medience

[标]发明人 高木義和
大出勝也
小野智子

发明人 高木 義和
大出 勝也
小野 智子

IPC分类号 G01N33/531 G01N33/543 G01N33/53

FI分类号 G01N33/531.B G01N33/543.581.J G01N33/53.N

代理人(译) 森田健一
山口健次郎

审查员(译) 三木隆

其他公开文献 JP2013148496A

外部链接 Espacenet

摘要(译)

摘要：要解决的问题：提供一种非特异性抑制剂和免疫测定试剂和方
法，可以抑制非特异性反应而不对不溶性载体进行封闭处理。溶液：脂
肪酸和/或脂肪酸盐用作非特异性抑制剂。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/e59c43d7-1861-4a12-b7b1-70acb735c2f8
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/049046117/publication/JP5676498B2?q=JP5676498B2

