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(57)【要約】
　生体試料中の測定対象物質（例えば、ｓＩＬ－２Ｒ）を免疫学的に検出する場合に、一
般的に多用される、異なる血液凝固阻害剤の使用による血清、ヘパリン加血漿といった被
検試料の種類に関わらず、被検試料中の干渉物質の影響を受けることなく安定的で高精度
な測定値を得ることができる測定方法及びキットを提供する。
　測定対象物質とそれに特異的に結合する抗体との免疫複合体の形成を硫酸化多糖類の存
在下で行う。前記キットは、測定対象物質に特異的に結合する抗体と、硫酸化多糖類を含
有する緩衝液を含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生体試料中の測定対象物質を免疫学的に測定する方法において、測定対象物質と該測定
対象物質に特異的に結合する抗体との免疫複合体の形成を硫酸化多糖類の存在下で行うこ
とを特徴とする、該測定対象物質を測定する方法。
【請求項２】
　生体試料中の測定対象物質の免疫学的測定において、抗凝固剤としてヘパリンを添加し
た血液試料を用いた場合の測定値と、血清を用いた場合の測定値との間の乖離を減少させ
る方法であって、測定対象物質と該測定対象物質に特異的に結合する抗体との免疫複合体
の形成を硫酸化多糖類の存在下で行うことを特徴とする、前記方法。
【請求項３】
　前記硫酸化多糖類が、デキストラン硫酸、βシクロデキストリン硫酸である、請求項１
又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記硫酸化多糖類を検体希釈液及び／又は抗体溶液に含有する、請求項１～３のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記形成された免疫複合体をＢ／Ｆ分離する工程を含む、請求項１～４のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項６】
　測定対象物質に特異的に結合する第１抗体と第２抗体を接触させ、抗原抗体反応により
形成された免疫複合体を測定する、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　測定対象物質が、可溶性インターロイキン２受容体、前立腺特異抗原である、請求項１
～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　請求項１～７のいずれか一項に記載の方法のための、測定対象物質に特異的に結合する
抗体と、硫酸化多糖類を含有する緩衝液を含む、該測定対象物質測定キット。
【請求項９】
　前記抗体として、磁性粒子に担持された前記測定対象物質に特異的に結合する抗体を含
む、請求項８に記載のキット。
【請求項１０】
　測定対象物質が、可溶性インターロイキン２受容体、前立腺特異抗原である、請求項８
又は９に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、硫酸化多糖類を用いた異種被検試料間（特に、血清とヘパリン加血漿の間）
の測定値乖離を抑制する免疫学的測定法およびキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　抗原抗体反応により光学的に測定する免疫学的測定法において、採取する採血管の違い
、例えば、血清被検試料と血漿被検試料の測定値が乖離する現象が確認され問題になる場
合がある。乖離の原因は測定対象項目により様々であり、これまでに知られている知見の
一つには、血漿中に含まれるフィブリノーゲンの不溶化による血漿被検試料の測定値への
影響が挙げられる。その影響を、界面活性剤を含む反応系に配位数３個以下のキレート剤
を含ませることで回避する技術が知られている（特許文献１）。
【０００３】
　また、例えば、種々の心筋トロポニンを評価するために、血液試料（血清、血漿または
全血）が通常使用される。しかし、この選択は使用する方法によって制限され得る。例え
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ば、血清は心筋トロポニンの迅速な評価のための方法に不適切な生物学的試料であること
、または全血は定量的アッセイの実施を困難にさせることが知られているからである。ヘ
パリン加血漿又はヘパリン加全血を用いて実施する免疫学的測定において、使用する方法
の性能が非常に高い場合でさえ、信頼性に乏しい結果がしばしば得られる。一般に、血漿
中の心筋トロポニン濃度がさほど高くない場合に、この問題に遭遇する（非特許文献１）
。実際、血液試料中のヘパリンの存在が種々の免疫学的測定の間に干渉し測定結果に影響
を与え、それによって医師の臨床診断を修飾し得ることが知られている。
【０００４】
　今までに心筋トロポニンアッセイで検体中の干渉物質の影響を回避する方法に関して、
ヘパリン含有生物学的試料に対しヘキサジメトリンブロミド（ポリブレン）の存在下で実
施されることを特徴とする免疫学的測定法が開示されている（特許文献２）。
　しかし、安定して臨床検体を測定するために、未だ十分なものでは無かった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特許第５１８９０６７号公報
【特許文献２】特開２０１０－１０７３６３号公報
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｐ．Ｏ．Ｃｏｌｌｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎ．Ｃｌｉ．Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．，（１９９５），３２，ｐｐ．４５４－４５８
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明者らは、後述する実施例でも詳述するが、免疫学的手法により生体試料（血清及
びヘパリン加血漿）中の可溶性インターロイキン２受容体（以下、ｓＩＬ－２Ｒと略する
場合がある）を測定することを試みたところ、該生体試料から調製された測定用の被検試
料（以下、検体と称する場合がある）の種類が異なることによって、測定値に違いが生じ
ることに気がついた。
　本発明は、生体試料中の測定対象物質（例えば、ｓＩＬ－２Ｒ）を検出する場合に、一
般的に多用される、異なる血液凝固阻害剤の使用による血清、ヘパリン加血漿といった被
検試料の種類に関わらず、被検試料中の干渉物質の影響を受けることなく安定的で高精度
な測定値を得ることができる測定方法及びキット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】
　本発明者らは、上記のような現状に鑑みて鋭意検討を重ねた結果、血清及びヘパリン加
血漿中のｓＩＬ－２Ｒを免疫学的に測定する方法において、反応液中に硫酸化多糖類が添
加された条件下で、該ｓＩＬ－２Ｒを測定することによって、被検試料の種類に関わらず
、被検試料中の干渉物質の影響を受けることなく安定的で高精度な測定値を得ることを見
出して、本発明を完成した。特に、硫酸基を持たない多糖類及び多糖類を持たず硫酸基を
含む化合物を共存させた場合では上記のような効果は得られず、硫酸化多糖類を共存させ
た場合でないと上記の高い効果が得られないことは驚くべきことであった。また、Ｂ／Ｆ
分離を行ったにも関わらず、硫酸化多糖類を共存させないと、被検試料中の干渉物質の影
響を受けたことから、該干渉物質は、従来知られていたフィブリノーゲンの不溶化やヘモ
グロビンの影響等ではないと考えられた。
【０００９】
　よって、本発明は、以下のように例示できる。
［１］生体試料中の測定対象物質を免疫学的に測定する方法において、測定対象物質と該
測定対象物質に特異的に結合する抗体との免疫複合体の形成を硫酸化多糖類の存在下で行
うことを特徴とする、該測定対象物質を測定する方法、
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［２］生体試料中の測定対象物質の免疫学的測定において、抗凝固剤としてヘパリンを添
加した血液試料を用いた場合の測定値と、血清を用いた場合の測定値との間の乖離を減少
させる方法であって、測定対象物質と該測定対象物質に特異的に結合する抗体との免疫複
合体の形成を硫酸化多糖類の存在下で行うことを特徴とする、前記方法、
［３］前記硫酸化多糖類が、デキストラン硫酸、βシクロデキストリン硫酸である、［１
］又は［２］の方法、
［４］前記硫酸化多糖類を検体希釈液及び／又は抗体溶液に含有する、［１］～［３］の
いずれかの方法、
［５］前記形成された免疫複合体をＢ／Ｆ分離する工程を含む、［１］～［４］のいずれ
かの方法、
［６］測定対象物質に特異的に結合する第１抗体と第２抗体を接触させ、抗原抗体反応に
より形成された免疫複合体を測定する、［１］～［５］のいずれかの方法、
［７］測定対象物質が、可溶性インターロイキン２受容体、前立腺特異抗原である、［１
］～［６］のいずれかの方法、
［８］［１］～［７］のいずれかの方法のための、測定対象物質に特異的に結合する抗体
と、硫酸化多糖類を含有する緩衝液を含む、該測定対象物質測定キット、
［９］前記抗体として、磁性粒子に担持された前記測定対象物質に特異的に結合する抗体
を含む、［８］のキット、
［１０］測定対象物質が、可溶性インターロイキン２受容体、前立腺特異抗原である、［
８］又は［９］のキット。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明の方法、及び試薬キットを用いることにより、生体試料中の測定対象物質（例え
ば、ｓＩＬ－２Ｒ）を、一般的に多用されている、被検試料（血清及びヘパリン加血漿）
の種類に関わらず、被検試料中の干渉物質の影響を受けることなく安定に精度よく測定す
ることができる。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　本発明における生体試料とは、ヒト等から採取された測定対象物質（例えば、ｓＩＬ－
２Ｒ）を含む可能性がある試料である。生体試料としては、全血、血清、血漿などの血液
試料などが挙げられるが、特に被検試料に、血清とヘパリン加血漿が含まれることが好ま
しい。
【００１２】
　本発明に使用可能な被験試料（検体）としては、前記生体試料から調製することができ
る測定用試料であれば良く、例えば、血液試料を対象とした場合には、血液凝固阻害剤を
使用して得た全血、血清、血漿などの検体が挙げられる。血液凝固阻害剤としては、例え
ば、ヘパリン、ＥＤＴＡ、クエン酸等を用いることができる。これらは、好ましくは、ヒ
ト等の測定対象から採血を行う際に、あらかじめ採血管等に添加して用いることができる
。特に、血清及びヘパリン加血漿を並列して対象とする場合、本発明の効果が高いので好
ましい。
【００１３】
　本発明で対象とする測定対象物質は、免疫測定法で測定可能な物質であれば特に制限は
無い。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、ウィル
ス抗原、抗ウィルス抗体等が挙げられ、具体的には、可溶性インターロイキン２受容体（
ｓＩＬ－２Ｒ）、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）、Ｂ型肝炎ウィルス表面抗原（ＨＢｓＡｇ）
、Ｃ型肝炎ウィルス（ＨＣＶ）抗体および抗原、ヒト免疫不全ウィルス（ＨＩＶ）抗体、
ヒトＴ細胞白血病ウィルス－１（ＨＴＬＶ－１）抗体、梅毒トレポネーマ（ＴＰ）抗体等
、各種心筋マーカー（クレアチンキナーゼ（ＣＫＭＢ）、ミオグロビン、トロポニン）、
各種ホルモン類等が挙げられる。好ましくは、可溶性インターロイキン２受容体である。
可溶性インターロイキン２受容体とは、主に免疫細胞であるＴ細胞の膜上に存在し、リガ
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ンドであるインターロイキン２と複合体を形成し、Ｔ細胞機能の活性化を促進するなど、
免疫反応に関与している受容体である２）。インターロイキン２受容体は３種類サブタイ
プを持ち、その中のαサブユニットは細胞膜から単離し、血中に存在することが知られて
いる。可溶性インターロイキン２受容体はインターロイキン２との結合性を保持すること
から、生体の免疫調節にも関与しているとされ、臨床現場では主に急性白血病のマーカー
として使用されている。
【００１４】
　本発明で使用可能な免疫学的測定法は、測定対象物質に特異的な抗体を使用する公知の
方法であれば良い。例えば、免疫比濁法（ＴＩＡ）、酵素免疫測定法（ＥＩＡ）、放射免
疫測定法（ＲＩＡ）、ラテックス凝集反応法、蛍光免疫測定法、イムノクロマト法等が挙
げられる。具体的には、反応液中で、被検試料中の測定対象物質と該測定対象物質に特異
的な抗体との免疫複合体を形成させ、その形成されたことによるシグナルを適宜検出する
ことで該測定対象物質の存在を検出する方法である。測定系によって使用する抗体は決定
することができるが、高感度に定量的に測定する際には、２種類以上の抗体を使用するサ
ンドイッチ免疫学的測定法（サンドイッチイムノアッセイ）を選択することができる。サ
ンドイッチ免疫学的測定法の方法は、１以上の段階（２段階、３段階など）で実施しても
よい。例えば、測定対象物質と、Ｂ／Ｆ分離用の不溶性担体に担持された該測定対象物質
に特異的に結合する抗体との免疫複合体を形成させる工程、該免疫複合体をＢ／Ｆ分離す
る工程、分離された該免疫複合体を測定する工程を含む方法が挙げられる。
【００１５】
　例えば、生体試料中に含まれるｓＩＬ－２Ｒを測定対象物質として、これを測定する場
合には、前述のように該生体試料から調製された検体を、更に検体希釈液で測定用検体と
して調製し、ｓＩＬ－２Ｒに特異的に結合する抗体（第１抗体）を担持させた不溶性担体
、および標識物質で標識化された第１抗体とは異なるｓＩＬ－２Ｒに特異的に結合する抗
体（第２抗体）とを混合して免疫複合体を形成させ、洗浄によって未反応の抗体およびｓ
ＩＬ－２Ｒを除去（Ｂ／Ｆ分離）した後、不溶性担体に結合した標識物質の量を測定する
ことによって行うことができる。
【００１６】
　上記の不溶性担体は、当該技術において通常用いられるものを用いることができる。不
溶性担体の材料としては、例えば、ラテックス、ゴム、ポリエチレン、ポリプロピレン、
ポリスチレン、スチレン－ブタジエン共重合体、ポリ塩化ビニル、ポリ酢酸ビニル、ポリ
アクリルアミド、ポリメタクリレート、スチレン－メタクリレート共重合体、ポリグリシ
ジルメタクリレート、アクロレイン－エチレングリコールジメタクリレート共重合体、ポ
リビニリデンジフルオライド（ＰＶＤＦ）、シリコーンなどのポリマー材料；アガロース
；ゼラチン；赤血球；シリカゲル、ガラス、不活性アルミナ、磁性体などの無機材料など
が挙げられる。これらの１種又は２種以上を組み合わせてもよい。
【００１７】
　また、不溶性担体の形状としては、マイクロタイタープレート、試験管、ビーズ、粒子
、ナノ粒子などが挙げられる。粒子としては、磁性粒子、ポリスチレンラテックスのよう
な疎水性粒子、粒子表面にアミノ基、カルボキシル基などの親水基を有する共重合ラテッ
クス粒子、赤血球、ゼラチン粒子などが挙げられる。中でも、迅速簡便なＢ／Ｆ分離を実
現する観点においては磁性粒子が特に好ましく、具体的には、例えば、四酸化三鉄（Ｆｅ

３Ｏ４）、三酸化二鉄（Ｆｅ２Ｏ３）、種々のフェライト、鉄、マンガン、ニッケル、コ
バルト、クロムなどの金属、コバルト、ニッケル、マンガンなどの合金からなる微粒子等
の磁性粒子が好ましく用いられる。また、これらの磁性粒子を、ポリスチレン等の高分子
のラテックスや、ゼラチン、リポソーム等の内部に含まれる形で調製したり、表面に固定
化したものを好ましく用いることができる。
【００１８】
　これらの不溶性担体に第１抗体を固定化させる方法は、当該技術において公知である。
該固定化は、例えば物理的吸着法、共有結合法、イオン結合法、これらの組み合わせなど
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により行うことができる。
【００１９】
　標識物質は、通常の免疫学的測定法において用い得る標識物質であれば特に限定されず
、例えば、酵素、蛍光物質、放射性同位元素、不溶性粒状物質などが挙げられる。該標識
用の酵素としては、アルカリホスファターゼ、ペルオキシダーゼ、グルコースオキシダー
ゼ、チロシナーゼ、酸性ホスファターゼなどが上げられる。蛍光物質としては、フルオレ
セインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、グリーン蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、ルシフェ
リンなどが上げられる。放射性同位元素としては、１２５Ｉ、１４Ｃ、３２Ｐなどが挙げ
られる。
【００２０】
　また、標識物質が酵素である場合、該酵素に対する基質を用いて発光、蛍光又は発色反
応を行うことにより、標識物質を測定できる。例えば、酵素がアルカリホスファターゼで
ある場合、基質としては、ＣＤＰ－ｓｔａｒ（登録商標）（４－クロロ－３－（メトキシ
スピロ｛１，２－ジオキセタン－３，２’－（５’－クロロ）トリシクロ［３．３．１．
１３，７］デカン｝－４－イル）フェニルリン酸２ナトリウム）、ＣＳＰＤ（登録商標）
（３－（４－メトキシスピロ｛１，２－ジオキセタン－３，２－（５’－クロロ）トリシ
クロ［３．３．１．１３，７］デカン｝－４－イル）フェニルリン酸２ナトリウム）、Ａ
ＭＰＰＤ（登録商標）（アダマンチルメトキシフェニルホスホリルジオキシセタン）、Ａ
ＰＳ－５などの化学発光基質；４－メチルウンベリフェリルフォスフェート（４－ｍｅｔ
ｈｙｌｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ）などの蛍光基質；ｐ－ニトロフェ
ニルホスフェート、ＢＣＩＰ（５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－リン酸）、Ｎ
ＢＴ（４－ニトロブルーテトラゾリウムクロリド）、ＩＮＴ（ヨードニトロテトラゾリウ
ム）などの発色基質を用いることができる。
【００２１】
　本発明において用いられる測定対象物質に特異的に結合する抗体は、当業者であれば公
知のものを適宜選択して使用することができる。例えば、ｓＩＬ－２Ｒに特異的に結合す
る抗体は、ｓＩＬ－２Ｒのアミノ酸配列や立体構造等をエピトープとして認識するモノク
ローナル抗体、またはポリクローナル抗体であれば特に限定するものではないが、例えば
、抗体ＡＭ９２．３（ピアース社製）、モノクローナル抗体７Ｇ７／Ｂ６（ピアース社製
）、ＭＡＢ２２３（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社製）、ＭＡＢ６２３（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅ
ｍｓ社製）、ＭＡＢ１０２０（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社製）、ＹＮＲｈＩＬ２Ｒ（ＳＡ
ＮＴＡ　ＣＲＵＺ　ＢＩＯＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ社製）、ＩＬ２Ｒ．１（アブカム社製）
、Ｂ－Ｂ１０（Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社製）、ＥＰＲ６４５２（Ｇｅｎｅｔ
ｅｘ社製）、ＯＡＰＡ００００４（ＡＶＩＶＡ　ｓｙｓｔｅｍ　ｂｉｏｌｏｇｙ社製）、
ＤＭ２５４－０５（Ａｃｒｉｓ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ社製）等が挙げられる。
【００２２】
　これらの抗体は、公知の方法に従って、例えば、ｓＩＬ－２Ｒの場合には、ヒトＴ細胞
から精製したｓＩＬ－２Ｒや、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで作製したリコンビナントのｓＩＬ－２
Ｒなどを抗原とし、動物に免疫して作製し、更に、エピトープを決定することができる。
エピトープとは、抗体が認識する最少の領域だけでなく、抗体が認識可能な領域として同
定されたものを意味する。また、公知の方法で調製可能なＦａｂなどの抗体フラグメント
であってもよい。また、これらの抗体は、Ｇｅｎｗａｙ　Ｂｉｏｔｅｃｈ社、Ｄｉａｃｌ
ｏｎｅ社、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ社、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社、などから適宜購入する
ことができる。
【００２３】
　本発明の測定において、２種類の抗体を使用する場合、生体試料中の測定対象物質（例
えば、ｓＩＬ－２Ｒ）と免疫複合体を形成することが可能であれば、限定するものではな
いが、第１抗体と第２抗体が認識するエピトープが異なる方が好ましい。また、モノクロ
ーナル抗体とポリクローナル抗体は適宜組み合わせて使用することができる。また、第１
抗体および第２抗体は、それぞれ１種類に限定することなく２種類以上を併用することが
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できる。
【００２４】
　本発明における硫酸化多糖類の添加は、上記の免疫学的測定法において、測定対象物質
（例えば、ｓＩＬ－２Ｒ）と該測定対象物質（例えば、ｓＩＬ－２Ｒ）に特異的に結合す
る抗体の少なくとも第一回目の免疫複合体形成時（反応液中）に存在するように行われば
良い。具体的には、免疫複合体形成時（反応液中）に同時に添加されても良いが、複合体
形成前（前記抗体と前記測定対象物質含有検体が接触する前）に、検体に添加されても良
い。
【００２５】
　また、添加される硫酸化多糖類は、公知の緩衝液に溶解されて溶液として調製され得る
。緩衝剤の他、単独で調製されても良いが、検体の前処理や、反応時に必要な公知の物質
と共に調製されても良い。硫酸化多糖類は、前記のように、少なくとも免疫複合体形成時
（反応液中）に添加されていれば良いので、その際に存在させることが可能な緩衝液等に
含有させることができる。免疫複合体形成時に存在させることが可能な緩衝液等とは、使
用する測定法や装置によって適宜設定可能であるが、例えば、検体希釈液や、抗体溶液（
抗体固相粒子液や、標識抗体液など）などが挙げられる。また、複数の緩衝液に添加させ
ても良い。
【００２６】
　本発明における硫酸化多糖類としては、硫酸デキストラン、βシクロデキストリン硫酸
、Ｎ－アセチルヘパリン（ＮＡＨ）、Ｎ－アセチル－脱－Ｏ－硫酸化－ヘパリン（ＮＡ－
ｄｅ－ｏ－ＳＨ）、脱－Ｎ－硫酸化－ヘパリン（Ｄｅ－ＮＳＨ）、脱－Ｎ－硫酸化－アセ
チル化－ヘパリン（Ｄｅ－ＮＳＡＨ）、過ヨウ素－酸酸化ヘパリン（ＰＯＨ）、化学的硫
酸化ラミナリン（ＣＳＬ）、化学的硫酸化アルギン酸（ＣＳＡＡ）、化学的硫酸化ペクチ
ン（ＣＳＰ）、ヘパリン－誘導オリゴ糖（ＨＤＯ）、ペントサンポリサルフェート（ＰＰ
Ｓ）、およびフコイダン等が挙げられる。好ましくは、硫酸デキストラン、βシクロデキ
ストリン硫酸が挙げられる。該物質が、反応液中でイオンとして存在できるように供給さ
れればどのような形態で添加されても良いが、例えば、塩化硫酸化多糖類、臭化硫酸化多
糖類等が挙げられ、具体的には、塩化リチウム、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カ
ルシウム、塩化マグネシウム、塩化アンモニウム、臭化リチウム、臭化ナトリウム、臭化
カリウム、臭化カルシウム、臭化マグネシウム、臭化アンモニウム等を共存させることが
挙げられ、塩化ナトリウムが好ましい。
【００２７】
　本発明における硫酸化多糖類の濃度としては、前記免疫複合体形成時の濃度として、０
．００００００４％より大きく、０．０００００４％以上、好ましくは０．００００４％
以上、より好ましくは０．０００４％以上、より好ましくは０．００４％以上、より好ま
しくは０．０４％以上、より好ましくは０．０１％以上、より好ましくは０．０２％以上
、また、１％以下、好ましくは０．４％以下、より好ましくは０．０４％以下の範囲から
適宜組み合わせて選択される。本発明では、生体試料中の硫酸化多糖類（例えば、ヘパリ
ン加血漿中のヘパリン）の存在にかかわらず、反応液中の硫酸化多糖類が上記の濃度範囲
となるように存在させておくものである。尚、反応液中の硫酸化多糖類をあまり高めると
、抗原抗体反応が抑制（阻害）されて目的の測定が精度よく行なうことができなくなるの
で、注意が必要である。また、本発明に従って検体の種類に関係なく安定して高精度に生
体試料中のｓＩＬ－２Ｒを測定するために、検体に含まれる測定対象物質（例えばｓＩＬ
－２Ｒ）の量や使用する硫酸化多糖によって、添加する濃度を決定することは設計の範囲
である。
　例えば、デキストラン硫酸（分子量２０，０００）は０．０００００４％以上０．０４
％以下、デキストラン硫酸（分子量４，０００）は０．０００４％以上０．０４％以下、
βシクロデキストリン硫酸塩は０．０２％以上０．４％以下等が挙げられる。
【００２８】
　本発明における硫酸化多糖類の濃度や種類は、後述の実施例に示すように、ヘパリンを



(8) JP WO2017/179611 A1 2017.10.19

10

20

30

40

50

添加した血液試料（ヘパリン加血漿）と、それ以外の血液試料（血清）とを用意し、複数
の異なる濃度の硫酸化多糖類の存在下で、各血液試料中の測定対象物質（例えばｓＩＬ－
２Ｒ）を測定し、両試料の測定値が一致する硫酸化多糖類の濃度範囲を把握することによ
り、当業者であれば容易に決定することができる。すなわち、本発明における硫酸化多糖
類の濃度や種類は、抗凝固剤としてヘパリンを添加した血液試料（ヘパリン加血漿）を用
いた場合の測定値と、それ以外の血液試料（血清）を用いた場合の測定値とが一致する濃
度範囲から選択することができる。測定値が一致するとは、具体的には、測定値（測定機
器から提供された光学カウントや標準物質を用いて計算された濃度等）が、マイナス１０
％～プラス１０％の間に入っていることを意味する。一般的に、この間に入っていれば、
臨床的に有用であるとすることができる。
【００２９】
　本発明のキットは、本発明の方法を実施するために用いることができ、測定対象物質（
例えば、ｓＩＬ－２Ｒ）に特異的に結合する抗体と、硫酸化多糖類を含有する緩衝液を含
む。
【００３０】
　測定対象物質に特異的に結合する抗体とは、前述した公知の抗体を使用することができ
るし、モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体のいずれであることもできる。また、
心筋トロポニンへの特異的結合能を保持する抗体断片、例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（
ａｂ’）２、又はＦｖとして、キットに用いることもできる。
【００３１】
　更に、前記抗体は、そのままの状態でキットに用いることもできるし、利用する免疫学
的手法に基づいて、それに適した形態、例えば、ラテックス凝集免疫測定法を利用するの
であれば、ラテックス担体に固定した状態で、磁性粒子などを利用した高感度測定法を利
用するのであれば、磁性粒子に固定した状態で、イムノクロマトグラフ法などの基板を利
用する方法であれば、基板に固定した状態で、標識物質（例えば、酵素、蛍光物質、化学
発光物質、放射性同位体、ビオチン、アビジン）による標識の必要があれば、標識化した
状態で、キットに用いることもできる。
【００３２】
　前記硫酸化多糖類を含む緩衝液としては、前述を参照すれば良いが、例えば、検体希釈
液や抗体溶液（抗体固相粒子液や標識抗体液）などが挙げられる。好ましくは、検体希釈
液として調製されていると良い。
【００３３】
　また、本発明のキットには、本発明のキットを使用する免疫学的測定法の実施手順に関
する説明、キット自体の保存・取り扱いなどに関する注意事項などが記載された取扱説明
書を含むことができる。
【実施例】
【００３４】
　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。
【００３５】
《参考例１：可溶性インターロイキン２受容体測定用試薬の作製と測定》
参考例１－１：可溶性インターロイキン２受容体測定用試薬の作製と被検試料の調製
　可溶性インターロイキン２受容体（ｓＩＬ－２Ｒ）の測定用の試薬を作製した。
【００３６】
・検体希釈液：０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＥＰＥＳ（８．０）、０．１５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣ
ｌ、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０を含む緩衝液を使用した。
【００３７】
・第１抗体溶液：磁性ラテックス粒子（ＪＳＲ社）にｓＩＬ－２Ｒを認識するマウスモノ
クローナル抗体（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社製）を結合した磁性粒子溶液を用いた。
【００３８】
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・第２抗体溶液：ｓＩＬ－２Ｒを認識する別のマウスモノクローナル抗体（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙ
ｓｔｅｍｓ社製）をマレイミド法によりアルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）標識した標識
抗体溶液を用いた。
【００３９】
・発光基質溶液：ＣＤＰ－ｓｔａｒ（アプライドバイオシステム社製）を使用した。
【００４０】
・Ｂ／Ｆ洗浄液：０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ＭＯＰＳ（７．５）、０．１５ｍｏｌ／Ｌ　Ｎａ
Ｃｌ、０．０５％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含む緩衝液を使用した。
【００４１】
・被検試料（検体）は、常法に従って、健常人から取得した血清、ヘパリン加血漿を用い
た。
【００４２】
参考例１－２：可溶性インターロイキン２受容体測定用試薬による測定
全自動臨床検査システム（ＳＴＡＣＩＡ：ＬＳＩメディエンス社製）による測定
　ＳＴＡＣＩＡ専用ボトルに、調製した検体希釈液、第１抗体溶液（磁性ラテックス試薬
）、第２抗体溶液（酵素標識抗体試薬）をそれぞれ充填し、装置にセットした。以下、前
記装置の運転方法に従い、測定した。
　具体的には、検体 ５μＬに検体希釈液５０μＬを加え、３７℃で３．５分間加温した
後、第１抗体溶液（磁性ラテックス試薬）２５μＬを加え、３７℃で４．２分間加温した
。検体中のｓＩＬ－２Ｒは第１抗体（磁性ラテックス）と反応し、磁性ラテックス－ｓＩ
Ｌ－２Ｒ複合体を形成した。次いで、第２抗体溶液（酵素標識抗体試薬）５０μＬを加え
、３７℃で４．４分間加温した。第２抗体溶液（ＡＬＰ標識抗体）を加えると、ＡＬＰ標
識抗体は磁性ラテックス－ｓＩＬ－２Ｒ複合体と反応し、磁性ラテックス－ｓＩＬ－２Ｒ
－ＡＬＰ標識抗体複合体を形成した。洗浄によって未反応の抗体およびｓＩＬ－２Ｒを除
去（Ｂ／Ｆ分離）した後、発光基質液１００μＬを加え、３７℃で ２．７分間反応後に
発光量を測定した。ＣＤＰ－Ｓｔａｒを加えると、ＣＤＰ－Ｓｔａｒは複合体中のＡＬＰ
により加水分解され発光する。検出は、光電子増倍管（ＰＭＴ）により検出される化学発
光基質の発光カウントを測定結果とした。
【００４３】
《実施例１：反応液への硫酸化多糖類又は硫酸基を持たない多糖類又は多糖類を持たず硫
酸基を含む化合物の添加によるｓＩＬ－２Ｒの反応性への影響》
　硫酸化多糖類又は硫酸基を持たない多糖類又は多糖類を持たず硫酸基を含む化合物を、
反応液中に下記の濃度になるように検体希釈液に添加したこと以外は、参考例１に従って
行った。
・硫酸化多糖類：デキストラン硫酸塩（分子量４０００）を、０．０４％になるように検
体希釈液に添加した。βシクロデキストリン硫酸塩を、０．０４％になるように検体希釈
液に添加した。
・硫酸基を持たない多糖類：デキストランを、０．０４％になるように検体希釈液に添加
した。シクロデキストリンを、０．０４％になるように検体希釈液に添加した。
・多糖類を持たず硫酸基を含む化合物：ＣＨＡＰＳＯを、０．０４％になるように検体希
釈液に添加した。オクタン酸ナトリウムを、０．０４％になるように検体希釈液に添加し
た。それ以外は、参考例１に従って行った。
【００４４】
　その結果を表１に示す。ヘパリン加血漿のカウントを血清のカウントで割った後１００
を掛けたものを、ヘパリン加血漿／血清として示した。添加無しの例だと、血清およびヘ
パリン加血漿とでは、可溶性インターロイキン２受容体の反応性が異なることがわかった
。さらに、デキストラン硫酸塩（分子量４０００）やβシクロデキストリン硫酸塩などの
、硫酸基を持つ多糖類（硫酸化多糖類）では血清とヘパリン加血漿の反応性が一致する（
ヘパリン加血漿／血清が９９％あるいは１００％）が、デキストランやシクロデキストリ
ンなどの硫酸基を持たない多糖類、あるいは、ＣＨＡＰＳＯやオクタン酸ナトリウムなど
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の多糖類を持たず硫酸基を含む化合物のみでは血清とヘパリン加血漿の反応性は一致しな
かった（ヘパリン加血漿／血清が１３０％～１３８％）。血清とヘパリン加血漿の反応性
を一致させるには、硫酸基を持つ多糖類の添加が必要であることが示された。
【００４５】
【表１】

【００４６】
《実施例２：反応液への各種硫酸化多糖類添加による可溶性インターロイキン２受容体の
反応性への影響》
　以下に記載すること以外は、参考例１の手法に従って行った。
・検体希釈液：０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＥＰＥＳ（８．０）、０．１５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣ
ｌ、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０、０．４ｍｍｏｌ／Ｌ　エチレンジアミン四酢酸を含む
緩衝液を使用した。
・デキストラン硫酸（分子量２０，０００）を、反応液中に各濃度（０．００００００４
、０．０００００４、０．００００４、０．０００４、０．００４、０．０４％）になる
ように検体希釈液に添加した。
・デキストラン硫酸（分子量４，０００）を、反応液中に各濃度（０．０００００４、０
．００００４、０．０００４、０．００４、０．０４％）になるように検体希釈液に添加
した。
・βシクロデキストリン硫酸塩を、反応液中に各濃度（０．００４、０．０１、０．０２
、０．０４、０．０８、０．２、０．４％）になるように検体希釈液に添加した。
・標準品：組み換えｓＩＬ－２Ｒを１０００００、４００００、２５００、５００、０Ｕ
／ｍＬになるように希釈したものを用いた。希釈には０．０５ｍｏｌ／Ｌ　ＰＢＳ（７．
４）、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０、０．１％　ＢＳＡ、０．０５％　アジ化ナトリウム
を含む緩衝液を使用した。該標準品を使用し、公知の方法に従って、発光カウントから各
濃度（Ｕ／ｍＬ）を算出した。
【００４７】
　その結果を表２に示す。ヘパリン加血漿の濃度を血清の濃度で割った後１００を掛けた
ものを、ヘパリン加血漿／血清として示した。添加無しの例だと、血清およびヘパリン加
血漿とでは、可溶性インターロイキン２受容体の反応性が異なることがわかった。
　その結果、一致とみなす範囲をマイナス１０％～プラス１０％とすると、デキストラン
硫酸塩（分子量２０，０００）は０．０００００４％以上、デキストラン硫酸（分子量４
，０００）は０．０００４％以上、βシクロデキストリン硫酸塩は０．００４％以上添加
されることにより、血清およびヘパリン加血漿の可溶性インターロイキン２受容体の反応
性が一致することが確認された。
【００４８】
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【表２】

【００４９】
《比較例１：反応液への硫酸基を持たない多糖類及び多糖類を持たず硫酸基を含む化合物
の添加によるｓＩＬ－２Ｒの反応性への影響》
　硫酸化多糖類と同様な反応性となるか、硫酸基を持たない多糖類及び多糖類を持たず硫
酸基を含む化合物を、同時に反応液中添加して検討した。硫酸基を持たない多糖類及び多
糖類を持たず硫酸基を含む化合物を、下記の濃度になるように検体希釈液に添加したこと
以外は、参考例１に従って行った。
・多糖類を持たず硫酸基を含む化合物：ＮＤＳＢ－１９５、ＮＤＳＢ－２０１、ＮＤＳＢ
－２５６を、それぞれ０．３８５ｍｍｏｌ／Ｌ、３．８５ｍｍｏｌ／Ｌになるように検体
希釈液に添加した。
・多糖類を持たず硫酸基を含む化合物及び硫酸基を持たない多糖類の混合：ＮＤＳＢ－１
９５を３．８５ｍｍｏｌ／Ｌ、及び、デキストラン（分子量２０００）を０．１９％にな
るように検体希釈液に添加した。
【００５０】
　その結果を表３に示す。ヘパリン加血漿のカウントを血清のカウントで割った後１００
を掛けたものを、ヘパリン加血漿／血清として示した。その結果、多糖類を持たず硫酸基
を含む化合物では血清とヘパリン加血漿の測定値が一致しないこと、更に、硫酸基を持た
ない多糖類を添加した状態においても測定値が一致しないことがわかった。
　硫酸基を持たない多糖類及び多糖類を持たず硫酸基を含む化合物を共存させた場合では
、実施例１、２の硫酸基を持つ多糖類のような効果は得られず、硫酸基を持つ多糖類を共
存させた場合でないとこの高い効果が得られないことは、硫酸基と多糖類の存在によるも
のではないことから、意外な結果であった。
【００５１】
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【表３】

【００５２】
《実施例３：反応液への硫酸化多糖類の添加によるｔｏｔａｌ　ＰＳＡの反応性への影響
》
実施例３－１：ｔｏｔａｌ　ＰＳＡ測定用試薬の作製と被検試料の調製
　ｔｏｔａｌ　ＰＳＡの測定用の試薬を作製した。
【００５３】
・検体希釈液：０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＥＰＥＳ（８．０）、０．１５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣ
ｌ、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０を含む緩衝液を使用した。
【００５４】
・第１抗体溶液：磁性ラテックス粒子（ＪＳＲ社）にＰＳＡを認識するマウスモノクロー
ナル抗体（Ｂｉｏｓｐａｃｉｆｉｃ社製）を結合した磁性粒子溶液を用いた。
【００５５】
・第２抗体溶液：ＰＳＡを認識する別のマウスモノクローナル抗体（Ｂｉｏｓｐａｃｉｆ
ｉｃ社製）をマレイミド法によりアルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）標識した標識抗体溶
液を用いた。
【００５６】
・発光基質溶液：ＣＤＰ－ｓｔａｒ（アプライドバイオシステム社製）を使用した。
【００５７】
・Ｂ／Ｆ洗浄液：０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ＭＯＰＳ（７．５）、０．１５ｍｏｌ／Ｌ　Ｎａ
Ｃｌ、０．０５％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含む緩衝液を使用した。
【００５８】
・βシクロデキストリン硫酸塩を、反応液中に各濃度（０．００２、０．００４、０．０
０８、０．０３１％）になるように検体希釈液に添加した。
【００５９】
・被検試料（検体）は、常法に従って、健常人から取得した血清、ヘパリン加血漿を用い
た。
【００６０】
・標準品：組み換えＰＳＡを１００、５０、１０、１、０ｎｇ／ｍＬになるように希釈し
たものを用いた。希釈には０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ＭＯＰＳ（７．０）、０．１５ｍｏｌ／
Ｌ　ＮａＣｌ、０．０５％　ＴｒｉｔｏｎＸ、０．０５％　Ｐｒｏｃｌｉｎ３００を含む
緩衝液を使用した。該標準品を使用し、公知の方法に従って、発光カウントから各濃度（
ｎｇ／ｍＬ）を算出した。
【００６１】
実施例３－２：ｔｏｔａｌ　ＰＳＡ測定用試薬による測定と結果
　測定対象をｔｏｔａｌ　ＰＳＡとしたこと以外は、参考例１－２と同様に実施した。
　その結果を表４に示す。ヘパリン加血漿の濃度を血清の濃度で割った後１００を掛けた
ものを、ヘパリン加血漿／血清として示した。添加無しの例だと、血清およびヘパリン加
血漿とでは、ｔｏｔａｌ　ＰＳＡの反応性が異なることがわかった。さらに、一致とみな
す範囲をマイナス１０％～プラス１０％とすると、βシクロデキストリン硫酸塩は０．０
０２％以上添加されることにより、血清およびヘパリン加血漿のｔｏｔａｌ　ＰＳＡの反
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【００６２】
【表４】

【産業上の利用可能性】
【００６３】
　本発明は、測定対象物質（例えば、ｓＩＬ－２Ｒ）を検出する場合に、特に一般的に使
用検体の種類（血清及びヘパリン加血漿）に関わらず、検体中の干渉物質の影響を受ける
ことなく安定して高精度に測定結果を得ることができる。臨床検査は、簡便・迅速に測定
される必要があり、検査室だけでなくＰＯＣＴ分野等においても測定される。例えば、血
液試料を対象とすると、様々な状況で測定され得る可能性を考慮すると、該試料の採取に
用いられる容器は多岐にわたるため、得られた検体の種類に関わらず、特に一般的に使用
される血清やヘパリン加血漿を使用する上で、安定して高精度に測定結果を得ることが可
能となる本発明は特に有用である。
　以上、本発明を特定の態様に沿って説明したが、当業者に自明の変法や改良は本発明の
範囲に含まれる。

【手続補正書】
【提出日】平成29年9月4日(2017.9.4)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
（削除）
【請求項２】
　生体試料中の測定対象物質の免疫学的測定において、抗凝固剤としてヘパリンを添加し
た血液試料を用いた場合の測定値と、血清を用いた場合の測定値との間の乖離を減少させ
る方法であって、測定対象物質と該測定対象物質に特異的に結合する抗体との免疫複合体
の形成を硫酸化多糖類の存在下で行うことを特徴とする、前記方法。
【請求項３】
　前記硫酸化多糖類が、デキストラン硫酸、βシクロデキストリン硫酸である、請求項２
に記載の方法。
【請求項４】
　前記硫酸化多糖類を検体希釈液及び／又は抗体溶液に含有する、請求項２又は３に記載
の方法。
【請求項５】
　前記形成された免疫複合体をＢ／Ｆ分離する工程を含む、請求項２～４のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項６】
　測定対象物質に特異的に結合する第１抗体と第２抗体を接触させ、抗原抗体反応により
形成された免疫複合体を測定する、請求項２～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
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　測定対象物質が、可溶性インターロイキン２受容体、前立腺特異抗原である、請求項２
～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　請求項２～７のいずれか一項に記載の方法のための、測定対象物質に特異的に結合する
抗体と、硫酸化多糖類を含有する緩衝液を含む、該測定対象物質測定キット。
【請求項９】
　前記抗体として、磁性粒子に担持された前記測定対象物質に特異的に結合する抗体を含
む、請求項８に記載のキット。
【請求項１０】
　測定対象物質が、可溶性インターロイキン２受容体、前立腺特異抗原である、請求項８
又は９に記載のキット。
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