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(54)【発明の名称】 Ｃ型肝炎ウイルスの濃縮検査方法

(57)【要約】
【課題】  簡単な装置と簡単な操作で、血清中のＣ型肝
炎ウイルス（ＨＣＶ）の検査を、その存在状態の判別を
含めて可能とする検査方法を提供すること。
【解決手段】  ゲル状プレートの表面の凹みに血清試料
を点着する；血清試料が点着されたプレートを冷却し
て、血清試料中に存在するＨＣＶ及びその免疫複合体を
リング状に凝集させ、血清試料からの相分離と濃縮とを
発生させる；冷却処理後の血清試料をシート状支持体上
に転写する；支持体上の転写試料にＨＣＶ抗体を接触さ
せて、転写試料中に遊離状態のＨＣＶが存在している場
合に、該抗体とＨＣＶとの免疫複合体を形成させる；該
免疫複合体に、該免疫複合体と特異的に結合する標識物
質を接触させて、該免疫複合体に標識を付ける；そして
標識化された免疫複合体を検知するという操作を含む検
査方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  表面に凹みを有するゲル状プレートの該
凹みに血清試料を点着する工程、血清試料が点着された
ゲル状プレートを冷却して、該血清試料中に存在するＣ
型肝炎ウイルス及びその免疫複合体をリング状に凝集さ
せて、血清試料からの相分離と濃縮とを発生させる工
程、上記冷却処理後の血清試料の少なくとも一部をシー
ト状支持体上に転写する工程、シート状支持体上の転写
試料にＣ型肝炎ウイルス抗体を接触させ、転写試料中に
Ｃ型肝炎ウイルスが存在している場合に、該抗体とＣ型
肝炎ウイルスとの免疫複合体を形成させる工程、該免疫
複合体に、該免疫複合体と特異的に結合する標識物質を
接触させて、該免疫複合体に標識を付す工程、そして標
識化された免疫複合体を検知する工程を含むＣ型肝炎ウ
イルスの検査方法。
【請求項２】  表面に凹みを有するゲル状プレートの該
凹みに血清試料を点着する工程、血清試料が点着された
ゲル状プレートを冷却して、該血清試料中にＣ型肝炎ウ
イルスの免疫複合体が存在している場合に、該免疫複合
体をリング状に凝集させて、血清試料からの相分離と濃
縮とを発生させる工程、上記冷却処理後の血清試料の少
なくとも一部をシート状支持体上に転写する工程、シー
ト状支持体上の転写試料に標識化されたＣ型肝炎ウイル
ス抗体を接触させ、転写試料中にＣ型肝炎ウイルスが存
在している場合に、該標識化抗体とＣ型肝炎ウイルスと
の標識を有する免疫複合体を形成させる工程、そして標
識を有する免疫複合体を検知する工程を含むＣ型肝炎ウ
イルスの検査方法。
【請求項３】  ゲル状プレートが板状アガロースゲルで
ある請求項１もしくは２に記載のＣ型肝炎ウイルスの検
査方法。
【請求項４】  血清試料が点着されたゲル状プレートの
冷却を１～１０℃の範囲内の温度にて実施する請求項１
乃至３の内のいずれかの項に記載のＣ型肝炎ウイルスの
検査方法。
【請求項５】  冷却処理後の血清試料を転写させるシー
ト状支持体がポリアミド樹脂膜である請求項１乃至４の
内のいずれかの項に記載のＣ型肝炎ウイルスの検査方
法。
【請求項６】  Ｃ型肝炎ウイルス抗体が、抗ＨＣＶポリ
クロナール抗体もしくは抗ＨＣＶモノクロナール抗体で
ある請求項１乃至５の内のいずれかの項に記載のＣ型肝
炎ウイルスの検査方法。
【請求項７】  標識が、発色性物質もしくは発光性物質
である請求項１乃至６の内のいずれかの項に記載のＣ型
肝炎ウイルスの検査方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、Ｃ型肝炎ウイルス
の検査方法に関する。本発明は特に、簡単な装置と煩雑
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でない操作にて、血清中のＣ型肝炎ウイルスの検査を実
施することが可能な検査方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）に感染する
と、慢性化しやすく、肝硬変を引き起こす確率が高いこ
とが知られている。このため、Ｃ型肝炎ウイルス感染が
疑われている患者について、血液中にＣ型肝炎ウイルス
が存在しているか、否かを、短時間のうちに検査確認す
ることができる検査技術は重要である。
【０００３】ＨＣＶ感染患者であっても、血液中のＣ型
肝炎ウイルスの存在量は非常に僅かであるため、その検
査は容易ではない。しかしながら、近年、ＰＣＲを利用
する検査技術である、競合的ＲＴ－ＰＣＲ法（ＣＲＴ－
ＰＣＲ）およびマルチサイクリック－ＰＣＲ法が開発さ
れ、実際的な検査方法として用いられている。また、Ｐ
ＣＲを利用しない検査方法として、分岐ＤＮＡプローブ
法も開発され、実際に使用されている。しかしながら、
これらの検査方法は、高価な測定装置が必要な上に、検
査操作が煩雑であること、検査結果が判明するまでに長
時間を必要とすること、全自動化が難しいことなどの問
題点があり、実用検査技術として、充分満足できるレベ
ルにはない。
【０００４】さらに、Ｃ型肝炎ウイルスは、ＨＣＶ感染
患者の体内にて、遊離状態及び／又は免疫複合体の状態
で存在しているが、従来の検査方法では、患者の体内
に、Ｃ型肝炎ウイルスが存在するか、否かの確認はでき
たが、そのＣ型肝炎ウイルスが如何なる状態（すなわ
ち、遊離状態あるいは免疫複合体の状態）で存在してい
るかについては、知る方法がなかった。
【０００５】ＨＣＶ感染患者の体内で、Ｃ型肝炎ウイル
スは、感染後の経過によって、次のような状態で存在し
ているものと考えられる。
（１）ＨＣＶ感染初期：遊離ウイルス量が増加するが、
免疫複合体は存在しない。
（２）感染ウイルスに対して抗体が働く時期：遊離ウイ
ルス量が減少し、免疫複合体が形成され、その量が増え
る。
（３）免疫によってウイルスの増殖が抑制される時期：
遊離ウイルス量が殆ど存在せず、免疫複合体の量も減少
する。
（４）慢性化による免疫力の減退する時期：遊離ウイル
ス量が増加し、免疫複合体の量が減少もしくはゼロとな
る。
【０００６】現在、Ｃ型肝炎ウイルス感染の治療方法と
しては、インターフェロンの投与が一般的であるが、こ
のインターフェロンは高価な医薬であり、その有効利用
が必要とされている。従って、ＨＣＶ感染患者の体内で
のＣ型肝炎ウイルスの存在状態を知ることができれば、
インターフェロンの投与をより効率的に行うことができ
る。
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【０００７】なお、Ｃｌｉｎｉｃａｌ  Ｃｈｅｍｉｓｔ
ｒｙ  １９９８；４４：１５５８－１５５９には、免疫
複合体であるクリオグロブリンを含有する血清を、アガ
ロースゲルの表面の凹みに点着し、これを冷却すること
により、クリオグロブリンがリング状に凝集、相分離す
ることが報告されている。ただし、この文献には、クリ
オグロブリン凝集相分離の記載はあるが、該技術、遊離
ウイルス相分離検知技術を、Ｃ型肝炎ウイルスの検査技
術として用いることの示唆は存在しない。
【０００８】
【発明が解決しようとする課題】従って、本発明は、簡
単な装置と煩雑でない操作にて、血清中のＣ型肝炎ウイ
ルスの検査を実施することを可能とする検査方法を提供
することを主な目的とする。本発明はまた、血清中のＣ
型肝炎ウイルスの存在、不存在のみならず、その存在状
態、すなわち、遊離状態であるかあるいは免疫複合体の
状態であるかを、容易に判定することを可能にするＣ型
肝炎ウイルスの検査方法を提供することも、その目的と
する。
【０００９】
【課題を解決するための手段】本発明は、表面に凹みを
有するゲル状プレートの該凹みに血清試料を点着する工
程、血清試料が点着されたゲル状プレートを冷却して、
該血清試料中に存在するＣ型肝炎ウイルス及びその免疫
複合体をリング状に凝集させて、血清試料からの相分離
と濃縮とを発生させる工程、上記冷却処理後の血清試料
の少なくとも一部をシート状支持体上に転写する工程、
シート状支持体上の転写試料にＣ型肝炎ウイルス抗体を
接触させ、転写試料中にＣ型肝炎ウイルスが存在してい
る場合に、該抗体とＣ型肝炎ウイルスとの免疫複合体を
形成させる工程、該免疫複合体に、該免疫複合体と特異
的に結合する標識物質を接触させて、該免疫複合体に標
識を付す工程、そして標識化された免疫複合体を検知す
る工程を含むＣ型肝炎ウイルスの検査方法にある。
【００１０】なお、本発明の検査方法において、シート
状支持体上に転写された試料に、直接、標識化されたＣ
型肝炎ウイルス抗体を接触させ、転写試料中にＣ型肝炎
ウイルスが存在している場合に、該標識化抗体とＣ型肝
炎ウイルスとの標識を有する免疫複合体を形成させ、そ
の標識を有する免疫複合体を検知する方法を利用するこ
ともできる。
【００１１】
【発明の実施の形態】本発明のＣ型肝炎ウイルスの検査
方法を、添付図面に示した検査工程の模式図を参照しな
がら説明する。
【００１２】工程１：凹み（ウエル）付きアガロースゲ
ルの作製
本発明の検査方法で用いるゲル状プレートの代表例とし
ては、アガロースゲルプレートを挙げることができる。
アガロースゲルプレートは、公知の方法で作製すること
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ができる。以下に記載するのは、アガロースゲルプレー
トの作製方法の一例である。
（１）組成物Ａ：
ＮａＣｌ                         ８００ｍｇ
ＫＣｌ                           ２００ｍｇ
リン酸一水素ナトリウム         １１５０ｍｇ
リン酸二水素ナトリウム           ２００ｍｇ
（２）組成物Ｂ：
アジ化ナトリウム                 ０．７５ｇ
グリシン                       ５６．２５ｇ
アガロース                       ４．５０ｇ
【００１３】７５０ｍＬの水に、組成物Ａと組成物Ｂと
を加え、充分に攪拌した後、沸騰湯浴中で溶解させる。
溶解に際しては、５分毎にスターラーで攪拌し、均一な
アガロース溶液とになるようにする。溶解後、直ちに、
直径３０ｍｍのプレートにこのアガロース溶液を注ぎ、
室温で凝固させてアガロースゲルプレートを得る。この
アガロースゲルプレートに直径５ｍｍの凹み（ウエル）
を所望個数形成し、これを冷蔵保存する。添付図面で
は、一枚のアガロースゲルプレートに四個の凹みが設け
られている。
【００１４】工程２：アガロースゲルプレートの凹みへ
の血清サンプルの注入
Ｃ型肝炎ウイルスの感染者あるいは感染が疑われている
患者から所定の手段で採取した血清試料２０μＬを３７
℃に維持し、これを室温にて、工程１で作製した凹みに
注入し、その後２０分間静置して、血清試料をゲルプレ
ート内に染み込ませる。なお、添付図面の四個の凹みに
は、それぞれ下記の血清試料を注入した。
Ａ：遊離のＨＣＶと、免疫複合体状態のＨＣＶの両方が
存在する。
Ｂ：遊離のＨＣＶは存在するが、免疫複合体状態のＨＣ
Ｖは存在しない。
Ｃ：遊離のＨＣＶは存在しないが、免疫複合体状態のＨ
ＣＶは存在する。
Ｄ：遊離のＨＣＶと、免疫複合体状態のＨＣＶのいずれ
もが存在しない。
【００１５】工程３：血清試料が染み込んだゲルプレー
トの低温インキュベート
工程２で得られた血清試料が染み込んだゲルプレート
を、次いで、低温（通常は、１～１０℃の範囲、特に４
℃附近）に置き、１２時間以上の時間をかけてインキュ
ベートする。上記の低温インキュベートによって、遊離
のＨＣＶ及び免疫複合体（クリオグロブリン）を含んで
いた血清試料（Ａ、Ｃ）を注入した凹みでは、遊離ＨＣ
Ｖ及び免疫複合体が凝集して濃縮、相分離を起こし、図
に示したようなリング状の凝固物の生成が観察される。
【００１６】工程４：ゲルプレートの洗浄
注入した血清試料中に、ＨＣＶに関係する蛋白質以外の
蛋白質が混在している場合には、次の遊離ＨＣＶ検出時
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において、ノイズとなって、検査操作の邪魔となるた
め、工程３の処理を行ったゲルプレートを、低温（たと
えば、４℃）の緩衝液（生理食塩水）に２４時間程度浸
して、洗浄して、混在蛋白質を除去する。ただし、この
工程は必須ではない。
【００１７】工程５：血清試料の転写
吸着パッドの上に、シート状支持体（例、イモビロン膜
などのポリアミド樹脂膜）を置き、次に、その上に、工
程３の処理、あるいは更に工程４の洗浄処理を行ったゲ
ルプレート（血清サンプルが染み込んでいるゲルプレー
ト）を置き、３７℃のインキュベータ中にて、２時間放
置して、ゲルプレート中の血清試料（凝集した遊離ＨＣ
Ｖ及び免疫複合体）をシート状支持体上に転写する。
【００１８】工程６：シート状支持体上での免疫反応
工程５の処理を施した、シート状支持体上に、抗ＨＣＶ
抗体（例、抗ＨＣＶポリクロナール抗体或は抗ＨＣＶモ
ノクロナール抗体）を接触させることにより、シート状
支持体に血清試料中の遊離ＨＣＶが転写されているスポ
ット（Ａ、Ｂ）にて免疫反応を発生させる。この操作
は、例えば、抗ＨＣＶ抗体水溶液（例、抗ＨＣＶ抗体Ｇ
ｏａｔ（Ａｎｔｉｇｅｎｉｘ  Ａｍｅｒｉｃａ，ＮＹ）
の２０００倍希釈液）に、上記シート状支持体を１時間
程度浸漬することにより行われる。
【００１９】工程７：シート状支持体上での免疫複合体
の染色
工程６の処理を施したシート状支持体を、ペルオキシダ
ーゼ標識抗－Ｇｏａｔ－ＩｇＧ二次抗体と標識物質（た
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とえば、発色物質もしくは発光物質、具体例としては、
ＲＥＮＡＩＳＳＡＮＣＥ  ４ＣＮ  ＰＬＵＳ（ＮＥＮ  
Ｌｉｆｅ  Ｓｃｉｅｎｃｅ  Ｐｒｏｄｕｃｔ，Ｉｎ
ｃ．，Ｂｏｓｔｏｎ）が挙げられる）とを用いて染色す
る。この染色操作により、工程６の処理によりシート状
支持体上にて生成した免疫複合体（ＡとＢの各スポット
に対応）は、着色する。従って、遊離ＨＣＶが存在して
いた血清試料の判別が可能になる。
【００２０】なお、工程６と工程７とを行う代わりに、
標識化した抗体を用いて、遊離ＨＣＶを検出することも
可能である。
【００２１】本発明のＣ型肝炎ウイルスの検査方法にお
いて、アガロースゲルプレートの冷却によって生成する
免疫複合体の定量は、既知量の免疫複合体を含む血清試
料を用いて作製した検量線などを利用することにより可
能となる。また、遊離Ｃ型肝炎ウイルスの定量も、当該
標識からの信号量（発色、発光など）と、同様に既知量
の遊離Ｃ型肝炎ウイルスを含む血清試料を用いて作製し
た検量線などを利用することにより可能となる。
【００２２】
【発明の効果】本発明の検査方法を利用することによ
り、簡単な装置と煩雑でない操作にて、血清中のＣ型肝
炎ウイルスの検査を実施することが可能となる。特に、
本発明の検査方法により、血清中のＣ型肝炎ウイルスの
存在、不存在のみならず、その存在状態、すなわち、遊
離状態であるかあるいは免疫複合体の状態であるかを、
容易に判定することも可能となる。
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【図１】
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【手続補正書】
【提出日】平成１３年１０月１６日（２００１．１０．
１６）
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】図面の簡単な説明

【補正方法】追加
【補正内容】
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明に従うＣ型肝炎ウイルスの検査方法を示
した検査工程の模式図である。
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