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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　脂質を分解することが可能な非特異反応抑制物質を用いることを特徴とする、低分子の
免疫学的測定方法。
【請求項２】
　前記低分子がハプテンである、請求項１に記載の測定方法。
【請求項３】
　前記非特異反応抑制物質がリパーゼ類である、請求項１又は２に記載の測定方法。
【請求項４】
　前記非特異反応抑制物質が、肝臓由来リパーゼ、非肝臓由来リパーゼ、リポプロテイン
リパーゼ、ホルモン感受性リパーゼ、及びホスホリパーゼからなる群から選んだ少なくと
も１つのリパーゼである、請求項１～３のいずれか一項に記載の測定方法。
【請求項５】
　脂質を分解することが可能な非特異反応抑制物質を含有する、低分子の免疫学的測定キ
ット。
【請求項６】
　前記低分子がハプテンである、請求項５に記載の測定キット。
【請求項７】
　前記非特異反応抑制物質がリパーゼ類である、請求項５又は６に記載の測定キット。
【請求項８】
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　前記非特異反応抑制物質が、肝臓由来リパーゼ、非肝臓由来リパーゼ、リポプロテイン
リパーゼ、ホルモン感受性リパーゼ、及びホスホリパーゼからなる群から選んだ少なくと
も１つのリパーゼである、請求項５～７のいずれか一項に記載の測定キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、低分子の高精度な免疫学的測定法及びキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　血液中の低分子（例えば、ハプテンなど）はその大部分が特異的、非特異的にタンパク
質・脂質などに結合していることが知られている。また、低分子は、容器にも非特異的に
結合することが知られているため、低分子の総量を正確に精度良く測定するためには低分
子を特異的、非特異的結合から遊離する必要があった（特許文献１）。特に低分子が甲状
腺ホルモン、ステロイドホルモンの場合はそれぞれ代表的な結合タンパク質が存在し、甲
状腺ホルモンの場合はサイロキシン・バインディンググロブリンに、ステロイドホルモン
の場合はアルブミンもしくはセックスホルモン・バインディンググロブリンに結合してい
ることが知られている（非特許文献１）。従来知られている低分子の特異的結合阻害剤は
、コルチゾールの免疫測定法におけるグルタミン酸溶液（特許文献２）、８－アニリノ１
－ナフタレンスルホン酸（ＡＮＳ）あるいはその塩（特許文献３）、ステロイドホルモン
測定方法における測定外ステロイドの共存（特許文献４）やサリチル酸（特許文献５）な
どが報告されている。一方、非特異的結合阻害剤として低分子の測定法における疎水性ア
ミノ酸（特許文献６）なども報告されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００３】
【特許文献１】特開平７－２７０４１２号公報
【特許文献２】特開昭５３－１０１５２１号公報
【特許文献３】特開昭６１－１２５４７号公報
【特許文献４】特開平６－１０２２７５号公報
【特許文献５】特開平６－３４６３６号公報
【特許文献６】特開平７－２７０４１２号公報
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】日本臨床４２巻１１号（１１，１９８４）３１－３６
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明者らは、臨床検体の低分子の免疫学的測定法において、低分子に結合する脂質類
が測定に負あるいは正の影響を与えてしまい、正確に測定できないことに気がついた。本
発明はこの問題に鑑みてなされたものであり、本発明の課題は、特に低分子の脂質に対す
る非特異反応抑制物質（結合阻害物質）を開発し、低分子の免疫学的測定法において検体
中の低分子の濃度を正確に測定する方法及びキットを提供するものである。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者らは、上記のような課題に鑑みて鋭意検討を重ねた結果、脂質の低分子に対す
る非特異反応を、脂質を分解することが可能な非特異反応抑制物質（結合阻害物質）によ
って抑制できることを発見し、低分子の免疫学的測定法において検体中の低分子の濃度を
正確に測定する方法及びキットを見出した。
　本発明はこの知見に基づいて成し遂げられたものである。
【０００７】
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　すなわち、本発明は
［１］脂質を分解することが可能な非特異反応抑制物質を用いることを特徴とする、低分
子の免疫学的測定方法、
［２］前記低分子がハプテンである、［１］の測定方法、
［３］前記非特異反応抑制物質がリパーゼ類である、［１］又は［２］の測定方法、
［４］前記非特異反応抑制物質が、肝臓由来リパーゼ、非肝臓由来リパーゼ、リポプロテ
インリパーゼ、ホルモン感受性リパーゼ、及びホスホリパーゼからなる群から選んだ少な
くとも１つのリパーゼである、［１］～［３］のいずれかの測定方法、
［５］脂質を分解することが可能な非特異反応抑制物質を含有する、低分子の免疫学的測
定キット、
［６］前記低分子がハプテンである、［５］の測定キット、
［７］前記非特異反応抑制物質がリパーゼ類である、［５］又は［６］の測定キット、
［８］前記非特異反応抑制物質が、肝臓由来リパーゼ、非肝臓由来リパーゼ、リポプロテ
インリパーゼ、ホルモン感受性リパーゼ、及びホスホリパーゼからなる群から選んだ少な
くとも１つのリパーゼである、［５］～［７］のいずれかの測定キット、
に関する。
【発明の効果】
【０００８】
　本発明の低分子の免疫学的測定方法及びキットによれば、脂質、中でも単純脂質、好ま
しくは中性脂肪の影響を回避し、安定して正確に検体中の低分子を測定することができる
。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】臨床検体におけるリパーゼ添加の効果を示すグラフである。横軸はリパーゼを添
加有りの場合の検体測定値を、縦軸はリパーゼを添加無の場合の検体測定値を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　以下、本発明を更に詳細に説明するが、以下の説明は、本発明の実施態様の代表例であ
り、本発明はこれらの内容のみに特定されるものではない。
　本明細書における「低分子」とは、ハプテンなど、臨床検体中に混入している分子量１
万以下、好ましくは１０００以下の物質である。ハプテンなどのように生体由来の成分や
その類似物質、医薬品などのように治療のために生体内に取り入れられるような物質も意
味する。
【００１１】
　例えば、前記「ハプテン」とは、分子量１万以下の低分子のうち、単独ではヒトあるい
は動物に対し抗体産生を惹起させるのは困難だが、タンパク質等の高分子物質と結合する
ことにより抗体産生を惹起しうる物質を指す。さらに、高分子に結合した状態における構
造的に該当する部位を指す場合もある。臨床検査でハプテンとして測定されるものの例を
挙げると、甲状腺ホルモン、ステロイド、アドレナリン等の低分子ホルモン、ガストリン
、バソプレシン、アンジオテンシン等の小ペプチドホルモン、ビタミン類、各種合成薬剤
等がある。
【００１２】
　上記の「高分子」とは、ハプテンと異なり、単独で抗体産生を惹起できる抗原性を有す
る分子量５０００以上の物質で、分子内にハプテン分子を含有するか、或いは化学的にハ
プテン分子を結合しうる官能基を有する必要がある。通常ウシ血清アルブミン、ウマフェ
リチンのようなタンパク質あるいはポリリジンのような、分子量数万から数十万で水溶性
に優れ、官能基に富む物質が用いられる。
【００１３】
　本発明で用いることのできる「ハプテンに対する類似物質（アナログ体）」とは、例え
ば、ステロイドに対しては、ステロイド骨格を有する該ステロイドの類似物質であればよ
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く、例えば、エストラジオールに対しては、アルドステロン、アンドロステンジオン、コ
ルチゾール、コルチゾン、ＤＨＥＡ－Ｓ、１７α－エストラジオール、１７β－エストラ
ジオール－３－グルクロニド－１７－硫酸塩、１７β－エストラジオール－３β－Ｄ－グ
ルクロニド、１７β－エストラジオール－１７β－Ｄ－グルクロニド、１７β－エストラ
ジオール－３－硫酸塩、５－アンドロステン－３β，１７β－ジオール、１７β－エスト
ラジオール－１７－プロピオン酸塩、１７β－エストラジオール－３－硫酸－１７－グル
クロニド、１７β－エストラジオール－１７－吉草酸塩、エストリオール、エストリオー
ル－３－硫酸塩、エストリオール－３－グルクロニド、エチステロン、ノルエチンドロン
酢酸塩、１７α－エチニル－エストラジオール、エストロン、エストロン－β－Ｄ－グル
クロニド、エストロン－３－硫酸塩、エストロン－３β－グルクロニド、エストロン－３
－硫酸塩、プレグネノロン、２－メトキシ－エストラジオール、クロミフェン、プレドニ
ゾロン、ダナゾール、メステロロン、ｄ－エキレニン、エキリン、ノルゲストレル、プロ
ゲステロン、塩酸ラロキシフェン、タモキシフェンクエン酸塩、テストステロン、５α－
ジヒドロテストステロン、５－アンドロステン－３β，１７β－ジオールなどが挙げられ
る。上記で挙げた以外でも、当業者であれば該ステロイドの物質を合成したり購入するこ
とで入手することができる。
【００１４】
　本発明において使用される検体としては、例えば全血、血清、血漿等の体液や尿、糞便
抽出液等が挙げられる。
【００１５】
　本発明の測定方法は、脂質を分解することが可能な非特異反応抑制物質を用いること以
外は、公知の免疫学的測定法に従って実施することができる。
　免疫学的測定法としては、一元放射免疫拡散法、比濁法、比ろう法、凝集法、放射免疫
測定法、酵素免疫測定法、蛍光免疫測定法等があるが、放射免疫測定法、酵素免疫測定法
、蛍光免疫測定法は測定感度も高く、特に極微量成分の測定に好適である。
　放射免疫測定法、酵素免疫測定法、蛍光免疫測定法はそれぞれ放射性物質、酵素、蛍光
物質を、標的物質に特異的に反応する抗体に結合した標識抗体を用いる方法で、一般的に
は、抗体や抗原を不溶性担体に結合した固相化抗体または固相化抗原と組み合わせた固相
法で使用される。固相法には「固相化抗体－抗原－標識抗体」複合物を作らせ測定するサ
ンドイッチ法や、固相化抗原と検体中の遊離抗原が反応系内に添加された一定量の標識抗
体に対して競合的に反応することを原理とする競合法がある。
【００１６】
　本発明の測定原理は上述した免疫学的測定方法を使用することができる。
　該免疫学的測定方法に使用可能な抗体は、ポリクローナル抗体であっても、モノクロー
ナル抗体であってもよく、抗体を産生する任意の動物種、例えば家兎、ヤギ、ヒツジ、ブ
タ、ウマ、マウスまたはラットなど由来の抗体が使用できる。
　また、使用可能な抗体としては完全抗体や、それを酵素処理や化学処理により切断した
Ｆ（ａｂ’）２やＦａｂ’等のような抗体断片が挙げられる。
【００１７】
　「固相化抗体－抗原－標識抗体」複合物を作らせ測定するサンドイッチ法の場合、これ
らの抗体は、固相担体あるいは標識物質に固定化される。固相担体としては、マイクロタ
イタープレート、試験管、ビーズ、粒子、ナノ粒子、膜などが挙げられる。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（Ｆｅ３Ｏ４）、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、表面に固定化したりしたものを好ましく用いることがで
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きる。膜としては、ニトロセルロース膜、セルロース濾紙、ナイロン膜などが挙げられ、
イムノクロマトグラフィーなどを原理とする簡易測定キットの試験片にも使用することも
可能である。
【００１８】
　該免疫学的測定方法に使用可能な標識物質としては、例えば、酵素、蛍光物質、化学発
光物質、放射性同位元素、発色物質、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、西洋わさびペルオキシターゼ
、β－ガラクトシダーゼ、ウレアーゼ、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、ルシフェラーゼなどが挙げられる。蛍光物質としては、フルオレッセイン
誘導体（例えば、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ））、ローダミン誘導体
、グリーン蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、ルシフェリンなどが挙げられる。化学発光物質と
しては、アクリジニウムエステルなどが挙げられる。放射性同位元素としては、１２５Ｉ
、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、などが挙げられる。発色物質としては、パラニトロアニリン（
ｐＮＡ）などが挙げられる。すなわち、発色、蛍光、時間分解蛍光、化学発光、電気化学
発光、放射活性等を測定する方法を用いることができる。
【００１９】
　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）（２－クロロ－５－（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）－１－フェニルホスフェート・二ナトリウム）、
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）、ＡＭＰＰＤ（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）、ＡＰＳ－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－ｍｅｔｈｙｌｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ）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）、ＮＢＴ（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。
【００２０】
　本発明における非特異反応抑制物質の使用方法としては、標的物質とそれに対する特異
的な抗体との特異的な免疫反応工程の前に、予め適当な緩衝液中で非特異反応抑制物質と
検体を接触させ、適当な時間（例えば１分～２時間）インキュベートする方法がある。こ
の間に、検体中の非特異反応を起こす物質（非特異反応物質）は非特異反応抑制物質と反
応し、特異的な免疫反応工程での標識抗体との非特異反応活性は失われる。
　非特異反応抑制物質が、特異的免疫反応工程に影響しない測定法を使用する場合には、
インキュベートを完了した検体と非特異反応抑制物質の混合液をそのまま用いればよく、
一方、特異的免疫反応工程に影響する測定法を使用する場合には、特異的免疫反応工程を
行う前に、インキュベートを完了した後の非特異反応抑制物質を除去すれば良い。
　特異的免疫反応工程に影響しない測定法とは、例えば、最も一般的に用いられるサンド
イッチ法の場合、特異的免疫反応で分離される「固相化抗体－非特異反応物質－標識抗体
」サンドイッチ複合体に関わらない測定法である。このような場合、具体的には、前記複
合体と共に分離されない非特異反応抑制物質（例えば、遊離のタンパク質や分離されない
粒子などを含むもの）が使用できる。
　特異的免疫反応工程に影響する測定法とは、例えば、最も一般的に用いられるサンドイ
ッチ法の場合、特異的免疫反応で分離される「固相化抗体－非特異反応物質－標識抗体」
サンドイッチ複合体に関わる測定法である。このような場合、具体的には、前記複合体と
共に分離される非特異反応抑制物質（例えば、前記複合体が磁性粒子を含み、磁力体で分
離される場合、同様な磁性粒子などを含むもの）が使用できる。
【００２１】
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　本発明における非特異反応抑制物質の別の使用方法としては、非特異反応抑制物質の共
存下に特異的免疫反応工程を行う方法がある。例えば、最も一般的に用いられるサンドイ
ッチ法の場合、固相化抗体と検体中の抗原（標的物質）とを反応させる第一免疫反応工程
の緩衝液に非特異反応抑制物質を添加する。非特異反応が検出されるのは、抗体の特異的
反応部位を介さずに「固相化抗体－非特異反応物質－標識抗体」サンドイッチ複合体を形
成するためであるが、この場合、第一免疫反応中に非特異反応物質の標識抗体に対する反
応活性が非特異反応抑制物質により吸収される。さらに、抗体の特異反応部位を介して固
定化された抗原と標識抗体とを反応させる第二免疫反応工程の緩衝液にも添加すれば、第
一免疫反応工程で完全に吸収されなかった非特異反応物質も吸収されるため、測定の信頼
性をより一層高めることができる。
　上記と同様に、いずれの測定法も使用可能であるが、特異的免疫反応工程で非特異反応
抑制物質が使用されるため、前記特異的免疫反応工程に影響しない測定法で行う方が好ま
しい。
【００２２】
　また、１段階サンドイッチ法においても免疫反応工程の緩衝液に非特異反応抑制物質を
添加して反応させることにより、非特異反応は回避される。
　上記と同様に、いずれの測定法も使用可能であるが、特異的免疫反応工程で非特異反応
抑制物質が使用されるため、前記特異的免疫反応工程に影響しない測定法で行う方が好ま
しい。
　非特異反応抑制物質の添加時期は、標的物質や測定法に合わせて、好適な方法を適宜選
択すれば良い。
【００２３】
　本発明で対象とする非特異反応物質は脂質である。脂質とは、単純脂質、複合脂質、誘
導脂質が挙げられるが、中でも単純脂質、好ましくは中性脂肪に効果を有する。中性脂肪
とは、脂肪酸のグリセリンエステルであり、脂肪酸グリセリンエステルにはモノグリセリ
ド（モノアシルグリセロール）、ジグリセリド（ジアシルグリセロール）、トリグリセリ
ド（トリアシルグリセロール）が存在するが、血液中に含まれる中性脂肪のほとんどはト
リグリセリドである。
　よって、公知の脂質を分解することが可能な物質を非特異反応抑制物質として使用する
ことができる。具体的には、リパーゼ類が挙げられる。特に、肝臓由来リパーゼ、非肝臓
由来リパーゼ、リポプロテインリパーゼ、ホルモン感受性リパーゼ、ホスホリパーゼ等が
挙げられる。生体試料から精製したものでも、インビトロで作製したものでも使用できる
。前記精製あるいは作製は、公知の方法に従って実施することができ、また、簡単に購入
することもできる。
【００２４】
　本発明における非特異反応抑制物質は、免疫反応工程の前に予め適当な緩衝液に添加し
て使用されるか、あるいは免疫反応工程の緩衝液に添加して使用される。非特異反応物質
を反応させる工程における非特異反応抑制物質の有効活性濃度は、当業者であれば、それ
らの種類によって、適宜、好適な濃度に決定することができる。好適な濃度とは、脂質を
分解することが可能である濃度であれば良いが、例えば、特開２００２－３６９６８１号
公報にリパーゼ類が０．１～２０Ｕ／ｍＬで脂質を分解できることが記載されている。更
に、後述する実施例に示すように、検体中の低分子の測定において、脂質の影響を抑制す
ることが可能な濃度を検討し、適宜、設定することができる。例えば、本発明は検体と初
めに接触する反応場において１．０～５００Ｕ／ｍＬの濃度において有効であることが確
認されている。
【００２５】
　本発明において、リパーゼ類の使用濃度の下限としては、検体と初めに接触する反応場
において、例えば、１Ｕ／ｍＬ以上、好ましくは５Ｕ／ｍＬ以上、より好ましくは１０Ｕ
／ｍＬ以上、更に好ましくは２０Ｕ／ｍＬ以上、特に好ましくは３００Ｕ／ｍＬ以上であ
る。リパーゼ類の使用濃度の上限としては、例えば、１０００Ｕ／ｍＬ以下、好ましくは
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８００Ｕ／ｍＬ以下、より好ましくは５００Ｕ／ｍＬ以下、特に好ましくは４００Ｕ／ｍ
Ｌ以下である。
【００２６】
　本発明で使用される緩衝液は公知の通常免疫反応に使われる適当な緩衝液であってよい
。
　また、緩衝液中に通常用いられる添加剤、例えば、反応促進剤、洗浄剤または安定剤と
共に使用することができる。さらに別の非特異反応抑制物質と共に用いることもできる。
適当な緩衝液として例えば、２０～１００ｍｍｏｌ／Ｌリン酸塩緩衝液（ｐＨ６～８）ま
たは５０ｍｍｏｌ／Ｌトリス－塩酸／１００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ（ｐＨ７～８）など
が使用できる。反応促進剤としては例えばデキストランサルフェートまたはポリエチレン
グリコールなど、洗浄剤としては例えばＴｒｉｔｏｎＸ－１００、Ｔｗｅｅｎ２０などを
、また安定化剤としてアルブミン、スキムミルク、ゼラチンなどのタンパク質やアジ化ナ
トリウム、チメロサール、ケーソンＣＧ、プロクリンなどの防腐剤を挙げることができる
。
【００２７】
　本発明の非特異反応抑制物質を含む測定キットとしては、従来の免疫学的測定キットに
前記非特異反応抑制物質を更に含ませることができる。一般に、ＥＬＩＳＡ法による測定
キットは標識抗体液、固相化抗体、標準物質などの試薬から構成され、さらに必要に応じ
て、サンドイッチ法で検体と固相化抗体を反応させるため緩衝液、酵素反応のための発色
液と反応停止液、固相を洗浄するための洗浄液、検体の前処理剤などを含んで構成される
。これらの構成試薬が凍結乾燥品の場合、復元のための溶液も添付される場合がある。
【００２８】
　本発明の非特異反応抑制物質は単独でキットの構成試薬にしてもよいし、他の構成試薬
に予め添加してもよい。しかし、測定操作を増やすことなしに非特異反応抑制効果が得ら
れることを考慮すれば、構成試薬の一成分として添加するのが好ましい。例えば、本発明
の非特異反応抑制物質は、検体処理液や検体と固相化抗体を反応する緩衝液や標識抗体溶
液に添加してキットの構成試薬とすることが挙げられる。これらの構成試薬が凍結乾燥品
の場合には復元液に添加することもできる。
【実施例】
【００２９】
　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。
【００３０】
《材料》
　以下の実施例で使用した材料を示す。
　リパーゼは、旭化成より購入した非肝臓由来リパーゼ：Ｔ－６３　Ｌｉｐａｓｅ（ＬＰ
ＢＰ）を用いた。
　脂質は、フレゼニウス　カービ　ジャパンより購入した２０％イントラリピッド輸液を
用いた。イントラリピッド輸液は、トリグリセリドを主成分とする大豆油を含む。
【００３１】
《実施例１：テストステロンの免疫学的測定法へのリパーゼの添加効果の検討》
（１－１）抗テストステロン抗体結合磁性粒子の作製
　抗テストステロン抗体を５０ｍｍｏｌ／Ｌリン酸緩衝液中でＢｉｏｔｉｎ－（ＡＣ５）
２Ｓｕｌｆｏ－Ｏｓｕ（同仁堂社）と反応させた。反応液中の抗体の濃度は１ｍｇ／ｍＬ
であり、これに対し、ビオチンを１０当量添加し室温で３０分間反応させた。未反応のビ
オチンは脱塩カラム（ＮＡＰ－１０：ＧＥヘルスケアサイエンス社）にて除去した。
　ストレプトアビジン結合磁性粒子（Ｄｙｎａｌ社）がゼラチンを含む緩衝液［０．１ｍ
ｏｌ／Ｌ　ＭＥＳ（ｐＨ６）、０．６ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ］に０．０５％で懸濁された
溶液と、上記で調製したビオチン化抗テストステロン抗体を０．０２μｇ／ｍＬになるよ
うに混合し、抗テストステロン抗体結合粒子とした。
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（１－２）標識テストステロンの作製
　標識テストステロンの作製はＴｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ－３ＣＭＯ（ＳＩＧＭＡ社）の
カルボキシル基を、ＮＨＳ／ＥＤＣ混合液とそれぞれが３５ｍｍｏｌ／Ｌになるように、
ＤＭＦ中にて活性化させた。一方で０．１ｍｏｌ／Ｌリン酸緩衝液中にＡＬＰ（アルカリ
フォスファターゼ）が２ｍｇ／ｍＬになるように懸濁したものを用意した。上記でカルボ
キシル基を活性化させたＴｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ－３ＣＭＯとＡＬＰをさらに終濃度０
．００９ｍｍｏｌ／Ｌになるように混合し、ＡＬＰ中のアミノ基と結合させるアミンカッ
プリング法を行った。Ｓｕｐｅｒｏｓｅ６（ＧＥヘルスケアサイエンス社）を使用したゲ
ルろ過クロマトグラフィーにより、未反応物の除去を行い標識テストステロンを作製した
。
【００３３】
（１－３）テストステロンの測定
　テストステロンの測定は、小型自動免疫測定装置（ＰＡＴＨＦＡＳＴ；三菱化学メディ
エンス社製）を用いて、以下のような競合反応系で行った。詳細には、健常人由来の血清
２５μＬと、緩衝液１［０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．０）、０．０５％　Ｔ
ｗｅｅｎ２０、０．５％　ＢＳＡ（セラケア社）］２５μＬを３７℃で８分間反応させた
（反応１）。この混合溶液５０μＬに、更に抗テストステロン抗体結合磁性粒子と、ゼラ
チンを含む緩衝液２［０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＭＥＳ（ｐＨ６）、０．６ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣ
ｌ］に０．０５％で懸濁された溶液５０μＬ、及び０．０７５ｍＡｂｓの標識テストステ
ロンを含む緩衝液３［０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ＭＥＳ（ｐＨ５．５）、０．３ｍｏｌ／Ｌ　
ＮａＣｌ、０．１％　ＢＳＡ（セラケア社）］５０μＬを加え、３７℃で５分間反応させ
た（反応２）。０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）、１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ
、０．０５％アジ化ナトリウム、０．０５％　ＴｒｉｔｏｎＸ－１００で上記磁性粒子を
洗浄した後、ケミルミネッセンス基質溶液［２－クロロ－５－（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）－１－フェニルホスフェート・二ナトリウム：ＣＤＰ－Ｓｔａｒ
溶液］１００μＬを混合し、３７℃で１分間反応させ、発光量をカウントした。
【００３４】
　リパーゼは、緩衝液３に０、１００、２００、５００、１０００Ｕ／ｍＬになるように
添加した。反応場（反応２）でのリパーゼ濃度は０、３３．３、６６．７、１６６．７、
３３３．３Ｕ／ｍＬである。
　サンプルは、血清に脂質を５００、１０００ｍｇ／ｄＬになるように添加し、ブランク
に対するテストステロンの回収率（回収量／ブランク）を求めた。
【００３５】
　結果を、表１に示す。
　ブランクと比較して脂質が存在することによって、約１０％もの正の誤差を生じた。リ
パーゼを添加することにより、誤差は小さくなった。脂質添加量が５００ｍｇ／ｄＬの場
合には、緩衝液３へリパーゼを１００Ｕ／ｍＬ以上で添加すると、ブランクに対し＋５％
以内の誤差、脂質添加量が１０００ｍｇ／ｄＬの場合には、緩衝液３へリパーゼを２００
Ｕ／ｍＬ以上で添加すると、ブランクに対し＋５％以内の誤差となり、診断薬として正確
に測定できると認められる値となった。
　想定される高脂血症等の患者検体を考慮すると、少なくとも、緩衝液３へ添加するリパ
ーゼの有効濃度は１００Ｕ／ｍＬ以上、反応場（反応２）では３３．３Ｕ／ｍＬ以上であ
ることがわかった。更に、緩衝液３へリパーゼを１０００Ｕ／ｍＬで添加した場合には、
ブランクに対し＋２％以内の誤差となり、非常に高い精度で測定できることがわかった。
【００３６】
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【表１】

【００３７】
≪実施例２：リパーゼ添加工程の検討≫
　次に、実施例１のテストステロン測定において、いずれの工程でもリパーゼの効果が得
られるか検討した。具体的には、緩衝液１、２、３にリパーゼを１０００Ｕ／ｍＬになる
ように添加した。ただし、反応場におけるリパーゼ濃度は、リパーゼを緩衝液１に加えた
場合は、反応１では５００Ｕ／ｍＬ、反応２では１６６．７Ｕ／ｍＬ、リパーゼを緩衝液
２あるいは３に加えた場合には、反応２では３３３．３Ｕ／ｍＬである。サンプルとして
は、血清に脂質を０、５００、１０００ｍｇ／ｄＬになるように添加し、ブランクに対す
るテストステロンの回収率（回収量／ブランク）を求めた。
【００３８】
　結果を表２に示す。
　緩衝液１、２、３のいずれにリパーゼを添加しても、ブランクに対し＋５％以内の誤差
となり、いずれの工程に添加してもリパーゼが有効であることが確認できた。
【００３９】

【表２】

【００４０】
≪実施例３：臨床検体へのリパーゼ添加効果の検討≫
　次に臨床検体において、リパーゼの添加効果が認められるか検討した。具体的には、脂
質（中性脂肪）濃度が５００ｍｇ／ｄＬ以上の高脂血症群３１名、および健常人群検体３
８名の血清を用いて、リパーゼ添加有無の影響を相関解析により検討した。実施例１のテ
ストステロン測定において、緩衝液３にリパーゼを０、１０００Ｕ／ｍＬになるように添
加したそれぞれの系において各検体を測定した。反応場（反応２）におけるリパーゼ濃度
は０、３３３．３Ｕ／ｍＬである。
【００４１】
　結果を図１に示す。横軸はリパーゼを添加有りの場合の検体測定値を、縦軸はリパーゼ
を添加無の場合の検体測定値を示す。高脂血症群ではリパーゼ添加無の測定値が下がるこ
とが確認された。
　以上より、リパーゼの添加によって高脂血症群の挙動が改善することが判明した。
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【００４２】
≪実施例４：エストラジオール（Ｅ２）の免疫学的測定法へのリパーゼの添加効果の検討
≫
（４－１）抗Ｅ２抗体含有緩衝液１の作製
　抗Ｅ２抗体を５０ｍｍｏｌ／Ｌリン酸緩衝液中でビオチンＢｉｏｔｉｎ－（ＡＣ５）２
Ｓｕｌｆｏ－Ｏｓｕ（　同仁堂社）と反応させた。反応液中の抗体の濃度は１ｍｇ／ｍＬ
であり、これに対し、ビオチンを１０当量添加し室温で３０分間反応させた。未反応のビ
オチンは脱塩カラム（ＮＡＰ－１０：ＧＥヘルスケアサイエンス社）にて除去した。
　上記で調製した抗Ｅ２抗体を０．１μｇ／ｍＬとなるよう０．１ｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ
－ＨＣｌ（ｐＨ７．０）、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０、１％　ＢＳＡ（セラケア社）に
て希釈し、抗Ｅ２抗体含有緩衝液１とした。
【００４３】
（４－２）標識エストラジオールの作製
　標識エストラジオールの作製は上記（１－２）の標識テストステロンの作製方法と同様
の方法で実施した。Ｅ２－６ＣＭＯ（ＳＩＧＭＡ社）のカルボキシル基を、ＮＨＳ／ＥＤ
Ｃ混合液とそれぞれが３５ｍｍｏｌ／Ｌになるように、ＤＭＦ中にて活性化させた。一方
で０．１ｍｏｌ／Ｌリン酸緩衝液中にＡＬＰ（アルカリフォスファターゼ）が２ｍｇ／ｍ
Ｌになるように懸濁したものを用意した。上記でカルボキシル基を活性化させたＥ２－６
ＣＭＯとＡＬＰをさらに終濃度０．００９ｍｍｏｌ／Ｌになるように混合し、ＡＬＰ中の
アミノ基と結合させるアミンカップリング法を行った。Ｓｕｐｅｒｏｓｅ６（ＧＥヘルス
ケアサイエンス社）を使用したゲルろ過クロマトグラフィーにより、未反応物の除去を行
い標識エストラジオールを作製した。
【００４４】
（４－３）エストラジオールの測定
　エストラジオールの測定は、小型自動免疫測定装置（ＰＡＴＨＦＡＳＴ；三菱化学メデ
ィエンス社製）を用いて、以下のような競合反応系で行った。詳細には、血清に脂質を添
加したサンプル２５μＬと、抗Ｅ２抗体含有緩衝液１［０．１ｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－Ｈ
Ｃｌ（ｐＨ７．０）、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０、１％　ＢＳＡ（セラケア社）］２５
μＬを３７℃で８分間反応させた（反応３）。この混合溶液５０μＬに、更にストレプト
アビジン結合磁性粒子（Ｄｙｎａｌ社）と、ゼラチンを含む緩衝液２［０．１ｍｏｌ／Ｌ
　ＭＥＳ（ｐＨ６）、０．６ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ］に０．０５％で懸濁された溶液５０
μＬ、及び０．０５ｍＡｂｓの標識エストラジオールを含む緩衝液３［０．０１ｍｏｌ／
Ｌ　ＣＨ３ＣＯＯＮａ（ｐＨ５）、０．３ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ、０．１％　ＢＳＡ（セ
ラケア社）］５０μＬを加え、３７℃で５分間反応させた（反応４）。０．０１ｍｏｌ／
Ｌ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）、１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ、０．０５％アジ化ナトリウム、
０．０５％　ＴｒｉｔｏｎＸ－１００で上記磁性粒子を洗浄した後、ケミルミネッセンス
基質溶液［２－クロロ－５－（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）－１－フ
ェニルホスフェート・二ナトリウム：ＣＤＰ－Ｓｔａｒ溶液］１００μＬを混合し、３７
℃で１分間反応させ、発光量をカウントした。
【００４５】
　リパーゼは、緩衝液１に０、１０、５５Ｕ／ｍＬになるように添加した。ただし、反応
場におけるリパーゼ濃度は反応３では０、５．０、２７．５Ｕ／ｍＬ、反応４では１．６
７、９．１７Ｕ／ｍＬである。
　サンプルは、血清に脂質を０、５００、１０００ｍｇ／ｄＬになるように添加し、ブラ
ンクに対する標識エストラジオールの回収率を求めた。
【００４６】
　結果を、表３に示す。
　リパーゼ添加無し（０）に比較して脂質が存在することによって、約１０％もの正の誤
差を生じた。リパーゼを添加することにより、誤差は小さくなり、緩衝液１に添加される
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リパーゼ１０Ｕ／ｍＬでは、ブランクに対し±５％以内の誤差となり、診断薬として正確
に測定できると認められる値となり、リパーゼの有効濃度は１０Ｕ／ｍＬ以上であること
がわかった（すなわち、反応場３において５Ｕ／ｍＬ以上、反応場４で１．６７Ｕ／ｍＬ
以上である）。更に、緩衝液１にリパーゼが５５Ｕ／ｍＬで添加されている際には、ブラ
ンクに対し±２％以内の誤差となり、非常に高い精度で測定できることがわかった。
【００４７】
【表３】

【００４８】
≪実施例５：リパーゼ添加工程の検討≫
　次に、実施例４のエストラジオール測定において、いずれの工程でもリパーゼの効果が
得られるか検討した。具体的には、緩衝液１あるいは２にリパーゼを５５Ｕ／ｍＬになる
ように添加した。反応場における濃度は、緩衝液１に添加した場合には反応３では２７．
５Ｕ／ｍＬ、反応４では９．１７Ｕ／ｍＬ、緩衝液２に添加した場合には１８．３Ｕ／ｍ
Ｌである。サンプルとしては、血清に脂質を０、５００、１０００ｍｇ／ｄＬになるよう
に添加し、ブランクに対する標識エストラジオールの回収率（回収量／ブランク）を求め
た。
【００４９】
　結果を表４に示す。
　緩衝液１及び２のいずれにリパーゼを添加しても、ブランクに対し＋５％以内の誤差と
なり、いずれの工程に添加してもリパーゼが有効であることが確認できた。
【００５０】

【表４】

【００５１】
　以上のデータより、ステロイドホルモン（テストステロン、Ｅ２）はトリグリセリドの
ような脂質にトラップされやすいが、リパーゼの添加により影響を回避することが可能で
あることがわかった。
【産業上の利用可能性】
【００５２】
　本発明の低分子の免疫学的測定方法及び測定キットを用いることにより、検体中の非特
異反応物質の影響を簡便かつ効果的に抑制し、検体中の微量成分を正確に測定することが
可能となる。低分子は、臨床検体中に低濃度で存在することが多く、それが高精度に測定
可能となることは、様々な疾患の診断や病態の把握、また、治療薬の薬効評価などに有用
である。
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