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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　検体採取ノズルと測定試薬採取ノズルとが共用される自動分析機により行われる、プラ
スミノーゲン及びフィブリンを含む複数の検体を用いる、検体中の測定対象物の連続的免
疫測定法において、測定対象物と測定対象物に結合する抗体との反応を、カゼイン及び組
織プラスミノーゲンアクチベーター存在下に行うことを特徴とする非特異反応抑制方法。
【請求項２】
　測定対象物が、ＰＩＶＫＡ－ＩＩ(protein induced by vitamin K absence or antagon
ist-II)である請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　検体採取ノズルと測定試薬採取ノズルとが共用される自動分析機により行われる、プラ
スミノーゲン及びフィブリンを含む複数の検体を用いる、非特異反応が抑制された検体中
の測定対象物の連続的免疫測定法のための試薬であって、測定対象物に結合する抗体、カ
ゼイン及び組織プラスミノーゲンアクチベーターを含むことを特徴とする、請求項１また
は２に記載の方法に使用するための測定試薬。 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、検体中の測定対象物の連続的免疫測定法における非特異反応抑制方法、およ
び、非特異反応が抑制された測定対象物の連続的免疫測定法のための試薬に関する。
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【背景技術】
【０００２】
　免疫測定法においてしばしば問題となる非特異反応は、抗原抗体反応において使用され
る標識化抗体又は標識化競合物質が、測定対象物とは結合せずに、固相に結合することに
起因する。この非特異反応を抑制し正確に測定対象物を測定することを目的に、種々のブ
ロッキング剤を用いる免疫学的測定方法が知られており、例えば牛血清アルブミン（非特
許文献１参照）、カゼイン（特許文献１、２参照）等のブロッキング剤を用いる非特異反
応抑制方法が報告されている。
【０００３】
　検体として、フィブリン等のフィブリン様物質を含む血清又は血漿を用いる場合、フィ
ブリン様物質が測定系に混入することにより、測定精度の悪化等、測定に悪影響を及ぼす
、という問題がある。例えば、肝細胞癌マーカーであるＰＩＶＫＡ－ＩＩ（protein indu
ced by vitamin K absence or antagonist-II；以下、ＰＩＶＫＡ－ＩＩと略記する）の
免疫測定法において、フィブリン様物質の測定系への混入は、測定に悪影響を及ぼすこと
が知られている。ＰＩＶＫＡ－ＩＩは、肝で合成されるプロトロンビンの前駆体で、正常
プロトロンビンで見られるGlaドメイン部分のγ－カルボキシ化グルタミン酸が見られず
、カルシウムイオンと結合できない、凝固活性をもたない異常プロトロンビンと呼ばれ、
肝細胞癌患者のみならず、ビタミンＫ欠乏症の患者においても上昇することが知られてい
る。そのため、ＰＩＶＫＡ－ＩＩは、肝細胞癌及びビタミンＫ欠乏症の診断に用いられて
いる。
【０００４】
　フィブリン様物質が測定系に混入することにより、測定に悪影響を及ぼすという問題に
対する解決方法としては、フィブリン様物質を溶解する酵素を用いる方法（特許文献３参
照）、フィブリン様物質および／またはトロンビンを共存させて抗原抗体反応を行う方法
（特許文献４参照）、スキムミルク等の乳蛋白を含有する緩衝液を用いる方法（特許文献
５参照）、アルブミン、カゼイン等の蛋白質、ポリスチレンスルホン酸、ポリアクリル酸
、デキストラン硫酸等のポリマー、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化鉄等の塩類、及
び、これらの混合物を用いる方法（特許文献６参照）等が知られている。
【０００５】
　臨床検査の現場では、多数の検体の連続的測定方法がしばしば行われている。連続的測
定には、自動分析機が用いられることが多く、自動分析機を用いる測定においては、検体
採取用のノズルと測定試薬採取用のノズルとが共用される場合がある。検体採取後、ノズ
ルは精製水等により洗浄され、測定試薬を採取するが、検体採取後のノズルの洗浄が不十
分な場合には、洗浄しきれなかった微量の検体がノズルを通じて測定試薬と混合され、測
定試薬が汚染されてしまう。測定試薬が検体で汚染されてしまうと、検体中の成分と、測
定試薬中の成分とが反応してしまい、測定試薬本来の性能が維持されなくなるという問題
がある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特開平１－２１７２６６号公報
【特許文献２】特開平５－３２２８９１号公報
【特許文献３】特開２０００－１４６９５４号公報
【特許文献４】特開２０００－２３５０２９号公報
【特許文献５】特開２０００－３４６８４１号公報
【特許文献６】特開２０１０－１２７８２７号公報
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】石川榮治他、「酵素免疫測定法」第３版、医学書院
【発明の概要】
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【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明の目的は、複数検体の連続的免疫測定法において、検体中の測定対象物の正確な
測定を可能とする、複数検体の連続的免疫測定法における非特異反応抑制方法、および、
非特異反応が抑制された測定対象物の連続的免疫測定法のための試薬を提供することにあ
る。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、検体採取ノズルと測定試薬採取ノズルとが共用される自動分析機により
行われる、プラスミノーゲン及びフィブリンを含む複数検体を用いる、検体中の測定対象
物の連続的免疫測定法において、連続測定が進行するにつれ、正確な測定ができなくなる
、という課題に直面した。発明者は、本課題を検討した結果、連続測定が進行するにつれ
、ノズルを介して検体が測定試薬に混入し、検体中のプラスミノーゲンが、測定試薬中の
プラスミノーゲンアクチベーターと反応して生成するプラスミンにより、カゼインからな
るブロッキング剤を分解してしまい、ブロッキング剤の本来の効果が損なわれるため、正
確な測定ができなくなることを突き止めた。これに対して、本発明者らは、プラスミノー
ゲンアクチベーターのうち組織プラスミノーゲンアクチベーターを用いることにより、連
続測定が進行しても、組織プラスミノーゲンアクチベーターによりカゼインが分解される
ことなく、正確な測定が維持されることを見出して、本発明を完成させた。すなわち、本
発明は、以下の［１］～［３］に関する。
【００１０】
［１］　検体採取ノズルと測定試薬採取ノズルとが共用される自動分析機により行われる
、プラスミノーゲン及びフィブリンを含む複数の検体を用いる、検体中の測定対象物の連
続的免疫測定法において、測定対象物と測定対象物に結合する抗体との反応を、カゼイン
及び組織プラスミノーゲンアクチベーター存在下に行うことを特徴とする非特異反応抑制
方法。
［２］　測定対象物が、ＰＩＶＫＡ－ＩＩ(protein induced by vitamin K absence or a
ntagonist-II)である［１］に記載の方法。
［３］　検体採取ノズルと測定試薬採取ノズルとが共用される自動分析機により行われる
、プラスミノーゲン及びフィブリンを含む複数の検体を用いる、非特異反応が抑制された
検体中の測定対象物の連続的免疫測定法のための試薬であって、測定対象物に結合する抗
体、カゼイン及び組織プラスミノーゲンアクチベーターを含むことを特徴とする、［１］
または［２］に記載の方法に使用するための測定試薬。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明により、検体採取ノズルと測定試薬採取ノズルとが共用される自動分析機により
行われる、プラスミノーゲン及びフィブリンを含む複数の検体を用いる連続的免疫測定法
において、検体中の測定対象物の正確な測定を可能とする非特異反応抑制方法、および、
測定試薬が提供される。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】連続測定により使用された測定試薬の回数が、反応キュベットへの標識化抗体の
非特異吸着に与える影響を示す図である。縦軸は発光カウントを、横軸は測定試薬を表し
、Aは連続測定前の測定試薬を、Bは60回連続測定した後の測定試薬を、Cは160回連続測定
した後の測定試薬を、Dは350回連続測定した後の測定試薬を表す。□は食塩水を、■は血
清1を、囲み点線は血清2を、灰色四角は血清3を表す。
【図２】連続測定後の抗体溶液にカゼインを添加することによる、反応キュベットへの標
識化抗体の非特異吸着抑制を示す図である。縦軸は発光カウントを、横軸は測定試薬を表
し、Eは200回連続測定した測定試薬を、Fは200回連続測定した後の検体希釈液にカゼイン
を添加して調製した1%カゼイン含有検体希釈液を含有する測定試薬を表す。□は食塩水を
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、■は血清11を、囲み点線は血清12を表す。
【００１３】
【図３】検体として、肝癌患者由来の血清を含むヒト由来の血清（45検体）を用いた、全
自動化学発光免疫測定装置「ＣＬ－ＪＡＣＫＴＭ」、及び、プラスミノーゲンアクチベー
ターを含まない実施例２の測定試薬による検体中のＰＩＶＫＡ－ＩＩの連続的免疫測定法
と、全自動電気化学発光免疫測定装置「ピコルミＴＭＩＩ」、及び、ＰＩＶＫＡ－ＩＩ測
定キット「ピコルミＴＭＰＩＶＫＡ－ＩＩ」による検体中のＰＩＶＫＡ－ＩＩの連続的免
疫測定法（対照法）との相関関係を示す。左図は、連続測定開始前の測定試薬を用いる連
続測定における相関図を、右図は、45回連続測定を行った後の測定試薬を用いる連続測定
における相関図を表す。左図、右図とも、縦軸はプラスミノーゲンアクチベーターを含ま
ない実施例２の測定試薬による検体中のＰＩＶＫＡ－ＩＩの連続的免疫測定法により決定
されたＰＩＶＫＡ－ＩＩ濃度(mAU/mL)を表し、横軸は対照法により決定されたＰＩＶＫＡ
－ＩＩ濃度(mAU/mL)を表す。
【００１４】
【図４】検体として、肝癌患者由来の血清を含むヒト由来の血清（45検体）を用いた、全
自動化学発光免疫測定装置「ＣＬ－ＪＡＣＫＴＭ」、及び、ストレプトキナーゼを含む実
施例２の測定試薬による検体中のＰＩＶＫＡ－ＩＩの連続的免疫測定法と、全自動電気化
学発光免疫測定装置「ピコルミＴＭＩＩ」、及び、ＰＩＶＫＡ－ＩＩ測定キット「ピコル
ミＴＭＰＩＶＫＡ－ＩＩ」による検体中のＰＩＶＫＡ－ＩＩの連続的免疫測定法（対照法
）との相関関係を示す。左図は、連続測定開始前の測定試薬を用いる連続測定における相
関図を、右図は、45回連続測定を行った後の測定試薬を用いる連続測定における相関図を
表す。左図、右図とも、縦軸はストレプトキナーゼを含む実施例２の測定試薬による検体
中のＰＩＶＫＡ－ＩＩの連続的免疫測定法により決定されたＰＩＶＫＡ－ＩＩ濃度(mAU/m
L)を表し、横軸は対照法により決定されたＰＩＶＫＡ－ＩＩ濃度(mAU/mL)を表す。
【００１５】
【図５】検体として、肝癌患者由来の血清を含むヒト由来の血清（45検体）を用いた、全
自動化学発光免疫測定装置「ＣＬ－ＪＡＣＫＴＭ」、及び、組織プラスミノーゲンアクチ
ベーターを含む実施例３の測定試薬による検体中のＰＩＶＫＡ－ＩＩの連続的免疫測定法
と、全自動電気化学発光免疫測定装置「ピコルミＴＭＩＩ」、及び、ＰＩＶＫＡ－ＩＩ測
定キット「ピコルミＴＭＰＩＶＫＡ－ＩＩ」による検体中のＰＩＶＫＡ－ＩＩの連続的免
疫測定法（対照法）との相関関係を示す。左図は、連続測定開始前の測定試薬を用いる連
続測定における相関図を、右図は、45回連続測定を行った後の測定試薬を用いる連続測定
における相関図を表す。左図、右図とも、縦軸は組織プラスミノーゲンアクチベーターを
含む実施例３の測定試薬による検体中のＰＩＶＫＡ－ＩＩの連続的免疫測定法により決定
されたＰＩＶＫＡ－ＩＩ濃度(mAU/mL)を表し、横軸は対照法により決定されたＰＩＶＫＡ
－ＩＩ濃度(mAU/mL)を表す。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
（非特異反応抑制方法）
　本発明の非特異反応抑制方法は、検体採取ノズルと測定試薬採取ノズルとが共用される
自動分析機により行われる、プラスミノーゲン及びフィブリンを含む複数の検体を用いる
、検体中の測定対象物の連続的免疫測定法における非特異反応抑制方法であり、プラスミ
ノーゲン及びフィブリンを含む検体を後述の測定試薬と反応させ、抗原抗体反応を行う際
に、当該抗原抗体反応をカゼイン、及び、組織プラスミノーゲンアクチベーターの存在下
に行うことを特徴とする。
【００１７】
（連続的免疫測定法）
　本発明における自動分析機による複数検体中の測定対象物の連続的免疫測定法では、免
疫測定法が複数検体に対して連続的に行われる。１つの検体に対する測定は、検体と測定
試薬との反応工程、検出工程、検出反応後の反応容器の洗浄工程を含み、各工程は、時間
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、温度、回数等のパラメータにより規定される。例えば、反応工程及び検出工程における
反応温度は、通常、0～50℃であり、4～45℃が好ましく、20～40℃が特に好ましい。反応
時間は、通常、2.5分間～1時間であり、5～20分間が好ましい。洗浄工程における洗浄時
間は、通常、2.5～30分間であり、5～10分間が好ましい。洗浄工程において使用される洗
浄液としては、反応後の反応混合物を除去し得る洗浄液であれば特に制限はなく、例えば
リン酸緩衝化生理食塩水［0.15 mol/L塩化ナトリウムを含有する10 mmol/Lリン酸緩衝液
、pH7.2（以下、PBSと記す）］、界面活性剤を含有するPBS、後述の水性媒体等が挙げら
れる。当該界面活性剤としては、例えばツイーン(Tween)２０等の非イオン性界面活性剤
等が挙げられる。
【００１８】
（自動分析機）
　本発明における自動分析機は、連続的免疫測定法に使用され、検体採取ノズルと測定試
薬採取ノズルとが共用される自動分析機であれば特に制限はなく、例えば磁性粒子を担体
として用いる全自動化学発光免疫測定装置「ＣＬ－ＪＡＣＫＴＭ」（協和メデックス社製
）等が挙げられる。
【００１９】
（検体）
　本発明における検体は、プラスミノーゲン及びフィブリンを含む検体であれば特に制限
はなく、例えば血漿、血清、全血等が挙げられ、血漿、血清が好ましい。
【００２０】
（測定対象物）
　本発明における測定対象物は、プラスミノーゲン及びフィブリンを含む検体中の測定対
象物であって、免疫測定方法により測定できる測定対象物であれば特に制限はなく、例え
ばＰＩＶＫＡ－ＩＩ、インターロイキン－２受容体等が挙げられ、ＰＩＶＫＡ－ＩＩが好
ましい。
【００２１】
（測定試薬）
　本発明における測定試薬は、測定対象物に結合する抗体、カゼイン及び組織プラスミノ
ーゲンアクチベーターを含有し、プラスミノーゲン及びフィブリンを含む検体中の測定対
象物と当該測定対象物に結合する抗体との反応、すなわち、抗原抗体反応に使用され、具
体的には以下の測定試薬が挙げられる。
【００２２】
・測定試薬１
　カゼイン、組織プラスミノーゲンアクチベーター、及び、測定対象物に結合する第１の
抗体が不溶性担体上に固定化された固相、及び、測定対象物に結合する第２の抗体に標識
が結合した標識化第２抗体を含む試薬。
【００２３】
・測定試薬２
　カゼイン、組織プラスミノーゲンアクチベーター、及び、測定対象物に結合する第１の
抗体が不溶性担体上に固定化された固相、及び、競合物質に標識が結合した標識化競合物
質を含む試薬。
　ここで競合物質とは、「測定対象物に結合する抗体」に結合できる物質であって、かつ
その結合が、該測定対象物と競合的であるような物質を意味する。
【００２４】
・測定試薬３
　カゼイン、組織プラスミノーゲンアクチベーター、及び、競合物質が不溶性担体上に固
定化された固相、及び、測定対象物及び競合物質の両者に結合する抗体に標識が結合した
標識化抗体を含む試薬。
【００２５】
　本発明において、測定試薬には、必要に応じて、添加物として、後述の水性媒体、酵素
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基質（標識が酵素である場合）、金属イオン、糖類、防腐剤、界面活性剤、蛋白質安定化
剤等が含まれていてよい。
【００２６】
　本発明において、測定試薬はキットの形態で保存又は使用されてもよい。キットとして
は、例えば第１試薬及び第２試薬からなる２試薬系キット、第１～第３試薬からなる３試
薬系キット、第１～第４試薬からなる４試薬系キット等が挙げられる。測定試薬中に酵素
基質が含まれる場合には、酵素基質と、標識化抗体又は標識化競合物質とは、別々の試薬
に含まれることが好ましい。
【００２７】
　キットとしては、例えばストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液、ビオチン化第１抗体
溶液、及び、酵素標識化第２抗体溶液を含むキット、検体希釈液、ストレプトアビジン結
合磁性粒子懸濁液、ビオチン化第１抗体溶液、及び、酵素標識化第２抗体溶液を含むキッ
ト等が挙げられる。検体希釈液、ストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液、ビオチン化第
１抗体溶液、及び、酵素標識化第２抗体溶液を含むキットにおいては、組織プラスミノー
ゲンアクチベーターは検体希釈液に含まれることが好ましく、カゼインは、検体希釈液、
ストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液、ビオチン化第１抗体溶液、及び、酵素標識化第
２抗体溶液の１つまたは複数に含まれることが好ましい。
【００２８】
（検体と測定試薬との反応～抗原抗体反応）
・検体と測定試薬１との反応
　検体中の測定対象物（抗原）と、固相中の第１の抗体、及び、標識化第２抗体との反応
（抗原抗体反応）を、カゼイン、及び、組織プラスミノーゲンアクチベーターの存在下に
行い、不溶性担体上に、第１抗体、測定対象物、及び、標識化第２抗体からなる免疫複合
体を生成させ、当該免疫複合体中の標識量を測定し、測定された標識量を、予め既知濃度
の測定対象物を用いて作成された標識量と測定対象物濃度との関係を表す検量線に照らし
合わせることにより、検体中の測定対象物の濃度を決定する。
【００２９】
・検体と測定試薬２との反応
　検体中の測定対象物（抗原）及び標識化競合物質と、固相中の抗体との反応（抗原抗体
反応）を、カゼイン、及び、組織プラスミノーゲンアクチベーターの存在下に行い、不溶
性担体上に、抗体と測定対象物とからなる免疫複合体、及び、抗体と標識化競合物質とか
らなる免疫複合体を生成させ、抗体と標識化競合物質とからなる免疫複合体中の標識量を
測定し、測定された標識量を、予め既知濃度の測定対象物を用いて作成された標識量と測
定対象物濃度との関係を表す検量線に照らし合わせることにより、検体中の測定対象物の
濃度を決定する。
【００３０】
・検体と測定試薬３との反応
　検体中の測定対象物（抗原）及び固相中の競合物質と、標識化抗体との反応（抗原抗体
反応）を、カゼイン、及び、組織プラスミノーゲンアクチベーターの存在下に行い、不溶
性担体上に、競合物質と標識化抗体とからなる免疫複合体を生成させ、生成した当該免疫
複合体中の標識量を測定し、測定された標識量を、予め既知濃度の測定対象物を用いて作
成された標識量と測定対象物濃度との関係を表す検量線に照らし合わせることにより、検
体中の測定対象物の濃度を決定する。
【００３１】
　上記のいずれの反応においても、抗原抗体反応により免疫複合体を生成させた後、当該
免疫複合体が固定化された不溶性担体から、未反応の反応体を除くための操作を行うこと
が好ましい。未反応の反応体を除いた後、不溶性担体を洗浄液で洗浄することが好ましい
。洗浄液としては、例えば前述の洗浄液等が挙げられる。
【００３２】
　不溶性担体として磁性粒子を用いる場合、抗原抗体反応後、反応容器の外に磁石を配置
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して集磁することにより、当該免疫複合体を固定化した磁性粒子を、未反応の反応体と分
離することができる。
【００３３】
　本発明において、前処理として、検体を、組織プラスミノーゲンアクチベーターを含む
検体希釈液と混合したものを予め用意し、検体希釈液で処理された検体を抗原抗体反応に
供することもできる。また、検体を、組織プラスミノーゲンアクチベーターを含む検体希
釈液と混合し、混合液を撹拌または静置した後、抗原抗体反応に供することもできる。混
合液を撹拌または静置することにより、検体中のプラスミノーゲンが組織プラスミノーゲ
ンアクチベーターと反応し、生成したプラスミンにより、検体中のフィブリンが分解され
るため、混合液を撹拌または静置することが好ましい。
【００３４】
　磁性粒子としては、免疫測定方法が可能な磁性粒子であれば特に限定はなく、例えばフ
ェライトで被覆したラテックス、フェライトで被覆したポリマー粒子等が挙げられる。ま
た、抗体の結合を容易にするために、ビオチンと結合する性質を有するアビジン、ニュー
トラアビジン又はストレプトアビジンを表面に固定化した磁性粒子も使用することができ
る。磁性粒子の粒径は、特に限定されないが、例えば1μm～6μmであり、好ましくは1μm
～3μmである。本発明に用いられる磁性粒子としては、市販の磁性粒子を用いることがで
きる。市販の磁性粒子としては、例えばDynabeads MyOne Streptavidin T1（ダイナル社
製）、Dynabeads M280 Streptavidin（ダイナル社製）、Estapor(メルク社製)、Sera-Mag
 Magnetic Streptavidin Particles(サーモサイエンティフィック社製)、MAGNOTEX-SA(Ｊ
ＳＲ社製)等が挙げられる。
【００３５】
（抗体）
　本発明における、測定対象物に結合する抗体としては、測定対象物に特異的に結合する
抗体であれば特に制限はなく、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体のいずれも使用
できる。また、本発明に用いられる抗体としては、抗体断片を包含する。具体的には、抗
体をパパイン処理により得られるFab、ペプシン処理により得られるF(ab’)2、ペプシン
処理－還元処理により得られるFab’等のFc部分を除去した抗体断片等が挙げられる。
【００３６】
　本発明における、測定対象物に結合する抗体は、測定対象物またはその一部分を抗原と
して用いて通常の方法により取得することができるが、市販品を用いることもできる。
【００３７】
　例えば、測定対象物がＰＩＶＫＡ－ＩＩである場合、第１の抗体と第２の抗体の組み合
わせとしては、例えばヒトＰＩＶＫＡ－ＩＩに特異的に結合する抗体とヒトＰＩＶＫＡ－
ＩＩに特異的に結合する抗体との組み合わせ、ヒトＰＩＶＫＡ－ＩＩに特異的に結合する
抗体とヒトプロトロンビンに結合する抗体との組み合わせ、ヒトプロトロンビンに結合す
る抗体とヒトＰＩＶＫＡ－ＩＩに特異的に結合する抗体との組み合わせ等が挙げられ、ヒ
トＰＩＶＫＡ－ＩＩに特異的に結合する抗体とヒトプロトロンビンに結合する抗体との組
み合わせが好ましい。
【００３８】
　ヒトＰＩＶＫＡ－ＩＩに特異的に結合する抗体としては、ヒトＰＩＶＫＡ－ＩＩで免疫
した動物から公知の方法により製造することができ、例えば特開昭６０－６０５５７号公
報に記載の方法に従い、マウス抗ヒトＰＩＶＫＡ－ＩＩモノクローナル抗体を製造するこ
とができる。
【００３９】
　また、ヒトプロトロンビンに結合する抗体としては、ヒトプロトロンビンにもヒトＰＩ
ＶＫＡ－ＩＩにも結合する抗体であれば特に制限はなく、例えばウサギ抗ヒトプロトロン
ビンポリクローナル抗体やマウス抗ヒトプロトロンビンモノクローナル抗体等が挙げられ
、例えば特開昭６０－６０５５７号公報に記載の方法に従い、ウサギ抗ヒトプロトロンビ
ンポリクローナル抗体を製造することができる。また、市販品も用いることができ、例え
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ばウサギ抗ヒトプロトロンビンポリクローナル抗体である「Prothrombin, anti-human」
（ASSAYPRO社製）や、マウス抗ヒトプロトロンビンモノクローナル抗体である「Anti-Hum
an Prothrombin - Monoclonal」（Haematologic Technologies Inc.社製）等を用いるこ
とができる。
【００４０】
　測定試薬１を用いるサンドイッチ法による免疫測定法においては、測定対象物に結合す
る第１の抗体と、測定対象物に結合する第２の抗体とが使用されるが、第１の抗体が認識
する測定対象物の部位と、第２の抗体が認識する測定対象物の部位とは同じでも異なって
いてもよく、異なっていることが好ましい。
【００４１】
（競合物質）
　本発明における競合物質とは、前述したように「測定対象物に結合する抗体」に結合で
きる物質であって、かつその結合が、該測定対象物と競合的であるような物質を意味し、
測定対象物そのものも含まれる。競合物質は、試料中の測定対象物を競合法により測定す
る際に使用されるものである。したがって、競合法において用いる測定対象物に結合する
抗体は、測定対象物、競合物質および標識化競合物質に結合する抗体であり、該測定対象
物と結合して免疫複合体を生成するとともに、競合物質とも結合して免疫複合体を生成す
る。
【００４２】
　競合物質としては、測定対象物に結合する抗体が認識するエピトープの構造と同じ構造
を有している物質が好ましく、さらに、測定対象物に結合する抗体への結合の強さが、該
抗体に対する該測定対象物の結合の強さと同程度であるものが好ましく、測定対象物その
ものが好ましい。
【００４３】
（固相と不溶性担体）
　本発明における固相とは、測定対象物に結合する抗体、又は、競合物質を不溶性担体に
固定化して調製される。不溶性担体としては、測定対象物に結合する抗体、又は、競合物
質を安定に保持できるものであればいかなるものも使用することができる。不溶性担体の
好ましい素材としてはポリスチレン、ポリカーボネート、ポリビニルトルエン、ポリプロ
ピレン、ポリエチレン、ポリ塩化ビニル、ナイロン、ポリメタクリレート、ゼラチン、ア
ガロース、セルロース、ニトロセルロース、セルロースアセテート、酢酸セルロース、ポ
リエチレンテレフタレート等の高分子素材、ガラス、セラミックス、磁性粒子や金属等が
挙げられる。不溶性担体の好ましい形状としてはチューブ、ビーズ、プレート、ラテック
ス等の微粒子、スティック等が挙げられる。
【００４４】
（抗体又は競合物質の不溶性担体への固定化）
　本発明において、抗体又は競合物質の不溶性担体への固定化方法としては、不溶性担体
上に抗体又は競合物質を安定に固定化し得る方法であれば特に制限はなく、例えば物理学
的結合を利用した方法、化学的結合を利用した方法、これらの併用等の方法が挙げられる
。物理学的結合としては、例えば静電的結合、水素結合、疎水結合等が挙げられる。化学
的結合としては、例えば共有結合、配位結合等が挙げられる。
【００４５】
　抗体または競合物質は、直接、不溶性担体に固定化してもよいし、間接的に不溶性担体
に固定化してもよい。間接的な固定化方法としては、例えばアビジンを固定化した不溶性
担体に、ビオチン化した抗体または競合物質を添加し、ビオチンとアビジンとの特異的結
合を介して、抗体または競合物質を不溶性担体に固定化する方法が挙げられる。また、不
溶性担体に、抗体に特異的に結合する抗体または競合物質に特異的に結合する抗体を固定
化し、この抗体を介して抗体または競合物質を不溶性担体に固定化することもできる。あ
るいは、抗体または競合物質は、リンカーを介した共有結合により不溶性担体に固定化し
てもよい。
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【００４６】
　リンカーとしては、例えば、抗体または測定対象物の官能基と不溶性担体の側鎖の官能
基の両者と共有結合できる分子であればいずれでも用いることができる。例えば、抗体ま
たは測定対象物が有する官能基と反応することができる第１の反応活性基と、不溶性担体
の側鎖の官能基と反応することができる第２の反応活性基を同時に持つ分子が挙げられ、
第１の反応活性基と第２の反応活性基が異なる基であることが好ましい。抗体又は競合物
質の官能基、及び、不溶性担体がその表面に保持している官能基としては、例えばカルボ
キシ基やアミノ基、グリシジル基、スルフヒドリル基、水酸基、アミド基、イミノ基、Ｎ
－ヒドロキシサクシニル基、マレイミド基等が挙げられる。リンカーにおける活性な反応
性基としては、例えば、アリルアジド、カルボジイミド、ヒドラジド、アルデヒド、ヒド
ロキシメチルホスフィン、イミドエステル、イソシアネート、マレイミド、Ｎ－ヒドロキ
シスクシンイミド(NHS)エステル、ペンタフルオロフェニル(PFP)エステル、ソラレン、ピ
リジルジスルフィド、ビニルスルホン等の基が挙げられる。
【００４７】
（標識化抗体及び標識化競合物質）
　標識化抗体及び標識化競合物質における標識としては酵素、蛍光物質、発光物質等が挙
げられる。
【００４８】
　酵素としては、例えばアルカリホスファターゼ、ペルオキシダーゼ、ガラクトシダーゼ
、グルクロニダーゼ、ルシフェラーゼ等が挙げられる。
【００４９】
　蛍光物質としては、例えば、FITC（フルオレッセイン　イソチオシアナート）、RITC（
ローダミンＢ－イソチオシアナート）、蛍光を発する蛋白質等が挙げられる。蛍光を発す
る蛋白質としては、例えばquantum dot（Science, 281, 2016-2018, 1998）、フィコエリ
スリン等のフィコビリ蛋白質、GFP（Green fluorescent Protein）、RFP（Red fluoresce
nt Protein）、YFP（Yellow fluorescent Protein）、BFP（Blue fluorescent Protein）
等が挙げられる。
【００５０】
　発光物質としては、例えばアクリジニウムおよびその誘導体、ルテニウム錯体化合物、
ロフィン等が挙げられる。
【００５１】
　抗体又は測定対象物と標識との反応による抗体又は測定対象物の標識化は、抗体又は測
定対象物と標識物質それぞれが有する官能基の間で、リンカーを介して、又は、介さず共
有結合を生じる反応によって行うことができる。官能基としては、カルボキシル基やアミ
ノ基、グリシジル基、スルフヒドリル基、水酸基、アミド基、イミノ基、ヒドロキシサク
シニルエステル基、マレイミド基、イソチオシアナート基等が挙げられる。この官能基同
士の間で縮合反応により標識化を行うことができる。
【００５２】
　リンカーを介さない結合方法としては例えば、EDC等のカルボジイミド化合物を用いる
方法等が挙げられる。この場合、NHS又はその誘導体等の活性エステルを使用することも
できる。イソチオシアナート基とアミノ基の間の縮合反応は、他の試薬を必要とせず、中
性～弱アルカリ性の条件で混合するだけで進行するため、好ましい。
【００５３】
　リンカーとしては、例えば、標識と抗体又は競合物質とをそれぞれの官能基を介して結
合させうる分子等が挙げられる。例えば、抗体のアミノ酸残基と反応することができる第
１の官能基と、標識物質の側鎖の官能基と反応することができる第２の官能基とを同一分
子内に有する分子等が挙げられ、第１の官能基と第２の官能基とが異なる基であることが
好ましい。リンカーの官能基としては、例えば前述の官能基が挙げられる。
【００５４】
（標識量の測定）
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　免疫複合体の標識の量の測定方法は、標識に応じて適切なものを選ぶことができる。す
なわち、標識が発色物質、すなわち、ある波長の光を吸収する物質の場合、分光光度計や
マルチウェルプレートリーダー等を用いることができる。標識が蛍光物質の場合には、蛍
光光度計や蛍光マルチウェルプレートリーダー等を用いることができる。標識が発光物質
の場合には、発光光度計や発光マルチウェルプレートリーダー等を用いることができる。
【００５５】
　標識が酵素である場合、標識量は、酵素活性を測定することにより測定することができ
る。例えば酵素の基質を当該酵素と反応させ、生成した物質を測定することにより、標識
量を測定することができる。
【００５６】
　酵素がペルオキシダーゼである場合には、例えば吸光度法、蛍光法等によりペルオキシ
ダーゼ活性を測定することができる。吸光度法によりペルオキシダーゼ活性を測定する方
法としては、例えばペルオキシダーゼとその基質である過酸化水素および酸化発色型色原
体の組み合わせとを反応させ、反応液の吸光度を分光光度計やマルチウェルプレートリー
ダー等で測定する方法等があげられる。酸化発色型色原体としては、例えばロイコ型色原
体、酸化カップリング発色型色原体等が挙げられる。
【００５７】
　ロイコ型色原体は、過酸化水素およびペルオキシダーゼ等の過酸化活性物質の存在下、
単独で色素へ変換される物質である。具体的には、テトラメチルベンジジン、ｏ－フェニ
レンジアミン、１０－Ｎ－カルボキシメチルカルバモイル－３，７－ビス（ジメチルアミ
ノ）－１０Ｈ－フェノチアジン(CCAP)、１０－Ｎ－メチルカルバモイル－３，７－ビス（
ジメチルアミノ）－１０Ｈ－フェノチアジン(MCDP)、Ｎ－（カルボキシメチルアミノカル
ボニル）－４，４’－ビス（ジメチルアミノ）ジフェニルアミン　ナトリウム塩(DA-64)
、１０－Ｎ－カルボキシメチルカルバモイル－３，７－ビス（ジメチルアミノ）－１０Ｈ
－フェノチアジン　ナトリウム塩(DA-67)、４，４’－ビス（ジメチルアミノ）ジフェニ
ルアミン、ビス〔３－ビス（４－クロロフェニル）メチル－４－ジメチルアミノフェニル
〕アミン(BCMA)等が挙げられる。
【００５８】
　酸化カップリング発色型色原体は、過酸化水素およびペルオキシダーゼ等の過酸化活性
物質の存在下、２つの化合物が酸化的カップリングして色素を生成する物質である。２つ
の化合物の組み合わせとしては、カプラーとアニリン類（トリンダー試薬）との組み合わ
せ、カプラーとフェノール類との組み合わせ等があげられる。カプラーとしては、例えば
４－アミノアンチピリン(4-AA)、３－メチル－２－ベンゾチアゾリノンヒドラジン等があ
げられる。アニリン類としては、Ｎ－（３－スルホプロピル）アニリン、Ｎ－エチル－Ｎ
－（２－ヒドロキシ－３－スルホプロピル）－３－メチルアニリン(TOOS)、Ｎ－エチル－
Ｎ－（２－ヒドロキシ－３－スルホプロピル）－３，５－ジメチルアニリン(MAOS)、Ｎ－
エチル－Ｎ－（２－ヒドロキシ－３－スルホプロピル）－３，５－ジメトキシアニリン(D
AOS)、Ｎ－エチル－Ｎ－（３－スルホプロピル）－３－メチルアニリン(TOPS)、Ｎ－（２
－ヒドロキシ－３－スルホプロピル）－３，５－ジメトキシアニリン(HDAOS)、Ｎ，Ｎ－
ジメチル－３－メチルアニリン、Ｎ，Ｎ－ビス（３－スルホプロピル）－３，５－ジメト
キシアニリン、Ｎ－エチル－Ｎ－（３－スルホプロピル）－３－メトキシアニリン、Ｎ－
エチル－Ｎ－（３－スルホプロピル）アニリン、Ｎ－エチル－Ｎ－（３－スルホプロピル
）－３，５－ジメトキシアニリン、Ｎ－（３－スルホプロピル）－３，５－ジメトキシア
ニリン、Ｎ－エチル－Ｎ－（３－スルホプロピル）－３，５－ジメチルアニリン、Ｎ－エ
チル－Ｎ－（２－ヒドロキシ－３－スルホプロピル）－３－メトキシアニリン、Ｎ－エチ
ル－Ｎ－（２－ヒドロキシ－３－スルホプロピル）アニリン、Ｎ－エチル－Ｎ－（３－メ
チルフェニル）－Ｎ’－サクシニルエチレンジアミン(EMSE)、Ｎ－エチル－Ｎ－（３－メ
チルフェニル）－Ｎ’－アセチルエチレンジアミン、Ｎ－エチル－Ｎ－（２－ヒドロキシ
－３－スルホプロピル）－４－フルオロ－３，５－ジメトキシアニリン(F-DAOS)等があげ
られる。フェノール類としては、フェノール、４－クロロフェノール、３－メチルフェノ
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ール、３－ヒドロキシ－２，４，６－トリヨード安息香酸(HTIB)等が挙げられる。
【００５９】
　蛍光法によりペルオキシダーゼ活性を測定する方法としては、例えばペルオキシダーゼ
とその基質である過酸化水素および蛍光物質の組み合わせとを反応させ、蛍光光度計や蛍
光マルチウェルプレートリーダー等で生成した蛍光の強度を測定する方法等が挙げられる
。当該蛍光物質としては、例えば４－ヒドロキシフェニル酢酸、３－（４－ヒドロキシフ
ェニル）プロピオン酸、クマリン等が挙げられる。
【００６０】
　発光法によるペルオキシダーゼ活性を測定する方法としては、例えばペルオキシダーゼ
とその基質である過酸化水素および発光物質の組み合わせとを反応させ、発光強度計や発
光マルチウェルプレートリーダー等で生成した発光の強度を測定する方法等が挙げられる
。当該発光物質としては、例えばルミノール化合物、ルシゲニン化合物等が挙げられる。
【００６１】
　酵素がアルカリホスファターゼである場合には、例えば発光法等によりアルカリホスフ
ァターゼ活性を測定することができる。発光法によりアルカリホスファターゼ活性を測定
する方法としては、例えばアルカリホスファターゼとその基質とを反応させ、生成した発
光の発光強度を発光強度計や発光マルチウェルプレートリーダー等で測定する方法等が挙
げられる。アルカリホスファターゼの基質としては、例えば３－（２'－スピロアダマン
タン）－４－メトキシ－４－（３'－ホスホリルオキシ）フェニル－１，２－ジオキセタ
ン・二ナトリウム塩(AMPPD)、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］カン］－４－イ
ル｝フェニルホスフェート・二ナトリウム塩(CDP-StarTM)、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｝フェニルホスフェート・二ナトリウム塩(CSPDTM)、［１０－メチル
－９（１０Ｈ）－アクリジニルイデン］フェノキシメチルリン酸・二ナトリウム塩(Lumig
enTM APS-5)等が挙げられる。
【００６２】
　酵素がβ－Ｄ－ガラクトシダーゼである場合には、例えば吸光度法（比色法）、発光法
または蛍光法等によりβ－Ｄ－ガラクトシダーゼ活性を測定することができる。吸光度法
（比色法）によりβ－Ｄ－ガラクトシダーゼ活性を測定する方法としては、例えばｏ－ニ
トロフェル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド等が挙げられる。発光法によりβ－Ｄ－ガラク
トシダーゼ活性を測定する方法としては、例えばβ－Ｄ－ガラクトシダーゼとその基質と
を反応させ、反応液の発光度を発光強度計や発光マルチウェルプレートリーダー等で測定
する方法等が挙げられる。β－Ｄ－ガラクトシダーゼの基質としては、例えばガラクトン
－プラス［Galacton-Plus、アプライドバイオシステムズ（Applied Biosystems）社製］
またはその類似化合物等があげられる。蛍光法によりβ－Ｄ－ガラクトシダーゼ活性を測
定する方法としては、例えばβ－Ｄ－ガラクトシダーゼとその基質とを反応させ、反応液
の蛍光度を蛍光光度計や蛍光マルチウェルプレートリーダー等で測定する方法等があげら
れる。β－Ｄ－ガラクトシダーゼの基質としては、例えば４－メチルウンベリフェリル－
β－Ｄ－ガラクトピラノシド等が挙げられる。
【００６３】
　酵素がルシフェラーゼである場合には、例えば発光法等によりルシフェラーゼ活性を測
定することができる。発光法によりルシフェラーゼ活性を測定する方法としては、例えば
ルシフェラーゼとその基質とを反応させ、反応液の発光度を発光強度計や発光マルチウェ
ルプレートリーダー等で測定する方法等が挙げられる。ルシフェラーゼの基質としては、
例えばルシフェリン、セレンテラジン等が挙げられる。
【００６４】
（カゼイン）
　本発明におけるカゼインとしては、特に制限はないが、ブロッキング剤として使用可能
なカゼインが好ましい。本発明におけるカゼインには、ウシ血清アルブミン(BSA)、ウシ



(12) JP 5902714 B2 2016.4.13

10

20

30

40

50

胎児血清(FBS)、ウサギ血清、ウマ血清、ゼラチン、界面活性剤等のブロッキング剤が含
まれていてもよい。
【００６５】
　本発明において、カゼインは、組織プラスミノーゲンアクチベーターと共に抗原抗体反
応時に共存していればよく、固相中の不溶性担体粒子上に担持されていてもよい。
【００６６】
（組織プラスミノーゲンアクチベーター）
　本発明における組織プラスミノーゲンアクチベーターは、プラスミノーゲンをプラスミ
ンに変換するセリンプロテアーゼ活性を有する組織プラスミノーゲンアクチベーターであ
れば特に制限はない。プラスミノーゲンから変換されて生成したプラスミンはフィブリン
を溶解する。本発明における組織プラスミノーゲンアクチベーターとして、例えば大腸菌
により産生されたもの、人又は動物由来の組織から抽出したもの、これら組織由来の組織
培養液から抽出したもの、遺伝子工学的手法により製造されるもの等が挙げられる。
【００６７】
　また、本発明における組織プラスミノーゲンアクチベーターには、天然型のみならず改
変型も含まれる。改変型の組織プラスミノーゲンアクチベーターは例えば、遺伝子工学的
手法を利用して天然型組織プラスミノーゲンアクチベーターの１または複数のアミノ酸の
付加、欠失または置換を行うことによって取得することができる。さらに、本発明におい
て、市販の組織プラスミノーゲンアクチベーターも使用することができる。組織プラスミ
ノーゲンアクチベーターの市販品としては、例えばTissue Plasminogen Activator, Huma
n, Recombinant (tPA)（ITSI BIOSCIENCES社製）、plasminogen activator, tissue(PLAT
) Homo sapiens, Over -expression Lysate (OriGene Technologies，Inc.社製）等が挙
げられる。
【００６８】
（非特異反応抑制効果の評価）
　本発明の非特異反応抑制方法による非特異反応抑制効果は、例えば次の工程を含む方法
により評価することができる。
（１）検体採取ノズルと測定試薬採取ノズルとが共用される自動分析機、及び、測定試薬
を用いて、プラスミノーゲン及びフィブリンを含む複数の検体について、各検体中の測定
対象物を免疫測定法により連続的に測定する工程；
（２）自動免疫測定装置を用いる連続的免疫測定法において、正確な測定が可能な既知の
連続的免疫測定法（対照法）により、同一の複数検体の各検体中の当該測定対象物を測定
する工程；
（３）工程（１）の測定で得られた測定値と、工程（２）の測定で得られた測定値とを比
較する工程。
【００６９】
　ここで、測定対象物がＰＩＶＫＡ－ＩＩの場合、対照法としては、例えば全自動電気化
学発光免疫測定装置「ピコルミＴＭＩＩ」（エーディア社製）、及び、ＰＩＶＫＡ－ＩＩ
測定キット「ピコルミＴＭＰＩＶＫＡ－ＩＩ」（エーディア社製）を用いる方法等が挙げ
られる。
【００７０】
　上記工程（３）での比較において、工程（１）の測定で得られた測定値と、工程（２）
の測定で得られた測定値との相関の相関係数が１に近い程、非特異反応が抑制されている
と評価でき、相関係数が１から外れる程、非特異反応が抑制されていないと評価すること
ができる。
【００７１】
　非特異反応抑制効果は、次の工程を含む方法によっても評価することができる。
（１）検体採取ノズルと測定試薬採取ノズルとが共用される自動分析機による連続測定に
供されていない測定試薬、及び、検体採取ノズルと測定試薬採取ノズルとが共用される自
動分析機により連続測定が行われた測定試薬を準備する工程；
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（２）工程（１）で準備された各測定試薬、及び、検体採取ノズルと測定試薬採取ノズル
とが共用される自動分析機を用いて、プラスミノーゲン及びフィブリンを含む同一の複数
検体について、各検体中の測定対象物を免疫測定法により連続的に測定する工程；
（３）工程（２）の連続測定により得られた測定値について、連続測定に供されていない
測定試薬を用いた場合の測定値と、連続測定が行われた測定試薬を用いた場合の測定値と
を比較する工程。
【００７２】
　上記工程（３）での比較において、工程（１）の測定で得られた測定値と、工程（２）
の測定で得られた測定値との相関の相関係数が１に近い程、非特異反応が抑制されている
と評価でき、相関係数が１から外れる程、非特異反応が抑制されていないと評価すること
ができる。
【００７３】
（測定試薬中の添加物）
　前述のとおり、本発明において、測定試薬には、必要に応じて、水性媒体、酵素基質（
標識が酵素である場合）、金属イオン、糖類、防腐剤、界面活性剤、蛋白質安定化剤等の
添加物が含まれていてよい。
【００７４】
　水性媒体としては、例えば脱イオン水、蒸留水、緩衝液等があげられ、緩衝液が好まし
い。緩衝液の調製に使用される緩衝剤としては、緩衝能を有するものならば特に限定され
ないが、pH1～11の例えば乳酸緩衝剤、クエン酸緩衝剤、酢酸緩衝剤、コハク酸緩衝剤、
フタル酸緩衝剤、リン酸緩衝剤、トリエタノールアミン緩衝剤、ジエタノールアミン緩衝
剤、リジン緩衝剤、バルビツール緩衝剤、イミダゾール緩衝剤、リンゴ酸緩衝剤、シュウ
酸緩衝剤、グリシン緩衝剤、ホウ酸緩衝剤、炭酸緩衝剤、グリシン緩衝剤、グッド緩衝剤
等が挙げられる。
【００７５】
　グッド緩衝剤としては、例えば２－モルホリノエタンスルホン酸(MES)緩衝剤、ビス（
２－ヒドロキシエチル）イミノトリス（ヒドロキシメチル）メタン(Bis-Tris)緩衝剤、ト
リス（ヒドロキシメチル）アミノメタン(Tris)緩衝剤、Ｎ－（２－アセトアミド）イミノ
二酢酸(ADA)緩衝剤、ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス（２－エタンスルホン酸）(PIPES)緩衝
剤、２－［Ｎ－（２－アセトアミド）アミノ］エタンスルホン酸(ACES)緩衝剤、３－モル
ホリノ－２－ヒドロキシプロパンスルホン酸(MOPSO)緩衝剤、２－［Ｎ，Ｎ－ビス（２－
ヒドロキシエチル）アミノ］エタンスルホン酸(BES)緩衝剤、３－モルホリノプロパンス
ルホン酸(MOPS)緩衝剤、２－｛Ｎ－［トリス（ヒドロキシメチル）メチル］アミノ｝エタ
ンスルホン酸(TES)緩衝剤、Ｎ－（２－ヒドロキシエチル）－Ｎ’－（２－スルホエチル
）ピペラジン(HEPES)緩衝剤、３－［Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシエチル）アミノ］－
２－ヒドロキシプロパンスルホン酸(DIPSO)緩衝剤、２－ヒドロキシ－３－｛［Ｎ－トリ
ス（ヒドロキシメチル）メチル］アミノ｝プロパンスルホン酸(TAPSO)緩衝剤、ピペラジ
ン－Ｎ，Ｎ’－ビス（２－ヒドロキシプロパン－３－スルホン酸）(POPSO)緩衝剤、Ｎ－
（２－ヒドロキシエチル）－Ｎ’－（２－ヒドロキシ－３－スルホプロピル）ピペラジン
(HEPPSO)緩衝剤、Ｎ－（２－ヒドロキシエチル）－Ｎ’－（３－スルホプロピル）ピペラ
ジン(EPPS)緩衝剤、［Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）メチルグリシン］(Tricine)緩衝
剤、［Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシエチル）グリシン］(Bicine)緩衝剤、３－［Ｎ－ト
リス（ヒドロキシメチル）メチル］アミノプロパンスルホン酸(TAPS)緩衝剤、２－（Ｎ－
シクロヘキシルアミノ）エタンスルホン酸(CHES)緩衝剤、３－（Ｎ－シクロヘキシルアミ
ノ）－２－ヒドロキシプロパンスルホン酸(CAPSO)緩衝剤、３－（Ｎ－シクロヘキシルア
ミノ）プロパンスルホン酸(CAPS)緩衝剤等が挙げられる。
【００７６】
　酵素基質としては、例えば前述の酵素基質等が挙げられる。
【００７７】
　金属イオンとしては、例えばマグネシウムイオン、マンガンイオン、亜鉛イオン等が挙
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げられる。糖類としては、例えばマンニトール、ソルビトール等が挙げられる。防腐剤と
しては、例えばアジ化ナトリウム、抗生物質（ストレプトマイシン、ペニシリン、ゲンタ
マイシン等）、バイオエース、プロクリン300等が挙げられる。界面活性剤としては、例
えば陽イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、両性界面活性剤、非イオン性界面活
性剤等が挙げられ、例えばトリトンX-100、トリトンX-405、トリトンX-705（以上、日油
社製）等が挙げられる。蛋白質安定化剤としては、例えばペルオキシダーゼ安定化緩衝液
、アルカリホスファターゼ安定化緩衝液等が挙げられる。
【００７８】
　以下、実施例により本発明を詳細に説明するが、これらは本発明の範囲を何ら限定する
ものではない。
【実施例１】
【００７９】
（１）検体
　健常人由来の血清（3検体）を検体として用いた。
【００８０】
（２）測定試薬
　以下の、検体希釈液、ビオチン化抗ＰＩＶＫＡ－ＩＩ抗体溶液、及び、アルカリホスフ
ァターゼ標識化抗プロトロンビン抗体フラグメント溶液からなる測定試薬を調製した。
＜検体希釈液＞
　ＭＥＳ（ｐＨ６．５）　　　　　　　　50 mmol/L
　アジ化ナトリウム　　　　　　　　　　0.1%
　カゼイン　　　　　　　　　　　　　　1%
　ストレプトキナーゼ（β－hemolytic Streptococcus 由来；SIGMA社製）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　150 kU/L
【００８１】
＜ビオチン化抗ＰＩＶＫＡ－ＩＩ抗体溶液＞
　第１抗体として、特開昭６０－６０５５７号公報の実施例１に記載された方法に従い取
得したマウス抗ヒトＰＩＶＫＡ－ＩＩモノクローナル抗体を用いて、当該抗体とNHS-ビオ
チンとを混合し、３７℃で１時間反応させ、反応後の混合物をセファデックスG-25カラム
（GEヘルスサイエンス・ジャパン社製）に供して未反応のNHS-ビオチンを除去し、ビオチ
ン化マウス抗ヒトＰＩＶＫＡ－ＩＩモノクローナル抗体を調製した。得られた当該ビオチ
ン化モノクローナル抗体を用いて、以下の組成からなるビオチン化マウス抗ヒトＰＩＶＫ
Ａ－ＩＩモノクローナル抗体溶液を調製した。
　ＭＥＳ（ｐＨ６．５）　　　　　　　　50 mmol/L
　アジ化ナトリウム　　　　　　　　　　0.1%
　ビオチン化マウス抗ヒトＰＩＶＫＡ－ＩＩモノクローナル抗体
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3μg/mL
【００８２】
＜アルカリホスファターゼ標識化抗プロトロンビン抗体フラグメント溶液＞
　第２抗体として、特開昭６０－６０５５７号公報の実施例１に記載された方法に従い取
得したウサギ抗ヒトプロトロンビンポリクローナル抗体をペプシンで消化した後、G3000S
Wカラム（東ソー社製；口径：21.5 mm；長さ：60 cm）を用いたHPLCシステム（日立製作
所社製）で分離して得られたF(ab’)2を用いた。得られたF(ab’)2を２－メルカプトエチ
ルアミン塩酸塩（ナカライテスク社製）で還元した後、G3000SWカラム（東ソー社製；口
径：21.5 mm；長さ：60 cm）を用いたHPLCシステム（日立製作所社製）でFab’を分離し
た。得られたFab’とアルカリホスファターゼとを以下の手順により、マレイミド法によ
って結合させた。
【００８３】
　マレイミド化試薬Sulfo-HMCS（同仁化学研究所社製）を用いて、アルカリホスファター
ゼをマレイミド化し、反応混合物をセファデックスG-25カラム（GEヘルスサイエンス・ジ
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ャパン社製）に供して未反応のSulfo-HMCSを除去し、マレイミド化アルカリホスファター
ゼを得た。
【００８４】
　調製したマレイミド化アルカリホスファターゼとFab’とを混合し、アルカリホスファ
ターゼ標識化Fab’を作製した。得られたアルカリホスファターゼ標識化Fab’を用いて、
以下の組成からなるアルカリホスファターゼ標識化抗プロトロンビン抗体フラグメント溶
液を調製した。
　ＭＥＳ（ｐＨ６．５）　　　　　　　　50 mmol/L
　アジ化ナトリウム　　　　　　　　　　0.1%
　アルカリホスファターゼ標識化ウサギ抗プロトロンビンポリクローナル抗体フラグメン
ト
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2μg/mL
　塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　0.1 mol/L
【００８５】
（３）反応キュベットへのアルカリホスファターゼ標識化抗プロトロンビン抗体フラグメ
ントの非特異吸着の検討
　全自動化学発光免疫測定装置「ＣＬ－ＪＡＣＫＴＭ」（協和メデックス社製）を用いて
、以下の手順に従い、反応キュベットへのアルカリホスファターゼ標識化抗プロトロンビ
ン抗体フラグメントの非特異吸着を検討した。
(1)血清(10μL)及び検体希釈液(30μL)を反応キュベットに添加する；
(2)ビオチン化抗ＰＩＶＫＡ－ＩＩ抗体溶液(30μL)を反応キュベットに添加し、37℃で1
分間反応させる；
(3)アルカリホスファターゼ標識化抗プロトロンビン抗体フラグメント溶液(30μL)を反応
キュベットに添加し、37℃で10分間反応させる；
(4)反応キュベット内の反応混合物を除去する；
(5)反応キュベット内を、ＣＬ　アナライザー洗浄液（協和メデックス社製）で洗浄する
；
(6)発光物質ＡＰＳ－５を含む発光試薬(100μL)を反応キュベットに添加し、37℃で45秒
間反応させる；
(7)発光量を測定する。
【００８６】
　測定試薬として、連続測定に供する前の測定試薬、連続測定を60回行った後の測定試薬
、連続測定を160回行った後の測定試薬、連続測定を350回行った後の測定試薬、それぞれ
の測定試薬を用いて、検体として、(1)の血清検体（3検体）を用いて、上記手順に従い、
各検体に対する発光量を測定した。その結果を図１に示す。
【００８７】
　図１から明らかな様に、連続測定をより多く行った後の測定試薬を用いた場合に、発光
量の上昇が見られた。このことから、連続測定の回数が増えるにつれて、非特異反応が増
大していることが分かった。
【００８８】
（４）非特異反応増大の原因の検討
　この非特異反応増大の原因について、以下の方法により検討した。「ＣＬ－ＪＡＣＫＴ

Ｍ」による連続測定を200回行った後の測定試薬について、測定試薬を構成する試薬の１
つである検体希釈液にカゼイン水溶液を添加し、1%カゼイン含有検体希釈液を含有する測
定試薬（以下、1%カゼイン含有測定試薬という）を調製した。連続測定を200回行った後
の測定試薬、及び、1%カゼイン含有測定試薬のそれぞれの測定試薬を用いて、血清検体（
2検体）の各検体に対する発光量を、同様の手順に従って測定した。その結果を図２に示
す。
【００８９】
　図２から明らかな様に、連続測定を200回行った後の測定試薬を用いた測定では、発光
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量が上昇し、非特異反応が見られたのに対して、1%カゼイン含有測定試薬を用いた測定で
は、非特異反応が抑制された。このことから、非特異反応の増大が、検体希釈液中のカゼ
インの分解に起因することが判明した。
【実施例２】
【００９０】
（１）検体
　肝癌患者由来の血清を含むヒト血清（45検体）を検体として用いた。
【００９１】
（２）測定試薬
　以下の、検体希釈液、磁性粒子懸濁液、ビオチン化抗ＰＩＶＫＡ－ＩＩ抗体溶液、及び
、アルカリホスファターゼ標識化抗プロトロンビン抗体フラグメント溶液からなる測定試
薬を調製した。
＜検体希釈液＞
　ＭＥＳ（ｐＨ６．５）　　　　　　　　50 mmol/L
　アジ化ナトリウム　　　　　　　　　　0.1%
　カゼイン　　　　　　　　　　　　　　1%
　ストレプトキナーゼ（β－hemolytic Streptococcus 由来；SIGMA社製）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0又は150 kU/L
【００９２】
＜磁性粒子懸濁液＞
　磁性粒子として、ストレプトアビジンが結合した市販の磁性粒子を用いて、以下の組成
からなる磁性粒子懸濁液を調製した。
　ＭＥＳ（ｐＨ６．５）　　　　　　　　50 mmol/L
　アジ化ナトリウム　　　　　　　　　　0.1%
　ストレプトアビジン結合磁性粒子　　　1 g/L
【００９３】
＜ビオチン化抗ＰＩＶＫＡ－ＩＩ抗体溶液＞
　第１抗体として、特開昭６０－６０５５７号公報の実施例１に記載された方法に従い取
得したマウス抗ヒトＰＩＶＫＡ－ＩＩモノクローナル抗体を用いて、当該抗体とNHS-ビオ
チンとを混合し、37℃で1時間反応させ、反応後の混合物をセファデックスG-25カラム（G
Eヘルスサイエンス・ジャパン社製）に供して未反応のNHS-ビオチンを除去し、ビオチン
化マウス抗ヒトＰＩＶＫＡ－ＩＩモノクローナル抗体を調製した。得られた当該ビオチン
化モノクローナル抗体を用いて、以下の組成からなるビオチン化マウス抗ヒトＰＩＶＫＡ
－ＩＩモノクローナル抗体溶液を調製した。
　ＭＥＳ（ｐＨ６．５）　　　　　　　　50 mmol/L
　アジ化ナトリウム　　　　　　　　　　0.1%
　ビオチン化マウス抗ヒトＰＩＶＫＡ－ＩＩモノクローナル抗体
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3μg/mL
【００９４】
＜アルカリホスファターゼ標識化抗プロトロンビン抗体フラグメント溶液＞
　第２抗体として、特開昭６０－６０５５７号公報の実施例１に記載された方法に従い取
得したウサギ抗ヒトプロトロンビンポリクローナル抗体をペプシンで消化した後、G3000S
Wカラム（東ソー社製；口径：21.5 mm；長さ：60 cm）を用いたHPLCシステム（日立製作
所社製）で分離して得られたF(ab’)2を用いた。得られたF(ab’)2を２－メルカプトエチ
ルアミン塩酸塩（ナカライテスク社製）で還元した後、G3000SWカラム（東ソー社製；口
径：21.5 mm；長さ：60 cm）を用いたHPLCシステム（日立製作所社製）でFab’を分離し
た。得られたFab’とアルカリホスファターゼとを以下の手順により、マレイミド法によ
って結合させた。
【００９５】
　マレイミド化試薬Sulfo-HMCS（同仁化学研究所社製）を用いて、アルカリホスファター
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ゼをマレイミド化し、反応混合物をセファデックスG-25カラム（GEヘルスサイエンス・ジ
ャパン社製）に供して未反応のSulfo-HMCSを除去し、マレイミド化アルカリホスファター
ゼを得た。
【００９６】
　調製したマレイミド化アルカリホスファターゼとFab’とを混合し、アルカリホスファ
ターゼ標識化Fab’を作製した。得られたアルカリホスファターゼ標識化Fab’を用いて、
以下の組成からなるアルカリホスファターゼ標識化抗プロトロンビン抗体フラグメント溶
液を調製した。
　ＭＥＳ（ｐＨ６．５）　　　　　　　　50 mmol/L
　アジ化ナトリウム　　　　　　　　　　0.1%
　アルカリホスファターゼ標識化ウサギ抗プロトロンビンポリクローナル抗体フラグメン
ト
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2μg/mL
　塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　0.1 mol/L
【００９７】
（３）検体中のＰＩＶＫＡ－ＩＩの連続測定
　全自動化学発光免疫測定装置「ＣＬ－ＪＡＣＫＴＭ」（協和メデックス社製）を用いて
、以下の手順に従い、検体中のＰＩＶＫＡ－ＩＩの連続測定を行った。
(1)血清(10μL)及び検体希釈液(30μL)を反応キュベットに添加する；
(2)ビオチン化抗ＰＩＶＫＡ－ＩＩ抗体溶液(30μL)を反応キュベットに添加し、37℃で1
分間反応させる；
(3)ストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液(30μL)を反応キュベットに添加し、37℃で9
分間反応させる；
(4)アルカリホスファターゼ標識化抗プロトロンビン抗体フラグメント溶液(30μL)を反応
キュベットに添加し、37℃で10分間反応させる；
(5)反応キュベットの外側に磁石を配置して集磁し、反応キュベット内の未反応物を除去
すると共に、反応キュベット内の磁性粒子を、ＣＬ　アナライザー洗浄液（協和メデック
ス社製）で洗浄する；
(6)発光物質ＡＰＳ－５を含む発光試薬(100μL)を反応キュベットに添加し、37℃で45秒
間反応させる；
(7)発光量を測定する；
(8)予め、既知濃度のＰＩＶＫＡ－ＩＩを含む標準試薬を用いて作成した、ＰＩＶＫＡ－
ＩＩ濃度と発光量との関係を示す検量線用いて、測定された発光量から、検体中のＰＩＶ
ＫＡ－ＩＩ濃度を決定する。
【００９８】
　検体希釈液として、ストレプトキナーゼを含む希釈液と、含まない希釈液それぞれの希
釈液を用いて、肝癌患者由来の血清を含むヒト血清（45検体）について、連続測定を行っ
た。尚、測定試薬としては、連続測定を行う前の測定試薬、及び、連続測定を45回行った
後の測定試薬をそれぞれ使用した。また、対照法として、同一検体について、全自動電気
化学発光免疫測定装置「ピコルミＴＭＩＩ」（エーディア社製）、及び、ＰＩＶＫＡ－Ｉ
Ｉ測定キット「ピコルミＴＭＰＩＶＫＡ－ＩＩ」（エーディア社製）を用いる方法により
、「ピコルミＴＭＰＩＶＫＡ－ＩＩ」の添付文書に記載の手順に従って、連続測定を行っ
た。カゼインを含み、ストレプトキナーゼを含まない検体希釈液を含有する測定試薬を用
いた連続測定と対照法との相関を図３に、カゼインとストレプトキナーゼとを含む検体希
釈液を含有する測定試薬を用いた連続測定と対照法との相関を図４に示す。
【００９９】
　図３から明らかな様に、カゼインを含み、ストレプトキナーゼを含まない検体希釈液を
含有する測定試薬を用いた場合には、測定試薬として、連続測定を行う前の測定溶液を用
いた連続測定においては、図３（左）に示す通り、対照法との相関における相関係数が0.
762となり、連続測定を45回行った後の測定試薬を用いた連続測定においては、図３（右
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いた連続測定においても、対照法との相関が不良となり、正確な測定ができないことが判
明した。
【０１００】
　一方、カゼインとストレプトキナーゼとを含む検体希釈液を含有する測定試薬を用いた
場合には、測定試薬として、連続測定を行う前の測定溶液を用いた連続測定においては、
図４（左）に示す通り、対照法との相関における相関係数が0.910となり、対照法との間
に良好な相関関係が認められたが、連続測定を45回行った後の測定試薬を用いた連続測定
においては、図４（右）に示す様に、対照法との相関における相関係数が0.376となり、
対照法との相関が非常に悪化した。このことは、検体中のプラスミノーゲンが検体希釈液
中のストレプトキナーゼと反応して生成したプラスミンが、連続測定が進行するにつれ、
検体中のフィブリンのみならず、カゼインをも溶解し、非特異反応が抑制されなくなった
ことを示している。
【実施例３】
【０１０１】
　実施例２の検体希釈液として、ストレプトキナーゼ(150 U/mL)の代わりに、組織プラス
ミノーゲンアクチベーター(t-PA)(150 U/mL)（ITSI BIOSCIENCES社製）を用いる以外は、
実施例２と同様の方法により、連続測定を行った。その結果を図５に示す。
【０１０２】
　測定試薬として、連続測定を行う前の測定試薬を用いた連続測定においては、図５（左
）に示す通り、対照法との相関における相関係数が0.968となり、連続測定を45回行った
後の測定試薬を用いた連続測定においては、図５（右）に示す通り、対照法との相関にお
ける相関係数が0.983となり、いずれの測定試薬を用いた連続測定においても、対照法と
の間に良好な相関関係が認められた。すなわち、プラスミノーゲンアクチベーターとして
組織プラスミノーゲンアクチベーターを用いた場合には、プラスミノーゲンアクチベータ
ーとしてストレプトキナーゼを用いた場合とは異なり、連続測定後の測定試薬を用いた連
続測定においても、対照法との良好な相関関係が認められることが判明した。
【産業上の利用可能性】
【０１０３】
　本発明により、検体採取ノズルと測定試薬採取ノズルとが共用される自動分析機におい
て、プラスミノーゲン及びフィブリンを含む複数検体の連続的免疫測定方法において、検
体中の測定対象物の正確な測定を可能とする非特異反応抑制方法が提供される。本発明の
非特異反応抑制方法は、肝臓癌等の臨床診断に有効である。
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