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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ビタミンＤ結合タンパク質からビタミンＤを解
離するための溶液、その関連検出法及び使用。
【解決手段】本発明は、ビタミンＤ及び／又はビタミン
Ｄ代謝物をビタミンＤ結合タンパク質から解離するため
の、少なくとも１種のフルオロアルキル界面活性剤及び
炭素原子を１～４個有する少なくとも１種のアルコール
とを含有する溶液、及びその使用に関する。本発明はま
た、生体試料中のビタミンＤ及び／又は少なくとも１種
のビタミンＤ代謝物の検出及び定量を試験管内で行う検
出及び定量方法であって、ａ）本発明の溶液を試料に導
入し、検出対象のビタミンＤ及び／又はその代謝物をビ
タミンＤ結合タンパク質から解離させるように試料を処
理する工程；及びｂ）ビタミンＤ及び／又はその代謝物
の少なくとも１種を、特に免疫測定法により検出及び定
量する工程を含む方法、並びに、キットであって、本発
明の溶液を含むキット、を提供する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
メタノールと、パーフルオロカルボン酸、パーフルオロスルホン酸、及びそれらの塩から
選択される少なくとも１種のフルオロアルキル界面活性剤とを含有する緩衝液。
【請求項２】
全体積に対する前記フルオロアルキル界面活性剤の体積％（液体の場合）又は重量％（固
体の場合）は、０．１％～３％である、請求項１に記載の緩衝液。
【請求項３】
全体積に対する前記フルオロアルキル界面活性剤の体積％（液体の場合）又は重量％（固
体の場合）は、１％～２％である、請求項１又は２に記載の緩衝液。
【請求項４】
全体積に対するメタノールの体積％は、０．５％～１０％である、請求項１～３のいずれ
か１項に記載の緩衝液。
【請求項５】
全体積に対するメタノールの体積％は、２％～７％である、請求項１～４のいずれか１項
に記載の緩衝液。
【請求項６】
前記フルオロアルキル界面活性剤及び前記メタノールは、前記メタノールの体積に対する
前記界面活性剤の重量（固体の場合）又は体積（液体の場合）の比に１００を乗じた値が
、１０％～６０％となる量で使用される、請求項１～５のいずれか１項に記載の緩衝液。
【請求項７】
前記フルオロアルキル界面活性剤及び前記メタノールは、前記メタノールの体積に対する
前記界面活性剤の重量（固体の場合）又は体積（液体の場合）の比に１００を乗じた値が
、１５％～３０％となる量で使用される、請求項１～６のいずれか１項に記載の緩衝液。
【請求項８】
前記フルオロアルキル界面活性剤は、パーフルオロヘキサン酸、パーフルオロヘプタン酸
、パーフルオロオクタン酸、及びそれらの塩から選択される、請求項１～７のいずれか１
項に記載の緩衝液。
【請求項９】
パーフルオロヘキサン酸とメタノールを含有する、請求項１～８のいずれか１項に記載の
緩衝液。
【請求項１０】
更に、エチレンオキシドとプロピレンオキシドとのブロック共重合体、ポリソルベート、
及びポリエチレングリコールエーテルから選択される他の界面活性剤を含有する、請求項
１～９のいずれか１項に記載の緩衝液。
【請求項１１】
ｐＨ６～８まで緩衝化されている、請求項１～１０のいずれか１項に記載の緩衝液。
【請求項１２】
ジメチルスルホキシド、ジメチルホルムアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルアセトアミド、テトラ
メチル尿素、Ｎ－メチルピロリドン、１，３－ジメチル－３，４，５，６－テトラヒドロ
－２（１Ｈ）－ピリミドン、及びヘキサメチルリン酸トリアミドのいずれも含有しない、
請求項１～１１のいずれか１項に記載の緩衝液。
【請求項１３】
生体試料中のビタミンＤ及び／又は少なくとも１種のビタミンＤ代謝物の検出及び定量を
生体外で行う検出及び定量方法であって、
ａ）検出対象のビタミンＤ及び／又はその代謝物をビタミンＤ結合タンパク質から解離さ
せるように、前記試料を請求項１～１２のいずれか１項に記載の緩衝液と混合する工程、
及び
ｂ）ビタミンＤ及び／又は少なくとも１種のその代謝物を検出及び定量する工程
を含む検出及び定量方法。
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【請求項１４】
前記試料の１体積あたり、１～２０体積の前記緩衝液を使用する、請求項１３に記載の検
出及び定量方法。
【請求項１５】
前記生体試料は、血液、血清、又は血漿の試料である、請求項１３又は１４に記載の検出
及び定量方法。
【請求項１６】
前記工程ｂ）において、２５－ヒドロキシビタミンＤ２及び／又は２５－ヒドロキシビタ
ミンＤ３が検出される、請求項１３～１５のいずれか１項に記載の検出及び定量方法。
【請求項１７】
ビタミンＤ及び／又は少なくとも１種のビタミンＤ代謝物を免疫測定法により検出する検
出及び定量キットであって、前記キットは、請求項１～１２のいずれか１項に記載の緩衝
液と、ビタミンＤ又はその代謝物の１種の結合パートナーを含む、検出及び定量キット。
【請求項１８】
前記結合パートナーは標識抗体であり、前記キットは、検出対象のビタミンＤ及び／又は
ビタミンＤ代謝物に類似したハプテンが結合し、該ハプテンは標識抗体により認識される
固体相を更に含む、請求項１７に記載の検出及び定量キット。
【請求項１９】
ビタミンＤ及び／又は少なくとも１種のビタミンＤ代謝物を免疫測定法により検出する検
出及び定量キットであって、ビタミンＤ及び／又はビタミンＤ代謝物をビタミンＤ結合タ
ンパク質から解離するための、少なくとも１種のフルオロアルキル界面活性剤と、炭素原
子を１～４個有する少なくとも１種のアルコールとを含有する溶液を含む検出及び定量キ
ット。
【請求項２０】
前記フルオロアルキル界面活性剤は、パーフルオロカルボン酸、パーフルオロスルホン酸
、及びそれらの塩から選択される、請求項１９に記載の検出及び定量キット。
【請求項２１】
前記フルオロアルキル界面活性剤は、パーフルオロヘキサン酸、パーフルオロヘプタン酸
、パーフルオロオクタン酸、及びそれらの塩から選択される、請求項２０に記載の検出及
び定量キット。
【請求項２２】
前記アルコールは、炭素原子を１～３個有し、メタノール、エタノール、ｎ－プロパノー
ル、及びイソプロパノールから選択される、請求項１９～２１のいずれか１項に記載の検
出及び定量キット。
【請求項２３】
前記溶液は、前記炭素原子を１～４個有するアルコールとしてのメタノールと、パーフル
オロカルボン酸、パーフルオロスルホン酸、及びそれらの塩から選択される少なくとも１
種のフルオロアルキル界面活性剤とを含有する、請求項１９～２２のいずれか１項に記載
の検出及び定量キット。
【請求項２４】
前記溶液の全体積に対する前記フルオロアルキル界面活性剤の体積パーセント（液体の場
合）又は重量パーセント（固体の場合）は、０．１％～３％であり、且つ／又は、前記溶
液の全体積に対する前記アルコールの体積パーセントは０．５％～１０％である、請求項
１９～２３のいずれか１項に記載の検出及び定量キット。
【請求項２５】
前記フルオロアルキル界面活性剤及び前記アルコールは、前記アルコールの体積に対する
前記界面活性剤の重量（固体の場合）又は体積（液体の場合）の比に１００を乗じた値が
、１０％～６０％である、請求項１９～２４のいずれか１項に記載の検出及び定量キット
。
【請求項２６】
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前記溶液は、更に、エチレンオキシドとプロピレンオキシドとのブロック共重合体、ポリ
ソルベート、及びポリエチレングリコールエーテルから選択される他の界面活性剤を含有
する、請求項１９～２５のいずれか１項に記載の検出及び定量キット。
【請求項２７】
前記溶液は緩衝液である、請求項１９～２６のいずれか１項に記載の検出及び定量キット
。
【請求項２８】
前記溶液はｐＨ６～８まで緩衝化されている、請求項１９～２７のいずれか１項に記載の
検出及び定量キット。
【請求項２９】
前記溶液は、ジメチルスルホキシド、ジメチルホルムアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルアセトア
ミド、テトラメチル尿素、Ｎ－メチルピロリドン、１，３－ジメチル－３，４，５，６－
テトラヒドロ－２（１Ｈ）－ピリミドン、及びヘキサメチルリン酸トリアミドのいずれも
含有しない、請求項１９～２８のいずれか１項に記載の検出及び定量キット。
【請求項３０】
前記キットは、ビタミンＤ又はその代謝物の１種の結合パートナーを更に含む、請求項１
９～２９のいずれか１項に記載の検出及び定量キット。
【請求項３１】
前記検出及び定量キットは、検出対象のビタミンＤ及び／又はビタミンＤ代謝物に類似し
たハプテンが結合する固体相を更に含み、該ハプテンは標識抗体により認識される、請求
項１９～３０のいずれか１項に記載の検出及び定量キット。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は、ビタミンＤを検出する技術に関する。より詳しくは、本発明は、ビタミンＤ及
び／又はその代謝物の１種をビタミンＤ結合タンパク質から分離するためのフルオロアル
キル界面活性剤とアルコールとの組み合わせの使用、上記組み合わせを含有する溶液、上
記組み合わせを使用して、ビタミンＤ及び／又は少なくとも1種のビタミンＤ代謝物を検
出/定量するインビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）法、及び、上記組み合わせを利用する免疫
測定法により検出/定量を行うためのキットを提供する。
【背景技術】
【０００２】
ビタミンＤは、ヒトや動物の体の生物学的プロセスにおいて多くの意味を持つ重要な物質
である。生理的に活性なビタミンＤは、特に、腸からのカルシウム吸収及び骨の石灰化を
調整することが知られている。また、例えばインスリンシステム等の他の多くの代謝経路
にも影響がある。ビタミンＤの欠乏症又は過剰症は、様々な結果をもたらす。特にビタミ
ンＤ欠乏症は、骨粗鬆症やくる病といった重大な疾病に繋がることが知られている。
【０００３】
更に、過剰のビタミンＤ、特に過剰摂取によるものは、毒性がある。具体的には、ビタミ
ンＤ濃度が高いと、腸からのカルシウム吸収が増加し、高カルシウム血症を引き起こす場
合がある。ビタミンＤの毒性症状は、その他、血圧の上昇、拒食症等の胃腸障害、吐き気
、それに伴う尿量の増加、多渇症、疲労感、神経過敏、そう痒、そして腎不全等としても
現れる。
【０００４】
特許文献１に記載されるように、近年、ビタミンＤが免疫系を調整し、炎症を抑えること
が分かってきている。また、ビタミンＤが結腸癌、卵巣癌、及び乳癌を予防できる可能性
も示唆されている。
【０００５】
このことから、ビタミンＤを測定又は定量、つまりその濃度の測定が可能であることは、
潜在的な欠乏症又は過剰症を明らかにするために重要である。
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【０００６】
ビタミンＤは、生物中に、２種類の形態、すなわち下記化学式（ビタミンＤ中の位置番号
は、ステロイド命名法に従ったもの）で表されるビタミンＤ２（エルゴカルシフェロール
）及びビタミンＤ３（コレカルシフェロール）として存在する。
【０００７】
ビタミンＤ２（エルゴカルシフェロール）：
【０００８】
【化１】

【０００９】
ビタミンＤ３（コレカルシフェロール）：
【００１０】
【化２】

【００１１】
ビタミンＤ２は、食物から得られる外因性のビタミンＤである。ビタミンＤ３は、日光の
紫外線が皮膚に及ぼす作用により、生物が生成する内因性のビタミンＤである。皮膚で生
成されるビタミンＤ３は、ビタミンＤ結合タンパク質と結合し、このタンパク質によって
肝臓に運ばれる。どちらの形態も、栄養補助食品から摂取可能である。ビタミンＤには、
様々な代謝物がある。具体的には、２段階の代謝が起こるが、最初の段階で２５－ヒドロ
キシビタミンＤ（Ｄ２又はＤ３）が生成され、その後１，２５－ジヒドロキシビタミンＤ
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（Ｄ２又はＤ３）が生成される。
【００１２】
ビタミンＤ濃度が食事に応じて大きく変動することを考慮すると、ビタミンＤ自体の定量
に対する関心は限定的である。これは、濃度がかなり低く、同様に変動する１，２５－ジ
ヒドロキシビタミンＤ代謝物についても当てはまる。
【００１３】
血中ビタミンＤは、主に２５－ヒドロキシビタミンＤの代謝物である。したがって、患者
のビタミンＤ全濃度に関する情報を得るための好ましい方法は、２５－ヒドロキシビタミ
ンＤの測定である。
【００１４】
２５－ヒドロキシビタミンＤ、より一般的にはビタミンＤ及びその代謝物が、ビタミンＤ
結合タンパク質（ＤＢＰ）に結合するため、その構成の分析は複雑となる。適切な分析を
行うためには、ハプテンとＤＢＰとを解離することによって、分析対象であるハプテンを
分離することが必要である。このことから、ＤＢＰからの解離後且つ検出前にビタミンＤ
及びその代謝物を分離するための様々な溶液が提案されてきた。
【００１５】
例えば、特許文献１及び特許文献２に記載の様々な技術が開発されている。そのいくつか
を以下に例示する。
【００１６】
特許文献３に記載の古い技術は、血漿又は血清の試料を作製し、エタノール沈殿によりビ
タミンＤを測定するものである。沈殿物は除去され、ビタミンＤの可溶代謝物を含むエタ
ノール上清が回収される。アルコール又はアセトニトリル等の他の有機溶媒を利用した沈
殿は、一般的に使用されてきた技術である。しかしながら、その技術は自動化できず、多
くの手動操作（血清への溶媒添加、混合、遠心分離、有機相の回収、カラム等を通した乾
燥、液体溶媒への再懸濁）を必要とし、操作する人によって大きく差が出ることから、現
在では使用されていない。
【００１７】
特許文献２には、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）及び液体有機アミドから選択される
１種以上の両親媒性試薬を５～３０体積％含有する溶液であって、任意に短鎖アルコール
（Ｃ１～Ｃ３）を０．７～８体積％含有してもよい溶液の使用が開示されている。この文
献に開示される両親媒性化合物は、毒性のある物質であり、ＤＭＳＯは実際に危険物質で
ある。
【００１８】
特許文献４及び特許文献５（いずれもＦｕｔｕｒｅ  Ｄｉａｇｏｎｏｓｔｉｃｓ社）は、
ビタミンＤをその結合タンパク質から分離可能にし、フルオロアルキル界面活性剤を使用
する免疫測定法及び薬剤を開示している。本願出願人がその方法を使用したところ、得ら
れた解離は依然として不十分であることが分かった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１９】
【特許文献１】国際公開第２０１２／０９１５６９号
【特許文献２】国際公開第２００７／０３９１９４号
【特許文献３】国際公開第９９／６７２１１号
【特許文献４】国際公開第２０１１／１２２９４８号
【特許文献５】国際公開第２０１２／０９１５６９号
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２０】
本発明は、ビタミンＤ結合タンパク質（ＤＢＰ）からの解離後に、容易に実行でき、ビタ
ミンＤ及びその代謝物を効果的に分離でき、これらを十分に検出及び定量可能とする、よ
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り有効な解離方法を提供することを目的とする。
【００２１】
本明細書においては、特許文献４及び特許文献５（Ｆｕｔｕｒｅ  Ｄｉａｇｏｎｏｓｔｉ
ｃｓ社）に記載の方法よりも有効な、ビタミンＤ又はその代謝物の１種をビタミンＤ結合
タンパク質（ＤＢＰ）から解離するための新規な溶液を提供することを目的とする。また
、本願に記載の方法では、特許文献２に開示の溶液にあるような毒性の問題は起こらない
。
【課題を解決するための手段】
【００２２】
すなわち、本発明は、ビタミンＤ及び／又はビタミンＤ代謝物をビタミンＤ結合タンパク
質から解離するための、少なくとも１種のフルオロアルキル界面活性剤、特にはパーフル
オロアルキル界面活性剤、及び炭素原子を１～４個有する少なくとも１種のアルコールの
使用を提供する。これらを併用することにより、ビタミンＤ又はその代謝物の１種をビタ
ミンＤ結合タンパク質から解離する解離率を、アルコールを使用しない点でのみ異なる同
様の使用と比較して著しく向上することができる。本発明の使用においては、フルオロア
ルキル界面活性剤、特にはパーフルオロアルキル界面活性剤と、１～４個の炭素原子を有
するアルコールとが、ビタミンＤ結合タンパク質に結合したビタミンＤ及び／又はビタミ
ンＤ代謝物（分析物又はビタミンＤ分析物とも言う）を含有する液体試料に添加される。
つまり、解離対象の分析物は、フルオロアルキル界面活性剤及びアルコールの両方に接触
する。これらフルオロアルキル界面活性剤及びアルコールの併用時には、同一のフルオロ
アルキル界面活性剤の単独使用時よりも、得られる解離状態が良くなる。フルオロアルキ
ル界面活性剤、特にはパーフルオロアルキル界面活性剤と、炭素原子を１～４個有するア
ルコールとの併用により、ビタミンＤ結合タンパク質とビタミンＤ及び／又はその代謝物
の１種とが効果的に解離される。
【００２３】
具体的には、上記フルオロアルキル界面活性剤及び上記アルコールは、上記アルコールの
体積に対する上記界面活性剤の重量（固体の場合）又は体積（液体の場合）の比に１００
を乗じた値が、１０％～６０％、好ましくは１５％～４０％、より好ましくは１５％～３
０％となる量で使用される。固体又は液体の状態は、周囲温度（具体的には２２℃）及び
大気圧（具体的には１０１３ヘクトパスカル（ｈＰａ））で評価される。
【００２４】
フルオロアルキル界面活性剤は、パーフルオロカルボン酸、パーフルオロスルホン酸、及
びそれらの塩から選択されることが好ましく、特にはパーフルオロヘキサン酸、パーフル
オロヘプタン酸、パーフルオロオクタン酸、及びそれらの塩から選択される。パーフルオ
ロヘキサン酸は、パーフルオロカプロン酸、又はウンデカフルオロヘキサン酸として知ら
れており、そのＣＡＳ（ｃｈｅｍｉｃａｌ  ａｂｓｔｒａｃｔ  ｓｅｒｖｉｃｅ）登録番
号は、３０７－２４－４である。パーフルオロオクタン酸は、パーフルオロカプリル酸、
又はペンタデカフルオロオクタン酸として知られており、そのＣＡＳ番号は３３５－６７
－１である。一般的に、これらのパーフルオロアルキル酸の塩類は固体であり、対応する
遊離酸は液体である。
【００２５】
パーフルオロヘキサン酸は塩形態である可能性もあるが、より長鎖のフルオロアルキル界
面活性剤よりも高い分解性を示すことから、好ましいフルオロアルキル界面活性剤である
。
【００２６】
使用されるアルコールは、炭素原子を１～３個有し、メタノール、エタノール、ｎ－プロ
パノール、及び、イソプロパノールから選択されることが好ましい。本発明において好ま
しいアルコールは、メタノールである。他のアルコールよりも解離後に行われる分析の結
果の再現性が良く、また、解離の向上と得られる結果の再現性との両立を上手く図れるか
らである。
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【００２７】
特に好適な方法としては、パーフルオロヘキサン酸及びメタノールを使用して解離が行な
われる。
【００２８】
本発明においては、追加の界面活性剤、特にエチレンオキシドとプロピレンオキシドとの
ブロック共重合体、ポリソルベート、及びポリエチレングリコールエーテルから選択され
る界面活性剤の存在下で解離が行なわれても良い。
【００２９】
例えば、本発明においては、２５－ヒドロキシビタミンＤ、具体的には２５－ヒドロキシ
ビタミンＤ２及び／又は２５－ヒドロキシビタミンＤ３がビタミンＤ結合タンパク質から
解離される。
【００３０】
上記アルコール及び上記フルオロアルキル界面活性剤は、解離の対象となる試料へ別々に
導入されてもよく、同時に導入されてもよい。その場合、操作を最小限にするため、解離
溶液と呼ぶ単一の溶液を用いる。
【００３１】
本発明はまた、少なくとも１種のフルオロアルキル界面活性剤、特にはパーフルオロアル
キル界面活性剤と、炭素原子を１～４個有する少なくとも１種のアルコールとを含有する
溶液を提供する。
【００３２】
これらの溶液は、水溶液であってもよく、通常は溶液の全体積の８０体積％を超える多量
の水を含有する。
【００３３】
好適には、上記溶液においては、上記溶液の全体積に対するフルオロアルキル界面活性剤
の体積パーセント（液体の場合）又は重量パーセント（固体の場合）が、０．１％～３％
、好ましくは１％～２％である。また、好適には、上記溶液においては、上記溶液の全体
積に対するアルコールの体積パーセントが、０．５％～１０％、好ましくは２％～７％で
ある。
【００３４】
アルコールとフルオロアルキル界面活性剤の選択、及び、これらの相対量については、上
記使用に関して説明した好ましい条件が本発明の解離溶液にも適用される。
【００３５】
好適な変形例としては、本発明の解離溶液は、更に、オキシドエチレンオキシドとプロピ
レンオキシドとのブロック共重合体、ポリソルベート、及びポリエチレングリコールエー
テルから選択される他の界面活性剤を含有する。結果の特定の解釈と結びつけるまでもな
く、このような追加の界面活性剤は、分析対象のビタミンＤ又はその代謝物の溶解度を向
上させることができる。追加の界面活性剤、例えばオキシドエチレンオキシドとプロピレ
ンオキシドとのブロック共重合体に相当するポリオールであるＰｌｕｒｏｎｉｃ（登録商
標）Ｆ－１２７を使用することで、特に結果の再現性が向上する。最終の分析が、より信
頼度が高いことが分かっている。例えば、これに限定されないが、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（登
録商標）Ｆ－１２７を、解離溶液中好ましくは０．１％～３％（解離溶液の最終体積に対
する体積基準）で使用することが可能である。
【００３６】
通常、本発明の解離溶液は緩衝化されており、具体的にはｐＨ６～８まで緩衝化されてい
る。
【００３７】
ｐＨを所望の範囲にして安定化するために、診断の分野において従来使用される緩衝液を
上記溶液に導入してもよい。例えば、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）緩衝液又はトリス緩衝
液（トリス－ヒドロキシメチルアミノメタン）を使用してもよい。
【００３８】
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ｐＨを調整する目的で、塩基を導入してもよい。上記塩基としては、ＫＯＨ、ＮａＯＨ、
ＬｉＯＨ、又はＮａ２ＨＰＯ４等、この目的で従来使用される塩基であればよい。
【００３９】
上記解離溶液は、好ましくは濃度１ミリモル（ｍＭ）～５００ｍＭの緩衝液、好ましくは
濃度０．１％～３％（解離溶液の全体積に対する重量％又は体積％、界面活性剤が固体か
液体かによる）のフルオロアルキル界面活性剤、及び好ましくは濃度０．５％～１０％（
解離溶液の最終体積に対する体積％）のアルコールを脱塩水中で混合することで調製して
もよい。解離溶液のｐＨは選択された緩衝液に合わせて調整され、酸又は塩基を加えるこ
とでｐＨ４～８、好ましくは７とする。解離溶液が追加の界面活性剤を含有する場合、該
界面活性剤は、どの段階で導入されてもよい。
【００４０】
解離溶液は、ジメチルスルホキシド、ジメチルホルムアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルアセトア
ミド、テトラメチル尿素、Ｎ－メチルピロリドン、１，３－ジメチル－３，４，５，６－
テトラヒドロ－２（１Ｈ）－ピリミドン、及びヘキサメチルリン酸トリアミドのいずれも
含有しないことが好ましい。
【００４１】
本発明は、更に、生体試料中のビタミンＤ及び／又は少なくとも１種のビタミンＤ代謝物
の検出及び定量をインビトロ（試験管内）で行う検出及び定量方法であって、
ａ）少なくとも１種のフルオロアルキル界面活性剤及び１～４個の炭素原子を有する少な
くとも１種のアルコールを試料に導入し、これらを利用してビタミンＤ結合タンパク質か
らの解離が進むよう試料を処理する工程；及び
ｂ）ビタミンＤ及び／又はその代謝物の少なくとも１種を検出及び定量する工程、を含む
検出及び定量方法を提供する。
【００４２】
解離工程ａ）は、検出及び定量工程ｂ）の前に行なわれるものとする。
【００４３】
このような検出および定量方法においては、工程ａ）の処理は、試料を本発明の解離溶液
と混合することで行なわれることが好ましい。通常、試料１体積に対して１～２０体積、
好ましくは５～１０体積、より好ましくは６～８体積、特に好ましくは約７体積の解離溶
液が使用される。選択された体積は、検出対象のビタミンＤ及び／又はビタミンＤ代謝物
（検出対象の分析物ともいう）の推定濃度と相関関係にある。
【００４４】
本発明の検出及び定量方法は、血液、血清又は血漿の試料について行なわれることが好ま
しい。
【００４５】
上記検出及び定量方法は、特に２５－ヒドロキシビタミンＤ２及び／又は２５－ヒドロキ
シビタミンＤ３の検出及び定量に好適である。
【００４６】
上記工程ｂ）において、検出及び定量は、免疫測定法、又は質量分析によって行われるこ
とが好ましい。
【００４７】
本発明はまた、ビタミンＤ及び／又は少なくとも１種のビタミンＤ代謝物を免疫測定法に
より検出する検出及び定量キットであって、本発明の解離溶液を含む検出及び定量キット
を提供する。上記検出及び定量キットは、ビタミンＤ又はその代謝物の１種の結合パート
ナーを更に含む、及び／又は、検出対象のビタミンＤ及び／又はビタミンＤ代謝物に類似
したハプテンが結合する（該ハプテンは標識抗体により認識される）固体相を更に含むも
のであってもよい。
【００４８】
本明細書において、ビタミンＤ代謝物とは、ビタミンＤ２骨格、又はビタミンＤ３骨格を
有する全ての化合物を含む。具体的には、
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・２５位でヒドロキシ化されたビタミンＤ代謝物である２５－ヒドロキシビタミンＤ、つ
まりは２５－ヒドロキシビタミンＤ２及び２５－ヒドロキシビタミンＤ３；及び
・１位と２５位、２４位と２５位でそれぞれジヒドロキシ化されたビタミンＤ代謝物であ
る、１，２５－及び２４，２５－ジヒドロキシ型ビタミンＤ
が挙げられる。
【００４９】
本発明の使用方法においては、選択されたフルオロアルキル界面活性剤とＣ１－Ｃ４アル
コール、好ましくはＣ１－Ｃ３アルコールとの両方を、同時又は別々に分析試料に導入す
ることで解離が行われてもよい。この導入後は、分離が不要となり、得られる試料を使っ
て直接検出を行うことができる。操作を制限する目的で、選択されたフルオロアルキル界
面活性剤とＣ１－Ｃ４アルコール、好ましくはＣ１－Ｃ３アルコールとを含有する溶液、
特には本発明の溶液、を予め用意し、これを試料に導入することが好ましい。
【００５０】
解離を向上させる目的で、選択されたフルオロアルキル界面活性剤、特にはパーフルオロ
アルキル界面活性剤と、Ｃ１－Ｃ４アルコール、好ましくはＣ１－Ｃ３アルコールとを含
有する試料を使って混合を行う。上記混合は任意の適切な装置、具体的には、出願人のＶ
ｉｄａｓ（登録商標）技術（Ｖｉｄａｓ（登録商標）Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ  ｍａｎｕａ
ｌ、２００５、Ｃｈａｐｔｅｒ  ２、Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ  ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ、
２－１～２－１６、ビオメリューフランス社）の通り、ピペットの役割を果たす反応コー
ンで行なわれればよい。
【００５１】
ビタミンＤ又はその代謝物の１種は、当業者に公知の技術を利用して検出されればよく、
具体的には検出対象である分析物の結合パートナーを利用した検査、特には免疫検査（免
疫測定法試験としても知られる）、又は質量分析によって検出される。
【００５２】
当然のことながら、本願において、例えば、「免疫測定法」における「免疫」は、結合パ
ートナーが免疫学的起源の結合パートナー（例えば抗体、抗体フラグメント）であること
を厳密に示しているとみなされるべきではない。当業者に周知のように、この語が使用さ
れる試験及び方法はより広く、結合パートナーは免疫学的起源及び／又は性質のものに限
らず、例えば検出及び／又は定量対象である分析物の受容体であっても良く、結合パート
ナーが対象の分析物に、好ましくは特異的に、結合可能な状態であればよい。したがって
、「酵素結合免疫吸着法（Ｅｌｉｓａ）」は、「免疫」という用語を含んでいるものの、
厳密には免疫系とは言えない結合パートナーを利用する測定であることが知られており、
より広くは「リガンド結合測定」として知られている。本明細書においては、明瞭性及び
一貫性を目的として、結合パートナーが厳密には非免疫性のもの又は非免疫学的起源のも
のであっても、対象の分析物への結合適性があり、好ましくは特定の方法で該分析物を検
出及び／又は定量するのに適した少なくとも１つの結合パートナーを利用する生物的分析
であれば、「免疫」との語を使用する。
【００５３】
上記免疫検査は、当業者に周知であり、分析物がハプテンである場合に使用される競合ア
ッセイであることが好ましい。これは、試料の分析物と分析物の類似体とを競合させるこ
とで、試料内分析物、具体的にはビタミンＤ及び／又はその代謝物の少なくとも１種を測
定するものである。免疫学的反応はトレーサーの存在により示される。
【００５４】
分析物類似体は、先行する結合なしに競合反応に使用されても、また、結合体又はトレー
サーを形成するための標識との結合後に使用されてもよい。
【００５５】
また、競合的免疫アッセイでは、さらに、上記分析物類似体及び上記分析物が競合する対
象となる、分析物の結合パートナーを使用する必要がある。上記分析物類似体が標識（ト
レーサーではなく捕獲パートナー）に結合しない場合は、上記結合パートナーが標識され
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反応トレーサーを構成する。上記分析物類似体が標識（この場合はトレーサー）に結合す
る場合は、上記結合パートナーが捕獲パートナーとなる。
【００５６】
この時、上記トレーサーが発する測定信号は、試料中の分析物の量に反比例する。
【００５７】
「標識」とは、形態によるが、化学的に修飾されずに捕獲パートナー又は分析物類似体と
直接反応する基を含有する分子、若しくは、この基を含むように化学修飾された分子を指
し、上記分子は、直接的又は間接的に検出可能な信号を生成可能である。このような反応
性基は、特には第一級アミンであってよい。上記直接検出標識としては、限定されないが
、以下のものを含む：
・例えば比色法、蛍光、発光等により検出可能な信号を生成する、ホースラディッシュ・
ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、及びグルコース－
６－リン酸デヒドロゲナーゼ等の酵素；
・蛍光、発光及び染料等の発色団；
・３２Ｐ、３５Ｓ及び１２５Ｉ等の放射性分子；
・アレクサ又はフィコシアニン等の蛍光性分子；並びに
・アクリジニウム又はルテニウムに基づく有機金属誘導体等の電気化学発光塩類。
【００５８】
また、間接的検出法が使用されてもよく、例えばアンチリガンドと反応可能なリガンドが
使用できる。上記リガンドは、分析物類似体と共働する標識、又は、トレーサーを構成す
る結合パートナーに相当する。
【００５９】
リガンド／アンチリガンドペアは、当業者には、例えば以下のペアに当てはまることが周
知である：ビオチン／ストレプトアビジン、ハプテン／抗体、抗原／抗体、ペプチド／抗
体、糖／レクチン、ポリヌクレオチド／ポリヌクレオチド相補体。
【００６０】
これにより、アンチリガンドは、上記直接検出標識により直接検出可能となるか、その他
のリガンド／アンチリガンドペア等を利用してそれ自体が検知可能となってもよい。
【００６１】
一定の条件下においては、これらの間接検出法により、信号を増幅できる場合がある。こ
の信号増幅技術は当業者に周知であり、本出願人による先行特許出願である仏国特許出願
公開第２７８１８０２号明細書又は国際公開第９５／０８０００号に記載されている。
【００６２】
使用される標識の種類によっては、当業者は、標識が可視化される、又は、信号が発せら
れるための試薬を添加する。該標識や信号は、例えば分光光度計；蛍光分光光度計；又は
高解像度カメラといった、任意の適切な種類の測定器によって検出可能である。
【００６３】
ビタミンＤやその代謝物の１種、又は、複数のこれら化合物に対する「結合パートナー」
とは、ビタミンＤやその代謝物の１種、又は、複数のこれら化合物（一般的には「ビタミ
ンＤ分析物」と呼ばれるもの）に結合可能な任意の分子を意味する。ビタミンＤ分析物結
合パートナーとしては、例えば、抗体、抗体画分、ｎａｎｏｆｉｔｉｎｓ、ビタミンＤ分
析物受容体、又は、ビタミンＤ分析物と相互作用することが知られている他のタンパク質
が挙げられる。
【００６４】
例えば、結合パートナー抗体は、ポリクローナル抗体又はモノクローナル抗体であってよ
い。
【００６５】
ポリクローナル抗体は、免疫原としての対象ビタミンＤ分析物で動物を免疫化し、この動
物の血清を取得することで精製された対象抗体を回収し、上記血清の他の成分から対象抗
体を分離することにより得られてもよい。具体的には、上記抗体に特異的に認識される抗
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原（具体的には免疫原）を固定したカラム上でアフィニティークロマトグラフィを行う。
【００６６】
モノクローナル抗体は、当業者に周知のハイブリドーマ技術によって得られてもよい。モ
ノクローナル抗体はまた、当業者に周知の技術を利用して、遺伝子工学により得られた組
み換え抗体であってもよい。
【００６７】
抗体フラグメントとしては、Ｆａｂ、Ｆａｂ′、Ｆ（ａｂ′）２フラグメント、そして単
鎖可変領域フラグメント（ｓｃＦｖ）及び重鎖可変領域フラグメント（ｄｓＦｖ）が挙げ
られる。これらの機能性フラグメントは、特に遺伝子工学によって得られてもよい。
【００６８】
Ｎａｎｏｆｉｔｉｎｓ（商品名）は、小さなタンパク質であり、抗体のように、生物学的
標的に結合でき、それにより生物の体内で標的を検出、捕獲、または単に標的として標識
することを可能にする。
【００６９】
結合パートナーとしては、ビタミンＤ分析物に対して特異的又は非特異的なものを使用し
てよい。「特異的」とは、結合パートナーが、ビタミンＤ分析物と排他的又はほぼ排他的
に結合可能であることをいう。「非特異的」とは、ビタミンＤ分析物との結合選択性が弱
く、例えば他のタンパク質や抗体等の他のリガンドとも結合可能であることをいう。本発
明を好適に実施するには、特異的結合パートナーが好ましい。
【００７０】
抗ビタミンＤ分析物抗体は公知であり、具体的には、Ｈｏｌｌｉｓ，Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ
．３１／１１、１８１５－１８１９（１９８５）、Ｈｏｌｉｓ，Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．３
９／３、５２９－５３３（１９９３）、及び、欧州特許第１９３１７１１号に記載されて
いる。さらに、Ｂｉｏｖｅｎｔｉｘ（英国）等の様々なサプライヤーから入手可能である
。
【００７１】
結合パートナー又はビタミンＤ類似体を捕獲に使用する際、当業者に周知の任意の方法で
、微量滴定プレート、ラテックス、反応コーン、直径１００マイクロメートル～ナノメー
トル程度のビーズ等の媒体に結合してもよい。ビタミンＤ類似体は、固体相に固定されて
いることが好ましい。
【００７２】
具体的には、アビジン及び／又はストレプトアビジンにより官能化された媒体を利用して
、ビオチン化された分析物類似体を固体相に固定できる。官能化技術は、それを参照可能
な当業者に周知である。
【００７３】
従来は、ビタミンＤ及び／又はその代謝物の少なくとも１種の量を測定するために、試料
中の分析物の量に反比例する信号を、当業者に周知の技術により事前に得た検量線と比較
する場合があった。したがって、例えば、検量線は、同一の結合パートナーを利用すると
ともに、ビタミンＤの量を増加させて免疫アッセイを行うことで得られてもよい。ビタミ
ンＤの濃度を横軸に沿ってプロットし、免疫アッセイ後に得られた対応する信号を縦軸に
沿ってプロットすることにより曲線が得られる。
【００７４】
本発明の検出／定量方法は、ビタミンＤの検出／定量に利用可能な商業用試験フォーマッ
トに直接適用してもよい。そのようなビタミンＤ及び／又はその代謝物の１種を分析する
ためのフォーマットは、具体的には、Ａｂｂｏｔｔ（Ａｒｃｈｉｔｅｃｔ  ２５－ＯＨ  
ｖｉｔａｍｉｎ  Ｄ、ｒｅｆ．３Ｌ５２）、ＤｉａＳｏｒｉｎ（Ｌｉａｉｓｏｎ（登録商
標）２５－ＯＨ  ｖｉｔａｍｉｎ  Ｄ  ｔｏｔａｌ  ａｓｓａｙ、ｒｅｆ．３１０６００
）、ＩＤＳ（ＩＤＳ－ｉＳＹＳ  ２５－ｈｙｄｒｏｘｙ  ｖｉｔａｍｉｎ  Ｄ  ａｓｓａ
ｙ、ｒｅｆ．ＩＳ－２７００）、Ｓｉｅｍｅｎｓ（Ａｄｖｉａ  Ｃｅｎｔａｕｒ（登録商
標）ｖｉｔａｍｉｎ  Ｄ  ｔｏｔａｌ、ｒｅｆ．１０４９１９９４）、及び、Ｒｏｃｈｅ
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（Ｅｌｅｃｙｓ  ｖｉｔａｍｉｎ  Ｄ  ｔｏｔａｌ）として販売されている。
【００７５】
従来の方法では、免疫測定を行なう場合、上述したような免疫学的検出に必要とされる試
薬を利用しなくてはならず、これら試薬は試料中に導入されることとなる。好適には、解
離、及び、選択されたフルオロアルキル界面活性剤とＣ１～Ｃ４アルコール、好ましくは
Ｃ１～Ｃ３アルコールの両方の測定される試料への導入は、試薬の導入前に行われる。
【００７６】
また、一旦解離が成功すれば、検出／定量工程に質量分析を使用することも可能である。
この技術は、分析される化合物のモル質量測定を可能にし、該化合物の分子構造を同定可
能にし、更には該化合物の定量を可能にする分析技術である。生体液のような複雑な混合
物に適用する際には、この液体の複雑性を低減する分離技術と組み合わせる必要がある。
それは通常、ガスクロマトグラフィー（ＧＣ）又は液体クロマトグラフィー（ＬＣ）であ
る。タンデム質量分析（ＭＳ／ＭＳ）は、２つの分析器を組み合わせることで、検出／定
量に使用することができる。第１の分析器で選択されたイオン化合物は、第２の分析器で
より精密に分析される。このような二重分析により、上記方法の特異性が著しく向上する
。この技術については、具体的にはＶａｎ  ｄｅｎ  Ｂｒｏｅｋ他、Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔ
ｏｇｒ．Ｂ  ９２９  １６１－１７９（２０１３）に記載されている。
【００７７】
本発明の方法を使用することができる生体試料は、分析物（ビタミンＤ又はその代謝物の
１種）を含有する可能性がある動物、好ましくはヒトの生体試料であり、免疫測定又は質
量分析を行なうことができるものである。このような試料は、当業者に周知である。上記
測定方法において使用される試料は、使用前に任意で修飾されていてもよい。事前に修飾
されない試料の例としては、全血等の生体液が挙げられる。試料誘導体としても知られる
、事前に修飾される試料の例としては、生体組織検査又は手術により得られ、その後イン
ビトロで培養された血清、血漿及び細胞が挙げられる。その後、ビタミンＤ又はその代謝
物の１種の濃度を、培養上清又は細胞溶解液にて測定できる。
【図面の簡単な説明】
【００７８】
【図１】両方の緩衝液（ＰＢＳ緩衝液及びトリス緩衝液）について、分析物のｎｇ／ｍＬ
範囲に対するＢ／Ｂ０％比測定値を示す。
【発明を実施するための形態】
【実施例】
【００７９】
以下の実施例により本発明を説明するが、これらは本発明を限定するものではない。
【００８０】
各実験条件においては、Ｖｉｄａｓ（登録商標）測定器（ビオメリュー社）によって測定
した相対蛍光強度（ＲＦＶ）信号を、実施例の表に示した。各条件において、独立した測
定を複数回行う場合も多くあった。「平均ＲＦＶ」が、これら独立した測定の算術平均値
に相当する。
【００８１】
解離溶液の有効性を検証するため、２５－ＯＨビタミンＤの濃度が異なる２つの生体試料
を使用して得られた結果について、得られた２つの信号（ＲＦＶ試料２／ＲＦＶ試料１、
試料１は２５－ＯＨビタミンＤの濃度が低いほうの試料）間の％比を算出することにより
比較した。独立した測定を複数回行った場合は、平均ＲＦＶから比を算出した。この比が
小さいほど、良い解離が得られる。
【００８２】
変動係数（ＣＶ）は、標準偏差と平均値との比として定義される。この比は、パーセント
表示（ＣＶ％）されることが多い。ＣＶ％は、相対的な分散の尺度であり、結果の再現性
を反映する。得られた値が低くなると、再現性が向上したことを意味する。
【００８３】
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記載された実験のうちのいくつかは、Ｔａｇｕｓｈｉ表を使用して作成された実験最適化
方法の一部である。再現性試験（固定信号値）に関しては、最適値が公称値であれば、そ
の値付近での分散はノイズ因子によるものであり、再現性に有害であると考えられる。繰
り返し実験データに基づいて信号対雑音比（Ｓ／Ｎ）を算定してもよく、この比は式１０
×ｌｏｇ１０（平均２／標準偏差２）を使って定義される。タグチ定数としても知られる
Ｓ／Ｎ比は、結果の再現性を示す。得られた値の上昇は、再現性の向上を示す。
【００８４】
Ｂ／Ｂ０％比は、実験したポイント範囲で得られた信号を、分析物が０ｎｇ／ｍＬのポイ
ント範囲で得られた信号で除し、１００を乗じた値である。
【００８５】
下記の表５以外の表では、使用したパーフルオロアルキル酸は液体であり、そのパーセン
ト値は、解離溶液の合計体積に対する体積である。使用されたアルコールのパーセント値
については、すべての場合において、解離溶液の全体積に対する体積である。
【００８６】
実施例１  パーフルオロヘキサン酸を単独使用する場合と比較したメタノール及びパーフ
ルオロヘキサン酸の混合液を使用した解離の利点
解離溶液の調製
比較用解離溶液：ＰＢＳ緩衝液調製成分（５ｍＭリン酸水素ナトリウム（Ｎａ２ＨＰＯ４

）、１．５ｍＭリン酸二水素カリウム（ＫＨ２ＰＯ４）、１３１ｍＭ  ＮａＣｌ）及び０
．７５％のパーフルオロヘキサン酸を約３０分撹拌して脱塩水に溶解した。ｐＨは、６Ｎ
  ＮａＯＨを使用して７．２に調節した。
【００８７】
本発明の溶液：ＰＢＳ緩衝液調製成分（５ｍＭリン酸水素ナトリウム（Ｎａ２ＨＰＯ４）
、１．５ｍＭリン酸二水素カリウム（ＫＨ２ＰＯ４）、１３１ｍＭ  ＮａＣｌ）及び０．
７５％のパーフルオロヘキサン酸、及び５％のメタノールを約３０分撹拌して脱塩水に溶
解した。ｐＨは、６Ｎ  ＮａＯＨを使用して７．２に調節した。
【００８８】
全２５－ＯＨビタミンＤ定量方法
Ｖｉｄａｓ（登録商標）免疫試験機（ビオメリュー社）を使用して、免疫アッセイを行っ
た。使い捨てコーンは、反応における固体相としての役割と、ピペットシステムとしての
役割との両方を果たす。カートリッジには、封をしてラベルされたアルミニウム箔で覆わ
れたウェルが１０個設けらていた。第１のウェルには、試料の挿入を容易にするための切
り欠き部を設けた。最後のウェルは、基質の蛍光が測定される光学的キュベットとした。
その間のウェルは、分析に必要な各種の試薬を含むものとした。試験の工程は、全て自動
的に試験機によって行なわれた。これらの工程は、反応媒体の一連の吸引／排出サイクル
で構成された。
【００８９】
ａ）コーンの感知と不動態化
コーンは、ｐＨ６．１の５０ｍＭ  ＭＥＳ緩衝液中１０μｇ／ｍＬまで希釈した３００μ
Ｌのキャリアー抗タンパク質抗体溶液で感作した。＋１８／２５℃で６時間（ｈ）培養し
た後、９ｇ／ＬのＮａＣＬ溶液で洗浄をした。その後、ヒトアルブミンを含有するｐＨ６
．２の２００ｍＭトリス緩衝液で１５０ｎｇ／ｍＬまで希釈した、キャリアータンパク質
に結合したビタミンＤの溶液を、３００μＬ添加した。
これを、＋１８／２５℃で一晩、感作／不動態化した。コーンを空にし、乾燥させ、次の
使用まで湿気から保護しつつ＋４℃で保存した。
【００９０】
ｂ）試料の前処理
分析用試料（１００μＬ）を、カートリッジの第１のウェルに導入した。試料に含有され
るビタミンＤを結合タンパク質から分離するために、上記試料及び前処理試薬（比較用解
離溶液又は本発明の溶液）をまとめて入れた。Ｖｉｄａｓ（登録商標）機によって、解離



(15) JP 2019-152674 A 2019.9.12

10

20

溶液３４０μＬを試料４８μＬと混合した。得られた混合物を、３７℃で５分間培養した
。
【００９１】
ｃ）免疫測定法反応手順
アルカリホスファターゼによって標識された抗ビタミンＤ抗体（結合済み、ビオメリュー
社）を１体積含有するウェルに、前処理された試料（約０．９体積）を移した。アルカリ
ホスファターゼ抗体結合体を、ｐＨ７．１、３００ｍＭ  ＮａＣｌでヒトアルブミンを含
有する１００ｍＭトリス緩衝液で約１０μｇ／ｍＬまで事前に希釈した。試料／結合体混
合物を、このウェルで約５～７分間培養した。その後、試料／結合体混合物をコーン中で
更に約５～７分間培養したが、その間に、試料中の抗原とコーンに固定されたビタミンＤ
抗原との間で、結合抗ビタミンＤに特異的な抗体部位に対する競合が起こった。その後、
ｐＨ８．４、３００ｍＭ  ＮａＣｌの２００ｍＭトリス緩衝液、及び０．２％Ｔｗｅｅｎ
（登録商標）２０を使用して、三回連続して洗浄を行い、非固定化合物を除去した。最後
の検出工程の間、リン酸４－メチルウンベリフェリル基質が吸い出され、コーンに送達さ
れた。結合体の酵素は、基質を４－メチルウンベリフェリルへと加水分解する反応を触媒
する。反応により発せられる蛍光は４５０ナノメートル（ｎｍ）で測定された。蛍光信号
の値は、試料中の抗原の濃度に反比例する。
【００９２】
下記表１は、３種のヒト血清溶液について、Ｖｉｄａｓ（登録商標）機によって測定され
た蛍光信号（ＲＦＶ）を、使用した解離溶液の関数としてまとめたものである。各実験構
成ごとに、独立した測定を４回行った。
【００９３】
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【００９４】
アルコールを加えることにより、再現性が向上する（信号対雑音比が上昇し、ＣＶ％が低
下する）とともに、解離性も向上する（％信号比が低下する）ことが分かる。
【００９５】
実施例２  各種アルコールの比較
本実施例に使用された解離溶液は、ｐＨ７．２のＰＢＳ緩衝液中で、実施例１に記載の方
法で調製した。フルオロアルキル界面活性剤及びアルコールの性質及び濃度は、表２及び
３に記載の通りに変更した。
【００９６】
その他の手順は、実施例１と同様であった。
【００９７】
表２：パーフルオロヘキサン酸の使用
比較解離溶液：ＰＢＳ＋１％パーフルオロヘキサン酸（アルコールなし）
【００９８】
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【表２－１】

【００９９】
本発明の解離溶液：ＰＢＳ＋１％パーフルオロヘキサン酸＋５％メタノール
【０１００】

【表２－２】

【０１０１】
本発明の解離溶液：ＰＢＳ＋１％パーフルオロヘキサン酸＋５％エタノール
【０１０２】
【表２－３】

【０１０３】
本発明の解離溶液：ＰＢＳ＋１％パーフルオロヘキサン酸＋５％イソプロパノール
【０１０４】
【表２－４】

【０１０５】
アルコールの種類に関わらず、アルコールを添加することで解離が促進される（％信号比
が低下する）ことが分かった。
【０１０６】
表３：パーフルオロオクタン酸の使用比較解離溶液：ＰＢＳ＋０．７５％パーフルオロオ
クタン酸（アルコールなし）
【０１０７】
【表３－１】

【０１０８】
解離溶液：ＰＢＳ＋０．７５％パーフルオロオクタン酸＋５％メタノール
【０１０９】
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【表３－２】

【０１１０】
解離溶液：ＰＢＳ＋０．７５％パーフルオロオクタン酸＋５％エタノール
【０１１１】

【表３－３】

【０１１２】
アルコールの種類に関わらず、アルコールを添加することで解離が促進される（％信号比
が低下する）ことが分かった。
【０１１３】
実施例３  パーフルオロアルキル酸濃度の影響
この実施例で使用される解離溶液は、ｐＨ７．２のＰＢＳ緩衝液中で、実施例１に記載の
方法で調製した。
【０１１４】
その他の手段は、実施例１と同様であった。
【０１１５】
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【表４】

【０１１６】
どの条件であっても、アルコールの存在下で解離性が向上することが分かる。パーフルオ
ロアルキル酸の濃度を高くすることで、解離性が更に向上する。
【０１１７】
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実施例４  アルコール濃度の影響
本実施例で使用される解離溶液は、ｐＨ７．２のＰＢＳ緩衝液中で、実施例１に記載の方
法で調製した。フルオロアルキル界面活性剤及びアルコールの性質及び濃度は、表５に記
載の通りに変更した。アンモニウムパーフルオロオクタン酸は固体であるので、その割合
は、溶液の全体積に対するアンモニウムパーフルオロオクタン酸の重量で表される。
【０１１８】
その他の手段は、実施例１と同様であった。
【０１１９】
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【表５】

【０１２０】
メタノール濃度が高くなるほど解離性は向上するが、濃度が高すぎると、再現性が低下す
る場合があることが分かった。したがって、当業者は、メタノール濃度を調整し、パーフ
ルオロアルキル界面活性剤の量とアルコールの量との妥協点を見出す必要がある。
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【０１２１】
実施例５  Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標）Ｆ－１２７の添加
本実施例で使用される本発明の解離溶液は、フルオロアルキル界面活性剤が１．５％パー
フルオロヘキサン酸であったことと、アルコールが５％メタノールであったこと以外は、
実施例１に記載の方法でｐＨ７．５の５０ｍＭトリス緩衝液中で調製した。Ｐｌｕｒｏｎ
ｉｃ（登録商標）Ｆ－１２７は、濃度０．２５％のものを使用したか、全く使用されなか
った。結果を下記表６に示す。
【０１２２】
その他の手段は、実施例１と同様であった。
【０１２３】
【表６】

【０１２４】
Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標）Ｆ－１２７等の追加の界面活性剤を添加することで、再現
性が向上する（ＣＶ％が低下する）ことが分かった。ビタミンＤの濃度が高い試料のほう
が、再現性の向上が大きかった。
【０１２５】
実施例６  使用する緩衝液の影響
比較用解離溶液、及び、本実施例で使用されるＰＢＳを含む本発明の解離溶液を、実施例
１に記載の方法でｐＨ７．２のＰＢＳ緩衝液中で調製した。フルオロアルキル界面活性剤
及びアルコールを使用する場合、その性質及び濃度は、表７（比較用溶液）及び表９（本
発明の溶液）に記載の通りである。
【０１２６】
トリス含有と記載の比較用解離溶液及び本発明の解離溶液は、５０ｍＭトリスとフルオロ
アルキル界面活性剤とを含有し、アルコール含有のものもあった。これら成分を、約３０
分間撹拌して脱塩水に溶解した。ｐＨは、６Ｎ  ＮａＯＨを使用して７．５に調整した。
フルオロアルキル界面活性剤及びアルコールを使用する場合、その性質及び濃度は、表８
（比較用溶液）及び表９（本発明の溶液）に記載の通りである。
【０１２７】
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比較用解離溶液：ＰＢＳ＋１．５％パーフルオロヘキサン酸
【０１２８】
【表７】

【０１２９】
比較用解離溶液：トリス＋１．５％パーフルオロヘキサン酸
【０１３０】
【表８】

【０１３１】
本発明の解離溶液：ＰＢＳ緩衝液又はトリス緩衝液＋１．５％パーフルオロヘキサン酸＋
５％メタノール
【０１３２】

【表９】

【０１３３】
緩衝液の性質は、ＲＦＶ比に対して大きな影響はなく、得られる解離にも大きな影響はな
かったことが分かる。
【０１３４】
１つの図面に、両方の緩衝液（ＰＢＳ緩衝液及びトリス緩衝液）について、分析物のｎｇ
／ｍＬ範囲に対するＢ／Ｂ０％比測定値を示す。Ｂ／Ｂ０％比は、実験したポイント範囲
で得られた信号を分析物０ｎｇ／ｍＬのポイント範囲で得られた信号で除し、１００を乗
じた値である。
【０１３５】
解離の観点からも、再現性の観点からも、得られた結果が、使用する緩衝液の選択により
大きく影響されることはなかったことが分かる。
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