
(57)【要約】

【課題】長期間保存可能なヒト・クロモグラニンＡの測

定キットを提供する。

【解決手段】ａ）抗ＩｇＧ抗体を固定化した複数のウェ

ルを有する測定プレート２と、ｂ）ヒト・クロモグラニ

ンＡの３４４～３７４残基に相当するアミノ酸配列を有

するペプチドを凍結乾燥して得られる標準抗原３と、ｃ

）ヒト・クロモグラニンＡの３４４～３７４残基に相当

するアミノ酸配列のＮ末端側にビオチニル基および二つ

のグリシン残基が結合したアミノ酸配列を有するペプチ

ドを凍結乾燥して得られるビオチン標識抗原４、ｄ）ヒ

ト・クロモグラニンＡの３４４～３７４残基に相当する

アミノ酸配列を有するペプチドを免疫して得られる抗血

清から得られるＩｇＧ抗体画分を凍結乾燥して得られる

特異抗体５と、ｅ）ペルオキシダーゼ共役安定保存液で

希釈したストレプトアビジン－ホースラディッシュペル

オキシダーゼ溶液６と、ｆ）発色剤７と、ｇ）反応停止

液８と、ｈ）緩衝液９からなるヒト・クロモグラニンＡ

測定キット１。

【選択図】　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ａ ） 抗 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 固 定 化 し た 複 数 の ウ ェ ル を 有 す る 測 定 プ レ ー ト と 、
ｂ ） ア ミ ノ 酸 配 列 （ Ｉ ）
Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ Ｄ 　 Ｎ Ｒ Ｄ Ｓ Ｓ 　 Ｍ Ｋ Ｌ Ｓ Ｆ 　 Ｒ Ａ Ｒ Ａ Ｙ
Ｇ Ｆ Ｒ Ｇ Ｐ 　 Ｇ Ｐ Ｑ Ｌ Ｒ 　 Ｒ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
を 有 す る ペ プ チ ド を 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 そ し て こ れ を 凍 結 乾 燥 し て 得 ら れ る 標 準 抗 原 と 、
ｃ ） ア ミ ノ 酸 配 列 （ Ｉ Ｉ ）
ビ オ チ ニ ル － Ｇ Ｇ 　 Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ Ｄ 　 Ｎ Ｒ Ｄ Ｓ Ｓ 　 Ｍ Ｋ Ｌ Ｓ Ｆ
Ｒ Ａ Ｒ Ａ Ｙ 　 Ｇ Ｆ Ｒ Ｇ Ｐ 　 Ｇ Ｐ Ｑ Ｌ Ｒ 　 Ｒ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
を 有 す る ペ プ チ ド を 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 そ し て こ れ を 凍 結 乾 燥 し て 得 ら れ る ビ オ チ ン 標 識 抗
原 と 、
ｄ ） 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 （ Ｉ ） を 有 す る ペ プ チ ド を 温 血 動 物 に 免 疫 し て 得 ら れ る 抗 血 清 か ら
Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 精 製 し 、 該 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 画 分 を 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 そ し て こ れ を 凍 結 乾 燥 し て 得
ら れ る 特 異 抗 体 と 、
ｅ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 そ し
て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 共 役 安 定 保 存 液 で 希 釈 し て 得 ら れ る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ デ
ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 溶 液 と 、
ｆ ） 発 色 剤 と 、
ｇ ） 反 応 停 止 液 と 、
ｈ ） 緩 衝 液
か ら な る こ と を 特 徴 と す る 、 ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 測 定 プ レ ー ト ａ ） は 、 抗 体 の 固 定 化 後 に 乾 燥 さ せ ら れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 １ 記 載 の ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 特 異 抗 体 ｄ ） に お け る Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 の 精 製 は 、 プ ロ テ イ ン Ａ 結 合 多 孔 性 セ ル ロ ー ス ゲ ル
を 充 填 し た カ ラ ム で 行 う こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定
キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 溶 液 ｅ ） の 希 釈 率 は ４ ，
０ ０ ０ ～ ６ ， ０ ０ ０ 倍 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ
測 定 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】
本 発 明 は 、 ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ （ 以 下 、 Ｃ ｇ Ａ と 表 記 す る 。 ） の 測 定 キ ッ ト に 関 す る
。 よ り 詳 し く は 、 ヒ ト Ｃ ｇ Ａ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ
ド を 用 い て 、 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り ヒ ト Ｃ ｇ Ａ を 定 量 す る た め の キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 】
Ｃ ｇ Ａ は 、 可 溶 性 の 酸 性 タ ン パ ク 質 で あ る ク ロ モ グ ラ ニ ン 類 の 一 種 で あ り 、 ク ロ ム 親 和 性
細 胞 中 に 見 出 す こ と が で き る 。 ま た Ｃ ｇ Ａ は カ テ コ ー ル ア ミ ン お よ び ペ プ チ ド ホ ル モ ン を
分 泌 す る 様 々 な ニ ュ ー ロ ン お よ び パ ラ ニ ュ ー ロ ン 中 の 分 泌 腺 細 胞 中 に も 貯 蔵 さ れ て お り 、
内 臓 へ の 刺 激 に 応 答 し て ア ド レ ナ リ ン お よ び ノ ル ア ド レ ナ リ ン と 共 に 放 出 さ れ る 。 さ ら に
、 激 し い 運 動 が 血 漿 中 の Ｃ ｇ Ａ 濃 度 を 増 加 さ せ る こ と も 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
Ｃ ｇ Ａ が 果 た す 生 体 中 で の 機 能 の 詳 細 に つ い て は 未 だ 不 明 な 点 も あ る が 、 近 年 、 唾 液 検 体
中 の Ｃ ｇ Ａ 濃 度 が 生 物 の ス ト レ ス を 反 映 す る と い う 知 見 が 得 ら た 。 こ の 知 見 に 基 づ く と 、
唾 液 検 体 中 の Ｃ ｇ Ａ 濃 度 を 測 定 す る こ と が で き れ ば 、 該 測 定 の 結 果 か ら 生 物 の ス ト レ ス の
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状 態 を 簡 便 に 評 価 で き る と 考 え ら れ 、 産 業 の 様 々 な 分 野 で の 応 用 が 注 目 さ れ つ つ あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
ヒ ト Ｃ ｇ Ａ の 測 定 方 法 と し て は 、 例 え ば 特 開 平 １ １ － １ ５ ３ ５ ９ ８ 号 公 報 に 記 載 の も の が
挙 げ ら れ る 。 該 方 法 は 、 ヒ ト Ｃ ｇ Ａ の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の 一 部 、 具 体 的 に は ３ ４ ４ ～ ３
７ ４ 残 基 に 相 当 す る 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド を 抗 原 と し て ヒ ト を 除 く 温 血 動 物 に 免 疫 し 、 産
出 し た ヒ ト Ｃ ｇ Ａ に 特 異 的 な 反 応 を 有 す る 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ア ッ セ イ か ら な る 。 こ の 方
法 に よ り 、 ヒ ト の 組 織 、 血 液 、 尿 、 骨 髄 液 、 唾 液 等 の 中 に 存 在 す る Ｃ ｇ Ａ お よ び そ の 関 連
ペ プ チ ド を 有 効 に 測 定 お よ び 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
し か し な が ら 該 方 法 を 採 用 し た 従 来 の 測 定 系 は 、 そ の 感 度 、 特 異 性 等 の 面 に つ い て は 満 足
す べ き も の で あ っ た が 、 抗 体 、 酵 素 等 に つ い て 煩 雑 な 測 定 前 処 理 を 必 要 と し 、 ま た 使 用 す
る 調 製 済 試 薬 の 安 定 性 が 低 く 、 そ の 保 存 寿 命 は 凡 そ ２ ヶ 月 程 度 と 短 か っ た 。 従 っ て 、 該 測
定 系 に 基 づ い て 作 製 さ れ た 測 定 キ ッ ト の 市 販 品 は 、 保 存 等 の 面 で 十 分 な も の と は 言 え ず 、
ヒ ト Ｃ ｇ Ａ 測 定 キ ッ ト と し て な お 一 層 の 改 良 が 求 め ら れ て い た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
従 っ て 本 発 明 の 目 的 は 、 ヒ ト Ｃ ｇ Ａ に 対 す る 良 好 な 感 度 、 特 異 性 等 を 維 持 し つ つ 、 長 期 間
保 存 が 可 能 で 、 長 い 使 用 可 能 期 間 を 有 す る ヒ ト Ｃ ｇ Ａ 測 定 キ ッ ト を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
本 発 明 者 等 は 上 記 の 要 求 に 鑑 み 鋭 意 開 発 を 行 っ た 結 果 、 多 岐 に わ た る 調 剤 処 理 の 中 か ら 最
適 な も の を 選 択 し て 、 ヒ ト Ｃ ｇ Ａ の ３ ４ ４ ～ ３ ７ ４ 残 基 に 相 当 す る 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド
を 抗 原 と し た ヒ ト Ｃ ｇ Ａ の 測 定 系 を 構 築 す る と 、 １ 年 ま た は そ れ 以 上 に わ た る 長 期 間 保 存
が 可 能 で 、 使 用 可 能 期 間 の 長 い ヒ ト Ｃ ｇ Ａ 測 定 キ ッ ト と な り 、 ま た 該 測 定 キ ッ ト は 、 従 来
の 測 定 系 と 同 等 以 上 の 優 れ た 測 定 性 能 を 有 し 、 か つ 使 用 時 の 操 作 も 大 変 簡 便 で あ る こ と を
見 出 し て 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
従 っ て 、 本 願 請 求 項 １ に 係 る 発 明 の ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト は 、
ａ ） 抗 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 固 定 化 し た 複 数 の ウ ェ ル を 有 す る 測 定 プ レ ー ト と 、
ｂ ） ア ミ ノ 酸 配 列 （ Ｉ ）
Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ Ｄ 　 Ｎ Ｒ Ｄ Ｓ Ｓ 　 Ｍ Ｋ Ｌ Ｓ Ｆ 　 Ｒ Ａ Ｒ Ａ Ｙ
Ｇ Ｆ Ｒ Ｇ Ｐ 　 Ｇ Ｐ Ｑ Ｌ Ｒ 　 Ｒ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
を 有 す る ペ プ チ ド を 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 そ し て こ れ を 凍 結 乾 燥 し て 得 ら れ る 標 準 抗 原 と 、
ｃ ） ア ミ ノ 酸 配 列 （ Ｉ Ｉ ）
ビ オ チ ニ ル － Ｇ Ｇ 　 Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ Ｄ 　 Ｎ Ｒ Ｄ Ｓ Ｓ 　 Ｍ Ｋ Ｌ Ｓ Ｆ
Ｒ Ａ Ｒ Ａ Ｙ 　 Ｇ Ｆ Ｒ Ｇ Ｐ 　 Ｇ Ｐ Ｑ Ｌ Ｒ 　 Ｒ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
を 有 す る ペ プ チ ド を 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 そ し て こ れ を 凍 結 乾 燥 し て 得 ら れ る ビ オ チ ン 標 識 抗
原 と 、
ｄ ） 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 （ Ｉ ） を 有 す る ペ プ チ ド を 温 血 動 物 に 免 疫 し て 得 ら れ る 抗 血 清 か ら
Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 精 製 し 、 該 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 画 分 を 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 そ し て こ れ を 凍 結 乾 燥 し て 得
ら れ る 特 異 抗 体 と 、
ｅ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 そ し
て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 共 役 安 定 保 存 液 で 希 釈 し て 得 ら れ る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ デ
ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 溶 液 と 、
ｆ ） 発 色 剤 と 、
ｇ ） 反 応 停 止 液 と 、
ｈ ） 緩 衝 液
か ら な る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 願 請 求 項 ２ に 係 る ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン 測 定 キ ッ ト は 、 請 求 項 １ 記 載 の 測 定 キ ッ ト に お
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い て 、 前 記 測 定 プ レ ー ト ａ ） は 、 抗 体 の 固 定 化 後 に 乾 燥 さ せ ら れ て い る こ と を 特 徴 と す る
。
本 発 明 で は 、 測 定 プ レ ー ト ａ ） に 乾 燥 操 作 を 行 う こ と に よ り 、 測 定 の 感 度 が 上 昇 し た 測 定
キ ッ ト と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 願 請 求 項 ３ に 係 る ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト は 、 請 求 項 １ 記 載 の 測 定 キ ッ ト に
お い て 、 前 記 特 異 抗 体 ｄ ） に お け る Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 の 精 製 は 、 プ ロ テ イ ン Ａ 結 合 多 孔 性 セ ル ロ
ー ス ゲ ル を 充 填 し た カ ラ ム で 行 う こ と を 特 徴 と す る 。
本 発 明 で は 、 特 異 抗 体 ｄ ） の 精 製 方 法 を 最 適 な も の に 変 更 す る こ と に よ り 、 測 定 の 感 度 が
上 昇 し た 測 定 キ ッ ト と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 願 請 求 項 ４ に 係 る ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト は 、 請 求 項 １ 記 載 の 測 定 キ ッ ト に
お い て 、 前 記 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 溶 液 ｅ ） の 希 釈
率 は ４ ， ０ ０ ０ ～ ６ ， ０ ０ ０ 倍 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
本 発 明 で は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 溶 液 ｅ ） を ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ 共 役 安 定 保 存 液 で 希 釈 す る 際 の 希 釈 率 を 上 記 の 範 囲 内 と す る こ と に よ り 、 測
定 の 感 度 が 上 昇 し た 測 定 キ ッ ト と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
本 発 明 の ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト １ は 、 図 １ に 図 示 す る よ う に 、 ａ ） 測 定 プ レ
ー ト ２ と 、 ｂ ） 標 準 抗 原 ３ と 、 ｃ ） ビ オ チ ン 標 識 抗 原 ４ と 、 ｄ ） 特 異 抗 体 ５ と 、 ｅ ） ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 溶 液 ６ と 、 ｆ ） 発 色 剤 ７ と 、 ｇ ）
反 応 停 止 液 ８ と 、 ｈ ） 緩 衝 液 ９ か ら な る 。 こ れ ら の 各 キ ッ ト 要 素 の う ち 、 な か ん ず く キ ッ
ト 要 素 ａ ） ～ ｅ ） の 短 い 保 存 寿 命 が 、 従 来 の 測 定 キ ッ ト の 保 存 寿 命 が ２ ヶ 月 程 度 と 短 い 主
な 原 因 で あ っ た け れ ど も 、 詳 細 に は 以 下 に 記 載 す る 最 適 な 調 剤 方 法 を 採 用 す る こ と に よ り
、 測 定 キ ッ ト 全 体 と し て 長 期 間 保 存 が 可 能 と な り 、 保 存 寿 命 は １ 年 ま た は そ れ 以 上 と す る
こ と が で き た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト １ に お け る 測 定 プ レ ー ト ２ は 、 複 数 の ウ ェ ル
、 例 え ば １ ２ × ８ の ９ ６ ウ ェ ル を 有 す る 樹 脂 製 で 使 い 捨 て 可 能 な 多 穴 プ レ ー ト で あ り 、 予
め 抗 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 が 固 定 化 さ れ て い る 。 固 定 化 処 理 は 、 先 ず 始 め に 緩 衝 液 に 溶 解 さ せ た 抗 Ｉ
ｇ Ｇ 抗 体 を 各 ウ ェ ル に 分 注 し 、 そ し て 静 置 し て ウ ェ ル 内 に 抗 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 の 層 を 形 成 し て 行
う 。 次 い で ウ ェ ル 内 の 上 清 を 捨 て 、 ブ ロ ッ キ ン グ 剤 を 該 抗 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 層 の 上 に 分 注 し 、 例
え ば ４ ℃ の 低 温 で 静 置 し て 抗 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を ブ ロ ッ キ ン グ す る 。 さ ら に ウ ェ ル 内 の 上 清 を 捨
て 、 ス ク ロ ー ス 含 有 緩 衝 液 を 各 ウ ェ ル に 分 注 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ 剤 の 分 注 の 際 と 同 様 の 低 温
で 静 置 す る 。 そ し て 好 ま し く は 、 最 後 に 上 清 を 捨 て 、 測 定 プ レ ー ト ２ の 天 地 を 逆 転 さ せ て
乾 燥 を 行 う 。 こ う し て 抗 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 固 定 化 し た 測 定 プ レ ー ト を 、 例 え ば ア ル ミ 製 の 袋 に
密 封 し て 測 定 キ ッ ト １ に 添 付 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 の ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト １ に お け る 標 準 抗 原 ３ は 、 ヒ ト Ｃ ｇ Ａ の ３ ４
４ ～ ３ ７ ４ 残 基 に 相 当 す る 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ Ｉ ）
Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ Ｄ 　 Ｎ Ｒ Ｄ Ｓ Ｓ 　 Ｍ Ｋ Ｌ Ｓ Ｆ 　 Ｒ Ａ Ｒ Ａ Ｙ
Ｇ Ｆ Ｒ Ｇ Ｐ 　 Ｇ Ｐ Ｑ Ｌ Ｒ 　 Ｒ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
を 有 す る ペ プ チ ド か ら な る 。 標 準 抗 原 ３ は 緩 衝 液 に 溶 解 さ せ 、 小 ビ ン に 溶 液 を 分 注 し 、 そ
し て 小 ビ ン 中 で 凍 結 乾 燥 し て 測 定 キ ッ ト １ に 添 付 す る 。 添 付 す る 標 準 抗 原 ３ の 量 は 例 え ば
、 １ ０ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ ／ ビ ン で あ る 。 測 定 キ ッ ト １ の 使 用 時 に は 、 小 ビ ン に 緩 衝 液 を 加 え て 溶
解 さ せ 、 溶 液 と し て 用 い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト １ に お け る ビ オ チ ン 標 識 抗 原 ４ は 、 ヒ ト Ｃ ｇ
Ａ の ３ ４ ４ ～ ３ ７ ４ 残 基 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ 末 端 側 に ビ オ チ ニ ル 基 お よ び 二 つ の
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グ リ シ ン 残 基 を 結 合 し て な る 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ Ｉ Ｉ ）
ビ オ チ ニ ル － Ｇ Ｇ 　 Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ Ｄ 　 Ｎ Ｒ Ｄ Ｓ Ｓ 　 Ｍ Ｋ Ｌ Ｓ Ｆ
Ｒ Ａ Ｒ Ａ Ｙ 　 Ｇ Ｆ Ｒ Ｇ Ｐ 　 Ｇ Ｐ Ｑ Ｌ Ｒ 　 Ｒ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
を 有 す る ペ プ チ ド か ら な る 。 ビ オ チ ン 標 識 抗 原 ４ も 標 準 抗 原 ３ と 同 様 に 緩 衝 液 に 溶 解 さ せ
、 小 ビ ン に 分 注 し 、 そ し て 小 ビ ン 中 で 凍 結 乾 燥 し て 測 定 キ ッ ト １ に 添 付 す る 。 測 定 キ ッ ト
１ の 使 用 時 に は 、 小 ビ ン に 蒸 留 水 を 加 え て 溶 解 さ せ 、 溶 液 と し て 用 い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 の ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト に お け る 特 異 抗 体 ５ は 、 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 （
Ｉ ） を 有 す る ペ プ チ ド に 対 す る 抗 血 清 の Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 画 分 を 精 製 し て 得 ら れ る 。 特 異 抗 体 ５
は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 （ Ｉ ） を 有 す る ペ プ チ ド を 温 血 動 物 に 免 疫 し て 抗 血 清 を 入 手 し て 精 製 し
、 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 画 分 の み を 分 別 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 こ の 際 、 該 精 製 を プ ロ テ
イ ン Ａ 結 合 多 孔 性 セ ル ロ ー ス ゲ ル を 充 填 し た カ ラ ム に 抗 血 清 を 通 す こ と に よ り 行 う と 、 測
定 キ ッ ト の 感 度 を 上 昇 さ せ る こ と が で き る 。 こ う し て 得 ら れ た 該 Ｉ ｇ Ｇ 画 分 を 緩 衝 液 に 溶
解 さ せ 、 小 ビ ン に 分 注 し 、 小 ビ ン 中 で 凍 結 乾 燥 し て 特 異 抗 体 ５ と し 、 測 定 キ ッ ト １ に 添 付
す る 。 測 定 キ ッ ト １ の 使 用 時 に は 、 小 ビ ン に 蒸 留 水 を 加 え て 溶 解 さ せ 、 溶 液 と し て 用 い る
。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト に お け る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ デ ィ
ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｓ Ａ － Ｈ Ｒ Ｐ ） 溶 液 ６ は 、 先 ず ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ
デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 緩 衝 液 に 溶 解 さ せ 、 そ し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 共 役 安 定 保 存
液 に よ り 希 釈 し て 得 ら れ る 。 希 釈 率 は ４ ， ０ ０ ０ ～ ６ ， ０ ０ ０ 倍 、 例 え ば ５ ， ０ ０ ０ 倍 が
好 ま し く 、 こ の 程 度 に 希 釈 す る こ と に よ り 、 測 定 キ ッ ト １ の 感 度 を 上 昇 さ せ る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 の ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト に お け る 発 色 剤 ７ は 例 え ば 、 ｏ － フ ェ ニ レ ン
ジ ア ミ ン の 錠 剤 と 、 そ の 溶 解 液 と し て の 緩 衝 液 か ら な る 。 ま た 毒 性 を 有 す る ｏ － フ ェ ニ レ
ン ジ ア ミ ン に 代 え て 、 無 毒 な 他 の 発 色 剤 を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト に お け る 反 応 停 止 液 ８ は イ ム ノ ア ッ セ イ に お
け る 呈 色 反 応 を 停 止 さ せ る た め の 薬 剤 で あ り 、 例 え ば ２ Ｎ の 硫 酸 を 用 い る こ と が で き 、 小
ビ ン に 分 注 し て 測 定 キ ッ ト １ に 添 付 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 の ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト に お け る 緩 衝 液 ９ は 、 凍 結 乾 燥 さ れ て い る 標
準 抗 原 ３ 、 ビ オ チ ン 標 識 抗 原 ４ お よ び 特 異 抗 体 ５ を 使 用 時 に 溶 解 し て 溶 液 と す る た め 、 ま
た 該 溶 液 を 希 釈 す る た め に 用 い ら れ る 緩 衝 液 で あ る 。 使 用 時 に は 数 倍 に 希 釈 し て 使 用 す る
濃 縮 緩 衝 液 を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
前 記 の 要 素 ａ ） ～ ｈ ） か ら な る 測 定 キ ッ ト １ は 長 期 間 保 存 が 可 能 で あ る が 、 該 保 存 は 例 え
ば 冷 蔵 庫 （ 約 ４ ℃ ） 中 等 の 低 温 環 境 下 で 行 う こ と が 好 ま し い 。 冷 蔵 庫 中 で の 保 存 は 、 従 来
品 の ２ ヶ 月 程 度 の 保 存 寿 命 と 比 較 し て 、 １ 年 ま た は そ れ 以 上 に わ た る 長 い 保 存 寿 命 を 可 能
に す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
【 実 施 例 】
以 下 の 実 施 例 に よ り 本 発 明 を よ り 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 に 限 定 さ れ
る こ と は な い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
実 施 例 １ ： ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト の 作 製
ａ ） 測 定 プ レ ー ト 、 ｂ ） 標 準 抗 原 、 ｃ ） ビ オ チ ン 標 識 抗 原 、 ｄ ） 特 異 抗 体 、 ｅ ） ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 溶 液 、 ｆ ） 発 色 剤 、 ｇ ） 反 応 停 止 液 、
お よ び ｈ ） 緩 衝 液 を 以 下 の よ う に 調 製 し 、 本 発 明 の ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト を
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得 た 。
ａ ） 測 定 プ レ ー ト
９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト （ Ｍ ａ ｘ ｉ Ｓ ｏ ｒ ｐ 　 Ｎ ｕ ｎ ｃ 社 製 ） の 各 ウ ェ ル に ０ ． ０ １ Ｍ リ ン 酸
緩 衝 液 で ２ ０ ０ 倍 に 希 釈 し た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ Ｉ Ｃ Ｎ ／ Ｃ Ａ Ｐ Ｐ Ｅ Ｌ 社 製 ） を １
０ ０ μ Ｌ ず つ 分 注 し た 。 ２ ５ ℃ で ２ ０ 時 間 静 置 し た 後 、 上 清 を 捨 て 、 蒸 留 水 で ４ 倍 に 希 釈
し た ブ ロ ッ キ ン グ 剤 （ 商 品 名 ： ブ ロ ッ ク エ ー ス 、 大 日 本 製 薬 株 式 会 社 製 ） を 各 ウ ェ ル に ３
５ ０ μ Ｌ ず つ 分 注 し た 。 ４ ℃ で ２ 日 間 静 置 し た 後 、 上 清 を 捨 て 、 ３ ％ ス ク ロ ー ス 含 有 緩 衝
液 を 各 ウ ェ ル に ２ ０ ０ μ Ｌ ず つ 分 注 し た 。 ４ ℃ で ２ 日 間 静 置 し た 後 、 上 清 を 捨 て 、 プ レ ー
ト を 転 倒 さ せ て ３ 日 間 乾 燥 さ せ た 。 得 ら れ た 抗 体 固 定 化 プ レ ー ト を ア ル ミ 製 の 袋 に 密 封 し
、 測 定 プ レ ー ト と し た 。
ｂ ） 標 準 抗 原
ヒ ト Ｃ ｇ Ａ の ３ ４ ４ ～ ３ ７ ４ 残 基 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 （ Ｉ ） ） を
有 す る ペ プ チ ド を 合 成 し 、 該 合 成 ペ プ チ ド を リ ン 酸 緩 衝 液 に 溶 解 し て ４ μ ｍ ｏ ｌ ／ ｍ Ｌ の
溶 液 を 調 製 し た 。 該 溶 液 を ２ ５ μ Ｌ ず つ 小 ビ ン に 分 注 し て 凍 結 乾 燥 し 、 １ ０ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ ／
ビ ン の 標 準 抗 原 と し た 。
ｃ ） ビ オ チ ン 標 識 抗 原
ヒ ト Ｃ ｇ Ａ の ３ ４ ４ ～ ３ ７ ４ 残 基 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ 末 端 側 に ビ オ チ ニ ル 基 お よ
び 二 つ の グ リ シ ン 残 基 が 結 合 し た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 （ Ｉ Ｉ ） ） を 有 す る ペ
プ チ ド を 合 成 し 、 該 合 成 ペ プ チ ド を リ ン 酸 緩 衝 液 に 溶 解 し て ３ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ の 溶 液 を 調 製
し た 。 該 溶 液 を １ ｍ Ｌ ず つ 小 ビ ン に 分 注 し て 凍 結 乾 燥 し ビ オ チ ン 標 識 抗 原 と し た 。
ｄ ） 特 異 抗 体
ヒ ト Ｃ ｇ Ａ の ３ ４ ４ ～ ３ ７ ４ 残 基 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 （ Ｉ ） ） を
有 す る ペ プ チ ド を 合 成 し 、 該 合 成 ペ プ チ ド を 抗 原 と し て ウ サ ギ に 免 疫 し て 得 ら れ た 血 清 （
ウ サ ギ 抗 ヒ ト Ｃ ｇ Ａ （ ３ ４ ４ ～ ３ ７ ４ ） 血 清 Ｒ Ｙ ７ ６ 、 株 式 会 社 矢 内 原 研 究 所 製 ） を 、 ｓ
ｔ ａ ｐ ｈ ｙ ｌ ｏ ｃ ｏ ｃ ｃ ｕ ｓ 　 ａ ｕ ｒ ｅ ｕ ｓ 由 来 の プ ロ テ イ ン Ａ を 結 合 さ せ た 多 孔 性 セ ル
ロ ー ス ゲ ル （ 商 品 名 ： プ ロ テ イ ン Ａ － セ ル ロ フ ァ イ ン 、 チ ッ ソ 株 式 会 社 製 ） を 充 填 し た カ
ラ ム に 通 し て 精 製 し 、 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を セ ル ロ ー ス ゲ ル に 吸 着 さ せ た 。 次 い で 該 カ ラ ム に ０ ．
１ Ｍ ク エ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ４ ． ０ ） を 通 し 、 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 溶 離 さ せ 、 得 ら れ た Ｉ ｇ Ｇ 抗 体
画 分 を 限 外 濾 過 に よ り 濃 縮 し て 精 製 前 と 等 量 と し 、 そ の 後 リ ン 酸 緩 衝 液 で ４ 倍 に 希 釈 し た
。 こ う し て 得 ら れ た Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 画 分 を ３ ｍ Ｌ ず つ 小 ビ ン に 分 注 し て 凍 結 乾 燥 し 特 異 抗 体 と
し た 。
ｅ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 溶 液
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｏ ｎ ｃ ｏ ｇ ｅ ｎ ｅ 社 製 ） を
１ ｍ Ｌ の リ ン 酸 緩 衝 液 に 溶 解 さ せ 、 さ ら に ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 共 役 安 定 保 存 液 （ 商 品 名 ： Ｇ
ｕ ａ ｒ ｄ ｉ ａ ｎ 、 Ｐ ｉ ｅ ｒ ｃ ｅ 社 製 ） で ５ ， ０ ０ ０ 倍 に 希 釈 し た 。 該 溶 液 を １ ２ ｍ Ｌ ず つ
小 ビ ン に 分 注 し て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 溶 液 と し た
。
ｆ ） 発 色 剤
１ ０ ｍ ｇ の ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 錠 剤 を 用 意 し 、 該 錠 剤 の た め の 溶 解 液 と し て ０ ． ０ １
５ ％ の 過 酸 化 水 素 水 を 含 む ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム － ク エ ン 酸 緩 衝 液 を １ ３ ｍ Ｌ ず つ 小
ビ ン に 分 注 し て 発 色 剤 と し た 。
ｇ ） 反 応 停 止 液
２ Ｎ 硫 酸 を １ ２ ｍ Ｌ ず つ 小 ビ ン に 分 注 し て 酵 素 の 反 応 停 止 液 と し た 。
ｈ ） 緩 衝 液
４ 倍 に 希 釈 す る こ と に よ り 、 ０ ． ５ ％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ０ ． ０ ２ ５ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ お
よ び ０ ． １ ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 有 す る ０ ． ０ １ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） を 生 成 し 得
る 濃 縮 緩 衝 液 を 小 ビ ン に １ ２ ｍ Ｌ ず つ 分 注 し 緩 衝 液 と し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
実 施 例 ２ ： ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ の 測 定
実 施 例 １ で 作 製 し た 測 定 キ ッ ト を 用 い て 、 以 下 の 手 順 に 従 い ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ を 定
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量 し た 。
１ ） 希 釈 標 準 抗 原 溶 液 の 調 製
標 準 抗 原 ｂ ） を ４ 倍 に 希 釈 し た 緩 衝 液 ｈ ） １ ｍ Ｌ に 溶 解 さ せ 、 標 準 抗 原 溶 液 を 作 製 し た 。
こ の 標 準 抗 原 溶 液 ０ ． １ ｍ Ｌ と 該 希 釈 緩 衝 液 ０ ． ２ ｍ Ｌ と を 混 合 し 、 ３ ３ ． ３ ３ ｐ ｍ ｏ ｌ
／ ｍ Ｌ の 希 釈 標 準 抗 原 溶 液 を 得 た 。 さ ら に こ の 溶 液 に つ い て 同 様 の ３ 倍 希 釈 の 操 作 を ６ 回
行 い 、 １ １ ． １ １ 、 ３ ． ７ ０ 、 １ ． ２ ３ 、 ０ ． ４ １ 、 ０ ． １ ４ 、 ０ ． ０ ５ ｐ ｍ ｏ ｌ ／ ｍ Ｌ
の 希 釈 標 準 抗 原 溶 液 を 得 た 。 ま た ０ ｐ ｍ ｏ ｌ ／ ｍ Ｌ の 希 釈 標 準 抗 原 溶 液 と し て 、 希 釈 緩 衝
液 を そ の ま ま 使 用 し た 。
２ ） 測 定 プ レ ー ト の 前 処 理
測 定 プ レ ー ト ａ ） を ０ ． ０ ５ ％ の Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ お よ び ０ ． ９ ％ の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 有 す る 生
理 食 塩 水 で ３ 回 洗 浄 し た 。
３ ） 抗 体 反 応
前 処 理 し た 測 定 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 、 ４ 倍 に 希 釈 し た 緩 衝 液 ｈ ） ５ ０ μ Ｌ 、 希 釈 標 準 抗
原 溶 液 ま た は 検 体 ２ ５ μ Ｌ 、 ビ オ チ ン 標 識 抗 原 ｃ ） を 蒸 留 水 ６ ｍ Ｌ に 溶 解 さ せ て 得 た ビ オ
チ ン 標 識 抗 原 溶 液 ５ ０ μ Ｌ 、 お よ び 特 異 抗 体 ｄ ） を 蒸 留 水 １ ２ ｍ Ｌ に 溶 解 さ せ て 得 た 特 異
抗 体 溶 液 １ ０ ０ μ Ｌ を 順 に 分 注 し 、 ２ ５ ℃ で 一 晩 （ １ ６ ～ ２ ０ 時 間 ） 静 置 し た 。
４ ） ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ の 定 量
抗 体 反 応 の 完 了 後 、 測 定 プ レ ー ト を 前 記 生 理 食 塩 水 で ３ 回 洗 浄 し 、 次 い で ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン － ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 溶 液 １ ０ ０ μ Ｌ を 各 ウ ェ ル に 分 注 し 、 室 温 で
２ 時 間 プ レ ー ト 振 盪 機 を 用 い て 混 和 し た 。 そ の 後 、 測 定 プ レ ー ト を 前 記 生 理 食 塩 水 で ４ 回
洗 浄 し 、 溶 解 液 １ ２ ｍ Ｌ に ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 錠 剤 を 溶 解 さ せ て 得 た 発 色 剤 ｆ ） １ ０
０ μ Ｌ を 各 ウ ェ ル に 分 注 し 、 室 温 で ３ ０ 分 間 静 置 し た 。 ３ ０ 分 経 過 後 、 反 応 停 止 液 ｇ ） １
０ ０ μ Ｌ を 各 ウ ェ ル に 分 注 し た 。 こ う し て 処 理 し た 測 定 プ レ ー ト に つ い て プ レ ー ト リ ー ダ
ー に よ り 波 長 ４ ９ ２ ｎ ｍ で の 吸 光 度 を 測 定 し た 。 希 釈 標 準 抗 原 溶 液 に つ い て の 測 定 値 よ り
検 量 線 を 作 成 し 、 そ し て 該 検 量 線 に 基 づ い て 検 体 中 の ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ の 量 を 定 量
し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
実 施 例 ３ ： 測 定 キ ッ ト の 保 存 寿 命 の 評 価
Ａ ） 冷 蔵 庫 中 で １ 年 間 保 存 し た 測 定 キ ッ ト 、 Ｂ ） 冷 蔵 庫 中 で ２ ヶ 月 間 保 存 し た 測 定 キ ッ ト
、 お よ び 作 製 直 後 の 測 定 キ ッ ト Ｃ ） に つ い て そ れ ぞ れ 、 実 施 例 ２ と 同 様 に し て 、 希 釈 標 準
抗 原 溶 液 中 の ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ の 濃 度 を 測 定 し た 。 測 定 結 果 を 図 ２ に 図 示 す る 。
図 ２ か ら 明 ら か な よ う に 、 １ 年 間 保 存 し た 測 定 キ ッ ト （ 上 段 ） は 、 ２ ヶ 月 間 保 存 し た 測 定
キ ッ ト （ 中 段 ） お よ び 作 製 直 後 の 測 定 キ ッ ト （ 下 段 ） と ほ と ん ど 変 わ ら な い 検 量 線 を 示 し
、 こ の 結 果 は 測 定 キ ッ ト の 長 期 間 に わ た る 安 定 な 保 存 が 可 能 と な っ た こ と を 表 す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
【 発 明 の 効 果 】
本 発 明 に よ れ ば 、 標 準 抗 原 、 ビ オ チ ン 標 識 抗 原 お よ び 特 異 抗 体 の 調 剤 方 法 並 び に ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 希 釈 液 に つ い て 、 多 岐 に わ た る 選 択
肢 の 中 か ら 特 定 の も の を 選 択 ・ 採 用 し た こ と に よ り 、 長 期 間 保 存 が 可 能 で 、 使 用 可 能 期 間
の 長 い ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト を 提 供 で き る 。 ま た 、 測 定 プ レ ー ト の 乾 燥 操 作
、 特 異 抗 体 の 精 製 操 作 、 お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ の 希 釈 率 を 最 適 化 す る こ と に よ り 、 測 定 の 感 度 を 上 昇 さ せ る こ と も で き る 。 従 っ て 、 本
発 明 の ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト は 、 組 織 、 血 液 、 尿 、 骨 髄 液 、 唾 液 等 の 生 物 検
体 中 の Ｃ ｇ Ａ の 簡 便 な 定 量 に よ り 、 生 物 の 様 々 な 状 態 を 評 価 す る 手 段 と し て 有 効 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 本 発 明 の ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ 測 定 キ ッ ト の 斜 視 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 Ａ ） １ 年 間 保 存 し た 測 定 キ ッ ト 、 Ｂ ） ２ ヶ 月 間 保 存 し た 測 定 キ ッ ト 、 お
よ び 作 製 直 後 の 測 定 キ ッ ト Ｃ ） を 用 い た ヒ ト ・ ク ロ モ グ ラ ニ ン Ａ の 測 定 結 果 を 図 示 す る グ
ラ フ で あ る 。
【 符 号 の 説 明 】
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１ 　 　 測 定 キ ッ ト
２ 　 　 測 定 プ レ ー ト
３ 　 　 標 準 抗 原
４ 　 　 ビ オ チ ン 標 識 抗 原
５ 　 　 特 異 抗 体
６ 　 　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 溶 液
７ 　 　 発 色 剤
８ 　 　 反 応 停 止 液
９ 　 　 緩 衝 液

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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解决的问题：提供一种可长期保存的人类嗜铬粒蛋白A的测定试剂盒。 
解决方案：通过冻干a）具有多个固定有抗IgG抗体的孔的测量板2和b）
具有与人嗜铬粒蛋白A的第344至374位残基相对应的氨基酸序列的肽，
将其冻干而获得。 通过冷冻干燥标准抗原3和c）获得具有氨基酸序列的
肽，其中生物素基和两个甘氨酸残基连接到氨基酸序列的N端侧，对应于
人嗜铬粒蛋白A的344至374残基。 生物素标记的抗原4，d）通过冻干从
抗血清获得的IgG抗体部分而获得的特异性抗体5，该抗血清是通过对具
有对应于人嗜铬粒蛋白A 5的残基344至374的氨基酸序列的肽进行免疫
获得的 由e）用过氧化物酶结合的稳定储备液稀释的链霉亲和素-辣根过
氧化物酶溶液6，f）成色剂7，g）反应终止溶液8和h）缓冲溶液9。 
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