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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ポリビニルアルコール（ＰＶＡ）を６．６７×１０－６％（ｗ/ｖ）以上６．２５×１
０－３％（ｗ/ｖ）以下含有することを特徴とする免疫測定法における試料を希釈するた
めに用いる検体希釈液。
【請求項２】
　ＰＶＡを１．６７×１０－５％（ｗ/ｖ）以上６．２５×１０－3％（ｗ/ｖ）以下含有
することを特徴とする請求項１記載の検体希釈液。
【請求項３】
　抗ペプチド抗体測定に用いるものであることを特徴とする請求項１又は２記載の検体希
釈液。
【請求項４】
　前記試料が血漿、血清、又は血液であることを特徴とする請求項１～３のいずれか１項
記載の検体希釈液。
【請求項５】
　ＰＶＡを６．６７×１０－６％（ｗ/ｖ）以上６．２５×１０－３％（ｗ/ｖ）以下含有
する検体希釈液によって試料を希釈することを特徴とする免疫測定法。
【請求項６】
　前記検体希釈液が、
　ＰＶＡを１．６７×１０－５％（ｗ/ｖ）以上６．２５×１０－3％（ｗ/ｖ）以下含有
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するものであることを特徴とする請求項５記載の免疫測定法。
【請求項７】
　請求項５又は６記載の免疫測定法が、
　フローサイトメトリーを用いたマルチプレックス・フローサイトメトリーアッセイであ
ることを特徴とする免疫測定法。
【請求項８】
　抗ペプチド抗体を測定するものであることを特徴とする請求項５～７のいずれか１項記
載の免疫測定法。
【請求項９】
　前記試料が血漿、血清、又は血液であることを特徴とする請求項５～８のいずれか１項
記載の免疫測定法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫測定用試薬に関する。特に、低濃度の検出対象を精度良く、かつ再現性
良く測定可能な抗ペプチド抗体検査用の検体希釈液に関する。
【背景技術】
【０００２】
　現在、がんの治療は手術、放射線療法、化学療法が主な治療法であり、これらから選択
されている。さらに、近年はがん細胞の表面に発現しているレセプター分子を標的とした
抗体医薬が開発され、臨床で盛んに使用されるようになっている。しかしながら、これら
の治療方法が有効でないがんや、治療初期には効果を有するものの、がんの進行を止める
ことができない場合もあり、新たな作用機序を有する治療方法として免疫療法の研究が行
われてきた。
【０００３】
　免疫療法は、手術、放射線療法、化学療法に次ぐ「第４の治療法」として期待されてい
る治療法である。免疫療法は、患者本人の免疫機構を賦活して治療を行う方法であり、ワ
クチン療法、免疫細胞療法、サイトカイン療法などがある。しかしながら、いずれの免疫
療法も一長一短があり、いずれも広く用いられるにはいたっていない。
【０００４】
　上記免疫療法の中でもワクチン療法は、副作用が少なく、放射線療法、化学療法といっ
た主な治療法と比較して作用機序が大きく異なる。そのため、これらの治療法が功を奏さ
ない患者であっても治療効果が得られる場合があることから注目されている治療法である
。
【０００５】
　がんワクチンには、がんの予防を目的とするものと、治療を目的とするものとに大別さ
れる。がんの予防を目的とするものには、子宮頸がんの予防ワクチンがある。子宮頸がん
予防ワクチンとしては、メルク社とＧＳＫ社より開発されたワクチンがすでに承認を受け
ている。子宮頸がんを予防するワクチンは、子宮頸がんの原因となるヒトパピローマウイ
ルス１６型と１８型の感染を予防するものであり、がん自体に作用しその進行を止め、治
療を行うものではない。
【０００６】
　これに対し、がん細胞で発現しているいわゆる「がん抗原」を患者に接種することによ
り、がんの進行を止めようというワクチン療法がある。がん細胞が発現する抗原がヒト白
血球抗原（ＨＬＡ）分子によって抗原提示細胞上に提示され、これを認識する細胞傷害性
Ｔリンパ球（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ｔ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ、ＣＴＬ）ががん細胞を傷
害することによって、がんの進行を阻止する機構が存在する。がんペプチドワクチンは、
がん抗原であるペプチドを投与することによって、免疫機構の中でもＣＴＬを活性化させ
、ＣＴＬによってがん細胞を殺傷させ、治療しようという方法である。
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【０００７】
　国内外のがんペプチドワクチンの開発は、がん種ごとに特定した一つのペプチドのみを
投与していた。しかし、進行がん患者では免疫能が低下しており、活性化ＣＴＬ誘導にか
なりの時間を要するため、免疫能を賦活している間に患者が死亡するケースもあり、期待
する臨床効果が得られなかった。実際に、現在臨床試験が進められているがんワクチンで
あるＭＡＧＥ-Ａ３やＥＧＦＲｖＩＩＩ由来のペプチドワクチンは、患者のがん細胞で発
現している抗原に由来するぺプチド抗原を投与し、治療効果を期待するものである。しか
しながら、各患者におけるがん細胞でのタンパク質発現は個人差があることから（非特許
文献１）、患者によっては投与された抗原ががん細胞で発現していないこともあり、十分
な効果が期待できない場合もある。実際に、このような免疫療法の奏功率は十分ではない
との報告も存在している（非特許文献２）。
【０００８】
　１９９０年代の初めよりペプチドワクチン療法の臨床研究を行っている久留米大学の伊
東らのグループは、各患者のがん細胞がヘテロな集団であり、患者毎にがんに対する免疫
反応を引き起こす抗原が異なることに着目し、患者毎に免疫応答が得られる最適なペプチ
ドを複数投与するという、いわゆる「テーラーメイド型がんペプチドワクチン」の研究開
発を進め、従来認められなかった優れた臨床効果を報告した（非特許文献３）。
【０００９】
　テーラーメイド型がんペプチドワクチンは、患者毎にＨＬＡクラスＩ型が異なることか
ら、多数の腫瘍抗原ペプチドに対する免疫能を確認し、各患者によって認識される最適な
ペプチドを選択して投与するというものである。
【００１０】
　治療法の概略について説明する。まず、がん患者から血液を採取し、ＨＬＡタイプと抗
ペプチド抗体価を測定する。ＨＬＡ型に適合しかつ抗体価の高い上位４種のペプチドを選
択し投与する。さらに、定期的に投与したペプチドに対する患者の抗体価を検査し、免疫
賦活の程度を確認するとともに、投与するペプチドを再選択するものである。（非特許文
献４、特許文献１～３）。
【００１１】
　臨床研究の結果から、同一のＨＬＡ型であっても個々の患者によって免疫応答を誘導し
得るペプチドが異なること、すなわち、患者毎にワクチンとして機能するペプチドに固有
のパターンがあり、どのペプチドがワクチンとして有効に作用するかは個人差があること
が明らかになってきた。したがって、患者毎に特異的免疫応答を誘導し得る複数のがんペ
プチドの中から、免疫応答が誘導できるペプチドを診断し、選択するステップが非常に重
要となっている。最適なペプチドを選定するテーラーメイド型の治療を行うことにより、
患者毎に特異的免疫応答を誘導する効率が高くなり、臨床効果が得られる可能性が高くな
っている。現在のところ、３１種類のペプチドを用いて臨床研究がさらに進められている
。
【００１２】
　発明者らは、久留米大学のグループの研究成果を受けて臨床に適用するにあたり、より
効果的な治療を行うための方法を探求している。すなわち患者に有効なペプチドセットを
選択するために、非特異的反応が少なく、感度の高い免疫測定法を鋭意検討している。
【００１３】
　患者にワクチン療法を行う前の検査の段階で、ペプチドを選択するために採取された血
液中に存在する抗ペプチド抗体価は、いずれのペプチドに対しても非常に低い値となって
いる。しかし、ワクチンとして機能し得る免疫応答の誘導が期待できるペプチドは、ワク
チン療法を行う前であってもバックグラウンドよりわずかに抗体価が高くなっている。有
効なワクチン療法のためにはワクチン投与前に抗体価を評価し、患者に特異的免疫応答を
誘導し得るペプチドを選択することが重要であるから、バックグラウンドよりわずかに高
い値の抗体価について、各ペプチド間で相互に比較し評価しなければならない。更に、次
のクールに投与するペプチドは、再度、抗ペプチド抗体価が測定され、投与したペプチド
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の効果を検討し見直しを行う。それにより臨床的効果が得られる可能性の高いペプチドが
再度選択される。そのため、高い感度、特異度のみならず、一定期間をおいた後も再現性
の高い測定結果が得られることが、最適なペプチドを選択していくうえで必要となってい
る。
【００１４】
　一般に、免疫測定によって抗体価を測定する場合には、免疫する前と免疫した後とを比
較して特定の抗原に対する抗体価がどの程度増加したかを評価することが多い。一般に、
免疫原を接種するとその抗体価は少なくとも１０倍以上上昇する。しかし、ここでは、上
述のように、バックグラウンド程度の低い値の抗体価について、相互に比較し評価しなけ
ればならないことから、通常の免疫測定と比較すると、感度、特異度ともにより高い精度
が求められる。また、ワクチン投与後にも継続的に患者の経過観察を行う必要があるため
、再現性の高さも求められる。
【００１５】
　本発明者らは、鋭意検討のすえ、種々の試薬のうち検体希釈液の組成が感度、特異度の
点で重要であることを見出した。特に、検体希釈液の組成の中でも水溶性高分子の種類と
濃度が感度、特異度に強く影響することを見出し、本発明を完成した。
【００１６】
　免疫測定に使用する検体希釈液については、今までも種々の検討がなされてきた。従来
から、免疫測定系に含まれる水溶性高分子として、ポリビリルアルコール（以下、ＰＶＡ
と記載することもある。）、ポリビニルピロリドン（以下、ＰＶＰと記載することもある
。）、ポリエチレングリコールなどが使用されてきた。
【００１７】
　Ｒｏｄｄａらは、免疫測定の際のブロッキング剤として、０．５％（ｗ/ｖ）ＰＶＡが
、通常用いられているブロッキング剤に比べて、著しく非特異的結合を抑制することを示
している（非特許文献５）。また、Ｓｔｕｄｅｎｔｓｏｖらは、ＰＶＡ－５０（分子量５
０，０００のＰＶＡ）とＰＶＰ－３６０（分子量３６０，０００のＰＶＰ）を添加すると
、ＥＬＩＳＡの感度と特異度が上がることを報告している。特に、ＰＶＡ－５０をブロッ
キング溶液に添加することにより非特異的結合を減少させることを報告している。さらに
、ＰＶＡ－５０は、０．５％で使用するとブロッキング効果が最大であり、ＰＶＰ－３６
０は、０．８％が至適濃度であることが記載されている（非特許文献６）。
【００１８】
　本発明者らのグループは、ワクチン投与前の患者の抗体価の測定をマルチプレックス・
フローサイトメトリーアッセイによって行っている。マルチプレックス・フローサイトメ
トリーアッセイは、感度よく測定できるだけではなく、複数のペプチドに対する抗体価を
１つのウエルで同時に測定することができるため、少量の患者検体で測定が可能であり、
検査に要する時間も短縮できる。
【００１９】
　マルチプレックス・フローサイトメトリーアッセイによって測定する系においても、Ｐ
ＶＡとＰＶＰを添加することが検討され開示されている（非特許文献７、８）。非特許文
献７には、ヒト血漿中に含まれる抗体が直接ビーズに結合することによって非特異的結合
が増加することが記載されている。さらに、非特異的結合を抑制するためには、ＰＶＡ、
ＰＶＰとＳｕｐｅｒ　ＣｈｅｍｉＢｌｏｃｋ（登録商標）が有効であることが記載されて
いる。非特許文献７に開示されている方法によれば、ＰＶＡを０．５％、ＰＶＰを０．８
％の濃度で含む検体希釈液によって血漿を希釈後、希釈した検体をプレインキュベーショ
ンして使用している。ＰＶＡ、ＰＶＰの効果について検討した結果、ＰＶＡ、ＰＶＰの効
果は相加的であり、ＰＶＸとして両者を混合して用いればよいことが記載されている。非
特許文献８には、０．５％ＰＶＡと０．８％ＰＶＰを検体希釈液へ添加することによって
、非特異的結合が抑制されることが記載されている。抗原に暴露されていない検体におい
ては、０．５％ＰＶＡと０．８％ＰＶＰを検体希釈液へ添加すると有意に非特異的結合を
抑制することが示されている。
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【００２０】
　上述のようにこれまでにＥＬＩＳＡ、マルチプレックス・フローサイトメトリーアッセ
イ、いずれの免疫測定の場合においてもＰＶＡ、ＰＶＰを検体希釈液に添加することによ
り非特異的結合を抑制するという効果が示されている。また、その濃度は、ＰＶＡは０．
５％、ＰＶＰは０．８％、あるいは、両者を併せＰＶＸとして同等の濃度、すなわち１．
３％添加するというものであった。
【００２１】
　本発明者らも、検体希釈液の組成について検討を重ねたが、先行技術に開示されている
濃度でＰＶＡ、ＰＶＰを用いると、タンパク質では良好な結果が得られるものの、ペプチ
ドを用いた場合には満足のいく感度、非特異的結合の抑制を得ることができなかった。上
述のようにテーラーメイド型ワクチン療法の場合には、ワクチン未感作の状態で抗原提示
細胞上に提示されているペプチドに対する非常に低い値の抗体価を測定する必要がある。
したがって、従来技術に比べて高い感度が必要なだけではなく、ワクチン接種期間を通じ
繰り返し測定するので、再現性良く測定できることが必要となる。そのため、先行技術に
開示されている条件よりも高い感度、非特異的結合の抑制が要求されていると考えられる
。
【００２２】
　本発明者らは鋭意検討を重ねた結果、ブロッキング剤として添加する化合物の中でも水
溶性高分子であるＰＶＡを添加する濃度が非特異的結合を低下させ、感度を増加するため
に非常に重要であることを見出した。また、その濃度は先行技術に開示されている濃度よ
りもはるかに低い濃度であった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２３】
【特許文献１】国際公開第２００５／０４１９８２号
【特許文献２】国際公開第２００５／１２３１２２号
【特許文献３】国際公開第０３／０２５５６９号
【非特許文献】
【００２４】
【非特許文献１】Homma, S. et al., Oncol. Rep. 2007, Vol.18(2), pp.343-346.
【非特許文献２】Rosenberg, S.A. et al., Nat. Medicine, 2004, Vol.10(9), pp.909-9
15.
【非特許文献３】Yajima, N. et al., Clin. Cancer Res. 2005, Vol.11, p.5900-5911.
【非特許文献４】伊東　恭悟、外４名、西日本泌尿、2012年、第74巻、第107-117頁
【非特許文献５】Rodda, D.J. & Yamazaki, H., Immunol. Invest., 1994, Vol.23(6-7),
pp.421-428.
【非特許文献６】Studentsov, Y.Y. et al., J. Clin. Microbiol., 2002, Vol.40(5), p
p.1755-1760.
【非特許文献７】Waterboer, T. et al., J. Immunol. Methods, 2006, Vol.309,pp.200-
204.
【非特許文献８】Ondigo, B.N. et al., 2012, Malaria J., 11:427.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２５】
　本発明の課題は、非常に低い抗体価の検体であっても精度良く検出し、かつ再現性良く
検出することを課題とする。特に、ペプチドワクチンを投与する前のワクチン未感作の状
態で、抗原提示細胞上に効率良く提示され得るペプチドを選択するための検査に用いる検
体希釈液、及び免疫測定方法を提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００２６】
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　本発明は、以下に示す検体希釈液、及び該検体希釈液を用いた免疫測定方法である。
（１）ポリビニルアルコール（ＰＶＡ）を６．６７×１０－６％（ｗ/ｖ）以上６．２５
×１０－３％（ｗ/ｖ）以下含有することを特徴とする免疫測定法における試料を希釈す
るために用いる検体希釈液。
（２）ＰＶＡを１．６７×１０－５％（ｗ/ｖ）以上６．２５×１０－3％（ｗ/ｖ）以下
含有することを特徴とする（１）記載の検体希釈液。
（３）抗ペプチド抗体測定に用いるものであることを特徴とする（１）又は（２）記載の
検体希釈液。
（４）前記試料が血漿、血清、又は血液であることを特徴とする（１）～（３）のいずれ
か１つ記載の検体希釈液。
（５）ＰＶＡを６．６７×１０－６％（ｗ/ｖ）以上６．２５×１０－３％（ｗ/ｖ）以下
含有する検体希釈液によって試料を希釈することを特徴とする免疫測定法。
（６）前記検体希釈液が、ＰＶＡを１．６７×１０－５％（ｗ/ｖ）以上６．２５×１０
－3％（ｗ/ｖ）以下含有するものであることを特徴とする（５）記載の免疫測定法。
（７）（５）又は（６）記載の免疫測定法が、フローサイトメトリーを用いたマルチプレ
ックス・フローサイトメトリーアッセイであることを特徴とする免疫測定法。
（８）抗ペプチド抗体を測定するものであることを特徴とする（５）～（７）のいずれか
１つ記載の免疫測定法。
（９）前記試料が血漿、血清、又は血液であることを特徴とする（５）～（８）のいずれ
か１つ記載の免疫測定法。
 
【発明の効果】
【００２７】
　抗体価の低い試料であっても、高い感度と特異度で再現良く測定することが可能となっ
た。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】抗体価の測定方法の概要を示す図。
【図２】ペプチド非固相ビーズを用いた非特異的結合に関するＰＶＡ濃度の検討。
【図３】ペプチド固相ビーズを用いた非特異的結合に関するＰＶＡ濃度の検討。
【図４】種々のペプチドビーズ、検体を用いた感度に関するＰＶＡ濃度の検討。
【図５】感度、特異度に関するＰＶＡ濃度の検討。
【図６】検体の希釈倍率の検討結果を示す図。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
　本発明の検体希釈液には、ＰＶＡの他に、非特異的結合を抑制するブロッキング剤とし
て、一般に添加されている化合物を添加することができる。その場合には、マルチプレッ
クス・フローサイトメトリーアッセイ、あるいはＥＬＩＳＡなどの免疫測定法において通
常添加する濃度で加えればよい。添加し得るブロッキング剤としては、ＰＶＰ、ポリエチ
レングリコール等の水溶性高分子、スキムミルク、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、オボ
アルブミン、ゼラチンなどのポリペプチド、Ｔｗｅｅｎ　２０、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１０
０などの界面活性剤を添加することが可能である。また、市販のブロッキング剤であるＢ
ｌｏｃｋ　Ａｃｅ（登録商標）、ＣｈｅｍｉＢｌｏｃｋ（登録商標）などを添加してもよ
い。
【００３０】
　さらに、ｐＨ、及びイオン環境を適正に保つために、緩衝液を用いることが好ましい。
用いる緩衝液としては、通常免疫アッセイで用いられているＴＢＳ、ＰＢＳなどを用いる
ことができる。また、溶液の保存性を良くするために、０．０５％（ｗ/ｖ）程度のアジ
化ナトリウムを添加してもよい。
【００３１】
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　テーラーメイド型ワクチン治療において、抗体価を測定する際に用いる試料としては、
血漿、血清試料を用いている。この治療法においては、治療前、治療中とペプチドに対す
る抗体価を測定する必要がある。試料を保存する場合には、凍結して保存しておけばよい
。また、本発明を一般的な免疫測定に応用することも可能であるが、その場合には血液由
来の試料だけではなく、どのような試料を用いてもよいことは言うまでもない。
【００３２】
　本発明は、ペプチドワクチンを接種する前の検査の際に用いる検体希釈液として開発さ
れたが、感度よく、また、非特異的結合を抑制することができるので、これにとどまらず
、ペプチドワクチン接種後の抗体価の検査や通常の検査などあらゆる免疫測定法で用いる
ことができる。
【００３３】
　本発明では、抗体価の測定はフローサイトメトリーを用いたマルチプレックス・フロー
サイトメトリーアッセイによって行っているが、抗体価を測定することができればどのよ
うな免疫測定法を用いてもよい。このような免疫測定法としては、フローサイトメトリー
、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡなどがある。
【００３４】
　本発明においては、ＰＶＡとして分子量３０，０００～７０，０００のものを使用して
いるが、より分子量の低いものも用いることができる。また、ＰＶＰを加える場合には、
ＰＶＰ３６０（分子量３６０，０００のもの）を使用しているが、分子量４０，０００程
度までの低分子のものを用いることができる。いずれの分子量のものを用いても、同等の
濃度を使用することにより、高い感度と特異的結合を得ることができる。
【００３５】
　［抗体価の測定方法］
　本発明では、多数のペプチドに対する抗体価を測定する必要があるためフローサイトメ
トリー法を原理としたマルチプレックス・フローサイトメトリーアッセイによって、抗体
価を測定している。測定方法についてまず概説する（図１）。ここでは、蛍光フローサイ
トメトリーシステムであるＬｕｍｉｎｅｘ（登録商標）システムを用いているが、どのよ
うな方法を用いて解析してもよい。
【００３６】
　まず、識別可能な複数種のビーズに、それぞれ別種のペプチドを固相化する。ビーズに
着色された２種類の蛍光色素の組み合わせを検出することによってビーズを識別し、その
表面に固相化したペプチドを特定することができる。このペプチド固相化ビーズに、患者
から得た検体を本発明の検体希釈液で希釈し反応させる（図１、インキュベーション）。
患者検体にペプチドを認識する抗体が含まれていれば、ペプチドと特異的に結合する。通
常、希釈検体としては、患者血漿を検体希釈液で１００倍希釈して用いているが、ＭＦＩ
（Ｍｅｄｉａｎ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ、中央値蛍光強度）に
応じて適宜調整して測定することができる。
【００３７】
　次に、患者検体中に含まれるペプチド認識抗体に対して二次抗体を結合させる（図１、
二次抗体、標識インキュベーション）。具体的には抗ヒトＩｇＧ抗体を二次抗体として用
い、患者由来のペプチド認識抗体に結合させる。ここでは、二次抗体はビオチン化された
ものを用い、蛍光標識されているストレプトアビジンを結合させることにより検出を行っ
ている。ビーズ由来の蛍光から担体に結合しているペプチドを識別し、ストレプトアビジ
ンを標識している蛍光から各ペプチドに対する患者検体の反応性を解析することができる
。
【００３８】
　ここでは、二次抗体はビオチンを標識として用い、ビオチン－ストレプトアビジンの系
により検出を行っているが、免疫測定法で使用されるどのようなアッセイ系を用いて検出
してもよい。例えば、直接蛍光標識した二次抗体を使用してもよいし、二次抗体を認識す
る抗体を蛍光標識して用いても良い。また、蛍光標識は、担体である固相の検出波長と異
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なるものであればどのようなものを用いてもよい。
【００３９】
　また、図１には示していないが、希釈検体と固相化担体とのインキュベーション等、各
工程の後は、未結合の検体等を除去するために、洗浄液によって洗浄を行う。洗浄液は免
疫測定法において、一般的に使用しているものを用いることができる。例えば、ＰＢＳ、
ＴＢＳといった生理的塩濃度に近い塩を含んだ緩衝液に、Ｔｗｅｅｎ　２０、Ｔｒｉｔｏ
ｎＸ－１００のような界面活性剤を０．０１～０．１％（ｗ/ｖ）程度含んだものを好ま
しく用いることができる。
【００４０】
　［ＰＶＡ、ＰＶＰ濃度の検討］
　本発明者らは、希釈検体とペプチド固相化担体をインキュベーションする工程において
、検体が固相に非特異的に結合することが測定の際にバックグラウンドを高め、感度を下
げる要因であることを明らかにした。そこで、検体希釈液の組成の検討を行った。検体希
釈液には水溶性高分子、界面活性剤、タンパク質を含んだブロッキング剤、緩衝液を組成
として含んでいた。検討を行った結果、界面活性剤の種類や濃度、ブロッキング剤や緩衝
液の種類によって、非特異的結合や感度が大きく変化することはなかった。しかしながら
、水溶性高分子であるＰＶＡの濃度が、非特異的結合と感度に、ＰＶＰの濃度が反応性の
増強に影響することが明らかとなった。特に、ＰＶＡ濃度が低濃度の抗体価測定において
非常に重要であることが明らかとなった。以下、結果を示しながら、詳細に説明する。
【００４１】
　従来は、上述のように水溶性高分子としてＰＶＡは０．５％（ｗ/ｖ）、ＰＶＰは０．
８％（ｗ/ｖ）、あるいはＰＶＸとして１．３％（ｗ/ｖ）の濃度で免疫測定を行うことに
よって、非特異的結合を抑制し、感度を増強することが報告されていた（非特許文献６～
８）。発明者らの検討においても、タンパク質に対する抗体の測定では、このＰＶＡ濃度
での有用性が示されていた。そこで、２．０％（ｗ/ｖ）　Ｂｌｏｃｋ　Ａｃｅ（ＤＳフ
ァーマバイオメディカル社製）、０．０５％（ｗ/ｖ）　Ｔｗｅｅｎ２０（ＭＰ　Ｂｉｏ
ｍｅｄｉｃａｌｓ社製）に０．５％（ｗ/ｖ）ＰＶＡ、０．８％ＰＶＰ（ｗ/ｖ）を含む検
体希釈液を用いて免疫前の患者検体の解析を行ったが、感度が低く、測定値が安定しなか
った。そこで、検体希釈液の組成として含まれる界面活性剤、ブロッキング剤、水溶性高
分子の種類や濃度について検討した。その結果、水溶性高分子が測定系の感度、特異度に
最も影響を与えることが明らかになったので検体希釈液中の水溶性高分子の組成を種々検
討した。なお、特に断りのない限り、以下のＰＶＡ、ＰＶＰの濃度は％（ｗ/ｖ）で示し
ている。
【００４２】
　ＰＶＰは、非特許文献６に記載されているように反応性を上げる効果があることがわか
った。ここでは結果は示さないが、ＰＢＳ、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０、あるいは２．
０％　Ｂｌｏｃｋ　Ａｃｅ、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０にＰＶＰを０、０．００８、０
．０８、０．８％濃度で添加してマルチプレックス・フローサイトメトリーアッセイを行
ったところ、どちらの系でも濃度依存的に反応の増強が見られた。一方、非特異反応の上
昇も見られることから、ＰＶＰを添加する場合には、０．８％よりも低い濃度で添加する
のが好ましい。また、十分に反応性を得ることができ反応の増強を必要としない試料であ
れば、ＰＶＰを添加しなくてもよい。
【００４３】
　測定系の感度と非特異的結合には、ＰＶＰ以上にＰＶＡの影響が大きいことが明らかに
なった。そこで、検体希釈液に含まれるＰＶＡの濃度を順次希釈した検体希釈液を用い、
水溶性高分子濃度の至適条件を求めた。
【００４４】
　まず、コントロールとして用いるペプチドを固相化していないビーズ（非固相ビーズ、
図１のＣｔｌ（コントロール）ビーズ）を用い非特異反応を抑制するＰＶＡの濃度を検討
した。０．５％ＰＶＡから、順次ＰＶＡを希釈した検体希釈液を調製した。ＰＶＡ濃度の
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健常人血漿（検体Ａ、検体Ｂ）を１００倍希釈して用いた。市販のヒト精製ＩｇＧ、健常
人血清、及び検体希釈液のみ（検体なし）でビーズをインキュベートし、二次抗体、標識
と反応させ、蛍光測定を行った。
【００４５】
　図２に示すように、検体によって非固相ビーズに非特異的に結合する抗体の量は異なる
ものの、ＰＶＡ濃度が６．６７×１０－６％を境に急激に非特異的結合が増加することが
明らかとなった。また、例えば検体Ａのように、検体によっては1．６７×１０－５％の
濃度から、非特異的結合が生じる検体も存在する。したがって、ビーズへの非特異的な結
合を回避するためには、ＰＶＡ濃度は６．６７×１０－６％以上であることが好ましく、
１．６７×１０－５％以上であることがより好ましいと判断した。
【００４６】
　次に、ペプチドを固相化したビーズを用いて非特異的結合が生じるＰＶＡ濃度の検討を
行った。上記と同様に、ヒト精製ＩｇＧをＰＶＡ濃度の異なる検体希釈液で希釈し、測定
を行った。図３の結果は、ペプチド－１１（ＡＹＤＦＬＹＮＹＬ；配列番号１）を用いて
解析を行った結果であるが、他のペプチドで測定した場合も同様の結果であった。
【００４７】
　図３に示すように、ＰＶＡ濃度は６．６７×１０－６％よりも低い濃度では急激に非特
異的結合が増加した。したがって、ＰＶＡ濃度は６．６７×１０－６％以上の濃度で用い
るべきだと結論付けた。６．６７×１０－６％濃度のＰＶＡというのは、今まで先行技術
文献で推奨されていた０．５％ＰＶＡという濃度に比べ、１／１００，０００以下の濃度
であり、はるかに低い濃度である。
【００４８】
　次に、ＰＶＡ濃度の高い領域について、ペプチドを固相化したビーズとヒト血漿検体を
用いて検討を行った。ペプチド固相化ビーズを用いた場合には、検体によって程度は異な
るもののＰＶＡが高濃度の場合に反応性の下がる場合があった。ペプチド－１０（ＤＹＳ
ＡＲＷＮＥＩ；配列番号２）固相化ビーズと健常人血漿（検体Ｂ）、ペプチド－１（ＤＹ
ＶＲＥＨＫＤＮＩ；配列番号３）固相化ビーズとヒト精製ＩｇＧ、ペプチド－９（ＲＹＬ
ＴＱＥＴＮＫＶ；配列番号４）固相化ビーズと健常人血漿（検体Ａ）の解析結果を示す（
図４）。
【００４９】
　用いた検体とビーズの組合せによって、反応性の低下が見られるＰＶＡの濃度は異なっ
ていた。例えば、ペプチド-１０固相化ビーズと検体Ｂの組合せ（図４上）では、３．１
３×１０－2％よりも高いＰＶＡ濃度の領域では検体との反応性の低下が見られたのに対
し、ペプチド-１固相化ビーズとヒト精製ＩｇＧ（図４中央）の組合せでは、２．５０×
１０－2％、ペプチド－９固相化ビーズと検体Ａ（図４下）の場合には、６．２５×１０
－3％より高濃度のＰＶＡを含む検体希釈液で希釈した場合に反応性の低下が観察された
。また、反応性の低下が生じるＰＶＡ濃度は検体とビーズの組合せによるが、いずれの場
合でもＰＶＡが０．１３％以上の高濃度では測定毎の誤差、ばらつきが大きく再現性に乏
しかった。
【００５０】
　患者検体やペプチドによって反応性は異なるものの、上記結果から検体希釈液に添加す
るＰＶＡは高濃度領域では感度の点で種々の問題が生じることが明らかとなった。すなわ
ち、ＰＶＡが０．１３％より高濃度では、測定誤差が大きくなることから好ましくない。
また、検体とビーズの組合せによっては、６．２５×１０－３％より高濃度で感度の低下
が見られる場合があった。したがって、ＰＶＡ濃度は、０．１３％以下の濃度であること
が好ましく、６．２５×１０－３％以下の濃度であることがより好ましい。
【００５１】
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【表１】

 
【００５２】
　表１に種々のＰＶＡ濃度を含む検体希釈液を用いた際の、特異度、感度の結果をまとめ
た。表中○は良、×は不適、△はやや不適を示し、ＮＴは検査を行わなかったことを示す
。不安定さは測定値がばらつき、再現性が低かったことを示す。検体希釈液に含有するＰ
ＶＡ濃度は特異度の観点からは、０．５％以下であることが好ましく、６．６７×１０－

６％以上の濃度であることが好ましい。さらに、１．６７×１０－５％以上の濃度である
ことがより好ましい。また、感度の面からは、０．１３％以下のＰＶＡ濃度が好ましく、
６．２５×１０－３以下であることがより好ましい。
【００５３】
　次に、感度だけではなく特異度に対するＰＶＡの効果を解析した。ペプチドワクチン接
種前の血清を用い、競合阻害試験を行い、ＰＶＡ濃度による特異度、及び感度の解析を行
った（図５）。
【００５４】
　ペプチド－９固相化ビーズを用い、競合阻害なし（－）、ペプチド－９による競合阻害
あり（＋）の条件で、ワクチン接種前の２種の異なる検体（Ｃ）、（Ｄ）を用いて蛍光強
度により解析を行った。競合阻害なしの実験条件は感度を、競合阻害ありの実験条件は特
異度を示す。なお、蛍光強度は、ペプチドワクチン接種後には数万ＦＩを示すことから、
どちらの試料も非常に低い値で測定し判定している。また、ＦＩが５より小さい場合には
陰性と判断し、５以上の試料を陽性と判断している。
【００５５】
　まず、感度について検討すると、図５に示すように、ＰＶＡ濃度０．５％と比較すると
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ＰＶＡ濃度が低い方が感度の増強が観察された。特に検体Ｄ（図５下）に示す試料では、
ＰＶＡ０．５％ではＦＩが検出限界以下であったが、６．２５×１０－３、３．３３×１
０－５％では蛍光強度が夫々６ＦＩ、１０ＦＩを示し、陽性と判断することができた。
【００５６】
　特異度について検討すると、検体Ｃ（図５上）に示す試料では、０．５、６．２５×１
０－３、３．３３×１０－５％ＰＶＡ濃度での阻害率（％）が、夫々７０、７８、９５％
、検体Ｄ（図５下）に示す試料では、夫々Ｎ/Ａ（算出不能）、１００、８０％であった
。６．２５×１０－３、３．３３×１０－５％ＰＶＡ濃度での阻害率（％）はいずれの試
料でも８０％以上であり、特異度も十分に高いことが明らかである。ペプチドによる競合
阻害試験による結果においても、ＰＶＡが６．２５×１０－３％以下の濃度であれば、特
異度、感度ともに良好な結果が得られることが明らかとなった。
【００５７】
　上記検討結果から、特異度、感度の双方から好ましいＰＶＡ濃度は、６．６７×１０－

６％以上、０．１３％以下の濃度であり、さらに、再現性の観点を考えると、０．１３％
ＰＶＡでは測定値がばらつき再現性が乏しかったことから、６．２５×１０－２％以下の
濃度であることが好ましい。さらに、１．６７×１０－５％以上、６．２５×１０－３％
以下の濃度であれば、ペプチド、検体の組み合わせによらず特異度、感度ともに良好な結
果が得られることからより好ましい。
【００５８】
　ＰＶＡ単独だけではなく、ＰＶＰ単独、ＰＶＸ（ＰＶＡとＰＶＰとの併用）についても
同様に非特異的結合、感度について検討を行った。ここでは結果を示さないが、今まで報
告されていた結果とは異なり、ＰＶＰは反応性を増強するもののあまり非特異的結合を抑
制する効果はなく、ＰＶＡはバックグラウンドを下げ、反応性を増強させるという効果が
あることが明らかとなった。したがって、上記濃度範囲内のＰＶＡを加えたうえで、感度
の増強が必要な場合には適宜ＰＶＰを加えることがより好ましい。
【００５９】
　次に検体希釈倍率について検討を行った（図６）。上記と同様にしてペプチド固相化ビ
ーズに検体を反応させ、蛍光強度の測定を行った。ペプチド－３（ＤＹＬＲＳＶＬＥＤＦ
；配列番号５）固相化ビーズと健常人血漿である検体Ｂ、あるいは、ペプチド－５（ＮＹ
ＳＶＲＹＲＰＧＬ；配列番号６）固相化ビーズと健常人血漿である検体Ｅの組合せで検討
を行った。用いた検体希釈液はＰＶＡを３．３３×１０－５％含むものを用いている。検
体希釈液によって、各検体を２５、５０、１００、２００倍に希釈し、蛍光強度を測定し
た。
【００６０】
　いずれの組合せでも、検体希釈倍率は５０～２００倍で直線性が認められた。また、２
５倍の希釈倍率では蛍光強度が下がる傾向にあり、反応性が低下していると考えられた。
したがって、検体は直線性の認められる範囲、すなわち５０～２００倍で希釈することが
好ましく、直線性の認められる中央付近である１００～１５０倍に希釈することがより好
ましい。検体によって測定値である蛍光強度が異なることから、上記範囲で測定誤差が少
ないように検体を適宜検体希釈液によって希釈して用いればよい。
【００６１】
　また、本発明の方法ではＰＶＡやＰＶＰを従来に比べ低濃度で用いることから、マルチ
プレックス・フローサイトメトリーアッセイにより測定した場合であっても、多くの検体
を安定して測定することができる。ＰＶＡ、ＰＶＰは高分子ポリマーであることから、高
濃度では溶液に粘性を与える。そのため、従来の濃度でＰＶＡ、ＰＶＰを用いた場合には
、微細な管を通して固相ビーズ上の蛍光強度を測定するマルチプレックス・フローサイト
メトリーアッセイでは、多検体測定時には液詰まりや流速の低下が生じ、測定結果に影響
を与えていた。本発明の濃度範囲で調整した検体希釈液を用いて測定することにより流速
の低下等が生じることなく、安定して測定を行うことができた。
【産業上の利用可能性】
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【００６２】
　本発明の検体希釈液を用いることによって、抗体価の低い検体であっても、特異度高く
、感度良く、また再現性良く測定を行うことができる。
【要約】　　　（修正有）
【課題】抗体価の非常に低い検体であっても精度良く検出し、かつ再現良く検出すること
を課題とする。
【解決手段】試料を希釈する検体希釈液にポリビニルアルコール（ＰＶＡ）を６．６７×
１０－６％（ｗ/ｖ）以上６．２５×１０－2％（ｗ/ｖ）以下含有することにより、感度
、特異度の高いアッセイ系を構築することができる。
【選択図】図３

【図１】

【図２】

【図３】
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