
(19)日本国特許庁（JP） (12) 公開特許公報（Ａ） (11)特許出願公開番号

特開2001－228154
(P2001－228154A)

(43)公開日 平成13年8月24日(2001.8.24)

(51)Int.Cl7 識別記号 庁内整理番号 FI 技術表示箇所

   �G�0�1�N 33/543   583

   � � � �           587

   � � � �  33/531   

   �G�0�1�N 33/543   583

   � � � �           587

   � � � �  33/531   B

審査請求 未請求 請求項の数 8ＯＬ（全 4 数）

(21)出願番号 特願2000－36343(P2000－36343)

(22)出願日 平成12年2月15日(2000.2.15)

(71)出願人 000170565

国際試薬株式会社

兵庫県神戸市中央区浜辺通2丁目1番30号

(72)発明者 横山 和正

兵庫県神戸市中央区浜辺通2丁目1番30号  

国際試薬株式会社内

(72)発明者 日裏 久英

兵庫県神戸市西区室谷1丁目1－2  国際試薬

株式会社研究開発センター内

(74)代理人 100088904

弁理士 庄司 隆 (外1名)

(54)【発明の名称】 分析方法と凝集反応試薬

(57)【要約】
【課題】  本発明の課題は、不溶性担体を用いる凝集免
疫測定法において、濁度の小さい担体を用いて高感度で
特異性の高い凝集免疫測定法を提供すること。
【解決手段】  試料中の被検物質と結合対を形成する物
質をフルオロ有機化合物を含む水性乳化物として調製す
ることを特徴とする凝集反応用試薬、及びこの試薬を用
いて凝集反応により高感度に被検物質を測定する方法を
提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  試料中の被検物質と結合対を形成する物
質を用いる凝集反応用試薬であって、該結合対を形成す
る物質をフルオロ有機化合物を含む水性乳化物として調
製することを特徴とする凝集反応用試薬。
【請求項２】  前記フルオロ有機化合物が、炭素数８～
２０である請求項１に記載の凝集反応用試薬。
【請求項３】  前記フルオロ有機化合物が、ヘテロ原子
を含んでいても良いアルキル又は環状化合物である請求
項２に記載の凝集反応用試薬。
【請求項４】  前記水性乳化物が、リン脂質、レシチ
ン、水素添加リン脂質、水素添加レシチン、炭素数８～
２４の合成リン脂質、非イオン性合成界面活性剤、両イ
オン性合成界面活性剤、及び陰イオン性合成界面活性剤
の中から選ばれた一又は２以上の乳化剤によって調製さ
れる請求項１～３のいずれか１項に記載の凝集反応用試
薬。
【請求項５】  前記水性乳化物の粒子系が０．０５～
１．２μｍである請求項４に記載の凝集反応用試薬。
【請求項６】  前記結合対を形成する物質が、抗原、ハ
プテン又は抗体である請求項１～５のいずれか１項に記
載の凝集反応用試薬。
【請求項７】  試料中の被検物質を、該被検物質と結合
対を形成する物質を用いる凝集反応により測定する方法
であって、請求項１～６のいずれか１項に記載の試薬を
用いることを特徴とする方法。
【請求項８】  凝集反応を光学的測定法により測定する
請求項７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は臨床検査に用いられ
る生体試料中の物質の測定法に関する。さらに詳しく
は、試料中の被検物質と結合対を形成する物質を用いる
凝集反応用試薬及び凝集反応測定法に関する。
【０００２】
【従来の技術】抗原抗体反応を凝集反応で測定する方法
は古くから行われている。その一つとして、免疫比濁法
がある。この方法は抗原抗体反応のみによって生成され
る凝集反応を光学的に測定するもので、簡便でしかも定
量性が高いことから広く用いられているが、凝集体のサ
イズが小さいため、大きな信号が得られないといった問
題がある。すなわち、測定感度が低いため測定可能な物
質は限定されている。
【０００３】この凝集反応を感度良く行う方法として、
不溶性担体粒子に抗原又は抗体を吸着させて、その粒子
の抗原抗体反応による凝集反応を用いる方法が実施され
ている。不溶性担体粒子としてラテックス粒子を用いる
ラテックス免疫測定法は広く用いられている。一般に抗
原をラテックス免疫測定法で測定する場合には、ラテッ
クス粒子表面に固相化された抗体と被検物質を含む試料
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とを反応させて抗原抗体複合体を形成させ、ラテックス
粒子の凝集の程度を測定することにより被検物質の濃度
を測定している。
【０００４】一方、被検物質が抗体の場合には、抗原物
質をラテックス粒子に結合させておき、被検物質を含む
試料と反応させ、その結果生じるラテックス粒子の凝集
を測定することにより被検物質である抗体の濃度を測定
している。しかしながら、抗原をラテックス粒子に結合
させる場合には、抗原の物理化学的な性質により、必ず
しも満足な抗原結合ラテックス粒子が調製されるとは限
られなかった。
【０００５】また一般に、ラテックス粒子の懸濁液は濁
度が大きく、凝集反応を光学的に測定する場合、反応前
からすでに大きな吸光度等を持つためＳ／Ｎ比〔（反応
後の吸光度と反応前の吸光度との差）／反応前の吸光
度）〕が小さく測定感度が低いといった問題があった。
【０００６】ラテックス以外の不溶性担体として、リポ
ソームを用いる試みも行われているが、リポソーム自体
の不安定さ等のために実用化されるに至っていない。そ
の他種々の不溶性担体を利用する試みが行われている
が、実用化には至っていない。
【０００７】
【発明が解決しようとする課題】不溶性担体を用いる凝
集免疫測定法において、濁度の小さい担体を用いて高感
度で特異性の高い凝集免疫測定法を提供する。
【０００８】
【課題を解決するための手段】本発明者らは鋭意研究を
重ねた結果、抗原、ハプテンまたは抗体をフルオロ有機
化合物の水性乳化物に結合させ、その乳化物を被検物質
と反応させることにより、反応前の初期濁度が従来のラ
テックス凝集試薬よりも低く、感度の高い測定方法を提
供できることを見出した。さらに、従来のラテックス粒
子では、カルジオリピン等の脂質抗原を結合させて抗脂
質抗体を測定しようとしても、抗原の物理化学的性質に
起因して、安定で感度および特異性の良い試薬の調製が
できなかったにも拘わらず、フルオロ有機化合物の水性
乳化物を用いることにより、このような脂質抗原をも安
定に結合でき、感度及び特異性に優れた検査試薬を提供
できることを見出し、本発明を完成させるに至った。
【０００９】本発明は、試料中の被検物質と結合対を形
成する物質を用いる凝集反応用試薬であって、該結合対
を形成する物質をフルオロ有機化合物を含む水性乳化物
として調製することを特徴とする凝集反応用試薬を提供
する。
【００１０】本発明に使用しうるフルオロ有機化合物
は、炭素数８～２０であり、これらはヘテロ原子を含ん
でいても良いアルキル又は環状化合物である。例えばパ
ーフルオロテトラハイドロフラン、パーフルオロトリブ
チルアミン、パーフルオロオクタン、パーフルオロデカ
リン、パーフルオロメチルデカリン及び２－モノヒドロ
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3
ノナコサフルオロ－３，６，９，１２－テトラオキサ－
５，８，１１－トリメチルペンタデカンが好適に例示さ
れる。又、フルオロ有機化合物としては、ここに例示さ
れたものに拘わらず広く公知の炭素数８～２０のフルオ
ロ有機化合物が利用できる。
【００１１】フルオロ有機化合物を含む水性乳化物の調
製は、リン脂質、レシチン、水素添加リン脂質、水素添
加レシチン、炭素数約８～約２４の合成リン脂質、非イ
オン性合成界面活性剤、両イオン性合成界面活性剤、及
び陰イオン性合成界面活性剤の中から選ばれた一又は２
以上の乳化剤によって行うことができる。
【００１２】リン脂質は、動物性、植物性の例えば卵
黄、大豆由来のものが好適に例示されるが無論これに限
定されず広く多種リン脂質が利用できる。リン脂質は、
水素添加されたものあるいは合成の例えば炭素数８～２
４程度のものも利用できる。レシチンは、リン脂質がさ
らに精製されたものであり、上記記載のリン脂質由来の
ものが広く利用できる。
【００１３】前記界面活性剤としては、非イオン性、両
イオン性及び陰イオン性の合成界面活性剤が用いられ、
例えばポリオキシエチレンアルキルエーテル、ポリオキ
シエチレンアルキルフェニルエーテル、ポリオキシエチ
レン脂肪酸エステル、ポリオキシエチレンソルビトール
エステル、アルキル－Ｎ－ベタイン、アルキル硫酸塩、
アルキルスルホン酸塩、アルキル－Ｎ－サルコシン酸塩
等があげられる。なかでも分子量５，０００～１５，０
００のポリオキシエチレン－ポリオキシプロピレン共重
合体が好適に用いられる。
【００１４】本発明において被検物質と結合対を形成す
る物質は、抗原、ハプテン、抗体等の臨床検査等で測定
対象にされている種々の物質に対して各既知の結合対を
形成する物質が挙げられる。測定対象の具体的な例とし
ては、カルジオリピン等のリン脂質、スフィンゴミエリ
ン等のスフィンゴ脂質や糖脂質抗原、ＣＲＰ、フィブリ
ン／フィブリノゲン分解産物（ＦＤＰ）、ＦＤＰ  Ｄｄ
ｉｍｅｒ、リウマチ因子、抗ストレプトリジンＯ、ＡＦ
Ｐ、フェリチンＨＢｓ、ＨＢｓ抗原、ＨＢｓ抗体、ＨＣ
Ｖ抗体、ＨＩＶ抗体等を挙げることができる。これらの
物質を含む試料としては例えば、血漿、血清、尿、髄
液、リンパ液、唾液等がある。
【００１５】乳化は、上記の乳化剤を単独又は複数用い
て行うことができる。さらに乳化は所望によりグリセロ
ール又はソルビトール等の多価アルコールを含有させて
行うこともできる。このようなフルオロ有機化合物の安
定な水性乳化物の調製法は、上記の方法以外にも、広く
知られている乳化方法および乳化物の安定化手段が利用
できる。
【００１６】乳化の方法は、被検物質と結合対を形成す
る物質（例えば抗原又はハプテン又は抗体）を所定量の
界面活性剤を含む（１～１０％Ｗ／Ｖ）適当な緩衝液に
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溶解させ（０．００１～０．１％Ｗ／Ｖ）、それにフル
オロ有機化合物を加え（１～２０％Ｗ／Ｖ）、ブレンダ
ーでかき混ぜ粗乳化液を調製する。それを超音波処理又
は噴射式乳化機を用いて乳化する。調製した乳化液を遠
心分離により粒径を０．０５～１．２μｍに揃えて調製
することもできる。
【００１７】なお、本発明において、結合対を形成する
物質の種類によっては、予め、アルブミン、ゼラチン等
のキャリアー蛋白を含むフルオロ有機化合物の乳化液を
調製しておき、その溶液にグルタルアルデヒドやカルボ
ジイミド等の化学結合剤を用いて結合対を形成する物質
（抗原又はハプテン又は抗体）を乳化液に結合させる方
法をとることも可能である。
【００１８】このようにして調製された抗原、ハプテン
又は抗体を含有するフルオロ有機化合物を含む水性乳化
物は、凝集反応用試薬として使用に供される。さらに、
この試薬を用いることにより、試料中の被検物質と結合
対を形成する物質を用いる感度の高い凝集反応測定方法
を提供することができる。
【００１９】カルジオリピンを例にさらに詳細に説明す
る。所定量のカルジオリピンと界面活性剤を適当な緩衝
液に溶解する。その溶液に所定量のフルオロ有機化合物
を加え、ブレンダーミキサーで撹拌し、粗乳化液を調製
する。調製したカルジオリピン結合粗乳化液を超音波処
理しカルジオリピン結合乳化液とする。その溶液に牛又
はヒト血清アルブミン、ゼラチン又はその分解物等の蛋
白の添加、適当な緩衝液によるｐＨの調整、塩化ナトリ
ウム等の添加による塩濃度の調整、その他適宜防腐剤、
安定化剤等を添加し、担体濃度の調整を行い、抗カルジ
オリピン抗体測定試薬とする。
【００２０】抗カルジオリピン抗体の測定は被検試料を
上記で調製した抗カルジオリピン抗体測定試薬に添加混
合して、抗カルジオリピン抗体測定試薬の凝集反応を波
長５００～７５０ｎｍでの吸光度変化量を測定すること
により行うことができる。さらに、凝集反応の反応液
に、増感剤、非特異吸収剤であるポリエチレングリコー
ル、デキストラン等を添加剤として含ませることも可能
である。又、これら添加剤等を含む第一試薬を用意し、
被検試料とその第一試薬を反応させた後、上述の抗カル
ジオリピン抗体測定試薬を作用させて、その凝集反応を
計測することも可能である。
【００２１】反応温度は特に限定されないが、一般に用
いられている自動分析装置であれば３７℃で行われる。
また測定時間も特に限定されないが、通常の自動分析器
では５～１０分である。凝集反応のモニターは反応開始
後一定時間の光学的変化を測定することにより、行われ
る。通常の自動分析器では吸光度の変化量としてモニタ
ーされるのが一般的であるが、場合によっては、散乱光
等の異なった光学的な検出原理を利用することも可能で
ある。ここでは波長５００～７５０ｎｍの例を示した
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が、用いる波長は特に限定されるものではなく、目的と
する感度が得られるように適宜選択され、場合によって
はより短波長あるいは長波長の光を用いることもでき
る。
【００２２】
【実施例】以下に実施例を挙げて本発明を更に説明する
が、本発明は実施例に限定されるものではない。
【００２３】
【実施例１】抗カルジオリピン抗体測定試薬の調製
１００ｍＬの２０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ＝
７．２）に分子量１０５００のポリオキシエチレン－ポ
リオキシプロピレン共重合体４ｇと牛心筋由来精製カル
ジオリピン１０ｍｇを溶解する。得られた溶液をろ過
し、パーフルオロブチルテトラハイドロフラン１０ｇを
加え、ホモミキサーを用いて室温で１５分間撹拌して、
粗乳化液を得た。この粗乳化液を１５分間４０℃以下で
超音波処理し、カルジオリピン結合乳化液を調製した。
【００２４】得られたカルジオリピン結合乳化液に最終
濃度１ｗ／ｖ％の牛血清アルブミン、及び０．１３ｍｏ
ｌ／Ｌの塩化ナトリウムを加えて、抗カルジオリピン抗
体測定試薬とした。
【００２５】
【実施例２】抗カルジオリピン抗体の測定
血清試料２０μＬと３ｗ／ｖ％のポリエチレングリコー
ル６０００と０．１５ｍｏｌ／Ｌの塩化ナトリウムを含
む５０ｍｍｏｌ／ＬのＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ７．５）
２００μＬを混和し、３７℃で５分間インキュベートし
た後、実施例１で調製した抗カルジオリピン抗体測定試*
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*薬１００μＬを添加し、３７℃で反応させた。反応開始
後波長６６０ｎｍで吸光度の変化を測定し、抗カルジオ
リピン抗体測定試薬添加後１分後から５分後までの４分
間の吸光度の変化量を求めた。
【００２６】その結果、抗カルジオリピン抗体陰性の血
清５例は何れも吸光度の変化は観測されなかったが、抗
カルジオリピン抗体陽性の血清５例では有意に吸光度の
上昇が観測され、本発明の方法により、抗カルジオリピ
ン抗体が測定できることが判った。
【００２７】
【実施例３】ＣＲＰ測定試薬の調製
牛心筋由来のカルジオリピンに代えて、１０ｍｇの抗Ｃ
ＲＰ抗体（ヤギ由来）を用いた以外は実施例１と同様に
操作してＣＲＰ測定試薬を調製した。調製したＣＲＰ測
定試薬を用いて、血清中のＣＲＰ測定を試みた。市販の
ＣＲＰ測定用のラテックス試薬、リアスオートＣＲＰ
（国際試薬株式会社製）の第一試薬を共通に用い、上記
で調製したＣＲＰ測定試薬及び市販のラテックス試薬を
第二試薬として用い、感度比較を行った。測定はＣＲＰ
濃度１０μｇ／ｍＬの試料２０μＬと第一試薬２００μ
Ｌを５分間反応させ、その後第二試薬を５０μＬを加え
反応を開始し、反応開始後１分から５分までの４分間の
吸光度変化量を波長７００ｎｍで測定した。その結果を
表１に示した。
【００２８】
【表１】本発明CRP測定試薬Ａと従来のラテックス法CRP
測定試薬Ｂの感度比較

【００２９】上記の結果、本発明のＣＲＰ測定試薬は従
来のラテックス試薬よりも初期吸光度が低いため、Ｓ／
Ｎ比が３倍以上も大きく感度良く測定できることが判っ
た。
【００３０】
【発明の効果】本発明は、抗原、ハプテンまたは抗体を
フルオロ有機化合物の水性乳化物に結合させ、その乳化
物を被検物質と反応させることにより、反応前の初期濁

度が従来のラテックス凝集試薬よりも低く、感度の高い
測定方法を提供できる。従来のラテックス粒子では、カ
ルジオリピン等の脂質抗原を結合させて抗脂質抗体を測
定しようとしても、抗原の物理化学的性質に起因して、
安定で感度および特異性の良い試薬の調製ができなかっ
たにも拘わらず、フルオロ有機化合物の水性乳化物を用
いることにより、このような脂質抗原をも安定に結合で
き、感度及び特異性に優れた検査試薬を提供できる。
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