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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　界面活性剤で処理後、シクロデキストリンまたはその誘導体で処理した構造タンパク質
であるウイルス抗原を使用することにより測定感度を上昇させたことを特徴とする抗ウイ
ルス抗体測定方法。
【請求項２】
　該ウイルス抗原が、シクロデキストリンまたはその誘導体で処理する前若しくは後又は
、同時にジスルフィド酸化剤で処理されていることを特徴とする請求項１に記載の抗ウイ
ルス抗体測定方法。
【請求項３】
　前記ジスルフィド酸化剤がシスチンである請求項２に記載の抗ウイルス抗体測定方法。
【請求項４】
　前記ウイルス抗原がＨＩＶ－１抗原である請求項１～３のいずれか１項に記載の抗ウイ
ルス抗体測定方法。
【請求項５】
　ＨＩＶ－１抗原がｐ２４及び又はｇｐ４１である請求項４に記載の抗ウイルス抗体測定
方法。
【請求項６】
　界面活性剤で処理後、シクロデキストリンまたはその誘導体で処理した構造タンパク質
であるウイルス抗原を含む、測定感度を上昇させたことを特徴とする抗ウイルス抗体測定
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キット。
【請求項７】
　該ウイルス抗原が、シクロデキストリンまたはその誘導体で処理する前若しくは後又は
、同時にジスルフィド酸化剤で処理されていることを特徴とする請求項６に記載の抗ウイ
ルス抗体測定キット。
【請求項８】
　前記ジスルフィド酸化剤がシスチンである請求項７に記載の抗ウイルス抗体測定キット
。
【請求項９】
　前記ウイルス抗原がＨＩＶ－１抗原である請求項６～８のいずれか１項に記載の抗ウイ
ルス抗体測定キット。
【請求項１０】
　ＨＩＶ－１抗原がｐ２４及び又はｇｐ４１である請求項９に記載の抗ウイルス抗体測定
キット。

【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、測定対象となる血中の抗ウイルス抗体との反応性が向上したウイルス抗原を使
用した抗ウイルス抗体測定試薬、好ましくは抗ＨＩＶ－１抗体との結合性が向上したＨＩ
Ｖ－１抗原を使用した抗ＨＩＶ－１抗体測定試薬に関する。
【０００２】
【従来技術および発明が解決しようとする課題】
現在、ＨＩＶ－１の感染の有無を知るためのＨＩＶスクリーニング検査として、ｐ２４、
ｇｐ４１その他のＨＩＶエンベロープタンパク質またはコアタンパク質等のウイルス構造
タンパク抗原若しくは非構造タンパク抗原を用い、血液その他の体液中の抗ＨＩＶ－１抗
体を測定する抗体検査法が広く用いられている。しかし、ＨＩＶに対する抗体が血中に出
現するまでには感染してから数週間を要するため、ＨＩＶに感染しているにもかかわらず
、抗体検査では偽陰性を示す「ウインドウ」と呼ばれる期間が存在する。したがって、か
かる偽陰性の可能性を低減するためにより高感度の検査法の確立が求められている。
【０００３】
このようなウイルス抗体検査法は、体液中における、ウイルス抗原に特異的に結合する抗
体の有無を確認する方法であるが、低コストで多量のタンパク質が得られることから、遺
伝子操作による組換えタンパク質がウイルス抗原として広く使用されている。
【０００４】
ところで、遺伝子操作によって大腸菌や酵母の菌体内で外来タンパク質を生産すると、タ
ンパク質が凝集した封入体が産生される場合がある。このような封入体から組換えタンパ
ク質を精製するために一般には封入体を尿素や界面活性剤などの変性剤で処理するが、変
性剤で処理されたタンパク質は本来の立体構造とは異なった立体構造をとるために、本来
の機能を喪失している場合が多い。このような場合、封入体を変性剤で処理した後、アン
フォールディングされたタンパク質から透析あるいは限外ろ過膜を用いて変性剤を除去し
、タンパク質をリフォールディングさせる方法が一般に用いられている。
【０００５】
しかしながら、本発明者は、変性剤として界面活性剤を用いた場合には、透析等によるバ
ッファー置換ではタンパク質に結合した界面活性剤を十分に除去することができないため
にタンパク質が十分にリフォールディングされず、標的抗体と十分に結合し得ないとの仮
説をたてた。本仮説に基づけば、組換えタンパク質に結合した界面活性剤を十分に除去し
、タンパク質の立体構造が十分に再生されれば抗体検査法の検出感度が向上することが期
待し得る。
【０００６】
この点に関連する知見として、Ｒｏｚｅｍａらは変性した酵素を界面活性剤で処理した後



(3) JP 4047118 B2 2008.2.13

10

20

30

40

50

にシクロデキストリンで処理することによりタンパク質に結合した界面活性剤が除去され
、酵素がリフォールディングされることを報告している（非特許文献１）。
【０００７】
更に、上記Ｒｏｚｅｍａらの報告の後、いくつかのグループによって、Ｒｏｚｅｍａらの
方法が数種の酵素について応用可能であり、それら酵素が活性を有するようにリフォール
ディングされたことが報告されている（非特許文献２、非特許文献３、非特許文献４、非
特許文献５、非特許文献６、特許文献１および非特許文献７）。
【０００８】
また、Ｒｏｚｅｍａらは、酵素以外にもホルモンやインターロイキン、ＤＮＡ結合タンパ
ク質、酵素阻害タンパク質、代謝物結合タンパク質、栄養素結合タンパク質、調節タンパ
ク質等の全ての球状タンパク質（ｇｌｏｂｕｌａｒ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ）に該方法が適用
し得る可能性を示唆している（特許文献２）。
【０００９】
またシクロデキストリン類としてシクロアミロースを使用した、該タンパク質リフォール
ディング方法に関する試薬を集めたキットもタカラバイオから市販されている（Ｒｅｆｏ
ｌｄｉｎｇ　ＣＡ　ｋｉｔ，Ｃｏｄｅ　７３５０）。
【００１０】
しかしながら、Ｒｏｚｅｍａらの方法を抗体検出系に使用する抗原に応用し、界面活性剤
によって変性したウィルス抗原の抗原活性を回復すること、またその抗原を用いて免疫診
断薬を作製することにより、感度の上昇した抗体測定系を構築しえることを報告した例は
ない。これは、ウイルス抗体測定系において用いられる抗原タンパク質の多くは本来ウイ
ルスの表面などの構造抗原として存在しており、抗原活性回復の標品たるべき立体構造を
保持したまま抗原タンパク質をウイルスより分離、精製することが極めて困難であること
に起因しているものと考えられる。即ち、本来の立体構造を有するウイルス抗原を得るこ
とが困難であることから、従来抗体測定法で使用されていた組換えタンパク質が界面活性
剤の影響により立体構造を回復していないために、ウイルス抗原が本来有している抗体に
対する結合親和性が低下していることを当業者が知り得なかったことに起因しているもの
と考えられる。
【００１１】
本発明の使用され得るウイルス抗原のうち酵素活性を有する非構造タンパクを界面活性剤
およびシクロデキストリンで処理することにより酵素がリフォールディングされる可能性
を前述の文献等においてＲｏｚｅｍａらが開示しているが、該酵素を抗体検出系に使用す
る抗原に応用することは全く示唆していない。また、Ｒｏｚｅｍａらがリフォールディン
グの対象としている球状タンパク質とは、一般的に繊維状タンパク質と相対する言葉であ
って、繊維状タンパク質は多くの場合溶けにくく骨格構造をなす、構造タンパク質である
。本発明で使用され得るウイルス抗原のうち、構造タンパク質は典型的な繊維状をなして
いるわけではないが、疎水的な性質を有しメンブレンや核などのウイルス構造体を形成す
るという意味で、Ｒｏｚｅｍａらの示唆するところの球状タンパク質には全く含まれない
と考えられる。更には、Ｒｏｚｅｍａらの発明において、実施例で記されている方法は、
すでに可溶化されているタンパク質について、界面活性剤、続いてシクロデキストリンを
添加する方法である。Ｒｏｚｅｍａらが特許文献２に例示する全ての球状タンパク質（ｇ
ｌｏｂｕｌａｒ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ）に、本発明のウイルス構造抗原などもともと溶けて
いないタンパク質が含まれないことは明白であることはいうまでもなく、またこのような
先行文献をもってしても本発明を完成することは容易ではない。
【００１２】
また、町田らの先行文献（特許文献１）およびＲｅｆｏｌｄｉｎｇ　ＣＡ　ｋｉｔ（宝酒
造（現タカラバイオ）社製Ｃｏｄｅ　７３５０）添付文書（非特許文献７）には、該リフ
ォールディング方法の適応としてタンパク質と一般化された記述が存在するが、実施例に
用いられているタンパク質が酵素であることから、Ｒｏｚｅｍａらの示す球状タンパク質
と同等のものを想定していると考えられ、またウイルス構造抗原などの免疫診断薬の抗体
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測定系に使用される抗原タンパク質に関しての記述があるわけではないことから、この先
行文献をもってしても、該方法を用いて抗原活性の回復した抗原を使用して免疫診断薬を
作製することにより、感度の上昇した抗体測定系を構築しえるという本発明を完成するこ
とは容易ではない。
【００１３】
タンパク質折りたたみ因子を用いて免疫測定試薬の感度を上昇させる方法を、吉川ら、土
居らが開示しているが（特許文献３および特許文献４）、界面活性剤により可溶化した抗
原についての記載は無く、界面活性剤を使用して可溶化した抗原についての発明ではない
と考えられる。抗体測定系免疫診断薬に使用する抗原は、構造タンパク質などもともと溶
けていない抗原を使用することが多く、界面活性剤を用いて可溶化することはよく行われ
る手法であることから、界面活性剤処理を行った後にシクロデキストリンを添加すること
により免疫学的活性を向上させる本発明は、免疫診断薬にとって非常に有用であると考え
る。
【００１４】
本発明に関連する他の先行文献として、シクロデキストリンでタンパク質をリホールディ
ングすることを報告しているＳＨＡＲＭＡの文献がある（特許文献５および非特許文献８
）。ＳＨＡＲＭＡは、可溶化に界面活性剤を用いないタンパク質においてシクロデキスト
リンを添加することによりリフォールドする方法を報告している。
【００１５】
特許文献５において、リフォールドできるタンパク質の一例としてＨＩＶなどのウイルス
糖タンパクがあげられているが、この方法は変性剤として界面活性剤を用いないタンパク
質にのみ適応できる方法であり、本発明のように変性剤として界面活性剤を用いる抗原に
適用する方法ではないとしている。
【００１６】
本発明の一部である免疫診断薬中にシクロデキストリンを添加することに関する先行文献
としては石田（特許文献６）およびビアルエルカーナら（特許文献７）の報告がある。し
かし、石田は難溶性抗原測定系において、ただ単に難溶性抗原を溶かすためのものであり
、ビアルエルカーナらは、抗原および抗体の共存下において界面活性剤により抗原抗体反
応を阻害しておき、アッセイ中にシクロデキストリンを添加することにより抗原抗体反応
を再開するというものであり、感度上昇を期待しているわけではないしまたアッセイ中に
シクロデキストリンを添加しているだけで、シクロデキストリンを抗原の処理に用いるこ
とにより感度の高い抗原および免疫抗体診断薬を提供している本発明とは本質的に異なる
。佐々木らは、シクロデキストリンを抗原や抗体と共存させることにより非特異吸着を防
いでいるが（特許文献８）、シクロデキストリンを抗原の処理に用いることにより活性の
高い抗原および感度の高い免疫抗体診断薬を提供している本発明とは本質的に異なる。
【００１７】
タンパク質中のＳＳ結合を再結合させる方法としては、ＳＳ結合を含む物質と反応させる
方法や、金属と反応させる方法等が知られているが、例えば非特許文献９に記載されてい
るように、シスチンを含むジスルフィド酸化剤で酸化させることによりタンパク質中のＳ
Ｈ基同士を結合させてＳＳ結合を再生させることができる。
【００１８】
タンパク質のリフォールディング時にシスチン処理を行う方法についても、界面活性剤お
よびシクロデキストリン類を用いた酵素のリフォールディング時にシスチン処理も併用す
る方法として町田ら（非特許文献６および特許文献１）および非特許文献７により開示さ
れている。
【００１９】
シスチンなど酸化剤を用いて抗原の処理を行うことにより抗原活性が上昇し、それを用い
た免疫診断薬の製造に有用であることは、土居らにより開示されている（特許文献９およ
び特許文献１０）。本発明においてもシスチンとシクロデキストリンの併用処理により、
免疫診断デバイスの感度が驚くほど上昇する検体も存在し、有用である。
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【００２０】
【特許文献１】
特開２００１－２６１６９７号公報
【特許文献２】
米国特許第５５６３０５７号明細書
【特許文献３】
特開平１１－２８７８０４号公報
【特許文献４】
特開平１１－９４８３４号公報
【特許文献５】
国際公開第９６／３８４６８号パンフレット
【特許文献６】
特許第２５９０９８３号明細書
【特許文献７】
特開平２－４０５５９号公報
【特許文献８】
特開平１１－２４８７０６号公報
【特許文献９】
特願平１０－２７５２０９号公報
【特許文献１０】
特願平１１－２７２６７３号公報
【非特許文献１】
Ｄａｖｉｄ　Ｒｏｚｅｍａ他，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈ
ｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　１９９５　１１７：２３７３－２３７４
【非特許文献２】
Ｄａｖｉｄ　Ｒｏｚｅｍａ他，Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　１９９６　２７１：３４７８－３４８７
【非特許文献３】
Ｄａｖｉｄ　Ｒｏｚｅｍａ他，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　１９９６　３５：１５７６０
－１５７７１
【非特許文献４】
Ｆａｂｉｅｎｎｅ　Ｃｏｕｔｈｏｎ他，Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｒｅｓ　Ｃｏ
ｍｍｕｎ　１９９６　Ｏｃｔ　２３；２２７（３）：８５４－８６０
【非特許文献５】
Ｄａｖｉｄ　Ｄａｕｇｈｅｒｔｙ他，Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃ
ａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　１９９８　２７３：３３９６１－３３９７１
【非特許文献６】
Ｓａｃｈｉｋｏ　Ｍａｃｈｉｄａ他，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ　２０００　Ｄｅｃ８；４８６
（２）：１３１－１３５
【非特許文献７】
Ｒｅｆｏｌｄｉｎｇ　ＣＡ　ｋｉｔ（宝酒造（現タカラバイオ）社製　Ｃｏｄｅ　７３５
０）添付文書
【非特許文献８】
Ｋａｒｕｐｐｉａｈ他，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ　１９９５　２１１：６０－６６）
【非特許文献９】
Ｒ．Ｈ．ペイン編　山竒山 文夫 監訳　後藤 祐児／河田 康志 訳「タンパク質のフォー
ルディング」シュプリンガー・フェアラーク東京株式会社　１９９５
【００２１】
【課題を解決するための手段】
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本発明者は前記仮説に基づき、ＨＩＶ－１エンベロープタンパク質を界面活性剤で処理し
た後にシクロデキストリン水溶液で処理したところ、タンパク質の免疫学的抗原活性が上
昇するとの知見を得、このことによってはじめて従来使用されていた組換えタンパク質が
十分にリフォールディングされておらず、検出感度を低下させる要因となっていたことが
明らかとなった。
【００２２】
したがって、本発明は、界面活性剤で処理されたウイルス抗原をシクロデキストリンで処
理することにより調製したウイルス抗原を使用し測定感度を上昇させた抗ウイルス抗体測
定方法並びに抗ウイルス抗体測定試薬キットを提供するものである。
【００２３】
また、本発明はより具体的な態様として界面活性剤で処理されたＨＩＶ－１抗原をシクロ
デキストリンで処理することを特徴とする抗ウイルス抗体測定試薬を提供するものである
。
【００２４】
ＨＩＶ－１抗原をシクロデキストリンで処理することによってウイルス抗原－界面活性剤
複合体から界面活性剤が除去され、ＨＩＶ－１抗原は本来の立体構造にリフォールディン
グされる。このようにリフォールディングされたＨＩＶ－１抗原は、生体試料中に存在す
る抗ＨＩＶ－１抗体との結合親和性が向上することから、該ＨＩＶ－１抗原を使用するこ
とにより抗ＨＩＶ－１抗体検出法における検出感度が改善される。
【００２５】
ＨＩＶ－１エンベロープ抗原においては免疫反応部位にジスルフィド結合（ＳＳ結合）が
存在することが知られているが、このようなＳＳ結合を有する組換えタンパク質は発現・
可溶化・精製工程でＳＳ結合がスルフヒドリル基（ＳＨ基）に還元されている場合がある
。しかし、従来、組換えタンパク質を免疫診断薬に使用する場合においても、ＳＳ結合の
再生は行われていなかった。したがって、ＨＩＶ－１エンベロープタンパク質のように免
疫反応部位にＳＳ結合が存在する抗原を免疫診断薬に用いる場合には、発現・可溶化・精
製の過程で生成されたＳＨ基をＳＳ結合させることにより更に検出感度を向上させること
が可能となる。
【００２６】
したがって、別の態様として、本発明はシクロデキストリン処理にＳＳ結合を再生する処
理、例えばシスチンによる処理を併用して調製したウイルス抗原を使用し測定感度を上昇
させた抗ウイルス抗体測定方法並びに抗ウイルス抗体測定試薬キットを提供するものであ
る。
【００２７】
または本発明はより具体的な態様として、シクロデキストリン処理にＳＳ結合を再生する
処理、例えばシスチンによる処理を併用することにより抗原タンパク質を調製されたＨＩ
Ｖ－１抗原を含む抗ＨＩＶ－１抗体検査薬を提供する。
【００２８】
【発明の実施の形態】
（ウイルス抗原）
本発明のウイルス抗原は、ウイルス構造抗原、ウイルス非構造抗原が含まれる。ウイルス
には、ＨＩＶ－１、ＨＣＶ、ＨＢＶ等が含まれ、例えば核を欠如したウイルス粒子等も含
まれる。ウイルス構造抗原は、ウイルス構造を形成するのに必要なタンパク質のうち酵素
を除くものであって、例えば、表面抗原、エンベロープ抗原、コア抗原、キャプシッドタ
ンパク質、マトリックスタンパク質などが含まれる。具体的な抗原の例としては、ＨＩＶ
－１　Ｐ４１，ＨＩＶ－１　Ｐ２４，ＨＢｓＡｇ，ＨＢｃＡｇ，ＨＣＶコア抗原等が含ま
れるが、これはウイルスから可溶化により得られたものであっても、遺伝子組換え法で産
生された抗原であっても、完全な分子であっっても、一部であっても、多量体を形成して
いるものであっても、融合しているものであっても、一部を融合しているものであっても
、かまわない。
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【００２９】
ウイルス非構造抗原は、構造タンパク質以外のウイルス由来の抗原で、酵素などが含まれ
る。ノイラミニダーゼなど膜上に存在する酵素も含まれる。具体的な抗原の例としては、
ＨＣＶ非構造領域にコードされているヘリカーゼ、プロテアーゼ、レプリカーゼ、インフ
ルエンザウイルスノイラミニダーゼなどがあげられる。これはウイルスから可溶化により
得られたものであっても、遺伝子組換え法で産生された抗原であっても、完全な分子であ
っっても、一部であっても、多量体を形成しているものであっても、融合しているもので
あっても、一部を融合しているものであっても、かまわない。
【００３０】
（組換えタンパク質）
本発明で用いられる遺伝子組換え法で産生された抗原は、ＨＩＶ－１、ＨＣＶ、ＨＢＶ等
分子クローニングにより得られたＤＮＡ配列を原核生物あるいは真核生物から選択される
適当な宿主細胞に導入、発現させることにより調製されたタンパク質である。宿主細胞に
は特に制限はなく、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓあるいはＳ．ｃｅｒｅｖｉｓｉ
ａｅに代表される遺伝子工学手法において利用可能な下等細胞、昆虫細胞、ＣＯＳ７細胞
、ＨｅＬａ細胞、ＣＨＯ細胞に代表される動物細胞など多くの細胞が、利用可能である。
例えばＨＩＶ－１では、好ましくは、この組換え抗原はＰ２４またはｇｐ４１である。
【００３１】
（界面活性剤処理したタンパク質のリフォールディング）
界面活性剤で処理したウイルス抗原溶液にシクロデキストリンを添加し、室温に放置する
ことによりタンパク質のリフォールディングを行う。Ｍａｃｈｉｄａらは、酵素のＲｅ－
ｆｏｌｄに推奨するシクロデキストリンとして、αシクロデキストリン（グルコース６個
よりなる環状分子）、βシクロデキストリン（同７個）、γシクロデキストリン（同８個
）、の他に、さらに高重合度のもの（２２－４５個、５０以上個のグルコースが環状に結
合しているもの）についても報告している（ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ　４８６（２００
０）ｐａｇｅ　１３１－１３５）。
【００３２】
本発明で使用するシクロデキストリンは、α、β、γ－シクロデキストリン、および上記
した高重合度のもの、のいずれでもよいが、γ－シクロデキストリンおよびその誘導体が
最も適している。
【００３３】
ここで、シクロデキストリン誘導体とは、シクロデキストリン環状構造を骨格として、ヒ
ドロキシプロピル、メチル等の官能基で修飾したものをいう（米国特許第３４５３２５８
号明細書、米国特許第３４５３２５９号明細書、Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｊｏｕｒｎａｌ，　Ｖ
ｏｌ．１３，　Ｎｏ．８，　ｐ．７７７－７８１（１９８１）、特開昭６１－２６６４０
１号公報、特開昭６３－１２２７０１号公報、特開昭６２－２４３６０２号公報）。シク
ロデキストリンの濃度は目的とするタンパク質およびその濃度に応じて適宜調整し得る。
【００３４】
本発明でリフォールディングされるタンパク質は、界面活性剤で変性されたタンパク質で
あるが、この界面活性剤は一般にタンパク質の可溶化に使用されるものであれば、両性界
面活性剤、陰イオン界面活性剤、陽イオン界面活性剤、非イオン性界面活性剤のいずれの
界面活性剤であってもよい。陰イオン型界面活性剤としては、炭素数１２～１８の高級脂
肪酸のアルカリ金属塩、炭素数１２～１８の高級脂肪酸のトリエタノールアミンなどの有
機塩基塩、炭素数１２～１８の高級脂肪酸又は高級アルコールの硫酸エステル、アルキル
スルホン酸塩、アルキルアリールスルホン酸塩などが挙げられる。陽イオン型界面活性剤
としては、アルキル基、アリール基、複素環基などを有する第四級アンモニウム化合物な
どが挙げられる。
【００３５】
両性界面活性剤としては、ポリアミノモノカルボン酸、炭素数１２～１８の高級アルキル
アミノ酸、ラウリルジメチルベタインなどのアミノ酸のＮ－トリアルキル置換体などが挙
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げられる。非イオン型界面活性剤としては、モノステアリン酸グリセリンなどの炭素数１
２～１８の高級脂肪酸の多価アルコールエステル、高級脂肪酸のポリオキシエチレンエス
テル、高級脂肪酸のソルビタンエステル、高級脂肪酸とポリオキシエチレン及びソルビタ
ンエーテルとのエステル、ポリオキシエチレンラウリルアルコールなどの高級アルコール
とポリオキシエチレンとのエーテル、ポリオキシエチレンとポリオキシプロピレンとのエ
ーテルなどが挙げられる。好ましい界面活性剤としては、ポリオキシエチレンソルビタン
（代表的なものは、Ｔｗｅｅｎ　２０などの商品名で入手しうる）、ポリオキシエチレン
エーテル（代表的なものは、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００などの商品名で入手しうる）、オ
クチルフェノール・エチレンオキサイド縮合物（代表的なものは、Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－
４０などの商品名で入手しうる）、ドデシル硫酸ナトリウム、Ｎ－ラウリルザルコシンな
どが挙げられる。
【００３６】
（ジスルフィド結合再生工程を併行して行うタンパク質のリフォールディング）
タンパク質中のＳＳ結合を再結合させる方法としては、ＳＳ結合を含む物質と反応させる
方法や、金属と反応させる方法等が知られているが、例えば非特許文献９に記載されてい
るように、シスチンを含むジスルフィド酸化剤で酸化させることによりタンパク質中のＳ
Ｈ基同士を結合させてＳＳ結合を再生させる方法がもっとも効果的である。
【００３７】
具体的には、シクロデキストリンによる処理時に上記酸化剤を反応溶液中に並存させてタ
ンパク質をリフォールディングさせる。シスチン処理はシクロデキストリン処理の前また
は後ろに行ってもまた同時でもかなわない。酸化剤の濃度は、目的とするタンパク質の量
、ＳＨ基の数等により適宜調整する。
【００３８】
（リフォールディングされたタンパク質を用いた抗体検査法）
本発明において試料中のウイルス抗原と免疫学的に反応性の抗体を測定するにあたっては
、ラジオイムノアッセイ、酵素免疫測定法、螢光免疫測定法、化学又は生物発光免疫測定
法、凝集反応免疫測定法および免疫クロマトグラフィーなどの方法によることができる。
【００３９】
抗原抗体反応にあずかる抗原は、必要に応じて、例えば、寒天、アガロース、セルロース
、紙、ニトロセルロース、デキストラン、ゼラチン、キチン、コラーゲン、綿などの生体
由来高分子あるいは天然物由来高分子、ポリスチレン、ポリエチレン、ポリビニルアルコ
ール、ポリアクリルアミドなどのアクリル樹脂、イオン交換樹脂、光架橋樹脂、テフロン
、ポリアセタールなどの合成高分子、ガラスビーズ、シリカゲル、アルミナ、セラミック
、カーボン、硫酸マグネシウムなどの無機質材料などからなる微粒子、ビーズ、マイクロ
プレート、マイクロタイターウェル、マイクロチューブ、ストリップ、メンブレン、トレ
イ、ゲルなど、さらには赤血球、ラテックス粒子などの固定担体に固定しておき、この固
定担体を、分析対象としての抗体等を含有する試料と接触させ、こうして固定担体に固定
された抗原と、分析試料中の抗体等とを特異的に結合反応せしめ、この特異的に結合した
分析対象物を検知することによりおこなうことができる。
【００４０】
ラジオイムノアッセイ、酵素免疫測定法、化学又は生物発光免疫測定法、螢光免疫測定法
などでは、１２５Ｉ、３Ｈなどの放射性物質、西洋わさびペルオキシダーゼ、β－Ｄ－ガ
ラクトシダーゼ、アルカリフォスファターゼなどの酵素、フルオレッセインなどの螢光色
素、金コロイド、セレンコロイドなどの発光又は発色物質などで標識された抗原あるいは
二次抗体が試薬として用いられ、分析試料中の抗体、複合体等と特異的に結合反応せしめ
られ、その放射活性、酵素活性あるいは蛍光などを測定して、試料中の抗体等が存在して
いたか否かを判別することができる。
【００４１】
凝集反応を利用した測定法では、一般には可溶性抗原を粒子状担体、例えば、赤血球、ポ
リスチレン粒子などのラテックス粒子などに結合させたいわゆる感作粒子抗原などの粒子
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状抗原と、それに対する抗体とが特異的に結合反応して観察できるような凝集塊をつくる
反応を利用する。例えば、試料中の抗体を検知するため、上記したような粒子状抗原を試
料と混合して反応させ、例えば、水性媒質の中で抗原抗体反応により生じた凝集反応が観
察されるか否かにより、試料中に測定対象の抗体が存在しているか否かが判別される。こ
の凝集反応を用いた測定法にあっては、一定量の抗原に対し、一定の希釈列にある既知濃
度あるいは量の抗体を加え、反応の結果得られる溶液の凝集反応の程度を希釈倍数の逆数
で表して評価されることがなされる。逆に一定量の抗体に対し、一定の希釈列にある既知
濃度あるいは量の抗原を加え、反応の結果得られる溶液の凝集反応の程度を希釈倍数の逆
数で表して評価されることもなされるし、更に抗体に対する抗体、すなわち二次抗体を用
いて間接的な凝集反応を観察することもなされる。受身凝集反応免疫測定法は、本発明に
従い、例えば、ＨＩＶ－１に対する抗体の測定に用いられ、優れた作用効果が得られる。
【００４２】
固体担体、粒子状担体あるいは標識などと抗原とを結合あるいは吸着させるには、当該分
野で汎用されている方法を用いることができ、例えばイオン相互作用、疎水相互作用、共
有結合などの物理的吸着や化学的結合により行うことができる。例えば、架橋剤としては
、グルタルアルデヒド、１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミ
ド、スクシンイミジル　３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネート、スクシンイミジル
　４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート、スクシンイミ
ジル（４－ヨードアセチル）アミノベンゾエート、スクシンイミジル　４－（１－マレイ
ミドフェニル）ブチレートなどが挙げられる。
【００４３】
固体担体、粒子状担体などの例としては、上記したようなものが挙げられ、例えば寒天、
アガロース、架橋アガロース、架橋アルギン酸、架橋グアガム、ニトロセルロースやカル
ボキシルセルロースなどのセルロースエステルあるいは混合セルロースエステル、ゼラチ
ン、架橋ゼラチン、ラテックス、ゴム、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリスチレン、
スチレン－ブタジエン共重合体、ポリ塩化ビニル、ポリ酢酸ビニル、ポリアクリルアミド
、ポリメタクリレート、スチレン－メタクリレート共重合体、ポリグリシジルメタクリレ
ート、アクロレイン－エチレングリコールジメタクリレート共重合体などのポリエステル
、ポリアミド、ポリウレタン、ポリエポキシ樹脂などの天然あるいは合成の修飾あるいは
非修飾の重合炭水化物、重合炭化水素など、それらの架橋誘導体など、ガラス、例えば活
性化ガラス、シリカゲル、カオリン、タルク、シリカ－アルミナ、アルミナ、硫酸バリウ
ムなどの無機材料などからなる群から選ばれたものを、多孔性のゲル、微粒子などにした
ものが挙げられる。
【００４４】
本発明においては、測定は競合アッセイ、中和アッセイ、固相アッセイ、クロマトグラフ
ィーアッセイ、サンドイッチアッセイなどに適したようにしておこなうこともできる。本
発明で用いられる測定対象試料としては、全血、血清、血漿、脳脊髄液、リンパ液、リン
パ球、唾液、尿、汁、涙、糞便、生体粘液、生検組織、細胞培養上清液などの生物由来材
料をあげることができる。これら測定対象試料は、必要に応じ濃縮したり、希釈して用い
られる。本発明においては、検知用試薬として、４－ヒドロキシフェニル酢酸、１，２－
フェニレンジアミン、テトラメチルベンジジンなどと西洋ワサビ・ペルオキシダーゼ、ウ
ンベリフェリルガラクトシド、ニトロフェニルガラクトシドなどとβ－Ｄ－ガラクトシダ
ーゼ、ウンベリフェリルホスフェート、ニトロフェニルホスフェート、ＮＡＤＰなどとア
ルカリフォスファターゼ、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼなどの酵素試薬、放
射性物質試薬、フルオレッセインイソチオシアネート、テトラメチルローダミンイソチオ
シアネートなどを用いている螢光試薬、発光試薬、化学発光試薬、金コロイド、銀コロイ
ド、セレンコロイドなどのコロイド標識試薬、磁性体試薬、ビオチン標識抗ビオチン抗体
などのハプテン標識抗ハプテン抗体検出系試薬などを用いることができる。
【００４５】
本発明の測定系においては、界面活性剤、緩衝剤、希釈液又は希釈剤、ブロッキング剤、
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キレート化剤、保存剤などを用いることができる。界面活性剤としては、前記界面活性剤
が使用し得る。これら界面活性剤は、約０．００１％ｖ／ｖ～約１０％ｖ／ｖの範囲で用
いることができる。
【００４６】
緩衝剤、希釈液又は希釈剤としては、水、リン酸稜衝液、トリス（ヒドロキシメチル）ア
ミノメタン（Ｔｒｉｓ）緩衝液、例えば生理食塩水などの塩化ナトリウム液、Ｎ－（２－
ヒドロキシエチル）ピペラジン－Ｎ’－（２－エタンスルホン酸）液、ピペラジン－Ｎ，
Ｎ’－ビス（２－エタンスルホン酸）液、３－（シアノヘキシルアミノ）－１－プロパン
スルホン酸液、３－（モルホリノ）プロパンスルホン酸液、アミノ酸液などが挙げられる
。これらは単独でも、任意に配合しても用いることができる。キレート化剤としては、エ
チレンジアミンテトラ酢酸（ＥＤＴＡ）、エチレングリコール－ビス（β－アミノエチル
エーテル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラ酢酸（ＥＧＴＡ）などが挙げられる。これらキ
レート化剤は、約０．０１ｍＭ～約２０ｍＭの範囲で用いることができる。保存剤として
は、例えばナトリウムアジド、エチルパラベンなどが挙げられる。その他、本発明の測定
系には、各種動物の血清、例えば牛血清、牛血清アルブミン（ＢＳＡ）、牛胎児血清（Ｆ
ＣＳ）、ヤギ血清、卵白アルブミン、ゼラチン、各種乳タンパク質、例えばスキムミルク
、カゼイン、カゼイン分解物、ホエータンパク質など、ポリビニルアルコール、ポリビニ
ルピロリドンなどからなる群から選ばれたものを添加することができる。これらは、約０
．０１％ｖ／ｖ～約５０％ｖ／ｖの範囲で添加することができる。
【００４７】
本発明においては、測定は好ましくは水性媒体中で行うことができるが、場合によっては
免疫学的反応を一時的に水性媒体中で行うようにされていてもよい。水性媒体は、好まし
くは約５．０～９．０のｐＨに調整されて行うことができ、より好ましくは緩衝液中で行
うこともできる。水性媒体の塩濃度は、比較的低いほうが好ましく、例えば生理的に等張
化されているものが好ましい。本発明においては、もちろんリンパ球破砕物、例えばヒト
Ｔ－リンパ球抽出液、大腸菌抽出液、酵母抽出液、マウス細胞培養抽出液などの細胞抽出
物を添加することもできる。これらのものは、約０．００１％ｖ／ｖ～約２０％ｖ／ｖの
範囲で添加することもできる。本発明においては、試薬は単一の容器あるいは複数の容器
に入れてあり、使用にあたり配合されて用いるようになっていてもよい。
【００４８】
【実施例】
以下の実施例により本発明を更に詳述するが、本発明はこれら実施例に限定して理解され
るべきものではない。
【００４９】
実施例１．
（１）ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン処理
精製水、トリス緩衝液　ｐＨ７．４、０．５Ｍ　ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）、１％　ＳＤＳ
、精製・透析されたＨＩＶ－１　ｐ４１およびＨＩＶ－１　ｐ１２０の一部の配列を有す
るリコンビナント抗原溶液（０．１７％　硫酸ドデシルナトリウム（ＳＤＳ）を含む）を
リコンビナント抗原　０．３１２５ｍｇ／ｍｌ、ＳＤＳ　０．０５％、ＥＤＴＡ　１０ｍ
Ｍ、トリス　５０ｍＭとなるように混合し、一時間放置した。さらに精製水およびγ－シ
クロデキストリンの誘導体であるヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン（アルド
リッチケミカル社製　カタログ番号３９０７０－４）１０％水溶液を添加し、よくかき混
ぜた後一晩放置し、ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン処理を完了した。これ
をヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン処理抗原とした。ヒドロキシプロピル－
γ－シクロデキストリン処理時の各試薬の濃度は、リコンビナント抗原０．２５ｍｇ／ｍ
ｌ、ＳＤＳ　０．０４％、ＥＤＴＡ－２Ｎａ　８ｍＭ、トリス４０ｍＭ、ヒドロキシプロ
ピル－γ－シクロデキストリン０．６％とした。また比較対照として、ヒドロキシプロピ
ル－γ－シクロデキストリン１０％のかわりに精製水で同様に処理した溶液も作製した。
これはヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン未添加処理抗原とした。（２）ヒド
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ロキシプロピル－γ－シクロデキストリン処理抗原の免疫学的活性測定ＨＩＶ－１抗体陽
性検体に、ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン処理前抗原（以後、未処理抗原
）、またはヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン未添加処理抗原、またはヒドロ
キシプロピル－γ－シクロデキストリン処理抗原を添加し、阻害されたＨＩＶ－１抗体活
性の割合を用いて抗原の免疫学的活性を測定した。
【００５０】
未処理抗原、またはヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン未添加処理抗原、また
はヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン処理抗原を１０ｕｇ／ｍｌになるように
０．１％　ＳＤＳ溶液で希釈をした。
【００５１】
ＨＩＶ－１抗体陽性検体をＨＩＶ陰性血漿を用いて２５６倍希釈した。上記抗原希釈溶液
と上記希釈ＨＩＶ－１抗体陽性検体を１：３の割合で混合し、１時間放置した後にアキシ
ムＨＩＶ－１／ＨＩＶ－２・ダイナパック（登録商標）（ダイナボット社製９Ａ４４－８
８）を用いて測定した。
【００５２】
抗原未添加溶液すなわち０．１％　ＳＤＳ溶液と上記２５６倍希釈ＨＩＶ－１抗体陽性検
体を１：３の割合で混合し、１時間放置した後にアキシムＨＩＶ－１／ＨＩＶ－２・ダイ
ナパック（登録商標）　測定より得られた測定値（Ｓ／ＣＯ値）を基準として、抗原添加
により低下した測定値の割合を抗体活性阻害％とした。詳しくは、以下の式を用いて抗体
活性阻害％を求めた。
【００５３】
抗体活性阻害％＝（Ａ－Ｓ）／（Ａ－Ｎ）
Ｓ：　２５６倍希釈　ＨＩＶ－１抗体陽性検体１体積に、測定対象である抗原を１０　ｕ
ｇ／ｍｌに希釈した抗原溶液を１／３体積添加した後に１時間放置した溶液をサンプルと
してアキシム　ＨＩＶ－１／ＨＩＶ－２・ダイナパック（登録商標）を測定したときに得
られた測定値（Ｓ／ＣＯ値）。
【００５４】
Ａ：　２５６倍希釈　ＨＩＶ－１抗体陽性検体　１体積に、０ｕｇ／ｍｌ　抗原溶液（０
．１％ＳＤＳ）を１／３体積添加した後に１時間放置した溶液をサンプルとしてアキシム
　ＨＩＶ－１／ＨＩＶ－２・ダイナパック（登録商標）測定をしたとき得られた測定値（
Ｓ／ＣＯ値）。本実験では２６．０４であった。
【００５５】
Ｎ：　アキシム　ＨＩＶ－１／ＨＩＶ－２・コントロール（ダイナボット社製９Ａ４４１
２）に含まれる陰性コントロールをアキシム　ＨＩＶ－１／ＨＩＶ－２・ダイナパック（
登録商標）を用いて測定したときに得られた測定値（Ｓ／ＣＯ値）。本実験では０．４０
であった。
【００５６】
抗原の処理方法と抗体活性阻害％の関係を表１に示した。ヒドロキシプロピル－γ－シク
ロデキストリン処理を行うことにより、抗体活性阻害％の上昇が観察される。このことか
らヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン処理により、免疫学的抗原活性が上昇し
ていることがわかる。
【００５７】
【表１】
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【００５８】
実施例２．
（１）ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン処理抗原を用いた免疫診断デバイス
の作製
実施例１（１）に示した方法に従って作製されたヒドロキシプロピル－γ－シクロデキス
トリン処理抗原を用いて免疫診断デバイスを作製した。また比較対照として未処理抗原、
実施例１（１）に示した方法に従って作製されたヒドロキシプロピル－γ－シクロデキス
トリン未添加処理抗原、についても免疫診断デバイスを作製した。
【００５９】
未処理抗原またはヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン未添加処理抗原またはヒ
ドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン処理抗原を、ＳＤＳを含むトリス緩衝液（ｐ
Ｈ７．４）に添加しさらにセレニウムコロイド（アボットラボラトリーズ社より入手）を
添加し、抗原固相化反応を開始した。反応時の抗原濃度は６．７ｕｇ／ｍｌ、ＳＤＳ濃度
は０．０１３％、トリス濃度は２９ｍＭ、セレニウムコロイドの５５０ｎｍにおける吸光
度は５０とした。室温で２０分撹拌した後に０．３４％になるようカゼインを添加し、さ
らに２０分間撹拌し、２％カゼインを含む１０ｍＭトリス緩衝液（ｐＨ７．４）で洗浄し
、セレニウムコロイド標識抗原とした。
【００６０】
セレニウムコロイド標識抗原を５５０ｎｍにおける吸光度が７．５になるよう１％カゼイ
ン、２％シュークロース、２％ラクトースを含む５０ｍＭトリス緩衝液（ｐＨ７．４）に
添加し、セレニウムコロイド標識抗原懸濁液とした。この懸濁液中にガラス繊維（アール
ストローム社製）を浸し懸濁液を十分にしみ込ませた後、ガラス繊維を乾燥した。これを
標識領域とした。
【００６１】
ポリエチレンテレフタラートフィルムを貼付した幅４ｍｍ、長さ４０ｍｍ、ポアサイズ５
ｕｍのニトロセルロース膜（ミリポア社製）の下端から約１ｃｍのところに、ＨＩＶ－１
エンベロープ抗原を４．６５ｍｇ／ｍｌとなるよう１％シュークロースを含む１００ｍＭ
トリス緩衝液（ｐＨ７．４）中に調製した溶液を線状に滴下した後に十分乾燥させ検出領
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域とした。
【００６２】
検出領域の下に幅４ｍｍ　長さ４．３ｍｍに切断した標識領域を、重なりが約１ｍｍにな
るよう貼付した。さらにサンプル滴下領域すなわち幅４ｍｍ　長さ１５．５ｍｍに切断し
たガラス繊維（アールストローム社製）を標識領域の下に重なりが約１ｍｍになるよう貼
付した。さらにサンプル滴下領域の下側約１ｃｍを残してストリップ全体を覆うようにポ
リエチレンテレルタラートフィルムを保護フィルムとして貼付し、免疫診断ストリップと
した。また保護フィルムの貼付されなかったサンプル滴下領域をサンプル滴下部とした。
【００６３】
（２）希釈感度の測定
ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン処理抗原を用いた免疫診断ストリップ、ヒ
ドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン未添加処理抗原、未処理抗原を用いた免疫診
断ストリップ、について、希釈感度を測定した。
【００６４】
ＨＩＶ－１陽性検体を、ＨＩＶ陰性血漿を用いて２０４８倍、４０９６倍、８１９２倍希
釈した。サンプル５０ｕｌを免疫診断ストリップのサンプル滴下部に滴下し、１５分後に
検出領域における赤色シグナルの強度を目視判定した。ある一定以上のシグナル強度を示
したとき陽性と判定した。表２に１０回重複測定の結果を示す。ヒドロキシプロピル－γ
－シクロデキストリン処理を行うことにより、免疫診断ストリップの感度が上昇している
ことがわかる。
【００６５】
【表２】

【００６６】
（３）セロコンバージョン検体の測定
ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン処理抗原を用いた免疫診断ストリップおよ
び未処理抗原を用いた免疫診断ストリップについて、ＢＢＩ　社から購入したＨＩＶ－１
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セロコンバージョンパネル１１シリーズを用いてセロコンバージョン検体の感度を測定し
た。サンプル５０　ｕｌ　を免疫診断ストリップのサンプル滴下部に滴下し、１５分後に
検出領域における赤色シグナルの強度を目視判定した。ある一定以上のシグナル強度を示
したとき陽性と判定した。ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン処理抗原を用い
た免疫診断ストリップは、未処理抗原を用いた免疫診断ストリップに比べて、９のシリー
ズで、よりセロコンバージョンの早い時期に陽性を確認することができた。
【００６７】
実施例３
（１）ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン処理およびシスチン処理
精製水、トリス　緩衝液ｐＨ７．４、０．５Ｍ　ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）、１％ＳＤＳ、
２００ｍＭ　シスチンＬ－Ｃｙｓｔｉｎｅ（Ｌ（－）－シスチン、関東化学　０７５７７
－３０）、精製・透析されたＨＩＶ－１　ｐ４１およびＨＩＶ－１　ｐ１２０の一部の配
列を有するリコンビナント抗原溶液（０．１７％硫酸ドデシルナトリウム（ＳＤＳ）を含
む）をトリス５０ｍＭ、ＥＤＴＡ－２Ｎａ１０ｍＭ、ＳＤＳ　０．０５％、シスチン　２
　ｍＭ、リコンビナント抗原　０．３１２５ｍｇ／ｍｌとなるように混合し、良くかき混
ぜた後１時間放置しシスチン処理を完了した。次に精製水、１０％ヒドロキシプロピル－
γ－シクロデキストリン水溶液を添加し、よくかき混ぜた後一晩放置し、ヒドロキシプロ
ピル－γ－シクロデキストリン処理を完了した。これをシスチン・ヒドロキシプロピル－
γ－シクロデキストリン処理抗原とした。ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン
処理液中の各試薬の濃度は、リコンビナント抗原０．２５ｍｇ／ｍｌ、ヒドロキシプロピ
ル－γ－シクロデキストリン０．６％、シスチン１．６ｍＭ、ＳＤＳ　０．０４％、ＥＤ
ＴＡ－２Ｎａ　８ｍＭ、トリス４０ｍＭとした。また比較対照として、シスチン溶液の添
加を行わなわず、ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン水溶液の添加も行わなか
った溶液、シスチン溶液の添加を行わなかった溶液。ヒドロキシプロピル－γ－シクロデ
キストリン溶液の添加を行わなかった溶液も作製した（いずれも、他の試薬の反応濃度を
合わせるために、精製水の量を調整した）。これらは、順番に、シスチン未添加・ヒドロ
キシプロピル－γ－シクロデキストリン未添加処理抗原、シスチン未添加・ヒドロキシプ
ロピル－γ－シクロデキストリン添加処理抗原、シスチン添加・ヒドロキシプロピル－γ
－シクロデキストリンン未添加抗原とした。
【００６８】
（２）ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン処理およびシスチン処理抗原のＳＨ
基量測定
未処理抗原、シスチン未添加・ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン未添加処理
抗原、シスチン未添加・ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン添加処理抗原、シ
スチン添加・ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン未添加処理抗原、シスチン・
ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン処理抗原の　スルホヒドリル基（ＳＨ　基
）量をエルマン法により調べた。具体的には１０ｕｌの１０ｍＭ　５，５’－ジチオビス
（２－ニトロ安息香酸（ＤＴＮＢ）溶液に１Ｍ　トリス（ｐＨ　８．０）１０ｕｌを添加
し、さらにサンプル９０ｕｌ　添加後、２分後に波長４１２ｎｍの吸光度から波長６００
ｎｍの吸光度を引いた値を求めた。ＳＨ基濃度は別に測定したジチオスレイトール（ＤＴ
Ｔ）溶液を用いて得られた測定値の検量線により算出された。また、抗原を含有しない溶
液の測定値の１．１５倍を測定系の感度とした。
【００６９】
未処理抗原以外の処理抗原については、０．０４％　ＳＤＳ　１０ｍＭ　ＥＤＴＡを含有
する溶液を用いて透析を行い、限外ろ過膜を用いて濃縮を行った後に上記測定を行った。
この透析操作は測定値に影響を与えるシスチンを除くための操作である。抗原の分子量と
濃度および一分子あたりのシステイン残基数より計算される全システイン残基数を１００
％としたときに測定値より求められたＳＨ基の数を割合で示したのがＳＨ基％である。Ｓ
Ｈ基％が少ないほど、ジスルフィド（ＳＳ）再結合が起こっていることを示している。
【００７０】
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抗原の処理方法とＳＨ基％の関係を表３に示す。この表内で、シスチン添加・ヒドロキシ
プロピル－γ－シクロデキストリン未添加抗原およびシスチン・ヒドロキシプロピル－γ
－シクロデキストリン処理抗原のＳＨ基％は感度以下であったが、タンパク質濃度が薄い
状態で測定したため、測定感度がそれぞれ１８％，２３％と低い感度での測定であった。
さらに詳細な検討を行うため、再度同様に処理した抗原を濃い状態で測定することにより
、ＳＨ基％で６％の測定感度をもって測定することができ、測定値はいずれも感度以下で
あった。シスチン処理により、ＳＨ基％が低下していることから、シスチン処理によりＳ
Ｓ再結合が起こっていることが示された。また、シスチン処理を行うことにより、未処理
時に存在するＳＨ基のほとんどをＳＳ結合に回復させることができたと思われる。
【００７１】
【表３】

【００７２】
（３）シスチン処理抗原のゲルろ過分析
未処理抗原、シスチン未添加・ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン未添加処理
抗原、シスチン添加・ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン未添加処理抗原の分
子間架橋の度合いをＨＰＬＣ（高性能液体クロマトグラフィー）ゲルろ過分析により測定
した。より詳細な測定条件は以下のとおりである。カラム　東ソー　Ｇ３０００　Ｓｕｐ
ｅｒ　ＳＷ、溶出緩衝液　０．１％　ＳＤＳ　を含む　１００　ｍＭ　リン酸緩衝液（ｐ
Ｈ６．８）、サンプル量　５ｕｌ、溶出速度　０．３５ｍｌ／分、溶出パターンの検出方
法　２８０ｎｍにおける吸光度。
【００７３】
抗原処理測定結果を表４に示す。本リコンビナント抗原を用いた際、２つのピークが検出
される。保持時間７．３－７．４分の箇所のメインピーク、および、保持時間６．６－６
．７分の個所の小ピークである。ここでデータは示さないが、別の検討において抗原を２
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００ｍＭ　ＤＴＴと反応させたときに保持時間６．６－６．７分のピークは消失し、保持
時間７．３－７．４分のピークは残ることから、保持時間７．３－７．４分のピークは本
リコンビナント抗原の単量体のピーク、保持時間６．６－６．７分のピークは、分子間Ｓ
Ｓ結合による二量体もしくは多量体のピークであることが結論づけられている。表４より
、シスチン添加・ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン未添加処理抗原に関して
、保持時間６．６－６．７分のピークの割合が、シスチン未添加・ヒドロキシプロピル－
γ－シクロデキストリン未添加処理抗原より小さく、大きくはなっていないことから、シ
スチン添加により分子間架橋が増加していないことがわかる。すなわちシスチン添加によ
り回復したＳＳ結合のほとんどが分子間ＳＳ結合ではなく、分子内ＳＳ結合であると考え
ることができる。
【００７４】
【表４】

【００７５】
上記ＳＨ基％測定結果およびゲルろ過測定結果より、シスチン処理により、分子間ＳＳ結
合を作ることなく、ほとんどのＳＨ基を分子内ＳＳ結合に回復させることができることが
わかる。
【００７６】
実施例４
（１）シスチン・ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン処理抗原を用いた免疫診
断デバイスの作製およびセロコンバージョン検体測定
未添加抗原および実施例３（１）で示した方法に従って作製されたシスチン未添加・ヒド
ロキシプロピル－γ－シクロデキストリン添加処理抗原、シスチン添加・ヒドロキシプロ
ピル－γ－シクロデキストリン未添加処理抗原、およびシスチン・ヒドロキシプロピル－
γ－シクロデキストリン処理抗原を用いて、実施例２（１）と同様に免疫診断ストリップ
を作製した。
【００７７】
ＨＩＶ－１　セロコンバージョン検体を陰性血漿で１０倍希釈したサンプルを測定した。
サンプル５０ｕｌを免疫診断ストリップのサンプル滴下部に滴下し、１５分後に検出領域
における赤色シグナルの強度を目視判定した。シグナル強度に応じて、スコアをつけ感度
の上昇度合いを測定した。表５に抗原処理方法と測定された免疫診断ストリップのシグナ
ル強度の関係を記した。表５に示すように、シスチン・ヒドロキシプロピル－γ－シクロ
デキストリン処理抗原を用いた際に、シスチン未添加・ヒドロキシプロピル－γ－シクロ
デキストリン添加処理抗原に比べて高い感度を得ることができた。
【００７８】
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