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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】試料中に存在する免疫活性を持つ高分子形オキシトシンを正確に定量する方法を
提供する。
【解決手段】試料をトリプシン処理することを含む、試料中のオキシトシンを定量する方
法。試料が高分子形オキシトシンを含む方法。高分子形オキシトシンを定量する方法であ
る方法。トリプシン処理した試料をイムノアッセイすることを含む方法。トリプシン処理
に使用するトリプシンが固相化されている方法。トリプシン処理前にＣ１８ＯＤＳカラム
を用いて試料を分画することを含む方法。試料が血漿である方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料をトリプシン処理することを含む、試料中のオキシトシンを定量する方法。
【請求項２】
　試料が高分子形オキシトシンを含む、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　高分子形オキシトシンを定量する方法である、請求項１又は２記載の方法。
【請求項４】
　トリプシン処理した試料をイムノアッセイすることを含む、請求項１～３のいずれか一
項記載の方法。
【請求項５】
　トリプシン処理に使用するトリプシンが固相化されている、請求項１～４のいずれか一
項記載の方法。
【請求項６】
　トリプシン処理前にＣ１８ ＯＤＳカラムを用いて試料を分画することを含む、請求項
１～５のいずれか一項記載の方法。
【請求項７】
　試料が血漿である、請求項１～６のいずれか一項記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、試料中に含まれるオキシトシンを定量する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　オキシトシンは、視床下部で合成され、脳下垂体後葉より分泌されるホルモンの一種で
アミノ酸９個からなる分子量約１０００のペプチドホルモンであり、子宮収縮、乳汁分泌
、社会性活動などに関する生理活性を有することが知られている。特に近年は、オキシト
シンと社会性活動との関連が注目されており、自閉症などの精神疾患に関連してその血中
濃度が測定されている。
　例えば、非特許文献１では、未処理のヒト血漿検体中のオキシトシン濃度と統合失調症
患者の顔認知能力との関連が報告されており、オキシトシン濃度を測定することの臨床的
な有用性が示唆されている。
【０００３】
　ヒト血漿中において、オキシトシンは、本来の分子量約１０００のオキシトシン（本明
細書中「低分子形オキシトシン」ともいう）以外に、これよりも大きな分子量を有しつつ
も免疫活性を持つオキシトシン（本明細書中「高分子形オキシトシン」ともいう）が存在
することが知られている（非特許文献２）。過去の報告においては、高分子形オキシトシ
ンを含む状態でのオキシトシンの測定値の報告（非特許文献１、３、４）と、低分子形オ
キシトシンのみを抽出した測定値の報告（非特許文献５～７）とが混在しており、高分子
形オキシトシンを含む状態での測定値と低分子形オキシトシンのみの測定値との乖離が問
題となっている。高分子形オキシトシンは、濃度的には低分子形オキシトシンの数百倍と
高いことから、抽出処理なくヒト血漿中のオキシトシンを測定した場合には、濃度的に高
い高分子形オキシトシンが測定されているからと考えられる。
【０００４】
　低分子形オキシトシンの抽出には、逆相のＣ１８ ＯＤＳのカラムが主に使用されてお
り、低分子形オキシトシンの測定については、添加回収試験や希釈直線性試験等の定量性
を担保する試験成績が良好であり、数値として信頼できる。
　一方、高分子形オキシトシンを含む状態でのオキシトシンの測定については、希釈直線
性が全く得られないなど、数値の信頼性が著しく低いことが問題となっている（非特許文
献２）。更に、実際には測定値の定量性が低く、正確な測定ができているとは言い難い。
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【０００５】
　この問題の解決手段の一つとして、血漿中のオキシトシンを還元・アルキル化すること
により希釈直線を正常化する手法が報告されているが、化学修飾という煩雑な手法にて前
処理をする必要があり、また、前処理した検体をイムノアッセイにより測定した場合、キ
ットにより測定値が大きく乖離してしまうことが報告されている（非特許文献８）。これ
は、当該手法が本来のオキシトシンの構造を変化させてしまうことから、抗体の交差反応
性の程度によりシグナル強度が変化するためではないかと考えられる。
【０００６】
　また、別の解決手段として、後期糖化反応生成物受容体（ＲＡＧＥ）とオキシトシンと
の親和性を利用してオキシトシンを精製後、測定する方法が報告されている（特許文献１
）。しかしながら、ＲＡＧＥをリガンドとしたアフィニティークロマトグラフィー及び抗
ＲＡＧＥ抗体をリガンドとしたアフィニティークロマトグラフィーという二段階のアフィ
ニティークロマトグラフィーを必要とし、極めて煩雑である。更に、特許文献１では、抗
ＲＡＧＥ抗体アフィニティークロマトグラフィーにより精製したオキシトシンのＲＡＧＥ
との結合状態、乖離型と結合型のイムノアッセイにおける免疫活性の差の有無、及び処理
分画を測定した際の測定値の妥当性などに関する考察が十分になされていない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特開２０１６－１１４５７３号公報
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Goldman, M. et al., Schizophr Res., 98(1-3), 247-255 (2008)
【非特許文献２】Szeto, A. et al., Psychosom Med., 73(5), 393-400 (2011)
【非特許文献３】Zak, P.J. et al., Hormones and Behavior, 48(4), 522-527 (2005)
【非特許文献４】Kramer, K.M. et al., Can. J. Zool., 82, 1194-1200 (2004)
【非特許文献５】Grewen K.M. et al., Psychophysiology, 47(4), 625-632 (2010)
【非特許文献６】Tabak, B.A. et al., Psychoneuroendocrinology, 36(1), 115-122 (20
11)
【非特許文献７】Salonia, A. et al., Hormones and Behavior, 47, 164-169 (2005)
【非特許文献８】Brandtzaeg, O.K. et al., Scientific Reports, 6, 31693 (2016)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明は、試料中に含まれるオキシトシンを正確に定量する方法を提供すること、特に
、試料中に存在する免疫活性を持つ高分子形オキシトシンを正確に定量する方法を提供す
ることを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者らは、鋭意検討した結果、試料をトリプシン処理することによって、試料中に
含まれるオキシトシンを正確に定量することが可能となること、特に、高分子形オキシト
シンを正確に定量することが可能となることを見出し、本発明を完成するに至った。
【００１１】
　すなわち、本発明は、以下のものを提供する。
［１］　試料をトリプシン処理することを含む、試料中のオキシトシンを定量する方法。
［２］　試料が高分子形オキシトシンを含む、上記［１］記載の方法。
［３］　高分子形オキシトシンを定量する方法である、上記［１］又は［２］記載の方法
。
［４］　トリプシン処理した試料をイムノアッセイすることを含む、上記［１］～［３］
のいずれか記載の方法。
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［５］　トリプシン処理に使用するトリプシンが固相化されている、上記［１］～［４］
のいずれか記載の方法。
［６］　トリプシン処理前にＣ１８ ＯＤＳカラムを用いて試料を分画することを含む、
上記［１］～［５］のいずれか記載の方法。
［７］　試料が血漿である、上記［１］～［６］のいずれか記載の方法。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明によれば、試料をトリプシン処理することによって、従来不良であった希釈直線
試験成績を改善し、試料中のオキシトシンを正確に定量することができる。
　また、本発明によれば、免疫活性を有する高分子形オキシトシンを含む試料をトリプシ
ン処理することによって、希釈試験に代表される妥当性試験の試験成績が大幅に改善され
ていることから、オキシトシンと臨床症状との関連をより明確に解析することが可能とな
る。
　更に、本発明によれば、血漿中に含まれる高分子形オキシトシンを正確に定量すること
が可能であるから、血漿中オキシトシン濃度と社会行動及び精神疾患との関係についても
正確な解析が可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１は、トリプシン未処理高分子分画の希釈直線性を示すグラフである。
【図２】図２は、トリプシン処理した高分子分画の希釈直線性を示すグラフである。
【図３】図３は、固相化トリプシン処理した高分子分画の希釈直線性を示すグラフである
。
【図４】図４は、トリプシン未処理血漿の希釈直線性を示すグラフである。
【図５】図５は、トリプシン処理血漿の希釈直線性を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明の一実施態様では、試料をトリプシン処理することを含む、試料中のオキシトシ
ンを定量する方法が提供される。
【００１５】
　「試料」としては、オキシトシンを含みうる試料であれば特に限定されず、生物由来の
ものであっても工業製品由来のものであってもよい。
　生物由来の試料としては、例えば、動物の血液、唾液、涙液、汗、尿、糞、胆汁、組織
、細胞、これらいずれかの培養物、臓器から得られる採取物などを挙げることができる。
なかでも、血液が好ましく、特に血漿が好ましい。動物としては、ヒト、ウシ、ブタ、ウ
マ、ヒツジ、ヤギ、サル、イヌ、ネコなどの哺乳動物が挙げられ、特にヒトが好ましい。
　工業製品由来の試料としては、例えば、オキシトシンを含む製剤や溶液などが挙げられ
る。
　試料は、採取したものをそのまま用いてもよいし、何らかの加工や調製を施した後に、
トリプシン処理してもよい。
　また、必要に応じて、定量対象であるオキシトシン以外の夾雑物を試料から取り除くた
めの処理を、トリプシン処理前又はトリプシン処理後に行ってもよい。
【００１６】
　例えば、血清や血漿等の血液、尿、唾液、その他の体液、組織懸濁液、培養上清などは
、そのまま又は遠心操作により沈殿を除去した後そのまま分画せずに又は分画した後に、
トリプシン処理を行うことができる。
　分画には、逆相カラム、順相カラム、限外濾過、分子排除クロマトグラフィーなどを用
いることができるが、逆相カラムを用いることが好ましく、Ｃ１８ ＯＤＳカラムを用い
ることがより好ましく、Ｃ１８遠心カラム（例えば、ＭｏｎｏＳｐｉｎ（登録商標）Ｃ１
８）を用いることが特に好ましい。
　上記分画によって、低分子形オキシトシンと高分子形オキシトシンとを分画することが
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できる。
【００１７】
　本発明の別の実施態様では、試料が高分子形オキシトシンを含む、試料中のオキシトシ
ンを定量する方法が提供される。また、本発明の好ましい実施態様では、試料中の高分子
形オキシトシンを定量する方法が提供される。
　本明細書において、「高分子形オキシトシン」とは、本来の分子量約１０００（詳細に
は１００７）のオキシトシン（「低分子形オキシトシン」）よりも大きい分子量を有する
オキシトシン、又は他の分子と共有結合的若しくは非共有結合的に複合体を形成しつつも
オキシトシンと同様の免疫活性を示す分子量約１０００よりも大きい分子量を有する分子
を意味する。高分子形オキシトシンが有しうる分子量の範囲は、その定量を本発明により
効果的に行うことができる範囲であれば特段限定されるものではないが、例えば７万～１
万程度のものが挙げられ、一般的には７万付近の分子量を有するものが多い。
【００１８】
　本明細書において、「トリプシン処理」とは、エンドペプチダーゼであるトリプシンを
試料に加えて混和、反応させること、又は試料を固相化したトリプシンと接触させて反応
させることを意味する。トリプシンは、本発明の目的を達成することができる限りその由
来は特に限定されず、例えば、ブタ膵臓由来のものやウシ膵臓由来のものなどを使用する
ことができる。また、トリプシンは、試料に加える際に、適宜、溶媒に溶解するなどして
溶液にしてから用いてもよい。
【００１９】
　トリプシン処理の具体的な方法としては、これらに限定されるわけではないが、例えば
、試料にトリプシンを含む溶液を用いる方法、固相化されているトリプシンを用いる方法
などが挙げられ、具体的には、試料にトリプシンを含む溶液を加えて反応させる方法、試
料にトリプシンを固定化したゲルを加えて反応させる方法、トリプシンを固定化したカラ
ム（例えば、ＭｏｎｏＳｐｉｎ（登録商標）Ｔｒｉｐｓｉｎ　ＨＰ）に試料を添加しカラ
ムを通過することで試料と反応させる方法などが挙げられる。使用するトリプシンの量又
は濃度は、十分な定量精度が得られる範囲で任意に設定することができる。
【００２０】
　また、必要に応じて、トリプシン処理の前に、試料を変性処理してもよい。変性処理を
行うことにより、本発明におけるトリプシン処理の効果をより高めることができる。変性
処理は、尿素やデオキシコール酸などの変性剤の添加、ジチオスレイトールなどの還元剤
の添加、加温などにより行うことができるが、測定系への影響のない加温処理が望ましい
。加温処理は、処理温度を５０～１００℃の範囲、反応時間を１０分～２時間の範囲など
の反応条件を適宜組み合わせて行うことができる。特に、血漿を試料とする場合には、変
性処理を行うことが好ましい。
【００２１】
　トリプシンを含む溶液又はトリプシンを固定化したゲルを用いるトリプシン処理は、例
えば、反応温度を２５～５６℃の範囲、緩衝液のｐＨを７．０～９．５の範囲、反応時間
を３０分～２４時間の範囲などの反応条件を適宜組み合わせて行うことができる。
　トリプシンを含む溶液を用いる場合には、例えば、阻害剤によって反応を終了させるこ
とができる。阻害剤としては、各種セリンプロテアーゼ阻害剤を使用することができ、４
－（２－アミノエチル）ベンゼンスルホニルフルオリド（ＡＥＢＳＦ）、アプロチニン、
ベスタチン、Ｅ－６４（Ｃａｙｍａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ社製）、ロイペプチン、ペプス
タチンＡ、及びこれらを混合したインヒビターカクテル（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｈｉｅｎｔｉ
ｆｉｃ社製）、並びに、トリプシンインヒビター（大豆由来）、フェニルメチルスルホニ
ルフルオリド（ＰＭＳＦ）、トシルリジンクロロメチルケトン（ＴＬＣＫ）などが挙げら
れる。
　トリプシンを固定化したゲルを用いる場合には、例えば、遠心又はメンブランフィルタ
ーを用いてゲルに固定化されたトリプシンと試料とを分離することによって、反応を終了
させることができる。
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　トリプシンを固定化したカラムを用いる場合には、例えば、試料を一定量の緩衝液（例
えば、ｐＨ７．０～９．５）にて希釈した後にカラムに負荷する。負荷した試料をカラム
を通過させるためには、自然落下、加圧、遠心などの操作を用いることができる。また、
十分に反応させるために、通過した試料を同じカラム又は別のカラムに負荷して、繰り返
しカラムを通過させてもよい。
【００２２】
　トリプシン処理を行った試料中のオキシトシンを定量する方法は、トリプシン処理を行
った試料中のオキシトシンを定量可能な方法であれば特段限定されないが、イムノアッセ
イが好ましい。例えば、そのような定量方法としては、酵素免疫測定法（ＥＩＡ）、放射
性免疫測定法（ＲＩＡ）、化学発光酵素免疫測定法（ＣＬＥＩＡ）などが挙げられる。Ｅ
ＩＡを用いる方法としては、酵素基質にオルトフェニレンジアミンを用いて、４９０ｎｍ
の吸光度を測定する方法が挙げられる。また、ＣＬＥＩＡを用いる方法としては、酵素基
質にフェナシルリン酸を用いて、生成するフェナシルアルコールとルシゲニンとの発光強
度を測定する方法が挙げられる。
【００２３】
　以下、実施例を用いて本発明をより詳細に説明するが、本発明はこれら実施例に何ら限
定されるものではない。
【実施例】
【００２４】
［実施例１］
トリプシン溶液を用いたヒト血漿由来高分子形オキシトシン分画のトリプシン処理、及び
オキシトシン定量における希釈試験
【００２５】
１．ヒト血漿由来高分子形オキシトシン分画の調製
　ヒト血液をＥＤＴＡ・２Ｎａ採血管にて採血後、速やかに遠心（２０００×ｇ、５分）
し、血漿を分離した。得られたＥＤＴＡ血漿を遠心（４℃、１７０００×ｇ、１５分）し
て沈殿を除去した後、その上清を、予めアセトニトリルと精製水でコンディショニングし
たＣ１８遠心カラム（ＭｏｎｏＳｐｉｎ（登録商標）Ｃ１８、ジーエルサイエンス（株）
）４本に０．３５ｍＬずつ負荷した。１０００×ｇで１分遠心し、通過した試料を４本分
プールし、高分子形オキシトシン分画とした。
【００２６】
２．高分子形オキシトシン分画のトリプシン処理
　高分子形オキシトシン分画より４５０μＬを分取し、４５０μＬのトリプシン溶液（１
ｍｇのトリプシンを１０ｍＬの０．１Ｍ炭酸水素ナトリウム溶液に溶解して調製）を加え
、３７℃で３０分反応させた。１０μＬの阻害剤溶液（Ｐｒｏｔｅａｓｅ　Ｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ　Ｃｏｃｋｔａｉｌ、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｈｉｅｎｔｉｆｉｃ社、Ｎｏ．８７７８６
）を加えて混和後、３７℃にて３０分反応させ、トリプシン処理試料とした。
【００２７】
３．トリプシン未処理試料の調製
　高分子形オキシトシン分画より４５０μＬを分取し、４５０μＬの０．１Ｍ炭酸水素ナ
トリウム溶液と１０μＬの阻害剤溶液（Ｐｒｏｔｅａｓｅ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　Ｃｏｃ
ｋｔａｉｌ、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｈｉｅｎｔｉｆｉｃ社、Ｎｏ．８７７８６）を加えて混和
し、トリプシン未処理試料を調製した。
【００２８】
４．トリプシン処理試料及び未処理試料の希釈
　０．１％のＢＳＡと０．１Ｍの塩化ナトリウム含む１０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液、
ｐＨ７．４にて２倍、４倍、８倍、１６倍に希釈した。
【００２９】
　トリプシン処理試料及びその希釈試料並びに未処理試料及びその希釈試料中のオキシト
シンを、下記の酵素免疫測定法を用いて定量した。
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【００３０】
５．オキシトシンの酵素免疫測定法
　抗ウサギＩｇＧヤギ抗体を固相化した９６穴プレートに１００μＬのオキシトシン標準
溶液又は測定試料を加え、５０μＬの抗オキシトシン抗体溶液を加えて混和し、４℃で１
６時間反応させた。５０μＬのビオチン標識オキシトシン溶液を加えて混和し、４℃で１
時間反応させた後、０．０２％のＴｗｅｅｎ　２０にてプレートを３回洗浄した。２００
μＬのアビジン標識ペルオキシダーゼ溶液を加えて４℃で１時間反応させた後、０．０２
％のＴｗｅｅｎ　２０にてプレートを３回洗浄した。基質溶液として、オルトフェニレン
ジアミン溶液を２００μＬずつ各ウェルに加えて遮光下室温にて１時間反応させた後、５
０μＬの２ｍｏｌ／Ｌの硫酸にて酵素反応を停止し、４９０ｎｍの吸光度を測定した。
【００３１】
６．定量
　各濃度のオキシトシン標準溶液の吸光度（Ｂ）を０ｐｇ／ｍＬのオキシトシン標準溶液
の吸光度（Ｂ０）で除し、Ｂ／Ｂ０を求めた。各濃度のＢ／Ｂ０を縦軸にとり、オキシト
シン濃度を横軸にとり、オキシトシンの標準曲線を作成した。各試料の濃度は、この標準
曲線より読み取った。
【００３２】
７．希釈直線
　各試料の希釈倍率と定量値の関係を求め、図１及び２にその結果を示した。
　定量法の正確性を判断する要件として、希釈試験においては希釈倍率に応じて定量値が
低下し、希釈直線が原点に近いところを通ること、つまり、回帰式のｙ切片が傾きに比べ
て十分に小さいことが望ましい。トリプシン未処理の試料は、希釈しても定量値がほとん
ど低下せず、測定の正確性に問題があることがわかった（図１）。一方、トリプシン処理
した試料では希釈倍率に応じた濃度低下が認められ、ｙ切片（３０．４）も傾き（２７１
２．７）に比して十分に小さく、測定の正確性が極めて向上していることがわかった（図
２）。
【００３３】
［実施例２］
固相化したトリプシンを用いたヒト血漿由来高分子形オキシトシン分画のトリプシン処理
、及びオキシトシン定量の希釈試験
【００３４】
　トリプシンを固相化したカラムであるＭｏｎｏＳｐｉｎ（登録商標）Ｔｒｉｐｓｉｎ　
ＨＰ（ジーエルサイエンス（株））を４℃、１０００×ｇで１分遠心し、カラム内部の保
存液を除去した。次いで、５００μＬの精製水を同カラムに負荷し、４℃、２０００×ｇ
で１分遠心してカラムを洗浄した。実施例１で調製した高分子形オキシトシン分画を０．
１Ｍ炭酸水素ナトリウム溶液にて４倍に希釈後、同カラムに負荷し、１０℃、２００×ｇ
で５分間遠心した。通過した試料を再度同じカラムに負荷し、１０℃、２００×ｇで１０
分間遠心し、通過した試料をトリプシン処理分画とした。
　トリプシン処理分画を０．１Ｍ炭酸水素ナトリウム溶液にて更に２倍、４倍に希釈し、
各希釈物について、実施例１に記載したものと同様の酵素免疫測定法を用いてオキシトシ
ンを定量し、希釈倍率と定量値の関係を求めた（図３）。
　固相化トリプシンにて処理した試料においても、良好な希釈直線が得られることがわか
った。
【００３５】
［実施例３］
ヒト血漿のトリプシン処理、及び化学発光酵素免疫測定法を用いたオキシトシン定量の希
釈試験
【００３６】
１．ヒト血漿の調製
　ヒト血液はＥＤＴＡ・２Ｎａ採血管にて採血後、速やかに遠心（２０００×ｇ、５分）
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し、血漿を分離した。別々の被検体の血液から得られた２つの血漿（血漿１、血漿２）に
ついて、試験を行った。
【００３７】
２．ヒト血漿のトリプシン処理
　上記ヒト血漿より２５０μＬ分取し、６０℃で３０分処理した後、２４５μＬの２００
ｍＭトリエタノールアミン塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）と１２５μＬの５μｇ／ｍＬトリプ
シン溶液（トリプシンを２００ｍＭトリエタノールアミン塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）に溶
解して調製）を加え、４５℃で１２０分反応させた。５μＬの阻害剤溶液（Ｐｒｏｔｅａ
ｓｅ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　Ｃｏｃｋｔａｉｌ、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｈｉｅｎｔｉｆｉｃ社
、Ｎｏ．８７７８６）を加えて混和後、４５℃にて２０分反応させた後、１００００×ｇ
で５分間遠心し、上清をトリプシン処理試料とした。
【００３８】
３．トリプシン未処理試料の調製
　上記ヒト血漿より２５０μＬ分取し、３７０μＬの２００ｍＭトリエタノールアミン塩
酸緩衝液（ｐＨ８．０）を加え、５μＬの阻害剤溶液（Ｐｒｏｔｅａｓｅ　Ｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ　Ｃｏｃｋｔａｉｌ、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｈｉｅｎｔｉｆｉｃ社、Ｎｏ．８７７８６
）を加えて混和後、１００００×ｇで５分間遠心し、上清をトリプシン未処理試料とした
。
【００３９】
４．トリプシン処理試料及びトリプシン未処理試料の希釈
　０．１％のＢＳＡと０．１％のアジ化ナトリウムを含む２００ｍＭトリエタノールアミ
ン塩酸緩衝液、ｐＨ８．０にてトリプシン処理試料及びトリプシン未処理試料をそれぞれ
、２倍、４倍、８倍に希釈した。
【００４０】
　トリプシン処理試料及びその希釈試料並びにトリプシン未処理試料及びその希釈試料中
のオキシトシンを、下記のＣＬＥＩＡを用いて定量した。
【００４１】
５．オキシトシンの化学発光酵素免疫測定法
　抗ウサギＩｇＧヤギ抗体を固相化した９６穴プレートに５０μＬのオキシトシン標準溶
液又は測定試料を加え、５０μＬの抗オキシトシン抗体溶液を加えて混和し、室温で１６
時間反応させた。５０μＬのアルカリホスファターゼ標識オキシトシン溶液を加えて混和
し、２０℃で１時間反応させた後、０．０１％のアジ化ナトリウムを含む０．０２％のＴ
ｗｅｅｎ　２０にてプレートを６回洗浄した。０．５ｍＭフェナシルリン酸溶液を１００
μＬずつ各ウェルに加えて室温で２時間反応させた後、５０μＬの０．００１％ルシゲニ
ン／０．２Ｍリン酸溶液を添加し混和した。プレートを発光測定機にセットし、１５０μ
Ｌの水酸化ナトリウム溶液添加２秒後から１０秒後までの発光強度を積算した。
【００４２】
６．定量
　各濃度のオキシトシン標準溶液の発光強度（Ｂ）を０ｐｇ／ｍＬのオキシトシン標準溶
液の発光強度（Ｂ０）で除し、Ｂ／Ｂ０を求めた。各濃度のＢ／Ｂ０を縦軸にとり、オキ
シトシン濃度を横軸にとり、オキシトシンの標準曲線を作成した。各試料の濃度は、この
標準曲線より読み取った。
【００４３】
７．希釈直線
　各試料の希釈倍率と定量値の関係を求め、図４及び５にその結果を示した。
　トリプシン未処理の試料は、希釈しても定量値がほとんど低下せず、ｙ切片（７０．２
～８８．５）は傾き（２５．２～５５．５）よりも大きかった。また、相関係数も低く（
ｒ＝０．４４１～０．７０１）、測定の正確性に問題があることがわかった（図４）。一
方、トリプシン処理した試料では希釈倍率に応じた濃度低下が認められ、ｙ切片（１．５
～６．０）は傾き（８３．７～３１２．８）に比べて十分に小さかった。また、相関係数
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が高く（ｒ＝０．９９８～０．９９９）、測定の正確性が極めて向上していることがわか
った（図５）。
【００４４】
　以上の実施例の結果から、本発明によれば、試料中のオキシトシンを正確に定量するこ
とが可能であることが分かる。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】



(10) JP 2019-148554 A 2019.9.5

【図５】



专利名称(译) 催产素定量方法

公开(公告)号 JP2019148554A 公开(公告)日 2019-09-05

申请号 JP2018034634 申请日 2018-02-28

[标]申请(专利权)人(译) 飞鸟制药医疗

申请(专利权)人(译) ASKA有限公司医疗制药

[标]发明人 荒川秀俊
笹本英彦

发明人 荒川 秀俊
笹本 英彦

IPC分类号 G01N33/53

FI分类号 G01N33/53.B

外部链接 Espacenet

摘要(译)

提供一种准确定量样品中具有免疫活性的多聚体催产素的方法。 定量催
产素的聚合物类型； 对经过胰蛋白酶处理的样品进行免疫分析； 固化用
于胰蛋白酶治疗的胰蛋白酶； 并在胰蛋白酶处理之前使用C18ODS色谱
柱分离样品。 样品为血浆选择的绘图：无

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/b0cad5c8-f4af-4588-9e2b-53eb305d9b45
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/067850529/publication/JP2019148554A?q=JP2019148554A

