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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ラテックス免疫凝集法における血液試料に由来する測定誤差を低減する方法であって、
液相中で、イミダゾール又はその誘導体あるいはこれらの塩の存在下、当該試料と、測定
対象物質に対する特異的親和性物質を担持するラテックス粒子を接触させる工程を含む、
前記測定誤差を低減する方法。
【請求項２】
血液試料が血清又は血漿である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
凝集反応を測定するときのイミダゾール又はその誘導体あるいはこれらの塩の濃度が３７
．５ｍＭ以上３７５ｍＭ以下である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
ラテックス免疫凝集法が、ホモジーニアス法にもとづく方法である請求項１～３のいずれ
かに記載の方法。
【請求項５】
イミダゾール又はその誘導体あるいはこれらの塩を有効成分として含む、ラテックス免疫
凝集法における血液試料に由来する測定誤差の低減剤。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、測定対象物質に対する特異的親和性物質を担持させたラテックス粒子を用い
るラテックス免疫凝集法において試料に由来する測定誤差を低減する方法に関する。特に
イミダゾールの存在下にラテックス免疫凝集反応を行う工程を含む、血液試料に由来する
測定誤差を低減する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
  生体試料中の測定対象物質の測定方法として、ラテックス免疫凝集法（ラテックス免疫
凝集比濁法ともいう。以下、ＬＴＩＡということがある。）が臨床検査の分野で繁用され
ている。ＬＴＩＡは、例えば、測定対象物質に対する抗体を担持させたラテックス粒子を
用い、測定対象物質である抗原と抗体担持ラテックス粒子とが結合することによって生じ
るラテックス粒子の凝集（濁り）の程度を光学的手段などにより検出する測定方法である
。
　ここで、生体試料を測定対象とすることから試料に由来するさまざまな干渉物質の影響
による測定誤差が問題となる。特に静注用脂肪乳剤成分の投与を受けている患者や高脂血
症の患者の血液試料中には脂肪成分が含まれるため、これらの影響により測定値に誤差が
生じる。
　不溶性担体粒子を用いた血液試料中の成分の測定方法において、脂肪成分による影響を
回避する方法として例えば特許文献１～３が知られている。
【０００３】
　特許文献１には、血清や血漿などの被検試料中の乳びによる影響を回避するために、ア
ルブミン、リパーゼ活性を有する酵素、非イオン界面活性剤の存在下で抗原抗体反応を行
う方法が開示されている。本方法によれば、試料中の脂肪が界面活性剤により構造変化し
、コア部分がリパーゼにより分解されて脂肪酸となり、脂肪酸がアルブミンに吸着される
ことで、乳びによる抗原抗体反応への干渉作用が回避される。
　特許文献２には、磁性粒子を用いたテストステロンおよびエストラジオールの測定にお
いて、血清試料中に脂質が存在することによって生じる誤差を、リパーゼを検体中に添加
することにより解消する方法が開示されている。
　しかし、特許文献１と特許文献２は、いずれも試料中に存在し測定誤差の原因となる脂
質をリパーゼにより分解する方法であり、構成試薬中においてリパーゼ活性を安定に維持
する必要がある。
　特許文献３には、血清や血漿等の血液試料の脂質成分による濁りを除去するために非イ
オン界面活性剤である２級直鎖アルコールエトキシレートとともに多核フェノールエトキ
シレートを用いる方法が開示されている。しかし、あくまでも試料の脂肪成分による濁り
除去についての記載にとどまり、ラテックスなどの不溶性担体粒子を用いた免疫凝集測定
法に関する具体的な記載はない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特開２００６－７１７５４号公報
【特許文献２】特開２０１３－２００２０８号公報
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【特許文献３】特開平１０－２１３５８２号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明は、ラテックス免疫凝集法において血液試料に由来する測定誤差の影響を回避す
ることを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者らは、ラテックス免疫凝集法において血液試料に由来する測定誤差の影響を回
避するためにさまざまな検討を行った。そして、当該試料と、測定対象物質に対する特異
的親和性物質を担持するラテックス粒子を接触させる液相中の緩衝液成分を種々変更する
ことにより、意外にも測定誤差の影響を回避できることを見出し、本発明を完成するに至
った。
　すなわち、本発明は以下の構成を有する。
＜１＞
ラテックス免疫凝集法における血液試料に由来する測定誤差を低減する方法であって、
液相中で、イミダゾール又はその誘導体あるいはこれらの塩の存在下、当該試料と、測定
対象物質に対する特異的親和性物質を担持するラテックス粒子を接触させる工程を含む、
前記低減する方法。
＜２＞
血液試料が血清又は血漿である、＜１＞に記載の方法。
＜３＞
凝集反応を測定するときのイミダゾール又はその誘導体あるいはこれらの塩の濃度が３７
．５ｍＭ以上３７５ｍＭ以下である、＜１＞または＜２＞に記載の方法。
＜４＞
ラテックス免疫凝集法が、ホモジーニアス法にもとづく方法である＜１＞～＜３＞のいず
れかに記載の方法。
＜５＞
血液試料中の測定対象物質をラテックス免疫凝集法により測定する方法であって、
液相中で、イミダゾール又はその誘導体あるいはこれらの塩の存在下、当該試料と、測定
対象物質に対する特異的親和性物質を担持するラテックス粒子を接触させる工程を含む、
前記測定方法。
＜６＞
血液試料が血清又は血漿である、＜５＞に記載の方法。
＜７＞
凝集反応を測定するときのイミダゾール又はその誘導体あるいはこれらの塩の濃度が３７
．５ｍＭ以上３７５ｍＭ以下である、＜５＞または＜６＞に記載の方法。
＜８＞
ラテックス免疫凝集法が、ホモジーニアス法にもとづく方法である＜５＞～＜７＞のいず
れかに記載の方法。
＜９＞
血液試料中の測定対象物質をラテックス免疫凝集法により測定する方法であって、
以下の工程を含む、前記測定方法。
（１）液相中で、当該試料とイミダゾール又はその誘導体あるいはこれらの塩とを接触さ
せる工程
（２）（１）工程の後に、当該測定対象物質に対する特異的親和性物質を担持するラテッ
クス粒子を液相中に添加する工程
（３）（２）の工程の後に、当該測定対象物質と当該ラテックス粒子の凝集反応を測定す
る工程
＜１０＞
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血液試料が血清又は血漿である、＜９＞に記載の方法。
＜１１＞
（３）のラテックス粒子の凝集反応を測定する工程のイミダゾール又はその誘導体あるい
はこれらの塩の濃度が３７．５ｍＭ以上３７５ｍＭ以下である、＜９＞または＜１０＞に
記載の方法。
＜１２＞
ラテックス免疫凝集法が、ホモジーニアス法にもとづく方法である＜９＞～＜１１＞のい
ずれかに記載の方法。
＜１３＞
血液試料中の測定対象物質をラテックス免疫凝集法により測定するための試薬キットであ
って、以下を含む試薬キット。
（１）イミダゾール又はその誘導体あるいはこれらの塩を含有する緩衝液を含む第１試薬
（２）測定対象物質に対する特異的親和性物質を担持するラテックス粒子を含む第２試薬
＜１４＞
血液試料中の測定対象物質をラテックス免疫凝集法により測定するときのイミダゾール又
はその誘導体あるいはこれらの塩の濃度が３７．５ｍＭ以上３７５ｍＭ以下に調整しうる
ような形態で含まれている、＜１３＞に記載の試薬キット。
＜１５＞
ラテックス免疫凝集法が、ホモジーニアス法にもとづく方法である＜１３＞または＜１４
＞に記載の試薬キット。
＜１６＞
血液試料中の測定対象物質をラテックス免疫凝集法により測定するための液状試薬であっ
て、イミダゾール又はその誘導体あるいはこれらの塩を含む液状試薬。
＜１７＞
血液試料中の測定対象物質をラテックス免疫凝集法により測定するときのイミダゾール又
はその誘導体あるいはこれらの塩の濃度が３７．５ｍＭ以上３７５ｍＭ以下に調整しうる
ような形態で含まれている、＜１６＞に記載の液状試薬。
＜１８＞
ラテックス免疫凝集法が、ホモジーニアス法にもとづく方法である＜１６＞または＜１７
＞に記載の液状試薬。
＜１９＞
イミダゾール又はその誘導体あるいはこれらの塩を有効成分として含む、ラテックス免疫
凝集法における血液試料に由来する測定誤差の低減剤。
【発明の効果】
【０００７】
　本発明によれば、ラテックス免疫凝集法において血液試料に由来する測定誤差を低減す
ることにより、正確な測定をすることが可能となった。
【発明を実施するための形態】
【０００８】
（ラテックス免疫凝集法）
　ＬＴＩＡ（ラテックス免疫凝集法）は、抗原あるいは抗体等の測定対象物質に対する特
異的親和性物質を固定化したラテックス粒子を用いて、測定対象物質を測定する方法であ
り、臨床検査の分野で広く使用されている。ＬＴＩＡにより測定対象物質である抗原を測
定する方法としては、測定対象物質に対する抗体を固定化したラテックス粒子と、測定対
象物質である抗原とを反応させ、サンドイッチ型の免疫複合体を形成させ、免疫複合体形
成に伴う当該ラテックス粒子の凝集の程度から測定対象物質（抗原）を測定する方法と、
抗原を固定化したラテックス粒子と試料中の抗原（測定対象物質）とを競合させて、当該
ラテックス粒子と抗体との免疫複合体の形成を阻害し、免疫複合体の形成阻害に伴う当該
ラテックス粒子の凝集阻害の程度から測定対象物質（抗原）を測定する方法に大別するこ
とができる。
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【０００９】
（試料）
　本発明における試料は、血液試料であり、例えば全血、血清、血漿が挙げられる。
【００１０】
（測定誤差の低減）
　ＬＴＩＡにおいては、血液試料中に含まれる何らかの成分により、測定対象物質に対す
る特異的親和性物質を固定化したラテックス粒子に生じるべきでない凝集が生じたり（正
の測定誤差）、あるいは生じるべき凝集が生じなかったり（負の測定誤差）することがし
ばしば発生する。これらは非特異的反応と呼ばれ、様々な測定誤差の原因となることが知
られている。
　本発明において、「測定誤差を低減する」とは、上記測定値の正又は負の測定誤差を、
本来の測定値（真値）に近づけることをさす。
　本発明において血液試料に由来する測定誤差とは、血液試料中の成分に由来して生じる
なんらかの非特異反応による測定誤差をいい、非特異反応を引き起こす血液試料中の成分
としては、乳びや、単純脂質、中性脂肪などの脂質が挙げられる。
　本発明は、特に、乳び所見の個体（高脂状態の個体）や脂肪乳剤を点滴された個体等に
由来する血液試料において生じる測定誤差を低減する。
【００１１】
（脂肪乳剤）
　脂肪乳剤としては、油脂を乳化剤で乳化して脂肪粒子の平均粒子径を１μｍ以下、好ま
しくは０．５μｍ以下、より好ましくは０．３μｍ以下に乳化させた水中油型脂肪乳剤が
挙げられる。輸液用（静注用）として用いられている各種の脂肪乳剤が使用でき、市販品
としては、例えば、イントラリポス（登録商標、大塚製薬工場社製）、イントラファット
（登録商標、日本製薬社製）、イントラリピッド（登録商標、フレゼニウスカービジャパ
ン社製）などが挙げられる。いずれも添付文書に記載された成分は、精製大豆油、精製卵
黄レシチン、濃グリセリン、水酸化ナトリウム（ｐＨ調整剤）である。
【００１２】
　脂肪乳剤は、乳化剤を水に分散させた溶液に油脂を加えた後、撹拌して粗乳化液を調製
し、次いで粗乳化液を高圧乳化法等の慣用の方法により乳化することにより脂肪乳剤を調
製することができる。上記の乳化を高圧乳化法で行なう場合、例えば、マントンゴーリン
ホモジナイザー等の乳化機を用い、粗乳化液を２０～７００Ｋｇ／ｃｍ２　程度の条件下
、５～５０回程度通過させることにより行われる。乳化に際して、安定且つ微粒子状の乳
剤を得るために、ブドウ糖及び／又はグリセリンの存在下に乳化を行うのが好ましく、こ
の方法によれば平均粒子径が０．１７μｍ以下の乳剤を容易に調製することができる。又
、必要に応じて、乳化補助剤などを添加して乳化を行ってもよい。
【００１３】
　上記の油脂としては食用油であればいずれの油脂も使用でき、例えば、植物油（例えば
、大豆油、綿実油、サフラワー油、トウモロコシ油、ヤシ油、シソ油、エゴマ油等）、魚
油（例えば、タラ肝油等）、中鎖脂肪酸トリグリセリド［例えば、パナセート（商品名）
、ＯＤＯ（商品名）等］及び化学合成トリグリセリド類［例えば、２－リノレオイル－１
，３－ジオクタノイルグリセロール（８Ｌ８）、２－リノレオイル－１，３－ジデカノイ
ルグリセロール（１０Ｌ１０）等のChemically defined triglycerides］から選ばれた１
種又は２種以上の油脂が好適に用いられる。また、乳化剤としては医薬製剤に使用される
乳化剤であればいずれの乳化剤も用いることができ、例えば、卵黄リン脂質、水素添加卵
黄リン脂質、大豆リン脂質、水素添加大豆リン脂質及び非イオン性界面活性剤［例えば、
プルロニックＦ６８、ＨＣＯ－６０（いずれも商品名）等］から選ばれた１種又は２種以
上の乳化剤が好適に用いられる。
【００１４】
　特に好ましくは、油脂として大豆油、乳化剤として卵黄リン脂質を用い、脂肪粒子の平
均粒子径を０．３μｍ以下、より好ましくは０．１７μｍ以下に調整した脂肪乳剤が挙げ
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られる。脂肪乳剤の組成は特に限定されないが、好ましい例としては、油脂０．１～３０
w/v％程度、好ましくは１～２０w/v％程度、より好ましくは２～１０w/v％程度、乳化剤
０．０１～１０w/v％程度、好ましくは０．０５～５w/v％程度、より好ましくは０．１～
１w/v％程度、及び適量の水からなる脂肪乳剤が挙げられる。
【００１５】
　上記の脂肪乳剤は、還元糖等の糖類を含有していてもよい。還元糖としては、例えば、
ブドウ糖、果糖、マルトース等が挙げられ、これらの還元糖は２種以上を混合して用いて
もよい。更に、これらの還元糖にソルビトール、キシリトール及び/又はグリセリンを加
えた混合物を用いてもよい。これらの糖類の添加は、乳剤を調製した後に行ってもよいし
、乳剤を調製する際に行ってもよい。これらの糖類を含有する脂肪乳剤の好ましい例とし
ては、油脂０．１～３０w/v％程度、好ましくは１～２０w/v％程度、より好ましくは２～
１０w/v％程度、乳化剤０．０１～１０w/v％程度、好ましくは０．０５～５w/v％程度、
より好ましくは０．１～１w/v％程度、糖類１～６０w/v％程度、好ましくは５～４０w/v
％程度、より好ましくは１０～３０w/v％程度、及び適量の水とからなる脂肪乳剤が挙げ
られる。
【００１６】
　なお、脂肪乳剤には、滅菌時及び保存時の脂肪乳剤の着色を防止するために着色防止剤
(例えば、チオグリセロール、ジチオスレイトール等)を添加してもよく、またｐＨの安定
化を図るために緩衝剤［例えば、Ｌ－ヒスチジン、トリス（ヒドロキシメチル）アミノメ
タン等］を添加してもよい。これら着色防止剤及び緩衝剤の添加量は、通常、それぞれ１
％程度以下とされる。更に、本発明においては、脂肪乳剤に、ビタミン類（例えば、ビタ
ミンＡ、ビタミンＢ類、ビタミンＣ、ビタミンＤ類、ビタミンＥ類、ビタミンＫ類等）な
どを添加してもよい。これらの添加剤は、乳剤を調製した後に添加してもよいし、乳剤を
調製する際に添加してもよい。
【００１７】
（測定方法）
　ＬＴＩＡの測定方法としては、生じた凝集の程度を光学的あるいは電気化学的に観察す
ることにより被検物質を測定できる。光学的に観察する方法としては、散乱光強度、吸光
度、又は透過光強度を光学機器で測定する方法（エンドポイント法、レート法等）が挙げ
られる。試料を測定して得た吸光度等の測定値を、標準物質（測定対象物質の濃度が既知
の試料）を測定して得た吸光度等の測定値と比較して、試料中に含まれていた測定対象物
質の濃度（定量値）を算出する。なお、透過光又は散乱光などの吸光度等の測定は、１波
長測定であっても、又は２波長測定（２つの波長による差又は比）であってもよい。測定
波長は、５００ｎｍから８００ｎｍの中から選ばれるのが一般的である。
【００１８】
  本発明の試料中の測定対象物質の測定は、用手法により行ってもよいし、又は測定装置
等の装置を用いて行ってもよい。測定装置は、汎用自動分析装置であっても、専用の測定
装置（専用機）であってもよい。 また、この測定は、２ステップ法（２試薬法）等の複
数の操作ステップにより行う方法によって実施することが好ましい。
【００１９】
（測定対象物質）
  本発明における測定対象物質としては、免疫学測定方法で測定される物質であれば特に
限定されず種々の物質、例えば、タンパク質（抗原、ハプテン、抗体）、糖質、脂質、核
酸、化学物質（ホルモン、薬剤）等などを挙げることができる。中でも、抗原を測定対象
物質とするものが好ましく、蛋白抗原がより好ましい。具体的には、例えば、可溶性ＩＬ
－２レセプター（ｓＩＬ－２Ｒ）、ＣＲＰ、フィブリン及びフィブリノーゲン分解産物、
Ｄダイマー、可溶性フィブリン（ＳＦ）、リポ蛋白（ａ）（Ｌｐ（ａ））、マトリックス
メタロプロテアーゼ－３（ＭＭＰ－３）、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）、ＩｇＧ、ＩｇＡ、
ＩｇＭ、ＩｇＥ、ＩｇＤ、抗ストレプトリジンＯ、リウマチ因子、トランスフェリン、ハ
プトグロビン、α１－アンチトリプシン、α１－アシドグリコプロテイン、α２－マクロ
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グロブリン、ヘモペキシン、アンチトロンビン－ＩＩＩ、α－フェトプロテイン、ＣＥＡ
（カルシノエンブリオニツク抗原）、フェリチン、ＨＢｓ－Ａｇ（Ｂ型肝炎外被抗原）、
Ａｎｔｉ－ＨＢｓ（抗Ｂ型肝炎外被抗体）、ＨＢｅ－Ａｇ（Ｂ型肝炎ｅ抗原）、Ａｎｔｉ
－ＨＢｅ（抗Ｂ型肝炎ｅ抗体）、Ａｎｔｉ－ＨＢｃ（抗Ｂ型肝炎コア抗体）などを挙げる
ことができるが、これらに限定されるものではない。
【００２０】
（特異的親和性物質）
　本発明において、ラテックスに担持される測定対象物質に対する特異的親和性物質とし
ては、タンパク質、ペプチド、アミノ酸、脂質、糖質、核酸、ハプテンなどが挙げられ、
分子量の高低および天然、合成といった由来に特に制限はないが、免疫反応を利用する免
疫学的測定法に使用され得る抗体または抗原が挙げられる。
【００２１】
（抗体）
　本発明に用いる抗体は、ポリクローナル抗体でもモノクローナル抗体でもよい。より好
ましくは、モノクローナル抗体である。
本発明の抗体としては、抗体分子全体のほかに抗原抗体反応活性を有する抗体の機能性断
片を使用することも可能である。一般的な動物（マウス、ヤギ、ヒツジなど）への免疫工
程を経て得られたもののほか、遺伝子組み換え技術等により免疫原（測定対象物質）を免
疫する動物とは異なる動物種のアミノ酸配列に変化させた抗体（キメラ抗体、ヒト化抗体
、又は完全ヒト化抗体等）であってもよい。抗体の機能性断片としては抗原抗体反応活性
を有する断片であるＦ（ａｂ'）2、Ｆａｂ'や一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）などが挙げられる
。これらの抗体の機能性断片は前記のようにして得られた抗体をタンパク質分解酵素（例
えば、ペプシンやパパインなど）で処理することにより製造できる。 
【００２２】
（ラテックス粒子）
　本発明に用いるラテックス粒子としては、免疫学的測定試薬として一般的に用いられて
いるラテックス粒子であれば特に制限されない。ラテックス粒子は、種々のモノマーを重
合又は共重合させることによって得ることができる。ここにモノマーとしては、例えば、
スチレン、α－メチルスチレン,ｏ－メチルスチレン、ｐ－メチルスチレン、ｐ－クロロ
スチレン、４－ビニル安息香酸、ジビニルベンゼン、ビニルトルエン等のフェニル基を有
する重合性単量体、スチレンスルホン酸塩、ジビニルベンゼンスルホン酸塩、ｏ－メチル
スチレンスルホン酸塩、ｐ－メチルスチレンスルホン酸塩等のフェニル基及びスルホン酸
塩を有する重合性単量体、１－ビニルナフタレン、２－ビニルナフタレン、（メタ）アク
リル酸α－ナフチル、（メタ）アクリル酸β－ナフチル等のナフチル基を有する重合性単
量体などの重合性不飽和芳香族類、例えば（メタ）アクリル酸、イタコン酸、マレイン酸
、フマール酸等の重合性不飽和カルボン酸類、例えば（メタ）アクリル酸メチル、（メタ
）アクリル酸エチル、（メタ）アクリル酸－ｎ－ブチル、（メタ）アクリル酸－２－ヒド
ロキシエチル、（メタ）アクリル酸グリシジル、エチレングリコール－ジ－（メタ）アク
リル酸エステル、（メタ）アクリル酸トリブロモフェニル等の重合性不飽和カルボン酸エ
ステル類、（メタ）アクリロニトリル、（メタ）アクロレイン、（メタ）アクリルアミド
、Ｎ－メチロール－（メタ）アクリルアミド、メチレンビス（メタ）アクリルアミド、ブ
タジエン、イソプレン、酢酸ビニル、ビニルピリジン、Ｎ －ビニルピロリドン、塩化ビ
ニル、塩化ビニリデン、臭化ビニル等の不飽和カルボン酸アミド類、重合性不飽和ニトリ
ル類、ハロゲン化ビニル類、共役ジエン類等を挙げることができる。これらのモノマーは
、要求される表面特性、比重等によって適宜選択され、１種を単独で又は２種以上を混合
して使用することができる。
　ラテックス粒子の平均粒径は、測定対象物質の試料中での濃度あるいは測定機器の検出
感度などを考慮し、好ましくは０．０２～１．６μｍ、より好ましくは０．１μｍ～０．
４μｍのものが適宜選択される。使用されるラテックス粒子は、感度向上等の所望の性能
を得るため、材質や粒子径を適宜選択することができ、材質や粒子径が異なるものを組み
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合わせて使用することもできる。 また、本発明における凝集反応測定時のラテックス粒
子の濃度は特に制限がなく、所望の感度や性能に応じて適宜設定することができる。
【００２３】
（特異的親和性物質を担持したラテックス粒子）
  測定対象物質に対する特異的親和性物質は、物理的吸着（疎水結合）法、化学的結合法
又はこれらの併用等の公知の方法によりラテックス粒子に固定化して担持させることがで
きる。
【００２４】
  物理的吸着法による場合は、公知の方法に従い、測定対象物質に対する特異的親和性物
質と、ラテックス粒子とを、緩衝液等の溶液中で混合し接触させたり、又は緩衝液等に溶
解した測定対象物質に対する特異的親和性物質を、担体に接触させること等により行うこ
とができる。
【００２５】
  また、化学的結合法により行う場合は、日本臨床病理学会編「臨床病理臨時増刊特集第
５３号  臨床検査のためのイムノアッセイ－技術と応用－」，臨床病理刊行会，１９８３
年発行；日本生化学会編「新生化学実験講座１  タンパク質IV」，東京化学同人，１９９
１年発行等に記載の公知の方法に従い、測定対象物質に対する特異的結合物質と、担体と
を、グルタルアルデヒド、カルボジイミド、イミドエステル又はマレイミド等の二価性の
架橋試薬と混合、接触させ、測定対象物質に対する特異的結合物質と、担体の、それぞれ
のアミノ基、カルボキシル基、チオール基、アルデヒド基又は水酸基等と前記の二価性の
架橋試薬とを反応させること等により行うことができる。
【００２６】
　ラテックス粒子が担持する特定物質に対する特異的親和性物質は、サンドイッチを形成
するために複数種類であることが好ましい。例えば、特異的親和性物質がモノクローナル
抗体の場合には、認識部位の異なる複数のモノクローナル抗体を用いる。また、例えば、
特異的親和性物質がポリクローナル抗体の場合には、１種の抗血清由来のポリクローナル
抗体でもよいし、複数種の抗血清由来のものでもよい。また、モノクローナル抗体とポリ
クローナル抗体を組み合わせて用いてもよい。
【００２７】
  なお、ラテックス粒子の自然凝集や、非特異的反応等を抑制するために処理を行う必要
があれば、ラテックス粒子の表面に、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、カゼイン、ゼラチ
ン、卵白アルブミン若しくはその塩などのタンパク質、界面活性剤又は脱脂粉乳等を接触
させ被覆させること等の公知の方法により処理して、担体のブロッキング処理（マスキン
グ処理）を行ってもよい。
【００２８】
（イミダゾール）
　本発明においては、イミダゾール又はその誘導体あるいはこれらの塩を、測定反応液中
又は測定試薬中に存在又は含有させることにより、試料中の測定対象物質の測定を行う。
  ここで、イミダゾール又はその誘導体としては、イミダゾール骨格を持つ化合物であれ
ばよく、例えば、イミダゾール、１－メチルイミダゾール、１－エチルイミダゾール、１
－プロピルイミダゾール、１－ブチルイミダゾール、１－フェニルイミダゾール、１－ビ
ニルイミダゾール、１－アリルイミダゾール、１－ベンジル－２－メチルイミダゾール、
１－ベンジル－２－フォルミルイミダゾール、１－ベンジル－４－ヒドロキシメチルイミ
ダゾール、１－ベンジル－５－ヒドロキシメチルイミダゾール、１－（２－ヒドロキシエ
チル）－イミダゾール、１－（２－ヒドロキシエチル）－２－メチルイミダゾール、２－
メチルイミダゾール、２－エチルイミダゾール、２－プロピルイミダゾール、２－ブチル
イミダゾール、２－フェニルイミダゾール、２－フォルミルイミダゾール、２－ヒドロキ
シメチルイミダゾール、２－メチル－１－ビニルイミダゾール、２－ブチル－４－フォル
ミルイミダゾール、２－ブチル－４－ヒドロキシメチルイミダゾール、２－ブチル－４－
クロロ－５－フォルミルイミダゾール、２－ヒドロキシメチル－１－ベンジルイミダゾー
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ル、２－ヒドロキシメチル－２－メチルイミダゾール、２－エチル－４－メチルイミダゾ
ール、４－ブチルイミダゾール、４－フォルミルイミダゾール、４－フォルミル－１－メ
チルイミダゾール、４－フォルミル－１－トリシルイミダゾール、５－フォルミル－１－
メチルイミダゾール、４－フォルミル－５－メチルイミダゾール、４－ヒドロキシメチル
イミダゾールヒドロクロライド、メチルイミダゾール－４－カルボキシレート、エチルイ
ミダゾール－４－カルボキシレート、１，２－ジメチルイミダゾール、又は１，２，４－
トリメチルイミダゾール等の公知のものを挙げることができる。
　イミダゾール又はその誘導体の塩とは、化学的に許容される塩であり、カリウム塩、マ
グネシウム塩、リチウム塩、カルシウム塩または亜鉛塩のほか、アジピン酸塩、アルギン
酸塩、クエン酸塩、アスパラギン酸塩、安息香酸塩、ベンゼンスルホン酸塩、重硫酸塩、
酪酸塩、樟脳酸塩、カンファースルホン酸塩、ジグルコン酸塩、グリセロリン酸塩、ヘミ
硫酸塩、ヘプタン酸塩、ヘキサン酸塩、フマル酸塩、セスキ（フマル酸塩）、塩化水素酸
塩、二塩化水素酸塩、三塩化水素酸塩、臭化水素酸塩、ヨウ化水素酸塩、２－ヒドロキシ
エタンスルホン酸塩（イセチオン酸塩）、乳酸塩、マレイン酸塩、メタンスルホン酸塩、
ニコチン酸塩、２－ナフタレンスルホン酸塩、シュウ酸塩、パモ酸塩、ペクチニン酸塩、
過硫酸塩、３－フェニルプロピオン酸塩、ピクリン酸塩、ピバル酸塩、プロピオン酸塩、
コハク酸塩、硫酸塩、ビス（酒石酸塩）、酒石酸塩、（Ｌ）酒石酸塩、ビス（（Ｌ）酒石
酸塩）、（Ｄ）酒石酸塩、ビス（（Ｌ）酒石酸塩）、（ＤＬ）酒石酸塩、ビス（（ＤＬ）
酒石酸塩）、メソ酒石酸塩、ビス（メソ酒石酸塩）、チオシアン酸塩、リン酸塩、グルタ
ミン酸塩、炭酸水素塩、ビス（（Ｄ）酒石酸塩）、ビス（臭化物）、ビス（硫酸塩）、ビ
ス（リン酸塩）、トリス（塩化水素酸塩）、ｐ－トルエンスルホン酸塩、およびウンデカ
ン酸塩からなる群から選択され塩が挙げられる。
【００２９】
  本発明において、イミダゾール又はその誘導体あるいはこれらの塩（以下、イミダゾー
ル等ということがある）は、市販品をそのまま用いることができる。また、イミダゾール
等の濃度は、試料と測定試薬を混合した後、凝集反応を測定する工程において、抗原抗体
反応などの主反応に強い影響を及ぼさないことを限度として制限はないが、下限としては
３７．５ｍＭ以上であり、４５ｍＭ以上、５２．５ｍＭ以上、６０ｍＭ以上、６７．５ｍ
Ｍ以上、７５ｍＭ以上が挙げられる。上限としては、７５０ｍ以下であり、６７５ｍＭ以
下、６００ｍＭ以下、５２５ｍＭ以下、４５０ｍＭ以下、３７５ｍＭ以下、３００ｍＭ以
下、２２５ｍＭ以下が挙げられる。
　好ましい濃度範囲としては、３７．５～７５０ｍＭの範囲のほかに、上記上限と下限の
組み合わせが挙げられ、たとえば、３７．５～６７５ｍＭ、３７．５～６００ｍＭ、３７
．５～５２５ｍＭ、３７．５～４５０ｍＭ、３７．５～３７５５００ｍＭ、３７．５～３
００ｍＭにあることが好ましく、より好ましい範囲は３７．５～２２５ｍＭ、４５～２２
５ｍＭ、５２．５～２２５ｍＭ、６０～２２５ｍＭ、６７．５～２２５ｍＭであり、さら
に７５～２２５ｍＭの範囲が特に好ましい。
　また、イミダゾール等の濃度は、３７５ｍＭ以上含有させても問題はないが、３７５ｍ
Ｍまででも充分な効果が得られる。更に、前記のイミダゾール等は単独で用いてもよいし
、複数のイミダゾール等を併用してもよい。また、複数のイミダゾール等を併用する場合
には、両者を併せた濃度が上記の濃度範囲であればよい。
　本発明の測定用試薬に含まれる「イミダゾールを含有する緩衝液」は、イミダゾール緩
衝液でもよいし、イミダゾール等を含むイミダゾール緩衝液以外の緩衝液でもよい。また
、イミダゾール緩衝液以外の緩衝液とイミダゾール緩衝液を組み合わせて使用することも
可能である。
【００３０】
  また、本発明の測定方法及び測定試薬は、２ステップ法（２試薬法）以上の複数ステッ
プ法（複数試薬法）である場合には、測定対象物質を測定する際の各々の添加量の比で混
合した時に、この混合後の測定反応液中のイミダゾール等の濃度が上記の範囲となるよう
に、イミダゾール又はその誘導体あるいはこれらの塩の濃度を定めればよい。例えば、２
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ステップ法（２試薬法）の場合、混合後の測定反応液中のイミダゾール等の濃度が上記濃
度範囲に入るのであれば、イミダゾール等は第１試薬と第２試薬の両方に含有させてもよ
い。
【００３１】
（接触）
　イミダゾール等の存在下で測定対象物質を含む試料と、測定対象物質に対する特異的親
和性物質を担持するラテックス粒子とを接触させるとは、当該試料と、測定対象物質に対
する特異的親和性物質を担持するラテックス粒子とを反応させる反応液中にイミダゾール
等が含まれていればよく、典型的には、以下の（１）～（４）が挙げられる。
（１）当該試料とイミダゾール等を含む緩衝液を混合した後、この混合液に測定対象物質
に対する特異的親和性物質を担持するラテックス粒子を含む試薬とを混合する態様、
（２）当該試料と、イミダゾール等を含む緩衝液と、測定対象物質に対する特異的親和性
物質を担持するラテックス粒子を含む試薬と、を同時に混合する態様、
（３）当該試料と、測定対象物質に対する特異的親和性物質を担持するラテックス粒子を
含む試薬とを混合した後に、この混合液にイミダゾール等を含む緩衝液を添加して混合す
る態様
（４）測定対象物質に対する特異的親和性物質を担持するラテックス粒子を含む試薬と、
イミダゾール等を含む緩衝液とを混合した後に、当該試料を添加して混合する対象
【００３２】
（測定用試薬）
　本発明の測定用試薬は、２つ以上の構成試薬により構成され、少なくとも１つの構成試
薬は測定対象物質に対する特異的親和性物質を担持するラテックス粒子を含み、当該構成
試薬と同一の構成試薬及び／または異なる構成試薬はイミダゾール等を含む。また、本発
明の測定用試薬は、液状の試薬である。
【００３３】
　本発明の測定用試薬は、このうちでも第１試薬と第２試薬とからなる２試薬型が好まし
い。例えば、２試薬型の第１試薬は、イミダゾール等を含有する緩衝液を含み、第２試薬
は、測定対象物質に対する特異的親和性物質を担持するラテックス粒子を含む。
【００３４】
　また、本発明の測定用試薬が、第１試薬、第２試薬と第３試薬からなる３試薬型である
場合、例えば、第１試薬は、試料を希釈した試料から測定対象物質を抽出するための緩衝
液等を含み、第２試薬は、イミダゾールを含有する緩衝液を含み、第３試薬は、測定対象
物質に対する特異的親和性物質を担持するラテックス粒子を含む。
【００３５】
  イミダゾール等は、測定時の混液状態において血液試料に由来する測定誤差を低減する
効果を発揮でき、構成試薬の安定性に影響がない範囲において、構成試薬のいずれかある
いはすべてに含まれてもよい。
　したがって、２試薬型、３試薬型において、イミダゾール等は全ての構成試薬に含まれ
ていてもよいし、ラテックス粒子を含まない構成試薬の全てに含まれていてもよい。
　イミダゾール等の各構成試薬中における濃度は、測定時である、試薬と試料の混合状態
において３７．５ｍＭ以上３７５ｍＭ以下に調整しうるような形態で含まれていればよく
、各試薬型により異なる。
【００３６】
(試薬キット)
　本発明の試薬キットは、少なくとも下記（１）および（２）
（１）イミダゾール等を含有する緩衝液を含む第１試薬
（２）測定対象物質に対する特異的親和性物質を担持するラテックス粒子を含む第２試薬
の要素を含むことを特徴とする。イミダゾール等の緩衝液中における濃度は、測定時であ
る、試薬と試料の混合状態において３７．５ｍＭ以上３７５ｍＭ以下に調整しうるような
形態で含まれていればよく、各試薬型により異なるが、例えば、第１試薬と第２試薬が３
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：１で、採取試料が微量である場合は、第１試薬である緩衝液中のイミダゾール等の濃度
は、５０ｍＭ以上５００ｍＭ以下が好ましい。
　また、本発明の試薬キットには、上記測定試薬のほかに、使用説明書、試料採取用具（
採取ピペット、シリンジ、綿棒、ろ過フィルターなど）、試料希釈液、試料抽出液を含む
ことができる。
【００３７】
（測定誤差低減剤）
　本発明の測定誤差低減剤は、ラテックス免疫凝集法における血液試料に由来する測定誤
差を低減するための薬剤であり、少なくともイミダゾール等を有効成分として含む。上記
測定試薬中のイミダゾール等を含む試薬をそのまま使用することができる。
【００３８】
（ホモジーニアス法）
  本発明においてホモジーニアス法とは、試料と試薬液の混和溶液（反応液）中で測定対
象物質により進行する反応をＢ／Ｆ（結合／非結合）分離を行うことなく特異的に検出す
る測定法を指し、Ｂ／Ｆ分離操作によって測定反応に関与しなかった余剰成分を完全に洗
浄・除去した後、主反応を進行させて検出するヘテロジーニアス測定法と対比して呼称さ
れる測定法のことをいう。したがって、本発明でいう「ラテックス免疫凝集法が、ホモジ
ーニアス法にもとづく方法である」とは、典型的な下記（１）～（３）の工程において、
（１）液相中で、試料とイミダゾール等とを接触させる工程
（２）（１）工程の後に、当該測定対象物質に対する特異的親和性物質を担持するラテッ
クス粒子を液相中に添加する工程
（３）（２）の工程の後に、当該測定対象物質と当該ラテックス粒子の凝集反応を測定す
る工程
（３）の工程は、「（２）の工程の途中、あるいは（２）の工程の後に、洗浄・分離工程
を経ることなく当該測定対象物質と当該ラテックス粒子の凝集反応を測定する工程」であ
ることを意味する。
【００３９】
（その他の試薬成分）
  本発明の試薬は、不溶性担体粒子の凝集形成を増強する成分としてポリエチレングリコ
ール、ポリビニルピロリドン、リン脂質ポリマーなどの高分子を含んでもよい。また、凝
集の形成をコントロールする成分として、タンパク質、アミノ酸、糖類、金属塩類、界面
活性剤類、還元性物質やカオトロピック物質など汎用される成分を１種類、または複数の
成分を組み合わせて含んでもよい。
【実施例】
【００４０】
　以下、実施例により本発明を詳細に説明するが、本発明はこれらに限定して解釈される
ものではない。
【００４１】
〔試験例１〕本発明のイミダゾール添加による測定誤差低減効果の確認
　血液試料中の脂質による測定誤差の影響を確認し、緩衝液種類、本発明のイミダゾール
等の添加による測定誤差低減効果の検討をおこなった。
１．試薬
（１）第１試薬
　以下に示す成分（濃度は、試薬中の濃度を示す。以下同じ。）を含む。
・表１に示す緩衝剤
・５００ｍＭ　ＮａＣｌ　
・１．０％　ＢＳＡ
・０．０５％　Ｐｒｏｃｌｉｎ３００
（２）第２試薬
　下記の２種類の抗体感作ラテックス粒子溶液を等量混合し、５ｍＭ　ＭＯＰＳ緩衝液（
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ｐＨ７．０）で波長６００ｎｍの吸光度が５．０Ａｂｓ．となるように希釈して第２試薬
とした。
（ｉ）９２２１２抗体感作ラテックス粒子溶液
　平均粒子径０．３μｍの１．０％ラテックス溶液（５ｍＭ　トリス緩衝液（以下、Ｔｒ
ｉｓ－ＨＣｌ又は単にＴｒｉｓという）（ｐＨ８．５）に、等量の５ｍＭ　Ｔｒｉｓ－Ｈ
Ｃｌ（ｐＨ８．５）で０．３６ｍｇ／ｍＬに希釈した９２２１２抗体溶液を添加して４℃
２時間攪拌した。その後、等量の０．５％　ＢＳＡ含有５ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ
８．５）を添加して４℃、１時間攪拌し、９２２１２抗体感作ラテックス粒子溶液を作製
した。
（ｉｉ）９２２０４Ｒ抗体感作ラテックス粒子溶液
　平均粒子径０．３μｍのラテックスを用いて上記（ｉ）と同じ方法により９２２０４Ｒ
抗体感作ラテックス粒子溶液を作製した。
【００４２】
２．被検試料
　無作為抽出し混合した血清Ａ（プール血清Ａ）
【００４３】
３．試料の調製方法
（イントラリポスの濃度は、試薬と混合する前の試料中の濃度を示す。以下同じ。）
　被検試料９／１０量に、生理食塩液（大塚製薬）を等量混合した静脈用脂肪乳剤（イン
トラリポス輸液１０％（大塚製薬））を１／１０量添加して、０．５％イントラリポス試
料を調整した。
　被検試料９／１０量に、生理食塩液を１／１０量添加し、０％イントラリポス試料とし
た。
　被検試料４／５量に、０．５％イントラリポス１／５量を添加し、０．１％イントラリ
ポス試料とした。
【００４４】
４．測定方法
　第１試薬と第２試薬を組み合わせ、日立７１８０形自動分析装置を用いて、静脈用脂肪
乳剤を含む試料中の可溶性インターロイキン２レセプター濃度を測定した。具体的には、
試料５μＬに第１試薬１５０μＬを加えて３７℃で５分間保温した後、第２試薬５０μＬ
を加えて攪拌した。凝集形成に伴う吸光度変化を、その後５分間にわたり、主波長５７０
ｎｍ、副波長８００ｎｍで測定し、その吸光度変化量を濃度既知の標準物質を測定して得
られる検量線にあてはめ、可溶性インターロイキン２レセプター濃度を算出した（試験例
１～３において共通）。
　０％イントラリポス試料の測定値を１００％とし、各濃度のイントラリポス試料の測定
値の相対値を算出した（試験例１，２において共通）。
【００４５】
５．測定条件
　日立７１８０形自動分析装置のパラメータ条件を以下に示す。
（１）液量　　　　　　　　検体―第１試薬―第２試薬；５μＬ－１５０μＬ－５０μＬ
（２）分析法　　　　　　　２ポイントエンド法（測光ポイント１９－３４）
（３）測定波長　　　　　　主波長５７０ｎｍ／副波長８００ｎｍ
（４）キャリブレーション　スプライン
【００４６】
６．測定結果
　０％イントラリポス試料の測定値を１００％とした場合に、０．１％イントラリポス試
料の測定値が８５％未満または１１５％を超える場合は、イントラリポス共存による影響
が起きていると判断した。結果を表１に示す。
【００４７】
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【表１】

【００４８】
７．考察
　第１試薬に緩衝剤としてＴｒｉｓ又はＨＥＰＥＳのみを用いた場合には、イントラリポ
ス共存による影響が起きていたが、イミダゾールバッファーのみを用いた場合、あるいは
Ｔｒｉｓ又はＨＥＰＥＳとイミダゾールバッファーを組み合わせた場合には、イントラリ
ポス共存の影響は起こらなかった。
【００４９】
〔試験例２〕イミダゾール濃度と測定誤差低減効果の関係
　免疫凝集反応液中のイミダゾール濃度を変更し、測定誤差低減効果との関係を検討した
。
１．試薬
（１）第１試薬
　表１に示す緩衝剤を表２に示す緩衝剤に置き換えた以外は試験例１に同じである。
（２）第２試薬
　試験例１に同じである。
【００５０】
２．被検試料
（１）無作為抽出し混合した血清Ｂ（プール血清Ｂ）
（２）無作為抽出し混合した血清Ｃ（プール血清Ｃ）
（３）無作為抽出し混合した血清Ｄ（プール血清Ｄ）
【００５１】
３．試料調製方法
　０．５％イントラリポス試料、０％イントラリポス試料、０．１％イントラリポス試料
の調整方法は、試験例１と同じである。０．０５％イントラリポス試料は、被検試料９／
１０量に、０．５％イントラリポス試料１／１０量を添加して調整した。
【００５２】
４．測定方法および５．測定条件
　試験例１に同じである。
【００５３】
６．測定結果
　０％　イントラリポス試料の測定値を１００％とした場合に、０．０５％又は０．１％
イントラリポス試料の測定値が、８５％以上１１５％以下場合はイントラリポス共存によ
る影響が起きていない（＋）と判断した。
　プール血清Ｂ～Ｄのいずれにおいても影響が起きていない場合を＋＋＋、いずれか２つ
において影響が起きていない場合を＋＋、いずれか１つにおいて影響が起きていない場合
を＋とした。結果を表２に示す。
【００５４】



(14) JP 6409016 B2 2018.10.17

10

20

30

40

【表２】

【００５５】
７．考察
　イミダゾールバッファーの濃度が、５０ｍＭ～３００ｍＭの範囲において、イントラリ
ポスの影響を回避することが可能だった。
【００５６】
〔試験例３〕測定誤差の原因の検討
　測定誤差が、脂質を含む血液試料のみに基づくものか、ラテックスを含む試薬に基づく
ものか確認するために、第２試薬にラテックスを含まない試薬を用いて検討を行った。
１．試薬
（１）第１試薬
　表１に緩衝剤を１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．０）に置き換えた以外は試験例１の第
１試薬に同じ
（２）第２試薬
　生理食塩液
【００５７】
２．被検試料
　試験例２のプール血清Ｂ、プール血清Ｃ、プール血清Ｄ
【００５８】
３．試料調製方法
　試験例２に同じである。
【００５９】
４．測定方法および５．測定条件
　試験例１に同じである。
【００６０】
６．測定結果および考察
　測定吸光度は０～１．２ｍＡｂｓ．であった。イントラリポス濃度依存的な吸光度の上
昇が観察されなかったことから、測定値への影響とはイントラリポスの添加による血液試
料の濁りではなく、イントラポリスを含む血液試料との接触によるラテックス粒子の非特
異的な凝集によるものであると推測される。
【産業上の利用可能性】
【００６１】
　ラテックス免疫凝集法において、液相中で、イミダゾール又はその誘導体あるいはこれ
らの塩の存在下、血液試料と、測定対象物質に対する特異的親和性物質を担持するラテッ
クス粒子を接触させる工程により、血液試料に由来する測定誤差を低減する方法を提供す
ることができる。したがって、高脂血症などの脂質を多く含む試料についてもラテックス
免疫凝集法により、正確な測定が可能である。
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