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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ポリオキシエチレンポリオキシプロピレンラウリルエーテルと、曇点が４０℃以上のポリ
エチレングリコールモノーｐ－フェニルエーテルとを含有するヒトＣＲＰ測定用試薬。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【産業上の利用分野】
本発明は、試料の測定方法の改良に関する。より詳しくは本発明は、酵素反応又は免疫反
応などを適用する試料中成分の測定方法の改良、酵素活性量の測定方法の改良に関するも
のであり、臨床、薬物化学、生化学及び食品化学の分野に応用可能である。
【０００２】
【従来の技術】
生体試料中の特定成分を分析する臨床検査診断分野において、生体試料の濁りにより正確
な分析ができないことがしばしば起こる。試料中の濁りの主な原因は、リポ蛋白質の一種
類であるカイロミクロンや超低比重リポ蛋白質であることが多い。これらのリポ蛋白質は
非極性の脂質である中性脂肪の含有率が高いため、水溶液中で濁りやすいという性質を有
している。
【０００３】
試料の濁りの影響を回避する方法として、種々の界面活性剤により、濁りの原因となって
いるリポ蛋白質を可溶化する技術が開示されている（特開昭５９－１６２４５４号公報、
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特公平０４－７８３２号公報）。また、特定の界面活性剤にコラン酸のオキシ誘導体を組
合わせることによる生体試料の濁りの除去方法も開示されている（特公平０２－２４５２
０号公報）。しかしながら、これらの界面活性剤を用いる方法はいずれの場合においても
、濁りの除去効果が十分でなかったり、高濃度の界面活性剤を使用するため泡が生じたり
、測定に必要な酵素や基質の成分を変性させたり不安定化する等の問題があった。
【０００４】
このような問題点を解決するために、特定の界面活性剤と酵素とを組合わせて濁りを除去
する方法や、リパーゼを用いた濁り除去方法も開示されている（特公平０４－７４００号
公報、特開平０９－２８８１１１号公報）。これらの方法はいずれも、測定対象物質が当
該酵素によって分解等を受けないことが必要であるため、蛋白質濃度測定などの一部の測
定項目に限られていた。例えば、特開平０９－２８８１１１号公報に開示されているリパ
ーゼを用いる方法は、リパーゼを反応成分に使用する中性脂肪の測定等には適用できなか
った。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】
本発明の目的は、試料中の成分の測定において、濁りを防ぐために界面活性剤を添加する
に際し、界面活性剤本来の濁りの除去効果を保ちながら、しかも測定対象物質や反応物質
に影響を及ぼすことなく温和な条件で測定を達成できるヒトＣＲＰ（Ｃ反応性蛋白質）測
定用試薬を提供することである。
【０００６】
【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、高親油性の界面活性剤が有する濁りを減ずる効果と
該界面活性剤の曇点との関係に注目して本発明を完成した。曇点とは化合物を試験管中で
加熱してゆくときに初めて曇りを生ずる温度をいう。一般に曇点が低い界面活性剤で親油
性の高いものは、濁り除去効果は高いが、それ自体の曇点が低いために界面活性剤そのも
のの濁りが生じるため使用できなかった。
しかしながら本発明者らは、このように曇点が低く通常では用いられない界面活性剤に曇
点を上昇させる物質を添加することにより、界面活性剤本来の濁りの除去効果を保ちなが
ら、しかも測定対象物質や反応物質に影響を及ぼすことなく、該界面活性剤を使用できる
ことを見出し、本発明の試料の濁り除去方法及び試料測定用組成物を完成した。
【０００７】
すなわち、本発明は、ポリオキシエチレンポリオキシプロピレンラウリルエーテルと、曇
点が４０℃以上のポリエチレングリコールモノーｐ－フェニルエーテルとを含有するヒト
ＣＲＰ測定用試薬である。
【０００８】
【発明の実施の形態】
以下、本発明について詳細に説明する。本発明の試料の濁り除去方法は、親油性の高い界
面活性剤の少なくとも１つを用いることにより、試料中の濁りを除去し、さらに、曇点が
４０℃以上の物質であって前記界面活性剤の曇点を上昇させうる少なくとも１つの物質を
用いることにより、親油性の高い界面活性剤自身の濁りを解消することを特徴とする。
【０００９】
本発明の試料の濁り除去方法に用いることのできる親油性の高い界面活性剤は、その曇点
が４０℃以下であることが好ましい。また、一般に使用されるエチレンオキシド型非イオ
ン性界面活性剤ではなく、オキシエチレン基とオキシアルキレン基の重合体で曇点が４０
℃以下のものが、極めて可溶化力が強いことから好適である。
【００１０】
特にオキシアルキレン基がオキシプロピレン基のものがより好ましい。具体的には、下記
式［Ｉ］で表される化合物が提供される。
Ｒ１Ｏ－｛（Ｃ２Ｈ４Ｏ）ｍ（ＡＯ）ｎ｝－Ｒ２……［Ｉ］
（式中Ｒ１及びＲ２は水素原子又はアルキル基、ＡＯはオキシアルキレン基であり、ｍ及
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びｎはそれぞれオキシエチレン基及びオキシアルキレン基の数を示す）
【００１１】
上記式［Ｉ］で表される化合物はさらに好ましくは、オキシアルキレン基がオキシプロピ
レン基であり、Ｒ１は水素原子、Ｒ２はアルキル基であり、その炭素原子数が９～２０個
であることを特徴とする化合物である。当該化合物の曇点は、４０℃以下が好ましい。
【００１２】
上記式［Ｉ］で表される化合物は、少なくとも１又は２以上を試料中に終濃度が０．０１
～１０Ｗ／Ｖ％、好ましくは０．１～５．０Ｗ／Ｖ％となるように添加する。
【００１３】
本発明の試料の濁り除去方法に用いることのできる曇点を上昇させうる物質とは、上記の
親油性の高い界面活性剤、特に曇点４０℃以下の化合物を、その添加により最終的に曇点
４０℃以上に上昇させうる物質をいう。この物質は、少なくとも４０℃以上の曇点を有し
、非イオン性界面活性剤、陽イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、フェニル基含
有化合物及びその塩類、糖、及び配糖体から選択される。より好ましくは、４０℃以上の
曇点を有する非イオン性界面活性剤である。
【００１４】
該曇点を上昇させうる物質は具体的には、ポリオキシエチレン二級アルキルエーテル、ポ
リオキシエチレンオクチルフェニルエーテル、ポリオキシエチレンポリオキシプロピレン
セチルエーテル、ポリオキシエチレンポリオキシプロピレングリコール、ポリオキシエチ
レンポリオキシプロピレンブロックポリマー、ポリオキシエチレンポリオキシプロピレン
デシルテトラデシルエーテル、コール酸、コール酸ナトリウム、デオキシコール酸、デオ
キシコール酸ナトリウム、ポリオキシエチレンアルキルエーテル硫酸塩、ジメチルラウリ
ルベタイン、アルブチン、フェニルアラニン、トリプトファン、ｎ－オクチル－β－グル
コシド、及びシュークロースモノカプレート等を例示することができる。
【００１５】
これらの中から選ばれた一種類又は二種類以上の物質を、試料中に終濃度０．００１～２
Ｗ／Ｖ％、好ましくは０．０１～１．０Ｗ／Ｖ％となるように添加する。
【００１６】
上記の中から選択された曇点を上昇させうる物質は、例えば生理的食塩水や種々の緩衝液
に溶解させて調製した試薬の中に溶解させて使用するのが一般的である。緩衝液としては
種々のものを用いることができるが、例えば、ＡＣＥ、ＡＤＡ、ＢＥＳ、Ｂｉｃｉｎｅ、
ＢＩＳ－ＴＲＩＳ、ＣＡＰＳ、ＣＡＰＳＯ、ＣＨＥＳ、ＤＩＰＳＯ、ＥＰＰＳ、ＨＥＰＥ
Ｓ、ＨＥＰＰＳＯ、ＭＥＳ、ＭＯＰＳ、ＭＯＰＳＯ、ＰＩＰＥＳ、ＰＯＰＳＯ、ＴＡＰＳ
、ＴＡＰＳＯ、ＴＥＳ、ＴｒｉｃｉｎｅなどのＧｏｏｄ’ｓ緩衝液を用いてもよい。
【００１７】
本発明の試料測定用組成物は、親油性の高い界面活性剤、好ましくはその曇点が４０℃以
下である親油性の高い界面活性剤、の少なくとも１つと、曇点が４０℃以上の物質であっ
て当該界面活性剤の曇点を上昇させうる少なくとも１つの物質とを組合せて含有する組成
物である。この組成物の構成成分である親油性の高い界面活性剤及び当該界面活性剤の曇
点を上昇させうる物質は、上記の界面活性剤及び物質からそれぞれ選択して使用できる。
さらに、本発明の試料測定用組成物の曇点は、４０℃以上であることが好ましい。ここで
組成物の曇点とは、組合わせて混合した後の組成物の曇点をいう。本発明の試料測定用組
成物は、試料の濁り除去剤として使用される。
【００１８】
本発明の試料の濁り除去方法及び試料測定用組成物は、濁りを伴う試料に、又は化合物の
添加により濁りが生じると予想される試料に適用される。好適には、リポ蛋白質や脂質に
よる濁りを伴う試料に使用される。さらに好適には、血清や血漿などの血液由来の試料、
尿及びその他の体液試料などの生体試料に適用され、臨床検査診断薬の分野で利用される
。特に試料の濁りの影響が測定結果に影響を及ぼす短波長の測定による測定項目（例えば
ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＣＰＫ、ＬＤＨ、コレステロール、トリグリセライド）に好適に用いら
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れる。またさらに、薬物化学、生化学及び食品化学において適用可能である。
【００１９】
【実施例】
本発明をより具体的に説明するために、以下に実施例を挙げて説明するが、本発明は実施
例に限定されるものではない 。
〔実施例１〕
種々の界面活性剤を終濃度０．２Ｗ／Ｖ％に調製し、試料の濁りを除去する効果を調べた
。調製した各界面活性剤溶液２７０μＬに市販の静注用脂肪乳剤（商品名：イントラリピ
ッド）の２Ｗ／Ｖ％液３μＬを添加し、混和直後及び混和後５分後の波長３４０ｎｍでの
吸光度の変化を調べることにより濁りの除去効果を検討した。吸光度が低い程、試料の濁
りが除去されている。その結果、表１に示したように、ポリオキシエチレンポリオキシプ
ロピレンラウリルエーテルが良好な濁りの除去効果を示した。
【００２０】
【表１】
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【００２１】
〔実施例２〕Ｇｏｏｄ’ｓ緩衝液にポリオキシエチレンポリオキシプロピレンラウリルエ
ーテル及びポリエチレングリコールモノ－ｐ－フェニルエーテルを混合した界面活性剤（
混合割合２：１）を終濃度０．５Ｗ／Ｖ％になるように添加し第一試薬とした。また、試
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料として生理的食塩水及び静注用脂肪乳剤（商品名：イントラリピッド）を生理食塩水で
２Ｗ／Ｖ％ 、１Ｗ／Ｖ％ 、０．５Ｗ／Ｖ％に希釈したものを用意した。試料６μＬと第
一試薬２７０μＬを混合し波長３４０ｎｍでの吸光度変化を測定した。その結果を図１に
示す。脂肪乳剤２Ｗ／Ｖ％を含む試料の強い濁りも約３分で除去され、第一試薬が高い濁
り除去効果を有することが明らかとなった。
【００２２】
〔実施例３〕ヒトＣＲＰ測定用試薬を次のように調製した。第一試薬として、０．１５Ｍ
の塩化ナトリウム、１ｍＭのＥＤＴＡ、０．１Ｗ／Ｖ％のアジ化ナトリウムを含む５０ｍ
ＭのＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ＝７．２）に、実施例２で調製したポリオキシエチレンポリ
オキシプロピレンラウリルエーテル及びポリオキシエチレングリコールモノ－ｐ－フェニ
ルエーテルを混合した界面活性剤（混合割合２：１）を第一試薬中の濃度として２．０、
２．２、２．４、２．６、２．８、３．０Ｖ／Ｖ％と変化させたものを調製した。第二試
薬として、抗ヒトＣＲＰヤギ抗体を総力価１．５ｍｇ／ｍＬとなるように０．１５Ｍの塩
化ナトリウム、１ｍＭのＥＤＴＡ、０．１Ｗ／Ｖ％のアジ化ナトリウムを含む５０ｍＭの
ＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ＝７．２）に添加したものを調製した。
【００２３】
試料は、生理的食塩水で静注用脂肪乳剤（商品名：イントラリピッド）が２Ｗ／Ｖ％、Ｃ
ＲＰ濃度が２．００ｍｇ／ｄＬになるように生理的食塩水で希釈したものを試料とした。
【００２４】
測定は日立７１７０型自動分析装置を用いて行った。具体的には、試料１５μＬと第一試
薬２５０μＬを加え、３７℃で５分間反応後、第二試薬５０μＬを加えて３７℃で５分間
反応させ、波長３４０ｎｍでの吸光度差を測定し、ＣＲＰ濃度既知の標準試料を用いて同
様の操作により予め作成した検量線からＣＲＰの値に換算した。その結果を図２に示す。
【００２５】
また、静注用脂肪乳剤（商品名：イントラリピッド）が２Ｗ／Ｖ％になるように生理的食
塩水で希釈したものを試料とし、濁り除去効果を、波長３４０ｎｍにおける吸光度変化を
経時的に測定した結果を図３に示す。
【００２６】
図２及び図３に示すように、ポリオキシエチレンポリオキシプロピレンラウリルエーテル
及びポリオキシエチレングリコールモノ－ｐ－フェニルエーテルを混合した界面活性剤（
混合割合２：１）の添加により試料中の濁りが除去され、試料中の成分の正確な測定が可
能となった。すなわち、免疫学的測定においても本発明が有効であることが明らかになっ
た。
【００２７】
【発明の効果】
以上説明したように本発明は、試料中の成分の測定において、濁りを防ぐために界面活性
剤を添加するに際し、界面活性剤本来の濁りの除去効果を保ちながら、しかも測定対象物
質や反応物質に影響を及ぼすことなく温和な条件で測定を達成できるヒトＣＲＰ測定用試
薬を提供する。
【図面の簡単な説明】
【図１】ポリオキシエチレンポリオキシプロピレンラウリルエーテル及びポリエチレング
リコールモノ－ｐ－フェニルエーテルを混合した界面活性剤の、試料中の濁り除去効果を
、波長３４０ｎｍでの吸光度変化により経時的に説明した図である。
【図２】ポリオキシエチレンポリオキシプロピレンラウリルエーテル及びポリエチレング
リコールモノ－ｐ－フェニルエーテルを混合した界面活性剤の添加により、濁りを伴う試
料中のＣＲＰが正確に測定できることを示す図である。
【図３】ポリオキシエチレンポリオキシプロピレンラウリルエーテル及びポリエチレング
リコールモノ－ｐ－フェニルエーテルを混合した界面活性剤の、試料中の濁り除去効果を
、波長３４０ｎｍでの吸光度変化により経時的に説明した図である。
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【図２】

【図３】



(8) JP 4548812 B2 2010.9.22

10

フロントページの続き

    審査官  淺野　美奈

(56)参考文献  特開平１０－２１３５８２（ＪＰ，Ａ）
              特開昭５５－１５７５１８（ＪＰ，Ａ）
              特開昭５６－１６９５８３（ＪＰ，Ａ）

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              G01N  33/48-98
              CAplus/MEDLINE(STN)
              JSTPlus/JMEDPlus/JST7580(JDreamII)


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

