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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サポニン又は胆汁酸塩の存在下で、Ｂ型肝炎ウイルス抗原と抗Ｂ型肝炎ウイルス抗体と
を接触させる工程を含む、サンドイッチ法によるＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法。
【請求項２】
　前記抗Ｂ型肝炎ウイルス抗体が可溶性抗体である、請求項１に記載のＢ型肝炎ウイルス
免疫学的分析方法。
【請求項３】
　前記サポニンがトリテルペノイドサポニンである、請求項１又は２に記載のＢ型肝炎ウ
イルス免疫学的分析方法。
【請求項４】
　前記Ｂ型肝炎ウイルス抗原と抗Ｂ型肝炎ウイルス抗体とを接触させる工程を、陰イオン
性界面活性剤の共存下で行う、請求項１～３のいずれか一項に記載のＢ型肝炎ウイルス免
疫学的分析方法。
【請求項５】
　サンドイッチ法によるＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析用試薬であって、Ｂ型肝炎ウイル
ス抗原と抗Ｂ型肝炎ウイルス抗体とを接触させる試薬にサポニン又は胆汁酸塩を含むこと
を特徴とする、Ｂ型肝炎ウイルス免疫学的分析用試薬。
【請求項６】
　前記抗Ｂ型肝炎ウイルス抗体が可溶性抗体である、請求項５に記載のＢ型肝炎ウイルス
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免疫学的分析用試薬。
【請求項７】
　前記サポニンがトリテルペノイドサポニンである、請求項５又は６に記載のＢ型肝炎ウ
イルス免疫学的分析用試薬。
【請求項８】
　前記Ｂ型肝炎ウイルス抗原と抗Ｂ型肝炎ウイルス抗体とを接触させる試薬が、さらに陰
イオン性界面活性剤を含む、請求項５～７のいずれか一項に記載のＢ型肝炎ウイルス免疫
学的分析用試薬。
【請求項９】
　請求項５～８のいずれか一項に記載のＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析用試薬を含むＢ型
肝炎ウイルス免疫学的分析キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、Ｂ型肝炎ウイルスの高感度免疫学的分析方法及び免疫学的分析用試薬に関す
る。本発明によれば、サポニンの存在下で、抗原抗体反応を行うことにより、被検試料（
以下、検体と称することもある）中のＢ型肝炎ウイルス（以下、「ＨＢＶ」と称する）抗
原を高感度で検出又は定量することが可能である。
【背景技術】
【０００２】
　輸血に用いる血液は、しばしば輸血後感染症の原因となることがある。ＨＢＶは、輸血
後肝炎の原因ウイルスであり、手術時などの輸血によって感染する。そのため、輸血用血
液のスクリーニングによって、血液のウイルス等への感染の有無を診断することは極めて
重要である。
　このような感染の診断法としては、被検試料中に存在するウイルスに対する抗体を検出
する抗体検査法、及びウイルス等の抗原を検出する抗原検査法のような免疫学的分析方法
、又はウイルス等の遺伝子を検出する遺伝子検出法がある。
【０００３】
　これらの診断法のうち、免疫学的分析方法は感度と特異性の高い方法であるが、遺伝子
検出法と比較すると感度が低く、感染症のスクリーニングやモニタリングの目的において
未だ十分とは言えない状況にある。例えば、献血血液のスクリーニングにおいて、ＨＢＶ
感染症を診断するために、ＨＢｓ抗原検査、ＨＢｓ抗体検査、及びＨＢｃ抗体検査に加え
、献血血液２０本をプールして１検体とし、核酸増幅検査（Ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｔｅｓｔ：以下、ＮＡＴと称する。）によるスクリーニン
グが行われており、ＨＢｓ抗原検査法により陰性と判定されたが、ＮＡＴによりＨＢＶ陽
性と判定される血液が見出されている。
【０００４】
　遺伝子検出法には、前記ＮＡＴやＤＮＡプローブ法があり、現在広く臨床現場で用いら
れている。ＰＣＲ法及びＴＭＡ法等のＮＡＴ検査法は、遺伝子断片を検出するための高感
度な検出方法である。しかしながら、例えば、検体中からＨＢＶゲノムＤＮＡを抽出する
場合は、用手法で処理時間が２時間も必要であり、また複数回の操作工程を含むため、非
常に煩雑である。更に、操作が複雑であるために、他の陽性検体などとのコンタミネーシ
ョンの機会が増え、疑陽性検体が生じる可能性を増加させている。また、安定した定量値
を得るためには操作をする人の熟練を要するという問題もある。近年、自動化機器の開発
により、コンタミネーションの防止対策やＤＮＡ抽出の処理時間の短縮がなされてきたが
、依然として高価な機器を必要とするため、検体を多量処理する施設以外には一般には普
及していない。更に、ＤＮＡプライマーが標的遺伝子と一致しなければならないため、プ
ライマーを数種類も使用する必要があり、検査あたりのコストが免疫学的分析方法と比較
して高くなるといった問題点がある。
【０００５】
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　このような問題点をもつ遺伝子検査法と比較して、免疫学的分析方法は、コンタミネー
ションの問題も少なく、安定した結果が得られること、自動化が進んでおり操作にそれほ
ど熟練を要しないこと、そしてコストが安価であるなどの長所がある。しかしながら、遺
伝子検出法と比較すると検出感度が低いという問題があり、反応の感度を上昇させるため
の様々な方法が検討されてきている。免疫学的分析方法の感度を上昇させるための方法と
しては、例えば、抗体検査法では抗体を検出するための抗原の改良が行われ、抗原検査法
においては抗原と結合する抗体の改良が行われてきた。また、検出工程においては、発色
基質及び発光基質を改良することによって、感度の上昇が試みられてきた。
【０００６】
　更に、抗原及び抗体を反応させる工程において、様々な化合物を添加することによって
、感度を上昇させる方法も考えられている。例えば、ポリビニルピロリドン（特許第３４
６８７６３号）、プルラン（特許第３３９６２３１号）等の親水性ポリマーを添加するこ
とによって、免疫反応の測定感度が上昇することが報告されている。これらの親水性ポリ
マーを抗原と抗体とが接触する工程に添加することによって、反応液中の抗原・抗体濃度
が濃縮されることが予測され、その結果、反応液中の抗原及び抗体の接触効率が高まり、
感度が向上することが考えられる。しかしながら、これらの方法は、非特異性シグナルも
同時に上昇させることが考えられ、充分な感度の上昇を得ることができない。
【０００７】
【特許文献１】特許第３４６８７６３号公報
【特許文献２】特許第３３９６２３１号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　従来のＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法は、遺伝子検出法と比較して感度が低く、免
疫学的分析法によって、Ｂ型肝炎が陰性と判定された血液に実際には少量のウイルスが混
入していることがあった。このような偽陰性の血液が輸血に用いられることにより、輸血
後感染を引き起こす可能性がある。本発明者らは、このような免疫学的分析方法の偽陰性
を減少させるために、Ｂ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法の高感度化について、鋭意研究
を重ねた結果、驚くべきことに、サポニン又は胆汁酸の存在下で、抗原と抗体とを接触さ
せる抗原抗体反応を行うことによって、免疫学的分析方法の感度が上昇することを見出し
た。
　本発明は、こうした知見に基づくものである。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　従って、本発明は、サポニン又は胆汁酸塩の存在下で、Ｂ型肝炎ウイルス抗原と抗Ｂ型
肝炎ウイルス抗体とを接触させる工程を含む、サンドイッチ法によるＢ型肝炎ウイルス免
疫学的分析方法に関する。
　本発明による免疫学的分析方法の好ましい態様においては、前記抗Ｂ型肝炎ウイルス抗
体が可溶性抗体である。
　本発明による免疫学的分析方法の別の好ましい態様においては、前記サポニンがトリテ
ルペノイドサポニンである。
　また、本発明は、サンドイッチ法によるＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析用試薬であって
、Ｂ型肝炎ウイルス抗原と抗Ｂ型肝炎ウイルス抗体とを接触させる試薬にサポニン又は胆
汁酸塩を含むことを特徴とする、Ｂ型肝炎ウイルス免疫学的分析用試薬にも関する。
　本発明による試薬の好ましい態様においては、前記抗Ｂ型肝炎ウイルス抗体が可溶性抗
体である。
　本発明による試薬の別の好ましい態様においては、前記サポニンがトリテルペノイドサ
ポニンである。
　更に、本発明は、Ｂ型肝炎ウイルス免疫学的分析用試薬を含むＢ型肝炎ウイルス免疫学
的分析キットにも関する。
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　なお、本明細書における「分析」には、分析対象化合物の存在の有無を判定する「検出
」と、分析対象化合物の存在量を決定する「定量」との両方が含まれる。また、本明細書
における「検査」も抗原や抗体の存在の有無を判定する「検出」と、抗原や抗体の存在量
を決定する「定量」との両方が含まれる。
　また、本発明による「Ｂ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法」は、「Ｂ型肝炎ウイルスの
診断方法」として用いることが可能である。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明によれば、サンドイッチ法によるＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法において、
ＨＢＶの抗原又は抗体を高感度に検出及び定量することが可能である。また、本発明によ
れば、抗原と抗体との非特異的な結合を増加させずに、Ｂ型肝炎ウイルス免疫学的分析方
法の感度を上昇させることが可能である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１１】
　サポニンは、広く植物体に含まれている配糖体の一群であり、トリテルペン骨格又はス
テロイド骨格にオリゴ糖が結合した構造を有しており、例えば、ジギタリス、ダイズ、ム
クロジ、トチノキ、サボンソウ、ブドウ、オリーブ、オタネニンジン、キキョウ、セネガ
、セイヨウキズタ、イトヒメハギ、ミシマサイコ、カンゾウ、ヒロハセネガ、トチバニン
ジン、ヒナタイノコズチ、アケビ、ミツバアケビ、エゴノキ、モダマ、ナツメ、茶種子、
キラヤ、などに含まれている。サポニンはサポゲニンの種類により、トリテルペノイドサ
ポニンとステロイドサポニンに大別される。サポゲニンは、サポニンのアグリコン（非糖
部分）であり、トリテルペンとステロイドがある。
【００１２】
　トリテルペノイドサポニンは、炭素数３０のテルペン炭化水素、アルコールなどのトリ
テルペン（トリテルペノイドと呼ばれることもある）をアグリコンとする配糖体である。
また、トリテルペノドサポニンは、トリテルペンサポニンとも呼ばれることがある。トリ
テルペンに結合している糖としては、グルコース、ラムノース、アラビノース、ガラクト
ース、キシロース、ペントース、及びヘキソースなどを挙げることができる。本発明の方
法に使用することのできるトリテルペノイドサポニンとしては、トリテルペンの配糖体で
あれば、特に限定されないが、具体的には、セイヨウキズタ由来サポニン、ダイズ由来サ
ポニン、イトヒメハギ由来サポニン、ミシマサイコ由来サポニン、キキョウ由来サポニン
、カンゾウ由来サポニン、ヒロハセネガ由来サポニン、オタネニンジン由来サポニン、ト
チバニンジン由来サポニン、ヒナタイノコズチ由来サポニン、アケビ由来サポニン、ミツ
バアケビ由来サポニン、エゴノキ由来サポニン、モダマ由来サポニン、ナツメ由来サポニ
ン、茶種子由来サポニン、キラヤ由来サポニン等を挙げることができる。特には、キラヤ
由来サポニン、茶種子由来サポニンが好ましい。
【００１３】
　ステロイドサポニンは、ステロイドをアグリコンとする配糖体であり、特にユリ科、ヒ
ガンバナ科、ヤマノイモ科などの植物に多く分布している。ステロイドに結合している糖
としては、グルコース、ラムノース、アラビノース、ガラクトース、キシロース、ペント
ース、及びヘキソースなどを挙げることができる。本発明の方法に使用することのできる
ステロイドサポニンとしては、ステロイドの配糖体であれば、特に限定されないが、具体
的には、アモロニン、ジギトニン、ジオスシン、ギトニン、カンモニン、ノロニン、サル
ササポニン、スミロニン、チゴニン、トリラリン、トリリン、ユコニン、を挙げることが
できる。また、ステロイドサポニンには、窒素原子を含むステロイドであるステロイドア
ルカロイドをアグリコンとする配糖体も含まれる。
【００１４】
　本発明のＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法に使用することのできるサポニンの、抗原
と抗体を接触させる反応液中の濃度は、特に限定されないが、好ましくは、下限は０．０
０１％（質量／容量パーセント）以上であり、上限は反応液に溶解することのできる濃度
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である。また、好ましくは０．０１～１０％（質量／容量パーセント）であり、より好ま
しくは、０．０２～５％（質量／容量パーセント）であり、最も好ましくは、０．０３～
３．２％質量／容量パーセント）である。広い濃度範囲で抗原と抗体の反応を増強させる
ことができる。
【００１５】
　本発明のＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法において、胆汁酸の存在下で、抗原及び抗
体を接触させる工程を行うことによっても、Ｂ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法の感度を
上昇させることが可能である。胆汁酸は、哺乳動物、両生類、は虫類、鳥類又は魚類など
の肝臓で産生され、ナトリウム塩の形で、胆汁の主な成分として胆嚢に蓄えられており、
その界面活性作用により脂肪をミセル化することによって、腸管からの脂肪の吸収を助け
ている。胆汁酸は、ステロイド骨格に水酸基が結合した構造を有しており、疎水性のステ
ロイド骨格と水酸基などの親水基を同一分子内に有しているため、界面活性作用を示す。
本発明のＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法に使用することのできる胆汁酸としては、具
体的には、コール酸、デオキシコール酸、ウルソデオキシコール酸、ケノデオキシコール
酸、リトコール酸、タウロコール酸、タウロデオキシコール酸、アポコール酸、グリココ
ール酸、グリコデオキシコール酸、タウロケノデオキシコール酸、タウロデヒドロコール
酸、タウロリソコール酸、タウロウルソデオキシコール酸等を挙げることができ、これら
の塩としては、ナトリウム塩を挙げることができる。特に好ましくは、コール酸、及びデ
オキシコール酸、並びにその塩を挙げることができる。
【００１６】
　本発明のＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法に使用することのできる胆汁酸の抗原と抗
体を接触させる反応溶液中の濃度は、特に限定されないが、好ましくは、下限は０．００
１％（質量／容量パーセント）以上であり、上限は溶液に溶解することのできる濃度であ
る。また、好ましくは０．０１～１０％（質量／容量パーセント）であり、より好ましく
は、０．０２～５％（質量／容量パーセント）であり、最も好ましくは、０．０３～３．
２％質量／容量パーセント）である。広い濃度範囲で抗原と抗体の反応を増強させること
ができる。
【００１９】
　本発明のＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法において、Ｂ型肝炎ウイルス抗原と抗Ｂ型
肝炎ウイルス抗体とを接触させる工程を、サポニン、コール酸、及び陰イオン性界面活性
剤のうちの２種以上の混合物の存在下で行うことによって、Ｂ型肝炎ウイルスの抗原を、
更に、高感度に測定することが可能になる。特には、サポニン及び陰イオン性界面活性剤
の混合物が好ましい。サポニンの添加によって得られる効果及び陰イオン性界面活性剤の
添加によって得られる効果の相加的な効果が得られ、場合によっては、相乗的な効果が得
られることも考えられる。
【００２０】
　混合物に用いるサポニンは、単独で使用することのできるサポニンのすべてを使用する
ことが可能である。また、サポニンの濃度は、単独で使用する濃度と同じ濃度で使用する
ことができる。混合物に用いる陰イオン性界面活性剤は、例えば、アルキルベンゼン系の
アルキルアリールスルホン酸塩、高級アルコール系のアルキル硫酸エステル塩、アルキル
エーテル硫酸エステル塩、及びモノアルキルリン酸エステル塩、アルファオレフィン系の
アルファオレフィンスルホン酸塩、ノルマルパラフィン系のアルカンスルホン酸塩などを
挙げることができる。好ましくは、ラウリル硫酸ナトリウム（ＮＬＳ）、ドデシル硫酸ナ
トリウム（ＳＤＳ）、１－オクタンスルホン酸ナトリウム、１－デカンスルホン酸ナトリ
ウム、１－ウンデカンスルホン酸ナトリウム、１－ドデカンスルホン酸ナトリウムなどを
挙げることができる。混合物に用いる陰イオン性界面活性剤の抗原と抗体を接触させる反
応液中の濃度は、特に限定されないが、下限は０．００１％（質量／容量パーセント）以
上であり、上限は溶液に溶解することのできる濃度であり、好ましくは０．０１～１０％
（質量／容量パーセント）であり、より好ましくは、０．０２～５％（質量／容量パーセ
ント）であり、最も好ましくは、０．０５～０．８％（質量／容量パーセント）である。
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【００２１】
　本発明のサンドイッチ法によるＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法は、サポニン又は胆
汁酸の存在下でＢ型肝炎ウイルス抗原と抗Ｂ型肝炎ウイルス抗体とを接触させる工程を含
む。抗体と抗原とが結合する液相にサポニン又は胆汁酸が存在することによって、抗原と
抗体の結合が増強される。本発明のＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析法において、抗原は、
担体に固相化されている抗原でも、可溶性の抗原でもよい。また、抗体も、担体に固相化
されている抗体でも、可溶性の抗体でもよいが、好ましくは、可溶性の抗体である。本願
明細書において、「可溶性抗体」とは、担体に固相化されていない抗体を意味する。
【００２２】
　本発明のサンドイッチ法によるＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法には、検体中の測定
対象の観点から、抗原に対する特異的な抗体を用いて抗原を測定する抗原検査法、及び抗
原に対する特異的な抗体を測定する抗体検査法に分類することが可能である。また、サン
ドイッチ法のステップの観点から、１ステップ法と２ステップ法に分類することが可能で
ある。更に、２ステップ法はフォワードサンドイッチ法とリバースサンドイッチ法に分類
することが可能である。
【００２３】
　抗原測定法の手順は、被検試料中の抗原を検出又は測定する方法であれば、特に限定さ
れないが、例えば、以下のように行うことができる。
　まず、マイクロプレートやビーズなどの担体に、測定対象の抗原と結合する捕捉抗体を
固相化する。その後、捕捉抗体や担体への非特異的な吸着を防ぐために、牛血清アルブミ
ンなどでブロッキングを行う。捕捉抗体が固相化されたプレートやビーズに、測定する抗
原が含まれる被検試料を一次反応液と一緒に加え、捕捉抗体と目的の抗原を接触させ、結
合させる（抗原検査一次反応工程）。この後、捕捉抗体に結合しなかった抗原や夾雑物を
洗浄液で洗浄する。次に捕捉された抗原を認識する抗体と西洋わさびペルオキシダーゼ（
ＨＲＰ）などの酵素が結合した標識抗体を添加し、捕捉された抗原に標識抗体を結合させ
る（抗原検査二次反応工程）。この反応により、捕捉抗体－抗原－標識抗体の免疫複合体
がマイクロプレート等の担体上に形成される。結合しなかった標識抗体を洗浄液で洗浄し
、標識抗体の酵素に対する発色基質や発光基質を添加し、酵素と基質を反応させることに
よりシグナルを検出することが可能になる。
【００２４】
　前記サポニン又は胆汁酸の存在下で、固相化された捕捉抗体と被検試料中の抗原が接触
する工程（抗原検査一次反応工程）を行うことにより、抗原抗体反応の反応性を増強する
ことができる。また、前記サポニン又は胆汁酸の存在下で、捕捉抗体によって捕捉された
抗原と標識抗体とが接触する工程（抗原検査二次反応工程）を行うことにより、抗原抗体
反応の反応性を増強することができる。但し、抗体が可溶性である場合の方が、サポニン
などによる増強効果が強いため、抗原検査一次反応工程よりも、抗原検査二次反応工程に
おいて、前記サポニン又は胆汁酸を存在させることが好ましい。前記抗原検査一次反応工
程及び抗原検査二次反応工程は、通常抗原抗体反応に用いられる反応液中で行うことが可
能である。反応液に用いる緩衝液は、抗原抗体反応に必要な構成成分を安定に保つことが
でき、且つ抗原抗体反応を阻害しないものであれば特に限定されないが、具体的には、リ
ン酸緩衝液、トリス緩衝液、グリシン緩衝液又はヘペス緩衝液など、従来公知の緩衝液か
ら適宜選択することができる。また反応液には、その他の成分、例えば、抗原や抗体を安
定化させるための、ウシ血清アルブミンなどのキャリアータンパク質、アジ化ナトリウム
などの防腐剤、また非特異反応を抑えるための界面活性剤などを含有させることも可能で
ある。
【００２５】
　抗体検査法の手順は、被検試料中の抗体を検出又は測定する方法であれば、特に限定さ
れないが、例えば以下のように行うことができる。
　まず、マイクロプレートやビーズなどの担体に、測定対象の抗体と結合する捕捉抗原を
固相化する。その後、捕捉抗原や担体への非特異的な吸着を防ぐために、牛血清アルブミ
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ンなどでブロッキングを行う。捕捉抗原が固相化されたプレートやビーズに、測定する抗
体が含まれる被検試料を一次反応液と一緒に加え、捕捉抗原と目的の抗体を接触させ、結
合させる（抗体検査一次反応工程）。この後、捕捉抗原に結合しなかった抗体や夾雑物を
洗浄液で洗浄する。次に捕捉された抗体を認識する抗体と西洋わさびペルオキシダーゼ（
ＨＲＰ）などの酵素が結合した標識抗体を添加し、捕捉された抗体に標識抗体を結合させ
る（抗体検査二次反応工程）。この反応により、捕捉抗原－抗体－標識抗体の免疫複合体
がマイクロプレート等の担体上に形成される。結合しなかった標識抗体を洗浄液で洗浄し
、標識抗体の酵素に対する発色基質や発光基質を添加し、酵素と基質を反応させることに
よりシグナルを検出することが可能になる。
【００２６】
　前記サポニン又は胆汁酸の存在下で、固相化された捕捉抗原と被検試料中の抗体が接触
する工程（抗体検査一次反応工程）を行うことにより、抗原抗体反応の反応性を増強する
ことができる。抗体測定法においては、抗体検査一次反応工程において、検体中の抗Ｂ型
肝炎ウイルス抗体は可溶性であり、反応液中に前記サポニン又は胆汁酸を存在させること
によって、抗原抗体反応の反応性を増強させることが可能である。また、抗体検査法にお
いても、抗原検査法で使用した緩衝液、キャリアータンパク質、界面活性剤などを使用す
ることが可能である。
【００２７】
　抗原検査法及び抗体検査法は、２ステップ法であるフォワードサンドイッチ法、リバー
スサンドイッチ法、及び１ステップ法で行うことが可能である。前記で例示した抗原検査
法及び抗体検査法は、フォワードサンドイッチ法による検査方法である。以下に、抗原検
査法を例として、フォワードサンドイッチ法、リバースサンドイッチ法、及び１ステップ
法を説明するが、抗体検査法もフォワードサンドイッチ法、リバースサンドイッチ法、及
び１ステップ法で行うことが可能である。
【００２８】
　フォワードサンドイッチ法は、抗原検査法として説明した手順と同様であるが、簡単に
説明すると、マイクロプレートやビーズなどの担体に捕捉抗体を固相化する。その後、牛
血清アルブミンなどでブロッキングを行う。捕捉抗体が固相化されたプレートやビーズに
、測定する被検試料を一次反応液と一緒に加え、捕捉抗体と目的の抗原を接触させ、結合
させる（フォワード一次反応工程）。この後、プレートやビーズを洗浄液で洗浄する。次
に標識抗体を添加し、捕捉された抗原に標識抗体を結合させる（フォワード二次反応工程
）。この反応により、捕捉抗体－抗原－標識抗体の免疫複合体がマイクロプレート等の担
体上に形成される。洗浄液で洗浄後に、標識抗体の酵素に対する発色基質や発光基質を添
加し、酵素と基質を反応させることによりシグナルを検出する。
【００２９】
　リバースサンドイッチ法では、まず、マイクロプレートやビーズなどの担体に、検査対
象の抗原と結合する捕捉抗体を固相化する。その後、捕捉抗体や担体への非特異的な吸着
を防ぐために、牛血清アルブミンなどでブロッキングを行い、固相化担体を準備する。次
に、検査対象の抗原が含まれる被検試料を、反応液中で標識抗体と接触させ結合させる（
リバース一次反応工程）。この被検試料中の抗原と標識抗体の免疫複合体が含まれる反応
液を、捕捉抗体が固相化された担体と接触させる（リバース二次反応工程）。この反応に
より、捕捉抗体－抗原－標識抗体の免疫複合体がマイクロプレート等の担体上に形成され
る。結合しなかった抗体、抗原、標識抗体などを洗浄液で洗浄する。次に、標識抗体の酵
素に対する発色基質や発光基質を添加し、酵素と抗体を反応させることによりシグナルを
検出することが可能になる。このリバースサンドイッチ法は、フォワードサンドイッチ法
におけるフォワード一次反応工程の前に、フォワード二次反応工程を行うので、洗浄工程
が一回で済む。
【００３０】
　リバースサンドイッチ法では、サポニン又は胆汁酸の存在下で、測定する抗原が含まれ
る被検試料と反応液中で標識抗体と接触させ結合させる工程（リバース一次反応工程）を



(8) JP 5332011 B2 2013.11.6

10

20

30

40

50

行うことにより、抗原抗体反応の反応性を増強することができる。また、前記サポニン又
は胆汁酸の存在下で、被検試料中の抗原と標識抗体の免疫複合体が含まれる反応液を、捕
捉抗体が固相化された担体と接触させる工程（リバース二次反応工程）を行うことにより
、抗原抗体反応の反応性を増強することができる。但し、抗体が可溶性であるリバース一
次反応工程において、前記サポニン又は胆汁酸を存在させることが好ましい。
【００３１】
　１ステップ法では、まず、マイクロプレートやビーズなどの担体に、測定する抗原と結
合する捕捉抗体を固相化する。その後、捕捉抗体や担体への非特異的な吸着を防ぐために
、牛血清アルブミンなどでブロッキングを行い、固相化担体を準備する。次に、固相化担
体に反応液を添加し、抗原を含む被検試料及び標識抗体を同時に、又は抗原を含む被検試
料を加えた後、すぐに、標識抗体を加える。固相化された捕捉抗体、抗原及び標識抗体の
接触を同時に行い、反応させる（１ステップ反応工程）。この反応により、捕捉抗体－抗
原－標識抗体の免疫複合体がマイクロプレート等の担体上に形成される。次に、結合しな
かった抗体、抗原、標識抗体などを洗浄液で洗浄する。最後に標識抗体の酵素に対する発
色基質や発光基質を添加し、酵素と基質を反応させることによりシグナルを検出すること
が可能になる。１ステップ法においても、洗浄工程は一回のみである。
【００３２】
　１ステップ法では、サポニン又は胆汁酸の存在下で、捕捉抗体が固相化された担体、抗
原を含む被検試料、及び標識抗体が反応する工程（１ステップ反応工程）を行うことによ
り、抗原抗体反応の反応性を増強することができる。この場合、固相化された捕捉抗体及
び被検試料中の抗原の抗原抗体反応、並びに被検試料中の抗原及び標識抗体の抗原抗体反
応のいずれの反応性に対しても、サポニン又は胆汁酸の添加は増強効果を示すが、被検試
料中の抗原と抗体が可溶性である標識抗体との抗原抗体反応の反応性に対して、より強い
増強効果を示すと考えられる。
【００３３】
　本発明のサンドイッチ法によるＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法で使用することので
きるＢ型肝炎ウイルス抗原は、抗Ｂ型肝炎ウイルス抗体の抗原結合部位が結合するエピト
ープ又は抗原決定基を有する抗原であれば特に限定されない。例えば、抗体検出法で、被
検試料中の抗Ｂ型肝炎ウイルス抗体を測定するために用いる抗原は、Ｂ型肝炎ウイルスの
ネイティブな抗原を用いることもできるし、大腸菌などを用いて産生した組換えＨＢＶ抗
原を用いることも可能である。また、抗原検査法で検出されるＢ型肝炎ウイルス抗原とし
ては、ＨＢｓ抗原、ＨＢｃ抗原、ＨＢｅ抗原及びＨＢｃ関連抗原などを挙げることができ
、特には、ＨＢｓ抗原が好ましい。ＨＢｓ抗原には、３８９～４００のアミノ酸残基から
なるＬａｒｇｅＳ蛋白、２８１のアミノ酸残基からなるＭｉｄｄｌｅＳ蛋白、及び２２６
のアミノ酸残基からなるＳｍａｌｌＳ蛋白が含まれる。これらのＨＢｓ抗原の抗原決定基
又はエピトープには、ｐｒｅ－Ｓ１領域、ｐｒｅ－Ｓ２領域、共通抗原決定基ａなどが含
まれる。しかしながら、本発明において利用される抗原決定基又はエピトープは、これら
に限定されず、すべてのＨＢｓ抗原の抗原決定基又はエピトープを利用することができる
。
【００３４】
　また、本願発明のサンドイッチ法によるＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法で使用され
る抗Ｂ型肝炎ウイルス抗体は、特には限定されない。例えば、ＨＢｓ抗原、ＨＢｃ抗原、
ＨＢｅ抗原及びＨＢｃ関連抗原を認識する抗体を挙げることができる。ＨＢｓ抗原に結合
する抗体としては、具体的には、２２６のアミノ酸残基からなるＳｍａｌｌＳ蛋白の５１
～６０番のアミノ酸残基からなるペプチドに結合する抗体、例えば、６Ｇ６抗体、１５１
～１７０番のアミノ酸残基からなるペプチドに結合する抗体、例えば、ＨＢｓ１２１抗体
、３１～５０番のアミノ酸残基からなるペプチドに結合する抗体、例えば、ＨＢｓ１２３
抗体、１１１～１３０番のアミノ酸残基からなるペプチドに結合する抗体、例えば、ＨＢ
ｓ１３６抗体、１１１～１３０番のアミノ酸残基からなるペプチドに結合する抗体、例え
ば、ＨＢｓ１２８抗体、１～２２６番のアミノ酸残基からなるＨＢｓの全長ペプチドに結
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合し、ＨＢｓ抗原のアミノ酸配列由来の１０アミノ酸残基ずつオーバーラップする２０ア
ミノ酸残基からなるペプチドとは結合しない、共通抗原決定基ａなどの構造エピトープを
認識する抗体、例えば、ＨＢｓ６０５Ｃ３抗体及びＳＦ１２４ＣＳ抗体を挙げることがで
きる。
　また抗体の種類は、特に限定されないが、例えば、ヒトやマウスの哺乳動物の血液中の
ポリクローナル抗体でもよく、ミエローマ細胞との細胞融合によって得られるハイブリド
ーマ細胞から分泌されるモノクローナル抗体でもよい。抗体はペプシンやパパインといっ
たプロテアーゼを用いて、Ｆ（ａｂ’）２やＦａｂなどの抗体フラグメントを得ることが
できる。一般的に抗体の重鎖（Ｈ鎖）は、Ｓ－Ｓ結合により重鎖同士が結合しており、そ
の結合は還元剤にて切断される。本発明における抗体には、これらの抗体フラグメント、
例えば、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂｃ’）、Ｆａｂｃ’等を使用する
ことが可能である。
【００３５】
　本発明のＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法で抗原と結合する抗体の状態は、不溶性担
体などに固相化された状態でもよく、可溶性の状態でもよいが、特には、反応液中で可溶
性であることが好ましい。本明細書において「可溶性抗体」とは、抗原抗体反応のときに
不溶性担体などに固相化されていない抗体を意味する。また、本明細書において、「不溶
性担体」とは、プレートやビーズなどの抗体や抗原を固相化する材料を意味しており、標
識抗体を作製する場合に、デキストランなどの高分子化合物に、抗体及び標識酵素などを
結合させることがあるが、このような高分子化合物は、不溶性担体に含まれない。
【００３６】
　本発明のＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法に用いる抗体を標識する酵素としては、西
洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）以外にも、アルカリホスファターゼ、β－ガラクト
シダーゼ、及びルシフェラーゼなどを挙げることができる。また酵素以外にも、標識物質
として、アクリジニウム誘導体などの発光物質、ユーロピウムなどの蛍光物質、Ｉ１２５

などの放射性物質などを使用することができる。また、標識物質に会わせて基質や発光誘
導物質を適宜選択することができる。
　更に、本発明における標識抗体は、検出マーカーとしてハプテンや低分子量のペプチド
、レクチンなどの抗原抗体反応のシグナルの検出に利用できる物質を結合させたものも含
む。ハプテンにはビオチン、ジニトロフェニル（ＤＮＰ）、ＦＩＴＣなどが含まれる。例
えばビオチンを抗体に結合させ、プローブ複合体を作成した場合、ビオチンに親和性のあ
るアビジンにＨＲＰなどの酵素、フルオレッセインなどの蛍光物質、又はアクリジニウム
誘導体などの発光物質を標識し、プローブ複合体と反応させ発色、蛍光、発光などにより
シグナルを検出することができる。
【００３７】
　また、抗体の標識方法も特に限定されず、抗体を酵素などの標識物で、直接標識しても
よいが、デキストランなどの高分子化合物に抗体と酵素などの標識物を結合させてもよい
し、標識抗体をデキストランなどの高分子化合物に結合させてもよい。このような高分子
化合物に抗体が結合している場合でも、標識抗体が反応液中で可溶性である限り、本明細
書中の「可溶性抗体」に含まれる。
【００３８】
　本発明のＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法で分析される被検試料は、免疫学的分析方
法で測定されるＢ型肝炎ウイルス抗原又は抗Ｂ型肝炎ウイルス抗体を含む可能性のある被
検試料である限り、特に限定されるものではなく、臨床診断に一般的に用いられる生体由
来液、例えば、血液、血清、血漿、又は尿などを挙げることができる。更に、生体由来液
以外にも、Ｂ型肝炎ウイルス抗原又は抗Ｂ型肝炎ウイルス抗体の含まれる細胞の培養上清
なども被検試料に含まれる。
【００３９】
　本発明のサンドイッチ法によるＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析用試薬には、前記サポニ
ン又は胆汁酸を含むことができる。また、免疫学的分析試薬はサポニン、コール酸、及び
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陰イオン性界面活性剤のうちの２種以上の混合物を含むことができる。特には、サポニン
及び陰イオン性界面活性剤の混合物を含むこと好ましい。
【００４０】
　Ｂ型肝炎ウイルス免疫学的分析用試薬は、抗原と抗体を接触させる抗原抗体反応時に用
いる試薬であれば特に限定されない。例えば、前記の抗原検査法に用いる試薬でもよく、
抗体検査法に用いる試薬でもよい。また、前記フォワードサンドイッチ法、リバースサン
ドイッチ法、及び１ステップ法に用いる試薬でもよい。Ｂ型肝炎ウイルス免疫学的分析用
試薬に用いる緩衝液は、リン酸緩衝液、トリス緩衝液、グリシン緩衝液又はヘペス緩衝液
など、従来公知の緩衝液から適宜選択することができる。またＢ型肝炎ウイルス免疫学的
分析用試薬には、その他の成分、例えば、抗原や抗体を安定化させるための、ウシ血清ア
ルブミンなどのキャリアータンパク質、アジ化ナトリウムなどの防腐剤、また非特異反応
を抑えるための界面活性剤などを含有させることもできる。更に、抗原抗体反応時に接触
させるＢ型肝炎ウイルス抗原又は抗Ｂ型肝炎ウイルス抗体のいずれかを試薬中に含むこと
もできる。
【００４１】
　Ｂ型肝炎ウイルス抗原及び抗Ｂ型肝炎ウイルス抗体を接触させる反応時における、Ｂ型
肝炎ウイルス免疫学的分析用試薬のサポニン又は胆汁酸の濃度は、特に限定されないが、
好ましくは、下限は０．００１％（質量／容量パーセント）以上であり、上限は溶液に溶
解することのできる濃度である。また、好ましくは０．０１～１０％（質量／容量パーセ
ント）であり、より好ましくは、０．０２～５％（質量／容量パーセント）であり、最も
好ましくは、０．０３～３．２％質量／容量パーセント）である。また、サポニン、胆汁
酸及び陰イオン性活性剤から選択される２種以上の混合物の場合の、それぞれの物質の濃
度は、それぞれの物質を単独で添加する濃度で使用することが可能である。混合物の場合
のＢ型肝炎ウイルス抗原及び抗Ｂ型肝炎ウイルス抗体を接触させる反応時における、Ｂ型
肝炎ウイルス免疫学的分析用試薬の陰イオン性界面活性剤の濃度も、特に限定されないが
、好ましくは、下限は０．００１％（質量／容量パーセント）以上であり、上限は溶液に
溶解することのできる濃度である。また、好ましくは０．０１～１０％（質量／容量パー
セント）であり、より好ましくは、０．０２～５％（質量／容量パーセント）であり、最
も好ましくは、０．０５～０．８％（質量／容量パーセント）である。Ｂ型肝炎ウイルス
免疫学的分析用試薬中のサポニン又は胆汁酸の濃度は、被検試料との適当な混合比を選択
することによって、反応時に前記濃度になるように調整することが可能である。また、被
検試料との混合比を指示する使用説明書等を添付することによって、前記濃度で使用する
ことが可能である。
【００４２】
　本発明の免疫学的分析キットは、サポニン又は胆汁酸塩を含むＢ型肝炎ウイルス免疫学
的分析用試薬を含むことができる。Ｂ型肝炎ウイルス免疫学的分析用試薬は溶液の状態で
提供されてよいが、凍結乾燥させた粉末状態で提供されてもよい。本発明の免疫学的分析
のキットは、Ｂ型肝炎ウイルス抗原、抗Ｂ型肝炎ウイルス抗体、抗原又は抗体の固相化さ
れたプレート又はビーズなどの担体、使用説明書などを含むことができる。
【実施例】
【００４３】
　以下に実施例及び比較例を示し本発明の具体的な説明を行うが、これらは本発明の範囲
を限定するものではない。
　以下の、実施例で使用しているモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞株Ｈ
Ｂｓ１２１〔国際受託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－１０６９７〕、ＨＢｓ１２３〔国際受託番号
ＦＥＲＭ　ＢＰ－１０６９８〕、ＨＢｓ１３６〔国際受託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－１０６９
９〕、ＨＢｓ６０５Ｃ３〔国際受託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－１０７０１〕、ＳＦ１２４ＣＳ
〔国際受託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－１０７０３〕は、平成１８年１０月１２日付けで、また
、ハイブリドーマ細胞株６Ｇ６〔国際受託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－１０１１７〕は、平成１
６年９月９日付けで、独立行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター（あて名：
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〒３０５－８５６６　日本国茨城県つくば市東１丁目１番地１　中央第６）に国際寄託さ
れた。
【００４４】
《実施例１》
　本実施例１では、サポニンの存在下で、抗原検査法の抗原検査二次反応工程を行い、Ｈ
ＢＶ抗原を測定した。
　抗ＨＢｓＡｇモノクローナル抗体（６Ｇ６抗体、ＨＢｓ１２１抗体、ＨＢｓ１２３抗体
、及びＨＢｓ１３６抗体の等量混合物）を６μｇ／ｍＬの濃度で９６穴マイクロプレート
（ＦｌｕｏｒｏＮｕｎｋ　Ｍｏｄｕｌｅ，Ｍａｘｉｓｏｐｅ　ｓｕｒｆａｃｅ）の各ウェ
ルに１００μＬ加え、４℃で一晩インキュベートした。１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３
で２回洗浄後、０．５％カゼインナトリウムを含む１０ｍＭリン酸緩衝液を各ウェルに３
５０μＬ加え３７℃で４時間ブロッキングを行った。ブロッキング液除去後、反応緩衝液
（１％ＢＳＡ／２％Ｍｏｕｓｅ　ｓｅｒｕｍを含む０．３Ｍ　ＢＥＳ、ｐＨ７．２）２５
μＬと健常人血清又はＨＢＶ陽性検体７５μＬを各ウェルに加え、攪拌しながら室温で１
時間反応させた。反応後、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０、０．１％ドデシル硫酸ナトリウム
（ＳＤＳ）を含む１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３（洗浄液）で８回洗浄した。次に、ア
ルカリホスファターゼ標識した抗ＨＢｓＡｇモノクローナル抗体（ＳＦ１２４ＣＳ抗体）
を０．５％ＢＳＡ及び２％マウス血清を含む１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３で希釈し、
その反応溶液中にサポニン（キラヤ由来；ＳＩＧＭＡ）を反応時の濃度が０～３．２％と
なるように加えた。この抗体希釈液を、各ウェルに１００μＬ添加し、攪拌しながら室温
で１時間反応させた。洗浄液で８回洗浄し、基質溶液（ＴＲＯＰＩＸ，ＣＤＰ－ｓｔａｒ
　ｗｉｔｈ　Ｅｍｅｒａｌｄ　ＩＩ）を各ウェルに１００μＬ加え、室温で１５分間イン
キュベートした。ルミノメーター（ＤＩＡ－ＩＡＴＲＯＮ，Ｌｕｍｉｎｏｕｓ　ＣＴ－９
０００Ｄ）で発光強度を測定した。その結果を表１に示す。表中において、「ＲＬＵ」は
Ｒｅｌａｔｉｖｅ　Ｌｉｇｈｔ　Ｕｎｉｔを表し、「Ｓ／Ｎ比」は、ＨＢＶ陽性検体のＲ
ＬＵを健常人のＲＬＵで除して計算した。
【００４５】
　健常人血清は、サポニンの添加によって影響を受けなかった。一方、ＨＢＶ陽性検体は
、サポニン含有反応液を用いた場合に、サポニンを含まない反応液の２．２－３．０倍反
応性が向上した。
【００４６】
【表１】

【００４７】
《実施例２》
　本実施例２では、胆汁酸の存在下で、抗原検査法の抗原検査二次反応工程を行い、ＨＢ
Ｖ抗原を測定した。
　抗ＨＢｓＡｇモノクローナル抗体（６Ｇ６抗体、ＨＢｓ１２１抗体、ＨＢｓ１２３抗体
、及びＨＢｓ１３６抗体の等量混合物）を、６μｇ／ｍＬの濃度で９６穴マイクロプレー
ト（ＦｌｕｏｒｏＮｕｎｋ　Ｍｏｄｕｌｅ，Ｍａｘｉｓｏｐｅ　ｓｕｒｆａｃｅ）の各ウ
ェルに１００μＬ加え、４℃で一晩インキュベートした。１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．
３で２回洗浄後、０．５％カゼインナトリウムを含む１０ｍＭリン酸緩衝液を各ウェルに
３５０μＬ加え３７℃で４時間ブロッキングを行った。ブロッキング液除去後、反応緩衝
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液（１％ＢＳＡ／２％Ｍｏｕｓｅ　ｓｅｒｕｍを含む０．３Ｍ　ＢＥＳ、ｐＨ７．２）２
５μＬと健常人血清又はＨＢＶ陽性検体７５μＬを各ウェルに加え、攪拌しながら室温で
１時間反応させた。反応後、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０、０．１％ドデシル硫酸ナトリウ
ム（ＳＤＳ）を含む１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３（洗浄液）で８回洗浄した。次に、
アルカリホスファターゼ標識した抗ＨＢｓＡｇモノクローナル抗体（ＳＦ１２４ＣＳ抗体
）を０．５％ＢＳＡ及び２％マウス血清を含む１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３で希釈し
、その反応溶液中にコール酸ナトリウム（ＷＡＫＯ）又はデオキシコール酸ナトリウム（
ＷＡＫＯ）を反応時の濃度が０－０．４０％となるように加えた。この抗体希釈液を、各
ウェルに１００μＬ添加し、攪拌しながら室温で１時間反応させた。洗浄液で８回洗浄し
、基質溶液（ＴＲＯＰＩＸ，ＣＤＰ－ｓｔａｒ　ｗｉｔｈ　Ｅｍｅｒａｌｄ　ＩＩ）を各
ウェルに１００μＬ加え室温で１５分間インキュベートした。ルミノメーター（ＤＩＡ－
ＩＡＴＲＯＮ，Ｌｕｍｉｎｏｕｓ　ＣＴ－９０００Ｄ）で発光強度を測定した。結果を表
２に示す。「ＲＬＵ」及び「Ｓ／Ｎ比」は、実施例１と同じように計算した。
【００４８】
　健常人血清は、コール酸ナトリウム、又はデオキシコール酸ナトリウムの添加によって
影響を受けなかった。一方、コール酸ナトリウム、又はデオキシコール酸ナトリウム含有
反応液を用いた場合に、ＨＢＶ陽性検体の反応性が向上した。
【００４９】
【表２】

【００５０】
《参考例１》
　本参考例１では、陰イオン性界面活性剤の存在下で、抗原検査法の抗原検査二次反応工
程を行い、ＨＢＶ抗原を測定した。
　抗ＨＢｓＡｇモノクローナル抗体（６Ｇ６抗体、ＨＢｓ１２１抗体、ＨＢｓ１２３抗体
、及びＨＢｓ１３６抗体の等量混合物）を、６μｇ／ｍＬの濃度で９６穴マイクロプレー
ト（ＦｌｕｏｒｏＮｕｎｋ　Ｍｏｄｕｌｅ，Ｍａｘｉｓｏｐｅ　ｓｕｒｆａｃｅ）の各ウ
ェルに１００μＬ加え、４℃で一晩インキュベートした。１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．
３で２回洗浄後、０．５％カゼインナトリウムを含む１０ｍＭリン酸緩衝液を各ウェルに
３５０μＬ加え３７℃で４時間ブロッキングを行った。ブロッキング液除去後、反応緩衝
液（１％ＢＳＡ／２％Ｍｏｕｓｅ　ｓｅｒｕｍを含む０．３Ｍ　ＢＥＳ、ｐＨ７．２）２
５μＬと健常人血清又はＨＢＶ陽性検体７５μＬを各ウェルに加え、攪拌しながら室温で
１時間反応させた。反応後、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０、０．１％ドデシル硫酸ナトリウ
ム（ＳＤＳ）を含む１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３（洗浄液）で８回洗浄した。次に、
アルカリホスファターゼ標識した抗ＨＢｓＡｇモノクローナル抗体（ＳＦ１２４ＣＳ抗体
）を０．５％ＢＳＡ及び２％マウス血清を含む１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３で希釈し
、その反応溶液中にＮＬＳ（ＷＡＫＯ）を反応時の濃度が０－０．８％となるように、又
はＳＤＳ（ＷＡＫＯ）を反応時の濃度が０－０．４％となるように加えた。この抗体希釈
液を、各ウェルに１００μＬ添加し、攪拌しながら室温で１時間反応させた。洗浄液で８
回洗浄し、基質溶液（ＴＲＯＰＩＸ，ＣＤＰ－ｓｔａｒ　ｗｉｔｈ　Ｅｍｅｒａｌｄ　Ｉ
Ｉ）を各ウェルに１００μＬ加え室温で１５分間インキュベートした。ルミノメーター（
ＤＩＡ－ＩＡＴＲＯＮ，Ｌｕｍｉｎｏｕｓ　ＣＴ－９０００Ｄ）で発光強度を測定した。
その結果を表３に示す。「ＲＬＵ」及び「Ｓ／Ｎ比」は、実施例１と同じように計算した
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【００５１】
　健常人血清は、陰イオン性界面活性剤であるＮＬＳ、ＳＤＳのいずれかの添加によって
影響を受けなかった。一方、ＮＬＳ又はＳＤＳ含有反応液を用いた場合に、ＨＢＶ陽性検
体の反応性が向上した。
【００５２】
【表３】

【００５３】
《参考例２》
　本参考例２では、陰イオン性界面活性剤の存在下で、抗原検査法の抗原検査二次反応工
程を行い、ＨＢＶ抗原を測定した。
　抗ＨＢｓＡｇモノクローナル抗体（６Ｇ６抗体、ＨＢｓ１２１抗体、ＨＢｓ１２３抗体
、及びＨＢｓ１３６抗体の等量混合物）を、６μｇ／ｍＬの濃度で９６穴マイクロプレー
ト（ＦｌｕｏｒｏＮｕｎｋ　Ｍｏｄｕｌｅ，Ｍａｘｉｓｏｐｅ　ｓｕｒｆａｃｅ）の各ウ
ェルに１００μＬ加え、４℃で一晩インキュベートした。１０ｍＭ　リン酸緩衝液ｐＨ７
．３で２回洗浄後、０．５％カゼインナトリウムを含む１０ｍＭリン酸緩衝液を各ウェル
に３５０μＬ加え、３７℃で４時間ブロッキングを行った。ブロッキング液除去後、反応
緩衝液（１％ＢＳＡ／２％Ｍｏｕｓｅ　ｓｅｒｕｍを含む０．３Ｍ　ＢＥＳ、ｐＨ７．２
）２５μＬと健常人血清又はＨＢＶ陽性検体７５μＬを各ウェルに加え、攪拌しながら室
温で１時間反応させた。反応後、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０、０．１％ドデシル硫酸ナト
リウム（ＳＤＳ）を含む１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３（洗浄液）で８回洗浄した。次
に、アルカリホスファターゼ標識した抗ＨＢｓＡｇモノクローナル抗体（ＳＦ１２４ＣＳ
抗体）を０．５％ＢＳＡ、２％マウス血清、及び０．２％のＳＤＳ、１－オクタンスルホ
ン酸ナトリウム、１－デカンスルホン酸ナトリウム、１－ウンデカンスルホン酸ナトリウ
ム、又は１－ドデカンスルホン酸ナトリウムを含む１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３、で
希釈し、各ウェルに１００μＬ加えて攪拌しながら室温で１時間反応させた。洗浄液で８
回洗浄し、基質溶液（ＴＲＯＰＩＸ，ＣＤＰ－ｓｔａｒ　ｗｉｔｈ　Ｅｍｅｒａｌｄ　Ｉ
Ｉ）を各ウェルに１００μＬ加え室温で１５分間インキュベートした。ルミノメーター（
ＤＩＡ－ＩＡＴＲＯＮ，Ｌｕｍｉｎｏｕｓ　ＣＴ－９０００Ｄ）で発光強度を測定した。
その結果を表４に示す。「ＲＬＵ」及び「Ｓ／Ｎ比」は、実施例１と同じように計算した
。
【００５４】
　健常人血清は、陰イオン性界面活性剤であるＳＤＳ、各種アルキルスルホン酸塩の添加
によって影響を受けなかった。一方、ＳＤＳ又は各種アルキルスルホン酸塩含有反応液を
用いた場合に、ＨＢＶ陽性検体の反応性が向上した。
【００５５】
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【表４】

【００５６】
《実施例５》
　本実施例５では、サポニン又はコール酸の存在下で、抗原検査法の抗原検査二次反応工
程を行い、ＨＢＶ抗原を測定した。
　抗ＨＢｓＡｇモノクローナル抗体（６Ｇ６抗体、ＨＢｓ１２１抗体、ＨＢｓ１２３抗体
、及びＨＢｓ１３６抗体の等量混合物）を６μｇ／ｍＬの濃度で９６穴マイクロプレート
（ＦｌｕｏｒｏＮｕｎｋ　Ｍｏｄｕｌｅ，Ｍａｘｉｓｏｐｅ　ｓｕｒｆａｃｅ）の各ウェ
ルに１００μＬ加え、４℃で一晩インキュベートした。１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３
で２回洗浄後、０．５％カゼインナトリウムを含む１０ｍＭリン酸緩衝液を各ウェルに３
５０μＬ加え、３７℃で４時間ブロッキングを行った。ブロッキング液除去後、反応緩衝
液（１％ＢＳＡ／２％Ｍｏｕｓｅ　ｓｅｒｕｍを含む０．３Ｍ　ＢＥＳ、ｐＨ７．２）２
５μＬと健常人血清又はＨＢＶ陽性検体７５μＬを各ウェルに加え、攪拌しながら室温で
１時間反応させた。反応後、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０、０．１％ドデシル硫酸ナトリウ
ム（ＳＤＳ）を含む１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３（洗浄液）で８回洗浄した。次に、
アルカリホスファターゼ標識した抗ＨＢｓＡｇモノクローナル抗体（ＳＦ１２４ＣＳ抗体
）を０．５％ＢＳＡ、２％マウス血清及び０．４％サポニン（キラヤ由来；ＳＩＧＭＡ及
び茶の実由来；ＷＡＫＯ）、０．４％コール酸、０．４％Ｔｗｅｅｎ２０、又は０．４％
ＣＨＡＰＳを含む１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３で希釈し、各ウェルに１００μＬ加え
て攪拌しながら室温で１時間反応させた。洗浄液で８回洗浄し、基質溶液（ＴＲＯＰＩＸ
，ＣＤＰ－ｓｔａｒ　ｗｉｔｈ　Ｅｍｅｒａｌｄ　ＩＩ）を各ウェルに１００μＬ加え室
温で１５分間インキュベートした。ルミノメーター（ＤＩＡ－ＩＡＴＲＯＮ，Ｌｕｍｉｎ
ｏｕｓ　ＣＴ－９０００Ｄ）で発光強度を測定した。その結果を表５に示す。「ＲＬＵ」
及び「Ｓ／Ｎ比」は、実施例１と同じように計算した。
【００５７】
　健常人血清は、各種サポニン、又はコール酸の添加によって影響を受けなかった。一方
、各種サポニン、又はコール酸含有反応液を用いた場合に、ＨＢＶ陽性検体の反応性が向
上したが、Ｔｗｅｅｎ　２０及びＣＨＡＰＳの添加は、反応性に影響を与えなかった。
【００５８】

【表５】

【００５９】
《実施例６》
　本実施例６では、サポニン及び陰イオン性界面活性剤の存在下で、抗原検査法の抗原検
査二次反応工程を行い、ＨＢＶ抗原を測定した。
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　抗ＨＢｓＡｇモノクローナル抗体（６Ｇ６抗体、ＨＢｓ１２１抗体、ＨＢｓ１２３抗体
、及びＨＢｓ１３６抗体の等量混合物）を６μｇ／ｍＬの濃度で９６穴マイクロプレート
（ＦｌｕｏｒｏＮｕｎｋ　Ｍｏｄｕｌｅ，Ｍａｘｉｓｏｐｅ　ｓｕｒｆａｃｅ）の各ウェ
ルに１００μＬ加え、４℃で一晩インキュベートした。１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３
で２回洗浄後、０．５％カゼインナトリウムを含む１０ｍＭリン酸緩衝液を各ウェルに３
５０μＬ加え、３７℃で４時間ブロッキングを行った。ブロッキング液除去後、反応緩衝
液（１％ＢＳＡ／２％Ｍｏｕｓｅ　ｓｅｒｕｍを含む０．３Ｍ　ＢＥＳ、ｐＨ７．２）２
５μＬと健常人血清又はＨＢＶ陽性検体７５μＬを各ウェルに加え、攪拌しながら室温で
１時間反応させた。反応後、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０、０．１％ドデシル硫酸ナトリウ
ム（ＳＤＳ）を含む１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３（洗浄液）で８回洗浄した。次に、
アルカリホスファターゼ標識した抗ＨＢｓＡｇモノクローナル抗体（ＳＦ１２４ＣＳ抗体
）を０．５％ＢＳＡ、２％マウス血清並びに０．４％サポニン（キラヤ由来；ＳＩＧＭＡ
）、０．１％ＮＬＳ、０．２％デオキシコール酸、０．４％サポニン及び０．１％ＮＬＳ
、又は０．２％デオキシコール酸及び０．１％ＮＬＳを含む１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７
．３で希釈し、各ウェルに１００μＬ加えて攪拌しながら室温で１時間反応させた。洗浄
液で８回洗浄し、基質溶液（ＴＲＯＰＩＸ，ＣＤＰ－ｓｔａｒ　ｗｉｔｈ　Ｅｍｅｒａｌ
ｄ　ＩＩ）を各ウェルに１００μＬ加え室温で１５分間インキュベートした。ルミノメー
ター（ＤＩＡ－ＩＡＴＲＯＮ，Ｌｕｍｉｎｏｕｓ　ＣＴ－９０００Ｄ）で発光強度を測定
した。その結果を表６に示す。「ＲＬＵ」及び「Ｓ／Ｎ比」は、実施例１と同じように計
算した。
【００６０】
　ＨＢＶ抗原陽性検体は、サポニン、ＮＬＳ、デオキシコール酸を含有した溶液で希釈し
た抗体を用いた場合に、対照溶液よりも高感度に検出することができ、サポニン又はデオ
キシコール酸にＮＬＳを併用して希釈に用いた場合に各々単独で使用するよりも高感度で
検出することができ、特にサポニンと陰イオン性界面活性剤を組み合わせて使用すること
による抗原抗体反応の増強効果が認められた。
【００６１】
【表６】

【００６２】
《実施例７》
　本実施例７では、サポニンの存在下で、抗原検査法の抗原検査一次反応工程を行い、Ｈ
ＢＶ抗原を測定した。
　９６穴マイクロプレート（ＦｌｕｏｒｏＮｕｎｋ　Ｍｏｄｕｌｅ，Ｍａｘｉｓｏｐｅ　
ｓｕｒｆａｃｅ）に、抗ＨＢｓＡｇモノクローナル抗体（ＨＢｓ６０５Ｃ３抗体、ＨＢｓ
１２３抗体、及びＨＢｓ１２８抗体の等量混合物）を３μｇ／ｍＬの濃度で各ウェルに１
５０μＬ加え、４℃で一晩インキュベートした。１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３で２回
洗浄後、０．５％カゼインナトリウムを含む１０ｍＭリン酸緩衝液を各ウェルに３５０μ
Ｌ加え３７℃で４時間ブロッキングを行った。ブロッキング液除去後、１．０％、若しく
は２．０％（反応液の最終濃度は、０．２５％若しくは０．５％）の３－（Ｎ，Ｎ－Ｄｉ
ｍｅｔｈｙｌｍｙｒｉｓｔｙｌ－ａｍｍｏｎｉｏ）ｐｒｏｐａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ（
Ｃ１４ＡＰＳ；ＳＩＧＭＡ）、又は１．０％、若しくは２．０％（反応液の最終濃度は、
０．２５％若しくは０．５％）のサポニン（キラヤ由来：ＳＩＧＭＡ）を含む反応緩衝液



(16) JP 5332011 B2 2013.11.6

10

20

30

40

50

（１％ＢＳＡ／２％Ｍｏｕｓｅ　ｓｅｒｕｍを含む０．３Ｍ　ＢＥＳ、ｐＨ７．２）２５
μＬと健常人血清又はＨＢＶ陽性検体７５μＬを各ウェルに加え、攪拌しながら室温で１
時間反応させた。反応後、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０、０．１％ドデシル硫酸ナトリウム
（ＳＤＳ）を含む１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３（洗浄液）で８回洗浄した。次に、ア
ルカリホスファターゼ標識した抗ＨＢｓＡｇモノクローナル抗体（ＳＦ１２４ＣＳ抗体）
を０．５％ＢＳＡ及び２％マウス血清を含む１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３で希釈し、
各ウェルに１００μＬ加え、攪拌しながら室温で１時間反応させた。洗浄液で８回洗浄し
、基質溶液　ＴＲＯＰＩＸ，ＣＤＰ－ｓｔａｒ　ｗｉｔｈ　Ｅｍｅｒａｌｄ　ＩＩ）を各
ウェルに１００μＬ加え室温で１５分間インキュベートした。
　ルミノメーター（ＤＩＡ－ＩＡＴＲＯＮ，Ｌｕｍｉｎｏｕｓ　ＣＴ－９０００Ｄ）で発
光強度を測定し、その結果を表７に示す。「ＲＬＵ」及び「Ｓ／Ｎ比」は、実施例１と同
じように計算した。
【００６３】
　ＨＢＶ抗原陽性検体は、サポニンを含有する反応緩衝液存在下で固相化抗体との反応を
行った場合に、サポニンを含まない反応緩衝液で反応を行った場合と比較して反応性が向
上した。一方、Ｃ１４ＡＰＳの添加によって、反応性は向上しなかった。
【００６４】
【表７】

【００６５】
《実施例８》
　本実施例８では、サポニンの存在下で、抗原検査法の抗原検査一次反応工程を行い、Ｈ
ＢＶ抗原を測定した。
　９６穴マイクロプレート（ＦｌｕｏｒｏＮｕｎｋ　Ｍｏｄｕｌｅ，Ｍａｘｉｓｏｐｅ　
ｓｕｒｆａｃｅ）に、抗ＨＢｓＡｇモノクローナル抗体（ＨＢｓ６０５Ｃ３抗体、ＨＢｓ
１２３抗体、及びＨＢｓ１２８抗体の等量混合物）を３μｇ／ｍＬの濃度で各ウェルに１
５０μＬ加え、４℃で一晩インキュベートした。１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３で２回
洗浄後、０．５％カゼインナトリウムを含む１０ｍＭリン酸緩衝液を各ウェルに３５０μ
Ｌ加え３７℃で４時間ブロッキングを行った。ブロッキング液除去後、０－１０％（反応
液での最終濃度０～２．５％）のサポニン（キラヤ由来；ＳＩＧＭＡ）を含む反応緩衝液
（１％ＢＳＡ／２％Ｍｏｕｓｅ　ｓｅｒｕｍを含む０．３Ｍ　ＢＥＳ、ｐＨ７．２）２５
μＬと健常人血清又はＨＢＶ陽性検体７５μＬを各ウェルに加え、攪拌しながら室温で１
時間反応させた。反応後、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０、０．１％ドデシル硫酸ナトリウム
（ＳＤＳ）を含む１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３（洗浄液）で８回洗浄した。次に、ア
ルカリホスファターゼ標識した抗ＨＢｓＡｇモノクローナル抗体（ＳＦ１２４ＣＳ抗体）
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を０．５％ＢＳＡ及び２％マウス血清を含む１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．３で希釈し、
各ウェルに１００μＬ加え、攪拌しながら室温で１時間反応させた。洗浄液で８回洗浄し
、基質溶液（ＴＲＯＰＩＸ，ＣＤＰ－ｓｔａｒ　ｗｉｔｈ　Ｅｍｅｒａｌｄ　ＩＩ）を各
ウェルに１００μＬ加え、室温で１５分間インキュベートした。ルミノメーター　ＤＩＡ
－ＩＡＴＲＯＮ，Ｌｕｍｉｎｏｕｓ　ＣＴ－９０００Ｄ）で発光強度を測定し、その結果
を表８に示す。「ＲＬＵ」及び「Ｓ／Ｎ比」は、実施例１と同じように計算した。
【００６６】
　ＨＢＶ抗原陽性検体は、サポニンを含有する反応緩衝液存在下で固相化抗体との反応を
行った場合に、サポニンを含まない反応緩衝液で反応を行った場合と比較して反応性が向
上した。
【００６７】
【表８】

【産業上の利用可能性】
【００６８】
　本発明は、血中のＢ型肝炎ウイルスの抗原を高感度に検出又は定量するためのサンドイ
ッチ法によるＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析方法を提供するものであり、血液のＢ型肝炎
ウイルスによる感染の有無を診断し、輸血用血液のスクリーニングを迅速的確に行うこと
ができる。また、本発明は、高感度なＢ型肝炎ウイルス免疫学的分析用試薬やＢ型肝炎ウ
イルス免疫学的分析キットを提供することができる。
　以上、本発明を特定の態様に沿って説明したが、当業者に自明の変形や改良は本発明の
範囲に含まれる。
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