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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　遊離型ビタミンD(25-ヒドロキシ-ビタミンDまたは1,25-ジヒドロキシ-ビタミンDなどの
ビタミンD代謝産物を含む)の存在について血液または血液成分のサンプルをアッセイする
方法であって、ここで、前記遊離型ビタミンDは、血液循環しているビタミンDの非結合画
分であり、
　(a)固相に固定化された、25-OHビタミンD用の結合タンパク質または抗体をサンプルに
加えるステップ;
　(b)前記サンプルを希釈液と混合するステップであって、前記希釈液はフルオロアルキ
ル界面活性剤を含むステップ;
　(c)所望の量のビタミンDを前記結合タンパク質に結合させるのに有効な時間量の間、前
記サンプルをインキュベートするステップ;
　(d)洗浄によって、結合していない血清および血清成分を除去するステップ;
　(e)結合した捕捉ビタミンDを含む前記固定化結合タンパク質または抗体を、標識化ビタ
ミンD化合物との競合的結合に供するステップ;
　(f)前記結合タンパク質に結合した標識化ビタミンD化合物の濃度を測定するステップ
を含む方法。
【請求項２】
　前記フルオロアルキル界面活性剤がペルフルオロカルボン酸であり、ペルフルオロオク
タン酸、ペルフルオロヘプタン酸、およびそれらの混合物からなる群より選択される、請
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求項1に記載の方法。
【請求項３】
　前記界面活性剤の濃度が、0.05～0.5重量%である、請求項1または2に記載の方法。
【請求項４】
　前記界面活性剤の濃度が、0.1～0.25重量%である、請求項1または2に記載の方法。
【請求項５】
　前記希釈液が、6.0～8.0の範囲の緩衝pHを有する緩衝液である、請求項1から4のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記結合タンパク質が抗体である、請求項1から5のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記結合タンパク質が、ビタミンD結合タンパク質である、請求項1から6のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項８】
　前記サンプルが、ヒトの血清または血漿である、請求項1から7のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項９】
　前記結合タンパク質が、磁性粒子上にコーティングされた形態で提供される、請求項1
から8のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記標識化ビタミンD化合物が、放射性標識、蛍光標識、発光標識、ビオチン標識、金
標識、酵素標識からなる群より選択される標識を含む、請求項1から9のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１１】
　前記濃度が、遊離型25-OHビタミンDの標準物質濃度を基準にして測定される、請求項1
から10のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　請求項1に記載のステップ(a)、(b)、(c)、および(d)、ならびに、捕捉ビタミンDを質量
分光アッセイによる定量分析に供するステップを含む、血清または血漿サンプルから遊離
型ビタミンDを定量する方法。
【請求項１３】
　請求項1から12のいずれか一項に記載の方法を使用する、血液または血液成分中の遊離
型ビタミンDを決定するためのイムノアッセイ。
【請求項１４】
　固相上に固定化されたビタミンDのための結合タンパク質、フルオロアルキル界面活性
剤を含む希釈剤、および標識化ビタミンD化合物を含む、請求項1から11のいずれか一項に
記載の方法を使用してイムノアッセイを行うためのキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、血液または血液成分のサンプルを遊離型ビタミンDについてアッセイするイ
ムノアッセイ法に関する。本発明はまた、ポイント・オブ・ケア検査を含めたイムノアッ
セイ、および、このようなイムノアッセイを行うためのキットにも関する。
【背景技術】
【０００２】
　「ビタミンD」と称される物質は、一群の脂溶性プロホルモン、ならびにそれらの代謝
産物および類似体を包含する。体内で生じるビタミンDの主要形態は、ビタミンD2(エルゴ
カルシフェロール)およびビタミンD3(コレカルシフェロール)である。後者は、日光の影
響を受けてヒトが皮膚内で形成することができる、ビタミンDの内因性の形態である。前
者は、食品とともに取り込まれる、ビタミンDの外因性の形態である。米国では、ビタミ
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ンD2はビタミンDサプリメント製剤として使用される。特に指示のない限り、本開示にお
いて、ビタミンDという用語は、25-ヒドロキシ-ビタミンDまたは1,25-ジヒドロキシ-ビタ
ミンDなどのビタミンD代謝産物を含めた、すべての形態のビタミンDを指す。
【０００３】
　ビタミンD2とビタミンD3は、側鎖の分子構造の点で異なるが、これらは、プロホルモン
であるという同じ生物活性を共有し、2つのステップで代謝され、最終的には、カルシト
リオールとも称される1,25-ジヒドロキシ-ビタミンD(1,25-(OH)2-ビタミンD)、または1,2
5-ジヒドロキシ-コレカルシフェロールとなる。前の代謝産物である25-ヒドロキシ-ビタ
ミンD(25-(OH)-ビタミンD)、すなわちカルシジオールは、肝臓での変換によって生じ、ビ
タミンDの体内における貯蔵形態であると考えられている。
【０００４】
　血中循環ビタミンDは、主として、25-(OH)-ビタミンD3と25-(OH)-ビタミンD2からなる
。生物学的には、25-(OH)-ビタミンD2は、25-(OH)-ビタミンD3と同程度に有効である。25
-(OH)-ビタミンD2の循環血液中における半減期の方が短い。臨床の場では、25-(OH)-ビタ
ミンD3と25-(OH)-ビタミンD2の両方を測定する25-(OH)-ビタミンDアッセイの使用が推奨
されている(1)。
【０００５】
　ビタミンDは、長年にわたり、その活性型が骨の形成および維持、ならびにヒトまたは
動物の体内の他のプロセスにおける役割を担う重要な物質として認識されている。よって
、ビタミンDは、腸における食物からのカルシウムおよびリンの吸収、および腎臓におけ
るカルシウムの再吸収を促進することによって、カルシウムの血流内への流れを増大する
よう作用し、骨の正常な石灰化を可能にし、低カルシウム血性テタニーを予防する。ビタ
ミンDはまた、骨芽細胞および破骨細胞による骨成長および骨再形成にとって必要である
。
【０００６】
　ビタミンD欠乏症は、骨の石灰化を損ない、結果的に、骨軟化症、子供におけるくる病
、および成人における骨軟化症に至り、骨粗鬆症の一因となる可能性がある。
【０００７】
　ビタミンDは、甲状腺からのカルシトニン放出の阻害など、ヒトの健康においていくつ
かの他の役割も果たしている。カルシトニンは、破骨細胞に直接的に作用し、その結果、
骨吸収および軟骨分解を阻害する。ビタミンDはまた、副甲状腺からの副甲状腺ホルモン
の分泌も阻害し、神経筋および免疫機能を調節し、炎症を低減することができる。よって
、適正水準のビタミンDを有することは、ヒトまたは動物の健康に重要である。
【０００８】
　しかし、過剰のビタミンD(過剰摂取の結果として生じうる)は有毒である。ビタミンDの
毒性のいくつかの症状は、腸のカルシウム吸収の増大によって生じる、高カルシウム血症
(血中のカルシウム濃度の上昇)である。ビタミンDの毒性は、高血圧の原因であることが
知られている。ビタミンDの毒性の胃腸症状としては、食欲不振、悪心、および嘔吐が挙
げられる。これらの症状に続いて、多尿症(尿の過剰生成)、多渇症(のどの渇きの増大)、
虚弱、神経質、掻痒(かゆみ)、最終的には腎不全を生じることもしばしばある。
【０００９】
　明らかに、ビタミンD欠乏症の可能性について対象を診断できることは重要である。潜
在的な過剰のビタミンDについて対象を検査できることもまた、特に、ビタミンDを補給し
ている対象にとって重要である。全25-(OH)-ビタミンDの血清濃度は、ビタミンDの状態の
一次指標であると考えられるが(2)、この概念は論争となっている。
【００１０】
　血清中のほとんどの血中循環25-(OH)-ビタミンDは、ビタミンD結合タンパク質(88%)お
よびアルブミン(12%)と結合している。ビタミンD結合タンパク質(DBP)は、血清の主成分
であり、250～400mg/血清1Lの濃度を有する。DBPのビタミンD結合部位のほんの一部にす
ぎない約2%が占有されている。25-(OH)-ビタミンDのほんのわずかな割合である0.04%が、
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遊離型の、タンパク質と結合していない形態で循環している。
【００１１】
　DBPの濃度は、すべての人々において一定というわけではなく、妊娠、経口避妊薬の使
用、腎疾患および肝疾患を含めた、他の因子の影響を受けうる。DBPの濃度を知ることは
、患者の真の25-(OH)-ビタミンDの状態を正確に評価するために不可欠である。例えば、
経口避妊薬を服用している若い女性は、正常範囲にある全25-(OH)-ビタミンDレベルを有
する可能性があった。しかし、DBPが高かったため、遊離型25-(OH)-ビタミンDの濃度が著
しく低下し、臨床的な25-(OH)-ビタミンD不足のリスクの上昇およびその状態が引き起こ
すすべてのリスクにさらされる可能性があった。
【００１２】
　インビボにおける甲状腺ホルモンおよびステロイドホルモンの生理学的活性は、血漿中
の全ホルモン濃度より、タンパク質と結合していない遊離型のものとより相関性があるこ
とが示されている。特に、結合タンパク質の濃度が上昇または低下した状況では、全血中
循環ホルモンの測定は誤診につながりうる。このような状況では、遊離型の血中循環ホル
モン濃度の測定は、より良い情報を提供する。この概念は「遊離型ホルモン仮説」として
知られている。Mendel(3)は、遊離型ホルモン仮説が、すべての組織に関して、甲状腺ホ
ルモン、コルチゾール、さらにはビタミンDのヒドロキシル化代謝産物に対して有効であ
る可能性が高いことを示唆した。
【００１３】
　Bikleら(4)は、1,25-(OH)2-ビタミンDについての遊離型ホルモン仮説の有効性を試験し
ている。データは、肝疾患を有し、DBP濃度が低下した対象においてさえも、全1,25-(OH)

2-ビタミンDの顕著な減少にもかかわらず、遊離型1,25-(OH)2-ビタミンD濃度は良好に維
持されるように思われることを示唆した。
【００１４】
　その後の25-(OH)-ビタミンDに関する研究において、同研究グループは、結合タンパク
質の濃度が変更されている状態では、遊離型25-(OH)-ビタミンDを測定することを推奨し
た。この著者は、全ビタミンD代謝産物の測定が、肝疾患を有する患者のビタミンDの状態
の評価に誤解を招く可能性があると結論付け、ビタミンD欠乏症の診断をする前に、遊離
型25-(OH)-ビタミンD濃度も測定することを推奨している。Bikleらは、遊離型25-(OH)-ビ
タミンD濃度の測定に、限外濾過を用いた(5)。この方法は、高度に精製された放射性標識
化ビタミンDを必要とし、遊離型ビタミンDの割合を過大評価する傾向がある。
【００１５】
　Lauridsenら(6)は、異なるDBP表現型を有する女性が、異なる1,25(OH)2ビタミンDおよ
び25(OH)-ビタミンD濃度を有することを示した。これらの著者は、Gc2-2を有する女性は
、より低い血漿25(OH)-ビタミンD濃度において、ビタミンDが足りていることを示唆して
いる。
【００１６】
　遊離型の検体の測定に関しては、いくつかの背景技術を参照することができる。
【００１７】
　米国特許第4,366,143号明細書には、体液中に結合型および遊離型の形態で存在する有
機物質またはリガンドの遊離部分のアッセイに関連する発明が記載されている。この方法
は、本質的には、一ステップで、サンプルに標識化リガンドと特異的結合剤を同時に加え
る競合的イムノアッセイである。リガンドの遊離部分と標識化リガンドは、特異的結合剤
との反応について競合し、サンプル中に存在する遊離型リガンド部分の量に応じて決まる
比率で、前記結合剤と結合する。この開示された方法の欠点は、特異的結合剤と標識化リ
ガンドの両方が存在するため、結合型リガンドと遊離型リガンドとの平衡状態を乱す可能
性のある複数の因子が存在し、このことにより、この方法が、ビタミンDの場合と同様に
比較的少量で存在する遊離型リガンドとともに用いるのにあまり適さなくなってしまうこ
とである。事実、遊離型ビタミンDの測定のためにこのアッセイを使用する方法は開示さ
れていない。



(5) JP 5808390 B2 2015.11.10

10

20

30

40

50

【００１８】
　米国特許第4,292,296号明細書は、遊離型検体と受容体に結合した検体を含むサンプル
中の遊離型の検体を決定する方法を開示している。この方法は2つのステップを含み、第1
のステップは、サンプルを検体の吸収剤と接触させて、溶液から検体を除去することであ
る。第2のステップは、吸収剤に結合した検体を、標識化した検体類似体と接触させるこ
とを含む。その後すぐに、吸収剤から可溶性相を除去し、結合相および洗い流された相に
おける標識の量を測定する。この方法は、遊離型甲状腺ホルモンの濃度の測定に関しても
記載されている。
【００１９】
　米国特許出願公開第2008/0182341号明細書は、流体中の遊離型検体または非結合検体の
濃度の測定に有用な安定化剤に関する。安定化剤は、結合タンパク質のリガンドの解離を
防ぐことが示唆されている。前記文献は、同時アッセイ手順を用い、さまざまな安定化剤
について記載している。アルキルアミンフルオロ界面活性剤を含まない安定化剤が提供さ
れる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２０】
【特許文献１】米国特許第4,366,143号明細書
【特許文献２】米国特許第4,292,296号明細書
【特許文献３】米国特許出願公開第2008/0182341号明細書
【非特許文献】
【００２１】
【非特許文献１】Hollis BW. Measuring 25-hydroxyvitamin D in a clinical environme
nt: challenges and needs. Am J Clin Nutr. 2008 Aug;88(2):507S-510S
【非特許文献２】Holick MF. Vitamin D: extraskeletal health. Endocrinol Metab Cli
n North Am. 2010 Jun;39(2):381-400
【非特許文献３】Mendel CM. The free hormone hypothesis: a physiologically basedm
athematical model. Endocr Rev. 1989 Aug;10(3):232-74
【非特許文献４】Bikle D, Gee E, Halloran B, Haddad J. Free 1,25-Dihydroxyvitamin
 D Levels in Serum from Normal Subjects, Pregnant Subjects, and Subjects with Li
ver Disease. J Clin Invest. 1984; 74: 1966-1971
【非特許文献５】Bikle D, Gee E, Halloran B, Kowalski MA, Ryzen E, Haddad J. Asse
ssment of the free fraction of 25-hydroxyvitamin D in serum and its regulation b
y albumin and the vitamin D-binding protein. J Clin Endocrinol Metab. 1986 Oct;6
3(4):954-9
【非特許文献６】Lauridsen AL, Vestergaard P, Hermann AP, Brot C, Heickendorff L,
 Mosekilde L, Nexo E. Plasma concentrations of 25-hydroxy- vitamin D and 1,25-di
hydroxy- vitamin D are related to the phenotype of Gc (vitamin D-binding protein
): a cross-sectional study on 595 early postmenopausal women. Calcif Tissue Int.
 2005 Jul;77(l):15-22
【非特許文献７】van Hoof HJ, Swinkels LM, Ross HA, Sweep CG, Benraad TJ. Determi
nation of non-protein-bound plasma 1,25-dihydroxyvitamin D symmetric (rate) dial
ysis. Anal Biochem 1998 May l;258(2):176-83
【非特許文献８】Hollis, Clin.Chem 31/11, 1815-1819 (1985)
【非特許文献９】Hollis, Clin.Chem 39/3, 529-533 (1993)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２２】
　先行技術文献はいずれも、遊離型ビタミンDの状態を反映したビタミンD測定用のアッセ
イを明確に提供していない。
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【００２３】
　遊離型ビタミンD用のアッセイは、数十年間にわたり知られているが、それらアッセイ
は基礎としての平衡透析または速度透析(rate dialysis)のような方法を使用しているこ
とに留意されたい。このような方法は、高度な訓練を受けた技術スタッフを有する研究者
には受け入れられるが、財政目標に到達するためには高スループットの自動化試験を必要
とする日常的な研究室にとっては不適当である。よって、自動化することができ、かつ、
ポイント・オブ・ケア検査における使用に適した、遊離型ビタミンDのアッセイを提供す
ることが求められている。
【００２４】
　前述の番号を付した参考文献は、以下の通りである:
1. Hollis BW. Measuring 25-hydroxyvitamin D in a clinical environment: challenge
s and needs.
Am J Clin Nutr. 2008 Aug;88(2):507S-510S.
2. Holick MF. Vitamin D: extraskeletal health.
Endocrinol Metab Clin North Am. 2010 Jun;39(2):381-400.
3 Mendel CM. The free hormone hypothesis: a physiologically based mathematical m
odel.
Endocr Rev. 1989 Aug;10(3):232-74.
4. Bikle D, Gee E, Halloran B, Haddad J. Free 1,25-Dihydroxyvitamin D Levels in 
Serum from Normal Subjects, Pregnant Subjects, and Subjects with Liver Disease.
J Clin Invest. 1984; 74: 1966-1971.
5. Bikle D, Gee E, Halloran B, Kowalski MA, Ryzen E, Haddad J. Assessment of the
 free fraction of 25-hydroxyvitamin D in serum and its regulation by albumin and
 the vitamin D-binding protein.
J Clin Endocrinol Metab. 1986 Oct;63(4):954-9.
6. Lauridsen AL, Vestergaard P, Hermann AP, Brot C, Heickendorff L, Mosekilde L,
 Nexo E.
Plasma concentrations of 25-hydroxy- vitamin D and 1,25-dihydroxy- vitamin D are
 related to the phenotype of Gc (vitamin D-binding protein): a cross-sectional s
tudy on 595 early postmenopausal women.
Calcif Tissue Int. 2005 Jul;77(l):15-22.
7. van Hoof HJ, Swinkels LM, Ross HA, Sweep CG, Benraad TJ.
Determination of non-protein-bound plasma 1,25-dihydroxyvitamin D symmetric (rat
e) dialysis.
Anal Biochem 1998 May l;258(2):176-83.
【課題を解決するための手段】
【００２５】
　前述の要望の1つ以上に対してより良く対処するために、本発明は、1つの態様において
、遊離型ビタミンD(25-ヒドロキシ-ビタミンDまたは1,25-ジヒドロキシ-ビタミンDなどの
ビタミンD代謝産物を含む)の存在について血液または血液成分のサンプルをアッセイする
方法を提示し、この方法は、
　(a)25-OHビタミンD用の固定化結合タンパク質または抗体をサンプルに加えるステップ;
　(b)前記サンプルを希釈液と混合するステップであって、前記希釈液はフルオロアルキ
ル界面活性剤を含むステップ;
　(c)所望の量の25-OHビタミンDを前記結合タンパク質と結合可能にするのに有効な時間
量の間、前記サンプルをインキュベートするステップ;
　(d)洗浄によって、結合していない血清および血清成分を除去するステップ;
　(e)結合した25-OHビタミンDを含む前記固定化結合タンパク質または抗体を、標識化ビ
タミンD化合物との競合的結合に供するステップ;
　(f)前記結合タンパク質に結合した標識化ビタミンD化合物の濃度を測定するステップ
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を含む。
【００２６】
　別の態様においては、本発明は、前述の方法を行うためのキットに属する。
【００２７】
　さらなる態様においては、本発明は、第1のステップにおいて、25-OHビタミンD用の固
定化結合タンパク質または抗体などの固定化結合剤上にビタミンDを捕捉し、その後のス
テップにおいて、前記捕捉25-OHビタミンDを、標識化ビタミンD変異型に対する競合結合
アッセイに供することを含む、遊離型ビタミンDの存在について血液または血液成分のサ
ンプルをアッセイする方法であって、遊離型ビタミンDの捕捉は、反復試験を満たすよう
に制限されたある量の結合ビタミンDを隔離することによって達成され、また、ビタミンD
が捕捉された前記サンプルを、ビタミンDを捕捉し、前記捕捉ビタミンDを同じ競合結合ア
ッセイに供するという同じステップに供し、両方の競合結合アッセイ後の遊離型ビタミン
Dの測定濃度は実質的に同じである方法に関する。
【００２８】
　さらなる態様では、本発明は、第1のステップにおいて、25-OHビタミンD用の固定化結
合タンパク質または抗体などの固定化結合剤上にビタミンDを捕捉し、その後のステップ
において、前記捕捉された25-OHビタミンDを標識化ビタミンD変異型に対する競合結合ア
ッセイに供することを含む、遊離型ビタミンDの存在について血液または血液成分のサン
プルをアッセイする方法であって、結合ビタミンDの0.5～5重量%が捕捉される方法に関す
る。
【００２９】
　さらに別の態様では、本方法は、ポイント・オブ・ケア検査に用いることができる。後
者は、血液サンプルを採取し、それらを診断研究所に送るのではなく、患者の治療の場所
またはその近くで検査することを指し、サンプルは、ステップの数を可能な限り制限し、
かつ、手動操作を可能な限り制限したアッセイを行うことが可能な、携帯用デバイス、好
ましくはハンドヘルドデバイスに迅速に取り込むことができる。
【００３０】
　別の態様では、本発明は、遊離型ビタミンDの測定のためのイムノアッセイにおけるビ
タミンDの溶解促進剤としての、フルオロアルキル界面活性剤、好ましくはペルフルオロ
カルボキシレート界面活性剤、さらに好ましくはペルフルオロオクタン酸(PFOA)の使用に
関連する。
【図面の簡単な説明】
【００３１】
【図１】本発明のアッセイの１回目と2回目における遊離型ビタミンDの濃度の相関関係を
示している。その直線は、さまざまな濃度の遊離型ビタミンDを含む10個のサンプルを使
用した、反復免疫抽出法の結果を示している。回帰直線の傾きは、1から有意に差はない
。
【発明を実施するための形態】
【００３２】
　広い意味で、本発明は、血液または血液成分、とりわけ血清または血漿に由来する、タ
ンパク質に結合していない25(OH)-ビタミンDを免疫吸着し、その後、吸収されたビタミン
Dを測定することを含む、遊離型ビタミンDの測定のための2段階アッセイに関係する。
【００３３】
　これらのサンプルは、血中の遊離型25-OH-ビタミンDの存在を検査することが所望され
る対象、特にヒトから、当技術分野で知られているいずれかの方法で採取することができ
る。
【００３４】
　遊離型ビタミンDとは、ビタミンDの血液循環する非結合画分のことを指す。これは、ビ
タミンD2、ビタミンD3、およびその代謝産物である25(OH)-ビタミンD2、25-(OH)-ビタミ
ンD3、1,25(OH)2-ビタミンD2、および1,25(OH)2-ビタミンD3を含むビタミンDのいずれか
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の形態に関する。前記アッセイは、単独でまたは組み合わせて、これらの形態の遊離型ビ
タミンDのいずれかを測定するのに使用することができる。好ましくは、本発明のアッセ
イを、遊離型25(OH)-ビタミンDの測定に使用して、25(OH)-ビタミンD2および25-(OH)-ビ
タミンD3の測定をもたらす。「遊離型」および「非結合」という用語は、ビタミンD結合
タンパク質(VDBPまたはDBP)を主として含むいずれのタンパク質にも結合していない画分
のことを指す。
【００３５】
　サンプルは、好ましくは、結合タンパク質の添加前、添加の間、または添加後に希釈す
る。サンプル希釈液は、水性であってよく、好ましくは緩衝液であろう。好ましくは、緩
衝pHは、6.0～8.0の範囲である。緩衝液には、フルオロアルキル界面活性剤が含まれる。
緩衝液とサンプルとの混合は、希釈液をサンプルに加えることによって、サンプルを希釈
液に加えることによって、または、緩衝液とサンプルを互いに同時に加えることによって
実施できることが理解されよう。実用的な理由から、サンプルに希釈液を加えることが好
ましい。
【００３６】
　理論に縛られることなく、本発明者らは、界面活性剤が、ビタミンDの限定された隔離
をもたらすような方法で、ビタミンDの溶解性を高めると考えている。
【００３７】
　別の態様では、本発明は、遊離型ビタミンDをアッセイするための新しい概念に関連す
る。遊離型ビタミンDのアッセイに伴う問題は、遊離型ビタミンDの初期濃度が非常に低く
、既存のイムノアッセイでは測定できないことである。この問題を解決するための既存の
試みは、DBPからのビタミンDの解離を回避したいという欲求に基づいている(例えば、遊
離型ビタミンDと結合ビタミンDとの間の平衡を「安定化」しようとする試みによって)か
、遊離型のDBPはアッセイできないという事実に屈することに関するものであり、これら
のアッセイは、DBPからのビタミンDの置換にのみ関与している。
【００３８】
　本発明では、ビタミンDの限定された隔離が予測され、隔離されたビタミンDの割合は、
初期の遊離型ビタミンDの濃度を反映するのに十分に低い濃度であり、好ましくは前記サ
ンプル中に存在する全ビタミンDの0.1～10%、好ましくは全ビタミンDの5%以下である。
【００３９】
　このことは、トリチウム化ビタミンDおよび希釈緩衝液を加えることによって、サンプ
ルにおける過度の実験を行うことなく、確認することができる。ビタミンD結合タンパク
質に結合したビタミンDは、5%を超える割合で低下しないはずである。あるいは、サンプ
ルは、抗体をコーティングしたウェルの壁に吸収させてもよい。サンプルの除去後、ビオ
チン化ビタミンDを加え、抗体に吸収された遊離型ビタミンDを定量する。初期量のビタミ
ンDを取り除いたサンプルを、第2のウェルに導入し再度、インキュベートし、定量する。
遊離型ビタミンDの測定濃度は、第1のインキュベーションから得られた結果と同じはずで
ある。
【００４０】
　ビタミンDの限定された隔離は、好ましくは、0.05～0.5重量%、好ましくは0.1～0.25%
のフルオロアルキル界面活性剤を加えることによって達成する。好ましくは、フルオロア
ルキル界面活性剤は、ペルフルオロアルキル界面活性剤であり、さらに好ましくは、ペル
フルオロカルボキシレート界面活性剤、最も好ましくはペルフルオロオクタン酸(PFOA)で
ある。好ましくは0.1～0.2%、さらに好ましくは0.15%のPFOAを用いる。これらの条件下で
、全ビタミンDの濃度は同じであるが、さまざまな濃度のDBPを含むサンプルの応答は、対
称透析 (symmetric dialysis)によって測定される遊離型ビタミンDの濃度と相関していた
。
【００４１】
　本発明では、PFOA自体またはその誘導体を用いることが可能であることが考えられる。
これらの誘導体は、一般に、ペルフルオロオクタン酸部分を含む誘導体、特に、PFOAアン
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モニウム塩などのPFOA塩、および、対応するスルホン酸、すなわち、PFOS(ペルフルオロ
オクタンスルホネート、また、ペルフルオロオクタンスルホン酸としても知られる)と略
されるPFOAスルホネートを指す。
【００４２】
　本発明の遊離型ビタミンD(ビタミンD代謝産物を含む)を測定する方法の利点は、本方法
が、自動化することができるアッセイ形式を提供することである。これにより、本発明の
アッセイは、遊離型ビタミンDの測定のための既存のアッセイから顕著に区別される。
【００４３】
　本発明のアッセイでは、25-OH-ビタミンD用の結合タンパク質を加える。ビタミンDのた
めの結合タンパク質、例えば抗体は、当技術分野で知られており、ビタミンDの既存のイ
ムノアッセイに幅広く用いられている。同じ抗体ならびに他の結合タンパク質も、同様に
本発明に用いることができる。例えば、ビタミンDの抗体の代わりに、抗体フラグメント
、例えばファージディスプレイ法を用いて生成したものなどを用いることができる。適切
な抗体は、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体でありうる。それらは、既知の
方法で入手することができ、例えばポリクローナルヤギ抗ビタミンD、ポリクローナルウ
サギ抗ビタミンD、またはビタミンDのイムノアッセイにおける用途として当技術分野で知
られているビタミンDの任意の他の適切な抗体のいずれかである。適切な抗体は、例えば
、次の参考文献から知られている:Hollis、Clin.Chem 31/11、1815-1819(1985); Hollis
、Clin.Chem 39/3、529-533(1993)。
【００４４】
　結合タンパク質は、好ましくは、固体担体を含む粒子形態で加えられる。典型的には、
結合タンパク質は、例えばマイクロタイタープレートなどの固相上にコーティングされる
。好ましい実施形態では、結合タンパク質は磁性粒子上にコーティングされ、磁場におけ
る分離を促進する。
【００４５】
　結合タンパク質、例えば抗体などの添加後、サンプルをインキュベートすることができ
る。必要な時間は、試薬の濃度、結合タンパク質の種類、および、例えば振とうおよび温
度などのインキュベーション中の条件などの状況に応じて決まる。一般に、インキュベー
ション時間は、10秒間から数時間の範囲であり、好ましくは1分間から2時間である。自動
化プラットフォームでは、短いインキュベーション時間(10秒間～10分間、好ましくは30
秒間～30分間)が好ましい。基本的に、所望される時間、その条件下で、どのくらいの量
の遊離型ビタミンDが結合されるかを、較正システムで決定する限りにおいては、時間は
特に重要ではない。適正な較正が行われれば、より短時間およびより長時間も明らかに用
いることができる。よって、好ましくは、標準物質との比較は、同じ条件下、同じ時間で
あることを伴う。
【００４６】
　インキュベーション期間後、サンプルは、既知の方法で、標識化ビタミンD化合物を使
用する競合結合アッセイに供することができる。ビタミンDの測定のためのイムノアッセ
イにおける競合的結合抗原として役立つ多くの標識化化合物が知られている。典型的な標
識としては、放射性標識、蛍光標識、発光標識、ビオチン標識、金標識、酵素標識が挙げ
られる。競合結合アッセイは当業者に知られており、特に、本発明の方法のこの部分は、
ビタミンDの測定に適していることが知られている任意の標識を使用して実施できること
から、説明は必要ではない。使用できる標識としては、とりわけ、既存のビタミンDイム
ノアッセイについて前述した参考文献に開示されるものが挙げられる。
【００４７】
　濃度の測定を可能にする標識を用いて、結果として、サンプル中の遊離型ビタミンDの
濃度を測定する。測定値の解釈は、較正測定、すなわち同じアッセイにおける標準物質の
応答によって決定されることが理解されよう。
【００４８】
　あるいは、捕捉ビタミンDは、質量分光測定法を用いた定量分析に供することができる
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。
【００４９】
　本発明のアッセイの較正は、所定の濃度の遊離型25-OH-ビタミンDを含む標準物質を準
備することによって行うことができる。これらの標準物質における遊離型ビタミンDの割
合は、対称透析によって測定することができる。対称透析では、血清サンプルを、透析セ
ルの一側に負荷する。他のコンパートメントには、微量の放射性標識化ビタミンDを加え
た同じサンプルを負荷する。1つの透析コンパートメントから他の透析コンパートメント
への放射性標識化ビタミンDの移動率は、ビタミンDの遊離型の割合に正比例する(7)。
【００５０】
　本発明の遊離型ビタミンDの測定は、上述のように、ビタミンDの限定された隔離に基づ
いて、遊離型ビタミンDの濃度に実質的に影響を及ぼすことなく、遊離型ビタミンDの濃度
を評価することによる。
【００５１】
　本発明は、別の態様では、血液または血液成分中の25-OH-ビタミンDを測定するための
イムノアッセイの形態をした製品を提示し、ここで、前記イムノアッセイは、上記実施形
態のいずれか1つに従う方法を使用する。さらに具体的には、このような製品は、イムノ
アッセイを行うためのキットの形態で提供されよう。このようなキットは、関係する個々
の試薬、すなわち結合タンパク質および標識化ビタミンD化合物を含むことができる。こ
れらの試薬は、別々に提供して、本発明のイムノアッセイに使用する際に、キットを形成
することができる。試薬は、一緒に提供することが好ましく、パーツで構成される1つの
キットとして一緒にパッケージ化されることが好ましい。キットは、任意選択で、血液ま
たは血液成分のサンプル用の容器を含むが、慣用通り、別々に提供してもよい。典型的に
は、キットは、固相に固定化した結合剤、および分離された複合化ビタミンDを含む。標
識が異なれば必要とされる試薬も異なりうることから、他のキット構成要素は、当技術分
野の慣用通り、選択される標識に応じて決まる。
【００５２】
　遊離型ビタミンDの測定のためのイムノアッセイではビタミンDの溶解性が高まることか
ら、本発明はまた、フルオロアルキル界面活性剤、好ましくはペルフルオロカルボキシレ
ート界面活性剤、さらに好ましくはペルフルオロオクタン酸および/またはペルフルオロ
ヘプタン酸の使用にも関連する。
【００５３】
　好ましい界面活性剤としては、ペルフルオロアルキル界面活性剤が挙げられ、さらに好
ましくは、ペルフルオロヘプタン酸またはペルフルオロオクタン酸などのペルフルオロカ
ルボン酸である。最も好ましくは、界面活性剤は、ペルフルオロオクタン酸(PFOA)、また
はその誘導体である。これらの誘導体は、一般に、ペルフルオロオクタン部分を含む誘導
体、特に、PFOAアンモニウム塩などのPFOA塩、および、対応するスルホン酸、すなわち、
PFOS(ペルフルオロオクタンスルホネート、また、ペルフルオロオクタンスルホン酸とし
ても知られる)と略されるPFOAスルホネートを指す。他のペルフルオロカルボキシレート
界面活性剤の類似の誘導体も使用することができる。
【００５４】
　本発明は、先に記載された実施形態および式に限定されないことが理解されるべきであ
る。特許請求の範囲において、「含む(comprising)」という用語は、他の構成要素または
ステップを除外しないことも理解されるべきである。単数名詞を参照して、例えば「a」
または「an」、「the」などの不定冠詞または定冠詞が用いられる場合、これは、他のこ
とが具体的に示されない限り、その名詞の複数形を含む。
【００５５】
　本発明は、後述する非限定的な実施例および添付の非限定的な図に関して例証される。
【実施例】
【００５６】
材料
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コーティングしたマイクロタイタープレート
　Nunc maxisorpマイクロタイタープレートを、200ng/ウェルの濃度の抗マウスIgG抗体で
コーティングした。その後、モノクローナル抗25(OH)-ビタミンD抗体の層を、抗マウスIg
G層上に2ng/ウェルの濃度で吸収させた。BSAおよびショ糖を含むホウ酸塩緩衝剤を用いて
、プレートをブロッキングした。
【００５７】
サンプル希釈液
　サンプル希釈液は、保存料および0.15%のPFOAを含む、pH8.0の0.1M TRIS緩衝液からな
る。
【００５８】
　複合体(すなわち、標識化ビタミンD化合物)は、ビオチン化ビタミンDである。この複合
体は、0.1%のウシ血清アルブミンおよび保存料を含むpH7.5の0.1M Tris緩衝液中に25pg/m
lの濃度で存在していた。
【００５９】
　ストレプトアビジン-HRPおよびTMBは、商業的な供給源に由来するものであった。
【００６０】
　手順
本アッセイは、次のように行う。マイクロタイタープレートのウェルに、90μlのサンプ
ル希釈液をピペットで分注する。次に、希釈液に10μlのサンプルを加える。この混合物
を37℃で90分間インキュベートする。その後、ウェルを洗浄緩衝液で3回洗浄する。100μ
lのビオチン化ビタミンDをキュベットに加え、30分間インキュベートする。再度、ウェル
を洗浄緩衝液で3回洗浄する。次に、西洋ワサビペルオキシダーゼ標識化ストレプトアビ
ジンの添加によって比色シグナルを生成させる。37℃で20分間インキュベート後、ウェル
を洗浄緩衝液で3回洗浄する。その後、100μlのTMB溶液をウェルに加える。室温で20分間
、暗所でインキュベートした後、100μlの停止溶液を加え、450nmでの吸光度を読み取る
。
【００６１】
　ウェル内で生じたシグナルは、サンプルまたは標準物質中の遊離型25(OH)-ビタミンDの
濃度に反比例する。最初のサンプル中の遊離型25(OH)-ビタミンDの濃度は、未知物質のシ
グナルを標準物質の応答と比較することによって計算できる。
【００６２】
結果
　標準参照サンプルに対して本発明のアッセイを使用して、遊離型25(OH)-ビタミンDの測
定の典型的な較正曲線を作成し、下記Table(表1)に示す。
【００６３】
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【表１】

【００６４】
　ヒトまたは動物の対象(例えば患者など)の血液または血液成分のサンプルを、本発明の
アッセイに供することができる。ビタミンDの測定量を較正曲線と相関させ、それによっ
て解釈することができる。

【図１】
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