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(54)【発明の名称】 均一免疫分析法

(57)【要約】
【課題】高分子の被分析物質の免疫学的分析方法におい
て、未反応物の分離洗浄（Ｂ／Ｆ分離）が不要な、蛋白
質・ペプチドの免疫学的分析方法を提供すること。
【解決手段】高分子の被分析物質を分解・断片化して生
じる分解断片をマーカーにすることにより、Ｂ／Ｆ分離
の不要な蛋白質・ペプチドの免疫学的分析方法を提供し
た。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】被分析物質の特異的分解断片をマーカーに
することを特徴とする蛋白質・ペプチドの免疫分析方
法。
【請求項２】被分析物質を分解する工程を経て生じる特
異的分解断片、この分解断片と同一物質の又はこの分解
断片と同等の免疫学的反応性を有するペプチド断片の標
識化物質、並びにこの分解断片及びペプチド断片の標識
化物質の両方に対して免疫学的反応性を有する反応性物
質を利用し、分解断片とペプチド断片の標識化物質に対
して反応性物質を競合的に反応させる工程と標識化物質
を測定する工程を含む蛋白質・ペプチドの免疫分析方
法。
【請求項３】前記分解断片のアミノ酸数が３以上である
請求項１又は２に記載の蛋白質・ペプチドの免疫分析方
法。
【請求項４】前記分解断片のアミノ酸数が３～５０であ
る請求項１又は２に記載の蛋白質・ペプチドの免疫分析
方法。
【請求項５】前記分解断片が、被分析物質のＮ末端又は
Ｃ末端を含む物質から選択される請求項１～４のいずれ
か１項に記載の蛋白質・ペプチドの免疫分析方法。
【請求項６】前記標識化が酵素標識である請求項１～５
のいずれか１項に記載の蛋白質・ペプチドの免疫分析方
法。
【請求項７】前記分解断片及びペプチド断片の標識化物
質の両方に対して免疫学的反応性を有する反応性物質
が、抗体である請求項１～６のいずれか１項に記載の蛋
白質・ペプチドの免疫分析方法。
【請求項８】請求項１～７のいずれか１項に記載の蛋白
質・ペプチドの免疫分析方法に使用されうる蛋白質・ペ
プチドの免疫分析測定キットであって、被分析物質を分
解する試薬、この試薬により分解されて生じる分解断片
と同一物質の又はこの分解断片と同等の免疫学的反応性
を有するペプチド断片の標識化物質、分解断片及びペプ
チド断片の標識化物質の両方に対して免疫学的反応性を
有する反応性物質、標識化物質を測定する試薬、及びこ
れらの反応用媒体を含む蛋白質・ペプチドの免疫分析測
定キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、蛋白質・ペプチド
の免疫分析方法及びそれに用いうる免疫分析測定キット
に関する。本発明は、臨床、薬物化学、生化学、食品の
分野、特に、臨床検査に用いられる生体試料中の物質の
測定法に用いられる。
【０００２】
【従来の技術】標識化物質を利用した免疫分析方法、特
に酵素免疫測定法に代表される免疫測定法は、広く蛋白
質・ペプチドの分析方法に用いられている。高分子抗原
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として蛋白質・ペプチドを酵素免疫測定法で測定する場
合には、固相化された抗体と被分析物質を含む試料を反
応させて抗原抗体複合体を形成させた後、未反応成分を
除去洗浄し、標識化抗体を反応させ、未反応の標識化抗
体を洗浄除去後、固相に残存する標識物質の量を測定す
ることにより、被分析物質の量や濃度を測定していた。
【０００３】被分析物質が低分子物質の場合には、上記
のような洗浄工程のない、均一な測定系で測定できる方
法も考案されている。被分析物質のハプテンを酵素で標
識しておき、被分析物質と同時に抗体と反応させると、
試料中の被分析物質の濃度に応じて、標識化物質との間
で競合反応が起こり、抗体と反応する標識化物質の酵素
量は被分析物質の濃度に反比例するようになる。そして
抗体と反応することにより酵素標識化物質の酵素活性が
阻害されることを利用して被分析物質を測定する方法が
知られている（特公昭６３－１５４４）。この方法は、
洗浄や未反応物質の分離（Ｂ／Ｆ分離）の必要ない均一
測定系であることが特徴である。
【０００４】しかし、この方法は低分子物質については
有効な測定方法であったが、ペプチドや蛋白質等には不
適な方法であった。そのため、被分析物質がタンパク質
のような高分子の場合でも、正確かつ未反応物の分離、
洗浄工程の必要のない均一測定法の開発が望まれてい
た。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】本発明が解決する課題
は、蛋白質・ペプチドのような被分析物質を免疫学的に
測定する方法において、未反応物の分離洗浄（Ｂ／Ｆ分
離）を必要とせず、高感度な測定が可能な均一免疫分析
法及び該分析法に用いる測定キット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、蛋白質・ペプチドのような高分子の被分析
物質を断片化し、その分解断片をマーカーとすること
で、蛋白質・ペプチドのような高分子の被分析物質を、
高感度にかつ均一的に分析・測定する方法を発明した。
【０００７】本発明は、被分析物質を分解する工程を経
て生じる特異的分解断片、この分解断片と同一物質の又
はこの分解断片と同等の免疫学的反応性を有するペプチ
ド断片の標識化物質、並びにこの分解断片及びペプチド
断片の標識化物質の両方に対して免疫学的反応性を有す
る反応性物質を利用し、分解断片とペプチド断片の標識
化物質に対して反応性物質を競合的に反応させる工程と
標識化物質を測定する工程を含む蛋白質・ペプチドの免
疫分析方法を提供する。
【０００８】本発明の蛋白質・ペプチドの免疫分析方法
において、マーカーとする分解断片は反応性物質と免疫
学的に反応性を有すればよく、そのアミノ酸数は３以
上、好ましくは３～５０であることができる。又、該分
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3
解断片は、被分析物質のＮ末端又はＣ末端を含む物質で
あってもよい。
【０００９】又、本発明の蛋白質・ペプチドの免疫分析
方法において、標識化が酵素標識であることができる。
【００１０】更に、本発明の蛋白質・ペプチドの免疫分
析方法において、分解断片及びペプチド断片の標識化物
質の両方に対して免疫学的反応性を有する反応性物質と
して、抗体を用いることができる。
【００１１】さらにまた、本発明は、蛋白質・ペプチド
の免疫分析方法に使用されうる蛋白質・ペプチドの免疫
分析測定キットであって、被分析物質を分解する試薬、
この試薬により分解されて生じる分解断片と同一物質の
又はこの分解断片と同等の免疫学的反応性を有するペプ
チド断片の標識化物質、分解断片及びペプチド断片の標
識化物質の両方に対して免疫学的反応性を有する反応性
物質、標識化物質を測定する試薬、及びこれらの反応用
媒体を含む蛋白質・ペプチドの免疫分析測定キットを提
供する。
【００１２】
【発明の実施の形態】以下に、本発明を詳述する。本発
明の免疫分析方法の概要は以下である。例えば被分析物
質を酵素で分解し、分解断片を生じさせる。その分解断
片と同一物質を又は免疫学的に分解断片と同様の免疫学
的反応性を示す類似物質を酵素で標識化した酵素標識化
物質をあらかじめ調製準備する。酵素標識化物質と被分
析物質より生じた分解断片の混合試料中に、両者に反応
性を有する抗体を加えて反応させる。分解断片と酵素標
識化物質との間に抗体との競合反応が起こり、被分析物
質中の被分析物質が多くなれば、酵素標識化物質と抗体
との免疫複合体は少なくなる。逆に、被分析物質が無い
もしくは少ない場合には酵素標識化物質と抗体との免疫
複合体が多くなる。この時、免疫複合体を形成していな
い遊離の酵素標識化物質は酵素活性を示し、免疫複合体
を形成した酵素標識化物質は酵素活性を示さない性質を
利用する。またこの逆に、免疫複合体を形成していない
遊離の酵素標識化物質は酵素活性を示さず、免疫複合体
を生じた場合には酵素活性を示す性質を利用することも
可能である。なおこの時、標識化物質は例えば酵素とペ
プチド断片を結合させたものであるが、被分析物質が高
分子であれば、抗体は被分析物質より標識化物質と反応
してしまい正確な測定をすることができない。
【００１３】本発明において、被分析物質の特異的分解
断片は、そのアミノ酸数が、免疫学的反応の可能な単位
であり、好ましくは、３以上、より好ましくは３～５０
である。又、分解断片は被分析物質のＮ末端又はＣ末端
を含む物質から選択されるものであってもよい。より好
ましくは、その分解断片は、自然変異や多様性のないア
ミノ酸配列のものが選択される。本発明の分解断片と同
等の免疫学的反応性を有するペプチド断片とは、分解断
片と同一又は免疫学的に分解断片と同様の反応性を示す
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物質であれば特に限定されないが、分解断片と類似物質
が好ましい。また、適宜改変を加え、阻害物質との結合
性を調整することも可能である。
【００１４】本発明の具体例では、分解断片として、人
ヘモグロビンのβ－鎖Ｎ末端の７個のアミノ酸配列を例
示したが、本発明は、これに限られるものではない。
【００１５】分解断片と同一物質の又はこの分解断片と
同等の免疫学的反応性を有するペプチド断片の標識化
は、既知の免疫学的測定方法の標識化手段が利用でき
る。例えば、放射性同位体、酵素、又は蛍光等を用いて
標識化し、それぞれラジオイムノアッセイ、酵素免疫分
析法、蛍光免疫分析法等により測定を行う。以下、本発
明では、最良の実施態様として酵素免疫分析法を例に挙
げて説明するが、本発明はこれに限定されるものではな
い。
【００１６】標識物質として用いる酵素としては、加水
分解酵素、酸化還元酵素を用いることが出来るが、好ま
しくは、グルコース－６－リン酸脱水素酵素（Ｇ６ＰＤ
Ｈ）や、リンゴ酸脱水素酵素、乳酸脱水素酵素、アルカ
リ性ホスファターゼ、アミラーゼ等の酵素を例示するこ
とができる。
【００１７】標識化の手段としては、たとえば酵素を分
解断片又はペプチド断片に結合させる方法として、Ｎ－
ヒドロキシスクシンイミド、マレイミド基など二価性試
薬例えば、ヘミサクシネート、Ｎ－サクシンイミディル
－３－（２－ピリジルジチオプロピオネート）、Ｎ－
［２－（１－ピペラジル）エチル］マレイミドを用いた
方法などが好適に利用される。しかし、標識物質と分解
断片又はペプチド断片とを効率的に結合できる方法であ
る限りこれらに限定はされない。
【００１８】かくして本発明の標識化物質をえる。
【００１９】本発明において、分解断片及びペプチド断
片の標識化物質の両方に対して免疫学的反応性を有する
反応性物質とは、被分析物質由来の分解断片と標識化物
質との間で免疫学的に競合反応する物質であり、免疫学
的反応がおこり免疫複合体が形成されたとき、標識化物
質の標識例えば酵素の酵素活性を減少または上昇させる
物質であれば特に限定されない。具体的には、抗体また
はそのＦａｂ断片など例示することができる。当該抗体
は、分解断片又はペプチド断片を用いて既知のモノクロ
ーナル抗体又はポリクローナル抗体を作製する技術によ
り調製してもよい。また、被分析物質が糖タンパク質で
ある場合には、ホウ酸誘導体などを例示することができ
る。
【００２０】本発明の免疫分析方法及び免疫分析測定キ
ットを使用する被分析物質としては、血液、体液、尿等
に含有される蛋白質、糖蛋白質、ポリペプチド等が例示
される。例えばヘモグロビン、アルブミン、また、糖化
ヘモグロビンの一つＨｂＡ１ｃ、フルクトサミン、ホル
モン、免疫グロブリンなどタンパク質性の高分子が例示
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される。
【００２１】被分析物質の分解・断片化の手段として
は、トリプシン、ペプシンといったタンパク質分解酵素
を用いた方法、臭化シアン、Ｎ－ブロモスクシンイミ
ド、ＮＨ

２
ＯＨ、２－ニトロ－５－チオシアノ安息香

酸、１－シアノ－４－ジメチルアミノピリジウム塩等の
化学物質を用いた方法を行うことができる。また、これ
らの方法に、グアニジン誘導体、チオシアン酸等の変性
剤、過塩素酸等のカオトロピック剤等を併用することも
可能である。また、これらを適宜組み合わせてもよい。
その他にｐＨをアルカリ性または酸性にし、被分析物質
を変性及び／又は酵素を作用しやすくすることにより、
被分析物質を分解しても良い。
【００２２】処理条件は、自体公知の各被分析物質の目
標とする断片化の条件により、簡単な実験を繰り返すこ
とにより適宜決定される。
【００２３】かくして、本発明は、上記説明した被分析
物質を分解する試薬、この試薬により分解されて生じる
分解断片と同一物質の又はこの分解断片と同等の免疫学
的反応性を有するペプチド断片の標識化物質、分解断片
及びペプチド断片の標識化物質の両方に対して免疫学的
反応性を有する反応性物質に加えて、標識化物質を測定
する試薬、及びこれらの反応用媒体を構成させることに
よって、本発明の蛋白質・ペプチドの免疫分析測定キッ
トを提供する。
【００２４】以下、具体的にヘモグロビン中の糖化ヘモ
グロビンを測定する方法を例として説明する。
【００２５】先ず血液を溶血させて、ヘモグロビンを遊
離させた試料に、トリプシンやペプシンのようなタンパ
ク質分解酵素を加えて、ヘモグロビンを分解する。予め
準備しておいた糖化ヘモグロビンのベータ鎖Ｎ末端側ペ
プチド（以下、糖化Ｎ末ペプチド）をＧ６ＰＤＨで標識
したＧ６ＰＤＨ標識糖化Ｎ末ペプチドの一定量を加え
る。そして、糖化Ｎ末ペプチドと特異的に反応する抗体
（抗ＨｂＡ１ｃ抗体）を加えて反応させる。その後、Ｇ
６ＰＤＨの基質である、グルコース－６－リン酸と酸化
型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（ＮＡＤ）を
加えて酵素反応させ、波長３４０ｎｍの吸光度変化量を
測定することにより酵素活性を測定する。あるいはニト
ロブルーテトラゾリウム塩とダイアフォラーゼの存在
下、ホルマザンの生成量を可視部で測定することにより
酵素活性を測定することも可能である。この場合、試料
中の糖化ヘモグロビンの量が多くなるに従って、タンパ
ク質分解酵素により遊離された遊離糖化Ｎ末ペプチド濃
度が高くなるため、Ｇ６ＰＤＨで標識された糖化Ｎ末ペ
プチドに抗ＨｂＡ１ｃ抗体の結合する割合が減少し、測
定される酵素活性は高くなる。このようにして、糖化ヘ
モグロビン量と酵素活性の関係を求め検量線を作成する
ことができる。上記の例では、高分子抗原の分解にタン
パク質分解酵素を使用したが、これに限らず、糖類や脂*
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*質等の加水分解酵素等も抗原に応じて選択され使用され
る。
【００２６】
【実施例】以下に実施例を挙げて本発明を更に説明する
が、本発明は下記実施例に限定されるものではない。
【００２７】
【実施例１】（１）Ｇ６ＰＤＨ標識フルクトシルペプチ
ドの調製
ヒトヘモグロビンのβ鎖Ｎ末端のアミノ酸配列Ｖａｌ－
Ｈｉｓ－Ｌｅｕ－Ｔｈｒ－Ｐｒｏ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓをペ
プチド合成により合成し、その６ｍｍｏｌとＤ－グルコ
ース１１１ｍｍｏｌをピリジン／酢酸（１：１）溶液１
６０ｍｌに加え、室温で７日間反応させる。その後、濃
縮し、Ｄｏｗｅｘ５０カラムに通し、水洗後、５ＭのＮ
Ｈ
４
ＯＨにて溶出させる。溶出画分を濃縮し、ＯＤＳ－

１２０Ｔカラムで分画分取することによりＮ末端にグル
コースが付加したフルクトシルペプチドを合成した。フ
ルクトシルペプチドにヘミサクシネートを反応させ、ｐ
Ｈ９．５の条件下でグルコース－６－リン酸脱水素酵素
（Ｇ６ＰＤＨ）を混合し、Ｇ６ＰＤＨ標識フルクトシル
ペプチドを調製した。
【００２８】（２）糖化ヘモグロビンの測定
市販のグリコヘモグロビンコントロールを生理食塩水で
５／５、４／５、３／５、２／５、１／５と段階希釈し
試料を調製した。その試料１０μｌを５００μｌの１０
０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ４．５）と５０μｌのぺプシン
溶液（５００単位／ｍｌ）の混液に加え、３７℃で１０
分間反応させた。その反応液の２０μｌを採り、１００
ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．５）１００μｌに加え、ペ
プシンの反応を止めると共に、測定試料とした。次いで
（１）で合成した０．１Ｕ／ｍｌのＧ６ＰＤＨ標識グル
コシドペプチド溶液１００μｌと抗ＨｂＡ１ｃ抗体溶液
１００μｌを加え、３７℃で５分間反応させた後、１０
ｍＭのグルコース－６―リン酸と８ｍＭのＮＡＤを含む
溶液１００μｌを加えて、３７℃で５分間反応させ、波
長３４０ｎｍでの吸光度の１分間当たりの変化速度を測
定した。
【００２９】糖化ヘモグロビンの濃度と測定した吸光度
変化速度との関係を図１に示した。その結果、測定され
た吸光度変化速度は糖化ヘモグロビンの濃度に依存して
変化することが判り、本発明の方法で糖化ヘモグロビン
が測定できることが明らかとなった。
【００３０】
【発明の効果】本発明は、従前では不可能と考えられて
いた蛋白質・ペプチドのような高分子物質の免疫学的分
析方法において、Ｂ／Ｆ分離を必要としない、均一系免
疫分析法を提供し、正確でより簡便な蛋白質・ペプチド
の免疫分析方法を可能とする。
【図面の簡単な説明】
【図１】糖化ヘモグロビンの濃度と測定した吸光度変化



(5) 特開２００１－２２８１５０
7

速度との関係を示す図である。

【図１】
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