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(57)【要約】
【課題】試料中の被検物質を免疫学的に測定する方法に
おいて、試料の前処理に使用した界面活性剤を除去する
ための、効率が良くかつ少量の試料にも適用しうる手段
を提供することであり、該手段を含む免疫学的測定方法
を提供すること。
【解決手段】試料の前処理に使用した界面活性剤を、該
界面活性剤の溶解度を変化させて沈殿除去する手段を導
入した免疫学的測定方法および該測定方法に使用する測
定試薬を提供する。とくにウイルスまたはウイルス由来
の抗原の測定方法であって、試料を陰イオン界面活性剤
で前処理し、その後該陰イオン界面活性剤をカウンター
イオンの交換反応を行うことによりその溶解度を変化さ
せて除去し、ウイルスまたはウイルス由来の抗原測定す
る免疫学的測定を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  試料中の被検物質を免疫学的に測定する
方法において、該試料の前処理に使用した界面活性剤
を、該界面活性剤の溶解度を変化させて、沈殿除去する
手段を導入した免疫学的測定方法。
【請求項２】  試料中の被検物質が、ウイルスまたはウ
イルス由来の抗原である請求項１記載の免疫学的測定方
法。
【請求項３】  界面活性剤が、陰イオン界面活性剤であ
る請求項１または２に記載の免疫学的測定方法。
【請求項４】  界面活性剤の溶解度を変化させる手段
が、該界面活性剤のカウンターイオンの交換反応を行う
ことである請求項１～３に記載のいずれか１項に記載の
免疫学的測定方法。
【請求項５】  界面活性剤の溶解度を変化させて沈殿除
去する手段に用いる試薬を含む、請求項１～４に記載の
いずれか１項に記載の免疫学的測定方法に使用する免疫
学的測定試薬。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明はウイルス感染症の診
断、経過観察、治療方針決定、治療効果判定を目的とす
るウイルスの同定および定量に関するものである。
【０００２】
【従来の技術】ウイルス感染の診断としては、通常、血
中のウイルスに対する抗体の測定が行われる。例えば、
Ｃ型肝炎の診断は、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）の非構
造領域とコア領域の蛋白を抗原として用いる酵素免疫測
定法（ＥＩＡ）で、これらの抗原と反応する生体試料中
に存在する抗体を測定することにより行う。この抗体測
定によるウイルスの同定および定量の方法は臨床検査な
らびに献血スクリーニングに利用されている。しかし、
この抗体測定によるウイルスの同定および定量の方法
は、ウイルスに感染してから血中の抗体価が測定可能な
力価に到達するまでに時間の差、いわゆるウインドウピ
リオドが存在するため、感染の有無を的確に捉えられな
いという問題がある。
【０００３】感染の有無を的確に捉えるにはウイルスそ
のものを同定または定量することが望ましい。その方法
として、遺伝子学的検査によるウイルスの同定および定
量が挙げられる。この方法は、ウイルス感染の診断、経
過観察、治療方針決定、治療効果判定に用いられるが、
操作が煩雑で難易度が高い、検査に要する時間が長い、
検査コストが高い、検査結果の再現性が必ずしも良くな
いなどの問題がある。
【０００４】また、ウイルス表面蛋白をウイルス抗原と
して測定する方法が、いくつかのウイルスに関して臨床
検査ならびに献血スクリーニングに利用されている。し
かし、多くのウイルス感染の場合、宿主の免疫応答によ
り産生されたウイルス表面蛋白抗原に対する内因性抗体
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により測定が妨害されたり、宿主の免疫応答から逃れる
ためにウイルス側の表面抗原の変異が起こるため、表面
抗原の測定もウイルスの同定または定量には適していな
い場合が多い。
【０００５】上記のようなウイルスの同定および定量方
法に代わる方法として、近年、ＨＣＶのコア抗原をＥＩ
Ａ法で測定するキットが開発されている。このＨＣＶの
コア抗原を測定する方法は、試料中のＨＣＶからＨＣＶ
コア抗原を放出させるため、および試料中にもともと存
在するＨＣＶコア抗原に対する内因性抗体を失活させる
ための、試料の前処理工程と、この前処理した試料中の
ＨＣＶコア抗原を、ＨＣＶコア抗原に対するモノクロー
ナル抗体を用いるＥＩＡで測定する工程よりなる。試料
の前処理工程は、非イオン性界面活性剤、陰イオン界面
活性剤、アルカリ、カオトロピックイオンおよび酸性化
剤を適宜組み合わせて用いて行われる。
【０００６】その前処理法の１例として、５％ＳＤＳ
（ドデシル硫酸ナトリウム）、０．７５％ＣＨＡＰＳ
（３－[(３－コラミドプロピル)－ジメチルアンモニオ]
－１－プロパンスルホン酸）、０．７５％トリトンＸ－
１００および６Ｍ尿素を含む溶液と試料である血清とを
等量混合して、５６℃で３０分間処理する方法が開示さ
れている（特開平１１－１０８９３２）。この方法は陰
イオン界面活性剤であるＳＤＳの濃度が最終濃度で２．
５％と非常に高く、抗原抗体反応が阻害されるため、そ
の後の測定に通常の抗体は適用できなかった。
【０００７】さらに本発明者らの前出願、特願平１１－
２７８６５１には、界面活性剤で前処理した試料から、
合成吸着剤であるダイアイオンＨＰシリーズ（ＨＰ１
０、ＨＰ２０、ＨＰ２１、ＨＰ３０、ＨＰ４０、ＨＰ５
０）、ダイアイオンＳＰ８００シリーズ（ＳＰ８００、
ＳＰ８２５、ＳＰ８５０、ＳＰ８７５）、ダイアイオン
ＳＰ２００シリーズ（ＳＰ２０５、ＳＰ２０６、ＳＰ２
０７）、ダイアイオンＨＰＭ１ＧおよびＨＰ２ＭＧ、ア
ンバーライトＸＡＤシリーズ（ＸＡＤ－２、ＸＡＤ－
４、ＸＡＤ－１６、ＸＡＤ－２０００、ＸＡＤ－７Ｈ
Ｐ）および合成高分子吸着マットを利用して、界面活性
剤を除去する方法が開示されている。この方法によれ
ば、非イオン性界面活性剤（商品名 トゥイーン２０、
トゥイーン８０、トリトンＸ－１００、ブリージ３５な
ど）、陰イオン界面活性剤（ドデシル硫酸ナトリウムな
ど）、両イオン性界面活性剤（ＣＨＡＰＳなど）さらに
陽イオン界面活性剤（セチルトリメチルアンモニウムブ
ロミドなど）が除去できる。しかし、この方法は大量に
処理する場合に適用するのが有利であり、分析に用いる
ような１ｍＬ以下の少量試料では操作が困難であった。
【０００８】
【発明が解決しようとする課題】本発明の目的は、試料
中の被検物質を免疫学的に測定する方法において、試料
の前処理に使用した界面活性剤を除去するための、効率
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が良くかつ少量の試料にも適用しうる手段を提供するこ
とであり、該手段を導入した免疫学的測定方法を提供す
ることである。詳しくは本発明は、該手段を導入した、
試料中のウイルスを免疫学的に測定する方法を提供する
ことを目的とする。
【０００９】
【課題を解決するための手段】本発明は試料中の被検物
質を免疫学的に測定する方法において、該試料の前処理
に使用した界面活性剤を、該界面活性剤の溶解度を変化
させて沈殿除去する手段を導入した免疫学的測定方法を
提供する。本発明の免疫学的測定方法では、試料中の被
検物質が、ウイルスまたはウイルス由来の抗原でありう
る。また本発明の免疫学的測定方法では、界面活性剤
が、陰イオン界面活性剤でありうる。さらに本発明の免
疫学的測定方法では、界面活性剤の溶解度を変化させる
手段が、該界面活性剤のカウンターイオンの交換反応を
行うことであってもよい。さらにまた、本発明は、本発
明の免疫学的測定方法に使用する、測定試薬を提供す
る。本発明の測定試薬は、界面活性剤の溶解度を変化さ
せる手段に用いる試薬を含む。ここで、測定試薬は１以
上の試薬よりなり、また、測定に使用する試薬キットも
意味する。また、試薬は１以上の物質よりなる。
【００１０】
【発明の実施の形態】本発明は、試料中の被検物質を免
疫学的に測定する方法において、該試料の前処理に使用
した界面活性剤を、該界面活性剤の溶解度を変化させて
沈殿除去する手段を導入した免疫学的測定方法、および
該免疫学的測定方法に用いる測定試薬である。本発明の
免疫学的測定方法は、試料を界面活性剤で前処理する工
程と、前処理後に該界面活性剤をその溶解度を変化させ
て除去する工程と、ついで試料中の被検物質を測定する
工程とを含む。
【００１１】本発明の免疫学的測定方法および測定試薬
は、試料中に存在する物質の測定に用いられ、とくに抗
原または抗体の測定に好適であり、とりわけウイルスの
コア抗原の測定に好適である。被検物質の具体例として
は、例えばウイルスであれば、ヘルペスウイルス（ＨＳ
Ｖ、ＣＭＶ，ＺＶＺ，ＥＢＶ，ＨＨＶなど）、インフル
エンザウイルス、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、ヒ
ト成人Ｔ細胞白血病ウイルス（ＨＴＬＶ）、肝炎ウイル
ス（ＨＢＶ，ＨＣＶ、ＨＤＶ，ＨＧＶ）、その他カゼ症
候群、消化器系疾患、中枢神経系疾患、呼吸器系疾患、
出血熱などの様々な疾患の病因ウイルス、これらに対す
る抗体、およびこれらのウイルスのコア抗原が挙げられ
る。とくに、ＨＣＶのコア抗原の測定に好適であるが、
これに限らず、コア抗原を測定するために、その測定に
おいてウイルスエンベロープ膜の破壊および／または遊
離の抗体の失活に界面活性剤が使用されるウイルスに応
用できる。またウイルス以外であっても、内部抗原を測
定するために界面活性剤を使用する、細菌（黄色ブドウ
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球菌、表皮ブドウ球菌、緑膿菌、大腸菌群）などの各種
微生物にも応用できる。
【００１２】測定の対象となる試料は、全血、血漿、血
清、尿、髄液、精液、唾液、母乳、汗、粘液などの体液
や糞便、病変部組織およびその抽出液、膿、喀痰、およ
びウイルスをはじめとする微生物培養系試料などであ
る。
【００１３】本発明において、試料の前処理に用いる界
面活性剤は格別限定されず、陰イオン界面活性剤、陽イ
オン界面活性剤、非イオン性界面活性剤、および／また
は両イオン性界面活性剤が利用できるが、とくに微生物
のエンベロープ膜を破壊するおよび／または遊離の抗体
を失活させるために一般に使用されるものが用いられ
る。また、界面活性剤の使用時と除去時とでその溶解度
を変化させられるもの、除去時にその溶解度が有意に減
少できるものが好ましく、とくに、微生物のエンベロー
プ膜破壊時と除去時とでその溶解度を変化させられるも
の、除去時にその溶解度が有意に減少できるものが好ま
しい。微生物、例えばＨＣＶ、のエンベロープ膜を破壊
する場合、陰イオン界面活性剤を用いるのが好ましく、
さらに加えて非イオン界面活性剤、アルカリ、カオトロ
ピックイオンおよび酸性化剤を適宜組み合わせて使用す
ることがより好ましい。界面活性剤の代表的な例として
は、硫酸エステルのアルカリ金属塩、石鹸、硫酸化油、
スルホン化油、各種アミン類、第４アンモニウム塩およ
びエチレンオキシドとの縮合生成物がある。また、陰イ
オン界面活性剤の具体例として、ドデシル硫酸ナトリウ
ム等のドデシル硫酸アルカリ塩、セチル硫酸ナトリウム
や他のアルキル化硫酸エステル、ドデシルスルホン酸ナ
トリウムの様なアルキル化スルホン酸塩、アルキルアリ
ルスルホン酸塩、（スルホベタイン、デオキシコール酸
塩、ラウロイルサルコシン）などが例示される。
【００１４】本発明においては、試料の前処理に使用し
た界面活性剤を、前処理後に該界面活性剤の溶解度を変
化させることにより、その後の被検物質の免疫学的測定
に影響が無い程度にまで、除去することが特徴である。
【００１５】本発明において、界面活性剤の溶解度を変
化させる手段として、自体公知の化学的手段を用いるこ
とができる。その簡便な方法としては、例えば、塩を形
成している界面活性剤のカウンターイオンを別なイオン
に変更する、すなわちカウンターイオンの交換反応を行
う方法が有用である。具体的には、例えばドデシル硫酸
ナトリウム（ＳＤＳ）のカウンターイオンをナトリウム
からカリウムに変更することにより、その溶解度を減少
できる。すなわち、試料の前処理に使用したＳＤＳを、
前処理後にカリウム塩を添加することによりドデシル硫
酸カリウム（ＰＤＳ）に変換すると、生成したＰＤＳは
その溶解度が極端に低いために析出する。その結果、溶
液中のドデシル硫酸濃度が、その後の測定における免疫
反応に実質的に影響が無い程度にまで下がり、試料中の



(4) 特開２００１－２８９８４９

10

20

30

40

5
被検物質の測定が可能となる。添加するカリウム塩の濃
度は、簡単な実験的繰り返しにより求められるが、好ま
しくはＳＤＳ濃度の１～３０倍（モル比）、より好まし
くはＳＤＳ濃度の３～２０倍濃度（モル比）である。ま
た、ＳＤＳの溶解度を変えるためには、カリウム塩の他
に、バリウム塩、カルシウム塩などの金属塩も用いるこ
ともできる。
【００１６】また、免疫学的測定方法に使用する溶媒の
ｐＨ、塩濃度、温度、および／または種類などを変更す
ることにより、同様に界面活性剤の溶解度を変化させる
ことができる。本発明に適する溶媒のｐＨ、塩濃度、温
度、および／または種類などは、界面活性剤の溶解度を
指標にして、簡単な実験的繰り返しにより選択すること
ができる。
【００１７】本発明の免疫学的測定方法において、試料
中の被検試薬を測定する方法は自体公知の免疫学的測定
方法を使用できる。例えば、酵素免疫測定法（ＥＩ
Ａ）、蛍光イムノアッセイ、ラジオイムノアッセイ（Ｒ
ＩＡ）なとが挙げられるが、これらに限定されない。
【００１８】さらに本発明は、上記本発明の免疫学的測
定方法に使用する測定試薬を提供する。本発明の測定試
薬は、上記界面活性剤の溶解度を変化させる手段に用い
る試薬を含む。
【００１９】本発明の免疫学的測定方法および測定試薬
を用いることにより、試料を界面活性剤で前処理する工
程を含む免疫学的測定方法において、今まで測定できな
かった試料が測定可能となった。
【００２０】
【実施例】以下に実施例を挙げて本発明をさらに説明す
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）ＨＣＶコア抗原の測定
ＨＣＶ陽性の３例の血清検体１００μＬに、５％ＳＤＳ
（ドデシル硫酸ナトリウム）、０．７５％ＣＨＡＰＳ
（３‐[(３－コラミドプロピル)－ジメチルアンモニオ]
－１－プロパンスルホン酸）、０．７５％トリトンＸ－
１００および６Ｍ尿素を含む溶液１００μＬを混合した
後、５６℃で３０分間加熱し、前処理を行なった。その
後、１．５Ｍの塩化カリウム溶液を５０μＬ添加してＳ
ＤＳを沈殿させ、遠心分離により上清を得た。対照とし
て、同一の検体を用い、塩化カリウムの代わりに精製水
を５０μＬ加えて同一の操作を行った。 *
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*【００２１】得られた上清の１００μＬと反応緩衝液２
００μＬとを、市販のＨＣＶコア抗原測定キット（国際
試薬株式会社）の固相チューブに分注し、３０～３７℃
で１０分間反応させた。反応後、吸引除去と洗浄を３回
行った後、ペルオキシダーゼ標識抗ＨＣＶコア抗体液３
００μＬを加え、３０～３７℃で９分間反応させた。反
応後、吸引除去と洗浄を４回行った。次いで、ペルオキ
シダーゼの基質である過酸化水素と１０ｍｍｏｌ／Ｌの
ｐ－ヒドロキシフェニルプロピオン酸の混合液３００μ
Ｌを分注し、１０分間反応させた後、反応停止液（０．
１ｍｏｌ／Ｌグリシン緩衝液、ｐＨ１０）１ｍＬを加え
て反応を停止し、励起波長３２０ｎｍ、蛍光波長４０５
ｎｍで蛍光強度を測定した。既知濃度のリコンビナント
ＨＣＶコア抗原標準液を同様に操作して得られた検量線
よりＨＣＶコア抗原濃度を求めた。結果を表１に示し
た。対照の方法では、ＳＤＳが測定系から除去されない
ため、ＨＣＶコア抗原が全く測定できいないが、本発明
の方法では、ＳＤＳが除去されるため、ＨＣＶコア抗原
を測定しうることが実証された。
【００２２】
【表１】  ＨＣＶコア抗原測定結果

【００２３】
【発明の効果】本発明により、界面活性剤を試料の前処
理に用いる試料中被検物質の測定方法において、該界面
活性剤を該免疫学的測定系から、実質的に該測定系に影
響が無い程度にまで効率が良く除去することができ、そ
の結果、試料中の被検物質の測定を精度良く行うことが
でき、さらに従来の方法では測定ができなかった試料の
測定が可能となった。また、本発明は、少量の試料にも
適用しうる。
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