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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ラテックス粒子と前処理が施されていない全血検体を低張液中で接触させ、次いで、ラ
テックス粒子上に吸着したヘモグロビンA1cと抗ヘモグロビンA1c抗体を接触させることを
含む、検体中のヘモグロビンA1cの免疫測定方法。
【請求項２】
　前記免疫測定が凝集法により行なわれる請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記低張液が、緩衝能が中性からアルカリ側で最大となるグッドバッファーを0.02～0.
2mol/Lの濃度で含む緩衝液である請求項１又は２記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、検体中のヘモグロビンA1cの免疫測定方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ヘモグロビンA1c（HbA1c）は、2本のα鎖と2本のβ鎖からなるヘテロテトラマー構造を
有するヘモグロビン（Hb）において、β鎖のN末端バリンのαアミノ基が非酵素的にグリ
コシル化した糖化ヘモグロビンである。このHbA1cの血中量は糖尿病の比較的長期の血糖
コントロール状態を反映する。従って、HbA1cを測定することは血糖コントロール状態を
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知る上で臨床的に極めて有意義であり、糖尿病の治療効果のモニタリング等のためにHbA1
cの測定が行なわれてきた。その後、糖尿病の診断基準は２０１０年７月から改定され、H
bA1c値が網膜症の発症との間に一定の関係が認められることが評価され、HbA1c 6.1%以上
（JDS値）が糖尿病の判定基準に加えられた（非特許文献１）。さらに２０１２年４月か
らは世界標準に合わせるため、6.1%以上（JDS値）から6.5%以上（NGSP値）へと変更され
た。
【０００３】
　近年、HbA1c測定において、検査センターを中心に、HPLC法での多数検体処理の限界か
ら、自動分析機による免疫測定法の開発が進んだ。そして、遠心沈降血の血球層から血球
を採取し、検体希釈液で溶血液を調製する機器も開発され、自動化が進んだ。
【０００４】
　しかし、遠心操作や溶血・希釈などの前処理が出来ないとして敬遠する施設があること
も事実であり、自動化が進んだとは言えHPLC法と比較すれば、免疫法においては、前処理
が必要であることに変わりはない。例えば、遠心沈降血の希釈溶血をせず、全血検体を希
釈溶血して測定するにしても、HbA1c測定では赤血球中のヘモグロビンが測定対象であり
、赤血球中に存在するが、採血後に採血管を立てておくと、赤血球は沈降し、血清サンプ
ルのように、液面からのサンプリングでは沈降した赤血球を採取することが出来ないこと
になる。そこで、転倒混和後短時間のうちにサンプリングをするか、管底近くにニードル
を差し込んで採取する必要があった。また、HbA1cの特異的部位であるβ鎖N末端は、蛋白
質分子の高次構造の中に埋没して存在するために、ネイティブな状態ではHbA1cに特異的
なモノクローナル抗体と反応しないことが分かっている。したがって、このことによって
も、HbA1cに変性剤を加えて蛋白の高次構造を変化させたり、あるいはβ鎖N末端領域を酵
素で切断して抗体と反応可能な状態にする、などの前処理が必要であった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特許第2677753号
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】糖尿病　53 (6) 450, 2010
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は、全血試料を前処理することなくHbA1cを免疫測定できる手段を提供すること
を目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本願発明者らは、鋭意研究の結果、低浸透圧の緩衝液中にラテックス粒子を浮遊させた
ラテックス試薬中に全血検体を前処理なしでそのまま添加することにより、ヘモグロビン
が大過剰で存在することの悪影響を受けることなく、全血検体の溶血とラテックス粒子表
面へのヘモグロビンの吸着を生じさせることができ、溶血処理や変性処理なしで抗HbA1c
抗体によりHbA1cを検出可能であることを見出し、本願発明を完成した。
【０００９】
　すなわち、本発明は、ラテックス粒子と前処理が施されていない全血検体を低張液中で
接触させ、次いで、ラテックス粒子上に吸着したヘモグロビンA1cと抗ヘモグロビンA1c抗
体を接触させることを含む、検体中のヘモグロビンA1cの免疫測定方法を提供する。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明によれば、例えばラテックス粒子を含む低張液と全血検体を接触させるという１
工程の中で、全血の溶血及びヘモグロビンのラテックス粒子上への吸着の両者を達成する
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ことができる。従来のHbA1c免疫測定法では検体の希釈溶血処理や特別な変性処理が必須
であったが、本発明によればそのような前処理工程を省略することができる。特に、汎用
の自動分析機では、検体希釈と溶血のためだけに反応槽（セル）を使用している例もある
が、本発明によればその必要がなくなるため、検体処理能力が飛躍的に向上する。処理時
間が短縮化されるほか、従来前処理に使用されていた試薬類やチューブ、チップ等の消耗
品も低減され、医療廃棄物量及び実施のコストを抑えることができる。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】HbA1c標準品溶液（No.1）、溶血処理済み全血溶液（No.2）、及び血漿溶液（No.
3）のそれぞれについて、吸光度を測定した結果である。分光光度計の性能を考慮し、通
常使用濃度より２倍希釈したものを測定した。
【図２】２通りの標準試料を調製して作成した検量線である。
【図３】血球希釈溶血サンプルと、前処理が施されていない全血検体をそのまま全血サン
プルとして測定したときの、反応過程における吸光度の変化を示したものである。
【図４】標準品にγグロブリンを異なる濃度で加えて調製した標準試料で作成した検量線
である。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　本発明の方法は、採血後の全血を前処理なしでそのまま用いることを特徴とする。「前
処理」とは、ラテックス粒子と検体とを接触させる前に検体に対して施される処理であり
、溶血処理及びタンパク質変性処理が包含される。採血後の血液の溶血を防ぐためのEDTA
添加やヘパリン添加は本発明にいう「前処理」に包含されない。
【００１３】
　本発明で用いる低張液は、全血を溶血させることができる程度に浸透圧が低い水性の液
体であれば特に限定されない。血液の浸透圧は約280 mOsm/kgH2Oであるから、これよりも
十分に低い浸透圧（例えば100 mOsm/kgH2O以下）の液体であれば低張液として使用可能で
ある。例えば、低張液として純水を用いてもよく、あるいは中性からアルカリ側で緩衝能
が最大となるグッドバッファーを適当な濃度（例えば0.02～0.2mol/L程度）で含む低浸透
圧の緩衝液を好ましく用いることもできる。そのようなグッドバッファーの具体例として
は、以下のものを挙げることができるが、これらに限定されない。
BES [N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonic acid]
MOPS [3-Morpholinopropanesulfonic acid]
TES [N-Tris(hydroxymethyl)methyl-2-aminoethanesulfonic acid]
HEPES [4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid]
DIPSO [3-[N,N-Bis(2-hydroxyethyl)amino]-2-hydroxy-1-propanesulfonic acid]
TAPSO [3-(N-tris[Hydroxymethyl]methylamino)-2-hydroxypropanesulfonic acid]
POPSO [Piperazine-1,4-bis(2-hydroxypropanesulfonic acid)]
HEPPSO [N-(Hydroxyethyl)piperazine-N'-2-hydroxypropanesulfonic acid]
EPPS [3-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]propanesulfonic acid]
Tricine [N-[Tris(hydroxymethyl)methyl]glycine]
Bicine [N,N-Bis(2-hydroxyethyl)glycine]
TAPS [N-Tris(hydroxymethyl)methyl-3-aminopropanesulfonic acid]
【００１４】
　本発明で用いるラテックス粒子は、未感作のもの、すなわち、抗原等のタンパク質を吸
着させていないラテックス粒子である。ラテックス粒子自体は、公知のHbA1c免疫凝集測
定キットで用いられているものと同じものを使用することができる。
【００１５】
　本発明の方法では、前処理が施されていない全血検体とラテックス粒子を低張液中で接
触させ、ラテックス粒子表面にヘモグロビン（通常のヘモグロビン及び糖化ヘモグロビン
であるHbA1cが含まれる）を吸着させる。全血検体中にはラテックス粒子量に比して過剰
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量のヘモグロビンが存在するが、通常のヘモグロビンと糖化ヘモグロビンHbA1cとの間で
は未感作ラテックスへの吸着に実質上差がないため、ラテックス粒子表面に吸着されるHb
A1c量は、全血検体中に存在する総Hb量に占めるHbA1cの比率をそのまま反映することにな
る。ラテックス粒子（粒径 50～200nm、濃度 0.05～0.2%）を含む低張液100～200μLを用
いる反応系の場合、全血検体を１μL～２μL程度添加すればよい。全血検体とラテックス
粒子を低張液中で接触させる時間は、上記したスケールの反応系なら室温もしくは３７℃
で１～５分程度でよい。従来のHbA1c免疫測定法において用いられている抗HbA1c抗体は、
HbA1cに特異的なβ鎖N末端領域を認識する抗体であるが、このβ鎖N末端領域はHbA1c分子
の高次構造中に埋没して存在するため、抗HbA1c抗体でHbA1cを免疫測定するためには検体
の変性処理も通常必要となる。しかしながら、ラテックスにHbA1cを吸着させると、HbA1c
のβ鎖N末端領域が露出するので、特別な変性処理なしでも抗HbA1c抗体による免疫測定が
可能になる。
【００１６】
　次いで、ラテックス粒子上に吸着したHbA1cと、抗HbA1c抗体を接触させ、免疫測定によ
り検体中のHbA1cを測定する。免疫測定の手法自体はこの分野において周知であり、本発
明の方法ではいずれの手法を用いてもよい。免疫測定法を反応形式に基づいて分類すると
、サンドイッチ法、競合法、凝集法、イムノクロマト法、ウエスタンブロット法等があり
、標識で分類すると、放射免疫測定、蛍光免疫測定、酵素免疫測定（EIA）、ビオチン免
疫測定等があるが、これらのいずれもが本発明で言う「免疫測定」に包含され、本発明の
方法に採用することができる。本発明において最も好ましい免疫測定の手法は凝集法であ
るが、ラテックス粒子を含む低張液と溶血処理が施されていない全血検体を接触させ、ラ
テックス粒子表面にHbA1cを吸着させた後、この反応液を粒子ごとサンプルとして用いて
通常の免疫測定を行ない、HbA1cを測定することができるので、凝集法以外の手法も利用
可能である。なお、本発明において、「測定」という語には定性的検出、定量、半定量が
包含される。
【００１７】
　例えば、凝集法では、ラテックス粒子の表面に吸着したHbA1cと抗HbA1c抗体とを接触さ
せることで、抗HbA1c抗体によりHbA1cを介してラテックス粒子が結合、凝集し、反応液の
濁度が増加する。目視で反応液の濁りを確認することでHbA1cの存在を検出することがで
きる（定性的検出）。自動分析機等で濁度を光学的に測定し、HbA1c量を定量することも
できる。その場合、HbA1c濃度が既知の標準試料を準備して測定を行ない、各標準試料の
濁度を光学的に測定し、濁度測定値とHbA1c濃度との関係をプロットして検量線を作成し
ておけばよい。全血検体の測定値をこの検量線に当てはめることで、全血検体中のHbA1c
量を求めることができる。
【００１８】
　サンドイッチ法によりHbA1cを測定する場合、抗Hb抗体（HbA1cを含めヘモグロビン全般
に結合する）を固相に固定化しておき、ラテックス粒子を含む低張液と全血検体を接触さ
せた反応液を固相化抗体と反応させ、洗浄後、標識された抗HbA1c抗体を反応させ、洗浄
後、固相に結合した標識抗体を標識からのシグナルに基づいて測定すればよい。抗HbA1c
抗体を固相化抗体とし、抗Hb抗体を標識抗体として用いてもよい。HbA1c濃度が既知の標
準試料を測定し、シグナル強度とHbA1c濃度との関係をプロットして検量線を作成し、こ
の検量線に全血検体の測定値を当てはめれば、全血検体中のHbA1c量を定量することがで
きる。
【００１９】
　サンドイッチ法の一例として、例えばラテラルフロー方式のイムノクロマトグラフィー
でHbA1cを測定する場合、イムノクロマト器具は以下のような構成のものを用いればよい
。
【００２０】
　ニトロセルロース膜のような多孔性素材からなるマトリックスは、通常、帯状に形成さ
れる。このマトリックス上に、抗HbA1cモノクローナル抗体を固相化した検出ゾーンを設



(5) JP 6172163 B2 2017.8.2

10

20

30

40

50

け、その上流側（後述する展開液が流れる方向における上流側）に、標識した抗Hbモノク
ローナル抗体を点着した標識試薬ゾーンを設ける。標識試薬ゾーンは、通常、標識抗体を
点着した多孔性のパッドにより構成される。マトリックスの上流端には、展開液を貯蔵し
た展開液槽を設ける。標識として酵素を用いる場合、標識酵素の基質を点着した基質ゾー
ンを標識試薬ゾーンの上流に設ければよい。
【００２１】
　測定時には、HbA1cをラテックス粒子表面に吸着させた後の反応液を粒子ごと標識試薬
ゾーンに添加する。添加後に展開液槽を破ると、展開液がマトリックスの毛管現象により
下流に向かって流れる。基質ゾーン及び標識試薬ゾーンを展開液が順次通過し、基質、標
識抗体、及びヘモグロビンが吸着したラテックス粒子が展開液と共に下流に流れていく。
この時にラテックス粒子表面のヘモグロビンと標識抗Hb抗体とが抗原抗体反応により結合
する。この免疫複合体が検出ゾーンに達すると、ラテックス粒子表面のヘモグロビンのう
ちのHbA1cを介して標識抗体が検出ゾーンの抗HbA1c抗体に捕捉される。基質も同時に流れ
ているため、標識抗体が捕捉された検出ゾーンが呈色する。この呈色を目視により判定す
ればよい。呈色の有無に基づいてHbA1cの定性的検出が可能である他、検出ゾーンの呈色
の強さに基づいて大まかな定量も可能である。
【００２２】
　なお、イムノクロマト器具では、検出ゾーンに固相化する抗体を抗Hb抗体とし、標識試
薬ゾーンに点着する標識抗体を抗HbA1c抗体としてもよい。また、標識物質に対する抗体
を上記検出ゾーンの隣に点着してコントロールゾーンを設け、標識抗体の展開が適切に生
じたかどうかを確認できるようにしてもよい。
【００２３】
　抗HbA1c抗体は公知であり、抗HbA1c抗体を用いたHbA1c免疫測定キットも各種のものが
市販されている。本発明ではそのような公知の抗HbA1c抗体を用いることができる。また
、抗体の作製方法も周知の常法であるので、糖化していない通常のヘモグロビンと区別し
てHbA1cを特異的に認識できる抗体を作製して用いてもよい。上記の通り、HbA1cに特異的
な部位はβ鎖N末端領域であるので、このHbA1cのβ鎖N末端領域を免疫原として用いて動
物（ヒトを除く）を免疫し、該動物体内でHbA1cに対する抗体を誘起させれば、該動物の
血清からHbA1cに対するポリクローナル抗体を得ることができる。また、免疫した動物か
ら脾細胞を回収し、常法のハイブリドーマ法により、HbA1cに特異的に結合する抗HbA1cモ
ノクローナル抗体を調製することができる。免疫測定における再現性等の観点から、本発
明では抗HbA1cモノクローナル抗体を用いることが好ましい。
【００２４】
　上記の免疫原として用いるHbA1cのβ鎖N末端領域の調製方法、及び該領域に対するモノ
クローナル抗体の作製方法の具体例は、例えば特許文献１（特許第２６７７７５３号）等
に詳述されており、当業者であれば適宜調製することができる。以下、そのプロセスにつ
いて具体的に説明する。
【００２５】
　免疫原として用いるHbA1cのβ鎖N末端領域は、ヘモグロビンβ鎖のN末端領域に相当す
るペプチドを合成し、N末端アミノ酸残基であるバリンのαアミノ基にグルコースを非酵
素的に結合させることにより調製することができる。糖化処理に付すペプチドの合成は、
市販のペプチド合成機を用いて常法により実施できる。合成するヘモグロビンβ鎖N末端
領域は数残基程度でよい。配列番号１にはヒトヘモグロビンβ鎖N末端の５残基の配列を
示した。調製後のN末端ペプチドを酢酸に溶解し、ピリジン存在下でモル比2倍量のグルコ
ースを添加し、室温で約１０日間撹拌することにより、N末端ペプチドを糖化することが
できる。ペプチドが糖化されるとHPLCでの保持時間が短くなるので、糖化反応の進行はHP
LCでチェックすることができる。HPLCによる分析条件は、例えば以下の通りでよい。
【００２６】
カラム：TSKgel、ODS-120A（4.6×250mm、東ソー社製）
機器：島津HPLCシステム
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移動相：10％アセトニトリル／0.1％トリフルオロ酢酸から60％アセトニトリル／0.1％ト
リフルオロ酢酸への直線勾配
流 速：0.8mL/min
時間：２５min
モニター：吸光度280nm
【００２７】
　得られた糖化ペプチド（HbA1cのβ鎖N末端領域）は、例えば以下の分離条件でHPLC精製
することができる。
【００２８】
カラム：TSKgel、ODS-120A（21.5×300mm、東ソー社製）
移動相：10％アセトニトリル／0.1％トリフルオロ酢酸から60％アセトニトリル／0.1％ト
リフルオロ酢酸への直線勾配
流 速：5mL/min
モニター：吸光度280nm
【００２９】
　精製後のペプチドから、ペプチド化学合成工程で付加されているシステイン保護基を常
法により脱離後、上記の分離条件（ただしモニターする吸光度は215nmでよい）で再度HPL
C精製したものを免疫原として用いることができる。
【００３０】
　上記の通りに製造したHbA1cのβ鎖N末端領域は数残基のサイズであるので、免疫原とし
て用いる場合、適当なキャリアータンパク質（例えば、チログロブリン、エデスチン等）
に結合させ、適当なアジュバント（例えば、完全フロインドアジュバント、不完全フロイ
ンドアジュバント等）と混合して動物（ヒトを除く）に免疫すればよい。これにより、上
述した通り、該動物体内で免疫原に対する抗体を誘導することができ、該動物から脾細胞
を回収してハイブリドーマ法によりモノクローナル抗体を調製することができる。
【００３１】
　HbA1cへの望ましい特異性を有する抗HbA1c抗体のスクリーニングは、例えば、通常のヘ
モグロビンを固相化したプレートとHbA1cを固相化したプレートを準備し、得られた複数
ラインの抗体の両者への反応性を確認することにより実施できる。通常のヘモグロビンへ
の結合性がバックグラウンド程度以下であり、かつ、HbA1cへの反応性が高い抗体を、HbA
1c特異抗体として好ましく用いることができる。
【００３２】
　適当な標準試料を調製して検量線を作成すれば、HbA1cの定量も可能になる。本発明で
は全血検体を用いるが、血球溶血処理検体と比べて全血検体には血漿が多く含まれる。こ
のような検体を用いる場合、検量線の作成には、血清、血漿ないしは血漿タンパク質（例
えばアルブミン、γグロブリン等）、その他の生体タンパク質等の適当な物質を添加して
調製したHbA1c標準試料を用いればよい。このような技術自体は常法であり、当業者であ
れば適宜、全血検体の測定に適したHbA1c標準試料を調製して検量線を作成することがで
きる。
【実施例】
【００３３】
　以下、本発明を実施例に基づきより具体的に説明する。もっとも、本発明は下記実施例
に限定されるものではない。
【００３４】
１．緩衝液による溶血の確認
　前処理が施されていない全血検体の測定系では、ラテックス試薬（ラテックス粒子を含
む低浸透圧の緩衝液）中に全血を添加して赤血球の溶血及びヘモグロビンのラテックス表
面への吸着を完結させる必要がある。そのため、まず、ラテックスを浮遊させる緩衝液自
体に赤血球を溶血させる効果があるかどうかを確認した。
【００３５】
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　表１に示す溶液をそれぞれチューブに2mLとり、これに全血10μLを加え、目視で溶血の
判定を行なった。0.15M NaClは溶血を生じさせない溶液として検討に加えた。
【００３６】
【表１】

【００３７】
　市販のキットに含まれる検体希釈液でも溶血は確認されたが、採血直後の全血ではクリ
アな溶血ではなかった。しかし、採血３時間後の全血を添加した場合には、R1緩衝液との
間で明確な差はなかった。R1緩衝液では採血直後の全血でもクリアに溶血した。
【００３８】
２．全血サンプルでの吸光度測定
　下記のサンプルについて、分光光度計Ubest-V530(JASCO)で吸光度を測定した。
No.1：HbA1c標準品（凍乾品、市販）にR1緩衝液２mＬを加えて復元したもの
No.2：全血１０μLをR1緩衝液２mＬに添加して溶血したもの
No.3：血漿１０μLをR1緩衝液２mＬに溶解したもの
【００３９】
　結果を図１に示す。全血検体の溶血液は、ヘモグロビン濃度が標準品の約半分であるこ
とが確認された。標準品（サンプルNo.1）は血球層から血球を採取して溶血したサンプル
を想定したものであり、全血検体（サンプルNo.2）は血漿が含まれる分、サンプルNo.1よ
りもヘモグロビン濃度が低くなっていた。ヘモグロビン色素の吸光度を示す波長がほぼ 6
00nm より短波長側に限定されているので、その影響を避けるために、ラテックスの凝集
の程度を測定するための波長は、それよりも長波長側の波長を使用する必要があることを
示す。
【００４０】
３．免疫凝集法による前処理が施されていない全血サンプルからのHbA1cの検出
　HbA1c標準品（凍乾品、市販）を用いて以下の２通りの標準試料（HbA1c濃度は0.0％～1
4.9％）を調製し、日立7170自動分析機を用いてラテックス凝集法による測定を行ない、
検量線を作成した（図２）。HbA1c特異抗体として、市販のキットにも用いられている公
知の抗HbA1cモノクローナル抗体（特許文献１参照）を用いた。
標準試料１：
　HbA1c標準品を検体希釈液１ｍLで復元し、4.8μLをサンプルとした。
標準試料２：
　HbA1c標準品を検体希釈液100μLで復元し、12μLをサンプルとした。
【００４１】
　ラテックス粒子を浮遊させたR1緩衝液を用いて、日立7170自動分析機により全血サンプ
ル2μLの測定を行なった。測定シグナルを図２に示した２種の検量線にそれぞれ当てはめ
、全血サンプル中のHbA1c濃度を算出した。その結果、表２に示す通りに濃度が算出され
た。
【００４２】
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【表２】

【００４３】
　ここで使用した全血サンプルの血球層から血球を採取して溶血させ、従来法による測定
を行なったところ、HbA1cの濃度は５．２％と算出された。検量線を作成する標準試料の
種類に応じて測定値が変動したが、溶血等の前処理をしない全血サンプルをダイレクトに
免疫測定しても測定値を得ることができることが確認された。標準試料を適当に調製すれ
ばより正確な測定が可能になる。
【００４４】
４．免疫凝集法による前処理を施されていない全血からのHbA1cの検出時における反応過
程の吸光度変化
　全血検体の血球層から血球を採取して溶血させた希釈サンプルと、前処理を施されてい
ない全血サンプルをダイレクトに免疫測定した場合の反応過程の吸光度変化を図３に示し
た。
【００４５】
　全血サンプルの測光ポイント１で吸光度が高いのは、溶血の途中であることを示してい
て、測光ポイント２では吸光度はほぼ一定になっていることから、溶血が速やかに進行し
ていることが示された。希釈サンプルの反応過程の吸光度変化と比較して、全血サンプル
の場合は、全体的に吸光度は高い方に平行移動してかさ上げされている状態だった。かさ
上げの原因は、赤血球の溶血後の細胞膜などの残骸の影響と思われた。測定値は、R2試薬
（抗体液）が入るポイント１６過ぎから、最終ポイント３４の間の適当な区間の吸光度差
で求めるので、かさ上げの実質上の影響は無いことになる。
【００４６】
５．標準品に異なる濃度のγグロブリンを加えてHbA1c標準試料を調製して測定すること
により作成した検量線
　HbA1c標準品（凍乾品、市販）を用いて、以下の４通りの標準試料（HbA1c濃度は0.0%～
14.9%）を調製し、２μLをサンプルとして日立７１７０自動分析機を用いてラテックス凝
集法による測定を行ない、検量線を作成した。その検量線を図４に示す。
標準試料３：
　HbA1c標準品をR1緩衝液 100μLで復元したもの。
標準試料４：
　HbA1c標準品を、γグロブリン1.25mg/mL 含むR1緩衝液 100μLで復元したもの。
標準試料５：
　HbA1c標準品を、γグロブリン 2.5mg/mL 含むR1緩衝液 100μLで復元したもの。
標準試料６：
　HbA1c標準品をγグロブリン 5mg/mL 含むR1緩衝液 100μLで復元したもの。
【００４７】
　γグロブリンの濃度が高くなるにつれて、検量線のシグナルは低下した。検体の最低分
注可能サンプル量は自動分析機により異なるため、加えるγグロブリン等の濃度及び標準
試料のサンプル量は、前処理を施されていない全血サンプルの量（μL）と、ラテックス
試薬の濃度や試薬量により、適宜最適なものを検討選択して決めることができる。
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