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(57)【要約】

体液、特に血中のチトクロムｃ量を正確に測定する免疫化学的方法、並びに測定キットを

提供する。抗体とチトクロムｃの反応を酸性領域の緩衝液中で行うことにより、妨害物質

の影響を排除でき、正確なチトクロムｃ量の測定が可能となる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

体 液 中 の チ ト ク ロ ム ｃ を 免 疫 化 学 的 に 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 抗 体 と チ ト ク ロ ム ｃ の 反 応

を 酸 性 領 域 の 緩 衝 液 中 で 行 う こ と を 特 徴 と す る 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

酸 性 領 域 が pH 3.5か ら pH 5.0で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

体 液 が 血 液 で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

体 液 中 の チ ト ク ロ ム ｃ を 免 疫 化 学 的 に 測 定 す る キ ッ ト で あ っ て 、 抗 体 と チ ト ク ロ ム ｃ の 反

応 を 酸 性 領 域 の 緩 衝 液 中 で 行 う た め の 測 定 キ ッ ト 。

【 請 求 項 ５ 】

酸 性 領 域 が pH 3.5か ら pH 5.0で あ る 請 求 項 ４ に 記 載 の 測 定 キ ッ ト 。

【 請 求 項 ６ 】

少 な く と も 、

（ １ ） チ ト ク ロ ム ｃ と 反 応 す る 抗 体 及 び

（ ２ ） 酸 性 領 域 で 反 応 さ せ る 緩 衝 液

を 含 む 、 請 求 項 ４ 又 は ５ に 記 載 の 測 定 キ ッ ト 。

【 請 求 項 ７ 】

チ ト ク ロ ム ｃ と 反 応 す る 抗 体 が 、 固 相 化 し た 抗 体 及 び ／ 又 は 標 識 し た 抗 体 で あ る 、 請 求 項

６ に 記 載 の 測 定 キ ッ ト 。

【 請 求 項 ８ 】

体 液 が 血 液 で あ る 請 求 項 ４ か ら ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 測 定 キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 体 液 、 特 に 血 中 の チ ト ク ロ ム ｃ を 正 確 に 測 定 す る 免 疫 化 学 的 方 法 、 及 び 測 定

キ ッ ト に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 チ ト ク ロ ム ｃ は 古 く は 電 子 伝 達 系 の 蛋 白 質 と し て 、 ま た 、 近 年 で は ア ポ ト ー シ ス 関 連 蛋

白 質 と し て 研 究 さ れ 、 細 胞 内 の チ ト ク ロ ム ｃ 濃 度 や 血 中 の チ ト ク ロ ム ｃ 濃 度 を 免 疫 化 学 的

に 測 定 す る 方 法 が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 ま た 、 血 中 の チ ト ク ロ ム ｃ 濃 度 が 体 内

で 起 こ っ て い る ア ポ ト ー シ ス の 指 標 と な る こ と が 知 ら れ （ 非 特 許 文 献 ２ 、 特 許 文 献 １ 、 ２

） 、 多 く の 疾 患 の 診 断 薬 と し て の 用 途 が 期 待 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 従 来 の チ ト ク ロ ム ｃ 測 定 法 や 測 定 キ ッ ト を 用 い て 体 液 、 特 に 血 中 の チ ト ク ロ ム ｃ を 測 定

す る 場 合 、 そ の 測 定 値 が チ ト ク ロ ム ｃ 量 を 反 映 し 、 体 内 で 起 こ っ て い る ア ポ ト ー シ ス を 検

査 す る 上 で 支 障 が 無 い こ と は 確 認 さ れ て い た 。 し か し こ れ ま で 、 測 定 値 が 正 確 に 体 液 中 の

チ ト ク ロ ム ｃ 量 を 反 映 し て い る か 否 か は 検 証 さ れ て お ら ず 、 体 液 中 の チ ト ク ロ ム ｃ の 測 定

値 を 正 確 に 求 め ら れ る 測 定 方 法 及 び 測 定 キ ッ ト が 求 め ら れ て い た 。

【 特 許 文 献 １ 】 W O 01/35093

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 2003-028860

【 非 特 許 文 献 １ 】 Andrea Renz, et al. Rapid extracellular release of cytochrome c

is specific for apoptosis and markers cell death in vivo, BLO O D, 98(5)1542-1548,

2001

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Z.BEN-ARI, et al. Circulating soluble cytochromec in liver disea

se as marker of apoptosis, Journal of Internal Medicine, 254,168-175,2003

【 発 明 の 開 示 】

【 ０ ０ ０ ４ 】
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　 本 発 明 の 課 題 は 、 体 液 、 特 に 血 中 の チ ト ク ロ ム ｃ を 正 確 に 測 定 す る 免 疫 化 学 的 方 法 、 及

び 測 定 キ ッ ト を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 本 発 明 者 ら は 従 来 の サ ン ド イ ッ チ 法 で 、 血 清 に 既 知 量 の チ ト ク ロ ム ｃ を 添 加 し 、 そ の 測

定 値 を 測 定 す る 添 加 回 収 試 験 を 行 っ た と こ ろ 、 添 加 量 の 多 寡 を 反 映 し た 測 定 値 が 得 ら れ る

こ と が 判 明 し た も の の 、 添 加 量 を 正 確 に 反 映 し た 測 定 値 を 得 る こ と が で き な か っ た 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 種 々 の 測 定 条 件 に つ い て 検 討 し た 結 果 、 チ ト ク ロ ム ｃ と 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 を 反 応 さ せ

る 際 の 緩 衝 液 の pHを 酸 性 領 域 に す る こ と に よ り 、 血 清 中 チ ト ク ロ ム ｃ の 正 確 な 測 定 値 を 得

る こ と が で き る こ と を 見 出 し て 、 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 に 関 す る 。

　 ［ １ ］ 体 液 中 の チ ト ク ロ ム ｃ を 免 疫 化 学 的 に 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 抗 体 と チ ト ク ロ ム

ｃ の 反 応 を 酸 性 領 域 の 緩 衝 液 中 で 行 う こ と を 特 徴 と す る 方 法 。

　 ［ ２ ］ 酸 性 領 域 が pH 3.5か ら pH 5.0で あ る ［ １ ］ に 記 載 の 方 法 。

　 ［ ３ ］ 体 液 が 血 液 で あ る ［ １ ］ 又 は ［ ２ ］ に 記 載 の 方 法 。

　 ［ ４ ］ 体 液 中 の チ ト ク ロ ム ｃ を 免 疫 化 学 的 に 測 定 す る キ ッ ト で あ っ て 、 抗 体 と チ ト ク ロ

ム ｃ の 反 応 を 酸 性 領 域 の 緩 衝 液 中 で 行 う た め の 測 定 キ ッ ト 。

　 ［ ５ ］ 酸 性 領 域 が pH 3.5か ら pH 5.0で あ る ［ ４ ］ に 記 載 の 測 定 キ ッ ト 。

　 ［ ６ ］ 少 な く と も 、

（ １ ） チ ト ク ロ ム ｃ と 反 応 す る 抗 体 及 び

（ ２ ） 酸 性 領 域 で 反 応 さ せ る 緩 衝 液

を 含 む 、 ［ ４ ］ 又 は ［ ５ ］ に 記 載 の 測 定 キ ッ ト 。

　 ［ ７ ］ チ ト ク ロ ム ｃ と 反 応 す る 抗 体 が 、 固 相 化 し た 抗 体 及 び ／ 又 は 標 識 し た 抗 体 で あ る

、 ［ ６ ］ に 記 載 の 測 定 キ ッ ト 。

　 ［ ８ ］ 体 液 が 血 液 で あ る ［ ４ ］ ～ ［ ７ ］ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 測 定 キ ッ ト 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 更 に 本 発 明 者 ら は 、 質 量 解 析 を 用 い た プ ロ テ オ ー ム 技 術 に よ り 、 正 確 な チ ト ク ロ ム ｃ の

定 量 を 妨 げ る ヒ ト 血 清 中 の 妨 害 物 質 が 、 α 1酸 性 糖 蛋 白 質 (α 1-acid glycoprotein)、 α 1

ア ン チ ト リ プ シ ン 等 の 酸 性 度 の 高 い 蛋 白 質 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 は 、 血 清 中 の 酸 性 度 の 高 い 蛋 白 質 が チ ト ク ロ ム ｃ と 抗 体 と の 結 合 に 影 響 を 与 え る

こ と 、 そ の 影 響 が 酸 性 領 域 で チ ト ク ロ ム ｃ と 抗 体 を 反 応 さ せ る こ と で 無 く な る こ と を 明 ら

か に し た も の で あ り 、 酸 性 度 の 高 い 蛋 白 質 が 、 チ ト ク ロ ム ｃ と 抗 体 と の 反 応 に 影 響 を 与 え

る こ と を 抑 制 す る そ の 他 の 方 法 、 例 え ば 反 応 液 の 塩 濃 度 を 調 整 す る 等 の 方 法 も 、 本 発 明 に

含 ま れ る も の で あ る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 に よ り 、 体 液 中 、 特 に 血 中 の チ ト ク ロ ム ｃ を 正 確 に 測 定 す る 免 疫 化 学 的 測 定 法 が

確 立 さ れ 、 チ ト ク ロ ム ｃ 測 定 値 の 信 頼 性 が 高 ま る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ １ 】

【 図 １ 】 ヒ ト 血 清 を ゲ ル ろ 過 に 付 し て 得 ら れ た 各 フ ラ ク シ ョ ン の チ ト ク ロ ム ｃ 測 定 に 対 す

る 妨 害 活 性 を 示 す 。

【 図 ２ 】 妨 害 物 質 が 含 ま れ る フ ラ ク シ ョ ン の 二 次 元 電 気 泳 動 の 結 果 を 示 す （ 電 気 泳 動 写 真

） 。 ス ポ ッ ト に は 、 同 定 さ れ た 蛋 白 質 の 名 称 を 付 記 し て い る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 の 主 題 は 、 体 液 中 、 特 に 血 中 の チ ト ク ロ ム ｃ の 量 を 測 定 す る 免 疫 化 学 的 測 定 方 法

に お い て 、 酸 性 領 域 で 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 と チ ト ク ロ ム ｃ を 反 応 さ せ 、 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗

体 と チ ト ク ロ ム ｃ の 結 合 に 影 響 を 与 え る 体 液 中 の 妨 害 物 質 の 影 響 を 減 弱 さ せ て 、 正 確 な チ
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ト ク ロ ム ｃ の 測 定 値 が 得 ら れ る よ う に す る 方 法 に あ る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 従 っ て 本 明 細 書 で い う 酸 性 領 域 と は 、 抗 体 と チ ト ク ロ ム ｃ の 結 合 に 影 響 を 与 え る 体 液 中

の 妨 害 物 質 の 影 響 が 減 弱 す る pH領 域 で あ る 。 pHを 低 下 さ せ る こ と に よ り 妨 害 物 質 の 影 響 を

減 弱 さ せ る こ と が で き る が 、 同 時 に 抗 体 と チ ト ク ロ ム ｃ の 結 合 も 弱 く な る た め 、 本 発 明 の

免 疫 化 学 的 な 測 定 に お け る pHは 、 下 記 １ 及 び ２ を 満 た す pHに 決 め ら れ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

１ ． 緩 衝 液 中 で 10 ng/mL、 好 ま し く は 1 ng/mLの チ ト ク ロ ム ｃ が 定 量 可 能 な 測 定 感 度 が 得

ら れ る 。

２ ． 体 液 存 在 下 で の 添 加 回 収 試 験 に お け る 回 収 率 が 70%以 上 、 好 ま し く は 80%以 上 、 更 に 好

ま し く は 90%以 上 得 ら れ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 抗 体 と チ ト ク ロ ム ｃ の 結 合 に 及 ぼ す pHの 効 果 は 用 い る 抗 体 に よ り 異 な る た め 、 当 該 免 疫

化 学 的 測 定 方 法 に 用 い る pHは 、 抗 体 毎 に 最 適 な pHを 決 め る こ と が で き る 。 好 ま し く は pH 7

以 下 、 更 に 好 ま し く は pH 3～ pH 6、 更 に 好 ま し く は pH 3.5～ pH 5、 更 に 好 ま し く は pH 3.5

～ pH 4.5で あ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 以 下 に 、 本 発 明 の 免 疫 化 学 的 な 測 定 に お け る pHを 決 め る 方 法 を 具 体 的 に 示 す が 、 pHを 決

め る 方 法 は 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ １ ７ 】

１ ． 測 定 感 度 へ の pHの 影 響

　 必 要 に よ り BSA等 の 適 当 な 蛋 白 質 、 NaCl等 の 適 当 な 塩 類 、 必 要 に よ り 適 当 な 界 面 活 性 剤

他 を 含 む pH 3～ pH 7.5の 緩 衝 液 に 、 チ ト ク ロ ム ｃ を 1～ 1000 ng/mLに 希 釈 す る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 当 該 免 疫 化 学 的 な 測 定 法 が ２ ス テ ッ プ サ ン ド イ ッ チ 法 の 場 合 、 希 釈 し た チ ト ク ロ ム ｃ と

固 相 化 し た 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 を 反 応 さ せ 、 洗 浄 後 、 標 識 し た 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 を 加 え

て 標 識 物 質 に 対 応 し た 活 性 、 放 射 性 標 識 で あ れ ば 放 射 活 性 、 酵 素 標 識 で あ れ ば 酵 素 活 性 に

よ り 標 識 物 質 を 検 出 す る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 ま た 、 当 該 免 疫 化 学 的 な 測 定 法 が １ ス テ ッ プ サ ン ド イ ッ チ 法 の 場 合 、 希 釈 し た チ ト ク ロ

ム ｃ と 固 相 化 し た 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 、 標 識 し た 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 を 加 え て 反 応 さ せ 、

標 識 物 質 に 対 応 し た 活 性 、 放 射 性 標 識 で あ れ ば 放 射 活 性 、 酵 素 標 識 で あ れ ば 酵 素 活 性 に よ

り 標 識 物 質 を 検 出 す る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 10 ng/mL、 好 ま し く は 1 ng/mLの チ ト ク ロ ム ｃ を 含 む 検 体 か ら 得 ら れ る シ グ ナ ル が 、 チ

ト ク ロ ム ｃ を 含 ま な い 緩 衝 液 の み の 検 体 の シ グ ナ ル と 比 較 し て 充 分 に 強 け れ ば 、 当 該 pHは

免 疫 化 学 的 測 定 法 に 用 い る 緩 衝 液 の pHの 候 補 と し て 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

２ ． 添 加 回 収 へ の pHの 影 響

　 免 疫 化 学 的 測 定 法 に 用 い る 検 体 に 対 応 し た 体 液 、 例 え ば 血 清 中 の チ ト ク ロ ム ｃ を 測 定 す

る の で あ れ ば 血 清 に 、 既 知 量 の チ ト ク ロ ム ｃ を 添 加 す る 。 チ ト ク ロ ム ｃ を 添 加 し た 血 清 、

及 び 添 加 し な か っ た 血 清 中 の チ ト ク ロ ム ｃ 量 を 、 当 該 免 疫 化 学 的 な 方 法 に よ り 測 定 し 、 理

論 値 に 対 す る 測 定 値 の 比 率 を 回 収 率 と す る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 回 収 率 は 、 添 加 し た チ ト ク ロ ム ｃ 量 を Ａ 、 チ ト ク ロ ム ｃ 未 添 加 血 清 中 の チ ト ク ロ ム ｃ 測

定 値 を Ｂ 、 チ ト ク ロ ム ｃ 添 加 血 清 中 の チ ト ク ロ ム ｃ 測 定 値 を Ｃ と し て 、

(1).測 定 値 （ Ｃ ） ／ 理 論 値 （ Ａ と Ｂ の 加 重 平 均 ） 、

(2).チ ト ク ロ ム ｃ 添 加 に よ る 測 定 値 の 上 昇 値 （ Ｃ － Ｂ ） ／ 添 加 量 （ Ａ ） 、

の 何 れ で も 計 算 で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

10

20

30

40

50



(5) JP  WO2006/112445  A1  2006.10.26

　 回 収 率 が 70%以 上 、 好 ま し く は 80%以 上 、 更 に 好 ま し く は 90%以 上 の 場 合 、 当 該 pHは 免 疫

化 学 的 測 定 法 に 用 い る 緩 衝 液 の pHの 候 補 と し て 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 当 該 免 疫 化 学 的 な 方 法 に 用 い る 緩 衝 液 の pHは １ ． 測 定 感 度 へ の pHの 影 響 、 ２ ． 添 加 回 収

へ の pHの 影 響 を 勘 案 し て 決 定 す る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 ま た 本 発 明 の 、 免 疫 化 学 的 な チ ト ク ロ ム ｃ の 測 定 に 当 た り 、 酸 性 領 域 の 緩 衝 液 を 用 い る

方 法 は 、 固 相 化 し た 抗 体 と 検 体 中 の チ ト ク ロ ム ｃ と を 反 応 さ せ る 第 １ 反 応 の み な ら ず 、 第

１ 反 応 で 妨 害 物 質 が 除 去 し き れ な か っ た 時 に 、 第 ２ 反 応 （ チ ト ク ロ ム ｃ と 標 識 抗 体 を 反 応

さ せ る 工 程 ） に 用 い て も 有 効 で あ る 。

　 本 発 明 の 方 法 は 、 第 １ 反 応 で 酸 性 領 域 の 緩 衝 液 を 用 い る 方 法 に 限 ら れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 血 液 中 の チ ト ク ロ ム ｃ と チ ト ク ロ ム ｃ に 対 す る 抗 体 を 酸 性 領 域 で 反 応 さ せ る 緩 衝 液 は 、

上 記 １ ． 測 定 感 度 へ の pHの 影 響 、 ２ ． 添 加 回 収 へ の pHの 影 響 を 勘 案 し て 決 定 さ れ る 。 緩 衝

液 の 種 類 は 、 酸 性 条 件 に 調 整 し 得 る 緩 衝 液 で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば こ は く 酸

緩 衝 液 、 ク エ ン 酸 リ ン 酸 緩 衝 液 な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 、 上 述 の よ う に 、 酸 性 領 域 で 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 と チ ト ク ロ ム ｃ を 反 応

さ せ る 他 は 、 通 常 の 、 体 液 中 の チ ト ク ロ ム ｃ の 量 を 測 定 す る 免 疫 学 的 方 法 と 同 様 で よ い 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 こ こ で 免 疫 化 学 的 方 法 と は 、 チ ト ク ロ ム ｃ に 対 す る 抗 体 を 用 い て 、 チ ト ク ロ ム ｃ を 定 量

す る 方 法 で あ る 。 免 疫 化 学 的 方 法 と し て は 、 チ ト ク ロ ム ｃ を 標 識 す る 競 合 法 、 抗 体 を 標 識

す る サ ン ド イ ッ チ 法 、 抗 体 コ ー ト し た ビ ー ズ の 凝 集 を 観 察 す る ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 法 等 、 様

々 な 方 法 が あ る が 、 チ ト ク ロ ム ｃ に 対 す る 抗 体 を 用 い た 方 法 で あ れ ば 、 本 発 明 の 方 法 に 含

ま れ る 。 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 は 、 チ ト ク ロ ム ｃ を 検 出 で き る も の で あ れ ば 特 に 制 限 は な く

、 IgG、 IgG F(ab＇ ) 2 フ ラ グ メ ン ト や Fabフ ラ グ メ ン ト で も よ く 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も

、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も 良 い 。 ま た 抗 体 は 固 相 化 さ れ た も の で も 、 標 識 さ れ た も の で も

よ い 。 標 識 に は 、 放 射 性 同 位 元 素 に よ る 標 識 、 電 気 化 学 発 光 す る 化 合 物 に よ る 標 識 、 蛍 光

標 識 、 酵 素 標 識 、 ビ オ チ ン 標 識 等 、 様 々 な 方 法 が あ る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 例 に 限 ら れ る

も の で は な い 。 抗 体 の 作 製 法 及 び 標 識 法 は 、 例 え ば 続 生 化 学 実 験 講 座 ５ 免 疫 生 化 学 研 究 法

（ 社 団 法 人 日 本 生 化 学 会 編 株 式 会 社 東 京 化 学 同 人 発 行 ） ま た は 新 生 化 学 実 験 講 座 １ ２ 分

子 免 疫 学 III（ 社 団 法 人 日 本 生 化 学 会 編 株 式 会 社 東 京 化 学 同 人 発 行 ） に 記 載 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 明 細 書 中 に お い て 体 液 と し て は 、 生 体 よ り 採 取 さ れ た 血 液 ・ 血 漿 ・ 血 清 ・ 脳 脊 髄 液 ・

臍 帯 血 ・ 尿 ・ 羊 水 ・ 気 管 支 肺 洗 浄 液 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ の う ち 血 液 が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 の 方 法 で は 、 通 常 に は 、 酸 性 領 域 で 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 と 試 料 中 の チ ト ク ロ ム ｃ

を 反 応 さ せ た 後 に 、 反 応 し た チ ト ク ロ ム ｃ の 検 出 を 行 う 。 検 出 は 、 好 ま し く は 洗 浄 を 行 っ

た 後 、 標 識 さ れ た ２ 次 抗 体 を 反 応 さ せ 、 標 識 に 応 じ た 検 出 法 に よ り 、 検 出 す る 方 法 が 挙 げ

ら れ る 。 例 え ば 、 ビ オ チ ン 標 識 さ れ た ２ 次 抗 体 を 用 い る 場 合 は 、 さ ら に 、 ア ビ ジ ン 標 識 さ

れ た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ や ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ な ど の 酵 素 を 反 応 さ せ た 後 、 該 酵 素 の

基 質 を 用 い て 発 光 又 は 発 色 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た 、 酵 素 標 識 さ れ た ２ 次 抗 体

、 蛍 光 標 識 さ れ た ２ 次 抗 体 、 ル テ ニ ウ ム 標 識 さ れ た ２ 次 抗 体 な ど を 用 い て も よ い 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 チ ト ク ロ ム ｃ を 測 定 す る 免 疫 化 学 的 方 法 の 例 と し て は 、 例 え ば 下 記 の 参 考 例 に 記 載 し た

方 法 で 調 製 し た ル テ ニ ウ ム 錯 体 標 識 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 を 用 い る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 さ ら に 本 発 明 は 、 体 液 中 の チ ト ク ロ ム ｃ を 免 疫 化 学 的 に 測 定 す る キ ッ ト に 関 す る 。 本 発

明 の キ ッ ト は 、 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 と チ ト ク ロ ム ｃ の 反 応 を 酸 性 領 域 の 緩 衝 液 中 で 行 う た

め の 測 定 キ ッ ト で あ る 。 例 え ば 、 キ ッ ト 付 属 の 使 用 説 明 書 に 、 酸 性 条 件 で チ ト ク ロ ム ｃ と
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抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 の 反 応 を 行 う 旨 が 記 載 さ れ た キ ッ ト が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 酸 性 に 調 整

し た 反 応 用 緩 衝 液 を 含 む キ ッ ト で も よ い 。 本 発 明 の キ ッ ト は 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 の 他 に 、

２ 次 抗 体 、 チ ト ク ロ ム ｃ 標 準 液 、 希 釈 液 、 洗 浄 液 、 検 出 用 の 基 質 な ど を 含 む も の で も よ い

。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 通 常 に は 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 体 液 、 特 に 血 液 中 の チ ト ク ロ ム ｃ を チ ト ク ロ ム ｃ に 対 す

る 抗 体 を 用 い て 定 量 す る た め の 試 薬 （ チ ト ク ロ ム ｃ 測 定 試 薬 ） を 含 む 。 チ ト ク ロ ム ｃ 測 定

試 薬 の 一 例 と し て 、 サ ン ド イ ッ チ 法 に よ り チ ト ク ロ ム ｃ を 測 定 す る 測 定 試 薬 は 、 例 え ば 1)

.抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 コ ー ト カ ッ プ 、 あ る い は 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 コ ー ト ビ ー ズ 、 2).標 識

抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 を 含 み 、 好 ま し く は 更 に 3).既 知 濃 度 の チ ト ク ロ ム ｃ 標 準 液 、 4).希 釈

液 、 5).洗 浄 液 を 含 有 す る 試 薬 で あ る 。 更 に 酵 素 標 識 で あ れ ば 、 6).発 色 基 質 、 7).反 応 停

止 液 が 含 ま れ て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 本 発 明 の 測 定 キ ッ ト は 、 血 液 中 の チ ト ク ロ ム ｃ と チ ト ク ロ ム ｃ に 対 す る 抗 体 を 酸 性 領 域

で 反 応 さ せ る 緩 衝 液 を 含 む こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 本 発 明 の 測 定 キ ッ ト に 含 ま れ る 緩 衝 液 は 、 そ の ま ま で 反 応 に 用 い る こ と が で き る 緩 衝 液

で あ っ て も 、 希 釈 し て 用 い る 緩 衝 液 で あ っ て も 許 さ れ る 。 ま た 、 適 当 な 量 の 酸 性 あ る い は

ア ル カ リ 性 の 溶 液 を 加 え て 本 発 明 に 適 し た 酸 性 領 域 の pHと な る よ う に 調 整 さ れ た も の 、 あ

る い は そ の 様 な 指 示 書 を 含 む も の で あ っ て も 良 い 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 以 下 に 、 具 体 的 な 例 を も っ て 本 発 明 を 示 す が 、 本 発 明 は こ れ に 限 ら れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

［ 参 考 例 １ ］ 抗 チ ト ク ロ ム ｃ IgGの 精 製

　 ラ ッ ト チ ト ク ロ ム ｃ （ シ グ マ 社 製 ） を ウ サ ギ に 免 疫 し 、 チ ト ク ロ ム ｃ に 対 す る 抗 血 清 を

得 た 。 そ の 抗 血 清 に 最 終 濃 度 2 Mに な る よ う に 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 添 加 し 、 室 温 （ 20-30℃

） で ５ 時 間 撹 拌 し た 。 撹 拌 し た 溶 液 を 10000回 転 で 30分 遠 心 し 上 清 を 捨 て 、 沈 殿 物 に 0.1 M

リ ン 酸 緩 衝 液 pH 7.2を 加 え 溶 解 後 、 0.1 Mリ ン 酸 緩 衝 液 pH 7.2に て 透 析 し た 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 透 析 し た 溶 液 を 、 ウ シ チ ト ク ロ ム ｃ （ シ グ マ 社 ） を 結 合 し た CNBr-Sepharose4B（ GEヘ ル

ス ケ ア バ イ オ サ イ エ ン ス 社 ） カ ラ ム に 流 し 、 0.15M NaClを 含 む 0.01Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 pH

7.5で カ ラ ム を 洗 浄 後 、 0.1 M塩 酸 グ ア ニ ジ ン で IgGを 溶 出 し た 。 溶 出 さ れ た IgGを 0.15 M N

aClを 含 む 0.01 Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 pH 7.5で 透 析 し 抗 チ ト ク ロ ム ｃ IgG精 製 物 と し た 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

［ 参 考 例 ２ ］ 抗 チ ト ク ロ ム ｃ IgGF(ab＇ ) 2 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製

　 精 製 し た 抗 チ ト ク ロ ム ｃ IgGを 0.1 M酢 酸 緩 衝 液 pH 4.2で 透 析 し 、 ペ プ シ ン （ シ グ マ 社 ）

を 蛋 白 質 濃 度 比 で 20:1の 割 合 に な る よ う に 加 え 、 37℃ で 16時 間 反 応 さ せ た 。 1 N NaO Hを 加

え pHを 7.5に 調 整 し 、 0.15 M NaClを 含 む 0.01 Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 pH 7.5で 平 衡 化 し た Seph

acryl　 S-200（ GEヘ ル ス ケ ア バ イ オ サ イ エ ン ス 社 ） カ ラ ム に 流 し ゲ ル 濾 過 を 行 っ た 。 フ ラ

ク シ ョ ン の 第 一 ピ ー ク を 集 め 、 濃 縮 し 、 抗 チ ト ク ロ ム ｃ IgG F(ab＇ ) 2 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体

と し た 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

［ 参 考 例 ３ ］ 抗 チ ト ク ロ ム ｃ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製

　 ヒ ト チ ト ク ロ ム ｃ （ R& D Systems社 ） 110μ g/100μ Lと 65 m Mリ ン 酸 緩 衝 液 pH 7.5に 溶 解

し た 2 mg/mLオ ブ ア ル ブ ミ ン 55μ Lを 混 合 し て 、 そ こ へ 65 m Mリ ン 酸 緩 衝 液 pH 7.5で 希 釈 し

た 1 m Mグ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 42μ Lを 加 え 、 室 温 で ２ 時 間 撹 拌 し た 。 次 に 、 0.15 M NaClで ４

℃ に お い て ４ ８ 時 間 透 析 し 、 等 量 の FCAと ア ジ ュ バ ン ト を 作 製 し 、 BALB/Cマ ウ ス 腹 腔 に 0.1

 mL免 疫 し た 。 ２ 週 間 お き に 合 計 ３ 回 同 様 に 免 疫 し た 。 ３ 回 目 の 免 疫 の ２ 週 間 後 、 マ ウ ス

に 生 理 食 塩 水 に 溶 解 し た ヒ ト チ ト ク ロ ム ｃ 50μ g/100μ Lを 尾 静 脈 よ り 静 注 し た 。 ３ 日 後 マ
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ウ ス か ら 脾 臓 を 摘 出 し て 、 常 法 に 従 い 、 脾 臓 リ ン パ 球 を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 法 に よ り

ミ エ ロ ー マ 細 胞 P3X63 Ag8U.1と 細 胞 融 合 し た 。 ヒ ト チ ト ク ロ ム ｃ を 抗 原 と し て ス ク リ ー ニ

ン グ を 行 い 、 ヒ ト チ ト ク ロ ム ｃ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ （ clone

： 3G7お よ び 27G9） を 樹 立 し た 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 樹 立 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を エ ス ク ロ ン SF-B培 地 （ 三 光 純 薬 社 ） で 培 養 し て 増 殖 さ せ 、 BA

LB/Cマ ウ ス 腹 腔 に 接 種 し た 。 １ 週 間 後 、 腹 水 を 採 取 し た 。 採 取 し た 腹 水 か ら プ ロ テ イ ン Ａ

を 用 い て IgGを 精 製 し 、 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 （ 3G7抗 体 お よ び 27G9抗 体 ） を 得 た 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

［ 参 考 例 ４ ］ 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 固 相 化 ビ ー ズ の 作 製

　 抗 チ ト ク ロ ム ｃ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ clone： 2B5F8（ R& D Systems社 ） ま た は clone： 6H

2.B4（ BectonDickinson社 ） ） を 、 0.15M NaClを 含 む 0.1 M酢 酸 緩 衝 液 （ pH 4.2） で 透 析 し

、 O D 280 nmが 0.56に な る よ う 0.15M NaClを 含 む 0.1 M酢 酸 緩 衝 液 （ pH 4.2） で 希 釈 し た 。

希 釈 し た 抗 体 1.67 mLを 、 あ ら か じ め 磁 石 を 用 い て 0.15M NaClを 含 む 0.1 M酢 酸 緩 衝 液 （ pH

 4.2） 3 mLで 3回 洗 浄 し た ビ ー ズ （ Dynabeads
R
 M-450 Epoxy, Dynal社 ） 3.36 mL分 と 混 合

し 、 室 温 で １ ７ 時 間 撹 拌 し た 。 次 に ビ ー ズ を ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー （ 50 m M Tris・ HCl,

 1% BSA, 0.15 M NaCl, 0.1% NaN 3 , pH7.5） 3 mLで 懸 濁 し 、 室 温 で ７ 時 間 撹 拌 し て ビ ー ズ

を ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ さ れ た ビ ー ズ を 使 用 時 に 濃 度 を 調 整 し て 測 定 に 用 い た

。

【 ０ ０ ４ ３ 】

［ 参 考 例 ５ ］ ル テ ニ ウ ム 錯 体 標 識 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 の 作 製

　 参 考 例 ３ で 作 製 し た 抗 チ ト ク ロ ム ｃ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 3G7抗 体 ま た は 27G9抗 体 ） あ

る い は 参 考 例 ２ で 作 製 し た 抗 チ ト ク ロ ム ｃ IgG F(ab＇ ) 2 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を PBSで 透 析

し 、 抗 体 濃 度 を 0.5 mg/mLか ら 2 mg/mLの 範 囲 に 調 製 す る 。 抗 体 1 mLに 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ

シ ド に 10mg/mL濃 度 で 溶 解 し た ル テ ニ ウ ム 錯 体 （ ruthenium(II) tris(bipyridyl) - N-hyd

roxysuccinimide, IGEN Corp. USA） を 12.2μ L加 え 室 温 で ３ ０ 分 撹 拌 し た 。 次 に 2 M グ リ

シ ン を 50μ L加 え 、 室 温 で １ ０ 分 撹 拌 し た 。 そ れ を 、 PBS-3（ 10 m Mリ ン 酸 カ リ ウ ム , 0.15M

 NaCl, 0.05% NaN 3 , pH 6.0） で あ ら か じ め 平 衡 化 し た Sephadex G-25（ GEヘ ル ス ケ ア バ イ

オ サ イ エ ン ス 社 ） カ ラ ム （ 1.5 cmφ x 30 cm） に ア プ ラ イ し て PBS-3で 溶 出 し 、 1 mLで フ

ラ ク シ ョ ン 分 取 し た 。 各 フ ラ ク シ ョ ン の O D 280 nmを 測 定 し 、 第 １ ピ ー ク の フ ラ ク シ ョ ン

を 集 め ル テ ニ ウ ム 錯 体 標 識 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 と し た 。 抗 体 濃 度 を Micro BCA protein As

say kit（ PIERCE社 ） を 用 い て 測 定 し た 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

［ 参 考 例 ６ ］ ヒ ト チ ト ク ロ ム ｃ 標 準 抗 原 の 調 製

　 チ ト ク ロ ム ｃ 標 準 抗 原 は 、 ヒ ト チ ト ク ロ ム ｃ （ R& D Systems社 ） を 5% BSA、 0.15 M NaCl

, 0.1% NaN 3 を 含 む 0.15 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 pH 7.4で 1000 ng/mL, 500 ng/mL, 100

ng/mL, 50 ng/mL, 10 ng/mLに 希 釈 し て 作 製 し た 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

［ 実 施 例 １ ］ ヒ ト 血 清 中 の チ ト ク ロ ム ｃ 測 定 値 に 対 す る pHの 影 響

　 緩 衝 液 に 30、 100、 500、 1000 ng/mLと な る よ う に 希 釈 し た ヒ ト チ ト ク ロ ム ｃ （ 抗 原 １ 、

抗 原 ２ 、 抗 原 ３ 、 抗 原 ４ ） 、 血 清 １ 、 血 清 ２ 及 び 血 清 ３ の 20μ Lを 、 酸 性 検 体 希 釈 液 （ 0.1

5M NaCl, 15m M EDTA, 5% N102（ 日 本 油 脂 社 製 ） , 0.1% NaN 3 を 含 む 0.1 Mク エ ン 酸 リ ン 酸

緩 衝 液 pH 4.0） 、 ま た は 中 性 検 体 希 釈 液 （ 0.15M NaCl, 15m M EDTA, 5% N102（ 日 本 油 脂 社

製 ） , 0.1% NaN 3 を 含 む 0.1Mク エ ン 酸 リ ン 酸 緩 衝 液 pH 7.5） 200μ Lに 加 え た 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 以 下 の 測 定 は 、 電 気 化 学 発 光 酵 素 免 疫 測 定 機 ピ コ ル ミ
R
８ ２ ２ ０ （ 三 光 純 薬 社 ） を 用 い

て 行 っ た 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 1% BSA, 0.3% ス ク ロ ー ス , 0.01 容 量 % Tween 20, 0.1% NaN 3 を 含 む 0.15 M PBS, pH 7.

5で ビ ー ズ 濃 度 1mg/mLに 調 整 し た 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 固 相 化 ビ ー ズ 25μ Lを 加 え て ９ 分 反 応
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さ せ 、 ピ コ ル ミ
R
 BF洗 浄 液 （ 三 光 純 薬 社 ） 350μ Lで 2回 洗 浄 後 、 1% BSA, 0.3% ス ク ロ ー ス

, 0.01 容 量 % Tween 20, 0.1% NaN 3 を 含 む 0.15 M PBS, pH 7.5で 0.5－ １ μ g/mL濃 度 に 調

整 し た ル テ ニ ウ ム 錯 体 標 識 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 200μ Lを 加 え て ９ 分 反 応 さ せ た 。 ピ コ ル ミ
R
 BF洗 浄 液 350μ Lで 2回 洗 浄 後 、 ピ コ ル ミ

R
発 光 電 解 液 （ 三 光 純 薬 社 ） を 300μ L加 え て 発 光

カ ウ ン ト 値 を 計 測 し た 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 横 軸 に ヒ ト チ ト ク ロ ム ｃ 標 準 抗 原 濃 度 、 縦 軸 に ヒ ト チ ト ク ロ ム ｃ 標 準 抗 原 の カ ウ ン ト 値

を プ ロ ッ ト し て 標 準 曲 線 を 描 き 、 そ の 標 準 曲 線 を 基 に 、 抗 原 １ 、 抗 原 ２ 、 抗 原 ３ 、 抗 原 ４

、 血 清 １ 、 血 清 ２ 及 び 血 清 ３ の 発 光 カ ウ ン ト 値 か ら そ れ ぞ れ に 含 ま れ る チ ト ク ロ ム ｃ 量 を

算 出 し た 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 次 い で 、 抗 原 と 抗 原 、 あ る い は 抗 原 と 血 清 を そ れ ぞ れ 10μ Lず つ 混 合 し 、 同 様 に 酸 性 検

体 希 釈 液 あ る い は 中 性 検 体 希 釈 液 200μ Lを 加 え て 、 電 気 化 学 発 光 酵 素 免 疫 測 定 法 に て チ ト

ク ロ ム ｃ 量 を 算 出 し て 、 そ の 実 測 値 と 理 論 値 を 比 較 し て 回 収 率 を 求 め た 。 ビ ー ズ に 抗 チ ト

ク ロ ム ｃ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 6H2.B4抗 体 を 固 相 化 し 、 ル テ ニ ウ ム 錯 体 標 識 抗 体 と し て 抗 チ

ト ク ロ ム ｃ IgG F(ab＇ ) 2 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 結 果 を 表 １ に 、 ビ ー ズ に 2B5F8モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 固 相 化 し 、 ル テ ニ ウ ム 錯 体 標 識 抗 体 と し て 27G9モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用

い た 結 果 を 表 ２ に 示 す 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 ど ち ら の 抗 体 系 を 用 い た 場 合 に お い て も 、 抗 原 の み の 場 合 は pHに か か わ ら ず 100%に 近 い

回 収 率 を 示 す の に 対 し 、 血 清 が 加 わ る と pH 7.5で は 回 収 率 が 2-20%近 く ま で 低 下 し 、 pH 4

に す る こ と で 回 収 率 が 100%に 回 復 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 ま た 、 ど ち ら の 組 合 せ の 抗 体 を 用 い た 場 合 で も 、 pH 4の 緩 衝 液 中 で の 測 定 感 度 が 、 1 ng

/mL以 上 で あ る こ と が 確 認 さ れ 、 こ の 条 件 が 感 度 ・ 回 収 率 の 両 方 を 満 た す も の で あ る こ と

が 示 さ れ た 。

【 ０ ０ ５ ２ 】
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【 表 １ 】

【 表 ２ 】

【 ０ ０ ５ ３ 】

［ 実 施 例 ２ ］ こ は く 酸 緩 衝 液 を 用 い た ヒ ト 血 清 中 の チ ト ク ロ ム ｃ 測 定 50
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　 ク エ ン 酸 リ ン 酸 緩 衝 液 に 代 え て こ は く 酸 緩 衝 液 を 用 い て ヒ ト 血 清 中 の チ ト ク ロ ム ｃ の 測

定 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 検 体 希 釈 液 （ 0.1M こ は く 酸 , 0.15M NaCl, 2% リ ピ ジ ュ ア BL802（ 日 本 油 脂 社 ） , 2% リ

ピ ジ ュ ア BL405（ 日 本 油 脂 社 ） , 15m M EDTA・ 2Na, 0.1% NaN 3 , pH4.0） 200μ Lに 、 緩 衝 液

（ 0.05M Tris・ HCl, pH7.8, 5% BSA, 0.15M NaCl, 0.1% NaN 3 ） で 5、 10、 100、 1000、 300

0 ng/mLと な る よ う に 希 釈 し た ヒ ト チ ト ク ロ ム ｃ （ 抗 原 １ 、 抗 原 ２ 、 抗 原 ３ 、 抗 原 ４ 、 抗

原 ５ ） 、 血 清 １ 、 血 清 ２ 、 血 清 ３ 及 び 血 清 ４ の 20μ Lを 加 え た 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 以 下 の 測 定 は 、 電 気 化 学 発 光 酵 素 免 疫 測 定 機 ピ コ ル ミ
R
８ ２ ２ ０ （ 三 光 純 薬 社 ） を 用 い

て 行 っ た 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 1% BSA, 0.15M NaCl, 0.3％ ト レ ハ ロ ー ス , 0.01 v/v % Tween20, 10-m M EDTA・ 2Na, 2

5μ g/mLマ ウ ス IgG, 0.1% NaN 3 を 含 む 0.05 M Tris・ HCl, pH7.5,で ビ ー ズ 濃 度 1mg/mLに 調

整 し た 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 固 相 化 ビ ー ズ 25μ Lを 加 え て ９ 分 反 応 さ せ 、 ピ コ ル ミ
R
 BF洗 浄

液 （ 三 光 純 薬 社 ） 350μ Lで 2回 洗 浄 後 、 1% BSA, 0.15M NaCl, 0.3％ ト レ ハ ロ ー ス , 0.01

v/v % Tween20, 0.3% NaN 3 を 含 む 0.05M Tris・ HCl, pH7.5で 濃 度 1μ g/mLに 調 整 し た ル テ

ニ ウ ム 錯 体 標 識 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 200μ Lを 加 え て ９ 分 反 応 さ せ た 。 ピ コ ル ミ
R
 BF洗 浄 液

350μ Lで 2回 洗 浄 後 、 ピ コ ル ミ
R
発 光 電 解 液 （ 三 光 純 薬 社 ） を 300μ L加 え て 発 光 カ ウ ン ト 値

を 計 測 し た 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 横 軸 に ヒ ト チ ト ク ロ ム ｃ 標 準 抗 原 濃 度 、 縦 軸 に ヒ ト チ ト ク ロ ム ｃ 標 準 抗 原 の カ ウ ン ト 値

を プ ロ ッ ト し て 標 準 曲 線 を 描 き 、 そ の 標 準 曲 線 を 基 に 、 抗 原 １ 、 抗 原 ２ 、 抗 原 ３ 、 抗 原 ４

、 抗 原 ５ 、 血 清 １ 、 血 清 ２ 、 血 清 ３ 及 び 血 清 ４ の 発 光 カ ウ ン ト 値 か ら そ れ ぞ れ に 含 ま れ る

チ ト ク ロ ム ｃ 量 を 算 出 し た 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 ビ ー ズ に 抗 チ ト ク ロ ム ｃ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 2B5F8抗 体 を 固 相 化 し 、 ル テ ニ ウ ム 錯 体 標

識 抗 体 と し て 抗 チ ト ク ロ ム 27G9モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 あ る い は 6H2.B4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を

用 い た 結 果 を 表 ３ に 示 す 。 こ の 試 薬 を 用 い た 場 合 に お い て も 、 回 収 率 が 100%を 示 し 、 測 定

感 度 が 、 1 ng/mL以 上 で あ る こ と が 確 認 さ れ 、 こ の 条 件 も 感 度 ・ 回 収 率 の 両 方 を 満 た す も

の で あ る こ と が 示 さ れ た 。

【 ０ ０ ５ ９ 】
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【 表 ３ 】

【 ０ ０ ６ ０ 】

［ 実 施 例 ３ ］ チ ト ク ロ ム ｃ の 正 確 な 測 定 を 妨 げ る ヒ ト 血 清 中 の 妨 害 物 質 の 同 定

（ １ ） ヒ ト 血 清 の ゲ ル ろ 過

　 ヒ ト 血 清 2mLを 、 PBSを 溶 出 液 と し て Sephacryl S-200（ GEヘ ル ス ケ ア バ イ オ サ イ エ ン ス

社 ） カ ラ ム ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ サ イ ズ φ 2.5cm × 120cm） に よ り ゲ ル ろ 過 し 、 １ フ

ラ ク シ ョ ン 約 7 mLで 分 取 し た 。 各 フ ラ ク シ ョ ン 0.5 mLに 、 ヒ ト チ ト ク ロ ム c（ R& D Systems

社 ） を 10μ g/mLの 濃 度 に 精 製 水 で 溶 解 し た も の を 50μ L加 え て 混 合 し 、 そ の 50μ Lを 反 応

用 溶 液 （ 0.15 M PBS, 15 m M EDTA, 1% BSA, 0.1% NaN 3 , pH 7.5） 50μ Lで 希 釈 し た 。 こ れ

を 、 電 気 化 学 発 光 免 疫 自 動 測 定 機 ピ コ ル ミ
R
8220（ 三 光 純 薬 社 ） を 用 い 、 参 考 例 で 作 製 し

た 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 (2B5F8)結 合 ビ ー ズ 、 1% BSA, 0.3% ス ク ロ ー ス , 0.01容 量 % Tween2

0, 0.1% NaN 3 を 含 む 0.15M PBS, pH7.5で 2μ g/mLに 希 釈 し た 参 考 例 で 作 製 し た ル テ ニ ウ ム

錯 体 標 識 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 (3G7)、 ピ コ ル ミ
R
発 光 電 解 液 （ 三 光 純 薬 社 ） 、 ピ コ ル ミ

R
 BF

洗 浄 液 （ 三 光 純 薬 社 ） 、 ピ コ ル ミ
R
セ ル ク リ ー ナ ー 液 （ 三 光 純 薬 社 ） 、 ピ コ ル ミ

R
ノ ズ ル リ

ン ス 液 （ 三 光 純 薬 社 ） を セ ッ ト し 、 抗 チ ト ク ロ ム c抗 体 結 合 ビ ー ズ 分 注 量 25μ L、 ル テ ニ ウ

ム 標 識 抗 チ ト ク ロ ム c抗 体 分 注 量 100μ L、 ピ コ ル ミ
R
発 光 電 解 液 分 注 量 300μ L、 １ ス テ ッ プ
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、 反 応 時 間 26分 の 条 件 で 測 定 し た 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 そ の 結 果 、 フ ラ ク シ ョ ン No.41付 近 で 発 光 カ ウ ン ト 値 が 減 少 し た 。 し た が っ て 、 フ ラ ク

シ ョ ン No.41に チ ト ク ロ ム cと 抗 チ ト ク ロ ム c抗 体 と の 反 応 を 阻 害 す る 妨 害 物 質 が 含 ま れ て

い る こ と が わ か っ た （ 図 １ ） 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

（ ２ ） 妨 害 物 質 が 含 ま れ る フ ラ ク シ ョ ン の ２ 次 元 電 気 泳 動 と 質 量 分 析 に よ る 同 定

　 Hiroyuki Katayama et al. , Optimization of in-gel protein digestion system in c

ombination with thin-gel separation and negative staining in 96-well plate forma

t : Rapid Com mun. in Mass Spectrom. 2003; 17 : 1071-1078に 記 載 さ れ て い る 方 法 を 参

考 に し て 、 妨 害 物 質 が 含 ま れ る フ ラ ク シ ョ ン を ２ 次 元 電 気 泳 動 で 分 離 し 、 各 ス ポ ッ ト を 質

量 分 析 に よ り 同 定 し た （ プ ロ テ オ ー ム 技 術 ） 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 ゲ ル ろ 過 フ ラ ク シ ョ ン No.41の 0.5 mLを Swell Gel
R
Blue Albumin Removal kit (PIERCE

社 )を 用 い て 、 ア ル ブ ミ ン 除 去 処 理 し た 。 次 に 、 二 次 元 電 気 泳 動 を 行 う た め 、 膨 潤 バ ッ フ

ァ ー （ 8 M 尿 素 , 2% CH APS, 0.5% IPG Buffer, ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー , 0.6% ジ チ オ ス

レ イ ト ー ル ） 0.44 mLと ア ル ブ ミ ン 除 去 し た ゲ ル ろ 過 フ ラ ク シ ョ ン 0.11 mLを 混 合 し 、 そ こ

へ 等 電 点 電 気 泳 動 用 ゲ ル Im mobilize Dry Strip pH3-10, 18cm (GEヘ ル ス ケ ア バ イ オ サ イ

エ ン ス 社 )を 浸 し 、 室 温 で 一 晩 放 置 し 、 ゲ ル を 膨 潤 さ せ た 。 ゲ ル を CoolPhoreStarIPG-IEF

Type-P（ ア ナ テ ッ ク 社 ） に セ ッ ト し 、 PowerPhoreStar Pro（ ア ナ テ ッ ク 社 ） で 500V2h, 70

0V1h, 1000V1h, 1500V1h, 2000V1h, 2500V1h, 3000V1h, 3500V10h～ の 電 圧 を か け て 、 電

気 泳 動 を 行 っ た 。 泳 動 し た ゲ ル を SDS処 理 バ ッ フ ァ ー （ 50 m M Tris・ HCl, pH 6.8, 6 M 尿

素 , 0.25% ジ チ オ ス レ イ ト ー ル , 2% SDS, 0.0025%ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー , 30容 量 % グ

リ セ ロ ー ル ） に 浸 し て 室 温 で 10min撹 拌 し 、 次 に 、 還 元 ア ル キ ル 化 処 理 バ ッ フ ァ ー （ 50 m M

Tris・ HCl, pH 6.8, 6 M 尿 素 , 2%SDS, 0.0025%ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー , 30容 量 % グ リ

セ ロ ー ル , 4.5%ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド ） に 浸 し て 室 温 で 10 min撹 拌 し た 後 、 2Dク イ ッ ク ゲ ル

（ ア ナ テ ッ ク 社 ） に セ ッ ト し 、 電 気 泳 動 し た 。 泳 動 し た ゲ ル を Coomasie Briliant blueで

染 色 し て 、 ス ポ ッ ト を カ ッ タ ー で 切 り 出 し た 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 切 り 出 し た ゲ ル を カ ッ タ ー で 細 か く 砕 き 、 チ ュ ー ブ に 入 れ 50 m M N H 4 HCO 3 :ア セ ト ニ ト リ

ル =1:1を 100μ L注 入 し 、 室 温 で 60分 撹 拌 し た 。 50 m M N H 4 HCO 3 :ア セ ト ニ ト リ ル =1:1を 入 れ

替 え 、 さ ら に 室 温 で 40分 撹 拌 し Coomasie Briliantblueを 脱 色 し た 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 洗 浄 液 （ 50% メ タ ノ ー ル 、 10% 酢 酸 、 40% 精 製 水 ） 100μ Lで 置 換 し 、 4℃ で 保 存 一 時 保

存 し た 。 洗 浄 液 を 除 去 し 、 50 m M N H 4 HCO 3 :ア セ ト ニ ト リ ル =1:1を 用 い て 100μ L/tubeで 3回

洗 浄 し た 。 次 に 、 100 m M N H 4 HCO 3 を 100μ L/tube入 れ て 、 室 温 で 5分 間 撹 拌 し た 。 液 を 除 去

し 、 DTT 2.5 mg/mLを 含 む 100 m M N H 4 HCO 3 を 100μ L/tube入 れ て 、 15分 間 撹 拌 し た 。 液 を 除

去 し 、 ア ク リ ル ア ミ ド 45 mg/mLを 含 む 100 m M N H 4 HCO 3 を 100μ L/tube入 れ 15分 間 撹 拌 し た

。 液 を 除 去 し 、 メ タ ノ ー ル ： 酢 酸 ： 精 製 水 ＝ 5： 1： 4を 500μ L/tube入 れ 、 室 温 で 16時 間 撹

拌 し た 。 液 を 入 れ 替 え て さ ら に 室 温 で 30分 間 撹 拌 し た 。 液 を 除 去 し 、 50 m M N H 4 HCO 3 を 500

μ L/tube入 れ 、 室 温 で 10分 間 撹 拌 し た 。 液 を 除 去 し 、 ア セ ト ニ ト リ ル 500μ L/tube入 れ 、

室 温 で 5分 間 撹 拌 し た 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 チ ュ ー ブ の ふ た を 開 け 、 減 圧 遠 心 乾 燥 機 （ ト ミ ー 精 工 社 、 Speed vac） に セ ッ ト し 、 乾

固 す る ま で 減 圧 乾 燥 さ せ た 。 次 に 、 0.2% n-オ ク チ ル グ ル コ シ ド （ シ グ マ 社 ） 液 ： 50 m M N

H 4 HCO 3 ＝ 1： 1液 45μ Lに 200μ g/mLト リ プ シ ン を 5μ L加 え た 液 を 2.5μ Lと り 、 乾 燥 さ せ た ゲ

ル に 加 え 、 室 温 で 5分 間 反 応 さ せ た 。 そ こ へ 50 m M N H 4 HCO 3 :0.2% n－ オ ク チ ル グ ル コ シ ド

液 ＝ 1： 1を 8μ L加 え 、 37℃ で 16時 間 放 置 し た 。 そ こ へ 、 0.1% TFAを 含 む 50% ア セ ト ニ ト リ

ル を 40μ L加 え 、 10分 間 超 音 波 水 槽 に か け た 。 液 を 別 な チ ュ ー ブ に 移 し 、 残 っ た ゲ ル に 、 0

.1% TFAを 含 む 75%ア セ ト ニ ト リ ル を 40μ L入 れ 、 超 音 波 水 槽 で 10分 間 処 理 し た 。 液 を 取 り
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出 し 、 先 に 別 チ ュ ー ブ に 移 し て お い た 液 と 合 わ せ た 。 次 に 、 凍 結 真 空 乾 燥 機 で 液 を 乾 燥 さ

せ た 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 乾 燥 さ せ た サ ン プ ル に 0.1% TFAを 含 む 5%ア セ ト ニ ト リ ル を 50μ L入 れ 、 撹 拌 し て サ ン プ

ル を 溶 解 し た 。 C18逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 ゲ ル を 詰 め 、 あ ら か じ め メ タ ノ ー ル 200μ L

と 50μ Lで 2回 洗 浄 し た カ ラ ム に 、 溶 解 し た サ ン プ ル を 全 量 ア プ ラ イ し た 。 2000 rpm、 5分

遠 心 し 、 ア プ ラ イ し た サ ン プ ル を 完 全 に 流 し た 。 次 に 、 カ ラ ム に 0.1% TFAを 含 む 5%ア セ ト

ニ ト リ ル を 50μ L入 れ 、 2000 rpm、 5分 遠 心 し 洗 浄 し た 。 こ の 洗 浄 を 3回 行 っ た 。 次 に 、 0.

1% TFAを 含 む 95%ア セ ト ニ ト リ ル を 25μ L入 れ 、 2000 rpm、 5分 遠 心 し サ ン プ ル を 溶 出 し た

。 溶 出 さ れ た 液 を 37℃ に 放 置 し 、 液 を 乾 燥 さ せ た 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 0.1% TFAを 含 む 5%ア セ ト ニ ト リ ル を チ ュ ー ブ に 入 れ て サ ン プ ル を 溶 解 し 、 LC-M ASS分 析

装 置 （ サ ー モ エ レ ク ト ロ ン 社 、 LCQ） を 用 い て 、 質 量 解 析 を 行 い 、 二 次 元 電 気 泳 動 に お い

て 得 ら れ た ス ポ ッ ト を 同 定 し た 。 結 果 を 図 ２ に 示 し た 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

（ ３ ） 同 定 さ れ た 蛋 白 質 の チ ト ク ロ ム ｃ 測 定 に 対 す る 影 響

　 同 定 さ れ た 蛋 白 質 の う ち 、 ア ル ブ ミ ン を 除 く 市 販 さ れ て い て 入 手 可 能 な も の に つ い て 、

蛋 白 質 を チ ト ク ロ ム cの 測 定 系 に 添 加 し て 、 チ ト ク ロ ム c測 定 を 行 い 、 妨 害 活 性 が あ る か 調

べ た 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

1).ヒ ト ト ラ ン ス フ ェ リ ン (Biogenesis社 )6.5 mgを 精 製 水 0.65 mLで 溶 解 し 10 mg/mLの ト ラ

ン ス フ ェ リ ン 溶 液 を 調 製 し た 。

2).ヒ ト α 1酸 性 糖 蛋 白 質 （ Athens Research&Technology社 ） 1 mgを 0.5 mLの PBS-1で 溶 解

し 、 α 1酸 性 糖 蛋 白 質 溶 液 と し た 。

3).ヒ ト α 1ア ン チ ト リ プ シ ン （ CALBIOCHE M社 ） 1 mgを 0.33 mLの 精 製 水 で 溶 解 し 、 α 1ア ン

チ ト リ プ シ ン 溶 液 と し た 。

4).ヒ ト ト ラ ン ス チ レ チ ン (プ レ ア ル ブ ミ ン )（ Sigma社 ） 1 mgを 0.3 mLの 0.15 M NaClを 含

む 50m M リ ン 酸 緩 衝 液 pH 7.5で 溶 解 し ト ラ ン ス チ レ チ ン 溶 液 と し た 。

5).ヒ ト ビ タ ミ ン D結 合 蛋 白 質 (Gc-グ ロ ブ リ ン )(CALBIOCHE M社 )1 mgを 0.5 mLの 精 製 水 で 溶

解 し 、 ビ タ ミ ン D結 合 蛋 白 質 溶 液 と し た 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 反 応 用 溶 液 （ 0.15M PBS, 15 m M EDTA, 1% BSA, 0.1% NaN 3 , pH 7.5） 100μ Lに 、 同 定 さ

れ た 蛋 白 質 の 溶 液 を 0ま た は 10μ L、 ヒ ト チ ト ク ロ ム c（ 10μ g/mL） を 1μ L添 加 し た 。 こ れ

を 、 電 気 化 学 発 光 免 疫 自 動 測 定 機 ピ コ ル ミ
R
8220（ 三 光 純 薬 社 ） を 用 い 、 参 考 例 で 作 製 し

た 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 (2B5F8)結 合 ビ ー ズ 、 ル テ ニ ウ ム 錯 体 標 識 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 (27G9

)、 ピ コ ル ミ
R
発 光 電 解 液 （ 三 光 純 薬 社 ） 、 ピ コ ル ミ

R
BF洗 浄 液 （ 三 光 純 薬 社 ） 、 ピ コ ル ミ

R

セ ル ク リ ー ナ ー 液 （ 三 光 純 薬 社 ） 、 ピ コ ル ミ
R
ノ ズ ル リ ン ス 液 （ 三 光 純 薬 社 ） を セ ッ ト し

、 抗 チ ト ク ロ ム c抗 体 結 合 ビ ー ズ 分 注 量 25μ L、 ル テ ニ ウ ム 標 識 抗 チ ト ク ロ ム c抗 体 分 注 量 1

00μ L、 ピ コ ル ミ
R
発 光 電 解 液 分 注 量 300μ L、 １ ス テ ッ プ 、 反 応 時 間 26分 の 条 件 で 測 定 し た

。 そ の 結 果 、 α 1酸 性 糖 蛋 白 質 お よ び α １ ア ン チ ト リ プ シ ン に 添 加 回 収 率 の 低 下 が 認 め ら

れ 、 妨 害 活 性 を 有 す る こ と が わ か っ た （ 表 ４ ） 。

【 ０ ０ ７ ２ 】
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【 表 ４ 】

【 ０ ０ ７ ３ 】

（ ４ ） 同 定 さ れ た 妨 害 物 質 の 酸 性 領 域 で の チ ト ク ロ ム ｃ 測 定 に 対 す る 影 響

　 反 応 条 件 を 以 下 に 示 す 酸 性 条 件 、 ま た は 、 中 性 条 件 で 、 測 定 方 法 に 従 っ て 測 定 し た 。

1） 酸 性 条 件

・ 酸 性 反 応 用 溶 液 （ 0.05 M ク エ ン 酸 , 1% BSA, 0.15 M NaCl, 15 m M EDTA, pH 4.0）

・ ル テ ニ ウ ム 希 釈 液 （ 0.05 M ク エ ン 酸 , 1% BSA, 0.15M NaCl, 0.3% ス ク ロ ー ス , 0.01%

Tween20, pH 4.0）

2） 中 性 条 件

・ 中 性 反 応 用 溶 液 （ 0.15 M PBS, 15 m M EDTA, 1% BSA, 0.1% NaN 3 , pH7.5）

・ ル テ ニ ウ ム 希 釈 液 （ 0.15 M PBS, 1% BSA, 0.3% ス ク ロ ー ス , 0.01% Tween20, 0.1% NaN

3 , pH 7.5）

【 ０ ０ ７ ４ 】

3） 測 定 方 法

　 反 応 用 溶 液 100μ Lに 、 妨 害 活 性 の 認 め ら れ た 蛋 白 質 の 溶 液 で あ る α 1酸 性 糖 蛋 白 質 液 （ 2

mg/mL） ま た は α 1ア ン チ ト リ プ シ ン 液 （ 3mg/mL） 10μ L、 及 び 、 ヒ ト チ ト ク ロ ム c（ R& D Sy

stems社 ） を 10μ g/mLの 濃 度 に 精 製 水 で 溶 解 し た も の 1μ Lを 加 え て 混 合 し た 。 こ れ を 、 電

気 化 学 発 光 免 疫 自 動 測 定 機 ピ コ ル ミ
R
8220（ 三 光 純 薬 社 ） を 用 い 、 参 考 例 で 作 製 し た 抗 チ

ト ク ロ ム ｃ 抗 体 (2B5F8)結 合 ビ ー ズ 、 ル テ ニ ウ ム 希 釈 液 で 希 釈 し た 参 考 例 で 作 製 し た ル テ

ニ ウ ム 標 識 抗 チ ト ク ロ ム ｃ 抗 体 (3G7)、 ピ コ ル ミ
R
発 光 電 解 液 （ 三 光 純 薬 社 ） 、 ピ コ ル ミ

R

BF洗 浄 液 （ 三 光 純 薬 社 ） 、 ピ コ ル ミ
R
セ ル ク リ ー ナ ー 液 （ 三 光 純 薬 社 ） 、 ピ コ ル ミ

R
ノ ズ ル

リ ン ス 液 （ 三 光 純 薬 社 ） を セ ッ ト し 、 抗 チ ト ク ロ ム c抗 体 結 合 ビ ー ズ 分 注 量 25μ L、 ル テ ニ

ウ ム 標 識 抗 チ ト ク ロ ム c抗 体 分 注 量 100μ L、 ピ コ ル ミ
R
発 光 電 解 液 分 注 量 300μ L、 １ ス テ ッ

プ 、 反 応 時 間 26分 の 条 件 で 測 定 し た 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 そ の 結 果 、 表 ５ に 示 す と お り 、 ヒ ト 血 清 中 で の 測 定 と 同 様 に 抗 原 抗 体 反 応 時 の pHを 下 げ

る こ と で 妨 害 活 性 を 回 避 で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 妨 害 活 性 を 有 す る 物 質 は 共 に 酸 性 度 の 高 い 蛋 白 質 で あ り 、 こ れ ら 酸 性 度 の 高 い 蛋 白 質 が

塩 基 性 の 強 い チ ト ク ロ ム ｃ と 相 互 作 用 す る こ と に よ り 、 チ ト ク ロ ム ｃ の 測 定 に 影 響 を 与 え

て い た と 考 え ら れ る 。 酸 性 領 域 で 測 定 す る こ と に よ り チ ト ク ロ ム ｃ と 妨 害 物 質 の 相 互 作 用

は 弱 く な る こ と か ら 、 酸 性 領 域 で は 正 確 な 定 量 が 可 能 と な っ た も の と 考 え ら れ る 。 従 っ て

、 実 施 例 で 試 験 し た 以 外 の 抗 体 に 関 し て も 、 酸 性 領 域 と す る こ と で チ ト ク ロ ム ｃ の 正 確 な

測 定 が 可 能 と な る も の と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ７ ７ 】
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【 表 ５ 】

【 産 業 上 の 利 用 の 可 能 性 】

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 体 液 中 の チ ト ク ロ ム ｃ が 体 内 で 起 こ っ て い る ア ポ ト ー シ ス の 指 標 と な る こ と が 知 ら れ 、

多 く の 疾 患 の 診 断 薬 と し て 有 効 で あ る こ と が 明 ら か と な っ て い る 。 本 願 の 酸 性 領 域 の 緩 衝

液 を 用 い る チ ト ク ロ ム ｃ の 免 疫 化 学 的 測 定 法 に よ り 、 よ り 正 確 な チ ト ク ロ ム ｃ 量 の 測 定 が

可 能 と な り 、 本 方 法 の 診 断 薬 へ の 応 用 が 期 待 さ れ る 。

【 図 １ 】
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【 図 ２ 】
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摘要(译)

用于精确测量体液，特别是血液中细胞色素c的量的免疫化学方法和用于
测量的试剂盒。通过使抗体与细胞色素c在酸性范围内的缓冲溶液中反
应，可以精确测量细胞色素c的量，而不受任何干扰性底物的影响。
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