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(57)【要約】
　免疫測定キットにおけるラテックス試薬の分散状態を
良好に維持し、温度変化による凝集沈殿の発生を防止し
て測定性能の劣化から試薬を保護する手段であって、ラ
テックス試薬が少量に分注された形態の免疫凝集測定キ
ットに対しても適用できる新規な手段が開示されている
。本発明の免疫測定試薬は、溶媒中に未感作のラテック
ス粒子とトリメチルグリシンとを含む。試薬中のトリメ
チルグリシンの濃度は、好ましくは5～10w/v％である。
当該試薬は、例えばヘモグロビンA1cの免疫測定試薬と
して好ましく用いることができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　溶媒中に未感作のラテックス粒子とトリメチルグリシンとを含む免疫測定試薬。
【請求項２】
　試薬中のトリメチルグリシン濃度が5～30w/v％である請求項１記載の試薬。
【請求項３】
　試薬中のトリメチルグリシン濃度が5～10w/v％である請求項１記載の試薬。
【請求項４】
　凝集法による免疫測定試薬である請求項１ないし３のいずれか１項に記載の試薬。
【請求項５】
　ヘモグロビンA1cの免疫測定試薬である請求項１ないし４のいずれか１項に記載の試薬
。
【請求項６】
　未感作ラテックス粒子を含有する免疫測定試薬にトリメチルグリシンを共存させること
を含む、前記免疫測定試薬の劣化防止方法。
【請求項７】
　試薬中のトリメチルグリシン濃度が5～30w/v％である請求項６記載の方法。
【請求項８】
　試薬中のトリメチルグリシン濃度が5～10w/v％である請求項６記載の方法。
【請求項９】
　前記免疫測定試薬が凝集法による免疫測定試薬である請求項６ないし８のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項１０】
　前記免疫測定がヘモグロビンA1cの免疫測定試薬である請求項６ないし９のいずれか１
項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、未感作ラテックスを用いた免疫測定試薬の性能の劣化を防止する方法に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　免疫測定キットにおけるいわゆるラテックス試薬では、一般的には、測定目的物に特異
的に反応する抗体、もしくは測定目的抗体に反応する抗原物質をあらかじめラテックス表
面に固相化して担持させている。このようなラテックス試薬の保存安定性を向上させるた
め、糖類及び／または界面活性剤が添加され、凍結乾燥が試みられている（特許文献１、
２）。このような手法によれば、ラテックス試薬の安定保存が可能であろう。しかし、こ
うした凍結乾燥を行なう手法では、使用前にラテックス液の復元処理が必要となり、ユー
ザーにとっては利便性が良くなかった。
【０００３】
　ユーザーの利便性を考えるならば、そのまま使用できる液状のラテックス試薬が望まし
い。使用前の復元処理を要しない液状のラテックス試薬としては、凍結劣化保護のために
、糖類や界面活性剤などが添加されているものが一般的である。しかし、ラテックス表面
からの固相化された抗原や抗体蛋白が剥離してくる問題が完全には解決されておらず、凍
結しても問題なしとするラテックス試薬は未だ存在しない。
【０００４】
　未感作ラテックスを用いたヘモグロビンA1cの免疫測定試薬の場合、ラテックス液の凍
結保護対策は、主に保管輸送時の温度管理を徹底させることで行なってきており、ラテッ
クス試薬量も２０mＬ以上の容量があることから、過去には実質的に凍結による試薬の劣
化が問題になることはなかった。
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【０００５】
　ところが近年では、一般病院で、診察待ちの時間を利用して、診察前に採血、検査を実
施し、その結果を診察に反映させる試みが広がっている。そのような現場で使用されてい
るものは、小型の専用機で測定する試薬であり、試薬も１テスト分が前もってカートリッ
ジ内に小分け分注してある。その試薬量は0.1mＬ程度である。標準品による検量線はデー
タとして予め記憶されているため、試薬の反応性が変化すると測定値が変わってしまうこ
とになり、試薬の性能の安定性は従来以上に厳しく要求されることになる。このように試
薬量が少なくなると、輸送時の温度変化を受けやすくなり、試薬の性能が損なわれること
がある。例えば、製品を冷蔵輸送する際に低温側への変動で過冷却になると、少量で分注
されている試薬が短時間で凍結する可能性が高くなる。実際、未感作ラテックスを使用し
たヘモグロビンA1cの免疫凝集測定キットでは、小分け分注したラテックス試薬が冷蔵輸
送で過冷却になり、ラテックス液が凍結し、その結果としてラテックスの凝集沈殿が起こ
り、試薬として使用不能になる事例が実質的に起きている。そこで近年、ラテックス試薬
の凍結劣化保護が緊急の課題となった。
【０００６】
　特許文献２には、感作ラテックスを凍結乾燥させる際に添加する凍結防止剤が記載され
ており、分子量の大きな多糖類やPVPやTween20などの界面活性剤の名前が挙げられている
。
【０００７】
　特許文献３は、ある種のアミン化合物を用いることにより、担体粒子の自然凝集を起こ
させず特異反応に基づく凝集を促進する凝集測定用試薬及び測定方法を提供するとし、そ
のアミン化合物にベタイン塩酸塩が含まれるとしている。しかし、その実施例に示されて
いるデータを見ると、ベタイン塩酸塩を150mM感作ラテックスに加えたものと無添加のコ
ントロールを比較して、4℃　3日間静置後の上清で、ベタイン添加の方が成績が良かった
のは3項目中2項目、攪拌後では3項目中1項目のみであり、ベタイン添加により感作ラテッ
クスの分散状態を維持し、自然凝集等による沈降が防止されていることを示しているとは
言えない。ベタイン添加により凍結による凝集が防止されていることを示しているわけで
もない。
【０００８】
　免疫測定キットとは技術分野が異なるが、インクジェットインクの組成物中にベタイン
を加えることにより、凍結・解凍によるインクの凝集沈殿を防ぐことが知られている（特
許文献４）。しかしながら、ラテックス試薬において、凍結劣化保護を目的としてベタイ
ンをラテックス液に添加して使用した例は知られていない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】特開平１１－２５８２４１号公報
【特許文献２】特開昭６１－２２２５３１号公報
【特許文献３】国際公開公報ＷＯ２００７／０７４８６０
【特許文献４】特開２００１－２７１０１３号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明は、免疫測定キットにおけるラテックス試薬の分散状態を良好に維持し、温度変
化による凝集沈殿の発生を防止して測定性能の劣化から試薬を保護する手段であって、ラ
テックス試薬が少量に分注された形態の免疫凝集測定キットに対しても適用できる新規な
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】
【００１１】
　ラテックス試薬に凍結保護剤として加えるものとして、上記の通り、糖類や界面活性剤
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が知られていた。しかしながら、未感作ラテックスを使用するヘモグロビンA1cの免疫測
定試薬では、試料中のヘモグロビンを希釈したサンプルをラテックス試薬に加えることに
より、ラテックス表面にヘモグロビンA1cを物理吸着させている。このような免疫測定試
薬の場合、凍結保護剤として物理吸着を阻害する界面活性剤は使用することができない。
さらに、カートリッジにごく少量封入されたラテックス試薬は、その構造にもよるが、微
小な構造内を自由に流動させることが必要となる。すなわち、添加物によりラテックス試
薬の粘性が上がり、流動性が悪くなると、試薬の性能に影響がでてくる問題がある。従っ
て、分子量の大きいものも使用は困難である。
【００１２】
　本願発明者らは、以上のことを踏まえて鋭意検討した結果、ラテックス試薬に適当量の
ベタイン（トリメチルグリシン）を添加することで、凍結・解凍を経た後でもラテックス
粒子の凝集沈殿を防止して免疫測定試薬としての性能を維持できることを見出し、本願発
明を完成した。
【００１３】
　すなわち、本発明は、溶媒中に未感作のラテックス粒子とトリメチルグリシンとを含む
免疫測定試薬を提供する。また、本発明は、未感作ラテックス粒子を含有する免疫測定試
薬にトリメチルグリシンを共存させることを含む、前記免疫測定試薬の劣化防止方法を提
供する。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明により、ラテックス試薬の凍結・解凍による性能劣化を防止する新規な方法が提
供された。本発明によれば、ラテックス試薬が凍結しても凝集が起こらず、免疫測定試薬
としての性能を維持できることから、輸送時の温度管理の悪い地域にも性能を劣化させず
に輸送可能になる。ベタインは低分子の物質であり、数％の濃度で用いても糖類のように
試薬の粘性を高めるおそれがないので、試薬量の少ないカートリッジ式の免疫測定キット
に適用しても、流動性が低下することによる悪影響の懸念がない。また、界面活性剤のよ
うに、未感作ラテックス粒子上への測定対象タンパク質の吸着を妨げるおそれもない。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】ベタインを6w/v％添加したラテックス試薬R1を０回～６回の凍結解凍処理に付し
た場合の、シグナルの数値の変化を示すグラフである。
【図２】ベタインを6w/v％添加したラテックス試薬R1（凍結解凍０回～３回）を用いて、
HbA1c標準品のシグナルを測定して作成した検量線である。ベタインに代えて界面活性剤
であるTween 20を添加したR1試薬（凍結解凍１回）を用いて同様に作成した検量線もあわ
せて示す。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本発明の免疫測定試薬は、ラテックス粒子を溶媒中に浮遊させた形態の試薬（ラテック
ス試薬）であり、ラテックス粒子として未感作の粒子を用いること、及びベタインを含有
することを特徴とする。
【００１７】
　「未感作」とは、抗原又は抗体等のタンパク質がラテックス粒子表面に実質的に担持さ
れていない状態を指す。ラテックス凝集法による免疫測定方法のひとつとして、ラテック
ス試薬に未感作のラテックス粒子を用いる手法が知られている（特許第2677753号）。該
手法では、未感作ラテックス粒子を検体試料と接触させることにより測定対象タンパク質
を粒子表面に吸着させ、これに対象タンパク質に対する抗体を反応させて粒子の凝集を生
じさせ、反応液の濁度により対象タンパク質の量を測定する。本発明は、こうした手法に
よる免疫測定法に好ましく適用することができる。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。
【００１８】
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　ラテックス粒子自体は、公知の免疫凝集測定キットで用いられているラテックス粒子と
同じものを使用することができる。具体的には、ラテックス粒子の平均粒径は0.04～0.8
μm程度、例えば0.08～0.2μm程度であり得る。ラテックスの材質は特に限定されないが
、ポリスチレンラテックス等のスチレン系ラテックス、アクリル酸系ラテックス等が好ま
しく用いられる。表面の疎水性が強いラテックス（例えばポリスチレンラテックス）を用
いることは、検体試料中の測定対象タンパク質の吸着をスムーズにする上で好ましい。更
には、種々の変性ラテックス（例えば、カルボン酸変性ラテックス）、磁性ラテックス（
磁性粒子を内包させたラテックス）等を必要に応じて用いてもよい。
【００１９】
　溶媒は、ラテックス凝集法による免疫測定キットのラテックス試薬において、ラテック
スを浮遊させる液体として通常使用される緩衝液であってよい。例えば、グリシン緩衝液
、ホウ酸緩衝液、グッド緩衝液等を用いることができるが、これらに限定されない。試薬
中のラテックス濃度は通常0.05～0.5w/v％程度である。
【００２０】
　本発明で用いるベタインとはトリメチルグリシン(N,N,N-trimethylglycine)である。未
感作ラテックスを含む溶媒中にトリメチルグリシンを含有させるためには、トリメチルグ
リシンの無水物、水和物又は塩を溶媒中に添加すればよい。トリメチルグリシンの塩の具
体例としては、塩酸塩、硫酸塩、リン酸塩等が挙げられるが、これらに限定されない。
【００２１】
　免疫測定試薬中のベタインの含有量は、好ましくは5～30w/v％であり、例えば5～25w/v
％、5～20w/v％、5～10w/v％、5.5～8.5w/v％、又は5.5～7.5w/v％であり得る。ラテック
ス試薬中にベタインを含有させることで、試薬の輸送中や貯蔵中の温度変化（例えば、過
冷却による凍結及びその後の融解）により生じるラテックス粒子の凝集沈殿の発生を抑制
し、免疫測定試薬としての性能の劣化を防止することができる。ベタイン濃度5～30w/v％
の範囲であれば、凍結・解凍0回と1回でシグナル検出値に差が無く、凍結劣化防止効果が
得られる。ベタイン濃度が5w/v％未満では、凍結・解凍を繰り返すとシグナル検出値が上
昇する傾向があり、正確な測定値を得ることが困難である。一方、ベタイン濃度が8.5w/v
％を超えると、凍結・解凍を繰り返すことによりシグナル検出値は若干低下する傾向があ
るが、凍結・解凍0回のシグナル検出値も低下しており、凍結・解凍の回数による低下を
比率で評価すればいずれの濃度でもほぼ同じであることが確認されている。つまり、8.5w
/v％を超える濃度では、測定シグナルの絶対値がさらに低下するだけであって性能劣化を
防止する効果自体は得られるが、劣化防止の効果がさらに向上することは無かった。従っ
て、特に限定されないが、ベタインの使用濃度は8.5w/v％以下、例えば7.5w/v％以下とし
てよい。もっとも、ラテックス試薬に含有させるベタインの最適な濃度は、ラテックスの
種類や濃度、緩衝液の種類により変わり得るので、適宜最適なベタイン濃度を検討するこ
とができる。例えば、試薬中のラテックス濃度を高くするとシグナル検出値が高まるので
、ベタインを高めの濃度で用いる場合にはラテックス濃度を高めるとよい。
【００２２】
　未感作のラテックス試薬を利用する免疫測定法の具体例として、ヘモグロビンA1c（HbA
1c）の免疫測定方法を挙げることができる。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り、近年では糖尿病の判定基準
としてHbA1cが用いられている。糖化していないHbとHbA1cとを区別して免疫測定する場合
、HbA1cに特異的な領域であるβ鎖N末端領域に対する抗体が用いられる。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が、ラテックス表面に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。未感作ラテックス試薬を用いる市販のHbA1c免疫測定キットは、
このような原理を利用したキットである。本発明の試薬は、例えばこのようなHbA1c免疫
測定キットに好ましく適用することができる。
【００２３】



(6) JP WO2014/132833 A1 2014.9.4

10

20

30

40

50

　本発明の免疫測定試薬を用いた凝集法によるHbA1cの免疫測定は、未感作ラテックス試
薬にベタインを含有させること以外は、上記した市販のHbA1c免疫測定キットを通常通り
に使用して行なうことができる。測定の工程を具体的に説明すると、まず、本発明の試薬
と血液等の検体試料を接触させることにより、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。検体は、
変性処理は不要であるが、必要に応じて希釈溶血処理や遠心処理等の前処理を施してもよ
い。次いで、ラテックス粒子上に吸着したHbA1cと抗HbA1c抗体を接触させる。抗HbA1c抗
体によりHbA1cを介してラテックス粒子が結合、凝集するので、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）。あるいは、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。後者の場合、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。検体の測定値をこの検量線に当てはめることで、検体中のHbA1c量を求める
ことができる。
【００２４】
　もっとも、ラテックス粒子上に吸着させたHbA1cは、ラテックス粒子ごと免疫測定のサ
ンプルとして使用することもできるので、凝集法以外の免疫測定法によりラテックス粒子
上のHbA1cを測定しても差し支えない。免疫測定の手法自体はこの分野において周知であ
り、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」に包含される。
【００２５】
　例えば、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、本発明の免疫測定試薬と検体を接触させ
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
検量線に検体の測定値を当てはめれば、検体中のHbA1c量を定量することができる。
【００２６】
　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
。
【００２７】
　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
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。
【００２８】
　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



(7) JP WO2014/132833 A1 2014.9.4

10

20

30

40

50

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。
【００２９】
　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。
【００３０】
　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、抗Hb
A1cモノクローナル抗体を用いることが好ましい。
【００３１】
　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
。
【００３２】
　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。
【００３３】
カラム：TSKgel、ODS-120A（4.6×250mm、東ソー社製）
機器：島津HPLCシステム
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
【００３４】
　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。
【００３５】
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
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モニター：吸光度280nm
【００３６】
　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。
【００３７】
　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。
【００３８】
　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。
【００３９】
　以上、測定対象物としてHbA1cを例に本発明の免疫測定試薬の使用方法を説明したが、
未感作ラテックス粒子を用いての免疫測定が可能な物質である限り、本発明の免疫測定試
薬はいかなる物質の測定に用いることもできる。
【実施例】
【００４０】
　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。
【００４１】
＜検討１＞
　公知のHbA1c免疫測定キットに含まれる未感作ラテックス試薬（以下R1試薬）及び抗HbA
1c抗体液（以下R2試薬）をそれぞれ１０mＬチューブに約５mＬ分注した。チューブを－20
℃の冷凍庫で一夜保存し、R1試薬及びR2試薬を凍結させた。これらを室温に放置して解凍
し、試薬の状態を目視で確認した。
【００４２】
　R1試薬はラテックスが白色の凝集沈殿を起こしており、沈殿後の液は透明になっていた
。免疫測定試薬としては明らかに使用不能の状態だった。一方、R2試薬には外見上の変化
は無かった。そこで、凍結・解凍０回のR2試薬及び凍結・解凍１回のR2試薬を、凍結・解
凍０回のR1試薬と共に日立7170自動分析機にセットし、HbA1c標準品を測定して検量線を
描かせたところ、検量線は一致した。これにより、抗体液は凍結解凍を経ても測定性能に
影響しないことが確認された。従って、凍結による劣化からの保護の検討はラテックス試
薬について行なった。
【００４３】
＜検討２＞
　R1試薬にベタイン（トリメチルグリシン）を3w/v％～10w/v％の範囲で１％刻みに加え
て、凍結・解凍の影響を調べた。各濃度のベタインを加えたR1試薬を３等分し、1本を4℃
に保存した。他の2本を、検討１同様に一晩－20℃の冷凍庫に保存し、翌日室温放置によ
り解凍した。ラテックスが凝集沈殿しているものは無かったが、チューブの底部に白色の
ラテックス濃度が高くなっていたので、軽く転倒混和した。2本のうちの1本を4℃に保存
し、残りの1本を一晩－２０℃に保存した。翌日、室温で解凍し、軽く転倒混和した。
【００４４】
　凍結・解凍が0回、1回、2回のR1試薬を並べて日立7170自動分析機にセットし、HbA1c標
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準品を副波長800nm／主波長660nmで測定して検量線を描かせた。各標準品の2 point end
のシグナルを表１に示す。
【００４５】
【表１】

【００４６】
　ベタイン濃度６w/v％前後で、凍結解凍を繰り返してもシグナルの数値が安定している
ことが確認された。ベタイン濃度が低くなると、凍結解凍の繰り返しによりシグナルが上
昇する傾向があり、またベタイン濃度が高くなると、凍結解凍の繰り返しによりシグナル
が低下する傾向がみられた。
【００４７】
＜検討３＞
　検討２の結果より、R1試薬に加えるベタインの濃度は６w/v％付近が適当であると考え
られた。そこで、ベタインを６w/v％又は７w/v％添加したR1試薬を調製し、各7本に分割
し、1本を4℃に保存し、残り6本を－20℃に一晩保存した。翌日に全ての本数を取り出し
、室温で解凍させ、軽く転倒混和し、1本を4℃に移し、残りを－20℃に一晩保存した。こ
れを繰り返し、凍結・解凍の回数が0回から6回までのR1試薬を準備した。これらのR1試薬
とR2試薬を日立7170自動分析機にセットし、検量線を描かせた。
【００４８】
　図１は、ラテックス試薬R1にベタインを６w/v％加えたもので、凍結・解凍の回数6回ま
での検量線のシグナルの変化を示す。凍結・解凍3回までは、特に大きな変化は見られな
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同様の結果であった。
【００４９】
　図２は、６w/v％ベタイン添加R1試薬の、凍結・解凍3回までの検量線を重ねて示したも
のである。シグナルの変化がほとんどないことから、ラテックス試薬が万一凍結したとし
ても、解凍させて使用すれば、凍結・解凍を経験していないR1試薬と同じ様に反応するこ
とが判明した。すなわち、厳しく要求される試薬の安定性を満たしていることになる。７
w/v％ベタイン添加R1試薬においても、同様の結果が得られた。
【００５０】
＜検討４＞
　公知のHbA1c免疫測定キットに含まれる未感作ラテックス試薬同等品（R1試薬）にベタ
インを５％から２５％になるように添加した。ベタイン添加によりラテックス濃度が低下
するので、ラテックス原液を加えて調整した。このベタイン添加未感作ラテックス試薬の
一部を－２０℃に２晩放置した後、室温に放置して解凍した。この解凍後、転倒混和した
R1試薬と、冷蔵保存したR1試薬を並べて、日立７１７０自動分析機にセットして検量線を
描かせた。なお、抗HbA1c抗体液（R2試薬）は、増感剤の量を少し増やしたものを使用し
た。
【００５１】
　表２は副波長800nm／主波長660nmでの各標準品の2 point endのシグナルを示す。R1試
薬の凍結の有無での差異は見られなかった。また、検量線を描かせてコントロールの測定
を行ったところ、測定値も一定であった。
【００５２】
【表２】

【００５３】
　表３は、R1試薬のラテックス濃度を５０％増量したものを調製して使用した以外は、表
２の検討と同様に行ったものである。ラテックス濃度を上げることにより、標準品の2 po
int endのシグナルは大幅に上昇しており、凍結の有無による差異も見られなかった。ベ
タイン添加５％では、設定したABSを超えたために検量線は描かなかったが、検量線を描
いたところでは、コントロールの測定値も一定であった。
【００５４】
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【表３】

【００５５】
＜比較例＞
　ベタインの代わりに、ラテックス試薬R1に界面活性剤であるTween 20を0.1v/v％添加し
たものを調製した。界面活性剤入りのR1試薬をチューブに採り、これを－20℃に一晩保存
し、翌日、室温で解凍した。目視で観察すると、ラテックスの凝集沈殿は認められなかっ
た。そこで、界面活性剤入りのR1試薬を用いて、日立７１７０で検量線を描かせた。その
結果を検討３の結果とあわせて図２に示す。反応性が全く無かったことから、界面活性剤
によりHbA1cのラテックス表面への物理吸着が妨げられたことは明白である。

【図１】

【図２】
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