
(57)【要約】
【課題】本願発明は、ＲＨＡ検査およびＰＣＲ法に伴う問題点を有さないヒトパルボウイ
ルスＢ１９抗原の免疫測定方法であって、強酸性溶液（ｐＨ４．０以下）による処理工程
およびアルカリ性溶液による中和工程を含まない、簡便且つ高感度な測定方法を提供する
ものである。
【解決手段】本発明は上記課題を解決するために、検体をグアニジン、グアニジン塩また
はその誘導体を含む溶液で処理することを特徴とするヒトパルボウイルスＢ１９抗原の免
疫学的測定方法を提供する。また、本測定方法に使用するキットとして、グアニジン、グ
アニジン塩またはその誘導体を含む検体希釈液を含む、ヒトパルボウイルスＢ１９抗原の
免疫学的測定用キットを提供する。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 検 体 を グ ア ニ ジ ン 、 グ ア ニ ジ ン 塩 ま た は そ の 誘 導 体 を 含 む 溶 液 で 処 理 す る こ と を 特 徴 と
す る ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 抗 原 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 検 体 を 処 理 す る グ ア ニ ジ ン 、 グ ア ニ ジ ン 塩 ま た は そ の 誘 導 体 の 測 定 時 に お け る 最 終 濃 度
が ０ ． １ ～ １  Ｍ で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 検 体 を 処 理 す る グ ア ニ ジ ン 、 グ ア ニ ジ ン 塩 ま た は そ の 誘 導 体 を 含 む 溶 液 の ｐ Ｈ が ４ ． ５
～ ６ ． ５ で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ｐ Ｈ ４ ． ５ ～ ６ ． ５ の グ ア ニ ジ ン 、 グ ア ニ ジ ン 塩 ま た は そ の 誘 導 体 を 含 む 溶 液 で 検 体 処
理 後 、 ア ル カ リ 溶 液 で 中 和 を 要 し な い 請 求 項 ３ 記 載 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 固 相 化 抗 体 と 標 識 抗 体 に よ る サ ン ド イ ッ チ 法 に よ る 請 求 項 １ 乃 至 ４ 記 載 の 免 疫 学 的 測 定
方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 グ ア ニ ジ ン 、 グ ア ニ ジ ン 塩 ま た は そ の 誘 導 体 を 含 む 検 体 希 釈 液 を 含 む 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ
ル ス Ｂ １ ９ 抗 原 の 免 疫 学 的 測 定 用 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 試 料 中 の パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 抗 原 を 高 感 度 に 検 出 若 し く は 測 定 す る 方 法 及
び 検 出 若 し く は 測 定 す る 試 薬 若 し く は キ ッ ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 パ ル ボ ウ イ ル ス は 飛 沫 感 染 し 、 赤 芽 球 で 増 殖 す る 病 原 性 ウ イ ル ス で あ り 、 そ の 症 状 ・ 疾
患 と し て 、 （ １ ） 伝 染 性 紅 斑 （ り ん ご 病 ） （ ２ ） 関 節 炎 （ ３ ） 造 血 障 害 発 作 （ ４ ） 胎 児 水
腫 （ hydrops fetal） な ど が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ （ parvovirus B19） は 、 1975年 に Cossartら に よ っ て 発 見 さ れ た
ウ イ ル ス で あ る （ 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。 当 該 ウ イ ル ス は パ ル ボ ウ イ ル ス 科 の パ ル ボ ウ イ ル
ス 属 に 位 置 す る 一 本 鎖 DNAウ イ ル ス で 20nmの 正 20面 体 構 造 で エ ン ベ ロ ー プ を 持 た な い 小 型
の ウ イ ル ス で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｂ １ ９ ウ イ ル ス は 、 加 熱 （ 60℃ 30 分 ） 、 酸 （ pH3） 、 ク ロ ロ ホ ル ム ， 有 機 溶 剤 、 界 面 活
性 剤 処 理 に 抵 抗 す る 。 そ の た め 血 液 製 剤 製 造 工 程 中 で の Ｂ １ ９ 除 去 が 困 難 で あ る こ と か ら
、 赤 十 字 血 液 セ ン タ ー で は 原 料 血 漿 へ の Ｂ １ ９ ウ イ ル ス 混 入 を 減 ら す こ と を 目 的 に 、 1997
 年 よ り す べ て の 献 血 血 液 に つ い て Receptor Mediated Hemagglutination（ RHA） 検 査 法 に
よ る Ｂ １ ９  ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 を 実 施 し て い る （ 非 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。 そ の 他 の パ ル ボ
ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 抗 原 の 測 定 法 と し て は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り ウ イ ル ス 遺 伝 子 を 増 幅 し て 測 定 す
る 方 法 が あ る （ 非 特 許 文 献 ３ 参 照 ） 。 ま た 微 量 の 抗 原 を 抗 パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 抗 体 で 測
定 す る 方 法 と し て 、 検 体 を ｐ Ｈ 4.0以 下 の 酸 性 条 件 で 処 理 し た 後 、 免 疫 反 応 に あ た っ て ア
ル カ リ で 検 体 を 中 和 し て か ら 行 う 方 法 （ 特 許 文 献 １ 参 照 ） 等 が 報 告 さ れ て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ １ － ３ ４ ３ ３ ８ ８
【 非 特 許 文 献 １ 】 Cossart, Y.E., et al.: Parvovirous-like particles in human sera.
 Lancet,1: 72- 73, 1975
【 非 特 許 文 献 ２ 】 武 田 芳 於 他 、 献 血 血 液 の Ｒ Ｈ Ａ 検 査 に よ る 第 VIII因 子 製 剤 原 料 血 漿 か ら
の パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 除 去 効 果 、 Japanese Journal of Transfusion Medicine, 1: 27-
31, 2002
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【 非 特 許 文 献 ３ 】 斉 藤 由 美 子 他 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 感 染 の 診 断 へ の Ｐ Ｃ Ｒ の 応 用
及 び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る 抗 体 測 定 、 臨 床 病 理 ， 2：  203-208, 1993
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Ｒ Ｈ Ａ 検 査 は そ の 原 理 上 ３ ～ ５ 日 間 の ウ イ ル ス 血 症 期 に は 有 効 だ が 、 そ れ に 続 い て Ｂ １
９ 抗 体 の 産 生 が 始 ま る と （ 抗 原 抗 体 複 合 期 ） Ｂ １ ９ の receptorで あ る Ｐ 抗 原 と 抗 体 が 競 合
し 、 Ｒ Ｈ Ａ 反 応 は 著 し く 阻 害 さ れ 、 当 該 期 間 に 献 血 さ れ た パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 陽 性 検 体
は Ｒ Ｈ Ａ 検 査 で は 検 出 で き な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ る 検 査 は 、 タ ー ゲ ッ ト で あ る パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 遺 伝 子 を 増 幅 し て 測 定
す る 方 法 で あ り 高 感 度 な 測 定 法 で は あ る が 、 測 定 す る ウ イ ル ス を 抽 出 す る た め の 装 置 や 増
幅 す る た め の 装 置 を 必 要 と し 、 測 定 に は 多 大 な 時 間 と 高 価 な 器 機 を 必 要 と す る 。 ま た 、 測
定 対 象 の 検 体 へ の コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン に よ り 偽 陽 性 が 発 生 す る お そ れ が あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Ｂ １ ９ 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 用 い た 免 疫 測 定 法 に よ っ て も 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス を 検 出 す
る こ と が 可 能 で あ る が 、 検 体 中 に 存 在 す る Ｂ １ ９ に 結 合 す る 因 子 、 例 え ば 抗 体 、 Globosid
e(blood group antigen P)、 Ku80、 Integrin α 5β 1等 の 影 響 に よ り 十 分 な 測 定 感 度 を 得
る こ と が 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 上 記 特 許 文 献 １ は 、 パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 抗 原 を 高 感 度 に 測 定 す る 免 疫 測 定 方 法 を 開 示
し て い る が 、 当 該 測 定 方 法 で は 検 体 を 塩 酸 等 の 酸 で 処 理 し た 後 、 ア ル カ リ 性 溶 液 で 所 望 の
ｐ Ｈ に 中 和 す る 必 要 が あ る 。 こ の よ う な 工 程 は 、 全 自 動 血 液 ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム に 本
方 法 を 適 用 す る 上 で 大 き な 障 害 と な る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 願 発 明 は 、 上 記 の よ う な Ｒ Ｈ Ａ 検 査 お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 法 に 伴 う 問 題 点 を 有 さ な い ヒ ト パ ル
ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 抗 原 の 免 疫 測 定 方 法 で あ っ て 、 酸 性 溶 液 に よ る 処 理 工 程 お よ び ア ル カ リ
性 溶 液 に よ る 中 和 工 程 を 含 ま な い 、 簡 便 且 つ 高 感 度 な 測 定 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 Ｂ １ ９ 抗 原 の 免 疫 学 的 測 定 に 際 し て 予 め 検 体 を グ ア ニ ジ ン で 処 理 す る こ
と に よ り 、 高 感 度 に パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 抗 原 を 測 定 し 得 る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は か か る 知 見 に 基 づ い て 、 検 体 を グ ア ニ ジ ン 、 グ ア ニ ジ ン 塩 ま た は そ の 誘 導 体 を
含 む 溶 液 で 処 理 す る こ と を 特 徴 と す る ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 抗 原 の 免 疫 学 的 測 定 方 法
を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る グ ア ニ ジ ン 塩 と し て は 、 グ ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 、 グ ア ニ ジ ン 炭 酸
塩 、 グ ア ニ ジ ン 硝 酸 塩 、 グ ア ニ ジ ン リ ン 酸 塩 、 グ ア ニ ジ ン ス ル フ ァ ミ ン 酸 塩 等 が あ げ ら れ
、 グ ア ニ ジ ン 誘 導 体 と し て は 、 グ ア ニ ジ ノ 安 息 香 酸 、 グ ア ニ ジ ノ グ ル タ ル 酸 、 グ ア ニ ジ ノ
コ ハ ク 酸 、 グ ア ニ ジ ノ 酢 酸 、 グ ア ニ ジ ノ プ ロ ピ オ ン 酸 、 グ ア ニ ジ ノ ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル 等
が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 検 体 処 理 の た め に 添 加 す る グ ア ニ ジ ン 、 グ ア ニ ジ ン 塩 ま た は そ の 誘 導 体 の 濃 度 は 最 終 濃
度 と し て 0.1～ 1Ｍ の 範 囲 で あ る こ と が 好 ま し く 、 ま た 、 そ の ｐ Ｈ は ４ ． ５ ～ ６ ． ５ の 範 囲
で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 す る 免 疫 測 定 方 法 は 、 競 合 法 、 サ ン ド イ ッ チ 法 等 の 公 知 の い ず れ の
方 法 で あ っ て も よ い が 、 特 に サ ン ド イ ッ チ 法 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
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　 本 測 定 方 法 に お い て 用 い る 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お
よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ で あ っ て も よ い 。 ま た 、 こ れ ら 抗 体 は Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ （ ａ
ｂ ’ ） 2 等 の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 抗 体 の 作 製 用 抗 原 ま た は 測 定 標 準 と し て 用 い ら れ る ヒ ト パ
ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 抗 原 は 、 公 知 の 方 法 、 例 え ば 特 開 平 ７ － １ ４ ７ ９ ８ ６ 号 に 記 載 さ れ て
い る 方 法 に し た が っ て 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 サ ン ド イ ッ チ 法 で 用 い る 固 相 と し て は 、 周 知 の マ イ ク ロ プ レ ー ト 、 ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ
、 ガ ラ ス ビ ー ズ 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 磁 性 粒 子 等 が 挙 げ ら れ る 。 標 識 抗 体 へ の 標 識 剤 と し て
は 、 蛍 光 物 質 、 発 光 物 質 、 酵 素 、 放 射 性 同 位 元 素 等 が 挙 げ ら れ る 。 固 相 又 は 標 識 物 へ の 抗
体 を 結 合 さ せ る 方 法 と し て は 、 周 知 の 物 理 的 吸 着 方 法 、 化 学 的 な 反 応 に よ る 結 合 方 法 が 挙
げ ら れ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 願 発 明 は 、 Ｂ １ ９ 抗 原 の 免 疫 学 的 測 定 に 際 し て 予 め 検 体 を グ ア ニ ジ ン で 処 理 す る こ と
に よ り 、 高 感 度 に パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 抗 原 を 測 定 し 得 る と の 予 期 せ ぬ 効 果 を 奏 す る も の
で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 特 開 平 １ １ － ３ ４ ４ ４ ９ ３ 号 公 報 は 、 測 定 可 能 な 濃 度 域 が 一 定 濃 度 範 囲 に 限 定 さ れ る 凝
集 反 応 を 利 用 し た 免 疫 的 測 定 法 に お い て 、 グ ア ニ ジ ン 、 グ ア ニ ジ ン 塩 ま た は そ の 誘 導 体 を
反 応 系 に 共 存 さ せ る こ と に よ り 測 定 可 能 な 範 囲 が 拡 大 す る こ と を 教 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に お い て グ ア ニ ジ ン 類 を 用 い る 目 的 は あ く ま で 凝 集 法 特 有 の 問 題 を 解 決 す る も の
で あ り 、 凝 集 法 に 限 ら ず 免 疫 測 定 法 一 般 に お い て ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 測 定 感 度 を 改 善 す
る 本 願 発 明 の 効 果 は 特 開 平 １ １ － ３ ４ ４ ４ ９ ３ に よ り 予 見 し 得 る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 特 開 平 ２ ０ ０ １ － ３ ３ ４ ４ ５ 号 公 報 に は 、 ウ イ ル ス 抗 原 試 薬 の 調 製 に お い て 、 ウ イ ル ス
抗 原 を タ ン パ ク 質 変 性 剤 で 処 理 し た 後 に 酸 化 剤 で 希 釈 ま た は 透 析 す る こ と に よ り 当 該 ウ イ
ル ス 抗 原 の 抗 原 活 性 を 改 善 し 得 る こ と が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 願 発 明 は 、 検 体 を グ ア ニ ジ ン 類 で 処 理 す る こ と に よ り 、 検 体 中 に 含 ま れ る 免 疫 反 応 に
影 響 す る 因 子 を 排 除 す る こ と に よ っ て パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 原 の 免 疫 測 定 方 法 の 検 出 感 度 を 改
善 す る も の で あ り 、 そ の 目 的 、 機 作 お よ び 構 成 が 異 な る こ と か ら 本 願 発 明 の 効 果 は 特 開 平
２ ０ ０ １ － ３ ３ ４ ４ ５ に よ り 予 見 し 得 る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 特 開 平 １ １ － １ ０ ８ ９ ３ ２ 号 公 報 に は 、 ウ イ ル ス を 含 む 検 体 を 陰 イ オ ン 界 面 活 性 剤 と グ
ア ニ ジ ン を 含 む 蛋 白 変 性 剤 と の 並 存 下 で 処 理 す る 方 法 が 示 さ れ て い る 。 か か る 方 法 は 、 検
体 中 の 蛋 白 質 の み な ら ず ウ イ ル ス の エ ン ベ ロ ー プ 膜 蛋 白 質 を 強 力 に 破 壊 し 、 膜 内 中 の 抗 原
蛋 白 質 を 曝 露 さ せ 、 中 和 処 理 後 に 免 疫 反 応 に よ り 当 該 抗 原 蛋 白 質 を 測 定 す る 方 法 に 関 す る
も の で 、 そ の 明 細 書 中 に は パ ル ボ ウ イ ル ス の 記 載 も 認 め ら れ る が 、 実 施 例 に 列 挙 さ れ て い
る の は Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の み で あ り 、 本 願 発 明 の グ ア ニ ジ ン の み に よ る エ ン ベ ロ ー プ 膜 を
有 さ な い パ ル ボ ウ イ ル ス 含 有 検 体 処 理 の 有 効 性 を 何 ら 示 唆 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 特 開 平 ８ － ５ ０ １ ３ ３ 号 公 報 は 、 外 殻 を 有 す る ウ イ ル ス 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 殻 内 タ ン
パ ク 質 Ｈ Ｂ ｃ Ａ ｇ の 免 疫 測 定 方 法 に お い て 、 Ｈ Ｂ ｃ Ａ ｇ 抗 体 に 結 合 し 、 免 疫 測 定 を 阻 害 す
る 内 因 性 の 抗 Ｈ Ｂ ｃ Ａ ｇ 抗 体 を 予 め タ ン パ ク 質 変 性 剤 で 不 活 性 化 し た 後 に 外 殻 を 破 壊 し 、
露 出 し た Ｈ Ｂ ｃ Ａ ｇ を 検 出 す る 方 法 を 開 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 願 発 明 の 測 定 対 象 で あ る パ ル ボ ウ イ ル ス は 外 殻 タ ン パ ク 質 を 有 さ ず 、 し た が っ て 特 開

10

20

30

40

50

(4) JP 2007-278902 A 2007.10.25



平 ８ － ５ ０ １ ３ ３ 号 に 記 載 さ れ た タ ン パ ク 質 変 性 剤 に よ る 前 処 理 を パ ル ボ ウ イ ル ス の 免 疫
測 定 に お い て 適 用 す る 合 理 的 理 由 は な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 特 開 平 ７ － １ ５ １ ７ ５ ３ 号 公 報 は 、 同 一 ア ッ セ イ 系 に お け る 抗 原 抗 体 反 応 時 間 の 相 違 に
起 因 す る 測 定 誤 差 、 即 ち 「 ア ッ セ イ ド リ フ ト 」 の 影 響 を 回 避 す る こ と を 目 的 と し て 反 応 系
に グ ア ニ ジ ン を 添 加 す る こ と を 開 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 特 開 平 ７ － １ ５ １ ７ ５ ３ 号 公 報 に 記 載 さ れ た 発 明 の 目 的 は 、 パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 原 の 簡 便
且 つ 高 感 度 な 測 定 方 法 を 提 供 す る 本 願 発 明 の 目 的 と 全 く 異 な る も の で あ り 、 し た が っ て 本
願 発 明 の 効 果 は 特 開 平 ７ － １ ５ １ ７ ５ ３ 号 公 報 の 記 載 に 基 づ き 予 見 し 得 る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は こ れ ら の
例 示 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　
　 米 国 Abbott Laboratoriesの PRISM ア ナ ラ イ ザ ー を 用 い て 実 施 し た 実 施 例 を 示 す 。 シ ス
テ ム は 、 輸 血 用 血 液 の 安 全 性 を 向 上 さ せ 、 効 率 的 な 血 液 供 給 を 行 う た め に 開 発 さ れ た 全 自
動 血 液 ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム で あ る 。 独 自 の 化 学 発 光 免 疫 測 定 法 に よ る 優 れ た 感 度 と 特
異 性 に 加 え 、 160検 体 ／ 時 と い う 大 量 検 体 の 処 理 を 実 現 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 シ ス テ ム で は 、 1検 体 あ た り ２ つ の ウ エ ル （ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ウ エ ル と リ ア ク シ ョ
ン ウ エ ル ） を 有 す る リ ア ク シ ョ ン ト レ イ （ 16検 体 用 ） に て 、 化 学 発 光 免 疫 測 定 を 実 施 す る
。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 法 の 原 理 は 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ウ エ ル 上 で 、 検 体 、 検 体 希 釈 液 、 及 び 抗 原 あ る い は
抗 体 を 固 相 化 し た マ イ ク ロ パ ー テ ィ ク ル 懸 濁 液 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 検 体 中 の 抗 体 あ
る い は 抗 原 を 特 異 的 に マ イ ク ロ パ ー テ ィ ク ル 上 の 抗 原 あ る い は 抗 体 に 反 応 さ せ る (一 次 反
応 )。 反 応 生 成 物 は 、 リ ア ク シ ョ ン ウ エ ル に 移 送 さ れ 、 リ ア ク シ ョ ン ウ エ ル 中 の グ ラ ス フ
ァ イ バ ー マ ト リ ッ ク ス に 吸 着 さ れ る 。 こ の 反 応 生 成 物 は 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム 標 識 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト に よ り 検 出 さ れ る (二 次 反 応 )。 こ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 ア ク チ ベ ー タ 溶 液 の 存 在 下 で
化 学 発 光 を 引 き 起 こ し 、 そ れ を 光 電 子 増 倍 管 で 検 出 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 以 下 、 ［ パ ル ボ ウ イ ル ス 測 定 プ ロ ト コ ー ル ］ PRISMア ナ ラ イ ザ ー 上 で の ス テ ッ プ を 示 す
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 　 リ ア ク シ ョ ン ト レ イ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ウ エ ル 上 で 、 以 下 に 示 す 容 量
の 検 体 、 検 体 希 釈 液 、 及 び 抗 パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 を 固 相 化 し た マ イ ク ロ パ ー テ ィ ク ル 懸 濁
液 を 混 合 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 　 　 　 　 　 　 検 体 (血 清 、 ま た は 血 漿 )　 50uLま た は 、 100uL
　 　 　 　 　 　 　 検 体 希 釈 液 （ Guanidine 溶 液 ） 　 50uL
　 　 　 　 　 　 　 抗 パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 固 相 化 マ イ ク ロ パ ー テ ィ ク ル 懸 濁 液 　 50uL
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 　 37℃ 、 18分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 検 体 中 の 抗 体 あ る い は
抗 原 を 特 異 的 に マ イ ク ロ パ ー テ ィ ク ル 上 の 抗 原 あ る い は 抗 体 に 反 応 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 　 移 送 ／ 洗 浄 液 （ ト ラ ン ス フ ァ ー ウ ォ ッ シ ュ 液 ） 300uLを 2回 で 、 反 応 生
成 物 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ウ エ ル か ら リ ア ク シ ョ ン ウ エ ル に 移 送 し 、 リ ア ク シ ョ ン ウ エ ル
中 の グ ラ ス フ ァ イ バ ー マ ト リ ッ ク ス に 吸 着 さ せ る と 同 時 に 洗 浄 す る 。
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【 ０ ０ ３ ７ 】
　 　 ア ク リ ジ ニ ウ ム 標 識 コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ ア ク リ ジ ニ ウ ム 化 抗 パ ル ボ ウ イ ル
ス 抗 体 ） 溶 液 　 50uLを リ ア ク シ ョ ン ウ エ ル 中 の グ ラ ス フ ァ イ バ ー マ ト リ ッ ク ス に 吸 着 し 洗
浄 さ れ た 反 応 生 成 物 に 滴 下 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 　 37℃ 、 22.7分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 反 応 生 成 物 と ア ク リ
ジ ニ ウ ム 標 識 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 反 応 を 進 行 さ せ 、 検 体 中 に パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 原 が 存 在 し た
場 合 、 抗 体 固 相 化 マ イ ク ロ パ ー テ ィ ク ル － パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 原 － コ ン ジ ュ ゲ ー ト 複 合 体 を
形 成 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 浄 液 （ コ ン ジ ュ ゲ ー ト ウ ォ ッ シ ュ 液 ） 200uLを 1回 、 次 い で 10
0uLを 3回 で 、 未 反 応 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 洗 い 流 し 、 複 合 体 を 浄 化 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 　 ア ク チ ベ ー タ 溶 液  50uLを 滴 下 し 、 複 合 体 上 の ア ク リ ジ
ニ ウ ム を 活 性 化 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 　 ア ク リ ジ ニ ウ ム の 活 性 化 に よ り 引 き 起 こ さ れ た 化 学 発 光 を 光 電 子 増 倍 管 で 検
出 す る （ 化 学 発 光 度 は 、 RLU（ 相 対 的 化 学 発 光 単 位 ） 値 と し て 数 値 化 さ れ る ） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 実 施 例 1　 以 下 に 実 施 例 １ で 用 い る 試 薬 の 調 製 に 関 し て 記 述 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 １ ） パ ネ ル 検 体 の 調 製 ： 陽 性 検 体 （ パ ル ボ ウ イ ル ス  Ｂ １ ９  DNAレ ベ ル 10 1 3  IU/mL） を
陰 性 検 体 （ パ ル ボ ウ イ ル ス  Ｂ １ ９  DNAレ ベ ル 0 IU/mL） に て 希 釈 し 、 10 1 1 、 10 1 0 、 10 9 、 1
0 8 、 10 7  IU/mLの 感 度 パ ネ ル を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ２ ） 検 体 希 釈 液 （ Guanidine 溶 液 ） の 調 製 ： ク エ ン 酸 ／ リ ン 酸 緩 衝 液 に グ ア ニ ジ ン 濃 度
が ２ Mと な る よ う に グ ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 を 溶 解 さ せ 、 ｐ Hを 5.5に 調 整 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ３ ） 抗 パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 固 相 化 マ イ ク ロ パ ー テ ィ ク ル の 調 製 ： 反 応 pH 6.1（ 50ｍ M ME
S緩 衝 液 ） 容 量 10mLで 、 Merck社 製 蛋 白 質 固 相 化 用 マ イ ク ロ パ ー テ ィ ク ル （ 顆 経 0.4ミ ク ロ
ン ） 固 形 分 1.0％ 、 EDAC（ N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’ -ethylcarbodiimide hydrochlo
ride） 0.3mg／ mL、 Sulfo-NHS(N-hydroxysulfosuccinimide) 0.45mg／ mLの 存 在 下 、 抗 体 0.
5mg／ mLを 固 相 化 し た 。 室 温 で 2時 間 反 応 後 10ｍ M リ ン 酸 、 150ｍ M NaClで 洗 浄 し 、 オ ー バ
ー コ ー ト 緩 衝 液 （ 10ｍ M リ ン 酸 、 150ｍ M NaCl、 1% BSA、 5％ シ ョ 糖 、 0.1％  Proclin 300,
 pH 7.2） 中 に 固 形 分 1.0％ で 保 管 し た 。 PRISMア ッ セ イ 時 は 、 マ イ ク ロ パ ー テ ィ ク ル 希 釈
液 （ 10ｍ M リ ン 酸 、 150 mM NaCl, 13.6％ シ ョ 糖 、 0.05% Tween20, 0.1% NaN3、 pH 7.0）
に て 固 形 分 0.2％ に 調 製 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ４ ） ト ラ ン ス フ ァ ー ウ ォ ッ シ ュ 液 の 調 製 ： 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.05% Tween20, 
0.1% NaN3, pH 8.0の 溶 液 を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ５ ） ア ク リ ジ ニ ウ ム 標 識 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製 ： 反 応 pH 8.0（ 100ｍ M PBS緩 衝 液 ） 容 量
0.2mLで 、 Acridinium ester、 250ug/mLと 抗 体 5mg／ mLを 室 温 で 3時 間 反 応 さ せ た 。 10ｍ M 
リ ン 酸 、 150 mM NaClで 透 析 後 、 TSKgel G300SWXL(ト ー ソ ー 株 式 会 社 )の カ ラ ム ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 、 移 動 相 0.1％ CHAPS／ PBS,ｐ H6.3、 流 速 1.0ｍ L/分 で 主 要 ピ ー ク を 分 取 し て 精 製
し た 。 PRISMア ッ セ イ 時 は 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム 標 識 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 希 釈 液 （ 10ｍ M リ ン 酸 、 1
50 mM NaCl、 1% BSA、 0.05% Tween20、 0.1% NaN 3 、 pH 7.0） に て 蛋 白 質 濃 度 100ng/mLに 調
製 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ６ ） コ ン ジ ュ ゲ ー ト ウ ォ ッ シ ュ 液 の 調 製 ： 60mM Borate, 150 mM NaCl, 0.01% Lithium 
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Dodecyl Sulfate, 0.1% NaN3, pH 8.5の 溶 液 を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ７ ） ア ク チ ベ ー タ 溶 液 の 調 製 ： A液 （ 0.4％  Hydrogen Peroxide/0.06% Diethylenetriam
inepentaacetic acid） と B液 （ 0.3N Sodium Hydroxide） を 等 量 、 用 事 混 合 し て 調 製 し た
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 実 施 例 １ ： 　 パ ル ボ ウ イ ル ス 陰 性 、 パ ル ボ ウ イ ル ス  Ｂ １ ９  DNAレ ベ ル ： 10 1 1 、 10 1 0 、 1
0 9 、 10 8 、 10 7  IU/mLの 感 度 パ ネ ル を 上 述 の ABBOTT PRISMシ ス テ ム ［ パ ル ボ ウ イ ル ス 測 定 プ
ロ ト コ ー ル ］ に 従 い PRISM上 で 測 定 し た 。 グ ア ニ ジ ン 処 理 の 有 無 で 比 較 し た 結 果 を 表 １ に
示 す 。 抗 体 は 抗 パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ ａ ｂ － ８ お よ び Ｍ ａ ｂ
－ １ ０ を 用 い た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 抗 体 Ｍ ａ ｂ － ８ ／ Ｍ ａ ｂ － １ ０ お よ び Ｍ ａ ｂ － １ ０ ／ Ｍ ａ ｂ － １ ０ い ず れ の 組 合 わ せ に
お い て も グ ア ニ ジ ン 溶 液 で 希 釈 す る こ と に よ り 検 出 感 度 が 大 き く 改 善 さ れ る こ と が 確 認 さ
れ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 実 施 例 ２ ： 　 パ ル ボ ウ イ ル ス  Ｂ １ ９ 陽 性 検 体 （ パ ル ボ ウ イ ル ス  Ｂ １ ９  DNA陽 性 検 体 21
種 ） を 上 述 の ABBOTT PRISMシ ス テ ム ［ パ ル ボ ウ イ ル ス 測 定 プ ロ ト コ ー ル ］ に 従 い PRISM上
で 測 定 し た 。 グ ア ニ ジ ン 処 理 の 有 無 で 比 較 し た 結 果 を 表 ２ に 示 す 。 　 測 定 に 使 用 し た 各 試
薬 は 、 実 施 例 1で 作 製 し た も の も の を 用 い た 。 　 各 検 体 中 の 抗 パ ル ボ ウ イ ル ス  Ｂ １ ９ 抗 体
（ IgG及 び IgM） の 陽 性 ・ 陰 性 の 判 定 を 併 せ て 示 す 。 尚 、 抗 体 測 定 方 法 は 、 デ ン カ 生 研 株 式
会 社 製 キ ッ ト の 添 付 文 書 に 従 っ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 抗 パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 陽 性 検 体 中 で は 、 パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 原 （ 主 に キ ャ プ シ ド 構 造 蛋 白
質 VP1、 VP2） に 抗 体 が 結 合 し て い る と 予 想 さ れ る が 、 本 願 発 明 の 方 法 で は グ ア ニ ジ ン 処 理
に よ り こ れ ら 因 子 間 相 互 作 用 が 破 壊 さ れ 、 検 査 用 抗 体 （ 抗 パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 固 相 化 マ イ
ク ロ パ ー テ ィ ク ル 、 及 び ア ク リ ジ ニ ウ ム 標 識 コ ン ジ ュ ゲ ー ト ） に よ る 抗 原 の 直 接 的 な 認 識
が 可 能 に な っ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 実 施 例 ３ ： 　 検 体 希 釈 液 （ Guanidine 溶 液 ） の 濃 度 並 び に ｐ Ｈ の 最 適 化 検 討
　 実 施 例 １ の ２ )に 示 す 検 体 希 釈 液 （ Guanidine 溶 液 ） の グ ア ニ ジ ン 濃 度 と リ ン 酸 緩 衝 液
又 は ク エ ン 酸 ／ リ ン 酸 緩 衝 液 に よ る ｐ Ｈ 調 整 を 検 討 し た 。 2） 以 外 の 試 薬 は 、 実 施 例 1で 作
製 し た も の も の を 用 い た 。 検 討 に 用 い た の は パ ル ボ ウ イ ル ス  Ｂ １ ９ 陽 性 パ ネ ル （  DNAレ
ベ ル ： 10 1 0 ） 並 び に 陰 性 パ ネ ル を 用 い た 。 ｐ H５ ． ５ ～ ６ ． ５ の 検 討 は 、 ク エ ン 酸 緩 衝 液
で 実 施 、 ｐ H４ ． ５ ～ ６ ． ０ は ク エ ン 酸 ／ リ ン 酸 緩 衝 液 で 実 施 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ｐ Ｈ ４ ． ５ ～ ６ ． ５ の 範 囲 で 所 望 の 効 果 が 得 ら れ 、 好 ま し く は ５ ． ５ ～ ６ ． ５ の 範 囲 で
あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
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【 表 ３ 】
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要解决的问题：提供一种人细小病毒B19抗原的免疫分析方法，该方法不
存在与RHA测试和PCR方法相关的问题，该方法包括用强酸性溶液（pH 
4.0以下）和碱性溶液进行处理的步骤。 旨在提供一种不包括求和步骤的
简单且高度灵敏的测量方法。 为了解决上述问题，本发明提供了人细小
病毒B19抗原的免疫学测定方法，该方法包括用含有胍，胍盐或其衍生物
的溶液处理样品。 此外，作为用于本测定方法的试剂盒，提供了用于人
细小病毒B19抗原的免疫学测定的试剂盒，其包括含有胍，胍盐或其衍生
物的样品稀释剂。 [选择图]无
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