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(57)【要約】
【課題】一般的な免疫測定法において生体試料中に含有される目的の抗原抗体反応を妨害
する成分の影響を軽減し、試料中の対象成分を正確に検出し、対象を測定できるようにす
る。
【解決手段】生体試料を免疫測定に供する前に、水溶性アンモニウムポリマー（但しアル
キレンポリアミンを除く）を含有する検体前処理試薬と混合する。
【選択図】なし



(2) JP 2011-38903 A 2011.2.24

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも１種類の水溶性アンモニウムポリマー（但しアルキレンポリアミンを除く）
を含有する、生体からの粘膜および／または粘液の検体を処理するための免疫測定法用検
体前処理試薬。
【請求項２】
　水溶性アンモニウムポリマーが４級アンモニウム構造を含むポリマーである、請求項１
に記載の検体前処理試薬。
【請求項３】
　４級アンモニウム構造を含むポリマーがヘキサジメトリン、ジアルキルジメチルアンモ
ニウムまたはジメチルアミンである、請求項２の検体前処理試薬。
【請求項４】
　検体が、口腔、扁桃腺、鼻腔、腟、子宮または子宮頸管からの粘膜および／または粘液
である、請求項１～３のいずれかに記載の検体前処理試薬。
【請求項５】
　生体からの粘膜および／または粘液の検体中の目的成分を免疫測定法にて分析し、対象
を測定する場合において、検体と請求項１～４のいずれかに記載の検体前処理試薬を混合
し、妨害成分と水溶性アンモニウムポリマーを接触させる、検体前処理方法。
【請求項６】
　検体が、口腔、扁桃腺、鼻腔、腟、子宮または子宮頸管の粘膜および／または粘液であ
る、請求項５に記載の検体前処理方法。
【請求項７】
　妨害成分が酸性多糖である、請求項５に記載の検体前処理方法。
【請求項８】
　測定対象がカンジダ、Ｂ群レンサ球菌、クラミジア、胃型ムチン、淋菌、梅毒トレポネ
ーマ、単純ヘルペスウイルス、Ａ群レンサ球菌、インフルエンザ菌、インフルエンザウイ
ルス、ＲＳウイルス、コロナウイルス、アデノウイルス、ロタウイルス、パラインフルエ
ンザウイルス、エンテロウイルス、マイコプラズマ、ヒトメタニューモウイルスおよび／
またはヒトボカウイルスである、請求項５～７のいずれかに記載の検体前処理方法。
【請求項９】
　請求項１～４のいずれかに記載の検体前処理試薬を含む、免疫測定法を原理とする検出
キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般的な免疫測定法のための検体前処理試薬、および該試薬を用いた検体前
処理方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　試料中の抗原または抗体を迅速かつ特異的に分析する方法として、免疫測定法が用いら
れている。免疫測定法には酵素免疫測定法、免疫拡散法、免疫比濁法、凝集法、イムノク
ロマト法などがあり、基礎研究分野だけでなく、医療、食品、環境分野などにおいても、
診断法、検査法として広く普及している。
【０００３】
　ところが検体の状態によっては、目的の抗原抗体反応とは異なる非特異反応のために、
異なる分析結果が得られることや、全く分析結果が得られない場合があり、特に体外診断
用医薬品など、分析結果の正確性が求められる場合には大きな問題となる。かかる非特異
反応により測定結果が不正確にならないよう、これまでにも多くの方法が開発されてきた
が、非特異反応は検体の状態、試薬の組成、使用方法などにより影響度合いが大きく異な
るところ、全ての原因を解消できる方法は見いだされていない。
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【０００４】
　特に粘性の高い生体試料、例えば口腔、扁桃腺、鼻腔、腟、子宮、子宮頸管などの粘膜
および粘液、ならびに植物の葉、茎、果実、褐藻類および細菌などは、非特異的な反応、
特に偽陽性を生じさせやすいことは周知の事実である。そしてかかる生体試料には、コン
ドロイチン硫酸、コンドロイチン、デルマタン硫酸、ヘパリン、ヘパラン硫酸、ヒアルロ
ン酸、ケラタン硫酸、ペクチン酸、フコイダン、コロミン酸などの酸性多糖が多量に含ま
れていることがある（非特許文献１、非特許文献２）。
【０００５】
　粘性の生体試料を検体とした場合に生じる非特異反応を解消する方法については、例え
ば非イオン界面活性剤及び０．３Ｍのアルカリ金属イオンを含む前処理液を使用する方法
（特許文献１）、チオシアン系化合物を含む前処理液を使用する方法（特許文献２）、界
面活性剤、還元性物質から選ばれた少なくとも１種と有機酸もしくはその塩を含む検体前
処理液を使用する方法（特許文献３）、塩基性多糖類（ジエチルアミノエチルデキストラ
ン）を含有する免疫測定法用検体処理液を使用する方法（特許文献４）が開示されている
が、これらの前処理液は水溶性アンモニウムポリマーを含有せず、また酸性多糖が特に多
量に含まれる腟、子宮、子宮頸管などの粘液ではなく、鼻腔などの粘液を対象とするもの
である。
【０００６】
　また、特許文献５には、水溶性アンモニウムポリマーであるアルキレンポリアミンを使
った免疫測定用検体処理液を用いた方法が開示されているが、この方法は酸性多糖が特に
多量に含まれる腟、子宮、子宮頸管などの粘液ではなく、鼻腔などからの粘液を対象とす
るものである。
【０００７】
　さらに、特許文献６には、ポリブレンの存在下で実施されるトロポニンの免疫学的アッ
セイが開示されているが、かかるアッセイは、酸性多糖であるヘパリンで処理した血液試
料を対象とするものであり、酸性多糖が特に多量に含まれる腟、子宮、子宮頸管などの粘
液を対象とするものではない。
【０００８】
　また、非特許文献３には、過剰な粘性物を除去するよう指示されているが、実施者の技
術に依存するため、測定系への影響を防ぐ根本的な解決手段とはいえず、過剰な粘性物に
よって試験不能となることが多く認められる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】特開２００５－２４３２３号公報
【特許文献２】特開２００５－２４３２４号公報
【特許文献３】国際公開第０２／１０７４４号パンフレット
【特許文献４】特開２００７－１２１２０４号公報
【特許文献５】特開２００７－１２１２０５号公報
【特許文献６】特表２００２－５０２９７９号公報
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】日本不妊学会, 21(1), 86-93, 1976
【非特許文献２】Am J Obstet Gynecol, 135, 503-506, 1979
【非特許文献３】「クリアービュー クラミジア」添付文書
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　したがって、本発明の課題は、従来技術における問題点を解消し、一般的な免疫測定法
において生体からの粘膜および／または粘液の検体試料中の目的成分を正確に検出するこ
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とにある。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明者らは上記課題を解決すべく鋭意研究を重ねる中で、免疫測定に供する前に、生
体試料を水溶性アンモニウムポリマー（但しアルキレンポリアミンを除く）を含有する検
体前処理試薬と混合することにより目的成分を正確に検出できることを見出し、さらに研
究をすすめた結果、本発明を完成するに至った。
【００１３】
　すなわち本発明は、少なくとも１種類の水溶性アンモニウムポリマー（但しアルキレン
ポリアミンを除く）を含有する、生体からの粘膜および／または粘液の検体を処理するた
めの免疫測定法用検体前処理試薬に関する。
【００１４】
　また本発明は、水溶性アンモニウムポリマーが４級アンモニウム構造を含むポリマーで
ある、前記検体前処理試薬に関する。
【００１５】
　さらに本発明は、４級アンモニウム構造を含むポリマーがヘキサジメトリン、ジアルキ
ルジメチルアンモニウムまたはジメチルアミンである、前記検体前処理試薬に関する。
【００１６】
　また本発明は、検体が、口腔、扁桃腺、鼻腔、腟、子宮または子宮頸管からの粘膜およ
び／または粘液である、前記検体前処理試薬に関する。
【００１７】
　さらに本発明は、生体からの粘膜および／または粘液の検体中の目的成分を免疫測定法
にて分析し、対象を測定する場合において、検体と前記検体前処理試薬を混合し、妨害成
分と水溶性アンモニウムポリマーを接触させる、検体前処理方法に関する。
【００１８】
　また本発明は、検体が、口腔、扁桃腺、鼻腔、腟、子宮または子宮頸管の粘膜および／
または粘液である、前記検体前処理方法に関する。
【００１９】
　さらに本発明は、妨害成分が酸性多糖である、前記検体前処理方法に関する。
【００２０】
　また本発明は、測定対象がカンジダ、Ｂ群レンサ球菌、クラミジア、胃型ムチン、淋菌
、梅毒トレポネーマ、単純ヘルペスウイルス、Ａ群レンサ球菌、インフルエンザ菌、イン
フルエンザウイルス、ＲＳウイルス、コロナウイルス、アデノウイルス、ロタウイルス、
パラインフルエンザウイルス、エンテロウイルス、マイコプラズマ、ヒトメタニューモウ
イルスおよび／またはヒトボカウイルスである、前記検体前処理方法に関する。
【００２１】
　さらに本発明は、前記検体前処理試薬を含む、免疫測定法を原理とする検出キットに関
する。
【発明の効果】
【００２２】
　本発明の水溶性アンモニウムポリマー（但しアルキレンポリアミンを除く）を含有する
検体前処理試薬と一般的な免疫測定法とを組み合わせることにより、生体試料中に含まれ
る抗原抗体反応を妨害する成分（妨害成分）の影響を軽減し、かかる生体試料中における
目的の抗原抗体反応の対象となる成分（目的成分）を正確に検出することにより、対象を
測定することが可能となった。特に酸性多糖を大量に含む粘液検体を試料とした場合、従
来の方法よりも正確な検出、測定ができるといった、優れた効果を奏する。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】図１は標準的なイムノクロマト試薬の構造を示した図である。
【発明を実施するための最良の形態】
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【００２４】
　以下、本発明について詳細に説明する。
【００２５】
　本発明の検体前処理方法の対象となる検体は粘性を有するものであれば特に限定されな
いが、好ましくは酸性多糖が含有されるものであり、さらに好ましくは、口腔、扁桃腺、
鼻腔、腟、子宮および子宮頸管からの粘膜および粘液などである。これらの検体を採取す
る方法は特に限定されず、公知の方法を採用することができる。具体的には、綿棒を用い
た方法が多用される。
【００２６】
　本発明の検体前処理試薬に含有される水溶性アンモニウムポリマーとは、アルキレンポ
リアミン以外の塩基性ポリマーであり、１種または２種以上の混合物であってもよい。水
溶性アンモニウムポリマーは分子内に１級、２級、３級、４級のいずれかのアンモニウム
構造を有するものであれば天然由来もしくは非天然由来のいずれのものでも構わないが、
好ましくは、メチルグリコールキトサン、ポリリシン、ポリヒスチジン、硫酸プロタミン
、ヘキサジメトリン、ジアルキルジメチルアンモニウム、ジメチルアミンから選択される
１種または２種以上の混合物であり、より好ましくは、４級アンモニウム構造を含むポリ
マーであり、具体的には臭化ヘキサジメトリン（別名ポリブレン（登録商標））、ポリ（
ジアルキルジメチルアンモニウムクロライド）、ジメチルアミン－エピクロロヒドリン共
重合物等である。検体前処理試薬中の水溶性アンモニウムポリマーは、検体中に含まれる
妨害成分によって免疫測定法に受ける影響を回避させる濃度が含まれていればよく、妨害
物質の種類、濃度によって異なる。酸性多糖を大量に含むことが予想される腟、子宮、子
宮頸管、口腔、扁桃腺、鼻腔の粘膜および粘液を検体としたときは、検体と検体前処理液
の混合液中の水溶性アンモニウムポリマーの終濃度（重量％）は、ポリブレンの場合は１
．２５～１０％、硫酸プロタミンの場合は１０％、ポリリシン、ポリヒスチジンおよびメ
チルグリコールキトサンの場合は５％が好適である。ここに記載した濃度以上に添加して
も格段の処理効果は期待できないが、利用を制限するものではない。
【００２７】
　本発明の検体前処理試薬の溶媒は、水溶性アンモニウムポリマーを溶解できるものであ
ればよく、特に限定されないが、ＰＢＳ、リン酸緩衝液、グッド緩衝液、クエン酸緩衝液
、トリス緩衝液、ホウ酸緩衝液等から選択された１種または２種以上の混合物を使用する
ことができる。緩衝液濃度としては、終濃度として、５～５００ｍｍｏｌ／Ｌが好ましく
、１０～３００ｍｍｏｌ／Ｌがさらに好ましい。
【００２８】
　また、本発明の検体前処理試薬のｐＨは水溶性アンモニウムポリマーによる効果が認め
られ、かつ検体中の目的成分との抗原抗体反応に影響を与えない範囲であればよく、特に
制限されないが、ｐＨ５．５～１０．０が好ましく、６．０～９．５がより好ましい。
【００２９】
　本発明の検体前処理試薬の測定対象は、特に限定されないが、カンジダ、Ｂ群レンサ球
菌、クラミジア、胃型ムチン、淋菌、梅毒トレポネーマ、単純ヘルペスウイルス、Ａ群レ
ンサ球菌、インフルエンザ菌、インフルエンザウイルス、ＲＳウイルス、コロナウイルス
、アデノウイルス、ロタウイルス、パラインフルエンザウイルス、エンテロウイルス、マ
イコプラズマ、ヒトメタニューモウイルス、ヒトボカウイルスなどであり、好ましくはカ
ンジダ、Ｂ群レンサ球菌、クラミジア、胃型ムチンなどである。
【００３０】
　本発明の検体前処理試薬の目的成分とは、通常、免疫測定法にて測定されるものでよく
、特に限定されないが、好ましくは粘性の検体に含まれるタンパク質成分（糖タンパク質
やリン酸化タンパク質のような翻訳後修飾タンパク質も含む）または糖成分であり、より
好ましくは抗体、ホルモン、細菌性のタンパク質および糖鎖、ウイルス性のタンパク質お
よび糖である。
【００３１】
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　本発明の検体前処理試薬の測定対象がカンジダである場合、目的成分は例えばカンジダ
を構成するタンパク質、糖、または、菌が分泌するタンパク質であり、測定対象がＢ群レ
ンサ球菌である場合、目的成分は例えばＢ群レンサ球菌を構成するタンパク質、糖、また
は、菌が分泌するタンパク質であり、測定対象がクラミジアである場合、目的成分は例え
ばクラミジアを構成するタンパク質、糖、または、菌が分泌するタンパク質であり、測定
対象が胃型ムチンである場合、目的成分は例えば胃型ムチンに特異的な糖鎖であるが、こ
れらに限定されない。
【００３２】
　本発明の検体前処理試薬が対象とする免疫測定法とは、一般的に普及している抗原抗体
反応に基づくものであればよく、特に限定されないが、好ましくはイムノクロマト法およ
びラテックス凝集法である。
【００３３】
　本発明の検体前処理試薬の使用方法は、検体と水溶性アンモニウムポリマーが接触すれ
ばよく、特に限定されないが、例えば次のような手順で行うことができる。検体を適当な
容器に移し取り、そこにピペットもしくは点眼瓶のような器具を用いて一定量の検体前処
理液を加え混合した後、そのまま一定時間静置もしくは加熱処理したところで、混合液を
そのまま、もしくは遠心分離や濾過操作により沈殿物を取り除いた後の液を試験に供する
ことができる。
【実施例】
【００３４】
　以下、本発明を実施例に基づき説明するが、本発明はこれらに限定されるものではない
。
【００３５】
　試験に用いた免疫測定法試薬は次のものを使用した：クリアビュークラミジア（インバ
ーネス社製のイムノクロマト試薬）、カンジダ検出試薬、Ｂ群レンサ球菌検出試薬（以上
、自家調製のイムノクロマト試薬）およびシカＨＩＫ胃型ムチン（関東化学社製のラテッ
クス凝集試薬）。
【００３６】
　陽性検体の作製に使用した抗原は次のように調製した。カンジダ：Candida albicans（
ATCC90028）をサブローブドウ糖寒天培地で増菌培養した後、コロニーを生理食塩水に懸
濁し、この懸濁液を１００℃で２０分間加熱した。Ｂ群レンサ球菌：Streptococcus agal
actiae（臨床分離株）をトッド・ヒューイットブイヨンで増菌培養した後、その培養液中
の低分子画分（分子量１０，０００以下）を限外濾過膜にて除去し、さらにフェニルカラ
ムに吸着したタンパク質画分を回収した。クラミジア：市販のクラミジア抗原（イムノプ
ローブ社製）。胃型ムチン：ブタ胃ムチン（Sigma）の３３～５０％エタノール沈澱画分
を凍結乾燥したものをＰＢＳに溶解した。
【００３７】
〔実施例１〕
　コンドロイチン硫酸ナトリウムが０～２０ｍｇ／ｍＬ（試験液中での濃度）になるよう
調製したものを疑似粘液検体とし、この検体と検体前処理試薬（０～１３．３％ポリブレ
ン、０．３３ｍｏｌ／Ｌトリス緩衝液、０．２７％Triton X-100、ｐＨ９．３）を試験管
中で１：３の比率で混合し、混合液を公知の方法にて作製されたカンジダ検出用イムノク
ロマト試薬の試験紙に供した。対照にはポリブレンを含有しない検体前処理液を用いた。
その結果を表１に示した。
【００３８】
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【表１】

【００３９】
　試験の結果、ポリブレンを含有しない検体前処理液を用いる場合、カンジダ抗原を含ま
ないにも関わらずテストラインの形成がされる現象（偽陽性）が認められた。ポリブレン
の含量が１．２５％以上であれば、偽陽性は観察されなかった。
【００４０】
〔比較例１〕
　特許文献５に記載のアルキレンポリアミン（スペルミン、プトレッシン）を用いて、実
施例１と同様の試験を行った。結果を表２に示した。
【００４１】
【表２】

【００４２】
　試験の結果、コンドロイチン硫酸ナトリウムの含量が高い検体の場合、アルキレンポリ
アミンを含むにも関わらず偽陽性が解消されないことが分かった。また、組み合わせ条件
によっては、コントロールライン（赤）も観察されない（測定不能になる）場合があるこ
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【００４３】
〔実施例２〕
　各種の水溶性アンモニウムポリマーを含有した検体前処理試薬を調製し、実施例１に記
載の方法に従って添加回収試験を行った。陽性検体は疑似粘液（コンドロイチン硫酸ナト
リウム溶液３ｍｇ／ｍＬ）にカンジダ抗原を添加したものを用いた（カンジダとして１０
４個／ｍＬ）。陰性検体には疑似粘液をそのまま使用した。試験結果を表３に示した。
【００４４】
【表３】

【００４５】
　試験の結果、いずれの水溶性アンモニウムポリマーを含有する検体前処理試薬の場合も
、偽陽性（陰性検体が＋となる）は観察されず、また陽性検体に対しては正しく陽性とな
った。正しい判定結果を得るためには、水溶性アンモニウムポリマーを含有した検体前処
理試薬が有効であることが確認された。
【００４６】
〔実施例３〕
　ポリブレンを含有した検体前処理試薬を調製し、実施例１に記載の方法に従って処理さ
れた検体を用いた添加回収試験を行った。各免疫測定試薬での測定は各キットの使用方法
に従った。陽性検体は疑似粘液（コンドロイチン硫酸ナトリウム溶液３ｍｇ／ｍＬ）にカ
ンジダ、Ｂ群レンサ球菌、クラミジア、胃型ムチンのいずれかを添加したものを用いた（
カンジダの場合１０４個／ｍＬ、Ｂ群レンサ球菌の場合１００ｎｇ／ｍＬ、クラミジアの
場合１００ｎｇ／ｍＬ、胃型ムチンの場合１Ｕ／ｍＬ）。陰性検体には疑似粘液をそのま
ま使用した。試験結果を表４に示した。
【００４７】
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【表４】

【００４８】
　試験の結果、いずれの免疫測定試薬の場合にも、ポリブレンを含有しない検体前処理試
薬では偽陽性が認められ、正しい判定結果を得るためにはポリブレンを含有した検体前処
理試薬を適用することが有効であることが確認された。
【００４９】
〔実施例４〕
　綿棒を用いてヒトから採取された腟粘液および口腔粘液（いずれもクロモアガーカンジ
ダを用いた培養法でカンジダが検出されなかった試料）に、別途調製したカンジダ抗原を
１０４個／ｍＬに相当する量を添加して陽性検体を作製した。この検体と検体前処理試薬
（２０％ポリブレン、１ｍｏｌ／Ｌトリス緩衝液、０．８％Triton X-100、ｐＨ９．３）
を試験管中で３：１の比率で混合し、実施例１に記載の方法に従って、検体中のカンジダ
抗原の検出を試みた。対照としてポリブレンを含有しない検体前処理液で同様の実験を行
った。結果を表５に示した。
【００５０】

【表５】

【００５１】
　試験の結果、いずれの試料の場合にも、ポリブレンを含有しない検体前処理試薬では偽
陽性や測定不能（コントロールラインが観察されない）が認められ、正しい判定結果を得
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された。
【００５２】
〔実施例５〕
　検体前処理試薬（２０％ポリブレン、１ｍｏｌ／Ｌトリス緩衝液、０．８％Triton X-1
00、ｐＨ９．３）で処理されたヒトの腟粘液検体（手順は実施例４を参照）を用いて、市
販培地（クロモアガーカンジダ、関東化学製）と公知の方法で作製したカンジダ検出用イ
ムノクロマト試薬の相関性試験を行った。結果を表６に示した。
【００５３】
【表６】

【００５４】
　試験の結果、ポリブレン含有検体前処理試薬を適用することで、一致率の大幅な向上が
認められた。
【産業上の利用可能性】
【００５５】
　本発明により、生体試料中に含まれる妨害成分の影響を軽減し、目的成分を正確に検出
することにより、対象を測定することが可能となった。特に体外診断用医薬品のように高
い精度が求められる場合に、本発明は非常に有用である。本発明の検体前処理方法は、検
体と検体前処理試薬を混合するだけと非常に簡便であり、特別な装置や技術が必要ない。
そのため本発明は、生化学、分析化学等の医療、食品および環境分野などにおいて有用で
ある。
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