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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生体試料中の心筋トロポニンを免疫学的に測定する方法において、心筋トロポニンとそ
れに特異的に結合する抗体との免疫複合体の形成をカルシウムイオン又はマグネシウムイ
オンの存在下で行い、カルシウムイオンの場合は６．７ｍｍｏｌ／Ｌ以上の塩化カルシウ
ムの存在下で、あるいは、マグネシウムイオンの場合は１３．３ｍｍｏｌ／Ｌ以上の塩化
マグネシウムの存在下で行うことを特徴とする、該心筋トロポニンを測定する方法。
【請求項２】
　生体試料中の心筋トロポニンの免疫学的測定において、抗凝固剤としてＥＤＴＡを添加
した血液試料を用いた場合の測定値と、それ以外の血液試料を用いた場合の測定値との間
の乖離を減少させる方法であって、心筋トロポニンとそれに特異的に結合する抗体との免
疫複合体の形成をカルシウムイオン又はマグネシウムイオンの存在下で行うことを特徴と
する、前記方法。
【請求項３】
　前記カルシウムイオン又はマグネシウムイオンを検体希釈液及び／又は抗体溶液に含有
する、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　心筋トロポニンに特異的に結合する第１抗体と第２抗体を接触させ、抗原抗体反応によ
り形成された免疫複合体を測定する、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
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　前記第１抗体と前記第２抗体が、異なるエピトープを認識する抗体である、請求項４に
記載の方法。
【請求項６】
　請求項１～５のいずれか一項に記載の方法のための、心筋トロポニンに特異的に結合す
る抗体と、高濃度のカルシウムイオン又はマグネシウムイオンを含有する緩衝液を含む、
該心筋トロポニン測定キットであって、前記緩衝液中のカルシウムイオン又はマグネシウ
ムイオンの濃度が、反応液中に添加した場合に、カルシウムイオンの場合は６．７ｍｍｏ
ｌ／Ｌ以上、あるいは、マグネシウムイオンの場合は１３．３ｍｍｏｌ／Ｌ以上になる濃
度である、前記キット。
【請求項７】
　請求項１～５のいずれか一項に記載の方法のための、心筋トロポニンに特異的に結合す
る抗体と、８ｍｍｏｌ／Ｌ以上のカルシウムイオンを含有する緩衝液、あるいは、１５ｍ
ｍｏｌ／Ｌ以上のマグネシウムイオンを含有する緩衝液とを含む、該心筋トロポニン測定
キット。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、検体中の心筋トロポニンの高精度な測定方法およびキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　トロポニンは３つのタンパク質、トロポニンＩ、トロポニンＴおよびトロポニンＣから
なる筋原繊維タンパク質複合体であることが知られ、ミオシンおよびアクチンと相互作用
することによって、カルシウムイオンによる筋収縮の調節に寄与している。詳しくは、イ
ンパルスが筋肉の運動終板のレベルに到達することで活動電位が生成し、筋小胞体に伝達
される。そして、カルシウムイオンが細胞質ゾルに放出され、トロポニンＣに結合する。
これはトロポニンＩとトロポニンＣの相互作用を強化させることで、トロポニンＩ、Ｔ、
Ｃ複合体のコンホメーションの変化が起き、アクチン－ミオシンの相互作用で筋収縮運動
を可能にしている。
【０００３】
　心筋が不可逆的に損傷されると、放出された心筋トロポニンが血流中に出現する。血液
中では、心筋トロポニンＩ、心筋トロポニンＣ及び心筋トロポニンＴの３つのサブユニッ
トが単独、又は２つ若しくは３つの異なるサブユニットからなる複合体（心筋トロポニン
）を形成して存在する。
【０００４】
　種々の心筋トロポニンを評価するために、血液試料（血清、血漿または全血）が通常使
用される。しかし、この選択は使用する方法によって制限され得る。例えば、血清は心筋
トロポニンの迅速な評価のための方法に不適切な生物学的試料であること、または全血は
定量的アッセイの実施を困難にさせることが知られているからである。ヘパリン加血漿又
はヘパリン加全血を用いて実施する免疫学的測定において、使用する方法の性能が非常に
高い場合でさえ、信頼性に乏しい結果がしばしば得られる。一般に、血漿中の心筋トロポ
ニン濃度がさほど高くない場合に、この問題に遭遇する（非特許文献１）。実際、血液試
料中のヘパリンの存在が種々の免疫学的測定の間に干渉し測定結果に影響を与え、それに
よって医師の臨床診断を修飾し得ることが知られている。
【０００５】
　抗凝固剤としてＥＤＴＡ採血管もよく用いられるが、ＥＤＴＡ加血漿又はＥＤＴＡ加全
血についても、信頼性が高くない結果を与え得る。一般的に、血漿中の心筋トロポニンＩ
はカルシウムイオンの存在下で、心筋トロポニンＣや心筋トロポニンＴと複合体を形成し
ている。しかし、ＥＤＴＡの存在下ではカルシウムイオンがキレートされてしまうため、
心筋トロポニンＩを含む複合体が分解されてしまう。そのため、ＥＤＴＡ加血漿又はＥＤ
ＴＡ加全血は心筋トロポニンＩの血中存在様式の変化により、免疫学的測定に影響を与え
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る事が知られている（非特許文献２）。
【０００６】
　今までに心筋トロポニンアッセイで検体中の干渉物質の影響を回避する方法に関して、
ヘパリン含有生物学的試料に対しヘキサジメトリンブロミド（ポリブレン）の存在下で実
施されることを特徴とする免疫学的測定法が開示されている（特許文献１）。そこでは、
ヘパリンに起因する干渉を回避する方法であって、ＥＤＴＡについては言及されていない
。
【０００７】
　また、心筋トロポニンに対し２価陽イオンを添加することにより、心筋トロポニン複合
体の安定化に効果的であることが開示されている（特許文献２、特許文献３、特許文献４
）。
【０００８】
　例えば、特許文献２は、トロポニン複合体の安定組成物の緩衝液として１００μｍｏｌ
／Ｌ～１００ｍｍｏｌ／Ｌの塩化カルシウムまたは塩化マグネシウム濃度を含有する組成
物が挙げられ、好ましい組成物としては、２ｍｍｏｌ／Ｌ塩化カルシウムを含有している
態様が開示されている（段落［００１３］）。しかし、特許文献２には、トロポニンアッ
セイ時の反応液中（すなわち、免疫複合体形成時）の塩化カルシウムまたは塩化マグネシ
ウムに関して濃度の記載はなく、従って、心筋トロポニンの免疫学的測定の反応液中にお
いても高濃度を維持しなければならないこと、また、低濃度（例えば、２ｍｍｏｌ／Ｌ）
では、検体の種類によって、正確な値を得られない場合があることは示唆も記載もない。
【０００９】
　特許文献３は、安定化されたトロポニンＩの好ましい組成物として、塩化カルシウムや
塩化マグネシウムの濃度が０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ～１０ｍｍｏｌ／Ｌであることが記載さ
れている。また、実施例１４には抗原抗体反応を行う前に血清または血漿に塩化カルシウ
ムを最終濃度６ｍｍｏｌ／Ｌになるように添加し、得られた溶液を室温で２時間インキュ
ベートした後、４℃で一晩中インキュベートすること、続いて、インキュベートしたサン
プルを無金属アッセイ緩衝液で、希釈倍数２から最大希釈倍数２５６で希釈する工程が開
示されている。すなわち、反応液中では約３ｍｍｏｌ／Ｌ以下の塩化カルシウムが存在す
ることになる。しかし、心筋トロポニンの免疫学的測定の反応液中においても高濃度を維
持しなければならないこと、また、低濃度（例えば、約３ｍｍｏｌ／Ｌ）では、検体の種
類によって、正確な値を得られない場合があることの示唆も記載もない。なお、特許文献
３の実施例で使用されているトロポニンアッセイ緩衝液中の塩化カルシウム濃度は２ｍｍ
ｏｌ／Ｌである（例えば、実施例１０～１２）。
【００１０】
　特許文献４は、トロポニン複合体の調製の際の緩衝液として、カルシウムイオンおよび
マグネシウムイオンの濃度は重要ではないが、好ましくは、約２０μｍｏｌ／Ｌ～約２０
ｍｍｏｌ／Ｌであるべきであり、カルシウムおよび／またはマグネシウムの代表的な量は
、約２～５ｍｍｏｌ／Ｌであることが開示されている。また、明確では無いが、実施例１
および実施例２において、複合体調製用の反応液中に、１リットルあたり約２２５ミリグ
ラムの塩化カルシウムまたは１～３ｍｍｏｌ／Ｌカルシウムイオンを提供するための他の
カルシウム塩を含むことが記載されている。しかし、特許文献４には、トロポニンアッセ
イ時の反応液中の塩化カルシウムまたは塩化マグネシウムに関して濃度の記載はなく、心
筋トロポニンの免疫学的測定の反応液中においても高濃度を維持しなければならないこと
、また、低濃度（例えば、３ｍｍｏｌ／Ｌ）では、検体の種類によって、正確な値を得ら
れない場合があることの示唆も記載もない。
【００１１】
　このように、特許文献２、特許文献３、特許文献４は、塩化カルシウムや塩化マグネシ
ウムが、トロポニン複合体含有試料の安定化のために約１～６ｍｍｏｌ／Ｌの濃度で添加
されることが一般的であることを開示するものであり、免疫反応中の測定値の信頼性を向
上させるものではない。
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【先行技術文献】
【特許文献】
【００１２】
【特許文献１】特表２００２－５０２９７９号公報
【特許文献２】特開平９－２１８０４号公報
【特許文献３】特表平１１－５０５６０５号公報
【特許文献４】特表２００２－５０８８３９号公報
【非特許文献】
【００１３】
【非特許文献１】Ｐ．Ｏ．Ｃｏｌｌｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎ．Ｃｌｉ．Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．，（１９９５），３２，ｐｐ．４５４－４５８
【非特許文献２】Ｍｏｒｉｊａｎａ．Ｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ａｐｐ
ｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．（２００１），３３，１０７－１１５
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　本発明者らは、後述する実施例でも詳述するが、免疫学的手法により生体試料中の心筋
トロポニンを測定することを試みたところ、該生体試料から調製された測定用の検体の種
類が異なることによって、測定値に違いが生じることを発見した。
　本発明は、生体試料中の心筋トロポニンを検出する場合に、異なる血液凝固阻害剤の使
用による全血、血清、血漿といった検体の種類に関わらず、検体中の干渉物質の影響を受
けることなく安定的で高精度な測定値を得ることができる測定方法及びキットを提供する
ことを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　本発明者らは、上記のような現状に鑑みて鋭意検討を重ねた結果、生体試料中の心筋ト
ロポニンを免疫学的に測定する方法において、反応液中に高濃度の２価陽イオンが添加さ
れた条件下で、該心筋トロポニンを測定することによって、検体の種類に関わらず、検体
中の干渉物質の影響を受けることなく安定的で高精度な測定値を得ることを見出して、本
発明を完成した。
【００１６】
　よって、本発明は、
（１）生体試料中の心筋トロポニンを免疫学的に測定する方法において、心筋トロポニン
とそれに特異的に結合する抗体との免疫複合体の形成を４ｍｍｏｌ／Ｌ以上の２価陽イオ
ンの存在下で行うことを特徴とする、該心筋トロポニンを測定する方法、
（２）生体試料中の心筋トロポニンの免疫学的測定において、抗凝固剤としてＥＤＴＡを
添加した血液試料を用いた場合の測定値と、それ以外の血液試料を用いた場合の測定値と
の乖離を減少させる方法であって、心筋トロポニンとそれに特異的に結合する抗体との免
疫複合体の形成を２価陽イオンの存在下で行うことを特徴とする、前記方法、
（３）前記２価陽イオンが、カルシウムイオン又はマグネシウムイオンである、（１）又
は（２）の方法、
（４）前記２価陽イオンを検体希釈液及び／又は抗体溶液に含有する、（１）～（３）の
いずれかの方法、
（５）心筋トロポニンに特異的に結合する第１抗体と第２抗体を接触させ、抗原抗体反応
により形成された免疫複合体を測定する、（１）～（４）のいずれかの方法、
（６）前記第１抗体と前記第２抗体が、異なるエピトープを認識する抗体である、（５）
の方法、
（７）（１）～（６）のいずれかの方法のための、心筋トロポニンに特異的に結合する抗
体と、高濃度の２価陽イオンを含有する緩衝液を含む、該心筋トロポニン測定キット
に関する。
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【発明の効果】
【００１７】
　本発明の方法、及び試薬キットを用いることにより、生体試料中の心筋トロポニンを、
検体の種類に関わらず、検体中の干渉物質の影響を受けることなく安定に精度よく測定す
ることができる。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】同一健常人から取得した血清、ヘパリン加血漿、ＥＤＴＡ加血漿に心筋トロポニ
ンＩが添加された検体を、第１抗体に心筋トロポニンＩの４１～４９番目のアミノ酸配列
を認識する抗体と、第２抗体に心筋トロポニンＩの７１～１１６番目のアミノ酸配列を認
識する抗体を用いて、塩化カルシウム濃度が０ｍｍｏｌ／Ｌ、３．３ｍｍｏｌ／Ｌ、６．
７ｍｍｏｌ／Ｌ、１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ、１３．３ｍｍｏｌ／Ｌ、１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ
の条件下で、各検体を測定した結果を示すグラフである。
【図２】同一健常人から取得した血清、ヘパリン加血漿、ＥＤＴＡ加血漿に心筋トロポニ
ンＩが添加された検体を、第１抗体に心筋トロポニンＩの４１～４９番目のアミノ酸配列
を認識する抗体と、第２抗体に心筋トロポニンＩの７１～１１６番目のアミノ酸配列を認
識する抗体を用いて、塩化マグネシウム濃度が０ｍｍｏｌ／Ｌ、３．３ｍｍｏｌ／Ｌ、６
．７ｍｍｏｌ／Ｌ、１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ、１３．３ｍｍｏｌ／Ｌ、１６．７ｍｍｏｌ／
Ｌの条件下で、各検体を測定した結果を示すグラフである。
【図３】同一健常人から取得したヘパリン加血漿、ＥＤＴＡ加血漿に心筋トロポニンＩが
添加された検体を、第１抗体に心筋トロポニンＩの４１～４９番目のアミノ酸配列を認識
する抗体と、第２抗体に心筋トロポニンＩの２１～３０番目のアミノ酸配列を認識する抗
体を用いて、塩化マグネシウム濃度が０ｍｍｏｌ／Ｌ、１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ、１６．７
ｍｍｏｌ／Ｌの条件下で、各検体を測定した結果を示すグラフである。
【図４】同一健常人から取得したヘパリン加血漿、ＥＤＴＡ加血漿に心筋トロポニンＩが
添加された検体を、第１抗体に心筋トロポニンＩの４１～４９番目のアミノ酸配列を認識
する抗体と、第２抗体に心筋トロポニンＩの２４～４０番目のアミノ酸配列を認識する抗
体を用いて、塩化マグネシウム濃度が０ｍｍｏｌ／Ｌ、１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ、１６．７
ｍｍｏｌ／Ｌの条件下で、各検体を測定した結果を示すグラフである。
【図５】同一健常人から取得したヘパリン加血漿、ＥＤＴＡ加血漿に心筋トロポニンＩが
添加された検体を、第１抗体に心筋トロポニンＩの４１～４９番目のアミノ酸配列を認識
する抗体と、第２抗体に心筋トロポニンＩの７１～１１６番目のアミノ酸配列を認識する
抗体を用いて、塩化マグネシウム濃度が０ｍｍｏｌ／Ｌ、１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ、１６．
７ｍｍｏｌ／Ｌの条件下で、各検体を測定した結果を示すグラフである。
【図６】同一健常人から取得したヘパリン加血漿、ＥＤＴＡ加血漿に心筋トロポニンＩが
添加された検体を、第１抗体に心筋トロポニンＩの４１～４９番目のアミノ酸配列を認識
する抗体と、第２抗体に心筋トロポニンＩの１６３～２０９番目のアミノ酸配列を認識す
る抗体を用いて、塩化マグネシウム濃度が０ｍｍｏｌ／Ｌ、１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ、１６
．７ｍｍｏｌ／Ｌの条件下で、各検体を測定した結果を示すグラフである。
【図７】同一健常人から取得したヘパリン加血漿、ＥＤＴＡ加血漿に心筋トロポニンＩが
添加された検体を、第１抗体に心筋トロポニンＩの４１～４９番目のアミノ酸配列を認識
する抗体と、第２抗体に心筋トロポニンＩの１７５～１９０番目のアミノ酸配列を認識す
る抗体を用いて、塩化マグネシウム濃度が０ｍｍｏｌ／Ｌ、１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ、１６
．７ｍｍｏｌ／Ｌの条件下で、各検体を測定した結果を示すグラフである。
【図８】同一健常人から取得したヘパリン加血漿、ＥＤＴＡ加血漿に心筋トロポニンＩが
添加された検体を、第１抗体に心筋トロポニンＩの４１～４９番目のアミノ酸配列を認識
する抗体と、第２抗体に心筋トロポニンＩの２４～４０番目のアミノ酸配列を認識する抗
体を用いて、塩化カルシウム濃度が０ｍｍｏｌ／Ｌ、６．７ｍｍｏｌ／Ｌ、１０ｍｍｏｌ
／Ｌの条件下で、各検体を測定した結果を示すグラフである。
【図９】同一健常人から取得したヘパリン加血漿、ＥＤＴＡ加血漿に心筋トロポニンＩが
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添加された検体を、第１抗体に心筋トロポニンＩの４１～４９番目のアミノ酸配列を認識
する抗体と、第２抗体に心筋トロポニンＩの７１～１１６番目のアミノ酸配列を認識する
抗体を用いて、塩化カルシウム濃度が０ｍｍｏｌ／Ｌ、６．７ｍｍｏｌ／Ｌ、１０ｍｍｏ
ｌ／Ｌの条件下で、各検体を測定した結果を示すグラフである。
【図１０】同一健常人から取得したヘパリン加血漿、ＥＤＴＡ加血漿に心筋トロポニンＩ
が添加された検体を、第１抗体に心筋トロポニンＩの４１～４９番目のアミノ酸配列を認
識する抗体と、第２抗体に心筋トロポニンＩの１６３～２０９番目のアミノ酸配列を認識
する抗体を用いて、塩化カルシウム濃度が０ｍｍｏｌ／Ｌ、６．７ｍｍｏｌ／Ｌ、１０ｍ
ｍｏｌ／Ｌの条件下で、各検体を測定した結果を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　本発明における生体試料とは、ヒト等から採取された心筋トロポニンを含む可能性があ
る試料である。生体試料としては、全血、血清、血漿などの血液試料などが挙げられる。
生体試料が採取される対象は、心筋トロポニンの測定が望まれるかぎり限定されないが、
好ましくは、心筋梗塞、心不全などの心筋疾患を有することが疑われる患者である。
【００２０】
　本発明に使用可能な検体としては、前記生体試料から調製することができる測定用試料
であれば良く、例えば、血液試料を対象とした場合には、血液凝固阻害剤を使用して得た
全血、血清、血漿などの検体が挙げられる。血液凝固阻害剤としては、例えば、ヘパリン
、ＥＤＴＡ、クエン酸等を用いることができる。これらは、好ましくは、ヒト等の測定対
象から採血を行う際に、あらかじめ採血管等に添加して用いることができる。
【００２１】
　本発明で対象とする心筋トロポニンは、遊離型の心臓型トロポニンＩ（ｃＴｎＩ又はＩ
と略することがある）または心臓型トロポニンＴ（ｃＴｎＴ又はＴと略することがある）
または心臓型トロポニンＣ（ｃＴｎＣ又はＣと略することがある）、およびそれらのダイ
マー（ＩＴ、ＩＣもしくはＴＣ）の形態、またはそれらのトリマー（ＩＴＣ）の形態が挙
げられる。本明細書で断りのないかぎり、心筋トロポニンとは、前記の形態のいずれかを
総称し、心筋トロポニン複合体とは、前記ダイマーや前記トリマーを総称する。
【００２２】
　本発明で使用可能な免疫学的測定方法は、心筋トロポニンに特異的な抗体を使用する公
知の方法であれば良い。例えば、免疫比濁法（ＴＩＡ）、酵素免疫測定法（ＥＩＡ）、放
射免疫測定法（ＲＩＡ）、ラテックス凝集反応法、蛍光免疫測定法、イムノクロマト法等
が挙げられる。具体的には、反応液中で、検体中の心筋トロポニンと該心筋トロポニンに
特異的な抗体との免疫複合体を形成させ、その形成されたことによるシグナルを適宜検出
することで該心筋トロポニンの存在を検出する方法である。測定系によって使用する抗体
は決定することができるが、高感度に定量的に測定する際には、２種類以上の抗体を使用
するサンドイッチ免疫学的測定法（サンドイッチイムノアッセイ）を選択することができ
る。サンドイッチ免疫学的測定法の方法は、１以上の段階（２段階、３段階など）で実施
してもよい。
【００２３】
　例えば、生体試料中に含まれる心筋トロポニンを被検物質として、これを測定する場合
には、前述のように該生体試料から調製された検体を、更に検体希釈液で測定用検体とし
て調製し、心筋トロポニンに特異的に結合する抗体（第１抗体）を担持させた不溶性担体
、および標識物質で標識化された第１抗体とは異なる心筋トロポニンに特異的に結合する
抗体（第２抗体）とを混合して免疫複合体を形成させ、洗浄によって未反応の抗体および
心筋トロポニンを除去（Ｂ／Ｆ分離）した後、不溶性担体に結合した標識物質の量を測定
することによって行うことができる。
【００２４】
　上記の不溶性担体は、当該技術において通常用いられるものを用いることができる。不
溶性担体の材料としては、例えば、ラテックス、ゴム、ポリエチレン、ポリプロピレン、
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ポリスチレン、スチレン－ブタジエン共重合体、ポリ塩化ビニル、ポリ酢酸ビニル、ポリ
アクリルアミド、ポリメタクリレート、スチレン－メタクリレート共重合体、ポリグリシ
ジルメタクリレート、アクロレイン－エチレングリコールジメタクリレート共重合体、ポ
リビニリデンジフルオライド（ＰＶＤＦ）、シリコーンなどのポリマー材料；アガロース
；ゼラチン；赤血球；シリカゲル、ガラス、不活性アルミナ、磁性体などの無機材料など
が挙げられる。これらの１種又は２種以上を組み合わせてもよい。
【００２５】
　また、不溶性担体の形状としては、マイクロタイタープレート、試験管、ビーズ、粒子
、ナノ粒子などが挙げられる。粒子としては、磁性粒子、ポリスチレンラテックスのよう
な疎水性粒子、粒子表面にアミノ基、カルボキシル基などの親水基を有する共重合ラテッ
クス粒子、赤血球、ゼラチン粒子などが挙げられる。中でも、迅速簡便なＢ／Ｆ分離を実
現する観点においては磁性粒子が特に好ましく、具体的には、例えば、四酸化三鉄（Ｆｅ

３Ｏ４）、三酸化二鉄（Ｆｅ２Ｏ３）、種々のフェライト、鉄、マンガン、ニッケル、コ
バルト、クロムなどの金属、コバルト、ニッケル、マンガンなどの合金からなる微粒子等
の磁性粒子が好ましく用いられる。また、これらの磁性粒子を、ポリスチレン等の高分子
のラテックスや、ゼラチン、リポソーム等の内部に含まれる形で調製したり、表面に固定
化したものを好ましく用いることができる。
【００２６】
　これらの不溶性担体に第１抗体を固定化させる方法は、当該技術において公知である。
該固定化は、例えば物理的吸着法、共有結合法、イオン結合法、これらの組み合わせなど
により行うことができる。
【００２７】
　標識物質は、通常の免疫学的測定法において用い得る標識物質であれば特に限定されず
、例えば、酵素、蛍光物質、放射性同位元素、不溶性粒状物質などが挙げられる。該標識
用の酵素としては、アルカリホスファターゼ、ペルオキシダーゼ、グルコースオキシダー
ゼ、チロシナーゼ、酸性ホスファターゼなどが上げられる。蛍光物質としては、フルオレ
セインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、グリーン蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、ルシフェ
リンなどが上げられる。放射性同位元素としては、１２５Ｉ、１４Ｃ、３２Ｐなどが挙げ
られる。
【００２８】
　また、標識物質が酵素である場合、該酵素に対する基質を用いて発光、蛍光又は発色反
応を行うことにより、標識物質を測定できる。例えば、酵素がアルカリホスファターゼで
ある場合、基質としては、ＣＤＰ－ｓｔａｒ（登録商標）（４－クロロ－３－（メトキシ
スピロ｛１，２－ジオキセタン－３，２'－（５'－クロロ）トリシクロ［３．３．１．１
３，７］デカン｝－４－イル）フェニルリン酸２ナトリウム）、ＣＳＰＤ（登録商標）（
３－（４－メトキシスピロ｛１，２－ジオキセタン－３，２－（５'－クロロ）トリシク
ロ［３．３．１．１３，７］デカン｝－４－イル）フェニルリン酸２ナトリウム）、ＡＭ
ＰＰＤ（登録商標）（アダマンチルメトキシフェニルホスホリルジオキシセタン)、ＡＰ
Ｓ－５などの化学発光基質；４－メチルウンベリフェリルフォスフェート（４－ｍｅｔｈ
ｙｌｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ）などの蛍光基質；ｐ－ニトロフェニ
ルホスフェート、ＢＣＩＰ（５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－リン酸）、ＮＢ
Ｔ（４－ニトロブルーテトラゾリウムクロリド）、ＩＮＴ（ヨードニトロテトラゾリウム
）などの発色基質を用いることができる。
【００２９】
　本発明において用いられる心筋トロポニンに特異的に結合する抗体は、心筋トロポニン
のアミノ酸配列をエピトープとして認識するモノクローナル抗体、またはポリクローナル
抗体であれば特に限定するものではないが、例えば、心筋トロポニンＩの１３～２２番目
、１５～２５番目、１８～２２番目、１６～２０番目、１８～２８番目、２１～３０番目
、２２～３１番目、２３～２９番目、２４～４０番目、２５～３５番目、２５～４０番目
、２６～３５番目、２７～３２番目、２７～３９番目、２７～４０番目、２７～７３番目
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、３０～１００番目、３１～３４番目、４１～４９番目、４１～５６番目、５６～６１番
目、７１～１１６番目、８０～１１０番目、８３～９３番目、８５～９２番目、８５～９
５番目、８７～９１番目、８８～９４番目、１１７～１２６番目、１２２～１３９番目、
１３０～１４５番目、１３７～１４８番目、１４３～１５２番目、１４８～１５８番目、
１６３～２０９番目、１６３～２１０番目、１６９～１７８番目、１７５～１９０番目、
１８６～１９２番目、又は１９０～１９６番目のアミノ酸配列を認識する抗体が挙げられ
る。好ましくは、心筋トロポニンＩのアミノ酸配列２１～３０番目、２４～４０番目、４
１～４９番目、７１～１１６番目、１６３～２０９番目、１７５～１９０番目を認識する
抗体が挙げられる。
【００３０】
　これらの抗体は、公知の方法に従って、例えば、ヒト心臓から精製したトロポニンＩや
トロポニン複合体、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで作製したリコンビナントのトロポニンＩなどを抗
原とし、動物に免疫して作製し、更に、エピトープを決定することができる。エピトープ
とは、抗体が認識する最少の領域だけでなく、抗体が認識可能な領域として同定されたも
のを意味する。また、公知の方法で調製可能なＦａｂなどの抗体フラグメントであっても
よい。また、これらの抗体は、Ｈｙｔｅｓｔ社、ＭｅｄｉｘＢｉｏｃｈｅｍｉｃａ社、Ｍ
ｅｒｉｄｉａｎ　Ｌｉｆｅ　ｓｃｉｅｎｃｅ社、ＤＡＫＯ社、Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ社、
Ｂｉｏｓｐａｃｉｆｉｃ社などから適宜購入することができる。
【００３１】
　本発明の測定において、２種類の抗体を使用する場合、生体試料中の心筋トロポニンと
免疫複合体を形成することが可能であれば、限定するものではないが、第１抗体と第２抗
体が認識するエピトープが異なる方が好ましい。また、モノクローナル抗体とポリクロー
ナル抗体は適宜組み合わせて使用することができる。また、第１抗体および第２抗体は、
それぞれ１種類に限定することなく２種類以上を併用することができる。
【００３２】
　本発明における２価陽イオンの添加は、上記の免疫学的測定法において、心筋トロポニ
ンと該心筋トロポニンに特異的に結合する抗体の少なくとも第一回目の免疫複合体形成時
（反応液中）に存在するように行われば良い。具体的には、免疫複合体形成時（反応液中
）に同時に添加されても良いが、複合体形成前（前記抗体と心筋トロポニン含有検体が接
触する前）に、検体に添加されても良い。
【００３３】
　また、添加される２価陽イオンは、公知の緩衝液に溶解されて溶液として調製される。
緩衝剤の他、単独で調製されても良いが、検体の前処理や、反応時に必要な公知の物質と
共に調製されても良い。２価陽イオンは、前記のように、少なくとも免疫複合体形成時（
反応液中）に添加されていれば良いので、その際に存在させることが可能な緩衝液等に含
有させることができる。免疫複合体形成時に存在させることが可能な緩衝液等とは、使用
する測定法や装置によって適宜設定可能であるが、例えば、検体希釈液や、抗体溶液（抗
体固相粒子液や、標識抗体液など）などが挙げられる。また、複数の緩衝液に添加させて
も良い。
【００３４】
　本発明における２価陽イオンとしては、カルシウムイオン、マグネシウムイオンが挙げ
られる。該イオンが、反応液中でイオンとして存在できるように供給されればどのような
形態で添加されても良いが、好ましくは塩である。具体的には、塩化カルシウム、塩化マ
グネシウムが挙げられる。
【００３５】
　本発明における２価陽イオンの濃度としては、前記免疫複合体形成時の濃度として、４
ｍｍｏｌ／Ｌ以上、好ましくは５ｍｍｏｌ／Ｌ以上、より好ましくは６ｍｍｏｌ／Ｌ以上
、より好ましくは８ｍｍｏｌ／Ｌ以上、より好ましくは１０ｍｍｏｌ／Ｌ以上、より好ま
しくは１２ｍｍｏｌ／Ｌ以上、より好ましくは１５ｍｍｏｌ／Ｌ以上、また、５００ｍｍ
ｏｌ／Ｌ以下、好ましくは１００ｍｍｏｌ／Ｌ以下、より好ましくは５０ｍｍｏｌ／Ｌ以
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下、更に好ましくは２０ｍｍｏｌ／Ｌ以下の範囲から適宜組み合わせて選択される。本発
明では、生体試料中の２価陽イオンの存在にかかわらず、反応液中の２価陽イオンが上記
の濃度範囲となるように存在させておくものである。尚、反応液中の２価陽イオン濃度を
あまり高めると、抗原抗体反応が抑制（阻害）されて目的の測定が精度よく行うことがで
きなくなるので、注意が必要である。また、本発明に従って検体の種類に関係なく安定し
て高精度に生体試料中の心筋トロポニンを測定するために、検体に含まれる心筋トロポニ
ンの量や使用する２価陽イオンによって、添加する濃度を決定することは設計の範囲であ
る。
【００３６】
　本発明における２価陽イオンの前記濃度は、従来法における心筋トロポニンの免疫学的
測定の反応液中に含まれる２価陽イオンの濃度よりも高濃度である。従来法のように、免
疫複合体形成時に２価陽イオンが含まれていないか、あるいは、含まれていても低濃度で
ある場合には、後述の実施例に具体的実験データを示すとおり、抗凝固剤としてＥＤＴＡ
を添加した血液試料（例えば、ＥＤＴＡ加血漿、ＥＤＴＡ加全血、特にはＥＤＴＡ加血漿
）を用いた場合の測定値と、それ以外の血液試料（例えば、血清、ヘパリン加血漿、クエ
ン酸加血漿、全血）を用いた場合の測定値との間に乖離が生じる。一方、免疫複合体形成
時に高濃度の２価陽イオンが存在する場合には、測定値の違いが小さくなるか、あるいは
、実質的に一致する。本発明者が今回初めて見出した、ＥＤＴＡ添加の有無に基づく検体
の種類の違いによって生じるこのような挙動の差異は、エピトープの異なる複数種のモノ
クローナル抗体を用いても共通に認められる現象であって（後述の実施例３及び４参照）
、特別なモノクローナル抗体に特有の現象ではない。
【００３７】
　本発明における２価陽イオンの濃度は、後述の実施例に示すように、ＥＤＴＡを添加し
た血液試料と、それ以外の血液試料とを用意し、複数の異なる濃度の２価陽イオンの存在
下で、各血液試料中の心筋トロポニン量を測定し、両試料の測定値が一致する２価陽イオ
ンの濃度範囲を把握することにより、容易に決定することができる。すなわち、本発明に
おける２価陽イオンの濃度は、抗凝固剤としてＥＤＴＡを添加した血液試料を用いた場合
の測定値と、それ以外の血液試料を用いた場合の測定値とが一致する濃度範囲から選択す
ることができる。
【００３８】
　本発明のキットは、本発明の方法を実施するために用いることができ、心筋トロポニン
に特異的に結合する抗体と、２価陽イオンを含有する緩衝液を含む。
【００３９】
　心筋トロポニンに特異的に結合する抗体とは、前述した公知の抗体を使用することがで
きるし、モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体のいずれであることもできる。また
、心筋トロポニンへの特異的結合能を保持する抗体断片、例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ
（ａｂ’）２、又はＦｖとして、キットに用いることもできる。
【００４０】
　更に、前記抗体は、そのままの状態でキットに用いることもできるし、利用する免疫学
的手法に基づいて、それに適した形態、例えば、ラテックス凝集免疫測定法を利用するの
であれば、ラテックス担体に固定した状態で、磁性粒子などを利用した高感度測定法を利
用するのであれば、磁性粒子に固定した状態で、イムノクロマトグラフ法などの基板を利
用する方法であれば、基板に固定した状態で、標識物質（例えば、酵素、蛍光物質、化学
発光物質、放射性同位体、ビオチン、アビジン）による標識の必要があれば、標識化した
状態で、キットに用いることもできる。
【００４１】
　前記２価陽イオンを含む緩衝液としては、前述を参照すれば良いが、例えば、塩化カル
シウム、塩化マグネシウムなどの塩で調製された溶液である。好ましくは、検体希釈液と
して調製されていると良い。
【００４２】
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　また、本発明のキットには、本発明のキットを使用する免疫学的測定法の実施手順に関
する説明、キット自体の保存・取り扱いなどに関する注意事項などが記載された取扱説明
書を含むことができる。
【実施例】
【００４３】
　以下、実施例によって本発明を具体的に説明するが、これらは本発明の範囲を限定する
ものではない。
《実施例１：心筋トロポニン測定用試薬の作製と測定法》
実施例１－１：心筋トロポニン測定用試薬の作製と被検試料の調製
　心筋トロポニンの測定用試薬として、心筋トロポニンＩ（ｃＴｎＩ）測定用の試薬を作
製した。
・第１抗体溶液：磁性粒子（ＪＳＲ社）にｃＴｎＩのアミノ酸配列４１～４９番目をエピ
トープとして認識する抗体（１９Ｃ７：Ｈｙｔｅｓｔ社）を結合した磁性粒子溶液を用い
た。
・第２抗体溶液：ｃＴｎＩのアミノ酸配列７１～１１６番目をエピトープとして認識する
抗体（ＤＡＫＯ社）をマレイミド法によりアルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）標識した標
識抗体溶液を用いた。
・発光基質溶液：ＣＤＰ－ｓｔａｒ（アプライドバイオシステム社製）を使用した。
・検体希釈液：０．１ｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ・ＨＣｌ（８．２）、０．１％　ＢＳＡ、０
．１５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ、塩化カルシウムまたは塩化マグネシウムを含む緩衝液を使
用した。
・Ｂ／Ｆ洗浄液：０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ＭＯＰＳ（７．５）、０．１５ｍｏｌ／Ｌ　Ｎａ
Ｃｌ、０．０５％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含む緩衝液を使用した。
【００４４】
　次にこれらの溶液を、後述の自動免疫測定装置に収載されるように該自動免疫測定装置
の自動測定用カートリッジに封入した。
　被検試料は、健常人から取得した血清、ヘパリン加血漿、ＥＤＴＡ加血漿に心筋トロポ
ニン複合体（Ｉ－Ｔ－Ｃ）（Ｈｙｔｅｓｔ社）を約０．７ｎｇ／ｍＬになるように添加し
作製した。
【００４５】
実施例１－２：心筋トロポニン測定用試薬の測定法
　心筋トロポニンの測定には、特許第３１１５５０１号公報等に開示されているものと同
様の磁性粒子を用いた免疫測定を自動的に行うことのできる自動免疫測定装置を用いた。
該装置は、液体の吸引・吐出ラインとして配設されたチップ内で磁力により効果的にＢ／
Ｆ分離を行うことができ、高い洗浄効率を示す。該装置の測定ステップは下記のとおりで
ある。
　なお、検出は、光電子増倍管（ＰＭＴ）により検出される化学発光基質の発光カウント
を測定結果とした。
【００４６】
自動免疫測定装置による測定
　自動測定用カートリッジに、試料、試料希釈液、磁性粒子溶液（第１抗体が担持されて
いる）、Ｂ／Ｆ分離用の洗浄液、第２抗体溶液、基質溶液等を充填し、装置にセットする
。
以下、通常の運転方法に従い、各操作が行われる。
（１）希釈液を用いて任意の希釈倍率に調整された試料溶液、磁性粒子溶液、および、第
２抗体溶液を混合し、抗原抗体反応を行わせて免疫複合体を生成させる。
（２）未反応の物質を除去するためにＢ／Ｆ分離を行う。まず、液体吸引ラインとしてセ
ットされたチップを通じて反応液を吸引し、磁石をチップ外壁面に接触させて磁性粒子を
捕集する。次に、磁性粒子がチップ内壁面に吸着保持された状態で溶液を吐出して分離を
行った後、別の反応容器に充填されたＢ／Ｆ分離用の洗浄液を吸引・吐出して洗浄を行う
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。
（３）前記チップの外壁面から磁石を離脱させて磁力の影響をなくした後に、基質溶液を
吸引・吐出し、チップ内壁面に吸着保持された磁性粒子を分散させ、酵素反応を行わせる
。
（４）ＰＭＴにより発光量を測定する。
【００４７】
《実施例２：反応液への塩化カルシウム又は塩化マグネシウム添加による心筋トロポニン
の反応性への影響》
　塩化カルシウムまたは塩化マグネシウムを、反応液中に各濃度（０、３．３、６．７、
１０．０、１３．３、１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ）になるように試料希釈液に添加したこと以
外は、実施例１に従って行った。
　塩化カルシウムの結果を図１、塩化マグネシウムの結果を図２に示す。その結果、塩化
カルシウムまたは塩化マグネシウムの添加が従来使用されている低濃度だと、血清および
ヘパリン加血漿とＥＤＴＡ加血漿では、心筋トロポニンの反応性が異なることがわかった
。さらに、塩化カルシウムは６．７ｍｍｏｌ／Ｌ以上、塩化マグネシウムは１３．３ｍｍ
ｏｌ／Ｌ以上、添加されることにより、血清およびヘパリン加血漿はＥＤＴＡ加血漿の心
筋トロポニンの反応性が一致することが確認された。
【００４８】
　以上より、高濃度の塩化カルシウムまたは塩化マグネシウムを反応液中に添加すること
により、いずれの被検試料においても、同様に安定して心筋トロポニンを測定できること
がわかった。また、心筋トロポニン複合体（Ｉ－Ｔ－Ｃ）は、ＥＤＴＡ加血漿ではカルシ
ウムイオンがキレート化してしまうため、複合体が分解していると考えられる。血清およ
びヘパリン加血漿は、心筋トロポニン複合体（Ｉ－Ｔ－Ｃ）が分解されていない状態にも
かかわらず、反応液中の２価陽イオン濃度を上げることによってＥＤＴＡ加血漿の反応性
と一致することから、ここで得られた結果は予想外の結果であると考えられる。カルシウ
ムイオンは心筋トロポニンＣに結合することが知られているが、その結合部位は複数存在
する。そのため、心筋トロポニンＩ、心筋トロポニンＴおよび心筋トロポニンＣの相互作
用は、カルシウムイオンの濃度によって結合状態が変化するものと考えられる。本発明の
効果は、２価陽イオンを過剰に添加することで、心筋トロポニン複合体の分子構造の変化
を与え、遊離型心筋トロポニンＩと同様の効果が得られる構造に変化させた可能性も考え
られる。
【００４９】
《実施例３：酵素標識抗体の違いにおける反応液への塩化マグネシウム添加による心筋ト
ロポニンの反応性への影響》
　第２抗体溶液を以下の抗体に変更したこと及び反応液に添加する塩化マグネシウム濃度
以外は、実施例１の方法に従い行った。第２抗体溶液として、心筋トロポニンＩのアミノ
酸配列２１～３０番目（ＭｅｄｉｘＢｉｏｃｈｅｍｉｃａ社）、２４～４０番目（Ｂｉｏ
ｓｐａｃｉｆｉｃ社）、７１～１１６番目（ＤＡＫＯ社）、１６３～２０９番目（ＤＡＫ
Ｏ社）、１７５～１９０番目（ＭｅｄｉｘＢｉｏｃｈｅｍｉｃａ社）をエピトープとして
認識する抗体溶液５つをそれぞれ作製した。反応液に添加する塩化マグネシウム濃度は、
０、１０、１６．７ｍｍｏｌ／Ｌで実施した。
【００５０】
　第２抗体溶液として、心筋トロポニンＩのアミノ酸配列２１～３０番目、２４～４０番
目、７１～１１６番目、１６３～２０９番目、１７５～１９０番目をエピトープとする抗
体を使用した結果をそれぞれ、図３、図４、図５、図６、図７に示す。なお、図２と図５
は同じ抗体の組合せ結果である。その結果、実施例２とは抗原認識部位の異なる第２抗体
溶液を用いた場合においても、実施例２の組み合わせと同じように、塩化マグネシウム濃
度を１０ｍｍｏｌ／Ｌ以上にすることで、血清およびヘパリン加血漿はＥＤＴＡ加血漿の
心筋トロポニンの反応性を一致させることができることが確認された。
【００５１】
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《実施例４：酵素標識抗体の違いにおける反応液への塩化カルシウム添加による心筋トロ
ポニンの反応性への影響》
　第２抗体溶液を以下の抗体に変更したこと及び反応液に添加する塩化カルシウム濃度以
外は、実施例１に従い行った。第２抗体溶液として、心筋トロポニンＩのアミノ酸配列２
４～４０番目、７１～１１６番目、１６３～２０９番目をエピトープとして認識する抗体
溶液３つをそれぞれ作製した。反応液に添加する塩化カルシウム濃度は０、６．７、１０
ｍｍｏｌ／Ｌで実施した。
【００５２】
　第２抗体溶液として、心筋トロポニンＩのアミノ酸配列２４～４０番目、７１～１１６
番目、１６３～２０９番目をエピトープとする抗体を使用した結果をそれぞれ、図８、図
９、図１０に示す。なお、図１と図９は同じ抗体の組合せ結果である。その結果、実施例
２とは抗原認識部位の異なる第２抗体溶液を用いた場合においても、実施例２の組み合わ
せと同じように、塩化カルシウム濃度を６．７ｍｍｏｌ／Ｌ以上にすることで、血清およ
びヘパリン加血漿はＥＤＴＡ加血漿の心筋トロポニンの反応性を一致させることができる
ことが確認された。
【００５３】
　実施例３および実施例４の結果から、反応液への２価陽イオンの添加は、心筋トロポニ
ンＩのアミノ酸配列２１～３０番目、２４～４０番目、７１～１１６番目、１６３～２０
９番目、１７５～１９０番目のいずれかに特定された構造変化によるものではないことが
示唆された。従って、従来考えられていた２価陽イオンの添加による心筋トロポニン複合
体の安定化とは異なる作用によって、高濃度の２価陽イオンの添加が、血清およびヘパリ
ン加血漿はＥＤＴＡ加血漿の心筋トロポニンの反応性を一致させることができると推測さ
れた。
【産業上の利用可能性】
【００５４】
　本発明は、心筋トロポニンを検出する場合に、検体の種類に関わらず、検体中の干渉物
質の影響を受けることなく安定して高精度に測定結果を得ることができる。心筋トロポニ
ンは、心筋梗塞等の心筋障害の指標として用いられるため、簡便・迅速に測定される必要
があり、検査室だけでなくＰＯＣＴ分野等においても測定される。例えば、血液試料を対
象とすると、該試料の採取に用いられる容器は多岐にわたるため、得られた検体の種類に
関わらず、安定して高精度に測定結果を得ることが可能となる本発明は特に有用である。
　以上、本発明を特定の態様に沿って説明したが、当業者に自明の変形や改良は本発明の
範囲に含まれる。
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与其特异性结合的抗体的免疫复合物的形成是在4mmol / L或更高的二价
阳离子存在下进行的，本发明公开了一种用于测量心肌肌钙蛋白的试剂
盒，其包含特异性结合心肌肌钙蛋白的抗体和含有高浓度二价阳离子的
缓冲液。根据该方法或试剂盒，无论样品的类型如何，都可以获得稳定
且高度精确的测量值而不受样品中的干扰物质的影响。
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