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(54)【発明の名称】 ＨＣＶコア抗原の検出または定量方法およびそれに用いる検出または定量試薬。

(57)【要約】
【課題】    ＨＣＶの簡便で高感度な検出または定量方
法およびそれに用いる検出または定量用試薬を提供す
る。
【解決手段】アルカリ性ホスファターゼ標識した抗ＨＣ
Ｖコア蛋白質抗体と検体中のＨＣＶコア抗原とを、高濃
度の塩を含む水溶液中で抗原抗体反応を行わせて免疫複
合体を形成させ、該免疫複合体中のアルカリ性ホスファ
ターゼ活性を測定することを特徴とするＨＣＶコア抗原
を検出または定量するイムノアッセイ法およびアルカリ
性ホスファターゼ標識した抗ＨＣＶコア蛋白質抗体、
０．５Ｍ～飽和濃度の塩およびアルカリ性ホスファター
ゼ活性測定用試薬を含むＨＣＶコア抗原の検出または定
量用試薬。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  アルカリ性ホスファターゼ標識した抗Ｃ
型肝炎ウイルス（（以下、Ｃ型肝炎ウイルスをＨＣＶと
略記する）コア蛋白質抗体と検体中のＨＣＶコア抗原と
を、高濃度の塩を含む水溶液中で抗原抗体反応を行わせ
て免疫複合体を形成させ、該免疫複合体中のアルカリ性
ホスファターゼ活性を測定することを特徴とする、検体
中のＨＣＶコア抗原を検出または定量する免疫測定方
法。
【請求項２】  塩がハロゲン化アルカリ金属塩類である
請求項１記載の方法。
【請求項３】  塩が塩化ナトリウムである請求項１記載
の方法。
【請求項４】  塩濃度が０．５Ｍ～飽和濃度である請求
項１～３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】  抗ＨＣＶコア蛋白質抗体がＨＣＶコア蛋
白質のＮ末から１１～５０番のアミノ酸配列の内、少な
くとも５個の連続するアミノ酸配列を認識する抗体であ
る請求項１～４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】  抗ＨＣＶコア蛋白質抗体がＫＴＭ－１４
５、ＫＴＭ－１５３、ＫＴＭ－１５７、ＫＴＭ－１６３
およびＫＴＭ－１６７からなる群から選択される抗体で
ある請求項１～４のいずれかに記載の方法。
【請求項７】  検体が抗原抗体反応前にカオトロピック
物質および／またはアルカリ剤で処理されたものである
請求項１～６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】  カオトロピック物質がグアニジン塩類で
ある請求項７記載の方法。
【請求項９】  アルカリ剤が、水酸化アルカリ金属塩で
ある請求項７または８記載の方法。
【請求項１０】  カオトロピック物質が１Ｍ～飽和濃度
である請求項７～９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】  アルカリ剤の処理が、４５～５５℃の
温度で行われる請求項７～１０のいずれかに記載の方
法。
【請求項１２】  アルカリ性ホスファターゼ標識した抗
ＨＣＶコア蛋白質抗体、０．５Ｍ～飽和濃度の塩および
アルカリ性ホスファターゼ活性測定用試薬を含む、ＨＣ
Ｖコア抗原の検出または定量用試薬。
【請求項１３】  塩がハロゲン化アルカリ金属塩類であ
る請求項１２記載の試薬。
【請求項１４】  塩が塩化ナトリウムである請求項１２
または１３記載の試薬。
【請求項１５】  抗ＨＣＶコア蛋白質抗体がＨＣＶコア
蛋白質のＮ末から１１～５０番のアミノ酸配列の内、少
なくとも５個の連続するアミノ酸配列を認識する抗体で
ある請求項１２～１４のいずれかに記載の試薬。
【請求項１６】  抗ＨＣＶコア蛋白質抗体がＫＴＭ－１
４５、ＫＴＭ－１５３、ＫＴＭ－１５７、ＫＴＭ－１６
３およびＫＴＭ－１６７からなる群から選択される抗体*
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*である請求項１２～１４のいずれかに記載の試薬。
【請求項１７】  請求項１２～１６のいずれかに記載の
試薬とカオトロピック物質および／またはアルカリ剤を
含有する検体処理試薬とからなる、ＨＣＶコア抗原の検
出または定量用試薬キット。
【請求項１８】  カオトロピック物質がグアニジン塩類
である請求項１７記載のキット。
【請求項１９】  アルカリ剤が、水酸化アルカリ金属塩
である請求項１７または１８に記載の記載のキット。
【請求項２０】  カオトロピック物質が１Ｍ～飽和濃度
である請求項１７～１９のいずれかに記載のキット。
【請求項２１】  ＨＣＶコア蛋白質のＮ末から１１～５
０番のアミノ酸配列の内、少なくとも５個の連続するア
ミノ酸配列部位を認識するモノクローナル抗体。
【請求項２２】  ＨＣＶコア蛋白質のＮ末から４１～５
０番のアミノ酸配列部位を認識するモノクローナル抗
体。
【請求項２３】  ハイブリドーマＫＴＭ‐１４５（ＦＥ
ＲＭ  ＢＰ－６８３８）が産生する請求項２２記載のモ
ノクローナル抗体。
【請求項２４】  ＨＣＶコア蛋白質のＮ末から１１～３
０番のアミノ酸配列部位を認識するモノクローナル抗
体。
【請求項２５】  ハイブリドーマＫＴＭ‐１５３（ＦＥ
ＲＭ  ＢＰ－６８３９）が産生する請求項２４記載のモ
ノクローナル抗体。
【請求項２６】  ＨＣＶコア蛋白質のＮ末から３１～５
０番のアミノ酸配列部位を認識するモノクローナル抗
体。
【請求項２７】  ハイブリドーマＫＴＭ‐１５７（ＦＥ
ＲＭ  ＢＰ－６８４０）が産生する請求項２６記載のモ
ノクローナル抗体。
【請求項２８】  ＨＣＶコア蛋白質のＮ末から２１～４
０番のアミノ酸配列部位を認識するモノクローナル抗
体。
【請求項２９】  ハイブリドーマＫＴＭ‐１６３（ＦＥ
ＲＭ  ＢＰ－６８４１）またはハイブリドーマＫＴＭ‐
１６７（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６８４２）が産生する請求項
２８記載のモノクローナル抗体。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、検体中のＣ型肝炎
ウイルス（以下、ＨＣＶと略記する）の検出または定量
方法およびＨＣＶの検出または定量試薬に関する。
【０００２】
【従来の技術】感染症の原因であるウイルスの検査は、
抗体検査、抗原検査および遺伝子検査と種々の方法で行
われている。ウイルスに対する抗体検査およびウイルス
自身の抗原検査は、免疫測定法が主流でウイルス感染の
診断や輸血用血液のウイルススクリーニング検査、ウイ
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ルス治療におけるモニターなどに幅広く活用されてい
る。また、遺伝子検査は遺伝子を増幅させるポリメラー
ゼ・チェイン・リアクション（polymerase chain react
ion：ＰＣＲ）法，リガーゼ・チェイン・リアクション
（ligase chain reaction：ＬＣＲ）法，ヌクレイック
・アシド・シークエンス・ベースド・アンプリフィケー
ション（nucleic acid sequence based amplificatio
n：ＮＡＳＢＡ）法や標識化効率を上げたブランチド・
ディーエヌエー（branched DNA：ｂＤＮＡ）法などが開
発され、高感度な測定が可能となっている。
【０００３】遺伝子検査は確定診断といった目的ととも
に、前述の抗体検査や抗原検査では検出できない感度領
域での検査や治療におけるウイルス排除評価などで活用
されている。最近では、遺伝子増幅法を抗体検査や抗原
検査では感度的に検出できないウイルス感染初期での輸
血血液のスクリーニング検査に応用しようとしている。
【０００４】しかしながら、遺伝子検査は、操作が煩雑
で特殊な装置を必要とすること、技術的な熟練を要すこ
と、高いコスト、再現性や測定精度が悪いこと、大量検
体処理に向かないこと、検体中の阻害因子により偽陰性
化すること、蛋白質に比べ核酸自体が検体中で不安定で
あること、遺伝子の増幅化効率が一定ではないことなど
の問題点を抱えている。ウイルス由来の核酸がＲＮＡで
ある場合はさらに不安定で、操作の過程や検査検体の保
存状態により値が大きく振れることが報告されている。
【０００５】ウイルスに対する抗体測定は生体内の免疫
機構によって生成するウイルスに対する抗体を検出する
もので、ウイルス感染の影響を観察する方法である。従
って個体によっては抗原に対する抗体産生が異なり、高
い抗体価を示すものや、全く抗体を産生しない個体が存
在する。また抗体量は必ずしもウイルス量と相関しない
ことから実際の病態や体内のウイルス量を予測すること
が難しい。またウイルス感染初期では抗体が産生されて
おらず、感染初期での検出が不可能なこと、さらに抗体
の非特異的な反応も認められることなどから正確な判定
ができない問題点がある。
【０００６】抗原検査はウイルス由来の抗原を検出する
方法で、各種ウイルス由来抗原測定系が発売されてい
る。抗原検査はウイルス由来の抗原を認識する抗体を用
いた免疫測定が中心であるが、遺伝子増幅法と比較する
と感度が不足している。そのためウイルス量が少なくな
ると十分に検出できない問題点がある。また体内ではウ
イルスと共にウイルスに対する抗体が共存しており、こ
の共存抗体が免疫測定の材料である抗体と競合反応する
ために感度良く抗原を測定することができない場合があ
る。ＨＢＶや他の肝炎ウイルス、ＨＩＶなどにおいても
抗原測定法が存在するが、ＰＣＲといった遺伝子増幅法
と比較して感度面で劣っており、診断や治療のマーカー
として十分と言えるものではない。
【０００７】最近になってＨＣＶの内部抗原であるＨＣ
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Ｖコア蛋白質測定系が開発されている（特開平８－２９
４２７）。本法は遺伝子を測定する方法と比較して簡便
でかつ安定に測定できＨＣＶの確定診断や、治療におけ
る効果予測、治療効果判定に使えるキットである。しか
し感度はＰＣＲ定量法と比較して不足しており、ＨＣＶ
コア蛋白質測定だけで診断や治療のモニターができる訳
ではないという問題点を抱えている。実際該方法の検出
限界は８ｐｇ／ｍＬ（ＰＣＲタイターに換算して１０4

～5ウイルス粒子／ｍＬ）であり、ＰＣＲに比べ検出限
界は１０倍以上高い。したがって治療効果を判定する
際、８ｐｇ／ｍＬ以下になった検体は陰性と判定されて
しまい、低値でのウイルス量を把握することはできな
い。
【０００８】一般的に抗原と抗体との反応において高濃
度の塩を使用することは、抗原と抗体の反応を阻害する
こと、また抗原抗体反応物から抗原を解離させることが
知られている。例えば、超高感度酵素免疫測定法［石川
栄治著、学会出版センター、（１９９３）］の第９章に
は、以下のように記載されている。「タンパク質の固相
への非特異吸着は種々の条件により増減するので、非特
異的吸着が減少するような条件にすれば血清干渉は少な
くなるはずである。インスリンのサンドイッチ法で、抗
インスリンＩｇＧ不溶化ポリスチレンボールと血清のイ
ンキュベーション濃度を下げ、時間を短縮すると血清干
渉は少なくなる（表ＩＸ－１４）（Ruan et al.,198
6）。また、無機塩の濃度を高くするとタンパク質の固
相への非特異吸着が減少するので、血清干渉を減少させ
ることができる。（表ＩＸ－１５、図ＩＸ－１８～ＩＸ
―２１）（Hashida et al.,1983）。無機塩の種類によ
り効果的な濃度が異なるが、あまり高い濃度では免疫反
応そのものが阻害される。食塩では０．３～０．４ｍｏ
ｌ／ｌが上限であろう。」
【０００９】
【発明が解決しようとする課題】本発明の目的は、血液
事業や健康診断におけるスクリーニング用途のように多
数の検体を処理するのに適した、ＨＣＶ陽性検体を簡便
で高感度に検出または定量するＨＣＶ抗原検出または定
量方法およびそれに用いる検出または定量試薬を提供す
ることである。
【００１０】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、意外に
も、アルカリ性ホスファターゼ標識した抗ＨＣＶコア蛋
白質抗体を用いることにより、高濃度の塩を含む水溶液
中でＨＣＶコア蛋白質と抗原抗体反応を行わせると、ア
ルカリ性ホスファターゼ以外の標識物質で標識した抗Ｈ
ＣＶコア蛋白質抗体を用いる場合と異なり、免疫反応を
阻害することなく該抗原をより高感度に検出することが
できることを見出し本発明を完成させた。
【００１１】本発明は、下記（１）～（２９）に関す
る。
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（１）  アルカリ性ホスファターゼ標識した抗ＨＣＶコ
ア蛋白質抗体と検体中のＨＣＶコア抗原とを、高濃度の
塩を含む水溶液中で抗原抗体反応を行わせて免疫複合体
を形成させ、該免疫複合体中のアルカリ性ホスファター
ゼ活性を測定することを特徴とする、検体中のＨＣＶコ
ア抗原を検出または定量する免疫測定方法。
（２）  塩がハロゲン化アルカリ金属塩類である（１）
記載の方法。
【００１２】（３）  塩が塩化ナトリウムである（１）
記載の方法。
（４）  塩濃度が０．５Ｍ～飽和濃度である（１）～
（３）のいずれかに記載の方法。
（５）  抗ＨＣＶコア蛋白質抗体がＨＣＶコア蛋白質の
Ｎ末から１１～５０番のアミノ酸配列の内、少なくとも
５個の連続するアミノ酸配列を認識する抗体である
（１）～（４）のいずれかに記載の方法。
【００１３】（６）  抗ＨＣＶコア蛋白質抗体がＫＴＭ
－１４５、ＫＴＭ－１５３、ＫＴＭ－１５７、ＫＴＭ－
１６３およびＫＴＭ－１６７からなる群から選択される
抗体である（１）～（４）のいずれかに記載の方法。
（７）  検体が抗原抗体反応前にカオトロピック物質お
よび／またはアルカリ剤で処理されたものである（１）
～（６）のいずれかに記載の方法。
【００１４】（８）  カオトロピック物質がグアニジン
塩類である（７）記載の方法。
（９）  アルカリ剤が、水酸化アルカリ金属塩である
（７）または（８）記載の方法。
（１０）  カオトロピック物質が１Ｍ～飽和濃度である
（７）～（９）のいずれかに記載の方法。
【００１５】（１１）  アルカリ剤の処理が、４５～５
５℃の温度で行われる（７）～（１０）のいずれかに記
載の方法。
【００１６】（１２）  アルカリ性ホスファターゼ標識
した抗ＨＣＶコア蛋白質抗体、０．５Ｍ～飽和濃度の塩
およびアルカリ性ホスファターゼ活性測定用試薬を含
む、ＨＣＶコア抗原の検出または定量用試薬。
（１３）  塩がハロゲン化アルカリ金属塩類である（１
２）記載の試薬。
【００１７】（１４）  塩が塩化ナトリウムである（１
２）または（１３）記載の試薬。
（１５）  抗ＨＣＶコア蛋白質抗体がＨＣＶコア蛋白質
のＮ末から１１～５０番のアミノ酸配列の内、少なくと
も５個の連続するアミノ酸配列を認識する抗体である
（１２）～（１４）のいずれかに記載の試薬。
（１６）  抗ＨＣＶコア蛋白質抗体がＫＴＭ－１４５、
ＫＴＭ－１５３、ＫＴＭ－１５７、ＫＴＭ－１６３およ
びＫＴＭ－１６７からなる群から選択される抗体である
（１２）～（１４）のいずれかに記載の試薬。
【００１８】（１７）  （１２）～（１６）のいずれか
に記載の試薬とカオトロピック物質および／またはアル
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カリ剤を含有する検体処理試薬とからなるＨＣＶコア抗
原の検出または定量用試薬キット。
（１８）  カオトロピック物質がグアニジン塩類である
（１７）記載のキット。
【００１９】（１９）  アルカリ剤が、水酸化アルカリ
金属塩である（１７）または（１８）に記載の記載のキ
ット。
（２０）  カオトロピック物質が１Ｍ～飽和濃度である
（１７）～（１９）のいずれかに記載のキット。
【００２０】（２１）  ＨＣＶコア蛋白質のＮ末から１
１～５０番のアミノ酸配列の内、少なくとも５個の連続
するアミノ酸配列部位を認識するモノクローナル抗体。
（２２）  ＨＣＶコア蛋白質のＮ末から４１～５０番の
アミノ酸配列部位を認識するモノクローナル抗体。
（２３）  ハイブリドーマＫＴＭ‐１４５（ＦＥＲＭ  
ＢＰ－６８３８）が産生する（２２）記載のモノクロー
ナル抗体。
（２４）  ＨＣＶコア蛋白質のＮ末から１１～３０番の
アミノ酸配列部位を認識するモノクローナル抗体。
（２５）  ハイブリドーマＫＴＭ‐１５３（ＦＥＲＭ  
ＢＰ－６８３９）が産生する（２４）記載のモノクロー
ナル抗体。
（２６）  ＨＣＶコア蛋白質のＮ末から３１～５０番の
アミノ酸配列部位を認識するモノクローナル抗体。
（２７）  ハイブリドーマＫＴＭ‐１５７（ＦＥＲＭ  
ＢＰ－６８４０）が産生する（２６）記載のモノクロー
ナル抗体。
（２８）  ＨＣＶコア蛋白質のＮ末から２１～４０番の
アミノ酸配列部位を認識するモノクローナル抗体。
（２９）  ハイブリドーマＫＴＭ‐１６３（ＦＥＲＭ  
ＢＰ－６８４１）またはハイブリドーマＫＴＭ‐１６７
（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６８４２）が産生する（２８）記載
のモノクローナル抗体。
【００２１】
【発明の実施の形態】以下、本発明について詳細に説明
する。本発明のアルカリ性ホスファターゼ標識した抗Ｈ
ＣＶコア蛋白質抗体中のアルカリ性ホスファターゼとし
ては、いかなる起源のアルカリ性ホスファターゼも使用
できる。例えば、大腸菌等の微生物および牛等の動物由
来のアルカリ性ホスファターゼがあげられる。
【００２２】本発明のアルカリ性ホスファターゼ標識し
た抗ＨＣＶコア蛋白質抗体中の抗ＨＣＶコア蛋白質抗体
としては、特開平７－１４５１９４号またはHepatolog
y, 16, 886 (1992)に記載のＨＣＶコア蛋白質に反応す
る抗体であればいずれでも使用できる。該ＨＣＶコア蛋
白質は、特開平７－１４５１９４号、特開平８－２９４
２７号ならびにHepatology, 16, 886 (1992)に記載の遺
伝子組換え方法を用いて調製することができる。該抗体
は、前述の遺伝子組換えＨＣＶコア蛋白質を免疫原とし
て用い、公知のモノクローナル抗体の製造法に従い製造
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7
することができる。モノクローナル抗体の製造法として
は、例えば「富山朔二編、単クローン抗体実験マニュア
ル、講談社」等に記載された方法により行うことができ
る。
【００２３】このようにして得られた免疫原を投与する
動物としてはマウス、ラット、ハムスター、ウサギ、モ
ルモット、ヤギ、ヒツジ、ニワトリなどがあげられ、モ
ノクローナル抗体作製にはマウス、ラットを用いるのが
好ましい。免疫方法としては、例えば［西道、豊島、新
生化学実験講座、1, 389 (1990)、東京化学同人］等に
記載の方法を用いて行うことができる。例えば免疫原を
フロイントの完全または不完全アジュバントにエマルジ
ョン化し、腹腔内、皮下、筋肉内に投与することにより
行われる。例えば、７ないし３０日、好ましくは１２な
いし１６日間隔の一定間隔をおいて２回以上好ましくは
２回～４回投与し、免疫を完成させることができる。
【００２４】抗体産生細胞の採取源としては免疫した動
物の脾臓、リンパ節、末梢血液などがあげられる。また
免疫を行っていない動物の脾臓、リンパ節、末梢血液等
より抗体産生担当細胞を取り出し、これら細胞に対し直
接免疫を行って抗体産生細胞とする所謂 in vitro 免疫
［新井、太田、実験医学、 6, 43(1988)］を行った細胞
を用いてもよい。
【００２５】抗体産生細胞と骨髄腫細胞との細胞融合を
行う際に使用する骨髄腫細胞は特に限定はないが、抗体
産生細胞と同種の動物由来の細胞株を使用するのが好ま
しい。また適切に細胞融合が行われた細胞のみを効率よ
く選択するために、特定の薬物マーカーを有する骨髄腫
細胞が好ましい。例えば８－アザグアニン耐性の骨髄腫
細胞はヒポキサンチン、アミノプテリン、およびチミジ
ンを含有した培地（以下、ＨＡＴ培地と称する。）中で
は生育できないが、この細胞と正常細胞とが融合した細
胞はＨＡＴ培地中で生育できるようになり、未融合の骨
髄腫細胞と区別できることから好んで使用される。具体
的にはＰ３×６３－Ａｇ．８．６５３［ジャーナル・オ
ブ・イムノロジー（J. Immunol.）, 123, 1548 (197
9)］やＰ３×６３－Ａｇ．８．Ｕ１[Curr. Topics. Mic
robiol. Immunol., 81, 1 (1978) ]（以下、単にＰ３Ｕ
１と略記する。）、Ｓｐ／Ｏ－Ａｇ１４［ネイチャー
（Nature）, 276, 269 (1978)］などがあげられる。
【００２６】細胞融合はケーラーとミルシュタイン［ネ
イチャー(Nature), 256, 495 (1975)］によって開発さ
れた方法ならびにその改良方法が応用できる。良く用い
られる方法としては抗体産生細胞と骨髄腫細胞を１０～
３：１の割合で混合し、３０～５０％のポリエチレング
リコール（平均分子量１，５００～６，０００）を融合
剤に用いて処理する方法である。また電気パルスにより
融合することもできる［大河内ら、実験医学、 6, 50 (1
988)］。
【００２７】細胞融合を終えた細胞は選択培地（例えば
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ＨＡＴ培地）に浮遊し、９６ウェル培養プレートのよう
な後の目的細胞選択に有利な培養容器を用いて融合細胞
のみを生育させる。融合細胞のみが選択的に生育した段
階で、ＨＣＶコア蛋白質に対する抗体を産生している細
胞のみを選択する。この選択は融合細胞の培養上清中の
目的抗体の有無を、例えば酵素免疫測定や放射線免疫測
定などの方法を用いて調べる。選択された細胞はたとえ
ば限界希釈法や軟寒天培地法などの方法を用いて単クロ
ーン化し、ＨＣＶコア蛋白質特異的モノクローナル抗体
産生ハイブリドーマ細胞株を樹立する。
【００２８】モノクローナル抗体は樹立したハイブリド
ーマ細胞株を適当な培地で培養してその培養液を回収
し、あるいは細胞株を動物の腹腔内に移植して腹水中で
増殖させて腹水を回収し、得られた培養液または腹水か
ら得ることが出来る。培養液あるいは腹水中の抗体は必
要に応じて精製して使用することができる。精製方法と
しては例えば硫酸アンモニウムを用いた塩析分画、イオ
ン交換クロマトグラフィー法、ゲル濾過カラムクロマト
グラフィー法、プロテインＡやプロテインＧを用いたア
フィニティカラムクロマトグラフィー法、さらに抗原を
固相化したゲルを用いるアフィニティカラムクロマトグ
ラフィー法など様々な方法またはこれらの方法を組合わ
せた方法があげられる。また、本発明に使用する抗体と
しては上述の方法で得られた抗体をペプシン等の酵素処
理および／または還元処理して得られるＦａｂ、Ｆａ
ｂ'、Ｆ（ａｂ）

2
などの抗体フラグメントを用いてもよ

い。
【００２９】本発明の抗体としては、ＨＣＶコア蛋白質
のＮ末から１１～５０番目のアミノ酸配列の内、少なく
とも５個の連続するアミノ酸配列を認識する抗体である
ものが好ましい。本発明のモノクローナル抗体を生産す
るハイブリドーマの具体例としては、ハイブリドーマＫ
ＴＭ－１４５、ハイブリドーマＫＴＭ－１５３、ハイブ
リドーマＫＴＭ－１５７、ハイブリドーマＫＴＭ－１６
３およびハイブリドーマＫＴＭ－１６７等があげられ
る。
【００３０】ハイブリドーマＫＴＭ－１４５、ハイブリ
ドーマＫＴＭ－１５３、ハイブリドーマＫＴＭ－１５
７、ハイブリドーマＫＴＭ－１６３およびハイブリドー
マＫＴＭ－１６７は、平成１１年８月１２日付で、日本
国茨城県つくば市東１丁目１番３号（郵便番号３０５－
８５６６）通商産業省工業技術院生命工学工業技術研究
所にＦＥＲＭ  ＢＰ－６８３８、ＦＥＲＭ  ＢＰ－６８
３９、ＦＥＲＭ  ＢＰ－６８４０、ＦＥＲＭ  ＢＰ－６
８４１およびＦＥＲＭ  ＢＰ－６８４２としてそれぞれ
寄託されている。ハイブリドーマＫＴＭ－１４５、ハイ
ブリドーマＫＴＭ－１５３、ハイブリドーマＫＴＭ－１
５７、ハイブリドーマＫＴＭ－１６３およびハイブリド
ーマＫＴＭ－１６７の生産するモノクローナル抗体を、
以下それぞれ単にＫＴＭ－１４５、ＫＴＭ－１５３、Ｋ
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9
ＴＭ－１５７、ＫＴＭ－１６３およびＫＴＭ－１６７と
称する。
【００３１】本発明のアルカリ性ホスファターゼ標識し
た抗ＨＣＶコア蛋白質抗体は、該抗ＨＣＶコア蛋白質抗
体と該アルカリ性ホスファターゼとの間に共有結合を作
る方法を利用して結合させたものである。該方法として
は、例えばグルタールアルデヒド法、過ヨウ素酸法、マ
レイミド法、ピリジル・ジスルフィド法、公知の架橋剤
を用いる方法などをあげることができる（例えば石川栄
治著「酵素免疫測定法」医学書院発行参照）。
【００３２】具体的調製方法としては、例えば、イミノ
チオラン等でスルフヒドリル化した抗体と、ＳＭＣＣ
（succinimidyl 4-[N-maleimidomethyl]-cyclohexane-1
-carboxylate）でマレイミド化したアルカリ性ホスファ
ターゼを混合して調製することができる。
【００３３】本発明の高濃度の塩を含む水溶液とは、無
機塩を０．５Ｍ以上含有する水溶液をいう。無機塩とし
ては、ハロゲン化アルカリ金属塩があげられ、例えば塩
化ナトリウム、塩化カリウム、塩化リチウム等があげら
れる。無機塩濃度としては０．５Ｍ～飽和濃度が好まし
く、１～３Ｍがより好ましい。該高濃度の塩を含む溶液
には、必要に応じて緩衝剤、塩化ナトリウム以外の塩、
界面活性剤、血清、防腐剤、免疫反応における非特異的
吸着阻害剤等を含有していてもよい。
【００３４】緩衝剤としては、特に制限がないが、トリ
ス緩衝剤等があげられる。界面活性剤としては、例えば
トリトンＸ－１００、トリトンＸ－７０５、ツイーン２
０等があげられる。防腐剤としては、アジ化ナトリウム
等があげられる。血清としては、正常マウス血清等があ
げられる。塩化ナトリウム以外の塩としては、塩化亜
鉛、塩化マグネシウム等があげられる。免疫反応におけ
る非特異的吸着阻害剤としては、例えば牛血清アルブミ
ン、カゼイン等の蛋白質があげられ、市販品としてはブ
ロックエース（大日本製薬社製）等があげられる。
【００３５】本発明の対象となる検体としては、例えば
全血、血清、血漿、尿、リンパ液などがあげられる。Ｈ
ＣＶ抗原の有無を検出すべき検体は、そのまま用いても
良いが、ウイルス分画剤などを用いて濃縮処理したもの
を用いることができる。具体的分画剤としてはポリエチ
レングリコール（ＰＥＧ）試薬，パーコールといった密
度勾配用試薬などがあげられる。ＰＥＧの分子量および
使用濃度は特に限定されないが、分子量１，０００～２
０，０００のものが好ましく、使用濃度は３～１０％の
範囲が好ましい。
【００３６】また検体は、蛋白質変性作用、蛋白質可溶
化作用、蛋白質分散作用を有する試薬で処理することが
好ましい。該試薬としては、例えばカオトロピック物
質、アルカリ剤、酸性剤および界面活性剤などがあげら
れ、カオトロピック物質またはアルカリ剤が好ましい。
カオトロピック物質としてはウレア、塩酸グアニジン、
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グアニジウムチオシアン酸塩などがあげられ、ウレアや
塩酸グアニジンが好ましい。塩酸グアニジンの濃度は１
～８Ｍが好ましい。
【００３７】アルカリ剤としては水溶液中でｐＨ１０以
上のアルカリを示すアルカリ剤であれば良く、例えば水
酸化アルカリ金属塩があげられ、好ましくは水酸化ナト
リウム溶液があげられる。酸性剤としては、塩酸、硫
酸、酢酸、トリフルオロ酢酸、トリクロル酢酸等があげ
られる。界面活性剤としては、非イオン性、陰イオン
性、陽イオン性、両性界面活性剤があげられる。
【００３８】検体の処理としては、カオトロピック物質
とアルカリ剤での併用処理が好ましい。アルカリ剤での
処理は４５～５５℃の温度で行うことが好ましい。酸性
剤またはアルカリ剤で処理した検体は中和処理した後抗
原抗体反応に供するのが好ましい。中和には、酸性剤を
使用した場合にはアルカリを、アルカリ剤を使用した場
合には酸性剤をそれぞれ使用するが、いずれの場合にも
高い緩衝能を持つ溶液も用いることができる。
【００３９】本発明の免疫測定方法には特に制限が無い
が、例えばサンドイッチ法等のように免疫測定法で幅広
く行われている方法があげられる。具体的には、本発明
の免疫測定方法は抗体結合固相およびアルカリ性ホスフ
ァターゼ標識されたＨＣＶコア蛋白質抗体を用いて周知
の１ステップ法、ディレイ１ステップ法、２ステップ法
などのサンドイッチ法により行うことがでる。サンドイ
ッチ法としては、２ステップ法が好ましい。例えば、抗
体結合固相と抗原を含む検体とを水溶液中でインキュベ
ーションした後、固相を洗浄液で洗浄する。次に標識抗
体と高濃度の塩を含む水溶液を加え、さらにインキュベ
ーションした後、固相を再び洗浄する。次いで、固相上
に形成された免疫複合体のアルカリ性ホスファターゼ活
性の測定を行う方法である。
【００４０】固相は従来の免疫測定に使用される各種固
相を用いることができる。固相としては例えばプラスチ
ック製の試験管、マイクロプレートウエル、ガラスビー
ズ、プラスチックビーズ、各種メンブレン、磁性粒子な
どをあげることができる（例えば石川栄治著「酵素免疫
測定法」医学書院発行参照）。固相に結合させる抗体
は、前述の抗ＨＣＶコア蛋白質モノクローナル抗体があ
げられ、アルカリ性ホスファターゼで標識された抗体と
は異なるエピトープを認識する抗体を用いることが好ま
しい。固相と抗体との結合は、物理吸着、化学結合等公
知の方法で行うことができる。
【００４１】アルカリ性フォスファターゼ活性は、色原
体、蛍光試薬、発光試薬等を用いて常法（丸尾文治監
修、酵素ハンドブック、朝倉書店）で測定することがで
きる。色原体としては、様々なものが知られておりいず
れも使用可能であるが、高感度な検出が可能である酵素
サイクリング反応試薬、具体的には補酵素ＮＡＤの酸化
―還元をサイクルさせる酵素を用いる酵素サイクリング
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反応試薬［ＡｍｐｌｉＱ、ダコ（DAKO）社製］等があげ
られる。蛍光試薬としては、４－メチルウンベリフェロ
ン誘導体、２－ヒドロキシビフェニル誘導体等があげら
れる。
【００４２】発光試薬としてはジオキセタン構造を持つ
誘導体、具体的にはＡＭＰＰＤ［３－（２'－スピロア
ダマンタン）－４－メトキシ－４－（３''－ホスホリル
オキシ）フェニル－１，２－ジオキセタン］、ＣＤＰ－
スター［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
［３．３．１．１3,7］デカン｝－４－イル）フェニル
  リン酸二ナトリウム］、ＣＳＰＤ［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  リン酸二ナトリウム］などがあげら
れる。またジオキセタン構造を有さないルミゲン（Lumi
gen）誘導体ＡＰＳ化合物（［１０－メチル－９（１０
Ｈ）－アクリジニルイデン］フェノキシメチル  リン酸
二ナトリウム塩）などがあげられる。
【００４３】本発明の定量試薬は、アルカリ性ホスファ
ターゼ標識した抗ＨＣＶコア蛋白質抗体、０．５Ｍ～飽
和濃度の塩およびアルカリ性ホスファターゼ活性測定用
試薬を含む。該定量試薬は、また抗ＨＣＶコア蛋白質抗
体を固定化した固相を含む試薬、ＨＣＶコア蛋白質標準
品を含む試薬等を含む。本発明の定量試薬は前述の各試
薬がキットの形態で構成されていてもよい。
【００４４】該キットは、さらに検体濃縮試薬を含む試
薬、検体処理試薬を含む試薬等が組み込まれていてもよ
い。検体濃縮試薬としては、上述の分画剤があげられ
る。検体処理試薬としては前述の蛋白質変性作用、蛋白
質可溶化作用、蛋白質分散作用を有する試薬があげられ
る。アルカリ性ホスファターゼ定量試薬とは、前述の色
原体、蛍光試薬または発光試薬等を含有する試薬があげ
られる。抗ＨＣＶコア蛋白質抗体としては、例えば前述
のモノクローナル抗体があげられる。
【００４５】以下の実施例は本発明を具体的に説明する
ものであるが、これによって本発明の範囲を制限するも
のではない。なお、血清検体は、ユニグローブ（Uniglo
be）社またはボストン・バイオメディカ（Boston Biome
dica, Inc．：ＢＢＩ）社より購入したものを用いた。
【００４６】
【実施例】参考例１  ＨＣＶコア蛋白質の作製
特開平８－２９４２７号公報に記載の方法に従い、ＨＣ
Ｖコア蛋白質のＮ末から１２５アミノ酸残基を有する遺
伝子組換えＨＣＶコア蛋白質を調製し精製した。精製さ
れた遺伝子組換えＨＣＶコア蛋白質はバイオラッド蛋白
質定量キット（バイオラッド社製）およびＢＣＡ蛋白質
定量キット（ピアス社製）で蛋白質濃度を算出した。
【００４７】参考例２  抗ＨＣＶコア蛋白質抗体の作製
参考例１で得られたＨＣＶコア蛋白質２５～１００μｇ
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を、フロイント完全アジュバンドでエマルジョン化しＢ
ＡＬＢ／ＣマウスまたはＳＤラットに初回免疫を行っ
た。２～３週間後、ＨＣＶコア蛋白質２５～１００μｇ
をフロイント不完全アジュバンドでエマルジョン化し、
追加免疫を行った。抗体価の上昇を確認後、ＨＣＶコア
蛋白質２５～１００μｇを静脈内に投与し、その３～４
日後、マウスから脾臓を取り出し脾細胞を調製した。次
に前もってＲＰＭＩ－１６４０培地で培養したマウスミ
エローマ細胞（Ｐ３Ｕ１）と脾細胞を１：２～１：５の
比率で混合し、ポリエチレングリコールを用いて細胞融
合を行った。融合した細胞はＨＡＴ培地に浮遊した後、
９６ウエル培養プレートに分注し３７℃炭酸ガスインキ
ュベーターで培養した。抗ＨＣＶコア蛋白質抗体のスク
リーニングは以下のようにして実施した。
【００４８】ＨＣＶコア蛋白質を８Ｍ塩酸グアニジン溶
液または１０Ｍウレア溶液で２μｇ／ｍＬに懸濁し、９
６ウエルＥＬＩＳＡプレート（Nunc社製）に５０μｌ／
ウエル分注し、４℃一晩放置することによりＨＣＶコア
蛋白質をプレートに吸着させた。１％牛血清アルブミン
（以下、ＢＳＡと略する）を含むリン酸緩衝液含有生理
食塩水（以下、ＰＢＳ溶液と略する）でブロッキングし
た後、融合した細胞の培養上清５０μｌを各ウエルに加
えて室温で１時間反応させた。洗浄後パーオキシダーゼ
標識抗マウスＩｇＧ抗体を加え、室温１時間反応させ
た。洗浄後基質ＡＢＴＳを加え発色が見られるウエルを
選択し、ＨＣＶコア蛋白質を認識する抗体を産生するハ
イブリドーマＫＴＭ－１４５、ハイブリドーマＫＴＭ－
１５３、ハイブリドーマＫＴＭ－１５７、ハイブリドー
マＫＴＭ－１６３およびハイブリドーマＫＴＭ－１６７
を取得した。該ハイブリドーマをそれぞれプリスタン等
で処理したマウス腹腔に移植し腹水中に産生されてくる
モノクローナル抗体を取得した。該モノクローナル抗体
の精製は常法（富山朔二編、単クローン性抗体実験マニ
ュアル、講談社）に従いプロテインＡカラムを用いて精
製した。得られた抗体はそれぞれＫＴＭ－１４５，ＫＴ
Ｍ－１５３、ＫＴＭ－１５７、ＫＴＭ－１６３およびＫ
ＴＭ－１６７と命名した。
【００４９】参考例３  モノクローナル抗体の反応特異
性
参考例２で得られたモノクローナル抗体の反応特異性は
ＨＣＶコア蛋白質または大腸菌のライゼートを吸着させ
た９６ウエルマイクロタイタープレートを用いて確認し
た。その結果、ＫＴＭ－１４５、ＫＴＭ－１５３、ＫＴ
Ｍ－１５７、ＫＴＭ－１６３およびＫＴＭ－１６７はＨ
ＣＶコア蛋白質と特異的に反応することが確認された。
また同様にウエスタンブロットでも同様の反応性を確認
した。さらにＨＣＶコア蛋白質の部分ペプチドを用いて
抗体の認識するＨＣＶコア蛋白質のエピトープを解析し
た結果、ＫＴＭ－１４５はＨＣＶコア蛋白質のＮ末から
４１番目～５０番目を、ＫＴＭ－１５３は１１番目～３
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０番目を、ＫＴＭ－１５７は３１番目～５０番目を、Ｋ
ＴＭ－１６３とＫＴＭ－１６７は２１番目～４０番目を
それぞれ認識することが確認された。
【００５０】参考例４  アルカリ性ホスファターゼ標識
モノクローナル抗体の作製法
参考例２で取得したモノクローナル抗体とアルカリ性ホ
スファターゼ（ベーリンガー・マンハイム社製）を常法
（石川栄治著、酵素免疫測定法、医学書院発行）に従い
マレイミド法によって結合させた。モノクローナル抗体
５ｍｇを５０ｍＭトリスバッファー（ｐＨ８）で透析
し、イミノチオランを用いてスルフヒドリル化した。イ
ミノチオラン化した抗体はセファデックスＧ－２５カラ
ム（ファルマシア社製）でフリーのイミノチオランを除
去した。アルカリ性ホスファターゼは、マレイミド試薬
ＳＭＣＣ（ピアス社製）を用いてマレイミド化し、Ｇ－
２５カラムでフリーのＳＭＣＣを除去した。
【００５１】上述のスルフヒドリル化したモノクローナ
ル抗体とマレイミド化したアルカリ性ホスファターゼを
混合し、４℃で一晩反応させた。反応後生成したアルカ
リ性ホスファターゼで標識化されたモノクローナル抗体
をセファクリルＳ－２００カラム（ファルマシア社製）
で精製した。精製したアルカリ性ホスファターゼ標識抗
体は標識抗体希釈液［５０ｍＭトリスバッファー（ｐＨ
７．６）、１０ｍＭ塩化マグネシウム、０．１ｍＭ塩化
亜鉛、２０％ブロックエース（大日本製薬社製）を含む
水溶液］で所定濃度に希釈し酵素標識免疫測定法（ＥＬ
ＩＳＡ）に用いた。
【００５２】参考例５  抗ＨＣＶコア蛋白質抗体を固定
した固相の作製
参考例２で得られたモノクローナル抗体を終濃度５μｇ
／ｍＬになるように０．１％アジ化ナトリウムを含むＰ
ＢＳで希釈し、固相用の９６穴マイクロタイタープレー
トの各ウエルに２００μｌずつ添加した。４℃で１晩静
置後、ＰＢＳで洗浄し、０．１％ＢＳＡを含むＰＢＳを
３００μｌ加え４℃で１晩静置しブロッキングした。
【００５３】参考例６  パーオキシダーゼ酵素標識モノ
クローナル抗体の作製
参考例２で得られたモノクローナル抗体とパーオキシダ
ーゼ（東洋紡社製）とを常法（石川栄治著、酵素免疫測
定法、医学書院発行）に従いマレイミド法によって結合
させた。モノクローナル抗体５ｍｇを５０ｍＭトリスバ
ッファー（ｐＨ８）で透析し、イミノチオランを用いて
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スルフヒドリル化した。イミノチオラン化した抗体はセ
ファデックスＧ－２５カラム（ファルマシア社製）でフ
リーのイミノチオランを除去した。パーオキシダーゼ
は、マレイミド試薬ＳＭＣＣ（ピアス社製）を用いてマ
レイミド化し、セファデックスＧ－２５カラムでフリー
のＳＭＣＣを除去した。
【００５４】上述のスルフヒドリル化したモノクローナ
ル抗体とマレイミド化したパーオキシダーゼとを混合
し、４℃で一晩反応させ、パーオキシダーゼで標識化さ
れたモノクローナル抗体を取得し、セファクリルＳ－２
００カラム（ファルマシア社製）で精製した。精製した
標識抗体は標識抗体希釈液［５０ｍＭトリスバッファー
（ｐＨ７．６）、１０ｍＭ塩化マグネシウム、０．１ｍ
Ｍ塩化亜鉛、２０％ブロックエース（大日本製薬社製）
を含む水溶液］で所定濃度に希釈しＥＬＩＳＡに用い
た。
【００５５】実施例１  遺伝子組換えＨＣＶコア蛋白質
の測定
参考例１で得られた遺伝子組換えＨＣＶコア蛋白質を０
または１００ｐｇ／ｍＬとなるよう０．１％ＢＳＡを含
むＰＢＳで希釈した。
【００５６】希釈された遺伝子組換えＨＣＶコア蛋白質
溶液を参考例５で作製されたマイクロプレート上の各ウ
エルへ２００μｌずつ添加し、室温で１時間反応させ
た。洗浄液（ＡＭＰＡＫ増感系試薬添付、ダコ社製）で
洗浄後、参考例４で得られた標識抗体を添加した。標識
抗体は５０ｍＭトリスバッファー（ｐＨ７．６）、１０
ｍＭ塩化マグネシウム、０．１ｍＭ塩化亜鉛、２０％ブ
ロックエース（大日本製薬社製）および０～３Ｍの塩化
ナトリウムを含む溶液で希釈して用い、各ウエルへ２０
０μｌずつ添加した。室温で１時間攪拌反応後、洗浄液
で洗浄後、発色試薬である酵素サイクリング反応試薬
（ダコ社製）２００μＬを添加し室温で攪拌しながら２
０分間反応させた。該試薬に添付されている停止液を１
００μｌ添加し、主波長４９０ｎｍ、副波長６６０ｎｍ
で吸光度を測定した。本実験では固相用としてＫＴＭ－
１４５をアルカリ性ホスファターゼ標識用としてＫＴＭ
－１６３を用いた。
【００５７】結果を第１表に示す。第１表中、各抗原濃
度に対する数字は吸光度（Ａｂｓ）を示す。
【００５８】
【表１】
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【００５９】標識抗体を含む希釈液中の塩化ナトリウム
濃度を高めることで、抗原のない試験区（０ｐｇ／ｍ
Ｌ）では、塩化ナトリウム濃度を高めても吸光度はほと
んど変化しないのに対し、抗原が存在する試験区（１０
０ｐｇ／ｍＬ）では、塩化ナトリウム濃度を高めること
により得られる吸光度が増加した。表中、Ｓ／Ｎ比と
は、抗原非存在区（０ｐｇ／ｍＬ）での吸光度に対する
抗原存在区（１００ｐｇ／ｍＬ）での吸光度の比を示
す。塩化ナトリウムを添加することで、Ｓ／Ｎ比が増加
し、抗原をより高感度に検出することが可能となること
が判る。すなわち、塩化ナトリウムを使用しない場合、
抗原が存在しても吸光度の増加が抗原非存在検体に比べ
わずかしかなく、抗原陽性と判定できないサンプルで
も、本発明の方法を適用することにより、抗原陽性と判
定できることを示している。
【００６０】実施例２  遺伝子組換えＨＣＶコア蛋白質
の測定
参考例１で得られた遺伝子組換えＨＣＶコア蛋白質を０
～２０ｐｇ／ｍＬの濃度範囲になるよう０．１％ＢＳＡ
を含むＰＢＳで希釈した。
【００６１】希釈された遺伝子組換えＨＣＶコア蛋白質*
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*溶液を参考例５で作製されたマイクロプレートの各ウエ
ルへ２００μｌずつ添加し、室温で１時間反応させた。
洗浄液（ＡＭＰＡＫ増感系試薬添付、ダコ社製）で洗浄
後、参考例４で得られた標識抗体を添加した。標識抗体
は５０ｍＭトリスバッファー（ｐＨ７．６）、１０ｍＭ
塩化マグネシウム、０．１ｍＭ塩化亜鉛、２０％ブロッ
クエース（大日本製薬社製）および０～２Ｍの塩化ナト
リウムを含む溶液で希釈して用い、各ウエルへ２００μ
ｌずつ添加した。室温で１時間攪拌反応後、洗浄液で洗
浄後、発色試薬である酵素サイクリング反応試薬（ダコ
社製）２００μＬを添加し室温で攪拌しながら４０分間
反応させた。該試薬に添付されている停止液を１００μ
ｌ添加し、主波長４９０ｎｍ、副波長６６０ｎｍで吸光
度を測定した。本実験では固相用としてＫＴＭ－１４５
をアルカリ性ホスファターゼ標識用としてＫＴＭ－１６
３を用いた。
【００６２】結果を第２表に示す。第２表中、各抗原濃
度に対する数字は吸光度（Ａｂｓ）を示す。
【００６３】
【表２】

【００６４】標識抗体を含む希釈液中の塩化ナトリウム
濃度を高めることで、抗原のない試験区では、塩化ナト
リウム濃度を高めても吸光度はほとんど変化しないのに
対し、抗原が存在する試験区では、塩化ナトリウム濃度
を高めることにより得られる吸光度が増加した。このこ
とは、塩化ナトリウムを使用しない場合、抗原が存在し
ても吸光度の増加が、抗原非存在検体に比べわずかしか
なく、抗原陽性と判定できないサンプルでも、本発明の

方法を適用することにより、抗原陽性と判定できること
を示している。
【００６５】実施例３  検出限界
参考例１で取得された遺伝子組換えＨＣＶコア蛋白質を
０～１０ｐｇ／ｍＬの濃度範囲になるよう０．１％ＢＳ
Ａを含むＰＢＳで希釈した。
【００６６】希釈された遺伝子組換えＨＣＶコア蛋白質
溶液を参考例５で得られたマイクロプレートの各ウエル
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へ２００μｌずつ添加し、室温で１時間反応させた。洗
浄液（ＡＭＰＡＫ増感系試薬添付、ダコ社製）で洗浄
後、参考例４で得られた標識抗体を添加した。標識抗体
は５０ｍＭトリスバッファー（ｐＨ７．６）、１０ｍＭ
塩化マグネシウム、０．１ｍＭ塩化亜鉛、２０％ブロッ
クエース（大日本製薬社製）および０または１Ｍの塩化
ナトリウムを含む溶液で希釈して用い、各ウエルへ２０
０μｌずつ添加した。室温で１時間攪拌反応後、洗浄液
で洗浄後、発色試薬である酵素サイクリング反応試薬
（ダコ社製）１００μＬを添加し室温で攪拌しながら３*

18
*０分間反応させた。該試薬に添付されている停止液を１
００μｌ添加し、主波長４９０ｎｍ、副波長６６０ｎｍ
で吸光度を測定した。本実験では固相用としてＫＴＭ－
１４５をアルカリ性ホスファターゼ標識用としてＫＴＭ
－１６３を用いた。
【００６７】結果を第３表に示す。第３表中、各塩濃度
に対する数字は吸光度（Ａｂｓ）を示す。
【００６８】
【表３】

【００６９】標識抗体を含む希釈液中の塩化ナトリウム
濃度を高めることで、抗原の存在を検出できる抗原濃度
が極めて低濃度となった。第３表に示すように、塩化ナ
トリウム無添加では１ｐｇ／ｍＬで抗原０の吸光度と１
０ｍＡｂｓオーダーの差が認められるのみであるのに対
し、１Ｍの塩化ナトリウムを添加することにより、０．
１２５ｐｇ／ｍＬで抗原０の吸光度と１０ｍＡｂｓオー
ダーの差が認められ検出感度が向上した。
【００７０】比較例１
参考例１で取得された遺伝子組換えＨＣＶコア蛋白質を
０、１０、１００または１０００ｐｇ／ｍＬとなるよう
０．１％ＢＳＡを含むＰＢＳで希釈した。
【００７１】希釈された遺伝子組換えＨＣＶコア蛋白質
溶液を参考例５で作製されたマイクロプレートの各ウエ
ルへ２００μｌずつ添加し、室温で１時間反応させた。
洗浄液（ＡＭＰＡＫ増感系試薬添付、ダコ社製）で洗浄*

*後、参考例６で得られたパーオキシダーゼ標識抗体を添
加した。標識抗体は５０ｍＭトリスバッファー（ｐＨ
７．２）、０．１％ＢＳＡおよび０～４Ｍの塩化ナトリ
ウムを含む溶液で希釈して用い、各ウエルへ２００μｌ
ずつ添加した。室温で１時間攪拌反応後、洗浄液で洗浄
後、発色試薬であるＴＭＢ（テトラメチルベンジジン、
インタージェン社製）２００μＬを添加し室温で攪拌し
ながら３０分間反応させた。１Ｎ硫酸を１００μｌ添加
し発色反応を停止させ、主波長４５０ｎｍ、副波長６６
０ｎｍで吸光度を測定した。本実験では固相用としてＫ
ＴＭ－１４５をパーオキシダーゼ標識用としてＫＴＭ－
１６３を用いた。
【００７２】結果を第４表に示す。第４表中、各抗原濃
度に対する数字は吸光度（Ａｂｓ）を示す。
【００７３】
【表４】

【００７４】パーオキシダーゼ標識抗体を用いた場合、 抗原が存在しない反応系では塩化ナトリウムを添加する
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と反応特異性が低下した。また、抗原の存在する反応系
で塩化ナトリウム濃度を上げても反応特異性の向上は認
められなかった。
【００７５】実施例４  ヒト検体の測定
特開平８－２９４２７号公報記載の方法でヒト血清を処
理した。すなわち、血清検体２００μｌに２０％のＰＥ
Ｇ４０００を５０μｌ加え、氷上で１時間静置した。４
０００×ｇ，５分間，４℃の条件で遠心分離後、沈殿画
分を５０ｍＭトリス緩衝液（ｐＨ８．０）５０μｌで懸
濁し、さらに０．５Ｍの水酸化ナトリウム溶液を５０μ*

20
*ｌ加え３７℃，３０分間処理した。その後０．３％のト
リトンＸ－１００を含む０．５Ｍのリン酸水素ナトリウ
ム溶液５０μＬで中和した。最後に０．１％ＢＳＡ－Ｐ
ＢＳ溶液３００μＬを加えて３倍に希釈し測定用の溶液
とした。測定対象は抗ＨＣＶ抗体陽性の血清検体（Ｕｎ
ｉ－２および０４０１）と対照として正常人の血清検体
を用い、実施例１と同様に試験し吸光度（Ａｂｓ）を測
定した。結果を第５表に示す。
【００７６】
【表５】

【００７７】第５表に示すように、正常人血清検体を用
いたときは標識抗体を含む溶液中の塩化ナトリウム濃度
を高めても吸光度がわずかにしか増加しないが、抗ＨＣ
Ｖ抗体陽性血清検体を用いたときは、標識抗体を含む溶
液中の塩化ナトリウム濃度を高めることにより、得られ
る吸光度が増加した。これによりより低濃度の抗原を含
む検体でも抗原陽性判定が可能となる。またＳ／Ｎ比よ
り、塩化ナトリウム濃度は、０．５～３Ｍ、特に１～３
Ｍで感度が大幅に上昇することがわかる。
【００７８】実施例５  検体の塩酸グアニジンとアルカ
リ処理
血清検体２００μｌに２０％のＰＥＧ４０００を５０μ
ｌ加え、氷上で１時間静置した。４０００×ｇ，５分
間，４℃の条件で遠心分離後、沈殿を０～８Ｍの塩酸グ*

*アニジンを含む５０ｍＭトリス緩衝液（ｐＨ８．０）５
０μｌで懸濁し変性させた。さらに０．５Ｍの水酸化ナ
トリウム溶液を５０μｌ加え３７℃，３０分間処理後、
０．５Ｍのリン酸水素ナトリウム溶液で中和した。その
後０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳ溶液で３倍に希釈し測定用の
溶液とした。測定は、塩化ナトリウム濃度を１Ｍとする
以外は実施例４と同様の方法で行った。測定対象は正常
人血清検体、抗ＨＣＶ抗体陽性の３血清検体（Ｕ－１
９、Ｕ－２１およびＵ－２９）を用いた。結果を第６表
に示す。第６表中、各検体に対する数字は吸光度（Ａｂ
ｓ）を示す。
【００７９】
【表６】

【００８０】第６表に示されるように塩酸グアニジンの
濃度依存的に吸光度が上昇することがわかる。
【００８１】実施例６
ウレアと塩酸グアニジンを用いて、実施例５と同様な手
法で試験した。ウレアの濃度は１０Ｍとし塩酸グアニジ
ンの濃度は８Ｍとした。検体は正常人血清検体と抗ＨＣ

Ｖ抗体陽性の４血清検体（１０４，１０６、１８７およ
び１９７）を用いた。結果を第７表に示す。第７表中、
各処理試薬に対する数字は吸光度（Ａｂｓ）を示す。
【００８２】
【表７】
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【００８３】第７表に示すように、検体１０４および検
体１９７では、ウレア処理した場合は正常人血清と吸光
度の顕著な差は認められず、陽性を判定できなかった
が、塩酸グアニジンで血清を処理することで陽性と判定
できた。
【００８４】実施例７  アルカリ処理における温度検討
実施例６においてアルカリ処理における温度条件を代え

22

る以外は実施例６と同様に試験した。血清検体は、６、
９および１３８を用い、アルカリ処理における温度は３
７℃、５０℃、７０℃、１００℃とした。結果を第８表
に示す。第８表中、各検体に対する数字は吸光度（Ａｂ
ｓ）を示す。
【００８５】
【表８】

【００８６】第８表に示すように、血清のアルカリ処理
温度は５０℃近傍が好ましいことがわかる。
【００８７】実施例８  各種検出方法との比較
本発明による測定は以下の通り行った。各種血清検体２
００μｌに２０％のＰＥＧ４０００を５０μｌ加え、氷
上で１時間静置した。４０００×ｇ，５分間，４℃で遠
心分離後、沈殿を８Ｍの塩酸グアニジンを含む５０ｍＭ
トリス緩衝液（ｐＨ８．０）５０μｌで懸濁し変性させ
た。さらに０．５Ｍの水酸化ナトリウム溶液を５０μｌ
加え５０℃，３０分間処理後、０．３％トリトンＸ－１
００を含む０．５Ｍのリン酸水素ナトリウム溶液で中和
した。その後０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳ溶液で３倍に希釈
し測定用の溶液とした。測定は、標識抗体溶液中に塩化
ナトリウムを２Ｍ使用する以外は実施例４記載の方法と

同様にして行った。
【００８８】また、ＨＣＶコア蛋白質を測定するキット
であるイムノチェック，Ｆ－ＨＣＶＡｇコア（国際試薬
社製、以下単にＨＣＶコア蛋白質測定キットという）、
抗ＨＣＶ抗体を測定するキットである第III世代抗ＨＣ
Ｖ抗体（オーソ社製、以下単に抗ＨＣＶ抗体測定キット
という）およびＰＣＲ法によりＨＣＶのＲＮＡを測定す
るキットであるアンプリコア定性（ロッシュ社製、以下
単にＲＮＡ測定キットという）の各市販試薬を用いて同
一検体を測定し本発明方法と感度を比較した。結果を第
９表に示す。第９表中、判定欄の「－」は検出できない
ことを、判定欄の「＋」は検出できることを示す。
【００８９】
【表９】
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【００９０】第９表に示すように、本発明方法によれば
ＨＣＶコア蛋白質測定キット（国際試薬社製）では検出
できない検体まで検出可能である。正常人を除くこれら
血清検体は抗ＨＣＶ抗体陽性であり、ＲＮＡ測定キット
（ロッシュ社製）で検査した検体はＨＣＶ陽性と判定さ
れている。血清検体での感度はＨＣＶコア蛋白質測定キ
ット（国際試薬社製）では１０4ウイルス／ｍＬである
が、本発明方法を用いるとＲＮＡ測定キット（ロッシュ
社製）と同等の１０3ウイルス／ｍＬが検出可能とな
る。 *

24

*【００９１】実施例９  抗体の組合わせ
固相に使用する抗体と、アルカリ性ホスファターゼ標識
する抗体の種類を代え、検体として、ＨＣＶ非感染血清
とＨＣＶ感染血清を用い、標識抗体を希釈する水溶液の
塩化ナトリウム濃度を０または１Ｍとする以外は実施例
６と同様に試験しそれぞれ吸光度を測定し、Ｓ／Ｎ比を
求めた。結果を第１０表に示す。第１０表中、各塩化ナ
トリウム濃度に対する数字はＳ／Ｎ比を示す。
【００９２】
【表１０】

【００９３】第１０表に示すように、固相に使用する抗
体と標識抗体いずれの組合わせにおいても、標識抗体を
希釈する溶液中に塩化ナトリウムを添加することで、Ｓ
／Ｎ比が増加した。このことは、ＨＣＶ感染検体がより
感度良く検出できることを示している。
【００９４】実施例１０  検出限界
検体（Ｕ１４およびＵ１９）溶液を１倍とし、正常血清
溶液で系列希釈した検体を調製した。系列希釈した検体
２００μｌに２０％のＰＥＧ４０００を５０μｌ加え、
氷上で１時間静置した。４０００×ｇ，５分間，４℃で
遠心分離後、沈殿を８Ｍの塩酸グアニジンを含む５０ｍ
Ｍトリス緩衝液（ｐＨ８．０）５０μｌで懸濁し変性さ

せた。さらに０．５Ｍの水酸化ナトリウム溶液を５０μ
ｌ加え５０℃，３０分間処理後、０．３％トリトンＸ－
１００を含む０．５Ｍのリン酸水素ナトリウム溶液で中
和した。その後０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳ溶液で３倍に希
釈し測定用の溶液とした。各希釈検体を実施例４記載の
方法で測定した。標識抗体溶液中の塩化ナトリウムの濃
度は２Ｍとした。
【００９５】参考例１で得られた既知濃度のＨＣＶコア
蛋白質を標準物質としてそれぞれ検量線を作成し、各検
体の吸光度（Ａｂｓ）からＨＣＶコア蛋白質量を求め
た。Ｕ１４検体を用いた結果を第１１表に、Ｕ１９検体
を用いた結果を第１２表にそれぞれ示す。
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【００９６】
【表１１】

【００９７】
【表１２】 *

26
*【００９８】第１１表および第１２表に示すように、本
発明の定量方法は、ＨＣＶコア蛋白質を０．１ｐｇ／ｍ
Ｌオーダーまで検出することが可能である。
【００９９】実施例１１  セロコンバージョンパネル検
体でのＨＣＶコア抗原の検出
市販セロコンバージョンパネルＰＨＶ９０８（ＢＢＩ
社）を検体として実施例８記載の方法でＨＣＶコア抗原
を測定した。ＨＣＶコア抗原は正常人の吸光度を１．０
としてそれに対する比率（Ｓ／Ｎ）で表した。
【０１００】また、該検体を抗ＨＣＶ抗体測定キット
（オルソ社製）でも測定した。抗体価はカットオフイン
デックス（Ｓ／ＣＯ）で表され、１．０以上が陽性と判
定される。結果を第１３表に示す。
【０１０１】
【表１３】

【０１０２】第１３表に示すように、本願発明の方法に
よれば、抗ＨＣＶ抗体が陽性になる前にコア抗原を検出
することができ感染初期で検出が可能であった。
【０１０３】実施例１２  ＨＣＶコア蛋白質定量用試薬
キット
下記の各試薬からなる試薬キットを構成した。
抗体コートプレート（参考例２で得られたＫＴＭ－１４
５を用いて参考例５と同様に調製したもの）
検体希釈液
（０．１％ＢＳＡを含有するＰＢＳおよび１％正常マウ
ス血清を含む水溶液）

酵素標識抗体
（参考例２で得られたＫＴＭ－１６３を参考例４と同様
に調製したもの）
標準抗原        ０ｐｇ／ｍＬおよび１０ｐｇ／ｍＬ
（参考例１で得られたＨＣＶコア蛋白質を、０．０６７
％ＢＳＡ含有ＰＢＳ、０．８９Ｍ  塩酸グアニジン、
５．５６ｍＭ  トリス緩衝液（ｐＨ８）、０．０５６Ｍ
  水酸化ナトリウム、０．０５６Ｍ  リン酸二水素ナト
リウム、０．００５％  トリトンＸ－１００を含む溶液
に、０または１０ｐｇ／ｍＬとなるように溶解したも
の）
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標識抗体希釈液
[５０ｍＭ  トリス緩衝液（ｐＨ７．６）、１０ｍＭ  
塩化マグネシウム、０．２ｍＭ  塩化亜鉛、２０％  ブ
ロックエース、２Ｍ  塩化ナトリウム、０．１％アジ化
ナトリウム、０．１％  トリトンＸ－７０５および１％
  正常マウス血清を含む]
発色試薬
[酵素サイクリング反応試薬（ＡｍｐｌｉＱ、ダコ社
製）に含まれる発色試薬］
停止液
［酵素サイクリング反応試薬（ＡｍｐｌｉＱ、ダコ社
製）に含まれる停止液］
【０１０４】沈殿試薬
（２０％ＰＥＧ４０００）
分散試薬
［８Ｍ塩酸グアニジンおよび５０ｍＭトリス緩衝液（ｐ*
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*Ｈ８）］
アルカリ試薬
（０．５Ｍ  水酸化ナトリウム溶液）
中和試薬
（０．５Ｍリン酸二水素ナトリウムおよび０．３％トリ
トンＸ－１００）
【０１０５】
【発明の効果】本発明はＣ型肝炎の原因であるＨＣＶ由
来の抗原を感度良く検出するための免疫測定方法と免疫
測定方法に用いる試薬およびキットを提供する。本発明
により、従来のＨＣＶコア抗原測定系では検出できない
検体を感度良く検出することができ、ＨＣＶの抗原検査
に幅広く活用できる。またＰＣＲによる高感度な遺伝子
測定法と同等な感度を有する免疫測定を簡便に構築で
き、医学分野へ幅広く貢献できる。
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