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(54)【発明の名称】 抗原含有緩衝水溶液

(57)【要約】
【課題】 免疫測定用の抗原標準溶液中の抗原の失活を
防止し、安定保存できる抗原含有緩衝水溶液を提供す
る。
【解決手段】  緩衝水溶液中の塩が、ハロゲン化アルカ
リ金属塩及び／又はその他の塩からなり、ハロゲン化ア
ルカリ金属塩の含有量が緩衝水溶液の単位容積当たり０
～２０ミリモル／リットルであることを特徴とする抗原
含有緩衝水溶液を用いる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  緩衝水溶液中の塩が、ハロゲン化アルカ
リ金属塩及び／又はその他の塩からなり、ハロゲン化ア
ルカリ金属塩の含有量が緩衝水溶液の単位容積当たり０
～２０ミリモル／リットルであることを特徴とする抗原
含有緩衝水溶液。
【請求項２】  抗原が、糖鎖抗原である請求項１記載の
緩衝水溶液。
【請求項３】  抗原が、ＣＡ１２５である請求項１記載
の緩衝水溶液。
【請求項４】  請求項１～３のいずれか記載の緩衝水溶
液を、抗原標準水溶液として用いる免疫測定用キット。
【請求項５】  請求項１～３のいずれか記載の緩衝水溶
液を、抗原標準水溶液として用いる免疫測定方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、抗原含有緩衝水溶
液に関する。さらに詳しくは、免疫測定用の抗原標準水
溶液中の抗原の失活を防止し、安定保存できる抗原含有
緩衝水溶液に関するものである。
【０００２】
【従来の技術】従来、免疫測定において、抗原標準溶液
中の抗原の失活を防止するために、①凍結乾燥等により
水分を除去し固体状で保存し、使用時に水溶液とする方
法、②抗原含有水溶液に牛血清アルブミンや血清等のタ
ンパク質及び塩化ナトリウムを添加する方法が知られて
いる｛佐々木  實，免疫化学的同定法（第３版），東京
化学同人，１９９３；石川榮治，超高感度酵素免疫測定
法，学会出版センター，１９９３｝。
【０００３】
【発明が解決しようとする課題】しかしながら、①の方
法は、保存安定性が良い反面、使用時に水溶液としなけ
ればならないため、操作が煩雑になり、また、濃度誤差
が生じ、測定誤差が生じるという問題点がある。さら
に、水溶液とした後は抗原が徐々に失活し濃度誤差が生
じ、測定誤差が生じるという問題点がある。②の方法で
は、通常の抗原は、冷蔵（２～１０℃）で１年間保存可
能であるが、一部の抗原は冷蔵条件でも不安定なものが
あるという問題点がある。さらに、免疫測定を行う際
に、室温では抗原が徐々に失活し測定誤差が生じるとい*
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*う問題点がある。
【０００４】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、上記問題
を解決すべく鋭意検討した結果、ハロゲン化アルカリ金
属塩濃度を一定範囲内とすることで、水溶液中でも抗原
の失活が少なく、長期間安定保存できる抗原含有緩衝水
溶液を見い出し、本発明に到達した。すなわち、本発明
の抗原含有緩衝水溶液の特徴は、緩衝水溶液中の塩が、
ハロゲン化アルカリ金属塩及び／又はその他の塩からな
り、ハロゲン化アルカリ金属塩の含有量が緩衝水溶液の
単位容積当たり０～２０ミリモル／リットルである点に
ある。
【０００５】
【発明の実施の形態】本発明において、ハロゲン化アル
カリ金属塩及び／又はその他の塩からなる塩は、緩衝水
溶液に、これらの塩を加えても良いが、これらの塩を加
えないことが好ましい。すなわち、これらの塩の大部分
は、緩衝水溶液の原料に起因するものであり、緩衝水溶
液の調製に伴い、中和塩として混入してくるものであ
る。
【０００６】ハロゲン化アルカリ金属塩の含有量は、緩
衝水溶液の単位容積当たり、通常０～２０ミリモル／リ
ットル、好ましくは０～１０ミリモル／リットル、さら
に好ましくは０～５ミリモル／リットル、特に好ましく
は０～１ミリモル／リットル、最も好ましくは０ミリモ
ル／リットルである。この範囲を超えると抗原含有緩衝
水溶液の保存安定性が低下する。すなわち、ハロゲン化
アルカリ金属塩の含有量が少ない程、抗原含有緩衝水溶
液の保存安定性よく、中和塩及び不純物として混入する
ものを除き、水溶液中にハロゲン化アルカリ金属塩を添
加しない方がよい。その他の塩の含有量は、緩衝水溶液
の単位容積当たり、通常５～３，０００ミリモル／リッ
トルである。なお、ハロゲン化アルカリ金属塩の含有量
は、イオンクロマトグラフィー法によりハロゲンイオン
とアルカリ金属イオンの定量を行い、化学量論的に形成
し得るハロゲン化アルカリ金属塩のモル数を算出する。
その他の塩の含有量も同様にして、算出することができ
る。
【０００７】

＜イオンクロマトグラフィー測定条件＞
カチオン分析条件（アルカリ金属イオン）
・カラム      ：Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋ  ＩＣ－Ｃ１（島津製作所製）
・移動相      ：５ｍＭ硝酸
・流速        ：１．３ｍｌ／ｍｉｍ
・オーブン温度：４０℃
アニオン分析条件例（ハロゲンイオン）
・カラム      ：Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋ  ＩＣ－Ａ１（島津製作所製）
・移動相      ：２．５ｍＭフタル酸及び２．４ｍＭトリス（ヒドロキシメチ
ル
）アミノエタン、１対１（容積比）混合水溶液
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・流速        ：１．３ｍｌ／ｍｉｎ
・オーブン温度：４０℃3

【０００８】ハロゲン化アルカリ金属塩としては、ハロ
ゲンとアルカリ金属とからなる塩であり、例えば、フッ
化ナトリウム、塩化リチウム、塩化カリウム、塩化ナト
リウム、臭化リチウム、臭化ナトリウム、臭化カリウ
ム、ヨウ化リチウム、ヨウ化ナトリウム、ヨウ化カリウ
ム等が挙げられる。これらのうち、好ましくないものは
塩化アルカリ金属塩であり、さらに好ましくないものは
塩化カリウム及び塩化ナトリウム、特に好ましくないも
のは塩化ナトリウムである。
【０００９】その他の塩としては、水溶性無機塩及び／
又は水溶性有機塩であり、水溶性無機塩として、例え
ば、リン酸二水素カリウム、リン酸水素二ナトリウム、
炭酸カリウム、炭酸ナトリウム、炭酸水素カリウム、炭
酸水素ナトリウム等が挙げられる。また、水溶性有機塩
として、例えば、シュウ酸水素カリウム、フタル酸水素
カリウム、酢酸ナトリウム、酢酸カリウム、クエン酸ナ
トリウム、バルビタールナトリウム等が挙げられる。こ
れらのうち好ましいものは、水溶性無機塩であり、さら
に好ましくはリン酸二水素カリウム及びリン酸水素二ナ
トリウムである。
【０００１０】本発明の抗原含有緩衝水溶液のｐＨは、
通常４．０～１２．０、好ましくは６．０～９．０であ
る。また、本発明の緩衝水溶液は、弱酸とその塩との混
合水溶液、弱塩基とその塩との混合水溶液及び／又は両
性電解質とその塩を必須の構成成分として含有してなる
ものである。弱酸としては、無機弱酸と有機弱酸が使用
でき、無機弱酸としては、例えば、炭酸及びリン酸等が
挙げられる。有機弱酸としては、例えば、フタル酸、ク
エン酸、β，β’－ジメチルグルタル酸、コハク酸、酢
酸、マレイン酸、ホウ酸等が挙げられる。弱塩基として
は、例えば、トリエタノールアミン、ジエタノールアミ
ン、グリシンアミド、トリス（ヒドロキシメチル）アミ
ノエタン等が挙げられる。
【００１１】両性電解質としては、例えば、グリシン、
ヒスチジン、２－（Ｎ－モノホリノ）エタンスルホン
酸、２，２－ビス（ヒドロキシメチル）－２，２’，
２”－ニトリロトリエタノール、Ｎ－（２－アセトアミ
ド）イミノ２酢酸、ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス（２－
エタンスルホン酸）、Ｎ－（２－アセトアミド）－２－
アミノエタンスルホン酸、Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキ
シエチル）－２－アミノエタンスルホン酸、３－（Ｎ－
モルホリノ）プロパンスルホン酸、Ｎ－トリス（ヒドロ
キシメチル）メチル－２－アミノエタンスルホン酸、Ｎ
－２－ヒドロキシエチルピペラジン－Ｎ’－２－エタン
スルホン酸、アセトアミノグリシン、５，５－ジエチル
バルビツル酸、Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）メチル
グリシン、グリシルグリシン、Ｎ－トリス（ヒドロキシ
メチル）メチル－２－アミノプロパンスルホン酸、Ｎ，

4
Ｎ－ビス（２－ヒドロキシエチル）グリシン、シクロヘ
キシルアミノエタンスルホン酸、シクロヘキシルアミノ
プロパンスルホン酸等があげられる。これらのうち、好
ましくは無機弱酸であり、さらに好ましくはリン酸であ
る。
【００１２】弱酸の塩は、弱酸に塩基を作用させて調製
されるものであり、塩基としては、例えば、水酸化カリ
ウム、水酸化ナトリウム等の水中で解離度の高い塩基が
使用できる。これらのうち、好ましい塩基は、水酸化ナ
トリウムである。弱塩基の塩は、弱塩基に酸を作用させ
て調製されるものであり、酸としては、例えば、塩酸、
硝酸、硫酸、次亜塩素酸等の水中で解離度の高い酸が使
用できる。これらのうち、好ましい酸は、塩酸である。
本発明の緩衝水溶液を目的のｐＨに微調整するため、上
記の弱酸、弱塩基、酸及び／又は塩基を適宜組み合わせ
ることができるが、緩衝水溶液中のハロゲン化アルカリ
金属塩の含有量が０～２０ミリモル／リットルとなるよ
うに調製する必要がある。なお、ハロゲン化アルカリ金
属塩の好ましい含有量は、０～１０ミリモル／リット
ル、さらに好ましくは０～５ミリモル／リットル、特に
好ましくは０～１ミリモル／リットル、最も好ましくは
０ミリモル／リットルである。
【００１３】本発明において、抗原としては、例えば、
糖鎖抗原、癌胎児性蛋白、血清蛋白、ホルモン、酵素、
ウイルス等が使用できる。糖鎖抗原としては、例えば、
ＣＡ１２５、ＣＡ１９－９、ＣＡ５０、ＫＭ０１、ＤＵ
－ＰＡＮ－２、ＳＬＡ２－６、シアリルＳＳＥＡ－１、
ＫＭ９３、ＣＳＬＥＸ、ＮＣＣ－ＳＴ－４３９、ＣＡ７
２．４、ＳＴＮ、ＣＡ５４／６１、ＣＡ６０２、ＣＡ１
３０及びＣＡ１５－３等が挙げられる。癌胎児性蛋白と
しては、例えば、α－フェトプロテイン（ＡＦＰ）、癌
胎児性抗原（ＣＥＡ）、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）、Ｃ
ＹＦＲＰ、ＳＣＣ及びＰｒｏＧＲＰ等が挙げられる。血
清蛋白としては、例えば、β２－ミクログロブリン、フ
ェリチン、免疫グロブリンＥ（ＩｇＥ）、Ｃ反応性蛋白
（ＣＲＰ）、トロポニンＴ及びミオグロビン等が挙げら
れる。
【００１４】ホルモンとしては、例えば、インスリン、
甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、卵巣刺激ホルモン（Ｆ
ＳＨ）、ヒト絨毛性ゴナドトロピン（ｈＣＧ）、黄体形
成ホルモン（ＬＨ）、プロラクチン及び副腎皮質刺激ホ
ルモン（ＡＣＴＨ）等が挙げられる。酵素としては、例
えば、神経性特異エノラーゼ（ＮＳＥ）等が挙げられ
る。ウイルスとしては、例えば、ＨＢｓ、ＨＢｅ、ＨＣ
Ｖ及びＨＩＶ等が挙げられる。これらのうち好ましいも
の糖鎖抗原であり、特に好ましいものはＣＡ１２５であ
る。含有量は、抗原の種類及び抗原標準溶液として用い
られる免疫測定キットによって様々ではあるが、ＣＡ１
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２５の場合、緩衝水溶液の単位容積当たり、通常０～１
０００Ｕ／ｍｌである。
【００１５】本発明の緩衝水溶液には、他の成分として
タンパク質、防腐剤を添加することができる。タンパク
質としては、アルブミン、カゼイン等が使用できる。ア
ルブミンとしては、例えば、牛血清アルブミン、ウサギ
血清アルブミン、マウス血清アルブミン、オバルブミ
ン、コナルブミン及びラクトアルブミン等が挙げられ
る。カゼインとしては、例えば、α－カゼイン、β－カ
ゼイン、γ－カゼイン、κ－カゼイン、λ－カゼイン及
び加水分解カゼイン等が挙げられる。これらのうち好ま
しくはアルブミンであり、特に好ましく牛血清アルブミ
ンである。タンパク質を添加する場合、タンパク質の添
加量は、緩衝水溶液の単位容積当たり、通常１～１００
ｍｇ／ｍｌ、好ましくは１～５０ｍｇ／ｍｌである。
【００１６】防腐剤としては、例えば、アジ化ナトリウ
ム、トルエン及びチモール等が挙げられる。このうち好
ましくは、アジ化ナトリウムである。防腐剤を添加する
場合、防腐剤の添加量は、緩衝水溶液の単位容積当た
り、通常０．０１～１０ｍｇ／ｍｌ、好ましくは０．１
～５ｍｇ／ｍｌである。
【００１７】本発明の抗原含有緩衝水溶液は、公知の調
整法で得ることができ、例えば、脱イオン水に各成分を
添加し、均一に攪拌溶解する方法や緩衝水溶液を調製し
ておき、これに抗原を溶解する方法等が挙げられる。な
お、抗原は室温以下で溶解することが望ましい。
【００１８】本発明の緩衝水溶液は、酵素免疫測定方
法、放射線免疫測定方法、免疫比濁方法等の公知の免疫
測定方法｛例えば、佐々木  實，免疫化学的同定法（第
３版），東京化学同人，１９９３；石川榮治，超高感度
酵素免疫測定法，学会出版センター，１９９３｝に好適
に用いられ、さらに酵素免疫測定方法に好適に用いられ
る。特に免疫測定方法における抗原標準液として好適に
用いられる。また、本発明の緩衝水溶液は、抗原測定用
試薬、抗原含有標準液、検体希釈液等の構成からなる免
疫測定用キットとして好適である。特に、免疫測定用キ
ットの抗原標準溶液として好適に使用される。
【００１９】
【実施例】以下、実施例により、本発明をさらに説明す
るが、本発明はこれに限定されるものではない。ハロゲ
ン化アルカリ金属塩濃度は、上記のイオンクロマトグラ
フィー法（島津製作所製ＨＩＣ－６Ａ）にて測定した。
実施例１（ＣＡ１２５含有緩衝水溶液の調製）
リン酸１水素２ナトリウム１２水和物５．１５ｇ、リン
酸２水素カリウム０．７６ｇ及び牛血清アルブミン（Ｂ
ａｙｅｒ社製）１０．０ｇを脱イオン水に均一溶解し、
合計１．０リットルとなるよう脱イオン水にて調整し、
リン酸緩衝水溶液（ｐＨ７．２）を調製した。その後、
このリン酸緩衝水溶液に、ＣＡ１２５（Ｆｉｔｚｇｅｒ
ａｌｄ社製）を添加し、ＣＡ１２５濃度が１５Ｕ／ｍ
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ｌ、１２０Ｕ／ｍｌ、４８０Ｕ／ｍｌの各抗原含有緩衝
水溶液をそれぞれ調製した。各抗原含有緩衝水溶液中の
ハロゲン化アルカリ金属塩は、検出されなかった（イオ
ンクロマトグラフィー法による。定量限界１．４マイク
ロモル／リットル）。
【００２０】実施例２
リン酸水素二ナトリウム１２水和物５．１５ｇ、リン酸
二水素カリウム（無水和物）０．７６ｇ及び牛血清アル
ブミン（Ｂａｙｅｒ社製）１０．０ｇを脱イオン水に均
一溶解し、合計１．０リットルとなるよう脱イオン水に
て調整し、リン酸緩衝水溶液（ｐＨ７．２）を得た後、
さらに、この緩衝水溶液に１Ｍ塩酸水溶液を８．５ｇ添
加し、ｐＨ６．５のリン酸緩衝水溶液を調製した。その
後、このリン酸緩衝水溶液に、ＣＡ１２５（Ｆｉｔｚｇ
ｅｒａｌｄ社製）を添加し、ＣＡ１２５濃度が１５Ｕ／
ｍｌ、１２０Ｕ／ｍｌ、４８０Ｕ／ｍｌの各抗原含有緩
衝水溶液をそれぞれ調製した。イオンクロマトグラフィ
ー法による各抗原含有緩衝水溶液中のハロゲン化アルカ
リ金属塩の含有量は、それぞれ８．５ミリモル／リット
ルであった。
【００２１】比較例１
塩化ナトリウム１．０ｇ、リン酸水素二ナトリウム１２
水和物５．１５ｇ、リン酸二水素カリウム（無水和物）
０．７６ｇ及び牛血清アルブミン（Ｂａｙｅｒ社製）１
０．０ｇを脱イオン水に均一溶解し、合計１．０リット
ルとなるよう脱イオン水にて調整し、リン酸緩衝水溶液
（ｐＨ７．２）を得た後、さらに、この緩衝水溶液に１
Ｍ塩酸水溶液を８．５ｇ添加し、ｐＨ６．５のリン酸緩
衝水溶液を調製した。このリン酸緩衝水溶液に、ＣＡ１
２５（Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ社製）を添加し、ＣＡ１２
５濃度が１５Ｕ／ｍｌ、１２０Ｕ／ｍｌ、４８０Ｕ／ｍ
ｌの各抗原含有緩衝水溶液をそれぞれ調製した。イオン
クロマトグラフィー法によるハロゲン化アルカリ金属塩
の含有量は、それぞれ２５．５ミリモル／リットルであ
った。
【００２２】比較例２
塩化ナトリウム８．５ｇ、リン酸水素二ナトリウム１２
水和物５．１５ｇ、リン酸二水素カリウム（無水和物）
０．７６ｇ及び牛血清アルブミン（Ｂａｙｅｒ社製）１
０．０ｇを脱イオン水に均一溶解し、合計１．０リット
ルとなるよう脱イオン水にて調整し、リン酸緩衝水溶液
（ｐＨ７．２）を得た。このリン酸緩衝水溶液に、ＣＡ
１２５（Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ社製）を添加し、ＣＡ１
２５濃度が１５Ｕ／ｍｌ、１２０Ｕ／ｍｌ、４８０Ｕ／
ｍｌの各抗原含有緩衝水溶液をそれぞれ調製した。イオ
ンクロマトグラフィー法によるハロゲン化アルカリ金属
塩の含有量は、それぞれ１４５ミリモル／リットルであ
った。
【００２３】評価
実施例１及び２並びに比較例１及び２で調製したＣＡ１



(5) 特開２００１－２８１２４７
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２５含有緩衝水溶液（各濃度）を４℃と２５℃とで保存
し、作製時、６月後、１年後及び２年後のＣＡ１２５濃
度を、免疫測定用キット｛スフィアライト  ＣＡ１２５
（三洋化成工業（株）製）｝を用いて、自動化学発光酵
素免疫分析装置｛スフィアライト１８０（オリンパス光*

8
*学工業（株）製）｝で測定した。その結果を表１に示
す。
【００２４】
【表１】

【００２５】表１からわかるように、実施例１及び２の
ＣＡ１２５含有緩衝水溶液は、４℃、２５℃いずれも保
存定性が良好であった。これに対し、比較例１及び２
は、４℃、２５℃いずれもＣＡ１２５含有緩衝水溶液中
のＣＡ１２５濃度が経日的に増加した。通常、抗原が経
日変化を起こす場合は、失活により濃度が経日的に減少
するが、比較例の場合は、濃度が経日的に増加してい
る。これは、水溶液中でＣＡ１２５の免疫反応性が変化
し、見かけＣＡ１２５濃度が上昇したためと推定され
る。

【００２６】
【発明の効果】本発明の抗原含有緩衝水溶液は、抗原活
性を安定に長期間維持することができるため、極めて高
い精度と再現性で免疫測定ができる。さらに、従来行わ
れていた凍結乾燥・抗原の溶解といった煩雑な調整操作
が全く不必要となるとなるのに加え、溶解の際に生じる
濃度差による誤差の発生がなくなる。従って、本発明の
抗原含有緩衝水溶液は、免疫測定における標準試薬等の
長期の保存安定性を要求される用途に極めて好適であ
る。
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