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(57)【要約】
【課題】　簡便で、かつ、高感度な試料中の、可溶性イ
ンターロイキン－２受容体（ｓＩＬ－２Ｒ）の測定方法
を提供する。
【解決手段】　以下の工程を含むことを特徴とする、試
料中のｓＩＬ－２Ｒの測定方法。
（１）試料を濃縮することなく、試料中のｓＩＬ－２Ｒ
を、水性媒体中で、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若
しくはそのフラグメントが固定化された磁性粒子と反応
させる工程；
（２）ｓＩＬ－２Ｒに結合する第２抗体若しくはそのフ
ラグメントを、水性媒体中で、工程（１）で生成した免
疫複合体を固定化する磁性粒子と反応させる工程；
（３）工程（２）後の反応混合物中の磁性粒子を磁力に
より集めて、磁力により集められた磁性粒子とそれ以外
の反応液とを分離する工程；及び、
（４）工程（３）で分離された磁性粒子上の第２抗体若
しくはそのフラグメントを測定する工程。
【選択図】　図２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の可溶性インターロイキン－２受容体（以下、ｓＩＬ－２Ｒと記す）の測定方法
であって、以下の工程（１）～（５）を含むことを特徴とする方法。
（１）試料を濃縮することなく、試料中のｓＩＬ－２Ｒを、水性媒体中で、ｓＩＬ－２Ｒ
に結合する第１抗体若しくはそのフラグメントが固定化された磁性粒子と反応させる工程
；
（２）工程（１）後の反応混合物中の磁性粒子を磁力により集めて、磁力により集められ
た磁性粒子とそれ以外の反応液とを分離する工程；
（３）ｓＩＬ－２Ｒに結合する第２抗体若しくはそのフラグメントを、水性媒体中で、工
程（１）で生成したｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグメントとｓＩＬ
－２Ｒの免疫複合体が固定化された磁性粒子と反応させる工程；
（４）工程（３）後の反応混合物中の磁性粒子を磁力により集めて、磁力により集められ
た磁性粒子とそれ以外の反応液とを分離する工程；及び、
（５）工程（４）で分離された磁性粒子上の第２抗体若しくはそのフラグメントを測定す
る工程。
【請求項２】
　工程（１）及び／又は工程（３）が、塩類共存下に行われる請求項１記載の方法。
【請求項３】
　工程（１）及び／又は工程（３）が、ポリエチレングリコール誘導体共存下に行われる
請求項１又は２記載の方法。
【請求項４】
　ポリエチレングリコール誘導体が、ポリエチレングリコール、ポリオキシエチレンアル
キルフェニルエーテル又はポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステルである請求項３
記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、可溶性インターロイキン－２受容体の測定方法、及び、可溶性インターロイ
キン－２受容体の測定用試薬に関する。
【背景技術】
【０００２】
　インターロイキン－２受容体（以下、ＩＬ－２Ｒと記す）はα鎖、β鎖、γ鎖から構成
されているが、α鎖の一部が細胞上から遊離した可溶性インターロイキン－２受容体（以
下、ｓＩＬ－２Ｒと記す）が血中に存在することが知られている（特許文献１、非特許文
献１参照）。ｓＩＬ－２Ｒは活性化Ｔ細胞、Ｂ細胞によって産生されるために、生体の免
疫防御機構の活性化、Ｔ細胞系及びＢ細胞系などの活性化に伴い血中のｓＩＬ－２Ｒが上
昇することが報告されている。血清中のｓＩＬ－２Ｒ濃度は、慢性関節リウマチ、全身性
エリテマトーデス（ＳＬＥ）などの自己免疫疾患や、ウイルス性肝炎、後天性免疫不全症
候群（ＡＩＤＳ）などのウイルス感染症の患者で高値を示し、体内の活性化リンパ球量の
指標の１つとなることが報告されている（非特許文献２参照）。また腫瘍細胞がｓＩＬ－
２Ｒを産生し、成人Ｔ細胞白血病（ＡＴＬ）や非ホジキンリンパ腫の進行と血清中のｓＩ
Ｌ－２Ｒ濃度の変動が良く相関することが知られている（非特許文献３、非特許文献４参
照）。このようにｓＩＬ－２Ｒに関して、様々な免疫系の疾患や病態との関連が報告され
ており、なかでも造血疾患の有望な血液中のマーカーと認識されている。血清中のｓＩＬ
－２Ｒ濃度は成人Ｔ細胞白血病においては病態モニタリングの指標など、非ホジキンリン
パ腫においては治療効果の判定、寛解後のモニタリング、再発の早期発見の指標などとし
て臨床的に有効活用されている。
【０００３】
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　白血病、ＡＴＬ、非ホジキンリンパ腫等の血液疾患の有効な治療法の１つに、造血幹細
胞移植がある。造血幹細胞移植を行う前には、患者の生体内に残存する腫瘍細胞を根絶さ
せ、かつ、移植されたドナーの幹細胞が拒絶されないように患者の免疫担当細胞を根絶さ
せる必要があるため、前処置として大量の抗がん剤投与や放射線照射を行う。造血幹細胞
移植後の問題として、患者の生体内の腫瘍細胞が残存していたことによる再発、患者の免
疫担当細胞が残存しドナーの幹細胞を攻撃する拒絶反応、移植されたドナーの幹細胞が患
者組織を攻撃する移植片対宿反応病（ＧＶＨＤ）がある。再発、拒絶反応及びＧＶＨＤが
起こる際に、血清中のｓＩＬ－２Ｒが上昇することが知られている。造血幹細胞移植後の
患者は生命の危険に晒されており、患者の生命の危険を回避するためには、患者への迅速
な処置が必要である。そのためには、造血幹細胞移植後のｓＩＬ－２Ｒの微量の変化を的
確に捉えることができる高感度なｓＩＬ－２Ｒの測定方法が必要である。
【０００４】
　血清又は血漿中のｓＩＬ－２Ｒ定量用試薬としては、「セルフリーＩＬ－２Ｒメデック
ス」（協和メデックス社製）、「シーメンス・イムライズＩＬ－２Ｒ　II」（シーメンス
社製）等があり、臨床の現場で使用されている。これらの試薬を用いて血清又は血漿等の
試料中に微量に存在するｓＩＬ－２Ｒを測定するには、試料をそのまま用いた測定は測定
感度の観点から困難であり、試料の濃縮操作を行わなければならない。従って、簡便で、
かつ、高感度な試料中のｓＩＬ－２Ｒの測定方法の開発が望まれていた。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開昭６２－７０７６１号公報
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】The Journal of Immunology, vol.135, No.5, p.3172～3177 (1985).
【非特許文献２】Clinical immunology and immunopathology, vol.50, No.3, p.321～33
2 (1989).
【非特許文献３】臨床病理，vol.42, No.8, p.834-842 (1994).
【非特許文献４】臨床検査，vol.35, No.1, p.87-91 (1991).
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明の目的は、簡便で、かつ、高感度な試料中のｓＩＬ－２Ｒの測定方法及び測定用
試薬を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、上記課題を解決すべく鋭意検討した結果、磁性粒子を担体として用いる
サンドイッチ法により、試料の濃縮操作を行うことなく、高感度にｓＩＬ－２Ｒを測定で
きることを見出し、本発明を完成した。すなわち、本発明は、以下の［１］～［９］に関
する。
【０００９】
［１］　試料中のｓＩＬ－２Ｒの測定方法であって、以下の工程を含むことを特徴とする
方法。
（１）試料を濃縮することなく、試料中のｓＩＬ－２Ｒを、水性媒体中で、ｓＩＬ－２Ｒ
に結合する第１抗体若しくはそのフラグメントが固定化された磁性粒子と反応させる工程
；
（２）ｓＩＬ－２Ｒに結合する第２抗体若しくはそのフラグメントを、水性媒体中で、工
程（１）で生成したｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグメントとｓＩＬ
－２Ｒの免疫複合体が固定化された磁性粒子と反応させる工程；
（３）工程（２）後の反応混合物中の磁性粒子を磁力により集めて、磁力により集められ
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た磁性粒子とそれ以外の反応溶液とを分離する工程；及び、
（４）工程（３）で分離された磁性粒子上の第２抗体若しくはそのフラグメントを測定す
る工程。
［２］　工程（１）と工程（２）とが同時に行われる、［１］記載の方法。
［３］　工程（１）及び／又は工程（２）が、塩類共存下に行われる［１］又は［２］記
載の方法。
［４］　工程（１）及び／又は工程（２）が、ポリエチレングリコール誘導体共存下に行
われる［１］～［３］のいずれかに記載の方法。
［５］　ポリエチレングリコール誘導体が、ポリエチレングリコール、ポリオキシエチレ
ンアルキルフェニルエーテル又はポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステルである［
４］記載の方法。
【００１０】
［６］　磁性粒子、可溶性インターロイキン－２受容体（以下、ｓＩＬ－２Ｒと記す）に
結合する第１抗体若しくはそのフラグメント、及び、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第２抗体若
しくはそのフラグメントを含有することを特徴とする、試料中のｓＩＬ－２Ｒ測定用試薬
。
［７］　さらに塩類を含有することを特徴とする、［６］記載の試薬。
［８］　さらにポリエチレングリコール誘導体を含有することを特徴とする、［６］又は
［７］記載の試薬。
［９］　ポリエチレングリコール誘導体が、ポリエチレングリコール、ポリオキシエチレ
ンアルキルフェニルエーテル又はポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステルである［
８］記載の試薬。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明により、簡便で、かつ、高感度な試料中のｓＩＬ－２Ｒの測定方法及び測定用試
薬が提供される。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】実施例１のｓＩＬ－２Ｒの測定方法による試料中のｓＩＬ－２Ｒの測定の結果を
表すグラフであり、試料中のｓＩＬ－２Ｒ濃度と発光量との関係を表すグラフである。破
線は、ブランク＋２ＳＤの発光量を表す。
【図２】実施例２のｓＩＬ－２Ｒの測定方法による試料中のｓＩＬ－２Ｒの測定の結果を
表すグラフであり、試料中のｓＩＬ－２Ｒ濃度と発光量との関係を表すグラフである。破
線は、ブランク＋２ＳＤの発光量を表す。
【図３】プレートを使用する比較例のｓＩＬ－２Ｒの測定方法による試料中のｓＩＬ－２
Ｒの測定の結果を表すグラフであり、試料中のｓＩＬ－２Ｒ濃度と発光量との関係を表す
グラフである。破線は、ブランク＋２ＳＤの発光量を表す。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
（測定方法）
　本発明の試料中のｓＩＬ－２Ｒの測定方法は、磁性粒子を担体として用いる、サンドイ
ッチ法による試料中のｓＩＬ－２Ｒの免疫測定法であり、試料を濃縮することなく測定に
供するものである。
【００１４】
　本発明のｓＩＬ－２Ｒの測定方法は、以下の工程を含むことを特徴とする方法である。
（１）試料を濃縮することなく、試料中のｓＩＬ－２Ｒを、水性媒体中で、ｓＩＬ－２Ｒ
に結合する第１抗体若しくはそのフラグメントが固定化された磁性粒子と反応させる工程
；
（２）ｓＩＬ－２Ｒに結合する第２抗体若しくはそのフラグメントを、水性媒体中で、工
程（１）で生成したｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグメントとｓＩＬ
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－２Ｒの免疫複合体が固定化された磁性粒子と反応させる工程；
（３）工程（２）後の反応混合物中の磁性粒子を磁力により集めて、磁力により集められ
た磁性粒子とそれ以外の反応溶液とを分離する工程；及び、
（４）工程（３）で分離された磁性粒子上の第２抗体若しくはそのフラグメントを測定す
る工程。
【００１５】
　上記（１）の工程において、試料中のｓＩＬ－２Ｒは、水性媒体中で、ｓＩＬ－２Ｒに
結合する第１抗体若しくはそのフラグメントが固定化された磁性粒子と反応する。ｓＩＬ
－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグメントは予め磁性粒子に固定化されていて
もよいが、反応の過程でｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグメントを磁
性粒子に固定化されてもよい。
【００１６】
　ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグメントの磁性粒子への固定は、物
理吸着による固定、リンカーを介する固定、アビジン類（アビジン、ストレプトアビジン
、ニュートラアビジン等）－ビオチン等の２つの親和性物質間の相互作用を利用した固定
等が挙げられる。
【００１７】
　反応の過程でｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグメントを磁性粒子に
固定化させる方法としては、例えばアビジン類が固定化された磁性粒子と、ｓＩＬ－２Ｒ
に結合する第１抗体若しくはそのフラグメントにビオチンが結合したビオチン結合第１抗
体若しくはそのフラグメントとを反応させて、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくは
そのフラグメントを磁性粒子に固定化させる方法、ビオチンが固定化された磁性粒子と、
ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグメントにアビジン類が結合したアビ
ジン類結合第１抗体若しくはそのフラグメントとを反応させて、ｓＩＬ－２Ｒに結合する
第１抗体若しくはそのフラグメントを磁性粒子に固定化させる方法等が挙げられる。
【００１８】
　反応溶液中の磁性粒子の濃度は、本発明のｓＩＬ－２Ｒの測定を可能とする濃度であれ
ば特に限定はなく、通常、０．１～１０ｍｇ／ｍＬである。反応温度は、本発明のｓＩＬ
－２Ｒの測定を可能とする温度であれば特に限定はなく、通常、０～５０℃であり、４～
４５℃が好ましく、２０～４０℃が特に好ましい。反応時間は、本発明のｓＩＬ－２Ｒの
測定を可能とする時間であれば特に限定はなく、通常、５分間～１時間であり、５～２０
分間が好ましい。
【００１９】
　工程（１）において、磁性粒子上に、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフ
ラグメントと、ｓＩＬ－２Ｒとからなる免疫複合体が形成される。
【００２０】
　磁性粒子に固定化されるｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグメントの
量は、本発明のｓＩＬ－２Ｒの測定を可能とする量であれば特に制限はなく、通常、０．
１～１０ｍｇ／ｍＬの磁性粒子の懸濁液に、抗体の重量換算で０．１～１０μｇ／ｍＬの
濃度になるように第１抗体若しくはそのフラグメントを添加し、放置することにより磁性
粒子に固定される量である。磁性粒子への第１抗体若しくはそのフラグメントの固定は、
例えば磁性粒子懸濁液に、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグメントを
添加し、３７℃で５分間～１時間反応させることにより行うことができる。
【００２１】
　次いで、工程（２）において、工程（１）で生成した免疫複合体（磁性粒子に固定化さ
れた免疫複合体で、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグメントと、ｓＩ
Ｌ－２Ｒとからなる免疫複合体）と、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第２抗体若しくはそのフラ
グメントとが水性媒体中で反応し、磁性粒子上に、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若し
くはそのフラグメント、ｓＩＬ－２Ｒ、及び、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第２抗体若しくは
そのフラグメントからなる免疫複合体が生成される。
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【００２２】
　工程（１）と工程（２）とは順次行われてよいが、同時に行われてもよい。工程（１）
と工程（２）を同時に行う場合には、試料中のｓＩＬ－２Ｒを、ｓＩＬ－２Ｒに結合する
第１抗体若しくはそのフラグメントが固定化された磁性粒子、及び、ｓＩＬ－２Ｒに結合
する第２抗体若しくはそのフラグメントと反応させる。工程（１）と工程（２）を同時に
行う場合も、前述の通り、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグメントは
予め磁性粒子に固定化されていても、反応の過程で磁性粒子に固定化されてもよく、ｓＩ
Ｌ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグメントの磁性粒子への固定は前述の方法
で行うことができる。
【００２３】
　また、工程（１）と工程（２）の間に、磁性粒子の洗浄工程を設定してもよい。工程（
１）の反応混合物から、免疫複合体（ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラ
グメントと、ｓＩＬ－２Ｒとからなる免疫複合体）が固定化された磁性粒子を磁力により
集め、磁性粒子以外の反応溶液を除去し、磁性粒子が残った反応容器に洗浄液を添加し、
磁性粒子を洗浄する。磁性粒子を洗浄した後、磁力により磁性粒子を集めて反応容器に残
った洗浄液を除去し、残った磁性粒子を工程（２）に供する。尚、磁性粒子の洗浄におい
て、磁力により集められた磁性粒子以外の反応溶液の除去と、洗浄液の反応容器への添加
は同時に行ってもよい。また、洗浄液を工程（１）の反応溶液に添加し、得られる混合物
から磁性粒子以外の溶液を除去してもよい。洗浄液としては、本発明のｓＩＬ－２Ｒの測
定を可能とする洗浄液であれば特に制限はなく、例えば後述の水性媒体、後述の水性媒体
に界面活性剤が添加されてなる水性媒体等が挙げられる。界面活性剤としては、例えばツ
イーン（Ｔｗｅｅｎ）２０等の非イオン性界面活性剤等が挙げられる。
【００２４】
　次いで、工程（３）において、反応後の磁性粒子（ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若
しくはそのフラグメント、ｓＩＬ－２Ｒ、及び、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第２抗体若しく
はそのフラグメントからなる免疫複合体がその上に形成された磁性粒子）は磁力によって
集められ、磁力により集められた磁性粒子は、それ以外の溶液と分離される。反応後の磁
性粒子を集めるための磁力は、本発明のｓＩＬ－２Ｒの測定を可能とする磁力であれば特
に制限はない。磁力により集められた磁性粒子と、それ以外の反応溶液との分離は、本発
明のｓＩＬ－２Ｒの測定を可能とする分離であれば特に制限はない。
【００２５】
　また、本発明のｓＩＬ－２Ｒの測定方法においては、反応後の磁性粒子を洗浄する工程
を含んでいてもよい。磁性粒子の洗浄は、工程（３）の後に行うこともできるが、工程（
３）と同時に行うこともできる。工程（３）の後に反応後の磁性粒子を洗浄する場合には
、反応溶液から磁性粒子を磁力により分離し、磁性粒子以外の溶液を除去し、磁性粒子が
残った反応容器に洗浄液を添加し、磁性粒子を洗浄する。工程（３）と同時に磁性粒子を
洗浄する場合には、反応容器に洗浄液を添加すると同時に、反応容器から、磁性粒子以外
の溶液を除去し、磁性粒子を洗浄する。反応後の磁性粒子の洗浄に用いられる洗浄液は、
本発明の測定を可能とする洗浄液であれば特に制限はなく、例えば前述の洗浄液等が挙げ
られる。
【００２６】
　次いで、工程（４）において、工程（３）により分離された磁性粒子上の第２抗体若し
くはそのフラグメントの量を以下の方法を用いて測定することにより、試料中のｓＩＬ－
２Ｒ濃度が決定される。
【００２７】
(1)第２抗体若しくはそのフラグメントが標識化されていない場合
　第２抗体若しくはそのフラグメントに結合する第３抗体若しくはそのフラグメントに標
識が結合した標識化第３抗体若しくはそのフラグメントを、磁性粒子（第１抗体若しくは
そのフラグメント、ｓＩＬ－２Ｒ、及び、第２抗体若しくはそのフラグメントからなる免
疫複合体が固定化されている磁性粒子）上の、第２抗体若しくはそのフラグメントと反応
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させて、磁性粒子上に、第１抗体若しくはそのフラグメント、ｓＩＬ－２Ｒ、第２抗体若
しくはそのフラグメント、及び、第３抗体若しくはそのフラグメントからなる免疫複合体
を形成させ、該免疫複合体中の標識を後述の方法により測定することにより、分離された
磁性粒子上の第２抗体若しくはそのフラグメントを測定することができる。第２抗体若し
くはそのフラグメントに結合する第３抗体若しくはそのフラグメントとしては、例えば第
２抗体のＦｃ領域に結合する抗体若しくはそのフラグメント等が挙げられる。
【００２８】
(2)第２抗体若しくはそのフラグメントが標識化されている場合
　磁性粒子上に形成された免疫複合体（第１抗体若しくはそのフラグメント、ｓＩＬ－２
Ｒ、及び、標識化第２抗体若しくはそのフラグメントからなる免疫複合体）中の標識を測
定することにより、分離された磁性粒子上の第２抗体若しくはそのフラグメントを測定す
ることができる。標識としては、例えば酵素、蛍光物質、発光物質等が挙げられる。
【００２９】
・標識として酵素を用いる場合
　酵素としては、例えばアルカリホスファターゼ、ペルオキシダーゼ、β－Ｄ－ガラクト
シダーゼ、β－グルクロニダーゼ、ルシフェラーゼ等が挙げられ、アルカリホスファター
ゼが好ましい。免疫複合体中の酵素の酵素活性を測定することによって、免疫複合体中の
第２抗体若しくはそのフラグメントを測定することができる。免疫複合体中の酵素の酵素
活性は、例えば酵素の基質を当該酵素と反応させ、生成した物質を測定することにより測
定することができる。
【００３０】
　アルカリホスファターゼ活性の測定方法としては、例えばアルカリホスファターゼをそ
の基質と反応させ、生成した発光の発光強度を発光強度計等で測定する方法等が挙げられ
る。アルカリホスファターゼの基質としては、例えば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・二
ナトリウム塩（ＡＭＰＰＤ）、２－クロロ－５－｛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］カン］－４－イ
ル｝フェニルホスフェート・二ナトリウム塩（ＣＤＰ－ＳｔａｒＴＭ）、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｝フェニルホスフェート・二ナトリウム塩（ＣＳＰＤＴ

Ｍ）、［１０－メチル－９（１０Ｈ）－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（ＬｕｍｉｇｅｎＴＭ　ＡＰＳ－５）、９－（４－クロロフェニルチオホ
スホリルオキシメチリデン）－１０－メチルアクリダン・二ナトリウム塩等が挙げられる
。
【００３１】
　ペルオキシダーゼ活性の測定方法としては、例えば次の方法等が挙げられる。
(i)ペルオキシダーゼを、その基質である過酸化水素、及び、蛍光物質（例えば、４－ヒ
ドロキシフェニル酢酸、３－（４－ヒドロキシフェニル）プロピオン酸、クマリン等）と
反応させ、生成した蛍光の強度を蛍光光度計等で測定する方法。
(ii)ペルオキシダーゼを、その基質である過酸化水素、及び、発光物質（例えば、ルミノ
ール化合物、ルシゲニン化合物等）と反応させ、生成した発光の強度を発光光度計等で測
定する方法。
【００３２】
　β－Ｄ－ガラクトシダーゼ活性の測定方法としては、例えばβ－Ｄ－ガラクトシダーゼ
をその基質と反応させ、生成物の蛍光強度、発光強度等を測定する方法等が挙げられる。
生成物の蛍光強度は、蛍光光度計等で測定することができる。生成物の発光強度は、発光
強度計等で測定することができる。β－Ｄ－ガラクトシダーゼの基質としては、例えば４
－メチルウンベリフェリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド、ガラクトン－プラス［Galact
on-Plus、アプライドバイオシステムズ（Applied Biosystems）社製］又はその類似化合
物等が挙げられる。
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【００３３】
　β－グルクロニダーゼ活性の測定方法としては、例えばβ－グルクロニダーゼをその基
質と反応させ、生成物の蛍光強度等を測定する方法等が挙げられる。生成物の蛍光強度は
、蛍光光度計等で測定することができる。β－グルクロニダーゼの基質としては、例えば
ＴｏｋｙｏＧｒｅｅｎＴＭ－βＧｌｕＵ（積水メディカル社製）等が挙げられる。
【００３４】
　ルシフェラーゼ活性の測定方法としては、例えば例えばルシフェラーゼをその基質と反
応させ、生成物の発光強度等を測定する方法等が挙げられる。生成物の発光強度は、発光
光度計等で測定することができる。ルシフェラーゼの基質としては、例えばルシフェリン
、セレンテラジン等が挙げられる。
【００３５】
・標識として蛍光物質を用いる場合
　蛍光物質としては、例えばＦＩＴＣ（フルオレッセイン　イソチオシアナート）、ＲＩ
ＴＣ（ローダミンＢ－イソチオシアナート）、ｑｕａｎｔｕｍ　ｄｏｔ（Science, 281, 
2016-2018, 1998）、フィコエリスリン等のフィコビリ蛋白質、ＧＦＰ（Green fluoresce
nt Protein）、ＲＦＰ（Red fluorescent Protein）、ＹＦＰ（Yellow fluorescent Prot
ein）、ＢＦＰ（Blue fluorescent Protein）等が挙げられる。免疫複合体中の蛍光物質
の蛍光強度を測定することによって、免疫複合体中の第２抗体若しくはそのフラグメント
を測定することができる。
【００３６】
・標識として発光物質を用いる場合
　発光物質としては、例えばアクリジニウムおよびその誘導体、ルテニウム錯体化合物、
ロフィン等が挙げられる。免疫複合体中の発光物質の発光強度を測定することによって、
免疫複合体中の第２抗体若しくはそのフラグメントを測定することができる。
【００３７】
　上記(1)及び(2)のいずれの場合にも、標識が予め第２抗体に直接結合しているか、間接
的に結合しているかに関わらず、分離された磁性粒子上の第２抗体若しくはそのフラグメ
ントの量は、標識の量に置換されて測定される。
【００３８】
　測定された、第２抗体若しくはそのフラグメントの量からの、検体として用いた試料中
のｓＩＬ－２Ｒ濃度の決定は、次の様な方法で行うことができる。すなわち、既知濃度の
ｓＩＬ－２Ｒを用いて測定を行い、ｓＩＬ－２Ｒの濃度と測定値（標識由来の情報量）と
の関係を表す検量線を作成し、次いで、実際の検体である試料を用いて測定を行い、得ら
れた測定値を予め作成した検量線に照らし合わせて、検体として用いた試料中のｓＩＬ－
２Ｒ濃度を決定する。
【００３９】
　尚、工程（１）、工程（２）のいずれか、又は、両方の工程において、塩類を共存させ
てもよい。また、工程（１）、工程（２）のいずれか、又は、両方の工程において、ポリ
オキシエチレングリコール誘導体を共存させてもよい。更に、工程（１）、工程（２）の
いずれか、又は、両方の工程において、塩類とポリオキシエチレングリコールの両方を共
存させてもよい。
【００４０】
　塩類としては、本発明のｓＩＬ－２Ｒの測定を可能とする塩類であれば特に制限はなく
、例えば塩化リチウム、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カルシウム、塩化マグネシ
ウム、塩化アンモニウム、臭化リチウム、臭化ナトリウム、臭化カリウム、臭化カルシウ
ム、臭化マグネシウム、臭化アンモニウム等が挙げられ、塩化ナトリウムが好ましい。塩
類の反応中の濃度は、本発明の測定方法を可能とする濃度であれば特に制限はなく、例え
ば４０～４００ｍｍｏｌ／Ｌであり、７０～２５０ｍｍｏｌ／Ｌが好ましい。
【００４１】
　ポリエチレングリコール誘導体としては、本発明のｓＩＬ－２Ｒの測定を可能とするポ



(9) JP 2015-132631 A 2015.7.23

10

20

30

40

50

リエチレングリコール誘導体であれば特に制限はなく、例えばポリエチレングリコール、
ポリオキシエチレンアルキルフェニルエーテル、ポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エ
ステル等が挙げられるが、ポリエチレングリコールが好ましい。ポリエチレングリコール
の平均分子量としては、例えば２，０００～２６，０００であり、６，０００～２０，０
００が好ましい。ポリエチレングリコールの反応溶液中の濃度は、本発明のｓＩＬ－２Ｒ
の測定を可能とする濃度であれば特に制限はなく、例えば０．５～１０％（ｗ／ｖ）であ
り、１～６％（ｗ／ｖ）が好ましい。
【００４２】
　ポリオキシエチレンアルキルフェニルエーテルにおけるアルキルとしては、例えばオク
チル、ノニル等が挙げられる。ポリオキシエチレンアルキルフェニルエーテルの反応溶液
中の濃度は、本発明のｓＩＬ－２Ｒの測定を可能とする濃度であれば特に制限はなく、例
えば０．５～１０％（ｗ／ｖ）であり、１～６％（ｗ／ｖ）が好ましい。ポリオキシエチ
レンアルキルフェニルエーテルの市販品としては、例えばトリトンＸ－１００、トリトン
Ｘ－４０５、トリトンＸ－７０５（以上、日本油脂社製）等が挙げられる。
【００４３】
　ポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステルとしては、例えばポリオキシエチレンソ
ルビタンモノラウレート、ポリオキシエチレンソルビタンモノオレエート、ポリオキシエ
チレンソルビタンモノステアレート、ポリオキシエチレンソルビタンモノパルミテート等
が挙げられ、ポリオキシエチレンソルビタンモノラウレートが好ましい。ポリオキシエチ
レンソルビタン脂肪酸エステルの反応溶液中の濃度は、本発明のｓＩＬ－２Ｒの測定を可
能とする濃度であれば特に制限はなく、例えば０．５～１０％（ｗ／ｖ）であり、１～６
％（ｗ／ｖ）が好ましい。ポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステルの市販品として
は、例えばツイーン２０（シグマ社製）等が挙げられる。
【００４４】
　また、工程（１）及び工程（２）においては、金属イオン、糖類、防腐剤、蛋白質、蛋
白質安定化剤等を共存させることができる。金属イオンとしては、例えばマグネシウムイ
オン、マンガンイオン、亜鉛イオン等が挙げられる。糖類としては、例えばマンニトール
、ソルビトール等が挙げられる。防腐剤としては、例えばアジ化ナトリウム、抗生物質（
ストレプトマイシン、ペニシリン、ゲンタマイシン等）、バイオエース、プロクリン300
、プロキセル（Proxel）ＧＸＬ等が挙げられる。蛋白質としては、例えばウシ血清アルブ
ミン（ＢＳＡ）、ウシ胎児血清（ＦＢＳ）、カゼイン、ブロックエース（大日本製薬社製
）等が挙げられる。蛋白質安定化剤としては、例えばペルオキシダーゼ安定化緩衝液［Pe
roxidase Stabilizing Buffer、ダコサイトメーション（DakoCytomation）社製］等が挙
げられる。
【００４５】
（試料）
　本発明における試料としては、本発明のｓＩＬ－２Ｒの測定を可能とする試料であれば
特に制限はなく、例えば全血、血漿、血清、髄液、唾液、羊水、尿、汗、膵液等が挙げら
れるが、全血、血漿、血清等が好ましい。
【００４６】
（水性媒体）
　本発明において使用される水性媒体としては、本発明のｓＩＬ－２Ｒの測定を可能とす
る水性媒体であれば特に制限はなく、例えば脱イオン水、蒸留水、緩衝液等があげられ、
緩衝液が好ましい。緩衝液の調製に使用される緩衝剤としては、緩衝能を有するものなら
ば特に限定されないが、ｐＨ１～１１の例えば乳酸緩衝剤、クエン酸緩衝剤、酢酸緩衝剤
、コハク酸緩衝剤、フタル酸緩衝剤、リン酸緩衝剤、トリエタノールアミン緩衝剤、ジエ
タノールアミン緩衝剤、リジン緩衝剤、バルビツール緩衝剤、イミダゾール緩衝剤、リン
ゴ酸緩衝剤、シュウ酸緩衝剤、グリシン緩衝剤、ホウ酸緩衝剤、炭酸緩衝剤、グリシン緩
衝剤、グッド緩衝剤等があげられる。
【００４７】
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　グッド緩衝剤としては、例えば２－モルホリノエタンスルホン酸（ＭＥＳ）緩衝剤、ビ
ス（２－ヒドロキシエチル）イミノトリス（ヒドロキシメチル）メタン（Ｂｉｓ－Ｔｒｉ
ｓ）緩衝剤、トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン（Ｔｒｉｓ）緩衝剤、Ｎ－（２－
アセトアミド）イミノ二酢酸（ＡＤＡ）緩衝剤、ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス（２－エタ
ンスルホン酸）（ＰＩＰＥＳ）緩衝剤、２－［Ｎ－（２－アセトアミド）アミノ］エタン
スルホン酸（ＡＣＥＳ）緩衝剤、３－モルホリノ－２－ヒドロキシプロパンスルホン酸（
ＭＯＰＳＯ）緩衝剤、２－［Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシエチル）アミノ］エタンスル
ホン酸（ＢＥＳ）緩衝剤、３－モルホリノプロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）緩衝剤、２－
｛Ｎ－［トリス（ヒドロキシメチル）メチル］アミノ｝エタンスルホン酸（ＴＥＳ）緩衝
剤、Ｎ－（２－ヒドロキシエチル）－Ｎ’－（２－スルホエチル）ピペラジン（ＨＥＰＥ
Ｓ）緩衝剤、３－［Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシエチル）アミノ］－２－ヒドロキシプ
ロパンスルホン酸（ＤＩＰＳＯ）緩衝剤、２－ヒドロキシ－３－｛［Ｎ－トリス（ヒドロ
キシメチル）メチル］アミノ｝プロパンスルホン酸（ＴＡＰＳＯ）緩衝剤、ピペラジン－
Ｎ，Ｎ’－ビス（２－ヒドロキシプロパン－３－スルホン酸）（ＰＯＰＳＯ）緩衝剤、Ｎ
－（２－ヒドロキシエチル）－Ｎ’－（２－ヒドロキシ－３－スルホプロピル）ピペラジ
ン（ＨＥＰＰＳＯ）緩衝剤、Ｎ－（２－ヒドロキシエチル）－Ｎ’－（３－スルホプロピ
ル）ピペラジン（ＥＰＰＳ）緩衝剤、［Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）メチルグリシン
］（Ｔｒｉｃｉｎｅ）緩衝剤、［Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシエチル）グリシン］（Ｂ
ｉｃｉｎｅ）緩衝剤、３－［Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）メチル］アミノプロパンス
ルホン酸（ＴＡＰＳ）緩衝剤、２－（Ｎ－シクロヘキシルアミノ）エタンスルホン酸（Ｃ
ＨＥＳ）緩衝剤、３－（Ｎ－シクロヘキシルアミノ）－２－ヒドロキシプロパンスルホン
酸（ＣＡＰＳＯ）緩衝剤、３－（Ｎ－シクロヘキシルアミノ）プロパンスルホン酸（ＣＡ
ＰＳ）緩衝剤等が挙げられる。
【００４８】
（磁性粒子）
　本発明における磁性粒子としては、本発明のｓＩＬ－２Ｒの測定を可能とする磁性粒子
であれば特に限定はなく、例えばフェライトで被覆したラテックス、フェライトで被覆し
たポリマー粒子等が挙げられる。また、抗体の結合を容易にするために、ビオチンと結合
する性質を有するアビジン、ニュートラアビジン又はストレプトアビジンを表面に固定化
した磁性粒子も使用することができる。磁性粒子の粒径は、特に限定されないが、例えば
１μｍ～６μｍであり、好ましくは１μｍ～３μｍである。本発明における磁性粒子とし
ては、市販の磁性粒子を用いることができる。市販の磁性粒子としては、例えばDynabead
s MyOne Streptavidin T1（ダイナル社製）、Estapor(メルク社製)、 Sera-Mag Magnetic
 Streptavidin Particles(サーモサイエンティフィック社製)、MAGNOTEX-SA(ＪＳＲ社製)
等が挙げられる。
【００４９】
（抗体）
　本発明におけるｓＩＬ－２Ｒに結合する抗体（第１抗体及び第２抗体）は、本発明のｓ
ＩＬ－２Ｒの測定を可能とする抗体であれば特に制限はなく、ポリクローナル抗体、モノ
クローナル抗体のいずれも使用できるが、モノクローナル抗体が好ましい。また、本発明
においては、全長の抗体のみならず、抗体フラグメントを用いることもできる。抗体フラ
グメントとしては、例えば、抗体をパパイン処理により得られるFab、ペプシン処理によ
り得られるF(ab')2、ペプシン処理－還元処理により得られるFab'等のFc部分を除去した
抗体フラグメント等が挙げられる。磁性粒子として、アビジン、ニュートラアビジン又は
ストレプトアビジンがその表面に固定化された磁性粒子を用いる場合には、第１抗体にビ
オチンが結合したビオチン結合第１抗体を用いる。
【００５０】
　本発明において使用される第１抗体と第２抗体は共に、ｓＩＬ－２Ｒに結合する。それ
ぞれの抗体が認識するｓＩＬ－２Ｒの部位は同じであっても、異なっていてもよいが、異
なっていることが好ましい。
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【００５１】
　本発明において使用される抗体は、ｓＩＬ－２Ｒそのもの、又は、ｓＩＬ－２Ｒ中のエ
ピトープに相当するペプチドを抗原として用いて通常の方法により取得することができる
が、市販品としても入手可能である。ｓＩＬ－２Ｒに結合する抗体としては、例えばモノ
クローナル抗体AM92.3（ピアース社製）、モノクローナル抗体7G7/B6（ピアース社製）等
が挙げられる。
【００５２】
　また、本発明のｓＩＬ－２Ｒの測定方法及び測定用試薬において、ｓＩＬ－２Ｒに結合
する抗体の代わりに、ｓＩＬ－２Ｒに結合するアプタマー等の、抗体以外の物質を用いる
こともできる。
【００５３】
（測定用試薬）
　本発明の試料中のｓＩＬ－２Ｒ測定用試薬は、本発明の試料中のｓＩＬ－２Ｒの測定方
法に使用され得る。本発明の測定用試薬は、磁性粒子、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体
若しくはそのフラグメント、及び、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第２抗体若しくはそのフラグ
メントを含有する。ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグメントは、磁性
粒子に固定化されていても、固定化されていなくてもよい。
【００５４】
　ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグメントが磁性粒子に固定化されて
いる場合、本発明の測定用試薬は、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグ
メントが固定化された磁性粒子、及び、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第２抗体若しくはそのフ
ラグメントを含有する。
【００５５】
　ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグメントが磁性粒子に固定化されて
いない場合、本発明の測定用試薬は、相互作用する２つの親和性物質のうちの片方が固定
化された磁性粒子、相互作用する２つの親和性物質のうちのもう一方が結合した第１抗体
若しくはそのフラグメント、及び、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第２抗体若しくはそのフラグ
メントを含有する。相互作用する２つの親和性物質の組み合わせとしては、例えばアビジ
ン、ストレプトアビジン、ニュートラアビジン等のアビジン類と、ビオチンとの組み合わ
せ等が挙げられる。本発明の測定用試薬の１態様としては、例えばアビジン類が固定化さ
れた磁性粒子、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグメントにビオチンが
結合したビオチン結合第１抗体若しくはそのフラグメント、及び、ｓＩＬ－２Ｒに結合す
る第２抗体若しくはそのフラグメントを含有する測定用試薬が挙げられる。
【００５６】
　本発明の測定用試薬には、塩類、ポリエチレングリコール誘導体のいずれか又は両方が
含まれていてよい。本発明の測定用試薬に使用される塩類、ポリエチレングリコール誘導
体としては、例えば前述の塩類、ポリエチレングリコール誘導体が挙げられる。
【００５７】
　本発明の測定用試薬の形状は、本発明の測定方法を可能とする形状であれば特に制限は
なく、例えば液状や凍結乾燥状態等の形状が挙げられる。凍結乾燥状態の試薬を使用する
場合には、測定前に前述の水性媒体等で溶解して測定に供される。また、本発明の測定用
試薬は、キットの形態で保存、流通されてもよい。キットとしては、２試薬系、３試薬系
等の形態が挙げられるが、キットを構成する各試薬中の構成要素は、当業者が適宜選択す
ることができる。
【００５８】
　本発明の測定用試薬において使用される磁性粒子、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若
しくはそのフラグメント、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第２抗体若しくはそのフラグメント、
塩類、ポリオキシエチレングリコール誘導体としては、例えばそれぞれ前述の磁性粒子、
ｓＩＬ－２Ｒに結合する第１抗体若しくはそのフラグメント、ｓＩＬ－２Ｒに結合する第
２抗体若しくはそのフラグメント、塩類、ポリオキシエチレングリコール誘導体等が挙げ
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られる。また、本発明の測定用試薬には、必要に応じて、それぞれ前述の水性媒体、標識
酵素の基質、金属イオン、糖類、防腐剤、蛋白質、蛋白質安定化剤等を含有させてもよい
。
【００５９】
　以下、実施例により本発明を詳細に説明するが、これらは本発明の範囲を何ら限定する
ものではない。尚、以下の実施例においては、次のメーカーの試薬類を使用した。
【００６０】
　ＢＳＡ（シグマ社製）、塩化ナトリウム（和光純薬工業社製）、分子量２０，０００の
ポリオキシエチレングリコール（シグマ社製）、アジ化ナトリウム（和光純薬工業社製）
、ＭＥＳ（和光純薬工業社製）、ストレプトアビジン結合磁性粒子（ダイナル社製）、Ｎ
ＨＳ－ビオチン（ピアース社製）、アルカリホスファターゼ（ロシュ・ダイアグノスティ
ックス社製）、イミノチオラン（ピアース社製）、ＥＭＣＳ（マレイミド化試薬；同仁化
学研究所社製）、ＭＯＰＳ（和光純薬工業社製）、Ｔｗｅｅｎ２０（シグマ社製）、発光
基質液（ルミジェン社製）。
【実施例１】
【００６１】
（１）材料及び測定方法
（測定対象試料）
　健常人より得た血清（ｓＩＬ－２Ｒ濃度が３９０Ｕ／ｍＬの血清）をＰＢＳ［リン酸緩
衝化生理食塩水（０．１５ｍｏｌ／Ｌ　塩化ナトリウムを含有する１０ｍｍｏｌ／Ｌ　リ
ン酸緩衝液、ｐＨ７．２）］にて１０倍、２０倍、４０倍、８０倍、１６０倍に希釈した
もの、及びＰＢＳそのものを測定対象試料に用いた。
【００６２】
（磁性粒子懸濁液）
　磁性粒子として、ストレプトアビジンが結合した市販の磁性粒子（Dynabeads MyOne St
reptavidin T1ダイナル社製）を用いて、以下の組成からなる磁性粒子懸濁液を調製した
。
【００６３】
　ＭＥＳ（ｐＨ７．０）　　　　　　　　　　　　　５０ｍｍｏｌ／Ｌ
　ストレプトアビジン結合磁性粒子　　　　　　　　０．７５ｍｇ／ｍＬ
　ＢＳＡ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１％
　塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　０．１５ｍｏｌ／Ｌ
　ポリエチレングリコール(分子量２０，０００)　　４％
【００６４】
（ビオチン結合抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体とビオチン結合抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体溶液）
　第１抗体として、抗ｓＩＬ－２Ｒモノクローナル抗体AM92.3（ピアース社製）を用いて
、当該抗体とＮＨＳ－ビオチンとを混合し、３７℃で１時間反応させ、反応後の混合物を
セファデックスＧ－２５カラム（アマシャム・バイオサイエンス社製）に供して未反応の
ＮＨＳ－ビオチンを除去し、ビオチン結合抗ｓＩＬ－２Ｒモノクローナル抗体を調製した
。得られたビオチン結合抗ｓＩＬ－２Ｒモノクローナル抗体を用いて、以下の組成からな
るビオチン結合抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体溶液を調製した。
【００６５】
　ＭＥＳ（ｐＨ７．０）　　　　　　　　　　　　　５０ｍｍｏｌ／Ｌ
　抗ｓＩＬ－２Ｒモノクローナル抗体　　　　　　　１．２μｇ／ｍＬ
　ＢＳＡ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１％
　塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　０．１５ｍｏｌ／Ｌ
　ポリエチレングリコール(分子量２０，０００)　　４％
【００６６】
（アルカリホスファターゼ標識抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体とアルカリホスファターゼ標識抗ｓＩ
Ｌ－２Ｒ抗体溶液）



(13) JP 2015-132631 A 2015.7.23

10

20

30

40

50

　第２抗体フラグメントとして、抗ｓＩＬ－２Ｒモノクローナル抗体7G7/B6（ピアース社
製）をペプシンで消化した後、移動相として０．１ｍｏｌ／Ｌリン酸緩衝液（ｐＨ７．４
）を用いてＧ３０００ＳＷカラム（東ソー社製；口径：２１．５ｍｍ；長さ：６０ｃｍ）
を用いたＨＰＬＣシステム（日立製作所社製）でＦ（ａｂ’）２を分離した。得られたＦ
（ａｂ’）２とアルカリホスファターゼとを以下の手順により、マレイミド法によって結
合させた。
【００６７】
　イミノチオランを用いて、該Ｆ（ａｂ’）２をスルフヒドリル化し、反応混合物をセフ
ァデックスＧ－２５カラム（アマシャム・バイオサイエンス社製）に供して未反応のイミ
ノチオランを除去し、スルフヒドリル化Ｆ（ａｂ’）２を得た。
　一方、マレイミド化試薬ＥＭＣＳを用いて、アルカリホスファターゼをマレイミド化し
、反応混合物をセファデックスＧ－２５カラム（アマシャム・バイオサイエンス社製）に
供して未反応のＥＭＳＣを除去し、マレイミド化アルカリホスファターゼを得た。
【００６８】
　調製したスルフヒドリル化Ｆ（ａｂ’）２とマレイミド化アルカリホスファターゼとを
混合し、アルカリホスファターゼ標識Ｆ（ａｂ’）２を作製した。得られたアルカリホス
ファターゼ標識Ｆ（ａｂ’）２を用いて、以下の組成からなるアルカリホスファターゼ標
識抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体溶液を調製した。
【００６９】
　ＭＥＳ（ｐＨ７．０）　　　　　　　　　　　　　５０ｍｍｏｌ／Ｌ
　アルカリホスファターゼ標識Ｆ（ａｂ’）２　　　 １．２μｇ／ｍＬ
　ＢＳＡ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１％
　塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　０．１５ｍｏｌ／Ｌ
　ポリエチレングリコール(分子量２０，０００)　　４％
【００７０】
（２）試料中のｓＩＬ－２Ｒの測定
　上記（１）で調製した測定対象試料１０μＬに、（１）で調製した磁性粒子懸濁液、ビ
オチン結合抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体溶液、及び、アルカリホスファターゼ標識抗ｓＩＬ－２Ｒ
抗体溶液を各３０μＬ加えて攪拌し、３７℃で２０分間反応させた。磁性粒子を磁力で集
めて、磁性粒子以外の反応溶液を除去すると共に、洗浄液［０．１％ツイーン２０を含有
する５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭＯＰＳ緩衝液（ｐＨ７．０）］で磁性粒子を５回洗浄した。そ
の後、９－（４－クロロフェニルチオホスホリルオキシメチリデン）－１０－メチルアク
リダン・二ナトリウム塩を主成分とする発光基質液を１００μＬ加えて攪拌し、生じた発
光量（ＲＬＵ）を測定した。測定結果を図１に示す。
【００７１】
　測定系として測定可能な最小濃度を規定する方法として、平均値と標準偏差を用いて統
計学的に評価する方法がある。具体的には、０Ｕ／ｍＬ試料を５重測定した際の平均値＋
２倍の標準偏差（＋２ＳＤ）よりも、（１）で調製した試料を５重測定した際の平均値－
２倍の標準偏差（－２ＳＤ）が高いＲＬＵとなれば、その試料を検出できる濃度として規
定できる。
【００７２】
　ｓＩＬ－２Ｒ濃度が０Ｕ／ｍＬである試料を測定した際の発光量の平均＋２ＳＤは８３
ＲＬＵ（図１の破線）であった。ｓＩＬ－２Ｒ濃度が２．４Ｕ／ｍＬである試料を測定し
た際の発光量の平均－２ＳＤは８０ＲＬＵであり、ｓＩＬ－２Ｒ濃度が０Ｕ／ｍＬである
試料を測定した際の発光量の平均＋２ＳＤよりも低い値であったことから、２．４Ｕ／ｍ
ＬのｓＩＬ－２Ｒは測定できないことを確認した。一方、ｓＩＬ－２Ｒ濃度が５Ｕ／ｍＬ
である試料を測定した際の発光量の平均－２ＳＤは１２２ＲＬＵであり、０Ｕ／ｍＬ試料
を測定した際の発光量の平均＋２ＳＤよりも高い値であったことから、５Ｕ／ｍＬのｓＩ
Ｌ－２Ｒを測定できることを確認した。また、図１に示したように、ｓＩＬ－２Ｒが５Ｕ
／ｍＬ以上の濃度では濃度依存的な吸光度の増加が見られた。
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【００７３】
　以上の結果から、磁性粒子を用いる本発明の測定方法において、最小測定感度は５Ｕ／
ｍＬであった。
【実施例２】
【００７４】
　以下の測定対象試料、並びに、以下の組成からなる磁性粒子懸濁液、ビオチン結合抗ｓ
ＩＬ－２Ｒ抗体溶液、及び、アルカリホスファターゼ標識抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体溶液を用い
る以外は実施例１と同様の方法により、ｓＩＬ－２Ｒ測定における最小測定感度を検証し
た。
【００７５】
（測定対象試料）
　健常人より得た血清（ｓＩＬ－２Ｒ濃度が３９０Ｕ／ｍＬの血清）をＰＢＳ［リン酸緩
衝化生理食塩水（０．１５ｍｏｌ／Ｌ　塩化ナトリウムを含有する１０ｍｍｏｌ／Ｌ　リ
ン酸緩衝液、ｐＨ７．２）］にて１０倍、２０倍、４０倍、８０倍に希釈したもの、及び
、ＰＢＳそのものを測定対象試料に用いた。
【００７６】
（磁性粒子懸濁液）
　ＭＥＳ（ｐＨ６．５）　　　　　　　　　　　　　５０ｍｍｏｌ／Ｌ
　ストレプトアビジン結合磁性粒子　　　　　　　　０．２ｍｇ／ｍＬ
　ＢＳＡ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１％
　塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　０．１５ｍｏｌ／Ｌ
【００７７】
（ビオチン結合抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体溶液）
　ＭＥＳ（ｐＨ６．５）　　　　　　　　　　　　　５０ｍｍｏｌ／Ｌ
　抗ｓＩＬ－２Ｒモノクローナル抗体　　　　　　　３μｇ／ｍＬ
　ＢＳＡ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１％
　塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　０．１５ｍｏｌ／Ｌ
【００７８】
（アルカリホスファターゼ標識抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体溶液）
　ＭＥＳ（ｐＨ７．０）　　　　　　　　　　　　　５０ｍｍｏｌ／Ｌ
　アルカリホスファターゼ標識Ｆ（ａｂ’）２　　　 １．２μｇ／ｍＬ
　ＢＳＡ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１％
　塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　０．１５ｍｏｌ／Ｌ
【００７９】
　ｓＩＬ－２Ｒ濃度が０Ｕ／ｍＬである試料を測定した際の発光量の平均＋２ＳＤは３１
７ＲＬＵ（図２の破線）であった。ｓＩＬ－２Ｒ濃度が５Ｕ／ｍＬである試料を測定した
際の発光量の平均－２ＳＤは３２７ＲＬＵであり、ｓＩＬ－２Ｒ濃度が０Ｕ／ｍＬである
試料を測定した際の発光量の平均＋２ＳＤよりも高い値であったことから、５Ｕ／ｍＬの
ｓＩＬ－２Ｒを測定できることを確認した。また、図２に示したように、ｓＩＬ－２Ｒが
５Ｕ／ｍＬ以上の濃度では濃度依存的な吸光度の増加が見られた。
【００８０】
　以上の結果から、磁性粒子を用いる本発明の測定方法において、最小測定感度は５Ｕ／
ｍＬＵ／ｍＬであった。
【００８１】
［比較例］
（１）材料
（測定対象試料）
　健常人より得た血清（ｓＩＬ－２Ｒ濃度が３９０Ｕ／ｍＬの血清）を、１％ＢＳＡを含
むＰＢＳ［リン酸緩衝化生理食塩水（０．１５ｍｏｌ／Ｌ　塩化ナトリウムを含有する１
０ｍｍｏｌ／Ｌ　リン酸緩衝液、ｐＨ７．２）］にて５０Ｕ／ｍＬ、２５Ｕ／ｍＬ、１２
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．５Ｕ／ｍＬ、６．３Ｕ／ｍＬと希釈したもの、及び１％ＢＳＡを含むＰＢＳ（０Ｕ／ｍ
Ｌ）そのものを測定対象試料に用いた。
【００８２】
（抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体固相化９６穴プレートの作製）
　抗ｓＩＬ－２Ｒモノクローナル抗体AM92.3（ピアース社製）をＰＢＳで希釈してAM92.3
のＰＢＳ溶液（１０ｍｇ／ｍＬ）を調製し、９６穴マイクロタイタープレート[Ｎｕｎｃ
　フルオロヌンクモジュール（サーモフィッシャーサイエンティフィック社）]の各ウェ
ルに１００μＬ添加し、固相化した。その後、ブロッキング液（１％ＢＳＡ、０．０５％
Ｔｗｅｅｎ２０を含有する１０ｍｍｏｌ／Ｌリン酸緩衝液）でブロッキングしたものを抗
体固相化プレートとした。
【００８３】
（アルカリホスファターゼ標識抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体溶液）
　実施例１で作製したアルカリホスファターゼ標識Ｆ（ａｂ’）２を用いて、以下の組成
からなるアルカリホスファターゼ標識抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体溶液を調製した。
【００８４】
　ＭＥＳ（ｐＨ６．５）　　　　　　　　　　　　　５０ｍｍｏｌ／Ｌ
　アルカリホスファターゼ標識Ｆ（ａｂ’）２　　　 ２０ｎｇ／ｍＬ
　ＢＳＡ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．２％
【００８５】
（２）試料中のｓＩＬ－２Ｒの測定
　上記（１）で調製した抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体固相化９６穴プレートに、（１）で調製した
測定対象試料を１００μＬずつ添加して室温で１時間静置した。洗浄液（１５０ｍｍｏｌ
／Ｌ塩化ナトリウム、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含有する１０ｍｍｏｌ／Ｌリン酸緩衝
液）で各ウェルを洗浄後、（１）で調製したアルカリホスファターゼ標識抗ｓＩＬ－２Ｒ
抗体溶液を１００μＬずつ加えて攪拌し、室温で１時間静置した。洗浄液で洗浄後、９－
（４－クロロフェニルチオホスホリルオキシメチリデン）－１０－メチルアクリダン・二
ナトリウム塩を主成分とする発光基質液を１００μＬ加えて攪拌し、生じた発光の量を測
定した。測定結果を図３に示す。実施例１と同様に、測定系として検出可能な濃度を統計
学的に評価した。
【００８６】
　ｓＩＬ－２Ｒ濃度が０Ｕ／ｍＬである試料を測定した際の発光量の平均＋２ＳＤは１５
３ＲＬＵであった。ｓＩＬ－２Ｒ濃度が６．３Ｕ／ｍＬである試料を測定した際の発光量
の平均－２ＳＤは１４７ＲＬＵであり、０Ｕ／ｍＬ試料を測定した際の発光量の平均＋２
ＳＤよりも低い値であったことから、６．３Ｕ／ｍＬのｓＩＬ－２Ｒ濃度は測定できない
ことを確認した。一方、ｓＩＬ－２Ｒ濃度が１２．５Ｕ／ｍＬである試料を測定した際の
発光量の平均－２ＳＤは２１１ＲＬＵで、ｓＩＬ－２Ｒ濃度が０Ｕ／ｍＬである試料を測
定した際の発光量の平均＋２ＳＤよりも高い値であったことから、１２．５Ｕ／ｍＬのＩ
Ｌ－２Ｒを測定できることを確認した。また、図３に示したように、ｓＩＬ－２Ｒが１２
．５Ｕ／ｍＬ以上の濃度では、濃度依存的な吸光度の増加が見られた。
【００８７】
　以上の結果より、プレート法におけるｓＩＬ－２Ｒの最小測定感度は１２．５Ｕ／ｍＬ
であった。実施例１及び２より、磁性粒子を用いる測定においては、最小測定感度は５Ｕ
／ｍＬであることから、磁性粒子を用いる本発明の方法はプレート法よりも高感度にｓＩ
Ｌ－２Ｒを測定でき、ｓＩＬ－２Ｒ濃度が５Ｕ／ｍＬである試料においても、試料を濃縮
することなく、ｓＩＬ－２Ｒを測定できることが明らかとなった。
【産業上の利用可能性】
【００８８】
　本発明により、骨髄移植後の処置判断等に有効な、試料中のｓＩＬ－２Ｒの簡便で、か
つ、高感度な測定方法、及び、測定用試薬が提供される。
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