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(57)【要約】
　標的物質を含有する検体溶液と、第一の反応液と、第二の反応液とを用意し；分注手段
を有する測定装置を使用して、検体溶液と第一反応液とを分注手段中に順次吸引した後；
分注手段から一度に吐出することにより第二反応液と接触させ、第一反応液または第二反
応液の少なくとも一方に含有されていた標的物質に特異的に反応する第一のパートナーと
、標的物質との複合体を形成させ；形成された複合体を分析する；公知の標的物質の測定
方法において、測定結果に負の影響を与える反応を抑制することのできる改良法を提供す
る。
　前記改良法では、検体溶液の比重と、第一反応液の比重とが異なり、検体溶液と第一反
応液とが重層された状態で、分注手段中に吸引される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的物質を含有する可能性のある検体またはその処理液と、第一の反応液と、第二の反
応液とを用意し；
分注手段を有する測定装置を使用して、前記検体またはその処理液と、前記第一反応液と
を、この順または逆の順に、分注手段中に順次吸引した後；
分注手段から一度に吐出することにより前記第二反応液と接触させ、第一反応液または第
二反応液の少なくとも一方に含有されていた標的物質に特異的に反応する第一のパートナ
ーと、標的物質との複合体を形成させ；
形成された前記複合体またはそれに由来する信号を分析する；
前記標的物質の測定方法において、
前記の検体またはその処理液の比重と、前記の第一反応液の比重とが異なり；
検体またはその処理液と第一反応液とが重層された状態で、分注手段中に吸引される；
ことを特徴とする、前記測定方法。
【請求項２】
　検体が全血である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　第一反応液の比重が、検体またはその処理液の比重よりも大きく、検体またはその処理
液と、第一反応液とを、この順に分注手段中に吸引する、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　第一反応液が、多価アルコール類、糖アルコール類、及び糖類から選んだ少なくとも一
つの物質を含む、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　第一反応液が、エチレングリコール、プロピレングリコール、ジエチレングリコール、
グリセロール、ペントース、ヘキソース、トリオース、テトロース、ヘプトース、シュク
ロース、トレハロース、イソトレハロース、コージビオース、ソホロース、ニゲロース、
ラミナリビオース、マルトース、セロビオース、イソマルトース、ゲンチオビオース、ラ
クトース、ツラノース、マルツロース、パラチノース、ゲンチオビウロース、マンノビオ
ース、メリビオース、メリビウロース、ネオラクトース、ガラクトスクロースシラビオー
スルチノース、ルチヌロースキシロビオース、プリメロース、オリゴ糖類、ラフィノース
、メレジトース、及びマルトトリオースから選んだ少なくとも１つの物質を含む、請求項
４に記載の方法。
【請求項６】
　請求項４又は５に記載の物質が、それらの総量として、第一反応液に１０％以上３０％
以下で含まれる、請求項４又は５に記載の方法。
【請求項７】
　標的物質に特異的に反応する第一パートナーが抗体又は抗原である、請求項１～６のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　標的物質に特異的に反応する第一パートナーが第一反応液に含まれ、第一パートナーと
異なる領域を認識して標的物質に特異的に反応する第二のパートナーが、第二反応液に含
まれる、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　標的物質に特異的に反応する第一パートナーおよび第二パートナーが、標識体で標識さ
れたパートナー又は固相担体に固定されたパートナーである、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　第一反応液に含まれる標的物質に特異的に反応する第一パートナーが、標識体で標識さ
れたパートナーであり、第二反応液に含まれる標的物質に特異的に反応する第二パートナ
ーが、固相担体に固定されたパートナーである、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
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　第一反応液又は第二反応液の少なくとも一方に、標的物質との複合体の形成を抑制する
、標的物質に特異的に反応する第三のパートナーを含む、請求項１～１０のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項１２】
　第一反応液および第二反応液に、標的物質に特異的に反応する前記の第三パートナーを
含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　標的物質に特異的に反応する第三パートナーが抗体又は抗原である、請求項１１又は１
２に記載の方法。
【請求項１４】
　分注手段がチップである、請求項１～１３のいずれか一方に記載の方法。
【請求項１５】
　第一の反応液と第二の反応液とを含み、第一反応液と第二反応液の少なくとも一方に、
標的物質に特異的に反応する第一のパートナーを含む、分注手段を有する測定装置で使用
するための、標的物質の測定キットであって、前記測定装置が、検体又はその処理液と前
記の第一反応液とを、この順または逆の順に、分注手段内に順次吸引する工程を実施する
装置であり、前記の検体またはその処理液の比重と、前記の第一反応液の比重とが異なる
、前記キット。
【請求項１６】
　第一反応液の比重が、検体またはその処理液の比重よりも大きい、請求項１５に記載の
測定キット。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、検体中に存在する標的物質（微量成分等）を対象とする測定方法及びキット
に関する。特には、全血検体中に存在する標的物質（微量成分等）を対象とする免疫学的
分析方法および免疫学的分析キットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　生体試料中に存在する標的物質（微量成分等）の測定方法として、抗原抗体反応を利用
した免疫学的測定方法が多用されておりラジオイムノアッセイ(ＲＩＡ)、エンザイムイム
ノアッセイ(ＥＬＩＳＡ)等が知られている。近年、サンプルとして血清、血漿が多く用い
られているが、前処理の煩わしさから、全血をそのまま測定する方法が望まれてきている
。しかし、全血検体は測定対象である微量成分等の他に不純物（標的外物質）が多く含ま
れているなどのために、血清検体や血漿検体を使用した条件と同様に行えない場合も多い
。また、反応精度を高めるため、特許文献１のように、反応抑制剤（固相または、標識体
に固定化された抗体と競合しうる遊離した抗体又はその抗体の断片）を反応中に存在させ
ることで、プロゾーンの回避が可能となることなどが報告されている。このような場合、
１測定中に複数の反応物質が混在することとなり測定系の構築が難しい。
【０００３】
　また、簡便に複数の検体を試験可能な手段として、様々な全自動免疫測定装置が知られ
ており、例えば、特許文献２のような複数同時測定可能な全自動測定装置が挙げられる。
この全自動測定装置は、所定量の検体を所望の倍率に希釈する希釈ウェル、および、検体
中の標的物質とこれと特異的に反応する物質とを反応させる反応ウェル、および、反応成
分などを含有する収納ウェルを有するカートリッジに、標的物質を含有する検体を分注し
、当該カートリッジ上で所望の倍率に検体を希釈し、希釈された検体中の標的物質とこれ
と特異的に反応する物質とを反応させ、反応生成物の量を測定することにより、検体中に
含まれる希釈倍率が異なる複数種の標的物質を簡便に測定することができることが記載さ
れている。また、吸引・吐出機構を有し、該機構を利用して分注操作を行い、測定を行う
ことが記載されている。
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【０００４】
　一方、全血検体を対象とした測定方法としては、特許文献３のように全血検体中に含ま
れる成分の影響を回避するために界面活性剤を含有させる方法などが開示されている。
しかし、前記分注手段を用いて全自動測定装置の様に、順次に各反応試薬等を分注して反
応を行う測定法の場合に、同一検体の血漿と全血の値に乖離が起きることは知られておら
ず、このような問題を改善する方法は提案されていない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開２００４－１９１３３２号公報
【特許文献２】ＷＯ２００１／０８４１５２号公開パンフレット
【特許文献３】ＷＯ２００２／０７３２０３号公開パンフレット
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明者らは、後述の実施例で具体的に説明するが、標的物質を含む検体またはその処
理液（以下、検体溶液と称する）と、本反応で形成される標的物質との免疫複合体を形成
する、標的物質に特異的に反応するパートナー〔例えば、抗体（第一の反応液にアルカリ
ホスファターゼで標識された抗体を含み、第二の反応液に磁性粒子に固定された抗体を含
む）〕と、前記免疫複合体の形成を抑制することができる、標的物質に特異的に反応する
遊離抗体（第一の反応液及び第二の反応液に添加）を使用する標的物質の測定方法におい
て、全血検体を対象として、分注手段を有する全自動酵素免疫測定装置で測定を行う場合
、該分注手段を用いて、標的物質を含む検体溶液を吸引し、続いて第一の反応液を吸引す
る際に、本反応で免疫複合体の形成を抑制するための反応抑制剤として反応する抗体が、
全血検体中の標的物質と本反応前に反応が進行してしまうため、同一検体の血漿検体と全
血検体の値に乖離が起きることに気がついた。
【０００７】
　本発明はこの問題に鑑みてなされたものであり、分注手段を有する測定装置を使用して
、標的物質を含む検体と、標的物質に特異的に反応するパートナーが、実質的に本反応時
に反応を開始することができるように、測定結果に負の影響を与える反応を抑制する測定
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】
【０００８】
　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、分注手段を有する測
定装置を使用して、標的物質を含む検体溶液と、第一の反応液と、第二の反応液とを使用
する標的物質の測定方法において、第一の反応液と第二の反応液の少なくとも一方に、本
反応で形成される標的物質との複合体を形成する、標的物質に特異的に反応する第一のパ
ートナーを含み、分注手段内の流路中で、標的物質を含む検体溶液と、第一の反応液とが
異なる比重で存在することを特徴とする方法を使用することにより、本反応前に望まない
反応が進行することを抑制し、同一検体の血漿検体と全血検体の値に乖離が起きないこと
を見出した。本発明はこの知見に基づいて、いずれの検体を使用しても簡便かつ正確に検
体中の標的物質を測定する方法を完成させたものである。
【０００９】
　すなわち、本発明は、以下の発明に関する。
［１］標的物質を含有する可能性のある検体またはその処理液と、第一の反応液と、第二
の反応液とを用意し；
分注手段を有する測定装置を使用して、前記検体またはその処理液と、前記第一反応液と
を、この順または逆の順に、分注手段中に順次吸引した後；
分注手段から一度に吐出することにより前記第二反応液と接触させ、第一反応液または第
二反応液の少なくとも一方に含有されていた標的物質に特異的に反応する第一のパートナ
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ーと、標的物質との複合体を形成させ；
形成された前記複合体またはそれに由来する信号を分析する；
前記標的物質の測定方法において、
前記の検体またはその処理液の比重と、前記の第一反応液の比重とが異なり；
検体またはその処理液と第一反応液とが重層された状態で、分注手段中に吸引される；
ことを特徴とする、前記測定方法。
［２］検体が全血である、［１］の方法。
［３］第一反応液の比重が、検体またはその処理液の比重よりも大きく、検体またはその
処理液と、第一反応液とを、この順に分注手段中に吸引する、［１］又は［２］の方法。
［４］第一反応液が、多価アルコール類、糖アルコール類、及び糖類から選んだ少なくと
も一つの物質を含む、［１］～［３］のいずれかの方法。
［５］第一反応液が、エチレングリコール、プロピレングリコール、ジエチレングリコー
ル、グリセロール、ペントース、ヘキソース、トリオース、テトロース、ヘプトース、シ
ュクロース、トレハロース、イソトレハロース、コージビオース、ソホロース、ニゲロー
ス、ラミナリビオース、マルトース、セロビオース、イソマルトース、ゲンチオビオース
、ラクトース、ツラノース、マルツロース、パラチノース、ゲンチオビウロース、マンノ
ビオース、メリビオース、メリビウロース、ネオラクトース、ガラクトスクロースシラビ
オースルチノース、ルチヌロースキシロビオース、プリメロース、オリゴ糖類、ラフィノ
ース、メレジトース、及びマルトトリオースから選んだ少なくとも１つの物質を含む、［
４］の方法。
［６］［４］又は［５］の物質が、それらの総量として、第一反応液に１０％以上３０％
以下で含まれる、［４］又は［５］の方法。
［７］標的物質に特異的に反応する第一パートナーが抗体又は抗原である、［１］～［６
］のいずれかの方法。
［８］標的物質に特異的に反応する第一パートナーが第一反応液に含まれ、第一パートナ
ーと異なる領域を認識して標的物質に特異的に反応する第二のパートナーが、第二反応液
に含まれる、［１］～［７］のいずれかの方法。
［９］標的物質に特異的に反応する第一パートナーおよび第二パートナーが、標識体で標
識されたパートナー又は固相担体に固定されたパートナーである、［８］の方法。
［１０］第一反応液に含まれる標的物質に特異的に反応する第一パートナーが、標識体で
標識されたパートナーであり、第二反応液に含まれる標的物質に特異的に反応する第二パ
ートナーが、固相担体に固定されたパートナーである、［９］の方法。
［１１］第一反応液又は第二反応液の少なくとも一方に、標的物質との複合体の形成を抑
制する、標的物質に特異的に反応する第三のパートナーを含む、［１］～［１０］のいず
れかの方法。
［１２］第一反応液および第二反応液に、標的物質に特異的に反応する前記の第三パート
ナーを含む、［１１］の方法。
［１３］標的物質に特異的に反応する第三パートナーが抗体又は抗原である、［１１］又
は［１２］の方法。
［１４］分注手段がチップである、［１］～［１３］のいずれかの方法。
［１５］第一の反応液と第二の反応液とを含み、第一反応液と第二反応液の少なくとも一
方に、標的物質に特異的に反応する第一のパートナーを含む、分注手段を有する測定装置
で使用するための、標的物質の測定キットであって、前記測定装置が、検体又はその処理
液と前記の第一反応液とを、この順または逆の順に、分注手段内に順次吸引する工程を実
施する装置であり、前記の検体またはその処理液の比重と、前記の第一反応液の比重とが
異なる、前記キット。
［１６］第一反応液の比重が、検体またはその処理液の比重よりも大きい、［１５］の測
定キット。
【００１０】
　以下、本明細書において、「第一のパートナー」及び「第二のパートナー」とは、本反
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応で形成される標的物質との複合体を形成する、標的物質に特異的に反応する物質の意味
で使用し、「第三のパートナー」とは、本反応で形成される標的物質との複合体の形成を
抑制する、標的物質に特異的に反応する物質の意味で使用する。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明の方法を使用することにより、いずれの検体を使用しても簡便かつ正確に検体中
の標的物質を測定することができる。特に、他種の検体と異なる性質を有する全血検体を
使用する際にも、通常、比較対象となる血清検体や血漿検体の値と乖離無く標的物質を測
定することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】分注手段であるチップ（９１）内に全血（検体溶液；９２）および第一反応液（
標識抗体溶液；９３）を吸引した場合のチップ内の各溶液の状態を模式的に示す説明図で
ある。（ａ）は、第一反応液が糖を含まない場合であり、（ｂ）は、第一反応液が糖を含
む場合である。
【図２】実施例で使用したカートリッジを模式的に示す平面図である。
【図３】第一試薬（標識抗体試薬）に糖（シュクロース）を含まない場合による全血測定
値と血漿測定値の相関を示すグラフである。
【図４】図３に示す糖を含まない場合による全血測定値と血漿測定値の比を示すグラフで
ある。
【図５】第一試薬（標識抗体試薬）に１５％シュクロースを含む場合による全血測定値と
血漿測定値の相関を示すグラフである。
【図６】図５に示す１５％シュクロースを含む場合による全血測定値と血漿測定値の比を
示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
１．自動測定装置及び測定法
　本発明の方法は、分注機構を有する自動測定装置及び測定法であれば使用可能である。
分注機構としては、特表平０９－５０３０６０号のようなランダムアクセスで行う方法で
も良いし、ＷＯ２００１／０８４１５２号のような画一的な操作によるものでも良い。測
定法としては、公知の免疫学的測定方法を使用することができ、酵素化学発光法（ＣＬＥ
ＩＡ）や免疫学的比濁測定法などが挙げられる。酵素化学発光法（ＣＬＥＩＡ）は、酵素
免疫学的測定法（エンザイムイムノアッセイとも言う）（ＥＬＩＳＡ）としても使用され
る。高感度な分析方法のためには、サンドイッチＥＬＩＳＡ法が良く使用される。
【００１４】
　以下に本発明の測定方法及びキットに使用可能な公知の自動測定装置及び測定法の一態
様を記載するが、これに限定されるものではない。
【００１５】
　測定用の自動測定装置は、少なくとも、測定用のカートリッジを収容するカートリッジ
収容部、カートリッジ収容部に収容されるカートリッジに試薬および／または検体を分注
する分注部、およびカートリッジ収容部に収容されるカートリッジ上の反応生成物を測定
する測定部を備える。カートリッジ収容部は、測定用カートリッジを収容できるような構
造とされる他は、通常のカートリッジ収容部と同様でよい。
【００１６】
　前記分注部は、試薬および／または検体の種類や性状に応じて、液体吸引・吐出機構等
の通常の機構により構成される。ここで分注とは、カートリッジのウェルにカートリッジ
外から試薬および／または検体を移すこと、ならびに、カートリッジ上の一つのウェルか
ら他のウェルに試薬および／または検体を移すことの両方を包含する。
【００１７】
　前記測定部は、反応生成物の種類や性状に応じて、測光機構等の通常の機構により構成
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される。
【００１８】
　前記測定用のカートリッジとしては、例えば、ウェル群を２ライン以上並設したカート
リッジ、または、ウェル群を１ライン配置した単数のカートリッジ、または、それらのカ
ートリッジを複数使用することができる。複数のカートリッジを用いて測定を行う場合に
は、一連の免疫反応を行う機構を複数個並設した装置で、検体の分注、検体の希釈、試薬
の分注、Ｂ／Ｆ分離および測光等の工程を同時に並行駆動制御する機構を有する。このよ
うにして、免疫測定法の場合においても、単一様式の分析工程のみを行う装置を用いて、
分析項目が異なっても測定所要時闘が大きく増加すること無く複数項目を同時に測定する
ことができる。
【００１９】
　また、測定用カートリッジは、検体を分注する分注ウェル、所定量の検体を所望の倍率
に希釈する希釈ウェル、検体中の標的物質とこれと特異的に反応する物質とを反応させる
反応ウェル、反応ウェルに対応したＢ／Ｆ分離のための洗浄ウェル、検体中に含まれる標
的物質の測定に必要な試薬を収納するための試薬収納ウェル、反応生成物の量を測定する
ための測定ウェル等を有している。測定ウェルとしては光学的に測定するためには測光ウ
ェルが使用できる。また、同一の測定用カートリッジに上記のウェルを全て配置する必要
はなく、使用する装置に合わせて選択できる。例えば、検体中に含まれる標的物質の測定
に必要な試薬は、別の試薬供給カートリッジに収納することもできる。また、各ウェルは
その目的のみに使用されるのではなく、例えば、分注ウェルは希釈ウェル、試薬収納ウェ
ルは反応ウェルを兼ねることもできる。また、各々のウェルの数は適宜配置することがで
きる。
【００２０】
　反応ウェルには、反応に関与する試薬の一部を収納することができる。試薬収納ウェル
または反応ウェルに収納する試薬は一種でもよいし、収納した試薬が反応しない限り複数
種でもよい。収納される試薬は液状（例えば溶液または懸濁液）であってもよいし、ウェ
ルに注入される液に溶解または懸濁可能であれば固体状であってもよい。
【００２１】
　測定用カートリッジは、希釈液、標識体、洗浄液等の試薬および／または溶液等を充填
しておく場合には、異物の混入および試薬等の蒸発・劣化を避けるためにその上部をアル
ミニウム箔、プラスチックフィルム等でシールして封入することが好ましい。特にアルミ
ニウム箔のシールは自動測定装置の穿孔機構で自動的に簡便に開封できるので好ましい。
また、試薬および／または溶液等を他のカートリッジに充填して、これを併用して測定を
行う場合には、該カートリッジも封入することが好ましい。
【００２２】
　測定用カートリッジには、検体に関する情報、分析項目に関する情報、および、試薬管
理情報等を記録したバーコードを印刷、貼付等により付してもよい。カートリッジにこの
ようなバーコードを付することにより、カートリッジのバーコードを認識し分析項目が自
動的に選択される自動測定装置を用いれば、測定者はカートリッジを選ぶだけで１台の自
動測定装置を用いて任意の分析項目を簡便に効率よく測定することができる。また、従来
の通常の自動測定装置で行われているような分析項目の誤設定の大きな原因となっている
ワークシート操作を行う必要がなく、失敗無く、簡便に複数種の分析項目の測定が可能に
なる。またさらに、試薬の保存管理等も簡便である。
【００２３】
　測定用カートリッジを組み込んで用いる自動測定装置における、一つのウェルから所定
量の液体を吸引し別のウェルに吐出する手段、ウェルの内容物を撹拌する手段、Ｂ／Ｆ分
離を行う手段、反応生成物や標識体の量を測定する手段、反応生成物や標識体の量の測定
結果から標的物質の量を算出する手段、カートリッジの温度を調節する手段、バーコード
を認識する手段、複数のカートリッジの同時測定を行う手段などは、公知の手段を使用す
ることができる。
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【００２４】
　以下、好ましい態様の一例について、免疫測定法、さらに詳しくは、酵素化学発光法（
ＣＬＥＩＡ）を用いて測定を行う場合を例に挙げて説明する。
【００２５】
　好ましい態様のカートリッジは、検体中に存在する標的物質を自動的に定量する自動測
定装置に組み込んで用いる自動測定用カートリッジであって、標的物質とこれと免疫学的
に特異的に反応する物質との反応を行う反応ウェルと、反応に用いる試薬を充填するため
の複数の試薬収納ウェル、検体を分注する分注ウェル、検体の希釈を行う希釈ウェル、Ｂ
／Ｆ分離を行うための洗浄ウェルおよび／または測光ウェルを有する。前記のとおり、試
薬収納ウェルは反応ウェルをかねていてもよい。希釈ウェルには所定量の検体を所望の倍
率に希釈する量の希釈液が充填してあり、複数の試薬収納ウェルには個別に、免疫学的に
特異的な反応を行うための固相担体、標識された抗原または抗体、標識体量の測定を行う
ための試薬等が充填され、洗浄ウェルには、免疫複合体を洗浄するための洗浄液を充填し
て用いることが好ましい。カートリッジの試薬収納ウェルには、例えば、抗原または抗体
の結合した固相担体（感作固相）を入れ、反応ウェルをかねることができる。
【００２６】
　固相担体としては、従来から免疫測定で用いられている、ポリスチレンビーズ、磁性粒
子、ラテックス等を挙げることができる。さらには、固相担体をウェルに加えず、ウェル
内壁に抗体または抗原を固相化して用いることもできる。
【００２７】
　本態様で用いられる免疫測定法としては感度の点で有利な酵素化学発光法（ＣＬＥＩＡ
）が好ましく、また固相担体としては、酵素化学発光法（ＣＬＥＩＡ）で必須なＢ／Ｆ分
離が磁石によって簡便に行うことができる磁性粒子が好ましい。このＢ／Ｆ分離は、カー
トリッジ外部より永久磁石、電磁石等で磁場をあたえることによって行うことができ、ま
た、特開平１１－２６２６７８号公報にあるように分注系のピペットチップ等の吸引・吐
出系側に配列された磁石によっても行うことができる。
【００２８】
　また、他の試薬収納ウェルには標識された抗原または抗体を加えて反応ウェルをかねる
ことができる。標識体としては、例えば、酵素、放射性同位元素、発色物質、蛍光物質、
発光物質、各種着色粒子を挙げることができるが、酵素化学発光法（ＣＬＥＩＡ）におい
ては酵素が好ましく用いられる。このような標識酵素の例としては、アルカリホスファタ
ーゼ、ペルオキシダーゼ、ガラクトシダーゼ、グルコオキシダーゼ等が挙げられる。標識
酵素の基質としては、各酵素に対応したものを用いればよく、例えば、アルカリホスファ
ターゼに対しては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（ＡＭＰＰＤ
）やＣＤＰ－Ｓｔａｒ（登録商標）を用い、ベルオキシダーゼに対してはルミノール／過
酸化物を用い、ガラクトシダーゼに対してはアダマンチルメトキシフェニルβ－Ｄ－ガラ
クトシルジオキシセタン（ＡＭＰＧＤ）を用いることができる。
【００２９】
　標識体の測定は、例えば、酵素化学発光法では、免疫複合体と標識酵素の基質を混合後
、測光ウェルから直接、光電子倍増管等により行うことができる。また、酵素免疫法の場
合は、酵素基質液と混合した後、測光ウェルの底部または側部から測定波長の測定光を照
射し、測光ウェルを通過した透過光を測定することにより行うことができる。
【００３０】
　分注部は、分注手段内の流路である試薬および／または検体と接触する部分が交換可能
なものであることが好ましい。分注手段として、試薬や検体を容易に吸引・吐出可能な先
細りな形態が挙げられるが、具体的にはチップ等が挙げられる。この部分を測定毎に交換
することにより、次の測定に用いるカートリッジの汚染を防止することが容易になるので
好ましい。
【００３１】
２．本発明の測定法
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　本発明の測定法は、公知の自動分析装置や測定法を参照して行うことができる。以下に
、本発明の主な特徴について詳細に説明する。
【００３２】
　本発明の測定法は、分注手段を有する測定装置を使用した場合に、標的物質を含む検体
溶液と、標的物質に特異的に反応するパートナーが、実質的に本反応時に反応を開始する
ことができるように、測定結果に負の影響を与える反応を抑制するという思想に基づくも
のである。
【００３３】
　具体的には、分注手段を有する測定装置を使用して、標的物質を含む検体溶液と、第一
の反応液と、第二の反応液とを使用する標的物質の測定方法において、第一の反応液と第
二の反応液の少なくとも一方に、本反応で形成される標的物質との複合体を形成する、標
的物質に特異的に反応する第一のパートナーを含み、分注手段内の流路中で、標的物質を
含む検体溶液と、第一の反応液とが異なる比重で存在させることができる。
【００３４】
　また、一般的な自動分析装置の場合、まず初めに検体を吸引することが多い。すなわち
、標的物質を含む検体溶液を分注手段（例えば、チップ）で吸引する第一の工程、続いて
第一の反応液を該分注手段で吸引する第二の工程を行うこととなる。そのような場合、図
１（ａ）に示すとおり、検体溶液（９２）の方が第一の反応液（９３）よりも比重が重い
と、例えば、チップ（９１）の壁を伝って検体溶液が下降し、検体溶液と第一の反応液の
接する面が大きくなり、本反応前に望まない反応が進行してしまう。検体と第一の反応液
でどちらの比重を調節するかは、適宜選択することができるが、比重を重くすることの方
が容易であるので、第一の反応液の比重を重くすることが好ましい。第一の反応液の比重
を検体溶液よりも重くすることにより、分注手段の流路中で検体溶液の下層に第一の反応
液が実質的に混合しない状態で重層させることが可能となり、本反応前に望まない反応が
進行することができるので好ましい。
【００３５】
　本発明の検体は、標的物質を含むか又は含む可能性のあるものであればよく、例えば、
全血、血清、血漿、尿などが挙げられる。
【００３６】
　特に検体が全血である場合は、検体溶液は通常、一般的な反応液よりも比重が大きいの
で、測定に影響がある望ましくない反応を引き起こしてしまうことが多い。よって、第一
の反応液の比重を重くすることは、全血検体の場合には特に好ましい。また、血清検体や
血漿検体などは、通常、一般的な希釈液と同程度の比重であるので、測定に影響が無い場
合もあるが、高感度、高精度な測定を実施する場合には問題になる可能性があるので、全
血検体以外の検体においても、第一の反応液の比重を検体溶液より重くすることが望まし
い。また、様々な種類の検体を同時に測定する場合も多くあることから、第一の反応液の
比重を検体溶液より重くすることが望ましい。
　例えば、全血検体溶液の比重に対して、第一反応液の比重が０．０５％～１０％異なれ
ば良く、好ましくは０．１％～７．５％、より好ましくは０．１％～３％異なれば良い。
比重の測定は、公知の比重計等で容易に測定することができる。
【００３７】
　検体溶液及び第一の反応液が異なる比重であるように調製できれば、どのような物質を
使用しても良いが、検体と第一の反応液と第二の反応液とに含まれる成分が本反応時に同
時に混合され、且つ、測定に負の影響の無い物質を選択する必要がある。例えば、血球成
分を破壊しない物質が好ましい。具体的には、多価アルコール類、糖アルコール類、糖類
が挙げられる。多価アルコール類としては、エチレングリコール、プロピレングリコール
、ジエチレングリコール、糖アルコール類としては、グリセロールが挙げられる。また、
糖類は、様々な検体や反応液の成分に影響を与えずに比重を高めることができるので特に
好ましい。糖類としては、単糖類、二糖類、三糖類が挙げられる。単糖類の例は、ペント
ース、ヘキソース、トリオース、テトロース、ヘプトース、二糖類の例は、シュクロース
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、トレハロース、イソトレハロース、コージビオース、ソホロース、ニゲロース、ラミナ
リビオース、マルトース、セロビオース、イソマルトース、ゲンチオビオース、ラクトー
ス、ツラノース、マルツロース、パラチノース、ゲンチオビウロース、マンノビオース、
メリビオース、メリビウロース、ネオラクトース、ガラクトスクロースシラビオースルチ
ノース、ルチヌロースキシロビオース、プリメロース、三糖類の例は、オリゴ糖類、ラフ
ィノース、メレジトース、マルトトリオースが挙げられる。中でも二糖類、三糖類が望ま
しく、特に好ましくはシュクロースを使用することができる。また、好適な使用濃度とし
ては、各々の物質の性質に合わせて適宜設定することができるが、例えば、第一反応液又
は第二反応液中にそれらの総量として、１０％以上～３０％以下、好ましくは１０％以上
～２０％以下、より好ましくは１０％以上～１５％以下が望ましい。あるいは、別の態様
として、１５％以上３０％以下が好ましい。
【００３８】
　測定の手順としては、標的物質を含む検体溶液を分注手段により吸引する第一の工程、
更に第一の反応液を分注手段により吸引する第二の工程、前記検体溶液と前記第一の反応
液とを反応ウェルに吐出して第二の反応液とを反応させる第三の工程、および、反応生成
物の量を測定する第四の工程を含む。第一の工程の前に、標的物質を含有する検体を分注
ウェルに分注する工程や検体を希釈ウェルで希釈する工程等を含むこともできる。また、
第三の工程と第四の工程の間に、更に標的物質と特異的に結合する物質が結合した複合体
をＢ／Ｆ分離する工程等を含むこともできる。
【００３９】
　検体の希釈倍率および希釈ウェルに充填される希釈液は、検体、標的物質、標的物質と
特異的に反応する物質などの種類によって適宜選択される。希釈液は検体の前処理に必要
な試薬を含んでいてもよく、この場合は、希釈ウェルにおいて、希釈および前処理が同時
に行われる。
【００４０】
　検体の前処理に必要な試薬としては、酸、アルカリ、有機溶媒、タンパク質変性剤、界
面活性剤等を挙げられる。これらの試薬を添加することにより、検体希釈工程で検体の前
処理も行うこともできる。検体として全血を用いる場合には、全血には共雑物が多量に含
まれることなどから、任意の界面活性剤等を添加することにより前処理を行うことが好ま
しい。このようにして検体の希釈と前処理を同時に行うことによって、検体として全血等
を用いる場合でも、簡便に精度の高い測定を行うことが可能になり、例えば、緊急検査や
医師・看護婦が行うポイントオブケアーテスティング（ＰＯＣＴ）等にも好適に用いられ
ることができる。
【００４１】
　本発明の検体溶液とは、患者から採取された検体それ自体、あるいは、患者から採取さ
れた検体が前記希釈液で希釈及び／又は前処理された調製された検体溶液を意味する。
【００４２】
　本発明の標的物質としては、特に限定されず、該標的物質と特異的に反応するパートナ
ーが存在するものであればよい。例えば、標的物質とこれと特異的に反応するパートナー
との組み合わせとしては、抗原と抗体、抗体と抗原、糖鎖とレクチン等が挙げられる。こ
のように本発明において「特異的に反応する」とは、生化学的に特異的に結合することを
意味し、標的物質および特異的に反応するパートナーは、基質のようにその結合の前後で
物質の化学的性質が変化するものであってもよい。
【００４３】
　標的物質とこれと特異的に反応するパートナーとを反応させる工程、および、反応生成
物の量を測定する工程の条件等は、標的物質とそれと特異的に反応するパートナーの組み
合わせに応じて適宜選択される。例えば、酵素と基質との反応および反応生成物の量の測
定は、酵素を基質と混合して酵素を基質に作用させ、反応生成物（基質の分解物）の量を
測定することによって行うことができる。また、抗体と抗原との反応および反応生成物の
量の測定は、抗体または抗原を、それに対する抗体または抗原の結合した固相担体および
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標識体と混合して反応生成物（免疫複合体）を形成させ、洗浄によって免疫複合体から未
反応の抗体または抗原および標識体を除去し（Ｂ／Ｆ分離）、免疫複合体の形成により固
相に結合した標識体の量を測定することによって行うことができる。このように本発明に
おいて、「反応生成物の量を測定する」とは、反応生成物自体の量を直接測定するだけで
なく、反応生成物の量に定量的に関連した物質の量又は信号を測定することも包含する。
このようにして測定された反応生成物の量から検体中の標的物質の量を算出することがで
きる。
【００４４】
　なお、複合体とは一般的に標的物質と特異的に反応するパートナーの結合による生成物
を意味する。
【００４５】
　また、本発明においては、標的物質と特異的に反応するパートナーとの反応が、免疫学
的反応であることが好ましい。すなわち、標的物質と特異的に反応するパートナーが抗体
又は抗原であることが好ましい。免疫学的反応は、好ましくは、検体中の標的物質と免疫
学的に特異的に反応する第一のパートナーとを反応させて第一の免疫複合体を形成させ、
第一の免疫複合体をこれと免疫学的に特異的に反応する標識化した第二のパートナーとを
反応させて第二の免疫複合体を形成させる反応である。更に好ましくは、標的物質が抗原
、特異的に反応するパートナーが抗体であると良い。
【００４６】
　すなわち、本発明の標的物質に特異的に反応するパートナー（好ましくは、第一パート
ナー及び第二パートナーとの組合せ）とは、上記の標的物質の量として測定されるシグナ
ルを発生する複合体を構成する物質を意味する。
【００４７】
　本発明における本反応とは、標的物質と、該標的物質に特異的に反応するパートナーと
が反応し、複合体を形成する反応を意味する。すなわち、標的物質と、標的物質の量とし
て測定されるシグナルを発生する複合体を構成する物質との反応を意味する。
【００４８】
　また、実質的に本反応時に反応を開始するとは、測定結果に負の影響が無い程度に、本
反応前に、該本反応に関わる物質が測定系に存在しており、本反応開始時に該本反応に関
わる物質が出会うことによって、本反応が開始されることを意味する。
【００４９】
　本発明の反応液とは、標的物質との反応を行う溶液であり、反応液には、本反応に必要
な物質を含むことができる。本発明の反応液は少なくとも２つ以上使用する。
【００５０】
　本発明の標的物質に特異的に反応するパートナーは、第一の反応液と第二の反応液の少
なくとも一方に含まれていれば良い。特に、１種類のパートナーを使用する際には好まし
い。例えば、１種類の抗体を使用するラテックス凝集法の場合などが挙げられる。
【００５１】
　また、標的物質に特異的に反応する第一のパートナーが、第一の反応液及び第二の反応
液に含まれていても良い。特に、２種類以上のパートナー、すなわち、第一パートナーと
第二パートナーとの組合せを使用する際には好ましい。更に、第一の反応液に含まれる標
的物質に特異的に反応する第一のパートナーと第二の反応液に含まれる標的物質に特異的
に反応する第二のパートナーが、標的物質の異なる領域に反応する物質であると良い。例
えば、２種類以上の抗体を使用するサンドイッチＥＬＩＳＡ法の場合などが挙げられる。
【００５２】
　また、標的物質に特異的に反応するパートナーが、標識体で標識されたパートナー又は
固相担体に固定されたパートナーであっても良い。例えば、１種類の抗体をラテックスに
固定して使用するラテックス凝集法の場合などが挙げられる。
【００５３】
　また、第一の反応液に含まれる標的物質に特異的に反応する第一のパートナーが標識体
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で標識されたパートナーであり、第二の反応液に含まれる標的物質に特異的に反応する第
二のパートナーが固相担体に固定されたパートナーであっても良い。例えば、片方の抗体
を磁性粒子に固定し、もう一方の抗体を標識体で標識するサンドイッチＥＬＩＳＡ法の場
合などが挙げられる。
【００５４】
　本発明の標的物質に特異的に反応する第三のパートナーとは、上記の標的物質の量とし
て測定されるシグナルを発生する複合体の形成を抑制する物質を意味する。該複合体の形
成を抑制し、該複合体を構成するもので無ければ、どのような物質でも良い。例えば、標
的物質が抗原で、第一及び／又は第二のパートナーが抗体の場合、該抗原と該抗体の結合
を競合的に阻害するものが挙げられる。該抗原と該抗体の結合を競合的に阻害する物質と
しては、該抗体と実質的に同じエピトープを有する抗体が挙げられる。
【００５５】
　具体的には、ある抗原に対して同一のエピトープを有する抗体を、一方は磁性粒子に固
定し（標的物質に特異的に反応する第一のパートナー）、他方は遊離の抗体（標的物質に
特異的に反応する第三のパートナー）として用意し、更に検出用に標識された上記のエピ
トープと異なる抗体（標的物質に特異的に反応する第二のパートナー）を用意し、それら
をある抗原と共に本反応に供した場合、固定された抗体と遊離抗体は競合反応が起こり、
測定に最適な条件で固定された抗体は該抗原と結合し、更に標識抗体が結合して、好適に
標的物質の量を反映する該固定された抗体と該抗原と該標識抗体の免疫複合体が形成され
る。
【００５６】
　このような複合体の形成を抑制する第三のパートナーを使用する測定法の場合、本反応
時に標的物質に特異的に反応する第一及び／又は第二のパートナー及び標的物質に特異的
に反応する第三のパートナーが同時に標的物質と反応開始できることで、標的物質の測定
の精度が高くなるため特に好ましい。
【００５７】
　具体的には、第一の反応液又は第二の反応液の少なくとも一方に、本反応で形成される
標的物質との複合体の形成を抑制する、標的物質に特異的に反応する第三のパートナーを
含むことができる。また、第一の反応液及び第二の反応液に、本反応で形成される標的物
質との複合体の形成を抑制する、標的物質に特異的に反応する第三のパートナーを含むこ
ともできる。
【００５８】
　シールされたカートリッジなどを使用する場合、装置の動きやチップがシールを破壊す
る衝撃などで、内容物の飛び散りや吸引不良が起こり、正確に反応液を吸引できないこと
がある。そのため、第一の反応液及び第二の反応液の両方に、本反応で形成される標的物
質との複合体の形成を抑制する、標的物質に特異的に反応する第三のパートナーを含んで
いた方が、本反応時の大きな組成の変更が生じることないので好ましい。
【００５９】
３．本発明のキット
　本発明のキットは、本発明の測定方法に使用することができる。具体的には、標的物質
を含む検体溶液と比重の異なる第一の反応液と、第二の反応液を含み、第一反応液と第二
反応液の少なくとも一方に、標的物質に特異的に反応する第一のパートナーを含む。前記
第一の反応液が前記検体溶液よりも比重が重い方が好ましい。
【００６０】
４．本発明の態様例
　本発明の第一の態様としては、分注手段を有する測定装置を使用して、標的物質（抗原
）を含む全血検体溶液と、第一の反応液と、ラテックスに固定された、抗原に特異的に反
応する抗体を含む第二の反応液とを使用する、抗原の免疫学的比濁測定方法が挙げられる
。具体的には、該検体溶液を分注手段で吸引する第一の工程、続いて該第一の反応液を該
分注手段で吸引する第二の工程を行って該検体溶液の下層に該第一の反応液を重層させ、
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その後、該分注手段で吸引した該検体溶液と該第一の反応液を、該第二の反応液に吐出し
て本反応を行った後、ラテックスの凝集を光学的に測定して抗原の量を測定することがで
きる。
【００６１】
　本発明の第二の態様としては、分注手段を有する測定装置を使用して、標的物質（抗原
）を含む全血検体溶液と、本反応の免疫複合体の生成を抑制する、抗原に特異的に反応す
る遊離の抗体を含む第一の反応液と、ラテックスに固定された、抗原に特異的に反応する
抗体を含む第二の反応液とを使用する、抗原の免疫学的比濁測定方法が挙げられる。具体
的には、該検体溶液を分注手段で吸引する第一の工程、続いて該第一の反応液を該分注手
段で吸引する第二の工程を行って該検体溶液の下層に該第一の反応液を重層させ、その後
、該分注手段で吸引した該検体溶液と該第一の反応液を、該第二の反応液に吐出して本反
応を行った後、ラテックスの凝集を光学的に測定して抗原の量を測定することができる。
本反応では、抗原に対し、固定抗体と遊離抗体が競合反応を起こしている。
【００６２】
　本発明の第三の態様としては、分注手段を有する測定装置を使用して、標的物質（抗原
）を含む全血検体溶液と、アルカリホスファターゼで標識された抗体を含む第一の反応液
と、磁性粒子に固定された、抗原に特異的に反応する抗体を含む第二の反応液とを使用す
る、抗原のサンドイッチＥＬＩＳＡ法が挙げられる。具体的には、該検体溶液を分注手段
で吸引する第一の工程、続いて該第一の反応液を該分注手段で吸引する第二の工程を行っ
て該検体溶液の下層に該第一の反応液を重層させ、その後、該分注手段で吸引した該検体
溶液と該第一の反応液を、該第二の反応液に吐出して本反応を行った後、基質溶液を含む
第三の反応液を添加し発光量を測定して抗原の量を測定することができる。
【００６３】
　本発明の第四の態様としては、分注手段を有する測定装置を使用して、標的物質（抗原
）を含む全血検体溶液と；アルカリホスファターゼで標識された抗体と、本反応の免疫複
合体の生成を抑制する抗原に特異的に反応する遊離の抗体とを含む第一の反応液と；磁性
粒子に固定された抗原に特異的に反応する抗体を含む第二の反応液とを使用する、抗原の
サンドイッチＥＬＩＳＡが挙げられる。具体的には、該検体溶液を分注手段で吸引する第
一の工程、続いて該第一の反応液を該分注手段で吸引する第二の工程を行って該検体溶液
の下層に該第一の反応液を重層させ、その後、該分注手段で吸引した該検体溶液と該第一
の反応液を、該第二の反応液に吐出して本反応を行った後、基質溶液を含む第三の反応液
を添加し発光量を測定して抗原の量を測定することができる。本反応では、抗原に対し、
固定抗体又は標識抗体と遊離抗体が競合反応を起こしている。
【実施例】
【００６４】
　以下、実施例により本発明をさらに具体的に説明するが、下記の実施例は本発明を単に
例示するものに過ぎず、本発明の範囲は下記の実施例により何ら限定されるものではない
。本発明の精神から離れることなく、いかなる変更、改良または改変を加えることができ
ることは当業者には自明である。
【００６５】
《実施例１》
《Ｃ反応性タンパク質（ＣＲＰ）測定試薬の調製》
（１）検体の調製
　検体として、全血検体と血漿検体を用意した。血漿検体は、全血検体を３０００ｒｐｍ
、８℃、１５分間遠心分離して得た同一検体から作製した。
【００６６】
（２）磁性粒子溶液の調製
　抗ＣＲＰモノクローナル抗体：ＣＲＰ－１（イムノプローブ社製）を磁性粒子（２．４
μｍ）に５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭＥＳ緩衝液（ｐＨ６．０）中で感作させた後、０．０２％
界面活性剤を含むトリス緩衝液（０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ８．０）で安定化させ、抗Ｃ
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ＲＰ抗体結合磁性粒子を作製した。作製した磁性粒子は、抗ＣＲＰモノクローナル抗体（
ＣＲＰ－１）０．３ｍｇ／ｍＬを含むように５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭＯＰＳ緩衝液（ｐＨ６
．５）に懸濁して用いた。
【００６７】
（３）標識抗体溶液の調製
　抗ＣＲＰモノクローナル抗体：ＣＲＰ－４（イムノプローブ社製）をマレイミド法でウ
シアルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）と結合させ、ＡＬＰ標識抗ＣＲＰ抗体を作製した。
作製した標識抗体は、１５％シュクロース及び抗ＣＲＰモノクローナル抗体（ＣＲＰ－１
）０．３ｍｇ／ｍＬを含む２０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭＥＳ緩衝液（ｐＨ６．０）に溶解して用
いた。比較用の標識抗体溶液として、シュクロースを含まないものを同様に調製した。
【００６８】
（４）洗浄液の調製
　０．０５％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００および０．９％ＮａＣｌを含む１０ｍｍｏｌ／Ｌ　
ＭＥＳ緩衝液（ｐＨ６．５）を調製した。
【００６９】
（５）希釈液の調製
　１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）および０．３ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌを含む０．１ｍ
ｏｌ／Ｌ　ＭＯＰＳ緩衝液（ｐＨ７．５）を調製した。
【００７０】
（６）発光基質
　発光基質は０．４ｍｍｏｌ／Ｌ　ＣＤＰ－Ｓｔａｒ溶液（Applied Biosystems社）を用
いた。
【００７１】
　上記で調製した試薬類は、図２に示したポリプロピレン（ＰＰ）で作製されたカートリ
ッジに封入し、自動化学発光酵素免疫測定装置であるＰＡＴＨＦＡＳＴ（三菱化学メディ
エンス社製）を用いて測定を行った。該カートリッジのサンプルウェル（１）、標識抗体
収納ウェル（２）、洗浄ウェル１（３）、洗浄ウェル２（４）、洗浄ウェル３（５）、磁
性粒子収納ウェル（７）、希釈液ウェル（１１）、基質ウェル（１３）に上記調製例の（
１）～（６）で調製した各試薬および溶液を充填後、各試薬収納ウェル上部をアルミニウ
ム箔でシールした。充填位置および充填分量は次の通りであった。特に記載の無いウェル
は空のウェルである。
【００７２】
サンプルウェル（１）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１００μＬ
標識抗体収納ウェル（２）　　　　　　　　　　　　　　　　　　８５μＬ
洗浄ウェル１（３）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　４００μＬ
洗浄ウェル２（４）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　４００μＬ
洗浄ウェル３（５）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　４００μＬ
磁性粒子収納ウェル（７）　　　　　　　　　　　　　　　　　　５０μＬ
希釈液ウェル（１１）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１００μＬ
基質ウェル（１３）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１４０μＬ
【００７３】
《実施例２》
《自動測定装置による測定手順》
　後述の比較例１及び実施例３では、６連の吸引・吐出機構と６連の磁性粒子分離機構を
備えた自動測定装置（ＰＡＴＨＦＡＳＴ）を用いる、本実施例に記載の以下の工程に従い
、実施例１で作製した試薬カートリッジを使用して検体中のＣＲＰを測定した。
（１）検体を実施例１で作製したカートリッジのサンプルウェル（１）に１００μＬ分注
する。
（２）検体を分注した試薬カートリッジを自動測定装置にセットする。
（３）自動測定装置をスタートさせる。
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（４）自動測定装置は試薬カートリッジに添付されたバーコードを読んで、ＣＲＰが測定
対象であることを認識する。
（５）試薬カートリッジ上部のアルミニウムシールを突起物で穿孔する。
（６）サンプルウェル（１）からサンプル５０μＬを吸引し、次いで、希釈ウェル（１１
）から希釈液を５０μＬ吸引し、空のウェル（１４）に全量吐出する。さらに空のウェル
（１４）で吸引・吐出操作を繰り返すことによって第一段目希釈工程が行われる。
（７）次いで、ウェル（１４）からサンプルと希釈液の混合溶液５０μＬを吸引し、標識
抗体収納ウェル（２）から標識体５０μＬを吸引した後、磁性粒子収納ウェル（７）で吐
出し磁性粒子と混合し、３７℃で５分間反応させる。
（８）磁性粒子収納ウェル（７）で磁石によって磁性粒子を分離する。
（９）磁性粒子を洗浄ウェル（３）で洗浄後、永久磁石で磁性粒子を分離する。
（１０）上記（９）の操作を洗浄ウェル（４）、（５）についても行う。
（１１）次いで、基質ウェル（１３）で吐出しＣＤＰ－Ｓｔａｒ溶液と混合し、３７℃で
１分間酵素反応後、測光ウェル上部から先電子増倍管（ＰＭＴ）で発光量を測定する。
【００７４】
《比較例１》
《同一検体からなる全血検体と血漿検体の測定－１》
　実施例１で調製したシュクロースを含有しない試薬を用いて、全血検体と血漿検体を実
施例２の方法に従い測定した。血漿検体は、全血検体を３０００ｒｐｍ、８℃、１５分間
遠心分離して得た同一検体から作製した。
【００７５】
　その結果を図３及び図４に示す。図３から明らかなように、測定系にシュクロースを添
加しなかった場合、血漿検体測定値と全血検体測定値との相関性は、その傾きが０．８１
１７となり、約２０％の乖離が認められた。また、図４に血漿検体測定値と全血検体測定
値の比（血漿検体測定値÷全血検体測定値）の結果を示す。図４からも明らかなように、
本来なら求めた比が１００％付近にあるべきものが、高濃度になるにつれ、その比が大き
く広がっていることが確認された。
【００７６】
　そこで、その原因を検討したところ、全血検体の場合には、図１の（ａ）で示したよう
に、標識抗体溶液が全血検体の間を上昇してしまい、反応が開始されてしまったことがわ
かった。更に、比重を確認したところ、血漿検体と標識抗体溶液の比重は殆ど変わらなか
ったが、全血検体の比重は１．０５３ｇ／ｃｍ３、標識抗体溶液の比重は１．０１４ｇ／
ｃｍ３であった。全血検体に対する標識抗体溶液の比重は、約３．７％低いものであった
が、反応に大きな影響を与える違いが生じていることがわかった。
【００７７】
《実施例３》
《同一検体からなる全血検体と血漿検体の測定－２》
　比較例１の結果から、比重が異なることが原因であることがわかったため、シュクロー
スを用いて標識抗体溶液の比重を重くし、全血検体と混じらない条件で改善できるか検討
した。実施例１で調製したシュクロース含有試薬を用いること以外は、比較例１と同様の
測定を行った。
【００７８】
　その結果を図５及び図６に示す。図５から明らかなように、測定系にシュクロースを添
加した場合、血漿検体測定値と全血検体測定値との相関性は、その傾きが０．９５２８と
なりシュクロースを添加しない場合と比較して大幅に改善された。また、図６に血漿検体
測定値と全血検体測定値の比（血漿検体測定値÷全血検体測定値）の結果を示す。図６か
らも明らかなように、求めた比が１００％付近で推移していることが確認された。
【００７９】
　以上より、測定系にシュクロースを添加して比重を調節することによって、全血検体と
血漿検体の測定値の乖離が無くなり、正確、且つ精度良く測定できることがわかった。
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　そこで、標識抗体溶液にシュクロースを添加して比重を調節した場合に、全血検体溶液
との比重の差がどの程度あればよいかを検討した。
　その結果、全血検体溶液の比重が約１．０５３ｇ／ｃｍ３であった場合、検体溶液に最
終濃度５％シュクロースを添加すると、全血検体溶液に対する添加後の検体溶液の比重の
変化は、約２．１８％低く、最終濃度１０％シュクロースを添加すると約０．９６％高く
、最終濃度１５％シュクロースを添加すると約１．５～２．５６％高く、最終濃度２０％
シュクロースを添加すると約７．５％高かった。そこで、更に検討したところ、シュクロ
ースを最終濃度１０％以上添加すれば、上記と同様に全血検体と混じらずに、血漿検体測
定値と全血検体測定値との相関性が得られることがわかった。
【産業上の利用可能性】
【００８０】
　本発明によれば、本反応における反応を同時に開始することが可能となるため、検体中
の標的物質を正確、且つ高精度に測定することが可能となる。更に、検体の種類に関わら
ず精度の高い測定が行えるため、簡便で誤使用の無い測定が可能となり、利用性の高い測
定法と言える。
　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。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】

【図５】
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【図６】

【手続補正書】
【提出日】平成25年10月8日(2013.10.8)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２９】
　標識体の測定は、例えば、酵素化学発光法では、免疫複合体と標識酵素の基質を混合後
、測光ウェルから直接、光電子増倍管等により行うことができる。また、酵素免疫法の場
合は、酵素基質液と混合した後、測光ウェルの底部または側部から測定波長の測定光を照
射し、測光ウェルを通過した透過光を測定することにより行うことができる。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００７３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００７３】
《実施例２》
《自動測定装置による測定手順》
　後述の比較例１及び実施例３では、６連の吸引・吐出機構と６連の磁性粒子分離機構を
備えた自動測定装置（ＰＡＴＨＦＡＳＴ）を用いる、本実施例に記載の以下の工程に従い
、実施例１で作製した試薬カートリッジを使用して検体中のＣＲＰを測定した。
（１）検体を実施例１で作製したカートリッジのサンプルウェル（１）に１００μＬ分注
する。
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（２）検体を分注した試薬カートリッジを自動測定装置にセットする。
（３）自動測定装置をスタートさせる。
（４）自動測定装置は試薬カートリッジに添付されたバーコードを読んで、ＣＲＰが測定
対象であることを認識する。
（５）試薬カートリッジ上部のアルミニウムシールを突起物で穿孔する。
（６）サンプルウェル（１）からサンプル５０μＬを吸引し、次いで、希釈ウェル（１１
）から希釈液を５０μＬ吸引し、空のウェル（１４）に全量吐出する。さらに空のウェル
（１４）で吸引・吐出操作を繰り返すことによって第一段目希釈工程が行われる。
（７）次いで、ウェル（１４）からサンプルと希釈液の混合溶液５０μＬを吸引し、標識
抗体収納ウェル（２）から標識体５０μＬを吸引した後、磁性粒子収納ウェル（７）で吐
出し磁性粒子と混合し、３７℃で５分間反応させる。
（８）磁性粒子収納ウェル（７）で磁石によって磁性粒子を分離する。
（９）磁性粒子を洗浄ウェル（３）で洗浄後、永久磁石で磁性粒子を分離する。
（１０）上記（９）の操作を洗浄ウェル（４）、（５）についても行う。
（１１）次いで、基質ウェル（１３）で吐出しＣＤＰ－Ｓｔａｒ溶液と混合し、３７℃で
１分間酵素反応後、測光ウェル上部から光電子増倍管（ＰＭＴ）で発光量を測定する。
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