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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サッカロース、マルトース、ラクトースから選択される２糖類；又はグリセロールを２
５～８０重量％含有するＰｒｅβ１－ＨＤＬ測定用血液検体。
【請求項２】
　サッカロース又はグリセロールを２５～８０重量％含有する請求項１記載の血液検体。
【請求項３】
　請求項１又は２に記載の血液検体に抗Ｐｒｅβ１－ＨＤＬ抗体を反応させることを特徴
とするＰｒｅβ１－ＨＤＬの免疫学的測定法。
【請求項４】
　抗Ｐｒｅβ１－ＨＤＬ抗体が、抗Ｐｒｅβ１－ＨＤＬモノクローナル抗体である請求項
３記載の測定法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、保存安定性の高いＰｒｅβ１－ＨＤＬ測定用血液検体及び当該検体を使用した
Ｐｒｅβ１－ＨＤＬの免疫学的測定法に関する。
【０００２】
【従来の技術】
アポＡ－ＩはＨＤＬを構成する主なアポ蛋白質であり、ＨＤＬの末梢細胞から肝臓へのコ
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レステロールを逆転送する機能において中心的な役割を果たしているものである。（Phil
ips M. C. et al. Biochem. Biophys. Acta, 906：p. 223(1987)）。このことから、動脈
硬化症の診断にアポＡ－Ｉを測定することが行われている。
【０００３】
近年、アポリポ蛋白質Ａ－II（以下、「アポＡ－II」という）を持たないアポＡ－Ｉ含有
ＨＤＬ（石塚ら：医学と薬学、39巻５号、1041頁、1988）が、アポＡ－Ｉ及びアポＡ－II
含有ＨＤＬより細胞からのコレステロール引き抜き作用が強いことや、脂質とは結合せず
に存在するアポＡ－Ｉや小粒子で脂質含量の少ないＰｒｅβ１－ＨＤＬ（T. Miida. et a
l. Biochemistry, 29：p. 10469(1990)）に存在するアポＡ－Ｉが細胞からのコレステロ
ールの逆転送系において重要な役割を演じていることが判明したことから、これら特定の
アポＡ－Ｉを測定することが重要となってきた。アポＡ－IIを持たないアポＡ－Ｉ含有Ｈ
ＤＬのうち、Ｐｒｅβ１－ＨＤＬは、細胞表面との特異的な相互作用を介して末梢細胞か
らコレステロールを引き抜き（Fielding, C. et al, Lipid Res., 36：p211-228(1995)）
、その作用はＨＤＬよりも効率的であることから、特に注目されている。そしてＰｒｅβ
１－ＨＤＬに対する抗体を用いるＰｒｅβ１－ＨＤＬの免疫学的測定法も開発されている
（特開2000-239300）。
【０００４】
【発明が解決しようとする課題】
しかしながら、採血後の血液中におけるＰｒｅβ１－ＨＤＬは非常に不安定で、血液検体
を通常の冷所保存条件である４℃や、室温で保存すると、Ｐｒｅβ１－ＨＤＬ濃度は、採
血直後の測定値に比べて１日後で３０％程度、４日後で５０％程度高値となってしまうと
いう問題があることが判明した。また、このような保存安定性を防止する手段として検体
の凍結保存がある。しかし、凍結保存後に融解して測定すると、この測定値もまた採血時
の値に比べて高値となることが判明した。
従って、本発明の目的はＰｒｅβ１－ＨＤＬ測定用の血液検体の安定化手段を提供するこ
とにある。
【０００５】
【課題を解決するための手段】
そこで、本発明者は、採血後の血液、血漿又は血清検体中のＰｒｅβ１－ＨＤＬの安定化
を図るべく、種々検討した結果、血液検体に２５～８０重量％となるように単糖類、２糖
類又はグリセロールを添加すれば、４℃で５日間経過後も検体中のＰｒｅβ１－ＨＤＬ濃
度はほとんど変化せず、また凍結融解後の検体中のＰｒｅβ１－ＨＤＬ濃度もほとんど変
化せず、安定性の高いＰｒｅβ１－ＨＤＬ測定用血液検体が得られることを見出し、本発
明を完成するに至った。
【０００６】
すなわち、本発明は、単糖類、２糖類又はグリセロールを２５～８０重量％含有するＰｒ
ｅβ１－ＨＤＬ測定用血液検体を提供するものである。
また本発明は、当該Ｐｒｅβ１－ＨＤＬ測定用血液検体に抗Ｐｒｅβ１－ＨＤＬ抗体を反
応させることを特徴とするＰｒｅβ１－ＨＤＬの免疫学的測定法を提供するものである。
【０００７】
【発明の実施の形態】
本発明において単糖類、２糖類及びグリセロールは、血液検体中のＰｒｅβ１－ＨＤＬの
安定化剤として作用するものであり、単糖類としては、グルコース、フルクトース、ガラ
クトース等が挙げられる。２糖類としては、サッカロース、マルトース、ラクトース等が
挙げられる。これらのうちサッカロース及びグリセロールがより好ましく、サッカロース
が特に好ましい。
【０００８】
これら安定化剤の検体中の濃度は、安定化作用の点から２５～８０重量％である必要があ
るが、３０～８０重量％、特に３０～７０重量％が好ましい。２５重量％未満では安定化
作用がない。
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【０００９】
検体としては、全血、血漿、血清のいずれも挙げられるが、血漿が好ましい。
また、検体には、血液凝固防止の目的で、クエン酸（好ましくは０．１～１．０％）、Ｅ
ＤＴＡ（好ましくは０．０５～１０mM）等が含まれていてもよい。
【００１０】
本発明の血液検体は、例えば血漿の場合には、患者又は被検者からＥＤＴＡ採血管等を用
いて採血し、冷却後遠心分離して血漿を得た後、これに、濃度が２５～８０重量％になる
ように単糖類、２糖類若しくはグリセロール又はこれらの水溶液を添加することにより調
製できる。
【００１１】
かくして得られた本発明の血液検体はＰｒｅβ１－ＨＤＬが安定化されているので、５日
間程度まで冷所保存（通常２～１０℃）した後に抗Ｐｒｅβ１－ＨＤＬ抗体を用いて免疫
測定しても安定したＰｒｅβ１－ＨＤＬ濃度の測定が可能である。
【００１２】
本発明血液検体に抗Ｐｒｅβ１－ＨＤＬ抗体を反応させてＰｒｅβ１－ＨＤＬを測定する
には、通常の免疫学的測定法、通常の競合法、サンドイッチ法によるＲＩＡ又はＥＩＡ等
が挙げられる。これらの方法の実施にあたっては、抗Ｐｒｅβ１－ＨＤＬ抗体の標識体を
用いることもできる。ここで標識物質としては、パーオキシダーゼ、アルカリホスファタ
ーゼ、グルコアミラーゼ、β－ガラクトオキシダーゼ等の酵素；125Ｉ、131Ｉ、トリチウ
ム等の放射性物質が挙げられる。
また、抗体を固相化するための単体としては、各種プラスチックウェル、各種プラスチッ
クビーズ等が挙げられる。
【００１３】
抗Ｐｒｅβ１－ＨＤＬ抗体としてはポリクローナル抗体でもよいが、モノクローナル抗体
を用いるのが好ましく、当該モノクローナル抗体としては特開２０００－２３９３００記
載のモノクローナル抗体５５２０１が特に好ましい。
【００１４】
例えば、ＥＬＩＳＡ法で測定する場合には、精製したアポＡ－Ｉを標準品として次のよう
な方法で定量することができる。すなわち、抗Ｐｒｅβ１－ＨＤＬモノクローナル抗体を
固相化したＥＬＩＳＡプレートに、希釈した試料を添加し反応させた後、酵素標識した抗
アポＡ－Ｉポリクローナル抗体を反応させ、発色後吸光度の変化から試料中に存在するＰ
ｒｅβ１－ＨＤＬを定量する方法が挙げられる。
【００１５】
なお、これらの測定は、通常の免疫学的測定法と同様に０～４０℃のいずれの温度で行う
こともできる。
【００１６】
【実施例】
次に実施例を挙げて本発明をさらに詳細に説明するが、本発明は何らこれらに限定される
ものではない。
【００１７】
実施例１
（１）ＥＤＴＡ（４mM）採血管を用いて採血した血液を氷冷した後、３０００rpm、１５
分遠心分離して血漿を得た。氷冷下血漿０．１mLに表１の濃度になるようにサッカロース
水溶液２mLを加え、Ｐｒｅβ１－ＨＤＬ測定用血漿検体を得た。
【００１８】
（２）得られた検体を用いて、採血当日、４℃に１日保存後、及び４℃に５日間保存後の
Ｐｒｅβ１－ＨＤＬ濃度を測定した。また、サッカロースを添加しない血漿についても同
様にしてＰｒｅβ１－ＨＤＬ濃度を測定した。
すなわち、特開２０００－２３９３００の実施例１で得たモノクローナル抗体５５２０１
を２０mMリン酸緩衝生理食塩水（PBS；pH7.2）で３μｇ／mLの濃度に調整後、９６穴ＥＬ
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ＩＳＡプレート（ヌンク社製）に５０μＬ／ウェル加え、４℃で一夜インキュベートした
。プレートをＰＢＳで３回洗浄後、ブロッキング液（１％BSA-PBS）を１００μＬ／ウェ
ル加え、１時間ブロッキングした。ブロッキング液を除去後、ブロッキング液にて希釈し
た前記検体又は精製アポＡ－Ｉを５０μＬ／ウェル加え、室温で１時間インキュベートし
た。ブロッキング液で３回洗浄した後、アポＡ－Ｉを山羊に免疫して得たヤギ抗アポＡ－
Ｉ抗体を過ヨウ素酸法にてペルオキシダーゼ標識したペルオキシダーゼ標識ヤギ抗アポＡ
－Ｉ抗体を５０μＬ／ウェル加え、室温で１時間インキュベートした。同様にブロッキン
グ液で３回洗浄した後、ペルオキシダーゼ基質溶液を５０μＬ／ウェル加えた。１０分後
、１．５Ｎ硫酸を５０μＬ／ウェル加え、４９２nmにおける吸光度を測定し、精製アポＡ
－Ｉを標準品として、各検体中のＰｒｅβ１－ＨＤＬ量を算出した。
【００１９】
その結果、表１に示すように、サッカロースを添加しない血漿、４．８重量％及び９．５
重量％のサッカロースを含む血漿はいずれも採血当日のＰｒｅβ１－ＨＤＬ濃度に比べて
１日後及び５日後では高くなってしまった。これに対し２８．６～６６．７重量％のサッ
カロースを含む血漿は、５日後までＰｒｅβ１－ＨＤＬ濃度の変化がなかった。
【００２０】
【表１】

【００２１】
実施例２
実施例１と同様にして、検体として、血漿、１％ＢＳＡ－ＰＢＳ含有血漿、４７．６重量
％サッカロース含有血漿、及び４７．６重量％グリセロール含有血漿を用いてＰｒｅβ１
－ＨＤＬ濃度を測定した。その結果を図１に示す。図１から明らかなように、血漿及びＢ
ＳＡ－ＰＢＳ含有血漿は１日後（４℃）からＰｒｅβ１－ＨＤＬ濃度が高くなっていたが
、４７．６重量％グリセロール又は４７．６重量％サッカロース含有血漿は４日後（４℃
）までＰｒｅβ１－ＨＤＬ濃度が変化しなかった。
【００２２】
実施例３
高脂血症患者の血漿及びこれに４７．６重量％となるようにサッカロースを添加した血漿
を用いて、実施例１と同様にしてＰｒｅβ１－ＨＤＬ濃度を測定した。その結果、図２に
示すように、サッカロース４７．６重量％含有血漿は４℃で５日間保存してもＰｒｅβ１
－ＨＤＬ濃度が変化しなかった。
【００２３】
実施例４
検体を４℃で保存して後に測定するかわりに、－８０℃に凍結して保存した後融解して測
定した。その結果を図３に示す。図３から明らかなように、血漿をそのまま凍結融解した
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検体はＰｒｅβ１－ＨＤＬ濃度が高くなった。これに対し、４７．６重量％サッカロース
を含有する血漿は凍結融解して測定してもＰｒｅβ１－ＨＤＬ濃度に変化がみられなかっ
た。
【００２４】
【発明の効果】
本発明の血液検体を用いれば、冷所保存後又は凍結保存後に測定してもＰｒｅβ１－ＨＤ
Ｌ濃度が測定できる。従来法では、正確に採血後直ちにＰｒｅβ１－ＨＤＬを測定しなけ
ればならず、実際に病院で採血した検体を検査センター等で測定することはできなかった
。本発明の血液検体を用いれば冷所で５日間保存してもＰｒｅβ１－ＨＤＬが安定に保持
されるので、病院で採血した血液を用いた検査センターでの測定が可能となった。
【図面の簡単な説明】
【図１】血液検体の４℃での保存日数とＰｒｅβ１－ＨＤＬ濃度との関係を示す図である
。
【図２】高脂血症患者の血液検体の４℃での保存日数とＰｒｅβ１－ＨＤＬ濃度との関係
を示す図である。
【図３】凍結前、凍結血漿及び４７．６重量％サッカロース含有凍結血漿のＰｒｅβ１－
ＨＤＬ濃度を示す図である。

【図１】

【図２】

【図３】
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