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(57)【要約】

【課題】本発明は、レセプター感作担体粒子と共存させておいても担体粒子の自然凝集が

起こらない反応促進剤を用いた凝集測定用試薬及び測定方法の提供を課題とする。

【解決手段】ある種のアミン化合物を用いることによって、担体粒子の自然凝集を起こさ

ずに特異反応に基づく凝集を促進する凝集測定用試薬及び測定方法を提供する。

【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

測 定 対 象 の リ ガ ン ド に 対 し て 特 異 的 に 反 応 す る レ セ プ タ ー が 感 作 さ れ た 不 溶 性 担 体 粒 子 と

有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 含 む 凝 集 測 定 用 試 薬 。

【 請 求 項 ２ 】

有 機 ア ミ ン 化 合 物 が 、 ２ － ア ミ ノ － ２ － チ ア ゾ リ ン 塩 酸 塩 、 ベ ン ズ ア ミ ジ ン 塩 酸 塩 、 ベ ン

ジ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 、 グ ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 、 ア ミ ノ ピ リ ン 、 ア ン チ ピ リ ン 、 ４ － ア ミ ノ ア ン チ

ピ リ ン 、 o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 二 塩 酸 塩 、 ｐ -ア ニ シ ジ ン 塩 酸 塩 、 ジ フ ェ ン ヒ ド ラ ミ ン 塩

酸 塩 、 ２ ， ４ － ジ ア ミ ノ ア ニ ソ ー ル 二 塩 酸 塩 、 ピ リ ジ ン 塩 酸 塩 、 塩 酸 １ ， ４ － フ ェ ニ レ ン

ジ ア ミ ン 、 ア ミ ノ グ ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 、 ベ タ イ ン 塩 酸 塩 か ら 選 ば れ る １ 以 上 の 化 合 物 で あ る

請 求 項 １ に 記 載 の 凝 集 測 定 用 試 薬 。

【 請 求 項 ３ 】

不 溶 性 担 体 粒 子 が ラ テ ッ ク ス で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 凝 集 測 定 用 試 薬 。

【 請 求 項 ４ 】

レ セ プ タ ー が 抗 体 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ れ ら の 反 応 性 部 位

を 含 む 断 片 ） で あ り 、 免 疫 反 応 に 基 づ く 凝 集 を 測 定 す る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の

凝 集 測 定 用 試 薬 。

【 請 求 項 ５ 】

測 定 対 象 の リ ガ ン ド が 、 Ｃ 反 応 性 タ ン パ ク （ Ｃ Ｒ Ｐ ） 、 Ｆ Ｄ Ｐ 、 Ｄ － ダ イ マ ー 、 前 立 腺 特

異 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ａ ） 、 ヘ モ グ ロ ビ ン Ａ １ C 、 ア ル ブ ミ ン 、 ペ プ シ ノ ー ゲ ン Ｉ （ Ｐ Ｇ Ｉ ） 、 ペ

プ シ ノ ー ゲ ン Ｉ Ｉ （ Ｐ Ｇ Ｉ Ｉ ） 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ （ Ｍ Ｍ Ｐ ） 、 ト リ プ

シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 カ テ プ シ ン か ら 選 ば れ る い ず れ か １ 以 上 で あ る 請

求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 凝 集 測 定 用 試 薬 。

【 請 求 項 ６ 】

有 機 ア ミ ン 化 合 物 の 含 有 量 が 、 ５ ０ ～ １ ０ ０ ０ mＭ で あ る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か に 記 載

の 凝 集 測 定 用 試 薬 。

【 請 求 項 ７ 】

有 機 ア ミ ン 化 合 物 が 、 凝 集 反 応 の 促 進 作 用 及 び 粒 子 分 散 性 の 安 定 化 作 用 を 有 す る も の で あ

る 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の 凝 集 測 定 用 試 薬 。

【 請 求 項 ８ 】

測 定 対 象 の リ ガ ン ド と 特 異 的 に 反 応 す る レ セ プ タ ー が 感 作 さ れ た 不 溶 性 担 体 粒 子 と 、 有 機

ア ミ ン 化 合 物 と を 共 存 状 態 で 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の 凝 集 測 定 用 試 薬 。

【 請 求 項 ９ 】

測 定 対 象 の リ ガ ン ド が ２ 種 以 上 で あ り 、 不 溶 性 担 体 粒 子 が 該 測 定 対 象 と 特 異 的 に 反 応 す る

レ セ プ タ ー を そ れ ぞ れ 感 作 し た も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 凝 集 測 定 用 試 薬 。

【 請 求 項 １ ０ 】

測 定 対 象 の リ ガ ン ド に 、 該 リ ガ ン ド と 特 異 的 に 反 応 す る レ セ プ タ ー が 感 作 さ れ た 不 溶 性 担

体 粒 子 を 添 加 し 、 生 ず る 凝 集 反 応 の 経 時 変 化 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 少 な く と も 反 応 時

に 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 共 存 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 測 定 方 法 。

【 請 求 項 １ １ 】

あ ら か じ め 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 共 存 さ せ た 不 溶 性 担 体 粒 子 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 請 求

項 １ ０ 記 載 の 測 定 方 法 。

【 請 求 項 １ ２ 】

測 定 対 象 の リ ガ ン ド が ２ 種 以 上 で あ り 、 リ ガ ン ド （ Ｌ １ ） と 特 異 的 に 反 応 す る レ セ プ タ ー

（ Ｒ １ ） が 感 作 さ れ た 不 溶 性 担 体 粒 子 を 添 加 し 、 生 ず る 凝 集 反 応 の 経 時 変 化 を 測 定 し 、 実

質 的 に 、 該 反 応 が 定 常 と な っ た 後 、 又 は 、 該 反 応 を 定 常 と さ せ た 後 ／ 該 反 応 を 定 常 と さ せ

る と 同 時 に 、 さ ら に 異 な る リ ガ ン ド （ Ｌ ２ ） と 特 異 的 に 反 応 す る レ セ プ タ ー （ Ｒ ２ ） が 感

作 さ れ た 不 溶 性 担 体 粒 子 を 添 加 し て 凝 集 反 応 の 経 時 変 化 を 測 定 す る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 測

定 方 法 。

【 請 求 項 １ ３ 】
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実 質 的 に 、 該 反 応 を 定 常 と さ せ る 方 法 が 、 Ｌ １ と 特 異 的 に 反 応 す る Ｒ １ を 遊 離 状 態 で 添 加

す る も の で あ る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 測 定 方 法 。

【 請 求 項 １ ４ 】

レ セ プ タ ー が 抗 体 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ れ ら の 反 応 性 部 位

を ふ く む 断 片 ） で あ る 請 求 項 １ ０ ～ １ ３ の い ず れ か に 記 載 の 測 定 方 法 。

【 請 求 項 １ ５ 】

有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 含 む 、 凝 集 測 定 用 試 薬 に 用 い る 粒 子 分 散 性 の 安 定 化 剤 。

【 請 求 項 １ ６ 】

凝 集 測 定 用 試 薬 に 、 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 添 加 す る こ と を 特 徴 と す る 凝 集 測 定 用 試 薬 の 粒 子

分 散 性 の 安 定 化 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 特 異 的 レ セ プ タ ー が 感 作 さ れ た 不 溶 性 担 体 粒 子 の 凝 集 反 応 に よ り リ ガ ン ド を

測 定 す る た め の 凝 集 測 定 用 試 薬 及 び 凝 集 測 定 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 凝 集 反 応 を 検 出 す る 測 定 法 は 、 凝 集 板 法 な ど で 従 前 よ り 汎 用 さ れ て き た 測 定 法 で あ る が

、 な か で も 感 度 ・ 特 異 性 ・ 再 現 性 の 高 さ か ら 抗 原 抗 体 反 応 を 利 用 し た 免 疫 凝 集 法 が 主 流 で

あ る 。

　 最 近 で は 、 測 定 対 象 で あ る リ ガ ン ド を 抗 原 と す る 特 異 的 抗 体 を 感 作 さ せ た 不 溶 性 担 体 粒

子 と 汎 用 自 動 分 析 装 置 を 利 用 し 、 よ り 高 感 度 か つ 簡 便 に リ ガ ン ド を 測 定 で き る よ う に な っ

た こ と か ら 、 免 疫 凝 集 法 が 臨 床 検 査 等 で 汎 用 さ れ て い る 。 当 該 免 疫 凝 集 法 は 、 抗 原 抗 体 反

応 に 基 づ い て 不 溶 性 担 体 粒 子 を 凝 集 さ せ 、 生 じ た 凝 集 の 程 度 を 光 学 的 に 測 定 す る こ と に よ

り 測 定 対 象 で あ る リ ガ ン ド の 濃 度 を 測 定 す る 方 法 で あ り 、 不 溶 性 担 体 粒 子 と し て は ラ テ ッ

ク ス が 多 く 用 い ら れ て い る 。 こ の 場 合 は 特 に 、 ラ テ ッ ク ス 免 疫 比 濁 法 （ 以 下 、 Ｌ Ｔ Ｉ Ａ 法

と 略 す る ） と い う 。

　 こ れ ま で 、 Ｌ Ｔ Ｉ Ａ 法 に お い て 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム や グ ア ニ ジ ン 類 な ど の 凝 集 促 進 剤 を 添

加 す る と 、 免 疫 凝 集 の 形 成 が 促 進 さ れ 、 測 定 感 度 が 向 上 す る こ と が 知 ら れ て い た （ 特 許 文

献 １ ） 。

　 し か し 、 こ れ ら の 凝 集 促 進 剤 を 、 抗 体 感 作 ラ テ ッ ク ス と 共 存 さ せ て お く と 、 免 疫 反 応 と

は 関 係 な い 非 特 異 的 な 抗 体 感 作 ラ テ ッ ク ス の 凝 集 （ 自 然 凝 集 と も 称 さ れ る ） が 生 じ 、 長 時

間 保 管 し て お く と 、 つ い に は 該 粒 子 が 沈 降 し て し ま う と い う 問 題 が あ っ た 。 こ の た め 、 Ｌ

Ｔ Ｉ Ａ 法 用 の 測 定 試 薬 で は 、 抗 体 感 作 ラ テ ッ ク ス と 凝 集 促 進 剤 を 別 々 の 構 成 試 薬 に 処 方 し

て お き 、 測 定 時 に 混 合 す る と い う ２ 液 の 試 薬 か ら 構 成 さ れ て い る も の が 一 般 的 で あ る 。

　 特 許 文 献 ２ に は 、 ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 に お い て 測 定 試 料 中 の 成 分 に 由 来 す る 非 特 異 的 凝

集 を 抑 制 し 、 保 存 安 定 性 に 優 れ る こ と か ら 、 ア ミ ノ ス ル ホ ン 酸 塩 を 試 薬 中 に 溶 解 さ せ 、 ラ

テ ッ ク ス 試 薬 を 分 散 さ せ る 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。

　 ま た 、 特 許 文 献 ３ に は 、 ア ミ ノ 酸 エ ス テ ル 又 は ポ リ ア ミ ン を ラ テ ッ ク ス 試 薬 中 に 共 存 さ

せ る こ と で タ ン パ ク 質 を 安 定 化 さ せ 、 ラ テ ッ ク ス に 結 合 さ せ た タ ン パ ク 質 同 士 の 非 特 異 的

凝 集 を 抑 制 し 、 安 定 化 す る 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。

　 し か し 、 こ れ ら の 文 献 で は ラ テ ッ ク ス の 非 特 異 的 凝 集 を 抑 制 す る と い う 試 薬 の 安 定 化 に

つ い て し か 言 及 さ れ て お ら ず 、 凝 集 反 応 の 促 進 効 果 つ い て は 不 明 で あ る 。

　 ま た 、 反 応 促 進 剤 と し て 塩 化 ナ ト リ ウ ム や グ ア ニ ジ ン 類 を 用 い た 場 合 で あ っ て も 、 自 動

分 析 装 置 を 利 用 し た 測 定 の よ う に 、 測 定 時 間 に 制 限 の あ る 場 合 に は 、 必 ず し も 満 足 で き る

測 定 感 度 が 得 ら れ る わ け で は な く 、 さ ら に 効 果 の 高 い 反 応 促 進 剤 の 提 供 が 期 待 さ れ て い た

。

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 １ １ － ３ ４ ４ ４ ９ ３ 号 公 報

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 平 ７ － ２ ２ ９ ９ ０ ０ 号 公 報

【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 ２ ０ ０ ４ － １ ０ ８ ８ ５ ０ 号 公 報
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【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 本 発 明 は 上 記 従 来 技 術 の 問 題 点 を 解 決 す る た め の も の で あ っ て 、 レ セ プ タ ー 感 作 ラ テ ッ

ク ス と 共 存 さ せ て お い て も 該 感 作 ラ テ ッ ク ス の 自 然 凝 集 が 起 こ ら な い 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を

用 い た 凝 集 測 定 用 試 薬 及 び 測 定 方 法 の 提 供 を 課 題 と す る 。

　 ま た 、 本 発 明 は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム や グ ア ニ ジ ン 類 な ど の 従 来 の 反 応 促 進 剤 よ り も 反 応 促

進 効 果 に 優 れ る 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 用 い た 凝 集 測 定 用 試 薬 及 び 測 定 方 法 の 提 供 を 別 の 課 題

と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 ラ テ ッ ク ス 凝 集 測 定 方 法 に お い て 、 レ セ プ タ ー 感 作 ラ テ ッ ク ス の 自 然 凝

集 が 起 こ ら な い 化 合 物 に つ い て 鋭 意 検 討 を 行 っ た と こ ろ 、 あ る 種 の 有 機 ア ミ ン 化 合 物 が 該

感 作 ラ テ ッ ク ス の 自 然 凝 集 を 起 こ さ ず に 凝 集 反 応 を 促 進 す る 効 果 が あ る こ と を 見 出 し 本 発

明 を 完 成 す る に 至 っ た 。

　 ま た 、 こ れ ら の 有 機 ア ミ ン 化 合 物 の 中 に は 、 従 来 の 反 応 促 進 剤 よ り も さ ら に 優 れ た 効 果

を 有 す る も の が あ る こ と を 見 出 し 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。

す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の 構 成 を 有 す る 。

（ １ ） 測 定 対 象 の リ ガ ン ド に 対 し て 特 異 的 に 反 応 す る レ セ プ タ ー が 感 作 さ れ た 不 溶 性 担 体

粒 子 と 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 含 む 凝 集 測 定 用 試 薬 。

（ ２ ） 有 機 ア ミ ン 化 合 物 が 、 ２ － ア ミ ノ － ２ － チ ア ゾ リ ン 塩 酸 塩 、 ベ ン ズ ア ミ ジ ン 塩 酸 塩

、 ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 、 グ ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 、 ア ミ ノ ピ リ ン 、 ア ン チ ピ リ ン 、 ４ － ア ミ ノ

ア ン チ ピ リ ン 、 o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 二 塩 酸 塩 、 ｐ -ア ニ シ ジ ン 塩 酸 塩 、 ジ フ ェ ン ヒ ド ラ

ミ ン 塩 酸 塩 、 ２ ， ４ － ジ ア ミ ノ ア ニ ソ ー ル 二 塩 酸 塩 、 ピ リ ジ ン 塩 酸 塩 、 塩 酸 １ ， ４ － フ ェ

ニ レ ン ジ ア ミ ン 、 ア ミ ノ グ ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 、 ベ タ イ ン 塩 酸 塩 か ら 選 ば れ る １ 以 上 の 化 合 物

で あ る 前 記 （ １ ） に 記 載 の 凝 集 測 定 用 試 薬 。

（ ３ ） 不 溶 性 担 体 粒 子 が ラ テ ッ ク ス で あ る 前 記 （ １ ） 又 は （ ２ ） に 記 載 の 凝 集 測 定 用 試 薬

。

（ ４ ） レ セ プ タ ー が 抗 体 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ れ ら の 反 応

性 部 位 を 含 む 断 片 ） で あ り 、 免 疫 反 応 に 基 づ く 凝 集 を 測 定 す る 前 記 （ １ ） ～ （ ３ ） の い ず

れ か に 記 載 の 凝 集 測 定 用 試 薬 。

（ ５ ） 測 定 対 象 の リ ガ ン ド が 、 Ｃ 反 応 性 タ ン パ ク （ Ｃ Ｒ Ｐ ） 、 Ｆ Ｄ Ｐ 、 Ｄ － ダ イ マ ー 、 前

立 腺 特 異 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ａ ） 、 ヘ モ グ ロ ビ ン Ａ １ C 、 ア ル ブ ミ ン 、 ペ プ シ ノ ー ゲ ン Ｉ （ Ｐ Ｇ Ｉ

） 、 ペ プ シ ノ ー ゲ ン Ｉ Ｉ （ Ｐ Ｇ Ｉ Ｉ ） 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ （ Ｍ Ｍ Ｐ ） 、

ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 カ テ プ シ ン か ら 選 ば れ る い ず れ か １ 以 上 で

あ る 前 記 （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の 凝 集 測 定 用 試 薬 。

（ ６ ） 有 機 ア ミ ン 化 合 物 の 含 有 量 が 、 ５ ０ ～ １ ０ ０ ０ mＭ で あ る 前 記 （ １ ） ～ （ ５ ） の い

ず れ か に 記 載 の 凝 集 測 定 用 試 薬 。

（ ７ ） 有 機 ア ミ ン 化 合 物 が 、 凝 集 反 応 の 促 進 作 用 及 び 粒 子 分 散 性 の 安 定 化 作 用 を 有 す る も

の で あ る 前 記 （ １ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の 凝 集 測 定 用 試 薬 。

（ ８ ） 測 定 対 象 リ ガ ン ド と 特 異 的 に 反 応 す る レ セ プ タ ー が 感 作 さ れ た 不 溶 性 担 体 粒 子 と 、

有 機 ア ミ ン 化 合 物 と を 共 存 状 態 で 含 む 前 記 （ １ ） に 記 載 の 凝 集 測 定 用 試 薬 。

（ ９ ） 測 定 対 象 の リ ガ ン ド が ２ 種 以 上 で あ り 、 不 溶 性 担 体 粒 子 が 該 測 定 対 象 と 特 異 的 に 反

応 す る レ セ プ タ ー を そ れ ぞ れ 感 作 し た も の で あ る 、 前 記 （ １ ） に 記 載 の 凝 集 測 定 用 試 薬 。

（ １ ０ ） 測 定 対 象 の リ ガ ン ド に 、 該 リ ガ ン ド と 特 異 的 に 反 応 す る レ セ プ タ ー が 感 作 さ れ た

不 溶 性 担 体 粒 子 を 添 加 し 、 生 ず る 凝 集 反 応 の 経 時 変 化 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 少 な く と

も 反 応 時 に 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 共 存 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 測 定 方 法 。

（ １ １ ） あ ら か じ め 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 共 存 さ せ た 不 溶 性 担 体 粒 子 を 用 い る こ と を 特 徴 と

す る 前 記 （ １ ０ ） 記 載 の 測 定 方 法 。

（ １ ２ ） 測 定 対 象 の リ ガ ン ド が ２ 種 以 上 で あ り 、 リ ガ ン ド （ Ｌ １ ） と 特 異 的 に 反 応 す る レ
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セ プ タ ー （ Ｒ １ ） が 感 作 さ れ た 不 溶 性 担 体 粒 子 を 添 加 し 、 生 ず る 凝 集 反 応 の 経 時 変 化 を 測

定 し 、 実 質 的 に 、 該 反 応 が 定 常 と な っ た 後 、 又 は 、 該 反 応 を 定 常 と さ せ た 後 ／ 該 反 応 を 定

常 と さ せ る と 同 時 に 、 さ ら に 異 な る リ ガ ン ド （ Ｌ ２ ） と 特 異 的 に 反 応 す る レ セ プ タ ー （ Ｒ

２ ） が 感 作 さ れ た 不 溶 性 担 体 粒 子 を 添 加 し て 凝 集 反 応 の 経 時 変 化 を 測 定 す る 前 記 （ １ １ ）

に 記 載 の 測 定 方 法 。

（ １ ３ ） 実 質 的 に 、 該 反 応 を 定 常 と さ せ る 方 法 が 、 Ｌ １ と 特 異 的 に 反 応 す る Ｒ １ を 遊 離 状

態 で 添 加 す る も の で あ る 前 記 （ １ ２ ） に 記 載 の 測 定 方 法 。

（ １ ４ ） レ セ プ タ ー が 抗 体 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ れ ら の 反

応 性 部 位 を ふ く む 断 片 ） で あ る 前 記 （ １ ０ ） ～ （ １ ３ ） の い ず れ か に 記 載 の 測 定 方 法 。

（ １ ５ ） 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 含 む 、 凝 集 測 定 用 試 薬 に 用 い る 粒 子 分 散 性 の 安 定 化 剤 。

（ １ ６ ） 凝 集 測 定 用 試 薬 に 、 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 添 加 す る こ と を 特 徴 と す る 凝 集 測 定 用 試

薬 の 粒 子 分 散 性 の 安 定 化 方 法 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 本 発 明 の 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 用 い た 凝 集 測 定 用 試 薬 は 、 以 下 の 効 果 を 有 す る 。

（ １ ） レ セ プ タ ー 感 作 ラ テ ッ ク ス と 共 存 さ せ て も 自 然 凝 集 を 起 こ し に く い た め 、 予 め レ セ

プ タ ー 感 作 ラ テ ッ ク ス に 反 応 促 進 剤 を 共 存 さ せ た １ 液 試 薬 と し て 調 製 す る こ と が 可 能 で あ

る 。

（ ２ ） １ 液 試 薬 と し て 調 製 し た 場 合 に は 、 １ 段 階 の 反 応 で 測 定 が で き る た め 、 従 来 の ２ 液

試 薬 で 要 し た 測 定 時 間 の 半 分 以 下 ま で 測 定 時 間 を 短 縮 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 １ 液 試

薬 に お い て 、 従 来 と 同 一 の 測 定 時 間 反 応 さ せ れ ば 、 よ り 高 い 測 定 感 度 が 得 ら れ る こ と に な

る 。

（ ３ ） ま た 、 ２ 液 試 薬 の 測 定 シ ス テ ム に 、 前 記 の 様 な １ 液 試 薬 を ２ 種 類 組 み 合 わ せ て 使 用

す れ ば 、 同 一 の 反 応 槽 内 で 連 続 し て ２ 種 類 の リ ガ ン ド の 測 定 が 可 能 に な る 。 こ の 効 果 は 、

同 一 試 料 中 の ２ 種 類 の リ ガ ン ド の 含 有 比 率 を 求 め る Ｐ Ｇ Ｉ ／ Ｐ Ｇ Ｉ Ｉ 比 や Ｈ ｂ Ａ １ ｃ の 検

査 に 特 に 有 効 で あ る 。

（ ４ ） 凝 集 反 応 の 反 応 促 進 効 果 に 優 れ る た め 、 反 応 時 間 の 短 縮 、 ひ い て は 測 定 時 間 の 短 縮

、 及 び ／ 又 は 測 定 感 度 の 向 上 を 図 る こ と が で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 図 １ 】 ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 含 有 ア ル ブ ミ ン 測 定 用 ラ テ ッ ク ス 試 薬 に よ る ア ル ブ ミ ン の

測 定 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ２ 】 ２ － ア ミ ノ － ２ － チ ア ゾ リ ン 塩 酸 塩 含 有 ア ル ブ ミ ン 測 定 用 試 薬 に よ る ア ル ブ ミ ン

の 測 定 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ３ 】 ベ ン ズ ア ミ ジ ン 塩 酸 塩 含 有 ア ル ブ ミ ン 測 定 用 試 薬 に よ る ア ル ブ ミ ン の 測 定 結 果 を

示 す グ ラ フ で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

（ 測 定 対 象 試 料 ）

　 本 発 明 の 測 定 試 薬 の 測 定 対 象 試 料 と し て は 、 例 え ば 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 リ ン パ 球 培 養 上

清 、 尿 、 髄 液 、 唾 液 、 汗 、 腹 水 、 又 は 細 胞 あ る い は 臓 器 の 抽 出 液 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

（ リ ガ ン ド ）

　 本 発 明 で 測 定 対 象 と す る リ ガ ン ド と は 、 凝 集 法 に よ り 測 定 で き る も の で あ れ ば 、 い ず れ

も 対 象 と す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 Ｃ 反 応 性 タ ン パ ク （ Ｃ Ｒ Ｐ ） 、 Ｆ Ｄ Ｐ 、 Ｄ － ダ

イ マ ー 、 前 立 腺 特 異 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ａ ） 、 ヘ モ グ ロ ビ ン Ａ １ C 、 ア ル ブ ミ ン 、 ペ プ シ ノ ー ゲ ン

Ｉ （ Ｐ Ｇ Ｉ ） 、 ペ プ シ ノ ー ゲ ン Ｉ Ｉ （ Ｐ Ｇ Ｉ Ｉ ） 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ （

Ｍ Ｍ Ｐ ） 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 カ テ プ シ ン 等 の タ ン パ ク 質 、 そ

の 他 、 ペ プ チ ド 、 糖 類 、 核 酸 、 脂 質 な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】
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（ レ セ プ タ ー ）

　 本 発 明 で 用 い る レ セ プ タ ー と し て は 、 測 定 対 象 で あ る リ ガ ン ド が 特 異 的 に 結 合 す る 物 質

を 用 い る 。 一 般 的 に は ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 等 に 測 定 対 象 の リ ガ ン ド を 免 疫 し て 得 ら れ る

抗 リ ガ ン ド ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 や 抗 リ ガ ン ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と が で き る 。

そ の 中 で も 特 異 性 の 点 か ら は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 が 特 に 望 ま し い 。 用 い る 抗 体 は 、

抗 体 全 体 で も 構 わ な い が 、 常 法 に 従 い 酵 素 で 切 断 し た 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト で あ っ て も よ い

。

　 ま た 、 測 定 対 象 が 抗 体 で あ る 場 合 に は 、 抗 原 を レ セ プ タ ー と す る こ と が で き る 。 そ の 他

、 リ ガ ン ド の 種 類 に よ っ て は レ ク チ ン 、 核 酸 等 も レ セ プ タ ー と し て 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

（ 担 体 粒 子 ）

　 本 発 明 で 使 用 す る レ セ プ タ ー を 感 作 す る 不 溶 性 担 体 粒 子 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ラ テ

ッ ク ス が 好 ま し い 。 ラ テ ッ ク ス の 材 質 と し て は 、 レ セ プ タ ー の 感 作 方 法 に 適 し た も の な ら

良 く 、 凝 集 測 定 法 で 一 般 的 に 用 い ら れ る ポ リ ス チ レ ン を 主 成 分 と す る ラ テ ッ ク ス の 他 に 、

ス チ レ ン － ブ タ ジ エ ン 共 重 合 体 、 （ メ タ ） ア ク リ ル 酸 エ ス テ ル 類 ポ リ マ ー な ど が 挙 げ ら れ

る 。 ま た 、 金 属 コ ロ イ ド 、 ゼ ラ チ ン 、 リ ポ ソ ー ム 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 シ リ カ 、 ア ル ミ ナ

、 カ ー ボ ン ブ ラ ッ ク 、 金 属 化 合 物 、 金 属 、 セ ラ ミ ッ ク ス 又 は 磁 性 体 等 の 材 質 よ り な る 粒 子

を 使 用 す る こ と も で き る 。 担 体 粒 子 に レ セ プ タ ー を 感 作 す る 方 法 と し て は 、 一 般 的 に 使 用

さ れ て い る 物 理 的 吸 着 法 の 他 、 化 学 結 合 法 も 採 用 で き る 。

　 本 発 明 で 用 い る 担 体 粒 子 は 同 一 種 類 、 あ る い は 二 種 類 以 上 を 用 い る こ と が で き 、 材 質 以

外 に 、 平 均 粒 子 径 の 異 な る 二 種 類 以 上 を 用 い る こ と も で き る 。

【 ０ ０ １ １ 】

（ 有 機 ア ミ ン 化 合 物 ）

　 本 発 明 の 有 機 ア ミ ン 化 合 物 は 、 凝 集 反 応 を 促 進 し 、 及 び /又 は 、 レ セ プ タ ー を 感 作 し た

担 体 粒 子 と 共 存 さ せ た 場 合 に 、 自 然 凝 集 を 起 こ し に く い も の で あ れ ば よ い 。

　 こ こ で 、 あ る 有 機 ア ミ ン 化 合 物 が 、 自 然 凝 集 を 起 こ し に く い か ど う か に つ い て は 、 後 述

す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 確 認 す る こ と が で き 、 ま た 、 凝 集 反 応 を 促 進 す る か ど う か

に つ い て は 、 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 用 い た 場 合 の 凝 集 度 合 い を 、 無 添 加 の 場 合 と 比 較 す る こ

と に よ り 確 認 で き る の で 、 容 易 に 評 価 し 、 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。

　 具 体 的 に は 、 ２ － ア ミ ノ － ２ － チ ア ゾ リ ン 塩 酸 塩 、 ベ ン ズ ア ミ ジ ン 塩 酸 塩 、 ベ ン ジ ル ア

ミ ン 塩 酸 塩 、 グ ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 、 ア ミ ノ ピ リ ン 、 ア ン チ ピ リ ン 、 4-ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン 、

o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 二 塩 酸 塩 、 ｐ -ア ニ シ ジ ン 塩 酸 塩 、 ジ フ ェ ン ヒ ド ラ ミ ン 塩 酸 塩 、 2,4

-ジ ア ミ ノ ア ニ ソ ー ル 二 塩 酸 塩 、 ピ リ ジ ン 塩 酸 塩 、 塩 酸 1,4-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 、 ア ミ ノ

グ ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 、 ベ タ イ ン 塩 酸 塩 か ら 選 ば れ る １ 以 上 が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 こ の 中 で

も 、 ベ ン ズ ア ミ ジ ン 塩 酸 塩 、 ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 、 ２ － ア ミ ノ － ２ － チ ア ゾ リ ン 塩 酸 塩

が さ ら に 好 ま し い 。

　 尚 、 各 有 機 ア ミ ン 化 合 物 の 塩 と し て は 、 硫 酸 塩 、 硝 酸 塩 、 臭 化 水 素 塩 、 ふ っ 化 水 素 酸 塩

、 ほ う ふ っ 化 水 素 酸 塩 、 し ゅ う 酸 塩 、 乳 酸 塩 、 ア ジ ピ ン 酸 塩 、 酒 石 酸 塩 、 よ う 化 水 素 酸 塩

、 ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸 塩 、 マ ロ ン 酸 塩 、 重 炭 酸 塩 な ど 特 に 制 限 は 無 い が 、 本 発 明 の 効 果 以

外 に 試 薬 と し て の 取 扱 い 易 さ や 入 手 の し や す さ 等 を 勘 案 し て 適 宜 選 ぶ こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 有 機 ア ミ ン 化 合 物 の 添 加 濃 度 は 、 無 添 加 時 に 比 較 し て 凝 集 反 応 を 促 進 し 、 及 び /又 は 、

担 体 粒 子 と 共 存 さ せ た 場 合 に 、 自 然 凝 集 を 起 こ し に く い 濃 度 で あ れ ば よ く 、 ５ ０ ～ １ ０ ０

０ mＭ が 好 ま し い 。 使 用 す る 有 機 ア ミ ン 化 合 物 毎 の 最 適 な 濃 度 は 、 本 明 細 書 の 記 載 に 従 っ

て 実 験 的 に 求 め る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 で い う 自 然 凝 集 と は 、 リ ガ ン ド と レ セ プ タ ー 間 の 特 異 的 結 合 に 基 づ か な い 担 体 粒

子 の 凝 集 を い い 、 粒 子 分 散 性 の 安 定 化 作 用 と は 、 レ セ プ タ ー 感 作 不 溶 性 担 体 粒 子 を 含 む 試

薬 中 に 有 機 ア ミ ン 化 合 物 が 共 存 す る こ と で 自 然 凝 集 が 起 こ り に く く な る 作 用 を い う 。 後 者

の 安 定 化 作 用 は 、 例 え ば 、 レ セ プ タ ー 感 作 不 溶 性 担 体 粒 子 と 本 発 明 の 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を
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共 存 さ せ 一 定 期 間 静 置 し た 後 、 自 然 凝 集 に 伴 う 担 体 粒 子 の 沈 降 が 観 察 さ れ な い こ と 、 あ る

い は 該 静 置 前 後 に お け る 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 含 有 す る 試 薬 の 光 学 的 な 変 化 の 割 合 が 一 定 以

上 と な ら な い こ と を 以 っ て 評 価 し 、 選 択 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 具 体 的 に は 、 レ セ プ タ ー 感 作 担 体 粒 子 と し て ラ テ ッ ク ス を 用 い る 場 合 、 レ セ プ タ ー 感 作

担 体 粒 子 と 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 共 存 さ せ 一 定 期 間 （ 例 え ば 、 ４ ℃ で ３ 日 以 上 ） 静 置 し た と

き の 、 該 静 置 前 後 に お け る 波 長 ６ ０ ０ ｎ ｍ 及 び ８ ０ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 の 比 （ Ａ 6 0 0 n m

／ Ａ 8 0 0 n m 比 ） を 測 定 し 、 静 置 前 の 値 （ 初 期 値 ） に 対 す る 静 置 後 の 値 を 相 対 評 価 し 、 初 期

値 に 対 す る 静 置 後 の 値 の 減 少 割 合 が ３ ０ ％ 以 下 と な ら な い よ う な 有 機 ア ミ ン 化 合 物 が 安 定

化 作 用 を 有 し て お り 、 好 適 に 使 用 で き る 。 ま た 、 該 吸 光 度 比 の 減 少 割 合 が １ ０ ％ 以 下 で あ

る も の が さ ら に 好 ま し く 、 最 も 好 ま し い も の は ５ ％ 以 下 と な る も の で あ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 上 記 は 、 レ セ プ タ ー 感 作 担 体 粒 子 と し て ラ テ ッ ク ス を 用 い る 場 合 に つ い て の も の で あ る

が 、 こ の よ う に 粒 子 分 散 性 の 安 定 化 作 用 は 容 易 に 評 価 で き る こ と か ら 、 こ れ を 本 発 明 の 有

機 ア ミ ン 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と す る こ と が で き 、 具 体 的 に は 、 抗 体 感 作 不 溶 性 担

体 と ４ ℃ で ３ 日 以 上 共 存 さ せ た 場 合 の 、 波 長 ６ ０ ０ ｎ ｍ 、 及 び ８ ０ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度

比 （ Ａ 6 0 0 n m ／ Ａ 8 0 0 n m 比 ） の 初 期 値 に 対 す る 減 少 割 合 が ３ ０ ％ 以 下 と な ら な い よ う な 安 定

化 作 用 を 有 す る 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 選 択 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 で い う 凝 集 反 応 と は 、 レ セ プ タ ー 感 作 不 溶 性 担 体 粒 子 の レ セ プ タ ー と 測 定 対 象 で

あ る リ ガ ン ド の 特 異 的 結 合 に 基 づ く 凝 集 反 応 を い い 、 凝 集 促 進 作 用 と は 、 試 薬 中 に 共 存 さ

せ る こ と で 特 異 的 凝 集 を 起 こ り や す く す る 機 能 を い う 。 該 促 進 機 能 は 例 え ば 次 の よ う に し

て 確 認 で き る 。 測 定 対 象 で あ る リ ガ ン ド を 含 む 試 料 に レ セ プ タ ー 感 作 不 溶 性 担 体 粒 子 を 添

加 し 、 一 定 時 間 経 過 後 の 吸 光 度 を 有 機 ア ミ ン 添 加 時 と 無 添 加 時 と で 比 較 し た 場 合 、 有 機 ア

ミ ン 添 加 時 の 方 が 無 添 加 時 に 比 べ て 高 い か 否 か を 確 認 す れ ば よ い 。 好 ま し い 凝 集 促 進 剤 と

し て は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 用 い た 場 合 と 同 等 以 上 の 促 進 機 能 を 有 す る も の が 良 く 、 上 述 の

粒 子 分 散 性 の 安 定 化 作 用 と 凝 集 反 応 促 進 作 用 の 両 方 を 兼 ね 備 え た 有 機 ア ミ ン 化 合 物 が 更 に

好 ま し い 。 こ の よ う な 両 方 の 機 能 を 兼 ね 備 え た 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 測 定 方 法 の 簡

便 さ か ら 、 粒 子 分 散 性 の 安 定 化 作 用 を 有 す る か ど う か を 先 に 調 べ 、 次 に 凝 集 反 応 促 進 作 用

を 有 す る か ど う か を 調 べ る 方 が 化 合 物 の 絞 込 み を 効 率 的 に 行 う こ と が で き 、 望 ま し い 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 上 記 で は 、 専 ら レ セ プ タ ー 感 作 担 体 粒 子 と し て ラ テ ッ ク ス を 用 い る 場 合 に つ い て 説 明 し

た が 、 測 定 波 長 は 、 担 体 粒 子 の 材 質 や 平 均 粒 子 径 を 考 慮 し て 適 切 な も の を 選 ぶ こ と が で き

る 。 ま た 、 吸 光 度 比 に よ る 評 価 方 法 を 説 明 し た が 、 粒 子 数 （ 沈 降 す れ ば 濃 淡 が 生 じ る ） 、

粒 子 サ イ ズ 測 定 （ 凝 集 す れ ば サ イ ズ は 大 き く な る ） 、 散 乱 光 測 定 や 吸 収 ス ペ ク ト ル の 測 定

（ 凝 集 す れ ば 増 大 も し く は シ フ ト す る ） な ど 当 業 者 が 用 い う る 手 段 に 適 宜 置 き 換 え る こ と

が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 光 学 的 な 検 出 を 可 能 な 範 囲 で 電 気 化 学 的 な 検 出 に よ っ て 置 き 換 え

る こ と も 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

（ 緩 衝 液 ）

　 本 発 明 に お け る 凝 集 反 応 は 、 緩 衝 液 中 で 行 わ れ 、 そ の 緩 衝 液 は 、 凝 集 反 応 が 最 適 に 行 わ

れ る 種 類 、 濃 度 、 ｐ Ｈ が 選 択 さ れ 、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 、 炭 酸 緩 衝 液 、 グ リ

シ ン 緩 衝 液 、 グ ッ ド の 緩 衝 液 等 を 用 い る 事 が で き る 。 そ の 緩 衝 液 の 緩 衝 剤 の 濃 度 は 、 ５ ｍ

Ｍ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ 程 度 で 用 い ら れ 、 ｐ Ｈ は 中 性 域 か ら 塩 基 性 域 で 用 い ら れ る こ と が 多 く 、 通

常 ７ ． ０ ～ ９ ． ５ の 範 囲 で 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

（ 凝 集 シ グ ナ ル の 測 定 方 法 ）

　 凝 集 シ グ ナ ル の 測 定 は 、 通 常 凝 集 反 応 測 定 に 用 い ら れ る 測 定 方 法 で あ れ ば い ず れ で も よ

く 、 吸 光 度 、 粒 子 数 、 粒 子 サ イ ズ 測 定 、 散 乱 光 測 定 な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】
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　 凝 集 シ グ ナ ル の 検 出 は 、 前 記 の 如 く 種 々 の 方 法 が あ る が 、 汎 用 の 生 化 学 分 析 装 置 を 用 い

る 方 法 が 便 利 で あ る 。 例 え ば 、 測 定 対 象 で あ る リ ガ ン ド を 含 む 試 料 に 、 有 機 ア ミ ン 化 合 物

と レ セ プ タ ー が 感 作 さ れ た ラ テ ッ ク ス 等 の 不 溶 性 担 体 粒 子 が 含 む 試 薬 を 加 え 、 一 定 温 度 で

一 定 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 こ の 間 の 吸 光 度 を 測 定 し 、 吸 光 度 の 変 化 量 を 検 出 し 、 予 め 濃

度 の 判 っ て い る 標 準 液 を 試 料 と し た 場 合 の 検 量 線 か ら 被 検 試 料 中 の リ ガ ン ド の 濃 度 を 算 出

す る こ と が で き る 。 ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 で は 、 通 常 ５ ０ ０ ～ ９ ０ ０ ｎ ｍ の 波 長 の 吸 光 度 が 用

い ら れ 、 反 応 時 の 吸 光 度 の 変 化 量 を 定 量 に 用 い る の が 一 般 的 で あ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

（ 凝 集 測 定 用 試 薬 と し て の 構 成 ）

　 本 発 明 の 有 機 ア ミ ン 化 合 物 は レ セ プ タ ー 感 作 ラ テ ッ ク ス と 共 存 さ せ て も 自 然 凝 集 を 起 こ

し に く い た め 、 予 め レ セ プ タ ー 感 作 ラ テ ッ ク ス に 反 応 促 進 剤 を 共 存 さ せ た １ 液 試 薬 と し て

調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ よ り 該 １ 液 試 薬 の 凝 集 測 定 用 試 薬 と し て 構 成 す る こ と が

で き る 。 １ 液 試 薬 と し て 調 製 し た 場 合 に は 、 １ 段 階 の 反 応 で 測 定 が で き る た め 、 従 来 の ２

液 試 薬 で 要 し た 測 定 時 間 の 半 分 以 下 ま で 測 定 時 間 を 短 縮 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 １ 液

試 薬 に お い て 、 従 来 と 同 一 の 測 定 時 間 反 応 さ せ れ ば 、 よ り 高 い 測 定 感 度 が 得 ら れ る こ と に

な る 。 こ の よ う に １ 液 試 薬 の 凝 集 測 定 用 試 薬 と し て 構 成 す る こ と で 本 発 明 の 効 果 を 最 も 有

効 に 享 受 す る こ と が で き る 。

　 本 発 明 の 有 機 ア ミ ン 化 合 物 は 、 反 応 促 進 効 果 を 有 し て い る の で 、 従 来 の ２ 液 試 薬 と し て

調 製 し 、 凝 集 測 定 用 試 薬 を 構 成 す る こ と も 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 ま た 、 本 発 明 の 効 果 を 低 下 さ せ な い こ と を 限 度 と し て 、 通 常 、 凝 集 測 定 用 試 薬 に 添 加 、

使 用 さ れ て い る 塩 、 糖 、 タ ン パ ク 、 界 面 活 性 剤 、 防 腐 剤 な ど の 使 用 も 制 限 が な い 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

（ 測 定 試 薬 と し て の 使 用 方 法 ）

　 本 発 明 の 凝 集 測 定 用 試 薬 は 、 処 方 さ れ て い る 有 機 ア ミ ン 化 合 物 の 作 用 に よ り 凝 集 反 応 の

反 応 促 進 効 果 に 優 れ る た め 、 反 応 時 間 の 短 縮 、 ひ い て は 測 定 時 間 の 短 縮 、 及 び ／ 又 は 測 定

感 度 の 向 上 を 図 る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 １ 液 試 薬 の 凝 集 測 定 用 試 薬 と し て 単 位 時 間

当 た り の 測 定 数 を 増 や す よ う な 使 用 方 法 や 、 従 来 の ２ 液 試 薬 で は 感 度 が 不 足 し 測 定 が 困 難

で あ っ た リ ガ ン ド の 測 定 に 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 ま た 、 ２ 液 試 薬 の 測 定 シ ス テ ム に 、 本 発 明 の １ 液 試 薬 を ２ 種 類 組 み 合 わ せ て 使 用 す れ ば

、 同 一 の 反 応 槽 内 で 連 続 し て ２ 種 類 の リ ガ ン ド の 測 定 が 可 能 に な る 。 具 体 的 に は 以 下 の よ

う な 使 用 方 法 が 採 用 さ れ う る 。 す な わ ち 、 測 定 対 象 の リ ガ ン ド が ２ 種 以 上 で あ る 場 合 、 リ

ガ ン ド （ Ｌ １ ） と 特 異 的 に 反 応 す る レ セ プ タ ー （ Ｒ １ ） が 感 作 さ れ た 不 溶 性 担 体 粒 子 を 添

加 し 、 生 ず る 凝 集 反 応 の 経 時 変 化 を 測 定 し 、 実 質 的 に 、 該 反 応 が 定 常 と な っ た 後 、 又 は 、

該 反 応 を 定 常 と さ せ た 後 ／ 該 反 応 を 定 常 と さ せ る と 同 時 に 、 さ ら に 異 な る リ ガ ン ド （ Ｌ ２

） と 特 異 的 に 反 応 す る レ セ プ タ ー （ Ｒ ２ ） が 感 作 さ れ た 不 溶 性 担 体 粒 子 を 添 加 し て 凝 集 反

応 の 経 時 変 化 を 測 定 す る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 Ｌ ２ と Ｒ ２ の 測 定 結 果 に 影 響 を 与 え る の で 、 Ｌ ２ と Ｒ ２ の 反 応 開 始 時 点 で Ｌ １ と Ｒ １ の

反 応 が 実 質 的 に 定 常 と な っ て い る 必 要 が あ る こ と は 容 易 に 推 察 さ れ る 。 測 定 対 象 リ ガ ン ド

の 試 料 中 の 量 （ 濃 度 ） と レ セ プ タ ー 感 作 ラ テ ッ ク ス の 量 （ 濃 度 ） と が 好 適 に 合 致 す る こ と

が 困 難 で あ る 場 合 に は 、 Ｌ ２ と Ｒ ２ の 反 応 開 始 前 に 、 Ｌ １ と 特 異 的 に 反 応 す る 物 質 （ 遊 離

の Ｒ １ で あ っ て も よ い ） を 添 加 す る な ど し て 、 定 常 と す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 の １ 液 試 薬 を ２ 種 類 組 み 合 わ せ て 使 用 し 、 同 一 の 反 応 槽 内 で 連 続 し て ２ 種 類 の リ

ガ ン ド を 測 定 す る 方 法 は 、 同 一 試 料 中 の ２ 種 類 の リ ガ ン ド の 含 有 比 率 を 求 め る Ｐ Ｇ Ｉ ／ Ｐ

Ｇ Ｉ Ｉ 比 や Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 等 の 検 査 に 特 に 有 効 で あ り 、 こ の よ う な 方 法 は 全 く 新 規 な も の で あ

る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】
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　 以 下 、 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を 更 に 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に 限 定 さ れ る も

の で は な い 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ２ ８ 】

実 施 例 １

（ 不 溶 性 担 体 粒 子 と し て ラ テ ッ ク ス を 使 用 し た 場 合 の 粒 子 分 散 性 の 安 定 化 作 用 を 有 す る 有

機 ア ミ ン 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ ）

　 表 １ に 示 し た 各 種 の 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ） に 溶 解 し

、 Ｄ － ダ イ マ ー 測 定 用 ラ テ ッ ク ス 試 薬 （ ナ ノ ピ ア Ｄ － ダ イ マ ー の Ｄ － ダ イ マ ー ラ テ ッ ク ス

試 液 (2)（ 第 一 化 学 薬 品 社 製 ） ） と １ ： １ で 混 和 し 、 最 終 濃 度 が ６ ２ ． ５ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の

有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 含 む ラ テ ッ ク ス 試 薬 を 調 製 し た 。 ま た 、 対 照 （ ｃ ｏ ｎ ｔ ｒ ｏ ｌ ） と し

て ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ） を 用 い て 同 様 に 調 製 し た も の を 用 い た 。 更 に 、 比

較 の た め 、 最 終 濃 度 が １ ５ ０ 、 ３ ０ ０ 、 ５ ０ ０ ｍ Ｍ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む ラ テ ッ ク ス 試

薬 を 同 様 に 調 製 し た 。 こ れ ら を ４ ℃ で ３ 日 間 静 置 し 、 上 清 及 び 撹 拌 後 の ラ テ ッ ク ス 液 の 吸

光 度 を 波 長 ６ ０ ０ ｎ ｍ 及 び ８ ０ ０ ｎ ｍ で 測 定 し 、 そ の 吸 光 度 比 （ Ａ 6 0 0 n m ／ Ａ 8 0 0 n m 比 ） を

そ れ ぞ れ 算 出 し た 。 表 １ に は 、 ２ － ア ミ ノ － ２ － チ ア ゾ リ ン 塩 酸 塩 、 ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 酸

塩 、 ベ ン ズ ア ミ ジ ン 塩 酸 塩 、 グ ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 、 ア ミ ノ ピ リ ン 、 ア ン チ ピ リ ン 、 ４ － ア ミ

ノ ア ン チ ピ リ ン 、 ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 二 塩 酸 塩 、 ｐ － ア ニ シ ジ ン 塩 酸 塩 、 ジ フ ェ ン ヒ

ド ラ ミ ン 塩 酸 塩 、 ２ ， ４ － ジ ア ミ ノ ア ニ ソ ー ル 二 塩 酸 塩 、 ピ リ ジ ン 塩 酸 塩 、 塩 酸 １ ， ４ －

フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 、 ア ミ ノ グ ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 、 及 び ベ タ イ ン 塩 酸 塩 の 各 種 有 機 ア ミ ン 塩

酸 塩 に つ い て 、 検 討 し た 濃 度 範 囲 に お い て 、 吸 光 度 比 （ Ａ 6 0 0 n m ／ Ａ 8 0 0 n m 比 ） 、 及 び 上 清

の 吸 光 度 が 低 下 し て い な い 、 す な わ ち 、 自 然 凝 集 に よ る 粒 子 の 沈 降 が 抑 制 さ れ て い る と い

う 結 果 を 基 に 、 分 散 状 態 が も っ と も 良 好 、 か つ 、 ラ テ ッ ク ス の 沈 降 を 生 じ な か っ た 濃 度 の

成 績 を 示 し た 。

【 ０ ０ ２ ９ 】
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【 表 １ 】

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 表 １ よ り 、 ４ ℃ で ３ 日 間 静 置 後 の １ ５ ０ 、 ３ ０ ０ 、 ５ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む ラ

テ ッ ク ス 試 薬 の 吸 光 度 比 （ Ａ 6 0 0 n m ／ Ａ 8 0 0 n m 比 ； 表 １ 中 で は 「 600/800」 と 表 記 し た ） は

上 清 と 攪 拌 後 で ３ ０ ％ 以 上 の 差 が 認 め ら れ 、 さ ら に 、 撹 拌 後 の 吸 光 度 比 は 、 ｃ ｏ ｎ ｔ ｒ ｏ

ｌ に 比 べ て 約 ６ ０ ％ 低 下 し て お り 、 従 来 、 一 般 的 に 凝 集 促 進 剤 と し て 使 用 さ れ て い る 塩 化

ナ ト リ ウ ム 共 存 下 で は 、 抗 体 感 作 ラ テ ッ ク ス を 分 散 状 態 で 安 定 に 保 存 で き な い こ と が 判 る 50
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。

　 こ れ に 対 し て 、 前 記 し た 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 使 用 し た 場 合 は 、 上 清 と 攪 拌 後 の 吸 光 度 比

（ Ａ 6 0 0 n m ／ Ａ 8 0 0 n m 比 ） に 殆 ど で 差 が な く 、 ｃ ｏ ｎ ｔ ｒ ｏ ｌ の 吸 光 度 比 の １ ０ ％ 以 内 で あ

っ た 。 こ れ ら よ り 、 前 記 の 有 機 ア ミ ン 化 合 物 を 使 用 す る こ と で 、 抗 体 感 作 ラ テ ッ ク ス の 分

散 状 態 を 維 持 し 、 自 然 凝 集 等 に よ る 沈 降 が 防 止 さ れ て い る こ と が 判 る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

実 施 例 ２

ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 含 有 ア ル ブ ミ ン 測 定 試 薬 に よ る ア ル ブ ミ ン の 測 定

（ １ ） 抗 ア ル ブ ミ ン 抗 体 の 調 製

　 精 製 ヒ ト ア ル ブ ミ ン （ シ グ マ 社 製 ） １ ０ ０ μ ｇ を １ 回 の 免 疫 に 使 用 し た 。 初 回 免 疫 は ア

ル ブ ミ ン と フ ロ イ ン ド の 完 全 ア ジ ュ バ ン ド を 等 量 混 合 し て 調 製 し た エ マ ル ジ ョ ン ２ ０ ０ μ

Lを 用 い 、 こ れ を Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス の 腹 腔 に 注 射 し た 。 追 加 免 疫 に は フ ロ イ ン ド の 不 完

全 ア ジ ュ バ ン ド を 使 用 し て 同 様 に 調 製 し た エ マ ル ジ ョ ン ２ ０ ０ μ Lを 用 い 、 ２ 週 間 間 隔 で

３ 回 繰 り 返 し た 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 マ ウ ス 眼 底 静 脈 よ り 採 血 し た 血 液 中 の 抗 体 価 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に て 測 定 し 、 抗 体 価 の 高 い

マ ウ ス を 選 ん で 細 胞 融 合 に 供 し た 。 ４ 回 目 の 免 疫 か ら ２ 週 間 後 に ア ル ブ ミ ン １ ０ ０ μ ｇ を

生 理 食 塩 液 ２ ０ ０ μ Lに 溶 解 し た も の を マ ウ ス 腹 腔 に 注 射 し 、 ３ 日 後 に 脾 臓 を 摘 出 し た 。

脾 臓 を Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 中 で ほ ぐ し た 後 、 １ ５ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で 遠 心 分 離 し て 脾 細 胞 を 回

収 し た 。 こ れ を 牛 胎 児 血 清 フ リ ー の Ｐ Ｒ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 で ３ 回 以 上 洗 浄 後 、 １ ５ ％ 牛 胎

児 血 清 を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 ２ ｍ Ｌ を 加 え て 懸 濁 し 、 脾 細 胞 懸 濁 液 と し た 。 脾 細 胞

と ミ エ ロ ー マ 細 胞 Ｓ Ｐ ２ ／ Ｏ － Ａ Ｇ １ ４ を ６ 対 １ の 割 合 で 混 合 し た 後 、 ５ ０ ％ ポ リ エ チ レ

ン グ リ コ ー ル 存 在 下 で 細 胞 融 合 さ せ た 。 １ ５ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 　 の 遠 心 分 離 で 沈 殿 部 を 集 め 、 Ｇ

Ｋ Ｎ 液 （ グ ル コ ー ス ２ ｇ 、 塩 化 カ リ ウ ム ０ ． ４ ｇ 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム ８ ｇ 、 リ ン 酸 水 素 二 ナ

ト リ ウ ム １ ． ４ １ ｇ 及 び リ ン 酸 二 水 素 ナ ト リ ウ ム 二 水 和 物 ０ ． ７ ８ ｇ を 精 製 水 に 溶 か し て

１ リ ッ ト ル と し た も の ） に 懸 濁 、 遠 心 分 離 に よ り 洗 浄 後 、 沈 殿 部 を 回 収 し た 。 こ れ を １ ５

％ 牛 胎 児 血 清 を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 ３ ０ ｍ Ｌ に 懸 濁 し 、 ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト ３

枚 に １ ウ エ ル あ た り １ ０ ０ μ Lず つ 、 及 び ２ ０ ０ μ Lの フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ

マ ウ ス の 胸 腺 細 胞 を ２ ． ５ × １ ０
6
個 ／ ｍ Ｌ を 含 む Ｈ Ａ Ｔ 培 地 を そ れ ぞ れ 分 注 し 、 ３ ７ ℃

に て ５ ％ 炭 酸 ガ ス 培 養 器 中 で 培 養 し た 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 培 養 上 清 中 の 抗 ア ル ブ ミ ン 抗 体 の 存 在 は 、 ア ル ブ ミ ン を 固 相 化 し た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 で 確 認

し た 。 １ ０ 日 後 に 全 て の ウ エ ル で 融 合 細 胞 の 増 殖 を 確 認 し た 。 詳 細 に は 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ

の ア ル ブ ミ ン 及 び １ ５ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む １ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ２ ；

以 下 、 Ｐ Ｂ Ｓ と 略 す ） １ ０ ０ μ Lを ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 分 注 し 、 ４ ℃ で １ 晩 放 置 し

た 。 次 に こ れ を ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 及 び １ ％ 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ ３ ０ ０

μ Lで ３ 回 洗 浄 し た 後 、 各 ウ エ ル の 培 養 上 清 を ５ ０ μ L／ ウ エ ル 加 え 室 温 で １ 時 間 放 置 し た

。 そ の 後 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 の 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標

識 抗 マ ウ ス 抗 体 （ 第 一 化 学 薬 品 製 ） を ５ ０ μ L／ ウ エ ル 加 え 、 室 温 で １ 時 間 放 置 し た 。 こ

れ を ０ ． ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 後 、 ０ ． ２ ％ オ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア

ミ ン 及 び ０ ． ０ ２ ％ 過 酸 化 水 素 を 含 む ク エ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ５ ） ５ ０ μ L／ ウ エ ル を 加 え

、 室 温 で １ ５ 分 間 放 置 後 、 ４ ． ５ Ｎ 硫 酸 ５ ０ μ L／ ウ エ ル を 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ 、 波 長

４ ９ ２ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 を 測 定 し 、 吸 光 度 の 高 い ウ エ ル を 選 択 し た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 単 ク ロ ー ン 化 は 限 界 希 釈 法 で 行 っ た 。 す な わ ち フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ

ス の 胸 腺 細 胞 を １ ０
6
個 ず つ 分 注 し た ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 、 陽 性 ウ エ ル 中 の ハ イ ブ

リ ド ー マ を １ ０ 個 ／ ｍ Ｌ と な る よ う に 希 釈 し た も の を ０ ． １ ｍ Ｌ ず つ 分 注 し た 。 培 地 は 、

初 回 は Ｈ Ｔ 培 地 を 、 ２ 回 目 以 降 は １ ５ ％ 牛 胎 児 血 清 を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ を 用 い 、 ３ ７

℃ に て ５ ％ 炭 酸 ガ ス 培 養 器 中 で １ ０ 日 間 培 養 し た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ る 陽 性 ウ エ ル の 選 択

及 び 限 界 希 釈 法 に よ る 単 ク ロ ー ン 化 操 作 を 各 ３ 回 繰 り 返 し て ３ ０ 種 の 抗 ア ル ブ ミ ン モ ノ ク
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ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 を 得 た 。 各 細 胞 の 約 １ ０
5
個 を プ リ ス タ ン 前 処 理 し た マ ウ ス 腹 腔 に

投 与 し 、 生 成 し た 腹 水 を そ れ ぞ れ 採 取 し た 。 採 取 し た 各 腹 水 か ら 遠 心 分 離 に よ り 不 溶 物 を

除 去 し 、 等 量 の 飽 和 硫 安 液 を 加 え 、 撹 拌 し な が ら １ 晩 放 置 後 、 遠 心 分 離 で 沈 殿 を 回 収 し た

。 回 収 し た 沈 殿 を ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ） に 溶 解 し 、 同 緩 衝 液 で 透 析 し た 。 透 析

内 容 物 そ れ ぞ れ を 同 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム に 別 個 に 吸 着 さ せ

た 後 、 そ れ ぞ れ 同 緩 衝 液 中 の 塩 化 ナ ト リ ウ ム ０ ～ ３ ０ ０ ｍ Ｍ の 濃 度 勾 配 で 溶 出 さ せ て 得 た

Ｉ ｇ Ｇ 画 分 を ５ ０ ｍ Ｍ グ リ シ ン 緩 衝 液 で 透 析 し 、 ３ ０ 種 の 精 製 抗 体 を 得 た 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

（ ２ ） 抗 ア ル ブ ミ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 選 択

　 各 精 製 抗 体 を １ ． ４ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ 含 む ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ５ ） ３ ｍ Ｌ に 、 平

均 粒 径 ０ ． ３ μ ｍ の ２ ％ ラ テ ッ ク ス （ 積 水 化 学 工 業 社 製 ） 懸 濁 液 ３ ｍ Ｌ を 加 え 、 ４ ℃ に て

２ 時 間 撹 拌 し た 。 こ れ に 、 ０ ． ４ ％ 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ

８ ． ５ ） ６ ｍ Ｌ を 加 え 、 ４ ℃ で １ 時 間 撹 拌 し た 。 遠 心 分 離 後 、 上 清 を 除 去 し 、 沈 殿 を ２ ０

ｍ Ｍ ト リ ス 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ５ ） で 、 波 長 ６ ０ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 が １ Ｏ Ｄ と な る よ う

に 再 懸 濁 し 、 各 抗 ア ル ブ ミ ン 抗 体 感 作 ラ テ ッ ク ス 溶 液 を 調 製 し た 。

　 次 に 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ５ ） １ ０ ０ μ

Lに 、 ア ル ブ ミ ン を 含 有 す る 試 料 液 ３ μ Lを 加 え 、 ３ ７ ℃ で ５ 分 間 加 温 後 、 前 記 の 各 抗 ア ル

ブ ミ ン 抗 体 感 作 ラ テ ッ ク ス 溶 液 の ２ 種 類 の 組 合 わ せ （ １ ： １ 混 液 ） １ ０ ０ μ Lを 加 え て 撹

拌 し 、 主 波 長 ５ ７ ０ ｎ ｍ ／ 副 波 長 ８ ０ ０ ｎ ｍ で ５ 分 間 の 吸 光 度 変 化 量 を 測 定 し 、 最 も 大 き

い 吸 光 度 変 化 を 示 す 抗 体 の 組 合 わ せ を 選 択 し た 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

（ ３ ） ア ル ブ ミ ン 測 定 用 ラ テ ッ ク ス 試 薬 の 調 製

　 選 択 し た 抗 ア ル ブ ミ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 １ ． ４ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ を 含 む ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 緩 衝

液 （ ｐ Ｈ ８ ． ５ ） ３ ｍ Ｌ を 用 い 、 前 記 と 同 様 に 操 作 し 、 ア ル ブ ミ ン 測 定 用 ラ テ ッ ク ス 試 薬

を 調 製 し た 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

（ ４ ） ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 の 至 適 濃 度 決 定

　 最 終 濃 度 で １ ５ ０ 、 ３ ０ ０ 、 ５ ０ ０ ｍ Ｍ の ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 （ 東 京 化 成 工 業 株 式 会

社 ） を 含 む よ う 、 ア ル ブ ミ ン 測 定 用 ラ テ ッ ク ス 試 薬 を 調 製 し た 。 こ れ を ４ ℃ で ３ 日 間 静 置

し 、 上 清 及 び 懸 濁 液 の 波 長 ６ ０ ０ ｎ ｍ 、 ８ ０ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 を 測 定 し 、 そ の 吸 光 度

比 （ Ａ 6 0 0 n m ／ Ａ 8 0 0 n m 比 ； 表 ２ 中 で は 「 600/800」 と 表 記 ） を 算 出 し た （ 表 ２ ） 。 こ の 結

果 か ら 、 ア ル ブ ミ ン 測 定 用 ラ テ ッ ク ス 試 薬 に お い て 実 施 し た 範 囲 で 上 清 の 吸 光 度 が 低 下 し

て い な い 、 す な わ ち 、 自 然 凝 集 に よ る 粒 子 の 沈 降 が 抑 制 さ れ て お り 、 分 散 状 態 が も っ と も

良 好 な ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 濃 度 は 、 ５ ０ ０ ｍ Ｍ と 決 定 し た 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

【 表 ２ 】

【 ０ ０ ３ ９ 】

（ ５ ） ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 含 有 ア ル ブ ミ ン 測 定 用 ラ テ ッ ク ス 試 薬 の 調 製

　 最 終 濃 度 で ５ ０ ０ ｍ Ｍ の ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 を 含 む よ う 、 ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 含 有

ア ル ブ ミ ン 測 定 用 ラ テ ッ ク ス 試 薬 を 調 製 し た 。

【 ０ ０ ４ ０ 】
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（ ６ ） ア ル ブ ミ ン の 測 定

　 ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 含 有 ア ル ブ ミ ン 測 定 用 ラ テ ッ ク ス 試 薬 ２ ０ ０ μ Lに 、 ０ ～ ５ ０ μ g

／ ｍ Ｌ ア ル ブ ミ ン を 含 有 す る 試 料 液 ３ μ Lを そ れ ぞ れ 加 え 、 撹 拌 後 、 主 波 長 ５ ７ ０ ｎ ｍ ／

副 波 長 ８ ０ ０ ｎ ｍ に お け る ３ ７ ℃ で ５ 分 間 （ 図 １ の Ａ ） 、 及 び １ ０ 分 間 （ 図 １ の Ｂ ） の 吸

光 度 変 化 量 を 測 定 し た 。

【 ０ ０ ４ １ 】

（ ７ ） 比 較 例

　 ５ ０ ０ ｍ Ｍ ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 、 或 い は ５ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む ２ ０ ｍ Ｍ ト

リ ス 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ５ ） １ ０ ０ μ Lに 、 ０ ～ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ア ル ブ ミ ン を 含 有 す る 試 料

液 ３ μ Lを そ れ ぞ れ 加 え 、 ３ ７ ℃ で ５ 分 間 加 温 後 、 前 記 の ア ル ブ ミ ン 測 定 用 ラ テ ッ ク ス 試

薬 １ ０ ０ μ Lを そ れ ぞ れ 加 え 、 撹 拌 後 、 ３ ７ ℃ で ５ 分 間 の 主 波 長 ５ ７ ０ ｎ ｍ ／ 副 波 長 ８ ０

０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 変 化 量 を 測 定 し た （ 図 １ の Ｃ 及 び Ｄ ） 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

（ ８ ） 結 果

　 図 １ よ り 、 ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 を 使 用 し た １ 液 試 薬 ５ 分 間 測 定 時 （ 図 １ の Ａ ） の 測 定

感 度 は 、 反 応 時 間 が 、 従 来 の 測 定 方 法 で あ る ２ 液 試 薬 １ ０ 分 間 測 定 時 （ 図 １ の Ｃ ） の １ ／

２ で あ り な が ら 、 こ れ と 同 等 の 測 定 感 度 を 有 し 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 使 用 時 （ 図 １ の Ｄ ） の 測

定 感 度 と 比 較 し て も 同 等 の 測 定 感 度 を 有 す る こ と が 判 る 。 従 っ て 、 ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 酸 塩

を 使 用 し 、 １ 液 試 薬 に す る こ と に よ り 、 大 幅 な 測 定 時 間 の 短 縮 が 可 能 と な る 。 ま た 、 １ 液

試 薬 １ ０ 分 間 測 定 時 （ 図 １ の Ｂ ） は 、 ２ 液 試 薬 １ ０ 分 間 測 定 時 （ 図 １ の Ｃ ） よ り も 測 定 感

度 が 大 幅 に 上 昇 し て お り 、 従 来 と 同 一 時 間 の 測 定 を 行 う 場 合 に は 、 測 定 感 度 の 大 幅 な 上 昇

が 可 能 で あ る こ と が 判 る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

実 施 例 ３

２ － ア ミ ノ － ２ － チ ア ゾ リ ン 塩 酸 塩 含 有 ア ル ブ ミ ン 測 定 用 試 薬 に よ る ア ル ブ ミ ン の 測 定

　 有 機 ア ミ ン 化 合 物 と し て ２ － ア ミ ノ － ２ － チ ア ゾ リ ン 塩 酸 塩 を 用 い た 以 外 は 、 前 記 実 施

例 １ と 同 様 に 試 薬 調 製 を 行 い 、 ア ル ブ ミ ン の 測 定 を 行 な っ た 。 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 図 ２ よ

り 、 ２ － ア ミ ノ － ２ － チ ア ゾ リ ン 塩 酸 塩 に つ い て も 、 ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 と 同 様 の 効 果

を 有 す る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

実 施 例 ４

ベ ン ズ ア ミ ジ ン 塩 酸 塩 含 有 ア ル ブ ミ ン 測 定 用 試 薬 に よ る ア ル ブ ミ ン の 測 定

　 有 機 ア ミ ン 化 合 物 と し て ベ ン ズ ア ミ ジ ン 塩 酸 塩 を 用 い た 以 外 は 、 前 記 実 施 例 １ と 同 様 に

試 薬 調 製 を 行 い 、 ア ル ブ ミ ン の 測 定 を 行 な っ た 。 結 果 を 図 ３ に 示 す 。

　 図 ３ よ り 、 ベ ン ズ ア ミ ジ ン 塩 酸 塩 に つ い て も 、 ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 と 同 様 に １ 液 試 薬

に す る こ と に よ り 、 大 幅 な 測 定 時 間 の 短 縮 が 可 能 で あ り 、 従 来 と 同 一 時 間 の 測 定 を 行 う 場

合 に は 、 測 定 感 度 の 大 幅 な 上 昇 が 可 能 で あ る こ と が 判 る 。 さ ら に 、 従 来 の 反 応 促 進 剤 で あ

る 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 用 い た 場 合 （ 図 ３ の Ｄ ） に 比 べ 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 代 わ り に ベ ン ズ ア

ミ ジ ン 塩 酸 塩 を 用 い た だ け （ 図 ３ の Ｃ ） で 、 測 定 感 度 が 大 幅 に 上 昇 し て い る こ と が わ か る

。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 試 薬 と し て の 安 定 性 及 び 測 定 感 度 に 優 れ た リ ガ ン ド の 凝 集 測 定 用 試 薬

を 提 供 可 能 で あ り 、 レ セ プ タ ー 感 作 担 体 粒 子 と 反 応 促 進 剤 を 予 め 共 存 さ せ た 場 合 に は 、 １

液 試 薬 と し て の 提 供 が 可 能 で あ る 。

　 特 に 、 １ 液 試 薬 と し て 調 製 し た 場 合 に は 、 測 定 が 簡 便 で 、 反 応 時 間 を 短 縮 す る こ と が で

き る 、 即 ち 、 従 来 と 同 一 時 間 内 に お け る 測 定 感 度 が 上 が る こ と に な る 。 さ ら に 、 ２ 種 類 の

１ 液 試 薬 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 同 一 の 反 応 槽 内 で 連 続 し て ２ 種 類 の リ ガ ン ド を 測 定

で き る 試 薬 の 提 供 も 可 能 と な り 、 臨 床 検 査 分 野 に お い て 画 期 的 な 測 定 試 薬 と し て 利 用 価 値

が 高 い 。

10

20

30

40

50



(14) JP  WO2007/074860  A1  2007.7.5

【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】



(16) JP  WO2007/074860  A1  2007.7.5

【 国 際 調 査 報 告 】



(17) JP  WO2007/074860  A1  2007.7.5



(18) JP  WO2007/074860  A1  2007.7.5



(19) JP  WO2007/074860  A1  2007.7.5

̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶

フロントページの続き

(51)Int.Cl.　　　　　　　　　　　　　　 ＦＩ　　　　　　　　　　　　　　　　　　テーマコード（参考）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Ｇ０１Ｎ　33/573　　　　 Ａ　　　　　　　　　　

(81)指定国　　　　　AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),

EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,NL,PL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,

BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,

CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KM,KN,KP,KR,KZ,L

A,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,LY,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RS,RU,SC,SD,SE

,SG,SK,SL,SM,SV,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,ZA,ZM,ZW

（注）この公表は、国際事務局（ＷＩＰＯ）により国際公開された公報を基に作成したものである。なおこの公表に

係る日本語特許出願（日本語実用新案登録出願）の国際公開の効果は、特許法第１８４条の１０第１項(実用新案法

第４８条の１３第２項）により生ずるものであり、本掲載とは関係ありません。



专利名称(译) 聚集测量试剂和聚集测量方法

公开(公告)号 JPWO2007074860A1 公开(公告)日 2009-06-04

申请号 JP2007552004 申请日 2006-12-27

[标]申请(专利权)人(译) 积水医疗株式会社

申请(专利权)人(译) 积水医疗有限公司

[标]发明人 山本光章
吉田忠晃

发明人 山本 光章
吉田 忠晃

IPC分类号 G01N33/543 G01N33/545 G01N33/53 G01N33/573

CPC分类号 G01N33/54313

FI分类号 G01N33/543.581.J G01N33/543.583 G01N33/545.B G01N33/53.X G01N33/53.D G01N33/573.A

优先权 2005379307 2005-12-28 JP

其他公开文献 JP5170742B2

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明的目的是提供一种凝集测量试剂和使用反应促进剂的测量方法，
即使它们与受体敏化的载体颗粒共存，也不会引起载体颗粒的自发团
聚。 本发明提供一种凝集测定用试剂和方法，其通过使用特定的胺化合
物促进基于特定反应的凝集而不会引起载体粒子的自发凝集。 [选择图]
无

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/dd1429fb-3f40-4f6f-a34f-7e27d00ecd64
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/038218081/publication/JPWO2007074860A1?q=JPWO2007074860A1

