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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　検体と、抗アルドステロン抗体及び標識化競合物質とを、
　３－モルホリノプロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）、ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス（２－
エタンスルホン酸）（ＰＩＰＥＳ）、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）、及びビス（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－Ｔｒｉｓ）からなる群から選ばれる緩衝剤と、
　ポリオキシエチレンアルキルエーテル、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多環フェニルエーテル、ポリオキシエチレンポリオキシプロピレン
縮合物及びポリオキシエチレンアルキルアミンからなる群から選ばれる非イオン性界面活
性剤、
コール酸類から選ばれる陰イオン性界面活性剤、及び、
両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤と、
を含有する水性媒体中で反応させて、抗アルドステロン抗体と標識化競合物質との免疫複
合体を生成させ、生成した当該免疫複合体中の標識を測定することを特徴とする、検体中
のアルドステロンの測定方法。
【請求項２】
　検体と抗アルドステロン抗体とを反応させた後、当該反応の反応液に標識化競合物質を
添加する、請求項１記載の測定方法。
【請求項３】
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　抗アルドステロン抗体が、不溶性担体に固定化されている、請求項１又は２記載の測定
方法。
【請求項４】
　検体と、標識化抗アルドステロン抗体及び競合物質とを、
　３－モルホリノプロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）、ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス（２－
エタンスルホン酸）（ＰＩＰＥＳ）、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）、及びビス（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－Ｔｒｉｓ）からなる群から選ばれる緩衝剤と、
　ポリオキシエチレンアルキルエーテル、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多環フェニルエーテル、ポリオキシエチレンポリオキシプロピレン
縮合物及びポリオキシエチレンアルキルアミンからなる群から選ばれる非イオン性界面活
性剤、
コール酸類から選ばれる陰イオン性界面活性剤、及び、
両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤と、
を含有する水性媒体中で反応させて、標識化抗アルドステロン抗体と競合物質との免疫複
合体を生成させ、生成した当該免疫複合体中の標識を測定することを特徴とする、検体中
のアルドステロンの測定方法。
【請求項５】
　検体と標識化抗アルドステロン抗体とを反応させた後、当該反応の反応液に競合物質を
添加する、請求項４記載の測定方法。
【請求項６】
　競合物質が、不溶性担体に固定化されている、請求項４又は５記載の測定方法。
【請求項７】
　ポリオキシエチレンアルキルエーテル、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多環フェニルエーテル、ポリオキシエチレンポリオキシプロピレン
縮合物及びポリオキシエチレンアルキルアミンからなる群から選ばれる非イオン性界面活
性剤、
コール酸類から選ばれる陰イオン性界面活性剤、及び、
両性界面活性剤
からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤、
　３－モルホリノプロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）、ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス（２－
エタンスルホン酸）（ＰＩＰＥＳ）、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）、及びビス（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－Ｔｒｉｓ）からなる群から選ばれる緩衝剤、
　標識化競合物質、並びに、
　抗アルドステロン抗体を含む、
検体中のアルドステロンの測定用試薬。
【請求項８】
　抗アルドステロン抗体が、不溶性担体に固定化されている、請求項７記載の試薬。
【請求項９】
　ポリオキシエチレンアルキルエーテル、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多環フェニルエーテル、ポリオキシエチレンポリオキシプロピレン
縮合物及びポリオキシエチレンアルキルアミンからなる群から選ばれる非イオン性界面活
性剤、
コール酸類から選ばれる陰イオン性界面活性剤、及び、
両性界面活性剤
からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤、
　３－モルホリノプロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）、ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス（２－
エタンスルホン酸）（ＰＩＰＥＳ）、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）、及びビス（２－ヒドロキシエチル）イミノトリス（ヒ
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ドロキシメチル）メタン（Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ）からなる群から選ばれる緩衝剤、
　標識化抗アルドステロン抗体、並びに、
　競合物質を含む、
検体中のアルドステロンの測定用試薬。
【請求項１０】
　競合物質が、不溶性担体に固定化されている、請求項９記載の試薬。
【請求項１１】
　抗アルドステロン抗体を含む第１試薬と、標識化競合物質を含む第２試薬とを含有し、
　ポリオキシエチレンアルキルエーテル、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多環フェニルエーテル、ポリオキシエチレンポリオキシプロピレン
縮合物及びポリオキシエチレンアルキルアミンからなる群から選ばれる非イオン性界面活
性剤、
コール酸類から選ばれる陰イオン性界面活性剤、及び、
両性界面活性剤
からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤と、
　３－モルホリノプロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）、ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス（２－
エタンスルホン酸）（ＰＩＰＥＳ）、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）、及びビス（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－Ｔｒｉｓ）からなる群から選ばれる緩衝剤
のそれぞれが、第１試薬、第２試薬のいずれか又は両方に含まれる、検体中のアルドステ
ロンの測定用キット。
【請求項１２】
　抗アルドステロン抗体が、不溶性担体に固定化されている、請求項１１記載のキット。
【請求項１３】
　標識化抗アルドステロン抗体を含む第１試薬と、競合物質を含む第２試薬とを含有し、
　ポリオキシエチレンアルキルエーテル、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多環フェニルエーテル、ポリオキシエチレンポリオキシプロピレン
縮合物及びポリオキシエチレンアルキルアミンからなる群から選ばれる非イオン性界面活
性剤、
コール酸類から選ばれる陰イオン性界面活性剤、及び、
両性界面活性剤
からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤と、
　３－モルホリノプロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）、ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス（２－
エタンスルホン酸）（ＰＩＰＥＳ）、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）、及びビス（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－Ｔｒｉｓ）からなる群から選ばれる緩衝剤
のそれぞれが、第１試薬、第２試薬のいずれか又は両方に含まれる、検体中のアルドステ
ロンの測定用キット。
【請求項１４】
　競合物質が、不溶性担体に固定化されている、請求項１３記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、検体中のステロイドホルモンの測定方法、測定用試薬、及び、測定用キット
に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ステロイドホルモンは、分子量が３００～４００の、ステロイド骨格を有するホルモン
で、その機能から、性ホルモン、糖質コルチコイド、鉱質コルチコイド等に分類される。
ステロイドホルモンの臨床的な研究のため、生体中のステロイドホルモン量を測定する方
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法が研究され、ガスクロマトグラフィー－マススペクトロメトリー(GC-MS)法、液体クロ
マトグラフィー－マススペクトロメトリー(LC-MS)法、免疫学的測定法等が開発されてき
た。GC-MS法やLC-MS法は高い分析能を有するが、これらの分析に用いる分析装置は高価で
あり、かつ、濃縮操作、抽出操作等の煩雑な操作が必要である等の問題がある。一方、免
疫学的測定法は、簡便で短時間にステロイドホルモンを測定できることから、臨床研究に
おいてよく用いられている。
【０００３】
　免疫学的測定法としては、サンドイッチ法、競合法等が知られているが、通常、タンパ
ク質等の高分子を測定対象とする場合にはサンドイッチ法が用いられ、ステロイドホルモ
ンのような低分子化合物を測定対象とする場合には、競合法が用いられる。しかしながら
、競合法によるステロイドホルモンの測定においては、用いる抗体が、測定対象物質と類
似の構造を有する測定対象物質以外のステロイドホルモンにも反応してしまう「交差反応
」により、感度及び特異性がしばしば問題となる。これまでに、感度向上のために、リン
カーを介してキャリアータンパク質と結合した低分子量化合物で動物を免疫して得られる
抗体と、前記キャリアータンパク質と結合した低分子量化合物におけるリンカー結合位置
とは異なる位置でリンカーを介して標識物質と結合した低分子量化合物とを用いた、前記
低分子量化合物の測定方法が報告されている（特許文献１参照）。
【０００４】
　アルドステロンは、副腎皮質外層に属する球状層から分泌される、分子量約３６０の鉱
質ステロイドホルモンであり、その分泌は、主にレニン－アンジオテンシン－アルドステ
ロン系に依存している。アルドステロンは、電解質の恒常性、循環血液量、血圧の維持に
きわめて重要なホルモンであり、腎臓遠位尿細管のミネラルコルチコイド受容体に作用し
て、ナトリウムの再吸収と共に水の再吸収を促進することで血圧を上昇させる機能を有し
ている。
【０００５】
　アルドステロンは、原発性アルドステロン症、バーター症候群、リドル症候群、副腎に
おける17α水酸化酵素欠損症、11β水酸化酵素欠損症等の水酸化酵素欠損症、及び、選択
的低アルドステロン症等の鑑別診断に利用されている。また、日本内分泌学会ガイドライ
ンおよび日本高血圧学会ガイドラインにおいては、原発性アルドステロン症のスクリーニ
ング方法として、アルドステロン濃度(Plasma Aldosterone Concentration：PAC)の、レ
ニン活性(Plasma Renin Activity：PRA)又はレニン濃度(Active Renin Concentration：A
RC)に対する比率であるアルドステロン／レニン比(Aldosterone to Renin Ratio：ARR)の
測定が推奨されている。
【０００６】
　アルドステロンの測定方法としては、LC-MS法、免疫学的測定法等が知られており、免
疫学的測定法として、ラジオイムノアッセイ法（RIA法）、酵素免疫測定法（EIA法）が知
られている（特許文献２参照）。しかしながら、慢性腎不全患者の血漿中のアルドステロ
ンをRIA法にて測定する際、試料中に、アルドステロンと構造が類似したステロイドホル
モンが多量に存在しているため、当該ステロイドホルモンが抗アルドステロン抗体と反応
する交差反応の影響により、正確な測定値が得られないことが報告されている（非特許文
献１参照）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特開２０１３－０８３４４８号公報
【特許文献２】特開平２－０５７９７６号公報
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】J Lab. Clin. Med., Vol.114(3), pp.294-300 (1989).
【発明の概要】
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【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の目的は、測定対象としてのステロイドホルモンと構造が類似する交差反応性物
質の影響を受けることなく、正確な検体中のステロイドホルモンの測定を可能とする方法
、試薬、及び、キットを提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者らは、本課題を解決すべく鋭意検討し、検体中のステロイドホルモンの競合法
による測定において、抗原抗体反応を、特定の構造を有する緩衝剤と、特定の界面活性剤
とを含有する水性媒体中で行うことにより、交差反応が抑制され、正確なステロイドホル
モンの測定が可能となる、という知見を見出し、本発明を完成させた。すなわち、本発明
は以下の［１］～［２３］に関する。
【００１１】
［１］　検体と、抗ステロイドホルモン抗体及び標識化競合物質とを、一般式（Ｉ）

【化１】

（式中、Ｘは水酸基又はスルホ基を表し、ｎは２～５の整数を表す）で表される構造を有
する緩衝剤と、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤か
らなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤とを含有する水性媒体中で反応させて
、抗ステロイドホルモン抗体と標識化競合物質との免疫複合体を生成させ、生成した当該
免疫複合体中の標識を測定することを特徴とする、検体中のステロイドホルモンの測定方
法。
［２］　検体と抗ステロイドホルモン抗体とを反応させた後、当該反応の反応液に標識化
競合物質を添加する、［１］記載の測定方法。
［３］　抗ステロイドホルモン抗体が、不溶性担体に固定化されている、［１］又は［２
］記載の測定方法。
［４］　検体と、標識化抗ステロイドホルモン抗体及び競合物質とを、一般式（Ｉ）

【化２】

（式中、Ｘは水酸基又はスルホ基を表し、ｎは２～５の整数を表す）で表される構造を有
する緩衝剤と、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤か
らなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤とを含有する水性媒体中で反応させて
、標識化抗ステロイドホルモン抗体と競合物質との免疫複合体を生成させ、生成した当該
免疫複合体中の標識を測定することを特徴とする、検体中のステロイドホルモンの測定方
法。
［５］　検体と標識化抗ステロイドホルモン抗体とを反応させた後、当該反応の反応液に
競合物質を添加する、［４］記載の測定方法。
［６］　競合物質が、不溶性担体に固定化されている、［４］又は［５］記載の測定方法
。
［７］　緩衝剤が、２－モルホリノエタンスルホン酸（ＭＥＳ）、３－モルホリノプロパ
ンスルホン酸（ＭＯＰＳ）、ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス（２－エタンスルホン酸）（Ｐ
ＩＰＥＳ）、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（
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ＢＥＳ）、Ｎ－（２－ヒドロキシエチル）－Ｎ’－（２－スルホエチル）ピペラジン（Ｈ
ＥＰＥＳ）、及びビス（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－Ｔｒｉｓ）からなる群から選ばれる緩衝剤である、［１］～［６］のいずれ
かに記載の測定方法。
［８］　ステロイドホルモンが、鉱質コルチコイドである、［１］～［７］のいずれかに
記載の測定方法。
［９］　鉱質コルチコイドが、アルドステロンである、［８］記載の測定方法。
【００１２】
［１０］　非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤からな
る群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤、一般式（Ｉ）
【化３】

（式中、Ｘは水酸基又はスルホ基を表し、ｎは２～５の整数を表す）で表される構造を有
する緩衝剤、標識化競合物質、並びに、抗ステロイドホルモン抗体を含む、検体中のステ
ロイドホルモンの測定用試薬。
［１１］　抗ステロイドホルモン抗体が、不溶性担体に固定化されている、［１０］記載
の試薬。
［１２］　非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤からな
る群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤、一般式（Ｉ）
【化４】

（式中、Ｘは水酸基又はスルホ基を表し、ｎは２～５の整数を表す）で表される構造を有
する緩衝剤、標識化抗ステロイドホルモン抗体、並びに、競合物質を含む、検体中のステ
ロイドホルモンの測定用試薬。
［１３］　競合物質が、不溶性担体に固定化されている、［１２］記載の試薬。
［１４］　緩衝剤が、２－モルホリノエタンスルホン酸（ＭＥＳ）、３－モルホリノプロ
パンスルホン酸（ＭＯＰＳ）、ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス（２－エタンスルホン酸）（
ＰＩＰＥＳ）、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）、Ｎ－（２－ヒドロキシエチル）－Ｎ’－（２－スルホエチル）ピペラジン（
ＨＥＰＥＳ）、及びビス（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－Ｔｒｉｓ）からなる群から選ばれる緩衝剤である、［１０］～［１３］の
いずれかに記載の試薬。
［１５］　ステロイドホルモンが、鉱質コルチコイドである、［１０］～［１４］のいず
れかに記載の試薬。
［１６］　鉱質コルチコイドが、アルドステロンである、［１５］記載の試薬。
【００１３】
［１７］　抗ステロイドホルモン抗体を含む第１試薬と、標識化競合物質を含む第２試薬
とを含有し、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤から
なる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤と、一般式（Ｉ）
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【化５】

（式中、Ｘは水酸基又はスルホ基を表し、ｎは２～５の整数を表す）で表される構造を有
する緩衝剤のそれぞれが、第１試薬、第２試薬のいずれか又は両方に含まれる、検体中の
ステロイドホルモンの測定用キット。
［１８］　抗ステロイドホルモン抗体が、不溶性担体に固定化されている、［１７］記載
のキット。
［１９］　標識化抗ステロイドホルモン抗体を含む第１試薬と、競合物質を含む第２試薬
とを含有し、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤から
なる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤と、一般式（Ｉ）

【化６】

（式中、Ｘは水酸基又はスルホ基を表し、ｎは２～５の整数を表す）で表される構造を有
する緩衝剤のそれぞれが、第１試薬、第２試薬のいずれか又は両方に含まれる、検体中の
ステロイドホルモンの測定用キット。
［２０］　競合物質が、不溶性担体に固定化されている、［１９］記載のキット。
［２１］　緩衝剤が、２－モルホリノエタンスルホン酸（ＭＥＳ）、３－モルホリノプロ
パンスルホン酸（ＭＯＰＳ）、ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス（２－エタンスルホン酸）（
ＰＩＰＥＳ）、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）、Ｎ－（２－ヒドロキシエチル）－Ｎ’－（２－スルホエチル）ピペラジン（
ＨＥＰＥＳ）、及びビス（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－Ｔｒｉｓ）からなる群から選ばれる緩衝剤である、［１７］～［２０］の
いずれかに記載のキット。
［２２］　ステロイドホルモンが、鉱質コルチコイドである、［１７］～［２１］のいず
れかに記載のキット。
［２３］　鉱質コルチコイドが、アルドステロンである、［２２］記載のキット。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明により、交差反応性物質の影響を受けることなく、正確な検体中のステロイドホ
ルモンの測定を可能とする方法、試薬、及び、キットが提供される。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
（測定方法）
　本発明の検体中のステロイドホルモンの測定方法は、検体と、抗ステロイドホルモン抗
体及び標識化競合物質とを、一般式（Ｉ）

【化７】

【００１６】
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（式中、Ｘは水酸基又はスルホ基を表し、ｎは２～５の整数を表す）で表される構造を有
する緩衝剤［以下、緩衝剤（Ｉ）と記す］と非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性
剤、及び、両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤とを含有
する水性媒体中で反応させ、抗ステロイドホルモン抗体と標識化競合物質との免疫複合体
を生成させ、生成した当該免疫複合体中の標識を測定することを特徴とする方法である。
【００１７】
　本発明のステロイドホルモンの測定方法の１つの態様（態様１）として、例えば以下の
工程を含む方法が挙げられる。
［１］検体と、抗ステロイドホルモン抗体及び標識化競合物質とを、緩衝剤（Ｉ）と非イ
オン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤からなる群より選ばれ
る少なくとも１種の界面活性剤とを含有する水性媒体中で反応させて、抗ステロイドホル
モン抗体とステロイドホルモンとの免疫複合体、及び、抗ステロイドホルモン抗体と標識
化競合物質との免疫複合体を生成させる工程；
［２］工程［１］で生成した抗ステロイドホルモン抗体と標識化競合物質との免疫複合体
中の標識物質を測定する工程；
［３］検体の代わりに既知濃度のステロイドホルモンを用いて前記工程［１］及び工程［
２］を行い、ステロイドホルモン濃度と標識物質の測定値との関係を表す検量線を作成す
る工程；
［４］工程［３］で作成された検量線と、工程［２］で測定された標識物質の測定値とか
ら、検体中のステロイドホルモン濃度を決定する工程。
【００１８】
　抗ステロイドホルモン抗体は不溶性担体に固定化されていても、固定化されていなくて
もよいが、固定化されている方が好ましい。
【００１９】
　本発明のステロイドホルモンの測定方法の別の態様（態様２）として、例えば以下の工
程を含む方法が挙げられる。
［１］検体と抗ステロイドホルモン抗体とを、緩衝剤（Ｉ）と非イオン性界面活性剤、陰
イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種の界
面活性剤とを含有する水性媒体中で反応させる工程；
［２］工程［１］の反応液に、標識化競合物質を添加する工程；
［３］工程［２］で生成した抗ステロイドホルモン抗体と標識化競合物質との免疫複合体
中の標識物質を測定する工程；
［４］検体の代わりに既知濃度のステロイドホルモンを用いて前記工程［１］～工程［３
］を行い、ステロイドホルモン濃度と標識物質の測定値との関係を表す検量線を作成する
工程；
［５］工程［４］で作成された検量線と、工程［３］で測定された標識物質の測定値とか
ら、検体中のステロイドホルモン濃度を決定する工程。
【００２０】
　抗ステロイドホルモン抗体は不溶性担体に固定化されていても、固定化されていなくて
もよいが、固定化されていることが好ましい。
【００２１】
　本発明のステロイドホルモンの測定方法の別の態様（態様３）として、例えば以下の工
程を含む方法が挙げられる。
［１］検体と抗ステロイドホルモン抗体とを、緩衝剤（Ｉ）を含有する水性媒体中で反応
させる工程；
［２］工程［１］の反応液に、標識化競合物質と、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界
面活性剤、及び、両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤と
を添加する工程；
［３］工程［２］で生成した抗ステロイドホルモン抗体と標識化競合物質との免疫複合体
中の標識物質を測定する工程；
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［４］検体の代わりに既知濃度のステロイドホルモンを用いて前記工程［１］～工程［３
］を行い、ステロイドホルモン濃度と標識物質の測定値との関係を表す検量線を作成する
工程；
［５］工程［４］で作成された検量線と、工程［３］で測定された標識物質の測定値とか
ら、検体中のステロイドホルモン濃度を決定する工程。
【００２２】
　抗ステロイドホルモン抗体は不溶性担体に固定化されていても、固定化されていなくて
もよいが、固定化されていることが好ましい。
【００２３】
　本発明のステロイドホルモンの測定方法の別の態様（態様４）として、例えば以下の工
程を含む方法が挙げられる。
［１］検体と抗ステロイドホルモン抗体とを、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活
性剤、及び、両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤を含有
する水性媒体中で反応させる工程；
［２］工程［１］の反応液に、標識化競合物質と、緩衝剤（Ｉ）とを添加する工程；
［３］工程［２］で生成した抗ステロイドホルモン抗体と標識化競合物質との免疫複合体
中の標識物質を測定する工程；
［４］検体の代わりに既知濃度のステロイドホルモンを用いて前記工程［１］～工程［３
］を行い、ステロイドホルモン濃度と標識物質の測定値との関係を表す検量線を作成する
工程；
［５］工程［４］で作成された検量線と、工程［３］で測定された標識物質の測定値とか
ら、検体中のステロイドホルモン濃度を決定する工程。
【００２４】
　抗ステロイドホルモン抗体は不溶性担体に固定化されていても、固定化されていなくて
もよいが、固定化されていることが好ましい。
【００２５】
　さらに、本発明のステロイドホルモンの測定方法の別の態様（態様５）として、例えば
以下の工程を含む方法が挙げられる。
［１］検体と抗ステロイドホルモン抗体とを水性媒体中で反応させる工程；
［２］工程［１］の反応液に、標識化競合物質、緩衝剤（Ｉ）、並びに、非イオン性界面
活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくと
も１種の界面活性剤を添加する工程；
［３］工程［２］で生成した抗ステロイドホルモン抗体と標識化競合物質との免疫複合体
中の標識物質を測定する工程；
［４］検体の代わりに既知濃度のステロイドホルモンを用いて前記工程［１］～工程［３
］を行い、ステロイドホルモン濃度と標識物質の測定値との関係を表す検量線を作成する
工程；
［５］工程［４］で作成された検量線と、工程［３］で測定された標識物質の測定値とか
ら、検体中のステロイドホルモン濃度を決定する工程。
【００２６】
　抗ステロイドホルモン抗体は不溶性担体に固定化されていても、固定化されていなくて
もよいが、固定化されていることが好ましい。
【００２７】
　抗ステロイドホルモン抗体が不溶性担体に固定化されている場合、抗ステロイドホルモ
ン抗体が固定化された不溶性担体は抗原抗体反応の反応液中で生成されてもよく、この場
合、一組の親和性物質の片方（Ａ）が結合した抗ステロイドホルモン抗体と、一組の親和
性物質のもう一方（ａ）が結合した不溶性担体とを抗原抗体反応の反応液中で反応させる
ことにより、抗ステロイドホルモン抗体が固定化された不溶性担体を抗原抗体反応の反応
液中で生成させることができる。Ａ－ａの組み合わせとしては、例えば以下の組み合わせ
等が挙げられる。
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・ビオチンとアビジン類（アビジン、ニュートラアビジン、ストレプトアビジン等）との
組み合わせ；
・アビジン類（アビジン、ニュートラアビジン、ストレプトアビジン等）とビオチンとの
組み合わせ；
・抗ステロイドホルモン抗体のFc領域と、Fc領域と結合する抗体との組み合わせ。
【００２８】
　態様１における工程［１］、及び、態様２～５における工程［１］及び工程［２］にお
ける検体と抗ステロイドホルモン抗体の反応、及び、標識化競合物質と抗ステロイドホル
モン抗体との反応の反応温度は、本発明のステロイドホルモンの測定を可能とする温度で
あれば特に制限はなく、通常、0～50℃であり、4～45℃が好ましく、20～40℃が特に好ま
しい。当該反応の反応時間は、本発明のステロイドホルモンの測定を可能とする時間であ
れば特に制限はなく、通常、1分間～2時間であり、2分間～1時間が好ましい。
【００２９】
　態様１～５における工程［１］において、検体を予め後述の水性媒体で前処理した後に
反応に供することもできる。前処理としては、例えば希釈、可溶化、変性等が挙げられる
。水性媒体には、後述の金属イオン、糖類、防腐剤、蛋白質等が含有されてもよい。検体
を予め水性媒体で前処理する温度は、本発明のステロイドホルモンの測定を可能とする温
度であれば特に制限はなく、通常、0～50℃であり、4～45℃が好ましく、20～40℃が特に
好ましい。検体を予め水性媒体で前処理する時間は、本発明のステロイドホルモンの測定
を可能とする時間であれば特に制限はなく、通常、1分間～2時間であり、2分間～1時間が
好ましい。
【００３０】
　態様１における工程［２］、及び、態様２～５における工程［３］における標識物質の
測定方法としては、本発明のステロイドホルモンの測定を可能とする方法であれば特に制
限はなく、例えば後述の方法等が挙げられる。
【００３１】
　本発明の検体中のステロイドホルモンの測定方法は、また、検体と、標識化抗ステロイ
ドホルモン抗体及び競合物質とを、緩衝剤（Ｉ）と、非イオン性界面活性剤、陰イオン性
界面活性剤、及び、両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤
とを含有する水性媒体中で反応させ、標識化抗ステロイドホルモン抗体と競合物質との免
疫複合体を生成させ、生成した当該免疫複合体中の標識物質を測定することを特徴とする
方法である。
【００３２】
　本発明のステロイドホルモンの測定方法の１つの態様（態様６）として、例えば以下の
工程を含む方法が挙げられる。
［１］検体と、標識化抗ステロイドホルモン抗体及び競合物質とを、緩衝剤（Ｉ）と、非
イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤からなる群より選ば
れる少なくとも１種の界面活性剤とを含有する水性媒体中で反応させて、標識化抗ステロ
イドホルモン抗体とステロイドホルモンとの免疫複合体、及び、標識化抗ステロイドホル
モン抗体と競合物質との免疫複合体を生成させる工程；
［２］工程［１］で生成した標識化抗ステロイドホルモン抗体と競合物質との免疫複合体
中の標識物質を測定する工程；
［３］検体の代わりに既知濃度のステロイドホルモンを用いて前記工程［１］及び工程［
２］を行い、ステロイドホルモン濃度と標識物質の測定値との関係を表す検量線を作成す
る工程；
［４］工程［３］で作成された検量線と、工程［２］で測定された標識物質の測定値とか
ら、検体中のステロイドホルモン濃度を決定する工程。
【００３３】
　競合物質は不溶性担体に固定化されていても、固定化されていなくてもよいが、固定化
されていることが好ましい。
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【００３４】
　本発明のステロイドホルモンの測定方法の別の態様（態様７）として、例えば以下の工
程を含む方法が挙げられる。
［１］検体と標識化抗ステロイドホルモン抗体とを、緩衝剤（Ｉ）と、非イオン性界面活
性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも
１種の界面活性剤とを含有する水性媒体中で反応させる工程；
［２］工程［１］の反応液に、競合物質を添加する工程；
［３］工程［２］で生成した標識化抗ステロイドホルモン抗体と競合物質との免疫複合体
中の標識物質を測定する工程；
［４］検体の代わりに既知濃度のステロイドホルモンを用いて前記工程［１］～工程［３
］を行い、ステロイドホルモン濃度と標識物質の測定値との関係を表す検量線を作成する
工程；
［５］工程［４］で作成された検量線と、工程［３］で測定された標識物質の測定値とか
ら、検体中のステロイドホルモン濃度を決定する工程。
【００３５】
　競合物質は不溶性担体に固定化されていても、固定化されていなくてもよいが、固定化
されていることが好ましい。
【００３６】
　本発明のステロイドホルモンの測定方法の別の態様（態様８）として、例えば以下の工
程を含む方法が挙げられる。
［１］検体と標識化抗ステロイドホルモン抗体とを、緩衝剤（Ｉ）を含有する水性媒体中
で反応させる工程；
［２］工程［１］の反応液に、競合物質と、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性
剤、及び、両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤とを添加
する工程；
［３］工程［２］で生成した標識化抗ステロイドホルモン抗体と競合物質との免疫複合体
中の標識物質を測定する工程；
［４］検体の代わりに既知濃度のステロイドホルモンを用いて前記工程［１］～工程［３
］を行い、ステロイドホルモン濃度と標識物質の測定値との関係を表す検量線を作成する
工程；
［５］工程［４］で作成された検量線と、工程［３］で測定された標識物質の測定値とか
ら、検体中のステロイドホルモン濃度を決定する工程。
【００３７】
　競合物質は不溶性担体に固定化されていても、固定化されていなくてもよいが、固定化
されていることが好ましい。
【００３８】
　本発明のステロイドホルモンの測定方法の別の態様（態様９）として、例えば以下の工
程を含む方法が挙げられる。
［１］検体と標識化抗ステロイドホルモン抗体とを、非イオン性界面活性剤、陰イオン性
界面活性剤、及び、両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤
を含有する水性媒体中で反応させる工程；
［２］工程［１］の反応液に、競合物質と、緩衝剤（Ｉ）とを添加する工程；
［３］工程［２］で生成した標識化抗ステロイドホルモン抗体と競合物質との免疫複合体
中の標識物質を測定する工程；
［４］検体の代わりに既知濃度のステロイドホルモンを用いて前記工程［１］～工程［３
］を行い、ステロイドホルモン濃度と標識物質の測定値との関係を表す検量線を作成する
工程；
［５］工程［４］で作成された検量線と、工程［３］で測定された標識物質の測定値とか
ら、検体中のステロイドホルモン濃度を決定する工程。
【００３９】
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　競合物質は不溶性担体に固定化されていても、固定化されていなくてもよいが、固定化
されていることが好ましい。
【００４０】
　さらに、本発明のステロイドホルモンの測定方法の別の態様（態様１０）として、例え
ば以下の工程を含む方法が挙げられる。
［１］検体と標識化抗ステロイドホルモン抗体とを水性媒体中で反応させる工程；
［２］工程［１］の反応液に、競合物質、緩衝剤（Ｉ）、並びに、非イオン性界面活性剤
、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種
の界面活性剤を添加する工程；
［３］工程［２］で生成した標識化抗ステロイドホルモン抗体と競合物質との免疫複合体
中の標識物質を測定する工程；
［４］検体の代わりに既知濃度のステロイドホルモンを用いて前記工程［１］～工程［３
］を行い、ステロイドホルモン濃度と標識物質の測定値との関係を表す検量線を作成する
工程；
［５］工程［４］で作成された検量線と、工程［３］で測定された標識物質の測定値とか
ら、検体中のステロイドホルモン濃度を決定する工程。
【００４１】
　競合物質は不溶性担体に固定化されていても、固定化されていなくてもよいが、固定化
されていることが好ましい。
【００４２】
　競合物質が不溶性担体に固定化されている場合、競合物質が固定化された不溶性担体は
抗原抗体反応の反応液中で生成されてもよく、この場合、一組の親和性物質の片方（Ｂ）
が結合した競合物質と、一組の親和性物質のもう一方（ｂ）が結合した不溶性担体とを抗
原抗体反応の反応液中で反応させることにより、競合物質が固定化された不溶性担体を抗
原抗体反応の反応液中で生成させることができる。Ｂ－ｂの組み合わせとしては、例えば
以下の組み合わせ等が挙げられる。
・ビオチンとアビジン類（アビジン、ニュートラアビジン、ストレプトアビジン等）との
組み合わせ；
・アビジン類（アビジン、ニュートラアビジン、ストレプトアビジン等）とビオチンとの
組み合わせ。
【００４３】
　態様６における工程［１］、及び、態様７～１０における工程［１］及び工程［２］に
おける検体と標識化抗ステロイドホルモン抗体との反応、及び、競合物質と標識化抗ステ
ロイドホルモン抗体との反応の反応温度は、本発明のステロイドホルモンの測定を可能と
する温度であれば特に制限はなく、通常、0～50℃であり、4～45℃が好ましく、20～40℃
が特に好ましい。当該反応の反応時間は、本発明のステロイドホルモンの測定を可能とす
る時間であれば特に制限はなく、通常、1分間～2時間であり、2分間～1時間が好ましい。
【００４４】
　態様６～１０における工程［１］において、検体を予め後述の水性媒体で前処理した後
に反応に供することもできる。前処理としては、例えば希釈、可溶化、変性等が挙げられ
る。水性媒体には、後述の金属イオン、糖類、防腐剤、蛋白質等が含有されてもよい。検
体を予め水性媒体で前処理する温度は、本発明のステロイドホルモンの測定を可能とする
温度であれば特に制限はなく、通常、0～50℃であり、4～45℃が好ましく、20～40℃が特
に好ましい。検体を予め水性媒体で前処理する時間は、本発明のステロイドホルモンの測
定を可能とする時間であれば特に制限はなく、通常、1分間～2時間であり、2分間～1時間
が好ましい。
【００４５】
　態様６における工程［２］、及び、態様７～１０における工程［３］における標識物質
の測定方法としては、本発明のステロイドホルモンの測定を可能とする方法であれば特に
制限はなく、例えば後述の方法等が挙げられる。
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【００４６】
　本発明におけるステロイドホルモンとしては、本発明の測定を可能とするステロイドホ
ルモンであれば特に制限はなく、例えば鉱質コルチコイド、糖質コルチコイド、性ホルモ
ン等が挙げられ、鉱質コルチコイドが好ましい。鉱質コルチコイドとしては、例えばアル
ドステロン、フルドロコルチゾン酢酸エステル等が挙げられる。糖質コルチコイドとして
は、例えばコルチゾール、コルチコステロン、コルチゾン等が挙げられる。性ホルモンと
しては、例えば男性ホルモン（アンドロゲン）、女性ホルモン等が挙げられる。男性ホル
モンとしては、例えばテストステロン、デヒドロエピアンドロステロン等が挙げられる。
女性ホルモンとしては、例えばエストラジオール、エストリオール、エストロン、プロゲ
ステロン等が挙げられる。
【００４７】
　本発明における検体としては、本発明のステロイドホルモンの測定を可能とする検体で
あれば特に制限はなく、例えば全血、血漿、血清、尿、髄液、唾液、羊水、汗、膵液等が
挙げられ、全血、血漿、血清、尿等が好ましい。
【００４８】
　本発明における緩衝剤（Ｉ）としては、例えば２－モルホリノエタンスルホン酸（ＭＥ
Ｓ）、３－モルホリノプロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）、ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス（
２－エタンスルホン酸）（ＰＩＰＥＳ）、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）、Ｎ－（２－ヒドロキシエチル）－Ｎ’－（２－ス
ルホエチル）ピペラジン（ＨＥＰＥＳ）、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－Ｔｒｉｓ）、Ｎ－（２－アセトアミド）－２－アミ
ノエタンスルホン酸（ＡＣＥＳ）、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（ＴＥＳ）、３－［４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジニル
］プロパンスルホン酸（ＥＰＰＳ）、Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）メチル－３－アミ
ノプロパンスルホン酸（ＴＡＰＳ）、Ｎ－シクロヘキシル－２－アミノエタンスルホン酸
（ＣＨＥＳ）、Ｎ－シクロヘキシル－３－アミノプロパンスルホン酸（ＣＡＰＳ）等が挙
げられ、２－モルホリノエタンスルホン酸（ＭＥＳ）、３－モルホリノプロパンスルホン
酸（ＭＯＰＳ）、ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス（２－エタンスルホン酸）（ＰＩＰＥＳ）
、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）、
Ｎ－（２－ヒドロキシエチル）－Ｎ’－（２－スルホエチル）ピペラジン（ＨＥＰＥＳ）
、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－Ｔ
ｒｉｓ）が好ましい。
【００４９】
　緩衝剤（Ｉ）の、検体又は標識化競合物質と抗ステロイドホルモン抗体との反応の反応
液中の濃度としては、本発明のステロイドホルモンの測定を可能とする濃度であれば特に
制限はなく、通常、0.001～2.0 moL/Lであり、0.005～1.0 moL/Lが好ましい。
【００５０】
　本発明における非イオン性界面活性剤としては、本発明のステロイドホルモンの測定を
可能とする非イオン性界面活性剤であれば特に制限はなく、例えばポリオキシエチレン系
非イオン性界面活性剤、非ポリオキシエチレン系非イオン性界面活性剤等が挙げられ、ポ
リオキシエチレン系非イオン性界面活性剤が好ましい。ポリオキシエチレン系非イオン性
界面活性剤としては、例えばポリオキシエチレンアルキルエーテル、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多環フェニルエーテル、ポリオキシエチ
レンポリオキシプロピレン縮合物、ポリオキシエチレンアルキルアミン、アルキレンジア
ミン－ポリオキシエチレンポリオキシプロピレン縮合物、ポリオキシエチレン脂肪酸エス
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。非ポリオキシエチ
レン系非イオン性界面活性剤としては、例えばソルビタン脂肪酸エステル、グリセリン脂
肪酸エステル、脂肪酸アルカノールアミド、ショ糖脂肪酸エステル等が挙げられる。
【００５１】
　ポリオキシエチレンアルキルエーテルとしては、例えばポリオキシエチレンセチルエー



(14) JP 6934587 B2 2021.9.15

10

20

30

40

50

テル、ポリオキシエチレンステアリルエーテル、ポリオキシエチレンオレイルエーテル、
ポリオキシエチレンドデシルエーテル等が挙げられる。
【００５２】
　ポリオキシエチレンアルキルフェニルエーテルとしては、例えばポリオキシエチレンオ
クチルフェニルエーテル、ポリオキシエチレンノニルフェニルエーテル等が挙げられる。
【００５３】
　ポリオキシエチレン多環フェニルエーテルとしては、例えばポリオキシエチレンジベン
ジルフェニルエーテル、ポリオキシエチレントリベンジルフェニルエーテル、ポリオキシ
エチレン（ジスチレン化）フェニルエーテル、ポリオキシエチレン（トリスチレン化）フ
ェニルエーテル等が挙げられる。
【００５４】
　ポリオキシエチレンポリオキシプロピレン縮合物としては、例えばポリオキシエチレン
ポリオキシプロピレン共重合体、ポリオキシエチレンポリオキシプロピレンランダム重合
体等が挙げられる。
【００５５】
　ポリオキシエチレンアルキルアミンとしては、例えばポリオキシエチレンドデシルアミ
ン、ポリオキシエチレンステアリルアミン等が挙げられる。
【００５６】
　アルキレンジアミン－ポリオキシエチレンポリオキシプロピレン縮合物としては、例え
ばエチレンジアミンテトラポリオキシエチレン・ポリオキシプロピレン・ブロックポリマ
ー等が挙げられる。
【００５７】
　ポリオキシエチレン脂肪酸エステルとしては、例えばポリオキシエチレングリコールモ
ノラウレート、ポリオキシエチレングリコールモノステアレート、ポリオキシエチレング
リコールジステアレート、ポリオキシエチレングリコールモノオレエート等が挙げられる
。
【００５８】
　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パルミテート、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オレエート、
ポリオキシエチレンソルビタントリステアレート、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トリオレエート、ポリオキシエチレンソルビタ
ンテトラオレエート等が挙げられる。
【００５９】
　ソルビタン脂肪酸エステルとしては、例えばソルビタンモノラウレート、ソルビタンモ
ノパルミテート、ソルビタンモノステアレート、ソルビタンジステアレート、ソルビタン
トリステアレート、ソルビタンモノオレエート、ソルビタントリオレエート、ソルビタン
セスキオレエート等が挙げられる。
【００６０】
　グリセリン脂肪酸エステルとしては、例えばステアリン酸モノグリセライド、オレイン
酸モノグリセライド等が挙げられる。
【００６１】
　脂肪酸アルカノールアミドとしては、例えばラウリン酸ジエタノールアミド等が挙げら
れる。ショ糖脂肪酸エステルとしては、例えばショ糖パルミチン酸エステル、ショ糖ステ
アリン酸エステル等が挙げられる。
【００６２】
　陰イオン性界面活性剤としては、例えばカルボン酸塩、スルホン酸塩、硫酸エステル塩
、リン酸エステル塩、コール酸類等が挙げられる。
【００６３】
　カルボン酸塩としては、例えばラウリン酸、ミリスチン酸、パルミチン酸、ステアリン
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酸、オレイン酸等の高級脂肪酸等と、ナトリウム、カリウム等のアルカリ金属等との塩等
が挙げられ。具体的には、例えばオレイン酸カリウム、ラウロイルサルコシンナトリウム
、Ｎ－ミリストイル－Ｎ－メチル－β－アラニンナトリウム、ポリオキシエチレンドデシ
ルエーテル酢酸ナトリウム等が挙げられる。
【００６４】
　スルホン酸塩としては、例えばドデシルベンゼンスルホン酸等のアルキルベンゼンスル
ホン酸、ジプロピルナフタレンスルホン酸、ジブチルナフタレンスルホン酸等のナフタレ
ンスルホン酸、ジオクチルスルホコハク酸等のスルホコハク酸等と、ナトリウム等との塩
等が挙げられる。具体的には、例えばドデシルベンゼンスルホン酸ナトリウム、ジプロピ
ルナフタレンスルホン酸ナトリウム、ジブチルナフタレンスルホン酸ナトリウム、ジオク
チルスルホコハク酸ナトリウム等が挙げられる。
【００６５】
　硫酸エステル塩としては、例えば高級アルコール硫酸エステル塩、ポリオキシエチレン
アルキルエーテル硫酸エステル塩、ポリオキシエチレン多環フェニルエーテル硫酸エステ
ル塩等が挙げられる。塩としては、例えばナトリウム塩、アンモニウム塩等が挙げられる
。高級アルコール硫酸エステル塩の具体例としては、例えばドデシル硫酸ナトリウム、ド
デシル硫酸アンモニウム等が、ポリオキシエチレンアルキルエーテル硫酸エステル塩の具
体例としては、例えばポリオキシエチレンラウリルエーテル硫酸ナトリウム等が、ポリオ
キシエチレン多環フェニルエーテル硫酸エステル塩の具体例としては、例えばポリオキシ
エチレン多環フェニルエーテル硫酸ナトリウム等が挙げられる。
【００６６】
　リン酸エステル塩としては、例えばモノアルキルリン酸エステル塩、ポリオキシエチレ
ンアルキルエーテルリン酸エステル塩等が挙げられる。塩としては、例えばナトリウム塩
、カリウム塩等が挙げられる。モノアルキルリン酸エステル塩の具体例としては、例えば
モノステアリルリン酸ナトリウム、モノドデシルリン酸ナトリウム等が、ポリオキシエチ
レンアルキルエーテルリン酸エステル塩の具体例としては、例えばポリオキシエチレンド
デシルエーテルリン酸カリウム等が挙げられる。
【００６７】
　コール酸類としては、例えばコール酸、タウロコール酸、グリココール酸、リトコール
酸、デオキシコール酸、ケノデオキシコール酸、ウルソデオキシコール酸、7-オキソリト
コール酸、12-オキソリトコール酸、12-オキソケノデオキシコール酸、7-オキソデオキシ
コール酸、ヒオコール酸、ヒオデオキシコール酸、デヒドロコール酸等が挙げられる。こ
れらのコール酸類は塩を形成してもよい。塩としては、例えばアンモニウム塩、リチウム
塩、ナトリウム塩、カリウム塩、マグネシウム塩、カルシウム塩等が挙げられる。
【００６８】
　両性界面活性剤としては、例えばベタイン類、グリシン類、アラニン類、2-アルキルイ
ミダゾリン誘導体、アミンオキサイド類、アルキルアミノ塩類、胆汁酸類等が挙げられる
。
【００６９】
　ベタイン類としては、例えばアルキルベタイン類、カルボキシベタイン類、スルホベタ
イン類等が挙げられる。アルキルベタイン類としては、例えばＮ－ドデシルベタイン等が
挙げられる。カルボキシベタイン類としては、例えばラウリン酸アミドプロピルベタイン
、ドデシルジメチルアミノ酢酸ベタイン、N-ラウロイル-N’-カルボキシメチル-N’-ヒド
ロキシエチルエチレンジアミンナトリウム等が挙げられる。スルホベタイン類としては、
例えばラウリン酸アミドプロピルヒドロキシスルホベタイン等が挙げられる。
【００７０】
　グリシン類としては、例えばドデシルジアミノエチルグリシンナトリウム等が挙げられ
る。
【００７１】
　アラニン類としては、例えばN-オクトデシル-β-アラニンナトリウム、N-ミスチリル-
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β-アラニンナトリウム、ラウリルアミノプロピオン酸ナトリウム等が挙げられる。
　2-アルキルイミダゾリン誘導体としては、例えば2-ラウロイル-N-カルボキシメチル-N-
ヒドロキシエチルイミダゾリニウムベタイン等の2-アルキル-N-カルボキシメチル-N-ヒド
ロキシエチルイミダゾリニウムベタイン等が挙げられる。
【００７２】
　アミンオキサイド類としては、例えばドデシルジメチルアミンオキサイド、ジヒドロキ
シエチルドデシルアミンオキサイド、ポリオキシエチレンヤシ油アルキルジメチルアミン
オキサイド等が挙げられる。
【００７３】
　アルキルアミノ塩類としては、例えばドデシルアミノジ酢酸ナトリウム等が挙げられる
。
【００７４】
　胆汁酸類としては、例えば3-[(3-コルアミドプロピル)ジメチルアンモニオ]プロパンス
ルホネート(CHAPS)、3-[(3-コルアミドプロピル)ジメチルアンモニオ]-2-ヒドロキシプロ
パンスルホネート(CHAPSO)等が挙げられる。
【００７５】
　非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、又は、両性界面活性剤の、検体又は標
識化競合物質と抗ステロイドホルモン抗体との反応の反応液中の濃度としては、本発明の
ステロイドホルモンの測定を可能とする濃度であれば特に制限はなく、通常、0.005～3%
であり、0.01～2%が好ましい。また、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、又
は、両性界面活性剤の、検体又は競合物質と標識化抗ステロイドホルモン抗体との反応の
反応液中の濃度としては、本発明のステロイドホルモンの測定を可能とする濃度であれば
特に制限はなく、通常、0.005～3%であり、0.01～2%が好ましい。
【００７６】
　本発明の測定方法においては、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、
両性界面活性剤は、１種類又は２種類以上を組み合わせて用いてもよい。
【００７７】
　本発明における不溶性担体としては、抗ステロイドホルモン抗体および競合物質を固定
化し、本発明のステロイドホルモンの測定を可能とする不溶性担体であれば特に制限はな
く、例えばマイクロタイタープレート等のポリスチレンプレート、ガラス製または合成樹
脂製の粒状物（ビーズ）、ガラス製または合成樹脂製の球状物（ボール）、ラテックス、
磁性粒子、ニトロセルロース膜等の各種メンブレン、合成樹脂製の試験管等が挙げられる
。
【００７８】
　本発明において、抗ステロイドホルモン抗体と不溶性担体との間の結合としては、本発
明のステロイドホルモンの測定を可能とする結合であれば特に制限はなく、物理吸着、化
学結合等が挙げられる。物理吸着としては、例えば静電的結合、水素結合、疎水結合等が
挙げられる。化学結合としては、例えば共有結合、配位結合等が挙げられる。
【００７９】
　抗ステロイドホルモン抗体は、前述の物理吸着及び／又は化学結合を利用して、直接、
不溶性担体に固定化してもよいし、間接的に不溶性担体に固定化してもよい。間接的な固
定化方法としては、例えばビオチンとアビジン類（アビジン、ストレプトアビジン、ニュ
ートラアビジン等）との特異的結合を介して、抗ステロイドホルモン抗体を不溶性担体に
固定化する方法等が挙げられる。また、抗ステロイドホルモン抗体は、リンカーを介した
共有結合により不溶性担体に固定化してもよい。
【００８０】
　リンカーとしては、不溶性担体表面の官能基と抗ステロイドホルモン抗体が有する官能
基の両者を共有結合できる分子等が挙げられ、抗ステロイドホルモン抗体が有する官能基
と反応することができる第１の反応活性基と、不溶性担体表面の官能基と反応することが
できる第２の反応活性基とを同一分子内に有し、第１の反応活性基と第２の反応活性基が



(17) JP 6934587 B2 2021.9.15

10

20

30

40

50

異なる基である分子が好ましい。抗ステロイドホルモン抗体の官能基および不溶性担体が
その表面に保持している官能基としては、例えばカルボキシル基、アミノ基、グリシジル
基、スルフヒドリル基、水酸基、アミド基、イミノ基、N-ヒドロキシサクシニル基（NHS
基）、マレイミド基等が挙げられる。リンカーにおける反応活性基としては、例えばアリ
ルアジド、カルボジイミド、ヒドラジド、アルデヒド、ヒドロキシメチルホスフィン、イ
ミドエステル、イソシアネート、マレイミド、N-ヒドロキシスクシンイミド(NHS)エステ
ル、ペンタフルオロフェニル(PFP)エステル、ソラレン、ピリジルジスルフィド、ビニル
スルホン等の基が挙げられる。
【００８１】
　本発明において、競合物質と不溶性担体との間の結合としては、本発明のステロイドホ
ルモンの測定を可能とする結合であれば特に制限はなく、物理吸着、化学結合等が挙げら
れる。物理吸着としては、例えば静電的結合、水素結合、疎水結合等が挙げられる。化学
結合としては、例えば共有結合、配位結合等が挙げられる。
【００８２】
　競合物質は、前述の物理吸着及び／又は化学結合を利用して、直接、不溶性担体に固定
化してもよいし、間接的に不溶性担体に固定化してもよい。間接的な固定化方法としては
、例えばビオチンとアビジン類（アビジン、ストレプトアビジン、ニュートラアビジン等
）との特異的結合を介して、抗ステロイドホルモン抗体を不溶性担体に固定化する方法等
が挙げられる。また、競合物質は、リンカーを介した共有結合により不溶性担体に固定化
してもよい。
【００８３】
　リンカーとしては、不溶性担体表面の官能基と競合物質が有する官能基の両者を共有結
合できる分子等が挙げられ、競合物質が有する官能基と反応することができる第１の反応
活性基と、不溶性担体表面の官能基と反応することができる第２の反応活性基とを同一分
子内に有し、第１の反応活性基と第２の反応活性基が異なる基である分子が好ましい。競
合物質の官能基および不溶性担体がその表面に保持している官能基としては、例えば前述
の官能基等が挙げられる。リンカーにおける反応活性基としては、例えば前述の反応活性
基等が挙げられる。
【００８４】
　本発明における抗ステロイドホルモン抗体は、ステロイドホルモンに結合し、本発明の
ステロイドホルモン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可能である。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部分が除去された抗体フラグメント
等が挙げられる。不溶性担体として、アビジン類（アビジン、ニュートラアビジン、スト
レプトアビジン等）がその上に固定化された不溶性担体を用いる場合には、抗ステロイド
ホルモン抗体にビオチンが結合したビオチン結合抗ステロイドホルモン抗体を用いること
ができる。また、不溶性担体として、ビオチンがその上に固定化された不溶性担体を用い
る場合には、抗ステロイドホルモン抗体にアビジン類（アビジン、ニュートラアビジン、
ストレプトアビジン等）が結合したアビジン類結合抗ステロイドホルモン抗体を用いるこ
とができる。
【００８５】
　本発明における抗ステロイドホルモン抗体は、ステロイドホルモンそのもの、又は、ス
テロイドホルモン中のエピトープに相当する部分構造を有する化合物を抗原として用いる
通常の抗体の製造方法により製造することができるが、市販品としても入手可能である。
抗ステロイドホルモン抗体の市販品としては、例えば抗ステロイドホルモンポリクローナ
ル抗体（アブカム社製）等が挙げられる。
【００８６】
　本発明における標識化抗ステロイドホルモン抗体は、前述の抗ステロイドホルモン抗体
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と後述の標識物質とを用いて、後述の方法により作製される。
【００８７】
　本発明における競合物質は、抗ステロイドホルモン抗体に結合し、かつその結合が、測
定対象物質であるステロイドホルモンと競合的であるような物質を意味し、測定対象物質
であるステロイドホルモンそのものも含まれる。本発明における競合物質としては、抗ス
テロイドホルモン抗体が認識するエピトープの構造と同じ構造を有している物質が好まし
く、さらに抗ステロイドホルモン抗体に対する結合の強さが、当該抗体に対する当該ステ
ロイドホルモンの結合の強さと同程度であるものがより好ましく、具体的には、測定対象
物質であるステロイドホルモンそのものが挙げられる。
【００８８】
　不溶性担体として、アビジン類（アビジン、ニュートラアビジン、ストレプトアビジン
等）がその上に固定化された不溶性担体を用いる場合には、競合物質にビオチンが結合し
たビオチン結合競合物質を用いることができる。また、不溶性担体として、ビオチンがそ
の上に固定化された不溶性担体を用いる場合には、競合物質にアビジン類（アビジン、ニ
ュートラアビジン、ストレプトアビジン等）が結合したアビジン類結合競合物質を用いる
ことができる。
【００８９】
　本発明における競合物質は、公知の方法を用いて作製することができ、例えば特開昭６
０－２６０５９２号公報や特開昭６３－０６０９９６号公報に記載された方法等により作
製することができる。
【００９０】
　本発明における標識化競合物質は、前述の競合物質と後述の標識物質とを用いて、後述
の方法により作製される。
【００９１】
　本発明における標識化抗ステロイドホルモン抗体及び標識化競合物質において使用され
る標識物質としては、本発明のステロイドホルモンの測定を可能とする標識物質であれば
特に制限はなく、例えば酵素、蛍光物質、発光物質、放射性同位元素、ビオチン、ジゴキ
シゲニン、タグ配列を含むポリペプチド、金属コロイド粒子、着色ラテックス粒子等が挙
げられる。
【００９２】
　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、ガラクトシダー
ゼ、グルクロニダーゼ、ルシフェラーゼ等が挙げられる。
【００９３】
　蛍光物質としては、例えば、フルオレッセイン　イソチオシアナート(FITC)、ローダミ
ンＢ－イソチオシアナート(RITC)等が挙げられる。その他の蛍光物質としては、例えばqu
antum 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 fluorescent Protein)、RFP (Red fluorescent Protein）、YFP (Yellow f
luorescent Protein)、BFP (Blue fluorescent Protein）等の蛍光を発する蛋白質が挙げ
られる。
【００９４】
　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。ルテニウム錯体化合物としては、電子供与体と共に電気化学
的に発光する、Clin. Chem. 37, 9, 1534-1539, 1991に示されたものが好ましい。
　放射性同位元素としては、例えば、3H、14C、35S、32P、125I、131I等が挙げられる。
【００９５】
　タグ配列を含むポリペプチドとしては、FLAGペプチド（FLAGタグ、Asp Tyr Lys Asp As
p Asp Asp Lys）、ポリヒスチジン（Hisタグ、His His His His His His）、mycエピトー
プペプチド（mycタグ、Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu）、ヘマグルチニンエ
ピトープペプチド（HAタグ、Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala）等が挙げられる。
【００９６】
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　抗ステロイドホルモン抗体の標識物質による標識化、及び、競合物質の標識物質による
標識化は、抗ステロイドホルモン抗体又は競合物質が有する官能基と、標識物質が有する
官能基との間でリンカーを介してまたは介さず共有結合を生じる反応によって行うことが
できる。官能基としては、カルボキシル基やアミノ基、グリシジル基、スルフヒドリル基
、水酸基、アミド基、イミノ基、ヒドロキシサクシニルエステル基、マレイミド基、イソ
チオシアナート基等が挙げられる。
【００９７】
　競合物質の標識物質による標識化において、競合物質が標識物質と結合する競合物質中
の位置は、競合物質の構造によって適宜選択することができる。例えば測定対象物である
ステロイドホルモンがアルドステロンであり、競合物質として、アルドステロンそのもの
を用いる場合、標識物質は、アルドステロンの3位、4位、6位又は21位等の位置に結合さ
せることができる。
【００９８】
　リンカーを介さない結合方法としては例えば、1-[3-（ジメチルアミノ）プロピル]-3-
エチルカルボジイミド(EDC)等のカルボジイミド化合物を用いる方法等が挙げられる。こ
の場合、NHS又はその誘導体等の活性エステルを使用することも可能である。イソチオシ
アナート基とアミノ基の間の縮合反応は、他の試薬を必要とせず、中性～弱アルカリ性の
条件で混合するだけで進行するため、好ましい。
【００９９】
　リンカーとしては、抗ステロイドホルモン抗体又は競合物質が有する官能基と、標識物
質が有する官能基とを結合させ得る分子であればいかなるリンカーでもよい。好ましい態
様としては、例えば、抗ステロイドホルモン抗体のアミノ酸残基と反応することができる
第１の官能基と、標識物質の官能基と反応することができる第２の官能基とを同一分子内
に有する分子、競合物質のカルボキシル基と反応することができる第１の官能基と、標識
物質の官能基と反応することができる第２の官能基とを同一分子内に有する分子等が挙げ
られ、第１の官能基と第２の官能基とが異なっていることが好ましい。リンカーの官能基
としては、例えば前述の官能基等が挙げられる。
【０１００】
　放射性同位元素を化学的に結合させる方法としては、例えば文献(Antibody Immunoconj
. Radiopharm., 3, 60, 1990)記載の方法等が挙げられる。
【０１０１】
　標識物質が酵素、アビジン、蛍光を発する蛋白質、フィコビリ蛋白質、タグ配列を含む
ポリペプチド等のポリペプチドである場合には、公知の遺伝子組換え技術(Molecular Clo
ning: A Laboratory Manual, 3rd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 200
1)にしたがって、標識物質と抗ステロイドホルモン抗体との融合蛋白質をコードするDNA
を含む発現ベクターを作製し、発現ベクターを適当な宿主に導入して、宿主を培養するこ
とにより製造することができる。融合蛋白質をコードするDNAは、抗体および標識物質を
それぞれコードするDNAをPCR等でクローニングし、それぞれのDNAをリガーゼ反応で連結
することにより得ることができる。
【０１０２】
　本発明において、抗ステロイドホルモン抗体と標識化競合物質との免疫複合体中の標識
物質の測定、及び、標識化抗ステロイドホルモン抗体と競合物質との免疫複合体中の標識
物質の測定は、用いる標識物質により適宜、選択することができる。
【０１０３】
　標識物質が発色物質、すなわち、ある波長の光を吸収する物質の場合には、分光光度計
やマルチウェルプレートリーダー等を用いて吸光度を測定することができる。
　標識物質が蛍光物質の場合には、蛍光光度計や蛍光マルチウェルプレートリーダー等を
用いて蛍光強度を測定することができる。
　標識物質が発光物質の場合には、発光光度計や発光マルチウェルプレートリーダー等を
用いて、発光強度を測定することができる。
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　標識物質が放射性同位元素である場合、放射活性をシンチレーションカウンター、γ－
ウェルカウンター等により、放射活性を測定することができる。
【０１０４】
　標識物質が酵素である場合、標識量は、酵素活性を測定することにより定量することが
できる。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、
標識
量を測定することができる。
【０１０５】
　酵素がペルオキシダーゼである場合には、例えば吸光度法、蛍光法等によりペルオキシ
ダーゼ活性を測定することができる。吸光度法によりペルオキシダーゼ活性を測定する方
法としては、例えばペルオキシダーゼと、その基質である過酸化水素および酸化発色型色
原体の組み合わせとを反応させ、反応液の吸光度を分光光度計やマルチウェルプレートリ
ーダー等で測定する方法等が挙げられる。酸化発色型色原体としては、例えばロイコ型色
原体、酸化カップリング発色型色原体等が挙げられる。
【０１０６】
　ロイコ型色原体は、過酸化水素およびペルオキシダーゼ等の過酸化活性物質の存在下、
単独で色素へ変換される物質である。具体的には、テトラメチルベンジジン、o-フェニレ
ンジアミン、10-N-カルボキシメチルカルバモイル-3,7-ビス（ジメチルアミノ）-10H-フ
ェノチアジン(CCAP)、10-N-メチルカルバモイル-3,7-ビス（ジメチルアミノ）-10H-フェ
ノチアジン(MCDP)、N-（カルボキシメチルアミノカルボニル）-4,4’-ビス（ジメチルア
ミノ）ジフェニルアミン ナトリウム塩(DA-64)、10-N-カルボキシメチルカルバモイル-3,
7-ビス（ジメチルアミノ）-10H-フェノチアジン ナトリウム塩(DA-67)、4,4’-ビス（ジ
メチルアミノ）ジフェニルアミン、ビス〔3-ビス（4-クロロフェニル）メチル-4-ジメチ
ルアミノフェニル〕アミン(BCMA)等が挙げられる。
【０１０７】
　酸化カップリング発色型色原体は、過酸化水素およびペルオキシダーゼ等の過酸化活性
物質の存在下、２つの化合物が酸化的カップリングして色素を生成する物質である。２つ
の化合物の組み合わせとしては、カプラーとアニリン類（トリンダー試薬）との組み合わ
せ、カプラーとフェノール類との組み合わせ等が挙げられる。
【０１０８】
　カプラーとしては、例えば4-アミノアンチピリン(4-AA)、3-メチル-2-ベンゾチアゾリ
ノンヒドラジン等が挙げられる。
【０１０９】
　アニリン類としては、N-（3-スルホプロピル）アニリン、N-エチル-N-（2-ヒドロキシ-
3-スルホプロピル）-3-メチルアニリン(TOOS)、N-エチル-N-（2-ヒドロキシ-3-スルホプ
ロピル）-3,5-ジメチルアニリン(MAOS)、N-エチル-N-（2-ヒドロキシ-3-スルホプロピル
）-3,5-ジメトキシアニリン(DAOS)、N-エチル-N-（3-スルホプロピル）-3-メチルアニリ
ン(TOPS)、N-（2-ヒドロキシ-3-スルホプロピル）-3,5-ジメトキシアニリン(HDAOS)、N,N
-ジメチル-3-メチルアニリン、N,N-ビス（3-スルホプロピル）-3,5-ジメトキシアニリン
、N-エチル-N-（3-スルホプロピル）-3-メトキシアニリン、N-エチル-N-（3-スルホプロ
ピル）アニリン、N-エチル-N-（3-スルホプロピル）-3,5-ジメトキシアニリン、N-（3-ス
ルホプロピル）-3,5-ジメトキシアニリン、N-エチル-N-（3-スルホプロピル）-3,5-ジメ
チルアニリン、N-エチル-N-（2-ヒドロキシ-3-スルホプロピル）-3-メトキシアニリン、N
-エチル-N-（2-ヒドロキシ-3-スルホプロピル）アニリン、N-エチル-N-（3-メチルフェニ
ル）-N’-サクシニルエチレンジアミン(EMSE)、N-エチル-N-（3-メチルフェニル）-N’-
アセチルエチレンジアミン、N-エチル-N-（2-ヒドロキシ-3-スルホプロピル）-4-フルオ
ロ-3,5-ジメトキシアニリン(F-DAOS)等が挙げられる。
【０１１０】
　フェノール類としては、フェノール、４－4-クロロフェノール、3-メチルフェノール、
3-ヒドロキシ-2,4,6-トリヨード安息香酸(HTIB)等が挙げられる。
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【０１１１】
　蛍光法によりペルオキシダーゼ活性を測定する方法としては、例えばペルオキシダーゼ
と、その基質である過酸化水素および蛍光物質の組み合わせとを反応させ、蛍光光度計や
蛍光マルチウェルプレートリーダー等で生成した蛍光の強度を測定する方法等が挙げられ
る。当該蛍光物質としては、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、クマリン等が挙げられる。
【０１１２】
　発光法によるペルオキシダーゼ活性を測定する方法としては、例えばペルオキシダーゼ
と、その基質である過酸化水素および発光物質の組み合わせとを反応させ、発光強度計や
発光マルチウェルプレートリーダー等で生成した発光の強度を測定する方法等が挙げられ
る。当該発光物質としては、例えばルミノール化合物、ルシゲニン化合物等が挙げられる
。
【０１１３】
　酵素がアルカリホスファターゼである場合には、例えば発光法等によりアルカリホスフ
ァターゼ活性を測定することができる。発光法によりアルカリホスファターゼ活性を測定
する方法としては、例えばアルカリホスファターゼとその基質とを反応させ、生成した発
光の発光強度を発光強度計や発光マルチウェルプレートリーダー等で測定する方法等が挙
げられる。
【０１１４】
　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］デカン］-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］3.3.1.13.7イル｝フェニルホスフェート・二ナトリウム塩(CSPDTM)、［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(Lumige
nTM APS-5)等が挙げられる。
【０１１５】
　酵素がβ-D-ガラクトシダーゼである場合には、例えば吸光度法（比色法）、発光法又
は蛍光法等によりβ-D-ガラクトシダーゼ活性を測定することができる。吸光度法（比色
法）によりβ-D-ガラクトシダーゼ活性を測定する方法としては、例えばβ-D-ガラクトシ
ダーゼとその基質とを反応させ、反応液の吸光度を分光光度計やマルチウェルプレートリ
ーダー等で測定する方法等が挙げられる。β-D-ガラクトシダーゼの基質としては、例え
ばo-ニトロフェル-β-D-ガラクトピラノシド等が挙げられる。発光法によりβ-D-ガラク
トシダーゼ活性を測定する方法としては、例えばβ-D-ガラクトシダーゼとその基質とを
反応させ、反応液の発光度を発光強度計や発光マルチウェルプレートリーダー等で測定す
る方法等が挙げられる。β-D-ガラクトシダーゼの基質としては、例えばガラクトン－プ
ラス［Galacton-Plus、アプライドバイオシステムズ（Applied Biosystems）社製］及び
その類似化合物等が挙げられる。蛍光法によりβ-D-ガラクトシダーゼ活性を測定する方
法としては、例えばβ-D-ガラクトシダーゼとその基質とを反応させ、反応液の蛍光度を
蛍光光度計や蛍光マルチウェルプレートリーダー等で測定する方法等が挙げられる。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
ラノシド等が挙げられる。
【０１１６】
　酵素がルシフェラーゼである場合には、例えば発光法等によりルシフェラーゼ活性を測
定することができる。発光法によりルシフェラーゼ活性を測定する方法としては、例えば
ルシフェラーゼとその基質とを反応させ、反応液の発光度を発光強度計や発光マルチウェ
ルプレートリーダー等で測定する方法等が挙げられる。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。
【０１１７】



(22) JP 6934587 B2 2021.9.15

10

20

30

40

50

　標識物質が蛍光物質、発光物質、放射性同位元素および酵素以外の場合は、当該標識物
質に特異的に結合する物質を蛍光物質、発光物質、放射性同位元素、酵素等で標識した標
識体と、免疫複合体中の標識化抗ステロイドホルモン抗体または標識化競合物質を構成し
ている当該標識物質とを結合させ、当該標識物質に特異的に結合する物質を標識している
蛍光物質、発光物質、放射性同位元素又は酵素を、上述の方法により測定することにより
、当該標識物質を測定することができる。標識物質に特異的に結合する物質としては、標
識物質に特異的に結合する抗体の他、標識物質がビオチンの場合は、アビジン類等が挙げ
られる。また、標識物質に特異的に結合する物質（標識物質に特異的に結合する抗体、ア
ビジン類等）を用いて、免疫複合体中の標識物質と結合させた後、標識物質に特異的に結
合する物質に結合する抗体、例えば、標識物質に特異的に結合する抗体の定常領域に特異
的に結合する抗体、又は、アビジン類に特異的に結合する抗体を蛍光物質、発光物質、放
射性同位元素または酵素で標識したものを結合させ、これらの抗体を標識している蛍光物
質、発光物質、放射性同位元素または酵素を、上述の方法により測定することにより、当
該標識物質を測定することができる。
【０１１８】
　本発明における水性媒体としては、本発明のステロイドホルモン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、蒸留水等が挙げられる。
【０１１９】
　本発明におけ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。本発明における糖類としては、例えばマンニトール、ソルビト
ール等が挙げられる。本発明における防腐剤としては、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。本発明における蛋白質としては、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（ＤＳフ
ァーマバイオメディカル社製）等が挙げられる。
【０１２０】
（測定用試薬）
　本発明の検体中のステロイドホルモンの測定用試薬は、本発明のステロイドホルモンの
測定方法に用いられる試薬であり、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び
、両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤、緩衝剤（Ｉ）、
標識化競合物質、並びに、抗ステロイドホルモン抗体を含む試薬である。抗ステロイドホ
ルモン抗体は不溶性担体に固定化されていても固定化されていなくてもよいが、固定化さ
れている方が好ましい。不溶性担体としては、例えば前述の不溶性担体等が挙げられる。
【０１２１】
　また、本発明の検体中のステロイドホルモンの測定用試薬は、非イオン性界面活性剤、
陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種の
界面活性剤、緩衝剤（Ｉ）、標識化抗ステロイドホルモン抗体、並びに、競合物質を含む
試薬である。競合物質は不溶性担体に固定化されていても固定化されていなくてもよいが
、固定化されていることが好ましい。不溶性担体としては、例えば前述の不溶性担体等が
挙げられる。
【０１２２】
　本発明の測定用試薬は、凍結乾燥状態でも液状でもよい。凍結乾燥状態の測定用試薬を
使用する場合には、測定前に水性媒体で溶解して液状にして測定に供する。液状の測定用
試薬においては、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤
からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤、緩衝剤（Ｉ）、標識化競合物質、
標識化抗ステロイドホルモン抗体、競合物質、並びに、抗ステロイドホルモン抗体は水性
媒体で溶解された状態となっている。水性媒体としては、例えば前述の水性媒体が挙げら
れる。水性媒体には、前述の金属イオン、糖類、防腐剤、蛋白質等が含有されてもよい。
液状の測定用試薬には、水性媒体が含まれる。水性媒体としては、例えば前述の水性媒体
が挙げられる。水性媒体には、前述の金属イオン、糖類、防腐剤、蛋白質等が含有されて
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もよい。
【０１２３】
　本発明の測定用試薬におけるステロイドホルモンとしては、前述のステロイドホルモン
が挙げられる。本発明の測定用試薬における緩衝剤（Ｉ）としては、例えば前述の緩衝剤
（Ｉ）が挙げられる。本発明の測定用試薬における緩衝剤（Ｉ）の含量としては、本発明
のステロイドホルモンの測定を可能とする含量であれば特に制限はなく、通常、前述の水
性媒体中、又は、前述の水性媒体で溶解された状態で通常、0.001～2.0 moL/Lとなる含量
であり、0.005～1.0 moL/Lとなる含量が好ましい。
【０１２４】
　本発明の測定用試薬における非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両
性界面活性剤としては、例えば前述の非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及
び、両性界面活性剤がそれぞれ挙げられる。本発明の測定用試薬における非イオン性界面
活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤のそれぞれの界面活性剤の含量と
しては、本発明のステロイドホルモンの測定を可能とする含量であれば特に制限はなく、
通常、前述の水性媒体中、又は、前述の水性媒体で溶解された状態で0.005～3%となる含
量であり、0.01～2%となる含量が好ましい。
【０１２５】
　本発明の測定用試薬においては、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び
、両性界面活性剤は、１種類又は２種類以上を組み合わせて用いてもよい。
【０１２６】
　本発明の測定用試薬における標識化競合物質、抗ステロイドホルモン抗体、標識化抗ス
テロイドホルモン抗体、競合物質としては、例えば前述の標識化競合物質、抗ステロイド
ホルモン抗体、標識化抗ステロイドホルモン抗体、競合物質がそれぞれ挙げられる。
【０１２７】
　本発明の測定用試薬において、抗ステロイドホルモン抗体が固定化された不溶性担体の
代わりに、一組の親和性物質の片方（Ａ）が結合した抗ステロイドホルモン抗体と、一組
の親和性物質のもう一方（ａ）が結合した不溶性担体との組み合わせを用いることもでき
る。この場合、抗ステロイドホルモン抗体が固定化された不溶性担体は、検体又は標識化
競合物質と抗ステロイドホルモン抗体との反応の反応液中で生成される。一組の親和性物
質の組み合わせ、すなわち、Ａとａの組み合わせとしては、例えば前述の組み合わせ等が
挙げられる。
【０１２８】
　また、本発明の測定用試薬において、競合物質が固定化された不溶性担体の代わりに、
一組の親和性物質の片方（Ｂ）が結合した競合物質と、一組の親和性物質のもう一方（ｂ
）が結合した不溶性担体との組み合わせを用いることもできる。この場合、競合物質が固
定化された不溶性担体は、検体又は競合物質と標識化抗ステロイドホルモン抗体との反応
の反応液中で生成される。一組の親和性物質の組み合わせ、すなわち、Ｂとｂの組み合わ
せとしては、例えば前述の組み合わせ等が挙げられる。
【０１２９】
　本発明の測定用試薬において、検体を前処理するための検体前処理試薬が含まれていて
もよい。前処理としては、例えば希釈、可溶化、変性等が挙げられる。検体前処理試薬と
しては、例えば前述の水性媒体等が挙げられる。水性媒体には、前述の金属イオン、糖類
、防腐剤、蛋白質等が含有されてもよい。検体前処理試薬は液状でも凍結乾燥状態でもよ
い。凍結乾燥状態の検体前処理試薬を用いる場合には、予め水性媒体で溶解した後、検体
の前処理に用いることができる。水性媒体としては、例えば前述の水性媒体等が挙げられ
る。水性媒体には、前述の金属イオン、糖類、防腐剤、蛋白質等が含有されてもよい。
【０１３０】
（測定用キット）
　本発明の測定用試薬は、保存、運搬、流通等の観点からキットの形態を取ることもでき
る。本発明の測定用キットは、本発明のステロイドホルモンの測定方法に用いられる。
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【０１３１】
　本発明の検体中のステロイドホルモンの測定用キットは、抗ステロイドホルモン抗体を
含む第１試薬と、標識化競合物質を含む第２試薬とを含有し、非イオン性界面活性剤、陰
イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種の界
面活性剤と、緩衝剤（Ｉ）のそれぞれが、第１試薬、第２試薬のいずれか又は両方に含ま
れるキットである。
【０１３２】
　本発明の測定用キットにおいて、抗ステロイドホルモン抗体は不溶性担体に固定化され
ていても固定化されていなくてもよいが、固定化されている方が好ましい。不溶性担体と
しては、例えば前述の不溶性担体等が挙げられる。
【０１３３】
　また、本発明の検体中のステロイドホルモンの測定用キットは、標識化抗ステロイドホ
ルモン抗体を含む第１試薬と、競合物質を含む第２試薬とを含有し、非イオン性界面活性
剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１
種の界面活性剤と、緩衝剤（Ｉ）のそれぞれが、第１試薬、第２試薬のいずれか又は両方
に含まれるキットである。
【０１３４】
　本発明の測定用キットにおいて、競合物質は不溶性担体に固定化されていても固定化さ
れていなくてもよいが、固定化されていることが好ましい。不溶性担体としては、例えば
前述の不溶性担体等が挙げられる。
【０１３５】
　本発明の測定用キットは、凍結乾燥状態でも液状でもよい。凍結乾燥状態の測定用キッ
トを使用する場合には、測定前に水性媒体で溶解して液状にして測定に供する。液状の測
定用キットにおいては、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面
活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤、緩衝剤（Ｉ）、標識化競合
物質、標識化抗ステロイドホルモン抗体、競合物質、並びに、抗ステロイドホルモン抗体
は水性媒体で溶解された状態となっている。水性媒体としては、例えば前述の水性媒体が
挙げられる。水性媒体には、前述の金属イオン、糖類、防腐剤、蛋白質等が含有されても
よい。液状の測定用キットには、水性媒体が含まれる。水性媒体としては、例えば前述の
水性媒体が挙げられる。水性媒体には、前述の金属イオン、糖類、防腐剤、蛋白質等が含
有されてもよい。
【０１３６】
　本発明の測定用キットにおけるステロイドホルモンとしては、前述のステロイドホルモ
ンが挙げられる。本発明の測定用キットにおける緩衝剤（Ｉ）としては、例えば前述の緩
衝剤（Ｉ）が挙げられる。本発明の測定用キットの抗ステロイドホルモン抗体を含有する
第１試薬、及び、標識化競合物質を含有する第２試薬における緩衝剤（Ｉ）の含量として
は、本発明のステロイドホルモンの測定を可能とする含量であれば特に制限はなく、通常
、前述の水性媒体中、又は、水性媒体で溶解された状態で0.001～2.0 moL/Lとなる含量で
あり、0.005～1.0 moL/Lとなる含量が好ましい。また、本発明の測定用キットの標識化抗
ステロイドホルモン抗体を含有する第１試薬、及び、競合物質を含有する第２試薬におけ
る緩衝剤（Ｉ）の含量としては、本発明のステロイドホルモンの測定を可能とする含量で
あれば特に制限はなく、通常、前述の水性媒体中、又は、水性媒体で溶解された状態で0.
001～2.0 moL/Lとなる含量であり、0.005～1.0 moL/Lとなる含量が好ましい。
【０１３７】
　本発明の測定用キットにおける非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、
両性界面活性剤としては、例えば前述の非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、
及び、両性界面活性剤がそれぞれ挙げられる。本発明の測定用キットの抗ステロイドホル
モン抗体を含有する第１試薬、及び、標識化競合物質を含有する第２試薬における非イオ
ン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤のそれぞれの界面活性剤
の含量としては、本発明のステロイドホルモンの測定を可能とする含量であれば特に制限
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はなく、通常、前述の水性媒体中、又は、水性媒体で溶解された状態で0.02～10%となる
含量であり、0.04～5%となる含量が好ましい。また、本発明の測定用キットの標識化抗ス
テロイドホルモン抗体を含有する第１試薬、及び、競合物質を含有する第２試薬における
非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤のそれぞれの界面
活性剤の含量としては、本発明のステロイドホルモンの測定を可能とする含量であれば特
に制限はなく、通常、前述の水性媒体中、又は、水性媒体で溶解された状態で0.02～10%
となる含量であり、0.04～5%となる含量が好ましい。
【０１３８】
　本発明の測定用キットにおいて、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び
、両性界面活性剤は、１種類又は２種類以上を組み合わせて用いてもよい。
【０１３９】
　本発明の測定用キットにおける標識化競合物質、抗ステロイドホルモン抗体、標識化抗
ステロイドホルモン抗体、競合物質としては、例えば前述の標識化競合物質、抗ステロイ
ドホルモン抗体、標識化抗ステロイドホルモン抗体、競合物質がそれぞれ挙げられる。
【０１４０】
　本発明の測定用キットにおいて、抗ステロイドホルモン抗体が固定化された不溶性担体
の代わりに、一組の親和性物質の片方（Ａ）が結合した抗ステロイドホルモン抗体と、一
組の親和性物質のもう一方（ａ）が結合した不溶性担体との組み合わせを用いることもで
きる。この場合、抗ステロイドホルモン抗体が固定化された不溶性担体は、検体又は標識
化競合物質と抗ステロイドホルモン抗体との反応の反応液中で生成される。本発明の測定
用キットにおいて、一組の親和性物質の片方（Ａ）が結合した抗ステロイドホルモン抗体
と、一組の親和性物質のもう一方（ａ）が結合した不溶性担体との組み合わせを用いる場
合、一組の親和性物質の片方（Ａ）が結合した抗ステロイドホルモン抗体と、一組の親和
性物質のもう一方（ａ）が結合した不溶性担体とは同一の試薬に含まれても、別々の試薬
に含まれてもよいが、別々の試薬に含まれることが好ましい。一組の親和性物質の片方（
Ａ）が結合した抗ステロイドホルモン抗体と、一組の親和性物質のもう一方（ａ）が結合
した不溶性担体とが、別々の試薬に含まれているキットの場合、一組の親和性物質の片方
（Ａ）が結合した抗ステロイドホルモン抗体を含む第１試薬と、標識化競合物質を含む第
２試薬と、一組の親和性物質のもう一方（ａ）が結合した不溶性担体を含む第３試薬とを
含むキットも本発明のキットに含まれる。一組の親和性物質の組み合わせ、すなわち、Ａ
とａの組み合わせとしては、例えば前述の組み合わせ等が挙げられる。抗ステロイドホル
モン抗体が固定化された不溶性担体が、抗原抗体反応の反応液中で生成される場合、本発
明の測定用キットとしては、例えば以下のキットが挙げられる。
・キット１
　一組の親和性物質の片方（Ａ）が結合した抗ステロイドホルモン抗体を含む第１試薬と
、標識化競合物質、及び、一組の親和性物質のもう一方（ａ）が結合した不溶性担体を含
む第２試薬とを含有し、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面
活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤と、緩衝剤（Ｉ）のそれぞれ
が、第１試薬、第２試薬のいずれか又は両方に含まれるキット。
・キット２
　一組の親和性物質の片方（Ａ）が結合した抗ステロイドホルモン抗体を含む第１試薬と
、標識化競合物質を含む第２試薬と、一組の親和性物質のもう一方（ａ）が結合した不溶
性担体を含む第３試薬とを含有し、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び
、両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤と、緩衝剤（Ｉ）
のそれぞれが第１試薬、第２試薬、及び、第３試薬の少なくとも１つの試薬に含まれるキ
ット。
【０１４１】
　本発明の測定用キットにおいて、競合物質が固定化された不溶性担体の代わりに、一組
の親和性物質の片方（Ｂ）が結合した競合物質と、一組の親和性物質のもう一方（ｂ）が
結合した不溶性担体との組み合わせを用いることもできる。この場合、競合物質が固定化
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された不溶性担体は、検体又は競合物質と標識化抗ステロイドホルモン抗体との反応の反
応液中で生成される。本発明の測定用キットにおいて、一組の親和性物質の片方（Ｂ）が
結合した競合物質と、一組の親和性物質のもう一方（ｂ）が結合した不溶性担体との組み
合わせを用いる場合、一組の親和性物質の片方（Ｂ）が結合した競合物質と、一組の親和
性物質のもう一方（ｂ）が結合した不溶性担体とは同一の試薬に含まれても、別々の試薬
に含まれてもよいが、別々の試薬に含まれることが好ましい。一組の親和性物質の片方（
Ｂ）が結合した競合物質と、一組の親和性物質のもう一方（ｂ）が結合した不溶性担体と
が、別々の試薬に含まれているキットの場合、標識化抗ステロイドホルモン抗体を含む第
１試薬と、一組の親和性物質の片方（Ｂ）が結合した競合物質を含む第２試薬と、一組の
親和性物質のもう一方（ｂ）が結合した不溶性担体を含む第３試薬とを含むキットも本発
明のキットに含まれる。一組の親和性物質の組み合わせ、すなわち、Ｂとｂの組み合わせ
としては、例えば前述の組み合わせ等が挙げられる。競合物質が固定化された不溶性担体
が、抗原抗体反応の反応液中で生成される場合、本発明の測定用キットとしては、例えば
以下のキットが挙げられる。
・キット３
　標識化抗ステロイドホルモン抗体、及び、一組の親和性物質のもう一方（ｂ）が結合し
た不溶性担体を含む第１試薬と、一組の親和性物質の片方（Ｂ）が結合した競合物質を含
む第２試薬とを含有し、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面
活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤と、緩衝剤（Ｉ）のそれぞれ
が、第１試薬、第２試薬のいずれか又は両方に含まれるキット。
・キット４
　標識化抗ステロイドホルモン抗体を含む第１試薬と、一組の親和性物質の片方（Ｂ）が
結合した競合物質を含む第２試薬と、一組の親和性物質のもう一方（ｂ）が結合した不溶
性担体を含む第３試薬とを含有し、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び
、両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面活性剤と、緩衝剤（Ｉ）
のそれぞれが、第１試薬、第２試薬、及び、第３試薬の少なくとも１つの試薬に含まれる
キット。
【０１４２】
　本発明の測定用キットにおいて、検体を前処理するための検体前処理試薬が含まれてい
てもよい。前処理としては、例えば希釈、可溶化、変性等が挙げられる。検体前処理試薬
としては、例えば前述の水性媒体等が挙げられる。水性媒体には、前述の金属イオン、糖
類、防腐剤、蛋白質等が含有されてもよい。検体前処理試薬は液状でも凍結乾燥状態でも
よい。凍結乾燥状態の検体前処理試薬を用いる場合には、予め水性媒体で溶解した後、検
体の前処理に用いることができる。水性媒体としては、例えば前述の水性媒体等が挙げら
れる。水性媒体には、前述の金属イオン、糖類、防腐剤、蛋白質等が含有されてもよい。
【０１４３】
　以下、実施例により本発明をより詳細に説明するが、これらは本発明の範囲を何ら限定
するものではない。
【０１４４】
［参考例］抗アルドステロン抗体の作製
（１）免疫原の作製
　ALDOSTERONE 3-CMO（アルドステロン 3-カルボキメチルオキシム；STERALOIDS社製）を
ジメチルスルホキシド(DMSO)（シグマアルドリッチ社製）で溶解して調製した、100 mg/m
L ALDOSTERONE 3-CMOのDMSO溶液(25μL)に、10 mg/mL KLH（Keyhole limpet hemocyanin
；サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）のPBS溶液(2 mL)、100 mg/mL EDC［1-
エチル-3-（3-ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸塩；サーモフィッシャーサ
イエンティフィック社製］のDMSO溶液(50μL)、及び、100 mg/mL NHS（N-ヒドロキシスク
シンイミド；サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）のDMSO溶液(10μL)を添加
して混合し、4℃で16時間反応させて、ALDOSTERONE 3-CMOとKLHとを結合させ、KLH結合AL
DOSTERONE 3-CMO溶液を調製した。調製したKLH結合ALDOSTERONE 3-CMO溶液について、PBS
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溶液で平衡化したPD-10カラム（ＧＥヘルスケア・ジャパン社製）を用いて溶媒の置換を
行い、KLH結合ALDOSTERONE 3-CMOのPBS溶液を調製した。得られたKLH結合ALDOSTERONE 3-
CMOのPBS溶液を免疫原とした。
【０１４５】
（２）抗アルドステロンポリクローナル抗体の作製
　上記（１）で調製したKLH結合ALDOSTERONE 3-CMOを0.5 mg含む免疫原をアジュバントと
混合してエマルジョン化し、得られたKLH結合ALDOSTERONE 3-CMOのエマルジョンを計4回
、ウサギ（NZW種）へ皮下注射した。１回目の免疫に際しては、アジュバントとしてFreun
d’s Complete Adjuvant（シグマアルドリッチ社製）を使用し、2～4回目の免疫に際して
は、アジュバントとしてFreund’s Incomplete Adjuvant（シグマアルドリッチ社製）を
使用し、２週間間隔で計4回免疫を行った後に採血し、血清中の抗体価をELISAにて評価し
た。血清中の抗体価が上昇していることを確認した後、更に、アジュバントとしてFreund
’s Incomplete Adjuvant（シグマアルドリッチ社製）を使用し、2週間間隔で2回免疫を
行った。最終免疫の後に採血し、この抗血清を、プロテインＡセファロース（ＧＥヘルス
ケア・ジャパン社製）を用いて精製し、抗アルドステロンポリクローナル抗体を得た。
【実施例１】
【０１４６】
　以下のストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液、ビオチン結合抗アルドステロン抗体溶
液、アルカリホスファターゼ標識競合物質溶液、及び、アルドステロン標準溶液からなる
アルドステロン測定用キットＡ、Ｂ、Ｃ、Ｄ及びＥを作製した。
【０１４７】
＜ストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液＞
　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 M-280 St
reptavidin：サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）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。
【０１４８】
　緩衝剤（Ｉ）　　　　　　　　　　　125 mmol/L（第１表、第２表参照）
　ストレプトアビジン結合磁性粒子　　0.7 mg/mL
　ＢＳＡ　　　　　　　　　　　　　　0.1 %
　ツィーン２０　　　　　　　　　　　1.0 %
【０１４９】
＜ビオチン結合抗アルドステロン抗体溶液＞
　参考例で得られた抗アルドステロンポリクローナル抗体を用いて、当該抗体とNHS-ビオ
チン（サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）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-50カラム（ＧＥヘルスサイエンス・ジャパン社製
）に供して未反応のNHS-ビオチンを除去し、ビオチン結合抗アルドステロンポリクローナ
ル抗体を調製した。得られたビオチン結合抗アルドステロンポリ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アルドステロン抗体溶液を調製した。
【０１５０】
　緩衝剤（Ｉ）　　　　　　　　　　　　125 mmol/L（第１表、第２表参照）
　ビオチン結合抗アルドステロン抗体　　22.5 ng/mL
　ＢＳＡ　　　　　　　　　　　　　　　1.0 %
【０１５１】
＜アルカリホスファターゼ標識競合物質溶液＞
　ALDOSTERONE 3-CMO（STERALOIDS社製）を、DMSO-水(3:1)の混合溶媒中で、Sulfo-NHS（
サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）及びEDC［1-エチル-3-（3-ジメチルアミ
ノプロピル）カルボジイミド塩酸塩；サーモフィッシャーサイエンティフィック社製］と
混合し、25℃で15分間、反応させた後、さらに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）と、4℃で16時間反応させた。反応混合物をセファデックスG-50
カラム（ＧＥヘルスケア・ジャパン社製）に供して未反応のALDOSTERONE 3-CMOを除去し
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、アルカリホスファターゼ標識化競合物質を得た。得られたアルカリホスファターゼ標識
競合物質を用いて、以下の組成からなるアルカリホスファターゼ標識競合物質溶液を調製
した。
【０１５２】
　緩衝剤（Ｉ）　　　　　　　　　　　　　20 mmol/L（第１表、第２表参照）
　アルカリホスファターゼ標識競合物質　　1.5μg/mL
　ＢＳＡ　　　　　　　　　　　　　　　　0.1 %
　ツィーン２０　　　　　　　　　　　　　1.0 %
　塩化マグネシウム・６水和物　　　　　　30 mmol/L
【０１５３】
＜アルドステロン標準溶液＞
　アルドステロン（シグマアルドリッチ社製）を、脱脂処理された血漿[Human Plasma, D
efibrinated, Delipidized double charcoal stripped（Golden West Biologicals社製）
]で希釈して調製した、アルドステロン濃度が0, 16, 40, 80, 160, 400, 1600 pg/mLの各
濃度のアルドステロン溶液を、検量線作成用のアルドステロン標準溶液とした。
【０１５４】
　なお、ストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液、ビオチン結合抗アルドステロン抗体溶
液、及び、アルカリホスファターゼ標識競合物質溶液における緩衝剤は、全て同一種類を
用いた。
【０１５５】
［比較例１］
　実施例１の緩衝剤（Ｉ）の代わりに、リン酸緩衝液、Ｔｒｉｓ緩衝液またはクエン酸緩
衝液を用いる以外は同様の方法を用いて、ストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液、ビオ
チン結合抗アルドステロン抗体溶液、及び、アルカリホスファターゼ標識競合物質溶液を
調製し、各ストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液、ビオチン結合抗アルドステロン抗体
溶液、アルカリホスファターゼ標識競合物質溶液及び実施例１のアルドステロン標準溶液
からなるキットａ、ｂ及びｃを作製した。
【実施例２】
【０１５６】
（１）検量線の作成
　反応容器に、実施例１の各アルドステロン標準溶液(10μL)、及び、実施例１のビオチ
ン結合抗アルドステロン抗体溶液(50μL)を添加して攪拌し、37℃で18分間反応させた後
、当該反応の反応液に、実施例１のストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液(30μL)及び
アルカリホスファターゼ標識競合物質溶液(30μL)を加えて攪拌し、37℃で8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した後、反応容器に洗浄液
［0.1%ツイーン20を含有する50 mmol/L MOPS緩衝液(pH7.35)］を添加し、磁性粒子を洗浄
した。磁性粒子を磁力で集めて、磁性粒子以外の溶液を除去した後、反応容器に洗浄液を
添加し、磁性粒子を洗浄した。この集磁、磁性粒子以外の溶液の除去、洗浄液による磁性
粒子の洗浄という一連の操作を5回行った後、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(70μL
)を加えて攪拌し、生じた発光量(RLU)を測定し、アルドステロン濃度と発光量(RLU)との
関係を表す検量線１を作成した。
【０１５７】
　実施例１のキットの各アルドステロン標準溶液、ビオチン結合抗アルドステロン抗体溶
液、ストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液、及び、アルカリホスファターゼ標識競合物
質溶液の代わりに、比較例１の各アルドステロン標準溶液、ビオチン結合抗アルドステロ
ン抗体溶液、ストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液、及び、アルカリホスファターゼ標
識競合物質溶液を用いる以外は前述と同様の方法により、アルドステロン濃度と発光量(R
LU)との関係を表す検量線２を作成した。
【０１５８】
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（２）検体中のアルドステロン濃度の決定～相関性試験
　実施例１及び比較例１の各アルドステロン標準溶液の代わりに、原発性アルドステロン
症患者、及び、健常人から採取された13の血清又は血漿検体を用いる以外は、（１）と同
様の方法により、当該13の各検体に対する発光量(RLU)を測定した。各検体に対して得ら
れた発光量(RLU)と、（１）で作成した検量線とから、各検体中のアルドステロン濃度を
決定した。なお、実施例１のキットを用いてアルドテロンの濃度を決定する場合は、検量
線として検量線１を用い、比較例１のキットを用いてアルドテロンの濃度を決定する場合
は、検量線として検量線２を用いた。
【０１５９】
　また、市販のアルドステロン測定用キット「スパック－Ｓ　アルドステロン　キット」
（富士レビオ社製）を用いて、当該キットの添付文書に記載された測定手順に従って測定
を行い、当該13の各検体中のアルドステロン濃度を決定した。
　正確な測定ができているか否かを判断する方法の１つとして、相関性試験がある。当該
試験は、既存の体外診断用医薬品と、当該体外診断用医薬品と比較したい評価試薬とを用
いて、複数の同一の検体を測定し、それぞれの試薬を用いた測定により得られた測定値か
ら、統計学的に相関式（Ｙ＝ａＸ＋ｂ）及び相関係数（ｒ）を算出し、その結果を評価す
る試験である。前記相関式における傾き「ａ」が1.0に近く、かつ、相関係数（ｒ）が1.0
に近い程、既存の体外診断用医薬品における測定値と、評価試薬における測定値とが同じ
であり、正確な測定ができていることを示していることとなる。
【０１６０】
　実施例１のキット又は比較例１のキットを用いるアルドステロンの測定と、「スパック
－Ｓ　アルドステロン　キット」（富士レビオ社製）を用いるアルドステロンの測定との
間の相関式の傾き、及び、相関係数を第１表に示す。
【０１６１】
【表１】

【０１６２】
　第１表から明らかな様に、キットａ～ｃの各キットを用いるアルドステロンの測定、す
なわち、非イオン性界面活性剤のみを用い、緩衝剤（Ｉ）を用いないアルドステロンの測
定は、「スパック－Ｓ　アルドステロン　キット」（富士レビオ社製）を用いるアルドス
テロンの測定との間の相関式の傾きが0.80、0.81、1.37であり、正確な測定ができないの
に対して、キットＡ～Ｅの各キットを用いるアルドステロンの測定、すなわち、緩衝剤（
Ｉ）及び非イオン性界面活性剤を用いる本発明のアルドステロンの測定は、「スパック－
Ｓ　アルドステロン　キット」（富士レビオ社製）を用いるアルドステロンの測定との間
の相関式の傾きが0.96～1.05であり、ほぼ1.0に近く、また、相関係数も0.97～0.99であ
り、ほぼ1.0に近かった。従って、緩衝剤（Ｉ）及び非イオン性界面活性剤を用いる本発
明のアルドステロンの測定方法は、正確にアルドステロンを測定できる方法であることが
判明した。
【実施例３】
【０１６３】
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　実施例１のキットＡ～Ｅ、及び、比較例１のキットａ～ｃの各キットを用いるアルドス
テロンの測定における、コルチコステロン、コルチゾール及びコルチゾンの各交差反応性
物質に対する交差反応性を評価した。コルチコステロン、コルチゾール及びコルチゾンは
いずれも、アルドステロンと構造が類似したステロイドホルモンである。
　各交差反応性物質を、脱脂処理された血漿[Human Plasma, Defibrinated, Delipidized
 double charcoal stripped（Golden West Biologicals社製）]で希釈して調製した、10
～250μg/mL(=1×107～2.5×108pg/mL)の各交差反応性物質溶液を検体として用いて、実
施例２の（２）の方法に従って測定を行い、以下の式により、各交差反応性物質に対する
交差率を決定した。その結果を第２表に示す。
【０１６４】
【数１】

【０１６５】
　交差率は、本来測定すべきではない交差反応性物質を測定してしまう割合を示す指標で
あるので、交差率が低いほど、アルドステロンを特異的に検出することができ、正確な測
定ができていることを示している。
【０１６６】
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【表２】

【０１６７】
　第２表から明らかな通り、キットｂ～ｃの各キットを用いるアルドステロンの測定、す
なわち、非イオン性界面活性剤のみを用い、緩衝剤（Ｉ）を用いないアルドステロンの測
定に比較して、キットＡ～Ｅの各キットを用いるアルドステロンの測定、すなわち、緩衝
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剤（Ｉ）及び非イオン性界面活性剤を用いるアルドステロンの測定においては、各交差反
応性物質に対する交差反応性が抑制されていた。従って、緩衝剤（Ｉ）及び非イオン性界
面活性剤を用いる本発明のアルドステロンの測定方法は、正確にアルドステロンを測定で
きる方法であることが判明した。
【実施例４】
【０１６８】
　以下のストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液、ビオチン結合抗アルドステロン抗体溶
液、アルカリホスファターゼ標識競合物質溶液、及び、アルドステロン標準溶液からなる
アルドステロン測定用キットＦ～Ｑを調製した。
【０１６９】
＜ストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液＞
　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 M-280 St
reptavidin：サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）を用いて、以下の組成から
なるストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液(pH6.5)を調製した。
【０１７０】
　ＢＥＳ　　　　　　　　　　　　　　　125 mmol/L
　ストレプトアビジン結合磁性粒子　　　0.7 mg/mL
　ＢＳＡ　　　　　　　　　　　　　　　0.1%
　界面活性剤（第３表参照）
【０１７１】
＜ビオチン結合抗アルドステロン抗体溶液＞
　参考例で得られた抗アルドステロンポリクローナル抗体を用いて、実施例１と同様の方
法で得られたビオチン結合抗アルドステロン抗体を用いて、以下の組成からなるビオチン
結合抗アルドステロン抗体溶液(pH6.5)を調製した。
【０１７２】
　ＢＥＳ　　　　　　　　　　　　　　　125 mmol/L
　ビオチン結合抗アルドステロン抗体　　22.5 ng/mL
　ＢＳＡ　　　　　　　　　　　　　　　0.1%
【０１７３】
＜アルカリホスファターゼ標識競合物質溶液＞
　実施例１と同様の方法で作製したアルカリホスファターゼ標識競合物質を用いて、以下
の組成からなるアルカリホスファターゼ標識競合物質溶液(pH7.5)を調製した。
【０１７４】
　ＴＥＳ　　　　　　　　　　　　　　　　20 mmol/L
　アルカリホスファターゼ標識競合物質　　1.5μg/mL 
　ＢＳＡ　　　　　　　　　　　　　　　　0.1%
　界面活性剤（第３表参照）
　塩化マグネシウム・６水和物　　　　　　30 mmol/L
【０１７５】
＜アルドステロン標準溶液＞
　実施例１と同様の方法で、アルドステロン濃度が0, 16, 40, 80, 160, 400, 1600 pg/m
Lの各濃度のアルドステロン溶液を調製し、当該溶液を検量線作成用のアルドステロン標
準溶液とした。
【０１７６】
　なお、ストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液中の界面活性剤と、アルカリホスファタ
ーゼ標識競合物質溶液中の界面活性剤とは、種類も濃度も同じものを用いた。
【０１７７】
［比較例２］
　実施例４のキットの、ストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液、及び、アルカリホスフ
ァターゼ標識競合物質溶液の代わりに、界面活性剤を含まないストレプトアビジン結合磁
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性粒子懸濁液、及び、アルカリホスファターゼ標識競合物質溶液を調製し、界面活性剤を
含まないストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液、ビオチン結合抗アルドステロン抗体溶
液、界面活性剤を含まないアルカリホスファターゼ標識競合物質溶液及び実施例４のアル
ドステロン標準溶液からなるキットｄを作製した。
【実施例５】
【０１７８】
（１）検量線の作成
　反応容器に、実施例４の各アルドステロン標準溶液(10μL)、及び、実施例４のビオチ
ン結合抗アルドステロン抗体溶液(50μL)を添加して攪拌し、37℃で18分間反応させた後
、当該反応の反応液に、実施例４のストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液(30μL)及び
アルカリホスファターゼ標識競合物質溶液(30μL)を加えて攪拌し、37℃で8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した後、反応容器に洗浄液
［0.1%ツイーン20を含有する50 mmol/L MOPS緩衝液(pH7.35)］を添加し、磁性粒子を洗浄
した。磁性粒子を磁力で集めて、磁性粒子以外の溶液を除去した後、反応容器に洗浄液を
添加し、磁性粒子を洗浄した。この集磁、磁性粒子以外の溶液の除去、洗浄液による磁性
粒子の洗浄という一連の操作を5回行った後、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(70μL
)を加えて攪拌し、生じた発光量(RLU)を測定し、アルドステロン濃度と発光量(RLU)との
関係を表す検量線３を作成した。
【０１７９】
　実施例４のキットのアルドステロン標準溶液、ビオチン結合抗アルドステロン抗体溶液
、ストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液、及び、アルカリホスファターゼ標識競合物質
溶液の各溶液又は懸濁液の代わりに、比較例２のアルドステロン標準溶液、ビオチン結合
抗アルドステロン抗体溶液、ストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液、及び、アルカリホ
スファターゼ標識競合物質溶液の各溶液又は懸濁液を用いる以外は前述と同様の方法によ
り、アルドステロン濃度と発光量(RLU)との関係を表す検量線４を作成した。
【０１８０】
（２）検体中のアルドステロン濃度の決定～相関性試験
　実施例４及び比較例２の各アルドステロン標準溶液の代わりに、原発性アルドステロン
症患者、及び、健常人から採取された13の血清又は血漿検体を用いる以外は、（１）と同
様の方法により、当該13の各検体に対する発光量(RLU)を測定した。各検体に対して得ら
れた発光量(RLU)と、（１）で作成した検量線とから、各検体中のアルドステロン濃度を
決定した。なお、実施例４のキットを用いてアルドテロンの濃度を決定する場合は、検量
線として検量線３を用い、比較例２のキットを用いてアルドテロンの濃度を決定する場合
は、検量線として検量線４を用いた。
【０１８１】
　また、市販のアルドステロン測定用キット「スパック－Ｓ　アルドステロン　キット」
（富士レビオ社製）を用いて、当該キットの添付文書に記載された測定手順に従って測定
を行い、当該13の各検体中のアルドステロン濃度を決定した。
　実施例４及び比較例２で調製したストレプトアビジン結合磁性粒子懸濁液、ビオチン結
合抗アルドステロン抗体溶液、及び、アルカリホスファターゼ標識競合物質溶液を用いる
アルドステロンの測定と、「スパック－Ｓ　アルドステロン　キット」（富士レビオ社製
）を用いるアルドステロンの測定との間の相関式の傾き、及び、相関係数を第３表に示す
。
【０１８２】
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【表３】

【０１８３】
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　第３表から明らかな様に、キットｄのキットを用いるアルドステロンの測定、すなわち
、緩衝剤（Ｉ）のみを用い、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性
界面活性剤のいずれの界面活性剤も用いないアルドステロンの測定は、「スパック－Ｓ　
アルドステロン　キット」（富士レビオ社製）を用いるアルドステロンの測定との間の相
関式の傾きが1.30であり、正確な測定ができないのに対して、キットＦ～Ｑの各キットを
用いるアルドステロンの測定、すなわち、緩衝剤（Ｉ）、並びに、非イオン性界面活性剤
、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤からなる群から選ばれる少なくとも１種
を用いる本発明のアルドステロンの測定は、「スパック－Ｓ　アルドステロン　キット」
（富士レビオ社製）を用いるアルドステロンの測定との間の相関式の傾きが0.86～1.21で
あり、ほぼ1.0に近く、また、相関係数も0.97～1.00であり、ほぼ1.0に近かった。従って
、緩衝剤（Ｉ）、並びに、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界
面活性剤からなる群から選ばれる少なくとも１種を用いる本発明のアルドステロンの測定
方法は、正確にアルドステロンを測定できる方法であることが判明した。
【実施例６】
【０１８４】
　実施例４のキットＦ～Ｑ、及び、比較例２のキットｄの各キットを用いるアルドステロ
ンの測定における、プロゲステロン、コルチコステロン、コルチゾール及びコルチゾンの
各交差反応性物質に対する交差反応性を評価した。プロゲステロン、コルチコステロン、
コルチゾール及びコルチゾンはいずれも、アルドステロンと構造が類似したステロイドホ
ルモンである。
【０１８５】
　各交差反応性物質を、脱脂処理された血漿[Human Plasma, Defibrinated, Delipidized
 double charcoal stripped（Golden West Biologicals社製）]で希釈して調製した、10
～250μg/mL(=1×107～2.5×108pg/mL)の各交差反応性物質溶液を検体として用いて、実
施例５の（２）の方法に従って測定を行い、実施例３と同じ式により、各交差反応性物質
に対する交差率を決定した。その結果を第４表に示す。
【０１８６】
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【表４】

【０１８７】
　第４表から明らかな通り、キットｄを用いるアルドステロンの測定、すなわち、緩衝剤
（Ｉ）のみを用い、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性
剤のいずれの界面活性剤も用いない、アルドステロンの測定に比較して、キットＦ～Ｑの
各キットを用いるアルドステロンの測定、すなわち、緩衝剤（Ｉ）と、非イオン性界面活
性剤、陰イオン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも
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１種の界面活性剤とを用いるアルドステロンの測定においては、各交差反応性物質に対す
る交差反応性が抑制されていた。従って、緩衝剤（Ｉ）と、非イオン性界面活性剤、陰イ
オン性界面活性剤、及び、両性界面活性剤からなる群より選ばれる少なくとも１種の界面
活性剤とを用いる本発明のアルドステロンの測定方法は、正確にアルドステロンを測定で
きる方法であることが判明した。
【産業上の利用可能性】
【０１８８】
　本発明により、臨床診断に有用な、検体中のステロイドホルモンの測定方法、測定用試
薬、及び、測定用キットが提供される。
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