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(57)【要約】
　本発明の課題はハプトグロビンの添加に起因するヘモグロビンの測定値の低下を抑制し
て、ヘモグロビンの量をより正確に測定できるヘモグロビンの測定試薬及び測定方法を提
供することである。本発明のヘモグロビンを測定するための試薬は、抗ヘモグロビン抗体
を担持する不溶性担体と、抗ハプトグロビン抗体を担持する不溶性担体とを含む。本発明
の検体中のヘモグロビンを測定するための方法は、（１）検体とハプトグロビンとを混合
し、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体を形成させ、ヘモグロビン－ハプトグロビン複
合体を含む試料を得る工程と、（２）工程（１）で得られた試料と、抗ヘモグロビン抗体
を担持する不溶性担体、及び抗ハプトグロビン抗体を担持する不溶性担体とを接触させ、
免疫凝集させる工程と、を含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗ヘモグロビン抗体を担持する不溶性担体と、抗ハプトグロビン抗体を担持する不溶性
担体とを含む、ヘモグロビンを測定するための試薬。
【請求項２】
　抗ヘモグロビン抗体が少なくとも２種である、請求項１に記載の試薬。
【請求項３】
　不溶性担体がラテックス粒子及び／又は金コロイド粒子である、請求項１又は２に記載
の試薬。
【請求項４】
　抗ヘモグロビン抗体及び抗ハプトグロビン抗体がモノクローナル抗体である、請求項１
～３のいずれか一項に記載の試薬。
【請求項５】
　抗ハプトグロビン抗体が１種である、請求項１～４のいずれか一項に記載の試薬。
【請求項６】
　検体中のヘモグロビンを測定するための方法であって、
　（１）検体とハプトグロビンとを混合し、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体を形成
させ、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体を含む試料を得る工程と、
　（２）工程（１）で得られた試料と、抗ヘモグロビン抗体を担持する不溶性担体、及び
抗ハプトグロビン抗体を担持する不溶性担体とを接触させ、免疫凝集させる工程と
を含むヘモグロビンの測定方法。
【請求項７】
　抗ヘモグロビン抗体が少なくとも２種である、請求項６に記載の測定方法。
【請求項８】
　不溶性担体がラテックス粒子及び／又は金コロイド粒子である、請求項６又は７に記載
の測定方法。
【請求項９】
　抗ヘモグロビン抗体及び抗ハプトグロビン抗体がモノクローナル抗体である、請求項６
～８のいずれか一項に記載の測定方法。
【請求項１０】
　検体が糞便、唾液、又は尿である、請求項６～９のいずれか一項に記載の測定方法。
【請求項１１】
　ハプトグロビンが検体保存用溶液に含まれる、請求項６～１０のいずれか一項に記載の
測定方法。
【請求項１２】
　検体保存用溶液におけるハプトグロビン濃度が０．０５単位／Ｌ～５０単位／Ｌである
、請求項１１に記載の測定方法。
【請求項１３】
　検体中のヘモグロビンが、遊離ヘモグロビン、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体中
間体、及び完全ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体からなる群から選ばれる少なくとも
一つを含み、前記遊離ヘモグロビンの少なくとも一部は、工程（１）の後に、前記ハプト
グロビンと、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体中間体及び／又は完全ヘモグロビン－
ハプトグロビン複合体を形成する、請求項６～１２のいずれか一項に記載の測定方法。
【請求項１４】
　検体と、抗ヘモグロビン抗体を担持する不溶性担体、及び抗ハプトグロビン抗体を担持
する不溶性担体とを接触させ、免疫凝集させる工程を含む、検体中のヘモグロビンを測定
するための方法。
【請求項１５】
　検体と、抗ヘモグロビン抗体を担持する不溶性担体、及び抗ハプトグロビン抗体を担持
する不溶性担体とを接触させ、免疫凝集させる工程を含む、検体中のヘモグロビンの測定
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値の低下を抑制する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ヘモグロビンの測定試薬及び測定方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　糞便、尿、唾液等の検体に含まれる血液の検出は、多くの疾患の診断に有用である。例
えば、糞便中の血液を検出する便潜血検査は、大腸癌の検診に利用されている。潜血を検
出する方法として、糞便等の検体中の潜血に含まれるヘモグロビンを、抗ヘモグロビン抗
体を用いて検出する免疫学的手法が知られている。
【０００３】
　潜血検査に供される検体は、通常、被験者によって保存溶液の入った容器に採取され、
病院等の検査機関に送られる。多くの場合、検体を含有する保存溶液は、実際に検査に供
されるまで数日間保管され、その間、高温下に置かれることも度々ある。ヘモグロビンは
溶液中で不安定であり、高温条件下では特に変性又は分解しやすい。ヘモグロビンが変性
又は分解することによりエピトープ又はその周辺部位の構造が変化すると、抗体がヘモグ
ロビンを認識できなくなり、よって、免疫学的手法によるヘモグロビンの検出の正確性が
低下する。
【０００４】
　それゆえ、ヘモグロビンを安定化するために、検体の保存溶液にハプトグロビンを添加
する方法が用いられている（例えば、特許文献１）。ハプトグロビンは、幅広い動物の血
液中に存在し、赤血球の溶血によって血液中に放出されたヘモグロビンを回収する役割を
担うタンパク質である。ハプトグロビンはヘモグロビンと速やかに不可逆的に結合し、安
定なヘモグロビン－ハプトグロビン複合体を形成することが知られている。保存溶液等に
あらかじめハプトグロビンを添加しておくことで、検体を保存溶液等に加えた際に、検体
に含まれるヘモグロビンは、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体を形成することで安定
化される。
【０００５】
　しかしながら、ハプトグロビンを添加する場合、特に検体中の遊離ヘモグロビンに対し
てハプトグロビンを過剰量で添加すると、ヘモグロビンの測定値の低下が認められること
がある（特許文献１）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特開平１０－１３２８２４公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は、ハプトグロビンの添加に起因するヘモグロビンの測定値の低下を抑制して、
ヘモグロビンの量をより正確に測定できるヘモグロビンの測定試薬及び測定方法を提供す
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、上記従来技術の課題を解決すべく鋭意検討を重ねた結果、抗ヘモグロビ
ン抗体が結合している不溶性担体と、抗ハプトグロビン抗体が結合している不溶性担体と
を共存させることで、ハプトグロビンの添加に起因するヘモグロビンの測定値の低下を抑
制でき、ヘモグロビンの量をより正確に測定できることを見出し、本発明の完成に至った
。
【０００９】
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　すなわち、本発明は、例えば、以下の各発明に関する。
［１］　抗ヘモグロビン抗体を担持する不溶性担体と、抗ハプトグロビン抗体を担持する
不溶性担体とを含む、ヘモグロビンを測定するための試薬。
［２］　抗ヘモグロビン抗体が少なくとも２種である、［１］の試薬。
［３］　不溶性担体がラテックス粒子及び／又は金コロイド粒子である、［１］又は［２
］のいずれかの試薬。
［４］　抗ヘモグロビン抗体及び抗ハプトグロビン抗体がモノクローナル抗体である、［
１］～［３］のいずれかの試薬。
［５］　抗ハプトグロビン抗体が１種である、［１］～［４］のいずれかの試薬。
［６］　検体中のヘモグロビンを測定するための方法であって、
　（１）検体とハプトグロビンとを混合し、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体を形成
させ、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体を含む試料を得る工程と、
　（２）工程（１）で得られた試料と、抗ヘモグロビン抗体を担持する不溶性担体、及び
抗ハプトグロビン抗体を担持する不溶性担体とを接触させ、免疫凝集させる工程と、
を含むヘモグロビンの測定方法。
［７］　抗ヘモグロビン抗体が少なくとも２種である、［６］の測定方法。
［８］　不溶性担体がラテックス粒子及び／又は金コロイド粒子である、［６］又は［７
］の測定方法。
［９］　抗ヘモグロビン抗体及び抗ハプトグロビン抗体がモノクローナル抗体である、［
６］～［８］のいずれかの測定方法。
［１０］　検体が糞便、唾液、又は尿である、［６］～［９］のいずれかの測定方法。
［１１］　ハプトグロビンが検体保存用溶液に含まれる、［６］～［１０］のいずれかの
測定方法。
［１２］　検体保存用溶液におけるハプトグロビン濃度が０．０５単位／Ｌ～５０単位／
Ｌである、［１１］の測定方法。
［１３］　検体中のヘモグロビンが、遊離ヘモグロビン、ヘモグロビン－ハプトグロビン
複合体中間体、及び完全ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体からなる群から選ばれる少
なくとも一つを含み、上記遊離ヘモグロビンの少なくとも一部は、工程（１）の後に、上
記ハプトグロビンと、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体中間体及び／又は完全ヘモグ
ロビン－ハプトグロビン複合体を形成する、［６］～［１２］のいずれかの測定方法。
［１４］　検体と、抗ヘモグロビン抗体を担持する不溶性担体、及び抗ハプトグロビン抗
体を担持する不溶性担体とを接触させ、免疫凝集させる工程を含む、検体中のヘモグロビ
ンを測定するための方法。
［１５］　検体と、抗ヘモグロビン抗体を担持する不溶性担体、及び抗ハプトグロビン抗
体を担持する不溶性担体とを接触させ、免疫凝集させる工程を含む、検体中のヘモグロビ
ンの測定値の低下を抑制する方法。
［１６］　検体中のヘモグロビンを測定するためのキットであって、抗ヘモグロビン抗体
を担持する不溶性担体と、抗ハプトグロビン抗体を担持する不溶性担体と、ハプトグロビ
ンとを含む、キット。
［１７］　［１］～［５］のいずれかの試薬と、ハプトグロビンとを含む、検体中のヘモ
グロビンを測定するためのキット。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明によれば、ヘモグロビンの量をより正確に測定できる測定試薬及び測定方法が提
供される。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
＜定義＞
［ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体］
　ヘモグロビンは、赤血球の中に存在するタンパク質であり、αサブユニット（又はα鎖
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）とβサブユニット（又はβ鎖）と呼ばれる２種類のサブユニットそれぞれ２つから構成
される四量体構造［α２β２］を有している。ハプトグロビンは、血漿中に存在し、血中
に遊離したヘモグロビンと結合するタンパク質であり、３つの型の構造を有する。例えば
、１－１型ハプトグロビンは、αサブユニット（又はα鎖）とβサブユニット（又はβ鎖
）と呼ばれる２種類のサブユニットそれぞれ２つから構成される四量体構造［α２β２］
を有する。
【００１２】
　ヘモグロビンとハプトグロビンとは安定な複合体を形成する。通常ハプトグロビン１分
子に対して、ヘモグロビン１分子が結合している。このような複合体は、ヘモグロビン－
ハプトグロビン複合体と呼ばれており、本明細書では完全ヘモグロビン－ハプトグロビン
複合体ともいう。
【００１３】
　一方、ハプトグロビンに対してヘモグロビンのモル比（ヘモグロビン：ハプトグロビン
）が１未満となる場合、すなわち、ヘモグロビンに対してハプトグロビンが過剰量に存在
する場合、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体中間体（intermediate）と呼ばれる複合
体が形成される傾向にある（J. V. PASTEWKA et al.,Biochimica et Biophysica Acta, 3
86 (1975) 530-537）。ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体中間体を形成する際、１分
子の四量体ヘモグロビン［α２β２］は、２分子の二量体（αβ）へと解離して、それぞ
れのαβ二量体がハプトグロビン１分子と結合すると考えられている。すなわち、ヘモグ
ロビン－ハプトグロビン複合体中間体は、１分子のハプトグロビン［α２β２］に１／２
分子のヘモグロビン（αβ）が結合している複合体であると考えられている。
【００１４】
　本明細書において、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体は、特に明記しない限り、完
全ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体とヘモグロビン－ハプトグロビン複合体中間体と
の両方を含む。
【００１５】
［検体］
　本明細書における検体は、ヘモグロビンを含む又は含む可能性のある、被検対象から採
取した生体サンプルである。検体は、糞便、唾液、又は尿であってよく、特に糞便である
ことが好ましい。また、全血、血清、血漿等を検体とすることもでき、これらのヘモグロ
ビン量を測定することは、例えば、溶血やハプトグロビン製剤を用いた治療の指標として
有用となりうる。
【００１６】
［試料］
　本明細書における試料は、検体を含むものであり、特に検体とハプトグロビンとを混合
して得られたものである。検体中の遊離ヘモグロビンは、ハプトグロビンと混合すること
で、安定なヘモグロビン－ハプトグロビン複合体を形成する。
　すなわち、試料中において、ハプトグロビンと複合体を形成していない遊離ヘモグロビ
ン、検体中に元々存在していたヘモグロビン－ハプトグロビン複合体（検体由来のヘモグ
ロビン－ハプトグロビン複合体）、及び／又はハプトグロビンの添加によって形成された
ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体（調製ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体）が含
まれ得る。
　特に、安定性の点から、検体とハプトグロビンを混合した試料中において、全ての遊離
ヘモグロビンがハプトグロビンと複合体を形成して調製ヘモグロビン－ハプトグロビン複
合体を形成していることが好ましく、試料は、検体由来のヘモグロビン－ハプトグロビン
複合体及び調製ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体からなることが好ましい。
【００１７】
　試料は、例えば、被検者等が検体を採取してから、速やかにハプトグロビンを含有する
検体保存用溶液（以下、場合によって「保存溶液」という）中に検体を添加することによ
って得られる。試料は、ヘモグロビンの測定までは常温で数日間保存してもよく、２～１
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０℃で冷蔵保存されることが好ましい。検体が固形物を含む糞便等である場合、保存溶液
をろ過して固形物を除去したものを試料とするようにしてもよい。
【００１８】
［保存溶液］
　保存溶液は、検体を保存するための検体保存用溶液を意味し、ハプトグロビンを含むも
のであることが好ましい。
【００１９】
　保存溶液は、さらに緩衝液等を含むことが好ましい。緩衝液等としては、２－モルホリ
ノエタンスルホン酸（ＭＥＳ）、２－［４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジニ
ル］－エタンスルホン酸（ＨＥＰＥＳ）、ピペラジン－１，４－ビス（２－エタンスルホ
ン酸）（ＰＩＰＥＳ）等のグッド緩衝剤を含む緩衝液であってよく、リン酸緩衝液、トリ
ス緩衝液又はグリシン緩衝液であってもよい。保存溶液のｐＨは、５～１０であってよく
、６～８であってよい。
【００２０】
　保存溶液中のハプトグロビンの濃度は、検体の種類及び量にもよるが、例えば、０．０
５単位／Ｌ～５０単位／Ｌ、０．１単位／Ｌ～１０単位／Ｌ、又は、０．２単位／Ｌ～２
単位／Ｌである。ここで、１単位は、１ｍｇのヘモグロビンに結合するハプトグロビン量
を意味する。上記範囲のハプトグロビン濃度は、検体中の全てのヘモグロビンを、ハプト
グロビンと複合体を形成させるのに十分な濃度である。
【００２１】
　例えば、保存溶液０．２～２０ｍＬに対して、糞便の濃度が０．０５％～２５％（Ｗ／
Ｖ％）となるよう懸濁する場合、検体対ハプトグロビンの量比は０．０７５ｇ／単位～５
０００ｇ／単位としてもよい。
【００２２】
　本発明におけるハプトグロビンは、測定対象であるヘモグロビンと複合化してヘモグロ
ビン－ハプトグロビン複合体を生成するものであれば特に限定されない。ヘモグロビンと
ハプトグロビンの結合は、種特異性が小さいので幅広いハプトグロビンを利用することが
できる。ヒト・ヘモグロビンを測定対象としているときには、ヒトをはじめとして、ウマ
、ブタ、サル、イヌ、ウサギ、ラット等に由来するハプトグロビンを利用できる。ハプト
グロビンは必ずしも高度に精製された状態のものを用いる必要はない。
【００２３】
　保存溶液には、アジ化ナトリウム（ＮａＮ３）等の抗菌剤、ｐＨ調整剤、イオン強度を
調節するための塩等、ヘモグロビンの保存時に使用され得る公知の添加剤をさらに添加し
てもよい。抗菌剤は、抗生物質及び溶菌酵素を含む。添加剤の例には、リジン、ヒスチジ
ン等のアミノ酸、アルブミン、タンパク質分解酵素阻害剤、遷移金属イオンの水溶性錯体
、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）等、ヘモグロビンを安定化する作用があることが
知られる公知の成分も含まれる。アルブミンの例には、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）等
の血清アルブミン、及び卵白に由来するアルブミン（オボアルブミン）が含まれる。
【００２４】
＜ヘモグロビンの測定試薬＞
　本発明の一実施形態のヘモグロビンの測定試薬は、抗ヘモグロビン抗体を担持する不溶
性担体と、抗ハプトグロビン抗体を担持する不溶性担体とを含む。本発明の試薬が用いら
れる測定法としては免疫学的手法が用いられ、免疫学的手法としては、抗ヘモグロビン抗
体を利用する公知の免疫学的手法であってよく、例えば、免疫凝集法（例えば、ラテック
ス凝集法、又は金コロイド凝集法）、イムノクロマトグラフ法、ＥＬＩＳＡ法が挙げられ
る。本発明の試薬は特に免疫凝集法、より好ましくはラテックス凝集法に好適に用いられ
る。
【００２５】
　本発明の一実施形態のヘモグロビンの測定試薬は、測定時に遊離ヘモグロビン及びヘモ
グロビン－ハプトグロビン複合体の両方を測定対象として、ヘモグロビンの総量を測定す
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る。本発明の試薬は、免疫学的測定法（特に免疫凝集法）において、遊離ヘモグロビン、
完全ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体、及びヘモグロビン－ハプトグロビン複合体中
間体の各抗原に対し、ヘモグロビンとしてほぼ同等の反応性を示す。特に、不溶性担体に
結合した抗ハプトグロビン抗体を共存させることで、完全ヘモグロビン－ハプトグロビン
複合体とヘモグロビン－ハプトグロビン複合体中間体の両抗原に対し、ヘモグロビンとし
て同等の反応性（「ヘモグロビンに対する同値反応性」）を示すという優れた効果を奏す
る。
【００２６】
　なお、「ヘモグロビンとして同等の反応性」とは、試料中にヘモグロビンとして同濃度
の、遊離ヘモグロビン、完全ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体、ヘモグロビン－ハプ
トグロビン複合体中間体又はこれらの混合物の各抗原が存在する場合、不溶性担体の免疫
凝集反応により測定されるヘモグロビン濃度が、各抗原において実質的に等しくなること
をいう。ここで、不溶性担体の免疫凝集反応により測定されるヘモグロビン濃度が「実質
的に等しい」とは、遊離ヘモグロビンの測定値を１００％とした場合、ヘモグロビンとし
て同濃度であるその他の各種抗原を測定した際のヘモグロビン濃度の測定値の下限が８０
％以上であり、好ましくは９０％以上、より好ましくは９５％以上であり、また、測定値
の上限値は１２０％以下であり、好ましくは１１０％以下であり、より好ましくは１０５
％以下であることを意味する。
【００２７】
　本発明の試薬は、従来の抗ヘモグロビン抗体を担持する不溶性担体に加えて、抗ハプト
グロビン抗体を担持する不溶性担体も含むことにより、従来のハプトグロビンの添加に起
因するヘモグロビンの測定値の低下を抑制できる。特に、添加するハプトグロビンと検体
中の遊離ヘモグロビンのモル比（ヘモグロビン／ハプトグロビン）が１未満となる場合、
すなわち、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体中間体が存在する場合であっても、ヘモ
グロビンの測定値の低下を抑制して、検体中のヘモグロビンを正確に検出、測定できる。
さらに、検体にハプトグロビンを添加しない場合において、検体中に元々ハプトグロビン
（遊離ハプトグロビン、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体中間体、ヘモグロビン－ハ
プトグロビン複合体を問わず）が存在していても、ヘモグロビンの測定値の低下を抑制し
て、検体中のヘモグロビンを正確に検出、測定できる。
【００２８】
　本発明者らは、従来のハプトグロビンの添加に起因するヘモグロビンの測定値の低下は
、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体中間体の存在が一因であると考え、抗ハプトグロ
ビン抗体を担持する不溶性担体の添加でこの問題を解決した。
【００２９】
　不溶性担体としては、抗ヘモグロビン抗体又は抗ハプトグロビン抗体を担持できるもの
であればよく、免疫学的手法に使用できる不溶性粒子が好ましく、一般的に使用される金
コロイド粒子等の金属コロイド粒子、ラテックス粒子、シリカ粒子、磁性粒子、蛍光粒子
、赤血球等が挙げられるが、これらに限定されることはない。不溶性粒子としては、ラテ
ックス粒子が好ましく、ポリスチレン系ラテックス粒子がさらに好ましい。不溶性担体は
、好ましくは粒子状であり、その平均粒子径としては５～１０００ｎｍが好ましく、３０
～５００ｎｍがより好ましく、７５～３５０ｎｍがさらに好ましいが、特にこの範囲に捉
われることなく、使用することが可能である。
【００３０】
　抗体を担持しているとは、抗体が不溶性担体の表面に物理吸着又は化学結合しているこ
とによって固定化されることをいう。担持方法（固定化方法）としては、例えば、公知の
技術である、抗体と不溶性担体粒子とを混合して、不溶性担体粒子の表面に抗体を物理的
に吸着させることにより不溶性担体粒子への抗体の固定化が可能である。また、表面にア
ミノ基やカルボキシル基を導入した不溶性担体粒子を用いる場合には、グルタルアルデヒ
ドやカルボキシイミド試薬を用いた化学結合によって不溶性担体粒子の表面への抗体の固
定化が可能である。
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【００３１】
　抗体の担持量は、特に限定されないが、０．５～２０００μｇ／ｍｇラテックスであれ
ばよく、１～１０００μｇ／ｍｇラテックス、又は２～５００μｇ／ｍｇラテックスであ
ってもよい。抗体の担持量は、不溶性担体に固定化する前の抗体量から固定化した後の抗
体量を引いた量で算出することができる。
【００３２】
　抗ヘモグロビン抗体は、特に限定されないが、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体に
おけるヘモグロビンのエピトープを認識することができ、かつ、ハプトグロビンと交差反
応を起こさないことが好ましい。ポリクローナル抗体又はモノクローナル抗体であっても
よいが、特異性の点からモノクローナル抗体であることが好ましく、抗ヒト・ヘモグロビ
ンモノクローナル抗体であることが好ましい。測定試薬に含まれる抗ヘモグロビン抗体は
少なくとも１種、好ましくは少なくとも２種である。
【００３３】
　一方、抗ハプトグロビン抗体は、特に限定されないが、ヘモグロビン－ハプトグロビン
複合体におけるハプトグロビンのエピトープを認識することができ、かつ、ヘモグロビン
と交差反応を起こさないことが好ましい。特に、抗ハプトグロビン抗体は、少なくとも遊
離のヘモグロビンがヘモグロビン－ハプトグロビン複合体を形成するために用いられる遊
離のハプトグロビンの添加量の範囲で、遊離のハプトグロビンと抗ハプトグロビン抗体を
担持した不溶性担体において凝集しないものが好ましい。さらに、抗ハプトグロビン抗体
は、遊離のハプトグロビンと抗ハプトグロビン抗体を担持した不溶性担体において凝集し
ないものがより好ましい。抗ハプトグロビン抗体は、ポリクローナル抗体又はモノクロー
ナル抗体であってもよいが、モノクローナル抗体であることが好ましく、抗ハプトグロビ
ンモノクローナル抗体であることが好ましい。抗ハプトグロビン抗体がモノクローナル抗
体である場合、その認識部位はハプトグロビンのα鎖（α鎖認識抗体）又はβ鎖（β鎖認
識抗体）であってよい。測定試薬に含まれる抗ハプトグロビン抗体は、少なくとも１種で
ある。
【００３４】
　本発明で使用できる上記抗体としては、由来する動物種は特に限定されず、例えば、ウ
サギ、ヤギ、マウス、ラット、ウマ、ヒツジ等の動物に由来する抗体が挙げられ、公知の
方法により、測定対象物を免疫した動物の血清から得られるポリクローナル、測定対象物
を免疫した動物の脾臓をミエローマ細胞と細胞融合して得られるモノクローナル抗体のい
ずれを用いてもよい。また、それらの断片［例えば、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ、Ｆａｂ’
、又はＦｖ］を用いることができる。
【００３５】
　抗ヘモグロビン抗体を担持するために用いられる不溶性担体は、少なくとも１種である
が、少なくとも２種であってもよい。１種の不溶性担体には１種又は２種以上の抗ヘモグ
ロビン抗体が担持されていてもよい。また、１種の抗ヘモグロビン抗体が、１種又は２種
以上の不溶性担体に担持されていてもよい。
【００３６】
　測定試薬に２種以上の抗ヘモグロビン抗体が含まれる場合、２種以上の抗ヘモグロビン
抗体が共に同じ不溶性担体に担持されてもよい。あるいは、１種の不溶性担体に１種の抗
ヘモグロビン抗体を担持させた不溶性担体を複数種混合して用いることもできる。このと
き、異なる種の抗ヘモグロビン抗体を担持するために用いられる不溶性担体は、同種の不
溶性担体であってもよく、材質又は粒径等が異なる異種の不溶性担体であってもよい。
【００３７】
　抗ハプトグロビン抗体を担持するために用いられる不溶性担体は、少なくとも１種であ
るが、少なくとも２種であってもよい。１種の不溶性担体には１種又は２種以上の抗ハプ
トグロビン抗体が担持されていてもよい。また、１種の抗ハプトグロビン抗体が、１種又
は２種以上の不溶性担体に担持されていてもよい。測定試薬に２種以上の抗ハプトグロビ
ン抗体が含まれる場合は、上述の測定試薬に２種以上の抗ヘモグロビン抗体が含まれる場
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合と同様である。
【００３８】
　測定試薬の形態は特に限定されず、例えば、不溶性担体を含有しない試薬（第１試薬）
及び抗体を担持する不溶性担体（抗体担持不溶性担体）を含有する試薬（第２試薬）の二
試薬系で構成されてもよく、抗体担持不溶性担体を含有する試薬のみの一試薬系で構成さ
れるようにしてもよい。
【００３９】
　第１試薬は反応系における、測定対象物や夾雑物の濃度の調整や反応速度の調整等の点
から希釈液として用いるなど、測定環境を調整するよう用いることができる。第２試薬は
、抗体担持不溶性担体を含有しており、第１試薬及び試料と混合されて、免疫凝集反応を
生じる。第１試薬及び第２試薬は、ｐＨ緩衝剤、塩、界面活性剤、凝集促進剤、防腐剤な
どを、適宜含むことができる。凝集反応時のｐＨとしては５～９が好ましい。
【００４０】
　また、測定試薬は保存溶液と混合して反応液を得るが、不溶性担体の反応液中の濃度は
、使用する不溶性担体の粒径や測定系全体の設計にあわせ、例えば０．０００１ｍｇ／ｍ
Ｌ～１０ｍｇ／ｍＬの範囲から適宜選択をすることができる。測定試薬における抗ヘモグ
ロビン抗体を担持する不溶性担体の濃度は、０．０１～２０ｍｇ／ｍＬ、又は０．０５～
１ｍｇ／ｍＬであってよく、抗ハプトグロビン抗体を担持する不溶性担体の濃度は、０．
０１～２０ｍｇ／ｍＬ、又は０．０５～１ｍｇ／ｍＬであってよい。
【００４１】
　なお、不溶性担体の第二試薬中の濃度は、使用時には保存溶液と混合することにより、
又は、第一試薬と保存溶液と混合することにより希釈されるため、その第二試薬中の不溶
性担体の濃度は、希釈倍率に応じて適宜選択することができ、例えば、２倍希釈して用い
る場合は、０．００４ｍｇ／ｍＬ～８０ｍｇ／ｍＬ、３倍希釈して用いる場合は、０．０
６ｍｇ／ｍＬ～１２０ｍｇ／ｍＬとなるように適宜調整することができる。
【００４２】
＜ヘモグロビンの測定方法＞
［工程（１）］
　工程（１）において、検体とハプトグロビンとを混合し、ヘモグロビン－ハプトグロビ
ン複合体を形成させ、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体を含む試料を得る。
【００４３】
　検体とハプトグロビンとの混合は、上記［試料］の項目に記載のとおりである。ここで
、試料中に含まれるヘモグロビン－ハプトグロビン複合体は、完全ヘモグロビン－ハプト
グロビン複合体及びヘモグロビン－ハプトグロビン複合体中間体の両方を含み得る。試料
はまた、検体由来の遊離ヘモグロビン、検体由来のヘモグロビン－ハプトグロビン複合体
、及び検体由来の他の成分を含み得、さらに、ヘモグロビンと複合体を形成しない遊離ハ
プトグロビンを含み得る。検体と混合するためのハプトグロビンは検体保存用溶液に含ま
れてもよく、ハプトグロビンが検体保存用溶液に含まれる形で添加される場合、試料はヘ
モグロビンと複合体を形成しない遊離ハプトグロビンのほか、保存溶液の他の成分も含み
得る。検体由来の遊離ヘモグロビンが全てハプトグロビンと複合体を形成することが好ま
しいため、検体に混合するハプトグロビンの量が、検体中の遊離ヘモグロビンに対して過
剰量であってよい。
【００４４】
［工程（２）］
　工程（２）において、工程（１）で得られた試料と、抗ヘモグロビン抗体を担持する不
溶性担体、及び抗ハプトグロビン抗体を担持する不溶性担体とを接触させ、免疫凝集反応
を生じさせる。
【００４５】
　上記接触によって、抗ヘモグロビン抗体が試料中のヘモグロビンを認識し、それによっ
て抗ヘモグロビン抗体を担持する不溶性担体がヘモグロビン又はヘモグロビン－ハプトグ
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ロビン複合体に結合し、さらに不溶性担体同士が凝集する。不溶性担体の凝集により溶液
の濁度が変化するため、溶液の濁度の変化を測定し、ヘモグロビン濃度既知のヘモグロビ
ン又はヘモグロビン－ハプトグロビン複合体を用いて作成した検量線により、試料中のヘ
モグロビン濃度を求めることができる。
【００４６】
　濁度の変化の測定は、免疫反応液の吸光度や散乱光等を光学的手法により測定する方法
があげられる。光学的手法としては、例えば、汎用の光学的測定装置を用いてもよく、例
えば、生化学自動分析装置「ＪＣＡ－ＢＭ２２５０」（日本電子株式会社製）又は「ＪＣ
Ａ－ＢＭ６０７０」（日本電子株式会社製）を用いて測定することができる。
【００４７】
　本発明の測定方法は、従来の抗ヘモグロビン抗体を担持する不溶性担体に加えて、抗ハ
プトグロビン抗体を担持する不溶性担体も試料に接触させることにより、従来のハプトグ
ロビンの添加に起因するヘモグロビンの測定値の低下を抑制でき、検体中のヘモグロビン
をより正確に検出及び測定することができる。なお、検体中のヘモグロビンを測定する際
にハプトグロビンを添加しない場合（すなわち、工程（１）が行われない場合）において
、検体中に元々ハプトグロビン（遊離ハプトグロビン、ヘモグロビン－ハプトグロビン複
合体中間体、完全ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体を問わず）が存在していても、検
体と、抗ヘモグロビン抗体を担持する不溶性担体、及び抗ハプトグロビン抗体を担持する
不溶性担体とを接触させ、免疫凝集させる（すなわち、工程（２）のみ）ことで、ヘモグ
ロビンの測定値の低下を抑制して、検体中のヘモグロビンを正確に検出、測定できる。
【００４８】
　本発明は、上記の方法により検体中のヘモグロビンを検出する際に、使用することので
きるキットをさらに提供する。キットは、抗ヘモグロビン抗体担持不溶性担体及び抗ハプ
トグロビン抗体担持不溶性担体を含む測定試薬、ハプトグロビン（好ましくは、ハプトグ
ロビンを含む保存溶液）、キャリブレータ、及びコントロールなどの構成を含んでもよく
、また、検体を採取するための器具及び容器、検体を保存するための保存溶液などの構成
を含んでいてもよい。
【実施例】
【００４９】
＜実施例１－１～４－２、比較例１＞
［測定試薬の調製］
　測定試薬として、第１試薬及び第２試薬を調製した。
　第１試薬として、５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ７．４）を用いた。
　第２試薬として５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ７．４）と、複数種の抗ヘモグロビ
ンモノクローナル抗体（抗Ｈｂ抗体）それぞれの抗体を担持する各ポリスチレンラテック
ス、及び抗ハプトグロビンモノクローナル抗体を担持するポリスチレンラテックスを、表
１に示す濃度で混合して、表１に示す最終的なラテックス濃度を有する実施例１－１～１
－４及び比較例１の免疫凝集反応測定用の試薬を調製した。同様に、第２試薬として、所
定の濃度で混合し、表２に示す最終的なラテックス濃度を有する実施例２－１～２－３、
実施例３－１～３－３、及び実施例４－１～４－２の免疫凝集反応測定用の試薬を調製し
た。
【００５０】
　抗ハプトグロビンモノクローナル抗体としてＡＯ－５３（α鎖認識）、ＡＯ－２７（α
鎖認識）、ＡＯ－３５（α鎖認識）、若しくはＡＮ１２－８（β鎖認識）を使用した。抗
ハプトグロビン抗体は、下記の［試料の調製］の項目において添加する量の遊離ハプトグ
ロビンでは、抗ハプトグロビン抗体を担持した不溶性担体と凝集しないことを確認したも
のを用いた。
【００５１】
　抗体担持ポリスチレンラテックスは公知の方法により調製した。すなわち、各抗ヘモグ
ロビンモノクローナル抗体又は抗ハプトグロビンモノクローナル抗体とポリスチレンラテ
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ックス粒子（平均粒径２００ｎｍ）を混合して、ポリスチレンラテックス粒子表面に抗ヘ
モグロビンモノクローナル抗体又は抗ハプトグロビンモノクローナル抗体を担持すること
により調製した。
【表１】

【表２】

【００５２】
［試料の調製］
　ヒト血液から精製したヒト・ヘモグロビン（ｈＨｂ）、及びヒト・ハプトグロビン（ｈ
Ｈｐ）（Ｈａｐｔｏｇｌｏｂｉｎ　Ｈｕｍａｎ，　Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ　１－１（ＳＩＧ
ＭＡ社製））をＨｂキャリブレータ希釈液‘栄研’（栄研化学株式会社製）中に、表３に
示す濃度となるように混合し、Ｎｏ．０～６の試料を調製した。Ｎｏ．３は、ヒト・ヘモ
グロビン８００μｇ／Ｌに対してヒト・ハプトグロビン０．８単位／Ｌを混合しており、
ヘモグロビンとハプトグロビンがすべて完全ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体を形成
している。
【００５３】
［免疫凝集］
　Ｎｏ．０～６の試料に、それぞれ実施例１－１～１－４、実施例２－１～２－３、実施
例３－１～３－３、実施例４－１～４－２及び比較例１の測定試薬を添加し自動分析機Ｂ
Ｍ２２５０を用いて濁度を測定し、あらかじめ作成した検量線に基づき、ヘモグロビンの
濃度換算値を算出した。さらにＮｏ．０（ヒト・ハプトグロビンを含まない試料）に対す
るヘモグロビンの相対値（％）も算出した。結果を表３に示す。
【００５４】
　ＪＣＡ－ＢＭ２２５０における測定条件は次のとおりである。
　　検体量：２．０μＬ
　　第１試薬：６０μＬ
　　第２試薬：３０μＬ
　　測定波長：６５８ｎｍ
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【表３】

【００５５】
　表３から、ヘモグロビンの測定に際してハプトグロビンを添加した場合において、抗ヘ
モグロビン抗体を担持するラテックスのみを添加し、抗ハプトグロビン抗体を担持するラ
テックスを添加しない比較例１と比べて、抗ヘモグロビン抗体を担持するラテックスとと
もに、抗ハプトグロビン抗体を担持するラテックスを添加する各実施例は、ハプトグロビ
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ン添加によるヘモグロビン測定値の低下を抑制できること、すなわち、実際の値により近
い測定値が得られることを判明した。この結果は、使用したα鎖認識及びβ鎖認識のいず
れの抗ハプトグロビン抗体においても得られたため、抗ハプトグロビン抗体が認識するサ
ブユニットに依存しないことが証明された。
【００５６】
＜比較例２－１～２－３、３－１～３－３、４～７＞
　実施例１－１における抗ハプトグロビン抗体担持ラテックスの代わりに、ラテックスに
担持されていない遊離の抗ハプトグロビン抗体を、抗ヘモグロビン抗体担持ラテックスと
混合した試薬を調製し、Ｎｏ．０～６の試料に添加し、同様に凝集反応を生じさせ、ヘモ
グロビンの濃度換算値及びヘモグロビンの相対値（％）を算出した。各比較例の試薬の組
成は表４に、結果は表５に示す。なお、抗ハプトグロビン抗体ＡＮ１１－２及びＡＮ１２
－３はβ鎖認識抗ハプトグロビンモノクローナル抗体であり、公知の方法により作製した
。
【００５７】
　表５から、ラテックスに結合されていない遊離の抗ハプトグロビン抗体を添加しても、
ハプトグロビン添加によるヘモグロビン測定値の低下を抑制できなかった。むしろ、より
低値となる傾向を示した。その原因は恐らく、過剰に存在する抗ハプトグロビン抗体によ
って、ラテックスに結合されている抗ヘモグロビン抗体とヘモグロビン－ハプトグロビン
複合体との結合を阻害しているものと推測される。
【表４】
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【表５】

【００５８】
＜実施例５－１～５－５、比較例８＞
　［測定試薬の調製］
　測定試薬として、第１試薬及び第２試薬を調製した。
　第１試薬として、５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ７．４）を用いた。
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　第２試薬として５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ７．４）と、複数種の抗ヘモグロビ
ンモノクローナル抗体（抗Ｈｂ抗体）それぞれの抗体を担持する各ポリスチレンラテック
ス、及び抗ハプトグロビンモノクローナル抗体を担持するポリスチレンラテックスを、表
６に示す濃度で混合して、表６に示す最終的なラテックス濃度を有する実施例５－１～５
－５及び比較例８の免疫凝集反応測定用の試薬を調製した。
　抗ハプトグロビンモノクローナル抗体としてＡＯ－５３（α鎖認識）、若しくはＡＮ１
２－８（β鎖認識）を使用した。抗ハプトグロビン抗体は、下記の[試料の調製]の項目に
おいて添加する量の遊離ハプトグロビンでは、抗ハプトグロビン抗体を担持した不溶性担
体と凝集しないことを確認したものを用いた。
【００５９】
　確認の方法は、第２試薬として、ＡＯ－５３（α鎖認識）、若しくはＡＮ１２－８（β
鎖認識）を担持したポリスチレンラテックス１．０ｍｇ／ｍＬを用いた点、試料として、
遊離ハプトグロビンを０ｎｇ／ｍＬ若しくは２４．５ｐｍｏｌ／ｍＬとなるように保存溶
液（Ｈｂキャリブレータ希釈液‘栄研’（栄研化学株式会社製））に添加したもの（ヘモ
グロビンを含まない）を用いた点を除いて、後述する試料の調製及び免疫凝集方法と同様
に行った。なお、２４．５ｐｍｏｌ／ｍＬのハプトグロビン濃度は、１．２単位／Ｌの遊
離ハプトグロビン添加濃度に相当する。
【００６０】
　抗体担持ポリスチレンラテックスは公知の方法により調製した。すなわち、各抗ヘモグ
ロビンモノクローナル抗体又は抗ハプトグロビンモノクローナル抗体とポリスチレンラテ
ックス粒子（平均粒径２００ｎｍ）を混合して、ポリスチレンラテックス粒子表面に抗ヘ
モグロビンモノクローナル抗体又は抗ハプトグロビンモノクローナル抗体を担持すること
により調製した。
【表６】

【００６１】
［試料の調製］
　健常者から糞便検体を２つ（糞便検体１及び２）採取した。それぞれの糞便検体を、糞
便濃度が０．５％（Ｗ／Ｖ％）となるように、また、ヒト血液から精製したヒト・ヘモグ
ロビン（ｈＨｂ）、及びヒト・ハプトグロビン（ｈＨｐ）（Ｈａｐｔｏｇｌｏｂｉｎ　Ｈ
ｕｍａｎ，　Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ　１－１（ＳＩＧＭＡ社製））を、表７及び８に示す濃
度となるように、保存溶液（Ｈｂキャリブレータ希釈液‘栄研’（栄研化学株式会社製）
）中に混合し、Ｎｏ．０～５の試料を調製した。Ｎｏ．３は、ヒト・ヘモグロビン６００
μｇ／Ｌに対してヒト・ハプトグロビン０．６単位／Ｌを混合しており、ヘモグロビンと
ハプトグロビンがすべて完全ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体を形成している。
【００６２】
［免疫凝集］
　糞便検体１及び２のそれぞれのＮｏ．０～５の試料に、それぞれ実施例５－１～５－５
及び比較例８の測定試薬を添加し自動分析機ＪＣＡ－ＢＭ６０７０を用いて濁度を測定し
、あらかじめ作成した検量線に基づき、ヘモグロビンの濃度換算値を算出した。さらにＮ
ｏ．０（ヒト・ハプトグロビンを含まない試料）に対するヘモグロビンの相対値（％）も
算出した。結果を表７及び８に示す。
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【００６３】
　ＪＣＡ－ＢＭ６０７０における測定条件は次のとおりである。
　　検体量：２．０μＬ
　　第１試薬：６０μＬ
　　第２試薬：３０μＬ
　　測定波長：６５８ｎｍ
【表７】

【表８】

【手続補正書】
【提出日】令和3年6月17日(2021.6.17)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】



(17) JP WO2020/066722 A1 2020.4.2

【請求項１】
　抗ヘモグロビン抗体を担持する不溶性担体と、抗ハプトグロビン抗体を担持する不溶性
担体とを含む、試料中のヘモグロビンを測定するための試薬であって、
　前記試料がヘモグロビン－ハプトグロビン複合体を含み、
　前記試料中の遊離ヘモグロビン及びヘモグロビン－ハプトグロビン複合体の両方を測定
対象として、前記ヘモグロビンの総量を測定する試薬。
【請求項２】
　抗ヘモグロビン抗体を担持する不溶性担体と、抗ハプトグロビン抗体を担持する不溶性
担体とを含む、ヘモグロビンを測定するための免疫凝集法用試薬。
【請求項３】
　抗ヘモグロビン抗体が少なくとも２種である、請求項１又は２に記載の試薬。
【請求項４】
　不溶性担体がラテックス粒子及び／又は金コロイド粒子である、請求項１～３のいずれ
か一項に記載の試薬。
【請求項５】
　抗ヘモグロビン抗体及び抗ハプトグロビン抗体がモノクローナル抗体である、請求項１
～４のいずれか一項に記載の試薬。
【請求項６】
　抗ハプトグロビン抗体が１種である、請求項１～５のいずれか一項に記載の試薬。
【請求項７】
　検体中のヘモグロビンを測定するための方法であって、
　（１）検体とハプトグロビンとを混合し、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体を形成
させ、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体を含む試料を得る工程と、
　（２）工程（１）で得られた試料と、抗ヘモグロビン抗体を担持する不溶性担体、及び
抗ハプトグロビン抗体を担持する不溶性担体とを接触させ、免疫凝集させる工程と
を含むヘモグロビンの測定方法。
【請求項８】
　抗ヘモグロビン抗体が少なくとも２種である、請求項７に記載の測定方法。
【請求項９】
　不溶性担体がラテックス粒子及び／又は金コロイド粒子である、請求項７又は８に記載
の測定方法。
【請求項１０】
　抗ヘモグロビン抗体及び抗ハプトグロビン抗体がモノクローナル抗体である、請求項７
～９のいずれか一項に記載の測定方法。
【請求項１１】
　検体が糞便、唾液、又は尿である、請求項７～１０のいずれか一項に記載の測定方法。
【請求項１２】
　ハプトグロビンが検体保存用溶液に含まれる、請求項７～１１のいずれか一項に記載の
測定方法。
【請求項１３】
　検体保存用溶液におけるハプトグロビン濃度が０．０５単位／Ｌ～５０単位／Ｌである
、請求項１２に記載の測定方法。
【請求項１４】
　検体中のヘモグロビンが、遊離ヘモグロビン、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体中
間体、及び完全ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体からなる群から選ばれる少なくとも
一つを含み、前記遊離ヘモグロビンの少なくとも一部は、工程（１）の後に、前記ハプト
グロビンと、ヘモグロビン－ハプトグロビン複合体中間体及び／又は完全ヘモグロビン－
ハプトグロビン複合体を形成する、請求項７～１３のいずれか一項に記載の測定方法。
【請求項１５】
　検体と、抗ヘモグロビン抗体を担持する不溶性担体、及び抗ハプトグロビン抗体を担持
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する不溶性担体とを接触させ、免疫凝集させる工程を含む、検体中のヘモグロビンを測定
するための方法。
【請求項１６】
　検体と、抗ヘモグロビン抗体を担持する不溶性担体、及び抗ハプトグロビン抗体を担持
する不溶性担体とを接触させ、免疫凝集させる工程を含む、検体中のヘモグロビンの測定
値の低下を抑制する方法。
【請求項１７】
　不溶性担体がラテックス粒子及び／又は金コロイド粒子である、請求項１５又は１６に
記載の方法。
【請求項１８】
　検体が糞便、唾液、又は尿である、請求項１５～１７のいずれか一項に記載の方法。
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【国際調査報告】
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