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検体前処理法を用いた免疫測定法のポテンシャル

青柳 克己

Potential of immunoassay with effective pretreatment process

Katsumi Aoyagi

Summary　 In biological fluid samples, it contains not only free target antigens, but also various 

complexes such as complexes of target antigens and antibodies, and target antigens in virus 

particles. It have been reported that use a simple specimen-pretreatment process to extract the 

target antigen in these complexes effectively. This combination of immunoassay with an effective 

specimen-pretreatment process has been introduced as the ʻimmunoassay for total antigen 

including complex via pretreatment (iTACT)ʼ method, and has a significant potential to 

demonstrate new clinical utility and reduce various pitfalls of immunoassay, especially in 

autoimmune disease and infectious disease. At first, in immunoassays for host antigen such as 

thyroglobulin (Tg), there are known interferences by endogenous autoantibodies to host antigen. 

An application of iTACT for autoimmune disease, a novel immunoassay for Tg was developed 

without the interference of the autoantibody to Tg (TgAb) by introducing an automated iTACT. 

For infectious diseases, we developed sensitive immunoassays for hepatitis B virus surface antigen 

(HBsAg) and hepatitis C virus core antigen (HCVcAg) with high clinical utilities. By introducing 

iTACT in each immunoassay, various specific interference substances can be inactivated, and the 

target antigen can be released from complex. The combination of immunoassay and pretreatment 

process can cover the many disadvantages of conventional immunoassay compared to nucleic acid 

amplification testing or LC-MS/MS analysis, and can be applied to other target antigens with the 

potential for new clinical utility and reducing the pitfalls in routine testing.
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Ⅰ．はじめに

　免疫測定法は、様々な生体試料中の測定対象
物を、簡便に高感度・高特異性で検出・測定す
ることが可能であり、感染症、癌、各種疾患の
診断や、患者の病態把握や治療モニタリングな
ど、臨床現場で広く用いられている。この測定
対象物としては、抗原測定法と抗体測定法に分
類され、さらに抗原測定法には、遊離した抗原
として存在しているもの、何らかの修飾体化さ
れたもの、複合体や粒子中に含まれているもの
に分類される。これらの抗原の存在様式を認識
し、適切な抗体や反応環境向上のツールを開発
し、免疫測定法を構築することが重要である。
本報告では、近年核酸増幅検査や質量分析装置
の技術的進化がめざましいことと比較すると、
免疫測定法が技術的に停滞しているように感じ
られるが、免疫測定法に検体前処理法を導入す
ることにより、さらなる高感度化、高い正確性
をもつ検査へと大きく進化できると考える。

Ⅱ．抗原検出免疫測定法の測定対象物の存在様式

　測定対象の抗原は、血液、尿、脳脊髄液など
の生体試料の違いで異なる存在様式をもつ場合
や、試料採取時の患者状態による抗原様式の多
様性が知られており、個々の測定対象抗原の臨
床的特徴を十分に検証することが必要である。
　例えば、甲状腺疾患マーカーであるサイログ
ロブリン（Thyroglobulin: Tg）は、特異的に甲
状腺濾胞細胞で産生されるが、Tgに対する自
己抗体（Anti-Thyroglobulin: TgAb）が血中に存
在した場合は、その多くは血中でTg-TgAbの複

合体として存在している1）－3）（Fig. 1）。また、B

型肝炎ウイルス（Hepatitis B Virus: HBV）のs抗
原（HBsAg）は、血中ではDane粒子、HBV-

DNAを含まない様々な粒子膜に貫通した形で
HBsAgが存在している4）（Fig. 2）。感染初期では、
血中にHBsAg粒子が分泌されるが、感染継続に
よって、宿主から抗体（Anti-HBsAg; HBsAb）
が生産され、HBsAg粒子とHBsAbとの複合体が
存在することになる5）－7）。このように、血中で
遊離しているTg、Tg-TgAbの複合体、粒子膜に
貫通しているHBsAg、そのHBsAg粒子とHBsAb

の複合体といった、患者状態の変化の中で各測
定対象抗原は様々な存在様式をとる。これら抗
原性の多様性によっては、現状の免疫測定法で
は正確な測定ができないケースが認められ、こ
れを解決できる免疫測定技術の向上が必要であ
る。これらの多様性に影響を受けないiTACT

（immunoassay for Total Antigen including Complex 

via preTreatment）法という検体前処理工程を含
んだ免疫測定法を提案する8）。

Ⅲ．抗原検出免疫測定法のピットフォール

　抗原検出免疫測定法は、その抗原に対して高
い親和性と特異性をもつ抗体を用いて、高い正
確性をもって測定することが必要である。一方、
Table 1に示すような多くのピットフォールと呼
ばれる課題が知られている。これらのピットフ
ォール現象は、免疫測定法の歴史的な課題であ
り、各試薬では様々な対応策がとられている。
たとえば、抗体を変える、抗体エピトープを増
やす、Human anti-mouse antibody（HAMA）対
策としてマウス抗体の添加や、過剰量の吸収剤

Fig. 1    iTACTを用いた新規サイログロブリン測定法の測定原理
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を添加するなど試薬構成主要素の改良である。
これらの解決法のひとつとして、免疫測定の前
に検体中の問題となる成分の破壊や不活性化な
どを行う処理プロセスを積極的に組み入れた
iTACT測定法が効果的である。前処理でHAMA

活性を完全に不活性化できれば、前述した
HAMA対策用のマウス抗体添加は原則不要と
なり、様々な自己抗体などの結合タンパク質の
高次構造破壊による不活性化により、ピットフ
ォール現象の低減化が期待できる。

Ⅳ．iTACT を用いた抗原検出免疫測定法

　検体前処理法と免疫測定法を一連の測定プロ
セスに組み入れることにより、各測定対象抗原
の存在様式の多様性への対応と、多くのピット
フォールの低減が可能となる。具体的な測定法
構築の流れとしては、下記のポイントが重要と
なる。
①　個々の測定対象抗原のもつ臨床的特徴を十
分に検証し、臨床的有用性の最大化のため
の開発コンセプトの確立

② その抗原上の最適なエピトープの選定およ

Fig. 2    iTACT-HBsAg測定法における前処理法による検体の変化

Table 1    抗原検出免疫測定法のピットフォール
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びその露出プロセスの構築
③ 対応可能な抗体などのツールの取得と特徴
の解析

④ 測定の妨害物質の特徴や影響度について、
効率的な除去方法の検証を行い、測定法を
組み立てる

　以下に、iTACTを用いて臨床的有用性が向上
した免疫測定法の開発例について記載する。　

1．  iTACTを用いた新規サイログロブリン（Tg）
測定法

1）Tgと既存測定法の課題
　Tgは、分子量約33万の糖蛋白の2量体であり、
糖鎖などの分子多様性が知られている。甲状腺
濾胞細胞で産生され、臓器特異性が高いため、
甲状腺疾患に特異的なマーカーと言える。一方、
Tgに対する自己抗体 （TgAb）が、健常人の約
10 ％、分化型甲状腺癌患者の25 ％以上に存在
することが知られており、血中TgAbの存在に
より、正確なTg濃度を測定できないという歴史
的なピットフォールが存在する1）－3）（Table 1）。
今まで、Tg測定法としては、競合法を原理と
するラジオイムノアッセイ（Radio immunoassay; 

RIA）、サンドイッチタイプの免疫測定法、お
よび近年報告されてきたLiquid Chromatography-

tandem Mass Spectrometry （LC-MS/MS）法の3種
類が知られている。Table 2に示したように、各
測定法にはメリットと課題が存在する。競合法

の場合は、ポリクローナル抗体の性質にもよる
が、一般的には多価結合性のため、血中TgAb

と競合するリスクは低減できるが、感度が低い、
TgAbによる偽高値のリスク、測定時間が長い
などの課題がある。現在ルーチンで主に使用さ
れているサンドイッチタイプの免疫測定法は、
様々な全自動分析システムで簡便・迅速に測定
することができる大きなメリットを持ってい
る。一方、TgAbの影響を受けやすいため、各
サンドウイッチTg測定法では、TgAbの影響低
減のために下記のような工夫を行っている。
①　親和性の高いモノクローナル抗体の使用：

血中TgAbよりも、結合力の強い抗体を一
次抗体や標識体に使用する。

②　多くの種類のモノクローナル抗体やポリク
ローナル抗体を用いて、反応可能なエピト
ープを増やす：血中TgAbと競合するリス
クを低減するために、一次抗体や標識体中
の抗体数を多くする。

　しかしながら、上記の戦略では、患者検体中
のTgAbの多様性への完璧な対応は、原理上不
十分であり、高親和性、あるいは多量のTgAb

が存在した場合は、一次抗体/標識体のエピト
ープと競合するケースが容易に考えられる。そ
のため、各試薬の添付文書にはTgAbの影響に
対する注意喚起が記載され、TgAb測定値を考
慮した総合的な判断が必要となる。

Table 2    各サイログロブリン測定法の特徴と課題
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2）iTACT-Tg測定法
　これら既存Tg測定法の課題を解決し、原理
的にTgAbの影響を受けず、今後ゴールデンス
タンダード測定法となりうる簡便、高感度な血
中Tg測定法が必要である。今回、ルミパルス
システム（富士レビオ）を用いた全自動化され
た前処理法と高感度免疫測定法を組み入れた新
規Tg測定法（iTACT-Tg測定法）が開発された
（Fig. 1）。
　iTACT-Tg測定法における6.5分の全自動前処
理プロセスでは、検体中TgAbが不活性化され、
同時にTg-TgAb複合体の解離によりTgが遊離さ
れる。その後、化学発光酵素免疫測定法
（Chemiluminescent enzyme immunoassay: CLEIA）
により、遊離されたTgは、サンドイッチタイ
プ測定法で定量される。本試薬は、国際標準品
IRMM（BCR-457）に準拠した定量値が得られ、
かつ第二世代Tg測定法以上の高感度定量が可
能である。また、典型的な既存試薬との相関性
をFig. 3に示した。TgAb陰性検体群の測定（Fig. 

3-A）においては、既存試薬とほぼ完全に一致
し、高い相関性を示している。TgAb陽性検体
群の場合（Fig. 3-B）、既存試薬に対するiTACT-

Tg法の測定値比率が100%に分布すれば、測定
値は一致となるが、既存試薬で検出限界（0.04 

ng/mL）以下であっても、9例はiTACT-Tg測定
法で検出可能であること、および既存試薬低値
群において、iTACT-Tg測定法で高値を示して
いる検体が多数みられ、1,300%の高い測定値

を示した検体も認められた。他の既存試薬との
相関性においても、同様にTgAb陽性検体群で
は、iTACT-Tg測定法が陽性あるいは高値を呈
し、既存他法では検出できない、あるいは極め
て低値となる多数の検体が確認されている。こ
れらの乖離した検体群は、希釈試験、TgAbを
加えた吸収試験、およびゲル濾過解析などを行
い、iTACT-Tg測定法が極めて高い特異性・正
確性を有していることが確認されている。
　以上のように、iTACT-Tgは、第二世代Tg測
定法と同等以上の高感度を示し、かつTgAb陽
性検体においても甲状腺特異的マーカーである
Tgを正確に測定可能であり、新規の臨床応用
に大きな可能性をもつ第三世代のTg測定法と
期待される。
3）iTACT-Tg測定法の期待される活用
　甲状腺腫瘍診療ガイドラインでは、分化癌症
例で甲状腺全摘術を施行した患者では、4～ 6

ヵ月ごとのTgAbとTg測定が術後経過観察とし
て推奨されているが、新規高感度iTACT-Tg 測
定法により、より簡便に正確に術後経過観察が
可能となることが期待される。また、American 

Thyroid Association Guidelinesでは、甲状腺癌の
場合、TgAb陰性であればTg測定、TgAb陽性で
あれば、LC-MS/MS法でTg測定が推奨されてい
る。甲状腺全摘術後の経過観察、術後の再発や
転移の診断において、Tg値0.1～ 1.0 ng/mLが基
準になっており、高感度iTACT-Tg測定法は、
この感度基準を十分にクリアしている。加えて、

Fig. 3 iTACT-Tg測定法と既存測定法との相関性. A） TgAb陰性検体を用いた既存Tg試薬と
の相関性　B） TgAb陽性検体を用いた既存Tg試薬との相関性
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高価で煩雑なプロセスを有するLC-MS/MSの必
要性がなく、短時間、安価で、診断や術後の経
過観察、再発や転移の診断を含め、甲状腺の様々
な疾患において、正確な診断・モニタリングに
大きく貢献できると期待している。

2．  iTACTを用いた新規高感度HBsAg免疫測定
法

1）HBV感染とHBsAg既存測定法の課題
　HBVはヘパドナウイルスに属しており、約
3,200塩基対の二本鎖環状DNAが、正二十面体
のウイルスコアに含まれ、さらにエンベロープ
膜に包まれたDane粒子となる。HBsAgは、分
子量約20 kDaのタンパク質であり、血中におい
てはDane粒子、HBV-DNAを含まない中空粒子、
小型球形粒子、桿状粒子といった各HBV粒子
膜に貫通した形で存在している4）。Dane粒子に
対して、HBV-DNAを含まない粒子が大過剰量
（10,000～ 1,000,000倍）分泌されているため、
一般的にHBsAg検査によって陽性であれば、
HBV感染と診断される。現在のHBsAg検査は、
輸血用血液スクリーニング、健康診断、入院時・
輸血前検査、免疫抑制・化学療法時検査、急性
肝炎・慢性肝炎の型別診断、B型急性肝炎の治
癒判定などに用いられている。加えて、国内の
B型慢性肝炎患者の治療の短期目標は、HBeAg

およびHBV-DNAの陰性化、長期的目標として、
HBsAgの陰性化とされており、核酸アナログ薬
およびインターフェロンの治療効果判定・予後
予測にも使用されている。
　しかしながら、既存のHBsAg検査法では、感
染継続の過程で宿主からHBsAbが生産される
と、HBsAg粒子とHBsAbとの複合体が形成され、
血中に存在するHBsAg量を正確に検出・測定で
きないという問題がある。加えて、従来法では、
粒子膜外側に露出しているエピトープ（抗原決
定基a）に対する抗体のみを用いているが、こ
の外側エピトープは血中のHBsAbの選択圧を受
けることで、Escape Mutantを生じることが知ら
れ9）－11）、HBsAg検査における「見逃しリスクが
高い」という大きな課題がある。
2）iTACT-HBsAg測定法
　HBsAb陽性検体においても正確なHBsAg量を
測定できること、及び、変異体に対する反応性
向上を含めより高感度にHBsAgを測定すること

を目的とした、iTACTを用いたHBsAg測定法
（iTACT-HBsAg）が報告されている8）（Fig. 2）。
この開発コンセプトは、①測定対象抗原の検出
用エピトープを増やす：多くの既存測定法の測
定対象抗原は、Dane粒子を含むHBV関連粒子
表面のHBsAgであり、粒子膜外側の抗原決定基
a領域（外側エピトープ）を認識する抗体のみ
が使用されている。iTACT-HBsAg測定法におい
ては、これらの粒子を前処理法で破壊しHBsAg

分子を遊離させ、外側エピトープだけでなく、
粒子膜内側に隠れていたエピトープも検出用に
活用し、より変異体の反応性向上を含めた高感
度化、正確な定量性の向上を実現する。②
HBsAb陽性検体中のHBsAgの検出：前処理法に
より血中HBsAbは不活性化され、同時に粒子上
のHBsAg-HBsAb複合体からHBsAgが遊離され
検出が可能となる。
　以上の開発コンセプトにより開発された
iTACT-HBsAg法は、ルミパルスシステムを用い
て、検体前処理プロセス（37℃、6.5分）を含
め全自動で測定結果が得られる。検体前処理に
よるHBV関連粒子を含む検体中の変化の概要
をFig. 2に示した。検体中のHBV関連粒子は破
壊され、粒子表面のHBsAgは一部変性し遊離さ
れ る。 同 時 に、HBsAbも 不 活 性 化 さ れ、
HBsAg-HBsAb複合体からもHBsAgは遊離され
る。本前処理によるHBsAgの免疫活性を、ゲル
濾過法を用いて解析を行った（Fig. 4）。最初に、
未処理のままnative HBsAg試料（分子量2,000 

kDa以上）、およびHBsAbを添加した同試料を
ゲル濾過で分離し、その後各分画はiTACT-

HBsAg法で測定された。HBsAbの添加により、
さらに巨大な分子量にシフトしており、
HBsAg-HBsAb複合体が形成されたことが推測
された（Fig. 4-A）。これら2種の同試料を、前
処理を行った後にゲル濾過で分離し、その各分
画はFig. 4-A と同様に、iTACT-HBsAg法で測定
された（Fig. 4-B）。HBsAb添加、未添加試料共、
前処理プロセスによりHBsAg免疫活性は粒子や
複合体から遊離され、ほぼ同じ低分子領域にシ
フトされたことが確認された。
　このiTACT-HBsAg法による臨床的有用性の例
を示す（Fig. 5）。25例のHBVキャリアを長期間
フォローアップ中のHBsAg検出能について、
iTACT-HBsAg、既存法A（HISCL HBsAg：シス
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メックス）、および既存法B（Lumipulse HBsAg-

HQ：富士レビオ）の3試薬を用いて比較した。
フォローアップ中にHISCL HBsAg が陰性化し
た時点を0ポイントと設定し、最大11年間フォ
ローアップされた。各HBsAg測定法の結果から、
25症例は大きく3グループに分類され、3測定法
共同じポイントで陰性化したグループA（2例：
8 %）、HISCL HBsAgが先に陰性判定となり、
次 に 同 時 にLumipulse HBsAg-HQ とiTACT-

HBsAgが陽性であった症例群をグループB（7

例：28 %）、グ ル ー プ C（16例：64 %）は、
HISCL HBsAgとLumipulse HBsAg-HQが先に陰
性判定となり、iTACT-HBsAgのみが陽性であっ
た症例群である。結果として、
①　2種の既存試薬がiTACT-HBsAg測定法より
長期間検出できた症例はなかった。

②　iTACT-HBsAg測定法のみで陽性を示したケ
ースが16症例存在し、そのうち14症例が
HBsAb陽性症例であり、血中HBsAbの有無
に関わらずHBsAgが肝臓内で産生されてい
ることを示している。

　以上の結果から、iTACT-HBsAg測定法は、
HBV感染肝臓内でのHBsAgを産生するactivity

を表す指標と言える。
3）  iTACT-HBsAg測定法の期待される今後の活
用

　iTACT-HBsAg測定法は、一般診断やスクリー
ニング検査としては、HBV感染者の拾い落と
しや二次感染リスクの低減に極めて効果的と期
待される。また、HBV感染者の自然経過や抗
ウイルス療法中の経時的モニタリングにおいて
は、DNAやHBeAg陰性化後、次に血中HBsAg

Fig. 4 iTACTによるHBsAg免疫活性のゲル濾過法による解析（文献
8より引用）. 〇：HBsAb未添加のHBsAg試料　●：HBsAb添
加しHBsAg-HBsAb複合体を含む試料。ゲル濾過（HiPrep 

16/60 Sephacryl S-500 HR）後の各分画は、iTACT-HBsAg測
定法でHBsAg免疫活性を測定した。A） 未処理条件での検体
中HBsAg免疫活性のゲル濾過解析、B） 前処理後の検体中
HBsAg免疫活性のゲル濾過解析。

 分子量マーカー ; 2,000 kDa: blue dextran, 158 kDa: gamma 

globulin, 44 kDa: ovalbumin, Vo: void volume, Vt: total column 

volume. 
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陰性化をめざした場合、従来法HBsAg陰性化と
いう現象は実質の陰性化に至らず不十分であ
り、本法による陰性化をめざすモニタリングが
非常に効果的と考えられる。加えて、HBV既
往例含めHBsAg陰性化と判断された後、悪性リ
ンパ腫などの癌、関節リウマチや炎症性腸疾患、
および臓器移植、骨髄移植・造血幹細胞移植な
どに対する免疫抑制剤・化学療法を行った場合
に、HBVの再活性化が生じ、重症化しやすい
ことが報告されている12）－14）。このようなHBV

再活性化のリスク低減にも、iTACT-HBsAg検査
は大きな貢献が可能と考えられる。

3．  iTACTを用いたC型肝炎ウイルスコア抗原測
定法

1）HCV感染とHCV検査
　C型肝炎ウイルス （hepatitis C virus：HCV） は、
全長約9,500塩基の一本鎖RNA（＋）をもつフ
ラビウイルスであり、主に血液感染後、急性肝
炎症状を呈した後、高率に慢性化し、肝硬変、
肝癌へと移行するため、HCV 感染の早期診断
を行い、HCV排除の治療が重要となる。近年
のHCV治療薬の開発は目覚ましく、ほとんど
のHCV感染者において、HCV排除が可能とな
ってきており、HCV感染の拾い上げやこのよ
うな治療薬の効果モニタリングが必要となる。
　HCV感染検査としては、主にHCVAb検査や
HCV-RNA検査、およびHCVAg検査が用いられ
ています。感染後、その感染状態を診断できな

Fig. 5 3種のHBsAg測定法を用いた長期フォローアップ症例の代表的な臨床経過。
 HISCL HBsAgで陰性化した時点を0ポイントとして設定され、最大11年間フォローアップさ

れた。3種のHBsAg測定法（HISCL HBsAg、Lumipulse HBsAg-HQ、iTACT-HBsAg）による
判定結果により分類した。（文献8より引用）

 Group A: 3測定法共同じポイントで陰性化となった症例群、Group B: HISCL HBsAgが先に陰
性判定となり、次に同時にLumipulse HBsAg-HQ とiTACT-HBsAgが陽性であった症例群、
Group C: HISCL HBsAgとLumipulse HBsAg-HQが陰性判定となり、iTACT-HBsAgのみが陽性
であった症例群
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い期間 をウインドウピリオド（window period）
と呼ばれるが、HCVAb検査であれば約70～ 80

日間存在するのに対して、HCV-RNAやHCVAg

検査では、20～ 30日と大きく短縮することが
可能である15），16）。
　HCVAb検査は、簡便でコストも安いがHCV 

感染者と既往例の判別や、HCV 感染者の病態
把握、および治療モニタリングへの応用は原理
的に困難である。一方、HCV-RNA検査は高感
度で、感染者の病態把握、治療モニタリングに
効果的であるが、コストが高く、測定時間が長
いなどの欠点もある。また、ヘパリンの影響を
受けやすい、検体保存安定性が低く、検体ハン
ドリングや保管には十分に注意が必要である。
HCVAg検査は、HCVのコア抗原（HCVcAg）
を測定するもので、簡便でコストも安く、検体
保存安定性も高く18）、感染者の病態把握、治療
モニタリングにも効果的である。さらなる
HCV-RNAレベルの高感度化が今後期待される。
2）iTACT-HCVcAg測定法の開発
　HCVcAgを測定するためには、効果的な前処
理法の開発が大きな技術的ブレークスルーとな
る。HCV粒子は、その中心にゲノムである
RNAをHCVcAgがとりまき、RNAと共にヌクレ
オキャプシドを形成し、エンベロープ抗原がそ
のまわりの外皮を形成している（Fig. 6）。血中
でのHCVは、very low density lipoprotein （VLDL）
などのリポタンパク質や、感染初期のwindow 

period以降は各HCVAbが産生され、抗エンベロ

ープ抗体等と会合していると考えられている。
血中には、他のHCVAbとして抗コア抗体や非
構造タンパク質に対する抗体が存在している。
つまり、HCVcAgを検出・測定するためには、
下記の要件を解決する必要性がある。
①　VLDLやHCV粒子を効率的に破壊すること
②　同時にヌクレオキャプシドの破壊とRNA

との相互作用を外し、HCVcAgを遊離させ
ること

③　同時に血中に存在する抗コア抗体を不活性
化すること。 

　前述したTgの場合は、存在する抗体を不活
性化することが重要であり、HBsAgの場合は、
粒子膜の破壊と血中抗体を不活性化することが
キーポイントである。効率的なHCVcAgの抽出
法の開発には、それらに加え、ヌクレオキャプ
シドの破壊や塩基性の核タンパク質の抽出技術
を要する。
　この前処理法のひとつとして、1999年に筆者
らは陰イオン性界面活性剤のひとつである
Sodium dodecyl sulfate（SDS）と熱負荷の組み
合わせによる簡易な前処理プロセス（検体に前
処理液を添加混合し、56 ℃で30分のインキュ
ベーション）を開発し、HCVcAgの高感度
CLEIAを開発した15），17）。
　この前処理法では、SDS+熱負荷により検体
中のHCV粒子や抗コア抗体を含むほとんどの
タンパク質がSDSと結合することにより、タン
パク質の立体構造を変性させるため、各種抗体

Fig. 6 HCVコア抗原測定法における前処理法による検体の変化
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の抗原への結合性は消失する。Fig. 7にSDSを
用いた前処理法の温度の影響を示した。Fig. 

7-Aでは、5例のHCVAb陽性検体中のHCVcAg免
疫反応性が、未処理条件と比較して、処理温度
上昇に伴い高値を示していくことが示されてい
る。同時に、検体中の抗コア抗体の力価は低下
していき、56 ℃の条件ではカットオフ値未満
まで低減した（Fig. 7-B）。つまり、本前処理法
によって、HCV粒子の破壊、RNAとの相互作
用消失、同時に測定阻害となる血中抗コア抗体
が不活性化され、高感度でHCVcAgの測定｛分
析感度：3 fmol/L（0.2 mU/mL）｝が可能となった。
当時のPCR試薬と同等な陽性率と高い相関性
（R=0.846）を示し、加えて大きなgenotype間差
も認められなかった。
　同様なSDS＋熱負荷を用いた前処理法は、
HBコア関連抗原（HBcrAg）測定法にも応用さ
れており、Dane粒子を含むHBV関連粒子を破
壊し、HBV-DNAとヌクレオキャプシドを構成
しているHBcAgを遊離化し、同時に血中の
HBeAb, HBcAbといった抗体を不活性化するこ
とにより、HBV由来のHBeAg、p22cr、HBcAg

を同時に測定しうるものである19），20）。
3）iTACT-HCVcAg測定法の活用
　SDS＋熱負荷を用いた前処理法は高温システ
ムが必要であるため、全自動化対応を進めるた
めにより低温である37 ℃で10分以内の前処理

プロセスが開発され、全自動HCVcAg免疫測定
試薬の開発21），22）や、前述したTgやHBsAgなど
にも応用されている。
　前述したように、画期的なHCV治療薬の登
場により、HCV感染者の治療効果モニタリン
グが必要となるが、HCVcAg検査は、精度高く
治療モニタリングが可能で、かつ簡便、コスト
安、検体保存安定性も高いなどルーチン検査と
して多くの利点があり18）、HCV-RNAとの使い
分けを含めた今後のさらなる活用が期待され
る。

Ⅴ．検体前処理法を用いた 
免疫測定法の今後の展開

　以上のように、免疫測定法に検体前処理プロ
セスを組み入れたiTACTは、各測定対象抗原の
多様性、および多くのピットフォールの影響を
受けず、疾患によって産生されたマーカー抗原
の存在、及び新規の臨床的有用性を示した。各
測定対象抗原のもつ臨床的特徴を検証し、ピッ
トフォール対応を含む臨床的有用性の最大化を
ねらった開発コンセプトの確立が重要である。
　検体前処理法は、免疫測定法以外でも重要な
ツールである。核酸増幅検査は、検体試料から
核酸の抽出という前処理工程が必須であり、当
初有機溶媒や遠心操作などのマニュアル法の前

Fig. 7 HCVAb陽性検体を用いた、HCVコア抗原測定法における前処理温度の効果（文献15より
引用）. 5例のHCVAb陽性検体（検体13, 16, 44, 50, 57）を用いて検討。A） 前処理温度によ
るHCVコア抗原の免疫活性、B）前処理温度によるHCVコア抗体価.  s/co = 1.0をカットオ
フ値と設定
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処理法で行われていたが、半自動化システムの
開発、そして現在増幅・検出機器と一体となっ
た全自動化システムに進んでいる。質量分析装
置も、目的対象物によって様々な前処理法の構
築が必要であり、ステロイドホルモンなどの非
タンパク質の低分子抗原については、除タンパ
ク工程を中心とした比較的簡単な前処理工程
後、質量分析が可能となる。前述のTgなどの
巨大分子の場合は、様々な糖鎖修飾などの分子
多様性が存在し、プロテアーゼ処理によるタン
パクの断片化や、ターゲット配列に対する抗体
によるAffinity抽出過程が必要であり、その後
LC-MS/MSなどの分析機器で測定可能となる。
この多段階のステップの検証を十分に行う必要
性があり、特に抗体によるAffinity抽出過程は
まさに免疫測定法の応用である。その抗体開発
や特徴の検証を含めた免疫抽出技術による前処
理法は、質量分析結果の感度や正確性に大きな
影響を与える。以上のように、検体前処理法は、
免疫測定法も含め、様々な原理の異なる検出方
法に、より適切な試料を提供するための測定対
象物の調製（抽出）工程であり、各検出方法の
精度を向上させる重要な技術である。
　検体前処理法を用いた免疫測定法の報告は、
これまでにもいくつかの項目で、特異的な検体
前処理工程が開発されている。例えば、葉酸測
定法では、還元剤処理により葉酸結合タンパク
質を変性させ、葉酸を解離させる前処理工程が
必要であり23）、ビタミンB12測定法においても、
検体を水酸化ナトリウムと還元剤で前処理
（Non-boil法）を行い、シアン化カリウム添加
で担体タンパクであるトランスコバラミンやハ
プトコリンから放出させる前処理工程が必要と
される24），25）。これらは明確な臨床的有用性が確
立され、同時に免疫測定法の大きなメリットで
あるコスト低減効果や簡便さによって、ルーチ
ン検査として用いられている。これらの項目は、
免疫測定法のピットフォールの中の低分子抗原
に対する結合タンパク（Table 1）に分類され、
阻害物質の物性が比較的明確である。
　一方、項目によっては開発当初前処理工程が
必要とされていたが、その後の検討から、免疫
測定法の反応液中添加物の工夫によって前処理
工程が不要となり、より簡便な検査試薬が開発
されている。25-OHビタミンD測定試薬は、ビ

タミンD類が血中でビタミンD結合タンパク質
と強固に結合しているため解離操作が必要とさ
れ、初期RIA試薬では、アセトニトリル添加後
遠心操作といったマニュアル法による前処理が
用いられてきた。近年では遠心処理など不要な
全自動前処理工程を含んだ免疫測定試薬、さら
にビタミンD結合タンパク質からの解離と免疫
反応を同時に行う試薬が開発され、ルーチン検
査で活用されている26）。
　今回報告した各iTACTの開発は、前述の葉酸
や25-OHビタミンDのような対象抗原に対する
特異的結合タンパク質からの遊離とは異なる技
術的ポイントがある。抗原-抗体のような強固
な複合体中の結合物を不活性化すると同時に抗
原を遊離させるが、その結合物は単一の特徴を
もたず、個々の患者によって、また患者の状態
によって多様性をもつものである。そのため、
吸収剤などの添加や、単一化された化学的処理
で解離させることは、原理的に困難である。加
えて、このような複合体をとりまく検体のマト
リックスは、高・低濃度のタンパク質、異常タ
ンパク質、脂質、核酸、沈殿物などの多様性を
もち、前処理によりこれらマトリックスも同時
に変性を受けるため、その影響を減じる対策が
必要である。検体マトリックスの影響を大きく
減じるための最も容易な方法は、緩衝液で検体
を希釈後に、前処理を行うことであるが、感染
症のような高感度化が必要な項目の場合は、希
釈により感度低下が生じ大きなデメリットとな
る。今回詳述した項目は、術後のがん再発や転
移のモニタリング、感染症スクリーニングや治
療モニタリングにおいて、より高感度化が必須
となる。特に対象抗原が低濃度の場合、抗体な
どの影響も大きくなるため、これらの影響を排
除できるiTACT技術開発が重要である。
　今後のiTACTを用いた免疫測定法の活用とし
ては、検体前処理技術や免疫測定法開発の難易
度はより高くなるが、前述したように抗原存在
様式に多様性があり、かつ高感度化が必要な項
目での新規臨床的有用性の提供である。加えて、
日常のルーチン検査で生じる免疫測定法のピッ
トフォールによる偽陽性や偽陰性などの不正確
な検査結果による混乱に対して、iTACTを用い
た免疫測定法は、検体中の妨害物質を免疫測定
ステップの前に不活性化するため、より正確な
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目的抗原量の提供、より正しい臨床診断に大き
く貢献できることが期待される。
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