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１． 緒言 

 CRP（C-reactive protein）は、細菌感染およ

び組織損傷などが原因で上昇する炎症マー

カーとして測定されている。急性炎症では、

CRP値は正常の 1000 倍程度上昇してくるこ

とから、CRP値の低い領域を感度および精度

よく測定する測定法の必要性は低かった。し

かし、従来の健常者レベルにもかかわらず

CRP値 0.3mg/dL程度の微増が継続的に認め

られた場合には、何らかの慢性炎症をもって

おり、心筋梗塞が高頻度で起こりやすくなる

ことが明らかとなった1)。さらに、心筋梗塞

の発症の予防や冠動脈疾患患者の経過およ

び再発の予測が可能であることが報告され

ている2)。 

 現在、血液中の CRP の測定はネフェロメ

トリー法を原理としたラテックス凝集法で

行われている。ラテックス粒子表面に抗 CRP

抗体を固定化することによりラテックス試

薬は作製される。 

 本研究では、抗体をラテックス粒子へ４つ

の方法（物理吸着、化学結合２種、プロテイ

ン A結合）で固定化し、ラテックス試薬を作

製し、比較した。 

２．ラテックス試薬の作製方法と反応性 

２－１．物理吸着法 

 pH8.2の0.1M Tris-HCl緩衝液に懸濁したポ

リスチレン粒子に抗 CRP 抗体を加え 25℃で

1 時間撹拌した。遠心分離により粒子の洗浄

した後、BSAでブロッキングをし、さらに洗

浄後、粒子濃度 0.5%に調製し、物理吸着ラテ

ックス試薬を作製した。 

 作製したラテックス試薬を CRP と反応さ

せ、その凝集反応速度を測定した。測定には、

全自動免疫血清検査システム LPIA-200 を用

いた。測定キュベット内に、抗原 CRP 溶液

30μl、反応緩衝液 230μl、ラテックス試薬

40μlを分注し、12秒毎に 10分間波長 950nm

の吸光度変化を測定し、平均反応速度から検

量線を作製した。 

 抗体の添加量の増加に依存し、抗体の吸着

量、反応性の向上がみられた。しかし、抗体

の吸着量は、粒子表面積 1m2あたり 25mgで

吸着平衡に達することがわかった。また、反

応性は抗体の吸着が 0.65mg/m2のときが最も

よく、測定限界はCRPが 10ng/mlであった。 

２－２．化学結合ラテックス① 

 pH6.1の 0.15M MES緩衝液に懸濁したカル

ボキシル化ポリスチレン粒子に EDCと NHS

を加え撹拌してカルボキシル基を活性化さ

せた。洗浄後、抗 CRP 抗体を加え 37℃で 1

時間撹拌し結合をさせた。その後 BSA でブ

ロッキンブを行い、洗浄後、粒子濃度を 0.5%

に調製し、カルボキシル基化学結合ラテック

ス試薬を作製した。 

試薬の反応性は、物理吸着ラテックスと同

様に行った。 
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Fig. 1. Immunoresponses of different 
amount of anti-CRP coupled on CM 
latex
●: 0.18 (mg/m2) 　◆ :0.30 (mg/m2)   ■:0.62 (mg/m2)

カルボキシル基ラテックス試薬の抗原CRPと

の反応性の結果こちらの試薬では自己凝集は

確認されなかった。検出限界はIgGが 0.30 

mg/m2結合したものでおよそ 5 ng/mlであった。 

２－３．化学結合ラテックス② 

pH 7.5の 0.01M PBS緩衝液に懸濁した塩化

メチル化ラテックス粒子に抗体を加え、25℃

で 3時間撹拌をした。遠心分離を用いて洗浄

後、BSAを加えブロッキンブを行った。洗浄

後、粒子濃度を 0.5%に調製し、塩化メチル基

化学結合ラテックス試薬を作製した。 

作製したラテックス試薬を CRP との反応

性を Fig.2 に示した。反応緩衝液に増感剤

（PEG）を加えることにより高感度な反応性

を得ることができ、検出限界は 1ng/mlであっ

た。 
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Fig. 2. Immunoresponses of different 
amount of anti-CRP coupled on -CH2CL 
latex

CRP concentration (μg/ml)

●: PEG 0.5% ,   ■:PEG 1.0%

２－４．プロテイン A結合ラテックス 

２－２．の方法を用いてプロテイン A をカ

ルボキシル化ラテックスに結合させた。その

後、抗体を加え 25℃で一晩撹拌し、プロテイ

ン Aに抗体を吸着させた。洗浄後、ラテック

ス粒子濃度を 0.5%に調製し、プロテイン A

結合ラテックス試薬を作製した。 

 ラテックス濃度を 0.2 %および 0.1 %にし

て抗原 CRP との反応性を検討した。0.2%に

おいて見られたプロゾーン現象が、ラテック

ス濃度 0.1 %にすることにより見られなくな

り、また 0.2 %で測定波長を 950 nmにするこ

とにより良好な検量線が作製できた（Fig.3）。

検出限界はおよそ 1 ng/mlであった。 
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Fig. 3. Immunoresponses of different 
amount of anti-CRP-Protein A coupled 
on CM latex

３．参考文献 

１）中村治雄  他：臨床検査 46(9)：

951-958,(2002) 

２）Liuzzo G, Buffon A：Circulation 98：

2370-2376,(1998) 


