
 

 

 

 

 

 

１．背景・ねらい 

 炎症性疾患を診断するために白血球数などの血

液検査が行われています。近年、牛の急性相蛋白

であるハプトグロビン（Hp）が、子宮炎、乳房炎、

蹄病および呼吸器病などで上昇することが報告さ

れ、白血球数検査に加え、炎症性疾患の診断ある

いは治療方針の決定などを行うための指標の1つ

としてHpの利用が可能と考えられています。そこ

で、Hp を安価、迅速かつ簡易に測定するために、

血中Hpをヘモグロビン（Hb）と結合させ、その酵

素活性を発色により測定するヘモグロビン結合ア

ッセイ（HBA）法（従来法）の迅速化を検討しまし

た。 

 

２．技術内容と効果 

 測定法に関する条件のうち、Hpと結合しなかっ

た（遊離）Hbの不活性化に使用する酸性緩衝液の

種類、pH、反応時間およびHpとHbの結合のため

の反応時間について検討を行い、測定の迅速化を

検討しました。 

遊離 Hb の不活性化に使用する酸性緩衝液とし

て、pH3.6の条件で酢酸緩衝液およびクエン酸緩 

衝液それぞれの吸光度が安定するまでに要した反

応時間を比較したところ、蒸留水では酢酸緩衝液 

は15分、クエン酸緩衝液は5分でした（図1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

同様にクエン酸緩衝液のpHを比較したところ、

pH3.2、3.4および3.6で5分、pH3.8で10分、

pH4.0で20分でした。pH3.6のクエン酸緩衝液

を用いた場合、Hp と Hb の結合に要した反応時

間は0分でした（図2）。 

 

 

 

以上の試験結果と操作手順を考慮して、遊離

Hbの不活性化のための酸性緩衝液としてpH3.6

のクエン酸緩衝液を使用して遊離 Hb の不活性

図 2. Hp と Hb の結合に要する反応 

時間が吸光度に及ぼす影響 

図 1. 酢酸緩衝液およびクエン酸緩衝液における 

  吸光度の推移（緩衝液のｐH は 3.6） 
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化のための反応時間を15分とし、HpとHbの結合

のための反応時間を3分にすることで、従来法の

Hp濃度の測定時間を75分間から22分間に短縮で

きました（図3）。 

迅速HBA法 （合計 22分に短縮 ）
血清試料と標準血清をそれぞれ5μl添加。

↓
0.3mg/mlメトヘモグロビン20μlを添加。

室温で3分静置（HpとHbが反応）。
↓

pH3.6、0.05Mクエン酸緩衝液100μlを添加。
37℃で15分静置（遊離Hbを不活性化）。

↓
発色試薬100μlを添加。
室温で正確に4分静置

（Hp-Hb複合体のペルオキシダーゼ様活性によりTMBが酸化）
↓

反応停止液（1N塩酸）50μlを添加。
↓

プレートリーダー450nmで吸光度を測定。  

また、迅速化した測定法の測定精度の検証を行

うために一般的な測定法である一元放射免疫拡散

（SRID）法との相関性、再現性および希釈血清に

おける Hp 濃度の直線性について検討するととも

に、Hp濃度の陽性と陰性の境界値の解析を行いま

した。また、Hp 陰性血清および蒸留水の Hp 濃度

（ブランク値）の測定を行うとともに、Hp濃度の

測定に及ぼす血液抗凝固剤の影響も検討しました。 

 迅速HBA法とSRID法によるHp濃度の相関係数

（r）は0.98と高く（図４）、同時再現性およびプ

レート間再現性試験における変動係数はそれぞれ

2.17～3.28%および 3.61～7.84％と良好でした

（表１）。また、2～16倍に希釈した血清において

も高い直線性が得られました。迅速HBA法による

Hp濃度の陰性と陽性の境界値は152μg/mlでした。

Hp 陰性血清および蒸留水の Hp 濃度は 37～127μ

g/ml および 0～110μg/ml と 152μg/ml 未満であ

ったので、バックグラウンド値として問題ない

濃度と考えられました。また、HbA の測定材料

には血清のほかヘパリン、EDTA血漿は使用可能

で、血糖管血漿は不適であることが確かめられ

ました。これらのことから、迅速HBA法は牛血

中 Hp 濃度の測定に十分な精度と再現性を持つ

と考えられました。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表1. 迅速HbA法の再現性

標準偏差 変動係数

同時再現性（1標本同時10回測定）

血清1 327 10.7 3.28
血清2 565 18.3 3.23
血清3 1075 23.3 2.17

プレート間再現性（12枚測定）

血清1 352 27.6 7.84
血清2 545 33.0 6.05
血清3 1022 36.8 3.61

Hp濃度の
平均（μg/ml）

 

 

 

３．留意点 

迅速 HBA 法は、疾病罹患牛における Hp の

動態解明などに利用できます。また、標準血

清や Hb 試薬等を自作する必要があり、それ

が可能な機関での使用に限られます。 

 

 

y = 0.9125x - 44.265
R² = 0.9508
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図 3. 迅速 HBA 法の操作手順の概要 

測定は 2 重測定とする。 

＊太字下線が検討した箇所（従来法→迅速 HBA 法； 

10 分→3 分、酢酸緩衝液→クエン酸緩衝液、60 分→15 分） 

図 4. 迅速 HBA 法と SRID 法による 

Hp 濃度の相関（n=99） 


