
(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】室温にて安定に保存ができる酵素反応試薬、そ

れを用いた酵素反応試薬キット及び酵素の活性維持方法

の提供。

【解決手段】酵素、緩衝液またはその成分、硫酸アンモ

ニウムが接触しないまたは高濃度で接触しない状態で保

存することで、室温にて安定に保存ができる酵素反応試

薬、それを用いた酵素反応試薬キットおよび酵素の活性

維持方法を得た。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
少 な く と も 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 、 酵 素 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 む 試 薬 か ら な り 、 緩 衝 液
ま た は そ の 成 分 と 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム と の 接 触 が 減 じ ら れ て い る こ と を 特 徴 と す る 酵 素 反 応
試 薬 。
【 請 求 項 ２ 】
硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム と 接 触 す る 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 の モ ル 数 を 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の モ ル
数 の １ ／ １ ２ 以 下 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 酵 素 反 応 試 薬 。
【 請 求 項 ３ 】
緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 を 含 む 乾 燥 試 薬 球 （ 以 下 、 第 １ 乾 燥 試 薬 球 ） と 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム
を 含 む 乾 燥 試 薬 球 （ 以 下 、 第 ２ 乾 燥 試 薬 球 ） と か ら な り 、 第 ２ 乾 燥 試 薬 球 中 に は 、 緩 衝 液
ま た は そ の 成 分 が 含 ま れ な い か 、 あ る い は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の モ ル 数 の １ ／ １ ２ 以 下 の
緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 が 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は ２ の い ず れ か に 記 載 の
酵 素 反 応 試 薬 。
【 請 求 項 ４ 】
隔 膜 に よ っ て 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 と 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム と の 接 触 が 減 じ ら れ て い る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 反 応 試 薬 。
【 請 求 項 ５ 】
酵 素 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 有 す る 試 薬 キ ッ ト で あ っ て 、 該 試 薬
キ ッ ト は 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 が 収 容 さ れ る 試 薬 収 容 容 器 （ 以 下 、 第 １ 容 器 ） と 、 硫 酸
ア ン モ ニ ウ ム が 収 容 さ れ る 試 薬 収 容 容 器 （ 以 下 、 第 ２ 容 器 ） を 含 み 、 第 ２ 容 器 に は 、 緩 衝
液 ま た は そ の 成 分 が 含 ま れ な い か 、 あ る い は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の モ ル 数 の １ ／ １ ２ 以 下
の モ ル 数 の 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 が 含 ま れ 、 酵 素 が 少 な く と も 第 １ 容 器 あ る い は 第 ２ 容 器
の い ず れ か に 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 試 薬 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ 】
酵 素 が 収 容 さ れ る 試 薬 収 容 容 器 内 の 試 薬 群 は 乾 燥 し 、 酵 素 が 収 容 さ れ な い 試 薬 収 容 容 器 内
の 試 薬 群 は 液 状 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ に 記 載 の 試 薬 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ 】
酵 素 が 収 容 さ れ る 試 薬 収 容 容 器 内 の 試 薬 群 は 、 凍 結 乾 燥 に よ り 乾 燥 さ れ 、 球 状 多 孔 体 を 形
成 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ に 記 載 の 試 薬 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ 】
酵 素 が 収 容 さ れ る 試 薬 収 容 容 器 内 に 、 安 定 化 剤 が 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ～ ７
の い ず れ か に 記 載 の 試 薬 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ 】
安 定 化 剤 が 糖 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の 試 薬 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
酵 素 が Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の 試 薬
キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
酵 素 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 有 す る 試 薬 キ ッ ト で あ っ て 、 該 試 薬
キ ッ ト は 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 を 含 有 す る 乾 燥 試 薬 球 （ 以 下 、 第 1乾 燥 試 薬 球 ） と 、 硫 酸
ア ン モ ニ ウ ム を 含 有 す る 乾 燥 試 薬 球 （ 以 下 、 第 2乾 燥 試 薬 球 ） を 含 み 、 第 2乾 燥 試 薬 球 中 に
は 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 が 含 ま れ な い 、 あ る い は 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の モ ル 数 の １ ／ １ ２
以 下 の 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 が 含 ま れ 、 酵 素 が 少 な く と も 第 1乾 燥 試 薬 球 あ る い は 第 2乾 燥
試 薬 球 の い ず れ か に 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 試 薬 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
酵 素 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 有 す る 試 薬 キ ッ ト の 酵 素 活 性 を 維 持
す る 方 法 で あ っ て 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 と 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の 接 触 を 減 ず る こ と を 特 徴
と す る 酵 素 の 活 性 維 持 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
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硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム に 接 触 す る 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 の モ ル 数 が 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の モ ル
数 の １ ／ １ ２ 以 下 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 酵 素 の 活 性 維 持 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 保 存 安 定 性 に 優 れ た 酵 素 反 応 試 薬 、 そ れ を 用 い た 酵 素 反 応 測 定 試 薬 キ ッ ト 、
及 び 酵 素 の 活 性 維 持 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 酵 素 反 応 を 利 用 し た 様 々 な 測 定 技 術 が 臨 床 診 断 や 検 査 の 分 野 で 活 用 さ れ て い る 。 酵 素 は
一 般 に 溶 液 状 態 、 特 に 希 釈 条 件 で 長 時 間 放 置 す る と 失 活 す る 場 合 が 多 い 。 そ の た め 近 年 、
種 々 の 方 法 に よ り 酵 素 や 補 酵 素 等 の 安 定 性 を 高 め た 調 製 不 要 の 液 状 試 薬 が 開 発 さ れ て い る
。 し か し 、 こ れ ら は 低 温 で １ 年 程 度 品 質 を 保 持 す る 設 計 で あ り 、 す べ て の 酵 素 に 適 応 で き
る 汎 用 技 術 に は な っ て い な い （ 特 許 文 献 １ ） 。 こ の た め よ り 長 期 間 保 存 す る 場 合 、 依 然 と
し て 多 く の 酵 素 が 、 高 濃 度 条 件 に て グ リ セ ロ ー ル な ど の 安 定 化 剤 を 添 加 し た 状 態 で 、 － ２
０ ℃ で 保 存 さ れ 、 使 用 時 に 適 宜 、 反 応 溶 液 で 希 釈 し て 使 用 さ れ る の が 一 般 的 で あ る 。 ま た
、 保 存 安 定 性 を 高 め る た め に 酵 素 お よ び そ の 他 の 不 安 定 物 質 を 凍 結 乾 燥 し 、 使 用 前 に 溶 解
液 で 溶 解 し 使 用 す る こ と も 行 わ れ る （ 特 許 文 献 ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 診 断 検 査 分 野 で 用 い ら れ る 酵 素 の う ち 、 ポ リ メ ラ ー ゼ ・ チ ェ イ ン 反 応 法 （ Polymerase C
hain Reaction法 ） に 代 表 さ れ る 様 々 な 核 酸 増 幅 方 法 で 利 用 さ れ て い る の が 、 配 列 特 異 的
に 核 酸 増 幅 を 行 う DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ る 。 そ の 利 用 に よ り 、 遺 伝 子 を 用 い た 医 療 診 断 や
微 生 物 検 査 、 各 種 分 析 が 大 き く 伸 展 し た （ 非 特 許 文 献 １ ， ２ ） 。 近 年 で は 、 １ 回 分 ず つ 分
注 さ れ て い る 酵 素 の 凍 結 乾 燥 品 が 市 販 さ れ て お り 、 室 温 に て 保 存 が で き 、 溶 液 の 融 解 や 分
注 の 必 要 が な く 、 す ぐ に 反 応 が 開 始 で き る と い う 利 便 性 に 優 れ た ポ リ メ ラ ー ゼ ・ チ ェ イ ン
反 応 試 薬 も あ る （ 非 特 許 文 献 ３ ， ４ ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ の よ う な DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 酵 素 反 応 を 最 適 化 す る た め に 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 添 加 す
る こ と が 知 ら れ て お り （ 非 特 許 文 献 ５ ， ６ ） 、 特 に 、 DNA合 成 に お け る 配 列 の 正 確 性 を 特
徴 と す る TthPlus（ 登 録 商 標 ）  DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Tfl DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Pfu DNAポ リ メ
ラ ー ゼ な ど の 反 応 溶 液 に は 、 収 率 向 上 の た め 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の 添 加 が 必 要 で あ る （ 非
特 許 文 献 ７ ， ８ ） 。 ま た 、 ポ リ メ ラ ー ゼ ・ チ ェ イ ン 反 応 法 （ Polymerase Chain Reaction
法 ） と は 原 理 が 異 な る 核 酸 増 幅 法 で あ る LAMP法 （ loop-mediated isothermal amplificati
on法 ） に 用 い ら れ る 鎖 置 換 型 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Bst DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 反 応 溶 液 に も 硫 酸
ア ン モ ニ ウ ム の 添 加 が 必 要 で あ る （ 非 特 許 文 献 ９ ） 。 さ ら に 、 二 本 鎖 DNA末 端 の 標 識 や 平
滑 化 に 利 用 す る T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 反 応 溶 液 に も 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 添 加 す る こ と が 多
い （ 非 特 許 文 献 １ ０ ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 と こ ろ が 、 こ れ ら の 反 応 の た め に 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 む 酵 素 反 応 溶 液 を 通 常 の 方 法 で
凍 結 乾 燥 し た 場 合 、 た と え 乾 燥 直 後 で あ っ て も 、 再 溶 解 し た 反 応 溶 液 の 酵 素 活 性 は 著 し く
低 下 す る 。 こ の た め 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 用 い る 酵 素 の 反 応 試 薬 に お い て は 、 室 温 に て 保
存 が で き 、 溶 液 の 融 解 や 分 注 の 手 間 が か か ら ず 、 す ぐ に 反 応 が 開 始 で き る と い う 利 便 性 に
優 れ た 試 薬 が な い 。 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 む 酵 素 反 応 溶 液 系 で も 、 依 然 と し て 、 酵 素 を 高
濃 度 条 件 に て グ リ セ ロ ー ル な ど の 安 定 化 剤 を 添 加 し た 状 態 で 、 -20℃ で 保 存 し 、 使 用 時 に
適 宜 、 反 応 溶 液 で 希 釈 し て 使 用 し て い る の が 現 状 で あ る 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ６ ６ ０ ４ ０ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 許 第 ３ ０ ０ ６ ８ ８ ９ 号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Saiki,R.K.,et.al. Science, vol.230(1985),pp1350－ 1354
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Saiki,R.K.,et.al. Science, vol.239(1988),pp487－ 491
【 非 特 許 文 献 ３ 】 「 ア マ シ ャ ム 　 バ イ オ サ イ エ ン ス 　 総 合 製 品 カ タ ロ グ ２ ０ ０ ４ 」 、 ア マ
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シ ャ ム 　 バ イ オ サ イ エ ン ス 株 式 会 社 、 ２ ０ ０ ４ 年 、 p10-8
【 非 特 許 文 献 ４ 】 「 RTS Amplfication Reagents パ ン フ レ ッ ト 」 ＃ 2004-16-MB、 イ ン ビ ト
ロ ジ ェ ン 株 式 会 社
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Technical Bulletin ＃ MO267(9/29/04),New England Biolabs,Inc.
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Kogan,S.C.,et.al. New England J Med, vol.317(1987),pp985-990
【 非 特 許 文 献 ７ 】 「 ENZYME RESOURCE GUIDE,POYMERASE」 ＃ BR075A(10/98)、 Promega,c33
【 非 特 許 文 献 ８ 】 「 GENECRAFT Catalog 2004」 GeneCraft GmbH、 p4
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Notomi,T.,et.al. Nucleic Acids Research, vol.28(2000),e63
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 「 CERTIFICATE OF ANALYSIS:T4 DNA Polymerase」 ＃ EP0061 Fermenta
s Inc.
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 用 い る 酵 素 の 反 応 試 薬 に お け る 上 記 従 来 技 術 の 問
題 点 を 解 消 し 、 室 温 に て 安 定 に 保 存 が で き る 、 酵 素 反 応 試 薬 、 そ れ を 用 い た 酵 素 反 応 試 薬
キ ッ ト 及 び 酵 素 の 活 性 維 持 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 鋭 意 研 究 を 重 ね た 結 果 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分
と 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 混 合 し た 溶 液 を 同 一 の 試 薬 収 容 容 器 に 収 容 す る こ と が 酵 素 活 性 低 下
の 主 要 因 で あ る こ と を つ き と め 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 と 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の 接 触 を 減 ず
る こ と 、 す な わ ち 酵 素 と 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 と 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム と が 接 触 し な い 状 態 ま
た は 高 濃 度 に 接 触 し な い 状 態 で 保 存 す る こ と で 酵 素 の 活 性 を 維 持 で き る こ と を 見 出 し 、 本
発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 次 の と お り の 酵 素 反 応 試 薬 、 酵 素 反 応 試 薬 キ ッ ト 及 び 酵 素 の 活 性 維
持 方 法 （ １ ） ～ （ １ ３ ） に 関 す る 。
（ １ ） 少 な く と も 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 、 酵 素 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 む 試 薬 か ら な り 、
緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 と 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム と の 接 触 が 減 じ ら れ て い る こ と を 特 徴 と す る 酵
素 反 応 試 薬 。
（ ２ ） 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム と 接 触 す る 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 の モ ル 数 を 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム
の モ ル 数 の 1/12以 下 と す る 上 記 （ １ ） に 記 載 の 酵 素 反 応 試 薬 。
（ ３ ） 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 を 含 む 乾 燥 試 薬 球 （ 以 下 、 第 １ 乾 燥 試 薬 球 ） と 、 硫 酸 ア ン モ
ニ ウ ム を 含 む 乾 燥 試 薬 球 （ 以 下 、 第 ２ 乾 燥 試 薬 球 ） と か ら な り 、 第 ２ 乾 燥 試 薬 球 中 に は 、
緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 が 含 ま れ な い か 、 あ る い は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の モ ル 数 の 1/12以 下
の 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 が 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 上 記 （ １ ） ま た は （ ２ ） の い ず れ か
に 記 載 の 酵 素 反 応 試 薬 。
（ ４ ） 隔 膜 に よ っ て 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 と 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム と の 接 触 が 減 じ ら れ て い る
こ と を 特 徴 と す る 上 記 （ １ ） ～ （ ３ ） の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 反 応 試 薬 。
（ ５ ） 酵 素 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 有 す る 試 薬 キ ッ ト で あ っ て 、
該 試 薬 キ ッ ト は 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 が 収 容 さ れ る 試 薬 収 容 容 器 （ 以 下 、 第 １ 容 器 ） と
、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム が 収 容 さ れ る 試 薬 収 容 容 器 （ 以 下 、 第 ２ 容 器 ） を 含 み 、 第 ２ 容 器 に は
、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 が 含 ま れ な い か 、 あ る い は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の モ ル 数 の 1/12以
下 の モ ル 数 の 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 が 含 ま れ 、 酵 素 が 少 な く と も 第 １ 容 器 あ る い は 第 ２ 容
器 の い ず れ か に 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 試 薬 キ ッ ト 。
（ ６ ） 酵 素 が 収 容 さ れ る 試 薬 収 容 容 器 内 の 試 薬 群 は 乾 燥 し 、 酵 素 が 収 容 さ れ な い 試 薬 収 容
容 器 内 の 試 薬 群 は 液 状 で あ る こ と を 特 徴 と す る 上 記 （ ５ ） に 記 載 の 試 薬 キ ッ ト 。
（ ７ ） 酵 素 が 収 容 さ れ る 試 薬 収 容 容 器 内 の 試 薬 群 は 、 凍 結 乾 燥 に よ り 乾 燥 さ れ 、 球 状 多 孔
体 を 形 成 し て い る こ と を 特 徴 と す る 上 記 （ ６ ） に 記 載 の 試 薬 キ ッ ト 。
（ ８ ） 酵 素 が 収 容 さ れ る 試 薬 収 容 容 器 内 に 、 安 定 化 剤 が 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 上 記 （
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５ ） ～ （ ７ ） の い ず れ か に 記 載 の 試 薬 キ ッ ト 。
（ ９ ） 安 定 化 剤 が 糖 で あ る こ と を 特 徴 と す る 上 記 （ ８ ） 記 載 の 試 薬 キ ッ ト 。
（ １ ０ ） 酵 素 が DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ る こ と を 特 徴 と す る 上 記 （ ５ ） ～ （ ９ ） の い ず れ か
に 記 載 の 試 薬 キ ッ ト 。
（ １ １ ） 酵 素 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 有 す る 試 薬 キ ッ ト で あ っ て
、 該 試 薬 キ ッ ト は 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 を 含 有 す る 乾 燥 試 薬 球 （ 以 下 、 第 1乾 燥 試 薬 球 ）
と 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 有 す る 乾 燥 試 薬 球 （ 以 下 、 第 2乾 燥 試 薬 球 ） を 含 み 、 第 2乾 燥 試
薬 球 中 に は 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 が 含 ま れ な い 、 あ る い は 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の モ ル 数 の
1/12以 下 の 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 が 含 ま れ 、 酵 素 が 少 な く と も 第 1乾 燥 試 薬 球 あ る い は 第 2
乾 燥 試 薬 球 の い ず れ か に 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 試 薬 キ ッ ト 。
（ １ ２ ） 酵 素 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 有 す る 試 薬 キ ッ ト の 酵 素 活
性 を 維 持 す る 方 法 で あ っ て 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 と 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の 接 触 を 減 ず る こ
と を 特 徴 と す る 酵 素 の 活 性 維 持 方 法 。
（ １ ３ ） 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム に 接 触 す る 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 の モ ル 数 が 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ
ム の モ ル 数 の 1/12以 下 で あ る こ と を 特 徴 と す る 上 記 （ １ ２ ） に 記 載 の 酵 素 の 活 性 維 持 方 法
。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に よ り 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 用 い る 酵 素 の 反 応 試 薬 に お い て 、 室 温 に て 安 定 に 保
存 が で き 、 溶 液 の 融 解 や 分 注 の 必 要 が な く 、 す ぐ に 反 応 が 開 始 で き る と い う 利 便 性 に 優 れ
た 酵 素 反 応 試 薬 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 酵 素 反 応 試 薬 、 そ れ を 用 い た 酵 素 反 応 試 薬 キ ッ ト 及 び 酵 素 の 活 性 維 持 方 法 の 提
供 に あ た り 、 酵 素 反 応 に お け る 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 と 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム と の 接 触 を 減 ず
る こ と が 望 ま し い 。 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 と 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム は 、 同 一 の 溶 液 中 に 含 ん で
も よ い が 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 の モ ル 数 を 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の モ ル 数 の １ /12以 下 、 好
ま し く は １ /25以 下 、 さ ら に 好 ま し く は 1/50以 下 、 最 も 好 ま し く は 完 全 に 接 触 し な い 状 態
に お く こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 と 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム と の 接 触 を 減 ず る 方 法 と し て 、 種 々 の 手 段 を
適 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 を 含 む 乾 燥 試 薬 と 硫 酸 ア ン モ ニ ウ
ム を 含 む 乾 燥 試 薬 と を 別 々 に 調 製 す る ほ か 、 破 壊 で き る 、 あ る い は 溶 解 で き る 隔 膜 で 仕 切
っ て お き 、 使 用 時 に 隔 膜 を 破 り 、 あ る い は 溶 か し 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 を 含 む 試 薬 と 硫
酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 む 試 薬 が 混 合 さ れ る よ う に し て も よ い 。 こ の 場 合 、 「 破 壊 で き る 隔 膜
」 と は 、 例 え ば 針 の よ う な 先 端 の と が っ た も の で 破 る か 、 応 力 を か け て 破 る こ と が で き る
膜 で あ っ て 、 そ の よ う な 外 部 応 力 を か け な い 限 り 破 れ な い 素 材 と し て 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ
リ プ ロ ピ レ ン が 挙 げ ら れ 、 一 方 、 「 溶 け や す い 隔 膜 」 と は 、 例 え ば 水 溶 性 フ ィ ル ム で あ っ
て 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル を 主 成 分 と す る フ ィ ル ム や ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 素 材 と す
る フ ィ ル ム な ど が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 他 の 手 段 と し て 、 同 一 の カ ー ト リ ッ ジ 内 に ２ つ の
チ ャ ン バ ー を 設 け 、 使 用 時 に 両 者 を つ な ぐ 流 路 を 介 し て 混 合 す る よ う に し て も よ く 、 本 発
明 で は こ の よ う な 手 段 で も 接 触 が 減 じ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 本 発 明 に お い て 、 ２ 種 以 上 の 試 薬 を 含 ん で な る 酵 素 反 応 試 薬 キ ッ ト を 提 供 す る 場 合
は 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 と 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を そ れ ぞ れ 別 個 の 試 薬 に 分 離 し て 含 有 さ せ
る こ と が で き る 。 例 え ば 少 な く と も 酵 素 、 基 質 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 安 定 化 剤 を 含 む 乾 燥
試 薬 が 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 を 含 ま な い か 、 あ る い は 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 と 硫 酸 ア ン
モ ニ ウ ム を 含 む 試 薬 で あ っ て 、 そ の 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 が 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の モ ル 数 の
１ ２ 分 の １ 以 下 に 調 整 さ れ て い る 試 薬 と 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 を 含 む 試 薬 と を 組 み 合 わ
せ る こ と で 、 保 存 性 の 高 い 、 利 便 性 に 優 れ た 形 態 の 酵 素 反 応 試 薬 キ ッ ト を 提 供 す る こ と が
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で き る 。 こ の キ ッ ト は 、 酵 素 を 含 む 試 薬 は 乾 燥 さ れ て い る こ と が 好 ま し い が 、 酵 素 を 含 ま
な い 試 薬 に つ い て は 、 液 体 試 薬 ま た は 乾 燥 試 薬 の い ず れ で も よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 と 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム と の 接 触 を 減 ず る よ う に 保
存 す る こ と で 、 酵 素 の 活 性 維 持 方 法 、 酵 素 反 応 試 薬 お よ び 酵 素 反 応 試 薬 キ ッ ト を 提 供 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 酵 素 は 、 そ の 酵 素 活 性 を 増 加 さ せ る に 際 し 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 添 加
す る 酵 素 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 Bst DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 ラ ー ジ 　 フ ラ グ メ
ン ト （ Bst DNA Polymerase, Large Fragment） は 、 バ シ ラ ス ・ ス テ ア ロ サ ー モ フ ィ ラ ス （
Bacillus stearothermophilus） 由 来 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 蛋 白 の 一 部 で あ り 、 5'→ 3'ポ リ メ ラ
ー ゼ 活 性 を 持 ち 、 5'→ 3'ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ ン を 欠 く 酵 素 で あ る が 、 Ｇ Ｃ 含 量 の 多 い DNA
の シ ー ク エ ン シ ン グ や ナ ノ グ ラ ム （ ng） 量 の DNAテ ン プ レ ー ト の 迅 速 な シ ー ク エ ン シ ン グ
な ど に 活 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 LAMP（ Loop-mediated isothermal amplification）
法 に 用 い ら れ る 鎖 置 換 型 DNAポ リ メ ラ ー ゼ も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 上 記 Ｂ ｓ ｔ 　 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 一 般 的 な 反 応 溶 液 条 件 は 、 20mM Tris-HCl (pH8.8  25
℃ で )、 10mM KCl、 10mM (NH 4 ) 2 SO 4 、 2mM MgSO 4 、 0.1% Triton X-100で あ る 。 本 発 明 に よ
っ て 提 供 さ れ る 酵 素 反 応 試 薬 、 酵 素 反 応 試 薬 キ ッ ト お よ び 酵 素 の 活 性 維 持 方 法 に は 、 こ の
他 に も 、 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Tth DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Tfl DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 T4 DNAポ
リ メ ラ ー ゼ 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ な ど を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 酵 素 で は 、 通
常 、 正 確 性 を 重 視 し た 反 応 条 件 に お い て 、 10mM～ 20mM程 度 の 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 添 加 す る
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 と し て は 、 Tris-HCl、 Tris-acetateな ど の 他
、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 ク エ ン 酸 緩 衝 液 、 ホ ウ 酸 緩 衝 液 、 Ｇ Ｏ Ｏ Ｄ 緩 衝 液 な ど も 用 い る こ と が で
き る 。 そ の 他 酵 素 反 応 を 行 う に あ た り 必 要 な 成 分 と し て 、 無 機 塩 、 界 面 活 性 剤 が あ り 、 そ
れ ぞ れ の 酵 素 に 適 し た も の を 利 用 す る こ と が 望 ま し い 。 例 え ば 、 無 機 塩 と し て は 、 KCl、 M
gSO 4 、 酢 酸 カ リ ウ ム 、 酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム 等 が 用 い ら れ 、 界 面 活 性 剤 と し て は 、 Triton X-1
00、 Tween20、 Betaineが 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 安 定 化 剤 と し て は 、 単 糖 類 六 単 糖 の グ ル コ ー ス 、 フ ル ク ト ー ス 、 ガ
ラ ク ト ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 単 糖 類 五 単 糖 の キ シ ロ ー ス 、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 二 糖 類 の ス ク ロ ー
ス 、 ト レ ハ ロ ー ス 、 マ ル ト ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 三 糖 類 の マ ル ト ト リ オ ー ス 、 ラ フ ィ ノ ー ス
、 多 糖 類 の デ キ ス ト ラ ン 、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 キ レ ー ト 剤 な ど を 用 い る こ と が で き る 。 こ
の う ち 、 凍 結 乾 燥 に お い て 実 績 の あ る ト レ ハ ロ ー ス 、 ラ フ ィ ノ ー ス 、 マ ル ト ー ス 、 マ ル ト
ト リ オ ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び ス ク ロ ー ス な ど が 特 に 望 ま し い 。 安 定 化
剤 の 添 加 量 は 、 乾 燥 直 前 の 溶 液 状 態 で の 添 加 量 と し て 、 1～ 20w/v%、 好 ま し く は 、 5～ 10w/
v%で あ る 。 こ れ は 、 最 終 反 応 溶 液 中 の 濃 度 で 表 す と 、 0.25～ 5w/v%、 好 ま し く は 、 1.26～ 2
.52w/v%相 当 と な る 。 本 発 明 で 用 い ら れ る 酵 素 は 、 乾 燥 後 の 溶 解 性 や 形 状 の 観 点 か ら 、 そ
の 保 存 溶 液 に グ リ セ ロ ー ル を 含 ま な い こ と が 望 ま し く 、 グ リ セ ロ ー ル を 含 ん だ 場 合 で も 、
溶 解 後 の 最 終 反 応 溶 液 中 に 0.01%以 下 、 好 ま し く は 0.005%程 度 に な る よ う に 調 整 す る こ と
が 望 ま し い 。 通 常 、 高 濃 度 の 酵 素 溶 液 を 50%グ リ セ ロ ー ル 溶 液 で 保 存 し 、 使 用 時 に 十 分 希
釈 す る こ と で こ れ を 実 現 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 試 薬 は 乾 燥 し て 用 い る こ と が で き る 。 試 薬 の 乾 燥 方 法 と し て は 、 凍
結 乾 燥 、 噴 霧 乾 燥 、 ド ラ ム 乾 燥 、 流 動 層 造 粒 乾 燥 な ど が あ る が 、 好 ま し く は 凍 結 乾 燥 で あ
る 。 凍 結 乾 燥 は 、 真 空 中 で 氷 晶 点 以 下 の 温 度 に 保 持 し な が ら 乾 燥 す る 方 法 で あ り 、 含 水 物
中 の 水 分 が 固 体 か ら 気 体 へ 気 化 す る 昇 華 に よ る 乾 燥 で あ る 。 凍 結 乾 燥 で 用 い ら れ る 真 空 領
域 は 107Paか ら 1Paで あ り 、 こ の と き の 水 の 沸 点 は そ れ ぞ れ -20℃ か ら -60℃ で あ る 。 噴 霧 乾
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燥 は 、 高 温 気 流 中 に 液 を 噴 霧 さ せ 蒸 発 表 面 積 を 拡 大 し て 瞬 時 に 乾 燥 す る 方 法 で あ る 。 熱 風
中 で 有 効 に 熱 交 換 が 行 わ れ る た め 粒 子 は 気 化 熱 に よ り そ れ ほ ど 高 い 温 度 に な ら ず 、 噴 霧 条
件 を 適 切 に 設 定 す る こ と に よ り 熱 変 性 も 問 題 に な ら な い 。 ド ラ ム 乾 燥 は 、 加 熱 さ れ た 回 転
ド ラ ム の 表 面 に 対 象 物 を フ ィ ル ム 上 に 塗 布 し 、 蒸 発 面 積 を 拡 大 し て 迅 速 に 連 続 的 に 乾 燥 さ
せ る 方 法 で あ る 。 流 動 層 造 粒 乾 燥 は 、 下 方 か ら 熱 風 を 送 り 込 ん で 粉 末 を 激 し く 流 動 さ せ て
そ の 中 に 結 着 液 を 噴 霧 し な が ら 粒 体 を 造 粒 、 乾 燥 す る 方 法 で あ る 。
特 に 、 凍 結 乾 燥 さ せ た 試 薬 は 多 孔 質 構 造 体 と な る の で 、 短 時 間 に 少 量 の 液 体 に 溶 解 さ せ る
こ と が で き 、 酵 素 反 応 試 薬 と し て 優 れ て お り 、 25μ lの 液 体 に 30秒 以 内 に 溶 解 さ せ る こ と
も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 上 記 の と お り で あ る が 、 さ ら に 本 発 明 の 酵 素 反 応 試 薬 と は 、 次 の （ １ ） ～ （ １
１ ） の よ う に 例 示 す る こ と が で き る 。
（ １ ） 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 必 要 と す る 酵 素 の 反 応 試 薬 で あ っ て 、 少 な く と も 緩 衝 液 ま た は
そ の 成 分 、 無 機 塩 を 含 む 第 一 試 薬 と 、 少 な く と も 酵 素 、 基 質 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 安 定 化
剤 を 含 む 第 二 試 薬 と か ら な り 、 第 一 試 薬 が pH7.5乃 至 9.0で あ る こ と を 特 徴 と す る 液 状 試 薬
で あ り 、 第 二 試 薬 が 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 を 含 ま な い か 、 あ る い は 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の モ
ル 数 の １ ２ 分 の １ 以 下 に 調 整 し た 乾 燥 試 薬 で あ っ て 、 使 用 直 前 に 第 一 試 薬 に て 溶 解 す る こ
と を 特 徴 と す る 酵 素 反 応 試 薬 で あ る 。
（ ２ ） 望 ま し く は 、 第 二 試 薬 が 凍 結 乾 燥 さ れ た 球 状 多 孔 性 構 造 体 か ら な る 上 記 （ １ ） の 酵
素 反 応 試 薬 。
（ ３ ） さ ら に 望 ま し く は 、 第 二 試 薬 が 30秒 で 25μ lの 第 一 試 薬 に 完 全 に 溶 解 す る こ と が 出
来 る 上 記 （ １ ） ま た は （ ２ ） の 酵 素 反 応 試 薬 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
（ ４ ） ま た 、 上 記 （ ２ ） の 球 状 多 孔 構 造 体 が 、 一 体 性 を 有 す る 酵 素 反 応 試 薬 。
（ ５ ） あ る い は 、 上 記 （ ２ ） の 球 状 多 孔 構 造 体 が 構 造 的 に ２ つ に 分 離 さ れ て い る 酵 素 反 応
試 薬 。
（ ６ ） 上 記 （ ２ ） の 球 状 多 孔 性 構 造 体 で あ る 第 二 試 薬 は 、 10%未 満 の 含 水 量 を 有 す る こ と
が 望 ま し い 。
（ ７ ） 室 温 保 存 で 安 定 で あ る 上 記 （ １ ） ま た は （ ２ ） の 第 一 試 薬 及 び 第 二 試 薬 。
（ ８ ） 上 記 （ １ ） ま た は （ ２ ） の 第 二 試 薬 に 含 ま れ る 安 定 化 剤 は 糖 で あ る こ と が 望 ま し い
。
（ ９ ） さ ら に 、 上 記 糖 が 、 ト レ ハ ロ ー ス 、 ラ フ ィ ノ ー ス 、 マ ル ト ー ス 、 マ ル ト ト リ オ ー ス
、 ラ ク ト ー ス 、 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び ス ク ロ ー ス か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と が 望 ま し
い 。
（ １ ０ ） ま た さ ら に 、 上 記 （ １ ） 、 （ ２ ） 、 （ ７ ） 、 （ ８ ） の い ず れ か の 第 二 試 薬 に 含 ま
れ る 酵 素 と し て DNAポ リ メ ラ ー ゼ が 例 示 さ れ る 。
（ １ １ ） 望 ま し く は 、 上 記 DNAポ リ メ ラ ー ゼ と し て Bst DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Pfu DNAポ リ メ
ラ ー ゼ 、 Tth DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Tfl DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Taq DNAポ
リ メ ラ ー ゼ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の DNAポ リ メ ラ ー ゼ が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 上 記 の と お り で あ る が 、 さ ら に 本 発 明 の 酵 素 反 応 試 薬 キ ッ ト と は 、 次 の （ １ ２
） の よ う に 例 示 す る こ と が で き る 。
（ １ ２ ） 上 記 （ １ ） 、 （ ２ ） 、 （ ７ ） 、 （ ８ ） 、 （ １ ０ ） の い ず れ か の 酵 素 反 応 試 薬 を 用
い 、 第 二 試 薬 を 予 め 反 応 容 器 に 所 定 の 容 量 を 入 れ た 状 態 で 室 温 も し く は 冷 蔵 に て 保 管 し 、
室 温 も し く は 冷 蔵 に て 保 管 し た 第 一 試 薬 を 所 定 量 注 入 し て 酵 素 反 応 を 測 定 す る 酵 素 反 応 試
薬 キ ッ ト 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 上 記 の と お り で あ る が 、 さ ら に 本 発 明 の 酵 素 の 活 性 維 持 方 法 と は 、 次 の （ １ ３
） の よ う に 例 示 す る こ と が で き る 。
（ １ ３ ） 上 記 （ １ ） 、 （ ２ ） 、 （ ７ ） 、 （ ８ ） 、 （ １ ０ ） の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 反 応 試
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薬 を 用 い る 酵 素 反 応 測 定 方 法 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 上 記 の と お り で あ る が 、 さ ら に 本 発 明 の 酵 素 試 薬 ま た は 酵 素 反 応 キ ッ ト
の 製 造 方 法 と し て 、 次 の （ １ ４ ） ～ （ １ ８ ） の 方 法 を 例 示 す る こ と が で き る 。
（ １ ４ ） （ ａ ） 酵 素 、 基 質 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 安 定 化 剤 を 含 む 第 二 試 薬 の 水 溶 液 を 用 意
し 、 （ ｂ ） 比 重 １ ． ０ 未 満 の 不 活 性 な 溶 媒 を 準 備 し 、 （ ｃ ） 均 一 に し た 第 二 試 薬 を 上 記 溶
媒 中 に 分 注 し て 液 滴 を 球 状 に 形 成 さ せ 、 （ ｄ ） 上 記 溶 媒 及 び 液 滴 を 冷 却 し て 液 滴 を 凍 結 さ
せ 、 そ し て （ ｅ ） 球 体 形 状 を 保 つ の に 適 当 な 条 件 下 で 上 記 液 滴 を 乾 燥 し て 酵 素 反 応 試 薬 球
体 を 形 成 さ せ る 各 工 程 を 含 ん で な る 酵 素 反 応 試 薬 球 体 を 製 造 し 、 こ れ を 使 用 直 前 に 緩 衝 液
ま た は そ の 成 分 、 無 機 塩 を 含 む 第 一 試 薬 に て 溶 解 す る こ と を 特 徴 と す る 酵 素 反 応 試 薬 球 体
を 製 造 す る 方 法 。
（ １ ５ ） 望 ま し く は 、 第 一 試 薬 が pH7.5乃 至 9.0で あ る 液 状 試 薬 で あ り 、 第 二 試 薬 が 緩 衝 液
ま た は そ の 成 分 を 含 ま な い か 、 も し く は 第 一 試 薬 に 含 ま れ る 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 の １ ２
分 の １ 以 下 の 濃 度 で 調 製 し た 乾 燥 試 薬 球 体 と な る よ う に 製 造 す る 上 記 （ １ ４ ） の 方 法 。
（ １ ６ ） あ る い は 、 酵 素 反 応 試 薬 球 体 が 約 10%未 満 の 水 分 を 含 む よ う に 減 圧 乾 燥 を 続 け る
、 上 記 （ １ ４ ） の 方 法 。
（ １ ７ ） も し く は 、 酵 素 反 応 試 薬 球 体 が 、 約 1mm～ 約 5mmの 直 径 を 有 す る 、 上 記 （ １ ４ ） の
方 法 。
（ １ ８ ） さ ら に 、 第 二 試 薬 に 含 ま れ る 酵 素 が DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ り 、 安 定 化 剤 が 糖 で あ
る 上 記 （ １ ４ ） の 方 法 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 酵 素 試 薬 ま た は 酵 素 反 応 キ ッ ト の 製 造 に あ た り 、 酵 素 反 応 試 薬 球 体 を
製 造 す る 方 法 お よ び そ の 酵 素 反 応 試 薬 球 体 に つ い て 、 次 の （ １ ９ ） ～ （ ３ ７ ） を 例 示 す る
こ と が で き る 。
（ １ ９ ） そ し て 、 上 記 （ １ ４ ） の 方 法 に 従 っ て 製 造 さ れ る 酵 素 反 応 試 薬 球 体 。
（ ２ ０ ） ま た 、 （ ａ ） 酵 素 、 基 質 、 安 定 化 剤 を 含 む 水 溶 液 、 及 び 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 単 独
で 含 む 水 溶 液 を 用 意 し 、 （ ｂ ） 比 重 1.0未 満 の 不 活 性 な 溶 媒 を 準 備 し 、 （ ｃ ） 均 一 に し た
２ 種 の 水 溶 液 を そ れ ぞ れ 、 上 記 溶 媒 中 に 分 注 し て 液 滴 を 球 状 に 形 成 さ せ 、 （ ｄ ） 上 記 溶 媒
及 び 液 滴 を 冷 却 し て 液 滴 を 凍 結 さ せ 、 そ し て （ ｅ ） 球 体 形 状 を 保 つ の に 適 当 な 条 件 下 で 上
記 液 滴 を 乾 燥 し て 酵 素 反 応 試 薬 球 体 を 形 成 さ せ る 各 工 程 を 含 ん で な り 、 こ の ２ 種 類 の 酵 素
反 応 試 薬 球 体 を あ わ せ て 第 二 試 薬 と し 、 使 用 直 前 に 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 、 無 機 塩 を 含 む
第 一 試 薬 に て 溶 解 す る こ と を 特 徴 と す る 酵 素 反 応 試 薬 球 体 を 製 造 す る 方 法 。
（ ２ １ ） 望 ま し く は 、 第 一 試 薬 が pH7.5乃 至 9.0で あ り 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 ま な い こ と
を 特 徴 と す る 液 状 試 薬 で あ る 、 上 記 （ ２ ０ ） の 方 法 。
（ ２ ２ ） あ る い は 、 酵 素 反 応 試 薬 球 体 が 約 １ ０ ％ 未 満 の 水 分 を 含 む よ う に 減 圧 乾 燥 を 続 け
る 、 上 記 （ ２ ０ ） の 方 法 。
（ ２ ３ ） も し く は 、 酵 素 反 応 試 薬 球 体 が 、 そ れ ぞ れ 約 1mm～ 約 5mmの 直 径 を 有 す る 、 上 記 （
２ ０ ） の 方 法 。
（ ２ ４ ） さ ら に 、 第 二 試 薬 に 含 ま れ る 酵 素 が DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ り 、 安 定 化 剤 が 糖 で あ
る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 （ ２ ０ ） の 方 法 。
（ ２ ５ ） そ し て 、 （ ２ ０ ） の 方 法 に 従 っ て 製 造 さ れ る 酵 素 反 応 試 薬 球 体 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
（ ２ ６ ） ま た 、 （ ａ ） 酵 素 、 基 質 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 安 定 化 剤 を 含 む 第 二 試 薬 の 水 溶 液
を 用 意 し 、 （ ｂ ） 撥 水 性 容 器 を 準 備 し 、 （ ｃ ） 均 一 に し た 第 二 試 薬 を 上 記 撥 水 性 容 器 中 に
分 注 し て 液 滴 を 球 状 に 形 成 さ せ 、 （ ｄ ） 上 記 容 器 及 び 液 滴 を 冷 却 し て 液 滴 を 凍 結 さ せ 、 そ
し て （ ｅ ） 球 体 形 状 を 保 つ の に 適 当 な 条 件 下 で 上 記 液 滴 を 乾 燥 し て 酵 素 反 応 試 薬 球 体 を 形
成 さ せ る 各 工 程 を 含 ん で な り 、 使 用 直 前 に 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 、 無 機 塩 を 含 む 第 一 試 薬
に て 溶 解 す る こ と を 特 徴 と す る 酵 素 反 応 試 薬 球 体 を 製 造 す る 方 法 。
（ ２ ７ ） 望 ま し く は 、 第 一 試 薬 が pH7.5乃 至 9.0で あ る こ と を 特 徴 と す る 液 状 試 薬 で あ り 、
第 二 試 薬 が 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 を 含 ま な い か 、 も し く は 第 一 試 薬 に 含 ま れ る 緩 衝 液 ま た
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は そ の 成 分 の １ ２ 分 の １ 以 下 の 濃 度 で 調 製 し た 乾 燥 試 薬 球 体 と な る よ う に 製 造 す る 上 記 （
２ ６ ） に 記 載 の 方 法 。
（ ２ ８ ） あ る い は 、 酵 素 反 応 試 薬 球 体 が 約 10%未 満 の 水 分 を 含 む よ う に 減 圧 乾 燥 を 続 け る
、 上 記 （ ２ ６ ） の 方 法 。
（ ２ ９ ） も し く は 、 酵 素 反 応 試 薬 球 体 が 、 約 1mm～ 約 5mmの 直 径 を 有 す る 、 上 記 （ ２ ６ ） の
方 法 。
（ ３ ０ ） さ ら に 、 第 二 試 薬 に 含 ま れ る 酵 素 が DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ り 、 安 定 化 剤 が 糖 で あ
る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 （ ２ ６ ） の 方 法 。
（ ３ １ ） そ し て 、 上 記 （ ２ ６ ） の 方 法 に 従 っ て 製 造 さ れ る 酵 素 反 応 試 薬 球 体 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
（ ３ ２ ） ま た 、 （ ａ ） 酵 素 、 基 質 、 安 定 化 剤 を 含 む 水 溶 液 、 及 び 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 単 独
で 含 む 水 溶 液 を 用 意 し 、 （ ｂ ） 撥 水 性 容 器 を 準 備 し 、 （ ｃ ） 均 一 に し た ２ 種 の 水 溶 液 を そ
れ ぞ れ 、 上 記 撥 水 性 容 器 中 に 分 注 し て 液 滴 を 球 状 に 形 成 さ せ 、 （ ｄ ） 上 記 容 器 及 び 液 滴 を
冷 却 し て 液 滴 を 凍 結 さ せ 、 そ し て （ ｅ ） 球 体 形 状 を 保 つ の に 適 当 な 条 件 下 で 上 記 液 滴 を 乾
燥 し て 酵 素 反 応 試 薬 球 体 を 形 成 さ せ る 各 工 程 を 含 ん で な り 、 こ の ２ 種 類 の 酵 素 反 応 試 薬 球
体 を あ わ せ て 第 二 試 薬 と し 、 使 用 直 前 に 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 、 無 機 塩 を 含 む 第 一 試 薬 に
て 溶 解 す る こ と を 特 徴 と す る 酵 素 反 応 試 薬 球 体 を 製 造 す る 方 法 。
（ ３ ３ ） 望 ま し く は 、 第 一 試 薬 が pH7.5乃 至 9.0で あ り 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 ま な い こ と
を 特 徴 と す る 液 状 試 薬 で あ る 、 上 記 （ ３ ２ ） の 方 法 。
（ ３ ４ ） あ る い は 、 酵 素 反 応 試 薬 球 体 が 約 10%未 満 の 水 分 を 含 む よ う に 減 圧 乾 燥 を 続 け る
、 上 記 （ ３ ２ ） の 方 法 。
（ ３ ５ ） も し く は 、 酵 素 反 応 試 薬 球 体 が 、 そ れ ぞ れ 約 1mm～ 約 5mmの 直 径 を 有 す る 、 （ ３ ２
） の 方 法 。
（ ３ ６ ） さ ら に 、 第 二 試 薬 に 含 ま れ る 酵 素 が DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ り 、 安 定 化 剤 が 糖 で あ
る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 （ ３ ２ ） の 方 法 。
（ ３ ７ ） そ し て 、 上 記 （ ３ ２ ） の 方 法 に 従 っ て 製 造 さ れ る 酵 素 反 応 試 薬 球 体 。
　 以 下 、 参 考 例 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に 限
定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
［ 参 考 例 １ ］
　 鎖 置 換 型 DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ る Bst  DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い た LAMP（ Loop-mediated i
sothermal amplification） 法 で の 例 を 示 す 。 LAMP法 の 実 際 の 手 順 に つ い て は 、 例 え ば （
非 特 許 文 献 ９ ） に 詳 し く 、 開 示 さ れ て い る 。 結 核 菌 M.tuberculosis（ H37Ra） の ゲ ノ ム DNA
検 出 系 を モ デ ル ケ ー ス と し て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 LAMP反 応 用 プ ラ イ マ ー と し て 配 列 番 号 １ か ら 配 列 番 号 ６ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
化 学 的 に 合 成 し た 。 す な わ ち 、 イ ン ナ ー プ ラ イ マ ー と し て FIPプ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ ）
お よ び BIPプ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ２ ） 、 ア ウ タ ー プ ラ イ マ ー と し て F3プ ラ イ マ ー （ 配 列 番
号 ３ ） お よ び B3プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ４ ） 、 ル ー プ プ ラ イ マ ー と し て FLプ ラ イ マ ー （ 配 列
番 号 ５ ） お よ び BLプ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ６ ） を 準 備 し た 。 次 に 、 25μ l中 に 、 20mM Tris-H
Cl(pH8.8)、 10mM KCl、 8mM MgSO 4 、 10mM (NH 4 ) 2 SO 4 、 0.1% Tween20、 0.8M Betaine、 2.8m
M dGTP、 2.8mM dCTP、 2.8mM dATP、 2.8mM dTTP、 40pmol(1.6μ M) FIPプ ラ イ マ ー （ 配 列 番
号 １ ） 、 40pmol(1.6μ M)　 BIPプ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ２ ） 、 5pmol(0.2μ M) F3プ ラ イ マ ー
（ 配 列 番 号 ３ ） 、 5pmol(0.2μ M) B3プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ４ ） 、 40pmol(1.6μ M) FLプ ラ
イ マ ー （ 配 列 番 号 ５ ） 、 40pmol(1.6μ M) BLプ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ６ ） 、 8units Bst DNA 
Polymerase Large Fragment(NEW ENGLAND BioLabs製 ） 、 及 び 10pg 結 核 菌 M.tuberculosis
ゲ ノ ム DNAと な る よ う に 添 加 し 、 こ れ を 陽 性 標 準 と し た （ 表 １ ） 。 一 方 、 陽 性 標 準 の 成 分
の う ち 、 10pg 結 核 菌 M.tuberculosisゲ ノ ム DNAの み を 除 い た も の を 陰 性 標 準 と し た （ 表 １
） 。 ま た 、 陰 性 標 準 液 を そ の ま ま 凍 結 乾 燥 し 、 凍 結 乾 燥 終 了 後 、 直 ち に 10pg 結 核 菌 M.tub
erculosisゲ ノ ム DNAの み を 含 む 25μ lの 蒸 留 水 で 溶 解 し た も の を 乾 燥 試 薬 １ と し た （ 表 １
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） 。
　 凍 結 乾 燥 は 、 溶 液 を 独 立 バ イ ア ル 脱 着 型 96穴 プ レ ー ト の ポ リ プ ロ ピ レ ン 製 バ イ ヤ ル （ 株
式 会 社 ハ イ ペ ッ プ 研 究 所 製 ） に 溶 液 を 入 れ 、 容 器 ご と ヘ キ サ ン － ド ラ イ ア イ ス に て 冷 却 し
溶 液 を 凍 結 さ せ た 後 、 凍 結 乾 燥 機 （ FD-1000型 、 東 京 理 化 器 械 株 式 会 社 製 ） に て 16時 間 乾
燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ れ ら サ ン プ ル を LAMP反 応 用 0.2mlマ イ ク ロ チ ュ ー ブ （ 栄 研 化 学 株 式 会 社 製 ） に 入 れ 、
速 や か に LAMP反 応 専 用 リ ア ル タ イ ム 濁 度 測 定 装 置 LA― 200（ テ ラ メ ッ ク ス 株 式 会 社 製 ） に
セ ッ ト し 、 64℃ に て 60分 間 反 応 さ せ 、 増 幅 反 応 中 の 濁 度 を 測 定 し 、 酵 素 活 性 を 評 価 し た 。
　 図 １ に リ ア ル タ イ ム 濁 度 測 定 の 結 果 を 示 す 。 乾 燥 試 薬 １ の 測 定 値 は 陰 性 標 準 と 重 な っ て
い る 。 ま た 、 各 サ ン プ ル の LAMP反 応 の 濁 度 が 0.1に 達 し た 時 間 を 表 ２ に ま と め た 。 こ の よ
う に 、 Tris-HClと 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 同 時 に 含 む 酵 素 反 応 溶 液 を 通 常 の 方 法 で 凍 結 乾 燥 す
る と 、 た と え 乾 燥 直 後 で あ っ て も 、 再 溶 解 し た 反 応 溶 液 の 酵 素 活 性 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ２ 】
［ 参 考 例 ２ ］
　 最 終 25μ l中 に 、 20mM Tris-HCl(pH8.8)、 10mM KCl、 8mM MgSO 4 、 8mM (NH 4 ) 2 SO 4 、 0.1% 
Tween20、 0.8M Betaine、 1.4mM dGTP、 1.4mM dCTP、 1.4mM dATP、 1.4mM dTTPと な る よ う
に 、 22μ lの 第 一 試 薬 を 準 備 し た 。 こ れ を 溶 液 の ま ま 45℃ の 条 件 で 保 管 し 、 保 管 １ 日 後 の
第 一 試 薬 と 保 管 ７ 日 後 及 び ２ ８ 日 後 の 第 一 試 薬 を 作 製 し た 。 こ れ ら 保 管 後 第 一 試 薬 に 対 し
、 参 考 例 １ と 同 様 に 準 備 し た LAMP反 応 用 プ ラ イ マ ー を 、 40pmol(1.6μ M) FIPプ ラ イ マ ー （
配 列 番 号 １ ） 、 40pmol(1.6μ M) BIPプ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ２ ） 、 5pmol(0.2μ M) F3プ ラ イ
マ ー （ 配 列 番 号 ３ ） 、 5pmol(0.2μ M) B3プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ４ ） 、 40pmol(1.6μ M) FL
プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ５ ） 、 40pmol(1.6μ M) BLプ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ６ ） 、 8units Bst 
DNA Polymerase Large Fragment(NEW ENGLAND BioLabs製 ） 、 及 び 10pg 結 核 菌 M.tubercul
osisゲ ノ ム DNAと な る よ う に 添 加 し 、 25μ lと し た 。
　 こ れ ら サ ン プ ル を LAMP反 応 用 0.2mlマ イ ク ロ チ ュ ー ブ （ 栄 研 化 学 株 式 会 社 製 ） に 入 れ 、
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速 や か に LAMP反 応 専 用 リ ア ル タ イ ム 濁 度 測 定 装 置 LA― 200（ テ ラ メ ッ ク ス 株 式 会 社 製 ） に
セ ッ ト し 、 64℃ に て 60分 間 反 応 さ せ 、 増 幅 反 応 中 の 濁 度 を 測 定 し た 。
　 各 サ ン プ ル の LAMP反 応 の 濁 度 が 0.1に 達 し た 時 間 を 表 ３ に ま と め た 。 保 存 安 定 性 加 速 試
験 に お い て 、 45℃ の 条 件 で ７ 日 保 管 は 、 お お よ そ 室 温 (25℃ )保 存 の ２ 週 間 、 も し く は 4℃
保 存 の １ ヶ 月 程 度 に 相 当 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Shelf Life of Medical Devices; FDA
, 1991） 。 こ の よ う に 、 緩 衝 液 で あ る Tris-HCと 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 同 時 に 含 む 液 状 第 一
試 薬 は 、 酵 素 活 性 の 点 か ら 保 存 安 定 性 が 著 し く 悪 い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 参 考 例 １ と 同 様 に 、 LAMP反 応 用 プ ラ イ マ ー と し て 配 列 番 号 １ か ら 配 列 番 号 ６ に 記 載 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 化 学 的 に 合 成 し た 。 次 に 、 第 二 試 薬 ２ ～ ４ を 、 そ れ ぞ れ 表 ４ に 示 す 成
分 を 含 む よ う に 作 製 し た 。 試 薬 の 乾 燥 は 凍 結 乾 燥 に て 行 っ た 。 凍 結 乾 燥 は 、 溶 液 を 独 立 バ
イ ア ル 脱 着 型 96穴 プ レ ー ト の ポ リ プ ロ ピ レ ン 製 バ イ ヤ ル （ 株 式 会 社 ハ イ ペ ッ プ 研 究 所 製 ）
に 溶 液 を 入 れ 、 容 器 ご と ヘ キ サ ン － ド ラ イ ア イ ス に て 冷 却 し 溶 液 を 凍 結 さ せ た 後 、 凍 結 乾
燥 機 （ FD-1000型 、 東 京 理 化 器 械 株 式 会 社 製 ） に て 16時 間 乾 燥 さ せ た 。 乾 燥 後 、 10pg 結 核
菌 M. tuberculosisゲ ノ ム DNAを 含 む 第 一 試 薬 溶 液 ２ ～ ４ を 用 意 し （ 表 ５ ） 、 そ れ ぞ れ ２ ５
μ ｌ を 第 二 試 薬 ２ ～ ４ に 加 え て 溶 解 し た も の を 乾 燥 試 薬 ２ ～ ４ と 名 付 け た 。 溶 解 し た サ ン
プ ル を LAMP反 応 用 0.2mlマ イ ク ロ チ ュ ー ブ （ 栄 研 化 学 株 式 会 社 製 ） に 入 れ 、 速 や か に LAMP
反 応 専 用 リ ア ル タ イ ム 濁 度 測 定 装 置 LA― 200（ テ ラ メ ッ ク ス 株 式 会 社 製 ） に セ ッ ト し 、 64
℃ に て 60分 間 反 応 さ せ 、 増 幅 反 応 中 の 濁 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 各 サ ン プ ル の LAMP反 応 の 濁 度 が 0.1に 達 し た 時 間 を 表 ６ に ま と め た 。 こ の よ う に 、 硫 酸
ア ン モ ニ ウ ム を 含 む 酵 素 反 応 溶 液 を 乾 燥 す る こ と で 起 こ る 反 応 溶 液 の 活 性 低 下 の 主 要 因 は
、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム と 緩 衝 液 で あ る Tris-HCl(pH8.8)を 混 合 し た 溶 液 状 態 で あ り 、 例 え ば
、 乾 燥 試 薬 ２ の よ う に 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 と Tween20を 含 ま な い 場 合 、 使 用 上 問 題 が
な い レ ベ ル の 活 性 が 保 持 さ れ る 。 こ の 場 合 対 応 す る 第 一 試 薬 ２ に は 、 LAMP反 応 増 幅 の 目 的
対 象 物 で あ る DNA以 外 に 、 緩 衝 液 ま た は そ の 成 分 と Tween20の み が 含 ま れ て い れ ば よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ７ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ８ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 参 考 例 １ と 同 様 に 、 LAMP反 応 用 プ ラ イ マ ー と し て 配 列 番 号 １ か ら 配 列 番 号 ６ に 記 載 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 化 学 的 に 合 成 し た 。 次 に 、 第 二 試 薬 ５ ～ ６ を 、 そ れ ぞ れ 表 ７ に 示 す 成
分 を 含 む よ う に 作 製 し た 。 試 薬 の 乾 燥 は 凍 結 乾 燥 に て 行 っ た 。 凍 結 乾 燥 は 、 溶 液 を 独 立 バ
イ ア ル 脱 着 型 96穴 プ レ ー ト の ポ リ プ ロ ピ レ ン 製 バ イ ヤ ル （ 株 式 会 社 ハ イ ペ ッ プ 研 究 所 製 ）
に 溶 液 を 入 れ 、 容 器 ご と ヘ キ サ ン － ド ラ イ ア イ ス に て 冷 却 し 溶 液 を 凍 結 さ せ た 後 、 凍 結 乾
燥 機 （ FD-1000型 、 東 京 理 化 器 械 株 式 会 社 製 ） に て 16時 間 乾 燥 さ せ た 。
　 乾 燥 後 、 第 二 試 薬 ５ は 球 状 の 乾 燥 試 薬 と な っ た 。 こ れ を そ の ま ま LAMP反 応 用 0.2mlマ イ
ク ロ チ ュ ー ブ （ 栄 研 化 学 株 式 会 社 製 ） に 入 れ た 。
　 第 二 試 薬 ６ は 、 表 ７ に 示 す よ う に ２ 種 の 独 立 し た 第 二 試 薬 ６ － １ 及 び 第 二 試 薬 ６ － ２ で
構 成 さ れ 、 そ れ ぞ れ が 球 状 の 乾 燥 試 薬 と な っ た 。 こ れ ら ２ 種 の 球 状 乾 燥 試 薬 を 同 一 LAMP反
応 用 0.2mlマ イ ク ロ チ ュ ー ブ （ 栄 研 化 学 株 式 会 社 製 ） に 入 れ た 。
　 次 に 表 ８ に 従 い 、 10pg 結 核 菌 M. tuberculosisゲ ノ ム DNAを 含 む 第 一 試 薬 溶 液 ５ ～ ６ を
作 製 し 、 そ れ ぞ れ ２ ５ μ ｌ を 第 二 試 薬 ５ ～ ６ に 加 え て 乾 燥 第 二 試 薬 が 溶 解 す る 時 間 を 計 測
し た 。 そ の 結 果 、 第 二 試 薬 ５ 及 び ６ は 共 に ３ ０ 秒 以 内 に 溶 解 し た 。
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【 ０ ０ ４ ０ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ １ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 参 考 例 １ と 同 様 に 、 LAMP反 応 用 プ ラ イ マ ー と し て 配 列 番 号 １ か ら 配 列 番 号 ６ に 記 載 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 化 学 的 に 合 成 し た 。 次 に 、 第 二 試 薬 ７ を 、 表 ９ に 示 す 成 分 を 含 む よ う
に 作 製 し た 。 試 薬 の 乾 燥 は 凍 結 乾 燥 に て 行 っ た 。 凍 結 乾 燥 は 、 溶 液 を 独 立 バ イ ア ル 脱 着 型
96穴 プ レ ー ト の ポ リ プ ロ ピ レ ン 製 バ イ ヤ ル （ 株 式 会 社 ハ イ ペ ッ プ 研 究 所 製 ） に ヘ キ サ ン を
50μ lず つ 分 注 し て お き 、 そ の 中 に ２ 種 の 水 溶 液 を そ れ ぞ れ 入 れ て 液 滴 を 球 状 に 形 成 さ せ
、 容 器 全 体 を ヘ キ サ ン － ド ラ イ ア イ ス に て 冷 却 し 溶 液 を 凍 結 さ せ た 。 こ の と き 、 ヘ キ サ ン
の 比 重 は 1.0未 満 で あ り 、 水 と 混 ざ ら な い た め に ヘ キ サ ン 中 に 水 溶 液 の 液 滴 が 形 成 さ れ 、
さ ら に ヘ キ サ ン は 凍 結 し な い た め 、 液 滴 の み が 球 状 に 凍 結 す る 。 そ の 後 、 凍 結 乾 燥 機 （ FD
-1000型 、 東 京 理 化 器 械 株 式 会 社 製 ） に て 16時 間 乾 燥 さ せ た 。
　 乾 燥 後 、 第 二 試 薬 ７ は 球 状 の 乾 燥 試 薬 と な っ た 。 こ れ を そ の ま ま LAMP反 応 用 0.2mlマ イ
ク ロ チ ュ ー ブ （ 栄 研 化 学 株 式 会 社 製 ） に 入 れ た 。 次 に 表 １ ０ に 従 い 、 10pg 結 核 菌 M. tube
rculosisゲ ノ ム DNAを 含 む 第 一 試 薬 溶 液 ７ を 作 製 し 、 25μ lを 第 二 試 薬 ７ に 加 え て 乾 燥 第 二
試 薬 が 溶 解 す る 時 間 を 計 測 し た 。 そ の 結 果 、 第 二 試 薬 ７ は ３ ０ 秒 以 内 に 溶 解 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】

10

20

30

40

50

(13) JP 2006-129727 A 2006.5.25



【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ４ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 実 施 例 ２ 及 び 実 施 例 ３ に て 作 製 し た 、 凍 結 乾 燥 し た 第 二 試 薬 ６ ～ ７ を LAMP反 応 用 0.2ml
マ イ ク ロ チ ュ ー ブ （ 栄 研 化 学 株 式 会 社 製 ） に 入 れ た 状 態 で シ ー ル し 、 45℃ の 条 件 で 45日 保
管 し た 。 そ の 後 、 10pg 結 核 菌 M. tuberculosisゲ ノ ム DNAを 含 む 第 一 試 薬 溶 液 ６ ～ ７ を 準
備 し て そ れ ぞ れ 25μ lず つ 第 二 試 薬 ６ ～ ７ に 加 え て 溶 解 し た も の を 乾 燥 試 薬 ６ ～ ７ と 名 付
け た 。 乾 燥 試 薬 ６ ～ ７ を 速 や か に LAMP反 応 専 用 リ ア ル タ イ ム 濁 度 測 定 装 置 LA― 200（ テ ラ
メ ッ ク ス 株 式 会 社 製 ） に セ ッ ト し 、 64℃ に て 60分 間 反 応 さ せ 、 増 幅 反 応 中 の 濁 度 を 測 定 し
た 。
　 各 サ ン プ ル の LAMP反 応 の 濁 度 が 0.1に 達 し た 時 間 を 表 １ １ に ま と め た 。 保 存 安 定 性 加 速
試 験 に お い て 、 45℃ の 条 件 で 45日 保 管 は 、 お お よ そ 室 温 (25℃ )保 存 の ６ ヶ 月 、 も し く は ４
℃ 保 存 の １ 年 に 相 当 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Shelf Life of Medical Devices; FDA, 19
91） 。 す な わ ち 、 第 二 試 薬 ６ ～ ７ は 、 室 温 保 存 で 安 定 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 参 考 例 １ と 同 様 に 、 LAMP反 応 用 プ ラ イ マ ー と し て 配 列 番 号 １ か ら 配 列 番 号 ６ に 記 載 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 化 学 的 に 合 成 し た 。 次 に 、 第 二 試 薬 ８ を 、 実 施 例 ２ に お け る 第 二 試 薬
６ － １ 及 び 第 二 試 薬 ６ － ２ と 同 じ 組 成 （ [表 ７ ]参 照 ） 、 同 じ
方 法 に よ り ２ 種 の 独 立 し た 球 状 の 乾 燥 試 薬 を 得 、 こ れ を 第 二 試 薬 ８ － １ 及 び 第 二 試 薬 ８ －
２ と し た 。
　 こ れ ら ２ 種 の 球 状 乾 燥 試 薬 を 同 一 LAMP反 応 用 0.2mlマ イ ク ロ チ ュ ー ブ （ 栄 研 化 学 株 式 会
社 製 ） に 入 れ た 。 こ の 状 態 で チ ュ ー ブ を シ ー ル し 、 ４ ５ ℃ の 条 件 で １ ０ ０ 日 保 管 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 一 方 、 第 一 試 薬 ８ を 表 １ ３ に 示 し た よ う に 調 製 し た 後 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 容 器 に 入 れ て こ
ち ら も シ ー ル し 、 45℃ の 条 件 で 100日 保 管 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 100日 保 管 後 、 第 一 試 薬 ８ の 25μ lに 、 10pg 結 核 菌 M. tuberculosisゲ ノ ム DNAを 添 加 し
、 100日 保 管 後 の 第 二 試 薬 ８ に 加 え て 溶 解 し た も の を 乾 燥 試 薬 ８ と 名 付 け た 。 乾 燥 試 薬 ８
を 速 や か に LAMP反 応 専 用 リ ア ル タ イ ム 濁 度 測 定 装 置 LA― 200（ テ ラ メ ッ ク ス 株 式 会 社 製 ）
に セ ッ ト し 、 64℃ に て 60分 間 反 応 さ せ 、 増 幅 反 応 中 の 濁 度 を 測 定 し た 。
　 乾 燥 試 薬 ８ の LAMP反 応 の 濁 度 が 0.1に 達 し た 時 間 を 表 １ ４ に 示 し た 。 保 存 安 定 性 加 速 試
験 に お い て 、 45℃ の 条 件 で 100日 保 管 は 、 お お よ そ 室 温 (25℃ )保 存 の １ 年 以 上 、 も し く は
４ ℃ 保 存 の ４ 年 以 上 に 相 当 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Shelf Life of Medical Devices; F
DA, 1991） 。 す な わ ち 、 第 一 試 薬 ８ 及 び 第 二 試 薬 ８ は 、 室 温 保 存 で 安 定 で あ る こ と を 示 し
て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
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【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 を 利 用 す る こ と に よ り 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 必 要 と す る 酵 素 の 反 応 試 薬 に お い て
、 室 温 に て 長 期 的 に 保 存 が で き 、 溶 液 の 融 解 や 分 注 の 必 要 が な く 、 す ぐ に 反 応 が 開 始 で き
る と い う 利 便 性 に 優 れ た 酵 素 反 応 試 薬 を 提 供 す る こ と が 可 能 と な り 、 臨 床 診 断 や 検 査 の 分
野 で 好 適 に 利 用 で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ３ 】
【 図 １ 】 参 考 例 １ の LAMP反 応 で 得 ら れ た 、 リ ア ル タ イ ム 濁 度 測 定 結 果 。 縦 軸 は 、 650nmで
の 吸 光 度 を 濁 度 と し て 表 し て あ る 。 横 軸 は 、 64℃ に お け る 反 応 時 間 を 表 し て い る 。
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【 配 列 表 】
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