
(57)【要約】
【課題】　色素の安定化方法びそれを用いた組成物、さらに安定化された糖化タンパク質
の測定方法及び組成物を提供する。
【解決手段】　色素のモル数を１とした場合に、緩衝剤のモル数を５０以上とするにより
色素の劣化を防止する。
【効果】　色素のモル数を１とした場合に、緩衝剤のモル数を５０以上とすることによる
試薬の色素の安定化方法、組成物及び糖化タンパク質測定方法及び測定用組成物を提供す
ることが可能になり、特に臨床検査に有用な色素の安定化方法及び組成物、あるいは糖化
タンパク質測定方法及び定量組成物を提供する事が可能になる。
【選択図】　　選択図なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
色 素 と 緩 衝 剤 を 含 有 す る 組 成 物 で あ っ て 、 色 素 の モ ル 数 を １ と し た 場 合 の 、 緩 衝 剤 の モ ル
数 が ５ ０ 以 上 で あ る こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
さ ら に 酵 素 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
液 状 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ あ る い は ２ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
緩 衝 剤 の 濃 度 が １ ０ ０ ｍ Ｍ 以 上 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
色 素 の 濃 度 が １ ． ０ ｍ Ｍ 以 上 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ あ る い は ４ に 記 載 の 組 成 物
。
【 請 求 項 ６ 】
緩 衝 剤 が ３ ， ３ ジ メ チ ル グ ル タ ル 酸 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ５ い ず れ か に 記 載
の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
色 素 が ４ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ６ い ず れ か に 記 載 の 組 成
物 。
【 請 求 項 ８ 】
酵 素 、 色 素 お よ び 緩 衝 剤 を 含 有 す る 組 成 物 で あ っ て 、 色 素 が 冷 蔵 で ６ ヶ 月 以 上 安 定 で あ る
こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
色 素 の 安 定 性 を 緩 衝 剤 に よ り 改 善 す る 方 法 で あ っ て 、 色 素 の モ ル 数 を １ と し た 場 合 の 、 緩
衝 剤 の モ ル 数 が ５ ０ 以 上 と す る こ と を 特 徴 と す る 安 定 性 改 善 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
酵 素 の 存 在 下 、 色 素 の 安 定 性 を 緩 衝 剤 に よ り 改 善 す る 方 法 で あ っ て 、 色 素 の モ ル 数 を １ と
し た 場 合 の 、 緩 衝 剤 の モ ル 数 が ５ ０ 以 上 と す る こ と を 特 徴 と す る 安 定 性 改 善 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
緩 衝 剤 の 濃 度 が １ ０ ０ ｍ Ｍ 以 上 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ あ る い は １ ０ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
色 素 の 濃 度 が １ ． ０ ｍ Ｍ 以 上 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ～ １ １ い ず れ か に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
色 素 が ４ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン で あ る 請 求 項 ９ ～ １ ２ い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
緩 衝 剤 が ３ ， ３ ジ メ チ ル グ ル タ ル 酸 で あ る 請 求 項 ９ ～ １ ３ い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ ～ ８ い ず れ か の 組 成 物 を 用 い て 糖 化 タ ン パ ク 質 を 測 定 す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 色 素 の 安 定 化 方 法 及 び 組 成 物 、 さ ら に そ れ を 用 い た 糖 化 タ ン パ ク 質 測 定 方 法 及
び 組 成 物 に 関 し 、 特 に 臨 床 検 査 に 有 用 な 色 素 の 安 定 化 方 法 、 糖 化 タ ン パ ク 質 測 定 方 法 及 び
定 量 組 成 物 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
糖 尿 病 の 診 断 及 び 管 理 行 う 上 で 糖 化 タ ン パ ク 質 の 測 定 は 非 常 に 重 要 で あ り 、 過 去 約 １ ～ ２
ヶ 月 の 平 均 血 糖 値 を 反 映 す る 糖 化 ヘ モ グ ロ ビ ン (GHb)、 過 去 約 ２ 週 間 の 平 均 血 糖 値 を 反 映

10

20

30

40

50

(2) JP 2005-298632 A 2005.10.27



す る 糖 化 ア ル ブ ミ ン (GA)及 び 、 血 清 中 の 還 元 能 を 示 す 糖 化 タ ン パ ク 質 の 総 称 で あ る フ ル ク
ト サ ミ ン (FRA)等 が 日 常 的 に 測 定 さ れ て い る 。 GHbは ヘ モ グ ロ ビ ン の β 鎖 Ｎ 末 端 バ リ ン の α
ア ミ ノ 基 が 、 GA、 FRAは ア ル ブ ミ ン 、 血 清 タ ン パ ク 質 の リ ジ ン 残 基 の ε ア ミ ノ 基 が そ れ ぞ
れ 糖 化 さ れ て い る 。
精 度 が 高 く 、 簡 便 か つ 安 価 な 糖 化 タ ン パ ク 質 の 定 量 法 と し て は 酵 素 法 （ 特 許 文 献 １ ～ ６ 、
非 特 許 文 献 １ ） が 挙 げ ら れ る 。 但 し 糖 化 タ ン パ ク 質 測 定 用 の 液 状 組 成 物 に つ い て の 報 告 は
少 な く 、 特 許 文 献 ７ に 酵 素 類 、 特 に プ ロ テ ア ー ゼ お よ び 糖 化 ア ミ ノ 酸 に 作 用 す る 酵 素 の 安
定 化 に つ い て 記 載 が あ る の み で あ る 。
一 方 、 一 般 に 良 く 使 用 さ れ て い る 発 色 系 色 素 、 特 に ト リ ン ダ ー 型 の 色 素 は 、 色 素 単 独 の 溶
液 に お い て は 安 定 で あ る か ら 、 こ れ ま で 糖 化 タ ン パ ク 質 測 定 試 薬 中 で こ れ ら の 発 色 色 素 が
不 安 定 に な る こ と は 知 ら れ て い な か っ た 。 そ の た め 、 当 然 、 糖 化 タ ン パ ク 質 測 定 試 薬 中 で
不 安 定 に な っ た 色 素 の 安 定 化 に つ い て の 報 告 も な か っ た 。
さ ら に 特 許 文 献 ８ に は ヘ モ グ ロ ビ ン A1cを 測 定 す る 場 合 の フ ル ク ト シ ル ア ミ ン 酸 化 酵 素 の
フ ル ク ト シ ル バ リ ン 特 異 性 を 上 げ る 目 的 で 電 解 質 200ｍ M以 上 と 共 存 さ せ る こ と を 特 徴 と す
る キ ッ ト に つ い て 記 載 が あ り 、 活 性 の 検 出 方 法 と し て パ ー オ キ シ ダ ー ゼ ～ ４ ア ミ ノ ア ン チ
ピ リ ン 系 に つ い て 記 述 が あ る 。 し か し 特 許 文 献 ８ は 試 薬 及 び 色 素 の 安 定 化 に 関 係 な く 、 特
に 液 体 状 態 で の 安 定 性 に つ い て は 記 載 が な い 。 さ ら に プ ロ テ ア ー ゼ と の 組 み 合 わ せ に つ い
て も 詳 細 な 記 載 が な い 。 色 素 の モ ル 数 を １ と し た 場 合 の 、 緩 衝 剤 の モ ル 数 が ５ ０ 以 上 で あ
る こ と を 特 徴 と す る 色 素 の 安 定 化 方 法 及 び 組 成 物 に つ い て は こ れ ま で 知 ら れ て い な か っ た
。
【 ０ ０ ０ ３ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 6-46846号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 平 5-192193号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 平 2-195900号 公 報
【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 平 2-195899号 公 報
【 特 許 文 献 ５ 】 WO98/48043号 公 報
【 特 許 文 献 ６ 】 WO97/13872号 公 報
【 特 許 文 献 ７ 】 WO02/061119号 公 報
【 特 許 文 献 ８ 】 特 開 2001-204494号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Kouzuma et.al. An enzymatic method for the measurement of glycat
ed albumin in biological sample. Clinica Chimica Acta 324 (2002) 61-71
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
本 発 明 は 、 臨 床 検 査 に 用 い る 色 素 の 安 定 性 を 改 善 す る 方 法 及 び 組 成 物 、 さ ら に そ れ を 用 い
た 糖 化 タ ン パ ク 質 測 定 方 法 及 び 組 成 物 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 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
本 発 明 者 は こ れ ま で 液 状 で 安 定 な 糖 化 タ ン パ ク 質 測 定 試 薬 を 開 発 す る 目 的 で 、 特 に 酵 素 で
あ る プ ロ テ ア ー ゼ 及 び 糖 化 ア ミ ノ 酸 に 作 用 す る 酵 素 の 安 定 化 を 行 っ て き た 。 し か し な が ら
、 液 状 の 糖 化 タ ン パ ク 質 測 定 試 薬 は 、 酵 素 を 安 定 化 す る の み で は 冷 蔵 保 存 時 の 保 存 安 定 性
が 不 十 分 で あ る こ と を 見 出 し た 。
そ こ で 安 定 性 に 寄 与 し て い る 酵 素 以 外 の 成 分 を 検 討 し た 結 果 、 発 色 色 素 、 特 に ４ ア ミ ノ ア
ン チ ピ リ ン が 変 性 し て し ま う こ と に よ り 試 薬 が 劣 化 し て し ま う こ と に 原 因 が あ る こ と を 見
出 し た 。 ４ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン は 一 般 的 に 液 状 で 安 定 で あ る か ら 、 糖 化 タ ン パ ク 質 測 定 試
薬 中 に 含 ま れ る 場 合 な ど 、 特 殊 な 環 境 下 に お い て 起 こ る 意 外 な 現 象 で あ る と 考 え ら れ た 。
そ こ で 本 発 明 者 は 色 素 の 安 定 化 を 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 通 常 の 安 定 化 剤 で は 安 定 化 作 用 は 小
さ く 、 意 外 な こ と に 緩 衝 剤 の 濃 度 を 増 や す こ と に よ り 効 果 的 に 色 素 の 安 定 性 が 増 加 す る こ
と を 見 出 し 本 発 明 を 成 す に 至 っ た 。 ま た 、 さ ら に ４ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン の 濃 度 を １ ． ０ ｍ
Ｍ 以 上 に す る こ と で さ ら に 効 率 的 に 試 薬 の 安 定 化 が 出 来 る こ と を 見 出 し た 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
す な わ ち 本 発 明 は 、
１ ） 色 素 と 緩 衝 剤 を 含 有 す る 組 成 物 で あ っ て 、 色 素 の モ ル 数 を １ と し た 場 合 の 、 緩 衝 剤 の
モ ル 数 が ５ ０ 以 上 で あ る こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
２ ） さ ら に 酵 素 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る １ ） に 記 載 の 組 成 物 。
３ ） 液 状 で あ る こ と を 特 徴 と す る １ ） あ る い は ２ ） に 記 載 の 組 成 物 。
４ ） 緩 衝 剤 の 濃 度 が １ ０ ０ ｍ Ｍ 以 上 で あ る こ と を 特 徴 と す る ３ ） の 組 成 物 。
５ ） 色 素 の 濃 度 が １ ． ０ ｍ Ｍ 以 上 で あ る こ と を 特 徴 と す る ３ ） あ る い は ４ ） に 記 載 の 組 成
物 。
６ ） 緩 衝 剤 が ３ ， ３ ジ メ チ ル グ ル タ ル 酸 で あ る こ と を 特 徴 と す る １ ） ～ ５ ） い ず れ か に 記
載 の 組 成 物 。
７ ） 色 素 が ４ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る １ ） ～ ６ ） い ず れ か に 記 載 の 組
成 物 。
８ ） 酵 素 、 色 素 お よ び 緩 衝 剤 を 含 有 す る 組 成 物 で あ っ て 、 色 素 が 冷 蔵 で ６ ヶ 月 以 上 安 定 で
あ る こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
９ ） 色 素 の 安 定 性 を 緩 衝 剤 に よ り 改 善 す る 方 法 で あ っ て 、 色 素 の モ ル 数 を １ と し た 場 合 の
、 緩 衝 剤 の モ ル 数 が ５ ０ 以 上 で あ る こ と を 特 徴 と す る 安 定 性 改 善 方 法 。
１ ０ ） 酵 素 の 存 在 下 、 色 素 の 安 定 性 を 緩 衝 剤 に よ り 改 善 す る 方 法 で あ っ て 、 色 素 の モ ル 数
を １ と し た 場 合 の 、 緩 衝 剤 の モ ル 数 が ５ ０ 以 上 で あ る こ と を 特 徴 と す る 安 定 性 改 善 方 法 。
１ １ ） 緩 衝 剤 の 濃 度 が １ ０ ０ ｍ Ｍ 以 上 で あ る こ と を 特 徴 と す る ９ ） あ る い は １ ０ ） に 記 載
の 方 法 。
１ ２ ） 色 素 の 濃 度 が １ ． ０ ｍ Ｍ 以 上 で あ る こ と を 特 徴 と す る ９ ） ～ １ １ ） い ず れ か に 記 載
の 方 法 。
１ ３ ） 色 素 が ４ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン で あ る ９ ） ～ １ ２ ） い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
１ ４ ） 緩 衝 剤 が ３ ， ３ ジ メ チ ル グ ル タ ル 酸 で あ る ９ ） ～ １ ３ ） い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
１ ５ ） １ ） ～ ８ ） い ず れ か の 組 成 物 を 用 い て 糖 化 タ ン パ ク 質 を 測 定 す る 方 法
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 発 明 の 安 定 性 を 改 善 す る 方 法 及 び 組 成 物 は 色 素 の 安 定 化 に 効 果 を 有 し 、 特 に 糖 化 タ ン パ
ク 質 の 測 定 に 用 い る 試 薬 を 安 定 化 す る 効 果 を 有 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 に つ い て 以 下 具 体 的 に 説 明 す る 。
本 発 明 に 使 用 し う る 色 素 と し て は 、 酵 素 を 用 い た 糖 化 タ ン パ ク 質 測 定 に 使 用 し う る 色 素 で
あ れ ば い か な る 物 を 用 い て も 良 い が 、 例 え ば 還 元 系 の 色 素 、 例 え ば 還 元 型 補 酵 素 ま た は テ
ト ラ ゾ リ ウ ム 化 合 物 等 及 び 酸 化 系 の 色 素 、 例 え ば ト リ ン ダ ー 型 色 素 及 び ロ イ コ 型 色 素 等 を
用 い る こ と が 出 来 、 中 で も ト リ ン ダ ー 型 色 素 及 び ロ イ コ 型 色 素 が 好 ま し く 、 さ ら に は ト リ
ン ダ ー 型 色 素 が さ ら に 好 ま し く 、 ト リ ン ダ ー 型 色 素 の 中 で も 、 ４ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン が 最
も 好 ま し い 。
ト リ ン ダ ー 型 の 色 素 は 水 素 供 与 体 と カ ッ プ ラ ー か ら 成 る 。 本 願 に お い て 「 色 素 」 と い っ た
場 合 、 水 素 供 与 体 も カ ッ プ ラ ー も そ れ ぞ れ 、 「 色 素 」 の 概 念 に 含 め る も の と す る 。
カ ッ プ ラ ー と し て は 水 素 供 与 体 と 縮 合 し て 発 色 す る も の で あ れ ば い か な る も の を 用 い て も
良 い が 例 え ば ４ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン 若 し く は 3-メ チ ル -2-ベ ン ゾ チ ア ゾ リ ノ ン ヒ ド ラ ゾ ン
（ MBTH） 等 を 用 い る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
ト リ ン ダ ー 型 試 薬 の 水 素 供 与 体 と し て は 、 フ ェ ノ ー ル 誘 導 体 、 ア ニ リ ン 誘 導 体 、 ト ル イ ジ
ン 誘 導 体 等 が 使 用 可 能 で あ り 、 具 体 例 と し て 、 N-(3-ス ル ホ プ ロ ピ ル )ア ニ リ ン ナ ト リ ウ ム
１ 水 （ HALPS） 、 N-エ チ ル -N-(3-ス ル ホ プ ロ ピ ル )-3メ チ ル ア ニ リ ン ナ ト リ ウ ム 1水 (TOPS)
、 N-エ チ ル -N-(2-ヒ ド ロ キ シ -3-ス ル ホ プ ロ ピ ル )-3,5-ジ メ ト キ シ ア ニ リ ン ナ ト リ ウ ム 1水
（ MAOS） 、 N-（ 3-ス ル ホ プ ロ ピ ル ） -3,5-ジ メ ト キ シ ア ニ リ ン ナ ト リ ウ ム 1水 （ HDAPS） 、 N
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-(2-ヒ ド ロ キ シ -3-ス ル ホ プ ロ ピ ル )-3,5-ジ メ ト キ シ ア ニ リ ン ナ ト リ ウ ム (HDAOS)、 N-エ チ
ル -N-(3-ス ル ホ プ ロ ピ ル )-3,5-ジ メ ト キ シ ア ニ リ ン ナ ト リ ウ ム 1水 (DAPS)、 N-エ チ ル -N-(2
-ヒ ド ロ キ シ -3-ス ル ホ プ ロ ピ ル )-3,5-ジ メ ト キ シ ア ニ リ ン ナ ト リ ウ ム (DAOS)、 N-エ チ ル -N
-（ 3-ス ル ホ プ ロ ピ ル ） ア ニ リ ン ナ ト リ ウ ム (ALPS)、 N-エ チ ル -N-(3-ス ル ホ プ ロ ピ ル )-3-
メ ト キ シ ア ニ リ ン ナ ト リ ウ ム 1水 (ADPS)、 N-エ チ ル -N-(2-ヒ ド ロ キ シ -3-ス ル ホ プ ロ ピ ル )-
3-メ ト キ シ ア ニ リ ン ナ ト リ ウ ム 2水 (ADOS)、 N-エ チ ル -N-(2-ヒ ド ロ キ シ -3-ス ル ホ プ ロ ピ ル
)-ｍ -ト ル イ ジ ン (TOOS)、 N,Nビ ス (4-ス ル ホ ブ チ ル )-3-メ チ ル ア ニ リ ン ２ ナ ト リ ウ ム (TODB
； 以 上 同 人 化 学 研 究 所 社 製 )等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
ま た ロ イ コ 型 試 薬 の 具 体 例 と し て は 、 N-(カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ カ ル ボ ニ ル )-4,４ -ビ ス
(ジ メ チ ル ア ミ ノ )ビ フ ェ ニ ル ア ミ ン (DA64)、 10-(カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ カ ル ボ ニ ル )3,7
-ビ ス (ジ メ チ ル ア ミ ノ )フ ェ ノ チ ア ジ ン (DA67)、 2,2′ -ア ミ ノ ビ ス （ 3-エ チ ル ベ ン ゾ チ ア
ゾ リ ノ ン -6-ス ル ホ ン 酸 （ ABTS） 、 ビ ス -（ 4-ジ エ チ ル ア ミ ノ フ ェ ニ ル ） -2-ス ル フ ォ フ ェ
ニ ル メ タ ン （ BSMP） 、 ビ ス ［ ３ － ビ ス （ 4-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） メ チ ル -4-ジ メ チ ル ア ミ ノ フ
ェ ニ ル ］ ア ミ ン (BCMA)； 以 上 和 光 純 薬 社 製 、 3、 3′ -ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン ・ 4HCｌ （ DAB）
、 3-（ 4-ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ） プ ロ ピ オ ン 酸 (HPPA)、 N,N′ -ビ ス （ 2-ヒ ド ロ キ シ -3-ス ル
フ ォ フ ェ ニ ル ） ト リ ジ ン ・ 2Na・ 4H２ O（ SAT-3） 、 3,3′ ,5,5′ -テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン
（ TMBZ） 、 N-（ 3-ス ル フ ォ プ ロ ピ ル ） -3,3′ ,5,5′ -テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ・ Na（ TMBZ-
PS） 、 N,N',N′ ,N″ ,N″ -ヘ キ サ （ 3-ス ル フ ォ プ ロ ピ ル ） -4,4′ ,4″ -ト リ ア ミ ノ ト リ フ ェ
ニ ル メ タ ン ・ 6Na(TPM-PS)（ 以 上 同 人 化 学 研 究 所 社 製 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。
テ ト ラ ゾ リ ウ ム 化 合 物 と し て は ニ ト ロ テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ル ー 、 テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ル ー 、 2-
(4-ヨ ー ド フ ェ ニ ル )-3-(4-ニ ト ロ フ ェ ニ ル )-5-(2,4ジ ス ル フ ォ フ ェ ニ ル )-2H-テ ト ラ ゾ リ
ウ ム ： WST-1、 2-(4-ヨ ー ド フ ェ ニ ル )-3-(2,4-ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル )-5-(2,4ジ ス ル フ ォ フ ェ
ニ ル )-2H-テ ト ラ ゾ リ ウ ム ： WST-3、 2-(2-メ ト キ シ -4-ニ ト ロ フ ェ ニ ル )-3-(4-ニ ト ロ フ ェ
ニ ル )-5-(2,4ジ ス ル フ ォ フ ェ ニ ル )-２ H-テ ト ラ ゾ リ ウ ム ： WSR-8（ 以 上 同 人 化 学 研 究 所 社
製 ） に 代 表 さ れ る 各 種 テ ト ラ ゾ リ ウ ム 塩 を 用 い る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ １ １ 】
こ れ ら の 色 素 の 使 用 濃 度 と し て は 、 糖 化 タ ン パ ク 質 が 測 定 で き る 濃 度 で あ れ ば い か な る 量
用 い て も 良 い が 、 例 え ば 下 限 は １ ． ０ ｍ Ｍ 以 上 、 好 ま し く は １ ． ５ ｍ M以 上 で あ り 、 上 限
は ５ ０ ０ ｍ Ｍ 以 下 で あ り 好 ま し く は ３ ０ ０ ｍ Ｍ 以 下 で あ る 。
本 発 明 に 使 用 し う る 緩 衝 剤 と し て は 、 色 素 が 安 定 に な る も の 、 ま た は 酵 素 及 び 色 素 が 共 存
し て い る 状 態 で 色 素 が 安 定 に な る 緩 衝 剤 で あ れ ば い か な る も の を 用 い て も 良 い 。
緩 衝 剤 の 具 体 的 な 例 と し て は 、 例 え ば グ ッ ド の 緩 衝 剤 、 例 え ば 3-[4-(2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル
)-1-ピ ペ ラ ジ ニ ル ]プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 （ EPPS） 、 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） 、 2-ヒ ド ロ キ シ -3-[4-(2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )-1-ピ ペ
ラ ジ ニ ル ]プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 （ HEPPSO） 、 N-(2-ア セ ト ア ミ ド )-2-ア ミ ノ エ タ ン ス ル ホ ン
酸 (ACES)、 N-(2-ア セ ト ア ミ ド )イ ミ ノ ジ 酢 酸 (ADA)、 N,N-ビ ス (2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )-2-ア
ミ ノ エ タ ン ス ル ホ ン 酸 (BES)、 N,N-ビ ス (2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )グ リ シ ン (Bicine)、 ビ ス (2-
ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )イ ミ ノ ト リ ス (ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )メ タ ン (Bis-Tris)、 N-シ ク ロ ヘ キ シ
ル -3-ア ミ ノ プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 (CAPS)、 N-シ ク ロ ヘ キ シ ル -2-ヒ ド ロ キ シ -3-ア ミ ノ プ ロ
パ ン ス ル ホ ン 酸 (CAPSO)、 N-シ ク ロ ヘ キ シ ル -2-ア ミ ノ エ タ ン ス ル ホ ン 酸 (CHES)、 3-[N,N-
ビ ス (2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )ア ミ ノ ]-2-ヒ ド ロ キ シ プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 (DIPSO)、 2-モ ル フ
ィ リ ノ エ タ ン ス ル ホ ン 酸 (MES)、 3-モ ル フ ィ リ ノ プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 (MOPS)、 2-ヒ ド ロ キ
シ -3-モ ル フ ィ リ ノ プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 (MOPSO)、 ピ ペ ラ ジ ン -1,4-ビ ス （ 2-エ タ ン ス ル ホ
ン 酸 (PIPES)、 ピ ペ ラ ジ ン -1,4-ビ ス （ 2-ヒ ド ロ キ シ -3-プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 ） (POPSO)、 N-
ト リ ス (ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )メ チ ル -3-ア ミ ノ プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 (TAPS)、 2-ハ イ ド ロ キ シ -
N-ト リ ス (ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )メ チ ル -3-ア ミ ノ プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 (TAPSO)、 N-ト リ ス (ヒ
ド ロ キ シ メ チ ル )メ チ ル -2-ア ミ ノ プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 (TES)、 N-[ト リ ス (ヒ ド ロ キ シ メ チ
ル )メ チ ル ]グ リ シ ン (Tricine)お よ び ト リ ス ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ タ ン （ Tris） 、 N-(
2-ア セ ト ア ミ ド )-2-ア ミ ノ エ タ ン ス ル ホ ン 酸 (ACES)、 N-(2-ア セ ト ア ミ ド )イ ミ ノ ジ 酢 酸 (A
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DA)等 を 用 い た 緩 衝 剤 、 ま た は ホ ウ 酸 、 ア ン モ ニ ア 、 グ リ シ ン 、 炭 酸 、 酢 酸 、 リ ン 酸 、 ジ
エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ｐ -フ ェ ノ ー ル ス ル ホ ン 酸 、 2-ア ミ ノ -2-メ チ ル プ ロ パ ン -1,3-ジ オ ー
ル 、 カ コ ジ ル 酸 、 ク エ ン 酸 、 マ レ イ ン 酸 、 ベ ロ ナ ー ル 及 び 3,3ジ メ チ ル グ ル タ ル 酸 が あ げ
ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
好 ま し い 緩 衝 剤 の 例 と し て は 、 ｐ Ｈ 中 性 付 近 に 緩 衝 作 用 を も つ 緩 衝 剤 、 例 え ば EPPS、 HEPE
S、 HEPPSO、 ACES、 ADA、 BES、 Bicine、 Bis-Tris、 CHES、 DIPSO、 MES、 MOPS、 MOPSO、 PIPE
S、 POPSO、 TAPS、 TAPSO、 TES、 Tricine、 Tris、 ACES、 ADA、 ホ ウ 酸 、 ア ン モ ニ ア 、 グ リ シ
ン 、 リ ン 酸 、 ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ｐ -フ ェ ノ ー ル ス ル ホ ン 酸 、 2-ア ミ ノ -2-メ チ ル プ ロ パ
ン -1,3-ジ オ ー ル 、 カ コ ジ ル 酸 、 ク エ ン 酸 、 マ レ イ ン 酸 、 ベ ロ ナ ー ル 及 び 3,3ジ メ チ ル グ ル
タ ル 酸 等 で あ り 、 最 も 好 ま し く は ３ ， ３ ジ メ チ ル グ ル タ ル 酸 で あ る 。
こ れ ら の 緩 衝 剤 の 使 用 濃 度 と し て は 、 色 素 が 安 定 に な る 濃 度 で あ れ ば い か な る 量 を 用 い て
も 良 い が 、 例 え ば 下 限 は １ ０ ０ ｍ Ｍ 以 上 、 好 ま し く は １ ５ ０ ｍ M以 上 で あ り 上 限 は ５ ． ０
Ｍ 以 下 、 好 ま し く は １ ． ０ M以 下 の 濃 度 で 用 い れ ば よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に 使 用 し う る 組 成 物 と し て は 、 公 知 の 組 成 物 及 び 好 ま し く は 糖 化 タ ン パ ク 質 測 定
用 組 成 物 と 、 本 発 明 の 色 素 と 緩 衝 剤 の 組 み 合 わ せ を 用 い れ ば よ い が 、 特 に 酵 素 、 色 素 と 緩
衝 剤 の 組 み 合 わ せ が 好 ま し い 。
本 発 明 に 使 用 し う る 酵 素 と し て は 、 い か な る 酵 素 を 用 い て も 良 い が 、 好 ま し く は 糖 化 タ ン
パ ク 質 の 測 定 に 必 用 な 酵 素 で あ り 、 例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 、
糖 化 ア ミ ノ 酸 に 作 用 す る 酵 素 及 び パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 等 で あ り 、 好 ま し く は プ ロ テ ア ー ゼ 、
糖 化 ア ミ ノ 酸 に 作 用 す る 酵 素 で あ り 、 最 も 好 ま し い 酵 素 と し て は プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。
本 発 明 に 使 用 し う る プ ロ テ ア ー ゼ は 、 被 検 液 に 含 ま れ る 糖 化 タ ン パ ク 質 に 有 効 に 作 用 し 、
か つ 当 該 タ ン パ ク 質 由 来 の 糖 化 ア ミ ノ 酸 及 び ／ 若 し く は 糖 化 ペ プ チ ド を 有 効 に 生 成 す る も
の で あ れ ば い か な る も の を 用 い て も 良 い が 、 例 え ば 動 物 、 植 物 由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ 、 バ チ
ル ス (Bacillus)属 、 ア ス ペ ル ギ ル ス (Aspergillus)、 リ ゾ パ ス (Rhizopus)、 ペ ニ シ リ ウ ム (
Penicillium)、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス (Streptomyces)、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス (Staphylococcu
s)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム (Clostridium)、 リ ソ バ ク タ ー (Lysobacter)、 グ リ フ ォ ラ (Glifila)
、 酵 母 (Yeast)、 ト リ チ ラ チ ウ ム (Tritirachium)、 サ ー マ ス (Thermus)、 シ ュ ー ド モ ナ ス (P
seudomonus)、 ア ク ロ モ バ ク タ ー (Achromobacter)等 の 微 生 物 由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ 等 が 挙 げ
ら れ る 。 バ チ ル ス (Bacillus)属 の 微 生 物 由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ と し て は 例 え ば ズ ブ チ リ シ ン
や メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 等 が あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 測 定 対 象 で あ る 糖 化 タ ン パ ク 質 が グ リ コ ア ル ブ ミ ン で あ る 場 合 に は バ チ ル ス 属 及 び
ス ト レ プ ト マ イ セ ス 属 の 微 生 物 由 来 プ ロ テ ア ー ゼ が ヒ ト ア ル ブ ミ ン に 対 す る 作 用 が 大 き い
為 よ り 好 ま し い 。 ま た 測 定 対 象 で あ る 糖 化 タ ン パ ク 質 が 糖 化 ヘ モ グ ロ ビ ン で 有 る 場 合 に は
バ チ ル ス 属 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 属 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス 属 、 ト リ チ ラ チ ウ ム 属 由 来 の プ ロ テ
ア ー ゼ が ヒ ト ヘ モ グ ロ ビ ン に 対 す る 作 用 が 大 き い 為 に よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に 用 い る こ と の 出 来 る プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 測 定 法 は カ ゼ イ ン － フ ォ リ ン 法 を 用 い
て 測 定 し た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に 使 用 し う る 糖 化 ア ミ ノ 酸 に 作 用 す る 酵 素 と し て は 、 前 記 プ ロ テ ア ー ゼ の 作 用 に
よ り 、 被 検 液 に 含 ま れ る 糖 化 タ ン パ ク 質 か ら 生 成 さ れ る 糖 化 ア ミ ノ 酸 若 し く は 糖 化 ペ プ チ
ド に 有 効 に 作 用 し 、 実 質 的 に 糖 化 タ ン パ ク 質 が 測 定 で き る 酵 素 で あ れ ば 如 何 な る も の を 用
い て も 良 い が 、 好 ま し く は 、 α ア ミ ノ 基 が 糖 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 に よ く 作 用 す る 糖 化 ア ミ ノ
酸 に 作 用 す る 酵 素 、 ε ア ミ ノ 基 が 糖 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 に よ く 作 用 す る 糖 化 ア ミ ノ 酸 に 作 用
す る 酵 素 等 が 挙 げ ら れ る 。
ε ア ミ ノ 基 が 糖 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 に よ く 作 用 す る 糖 化 ア ミ ノ 酸 に 作 用 す る 酵 素 の 例 と し て
は 、 ギ ベ レ ラ （ Gibberella） 属 、 ア ス ペ ル ギ ル ス （ Aspergillus ） 属 カ ン ジ ダ （ Candida 

10

20

30

40

50

(6) JP 2005-298632 A 2005.10.27



） 属 、 ペ ニ シ リ ウ ム （ Penicillium ） 属 、 フ サ リ ウ ム （ Fusarium） 属 、 ア ク レ モ ニ ウ ム （
Acremonium） 属 又 は デ バ リ オ マ イ ゼ ス （ Debaryomyces） 属 由 来 の 酵 素 等 が あ る 。
α ア ミ ノ 基 が 糖 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 に よ く 作 用 す る 糖 化 ア ミ ノ 酸 に 作 用 す る 酵 素 の 例 と し て
は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム （ Corynebacterium ） 由 来 の 酵 素 が 挙 げ ら れ る 。
さ ら に 、 プ ロ テ ア ー ゼ と 共 存 さ せ た 状 態 で も 充 分 な 活 性 を 有 し 、 か つ 安 価 に 製 造 可 能 な 酵
素 の 例 と し て は 、 遺 伝 子 組 み 替 え 型 ケ ト ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ （ KAOD； 旭 化 成 フ ァ ー マ 社 製
； 非 特 許 文 献 １ に 記 載 ） お よ び 加 え て 糖 化 バ リ ン 反 応 性 を 著 し く 低 下 さ せ た 変 異 型 KAOD（
KAOD-V； 旭 化 成 フ ァ ー マ 社 製 ； 特 許 文 献 ２ に 記 載 の FOD遺 伝 子 を 含 有 す る 形 質 転 換 微 生 物 J
M109・ pcmFOD5(FERM BP-7848)が 生 産 す る KAOD） が 挙 げ ら れ る 。 尚 糖 化 ア ミ ノ 酸 に 作 用 す
る 酵 素 の 活 性 は 前 記 非 特 許 文 献 １ 記 載 の 方 法 で 測 定 し た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
こ れ ら の 酵 素 の 使 用 濃 度 と し て は 、 糖 化 タ ン パ ク 質 が 測 定 で き る 濃 度 で あ れ ば い か な る 量
用 い て も 良 い が 、 例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ の 場 合 、 通 常 下 限 は １ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ 以 上 、 好 ま し く は
１ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ 以 上 で あ り 、 最 も 好 ま し く は ５ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ で あ り 、 上 限 は １ ． ０ × １ ０
6 Ｕ ／ ｍ ｌ 以 下 で あ り 、 好 ま し く は ５ ． ０ × １ ０ ５ Ｕ ／ ｍ ｌ 以 下 で あ り 、 最 も 好 ま し く は
３ ． ０ × １ ０ ５ Ｕ ／ ｍ ｌ 以 下 で あ る 。 ま た 、 例 え ば ケ ト ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ス コ ル ビ
ン 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 及 び パ ー オ キ シ ダ ー ゼ の 場 合 は 、 通 常 下 限 は ０ ． ５ Ｕ ／ ｍ ｌ 以 上 、 好 ま
し く は １ Ｕ ／ ｍ ｌ 以 上 で あ り 、 上 限 は １ ０ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ 以 下 、 好 ま し く は ５ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ
以 下 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 に 使 用 し う る 色 素 と 緩 衝 剤 の 組 み 合 わ せ と し て は ど の よ う な 組 み 合 わ せ で も か ま わ
な い か 、 前 記 し た 色 素 及 び 緩 衝 剤 を 用 い る こ と が 出 来 る 。 組 み 合 わ せ る 色 素 と 緩 衝 剤 の 濃
度 の 比 率 と し て は 、 色 素 が 冷 蔵 液 状 保 存 で ６ ヶ 月 以 上 好 ま し く は ９ ヶ 月 以 上 安 定 で あ れ ば
い か な る 濃 度 の 比 率 を 用 い て も 良 い が 、 例 え ば 色 素 の モ ル 数 を １ と し た 場 合 の 緩 衝 剤 の モ
ル 数 が ５ ０ 以 上 で あ れ ば 好 ま し く 、 色 素 の モ ル 数 を １ と し た 場 合 の 緩 衝 剤 の モ ル 数 が １ ０
０ 以 上 で あ れ ば さ ら に 好 ま し い 。
本 発 明 の 糖 化 タ ン パ ク 質 の 測 定 方 法 及 び 組 成 物 と し て は 本 発 明 の 安 定 性 改 善 方 法 を 用 い て
糖 化 タ ン パ ク 質 を 測 定 す る 方 法 及 び 組 成 物 で あ れ ば い か な る 方 法 及 び 組 成 物 を 用 い て も 良
い 。 さ ら に 、 本 発 明 の 糖 化 タ ン パ ク 質 測 定 用 組 成 物 と し て は 、 プ ロ テ ア ー ゼ を 含 む タ ン パ
ク 質 分 解 試 薬 と 糖 化 ア ミ ノ 酸 に 作 用 す る 酵 素 を 含 む 検 出 試 薬 か ら 成 る 組 成 物 を 用 い る こ と
が 出 来 、 ど ち ら か の 試 薬 に 色 素 及 び 緩 衝 剤 が 、 色 素 の モ ル 数 を １ と し た 場 合 の 緩 衝 剤 の モ
ル 数 が ５ ０ 以 上 に な る よ う に 含 有 さ れ て い る か 、 若 し く は プ ロ テ ア ー ゼ 、 糖 化 ア ミ ノ 酸 に
作 用 す る 酵 素 、 色 素 及 び 緩 衝 剤 が 色 素 の モ ル 数 を １ と し た 場 合 の 緩 衝 剤 の モ ル 数 が ５ ０ 以
上 に な る よ う に 同 時 に 含 ま れ て い れ ば 良 い 。 こ れ ら の 試 薬 は 液 状 品 及 び 液 状 品 の 凍 結 物 あ
る い は 凍 結 乾 燥 品 と し て 提 供 で き る が 、 好 ま し い 剤 形 は 液 状 品 で あ る 。 液 状 品 と し て は 、
例 え ば 色 素 、 緩 衝 剤 を 含 有 す る 水 溶 液 や 、 色 素 、 緩 衝 剤 及 び 酵 素 を 含 有 す る 水 溶 液 、 等 が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
具 体 的 な 本 発 明 に 使 用 し う る 糖 化 タ ン パ ク 質 分 解 試 薬 組 成 の う ち 、 タ ン パ ク 質 分 解 試 薬 と
し て は 、 タ ン パ ク 質 分 解 反 応 が 効 率 よ く 進 行 す る よ う に pH、 緩 衝 剤 及 び プ ロ テ ア ー ゼ 濃 度
を 決 定 し 、 そ の 後 、 ASOx、 プ ロ テ ア ー ゼ 安 定 化 剤 等 を 有 効 な 濃 度 に な る よ う 適 宜 調 製 し て
添 加 す れ ば よ い 。
例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ タ イ プ Ｘ Ｘ Ｉ Ｖ （ シ グ マ 社 製 ） を 用 い る 場 合 に は pHが 7 ～ 10付 近 で タ
ン パ ク 質 分 解 活 性 が 強 い た め 、 反 応 の ｐ Ｈ は 7～ 10を 選 択 で き る 。 色 素 と し て は ４ ア ミ ノ
ア ン チ ピ リ ン を 用 い る こ と が 出 来 、 使 用 濃 度 と し て は 溶 液 状 態 で 例 え ば 下 限 濃 度 ０ ． ２ ｍ
M以 上 好 ま し く は ０ ． ３ ｍ Ｍ 以 上 で あ り 、 上 限 濃 度 １ ． ０ M以 下 、 好 ま し く は ０ ． ５ ０ ０ ｍ
Ｍ 以 下 で 使 用 す れ ば よ い 。 ま た 色 素 を 安 定 化 す る 緩 衝 液 と し て は 3,3ジ メ チ ル グ ル タ ル 酸
を 使 用 す る こ と が 出 来 、 ４ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン の モ ル 数 を １ と し た 場 合 の 3,3ジ メ チ ル グ
ル タ ル 酸 の 濃 度 の モ ル 数 が ５ ０ 以 上 と な る よ う に 使 用 す る 。 こ の と き 、 3,3ジ メ チ ル グ ル
タ ル 酸 の 濃 度 は 、 100mM以 上 の 濃 度 、 例 え ば 200mMで あ る こ と が 好 ま し い 。
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プ ロ テ ア ー ゼ の 安 定 化 剤 と し て は 、 公 知 の 安 定 化 剤 を 用 い れ ば よ い が 、 例 え ば DMSOを 安 定
化 剤 と し て 添 加 す る 場 合 に は 、 下 限 濃 度 は 5%以 上 、 好 ま し く は 10%以 上 で あ り 上 限 の 濃 度
は 50%以 下 、 好 ま し く は 40%以 下 の 濃 度 で 添 加 す れ ば よ い 。
  本 発 明 に 使 用 し う る 糖 化 ア ミ ノ 酸 定 量 試 薬 組 成 に つ い て は 、 使 用 す る 糖 化 ア ミ ノ 酸 に 作
用 す る 酵 素 の 至 適 pHを 考 慮 し 反 応 が 効 率 よ く 進 行 す る よ う に pHを 選 択 し 、 次 に 糖 化 ア ミ ノ
酸 に 作 用 す る 酵 素 量 を 決 定 し 、 最 後 に 糖 化 ア ミ ノ 酸 に 作 用 す る 酵 素 の 安 定 化 剤 を 添 加 す れ
ば よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
例 え ば 前 記 の KAOD若 し く は KAOD-V（ 旭 化 成 フ ァ ー マ 社 製 ） を 使 用 す る 場 合 、 最 大 活 性 の 50
% 以 上 の 活 性 を 示 す 領 域 が pH6.5 ～ 10と 広 く 、 反 応 の pHは 6.5 ～ 10を 選 択 で き る 。
糖 化 ア ミ ノ 酸 に 作 用 す る 酵 素 の 安 定 化 剤 と し て は 、 例 え ば ソ ル ビ ト ー ル を 添 加 す る こ と が
で き 、 下 限 濃 度 は 0.01%以 上 、 好 ま し く は 0.1%以 上 で あ り 、 上 限 の 濃 度 は 30%以 下 、 好 ま し
く は 20%以 下 の 濃 度 で 添 加 す れ ば よ い 。
さ ら に 本 発 明 に 基 づ く 糖 化 タ ン パ ク 質 を 定 量 す る 酵 素 反 応 組 成 に は 、 例 え ば 界 面 活 性 剤 、
塩 類 や 防 腐 剤 な ど を 適 宜 選 択 し て 添 加 し て も 良 い 。
界 面 活 性 剤 と し て は ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ア ル キ ル エ ー テ ル 類 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ
タ ン 脂 肪 酸 エ ス テ ル 類 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 等 の 0.01～ 10%、 好 適 に は 0.05～ 5%、 各
種 金 属 塩 類 、 例 え ば 塩 化 リ チ ウ ム 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 カ リ ウ ム 、 塩 化 マ ン ガ ン 、 塩 化
コ バ ル ト 、 塩 化 亜 鉛 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 等 の 1mM～ 5M、 好 適 に は 10mM～ 1M、 各 種 防 腐 剤 、 例
え ば ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム の 0.01～ 10%、 好 適 に は 0.05～ 1%を 適 宜 添 加 す れ ば 良 い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に お い て 、 色 素 の 安 定 性 は 、 例 え ば 以 下 の よ う に 判 定 す る 。 色 素 と 緩 衝 剤 を 含 む
組 成 物 が 、 液 状 品 で な い 場 合 、 例 え ば 液 状 品 の 凍 結 物 あ る い は 凍 結 乾 燥 品 で あ る 場 合 は 、
融 解 あ る い は 水 の 添 加 等 に よ り 、 液 状 品 と す る 。 安 定 性 の 判 定 に お い て 液 状 品 は 、 液 状 品
に 含 ま れ る 色 素 濃 度 が 、 糖 化 タ ン パ ク 質 濃 度 測 定 に 適 用 し う る 色 素 濃 度 に な る よ う 調 整 す
る 。 こ の 調 整 さ れ た 液 状 品 （ 調 整 せ ず に そ の ま ま 糖 化 タ ン パ ク 質 濃 度 測 定 に 使 用 し う る よ
う に 、 液 状 品 の 状 態 で 市 販 さ れ て い る 場 合 は 、 液 状 品 が 充 填 さ れ た 容 器 を 開 封 し た も の を
い う ） を 、 冷 蔵 （ ２ ～ １ ０ ℃ ） 保 存 、 好 ま し く は ４ ～ ６ ℃ 、 さ ら に 好 ま し く は ５ ℃ で 、 １
年 保 存 す る （ あ る い は 、 ３ ７ ℃ 、 １ 週 間 保 存 の 条 件 を 代 用 し て も よ い ） 。 こ の 保 存 後 の 液
状 品 と 、 調 整 直 後 の 液 状 品 を 用 い て 、 糖 化 ア ル ブ ミ ン あ る い は 糖 化 ヘ モ グ ロ ビ ン を 測 定 し
、 保 存 後 と 調 整 直 後 の 液 状 品 の 感 度 を そ れ ぞ れ 測 定 し 、 感 度 の 低 下 を 算 出 す る 。 こ の 感 度
の 低 下 が 、 抑 制 さ れ た 場 合 、 本 発 明 に お い て 、 安 定 性 が 改 善 さ れ る と い う 。 ま た 、 本 発 明
に お い て 、 色 素 が 安 定 で あ る と は 、 保 存 後 と 調 整 直 後 の 液 状 品 の 同 一 試 料 を 測 定 し た 場 合
の 感 度 の 保 持 が ８ ０ ％ 以 上 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 で あ る こ と を い う 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 に 使 用 し う る 糖 化 タ ン パ ク 質 の 測 定 方 法 と し て は 、 前 記 本 発 明 の 糖 化 タ ン パ ク 質 定
量 用 組 成 物 に 被 検 液 0.001～ 0.5mlを 加 え 、 37℃ の 温 度 に て 反 応 さ せ 、 レ ー ト ア ッ セ イ を 行
う 場 合 に は 、 反 応 開 始 後 一 定 時 間 後 の 2点 間 の 数 分 な い し 数 十 分 間 、 例 え ば 3分 後 と 4分 後
の 1分 間 、 ま た は 3分 後 と 8分 後 の 5分 間 に お け る 変 化 し た 補 酵 素 、 溶 存 酸 素 、 過 酸 化 水 素 若
し く は そ の 他 生 成 物 の 量 を 直 接 ま た は 間 接 的 に 前 記 の 方 法 で 測 定 す れ ば 良 く 、 エ ン ド ポ イ
ン ト ア ッ セ イ の 場 合 に は 検 出 反 応 開 始 後 一 定 時 間 後 の 変 化 し た 補 酵 素 、 溶 存 酸 素 、 過 酸 化
水 素 若 し く は そ の 他 生 成 物 の 量 を 同 様 に 測 定 す れ ば 良 い 。 こ の 場 合 既 知 濃 度 の 糖 化 タ ン パ
ク 質 を 用 い て 測 定 し た 場 合 の 吸 光 度 等 の 変 化 と 比 較 す れ ば 被 検 液 中 の 糖 化 タ ン パ ク 質 の 量
を 求 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ま た 本 発 明 の 糖 化 タ ン パ ク 質 を 測 定 す る 方 法 と し て は 、 別 途 タ ン パ ク 質 を 定 量 し て 糖 化
タ ン パ ク 質 割 合 を 求 め る こ と も 出 来 る 。 例 え ば タ ン パ ク 質 が 糖 化 ア ル ブ ミ ン で あ れ ば 、 別
途 ア ル ブ ミ ン を 、 ま た タ ン パ ク 質 が 糖 化 ヘ モ グ ロ ビ ン 若 し く は ヘ モ グ ロ ビ ン Ａ １ ｃ で あ る
場 合 に は 別 途 ヘ モ グ ロ ビ ン を 測 定 す れ ば よ い 。 ア ル ブ ミ ン や ヘ モ グ ロ ビ ン の 測 定 は 公 知 の
方 法 を 用 い て 行 え ば 良 い 。
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本 発 明 の 測 定 対 象 と な る 被 検 液 は 、 少 な く と も 糖 化 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 被 検 液 で あ れ ば
如 何 な る も の を 用 い て も 良 い が 、 好 ま し い 被 検 液 と し て は 血 液 成 分 、 例 え ば 血 清 、 血 漿 、
血 球 、 全 血 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 分 離 さ れ た 赤 血 球 も 、 分 離 の 条 件 に よ っ て は グ ロ ブ リ ン
成 分 が 混 入 し 測 定 値 に 影 響 を 与 え る 可 能 性 が あ る こ と か ら 好 ま し い 被 検 液 と し て 用 い る こ
と が で き る 。
本 発 明 の 糖 化 タ ン パ ク 質 定 量 組 成 物 及 び 方 法 に 於 け る 測 定 対 象 で あ る 糖 化 タ ン パ ク 質 と し
て は 、 例 え ば 糖 化 ア ル ブ ミ ン ま た は 糖 化 ヘ モ グ ロ ビ ン （ ヘ モ グ ロ ビ ン Ａ １ ｃ ） が 挙 げ ら れ
る が 、 測 定 対 象 と な る 糖 化 タ ン パ ク 質 は 何 ら こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 何 れ の 糖
化 タ ン パ ク 質 を 測 定 し て も 良 い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 を 実 施 例 に 基 づ い て 説 明 す る 。
［ 実 施 例 １ ］
安 定 化 さ れ た 糖 化 ア ル ブ ミ ン 測 定 用 組 成 物
R-1 タ ン パ ク 質 分 解 試 薬
150mM　 　 　 3,3ジ メ チ ル グ ル タ ル 酸 （ 和 光 純 薬 社 製 ）
8000U/ml　  プ ロ テ ア ー ゼ タ イ プ XXIV（ シ グ マ 社 製 ）
2.0mM　 　 　 4-ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン (和 光 純 薬 社 製 )
20％ 　 　 　 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (和 光 純 薬 社 製 )
R-2 糖 化 ア ミ ノ 酸 検 出 試 薬
150mM　 　  ト リ シ ン 緩 衝 液 （ 和 光 純 薬 社 製 ） pH7.5
3.0mM　 　 　 N-エ チ ル -N-(2-ヒ ド ロ キ シ -3-ス ル ホ プ ロ ピ ル )-ｍ -ト ル イ ジ ン (TOOS、 和 光 純
薬 社 製 )　
15U/ml　 　 KAOD（ 旭 化 成 フ ァ ー マ 社 製 ）
20U/ml　 　 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ (シ グ マ 社 製 ) 
5％ 　 　 　 　 ソ ル ビ ト ー ル （ 和 光 純 薬 社 製 ）
【 ０ ０ ２ ５ 】
［ 実 施 例 ２ ］
安 定 化 さ れ た 糖 化 ヘ モ グ ロ ビ ン 測 定 用 組 成 物
R-1 タ ン パ ク 質 分 解 試 薬
150mM　 　 　 3,3ジ メ チ ル グ ル タ ル 酸 （ 和 光 純 薬 社 製 ）
8000U/ml　  プ ロ テ ア ー ゼ タ イ プ XIV（ シ グ マ 社 製 ）
2.0mM　 　 　 4-ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン (和 光 純 薬 社 製 )
2.0mM　 　 　 2-(4-ヨ ー ド フ ェ ニ ル )-3-(2,4-ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル )-5-(2,4ジ ス ル フ ォ フ ェ ニ
ル )-2H-テ ト ラ ゾ リ ウ ム ： WST-3(同 仁 化 学 研 究 所 社 製 )
20％ 　 　 　 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (和 光 純 薬 社 製 )
R-2 糖 化 ア ミ ノ 酸 検 出 試 薬
150mM　 　  ト リ シ ン 緩 衝 液 （ 和 光 純 薬 社 製 ） pH7.5
3.0mM　 　 　 N-エ チ ル -N-(2-ヒ ド ロ キ シ -3-ス ル ホ プ ロ ピ ル )-ｍ -ト ル イ ジ ン (TOOS、 和 光 純
薬 社 製 )　
15U/ml　 　 KAOD（ 旭 化 成 フ ァ ー マ 社 製 ）
20U/ml　 　 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ (シ グ マ 社 製 )
5％ 　 　 　 　 ソ ル ビ ト ー ル （ 和 光 純 薬 社 製 ）
【 ０ ０ ２ ６ 】
［ 実 施 例 ３ ］
緩 衝 剤 濃 度 が 試 薬 の 安 定 性 に 及 ぼ す 影 響 　
実 施 例 １ 及 び ２ に 記 載 の 糖 化 タ ン パ ク 質 測 定 用 組 成 物 を 冷 蔵 （ 約 ５ ℃ ） で １ 年 間 保 存 し た
。 作 成 直 後 と 冷 蔵 保 存 １ 年 後 の コ ン ト ロ ー ル の 感 度 を 測 定 し た 。
＜ 糖 化 ア ル ブ ミ ン 測 定 試 薬 の 反 応 手 順 ＞
　 37度 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た R-1;240μ lに コ ン ト ロ ー ル 血 清 （ 株 式 会 社 BML社 製 ） 8μ l
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を 添 加 し 、 37℃ で 反 応 を 開 始 し 、 正 確 に 5分 後 に R-2;80μ lを 添 加 し た 。 R-2添 加 前 及 び 添
加 5分 後 の 555nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。 ま た 基 質 溶 液 の 代 わ り に 蒸 留 水 を 用 い た 測 定 を ブ ラ
ン ク と し 、 コ ン ト ロ ー ル 基 質 溶 液 か ら 得 ら れ た 吸 光 度 変 化 か ら ブ ラ ン ク 試 料 の 吸 光 度 変 化
を 差 し 引 い た △ A 0 を 算 出 し た 。
＜ 糖 化 ヘ モ グ ロ ビ ン 測 定 試 薬 の 反 応 手 順 ＞
37度 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た R-1;240μ lに HbA1c測 定 用 実 試 料 標 準 物 質 （ １ 次 キ ャ リ ブ レ
ー タ ー JDS HbA1c Lot2 福 祉 ・ 医 療 技 術 振 興 会 製 ） 30μ lを 添 加 し 、 37℃ で 反 応 を 開 始 し 、
正 確 に 5分 後 に R-2;60μ lを 添 加 し た 。 R-2添 加 前 及 び 添 加 5分 後 の 555nmの 吸 光 度 を 測 定 し
た 。 ま た 基 質 溶 液 の 代 わ り に 蒸 留 水 を 用 い た 測 定 を ブ ラ ン ク と し 、 コ ン ト ロ ー ル 基 質 溶 液
か ら 得 ら れ た 吸 光 度 変 化 か ら ブ ラ ン ク 試 料 の 吸 光 度 変 化 を 差 し 引 い た △ A 0 を 算 出 し た 。
感 度 変 化 の 測 定 の 結 果 は 、 初 期 の 感 度 を 100％ と す る と 、 グ リ コ ア ル ブ ミ ン 試 薬 、 糖 化 ヘ
モ グ ロ ビ ン 測 定 試 薬 の 感 度 の 残 存 は 冷 蔵 保 存 １ 年 後 で は そ れ ぞ れ 85％ 、 77％ で あ っ た 。 こ
の こ と か ら 糖 化 タ ン パ ク 質 の 測 定 用 物 組 成 物 が １ 年 間 の 冷 蔵 保 存 で 劣 化 し た こ と が 分 か る
。
【 ０ ０ ２ ７ 】
次 に R-1、 R-2の ど ち ら が 感 度 低 下 の 原 因 か を 検 討 す る 目 的 で 、 保 存 後 の R-1、 R-2と 新 し く
作 成 し た R-1、 R-2を 用 い て 、 保 存 後 の R-1、 新 品 R-2の 組 み 合 わ せ 、 新 品 の R-1、 保 存 後 R-2
の 組 み 合 わ せ 、 保 存 後 の R-1、 R-2の 組 み 合 わ せ 、 新 品 の R-1、 R-2の 組 み 合 わ せ で コ ン ト ロ
ー ル を 測 定 し た 。 測 定 結 果 は 糖 化 ア ル ブ ミ ン 試 薬 の 場 合 、 新 品 R-1、 R-2の 組 み 合 わ せ を 用
い た 場 合 の 感 度 を 100%と す る と 保 存 後 の R-1、 R-2で 85％ 、 新 品 の R-1保 存 後 の R-2の 組 み 合
わ せ で 98％ 、 保 存 後 の R-1、 新 品 R-2の 組 み 合 わ せ で 87％ の 相 対 感 度 で あ っ た 。 こ の こ と か
ら R-1の 成 分 が 劣 化 の 原 因 で あ る こ と が 判 明 し た 。
さ ら に 、 R-1中 の 劣 化 の 原 因 を 突 き 止 め る 目 的 で R-1各 成 分 の 添 加 実 験 を お こ な っ た と こ ろ
色 素 で あ る ４ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン の 添 加 の 場 合 の み 感 度 が 回 復 し た 。 こ の こ と か ら R-1の
色 素 が 劣 化 を し て い る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
［ 実 施 例 ４ ］
緩 衝 剤 濃 度 が 試 薬 の 安 定 性 に 及 ぼ す 影 響
糖 化 ア ル ブ ミ ン 測 定 試 薬 の R1の 緩 衝 剤 3,3ジ メ チ ル グ ル タ ル 酸 の 濃 度 を 25ｍ Ｍ 、 50ｍ Ｍ 、 7
5ｍ M、 100ｍ Ｍ 、 200ｍ Ｍ 、 300ｍ Ｍ に 変 化 さ せ ３ ７ ℃ -１ 週 間 試 薬 を 放 置 し 、 コ ン ト ロ ー ル
の 感 度 を 測 定 し た 。 尚 本 試 薬 の 37℃ -１ 週 間 の 保 存 試 験 は 冷 蔵 保 存 １ 年 に 相 当 す る こ と が
知 ら れ て い る 。 結 果 を 図 １ に 示 す 。
図 １ か ら 分 か る よ う に 100ｍ Ｍ 以 上 の 緩 衝 剤 を 用 い る こ と で 試 薬 が 飛 躍 的 に 安 定 に な る こ
と が 明 白 で あ っ た 。 こ れ は 試 薬 中 の 色 素 、 こ の 場 合 は ４ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン が 安 定 化 さ れ
て い る と 考 え ら れ た 。 こ の 場 合 色 素 に は 2.0mMの ４ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン を 用 い 、 緩 衝 剤 濃
度 は 100ｍ Ｍ 以 上 が 好 ま し い こ と か ら 、 色 素 の モ ル 数 を １ と し た 場 合 の 、 緩 衝 剤 の モ ル 数
が ５ ０ 以 上 で あ る こ と が 好 ま し い こ と が 明 白 で あ る 。
ま た 色 素 の モ ル 数 を １ と し た 場 合 の 、 緩 衝 剤 の モ ル 数 が ５ ０ 以 上 で あ る 組 成 の ３ ７ ℃ － １
週 間 の 保 存 後 の 残 存 感 度 が ９ ０ ％ 以 上 で あ り 、 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン 後 の Ｇ Ａ 濃 度 に は 試 験
前 後 で 変 化 な か っ た こ と か ら 本 安 定 化 方 法 を 用 い た 組 成 物 は 少 な く と も 冷 蔵 ６ ヶ 月 以 上 液
体 状 態 で 、 安 定 で あ る と 考 え ら れ た 。 ま た 、 本 検 討 と 同 様 の 試 験 を 糖 化 ヘ モ グ ロ ビ ン 組 成
物 に 用 い た と こ ろ 同 じ く 色 素 の モ ル 数 を １ と し た 場 合 の 、 緩 衝 剤 の モ ル 数 が ５ ０ 以 上 で あ
る 組 成 の 試 薬 が 飛 躍 的 に 安 定 に な っ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
［ 実 施 例 ５ ］
４ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン 濃 度 の 安 定 性 に 及 ぼ す 影 響
糖 化 ア ル ブ ミ ン 測 定 試 薬 の ４ ア ミ ノ ア チ ピ リ ン 濃 度 を 0.5mM、 1.0mM、 2.0mM、 5.0mMに 変 化
さ せ ３ ７ ℃ -１ 週 間 試 薬 を 放 置 し 、 コ ン ト ロ ー ル の 感 度 を 測 定 し た 。 結 果 は 残 存 感 度 が そ
れ ぞ れ 、 80%、 93%、 94%、 95%で あ り 、 ４ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン 濃 度 1.0mM以 上 で 安 定 性 が 高
い こ と が 示 さ れ た 。 こ れ は 試 薬 劣 化 の 現 象 が 保 存 時 に 色 素 が 劣 化 し て い く こ と が 原 因 で あ
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る こ と か ら 、 最 初 か ら ４ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン を 増 量 し て お け ば 試 薬 性 能 と し て の 劣 化 が 減
少 す る た め と 考 え ら れ た 。 た だ し ４ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン を 増 量 だ け で は 完 全 に 試 薬 を 安 定
化 す る に は 至 ら な か っ た 。 本 結 果 か ら 分 か る よ う に 色 素 の 安 定 化 を 図 る 場 合 に は 色 素 の モ
ル 数 を １ と し た 場 合 の 、 緩 衝 剤 の モ ル 数 が ５ ０ 以 上 で あ る こ と に 加 え て ４ ア ミ ノ ア ン チ ピ
リ ン 濃 度 を 1.0ｍ Ｍ 以 上 に す る と 良 い こ と が 明 白 で あ っ た 。
ま た 、 本 検 討 と 同 様 の 試 験 を 糖 化 ヘ モ グ ロ ビ ン 組 成 物 で 行 っ た と こ ろ 、 同 じ く 1.0mM以 上
の ４ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン 濃 度 で 安 定 性 が よ く な っ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 発 明 の 安 定 化 方 法 及 び 組 成 物 は 臨 床 検 査 の 分 野 で 好 適 に 使 用 で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ １ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 実 施 例 ４ に 基 づ く 緩 衝 剤 濃 度 と 色 素 の 安 定 性 の 関 係 を 示 し た 図 で あ る 。
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