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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　無色可溶化フェニルホスフェートを安定化する方法において、前記可溶化フェニルホス
フェートと木炭とを接触させ、前記木炭を前記可溶化フェニルホスフェートと接触させて
維持し、４０５ｎｍで０．１より小さいバックグラウンド吸光度及び０．２ＯＤ／分の活
性度を有する安定化した可溶化フェニルホスフェートを与えることを含む、可溶化フェニ
ルホスフェート安定化法。
【請求項２】
　非酵素加水分解により着色した可溶化フェニルホスフェートを安定化する方法において
、前記可溶化フェニルホスフェートと木炭とを接触させ、前記木炭を前記可溶化フェニル
ホスフェートと接触させて維持し、室温で光の中で３０日以上の間、４０５ｎｍで０．１
より小さいバックグラウンド吸光度及び０．２ＯＤ／分の活性度を有する、安定化した可
溶化フェニルホスフェートを与えることを含む、可溶化フェニルホスフェート安定化法。
【請求項３】
　可溶化フェニルホスフェートがパラニトロフェニルホスフェートである、請求項１又は
２に記載の方法。
【請求項４】
　可溶化パラニトロフェニルホスフェートが、９．０より大きなｐＨを有する緩衝水溶液
になっている、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
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　可溶化パラニトロフェニルホスフェートが、３．０ｇ／ｌ以下のパラニトロフェニルホ
スフェートを含む、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　可溶化パラニトロフェニルホスフェートが、１．０～３．０ｇ／ｌのパラニトロフェニ
ルホスフェートを含む、請求項３に記載の方法。
【請求項７】
　木炭が、５～１５ｍｇ／ｍｌの量である、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項８】
　前記可溶化フェニルホスフェートと１０ｍｇ／ｍｌの木炭とを接触させる、請求項１又
は２に記載の方法。
【請求項９】
　木炭が活性炭である、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項１０】
　（ａ）緩衝剤中に入れたフェニルホスフェートを含む溶液で、非酵素加水分解により既
に着色した溶液、及び（ｂ）木炭、を含む安定化した可溶化フェニルホスフェート溶液で
あって、
　然も、室温で光の中で３０日以上の間、４０５ｎｍで０．１より小さいバックグラウン
ド吸光度及び０．２ＯＤ／分の活性度を有する、
　安定化した可溶化フェニルホスフェート溶液。
【請求項１１】
　（ａ）緩衝剤中に入れたフェニルホスフェートを含む溶液で、非酵素加水分解により未
だ着色していない溶液、及び（ｂ）活性炭、を含む安定化した可溶化フェニルホスフェー
ト溶液であって、
　然も、４０５ｎｍで０．１より小さいバックグラウンド吸光度及び０．２ＯＤ／分の活
性度を有する、
　安定化した可溶化フェニルホスフェート溶液。
【請求項１２】
　フェニルホスフェートがパラニトロフェニルホスフェートである、請求項１０又は１１
に記載の安定化した可溶化フェニルホスフェート溶液。
【請求項１３】
　パラニトロフェニルホスフェートが、１．０～３．０ｇ／ｌの量で存在する、請求項１
２に記載の安定化した可溶化フェニルホスフェート溶液。
【請求項１４】
　フェニルホスフェートが、フェニルホスフェートのＮａ＋塩、ＮＨ４＋塩、Ｍｇ２＋塩
、又は異性体である、請求項１０又は１１に記載の安定化した可溶化フェニルホスフェー
ト溶液。
【請求項１５】
　緩衝剤が塩基性緩衝剤である、請求項１２に記載の安定化した可溶化フェニルホスフェ
ート溶液。
【請求項１６】
　塩基性緩衝剤が、ＤＥＡ、ＢＩＳ－ＴＲＩＳ、ＴＲＩＳ、ＡＭＰ、又はＡＭＰＤである
、請求項１５に記載の安定化した可溶化フェニルホスフェート溶液。
【請求項１７】
　更に、マグネシウム化合物を含む、請求項１０又は１１に記載の安定化した可溶化フェ
ニルホスフェート溶液。
【請求項１８】
　アルカリ性ホスファターゼ又は酸性ホスファターゼ用の既製品酵素基質組成物であって
、
　無色可溶化フェニルホスフェート、緩衝剤、及び木炭を含む、既製品酵素基質組成物。
【請求項１９】
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　フェニルホスフェートがパラニトロフェニルホスフェートである、請求項１８に記載の
既製品酵素基質組成物。
【請求項２０】
　木炭が、５ｍｇ／ｍｌ～１５ｍｇ／ｍｌの量で存在する、請求項１８に記載の既製品酵
素基質組成物。
【請求項２１】
　木炭が、１０ｍｇ／ｍｌの量で存在する、請求項２０に記載の既製品酵素基質組成物。
【請求項２２】
　酵素基質が、１．０ｇ／ｌ～３．０ｇ／ｌの量のパラニトロフェニルホスフェートであ
る、請求項１９に記載の既製品酵素基質組成物。
【請求項２３】
　パラニトロフェニルホスフェートが、１．５ｇ／ｌの量で存在する、請求項２２に記載
の既製品酵素基質組成物。
【請求項２４】
　請求項１９に記載の既製品酵素基質組成物及び酵素を別々に含む、酵素活性度検定のた
めの試薬キットであって、
　前記酵素がアルカリ性ホスファターゼ又は酸性ホスファターゼである、
　試薬キット。
【請求項２５】
　ホスファターゼ酵素決定で用いられる水性液体基質系を製造する方法において、
　（ａ）　緩衝水性溶媒中にフェニルホスフェートを可溶化し、無色フェニルホスフェー
ト溶液を与え、
　（ｂ）　前記無色フェニルホスフェート溶液にマグネシウム化合物を添加し、
　（ｃ）　前記無色フェニルホスフェート溶液を、木炭と接触させ、
　（ｄ）　前記無色フェニルホスフェート溶液中に前記マグネシウム化合物及び木炭を維
持し、そして
　（ｅ）　前記混合物を密封する、
ことを含む製造方法。
【請求項２６】
　フェニルホスフェートがパラニトロフェニルホスフェートである、請求項２５に記載の
方法。
【請求項２７】
　４００～４１０ｎｍで測定して、非酵素加水分解により０．１ＯＤより大きな吸光度を
有する可溶化フェニルホスフェートをリサイクルするためのキットにおいて、
　非酵素加水分解により着色した可溶化フェニルホスフェート及び活性炭を含むキット。
【請求項２８】
　フェニルホスフェートがパラニトロフェニルホスフェートである、請求項２７に記載の
キット。
【請求項２９】
　木炭が、１０ｍｇ／ｍｌ±５ｍｇ／ｍｌの量になっている、請求項２７に記載のキット
。
【請求項３０】
　木炭が、内蔵ユニットで、そのユニット当たり１００ｍｇの炭素を内蔵するユニットに
なっており、前記内蔵ユニットを、リサイクルの必要に応じ、可溶化フェニルホスフェー
ト１ｍｌ当たり１０±５ｍｇの木炭を与えるのに充分な量で可溶化フェニルホスフェート
へ添加することができる、請求項２８に記載のキット。
【請求項３１】
　木炭の内蔵ユニットが、ペレット、錠剤、発泡パック中に入れた錠剤、又は有孔カプセ
ルの形態になっている、請求項３０に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、改良された安定性を有するホスフェート含有酵素基質組成物及びこれらの安
定な酵素基質組成物を製造する方法に関する。酵素基質は、酵素活性度検定等のための試
薬キット中に含有させることができる。好ましい例は、改良された安定性を有するｐ－ニ
トロフェニルホスフェート（ＰＮＰＰ）組成物及びＰＮＰＰを安定化及びリサイクルする
ための方法及び組成物である。
【背景技術】
【０００２】
　人間の体液中のヒドロラーゼ活性度、特にアルカリ性ホスファターゼ及び酸性ホスファ
ターゼ活性度の決定は、臨床的に非常に重要である。芳香族有機基及び加水分解可能な燐
酸エステルを含む基質は、これらのヒドロラーゼの基質として典型的に用いられているこ
れらの基質には、パラニトロフェニルホスフェート（ＰＮＰＰ）のようなフェニルホスフ
ェート、４－メチルウンベリフェロン燐酸（４ＭＵＰ）、ｏ－クレゾールフタレインモノ
ホスフェート二ナトリウム塩、フェニルフタレイン、及びそれらの異性体及び塩が含まれ
る。ヒドロラーゼ酵素、特にアルカリ性ホスファターゼ及び酸性ホスファターゼは、血清
中に見ることができ、これらの酵素の測定は、種々の異常状態を検出するのに用いること
ができる。
【０００３】
　アルカリ性及び酸性ホスファターゼは、自然界に広く分布し、それらの性質は広範囲に
亙って研究されている。この酵素は、燐酸モノエステルの加水分解に触媒作用を与える：
　　　　　Ｒ－Ｏ－ＰＯ３

２－＋Ｈ２Ｏ→Ｒ－ＯＨ＋ＨＰＯ４－

【０００４】
　アルカリ性ホスファターゼは、全ての組織中に見出される酵素である。特に大きな濃度
を有する組織には、肝臓、胆管、胎盤、及び骨が含まれる。これらの組織は血液中に酵素
を遊離するので、アルカリ性ホスファターゼの量は、血清の試料で測定することができる
。血清中のアルカリ性ホスファターゼのレベルが増大すると、骨及び肝臓疾患を含めた種
々の症状を示すことがある。
【０００５】
　血清中の酸性ホスファターゼ酵素の測定も極めて有用である。酸性ホスファターゼは、
主に前立腺中で生成し、通常血液中には極めて僅かな量でしか見られない。酸性ホスファ
ターゼのレベルが増大すると、前立腺癌の兆候になることがある。
【０００６】
　アルカリ性ホスファターゼ及び酸性ホスファターゼのレベルは、マグネシウムイオンを
存在させて基質パラニトロフェニルホスフェート（ＰＮＰＰ）を加水分解することに基づ
いて測定することができる。これらのホスファターゼは、ＰＮＰＰを加水分解して着色最
終生成物にする。加水分解速度は、約４０５ｎｍで測定される吸光度の増大を追跡するこ
とにより決定することができる。
【０００７】
　更に、これらの酵素は、生物学的試料（例えば、血清、尿、及び血液）又は研究反応中
に含まれるタンパク質及びペプチドを測定するために用いることができる。例えば、これ
らの化合物を用いて、試料又は反応中に存在するアナライト（即ち、マレイン酸、問題の
タンパク質又はペプチド）の量を定量することができる。これらのホスファターゼ及びフ
ェニルホスフェート基質を用いた検定には、サンドイッチ免疫検定、競合的免疫検定、免
疫沈殿反応検定、及び酵素結合免疫吸着検定（ＥＬＩＳＡ）が含まれるが、それらに限定
されるものではない。特に、ＥＬＩＳＡは、血清、尿、培養上澄み液等の中のタンパク質
及びペプチドの量を概算するのに役立つ有力な方法である。
【０００８】
　ホスファターゼ酵素は、これらの検定で特に有用である。なぜなら、それらは燐酸基に
対する大きな親和力を有し、反応性燐酸基を有する基質を用いて容易に測定することがで
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きるからである。上で述べたように、芳香族有機基を含む基質及び加水分解可能な燐酸エ
ステルは、ホスファターゼを測定するのに容易に用いることができる。特に、これらの酵
素は、フェニルホスフェート基質を加水分解し、塩基性溶液中で着色する最終生成物を与
える。
【０００９】
【化１】

【００１０】
　加水分解速度は、ＰＮＰＰの場合、約４０５ｎｍでの吸光度の増大を追跡することによ
り決定することができる。ＰＮＰＰの例で、与えられた時間枠内でホスファターゼ酵素と
の反応により生ずるｐ－ニトロフェノキシドによる吸光度増大の測定により、存在するア
ナライトの量のかなり正確な決定を与える。
【００１１】
　元々、多くの免疫検定は、問題のアナライトの放射能検出に依存していた。放射性同位
元素を使用することに関する危険及びコスト（例えば、放射能汚染及び放射性廃棄物の生
成）のため、フェニルホスフェート薬剤を用いた比色検定の使用に基づく酵素結合又は酵
素に基づく検定技術が開発された。
【００１２】
　ＥＬＩＳＡのために最初最も一般的に用いられていた比色系の一つは、ｐ－ニトロフェ
ニルホスフェート（ＰＮＰＰ）・アルカリ性ホスファターゼ反応であった。アルカリ性ホ
スファターゼは極めて安定な酵素であり、そのため商業的に極めて価値のあるものとされ
ているが、ＰＮＰＰは極めて不安定である。ＰＮＰＰの燐酸基は極めて不安定であり、Ｐ
ＮＰＰは、酵素が存在しなくても時間と共に加水分解して溶液中着色フェノキシドになる
であろう。実際、透明容器の中に入れて明るくした部屋の中に室温で放置すると、ＰＮＰ
Ｐは、僅か数時間以内で加水分解し、琥珀色の容器中に入れて低温で保存した場合でも、
ＰＮＰＰは、依然として時間と共に加水分解するであろう。溶液中でＰＮＰＰは不安定で
あるため、商業的に研究用には向かないものとされている。なぜなら、商業的には、長い
時間に亙って酵素基質が安定なままでいることが望ましいからである。ＰＮＰＰ及び他の
フェニルホスフェートで起きる問題の結果として、フェニルホスフェートを安定化する方
法について膨大な研究が行なわれてきた。
【００１３】
　ＰＮＰＰのようなフェニルホスフェートを安定化するために用いられている現在の商業
的技術状態は、製薬、診断及び関連工業で、乾燥粉末を錠剤にするために用いられている
ような冷凍乾燥、乾式混合、或は固体マトリックス中に基質の化学構造を固定することに
よる化学的固定化により、それら化合物を固定マトリックス中に与えることである。しか
し、これらの方法は高価であり、従って、商業的には実用的ではない。更に、乾燥した形
でフェニルホスフェートを与えることにより、半製品が供給されている。最終的ユーザー
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は、フェニルホスフェートを再構成しなければならず、最終製品に品質制御の問題を引き
起こし、再構成した時、フェニルホスフェート溶液が加水分解し、長い時間保存すること
ができない。
【００１４】
　ＰＮＰＰを含めた反応性燐酸有機診断試薬を溶液中で安定化するための方法を開発する
試みが行われてきた。例えば、米国特許第４，１３２，５９８号明細書には、水溶液中の
ＰＮＰＰを含めた不安定な有機診断試薬を、フェニル及びフェニル系化合物、イミダゾー
ル、及びニトロ脂肪族化合物から選択された安定化剤とその溶液とを混合することにより
安定化する方法が記載されている。米国特許第４，３７２，８７４号明細書には、ＰＮＰ
Ｐを含めた不安定な有機試薬を、水混和性有機溶媒中にその試薬を溶解し、不活性な高表
面積粒状乾燥剤を少なくとも１重量％前記溶液と接触させて与えることにより、安定化す
る方法が記載されている。
【００１５】
　米国特許第５，８９５，８１９号明細書には、クエン酸及び／又は琥珀酸を用いて燐酸
エステルを用いて安定化することが記載されている。酸性溶液中で燐酸エステルを安定化
することは可能かも知れないが、ホスファターゼのための基質として溶液を用いるために
は、その溶液は、塩基性ｐＨに緩衝されていなければならず、その中では燐酸エステルは
最早安定化されない。米国特許第５，９４８，６３１号明細書には、アルカリ性ホスファ
ターゼを検出するためのＮ－メチルグルカミンと、ｏ－クレゾールフタレインモノ燐酸の
Ｎ－メチルグルカミン塩との混合物が記載されており、その混合物は非酵素加水分解に対
しては、安定である。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　これらの方法が開発されてきているが、これらの方法の中で、フェニルホスフェート溶
液の出荷又は実験室で机上にフェニルホスフェート溶液が保存されている間に経験するこ
とがある４℃のような低下した温度又は上昇した温度で溶液中のフェニルホスフェートを
長期間貯蔵することを可能にし、商業的に実行可能であることが証明されたものは一つも
ない。従って、診断試験で基質として用いるために溶液中でのフェニルホスフェートの貯
蔵安定性を改良する必要性が依然として存在している。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
（本発明の概要）
　従って、従来文献で報告されてきたことでも拘わらず、既製品の形になっている可溶化
フェニルホスフェートを安定化する改良された方法に対する必要性が存在する。更に、酵
素が存在しない場合に着色生成物へ転化され、そのままでは商業的に役に立たない形の可
溶化フェニルホスフェートになっていた可溶化フェニルホスフェートをリサイクルする方
法が必要である。ここに記載するようなフェニルホスフェートを安定化し、リサイクルす
るための組成物及びキットは、フェニルホスフェート溶液を調製する必要性を除いている
ので、一層首尾一貫した実験室での結果を与えることができるであろう。更に、ここに記
載するようなフェニルホスフェートを安定化及びリサイクルするための組成物及びキット
は、一層一貫したバックグラウンド測定を可能にし、フェニルホスフェートの出荷及び取
り扱いのコストを著しく減少するであろう。更に、ここに記載するようなフェニルホスフ
ェートを安定化及びリサイクルするための組成物及びキットは、保存寿命を増大した既製
品及び濃厚な形態でフェニルホスフェートを与えることを可能にする。本発明に従い、反
応性燐酸基を効果的に安定化し、それにより着色生成物への非酵素加水分解又は転化から
可溶化フェニルホスフェートを保護する試薬を存在させて、緩衝溶液中でフェニルホスフ
ェートを保存することができることが判明している。特に、これらの安定化用試薬は、木
炭、好ましくは活性炭である。ＰＮＰＰは、ここで例示するフェニルホスフェートである
が、他のフェニルホスフェート、それらの塩及び異性体も、ここに記載する方法、組成物
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、及びキットで用いられるものと考えられている。従って、ＰＮＰＰについての言及は全
て、ＰＮＰＰ、他のフェニルホスフェート、それらの塩、及びそれらの異性体を包含する
ものである。
【００１８】
　本発明は、液体試薬溶液中で不安定な成分を効果的に「安定化」するか、又は約４０５
ｎｍで測定した時のそれらのバックグラウンド吸光度が０．１より小さく（０．１より小
さい吸光度はバックグラウンドについて望ましい限界である）、許容可能な活性度を有す
る状態へ「リサイクル」されるように、独特に設計されている。ＯＤ／分に等しいか又は
それより大きな吸光度は、活性度を測定するための好ましい限界である。ここに記載する
フェニルホスフェートを安定化するための手段は、液体媒体中での長期安定性を与える。
更に、本発明によれば、高品質の生成物を製造する際に誤差の小さな制御を達成すること
ができ、それにより堅い包装サイズの不便さ、及び包装、冷凍、冷凍乾燥、冷凍保存、及
び試薬浪費の高いコストも無くなる。更に、ここに記載する組成物及び方法は、照明とは
無関係に、また可溶化フェニルホスフェートが保存される容器の色とは無関係に、４℃以
上の温度での長期保存を可能にし、それにより琥珀色の瓶の必要性を無くしている。
【００１９】
　従って、本発明の一つの態様は、可溶化フェニルホスフェートと、安定化量の木炭とを
接触させることを含む可溶化フェニルホスフェートの安定化法を与える。好ましいフェニ
ルホスフェートは、パラニトロフェニルホスフェート（ＰＮＰＰ）であるが、ここに論ず
るように、他のホスフェートも考慮に入れられている。フェニルホスフェートは、約９．
０より大きなｐＨを有する緩衝水溶液になっているのが好ましい。ＰＮＰＰがフェニルホ
スフェートである場合、ＰＮＰＰは３．０ｇ／ｌ以下のＰＮＰＰ量で存在することができ
、一層好ましくは約１．０～１．５ｇ／ｌのＰＮＰＰ量で存在する。一方木炭は、約５～
１５ｍｇ／ｍｌ（例えば、１０ｍｇ／ｍｌ）の量で存在することができる。木炭は活性炭
であるのが好ましい。
【００２０】
　本発明の別の態様は、ホスファターゼ及び安定化された可溶化フェニルホスフェートを
含むホスファターゼ・フェニルホスフェートに基づく反応のためのキットを意図している
。フェニルホスフェートはＰＮＰＰであるのが好ましいが、どのようなフェニルホスフェ
ートでもよい。
【００２１】
　本発明の更に別の目的は、着色した可溶化フェニルホスフェートと、リサイクル量の木
炭（例えば、活性炭）とを混合することを含む、可溶化フェニルホスフェート（例えば、
ＰＮＰＰ）をリサイクルするための方法を与える。もしＰＮＰＰがリサイクルされるなら
ば、可溶化ＰＮＰＰの濃度は３．０ｇ／ｌ以下である。ＰＮＰＰを安定化し、リサイクル
するための木炭の量は、約５～１５ｍｇ／ｍｌ（例えば、１０ｍｇ／ｍｌ）の量である。
【００２２】
　更に別の態様として、本発明は、木炭を溶液中に残留させるか、又はここに論ずる方法
の何れか（例えば、遠心分離、化学的抽出等）を用いて溶液から除去してもよいことを考
慮に入れている。
【００２３】
　本発明の更に別の態様は、緩衝剤、フェニルホスフェート、及び安定化量の木炭を含む
安定化された可溶化フェニルホスフェート（例えば、ＰＮＰＰ）を考慮に入れている。木
炭は活性炭であるのが好ましい。安定化された可溶化フェニルホスフェートがＰＮＰＰで
ある場合、そのＰＮＰＰは３．０ｇ／ｌより少ない量で存在する。フェニルホスフェート
は、Ｎａ＋塩、Ｍｇ２＋塩、ＮＨ４＋塩又はそれらの異性体にすることができる。フェニ
ルホスフェートを可溶化する緩衝剤は、塩基性緩衝剤（例えば、ＤＥＡ、ＢＩＳ－ＴＲＩ
Ｓ、ＴＲＩＳ、ＡＭＰ、又はＡＭＰＤ）であるのが好ましい。安定化された可溶化フェニ
ルホスフェート組成物は、更にマグネシウム化合物を含むことができる。
【００２４】
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　更に別の態様は、フェニルホスフェート（例えば、ＰＮＰＰ、又はフェニルホスフェー
ト塩、又は異性体）、緩衝剤（例えば、ここに記載するものの何れかのような塩基性緩衝
剤）、及び木炭（例えば、活性炭）を含む既製品酵素基質組成物を意図している。
【００２５】
　別の態様として、上で論じた既製品酵素基質組成物及び酵素を含む酵素活性度検定のた
めの試薬キットが意図されている。酵素はアルカリ性ホスファターゼ又は酸性ホスファタ
ーゼであるのが好ましい。
【００２６】
　更に別の態様として、ホスファターゼ酵素決定で用いられる水溶液基質系を製造するた
めの方法で；
　（ａ）水性緩衝溶媒中にフェニルホスフェートを可溶化し、フェニルホスフェート溶液
を与え；
　（ｂ）前記フェニルホスフェート溶液にマグネシウム化合物を添加し；
　（ｃ）前記溶液を安定化量の木炭と接触改させ；そして
　（ｄ）前記溶液を密封する；
ことを含む方法が意図されている。フェニルホスフェートはＰＮＰＰであるか、又は別の
フェニルホスフェート塩又は異性体にすることができる。
【００２７】
　更に別の目的は、塩基性緩衝剤中に入れた可溶化フェニルホスフェートを入れるための
容器で、可溶化フェニルホスフェートに露出される容器の表面に木炭を含む容器を与える
ことである。
【００２８】
　本発明の更に別の態様は、４０５ｎｍで測定した時、非酵素加水分解により０．１ＯＤ
を越える吸光度を有する可溶化フェニルホスフェートをリサイクルするためのキットで、
安定化量の木炭を含むキットを与える。木炭は活性化されているのが好ましく、もしＰＮ
ＰＰがリサイクルされるならば、１０ｍｇ／ｍｌ±５ｍｇ／ｍｌの量で存在するのが好ま
しい。このキットは、木炭が内蔵ユニット（ｓｅｌｆ－ｃｏｎｔａｉｎｅｄ　ｕｎｉｔ）
（例えば、ペレット、錠剤、発泡パックに入れた錠剤、透析管又はそれと同等のものの中
に入れた錠剤、又は有孔カプセル）中にあることも考慮されている。
【００２９】
（本発明の詳細な記事）
　本発明は、一般に可溶化フェニルホスフェートを安定化する方法に関する。本発明によ
れば、可溶化フェニルホスフェートを安定化量の木炭と接触させる。可溶化フェニルホス
フェートと木炭とを接触させることにより驚く程の安定性を、フェニルホスフェートの緩
衝溶液に与えることができる。本発明の安定化した可溶化フェニルホスフェートは、緩衝
溶液、好ましくは９．０より大きなｐＨを有する緩衝溶液として与えられる。本発明によ
れば、安定化量の木炭と接触させた可溶化フェニルホスフェートは安定で、そのためほぼ
室温で光りに露出されて机上で保存された場合、３０日以上、冷蔵庫中で４℃で保存され
た場合には２年以上、許容可能なバックグラウンド吸光度及び活性度を示すことができる
。
【００３０】
　本発明は、非酵素加水分解により着色し、そのため商業的に役に立たなくなった可溶化
フェニルホスフェートを、許容可能な活性度及びバックグラウンド吸光度を有する可溶化
フェニルホスフェートへリサイクルする方法にも関する。非酵素加水分解により既に着色
した可溶化フェニルホスフェートを木炭と接触させることにより、酵素検定で使用するの
に許容可能なバックグラウンド吸光度及び許容可能な活性度を有する可溶化フェニルホス
フェートを与えることができる。
【００３１】
　本発明により、優れた安定性を有する可溶化フェニルホスフェートを与え、既に着色し
た可溶化フェニルホスフェートをリサイクルするために、可溶化フェニルホスフェートを
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木炭と接触させる。可溶化フェニルホスフェートは、木炭と接触させて貯蔵するか、又は
別法として、可溶化フェニルホスフェートを限定された時間木炭と接触させ、次に実質的
に全ての木炭を除去した後、その可溶化フェニルホスフェートを長期間貯蔵することがで
きる。
【００３２】
　次に、可溶化フェニルホスフェートを安定化し、且つ／又はリサイクルするための装置
、組成物、及びキットも与える。
【００３３】
（１．定義及び省略記号）
　　１．１定義
　本明細書全体を通して用いられている用語は、当業者にとっては、通常の典型的な意味
を有するものと解釈される。しかし、次の用語を下に詳細に論ずる。
【００３４】
　更に、本発明の目的から、不定冠詞“ａ”又は“ａｎ”のついた全体は、その全体の一
つ以上を意味する。例えば、「分子」又は「緩衝剤」とは、それらの化合物又は緩衝剤の
一つ以上を夫々意味している。そのようなものとして、不定冠詞“ａ”又は“ａｎ”、「
一つ以上」、及び「少なくとも一つ」は、ここでは、互換性をもつものとして用いること
ができる。用語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、
及び「有する（ｈａｖｉｎｇ）」は、互換性のあるものとして用いることができることに
も注意すべきである。
【００３５】
　「フェニルホスフェート」とは、ホスファターゼのための基質として働くことができる
どのようなフェニルホスフェートでも意味する。恐らく、フェニルホスフェートには、Ｎ
ａ塩、ＮＨ４塩、Ｍｇ塩、ジシクロヘキシルアンモニウム塩、二（三）塩、及びジ［２－
アミノ－２－エチル（１，３－プロパンジオール）］塩の他、それらの異性体も含まれる
が、それらに限定されるものではない。好ましいフェニルホスフェートは、ＰＮＰＰであ
る。
【００３６】
　「ＰＮＰＰ」は、どのようなパラニトロフェニルホスフェート又はパラニトロフェニル
ホスフェート状化合物及びそれらの塩でも意味し、それらはアルカリ性及び酸性ホスファ
ターゼのような酵素のための基質として働くことができる。ＰＮＰＰには、Ｎａ＋及びＮ
Ｈ４＋塩のようなＰＮＰＰの塩及びそれらの異性体が含まれる。
【００３７】
　「可溶化フェニルホスフェート」とは、上で与えたようなフェニルホスフェートで、緩
衝水溶液、好ましくは塩基性緩衝剤中で可溶化されたものを意味する。可溶化フェニルホ
スフェートは、例えば、メタノール、プロパンジオール等を含めた水溶液と混和できる他
の溶媒を含んでいてもよい。可溶化フェニルホスフェートは、検定で基質として用いるた
め、可溶化フェニルホスフェートを更に希釈する必要のない既製品形のものにすることが
できる。別法として、「可溶化フェニルホスフェート」は、濃厚な形態（例えば、３．０
ｇ／ｌ）のフェニルホスフェートを指すこともあり、それらは検定で用いる前に希釈すべ
きである。フェニルホスフェートは、適当な緩衝剤中約３ｇ／ｌ以下であるのが好ましい
。一層好ましくは、可溶化フェニルホスフェートは約２ｇ／ｌ以下である。更に一層好ま
しくは、塩基性緩衝剤中の可溶化フェニルホスフェートは、約１．０～約１．５ｇ／ｌで
ある（例えば１．１、１．２、１．３、及び１．４は、全て意図されている濃度である）
。
【００３８】
　ここで用いられる「塩基性緩衝剤」又は「緩衝剤」とは、ｐＨが７．０より大きい緩衝
剤を意味する。一層好ましくは緩衝剤のｐＨは９．０より大きい。適当な緩衝剤には、Ｍ
ＯＰＳ、ＨＥＰＥＳ、ＴＥＳ、バルビタール（ｂａｒｂｉｔａｌ）［バルビトンベロナー
ル（ｂａｒｂｉｔｏｎｅ　ｖｅｒｏｎａｌ）としても知られている〕、ＴＲＩＣＩＮＥ、
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ＴＲＩＳ、ＢＩＣＩＮＥ、グリシルグリシン、ボレート、ＣＨＥＳ、エチルアミン、グリ
シン－ＮａＯＨ、ＣＡＰＳ、トリエチルアミン、ＤＥＡ、ＢＩＳ、ＢＩＳ－ＴＲＩＳ、Ａ
ＭＰ、ＡＭＰＤ（アミノメチルプロペンジオール）、又は９より大きなｐＨを有するどの
ような緩衝剤でも含まれるが、それらに限定されるものではない。一層好ましくは、適当
な緩衝剤には、ＴＲＩＳ、ＤＥＡ、ＢＩＳ、ＢＩＳ－ＴＲＩＳ、ＡＭＰ、又はＡＭＰＤが
含まれる。
【００３９】
　「木炭」とは、試薬級木炭を意味する。木炭は、「活性炭（ａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｃｈ
ａｒｃｏａｌ）」又は「活性木炭（ａｃｔｉｖｅ　ｃｈａｒｃｏａｌ）」であるのが好ま
しい。本発明で用いられる木炭は、単に「炭素」又は「活性炭素（ａｃｔｉｖａｔｅｄ　
ｃａｒｂｏｎ）」としても言及することができるので、用語「木炭」と「炭素」とは、互
換性のあるものとして用いることができる。木炭は「活性炭」として購入するか、又は木
炭は、使用する前に「活性化」してもよい。木炭は種々のメッシュサイズの粉末であるか
、又はペレットの形態をしていてもよい。活性炭又は活性炭素は、炭素原子の間に何百万
もの小さな気孔を開けるため、酸素で処理した木炭又は炭素である。従って、活性炭は、
極めて大きな表面積を有する多孔質内部微細構造を有する。ここで用いるのに適した「活
性炭」は、試薬級木炭である。活性炭は、約４００～１，２００ｍ２／ｇの内部比表面積
を有する特徴を有するのが好ましい。活性炭素は、例えば、酸により調製することができ
る。
【００４０】
　「安定化量の木炭（ｓｔａｂｉｌｉｚｉｎｇ　ａｍｏｕｎｔ　ｏｆ　ｃｈａｒｃｏａｌ
）」とは、可溶化フェニルホスフェートに、室温で光に照射した時少なくとも２４時間、
一層好ましくは光の中で、室温で３０日間以上の許容可能な性能パラメーターを与えるの
に必要な量の木炭のことである。許容可能な性能パラメーターには、４０５ｎｍで約０．
１より小さなバックグラウンド吸光度、及び約０．２ＯＤ／分の活性度が含まれる。安定
化量の木炭は、フェニルホスフェートが、非酵素加水分解を防ぎながら、比色検定で反応
できるようにする。安定化量の木炭は、好ましくはフェニルホスフェート溶液１ｍｌ当た
り約２０ｍｇ以下の木炭である。一層好ましくは、その量は、フェニルホスフェート溶液
１ｍｌ当たり約１５ｍｇ以下の木炭である。更に一層好ましくは、安定化量の木炭は、約
１０ｍｇ／ｍｌ±５ｍｇ／ｍｌである。
【００４１】
　例として、安定化量の木炭は、約０．１より小さなバックグラウンド吸光度及び室温で
光に露出して少なくとも２４時間以上約０．２ＯＤ／分の活性度を有し、９．０より大き
なｐＨを有するフェニルホスフェート緩衝溶液に対し１．５ｇ／ｌを与えるのに必要な量
の木炭である。この安定化量の木炭は、可溶化フェニルホスフェート中に維持される木炭
の量にすることができ、或は限定された時間可溶化フェニルホスフェートと接触させ、次
にその可溶化フェニルホスフェートから実質的に全ての木炭が除去されるように、除去さ
れる木炭の量にすることができる。
【００４２】
　「リサイクル」とは、非酵素加水分解により色が変わった可溶化フェニルホスフェート
を処理する方法を意味する。リサイクルは、既に着色した可溶化フェニルホスフェートに
、処理後、４０５ｎｍで０．１ＯＤ／分より小さな吸光度及び処理後０．２ＯＤ／分の活
性度を与える。
【００４３】
　「リサイクル量の木炭」とは、非酵素加水分解により着色した既に着色した可溶化フェ
ニルホスフェートに、約０．１ＯＤ／分より小さな吸光度を与えるのに必要な量の木炭を
意味する。リサイクル量の木炭は、基質１リットル当たり約５ｇ～約１５ｇの木炭である
。一層好ましくは、その量は約１０ｇ～１２．５ｇ／ｌであるが、長期間（例えば、３０
日以上）加水分解にかけられていた材料について、４０５ｎｍで測定してリサイクル処理
後に約０．２ＯＤ／分の活性度を持つためには、更に多くの木炭が必要になることがある
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。
【００４４】
　「実質的に全てを除去する」とは、添加した木炭の７５％以上が除去され、好ましくは
８０以上、一層好ましくは９０％以上、更に一層好ましくは９５％以上、更に一層好まし
くは９９％以上、或は８０％～１００％の間のどの整数値でも、その木炭が除去されるこ
とを意味する。
【００４５】
　可溶化フェニルホスフェートに関する「バックグラウンド吸光度」とは、酵素が存在し
ない中で４０５ｎｍで測定した時の可溶化フェニルホスフェートの吸光度を意味する。好
ましくはバックグラウンド吸光度は０．１より小さい。バックグラウンド吸光度は、精製
した水をブランクとした分光分析を用いて測定される。
【００４６】
　「既製品」とは、酵素検定で直ちに用いられるように配合され、可溶化フェニルホスフ
ェートの更に一層の調整、希釈、又は処理を必要としない、フェニルホスフェートの形態
を意味する。
【００４７】
　「濃厚フェニルホスフェート」とは、酵素検定で用いる前に希釈することができる可溶
化フェニルホスフェートを意味する。
【００４８】
　「未木炭処理可溶化フェニルホスフェート」とは、未だ木炭に露出されておらず、約８
時間室温で光に露出した時、未木炭処理可溶化フェニルホスフェートが非酵素加水分解を
受け、それにより４０５ｎｍで測定して０．１を越える吸光度値を有し、商業的には役に
立たないであろうフェニルホスフェート溶液を与える、９．０より大きなｐＨを有するフ
ェニルホスフェート緩衝溶液を意味する。可溶化フェニルホスフェートは、９．０より大
きなｐＨを有するＰＮＰＰ緩衝溶液については、約１．０～約１．５ｇ／ｌの量のＰＮＰ
Ｐであるのが好ましい。
【００４９】
　１．２省略記号
　次のものは、一般に容認されている科学的省略記号及びそれに相当する省略しない名前
のリストである。
　ＡＭＰ　　　　　　　２－アミノ－２－メチル－１－プロパノール
　ＡＭＰＤ　　　　　　２－アミノ－２－メチル－１，３－プロパンジオール
　ＢＩＣＩＮＥ　　　　Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシエチル）グリシン
　ＢＩＳ　　　　　　　ビス（２－ヒドロキシエチル）イミノ
　ＢＩＳ－ＴＲＩＳ　　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、又は２［ビス（２－ヒドロキ
　　　　　　　　　　　シエチル）アミノ］－２－（ヒドロキシメチル）－プ
　　　　　　　　　　　ロパン－１，３－ジオール
　ＣＨＥＳ　　　　　　２－（シクロヘキシルアミノ）エタンスルホン酸
　ＤＥＡ　　　　　　　ジエチルアミン
　ＥＬＩＳＡ　　　　　酵素結合免疫吸着検定
　ＧｌｙＧｌｙＨＣｌ　グリシルグリシン塩酸塩
　ＨＥＰＥＳ　　　　　４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジン－エ
　　　　　　　　　　　タンスルホン酸〔又はヘペス（Ｈｅｐｅｓ）〕
　ＭＯＰＳ　　　　　　３－（Ｎ－モルホリノ）プロパンスルホン酸
　ＰＮＰＰ　　　　　　パラニトロフェニルホスフェート、又はｐ－ニトロフ
　　　　　　　　　　　ェニルホスフェート
　ＲＴ　　　　　　　　室温
　ＴＥＳ　　　　　　　Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）メチル－２－アミノ
　　　　　　　　　　　エタンスルホン酸
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　ＴＲＩＣＩＮＥ　　　Ｎ－トリス［（ヒドロキシメチル）メチル］グリシン、
　　　　　　　　　　　又はＮ－［２－ヒドロキシ－１，１－ビス（ヒドロキ
　　　　　　　　　　　シメチル）－エチル］グリシン
　ＴＲＩＳ　　　　　　トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン、又は２－
　　　　　　　　　　　アミノ－２－ヒドロキシメチル－１，３－プロパンジ
　　　　　　　　　　　オール、又はＴＨＡＭ
【００５０】
（２．フェニルホスフェートを製造及び保存する方法）
　ここに記載するフェニルホスフェートを安定化し、リサイクルするための方法及び組成
物より以前は、既製品フェニルホスフェート基質は、特別な包装（例えば、既製品フェニ
ルホスフェートを光から遮蔽する琥珀色の瓶又は他の容器）を必要とし、限定された出荷
及び貯蔵条件（例えば、４℃で貯蔵し、室温より高い温度には露出せず、冷凍せず、一晩
での出荷）も必要としていた。例として、既製品フェニルホスフェートを出荷する場合、
製造業者は適当な出荷用容器中に入れた冷凍ゲルパック又はウエットアイス中に既製品フ
ェニルホスフェートを入れて出荷しなければならなかったが、その両方共、周囲又は室温
でその商品を出荷する場合よりもかなり高価になるものである。更に、夏の月の間に出荷
された場合、過度の熱に出荷フェニルホスフェートが曝されないと言う保証はなかった。
更に、既製品フェニルホスフェートを用いた場合、実験室の机上に置いておくと、フェニ
ルホスフェートが光及び４℃より高い温度に曝されるために、保存寿命が直ぐに低下して
いた。琥珀色の容器の中に入れてフェニルホスフェートを用いた場合でも〔即ち、Ｋ－ゴ
ールド（Ｋ－Ｇｏｌｄ）（登録商標名）基質〕、その琥珀色容器中のフェニルホスフェー
ト基質を４℃で貯蔵することが依然として推奨されており、実際に使う時には、非酵素加
水分解に対する安定性が低下していた。
【００５１】
　ここに記載するように、既製品フェニルホスフェートを調製する方法は、出荷及び／又
は貯蔵のために琥珀色の瓶及び／又は冷蔵を使用する必要はない。冷蔵及び／又は琥珀色
の瓶のような光を遮る瓶を使用することは、ここに記載する既製品フェニルホスフェート
が既に持つ驚く程長い保存寿命を更に一層増大するために、ここに記載する組成物及びキ
ッドでも採用してもよい。
【００５２】
　例えば、どのような塩基性緩衝剤中でもＰＮＰＰを可溶化することにより、可溶化ＰＮ
ＰＰを調製することができる。可溶化ＰＮＰＰは、約９．０より大きなｐＨを有する緩衝
水溶液になっているのが好ましい。可溶化ＰＮＰＰは、約２．０ｇ／ｌ以下のフェニルホ
スフェート濃度を有するのが好ましい。しかし、可溶化ＰＮＰＰは、例えば、約３．０ｇ
／ｌの濃厚な形態のＰＮＰＰとして調製してもよい。
【００５３】
　可溶化フェニルホスフェートを、安定化量の木炭と接触させて、その可溶化フェニルホ
スフェートを安定化する。安定化量の木炭とは、可溶化フェニルホスフェートに、室温で
光に露出した時、少なくとも２４時間（一層好ましくは３０日間以上安定である）許容可
能な性能パラメーターを与えるのに必要な量の木炭のことである。許容可能な性能パラメ
ーターには、４０５ｎｍで約０．１より小さなバックグラウンド吸光度、及び約０．２Ｏ
Ｄ／分の活性度が含まれる。安定化量の木炭は、好ましくはフェニルホスフェート溶液１
ｍｌ当たり約２０ｍｇ以下の木炭である。一層好ましくは、その量は、フェニルホスフェ
ート溶液１ｍｌ当たり約１５ｍｇ以下の木炭である。更に一層好ましくは、安定化量の木
炭は、約１０ｍｇ／ｍｌ±５ｍｇ／ｍｌである。
【００５４】
　可溶化ＰＮＰＰと木炭とを接触させること、即ち、木炭処理は、どのような手段によっ
て行なってもよい。それらの手段の中には、次のものが含まれるが、それらに限定される
ものではない：
　（１）　可溶化フェニルホスフェートと木炭とを接触させ、その可溶化フェニルホスフ
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ェート中に木炭を維持する（即ち、恒久的接触）；
　（２）　可溶化フェニルホスフェートと木炭とを限定された時間（例えば、５分～４８
時間、それらの間のどのような長さの時間でも）接触させ、次にその可溶化フェニルホス
フェートから木炭を除去する；及び
　（３）　可溶化フェニルホスフェートを保持する容器中に入れた透析容器又は容器中に
木炭が入っている状態で、可溶化フェニルホスフェートを木炭に露出する。
【００５５】
　可溶化フェニルホスフェートと木炭とを絶えず接触させるためには、木炭を可溶化フェ
ニルホスフェートに添加してもよく、木炭をペレット、粒状木炭、粉末木炭等の形態にし
てもよいことが考えられている。更に、恒久的接触のためには、フェニルホスフェートの
入った包装器具に木炭を接着させてもよい（例えば、既製品フェニルホスフェートの入っ
た瓶に付着させる）。木炭は、フェニルホスフェートを瓶から注ぐ時に通る瓶の口に接着
させてもよく、瓶の側面の少なくとも一部分に接着させるか、且つ／又は瓶の底に接着し
てもよい。
【００５６】
　可溶化フェニルホスフェートと木炭とを限定された時間接触させる場合、可溶化フェニ
ルホスフェートを木炭と約６０分以上、好ましくは約６０分～約８時間、更に一層好まし
くは６０分から一晩接触させてたまま維持する。接触時間後、実質的に全ての木炭を、容
器から木炭を除去する適当な手段により、その可溶化フェニルホスフェートから除去する
。木炭を除去する手段は、用いた木炭の形態に依存するであろう。木炭を除去するのに適
当な手段は、当業者には分かるであろう。例えば、粒状、ペレット、又は粉末の木炭を除
去するためには、木炭を容器の底に沈降させた後、可溶化フェニルホスフェートをピペッ
トでそれから取り出すか、化学的抽出（例えば、鉱油の使用）により、可溶化フェニルホ
スフェートを濾過して、実質的に全ての木炭を除去してもよく、木炭を遠心分離にかけて
ペレットにし、次に除去するか、又は当分野で知られている適当な手段により除去しても
よい。
【００５７】
　更に、木炭を可溶化フェニルホスフェートへ添加する器具の中に入れることもできる。
その器具には木炭が入っており、それを可溶化フェニルホスフェートに露出させることが
できるであろう。そのような器具には、例えば、有孔カプセル、発泡パック、及び小袋が
含まれる。可溶化フェニルホスフェートと木炭との露出又は接触を可能にする他の機構も
考慮に入れられており、本発明の中に含まれる。
【００５８】
　非酵素加水分解により着色し、商業的には役に立たなくなっている可溶化フェニルホス
フェートを、リサイクル量の木炭を使用することを通してリサイクルすることができる。
着色した可溶化フェニルホスフェートをリサイクルするため、可溶化フェニルホスフェー
トを木炭と接触させ、許容可能な活性度及びバックグラウンド吸光度を有する可溶化フェ
ニルホスフェートを与える。非酵素加水分解により着色した可溶化フェニルホスフェート
を木炭と接触させることにより、それまで着色していた可溶化フェニルホスフェートに、
酵素検定で用いるのに許容可能なバックグラウンド吸光度及び許容可能な活性度を与える
ことができる。着色した可溶化フェニルホスフェートと木炭との接触、即ち、木炭処理は
、どのような適当な手段によって行なってもよい。これらの手段には、未だ着色していな
い可溶化フェニルホスフェートについて上で述べたような方法が含まれるが、それらに限
定されるものではない。
【００５９】
　既に着色した可溶化フェニルホスフェートの処理は、フェニルホスフェート１ｍｌ当た
り約１５ｍｇ以下の木炭を用いて約５分～４８時間以上の時間行うのが好ましい（即ち、
処理は、酵素検定で可溶化フェニルホスフェートを使用するまで恒久的にしておくことが
できる）。更に好ましくは、可溶化フェニルホスフェートを木炭で約３時間から一晩処理
する。更に一層好ましくは、可溶化フェニルホスフェートを、１０ｍｇ／ｍｌ±５ｍｇ／
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ｍｌの木炭で一晩処理する。未だ着色していない可溶化フェニルホスフェートについて上
で述べたように、木炭は、例えば、ペレット、粉末、粒子、又は木炭及び活性炭の市販さ
れている形態を含めたどのような形態になっていてもよい。
【００６０】
　２．１フェニルホスフェートを可溶化するための緩衝剤
　可溶化フェニルホスフェートは、約９．０以上のｐＨを有する緩衝水溶液であるのが好
ましい。本発明によれば、どのような塩基性緩衝剤でも、それが酵素検定で機能を果たす
限り、フェニルホスフェートを可溶化するのに用いることができる。好ましい緩衝剤には
、ＡＭＰ、ＡＭＰＤ、ＢＩＳ、ＢＩＳ－ＴＲＩＳ、ＴＲＩＳ、及びＤＥＡが含まれるが、
それらに限定されるものではない。これらの緩衝剤を製造する方法は、当業者に知られて
いる。
【００６１】
　例えば、可溶化フェニルホスフェートが可溶化ＰＮＰＰであるならば、それは、緩衝剤
１リットル当たり約２．０ｇ以下のＰＮＰＰを含み、一層好ましくは１．０～１．５ｇ／
ｌのＰＮＰＰを含む緩衝溶液になっている。
【００６２】
　２．２木炭
　可溶化フェニルホスフェートを安定化及び／又はリサイクルするための本発明で用いら
れる木炭は、試薬級木炭である。木炭は、「活性炭」又は「活性木炭」であるのが好まし
い。本発明で用いられる木炭は、単に「炭素」又は「活性炭素」と単に呼んでもよい；従
って、用語「木炭」と「炭素」は互換性のあるものとして用いることができる。木炭は「
活性炭」として購入してもよく、或は木炭を、使用する前に「活性化」してもよい。
【００６３】
　活性炭又は活性炭素は、炭素原子の間に何百万もの小さな気孔を開けるため酸素で処理
された木炭又は炭素である。従って、活性炭は、極めて大きな比表面積を有する多孔質の
内部微細構造を有する。ここで用いるのに適した「活性炭」は、試薬級の木炭である。活
性炭は、約４００～１，２００ｍ２／ｇの内部比表面積を有することを特徴とする。活性
炭は、例えば、酸処理又は木炭を活性化するための他の方法により調製することができる
。
【００６４】
　試薬級で、活性化又は活性化されていないどのような市販の木炭でも、可溶化フェニル
ホスフェートを処理するのに用いることができる。活性炭は商業的に得られてもよく、又
は炭素を得て、当業者によく知られた方法に従って、活性化してもよい。例えば、酸処理
又は他の活性化手段により活性炭を調製することができる。
【００６５】
　例として、木炭は次のように活性することができる：
　●　８５０ｍｌのＨ２Ｏ及び１５０ｍｌの１２Ｎ　ＨＣｌを混合し、木炭を活性化する
ための酸性溶液を与える。
　●　前記酸性溶液を２００ｇの木炭へ添加し、その木炭を３時間を越えて活性化する。
　●　前記活性化木炭を、逆浸透（ＲＯ）、又はＲＯ　Ｈ２Ｏ過剰に匹敵する量の脱イオ
ン水中で２～３回濯ぐ。
　●　木炭を一晩空気乾燥し、次にその木炭を３７℃で更に一晩乾燥する。
【００６６】
　本発明に従い、安定化量又はリサイクル量の木炭を、可溶化フェニルホスフェートに添
加する。木炭は、約５～１５ｍｇ／ｍｌの量で添加するのが好ましく、更に一層好ましく
は、約１０ｍｇ／ｍｌの量で添加する。可溶化フェニルホスフェートは、フェニルホスフ
ェートと木炭とを接触させ、その可溶化フェニルホスフェートを木炭と接触させたまま維
持することにより安定化してもよい。別法として、可溶化フェニルホスフェートは、その
フェニルホスフェートを安定化又はリサイクルするのに充分な時間（例えば、一晩）木炭
と接触させ、次に実質的に全ての木炭をその可溶化フェニルホスフェートから除去しても
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よい。
【００６７】
（３．キット及び既製品フェニルホスフェートのための包装）
　既製品形態のフェニルホスフェート又は濃厚な可溶化フェニルホスフェートを、可溶化
フェニルホスフェートの破壊又は漏洩を防ぐのに充分な出荷用容器中に詰めるが、本発明
により安定化された可溶化フェニルホスフェートを出荷及び貯蔵するために必要になるよ
うな冷蔵もなく、貯蔵条件についての制限もない。
【００６８】
　既製品及び濃厚な形態のフェニルホスフェートは、液体に適したどのような気密な容器
にでも入れることができ、それらには、ガラス、プラスチック、琥珀色の又は透明な容器
等が含まれるが、それらに限定されるものではない。本発明によれば、木炭と接触させた
可溶化フェニルホスフェートは、液体のための適当な光遮蔽、気密な容器を必要とせず、
単に液体に適した容器が必要なだけである。
【００６９】
　既製品及び濃厚な可溶化フェニルホスフェートについては、液体に適した気密な容器の
内側を、安定化量の木炭で被覆することができる。例えば、可溶化フェニルホスフェート
と接触するようになる容器の表面に、木炭を接着させことができる。例として、容器の口
、容器の側面、容器の底、及びそれらの組合せに木炭を接着させることができる。木炭を
容器に接着させる方法は、当業者に知られている。木炭を接着させる方法は、木炭を不活
性にすべきではなく、可溶化フェニルホスフェートを不安定にしてはならない。
【００７０】
　別法として、既製品及び濃厚な可溶化状態のフェニルホスフェートを、その可溶化フェ
ニルホスフェートを木炭に曝す器具又は他の手段を有する容器中に入れて出荷することが
できる。そのような器具又は他の手段には、木炭被覆磁気撹拌棒、木炭の入った小袋、可
溶化フェニルホスフェートが入った容器中の浸透膜中に含まれた木炭、多孔質カプセル中
に入れた木炭、フェニルホスフェートの可溶化状態のものと接触させる容器中に入れた木
炭が含まれ、それらは、例えば、可溶化フェニルホスフェートの入った容器から簡単に取
り出すことができる。木炭は、ペレット、粒子、粉末等の形態で、既製品及び濃厚な状態
の可溶化フェニルホスフェートに直接添加してもよい。
【００７１】
　容器中の可溶化フェニルホスフェートは、木炭と接触した状態に維持してもよい。別法
として、可溶化フェニルホスフェートは、適切な時間木炭と接触させてその可溶化フェニ
ルホスフェートを安定化し、次に実質的に全ての木炭を除去した後、容器中に可溶化フェ
ニルホスフェートを密封してもよい。
【００７２】
（４．フェニルホスフェートキット）
　本発明による安定化フェニルホスフェートを含むキットが考慮されている。これらのキ
ットは、ここに記載したように木炭で予め処理してあるか、又は可溶化フェニルホスフェ
ートを木炭と接触させている場合の可溶化フェニルホスフェートを含む。更に別の態様と
して、フェニルホスフェートは処理されておらず、キットが、更にフェニルホスフェート
リサイクルキットを含んでいてもよい。
【００７３】
　これらのキットは、酵素活性度検定のために適切なものでもよく、例えば、アルカリ性
ホスファターゼ・フェニルホスフェート反応、又は酸性ホスファターゼ・フェニルホスフ
ェート反応のために適切なものでもよい。従って、キットは、更に、適当な酵素、即ち、
アルカリ性ホスファターゼ又は酸性ホスファターゼを含んでいてもよい。
【００７４】
　本発明によるキットは、フェニルホスフェートリサイクルのためのキットを含んでいて
もよい。そのリサイクルキットは、非酵素加水分解により着色したフェニルホスフェート
をリサイクルするのに適切なものである。非酵素加水分解により着色した可溶化フェニル
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ホスフェートは、４０５ｎｍで測定して、０．１ＯＤ／分を越える吸光度を示す。既に着
色したフェニルホスフェートをリサイクルするためのキットは、非酵素加水分解により既
に着色した可溶化フェニルホスフェートをリサイクルするのに充分な量の木炭、即ち、リ
サイクル量の木炭を含む。
【００７５】
　可溶化フェニルホスフェートをリサイクルするための木炭の量は、約１０ｍｇ／ｍｌ±
５ｍｇ／ｍｌを可溶化フェニルホスフェートへ添加することができるような量である。木
炭は、約１００ｍｇの木炭を内蔵するユニットになっているのが好ましい。従って、これ
らの内蔵ユニットを、必要に応じリサイクルする必要のある可溶化フェニルホスフェート
に添加することができる。内蔵ユニットは、必要に応じ、可溶化フェニルホスフェートに
対する木炭が、約１０ｍｇ／ｍｌ±５ｍｇ／ｍｌの量になるように添加される。例として
、一つの内蔵ユニットに、１０ｍｌの可溶化フェニルホスフェートが添加されるであろう
。
【００７６】
　木炭は、既に着色した可溶化フェニルホスフェートと絶えず接触させたまま維持しても
よく、或は木炭を、可溶化フェニルホスフェートと接触させ、次に充分な時間、例えば一
晩の後、除去してもよい。既に着色した可溶化フェニルホスフェートは、木炭と接触させ
た後、許容可能な（即ち、４０５ｎｍで０．１より小さい）バックグラウンド吸光度及び
酵素に露出した時許容可能な活性度（０．２ＯＤ／分以上）を示す。
【００７７】
（５．フェニルホスフェートのリサイクル）
　本発明の別の態様として、非酵素加水分解により既に着色した可溶化フェニルホスフェ
ートをリサイクルする。フェニルホスフェートの溶液が非酵素加水分解により着色した後
は、最早それを酵素活性度検出に用いることはできない。既に着色した可溶化フェニルホ
スフェートは、商業的に価値がない。この既に着色した可溶化フェニルホスフェートは、
出荷中に経験される貯蔵問題（例えば、過度の熱）から生じ、机上で使用している間の保
存からも生ずることがある。既に着色した可溶化フェニルホスフェートは、可溶化フェニ
ルホスフェートが光に曝されるか、室温に露出されるか、４℃でも長期間貯蔵されるか、
又はそれらの組合せの時に起きる非酵素加水分解から生ずる。非酵素加水分解により既に
着色した可溶化フェニルホスフェートを、ここに記載した方法及び材料を用いて処理し、
さもなくば商業的に価値のない可溶化フェニルホスフェートをリサイクルすることができ
る。リサイクル後、その可溶化フェニルホスフェートは、許容可能なバックグラウンド吸
光度及び許容可能な活性度を示す。
【００７８】
　本発明の別の態様として、非酵素加水分解により着色した可溶化フェニルホスフェート
をリサイクルするために、酵素活性度検定に適切なキットの一部分にすることができるキ
ットの使用が考慮されている。例として木炭で処理されていない既製品フェニルホスフェ
ートは、室温で机上の透明容器中に数時間保存されていると、非酵素加水分解により着色
するであろう。着色後、そのフェニルホスフェートは、許容できない高いバックグラウン
ドのため酵素検定で最早用いることができない。本発明によるリサイクルキットを用いて
、非酵素加水分解により着色したフェニルホスフェートをリサイクルして、許容可能なバ
ックグラウンド吸光度（即ち、０．１未満）及び許容可能な活性度（０．２ＯＤ／分以上
）を有する可溶化フェニルホスフェートにすることができる。リサイクルキットは、別々
に市販されるようにしてもよく、元の既製品フェニルホスフェートキットの一部分として
市販されるようにしてもよく、酵素活性度を検定するための元のキットの一部として市販
されるようにしてよく、或はそれらの組合せでもよい、
【００７９】
　そのようなリサイクルキットは、非酵素加水分解により既に着色した可溶化フェニルホ
スフェートをリサイクルするのに充分な量の木炭、即ち、リサイクル量の木炭を含む。
【００８０】
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　可溶化フェニルホスフェートをリサイクルするための木炭の量は、約１０ｍｇ／ｍｌ±
５ｍｇ／ｍｌの木炭が可溶化フェニルホスフェートに添加されるような量である。キット
の一部分として入手できる場合、木炭は約１００ｍｇの木炭を内蔵するユニットになって
いるのが好ましい。従って、これらの内蔵ユニットは、リサイクルするのが必要な可溶化
フェニルホスフェートに、必要に応じ添加することができる。内蔵ユニットは、必要に応
じ、可溶化フェニルホスフェートに対し木炭が約１０ｍｇ／ｍｌ±５ｍｇ／ｍｌ得られる
ように添加する。例として一つの内蔵ユニットが１０ｍｌの可溶化フェニルホスフェート
に添加されるであろう。
【００８１】
　可溶化フェニルホスフェートをリサイクルするために、木炭は、既に着色した可溶化フ
ェニルホスフェートと常に接触させたまま維持してもよく、或は木炭を、可溶化フェニル
ホスフェートと接触させ、次に充分な時間、例えば、一晩の後、除去してもよい。既に着
色した可溶化フェニルホスフェートは、木炭と接触させた後、許容可能な（即ち、０．１
未満の）バックグラウンド吸光度及び酵素に露出した時、許容可能な活性度（例えば、０
．２ＯＤ／分以上）を示す。
【００８２】
　一層好ましくは、リサイクルキット中の木炭は、再使用可能な形態（例えば、透析管の
ような小袋封入器具中に入れた木炭）になっていてもよい。例として、ここに記載するリ
サイクルキットは、リサイクル量の木炭を含み、リサイクル量の木炭のための封入手段（
例えば、小袋、開くことができる密封パッケージ、及び可溶化フェニルホスフェート中へ
入れた木炭内容物、封入器具の形態をした透析管又は他の透析部材）を含んでいてもよい
。別法として、リサイクルキットは、木炭を付着させ、既に着色した可溶化フェニルホス
フェートと接触した状態に置くことができる器具（例えば、表面に木炭を付着させた磁気
撹拌器、内面に木炭を付着させた瓶等）を含んでいてもよい。
【００８３】
　本発明の方法及びキットは、非酵素加水分解により既に着色した可溶化フェニルホスフ
ェートをリサイクルするのに用いることができることに注意することは重要である。既に
着色した可溶化フェニルホスフェートをリサイクルする場合、その可溶化フェニルホスフ
ェートを、許容可能なバックグラウンド吸光度及び許容可能な活性度へ戻す。本発明の方
法及びキットを、酵素加水分解により着色した可溶化フェニルホスフェートと共に用いた
場合、驚いたことにそのフェニルホスフェートが許容可能な活性度へ戻らないことが発見
されている。従って、本発明の方法及びキットは、非酵素加水分解のため着色した可溶化
フェニルホスフェートをリサイクルするのに驚く程有用である。
【００８４】
（６．フェニルホスフェートの基質としての検定使用）
　可溶化フェニルホスフェートは、一般にホスファターゼ酵素と組合せて用いられる。可
溶化フェニルホスフェートは、基質としてホスファターゼ酵素と共に用いてもよい。なぜ
なら、フェニルホスフェートは、ホスファターゼ活性度を測定するのに容易に用いること
ができる加水分解可能な燐酸エステルを含んでいるからである。特に、ホスファターゼ酵
素は、可溶化フェニルホスフェート、基質を加水分解し最終生成物にするが、それは塩基
性溶液中で着色した最終生成物である。可溶化フェニルホスフェートは、溶液中にマグネ
シウムイオンを遊離するマグネシウム化合物も含むのが典型的である。
【００８５】
　可溶化フェニルホスフェート基質の加水分解速度は、約４０５ｎｍでの吸光度の増大を
追跡し、即ち、着色最終生成物の形成速度を測定することにより決定することができる。
与えられた時間枠中でホスファターゼ酵素との反応により生成した着色ｐ－ニトロフェノ
キシドによる吸光度増大の測定は、存在するアナライト量の正確な決定を与える。加水分
解速度の指標になる色形成速度を時間と共に測定してもよく（即ち、酵素アルカリ性ホス
ファターゼを用いた場合）、或は終点検定として読取ることができる（即ち、酵素酸性ホ
スファターゼを用いた場合）。
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　色形成速度を測定することができるように、可溶化フェニルホスフェートが許容可能な
バックグラウンド吸光度を有することは必須である。もしバックグラウンド吸光度が高過
ぎると、検定は、測定可能な量の色の形成を検出するのに充分な感度を持たなくなるであ
ろう。許容可能なバックグラウンド吸光度は、４０５ｎｍで測定して、０．１以下である
のが好ましい。
【００８７】
　可溶化フェニルホスフェートが、ホスファターゼ酵素の存在下で加水分解して測定可能
な速度の色形成を与えるように、その可溶化フェニルホスフェートが許容可能な活性度を
維持することも必須である。吸光度を２～３分読取り、曲線の直線部分について増大速度
を決定することができる。もし吸光度が２分の培養時間中、１．５を越えるならば、酵素
を更に希釈することが必要であろう。別法として、例えば、酵素酸性ホスファターゼを用
いた場合、終点検定として色形成を読取ることができる。なぜなら、塩基性ｐＨへ緩衝し
た溶液中での色の形成を測定することが必要になるからである。可溶化フェニルホスフェ
ートについての許容可能な活性度は、０．２ＯＤ／分以上であるのが好ましい。
【００８８】
　本発明により安定化された可溶化フェニルホスフェートは、酵素検定、特にホスファタ
ーゼ検定で用いるのに許容可能なバックグラウンド吸光度及び許容可能な活性度の両方を
示す。
【００８９】
　本発明を下の実施例を参照して詳細に記述してあるが、本発明の本質から離れることな
く種々の修正を行うことができ、当業者には容易に分かるであろうと言うことは理解され
る。
【実施例】
【００９０】
（例１）
（室温でのＰＮＰＰの木炭安定化）
　ＰＮＰＰ緩衝剤ロット０１１０６０２を、９．７５から９．８０へｐＨ調節した。ＰＮ
ＰＰをその緩衝剤に１．５又は３．０ｇ／ｌの量で添加し、混合した。シグマー（Ｓｉｇ
ｍａ）（Ｓ）、ＮＢＣ（Ｎ）、及びバイオシンス（Ｂｉｏｓｙｎｔｈ）（Ｂ）からのＰＮ
ＰＰを用いた。次に１０ｇ／ｌの活性炭を試料の各々に添加した。それらロットを、室温
に維持し、部屋の照明に当てた。
【００９１】
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【表１】

【００９２】
　３．０ｇ／ｌのＰＮＰＰ濃度は、通常可溶化される濃度よりも充分高い。なぜなら、Ｐ
ＮＰＰのこの濃度は、直ぐに着色キノイド形のＰＮＰＰを形成するのが典型的だからであ
る。それにも拘わらず、室温で光に曝されても、３．０ｇ／ｌの試料を含む試料は、透明
のままであり、４０５ｎｍで０．１より小さい許容可能なバックグラウンド吸光度を示し
ていた。
【００９３】
（例２）
（木炭処理した可溶化ＰＮＰＰの長期安定性）
　例１からの夫々のバッチ３０ｍｌを元のバッチから取り出し、木炭の入っていない透明
ナルゲン（Ｎａｌｇｅｎｅ）瓶の中へ入れた。それら試料を４℃の冷蔵庫中に貯蔵した。
これらの試料を、これらの条件で２年間維持した。２年間貯蔵した後、それら試料は、４
０５ｎｍで測定して０．１より小さな吸光度を示していた。
【００９４】
　２年貯蔵した後のこれらの試料を、次に３７℃で光の中に２日間置いた。２日後でも４
００～４１０ｎｍで試験すると、それらの試料は驚いたことに１．０、１．５、及び３．
０ｇ／ｌのＰＮＰＰについて０．１ＯＤ／分より小さな吸光度値を示していたことは予想
外であった。
【００９５】
（例３）
（室温でのＰＮＰＰの木炭による安定化）
　例１のバッチから更に３０ｍｌのバッチをとり、透明ナルゲン瓶中で光の中で室温で１
時間混合した。これらのバッチの各々から試料をとり、次に室温で机上に放置した。３日
、４日、５日、７日、及び１０日で試料から５０μｌをとり、更に１０日で一つの試料を
取り、３７℃で更に２日間貯蔵し、然る後、５０μｌの試料を取った。それら５０μｌの
試料を吸光度について試験し、それらの時間貯蔵している間の試料の安定性を決定した。
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５０μｌの試料を水で１ｍｌにし、２９５～４１０ｎｍの分光光度計ＵＶ走査を行い、原
料の品質を評価した。従って、室温で日数が３、４、５、７、１０で貯蔵した後の試料及
び１０日で更に３７℃で２日間貯蔵した後の試料について吸光度を記録し、下の表ＩＩに
要約してある。下の表ＩＩは、３１０ｎｍで得られた吸光度値を要約したものである。
【００９６】
【表２】

【００９７】
　表に特定化した日数貯蔵した後の試料について、４０５ｎｍでのバックグラウンド吸光
度を記録し、下の表ＩＩＩに要約してある。
【００９８】
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【００９９】
　次に、これらの木炭処理した試料をアルカリ性ホスファターゼの存在下での活性度につ
いて試験した。活性度を試験するために、木炭試料した試料に酵素を、基質１ｍｌ当たり
１０μｌの酵素濃度で添加した。色発生速度を周囲温度で決定した。４０５ｎｍで吸光度
を測定し、５つのバッチの各々について得られた結果を下の表ＩＶに要約する。
【０１００】
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【表４】

【０１０１】
（例４）
（４℃でのＰＮＰＰの木炭による安定化）
　上の例３で試験したように、日数の夫々についての試料を、試料バッチから取り出し、
木炭を入れてない透明ナルゲン瓶中へ入れた。試料を４℃の冷蔵庫中に保存した。これら
の試料をこれらの条件で２年間維持した。
【０１０２】
　既に２年間木炭で処理し、次に溶液からその木炭を除去したこれらの試料（即ち、木炭
ペレットを除去したが、試料は濾過しておらず、従って、木炭の破片は溶液中に残ってい
たかも知れない）を、上に記載したように貯蔵した。木炭による処理は、一晩から、使用
する直前までであり、それは例３に従い試料を取った時に依存しており、その時に試料は
木炭との接触から除かれた。次にそれら試料を約４℃に冷蔵して２年間貯蔵した。４℃の
冷蔵庫中で２年間貯蔵した後、試料は、４０５ｎｍで測定して０．１より小さい吸光度を
示していた。
【０１０３】
　次にそれらの試料（１．０、１．５、又は３．０ｇ／ｌ）を、光の中で３７℃で２日間
置いた。２日後でも、４０５ｎｍで試験して、驚いたことに試料は０．１より小さい吸光
度値を示し予想外であった。
【０１０４】
（例５）
（ＡＭＰＤ緩衝剤中のＰＮＰＰ）
　ＡＭＰＤ緩衝剤中に入れて次の濃度のＰＮＰＰを調製した。
　それら溶液を室温で光から保護し４時間混合した。次にそれら溶液を４℃で一晩貯蔵し
た。調製された溶液を、下の表Ｖに要約する。
【０１０５】
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【表５】

【０１０６】
　一晩貯蔵した後、それら溶液の試料を４０５ｎｍでのバックグラウンド吸光度について
試験し、全て許容可能な吸光度（即ち、０．１未満）を示していた。
【０１０７】
（例６）
（木炭濾過試料）
　ＡＭＰ中に１．５ｇ／ｌのＰＮＰＰを入れた試料に、１０ｍｇ／ｍｌの量の木炭を添加
し、混合した。可溶化ＰＮＰＰ試料を、木炭と接触したままで少なくとも１時間放置し、
次に濾過して木炭を除去し、ナルゲン瓶中に入れ、照明の付いた部屋の中で室温で一晩置
いた。可溶化ＰＮＰＰは、一晩中透明なままであった。
【０１０８】
　３．０ｇ／ｌのＰＮＰＰを用いて同じ実験を行なった。活性度は、１．５ｇ／ｌの量の
場合に観察されたものと同様であったが、予想通り、時間と共にバックグラウンドが増大
した。
【０１０９】
（例７）
（リサイクルされたＰＮＰＰ）
　ＡＭＰ及びＡＭＰＤ緩衝剤中に入れたＰＮＰＰ（即ち、１．５ｇ／ｌ）の試料を、その
木炭未処理試料を室温で光の中に数時間置くことによる非酵素加水分解により変色させた
。着色した可溶化ＰＮＰＰの吸光度を４０５ｎｍで測定し、２．８であることが判明した
。
【０１１０】
　次にその試料に１０ｍｇ／ｍｌの木炭を添加し、５～２０分間経過した時に吸光度を再
び試験した。前に着色した可溶化ＰＮＰＰの吸光度は、木炭と接触させた後、４０５ｎｍ
で測定して０．１未満の値を示した。次にこれらの試料を酵素で試験し、非酵素加水分解
による着色を前に受けていなかった可溶化ＰＮＰＰのものと同様に、許容可能な検定活性
度（０．２ＯＤ／分以上）を持つことが判明した。
【０１１１】
（比較例８）
（ＰＮＰＰの酵素処理）
　比較例として、ＰＮＰＰの試料（ＤＥＡ緩衝剤中に入れた１．５ｇ／ｌのＰＮＰＰ）を
、アルカリ性ホスファターゼの存在下で酵素加水分解にかけた。ＥＬＩＳＡのような検定
は、アルカリ性ホスファターゼ及び基質、化合物（例えば、基質と結合したポリペプチド
）の存在について試験する手段としてのＰＮＰＰを用いる。典型的には、検定中にＰＮＰ
Ｐが酵素に対し過剰の濃度で存在する。従って、４０５ｎｍで試験して０．１より小さな
吸光度を有する可溶化ＰＮＰＰの試料を、アルカリ性ホスファターゼに露出した。
【０１１２】
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　その試料に酵素（即ち、アルカリ性ホスファターゼ）を、基質１ｍｌ当たり１０μｌの
酵素濃度で添加した。ＰＮＰＰの試料は、酵素加水分解により着色した。次に１０ｍｇ／
ｍｌの木炭をその試料に添加し、５～２０分間経過した時に吸光度を再び試験した。前に
着色した可溶化ＰＮＰＰの吸光度は、木炭と接触させた後、４０５ｎｍで測定して２．０
ＯＤより大きかった。予想されるように、木炭は、酵素反応試料から色を除去した。しか
し、驚いたことに、これらの試料を次に酵素で活性度について試験すると、０．１ＯＤ／
分より小さな検定活性度を有することが判明した。従って、木炭処理は、酵素加水分解に
より着色した可溶化ＰＮＰＰに、許容可能な活性度を与えなかった。
【０１１３】
　従って、可溶化ＰＮＰＰの酵素反応させた試料は木炭で処理した後透明であるが、測定
可能な機能性ＰＮＰＰ基質は持たず、そのことは第二の酵素反応を用いて検出することが
できた。このデーターからの予想外の結論は、ＰＮＰＰの活性形は、本発明によるリサイ
クル条件で処理した時でも、酵素反応後に検出できるような仕方では最早存在していない
ことである。
【０１１４】
　本発明を、その特別な態様に関連して詳細に記述してきたが、本発明の本質及び範囲か
ら離れることなく、種々の変更及び修正を行うことができることは当業者に明らかであろ
う。
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