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(57)【要約】
　電気化学検出方法での使用に適する組成物が提供され
る。組成物は、（ｉ）遷移金属塩と、（ii）電極面積に
依存する電流を有する電極面積規格化剤と、（iii）湿
潤剤とを含んでいる。また、作用電極および擬似参照電
極を有する電気化学セルと、本発明による組成物と、セ
ルにわたって電圧を印加するための手段と、それにより
電気化学セルにわたる電流を測定するための手段とを含
む装置も提供される。この装置は、虚血の電気化学的診
断で使用することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　電気化学検出方法での使用に適する組成物であって、
　（ａ）　遷移金属塩と、
　（ｂ）　電極面積に依存する電流を有する電極面積規格化剤と、
　（ｃ）　湿潤剤と、
を含む組成物。
【請求項２】
　遷移金属塩が、マンガン塩、鉄塩、コバルト塩、銅塩、またはニッケル塩である、請求
項１記載の組成物。
【請求項３】
　遷移金属塩が、コバルト塩である、請求項２記載の組成物。
【請求項４】
　電極面積規格化剤が、ルテニウム錯体またはオスミウム錯体である、請求項１～３のい
ずれか一項記載の組成物。
【請求項５】
　湿潤剤が、ポリビニルピロリドンである、請求項１～４のいずれか一項記載の組成物。
【請求項６】
　ポリビニルピロリドンが、７，５００～１２，５００の平均分子量を有する、請求項５
記載の組成物。
【請求項７】
　塩化物または硫酸塩をさらに含む、請求項１～６のいずれか一項記載の組成物。
【請求項８】
　水中に懸濁または溶解されたときに組成物のｐＨが、ｐＨ６～８になるような緩衝剤を
さらに含む、請求項１～７のいずれか一項記載の組成物。
【請求項９】
　緩衝剤が、（Ｎ－モルホリノ）プロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）である、請求項８記載
の組成物。
【請求項１０】
　電気化学検出方法における試薬としての、請求項１～９のいずれか一項で規定された組
成物の使用。
【請求項１１】
　（ｉ）　作用電極および擬似参照電極を有する電気化学セルを提供するステップと、
　（ii）　（１）請求項１～９のいずれか一項で規定された組成物および（２）試料を互
いに接触させ、作用電極に接触させるステップと、
　（iii）　電気化学セルにわたって電位を印加するステップと、
　（iv）　それによりセルにわたる電流を測定することにより、遊離遷移金属塩の存在を
電気化学的に検出するステップと、
を含む電気化学検出方法。
【請求項１２】
　電極面積規格化剤の電気化学反応による電流を検出し、電極面積の変化を考慮に入れる
ためにステップ（iv）で得られた測定値を規格化するステップをさらに含む、請求項１１
記載の方法。
【請求項１３】
　試料は、全血、血漿、または血清である、請求項１１または１２記載の方法。
【請求項１４】
　作用電極が、５０μm未満の少なくとも１つの寸法を有する、請求項１１～１３のいず
れか一項記載の方法。
【請求項１５】
　組成物が、試料の添加に先立って電気化学セルに供給される、請求項１１～１４のいず
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れか一項記載の方法。
【請求項１６】
　－　作用電極および擬似参照電極を有する電気化学セルと、
　－　請求項１～９のいずれか一項で規定された組成物と、
　－　電気化学セルにわたって電圧を印加するための手段と、
　－　それによりセルにわたる電流を測定するための手段と、
を含む装置。
【請求項１７】
　作用電極が、５０μm未満の少なくとも１つの寸法を有している、請求項１６記載の装
置。
【請求項１８】
　組成物が、乾燥した形態である、請求項１６または１７記載の装置。
【請求項１９】
　電気化学セルが、レセプタクルの形態であり、作用電極が、レセプタクルの壁内にあり
、組成物が、レセプタクル内に少なくとも部分的に収容される、請求項１６～１８のいず
れか一項記載の装置。
【請求項２０】
　添付図面を参照して本明細書中で実質的に記載したような、請求項１６～１９のいずれ
か一項記載の装置。
【請求項２１】
　（ｉ）　（１）請求項１～９のいずれか一項で規定された組成物および（２）試料を互
いに接触させ、作用電極に接触させるステップと、
　（ii）　電気化学セルにわたって電位を印加するステップと、
　（iii）　それによりセルにわたる電流を測定することにより遊離遷移金属塩の存在を
電気化学的に検出するステップと、
を含む、請求項１６～２０のいずれか一項で規定された装置を操作する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、電気化学検出方法で使用のための組成物、虚血診断方法、およびその方法で
の使用に適する装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　虚血は、一般に動脈閉塞を原因とする器官への不十分な血液供給を伴う状態である。特
に、心筋虚血は、心臓組織がゆっくりとまたは突然、酸素およびその他の栄養の不足に陥
るような、冠動脈疾患における中間状態である。心筋虚血は狭心症を特徴とすることがあ
り、心臓への血流が完全に遮断されると、虚血が心臓発作につながることがある。あらゆ
る種類の虚血のマーカーを識別することが、臨床において関心の的となっている。特に、
心臓病を早期且つ正確に診断できるように、虚血を検出する正確な方法が望まれている。
【０００３】
　虚血の存在を調べるための提案されている１つの試験は、アルブミン・コバルト結合試
験である。この試験は、虚血患者内のアルブミンは、虚血でない正常対照におけるアルブ
ミンに比べ、コバルトへの金属結合能力が低いという知見に基づいている。コバルトは、
正常で健康な患者においてアルブミンのＮ末端に結合すると考えられる。しかし、虚血事
象の最中にアルブミン分子に変化が生じて、特にＮ末端に影響を与えるという主張がなさ
れている。そのような虚血修飾アルブミン分子は、正常なアルブミン分子で予想されるよ
うにはコバルトに結合しない。したがって、アルブミン・コバルト結合試験は、アルブミ
ンに結合するコバルトの程度を定量的にモニタリングすることにより虚血の存在を検出す
る。通常、既知量のコバルトがアルブミン試料に接触され、染料に結合した後の光学的試
験によって、残留遊離コバルトの存在が検出される。
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【０００４】
しかし、当技術分野において提案されたこれらの試験では、残留コバルトの含有量を求め
るために比較的長期にわたる検査室での分析が必要である。このため、試験結果の特定に
長い時間がかかることが不可避である。したがって、使い勝手が良く、迅速に結果が得ら
れる、改良された試験が求められている。
【０００５】
　発明の概要
　本発明者らは、虚血の存在を検出するための新規の電気化学的試験方法を開発した。こ
の新規の手法は、被検試料を、遷移金属塩、例えばコバルト（II）塩を含む特定の組成物
に接触させるステップを含んでいる。次に、混合物内に存在する電気化学的に検出可能な
遷移金属塩の量を求めるために、電気化学的測定が実施される。遷移金属塩の一定の開始
濃度を基にして、電気化学的に検出可能な遷移金属塩の量は正常な試料に比べ虚血試料の
方が多いことが見出されてきた。こうして、簡単な電気化学的試験で、試料が虚血試料で
あるのか、または正常な試料であるのかが示される。
【０００６】
　この電気化学的検出技術は、非常に簡単で、使いやすい。本発明の一態様においては、
この電気化学的試験は持ち運び可能な携帯機器で実施することができ、そのため、医療環
境で特に使いやすい。さらに、本発明のこの技術は、短期間で、場合によっては５分で結
果を提供する。
【０００７】
　したがって、本発明は、電気化学検出方法での使用に適する組成物を提供するのであっ
て、この組成物は、
　ａ）　遷移金属塩と、
　ｂ）　電極面積に依存する電流を有する電極面積規格化剤と、
　ｃ）　湿潤剤
を含んでいる。
【０００８】
　この組成物は、電気化学検出方法における試薬として、特に正常な試料と虚血試料を区
別する電気化学的試験における試薬として有用である。遷移金属塩は正常なタンパク質（
例えばアルブミン）に結合するが、虚血試料に含まれるタンパク質（例えばアルブミン）
には結合できないか、あるいはそれほど強く結合しない、という１つの提案された理論が
本発明の裏付けとなっている。このことは、虚血事象の後に生じるタンパク質分子の構造
の変化に起因するだろう。例えば、アルブミン分子が虚血事象の後では、そのＮ末端にお
いて変化すると考えられる。
【０００９】
　タンパク質に結合した遷移金属塩は、通常、電気化学検出には利用できない。虚血試料
においては正常な試料に比べ、生じる結合の程度が低いため、虚血試料では、電気化学的
に検出可能な遷移金属塩の量が多くなる。このため、虚血試料では、より高い電流が検出
される。但し、本発明はこの理論に従った作用を発揮すると考えられるものの、本発明は
決してこの理論に限定されるものではない。
【００１０】
　この組成物には遷移金属塩だけではく、電極面積の変動に対して規格化するための薬剤
も含まれている。試薬組成物にこの薬剤が存在することは、電気化学的試験で用いられる
作用電極の実際の電極面積の別個の測定を実施する必要がないことを意味する。１回のボ
ルタンメトリースキャンで、遷移金属の酸化／還元が原因で生じる測定電流と、電極面積
規格化剤の酸化／還元が原因で生じる測定電流の両方を求めることができる。このため、
迅速な分析によって、電極面積の変化が原因の誤差が最低限に抑えられる結果が得られる
。
【００１１】
　通常の電気化学的方法においては、この組成物が、乾燥した形態のものとして電気化学
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セルに供給される。次に試料が添加され、測定に先立って組成物がその試料中に再懸濁さ
れる。この組成物に湿潤剤が存在することは、再懸濁が迅速に生じるのを助け、そのため
、電気化学的測定の実施前に必要とされる時間を短縮できる。
【００１２】
　また、本発明は、
　（ｉ）　作用電極および擬似参照電極を有する電気化学セルを提供するステップと、
　（ii）　（１）本発明の組成物および（２）試料を互いに接触させ、作用電極に接触さ
せるステップと、
　（iii）　電気化学セルにわたって電位を印加するステップと、
　（iv）　それにより電気化学セルにわたる電流を測定することにより、遊離遷移金属塩
の存在を電気化学的に検出するステップと、
を含む方法も提供する。
【００１３】
　本発明はさらに、
　－　作用電極および擬似参照電極を有する電気化学セルと、
　－　通常は、本明細書に規定した本発明の組成物である、遷移金属塩を含む材料と、
　－　セルにわたって電圧を印加するための手段と、
　－　それにより電気化学セルにわたる電流を測定するための手段と、
を含む装置を提供する。
【００１４】
　本発明の装置は、使用上ほとんど複雑さはない。使用者は単に被検試料を追加し、セル
にわたって電位を印加するだけで済む。このため、遷移金属塩を含む材料を別個に取り扱
い処理する必要はない。さらに、この装置は、所定量の遷移金属塩を含むことができるた
め、使用者が特定量の材料を量り分ける必要がなくなる。
【００１５】
　本発明はさらに、
　－　（１）通常は、本明細書に規定した本発明の組成物である、遷移金属塩を含む材料
、および（２）試料を、互いに接触させ、作用電極に接触させるステップと、
　－　電気化学セルにわたって電位を印加するステップと、
　－　それにより電気化学セルにわたる電流を測定することにより遊離遷移金属塩の存在
を電気化学的に検出するステップと、
を含む、本発明の装置を操作する方法を提供する。
【００１６】
　本発明はさらに、体液の試料が虚血性であるかどうかを判定する方法、例えばインビト
ロ方法であって、
　（ｉ）　作用電極および擬似参照電極を有する電気化学セルを提供するステップと、
　（ii）　（１）通常は、本明細書に規定した本発明の組成物である、遷移金属塩を含む
材料、および（２）体液の試料を、互いに接触させ、作用電極に接触させるステップと、
　（iii）　電気化学セルにわたって電位を印加するステップと、
　（iv）　それにより電気化学セルにわたる電流を測定することにより遊離遷移金属塩の
存在を電気化学的に検出するステップと、
を含む方法も提供する。
【００１７】
　虚血試料とは、虚血事象を発症した患者から採取された試料である。したがって、この
方法は、体液の試料が採取される患者の虚血を診断する方法として用いることができる。
材料（１）において同じ濃度の遷移金属塩を使用した場合に、測定される電流が、正常な
試料の場合に予想される電流よりも高い場合、虚血の診断が陽性とされる。一態様におい
ては、この方法は心筋虚血を診断する方法である。
【００１８】
　上記の装置および方法の遷移金属塩を含む材料は、通常、
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　（ｂ）　電極面積に依存する電流を有する電極面積規格化剤と、
　（ｃ）　湿潤剤と、
から選択される１以上の成分を含んでいる。
【００１９】
　好ましくは、遷移金属塩を含む材料は、本明細書に記載した本発明の組成物である。
【００２０】
　発明の詳細な説明
　本発明の組成物は、試料と混合された場合に正常な試料と虚血試料の間の電気化学的区
別が可能になるような試薬の混合物である。したがって、この組成物は本発明の方法およ
び装置で使用するのに適しており、そのため虚血の診断で使用するのに適している。
【００２１】
　本発明の組成物は、通常、本発明の組成物のほかに、電気化学セル、このセルにわたっ
て電圧を印加する手段、および生成される電流を測定する手段を含む装置で使用される。
この試料は、通常、この組成物が試料に接触し、試料と組成物の両方が電気化学セルの作
用電極と電気的に接触するように、装置の中または上に配置される。また、この試料およ
び組成物は、通常、擬似参照電極にも電気的に接触する。次にセルにわたって電圧が印加
され、それによって、試料／組成物の混合物に存在する遊離遷移金属塩の電気化学反応が
発生する。この反応によって生じる電流が測定される。正常な試料においては、虚血試料
に比べ、電気化学的に検出可能な遷移金属塩の割合が低い。このため、正常な試料よりも
虚血試料の方が高い測定値をあたえる。したがって、電気化学セルの測定される電流にの
み基づいて、正常な試料と虚血試料を区別することが可能である。
【００２２】
　本明細書で用いる遊離遷移金属塩という用語は、遷移金属を電気化学的に検出すること
ができる遷移金属塩を意味する。
【００２３】
　本発明の組成物は、本発明の方法を用いて虚血試料と正常な試料を電気化学的に区別で
きる任意の遷移金属塩を含んでもよい。当業者であれば、（ｉ）正常であることが知られ
ている試料および（ii）虚血性であることが知られている試料に対して本発明の方法を実
施することにより、遷移金属塩は、適切であるかどうかを判定できる。適切な遷移金属塩
であれば、試料（ｉ）よりも試料（ii）の方で電流測定値が高くなる。通常、遷移金属は
正常なタンパク質に、例えば血液中に存在するタンパク質に結合することができるが、虚
血事象が起こると、その後ではそれらのタンパク質との結合親和力が低いか、あるいはこ
れらのタンパク質に結合しない。例えば、遷移金属は正常なアルブミンに結合し得るが、
虚血事象の後に修飾されたアルブミンとの結合親和力が低いか、あるいはこれらのアルブ
ミンに結合しない。適切な遷移金属塩の例としては、マンガン塩、鉄塩、コバルト塩、銅
塩およびニッケル塩が挙げられる。コバルト（II）塩が好ましい。
【００２４】
　この塩は、通常、水中で解離して遷移金属イオンおよび陰イオンをもたらすような塩で
ある。したがって、水に溶け溶解時に解離する塩をもたらす任意の陰イオンを使用するこ
とができる。本発明での使用に適した塩の例としては、塩素化合物などのハロゲン化物が
挙げられる。好ましい塩は塩化コバルト（II）である。
【００２５】
　組成物中に存在する遷移金属塩の好ましい量は、塩および被検試料の性質と、組成物が
接触させられる試料の体積とに依存する。通常、遷移金属がコバルト（II）である場合、
コバルト（II）塩は、被検試料と混合されたときに（例えば、乾燥した組成物が試料中に
再懸濁されたときに）、生成される混合物におけるコバルト（II）濃度が０．１～１００
ミリモルdm－3になるような量で存在する。被検試料が血漿である場合、コバルト（II）
塩は好ましくは、被検試料と混合されたときに、生成される混合物におけるコバルト（II
）濃度が１～２０、好ましくは４．２５～５．２５ミリモルdm－3になるような量で存在
する。この混合物における最も好ましいコバルト（II）塩の濃度は４．５～５．０、例え
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ば約４．７５ミリモルdm－3である。これらの濃度は、例えば、５．５ミリモルdm－3（例
えば３０～４０ミリモルdm－3）を上回るコバルト（II）塩を含む組成物を用い、次にこ
の組成物を既知量の試料自体で希釈（例えば、組成物：試料の比率を１：１～１：２０、
例えば１：５～１：１０を用いて）することで達成できる。例えば、濃度３５．６ミリモ
ルdm－3のコバルト（II）塩を有する０．２μlの組成物を本発明の装置の中または上で乾
燥させ、次に１．５μlの試料中に再懸濁して、生成される混合物において約４．７５ミ
リモルdm－3の濃度を与える。
【００２６】
　また、本発明の組成物は、電極面積に依存する電流もしくは電流特性を有する電極面積
規格化剤も含んでいる。通常、この電極面積規格化剤は、試料が虚血性かどうかに依存し
ない電流を有している。遷移金属塩によって生成される電流の電気化学的測定は、測定に
用いられる電極の表面積に依存する。したがって、遷移金属によって生成される電流のよ
り正確な測定値を得るには、電極面積規格化剤を用いて測定値を規格化することが望まし
い。この電極面積規格化剤が電極面積について測定される電流を十分且つ正確に規格化す
ることは、必須ではないが、好ましい。但し、この規格化剤は、電極面積のばらつきを考
慮に入れるためにある程度の補正を提供するだろう。したがって、本発明との関連におい
て「規格化」という用語は、ある程度の補正を提供することを意味する。
【００２７】
　電極面積に対する規格化は、遷移金属電流の測定とほぼ同時に、電極面積規格化剤の電
気化学反応によって生成される電流を測定することにより実施できる。同じ電極が両方の
測定で使用される。次に、遷移金属の酸化／還元が原因で生じる、測定される電流を、任
意の適切な技術によって、電極面積規格化剤について得られた測定値を用いて規格化する
ことができる。
【００２８】
　例えば、より正確な結果を値ＩＴＭ／ＩＮＡを用いて得ることができる。ここで、ＩＴ

Ｍは遷移金属の酸化／還元が原因で得られる電流であり、ＩＮＡは電極面積規格化剤の酸
化／還元が原因で得られる電流である。遷移金属電流のこの規格化された値を用いること
で、電極面積の変化が原因で生じる測定結果の誤差を最小限に抑えることができる。
【００２９】
　電極面積規格化剤は、遷移金属とは異なる還元／酸化電位を有している。さらに、電極
面積規格化剤は、タンパク質、例えばアルブミンを含む血液内のタンパク質に、通常、結
合しないか、あるいはそれに弱く結合するだけである。電極面積規格化剤は、通常、ルテ
ニウムやオスミウムなどの重金属を含んでいる。
したがって、適切な電極面積規格化剤として、ルテニウム錯体またはオスミウム錯体、例
えばアミン系配位子を有する錯体が挙げられる。好ましい電極面積規格化剤としては、塩
化ルテニウムヘキサミンおよび塩化オスミウムヘキサミン、特に塩化ルテニウムヘキサミ
ンが挙げられる。
【００３０】
　通常、電極面積規格化剤は、被検試料と混合されたときに（例えば、乾燥した組成物が
試料中に再懸濁されたときに）、生成される混合物における電極面積規格化剤の濃度が０
．１～１００ミリモルdm－3、好ましくは０．１～１０ミリモルdm－3、より好ましくは３
～３．５または約３．２ミリモルdm－3になるような量で存在する。これらの濃度は、例
えば、５ミリモルdm－3（例えば２０～３０ミリモルdm－3）を上回って含む組成物を用い
、ひきつづいてこの組成物を既知量の試料自体で希釈（例えば、組成物：試料の比率を１
：１～１：２０、例えば１．５～１：１０を用いて）することによって達成できる。例え
ば、濃度２４ミリモルdm－3の電極面積規格化剤を有する０．２μlの組成物を本発明の装
置の中または上で乾燥させ、次に１．５μlの試料中に再懸濁して、生成される混合物に
おいて約３．２ミリモルdm－3の濃度を与える。
【００３１】
　一態様においては、本発明の装置は銀／塩化銀の対向電極および／または擬似参照電極
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を含んでいる。安定した測定値を提供するには、十分な塩素化合物が電気化学セル内に存
在しなければならない。したがって、本発明の組成物は、必要な量の塩素化合物を提供す
るのを助けるべく塩化物を含んでもよい。好ましい塩化物は、アルカリ金属塩化物、アル
カリ土類金属塩化物、および塩化アンモニウムである。塩化カリウムおよび塩化ナトリウ
ムが特に好ましい。塩化物は、通常、被検試料と混合されたときに（例えば、乾燥した組
成物が試料中に再懸濁されたときに）、生成される混合物における塩化物の濃度が１～３
００ミリモルdm－3、好ましくは６～６０ミリモルdm－3、より好ましくは１０～３０ミリ
モルdm－3になるような量で存在する。但し、特に試料自体が塩化物を含んでいる場合は
、塩化物はこれよりも低い濃度で存在してもよいし、全く存在しなくてもよい。
【００３２】
　本発明の代替的態様においては、対向電極および／または擬似参照電極は様々な金属／
塩の組み合わせからなっている。この場合、通常は組成物に追加される陰イオンが、対向
電極／参照電極で使用される陰イオンに相当する。例えば、Ａｇ／Ａｇ2ＳＯ4の対向電極
／参照電極を使用する場合は、通常、硫酸塩が組成物に追加される。適切な硫酸塩として
は、アルカリ金属硫酸塩、アルカリ土類金属硫酸塩、および硫酸アンモニウム、特に硫酸
カリウムおよび硫酸ナトリウムが挙げられる。
【００３３】
　本発明の通常の装置においては、組成物が液体の形態で装置内に挿入され、次に所定の
位置で乾燥される。電気化学的測定を実施するために、液体試料が組成物に接触させられ
、組成物が液体試料中に再懸濁される。この再懸濁ステップを促進するために、本発明の
組成物は湿潤剤を含んでいる。この湿潤剤は、乾燥した組成物の再懸濁速度を向上させる
ことができる。
【００３４】
　好ましい湿潤剤はポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）である。ＰＶＰは、通常、組成物が
被検試料と混合されたときに、生成される混合物におけるＰＶＰ濃度が０．０１～３０％
w/v、例えば０．２～５％w/v、好ましくは０．７％w/vになるような量で存在する。組成
物自体が、より高い濃度のＰＶＰを有していてもよい。このＰＶＰが次に、既知量の試料
で希釈されて必要な濃度がもたらされる。ポリビニルピロリドンの濃度が高すぎると、再
懸濁が生じるまで時間がかかる。このため、通常は５％w/v以下、好ましくは２％w/vまた
は１．５％w/v以下、より好ましくは１％w/v以下の濃度のポリビニルピロリドンが存在す
る。しかし、ポリビニルピロリドンの濃度が低すぎると、湿潤特性が不十分になる。
【００３５】
　ポリビニルピロリドンは、通常、最大１００，０００の平均分子量を有している。好ま
しい平均分子量は少なくとも５０００であり、より好ましくは少なくとも７，５００であ
る。さらに、この分子量は好ましくは５０，０００以下であり、より好ましくは２０，０
００以下であり、例えば１５，０００以下または１２，５００以下である。好ましい平均
分子量は約１０，０００である。そのような分子量を有するポリビニルピロリドンを使用
すれば、組成物の再懸濁がより速く進むことがわかっている。
【００３６】
　電気化学的測定は好ましくは、６～８のｐＨ、例えば６．５～７．５のｐＨ、好ましく
は６．８～７．２のｐＨで行われる。ひとたび被検試料中に再懸濁された組成物のｐＨが
ほぼ６～８の範囲にとどまることを保証するために、本発明の組成物に緩衝剤を含ませる
ことができる。この緩衝剤は、組成物が水中に懸濁されたときに６～８のｐＨをもたらす
緩衝剤であることが望ましい。実施される測定の電位範囲全体で電気化学的に活性でない
任意の緩衝剤を使用することができる。適切な緩衝剤は当業者にとって公知であり、使用
できる緩衝剤の例は（Ｎ－モルホリノ）プロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）である。
【００３７】
　本発明の好ましい組成物は、マンガン塩、鉄塩、コバルト塩、ニッケル塩、または銅塩
と、ルテニウム錯体またはオスミウム錯体と、湿潤剤と、場合により塩化物または硫酸塩
と、場合により緩衝剤とを含んでいる。特に好ましい組成物は、コバルト塩、ルテニウム
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錯体またはオスミウム錯体と、ポリビニルピロリドンと、場合により塩化物または硫酸塩
と、場合により緩衝剤とを含んでいる。好ましい態様においては、緩衝剤がこれらの組成
物に含まれる。
【００３８】
　本発明の組成物は、懸濁物質として、例えば水中の懸濁物質として存在することができ
る。または、組成物は、乾燥した形態のものとして、あるいはゲルとして提供してもよい
。
【００３９】
　本発明による方法においては、遷移金属塩を含む材料が試料に接触させられ、材料と試
料の両方が電気化学セルの作用電極に接触させられる。また、通常は、擬似参照電極（お
よび場合により別個の対向電極）と試料の間でも接触が生じる。これらの後者の電極に接
触する試料は、場合により、遷移金属塩を含む材料と混合される。通常は、遷移金属塩を
含む材料が、試料の添加に先立って電気化学セルに供給される。この材料が乾燥した形態
のものである場合、この材料が液体試料における懸濁物質を形成するように、試料が液体
の形態のものであることが好ましい。
【００４０】
　遷移金属塩を含む材料は、遷移金属塩からなっていてもよいし、あるいは追加の成分を
含んでいてもよい。遷移金属塩を含む好ましい材料はさらに、電極面積規格化剤、湿潤剤
、および好ましくは緩衝剤から選択される１以上の成分を含んでいる。遷移金属塩、電極
面積規格化剤、湿潤剤、および緩衝剤の性質および量は、本発明の組成物に関連して上記
で規定したとおりであることが好ましい。遷移金属塩を含む好ましい材料は、上記で規定
したとおりの本発明の組成物である。
【００４１】
　本発明による測定は、任意の適切な試料に対して実施することができる。好ましい試料
は液体の形態のものである。測定は、通常、体液に対して、例えば全血または血液成分に
対して、例えば血清または血漿に対して実施される。測定が全血に対して実施される場合
、得られる測定値はヘマトクリット値に依存する。したがって、この要因を少なくとも部
分的に考慮に入れるように測定値を調整することが理想的である。本発明の方法で用いる
好ましい試料は血清および血漿、特に血漿である。
【００４２】
　本発明の目的において、試料は作用電極に接触する材料である。一態様においては、試
料を含む検体が本発明の装置に供給される。作用電極に接触する前に検体がろ過されるよ
うに、フィルタ、例えばろ過膜が装置内に配置される。例えば、検体は全血であってもよ
く、例えば血漿のみ通過できるようにする血液ろ過膜が存在してもよい。この場合、試料
は血漿である。
【００４３】
　好ましい態様においては、この方法は、所定量の遷移金属塩を試料に接触させることで
実施される。試料中に溶解された遷移金属塩の濃度が既知であるように、試料の量も一定
であることが好ましい。この態様においては、遷移金属塩の酸化／還元によって生成され
る電流の測定値が、利用可能な遊離遷移金属塩の量を直接示すことになる。この態様にお
いて、より正確な測定値を提供する技術が、英国出願第０４１４５５０．４号およびそれ
に基づき優先権を主張している国際出願（本出願と同日に出願された「ＥＬＥＣＴＲＯＣ
ＨＥＭＩＣＡＬ　ＳＥＮＳＩＮＧ　ＭＥＴＨＯＤ」と題する）に記載されており、その内
容が全体として参照により本明細書に組み入れられる。
【００４４】
　本発明の装置は、作用電極および擬似参照電極を有する電気化学セルと、遷移金属塩を
含む材料と、セルにわたって電圧を印加する手段と、それにより生じる電流を測定する手
段を含んでいる。遷移金属塩を含む材料は液体または固体のいずれの形態で存在してもよ
いが、好ましくは固体の形態で存在する。通常、遷移金属塩を含む材料が、適切な液体（
例えば水）中に懸濁／溶解している形態で装置に挿入されるか、あるいは装置に配置され
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、次に所定の場所で乾燥される。材料を装置の中／上で乾燥させるこのステップによって
、材料が所望の位置に保持されやすくなる。乾燥は、例えば、空気乾燥、真空乾燥、凍結
乾燥、またはオーブン乾燥（加熱）によって実施することができる。
【００４５】
　本発明の一態様においては、電気化学セルはレセプタクルの形態で存在する。レセプタ
クルは、レセプタクルに入れられる液体を収容することができれば任意の形状であり得る
。例えば、レセプタクルは円筒状であってよい。一般にレセプタクルは、基部、および基
部を取り囲む１以上の壁を含む。この態様においては、遷移金属塩を含む材料は、通常、
レセプタクルに配置される。
【００４６】
　電気化学セルが少なくとも１つのマイクロ電極を有することが好ましい。通常、作用電
極がマイクロ電極である。本発明の目的において、マイクロ電極は、５０μm以下の、少
なくとも１つの寸法を有する電極である。本発明のマイクロ電極は、大きい寸法、すなわ
ち５０μmを超える寸法を有してもよい。
【００４７】
　電気化学セルは、２電極方式または３電極方式のいずれであってもよい。２電極方式は
、作用電極および擬似参照電極を含んでいる。３電極方式は、作用電極、擬似参照電極、
および別個の対向電極を含んでいる。本明細書で用いる擬似参照電極とは、基準電位を提
供することができる電極である。２電極方式では、擬似参照電極は対向電極としても機能
し、そのため、基準電位をそれほど混乱させずに電流を渡すことができる。
【００４８】
　本発明の一態様による装置を図１に示している。この態様においては、作用電極５がマ
イクロ電極である。セルは、基部１および１以上の壁２を有するレセプタクルまたは容器
の形態で存在する。通常、レセプタクルは２５～１０００μmの深さ（すなわち上端から
基部まで）を有している。一態様においては、レセプタクルの深さは５０～５００μm、
例えば１００～２５０μmである。別の態様においては、レセプタクルの深さは５０～１
０００μm、好ましくは２００～８００μm、例えば３００～６００μmである。レセプタ
クルの長さおよび幅（すなわち壁から壁まで）は、あるいは円筒形レセプタクルの場合は
レセプタクルの直径は、通常、０．１～５mm、例えば０．５～２．０mm、例えば０．５～
１．５mm、例えば１mmである。
【００４９】
　レセプタクル３の開口端は、開口端の少なくとも一部が覆われていないか、あるいは半
透膜または透過膜などの半透過性材料または透過性材料で覆われる限り、不透過性材料で
部分的に覆うことができる。好ましくは、レセプタクルの開口端は実質的に、半透膜また
は透過膜４で覆われる。膜４はとりわけ、レセプタクルにほこりまたはその他の汚染物質
が入るのを防止する役割を果たす。
【００５０】
　この膜４は、被検試料が通過することができる材料からなることが好ましい。例えば試
料が血漿である場合、血漿に対して透過性を有する膜であることが望ましい。また、膜は
低いタンパク結合能を有することが好ましい。膜として使用するのに適した材料には、ポ
リエステル、硝酸セルロース、ポリカーボネート、ポリスルホン、微孔ポリエーテルスル
ホンフィルム、ＰＥＴ、綿およびナイロン織物、被覆ガラス繊維、ならびにポリアクリロ
ニトリル繊維が含まれる。場合により、使用に先立ってこれらの繊維に親水処理または疎
水処理を施してもよい。必要に応じて、膜のその他の表面特性を変更することもできる。
例えば、膜を通過する所望試料の流れを促進するために、水における膜の接触角を変更す
る処理を用いてもよい。膜は１つまたは２つ以上の材料層を含むことができ、各材料層は
同じであっても異なっていてもよい。例えば、２つの層の異なる膜材料を含む従来型の二
重層膜を用いることができる。
【００５１】
　また、膜を用いて、セルに入ることが望ましくない一部の成分をろ過して取り除くこと
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もできる。例えば、赤血球など一部の血液生成物を、これらの粒子がセルに入らないよう
にこの方法で分離することができる。血液ろ過膜を含め、適切なろ過膜は当技術分野で公
知である。血液ろ過膜の例は、Ｐａｌｌ　ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ社のＰｒｅｓｅｎｃｅ　
２００、Ｗｈａｔｍａｎ　ＶＦ２、Ｗｈａｔｍａｎ　Ｃｙｃｌｏｐｏｒｅ、Ｓｐｅｃｔｒ
ａｌ　ＮＸおよびＳｐｅｃｔｒａｌ　Ｘである。ガラス繊維フィルタ、例えばＷｈａｔｍ
ａｎ　ＶＦ２は全血から血漿を分離することができ、全血検体が装置に供給され且つ被検
試料が血漿である場合に使用するのに適している。
【００５２】
　本発明のこの態様の電気化学セルは、レセプタクルの壁に位置する作用電極５を含んで
いる。この作用電極は、例えば、レセプタクルの１以上の壁の周囲の連続した帯の形態で
存在する。作用電極の厚さは、通常０．０１～２５μm、好ましくは０．０５～１５μm、
例えば０．１～２０μm、より好ましくは０．１～１０μmである。例えば０．１～５０μ
m、好ましくは５～２０μmの厚さを有する電極のように、より厚い作用電極も考えられる
。作用電極の厚さは、レセプタクルが基部に配置されたときの垂直方向における寸法であ
る。作用電極は、好ましくは炭素、パラジウム、金、白金、銀、または銅から、例えば炭
素、パラジウム、金、または白金から、例えば導電性インクの形態で形成される。導電性
インクは、追加素材、例えば白金および／またはグラファイトを含有する改質インクであ
ってもよい。同じ材料または異なる材料からなる２つ以上の層を用いて作用電極を形成し
てもよい。
【００５３】
　また、セルは、例えばレセプタクルの基部、レセプタクルの１以上の壁、あるいはレセ
プタクルの周囲または近くの領域に存在し得る擬似参照電極も含む。この擬似参照電極は
、通常、Ａｇ／ＡｇＣｌからなるが、他の材料を用いてもよい。擬似参照電極として用い
るのに適した材料は、当業者にとって公知である。この態様においては、セルは、擬似参
照電極が対向電極と参照電極の両方として機能する２電極方式である。別個の対向電極が
設けられる別の態様も考えられる。
【００５４】
　擬似参照電極は、通常、作用電極５の表面積と同じ大きさの、またはそれよりも大きい
、例えばそれよりも大幅に大きい表面積を有している。通常、擬似参照電極の表面積と作
用電極の表面積の比率は少なくとも１：１、例えば少なくとも２：１または少なくとも３
：１である。好ましい比率は少なくとも４：１である。擬似参照電極は、例えばマイクロ
電極であり得る。擬似参照電極は、０．０１mm以上、例えば０．１mm以上の寸法を有して
いる。これは、例えば０．１mm以上の直径であり得る。擬似参照電極の通常の面積は、０
．００１mm2～１５０mm2、例えば最大１００mm2、好ましくは０．１mm2～６０mm2、例え
ば１mm2～５０mm2である。作用電極と擬似参照電極の間の最小距離は、例えば１０～１０
００μm、例えば１０～３００μmまたは４００～７００μmである。
【００５５】
　セルが機能できるようにするには、絶縁材６によって電極をそれぞれ分離する必要があ
る。この絶縁材は、通常、ポリマー、例えばアクリレート、ポリウレタン、ＰＥＴ、ポリ
オレフィン、ポリエステル、またはその他の任意の安定した絶縁材である。ポリカーボネ
ートおよびその他のプラスチックならびにセラミックも適切な絶縁材である。絶縁層は、
高分子溶液の溶媒蒸発法によって形成することができる。施した後に硬化する液体、例え
ばワニスを用いてもよい。または、例えば、熱またはＵＶに暴露することにより、あるい
は架橋性二成分系の活性部分と混合することにより架橋結合される、架橋性高分子溶液を
用いてもよい。必要に応じて、誘電性インクを用いて絶縁層を形成してもよい。別の態様
においては、絶縁層が装置にラミネートされる、例えば熱によってラミネートされる。
【００５６】
　電気化学セルの電極は、任意の適切な手段によって任意の必要な測定装置に接続するこ
とができる。通常、電極は、必要な測定装置に接続される、または接続され得る導電トラ
ックに接続される。
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【００５７】
　図１において７で示したように、通常、遷移金属塩を含む材料がレセプタクル内に含ま
れる。通常、遷移金属塩を含む材料が液体の形態でレセプタクルに挿入され、続いて、組
成物の固定を促進するために乾燥される。試料がレセプタクルに導入されると、乾燥した
材料が再懸濁されて、遷移金属塩および試料を含む液体を形成し、その液体がレセプタク
ルの壁に配置された作用電極に接触する。この液体は、通常、擬似参照電極とも接触する
。このため、セルにわたって電圧が印加されると、電気化学反応が生じて、測定可能な電
流が生成されることができる。通常、乾燥した材料を再懸濁できるように、膜がレセプタ
クルを覆っている、例えば１秒、または１～６０秒の湿潤時間が電圧の印加前に設けられ
る。
【００５８】
　レセプタクルは例えば、その基部またはその１以上の壁に１以上の小さい通気孔を含ん
でもよい（図１には示していない）。これらの通気孔があるため、試料がレセプタクルに
入るときに空気がレセプタクルから逃げることができる。もし、このような通気孔がなけ
れば、試料が開口端を越えて流れるときに試料がレセプタクルに入ることができないか、
あるいは試料が辛うじてレセプタクルに入ることができる。通気孔は、通常、毛管のよう
な寸法を有している。例えば、通気孔は約１～６００μm、例えば１００～５００μmの直
径を有し得る。表面張力が原因で試料が通気孔を通ってレセプタクルから出ることが実質
的に防止されるように、通気孔は十分小さいことが望ましい。通常、１以上の、例えば１
～４の通気孔が存在することができる。
【００５９】
　場合により、セルは、作用電極および擬似参照電極に加えて別個の対向電極を含んでも
よい。対向電極を製造するのに適した材料は、当業者にとって公知である。適切な材料の
例はＡｇ／ＡｇＣｌである。
【００６０】
　本発明による別の装置を図２に示している。下記のことを除いて、この態様の装置は、
図１に示し、前述した装置と同じである。この態様においては、装置はストリップＳを含
んでいる。このストリップＳは任意の形状および大きさを有してもよいが、通常は、実質
的に平坦である第１表面６１、６２を有している。ストリップは、基部１および壁２に囲
まれたレセプタクル１０を含んでいる。装置はさらに、レセプタクルの壁に作用電極５を
有する電気化学セルを含んでいる。この作用電極は、通常、マイクロ電極である。
【００６１】
　この態様の装置は、参照電極として機能し、場合により対向電極としても機能する擬似
参照電極を含んでいる。この擬似参照電極は、ストリップの第１表面６１、６２に存在す
る擬似参照電極層８を含んでいる。ストリップの第１表面は外部表面である。すなわち、
第１表面は、レセプタクルの内部に露出される表面ではなく、装置の外部に露出される表
面である。通常、擬似参照電極層は実質的に、レセプタクルまたは一部のレセプタクル１
０を囲む。図２に示したように、擬似参照電極層は第１開口部３の周囲に接触しないこと
が好ましい。通常、擬似参照電極層は第１開口部の周囲から少なくとも０．１mm、好まし
くは少なくとも０．２mmの距離にある。但し、擬似参照電極の少なくとも一部は、通常、
第１開口部の周囲から２mm以下、例えば１mmまたは０．５mm以下、好ましくは０．４mm以
下の距離にある。一態様においては、擬似参照電極は実質的に、第１開口部の周囲から０
．０１～１．０mm、例えば０．１～０．５mm、または０．２～０．４mmの距離でレセプタ
クルまたは一部のレセプタクルを囲む。または、この距離は０．０１～０．３mm、または
０．４～０．７mmであり得る。
【００６２】
　擬似参照電極の厚さは、通常、作用電極の厚さと同じであるか、それよりも大きい。適
切な最小厚さは０．１μm、例えば０．５、１、５、または１０μmである。適切な最大厚
さは５０μm、例えば２０または１５μmである。
【００６３】
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　擬似参照電極８は、通常、作用電極５の表面積と同じ大きさの、またはそれよりも大き
い、例えばそれよりも実質的に大きい表面積を有している。通常、擬似参照電極の表面積
と作用電極の表面積の比率は少なくとも１：１、例えば少なくとも２：１または少なくと
も３：１、好ましくは少なくとも４：１である。擬似参照電極は、例えばマイクロ電極で
あることができる。擬似参照電極の表面積と作用電極の表面積の比率が１：１を上回れば
、擬似参照電極で発生する電気化学反応が電流を制限するものではないことが保証される
。擬似参照電極の実際の面積は、例えば０．００１mm2～１５０mm2、例えば最大１００mm
2、または０．１mm2～６０mm2、例えば１mm2～５０mm2である。
【００６４】
　膜４は、任意の適切な接着手段９によって、例えば両面接着テープを用いて装置に接着
することができる。通常、接着手段は、膜をストリップの第１表面または擬似参照電極層
に接着させる。図２に示した好ましい態様においては、膜は、レセプタクル自体の周囲か
ら離れた位置で擬似参照電極層８に接着される。さらに、接着手段と擬似参照電極層の距
離よりも、接着手段とレセプタクルの第１開口部３の距離のほうが大きいため、レセプタ
クルの近くまたは周囲の、擬似参照電極層の表面の少なくとも一部が、膜を通過した試料
に暴露されるようになっている。接着手段は、レセプタクルの周囲から少なくとも０．２
mm、例えば少なくとも０．３mmまたは少なくとも０．４mm離れていることが好ましい。
【００６５】
　図２に示した態様においては、反応体積は、レセプタクルの基部１および壁２、ストリ
ップの表面６１、６２の一部、擬似参照電極層８、接着手段９、ならびに膜４によって決
まる。この反応体積は、レセプタクルの容積、擬似参照電極層の位置および厚さ、ならび
に接着手段９の位置および厚さを変えることにより可変にすることができる。好ましい反
応体積は少なくとも０．０５μl、例えば少なくとも０．１または少なくとも０．２μlで
ある。反応体積が２５μl以下、好ましくは５μl以下、例えば３μl以下または２μl以下
であることがさらに好ましい。
【００６６】
　本発明の装置で使用できる電気化学セルに関する詳細が、国際公開公報第０３／０５３
１９号および英国特許第０４１４５４６．２号およびそれに基づき優先権を主張している
国際出願（本出願と同日に出願された「ＥＬＥＣＴＲＯＤＥ　ＦＯＲ　ＥＬＥＣＴＲＯＣ
ＨＥＭＩＣＡＬ　ＳＥＮＳＯＲ」と題する）に記載されている。これらの出願の内容が、
全体として参照により本明細書に組み入れられる。
【００６７】
　本発明の装置は、２つ以上の電気化学セルを含むことができる。各セルは作用電極を含
んでおり、対向電極をさらに含むことができる。または、２つ以上の隣接するセルが同じ
対向電極を利用してもよい。本発明のこの態様によって、同時に複数の測定値を得ること
が可能になり、例えば得られた測定値の誤差をなくすのに役立つ。
【００６８】
　本発明の装置は、２層の絶縁材の間に作用電極層（例えば、グラファイトの層）を含む
積層構造を形成することにより製造することができる。次に、この積層を貫通する穴が開
けられて（またはドリル加工あるいは切り抜きされて）レセプタクルの壁が形成される。
次に、場合により対向電極を含む基部が追加される。または、レセプタクルの開口部の周
囲または近くの絶縁材に適切な材料の層を印刷することにより、対向電極を設けてもよい
。レセプタクルの基部または壁に通気孔があることが望ましい場合、任意の適切な手法に
よって、例えばドリル加工または押し抜きによってこの通気孔を形成することができる。
図１に示したセルを製造するプロセスに関する詳細は、それぞれ上記で参照した、国際公
開公報第０３／０５６３１９号または英国特許第０４１４５４６．２号およびそれに基づ
き優先権を主張している国際出願（「ＥＬＥＣＴＲＯＤＥ　ＦＯＲ　ＥＬＥＣＴＲＯＣＨ
ＥＭＩＣＡＬ　ＳＥＮＳＯＲ」と題する）に記載されている。
【００６９】
　本発明の装置は、試料を装置に供給することと、セルにわたって電圧を印加することと



(14) JP 2008-505335 A 2008.2.21

10

20

30

40

50

、遷移金属の電気化学反応によって生成される電流を測定することとによって機能する。
作用電極において電気化学反応が発生できるようにするには、試料／遷移金属の混合物が
作用電極に電気的に接触することが望ましい。
【００７０】
　通常、コバルト（II）が遷移金属である場合、セルにわたって印加される電圧が、例え
ば０Ｖから約－０．５Ｖまで、次に約１．９Ｖまで走査される（本明細書で言及する電圧
はすべて、Ａｇ／ＡｇＣｌ参照電極に対して見積もられる）。コバルト（II）ピークを検
出するには、少なくとも１．７Ｖの最大電圧に達することが望ましい。適切な走査速度は
、例えば約５０ｍＶｓ－1である。異なる遷移金属を使用する場合、遷移金属のピークが
走査される電圧の範囲内に収まるように、最大電位を変更することができる。また、走査
される電圧は、電極面積規格化剤の酸化／還元が観察される電位範囲を包含することが望
ましい。ルテニウム錯体の場合、これは、通常、約－０．４Ｖである。または、必要に応
じて静的電位を印加してもよい。
【００７１】
　一態様においては、電圧の印加に先立って、例えば、その内容が全体として参照により
本明細書に組み入れられる、英国特許第０４１４５４８．８号およびそれに基づき優先権
を主張している国際出願（本出願と同日に出願された「ＥＬＥＣＴＲＯＤＥ　ＰＲＥＣＯ
ＮＤＩＴＩＯＮＩＮＧ」と題する）に記載された手法に従って、電極がプリコンディショ
ンされる。電流の測定は、当技術分野で公知の任意の手法を用いて実施することができる
。例えば、１秒～１分間にある回数の測定値を取得することができる。
【００７２】
　実施例
　作用電極が炭素電極であり、擬似参照電極がＡｇ／ＡｇＣｌ電極である、図２に示した
種類の装置を用いて電気化学的試験を実施した。基部、壁、ストリップ表面、接着剤、お
よび膜の底面によって画定されるレセプタクルの容積は１．５ulであった。５％w/vのＰ
ＶＰ（ｐＨ７．０）を含むＭＯＰＳ緩衝剤における３５．６ミリモルdm－3のＣｏＣｌ2、
２４ミリモルdm－3の塩化ルテニウムヘキサミン、および１５０ミリモルdm－3のＫＣｌを
含む試薬混合物を装置のレセプタクルに挿入し、膜を装置上に接着する前に乾燥した。用
いた膜はＷｈａｔｍａｎ　ＶＦ２膜であった。
【００７３】
　ウエルの容量を満たす１．５ulの正常な血漿が電気化学セルに供給され、試薬混合物が
血漿中で再懸濁できるようにした。Ｃｏの最終再懸濁濃度は４．７５ミリモルdm－3であ
り、Ｒｕの最終再懸濁濃度は３．２ミリモルdm－3であった。
【００７４】
　時変電位をセルに印加し、印加する電位を－０．４Ｖに下げ、次に１．７Ｖに上げた。
電位走査中に電流を測定した。その結果を図３に示している。測定されたコバルト酸化電
流を電極面積のために規格化するために、Ｉ（Ｃｏ）：Ｉ（Ｒｕ）の比率も計算した。
【００７５】
　（１）正常な血漿と（２）虚血患者から採取された血漿試料を含む、多数の様々な血漿
試料について、電流比率Ｉ（Ｃｏ）：Ｉ（Ｒｕ）（Ｃｏ／Ｒｕ）を求めるために、上記の
方法で多数の試験を実施した。米国デンバー市のＩｓｃｈｅｍｉａ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ　Ｉｎｃ．のＡＢＣ試験に従って、試料を正常な試料または虚血試料に分類した（
Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、ｖｏｌ４７、ｐｐ４６４～４７０（２００２）
）。結果を図４に示している。ここで、正常な試料の結果はｘ軸上の１に、虚血試料の結
果はｘ軸上の２に示した。ｙ軸はＣｏ／Ｒｕ電流比率を示している。これらの結果は、本
発明の方法が、正常な試料と虚血患者から採取された試料を区別できる能力を備えている
ことを実証している。本発明によってもたらされる、正常な試料と虚血試料の区別の程度
は、上記のＡＢＣ試験によってもたらされるものと同等である。
【００７６】
　様々な特定の態様および実施例を参照して本発明について説明してきた。但し当然のこ
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とながら、本発明は決して、これらの特定の態様および実施例に限定されるものではない
。
【図面の簡単な説明】
【００７７】
【図１】本発明の一態様による装置を示す図である。
【図２】本発明による別の装置を示す図である。
【図３】試料における電気化学的に検出可能なコバルトの量を求めるため、本発明の方法
を用いて実施した電気化学的試験における、電流（Ｉ）と電位（Ｖ）の関係を示す図であ
る。
【図４】一連の正常な試料（ｘ軸の１）および一連の虚血試料（ｘ軸の２）における比率
Ｉ（Ｃｏ）／Ｉ（Ｒｕ）を示す図である。

【図１】 【図２】

【図３】
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