
(57)【要約】
本発明は、少なくとも葉酸のいくつかが少なくとも一つの付属グルタミン酸残基を含む、
葉酸含有試料中の葉酸の分析方法である。前記方法は、パラアミノ安息香酸、 p-アミノベ
ンゾイルグルタミン酸またはそれらの塩を解離するために前記試料の加水分解を行うこと
、解離したパラアミノ安息香酸、 p-アミノベンゾイルグルタミン酸、塩またはそれらのジ
アゾ誘導体をそれらの結合パートナーと接触させること、および、生じた結合パートナー
：パラアミノ安息香酸、結合パートナー： p-アミノベンゾイルグルタミン酸、または塩も
しくは派生物の組み合わせを直接的または間接的に検出することを含む。本発明はさらに
、本発明の方法中で使用できるキットに関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 少 な く と も 葉 酸 の い く つ か が 少 な く と も 一 つ の 付 属 グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 含 む 、 葉 酸 含 有
試 料 中 の 葉 酸 の 分 析 方 法 で あ っ て 、 パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸 、 p-ア ミ ノ ベ ン ゾ イ ル グ ル タ ミ ン
酸 ま た は そ れ ら の 塩 を 解 離 す る た め に 前 記 試 料 の 加 水 分 解 を 行 う こ と 、 解 離 し た パ ラ ア ミ
ノ 安 息 香 酸 、 p-ア ミ ノ ベ ン ゾ イ ル グ ル タ ミ ン 酸 、 塩 ま た は そ れ ら の ジ ア ゾ 誘 導 体 を そ れ ら
の 結 合 パ ー ト ナ ー と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 、 生 じ た 結 合 パ ー ト ナ ー ： パ ラ ア ミ ノ 安 息 香
酸 、 結 合 パ ー ト ナ ー ： p-ア ミ ノ ベ ン ゾ イ ル グ ル タ ミ ン 酸 、 ま た は 塩 も し く は 派 生 物 の 組 み
合 わ せ を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 方 法 が い か な る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 工 程 を も 含 ま な い 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 試 料 が 血 液 由 来 の 試 料 で あ る 、 請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー が 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 単 一 鎖 の 抗 体 、 単 一 鎖 の 抗 体 フ ラ グ メ
ン ト 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 小 有 機 分 子 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １
～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 小 有 機 分 子 が 、 パ ラ ジ ア ゾ 安 息 香 酸 (PDBA)ま た は パ ラ ジ ア ゾ ベ ン ゾ イ ル グ ル タ ミ ン
酸 を 含 む ジ ア ゾ 化 合 物 を 形 成 す る こ と が 可 能 な 第 3級 芳 香 族 ア ミ ン 、 フ ェ ノ ー ル ま た は フ
ェ ノ ー ル 誘 導 体 で あ る 、 請 求 項 5に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 加 水 分 解 が 酸 性 条 件 下 で 金 属 を 用 い て 前 記 試 料 を 処 理 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ～
５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 加 水 分 解 が マ イ ク ロ 波 照 射 を 用 い て 前 記 試 料 を 処 理 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ６
の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 加 水 分 解 が 酸 化 剤 を 用 い て 処 理 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 酸 化 剤 が 過 酸 化 水 素 お よ び /ま た は 過 マ ン ガ ン 酸 カ リ ウ ム で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 加 水 分 解 が 還 元 剤 を 用 い て 処 理 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ～ 9の い ず れ か 一 項 に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 還 元 剤 が 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム で あ る 、 請 求 項 10に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 加 水 分 解 が 酸 化 的 光 分 解 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ 11の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 酸 化 的 光 分 解 が 感 光 剤 存 在 下 で 実 行 さ れ る 、 請 求 項 12に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 試 料 が 、 前 記 末 端 グ ル タ ミ ン 酸 残 基 の ほ と ん ど を 前 記 葉 酸 か ら 除 去 す る た め に 自 然
に 存 在 す る お よ び /ま た は 加 え ら れ る 酵 素 の 存 在 下 で 培 養 さ れ 、 前 記 加 水 分 解 の 生 成 物 が P
ABA-gluで あ る 、 請 求 項 １ ～ 13の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 試 料 が 、 前 記 末 端 グ ル タ ミ ン 酸 残 基 の ほ と ん ど を 前 記 葉 酸 か ら 除 去 す る た め に 少 な
く と も 一 つ の 加 え ら れ る 酵 素 の 存 在 下 で 培 養 さ れ 、 前 記 加 水 分 解 の 生 成 物 が PABAで あ る 、
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請 求 項 １ ～ 13の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー ： パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸 、 結 合 パ ー ト ナ ー ： p-ア ミ ノ ベ ン ゾ イ ル グ ル
タ ミ ン 酸 、 ま た は 塩 も し く は 派 生 物 の 組 み 合 わ せ が 、 吸 収 ま た は 蛍 光 に よ っ て 直 接 的 に 検
出 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ 15の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー ： パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸 、 結 合 パ ー ト ナ ー ： p-ア ミ ノ ベ ン ゾ イ ル グ ル
タ ミ ン 酸 、 ま た は 塩 も し く は 派 生 物 の 組 み 合 わ せ が 、 第 2結 合 パ ー ト ナ ー に よ っ て 間 接 的
に 検 出 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ 15の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 本 発 明 の 分 析 を 行 う 中 で 用 い る キ ッ ト で あ っ て 、
i)葉 酸 加 水 分 解 試 薬 ； お よ び
ii)PABA、 PABA-glu、 PDBAま た は PDBA-glu結 合 パ ー ト ナ ー
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 さ ら に 酵 素 ま た は 酵 素 反 応 混 液 を 含 む 、 請 求 項 18に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 さ ら に PABAか ら PDBAへ ま た は PABA-gluか ら PDBA-gluへ の 変 換 試 薬 を 含 む 、 請 求 項 18ま た
は 19記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 さ ら に 第 2結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 、 請 求 項 18～ 20の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 葉 酸 の 分 析 の た め の キ ッ ト お よ び 装 置 だ け で な く 葉 酸 の 分 析 法 に も 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 葉 酸 (folic acid)、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 、 テ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸 お よ び メ チ ル テ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸 を
包 括 し て 用 い ら れ る 言 葉 で あ る 葉 酸 (folate)は 、 チ ミ ジ ン 、 モ ノ リ ン 酸 塩 の 合 成 、 従 っ て
DNAの 合 成 の た め の 補 酵 素 で あ り 、 し ば し ば ビ タ ミ ン B複 合 体 の 一 部 と し て 指 さ れ る 。 葉 酸
の 低 い 水 準 お よ び 葉 酸 代 謝 の 障 害 は 、 特 に 巨 赤 芽 球 性 貧 血 、 神 経 管 欠 損 症 、 癌 お よ び 心 臓
血 管 系 疾 患 を 含 む 様 々 な 疾 病 状 態 の 病 因 に 関 係 し て い る と い う こ と が 広 く 報 告 さ れ て い る
。 妊 婦 の 葉 酸 の 不 足 は 、 ま た 、 幼 年 期 白 血 病 に 関 係 し て い る 。 従 っ て 葉 酸 の 正 確 な 評 価 が
、 疾 患 お よ び 危 険 性 の 評 価 お よ び 監 視 に お い て 臨 床 的 に 重 要 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し 、 葉 酸 の 評 価 は 、 例 え ば 、 プ テ リ ジ ン 環 構 造 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 残 基 な ど の 数 多
く の 異 な る 形 態 と 、 血 清 お よ び 赤 血 球 の 中 の 葉 酸 の 相 違 で あ る 種 々 の 変 異 体 分 布 と が 存 在
す る と い う 事 実 に よ っ て 、 複 雑 化 さ れ て い る 。 確 か に 現 在 の と こ ろ 2種 類 の 広 く 用 い ら れ
て い る 葉 酸 分 析 法 が 存 在 す る 。 す な わ ち 一 方 は 血 清 の た め の も の で あ り 、 他 方 は 全 血 の た
め の も の で あ る 。 し か し 、 全 血 の た め の 葉 酸 は 、 イ ン タ ー ア ッ セ イ 中 に 大 き な 分 散 が あ り
、 イ ン タ ー ア ッ セ イ は 、 研 究 室 の 違 い か ら 生 じ る 。 赤 血 球 葉 酸 は 、 患 者 の 長 期 の 状 態 の 測
定 を 行 い 、 血 清 葉 酸 よ り も 摂 食 に よ る 影 響 が 少 な い の で 、 赤 血 球 葉 酸 分 析 が 一 般 的 に 好 ま
れ て い る 。 し か し 、 赤 血 球 葉 酸 分 析 の 確 か な 問 題 を 考 慮 し て 、 い く つ か の 研 究 室 は 、 代 わ
り に 血 清 葉 酸 分 析 に 戻 る こ と を 提 案 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 半 分 に 濃 縮 さ れ た 塩 酸 中 に お い て 分 析 試 料 の 長 時 間 の 煮 沸 (約 6時 間 )を 行 い 、 つ い で ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 お よ び 全 て の 異 形 に 共 通 す る 葉 酸 フ ラ グ メ ン ト 、 す な わ ち パ ラ ア ミ
ノ 安 息 香 酸 (PABA)の 分 析 (例 え ば 、 マ ス ス ペ ク ト ル 等 に よ る )を 行 う こ と に よ っ て 、 葉 酸 の
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ヘ テ ロ ジ ェ ニ シ テ ィ （ heterogenicity） か ら 生 じ る 前 記 問 題 を 取 り 除 く こ と が 提 案 さ れ て
い る 。 例 え ば 、 Anal. Biochem. 283: 266-275(2000)を 参 照 。 こ の 厳 し い 処 理 お よ び 分 離
の 影 響 は 、 プ テ リ ジ ン 環 の 開 裂 お よ び 、 PABAが 脱 離 し た 全 て の 異 形 葉 酸 か ら の 付 着 グ リ シ
ン 酸 残 基 の 脱 離 で あ る 。 し か し 、 こ の よ う な 技 術 は 、 例 え ば 、 診 断 上 の 分 析 所 ま た は 管 理
の 間 際 等 の 一 般 的 な 臨 床 の 利 用 に は 適 し て い な い 。 こ れ は 、 特 に ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離
工 程 の 時 間 の 消 費 と 不 適 切 な 通 過 量 の 性 質 と の た め 、 ま た は 、 多 種 の 並 行 分 析 の た め で あ
る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 従 っ て 、 生 物 学 検 査 に お け る 確 実 で 実 現 可 能 な 葉 酸 分 析 法 の 前 進 が 必 要 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 我 々 は 、 そ の よ う な 分 析 法 は 、 試 料 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 と 、 厳 し く 使 用 者 に 不 親
切 ま た は 実 用 的 で な い 反 応 条 件 と の 必 要 が 無 い PABAの 検 出 に 基 づ い て い る こ と を 見 つ け た
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 一 つ の 側 面 か ら の 視 点 は 、 葉 酸 含 有 試 料 中 の 葉 酸 分 析 方 法 を 提 供 し 、
前 記 方 法 は 以 下 を 含 む ：
　 パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸 、 パ ラ ア ミ ノ ベ ン ゾ イ ル グ ル タ ミ ン 酸 (PABA-gul)ま た は そ れ ら の 塩
を 解 離 す る た め に 前 記 試 料 の 加 水 分 解 を 行 う ； 前 記 解 離 し た パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸 、 PABA-g
ulま た は そ れ ら の 塩 も し く は そ れ ら の ジ ア ゾ 誘 導 体 を 結 合 パ ー ト ナ ー と 接 触 さ せ る ； お よ
び 、 前 記 生 じ た 結 合 パ ー ト ナ ー ： パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸 、 結 合 パ ー ト ナ ー ： PABA-gulま た は
塩 、 も し く は 結 合 誘 導 体 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 検 出 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 が 提 供 す る 葉 酸 含 有 試 料 中 の 葉 酸 分 析 方 法 は 、 以 下 を 含 む ：
　 パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸 ま た は そ れ ら の 塩 を 解 離 す る た め に 前 記 試 料 の 加 水 分 解 を 行 う ； 前
記 解 離 し た パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸 ま た は そ れ ら の 塩 も し く は そ れ ら の ジ ア ゾ 誘 導 体 を 結 合 パ
ー ト ナ ー と 接 触 さ せ る ； お よ び 、 前 記 生 じ た 結 合 パ ー ト ナ ー ： パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸 ま た は
塩 、 も し く は 結 合 誘 導 体 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 検 出 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ る 前 記 分 析 試 料 は 、 ど の よ う な 葉 酸 含 有 試 料 で も 良 い が 、 特 に 好 ま し
く は 、 例 え ば 、 濃 縮 赤 血 球 ま た は 血 清 な ど の 血 液 ま た は 血 液 由 来 の も の で あ り 、 よ り 好 ま
し く は 、 濃 縮 (お よ び 望 ま し く は 洗 浄 し た )赤 血 球 (RBC)で あ る 。 RBC試 料 を 用 い る と き 、 望
ま し く は 前 記 加 水 分 解 の 前 に 細 胞 を 溶 解 さ せ 、 タ ン パ ク 質 を 変 性 さ せ る ； し か し 、 任 意 に
お よ び 好 ま し く は 、 前 記 加 水 分 解 処 理 自 身 が 、 細 胞 の 溶 解 お よ び タ ン パ ク 質 の 変 性 を 引 き
起 こ す 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 分 析 方 法 に お い て 、 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 溶 液 中 に 存 在 し て い て 良 い し 例 え
ば 、 個 体 、 液 体 ま た は ゲ ル 粒 子 も し く は 基 質 表 面 等 の マ ク ロ 構 造 上 に 固 定 さ れ て い て も 良
く 、 例 え ば 、 シ ー ト 、 ロ ッ ド 、 チ ュ ー ブ 、 繊 維 、 メ ッ シ ュ 、 ウ ェ ッ ブ 等 で あ る 。 前 記 結 合
パ ー ト ナ ー ： PABA、 結 合 パ ー ト ナ ー ： PABA-gul等 の 組 み 合 わ せ は 、 例 え ば 、 発 光 ま た は 吸
収 特 性 放 射 の 効 果 も し く は 酵 素 活 性 等 に よ っ て 直 接 的 に 検 出 し て 良 い 。 間 接 的 検 出 は 、 例
え ば 、 結 合 パ ー ト ナ ー と の 直 接 検 出 で き る 組 み 合 わ せ を 製 造 す る 、 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー の
競 合 物 質 と の 結 合 す る 能 力 等 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 好 ま し い 側 面 の 一 つ と し て 、 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 PABA、 PABA-gulま た は PABA誘 導 体
等 と 結 合 す る こ と が 可 能 な 、 例 え ば 、 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 単 一 鎖 の 抗 体 、 単 一 鎖 の
抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 小 有 機 分 子 等 の 抗 体 ま た
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は 抗 体 類 似 体 で あ る 。 例 え ば 、 PABA、 PABA-gulも し く は PABA(ま た は PABA-gul)結 合 体 ま た
は 誘 導 体 等 の 適 切 な 抗 原 を 用 い る と 、 そ の よ う な 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ
で の 抗 体 発 生 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ の よ う な 文 献 技 術 、 組 み 合 わ せ の 化 学 技 術 お よ び コ
ン ピ ュ ー タ ー 利 用 分 子 設 計 等 の 選 択 さ れ る 従 来 の 技 術 を 用 い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 し か し 、 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 吸 収 ま た は 発 光 の 光
特 性 を 有 す る ジ ア ゾ 化 合 物 を 形 成 す る た め に 、 パ ラ ジ ア ゾ 安 息 香 酸 (PDBA)ま た は パ ラ ジ ア
ゾ ベ ン ゾ イ ル グ ル タ ミ ン 酸 (PDBA)と カ ッ プ リ ン グ が 可 能 な 芳 香 族 第 3級 ア ミ ン も し く は フ
ェ ノ ー ル ま た は フ ェ ノ ー ル 誘 導 体 で あ る 。 (こ こ で 用 い ら れ る 光 は 、 例 え ば 、 IR、 UV、 特
に 近 IR等 の 可 視 波 長 範 囲 外 の 発 光 を 含 む 。 )
　 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 解 離 さ れ た PABAま た は PABA-gulは 、 好 ま し く は 、 前 記 結 合 パ ー
ト ナ ー と 接 触 す る 前 に 、 亜 硝 酸 塩 と の 反 応 に よ っ て そ れ ぞ れ PDBAま た は PDBA-gulへ と 変 換
さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 抗 体 発 生 が 前 記 選 択 し た 結 合 パ ー ト ナ ー を 用 い て 行 わ れ る と き 、 マ ク ロ 分 子 抗 原 キ ャ リ
ア ー と 結 合 す る 基 、 例 え ば 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ニ ア ン (KLH
)、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)ま た は こ の 用 途 の た め の 一 般 的 な タ ン パ ク 質 等 の よ う な タ ン
パ ク 質 に よ っ て 、 ２ ま た は 3位 が 置 換 さ れ た 前 記 PABAま た は PABA-gul抗 原 を 用 い る こ と が
好 ま し い 。 そ の よ う な 抗 原 を 製 造 す る た め の 好 ま し い 開 始 点 の 一 つ は 、 例 え ば 、 2-ヒ ド ロ
キ シ -4-ア ミ ノ 安 息 香 酸 、 2-ヒ ド ロ キ シ -4-ニ ト ロ 安 息 香 酸 、 3-ヒ ド ロ キ シ -4-ア ミ ノ 安 息
香 酸 、 3-ヒ ド ロ キ シ -4-ニ ト ロ 安 息 香 酸 ま た は そ れ ら の モ ノ グ ル タ ミ ン ア ミ ド 等 の よ う な
ヒ ド ロ キ シ お よ び /ま た は ニ ト ロ 置 換 さ れ た PABAま た は PABA-gul誘 導 体 で あ る 。 前 記 2-ヒ
ド ロ キ シ 基 は 、 好 ま し く は ト シ ル 化 等 の 活 性 化 後 に 、 す ぐ に カ ッ プ リ ン グ 試 薬 と 反 応 す る
。 望 ま し く は カ ッ プ リ ン グ 反 応 の 間 、 前 記 4-ア ミ ノ 基 (お よ び い く つ か の ケ ー ス で は 前 記
カ ル ボ キ シ ル 基 ま た は 群 )は 、 保 護 さ れ る 。 一 般 的 な 保 護 基 、 例 え ば 、 ア ミ ノ 基 の た め の F
moc、 Bocま た は ア セ ト ア ミ ド 、 お よ び カ ル ボ ン 酸 基 ま た は 群 の た め の エ ス テ ル 形 成 等 が こ
こ で は 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 も し く は 、 一 般 的 な 化 学 技 術 を 用 い て カ ッ プ リ ン グ 試 薬 と 反 応 す る カ ッ プ リ ン グ 基 ま た
は 置 換 基 が 、 PABAま た は PABA-gulの 2ま た は 3位 に 導 入 さ れ て も 良 い 。 前 記 2位 に 導 入 さ れ
る と き 、 好 ま し く は パ ラ ニ ト ロ 安 息 香 酸 ま た は 前 記 そ れ ら の モ ノ グ ル タ ミ ン ア ミ ド を 用 い
、 お よ び 2-置 換 基 の 導 入 に 続 き 、 ニ ト ロ 基 を ア ミ ノ 基 に 還 元 す る (例 え ば Li/H 2 を 用 い て )
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 前 記 PABAま た は PABA-gulを 前 記 キ ャ リ ア ー と つ な ぐ 基 は 、 好 ま し く は 、 1～ 50の 原 子 架
橋 が 2つ 繋 が っ た も の 、 よ り 好 ま し く は 5～ 20原 子 架 橋 で あ る 。 前 記 架 橋 の 骨 格 原 子 は 、 例
え ば 、 前 記 PABAま た は PABA-gul残 基 の 方 向 を 安 全 に 直 す た め に 、 固 い 構 造 (例 え ば 、 芳 香
環 ま た は 脂 肪 族 の 篭 )の 部 分 で も よ く そ う で な く て も 良 い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 前 記 2ま た は 3位 が 置 換 さ れ た PABAま た は PABA-gulの 前 記 キ ャ リ ア ー と の カ ッ プ リ ン グ は
、 一 般 的 な 方 法 で 生 じ 、 例 え ば 、 チ オ ー ル で 終 結 し て い る 2/3置 換 (例 え ば 、 Cys残 基 で 終
結 さ れ て い る )お よ び キ ャ リ ア ー が 機 能 化 さ れ た ジ ス ル フ ィ ド ま た は マ レ イ ミ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 少 な く と も 好 ま し く は 、 ア ン チ -PABAま た は ア ン チ -PABA-gulを 増 や す た め の 前 記 抗 原 は
、 抗 原 性 マ ク ロ 分 子 キ ャ リ ア ー (例 え ば 、 タ ン パ ク 質 等 )と PABA自 身 の カ ル ボ キ シ ま た は ア
ミ ノ 基 と の も し く は ア ミ ノ 基 ま た は PABA-gulの カ ル ボ キ シ 基 の 一 つ と の カ ッ プ リ ン グ に よ
っ て 調 製 さ れ る 。 前 記 ア ミ ノ 基 と の カ ッ プ リ ン グ の 場 合 に お い て 、 Fmoc保 護 さ れ た NHS-活
性 化 ア ミ ノ ア ル カ ン 酸 (例 え ば 、 ア ミ ノ プ ロ ピ オ ン 酸 )ス ペ ー サ ー は 、 PABAま た は PABA-gul
と 反 応 し 、 キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 と の カ ッ プ リ ン グ に お い て 脱 保 護 さ れ る 。 か わ り に 、 ア
ル デ ヒ ド 基 輸 送 ス ペ ー サ ー と カ ッ プ リ ン グ す る タ ン パ ク 質 は 、 抗 原 を 得 る た め に PABAま た
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は PABA-gulの 前 記 ア ミ ノ 基 と 縮 合 さ れ る 。 さ ら な る 代 わ る べ き 手 段 は 、 第 1の 前 記 ス ペ ー
サ ー と キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 の カ ッ プ リ ン グ 後 、 随 意 に イ ソ チ オ シ ア ネ イ ト 活 性 化 さ れ た
ア ミ ノ ア ル カ ン 酸 が 、 ス ペ ー サ ー PABAま た は PABA-gulと 反 応 す る こ と 、 も し く は イ ソ チ オ
シ ア ネ イ ト 活 性 化 さ れ た PABAま た は PABA-gulが 、 ア ミ ノ ア ル カ ン 酸 と 反 応 す る こ と で あ る
。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 好 ま し く は 基 質 結 合 、 例 え ば 、 多 孔 性 織 物 (例 え ば 、 ニ ト ロ セ
ル ロ ー ス )ま た は 高 分 子 溶 球 で あ り 、 特 に 好 ま し く は 、 磁 気 収 集 性 溶 球 (例 え ば 、 Dynal AS
、 Oslo、 Norwayか ら 手 に 入 る よ う な も の )で あ る 。 固 定 さ れ た 結 合 パ ー ト ナ ー に お い て 、 P
ABAま た は PABA-gul溶 液 で 培 養 後 に 、 前 記 基 質 を 洗 浄 す る こ と は 可 能 で あ り 、 従 っ て PABA
： 結 合 パ ー ト ナ ー ま た は PABA-gul： 結 合 パ ー ト ナ ー 組 み 合 わ せ の 決 定 の 邪 魔 と な る 試 料 中
の 他 の 物 質 を 除 く こ と が 可 能 で あ る 。 前 記 試 料 が ヘ モ グ ロ ビ ン を 含 む 、 お よ び 前 記 結 合 パ
ー ト ナ ー が 、 PABAま た は PABA-gulと 反 応 し て ア ゾ 化 合 物 を 形 成 す る 場 合 に お い て 、 こ れ は
特 に 望 ま し い 。 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー と 基 質 を カ ッ プ リ ン グ す る た め の 標 準 的 な 技 術 を 用 い
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 分 析 法 の 実 施 に お い て 、 前 記 葉 酸 の PABA変 換 は 、 例 え ば 、 110℃ に お け る ６ M塩
酸 で 6時 間 ま た は 遮 蔽 容 器 中 の 塩 酸 蒸 気 層 加 水 分 解 (例 え ば 150℃ 1時 間 )、 ま た は 4Nメ タ ン
ス ル ホ ン 酸 の よ う な 強 酸 性 培 養 の 使 用 を 都 合 よ く も た ら す 。 望 ま し い 加 水 分 解 は 、 例 え ば
、 強 (例 え ば ≧ 4M、 好 ま し く は ≧ 5M、 特 に ≧ 6M)塩 酸 の よ う な 酸 性 溶 液 中 に お け る 、 例 え ば
、 1つ ま た は そ れ 以 上 の プ ロ テ ア ー ゼ を 伴 う 最 初 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 任 意 に 、 遷 移 金
属 ま た は そ れ ら の 化 合 物 、 特 に 白 金 ま た は 白 金 化 合 物 の よ う な 金 属 触 媒 の 使 用 を も た ら さ
れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら に 非 常 に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 葉 酸 の PABAへ の 酸 加 水 分 解 は 、 マ イ ク ロ 波 照
射 下 で も た ら さ れ る 。 こ れ は 、 5ま た は そ れ 以 上 お よ び 可 能 で あ れ ば 25以 上 の 率 で 加 水 分
解 に 必 要 な 時 間 を 減 ら す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら に 非 常 に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 過 酸 化 水 素 の よ う な 試 薬 に よ る 酸 化 、 お よ び
/ま た は 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム の よ う な 還 元 剤 を 用 い た 処 理 は 、 様 々 な 葉 酸 の 酸 性 加 水
分 解 の 受 け や す さ を 、 前 記 様 々 な 葉 酸 の 試 料 か ら 酸 感 応 誘 導 体 へ の 変 換 に よ っ て 、 非 常 に
増 加 さ せ る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 誘 導 体 は 、 す ぐ に PABAま た は PABA-gul
へ と 分 解 さ れ う る 。 好 ま し く は 、 還 元 お よ び 酸 化 法 は 、 連 続 的 に 用 い ら れ る 。 そ の よ う な
方 法 は 、 前 記 様 々 な 葉 酸 の 試 料 か ら 酸 感 応 葉 酸 誘 導 体 へ 変 換 す る た め 、 お よ び 、 ほ と ん ど
の ま た は 最 も 好 ま し く は 全 て の 葉 酸 誘 導 体 か ら 分 析 の た め の 一 定 の PABAま た は PABA-gul生
成 物 へ の 素 早 い 加 水 分 解 を 引 き 起 こ す た め に 、 例 え ば 、 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム に よ る 試
料 の 処 理 と 、 続 く 過 酸 化 水 素 お よ び 過 マ ン ガ ン 酸 カ リ ウ ム に よ る 酸 化 と 、 最 後 の pH1あ た
り ま で の pH降 下 と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら に 、 葉 酸 は 、 酸 化 的 光 分 解 、 特 に リ ボ フ ラ ビ ン の よ う な 感 光 性 試 薬 の 存 在 下 で 加 水
分 解 を 受 け る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 さ ら に 非 常 に 好 ま し い 実 施 形 態 を 形 成 し 、 お よ び 可 視
、 赤 外 ま た は 特 に 紫 外 光 を 用 い る 。 前 記 光 分 解 の 主 生 成 物 は 、 典 型 的 な PABA、 PABA-gulお
よ び プ テ リ ジ ン -6-カ ル ボ ン 酸 (PCA)で あ る 。 こ れ ら 生 成 物 の い ず れ か 、 お よ び 好 ま し く は
い ず れ か 2つ ま た は 3つ 全 て が 、 上 記 の ま た は PCAの 免 疫 測 定 の よ う な 類 似 し た 方 法 に よ っ
て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 葉 酸 の 酸 化 的 光 分 解 は 、 通 常 、 室 温 で ＞ 5分 の 間 、 試 料 に 強 い 光 源 を 照 射 す る こ と に よ
っ て 行 わ れ る 。 前 記 光 分 解 の 有 用 性 は 、 主 と し て 、 溶 存 酸 素 の 存 在 、 照 射 時 間 、 光 源 の 強
度 お よ び 溶 液 中 の 温 度 と pHと に 依 存 す る 。 リ ボ フ ラ ビ ン の よ う な 一 定 の 添 加 剤 は 、 感 光 剤
と し て 働 き 、 光 分 解 生 成 物 の 収 量 を 劇 的 に 増 加 さ せ る 。 従 っ て 、 そ の よ う な 前 記 感 光 剤 の
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使 用 は 、 非 常 に 好 ま し い 。 低 い pH(す な わ ち 、 pH1-5、 特 に pH2-4、 例 え ば pH3)が 好 ま し い
が 、 不 可 欠 で は な い 。 そ れ は pH6-9の 間 で さ え 行 う こ と が で き る 。 UV光 (例 え ば 、 波 長 約 35
0nmま た は そ れ 以 下 )は 素 早 い 酸 化 に 好 ま し い が 、 可 視 波 長 (例 え ば ＞ 500nm)を 用 い た と き
で さ え 酸 化 は か な り 素 早 く 起 こ る の で 、 不 可 欠 で は な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 酸 化 的 光 分 解 は 、 溶 解 さ せ た 試 料 ま た は 酵 素 で 前 処 理 し た 試 料 で 直 接 行 う こ と が で き る
。 前 記 葉 酸 の 種 々 の 形 態 は 、 全 て 主 生 成 物 と し て PABA、 PABA-gluお よ び プ テ リ ジ ン -6-カ
ル ボ ン 酸 に 分 解 さ れ て い る 。 こ れ ら の 種 の 全 て が 、 必 要 な 特 性 を 備 え た 抗 体 を 用 い て 免 疫
学 的 に 決 定 で き る に も か か わ ら ず 、 内 生 の 化 合 物 に 対 し て 前 記 抗 体 の 交 差 反 応 性 の 危 険 は
最 小 限 度 に す る の で 、 PABAま た は PABA-gluの 検 出 は 好 ま し い 。 PABAお よ び PABA-グ ル タ ミ
ン 酸 は 、 上 記 し た 蛍 光 ア ゾ -技 術 を 用 い る こ と に よ っ て 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 前 記 酸 加 水 分 解 は 、 ま た 、 例 え ば 、 任 意 に ア ミ ラ ー ゼ お よ び コ ン ジ ュ ガ ー ゼ の よ う な 更
な る 酵 素 を 伴 っ た 、 ペ プ シ ン 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン お よ び カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー
ゼ Aの い ず れ か 一 つ ま た は 2つ 以 上 の 組 み 合 わ せ の よ う な 酵 素 を 用 い た 最 初 の タ ン パ ク 質 分
解 に よ っ て よ り 使 い や す く さ れ る 。 前 記 解 離 さ れ た 葉 酸 形 態 は 、 上 記 で 説 明 し た 酸 加 水 分
解 に よ っ て も し く は 酵 素 ま た は 金 属 触 媒 分 解 に よ っ て PABAに 変 換 さ れ る 。 こ の 技 術 の 組 み
合 わ せ は 、 数 分 で PABAの 葉 酸 含 有 試 料 か ら の 遊 離 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 PABAの 供 給 と し て 上 に 説 明 さ れ た 、 前 記 穏 や か な プ テ リ ジ ン 環 分 解 方 法 の い ず れ も ま た
は そ れ ら の い ず れ の 組 み 合 わ せ も 、 PABA-gluの 発 生 へ と 簡 単 に 修 正 さ れ る 。 特 に 、 血 液 ま
た は 血 液 由 来 試 料 の 生 理 学 的 温 度 に お け る 短 期 間 (例 え ば 、 10分 か ら 6時 間 、 好 ま し く は 30
分 か ら 3時 間 、 最 も 好 ま し く は 1-2時 間 )の 培 養 は 、 通 常 、 自 然 に 存 在 し て い る コ ン ジ ュ ガ
ー ゼ の 活 動 に よ っ て 、 前 記 種 々 の 葉 酸 か ら の ほ と ん ど の 末 端 グ ル タ ミ ン 残 基 の 除 去 が 起 こ
る 。 あ る い は 、 ま た は そ の 上 に 、 酵 素 ま た は コ ン ジ ュ ガ ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ お よ び α -ア
ミ ラ ー ゼ の よ う な 成 分 を 含 む 酵 素 反 応 溶 液 が 用 い ら れ る 。 好 ま し い 例 と し て 、 コ ン ジ ュ ガ
ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ お よ び α -ア ミ ラ ー ゼ は 、 前 記 グ ル タ ミ ン 残 基 の 除 去 速 度 を 速 め る た
め の 三 酵 素 混 合 物 と し て 用 い ら れ る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 酵 素 は 、 最 終 的 に 前 記 末 端 グ ル タ
ミ ン 酸 残 基 の ほ と ん ど の 除 去 を 起 こ す 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 上 記 し た プ テ リ ジ ン 環 分 解 に 続 く こ の 方 法 に よ る と 、 前 記 種 々 の 葉 酸 試 料 は 、 単 一 種 (P
ABA-glu)に 変 換 さ れ る 。 上 で 説 明 し た よ う に 、 こ の 一 様 な PABA-glu生 成 物 は 、 PABAま た は
そ れ ら の 単 一 異 形 の 検 出 に 用 い ら れ た 前 記 方 法 に よ っ て 分 析 さ れ る 。 従 っ て 、 前 記 PABA-g
luの 形 成 お よ び 分 析 は 、 グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 除 去 し た 条 件 下 で 形 成 さ れ た PABAの 分 析 と 同
様 に 全 体 葉 酸 量 を 反 映 す る の に 効 果 的 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 前 記 末 端 グ ル タ ミ ン 酸 は 、 望 ま し く は 穏 や か な 条 件 下 で 除 去 さ れ る 、 本 発 明 に お い て 好
ま し く は 、 前 記 PABA-gluま た は そ の 誘 導 体 は 、 適 切 な 条 件 下 で カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ  G
2の よ う な 酵 素 に よ っ て 処 理 さ れ る 。 代 わ り に 、 こ の ま た は 同 等 の 酵 素 は 、 他 の グ ル タ ミ
ン 酸 残 基 の 除 去 の た め に 開 示 さ れ た 酵 素 処 理 反 応 混 液 を 含 む 、 プ テ リ ジ ン 分 解 と の 組 み 合
わ せ に よ る 方 法 に よ っ て 、 PABAは 発 生 す る だ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 PABAま た は PABA-gluを も た ら す た め の 前 記 酸 加 水 分 解 に 続 い て 、 も し 前 記 結 合 パ ー ト ナ
ー が pHに 敏 感 な ら ば 、 前 記 試 料 の pHは 、 例 え ば 、 pH7近 く ま で 調 節 さ れ る (例 え ば 、 水 酸 化
ナ ト リ ウ ム の よ う な 塩 基 ま た は 緩 衝 溶 液 を 加 え る こ と に よ っ て )。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー が 、 固 定 さ れ た 構 造 で あ る と き 、 前 記 試 料 は 、 前 記 基 質 と 接 触 し た
状 態 に さ れ 、 PABA： 結 合 パ ー ト ナ ー ま た は PABA-glu： 結 合 パ ー ト ナ ー の 結 合 が 起 こ る こ と
を 可 能 に す る た め に 培 養 さ れ る 。 望 ま し く は 、 前 記 基 質 は 、 PABA： 結 合 パ ー ト ナ ー ま た は
PABA-glu： 結 合 パ ー ト ナ ー の 組 み 合 わ せ が 決 定 さ れ る 前 に 、 非 結 合 物 質 を 除 去 す る た め に
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濯 が れ る 。 こ の 構 成 に お い て 、 PABA/PABA-glu： 結 合 パ ー ト ナ ー 錯 体 ま た は PABA/PABA-glu
と 結 合 し て い な い 固 定 さ れ た 結 合 パ ー ト ナ ー の ど ち ら か と 結 合 し て い る 結 合 パ ー ト ナ ー と
標 識 さ れ た 第 二 の も の を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 従 っ て 、 前 記 標 識 の 検 出 は 、 PABAま た は
PABA-glu濃 度 の 直 接 的 ま た は 間 接 的 な 値 を 与 え る 。 使 用 さ れ た 前 記 標 識 は 、 例 え ば 、 発 蛍
光 団 、 発 色 団 、 放 射 能 標 識 等 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー が 芳 香 族 ア ミ ン ま た は フ ェ ノ ー ル で あ る 場 合 、 例 え ば 、 亜 硝 酸 ナ ト
リ ウ ム や 塩 酸 と の 反 応 に よ っ て 、 最 初 に PABAか ら PDBAに 、 ま た は PABA-gluか ら PDBA-gluに
変 換 さ れ る 。 試 料 を 含 ん で い る 前 記 PDBAま た は PDBA-gluは 、 基 質 と 結 合 し て い る ま た は し
て い な い 芳 香 族 ア ミ ン ま た は フ ェ ノ ー ル と 接 触 し て い る 。 前 記 芳 香 族 ア ミ ン ま た は フ ェ ノ
ー ル は 、 オ ル ト ま た は パ ラ 位 の ア ミ ノ 基 ま た は 水 酸 基 が 非 置 換 で あ る 環 を 有 し て い な け れ
ば な ら な い が 、 環 の 他 の ポ ジ シ ョ ン ま た は ア ミ ン 窒 素 は 、 置 換 さ れ て い て も 良 く 、 以 下 に
開 示 す る よ う に 、 そ の よ う な 置 換 基 は 、 ア ミ ン ま た は フ ェ ノ ー ル と 基 質 と の カ ッ プ ル と 同
じ よ う に 、 PDBAま た は PABA-gluと の 反 応 に よ っ て 形 成 さ れ る ア ゾ 化 合 物 の 色 ま た は 蛍 光 波
長 を 選 択 し て 用 い ら れ る 。 前 記 ア ミ ン ま た は フ ェ ノ ー ル が 基 質 と 結 合 し て い る 場 合 、 PDBA
ま た は PDBA-glu含 有 試 料 の 培 養 後 に 、 前 記 基 質 は 非 結 合 物 質 を 取 り 除 く た め に 濯 が れ 、 前
記 ア ゾ 化 合 物 の 濃 度 は 、 分 光 測 定 法 に よ っ て 直 接 決 定 さ れ る 。 前 記 ア ミ ン ま た は フ ェ ノ ー
ル が 基 質 と 結 合 し て い な い 場 合 、 前 記 ア ゾ 化 合 物 の 濃 度 は 、 さ ら に 分 光 測 定 法 に よ っ て 直
接 決 定 さ れ る 。 し か し 、 前 記 試 料 が ヘ ム 分 解 生 成 物 を 含 む の で 、 こ の 場 合 、 前 記 ア ゾ 化 合
物 は 蛍 光 で あ る た め 、 ま た は 前 記 ヘ ム 分 解 生 成 物 か ら の “ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ” が 比 較 的 小
さ な 波 長 を 吸 収 す る 特 徴 を 有 し て い る た め 、 前 記 ア ミ ン ま た は フ ェ ノ ー ル が 好 ま し く は 選
択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ヒ ド ロ キ シ ル お よ び ア ミ ノ 基 、 特 に も し そ れ ら が オ ル ト -ま た は パ ラ -で な ら ば 、 前 記 ア
ゾ 結 合 は ア ゾ 化 合 物 の 色 を 強 烈 に す る 。 こ れ は 、 349nm(エ タ ノ ー ル 、 ε =26300)の 最 大 吸
収 を 有 す る p-ヒ ド ロ キ シ ア ゾ ベ ン ゼ ン お よ び 408nm(エ タ ノ ー ル 、 ε =27540)の 最 大 吸 収 を
有 す る p-ジ メ チ ル ア ミ ノ ア ゾ ベ ン ゼ ン に よ っ て 例 証 さ れ る 。 ど ち ら の ア ゾ 化 合 物 も 、 ア ゾ
ベ ン ゼ ン 自 身 よ り も 長 波 長 で 吸 収 し 、 高 い モ ル 吸 収 率 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 一 つ の 芳 香 環 上 の 電 子 供 与 性 置 換 基 が 他 の 環 の 電 子 吸 引 性 基 と 共 役 し て い る ア ゾ 化 合 物
は 、 特 に 深 い 色 で あ る 。 よ い 例 は 、 一 つ の 環 の オ ル ト ま た は パ ラ 位 上 の ニ ト ロ 基 が ア ゾ リ
ン ケ ー ジ で 置 換 さ れ て お り 、 他 の 環 の パ ラ 位 の ジ ア ル キ ル ア ミ ノ 基 が ま た ア ゾ リ ン ケ ー ジ
で 置 換 さ れ て い る ア ゾ ベ ン ゼ ン の 前 記 基 に よ っ て 提 供 さ れ る 。 こ れ は 、 こ れ ら の 化 合 物 の
共 鳴 寄 与 者 の 一 つ が キ ノ イ ド 構 造 を 有 し て い る の で 、 性 質 が ア ゾ 化 合 物 の 深 い 色 と 関 係 し
て い る 。 こ の よ う な 特 徴 を 示 す 化 合 物 は 、 例 え ば 、 エ タ ノ ー ル 中 で 478nmに ε =33110の 最
大 吸 収 を 有 す る 4-ジ メ チ ル ア ミ ノ -4'-ニ ト ロ ベ ン ゼ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 蛍 光 は 、 一 般 的 に 芳 香 族 で あ り 、 高 い 程 度 の 共 鳴 安 定 性 を 有 す る 複 数 の 共 役 二 重 結 合 を
含 む よ う な 化 合 物 中 で 期 待 さ れ る 。 両 方 の ク ラ ス の 物 質 が 、 低 い 励 起 一 重 項 状 態 に 置 く こ
と が で き る 非 局 在 π 電 子 を 有 す る 。 ア ゾ 化 合 物 の 蛍 光 を 増 加 さ せ る 方 法 の 一 つ は 、 前 記 励
起 一 重 項 状 態 が 分 子 内 無 放 射 遷 移 、 す な わ ち 、 前 記 励 起 エ ネ ル ギ ー を 分 子 内 の 振 動 運 動 に
変 換 す る こ と に よ っ て エ ネ ル ギ ー を 解 放 す る こ と を 防 ぐ こ と で あ る 。 分 子 の 剛 性 は 、 振 動
の 減 少 に よ っ て 競 合 無 放 射 遷 移 の 可 能 性 を 減 ら す 。 す な わ ち 、 こ れ は 三 重 項 状 態 お よ び 動
的 熱 分 解 の 異 な る シ ス テ ム の 交 差 を 最 小 に す る 。 こ れ は 、 4-ジ ア ル キ ル ア ミ ノ -4'-カ ル ボ
キ シ ア ゾ ベ ン ゼ ン に お け る 第 3級 ア ミ ノ 基 の ア ル キ ル 鎖 を 伸 ば す こ と に よ っ て 明 ら か に 説
明 さ れ て い る 。 ア ル キ ル 鎖 長 が 短 い ア ゾ ベ ン ゼ ン 類 の 多 く は 、 ほ と ん ど 蛍 光 が 無 く 、 一 方
で 、 長 い 鎖 (>C3)の ア ゾ ベ ン ゼ ン 類 は 、 蛍 光 を 有 す る 。 ま た 、 前 記 蛍 光 強 度 は 、 ア ミ ノ 基
の ア ル キ ル 鎖 の 長 さ に 伴 い 増 加 す る 。 し か し 、 こ れ は 前 記 化 合 物 の 疎 水 性 が 必 然 的 に 増 加
す る の で 、 長 鎖 蛍 光 ア ゾ 化 合 物 類 の 溶 解 度 の 減 少 が 、 そ れ ら の 使 用 を 制 限 す る 。 従 っ て 、
4-ジ (C 3 - 6 ア ル キ ル )ア ミ ノ -4'-カ ル ボ キ シ ア ゾ ベ ン ゼ ン 類 が 特 に 好 ま し い 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 前 記 ア ル キ ル 鎖 の 柔 軟 性 の 減 少 が 、 蛍 光 の 性 質 に 関 す る 鍵 と な る 要 素 な の で 、 溶 解 性 の
問 題 を 克 服 し 、 さ ら に “ 固 定 し た ” ア ル キ ル 鎖 に す る 方 法 の 一 つ は 、 ア ル キ ル 鎖 が 安 定 な
環 構 造 を 形 成 す る 芳 香 族 ア ミ ン を 用 い る こ と で あ る 。 そ の よ う な 化 合 物 の 例 は 、 ジ ュ ロ リ
ジ ン で あ る 。 ア ゾ 構 造 中 に ア ミ ン の パ ラ 位 の ア ゾ 結 合 が 組 み 込 ま れ て い る こ の 構 造 は 、 分
子 の 振 動 に よ る 励 起 エ ネ ル ギ ー の 解 放 が か な り 減 少 し 、 蛍 光 の 増 加 を 引 き 起 こ す 。 さ ら に
、 ア ゾ 構 造 に 追 加 の フ ェ ニ ル 環 を 加 え る と 、 ア ミ ノ お よ び /ま た は ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 有 す
る ナ フ タ レ ン 誘 導 体 (ま た は よ り 多 く の フ ェ ニ ル 環 が 融 合 し て い る 化 合 物 )(ナ フ ト ー ル /ナ
フ タ レ ン ア ミ ン )が PDBAま た は PDBA-gluの ジ ア ゾ ニ ウ ム 基 と 反 応 す る 時 、 こ れ ら の 形 成 は
蛍 光 を 強 く す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 一 般 的 に 、 有 機 化 合 物 類 に お い て 最 も 平 面 性 が あ り 、 固 く 、 立 体 的 に 混 雑 し て い な い 分
子 は 、 最 も 蛍 光 を 有 す る 一 つ で あ る 。 ま た 一 般 に 、 金 属 イ オ ン と の キ レ ー ト 形 成 は 、 固 定
化 の 増 進 お よ び 内 部 振 動 の 最 小 化 に よ っ て 蛍 光 を 増 進 す る 。 こ の 理 由 の た め に 、 ヒ ド ロ キ
シ ル も し く は 置 換 さ れ た ま た は 置 換 さ れ て な い ア ミ ノ 基 は 、 好 ま し く は 、 ア ミ ン ま た は ヒ
ド ロ キ シ ル 基 が メ タ 位 に あ る ア ミ ン ま た は フ ェ ノ ー ル を 含 む 。 こ れ ら は 、 金 属 イ オ ン と 配
位 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 そ の よ う な 置 換 基 は 、 蛍 光 に 強 く 影 響 す る 。 例 え ば 、 -NH 2 、 -OH、 -OCH 3 、 -F、 -NHCH 3 ま
た は N(CH 3 ) 2 の よ う な π 電 子 が 非 局 在 化 す る 置 換 基 は 、 し ば し ば 蛍 光 を 高 め る 。 一 方 で 、
例 え ば 、 -Cl、 -Br、 -I、 -NHCOCH 3 、 -NO 2 ま た は -COOHの よ う な 電 子 吸 引 性 置 換 基 は 、 蛍 光
を 減 少 さ せ る か 、 完 全 に 消 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 さ ら に 、 も し 前 記 発 色 団 の 性 質 変 化 に 影 響 を 与 え る 場 合 は 、 系 中 の pHの 変 化 も ま た 、 蛍
光 に 影 響 を 与 え る 。 そ の よ う な 変 化 は 、 ア ニ オ ン お よ び カ チ オ ン の 共 鳴 の 形 成 を 含 む こ と
に よ っ て 説 明 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 共 役 系 を 増 大 さ せ る お よ び /ま た は キ ノ イ ド 構 造 を 導 く よ う な 置 換 基 パ タ ー ン お よ び 共
役 環 系 は 、 一 般 的 に 、 ヘ ム 分 解 生 成 物 の 吸 収 バ ン ド と は 異 な る 可 能 性 が あ る ス ペ ク ト ル の
赤 色 部 分 の 吸 収 バ ン ド に 帰 着 す る 深 色 シ フ ト を 生 じ さ せ る 。 前 記 ヘ モ グ ロ ビ ン の 加 水 分 解
が 、 元 々 の ヘ ム と は 異 な る 吸 収 特 性 を も つ ヘ ム 分 解 生 成 物 を 製 造 す る と い う こ と 、 お よ び
、 こ れ ら の 化 合 物 の ほ と ん ど が 、 ス ペ ク ト ル の 青 色 部 分 で 吸 収 す る (淡 黄 褐 色 を 示 す )と い
う こ と を 実 現 さ せ る こ と が 重 要 で あ る 。 こ れ は 、 ヘ ム 由 来 の も の と ジ ア ゾ 化 合 物 と の 間 の
ス ペ ク ト ル の 重 な り は 元 々 の ヘ ム を 有 す る 状 況 に 比 べ て 大 い に 減 少 す る の で 、 明 ら か に 有
利 な 状 況 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー が 基 質 結 合 で も 芳 香 族 ア ミ ン ま た は フ ェ ノ ー ル で も な い 場 合 、 前 記
試 料 含 有 の PABAま た は PABA-gluは 、 望 ま し く は 、 第 1に 、 標 識 さ れ た 結 合 パ ー ト ナ ー と 培
養 さ れ 、 第 2に 、 PABA/PABA-glu:結 合 パ ー ト ナ ー 錯 体 ま た は フ リ ー の 結 合 パ ー ト ナ ー の い
ず れ か と 結 合 で き る 基 質 が 結 合 さ れ た 結 合 パ ー ト ナ ー と 接 触 さ せ る 。 そ の と き 前 記 基 質 は
、 望 ま し く は 非 結 合 物 質 を 除 去 す る た め に 濯 が れ 、 前 記 基 質 -結 合 標 識 は 、 PABAま た は PAB
A-glu濃 度 の 直 接 的 ま た は 間 接 的 な 値 を 与 え る こ と で 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 代 わ り に 、 結 合 さ れ て い な い 、 発 蛍 光 団 標 識 の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 PABA/PABA-glu:結 合
パ ー ト ナ ー 錯 体 の 形 成 か ら 生 じ る 蛍 光 分 極 変 化 に よ る 、 PABAま た は PABA-glu濃 度 決 定 に 用
い ら れ る 。 し か し 、 前 記 発 蛍 光 団 は 、 好 ま し く は ヘ ム 分 解 生 成 物 が 与 え る 最 小 バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド 発 光 波 長 特 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 更 な る 側 面 か ら 見 る と 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 分 析 の 実 行 に 用 い る た め の キ ッ ト を 提 供 す
る 。 前 記 キ ッ ト は 以 下 を 含 む ：
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a)　 葉 酸 加 水 分 解 試 薬 ：
b)　 任 意 の 酵 素 反 応 混 液 ；
c)　 PABA、 PABA-glu、 PDBAま た は PDBA-glu結 合 パ ー ト ナ ー ；
d)　 任 意 の [PABAか ら PDBAへ 、 ま た は PABA-gluか ら PDBA-gluへ 変 換 す る ]試 薬 ； お よ び
e)　 任 意 の 第 2結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 は 、 好 ま し く は 本 発 明 の 分 析 の 実 行 に 用 い る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 前 記 キ ッ
ト は 以 下 を 含 む ：
a)　 葉 酸 加 水 分 解 試 薬 ；
b)　 PABAま た は PDBA結 合 パ ー ト ナ ー ；
c)　 任 意 の [PABAか ら PDBAへ 変 換 す る ]試 薬 ； お よ び
d)　 任 意 の 第 2結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 分 析 方 法 は 、 好 ま し く は 、 例 え ば 、 米 国 -A-6063581、 米 国 -A-5631127、 国 際 出
願 00/40973、 国 際 出 願 00/11479お よ び 国 際 出 願 00/17659に 開 示 さ れ て い る よ う な 、 ホ モ シ
ス チ ン 分 析 お よ び /ま た は ホ ロ (holo)ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン II分 析 と 一 緒 に 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 以 下 の 実 施 例 に 関 し て 開 示 す る が 、 こ れ に は 制 限 さ れ な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
　
200μ Lの 全 血 試 料 を 、 テ フ ロ ン （ 登 録 商 標 ） ラ イ ン の ね じ キ ャ ッ プ を 持 つ ホ ウ ケ イ 酸 ガ ラ
ス チ ュ ー ブ 中 で 500μ Lの 8.5M塩 酸 と 混 合 さ せ 、 110℃ で 6時 間 培 養 さ せ る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ８ 】
　
実 施 例 1の 組 成 を 含 む PABAを 室 温 ま で 冷 却 し 、 500μ Lの 精 製 水 で 希 釈 し 、 C18固 層 抽 出 カ ー
ト リ ッ ジ に 装 填 す る 。 無 色 の 溶 出 液 を 塩 酸 濃 度 が お よ そ 0.3Mに な る よ う に 水 で 1:10 v/vに
希 釈 す る 。 亜 硝 酸 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 (50 mg/ml)を 2:1(試 料 :NaNO 2 溶 液 )の 体 積 比 で 加 え 、
混 合 物 を 4℃ で 10分 間 反 応 さ せ る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
　
実 施 例 2の PDBA溶 液 を 芳 香 族 ア ミ ン ま た は フ ェ ノ ー ル 溶 液 (10mMリ ン 酸 緩 衝 溶 液 中 4 mg/ml
、 0.15M NaCl、 pH7.4)と 体 積 比 3:2(PDBA溶 液 ： ア ミ ン /フ ェ ノ ー ル 溶 液 )で 混 合 さ せ 、 30分
間 反 応 さ せ る 。 そ の と き ジ ア ゾ 化 合 物 を 分 光 測 定 で 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ の 実 施 例 に お い て 、 芳 香 族 ア ミ ン /フ ェ ノ ー ル は 、 通 常 、 以 下 の も の が 用 い ら れ る ： N
,N-ジ -n-プ ロ ピ ル -ア ミ ノ ベ ン ゼ ン ； N,N-ジ -n-ブ チ ル -ア ミ ノ ベ ン ゼ ン ； ジ ュ ロ リ ジ ン ；
フ ェ ノ ー ル ； お よ び 2-ヒ ド ロ キ シ ナ フ タ レ ン 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ５ １ 】
　

1.　 25μ Lの 全 血 を 加 え 、 サ ポ ニ ン (最 終 濃 度 が 100mg/Lと な る よ う に 加 え る )ま た は ア ス コ
ル ビ ン 酸 (最 終 濃 度 が 1％ ア ス コ ル ビ ン 酸 と な る よ う に 加 え る )を 用 い て 細 胞 を 溶 解 す る 。
試 料 中 に 存 在 す る コ ン ジ ュ ガ ー ゼ を 末 端 グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を ほ と ん ど 除 去 す る た め に 、 37
℃ で 2時 間 培 養 す る 。
2.　 分 子 ふ る い (例 え ば 、 遠 心 分 離 濃 縮 器 )を 用 い て 全 血 か ら 関 係 の 無 い 分 子 を 除 去 し 、 か
な り 純 粋 な 葉 酸 /結 合 タ ン パ ク 質 錯 体 を 残 す 。
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葉 酸 か ら PABAへ の 変 換

PABAか ら PDBAへ の 変 換

PDBAか ら ジ ア ゾ 化 合 物 へ の 変 換

全 て の 葉 酸 種 を PABA-モ ノ グ ル タ ミ ン 酸 に 分 解 す る た め の 過 酸 化 水 素 の 使 用 と pHと の 組
み 合 わ せ



3.　 0.1％ (最 終 濃 度 )DTTを 用 い て 結 合 タ ン パ ク 質 か ら 葉 酸 を 分 離 し 、 15分 間 沸 騰 さ せ る 。
も し く は 、 DTTお よ び 0.15N(最 終 濃 度 )水 酸 化 ナ ト リ ウ ム を 加 え 、 37℃ で 2.5分 間 培 養 す る
。
4.　 pHを 6.0に 調 整 し 、 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム (6mg/ml)を 加 え 、 室 温 で 10分 間 培 養 し 葉
酸 を 還 元 す る 。
5.　 HClを 用 い て 酸 性 に し 、 pHを 調 整 し 、 ホ ウ 化 水 素 を 壊 す 。
6.　 pHを 9.0に 調 整 し 、 過 酸 化 水 素 お よ び 過 マ ン ガ ン 酸 カ リ ウ ム (そ れ ぞ れ 0.015％ H 2 O 2 お
よ び 0.1％ KMnO 4 )を 加 え 酸 化 す る 。 続 い て 過 剰 の 過 酸 化 水 素 (0.3％ H 2 O 2 )に よ り 過 剰 の 過 マ
ン ガ ン 酸 を 沈 殿 す る 。 沈 殿 し た MnO 2 は 、 4000 gで 10分 間 の 遠 心 分 離 に よ り 除 去 さ れ る 。
7.　 カ タ ラ ー ゼ を 加 え て (最 終 濃 度 は 存 在 H 2 O 2 の 体 積 の 1/3の 0.1％ カ タ ラ ー ゼ )前 記 過 酸 化
水 素 を 壊 す 。
8.　 HClを 用 い て pHを 1ま で 減 少 さ せ 、 室 温 で 2時 間 培 養 し 、 葉 酸 か ら PABA-gluへ の 変 換 を
引 き 起 こ す 。
9.　 試 料 の 酸 性 度 を 中 性 に 調 整 し 、 特 異 抗 体 を も 用 い る こ と に よ り 、 ま た は PABA-gluを 実
施 例 3に 記 載 し て い る よ う な 方 法 で 蛍 光 ア ゾ 染 料 に 変 形 す る こ と に よ り 、 存 在 し て い る PAB
A-gluの 量 を 決 定 す る 。 前 記 PABA-gluの 量 は 標 準 の 曲 線 か ら 決 定 さ れ 、 結 果 の 濃 度 は 試 料
中 の 葉 酸 の 全 体 濃 度 を 反 映 し て い る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
　
実 施 例 4に 関 し て 、 工 程 1を 除 い て は 、 さ ら に コ ン ジ ュ ガ ー ゼ 、 似 γ -Glu-X カ ル ボ キ シ ペ
プ チ ダ ー ゼ ;EC 3.4.19.9、 ま た は コ ン ジ ュ ガ ー ゼ か ら な る 3酵 素 混 合 物 を 、 葉 酸 の 解 離 お
よ び 変 形 の 促 進 と 反 応 の 速 度 増 加 と を 補 助 す る た め 加 え る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ５ ３ 】
　
1.　 実 施 例 4お よ び 5の 工 程 1に 関 し て 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ G2を
除 い て は 、 単 独 で ま た は 実 施 例 5に 記 載 さ れ た 酵 素 に 加 え て 用 い る 。 こ の 更 な る 酵 素 は 、
葉 酸 か ら 全 て の グ ル タ ミ ン 酸 残 基 の 除 去 を 引 き 起 こ し 、 PABA-gluよ り も PABAの 生 成 を 引 き
起 こ す 。
2.　 分 子 ふ る い (例 え ば 、 遠 心 分 離 濃 縮 器 )を 用 い て 全 血 か ら 関 係 の 無 い 分 子 を 除 去 し 、 か
な り 純 粋 な 葉 酸 /結 合 タ ン パ ク 質 錯 体 を 残 す 。
3.　 0.1％ (最 終 濃 度 )DTTを 用 い て 結 合 タ ン パ ク 質 か ら 葉 酸 を 分 離 し 、 15分 間 沸 騰 さ せ る 。
も し く は 、 DTTお よ び 0.15N(最 終 濃 度 )水 酸 化 ナ ト リ ウ ム を 加 え 、 37℃ で 2.5分 間 培 養 す る
。
4.　 pHを 6.0に 調 整 し 、 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム (6mg/ml)を 加 え 、 室 温 で 10分 間 培 養 し 葉
酸 を 還 元 す る 。
5.　 HClを 用 い て 酸 性 に し 、 pHを 調 整 し 、 ホ ウ 化 水 素 を 壊 す 。
6.　 pHを 9.0に 調 整 し 、 過 酸 化 水 素 お よ び 過 マ ン ガ ン 酸 カ リ ウ ム (そ れ ぞ れ 0.015％ H 2 O 2 お
よ び 0.1％ KMnO 4 )を 加 え 酸 化 す る 。 続 い て 過 剰 の 過 酸 化 水 素 (0.3％ H 2 O 2 )に よ り 過 剰 の 過 マ
ン ガ ン 酸 を 沈 殿 す る 。 沈 殿 し た MnO 2 は 、 4000 gで 10分 間 の 遠 心 分 離 に よ り 除 去 さ れ る 。
7.　 カ タ ラ ー ゼ を 加 え て (最 終 濃 度 は 存 在 H 2 O 2 の 体 積 の 1/3の 0.1％ カ タ ラ ー ゼ )前 記 過 酸 化
水 素 を 壊 す 。
8.　 HClを 用 い て pHを 1ま で 減 少 さ せ 、 室 温 で 2時 間 培 養 し 、 葉 酸 か ら PABAへ の 変 換 を 引 き
起 こ す 。
9.　 特 異 抗 体 を 用 い た 免 疫 決 定 (最 初 の pH調 整 の 後 、 免 疫 反 応 の た め に 最 適 な pHに 調 整 す
る 。 例 え ば 、 pH7.0と 8.5と の 間 )、 ま た は 、 実 施 例 3に 記 載 し て い る よ う な PABAの 蛍 光 ア ゾ
染 料 へ の 変 形 の ど ち ら か に よ っ て 、 存 在 し て い る PABAの 量 を 決 定 す る 。 前 記 PABAの 量 は 、
標 準 の 曲 線 か ら 決 定 さ れ 、 結 果 の 濃 度 は 試 料 中 の 葉 酸 の 全 体 濃 度 を 反 映 し て い る 。
【 実 施 例 ７ 】

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-517185 A 2005.6.9

非 末 端 グ ル タ ミ ン 酸 の 除 去 の 促 進

全 て の 葉 酸 種 を PABAに 分 解 す る た め の 過 酸 化 水 素 の 使 用 と pHと の 組 み 合 わ せ



【 ０ ０ ５ ４ 】
　
1.　 サ ポ ニ ン (最 終 濃 度 が 100mg/Lと な る よ う に 加 え る )ま た は ア ス コ ル ビ ン 酸 (最 終 濃 度 が
1％ ア ス コ ル ビ ン 酸 と な る よ う に 加 え る )を 用 い て 赤 血 球 を 溶 解 し 、 37℃ で 1時 間 培 養 す る
。
2.　 実 施 例 4の 工 程 2と 同 様 。
3.　 実 施 例 4の 工 程 3と 同 様 。
4.　 前 記 試 料 に UV-光 源 を 室 温 で 10分 間 照 射 す る 。 主 な 光 分 解 生 成 物 は 、 PABA、 PABA-glu
お よ び プ テ リ ジ ン -6-カ ル ボ ン 酸 で あ り 、 全 て 最 初 の 試 料 中 の 葉 酸 全 体 濃 度 を 反 映 し て い
る 。
5. 特 異 抗 体 を 用 い た 免 疫 決 定 (最 初 の pH調 整 の 後 、 免 疫 反 応 の た め に 最 適 な pHに 調 整 す る
。 例 え ば 、 pH7.0と 8.5と の 間 )、 も し く は 、 実 施 例 3の 記 載 に よ る PABAま た は PABA-gluの 蛍
光 ア ゾ 染 料 へ の 変 形 の ど ち ら か に よ っ て 、 存 在 し て い る PABAま た は PABA-gluの 量 を 決 定 す
る 。 試 料 中 の 前 記 PABAま た は PABA-gluの 量 は 、 血 液 試 料 中 の 葉 酸 の 濃 度 範 囲 の 適 切 な 標 準
曲 線 を 使 用 し た 標 準 の 曲 線 か ら 決 定 さ れ る 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 2月 17日 (2004.2.17)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 少 な く と も 葉 酸 の い く つ か が 少 な く と も 一 つ の 付 属 グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 含 む 、 葉 酸 含 有
試 料 中 の 葉 酸 の 分 析 方 法 で あ っ て 、

パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸 、 p-ア ミ ノ ベ ン ゾ イ ル グ ル タ ミ ン 酸 ま た は そ れ ら の 塩 を 解
離 す る た め に 前 記 試 料 の 加 水 分 解 を 行 う こ と 、 解 離 し た パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸 、 p-ア ミ ノ ベ
ン ゾ イ ル グ ル タ ミ ン 酸 、 塩 ま た は そ れ ら の ジ ア ゾ 誘 導 体 を そ れ ら の 結 合 パ ー ト ナ ー と 接 触
さ せ る こ と 、 お よ び 、 生 じ た 結 合 パ ー ト ナ ー ： パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸 、 結 合 パ ー ト ナ ー ： p-
ア ミ ノ ベ ン ゾ イ ル グ ル タ ミ ン 酸 、 ま た は 塩 も し く は 派 生 物 の 組 み 合 わ せ を 直 接 的 ま た は 間
接 的 に 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】

【 請 求 項 ３ 】

【 請 求 項 ４ 】

【 請 求 項 ５ 】

【 請 求 項 ６ 】

【 請 求 項 ７ 】
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葉 酸 種 の PABAへ の 酸 化 的 光 分 解 の 使 用 。 内 生 酵 素 の 使 用 が な い こ と を 除 く 光 分 解 。

前 記 方 法 が い か な る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 工 程 を も
含 ま な い 、

　 前 記 試 料 が 血 液 由 来 の 試 料 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。

　 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー が 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 単 一 鎖 の 抗 体 、 単 一 鎖 の 抗 体 フ ラ グ メ
ン ト 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 小 有 機 分 子 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １
ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。

　 前 記 小 有 機 分 子 が 、 パ ラ ジ ア ゾ 安 息 香 酸 (PDBA)ま た は パ ラ ジ ア ゾ ベ ン ゾ イ ル グ ル タ ミ ン
酸 を 含 む ジ ア ゾ 化 合 物 を 形 成 す る こ と が 可 能 な 第 3級 芳 香 族 ア ミ ン 、 フ ェ ノ ー ル ま た は フ
ェ ノ ー ル 誘 導 体 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。

　 前 記 加 水 分 解 が 酸 性 条 件 下 で 金 属 を 用 い て 前 記 試 料 を 処 理 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ～
４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

　 前 記 加 水 分 解 が マ イ ク ロ 波 照 射 を 用 い て 前 記 試 料 を 処 理 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ５
の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

　 前 記 加 水 分 解 が 酸 化 剤 を 用 い て 処 理 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記



【 請 求 項 ８ 】

【 請 求 項 ９ 】

【 請 求 項 １ ０ 】

【 請 求 項 １ １ 】

【 請 求 項 １ ２ 】

【 請 求 項 １ ３ 】

【 請 求 項 １ ４ 】

【 請 求 項 １ ５ 】

【 請 求 項 １ ６ 】

【 請 求 項 １ ７ 】

【 請 求 項 １ ８ 】

【 請 求 項 １ ９ 】

【 請 求 項 ２ ０ 】
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載 の 方 法 。

　 前 記 酸 化 剤 が 過 酸 化 水 素 お よ び /ま た は 過 マ ン ガ ン 酸 カ リ ウ ム で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載
の 方 法 。

　 前 記 加 水 分 解 が 還 元 剤 を 用 い て 処 理 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ～ 8の い ず れ か 一 項 に 記
載 の 方 法 。

　 前 記 還 元 剤 が 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム で あ る 、 請 求 項 9に 記 載 の 方 法 。

　 前 記 加 水 分 解 が 酸 化 的 光 分 解 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

　 前 記 酸 化 的 光 分 解 が 感 光 剤 存 在 下 で 実 行 さ れ る 、 請 求 項 11に 記 載 の 方 法 。

　 前 記 試 料 が 、 前 記 末 端 グ ル タ ミ ン 酸 残 基 の ほ と ん ど を 前 記 葉 酸 か ら 除 去 す る た め に 自 然
に 存 在 す る お よ び /ま た は 加 え ら れ る 酵 素 の 存 在 下 で 培 養 さ れ 、 前 記 加 水 分 解 の 生 成 物 が P
ABA-gluで あ る 、 請 求 項 １ ～ 12の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

　 前 記 試 料 が 、 前 記 末 端 グ ル タ ミ ン 酸 残 基 の ほ と ん ど を 前 記 葉 酸 か ら 除 去 す る た め に 少 な
く と も 一 つ の 加 え ら れ る 酵 素 の 存 在 下 で 培 養 さ れ 、 前 記 加 水 分 解 の 生 成 物 が PABAで あ る 、
請 求 項 １ ～ 12の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

　 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー ： パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸 、 結 合 パ ー ト ナ ー ： p-ア ミ ノ ベ ン ゾ イ ル グ ル
タ ミ ン 酸 、 ま た は 塩 も し く は 派 生 物 の 組 み 合 わ せ が 、 吸 収 ま た は 蛍 光 に よ っ て 直 接 的 に 検
出 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ 14の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

　 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー ： パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸 、 結 合 パ ー ト ナ ー ： p-ア ミ ノ ベ ン ゾ イ ル グ ル
タ ミ ン 酸 、 ま た は 塩 も し く は 派 生 物 の 組 み 合 わ せ が 、 第 2結 合 パ ー ト ナ ー に よ っ て 間 接 的
に 検 出 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ 14の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

　 本 発 明 の 分 析 を 行 う 中 で 用 い る キ ッ ト で あ っ て 、
i)葉 酸 加 水 分 解 試 薬 ； お よ び
ii)PABA、 PABA-glu、 PDBAま た は PDBA-glu結 合 パ ー ト ナ ー
を 含 む キ ッ ト 。

　 さ ら に 酵 素 ま た は 酵 素 反 応 混 液 を 含 む 、 請 求 項 17に 記 載 の キ ッ ト 。

　 さ ら に PABAか ら PDBAへ ま た は PABA-gluか ら PDBA-gluへ の 変 換 試 薬 を 含 む 、 請 求 項 17ま た
は 18記 載 の キ ッ ト 。

　 さ ら に 第 2結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 、 請 求 項 17～ 19の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。



【 国 際 調 査 報 告 】
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