
(57)【要約】
【課題】ＨｂＡ１ｃの従来の免疫的測定法である酵素免疫測定法は、免疫的測定の特徴で
ある特異性は発揮できるものの、操作が煩雑で測定完了に３時間程度要するため、操作の
容易性と測定時間の向上に対する課題があった。
【解決手段】微粒子の表面上に、ＨｂＡ１ｃの特徴的部位（エピトープ）の構造を有する
フルクトシルアミノ酸が、少なくとも２つ以上結合したフルクトシルアミノ酸標識物、お
よびこれを用いたＨｂＡ１ｃの免疫的測定方法を提供する。
【選択図】　　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
微 粒 子 と 前 記 微 粒 子 の 表 面 に 結 合 し た ２ 分 子 以 上 の 化 学 式 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
で 示 さ れ る フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 と を 含 む フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 微 粒 子 の 粒 径 が １ ｎ ｍ 以 上 １ ０ μ ｍ 以 下 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸
標 識 物 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 微 粒 子 が 、 ラ テ ッ ク ス ま た は 金 属 コ ロ イ ド で あ る 請 求 項 １ 記 載 の フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ
酸 標 識 物 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 微 粒 子 が 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ
酸 標 識 物 。
【 請 求 項 ５ 】
（ ａ ） 微 粒 子 と 、 前 記 微 粒 子 の 表 面 に 結 合 し た ２ 分 子 以 上 の 化 学 式 ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
で 示 さ れ る フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 と を 含 む フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 を 含 む 第 １ の 懸 濁
液 を 調 製 す る 工 程 、
（ ｂ ） 前 記 第 １ の 懸 濁 液 に 、 Ｈ ｂ Ａ ｌ ｃ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 Ｈ ｂ Ａ ｌ ｃ 抗 体 を 添 加 し て
第 ２ の 懸 濁 液 を 調 製 す る 工 程 、
（ ｃ ） 前 記 第 １ の 懸 濁 液 に 、 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ を 含 む 試 料 液 お よ び 前 記 Ｈ ｂ Ａ ｌ ｃ に 特 異 的 に 結
合 す る 抗 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 抗 体 を 添 加 し て 第 ３ の 懸 濁 液 を 調 製 す る 工 程 、
（ ｄ ） 前 記 第 ２ の 懸 濁 液 お よ び 前 記 第 ３ の 懸 濁 液 に 光 を 照 射 し 、 前 記 第 ２ の 懸 濁 液 か ら の
散 乱 光 の 強 度 と 前 記 第 ３ の 懸 濁 液 か ら の 散 乱 光 の 強 度 と を 比 較 し 、 前 記 試 料 液 に 含 ま れ る
Ｈ ｂ Ａ １ ｃ の 濃 度 を 定 量 的 に 測 定 す る 工 程
を 含 む こ と を 特 徴 と す る Ｈ ｂ Ａ １ ｃ の 免 疫 的 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 光 お よ び 前 記 散 乱 光 の 波 長 が ２ ０ ０ ～ ９ ０ ０ ｎ ｍ で あ る 請 求 項 ５ 記 載 の Ｈ ｂ Ａ １ ｃ の
免 疫 的 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
微 粒 子 と 、 前 記 微 粒 子 の 表 面 に 結 合 し た ２ 分 子 以 上 の 化 学 式 ：
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
で 示 さ れ る フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 と を 含 む フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 を 用 い た Ｈ ｂ Ａ ｌ
ｃ 免 疫 的 定 量 測 定 装 置 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】
本 発 明 は 、 糖 尿 病 管 理 に お い て 有 効 な マ ー カ ー と な る 糖 化 ヘ モ グ ロ ビ ン （ Ｈ ｂ Ａ １ ｃ ） の
免 疫 的 検 出 に 有 用 な フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 、 お よ び こ の 標 識 物 を 用 い た Ｈ ｂ Ａ １ ｃ
の 免 疫 的 測 定 方 法 お よ び 測 定 装 置 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 】
Ｈ ｂ Ａ １ ｃ は 血 液 中 に 存 在 す る ヘ モ グ ロ ビ ン の 一 種 で あ り 、 糖 尿 病 管 理 の マ ー カ ー と し て
有 用 で あ る 。 し か し 、 そ の 構 造 は 、 他 の ヘ モ グ ロ ビ ン （ 大 部 分 は Ｈ ｂ Ａ ０ ） の 構 造 と 非 常
に 似 か よ っ て お り 、 違 い は ア ミ ノ 酸 β 鎖 の Ｎ 末 端 に フ ル ク ト ー ス が 結 合 し て い る か 否 か と
い う 点 だ け で あ る 。 し た が っ て 、 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ の 測 定 に は 、 こ の わ ず か な 違 い を 見 分 け る 技
術 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
現 在 、 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ を 測 定 す る 方 法 の 主 流 は Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 で あ る が 、 操 作 の 容 易 性 お よ び 特 異
性 の 観 点 か ら み る と 、 抗 原 抗 体 反 応 を 利 用 し た 免 疫 的 測 定 の 方 が 有 利 で あ る 。 そ し て 、 Ｈ
ｂ Ａ １ ｃ を 免 疫 的 に 測 定 す る 方 法 と し て は 、 抗 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 抗 体 と こ れ に 結 合 す る 酵 素 標 識
２ 次 抗 体 と を 用 い た 酵 素 免 疫 測 定 法 が 主 流 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
し か し 、 上 述 の 酵 素 免 疫 測 定 法 に お い て は 、 免 疫 的 測 定 の 特 徴 で あ る 特 異 性 は 発 揮 さ せ る
こ と が で き る も の の 、 操 作 が 煩 雑 で 、 測 定 が 完 了 す る ま で に ３ 時 間 程 度 の 時 間 を 要 す る た
め 、 操 作 の 容 易 性 お よ び 測 定 時 間 に 問 題 が あ る 。 そ こ で 、 本 発 明 は 、 操 作 が 用 意 で 測 定 時
間 の 短 い Ｈ ｂ Ａ ｌ ｃ の 免 疫 的 定 量 測 定 を 可 能 と す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
上 述 の よ う な 問 題 を 解 決 す べ く 、 本 発 明 は 、 微 粒 子 と 、 前 記 微 粒 子 の 表 面 に 結 合 し た ２ 分
子 以 上 の 化 学 式 ：
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ７ 】
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で 示 さ れ る フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 と を 含 む フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
前 記 フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 に お い て は 、 前 記 微 粒 子 の 粒 径 が １ ｎ ｍ 以 上 １ ０ μ ｍ 以
下 で あ る の が 好 ま し い 。
ま た 、 前 記 微 粒 子 が 、 ラ テ ッ ク ス ま た は 金 属 コ ロ イ ド で あ る の が 好 ま し い 。
ま た 、 前 記 微 粒 子 は 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 で も よ い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 前 記 フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 を 用 い た Ｈ ｂ Ａ ｌ ｃ の 免 疫 的 測 定 方
法 も 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、
（ ａ ） 微 粒 子 と 、 前 記 微 粒 子 の 表 面 に 結 合 し た ２ 分 子 以 上 の 化 学 式 ：
【 ０ ０ １ ０ 】
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ １ 】
で 示 さ れ る フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 と を 含 む フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 を 含 む 第 １ の 懸 濁
液 を 調 製 す る 工 程 、
（ ｂ ） 前 記 第 １ の 懸 濁 液 に 、 Ｈ ｂ Ａ ｌ ｃ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 Ｈ ｂ Ａ ｌ ｃ 抗 体 を 添 加 し て
第 ２ の 懸 濁 液 を 調 製 す る 工 程 、
（ ｃ ） 前 記 第 １ の 懸 濁 液 に 、 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ を 含 む 試 料 液 お よ び 前 記 Ｈ ｂ Ａ ｌ ｃ に 特 異 的 に 結
合 す る 抗 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 抗 体 を 添 加 し て 第 ３ の 懸 濁 液 を 調 製 す る 工 程 、
（ ｄ ） 前 記 第 ２ の 懸 濁 液 お よ び 前 記 第 ３ の 懸 濁 液 に 光 を 照 射 し 、 前 記 第 ２ の 懸 濁 液 か ら の
散 乱 光 の 強 度 と 前 記 第 ３ の 懸 濁 液 か ら の 散 乱 光 の 強 度 と を 比 較 し 、 前 記 試 料 液 に 含 ま れ る
Ｈ ｂ Ａ １ ｃ の 濃 度 を 定 量 的 に 測 定 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
こ の 免 疫 的 測 定 方 法 に お い て は 、 前 記 光 お よ び 前 記 散 乱 光 の 波 長 が ２ ０ ０ ～ ９ ０ ０ ｎ ｍ で
あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 を 用 い た Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 免 疫 的 定 量 測 定 装
置 に も 関 す る 。 か か る 免 疫 測 定 装 置 は 、 免 疫 反 応 を 行 わ せ る 反 応 セ ル と 、 波 長 ２ ０ ０ ｎ ｍ
～ ８ ０ ０ ｎ ｍ の 光 を 照 射 し 得 る 光 源 と 、 前 記 波 長 の 散 乱 光 を 検 出 し 得 る 検 出 器 と 、 検 出 し
た 散 乱 光 の 強 度 を Ｈ ｂ Ａ ｌ ｃ 濃 度 に 変 換 す る 解 析 装 置 と で 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
本 発 明 は 、 抗 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 抗 体 が 結 合 す る Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 上 の 特 徴 的 部 位 （ エ ピ ト ー プ ） と 同 じ
構 造 を 有 す る 化 合 物 で あ る 上 記 化 学 式 で 示 さ れ る フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 を 、 少 な く と も ２
分 子 以 上 、 微 粒 子 の 表 面 上 に 結 合 さ せ て 得 ら れ る フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 、 こ れ を 用
い た Ｈ ｂ Ａ １ ｃ の 免 疫 的 測 定 方 法 、 お よ び 測 定 装 置 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 に 係 る フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 は 、 微 粒 子 の 表 面 上 に 上 記 化 学 式 で 示 さ れ る フ
ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 を 少 な く と も ２ 分 子 以 上 結 合 さ せ た も の で あ る 。 上 限 は 特 に な い が 、
５ ０ 分 子 程 度 で あ れ ば よ い 。 本 発 明 に お け る 微 粒 子 と し て は 、 種 々 の も の を 用 い る こ と が
で き る が 、 そ の 粒 径 が お よ そ １ ０ ０ μ ｍ 以 下 の 微 粒 子 で あ る の が 好 ま し い 。 例 え ば 、 ラ テ
ッ ク ス 粒 子 、 金 属 コ ロ イ ド 、 お よ び タ ン パ ク 質 な ど が 挙 げ ら れ る 。 な か で も 、 粒 径 が ０ ．

10

20

30

40

50

(4) JP 2005-24328 A 2005.1.27



１ μ ｍ 以 下 の 粒 子 は 、 懸 濁 液 中 で の 分 布 が 均 一 に な り や す く 、 散 乱 光 も 測 定 し や す い た め
好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
ま た 、 本 発 明 に 係 る Ｈ ｂ Ａ １ ｃ の 免 疫 的 測 定 方 法 お よ び 測 定 装 置 は 、 上 記 フ ル ク ト シ ル ア
ミ ノ 酸 標 識 物 と 抗 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 抗 体 と が 結 合 ・ 架 橋 し た 際 に 凝 集 す る と い う 現 象 を 利 用 し 、
そ の 凝 集 度 に 応 じ て 変 化 す る 照 射 光 の 散 乱 光 強 度 を 測 定 し 、 そ の 測 定 値 か ら Ｈ ｂ Ａ １ ｃ の
濃 度 を 免 疫 的 に 測 定 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 と 抗 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 抗 体 と は 、 本 来 結 合 し て 凝 集 す る が 、 同 じ 系
内 に Ｈ ｂ Ａ １ ｃ が 存 在 す る と 、 抗 体 は 抗 原 で あ る Ｈ ｂ Ａ １ ｃ と 優 先 的 に 結 合 し 、 微 粒 子 標
識 物 と 結 合 す る 抗 体 の 量 、 す な わ ち 凝 集 に 関 与 す る 抗 体 の 量 が 減 少 し 、 そ の 結 果 、 凝 集 度
が 低 下 す る 。 し た が っ て 、 こ れ に よ る 散 乱 光 の 強 度 も 減 少 す る た め 、 こ の 散 乱 光 強 度 の 減
少 度 か ら Ｈ ｂ Ａ １ ｃ の 濃 度 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
こ こ で 、 測 定 に 用 い る 光 の 波 長 は 、 ２ ０ ０ ｎ ｍ ～ ９ ０ ０ ｎ ｍ で あ る の が 望 ま し い 。 な か で
も 、 ６ ０ ０ ｎ ｍ ～ ９ ０ ０ ｎ ｍ の 長 波 長 領 域 の 光 は 、 混 在 す る 不 純 物 の 影 響 を 受 け に く い た
め 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 微 粒 子 と 、 前 記 微 粒 子 の 表 面 に 結 合 し た ２ 分 子 以 上 の 上 記 化 学 式
で 示 さ れ る フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 と を 含 む フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 を 含 む 第 １ の 懸 濁
液 を 調 製 す る 工 程 、 （ ｂ ） 前 記 第 １ の 懸 濁 液 に 、 Ｈ ｂ Ａ ｌ ｃ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 Ｈ ｂ Ａ
ｌ ｃ 抗 体 を 添 加 し て 第 ２ の 懸 濁 液 を 調 製 す る 工 程 、 （ ｃ ） 前 記 第 １ の 懸 濁 液 に 、 Ｈ ｂ Ａ １
ｃ を 含 む 試 料 液 お よ び 前 記 Ｈ ｂ Ａ ｌ ｃ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 抗 体 を 添 加 し て 第
３ の 懸 濁 液 を 調 製 す る 工 程 、 （ ｄ ） 前 記 第 ２ の 懸 濁 液 お よ び 前 記 第 ３ の 懸 濁 液 に 光 を 照 射
し 、 前 記 第 ２ の 懸 濁 液 か ら の 散 乱 光 の 強 度 と 前 記 第 ３ の 懸 濁 液 か ら の 散 乱 光 の 強 度 と を 比
較 し 、 前 記 試 料 液 に 含 ま れ る Ｈ ｂ Ａ １ ｃ の 濃 度 を 定 量 的 に 測 定 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴
と す る Ｈ ｂ Ａ １ ｃ の 免 疫 的 測 定 方 法 を も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
前 記 光 お よ び 前 記 散 乱 光 の 波 長 が ２ ０ ０ ～ ９ ０ ０ ｎ ｍ で あ る の が 好 ま し い 。
ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 を 用 い た Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 免 疫 的 定 量 測 定 装
置 に も 関 す る 。 か か る 免 疫 測 定 装 置 は 、 免 疫 反 応 を 行 わ せ る 反 応 セ ル と 、 波 長 ２ ０ ０ ｎ ｍ
～ ８ ０ ０ ｎ ｍ の 光 を 照 射 し 得 る 光 源 と 、 前 記 波 長 の 散 乱 光 を 検 出 し 得 る 検 出 器 と 、 検 出 し
た 散 乱 光 の 強 度 を Ｈ ｂ Ａ ｌ ｃ 濃 度 に 変 換 す る 解 析 装 置 と で 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
【 実 施 例 】
以 下 に 、 具 体 的 な 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を さ ら に 詳 し く 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の み
に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
《 実 施 例 １ ： フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 の 作 製 》
本 実 施 例 で は 、 微 粒 子 と し て タ ン パ ク 質 で あ る チ キ ン γ ― グ ロ ブ リ ン （ Ｃ Ｇ Ｇ ） を 用 い 、
測 定 に 使 用 し た 光 の 波 長 は ７ ０ ０ ｎ ｍ と し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
（ １ ） フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 の 製 造
５ ０ ０ ｍ ｇ の 合 成 ペ プ チ ド （ Ｖ ａ ｌ － Ｈ ｉ ｓ － Ｌ ｅ ｕ － Ｔ ｈ ｒ － Ｃ ｙ ｓ ） と ２ ７ ０ ｍ ｇ の
グ ル コ ー ス と を 、 ２ ５ ｍ ｌ の ピ リ ジ ン ／ 酢 酸 ＝ １ ／ １ 混 合 溶 媒 中 に 溶 解 し 、 遮 光 下 室 温 で
５ 日 間 攪 拌 し た 。 真 空 下 で 溶 媒 を 除 去 し た 後 、 残 さ を ２ ５ ｍ ｌ の 水 に 溶 解 し て 再 び 真 空 下
で 濃 縮 し た 。 こ れ を 少 量 の 水 に 溶 解 し 、 強 酸 性 イ オ ン 交 換 樹 脂 で あ る Ｄ ｏ ｗ ｅ ｘ ５ ０ Ｗ Ｘ
８ カ ラ ム （ シ グ マ 社 製 、 直 径 ３ ． ５ ｃ ｍ × 長 さ ２ ５ ｃ ｍ ） に チ ャ ー ジ し た 。 約 ２ リ ッ ト ル
の 水 で 洗 浄 し て グ ル コ ー ス を 除 去 し た 後 、 １ Ｎ ア ン モ ニ ア 水 で 生 成 物 を 溶 出 し 、 こ れ を 凍
結 乾 燥 し た 。
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【 ０ ０ ２ ４ 】
こ れ を ０ ． １ Ｍ の ト リ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ＝ ８ ． ２ ） に 溶 解 し 、 ア フ ィ ゲ ル
６ ０ １ カ ラ ム （ フ ァ ル マ シ ア 製 、 直 径 １ ． ７ ｃ ｍ × 長 さ ２ ０ ｃ ｍ ） に チ ャ ー ジ し た 。 １ リ
ッ ト ル の ０ ． １ Ｍ の ト リ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ＝ ８ ． ２ ） 、 つ い で １ リ ッ ト ル
の 水 で 洗 浄 し 、 最 後 に ０ ． １ ％ の ギ 酸 で 溶 出 し て 、 こ れ を 凍 結 乾 燥 し た 。 ５ ０ ｍ ｇ の フ ル
ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 （ フ ル ク ト ー ス － Ｖ ａ ｌ － Ｈ ｉ ｓ － Ｌ ｅ ｕ － Ｔ ｈ ｒ － Ｃ ｙ ｓ ） が 得 ら れ
た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
（ ２ ） Ｃ Ｇ Ｇ の ピ リ ジ ル ジ チ オ プ ロ ピ オ ニ ル 化 （ Ｃ Ｇ Ｇ － Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ の 作 製 ）
ま ず 、 微 粒 子 で あ る Ｃ Ｇ Ｇ の 前 処 理 と し て 、 こ れ を ピ リ ジ ル ジ チ オ プ ロ ピ オ ニ ル 化 し 、 Ｃ
Ｇ Ｇ － Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ を 作 製 し た 。
２ ０ ０ ｍ ｇ （ １ ． ３ ３ × １ ０ － ３ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の Ｃ Ｇ Ｇ を 、 １ ５ ｍ ｌ の リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー サ
リ ン （ Ｐ Ｂ Ｓ ） に 溶 解 し 、 得 ら れ た 溶 液 に 、 撹 拌 し な が ら １ ｍ ｌ の Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ ／ エ タ ノ ー ル
溶 液 （ Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ ＝ ２ ０ ． ８ ｍ ｇ 、 ０ ． ０ ６ ６ ７ ｍ ｍ ｏ ｌ 、 ５ ０ 等 量 ） を 滴 下 し た 。 そ の 後
、 室 温 で ３ ０ 分 間 撹 拌 し た 。 セ フ ァ デ ッ ク ス Ｇ ２ ５ Ｍ カ ラ ム （ フ ァ ル マ シ ア 社 製 、 直 径 ２
ｃ ｍ × 長 さ ８ ０ ｃ ｍ ） で ゲ ル 濾 過 し 、 ４ ８ ｍ ｌ の Ｃ Ｇ Ｇ － Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ ／ Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 を 得 た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
Ｃ Ｇ Ｇ １ 分 子 あ た り の Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ の 結 合 数 を 次 の よ う に 決 定 し た 。 得 ら れ た Ｃ Ｇ Ｇ － Ｓ Ｐ Ｄ
Ｐ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 の う ち ０ ． ５ ｍ ｌ を 用 い 、 ２ ８ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。 吸 光 度
は 、 ８ ． ０ ７ で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
前 記 Ｃ Ｇ Ｇ － Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ ／ Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 に 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の ジ チ オ ス イ レ イ ト ー ル （ Ｄ Ｔ Ｔ ） 水
溶 液 ２ ５ μ ｌ を 加 え 、 ５ 分 間 放 置 し た 後 、 ３ ４ ３ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。 吸 光 度
は 、 ６ ． ６ １ で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
Ｄ Ｔ Ｔ 還 元 に よ っ て 放 出 さ れ た ピ リ ジ ン － ２ － チ オ ン の ３ ４ ３ ｎ ｍ に お け る 分 子 吸 光 係 数
を ８ ． ０ ８ × １ ０ ３ と し て 、 ピ リ ジ ン － ２ － チ オ ン の 濃 度 ［ ピ リ ジ ン － ２ － チ オ ン ］ は 、
［ ピ リ ジ ン － ２ － チ オ ン ］ ＝ ６ ． ６ １ ／ （ ８ ． ０ ８ × １ ０ ３ ） ＝ ８ ． １ ８ × １ ０ － ４ （ Ｍ
）
の よ う に 求 め ら れ た 。 こ の 濃 度 は 、 Ｃ Ｇ Ｇ に 導 入 さ れ た Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ の 濃 度 に 等 し か っ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
ま た 、 Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ の ２ － ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド 基 が ２ ８ ０ ｎ ｍ お け る 吸 光 度 に 寄 与 す る た め
、 Ｃ Ｇ Ｇ 濃 度 の 計 算 に は 次 の よ う な 補 正 を 行 っ た 。 Ｃ Ｇ Ｇ に 起 因 す る ２ ８ ０ ｎ ｍ に お け る
吸 光 度 （ Ａ ２ ８ ０ ， Ｃ Ｇ Ｇ ） は 、
（ Ａ ２ ８ ０ ， Ｃ Ｇ Ｇ ） ＝ ８ ． ０ ７ － （ ８ ． １ ８ × １ ０ － ４ × ５ ． １ × １ ０ ３ ） ＝ ３ ． ９ ０
の よ う に 求 め る こ と が で き た 。 た だ し 、 ２ － ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド 基 の ２ ８ ０ ｎ ｍ に お け
る 分 子 吸 光 係 数 を ５ ． １ × １ ０ ３ と し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
し た が っ て 、 Ｃ Ｇ Ｇ の 濃 度 ［ Ｃ Ｇ Ｇ ］ 、 お よ び Ｃ Ｇ Ｇ １ 分 子 当 た り に 導 入 さ れ た Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ
の 分 子 数 ［ Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ ］ ／ ［ Ｃ Ｇ Ｇ ］ は 、
［ Ｃ Ｇ Ｇ ］ ＝ 　 ３ ． ９ ０ ／ （ １ ． ９ ９ × １ ０ ５ ） ＝ １ ． ９ ６ × １ ０ － ５ （ Ｍ ）
［ Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ ］ ／ ［ Ｃ Ｇ Ｇ ］ ＝ ８ ． １ ８ × １ ０ － ４ ／ （ １ ． ９ ６ × １ ０ － ５ ） ＝ ４ １ ． ８
の よ う に 求 め る こ と が で き た 。 た だ し 、 Ｃ Ｇ Ｇ の ２ ８ ０ ｎ ｍ に お け る モ ル 吸 光 係 数 を １ ．
９ ９ × １ ０ ５ と し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
（ ３ ） フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 の Ｃ Ｇ Ｇ 標 識 物 の 作 製
上 記 （ ２ ） で 得 た 微 粒 子 で あ る Ｃ Ｇ Ｇ － Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ に フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 を 結 合 さ せ た 。
１ ３ ． ６ ｍ ｌ の Ｃ Ｇ Ｇ － Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ ／ Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 に 、 １ ２ ． ３ ｍ ｇ （ １ ． ６ ７ × １ ０ － ２ ｍ
ｍ ｏ ｌ 、 １ ． ５ 等 量 対 Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ ） の フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 を 加 え 、 室 温 で ３ 時 間 撹 拌 し た
後 、 ３ ４ ３ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 （ Ａ ３ ４ ３ ） を 測 定 し た 。 Ａ ３ ４ ３ ＝ ５ ． ９ １ で あ っ た 。
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得 ら れ た 上 清 を セ フ ァ デ ッ ク ス Ｇ ２ ５ カ ラ ム （ フ ァ ル マ シ ア 社 製 、 直 径 ２ ｃ ｍ × 長 さ ８ ０
ｃ ｍ ） で ゲ ル 濾 過 し 、 ２ ２ ｍ ｌ の フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 の Ｃ Ｇ Ｇ 標 識 物 を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
Ｃ Ｇ Ｇ １ 分 子 当 た り の フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 の 結 合 数 を 次 の よ う に 決 定 し た 。 反 応 後 の Ａ
３ ４ ３ が ５ ． ９ １ で あ る こ と よ り 、 放 出 さ れ た ピ リ ジ ン － ２ － チ オ ン の ３ ４ ３ ｎ ｍ に お け
る 分 子 吸 光 係 数 を ８ ． ０ ８ × １ ０ ３ と し 、 そ の 濃 度 ［ ピ リ ジ ン － ２ － チ オ ン ］ を 、
［ ピ リ ジ ン － ２ － チ オ ン ］ ＝ ５ ． ９ １ ／ （ ８ ． ０ ８ × １ ０ ３ ） ＝ ７ ． ３ １ × １ ０ － ４ （ Ｍ
）
の よ う に 求 め た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
こ の 濃 度 は 、 Ｃ Ｇ Ｇ に 導 入 さ れ た フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 の 濃 度 に 等 し か っ た 。 Ｃ Ｇ Ｇ の 濃
度 は １ ． ９ ６ × １ ０ － ５ Ｍ で あ っ た の で 、 Ｃ Ｇ Ｇ １ 分 子 当 た り に 導 入 さ れ た フ ル ク ト シ ル
ア ミ ノ 酸 の 分 子 数 ［ フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 ］ ／ ［ Ｃ Ｇ Ｇ ］ は 、
［ フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 ］ ／ ［ Ｃ Ｇ Ｇ ］ ＝ ７ ． ３ １ × １ ０ － ４ ／ １ ． ９ ６ × １ ０ － ５ ＝ ３
７ ． ３
の よ う に 求 め る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
《 実 施 例 ２ ： フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 を 用 い た Ｈ ｂ Ａ １ ｃ の 測 定 》
Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ 緩 衝 液 （ 最 終 体 積 ２ ｍ ｌ ） に 抗 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 抗 体 （ 最 終 濃 度 ５ ． ７ ５ × １ ０ － ６ Ｍ
） を 加 え 、 こ れ に 実 施 例 １ で 作 製 し た フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 （ 最 終 濃 度 ５ ． ６ ２ ×
１ ０ － ７ Ｍ ） を 添 加 し て 懸 濁 液 を 得 、 ５ 分 間 放 置 し た 後 、 ７ ０ ０ ｎ ｍ の 光 を 照 射 し て そ の
散 乱 光 強 度 を 測 定 し た 。 散 乱 光 強 度 は ４ ８ ５ ． ９ で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
次 に 、 Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ 緩 衝 液 （ 最 終 体 積 ２ ｍ ｌ ） に 抗 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 抗 体 （ 最 終 濃 度 ５ ． ７ ５ × １ ０
－ ６ Ｍ ） と Ｈ ｂ Ａ １ ｃ （ 最 終 濃 度 １ ０ － ７ Ｍ ） と を 加 え 、 こ れ に 実 施 例 １ で 作 製 し た フ ル
ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 （ 最 終 濃 度 ５ ． ６ ２ × １ ０ － ７ Ｍ ） を 添 加 し て 懸 濁 液 を 得 、 ５ 分
間 放 置 し た 後 、 ７ ０ ０ ｎ ｍ の 光 を 照 射 し て そ の 散 乱 光 強 度 を 測 定 し た 。 散 乱 光 強 度 は ４ ８
９ ． １ で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
以 降 、 他 の 条 件 は 同 じ に し て 、 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ の 最 終 濃 度 が そ れ ぞ れ 、 １ ０ － ６ Ｍ 、 １ ０ － ５

Ｍ 、 ８ × １ ０ － ４ Ｍ 、 ６ × １ ０ － ４ Ｍ 、 ４ × １ ０ － ４ Ｍ 、 ２ × １ ０ － ４ Ｍ 、 お よ び １ ０ －

４ Ｍ の 場 合 に つ い て 同 様 に 散 乱 光 強 度 の 測 定 を 行 っ た 。 散 乱 光 強 度 は そ れ ぞ れ 、 ４ ５ ３ ．
３ 、 ４ ４ ３ ． ５ 、 ２ ８ ０ ． ４ 、 ６ ８ ． ８ 、 ３ ９ ． ３ 、 ２ ４ ． ６ 、 １ １ ． ３ で あ っ た 。 結 果
を 図 １ に 示 し た 。 図 １ に 示 す よ う に 、 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ の 濃 度 が 高 く な る に し た が っ て 凝 集 反 応
に 対 す る 阻 害 が 起 こ り 、 散 乱 光 の 強 度 が 低 下 す る こ と を 確 認 で き た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
【 発 明 の 効 果 】
以 上 説 明 し た よ う に 、 本 発 明 に 係 る フ ル ク ト シ ル ア ミ ノ 酸 標 識 物 は 、 抗 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 抗 体 が
結 合 す る Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 上 の 特 徴 的 部 位 （ エ ピ ト ー プ ） の 構 造 を 有 す る た め 、 抗 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 抗
体 と 弱 く 結 合 す る こ と が で き 、 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 測 定 の 際 の 有 用 な 擬 似 抗 原 と な る 。 ま た 、 本 発
明 の Ｈ ｂ Ａ １ ｃ の 測 定 方 法 を 用 い れ ば 、 免 疫 的 測 定 の 特 徴 で あ る 特 異 性 を 活 か し つ つ 、 操
作 の 容 易 性 に 加 え 、 迅 速 性 を も 発 揮 で き る 効 果 が あ る 。 こ れ に よ り 、 よ り 簡 単 、 迅 速 に Ｈ
ｂ Ａ １ ｃ を 測 定 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 濃 度 と 散 乱 光 強 度 と の 関 係 を 示 す 図 で あ る 。
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