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(57)【要約】
【課題】酵素サイクリング反応系において、一定量の基質（還元型）に対して、単位時間
当たりのチオNAD(P)Hの生成量を高くして、検出感度を高め、これを酵素免疫測定法等と
組み合わせて、高感度でタンパク質または核酸の定量等が可能である方法等の提供。
【解決手段】抗体酵素複合体又は酵素標識核酸プローブの酵素による反応生成物の定量が
、NAD(P)H、チオNAD(P)、並びにデヒドロゲナーゼ(DH)を用いた酵素サイクリング反応に
より、チオNAD(P)Hを生成させ、生成したチオNAD(P)Hの量を測定するか、または生成した
チオNAD(P)Hによる色の変化を計測することで行われる、抗体酵素複合体を用いる酵素測
定方法又は酵素標識核酸プローブを用いる核酸プローブ測定方法。前記酵素サイクリング
反応の系に、前記酵素サイクリング反応でNAD(P)Hから生成した、NAD(P)を選択的に還元
する酵素反応系を共存させる。酵素免疫測定用キット及び核酸プローブ測定用キット。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
抗体酵素複合体の酵素による反応生成物の定量が、
NADHおよび／またはNADPH、チオNADおよび／またはチオNADP、並びにデヒドロゲナーゼ(D
H)を用いた酵素サイクリング反応により、チオNADHおよび／またはチオNADPHを生成させ
、生成したチオNADHおよび／またはチオNADPHの量を測定するか、または生成したチオNAD
Hおよび／またはチオNADPHによる色の変化を計測することで行われる、抗体酵素複合体を
用いる酵素測定方法であって、
前記酵素サイクリング反応の系に、前記酵素サイクリング反応でNADHおよび／またはNADP
Hから生成した、NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系を共存させること
を特徴とする方法。
【請求項２】
前記NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系は、基質が、抗体酵素複合体
の酵素の基質及び酵素サイクリング反応の酵素の基質にならず、かつ酵素が、抗体酵素複
合体の酵素の基質及び酵素サイクリング反応の酵素の基質と反応しない酵素であり、請求
項１に記載の方法。
【請求項３】
酵素標識核酸プローブの酵素による反応生成物の定量が、
NADHおよび／またはNADPH、チオNADおよび／またはチオNADP、並びにデヒドロゲナーゼ(D
H)を用いた酵素サイクリング反応により、チオNADHおよび／またはチオNADPHを生成させ
、生成したチオNADHおよび／またはチオNADPHの量を測定するか、または生成したチオNAD
Hおよび／またはチオNADPHによる色の変化を計測することで行われる、酵素標識核酸プロ
ーブを用いる核酸プローブ測定方法であって、
前記酵素サイクリング反応の系に、前記酵素サイクリング反応でNADHおよび／またはNADP
Hから生成した、NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系を共存させること
を特徴とする方法。
【請求項４】
前記NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系は、基質が、酵素標識核酸プ
ローブの酵素の基質及び酵素サイクリング反応の酵素の基質にならず、かつ酵素が、酵素
標識核酸プローブの酵素の基質及び酵素サイクリング反応の酵素の基質と反応しない酵素
であり、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
前記NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系の酵素は、デヒドロゲナーゼ
である請求項１～４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
前記酵素サイクリング反応の酵素は、ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼであり、前
記NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系の酵素は、ヒドロキシステロイ
ドデヒドロゲナーゼ以外のデヒドロゲナーゼである請求項１～５のいずれかに記載の方法
。
【請求項７】
前記酵素サイクリング反応系の酵素は、ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼであり、
前記NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系の酵素は、CH-OHを電子供与体
とするEC番号1.1.1.-で表される酵素群、アルデヒドまたはオキソ基を電子供与体とするE
C番号1.2.1.-で表される酵素群、CH-CHを電子供与体とするEC番号1.3.1.-で表される酵素
群、CH-NH2を電子供与体とするEC番号1.4.1.-で表される酵素群、CH-NHを電子供与体とす
るEC番号1.5.1.-で表される酵素群の中から選択される酵素である、請求項１～６のいず
れかに記載の方法。
【請求項８】
前記抗体酵素複合体の酵素または前記酵素標識核酸プローブの酵素が、アルカリホスファ
ターゼ、グルコシダーゼ、ガラクトシダーゼ、フルクトシダーゼ、マンノシダーゼ、及び



(3) JP 2017-176039 A 2017.10.5

10

20

30

40

50

ペルオキシダーゼから成る群から選ばれる少なくとも１種の酵素である、請求項１～７の
いずれかに記載の方法。
【請求項９】
以下の(1)～(6)の試薬を含む酵素免疫測定用キット。
(1)標的タンパク質抗原に特異的な抗体を標識した酵素、
(2)上記(1)の酵素の基質、
(3)デヒドロゲナーゼ、
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP、
(6)NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系
【請求項１０】
以下の(1)～(6)の試薬を含む核酸プローブ測定用キット。
(1)標的核酸に特異的に結合する核酸プローブで標識した酵素、
(2)上記(1)の酵素の基質、
(3)デヒドロゲナーゼ、
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP、
(6)NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系
【請求項１１】
前記(6)の酵素反応系の酵素は、デヒドロゲナーゼである請求項９及び１０のいずれかに
記載のキット。
【請求項１２】
前記(6)の酵素反応系は、基質が、(1)の酵素の基質及び(3)のデヒドロゲナーゼの基質に
ならず、酵素が、(2)の基質及び(5)のチオNADおよび／またはチオNADPと反応しない、請
求項９～１１のいずれかに記載のキット。
【請求項１３】
前記(3)のデヒドロゲナーゼは、ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ(HSD)であり、
前記(6)の酵素反応系の酵素は、HSD(ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ)以外のデヒ
ドロゲナーゼである請求項９～１２のいずれかに記載のキット。
【請求項１４】
前記(6)の酵素反応系の酵素は、CH-OHを電子供与体とするEC番号1.1.1.-で表される酵素
群、アルデヒドまたはオキソ基を電子供与体とするEC番号1.2.1.-で評される酵素群、CH-
CHを電子供与体とするEC番号1.3.1.-で表される酵素群、CH-NH2を電子供与体とするEC番
号1.4.1.-で表される酵素群、CH-NHを電子供与体とするEC番号1.5.1.-で表される酵素群
の中から選択される酵素である、請求項９～１３のいずれかに記載のキット。
【請求項１５】
前記(1)の抗体標識酵素の酵素が、アルカリホスファターゼ、グルコシダーゼ、ガラクト
シダーゼ、フルクトシダーゼ、マンノシダーゼ、及びペルオキシダーゼから成る群から選
ばれる少なくとも１種の酵素である、請求項９、１１～１４のいずれかに記載のキット。
【請求項１６】
前記(1)の核酸プローブ標識酵素の酵素が、アルカリホスファターゼ、グルコシダーゼ、
ガラクトシダーゼ、フルクトシダーゼ、マンノシダーゼ、及びペルオキシダーゼから成る
群から選ばれる少なくとも１種の酵素である、請求項１０～１４のいずれかに記載のキッ
ト。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、タンパク質及び核酸の超高感度測定方法に関する。本発明は、より詳細には
、酵素免疫測定法および核酸プローブ測定法を利用するタンパク質と核酸の高感度測定法
およびキットに関する。特に本発明は、抗体または核酸プローブに標識する酵素により生
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することで、標的タンパク質および核酸の超高感度測定を可能にする方法において、チオ
NADサイクリング法によるチオ-NAD(P)Hの増幅をより増強させた方法およびキットに関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　近年、タンパク質や核酸の高感度測定法は、放射性物質を用いない方法が主である。タ
ンパク質の測定の代表例は酵素免疫測定法(ELISA法)であり、核酸の測定にはPCR法を用い
る方法がある。酵素免疫測定法は開発当初の比色法(10-13mole)から蛍光法、発光法へと
高感度化(10-15mole)が進められ、専用測定装置の開発・改良も進んでいる。しかし、測
定操作が簡便になっただけで感度的には限界に達している。また、核酸の高感度測定法と
してのPCR法では、ターゲット特異的なシグナル検出の問題、増幅効率の問題、PCR産物が
プラトーに達する条件等を考え合わせると、核酸の定量は厳密には難しい。
【０００３】
　WO2008/117816（特許文献1）及びWO2012/128338(特許文献2)には、チオNADサイクリン
グ法を利用する抗体酵素複合体を用いる酵素測定方法及び酵素標識核酸プローブを用いる
核酸プローブ測定方法が記載されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】WO2008/117816
【特許文献２】WO2012/128338
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　特許文献1に記載の方法は、酵素免疫測定法を、酵素免疫測定法で用いる標識酵素の生
成物を基質とする酵素サイクリング法と組み合わせ、シグナル物質としてチオNAD(P)Hを
幾何級数的に増幅することで、比色法によって、高感度にタンパク質または核酸の定量や
目視による検出が可能な方法である。
【０００６】
　特許文献２に記載の方法は、特許文献1に記載の方法における、標識酵素と基質との反
応性や標識酵素に対する基質が酵素サイクリング法における酵素反応に対する部分的な阻
害を回避した、より改良された方法である。
【０００７】
　しかし、特許文献１及び２に記載の方法における検出感度をより高めた方法が望まれて
いる。特許文献１及び２に記載の方法の範囲内で検出感度を高めるためには、例えば、第
一段階である酵素免疫測定法についての条件の最適化及び第二段階である酵素サイクリン
グ法についての条件の最適化がある。本発明者らは、酵素サイクリング法についての条件
の最適化及びその問題点について検討した。酵素サイクリング法の基本原理を下記に示す
。第一段階である酵素免疫測定法または核酸プローブ法により基質（還元型）が生成し、
この基質（還元型）とNAD(P)H及びチオ-NAD(P)+から、４００ｎｍに吸収を有するチオ-NA
D(P)Hを生成させ、チオ-NAD(P)Hの生成量を定量するか、目視で検出する。
【０００８】
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【化１】

【０００９】
　この酵素サイクリング反応系においては、一定量の基質（還元型）に対して、チオ-NAD
(P)Hの生成量が高くなればなるほど検出感度は高まり、それをより短時間に行うことがで
きれば、操作時間を短縮することができる。
【００１０】
　本発明者らのその後の検討によれば、この酵素サイクリング反応系においては、脱水素
酵素(デヒドロゲナーゼ)はNAD(P)H量が増すと阻害される傾向があり、一方、NAD(P)H量が
少ないと、反応系内のNAD(P)Hが早期に枯渇してしまいチオ-NAD(P)+からチオ-NAD(P)Hへ
の反応量が少なく、チオ-NAD(P)Hの生成量が低くなり、検出感度を高めることができない
ことが判明した。それに対してこの問題は、チオ-NAD(P)+とNAD(P)Hの添加量を両者の比
率を変えずに増加させることで解決できることが判明した。しかし、チオ-NAD(P)+の添加
量を増すと、チオ-NAD(P)+の光吸収（４００ｎｍ）により、反応開始前でも着色が生じて
しまい、ブランクでも呈色するという新たな問題が判明し、検出感度の向上には適さない
方法であった。
【００１１】
　この様な状況下、上記酵素サイクリング反応系において、一定量の基質（還元型）に対
して、単位時間当たりのチオ-NAD(P)Hの生成量を高くして、検出感度を高め、これを酵素
免疫測定法等と組み合わせて、従来よりさらに高感度でタンパク質または核酸の定量や目
視による検出が可能である方法を提供することが、本発明の目的（解決すべき課題）であ
る。
【００１２】
　尚、単位時間当たりのチオ-NAD(P)Hの生成量を高くできれば、同一のチオ-NAD(P)Hの生
成量に到達する時間はより短くでき、操作時間を短縮することができる。
【００１３】
　本発明者らは、上記課題を解決すべく種々の実験検討を重ねた。その結果、上記酵素サ
イクリング反応系に、チオ-NAD(P)+とチオ-NAD(P)Hの反応には関与せず、酵素サイクリン
グ反応で生成する-NAD(P)+を還元して、NAD(P)Hを生成（再生）させる系を共存させるこ
とで、上記課題を解決することができることを見出して、本発明を完成させた。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明は、以下の通りである。
[１]
抗体酵素複合体の酵素による反応生成物の定量が、
NADHおよび／またはNADPH、チオNADおよび／またはチオNADP、並びにデヒドロゲナーゼ(D
H)を用いた酵素サイクリング反応により、チオNADHおよび／またはチオNADPHを生成させ
、生成したチオNADHおよび／またはチオNADPHの量を測定するか、または生成したチオNAD
Hおよび／またはチオNADPHによる色の変化を計測することで行われる、抗体酵素複合体を
用いる酵素測定方法であって、
前記酵素サイクリング反応の系に、前記酵素サイクリング反応でNADHおよび／またはNADP
Hから生成した、NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系を共存させること
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を特徴とする方法。
[２]
前記NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系は、基質が、抗体酵素複合体
の酵素の基質及び酵素サイクリング反応の酵素の基質にならず、かつ酵素が、抗体酵素複
合体の酵素の基質及び酵素サイクリング反応の酵素の基質と反応しない酵素であり、［１
］に記載の方法。
[３]
酵素標識核酸プローブの酵素による反応生成物の定量が、
NADHおよび／またはNADPH、チオNADおよび／またはチオNADP、並びにデヒドロゲナーゼ(D
H)を用いた酵素サイクリング反応により、チオNADHおよび／またはチオNADPHを生成させ
、生成したチオNADHおよび／またはチオNADPHの量を測定するか、または生成したチオNAD
Hおよび／またはチオNADPHによる色の変化を計測することで行われる、酵素標識核酸プロ
ーブを用いる核酸プローブ測定方法であって、
前記酵素サイクリング反応の系に、前記酵素サイクリング反応でNADHおよび／またはNADP
Hから生成した、NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系を共存させること
を特徴とする方法。
[４]
前記NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系は、基質が、酵素標識核酸プ
ローブの酵素の基質及び酵素サイクリング反応の酵素の基質にならず、かつ酵素が、酵素
標識核酸プローブの酵素の基質及び酵素サイクリング反応の酵素の基質と反応しない酵素
であり、［３］に記載の方法。
[５]
前記NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系の酵素は、デヒドロゲナーゼ
である［１］～［４］のいずれかに記載の方法。
[６]
前記酵素サイクリング反応の酵素は、ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼであり、前
記NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系の酵素は、ヒドロキシステロイ
ドデヒドロゲナーゼ以外のデヒドロゲナーゼである［１］～［５］のいずれかに記載の方
法。
[７]
前記酵素サイクリング反応系の酵素は、ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼであり、
前記NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系の酵素は、CH-OHを電子供与体
とするEC番号1.1.1.-で表される酵素群、アルデヒドまたはオキソ基を電子供与体とするE
C番号1.2.1.-で表される酵素群、CH-CHを電子供与体とするEC番号1.3.1.-で表される酵素
群、CH-NH2を電子供与体とするEC番号1.4.1.-で表される酵素群、CH-NHを電子供与体とす
るEC番号1.5.1.-で表される酵素群の中から選択される酵素である、［１］～［６］のい
ずれかに記載の方法。
[８]
前記抗体酵素複合体の酵素または前記酵素標識核酸プローブの酵素が、アルカリホスファ
ターゼ、グルコシダーゼ、ガラクトシダーゼ、フルクトシダーゼ、マンノシダーゼ、及び
ペルオキシダーゼから成る群から選ばれる少なくとも１種の酵素である、［１］～［７］
のいずれかに記載の方法。
[９]
以下の(1)～(6)の試薬を含む酵素免疫測定用キット。
(1)標的タンパク質抗原に特異的な抗体を標識した酵素、
(2)上記(1)の酵素の基質、
(3)デヒドロゲナーゼ、
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP、
(6)NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系
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[１０]
以下の(1)～(6)の試薬を含む核酸プローブ測定用キット。
(1)標的核酸に特異的に結合する核酸プローブで標識した酵素、
(2)上記(1)の酵素の基質、
(3)デヒドロゲナーゼ、
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP、
(6)NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系
[１１]
前記(6)の酵素反応系の酵素は、デヒドロゲナーゼである［９］及び［１０］のいずれか
に記載のキット。
[１２]
前記(6)の酵素反応系は、基質が、(1)の酵素の基質及び(3)のデヒドロゲナーゼの基質に
ならず、酵素が、(2)の基質及び(5)のチオNADおよび／またはチオNADPと反応しない、［
９］～［１１］のいずれかに記載のキット。
[１３]
前記(3)のデヒドロゲナーゼは、ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ(HSD)であり、
前記(6)の酵素反応系の酵素は、HSD(ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ)以外のデヒ
ドロゲナーゼである［９］～［１２］のいずれかに記載のキット。
[１４]
前記(6)の酵素反応系の酵素は、CH-OHを電子供与体とするEC番号1.1.1.-で表される酵素
群、アルデヒドまたはオキソ基を電子供与体とするEC番号1.2.1.-で評される酵素群、CH-
CHを電子供与体とするEC番号1.3.1.-で表される酵素群、CH-NH2を電子供与体とするEC番
号1.4.1.-で表される酵素群、CH-NHを電子供与体とするEC番号1.5.1.-で表される酵素群
の中から選択される酵素である、［９］～［１３］のいずれかに記載のキット。
[１５]
前記(1)の抗体標識酵素の酵素が、アルカリホスファターゼ、グルコシダーゼ、ガラクト
シダーゼ、フルクトシダーゼ、マンノシダーゼ、及びペルオキシダーゼから成る群から選
ばれる少なくとも１種の酵素である、［９］、［１１］～［１４］のいずれかに記載のキ
ット。
[１６]
前記(1)の核酸プローブ標識酵素の酵素が、アルカリホスファターゼ、グルコシダーゼ、
ガラクトシダーゼ、フルクトシダーゼ、マンノシダーゼ、及びペルオキシダーゼから成る
群から選ばれる少なくとも１種の酵素である、［１０］～［１４］のいずれかに記載のキ
ット。
【発明の効果】
【００１５】
　従来法よりさらに高感度でタンパク質または核酸の定量や目視による検出が可能である
、酵素免疫測定法および核酸プローブ測定方法を提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】比較例（従来法）の測定結果。
【図２】実施例１で得られたグルタミン酸デヒドロゲナーゼを組み合わせた酵素サイクリ
ング反応によるMPB64の測定結果。
【図３】実施例２で得られたロイシンデヒドロゲナーゼを組み合わせた酵素サイクリング
反応によるMPB64の測定結果。
【図４】実施例３で得られたアラニンデヒドロゲナーゼを組み合わせた酵素サイクリング
反応によるMPB64の測定結果。
【図５】実施例４で得られたフェニルアラニンデヒドロゲナーゼを組み合わせた酵素サイ
クリング反応によるMPB64の測定結果。
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【図６】実施例５で得られたリンゴ酸デヒドロゲナーゼを組み合わせた酵素サイクリング
反応によるMPB64の測定結果。
【図７】実施例６で得られたD-3-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼを組み合わせた酵素サ
イクリング反応によるMPB64の測定結果。
【図８】実施例７で得られた乳酸デヒドロゲナーゼを組み合わせた酵素サイクリング反応
によるMPB64の測定結果。
【図９】実施例８で得られたグルタミン酸デヒドロゲナーゼを組み合わせた酵素サイクリ
ング反応によるMPB64の測定結果（従来法との比較を含む）。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　本願明細書において、-NAD(P)+は、NADおよび／またはNADPと同義であり、NAD(P)Hは、
NADHおよび／またはNADPHと同義であり、
チオ-NAD(P)+は、チオNADおよび／またはチオNADPと同義であり、
チオ-NAD(P)Hは、チオNADHおよび／またはチオNADPHと同義である。
また、デヒドロゲナーゼ(DH)は、脱水素酵素と同義である。
【００１８】
＜本発明の方法＞
　本発明は、抗体酵素複合体を用いる酵素測定方法及び酵素標識核酸プローブを用いる核
酸プローブ測定方法（以下、「本発明の方法」と総称する）に関する。酵素測定方法にお
ける抗体酵素複合体の酵素による反応生成物の定量、及び核酸プローブ測定方法における
酵素標識核酸プローブの酵素による反応生成物の定量は、NADHおよび／またはNADPH、チ
オNADおよび／またはチオNADP、並びにデヒドロゲナーゼ(DH)を用いた酵素サイクリング
反応により、チオNADHおよび／またはチオNADPHを生成させ、生成したチオNADHおよび／
またはチオNADPHの量を測定するか、または生成したチオNADHおよび／またはチオNADPHに
よる色の変化を計測することで行われる。
【００１９】
　本発明の方法で用いられている抗体酵素複合体は、標的タンパク質抗原に特異的な抗体
に酵素を標識したものである。また、酵素標識核酸プローブは、標的核酸に特異的に結合
する核酸プローブに酵素を標識したものである。抗体酵素複合体または酵素標識核酸プロ
ーブの酵素（標識酵素）は、例えば、EC番号2.-で表される転移酵素群、EC番号3.-で表さ
れる加水分解酵素群、EC番号4.-で表される除去付加酵素群およびEC番号5.-で表される異
性化酵素群から成る群から選ばれる少なくとも1種の酵素であることができる。これらの
酵素の具体例は、特許文献１の段落００２０～００２４を参照できる。
【００２０】
　本発明の方法で用いられている抗体酵素複合体または酵素標識核酸プローブの酵素（標
識酵素）は、より具体的には、例えば、アルカリホスファターゼ(ALP)、ガラクトシダー
ゼ、グルコシダーゼ、フルクトシダーゼ、マンノシダーゼまたはペルオキシダーゼである
ことができる。これらの酵素を用いる方法は、特許文献２の段落００２４～００２７を参
照できる。
【００２１】
　本発明に使用可能な代表的な標識酵素、基質及び酵素サイクリング用のデヒドロゲナー
ゼの組合せの例に関しては、もちろんこれらの組み合わせに限られるわけではないが、特
許文献２の段落００４４～００５１を参照できる。
【００２２】
　本発明の方法は、通常の酵素免疫測定法や核酸プローブ法と同様に実施することができ
る。例えば、被検体に特異的に結合する抗体や核酸プローブを表面に固着させた固相担体
、例えば、マイクロプレートやプラスチックチューブ、磁気ビーズ等、通常の測定に用い
られている固相担体を用いることができる。
【００２３】
　抗体－酵素複合体および核酸プローブ－酵素複合体は、常法により調製できる。
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【００２４】
　抗体酵素複合体を構成する抗体は、本発明の酵素免疫測定方法により測定されるべき被
検体に特異的に結合する抗体から適宜選択することができる。例えば、本発明の酵素免疫
測定方法は、タンパク質の分析に用いられるが、その場合、抗体酵素複合体の抗体は、被
検体であるタンパク質に特異的に結合する抗体である。また、この場合、被検体であるタ
ンパク質に特異的に結合する抗体を表面に固着させた基板を用いる。また、抗体酵素複合
体を構成する抗体および基板に固着させる抗体は、抗体の断片であっても良い。本発明の
酵素免疫測定方法における、被検体は、タンパク質に限定されず、通常の酵素免疫測定方
法が測定対象とするタンパク質以外のすべての物質であることができる。
【００２５】
　核酸プローブ酵素複合体も同様に測定対象となる核酸に相補的なプローブを適宜選択す
ることができる。
【００２６】
　本発明の方法において、抗体酵素複合体の酵素または酵素標識核酸プローブの酵素によ
る反応生成物の定量は、NADHおよび／またはNADPH、チオNADおよび／またはチオNADP、並
びにデヒドロゲナーゼ(DH)を用いて、酵素サイクリング反応によりチオNADHおよび／また
はチオNADPHを生成させ、生成したチオNADHおよび／またはチオNADPHの量を測定するか、
または生成したチオNADHおよび／またはチオNADPHによる色の変化を計測することで行う
。
【００２７】
　さらに、本発明の方法は、酵素サイクリング反応の系に、酵素サイクリング反応でNADH
および／またはNADPHから生成した、NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応
系を共存させることを特徴とする。NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応
系の「選択的に」とは、共存するチオNADおよび／またはチオNADPは、実質的に還元しな
い、ことを意味する。
【００２８】
　本発明の方法においては、酵素サイクリング反応系に、チオ-NAD(P)+とチオ-NAD(P)Hの
反応には関与せず、酵素サイクリング反応で生成するNAD(P)を還元して、NAD(P)Hを生成
（再生）させる系を共存させることで、従来法に比べて、さらに高感度でタンパク質また
は核酸の定量や目視による検出を可能とする。
【００２９】
　前記酵素反応系は、本発明の酵素免疫測定方法においては、基質が、抗体酵素複合体の
酵素の基質及び酵素サイクリング反応の酵素の基質にならず、かつ酵素が、抗体酵素複合
体の酵素の基質及び酵素サイクリング反応の酵素の基質と反応しない酵素であることが好
ましい。また、核酸プローブ測定方法においては、前記酵素反応系は、基質が、酵素標識
核酸プローブの酵素の基質及び酵素サイクリング反応の酵素の基質にならず、かつ酵素が
、酵素標識核酸プローブの酵素の基質及び酵素サイクリング反応の酵素の基質と反応しな
い酵素であることが好ましい。
【００３０】
　本発明で用いられるNADおよび／またはNADPを選択的に還元する反応は、NADおよび／ま
たはNADPを電子受容体とする酸化還元酵素により行われる。酸化還元酵素の中でもデヒド
ロゲナーゼが好ましい。その理由として、酵素サイクリング反応に用いる酵素もデヒドロ
ゲナーゼであるため、至適条件が同等であることが望まれるためである。
【００３１】
　NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系の酵素は、デヒドロゲナーゼで
あることが好ましい。但し、酵素サイクリング反応の酵素も、デヒドロゲナーゼであるこ
とから、NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系の酵素であるデヒドロゲ
ナーゼと酵素サイクリング反応の酵素であるデヒドロゲナーゼとは、互いに、異なる基質
特異性を有するデヒドロゲナーゼから選択される。酵素サイクリング反応の酵素であるデ
ヒドロゲナーゼは、好ましくは、ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼであるので、こ
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の場合、NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系の酵素は、ヒドロキシス
テロイドデヒドロゲナーゼ以外のデヒドロゲナーゼであること、即ちヒドロキシステロイ
ドデヒドロゲナーゼと異なる基質特異性を有するデヒドロゲナーゼから選択される。
【００３２】
　酵素サイクリング反応系の酵素は、デヒドロゲナーゼ、好ましくはヒドロキシステロイ
ドデヒドロゲナーゼであり、NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系の酵
素は、これらのデヒドロゲナーゼとは異なる基質特異性を有する、CH-OHを電子供与体と
するEC番号1.1.1.-で表される酵素群、アルデヒドまたはオキソ基を電子供与体とするEC
番号1.2.1.-で評される酵素群、CH-CHを電子供与体とするEC番号1.3.1.-で表される酵素
群、CH-NH2を電子供与体とするEC番号1.4.1.-で表される酵素群、CH-NHを電子供与体とす
るEC番号1.5.1.-で表される酵素群の中から選択されることが好ましい。
【００３３】
　EC番号1.1.1.-で表される酵素群に含まれるデヒドロゲナーゼはリンゴ酸デヒドロゲナ
ーゼ、D-3-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ、乳酸デヒドロゲナーゼ、アルコールデヒド
ロゲナーゼ、グリセロールデヒドロゲナーゼ、イジトール-2-デヒドロゲナーゼ、ガラク
チトールデヒドロゲナーゼ、グリセリン酸デヒドロゲナーゼ、イソクエン酸デヒドロゲナ
ーゼ、グロン酸-3-デヒドロゲナーゼ、リビトール-2-デヒドロゲナーゼ、グルコン酸-5-
デヒドロゲナーゼ、3-イソプロプルリンゴ酸デヒドロゲナーゼ、グルコースデヒドロゲナ
ーゼ、ガラクトースデヒドロゲナーゼなどが挙げられる。
【００３４】
　EC番号1.2.1.- で表される酵素群に含まれるデヒドロゲナーゼは、アルデヒドデヒドロ
ゲナーゼ、マロン酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ、コハク酸セミアルデヒドデヒドロ
ゲナーゼなどが挙げられる。
【００３５】
　EC番号1.3.1.-で表される酵素群に含まれるデヒドロゲナーゼは、ジヒドロウラシルデ
ヒドロゲナーゼ、アシルCoAデヒドロゲナーゼ、プレフェン酸デヒドロゲナーゼなどが挙
げられる。
【００３６】
　EC番号1.4.1.-で表される酵素群に含まれるデヒドロゲナーゼは、グルタミン酸デヒド
ロゲナーゼ、ロイシンデヒドロゲナーゼ、アラニンデヒドロゲナーゼ、フェニルアラニン
デヒドロゲナーゼ、セリンデヒドロゲナーゼ、バリンデヒドロゲナーゼ、グリシンデヒド
ロゲナーゼ、リシンデヒドロゲナーゼ、トリプトファンデヒドロゲナーゼ、アスパラギン
酸デヒドロゲナーゼなどが挙げられる。
【００３７】
　EC番号1.5.1.-で表される酵素群に含まれるデヒドロゲナーゼは、メチレンテトラヒド
ロ葉酸デヒドロゲナーゼ、サッカロピンデヒドロゲナーゼ、D-オクトピンデヒドロゲナー
ゼなどが挙げられる。
【００３８】
　前述のように、NADおよび／またはNADPを還元する酵素は、酵素サイクリング反応に用
いるデヒドロゲナーゼの基質特異性等を考慮して、適宜選択する。酵素サイクリング反応
に用いる基質と、NADおよび／またはNADPを還元する酵素の基質の構造が似ている場合に
は基質特異性が低くなる場合があることから、それぞれの酵素反応に影響を及ぼさないよ
うに適宜選択する。
【００３９】
　例えば、酵素サイクリング反応の酵素がヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ（HSD
）の場合は、NADを選択的に還元する酵素の基質となるものはステロイド骨格を持たない
ものが好ましい。ステロイド骨格を持たない基質となり得る物質としては、例えば、有機
酸およびアミノ酸を挙げることができ、これらの物質を基質とするNADを選択的に還元す
る酵素としては、例えば、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ、乳酸デヒドロゲナーゼ、ヒドロキ
シ酪酸デヒドロゲナーゼ、イソクエン酸デヒドロゲナーゼ、グルタミン酸デヒドロゲナー
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ゼ、ロイシンデヒドロゲナーゼ、アラニンデヒドロゲナーゼ、フェニルアラニンデヒドロ
ゲナーゼ、セリンデヒドロゲナーゼ、バリンデヒドロゲナーゼ、グリシンデヒドロゲナー
ゼ、リシンデヒドロゲナーゼ、トリプトファンデヒドロゲナーゼ、アスパラギン酸デヒド
ロゲナーゼなどを選択できる。
【００４０】
　尚、NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素は、標識酵素に対しても、基質特
異性等を考慮することが好ましい。例えば、標識酵素にアルカリホスファターゼを用いる
場合には、NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素としては、リン酸基を持つ物
質以外の物質を基質とする酵素を選択する。リン酸基を持つ物質以外の物質を基質とする
酵素としては、例えば、グルタミン酸デヒドロゲナーゼ、ロイシンデヒドロゲナーゼ、ア
ラニンデヒドロゲナーゼ、フェニルアラニンデヒドロゲナーゼ、リンゴ酸デヒドロゲナー
ゼ、3-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ、乳酸デヒドロゲナーゼ、グルコースデヒドロゲ
ナーゼ、ガラクトースデヒドロゲナーゼ、などを挙げることができる。
【００４１】
　同様に、標識酵素にグルコシダーゼ、ガラクトシダーゼ、フルクトシダーゼ、マンノシ
ダーゼを用いる場合は、グルコース、ガラクトース、フルクトース、マンノースなどの糖
残基を含む物質以外の物質を基質とする酵素を、NADおよび／またはNADPを選択的に還元
する酵素として用いる。糖残基を含む物質以外の物質を基質とする酵素としては、例えば
、グルタミン酸デヒドロゲナーゼ、ロイシンデヒドロゲナーゼ、アラニンデヒドロゲナー
ゼ、フェニルアラニンデヒドロゲナーゼ、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ、3-ヒドロキシ酪酸
デヒドロゲナーゼ、乳酸デヒドロゲナーゼなどを挙げることができる。
【００４２】
　また、標識酵素にペルオキシダーゼを用いる場合は、ペルオキシド構造を持つ物質以外
の物質を基質とするNADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素を用いる。ペルオキ
シド構造を持つ物質以外の物質を基質とする酵素としては、例えば、グルタミン酸デヒド
ロゲナーゼ、ロイシンデヒドロゲナーゼ、アラニンデヒドロゲナーゼ、フェニルアラニン
デヒドロゲナーゼ、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ、3-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ、乳
酸デヒドロゲナーゼ、グルコースデヒドロゲナーゼ、ガラクトースデヒドロゲナーゼ、な
どを挙げることができる。
【００４３】
　NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系の酵素及び基質の組合せは、こ
れらの制限される意図ではないが、例えば、以下の組み合わせを挙げることができる。
【００４４】
(1)グルタミン酸デヒドロゲナーゼ及びグルタミン酸、
(2)ロイシンデヒドロゲナーゼ及びロイシン、
(3)アラニンデヒドロゲナーゼ及びアラニン、
(4)フェニルアラニンデヒドロゲナーゼ及びフェニルアラニン、
(5)セリンデヒドロゲナーゼ及びセリン、
(6)バリンデヒドロゲナーゼ及びバリン、
(7)リシンデヒドロゲナーゼ及びリシン、
(8)トリプトファンデヒドロゲナーゼ及びトリプトファン
(9)アスパラギン酸デヒドロゲナーゼ及びアスパラギン酸
(10)リンゴ酸デヒドロゲナーゼ及びリンゴ酸、
(11)D-3-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ及びD-3-ヒドロキシ酪酸、
(12)乳酸デヒドロゲナーゼ及び乳酸、
(13)グリセロールデヒドロゲナーゼ及びグリセロール
(14)グリセリン酸デヒドロゲナーゼ及びグリセリン酸
(15)イソクエン酸デヒドロゲナーゼ及びイソクエン酸
【００４５】
　本発明の方法において、各成分の濃度は、例えば、以下の範囲にすることができる。
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　（１）抗体酵素複合体または酵素標識核酸プローブの濃度範囲
　0.01μg/ml～1 mg/ml
　（２）標識酵素の基質の濃度範囲
　1μM～500 mM
　（３）NADHおよび／またはNADPHの濃度範囲
　0.01 mM～50 mM
　（４）チオNADおよび／またはチオNADPの濃度範囲
　0.01 mM～100 mM
　（５）デヒドロゲナーゼ(DH)の濃度範囲
　0.01 u/ml～ 5000u/ml
　（６）NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系の酵素の濃度範囲
　0.01 u/ml～5000 u/ml
　（７）NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系の酵素の基質の濃度範囲
　1μM～500 mM
【００４６】
　反応条件は、標識酵素、デヒドロゲナーゼ(DH)並びにNADおよび／またはNADPを選択的
に還元する酵素反応系の酵素の最適温度範囲を考慮して適宜決定できる。例えば、反応温
度は、操作が簡便であることから、室温で実施することが好ましい。但し、標識酵素、デ
ヒドロゲナーゼ(DH)並びにNADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系の酵素
の最適温度範囲を考慮して室温より高い温度または低い温度で実施することもできる。
【００４７】
　反応時間は、生成したチオNADHおよび／またはチオNADPHの量の測定、または生成した
チオNADHおよび／またはチオNADPHによる色の変化の計測が可能な程度まで、チオNADHお
よび／またはチオNADPHが蓄積するに十分な時間とすることができる。但し、測定または
計測に必要なチオNADHおよび／またはチオNADPHの蓄積量は、測定または計測条件により
変化するで、条件に応じて適宜決定できる。
【００４８】
　酵素サイクリング系の中でチオNAD(P)を利用するサイクリング系は比較的最近になって
登場したユニークなサイクリング系である。この系ではNAD(P)/NAD(P)Hを補酵素として利
用するデヒドロゲナーゼ（Dehydrogenase;DH）を用い、NAD(P)/NAD(P)Hとそのアナログで
あるチオNAD(P)/チオNAD(P)Hが共存する条件下でサイクリングを行い、デヒドロゲナーゼ
の基質をチオNAD(P)H（極大吸収波長：400 nm、モル吸光係数=11,900）として増幅定量す
る。チオNAD(P)サイクリング法の測定原理は、前掲の通りであるが、再度記載すると以下
の通りである。
【００４９】
【化２】

【００５０】
　NADHの極大吸収が340 nm（モル吸光係数=6,200）であるのに対し、チオNAD(P)Hは可視
域に吸収を示すため（極大吸収波長：400 nm、モル吸光係数=11,900）、普及型の吸光光
度計や比色測定用マイクロプレートリーダーを用いて測定できることをその長所としてい
る。
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【００５１】
　チオNAD(P)を利用するサイクリング系は、普及型の吸光光度計や比色測定用マイクロプ
レートリーダーを用いて測定できるという長所を利用して、NADHの吸収増加に基づくデヒ
ドロゲナーゼ活性測定やその基質の定量法などの従来法のいくつかがチオNADを用いる方
法に改良されている。このサイクリング系を酵素免疫測定法等の検出系として高感度化に
利用した例は、特許文献１が初めてである。本発明では、標識酵素とサイクリング系を組
み合わせ、さらにそれにNADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系を併用す
ることにより、増幅反応をより促進することが可能となり、さらなる高感度化を行うこと
が可能となった。
【００５２】
　本発明の測定法では、酵素免疫測定法の例で示したとおり、酵素複合体とそれに組み合
わせた基質で産生された生成物を次の酵素サイクリング反応の基質として用い、酵素サイ
クリング反応により生成したチオNAD(P)Hの吸収を比色定量するものである。この反応で
は１種のデヒドロゲナーゼで酵素サイクリングを行うため、酵素サイクリング反応の基質
としては、還元型基質でも酸化型基質でもよい。さらに、本発明では、NADおよび／また
はNADPを選択的に還元する酵素反応系を併用することで、酵素サイクリング反応により生
成したNADおよび／またはNADPを選択的に還元する。NADおよび／またはNADPを選択的に還
元して、NADHおよび／またはNADPHを系内で再生することで、反応開始時に、過剰量のチ
オNAD(P)、NADHおよび／またはNADPHを系に添加することなく、上記酵素サイクリング反
応の進行を促進し、チオNAD(P)Hの生成を促進することができる。
【００５３】
＜酵素サイクリング用キット＞
　本発明は、反応性担体に標識化された酵素およびその基質、サイクリング反応用の酵素
とその補酵素のチオNADとNADH、並びにNADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反
応系（酵素および基質）を含む酵素サイクリング法用キットを包含する。
【００５４】
　反応性担体とは測定対象物と結合する活性を持った抗体・核酸プローブ・レクチン等を
表す。反応性担体は測定対象物に適した物を用いればよく、標識酵素およびその基質も適
した物を用いればよく特に限定はされない。
【００５５】
　より具体的には、本発明は、標識酵素及びその基質、サイクリング反応用の酵素とその
補酵素のチオNADとNADH、並びにNADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系（
酵素および基質）を含む酵素サイクリング法用キットを包含する。
【００５６】
　本発明のキットは、以下の(1)～(6)の試薬を含む酵素免疫測定用キットである。
(1)標的タンパク質抗原に特異的な抗体を標識した酵素、
(2)上記(1)の酵素の基質、
(3)デヒドロゲナーゼ、
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP、
(6)NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系
【００５７】
　さらに本発明は、以下の(1)～(6)の試薬を含む核酸プローブ測定用キットである。
(1)標的核酸に特異的に結合する核酸プローブで標識した酵素、
(2)上記(1)の酵素の基質、
(3)デヒドロゲナーゼ、
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP、
(6)NADおよび／またはNADPを選択的に還元する酵素反応系
【００５８】



(14) JP 2017-176039 A 2017.10.5

10

20

30

40

50

　前記(6)の酵素反応系の酵素は、デヒドロゲナーゼであることが好ましい。
【００５９】
　前記(6)の酵素反応系は、基質が、(1)の酵素の基質及び(3)のデヒドロゲナーゼの基質
にならず、酵素が、(2)の基質及び(5)のチオNADおよび／またはチオNADPと反応しない酵
素であることが、好ましい。
【００６０】
　前記(3)のデヒドロゲナーゼは、ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ(HSD)であり、
前記(6)の酵素反応系の酵素は、HSD(ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ)以外のデヒ
ドロゲナーゼであることが好ましい。
【００６１】
　前記(6)の酵素反応系の酵素は、CH-OHを電子供与体とするEC番号1.1.1.-で表される酵
素群、アルデヒドまたはオキソ基を電子供与体とするEC番号1.2.1.-で評される酵素群、C
H-CHを電子供与体とするEC番号1.3.1.-で表される酵素群、CH-NH2を電子供与体とするEC
番号1.4.1.-で表される酵素群、CH-NHを電子供与体とするEC番号1.5.1.-で表される酵素
群の中から選択される酵素であることが好ましい。
【００６２】
　(1)の標識酵素、(3)のデヒドロゲナーゼ(DH)、(6)の酵素反応系の酵素、それらの基質
等については、上記本発明の方法で説明したものをそのまま利用できる。例えば、前記酵
素免疫測定用キットの(1)の抗体標識酵素の酵素および前記核酸プローブ測定用キットの(
1)の核酸プローブ標識酵素の酵素は、アルカリホスファターゼ、グルコシダーゼ、ガラク
トシダーゼ、フルクトシダーゼ、マンノシダーゼ、及びペルオキシダーゼから成る群から
選ばれる少なくとも１種の酵素であることができる。
【００６３】
　本発明のキットは、市販の酵素標識抗体等をこのキットの構成試薬と組合せて使用する
ことも可能である。このキットは、酵素サイクリング法を用いる酵素免疫測定方法に利用
できる。
【実施例】
【００６４】
　以下、本発明を実施例に基づいて更に詳細に説明する。但し、実施例は本発明の例示で
あって、本発明は実施例に限定される意図ではない。
【００６５】
実施例：酵素サイクリング反応を用いた結核菌群の測定
　結核菌群に特異的な分泌タンパク質であるMPB64に対するモノクローナル抗体を使用し
、当該抗体の標識酵素としてアルカリホスファターゼ（Alkaline phosphatase、以下「AL
P」と記す。）、その基質として17β-メトキシ 5β-アンドロスタン 3-ホスフェート（17
β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphate、以下「A3P」と記す。）を用い、酵素サイクリ
ングの酵素として3α-ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ（3α-Hydroxysteroid deh
ydrogenase、以下「3α-HSD」と記す。）を用いた酵素サイクリング反応を行い、更に前
記反応の結果生じたNADを補酵素として消費しNADHを生成する酵素反応を組み合わせる方
法にて実施した。
【００６６】
参考例1  （試料の調製）
　マイコバクテリウムボビス BCG Tokyo株（以下「BCG」と記す。）をミドルブルック7H1
1液体培地に接種し、所定濁度まで培養し培養上清を得た。得られた培養上清を濁度McFar
land No.1相当（濃度1x108 cfu/ml相当）に調製し被験試料とした。
【００６７】
参考例2  （抗MPB64モノクローナル抗体の作出）
　参考例1など常法により得た精製MPB64を免疫用抗原として、当該タンパク質に対するモ
ノクローナル抗体を作出した。モノクローナル抗体の作出は常法に従って行った。
　最終的にMPB64と反応するモノクローナル抗体産生細胞を最終的に2クローン得た。以下
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、それぞれのクローンが産生する抗体をモノクローナル抗体BL001、BL002と称する。
【００６８】
参考例3  （ALP標識抗体の作製）
　参考例2にて得られたモノクローナル抗体BL001を100mM 酢酸緩衝液（pH3.8）を用いて
透析操作を行った。30分間の透析操作を3回行った。その透析後の抗体溶液に抗体量に対
し5%になるようにペプシンを添加し、37℃で2時間加温した後に1.5M トリス塩酸緩衝液（
pH8.8）を添加して中和した。反応溶液の一部をSDS（Sodium dodecyl sulfate）-ポリア
クリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）に供し、ペプシン消化処理によりF(ab')2が生成
していることを確認した後、Superdex 200 pgを充填したカラム（GEヘルスケア・ジャパ
ン社の製品）を用いて精製し、F(ab')2フラクションを得た。得られたF(ab')2溶液を濃度
1mg/mlに調製した。
【００６９】
　得られたF(ab')2溶液0.9mlに対し、0.1M 2-メルカプトエチルアミン溶液を0.1ml添加し
、37℃で90分加温し還元処理を実施した。90分間の還元反応後、反応液をSuperdex 200 p
gを充填したカラムを用いて精製し、Fabフラクションを得た。
【００７０】
　17.14mg/mlのALPを含む5mMトリス塩酸緩衝液（pH7.0、5mM MgCl2、0.1mM ZnCl2、50% g
lycerolを含む） 0.1mlをPD-10カラム（GEヘルスケア・ジャパン社の製品）に供し、緩衝
液を50mM ホウ酸ナトリウム緩衝液（pH7.6、1mM MgCl2および0.1mM ZnCl2を含む）に置換
した。得られたALP溶液は1mg/mlに調製した。ALP溶液0.5mlに対し、N-(6-マレイミドカプ
ロイルオキシ)スクシンイミド（以下「EMCS」と記す。)を含むジメチルホルムアミド溶液
（EMCS濃度 17mg/ml）を2.25ml添加し、37℃で30分間反応させた。反応混合液はPD-10カ
ラムに供し、0.1M トリス塩酸緩衝液（pH7.0、1mM MgCl2および0.1mM ZnCl2を含む）に置
換し、マレイミド化ALP溶液を得た。
【００７１】
　前記反応にて調製したFab抗体溶液とマレイミド化ALP溶液を混合し、4℃で一昼夜反応
させた。反応液はSuperdex 200 pgを充填したカラムを用いて精製し、ALP標識Fabフラク
ションを得た。得られたALP標識Fab溶液を濃縮し所定濃度に調製し、ALP標識Fab抗体溶液
を作製した。
【００７２】
参考例4  （モノクローナル抗体固定化マイクロプレートの調製）
　参考例2にて得られたモノクローナル抗体BL002を10mMトリス塩酸緩衝生理食塩水（pH7.
5、以下「TBS」と記す。）にて20μg/mlに調製した。得られた抗体溶液を平底マイクロプ
レートの各ウェルに100μlずつ加え37℃で１時間静置した。その後、0.05% Tween20含有T
BSにて複数回洗浄し、1% ウシ血清アルブミン（以下「BSA」と記す）含有TBS溶液を350μ
lずつ添加し、室温で1時間静置してブロッキング処理をした。ウェル内の溶液を除去した
後、風乾させ、モノクローナル抗体固定化マイクロプレートを作製した。
【００７３】
比較例　（酵素サイクリング反応によるMPB64の測定：従来法）
　ALP標識抗MPB64 Fab抗体、酵素サイクリング反応基質としてA3P及び酵素サイクリング
反応酵素として3α-HSDを用いる酵素サイクリング反応試液として以下の様に調製し測定
を行った。
【００７４】
反応試液1
　　　0.1 M トリス塩酸緩衝液（pH 9.0）
　　　2.0 mM チオNAD
　　　0.5 mM NADH
　　　0.1 mM 17β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphate
　　　20 U/ml 3α-Hydroxysteroid dehydrogenase
【００７５】
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測定方法
　参考例4にて作製したモノクローナル抗体固定化マイクロプレートに、参考例1で調製し
た被験試料をサンプル希釈液（0.1% BSAおよび0.01% Tween20を含むTBS）で1x105倍希釈
したものを100μl添加し、室温で1時間振とうさせた。次にウェル内の溶液を吸引除去後
、0.05% Tween 20を含むTBSで3回洗浄し、参考例3にて作製したALP標識Fab抗体を2.5μg/
mlの濃度で含有する抗体溶液を100μl加え、室温にて1時間振とうさせた。ウェル内の溶
液を吸引除去後、0.05% Tween 20を含むTBSで3回洗浄した。次に各ウェルに前記反応試液
1を100μlずつ添加し、37℃で加温しながらマイクロプレートリーダー（コロナ社製SH-90
00）で405nmのフィルターを使用し、反応試液添加後5分ごとに各ウェルの吸光度を測定し
た。なお、被験試料を添加せずサンプル希釈液のみを同様に測定したものをブランク値と
し、測定値からブランク値を差し引いた吸光度（以下「ΔO.D.」と記す。）を算出した。
得られたΔO.D.をプロットしたグラフを図1に示す。
【００７６】
実施例1　（グルタミン酸デヒドロゲナーゼを組み合わせた酵素サイクリング反応によるM
PB64の測定）
　ALP標識抗MPB64 Fab抗体、酵素サイクリング反応基質としてA3P及び酵素サイクリング
反応酵素として3α-HSDを用いる酵素サイクリング反応試液1に、酵素サイクリング反応の
結果生じるNADをNADHへ還元し回復させる反応系として、グルタミン酸デヒドロゲナーゼ
（Glutamate Dehydrogenase、微生物由来）及び前記酵素基質としてL-グルタミン酸（L-G
lutamate）を加え、以下に示す反応試液2を調製し測定を行った。
【００７７】
反応試液2
　　　0.1 M トリス塩酸緩衝液（pH 9.0）
　　　2.0 mM チオNAD
　　　0.5 mM NADH
　　　0.1 mM 17β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphate
　　　20 U/ml 3α-Hydroxysteroid dehydrogenase
　　　20 U/ml Glutamate Dehydrogenase
　　　2.0 mM L-Glutamate
【００７８】
測定方法
　参考例4にて作製したモノクローナル抗体固定化マイクロプレートに、参考例1で調製し
た被験試料をサンプル希釈液（0.1% BSAおよび0.01% Tween20を含むTBS）で1x105倍希釈
したものを100μl添加し、室温で1時間振とうさせた。次にウェル内の溶液を吸引除去後
、0.05% Tween 20を含むTBSで3回洗浄し、参考例3にて作製したALP標識Fab抗体を2.5μg/
mlの濃度で含有する抗体溶液を100μl加え、室温にて1時間振とうさせた。ウェル内の溶
液を吸引除去後、0.05% Tween 20を含むTBSで3回洗浄した。次に各ウェルに前記反応試液
2を100μlずつ添加し、37℃で加温しながらマイクロプレートリーダー（コロナ社製SH-90
00）で405nmのフィルターを使用し、反応試液添加後5分ごとに各ウェルの吸光度を測定し
た。被験試料を添加せずサンプル希釈液のみを同様に測定したものをブランク値とし、測
定値からブランク値を差し引いた吸光度（以下「ΔO.D.」と記す。）を算出した。
【００７９】
　得られたΔO.D.をプロットしたグラフを図2に示す。反応試液2を添加した60分後におい
てもΔO.D.は平衡に達していないことから、酵素サイクリング反応により生じたNADを、
グルタミン酸デヒドロゲナーゼによるL-グルタミン酸からα-ケトグルタル酸への酵素反
応過程において、補酵素としてNADを消費しNADHを生成する反応が進行し、結果として酵
素サイクリング反応試液におけるNADH濃度の減少が抑制され、チオNADHを生成する反応が
継続的に進行していることが確認された。したがって比較例1に示される従来の酵素サイ
クリング反応による測定方法より、高感度かつ測定レンジの広い測定方法であることが確
認された。
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【００８０】
実施例2　（ロイシンデヒドロゲナーゼを組み合わせた酵素サイクリング反応によるMPB64
の測定）
　ALP標識抗MPB64 Fab抗体、酵素サイクリング反応基質としてA3P及び酵素サイクリング
反応酵素として3α-HSDを用いる酵素サイクリング反応試液1に、酵素サイクリング反応の
結果生じるNADをNADHへ還元し回復させる反応系として、ロイシンデヒドロゲナーゼ（Leu
cine dehydrogenase、Bacillus sp.由来）及び前記酵素基質としてL-ロイシン（L-Leucin
e）を加え、以下に示す反応試液3を調製し測定を行った。
【００８１】
反応試液3
　　　0.1 M トリス塩酸緩衝液（pH 9.0）
　　　2.0 mM チオNAD
　　　0.5 mM NADH
　　　0.1 mM 17β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphate
　　　20 U/ml 3α-Hydroxysteroid dehydrogenase
　　　20 U/ml Leucine dehydrogenase
　　　2.0 mM L-Leucine
【００８２】
測定方法
　測定は実施例1に記載した方法に準拠して行った。得られたΔO.D.をプロットしたグラ
フを図3に示す。
【００８３】
　反応試液3を添加した60分後においてもΔO.D.は平衡に達していないことから、酵素サ
イクリング反応により生じたNADを、ロイシンデヒドロゲナーゼによるL-ロイシンから4-
メチル-2-オキソペンタン酸への酵素反応過程において、補酵素としてNADを消費しNADHを
生成する反応が進行し、結果として酵素サイクリング反応試液におけるNADH濃度の減少が
抑制され、チオNADHを生成する反応が継続的に進行していることが確認された。したがっ
て比較例1に示される従来の酵素サイクリング反応による測定方法より、高感度かつ測定
レンジの広い測定方法であることが確認された。
【００８４】
実施例3　（アラニンデヒドロゲナーゼを組み合わせた酵素サイクリング反応によるMPB64
の測定）
　ALP標識抗MPB64 Fab抗体、酵素サイクリング反応基質としてA3P及び酵素サイクリング
反応酵素として3α-HSDを用いる酵素サイクリング反応試液1に、酵素サイクリング反応の
結果生じるNADをNADHへ還元し回復させる反応系として、アラニンデヒドロゲナーゼ（Ala
nine dehydrogenase、Bacillus cereus遺伝子組み換え大腸菌由来）及び前記酵素基質と
してL-アラニン（L-Alanine）を加え、以下に示す反応試液4を調製し測定を行った。
【００８５】
反応試液4
　　　0.1 M トリス塩酸緩衝液（pH 9.0）
　　　2.0 mM チオNAD
　　　0.5 mM NADH
　　　0.1 mM 17β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphate
　　　20 U/ml 3α-Hydroxysteroid dehydrogenase
　　　20 U/ml Alanine dehydrogenase
　　　2.0 mM L-Alanine
【００８６】
測定方法
　測定は実施例1に記載した方法に準拠して行った。得られたΔO.D.をプロットしたグラ
フを図4に示す。
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　反応試液4を添加した60分後においてもΔO.D.は平衡に達していないことから、酵素サ
イクリング反応により生じたNADを、アラニンデヒドロゲナーゼによるL-アラニンからピ
ルビン酸への酵素反応過程において、補酵素としてNADを消費しNADHを生成する反応が進
行し、結果として酵素サイクリング反応試液におけるNADH濃度の減少が抑制され、チオNA
DHを生成する反応が継続的に進行していることが確認された。したがって比較例1に示さ
れる従来の酵素サイクリング反応による測定方法より、高感度かつ測定レンジの広い測定
方法であることが確認された。
【００８７】
実施例4　（フェニルアラニンデヒドロゲナーゼを組み合わせた酵素サイクリング反応に
よるMPB64の測定）
　ALP標識抗MPB64 Fab抗体、酵素サイクリング反応基質としてA3P及び酵素サイクリング
反応酵素として3α-HSDを用いる酵素サイクリング反応試液1に、酵素サイクリング反応の
結果生じるNADをNADHへ還元し回復させる反応系として、L-フェニルアラニンデヒドロゲ
ナーゼ（L-Phenylalanine dehydrogenase、Sporosarcina sp.由来）及び前記酵素基質と
してL-フェニルアラニン（L-Phenylalanine）を加え、以下に示す反応試液5を調製し測定
を行った。
【００８８】
反応試液5
　　　0.1 M トリス塩酸緩衝液（pH 9.0）
　　　2.0 mM チオNAD
　　　0.5 mM NADH
　　　0.1 mM 17β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphate
　　　20 U/ml 3α-Hydroxysteroid dehydrogenase
　　　20 U/ml L-Phenylalanine dehydrogenase
　　　2.0 mM L-Phenylalanine
【００８９】
測定方法
　測定は実施例1に記載した方法に準拠して行った。得られたΔO.D.をプロットしたグラ
フを図5に示す。
　反応試液5を添加した60分後においてもΔO.D.は平衡に達していないことから、酵素サ
イクリング反応により生じたNADを、L-フェニルアラニンデヒドロゲナーゼによるL-フェ
ニルアラニンからフェニルピルビン酸への酵素反応過程において、補酵素としてNADを消
費しNADHを生成する反応が進行し、結果として酵素サイクリング反応試液におけるNADH濃
度の減少が抑制され、チオNADHを生成する反応が継続的に進行していることが確認された
。したがって比較例1に示される従来の酵素サイクリング反応による測定方法より、高感
度かつ測定レンジの広い測定方法であることが確認された。
【００９０】
実施例5　（リンゴ酸デヒドロゲナーゼを組み合わせた酵素サイクリング反応によるMPB64
の測定）
　ALP標識抗MPB64 Fab抗体、酵素サイクリング反応基質としてA3P及び酵素サイクリング
反応酵素として3α-HSDを用いる酵素サイクリング反応試液1に、酵素サイクリング反応の
結果生じるNADをNADHへ還元し回復させる反応系として、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ（Mal
ate dehydrogenase、微生物由来）及び前記酵素基質としてリンゴ酸（L-Malate）を加え
、以下に示す反応試液6を調製し測定を行った。
【００９１】
反応試液6
　　　0.1 M トリス塩酸緩衝液（pH 9.0）
　　　2.0 mM チオNAD
　　　0.5 mM NADH
　　　0.1 mM 17β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphate
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　　　20 U/ml 3α-Hydroxysteroid dehydrogenase
　　　20 U/ml Malate dehydrogenase
　　　2.0 mM L-Malate 
【００９２】
測定方法
　測定は実施例1に記載した方法に準拠して行った。得られたΔO.D.をプロットしたグラ
フを図6に示す。
【００９３】
　反応試液6を添加した60分後においてもΔO.D.は平衡に達していないことから、酵素サ
イクリング反応により生じたNADを、リンゴ酸デヒドロゲナーゼによるリンゴ酸からオキ
サロ酢酸への酵素反応過程において、補酵素としてNADを消費しNADHを生成する反応が進
行し、結果として酵素サイクリング反応試液におけるNADH濃度の減少が抑制され、チオNA
DHを生成する反応が継続的に進行していることが確認された。したがって比較例1に示さ
れる従来の酵素サイクリング反応による測定方法より、高感度かつ測定レンジの広い測定
方法であることが確認された。
【００９４】
実施例6　（D-3-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼを組み合わせた酵素サイクリング反応
によるMPB64の測定）
　ALP標識抗MPB64 Fab抗体、酵素サイクリング反応基質としてA3P及び酵素サイクリング
反応酵素として3α-HSDを用いる酵素サイクリング反応試液1に、酵素サイクリング反応の
結果生じるNADをNADHへ還元し回復させる反応系として、D-3-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲ
ナーゼ（D-3-Hydroxybutyrate dehydrogenase 、Pseudomonas sp.由来）及び前記酵素基
質としてD-3-ヒドロキシ酪酸（D-3-Hydroxybutyrate）を加え、以下に示す反応試液7を調
製し測定を行った。
【００９５】
反応試液7
　　　0.1 M トリス塩酸緩衝液（pH 9.0）
　　　2.0 mM チオNAD
　　　0.5 mM NADH
　　　0.1 mM 17β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphate
　　　20 U/ml 3α-Hydroxysteroid dehydrogenase
　　　20 U/ml D-3-Hydroxybutyrate dehydrogenase
　　　2.0 mM D-3-Hydroxybutyrate
【００９６】
測定方法
　測定は実施例1に記載した方法に準拠して行った。得られたΔO.D.をプロットしたグラ
フを図7に示す。
　反応試液7を添加した60分後においてもΔO.D.は平衡に達していないことから、酵素サ
イクリング反応により生じたNADを、D-3-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼによるD-3-ヒ
ドロキシ酪酸からアセト酢酸への酵素反応過程において、補酵素としてNADを消費しNADH
を生成する反応が進行し、結果として酵素サイクリング反応試液におけるNADH濃度の減少
が抑制され、チオNADHを生成する反応が継続的に進行していることが確認された。したが
って比較例1に示される従来の酵素サイクリング反応による測定方法より、高感度かつ測
定レンジの広い測定方法であることが確認された。
【００９７】
実施例7　（乳酸デヒドロゲナーゼを組み合わせた酵素サイクリング反応によるMPB64の測
定）
　ALP標識抗MPB64 Fab抗体、酵素サイクリング反応基質としてA3P及び酵素サイクリング
反応酵素として3α-HSDを用いる酵素サイクリング反応試液1に、酵素サイクリング反応の
結果生じるNADをNADHへ還元し回復させる反応系として、L-乳酸デヒドロゲナーゼ（Lacta
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te Dehydrogenase、遺伝子組み換え大腸菌由来）及び前記酵素基質としてL-乳酸（L-lact
ate）を加え、以下に示す反応試液8を調製し測定を行った。
【００９８】
反応試液8
　　　0.1 M トリス塩酸緩衝液（pH 9.0）
　　　2.0 mM チオNAD
　　　0.5 mM NADH
　　　0.1 mM 17β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphate
　　　20 U/ml 3α-Hydroxysteroid dehydrogenase
　　　20 U/ml Lactate Dehydrogenase
　　　2.0 mM L-lactate
【００９９】
測定方法
　測定は実施例1に記載した方法に準拠して行った。得られたΔO.D.をプロットしたグラ
フを図8に示す。
　反応試液8を添加した60分後においてもΔO.D.は平衡に達していないことから、酵素サ
イクリング反応により生じたNADを、L-乳酸デヒドロゲナーゼによるL-乳酸からピルビン
酸への酵素反応過程において、補酵素としてNADを消費しNADHを生成する反応が進行し、
結果として酵素サイクリング反応試液におけるNADH濃度の減少が抑制され、チオNADHを生
成する反応が継続的に進行していることが確認された。したがって比較例1に示される従
来の酵素サイクリング反応による測定方法より、高感度かつ測定レンジの広い測定方法で
あることが確認された。
【０１００】
実施例8
　参考例1で調製した被験試料をサンプル希釈液で希釈倍数1X107、1X106、1X105、1X104

、1X103倍に希釈した各被験試料を実施例1にて調製した反応試液2を用い、補酵素としてN
ADを消費しNADHを生成する反応を組み合わせた酵素サイクリング法（以下「改良法」と称
する）により被験試料中のMPB64の測定を実施した。対照として、比較例1にて調製した反
応試液1を用いた従来の酵素サイクリング法（従来法、特許文献2に記載の方法に準じた方
法）により同希釈系列の被験試料を測定した。
【０１０１】
反応試液1（従来法）
　　　0.1 M トリス塩酸緩衝液（pH 9.0）
　　　2.0 mM チオNAD
　　　0.5 mM NADH
　　　0.1 mM 17β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphate
　　　20 U/ml 3α-Hydroxysteroid dehydrogenase
【０１０２】
反応試液2（改良法）
　　　0.1 M トリス塩酸緩衝液（pH 9.0）
　　　2.0 mM チオNAD
　　　0.5 mM NADH
　　　0.1 mM 17β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphate
　　　20 U/ml 3α-Hydroxysteroid dehydrogenase
　　　20 U/ml Glutamate Dehydrogenase
　　　2.0 mM L-Glutamate
【０１０３】
測定方法
　測定は、希釈倍数1X107、1X106、1X105、1X104、1X103倍に希釈し調製した各被験試料
を反応試液1（従来法）と反応試液2（改良法）による二方法で測定した。それ以外は実施
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例1に記載した方法に準拠して行った。反応試液添加60分後のΔO.D.をプロットしたグラ
フを図9に示す。
【０１０４】
　反応試液1を用いた従来法と比較して、反応試液2を用いた改良法は、各希釈倍数の被験
試料に対して吸光度が直線性を保つ範囲が広いこと、及び、吸光度が頭打ちになる現象を
起こす被験試料の希釈倍数が低い、つまりは高濃度の被験試料でも定量的に測定が可能で
あることが確認された。これは、酵素サイクリング反応系において、グルタミン酸デヒド
ロゲナーゼによるL-グルタミン酸からα-ケトグルタル酸への酵素反応が同時に進行し、
酵素サイクリング反応の結果反応系内に生じたNADをグルタミン酸デヒドロゲナーゼが補
酵素としてNADを消費しNADHを生成する反応が起こり、結果として反応系内におけるNADH
濃度の減少が抑制され（従来法よりもNADH濃度が維持され）、チオNADHを生成する反応が
進んだ結果であると考えられた。したがって、本発明の方法は、従来法よりも高感度かつ
測定レンジの広い測定方法であることが確認された。
【産業上の利用可能性】
【０１０５】
　本発明は、高感度かつ簡便な測定が要求される臨床検査分野や食品検査分野を含む広い
分野において好適に利用可能である。
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