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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
抗体酵素複合体を用いる酵素活性測定方法であって、抗体酵素複合体の酵素としてアルカ
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
ーゼまたはペルオキシダーゼを用い、
上記酵素の基質として下記一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体を用い、

【化１】

(i) 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、アルカリホスファターゼの基質と
して用いる場合には、
式中、Xはリン酸基、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y
2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基であり、
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(ii) 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、グルコシダーゼ、ガラクトシダー
ゼ、フルクトシダーゼまたはマンノシダーゼの基質として用いる場合は、
式中、Xは糖残基であり、糖残基はグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマン
ノースから成る群から選ばれる1種であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、また
は、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基
であり、
(iii) 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、ペルオキシダーゼの基質として
用いる場合は、
式中、Xは-O-CO-R(但し、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基である)であり、
Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のア
ルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基であり、
前記酵素反応の生成物の定量は、NADHおよび／またはNADPH、チオNADおよび／またはチオ
NADP、並びにヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)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、前記方法。
【請求項２】
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、
酵素標識核酸プローブの酵素として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、マンノシダーゼまたはペルオキシダーゼを用い、上記酵素
の基質として下記一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体を用い、

【化２】

(i) 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、アルカリホスファターゼの基質と
して用いる場合には、
式中、Xはリン酸基、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y
2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基であり、
(ii) 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、グルコシダーゼ、ガラクトシダー
ゼ、フルクトシダーゼまたはマンノシダーゼの基質として用いる場合は、
式中、Xは糖残基であり、糖残基はグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマン
ノースから成る群から選ばれる1種であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、また
は、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基
であり、
(iii) 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、ペルオキシダーゼの基質として
用いる場合は、
式中、Xは-O-CO-R(但し、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基である)であり、
Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のア
ルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基であり、
前記酵素反応の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、並びにヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)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
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色の変化を計測することで行う、前記方法。
【請求項３】
前記酵素がアルカリホスファターゼであり、
一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、
式中、Xはリン酸基、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y
2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である、請求項1または
2に記載の方法。
【請求項４】
前記酵素がグルコシダーゼ、ガラクトシダーゼ、フルクトシダーゼまたはマンノシダーゼ
であり、一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、
式中、Xは糖残基であり、糖残基はグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマン
ノースから成る群から選ばれる1種であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、また
は、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基
である、請求項1または2に記載の方法。
【請求項５】
前記酵素がペルオキシダーゼであり、一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、
の基質として用いる場合は、
式中、Xは-O-CO-R(但し、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基である)であり、
Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のア
ルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である、請求項1または2に記載の方法。
【請求項６】
以下の(1)～(5)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アルカリホスファターゼ
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体
【化３】

(式中、Xはリン酸基、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、
Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である)、
(3)ヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
【請求項７】
以下の(1)～(5)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グルコシダーゼ、ガラクトシダーゼ、
フルクトシダーゼまたはマンノシダーゼ
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体
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【化４】

(式中、Xは糖残基であり、糖残基はグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマン
ノースから成る群から選ばれる1種であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、また
は、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基
である)、
(3)ヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
【請求項８】
以下の(1)～(5)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ペルオキシダーゼ、
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体

【化５】

(式中、Xは-O-CO-R(但し、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基である)であり
、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6の
アルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である)、
(3)ヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
【請求項９】
以下の(1)～(5)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アルカリホスファターゼ、
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体
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【化６】

(式中、Xはリン酸基、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、
Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である)
(3)ヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)、
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
【請求項１０】
以下の(1)～(5)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グルコシダーゼ、ガラクトシダ
ーゼ、フルクトシダーゼまたはマンノシダーゼ、
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体
【化７】

(式中、Xは糖残基であり、糖残基はグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマン
ノースから成る群から選ばれる1種であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、また
は、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基
である)、
(3)ヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)、
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
【請求項１１】
以下の(1)～(5)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ペルオキシダーゼ、
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体
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【化８】

(式中、Xは-O-CO-R(但し、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基である)であり
、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6の
アルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である)、
(3)ヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)、
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
【請求項１２】
下記一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体。
【化９】

(式中、X、Y1およびY2の定義は、以下の(A)、(B)および(C)のいずれかである。
(A)Xはリン酸基であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり
、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基または炭素数1～6のアルキル基である、
(B)Xはグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマンノースから成る群から選ばれ
る1種の糖残基であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり
、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である、
(C)Xは-O-CO-Rであり、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基であり、Y1及びY2

が共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ
基、または炭素数1～6のアルキル基である。)
【請求項１３】
X、Y1およびY2の定義は、(A)Xはリン酸基であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか
、または、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基または炭素数1～6のアルキ
ル基である、請求項12に記載のアンドロステロン誘導体。
【請求項１４】
X、Y1およびY2の定義は、(B)Xはグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマンノ
ースから成る群から選ばれる1種の糖残基であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか
、または、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアル
キル基である、請求項12に記載のアンドロステロン誘導体。
【請求項１５】
X、Y1およびY2の定義は、(C)Xは-O-CO-Rであり、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェ
ニル基であり、Y1及びY2が共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、
炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である、請求項12に記載のア
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【発明の詳細な説明】
【関連出願の相互参照】
【０００１】
　本出願は、２０１１年３月２３日出願の日本特願２０１１－６３５５９号の優先権を主
張し、その全記載は、ここに特に開示として援用される。
【技術分野】
【０００２】
　本発明は、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
素に対して特定の酵素基質を用いることで、これらの酵素の活性測定に用いるチオNADサ
イクリング法における阻害を回避して、標的タンパク質および核酸の超高感度測定を可能
にする方法に関する。さらに本発明は、上記タンパク質と核酸の高感度測定法およびキッ
トに用いることができる新規な酵素基質も提供する。
【背景技術】
【０００３】
　タンパク質や核酸の高感度測定法としてラジオイムノアッセイ（RIA）法が技術的に確
立されているが、検出装置の感度を上げる以外に、現状では10-16mole程度以上の高感度
化は技術的に不可能である。しかも、RIA法では測定の場がアイソトープ実験施設に限定
されるだけではなく、短寿命の核種を使用すれば試薬の使用期限が極端に短くなる上に、
測定感度も急激に低下する。さらに、放射能測定法に特有の放射性廃棄物の問題も抱えて
いる。特に長寿命の核種を使用する場合の廃棄の問題は大きい。したがって、近年、タン
パク質や核酸の高感度測定法の開発研究は「非放射性」をキーワードとして展開されてき
た。それゆえ、RIA法に関する研究開発や技術的改良はほとんど行われていない現状であ
る。
【０００４】
　RIA法に代わる高感度測定法として、タンパク質の測定には酵素免疫測定法(ELISA法)[
図１]が、核酸の測定にはPCR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。
【０００５】
　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。
【０００６】
　WO2008/117816（特許文献1）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。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は以下の通りである。
[1]
抗体酵素複合体を用いる酵素活性測定方法であって、抗体酵素複合体の酵素としてアルカ
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
ーゼまたはペルオキシダーゼを用い、
上記酵素の基質として下記一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体を用い、
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【化１】

(i) 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、アルカリホスファターゼの基質と
して用いる場合には、
式中、Xはリン酸基、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y
2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基であり、
(ii) 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、グルコシダーゼ、ガラクトシダー
ゼ、フルクトシダーゼまたはマンノシダーゼの基質として用いる場合は、
式中、Xは糖残基であり、糖残基はグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマン
ノースから成る群から選ばれる1種であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、また
は、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基
であり、
(iii) 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、ペルオキシダーゼの基質として
用いる場合は、
式中、Xは-O-CO-R(但し、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基である)であり、
Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のア
ルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基であり、
前記酵素反応の生成物の定量は、NADHおよび／またはNADPH、チオNADおよび／またはチオ
NADP、並びにヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)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、前記方法。
[2]
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、
酵素標識核酸プローブの酵素として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、マンノシダーゼまたはペルオキシダーゼを用い、上記酵素
の基質として下記一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体を用い、
【化２】

(i) 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、アルカリホスファターゼの基質と
して用いる場合には、
式中、Xはリン酸基、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y
2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基であり、
(ii) 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、グルコシダーゼ、ガラクトシダー
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ゼ、フルクトシダーゼまたはマンノシダーゼの基質として用いる場合は、
式中、Xは糖残基であり、糖残基はグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマン
ノースから成る群から選ばれる1種であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、また
は、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基
であり、
(iii) 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、ペルオキシダーゼの基質として
用いる場合は、
式中、Xは-O-CO-R(但し、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基である)であり、
Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のア
ルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基であり、
前記酵素反応の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、並びにヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)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、前記方法。
[3]
前記酵素がアルカリホスファターゼであり、
一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、
式中、Xはリン酸基、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y
2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である、[1]または[2]
に記載の方法。
[4]
前記酵素がグルコシダーゼ、ガラクトシダーゼ、フルクトシダーゼまたはマンノシダーゼ
であり、一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、
式中、Xは糖残基であり、糖残基はグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマン
ノースから成る群から選ばれる1種であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、また
は、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基
である、[1]または[2]に記載の方法。
[5]
前記酵素がペルオキシダーゼであり、一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、
の基質として用いる場合は、
式中、Xは-O-CO-R(但し、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基である)であり、
Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のア
ルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である、[1]または[2]に記載の方法。
[6]
以下の(1)～(5)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アルカリホスファターゼ
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体
【化３】

(式中、Xはリン酸基、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、
Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である)、
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(3)ヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
[7]
以下の(1)～(5)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グルコシダーゼ、ガラクトシダーゼ、
フルクトシダーゼまたはマンノシダーゼ
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体
【化４】

(式中、Xは糖残基であり、糖残基はグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマン
ノースから成る群から選ばれる1種であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、また
は、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基
である)、
(3)ヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
[8]
以下の(1)～(5)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ペルオキシダーゼ、
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体

【化５】

(式中、Xは-O-CO-R(但し、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基である)であり
、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6の
アルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である)、
(3)ヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
[9]
以下の(1)～(5)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アルカリホスファターゼ、
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体
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【化６】

(式中、Xはリン酸基、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、
Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である)
(3)ヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)、
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
[10]
以下の(1)～(5)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グルコシダーゼ、ガラクトシダ
ーゼ、フルクトシダーゼまたはマンノシダーゼ、
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体
【化７】

(式中、Xは糖残基であり、糖残基はグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマン
ノースから成る群から選ばれる1種であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、また
は、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基
である)、
(3)ヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)、
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
[11]
以下の(1)～(5)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ペルオキシダーゼ、
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体
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【化８】

(式中、Xは-O-CO-R(但し、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基である)であり
、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6の
アルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である)、
(3)ヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)、
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
[12]
下記一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体。
【化９】

(式中、X、Y1およびY2の定義は、以下の(A)、(B)および(C)のいずれかである。
(A)Xはリン酸基であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり
、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基または炭素数1～6のアルキル基である、
(B)Xはグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマンノースから成る群から選ばれ
る1種の糖残基であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり
、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である、
(C)Xは-O-CO-Rであり、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基であり、Y1及びY2

が共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ
基、または炭素数1～6のアルキル基である。)
[13]
X、Y1およびY2の定義は、(A)Xはリン酸基であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか
、または、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基または炭素数1～6のアルキ
ル基である、[12]に記載のアンドロステロン誘導体。
[14]
X、Y1およびY2の定義は、(B)Xはグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマンノ
ースから成る群から選ばれる1種の糖残基であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか
、または、Y1は水素であり、Y2は、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアル
キル基である、[12]に記載のアンドロステロン誘導体。
[15]
X、Y1およびY2の定義は、(C)Xは-O-CO-Rであり、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェ
ニル基であり、Y1及びY2が共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、
炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である、[12]に記載のアンド
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ロステロン誘導体。
【０００８】
　そこで本発明の目的は、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を組み合わせた特許文献1に記載の方法において、上記標
識酵素に対する基質の問題点を解決した、タンパク質または核酸の比色測定による高感度
測定法検出方法が最も簡便な比色法を用い、感度を幾何級数的に高めた測定法を提供する
ことである。具体的には感度を10-18moles 以上に高めた測定法を提供することである。
【０００９】
　そこで、本発明者らは、上記課題を解決した標識酵素に対する基質となり得る化合物を
見出しまたは新たな化合物を提供し、さらにこれらの基質を用いることで、上記課題を解
決できることを見いだして、本発明を完成させた。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明は以下の通りである。
[1]
抗体酵素複合体を用いる酵素活性測定方法であって、抗体酵素複合体の酵素としてアルカ
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
ーゼまたはペルオキシダーゼを用い、
上記酵素の基質として下記一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体を用い、
【化１】

(i)一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、アルカリホスファターゼの基質とし
て用いる場合には、
式中、Xはリン酸基、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y
2は、水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基であり
、
(ii) 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、グルコシダーゼ、ガラクトシダー
ゼ、フルクトシダーゼまたはマンノシダーゼの基質として用いる場合は、
式中、Xは糖残基であり、糖残基はグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマン
ノースから成る群から選ばれる1種であり、Y1及びY2は共同でメチレン基または酸素原子
であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、
または炭素数1～6のアルキル基であり、
(iii) 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、ペルオキシダーゼの基質として
用いる場合は、
式中、Xは-O-CO-R(但し、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基である)であり、
Y1及びY2は共同でメチレン基または酸素原子であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、
水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基であり、
前記酵素反応の生成物の定量は、NADHおよび／またはNADPH、チオNADおよび／またはチオ
NADP、並びにヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)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、前記方法。
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[2]
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、
酵素標識核酸プローブの酵素として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、マンノシダーゼまたはペルオキシダーゼを用い、上記酵素
の基質として下記一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体を用い、
【化２】

(i)一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、アルカリホスファターゼの基質とし
て用いる場合には、
式中、Xはリン酸基、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y
2は、水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基であり
、
(ii) 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、グルコシダーゼ、ガラクトシダー
ゼ、フルクトシダーゼまたはマンノシダーゼの基質として用いる場合は、
式中、Xは糖残基であり、糖残基はグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマン
ノースから成る群から選ばれる1種であり、Y1及びY2は共同でメチレン基または酸素原子
であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、
または炭素数1～6のアルキル基であり、
(iii) 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、ペルオキシダーゼの基質として
用いる場合は、
式中、Xは-O-CO-R(但し、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基である)であり、
Y1及びY2は共同でメチレン基または酸素原子であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、
水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基であり、
前記酵素反応の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、並びにヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)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、前記方法。
[3]
前記酵素がアルカリホスファターゼであり、
一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、
式中、Xはリン酸基、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、Y
2は、水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である
、[1]または[2]に記載の方法。
[4]
前記酵素がグルコシダーゼ、ガラクトシダーゼ、フルクトシダーゼまたはマンノシダーゼ
であり、一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、
式中、Xは糖残基であり、糖残基はグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマン
ノースから成る群から選ばれる1種であり、Y1及びY2は共同でメチレン基または酸素原子
であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、
または炭素数1～6のアルキル基である、[1]または[2]に記載の方法。
[5]
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前記酵素がペルオキシダーゼであり、一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、
式中、Xは-O-CO-R(但し、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基である)であり、
Y1及びY2は共同でメチレン基または酸素原子であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、
水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である、[1]
または[2]に記載の方法。
[6]
以下の(1)～(5)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アルカリホスファターゼ
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体
【化３】

(式中、Xはリン酸基、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、
Y2は、水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である
)、
(3)ヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
[7]
以下の(1)～(5)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グルコシダーゼ、ガラクトシダーゼ、
フルクトシダーゼまたはマンノシダーゼ
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体

【化４】

(式中、Xは糖残基であり、糖残基はグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマン
ノースから成る群から選ばれる1種であり、Y1及びY2は共同でメチレン基または酸素原子
であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、
または炭素数1～6のアルキル基である)、
(3)ヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
[8]
以下の(1)～(5)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ペルオキシダーゼ、
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(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体
【化５】

(式中、Xは-O-CO-R(但し、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基である)であり
、Y1及びY2は共同でメチレン基または酸素原子であるか、または、Y1は水素であり、Y2は
、水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である)、
(3)ヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
[9]
以下の(1)～(5)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アルカリホスファターゼ、
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体

【化６】

(式中、Xはリン酸基、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり、
Y2は、水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である
)
(3)ヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)、
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
[10]
以下の(1)～(5)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グルコシダーゼ、ガラクトシダ
ーゼ、フルクトシダーゼまたはマンノシダーゼ、
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体
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【化７】

(式中、Xは糖残基であり、糖残基はグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマン
ノースから成る群から選ばれる1種であり、Y1及びY2は共同でメチレン基または酸素原子
であるか、または、Y1は水素であり、Y2は、水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、
または炭素数1～6のアルキル基である)、
(3)ヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)、
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
[11]
以下の(1)～(5)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ペルオキシダーゼ、
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体

【化８】

(式中、Xは-O-CO-R(但し、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基である)であり
、Y1及びY2は共同でメチレン基または酸素原子であるか、または、Y1は水素であり、Y2は
、水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である)、
(3)ヒドロキシステロイド脱水素酵素(HSD)、
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
[12]
下記一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体。
【化９】

(式中、X、Y1およびY2の定義は、以下の(A)、(B)および(C)のいずれかである。
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(A)Xはリン酸基であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり
、Y2は水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基または炭素数1～6のアルキル基である、
(B)Xはグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマンノースから成る群から選ばれ
る1種の糖残基であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり
、Y2は水素、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である、
(C)Xは-O-CO-Rであり、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基であり、Y1及びY2

が共同でメチレン基または酸素原子であるか、または、Y1は水素であり、Y2は水素、水酸
基、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である。)
[13]
X、Y1およびY2の定義は、(A)Xはリン酸基であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか
、または、Y1は水素であり、Y2は水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基または炭素数1～6の
アルキル基である、[12]に記載のアンドロステロン誘導体。
[14]
X、Y1およびY2の定義は、 (B)Xはグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマンノ
ースから成る群から選ばれる1種の糖残基であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか
、または、Y1は水素であり、Y2は水素、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6の
アルキル基である、[12]に記載のアンドロステロン誘導体。
[15]
X、Y1およびY2の定義は、(C)Xは-O-CO-Rであり、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェ
ニル基であり、Y1及びY2が共同でメチレン基または酸素原子であるか、または、Y1は水素
であり、Y2は水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基
である、[12]に記載のアンドロステロン誘導体。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明によれば、測定感度を10-18moles 以上に高めた酵素免疫測定法を提供すること
ができ、標的タンパク質や標的核酸の高感度測定が可能である。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】酵素免疫測定法（ELISA法）の測定原理。
【図２】比較例1で得られたPumilio検量線。
【図３】比較例2で得られたPumilio検量線。
【図４】比較例3で得られたPumilio検量線。
【図５】比較例4で得られたPumilio検量線。
【図６】3α-ヒドロキシアンドロスタン類の例示。
【図７】実施例1で得られたAlkaline phosphatase検量線。
【図８】実施例2で得られたAlkaline phosphatase検量線。
【図９】実施例3で得られたPumilio検量線。
【図１０】実施例4で得られたPumilio検量線。
【図１１】実施例5で得られたβ-Galactosidase検量線。
【図１２】実施例6で得られたβ-Galactosidase検量線。
【図１３】実施例7で得られたβ-Galactosidase検量線。
【図１４】実施例8で得られたβ-Galactosidase検量線。
【図１５】実施例9で得られたβ-Galactosidase検量線。
【図１６】実施例10で得られたPumilio検量線。
【図１７】実施例11で得られたPumilio検量線。
【図１８】実施例12で得られたPumilio検量線。
【図１９】実施例13で得られたPumilio検量線。
【図２０】参考例7で得られたPumilio検量線。
【図２１】参考例8で得られたβ-Galactosidase検量線。
【図２２】実施例14で得られたHorseradish peroxidase検量線。
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【図２３】実施例15で得られたPumilio検量線。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１３】
〔新規基質〕
　本発明は下記一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体に関する。
【化１０】

(式中、X、Y1およびY2の定義は、以下の(A)、(B)および(C)のいずれかである。
(A)Xはリン酸基であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり
、Y2は水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基または炭素数1～6のアルキル基である、
(B)Xはグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマンノースから成る群から選ばれ
る1種の糖残基であり、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、または、Y1は水素であり
、Y2は水素、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である、
(C)Xは-O-CO-Rであり、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基であり、Y1及びY2

が共同でメチレン基または酸素原子であるか、または、Y1は水素であり、Y2は水素、水酸
基、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキル基である。)
【００１４】
　Y2の例である炭素数1～6のアルコキシ基は、例えば、メトキシ基、エトキシ基、プロポ
キシ基などであることができ、炭素数1～6のアルキル基は、例えば、メチル基、エチル基
、iso-プロピル基、n-プロピル基、tert-ブチル基、n-ブチル基、n-ぺンチル基、n-ヘキ
シル基などであることができる。
【００１５】
　糖残基の糖は、グルコース、ガラクトース、フルクトースまたはマンノースであること
ができ、使用する標識酵素により適宜選択することができる。
【００１６】
　-O-CO-Rにおける-CO-は、-(C=O)-を意味し、Rにおける炭素数1～6のアルキル基は、例
えば、メチル基、エチル基、iso-プロピル基、n-プロピル基、tert-ブチル基、n-ブチル
基、n-ぺンチル基、n-ヘキシル基などであることができる。またRはフェニル基であって
もよく、官能基を有していても良い。
【００１７】
　Y1及びY2が共同で酸素原子である場合は、Xは糖残基または-O-CO-Rであり、具体的には
5α-アンドロステロンまたは5β-アンドロステロンの糖誘導体、例えば、グルコシド、ガ
ラクトシド、フルクトシドまたはマンノシドである。尚、グルコシド、ガラクトシド、フ
ルクトシド及びマンノシドは、正式にはそれぞれグルコピラノシド、ガラクトピラノシド
、フルクトピラノシド及びマンノピラノシドと呼称される。
【００１８】
　上記本発明の化合物の具体例は、後述の表1に示す。但し、表1には、本発明の化合物の
具体例以外に、本発明の方法およびキットで使用できる化合物も含まれている。
【００１９】
　上記本発明の化合物は、実施例に記載の方法に基づいてまたは実施例に記載の方法を参
照して合成できる。
【００２０】
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〔酵素サイクリング法〕
　本発明は、抗体酵素複合体を用いる酵素測定方法であって、
抗体酵素複合体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、前記方法に関する。
【００２１】
　上記抗体酵素複合体は、標的タンパク質抗原に特異的な抗体とこの抗体で標識した酵素
とからなり、前記標的タンパク質の測定に用いられる。
【００２２】
　さらに本発明は、酵素標識核酸プローブを用いる核酸プローブ測定方法であって、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、前記方法に関する。
【００２３】
　上記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とこの核酸プ
ローブで標識した酵素とからなり、前記標的核酸の測定に用いられる。
【００２４】
　上記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、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。上記酵素の基質とし
て下記一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体を用いる。
【化１１】

【００２５】
 (i)一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、アルカリホスファターゼの基質と
して用いる場合には、式中、Xはリン酸基、Y1及びY2は共同でメチレン基であるか、また
は、Y1は水素であり、Y2は、水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1
～6のアルキル基である。(i)に含まれるアンドロステロン誘導体は、上記本発明の新規化
合物を含むと共に、さらにY2が、水素である化合物も含む。Y2が、水素である化合物はTe
trahedron, 1999, Vol.55, No.17, p.5465-5482に記載されている。この文献の全記載は
、ここに特に開示として援用される。
【００２６】
 (ii) 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、ガラクトシダーゼ、グルコシダ
ーゼ、フルクトシダーゼまたはマンノシダーゼの基質として用いる場合は、式中、Xは糖
残基であり、糖残基はグルコース、ガラクトース、フルクトースおよびマンノースから成
る群から選ばれる1種であり、Y1及びY2は共同でメチレン基または酸素原子であるか、ま
たは、Y1は水素であり、Y2は、水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数
1～6のアルキル基である。(ii)に含まれるアンドロステロン誘導体は、上記本発明の新規
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化合物を含むと共に、さらにY1及びY2は共同で酸素原子である化合物も含む。Y1及びY2は
共同で酸素原子である化合物の内、Xがグルコースである化合物はCarbohydrate Research
, 1971,  Vol.17, No.1，p.199-207に記載されている。この文献の全記載は、ここに特に
開示として援用される。Y2が水酸基である、化合物の内、Xがグルコースである化合物はP
hytochemistry，1974, Vol.13, No.10，p.2135-2142に記載されている。この文献の全記
載は、ここに特に開示として援用される。
【００２７】
 (iii) 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体は、ペルオキシダーゼの基質として
用いる場合は、式中、Xは-O-CO-R(但し、R は炭素数1～6のアルキル基またはフェニル基
である)であり、Y1及びY2は共同でメチレン基または酸素原子であるか、または、Y1は水
素であり、Y2は、水素、水酸基、炭素数1～6のアルコキシ基、または炭素数1～6のアルキ
ル基である。(iii)に含まれるアンドロステロン誘導体は、上記本発明の新規化合物であ
る。
【００２８】
　本発明の超高感度測定法は、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。
【００２９】
　抗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。
【００３０】
　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。
【００３１】
　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。
【００３２】
　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
。
【００３３】
　本発明の方法において、各成分の濃度は以下の範囲にすることができる。
　（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
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　0.01 u/ml ～ 5000 u/ml
【００３４】
　反応条件は、標識酵素およびデヒドロゲナーゼ(DH)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、標識酵素およびデヒドロゲナーゼ(DH)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。
【００３５】
　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。
【００３６】
　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
用する脱水素酵素（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、脱水素酵素の基質をチオ
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以下の通りである。
【００３７】
【化１２】

【００３８】
　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。
【００３９】
　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脱水
素酵素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。しかしながら、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
感度化に利用した報告は未だない。
　本発明では、標識酵素とサイクリング系を組み合わせることにより、初めて増幅反応を
幾何級数的な反応とすることが可能となり、十分な高感度化を行うことが可能となった。
【００４０】
　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種の脱水素酵素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。
【００４１】
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　本発明で用いる上記酵素複合体として用いる標識酵素とその基質およびそれに続くサイ
クリング反応に用いる脱水素酵素は以下のような性質を持っている。
　（１）標識酵素の生成物がアンドロステロンまたはその誘導体
　（２）市販および汎用されている標識酵素が使用できる
　（３）酵素サイクリングのターンオーバー数が大きい
　（４）酵素サイクリング反応に使用する脱水素酵素に標識酵素のコンタミや標識酵素と
同様の活性がない
【００４２】
　デヒドロゲナーゼ(DH)としては、例えば、3α-ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ
を上げることができる。
【００４３】
　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脱水素酵素の組
合わせの一例として以下のものがあげられるが、もちろんこの組み合わせに限られるわけ
ではない。
【００４４】
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【００４５】
　例えば、上記記載の組合せの中でサイクリング酵素として3α-ヒドロキシステロイドデ
ヒドロゲナーゼを用いる場合、使用可能な基質の候補としては、アンドロステロン、11β
-ヒドロキシアンドロステロン、11-オキソアンドロステロン、11α-ヒドロキシアンドロ
ステロンが挙げられる。
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【００４６】
　サイクリング用の基質としては、酵素の反応速度が速く(基質に対する活性が高い)、低
濃度でも反応する(Km値が小さい)ものが好ましい。また、脱水素酵素として好ましい性質
は、補酵素としてチオNAD(P)を用いた場合の反応速度である。多くの脱水素酵素では、補
酵素としてチオNADを用いた場合の反応速度がNADを用いた場合の数％以内であるのに対し
、3α-ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼによるアンドロステロンの脱水素反応では
、チオNADでの反応速度がNADでの反応速度の約59％もあり、本発明のサイクリング酵素と
して、好ましい性質を有している。しかも組合わせる標識酵素として、汎用されているア
ルカリホスファターゼ（ALP）を用いることが可能であり、アルカリホスファターゼの基
質となるアンドロステロン誘導体の3位リン酸エステルの合成が容易であることも好まし
い組合わせである。
【００４７】
　また、同じように標識酵素として汎用されているグルコシダーゼとアンドロステロン誘
導体のグルコシド、ガラクトシダーゼとアンドロステロン誘導体のガラクトシドも合成が
容易で好ましい組み合わせである。
【００４８】
　また、同じように標識酵素として汎用されているペルオキシダーゼとアンドロステロン
誘導体のペルオキシド、例えば、tert-ブチルペルオキシドも合成が容易で好ましい組み
合わせである。
【００４９】
　アンドロステロン 3-β-Dガラクトシドを基質とした反応例を以下に示す。
【００５０】
【化１３】

【００５１】
　抗体酵素複合体の酵素としてアルカリホスファターゼ(ALP)を用いる酵素免疫測定方法
を例にして、以下に説明する。アルカリホスファターゼ(ALP)は、標識酵素として広く用
いられている酵素であり、このALPを用いる酵素免疫測定方法では、新規化合物のアンド
ロステロン誘導体をALPの基質とすると、生成物としてアンドロステロンが生成する。そ
して、ALPの反応生成物を基質とするデヒドロゲナーゼである、3α-ヒドロキシステロイ
ドデヒドロゲナーゼ(3α-HSD)を酵素サイクリング反応に使用する。
【００５２】
　チオNADサイクリングは適切な脱水素酵素反応を選択すれば1分当たり数百サイクルとい
う効率で脱水素酵素基質を増幅定量することができる。したがって、このような基質を反
応生成物として与える酵素の活性はチオNADサイクリングによって超高感度に測定できる
ことになる。
【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とサイクリング反応用の酵素
とその補酵素のチオNADとNADHを含む酵素サイクリング法用キットを包含する。
　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
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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。
【００５４】
　より具体的には、本発明は、標識酵素及びその基質とサイクリング反応用の酵素とその
補酵素のチオNADとNADHを含む酵素サイクリング法用キットを包含する。
【００５５】
　本発明のキットは、以下の(1)～(5)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であるアルカリホスファターゼ(AL
P)またはグルコシダーゼまたはガラクトシダーゼまたはフルクトシダーゼまたはマンノシ
ダーゼまたはペルオキシダーゼ、
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体、
(3)デヒドロゲナーゼ(DH)、
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
【００５６】
　さらに本発明は、以下の(1)～(5)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であるアルカリホスファタ
ーゼ(ALP)またはグルコシダーゼまたはガラクトシダーゼまたはフルクトシダーゼまたは
マンノシダーゼまたはペルオキシダーゼ、
(2)上記酵素の基質である一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体、
(3)デヒドロゲナーゼ(DH)、
(4)NADHおよび／またはNADPH、
(5)チオNADおよび／またはチオNADP
【００５７】
　標識酵素、デヒドロゲナーゼ(DH)および 一般式(1)で表されるアンドロステロン誘導体
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。
【００５８】
　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わせて使用す
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】
【００５９】
　以下、実施例に基づきこの発明を説明するが、斯界の技術水準においては、斯かる実施
例は多種多様に改変可能である。斯かる技術水準に鑑み、この発明がこれら実施例のみに
限定されるべきでないことは云うまでもない。
以下、本発明を実施例によりさらに詳細に説明する。
【００６０】
　Alkaline phosphatase（ALP）とAndrosterone 3-phosphate（A3P）の系のチオNADサイ
クリングを検出系とする、Alkaline phosphataseとPumilio（プミリオ）の測定。
【００６１】
参考例1
ALP標識抗体の作製
　抗原に特異的反応性を有するマウス由来のモノクローナル抗体を0.1 Mクエン酸緩衝液
（pH 3.5）で30分間の透析を3回行った。その抗体溶液に抗体量に対し0.5 %になるように
ペプシンを添加し、37℃で1時間静置した後、1.5 Mトリス緩衝液（pH 8.8）で中性に調整
した。この混合反応液をsuperdex 200を充填したカラム（Amersham Biosciences社）を用
いてゲルろ過し、F(ab’)2を得た。
　このF(ab’)2を100 μg用いて、ALP-labeling kit（同仁化学社）によりALPを標識した
。
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【００６２】
参考例2
不溶性担体固定化抗体の調製1
　抗原に特異的反応性を有するモルモット由来のポリクローナル抗体を50 mM炭酸ナトリ
ウム緩衝液（pH 9.6）に100μg/mlの濃度で溶解した溶液を、平底マイクロプレート（Nun
c社）の各ウェルに50μlずつ添加し、室温で1時間静置した後抗体溶液を回収し、2%ウシ
血清アルブミン（BSA）含有TBSを300μl添加して室温で2時間静置してブロッキング処理
を行い、ポリクローナル抗体固定化マイクロプレートを得た。
【００６３】
参考例3
不溶性担体固定化抗体の調製2
　抗原に特異的反応性を有するモルモット由来のポリクローナル抗体を50 mM炭酸ナトリ
ウム緩衝液（pH 9.6）に10μg/mlの濃度で溶解した溶液を、平底マイクロプレート（Nunc
社）の各ウェルに50μlずつ添加し、室温で1時間静置した後ウェル内の溶液を吸引除去し
、0.1 %ウシ血清アルブミン（BSA）含有TBSを300μl添加して室温で2時間静置してブロッ
キング処理を行い、0.05 % Tween 20含有TBSで洗浄し、ポリクローナル抗体固定化マイク
ロプレートを得た。
【００６４】
＜比較例1＞ 5α-Androsterone 3-phosphateを用いた1ステップ法によるPumilio（プミリ
オ）の測定
　反応試液
　　　0.2 M グリシン緩衝液（pH 8.8）
　　　1.5 mM thio-NAD
　　　1 mM NADH
　　　0.5 mM 5α-Androsterone 3-phosphate
　　　20 U/ml 3α-Hydroxysteroid dehydrogenase
【００６５】
　測定試料
　　　0.1、0.5、1、2、5、10、50、100、200 ng/ml Pumilio
【００６６】
　測定方法
　参考例2の方法で調製した抗Pumilioモルモットポリクローナル抗体を固定化したマイク
ロプレートに、精製したPumilio（標準物質）を0～200 ng/mlの範囲で含有する、0.1 % B
SA含有TBS（pH 7.5）溶液を50μl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含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、参考例1の方法で作製し
たALP標識抗Pumilioマウスモノクローナル抗体を2.5μg/mlの濃度で含有する、0.1 % BSA
含有TBS（pH 7.5）溶液を50μl加え、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含有TBS（pH 7.5）で洗浄、さらにTBSで洗浄した。次に各ウェルに反
応試液を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
MTP-500）で405 nmのフィルターを使用して30分間吸光度を測定した。30分間の吸光度変
化量を標準物質濃度に対してプロットすることにより得られた、濃度依存性のよい直線を
図2に示す。
【００６７】
　ここで、酵素（Alkaline phosphatase）と基質（Androsterone 3-phosphate）の反応性
が悪いこと、基質がサイクリング反応を阻害することが問題点として浮上したため、酵素
反応とサイクリング反応を分ける2ステップ法を試した。また、サイクリング反応の酵素
である3α-Hydroxysteroid dehydrogenase中にphosphatase活性があり、ブランクの原因
となることがわかったため、2ステップ法のサイクリング反応時にはリン酸を含有する緩
衝液を使用することにした。
【００６８】
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＜比較例2＞ 5α-Androsterone 3-phosphateを用いた2ステップ法によるPumilio（プミリ
オ）の測定
　反応試液A
　　　0.1 M トリス緩衝液（pH 8.3）
　　　1 mM MgCl2
　　　0.1 mM 5α-Androsterone 3-phosphate
【００６９】
　反応試液B
　　　0.2 M リン酸水素二ナトリウム含有0.2 M グリシン緩衝液（pH 9.6）
　　　3 mM thio-NAD
　　　1 mM NADH
　　　40 U/ml 3α-Hydroxysteroid dehydrogenase
【００７０】
　測定試料
　　　0.5、0.75、1、2.5、5、7.5、10、12.5、20、50、75、100 ng/ml Pumilio
【００７１】
　測定方法
　参考例3の方法で調製した抗Pumilioモルモットポリクローナル抗体を固定化したマイク
ロプレートに、精製したPumilio（標準物質）を0～100 ng/mlの範囲で含有する、0.1 % B
SA含有TBS（pH 7.5）溶液を50μl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含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、参考例1の方法で作製し
たALP標識抗Pumilioマウスモノクローナル抗体を2.5μg/mlの濃度で含有する、0.1 % BSA
含有TBS（pH 7.5）溶液を50μl加え、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含有TBS（pH 7.5）で洗浄、さらにTBSで洗浄した。次に各ウェルに反
応試液Aを50μlずつ添加し、37℃で30分間インキュベートした。続いてそのウェルに反応
試液Bを50μl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MTP-50
0）で405 nmのフィルターを使用して30分間吸光度を測定した。30分間の吸光度変化量を
標準物質濃度に対してプロットすることにより得られた、濃度依存性のよい直線を図3に
示す。
【００７２】
　2ステップ法を試したが、期待するほど感度が上がらないので、Alkaline phosphatase
との反応性を向上させるため、ここまで用いていた、5α-Androsterone 3-phosphateとは
立体構造の異なる、5β-Androsterone 3-phosphateを使用することにした。
【００７３】
＜比較例3＞ 5β-Androsterone 3-phosphateを用いた1ステップ法によるPumilio（プミリ
オ）の測定
【００７４】
　反応試液
　　　0.1 M トリス緩衝液（pH 8.6）
　　　0.5 mM MgCl2
　　　1.5 mM thio-NAD
　　　0.5 mM NADH
　　　0.5 mM 5β-Androsterone 3-phosphate
　　　20 U/ml 3α-Hydroxysteroid dehydrogenase
【００７５】
　試料
　　　0.1、0.5、1、2、5、8、10、20、50 ng/ml Pumilio
【００７６】
　測定方法
　参考例3の方法で調製した抗Pumilioモルモットポリクローナル抗体を固定化したマイク
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ロプレートに、精製したPumilio（標準物質）を0～50 ng/mlの範囲で含有する、0.1 % BS
A含有TBS（pH 7.5）溶液を50μl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含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、参考例1の方法で作製したA
LP標識抗Pumilioマウスモノクローナル抗体を2.5μg/mlの濃度で含有する、0.1 % BSA含
有TBS（pH 7.5）溶液を50 μl加え、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含有TBS（pH 7.5）で洗浄、さらにTBSで洗浄した。次に各ウェルに反応
試液を50μl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MTP
-500）で405 nmのフィルターを使用して30分間吸光度を測定した。30分間の吸光度変化量
を標準物質濃度に対してプロットすることにより得られた、濃度依存性のよい直線を図4
に示す。
【００７７】
＜比較例4＞ 5β-Androsterone 3-phosphateを用いた2ステップ法によるPumilio（プミリ
オ）の測定
【００７８】
　反応試液A
　　　0.1 M トリス緩衝液（pH 8.3）
　　　1 mM MgCl2
　　　0.1 mM 5β-Androsterone 3-phosphate
【００７９】
　反応試液B
　　　0.2 M リン酸水素二ナトリウム含有0.2 M グリシン緩衝液（pH 9.6）
　　　3 mM thio-NAD
　　　1 mM NADH
　　　40 U/ml 3α-Hydroxysteroid dehydrogenase
【００８０】
　試料
　　　0.005、0.01、0.05、0.1、0.25、0.5、0.75、1、2.5、5、10、25、50 ng/ml Pumil
io
【００８１】
　測定方法
　参考例3の方法で調製した抗Pumilioモルモットポリクローナル抗体を固定化したマイク
ロプレートに、精製したPumilio（標準物質）を0～50 ng/mlの範囲で含有する、0.1 % BS
A含有TBS（pH 7.5）溶液を50μl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含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、参考例1の方法で作製したA
LP標識抗Pumilioマウスモノクローナル抗体を2.5μg/mlの濃度で含有する、0.1 % BSA含
有TBS（pH 7.5）溶液を50μl加え、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含有TBS（pH 7.5）で洗浄、さらにTBSで洗浄した。次に各ウェルに反応試
液Aを50μlずつ添加し、37℃で30分間インキュベートした。続いてそのウェルに反応試液
Bを50μl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MTP-500）
で405 nmのフィルターを使用して10分間吸光度を測定した。10分間の吸光度変化量を標準
物質濃度に対してプロットすることにより得られた、濃度依存性のよい直線を図5に示す
。
【００８２】
　ここまでで、Androsterone 3-phosphateがサイクリング反応の基質になっていることが
わかり、また、この現象によるブランク上昇も問題点となった。その原因が17位のケトン
にあることが判明したので、17位のケトンを除去もしくは置換した基質を使用することに
した。合成した3α-ヒドロキシアンドロスタン類は図6に示す。また、これらを基質とし
たサイクリング反応の回転数を比較すると、表2のようになった。この中では5α-Androst
eroneの回転数が最大で、それに近い基質は3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstane、
5α-Dihydrotestosteroneであったので、まずは前者のリン酸エステル、3α-Hydroxy-17
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【００８３】
【表２】

【００８４】
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【００８５】
＜実施例1＞ 3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphateを用いた1ステップ
法によるAlkaline phosphataseの測定
【００８６】
3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphateの合成方法
　オキシ塩化リン(0.26mL)の無水ピリジン溶液(4 mL)に、氷冷下で3α-Hydroxy-17β-met
hoxy-5β-androstane (200mg)の無水ピリジン溶液 (4mL)を滴下し、氷冷下でさらに1時間
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攪拌した。反応液を氷水に注ぎ、溶液を強アルカリ性 (pH 約11)とした後、エーテルで洗
浄した。次いで、水層に濃塩酸を加えpHを約2に調整した後、エーテルで抽出した。エー
テル層を無水硫酸ナトリウムで乾燥後、減圧下溶媒を留去した。残渣をテトラヒドロフラ
ン－ヘキサンで再結晶し無色結晶（210 mg）を得た。
【００８７】
1H-NMR (400 MHz, Methanol-d4 ) δ= 0.73 (s, 3H, 18-CH3), 0.95 (s, 3H, 19-CH3), 3
.19 (1H, t, J=8.6 Hz, 17α-H), 3.32 (s, 3H, -OCH3), 4.18 (m, 1H, 3β-H)
ESI-HR-MS Calculated for C20H35O5P-H: m/z 385.2149 [M-H]

－. Found m/z 385.2157
m.p. 187-188℃
【００８８】
　反応試液
　　　0.1 Mトリス緩衝液（pH 9.5）
　　　0.2 mM MgCl2
　　　0.6 mM thio-NAD
　　　4 mM NADH
　　　0.5 mM 3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphate
　　　20 U/ml 3α-Hydoroxysteroid dehydrogenase
【００８９】
　試料
　　　0.1、0.2、0.5、1、2 mU/ml Alkaline phosphatase（最終濃度　0.05、0.1、0.25
、0.5、1 mU/ml）
【００９０】
　測定方法
　平底のマイクロプレートウェルに標準物質（Alkaline phosphatase）を0～2 mU/mlの範
囲で含有するトリス緩衝溶液（pH 9.5）を50μl添加し、続いてそのウェルに反応試液Bを
50μlずつ各ウェルに添加し、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MTP-500）で405 nmのフィルターを使用して60分間吸光度を測定した。60分間の吸光度
変化量を標準物質濃度に対してプロットすることにより得られた、濃度依存性のよい直線
を図7に示す。
【００９１】
　続いて2ステップ法の検討について、サイクリング反応の酵素である3α-Hydoroxystero
id dehydrogenase中のphosphatase活性の阻害のため、サイクリング反応時にはリン酸を
含有する緩衝液で反応を行うことはすでに述べたが、リン酸緩衝液よりも、よりこのphos
phatase活性を阻害するものとして、ピロリン酸緩衝液を採用することにした。
【００９２】
＜実施例2＞ 3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphateを用いた2ステップ
法によるAlkaline phosphataseの測定
【００９３】
　反応試液A
　　　0.1 M トリス緩衝液（pH 9.5）
　　　0.2 mM MgCl2
　　　1 mM 3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphate
【００９４】
　反応試液B
　　　0.15 M ピロリン酸緩衝液（pH 9.5）
　　　3 mM thio-NAD
　　　1 mM NADH
　　　40 U/ml 3α-Hydoroxysteroid dehydrogenase
【００９５】
　試料
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　　　1、5、10、15、20 μU/ml Alkaline phosphatase（最終濃度　0.5、2.5、5、7.5、
10 μU/ml）
【００９６】
　測定方法
　平底のマイクロプレートウェルに標準物質（Alkaline phosphatase）を0～20μU/mlの
範囲で含有するトリス緩衝溶液（pH 9.5）を25μl添加し、続いてそのウェルに反応試液A
を25μlずつ添加して混合し、37℃のインキュベーターで1時間静置する。次に反応試液B
を50μlずつ各ウェルに添加し、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MTP-500）で405 nmのフィルターを使用して20分間吸光度を測定した。20分間の吸光
度変化量を標準物質濃度に対してプロットすることにより得られた、濃度依存性のよい直
線を図8に示す。
【００９７】
参考例4 
Alkaline phosphatase（ALP）標識抗体の精製
　参考例1のように得たF(ab’)2を150μμg用いてALP-labeling-kit（同仁化学）によりA
LP標識抗体を作製した。このALP標識抗体液中にはALPとFabの様々な分子量の複合体が存
在し、活性にバラつきがあるので、作製したALP標識抗体液を1 mM Mgl2、0.1 mM ZnCl2、
0.01 % BSAを含有するトリス緩衝液（pH 7.0）を溶出液としてsuperdex 200を充填したカ
ラム（Amersham Biosciences社）を用いてゲルろ過し、各フラクションの活性を比較した
上で、S/N比の大きいALP標識抗体のみを回収した。
【００９８】
参考例5
不溶性担体固定化抗体の調製
　抗原に特異的反応性を有するモルモット由来のポリクローナル抗体を50 mM炭酸ナトリ
ウム緩衝液（pH 9.6）に10μg/mlの濃度で溶解した溶液を、平底マイクロプレート（Nunc
社）の各ウェルに50μlずつ添加し、室温で1時間静置した後ウェル内の溶液を吸引除去し
、0.5 % Triton X-100含有TBS（pH 7.5）で洗浄を行った。次に5 %ウシ血清アルブミン（
BSA）含有TBSを200μl添加して4℃で2時間から一晩静置してブロッキング処理を行い、0.
5 % Triton X-100含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、ポリクローナル抗体固定化マイクロプレ
ートを得た。
【００９９】
＜実施例 3＞ 3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphateを用いた1ステッ
プ法によるPumilio（プミリオ）の測定
　反応試液
　　　0.1 Mトリス緩衝液（pH 9.5）
　　　1.5 mM thio-NAD
　　　2.5 mM NADH
　　　0.1 mM 3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphate
　　　20 U/ml 3α-Hydoroxysteroid dehydrogenase
【０１００】
　試料
　　　0.1、0.5、2、5、10、25 ng/ml Pumilio
【０１０１】
　測定方法
　参考例5の方法で調製した抗Pumilioモルモットポリクローナル抗体を固定化したマイク
ロプレートに、精製したPumilio（標準物質）を0～25 ng/mlの範囲で含有する、0.1 % BS
A含有TBS（pH 7.5）溶液を50 μl添加し、室温で2時間振とうさせた。次にウェル内の溶
液を吸引除去後、0.5 % Triton X-100含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、参考例4の方法で作製
したALP標識抗Pumilioマウスモノクローナル抗体をおよそ0.8μg/mlの濃度で含有する、0
.1 % BSA含有TBS（pH 7.5）溶液を50μl加え、4℃で2時間振とうさせた。ウェル内の溶液
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を吸引除去後、0.5 % Triton X-100含有TBS（pH 7.5）で洗浄、さらにTBSで洗浄した。次
に各ウェルに反応試液を50μl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MTP-500）で405 nmのフィルターを使用して60分間吸光度を測定した。60
分間の吸光度変化量を標準物質濃度に対してプロットすることにより得られた、濃度依存
性のよい直線を図9に示す。
【０１０２】
＜実施例4＞ 3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstane3-phosphateを用いた2ステップ
法によるPumilio（プミリオ）の測定
　反応試液A
　　　0.1 M トリス緩衝液（pH 9.5）
　　　0.1mM MgCl2
　　　0.2 mM 3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstane 3-phosphate
　反応試液B
　　　0.15 M ピロリン酸緩衝液（pH 9.5）
　　　3 mM thio-NAD
　　　1 mM NADH
　　　40 U/ml 3α-Hydoroxysteroid dehydrogenase
　試料
　　　0.01、0.025、0.05、0.1、0.25、0.5 ng/ml Pumilio
【０１０３】
　測定方法
　参考例5の方法で調製した抗Pumilioモルモットポリクローナル抗体を固定化したマイク
ロプレートに、精製したPumilio（標準物質）を0～0.5 ng/mlの範囲で含有する、0.1 % B
SA含有TBS（pH 7.5）溶液を50μl添加し、室温で2時間振とうさせた。次にウェル内の溶
液を吸引除去後、0.5 % Triton X-100含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、参考例4の方法で作製
したALP標識抗Pumilioマウスモノクローナル抗体をおよそ0.2μg/ml、ウサギF(ab’)2を1
 mg/mlの濃度で含有する、0.1 % BSA含有TBS（pH 7.5）溶液を50 μl加え、4℃で2時間振
とうさせた。ウェル内の溶液を吸引除去後、0.5 % Triton X-100含有TBS（pH 7.5）で洗
浄、さらにTBSで洗浄した。次に各ウェルに反応試液Aを50μlずつ添加し、37℃で30分間
インキュベートした。続いてそのウェルに反応試液Bを50μl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MTP-500）で405 nmのフィルターを使用して30分
間吸光度を測定した。30分間の吸光度変化量を標準物質濃度に対してプロットすることに
より得られた、濃度依存性のよい直線を図10に示す。
【０１０４】
　このように17位を修飾した基質を使用してもブランク反応は完全には除去できなかった
。そこで、ELISAの標識酵素にβ-Galactosidaseを用い、その基質として、Androsterone 
β-D-Galactosideを合成し、検討を進めた。
【０１０５】
　β-GalactosidaseとAndrosterone 3-β-D-Galactosideの系のチオNADサイクリングを検
出とする、β-GalactosidaseとPumilio（プミリオ）の測定。
【０１０６】
＜参考例ａ＞ 5β-Androsterone β-D-Galactosideを用いた2ステップ法によるβ-Galact
osidaseの測定
【０１０７】
5β-Androsterone 3-β-D-Galactoside(正式名：5β-Androsterone 3-β-D-galactopyran
oside)の合成方法
　5β-Androsterone (290mg)のジクロロメタン溶液(15 mL)に、MS4A (1.25 g)、Phenyl 2
,3,4,6-O-tetrabenzoyl-1-thio-β-D-garactopyranoside (1.03g)を加えて－20℃で15分
間攪拌した。次いで、N-ヨードスクシンイミド (435mg), トリフルオロメタンスルホン酸
 (15mg)を加え－20℃で2時間攪拌した後、室温にてさらに2時間反応した。反応液にトリ
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エチルアミン250μLを添加し反応を停止し、反応液を飽和炭酸ナトリウムとチオ硫酸ナト
リウムの3：1の混液、飽和食塩水で順次洗浄した。有機層を無水硫酸ナトリウムで乾燥し
た後、減圧下溶媒を留去した。残渣をメタノール(15 mL)に溶解し、28 % ナトリムメトキ
シド(500 μL)加え2時間攪拌した。反応液に酢酸を加えて中和した後、減圧乾固した。残
渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (24×240 mm, 10 % メタノール－クロロホル
ム)にて精製後、メタノールで再結晶し無色結晶(360mg)を得た。
【０１０８】
1H-NMR (400 MHz, Methanol-d4 ) δ= 0.85 (s, 3H, 18-CH3), 0.97 (s, 3H, 19-CH3), 3
.44-3.49 (bm, 3H, H-2’, H-3’, H-5’), 3.70 (d, 1H, H-6’a), 3.72 (d, 1H, H-6’
b), 3.73 (m, 1H, 3β-H), 3.81 (d, 1H, H-4’), 4.33 (d, 1H, H-1’, J1’, 2’= 6.2
 Hz)
ESI-HR-MS Calculated for C25H40O7-H: m/z 451.2701 [M-H]

－. Found m/z 451.2711
m.p. 130-135℃
【０１０９】
　反応試液A
　　　0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.3）
　　　0.2 mM MgCl2
　　　0.1 mM 5β-Androsterone β-D-Galactoside
【０１１０】
　反応試液B
　　　0.1 M ピロリン酸緩衝液（pH 9.0）
　　　1.2 mM thio-NAD
　　　3.6 mM NADH
　　　40 U/ml 3α-Hydoroxysteroid dehydrogenase
【０１１１】
　試料
　　　1、4、10、40、100、200 pg/ml β-Galactosidase（最終濃度　0.5、2、5、20、50
、100 pg/ml）
【０１１２】
　測定方法
　平底のマイクロプレートウェルに標準物質（β-Galactosidase）を0～200 pg/mlの範囲
で含有するリン酸緩衝溶液（pH 7.3）を25μl添加し、続いてそのウェルに反応試液Aを25
μlずつ添加して混合し、37℃で60分間インキュベートした。次に反応試液Bを50μlずつ
各ウェルに添加し、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MTP-500
）で405 nmのフィルターを使用して30分間吸光度を測定した。30分間の吸光度変化量を標
準物質濃度に対してプロットすることにより得られた、濃度依存性のよい直線を図11に示
す。
【０１１３】
＜参考例ｂ＞ 5β-Androsterone β-D-Galactosideを用いた1ステップ法によるβ-Galact
osidaseの測定
【０１１４】
　反応試液
　　　0.1 Mリン酸緩衝液（pH 7.7）
　　　10 mM MgCl2
　　　6 mM thio-NAD
　　　1 mM NADH
　　　0.1 mM 5β-Androsterone β-D-Galactoside
　　　40 U/ml 3α-Hydoroxysteroid dehydrogenase
【０１１５】
　試料
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　　　5、10、25、50、100、250 pg/ml β-Galactosidase（最終濃度　2.5、5、12.5、25
、50、125 pg/ml）
【０１１６】
　測定方法
　平底のマイクロプレートウェルに標準物質（β-Galactosidase）を0～250 pg/mlの範囲
で含有するリン酸緩衝溶液（pH 7.7）を50μl添加し、続いてそのウェルに反応試液Bを50
μlずつ各ウェルに添加し、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M
TP-500）で405 nmのフィルターを使用して120分間吸光度を測定した。120分間の吸光度変
化量を標準物質濃度に対してプロットすることにより得られた、濃度依存性のよい直線を
図12に示す。
【０１１７】
＜参考例ｃ＞ 5β-Androsterone β-D-Galactosideを用いた2ステップ法によるβ-Galact
osidaseの測定
【０１１８】
　反応試液A
　　　0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.5）
　　　10 mM MgCl2
　　　0.1 mM 5β-Androsterone β-D-Galactoside
【０１１９】
　反応試液B
　　　0.1 M ピロリン酸緩衝液（pH 9.0）
　　　4.8 mM thio-NAD
　　　0.4 mM NADH
　　　40 U/ml 3α-Hydoroxysteroid dehydrogenase
【０１２０】
　試料
　　　1、4、10、40、100、200 pg/ml β-Galactosidase（最終濃度　0.5、2、5、20、50
、100 pg/ml）
【０１２１】
　測定方法
　平底のマイクロプレートウェルに標準物質（β-Galactosidase）を0～200 pg/mlの範囲
で含有するリン酸緩衝溶液（pH 7.5）を25μl添加し、続いてそのウェルに反応試液Aを25
μlずつ添加して混合し、37℃で60分間インキュベートした。次に反応試液Bを50μlずつ
各ウェルに添加し、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MTP-500
）で405 nmのフィルターを使用して30分間吸光度を測定した。30分間の吸光度変化量を標
準物質濃度に対してプロットすることにより得られた、濃度依存性のよい直線を図13に示
す。
【０１２２】
＜実施例8＞ 3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstane β-D-Galactosideを用いた1ス
テップ法によるβ-Galactosidaseの測定
【０１２３】
3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstane β-D-Galactoside(正式名：3α-Hydroxy-17
β-methoxy-5β-Androstane 3-β-D-galactopyranoside)の合成方法
　3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstane (306mg)のジクロロメタン溶液(15 mL)に、
MS4A (1.25 g)、Phenyl 2,3,4,6-O-tetrabenzoyl-1-thio-β-D-garactopyranoside (1.03
g)を加えて－20℃で15分間攪拌した。次いで、N-ヨードスクシンイミド(435mg), トリフ
ルオロメタンスルホン酸 (15mg)を加え－20℃で2時間攪拌した後、室温にてさらに2時間
反応した。反応液にトリエチルアミン250μLを添加し反応を停止し、反応液を飽和炭酸ナ
トリウムとチオ硫酸ナトリウムの3：1の混液、飽和食塩水で順次洗浄した。有機層を無水
硫酸ナトリウムで乾燥した後、減圧下溶媒を留去した。残渣をメタノール(15 mL)に溶解
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し、28 % ナトリムメトキシド(500 μL)加え2時間攪拌した。反応液に酢酸を加えて中和
した後、減圧乾固した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (24×240 mm, 10 %
 メタノール－クロロホルム)にて精製後、アセトン－ヘキサンで再結晶し無色結晶(383mg
)を得た。
【０１２４】
1H-NMR (400 MHz, Methanol-d4 ) δ= 0.73 (s, 3H, 18-CH3), 0.95 (s, 3H, 19-CH3),  
3.26 (t, 1H, J=8.6 Hz, 17α-H), 3.32 (s, 3H, -OCH3), 3.45-3.51 (bm, 3H, H-2’, H
-3’, H-5’), 3.71 (s, 1H, H-6’a), 3.73 (d, 1H, H-6’b), 3.74 (m, 1H, 3β-H), 3
.81 (d, 1H, H-4’), 4.33 (d, 1H, H-1’, J 1’, 2’= 7.5 Hz)
ESI-HR-MS Calculated for C26H44O7-H: m/z 467.3014 [M-H]

－. Found m/z 451.3026
m.p. 197-199℃
【０１２５】
　反応試液
　　　0.1 Mリン酸緩衝液（pH 8.5）
　　　10 mM MgCl2
　　　6 mM thio-NAD
　　　1 mM NADH
　　　0.2 mM 3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstane β-D-Galactoside
　　　20 U/ml 3α-Hydoroxysteroid dehydrogenase
【０１２６】
　試料
　　　5、10、25、50、100、250 pg/ml β-Galactosidase（最終濃度　2.5、5、12.5、25
、50、125 pg/ml）
【０１２７】
　測定方法
　平底のマイクロプレートウェルに標準物質（β-Galactosidase）を0～250 pg/mlの範囲
で含有するリン酸緩衝溶液（pH 8.5）を50μl添加し、続いてそのウェルに反応試液Bを50
μlずつ各ウェルに添加し、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M
TP-500）で405 nmのフィルターを使用して120分間吸光度を測定した。120分間の吸光度変
化量を標準物質濃度に対してプロットすることにより得られた、濃度依存性のよい直線を
図14に示す。
【０１２８】
＜実施例9＞ 3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstane β-D-Galactosideを用いた2ス
テップ法によるβ-Galactosidaseの測定
【０１２９】
　反応試液A
　　　0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.5）
　　　4 mM MgCl2
　　　0.1 mM 3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstane β-D-Galactoside
【０１３０】
　反応試液B
　　　0.1 M ピロリン酸緩衝液（pH 9.8）
　　　1.2 mM thio-NAD
　　　1 mM NADH
　　　40 U/ml 3α-Hydoroxysteroid dehydrogenase
【０１３１】
　試料
　　　1、4、10、40、100、200 pg/ml β-Galactosidase（最終濃度　0.5、2、5、20、50
、100 pg/ml）
【０１３２】
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　測定方法
　平底のマイクロプレートウェルに標準物質（β-Galactosidase）を0～200 pg/mlの範囲
で含有するリン酸緩衝溶液（pH 7.5）を25μl添加し、続いてそのウェルに反応試液Aを25
μlずつ添加して混合し、37℃で60分間インキュベートした。次に反応試液Bを50μlずつ
各ウェルに添加し、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MTP-500
）で405 nmのフィルターを使用して30分間吸光度を測定した。30分間の吸光度変化量を標
準物質濃度に対してプロットすることにより得られた、濃度依存性のよい直線を図15に示
す。
【０１３３】
　Androsterone β-D-Galactosideを用いたPumilioの測定の実施例を以下に示す。但し、
抗原に特異的反応性をもつ抗体に直接β-Galactosidaseを標識したものがないため、Labe
led StreptAvidin-Biotin（LSAB）法を試している。
【０１３４】
参考例6
ビオチン標識抗体の作製
　参考例1のように得たF(ab’)2を50μg用いてbiotin-labeling-kit（同仁化学）により
ビオチン標識抗体を作製した。
【０１３５】
＜実施例 10＞5β-Androsterone β-D-Galactosideを用いた1ステップ法によるPumilio（
プミリオ）の測定
【０１３６】
　反応試液
　　　0.1 Mリン酸緩衝液（pH 7.7）
　　　5 mM MgCl2
　　　1.2 mM thio-NAD
　　　0.8 mM NADH
　　　0.05 mM 5β-Androstaneβ-D-Galactoside
　　　20 U/ml 3α-Hydoroxysteroid dehydrogenase
【０１３７】
　試料
　　　0.05、0.1、0.25、0.5、1、2.5 ng/ml Pumilio
【０１３８】
　測定方法
　参考例5の方法で調製した抗Pumilioモルモットポリクローナル抗体を固定化したマイク
ロプレートに、精製したPumilio（標準物質）を0～2.5 ng/mlの範囲で含有する、0.1 % B
SA含有TBS（pH 7.5）溶液を50μl添加し、室温で2時間振とうさせた。次にウェル内の溶
液を吸引除去後、0.5 % Triton X-100含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、参考例6の方法で作製
したビオチン標識抗Pumilioマウスモノクローナル抗体をおよそ0.1μg/mlの濃度で含有す
る、0.1 % BSA含有TBS（pH 7.5）溶液を50μl加え、室温で1時間振とうさせた。ウェル内
の溶液を吸引除去後、0.5 % Triton X-100含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、β-Galactosidas
e標識ストレプトアビジン（Roche社）を0.1 U conjugate/mlの濃度で含有する、0.1 % BS
A含有TBS（pH 7.5）溶液を50 μl添加し、室温で30分間振とうさせた。ウェル内の溶液を
吸引除去後、0.5 % Triton X-100含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、さらにTBSで洗浄した。次
に各ウェルに反応試液を50μl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MTP-500）で405 nmのフィルターを使用して60分間吸光度を測定した。60
分間の吸光度変化量を標準物質濃度に対してプロットすることにより得られた、濃度依存
性のよい直線を図16に示す。
【０１３９】
＜参考例ｄ＞ 5β-Androsterone β-D-Galactosideを用いた2ステップ法によるPumilio（
プミリオ）の測定
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【０１４０】
　反応試液A
　　　0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.5）
　　　0.1mM MgCl2
　　　0.05 mM 5β-Androsterone β-D-Galactoside
【０１４１】
　反応試液B
　　　0.1 M ピロリン酸緩衝液（pH 9.0）
　　　3 mM thio-NAD
　　　2 mM NADH
　　　40 U/ml 3α-Hydoroxysteroid dehydrogenase
【０１４２】
　試料
　　　0.05、0. 1、0.5、1、2.5、5 ng/ml Pumilio
【０１４３】
　測定方法
　参考例5の方法で調製した抗Pumilioモルモットポリクローナル抗体を固定化したマイク
ロプレートに、精製したPumilio（標準物質）を0～5 ng/mlの範囲で含有する、0.1 % BSA
含有TBS（pH 7.5）溶液を50μl添加し、室温で2時間振とうさせた。次にウェル内の溶液
を吸引除去後、0.5 % Triton X-100含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、参考例6の方法で作製し
たビオチン標識抗Pumilioマウスモノクローナル抗体をおよそ0.1μg/mlの濃度で含有する
、0.1 % BSA含有TBS（pH 7.5）溶液を50μl加え、室温で1時間振とうさせた。ウェル内の
溶液を吸引除去後、0.5 % Triton X-100含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、β-Galactosidase
標識ストレプトアビジン（Roche社）を0.1 U conjugate/mlの濃度で含有する、0.1 % BSA
含有TBS（pH 7.5）溶液を50 μl添加し、室温で30分間振とうさせた。ウェル内の溶液を
吸引除去後、0.5 % Triton X-100含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、さらにTBSで洗浄した。次
に各ウェルに反応試液Aを50 μlずつ添加し、37℃で30分間インキュベートした。続いて
そのウェルに反応試液Bを50μl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MTP-500）で405 nmのフィルターを使用して30分間吸光度を測定した。30分間
の吸光度変化量を標準物質濃度に対してプロットすることにより得られた、濃度依存性の
よい直線を図17に示す。
【０１４４】
＜実施例 12＞ 3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstane β-D-Galactosideを用いた1
ステップ法によるPumilio（プミリオ）の測定
【０１４５】
　反応試液
　　　0.1 Mリン酸緩衝液（pH 8.5）
　　　1.2 mM thio-NAD
　　　0.8 mM NADH
　　　0.05 mM 3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstaneβ-D-Galactoside
　　　20 U/ml 3α-Hydoroxysteroid dehydrogenase
【０１４６】
　試料
　　　0.1、0.5、1、2.5、5、10 ng/ml Pumilio
【０１４７】
　測定方法
　参考例5の方法で調製した抗Pumilioモルモットポリクローナル抗体を固定化したマイク
ロプレートに、精製したPumilio（標準物質）を0～10 ng/mlの範囲で含有する、0.1 % BS
A含有TBS（pH 7.5）溶液を50μl添加し、室温で2時間振とうさせた。次にウェル内の溶液
を吸引除去後、0.5 % Triton X-100含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、参考例6の方法で作製し
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たビオチン標識抗Pumilioマウスモノクローナル抗体をおよそ0.1μg/mlの濃度で含有する
、0.1 % BSA含有TBS（pH 7.5）溶液を50μl加え、室温で1時間振とうさせた。ウェル内の
溶液を吸引除去後、0.5 % Triton X-100含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、β-Galactosidase
標識ストレプトアビジン（Roche社）を0.1 U conjugate/mlの濃度で含有する、0.1 % BSA
含有TBS（pH 7.5）溶液を50 μl添加し、室温で30分間振とうさせた。ウェル内の溶液を
吸引除去後、0.5 % Triton X-100含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、さらにTBSで洗浄した。次
に各ウェルに反応試液を50μl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MTP-500）で405 nmのフィルターを使用して60分間吸光度を測定した。60
分間の吸光度変化量を標準物質濃度に対してプロットすることにより得られた、濃度依存
性のよい直線を図18に示す。
【０１４８】
＜実施例13＞ 3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstaneβ-D-Galactosideを用いた2ス
テップ法によるPumilio（プミリオ）の測定
【０１４９】
　反応試液A
　　　0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.0）
　　　0.05 mM 3α-Hydroxy-17β-methoxy-5β-Androstaneβ-D-Galactoside
【０１５０】
　反応試液B
　　　0.1 M ピロリン酸緩衝液（pH 9.0）
　　　2.4 mM thio-NAD
　　　2 mM NADH
　　　40 U/ml 3α-Hydoroxysteroid dehydrogenase
【０１５１】
　試料
　　　0.25、0.5、1、2.5、5、10 ng/ml Pumilio
【０１５２】
　測定方法
　参考例5の方法で調製した抗Pumilioモルモットポリクローナル抗体を固定化したマイク
ロプレートに、精製したPumilio（標準物質）を0～10 ng/mlの範囲で含有する、0.1 % BS
A含有TBS（pH 7.5）溶液を50μl添加し、室温で2時間振とうさせた。次にウェル内の溶液
を吸引除去後、0.5 % Triton X-100含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、参考例6の方法で作製し
たビオチン標識抗Pumilioマウスモノクローナル抗体をおよそ0.3μg/mlの濃度で含有する
、0.1 % BSA含有TBS（pH 7.5）溶液を50 μl加え、室温で1時間振とうさせた。ウェル内
の溶液を吸引除去後、0.5 % Triton X-100含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、β-Galactosidas
e標識ストレプトアビジン（Roche社）を0.1 U conjugate/mlの濃度で含有する、0.1 % BS
A含有TBS（pH 7.5）溶液を50μl添加し、室温で30分間振とうさせた。ウェル内の溶液を
吸引除去後、0.5 % Triton X-100含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、さらにTBSで洗浄した。次
に各ウェルに反応試液Aを50μlずつ添加し、37℃で60分間インキュベートした。続いてそ
のウェルに反応試液Bを50 μl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MTP-500）で405 nmのフィルターを使用して30分間吸光度を測定した。30分間
の吸光度変化量を標準物質濃度に対してプロットすることにより得られた、濃度依存性の
よい直線を図19に示す。
【０１５３】
＜参考例7＞ p-Nitrophenyl phosphate（p-NPP）を用いたPumilio（プミリオ）の測定
【０１５４】
　反応試液
　　　0.1 M グリシン緩衝液（pH 10.3）
　　　1 mM MgCl2
　　　1 mM ZnCl2
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　　　1 mg/ml p-NPP
【０１５５】
　測定試料
　　　0、1、2.5、5、10、25 ng/ml Pumilio
【０１５６】
　測定方法
　参考例3の方法で調製した抗Pumilioモルモットポリクローナル抗体を固定化したマイク
ロプレートに、精製したPumilio（標準物質）を0～25 ng/mlの範囲で含有する、0.1 % BS
A含有TBS（pH 7.5）溶液を50μl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含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、参考例1の方法で作製したA
LP標識抗Pumilioマウスモノクローナル抗体を1μg/mlの濃度で含有する、0.1 % BSA含有T
BS（pH 7.5）溶液を50μl加え、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含有TBS（pH 7.5）で洗浄し、各ウェルに反応試液を100μl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MTP-500）で405 nmのフィルターを使
用して30分間吸光度を測定した。30分間の吸光度変化量を標準物質濃度に対してプロット
することにより得られた、濃度依存性のよい直線を図20に示す。
【０１５７】
＜参考例8＞ o-Nitrophenyl β-D-Galactopyranoside（ONPG）を用いたβ-Galactosidase
の測定
【０１５８】
　反応試液
　　　0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.3）
　　　0.2 mM 2-mercaptoethanol
　　　1 mM MgCl2
　　　10 mM ONPG
【０１５９】
　測定試料
　　　2、10、20、50 ng/ml β-Galactosidase（最終濃度　1、5、10、25 ng/ml）
【０１６０】
　測定方法
　平底のマイクロプレートウェルに標準物質（β-Galactosidase）を0～25 ng/mlの範囲
で含有するリン酸緩衝溶液（pH 7.3）を50μl添加し、続いてそのウェルに反応試液を50
μlずつ各ウェルに添加し、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M
TP-500）で415 nmのフィルターを使用して60分間吸光度を測定した。60分間の吸光度変化
量を標準物質濃度に対してプロットすることにより得られた、濃度依存性のよい直線を図
21に示す。
【０１６１】
検出限界および定量限界の算出方法
　各測定結果の吸光度変化量を標準物質濃度に対してプロットし、直線上に並ぶ濃度のみ
を抽出して近似曲線を作成する。次にブランク（標準物質を含まない；n≧3）の標準偏差
を算出し、その3倍値および10倍値を近似曲線の傾きで割り、得られる数値をそれぞれ検
出限界および定量限界とする。
　各実験結果より算出した検出限界および定量限界を表3、4、5にまとめた。
【０１６２】
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【表３】

【表４】

【表５】

【０１６３】
＜参考例ｅ＞
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3α-tert-butyl-peroxy-5β-Androsteroneを用いた1ステップ法によるHorseradish perox
idaseの測定
【化１５】

【０１６４】
3α-tert-butyl-peroxy-5β-Androsteroneの合成方法
　3α-chloro-5β-Androsterone（100mg）をジクロロメタン溶液（15mL）に溶解させ、反
応試液を調製した。本溶液に対し、20%の水酸化ナトリウム水溶液（15mL）にtert-butyl-
hydroperoxide（30mg）を溶解した溶液を加え、室温にて2時間撹拌させて反応させた。反
応液から有機層を回収し、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液、飽和食塩水で順次洗浄した。
有機層を無水硫酸ナトリウムで脱水した後、減圧下溶媒を留去した。残渣をシリカゲルク
ロマトグラフィー（24×240 mm，10%メタノール－クロロホルム）にて精製後、本化合物8
8mgを得た。本化合物の同定は、1H-NMR、ESI-HR-MS およびm.p.(融点)により行った。
【０１６５】
反応試液
　0.1Mリン酸緩衝液（pH7.0）
　10mM MgCl2
　6mM thio-NAD
　1mM NADH
　0.1mM 3α-tert-butyl-peroxy-5β-Androsterone
　40U/ml 3α-Hydoroxysteroid dehydrogenase
 
試料
　5、10、25、50、100、250 pg/ml Horseradish peroxidase（最終濃度 2.5、5、12.5、2
5、50、125pg/ml）
【０１６６】
測定方法
　平底のマイクロプレートウェルに標準物質（Horseradish peroxidase）（以下HRPと称
する。）を0～250pg/mlの範囲で含有するリン酸緩衝液（pH7.0）を50μl添加し、続いて
そのウェルに反応試液を50μlずつ各ウェルに添加し、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MTP-500）で405nmのフィルターを使用して120分間吸光度を測
定した。120分間の吸光度変化量を標準物質濃度に対してプロットすることにより得られ
た、濃度依存性の良い直線を図22に示す。
 
【０１６７】
＜参考例ｆ＞
3α-tert-butyl-peroxy-5β-Androsteroneを用いた1ステップ法によるPumilio（プミリオ
）の測定
反応試液
　0.1Mリン酸緩衝液（pH7.0）
　10mM MgCl2



(46) JP 5265816 B2 2013.8.14

10

20

30

40

50

　6mM thio-NAD
　1mM NADH
　0.1mM 3α-tert-butyl-peroxy-5β-Androsterone
　40U/ml 3α-Hydroxysteroid dehydrogenase
試料
  0.05、0.1、0.25、0.5、1、2.5 ng/ml Pumilio
【０１６８】
測定方法
　参考例5の方法で調製した抗Pumilioモルモットポリクローナル抗体を固定化したマイク
ロプレートに、精製したPumilio（標準物質）を0～2.5ng/mlの範囲で含有する、0.1%BSA
含有TBS（pH7.5）溶液を50μl添加し、室温で2時間振とうさせた。次にウェル内の溶液を
吸引除去後、0.5% Triton X-100含有TBS（pH7.5）で洗浄し、HRP標識抗Pumilioマウスモ
ノクローナル抗体をおよそ0.1μg/mlの濃度で含有する、0.1% BSA含有TBS（pH7.5）溶液
を50μl加え、室温で1時間振とうさせた。ウェル内の溶液を吸引除去後、0.5% Triton X-
100含有TBS（pH7.5）で洗浄した。次に各ウェルに反応試液を50μl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MTP-500）で405nmのフィルターを使用
して60分間吸光度を測定した。60分間の吸光度変化量を標準物質濃度に対してプロットす
ることにより得られた、濃度依存性の良い直線を図23に示す。
【０１６９】
<参考例9>
3α-benzoyl-peroxy-5β-Androsteroneおよび3α-acetyl-peroxy-5β- Androsteroneの合
成方法
　実施例14に示した3α-tert-butyl-peroxy-5β-Androsterone の合成方法において、ter
t-butyl-hydroperoxideをbenzoyl-hydroperoxide またはacetyl-hydroperoxideに替えた
以外は同様にして表題化合物を得た。
【化１６】

【化１７】

【産業上の利用可能性】
【０１７０】
　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において好
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