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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
検体中のグルカゴン様ペプチド－１（ＧＬＰ－１）の存在及び／又は量を測定する方法で
あって、検体を予め酸性溶液にて処理する工程および該酸性溶液で処理された検体を、Ｇ
ＬＰ－１測定前にアルカリ溶液で中和処理する工程を含むことを特徴とするＧＬＰ－１の
測定法。
【請求項２】
酸性溶液が、グリシン、塩酸、酢酸、グアニジン塩酸、硫酸、リン酸のうちの少なくとも
一つを含むものである、請求項１に記載の測定法。
【請求項３】
前記酸性溶液はｐＨが２．５以下である、請求項１または２に記載の測定法。
【請求項４】
検体が血液である請求項１～３のいずれか一項に記載の測定法。
【請求項５】
ＧＬＰ－１の測定法が、酵素免疫測定法又は競合的放射免疫測定法である、請求項１～４
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
検体中のＧＬＰ－１の存在及び／又は量を測定するキットであって、
（ａ）酸性溶液、
（ｂ）ＧＬＰ－１に特異的な抗体、
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（ｃ）中和のためのアルカリ溶液、および
（ｄ）取扱説明書
を含む、該キット。
【請求項７】
前記酸性溶液はｐＨが２．５以下である、請求項６に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、容易且つ正確にグルカゴン様ペプチド－１（ＧＬＰ－１）を測定する方法及
びそれに使用するキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　ジペプチジルペプチダーゼＩＶ（以下「ＤＰＰ－ＩＶ」と言うことがある)活性阻害を
ターゲットとする薬物、又は、グルカゴン様ペプチド－１（ＧＬＰ－１）を薬物とする医
薬品（主に糖尿病薬）の開発においては、それぞれ薬効評価パラメーター及び薬物濃度測
定のために血中活性型ＧＬＰ－１濃度（ＧＬＰ－１（ａｃｔｉｖｅ））、または総ＧＬＰ
－１濃度（ＧＬＰ－１（ｔｏｔａｌ））を測定することが頻繁に行われている。
　ＤＰＰ－ＩＶ阻害剤の作用機序とは、ＤＰＰ－ＩＶ活性を阻害することにより、ＤＰＰ
－ＩＶにより分解される性質を有する活性型ＧＬＰ－１の濃度を上昇させ、このＧＬＰ－
１によりインスリンの分泌を促進させて、糖の利用を促進するものである。従って、ＧＬ
Ｐ－１の濃度を測定することによりＤＰＰ－ＩＶ阻害剤の作用効果を判定することができ
る。
【０００３】
　活性型ＧＬＰ－１として、ＧＬＰ－１（７－３６Amide）及びＧＬＰ－１（７－３７）
が存在することが知られている。これらの測定は、特異的な抗体を使用した免疫学的測定
法（ＥＬＩＳＡ法：ミリポア社製キットなど）により広く行われているが、非特異反応が
しばしば生じるため、血漿中の正確な濃度を測定するためには何らかの前処理を行って非
特異反応を取り除く必要があることが知られている（非特許文献１）。一般にＥＬＩＳＡ
法における非特異反応は血液等の検体に起因するもの、抗体・試薬に起因するもの、マイ
クロプレートに起因するもの等が考えられる。従来法では、非特異反応が検体に起因する
と考え、これらをカラムによる前処理法にて検体から除去した後にＥＬＩＳＡ法を実施し
ている。この前処理方法は固相カラムもしくはエタノール抽出操作によって非特異反応を
起こす物質とＧＬＰ－１を分離するものであるが、1回の検査に必要な血漿量が３００μ
Ｌと多く、試薬調製、分離操作、窒素乾固及び再溶解といった複雑な作業や時間を要し、
作業従事者にも熟練を要したりする。以上より従来法は簡便かつ低コストな測定法とはい
えない。さらに、この前処理操作により２０～３０％の検体中ＧＬＰ－１のロスは避けら
れないため、ＧＬＰ－１測定値は真値に対して７０～８０％程度になると考えられ、正確
性にも問題があった。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】CF. Deacon, JJ. Holst/ Best Practice & Research Clinical Endocri
nology & Metabolism 23 (2009) 425-432
【発明の概要】
【０００５】
　本発明は、上記問題点を解決することのできる、臨床試験において実用的な条件におい
て、検体中におけるＧＬＰ－１の測定を簡便且つ正確に行うことができる方法及びキット
を提供することを課題とする。
【０００６】
　本発明者らは鋭意検討し、固相カラムを使用せずに、検体を酸処理することにより、回
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収操作によるロスを解消し、非特異反応物質の影響を排除して正確な測定値を得るととも
に、低コストで簡便な測定を可能にした。具体的には、固相カラムを使用しないことで、
カラムの洗浄・溶出・窒素乾固、再溶解といった煩雑な操作が必要でなくなり、検体の前
処理に要する時間も約4.5時間短縮され、必要血漿量は半分とすることができた。特に検
査室では多くの検体を処理することが求められることから、本発明により処理能力を格段
に向上することが出来る。また作業にあたって特殊な技能を必要としない簡便な方法であ
ることから、作業者に関わらず安定した測定を行うことが出来る。これらの知見に基づき
、本発明は完成された。
　また、酸処理は、アミノ酸配列によってはその活性を無くしてしまうなどの影響が知ら
れており、一般的に、活性の高い（あるいは安定した）抗体の精製など、限定して使用さ
れている。本発明における酸処理によって、ＧＬＰ－１は安定であるが、非特異反応物質
は変性などを受け、ＧＬＰ－１濃度の測定法における非特異反応は抑制され、正確にＧＬ
Ｐ－１濃度を測定できることは、思いがけない効果であった。
【０００７】
　すなわち、本発明は以下のとおりである。
（１）検体中のグルカゴン様ペプチド－１（ＧＬＰ－１）の存在及び／又は量を測定する
方法であって、検体を予め酸性溶液にて処理する工程を含むことを特徴とするＧＬＰ－１
の測定法。
（２）酸性溶液が、グリシン、塩酸、酢酸、グアニジン塩酸、硫酸、リン酸のうちの少な
くとも一つを含むものである、（１）に記載の測定法。
（３）検体が血液である（１）または（２）に記載の測定法。
（４）ＧＬＰ－１の測定法が、酵素免疫測定法又は競合的放射免疫測定（競合的ＲＩＡ）
法である、（１）～（３）のいずれかに記載の方法。
（５）検体中のＧＬＰ－１の存在及び／又は量を測定するキットであって、
（ａ）酸性溶液、（ｂ）ＧＬＰ－１に特異的な抗体、および（ｃ）取扱説明書を含む、該
キット。
【０００８】
　「ＧＬＰ－１」としては、活性型ＧＬＰ－１、不活性型ＧＬＰ－１、全長ＧＬＰ－１な
ど、全長ＧＬＰ－１から生成されるものが含まれる。
　各「ＧＬＰ－１」のアミノ酸配列を以下に示す。
活性型ＧＬＰ－１
ＧＬＰ－１(7-36) Amide:
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR(配列番号１)-CONH2
ＧＬＰ－１(7-37):
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG(配列番号２)
不活性型ＧＬＰ－１
ＧＬＰ－１(9-36) Amide:
EGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR(配列番号３)-CONH2
ＧＬＰ－１(9-37):
EGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG(配列番号４)
全長ＧＬＰ－１
ＧＬＰ－１(1-37):
HDEFERHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG(配列番号５)
ＧＬＰ－１(1-36) Amide:
HDEFERHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR(配列番号６)-CONH2
上記「ＧＬＰ－１」のうち、活性型ＧＬＰ－１はインクレチン作用を有する。本発明は、
活性型ＧＬＰ－１に対して使用されることが好ましい。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明によれば、検体中におけるＧＬＰ－１の測定時の非特異反応を効率良く抑制する
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ことが可能となり、該ＧＬＰ－１を簡便且つ正確に測定することができる。本発明を用い
ることにより、測定に供する検体量を従来の半分程度とでき、また測定者の熟練度に係わ
らず正確にかつ低コストでＧＬＰ－１を測定することが可能になる。臨床現場においても
、煩雑な作業が不要になり、簡便に均一化された測定を実施できることは非常に有用であ
る。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】健常人２９例について前処理なし法、固相カラム法、酸処理法にて空腹時血漿を
処理後、活性型ＧＬＰ－１濃度を測定した結果を示す図。
【図２】固相カラム法（補正あるなし）、酸処理法にて食事負荷後の血漿を処理後、活性
型ＧＬＰ－１濃度を測定した結果を示す図。
【図３】各種酸を用いて処理した空腹時血漿および食事負荷後血漿中の活性型ＧＬＰ－１
濃度を測定した結果を示す図。
【図４】他の健常人５０例について前処理なし法、固相カラム法、酸処理法にて空腹時血
漿を処理後、活性型ＧＬＰ－１濃度を測定した結果を示す図。
【図５】他の健常人５０例について前処理なし法、固相カラム法、酸処理法にて食事負荷
後血漿を処理後、活性型ＧＬＰ－１濃度を測定した結果を示す図。
【図６】実施例５，６の結果に基づいて前処理なし法、固相カラム法、酸処理法のうちの
それぞれの組み合わせの相関性を解析した結果を示す図。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　本発明は、検体中のＧＬＰ－１の測定において、検体を予め酸処理して前記測定に供す
ることを特徴とする。
【００１２】
　本発明は、公知の検体中のＧＬＰ－１の存在及び／又は量（濃度）を測定する方法に使
用できる。すなわち、本発明の測定法は、本発明の検体を予め酸処理して前記測定に供す
る他は、通常のＧＬＰ－１の測定法と同様でよい。測定方法としては、例えば、免疫学的
方法、機器分析法等が挙げられ、好ましくは免疫学的方法である。
【００１３】
　ＧＬＰ－１量の測定としては、一般に「ＧＬＰ－１（ａｃｔｉｖｅ）」と言われる活性
型ＧＬＰ－１のみを対象とした測定や、「ＧＬＰ－１（ｔｏｔａｌ）」と言われる活性型
ＧＬＰ－１、不活性型ＧＬＰ－１、全長ＧＬＰ－１等の全長ＧＬＰ－１から生成するＧＬ
Ｐ－１の総量を対象とした測定等が行われる。それぞれのＧＬＰ－１量の測定方法自体は
何ら限定されるものではなく、周知の免疫分析・機器分析等により行うことができるが、
好ましくは、免疫学的方法であって、例えば、酵素免疫測定法や競合的ＲＩＡ法などが好
ましく用いられる。酵素免疫測定法としては、例えば、吸光、蛍光、化学発光等を利用す
る方法が用いられ、中でも蛍光、化学発光法が特に好ましく用いられる。市販のＥＩＡ，
ＥＬＩＳＡまたはＲＩＡキットを用いて測定することも可能である。
【００１４】
　本発明において、検体を予め酸処理するとは、検体を、前記ＧＬＰ－１量の測定工程に
供する前に、酸性溶液で処理することを言う。例えば、検体に酸性溶液を加え、室温もし
くは３７℃にて一定時間インキュベートする。一定時間とは好ましくは約１０～３０分間
である。また、その後、アルカリ溶液にて中和した態様も酸処理したと言う場合がある。
アルカリ溶液を加えた後は、直ちに混和すれば良い。
【００１５】
　本発明で使用可能な検体は、前記ＧＬＰ－１量の測定に使用可能なものであれば制限は
無いが、血液（全血・血漿・血清など）が挙げられる。好ましくは、血漿が使用可能であ
る。
【００１６】
　本発明における酸処理とは、ＧＬＰ－１は変性しないが、それ以外の非特異反応を起こ
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す夾雑物は変性などし、前記ＧＬＰ－１量の測定への影響を抑制する方法である。
　本発明の酸処理に用いる酸性溶液としては、ＧＬＰ－１は変性しないが、それ以外の非
特異反応を起こす夾雑物は変性でき、後の測定に影響を与えないものであれば良い。その
ような酸性溶液は、当業者であれば、過度な試行錯誤無く、公知の酸性溶液から選択する
ことができる。例えば、ｐＨ４以下の酸性溶液である。より好ましくはｐＨ２．５以下の
酸性溶液である。酸性溶液のｐＨの下限は特に制限されないが、例えばｐＨ１以上である
。具体的には、グリシン（アミノ酢酸）、塩酸、酢酸、グアニジン塩酸、硫酸、リン酸の
少なくとも１種を含む溶液が挙げられる。好適なｐＨは各酸によって異なるが、当業者で
あれば容易に決定することができる。通常、ｐＨが低い方が好ましい。また、緩衝能のあ
る酸性溶液は、操作性のズレを補えるので好ましい。例えば、グリシン塩酸緩衝液、塩酸
塩化カリウム緩衝液、クエン酸緩衝液、酢酸緩衝液、クエン酸リン酸緩衝液などが挙げら
れる。このような酸性溶液を使用することで、非特異反応物質のみを変性できるので、Ｇ
ＬＰ－１のみを正確に測定することができる。また、変性した非特異反応物質が沈殿・析
出しにくいため、前処理後に検体の遠心・沈殿除去作業を経ることなく、測定に供するこ
とが可能となり、操作が簡便になる。
　酸性溶液は試料溶液に対し、１：９～１：１の容量で加えることがより好ましい。
【００１７】
　酸処理を行った後、前記ＧＬＰ－１量の測定への影響を無くすため、アルカリ溶液を添
加しｐＨ７程度になるように中和すると良い。中和に使用可能なアルカリ溶液としては、
測定に影響を与えないものであれば良く、当業者であれば、過度な試行錯誤無く、公知の
アルカリ溶液から選択することができる。例えば、トリス、水酸化ナトリウム、水酸化カ
リウム、アンモニア、炭酸ナトリウム、炭酸水素ナトリウムが挙げられる。また、緩衝能
のあるアルカリ溶液は、操作性のズレを補えるので好ましい。例えば、トリス塩酸緩衝液
、リン酸緩衝液、グリシン水酸化ナトリウム緩衝液、炭酸重炭酸緩衝液などが挙げられる
。
【００１８】
　本発明のキットは、本発明の測定法を実施するのに用いることができ、検体を予め酸処
理するための酸性溶液を含むことを特徴とする。具体的には、
　（ａ）酸性溶液、
　（ｂ）ＧＬＰ－１に特異的な抗体、
　（ｃ）取扱説明書、を含む。
【００１９】
　本発明のキットに用いる前記抗体は、モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体のい
ずれであることもできる。また、ＧＬＰ－１への特異的結合能を保持する抗体断片、例え
ば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、又はＦvとして、キットに用いることもできる
。
　更に、前記抗体は、そのままの状態でキットに用いることもできるし、利用する免疫学
的手法に基づいて、それに適した形態、例えば、ラテックス凝集免疫測定法を利用するの
であれば、ラテックス担体に固定した状態で、磁性粒子などを利用した高感度測定法を利
用するのであれば、磁性粒子に固定した状態で、イムノクロマトグラフ法などの基板を利
用する方法であれば、基板に固定した状態で、標識物質（例えば、酵素、蛍光物質、化学
発光物質、放射性同位体、ビオチン、アビジン）による標識の必要があれば、標識化した
状態で、キットに用いることもできる。
【００２０】
　また、本発明のキットに含まれる前記取扱説明書は、少なくとも、検体を酸性溶液によ
って予め処理することに言及するものであれば、特に限定するものではなく、前記言及に
加え、例えば、本発明のキットを使用する免疫学的測定の実施手順に関する説明、キット
自体の保存・取り扱いなどに関する注意事項などを含むことができる。
【００２１】
　なお、酸処理するための酸性溶液は、ＧＬＰ－１を測定する試薬と別になっていたとし



(6) JP 6118251 B2 2017.4.19

10

20

30

40

50

ても、ＧＬＰ－１を測定する際に予め検体を酸処理するために使用するのであれば、実質
的に本発明のキットを構成する。
【実施例】
【００２２】
　以下、実施例を挙げて本発明を具体的に説明する。ただし、本発明は以下の実施例の態
様に限定されない。
【００２３】
≪実施例１：本発明の酸処理による測定法と従来の固相カラムによる測定法の手順≫
１－１：本発明の酸処理による測定法の手順
１－１－１：検体
　検体は健常人を対象とし、ＥＤＴＡ採血管（ニプロ社製）に特開２００８－１０４８７
０に従ってディプロチンＡを添加し、空腹時あるいは食事負荷後に採血し、以下の測定に
は個体別血漿を使用した。
【００２４】
１－１－２：検量線用標準試料溶液
　標準物質としては、Ｇｌｕｃａｇｏｎ－ｌｉｋｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　１　（Ｈｕｍａｎ
，　７－３６　Ａｍｉｄｅ）（ペプチド研究所社製）を使用し、０と１～１００ｐｍｏｌ
／Ｌまで８段階の濃度溶液を調製し、定量に使用した。
【００２５】
１－１－３：酸処理
　ポリプロピレン製チューブに０．２ｍｏｌ／Ｌグリシン塩酸緩衝液（ｐＨ１．３）を１
５０μＬ及び、検量線用標準試料溶液または個体別血漿１５０μＬを添加し、混和した。
３７℃にて１０分間インキュベートし、その後、２ｍｏｌ／Ｌトリス塩酸緩衝液（ｐＨ８
．５）を３０μＬ添加して中和し、酸処理済みサンプルとして、以下の活性型ＧＬＰ－１
量の測定に使用した。
【００２６】
１－１－４：活性型ＧＬＰ－１濃度の測定
　活性型ＧＬＰ－１濃度の測定は、抗ＧＬＰ－１モノクローナル抗体によるＧＬＵＣＡＧ
ＯＮ－ＬＩＫＥ　ＰＥＰＴＩＤＥ－１（ＡＣＴＩＶＥ）　ＥＬＩＳＡ　ＫＩＴ　９６Ｗｅ
ｌｌ　Ｐｌａｔｅ（ミリポア社製）を使用した。測定方法は、添付の説明書に従って行っ
た。測定装置は、Ｖｅｒｉｔａｓマイクロプレート　ルミノメーター（プロメガ社製）を
使用し、ＳｏｆｔＭａｘ　Ｐｒｏ（モレキュラーデバイス　ジャパン社製）にて解析した
。
【００２７】
１－２：従来の固相カラムによる測定法の手順
　１－１－３の酸処理を以下の固相カラムに変更した以外は、１－１と同様に行った。
　固相カラムとしてＯａｓｉｓ　ＨＬＢ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｐｌａｔｅ（Ｗａｔｅ
ｒｓ社製）を使用した。使用方法は、添付の説明書に従って行った。カラムのコンディシ
ョニングを行った後、１－１－１で調製した血漿３００μＬをＰＢＳで４倍希釈し１２０
０μＬに調製してウェルに添加後、遠心（１０×ｇ、３分間、室温）した。その後、１０
％メタノール溶液１ｍＬを添加後、遠心（１０×ｇ、３分間、室温）を行い、ウェルを洗
浄した。この操作を２回繰り返した。続いて、ディープウェルプレートをセットし、０．
５％アンモニア含有７５％メタノール溶液０．５ｍＬを添加後、遠心（１０×ｇ、３分間
、室温）し、溶出した。この操作を２回繰り返した後、遠心（１００×ｇ、1分間、室温
）でウェルから溶出液を完全に回収した。続いて、この溶出液を窒素気流下にて乾固を行
った。これにＧＬＵＣＡＧＯＮ－ＬＩＫＥ　ＰＥＰＴＩＤＥ－１（ＡＣＴＩＶＥ）　ＥＬ
ＩＳＡ　ＫＩＴ　９６Ｗｅｌｌ　Ｐｌａｔｅキット（ミリポア社製）含有のＡｓｓａｙ　
Ｂｕｆｆｅｒ２５０μＬを添加して、プレートシェーカーに約５分間かけて再溶解し、前
処理済みサンプルとして活性型ＧＬＰ－１濃度の測定に使用した。再溶解量２５０μＬが
検体量３００μＬより少ないため、測定値に、容量補正係数（０．８３：再溶解量を検体
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量にて除した値）を乗じた。
　また、比較として前処理を行わない場合は、１－１－１で調製した血漿をそのまま活性
型ＧＬＰ－１濃度の測定に使用した（容量補正も不要）。
【００２８】
≪実施例２：活性型ＧＬＰ－１濃度測定における前処理法の効果の比較≫
　活性型ＧＬＰ－１濃度と総ＧＬＰ－１濃度を同じ個体において比較した場合、前処理な
し法では活性型ＧＬＰ－１濃度が総ＧＬＰ－１濃度を上回る個体が認められ、前処理なし
では活性型ＧＬＰ－１を正確に測定できていないことが明らかであり、従来の固相カラム
による前処理の有効性が確認されている。
【００２９】
　空腹時において、活性型ＧＬＰ－１濃度は非常に低濃度（定量下限１ｐｍｏｌ／Ｌ付近
）であることから、空腹時血漿を測定することにより、測定値に対する非特異反応物質の
影響を正確に確認することが可能となる。
【００３０】
　実施例１にしたがって、それぞれの前処理法にて活性型ＧＬＰ－１濃度を測定した。
　空腹時の健常人２９例より個体別に血漿を調製し、前処理なし法、固相カラム法、酸処
理法にて血漿を処理後、活性型ＧＬＰ－１濃度を測定した。このうち、固相カラム法は測
定値が前処理によるロスにより低めとなるため、比較上、便宜的に測定値を回収率補正（
測定値／０．７５）した結果を用いた。その結果、本発明の酸処理法は、固相カラム法と
同等の結果が得られた。結果を図１に示す。
【００３１】
　前処理なしでは多くの検体で非特異的な値の上昇が認められたが、検体の酸処理法によ
る前処理によって有意に抑制することができた。また、固相カラム法では、便宜的に測定
値を回収率補正して値を求めているが、回収率は常に安定であるとは限らず、測定値が正
しいものであるか不確実であった。しかし、酸処理法は、そのような補正係数を使用しな
くても、固相カラム法の補正後の測定値と同程度であったため、簡便且つ高精度に測定値
が求められることがわかった。以上より、酸処理によって、安定して正確に測定結果を得
ることができることが示された。
【００３２】
≪実施例３：活性型ＧＬＰ－１濃度測定における前処理法の効果の比較≫
　実施例１にしたがって、それぞれの前処理法にて食事負荷後の健常人１０例の活性型Ｇ
ＬＰ－１濃度を測定した。
【００３３】
　食事負荷により内因性活性型ＧＬＰ－１濃度が増加することから、食事負荷後の血漿を
測定することで酸処理法が内因性の活性型ＧＬＰ－１濃度測定に影響を与えないことを確
認することが可能となる。
【００３４】
　食事負荷後の健常人１０例より個体別に血漿を調製し、固相カラム法、酸処理法にて血
漿を処理後、活性型ＧＬＰ－１濃度を測定した。このうち、固相カラム法は測定値が前処
理によるロスにより低めとなるため、比較上、便宜的に測定値を回収率補正（測定値／０
．７５）した結果も用いた。その結果、本発明の酸処理法は、回収率補正した固相カラム
法と同等の結果が得られ、正確に活性型ＧＬＰ－１濃度を測定できることがわかった。結
果を図２に示す。
【００３５】
　実施例２と同様に、酸処理法により、測定者の熟練度やカラムのロット差などに関わら
ず、安定して簡便且つ高精度に測定値が求められることがわかった。
【００３６】
≪実施例４：各種酸における酸処理条件の比較≫
　実施例１及び下記表１にしたがって、空腹時あるいは食事負荷後の個体別血漿各２例を
測定し、前処理なし法、固相カラム法及び酸処理法において、化学発光強度を比較した。
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固相カラム法は化学発光強度が前処理によるロスにより低めとなるため、比較上、便宜的
に化学発光強度を回収率補正（化学発光強度／０．７５）した結果を用いた。酸処理液は
全て個体別血漿と等量（１５０μＬ）添加し、実施例１に示す酸処理条件以外の酸処理液
の種類及び中和条件は表１に示す。酸処理法については、中和液添加量に対する容量補正
｛化学発光強度×（個体別血漿量＋酸処理液量＋中和液添加量）／（個体別血漿量＋酸処
理液量）｝を行った結果を用いた。
【表１】

【００３７】
　結果を図３及び表２に示す。
【００３８】
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【表２】

【００３９】
　その結果、固相カラム法と比較して前処理なし法では化学発光強度差で＋１０１．７～
＋１７７．１の乖離が認められた。グリシン塩酸緩衝液、ＨＣｌ及び酢酸全ての酸におい
て、前処理なし法と比較して固相カラム法に対する化学発光強度差の乖離が小さくなるこ
とが確認された。特に、グリシン塩酸緩衝液（ｐＨ１．３）、ＨＣｌ（ｐＨ１．３）、酢
酸（ｐＨ２．５）では固相カラム法に対する化学発光強度差が－１２．９～＋５１．０と
乖離がより小さくなる傾向が認められ、ｐＨの低い条件が望ましいことが明らかとなった
。中でもグリシン塩酸緩衝液（ｐＨ１．３）にて酸処理を行った場合に非特異反応物質除
去効果が最も高く（固相カラム法に対する化学発光強度差：－１２．９～＋７．５）、固
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【００４０】
≪実施例５：活性型ＧＬＰ－１濃度測定における前処理法の効果の比較≫
　実施例１にしたがって、それぞれの前処理法にて活性型ＧＬＰ－１濃度を測定した。
　空腹時の健常人５０例より個体別に血漿を調製し、前処理なし法、固相カラム法、酸処
理法にて血漿を処理後、活性型ＧＬＰ－１濃度を測定した。このうち、固相カラム法は測
定値が前処理によるロスにより低めとなるため、比較上、便宜的に測定値を回収率補正（
測定値／０．７５）した結果を用いた。その結果、本発明の酸処理法は、固相カラム法と
同等の結果が得られた。結果を図４に示す。
【００４１】
≪実施例６：活性型ＧＬＰ－１濃度測定における前処理法の効果の比較≫
　実施例１にしたがって、それぞれの前処理法にて食事負荷後の健常人５０例の活性型Ｇ
ＬＰ－１濃度を測定した。
　食事負荷後の健常人５０例より個体別に血漿を調製し、固相カラム法、酸処理法にて血
漿を処理後、活性型ＧＬＰ－１濃度を測定した。このうち、固相カラム法は測定値が前処
理によるロスにより低めとなるため、比較上、便宜的に測定値を回収率補正（測定値／０
．７５）した結果も用いた。その結果、本発明の酸処理法は、回収率補正した固相カラム
法と同等の結果が得られ、正確に活性型ＧＬＰ－１濃度を測定できることがわかった。結
果を図５に示す。
【００４２】
≪実施例７：各前処理法における測定値の相関性比較≫
　実施例５及び６で得られた１００例の測定値のうち、定量範囲であった９７例分の測定
値について、回帰分析を用いた解析を行った。
　その結果、酸処理法は固相カラム法との相関が最も良好であった（ｒ＝０．９２１）。
結果を図６に示す。
【産業上の利用可能性】
【００４３】
　本発明は、糖尿病治療・予防を目的とする薬物、食品の開発などにおいて、その効果を
評価するために血中活性型ＧＬＰ－１濃度（ＧＬＰ－１（ａｃｔｉｖｅ））や総ＧＬＰ－
１濃度（ＧＬＰ－１（ｔｏｔａｌ））を測定する際に使用することができる。本発明によ
れば、該ＧＬＰ－１を簡便且つ正確に測定することができることから極めて有用である。
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