
(57)【要約】
　本発明は、サンプル中のフルオリド (F- )またはフッ化水素 (HF)の濃度を検出および /ま
たはドーズする (dosing)ための方法に関し、前記方法は、測定溶液を得るために水溶液中
でサンプルをシリル化有機化合物と接触させる段階であって、フルオリドまたはフッ化水
素酸が存在する場合、前記有機シリル化合物は脱シリル化され、それによって、シリル化
有機化合物と脱シリル化有機化合物を、識別される形で検出および /またはドーズするこ
とができる段階と、サンプル中にフルオリドまたはフッ化水素が存在する場合に発生する
、脱シリル化有機化合物の出現または有機性のシリル化化合物の消失を、前記測定溶液中
で検出および /またはドーズする段階とを含む。本発明によって、フッ化水素またはフル
オリドの存在を非常に実際的かつ容易な形で、 10- 2 l HF/106 l空気 (10ppb)、また 0.5～ 1μ
g/mlの HFの溶液中濃度で検出することが可能になる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 サ ン プ ル 中 の フ ル オ リ ド (F - )ま た は フ ッ 化 水 素 (HF)を 検 出 お よ び ／ ま た は 濃 度 測 定 す る
方 法 で あ っ て 、
　 測 定 溶 液 を 得 る た め に 、 水 溶 液 中 で 前 記 サ ン プ ル を シ リ ル 化 有 機 化 合 物 と 接 触 さ せ る ス
テ ッ プ で あ っ て 、 こ こ で 前 記 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 は 、 フ ッ 化 水 素 酸 ま た は フ ル オ リ ド が 存
在 す る 場 合 に 脱 シ リ ル 化 さ れ 、 前 記 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 と 脱 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 は 互 い に
独 立 に 検 出 お よ び /ま た は 測 定 可 能 で あ る ス テ ッ プ と 、
　 前 記 サ ン プ ル 中 に フ ル オ リ ド ま た は フ ッ 化 水 素 が 存 在 し て い る 場 合 に 起 こ る 、 脱 シ リ ル
化 有 機 化 合 物 の 出 現 ま た は シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 消 失 を 、 前 記 測 定 溶 液 中 で 検 出 お よ び /
ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ と
　 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 式 が
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、 R 1 、 R 2 お よ び R 3 は C 1 ～ C 6 ア ル キ ル か ら 独 立 に 選 択 さ れ 、 R 4 は 前 記 有 機 化 合 物 で あ
る )
　 で あ る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 R 1 、 R 2 お よ び R 3 が メ チ ル 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル お よ び ブ チ ル か ら な る 群 か ら 独 立 に 選 択 さ
れ る 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 有 機 化 合 物 が 250～ 200000gモ ル - 1 の 分 子 量 を 有 す る ヒ ド ロ キ シ ル 化 化 合 物 で あ る 請
求 項 1、 2ま た は 3の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 有 機 化 合 物 が 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 ペ プ チ ド 、 ホ モ バ ニ リ ン 酸 、 ア ン フ ォ テ リ シ ン
、 ス テ ロ イ ド 、 サ イ ト カ イ ン 、 ア ラ キ ド ン 酸 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る ヒ ド ロ キ シ ル 化 化 合 物 で あ る 請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 測 定 溶 液 中 で の 、 脱 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 出 現 ま た は シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 消 失 の
検 出 お よ び /ま た は 測 定 を ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 実 施 す る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 非 シ リ ル 化 ま た は 脱 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 に 対 す る か 、 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 に 対 す る
1種 ま た は 複 数 の 抗 体 を 用 い た 免 疫 学 的 試 験 に よ っ て 、 前 記 測 定 溶 液 中 で の 、 脱 シ リ ル 化
有 機 化 合 物 の 出 現 ま た は シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 消 失 の 検 出 お よ び /ま た は 測 定 を 実 施 す る
請 求 項 1か ら 6の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 7に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 免 疫 学 的 試 験 が 競 合 ま た は 非 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ で あ る 請 求 項 7に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 有 機 化 合 物 が エ ス ト ラ ジ オ ー ル ま た は そ の 誘 導 体 の 1つ で あ る 請 求 項 1ま た は 7に 記
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載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 有 機 化 合 物 が 、 エ ス ト ラ -1,3,5-ト リ エ ン -3,17μ ま た は 17μ -ジ オ ー ル 、 あ る い は
そ れ ら の 誘 導 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 1ま た は 7に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 接 触 ス テ ッ プ に お い て 、 前 記 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 を 1～ 2000ng/mlの 濃 度 で 使 用 す る
、 請 求 項 1な い し 11の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 接 触 水 溶 液 の pHを 緩 衝 材 で 処 理 し て pH4.5～ 5.5に す る 、 請 求 項 1な い し 12の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 接 触 ス テ ッ プ を 54～ 64℃ の 温 度 で 実 施 す る 、 請 求 項 1な い し 13の い ず れ か 一 項 に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 以 下 の 試 薬 、 す な わ ち 、 フ ッ 素 ま た は フ ッ 化 水 素 酸 が 存 在 す る 場 合 に 脱 シ リ ル 化 さ れ る
シ リ ル 化 有 機 化 合 物 と 、 水 溶 液 中 で 、 脱 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 出 現 ま た は シ リ ル 化 有 機 化
合 物 の 消 失 を 検 出 す る た め の 手 段 と し て の 試 薬 と を 含 む 、 サ ン プ ル 中 の フ ル オ リ ド (F - )ま
た は フ ッ 化 水 素 (HF)の 濃 度 を 検 出 お よ び /ま た は 測 定 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 式 が
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、 R 1 、 R 2 お よ び R 3 は C 1 ～ C 6 ア ル キ ル か ら 独 立 に 選 択 さ れ 、 R 4 は 前 記 有 機 化 合 物 で あ
る )
　 で あ る 請 求 項 15に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 R 1 、 R 2 お よ び R 3 が メ チ ル 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル お よ び ブ チ ル か ら な る 群 か ら 独 立 に 選 択 さ
れ る 請 求 項 16に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 有 機 化 合 物 が 250～ 200000gモ ル - 1 の 分 子 量 を 有 す る ヒ ド ロ キ シ ル 化 化 合 物 で あ る 請
求 項 15、 16ま た は 17の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 有 機 化 合 物 が エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 ペ プ チ ド 、 ホ モ バ ニ リ ン 酸 、 ア ン フ ォ テ リ シ ン 、
ス テ ロ イ ド 、 サ イ ト カ イ ン ま た は ア ラ キ ド ン 酸 あ る い は そ れ ら の 誘 導 体 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る ヒ ド ロ キ シ ル 化 化 合 物 で あ る 請 求 項 15ま た は 16に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 有 機 化 合 物 が エ ス ト ラ ジ オ ー ル ま た は そ の 誘 導 体 の 1つ で あ る 請 求 項 15ま た は 16に
記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 有 機 化 合 物 が 、 エ ス ト ラ -1,3,5-ト リ エ ン -3,17μ ま た は 17μ -ジ オ ー ル 、 あ る い は
そ れ ら の 誘 導 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 15に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 非 シ リ ル 化 ま た は 脱 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 に 対 す る か 、 前 記 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 に 対

10

20

30

40

50

(3) JP 2007-501406 A 2007.1.25



す る 1つ ま た は 複 数 の 抗 体 を さ ら に 含 む 請 求 項 15か ら 21の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ の 実 施 に 必 要 な 試 薬 お よ び 抗 体 、 ま た は 非 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ の 実
施 に 必 要 な 試 薬 お よ び 抗 体 を さ ら に 含 む 請 求 項 22に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 接 触 お よ び /ま た は 検 出 お よ び /ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ の た め の レ セ プ タ ク ル の 働 き を
す る 1個 ま た は 複 数 の ウ ェ ル が 中 に 形 成 さ れ て い る ポ リ ス チ レ ン ス ト リ ッ プ を さ ら に 含 む
請 求 項 15、 22ま た は 23に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ウ ェ ル が マ ウ ス 抗 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 抗 体 に 対 す る 抗 体 で コ ー テ ィ ン グ さ れ て い る 請 求 項
14に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル が ウ ェ ル の 底 部 に 結 合 さ れ て い る 請 求 項 24に 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る フ ル オ リ ド (F - )(fluoride)ま た は フ ッ 化 水 素 (HF)の 濃
度 を 検 出 お よ び /ま た は 測 定 す る た め の 方 法 、 お よ び そ の 方 法 を 実 施 す る た め の 検 出 キ ッ
ト に 関 す る 。 本 発 明 に よ っ て 、 環 境 汚 染 物 質 を 効 率 的 に か つ 高 感 度 で 測 定 す る こ と が 可 能
に な る 。 本 発 明 は 、 完 全 に 独 創 的 で あ っ て 容 易 に 実 施 で き る 方 法 に 基 づ く も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 フ ッ 化 水 素 は 強 い 無 機 酸 で あ り 、 無 色 で 水 に 非 常 に 溶 解 し 易 く 、 溶 解 し て フ ッ 化 水 素 酸
を 形 成 す る 。 HFは 産 業 界 で 広 く 使 用 さ れ て い る ガ ス で あ り 、 特 に ポ リ マ ー 、 冷 却 液 お よ び
消 火 用 製 品 の 製 造 、 ア ル ミ ニ ウ ム 精 製 、 核 燃 料 製 造 お よ び エ レ ク ト ロ ニ ク ス 部 品 の 製 造 の
た め に 使 用 さ れ る 。 さ ら に 、 石 炭 、 家 庭 廃 棄 物 も し く は 産 業 廃 棄 物 お よ び プ ラ ス チ ッ ク ス
の 燃 焼 の 際 に 放 出 さ れ る 生 成 物 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 HFは 3× 10 - 2 l HF/10 6 l空 気 (30ppm)を 超 え る オ ー ダ ー の 濃 度 で 有 毒 で あ る 。 HFは 皮 膚 /粘
膜 の 曝 露 に よ っ て も た ら さ れ る や け ど 、 な ら び に 上 気 道 お よ び 下 気 道 の 炎 症 を 引 き 起 こ す
可 能 性 の あ る 強 力 な 刺 激 物 質 で あ る 。 さ ら に HFの 吸 収 に よ っ て 、 代 謝 障 害 が も た ら さ れ る
可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 さ ら に こ の 生 成 物 は 鉄 、 青 銅 お よ び ガ ラ ス な ど の 多 く の 材 料 に 対 し て 非 常 に 腐 食 性 で あ
る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し た が っ て 、 危 険 な 濃 度 の HFが 検 出 さ れ た 場 合 に 適 切 な 手 段 を と れ る よ う に す る た め に
、 特 に 工 業 排 出 物 中 お よ び 実 験 室 な ら び に こ れ ら の 周 囲 の 環 境 に お い て 、 人 々 や 環 境 や 工
業 的 な 装 置 を 保 護 す る の に 、 HFの 濃 度 を 監 視 す る た め の 手 段 を 確 立 す る こ と が 特 に 必 要 で
あ る 。 多 く の 国 で HFの 許 容 大 気 濃 度 基 準 が 確 立 さ れ て い る 。 こ れ ら の 基 準 は 一 般 に 、 (5×
10 - 5 ～ 5× 10 - 4 l)HF/10 6 l空 気 (0.05～ 0.5ppm)で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 以 下 の 説 明 で は 、 角 括 弧 []内 の 引 用 番 号 は 本 明 細 書 に 添 付 の 文 献 一 覧 表 の 番 号 に 対 応 す
る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 今 日 ま で 、 HFま た は フ ッ 化 物 イ オ ン を 測 定 す る た め の 多 く の 方 法 が 開 発 さ れ 報 告 さ れ て
い る 。 一 般 に こ れ ら の 技 術 は 、 化 学 的 、 電 気 化 学 的 、 分 光 学 的 ま た は 光 学 的 な 検 出 法 に 基
づ く も の で あ る 。 HFの 量 を 検 出 し 測 定 す る こ と が で き る 多 く の 装 置 が 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 サ ン プ ル 中 の HFの 量 を 検 出 し 測 定 す る の に 使 用 で き る い く つ か の 電 気 化 学 的 方 法 、 分 光
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光 度 法 お よ び ク ロ マ ト グ ラ フ 法 が 、 添 付 の 参 考 文 献 一 覧 表 の 文 献 [1]に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 特 定 の 電 極 を 使 用 す る 、 ID-110で 表 示 さ れ た 参 照 方 法 が OSHAウ ェ ブ サ イ ト 上 に 記 載 さ れ
て い る 。 参 考 文 献 番 号 [2]で あ る 。 こ の 方 法 の 感 度 は 1.2× 10 - 2 l HF/10 6 l空 気 (12ppb)で あ
る が 、 こ の 方 法 は 現 地 で 適 用 す る の が 難 し い 実 験 室 試 験 用 で あ る 。 現 地 用 の 方 法 に 関 す る
限 り 、 こ れ ら の 感 度 は よ り 劣 り 、 0.2l HF/10 6 l空 気 (200ppb)の オ ー ダ ー で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 他 の 方 法 で は 、 炭 化 ケ イ 素 基 板 (「 金 属 絶 縁 膜 半 導 体 (Metal Insulator Semiconductor)
」 :MIS)を ベ ー ス に し た 検 出 器 を 用 い る 。 こ の 方 法 は 、 例 え ば 参 考 文 献 番 号 [3]の 文 献 に 記
載 さ れ て い る 。 HF測 定 用 の 種 々 の 電 子 検 出 計 器 が 様 々 な 製 造 業 者 に よ っ て 提 案 さ れ て い る
。 そ の 例 と し て は 、 ウ ェ ブ サ イ ト 上 に 記 載 さ れ て い る 文 献 番 号 [4]の Bionics Instrument
社 の OEM Fluorine Sensor(登 録 商 標 )計 器 ま た は NORSK ELEKTRO OPTIKK A/S社 の LaserGas(
登 録 商 標 )計 器 が あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ れ ら の 計 器 に 付 与 さ れ て い る 検 出 限 界 は 、 ガ ス 媒 体 の 場 合 、 100万 分 の 1も し く は 10億
分 の 1の 単 位 (ppmも し く は ppb)で 表 さ れ 、 水 性 媒 体 の 場 合 、 ミ リ リ ッ ト ル 当 た り の ナ ノ グ
ラ ム も し く は マ イ ク ロ グ ラ ム (ng/mlも し く は μ g/ml)で 表 さ れ る 。 一 般 に 検 出 限 界 は 、 10 -
4 l HF/10 6 l空 気 (0.1ppm)の オ ー ダ ー で あ り 、 溶 液 の 場 合 、 最 も 良 好 な 装 置 の 場 合 で (1～ 10
00ng)HF/mlで あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 残 念 な が ら 、 こ れ ら の 方 法 お よ び 計 器 は ス ペ ー ス を 要 し 、 移 動 が 困 難 で あ り 、 し ば し ば
実 施 が 難 し く 、 ま た 高 価 で あ る こ と が 多 い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 HFを 「 検 出 す る た め の 理 想 的 な 手 段 」 は 以 下 の 特 徴 を 兼 ね 備 え た も の で な け れ ば な ら な
い 。
　 -　 感 度 :少 な く と も 10 - 4 l HF/10 6 l空 気 (0.1ppm)の 測 定 で あ る 。
　 -　 コ ス ト :必 要 な 場 合 、 容 易 に 検 出 器 の 数 を 増 や す こ と が で き る よ う に す る た め に 、 コ
ス ト は 余 り 高 く て は な ら な い 。
　 -　 利 用 可 能 性 :公 開 さ れ て い る 技 術 の 多 く に つ い て は 市 販 品 が な い 。 そ の 理 由 は 、 実 施
す る の が 特 に 難 し い た め で あ る 。
　 -　 移 動 性 :様 々 な 場 所 で 使 用 で き る よ う に 、 装 置 を 容 易 に 移 動 で き な け れ ば な ら な い 。
　 -　 迅 速 に 実 施 で き る こ と お よ び 速 や か に 結 果 を 使 用 で き る こ と 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 従 来 技 術 の ど の 方 法 も 装 置 も こ れ ら の 特 性 を 兼 ね 備 え て い な い よ う で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 し た が っ て 、 「 理 想 的 な 検 出 手 段 」 の 上 記 特 徴 を で き る 限 り 多 く 兼 ね 備 え た 新 規 の 技 術
の 真 の 必 要 性 が あ る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 [1]International Society for Fluoride Research、 Fluoride 31(2)、
1998、 74～ 80頁 - disponible sur le site Internet http://www.fluoride-journal.com/
98-31-2/31274-80.htm
【 非 特 許 文 献 ２ 】 [2]Occupational Safety and Health Administration"、 http://www.os
ha dlc.gov/dts/sltc/methods/inorganic/id110/id110.html
【 非 特 許 文 献 ３ 】 [3]Alexei Vasilievら 、 Elsevier,Analytica chimica acta,Sensor and
 Actuators、 B 49(1998)、 133～ 138頁
【 非 特 許 文 献 ４ 】 [4]http://www.bionics-instrument.com/p_fluorine.htm
【 非 特 許 文 献 ５ 】 [5]Ezan Eら 、 「 Pharmcokinetics in healthy volunteers and patient
s of NAc-SDKP(seraspenide),a negative regulator of hematopoiesis」 、 Drug Metab D
ispos 1994年 11月 ～ 12月 ;22(6):843～ 848頁
【 非 特 許 文 献 ６ 】 [6]Shi RZら 、 「 Development of an enzyme-linked immunosorbent ass
ay with monoclonal antibody for quantification of homovanillic acid [corrected]i
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n human urine samples」 、 Clin Chem 1998年 8月 ;44(8 Pt 1):1674～ 1679頁
【 非 特 許 文 献 ７ 】 [7]Taran Fら 、 「 Competitive enzyme immunoassay for urinary vanil
lylmandelic acid」 、 Clin Chim Acta 1997年 8月 29日 ;264(2):177～ 192頁
【 非 特 許 文 献 ８ 】 [8]Boschelliら 、 Tet-ahedron Letters 26、 53295242、 1985.
【 非 特 許 文 献 ９ 】 [9]Machard Sら 、 「 A sensitive amphotericin B immunoassay for pha
rmacokinetic and distribution studies」 、 Antimicrob Agents Chemother 2000年 3月 ;4
4(3):546～ 550頁
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 [10]Cleary JDら 、 「 Amphotericin B enzyme-linked immunosorbent 
assay」 、 Antimicrob Agents Chemother 1996年 3月 ;40(3):637～ 641頁
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 [11]Fitzgerald RL,Herold DA.、 「 Serum total testosterone: immu
noassay compared with negative chemical ionization gas chromatography-mass spect
rometry」 、 Clin Chem 1996年 5月 ;42(5):749～ 755頁
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 [12]Luceri Fら 、 「 Gas chromatography-mass spectrometry measure
ment of 6-beta-OH-cortisol/cortisol ratio in human urine:a specific marker of en
zymatic induction」 、 Clin Chem Lab Med 2001年 12月 ;39(12):1234～ 1249頁
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 [13]Munro CJら 、 「 Relationship of serum estradiol and progeste
rone concentrations to the excretion profiles of their major urinary metabolites
 as measured by enzyme immunoassay and radioimmunoassay」 、 Clin Chem 1991年 6月 ;3
7(6):838～ 844頁
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 [14]Metaye Tら 、 「 Comparative measurement of progesterone rece
ptors in breast cancer by biochemical and immunoenzymatic assays」 、 Ann Biol Cli
n (Paris) 1990年 ;48(10):732～ 736頁
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 [15]Foekens JAら 、 「 Comparison of enzyme immunoassay and dextr
an-coated charcoal techniques for progesterone receptor determination in human b
reast cancer cytosols」 、 J Steroid Biochem 1988年 6月 ;29(6):571574頁
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 [16]Hosoda Hら 、 「 Sensitivity of steroid enzyme immunoassays.C
omparison of four label enzymes in an assay system using a monoclonal anti-stero
id antibody」 、 Chem Pharm Bull (Tokyo) 1989年 7月 ;37(7):1834～ 1837頁
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 [17]Hubl Wら 、 「 An improved solid-phase enzyme and luminescent
 immunoassay system for steroid hormones and digoxin」 、 Clin Chem 1988年 12月 ;34(
12):2521～ 2523頁
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 [18]Hocart CHら 、 「 Mass spectrometry and chromatography of t-b
utyldimethylsilyl derivatives of cytokinin bases」 、 Cytokine Anal Biochem 1986年
2月 15日 ;153(l):85～ 96頁
【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 [19]Garcia de Salamone IEら 、 「 Cytokinin production by plant g
rowth promoting rhizobacteria and selected mutants」 、 Can J Microbiol 2001年 5月 ;
47(5):404～ 411頁
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 [20]Trione EJら 、 「 A quantitative fluorescence enzyme immunoas
say for plant cytokinins」 、 Anal Biochem 1987年 4月 ;162(l):301～ 308頁
【 非 特 許 文 献 ２ １ 】 [21]Steffenrud Sら 、 「 Gas chromatography-mass spectrometry of 
monchydroxyeicosatetraenoic acids as their methyl esters trimethylsilyl,allyldim
ethylsilyl and tert.-butyldimethylsilyl ethers」 、 J Chromatogr 1987年 5月 15日 ;416
(2):219～ 235頁
【 非 特 許 文 献 ２ ２ 】 [22]Smith BJら 、 「 Measurement of plasma prostaglandin E2 using
 capillary gas chromatography negative ion chemical ionization mass spectrometry
」 、 Res Commun Chem Pathol Pharmacol 1983年 4月 ;40(1):73～ 86頁
【 非 特 許 文 献 ２ ３ 】 [23]David Percival M、 「 Continuous spectrophotometric assay am
enable to 96-well plate format for prostaglandin E synthase activity」 、 Anal Bio
chem 2003年 2月 15日 ;313(2):307～ 310頁
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【 特 許 文 献 １ 】 [44]欧 州 特 許 第 EP-A-0139552号
【 特 許 文 献 ２ 】 [45]米 国 特 許 第 5,047,300号
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 が 達 成 し よ う と す る 目 的 は 、 具 体 的 に は 、 上 記 特 徴 を す べ て 有 し て い て 、 さ ら に
従 来 技 術 の 方 法 お よ び 装 置 の 上 記 欠 点 を 有 し て い な い 、 HFを 検 出 す る た め の 方 法 お よ び キ
ッ ト を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 測 定 溶 液 を 得 る た め に 、 水 溶 液 中 で サ ン プ ル を シ リ ル 化 有 機 化 合 物 と
接 触 さ せ る ス テ ッ プ で あ っ て 、 フ ッ 化 水 素 酸 ま た は フ ル オ リ ド (F - )が 存 在 す る 場 合 に 前 記
シ リ ル 化 有 機 化 合 物 が 脱 シ リ ル 化 さ れ 、 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 と 脱 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 を 互
い に 独 立 に 検 出 お よ び /ま た は 測 定 可 能 で あ る ス テ ッ プ と 、
　 前 記 サ ン プ ル 中 に フ ル オ リ ド (F - )ま た は フ ッ 化 水 素 (HF)が 存 在 し て い る 場 合 に 起 こ る 、
脱 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 出 現 ま た は シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 消 失 を 、 前 記 測 定 溶 液 中 で 検 出
お よ び /ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ と
　 を 含 む 、 サ ン プ ル 中 の フ ル オ リ ド ま た は フ ッ 化 水 素 の 濃 度 を 検 出 お よ び /ま た は 測 定 す
る 方 法 に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 以 下 の 説 明 に お い て 、 「 フ ッ 素 」 ま た は 「 フ ッ 素 お よ び そ の 誘 導 体 」 と い う 用 語 は 、 フ
ル オ リ ド (F - )、 フ ッ 化 水 素 (HF)お よ び フ ッ 化 水 素 酸 を 暗 黙 の う ち に 表 し て い る 。 フ ル オ リ
ド は フ ッ 素 の 塩 の 意 味 と し て 理 解 さ れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 フ ッ 素 は 非 常 に 求 核 的 な 原 子 で あ り 、 そ の た め 、 求 核 的 な 置 換 反 応 に 介 在 す る こ と が で
き る 。 よ り 具 体 的 に は 、 以 下 の 化 学 式 で 示 さ れ る よ う な 形 で 、 フ ッ 素 は ケ イ 素 -酸 素 (Si-O
)型 の 結 合 を 特 異 的 に 攻 撃 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ の 化 学 式 に お い て 、 R 1 、 R 2 お よ び R 3 は 、 Siの 置 換 基 で あ り 、 後 者 と 一 緒 に な っ て 、 本
発 明 の 意 味 で の 有 機 化 合 物 R 4 の シ リ ル 化 基 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 R 1 、 R 2 お よ び R 3 は 、 C 1 ～ C 6 ア ル キ ル か ら 独 立 に 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 R 1 、 R 2

お よ び R 3 は メ チ ル 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル お よ び ブ チ ル か ら な る 群 か ら 独 立 に 選 択 さ れ る 。
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【 ０ ０ ２ ３ 】
　 し た が っ て こ の 化 学 式 で は 、 -R 4 は 、 本 発 明 の 実 施 の 際 の 、 シ リ ル 化 さ れ た 有 機 化 合 物 (
左 側 )、 ま た は 脱 シ リ ル 化 さ れ た 有 機 化 合 物 (右 側 )を 表 す 。 シ リ ル 化 を 可 能 に す る た め に
、 こ の 化 合 物 は 、 シ リ ル 化 の た め に ア ク セ ス 可 能 な 少 な く と も 1個 の 水 酸 官 能 基 を 含 有 し
て い る 。 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る 場 合 に そ の 検 出 を 容 易 に す る た め に 、 こ の 化 合 物 は 有 利
に は 有 機 化 合 物 で あ る 。 一 般 に 、 特 に 溶 解 性 の 問 題 、 し た が っ て 感 度 な ら び に フ ッ 素 検 出
お よ び /ま た は 測 定 結 果 の 再 現 性 の 問 題 か ら 、 こ の 化 合 物 は 250～ 200000gモ ル - 1 、 例 え ば 2
50～ 1500gモ ル - 1 の 分 子 量 を 有 す る 。 こ の 化 合 物 は 、 例 え ば 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 3～ 50個
の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 有 す る ペ プ チ ド な ど の ペ プ チ ド 、 ホ モ バ ニ リ ン 酸 、 ア ン フ ォ テ リ シ ン
、 ス テ ロ イ ド 、 サ イ ト カ イ ン お よ び ア ラ キ ド ン 酸 、 ま た は こ れ ら の 化 合 物 の 誘 導 体 か ら 選
択 さ れ る ヒ ド ロ キ シ ル 化 化 合 物 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 で 使 用 で き る ペ プ チ ド は 例 え ば 文 献 番 号 [5]に 記 載 さ れ て お り 、 使 用 で き る ホ モ
バ ニ リ ン 酸 お よ び そ の 誘 導 体 は 例 え ば 文 献 番 号 [6]お よ び [7]に 、 使 用 で き る ア ン フ ォ テ リ
シ ン は 例 え ば 文 献 番 号 [8]～ [10]に 、 本 発 明 で 使 用 で き る ス テ ロ イ ド お よ び ス テ ロ イ ド 誘
導 体 は 例 え ば 文 献 番 号 [11]～ [17]に 、 本 発 明 で 使 用 で き る サ イ ト カ イ ン お よ び サ イ ト カ イ
ン 誘 導 体 は 例 え ば 文 献 番 号 [18]～ [20]に 、 使 用 で き る ア ラ キ ド ン 酸 お よ び そ の 誘 導 体 は 例
え ば 文 献 番 号 [21]～ [24]に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 質 的 な こ と は 、 測 定 溶 液 中 に お い て 、 こ れ ら の 化 合 物 の 一 方 の 消 失 お よ び /ま た は 他
方 の 出 現 の 検 出 お よ び /ま た は 測 定 を 可 能 に す る た め に 、 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 と 脱 シ リ ル
化 有 機 化 合 物 を 互 い に 別 々 に 検 出 お よ び /ま た は 測 定 で き る こ と で あ る 。 し た が っ て 、 本
発 明 の 方 法 は 、 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 ま た は 脱 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 、 あ る い は こ れ ら 2つ の
化 合 物 (た だ し 互 い に 独 立 に )を 検 出 す る こ と に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 に 対 す る フ ッ 素 ま た は そ の 誘 導 体 の 単 純 な 作 用 に
よ っ て 脱 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 ま た は こ の 有 機 化 合 物 の 未 変 性 (native)の 形 態 が 、 損 な わ れ
な い ま ま 回 復 さ れ 得 る と い う 条 件 付 で 、 選 択 し た 有 機 化 合 物 に シ リ ル 基 を 結 合 さ せ る (シ
リ ル 化 )た め に 、 任 意 の 適 切 な 試 薬 を 使 用 す る こ と が で き る 。 使 用 で き る シ リ ル 基 も し く
は 官 能 基 は 化 学 式 で 上 記 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 を 実 施 す る た め に 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 さ れ た 有 機 化 合 物 を シ リ ル 化 す る の に 使 用 で
き る も の と し て 以 下 の 試 薬 を 挙 げ る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 N,O-ビ ス (ト リ メ チ ル シ リ
ル )ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド (す な わ ち BTSFA)、 N-メ チ ル -N-(tert-ブ チ ル ジ メ チ ル シ リ
ル )ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド (す な わ ち MTBSTFA)、 ト リ メ チ ル シ リ ル (す な わ ち TMS)、 ter
t-ブ チ ル ジ メ チ ル シ リ ル (す な わ ち t-BDMS)、 N,O-ビ ス (ト リ メ チ ル シ リ ル )ア セ ト ア ミ ド (
す な わ ち BSA)、 ヘ キ サ メ チ ル ジ シ ラ ザ ン (す な わ ち HMDS)、 N-メ チ ル ト リ メ チ ル シ リ ル ト リ
フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド (す な わ ち MSTFA)、 ト リ メ チ ル ク ロ ロ シ ラ ン (す な わ ち TMCS)、 ト リ
メ チ ル シ リ ル イ ミ ダ ゾ ー ル (す な わ ち TMSI)等 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 実 施 の た め に 使 用 で き る シ リ ル 化 の た め の 他 の 試 薬 お よ び 操 作 様 式 も 、 添 付 の
参 考 文 献 一 覧 表 の 例 え ば 文 献 番 号 [25]～ [30]に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 一 般 に こ れ ら の 試 薬 は 、 使 用 が 簡 単 で あ り 、 容 易 に 入 手 で き 、 シ リ ル 官 能 基 (ケ イ 素 原
子 を 含 有 す る )を 、 選 択 し た 有 機 化 合 物 に 属 し て い る 水 酸 官 能 基 上 に 転 移 す る こ と を 可 能
に す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 本 発 明 者 等 は さ ら に 、 シ リ ル 基 に よ っ て 、 本 発 明 に よ る フ ッ 素 の 検 出 お
よ び /ま た は 測 定 の 感 度 お よ び 選 択 性 に ば ら つ き が あ る こ と を 実 証 し た 事 実 を 例 示 す る た
め に 、 具 体 的 に は 以 下 の 2つ の 試 薬 す な わ ち 、
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　 ト リ メ チ ル シ リ ル (-Si(CH 3 ) 3 )官 能 基 を 、 選 択 さ れ た 有 機 化 合 物 の -OH基 に 結 合 さ せ る BT
SFA、 お よ び
　 ジ メ チ ル tert-ブ チ ル シ リ ル (Si(CH 3 ) 2 C(CH 3 ) 3 官 能 基 を 、 選 択 さ れ た 有 機 化 合 物 の -OH基
に 結 合 さ せ る MTBSTFA
　 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 BTSFAは 、 そ れ ほ ど 疎 水 性 で も な い シ リ ル を ヒ ド ロ キ シ ル 化 化 合 物 に 提 供 し 、 そ れ に よ
っ て 、 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 が 比 較 的 良 好 な 溶 解 性 を 持 つ こ と が で き る よ う に す る 利 点 を 示
す 。 し か し 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 し た 場 合 、 脱 シ リ ル 化 化 合 物 へ の 転 換 に 関 し て 、 得 ら れ
た シ リ ル 化 化 合 物 が 、 HFに 対 し て 常 に 特 異 性 を 示 す と は 限 ら な い 。 こ れ ら の シ リ ル 化 化 合
物 は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 他 の 酸 に よ っ て 脱 シ リ ル 化 化 合 物 に 転 換 さ れ る 可 能 性 も あ る
。 し た が っ て 、 こ の 試 薬 は 、 フ ッ 素 に つ い て の 特 異 性 が 必 要 と さ れ な い 場 合 に フ ッ 素 を 検
出 す る た め 、 あ る い は 、 他 の 酸 の 濃 度 が 、 フ ッ 素 の 検 出 ま た は 測 定 を 妨 害 し な い 程 度 に 十
分 低 い サ ン プ ル 中 の フ ッ 素 を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 MTBSTFAは 、 よ り 疎 水 性 の シ リ ル 基 を ヒ ド ロ キ シ ル 化 化 合 物 に 提 供 し 、 得 ら れ た シ リ ル
化 化 合 物 の 水 性 媒 体 中 で の 溶 解 性 は 、 BTSFAに よ っ て 得 ら れ る シ リ ル 化 化 合 物 の 場 合 よ り
劣 る 。 他 方 、 ま っ た く 予 想 し て い な か っ た こ と だ が 、 実 施 例 で 実 証 す る よ う に 、 MTBSTFA
で シ リ ル 化 化 合 物 の 脱 シ リ ル 化 は 、 試 験 し た 他 の 酸 に 対 し て よ り 、 HFに 対 し て よ り 特 異 的
で あ る 。 し た が っ て 、 こ の 試 薬 は 、 フ ッ 素 に 関 し て 特 異 性 を 求 め ら れ る 場 合 、 例 え ば サ ン
プ ル が 相 当 な 濃 度 で 他 の 酸 を 含 有 す る 場 合 に 、 サ ン プ ル 中 の フ ッ 化 水 素 を 検 出 す る た め に
有 利 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 者 等 は 、 特 に こ れ ら の 試 薬 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 フ ッ 素 に よ る Si
-O結 合 へ の 攻 撃 の 特 異 性 も 、 ケ イ 素 と 酸 素 原 子 に 結 合 し て い る 基 に 依 存 す る こ と を 発 見 し
た 。 し た が っ て 、 シ リ ル 化 基 を 適 切 に 選 択 す れ ば 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 し た 場 合 、 測 定 は
、 サ ン プ ル 中 の 他 の 無 機 酸 ま た は 有 機 酸 お よ び 塩 類 に よ っ て 妨 害 さ れ な い 。 -Si-(CH 3 ) 3 を
用 い て 本 発 明 の 方 法 を 実 施 し た 場 合 、 例 え ば 、 HFは HClと 殆 ん ど 同 じ 脱 シ リ ル 化 活 性 を 有
し て い る 。 -O-Si-(CH 3 ) 2 -C(CH 3 ) 3 を 用 い て 本 発 明 の 方 法 を 実 施 し た 場 合 、 活 性 は (HClと 比
較 し た HFで )約 1000倍 の 大 き さ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 上 記 化 学 式 に 示 す よ う に 、 フ ッ 素 ま た は そ の 誘 導 体 に よ る 、 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 脱 シ
リ ル 化 有 機 化 合 物 へ の 転 換 率 は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る HFの 量 に 比 例 す る 。 し た が っ て 、
本 発 明 の 方 法 に よ っ て 、 一 度 に か つ 同 時 に サ ン プ ル 中 に 存 在 す る フ ッ 素 お よ び そ の 誘 導 体
を 検 出 し 測 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 本 質 的 な 特 徴 と そ の 発 明 の 本 質 は ま さ に 、 シ リ
ル 化 有 機 化 合 物 と 非 シ リ ル 化 (脱 シ リ ル 化 )有 機 化 合 物 と の 間 の 差 を 測 定 す る 検 出 手 段 を 用
い 、 そ れ に よ っ て 、 フ ッ 素 の 存 在 に よ っ て 触 媒 作 用 を 受 け た 脱 シ リ ル 化 を 検 出 /定 量 化 す
る こ と に よ っ て 、 フ ル オ リ ド お よ び /ま た は フ ッ 化 水 素 を 検 出 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 接 触 さ せ る ス テ ッ プ は 、 水 溶 液 中 で サ ン プ ル と シ リ ル 化 有 機 化 合 物 を 混 合 す る こ と に よ
っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 混 合 は 、 溶 液 中 で サ ン プ ル と フ ッ 素 を 単 に 加 え る こ と に よ っ
て 、 あ る い は 、 例 え ば 機 械 も し く は 磁 気 攪 拌 機 、 ま た は 超 音 波 処 理 等 を 用 い た 、 溶 液 中 で
の サ ン プ ル と フ ッ 素 の 積 極 的 な 攪 拌 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 そ の 目 的 は も ち ろ ん
、 互 い に 確 実 に 反 応 す る よ う に 、 フ ッ 素 (も し 存 在 す れ ば )と シ リ ル 化 有 機 化 合 物 と の 間 の
相 互 作 用 を 促 進 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 サ ン プ ル は 液 体 、 固 体 ま た は ガ ス 状 の サ ン プ ル で あ っ て よ い 。 サ ン プ ル が 液 体 で な い 場
合 、 サ ン プ ル と 本 発 明 の シ リ ル 化 有 機 化 合 物 を 水 溶 液 中 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ は 、 も ち ろ
ん 、 サ ン プ ル を 水 溶 液 中 に 溶 解 さ せ る こ と を 含 む 。 例 え ば 、 サ ン プ ル が ガ ス で あ る 場 合 バ
ブ リ ン グ に よ っ て 、 ま た 、 サ ン プ ル が 固 体 で あ る 場 合 、 攪 拌 し な が ら 混 合 ま た は 可 溶 化 に
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よ っ て 溶 解 さ せ る 。 こ の 溶 解 の 目 的 は 、 ガ ス も し く は 固 体 サ ン プ ル の フ ッ 素 が 、 接 触 水 溶
液 中 に も 存 在 す る よ う に す る こ と で あ る 。 こ の 溶 解 に 使 用 さ れ る 方 法 は 当 業 者 に よ く 知 ら
れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 者 等 は 、 前 記 接 触 水 溶 液 へ の 水 混 和 性 有 機 溶 媒 の 添 加 に よ っ て 、 本 発 明 の 方 法 に
よ る フ ッ 素 の 検 出 お よ び /ま た は 測 定 の 感 度 を 大 幅 に 増 大 さ せ る こ と が で き る こ と を 実 証
し た 。 例 と し て は 、 有 機 溶 媒 は 、 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド (DMF)、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (DM
SO)、 エ タ ノ ー ル ま た は メ タ ノ ー ル 、 あ る い は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 同 等 の 有 機 溶 媒
か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 本 発 明 者 等 は 、 そ う し た 溶 媒 を 使 用 し た 場 合 、 10
0倍 さ ら に は 500倍 の フ ッ 素 検 出 感 度 の 増 大 が 測 定 さ れ た 。 例 え ば DMSOを 用 い た 場 合 、 検 出
の 感 度 は 0.001μ g/mlま で 向 上 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 有 機 溶 媒 は い く つ か の 異 な っ た 効 果 を も た ら す 可 能 性 が あ る 。 す な わ ち 、 シ リ ル 化 有 機
化 合 物 の 溶 解 を 容 易 に す る こ と 、 脱 シ リ ル 化 を 容 易 に す る こ と 、 ま た は 検 出 中 の 妨 害 を 少
な く す る こ と で あ る (特 に イ ム ノ テ ス ト の 場 合 に 注 目 さ れ る )。 ど れ で あ れ 、 こ れ ら の 効 果
の う ち の 1つ だ け で は 、 有 機 溶 媒 存 在 下 で の 検 出 の 感 度 の ま さ に 驚 異 的 で 大 幅 な 増 大 を 説
明 す る の に は 不 十 分 で あ る 。 有 機 溶 媒 は 接 触 水 溶 液 の 1～ 99容 積 %、 有 利 に は 接 触 水 溶 液 の
50～ 95容 積 %の 範 囲 の 量 (残 り は 水 )で 存 在 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ の 溶 媒 の 供 給 源 (origin)は 、 有 利 に は 、 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 を 調 製 し た 後 、 す な わ ち
有 機 化 合 物 が シ リ ル 化 さ れ た 後 の 回 収 溶 媒 と す る こ と が で き る 。 次 い で 、 フ ッ 素 の 水 性 溶
液 と シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 有 機 性 溶 液 と を 混 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 接 触 さ せ る ス テ ッ プ
を 実 施 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 有 機 溶 媒 を 接 触 溶 液 に 独 立 に 加 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 消 失 す る シ リ ル 化 有 機 化 合 物 ま た は 出 現 す る 脱 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 検 出 は 、 こ れ ら の
化 合 物 の う ち の 一 方 ま た は 他 方 の 存 在 を 別 々 に 実 証 で き る よ う に す る 、 当 業 者 に よ く 知 ら
れ た 任 意 の 手 段 を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 そ の 手 段 は 、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー で 実 施 す る 検 出 お よ び /ま た は 測 定 、 あ る い は 免 疫 学 的 試 験 で 実 施 す る 検 出 お よ び /
ま た は 測 定 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 測 定 を 実 施 す る た め に は 、 既 知 量 の フ ッ 化 水 素 酸 ま た は フ ッ 素 を 用 い る か 、 既 知 量 の シ
リ ル 化 有 機 化 合 物 も し く は 非 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 を 用 い て 本 発 明 の 方 法 を 適 用 す る こ と に
よ っ て 、 一 般 的 な 方 法 で 最 初 に 標 準 シ リ ー ズ を 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の 標 準 シ リ ー ズ
に よ っ て 、 次 に 単 純 な 外 挿 で サ ン プ ル 中 に 存 在 す る フ ッ 素 、 フ ッ 化 水 素 ま た は フ ッ 化 水 素
酸 の 量 を 決 定 す る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 第 1の 実 施 形 態 で は 、 検 出 お よ び /ま た は 測 定 は 、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 実
施 す る こ と が で き る 。 そ の 理 由 は 、 こ の 技 術 が 、 本 発 明 に よ る 有 機 化 合 物 の シ リ ル 化 さ れ
た 形 態 ま た は 脱 シ リ ル 化 さ れ た 形 態 、 し た が っ て 存 在 す れ ば フ ッ 素 を 、 別 々 に 検 出 お よ び
/ま た は 測 定 で き る か ら で あ る 。 用 い ら れ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 技 術 は 当 業 者 に 既 知 の
も の で あ る 。 添 付 の 参 考 文 献 一 覧 表 の 文 献 番 号 [31]～ [33]に 記 載 さ れ て い る 技 術 が 例 と し
て 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 第 1の 実 施 形 態 で 使 用 で き る 有 機 化 合 物 は 上 記 の ヒ ド ロ キ シ ル 化 さ れ た 有 機 化 合 物 で よ
い 。 シ リ ル 化 の 試 薬 お よ び 技 術 も 上 記 の も の で よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 第 2の 実 施 形 態 で は 、 非 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 出 現 ま た は シ リ ル 化 有 機 化 合 物
の 消 失 の 検 出 お よ び /ま た は 測 定 に 免 疫 学 的 試 験 を 用 い る 、 す な わ ち 非 シ リ ル 化 有 機 化 合
物 か ま た は シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の ど ち ら か に 対 す る 抗 体 を 用 い て 実 施 す る の が 有 利 で あ る
。 従 来 技 術 で は 、 こ の 種 の ア プ ロ ー チ は 開 示 さ れ て い な い 。 さ ら に 本 実 施 形 態 に よ っ て 、
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従 来 の 技 術 よ り 高 感 度 で フ ッ 素 を 検 出 す る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 一 般 的 な 方 法 で は 、 抗 体 は 、 検 出 可 能 な 抗 体 /抗 原 複 合 体 を 形 成 さ せ る た め に 、 非 常 に
高 い 特 異 性 で 抗 原 と 称 さ れ る 構 造 物 を 認 識 し そ れ に 結 合 す る こ と が で き る タ ン パ ク 質 で あ
る 。 し か し 、 HFは 非 常 に サ イ ズ の 小 さ い 分 子 な の で 、 HFに 対 す る 抗 体 を 作 る の は 不 可 能 で
あ る 。 直 接 HFに 対 す る 抗 体 を 作 る こ と が 不 可 能 な の で 、 本 発 明 者 等 は 、 上 記 し た フ ッ 素 の
化 学 的 特 性 、 お よ び 、 動 物 に 注 射 し た 場 合 に 抗 体 の 発 生 を も た ら す 特 徴 を 示 す 特 定 の シ リ
ル 化 有 機 化 合 物 を 用 い る こ と を も と に し た 独 自 の 方 策 を 取 り 入 れ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 第 2の 実 施 形 態 で 使 用 で き る 有 機 化 合 物 は 、 1個 ま た は 複 数 の 水 酸 基 を 有 す る 有 機 化 合 物
で あ る 。 こ れ ら の 有 機 化 合 物 は 、 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 で シ リ ル 基 が 結 合 す る の を 可 能 に
し 、 そ れ を 注 射 さ れ た 動 物 中 で 、 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 ま た は 非 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 に 対 す
る 抗 体 の 特 異 的 な 生 成 を 誘 発 す る 。 こ れ ら の 有 機 化 合 物 は 一 般 に 250～ 200000gモ ル - 1 、 例
え ば 250～ 1500gモ ル - 1 の 分 子 量 を 有 し て い る 。 こ れ ら の 有 機 化 合 物 は 、 例 え ば 、 上 記 の ヒ
ド ロ キ シ ル 化 さ れ た 有 機 化 合 物 で あ っ て よ く 、 例 え ば エ ス ト ラ ジ オ ー ル ;ペ プ チ ド 、 例 え
ば 3～ 50個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ペ プ チ ド 、 例 え ば 文 献 番 号 [5]に 記 載 の テ ト ラ ペ プ チ ド ア
セ チ ル 化 Ser-Asp-Lys-Pro(AcSDKP);ホ モ バ ニ リ ン 酸 ;ア ン フ ォ テ リ シ ン ;ス テ ロ イ ド ;サ イ
ト カ イ ン ;ア ラ キ ド ン 酸 ま た は こ れ ら の 化 合 物 の 誘 導 体 か ら 選 択 さ れ る 。 こ れ ら の 有 機 化
合 物 は 、 例 え ば 文 献 番 号 [5]～ [24]に 記 載 の も の な ど の 化 合 物 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 例 示 的 な も の と し て は 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル ま た は そ の 誘 導 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。
本 発 明 に よ れ ば 、 こ れ ら が 、 抗 体 の 生 成 を も た ら す こ と が で き る と い う 条 件 で 、 か つ 、 本
発 明 の 意 味 に お い て シ リ ル 化 さ れ 得 る と い う 条 件 で 、 動 物 例 え ば マ ウ ス に 注 射 し た 場 合 、
「 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 」 は 例 え ば エ ス ト ラ チ エ ン -1,3,5-ジ オ ー ル -3,17μ ま た は 17μ -ジ オ
ー ル あ る い は そ の 誘 導 体 、 あ る い は 他 の 同 等 の 化 合 物 を 意 味 す る も の と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 者 等 に よ っ て 得 ら れ 、 か つ 本 発 明 で 使 用 す る こ と が で き る シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ
ー ル の 例 を 以 下 に 示 す 。 エ ス ト ラ ジ オ ー ル は -OH官 能 基 を 有 し て お り 、 以 下 に 示 す よ う に
、 Si-O結 合 に よ っ て 、 こ の 官 能 基 に シ リ ル 基 を 結 合 さ せ る こ と が で き る (例 え ば 、 添 付 の
図 1に 示 す 未 変 性 エ ス ト ラ ジ オ ー ル (Es)と 比 較 さ れ た い )。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 第 2の 実 施 形 態 を 実 施 す る の に 選 択 し た 有 機 化 合 物 を シ リ ル 化 す る た め に 使 用
で き る 試 薬 は 、 上 記 し た も の 、 例 え ば BTSFAま た は MTBSTFAで あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 で 使 用 さ れ る 抗 体 は 、 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 と 非 シ リ ル 化 有 機 化 合
物 を 別 々 に 認 識 す る と い う 特 徴 を 示 す 。 こ れ ら の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル で よ い 。 こ れ ら は
、 こ の 種 の 抗 体 を 調 製 す る た め に 慣 用 さ れ る 技 術 、 例 え ば 、 こ れ ら の 化 合 物 の う ち の 1つ
だ け に 特 異 的 で あ る マ ウ ス 抗 体 を 得 る た め に 、 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 あ る い は 非 シ リ ル 化 有
機 化 合 物 を 、 マ ウ ス に 注 射 す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 を 実 施
す る 目 的 で 、 2つ の 化 合 物 (シ リ ル 化 さ れ た ま た は シ リ ル 化 さ れ て い な い )の う ち の 1つ だ け
に 対 し て 特 異 的 で あ る 抗 体 を 選 択 す る た め に 、 異 な る バ ッ チ の 調 製 抗 体 で 試 験 を 実 施 す る
こ と が で き る 。 抗 体 の 調 製 の た め の こ れ ら の 技 術 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る も の で あ
る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 例 と し て は 、 本 発 明 を 実 施 す る の に 使 用 で き る 抗 体 を 調 製 す る た め に 適 し た 方 法 の 概 要
が 参 考 文 献 番 号 [34]～ [38]の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 例 と し て は 、 有 機 化 合 物 が 上 記 一 覧 表 か ら 選 択 さ れ る シ リ ル 化 可 能 な 化 合 物 で あ る 場 合
に 、 本 発 明 を 実 施 す る の に 使 用 で き る 抗 体 が 、 さ ら に 文 献 番 号 [5]～ [24]お よ び [39]～ [42
]に も 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 添 付 の 図 1に 示 し た 例 で は 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル に 対 し て お り か つ イ ム ノ ア ッ セ イ で 使 用
さ れ る 抗 体 は 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル が シ リ ル 基 で 修 飾 さ れ た 場 合 (以 下 「 修 飾 エ ス ト ラ ジ オ
ー ル 」 と も 称 す る )、 抗 体 が 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル を も は や 認 識 し な い 、 ま た は 、 わ ず か に
し か 認 識 し な い (す な わ ち 、 こ の 認 識 の 差 が 検 出 さ れ る の に は 十 分 で あ る と い う 形 で )よ う
に 選 択 さ れ る 。 修 飾 エ ス ト ラ ジ オ ー ル へ の フ ッ 素 の 効 果 は 、 Si-O結 合 を 攻 撃 す る (脱 シ リ
ル 化 反 応 )と い う こ と で あ り 、 そ れ に よ っ て 未 変 性 エ ス ト ラ ジ オ ー ル は 再 び 出 現 で き 、 次
い で 、 以 下 「 第 1の 抗 体 」 と 称 す る そ の 特 異 的 抗 体 が 未 変 性 エ ス ト ラ ジ オ ー ル を 認 識 で き
る よ う に な る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 で は 、 当 業 者 に 周 知 の 抗 原 /抗 体 認 識 を 検 出 す る た め の 任 意 の 手 段 を 、 そ の 抗 体
に よ る 脱 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 (「 未 変 性 有 機 化 合 物 」 )の 認 識 か 、 そ の 抗 体 に よ る シ リ ル 化
有 機 化 合 物 の 認 識 か の ど ち ら か を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 、 「
第 1の 抗 体 と 非 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 と の 間 の 相 互 作 用 を 検 出 す る た め の 手 段 」 ま た は 「 第 1
の 抗 体 と シ リ ル 化 有 機 化 合 物 と の 間 の 相 互 作 用 を 検 出 す る た め の 手 段 」 と い う 用 語 を 使 用
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す る の は そ の た め で あ る 。 抗 体 を 使 用 し た こ の よ う な 検 出 の た め の 操 作 条 件 は 当 業 者 に よ
く 知 ら れ て い る 。 用 い ら れ る プ ロ ト コ ー ル 、 試 薬 、 緩 衝 剤 お よ び 操 作 条 件 は 、 例 え ば 参 考
文 献 番 号 [5]～ [24]お よ び [39]～ [42]の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 こ の 実 施 形 態 に よ る 検 出 は 、 例 え ば 、 免 疫 学 的 検 出 方 法 お よ び /ま た は 免 疫 学 的 測 定 方
法 で 通 常 用 い ら れ る も の な ど の 、 「 競 合 」 型 の イ ム ノ ア ッ セ イ ま た は 「 非 競 合 」 型 の イ ム
ノ ア ッ セ イ を 実 施 す る こ と に よ っ て 行 う 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の こ の 第 2の 実 施 形 態 の 第 1変 更 形 態 に よ れ ば 、 検 出 手 段 は 例 え ば 標 識 分 子 で あ っ
て よ い 。 こ れ は 、 「 ト レ ー サ ー 」 と 称 さ れ 、 前 記 第 1の 抗 体 に 関 し て 、 シ リ ル 化 有 機 化 合
物 ま た は 非 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 、 例 え ば シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル ま た は 非 シ リ ル 化 エ ス
ト ラ ジ オ ー ル と 競 合 す る こ と に な る 。 こ の 標 識 分 子 と し て は 、 酵 素 例 え ば ア セ チ ル コ リ ン
エ ス テ ラ ー ゼ 、 蛍 光 標 識 、 発 光 標 識 ま た は 放 射 性 同 位 体 を 検 出 の た め に 使 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 し た が っ て 、 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 ま た は 非 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の イ ム ノ ア ッ セ イ (す な
わ ち 免 疫 学 的 測 定 )は 「 競 合 」 で あ る と 称 さ れ る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 標 準 シ リ ー ズ ま た は
サ ン プ ル 中 に 存 在 す る シ リ ル 化 有 機 化 合 物 ま た は 非 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 、 例 え ば シ リ ル 化
エ ス ト ラ ジ オ ー ル さ れ た ま た は 非 シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル に 対 す る 抗 体 と 、 本 発 明 に よ
る 有 機 化 合 物 例 え ば エ ス ト ラ ジ オ ー ル に 化 学 的 に 類 似 し て い て 、 シ グ ナ ル (標 識 )例 え ば 酵
素 性 、 蛍 光 性 、 発 光 性 も し く は 放 射 性 シ グ ナ ル を 運 ぶ ト レ ー サ ー と を 使 用 す る 。 上 記 の エ
ス ト ラ ジ オ ー ル の 例 で は 、 ト レ ー サ ー は 例 え ば 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル を 酵 素 例 え ば ア セ チ ル
コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め に 使 用 で き る 「 競 合 」 の 検 出 を 図 解 し て 図 2お よ び 3に 示 す
。 こ の 図 で は 用 い た 有 機 化 合 物 は エ ス ト ラ ジ オ ー ル で あ る 。 標 識 化 さ れ た 分 子 も し く は ト
レ ー サ ー は 「 T」 で 表 示 さ れ 、 シ リ ル 化 さ れ て い な い (修 飾 さ れ て い な い )エ ス ト ラ ジ オ ー
ル は 「 Es」 で 表 示 さ れ 、 シ リ ル 化 さ れ た (修 飾 さ れ た )エ ス ト ラ ジ オ ー ル は 「 Es-M」 で 表 示
さ れ て い る 。 第 1の 抗 体 は 例 え ば マ ウ ス 抗 体 (sAb)で あ る 。 図 2は 、 修 飾 エ ス ト ラ ジ オ ー ル (
Es-M)は 、 抗 体 (sAb)に よ っ て 認 識 さ れ な い が (認 識 さ れ な い こ と は 、 × 印 で 示 さ れ て い る )
、 HFが 存 在 す る 場 合 、 こ の ス ト ラ ジ オ ー ル は 、 未 変 性 エ ス ト ラ ジ オ ー ル (Es)に 変 換 さ れ た
後 、 第 1の 抗 体 (sAb)に よ っ て 認 識 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 次 い で こ れ は ト レ ー サ ー (T)(
標 識 エ ス ト ラ ジ オ ー ル )と の 競 合 に 入 る 。 し た が っ て 、 HFの 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る
。 こ の 方 法 で は 、 抗 体 と 結 合 し て い る ト レ ー サ ー の 量 は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る エ ス ト ラ
ジ オ ー ル の 量 と 反 比 例 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ の 競 合 に よ る 検 出 方 法 で は 、 第 1の 抗 体 (sAb)と 非 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 と の 間 の 相 互 作
用 を 検 出 す る た め の 手 段 (ま た は 第 1の 抗 体 と シ リ ル 化 有 機 化 合 物 と の 間 の 相 互 作 用 を 検 出
す る た め の 手 段 )に は 、 第 2の 抗 体 (gAb)を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば こ の 第 2の 抗 体 は 、 上
記 マ ウ ス 抗 体 (sAb)(第 1の 抗 体 )に 対 す る ヤ ギ 抗 体 (gAb)ま た は ウ サ ギ 抗 体 で あ っ て よ い 。
第 2の 抗 体 を 用 い た こ の 検 出 の 図 解 を 添 付 の 図 2に 加 え た 。 こ の 第 2の 抗 体 (gAb)は レ セ プ タ
ク ル (R)、 例 え ば マ イ ク ロ タ イ ト レ ー シ ョ ン プ レ ー ト の 底 部 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 し た が っ て こ の 例 で は 、 こ の ア ッ セ イ は 、 限 ら れ た 数 の 抗 体 分 子 に 関 し て 、 ト レ ー サ ー
と 測 定 さ れ る エ ス ト ラ ジ オ ー ル と の 間 で 競 合 さ せ る こ と に あ る 。 反 応 の 最 後 で 、 抗 体 と 結
合 し て い な い ト レ ー サ ー を 除 去 し た 後 、 抗 体 -結 合 ト レ ー サ ー に よ っ て 運 ば れ る シ グ ナ ル
を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ト レ ー サ ー が 酵 素 例 え ば ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ を 含 む 場 合 (図 2の 白 い 四 角 で 図 示
さ れ て い る )、 検 出 手 段 に さ ら に 酵 素 イ ン ジ ケ ー タ を 含 め る こ と が で き る 。 ア セ チ ル コ リ
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ン エ ス テ ラ ー ゼ を 用 い る 上 記 例 で は 、 酵 素 イ ン ジ ケ ー タ は ア セ チ ル チ オ コ リ ン と ジ チ オ ニ
ト ロ フ ル オ ロ ベ ン ゼ ン と の 混 合 物 か ら な る 。 こ の イ ン ジ ケ ー タ は 、 肉 眼 で 見 ら れ る か ま た
は 分 光 光 度 計 で 414nmで 定 量 で き る 黄 色 の 生 成 物 に 変 換 さ れ る 。 こ の イ ン ジ ケ ー タ は 、 実
際 に 、 本 発 明 を 実 施 す る た め の Ellman比 色 分 析 検 出 お よ び 測 定 法 を 適 用 す る た め に 使 用 さ
れ る 。 こ の 方 法 は 例 え ば 文 参 考 文 献 番 号 [43]の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の こ の 第 2の 実 施 形 態 の 第 2の 変 更 形 態 に よ れ ば 、 本 発 明 の 方 法 に よ る フ ッ 素 の 検
出 お よ び /ま た は 測 定 は 、 「 非 競 合 」 型 の イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て 実 施 さ れ る 。 競 合 ア ッ
セ イ と 較 べ て 、 非 競 合 ア プ ロ ー チ の 難 し さ は 選 択 さ れ る 有 機 化 合 物 に 関 係 し て い る 。 そ の
化 合 物 は 、 2つ の 化 学 的 特 性 、 す な わ ち 固 相 に 結 合 す る 可 能 性 と シ リ ル 化 さ れ る 可 能 性 と
を 有 し て い な け れ ば な ら な い 。 さ ら に 、 固 相 に 結 合 し た 場 合 、 液 相 の 場 合 と 同 等 に 有 利 な
条 件 下 で 、 有 機 化 合 物 の 脱 シ リ ル 化 が 可 能 で な け れ ば な ら な い 。 こ の 変 更 形 態 は 、 上 記 の
ヒ ド ロ キ シ ル 化 さ れ た 有 機 化 合 物 に 適 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ れ を 、 上 記 の も の
な ど の エ ス ト ラ ジ オ ー ル 誘 導 体 例 え ば エ ス ト ラ ジ オ ー ル 3-カ ル ボ キ シ メ チ ル エ ー テ ル 、 ま
た は ペ プ チ ド 例 え ば 上 記 の AcSDKPに 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 こ の 変 更 形 態 で は 、 シ リ ル 化 化 合 物 を 、 固 相 例 え ば 支 持 体 、 例 え ば 実 験 室 で 通 常 使 用 さ
れ て い る も の な ど の マ イ ク ロ タ イ ト レ ー シ ョ ン プ レ ー ト に 結 合 さ せ る 。 サ ン プ ル を 、 シ リ
ル 化 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 次 い で プ レ ー ト 上 に 固 定 化 さ せ て 、 検 出 お よ び /ま た は 測 定 を そ
の 場 で 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 上 記 に 定 義 し た シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の う ち の 1つ を 支 持 体 に 結 合 さ せ 、 同 時 に 、 シ リ ル
化 化 合 物 の フ ル オ リ ド イ オ ン と の 反 応 性 を 保 持 す る た め の 当 業 者 に 知 ら れ た 適 当 な 技 術 に
よ っ て 、 シ リ ル 化 化 合 物 を 支 持 体 に 固 定 化 さ せ る か ま た は 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 す べ
て は 、 支 持 体 と 、 本 発 明 を 実 施 す る た め の 選 択 し た シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 化 学 的 性 質 に よ
っ て 決 ま る 。 こ の 結 合 は 、 例 え ば 共 有 結 合 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 支 持 体 は 、 官 能 化
さ れ た 支 持 体 、 す な わ ち シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 結 合 を 容 易 に す る 化 学 基 が そ れ に グ ラ フ ト
さ れ た 支 持 体 で あ っ て よ い 。 例 え ば 、 選 択 さ れ た シ リ ル 化 有 機 化 合 物 が 、 上 記 の も の な ど
の エ ス ト ラ ジ オ ー ル 誘 導 体 例 え ば エ ス ト ラ ジ オ ー ル -3-カ ル ボ キ シ メ チ ル エ ー テ ル 、 ま た
は ペ プ チ ド 例 え ば AcSDKPで あ る 場 合 、 支 持 体 は 例 え ば 、 ア ミ ノ 基 例 え ば Nunc-NH 2 プ レ ー ト
を 含 む プ レ ー ト 、 ま た は ポ リ リ シ ン で 活 性 化 さ れ た プ レ ー ト で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 サ ン プ ル 中 に フ ル オ リ ド イ オ ン が 存 在 す る 場 合 、 支 持 体 と 結 合 し て い る シ リ ル 化 化 合 物
は 、 フ ル オ リ ド イ オ ン と の 反 応 に 続 い て 非 シ リ ル 化 化 合 物 に 変 換 さ れ る 。 次 い で 、 例 え ば
非 シ リ ル 化 化 合 物 を 特 異 的 に 認 識 す る 第 1の 抗 体 の 存 在 下 で 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 に よ っ
て 検 出 お よ び /ま た は 測 定 を 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 第 1の 抗 体 に よ る 非 シ リ ル 化 化 合 物 の 認 識 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 任 意 の 手 段 、 例 え
ば 第 1の 抗 体 の 標 識 化 に よ っ て も 、 ま た 標 識 を 運 ぶ 第 1の 抗 体 を 認 識 す る 第 2の 抗 体 (第 2の
抗 体 は 次 い で ト レ ー サ ー と な る )に よ っ て も 実 証 す る こ と が で き る 。 標 識 は 、 当 業 者 が 通
常 用 い る 、 例 え ば 酵 素 性 シ グ ナ ル の う ち の 1つ で あ っ て よ い 。 例 え ば 、 第 2の 抗 体 は 、 第 1
の 抗 体 (マ ウ ス 抗 体 (sAb)で あ っ て よ い )に 対 す る ヤ ギ 抗 体 ま た は ウ サ ギ 抗 体 (gAb)で あ っ て
よ い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 「 非 競 合 」 検 出 の 1つ の 方 法 を 図 18に 図 解 し て 示 す 。 こ の 図 で 用 い ら れ て い る 有 機 化 合
物 は エ ス ト ラ ジ オ ー ル カ ル ボ キ シ メ チ ル エ ー テ ル (EstCME)で あ る 。 抗 体 の う ち の 第 2の 抗
体 は 、 「 sAb」 (ト レ ー サ ー )と 表 示 さ れ て い る 抗 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 抗 体 (例 え ば マ ウ ス 抗 体
)で あ る 。 シ リ ル 化 さ れ て い な い (修 飾 さ れ て い な い )エ ス ト ラ ジ オ ー ル は 「 Es」 で 表 示 さ
れ 、 シ リ ル 化 さ れ た (修 飾 さ れ た )エ ス ト ラ ジ オ ー ル は 「 Es-M」 で 表 示 さ れ て い る 。 マ ウ ス
抗 体 (sAb)に 対 す る 第 2の ヤ ギ 抗 体 ま た は ウ サ ギ 抗 体 (gAb)は 、 例 え ば マ イ ク ロ タ イ ト レ ー
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シ ョ ン プ レ ー ト (R)の 表 面 に 付 加 さ れ る 。 ト レ ー サ ー 「 T」 を 形 成 す る た め に 、 gAb抗 体 は
標 識 例 え ば 酵 素 に 結 合 さ れ る 。 こ の 図 は 、 抗 体 (sAb)が 修 飾 エ ス ト ラ ジ オ ー ル (Es-M)を 認
識 で き な い こ と (認 識 で き な い こ と は × 印 で 示 さ れ て い る )を 示 し て い る 。 し か し 、 HFが 存
在 す る 場 合 、 Es-Mは 、 次 に 第 1の 抗 体 (sAb)に よ っ て 認 識 さ れ 得 る 未 変 性 エ ス ト ラ ジ オ ー ル
(Es)に 転 換 さ れ る 。 し た が っ て 、 HFの 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 抗 体 (sAb
)に 結 合 し て い る ト レ ー サ ー の 量 (gAb+標 識 )は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 脱 シ リ ル 化 エ ス ト
ラ ジ オ ー ル の 量 に 比 例 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 者 等 は 、 本 発 明 の ど の 実 施 形 態 を 用 い た と し て も 、 本 発 明 を 実 施 す る の に 有 利 な
操 作 条 件 を 決 定 し た 。 も ち ろ ん 必 要 な ら 、 こ れ ら の 条 件 は 、 用 い る 他 の シ リ ル 基 、 他 の シ
リ ル 化 有 機 化 合 物 ま た は 他 の 検 出 手 段 の た め に 、 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 で 適 合 さ せ る か ま
た は 改 変 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 条 件 は 、 本 発 明 の 第 2の 実 施 形 態 の た め に 特 に 有 利
で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 接 触 さ せ る ス テ ッ プ は 54～ 64℃ の 温 度 で 実 施 す る
の が 有 利 で あ る 。 こ れ は 、 温 度 が 高 す ぎ る と 、 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 自 発 的 な 脱 シ リ ル 化
を 伴 う 現 象 が 発 生 す る か ら で あ る 。 当 業 者 は 、 選 択 し た 有 機 化 合 物 お よ び 検 出 方 法 に 応 じ
て 、 本 発 明 を 実 施 す る 温 度 を 容 易 に 適 合 さ せ る こ と が で き よ う 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 で の 接 触 を 、 例 え ば 50mMの リ ン 酸 塩 緩 衝 液 中 で 、 ま た は 任 意 の 適 切 な 緩 衝
剤 を 用 い て pH4.5～ 6.5、 好 ま し く は pH5.5で 実 施 す る こ と も 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 そ の 理 由 は 、 pH値 が 余 り 酸 性 サ イ ド に な り 過 ぎ る と 、 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 自 発 的 な 脱
シ リ ル 化 を 伴 う 現 象 が 発 生 す る 可 能 性 が あ る か ら で あ る 。 こ の 場 合 も 、 当 業 者 は 、 本 発 明
を 実 施 す る pHを 、 選 択 し た 有 機 化 合 物 お よ び 検 出 方 法 に 応 じ て 容 易 に 適 合 さ せ る こ と が で
き よ う 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 、 例 え ば エ ス ト ラ ジ オ ー ル ま た は 同 等 の 分 子 量 の
他 の 化 合 物 な ど の 測 定 溶 液 中 の 濃 度 を 、 有 機 化 合 物 の 分 子 量 お よ び 用 い る 検 出 お よ び /ま
た は 測 定 手 段 に 応 じ て 適 合 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る 場 合 、 一 般 に 濃
度 は 1～ 2000ng/ml、 例 え ば 2～ 500ng/mlで あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め の キ ッ ト に も 関 し 、 前 記 キ ッ ト は 以 下 の 試 薬 を
含 む 。 す な わ ち 、 フ ッ 素 ま た は フ ッ 化 水 素 酸 が 存 在 下 で 、 脱 シ リ ル 化 さ れ る シ リ ル 化 有 機
化 合 物 ;水 溶 液 中 で 、 脱 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 出 現 ま た は シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 消 失 を 検
出 す る た め の 手 段 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 フ ッ 素 ま た は フ ッ 化 水 素 酸 の 存 在 下 で 脱 シ リ ル 化 さ れ る シ リ ル 化 有 機 化 合 物 は 本 明 細 書
で 定 義 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 水 溶 液 中 で 、 脱 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 出 現 ま た は シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 消 失 を 検 出 お よ
び /ま た は 測 定 す る た め の 手 段 は 、 も ち ろ ん 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め の 検 出 お よ び /ま
た は 測 定 方 法 に 応 じ て 変 わ る 。 使 用 で き る 方 法 は 上 記 の 定 義 の 通 り で あ る 。 し た が っ て 、
検 出 手 段 お よ び /ま た は 測 定 手 段 は 以 下 の 成 分 の う ち の 1つ も し く は 複 数 を 含 む こ と が で き
る 。 す な わ ち 、 着 色 イ ン ジ ケ ー タ 、 上 記 し た も の な ど の マ ー カ ー 、 酵 素 、 上 記 し た も の な
ど の 測 定 手 段 、 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 お よ び /ま た は 非 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 等 を 検 出 お よ び /
ま た は 測 定 す る の に 必 要 な 抗 体 等 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 例 え ば 、 キ ッ ト は 、 競 合 の イ ム ノ ア ッ セ イ を 実 施 す る た め に 必 要 な 試 薬 お よ び 抗 体 、 ま
た は 非 競 合 の イ ム ノ ア ッ セ イ を 実 施 す る た め に 必 要 な 試 薬 お よ び 抗 体 を 含 む こ と が で き る
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。 キ ッ ト は 、 非 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 ま た は 脱 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 に 対 す る 、 あ る い は シ リ
ル 化 有 機 化 合 物 に 対 す る 1種 ま た は 複 数 の 抗 体 、 例 え ば マ ウ ス 抗 体 を 含 む こ と が で き る 。
キ ッ ト は さ ら に 、 上 記 の 抗 体 に 対 す る 1種 ま た は 複 数 の 抗 体 、 例 え ば ヤ ギ 抗 体 も し く は ウ
サ ギ 抗 体 を 含 む こ と が で き る 。 キ ッ ト は 、 実 施 さ れ た 免 疫 学 的 反 応 を 実 証 で き る よ う に す
る ト レ ー サ ー も 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 キ ッ ト は 、 1個 ま た は 複 数 の ウ ェ ル が そ の 中 に 形 成 さ れ て い る 、 試 薬
を 受 け 入 れ る た め の 支 持 体 、 例 え ば ポ リ ス チ レ ン ス ト リ ッ プ を さ ら に 含 む こ と が で き る 。
こ の ウ ェ ル は 、 本 発 明 の 方 法 の 接 触 の ス テ ッ プ 、 な ら び に /ま た は 検 出 お よ び /ま た は 測 定
の た め の レ セ プ タ ク ル と し て 用 い ら れ る 。 し た が っ て 、 測 定 お よ び /ま た は 検 出 を 、 マ イ
ク ロ タ イ ト レ ー シ ョ ン プ レ ー ト の ウ ェ ル 中 で 容 易 に 実 施 す る こ と が で き る 。 そ う し た 支 持
体 、 例 え ば 上 記 の ス ト リ ッ プ 上 に 、 マ ウ ス 抗 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 抗 体 に 対 す る 抗 体 例 え ば ヤ
ギ 抗 体 ま た は ウ サ ギ 抗 体 で 、 そ の ウ ェ ル を コ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 シ リ ル 化 エ ス
ト ラ ジ オ ー ル を ウ ェ ル の 底 部 に 結 合 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の 結 果 、 本 発 明 者 等 は 、 溶 液 中 で 0.001μ g/mlの オ ー ダ ー の 濃 度 で HFを 検 出 す る
た め の 実 際 的 で 迅 速 な 試 験 法 を 開 発 す る こ と に 成 功 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 有 利 な こ と に 、 本 発 明 の 感 度 は 任 意 の 工 業 的 用 途 、 特 に 、 最 も 有 用 で あ る 大 気 中 の フ ッ
化 水 素 酸 の 測 定 を 想 定 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 1× 10 - 2 l HF/10 6 l空 気 (10ppb)を 容
易 に 検 出 で き る 。 し た が っ て 、 本 方 法 の 性 能 は 、 HFを 検 出 す る の に 数 百 ppbの オ ー ダ ー の
濃 度 に 限 ら れ て い る 従 来 技 術 の 現 地 用 ア ッ セ イ の 性 能 よ り 優 れ て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 サ ン プ ル お よ び 用 い る 検 出 手 段 の 性 質 に よ る が 、 一 般 に 本 発 明 に よ っ て 、 約 1/2～ 4時 間
で 結 果 を 得 る こ と が 可 能 に な る 。 あ る 種 の 従 来 技 術 の 方 法 の よ り 長 い 時 間 を 要 す る 場 合 も
あ る が 、 本 発 明 の 方 法 は 一 般 に よ り 高 感 度 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 フ ッ 化 水 素 酸 ま た は フ ル オ リ ド イ オ ン を 含 有 す る 任 意 の サ ン プ ル に 有
利 に 適 用 さ れ る 。 す な わ ち 、 大 気 サ ン プ ル 、 食 品 、 植 物 、 生 物 学 的 媒 体 に 適 用 さ れ る 。 そ
れ ぞ れ の 場 合 、 サ ン プ リ ン グ お よ び サ ン プ ル 調 製 の た め の 条 件 は 、 フ ッ 化 水 素 酸 ま た は フ
ル オ リ ド イ オ ン を ア ッ セ イ す る た め の 任 意 の 他 の 方 法 と 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 利 点 は 実 施 す る の が 簡 単 な こ と で あ る 。 例 え ば 、 そ の 技 術 は イ ム ノ ア ッ セ
イ で の 技 術 と 同 一 で あ っ て よ い 。 す な わ ち 、 簡 易 型 の 試 薬 の 使 用 、 分 配 の ハ ン ド リ ン グ が
容 易 で あ る こ と 、 コ ン パ ク ト で あ る こ と 、 輸 送 お よ び 再 配 置 が 容 易 で あ る こ と 、 エ ネ ル ギ
ー 供 給 な し で 作 業 で き る 可 能 性 が あ る こ と 、 お よ び 肉 眼 ま た は ポ ケ ッ ト 型 簡 易 分 光 光 度 計
を 用 い た 比 色 計 で 読 み 取 れ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 添 付 の 図 面 を 参 照 し て 、 非 限 定 的 な 形 で 、 例 示 で 示 さ れ て い る 以 下 の 説 明 を 読 む こ と に
よ っ て 、 本 発 明 の 他 の 用 途 お よ び 利 点 も 明 ら か に な る で あ ろ う 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 様 々 な 態 様 を 以 下 で 検 討 し た 。 す な わ ち 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル に つ い て の
免 疫 学 的 ア ッ セ イ の 構 築 、 シ リ ル 化 に よ っ て エ ス ト ラ ジ オ ー ル を 修 飾 す る た め の 条 件 の 試
験 、 質 量 分 析 に よ る シ リ ル 化 有 機 化 合 物 の 立 証 、 シ リ ル 化 化 合 物 の HFと の 反 応 の 試 験 、 シ
リ ル 化 さ れ た 誘 導 体 の 化 学 的 性 質 の 最 適 化 、 試 薬 の 濃 度 お よ び 測 定 の 感 度 の 最 適 化 、 酸 に
つ い て の 測 定 の 特 異 性 の 最 適 化 、 な ら び に 測 定 の 適 用 性 (applicability)の 試 験 で あ る 。
こ れ ら の 検 討 の 主 な 結 果 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 試 験 は 、 大 気 中 の フ ッ 化 水 素 酸 の サ ン プ ル (実 験 室 で の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン )と 、 フ ル オ リ
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ド イ オ ン を 含 有 す る 水 の サ ン プ ル と に つ い て 実 施 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 能 力 を 判 断 す る た め に 、 本 発 明 者 等 は そ の 感 度 パ ラ メ ー タ を 定 義 し た 。
そ の 感 度 は 、 HFの 非 存 在 下 で 得 ら れ る シ グ ナ ル と は 統 計 的 に 異 な る シ グ ナ ル を 発 生 さ せ る
た め に 必 要 な HFの 量 を 表 す 。 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 測 定 す る サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 未 変
性 (シ リ ル 化 さ れ て い な い )エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 量 は 、 検 出 で き な い シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ
ー ル を 、 検 出 で き る 非 シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル に 転 換 さ せ る た め の フ ッ 素 の 量 に 応 じ て
変 わ る 。 し た が っ て 、 HFを 測 定 す る た め に 、 感 度 を 、 ジ メ チ ル tert-ブ チ ル エ ス ト ラ ジ オ
ー ル の 存 在 下 に 置 い た 場 合 に 、 抗 体 と 酵 素 ト レ ー サ ー と の 間 の 結 合 の 著 し い 低 下 を 誘 発 す
る こ と が で き る フ ッ 素 の 必 要 量 と し て 定 義 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
 (実 施 例 1)
　 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ に よ る フ ッ 素 の 検 出 お よ び 測 定 へ の 本 発 明 の 方 法 の 適 用
　 こ の 実 施 例 で は 、 選 択 し た 有 機 化 合 物 は β 17-エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 誘 導 体 で あ る 化 合 物
で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 1)抗 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 抗 体 の 調 製
　 ア ッ セ イ で 使 用 し た 抗 体 は 、 具 体 的 に は 、 β 17-エ ス ト ラ ジ オ ー ル か ら 誘 導 さ れ 、 マ ウ
ス 中 で 抗 体 を 得 る 目 的 で ウ シ ア ル ブ ミ ン に 結 合 さ せ た 化 合 物 か ら 作 製 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 用 い た 技 術 は 文 献 番 号 [39]に 記 載 さ れ て い る も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 2)抗 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 抗 体 か ら の 抗 体 マ ウ ス 抗 体 の 調 製
　 Immunotech company(Lumigny)か ら 販 売 さ れ て い る ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 抗 体 を 、 96-ウ ェ ル
の ポ リ ス チ レ ン マ イ ク ロ タ イ ト レ ー シ ョ ン プ レ ー ト (Nunc)を コ ー テ ィ ン グ す る た め に 使 用
す る (用 い た 希 釈 度 は :5μ g/ml)。 コ ー テ ィ ン グ し た 後 、 プ レ ー ト を 、 0.5%ア ル ブ ミ ン を 含
む 緩 衝 液 中 に 4℃ で 保 存 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 プ レ ー ト へ の 結 合 は 簡 単 な 吸 収 で 行 う 。 タ ン パ ク 質 が 結 合 さ れ る よ う に 、 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン は 十 分 に 長 く し な け れ ば な ら な い 。 こ の 調 製 は 当 業 者 の 一 般 的 な 知 見 に 属 す る も の
で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 3)酵 素 ト レ ー サ ー の 調 製
　 酵 素 ト レ ー サ ー は 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル を ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ (AChE)に 結 合 さ せ
て 得 た 。 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル S-ア セ チ ル チ オ ア セ テ ー ト を 用 い て チ オ ー ル 基 を エ ス ト ラ ジ
オ ー ル に 導 入 す る 。 修 飾 エ ス ト ラ ジ オ ー ル を AChEに 結 合 さ せ る 。 こ の AChEに 、 エ ス ト ラ ジ
オ ー ル チ オ ー ル 基 と 反 応 す る マ レ イ ミ ド 基 が 導 入 さ れ て い る 。 ト レ ー サ ー は ゲ ル 濾 過 で 精
製 し 、 次 い で 一 定 分 量 を -20℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 こ の 調 製 で 使 用 し 、 か つ 本 発 明 で 一 般 に 使 用 で き る 技 術 お よ び 酵 素 ト レ ー サ ー は 、 参 考
文 献 番 号 [44]お よ び [45]の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 4)製 品 と 他 の 試 薬
　 エ ス ト ラ ジ オ ー ル は Sigma Aldrichか ら 入 手 し た 。 シ リ ル 化 剤 は Perbio companyか ら 入
手 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 フ ッ 化 水 素 酸 は Merck-Eurolab companyか ら 入 手 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 す べ て の 試 薬 、 す な わ ち ト レ ー サ ー 、 抗 体 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル お よ び サ ン プ ル は 、 ア ジ
ド (0.01重 量 /容 積 %)(重 量 /容 積 %=重 量 gと 容 積 100mlの 比 )(す な わ ち 、 こ の 場 合 、 0.01g/10
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0ml)、 ウ シ ア ル ブ ミ ン (0.5重 量 /容 積 %)お よ び NaCl(0.9重 量 /容 積 %)を 含 有 す る 0.05Mリ ン
酸 塩 緩 衝 液 (pH7)中 に 希 釈 さ せ て 用 い た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 5)用 い た シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 濃 度 の 最 適 化
　 脱 シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 し た が っ て 、 フ ッ 素 を 続 い て 検 出 で き る よ う に す る た め
に 、 HFを 含 有 す る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 濃 度 を 最 適 化 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 し た が っ て 、 用 い た シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 濃 度 が 非 常 に 低 い 場 合 、 シ リ ル 化 エ ス
ト ラ ジ オ ー ル が す べ て エ ス ト ラ ジ オ ー ル に 変 換 さ れ て も 、 こ の 低 濃 度 に よ っ て 、 高 精 度 で
の 検 出 の 実 施 が 可 能 に な る わ け で は な い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 で の 脱 シ リ ル 化 の た め に 使 用 さ れ る 修 飾 エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 最 適 濃 度 を 決
定 す る た め に 、 複 数 の 試 験 を 実 施 し た 。 こ の 濃 度 は も ち ろ ん 使 用 す る 試 薬 と 操 作 条 件 に よ
っ て 変 わ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 こ こ で 示 す 実 施 例 で は 、 濃 度 は 好 ま し く は 200ng/mlで あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 エ ス ト ラ ジ オ ー ル お よ び そ の 誘 導 体 の 場 合 、 こ の 濃 度 は 一 般 に 、 1～ 2000ng/ml、 好 ま し
く は 2～ 500ng/mlで あ る と 推 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 範 囲 は 、 特 に 実 施 例 の 条 件 の
た め の 単 な る 目 安 と し て だ け 示 し た も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 6)エ ス ト ラ ジ オ ー ル の シ リ ル 化
　 1容 積 部 の エ ス ト ラ ジ オ ー ル (2mg/ml)を 4容 積 部 の MTBSTFAと 混 合 し 、 全 体 を 室 温 で 30分
間 ～ 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 用 い た シ リ ル 化 剤 は BTSFAま た は MTBSTFAで あ る 。 得 ら れ た 生 成 物 を 上 記 に 示 す 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と 質 量 分 析 に よ る 立 証 に よ っ て 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル は シ リ ル 化
さ れ て い た こ と が 分 か っ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 シ リ ル 化 し た 後 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル を 、 使 用 前 に 、 100%ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド (DMF)、
あ る い は 100%ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (DMSO)で 1000倍 に 希 釈 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 7)エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 脱 シ リ ル 化
　 2.5μ lの 1Mリ ン 酸 塩 緩 衝 液 (pH=5.5)と 、 47.5μ lの サ ン プ ル も し く は 既 知 の 濃 度 の HF溶
液 (標 準 シ リ ー ズ )を 、 50μ lの シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル に 加 え る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 混 合 物 を 振 と う し 、 次 い で 水 浴 に 55～ 66℃ で 1時 間 置 い て 乾 燥 さ せ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 脱 シ リ ル 化 反 応 は 、 ア ッ セ イ 緩 衝 液 中 で 混 合 物 を 希 釈 す る (40倍 希 釈 )こ と に よ っ て 停 止
さ せ る こ と が で き る 。 こ の 緩 衝 液 は 、 ア ジ ド (0.01重 量 /容 積 %)(重 量 /容 積 %=重 量 gと 容 積 1
00mlの 比 )(す な わ ち こ の 場 合 、 0.01g/100ml)、 ウ シ ア ル ブ ミ ン (0.5重 量 /容 積 %)お よ び NaC
l(0.9重 量 /容 積 %)を 含 む 0.05Mリ ン 酸 塩 緩 衝 液 (pH7)で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 8)酵 素 イ ン ジ ケ ー タ :ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ (Ellman反 応 )の 酵 素 活 性 の 測 定
　 こ の 方 法 は 偽 基 質 、 す な わ ち ア セ チ ル チ オ コ リ ン (AcTCh)を 使 用 す る 。 こ れ は 、 ア セ チ
ル コ リ ン と 同 一 速 度 で 加 水 分 解 さ れ る 。 こ の 加 水 分 解 は 、 ジ チ オ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン (DTNB)を
還 元 す る こ と が で き る チ オ コ リ ン (TCh)の 生 成 を も た ら す 。 還 元 さ れ た DTNBは 、 可 視 域 (ε

m 4 1 2 n m =13600モ ル - 1 cm - 1 l)に 強 い 吸 収 を 有 し て い て 黄 色 に 発 色 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
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　 過 剰 な 基 質 に よ る そ の 阻 害 を 考 慮 に 入 れ て 、 AChEの 活 性 が 最 大 で あ る 濃 度 で AcTChを 使
用 す る 。 さ ら に 、 基 質 の す べ て が 変 換 さ れ 、 比 色 測 定 さ れ る の を 回 避 す る た め に 、 用 い る
DTNBの 量 は AcTChの 量 よ り 少 な く す る 。 こ れ に 対 し て 、 AcTChの 1分 子 の 加 水 分 解 に よ っ て 1
分 子 だ け の 還 元 DTNBの 生 成 が 確 実 に も た ら さ れ る よ う に 、 使 用 す る DTNBは 生 成 さ れ る TCh
の 量 に 対 し て 過 剰 に す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 Ellman反 応 の 実 施 の 仕 方 は 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 こ こ で 提 供 す る 情 報 を 基 に 、 当 業 者
は 本 発 明 を 実 施 す る た め の 最 適 の 操 作 条 件 を 容 易 に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 9)未 変 性 エ ス ト ラ ジ オ ー ル の イ ム ノ ア ッ セ イ :HFの 定 量 化
　 先 に 得 ら れ た エ ス ト ラ ジ オ ー ル 抽 出 物 を 1/40に 希 釈 し 、 ト レ ー サ ー と 抗 エ ス ト ラ ジ オ ー
ル 抗 体 を 存 在 さ せ て ア ッ セ イ プ レ ー ト に 分 配 す る 。 反 応 容 積 は 200μ lで あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 免 疫 学 的 反 応 を 環 境 温 度 で 1時 間 実 施 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 未 結 合 ト レ ー サ ー を 除 去 す る た め に ア ッ セ イ プ レ ー ト を 洗 浄 し て 、 0.2ml容 積 部 の イ ン
ジ ケ ー タ 溶 液 を 加 え る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 約 1時 間 後 、 黄 色 に 発 色 す る 。 分 光 光 度 計 を 用 い て 光 学 密 度 測 定 を 実 施 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 10)結 果 の 解 釈
　 実 施 し た ア ッ セ イ に お い て 、 標 準 HFシ リ ー ズ を 用 い て 、 サ ン プ ル 中 に 含 有 さ れ て い る フ
ッ 素 の 濃 度 を 測 定 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 の 実 現 可 能 性 が 実
証 さ れ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
 (実 施 例 2)
　 MTBSTFA修 飾 エ ス ト ラ ジ オ ー ル と BTSFA修 飾 エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 場 合 の HF検 出 の 特 異 性 の
差 の 検 討
　 以 下 に 述 べ る す べ て の 操 作 に お い て 、 脱 シ リ ル 化 の 際 の シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル は 、
所 与 の 実 験 で す べ て の サ ン プ ル に つ い て 同 一 濃 度 で 使 用 し た 。 そ の 濃 度 は 200ng/mlで あ っ
た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 他 の 試 薬 の 場 合 濃 度 は 以 下 の 通 り で あ る 。
　 -　 マ ウ ス 抗 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 抗 体 :5μ g/ml、
　 -　 ア セ チ ル チ オ コ リ ン :7× 10 - 4 M、
　 -　 5-5'-ジ チ オ ビ ス ニ ト ロ ベ ン ゾ エ -ト :7× 10 - 4 Mお よ び
　 -　 ア セ チ ル チ オ コ リ ン に 結 合 さ れ た エ ス ト ラ ジ オ ー ル :約 1ng/ml
　 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 試 験 は 、 実 施 例 1で 説 明 し た 方 法 で 、 ポ リ ス チ レ ン ス ト リ ッ プ 上 の 300μ lウ ェ ル で 実 施
し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 A)BTSFA(こ れ は ト リ メ チ ル シ リ ル 基 を 提 供 す る )で シ リ ル 化 さ れ た エ ス ト ラ ジ オ ー ル を H
Fで 開 裂 さ せ (脱 シ リ ル 化 反 応 )、 そ れ に よ っ て そ の 未 変 性 形 態 を 回 復 す る 。 こ の よ う な 開
裂 は 他 の 酸 、 す な わ ち 塩 酸 (HCl)、 硝 酸 (HNO 3 )、 硫 酸 (H 2 SO 4 )お よ び リ ン 酸 (H 2 PO 4 )を 用 い
た 場 合 に も 認 め ら れ る 。 結 果 を 添 付 の 図 4に 示 す 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 し た が っ て 、 こ の シ リ ル 基 を 用 い た 場 合 、 脱 シ リ ル 化 反 応 は 必 ず し も フ ッ 素 に 対 し て 特
異 的 で は な い 。 し た が っ て 、 こ の シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル は む し ろ 、 後 者 が そ れ の み で
あ る 場 合 の HFの 検 出 、 あ る い は 他 の 酸 が 存 在 し な い 場 合 の HFの 検 出 に 適 し て い る 。
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【 ０ １ ２ ３ 】
　 B)水 性 媒 体 中 で は よ り 低 い 溶 解 性 を 示 す が 、 MTBSTFA(BTSFAに よ っ て 提 供 さ れ た も の よ
り 疎 水 性 で あ る シ リ ル 基 を 提 供 す る )で シ リ ル 化 さ れ た エ ス ト ラ ジ オ ー ル は 、 HFに よ っ て
特 異 的 に 開 裂 さ れ (脱 シ リ ル 化 反 応 )、 そ れ に よ っ て 未 変 性 形 態 を 回 復 す る 。 し た が っ て 、
同 一 条 件 下 で 作 成 し た 添 付 の 図 6に 示 す よ う に 、 試 験 し た 他 の 酸 は 、 こ の 形 で 修 飾 さ れ て
い る エ ス ト ラ ジ オ ー ル を 開 裂 さ せ な い  (以 下 の 実 施 例 3を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 し た が っ て 本 発 明 者 等 は 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル を シ リ ル 化 す る た め に 、 以 下 の 実 施 例 で は
MTBSTFAを 選 択 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
 (実 施 例 3)
　 本 発 明 の 方 法 に お け る フ ッ 素 脱 シ リ ル 化 反 応 に 適 し た 緩 衝 剤 の 探 求
　 い く つ か の 酸 物 質 も 、 MTBSTFAを 用 い て 修 飾 エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 脱 シ リ ル 化 に 対 し て 効
果 が あ る の で (実 施 例 2参 照 )、 本 発 明 者 等 は 、 フ ッ 素 の 脱 シ リ ル 化 反 応 に 対 す る 特 異 的 な
効 果 を 高 め 、 存 在 す る 可 能 性 の あ る 他 の 化 合 物 の 酸 の 性 質 に 起 因 す る 非 特 異 的 効 果 を 阻 害
す る 緩 衝 溶 液 を 探 求 す る こ と に し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 高 濃 度 で 存 在 す る 場 合 (高 酸 濃 度 物 を 緩 衝 す る た め に 必 要 )、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム (NaOH)や
水 酸 化 カ リ ウ ム (KOH)な ど の 塩 基 も 酸 不 在 下 で の エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 脱 シ リ ル 化 を 誘 発 す
る (デ ー タ は 示 さ れ て い な い )。 し た が っ て 、 こ れ ら は 使 用 で き な い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 リ ン 酸 塩 イ オ ン で 50mMの リ ン 酸 塩 緩 衝 (KH 2 PO 4 /K 2 HPO 4 )溶 液 も 試 験 し た 。 こ れ ら は 良 好
な 結 果 を も た ら し た 。 酸 性 で あ る こ と が 、 シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル が 自 発 的 に 脱 シ リ ル
化 さ れ る 結 果 を も た ら さ な い こ と を 確 実 に す る た め に 、 こ れ ら の 溶 液 の pHを 検 討 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 し た が っ て 、 例 え ば サ ン プ ル が 、 有 機 化 合 物 の 自 発 的 な 脱 シ リ ル 化 を 誘 発 で き る 他 の 酸
ま た は 塩 基 を 含 有 し 、 そ れ に よ っ て 本 発 明 の 方 法 検 出 お よ び /ま た は 測 定 感 度 が 低 下 す る
場 合 、 本 発 明 の 方 法 は 緩 衝 媒 体 中 で 有 利 に 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 者 等 は 、 あ る 種 の 条 件 下 で は 、 脱 シ リ ル 化 温 度 が 高 す ぎ る と 、 修 飾 エ ス
ト ラ ジ オ ー ル が 自 発 的 に 脱 シ リ ル 化 さ れ る (デ ー タ は 示 し て い な い )結 果 と な る こ と が あ る
こ と を 確 認 し た 。 こ の た め 、 種 々 の 緩 衝 剤 の そ れ ぞ れ に つ い て 種 々 の 温 度 を 検 討 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 添 付 の 図 5に 示 す 。 こ の 図 で は 、 「 E2M」 は ジ メ チ ル シ リ ル tert-ブ チ ル
エ ス ト ラ ジ オ ー ル を 表 し 、 「 A.T.」 は 環 境 温 度 を 表 す 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 pH5.5ま た は 6の リ ン 酸 塩 緩 衝 溶 液 の 場 合 、 シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 自 発 的 な 脱 シ リ
ル 化 は 94℃ で 起 こ る が 、 54℃ で は そ う し た 脱 シ リ ル 化 は 起 こ ら な い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 結 論 と し て 、 シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル を 脱 シ リ ル 化 す る た め の 好 ま し い 条 件 を 以 下 の
通 り 示 し た 。 す な わ ち 、 pH5.5の 50mMリ ン 酸 塩 緩 衝 液 中 で 、 54～ 64℃ の 温 度 で あ る 。 こ れ
ら の 条 件 は 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル お よ び 上 記 の シ リ ル 基 に つ い て 、 上 記 操 作 条 件 下 で 決 定 さ
れ た こ と を 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 で 提 供 し た 情 報 を も と に 、 当 業 者 は 、 選 択 し た シ リ ル 化 有 機 化 合 物 、 サ ン プ ル
お よ び 本 発 明 の 方 法 の 実 施 条 件 に 応 じ て 、 容 易 に 他 の 条 件 を 決 定 す る こ と が で き よ う 。
【 ０ １ ３ ４ 】
 (実 施 例 4)
　 本 発 明 の 方 法 の 実 施 に 対 す る 種 々 の 酸 の 効 果
　 脱 シ リ ル 化 に 対 す る 様 々 な 他 の 酸 の 効 果 を 上 記 実 施 例 3の 条 件 下 で 試 験 し た 。
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【 ０ １ ３ ５ 】
　 こ れ ら の 試 験 結 果 を 図 6に 示 す 。 こ の 図 で 、 「 F.ac」 は ギ 酸 を 表 し 、 「 ac.ac」 は 酢 酸 を
表 し 、 「 P.ac」 は リ ン 酸 を 表 し 、 「 OP.ac」 は オ リ ト リ ン 酸 を 表 し 、 「 T.ac」 は ト リ フ ル
オ ロ 酢 酸 を 表 す 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 HF以 外 の 酸 が 、 MTBSTFAで シ リ ル 化 さ れ た エ ス ト ラ ジ オ ー ル に 対 し て
ほ と ん ど 効 果 が な い こ と を 明 ら か に 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 し た が っ て 選 択 し た シ リ ル 基 は フ ッ 素 の 検 出 の 特 異 性 に 役 割 を 果 た し て い る 。 試 験 サ ン
プ ル 中 に フ ッ 素 以 外 の 化 学 成 分 が 存 在 す る 場 合 、 特 に こ れ ら の 成 分 が 用 い ら れ て い る 有 機
化 合 物 の 脱 シ リ ル 化 を 誘 発 で き る 場 合 、 こ の 事 実 を 考 慮 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
 (実 施 例 5)
　 他 の ハ ロ ゲ ン お よ び 求 核 物 質 と 比 較 し た 場 合 の フ ッ 素 の 特 異 性
　 フ ッ 素 は ハ ロ ゲ ン で あ り 、 求 核 的 な 特 徴 も 有 し て い る 。 エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 脱 シ リ ル 化
反 応 に お け る フ ッ 素 の 特 異 性 を 試 験 す る た め に 、 Bu 4 NBr、 Bu 4 NCl、 Bu 4 NIお よ び KIな ど の
他 の ハ ロ ゲ ン 、 な ら び に 4-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル お よ び 4-ニ ト ロ イ ミ ダ ゾ ー ル な ど の 求 核 物 質
の 効 果 を 、 上 記 実 施 例 の 操 作 条 件 下 で 、 MTBSTFAで シ リ ル 化 さ れ た エ ス ト ラ ジ オ ー ル を 用
い て 検 討 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 添 付 の 図 7は こ の 実 施 例 で 得 ら れ た 実 験 結 果 を 示 し 、 他 の 生 成 物 と 比 較 し た 場 合 の フ ッ
素 の 特 異 的 を 実 証 し て い る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 試 験 し た 他 の 生 成 物 と 比 較 し て 、 フ ッ 素 が エ ス ト ラ ジ オ ー ル 脱 シ リ ル 化 反 応 に お い て 非
常 に 特 異 的 で あ る こ と は 明 ら か で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
 (実 施 例 6)
　 HFお よ び フ ッ 素 イ オ ン に よ る 開 裂
　 こ の 実 施 例 で は 、 先 の 実 施 例 で 用 い た 実 験 条 件 下 で 、 様 々 な フ ッ 素 塩 を MTBSTFAシ リ ル
化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル と 接 触 さ せ た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 添 付 の 図 8は 得 ら れ た 結 果 を 示 し て い る 。 こ の 図 で は 、 試 験 し た 異 な る フ ッ 素 塩 を 特 定
す る た め に は 、 通 常 の 化 学 記 号 を 用 い た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 フ ッ 素 イ オ ン は シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 開 裂 に 関 し て 、 HFと 同 様 の 挙 動 を す る 。 こ
れ は フ ッ 素 の 反 応 の 特 異 性 を 確 認 さ せ る も の で あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
 (実 施 例 7)
　 本 発 明 の 方 法 の 分 析 能 力 と 有 機 溶 媒 の 添 加 の 効 果
　 図 7お よ び 8に 示 す よ う に 、 上 記 実 施 例 で 述 べ た 条 件 下 で は 、 水 性 媒 体 で 希 釈 さ れ た HFの
場 合 で 、 HF測 定 の 感 度 は 約 5× 10 - 5 M(す な わ ち 1μ g/ml)で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 本 発 明 者 等 は 、 補 足 的 な 検 討 の 過 程 で 、 水 混 和 性 有 機 溶 媒 を 水 性 脱 シ リ ル 化 溶 液 に 加 え
る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の 方 法 の 感 度 を さ ら に 増 大 さ せ る こ と が で き る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 実 験 は ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド (DMF)(エ ス ト ラ ジ オ ー ル の シ リ ル 化 を 参 照 さ れ た い )と ジ
メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (DMSO)を 用 い て 実 施 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ る 脱 シ リ ル 化 を 行 う 溶 媒 と し て ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (DMSO)を 用 い る
こ と に よ っ て 、 感 度 を 500倍 (約 10 - 7 M、 す な わ ち 0.001μ g/ml)向 上 さ せ る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ４ ８ 】
　 図 19は 、 接 触 水 溶 液 の 総 容 積 ベ ー ス で 95容 積 %の 濃 度 の ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド の 存 在 下
で 実 施 し た 反 応 の 場 合 で の 、 フ ル オ リ ド イ オ ン に つ い て の 分 量 応 答 曲 線 (dose-response c
urve)を 示 す 。 こ れ ら の 結 果 は 上 記 の 実 施 例 か ら の 結 果 と 比 較 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 し た が っ て 、 前 記 接 触 水 溶 液 へ の 有 機 溶 媒 の 添 加 に よ っ て 、 本 発 明 の 方 法 に よ る フ ッ 素
の 検 出 お よ び /ま た は 測 定 の 感 度 が 実 質 的 に 増 大 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
 (実 施 例 8)
　 本 発 明 の 化 合 物 が エ ス ト ラ ジ オ ー ル 誘 導 体 で あ る 場 合 の 本 発 明 の 方 法 の 使 用
　 こ の 実 施 例 で は 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め に 用 い た 有 機 化 合 物 は 、 エ ス ト ラ ジ オ ー
ル (E2OCH 3 )の O-メ チ ル 誘 導 体 す な わ ち 、 次 の 式 の 17-β エ ス ト ラ ジ オ ー ル -3-メ チ ル エ ー テ
ル で あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ２ 】
　 操 作 条 件 は 上 記 実 施 例 1お よ び 2で 説 明 し た 条 件 で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 得 ら れ た 実 験 結 果 を 添 付 の 図 17に 示 す 。 フ ッ 素 の 存 在 下 で 確 か に E2OCH 3 が 脱 シ リ ル 化 さ
れ て い る こ と が 分 か る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 で の エ ス ト ラ ジ オ ー ル 誘 導 体 の 使 用 に 対 す る 説 得 力 の あ る 理
由 が 認 め ら れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
 (実 施 例 9)
　 有 機 化 合 物 が 水 酸 官 能 基 を 有 す る ペ プ チ ド で あ る 場 合 の 本 発 明 の 方 法 の 使 用
　 こ の 実 施 例 で は 、 有 機 化 合 物 は ペ プ チ ド で あ る 。 ペ プ チ ド は テ ト ラ ペ プ チ ド 、 す な わ ち
以 下 の 式 の ア セ チ ル 化 Ser-Asp-LysPro(AcSDKP)で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ７ 】
　 AcSDKPは 水 酸 基 を 有 す る ペ プ チ ド で あ り 、 一 度 に か つ 同 時 に シ リ ル 化 し 、 そ の カ ル ボ キ
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シ ル ま た は ア ミ ノ 基 に よ っ て 固 相 に 結 合 さ せ る の が 有 利 で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 最 初 に 、 こ の ペ プ チ ド の シ リ ル 化 反 応 を 検 討 し 、 続 い て 本 発 明 の 方 法 で の こ の シ リ ル 化
化 合 物 の 使 用 の 検 討 を 行 っ た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 未 希 釈 の BSTFAま た は MTBSTFAを 用 い て 、 AcSDKP(1mg/ml)を 22℃ 、 37℃ ま た は 60℃ で 、 10
、 30ま た は 60分 間 シ リ ル 化 し た 。 反 応 後 、 文 献 [5]に 記 載 の 技 術 に よ り 、 か つ ウ サ ギ ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 シ リ ル 化 さ れ た AcSDKPを AcSDKP特 異 的 競 合 ア ッ セ イ で 検 出 し た
。 こ の 場 合 、 シ グ ナ ル の 増 加 は 、 免 疫 反 応 性 が な く な り 、 し た が っ て シ リ ル 化 が 効 率 的 で
あ っ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 得 ら れ た 実 験 結 果 を 報 告 す る 添 付 の 図 15が 示 す よ う に 、 MTSBTFAは 、 AcSDKPの 60℃ で の
反 応 性 を 低 下 さ せ る 。 こ れ は 化 合 物 が シ リ ル 化 さ れ て い る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 次 い で 本 発 明 に よ っ て 、 HFの 存 在 下 で 、 こ の シ リ ル 化 さ れ た ペ プ チ ド に 対 す る 脱 シ リ ル
化 試 験 を 実 施 し た 。 添 付 の 図 16は 得 ら れ た 結 果 を 示 す 。 HFは ペ プ チ ド を 脱 シ リ ル 化 す る こ
と が 分 か る 。 し た が っ て 、 シ リ ル 化 さ れ た 基 を 失 っ た こ と に よ っ て 免 疫 反 応 性 が 増 大 し 、
そ れ に よ っ て シ グ ナ ル が よ り 弱 く な る 結 果 と な る 。 図 に 示 す よ う に 、 HFの 存 在 下 で シ グ ナ
ル は 低 下 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 し た が っ て 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 さ れ た ペ プ チ ド を 有 機 化 合 物 と し て 使 用 す る 場 合 、 本 発 明
の 方 法 を 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
 (実 施 例 10)
　 溶 液 中 で の フ ッ 素 の 検 出 お よ び 測 定
　 本 発 明 の 方 法 の 妥 当 性 を 立 証 す る た め に 、 本 発 明 等 は 、 そ の フ ッ 素 濃 度 が 既 知 で あ る 種
々 の 鉱 水 を 試 験 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 用 い た プ ロ ト コ ー ル は 実 施 例 1の プ ロ ト コ ー ル で あ り 、 選 択 し た 有 機 化 合 物 は MTBSTFAで
シ リ ル 化 さ れ た エ ス ト ラ ジ オ ー ル (ジ メ チ ル tert-ブ チ ル エ ス ト ラ ジ オ ー ル )で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 表 Iは こ の 実 施 例 で 得 ら れ た 結 果 を 示 す 。 い ず れ の 場 合 も 、 こ の 表 は フ ッ 素 の 存 在 が 検
出 さ れ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 濃 縮 し た 大 部 分 の 水 サ ン プ ル の 場 合 、 理 論 濃 度 と 判 明 し た 濃 度 と の 間 の 相 関 が あ り そ う
で あ る 。 変 動 が ほ と ん ど 観 察 さ れ な い 原 因 は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る フ ッ 素 の 性 質 に よ る
と い う こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ８ 】
 (実 施 例 11)
　 ガ ス 媒 体 中 の フ ッ 素 の 検 出 お よ び 測 定
　 測 定 さ れ る HFは し ば し ば ガ ス の 形 態 で あ り 、 測 定 す る た め に 水 溶 液 中 に ガ ス を 通 す 必 要
が あ る 。 HFで 汚 染 さ れ た 空 気 が な か っ た の で 、 本 発 明 者 等 は 、 既 知 の 濃 度 の HF溶 液 を 密 封
容 器 中 で 蒸 発 さ せ て 、 そ う し た サ ン プ ル を 人 為 的 に 作 製 し た 。 HFを 蒸 発 さ せ た 後 、 空 気 を
収 集 用 緩 衝 液 (DMF)中 に ポ ン プ で 送 り 、 そ こ で バ ブ リ ン グ さ せ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 HF濃 度 が 1.2× 10 - 2 l HF/10 6 l空 気 (12ppb)で あ る 100リ ッ ト ル の 空 気 を 濾 過 で き る 装 置 を
用 い て 、 溶 液 中 で 、 10 - 5 Mの HF濃 度 を 得 た (収 率 100%と し て )。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 フ ッ 素 の 検 出 に 使 用 す る プ ロ ト コ ー ル は 実 施 例 1で 述 べ た も の で あ る 。 選 択 し た 有 機 化
合 物 は MTBSTFAで シ リ ル 化 さ れ た エ ス ト ラ ジ オ ー ル で あ る (ジ メ チ ル tert-ブ チ ル エ ス ト ラ
ジ オ ー ル )。
【 ０ １ ７ １ 】
　 図 9に 示 す 結 果 は 、 い ず れ の 場 合 に も フ ッ 素 が 検 出 さ れ た こ と を 示 し て い る 。 フ ッ 素 の
理 論 濃 度 と 検 出 濃 度 間 の 相 関 は か な り 良 好 で あ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 に よ る 空 気 中 で HFを 検 出 す る た め の 方 法 に よ っ て 、 10 - 2 l HF/10 6 l
空 気 (10ppb)の オ ー ダ ー の 濃 度 で の HFの 検 出 が 容 易 に 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
 (実 施 例 12)
　 本 発 明 の 方 法 の 非 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ に よ る フ ッ 素 の 検 出 お よ び 測 定 へ の 適 用
　 1)概 略 の 方 策
　 目 的 は 、 先 に 得 ら れ た 結 果 を 用 い る こ と 、 す な わ ち HFの 作 用 に よ っ て 、 シ リ ル 化 化 合 物
の 免 疫 学 的 認 識 を 修 飾 す る 可 能 性 に つ い て で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 先 の ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト (競 合 )に 対 し て 、 イ ム ノ メ ト リ ッ ク ア プ ロ ー チ は 、 シ リ ル 化
化 合 物 を 、 固 体 表 面 上 に 共 有 結 合 的 に 固 定 す る こ と に あ る 。 HFに よ る そ の 変 換 は 免 疫 活 性
形 態 を も た ら し 、 そ れ に よ っ て 、 シ グ ナ ル が 消 失 す る 競 合 ア ッ セ イ と 反 対 に 、 シ グ ナ ル の
発 生 が も た ら さ れ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
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　 こ の フ ォ ー マ ッ ト は 優 れ た 感 度 を も た ら す こ と が 多 い 。 そ れ は 多 分 、 過 剰 に あ る 試 薬 と
関 連 し た 熱 力 学 的 な 好 都 合 さ と 、 シ グ ナ ル の 消 失 よ り そ の 出 現 の 方 が 目 視 す る ま た は 測 定
す る の に よ り 容 易 で あ る と い う 事 実 に 基 づ く 読 取 の 容 易 さ と に 起 因 し て い る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 2)試 薬 と プ ロ ト コ ー ル
　 用 い た 抗 体 は 文 献 番 号 [39]に 記 載 の も の で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ウ サ ギ 抗 体 の ビ オ チ ン 化 と 、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ に よ る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま
た は 抗 体 の 標 識 化 と を 当 業 者 に 周 知 の 通 常 の 技 術 を 用 い て 実 験 室 で 実 施 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 化 学 薬 品 お よ び 製 品 は す べ て Sigmaま た は Merckか ら 入 手 し た も の で あ る 。 入 手 し た 化 合
物 は Sigmaま た は Steraloidsか ら の も の で あ る (エ ス ト ラ ジ オ ー ル 誘 導 体 の 場 合 )。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 ア ッ セ イ 緩 衝 液 は ア ジ ド (0.01%)、 ウ シ ア ル ブ ミ ン (0.5%)お よ び NaCl(0.9%)を 含 有 す る 0
.05Mリ ン 酸 塩 緩 衝 液 (pH7.4)で あ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 酵 素 イ ン ジ ケ ー タ は 、 ア セ チ ル チ オ コ リ ン と ジ ニ ト リ フ ル オ ロ ベ ン ゼ ン (dinitrifluoro
benzene)の 混 合 物 か ら な る 。 ト レ ー サ ー と の 反 応 に 続 い て 、 肉 眼 で 視 ら れ る か ま た は 分 光
光 度 計 で 414nmで 定 量 で き る 黄 色 が 発 生 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 実 験 を 実 施 す る た め に 、 特 に エ ス ト ラ ジ オ ー ル 誘 導 体 を 結 合 さ せ る た め に 使 用 し た プ レ
ー ト は Nunc(Rochester、 USA)か ら 入 手 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 用 い た シ リ ル 化 剤 は BSTFAと MTBSTFAで あ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 使 用 し た エ ス ト ラ ジ オ ー ル を 以 下 に 示 す 。 こ の 化 合 物 の 利 点 は 、 検 出 の た め に 抗 体 を 使
用 す る こ と と 、 競 合 ア ッ セ イ 用 に 先 に 開 発 し た 基 本 原 理 を 用 い る こ と が 可 能 に な る こ と で
あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 本 発 明 者 等 は 、 得 ら れ た 抗 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 抗 体 は 、 シ リ ル 化 化 合 物 で は な く 、 非 シ リ
ル 化 化 合 物 を 認 識 す る こ と を ま ず 立 証 し た (エ ス ト ラ ジ オ ー ル と 比 べ て 、 抗 体 と 53%交 差 反
応 )。 立 証 は 肯 定 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ６ 】
　 次 い で 、 本 発 明 者 等 は 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル と 、 2種 類 の プ レ ー ト す な わ ち ア ミ ノ 基 (Nunc
-NH 2 プ レ ー ト )を 有 す る プ レ ー ト と ポ リ リ シ ン (poly-Lys)で 活 性 化 し た プ レ ー ト の 共 有 結
合 に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
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　 3)エ ス ト ラ ジ オ ー ル 誘 導 体 の 結 合 の 試 験
　 EstCMEを 、 プ レ ー ト 上 で ア ミ ノ 基 を 抗 原 の カ ル ボ キ シ ル 基 に 結 合 さ せ る 等 モ ル 濃 度 の N-
ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ ド (NHS)の 存 在 下 、 22℃ で 3時 間 、 Nuncプ レ ー ト に イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 100ng/ml抗 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 抗 体 を 20℃ で 4時 間 用 い 、 次 い で 、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ
ラ ー ゼ (2Ellman単 位 の gAb-AchE/ml)に 結 合 さ せ た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 抗 体 抗 体 を 22℃ で 2時 間 用
い て 可 視 化 を 実 施 し た 。 Ellman試 薬 、 AchEの 基 質 を 加 え て 酵 素 活 性 を 可 視 化 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 添 付 の 図 10に 示 す 。 エ ス ト ラ ジ オ ー ル が 効 果 的 に 結 合 さ れ 、 試 験 し た 最
高 濃 度 (100μ l/ml)で 最 大 値 が 得 ら れ て い る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 ポ リ リ シ ン (poly-Lys)(リ ン 酸 塩 緩 衝 液 中 に 1～ 100μ g/ml)を そ の 上 に 予 め 吸 収 さ せ た プ
レ ー ト を 用 い て 、 こ の 最 初 の 実 験 を 繰 り 返 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 添 付 の 図 11に 示 す 。 こ の 場 合 、 検 討 し た ポ リ リ シ ン の 濃 度 に 関 わ ら ず 同
じ オ ー ダ ー の 結 果 で あ る 。 こ れ は さ ら に 、 ポ リ リ シ ン が 担 持 す る ア ミ ノ 基 は 、 選 択 さ れ た
エ ス ト ラ ジ オ ー ル を 結 合 さ せ る の に 、 よ り ア ク セ ス し 易 い こ と を 実 証 し て い る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 ポ リ リ シ ン の 濃 度 の 影 響 に つ い て よ り 詳 細 に 検 討 す る た め に 、 よ り 広 い 範 囲 の ポ リ リ シ
ン 濃 度 で 試 験 を 繰 り 返 し た 。 得 ら れ た 結 果 を 添 付 の 図 12の グ ラ フ に 示 す 。 ポ リ リ シ ン の 最
適 値 が 約 1μ g/mlで あ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 先 の 2つ の 図 (図 11と 12)は 、 1μ g/mlの ポ リ リ シ ン 濃 度 と 、 10μ g/mlの エ ス ト ラ ジ オ ー ル
カ ル ボ キ シ メ チ ル エ ー テ ル 濃 度 で 得 ら れ た 水 平 域 (plateau)で 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 誘 導 体
の プ レ ー ト へ の 結 合 が 効 果 的 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 4)エ ス ト ラ ジ オ ー ル 誘 導 体 の シ リ ル 化
　 さ ら に 、 本 発 明 者 等 は 、 上 記 の 化 合 物 の シ リ ル 化 の た め の 最 良 条 件 の 実 証 の 検 討 を 行 っ
た 。 エ ス ト ラ ジ オ ー ル カ ル ボ キ シ メ チ ル エ ー テ ル と MTBSTFAを 、 種 々 の 濃 度 (1/5、 1/2お よ
び 1/1)と 2点 の 温 度 (22℃ ま た は 37℃ )で 0～ 60分 間 反 応 さ せ た 。 シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル
の 競 合 ア ッ セ イ に よ っ て シ リ ル 化 を 測 定 す る 。 こ の ア ッ セ イ で は 、 シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ
ー ル の 認 識 が さ れ な く な る (ま た シ グ ナ ル が 増 大 す る こ と に な る )。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 添 付 の 図 13に 示 す 。 こ の 図 は 、 高 い MTBSFA濃 度 の 条 件 下 で は 、 エ ス ト ラ
ジ オ ー ル カ ル ボ キ シ メ チ ル エ ー テ ル は 、 免 疫 反 応 性 を 喪 失 す る こ と を 示 し て い る 。 こ の 喪
失 は 、 認 識 の 不 在 に 起 因 す る シ グ ナ ル の 増 加 に よ っ て 示 さ れ て い る 。 MTBSFAが 分 量 効 果 を
有 す る こ と が 実 証 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 こ れ ら の 結 果 、 す な わ ち 固 相 へ の 結 合 と シ リ ル 化 の 効 果 を 合 わ せ る と 、 プ レ ー ト 上 で 行
う 以 下 の 結 合 /脱 シ リ ル 化 試 験 が 可 能 に な る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 5)結 合 /脱 シ リ ル 化 試 験
　 エ ス ト ラ ジ オ ー ル カ ル ボ キ シ メ チ ル エ ー テ ル (8.3mg/ml)を 、 同 濃 度 の MTBSTFAの 存 在 下
、 22℃ で 1時 間 反 応 さ せ 、 次 い で 水 に 1μ g/mlま で 希 釈 し 、 ポ リ リ シ ン (1μ g/ml)で コ ー テ
ィ ン グ し た プ レ ー ト 上 で 、 NHSの 存 在 下 、 22℃ で 1時 間 反 応 さ せ た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 HFの 非 存 在 下 ま た は 1mM濃 度 の HFの 存 在 下 で 22℃ 、 37℃ ま た は 64℃ で 1時 間 脱 シ リ ル 化 を
実 施 し た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 結 果 を 添 付 の 図 14に 示 す 。 こ の 図 か ら 、 HFの 存 在 下 で の シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル カ ル
ボ キ シ メ チ ル エ ー テ ル の 脱 シ リ ル 化 に 対 応 す る 免 疫 反 応 性 の 増 加 が 観 察 さ れ る 。
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【 ０ １ ９ ９ 】
　 こ れ に よ っ て 、 シ リ ル 化 有 機 化 合 物 を 支 持 体 に 結 合 さ せ た 場 合 の 、 本 発 明 の 方 法 に よ る
HFの 検 出 が 実 証 さ れ て い る 。
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ０ ０ 】
【 図 １ 】 そ の 抗 体 (Ab)に よ っ て 認 識 さ れ る エ ス ト ラ ジ オ ー ル (Es)の 部 分 を 示 す 図 で あ り 、
抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る エ ス ト ラ ジ オ ー ル 分 子 の 部 分 の Si原 子 と -OHと の 結 合 が 、 抗 体 が
こ の 分 子 を 認 識 す る の を 阻 止 す る 。
【 図 ２ 】 競 合 に よ っ て 検 出 を 行 う 第 1の 実 施 形 態 に よ る 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て HFを 検 出
す る た め の 概 略 の ス キ ー ム を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ (左 側 )と 、 そ う し た ア ッ セ イ を 用 い て 得 ら れ る シ グ ナ ル の 測
定 (右 側 )と を 示 す 図 で あ り 、 こ の 図 で は 、 S(%)は 抗 体 (Ab)と 結 合 し て い る ト レ ー サ ー (T)
に よ っ て も た ら さ れ る シ グ ナ ル を 表 し 、 [Es](M)は 未 変 性 エ ス ト ラ ジ オ ー ル の モ ル 濃 度 (モ
ル /l)を 表 す 。
【 図 ４ 】 BTSFAを 用 い て 得 ら れ た ト リ メ チ ル シ リ ル エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 脱 シ リ ル 化 に 対 す
る 種 々 の 有 機 酸 の 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ り (B/Boは 、 以 下 の 実 施 例 2の プ ロ ト コ ー ル に よ る
免 疫 学 的 試 験 で の 、 HFの 存 在 下 の シ グ ナ ル (Bは 結 合 を 表 す )と 、 HFの 非 存 在 下 の シ グ ナ ル (
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Boは 非 結 合 を 表 す )と の 比 の 形 で の シ グ ナ ル の 尺 度 で あ る )、 [H + ](M)は こ の グ ラ フ で 特 定
さ れ て い る 各 酸 の 酸 モ ル 濃 度 を 表 す 。
【 図 ５ 】 エ ス ト ラ ジ オ ー ル を 脱 シ リ ル 化 す る た め の 条 件 、 す な わ ち 、 温 度 、 50mMリ ン 酸 塩
(P)緩 衝 液 の pHの 検 討 を 示 す グ ラ フ で あ る (B/Boシ グ ナ ル は 図 4の 場 合 と 同 様 に 測 定 )。
【 図 ６ 】 50mMリ ン 酸 塩 緩 衝 液 (pH5.5)で の 、 シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 脱 シ リ ル 化 に 対
す る 種 々 の 酸 の 効 果 を 示 す 図 で あ り 、 [H + ](M)は こ の グ ラ フ で 特 定 さ れ て い る 各 酸 の 酸 モ
ル 濃 度 を 表 す 。 デ ー タ は 塩 酸 、 硝 酸 ま た は 硫 酸 で も 同 様 で あ る (B/Boシ グ ナ ル シ グ ナ ル は
図 4の 場 合 と 同 様 に 測 定 )。
【 図 ７ 】 他 の 求 核 物 質 お よ び ハ ロ ゲ ン と 比 較 し た 場 合 の 、 本 発 明 の 方 法 に よ る HFの 検 出 の
特 異 性 を 示 す グ ラ フ で あ り 、 [P](M)は 、 ハ ロ ゲ ン ま た は 他 の 求 核 物 質 の モ ル 濃 度 を 表 し 、
各 ハ ロ ゲ ン は こ の グ ラ フ で 特 定 さ れ て い る (B/Boシ グ ナ ル は 図 4の 場 合 と 同 様 に 測 定 )。
【 図 ８ 】 種 々 の 塩 の 存 在 下 で の 、 本 発 明 の 方 法 に よ る HFの 検 出 の 特 異 性 を 示 す グ ラ フ で あ
り 、 [X + F - ](M)は フ ッ 素 塩 の モ ル 濃 度 を 表 し 、 各 塩 は こ の グ ラ フ で 特 定 さ れ て い る (B/Boシ
グ ナ ル は 図 4の 場 合 と 同 様 に 測 定 )。
【 図 ９ 】 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ た (d)フ ッ 素 [F]の 濃 度 (μ モ ル /lで )と 、 フ ッ 素 で
汚 染 さ れ た 大 気 の サ ン プ ル 中 の 理 論 濃 度 ([F] t h )と の 間 の 相 関 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ － １ ４ は 、 非 競 合 の 免 疫 学 的 ア ッ セ イ プ ロ ト コ ー ル に し た が っ た 、 特 異
的 抗 体 に よ る 非 シ リ ル 化 エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 認 識 に 関 し て 得 ら れ た 実 験 結 果 を 表 す グ ラ フ
で あ る 。 　 図 １ ０ は 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 濃 度 (μ g/mlで )を 変 え て 、 ア ミ ノ 基 を 有 す る マ
イ ク ロ タ イ ト レ ー シ ョ ン プ レ ー ト (ア ミ ノ 化 Nuncプ レ ー ト )へ の エ ス ト ラ ジ オ ー ル カ ル ボ キ
シ メ チ ル エ ー テ ル (EstCME)の 結 合 に つ い て 得 ら れ た シ グ ナ ル (S)(mOD)を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 ポ リ リ シ ン (μ g/mlで )を 変 え て 、 ポ リ リ シ ン (poly-Lys)-活 性 化 マ イ ク ロ タ イ
ト レ ー シ ョ ン プ レ ー ト へ の エ ス ト ラ ジ オ ー ル カ ル ボ キ シ メ チ ル エ ー テ ル の 結 合 に つ い て 得
ら れ た シ グ ナ ル (S)(mOD)(吸 光 度 414nmで 測 定 )を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 ポ リ リ シ ン (μ g/mlで )を 変 え て 、 ポ リ リ シ ン (poly-Lys)-活 性 化 マ イ ク ロ タ イ
ト レ ー シ ョ ン プ レ ー ト へ の エ ス ト ラ ジ オ ー ル カ ル ボ キ シ メ チ ル エ ー テ ル の 結 合 に つ い て 得
ら れ た シ グ ナ ル (S)(mOD)(吸 光 度 414nmで 測 定 )を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 MTSBTFAに よ る エ ス ト ラ ジ オ ー ル カ ル ボ キ シ メ チ ル エ ー テ ル の シ リ ル 化 の 試 験
を 示 す 図 で あ り 、 シ リ ル 化 効 率 は 、 MTSBTFA(1/5;1/2;1/1)の 希 釈 度 と 温 度 (℃ )を 変 え て 、
シ グ ナ ル (S)(mOD)の 増 大 で 測 定 す る 。
【 図 １ ４ 】 エ ス ト ラ ジ オ ー ル カ ル ボ キ シ メ チ ル エ ー テ ル に 続 く 、 イ ム ノ メ ト リ ッ ク フ ォ ー
マ ッ ト 試 験 を 示 す 図 で あ り 、 シ グ ナ ル (S)(mOD)は 、 HFが 存 在 す る ま た は し な い 場 合 に 応 じ
て 測 定 さ れ る 。 こ の 図 で 、 Boは HFの 存 在 し な い 場 合 (対 照 )の シ グ ナ ル を 表 す 。
【 図 １ ５ 】 テ ト ラ ペ プ チ ド す な わ ち AcSDKPで あ る シ リ ル 化 有 機 化 合 物 を 用 い て 、 本 発 明 の
方 法 で 実 施 し て 得 ら れ た 実 験 結 果 を グ ラ フ の 形 で 示 す 図 で あ り 、 シ グ ナ ル (S(mOD))は 414n
mで 測 定 す る 。 2つ の シ リ ー ズ の ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 一 方 の シ リ ー ズ で は 第 1の シ リ ル 化
剤 (MTSBTFA)で シ リ ル 化 さ れ た テ ト ラ ペ プ チ ド を 用 い 、 他 方 の シ リ ー ズ で は 第 2の シ リ ル 化
剤 (BSTFA)で シ リ ル 化 さ れ た テ ト ラ ペ プ チ ド を 用 い た 。 シ リ ー ズ ご と に 22℃ 、 37℃ お よ び 7
0℃ で 3回 の ア ッ セ イ を 行 い 、 各 ケ ー ス で 10、 30お よ び 60分 に 測 定 を 行 っ た 。
【 図 １ ６ 】 脱 シ リ ル 化 温 度 (T(℃ ))を 変 え て 、 本 発 明 の 方 法 に よ る フ ッ 素 の 検 出 の 効 率 の
検 討 で 得 ら れ た 実 験 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ り 、 シ グ ナ ル (S(mOD))は 414nmで 測 定 。 用 い た
シ リ ル 化 化 合 物 は MTBSTFAで 得 ら れ た 図 15で の 化 合 物 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 誘 導 体 で あ る シ リ ル 化 有 機 化 合 物 を 用 い て 、 本 発 明 の 方 法
を 実 施 し て 得 ら れ た 実 験 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ り 、 シ グ ナ ル (S(mOD))は 、 フ ッ 素 [F]の 濃
度 (マ イ ク ロ モ ル /l(μ M))を 変 え て 、 414nmで 測 定 す る 。
【 図 １ ８ 】 本 発 明 の 方 法 の 検 出 ス テ ッ プ で 用 い る こ と が で き る 、 非 競 合 の 免 疫 学 的 検 出 の
機 構 を 図 解 的 に 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ９ 】 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (DMSO)の 存 在 下 で 、 本 発 明 の 方 法 に よ る フ ッ 素 の 検 出 結
果 を 示 す グ ラ フ で あ り 、 B/Boは 、 HF(B)の 存 在 下 の シ グ ナ ル と 、 HF(Bo)の 非 存 在 下 の シ グ
ナ ル の 比 の 形 で の シ グ ナ ル の 尺 度 で あ る 。 [F - ](M)は フ ル オ リ ド イ オ ン の モ ル 濃 度 で あ る
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】
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摘要(译)

本发明涉及检测和/或定量样品中氟化物（F-2）或氟化氢（HF）浓度的
方法，将样品与甲硅烷基化的有机化合物在水溶液中接触以在氟化物或
氢氟酸存在下获得氟化物或氢氟酸，将有机甲硅烷基化合物去甲硅烷基
化，以便可以以可识别的方式检测和/或加入甲硅烷基化的有机化合物和
脱甲硅烷基化的有机化合物，并且氟化物或氟化物脱卤有机化合物的出
现或有机甲硅烷基化合物的消失，在卤化氢存在下发生，并且在测量溶
液中检测和/或定量给料。根据本发明，通过使用10 -2 1 HF / 10 6 l空气
（10 ppb），可以非常实用且容易地制备氟化氢或氟化物的存在。也是
0。可以在溶液中检测浓度为5至1μg/ ml的HF。
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