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(57)【要約】

吸光光度計やプレートリーダー等の汎用測定機器や目視で測定可能な超高感度測定法を提

供する。チオNAD(P)を補酵素とする酵素サイクリング法と標識酵素およびその基質の最適

な組合わせにより、シグナル物質であるチオNAD(P)Hを幾何級数的に増幅し、そのチオNAD

(P)Hを比色定量することにより、汎用測定機器や目視で測定可能な高感度測定法を提供す

ることができる。



(2) JP  WO2008/117816  A1  2008.10.2

【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

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 、 N A D Hお よ び ／ ま た は N A DPH、 チ オ N A Dお

よ び ／ ま た は チ オ N A DP、 並 び に デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H)を 用 い て 、 酵 素 サ イ ク リ ン グ 反 応 に

よ り チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPHを 生 成 さ せ 、 生 成 し た チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ

オ N A DPHの 量 を 測 定 す る か 、 ま た は 生 成 し た チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPH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 】

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 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

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 、 N A D Hお よ び ／ ま た は N A DPH、 チ

オ N A Dお よ び ／ ま た は チ オ N A DP、 並 び に デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H)を 用 い て 、 酵 素 サ イ ク リ ン

グ 反 応 に よ り チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPHを 生 成 さ せ 、 生 成 し た チ オ N A D Hお よ び ／

ま た は チ オ N A DPHの 量 を 測 定 す る か 、 ま た は 生 成 し た チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPHに

よ る 色 の 変 化 を 計 測 す る こ と で 行 う 、 前 記 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

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 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

生 成 し た チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPH量 の 測 定 は 、 チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A D

PHの 吸 収 波 長 に お け る 吸 光 度 を 測 定 す る こ と で 行 う 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法

。

【 請 求 項 ６ 】

生 成 し た チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPHに よ る 色 の 変 化 の 計 測 は 、 目 視 に よ り 行 う 請

求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

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 、 EC番 号 2.-で 表 さ れ

る 転 移 酵 素 群 、 EC番 号 3.-で 表 さ れ る 加 水 分 解 酵 素 群 、 EC番 号 4.-で 表 さ れ る 除 去 付 加 酵

素 群 お よ び EC番 号 5.-で 表 さ れ る 異 性 化 酵 素 群 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 の 酵

素 で あ る 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

以 下 の 試 薬 を 含 む 酵 素 免 疫 測 定 用 キ ッ ト 。

標 的 タ ン パ ク 質 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 を 標 識 し た 酵 素

上 記 酵 素 の 基 質

デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H)

N A D Hお よ び ／ ま た は N A DPH、

チ オ N A Dお よ び ／ ま た は チ オ N A DP

【 請 求 項 ９ 】

以 下 の 試 薬 を 含 む 核 酸 プ ロ ー ブ 測 定 用 キ ッ ト 。

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

上 記 酵 素 の 基 質

デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H)

N A D Hお よ び ／ ま た は N A DPH、

チ オ N A Dお よ び ／ ま た は チ オ N A DP

【 請 求 項 １ ０ 】

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 、 EC番 号 2.-で 表 さ れ

る 転 移 酵 素 群 、 EC番 号 3.-で 表 さ れ る 加 水 分 解 酵 素 群 、 EC番 号 4.-で 表 さ れ る 除 去 付 加 酵
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素 群 お よ び EC番 号 5.-で 表 さ れ る 異 性 化 酵 素 群 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 の 酵

素 で あ る 請 求 項 ８ ま た は ９ に 記 載 の キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 関 連 出 願 の 相 互 参 照 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 出 願 は 、 ２ ０ ０ ７ 年 ３ 月 ２ ８ 日 出 願 の 日 本 特 願 ２ ０ ０ ７ － ８ ５ ５ ５ ０ 号 の 優 先 権 を 主

張 し 、 そ れ ら の 全 記 載 は 、 こ こ に 特 に 開 示 と し て 援 用 さ れ る 。

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 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 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 の 活 性 測 定

に チ オ N A Dサ イ ク リ ン グ 法 を 応 用 し 、 普 及 型 の 比 色 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー や 目 視 で も

、 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 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 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
- 1 6

mole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 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 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
- 1 3

mole)

か ら 蛍 光 法 、 発 光 法 へ と 高 感 度 化 (10
- 1 5

mole)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 。 (非

特 許 文 献 1)

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 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 。

【 非 特 許 文 献 １ 】 「 超 高 感 度 酵 素 免 疫 測 定 法 」 （ 学 会 出 版 セ ン タ ー ・ 1993年 ）

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 そ こ で 本 発 明 の 目 的 は 、 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
- 1 8

moles 以 上 に 高 め た 測 定 法 を 提

供 す る こ と で あ る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 を 、 酵 素 免 疫 測 定 法 を 用 い て 、 よ り 高 感 度 に 測 定 す る に は 、 酵 素

免 疫 測 定 法 の 標 識 酵 素 に よ っ て 生 成 す る シ グ ナ ル 物 質 を 増 幅 す る こ と が 考 え ら れ る 。 ま た

、 シ グ ナ ル 物 質 を 増 幅 す る 方 法 と し て 、 い く つ か の 酵 素 サ イ ク リ ン グ 法 が 知 ら れ て い る 。

そ こ で 、 本 発 明 者 ら は 、 酵 素 免 疫 測 定 法 を 用 い 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 を 提 供 す べ く 種 々 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 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 、 シ グ ナ ル 物 質

と し て チ オ N A D(P)Hを 幾 何 級 数 的 に 増 幅 す る こ と で 、 比 色 法 に よ っ て 、 高 感 度 に タ ン パ ク

質 ま た は 核 酸 の 定 量 や 目 視 に よ る 検 出 が 可 能 で あ る こ と を 見 い だ し て 、 本 発 明 を 完 成 さ せ

た 。

【 発 明 の 開 示 】
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【 ０ ０ ０ ８ 】

　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 発 明 の 第 1の 態 様 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 、 N A D Hお よ び ／ ま た は N A DPH、 チ オ N A Dお

よ び ／ ま た は チ オ N A DP、 並 び に デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H)を 用 い て 、 酵 素 サ イ ク リ ン グ 反 応 に

よ り チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPHを 生 成 さ せ 、 生 成 し た チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ

オ N A DPHの 量 を 測 定 す る か 、 ま た は 生 成 し た チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPHに よ る 色 の

変 化 を 計 測 す る こ と で 行 う 、 前 記 方 法 で あ る 。

　 上 記 方 法 に お い て は 、 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 こ と が で き る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 発 明 の 第 ２ の 態 様 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 、 N A D Hお よ び ／ ま た は N A DPH、 チ

オ N A Dお よ び ／ ま た は チ オ N A DP、 並 び に デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H)を 用 い て 、 酵 素 サ イ ク リ ン

グ 反 応 に よ り チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPHを 生 成 さ せ 、 生 成 し た チ オ N A D Hお よ び ／

ま た は チ オ N A DPHの 量 を 測 定 す る か 、 ま た は 生 成 し た チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPHに

よ る 色 の 変 化 を 計 測 す る こ と で 行 う 、 前 記 方 法 で あ る 。

　 上 記 方 法 に お い て は 、 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 こ

と が で き る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 上 記 第 １ の 態 様 お よ び 第 ２ の 態 様 に お い て は 、 以 下 の 態 様 が さ ら に 好 ま し い 。 （ １ ） 生

成 し た チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPH量 の 測 定 は 、 チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPH

の 吸 収 波 長 に お け る 吸 光 度 を 測 定 す る こ と で 行 う 、

（ ２ ） 生 成 し た チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPHに よ る 色 の 変 化 の 計 測 は 、 目 視 に よ り

行 う 、

（ ３ ） 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 、 EC番 号 2.-で

表 さ れ る 転 移 酵 素 群 、 EC番 号 3.-で 表 さ れ る 加 水 分 解 酵 素 群 、 EC番 号 4.-で 表 さ れ る 除 去

付 加 酵 素 群 お よ び EC番 号 5.-で 表 さ れ る 異 性 化 酵 素 群 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1

種 の 酵 素 で あ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 発 明 の 第 ３ の 態 様 は 、 以 下 の 試 薬 を 含 む 酵 素 免 疫 測 定 用 キ

ッ ト で あ る 。

標 的 タ ン パ ク 質 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 を 標 識 し た 酵 素

上 記 酵 素 の 基 質

デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H)

N A D Hお よ び ／ ま た は N A DPH、

チ オ N A Dお よ び ／ ま た は チ オ N A DP

【 ０ ０ １ ２ 】

　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 発 明 の 第 ４ の 態 様 は 、 以 下 の 試 薬 を 含 む 核 酸 プ ロ ー ブ 測

定 用 キ ッ ト で あ る 。

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

上 記 酵 素 の 基 質

デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H)

N A D Hお よ び ／ ま た は N A DPH、

チ オ N A Dお よ び ／ ま た は チ オ N A DP

【 ０ ０ １ ３ 】

　 上 記 キ ッ ト に お い て 、 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 、 EC番 号 2.-で 表 さ れ る 転 移 酵 素 群 、 EC番 号 3.-で 表 さ れ る 加 水 分 解 酵 素 群 、 EC番 号 4.
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-で 表 さ れ る 除 去 付 加 酵 素 群 お よ び EC番 号 5.-で 表 さ れ る 異 性 化 酵 素 群 か ら 成 る 群 か ら 選 ば

れ る 少 な く と も 1種 の 酵 素 で あ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 測 定 感 度 を 10
- 1 8

moles 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 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ５ 】

〔 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 、 N A D Hお よ び ／ ま た は N A DPH、 チ オ N A D

お よ び ／ ま た は チ オ N A DP、 並 び に デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H)を 用 い て 、 酵 素 サ イ ク リ ン グ 反 応

に よ り チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPHを 生 成 さ せ 、 生 成 し た チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は

チ オ N A DPHの 量 を 測 定 す る か 、 ま た は 生 成 し た チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPH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 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 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 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 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 、 N A D Hお よ び ／ ま た は N A DPH、

チ オ N A Dお よ び ／ ま た は チ オ N A DP、 並 び に デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H)を 用 い て 、 酵 素 サ イ ク リ

ン グ 反 応 に よ り チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPHを 生 成 さ せ 、 生 成 し た チ オ N A D Hお よ び

／ ま た は チ オ N A DPHの 量 を 測 定 す る か 、 ま た は 生 成 し た チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPH

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 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 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 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 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 、 EC番 号 2.-で 表 さ れ る 転 移 酵 素 群 、 EC番 号 3.-で 表 さ れ る 加 水 分 解 酵 素

群 、 EC番 号 4.-で 表 さ れ る 除 去 付 加 酵 素 群 お よ び EC番 号 5.-で 表 さ れ る 異 性 化 酵 素 群 か ら 成

る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 の 酵 素 で あ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 EC番 号 2.-で 表 さ れ る 転 移 酵 素 群 と し て は 、 例 え ば 、 以 下 の Ｅ Ｃ 番 号 に 分 類 さ れ る も の

を い ず れ も 使 用 で き る 。
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EC番 号 2.-で 表 さ れ る 転 移 酵 素 群 に 含 ま れ る 酵 素 の 例 と し て は 、 例 え ば 、 ア ラ ニ ン ア ミ ノ

ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (ALT)等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ １ 】 50
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EC番 号 3.-で 表 さ れ る 加 水 分 解 酵 素 群 と し て は 、 例 え ば 、 以 下 の Ｅ Ｃ 番 号 に 分 類 さ れ る も

の を い ず れ も 使 用 で き る 。



(8) JP  WO2008/117816  A1  2008.10.2



(9) JP  WO2008/117816  A1  2008.10.2

EC番 号 3.-で 表 さ れ る 転 移 酵 素 群 に 含 ま れ る 酵 素 の 例 と し て は 、 例 え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ

ァ タ ー ゼ (ALP)、 イ ヌ リ ナ ー ゼ (INL)、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (β -Gal)、 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ

(α -Glu)、 リ ポ プ ロ テ イ ン リ パ ー ゼ （ LPL） 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

EC番 号 4.-で 表 さ れ る 除 去 付 加 酵 素 群 と し て は 、 例 え ば 、 以 下 の Ｅ Ｃ 番 号 に 分 類 さ れ る も

の を い ず れ も 使 用 で き る 。

EC番 号 4.-で 表 さ れ る 転 移 酵 素 群 に 含 ま れ る 酵 素 の 例 と し て は 、 例 え ば 、

フ マ ラ ー ゼ (FU M)、 ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ベ ー ト カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ (PEPC)、 オ キ ザ ロ ア セ テ

ー ト デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ (O AC)、 マ レ ー ト シ ン テ タ ー ゼ (M LS)等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

EC番 号 5.-で 表 さ れ る 異 性 化 酵 素 群 と し て は 、 例 え ば 、 以 下 の Ｅ Ｃ 番 号 に 分 類 さ れ る も の

を い ず れ も 使 用 で き る 。

10



(10) JP  WO2008/117816  A1  2008.10.2

EC番 号 5.-で 表 さ れ る 転 移 酵 素 群 に 含 ま れ る 酵 素 の 例 と し て は 、 例 え ば 、 ト リ オ ー ス ホ ス

フ ェ － ト イ ソ メ ラ ー ゼ (TIM)、 ラ ク テ ー ト ラ セ マ ー ゼ (LR M)、 3-ケ ト ス テ ロ イ ド Δ 4-Δ 5イ

ソ メ ラ ー ゼ 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 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 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 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 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 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 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 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 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 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 、 N A D Hお よ び ／ ま た は N A DPH、 チ オ N A Dお よ び ／ ま た は チ オ N A DP、 並

び に デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H)を 用 い て 、 酵 素 サ イ ク リ ン グ 反 応 に よ り チ オ N A D Hお よ び ／ ま た

は チ オ N A DPHを 生 成 さ せ 、 生 成 し た チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPHの 量 を 測 定 す る か 、

ま た は 生 成 し た チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPHに よ る 色 の 変 化 を 計 測 す る こ と で 行 う
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。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 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

　 0.01 μ g/ml ～ 1 mg/ml

　 （ ２ ） 標 識 酵 素 の 基 質 の 濃 度 範 囲

　 1 μ M ～ 500 m M

　 （ ３ ） N A D Hお よ び ／ ま た は N A DPHの 濃 度 範 囲

　 0.01 m M ～ 50 m M

　 （ ４ ） チ オ N A Dお よ び ／ ま た は チ オ N A DPの 濃 度 範 囲

　 0.01 m M ～ 100 m M

　 （ ５ ） デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H) の 濃 度 範 囲

　 0.01 u/ml ～ 5000 u/ml

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 反 応 条 件 は 、 標 識 酵 素 お よ び デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H)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 (D H)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 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 反 応 時 間 は 、 生 成 し た チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPHの 量 の 測 定 、 ま た は 生 成 し た

チ オ N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPHに よ る 色 の 変 化 の 計 測 が 可 能 な 程 度 ま で 、 チ オ N A D Hお

よ び ／ ま た は チ オ N A DPH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 N A D Hお よ び ／ ま た は チ オ N A DPHの 蓄 積 量 は 、 測 定 ま た は 計 測 条 件 に よ り

変 化 す る の で 、 条 件 に 応 じ て 適 宜 決 定 で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 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 は 、 標 識 酵

素 お よ び 標 識 酵 素 の 基 質 と し て 用 い る 物 質 に よ り 異 な る が 、 例 え ば ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー

ゼ (ALP)の 場 合 は 酵 素 サ イ ク リ ン グ 反 応 に 使 用 す る 脱 水 素 酵 素 の 基 質 と な り う る 化 合 物 の

モ ノ リ ン 酸 エ ス テ ル で あ る こ と が で き る 。 標 識 酵 素 と 基 質 の 組 み 合 わ せ の 例 は 後 述 す る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 酵 素 サ イ ク リ ン グ 系 の 中 で チ オ N A D(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 N A D(P)/N A D(P)Hを 補 酵 素 と し て 利

用 す る 脱 水 素 酵 素 （ Dehydrogenase; D H） を 用 い 、 N A D(P)/N A D(P)Hと そ の ア ナ ロ グ で あ る

チ オ N A D(P)/チ オ N A D(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 N A D(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 N

A D(P)サ イ ク リ ン グ 法 の 測 定 原 理 は 以 下 の 通 り で あ る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

【 化 １ 】

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 N A D H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 N A D(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
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る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 チ オ N A D(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 、 N A D H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 N A D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 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 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 N A D(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 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 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 こ と が 望 ま し い 。

（ １ ） 標 識 酵 素 の タ ー ン オ ー バ ー 数 が 大 き い

（ 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

（ ５ ） 標 識 酵 素 の 基 質 が 市 販 の 化 合 物 で あ る か 、 ま た は 容 易 に 合 成 が で き 、 か つ 安 定 性 が

高 い

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H)と し て は 、 以 下 の デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H)を 挙 げ る こ と が で き る 。
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デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H)と し て は 、 よ り 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 マ レ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、

ラ ク テ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ガ ラ ク ト ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ

ー ゼ 、 ３ α － ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ガ ラ ク ト ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、

グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 テ ス ト ス テ ロ ン － １ ７ β － デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ リ セ ロ ー

ル － ３ － ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 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 。

【 ０ ０ ４ １ 】
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【 表 １ 】

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 例 え ば 、 上 記 記 載 の 組 合 わ 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 、 エ チ オ コ ラ ノ ロ ン 、 テ ト ラ ハ イ ド ロ コ ル チ ゾ ー ル 、 プ レ グ ナ ン ジ オ ー ル

、 リ ト コ ー ル 酸 、 デ オ キ シ コ レ ー ト 、 ケ ノ デ オ キ シ コ ー ル 酸 及 び コ ー ル 酸 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 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 (K m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 N A D(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 N A Dを 用 い た 場 合 の 反 応 速 度 が N A D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 N A Dで の 反 応 速 度 が N A D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 3－ リ ン 酸 の 合 成 が 容 易 で あ る こ と も 好 ま し い 組 合 わ せ で あ

る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】
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【 化 ２ 】

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 抗 体 酵 素 複 合 体 の 酵 素 と し て ト リ オ ー ス フ ォ ス フ ェ イ ト イ ソ メ ラ ー ゼ (TIM)を 用 い る 酵

素 免 疫 測 定 方 法 を 例 に し て 、 以 下 に 説 明 す る 。

ト リ オ ー ス フ ォ ス フ ェ イ ト イ ソ メ ラ ー ゼ (TIM)は 、 タ ー ン オ ー バ ー 数 の 高 い 標 識 酵 素 で あ

り 、 こ の TIMを 用 い る 酵 素 免 疫 測 定 方 法 で は 、 TIMの 生 成 物 と し て 、 ジ ヒ ド ロ キ シ ア セ ト ン

-3-フ ォ ス フ ェ イ ト が 生 成 す る 。 そ し て 、 TIMの 反 応 生 成 物 を 基 質 と す る デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ

で あ る 、 グ リ セ ロ ー ル -3-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (G APD H)を 酵 素 サ イ ク リ ン グ 反 応 に 使 用

す る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 チ オ N A D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 N A D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 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

[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 N A Dと N A D H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

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 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 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 N A Dと N A D Hを 含 む 酵 素 サ イ ク リ ン グ 法 用 キ ッ ト を 包 含 す る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 以 下 の 試 薬 を 含 む 酵 素 免 疫 測 定 用 キ ッ ト で あ る 。

標 的 タ ン パ ク 質 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 を 標 識 し た 酵 素

上 記 酵 素 の 基 質

デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H)

N A D Hお よ び ／ ま た は N A DPH、

チ オ N A Dお よ び ／ ま た は チ オ N A DP

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 さ ら に 本 発 明 は 、 以 下 の 試 薬 を 含 む 核 酸 プ ロ ー ブ 測 定 用 キ ッ ト で あ る 。

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

上 記 酵 素 の 基 質

デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H)

N A D Hお よ び ／ ま た は N A DPH、

チ オ N A Dお よ び ／ ま た は チ オ N A DP

【 ０ ０ ５ １ 】

　 標 識 酵 素 お よ び デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (D H)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 。

【 ０ ０ ５ ２ 】
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　 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 】

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 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 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

実 施 例 １ 　 標 識 酵 素 と し て の Fumaraseの サ イ ク リ ン グ 反 応 と 組 合 わ せ た 活 性 測 定

　 反 応 試 液

　 　 　 200 m M Tris緩 衝 液 pH 9.0

　 　 　 　 9 m M チ オ N A D

　 　 　 0.3 m M N A D H

　 　 　 300 u/ml M D H

　 基 質 液

　 　 　 100 m M Fumaric acid

　 測 定 試 料

　 　 　 1, 5, 10 u/ml Fumarase

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 測 定 方 法

　 反 応 試 液 180μ lを マ イ ク ロ プ レ ー ト に 分 注 し 、 次 に 基 質 液 を 20μ l,更 に 試 料 を 20μ l加

え て 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ コ ロ ナ 社 製 Ｍ Ｔ Ｐ － ８ ０ ０ ） で 405 nmの フ ィ ル タ ー を

使 用 し て 37℃ で の 吸 光 度 変 化 を 測 定 す る 。

　 図 ２ に 示 さ れ る 高 感 度 な 反 応 曲 線 を 得 た 。 特 に 時 間 の 経 過 と 共 に 反 応 が 幾 何 級 数 的 に 進

む こ と か ら 、 測 定 時 間 を 長 く す る と 感 度 は 飛 躍 的 に 増 大 す る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

比 較 例 １ 　 標 識 酵 素 と し て の Fumaraseの 活 性 測 定

　 反 応 試 液

　 　 　 200 m M Tris緩 衝 液 pH 9.0

　 　 　 9 m M チ オ N A D

　 　 　 300 u/ml M D H

　 基 質 液

　 　 　 100 m M Fumaric acid

　 測 定 試 料

　 　 　 1, 5, 10 u/ml Fumarase

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 測 定 方 法

　 反 応 試 液 180μ lを マ イ ク ロ プ レ ー ト に 分 注 し 、 次 に 基 質 液 を 20μ l,更 に 試 料 を 20μ l加

え て 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ コ ロ ナ 社 製 Ｍ Ｔ Ｐ － ８ ０ ０ ） で 405 nmの フ ィ ル タ ー を

使 用 し て 37℃ で の 吸 光 度 変 化 を 測 定 す る 。

　 図 ３ に 示 さ れ る 反 応 曲 線 を 得 た 。 酵 素 サ イ ク リ ン グ と 組 合 わ せ て い な い の で 反 応 が 直 線

的 に し か 進 行 せ ず 、 感 度 が 低 い こ と が 分 か る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

実 施 例 ２ 　 標 識 酵 素 と し て の Phosphoenolpyruvate carboxylaseの サ イ ク リ ン グ 反 応 と 組

合 わ せ た 活 性 測 定

　 反 応 試 液

　 　 　 100 m M Na 2 CO 3 (pH 8.0)

　 　 　 0.3 m M N A D H
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　 　 　 　 9 m M チ オ N A D

　 　 　 300 u/ml M D H

　 基 質 液

　 　 　 50 m M Phosphoenolpyruvate

　 測 定 試 料

　 　 　 0.1 u/ml Phosphoenolpyruvate carboxylase

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 測 定 方 法 　

　 反 応 試 液 180μ lを マ イ ク ロ プ レ ー ト に 分 注 し 、 次 に 基 質 液 を 20μ l,更 に 試 料 を 20μ l加

え て 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ コ ロ ナ 社 製 Ｍ Ｔ Ｐ － ８ ０ ０ ） で 405 nmの フ ィ ル タ ー を

使 用 し て 37℃ で の 吸 光 度 変 化 を 測 定 す る 。

　 図 ４ に 示 さ れ る 高 感 度 な 反 応 曲 線 を 得 た 。 特 に 時 間 の 経 過 と 共 に 反 応 が 幾 何 級 数 的 に 進

む こ と か ら 、 測 定 時 間 を 長 く す る と 感 度 は 飛 躍 的 に 増 大 す る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

比 較 例 ２ 　 標 識 酵 素 と し て の Phosphoenolpyruvate carboxylaseの 活 性 測 定

　 反 応 試 液

　 　 　 100 m M Na 2 CO 3 (pH 8.0)

　 　 　 0.4 m M N A D H

　 　 　 50 u/ml M D H

　 基 質 液

　 　 　 50 m M Phosphoenolpyruvate

　 測 定 試 料

　 　 　 0.1 u/ml Phosphoenolpyruvate carboxylase

【 ０ ０ ６ １ 】

　 測 定 方 法

　 反 応 試 液 180μ lを マ イ ク ロ プ レ ー ト に 分 注 し 、 次 に 基 質 液 を 20μ l,更 に 試 料 を 20μ l加

え て 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ コ ロ ナ 社 製 Ｍ Ｔ Ｐ － ８ ０ ０ ） で 340 nmの フ ィ ル タ ー を

使 用 し て 37℃ で の 吸 光 度 変 化 を 測 定 す る 。

　 図 ５ に 示 さ れ る 反 応 曲 線 を 得 た 。 酵 素 サ イ ク リ ン グ と 組 合 わ せ て い な い の で 殆 ど 反 応 が

進 行 し て い な い こ と が 分 か る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

実 施 例 3　 標 識 酵 素 と し て の Alkaline phosphataseの サ イ ク リ ン グ 反 応 と 組 み 合 わ せ た 活

性 測 定

　 反 応 試 液

　 　 　 100 m M Tris 緩 衝 液 pH 9.8

　 　 　 1.8 m M チ オ N A D

　 　 　 0.9 m M N A D H

　 　 　 3.8 m M MgCl 2

　 　 　 25 単 位 /ml 3α -Hydroxysteroid dehydrogenase

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 基 質 液

　 　 　 　 5 m M Androsterone 3-phosphate

　 測 定 試 料

　 　 　 10、 2.5、 0.625　 単 位 /ml　 Alkaline phosphatase　 （ ALP）

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 測 定 方 法

　 反 応 試 液 800μ lを 石 英 セ ル （ 光 路 長 1 cm） に 入 れ 、 基 質 液 200μ lを 加 え て 37℃ で 5分

間 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 測 定 試 料 2μ lを 添 加 し て 400 nmの 吸 光 度 変 化 を 測 定 す る 。

　 図 ６ に 示 さ れ る 反 応 曲 線 を 得 た 。 短 時 間 で も 0.625 m U/mlが 測 定 で き て い る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】
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比 較 例 3　 標 識 酵 素 と し て の Alkaline phosphataseの 活 性 測 定

　 反 応 試 液

　 　 　 100 m M Tris 緩 衝 液 pH 9.8

　 　 　 1.8 m M チ オ N A D

　 　 　 3.8 m M MgCl 2

　 　 　 25 単 位 /ml 3α -Hydroxysteroid dehydrogenase

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 基 質 液

　 　 　 　 5 m M Androsterone 3-phosphate

　 測 定 試 料

　 　 　 10、 2,5、 0.625　 単 位 /ml　 Alkaline phosphatase　 （ ALP）

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 測 定 方 法

　 反 応 試 液 800μ lを 石 英 セ ル （ 光 路 長 1cm） に 入 れ 、 基 質 液 200μ lを 加 え て 37℃ で 5分 間

イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 測 定 試 料 2μ lを 添 加 し て 400 nmの 吸 光 度 変 化 を 測 定 す る 。

　 図 ７ に 示 さ れ る 反 応 曲 線 を 得 た 。 酵 素 サ イ ク リ ン グ と 組 合 わ せ て い な い の で 殆 ど 反 応 が

進 行 し て い な い こ と が 分 か る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

参 考 例 １

A L P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 等 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 100 m M酢 酸 緩 衝 液 (p

H4.2)に 酸 100 m Mリ ン 酸 緩 衝 1.0 mg/mlの 濃 度 で 溶 解 し た 溶 液 1 mlに 3 %濃 度 に な る よ う に

ペ プ シ ン を 添 加 し 37℃ で 3時 間 加 温 し た 後 ４ N-NaO Hで pH7付 近 に pHを 調 整 し た 。 こ の 混 合 反

応 液 を セ フ ァ デ ッ ク ス G-200を 充 填 し た カ ラ ム を 用 い て ゲ ル 濾 過 し 、 F(ab')2を 得 た 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 こ の F(ab')2フ ラ ク シ ョ ン を 1 mlに 濃 縮 し た 後 、 22 m M 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 0.1 ml

を 加 え 37℃ で 1時 間 加 温 す る 。 こ の 混 合 反 応 液 を セ フ ァ デ ッ ク ス G-200を 充 填 し た カ ラ ム を

用 い て ゲ ル 濾 過 し 、 F(ab')を 得 た 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (ALP)100 mgを 10 m M PBS(pH6

.0)1 mlに 溶 解 し 、 N-(6-Maleimidocaproyloxy)succinimide (E M CS)の 20 m Mの 濃 度 の ジ メ

チ ル ホ ル ム ア ミ ド 溶 液 0.1 mlを 添 加 し 、 25℃ の 温 度 で 30分 間 反 応 さ せ た 。 次 い で 、 こ の 反

応 混 合 液 を セ フ ァ デ ッ ク ス Ｇ － 25を 充 填 し た カ ラ ム を 用 い 、 0.1 Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH6.0)

で ゲ ル 濾 過 を 行 な い 、 マ レ イ ミ ド 化 ALPと 未 反 応 E M CSと を 分 離 し た 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 次 に 、 F(ab')化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と マ レ イ イ ミ ド 化 ALPと を 混 合 し 、 4℃ で 一 昼 夜 放 置

し た 後 、 セ フ ァ デ ッ ク ス G-200を 充 填 し た カ ラ ム を 用 い て ゲ ル 濾 過 し 、 ALP標 識 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 を 得 た 。

【 ０ ０ ７ １ 】

参 考 例 ２

不 溶 性 担 体 固 定 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製

　 抗 原 に 特 異 的 反 応 性 を 有 す る マ ウ ス 由 来 等 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 10 m MPBS(pH7.4) に

1 mg/mlの 濃 度 で 溶 解 し た 溶 液 を 、 平 底 マ イ ク ロ プ レ ー ト （ ヌ ン ク 社 ） の 各 ウ ェ ル に 0.1 m

lず つ 加 え 、 室 温 で １ 時 間 放 置 し た 後 、 PBSで 洗 浄 し て か ら 、 2 ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BS

A） 水 溶 液 を 0.3 mlず つ 加 え て 室 温 で 2時 間 放 置 し て ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 を 実 施 し て モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 固 定 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 得 た 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

実 施 例 4　 1ス テ ッ プ 法 に よ る Pumilio(プ ミ リ オ )の 測 定

反 応 試 液

　 200 m M Glycine 緩 衝 液 pH 8.8

　 1.5 m M チ オ N A D

　 1.0 m M N A D H
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　 0.5 m M Androsterone 3-phosphate

　 20 単 位 /ml 3α -Hydroxysteroid dehydrogenase

【 ０ ０ ７ ３ 】

測 定 試 料

1, 10, 100, 200 ng/ml　 Pumilio

【 ０ ０ ７ ４ 】

測 定 方 法

　 参 考 例 2の 方 法 で 調 製 し た 抗 Pumilioマ ウ ス モ ノ 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 ％ BSA含 有 TB

S溶 液 (pH7.5) 50 μ l加 え 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 ウ ェ ル 内 の 溶 液 を

吸 引 除 去 し た 後 、 ウ ェ ル 内 を 生 理 食 塩 水 で 洗 浄 し て か ら 、 参 考 例 1の 方 法 で 調 製 し た ALP標

識 抗 Pumilioマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 約 3 μ g/mlの 濃 度 で 含 有 す る 0.1 ％ BSA-1 m M Mg

Cl 2 -0.1 m M ZnCl 2 含 有 TBS溶 液 (pH7.5) 50 μ lを 加 え 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た

。 次 に 、 ウ ェ ル 内 の 溶 液 を 吸 引 除 去 し た 後 、 ウ ェ ル 内 を 生 理 食 塩 水 で 洗 浄 し て か ら 、 各 ウ

ェ ル に 反 応 試 液 100μ lを 加 え 、 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-800AFC） で 405 nmの フ ィ ル タ ー を 使 用 し て 30分 間 吸 光 度 を 測 定 し 、 30分 間 の 吸 光

度 変 化 を 標 準 物 質 濃 度 に 対 し て プ ロ ッ ト す る こ と に よ り 、 図 ８ に 示 さ れ る 低 濃 度 ま で 濃 度

依 存 性 の 良 い 検 量 線 を 得 た 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

実 施 例 5　 2ス テ ッ プ 法 に よ る Pumilio(プ ミ リ オ )の 測 定

反 応 試 液 A

　 100 m M Tris-HCl(pH 8.0)

　 0.2 m M Androsterone 3-phosphate

【 ０ ０ ７ ６ 】

反 応 試 液 B

　 200 m M Glycine 緩 衝 液 pH 8.8

　 3.0 m M チ オ N A D

　 2.0 m M N A D H

　 40 単 位 /ml 3α -Hydroxysteroid dehydrogenase

【 ０ ０ ７ ７ 】

測 定 試 料

0.1, 0.5, 1, 2, 5 ng/ml　 Pumilio

【 ０ ０ ７ ８ 】

測 定 方 法

　 参 考 例 2の 方 法 で 調 製 し た 抗 Pumilioマ ウ ス モ ノ 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 ％ BSA含 有 TBS

溶 液 (pH7.5) 50 μ l加 え 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 ウ ェ ル 内 の 溶 液 を 吸

引 除 去 し た 後 、 ウ ェ ル 内 を 生 理 食 塩 水 で 洗 浄 し て か ら 、 参 考 例 1の 方 法 で 調 製 し た ALP標 識

抗 Pumilioマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 約 3 μ g/mlの 濃 度 で 含 有 す る 0.1 ％ BSA-1 m M MgCl

2 -0.1 m M ZnCl 2 含 有 TBS溶 液 (pH7.5) 50 μ lを 加 え 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。

次 に 、 ウ ェ ル 内 の 溶 液 を 吸 引 除 去 し た 後 、 ウ ェ ル 内 を 生 理 食 塩 水 で 洗 浄 し て か ら 、 各 ウ ェ

ル に 反 応 試 液 A 50μ lを 加 え 、 １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 各 ウ ェ ル に 反 応 試 液 B 5

0μ lを 加 え 、 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-800AFC） で

405 nmの フ ィ ル タ ー を 使 用 し て 30分 間 吸 光 度 を 測 定 し 、 30分 間 の 吸 光 度 変 化 を 標 準 物 質 濃

度 に 対 し て プ ロ ッ ト す る こ と に よ り 、 図 ９ に 示 さ れ る 低 濃 度 ま で 濃 度 依 存 性 の 良 い 検 量 線

を 得 た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 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

適 に 利 用 可 能 で あ る 。
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ８ ０ 】

【 図 １ 】 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA法 ） の 測 定 原 理

【 図 ２ 】 実 施 例 1で 得 ら れ た Fumaraseに つ い て の 活 性 測 定 結 果 。

【 図 ３ 】 比 較 例 １ で 得 ら れ た Fumaraseに つ い て の 活 性 測 定 結 果 。

【 図 ４ 】 実 施 例 ２ で 得 ら れ た Phosphoenolpyruvate carboxylaseに つ い て の 活 性 測 定 結 果

。

【 図 ５ 】 比 較 例 ２ で 得 ら れ た Phosphoenolpyruvate carboxylaseに つ い て の 活 性 測 定 結 果

。

【 図 ６ 】 実 施 例 ３ で 得 ら れ た Alkaline phosphataseに つ い て の 活 性 測 定 結 果 。

【 図 ７ 】 比 較 例 ３ で 得 ら れ た Alkaline phosphataseに つ い て の 活 性 測 定 結 果 。

【 図 ８ 】 実 施 例 ４ で 得 ら れ た 検 量 線 。

【 図 ９ 】 実 施 例 ５ で 得 ら れ た 検 量 線 。

【 図 １ 】
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【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】

【 図 ９ 】



(36) JP  WO2008/117816  A1  2008.10.2

【 国 際 調 査 報 告 】



(37) JP  WO2008/117816  A1  2008.10.2



(38) JP  WO2008/117816  A1  2008.10.2



(39) JP  WO2008/117816  A1  2008.10.2



(40) JP  WO2008/117816  A1  2008.10.2

̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶

フロントページの続き

(51)Int.Cl.　　　　　　　　　　　　　　 ＦＩ　　　　　　　　　　　　　　　　　　テーマコード（参考）

　 Ｃ１２Ｎ　15/09　　 (2006.01)　　　　　 Ｇ０１Ｎ　33/58　　　　　Ａ　　　　　　　　　　

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Ｇ０１Ｎ　21/78　　　　　Ｚ　　　　　　　　　　

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Ｃ１２Ｎ　15/00　　　　　Ａ　　　　　　　　　　

(81)指定国　　　　　AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),

EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MT,NL,NO,PL,PT,RO,SE,SI,SK,T

R),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BH,BR,BW,BY,

BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,K

G,KM,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT

,RO,RS,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,SV,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,ZA,ZM,ZW

Ｆターム(参考) 4B063 QA01　QQ22　QQ26　QQ39　QQ42　QQ52　QQ64　QQ92　QR04　QR06

　　　　　　　　　　 QR10　QR19　QR56　QR65　QS24　QS28　QX01

（注）この公表は、国際事務局（ＷＩＰＯ）により国際公開された公報を基に作成したものである。なおこの公表に

係る日本語特許出願（日本語実用新案登録出願）の国際公開の効果は、特許法第１８４条の１０第１項(実用新案法

第４８条の１３第２項）により生ずるものであり、本掲載とは関係ありません。



专利名称(译) 蛋白质和核酸的超高灵敏度测定方法

公开(公告)号 JPWO2008117816A1 公开(公告)日 2010-07-15

申请号 JP2009506355 申请日 2008-03-26

[标]申请(专利权)人(译) 伊藤 悦朗

申请(专利权)人(译) 伊藤 悦朗

[标]发明人 伊藤悦朗

发明人 伊藤 悦朗

IPC分类号 C12Q1/32 C12Q1/68 G01N33/58 G01N33/53 G01N21/78 C12N15/09

CPC分类号 C12Q1/32 C12Q1/25 G01N33/5735 G01N33/6803

FI分类号 C12Q1/32 C12Q1/68.A G01N33/58.Z G01N33/53.D G01N33/53.M G01N33/58.A G01N21/78.Z C12N15
/00.A

F-TERM分类号 2G045/DA12 2G045/DA13 2G045/DA14 2G045/DA36 2G045/FA18 2G045/FB01 2G045/FB02 2G045
/FB03 2G045/FB07 2G045/FB11 2G045/GC10 2G045/GC12 2G054/CA22 2G054/CA23 2G054/CA24 
2G054/CE02 2G054/EA06 2G054/EB03 2G054/GA03 2G054/GB01 2G054/GB04 2G054/GB05 4B024
/AA11 4B024/CA09 4B024/HA12 4B063/QA01 4B063/QQ22 4B063/QQ26 4B063/QQ39 4B063/QQ42 
4B063/QQ52 4B063/QQ64 4B063/QQ92 4B063/QR04 4B063/QR06 4B063/QR10 4B063/QR19 4B063
/QR56 4B063/QR65 4B063/QS24 4B063/QS28 4B063/QX01

优先权 2007085550 2007-03-28 JP

其他公开文献 JP5500985B2

外部链接 Espacenet

摘要(译)

公开了一种超灵敏的测量方法，该方法可以目测或在诸如吸收分光光度
计或板读取器板读取器的通用测量设备上进行测量。 具体地公开了一种
高灵敏度的测量方法，其可以在视觉上或在通用测量设备上实现测量，
并且其特征在于以指数方式放大硫代-NAD（P）H（其为信号物质），
并比色法测量其中的含量。 硫-NAD（P）H通过采用酶循环方法的最佳
组合进行，该方法采用硫-NAD（P）作为辅酶，并带有标记酶和标记酶
的底物。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/42a2ddd8-0fd4-4d8b-8b8c-684e6f6caa40
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/039788549/publication/JPWO2008117816A1?q=JPWO2008117816A1

