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ル ミ ノ ール ー

フ ェリ シ ア ン 化 カ リ ウ ム 化学発光系 に よ る 過酸 化水棄 の 定 量 を，化 学 ・生 物 発 光 測 定 用
に 開 発 され た

“ Luminometer　UPD −8000 ”
を 使 っ て 検 討 し ， 従 来 の 吸光光度法 と の 比 較 を 行 っ た 結 果 ，

検 出 顧 は 1pm ・1〆・・be （吸 光 光 度 法 ・ 1   ・1／・・ b・）， 測定鯛 は 1・ 1・一・〜1・ 1・一・M （吸光光度
法 ： 1× 10’5・vlxlO − SM

） で あ っ た ． 又，サ ン ドイ ッ チ 法 の 感 度 を 左 右 す る 酵素標識抗 体 の 固 相への

非特異 的 吸 着 の 低減 化 を 検討 し ・ モ ル モ ・ ト血 清 の 添加 が 有効 で あ る こ と を 見 V・だ し た ． こ れ ら の 結
果 を 基 に ， イ ン シ ュ リ ン 酵 素免疫測定法 を 実施 し た と こ ろ ， 測定範 囲 5〜 320　pU ／m1 ，日 内 再 現 性 及 び

磋 再 現 ttは そ れ ぞ れ 8 ・8〜9 ・0・ 6・7〜 1・・8％ ，　R ・A 欄 は Y − 1．21X − 3．6・，　r − ・．95 （n − SD） で あ
っ た．

1 緒 言

　 1959 年，Yanow ら
1＞に よ り開発さ れた ラ ジ オ イ ム ノ

ア
ッ セ イ （RIA ） は ，現在，多数の ホ ル モ ン な ど の 微量

分析法 と して ，種 々 の 内分泌疾患の 診断に 応用 され て い

る．し か し ，
RIA は 放射性物質を標識物 とする た め ，使

用 ， 貯蔵，廃棄 の 面 で 大 きな問題を 有し て い る．こ の よ

うな 欠点を 持た な い 酵素を 標識 とし て 用 い る 酵素免疫

測定法 （EIA）が，　 Engvall ら 2） に よ り初 め て 報告 され

た の は RIA の 出現か ら ほ ぼ 10 年後 の 1971 年で あ る

が ，以後多 くの 研究 が 続 け られ 現在 で は 臨床検査の 現場

に も徐・妙 こ 普及 し つ つ あ る．こ の 酵素活性の 最終検出 に

は ，主 に 吸光光度法 ， 蛍光法が 適用 され て い る が，最

近 ， 感度 ， 定量範囲，分 析時間 な どの 点で こ れ らの 方法

よ り優 れ て い る化学 ・生物発光を用 い た 分析法 が 盛 ん に

な っ て きた s〕4〕．

　著者らは 先 に 化学 ・生物発光の 高感度測定装置 （Lu ・

  nometer 　UPD −8000）を開発 し，化学 ・生物発光の 有

用性を 明確iに す べ く検討を行 っ て きて い る が ．本報で は

種k の 臨床化学分析の 最終段 階 で 用 い られ て い る 過酸化

水素測定，及 び モ ル モ
ッ ト血 清添加 に よ る 酵素標識抗体

の 非特異的吸着低減 の 知 見を基礎 と した ， 化学発光法 に

よ るイ ソ シ ＝ リ ン の EIA に つ い て 報告す る．

＊ （株）明電舎 開発本部 ： 141 東京 都 品 川 区 大 崎 2−1−
　 17
＊＊

昭和大学薬 学部 ： 142　東京都 品 川 区 旗 の 台 1−5−8

2　実 験

　2・ 1 装　置

　化 学 発 光 の 測 定 は
， 明電舎製 Luminometer 　 UPD −

8000，吸光光度 測 定 は ， 島津製 ダ ブ ル ビ ーム 分光光 度 計
UV −200 を 使用 し た ．

　 2・2　試　薬

　 モ ル モ
ッ ト抗 ウ シ イ ン シ ュリ ン 血 清 は Miles 製 ， β一

D 一グ ル コ ース オ キ シ ダ ーゼ 　（GOD ）　且04　U ／mg （grade
II） は 東洋紡製， 二 官能 性 の 架橋剤 で あ る N 一サ ク シ ；

ミ ジ ル 4・（革 マ レ イ ミ ドメ チ ル ）シ ク 巨 ヘ キ サ ン ー1一カ ル

ボ キ シ tz・一ト は ジ ーペ ソ ケ ミ カ ル 製 を 使 用 し た ，ル ミ ノ

ール 及 び チ オ
ール 基導 入 試 薬 で あ る S・ア セ チ ル メ ル カ ブ

b 無 水 コ ハ ク 酸 は Sigma 製 ， 過 酸化 水 素 は 三 菱 瓦 斯化

学 製 ， 標準 ブ タ ィ ン シ ュリ ン は 栄研化 学 製 ，そ の 他 の 試

薬 は すべ て 市 販 特 級品 を 使用 し た ．

　 セ フ
ァ デ ッ ク ス G −25， セ ブ 7 ク リル S−300 は ，

Phar −
maCia 　Fine　ChcmicalS 製 ・ ポ リ ス チ レ ソ ボ ール （di　6．5
mm ） は イ チ コ 製 ， タ ン パ ク 質濃縮装 置 の コ ロ ジ オ ン バ

ッ グ は Sarto  u 呂 製 を 使用 し た ．

　2・3　酵索標瞰抗体 の 醐製

　GOD へ の マ レ イ ミ ド基導入 は ，　 GOD ： N 一サ ク シ ニ

ミ ジ ル 4−（N 一
マ レ イ ミ ド メ チ ル ）　 シ ク ロ ヘ キ サ ン ー1・カ

ル ボ キ シ レ ート；1 ：50 の モ ル 比 で 反応させ セ フ
ァ デ ッ

ク ス G −25 カ ラ ム （1x30 　cm ）で脱塩 し ， 素通 り画分を

コ 卩 ジ オ ン バ
ッ グで 氷冷濃縮 し た ．導 入 さ れ た マ レ イ ミ

ド基 の 定量 は ，
4

，
4「一ジ チ オ ジ ピ リ ジ ン を用 い た逆滴定法
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に よ っ た 5）．一方 ，抗 イ ソ シ ュリ ン IgG へ の チ オ ール

基導 入 は ，
IgG ： 5一ア セ チ ル メ ル カ プ ト 無水 コ ハク 酸 ＝

且：200 の モ ル 比 で 反応 さ せ ， 脱塩後 ， 濃縮 した
5＞． チ

オ ール 基の 定量 は
，

4
，
4L ジ チ オ ジ ピ リ ジ ン を 用 い た ．

GOD と抗 イ ソ シ ＝リ ン IgG は 1 ： 1 の モ ル 比 で・30
°C で 1時間反応 し ， 引き続 き 4 °C で

一
晩反応す る こ

とに よ り酵素標識抗体を調製し た ．酵素標識抗体 の 精製

は セ フ ァ ク リル S−300 カ ラ ム （1 × 85　cm ） に よ り行 っ

た s）．

　2・4 　抗体吸着固相の 圏製

　0．1−−O．3mg ／ml の 抗 ウ シ イ ン シ ュ リ ン IgG を含 む

0 ・IM ホ ウ酸塩緩衝液 （pH 　8 ・5） 中 に ，ポ リ ス チ レ ン

ボ ール を 浸 し ，
4 °C で

一
晩静 置 し た． 次 い で ， A 液

｛0 ．1％ ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ソ ，O ．1％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム ，

10mM 　 EDTA を含む 0．lM ホ ウ酸塩緩衝液 （pH

8．5）｝で 洗浄 後，同液 中で冷蔵保存 し た ・

　2・5　過酸化水素測定

　過酸化水素 は ，化 学発光法 と吸光光度法 で 測定 し た ・

30％ 過酸化水素水を ヨ ウ 素滴定法 で 検定後 ， 各濃度 の

過酸化水素を調製 した ．

　（1）　化学発光法 ：過酸化 水 素溶液 0 ・lml ，2xlO − 7

M ル ミ ノ
ー

ル 溶液 ｛O．2M 炭酸塩緩衝液 （pH 　9 ・8）｝

0 ．5ml
，
6x10 − nM

フ ェリ シ ア ン 化 カ リ ウ ム 水溶液 0・5

ml を順次加え，15 秒後か ら 30 秒間 の 発光量を測定し

た ．

　 （2 ） 吸 光光 度法 ：3一メ チ ル ー2一ベ ン ゾ チ ア ゾ リ ノ ソ ヒ

ドラ ゾ ン と ジ メ チ ル ア ＝ リ ン の 過酸化水素 に よ る 酸化縮

合生成物で ある イ ン ダ ミ ソ 色素を 590 　nm で 測定 し た ．

　 2・ 6 　イ ン シ ュ リ ン EIA

　抗 イ ソ シ ュ リ ン IgG 吸着 固相 を 1個試験管 に 入 れ，

イ ソ シ ＝ リ ソ 標準液，乂 は 被 検血 清 0．lml と，　 A 液

O ．2　ml を加 え ， 室温 で 6時 間 静置 し た ．反 応 し た 固相

は 再蒸留水 で 3 回洗浄後，B 液 （C 液 ［O ・1％ ウ シ 血 清

ア ル プ ミ ソ
，
O．IM 塩化 ナ ト リ ウ A ，O ・1％ ア ジ 化 ナ ト

リ ウ ム を 含む 0，IM リ ソ 酸塩緩衝液 （pH6 ・5）］ ：正 常

モ ル モ
ッ ト血 清 ＝ 5 ： 1 の 体積比 の 混合液） で 100 倍希

釈 した GOD 標識抗 イ ン
・h リ ソ IgG 　O・1　 ml と B 液

O ・2　rn1 を 加 え，室温 で
一晩静置し た ．固相 を 再 蒸留水

で 3 回洗浄後，別 の 試験管 に 移 し，こ の 試験管 に 0 ・5M

グル コ
ース 溶液 ｛O．Ol　M 酢酸塩緩衝液 （pH 　5・1）｝ を

0 ．3ml 加え ，
37 °C で 2 時間反応後， 氷冷 し て 反応を

停止 させ ，生成 し た 過酸化水素を化学発光法 に よ っ て 測

定し た
6 ）．

3 結果と考察

　3・1　過 酸化水素測 定

　種 々 の 臨床化 学分析の 最終段階 を 過酸化水素と す る 系

は 非常に 多 く見 られ ， 主 と し て 吸光光度法が検出法 と し

て 用 い られ て きた ．化学発光法 は 吸 光光度法 よ り感度的

に優れ て い る こ とが知 られ て お り，ビ x （2，4，6一ト リ ク ロ

ロ フ ェ
ニ ル ）オ キ ザ レ

ー
ト
ー8一ア ニ リ ノ ナ フ タ レ ソ ー1−Jkル

ホ ン 酸系 ， イ ソ ル ミ ノ
ール ーマ イ ク 卩 ペ ル オ キ シ ダ ーゼ

系な どを用 い た 測定法 が 報告 さ れ て い る
S＞．著者 らは 水

系 で か つ 触媒も安価 な ，
ル ミ ノ

ール ーフ r リ シ ア ソ 化 カ

リ ウ ム 系 ｝t つ い て 検討 し た．

　Fig． 1 に 化学発光法と吸光光度法の 過酸化水素測定

結果を示 し た ．感度は 各 々 1　pmol 〆tube ，
1　nmol ／tube ，

測定範囲 は 1 ・ 10 −・〜1・ 10− 3M
，

1 ・ 10−5〜1 ・ 10” M

と ， 化学 発光法 が 吸光光度法 よ り 感度，測定範囲共数

段優 れ て い る こ とを示 し い る． 4 水準 の 相対標準偏差 は

1 × 10’7M で 63 ％，1 × 10−6M で 4 ．6％ ，　 lxlO − sM

で 4 ．2％，1x10 ’4M で 3．3％ と良好 な 結果が 得 ら れ

た．
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　 　 　 　 　 H202 ／M

Calibration　curves 　of 　hydrogen 　peroxide　by

chemiluminescent 　and 　colorimetric 　methods

The 　chemiluminescentintenSity 　and 　absorbance

were 　calculated 　by　subtracting 　the　correspOnd −

ing　blank　 value ．

　3・2　酵 素標識抗体 の 非特異 的吸着低減化 の検討

　サ γ ドイ ッ チ 法 の 感度 を 左右す る主 な要因 の
一

つ は 酵

素標識抗体 の 固相へ の 非特異的吸着 で あ る
7 ）． 酵素標識

抗体の 固相へ の 非特異的吸着 の 起 こ る 要因 と し て は，標

識 に 用い た 酵 素 の 種類，抗体 の Fc 部位，酵素標識法 及

び 標識抗体 の 重合な どが考え られ て い る
T）．
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　著者 らは
， 緩衝液 の み で は 非特異的吸着が高い た め ，

種k の タ ソ パ ク 質又 は 各種 動物 の 血 清を 添加 し ， 非特異

的吸着 の 低減化を検討 した ．そ の 結果 ，
Table 　l に 示す

よ うに ，モ ル モ
ッ ト血 清 が 種 々 の タ ン パ ク 質又 は 他 の 血

清 と比 較 し て 最 も有効で あ る こ とを見 い だ し た ．

Table　 1Effects 　 Qf 　the 　add 圭tion　of 　 various

Protelns　on 　 nonspecific 　bindingNonspeci

丘c

binding††，
　 　 ％

ル モ
ッ の 以外 で も有効 で あ る か 否か は 検討中で あ る．

Buffer

　 IIIIIIIVVVIVIIVIIIDbuf 壬er 　 alone † 　 　 　 　 　 　　 　 0．863
1＋ 0．1％ bovine　serum 　 albumin

（C　1）uffer ）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．435
1十 〇．1％　gelatin　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o．982
1十 〇．1％ 　egg 　aIbumin 　　　　　　　　　　　　　　　O．367
11十 1／5volume 　of 　guinea 　pig 　 serum
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 O，022（Bbuffer ）

II十 1／5　volume 　of 　goat 　serum 　　　　 O．235
11十 1／5volume 　of 　rabbit 　serum 　　　 O．071
11十 1／5volume 　of 　horse　 seru111 　　　　　0．112

† 0．1MsOdium 　phosphate 　buffer（pH 　6．5）containing

O．1MNaCl 　and 　O，1％ NaN3 ；　 †† Guinea 　pig 　IgG
coated 　 polystyrene 　 ball （P，　B ．） was 　incubated　over −
night 　in 〔）・3ml 　of 　resp   tive　buffer　solution 　containing

guinea 　pig 　IgG−GOD （600−fold　dilution） at 　room 　tem −
perature ．　 Then 　 the 　 GOD 　 activity 　remained 　on 　the

P．B．　 was 　measu 祀 d　and 　the 　percentage 　of 　nonspeci 丘c

binding　was 　calculated 　 as 　GOD 　activity （P．　B ．）／totaI
GOD 　activity 　in　buffer　 solution ．

　次に Table 　2 に C 液 と モ ル モ
ッ ト血 清の 混合 比 を 検

討 し た 結果 を 示 す ．こ の 結果 よ り，モ ル モ
ッ ト血清の 比

率が 大 きい と非特異的吸着が著 し く小 さい こ と が 判 明 し

た 、今回 は ， コ ス ト面 を 考慮 して ，
C 液 ： モ ル モ

ッ ト血

清 ； 5 ： 1 の 体積比 の 混合液を 標識抗体 の 希釈 及 び第 2

反応 の 緩衝液 と し て 選択 し た ．モ ル モ
ッ ト血清 の どの 成

分 が 非特異的吸着 に 関与 し て い る か ，又 ，モ ル モ
ッ ト血

清添加 が今回 の 条件 （標識酵素 GOD
， 抗体由来動物 モ

Table　2　Effects　of 　the 　concentration 　of 　guinca

　　　　 plg　serum 　 on 　 nonspecific 　bind血9

Bbuffer ： Normal 　guinea （v 〆v ）　　Nonspeci丘c　binding，
　 　 　 　 P 畢gse 「Uln 　　　　　　　　　　　　　　　　　％

　 3・3 　イ ン シ ュ リ ン 町 A

　酵 素標識抗体調製 ： GOD へ の マ レ イ ミ ド基導入 と ，

IgG へ の チ オ ール 基導 入 数 を 検討 し た 結果 ，
マ レ イ ミ ド

基 が 2〜5 個 ／1分子 ， チ オ ー
ル 基 が 2〜4 個／1分子導

入 され た とき収率良 く GOD 標識 lgG が得 られ た ，今

回 は ，マ レ イ ミ ド基 が 5 個 ， チ オ ール 基 が 2 ・7 個 の 条件

で 行 っ た ．

　 イ ン シ ュ リ ン 漂 準曲線 ： 栄研化学製イ ン シ ュ リ ン 標準

液を 用 い た 場合 と空腹時 の 低 イ ン シ ュ リ ン 血 清を 添加 し

た 場合の 標準曲線を Fi轡 2 に 示す。測定範 囲 は 5〜320

pU ／rn1 ，検出感度は O・5pU ／tube で あ っ た ．両標準曲

線 の 差 は ，血清中 の 内因性イ ン シ
ュ リ ン 及び何 らか の 発

光増強物質 の 影響 と思われ る．又 ，希釈試 験 の 結果 は イ

ン シ ュリ ソ 遊離 血 清，C 液 の い ず れ で 希釈 し て も原点 を

通 る 良好な結果を得 た ．
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　 　 ＄

　　．婁 1x1
　　 巨
　　簷

　　8
　 　 　 　 　 　

　　　　　　　 　　　　 pU ！ml 　 ln：三Ll［ill

Fig．2　Galibration　curves 　of 　insu且in　by　the 　chemi −

　　　 1・ min ・・cent … ym ・ immun ・ a・・ay （EIA ）

　　　 ○ ： addition 　of 　serum
， ● ：buffer

　精度 ：Table 　3 に 日内再現性，日差再現性を示 し た ．

イ ン シ a リ ン 濃度 の 異 な る 2 種類 の 血 清 に つ い て の 相対

標準偏差 は ，日 内 8・8％，9・0％ （n ＝IO）， 日差 6．7％，

011111111105053210　

211
O．3670
．0380
．0220
．0230
．0160
．Ol10
．0060
．0080
．005

Table　3Within −day　and 　between −day　variations

Assay 　　SampleNumber 　of 　 Insulin　Ievel　 R ．S，D ．，
determination　　 FU ／m 且　　　 ％

Within −

　dayBetween

−

　day

1234

凸

001155 50士 　4．0　　　　8．8
180土 16．0　　　　9．0

45士 3．0　　　　6．7
190土 20．5　　　10．8
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10．8％ （n ＝5）が得 られた ．

　回収試験 ： 15
，
16・7pU ！ml の イ ン シ ュ リ ン を 含む血

清 ？＝　40
，
160

μ
U ／ml の イ γ シ 」 リ ン を そ れ ぞれ添加 し た

と き，102％ ，
98．4％ （n ＝　 7） と良好 な結果が得 られ た ・

　RIA 法 と の 相関 ： Fig ・3 に 昭和大学医学部付属病院

中央臨床検査部 よ り提供 さ れ た 血清試料 （RIA 測定 デ

ータ は ， 塩野義製薬製 フ
ァ

デ セ フ イ ソ シ a リ ソ リ ア に よ

る）に つ い て RIA との 相関を 検討 し た 結果を示 し た ．

回帰直線 y （EIA ）＝L21X （RIA ）− 3・60， 相関係数 r ＝

0・95 （n ；50） と 良好な結果 が 得 られ た ．

（
眉
丶

皇V

≦
国

盈

冩

霤
旨

忌一
嵩
三

烏

彎
＝

　 　 　

　　　　　Human 　insulin　 assayed 　by　RIA 　（pU ／ml ）

Fig．3　Correl飢 ion　 between 　 serum 加 s山 n 　 levels

　　　 obtaincd 　by　the　chemiluminescent 　EIA 　and

　　　 radioimmunoassay （RIA ）

　　　 　y ＝1．21X − 3，60，　r＝＝O．95，　n ＝50

　以 上 よ り ，
ル ミ ノ

ール ーフ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム の 化

学発光反応 に よ る過酸化水素定量 は 吸光光度法 よ り測定

範囲 は 二 けた拡大 し ，検出感度は 三 けた 向上 さ せ る こ と

が で きた．又，サ ソ ドイ ッ チ 法の 感度を左右す る 主な要

因 の
一つ で あ る標 識抗体 の 固 相へ の 非特異的吸着 が モ ル

モ
ッ ト血清添加に よ り低減可能で ある こ と が 分 か っ た ．

こ れ らの 結果に 基づ き ， 高感度 イ ン シ ＝ リ ン 酵素免疫測

定法を開発す る こ とが で きた．

　終 わ り に ， 本研 究 を 行 う に 当 た り，東 京大学医学 部 第

3 内科大 沢 仲 昭 助教授 に 多 大 の 御 指導 を 頂 い た こ と を 記

し て ，深 く感謝 の 意 を 表 し ま す，

　　　　　　　　　　　（
1985 年 4 月 ， 日 本 薬 学 会

第 105 年 会 に て
一部 発 表）
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　価 emi1 皿 血 e8cent 　 enzyme 　 imm 皿 oa 鰤 y　 fer

insUlin．　 Shigeo　 AoyAai ，
　 Miyoko 　 KusuMI

，　 Akira

MATsuYuKI ＊
，
　 Masako 　 MAEDA 　and 　Ak 沁　TsuJI ＊＊

（
＊Meidensha　Electric　Mfg ．，　Go ．

，　 Ltd．，　 Rescarch　 and

Development 　Operations ，2−1−17，0saki ，　Sh三皿 agawa −ku，
Tokyo 　141；　＊＊School 　 of 　Pharmaceutical 　Sciences，

Showa 　University， 1−5−8，　 Hatanodai，　Shinagawa −ku
，

Tokyo 　 142）
　 The 　 determination 　 of 　hydrogen 　 peroxide　 was 　 per一

正brmed 　by　chemiluminescent 　and 　colorimetric 　methods ．

The 　light　emitted 　from　chemiluminescent 　reaction 　was

measured
　with 　a 　Luminometer 　UPD −8000 （Meidensha

Electric　 Mfg．，　 Co ．，　 Ltd ．）．　 The 　detection　limit　was

lpmolltubc 　in　chemiluminescent 　method 　and 　l　nmol ／

tube 　in　 co 且or 量metric 　 method ．　 The 　 calibration 　curves

wcre 　obtained 　in　the　range 　from 　1× 10−s
　to　1　× 　IO−s

　M

by　chemiluminescent 　 method 　and 　from 　 l　x 　10
−5

　
to

lx10 −−3　M 　by　colori 皿 etric 　method ・ In　order 　to　reduce

n … p・c 量fi・ bi・d三・ g　 whi ・h　redu ・ es ・h・ ・en ・itiVi・y ・ f

sandw 三ch 　 enzyme 　 immunoassay （E 互A ），　 the 　 effect 　 of

addition 　of 　various 　 proteins　 was 　 studied ．　Gulnea　 plg
serum 　was 量bund 　to　be　the 　m （rst　 effective 　one ．　 Based

。 n 　th 。、e　exp ・・i皿 ・nt ・且 re ・ults
，

・h・ milumin ・・cent 　EIA

f。， in・ulin 　u ・ing β
一D −91・ ・・・… id・・e （GOD ） as　l・b・1

cnzyme 　wa8 　estabhshed ．　 The 　anti 　insu血 11gG −GgD

was 　prepared 　by 　Ishikawa
’
s　 method ．　 The 　detection

limit　of 　this　chemiluminescent 　EIA 　for　insuli1　was 　O．5

pult・ be　and 山 ・ ・egres ・i・・ li・・ w ・・
　 Y （EIA）＝1・21κ

（RIA ）
− 3．60 （the 　correlation 　coe 田 cient 　r

≡0，95）。

　　　　　　　　　　（Received 　November 　 l　7，
1986）

　　KeUtverd 　phra8es

chemilum   cscent 　 enzyme 　 i皿 munoassay 　fbr　insulin；

glu・・… x 置das・； ・・du・ti・n ・f　n ・ n ・peci丘・ bi・d洫9 ；

addition 　of 　normal 　gUinea 　pig　＄erum ；　detcrmlnation

　of　hydrogen 　peroxide・
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