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NADH オ キ シ ダー ゼを用 い た NAD ＋
依存性酵素活性の

化学発光測定 とその イム ノ ア ッ セ イへ の 応 用

岡本　雅司
＊

，前 田　昌子 ，辻　 章 夫
  ＊＊

〔1994 年 1 月 6 日受 理 ）

　S．mutans よ り単 離 さ れ た還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド （NADH ）オ キ シ ダーゼ

（NOD ）を用 い ，グ ル コ ー
ス ー6一リ ン 酸デ ヒ ドロ ゲナー一ゼ （G6PDH ）及 び ア ル カ リ性 ホ ス フ ァ ターゼ

（ALP ）の 酵素 活性測定法 を確立 し，免疫学的測定法 へ 応 用 し た．　 G6PDH と の 共役測定系 で は ，　 LO

pU ／ml 　
一一

〇．5　mU ／ml の 範囲 で 測 定 が 可 能 で あ り， 2Sl） 法 に よ る 最小検出感度 は 1．0× 10
− 1amol

／assay

で あ っ た ．一
方 ，

ALP に よ り産 生 さ れ る NAD
＋

を ア ル コ ール デ ヒ ドロ ゲナ
ー

ゼ （ADH ）と NOD を

用 い た酵素サ イ ク リ ン グ系に 供 した 場合 に は ，20fM − 10pM の 範囲で 淇1」定 が 可能 で あ り，2SD 法 に よ

る 最小検出感度 は 4．0× 10
．19

　mol ／assay で あ っ た．こ の ALP の 測定系を用 い
，

ヒ ト血清 じ ゅ う毛性 ゴ

ナ ド トロ ピ ン （hCG ）の 測定 に 応用 し た と こ ろ，　 O．2〜100　mlU ／ml の 範囲で 測定が 可能で あ り ， 既存
の 時間分解蛍光 （TR −FIA ｝測定系 で あ る デ ル フ ィア キ ッ トと の 相関も良好 で あ っ た ．

1 緒 言

　生 体 成 分 の 高感 度 な 測 定 の た め ， 特 異 性 の 高 い 抗原
一

抗体反応を利用 し た 免疫学的測定法が 繁用 さ れ て い る ．

しか し，こ れ ら測定 に よ く 用 い ら れ て い る 1−125 は ア

イソ ト
ープで あ り，昨今の 状況下，制限 の 多 い ラ ジオ イ

ム ノ ア ッ セ イ （RIA ）系 か ら の 脱皮が 求 め ら れ て い る．

著者 ら は，今回新 し く StrePtococcus〃mutans （S．　mutans ） よ

り単離 さ れ た 還 元型 ニ コ チ ン ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レオ

チ ド （NADH ） オ キ シ ダーゼ （NOD ）
i）
− 3）を 用 い ，産

生 さ れ る H20 ，t を イ ソ ル ミ ノー
ル （IL）／マ イ ク ロ ペ ル

オ キ シ ダーゼ （mPOD ） で 発光 させ 測定 す る 系 に っ い

て 検討 した．現 在 ま で に，NAD ＋ −NADH の 電 子 伝達系

補酵素を用 い た 酵素サ イク リン グ系 に よる 測定系が 報告

さ れ て い る
4）
− y〕． し か し，こ れ ら の 系 で は産 生 さ れ た

NADH を 1一メ トキ シ フ 〕・ ナ ジ ン メ トサ ル フ ェ
ートに よ

り 分子状 酸素を H
？
02 へ と 変換 す る 過 程 が 必 要 と な

る ．こ の 過程 で NOD を利用 す る こ とに よ り ， 操作 の

簡便化及 び 変換 の 効率化 が 図 ら れ る と 考 え検 討 し た ．

NOD は NADH を 基質 と し NAD ＋
を産 生 す る た め ，

＊

日 本 メ ジフ ィ ジ ッ ク ス （株 冲 央 研 究 所 ： 669−IS 兵庫

　　県三 田 市テ ク ノ パ ーク 9−1
＊＊

昭和 大 学薬学部薬 品 分析化学教 室 ： 144　栗京都品川

　 　区旗 の 台 1−5−8

NAD 依存性 酵素 （デ ヒ ドロ ゲ ナ ーゼ 〉と の 共役反応 を

構築 す る こ と に よ り，そ の 酵素活性測定系 を作成 で き

る ．更 に 酵素 サ イク リン グ の 観点か ら，ニ コ チ ン ア ミ ド

ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ドリ ン 酸 （NADP ）を基質 と す る

ホ ス フ ァ ターゼ の 測定系も考 え ら れ る ．こ れ ら を免疫学

的測定法へ と展開 さ せ る た め ，使用酵素 は 比 活性 の 高 い

も の が よ く，こ の 目的か ら イム ノ ア ッ セ イで 繁用 され る

酵素 と し て ，前者 に グ ル コ ー
ス ー6一リ ン 酸 デ ヒ ドロ ゲ

ナ ーゼ （G6PDH ），後者 に ア ル カ リ性 ボ ス フ ァ ターゼ

（ALP ） を選 択 し，　 Fig．1 に 示 す 反 応 系 を考 え た．

　NAD ＋

依存性 G6PDH の 測定原理 は ， 補酵素と して

加 え た NAD
＋

か ら生成 す る NADH を NOD で H202

に 変換 し，化学発光検 出す る ．又 ，ALP 活性の 測定 は

NADP ＋

を基質 と し，生成 し た NAD ＋
に ア ル コ

ー
ル デ

ヒ ドロ ゲ ナ ーゼ （ADH ）を 共役 し て NADH と し，そ

れ を NOD で H202 に 導 き化 学 発光検出 す る 方 法 で あ

る ．

2 実 験

　2 ・1 試　料

　 ヒ ト血清 じゅ う 毛性 ゴ ナ ド トm ピ ン （hGG ）測定 の

た め の 血清試料 は，昭 和大学医学部付属 病院中央検査部

よ り 時間分解蛍光 （TR −FIA ）法 の デ ル フ ィ ア キ ッ トで

の 測 定 値 付 き試 料 を入 手 して 測 定 した．
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Light

Fig．1　The　principle　of 　detcrminatiens　of 　activities

lbr　G6PDH 　 and 　ALP

　2 ・2　試薬及び装置

　II、は 東京化成 工 業製 を 入 手 し，　 mPOD ，　 ADH （320

U／mg ）は シ グマ 社 よ り入手した．

　NAD
＋

，　 NADP ＋

，　 NADH ，　 NADPH ，　 G6P ，　 G6PDH

（約 55e〜650　U ／mg ），　 ALP （＞ 2500　U ／mg ）は べ ーリ

ン ガーマ ン ハ イ ム 山之 内 よ り入 手 し，ビ ス トリ ス は 同仁

化学研究所 よ り入 手 し た ．hCG 標準血清 は ， ア レ グロ

hCG キ ッ ト （日本 メ ジ フ ィ ジ ッ ク ス ）の 標準溶液 を使

用 し，固相用 hGG 抗体及び ALP −hCG 抗体結合体 は 東

ソ
ーよ り供与を受 け た．発光測定は ダイナテ ッ ク 社製白

（Ol1−OIO −7901 ）及 び 黒 （Oll−OIO−7801）の 蛍光測定用

プ レー トを 用 い ，コ ロ ナ 電 気製 MLR −100 に て 測定し

た．そ の 他 の 試薬 は和光純薬よ り入 手・した ．NOD に 関

し て は ，S．　mutans 由来 の もの は 日 本 ペ イ ン トよ り ，

Bacillzas　lichentfermis（B．　iichentfermis）由来 の も の は マ ル

キ ン 醤油 よ り供与を受け た．又，NOD 及 び ADH の 希

釈 に は ト リ ス
ー
塩酸緩衝 液 （20mM ，　 pH 　7．2；0．2　mM

EDTA ，10％ グ リ セ ロ
ー

ル を含む ）を使用 し，所定 の

濃 度 に調製 した。

　2・3　MLR −100 発米測定条件

　NADH ，　 NADPH の 測定及 び G6PDH の 測 定 で は
，

各反応 の 終了 し た 白 プ レ
ー

トを 直 ち に MLR −100 に 挿

入 し，付 属 の イ ン ジ ェ ク ター
で 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩衝液

（O．8　M
， pH　9．5） で 希 釈 し た IL 溶 液 （ ．2mM ） と

mPOD 水溶液 （lpM ＞を 各 々 50 μ1注 加 し ，　 auto 　sen −

sitivity ，　response 　680，　delay　time 　O の 条件で 測定 し た ．

又 ，ALP の 測定及 び こ の 測定系 を用 い る hGG の 測定

で は 黒プ レ
ートを用 い

， 反応終了後常 温 で 15 分間放置

し た後 ， 炭酸ナ トリ ウ ム 緩衝液 （O．8　M ，pH 　9．5）で 希

釈 し た IL 溶液 （0．4　mM ）及 び mPOD 溶液 （2μM ）

を 各々 50 μ1 注加 し
，

auto 　sensitivity
，
　response 　233

，
　de−

lay　time　3 秒 で 測定 し た．こ こ で 指定 さ れ る responce

（R ） は MLR −100 に お け る 測光時間 （T 秒）の パ ラ

メ ー一タ ーで あ り
， （T ）＝＝O．00779 × （R ）＋ 0．1842 の 式 で 与

え られ る，

　2 ・4NADH 及 び NADPH の 測 定 と H202 の 標準

曲線

　ト リ ス
ー
塩酸緩衝 液 （5mM ，　 pH 　8．  ）で 希釈 し た

NAD （P）H 溶液 5 μ1 に，　 NOD 溶液 （1．O　U ／m1 ）5 μ1及

び グ リ シ ン
ー
水酸化 ナ ト リ ウ ム 緩衝 液 （50mM ，　 pH

7，2）40
μ
1 を加 え，常温 30 分間反 応 さ せ た．一方 ，

H202 の 標準曲線作 成 の た め，同 様の 組成 で NAD （P＞H

の 代 わ り に H202 を 添 加 し，酵素を加 え ず に 2・3 に 示

す手順 で測定 した．

　2 ・5　G6PDH の 測定

　トリス
ー
塩酸緩衝液 15mM ，　 pH 　8，  ；0．Ol％ ウ シ 血 清

ア ル ブ ミ ン （BSA ）含む｝で 希釈 した G6PDH 標準溶液

lOpl に 対 し，　 NOD 一基質溶液 を 40 μ且加 え た後常温 4

時間静 置 で 反応 さ せ
， 2・3 に 示 す 手順 で 測 定 し た．

NOD 一基質溶液 は
， 測定直前 に グ リ シ ン ー水酸化 ナ トリ

ウ ム 緩衝液 （5mM ，　 pH 　8．0）， トリ ス
ー
塩酸緩衝液 （5

mM ，
　pH 　7．2）で 希釈 し た G6P 溶 液 （50　mM ）， トリス

ー

塩 酸緩衝 液 （5mM ，　 pH 　8，0） で 希釈 し た BSA 溶液

（3％）及 び NAD 溶 液 （10mM ），　 NOD 溶 液 （O．25

U 〆ml ＞を 24．8 ； 1 ： i．7 ：2．5 ： IO の 割合で 混合 し て 作製

した．

　 2 ・6　ALP の 測 定

　BSA 水 溶液 （0．Ol ％ ）で 希釈 し た ALP 標 準 溶液 20

pl に 対 し，反応直前 に 作製 し た NADP
＋

水溶液 （25

pM ）及 び トリ ス
ー
塩酸緩衝液 （5mM ，　 pH 　lO．0）の 1 ：

3 混合液 40 　pl を加 え ，37℃ 2 時 間 振 り混 ぜ な が ら反応

させ た．反応後 サ イ ク リ ン グ溶液を 60μ1加 え，37℃ 2

時間振 り 混 ぜな が ら反応 さ せ た 後，2・S に 示 す 手順 で測

定 し た．サ イ ク リ ン グ溶液 は ，エ タ ノ
ール 水溶液 （2．5

M ）， BSA 水溶液 （置％），グ リ シ ン ー水酸化ナ トリ ウ ム

緩 衝液 （100mM ，　 pH 　7．2），
ビ ス トリス

ー塩 酸緩衝液

（100　mM ，　 pH 　7．0），　 NOD 溶液 （0．5　U ／ml ）及 び ADH

溶液 （lU ／ml ） を 8 ：2 ： 13 ： 13 ：2 ： 2 の 割合で 混 合 し

作製 した．
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　2・7hCG の測 定

　炭酸ナ ト リ ウ ム 緩衝液 （35　mM 炭酸 ナ トリ ウ ム
ー15

mM 炭酸水素ナ トリウム ，　 pH 　9．6）に よ り 10　pg／ml に

調 製 し た 固相用 hCG 抗体を 各 ウ エ ル に 100 μ1 ず つ 加

え ，4℃ 一
晩放置 し た ．そ の 後 こ の 溶液 を除

．
去 し，トリ

ス
ー
塩 酸 緩 衝 液 （50mM ，　 pH 　7．0； 0」 ％ ゼ ラ チ ン ，

0．OJ「　％ ア ジ化ナ トリウム 含 む ） を 各 ウ エ ル に 300 岬ず

つ 加え 4℃ 一晩放置 し，使用す る ま で こ の 状 態 で 保 存

した．こ の よ うに し て 作製 さ れ た hCG 抗体 固 相プ レ
ー

トを使用 直前 に 洗 浄液 （0．9％ 塩化ナ ト リウ ム ／O．1％

Tween 　20／0．05％ ア ジ化 ナ トリ ウム ）3eO　pi で 3 回 洗浄

し ， hCG 標準溶液又 は サ ン プル を 50 μ
1 加 え

，
37℃ 振

り混 ぜ な が ら 1 時間反応 さ せ た．次 い で こ の 溶液 を除

去後 3 回洗浄 し， トリ ス ー塩 酸緩 衝 液 （O．IM ，　 pH フ、0；

0．1％ BSA ，　 O．05％ ア ジ化 ナ ト リウ ム 含 む ） に よ り 希 釈

し た ALP −hCG 抗体結合物 を 50 μ1加 え，37QC 振 り混

ぜ
．
な が ら 1 時 間 反 応 さ せ た．こ の 反 応 溶液 を 除去後 同

様 に 洗浄液で 3 回洗浄し ， 2・6 に 示 す手順 で 測定 し た．

3 結 果

　3 ・1NADH 及び NAI ）PH の 測定 と H202 の 標準

曲線

　2 種 の NOD に よ る NADH 及 び NADPH に 対 す る

反応性 と
， 同

一
条件 で の H202 に 対 す る 反 応 性 を Fig．

2 に 示す．− 軸 に は サ ン プ ル と して 加 え た NAD （P ）H

の 濃度 又 は H202 の 濃度を 示 し，　 y 軸 に は 各 0 濃度時

の CLI （chcmiluminescence 　intensity）を 1 と し た と き

の CLI 比 を示 す．両酵素 と も NADPH に 対 して ほ とん

ど反応性 を示 さ ず ， 又 NADH に 対す る 曲線 は H202 と

ほ ぼ
一

致 し，NADH か ら H
？
02 へ の 変換 率 は ほ ぼ

100％ と推察 さ れ た ．

　 3・2G6PDH の 測定

　Fig．3 に 示す と お り，1．O　pU ／ml
−−O．5　mU ／ml の 濃度

範 囲 で 良 好 な 直線性 の あ る標準 曲線が 作成 で き た．

G6PDH の 分 子 量 は約 15万 で あ り比活性 は 550〜65 

U ／mg で あ る の で
， 0 濃度の CLI 値 に そ の と き の SD

値 の 2 倍 を加 え た CLI 値以上 を示 す 濃度 を最小検出感

度 と す る と （2SD 法）， ア ッ セ イ当 た り LO × 10
− 18

mol ／assay と な っ た，

　3 ・3　ALP の 測定

　Fig．4 に 示 す よ う に，20　fM 〜IOpM の 濃度範 囲 で 良

好 な 直 線 性 の あ る標 準 曲 線 が 作 成 で き た．2SD 法 か ら

算 出 さ れ た 最 小検 出感 度 は ， ア ッ セ イ当 た り 4．0×

10s

102

01

 尸
口

』

・
旨願
2
田
ξ

10u

　 　 over

　 10−L

　 　 lO司 　　　　　10u　　　　　10L　　　　　102　　　　　10：

　 　 　 　 　 　 　 Sample 　ceneentration ！μM

Fig．2　Standard　curvcs 　f（）r　NAD （P）H 　with 　NADH
oxid 乱se　and 　reactivity 　of 　H202 　in　the　same 　condition
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う01

401

妻
雪
 

岩

85u
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畧

量
コ圃
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δ
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od ）；

10皿4　　　　 10−3　　　　10．−2　　　　10　1　　　　 10u

　　　 G6PDH 　concentration 〆mU 　 ml
．圏’1

Fig．3　Standard　curve 　of　G6PDH

10
−

ig
　mol ／assay で あ っ た，

　3 ・4　hCG の 測 定

　各濃度 に お い て 3 重測定 し た と き の hCG の 標準曲線

を F三g ，5 に 示 す．2SD 法 に よ る 最 小検 出感度 は 0．2

mIU ／m1 で あ っ た．こ の 値 は 既存 の TR −FIA の キ ッ ト

で あ る デ ル フ ィ ア に 比較し，5 倍高感度と な っ た．

　3 種 の 異 な っ た 濃度 の 試料を用 い
， 再現性試験， 希釈
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試験，添加回収試験，相関性試験 を行 っ た．日内再現性

に 関 し て は 各 々 n
＝・3 で 測定 を 行 い ，試料 1，2 は 9

回，試料 3 は 5 回行 っ た ．そ の 結果，相 対 標 準偏差 は

試料 1 で は O．9〜12．2％，試料 2 で は 1．3− 8．60／e，試料

3 で は 5．6− 14．7％ で あ っ た ．プ レ
ート間 再現性 は ，同

一日 に 3 枚 （試料 1，2）あ る い は 2 枚 （試料 3）の プ

レ
ートを使用 して 測定 した．な お ， 各 プ レ

ー
トに お け る

測 定値 は n ＝3 で 算出 した．そ の 結果，相対標準偏差 は

各 々 1．9，1．8，
IL5 ％ で あ っ た．又，日差再現性 は同

一

日 の す べ て の 測定値 を 平均 し算出 した ．そ の 結果 は，

各 々 4．8 ％ （n ；5 ），9．3％ （n ＝5），6．1％ （n ・＝3）で あ

っ た ．

　希釈試験 に つ い て は ，3 試 料 と も原 点 を通 る 直線性 を

示 し た．一
方添加回収試験 は 2 濃度 の 試料 を用 い ，平

均 107 ％ で あ っ た．

　相関性 試 験 は，濃 度範 囲 が非常 に 大 き い の で 対数プロ

ッ ト し た IFig．6 （a ＞i．そ の 結 果 は，　 n ＝菊 で 相 関 式

丿
一

〇．9J「 x ＋ 1．22， 相関係数 r ＝0．986 を与え た．又，希釈

の 影響 が 小 さ い と考 え ら れ る 250mIU ／m 且以下 の 試料

に つ い て 正規 直線 回帰 に よ り 計算 し た と こ ろ IFig．6

（b）1， n
≡28 で 相 関 式 丿

≡1．04x＋ 0．079 ， 相 関 係 数

r ＝O．994 を 与 え た．一
方 日常分析法 の デ ル フ ィ ア キ ッ

トで 1．O　mlU ／ml 以下 の 値 を示 し た 9 試料 に つ い て も

測定 が 可能 で あ り，そ の 測定値 の 分布を Fig．6（c ）に 示

す．

4 考 察

　今回示 し た と お り
，

NAD ＋ −NADH を 媒介 と す る

G6PI）H 及 び ALP の
．
酵素活性測定系 に NOD

．
を 使用 す

る こ と に よ っ て ，前者で は 1 ス テ ッ プ，後者 で は 2 ス

テ ッ プで 直接 的 に H202 を産生 さ せ る こ と が 可能 と な

り ， 1一メ トキ シ フ ェ ナジ ン メ トサ ル フ ェ
ートを 使用 す る

系 に 比較 し，同
一ウエ ル で そ の ま ま 測 定 で き る 等 ， よ り

N 工工
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簡便 に な っ た ．S．　mutans 由来及 び B ．　lichentformis由来の

酵素と も ，
NADPH に 比 し NADH に 対 し て 特異的 に 反

応 す る 点 で は 同様 で あ る が，NADH 高濃度時 に お け る

挙動 が 幾分異 な っ て い た （Fig．2）．し か し こ こ で は 示

さ な か っ た が ，B ．’勲 侃 蜘禰 5 由来 の 酵 素 で 観察 さ れ た

現象 は，添加酵素量 の 増加 に よ り解消 で き る た め，両酵

素と も同様の 目的に使用 で き る と考え られ る．フ ラ ビ ン

ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド （FAD ） は 後 者 の 酵 素 を 活 性

化 さ せ る と い う報告 が あ る が
，

こ の 現象 は 両酵素共 に 認

め られ た．しか し ，
FAD の 添加 は NADPH に 対す る反

応性 も増加 さ せ て し ま う た め に，本検討 で は 使用 し な か

っ た．

　G6PDH の 酵素活性測定に お い て ，再生 さ れ る NAD

が 再利用 さ れ る こ と は，G6PDH −一・定濃度 に お い て 添 加

NAD
＋

量 又 は NADH の 添 加 量 を 変 化 さ せ た と き，

NAD （H ）量 に従 い ，又 反 応時間に従い ，標準曲線が低

濃度側に シ フ トす る こ と に よ り確認 され た．

　ALP の 測 定 系 で は 当 初 全 量 50国 で 測 定 系 を作 成 し

た が ， 免疫測定系 へ と展 開 した と き満足 な 成果 が得 られ

な か っ た ．そ こ で ，当初作成 した 50 μ1 の 系 を参考 に し

て 再度全量 100
μ
1 の 系を作成 し て 用 い た．今回 は ALP

に つ い て の み 免疫学的測定へ 利 用 しtzが ，
　 G6PDH の 系

に お い て も免疫測定系へ と展開 した とき に は，同様 の 結

果 が で る 可能性 が あ る．

　最近，H20 型 で は あ る が StrePtOCOCCttS　faecalis　IOCI の

NOD も遺伝子 が 単離 され，大腸菌 の 中で 活性型 の 酵素

を産生 させ る こ と に成功 して い る
lo｝．こ の よ う な遺伝

子工 学 の 手 法 を利用 した 生 産 方 式 へ の 変 更 に よ り，よ り

安価 な酵素供給を可能 と させ る と考え られ る．又 ，

一方

で ジ ア フ ォ ラーゼ
ーADH の 酵素 サ イ ク リ ン グ法 を用 い

る レ サ ズ リン の 蛍光 の 系 で も ALP の 0．6　zeptmol の 測

定 が 報告
11 ）さ れ て お り ，

ADH の 透析
ll）に よ る 混 在物 の

除去等 に よ り，本測定系 も更 に 高感度化可能 で あ る と考

え られ る，

　NADH オ キ シ ダーゼ を供 与 下 さ い ま し た 日本 ペ イ ン ト株

式 会杜 及 びマ ル キ ン 醤 油 株 式 会 社 ， 固相用 hCG 抗体及 び

hCG 抗体の ALP 標識体 を供与下 さ い ま し た東 ソ ー株 式 会

社，血清検体 を 提 供下 さ い ま し た 昭 和 大学 医学 部 付 属 病 院

中央検査部 に 深謝 い た しま す．

（
1993年 4 月，日本薬学会第 ll3 年会，及 び 1993 年

10月，H 本臨 床化学会第 33年会に て
一
部発 表 ）
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　Chemi 重uminescent 　assay 　of 　NAD ＋−dependent　enzyme 　activity 　using 　NADH 　ox ・

idase　and 　itS　application 　to　immunoassay ．　 Masashi　OKAMoTo
，

＊ Masako 　MAEDA 　and

Akio 　Ts 叩
＊＊

（
＊

Central　Research 　Laboratory ，　Nihon　Medi −Physics　Co．
，
　Ltd．

，
9−1

，
Techno

P・・k
，
Sanda −・hi

，
　Hy ・9 ・ 669−13；

＊＊ S・h・ ・1・f　Ph・ ・maceuti ・・I　S・i・ nce ・，　Sh・ w ・ U ・ i・… ity，
1−5−8，Hatanodai，　Shinagawa −ku，

　Tokyo 　142）
　Wc 　have　developed　 a　 chemiluminescent 　assay 　for　glucose−6−phosphate　dchydrogenase

（G6PDH ）and 　a 塁kaline　phosphatase（AI ．P）using 　NADH 　oxidase （NOD ）pur澁 ed 　from　5．
mutans ，　 and 　an 　AI．P　assay 　system 　 applied 　to　 enzyme 　immunoassay ．　 Regarding 　the 　assay

fbr　G6PDH ，　wc 　could 　measure 　a　range 　covering 　1．0　pU ／ml 　to　O．5　mU ／mL 　The　detec−
tion 　limit　was 　l．0× 蓋0

− 1Bmol
／assay 　by　the　2SD　method ．　 On 　the 　other 　hand

，
　when 　we

used 　an 　enzyme −cycling 　systcm 　with 　alcohol 　dehydrogcnase （ADH ）and 　NOD
，
　we 　could

measure 肋 m 　20　fM　to　10　pM 　of　ALP ，　and 　thc　detection　limit　was 　4．0× 10
− 19mo1

／assay

by　the 　2SD 　method ，　 We 　applied 　this　ALP 　assay 　system 　to　an 　 enzyme 　immunoassay 　for
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hCG;  its measuring  range  was  O,2rw100mlU/ml  in serum.  The  hCG  assay  gave good
results  for both inter and  intra assay$,  a  dilutien test and  a  recovery  test. It also  gave a

good  correlation  with  a  Delfia hCG  kit in a  TR-FIA  assay;  we  could  measure  9 samples
below 1.0m]U!ml,  which  was  the  detection limit of  the Delfia hCG  kit. We  had  con-

firmed NOD  is a usefu1  enzyme  on  EIA,  and  so  on.

                                               (Received January 6, 1994)
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