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　 Enzymatic　methods 　fbr　determining　biogenic　compounds 　are 　a　key　technology 　in　quan −

tification　of 　various 　analytcs 　of　clinical　interest　in　the　biomatrix　and 　have　fbund　wide 　ap −

plication　in　clinical 　diagnosis　due　to　their　high　selectivity 　and 　rapidity ．　 The　enzymes

cmployed 　fbr　this　purpose　are 　primarily　 oxidases 　and 　 dehydrogenases．　 Upon 　reacting

with 　target　compounds ，　these 　enzymes 　produce　hydrogen　peroxide　or 　NAD （P）H ，　amounts

of 　which 　arc 　thcn 　determined　by　using 　oxidative 　or 　reductive 　chromogenic 　reagents
，
　re −

spectively ．　In　chromogenic 　reagents ，　the　fbllowing　propertlcs　are 　desirablc： Dalong
absorption 　wavelength

， 2）strong 　resistance 　to　interferences　caused 　by　various 　compounds

（such 　as　bilirubin）in　the　biomatrix
，
3）stability 　of　the　stock 　solutions 　f（）r　long．term 　stor −

age
，
4）stability 　 of 　the　 resulting 　dye

，
　 and 　5）high　 water 　 solubility ．　There　have　been　 no

conventional 　reagents 　so 　far　that　mect 　all　of　thcse　criteria．　 In　the　eff｛）rt　to　devclop　such
acompound ，　we 　recently 　synthesized 　the　fbllowing　new 　reagents 　for　colorimetric 　enzyma

−

tic　determination．　 A 　series 　of　oxidative 　chromogcnic 　rcagents
，
　Bis−MAPS

，
　do　not 　require

any 　coupling 　reagents 　in　the　peroxidase−mediated 　oxidation 　reaction 　producing　dyes　that
absorb 　at

−一
　650 　nm 　with 　a 　large　molar 　absorptivity ．　 New 　coupling 　reagents

，
　NCP

，
　give

agrecn 　 co 重or　 upon 　reaction 　with 　the　ani1ine 　derivatives　known　as　Trinder
’
s　reagents ．

Hydrogen 　donors，　DADB ，
　wcre 　fbund　not 　 to　 suffer 　from　interference　by　bilirubin．　 As 　a

reductive 　chromogen 　fbr　use 　in　clinical　diagnosis　like　LDH 　analysis
，
　we 　have　developed　a

novel 　 tetrazolium　salt
，
　 WST −1，　 that　 produces　 a 　 highly　 water 　 soluble 　 formazan 　 dye．

WST −l　proved　to　bc　also 　valuablc 　as 　a 　chromogenic 　indicator　in　cell 　proliferation　assays

where 　MTT 　is　used 　most 　widely ．

Keywerds ： chromogen ；hydrogen　donor；bilirubin；coupler ；tetrazolium 　salt ．

1 緒 言

臨床検査が病気の 診断 や 治療効果 の判断 に不可欠な手

＊

関東支部創立 40 周年記念
＊ ＊

〔株 ）同仁 化 学 研 究 所 ： 861−22　熊 本 県 上 益 城 郡 益 城 町

　　田原 2025−5 熊 本 テ ク ノ リサーチ パ ーク

段 で あ る こ と は 今 さ ら 言 うま で も な い ．こ の 臨床検査 の

中の ，人 の 体液 や 組織中 の 成分 （酵素 を含 む ）分析 を臨

床化学検査 と い い ，診断 の た め に 行 わ れ る検査件数 の 大

部分を占め て い る．臨床化学検査 で は ，測定対象成分 の

量を色素量 と し て 検 出定量 す る 方法が あ り，こ の 方法 に

用 い る 試薬 を発色試薬 と 呼ん で い る．
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　発 色 試薬 の な か で ，無機質分 析 に は キ レ
ート性比 色 分

析試薬 の 生 成 に よ る 発 色 を 測 定 す る もの ，例え ば o一ク

レ ゾー
ル フ タ レ イン コ ン プ レ キ ソ ン に よる カル シ ウ ム イ

オ ン の 分析
1｝や，バ ソ フ ェ ナ ン ト ロ リ ン

，
二 トロ ソ

PSAP に よ る 血 清鉄 の 測定が あ り，タ ン パ ク分析 に は プ

ロ モ ク レ ゾール グリ
ー

ン，ヒ ドロ キ シ ア ゾー2一安息香酸

な どの 色素 が 用 い られ て い るが ， そ の 他 の 分析法 は，ほ

と ん ど が 酵素反応 を利用 す る測定法 に 変遷 し た，従っ

て ， 現 在 の 臨床化学検 査 は こ の 酵素的測定法 を 利用 し，

自動化 と と もに ，こ こ 十 数年 の 間 に 急速 に 進歩発展 し ，

臨床診断や，そ れ に 基づ く治療 に 大 き く貢献 して い る．

2　酵素的測定法 に っ い て

2 ・1　酵素的測定法 の 特徴
2）

酵素的測 定法 の 利点 と し て は，

1）酵素 の 基質特異性 を利用 して
， 多成分系 で あ る生

　体試料中の 目的成分 を除 タ ン パ ク や 溶媒抽出 な ど の

　　煩雑 な前処理 な しに 測 定す る こ と が で き る．

　2）反応 を穏和 な条件 で 行 う こ と が で き る，又 ， 用 い

　　る 試 料 を微 量 化 で き る．

　3＞試 薬の 使用 が 少 な くな る の で ，環 境汚染 を 少 な く

　　す る こ とがで き る．

な ど の 諸点を挙 げ る こ とが で き る．

　又 ， 酵素的測定法 に よ っ て 生体成分 を測定す る 場合，

そ こ に 利用 され る 酵素反応 は単独 で組 み 立 て られ る こ と

は 少な く，ほ と ん どが 複数 の 酵素 を組 み 立て て 構築さ れ

る ．目的成 分 に 直 接 反 応 す る 酵素 を初 発 酵素と呼び，そ

の 種類 は酸化酵素，脱水素酵素，加水分解酵素，リン 酸

化酵素 な どが あ る．そ して 反応 の 結果，検出に用 い られ

る酵 素 を指 示 酵 素 と 呼 び，ペ ル オ キ シ ダーゼ （POD ），

脱水素酵素 （デ ヒ ドロ ゲナ
ーゼーDH ）が 主流 を占め て い

る．脱水素酵素 は 初発酵
．
素 で あ る と と もに 指示酵素 の 場

合 も あ る．

Tablc　 lEnzymatic 　determinatien　of　various 　compounds 　of 　clinical 　interest　in　biomatrix

Compound 　　Enzymatic　system
Detection
　signal

Glucose

Lactate

Pyruvate

NH3UreaUrate

Greatinine

Polyamine

Cholesterol

Triglycer至dc

Phospholipase

Fatty　acid
Phosphorous

MgBilirubinBilc

　acid

α ucose 　 oxidase −POD
Hexokinase（glucokinase）−glucose

−6−phosphate　dehydrogenase
Glucose　dehydrogenase

Lactate　dehydrogcnase

Lactate　oxidase −POD
Lactatel　dehydrogenase
Pyruvate　oxidase −POD

GIutamate　dehydrogenase
Urease−glutamate　dehydrogenase

Uricase−POD
Uricase−catalase −fc）rmaldehyde 　dehydrogenase

Creatinine　deiminase−g生utamate 　dehydrogenase
Cre耳tininase −creatinase −superoxide 　dismutase−POD

Creatininase−crcatinase ・superoxide 　dismutase−fbrmaldehyde　dchydrogenase
Creatinlnase−creat 孟ne 　kinase・pyruvate　kinase−lactate　dehydrogenase

Acetylpolyamine　amidohydrolase −putresine　oxidase −POD
Polyamine　oxidase −POD
Gholesterol　oxidase − POD

Cholcsterol　dehydrogenase
I」ipoprotein 　lipase−glycerol　kinase−glycerol

−3−phosphate　oxidase

Lipoprotein　lipase−glycerol　kinase−pyruvate　kinase−lactate　dehydro｛enase

Phospholipase　D −POD
Acyl　CoA　synthetase −acyl 　CoA 　oxidase −POD

Purinc　nucleotide 　phosphorylase−xanthine 　oxidase
−POD

Sucrose　phosphorylase−phosphoglucosemutase
−glucose−6−phosphate　dehydrogenase

HexQkinase−glucose−6−phosphatc　dehydrogenasc

Glycerol　kinase・glycerol−3−phosphate　oxidase −POD

Bilirubin　ox 三dase−POI ）

3α
一Stero鼠d　dehydrogenasc

H202NADPHNADHNADHH202NADH

　 ↓

H202NADH
　 ↓

NADH 　 ↓

H202NADHNADH

　↓

H202NADHNADH

　 ↓

H202H202H202NADHH202NADH

　 ↓

H ？02H202H202NADPHNADPHH202H202NADH
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　2 ・2　日常検査 に 利用 され て い る酵素的測定法

　初発酵素 と 指示酵素 を組 み 合 せ て 構成 され た各種生体

成分 の 酵素的淇ll定法 を Table　 l に 示 し た ，

　Table　 1 か ら も分 か る よ う に ，系中に 含 ま れ る 測定物

質 の 量 は還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オチ ド

（NADH ）か 過酸化水素 （H202 ）量 と し て 検出 さ れ る．

NADH は そ れ 自体 の 340　nm で の 吸光度変化量 と し て
，

又 テ トラ ゾ リウム 塩 に よ る還 元 発色反 応 に よ っ て 検出 さ

れ る が ， オ キ シ ダーゼ 系 の 酵素 を作 用 さ せ て 生 じ る

H202 を検出す る に は，酸化発 色 試薬 が 用 い ら れ る，

　 こ の 方法 は そ れ ま で の 化 学的方法 に 比べ て 反応条件 が

穏和 で あ り，除 タン パ ク な どの
．
前処理 が 不要 な 画期的な

方 法 で あ っ た、し か し
，

こ の 方 法 が 普及す る に つ れ て 発

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 COOH
　 CH20H 　　　　　　　　　　　　　　　 l

・戴 … 一 璽 」慰 ・ H
・・2

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 HC −OH
D 一Gl・ c・ se 　 　 　 　 　 とH 、OH

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 D −Gluconoic　 acjd

3 酸化系発色基質

　3 。 1 酸化系発色基質開発の背景 と問題点

　酵素 を 用 い る 酸 化 発 色 反 応 は，1956 年 Keston3），

Teller4）の グル コ ース オ キ シ ダーゼ （GOD ）に よ る グ ル

コ
ー

ス の 測定法 に 端を発 して い る （Fig．1）．

H
・
・2 ・騰 澱 坦 鴇

゜

梶 黠． 、H2。

　 　 　 　 o
−Dianisidine

Fig・1　ReaCtiOn　SCheme 　fOr　 D −glUCOSe　qUantita−
tion

Table　2　New 　Triロ der’
s　reagents

　 Rl

ぴ漲 ＿

PS　derivative

　 R：

1｝細
　 　 　 　 　 　 　 　 OH
OS 　derivative

Compound Abbr ． Rl R2 R3 λm 。x ／
nm

ε／
× IO4

N −ethy1 −N −sulf ・pr・ pyl覗 一

anisidine

N −ethy1 −1＞−sulft）propylaniline
A厂一ethy1 −N −sulf ［）propyl−3｝

5−

dimethoxyaniline
ハ厂一

sulfbpropyl −3，5−

dimethoxyanil孟ne
ハ「ethyl −N −sul 丘bpropyI−3，5−
dimethylaniline

ハ厂一ethyl −1＞−sulft》propyl−m −
toluidine

〈厂一sulf〜）propylanil量ne
ハ「−ethy1 一ハ厂一（2−hydroxy−3su亘fb−

propyl）−m −anisidine
ハ「−ethy レ〈厂一（2−hydroxy−3−sulfb −

pr・ pyl）aniline
ムT−ethyl −N −

（2−hydroxy−3−su 賑〜）−

propy1）−3，
5−d三mcthoxyan 貢1ine

lV−（2−hydroxy−3−sul 丘）propyi）−

3，5−dimethoxyaniline
A厂一ethyt 一ハ厂一（2−hydroxy−3−
sulf （）propyl＞−3，5−
dimethylanilinc
N −ethyl −N −

（2−hydroxy−3−
sulfbpropyl ）

−
m
−te旦uidine

ADPSALPSDAPSC2HsC2HsG2Hs

HDAPS 　　 H

MAPS

TOPSHALPSADOS

ALOS

DAOS

C2H5

C2HsHC2H5

C2H5

C2Hs

HDAOS 　 　 H

MAOS

TOOS

C2Hs

C2H5

OCH3HOCHs

OCH3

CH3

きHCHOCH3

H

OGH3

OCHs

CH3

CHs

HHOCHs

OCH3

CH3

HHH

H

OCH3

OCH3

CHs

H

540561590

580

628

550554542

565

593

583

630

555

2．794

．131

．77

1．73

2．28

3．743

．102

．72

5，02

1．75

1．73

2．25

3．92
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色 試薬 の 問題点 が指摘 され る よ う に な っ た ．

　1）発がん 性 で あ る ベ ン ジ ジ ン 系 で あ る．

　2）空気 や光 に よ る酸化 を 受 け や す く，用時調製 の 必

　　要 が あ る ．

　 3）水溶性 に 乏 しい ．

　こ の よ う な 欠点を克服 す る た め，1969 年，Trinder5）6）

は GOD −POD の 酵素系を用 い る グル コ ース の 定量 に 際

し フ ェ ノール と 4一ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン （4−AA ） を 用

い
，
POD −H202 の 酸化 に よ っ て 両者を酸化的 に カ ッ プ

リ ン グ さ せ ，形 成 さ れ た 色素 の 吸光度 を測定 す る と い う

方法 を 開発 し た．こ の 4−AA を カ プ ラ
ー

に 用 い る方法

は トリ ン ダー法 と も呼 ばれ
， 臨床化学分析 の 重 要 な 手法

に な っ て い る．そ の 後，水素供与体 と して フ ェ ノール の

代 わ り に ア ニ リ ン 誘導体 が用 い ら れ る よ う に な り ， 更 に

水溶性 ， 波長特性が向上 した トリ ン ダー試薬が 開 発 さ れ

た
7）
− 12 ）．そ れ ら 新 トリ ン ダー試薬 を Table　2 に 示す．

　 し か し，一
層臨床化 学分 析 が 普及 して い くに つ れ て ，

新 た な問題 が 出 て き た．試験項目 が 増加 す る に つ れ て 自

動化が 進 み，省力 化 ， 高感度化 が要求 さ れ て き た こ と に

伴 う も の で あ る．

　 1）感度不 足

　2）測定 に 用 い られ る 500− 600nm の 波長 で は 溶血 や

　　乳 ビに よる 誤差 が 出 る．

　3）ビ リル ビ ン な ど生 体内 に 存 在 す る
， 還元物質 の 影

　　響 を受ける、

上記 の 問題点 を す べ て 改 善 で き た試薬 は 今 の と こ ろ開発

さ れ て い な い ．こ れ らの 問題 点 を 克服 す る た め ，新規 な

酸化発 色 試薬 の 合成 を行 い
， 有効 な 化合物 を 見 い だ し

た．

　 3 。2　Bis ［4・（1V・alky1 ・N ・sulfopropyl ）amino ・2，
6−di・

m ・thylph・nyl ］m ・th ・n ・ （Bis・MAPS ）誘導体
1s）

　高感度化，長波長 化 を目 的 と して ，吸収極大波 長 を

600nm 以 上 に 持 ち ，
　 H202 換 算 の モ ル 吸光係数が，

40000 以上 の 色素を生成 す る 基質を目標 に 各種化合物の

合成，評価 を行 っ た．そ の 結果，メ タ ン ベ ース 誘導体が

有 効 で あ る こ と が 分 か っ た．そ れ は Fig．2 の よ う な ジ

ア ミ ノ ジ フ ェ ニ ル メ タ ン 系の 化合物 で ，ア ニ リ ン 誘 導 体

を酸触媒下，ホ ル ム ア ル デ ヒ ドと縮合 させ ，容易 に 得る

こ とが で き る
14）IS〕．

　 ジ ア ミ ノ ジ フ ェ ニ ル メ タ ン 系化 合物 は カ プ ラ
ーを必 要

とせ ず，PODIH202 で 酸化 さ れ て
，

キ ノ ン イ ミン 型 の

色 素 を形 成 す る ，

　 しか し，Bis−ALps （R1＝R2！！H ）な どの ジア ミ ノ ジ フ

ェ ニ ル メ タ ン 化合物 は溶 液 状態 で の 安定性 に 問題 が あ る

・で
C2Hs

　　CH2〔CH2 ）2SO3Na

　　　　　　　　　U・… 恥

＿ 鐙 ・｛羅｝熾 ＿ 、

R1＝R2＝H

R1＝H ，　R2 ＝ CH3

Rl＝R2　＝＝　CH3

R 「 ＝ H
，
R2 ＝ OCH3

R 「＝R2＝OCH3
Ri＝H

，
　R2＝Cl

R1 ＝R2＝Cl

Fig．2　SyntheSis　 of 　diaminodiphenylmethane　 de−

rivatives 　and 　the　oxidative 　reaction

こ と が 分 か っ た．発色 試薬 は 溶存酸素，光 ， 金属等 の 存

在に よ っ て 酸化 を受 け，発色 す る こ と が 多 く
， 安定性 を

向上 さ せ る た めに は酸化 を 受 け に くい 構造とす る 必要が

ある ．現在 よ く使 わ れ て い る トリン ダー
法が，カ プ ラー

を 用 い る 2 試薬系 で あ る こ と は，こ の 試薬安定 性 の 問

題 を軽減す る た め の 手段 で もある．そ こ で 反 応性を保持

し，溶存酸素 に よ る 酸化 を防 ぐ た め 活性 メ チ レ ン 部分 の

近 傍 に 置換基 を 導入 す る こ と で ，安 定化 を 図 る こ と と

し ， R 且

，
　 R2 の 部分 に 置換基 を導 入 し た 化合物 を合 成

し ， 評価 を し た．当然，こ の 位置 へ の 置換基 の 導入 は ，

酸化電位 に大 き く影 響 を与 え ，置 換基の 立 体障害 に よ っ

て ，酸化反応 に 直接影響を与 え る こ と が考 え られ る．

　そ の結 果 ，各種誘導体 の うち，Rl ，
　 R2 両方 に メ チル

基 を 導 入 し た 場合 の み，試薬安定性 が 向上 し，R1，　 R2

の い ず れ か の み に メ トキ シ基 を 導入 し た 場合 は 反対 に 安

定性 を下 げ ，
ハ ロ ゲ ン を導入す る と発色 感度 を下 げ る

，

と い う結果 を与 え た．Fig．3 に Rl ，　 R2 に メ チ ル 基 を導

入 し た Bis−MAPS 　C2 ，
　 C3 ，　 C4 の 構造 を示 す．

　又，Fig ．4 に 酸化発色 時 の 吸収 ス ペ ク トル を 従来 の

トリ ン ダー試薬 と比較 した．

　Bis−MAPS 　C2 ，　 C3 ，　 C4 の い ずれ も 650・nm 付近 の 吸
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一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

総合論文 溝口，石 山，志賀，佐々 本 ；臨 床化 学 分析 に お け る新規な 酸化及び還元発色試薬 の 開 発 115

　　　　　　　　　 CH3　H3C
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　　　　　　Bis−MAPS 　C2 ：R ＝ C2H5

　 　 　 　 　 　 Bis−MAPS 　C3 ：R ＝・C3H7
　 　 　 　 　 　 Bls−MAPS 　C4 ；R ＝C4Hg
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Fig．3　Bis−MAPS 　derivatives
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Fig。4　Absorption　spectra 　of 　Bis−MAPS 　derivatives
in　the　oxidative 　condensation 　reacti （＞ns
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F董g。5　Standard　 curves 　 of 　Bis−MAI ｝S　derivatives
f（）rhydrogen 　peroxidc　at　pH 　5．5

Amixture 　of 　30 叫 of 　Bis−MAPS 　derivatives　 solution

（10mM ），30匯 of 　POD 　 solution （33 × 103　U ／m ユ＞
and 　30　pLi　 of 　hydrogen　peroxide　solutiDn 　（0，01− l
mM ），　was 　dilutcd　 to 　3．O　ml 　with 　50　mM 　MES 　buffer
solutiQn （pH 　5．5）．　 After　the　 solutien 　had　been　in−
cubated 　at 　37℃ fbr　 10min ，the　 absorbancc 　 at　thc

wavelength 　 of 　maximum 　 absorption 　 was 　 measured

agalnst 　 the 　 reagent 　 blank．（口）： Bis−MAPS 　 C2 ；

（●）： Bis−MAPS 　C3 ；（○＞Bis−MAPS 　C4

収極 大波長 を持 ち ， ALPS −4AA の 2 な い し 3 倍 の 感

度．又 phenol
−4AA と 比較 す る と約 15 倍の 感 度 を持 つ

こ と が 分 か る．こ の Bis−MAps を用 い て 過 酸化 水素量

を 測定 す る と
， 良 い 直線性 が 得られ

， 最低 O．1　pM レ ベ

ル ま で 検出可能 で あ る こ と が分 か る （Fig．5＞．

　Table　3 に Bis−MAPS の 試薬安定性 の デ
ー

タ を示 す．

臨床 化 学分析 に お い て は
， 試薬 は 自動分析機器中で 溶液

状 態 に 置 か れ る た め ， そ の 間試薬空 試験値が 上 昇 し て は

な らな い ．Tablc　 3 は基質 の 緩衝溶液 を，室 温 中 で 光 ，

空気 に 暴露 し て ，試薬空試験値 の 上昇 を 見 た もの で あ る

が，い ず れ の 基質 も 60 日暴露後 の 変化 は ほ と ん ど な

く，溶液中の 溶存酸素や，紫外線 の 影響 を 受 け な い こ と

が 分 か る．従 っ て，現 在 各臨床検 査 薬 メ
ー

カ
ー

で 進 め ら

れ て い る 試薬 の 液状 化 へ も対 応 で き る，

　GOD を 用 い て グ ル コ
ー

ス を測定 し た結 果 を Fig，6

に示 す．試薬 に よ る GOD へ の 阻害 もな く， 0．1mg ／dl

レベ ル の 検出 が可 能 で あ る．又，ヒ ト血 清 を 100 分 の 1

に 希釈 し 添加 し た 添加検量 線 も示 した．

Table　 3　 S幅 bility　of 　Bis−MAPS 　derivatives

Rcagent
　 Variation　 of
abs ・bance　during
　60days （△A）

Wave 且ength

Bis−MAPS 　C2
Bis−MAPS 　C3
Bis−MAPS 　C4

0．0010
．0150
．019

647nm649nm651nm

Bis−MAPS 　 derivatives　 were 　 dissolvcd　 in　 50　mM

MES 　buffer　solutions （pH 　55 ）at　a　 concentration 　 of

100　pM ．　 They 　wcre 　stored 　at　25℃ fer　60　days ；the

absorbance 　at　the　wavclcngth 　of 　maximum 　absorp −
tion　was 　mcasured 　against 　the 　reagent 　blank．

　3 ・3　ビ リル ビ ン の 影響が 少ない 酸化発色試薬

　酸化発色 系に 対 す る 生 体サ ン プル 中の 于渉物質 と して

は，ア ス コ ル ビン 酸，ビ リル ビ ン が挙 げ ら れ る．こ れ ら

の 干渉作用 は 主 に 還 元 活性 に よ る もの と さ れ て い る．ア

ス コ ル ビ ン 酸 に つ い て は
， 系中 に ア ス コ ル ビ ン 酸オ キ シ

ダーゼ等を 添 加 して ア ス コ ル ビ ン 酸 を消去 し，干渉を防
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Derivatives　of 　hydrogen 　donor

Glucose／mg 　dl−1

Fig．6　Standard　curve 　of 　Bis−MAPS 　derivatives　f（｝r

g量UCQse 　at　pH 　6・O

Amixture 　 of 　30 叫 of 　Bis−MAPS 　G2　 solution （10

mM ），
30 叫 ・r　PoD ・・1・ ti・ n （3．3xlo3 　u ／ml ），

30叫

of 　GOD 　solution （33 × 103　U ／ml ），　and 　30 μ10f　glu−

cose 　solution （20　mg ／dl− IOO　mg ／dl＞，
　was 　diluted

to 　3．O　ml 　with 　50　mM 　MES 　buffer　so 二ution （pH 　6，0）．

After　the　solution 　had　been　incubated　at　37℃ fbr　10

min ，　the　absorbance 　at　the　wavclength 　of 　maximum

absorption 　was 　measured 　against 　the　reagent 　blank．
● ； control ；■ ： add 　30　pl　of 　human 　serum

Table　 4　 1nterfヒrcnce 　 of 　bi正irub重n 　 with 　the　 oxidat 孟ve

　　　　 condensation 　 at　pH 　7．O　 of 　varlous 　Trin−

　　　　 der’s　rヒagents

Compound λrnax ／
　 　 　 　 Bil−
　 nm

Bil十
Ratio　 of 　bilirubin
　 interference

（Bil
一ノBil十 XIOO ）

い で い る が，ビ リル ビ ン に 関 し て は ，今 の と こ ろ有効

な も の が な く，使用す る 試薬 の 処方 に 依存 す る と こ ろ が

大 き い
16 ）1η ．す な わ ち

， 既存 の 水素供 与 体 を ビ リ ル ビ

ン の 存在 す る 系 で 4−AA と反応 さ せ ， そ の 干渉が 最 も

少 な い 組 み 合 わ せ を 選 択 した り，4−AA を過剰 に 添加 し

て 干渉 を回避 し て い る の が現 状で あ る．又 ，
ビ リル ビ ン

に 対 して 酸化活性 を持つ フ ェ ロ シ ア ン 化 カ リ ウ ム な どが

用 い られ る こ と も あ る が ， 完全 に ビ リル ビ ン の 影響 を消

去 す る に 至 っ て い な い
18）19）．微量分析 の 要求 が 高 ま っ

て い る 中，
ビ リル ビ ン の 影響 を い か に 回 避 す る か は 臨床

検査薬 メ
ー

カ
ー

の 大 き な 課題の
一つ で あ る．前述 の ビ リ

ル ビ ン の 酸化 反 応 に 及 ぼ す 干渉作用 の メ カ ニ ズ ム は ま だ

明確 に は解 明 さ れ て い な い が ，
．
酸化発色 後 の 色 素が ビ リ

ル ビ ン か ら プロ トン を受 け取 り，色素 は ロ イ コ 体 に
，

ビ

リ ル ビ ン は ビ ル ベ リ ジ ン に 変 わ る と い う
一

つ の 経路が考

え ら れ る
20）．そ こ で ビ リ ル ビ ン の 干渉作用 に 対 す る置

換 基効果 を 調 べ る た め ，
Fig．7 に 示 す 化合物 を合 成 し

た．各化 合物 に 及 ぼ す ピ リル ビ ン の 影 響 を Tablc　4 に

示 す．

　そ の 結果，芳 香 環 の 置 換基 と し て は ，メ トキ シ基 が 最

　 　 1−l
　 　 l−2
　 　 1−3
　 　 1−4
　 　 1−52
−1（ALPS ）
2−2（TOPS ）

2−3（MAPS ）

2−4（ADPS ）

2−5（DAPS ）

62863062662

正

63e561555628540590

0．2080
，2050
」940
．1910
．1730

．3170
．4520
．2080
．2920
．205

0．1580
．1480
．1600
．140

 ．1290

．2500
．3370
，1580
，2020
．183

76． 
72 ．282
．573
．374
，678

．974
，676
．069
．289
，3

Amixture 　of 　30 叫 of 　hydrogen　donor　solution （10

mM ），30μ10f　POD 　solution （3．3× les　U ／ml ），
30 叫

of 　4−AA 　 solution （10mM ＞and 　 30 叫 of 　bydrogen

peroxide　solution （2　mM ），
　was 　diluted　to　3，0　ml 　with

50mM 　 HEPES 　buffer　 se 且ution （pH 　7．0）．　 After　 the

solution 　had　been　incubated　at 　37℃ for　lOmin ，　the
absorbance 　 at 　the　 wavelength 　 of 　maximum 　 absorp −

tion　was 　measured 　against 　the　reagcnt 　blank．
Bil− ： control ；Bi足十 ： add 　5 μ10f 　bilirubin　 solution

（220mg ／dl）

も 効果 的 で ， 又 N 置換 の 水溶性基 と して は ， ブ チ ル ス

ル ホ ン 酸 が 有効で あ る と い う こ と が分 か る．こ れ らの こ

と を総括 して DADB （Fig．8）の よ う な 化合物 を今 回 新

た に 合成 して ビ リル ビ ン 存在下，酸化 発 色 反 応 を 行 わ

せ ，同条件 で ビ リ ル ビ ン の 影響 を調 べ た．そ の 結果 を
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Tab 且e 　 5

H3CO

！｝ ・

H3CO

　　　　SO3Na
．
y

−一’

丶
　　　　SO3Na

DADB

N ，N −Bis（4−sulfobutyl ）−3，
5−

dimethoxyaniline

Fig。8　Structure　of 　DADB

Interference　of 　bilirubin　with 　the 　oxidative

condensation 　at 　pH 　7．O　of 　DADB

　　　Q
恥咲

・貸
゜

　H3C 　　 NH2

4−Aminoantipyrine

　　　（4AA ＞

　　　　　／
CH3

0r，
A

i

N − NH2

　　　　　　・HCI

3−Methyl−2−benzothiazolinone

　　hydrazone　hydrochloride

　　　　 （MBTH ）

Fig・9　ConventiQnal　couplers 　in　Trinder
’
s　method

λ． ax ／
　 　 　 　 B責1− 　　 Bil十
　 nm

Ratio　of 　bilirubin　interference

　　 （Bil
−
／Bil十 xloo ）

592．0　　0，201　　 0，195 97．0

A 　 mixture 　of 　30　pt　of 　DADB 　solution （10mM ），
30 μ亅

of 　POD 　 so 且ution （3．3．　X 　lO3　U ／ml ），30 糾 of 　4−AA
solution （10mM ） and 　 30叫 of 　hydrogen　 peroxidc
solution （2　mM ），　was 　diluted　to　3．O　ml 　 with 　50 　mM

HEPES 　 buffer　 solution （pH 　7．  ．　 After　 thc　 solution

had　been　incubated　at　37℃ fc）r　10min ，　thc　absorb −

ance 　at　thc　wavc 且ength 　of 　maximurn 　absorption 　was

measured 　against 　the　reagent 　blank．
Bi1− ： control ；Bil十 ： add 　5　Lti　of 　bilirubin　 solution

（220mg／dl）

Tablc　5 に 示 す．

　DADB と Table　 2 に 示 し た トリ ン ダー
試薬 を比 較 す

る と，吸収極大波長 も 600nm 付近 と は ん 用 の 自動 分 析

機器 の フ ィ ル ター
波長 に適合 し ， ビ リル ビ ン の 干渉作用

が 抑 制 され て い る こ とが 分 か る．こ れ ら は
，

二 つ の メ ト

キ シ基 の 立 体 的及 び 電 気 的効 果 に よ る も の ，あ る い は ス

ル ホ ン 酸 の 導入 に よ る ， 親水性 の 向上 に 伴 う効果が考 え

ら れ る が，こ の 作用 に つ い て は 明 ら か で は な い ．今後 は

更 に 誘導体 を合成 し，そ の 立体的見 地，電位的 な 見地 か

ら 解明 し て い き た い ．

　又 ，ビ リ ル ビ ン の 影響 を化合物の 置換基効果 な どに よ

っ て 防 ぐ方法 だ けで は完全 で は な く，酸化発色系 に 影響

を及 ぼ す こ と な し に
，

ビ リル ビ ン を 化 学 的 に 分 解 す る 方

法が 要求 され る，

4　新規 カ プラ ーの 開発

　前述 した よ う に ，現在広 く臨床化学分 析 で 使 わ れ て い

る トリ ン ダー法 で の
， 水素供 与 体 は ア ニ リ ン ， 又 は フ ェ

ノ
ー

ル 誘導体 が 多い ，カ プラ
ー

に つ い て も，幾つ か 紹介

覧M 弧
　　　　　CH3 　　　 ・HCI

NCP ．04 ：R1蕭R2耳H

NCP −05 ：R1；CH3 ，R2＝．H

NCP −06 ：Rl＝OCHi ］，　R2＝＝H

NCP 　O7　R1＝R2＝OCH3

Fig．10　New 　couplers 　in　Trinder’s　method

2．0

01

 
O
口
邸

調
hO

の

諏

く

O．0
　 400500600700

Wavelength！nm

800900

Fig．11　 Absorption　 spectra 　 of 　 TOOS 　 with

NCP −04　in　the　oxidative 　condensation 　at　pH 　7．0

さ れ て い る が水素供与体の 数 に 比 べ る と そ の 種類 は 少な

い
M ）
−

25＞，そ れ は カ プラ
ー

に な り得 る 基本構造 が い ま だ

明確 に さ れ て お ら ず，単 に ア ミ ノ 基 を 持 っ て い れ ば よ い

と い う もの で も な い こ と に 起 因 す る．Fig．9 に 現 在 紹 介

さ れ て い る カ プ ラーを 示 す が ， ほ と ん ど 4−AA を 用 い

て い る の が現状 で あ る．
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Fig．12　Comparison 　of 〔hじ sensitivity 　of 　NCP 　derivativcs　with 　new 　Trinder’s　reagents

Amixmre 　 of 　30固 or 　Trindcr’s　 reagents 　 solution （10mM ），30 叫 o 『 POD 　 solutiQn

（3．3× 103　U ／ml ），・30・91M ・f　NCP 　d・・i・・ti… and 　30 叫 ・r　hyd・・9・np − id… 1・ti・n （2

mM ），　was 　dl］uted 　to　3，0　ml 　with 　50　mM 　HEPES 　buffer　solution （pH 　7．0）．　 After　1he

solution 　had　becn　incubated　at　37
°C　fc〕r　10min ，　the　absorbancc 　at　Ihe　wavelength 　of

maximum 　absorption 　was 　m じ asur じd　against 　the　reagent 　blank．

　 そ の 理 由と し て ば ，4−AA は 溶液状態 で の 保存安定性

が 高 い の に 対 し，MBTH は 試薬安定性 が 悪 く ， 溶液状

態で は空 気酸化 に よ り 着色 す る た め 保存 に 耐 え な い こ と

に あ る
25）．しか し，カ プ ラ

ーを 4−AA に 固 定 して し ま

う と
， 発 色 色 素の 吸収極大波長，モ ル 吸光係数 に 限界を

生 じ る．又 ，生体内の 還 冗 物 質 の 影響 も完全 に 除 く こ と

は で き な い ．従 っ て ，現 在抱 え て い る 問題 点 を解決す る

に は ，カ プ ラ
ー

の 開発 に よ る ア プ ロ ーチ も重要 に な っ て

くる ．

　カ プラ
ー

に な り 得 る 構造 を 持 っ た 化 合 物 を合 成 し，従

来 の 水 素 供 与 体 と カ ッ プ リ ン グ さ せ ，4 −AA に よ る 発 色

反 応 と比 較 しな が ら検索 を行 っ た と こ ろ 、Fig．10 に 示

す よ う な ，ア ミ ノ ジ フ ェ ニ ル ア ミ ン 誘 導 体 が，従来 の

水素供与体 と POD ／H202 系 で カ ッ プ リ ン グ し，4−AA

よ り も長波長側 に 吸収極大波長 を持つ 色素を形 成す る こ

と が 分 か っ た． Fig，11 に N 〔】P−e4 と TOOS を

POD ／H202 で カ ッ プ リ ン グ さ せ 生 じ た 発色色素 の ス ペ

ク トル を示 す ．

　Fig．　 l　l か ら カ プラ
ー

に 4−AA を使用 した場合 の 発色

色 素 の 吸収 ス ペ ク トル と比．較 し て ，吸収極大波長 が 約

20Qnm 長 波長 側 に シ フ トし，モ ル 吸光係数 も 2 倍程度

上昇 し て い る こ と が 分 か る ．Fig．12 に，各種 ト リ ン

ダー試薬 と NCP −04 か ら NCP −07 の 4 種 の 新規 カ プ

ラ
ーを酸化 カ ッ プ リ ン グ させ ，生 じる 色素の 吸 収極大 波

長 と，そ の 吸 収極大波長 に お け る 吸 光度を 示 した．

　Fig．12 か ら，大部分 の トリ ン ダ
ー
試薬 と 酸化 カ ッ プ

リ ン グ し，吸収極大波長が 750nm 程度の 色素 を形 成 す

る と い う こ とが 分 か る。又 ，4 −AA 使 用 時 に 比 べ
， 感 度

も 2〜3 倍 に 上 昇 し て い る．濟液中 の 濁度 の 検 出 に は

600〜650nm の 波 長 域 が 用 い られ るが，700− 750 　nm の

波長 は ，乳 ビ や 溶 血 な どの 吸 収 に 及 ぼ す妨 害 も 少な く，

又光源 と して 半導体 レ
ー

ザーも用 い る こ とが で き る．

　 しか し，MAPS ，　 MAOS と は，他 の トリ ン ダー試薬

と は異 な り，ほ とん ど色 素 を形成 し な い ．お そ ら く 酸化

竃 位 の ず れ に 起 因 す る もの と思 わ れ る．NCP −04 か ら

07 の カ プ ラ
ー

を用 い て 過 酸 化 水素 を定 量 し て み る と，
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Fig，13　Standard　curves 　 of 　NCP 　derivatives負）r

hydrogenperoxide　at　pH フ，O

Amixture 　of 　30叫 of 　TOOS 　solution （10mM ），3e　pl
of 　POD 　solution （3，3x103 　U ／ml ＞and 　30叫 of 　hyd−

rogenperoxide 　 solutiQn （O．2
〜1．6　mM ），　 was 　dilutcd

to　3．O　ml 　 with 　50　mM 　HEPES 　 buffer　 solution （pH
7．0）．　After　the　solutien 　had　becn　incubated　at　37

°
C

fbr　 kO　min
，
　 thc　 absorbance 　 at　 the　 wavelength 　 of

maximum 　absorption 　was 　measured 　against 　the 　 rea −

gent　blank．
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Fig・14　Standard　curves 　o『 NCP 　der重vatives 　for

glucose　at　pH 　7．O

Amixture 　of 　30 叫 of 　TOOS 　solution （IOmM ），
30 畔

of 　POD 　 solution 　（3．3× 1♂ U ／ml ＞，30 叫 of 　GOD

selutien （3．3× IOs　U ／■ 1），
　and 　30 畔 Df 　glucosc　solu −

tion （5
〜60　mg ／dl），　 was 　di且uted 　to　3．O　ml 　with 　50

mM 　 HEPES 　 buffer　 solution （pH 　 7．0）．　 After　the

solution 　had　been　incubated　at 　37℃ fbr　lOmin ，　the
absorbance 　 at 　 the 　wavelength 　 of 　maximum 　 absorp ．

tion　was 　measured 　against 　the　reagent 　blank．

Table　6　Stability　of 　NCP 　derivatives

Absorbance　at　750　nm 　after 　25　days

Reagent
　　　　　　Aqucous 　solution

　 　 　　 　 　　 　 at 　30℃

Aqucous 　s ・luti。 n

containing 　100 μM
　 TOOS 　 at 　4

°
C

NCP −04NCP
−05NCP
−06NCP
−07

0．0090
．OOIO
．OOOO
．001

0．14フ
0．0950
．0020
．005

い ずれ の カ プ ラ
ー

も Fig ，13 に 示 す よ う に 良 い 直線性 を

示す，

　 カ プ ラ
ー

は 塩酸塩 の 形 で あ る の で ， 純水 に 溶解 し て 冷

蔵及 び 常温 中で の 安定性 ， 又 水素供与体 の TOOS と共

存 さ せ た 状態 で の 安定性 を 25 日間 に わ た っ て 調 べ た．

そ の 結果 を Tabie　6 に 示す．

　 い ずれ の 化 合 物 も実際 の 測定波長 と な る 750　nm 付近

の 吸光度 の 変化 は ほ と ん ど な い こ と が 分 か る．又，

TOOS と 共存 さ せ た系 に お い て は t
　 NCP −06，　 NCP −07

の 吸 光度空試験値 は 上昇 せ ず安定 で あ る こ とが 分 か る．

グ ル コ
ー

ス ／GOD 系 に お け る TOOS と の カ ッ プ リ ン グ

反応 を行 っ た 結果 を Fig．14 に 示 す．

　Fig．14 か ら酵素系 に お い て も良好 な直線性 を示 す こ

と が 分 か る．次 に NCP −04 か ら   7 を用 い た酸化発色系

に 及 ぼ す ビ リル ビ ン の 影 響 を調 べ た結 果 を Fig．15 に 示

す．

　Fig．15 か ら，4−AA の 場合 と 同 じ く，各種水素供与

体 に よ っ て ビ リル ビ ン か ら 受 け る 影響 の 度合 は 異 な る も

の の
，

そ の 中 で も NCP −06 と DAPS の 組 み 合 わ せ は，

最 も ビ リル ビ ン の 影響 が 少な い と い う こ と が分 か っ た．

こ れ ら の カ プラ
ーは，ま だ 誘導体化 の 余地が多 く残 され

て お り，更 に ビ リル ビ ン の 影響 を受 け に く い 構造 を検索

して い か な けれ ばな らな い ．

5　還元 系発色基質

　5 。 1　還元 系発色 基質開 発 の 背景 と聞 題点

　前述 し た よ う に 臨床化学分析 に 用 い ら れ て い る還 元系

発色試薬 は，ほ と ん ど テ トラ ゾ リ ウ ム 塩 で あ る．テ トラ

ゾ リ ウ ム は
， 既 に 19 世 紀 末 ，von 　Pechmann ら

26）
に よ
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　　　　　　　　　Reagent

Fig．15　Bilirubin　inしerference 　fbr　oxidativc 　condc −

nsation 　at 　pH 　7．O

Amixture 　of 　30 μ10f　Trinder’s　 reagen ［s　 solution （1〔｝
mM ），30 叫 of 　POD 　 solution （3，3 × 103　U ／ml ） and

30 μlof　hydrogcn　pcroxidc　solution （2　mM ），was 　di−

luted　 to 　 3，0　ml 　 with 　 50　mM 　 HEPES 　 buffer　 so ！ution

（pH 　7、0），　 A 負er しhe　sQlu 巨on 　had　been　incubatcd　a し

37℃ f（〕rlOmin ，the 　 absorbance 　at　the　 wavelength

of 　maximum 　 absorption 　 was 　 measured 　 agalnst 　 tbc

reagent 　blank．　圀 ： contro 且，■ ： add 　5 μl　of 　bilir−

ubin 　solutbn （220　mg ／dD

っ て 研 究 さ れ た 化 合物 で あ る．そ し て 生化 学 的に 利用 さ

れ る よ う に な っ た の は
， Kuhn 黝

らの 研究 に 始 ま る．更

に Lakon2Slは，2，3，5一トリ フ ェ ニ ル テ トラ ゾ リ ウ ム 塩酸

塩 （TTC ）を使 い
，

い ろ い ろ の 植物 ， 特 に 穀類 の 種子 の

発芽力 と，そ の は い （胚） の TTC 染色 とが 平行 す る こ

と を 認 め た，そ して 細菌，あ る い は 植物種了に よ る テ ト

ラ ゾ リウ ム 塩 の こ の よ う な 還元 は，生体 に 含 ま れ る 還元

糖，グ ル タ チ オ ン ，シス テ イ ン あ る い は ア ス コ ル ビ ン 酸

な ど の 作 用 に よ る も の で は な く，還 元 酵 素，特 に ピ リジ

ン ヌ ク レ オ チ ド系 脱 水 素 酵 素 の 作 用 に よ る こ と を 明 らか

に し た，

　 そ の 後多 く の 研究者 に よ っ て 組織染色 に テ トラ ゾ リ ウ

ム 塩 が 用 い ら れ
29）／io），微細染色 の 観察 の た め に ，コ ン

トラ ス トが 明 り ょ う で，青色 色 素 を生 成 す る テ トラ ゾ リ

ウ ム 塩 が 開発 され が り3
墅 そ の 結果，Fig．16 に 示 す よ

う な，INTs3 ）s − ，　 NTBs5 ｝

，　 TNTB36 ）な ど が 組 織 化 学 的

研 究 に 用 い ら れ る よ う に な っ た ．又，臨 床化 学 分 析 で は

還元酵素活性ある い は 基質量をテ トラゾ リウ ム 塩 か ら生

じ る ホ ル マ ザ ン の 量 と し て 測定 す る 手 法 が 開発 さ れ

た
s7〕．

　Table　 1 に 示 した よ う に ，初発酵素 に 脱水素酵素 を 用

A

Qi
◎
　　 NO2

2−（4−1｛〕d〔｝phenyl ）
−3−（4一

血 r 。 Phenyl）一う一｛｝hcnyl −

2H 　 tctrazolium 【
・hloridc

（王NT ｝

Cl

B

《

櫑冨 轄 2C ［

　　　　　Q 　⇔
　　　　　　　 NO2 　Q2N

3，3
’一
［3，3LDimethoxy −

（1，1
’−biphenyl）−4，4

／−

diy1】−bis［2−（4−nitrophenyl ）−5−phcnyl−2H
tetrazolium 　ch ［・ ride 　 　 　 〔NTB ）

　

　

　

O

　

　

　

黷
N

刊

N

嘗
、

02

⇔

C
　 　 　 　 　 　 NO2

躍
⇔

NO2 　 02N

3
，
3
’−L3，3

’−Dimcthoxy −（1，
1
’−biphenyl）−4，

4
ノー

diyl］−bis［2，5−bis（4−nitrophenyl ）
−2H　tetra

−

zolium 　 chloride

Fig・16　 C ・ nventi ・ nal 　tetraz ・ 且ium　salts

2Ci

い た 場 合，生 じ る NADH が 検出物質 と な る ．　 NADH

を測 定 す る方 法 は，前 述 の H202 を 測 定 す る 方 法 よ り

感度は 劣る が ，生体内マ トリ ッ ク ス の 影響 は少 な い と言

わ れ て い る，NADH は 340　nrn に 吸 収 を 持 つ た め，そ

の 波長 で の 吸 光度 を 測 定 す る 方法 CUV 法 ） が あ る が ，

更に 検出感度 を 上 げ る た め 上 記の テ トラ ゾ リ ウ ム 塩 が 用

い ら れ る．そ の 測定原理 を，Fig．17 に 示 す．目 的物質

（基 質）に 脱 水 素酵 素 を作 用 さ せ ，生 じ た 水索 を NAD

や 1一メ トキ シ PMS な どの 中間 電 子 運 搬 体 を介 して ，テ

トラゾ リ ウ ム 塩 が 受容し， 生成 した ホ ル マ ザ ン の 量 を 吸

光度測定す る こ と に よ っ て，脱水素酵素活性，あ る い は

基質暈 を測定 で き る
鄲 9），

　通常，乳酸脱水素酵素，ア ル コ
ール 脱水素酵素，グ ル
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F責g．17　The 　princip［e　of 　determination
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WST −1 ：R1 ＝H ，R2＝NO2

　 2−（4−lodophenyl）−3−（4−nitrophenyl ）
−

　 5−（2，4−disulfophenyl＞−2H−tetrazolium ，
　 monQsodium 　salt

タ ミ ン 脱水素酵素 な どの 各種脱水素酵素 を検出，定量 す

る 目的 で 使 用 さ れ ，特 に 乳 酸 脱 水 素 酵 素 （LDH ）の 測 定

は，心 筋 こ うそ く，悪 性 し ゅ よ う あ る い は肝 疾 患 な どの

診断 に 重要 と され て い る．

　 臨 床 化 学 分 析 に お け る 還 元 発 色試薬 に は，主 に NTB ，

INT が 用 い ら れ て き た．し か し ， 生成 した ホ ル マ ザ ン

は 全く水溶性 を持 た ない ．従 っ て，ホ ル マ ザ ン が析出す

る た め，吸光度 を測定 す る 場合，ホ ル マ ザ ン の 析出 を抑

え る た め 界面活性剤等 を用 い て 分散 さ せ る 必要 が あ る．

又，分析装置の セ ル や チ ュ
ーブ へ の 付着，沈着 が 問題 と

な っ て き た．そ の た め 現在，LDH ，中性脂 肪 （ト リ グ

リセ リ ド）及 び
， 胆 汁酸 の 測 定 に 利用 され て い る に 過 ぎ

な い ．そ の た め ， 臨床化学 分 析で は 以前 よ り水溶性の ホ

ル マ ザ ン を生 じ る テ トラ ゾ リウム 塩 の 開発 が進 め られ て

い る
40）41）．

　5 。2　水溶性 ホ ル マ ザ ン を生 じ る テ トラ ゾ リ ウ ム 塩 の

開発
42 ）43 ）

　4 ・1 で 述 べ た水溶性の 問題 点を 克服 す る た め ， 従来 の

テ トラ ゾ リ ウ ム 塩 に ス ル ホ ン 酸を導入 す る こ と と し，合

成検討 を行 っ た．しか し，単 に 水溶性基を導入 して も そ

の 導入 場所 に よ っ て は
， 酸化還元電位 に 影響 を 与え る た

め ，テ トラ ゾ リ ウム 塩 か ら ホ ル マ ザ ン へ 還元 さ れ な い．

従 っ て ス ル ホ ン 酸基 の 導 入 場 所 を検 討 し，Fig．18 に 示

す テ トラ ゾ リ ウ ム 塩，WST −1，　 WST −3 を 合 成 し た，

又 ，
こ れ らの テ トラ ゾ リウ ム 塩か ら生 じ る ホ ル マ ザ ン は

水溶性 が 高 く，lM 以 上 の 水溶液 を 長期保存 し て も，

沈 殿 な ど の 不溶物 は 現 れ な い こ と が 分 か っ た．WST −1

の ホ ル マ ザ ン の 吸 収 ス ペ ク トル を Fig．廴9 に 示 す．

　1一メ トキ シ PMS 存在下，　 NADH を作用 さ せ る と ，

NADH 濃度 に 応 じて ，430 ・nm 付近 に 吸収極大 を 持つ ホ

ル マ ザ ン を生 じる こ とが 分 か る．次 に ，還 元 酵 素 を 用 い

8
隸
£
o。D

』

＜

WST −3 ：R1＝RZ・＝NOz

　 2−（4−Iodophenyl）−3−（2，
4−dinitrophenyl）−

　 5−（2，
4・disulfophe．nyl ）−2H −tetrazohum ，

　 monosQdium 　salt

Fig ・18 　SVatcr−so 王ublc 　tctrazolium 　salts

L5

1．0

0．5

OOO3 400　　 　 　　 500

Wavelength／nm

600

Fig．19　Absorption　spectra 　of 　WST −l　 m 　l−

methoxy 　PMS −rnediated 　reduction 　by　NADH

た分 析 例 と して LDH を用 い
， 乳 酸 の 濃 度 を測 定 した 結

果 を Fig ．20 に 示 す．

　比 較 と し て NTB を 用 い た ．　 WST は 界面活性剤 を 用

い る こ と な く乳酸量 を測定 で き，感度 も NTB に 比 べ て

約 1．5 倍増加 して い る こ と が 分 か る．NTB ホ ル マ ザ ン

及 び WST −1 ホ ル マ ザ ン の モ ル 吸光係数 は，3、6× IO4，

3．7Xl ♂ で あ り
35），モ ル 吸光係数 は 同程度 に もか か わ
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Fig．20　 Standard　curvcs 　of 　WST −l　and 　WST −3　fer
lactatc　at　pH 　9．O

Amixturc 　 cQnsisting 　 of　3　ml 　 of ｝00　mM 　 Tris−HCl
buffer　solutiQn （pH 　9，0），30 叫 or 　WST 　derivatives
solution （廴OmM ＞，

3　pt　 of 　l−methoxy 　 PMS 　 solution

（5mM ），30国 of β一NAD
＋

solution （10mM ）and 　30

pLi　of　lactate　 solution （2〜10mM ）was 　incubated　 at

37℃ ．　To 　this　solution ，3 卩　of 　 I．DH 　solutiQn

（1．0× iO3　U ／ml ）were 　 added 　 and 　the　 mixture 　was

incubated　at 　37℃ f（）r　l5mln ；the　reaction 　was 　stop −

ped　 by　 adding 　 100　UM 　 of 　l　M −HCL 　The 　 absorb −

ance 　 at　 433　nm 　 was 　 mcasured 　 against 　 thc　 reagent

blank．○ ： WST −1 （438　nm ）； △
： WST −3　（43正

nm ）；　口 l　NTB 　（530　nm ）　（add 　30 叫　 of 　lO％

TritonX−1   ）

らず ， 乳酸／LDH 系 で は WST −1 ホ ル マ ザ ン の ほ うが 検

出感度 が 高 い ．お そ ら く 1一メ トキ シ PMS と WST −1 と

の 間の 電子移動効率 が 関係 し て い る もの と考 え られ る．

　5 ・3WST −1 の Cell　Counting 　Kit へ の応 用
44｝

　WST −1 の 高 い 水 溶 性 を 活 か して ，臨 床化 学 分 析 以 外

に
， 細胞培養 に お け る 細胞数測定 へ の 応用 を検討 し た．

従来，細胞数 の 測定法 に は
， MTT （Fig．21）が 用 い ら

れ て お り，通 常 MTT ア ッ セ イ と 呼 ば れ て い る
4s ）．

MTT ア ッ セ イ は細 胞 の 還 元 酵 素 活 性 （コ ハ ク 酸 脱 水素

酵素活性） を指標 に して 細胞 数 を測定す る方法 で あ る．

同 様 に MTT ホ ル マ ザ ン が 水 に 溶 け に く い た め，析 出

し た ホ ル マ ザ ン の 溶解操作が 必 要 で ，多 く の サ ン プル を

処理す る 際 に 障害 と な っ て い る．

　 し か し ， WST −1 ホ ル マ ザ ン は 高 水 溶性 の た め，

WST −1 を培養液 に 溶解 し，細胞 と一
定時間 イ ン キ ュ

ベ ー
シ ョ ン し た 後，直接 吸 光 度 を測 定 す る こ と が で き
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　 　 　 　 　 MTT

3−（4，5−Dimethyt−2−thiazolyl＞−2，
5−

dipheny1−2H　tetrazolium 　bromide

　 Fig ・21　 Structure　 of 　MTT

Numher 。f　cells （× 104fwells）

Fig・22　 Cell　pr・ liferation　assay

WST −1　 assay 　 O．lml 　 of 　inoculate　 cell　 suspension

（Hela 　 cells，　O．2× IO3 − 25 × IO3／wel1 ｝was 　incubated

at　37℃ ．　 To 　this　 suspension
，
5 国 of 　WST −l　 solu −

tion （10mM ）and 　5 岬 of 　1−mcthoxy 　PMS （0，4　mM ）

were 　 added 　 and 　the　 mixture 　 was 　 incubated　 at 　37℃
fer　 2　h，　 The 　 absorbance 　 at 　 450　nm 　 was 　 measured

（P388　cell，100 μM 　WST −1，　L2mM 　MTT ，20 μM 　1−

Methoxy 　PMS ）．● ： WST −l　 assay （430　nm ）； ○ ：

MTT 　assay （570　nm ）

る．Fig．22 に 従来法 との 比較を示 し た．　 MTT を使用

した も の に 比べ ，WST ・至は約 2 倍 の 感 度 を持 つ こ とが

分 か る．

6 今後の 課題

6 ・1　酸化発色試薬

酸 化 発 色 系 に お け る 諸 問題 の 解 決 の た め に 水素供与体

N 工工
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及 び カ プラーか らの 改善を行 っ て き た．更 に 今後検討 す

べ き事項 と し て ，高感度化 が挙 げ られ る ．こ れ ま で に 開

発 さ れ て き た 試薬 は 数万 の モ ル 吸 光係数 を与 え る も の が

ほ と ん ど で あ る が，数十万 の モ ル 吸光係数 を持 っ た色 素

を形成す る 発色剤 を開発 す る 必要 が あ る．生 体内の 微量

成分 と し て ，モ ノ ア ミ ン オ キ シ ダーゼ や 胆 汁酸等，正常

値 が 数十 pM の も の が あ り，微量 成 分 を正 確 に 検 出す

る と と も に，測定項目の 増加 に伴うサ ン プル 量の 減少 に

対 応 す る た め に 必 要 で あ る ．

　 次 に ，試薬 の 液状化へ の 対応 が で き る 安定 な 酸化 発 色

剤 ， 又 発色系が生体サ ン プル 中 の 妨害物質 の 干渉 を 受 け

な い 酸化発色試薬 の 開発 も必要 で あ る．現在，自動分析

装 置 に よ る 生化学検査 で の 問題 点 は，調製後の 試薬 の 不

安定性の た め に，試薬 を 用時調製 しな け れ ばな らな い こ

と で ある．自動分析機器 も大型 化 して ， 現在で は 35 項

目 を同時 に 分 析 で き る装置 も出現 して お り ， 項 目 ご との

試薬調製 に 時間 と労 力 が 費 や さ れ て い る ．一
方 ， 発色 剤

が 溶液状態で 長期 間 安定で あれ ば，試薬 を調製す る 必要

もな く，溶解の 際の 溶媒計量誤差 が な い た め，安定 し た

検査値 が 得 ら れ る ．従 っ て
， 試薬 の 液状化 は 臨床化学分

析で は 重要 な 課題 で あ る．

　又，ほ と ん ど の 酸化発色試薬は血清成分 の 影響を受 け

る が ，各臨床検査 薬 メ
ーカーの 技 術 に よ っ て 各 種 妨 害 物

質 を処理 す る手 法 が 開発 され ， 問題 は あ る 程度改善 さ れ

て い る よ う で あ る，しか し，酸化発色剤を用 い る 測定系

は 多 く，回 避 で きな い 場 合 が あ る ．従 っ て そ の 系 に 合 わ

せ た 発 色 剤 の 開 発 も欠 か せ な い ，

　6・2　還元発色酵素基質

　還 元 発色 試 薬 に つ い て も 同 様 に 高 感 度 化 が 求 め ら れ

る，WST は，吸収極大波 長 が 430　nm 付近 と短 く ， ま

だ生体サ ン プル に 含 ま れ る妨害物質の 影響 を受 け る 波長

域 に あ る た め ， 600nm 以上 に 吸 収 を持 つ ホ ル マ ザ ン を

与 え る 化合物 の 開発 を 目標 と し て 研究 を行 っ て い き た

い ．テ トラ ゾ リウ ム 塩 の 開発 に 際 し水溶性，波長 に 重 点

を お い て 分子 設計 を行 わ な けれ ば な ら な い が，酸化還 元

電位 は 置換基の 影響 を強 く受 け る た め，化合物 の 電位 に

影響 を及 ぼ さ な い 位置 へ の 置 換 基導 入 を 行 う必 要 が あ

る，又，こ れ ま で は 分析機器 の フ ィ ル ター
に 合 わ せ た 波

長特性 を持 つ 化合物開発 に 重 点 を置 い て き た が，今後 は

光源 に レ ーザ ーを用 い た 自動 分 析機器 や，キ ャ ピ ラ リー

電気泳動 な どの 装置 が普 及 して く る と予 想 さ れ る た め，

装置の 特性 に 合 っ た 性質 を持 つ 化合物 も開発 し て い か な

け れ ば な ら な い．更 に発 色 基 質 だ け で は な く，蛍 光 や 発

光 系で 検出で き る試薬 の 開発 も進 め て い き た い ．
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要 旨

　生体試料中 の 諸成 分 の 化 学分 析 は ， 近 年 ，

一
部 を除 い て ，ほ と ん ど が 酵素反応 を利用 し た 測定法 に 変

遷 した．こ れ らの 方法 は測 定 した い 生 体成分 に 対 し極 め て 選択的 で あ る ，酵素的測定法 に 用 い られ る 酵

素 は ほ とん ど が酸化酵素 （オ キ シ ダーゼ ）か 還 元 酵素 （デ ヒ ドロ ゲナ ーゼ）で ，そ れ ぞ れ，反応 に よ っ

て 生 じ る過 酸化水素，還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド （NADH ），あ る い は 還 元 型 ニ コ

チ ン ア ミ ドア デ ニ ン ジヌ ク レ オチ ドリン 酸 （NADPH ）を発色法 に よ っ て検出す る．検出に は酸化 あ る

い は 還 元 発色試薬 が 用 い られ る．酸化 発 色 試 薬 は こ れ ま で ア ニ リ ン 誘導体 で あ る トリン ダー試薬 が 用 い

ら れ て き た ．又，還元発色試薬 に は ニ トロ テ トラ ゾ リウ ム ブル ー （NTB ）な ど の テ トラ ゾ リ ウ ム 塩 が

用 い られ て い る．こ れ らの 試 薬 に 求 め られ る 性 質 は 1）発 色 波 長 が 生 体内物質の 妨害 を 受 け に く い 波長

領域 に あ る，2）発色 反応 が 生 体サ ン プル に 含 ま れ る 干渉物質 の 影響を受 け な い ．3）溶液状態 で の 長 期

間の 保存 に 耐 え る．4）安定 な 色素 を与 え る．（退 色 し に く い ，）5）水 溶性 が 高 い ，こ と な ど で あ る．こ

れ ま で 用 い られ て き た 発色 剤 は，す べ て を満 た すもの で は な く各臨床 メ
ーカー

に お け る 試薬溶液調製 の

ノ ウ ハ ウ に よ っ て 改善 さ れ て き た ．今回 ， 上記の 問題点 を解決 す る た め に ，新規化合物 を合成 し，その

特性 を評 価 し た，
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