
The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

BUNSEKI 　KAGAKU 　VoL 　50，　No ．7，　pp．475
−479　（2001）

◎ 2001TheJapan　S  ciety　for　Ana 】ytical　Chcmistry
475

報 文

ア セチル レ ゾル フ ィ ン とグル コ
ー

ス オキ シダー ゼ か らなる

蛍光指示反 応系を用 い る血糖値測定

松浦　伸哉
＊

，山内　雄二
＊

，大森　秀信
＊

， 前田　初男
  ＊

Blood　glucose　dctcrminatioh　with 　an 　acetyl 　resorufin −glucose　oxidase

　　　　　　　　　　　system 　as 　a 　fluorometric 　indicator　reaction

Shinya　MATsu −uRA ，　Y 興ii　YAMAu 　c：HI ，　HiClcnobu 　OHMoRI 　and 　Hatsuo 　MAII．DA
＊

＊

Graduatc 　School 　of 　Pharmaceutica 盈Sciences
，
　Osaka 　UniversiW

，
　Yamada −Oka

，
　Suita．shi

，
　Osaka 　565 −0871

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Rcceived　5　March 　2001，　Accepted　12　April　2eO1）

　Recendy ，　we 　fbund 　that 　the 　perhydrolysis　of 　acc 〔yl　rcsorufin （ACR ）to　fluorescent　rcsorufin

can 　be　used 　as 　a 　novel 　indicator　reaction 　fbr　a 　fluoromctric　anal アsis　of 　glucose　coupled 　with 　glu−

cosc 　oxidase （GOD ），　In　the 　prescnt　study ，　the 　applicability 　of 　this　indicator　reaction 　in　fluoro−

metric 　dctermination　of 　blood　glucose　was 　explorcd ．　 A 　fluoromenic　meth ・od 　with 　GOD 　and

AGR （GOD ／ACR 　method ）was 　successfhlly 　capitalized 　in　a 　glucose　dcterminadon 　of 　p正asma 　sub −

jccted　to　a 　dcproteinization　procedure　with 　ZnSO4 −Ba （OH ）2，　provided　that 　a　GOD 　 solution 　was

prepared　by　a 　10mM 　phosphate　buffer（pH 　7．4），　 The　use 　of 　the 　GOD 　solution 　worked 　well

not 　only 　to　prevcnt　thc 　formation　of 　a　precipitation　during　the 　enzymatic 　reaction 　of 　a　depro−

teinizcd 　glucose　solution 　in　thc 　presence　of 　AGR ，　but　also 　to　improve　the 　scnsitivity 　of 　the 　pre−

sen 田 uorometr ア．　 The 　GOD ／ACR 　method 　 aff （）rded 　 a　calibration 　curve 　over 　the　 range 　 of 　glu−

cosc 　conccntration 　between　O　and 　250　mg ／100　ml ，　and 　allowed 　the 　determination　of 　blood　glu−
cosc 　with 　high　repeatability ，　as　shown 　by　less　dlan　2％ （n

＝5）of 由 e　relative 　standard 　deViations．
The　obtaincd 　glucose　lcvels　fbr　plasma 　were 　slighdy 　higher　than　those　mcasured 　by　Trinder’

s

method ．　 The　rcsults 　concerning 　not 　only 　the　assesg．　ment 　of 　effects　of　added 　ascorbic 　acid ，　but
also　the 　recovery 　tests　suggest 　that 　the 　differcnce　in　the　glucose　levels　detcrmined　by　both　meth −

ods 　comes 　from　the　low　accuracy 　of 　Trindcr’s　Inethod 　in　the　presence　of　inhibitors，　sμch 　as

ascorbic 　acid ．　An 　cxcellent 　stability 　of 　ACR 訌n 　CHsCN 　as 　well 　as 　the 　above 　results　lcad　to　the

expectation 　that 　the　GOD ／ACR 　method 　will　offer　a　reliab 豆e 　and 　accurate 　tool　f6r　the　clinical
analySiS 　Of　glUCOSC・

K りω o燃 ： perhydrolysis　of 　acetyl 　resorufin ；indicator　rcaction ；fiuorometric　analysis 　of 　glucose；
　　　　　　　　blood 　glucose；glucosc　oxidase ．

1 緒 謬
悶

　現 在 ， 血 糖値 の比 色分析 は
一

般 に酵素分析法 に よ り行 わ

れ て い る
1｝．代表的なもの と し て，グ ル コ

ー
ス オ キ シ ダ

ー

ゼ ／ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ （GOD ／POD ）法
2｝
〜s〕とヘ キ ソ キ ナ

ーゼ ／グ ル コ ー
スー6一リ ン 酸脱水素酵素法

9）T°｝
があ る．POD

’
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　大 阪府 吹田市 山田 丘 1−6

共 存下 で の 適 酸化水素 （H202 ） に よ る 色 素 の 酸化的 生 成

に基 づ く前者に は，生 体試 料中に存在す る ア ス コ ル ビ ン 酸

な どの 還 元 性物質 に よ り指示 反 応が 阻害され る とい う問題

が ある．酵素反応で 生成す る還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ドア デ ニ

ン ジ ヌ ク レ オ チ ド （NADH ） に 由来す る ，340 ・ nm に お け

る 吸光度変化量 を測定す る 後者 に は，生体成分に よ る 影響

は少 な い と言 わ れ て い るが，そ の 検 出感度 に は改善の 余地

が あ る．両 分 析 法 に 固有 の こ れ らの 問 題 点 の 克服 は，臨 床
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化学的 に 非常に 興味が もた れ る。

　 GOD ／POD 法 に お ける 問題 は，　 POD を用 い る こ と に大

きく起 因 して い る．した が っ て ，G て）D の み を用 い る 系で

発 現 す る 指示反 応 の 開発 が，GOD ／POD 法 に お け る 問 題

点 の 最 も単純な解 決 策で ある．こ れ まで ，こ の 考えに基づ

き，酵索反 応 に より生 成 す る HuO2 が 銅錯体
LL），チ タ ニ ウ

ム 錯体
聞

，
バ ナ ジ ウ ム 錯体

IB）又 は鉄 二 核錯体
14
乏 付加体を

形成す る こ と に起 因す る ， 赤方偏移 を利用す る グ ル コ
ー

ス

の 比色分析法が 開発 され て い る．GOD 及 びチ タ ニ ウ ム 錯

体
12 〕
又 は バ ナ ジ ウ ム 錯 体

TS｝
を指示反応系 に 用 い る 手法 で

は，試料中 に存在 す る還 元性物質 の 影響 を ほ とん ど受けな

い こ と も示 されて い る．しか し，分 析 法 と して の 感度並 び

に 確度 を考慮す る と
， 血 糖値 の 比 色 分析 に お ける指示反応

は，色素 の 吸収波長の 変化 よ りも色素の 発生 に基 づ くべ き

で あろ う．最近，著者 らは H102 に よる ア セ チ ル レ ゾル フ

イ ン （AGR ） の 蛍光性 化 合物 レ ゾ ル フ ィ ン へ の 変換反応

（Fig．1），つ まりペ ル ヒ ドロ リ シ xl ／，｝1ti）
を指 示反 応 とす る

こ とに よ り，GOD の み を用 い て グ ル コ ース を 蛍光 分 析 で

きる こ と，並 び に 本分析法が ア ス コ ル ビ ン 酸等の 還 元 性物

質の 妨害効果をほ とん ど受けない こ とを見 い だ した
17 ］。本

論 文 で は，こ の AGR と GOD か らな る蛍光指 示 反 応系を

用 い る手 法 （GOD ／ACR 法） の
，
　 tilL糖値 測 定法 と して の

実用性 につ い て 評価 した結果 に つ い て述べ る．

2　実 験

　 2・1 試　薬

　100，50 及 び 10mM リ ン 酸 緩 衝 液 （pH 　7．4） は，そ れ

ぞ れ リ ン 酸水素 ナ 1・リ ウ ム （和 光 純 薬 製 ） 11．50，5．75 又

は 1．15g ，及び リ ン 酸二 水素 ナ トリウ ム ニ 水和物 （和光純

薬製） 2．96，1．48 又 は 0．SOg を脱塩蒸留水 1000ml に溶解

し，調 製 した．ACR 溶液 （0．2　mM ） は ，既 SRdE）の 方 法 に

よ り合 成 及 び 単離 精 製 した ACR 　5．1　mg を，　 HPLG 用 ア セ

トニ トリ ル （和 光純 薬 製 ）ユ  Oml に 溶解 して 調製 した．

GOD 溶液 （0．25　mg ／ml ） は，　 GOD （EG 　l．1．3．4，和光純

薬製，238 　U ／mg ，ア ス ペ ル ギ ル ス ニ ガ ー製 ） 12，5　mg を

リ ン 酸緩衝液 50m1 に 溶解 して 調 製 した．グ ル コ ー
ス 標 準

液，過酸化水素液 （4 ．4・mM ），ア ス コ ル ビ ン 酸 溶 液 （3．O

mM ）及 び ヒ h 旺清 ア ル ブ ミ ン （HSA ）溶液 （2．｛％ w ／v）

は，そ れ ぞれ グ ル コ
ー

ス ，30％ 過酸化水素液，ア ス コ ル

ビ ン 酸 （以 上，和光純薬製）及 び HSA （シ グマ 製 ） を脱

塩 蒸 留 水 で 溶解又 は 希釈 し て 調 製 し た ．硫酸 亜 鉛 溶 液

（62rnM ） は，硫酸亜 鉛 七 水和物 （和光純薬製）1，78　g を

脱塩 蒸留水 100ml に 溶解 し て 調 製 した．水 酸化 バ リ ウ ム

溶 液 （30　mM ） は ，水酸化バ リ ウ ム 八 水和物 （和 光 純 薬

製）0．95g を使用直前 に ，窒素気流下で の 煮沸処 理 を施 し

た 脱 塩蒸留水 10  ml に 溶解 し て 調製 した ．トリ ン ダー試

液
’一

は リ ン 酸 緩 衝液 （100mM ，　pH 　7．0）200・ml に GOD

l7，7　mg ，　 POD （EC 　1，ll．1．7，100　U ／mg 以上 ，わ さ び製）

：8．0　mg ，4一ア ミノ ア ンチ ピ リ ン 31 ＿3　mg ，ア ジ化 ナ トリ ウ

ム lg．5　mg 及 び フ ェ ノ
ー

ル （以 上，和光純薬製）207．lmg

を溶解 して 調 製 した。

　2・2 　血 しょ う （漿）試料

　使用 目的 を説明 した Lで 同意 を得 た健康 な ボ ラ ン テ ィ ア

3 入か ら，面廴液を真 空採血 管 （テ ル モ 製，ベ ノ ジ ェ ク ト R）

に採 血 し，4℃，3000rPln で ユ0 分問遠心分離す る こ と に

よ り得た一ヒ澄 み を，そ れ ぞ れ 血 漿試料 A，B 及び C と して

用 い た．

　 2・3 除 タ ンパ ク処 理

　 ミ ク ロ チ ュ
ーブ （LO 　ml ） に 脱 塩 蒸留水 0．lInl ，血漿

0，1ml ，硫酸亜 鉛 溶 液 0．4　ml ，水酸化 バ リ ウ ム 溶液 0，4　ml

を加え，4℃ ， ユ00〔｝Orpm で 10分 問遠心分離 を行 い ，そ

の ．ヒ澄 み を湖定用血 漿試料 と した，ま た，ミ ク ロ チ ュ
ー

ブ

（i．Oml ） に 脱塩蒸留水 0，lIlll，グ ル コ ー
ス 標準液 0．l　ml ，

硫酸亜 鉛溶液 0，41nl，水酸化バ リ ウム 溶液 0．4   1を加え，

同様 に 処理して 得 た上澄み を測定用 グル コ ー
ス 標準試料 と

した．ア ス コ ル ビ ン 酸の 影響は，上 記 操 作 に お ける 脱塩 蒸

留水 の 代 わ りに ，ア ス コ ル ビ ン 酸溶液 0，lml を 用い て 同

様 な 処理 を施 して 得た 上澄 み を，測定用 グ ル コ ー
ス 標準試

料 と して 用 い て 評価 し た ．回収試験 に お い て は グ ル コ ース

標 準液   ．ユm 】，血漿 0．l　Inl ，硫酸亜鉛溶液 0，4　ml ， 水酸化

バ リ ウ ム 溶 液 O．4・ml に つ い て 同様 な処理 を施 して 得た 上

澄 み を測 定用 試料 と して 用 い た．

　2・4　G   D ／ACR 法に よ る グル コ ース の測定

　測定 は，ペ ル チ ェ 式恒温 セ ル ホ ル ダー （日木分光製，

ETC −272＞ を装 着 し た 分光蛍光光度 計 （日本 分光製，　 FP−

750） を用 い て ，励起波長 ．5　68　nm ，検出波長 582　 nm ， か

くは ん速 度 500rpnl ，セ ル 温度 25℃ で 行 っ た．　 ACR 溶液

と GOD 溶 液 は あ らか じめ恒 温 槽 内 で 25℃ に 保 っ た ．測

定セ ル に ACR 溶液 〔｝．8　ml 及 び GOD 溶液 2．0　ml を こ の 順

に 加 え，ユ5秒後更 に 測定用 試料 ｛1．2ml を加 え た．全 試液

N 工工
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混合後 30 秒経過時 か ら 測定 を 開 始 し ，
300 秒後の 蛍光強

度を測定 した．過酸化水素の 測定 は，測定 セ ル に ACR 溶

液 0．8ml 及 び リ ン 酸緩衝液 （100，50 又 は 10　mM ，　 pH

7．4）2．Oml を こ の 順 に 加 え，15 秒後更 に 過酸化水素溶液

0．2ml を加えて 得た混合液 に つ い て ，同様 に 行 っ た．

　2・5　 トリン ダ
ー

法に よ る グ ル コ
ー

ス の 測定

　測定 は分光吸光光度計 （日立 製，U −3210） を用 い て 行

っ た．測定セ ル に ト リ ン ダ
ー

試液 2，0ml 及 び 測定用試料

0．2ml を加 え，室 温 ド40 分 間 放置 し た 後，　 J「e5　nm に お

け る吸光度を測定 した．

　2・6　ア セ トニ ト リル 中で の ACR の 安定性 の 評価

　調製直後 の ACR 溶液 を HPLC 用 ア セ トニ トリル を用 い

て 100 倍希釈 し，そ の 溶液 に つ い て 分光 吸 光光度 計 （U −

3210） を用 い て 300 〜600nm の 波 長 範囲 で 得 た吸 収 ス ペ

ク トル か ら，AGR 由来 の 344 及 び 435　nm に ける 吸光度

を測定 し た．室 温下放置 した ACR 溶液 に つ い て ，調整直

後 か ら 1 週 間 ご と に 同 様 に 得 た ス ペ ク トル か ら，そ れ ら

の 波長 にお ける吸光度 を測定 した．これ らの 値と調製直後

に 観察 され た 値 とを比 較 す る こ とに よ り，ア セ トニ トリ ル

中で の ACR の 安定性 を評 価 した．

3 結果 と考察

　 3・1 除 タン パ ク操 作 の 必 要 性

　GOD ／ACR 法 を 用 い て 血 糖値 の 測 定を行 うに 当 た り，

血 液試 料 に対す る 除 タ ン パ ク操作 の 必要性 につ い て まず検

討 した．そ の 評 価 は，HSA 共存 下 及 び 非共存 下 に お ける

ACR の 単純加水分解 の 程度を，レ ゾ ル フ ィ ン に 由来す る

蛍光強度変化を比較す る こ と に よ り行 っ た ．AGR 溶液 を

リ ン酸緩衝液 （ユ00mM ，　 pH　7，4） と混合す る と，　 AGR が

徐 々 に加水分解を受けたが，HSA 共存
．
ドで は そ の 反応が

3 倍以上速くな っ た。したが っ て ，GOD ／ACR 法 を血 糖値

測定 に応 用す る場合，除 タ ン パ ク 操作 が 必 要 で あ る と考え

られた．硫酸亜鉛／水酸化バ リ ウ ム 法 に よ る除 タ ン パ ク操

作 を 施 した グ ル コ
ー

ス 標準液 に つ い て ， GOD （100　mM

リ ン 酸緩 衝 液 を用 い て 調 製）／AGR 法 に よ り蛍光分 析 を行

っ た と こ ろ，酵素反応 中に析 嵩物が 生 成 し再 現性 良 い 結 果

が得 られ なか っ た．

　3 ・2　 リン 酸緩衝液の 濃度 の 影響

　上述 の 析出物 の 生成 は ，10mM リ ン 酸緩衝液 に よ り調

製 した GOD 溶液 を 用い る と全 く観察 され なか っ た．更 に

興味深 い こ とに ，こ の よ うな低 い 濃 度 の リ ン 酸緩 衝 液 を用

い た場合 ， H202 に よ る ACR の ペ ル ヒ ドロ リシ ス が よ り効

果 的 に起 こ る とともに，空試験溶液 に おける ACR の 単純

加水分 解 が よ り抑制 され る こ と，つ まり，ACR を指示試
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Fig・2　　Ef鷙cts　of 　concentrations 　of 　phosl∫hate　buf正br
on 　fluorometric 　traces 　for　perhydrolysis（●，■，▲ ）

and 　simple 　hydrolysis（○，口，△ ）ofAGR 　at　25℃

A 　CHuC］N 　solution 　ofAGR （0．21nM，0．8　m 三）was 　mixed

with 　phosphate　buffer（pH 　7，4 ，2，0　ml ＞and 　a 　solution

of 　HEO2 （4．40r 　O　mM
， 0，2　ml ）ln　H20 ．　 Excitatioll

and 　 emission 　 wavelengths 　were 　568 　 and 　582　nm ，
respectively ．　The 　concentrations 　of 　phosphate　buffer
w ¢ re　lOO （●，○），50 （■，口）and 　10 （▲ ，△ ）mM ．

薬 と して 用 い る 恥 02 の 蛍光分析法の 検出感度が 向上 す る

こ と を見い だ し た （Fig．2）．

　3・3 血 糖値の 測定

　以 上 の 知見 に 基 づ き，10mM リ ン 酸緩衝液 に よ り調製

した GOD 溶液 を用 い て ，　 GOD ／AGR 法 の 血 糖値測定法 と

して の 可能性 を評価 した．測定用 グ ル コ
ー

ス 標準液 を用い

て 検量線 を作成 した と こ ろ ，0 〜250mg ／100　ml （dl）の

濃度範囲で ，グル コ ース 濃度 と蛍 光強度の 問に 良好 な 直線

関係 （相関係 tw　r＝1．ooo）が 得 られ た （Fig．3，　A を参照）．

本法 の 定量 及 び検出 限界 を，観察 さ れ る 蛍光強 度の 相対 標

準偏差 （RSD ，
　 n 　＝＝ 4）が 10％ 及 び 30 ％ を超え な い グ ル

コ ース 濃度 とし て 決定 した とこ ろ，そ れ ぞ れ 20mg ／dl

（RSD 　 ＝ 4．6％）及 び 5mg ／dl （RSD 　＝＝26．7％） で あ っ た．

GOD ／ACR 法 を亅血漿試料 A と B に 適用 し
， 作製 し た 検量

線 か ら血 糖値 を 決定 し た と こ ろ ，そ れ ぞ れ 10L1 及 び

］04．0　mg ／dlで あ っ た．ま た，こ れ らの 測定 にお ける RSD

（n ≡5） は そ れ ぞ れ L8 ％ 及 び 1．0％ で あ り， GOD ／AGR

法 は 優 れ た 同時 再現 性を有 す る こ と が 示 され た．一
方 ，

ト

リ ン ダ
ー

法 に よ り決定 した血糖値 は，血漿試料 A と B に

つ い て そ れ ぞ れ 94．5 及 び 93．6mg ／dl で あ り，GOD ／AGR
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F量g．3　Ef｝奄cts　of 　ascorbic 　 acid 　 oll　 calibration 　 curv ｛／g．
ob 町a玉rled 　fbr　glucosc　standard 　sollユtions 　b｝・GOD ／AGR

（A）and 　Trindeガs （B）訌nethods

Obta 皇ncd 　a丘er 　aq ，　standard 　sol 芝1t孟olls　of 　glucose （（）．］
ml ）were 　subject ．ed 　to　deproteinizati  1）procedure　with

aq ．　solutions 　of 　Ba （OH ）u （30　mM ，0．4ml ），ZnSO4 （62
「nM ，0・4　rni ） and 　 ascorbic 　acid （．a．O　mM ：   ，　O　mM ；

○，0．lml ）．

法で 得 た も の に比 べ て小 さ い 値 で あ っ た。

　3・4　ア ス コ ル ビ ン 酸の 影響

　既 に GOD ／ACR 法 に よ る グ ル コ
ー

ス 測定 は ア ス コ ル ビ

ン 酸，尿酸及 び ビ リ ル ビ ン に よ る 妨害を 受けな い こ と を報

告 して い る
17｝．した が っ て ，GOD ／ACR 法 と トリ ン ダー法

に よ り決 定 した血 糖 値 に お け る差 は，トリ ン ダー法 の 指示

反 応系が 血漿試料中の ア ス コ ル ビ ン 酸等 に よ り阻害さ れ た

こ と に起 因す る と 考え ら れ た．そ こ で ，血 液試料 中 に 最も

高濃度で 存在す る た め，妨害効果 に 対する 寄与が よ り大き

い と考 え られ る ア ス コ ル ビ ン酸の 両方法 に対す る影響 を比

12  
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F三g．4　Recovery　tests　foI・GOD ／AGR 　method

Obtained　a負cr 　aq ，　standard 　solutio 訌1s　of 　glucose　（0，｛
Inl ）wi 〔h　（○ ）or 　withOUt （  ）plasmu　（0ユ ml ）were

s呵 ectcd 竃．・ depro 【einizat ．ion　precedl・re　wj．th　aq ・solu −

tions　of 　Ba（OH ）2 （30   M ，0，41nl）and 　ZnSO4 （62　mM ，
0．4mD ．

較 した．ア ス コ ル ビ ン 酸溶液 を非 添加及 び添加 して 調整 し

た測定川 グ ル コ ース 標準液 に つ い て，両方法 に よ り検量 線

を作 製 した。そ の 結果 ， GOD ／ACR 法 で は ア ス コ ル ビ ン

酸 の 共存効 果 は ほ と ん ど観察 さ れ な か っ た （Fig．3，　A ）．
一

方 ， ト リン ダー
法 にお い て は ア ス コ ル ビ ン 酸 に よ る効果

は顕著 に現 わ れ，指示反 応の 阻 害 に よ る応答 の 滅少 が 観察

され た （F重g．3，B ）．し たが っ て ，トリ ン ダ
ー
法 に よ り決

定 した 血 糖値 が
，

GOD ／ACR 法 に よ り決定 した そ れ に 比

べ て小 さ くな っ たの は ， 血 漿試料中 に存在す る 還 元 性物

質，特 に ア ス コ ル ビ ン 酸の 妨害効果 に起因す る こ とが 示唆

さ れ た．

　3噌 　回収試験

　圃 収試 験 を GOD ／AGR 法 に つ い て 血 漿試料 G を用 い て

行 っ た．そ の 結果 を Fig．4 に示す．回収 曲線 と検量 線 が

良好 な 平 行 関 係 に あ り，検量 線 を用 い て 決定 した 血 糖値

（io7．  mg ／d1） と．そ れ らの 直線 の κ 軸 切 片 の 差 か ら求 め

た そ れ （106 ．6　mg ／dl）は 非 常 に 良 く
一

致 した．し た が っ

て ，GODfACR 法 が 確度の 高い 血糖値測定法で あ る こ と

が 示 さ れ た ．

　 3・6 安 定性

　 ア セ トニ トリ ル 中 で の ACR の 安定性 を評 仙 し た と こ

ろ ，室温 下 少 な くと も 6 か 月 問 分 解 す る こ と な く安 定 に

存在する こ とが 明 らか に な っ た．
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4　結
二”

　除 タ ンパ ク操作 を必要 とす る もの の GOD ／ACR 法が ，

トリ ン ダー
法 に 比 べ て，ア ス コ ル ビ ン酸等 に よ る 妨害 を受

け ない よ り確度の 高 い 血 糖値測定法 と して利用 で きる こ と

が 明 らか に な っ た e ま た，臨床検査試薬 の すべ て が 液状化

され つ つ あ る こ と を 考慮す る と，ACR の 高い 液状安定性

も GOD ／AGR 法 の 実用 の 可能性 を 期待 させ る．しか し ，

臨床分析へ の 実用性 を よ り高め る た め に は，ACR の 水溶

性 向上 を 目指 した 分 予 設計が 必 要で ある と考 え て い る ．現

在 ，
こ の 点 を踏 まえ て 更 に研究 を行 っ て い る．

　最後 に，本研 究は公 益 信託 三 菱化学研 究奨励 基金 及び 文部科学

省科学 研 究 費 補 助 金 （萌芽 的 研 究，12877353 ）の 援助の 下 に 行 わ

れ た こ とを記 して 深 謝す る．
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要 旨

　過 酸 化 水 素 に よ る ア セ チ ル レ ゾ ル フ ィ ン （ACR ）の 蛍 光 性化合物 レ ゾ ル フ ィ ンへ の 変換 反応 （ぺ ivヒ ドロ

リシ ス ）を指示反 応 と して 用 い る こ と に よ り，グ ル コ ー
ス オ キ シ ダーゼ （Gぐ）D ） の み を用 い て グ ル コ ース

分析が で き る こ とを最近 著者 らは 見 い だ した．本研究で は こ の 蛍光指示反応系 の 血糖値測定に お け る 有効性

を評 価 した．本手法の 血 し ょ う試 料 へ の 適 用 は，硫酸亜 鉛／水酸化バ リ ウ ム を用 い る 除 タ ン パ ク操作並 び に

低濃度つ ま り 10mM の リ ン 酸緩衝 液 で 調 製 した GOD 溶液 を用 い る こ と に よ り可能 で あ っ た．そ の GOD

溶液 の 使用 に よ り，ACR 共存
．
Fで の 除 タ ン パ ク処 理 した 試料 の 酵素反応中に おける 析幽物 の 生成が 揶制 さ

れ た だ けで なく，ACR の ペ ル ヒ ドロ リ シス を蛍 光 指示 反応 と して 用い る 過酸化水素分析 の 感度が 向．ヒした．

本法 は グル コ
ー

ス 濃度 0〜蹄 0   gバ 00ml の 範囲 で 良好 な検量 線 （相関係数，］．．OOO） を 与え た．血 漿試料

の グ ル コ
ー

ス 分析 は 相対標 準偏 差 2％ 以 下 で 行 うこ とが で き，本 法 が 優 れ た 同時再現性 を有す る こ とが示 さ

れ た．本法で 得 た 血 糖値 は， ト リ ン ダー法に よ り決 定 した 値 に比 べ て 多少 大 きい 値 で あ っ た．ア ス コ ル ビ ン

酸の 添加効果 の 評価及 び 回収試験 を行 っ た 結 果 か ら ， 両 法で 得 た血L糖値問の 差 は トリ ン ダ
ー
法 の 確度の 低 さ

に 由 来 す る こ とが 示唆 され た．こ れ らの 結果並 び に ア セ トニ トリ ル 中 に お ける ACR の 優れた 液状安定性 を

考慮す る と，GOD ／AGR 法が妨害物質 の 影響 を受けに くい 確度の 高い 血 糖値測定法 と し て の 実用性 を有 し

て い る と考 え られ る，

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


