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　The 　 applicability 　of 　a 　 rcsazurin ／glucosc　dehydrogenasc ／β一nicotinamide 　 adenine 　dinu−

cleotide ／diaphorase　system 　as 　a　fluorometric 　indicator　reaction
　for　the 　dctermination　of 　blood

glucose　was 　explored ．　This　indic 喚
tor 　reaction 　is　bascd　on 　the　generation　of 　nuorescent

resorufin 　from　resazurin 　through 　an 　enzymatic 　reaction 　initiated　by　the　addition 　of 　glucose．　 A

fluorometric　method 　with 　the　indicator　reaction 　afR ）rded 　a　calibration 　cu 【ve 　over 　a　glucose　con −

ccntradon 　of 　range 　between　10　and 　5000　pg／100　ml ，　and 　was 　successfU1 且y　capitalized 　in　a　glu−

cosc 　determination　of 　a　plasma　Without 　a 　deproteinization 　procedure，　where 　the 　relative 　stan −

dard 　deViation （n ＝ 10）was 　less　than 　2％．　In　addition ，　ascorbic 　acid ，　even 　in　large　excess ，　had

almost 　no 　adverse 　 effect 　on 　the 　indicator　reaction ．　 It　was 　fbund　 that　the　fluorescence　due 　to

resorufin 　is　quenched 　by　resazurin ，血 e　extent 　of 　which 　depends　on 止 e　concentration 　ratio

between 　resorufin 　and 　resazurin ：when 　the 　ratio 　was 　1 ： 20，　the 　original 　fluorescence　intensitア
was 　quenched 　by　more 　than 　90％ ．　 Thus ，　it　is　of 　great　interest　to　givc　a　warning 　that　the　initial

concen ロation 　of 　resazurin 　is　an 　important　detemlinant 　of 　the 　sensitivity 　in　fluorometry　with 　the

reducdon 　of 　resazurin 　to　resorufin 　as　a　general　indicator　reaction ・

κりω oπお ： reduction 　of 　resazurin ；indicator　rcaction ；fluorometric　analysis 　of 　glucose ；blood

　　　　　 glucose；91ucose　dehydrogenase・

1 緒 言

　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，指示酵素 と して ペ ル オ

キ シ ダーゼ （POD ） を用 い る グ ル コ
ー

ス オ キ シ ダーゼ ／

POD 法
2）『4）

と，デ ヒ ド ロ ゲ ナ ーゼ を用 い る ヘ キ ソ キ ナ ー

ゼ／グ ル コ ース ー〔トリ ン酸脱水素酵素法
5）6）

及 び グル コ ー
ス デ

ヒ ドロ ゲ ナ ーゼ 法
7，s）

が あ る．　 POD 共存下 で の 過酸化水素

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 に よ りβ一ニ コ

チ ン ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド （NAD
’

） か ら生 成す

゜
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る そ の 還 元 体 （NADH ） に 由 来 す る 340　nm に お け る 吸 光

度の 変化量 を測定す る 後者 は，生 体 成 分 に よ る影響 は 少 な

い と言 われ て い る ．しか し，溶血 や 乳 び に よ る影響 を受 け

る可 能性 が あ る 検出波長並 び に 検 出 感度 に 改 善 の 余 地 が あ

る．後者 の こ の 問題点 の 解 決 は ，ジ ア ホ ラ
ーゼ 共 存 下 ，

NADH に よ る 還元的色素生成 を 指示反 応 と し て 組 み 込 む

こ と に よ りこ れ まで 試み ら れ ，既 に 様 々 な テ トラ ゾ リ ウ ム

塩 が 優 れ た 還 元 系色原体 と して 開発 され て い る．

　一方，レ サ ズ リ ン が テ トラ ゾ リウ ム 塩 と同様に NADH ／

ジア ホ ラ
ーゼ 系に よ り蛍光色素 レ ゾ ル フ ィ ン に 還 元 さ れ る

た め ，
レ サ ズ リ ン ／デ ヒ ドロ ゲ ナ

ーゼ ／NAD
’

／ジ ア ホ ラー

ゼ系 が 様 々 な 生体成分 の 蛍光指示反応 と して 利用 で きる こ

と は 既 に 報告 さ れ て い る
9 ，1°）．しか し，グ ル コ ー

ス デ ヒ ド

ロ ゲ ナ ーゼ （GlcDH ） が 入手容易 に もか か わ らず，本指
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Fig・1　　Enzyrnatic　reducdon 　of 　resazurin 　to　resorufin

as 　a 伽 orometric 　indicator　reaction

示 反 応系 は グ ル コ ース 分 析 に は応 用 され て い ない ．そ こ で

著者 らは ，
レ ゾ ル フ ィ ン 及 び そ の 誘導体 を用 い る新規蛍光

分 析 法 の 開 発 研 究
11 ）
− 14 ）

の
一

環 と し て ， レ サ ズ リ ン ／

GlcDH ／NAD
＋
／ジ ア ホ ラ

ーゼ 系 の 血 糖値分析 に おける 指示

反応 と して の 可 能性を 評価 し た （Fig ．1）．その 結果，本

蛍 光 分 析 法 が 除 タ ン パ ク 操作 を必 要 と し な い 血 糖値測定法

と な る こ と を見 い だ した ．また，分析条件 を検討 した際 ，

レ ゾ ル フ ィ ン の 蛍 光 が レ ゾ ル フ ィ ン に 対 して レ サ ズ リ ン が

大 過 剰 存 在す る と消光 さ れ る こ と，つ まりレ サ ズ リ ン の レ

ゾ ル フ ィ ン へ の 還 元 を 指示反応 と して 用い る 分析法 の 感度

は，レサ ズ リ ン の 初期濃度 に よ っ て 左右 される 可能性 が あ

る こ と を初 め て 明 ら か に した．今 回 ，
こ れ らの 結 果 に つ い

て 報告す る．

2　実 験

　 2・1 試 　薬

　100mM リ ン 酸緩衝液 （pH 　7．4 ） は，リ ン 酸水素ニ ナ ト

リ ウ ム ．（和光純薬） ll ．50g 及 び リ ン 酸 二 水素 ナ トリ ウ ム

ニ 水和物 （和光純薬）2．96g を脱塩蒸留水 1000　m1 に溶解

し調製 した．レ サ ズ リ ン 溶液 （20 μM ）は レ サ ズ リ ン ナ ト

リ ウ ム （和光純薬）5．02mg を リ ン 酸緩衝 液 1000　ml に 溶

解 して 調製 した．NAD
＋
溶液 （2．O　mM ）は NAD

＋

（和光

純薬） 132 ．7mg を リ ン 酸緩衝液 100　ml に溶 解 して 調製 し

た．GlcDH 溶液 （2．O　U ／m1 ）は GlcDH （EC 　1，1．1．47，和

光純薬，76U ／mg ，バ チ ル ス 属 製）2．63　mg を リ ン 酸緩衝

液 100ml に 溶解 して 調製 した ．ジ ア ホ ラ
ーゼ 溶液 （10

U ／ml ） は ジ ア ホ ラーゼ （EC 　l．6．99．X ，和光純薬，478

U ／mg ，ク ロ ス トリ ジ ウ ム ク ル イ ベ リ製）2．09　mg をリ ン

酸緩衝液 100m1 に 溶解し て 調 製 した ．グ ル コ
ー

ス 標準液

及 び ア ス コ ル ビ ン 酸溶液 は，グ ル コ ー
ス 及び ア ス コ ル ビ ン

酸 （以上，和光純薬）を 脱塩 蒸留水 で 溶解又 は希釈 して 調

　2 ・2 血 し ょ う試料

　使用 目的を説 明 した 上 で 同 意 を得 た 健 康 な ボ ラ ン テ ィ ア

2 人 か ら 血 液 を真空採 血 管 （テ ル モ ，ベ ノ ジ ェ ク ト II） に

採血 し，4℃，3000rpm で 10分 間遠心分離す る こ と に よ

り得 た 上 澄 み を，脱 塩 蒸 留 水 に よ り 100 倍希釈 し
， そ れ

ぞ れ を血 し ょ う試料 A 及 び B と して 用 い た．

　2・3　 グル コ ー
ス の 定量

　測定 は ペ ル チ ェ 式恒温 セ ル ホ ル ダ ー （日本分 光 ， ETC −

272＞を 装着 した 分光蛍光光度計 （日本分光，FP −750）を

用 い て ，励起波長 568 　nm
， 検 出 波 長 582　 nm ，温度 25℃

で 行 っ た．測定用 セ ル に レ サ ズ リ ン 溶液 ， GlcDH 溶液，

ジ ア ホ ラ
ーゼ 溶液，NAD

＋

溶液 を そ れ ぞ れ 0．7ml ずつ 注

入 し ，グ ル コ ース 標準液 又 は 血 し ょ う試料 を 0，2m1 注入

し，そ の 10 秒後 か ら 5 分 間蛍 光強度 を経時的 に 測定した．

そ の 5 分 間 に 観測 され た 蛍 光 強 度 の 増加 量 を グ ル コ ース

由 来 の 応 答 と し て 用 い た．4 ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン 及 びフ ェ

ノ ール を用 い る トリ ン ダー
法 に よ る グ ル コ

ー
ス の 定量 は，

既 報
14 ｝

の 方法 に 従 い 行 っ た．

　2・4　レ ゾル フ ィ ン 由来 の 蛍光強度 に 対す る レ サズ リン

濃度 の 影響

　 レ ゾ ル フ ィ ン （10nmol ）及び レサ ズ リ ン （0， 2， 10， 20，

100 ， 200nmol ） を 含 む リ ン 酸緩衝溶液 3．O　ml に つ い て

25℃ に お け る蛍 光強度 （励起波長 568　nm ，検 出 波 長 582

nm ） を 測定 し，消光現象を評価 した．

　 2・5　 ア ス コ ル ビ ン 酸の 影響

　脱塩 蒸留水 を用 い て 調製 した グ ル コ ース （2．Omg ／100

m1 ）及 び ア ス コ ル ビ ン 酸 （O，20，100，500 μM ）を 含 む

水溶液 O．2　ml に つ い て 2・S と 同 様 な測 定 を行 い ，ア ス コ

ル ビ ン 酸 の 添加効果を評価 した．

3 結 果 と考察

　 3・1 試液濃度の 設定

　本指示反応 を最適化す る た め レ サ ズ リ ン ，GlcDH ，ジ

ア ホ ラ ーゼ 及 び NAD
＋

の 濃 度 の 影 響 に つ い て ，5．O　mg ／

100ml 又 は 1．Omg ／100m1 グ ル コ ー
ス 標準液 を用 い て 評

価 した．そ の 結果 を Fig．2〜5 に 示 す．得 られ た グ ル コ
ー

ス 由来 の 応答 は GlcDH 濃 度 が 高 い ほ ど よ り大 き くな っ た

が ，ジ ア ホ ラーゼ 及 び NAD
’

の 場合 で は，あ る 濃度以上

で は 感度 の 増加 は見 られ な か っ た．こ れ ら の 結果 よ りグ ル

コ ース の 定 量 に は 2．O　U ／ml の GlcDH 溶液，10U ／ml の

ジ ア ホ ラーゼ 溶 液 ， 2，0mM の NAD
＋

溶液 を用 い る こ とに

した．レ サ ズ リ ン 濃度の 影 響 に つ い て は 非常 に 興 味深 い 結
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Fig．2　RelatiQnship　between 　GlcDH 　concentration
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Amix 【ure 　 of 　resazurin （20 μM ，0，7　ml ）， GlcDH （0，7
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＋

ml ），diaphorase （10U ／ml ，0，7　ml ），　NAD 　（2．OmM ，
0．7m1 ）and 　glucose（5．O　mg ／100　ml ，0．2　ml ）was 　incu−
bated 　at　25℃ fbr　5　min ．　 Excitation　and 　emission

wavelengths 　were 　568　and 　582　nm ，　respecdvely ，
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Fig ．4　Relationship 　between 　NAD
＋
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and 　increment　in　fluorescence　intensitアobserved 　dur−

ing　the 　enzymadc 　reaction

Amix しure 　 of 　resazurin （20 μM ，0．7　ml ），　G 塾cDH （2．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 十
U ／m1 ，0．7ml），　dlaphorase（10　U ／ml ，　O．7　ml ），　NAD

（0．7ml ） and 　glucose （5．O　mg ／100 　ml ，0，2　ml ） was

incubated　a 【25℃ for　5　min ．　 Excitation　and 　emission

wavelengths 　were 　568　and 　582　nm ，　respectively ，
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Fig．3　Relationship 　between　diaphorase　concen ［ra −

don 　and 　increment 　in　fluorescence　intensity　observed

during　the　enz アmatic 　reacti （〜n

Amixture 　of 　resazurin （20　UM ，0．7　ml ），　GlcDH （2．0
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＋

U ／ml ，0．7ml ），　diaphorase （0，7　ml ），　NAD 　（2．O　mM ，
0，7m1 ）and 　glucQse （5．O　mg ／100　ml ，0，2　m 豊）was 　incu−

bated　at　25℃ for　5　min ，　 Excita匸ion　 and 　 emission

wavelengths 　were 　568　and 　582　nm ，　respectively ，

果を得 た．Fig．5 に 示す よ うに 2 種類 の 濃度 の グ ル コ ース

標準液 の い ず れ を用 い た 場合 に も，高濃度 の レサ ズ リ ン 溶

液を用 い る と蛍光応答の 減少が観測 され た．こ れ らの 結 果

か ら，レ サ ズ リ ン 溶液 の 濃度 は 10 μM が 最適で あ る と考

え られ た．しか し ， よ り高濃度の レ サ ズ リ ン 溶液 を用 い た

場合 ， よ り高濃度の グ ル コ ース 分析が本手法 に よ り可能 に
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Fig．5　 Relationship　between 　resazurln 　concentratlon

and 　increment 　in　fluorescence　intensity　observed 　dur−

ing　the 　enzymatic 　reaction

A 　mixture 　of 　resazurin （0，7　ml ），GlcDH （2，0　U ／m 且，0．7
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＋

m1 ），diaphorase （10　U ／ml ，0．7ml ），　NAD 　（2，0　mM ，
0，7m1）and 　glucose（5．O　mg ／100　ml ，● ；1．O　mg ／100

m1 ，0 ； 02 　ml ）was 　 incubated　 a 【 25℃　f（）r　5　min ．

Excitation　and 　emission 　wavelengths 　were 　568　and 　582

nm ，　respectively ・

な る と期待 さ れ た．した が っ て ，わず か に感 度 は 低下 す る

と 考え ら れ る が ，20μM レ サ ズ リ ン 溶 液 を 本 酵素 分析法

に用 い る こ とに し た ．
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Amixture 　of 　resazurin （20 μM ，0．7　ml ），　GlcDH （2．O
U／m1 ，0．7　ml ），diaphorase （10　U ／m1 ，0．7mD ，　NAD

＋

（2，0mM ，0．7ml）and 　glucose（0，2　mD 　was 　incubated

at　25℃ for　5　min ．　Excitation　and 　emission 　wave −
1engths　were 　568　and 　582　nm ，　respecdve1 ア

．

　3・2　高濃度 レ サ ズ リン に よ る 蛍 光 消 光 現象

　前述の 結果 は ，
レサ ズ リ ン に よ っ て レ ゾ ル フ ィ ン由来 の

蛍光が消光 され る こ とを示 唆 して い る．そ こ で レ ゾル フ ィ

ン 由来の 蛍光強 度 に対 す る レサ ズ リ ン の 添加効果 を検討 し

た．Fig．6 に示 す よ うに ， レゾ ル フ ィ ン 由来の 蛍光強度 は

レ サ ズ リ ン の 添加濃度 の 増加 と と もに 減少 した ．こ れ まで

レ サ ズ リ ン の レ ゾ ル フ ィ ン へ の 還 元 反応 が ，NADH 分 析

に お ける 指示 反 応 と して しば し ば利用され て い る が ，
こ の

よ うな消光 現象は 全 く報告 さ れ て い ない ．Fig．5 と 6 の 結

果 は ，レ サ ズ リ ン の レ ゾ ル フ ィ ン へ の 変換 を 指示反 応 と し

て 利 用 す る場合，レ サ ズ リ ン 試液 の 濃度設定が そ の 分析 法

の 感度 に多大 に 影響す る こ と を示す もの で あ り，非 常 に 興

味 が も た れ る．な お ，現在 の と こ ろ 観察 さ れ た 消 光 現象

は ， レサ ズ リ ン と レ ゾ ル フ ィ ン 間に お ける π一π コ ン プ レ ッ

ク ス の 形成 に 基 づ くと推定 して い るが ，そ の 詳細 は不 明 で

あ る．

Table　 l　 Effects　of 　ascorbic 　 acid 　 on 　increment　 of 　flu−

　　　　 orescence 　intensity　 observed 　during　a　 mix −

　　　　 ture　of 　resazurin ．　GlcDH ，　diaphorase，　NAD
＋

　　　　 and 　glucose　was 　incubated 　 at　25℃ for　5
　　　　 mina

）

Concentration　added ／pM Relative　intensity，％

　 020100500 100．OlO3
，5100
．2973

　3・3　 血 糖値 の 測定

　本 指 示反応 系 に よ りグ ル コ ース 標準溶液を用 い て 検量線

を作成 し た と こ ろ，10〜5000 μg／100　ml の 範囲 で 良好 な

直線関係 （相関係数，0．9999 ）が 得 られ た （Fig．7）．本法

を 単 に 100 倍 に 希釈 し た だ け の 血 し ょ う試 料 A 及 び B に

適用 し，作成 した検量線か ら血糖値 を決 定 した と こ ろ，そ

れ ぞ れ 912 及 び 80．9　mg ／100　ml で あ っ た．ま た，こ れ ら

の 血 糖値測定 に お け る 相対標準偏 差，RSD （n ＝10） は そ

れぞれ 】．75 及 び 2．87％ で あ り，本 法 は優 れ た 同時再現性

を有す る こ とが 示 さ れ た．一
方 ，フ ェ ノ

ール 及 び 4 ア ミ

ノ ア ン チ ピ リ ン を用 い る トリ ン ダー
法 に よ り決定した 血糖

a）The 　conditions 　are 　the 　same 　to しhose　in　Fig．7　except 　that

g皇ucose （2．O　Ing ／100　n1 亙，0．2　ml ）was 　used ．

値 は，血 し ょ う試料 A と B に つ い て そ れ ぞ れ 98．4 及 び

85．5mg ／100 　ml で あ っ た．こ れ ら の 結果 に よ り，トリ ン

ダー
法 に 比べ て 6％ 程度低 い 血 糖 値 を与 え た が ，本蛍光分

析 法が 満足すべ き確度 を有 し て い る こ とが 示 さ れ た．

　3・4　ア ス コ ル ビ ン酸 の 影響

　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 影響

を検討 した．ア ス コ ル ビ ン 酸 を非添加又 は 添加 したグ ル コ

ー
ス 標準液 （グ ル コ ース 2，0mg ／100　ml ） を試料 と して 用

い て
， 同 様 に 測 定 を 行 っ た．その 結果 を Table　l に 示 す．

0〜500 μM の 濃度 範 囲 で ア ス コ ル ビ ン 酸が共存 して も，

蛍光強度変化 に は ほ と ん ど影響 は な か っ た ．血 液 中 の 標 準

的 な ア ス コ ル ビ ン 酸濃度が 0，lmM 以下 で あ る こ と，並 び

に 本分析 法 は 100 倍希釈の 血 し ょ う試料 に 適用 で きる こ

N 工工
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と を考慮すれ ば，血 糖値測定 に 適用す る 上 で ア ス コ ル ビ ン

酸の 妨害は 本指示反応 系 に 対 して ほ とん ど な い と言 え る．

4　結 言

　 レ サ ズ リ ン，GlcDH ，
　 NAD

＋
及 び ジ ア ホ ラ

ーゼ か らな る

指示反応系を用 い る 蛍光 グ ル コ
ー

ス 分析法 が，除 タ ン パ ク

操 作 を 必 要 と しな い ，高感度な 血 糖測定法 と して 利用 で き

る こ と を明 らか に した．また ，
レサ ズ リ ン か らレ ゾ ル フ ィ

ン へ の 変換 反 応 は，NADH の 検出 に 古 くか ら用 い られて

い る が，レ ゾ ル フ ィ ン 由 来 の 蛍 光 強 度 は レ サ ズ リ ン の 共存

に よ り消光 され る た め ，
こ の 還 元 反 応を指示反応 と して 用

い る場合，レサ ズ リ ン 試 液の 濃度 に 対 して 十分 に注意を払

うべ きで あ る こ と も明 らか と な っ た．

　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

　 レ サ ズ リ ン，グル コ
ー

ス デ ヒ ドロ ゲ ナ
ーゼ，β・ニ コ チ ン ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド及 び ジ ア ホ ラーゼ

か らなる 指示反応系の 血糖値測定 に お け る有効性 を 評価 した ．酵素反応 に よ っ て レサ ズ リ ンか ら生成す る レ

ゾル フ ィ ン 由来 の 蛍光強度変化 の 測定 に 基 づ く本 グ ル コ
ー

ス 分析法 は，グ ル コ ー
ス 濃度 10〜5000 μg／100

m1 の 範 囲 で 良好 な 検量線 （相 関 係数，0．9999） を与 え た．本法 を 血 し ょ う試 料 に 適 用 した と こ ろ，除 タ ン

パ ク操作す る こ と な く，相対標準偏差 3％ 以 下 で 血 糖値測定 が 可 能 で あ っ た．本 指 示 反 応系 は ア ス コ ル ビ ン

酸 の 共存効果 を ほ と ん ど 受 け な か っ た ．また，レ ゾ ル フ ィ ン 由来の 蛍 光 が，レ ゾ ル フ ィ ン に 対 して レ サ ズ リ

ン が 大 過 剰存在する と消光 され る こ と を見 い だ し た．消光 は レ ゾ ル フ ィ ン と レ サ ズ リ ン の 濃 度 比 に依 存 し，

濃度 比 が 1 ：20 の ときに は蛍光強度 は 90％ 以上減少 した．すなわ ち，レサ ズ リ ン の レ ゾ ル フ ィ ン へ の 変換

を指示 反 応 として 用 い る 蛍光分析法 の 感度 に 対 して ，レ サズ リ ン の 初期濃度が 非常 に重要な 決定 因子 で あ る

こ とを 初 め て 明 らか に した ，
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