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Ⅰ．はじめに

　生体試料成分を分析する生化学検査には、化
学法、免疫法、酵素法があり試料の性質によっ
て使い分けられている（Fig. 1）。化学法は、試
料中に比較的存在量が多く低分子のカルシウム
イオンや鉄イオンのような無機質の分析に用い
られ、OCPC、Bathophenanthroline、Nitroso-PSAP
等が発色試薬として使われている。一方、免疫
法は、ホルモンや抗体など試料中にわずかに存
在する高分子のタンパク質が対象となり、化学

発光のような高感度分析法が採用されている。
化学法と免疫法の中間に位置するのが酵素法
で、試料中の有機成分が測定対象となり、酵素
の特異的反応を利用し有機発色色素による検出
へと導かれる。酵素としては主に酸化酵素（オ
キシダーゼ）または脱水素酵素（デヒドロゲナー
ゼ）が、検出には酸化還元発色色素が用いられ
る。酵素法は基質特異性が高くかつ多種多様な
酵素が入手可能であるため、現在臨床分析法の
主流となっている。
　本稿では、まず酵素法で用いられる酸化還元
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発色色素の開発について、続いて免疫分析用試
薬について紹介していく。
　酸化還元発色色素の開発は一言でいうと「色
素の水溶化」との戦いであった。測定対象が体
液（水）であるため、水系での測定となる。オ
キシダーゼの発色基質であるフェノールおよび
アニリンや、デヒドロゲナーゼの発色基質であ
るテトラゾリウム塩から生成されるホルマザン
は水に難溶で沈殿するため、測定セルやチュー
ブ等の汚染が大きな問題となっていた。当社で
はこれらの色素の水溶化にいち早く取りくみ、
水溶性の酸化還元発色色素（新トリンダー試薬
およびWST色素）を開発してきた。開発した
色素は、いずれも高水溶性で測定セルやチュー
ブ等の汚染を回避できた。還元発色色素である
WSTは、臨床診断薬用試薬のみならず細胞増
殖・毒性試験用試薬、細菌の薬剤感受性測定用
試薬、スーパーオキシドジスムターゼ（SOD）
様活性測定用試薬、細胞内代謝活性測定用試薬
等適用の幅を広げてきた。現在もさらなる用途
の拡大を目指した開発を進めている。
　これからは、「より特異的な」、「より迅速な」、「よ
り高感度な」検査技術の開発がますます要求される
と推測する。現在、当社で取り組んでいる免疫分
析の高感度検出法およびSelf-Monitoring of Blood 
Glucose（SMBG）やContinuous Glucose Monitoring
（CGM）への応用を目指した電子メディエータの開
発についても紹介する。

Ⅱ．酸化還元酵素反応の原理

　酸化還元酵素は、試料中の特定の分子と反応

し過酸化水素または還元型ニコチンアミドアデ
ニンジヌクレオチド（NADH）を産生する（Fig. 
2）。具体的には、オキシダーゼにより基質が酸
化され過酸化水素を生成し、生成した過酸化水
素はペルオキシダーゼ（POD）存在下、酸化発
色色素（無色）を共存させると、酸化反応によ
り有色の色素を生成する。一方、デヒドロゲナー
ゼに補酵素の酸化型ニコチンアミドアデニンジ
ヌクレオチド（NAD+）を共存させ、測定対象
物質と反応させると、NADHを生成する。
NADHはジアホラーゼまたは1-methoxy PMSに
代表される電子メディエータ存在下、テトラゾ
リウム塩色素（無色）を還元し有色のホルマザ
ン色素を生成する。いずれの場合も生成した色
素の量を分光光度計で測定することで、測定対
象分子の量（濃度）を推し量ることができる。
特異性が高く簡便に測定できることが汎用され
ている所以である。

Ⅲ．酸化発色試薬の開発

1．酸化発色試薬開発の黎明期
　オキシダーゼによる酸化発色の系は、グル
コースオキシダーゼを使ったグルコース測定に

Fig. 1 生体成分の分析法
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Fig. 2  酸化還元酵素反応の原理

試料

生成物

酸化還元酵素酸化還元酵素

H2O2 / NADHH2O2 / NADH

目的分子

E

E

E



－ 79 －

生物試料分析 Vol. 47, No 2 (2024)

端を発した。ベンジジン誘導体のo-tolidineや
o-dianisidineを発色色素として用いたが1,2)、色素
が発がん物質であること、安定性が悪いことお
よび水溶性に乏しいなどの問題があったため、
汎用までには至らなかった。1969年、Trinderは、
フェノールと4-aminoantipyrine (4-AA)などのカ
プラーとの酸化的カップリング反応を利用し、
グルコースを測定した（Fig. 3）3)。フェノール
および4-AAは、非発がん性でありかつ空気お
よび光に対する安定性が向上し、先のベンジジ
ン化合物を大きく改良することができた。フェ
ノール/4-AAを用いた測定試薬はトリンダー試
薬と呼ばれるようになり、Allain4)、Pesce5)らは
コレステロール、Kabasakalian6)、Fossati7)らは尿
酸、水野8)らは脂肪酸の測定へと測定項目を広
げた。
　Trinder試薬は、フェノール以外にアニリン化
合物も試されるようになり、GochmanらはN,N-
ジメチルアニリンによる尿酸の測定を報告した
9)。カプラーとしては4-AAの代わりに3-methyl-
2-benzothiazolinonehydrazone (MBTH)を用い、高
感度/長波長測定を実現した。しかしMBTHは、
水溶液中では不安定で試薬ブランクの上昇を引
き起こすため、MBTHより感度は低く測定波長

は短波長であるが、安定性のよい4-AAがカプ
ラーとして使用されるようになった10)。

2．新トリンダー試薬の誕生
　フェノールまたはアニリンと4-AAとの酸化
発色体の極大吸収波長は500–550 nmである。こ
の波長領域は、血液検体の溶血によるヘモグロ
ビンや乳びの吸収と重なり測定値に正誤差を与
える。またフェノール、アニリンおよび生成し
た酸化発色体は水溶性が乏しく、界面活性剤等
の溶解剤を試薬溶液に加えておく必要がある。
　玉奥らは、アルキルスルホン酸やヒドロキシ
スルホン酸をアニリンの窒素に導入し、水溶性
の向上を試みた11,12)。さらに芳香環の特定の位置
にメチル基やメトキシ基を導入することで、
4-AAとの酸化発色体の長波長化を実現した。ス
ルホン酸を導入したことにより、フェノールや
アニリンより水溶性は格段に向上し取り扱いや
すくなった。また置換基の種類および導入位置
を最適化することで、MAOSのように4-AAとの
酸化発色体の極大吸収波長が600 nm以上を達成
することができた。これらのアニリン化合物は、
新トリンダー試薬として種々の生化学検査項目
に採用されている。表1に新トリンダー試薬の
構造、4-AAとの酸化縮合体の極大吸収波長およ
びモル吸光係数を示す。

3．ロイコ型酸化発色試薬
　新トリンダー試薬は、トリンダー試薬の性能
を大きく向上したが、溶血や乳びの影響を完全
に排除するにはさらなる長波長化が必要である
ことと、測定項目によっては感度が足りないと

Fig. 3   4-aminoantipyrineとphenolの酸化的カップリ
ング反応

 　Ph：フェニル基
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Table 1  4-AA/新トリンダー試薬の呈色

略名 X R1 R2 R3 lmax e x 104 *

ADOS OH H OCH3 C2H5 542 nm 2.72

ADPS H H OCH3 C2H5 540 nm 2.79

ALPS H H H C2H5 561 nm 4.13

DAOS OH OCH3 OCH3 C2H5 593 nm 1.75

HDAOS OH OCH3 OCH3 H 583 nm 1.73

MAOS OH CH3 CH3 C2H5 630 nm 2.25

TOOS OH H CH3 C2H5 555 nm 3.92

TOPS H H CH3 C2H5 550 nm 3.74

Table 1

* ペルオキシダーゼ存在下、4-AAと酸化反応した時の値
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いう課題があった。これらを解消するために
DA-67が開発された。DA-67は、1．メチレン
ブルーを母核とした自己酸化発色型色素のため
4-AAのようなカプラーを必要としない、2．過
酸化水素1分子により酸化発色体が得られるた
め、2分子の過酸化水素が必要なカプラーを使
う系の2倍の感度（過酸化水素換算）が得られる、
3．酸化発色体であるメチレンブルーの極大吸
収波長は666 nmと長波長であるため生体成分
の吸収を排除できる、4. モル吸光係数が大き
いため微量成分の検出が可能（モル吸光係数; 
DA-67: 95,000、DAOS: 17,500 (4-AAとのカップ
リング）、TOOS: 39,200 (4-AAとのカップリン
グ））という特長があるが、一方で光に対する
安定性が低いという課題があった。
　野口らはDA-67の誘導体（KN-301、KN-302）
を合成し、光安定性の向上を図った13)。KN-301
およびKN-302を用いて尿酸の定量性を検討し
たところ、いずれもDA-67と同等の感度が得ら
れかつ試薬ブランクは低く、光安定性の向上が
図られた（Fig. 4）。DA-67の代替として期待さ
れる。

Ⅳ．還元発色試薬の開発

1．染色試薬としてのテトラゾリウム塩
　還元系発色色素としては古くよりテトラゾリ
ウム塩が使われてきた。テトラゾリウム塩は19
世紀末、Pechmannにより最初の報告がされた14)。
1942年にLakonは、2,3,5-triphenyltetrazolium chloride 

(TTC, Fig. 6)を用い、植物の種子の発芽力とTTC
による胚の染色が相関することを報告した15)。
TTCはさらに大腸菌や乳酸菌等、細菌の活性測定
へと応用された16,17)。時を置いて1983年、Mosmann
は、3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-
tetrazolium bromide (MTT)を用い哺乳類培養細胞の
増殖能を測定するMTT assayを開発した18)。いず
れも、テトラゾリウム塩が生体中のデヒドロゲ
ナーゼと補酵素を介して還元され、有色のホル
マザン色素を生成する反応を利用したもので
あった（Fig. 5）。
　1950年代になると、ホルマザン色素の不溶性・
沈着性を利用し、組織染色のためのテトラゾリ
ウム塩の開発が進められた。Fig. 6に示す
INT19)、NTB20)、TNTB21)が組織学分野で使用さ
れるようになった。

2．臨床診断薬への利用―NTBからWSTへ
　1960年代に入ると、テトラゾリウム塩は用途
を臨床検査の分野へと広げた。Nachlas22,23)らや
Babson24)らは、INT、NTBを用いてコハク酸脱
水素酵素および乳酸脱水素素酵素活性の測定を
行った。反応スキームをFig. 5に示すが、NAD+

を補酵素、phenazine methosulfate (PMS)をメディ
エータとして採用した。テトラゾリウム塩の水
溶液は、中性領域では無色から微黄色である。
微黄色のテトラゾリウム塩が還元され濃色のホ
ルマザンを生じることから、試薬ブランクを考
慮することなく測定できる。また反応に酸素を
必要としないことから、オキシダーゼでの分析

Fig. 4  KN-301、KN-302による尿酸の測定
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のように酸素欠乏による高濃度のサンプル領域
で検量線が頭打ちすることがなく、かつ生体内
マトリックスの影響を受けにくいといわれてい
る。しかし、現在、検査はオキシダーゼを使う
分析が主流である。一つにはオキシダーゼがデ
ヒドロゲナーゼより安価で容易に入手できるこ
とが考えられる。さらにホルマザンが不溶性の
沈殿物として析出し、分析装置のセルやチュー
ブへの沈着による汚染が起こるからである。界

面活性剤等の分散剤を添加する工夫がされてい
るが、それでも汚染は完全に解決されていない。
そのためオキシダーゼでの測定が困難なLDH、
中性脂肪および胆汁酸等の測定に利用されてい
るに過ぎない。
　ホルマザンに水溶性を保持させるため、石山
らは水溶性基としてスルホン酸を導入した
WST (Water-Soluble Tetrazolium salt)色素を開発
した25-28)。WST色素の構造をFig. 7に、WSTホル

Fig. 5  脱水素酵素によるテトラゾリウム塩の還元反応
 　Ar：アリール基Fig. 5

Fig. 6  テトラゾリウム塩化合物
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Fig. 6

Fig. 7  WST色素Fig. 7

WST-9 WST-5

WST-4



－ 82 －

生 物 試 料 分 析

マザンの特性をTable 2に示す。いずれのWST、
そのホルマザンとも高水溶性を保持し、測定中
にホルマザンの沈殿を生じることはなく、INT
やNTBが抱えていたホルマザンの不溶性という
問題を解決した。
　Fig. 8に、WST-1およびWST-5のNADHによる
還元反応の結果生じたホルマザンの吸収スペク
トルを示す。添加するNADH量の増加に伴って
生成するホルマザン量も増加し、これらの間に
は良好な相関が得られた。
　次にNTBを比較対象とし、乳酸の定量分析を
行った（Fig. 9）。WST-1、WST-3、WST-8すべ

てで乳酸濃度と吸光度との間に良好な直線関係
が得られたが、NTBは乳酸が高濃度の領域で頭
打ちの傾向が見られた。生成する不溶性のNTB
ホルマザンを分散させるためにTriton X-100を
添加したが、それでも分散が十分でなかったた
めに起こったものと推測される。NTBホルマザ
ンの吸光度測定後のセルは薄赤紫色に染色され
ていたが、WSTは全く染色されなかった。高
水溶性を保持するWSTはホルマザンの測定系
への汚染がないことから、現在一部の検査項目
で採用されている。

Fig. 8  WST-1およびWST-5とNADHとの還元反応 

NADH was added to a mixture of WST (0.1 mmol/L) and 1-methoxy PMS (5 μmol/L) in 50 mmol/L
Tris buffer (pH 8.0) and the solution was incubated at 22 °C for 5 min.
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上記説明文のハイライトしている温度表示がうまくいかなかったので、

 NADH was added to a mixture of WST (0.1 mmol/L) and 1-methoxy PMS (5 μmol/L) 
in 50 mmol/L Tris buffer (pH 8.0) and the solution was incubated at 22ºC for 5 min.

Fig. 9  WSTによる乳酸の測定
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Lithium lactate was added to a mixture of WST (1 mmol/L), 1-
methoxy PMS (20 μmol/L), β-NAD+ (200 μmol/L) and LDH (400
mU/ml) in 100 mmol/L CHES buffer (pH 8.8) and the solution was
incubated at 30 °C for 10 min. For the NTB assay, a final
concentration of 0.1% Triton X-100 was added to disperse the
insoluble NTB formazan dye.

LDH

上記説明文ハイライトしている温度表示がうまくいかなかったので、
wordのFigure and Table Captionsにも記載しています。

Lithium lactate was added to a mixture of WST (1 mmol/
L), 1-methoxy PMS (20 μmol/L), β-NAD+ (200 μmol/L) 
and LDH (400 U/L) in 100 mmol/L CHES buffer (pH 8.8) 
and the solution was incubated at 30ºC for 10 min. For the 
NTB assay, a final concentration of 0.1% Triton X-100 was 
added to disperse the insoluble NTB formazan dye.

Table 2  WSTホルマザンの特性

WST-1 WST-3 WST-4 WST-5 WST-8 WST-9
lmax 438 nm 433 nm 550 nm 550 nm 460 nm 490 nm
e 37,000 31,000 13,000 27,000 31,000 27,000

Water-
solubility

> 100 mM 20 mM 10 mM 20 mM 50 mM 50 mM

Table 2
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3．WSTの研究用試薬への適用
　MTT、NTBおよびINTは研究分野でも汎用さ
れてきた。これらは上述のように、テトラゾリ
ウム塩が還元されて生成するホルマザンは水に
不溶な沈殿物として析出するため、組織染色や
寒天ゲルを使った微生物の染色実験には効力を
発揮した。一方で分光光度計やマイクロプレー
トリーダーのような分光器による定量実験で

は、沈殿したホルマザンを界面活性剤または有
機溶媒により溶解する操作が必要であった。こ
の溶解操作が非常に煩雑であること、さらには
不均一な溶解により測定値にバラツキを生じる
という課題があった。一方、WSTホルマザン
は高水溶性であるため、上記の問題を生じない。
以上のことからWSTは、MTT、NTBおよびINT
の代替として使われるようになった。

Fig. 10  WSTの研究用試薬としての応用例
  (d) 3HB-GGG: 3-hydroxybutyrylglycyl-glycyl-glycine、3HB-G: 

3-hydroxybutyrylglycine、G: glycine、GG: glycylglycine、3HBDH: 
3-hydroxybutyrate dehydrogenase、3HB: 3-hydroxybutyric acid、AA: acetoacetic 
acid
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　培養細胞を用いた細胞増殖および薬剤感受性
試験用に開発されたMTTアッセイ18)は、生成す
る ホ ル マ ザ ン を 溶 解 す る た め に、HCl/
isopropanolまたはDMSOを使用する。しかし不
均一な溶解により得られるデータにバラツキを
生じることが課題であった。石山らは、WST-8
をMTTの代替として用いたCell Counting Kit-8を
開発した（Fig. 10 (a)）28,29)。Cell Counting Kit-8は、
ホルマザンの溶解操作が不要なため、簡便で
データのバラツキが少ないアッセイを可能にし
た。さらにWST-8は、細菌の増殖能および薬剤
感受性試験用途にまで拡大し、Microbial 
Viability Assay Kit-WSTの開発へとつながった
（Fig. 10 (b)）30,31)。
　抗酸化能測定としてNTBによるSOD様活性測
定が知られている。スーパーオキシドによる
NTBの還元を被験物質がどのくらい阻害するか
を測定することで、その抗酸化能を測ることが
でき、特に機能性食品分析の分野で汎用されて
きた。しかしNTBホルマザンの沈殿による測定
系の汚染やそれによる測定値のばらつき、さら
にスーパーオキシドの発生に用いるキサンチン
オキシダーゼの還元体が、一部NTBと反応しホ
ルマザンを生成するため、被験物質によるNTB
の100％阻害が測定できないという課題があっ
た。これらの課題はWST-1を用いることですべ
て解決することができた（Fig. 10 (c)）32)。
　2000年代に入ると、食品業界では特定保健用
食品（通称：トクホ）の探索が活発になり、日

本中トクホブームで沸き上がった。中でも高血
圧、高血糖、高脂血症に対する機能性食品は探
索のターゲットとなり、食品会社はこぞってト
クホ商品を製品化した。抗高血圧用機能性食品
として、血圧上昇因子であるアンジオテンシン
I変換酵素（ACE）の阻害活性を有する成分の
探索が進められた。これまでACE阻害活性は
Cushman法33)により測定されていたが、測定に
使用する塩酸や酢酸エチルの分析者への暴露が
問題であった。さらには試験管を用いたアッセ
イ法のため多検体分析が困難であった。Lamら
は、WST-1を用い96-wellマイクロプレートに対
応した測定法を開発した（Fig. 10 (d)）34,35)。こ
の測定法は、酸や有機溶媒を使用せずかつ多検
体分析が可能であり、Cushman法を大きく改善
した。

Ⅴ．免疫分析用試薬の開発

　免疫染色やELISAは、抗原－抗体反応後、比
色または発光により定量される。抗体に酵素ま
たは色素を標識できるように、酵素または色素
を加工する。例えば抗体のアミノ基に酵素を標
識する場合は、過ヨウ素酸法またはグルタルア
ルデヒド法により酵素表面にホルミル基を形成
させた後、抗体と反応させるのが一般的な方法
である。反応が数ステップあること、さらに精
製工程に透析を使うことから、目的の標識体を
得るのに2日程度を必要とする。

Fig. 11  当社製品を使ったIgGのアミノ基およびスルフヒドリル基への標識
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　当社は、短時間でかつ簡便に抗体に標識する
システムを開発し製品化した。当社の製品では、
POD、アルカリホスファターゼ（ALP）または
蛍光色素に抗体のアミノ基またはスルフヒドリ
ル基（－SH基）と反応する官能基が導入され
ているため、目的の抗体と混ぜるだけで抗体に
酵素や蛍光色素を標識することができる（Fig. 
11）。標識反応から精製までを限外ろ過膜を装
着したチューブ内で行うことにより、約2時間
で酵素および蛍光色素標識抗体を作製すること
が可能となった。高感度アッセイを達成するた
めに二次抗体法を採用するのが一般的である
が、このシステムは一次抗体に直接酵素や蛍光
色素を標識する一次抗体法である。そのため
アッセイ時間を短縮することができ、加えて二
次抗体法と同等の感度での検出が達成できた。
当社では、POD、ALP、ビオチンおよび蛍光色
素を抗体に標識する製品を取り揃えている。

Ⅵ．試薬開発の今後

　今後臨床分析は、微量成分を迅速に安定的に
測定する技術開発が求められるであろう。微量
成分を短時間で分析するために、測定の高感度
化や酸化還元による電子の移動を電気化学的方
法で検出する研究が進められている。本項では、
現在当社で進めている、高感度免疫分析法の開
発およびSMBG、CGMを見据えた電子メディ
エータの開発についてその一部を紹介する。

1．高感度免疫分析法の開発
　近年、がんの早期発見や治療のために、がん細

胞や免疫細胞などの細胞表面抗原を利用する研究
が注目され活発化している。表面抗原の検出、す
なわち細胞表面タンパクの特異的検出には、蛍光
標識抗体を用いた方法が広く利用されているが、
発現量の少ない表面抗原に対しては感度が足りず
検出が困難となる。
　野口らは、酵素リサイクリング反応により蛍光シグ
ナルを増幅することで、高感度な検出を可能とする
CLAMP（quinone methide-based catalyzed labeling 
for signal amplification）法を開発した36)。具体的に
は細胞表面タンパクに対する一次抗体、 β-ガラクト
シダーゼ標識二次抗体およびβ-ガラクトシダーゼの
蛍光基質（4-methyl-8-fluoromethylumbelliferyl β
-D-galactopyranoside: MUGF） を使 用する（Fig. 
12）。MUGFはガラクトース結合クマリン誘導体で
細胞膜非透過性であり、β-ガラクトシダーゼと反応
し細胞膜透過性のキノンメチドに変換される。細
胞膜を透過したキノンメチドは、細胞内に存在する
タンパクのアミノ基やスルフヒドリル基と結合するこ
とで細胞内に固定化され、青色蛍光を発する。
MUGFとβ-ガラクトシダーゼの連続的な反応によ
り、生成したクマリン色素が細胞内に蓄積するた
め、高感度に抗原を検出することが可能となった。
一例として、HepG2細胞を用いINF-γによって発現し
たprogrammed cell death ligand 1 (PD-L1)をCLAMP
法とAlexa 405標識二次抗体法により染色した。結
果をFig. 13に示す。PD-L1の発現量がわずかである
ため、二次抗体法では感度不足によりPD-L1の発現
が観察されなかったが、CLAMP法では観察された。
このように、酵素リサイクリング反応による蛍光増幅
により二次抗体法では不可能であった検出を可能に
した。CLAMP法は微量の細胞表面抗原を検出する

Fig. 12  CLAMP法の原理
　 MUGF: 4-methyl-8-fluoromethylumbelliferyl β-D-galactopyranoside、Nu: nucleophile

細胞表面抗原一次抗体
β-ガラクトシダーゼ

標識二次抗体

MUGF（細胞膜非透過性）

キノンメチド
（細胞膜透過性） 蛍光
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手法として、免疫染色やフローサイトメトリーでの使
用が期待される。

2．電子メディエータの開発
　電子メディエータは、酸化還元反応で生じる電子
の移動を仲介する物質で、IV項で説明したNADH
‐テトラゾリウム塩による比色検出や酵素‒電極に
よる検出等に採用されている。特に近年、SMBG
やCGMといった血糖自己測定において、高性能
な電子メディエータの開発が望まれている。特
に現在の血糖値自己測定の主流であるSMBG
は、色素法から電極を使う電気化学法へと進化

しており、1μLの血液から数秒でグルコース
濃度を検出することが可能となった。
　電子メディエータとしてはジアホラーゼ、
phenazine methosulfate (PMS)誘導体および金属
錯体が汎用されている。当社では、PMSの光安
定性を向上した1-methoxyphenazine methosulfate 
(1-methoxy PMS)を古くより販売してきた。し
かし、1-methoxy PMSは中性－弱アルカリ性の
溶液中では安定性が極端に低下することから、
用事もしくは中性以下の溶液での調整が必要で
あった。
　 近 年 当 社 で 開 発した1-methoxyphenazine 

Fig. 13  CLAMP法と二次抗体法との比較

CLAMP法

一次抗体： 抗PD-L1抗体（ウサギ）

二次抗体： β-gal標識-抗ウサギ抗体

蛍光基質： galactose結合MUGF

蛍光標識二次抗体法

一次抗体： 抗PD-L1抗体（ウサギ）

二次抗体： Alexa405標識-抗ウサギ抗体

蛍光顕微鏡 Keyence BZ-X700 

DAPIフィルター （励起 360 nm（中心波長）/40 nm（バンド幅）、蛍光 460 nm（中心波長）/50 nm（バンド幅））

蛍光標識二次抗体法CLAMP法

Fig. 13

Fig. 14  1-methoxy PESの安定性
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ethosulfate (1-methoxy PES)は、pH 9まで安定であり、
pH 7のHEPES緩衝液中、37 ° Cでの長期保存では、
ジアホラーゼより安定であった（Fig. 14）。さらに酵素
のアミノ基への標識を目的に、1-methoxy PESにスクシ
ンイミジルエステル基を導入したAmine-reactive PESを
開発した（Fig. 15）。畑田37,38)、平賀39)らはこの化合
物を使ってメディエータ標識酸化還元酵素を作製し、
グルコース、HbA1cおよび乳酸を電気化学法により測
定した。電子メディエータを酵素に直接結合すること
で電子の授受をスムースにすることができ、電極反応
の効率を向上させた。今後、安定性の高い
1-methoxy PESを使ったSMBG、CGM用バイオセン
サーの開発が期待される。

Ⅶ．おわりに

　昨今のAIやロボット技術の進歩は、私たち
の生活様式を大きく変えようとしている。これ
まで人の手でやっていたことを、AIやロボッ
トが代わりにしかも人より正確に行うようにな
ると、そのうち人間にとって代わる可能性も十
分に考えられる。医療・検査の分野でもロボッ
トが手術をしたりAIが画像診断をするという
話題が聞かれるようになってきた。
　臨床検査の分野でも、同様に、検査室のロボッ
ト化やAI化への取り組みが始まっている。1970
年代に生化学自動分析装置が開発され検査業務
が効率化されてきたが、今後さらにロボットや
AIを活用した検査の省力化および効率化が図

られると推測する。そのような中、検査技術（装
置）の進歩に合わせ試薬も進化させていかなけ
ればならない。ハードである検査技術（装置）、
システムとソフトである試薬がともに手を取り
合い、互いにwin-winの関係になることで、臨
床検査業界がさらに発展すると確信している。
試薬は「縁の下の力持ち」で地味な存在である
が、検査の結果を大きく左右する重要な素材で
ある。そのことを自覚した試薬開発を続けてい
きたい。
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