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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ホモシステインとシステインが共存する試料中のホモシステインの定量法であって、シ
ステイン添加後の試料中のシステイン濃度が１μＭから１０ｍＭとなるよう該試料にシス
テインを添加し、次いでサーマス・サーモフィラス菌株由来のＯ－アセチルホモセリン－
リアーゼを作用させることを特徴とするホモシステインの定量法。
【請求項２】
　システイン、サーマス・サーモフィラス菌株由来のＯ－アセチルホモセリン－リアーゼ
、及び、該リアーゼの作用により発生する硫化水素を検出するための検出試薬を含む、請
求項１に記載のホモシステインの定量法に用いるためのホモシステイン測定キット。
【請求項３】
　検出試薬が、Ｎ，Ｎ－ジアルキル－ｐ－フェニレンジアミンである請求項２記載のホモ
システイン測定キット。
【請求項４】
　緩衝液を含む請求項２又は３に記載のホモシステイン測定キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、ホモシステイン及びシステインを含有する試料における、酵素を用いたホモシ
ステインの定量法、及びそれに用いる試薬並びに測定キットに関する。
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【０００２】
【従来の技術】
生体中の蛋白質を構成する硫黄原子含有アミノ酸としては、メチオニン、システイン、シ
スチン等が知られており、生体内ではそれぞれが一連の代謝サイクルの中で恒常性を維持
している。通常、ホモシステインは、速やかに代謝されるため、正常時にはほとんど生体
中には存在しない。
【０００３】
しかしながら、その代謝に関与する酵素や補助因子の異常に起因するホモシステインの蓄
積が起きることがある（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉ
ｎｅ，　３１８，　１７２０－１７２８（１９８８）、特開平７－４９３４８号公報）。
【０００４】
近年、ホモシステインは、喫煙、血圧、血糖、コレステロール、中性脂肪などの従来から
の動脈硬化のリスク因子とは独立した、新たな動脈硬化（特に、心臓や脳血管）の指標と
して注目されており、ホモシステインの血中濃度と疾患との関係を示した臨床データが数
多く報告されている（例えば、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｅｄ
ｉｃｉｎｅ，　３２４，　１１４９－１１５５（１９９１））。
【０００５】
従来、試料中のホモシステインの測定法としては、ガスクロマトグラフィー－質量分析法
（特開昭６３－２２１２４９号公報、特開平７－４９３４８号公報）や高速液体クロマト
グラフィー法（ＨＰＬＣ）（Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　３９，　１５９
０－１５９７（１９９３））などでホモシステインを分離分析する方法、ホモシステイン
のＳＨ基を介して蛍光物質（Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　３５，　１９２
１－１９２７（１９８９）、Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　３９，　２６３
－２７１（１９９３））や放射性物質（Ｃｌｉｎｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　３１，
　６２４－６２８（１９８５））で標識後、これらの誘導体を高速液体クロマトグラフィ
ーで分離分析する方法などが主なものであった。しかし、これらの方法は、検体の前処理
が煩雑なうえ、専用の分析装置を必要とし、検体の処理能力も低く、臨床的な測定法とし
てはとても受け入れられるものではなかった。
【０００６】
ホモシステインを化学的な方法で修飾し、このホモシステイン誘導体に特異的な抗体を用
いて免疫的に測定する方法（特表平９－５１２６３４（ＷＯ９５／３０１５１）号公報）
、ホモシステインとアデノシンをＳ－アデノシルホモシステインヒドロラーゼ（ＥＣ３．
３．１．１）で処理後、この反応で変化するアデノシンの量を酵素反応系を組み合わせて
検出し、あるいはこの反応による生成物を抗アデノシン抗体を用いて免疫的に検出する、
間接的にホモシステインの濃度を測定する方法（特表平８－５０６４７８（ＷＯ９３／１
５２２０）号公報）が知られている。しかしこれらの測定法も操作が煩雑であり、特殊な
免疫測定装置を必要とするなど、いくつかの問題点があった。
【０００７】
ホモシステインに作用して硫化水素を遊離させる酵素を用い、発生した硫化水素を検出す
るホモシステインの測定法もいくつか報告されている。このような酵素には、ホモシステ
イン分解酵素及びホモシステイン置換酵素が知られているが、いずれも、後述するような
問題点を持っている。
【０００８】
ホモシステイン分解酵素は、ホモシステインから硫化水素とアンモニアを遊離させるもの
で、ホモシステインデスルフヒドリラーゼ（ＥＣ４．４．１．２）、ホモシステイナーゼ
などが知られている。これらの酵素を用いてホモシステインを分解し、この反応で生じた
生成物の硫化水素、アンモニア、または、２－オキソ酪酸のいずれかを比色的に検出し、
ホモシステインを測定する方法が知られている（ＷＯ９８／０７８７２号公報）。しかし
、この酵素は、ホモシステイン以外にシステインやメチオニンとも反応し、酵素の特異性
に問題があるため前処理でシステインやメチオニンを除去しなければならず、実際の臨床
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現場での使用には不完全なものであった（特表２０００－５１３５８９号公報）。
【０００９】
ホモシステイン置換酵素は、チオール化合物などの求核試薬の存在下に、ホモシステイン
のメルカプト基を置換するもので、Ｏ－アセチルホモセリン－リアーゼ（Ｏ－アセチルホ
モセリンスルフヒドリラーゼあるいはメチオニン合成酵素、ＥＣ４．２．９９．１０）、
γ－シアノ－α－アミノ酪酸合成酵素（ＧＣＳ）などが知られている。なお、１つの酵素
がＯ－アセチルホモセリン－リアーゼ（ＥＣ４．２．９９．１０）とγ－シアノ－α－ア
ミノ酪酸合成酵素（ＧＣＳ）の両方の分類に属する場合もある。これらの酵素により脱離
してきた硫化水素を検出する測定法も提案されている（特開２０００－１６６５９７号公
報、特開２０００－２２８９９８号公報）。しかしながらＯ－アセチルホモセリンリアー
ゼは、ホモシステインのみならずシステインとも反応性を有することから、まずこの酵素
を用いてホモシステインとシステインの総和を測定しておき、この値からシステインの測
定値を差し引きホモシステイン値を算出する方法が提案されている（特開２０００－２７
０８９５号公報）が、２種の酵素による煩雑な工程が必要であり実際の臨床現場での使用
には困難が予想される。
【００１０】
【発明が解決しようとする課題】
システインが共存する試料中の微量なホモシステインを定量する、酵素を用いた測定法は
、操作性などの面から有用であるが、単一の酵素反応を用いた、ホモシステインに特異性
の高い測定法は知られていなかった。
【００１１】
【課題を解決するための手段】
本発明者らは、前記した問題点を解決すべく鋭意研究を重ねた結果、システインが共存す
る試料中におけるホモシステインを定量する際に、試料中に充分量のシステインが存在す
る状態で、システインよりもホモシステインに対する作用が強いホモシステイン変換酵素
を作用させると、試料中に存在するシステインの影響を回避でき、試料中のホモシステイ
ンを特異的に定量できることを見出し本発明に至った。
【００１２】
即ち、本発明は、
（１）ホモシステインとシステインが共存する試料中のホモシステインの定量法であって
、該試料にシステインを添加し、次いでシステインよりもホモシステインに対する作用が
強いホモシステイン変換酵素を作用させることを特徴とするホモシステインの定量法；
（２）システインよりもホモシステインに対する作用が強いホモシステイン変換酵素が、
サーマス属由来のホモシステイン置換酵素である上記（１）記載のホモシステインの定量
法；
（３）システイン添加後の試料中のシステイン濃度が、１μＭから１０ｍＭである上記（
１）または（２）に記載のホモシステインの定量法；
（４）システインを含むことを特徴とする、システイン共存試料中のホモシステイン定量
用試薬；
【００１３】
（５）システインよりもホモシステインに対する作用が強いホモシステイン変換酵素を含
むことを特徴とする、システイン共存試料中のホモシステイン定量用試薬；
（６）システイン、システインよりもホモシステインに対する作用が強いホモシステイン
変換酵素、及び該変換酵素の作用により発生する硫化水素を検出するための検出試薬を含
む、システイン共存試料中のホモシステインを測定するためのホモシステイン測定キット
；
（７）検出試薬が、Ｎ，Ｎ－ジアルキル－ｐ－フェニレンジアミンである上記（６）記載
のホモシステイン測定キット；及び
（８）緩衝液を含む上記（６）または（７）に記載のホモシステイン測定キットに関する
。
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【００１４】
【発明の実施の形態】
以下、本発明を詳細に説明する。
本発明は、ホモシステインとシステインが共存する試料に、システインを添加し、次いで
システインよりもホモシステインに対する作用が強いホモシステイン変換酵素を作用させ
ることを特徴とする、システイン共存試料中のホモシステインの定量法である。
本発明に使用する試料としては、ホモシステインとシステインが共存する試料であれば特
に限定されず、例えば血清、血漿、髄液、唾液、尿などの臨床検体；赤血球、便、組織、
培養細胞などの抽出液；さらには、食品、医薬部外品、医薬品などの工業製品、これらの
製品が固体の場合には、これらの製品の抽出液、また、発酵を利用して製品を製造する工
業の場合には、工程検査に必要な発酵液などが挙げられる。
【００１５】
本発明のホモシステインの定量に用いられるシステインよりもホモシステインに対する作
用が強いホモシステイン変換酵素としては、ホモシステインに作用して硫化水素を生成す
るシステインよりもホモシステインに対する作用が強い酵素であれば特に限定されず、前
記の公知の酵素から選ばれる酵素でもよい。このようなホモシステイン変換酵素には、ホ
モシステイン分解酵素、ホモシステイン置換酵素及びＬ－メチオニンγ－リアーゼ（ＥＣ
４．４．１．１１）の様にその両方の性質を持つものが挙げられる。
【００１６】
好ましくは、チオール化合物存在下、チオール化合物との置換反応を触媒し、かつシステ
インよりもホモシステインに対する作用が強いホモシステイン置換酵素、例えば、Ｏ－ア
セチルホモセリン－リアーゼ（Ｏ－アセチルホモセリンスルフヒドリラーゼあるいはメチ
オニン合成酵素、ＥＣ４．２．９９．１０）、γ－シアノ－α－アミノ酪酸合成酵素（Ｇ
ＣＳ）やＬ－メチオニンγ－リアーゼなどから選ばれるシステインよりもホモシステイン
に対する作用が強い酵素が挙げられる。特にホモシステインに特異性の高いサーマス属由
来のホモシステイン変換酵素、なかでも後述する耐熱性菌サーマス・サーモフィラス由来
のＯ－アセチルホモセリン－リアーゼが好ましい。
【００１７】
本発明におけるシステインよりもホモシステインに対する作用が強い酵素とは、下記のミ
カエリス－メンテンの式
【００１８】
【式１】

ｖ：反応速度、Ｓ：基質濃度、Ｖmax：基質飽和における最大反応速度、Ｋｍ：ミカエリ
ス定数（基質親和性の逆数）
【００１９】
に従う場合において、システインに対するＶmaxが低く、低濃度のシステインで容易に基
質飽和するが、ホモシステインに対するＶmaxは高いためホモシステインでは基質飽和さ
れず、更に、システインに対するＫｍよりホモシステインに対するＫｍの方が小さい（親
和性が高い）ため実質的にシステインの影響なくホモシステインとの反応が進む酵素のこ
とである。
【００２０】
本発明で用いる、システインよりもホモシステインに対する作用が強いホモシステイン変
換酵素は、以下に述べる種々の方法によって得ることができる。
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ホモシステイン分解酵素であってホモシステイン置換酵素でもあるＬ－メチオニンγ－リ
アーゼは、この酵素を産生する微生物、例えばシュードモナス属の細菌等から公知の方法
により得ることもでき、また和光純薬株式会社等から市販されており、これらＬ－メチオ
ニンγ－リアーゼから上記条件に合う酵素を選別して用いればよい。
【００２１】
ホモシステイン置換酵素であるＯ－アセチルホモセリン－リアーゼやγ－シアノ－α－ア
ミノ酪酸合成酵素（ＧＣＳ）は、公知の酵素を用いることもでき（特開２０００－２２８
９９８号公報）、また、該酵素を産生する様々な微生物等から公知の方法（例えば、Ｏｚ
ａｋｉ等，Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，９１，１１６３－１１７１（１９８２）、Ｙａｍａｇ
ａｔａ，Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，９６，１５１１－１５２３(１９８４)、Ｂｒｚｙｗｃｚ
ｙ等，Ａｃｔａ　Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ　Ｐｏｌｏｎｉｃａ，４０（３），４２１－４２
８（１９９３）等）により得ることもできる。また、γ－シアノ－α－アミノ酪酸合成酵
素（ＧＣＳ）としては、市販の酵素、例えば池田食研株式会社製のバチルス属由来のもの
も使用可能であり、これらの酵素から上記条件に合う酵素を選別して用いればよい。池田
食研株式会社製の上記ＧＣＳは特開２０００－２２８９９８号公報に記載されている。
【００２２】
また、これら上記の酵素をコードする遺伝子を酵素を産生する微生物から取り出し、この
遺伝子またはこの遺伝子情報を参考にして修飾した遺伝子、酵素のアミノ酸配列情報を参
考にして作成した遺伝子などを、遺伝子工学的手法を用いて微生物等に発現させ、次いで
上記条件に合う酵素を選別して得ることもできる。
【００２３】
例えば、この遺伝子工学的手法を用いて発現し選別された酵素としては、耐熱性菌である
サーマス・サーモフィラス菌株由来のＯ－アセチルホモセリン－リアーゼがあり、池田食
研株式会社から市販されている。
【００２４】
該酵素について、その遺伝子組換え法の手法は、例えば下記の通りである。
Ｏ－アセチルホモセリン－リアーゼのアミノ酸配列及びそれをコードする遺伝子の塩基配
列を解析した報告は多数存在する。例えば、公開データベースの集合体であるGenomeNet 
WWW server（http://www.genome.ad.jp/）にある「LIGAND」で、EC番号「4.2.99.10」を
キーワードとして検索すると、「ec:4.2.99.10　O-Acetylhomoserine (thiol)-lyase; Me
thionine synthase」というエントリーが見出され、Pseudomonas aeruginosa、Candida j
ejuni、Bacillus halodurans、Deinococcus radiodurans、Thermotoga maritime Halobac
terium、Saccharomyces cerevisiae、Schizosaccharomyces pombeなどの微生物等が有す
るＯ－アセチルホモセリン－リアーゼのアミノ酸配列及びその遺伝子の塩基配列データを
、閲覧する事が可能である。
【００２５】
これらのデータから、幾つかのＯ－アセチルホモセリン－リアーゼで保存されている特有
の塩基配列を知る事が出来る。この情報を元に、サザンハイブリダイゼーションに用いる
プローブ或いはPolymerase Chain Reaction （PCR）に用いるプライマーをデザインし、
サーマス・サーモフィラスの染色体DNAを対象にサザンハイブリダイゼーション或いはPCR
を行う事により、サーマス・サーモフィラスのＯ－アセチルホモセリン－リアーゼ遺伝子
を特定し、取得する事が可能である。
【００２６】
Ｏ－アセチルホモセリン－リアーゼの構造遺伝子と、この遺伝子の発現を調節し得るプロ
モーター領域を含む適当な宿主細胞内で複製可能なプラスミドDNAとからなる組換え体DNA
は、常法（例えばジェイ・サムブルック、イー・エフ・フリッチ、ティー・マニアティス
、モレキュラー・クローニング：ア・ラボラトリー・マニュアル第2版、コールド・スプ
リング・ハーバー・ラボラトリー・プレス社刊（1989)［J.Sambrook, E.F.Fritsch, T.Ma
niatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd ed, Cold Spring Harbor Labora
tory Press（1989)］等参照）により作製する事が出来る。
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【００２７】
大腸菌K12株等の適当な宿主細胞を、上記の組換え体DNAで形質転換し、Ｏ－アセチルホモ
セリン－リアーゼを産生する形質転換された宿主細胞を得る事が出来る。この形質転換体
を適当な条件で培養し、産生するＯ－アセチルホモセリン－リアーゼを得る方法としては
、一般の微生物等の培養方法及び蛋白質の精製方法が利用出来る。即ち、この形質転換体
を培養し、培養液を遠心分離して得られる形質転換体を破砕し、遠心分離等によって破砕
液から上清液を得る。この上清液中に含まれるＯ－アセチルホモセリン－リアーゼを、塩
析、透析、イオン交換クロマトグラフィー、疎水吸着クロマトグラフィー、ゲル濾過、ア
フィニティークロマトグラフィー、電気泳動等の適当な精製操作を組み合わせる事によっ
て精製して、本発明に使用し得るＯ－アセチルホモセリン－リアーゼを調製することがで
きる。
【００２８】
さらに、本発明に使用されるシステインよりもホモシステインに対する作用が強いホモシ
ステイン変換酵素には、酵素活性を保っていれば上記の酵素を修飾したものも含まれる。
【００２９】
本発明の定量法において試料に添加するシステインとしては、ホモシステイン変換酵素に
よるホモシステイン測定の際においてシステインであればよく、システインのほかに、ホ
モシステイン測定の条件下またはホモシステイン測定に影響を与えない条件でシステイン
を遊離するシステイン誘導体が挙げられる。システイン誘導体としては例えばシスチン等
でもよい。
本発明の定量法において試料に添加するシステインの量は、試料中に存在するシステイン
の影響を実質的に無視できる程度、即ち本発明で使用するシステインよりもホモシステイ
ンに対する作用が強いホモシステイン変換酵素の基質飽和量となる量程度を加えればよい
。このシステインの添加量は、ホモシステイン置換酵素の場合、ホモシステインに対する
特異性が高く、システインよりホモシステインに強く作用する酵素ほど少なくてよいが、
試料中のシステイン濃度が、通常１μＭ～１０ｍＭ程度、好ましくは１０μＭ～１ｍＭ程
度となる量である。例えば、ホモシステイン置換酵素がサーマス・サーモフィラス菌株由
来のＯ－アセチルホモセリン－リアーゼの場合では酵素反応の場において終濃度が２０μ
Ｍ以上、より好ましくは１００～５００μＭとなるように添加すればよい。ホモシステイ
ン分解酵素あるいはＬ－メチオニンγ－リアーゼを用いる場合も、システインの添加量は
、ホモシステイン置換酵素の場合とほぼ同様である。
システインまたはシステイン誘導体を添加する方法は、その溶液や粉末を直接試料に添加
しても、ホモシステイン測定試薬の成分とともに試料に添加してもよい。
【００３０】
本発明の定量法において、前記酵素の添加量は、試料中のホモシステインを検出するのに
充分な量であればよく、特に限定されない。ホモシステインが微量にしか含まれない試料
の場合は、ホモシステインを完全に消費することができる最低必要量以上であることが好
ましい。例えば、血漿中の総ホモシステインを測定する場合、例えば還元試薬で処理した
血漿に、１～１０００単位の酵素を加え、ｐＨ４．５～１１．５の緩衝液中、５～５０℃
で、１～１０分間反応させればよい。さらに好ましくは、１～１００単位の酵素を加え、
ｐＨ５～１０の緩衝液中、２５～４５℃で、２～１０分間反応させる。
【００３１】
緩衝液は、上記したｐＨ範囲で緩衝作用を有するものから選ばれ、トリス緩衝液、グッド
緩衝液、リン酸、炭酸、硼酸、などの無機酸塩由来の緩衝液、酢酸、クエン酸などの有機
酸塩由来の緩衝液などがある。好ましくは、ホモシステインとシステインの反応性の差を
大きくし、ホモシステインに対する特異性を向上できるような緩衝液が選ばれる。例えば
、トリス緩衝液、リン酸緩衝液等が挙げられる。
【００３２】
本発明の定量法において、ホモシステインのγ位メルカプト基を求核試薬（アニオン）で
置換する反応を触媒するホモシステイン置換酵素を用いる場合、求核試薬としては、該酵
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素の基質となるものであれば何であってもよく、特に限定されない。例えば、無機塩類の
アニオン、有機化合物塩類のアニオン、チオール基を有する化合物および該化合物のチオ
レートアニオンや、水酸基を有する化合物および該化合物のアルコキシルイオンなどがあ
げられる。好ましくは、ホモシステインとシステインの反応性の差を大きくし、ホモシス
テインに対する特異性を向上できるような求核試薬、例えば２－メルカプトエタノール、
チオグリセロール、ジチオスレイトール（ＤＴＴ）、シアンイオン等が選ばれ、特に好ま
しくは２－メルカプトエタノール、チオグリセロール等が挙げられる。なお、対カチオン
は特に限定されない。
【００３３】
試料中のホモシステインは、ＳＨ基同士の酸化反応、または、ＳＳ結合との交換反応によ
って容易に縮合し、特に血漿や血清などの生体試料中ではＳＨ基を有する低分子化合物や
蛋白質とＳＳ結合（ジスルフィド結合）して存在（コンジュゲート）する場合が多い。こ
のため、これらの検体中に存在しているコンジュゲートも含めてホモシステインを総ホモ
システインとして測定する必要がある場合には、コンジュゲートしているホモシステイン
を、化学反応や酵素反応によって強制的に遊離させ、この処理液中のホモシステインを測
定する。本発明において定量されるホモシステインには、このようにして遊離されたホモ
システインも含まれる。コンジュゲートしているホモシステインを遊離させる化学反応と
しては、チオール類、ホスフィン類や水素化硼素類などの還元剤を用いて行うことができ
る。例えば、Ｊｏｃｅｌｙｎによって報告されているもの（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｅｎ
ｚｙｍｏｌｏｇｙ，１４３，２４３－２５６（１９８７））が利用できる。
【００３４】
中でも、ジチオスレイトール（ＤＴＴ）、ジチオエリスリトール（ＤＴＥ）、２－メルカ
プトエタノール、還元型グルタチオン、チオグリコール酸、メタンチオール、２－メルカ
プトエタン、システイン、チオグリセロール、システアミン、チオフェノール類などＳＨ
基を有する低分子化合物を試料に過剰に加えて、これらとのＳＳ交換反応を利用し、穏や
かにホモシステインを遊離させる方法が好ましい。例えば、血漿中の総ホモシステインを
測定する場合、例えば、血漿に、１～２０ｍＭのＤＴＴを加えて還元すればよい。
【００３５】
更にチオール類は、容易にコンジュゲート状態からホモシステイン及びシステインを特異
的に遊離し、かつ、ホモシステイン置換酵素の求核試薬も兼ねることができるため、その
まま酵素反応も行うことができ好ましい。特に好ましくは、ホモシステインに対する特異
性を高めるチオール類が選ばれ、例えば、チオグリセロール、２－メルカプトエタノール
などが挙げられる。
【００３６】
本発明のホモシステインの測定において、前記酵素を作用させることにより発生する硫化
水素の検出法としては、公知の方法を含め何であってもよく特に限定されない。例えば、
特開２０００－１６６５９７号公報、特開２０００－２２８９９８号公報、特開２０００
－３３８０９６号公報、Clinical Chemistry, 46, 1686～1688 (2000)等に記載の方法が
挙げられる。
特に、臨床的に血清や血漿中のホモシステインを測定する場合、現在、広く普及している
臨床検査用の汎用測定機に適用できる比色法による検出法が好ましい。
【００３７】
硫化水素を直接定量する方法のみならず、硫化水素に起因する硫化物イオンを定量する方
法、あるいは更に発色させて定量する方法であってもよい。例えば、（１）酸性条件下で
酢酸鉛紙の黒変を検出する方法、（２）亜鉛を用いて、生成する硫化亜鉛の沈殿を検出す
る方法、（３）アルカリ条件下、ニトロプルシッドナトリウムとの反応により、硫黄イオ
ンとして紫色に発色させる方法、（４）強酸性下で、Ｎ，Ｎ－ジメチル－ｐ－フェニレン
ジアミンと塩化第二鉄を用いてメチレンブルーを生成させ青色発色を検出する方法、（５
）Ｎ，Ｎ－ジブチル－ｐ－フェニレンジアミンとフェリシアン化カリを用いて蛍光色素を
生成させ、その蛍光強度を検出する方法（Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４６
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，　１６８６－１６８８（２０００））、（６）２－（５－ブロモ－２－ピリジルアゾ）
－５－[Ｎ－ｎ－プロピル－Ｎ－（３－スルフォプロピル）アミノ]フェノール・ナトリウ
ム塩（５－Ｂｒ－ＰＡＰＳ）と塩化第一鉄を用いて色素を生成させ、その発色強度を検出
する方法（特開２０００－３３８０９６号公報）などが挙げられる。
【００３８】
本発明には、システインを含む、システイン共存試料中のホモシステイン定量用試薬も含
まれる。システインは、試料中のシステインの影響が回避されるのに充分な量であればよ
く、前記記載の濃度で含まれる。また、システインよりもホモシステインに対する作用が
強いホモシステイン変換酵素を含む、システイン共存試薬中のホモシステイン定量用試薬
も本発明に含まれる。該酵素としては、前記のホモシステイン変換酵素が挙げられ、前記
例示の酵素が好ましい。含まれる該酵素の量については、前記と同じ程度でよい。また、
本発明の試薬に含まれるシステインは、ホモシステイン測定の際においてシステインであ
ればよく、即ち前記のシステインを遊離するシステイン誘導体でもよい。
システイン、システインよりもホモシステインに対する作用が強いホモシステイン変換酵
素、及び該変換酵素の作用により発生する硫化水素を検出するための検出試薬を含む、シ
ステイン共存試料中のホモシステインを測定するためのホモシステイン測定キットも本発
明に含まれる。ホモシステイン測定用キットは、具体的には、システインの影響を回避す
るためのシステイン、システイン誘導体またはその溶液、ホモシステインから硫化水素を
遊離させるためのホモシステイン変換酵素、硫化水素を検出するための検出試薬から構成
される。システインよりもホモシステインに対する作用が強いホモシステイン変換酵素、
硫化水素を検出するための検出試薬としては、前記した酵素及び試薬が挙げられ、好まし
くは前記例示したものが挙げられる。特に検出試薬としてはＮ，Ｎ－ジアルキル－ｐ－フ
ェニレンジアミンが好ましい。
【００３９】
更に、対象とする検体によってキットの試薬の構成は変化し得る。ＳＨ基を有する低分子
化合物や蛋白質とコンジュゲートしているホモシステインをも含めて測定する必要がある
場合には、一般的には、コンジュゲート状態からホモシステインを遊離させるための還元
試薬、例えば、前記したチオール類、ホスフィン類や水素化硼素類などを構成中に含んで
もよい。ホモシステイン変換酵素がホモシステイン置換酵素である場合は、ホモシステイ
ンのγ位メルカプト基を置換しうる求核試薬も構成中に含まれる。しかし、ホモシステイ
ンのγ位メルカプト基を置換しうる求核試薬が、上記還元試薬も兼ねる場合、敢えて求核
試薬を添加しなくてもよい。
更に、緩衝液を構成中に含むキットも本発明に含まれる。緩衝液としては、前記した緩衝
液が挙げられ、好ましくは前記例示したものが挙げられる。上記試薬を緩衝液で溶解して
キット中に含んでも良く、また緩衝液を別途付けてもよい。
【００４０】
これらの試薬を構成する上で、互いに干渉する成分が存在する場合には、さらに構成成分
毎に分割し、細分化することもできる。逆に、これらの構成試薬を統合しても使用上問題
がない場合には、これらを統合してもよい。例えば、システインを前記還元試薬として加
えることで、システインの影響を回避するための別途添加を省略してもよい。
【００４１】
血漿を検体として総ホモシステインを測定するキットの場合、例えば、２－メルカプトエ
タノールとシステインを含む還元試薬、前記のＯ－アセチルホモセリン－リアーゼを含む
酵素試薬、硫化水素をメチレンブルーとして検出するための発色剤から構成されるキット
が好ましく挙げられる。このキットの場合の１キット当たりに使用される各成分の量は、
キットのテスト数と、１テスト当たりの反応液量によって変化するが、１００テスト用（
２０ｍＬ用）のキットの場合、例えば、２－メルカプトエタノールが０．２～１０００μ
ｍｏｌ、システインが１０～１０００ｎｍｏｌ、Ｏ－アセチルホモセリンスルフヒドリラ
ーゼが１～１０００単位である。
【００４２】
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【実施例】
以下に、比較例及び実施例により本発明をより具体的に説明するが、本発明はこれらに限
定されるものではない。
【００４３】
比較例
システイン無添加によるホモシステインの測定
２５０ｍＭトリス塩酸緩衝液（ｐＨ８．５）５０μＬに、２５ｍＭ　２－メルカプトエタ
ノール２０μＬ、２００Ｕ／ｍＬのサーマス・サーモフィラス菌株由来Ｏ－アセチルホモ
セリン－リアーゼ（池田食研製）１０μＬを添加後、検体として、倍々希釈した１００μ
Ｍのホモシスチン溶液（ホモシステインとしては２００μＭに相当し、終濃度では４０μ
Ｍに相当する）２５μＬと、蒸留水、または、６２５μＭのＬ－システイン２０μＬ（終
濃度では１００μＭに相当する）を加え、３７℃で５分間反応した。さらに、蒸留水２５
μＬ、１６ｍＭのＮ，Ｎ－ジメチル―ｐ―フェニレンジアミン塩酸塩の１Ｎ硫酸溶液８１
．２５μＬと、１０ｍＭ塩化第二鉄の１Ｎ硫酸溶液１８．７５μＬを加え、３７℃で５分
間反応した後、６７０ｎｍにおける吸光度を測定した。得られた吸光度とホモシステイン
の濃度の関係をプロットし、作成した検量線を図１に示す。
図１から、システインを添加した検体の検量線では、添加していないものよりも大きく嵩
上げされ、強くシステインの影響を受けていることが分かる。
【００４４】
実施例１
システイン添加によるホモシステインの測定
上記比較例のトリス塩酸緩衝液に、さらに500μＭとなるようにＬ－システイン（終濃度
では200μＭに相当する）を追加し、比較例と同様に反応させ、ホモシステインを測定し
た。得られた吸光度とホモシステインの濃度の関係をプロットし、作成した検量線を図２
に示す。
図２に示したように、Ｌ－システインの追加によって、両方の検量線がほぼ同一直線状に
重なった。このことは、緩衝液に追加されたＬ－システインによって、検体に含まれるシ
ステインの影響を消去できることを意味し、この検量線を用いてホモシステインを定量す
ることができる。
【００４５】
実施例２
モデルサンプルとして、ホモシスチン（ホモシステインの２量体）５０μＭ溶液（サンプ
ルＡ）と、システイン１００μＭを添加したホモシスチン５０μＭ溶液（サンプルＢ）と
を、比較例の方法と本発明の実施例１の方法で測定した。即ち、比較例の方法としては、
サンプルＡとＢに更にシステインを添加することなく測定し、実施例１の方法としては、
サンプルＡとＢに更に終濃度が２００μＭとなるようにシステインを添加して測定した。
その結果を表１にまとめた。システインを含むサンプルＢのホモシステインの理論値は１
００μＭであるが、比較例の方法では測定値が１５０．４μＭ、本発明の実施例１の方法
では１０７．０μＭとなり、本発明の方法によるとほぼ理論値に近い値が得られ、システ
イン共存試料中のホモシステインの特異的測定が可能であることが示された。
【００４６】
【表１】
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【００４７】
【発明の効果】
本発明の測定法を用いると、ホモシステインとシステインを含む試料中のホモシステイン
量を、試料に基質飽和量となる量程度のシステインを添加し、システインよりもホモシス
テインに対する作用が強いホモシステイン変換酵素を用いて、システインの影響を受ける
ことなく容易に測定することができる。この方法を用いて、臨床検体中のホモシステイン
を臨床検査用の汎用測定機で簡便に測定でき、動脈硬化症の診断にも使用できる。
【図面の簡単な説明】
【図１】検体中のシステインの影響を調べるホモシステインの検量線を示す。
【図２】システイン添加により、システインの影響を回避したホモシステインの検量線を
示す。

【図１】 【図２】
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