
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】簡便で実用的な非対称ジメチルアルギニン測定法の提供。
【解決手段】 (１ )ジメチルアルギニンジメチルアミノヒドロラーゼ及びジメチルアミンに
作用する酵素又はシトルリンに作用する酵素を用いることを特徴とする非対称ジメチルア
ルギニン測定法。 (２ )ジメチルアルギニンジメチルアミノヒドロラーゼ及びジメチルアミ
ンに作用する酵素又はシトルリンに作用する酵素からなる非対称ジメチルアルギニン測定
キット。
【効果】非対称ジメチルアルギニン測定法及び非対称ジメチルアルギニン測定キットが提
供された。
【選択図】なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 及 び ジ メ チ ル ア ミ ン に 作 用 す る 酵 素 又 は
シ ト ル リ ン に 作 用 す る 酵 素 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 法 。
【 請 求 項 ２ 】
以 下 の 酵 素 の ２ 種 以 上 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 法 。
酵 素 ； ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー
ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル ギ ノ コ ハ ク
酸 合 成 酵 素 及 び ル シ フ ェ ラ ー ゼ
【 請 求 項 ３ 】
ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 及 び 以 下 の 酵 素 の １ 種 以 上 を 用 い る こ と
を 特 徴 と す る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 法 。
酵 素 ； ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ メ チ ル
ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 合 成 酵 素 及 び ル シ フ ェ ラ ー ゼ
【 請 求 項 ４ 】
ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 及 び ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ を
用 い る こ と を 特 徴 と す る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 法 。
【 請 求 項 ５ 】
ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 及 び ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ
を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 法 。
【 請 求 項 ６ 】
ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 及 び ジ メ チ ル ア ミ ン に 作 用 す る 酵 素 又 は
シ ト ル リ ン に 作 用 す る 酵 素 か ら な る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ 】
以 下 の 酵 素 の ２ 種 以 上 か ら な る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 キ ッ ト 。
酵 素 ； ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー
ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル ギ ノ コ ハ ク
酸 合 成 酵 素 及 び ル シ フ ェ ラ ー ゼ
【 請 求 項 ８ 】
ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 及 び 以 下 の 酵 素 の １ 種 以 上 か ら な る 非 対
称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 キ ッ ト 。
酵 素 ； ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ メ チ ル
ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 合 成 酵 素 及 び ル シ フ ェ ラ ー ゼ
【 請 求 項 ９ 】
ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 及 び ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ か
ら な る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 及 び ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ
か ら な る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 法 及 び 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 キ ッ ト
に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
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　 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン （ 以 下 、 ADMAと 略 称 す る 。 ） は 、 ヒ ト 生 体 内 に お い て 、 NO合
成 酵 素 の 内 因 性 阻 害 剤 と し て 知 ら れ て お り 、 生 体 内 で の NOの 生 成 量 を コ ン ト ロ ー ル す る も
の の ひ と つ で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。 NOの 役 割 と し て は 、 現
在 、 血 管 収 縮 弛 緩 コ ン ト ロ ー ル 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ よ り 産 生 さ れ た NOに よ る 生 体 防 御 、 神 経
伝 達 物 質 と し て の 利 用 等 が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 近 年 、 NOと 関 連 す る 疾 患 に つ い て の 研 究 が 進 み 、 動 脈 硬 化 、 高 血 圧 、 妊 娠 中 毒 症 等 に お
い て ADMAと の 関 連 性 が 知 ら れ る よ う に な っ た （ 非 特 許 文 献 ２ 及 び 非 特 許 文 献 ３ 参 照 ） 。 す
な わ ち 、 ADMA量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 上 記 動 脈 硬 化 等 の 疾 患 の 診 断 が 可 能 で あ る こ と が
示 唆 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 現 在 ADMAは 、 HPLCを 用 い る 方 法 （ 非 特 許 文 献 ４ 、 非 特 許 文 献 ５ 、 非 特 許 文 献 ６ 、 非 特 許
文 献 ７ 、 非 特 許 文 献 ８ 及 び 非 特 許 文 献 ９ 参 照 ） あ る い は ELISA（ 特 許 文 献 １ 参 照 ） に よ り
測 定 さ れ て い る 。 更 に ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ 以 下 、 DDAHと 略
称 す る 。 ） を 用 い た 酵 素 的 測 定 法 も 開 示 さ れ て い る （ 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の 酵 素 的 測 定 法 は 、 生 体 中 の ADMAを DDAHに よ り シ ト ル リ ン に 変 換 し 、 シ ト ル リ ン 量 を
測 定 す る 方 法 で あ る 。 し か し な が ら 、 こ の 方 法 は 、 食 物 由 来 シ ト ル リ ン 及 び 尿 素 骨 格 を 有
す る 化 合 物 （ 尿 素 等 ） は 同 様 に 発 色 す る こ と 、 除 タ ン パ ク 質 の た め 検 体 の ク リ ー ン ア ッ プ
が 必 要 な こ と 、 検 体 の 濃 縮 過 程 が 必 要 で あ る こ と 等 か ら 、 測 定 に 2時 間 以 上 か か っ た 。 ま
た 、 使 用 す る 試 薬 の 臭 気 が 強 い こ と 、 50%硫 酸 で 85℃ 、 40分 間 の 加 熱 処 理 及 び 危 険 な 操 作
が あ る こ と 等 か ら 、 キ ッ ト 化 し 、 検 査 室 等 で 使 用 す る に は 不 充 分 で あ り 、 実 用 的 で は な か
っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 98／ 49199号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 6358699号 明 細 書
【 非 特 許 文 献 １ 】 PNAS　 99、 13527-13532、 2002
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Lancet 339、 572-575、 1992
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Circulation 98、 1842-1847、 1998
【 非 特 許 文 献 ４ 】 J.Chromatogr.B 692、 257-262、 1997
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Biochem.Biophys.Res.Commun. 219、 598-603、 1996
【 非 特 許 文 献 ６ 】 J.Chromatogr.B 742、 199-203、 2000
【 非 特 許 文 献 ７ 】 J.Chromatogr.B 659、 185-207、 1994
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Anal.Biochem.303、 131-137、 2002
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Anal.Biochem. 318、 13-17,2003
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 は 、 ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 及 び 他 の 酵 素 を 組 み 合
わ せ る こ と に よ り 、 簡 便 で 実 用 的 な 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 法 及 び 非 対 称 ジ メ チ ル
ア ル ギ ニ ン 測 定 キ ッ ト を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 そ こ で 本 発 明 者 等 は 、 前 記 課 題 解 決 の た め に 鋭 意 研 究 を 重 ね た 結 果 、 ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ
ド ロ ラ ー ゼ 及 び 他 の 酵 素 を 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に よ り 、 極 め て 短 時 間 の う ち に 非 対 称
ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 濃 度 に 依 存 し た 測 定 値 が 得 ら れ る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 し た 。
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 以 下 の 発 明 を 提 供 す る も の で あ る 。
(１ )ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 及 び ジ メ チ ル ア ミ ン に 作 用 す る 酵 素
又 は シ ト ル リ ン に 作 用 す る 酵 素 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定
法 。
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(２ )以 下 の 酵 素 の ２ 種 以 上 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 法 。
酵 素 ； ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー
ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル ギ ノ コ ハ ク
酸 合 成 酵 素 及 び ル シ フ ェ ラ ー ゼ
(３ )ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 及 び 以 下 の 酵 素 の １ 種 以 上 を 用 い る
こ と を 特 徴 と す る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 法 。
酵 素 ； ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ メ チ ル
ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 合 成 酵 素 及 び ル シ フ ェ ラ ー ゼ
(４ )ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 及 び ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー
ゼ を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 法 。
(５ )ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 及 び ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ
ー ゼ を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 法 。
(６ )ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 及 び ジ メ チ ル ア ミ ン に 作 用 す る 酵 素
又 は シ ト ル リ ン に 作 用 す る 酵 素 か ら な る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 キ ッ ト 。
(７ )以 下 の 酵 素 の ２ 種 以 上 か ら な る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 キ ッ ト 。
酵 素 ； ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー
ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル ギ ノ コ ハ ク
酸 合 成 酵 素 及 び ル シ フ ェ ラ ー ゼ
(８ )ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 及 び 以 下 の 酵 素 の １ 種 以 上 か ら な る
非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 キ ッ ト 。
酵 素 ； ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ メ チ ル
ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 合 成 酵 素 及 び ル シ フ ェ ラ ー ゼ
(９ )ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 及 び ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー
ゼ か ら な る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 キ ッ ト 。
(１ ０ )ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ジ メ チ ル ア ミ ノ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 及 び ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ
ナ ー ゼ か ら な る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 キ ッ ト 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 法 及 び 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定
キ ッ ト が 提 供 さ れ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン に ２ 種 以 上 の 酵 素 を 作 用 さ せ 、 測 定 値 を 得 る 測 定
法 で あ り 、 以 下 に 示 す 酵 素 に 限 定 す る も の で は な い 。
　 本 発 明 測 定 法 に 用 い ら れ る 酵 素 と し て は 、 例 え ば 、 DDAH、 ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル ギ ノ コ ハ
ク 酸 合 成 酵 素 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 DDAHは 、 以 下 に 示 す 反 応 を 触 媒 し 、 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン へ の 特 異 性 が 高 い も の が
好 ま し い 。

ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン  +  H 2 O →  ジ メ チ ル ア ミ ン ＋ シ ト ル リ ン  

　 DDAHの 作 用 に よ り 、 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン か ら 生 成 さ れ る ジ メ チ ル ア ミ ン に 作 用 す る 酵 素
と し て は 、 例 え ば 、 以 下 の 反 応 を 触 媒 す る ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ が 挙 げ ら れ る
。

ジ メ チ ル ア ミ ン 　 + H 2 O + ｍ PMS　 → 　 メ チ ル ア ミ ン 　 +　 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 　 +　 還 元 型
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ｍ PMS

　 還 元 型 ｍ PMSは 、 NTBあ る い は WST-8等 の ホ ル マ ザ ン 試 薬 と 反 応 さ せ る こ と に よ り 発 色 さ
せ る こ と が で き 、 吸 光 度 計 を 用 い て 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
　 ま た 、 ジ メ チ ル ア ミ ン に 作 用 す る 酵 素 と し て は 、 例 え ば 、 以 下 の 反 応 を 触 媒 す る ジ メ チ
ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ が 挙 げ ら れ る 。

ジ メ チ ル ア ミ ン 　 + O 2 　 + NADPH　 → 　 メ チ ル ア ミ ン 　 +　 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 　 +　 NADP＋

　 NADPHは 、 340nmの 吸 収 を 有 し て い る の で 、 減 少 量 が 吸 光 度 計 を 用 い て 測 定 す る こ と が 可
能 で あ る 。
　 す な わ ち 、 DDAH、 ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ も し く は ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ
ゲ ナ ー ゼ 等 の 2種 の 酵 素 を 組 み 合 わ せ て ADMAを 測 定 す る こ と が で き る 。
　 DDAHの 反 応 産 物 で あ る シ ト ル リ ン に 作 用 す る 酵 素 と し て は 、 例 え ば 、 以 下 の 反 応 を 触 媒
す る ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 合 成 酵 素 が 挙 げ ら れ る 。

シ ト ル リ ン 　 +　 ア ス パ ラ ギ ン 酸 　 +　 ATP　 → 　 ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 　 +　 AMP　 +　 ピ ロ り ん
酸
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ATP量 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 等 に よ り 定 量 可 能 で あ る 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ は 、 以 下 の 反 応 を
触 媒 し 、 ATP量 を 発 光 量 と し て 測 定 す る こ と が で き る 。

ル シ フ ェ リ ン 　 +　 ATP　 +　 O 2 　 → 　 オ キ シ ル シ フ ェ リ ン 　 +　 AMP　 +　 ピ ロ り ん 酸 　 +　 C
O 2 　 +　 光

　 す な わ ち 、 DDAH、 ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 合 成 酵 素 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の ３ 種 の 酵 素 を 組 み 合 わ
せ る こ と に よ り 、 ADMAを 測 定 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 AMP を ピ ル ビ ン 酸 オ ル ソ り ん 酸 ジ キ ナ ー ゼ を 用 い た 以 下 の 反 応 に よ り ピ ル ビ ン 酸
に 変 換 し 、 生 じ た ピ ル ビ ン 酸 を ピ ル ビ ン 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 等 に よ り 定 量 す る こ と も で き る 。

ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 　 +　  AMP　 +　 ピ ロ り ん 酸 　 → 　 ピ ル ビ ン 酸 　 +　 ATP　 +　 り
ん 酸
【 ０ ０ １ ４ 】
　 使 用 す る 酵 素 と し て は 、 市 販 さ れ て い る 酵 素 を 用 い て も よ い 。 ま た 、 以 下 に 具 体 例 を 挙
げ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
　 ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と し て は 、 例 え ば 、 Hyphomicrobium由 来 酵 素 （ Journa
l of General Microbiology 115, 49-58, 1979） が 知 ら れ て い る 。
　 ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ と し て は 、 例 え ば 、 Paracoccus aminovorans由 来 酵
素 （ Arch. Microbiol. 176, 271-277, 2001） が 知 ら れ て い る 。
　 メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と し て は 、 例 え ば 、 Methylophilus methylotrophus由 来
酵 素 （ J. Bacteriol. 176, 4073-4080, 1994） 、 Paracoccus　 denitrificans（ Protein E
ngineering 14, 675-681, 2001） あ る い は Methylobacterium　 extorquens（ J. Biol. Che
m. 273, 25703-25712, 1998） 等 が 知 ら れ て い る 。
　 メ チ ル ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ と し て は 、 例 え ば 、 バ チ ル ス 由 来 酵 素 （ 特 開 昭 58-71886号 公
報 あ る い は 特 開 昭 58-71896号 公 報 記 載 の も の 等 ） が 知 ら れ て い る 。
　 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と し て は 、 例 え ば 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 由 来 酵 素 （ J.Ba
cteriol 176、 2483-2491、 1994） が 知 ら れ て い る 。
　 DDAHに つ い て は 、 例 え ば 、 ヒ ト 由 来 （ Eur. J. Biochem. 258, 863-868, 1998） 、 ラ ッ
ト 由 来 （ J. Biol. Chem. 264, 10205-10209, 1989） あ る い は Pseudomonas aeruginosa由
来 （ Molecular Microbiology 33, 1278-1279, 1999） 等 が 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 Sinorh
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izobium　 meliloti ATCC51124由 来 の Ｄ Ｄ Ａ Ｈ （ 特 願 2004-079347号 明 細 書 記 載 の も の 等 ）
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 更 に 、 微 生 物 、 動 物 、 植 物 等 起 源 の 酵 素 を 探 索 し て 、 自 然 界 よ り 取 得 す る こ と も で き る
。
　 例 え ば 、 ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ を 生 産 す る 能 力 を 有 す る 微 生 物 を 探 索 す る 場
合 、 ジ メ チ ル ア ミ ン 等 の 酵 素 生 産 誘 導 物 質 を 添 加 し た 培 地 で 微 生 物 を 培 養 し 、 得 ら れ た 微
生 物 菌 体 を 破 砕 し 、 ジ メ チ ル ア ミ ン を 基 質 と し て 用 い 、 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 検 出 す る
こ と に よ り 本 発 明 Ｄ Ｄ Ａ Ｈ 生 産 能 を 有 す る 微 生 物 を 取 得 で き る 。
こ こ で 用 い る 微 生 物 は 、 土 壌 か ら 新 た に 分 離 し て も よ く 、 更 に は 、 微 生 物 保 存 機 関 等 よ り
入 手 し た 微 生 物 を 用 い る こ と も で き る 。 更 に 、 現 在 ま で に 知 ら れ て い る ジ メ チ ル ア ミ ン デ
ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 遺 伝 子 配 列 に よ り 相 同 性 検 索 を 行 な い 、 機 能 未 知 の 遺 伝 子 配 列 情 報 を 入 手
し 、 ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。
　 更 に 、 本 発 明 Ｄ Ｄ Ａ Ｈ と し て 、 遺 伝 子 工 学 的 技 術 あ る い は 変 異 処 理 等 の 方 法 に よ り 、 天
然 型 酵 素 を 改 変 し て 得 ら れ る 酵 素 も 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 改 変 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 必 要 な 酵 素 を 生 産 す る 生 物 に 、 紫 外 線 、 Ｘ 線 、 放 射 線
等 を 照 射 す る か あ る い は エ チ ル メ タ ン サ ル フ ォ ネ ー ト 、 Ｎ － メ チ ル － Ｎ '－ ニ ト ロ － Ｎ －
ニ ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン 、 亜 硝 酸 等 の 変 異 誘 発 剤 を 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 改 変 さ れ た 変 異 型
酵 素 を 生 産 す る 微 生 物 を 得 、 得 ら れ た 微 生 物 か ら 変 異 型 酵 素 を 得 る 方 法 等 が 挙 げ ら れ る 。
一 般 的 に は 、 遺 伝 子 工 学 的 な 手 法 を 用 い 、 性 質 を 異 に す る 必 要 な 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子
を 改 変 す る こ と に よ り 、 更 に 、 優 れ た 性 質 の 変 異 型 酵 素 を 得 る こ と も で き る 。
　 本 発 明 測 定 法 に 用 い る 他 の 酵 素 に つ い て も 同 様 の 方 法 で 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 測 定 法 は 、 ２ 種 以 上 の 酵 素 を 組 み 合 わ せ て 用 い る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定
法 で あ り 、 特 に DDAH及 び 他 の 酵 素 を 組 み 合 わ せ て 用 い る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 測 定 法
を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 他 の 酵 素 の 例 と し て 、 例 え ば 、 ジ メ チ ル ア ミ ン に 作 用 す る 酵 素 、 シ ト ル リ ン に 作 用 す る
酵 素 の い ず れ か を 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る 。 更 に 詳 し く は 、 ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ
ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ メ チ ル ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル
ギ ノ コ ハ ク 酸 合 成 酵 素 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 等 の １ 種 以 上 の 酵 素 を 選 択 し 、 DDAHと 組 み 合 わ せ
て 用 い る こ と が で き る 。 更 に 、 ２ 種 以 上 の 酵 素 を 組 み 合 わ せ て 用 い る 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル
ギ ニ ン 測 定 用 キ ッ ト で あ れ ば 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 組 み 合 わ せ の 例 を 以 下 に 示 す が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 ま た 、 還 元 型 ｍ PMS
と は 、 酵 素 反 応 の 電 子 受 容 体 の 例 と し て 示 し た も の で あ り 、 電 子 受 容 体 と し て 使 用 で き る
も の で あ れ ば 代 用 す る こ と が で き る 。 感 度 が 不 足 し た 場 合 は 、 メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ 、 メ チ ル ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ を 適 時 組 み 合 わ せ
る こ と に よ り 更 に 高 感 度 に 測 定 す る こ と が で き る 。
DDAH、 ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ に よ り 生 じ る 還 元 型 ｍ PMSを ホ ル マ ザ ン 試 薬 に よ
り 発 色 さ せ る 方 法 。 （ ２ ） DDAH、 ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ を 組 み 合 わ せ て 生 じ る 還 元 型 ｍ PMSを ホ ル マ ザ ン 試 薬 で 発 色 さ せ る 方 法 。 （ ３
） DDAH、 ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ を 組 み 合
わ せ て 生 じ る 還 元 型 ｍ PMSを ホ ル マ ザ ン 試 薬 で 発 色 さ せ る 方 法 。 （ ４ ） DDAH、 ジ メ チ ル ア
ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ を 組 み 合 わ せ て 生 じ る 還 元 型 ｍ PMSを ホ ル マ ザ ン 試 薬 で 発 色 さ せ る 方 法 。 （ ５ ） DDAH
、 ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ を 組 み 合 わ せ て 消 費 さ れ る NADPH量 を 340nmの 吸 収 で
測 定 す る 方 法 。 （ ６ ） （ ５ ） に つ い て 、 反 応 前 と 反 応 後 の 2回 ホ ル マ ザ ン 試 薬 に よ り NADPH
量 を 定 量 し 、 減 少 量 を 算 出 す る 方 法 。 （ ７ ） DDAH、 ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ も し
く は ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ に よ り 生 じ る メ チ ル ア ミ ン を メ チ ル ア ミ ン オ キ シ
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ダ ー ゼ に よ り 反 応 さ せ 、 生 じ る 過 酸 化 水 素 を パ ー オ キ シ ダ ー ゼ に よ り 測 定 す る 方 法 。 （ ８
） DDAH、 ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 合 成 酵 素 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 消 費 さ れ る ATP量 を ル シ フ
ェ ラ ー ゼ に よ り 測 定 す る 方 法 。 （ ９ ） （ １ ） か ら （ ４ ） に つ い て 、 反 応 の 結 果 生 じ る 還 元
型 ｍ PMSと 酸 素 か ら 発 生 す る 過 酸 化 水 素 を ル シ ゲ ニ ン の よ う な 化 学 発 光 基 質 と 反 応 さ せ 、
発 光 に よ り 測 定 す る 方 法 。 （ １ ０ ） DDAH、 ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 合 成 酵 素 、 ピ ル ビ ン 酸 オ ル ソ
り ん 酸 ジ キ ナ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を 組 合 わ せ る こ と に よ り 生 じ る 過 酸 化 水 素 を
発 色 あ る い は 発 光 に よ り 測 定 す る 方 法 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 DDAHの 作 用 に よ り ADMAは 、 シ ト ル リ ン 及 び ジ メ チ ル ア ミ ン に 変 換 さ れ る 。 DDAHと し て は
、 前 述 の と お り 、 ヒ ト 由 来 、 ラ ッ ト 由 来 、 微 生 物 由 来 等 の DDAHが 使 用 で き 、 特 に Sinorhiz
obium meliloti ATCC51124由 来 DDAH （ 特 願 2004-079347号 明 細 書 記 載 の も の 等 ） は 、 至 適
ｐ H範 囲 が ｐ Ｈ 7.0～ 10.0と 広 く 、 本 測 定 法 の 使 用 に 適 し て い る 。
先 ず 、 ADMA を 含 む サ ン プ ル に 、 DDAH を 添 加 し 反 応 さ せ る 。 具 体 的 に は 、 １ 測 定 あ た り DD
AH を 0.01～ 5Uの 範 囲 で 使 用 で き 、 0.1U前 後 で 使 用 す る こ と が 望 ま し い 。
反 応 ｐ Ｈ は 、 ｐ H7.0～ 10で あ れ ば よ く 、 他 の 酵 素 を 共 存 さ せ る 場 合 は 、 共 存 さ せ る 酵 素 の
至 適 に 合 わ せ て 選 択 す る こ と が で き る 。
他 の 酵 素 が ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ あ る い は ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
で あ れ ば 、 ｐ Ｈ 8.0前 後 で 反 応 す る の が 適 当 で あ る 。 使 用 す る バ ッ フ ァ ー は 、 目 的 の ｐ Ｈ
を 調 整 で き る バ ッ フ ァ ー で あ れ ば 使 用 で き 、 リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー で あ れ ば 充 分 反 応 可 能 で あ
る 。 反 応 温 度 は 、 30～ 40℃ で あ れ ば 反 応 で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 DDAHの 作 用 に よ り 生 じ た シ ト ル リ ン 及 び ジ メ チ ル ア ミ ン に 作 用 す る 酵 素 を 添 加 す る 場 合
、 DDAH と 共 存 さ せ る 場 合 あ る い は 、 2段 階 反 応 を さ せ る 場 合 が 考 え ら れ る 。
共 存 さ せ る 場 合 に は 、 DDAH 反 応 液 に 更 に 、 0.01～ 5Uの 酵 素 を 添 加 す る こ と が で き る 。 そ
の 際 、 添 加 す る 酵 素 の 反 応 に 必 要 な 試 薬 を 必 要 量 添 加 す る 必 要 が あ る 。 ジ メ チ ル ア ミ ン モ
ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ を 使 用 す る 場 合 、 Ｎ Ａ Ｄ Ｐ Ｈ を 測 定 機 器 の 検 出 感 度 に 合 わ せ て 0.01～ 0.
5ｍ Ｍ 程 度 添 加 す る 。 添 加 後 、 340ｎ ｍ の 吸 光 度 を 測 定 す れ ば 、 ADMA 量 に し た が っ て 吸 光
度 の 減 少 が 見 ら れ る 。 二 段 階 反 応 を さ せ る 場 合 に は 、 DDAH に よ る 反 応 終 了 後 に 、 他 の 酵
素 と 反 応 に 必 要 な 試 薬 を 上 記 共 存 さ せ る 場 合 に 準 じ て 添 加 し 、 30～ 40℃ で 反 応 さ せ れ ば よ
い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 更 に 具 体 的 に 説 明 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 取 得
　 NCIMBよ り Hyphomicrobium　 denitrificans　 NCIMB 11706を 購 入 し 、 NCIMB指 定 の 方 法 で
復 元 し た 後 、 復 元 物 を 、 0.2Lの 培 地 ［ 1Lあ た り （ NH 4 ） 2  SO 4 　 １ ｇ 、 MgSO 4 　 0.2ｇ 、 NaH 2
PO 4 　 0.5ｇ 、 K 2 HPO 4 　 1.55ｇ 、 ｐ H7.2、 オ ー ト ク レ ー ブ 後 フ ィ ル タ ー ろ 過 、 10％ 塩 酸 ジ メ
チ ル ア ミ ン を 0.1％ と な る よ う に 添 加 ］ に 接 種 し 、 30℃ 、 １ ２ ０ ｒ .ｐ .ｍ .で １ 日 間 、 回 転
振 と う 培 養 し た 。 こ れ を シ ー ド と し て 0.2Lの 上 記 培 地 に ２ ｍ ｌ 接 種 し 、 30℃ で 一 日 振 と う
培 養 し た 。 こ の 培 養 液 よ り 、 １ ２ ， ０ ０ ０ ｒ .ｐ .ｍ .で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 す る こ と で 菌 体
を 回 収 し た 。
　 得 ら れ た 菌 体 を 、 50ｍ Mり ん 酸 バ ッ フ ァ ー （ ｐ H7.5） 2ｍ ｌ で 懸 濁 し 、 氷 上 で 冷 却 下 、 超
音 波 破 砕 器 (Ultrasonicgenerator、 Nissei社 製 )を 用 い て ６ ０ 秒 間 、 ４ 回 処 理 し た 。 破 砕
液 を １ ２ ,０ ０ ０ ｒ .ｐ .ｍ .で 、 １ ０ 分 間 遠 心 し 、 上 清 を 予 め 50ｍ Mり ん 酸 バ ッ フ ァ ー （ ｐ H
7.5） で 平 衡 化 し た DEAEセ フ ァ ロ ー ス Ｆ Ｆ （ ア マ シ ャ ム バ イ オ テ ク 社 製 ） カ ラ ム （ 1.0ｃ ｍ
× 4ｃ ｍ ） に か け た 。 8ｍ ｌ の 50ｍ Mり ん 酸 バ ッ フ ァ ー （ ｐ H7.5） で 洗 浄 後 、 4ｍ ｌ の 0.２ M
　 NaClを 含 む 50ｍ Mり ん 酸 バ ッ フ ァ ー （ ｐ H7.5） で 溶 出 し た 。 更 に 、 4ｍ ｌ の 0.4M　 NaClを
含 む り ん 酸 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た 。 活 性 画 分 を 、 約 ０ ． ２ Ｍ 　 NaClで 溶 出 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
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ジ メ チ ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 測 定 法
Ａ ． 試 薬 の 調 製
（ １ ） 試 薬 １ ： 5 ｍ M　 Ｐ Ｍ Ｓ
　 15.3ｍ ｇ の フ ェ ナ ジ ン メ ト ス ル フ ァ ー ト を 水 に 溶 解 し 、 10mlに 定 溶 す る 。
（ ２ ） 試 薬 ２ ： 1 ｍ Ｍ  DCIP
  2.9ｍ ｇ の ジ ク ロ ロ イ ン ド フ ェ ノ ー ル ナ ト リ ウ ム を 水 に 溶 解 し 、 10ｍ ｌ に 定 溶 す る 。
（ ３ ） 試 薬 ３ ： 基 質 溶 液 （ 30mM　 ジ メ チ ル ア ミ ン ）
　 24.5ｍ ｇ の ジ メ チ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 を 水 に 溶 解 し 、 10mlに 定 溶 す る 。
（ ４ ） 試 薬 ４ ： 1M　 り ん 酸 バ ッ フ ァ ー （ pH7.7）
Ｂ ． 測 定 法
　 1mlの 水 を 試 験 管 に と り 、 200μ ｌ の 試 薬 １ 、 200μ ｌ の 試 薬 ２ 、 200μ ｌ の 試 薬 ４ 、 200
μ ｌ の サ ン プ ル を 混 和 し 、 30℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー で 5分 間 保 温 す る 。 200μ ｌ の 試 薬 ３ を
添 加 し 、 600nmの 吸 光 度 の タ イ ム コ ー ス を 30℃ 、 5分 間 で 測 定 す る 。 な お 、 対 照 液 は 、 200
μ ｌ の 試 薬 ３ の 代 わ り に 200μ ｌ の イ オ ン 交 換 水 を 加 え る 以 外 は 前 記 と 同 様 に し た も の で
あ る 。 ジ ク ロ ロ イ ン ド フ ェ ノ ー ル ナ ト リ ウ ム の モ ル 吸 光 係 数 （ 21.69× 10 3  Ｍ - 1 cm - 1 ） よ
り 酵 素 活 性 単 位 を 計 算 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ の 取 得
　 NBRCよ り Paracoccus　 aminovorans　 Ｎ Ｂ Ｒ Ｃ １ ６ ７ １ １ を 購 入 し 、 NBRC指 定 の 方 法 で
復 元 し た 後 、 復 元 物 を 、 0.002Ｌ の 培 地 （ 1Lあ た り K 2 HPO 4 　 １ ｇ 、 KH 2 PO 4 　 ２ ． ５ ｇ 、 MgS
O 4 ・ ７ H 2 O　 １ ． ４ ｇ 、 NH 4 Cｌ 　 ０ ． ２ ｇ 、 KCｌ 　 ０ ． ２ ５ ｇ 、 イ ー ス ト エ キ ス 　 ０ ． ２
ｇ 、 ｐ H７ ． ２ 、 　 オ ー ト ク レ ー ブ 後 フ ィ ル タ ー ろ 過 、 １ ０ ％ 塩 酸 ジ メ チ ル ア ミ ン を ０ ．
１ ％ と な る よ う に 添 加 ） に 接 種 し 、 30℃ 、 １ ２ ０ ｒ .ｐ .ｍ .で １ 日 間 回 転 振 と う 培 養 し た
。 こ れ を シ ー ド と し て 0.2Ｌ の 上 記 培 地 に ２ ｍ ｌ 接 種 し 、 30℃ で 一 日 振 と う 培 養 し た 。 こ
の 培 養 液 よ り 、 １ ２ ， ０ ０ ０ ｒ .ｐ .ｍ .で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 菌 体 を 回 収 し
た 。
　 得 ら れ た 菌 体 を 、 ５ ０ ｍ Mり ん 酸 バ ッ フ ァ ー （ ｐ H７ ． ５ ） ２ ｍ ｌ で 懸 濁 し 、 氷 上 で 冷 却
下 、 超 音 波 破 砕 器 (Ultrasonicgenerator、 Nissei社 製 )を 用 い て ６ ０ 秒 間 、 ４ 回 処 理 し た
。 破 砕 液 を １ ２ ,０ ０ ０ ｒ .ｐ .ｍ .で 、 １ ０ 分 間 遠 心 し 、 上 清 を 予 め ５ ０ ｍ Mり ん 酸 バ ッ フ
ァ ー （ ｐ H７ ． ５ ） で 平 衡 化 し た DEAEセ フ ァ ロ ー ス Ｆ Ｆ （ ア マ シ ャ ム バ イ オ テ ク 社 製 ） カ
ラ ム （ １ ． ０ ｃ ｍ × ４ ｃ ｍ ） に か け た 。 ８ ｍ ｌ の ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ り ん
酸 バ ッ フ ァ ー （ ｐ H７ ． ５ ） で 洗 浄 後 、 ４ ｍ ｌ の ０ ． ３ M　 Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ５ ０ ｍ Mり ん 酸
バ ッ フ ァ ー （ ｐ H７ ． ５ ） で 溶 出 し た 。 更 に 、 ４ ｍ ｌ の ０ ． ４ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む り ん 酸 バ
ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た 。 活 性 画 分 を 、 約 ０ ． ３ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ で 溶 出 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 活 性 測 定 法
Ａ ． 試 薬 の 調 製
（ １ ） 試 薬 １ ： ０ ． ５ ｍ Ｍ  Ｎ Ａ Ｄ Ｐ Ｈ
　 ４ ． ５ ｍ ｇ の ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ヌ ク レ オ チ ド り ん 酸 還 元 型 を 水 に 溶 解 し 、 １ ０ ｍ
ｌ に 定 溶 す る 。
（ ２ ） 試 薬 ２ ： 基 質 溶 液 （ ３ ０ ｍ Ｍ  ジ メ チ ル ア ミ ン ）
　 ２ ４ ． ５ ｍ ｇ の ジ メ チ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 を 水 に 溶 解 し 、 １ ０ ｍ ｌ に 定 溶 す る 。
（ ３ ） 試 薬 ３ ： ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 り ん 酸 バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ）
Ｂ ． 測 定 法
　 1mlの 試 薬 ３ を 試 験 管 に と り 、 200μ ｌ の 試 薬 １ 、 400μ ｌ の 水 、 200μ ｌ の サ ン プ ル を 混
和 し 、 30℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー で 5分 間 保 温 す る 。 200μ ｌ の 試 薬 ２ を 添 加 し 、 340nmの 吸
光 度 の タ イ ム コ ー ス を 30℃ 、 5分 間 で 測 定 す る 。 な お 、 対 照 液 は 、 200μ ｌ の 試 薬 ２ の 代 わ
り に １ ０ ０ μ ｌ の イ オ ン 交 換 水 を 加 え る 以 外 は 前 記 と 同 様 に し た も の で あ る 。 NADPHの モ
ル 吸 光 係 数 を 元 に し て 活 性 単 位 を 算 出 す る こ と が で き る 。
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【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
DDAHの 取 得
　 特 願 2004-079347号 明 細 書 記 載 の 方 法 で Sinorhizobium由 来 DDAHを 得 た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
DDAH活 性 測 定 法
　 Ａ ． 試 薬 の 調 製
（ １ ） 試 薬 １ ： 発 色 液 Ａ
　 ５ ０ ０ ｍ ｇ の ア ン チ ピ リ ン 、 ２ ７ ８ ｍ ｇ の 硫 酸 鉄 を ５ ０ ％ 硫 酸 に 溶 解 し 、 １ ０ ０ ｍ ｌ に
定 容 す る 。
（ ２ ） 試 薬 ２ ： 発 色 液 Ｂ
　 ８ ０ ０ ｍ ｇ の ジ ア セ チ ル モ ノ オ キ シ ム を ５ ％ 酢 酸 に 溶 解 し 、 １ ０ ０ ｍ ｌ に 定 容 す る 。
（ ３ ） 試 薬 ３ ： 基 質 溶 液 （ １ ０ ｍ Ｍ  Ａ Ｄ Ｍ Ａ ）
　 非 対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン ２ ５ ｍ ｇ を イ オ ン 交 換 水 に 溶 解 し て ９ ． １ ｍ ｌ に 定 容 す る 。
対 称 ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 又 は Ｌ － ア ル ギ ニ ン を 基 質 と し て 用 い る と き は 夫 々 、 ２ ５ ｍ ｇ 、
１ ６ ｍ ｇ を イ オ ン 交 換 水 に 溶 解 し て 、 ９ ． １ ｍ ｌ に 定 容 し た 溶 液 を 用 い る 。
（ ４ ） 試 薬 ４ ： ２ ０ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 カ リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ）
（ ５ ） 試 薬 ５ ： 混 合 発 色 液
　 使 用 直 前 に 試 薬 １ 及 び 試 薬 ２ を 等 量 混 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 Ｂ ． 測 定 法
　 ０ ． ２ ５ ｍ ｌ の 試 薬 ４ 及 び ０ ． ２ ｍ ｌ の 酵 素 液 を 混 和 し 、 ３ ７ ℃ で ５ 分 間 予 備 加 温 す る
。 そ の 後 ０ ． ０ ５ ｍ ｌ の 試 薬 ３ を 加 え て 充 分 混 合 し た 後 、 ３ ７ ℃ で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト す る 。 　 ０ ． ２ ５ ｍ ｌ の 試 薬 ５ を 添 加 し 、 充 分 攪 拌 し た 後 、 ８ ５ ℃ で ４ ０ 分 間 反 応 さ せ
る 。 放 冷 後 、 分 光 光 度 計 で ４ ６ ６ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 を 測 定 す る 。 な お 、 対 照 液 は 、 １ ０
０ μ ｌ の 試 薬 ３ の 代 わ り に １ ０ ０ μ ｌ の イ オ ン 交 換 水 を 加 え る 以 外 は 前 記 と 同 様 に し た も
の で あ る 。 こ れ を 予 め 作 製 し て お い た シ ト ル リ ン を 試 薬 ３ の 代 わ り に 、 又 、 酵 素 液 の 代 わ
り に イ オ ン 交 換 水 を 用 い 、 そ の 生 成 色 素 量 と の 関 係 を 調 べ た グ ラ フ を 用 意 す る 。 こ の グ ラ
フ を 用 い て 、 ３ ７ ℃ 、 １ 分 間 当 た り に 生 成 さ れ る シ ト ル リ ン の マ イ ク ロ モ ル を 計 算 し 、 こ
の 数 値 を 酵 素 液 中 の 活 性 単 位 と す る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ２ ９ 】
（ １ ） ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 合 成 酵 素 の 取 得
　 Ｇ ｅ ｎ ｅ － Ｂ ａ ｎ ｋ よ り 大 腸 菌 K-12由 来 ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 合 成 酵 素 遺 伝 子 情 報 を 入 手 し
、 構 造 遺 伝 子 を 増 幅 で き る Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー を シ グ マ ジ ェ ネ シ ス 社 の 受 託 合 成 に よ り 作 製
し た 。 大 腸 菌 Ｋ － １ ２  Ｊ Ｍ １ ０ ９ （ タ カ ラ バ イ オ 社 製 ） を 、 ０ ． ２ Ｌ の Ｔ Ｙ 培 地 に 接 種
し 、 ３ ７ ℃ 、 １ ２ ０ ｒ .ｐ .ｍ .で １ 日 間 回 転 振 と う 培 養 し た 。 こ の 培 養 液 よ り 、 １ ２ ， ０
０ ０ ｒ .ｐ .ｍ .で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 す る こ と で 菌 体 を 回 収 し た 。 得 ら れ た 菌 体 は 、 ５ ｍ ｌ
の Ｔ Ｅ バ ッ フ ァ ー で 懸 濁 し 、 等 量 の Ｔ Ｅ 飽 和 フ ェ ノ ー ル を 添 加 し た 後 、 緩 や か に 振 と う す
る こ と に よ り 溶 菌 さ せ た 。 １ ２ ０ ０ ０ ｒ .ｐ .ｍ .で ２ 分 間 遠 心 後 、 上 清 を 取 り だ し 、 更 に
、 Ｔ Ｅ 飽 和 フ ェ ノ ー ル で 除 タ ン パ ク 質 処 理 を 行 な っ た 。 最 後 に 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 法 に よ り
Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 し 、 １ ． ２ ０ ｍ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
（ ２ ） Ｐ Ｃ Ｒ
　 反 応 液 を 以 下 の 組 成 で 調 製 し 、 変 性 を ９ ４ ℃ 、 ３ ０ 秒 間 、 ア ニ ー ル を ６ ２ ℃ 、 ３ ０ 秒 間
、 伸 長 反 応 を ７ ２ ℃ 、 ２ 分 間 で ３ ０ サ イ ク ル の 反 応 条 件 で Ｐ Ｃ Ｒ を 行 な っ た 。
　 　 （ 反 応 液 組 成 ）
　 　 　 １ ０ μ Ｍ プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ ） 　 　 　 ０ ． ６ μ ｌ
　 　 　 １ ０ μ Ｍ プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ２ ） 　 　 　 ０ ． ６ μ ｌ
　 　 　 10× Ｐ Ｃ Ｒ バ ッ フ ァ ー   　               ２ μ ｌ
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　 　 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ              　          　 　 　 ２ μ ｌ
　 　 　 １ ｍ Ｍ 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ８ μ ｌ
　 　 　 Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ 　 　 　 　 　 　 　 　 　   ０ ． ４ Ｕ
　 　 　 Ｈ ２ Ｏ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 最 終 容 量 ２ ０ μ ｌ に な る よ う 加 え る 。
　 Ｐ Ｃ Ｒ 終 了 後 、 NdeIに 消 化 し た 後 、 反 応 液 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に 供 し た と こ ろ 、
約 １ ． ３ ｋ ｂ の 位 置 に 目 的 の 断 片 と 思 わ れ る バ ン ド が 確 認 さ れ た の で 、 そ の バ ン ド を Ｒ ｅ
ｃ ｏ Ｃ ｈ ｉ ｐ （ 宝 酒 造 社 製 ） で 精 製 抽 出 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
（ ３ ） 精 製 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 解 析
　 精 製 し た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を Ｃ Ｅ Ｑ ２ ０ ０ ０ Ｘ Ｌ （ ベ ッ ク マ ン コ ー ル タ ー 社 製 ） を 用 い て 塩 基
配 列 の 決 定 及 び 解 析 を 行 な っ た と こ ろ 、 決 定 し た 塩 基 配 列 は 、 デ ー タ ベ ー ス の Ｄ Ｎ Ａ 配 列
と 同 じ で あ っ た 。 一 方 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｔ １ ６ ｂ （ ノ バ ジ ェ ン 社 製 ） を 制 限 酵 素 Ｎ ｄ ｅ Ｉ で
消 化 後 、 上 記 精 製 抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 と ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 行 な い 、 大 腸 菌 Ｋ － １ ２ 　
Ｊ Ｍ １ ０ ９ を 形 質 転 換 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｔ １ ６ － Ａ Ｓ Ｓ は 、 独 立 行 政 法 人 産
業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ １ １ ０ と し て 寄 託 さ れ
て い る 。 ｐ Ｅ Ｔ １ ６ － Ａ Ｓ Ｓ で 大 腸 菌 Ｂ Ｌ ２ １ （ ノ バ ジ ェ ン 社 製 ） を 形 質 転 換 し 、 ジ メ チ
ル ア ミ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 生 産 株 ［ 大 腸 菌 Ｂ Ｌ ２ １ （ ｐ Ｅ Ｔ １ ６ － Ａ Ｓ Ｓ ） ］ と し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
（ ４ ） 活 性 の 確 認
　 大 腸 菌 Ｂ Ｌ ２ １ （ ｐ Ｅ Ｔ １ ６ － Ａ Ｓ Ｓ ） 菌 体 を 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ン ピ シ リ ン を 含 む
Ｔ Ｙ 培 地 （ １ ％ 　 バ ク ト ト リ プ ト ン 、 ０ ． ５ ％ 　 バ ク ト イ ー ス ト ・ エ ク ス ト ラ ク ト 、 ０ ．
５ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ ） １ ０ ｍ ｌ に て ３ ７ ℃ で ク レ ッ ト １ ０ ０ ま で 振 と う 培 養 し た
後 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 終 濃 度 １ ｍ Ｍ と な る よ う 添 加 し 、 更 に 、 ３ 時 間 培 養 し た 。 こ の 培 養 液 を 氷
上 で 冷 却 下 、 超 音 波 破 砕 器 (Ultrasonicgenerator、 Nissei社 製 )を 用 い て ２ ０ 秒 間 、 ４ 回
処 理 し た 。 こ れ を エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 入 れ 、 微 量 遠 心 機 を 用 い 、 １ ２ ， ０ ０ ０ ｒ .
ｐ .ｍ .で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 画 分 及 び 沈 殿 画 分 に 分 離 し 、 上 清 を 別 の エ ッ ペ ン ド ル
フ チ ュ ー ブ に 移 し か え 、 後 述 す る 酵 素 活 性 測 定 法 に よ り ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 合 成 酵 素 活 性 を
測 定 し た と こ ろ 、 Ｂ Ｌ ２ １ （ ｐ Ｅ Ｔ １ ６ － Ａ Ｓ Ｓ ） は 、 ０ ． ０ １ ５ Ｕ ／ ｍ ｌ と ア ル ギ ノ コ
ハ ク 酸 合 成 酵 素 活 性 を 有 し て い た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
（ ５ ） 大 腸 菌 K-12由 来 ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 合 成 酵 素 の 製 造
　 Ｂ Ｌ ２ １ （ ｐ Ｅ Ｔ １ ６ － Ａ Ｓ Ｓ ） を ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ン ピ シ リ ン を 含 む Ｔ Ｙ 培 地 （ １
％ 　 バ ク ト ト リ プ ト ン 、 ０ ． ５ ％ 　 バ ク ト イ ー ス ト ・ エ ク ス ト ラ ク ト 、 ０ ． ５ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ
ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ ） １ ０ ｍ ｌ に 接 種 し 、 37℃ で １ 日 間 振 と う 培 養 し た 。 こ れ を 種 培 養 と し て
、 0.5Ｌ 三 角 フ ラ ス コ に 入 れ た 上 記 培 地 0.1Ｌ に １ ｍ ｌ ず つ 接 種 し 、 37℃ で ク レ ッ ト １ ０ ０
ま で 振 と う 培 養 し た 後 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 終 濃 度 １ ｍ Ｍ と な る よ う に 添 加 し 、 更 に 、 ４ 時 間 培 養
し た 。 こ の 培 養 液 よ り 、 遠 心 分 離 （ １ ２ ０ ０ ０ ｒ .ｐ .ｍ .、 １ ０ 分 間 ） に よ り 菌 体 を 回 収
し た 。 得 ら れ た 菌 体 を － ８ ０ ℃ で 凍 結 保 存 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 凍 結 菌 体 （ ２ ５ ０ ｍ ｌ 分 ） を バ ッ フ ァ ー Ｔ Ｅ Ｃ Ａ （ １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ｍ
Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 1ｍ Ｍ シ ト ル リ ン 、 １ ｍ Ｍ ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 ０ ． １ ｍ Ｍ  Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ ） １ ５ ｍ
ｌ に 懸 濁 し 、 氷 上 で 冷 却 下 、 超 音 波 破 砕 器 (Ultrasonicgenerator、 Nissei社 製 )を 用 い て
２ ０ 秒 間 、 ４ 回 処 理 し た 。 破 砕 液 を １ ２ ,０ ０ ０ ｒ .ｐ .ｍ .で 、 １ ０ 分 間 遠 心 し 、 上 清 を 予
め バ ッ フ ァ ー TECAで 平 衡 化 し た Ｑ セ フ ァ ロ ー ス Ｆ Ｆ （ ア マ シ ャ ム バ イ オ テ ク 社 製 ） カ ラ ム
（ ２ ． ５ ｃ ｍ × １ ５ ｃ ｍ ） に か け た 。 １ ５ ０ ｍ ｌ の バ ッ フ ァ ー Ｔ Ｅ Ｃ Ａ で 洗 浄 後 、 バ ッ フ
ァ ー Ｔ Ｅ Ｃ Ａ か ら ０ ． １ Ｍ  塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む Ｔ Ｅ Ｃ Ａ の リ ニ ア グ ラ ジ ェ ン ト で 溶 出
さ せ た 。 活 性 画 分 を 、 約 ０ ． ０ ７ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム で 溶 出 し た 。 活 性 フ ラ ク シ ョ ン を ま と
め て ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 合 成 酵 素 溶 液 と し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 合 成 酵 素 活 性 測 定 法
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　 Ａ ． 試 薬 の 調 製
（ １ ） 試 薬 １ ： ４ ０ ｍ Ｍ ア ス パ ラ ギ ン 酸
　 ５ ３ ． ２ ｍ ｇ の L-ア ス パ ラ ギ ン 酸 を 水 に 溶 解 し 、 １ ０ ｍ ｌ に 定 溶 す る 。
試 薬 ２ ： １ ０ ｍ Ｍ  ATP
　 ５ ５ ． １ ｍ ｇ の ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 二 ナ ト リ ウ ム を 水 に 溶 解 し 、 １ Nの Ｎ ａ Ｏ Ｈ で ｐ H８
に 調 製 し 、 １ ０ ｍ ｌ に 定 溶 す る 。
試 薬 ３ ： ６ ０ ｍ Ｍ 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム
　 １ ２ ３ ． ０ ｍ ｇ の 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 6水 和 物 を 溶 解 し １ ０ ｍ ｌ に 定 溶 す る 。
試 薬 ４ ： 200ｍ M塩 化 カ リ ウ ム
　 １ ４ ９ ． １ ｍ ｇ の 塩 化 カ リ ウ ム を 溶 解 し １ ０ ｍ ｌ に 定 溶 す る 。
試 薬 ５ ： ２ ０ ０ Ｕ /ｍ ｌ ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
　 １ ０ ０ Ｕ の ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を １ ｍ ｌ の ２ Ｍ 硫 安 で 溶 解 す る 。
試 薬 ６ ： １ Ｍ 　 ト リ ス バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ７ ． ６ ）
試 薬 ７ ： 基 質 溶 液 （ １ ０ ｍ Ｍ シ ト ル リ ン ）
　 １ ７ ． ５ ｍ ｇ の シ ト ル リ ン を 溶 解 し １ ０ ｍ ｌ に 定 溶 す る 。
試 薬 ８ ： 発 色 液 Ａ
　 ５ ０ ０ ｍ ｇ の ア ン チ ピ リ ン 、 ２ ７ ８ ｍ ｇ の 硫 酸 鉄 を ５ ０ ％ 硫 酸 に 溶 解 し 、 １ ０ ０ ｍ ｌ に
定 容 す る 。
試 薬 ９ ： 発 色 液 Ｂ
　 ８ ０ ０ ｍ ｇ の ジ ア セ チ ル モ ノ オ キ シ ム を ５ ％ 酢 酸 に 溶 解 し 、 １ ０ ０ ｍ ｌ に 定 容 す る 。
試 薬 １ ０ ： 混 合 発 色 液
　 使 用 直 前 に 試 薬 ８ 及 び 試 薬 ９ を 等 量 混 合 す る 。
Ｂ ． 測 定 法
　 以 下 の よ う に 反 応 測 定 混 合 液 を マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に 調 製 し 、 37℃ で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト す る 。
試 薬 １ 　 　 1.5μ ｌ
試 薬 ２ 　 　 4.5μ ｌ
試 薬 ３ 　 　 15μ ｌ
試 薬 ４ 　 　 15μ ｌ
試 薬 ５ 　 　 1.0μ ｌ
試 薬 ６ 　 　 1.5μ ｌ
試 薬 ７ 　 　 15μ ｌ
水 　 　 　 　 56.5μ ｌ
　 ４ ０ μ ｌ の サ ン プ ル を 添 加 し 、 ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 間 反 応 さ せ る 。 反 応 後 、 ２ ０ μ ｌ の 反 応
液 を ４ ８ ０ μ ｌ の 水 と 混 和 し 、 希 釈 す る 。 反 応 希 釈 液 に ０ ． ２ ５ ｍ ｌ の 試 薬 １ ０ を 添 加 し
、 充 分 攪 拌 し た 後 、 ８ ５ ℃ で ４ ０ 分 間 反 応 さ せ る 。 放 冷 後 、 分 光 光 度 計 で ４ ６ ６ ｎ ｍ に お
け る 吸 光 度 を 測 定 す る 。 な お 、 こ れ を 予 め 希 釈 し て お い た シ ト ル リ ン を 反 応 希 釈 液 の 代 わ
り に 用 い 、 そ の 生 成 色 素 量 と の 関 係 を 調 べ た グ ラ フ を 用 意 す る 。 こ の グ ラ フ を 用 い て 、 ３
７ ℃ 、 １ 分 間 当 た り に 消 費 さ れ る シ ト ル リ ン の マ イ ク ロ モ ル を 計 算 し 、 こ の 数 値 を 酵 素 液
中 の 活 性 単 位 と す る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ３ ６ 】
DDAH+ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ
　 上 記 の よ う に し て 得 ら れ た DDAH及 び ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ を 組 み 合 わ せ て
ADMAを 測 定 し た 。
試 薬 １ ： １ ０ U/ｍ ｌ Ｄ Ｄ Ａ Ｈ
試 薬 ２ ： Ａ Ｄ Ｍ Ａ 希 釈 液 （ ０ ～ ０ ． ０ ３ ｍ Ｍ ）
試 薬 ３ ： １ ｍ Ｍ  Ｎ Ａ Ｄ Ｐ Ｈ
試 薬 ４ ： 10U/ml　 ジ メ チ ル ア ミ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ
試 薬 ５ ： １ Mり ん 酸 バ ッ フ ァ ー （ pH８ ． ０ ）
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　 ５ ０ μ ｌ の 試 薬 ５ 、 ５ ０ μ ｌ の 試 薬 １ 、 １ ． ４ ｍ ｌ の 試 薬 ２ を マ イ ク ロ チ ュ ー ブ 内 で 混
和 し 、 ３ ７ ℃ で 5分 間 保 温 し た 。 こ れ に 、 ２ ０ ０ μ ｌ の 試 薬 ５ 、 １ ０ ０ μ ｌ の 試 薬 ３ 、 １
０ ０ μ ｌ の 試 薬 ４ を 順 次 添 加 し 、 分 光 光 度 計 に よ り ３ ４ ０ ｎ ｍ で タ イ ム コ ー ス を と っ た 。
一 定 時 間 で 減 少 し た 吸 光 度 及 び 添 加 し た ADMA濃 度 の 関 係 は 次 の よ う に な っ た （ 図 １ ） 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
DDAH+ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 合 成 酵 素 +ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 測 定 法
　 上 記 の よ う に し て 得 ら れ た DDAH及 び ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 合 成 酵 素 を 組 み 合 わ せ て ADMAを 測
定 し た 。
Ａ ． 試 薬 の 調 製
（ １ ） 試 薬 １ ： 40ｍ Mア ス パ ラ ギ ン 酸
　 53.2ｍ ｇ の L-ア ス パ ラ ギ ン 酸 を 水 に 溶 解 し 、 10mlに 定 溶 す る 。
（ ２ ） 試 薬 ２ ： 0.1ｎ Ｍ 　 ATP
55.1ｍ ｇ の ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 二 ナ ト リ ウ ム を 水 に 溶 解 し 、 １ Nの NaOHで ｐ H8に 調 製 し 、 1
0mlに 定 溶 す る 。 こ れ を 1/1000000希 釈 す る 。
（ ３ ） 試 薬 ３ ： 60ｍ M塩 化 マ グ ネ シ ウ ム
　 123.0ｍ ｇ の 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 6水 和 物 を 溶 か し 10mlに 定 溶 す る 。
（ ４ ） 試 薬 ４ ： 200ｍ M塩 化 カ リ ウ ム
　 149.1ｍ ｇ の 塩 化 カ リ ウ ム を 溶 か し 10mlに 定 溶 す る 。
（ ５ ） 試 薬 ５ ： 200U/ｍ ｌ ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
　 100Uの ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 1mlの 2M硫 安 で 溶 解 す る 。
（ ６ ） 試 薬 ６ ： 1M　 ト リ ス バ ッ フ ァ ー （ pH7.６ ）
試 薬 ７ ： 1U/mlア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 合 成 酵 素
試 薬 ８ ： 10U/ml DDAH
試 薬 ９ ： ADMA希 釈 液 （ 0～ 0.03mM）
試 薬 １ ０ ： ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 反 応 液
 以 下 の 組 成 で 混 合 し た 。
試 薬 １ 　 　 1.5μ ｌ
試 薬 ２ 　 　 4.5μ ｌ
試 薬 ３ 　 　 15μ ｌ
試 薬 ４ 　 　 15μ ｌ
試 薬 ５ 　 　 1.0μ ｌ
試 薬 ６ 　 　 1.5μ ｌ
試 薬 ７     5μ ｌ
水 　 　 　 　 66.6μ ｌ
試 薬 １ １ ： 0.5 ｍ Mル シ フ ェ リ ン
試 薬 １ ２ ： 0.5 mg/ml ル シ フ ェ ラ ー ゼ
Ｂ ． 10μ ｌ の 試 薬 ６ 、 10μ ｌ の 試 薬 ８ 、 100μ ｌ の 試 薬 ９ を マ イ ク ロ チ ュ ー ブ 内 で 混 和 し
、 37℃ で 5分 間 保 温 し た 。 こ れ に 、 60μ ｌ の 試 薬 １ ０ を 添 加 し 、 37℃ で 10分 間 保 温 し た 後
、 10μ ｌ の 試 薬 １ １ 及 び 10μ ｌ の 試 薬 １ ２ を 添 加 し 、 直 ち に ル ミ ノ メ ー タ ー （ ア ロ カ 社 製
、 Ｂ Ｌ Ｒ － ２ ０ １ ） で 発 光 量 を 測 定 し た 。 発 光 量 は 、 ADMA濃 度 が 増 え る に し た が っ て 減 少
し た （ 図 ２ ） 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ８ 】
【 図 １ 】 一 定 時 間 で 減 少 し た 吸 光 度 及 び 添 加 し た ADMA濃 度 の 関 係 を 示 す 図 。
【 図 ２ 】 発 光 量 及 び ADMA濃 度 の 関 係 を 示 す 図 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 配 列 表 】
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