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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　尿を測定試料とするインドキシル硫酸の測定方法であって、

　前記測定試料が尿そのもの又は尿の希釈物であり、

　励起波長を２６０～３００ｎｍの範囲から選択し、発光波長を、選択した励起波長より

も８０～１８０ｎｍ大きい波長としたときの前記測定試料の蛍光強度から、前記測定試料

におけるインドキシル硫酸の濃度を算出することを特徴とするインドキシル硫酸の測定方

法。

【請求項２】

　前記発光波長を３８０～４２０ｎｍの範囲から選択することを特徴とする請求項１に記

載のインドキシル硫酸の測定方法。

【請求項３】

　前記励起波長を２７０～２９０ｎｍの範囲から選択し、前記発光波長を３９０～４１０

ｎｍの範囲から選択することを特徴とする請求項１又は２に記載のインドキシル硫酸の測

定方法。

【請求項４】

　前記励起波長を２７０～２９０ｎｍの範囲から選択し、前記発光波長を４００～４２０

ｎｍの範囲から選択することを特徴とする請求項１又は２に記載のインドキシル硫酸の測

定方法。

【請求項５】
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　 イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 濃 度 が ０ ． ２ ～ ２ ５ μ Ｍ の 範 囲 内 で あ る 前 記 測 定 試 料 を 、 蛍 光 測 定

に 直 接 供 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の

測 定 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 測 定 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 尿 な ど の 体 液 中 に お

け る イ ン ド キ シ ル 硫 酸 を 迅 速 、 簡 便 か つ 正 確 に 測 定 で き る も の で あ る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 イ ン ド キ シ ル 硫 酸 は ト リ プ ト フ ァ ン の 代 謝 産 物 で あ る 。 腸 内 細 菌 に よ り ト リ プ ト フ ァ ン

か ら 産 生 さ れ た イ ン ド ー ル は 、 腸 管 か ら 吸 収 さ れ 、 肝 臓 に お い て イ ン ド キ シ ル に 代 謝 さ れ

る 。 そ の 後 、 さ ら に 硫 酸 抱 合 を 受 け イ ン ド キ シ ル 硫 酸 と な る 。 イ ン ド キ シ ル 硫 酸 は 尿 毒 症

物 質 と し て 知 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 血 中 で は イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の ９ ０ ％ が ア ル ブ ミ ン と 結 合 し て い る 。 そ の た め 糸 球 体 濾 過

は 少 な く 、 近 位 尿 細 管 で の 尿 中 分 泌 が 尿 中 イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 主 体 で あ る 。 ま た 腎 機 能 障

害 時 に は 、 糸 球 体 ・ 尿 細 管 障 害 を 反 映 し て 血 中 イ ン ド キ シ ル 硫 酸 濃 度 が 上 昇 す る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 測 定 方 法 と し て は 、 比 色 法 （ 非 特 許 文 献 １ ） 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

法 （ 非 特 許 文 献 ２ ） に よ る 測 定 が 主 に 行 わ れ て い る 。 特 許 文 献 １ に は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ る

イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 測 定 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 ま た 特 許 文 献 ２ に は 、 イ ン ド キ シ ル 硫 酸

か ら 生 成 さ せ た ホ ル マ ザ ン 色 素 を 指 標 と し た 測 定 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 １ ０ － ２ ６ ５ ４ ５ ７ 号 公 報

【 特 許 文 献 ２ 】 国 際 公 開 第 ２ ０ １ ４ ／ １ ２ ９ ４ ６ ０ 号

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Rylance HJ., "The estimation of indoxyl sulphate in urine", Clin

 Chim Acta. 1969 Oct;26(1):99-103.

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Paul M.M. Van Haard et al. , "Chromatography of urinary indole de

rivatives", J Chromatogr. , 1988 Jul 29;429:59-94

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 し か し 、 上 記 し た 従 来 技 術 の イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 測 定 方 法 で は 、 検 体 の 抽 出 操 作 や 前 処

理 等 が 必 要 で あ り 、 か つ 操 作 が 煩 雑 で あ る 等 の 問 題 が あ る 。 そ こ で 本 発 明 は 、 よ り 迅 速 か

つ 簡 便 に 体 液 中 イ ン ド キ シ ル 硫 酸 を 測 定 で き る 技 術 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト か ら 採 取 し た 尿 検 体 に お け る イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 濃 度 を 迅 速 か つ 簡

便 に 測 定 す る 技 術 に つ い て 、 鋭 意 検 討 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 特 定 範 囲 の 励 起 波 長 及 び 発 光

波 長 の 下 で 測 定 し た 尿 の 蛍 光 強 度 が 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） 法 に よ っ

て 正 確 に 測 定 し た イ ン ド キ シ ル 硫 酸 濃 度 と 高 い 相 関 係 数 を 示 す こ と を 見 出 し た 。 す な わ ち

、 意 外 な こ と に 、 夾 雑 物 を 多 く 含 む 尿 な ど の 体 液 を そ の ま ま 蛍 光 測 定 に 供 す る こ と に よ っ

て 、 当 該 体 液 中 の イ ン ド キ シ ル 硫 酸 を 迅 速 、 簡 便 か つ 正 確 に 測 定 で き る こ と を 見 出 し た 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 上 記 し た 知 見 に 基 づ い て 提 供 さ れ る 本 発 明 の １ つ の 様 相 は 、 体 液 を 測 定 試 料 と す る イ ン
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ド キ シ ル 硫 酸 の 測 定 方 法 で あ っ て 、 励 起 波 長 を ２ ６ ０ ～ ３ ０ ０ ｎ ｍ の 範 囲 か ら 選 択 し 、 発

光 波 長 を 、 選 択 し た 励 起 波 長 よ り も １ ０ ～ ２ ５ ０ ｎ ｍ 大 き い 波 長 と し た と き の 前 記 測 定 試

料 の 蛍 光 強 度 を 指 標 と し て 、 前 記 測 定 試 料 に お け る イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 濃 度 を 測 定 す る こ

と を 特 徴 と す る イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 測 定 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 は 体 液 を 測 定 試 料 と す る イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 測 定 方 法 に 係 る も の で あ る 。 本 発 明

で は 、 測 定 試 料 で あ る 体 液 の 蛍 光 強 度 を 指 標 と し て イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 濃 度 を 測 定 す る 。

本 発 明 に よ れ ば 、 測 定 試 料 の 蛍 光 強 度 を 測 定 す る だ け で イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 濃 度 を 測 定 す

る こ と が で き 、 従 来 技 術 の よ う な 体 液 の 抽 出 操 作 や 前 処 理 を 必 要 と し な い 。 そ の た め 、 本

発 明 に よ れ ば 、 体 液 中 イ ン ド キ シ ル 硫 酸 を 迅 速 、 簡 便 か つ 正 確 に 測 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 好 ま し く は 、 前 記 体 液 が 尿 で あ る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 好 ま し く は 、 前 記 測 定 試 料 が 尿 そ の も の 又 は 尿 の 希 釈 物 で あ る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 か か る 構 成 に よ り 、 尿 中 イ ン ド キ シ ル 硫 酸 を 迅 速 、 簡 便 か つ 正 確 に 測 定 す る こ と が で き

る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 好 ま し く は 、 前 記 発 光 波 長 を 、 選 択 し た 励 起 波 長 よ り も ８ ０ ～ １ ８ ０ ｎ ｍ 大 き い 波 長 と

す る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 好 ま し く は 、 前 記 発 光 波 長 を ３ ８ ０ ～ ４ ２ ０ ｎ ｍ の 範 囲 か ら 選 択 す る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 好 ま し く は 、 前 記 励 起 波 長 を ２ ７ ０ ～ ２ ９ ０ ｎ ｍ の 範 囲 か ら 選 択 し 、 前 記 発 光 波 長 を ３

９ ０ ～ ４ １ ０ ｎ ｍ の 範 囲 か ら 選 択 す る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 か か る 構 成 に よ り 、 よ り 高 感 度 か つ 高 精 度 で 体 液 中 イ ン ド キ シ ル 硫 酸 を 測 定 す る こ と が

で き る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 好 ま し く は 、 少 な く と も ０ ． ２ ～ ２ ５ μ Ｍ の 範 囲 を 包 含 す る 既 知 濃 度 の イ ン ド キ シ ル 硫

酸 標 準 溶 液 の 蛍 光 強 度 を 測 定 し 、 当 該 測 定 値 か ら 作 成 し た 検 量 線 に 基 づ い て 前 記 測 定 試 料

に お け る イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 濃 度 を 算 出 す る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 体 液 の 蛍 光 強 度 を 直 接 測 定 す る だ け で イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 濃 度 を 測 定

す る こ と が で き る の で 、 体 液 中 イ ン ド キ シ ル 硫 酸 を 迅 速 、 簡 便 か つ 正 確 に 測 定 す る こ と が

で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ２ ０ 】

【 図 １ 】 尿 検 体 の 蛍 光 パ タ ー ン を 表 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ２ 】 イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 測 定 範 囲 の 検 討 結 果 を 表 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ３ 】 実 施 例 で 作 成 し た イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 検 量 線 を 表 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ４ 】 本 発 明 の 方 法 と Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 と の 相 関 関 係 を 表 す グ ラ フ で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 の イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 測 定 方 法 は 、 体 液 を 測 定 試 料 と す る イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 測

定 方 法 で あ っ て 、 特 定 範 囲 の 励 起 波 長 と 発 光 波 長 に お け る 前 記 測 定 試 料 の 蛍 光 強 度 を 指 標

と し て 、 前 記 測 定 試 料 に お け る イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 濃 度 を 測 定 す る も の で あ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 測 定 試 料 と な る 体 液 の 例 と し て は 、 尿 、 血 液 が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ ０ ２ ３ 】

　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 体 液 と し て 尿 を 用 い る 。 ま た こ の 場 合 、 蛍 光 測 定 に 供 す る 測 定

試 料 と し て 、 尿 そ の も の 又 は 尿 の 希 釈 物 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 す な わ ち 本 発 明 に お い

て は 、 尿 の 抽 出 操 作 や 前 処 理 は 特 に 必 要 な く 、 尿 又 は 尿 の 希 釈 物 を 蛍 光 測 定 に 直 接 供 す る

こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 尿 の 希 釈 に 用 い る 希 釈 液 と し て は 、 蛍 光 測 定 に 悪 影 響 を 及 ぼ さ な い も の で あ れ ば 特 に 限

定 は な く 、 水 、 生 理 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 、 各 種 の 緩 衝 液 、 有 機 溶 媒

（ ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 等 ） 、 な ど を 適 宜 用 い る こ と が で き る 。 希 釈 液 の ｐ Ｈ と し て は 、

蛍 光 物 質 が 安 定 に 存 在 で き る も の で あ れ ば よ く 、 例 え ば 、 ｐ Ｈ ６ ． ０ ～ ８ ． ０ の 範 囲 か ら

選 択 す る こ と が で き る 。 希 釈 液 に お け る イ オ ン 種 や イ オ ン 強 度 に つ い て も 、 蛍 光 物 質 が 安

定 に 存 在 で き る も の で あ れ ば よ い 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 が 変 性 し な い 程 度 の イ オ ン 種 や イ

オ ン 強 度 を 選 択 す れ ば よ い 。 ま た 希 釈 液 は 、 蛍 光 物 質 を 含 ま な い も の で あ る こ と が 好 ま し

い 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 で は 、 励 起 波 長 を ２ ６ ０ ～ ３ ０ ０ ｎ ｍ の 範 囲 か ら 選 択 し 、 発 光 波 長 を 、 選 択 し た

励 起 波 長 よ り も １ ０ ～ ２ ５ ０ ｎ ｍ 大 き い 波 長 と し た と き の 蛍 光 強 度 を 指 標 と す る 。 こ れ ら

の 発 光 波 長 と 励 起 波 長 の 下 で 蛍 光 強 度 を 測 定 す る こ と に よ り 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 と の 高 い 相 関 関

係 が 保 た れ 、 正 確 な 体 液 中 イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 測 定 が 可 能 と な る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 好 ま し く は 、 励 起 波 長 を ２ ６ ０ ～ ３ ０ ０ ｎ ｍ の 範 囲 か ら 選 択 し 、 発 光 波 長 を 、 選 択 し た

励 起 波 長 よ り も ８ ０ ～ １ ８ ０ ｎ ｍ 大 き い 波 長 と す る 。 励 起 波 長 と 発 光 波 長 を こ れ ら の 範 囲

か ら 選 択 す る こ と に よ り 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 と の よ り 高 い 相 関 関 係 が 保 た れ 、 体 液 中 イ ン ド キ シ

ル 硫 酸 を よ り 正 確 に 測 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 よ り 好 ま し く は 、 励 起 波 長 を ２ ６ ０ ～ ３ ０ ０ ｎ ｍ の 範 囲 か ら 選 択 し 、 発 光 波 長 を ３ ８ ０

～ ４ ２ ０ ｎ ｍ の 範 囲 か ら 選 択 す る 。 か か る 構 成 に よ り 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 と の さ ら に 高 い 相 関 関

係 が 保 た れ 、 体 液 中 イ ン ド キ シ ル 硫 酸 を さ ら に 正 確 に 測 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 特 に 好 ま し く は 、 励 起 波 長 を ２ ７ ０ ～ ２ ９ ０ ｎ ｍ の 範 囲 か ら 選 択 し 、 発 光 波 長 を ３ ９ ０

～ ４ １ ０ ｎ ｍ の 範 囲 か ら 選 択 す る 。 か か る 構 成 に よ り 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 と の さ ら に 高 い 相 関 関

係 が 保 た れ 、 体 液 中 イ ン ド キ シ ル 硫 酸 を さ ら に 正 確 に 測 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 好 ま し い 励 起 波 長 と 発 光 波 長 の 具 体 的 な 組 み 合 わ せ を 、 以 下 に 挙 げ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

・ 励 起 波 長 ： ２ ６ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ２ ７ ０ ～ ５ １ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ２ ７ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ２ ８ ０ ～ ５ ２ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ２ ８ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ２ ９ ０ ～ ５ ３ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ２ ９ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ ０ ０ ～ ５ ４ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ３ ０ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ １ ０ ～ ５ ５ ０ ｎ ｍ

【 ０ ０ ３ １ 】

・ 励 起 波 長 ： ２ ６ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ ４ ０ ～ ４ ４ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ２ ７ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ ５ ０ ～ ４ ５ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ２ ８ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ ６ ０ ～ ４ ６ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ２ ９ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ ７ ０ ～ ４ ７ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ３ ０ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ ８ ０ ～ ４ ８ ０ ｎ ｍ

【 ０ ０ ３ ２ 】

・ 励 起 波 長 ： ２ ６ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ ８ ０ ～ ４ ２ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ２ ７ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ ８ ０ ～ ４ ２ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ２ ８ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ ８ ０ ～ ４ ２ ０ ｎ ｍ
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・ 励 起 波 長 ： ２ ９ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ ８ ０ ～ ４ ２ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ３ ０ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ ８ ０ ～ ４ ２ ０ ｎ ｍ

【 ０ ０ ３ ３ 】

・ 励 起 波 長 ： ２ ６ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ４ ０ ０ ～ ４ ６ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ２ ７ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ４ ０ ０ ～ ４ ６ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ２ ８ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ４ ０ ０ ～ ４ ６ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ２ ９ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ４ ０ ０ ～ ４ ６ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ３ ０ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ４ ０ ０ ～ ４ ６ ０ ｎ ｍ

【 ０ ０ ３ ４ 】

・ 励 起 波 長 ： ２ ６ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ４ ０ ０ ～ ４ ４ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ２ ７ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ４ ０ ０ ～ ４ ４ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ２ ８ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ４ ０ ０ ～ ４ ４ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ２ ９ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ４ ０ ０ ～ ４ ４ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ： ３ ０ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ４ ０ ０ ～ ４ ４ ０ ｎ ｍ

【 ０ ０ ３ ５ 】

・ 励 起 波 長 ２ ７ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ ９ ０ ～ ４ ２ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ２ ８ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ ９ ０ ～ ４ ２ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ２ ９ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ ９ ０ ～ ４ ２ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ２ ７ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ ９ ０ ～ ４ １ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ２ ８ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ ９ ０ ～ ４ １ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ２ ９ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ ９ ０ ～ ４ １ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ２ ７ ０ ～ ２ ９ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ３ ９ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ２ ７ ０ ～ ２ ９ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ４ ０ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ２ ７ ０ ～ ２ ９ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ４ １ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ２ ７ ０ ～ ２ ９ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ４ ２ ０ ｎ ｍ

・ 励 起 波 長 ２ ８ ０ ｎ ｍ ／ 発 光 波 長 ４ ０ ０ ｎ ｍ

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 発 明 で は 、 測 定 試 料 の 蛍 光 強 度 を 指 標 と し て イ ン ド キ シ ル 硫 酸 を 測 定 す る が 、 そ の 具

体 的 操 作 の 代 表 例 は 、 検 量 線 を 用 い て イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 濃 度 を 算 出 す る こ と で あ る 。 例

え ば 、 段 階 希 釈 し た 濃 度 既 知 の イ ン ド キ シ ル 硫 酸 標 準 溶 液 の 蛍 光 強 度 を 並 行 し て 測 定 し て

検 量 線 を 作 成 し 、 当 該 検 量 線 を 用 い て 、 測 定 試 料 の 蛍 光 強 度 か ら イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 濃 度

を 算 出 す る こ と が で き る 。 イ ン ド キ シ ル 硫 酸 標 準 溶 液 は 、 例 え ば 、 精 製 さ れ た イ ン ド キ シ

ル 硫 酸 を 水 や 緩 衝 液 に 溶 解 し て 作 製 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 尿 又 は 尿 の 希 釈 物 を 測 定 試 料 と す る 場 合 に は 、 必 要 に 応 じ て ク レ ア チ ニ ン 補 正 等 の 濃 度

補 正 を 行 っ て も よ い 。 尿 中 ク レ ア チ ニ ン の 測 定 方 法 と し て は 、 有 機 化 学 的 測 定 法 、 紫 外 部

吸 収 法 、 酵 素 的 測 定 法 、 質 量 分 析 、 な ど の 公 知 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の う ち 、

紫 外 部 吸 収 法 は 、 尿 又 は 尿 の 希 釈 物 を そ の ま ま 測 定 試 料 と す る こ と が で き 、 簡 便 で あ る 。

　 ク レ ア チ ニ ン に よ る 補 正 以 外 で は 、 尿 の 比 重 に よ っ て 補 正 し て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 蛍 光 強 度 の 測 定 は 、 公 知 の 蛍 光 分 析 装 置 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 分 光 蛍 光

光 度 計 を 用 い る こ と に よ り 、 測 定 試 料 の 蛍 光 強 度 を 測 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 蛍 光 マ

イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い る こ と に よ り 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各 穴 に 入 れ た 複 数 の 測

定 試 料 の 蛍 光 強 度 を 同 時 に 測 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 さ ら に 、 マ イ ク ロ デ バ イ ス （ マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス 、 μ Ｔ Ａ Ｓ ） を 用 い た 微 量 分 析 技 術

を 応 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 試 料 導 入 部 と 、 試 料 導 入 部 に 連 通 す る マ イ ク ロ 流 路 と

、 マ イ ク ロ 流 路 に 連 通 す る と と も に 光 学 セ ル と し て 機 能 す る 検 体 収 容 部 と を 備 え た マ イ ク

ロ デ バ イ ス を 用 意 す る 。 そ し て 、 試 料 導 入 部 か ら 検 体 （ 例 え ば 、 尿 そ の も の 又 は 尿 希 釈 物

） を 導 入 し 、 マ イ ク ロ 流 路 を 経 由 し て 検 体 収 容 部 に 収 容 す る 。 そ し て 、 検 体 収 容 部 （ 光 学
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セ ル ） に 収 容 さ れ た 検 体 が 発 す る 蛍 光 強 度 を 、 蛍 光 分 析 装 置 で 測 定 す る 。

　 こ の と き 、 マ イ ク ロ デ バ イ ス と し て 検 体 収 容 部 （ 光 学 セ ル ） を ２ つ 設 け た も の を 採 用 し

、 一 方 の 検 体 収 容 部 を 蛍 光 強 度 測 定 用 、 他 方 の 検 体 収 容 部 を ク レ ア チ ニ ン 濃 度 測 定 用 と し

て 用 い て も よ い 。 こ の 際 の ク レ ア チ ニ ン 測 定 法 と し て は 、 例 え ば 、 前 記 し た 紫 外 部 測 定 法

（ ２ ２ ０ ～ ２ ５ ０ ｎ ｍ ） を 用 い る こ と が で き る 。

　 本 発 明 に マ イ ク ロ デ バ イ ス を 適 用 す る こ と に よ り 、 微 量 の 検 体 （ 測 定 試 料 ） で 蛍 光 測 定

を 行 う こ と が 可 能 と な る 。 さ ら に 、 光 学 セ ル の 光 路 長 （ セ ル の 厚 み 、 液 厚 ） を 小 さ く す る

こ と に よ り 、 濃 い 尿 で あ っ て も 希 釈 を 行 わ ず に 、 尿 そ の も の を 測 定 試 料 と す る こ と が 可 能

と な る 。 こ の 際 の セ ル の 厚 み と し て は 、 例 え ば １ ０ ０ ～ ５ ０ ０ μ ｍ 程 度 と す る こ と が で き

る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 本 発 明 の イ ン ド キ シ ル 硫 酸 の 測 定 方 法 に よ れ ば 、 測 定 試 料 に 含 ま れ る 、 少 な く と も ０ ．

２ μ Ｍ ～ １ ０ ０ μ Ｍ の 濃 度 範 囲 の イ ン ド キ シ ル 硫 酸 を 直 接 測 定 す る こ と が で き る 。 イ ン ド

キ シ ル 硫 酸 濃 度 が ０ ． ２ μ Ｍ ～ ２ ５ μ Ｍ の 範 囲 で あ る 測 定 試 料 で あ れ ば 、 特 に 正 確 に イ ン

ド キ シ ル 硫 酸 濃 度 を 直 接 測 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 以 下 に 、 実 施 例 を も っ て 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例

に 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 ボ ラ ン テ ィ ア ８ 名 か ら 採 取 し た 尿 検 体 を 用 い て 、 以 下 の 実 験 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

（ １ ） Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 に よ る イ ン ド キ シ ル 硫 酸 測 定

　 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 （ Clin Chem. 1988 Nov;34(11):2264-7. Accumulation of indoxyl sulfate

, an inhibitor of drug-binding, in uremic serum as demonstrated by internal-surf

ace reversed-phase liquid chromatography. Niwa T1, Takeda N, Tatematsu A, Maeda

K） に て 、 各 検 体 の イ ン ド キ シ ル 硫 酸 濃 度 を 測 定 し た 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

（ ２ ） 本 発 明 の 方 法 に よ る 蛍 光 測 定 （ 直 接 蛍 光 法 ）

　 各 尿 検 体 を Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ ０ 倍 に 希 釈 し 、 蛍 光 測 定 用 の 検 体 （ 測 定 試 料 ） を 調 製 し た 。 各

測 定 試 料 ２ ０ ０ μ Ｌ を 前 処 理 等 す る こ と な く そ の ま ま 蛍 光 測 定 用 マ イ ク ロ プ レ ー ト （ Grei

ner bio-one、 762077） の 各 穴 に 入 れ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Spectra Max Gemini

E M; Molecular Devices, Sunnyvale, CA） に て 蛍 光 強 度 を 測 定 し た 。 励 起 波 長 を ２ ８ ０ ｎ

ｍ と し 、 発 光 波 長 （ 蛍 光 波 長 ） ３ ２ ０ ｎ ｍ ～ ５ ０ ０ ｎ ｍ の 範 囲 で ス キ ャ ン し た 。 図 １ に 各

測 定 試 料 の 蛍 光 パ タ ー ン を 示 す 。 い ず れ の 測 定 試 料 で も 発 光 波 長 ３ ９ ０ ｎ ｍ に 蛍 光 強 度 の

ピ ー ク が あ っ た 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

（ ３ ） 測 定 範 囲 の 検 討

　 精 製 さ れ た イ ン ド キ シ ル 硫 酸 （ Aldrich社 ） を 水 に 溶 解 し て 、 濃 度 １ ０ ０ μ Ｍ の イ ン ド

キ シ ル 硫 酸 標 準 原 液 を 作 製 し た 。 こ の 標 準 原 液 を １ ／ ２ 倍 ず つ 段 階 希 釈 し て 、 ０ ． １ ９ ６

μ Ｍ ～ １ ０ ０ μ Ｍ の イ ン ド キ シ ル 硫 酸 標 準 溶 液 を 作 製 し た 。 こ の 標 準 溶 液 を 上 記 （ ２ ） と

同 様 の 直 接 蛍 光 法 （ 励 起 波 長 ２ ８ ０ ｎ ｍ 、 発 光 波 長 ４ ０ ０ ｎ ｍ ） に 供 し て 蛍 光 強 度 を 測 定

し 、 イ ン ド キ シ ル 硫 酸 濃 度 と 蛍 光 強 度 と の 関 係 を グ ラ フ 化 し た 。 そ の 結 果 、 ０ ． １ ９ ６ μ

Ｍ ～ １ ０ ０ μ Ｍ の 範 囲 で イ ン ド キ シ ル 硫 酸 濃 度 と 蛍 光 強 度 と の 間 に 相 関 関 係 が あ り 、 検 量

線 を 作 成 す る こ と が で き た 。 特 に 、 ０ ． １ ９ ６ μ Ｍ ～ ２ ５ μ Ｍ の 範 囲 に お い て 、 高 い 直 線

性 が 得 ら れ た （ 図 ２ ） 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

（ ４ ） 直 接 蛍 光 法 と Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 と の 相 関

　 精 製 さ れ た イ ン ド キ シ ル 硫 酸 （ Aldrich社 ） を 水 に 溶 解 し て 、 濃 度 １ ０ μ Ｍ の イ ン ド キ

シ ル 硫 酸 標 準 原 液 を 作 製 し た 。 こ の 標 準 原 液 を １ ／ ２ 倍 ず つ 段 階 希 釈 し て 、 ０ ． １ ５ ６ μ
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Ｍ ～ １ ０ μ Ｍ の イ ン ド キ シ ル 硫 酸 標 準 溶 液 を 作 製 し た 。 こ の 標 準 溶 液 を 上 記 （ ２ ） と 同 様

の 直 接 蛍 光 法 （ 励 起 波 長 ２ ８ ０ ｎ ｍ 、 発 光 波 長 ３ ２ ０ ｎ ｍ ～ ５ ０ ０ ｎ ｍ ） に 供 し て 蛍 光 強

度 を 測 定 し 、 得 ら れ た 蛍 光 強 度 か ら 検 量 線 を 作 成 し た 。 図 ３ に 、 励 起 波 長 ２ ８ ０ ｎ ｍ 、 発

光 波 長 ４ ０ ０ ｎ ｍ の 場 合 の 検 量 線 を 示 す 。

　 各 検 体 の １ ０ ０ 倍 希 釈 液 の 蛍 光 強 度 を 並 行 し て 測 定 し 、 検 量 線 か ら 各 測 定 試 料 の イ ン ド

キ シ ル 硫 酸 濃 度 を 算 出 し た 。 得 ら れ た イ ン ド キ シ ル 硫 酸 濃 度 値 と 、 上 記 （ １ ） で 得 ら れ た

Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 に よ る 測 定 値 と を 比 較 し た 。 得 ら れ た 蛍 光 強 度 の 値 に つ い て 、 発 光 波 長 ご と に

直 接 蛍 光 法 と Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 と の 相 関 係 数 を 、 EXCELソ フ ト ウ ェ ア （ Microsoft社 ） の CORREL関

数 を 用 い て 算 出 し た 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 結 果 を 表 １ に 示 す 。 表 １ に 示 す よ う に 、 発 光 波 長 が ３ ３ ０ ｎ ｍ ～ ５ ０ ０ ｎ ｍ の 範 囲 で 、

０ ． ８ 以 上 の 相 関 係 数 が 得 ら れ た 。 こ の う ち 、 発 光 波 長 が ３ ８ ０ ｎ ｍ ～ ４ ２ ０ ｎ ｍ の 範 囲

で ０ ． ９ ７ 以 上 の 特 に 高 い 相 関 係 数 が 得 ら れ 、 ４ １ ０ ｎ ｍ と ４ ２ ０ ｎ ｍ で Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 と 最

も 近 似 し た 値 が 得 ら れ た 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 図 ４ に 励 起 波 長 ２ ８ ０ ｎ ｍ 、 発 光 波 長 ４ ０ ０ ｎ ｍ の 場 合 に お け る 直 接 蛍 光 法 と Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ

法 に よ る 測 定 値 と の 関 係 を 示 す 。 図 ４ の 縦 軸 は 直 接 蛍 光 法 （ μ Ｍ ） 、 横 軸 は Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 に

よ る イ ン ド キ シ ル 硫 酸 濃 度 の 測 定 値 （ μ Ｍ ） で あ る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 以 上 の よ う に 、 尿 検 体 を 特 に 前 処 理 す る こ と な く そ の ま ま 蛍 光 測 定 す る こ と に よ っ て 、

尿 中 の イ ン ド キ シ ル 硫 酸 濃 度 を 正 確 に 測 定 で き る こ と が 示 さ れ た 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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