
(57)【要約】
【課題】　　免疫測定により８－イソプロスタンを測定するための前処理方法であって、
公知の方法よりも正確に８－イソプロスタンを免疫測定することを可能にする方法を提供
すること。
【解決手段】　 (1)　除タンパク及び脱脂した検体を、 NH2カラムにかける工程、
(2)　５～２０ v/v％の２－プロパノール溶液でカラムを洗浄する工程、
(3)　２０～３０ v/v％の２－プロパノール溶液でカラムを洗浄する工程、
(4)　２５～７０ v/v％の２－プロパノール溶液で溶出する工程、
（ただし、 (2)～ (4)の溶液中の２－プロパノール濃度は、 (2)＜ (3)＜ (4)）をこの順序で
行う。 (4)の溶出工程で溶出された液を免疫測定に付し、８－イソプロスタン濃度を測定
する。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
下 記 の 工 程 を 下 記 の 順 序 で 含 む 、 ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン の 免 疫 測 定 の 前 処 理 方 法 。
(1)　 除 タ ン パ ク 及 び 脱 脂 し た 検 体 を 、 NH2カ ラ ム に か け る 工 程 、
(2)　 ５ ～ ２ ０ v/v％ の ２ － プ ロ パ ノ ー ル 溶 液 で カ ラ ム を 洗 浄 す る 工 程 、
(3)　 ２ ０ ～ ３ ０ v/v％ の ２ － プ ロ パ ノ ー ル 溶 液 で カ ラ ム を 洗 浄 す る 工 程 、
(4)　 ２ ５ ～ ７ ０ v/v％ の ２ － プ ロ パ ノ ー ル 溶 液 で 溶 出 す る 工 程 、
（ た だ し 、 (2)～ (4)の 溶 液 中 の ２ － プ ロ パ ノ ー ル 濃 度 は 、 (2)＜ (3)＜ (4)） 。
【 請 求 項 ２ 】
上 記 工 程 (2)～ (4)に 用 い ら れ る ２ － プ ロ パ ノ ー ル 溶 液 の 溶 媒 が n-ヘ キ サ ン で あ る 請 求 項 １
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
上 記 工 程 (2)～ (4)に 用 い ら れ る ２ － プ ロ パ ノ ー ル 溶 液 が 、 0.1～ ２ v/v％ の 酢 酸 を 含 む 請 求
項 １ 又 は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
検 体 の 除 タ ン パ ク は 、 検 体 と ODSゲ ル と を 混 合 し 、 エ タ ノ ー ル 溶 液 で 洗 浄 す る こ と に よ り
行 わ れ る 請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 ODSゲ ル は 、 塩 酸 で 処 理 さ れ た も の で あ り 、 上 記 エ タ ノ ー ル 溶 液 は 塩 酸 を 含 む 請 求 項
４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
検 体 の 脱 脂 は 、 前 記 除 タ ン パ ク 工 程 後 の ODSゲ ル を 、 石 油 エ ー テ ル で 処 理 す る こ と に よ り
行 わ れ る 請 求 項 ４ 又 は ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
脱 脂 工 程 後 の ODSゲ ル を 、 有 機 溶 媒 で 抽 出 す る 工 程 を さ ら に 含 み 、 抽 出 液 を 乾 固 し 、 緩 衝
液 に 再 溶 解 後 、 上 記 NH2カ ラ ム に か け る 請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 有 機 溶 媒 が 、 8.0～ 11.0の 溶 解 度 パ ラ メ ー タ ー を 有 す る 有 機 溶 媒 で あ る 請 求 項 ７ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 有 機 溶 媒 が 酢 酸 エ チ ル で あ る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
除 タ ン パ ク 及 び 脱 脂 は 、 検 体 を 、 8.0～ 11.0の 溶 解 度 パ ラ メ ー タ ー を 有 す る 有 機 溶 媒 で 抽
出 す る こ と に よ り 行 な わ れ る 請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 有 機 溶 媒 が 酢 酸 エ チ ル で あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン の 免 疫 測 定 の 前 処 理 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン は 、 ア ラ キ ド ン 酸 の 酸 化 生 成 物 で あ り 、 細 胞 膜 の 脂 質 二 重 層 の リ ン
脂 質 上 又 は Ｌ Ｄ Ｌ 粒 子 の リ ン 脂 質 で つ く ら れ 、 フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ A2に よ っ て エ ス テ ル 結
合 が 加 水 分 解 さ れ て 遊 離 し 、 血 中 、 次 い で 尿 中 に 分 泌 さ れ る も の と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 近 年 、 ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン は 、 酸 化 ス ト レ ス の マ ー カ ー と し て 、 心 血 管 疾 患 、 呼 吸 器 疾
患 、 肝 臓 疾 患 、 神 経 疾 患 等 の リ ス ク 判 定 の た め に 用 い ら れ て い る 。 す な わ ち 、 酸 化 ス ト レ
ス に よ っ て 、 こ れ ら の 疾 患 が 起 き や す く な る こ と が 知 ら れ て お り 、 こ れ ら の 疾 患 の 患 者 で
は 、 ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン 濃 度 が 高 ま る こ と が 知 ら れ て い る の で 、 尿 中 の ８ － イ ソ プ ロ ス タ
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ン を 測 定 す る こ と に よ り 、 酸 化 ス ト レ ス の 程 度 を 測 定 し 、 ひ い て は こ れ ら の 疾 患 の リ ス ク
を 判 定 す る こ と が 臨 床 的 に 行 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 体 液 中 の 成 分 の 高 感 度 な 測 定 方 法 と し て 、 免 疫 測 定 が 広 範 囲 に 行 わ れ て い る 。 し か し な
が ら 、 生 体 内 に は 、 ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン と 構 造 が 類 似 し た 種 々 の 物 質 （ プ ロ ス タ ン 類 な い
し は プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 類 ） が 含 ま れ る の で 、 抗 体 の 交 差 反 応 の た め に 、 ８ － イ ソ プ ロ ス
タ ン の み を 他 の 類 似 体 と 区 別 し て 測 定 す る こ と は 困 難 で あ る 。 こ の た め 、 血 中 お よ び 尿 中
の ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン の 測 定 は 、 従 来 よ り 、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ／ 質 量 分 析 (GC/MS)
ま た は 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ／ 質 量 分 析 (LC/MS)に よ り 行 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 GC/MSや LC/MSに よ れ ば 、 ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン の み を 他 の 類 似 体 と 区 別 し て 正 確 に 測 定 す
る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 GC/MSや LC/MSを 行 う た め に は 高 価 な 装 置 が 必 要 で あ り 、
操 作 も 煩 雑 で あ る 。 そ こ で 、 ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン を 何 と か 免 疫 測 定 で 測 定 し よ う と い う 努
力 が な さ れ て お り 、 検 体 を 免 疫 測 定 に 付 す 前 に 、 ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン の 類 似 体 を 除 去 す る
前 処 理 方 法 が 提 案 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Methods. Enzymol. 1999, 300, 13-17に は 、 検 体
を 0.1N塩 酸 で 処 理 し 、 Ｃ １ ８ カ ラ ム に か け 、 塩 酸 酸 性 の ア セ ト ニ ト リ ル 水 溶 液 で 溶 出 し 、
溶 出 し た 液 を NH2カ ラ ム に か け 、 (1)n-ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ チ ル =15:85、 (2)ア セ ト ニ ト リ ル
： 水 =90:10、 (3)ア セ ト ニ ロ リ ル の 順 に 洗 浄 し 、 酢 酸 エ チ ル ： メ タ ノ ー ル ： 酢 酸 =85:10:5
で 溶 出 し 、 溶 出 し た 液 を 免 疫 測 定 に 付 す 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。 ま た 、 Clinical Chemist
ry 2001, 47, 78, 1306-1308に は 、 検 体 を ギ 酸 緩 衝 液 (pH3.0)で 酸 性 化 し 、 Oasis HLBカ ラ
ム に か け 、 ア セ ト ニ ト リ ル 水 溶 液 と ギ 酸 緩 衝 液 と の 混 合 物 で 洗 浄 し 、 n-ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ
チ ル ： ２ － プ ロ パ ノ ー ル =30:65:5で 溶 出 し 、 溶 出 し た 液 を 免 疫 測 定 に 付 す 方 法 が 記 載 さ れ
て い る 。 そ し て 、 こ れ ら の 前 処 理 方 法 を 行 う こ と を 前 提 と し て 、 酵 素 免 疫 測 定 に よ り ８ －
イ ソ プ ロ ス タ ン を 測 定 す る た め の キ ッ ト も 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Methods. Enzymol. 1999, 300, 13-17
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Clinical Chemistry 2001, 47, 78, 1306-1308
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 し か し な が ら 、 こ れ ら の 公 知 の 前 処 理 方 法 で は 、 ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン 類 似 体 の 除 去 が 不
十 分 で あ り 、 免 疫 測 定 に よ り 測 定 さ れ た ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン の 濃 度 は 、 GC/MSで 測 定 さ れ
た ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン 濃 度 よ り も か な り 高 く 、 正 確 に ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン を 測 定 す る こ と
が で き な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 免 疫 測 定 に よ り ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン を 測 定 す る た め の 前
処 理 方 法 で あ っ て 、 公 知 の 方 法 よ り も 正 確 に ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン を 免 疫 測 定 す る こ と を 可
能 に す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 願 発 明 者 ら は 、 鋭 意 研 究 の 結 果 、 除 タ ン パ ク 及 び 脱 脂 し た 検 体 を 、 NH2カ ラ ム に か け
、 所 定 の 濃 度 制 御 を し た 2－ プ ロ パ ノ ー ル 溶 液 で 順 次 、 洗 浄 、 溶 出 を 行 う こ と に よ り 、 ８
－ イ ソ プ ロ ス タ ン を 、 公 知 の 前 処 理 方 法 よ り も 高 度 に 精 製 す る こ と が で き 、 そ の 後 の 免 疫
測 定 に よ る 測 定 を 、 よ り 正 確 に 行 う こ と が で き る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 し た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 下 記 の 工 程 を 下 記 の 順 序 で 含 む 、 ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン の 免 疫 測 定
の 前 処 理 方 法 を 提 供 す る 。
(1)　 除 タ ン パ ク 及 び 脱 脂 し た 検 体 を 、 NH2カ ラ ム に か け る 工 程 、
(2)　 ５ ～ ２ ０ v/v％ の ２ － プ ロ パ ノ ー ル 溶 液 で カ ラ ム を 洗 浄 す る 工 程 、
(3)　 ２ ０ ～ ３ ０ v/v％ の ２ － プ ロ パ ノ ー ル 溶 液 で カ ラ ム を 洗 浄 す る 工 程 、
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(4)　 ２ ５ ～ ７ ０ v/v％ の ２ － プ ロ パ ノ ー ル 溶 液 で 溶 出 す る 工 程 、
（ た だ し 、 (2)～ (4)の 溶 液 中 の ２ － プ ロ パ ノ ー ル 濃 度 は 、 (2)＜ (3)＜ (4)） 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に よ り 、 免 疫 測 定 に よ っ て も 、 ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン 類 似 体 と の 交 差 反 応 に よ る 測
定 誤 差 を 低 減 し 、 よ り 正 確 な ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン の 定 量 を 可 能 に す る 前 処 理 方 法 が 提 供 さ
れ た 。 本 発 明 の 前 処 理 方 法 を 行 う こ と に よ り 、 GC/MSや LC/MSの よ う に 高 価 な 装 置 や 煩 雑 な
操 作 を 要 す る こ と な く 、 免 疫 測 定 に よ り 正 確 に ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン を 定 量 す る こ と が 可 能
に な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 前 処 理 方 法 に 適 用 さ れ る 検 体 は 、 除 タ ン パ ク 及 び 脱 脂 し た 検 体 で あ る 。 検 体 と
し て は 、 ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン の 濃 度 を 測 定 し よ う と す る 体 液 で あ れ ば 何 ら 限 定 さ れ な い が
、 通 常 、 ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン を 含 む こ と が 知 ら れ て い る 尿 、 血 清 、 血 漿 、 血 液 等 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 体 液 の 除 タ ン パ ク 及 び 脱 脂 方 法 自 体 は 公 知 で あ り 、 公 知 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る
。 除 タ ン パ ク 及 び 脱 脂 の 特 に 好 ま し い 方 法 と し て 、 本 願 発 明 者 ら が 開 発 し た 、 ODSゲ ル へ
の 吸 着 を 利 用 し た 次 の 方 法 を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ の 方 法 で は 、 体 液 を 粒 子 状 の ODSゲ ル に 吸 着 さ せ 、 所 定 の 洗 浄 液 で 洗 浄 す る こ と に よ
り 除 タ ン パ ク を 行 う 。 な お 、 ODSゲ ル は 、 シ リ カ ゲ ル の 表 面 の 水 酸 基 に オ ク タ デ シ ル シ リ
ル 基 を 結 合 し た も の で あ り 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 充 填 材 と し て 最 も 汎 用 さ れ て い る
も の で あ り 、 多 数 の 製 品 が 市 販 さ れ て い る 。 こ の 方 法 で は 、 こ の よ う な 市 販 品 を 好 ま し く
用 い る こ と が で き る 。 ODSゲ ル は 、 エ タ ノ ー ル 溶 液 （ 好 ま し く は 、 濃 度 80～ 100％ 、 溶 媒 が
水 ） で 浸 潤 後 、 酸 性 溶 液 に す る の が 好 ま し く 、 特 に は 、 エ タ ノ ー ル に 浸 漬 後 の ゲ ル に 塩 酸
及 び 精 製 水 を 加 え る こ と に よ っ て 、 塩 酸 お よ び 精 製 水 と の 混 合 液 に す る こ と が 好 ま し い 。
こ の 混 合 液 中 の エ タ ノ ー ル の 濃 度 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 25～ 35%程 度 が 好 ま し く 、 ま
た 、 混 合 液 中 の 塩 酸 濃 度 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 0.02～ 0.05N程 度 が 好 ま し い 。 塩 酸 で 処
理 さ れ た も の が 好 ま し く 、 特 に 、 濃 度 0.05N～ 0.2N、 さ ら に 好 ま し く は 0.07N～ 0.15N程 度
の 塩 酸 を 含 む 、 酸 性 溶 液 が 好 ま し い 。 用 い る 塩 酸 の 量 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ODSゲ ル
１ ｇ 当 た り 通 常 、 0.05～ 0.2ｍ ｌ 程 度 が 適 当 で あ る 。 吸 着 時 の 温 度 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、
４ ～ ４ ０ ℃ 程 度 の 温 度 下 で 行 う こ と が 可 能 で あ る が 、 室 温 下 で 行 う こ と が 最 も 簡 便 で 好 都
合 で あ る 。 な お 、 除 タ ン パ ク 及 び 脱 脂 工 程 を 含 め 、 そ の 後 の 本 発 明 の 前 処 理 方 法 の 全 て の
工 程 に お い て 、 温 度 に つ い て は 上 記 の と お り で あ る 。 吸 着 工 程 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、
通 常 、 5～ 20分 間 程 度 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 吸 着 工 程 後 、 ODSゲ ル 粒 子 を 遠 心 で 集 め 、 洗 浄 液 で 洗 浄 す る 。 洗 浄 液 と し て は 、 エ タ ノ
ー ル 溶 液 が 好 ま し く 、 特 に は 、 エ タ ノ ー ル 、 塩 酸 お よ び 精 製 水 の 混 合 液 が 好 ま し い 。 こ の
混 合 液 中 の エ タ ノ ー ル の 濃 度 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 10～ 20%程 度 が 好 ま し く 、 ま た 、
混 合 液 中 の 塩 酸 濃 度 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 0.02～ 0.05Ｎ 程 度 が 好 ま し い 。 洗 浄 液 の 量 は
、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ODSゲ ル １ ｇ に 対 し 、 好 ま し く は 、 10ｍ ｌ 以 上 で あ り 、 さ ら に 好
ま し く は 12.5ｍ ｌ ～ 25ｍ ｌ で あ る 。 洗 浄 液 と 共 に 検 体 中 の タ ン パ ク 質 が 除 去 さ れ る 。 な お
、 こ の 洗 浄 工 程 は 、 複 数 回 繰 り 返 し て も よ く 、 ２ ～ ３ 回 繰 り 返 す こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 次 に 、 ODSゲ ル 粒 子 を 遠 心 で 集 め 、 石 油 エ ー テ ル で 処 理 す る こ と に よ り 脱 脂 を 行 う 。 処
理 時 間 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 通 常 、 3～ 10分 間 程 度 で あ り 、 ま た 、 用 い る 石 油 エ ー テ
ル の 量 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ODSゲ ル １ ｍ ｌ に 対 し 、 好 ま し く は 、 10ｍ ｌ 以 上 で あ り
、 さ ら に 好 ま し く は 12.5ｍ ｌ ～ 25ｍ ｌ で あ る 。 石 油 エ ー テ ル と 共 に 脂 質 が 除 去 さ れ る 。 な
お 、 こ の 脱 脂 工 程 は 、 複 数 回 繰 り 返 し て も よ く 、 ２ ～ ３ 回 繰 り 返 す こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
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　 本 願 発 明 者 ら は 、 さ ら に 、 除 タ ン パ ク 及 び 脱 脂 を よ り 簡 便 に 行 う こ と が で き る 方 法 を 開
発 し た 。 こ の 方 法 で は 、 検 体 を 溶 解 度 パ ラ メ ー タ ー が 8.0な い し 11.0の 有 機 溶 媒 で 抽 出 す
る 。 な お 、 溶 解 度 パ ラ メ ー タ ー は 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 分 野 に お い て 、 溶 媒 の 性 質
を 規 定 す る 特 性 の １ つ と し て 広 く 利 用 さ れ て い る も の で あ り 、 種 々 の 有 機 溶 媒 に つ い て 溶
解 度 パ ラ メ ー タ ー が 測 定 さ れ 、 種 々 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 波 多 野 　 博 行 、 花
井 　 俊 彦 、 「 新 版 ・ 実 験 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 」 （ 株 ） 化 学 同 人 発 行 等 の 文 献 に 各
種 有 機 溶 媒 の 溶 解 度 パ ラ メ ー タ ー が 記 載 さ れ て い る の で 、 こ れ ら の う ち 、 溶 解 度 パ ラ メ ー
タ ー が 8.0な い し 11.0の 有 機 溶 媒 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の 範 囲 の 溶 解 度 パ ラ メ ー タ ー
を 有 す る 好 ま し い 有 機 溶 媒 の 例 と し て 、 酢 酸 エ チ ル 、 ト ル エ ン 、 ク ロ ロ ホ ル ム 、 テ ト ラ ヒ
ド ロ フ ラ ン 、 ベ ン ゼ ン 、 ア セ ト ン 、 プ ロ パ ノ ー ル 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら の う ち
、 酢 酸 エ チ ル が 特 に 好 ま し い 。 抽 出 時 の 温 度 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 １ ０ ～ ３ ５ ℃ 程 度 の 温
度 下 で 行 う こ と が 可 能 で あ る が 、 室 温 下 で 行 う こ と が 最 も 簡 便 で 好 都 合 で あ る 。 用 い る 有
機 溶 媒 の 量 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 検 体 １ ｍ ｌ に 対 し 、 好 ま し く は 、 ３ ｍ ｌ 以 上 で あ り
、 さ ら に 好 ま し く は ５ ～ １ ０ ｍ ｌ で あ る 。 こ の 抽 出 に よ り 、 測 定 す べ き ８ － イ ソ プ ロ ス タ
ン は 、 有 機 相 に 抽 出 さ れ る 。 抽 出 操 作 は 、 複 数 回 繰 り 返 し て も よ く 、 ２ ～ ３ 回 繰 り 返 す こ
と が 好 ま し い 。 抽 出 し た 有 機 相 は 、 乾 固 後 、 次 工 程 に お い て 、 そ の ま ま NH2カ ラ ム に か け
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 な お 、 体 液 の 除 タ ン パ ク 及 び 脱 脂 方 法 は 、 上 記 の 方 法 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 他 の
公 知 の 方 法 に よ っ て も 行 う こ と が で き る 。 要 は 、 体 液 か ら タ ン パ ク 質 及 び 脂 肪 分 の 大 部 分
が 除 去 さ れ る 方 法 で あ れ ば よ い 。 な お 、 タ ン パ ク 質 及 び 脂 肪 分 は 、 完 全 に 除 去 さ れ る 必 要
は な く 、 一 部 残 留 し て い て も 支 障 は な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 除 タ ン パ ク 及 び 脱 脂 し た 検 体 を 、 次 い で 本 発 明 の 方 法 に 付 す 。 な お 、 ODSゲ ル 粒 子 を 用
い た 上 記 方 法 に よ り 除 タ ン パ ク 及 び 脱 脂 を 行 っ た 場 合 に は 、 上 記 脱 脂 工 程 後 に ODSゲ ル に
吸 着 さ れ て い る 有 機 成 分 を 、 溶 解 度 パ ラ メ ー タ ー が 8.0な い し 11.0の 有 機 溶 媒 で 抽 出 す る
こ と に よ り 回 収 す る 。 溶 解 度 パ ラ メ ー タ ー が 8.0な い し 11.0の 有 機 溶 媒 及 び そ の 好 ま し い
例 は 、 検 体 の 抽 出 に 用 い る 上 記 有 機 溶 媒 の 説 明 に 記 載 し た も の と 同 様 で あ る 。 こ の 場 合 、
抽 出 時 間 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 通 常 3～ 10分 間 程 度 で あ り 、 用 い る 有 機 溶 媒 の 量 は 、 特
に 限 定 さ れ な い が 、 通 常 、 ODSゲ ル １ ｍ ｌ に 対 し 、 10～ 20ｍ ｌ 程 度 が 好 ま し い 。 抽 出 後 の O
DSゲ ル を 遠 心 に よ り 除 去 し 、 上 清 を 乾 固 し 、 緩 衝 液 に 再 溶 解 し て 本 発 明 の 方 法 に 付 す こ と
が 好 ま し い 。 な お 、 こ の 抽 出 工 程 は 、 複 数 回 繰 り 返 し て も よ く 、 ２ ～ ３ 回 繰 り 返 す こ と が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 で は 、 除 タ ン パ ク 及 び 脱 脂 し た 検 体 を NH2カ ラ ム に か け る 。 NH2カ ラ ム は 、
シ リ カ ゲ ル の よ う な 担 体 に 、 ア ミ ノ プ ロ ピ ル 基 の よ う な ア ミ ノ 基 (-NH2)を 含 有 す る 基 を 結
合 し た も の で あ り 、 糖 類 の 分 析 等 に 汎 用 さ れ る 、 順 相 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 充 填 材 と
し て 広 く 用 い ら れ て お り 、 多 数 の 製 品 が 市 販 さ れ て い る 。 本 発 明 の 方 法 で は 、 こ れ ら の 市
販 の NH2カ ラ ム を 好 ま し く 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 除 タ ン パ ク 及 び 脱 脂 し た 検 体 は 、 一 旦 乾 固 し 、 例 え ば 、 n-ヘ キ サ ン ： ２ － プ ロ パ ノ ー ル
： 酢 酸 ＝ 90:10:0.5（ 好 ま し く は ｐ Ｈ 3.0～ 5.0） の よ う な 緩 衝 液 に 再 溶 解 し た も の を NH2カ
ラ ム に か け る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 次 い で 、 カ ラ ム を 、 ５ ～ ２ ０ v/v％ （ 以 下 、 液 体 成 分 の 濃 度 を ％ で 表 し た 場 合 に は 、 特
に 断 り が な い 限 り v/v％ （ 体 積 ％ ） を 意 味 す る ） 、 好 ま し く は ７ ～ １ ５ ％ の ２ － プ ロ パ ノ
ー ル 溶 液 で 洗 浄 す る （ 以 下 、 こ の 工 程 を 「 第 １ の 洗 浄 工 程 」 と 言 う こ と が あ る ） 。 ２ － プ
ロ パ ノ ー ル 溶 液 の 溶 媒 と し て は 、 n-ヘ キ サ ン が 好 ま し い 。 ま た 、 洗 浄 液 は 、 0.1～ ２ ％ 程
度 、 好 ま し く は 0.5～ 1.0%程 度 の 酢 酸 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 用 い る 洗 浄 液 の 量 は 、 特 に
限 定 さ れ な い が 、 カ ラ ム の 充 填 材 １ ｇ 当 た り 、 好 ま し く は 、 5ｍ ｌ 以 上 で あ り 、 さ ら に 好
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ま し く は 10ｍ ｌ ～ 20ｍ ｌ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 次 に 、 カ ラ ム を 、 ２ ０ ～ ３ ０ ％ 、 好 ま し く は ２ ２ ～ ２ ８ ％ の ２ － プ ロ パ ノ ー ル 溶 液 で 洗
浄 す る （ 以 下 、 こ の 工 程 を 「 第 ２ の 洗 浄 工 程 」 と 言 う こ と が あ る ） 。 ２ － プ ロ パ ノ ー ル 溶
液 の 溶 媒 と し て は 、 n-ヘ キ サ ン が 好 ま し い 。 ま た 、 洗 浄 液 は 、 0.1～ ２ ％ 程 度 、 好 ま し く
は 0.5～ 1.0%程 度 の 酢 酸 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 用 い る 洗 浄 液 の 量 は 、 特 に 限 定 さ れ な い
が 、 カ ラ ム の 充 填 材 １ ｍ ｌ 当 た り 、 好 ま し く は 、 5ｍ ｌ 以 上 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 10
ｍ ｌ ～ 20ｍ ｌ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 次 に 、 カ ラ ム を 、 ２ ５ ～ ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 、 ４ ５ ～ ６ ０ ％ の ２ － プ ロ パ ノ ー ル 溶 液 で
溶 出 す る （ 以 下 、 こ の 工 程 を 「 溶 出 工 程 」 と 言 う こ と が あ る ） 。 ２ － プ ロ パ ノ ー ル 溶 液 の
溶 媒 と し て は 、 n-ヘ キ サ ン が 好 ま し い 。 ま た 、 溶 出 に 用 い る 溶 液 は 、 0.1～ ２ ％ 程 度 、 好
ま し く は 0.5～ 1.0%　 程 度 の 酢 酸 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 用 い る 溶 液 の 量 は 、 特 に 限 定 さ
れ な い が 、 カ ラ ム の 充 填 材 １ ｍ ｌ 当 た り 、 好 ま し く は 、 5ｍ ｌ 以 上 で あ り 、 さ ら に 好 ま し
く は 10ｍ ｌ ～ 20ｍ ｌ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 上 記 の 通 り 、 本 発 明 の 方 法 で は 、 第 １ の 洗 浄 工 程 、 第 ２ の 洗 浄 工 程 及 び 溶 出 工 程 の 全 て
に お い て 、 ２ － プ ロ パ ノ ー ル 溶 液 を 用 い る が 、 用 い る 溶 液 中 の ２ － プ ロ パ ノ ー ル 濃 度 は 、
第 １ の 洗 浄 工 程 が 最 も 低 く 、 次 い で 、 第 ２ の 洗 浄 工 程 が 低 く 、 溶 出 工 程 が 最 も 高 く な る よ
う に 設 定 す る 。 ま た 、 各 工 程 で 用 い る 溶 液 の 溶 媒 は 、 全 て 共 通 の も の に す る こ と が 好 ま し
い 。 な お 、 第 １ の 洗 浄 工 程 、 第 ２ の 洗 浄 工 程 及 び 溶 出 工 程 は 、 そ れ ぞ れ １ 回 行 え ば よ い が
、 任 意 の 工 程 を 複 数 回 繰 り 返 し て も よ い 。 ま た 、 こ れ ら の 各 工 程 は 、 圧 力 を か け て 行 う こ
と も で き る が 、 常 圧 下 で も 迅 速 に 行 う こ と が で き る の で 、 常 圧 下 で 行 う の が 簡 便 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 溶 出 工 程 に お い て 溶 出 さ れ た 液 は 、 そ の ま ま 免 疫 測 定 に 付 す こ と が で き る 。 免 疫 測 定 方
法 自 体 は 、 種 々 の も の が こ の 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 周 知 の 免 疫 測 定 の い ず れ を も 採 用
す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 前 処 理 方 法 に よ り 、 ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン が か な り 高 度 に 精 製
さ れ て い る の で 、 ど の よ う な 免 疫 測 定 に 付 し た 場 合 で も 、 免 疫 測 定 の 精 度 が 向 上 す る こ と
は 言 う ま で も な い 。 免 疫 測 定 と し て は 、 高 価 な 装 置 が 不 要 で 、 放 射 免 疫 測 定 の よ う に 操 作
者 の 健 康 に 悪 影 響 を 及 ぼ す 危 険 の あ る 放 射 性 物 質 を 用 い る 必 要 が な い 、 酵 素 免 疫 測 定 や 蛍
光 免 疫 測 定 が 好 ま し く 、 特 に 酵 素 免 疫 測 定 が 好 ま し い が 、 免 疫 測 定 方 法 は 、 こ れ ら に 限 定
さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に 基 づ き よ り 具 体 的 に 説 明 す る 。 も っ と も 、 本 発 明 は 下 記 実 施 例
に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
実 施 例 １
(1)　 除 タ ン パ ク 及 び 脱 脂
　 エ タ ノ ー ル （ 濃 度 99.5％ )250mlに ODSゲ ル 粒 子 （ 和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 製 、 商 品 名 Silic
a Gel ODS-Q3 ） 64ｇ を 浸 漬 し た 。 そ の 後 、 1N塩 酸 80ｍ ｌ お よ び 精 製 水 470mlを 加 え 良 く 混
和 し た 。 ３ 名 の ヒ ト か ら 採 取 し た 血 漿 各 0.5 mlに ODSゲ ル 粒 子 ／ エ タ ノ ー ル ／ 塩 酸 ／ 精 製
水 混 液 を 1ml加 え 、 室 温 下 、 10分 間 、 よ く 撹 拌 し た 。 上 記 と 同 様 に 遠 心 を 行 い 、 沈 渣 (ODS
ゲ ル 粒 子 )を 回 収 し た 。 回 収 し た ODSゲ ル 粒 子 に 、 エ タ ノ ー ル 、 １ Ｎ 塩 酸 お よ び 精 製 水 ＝ 15
： 3： 82　 混 合 液 を 1ｍ ｌ 加 え 、 室 温 下 、 5分 間 、 よ く 撹 拌 し た 。 上 記 と 同 様 に 遠 心 を 行 い
、 沈 渣 (ODSゲ ル 粒 子 )を 回 収 し た 。 エ タ ノ ー ル ／ 塩 酸 ／ 精 製 水 混 液 に よ る 洗 浄 、 遠 心 を 再
度 繰 り 返 し た 。 回 収 し た ODSゲ ル 粒 子 に 、 石 油 エ ー テ ル 1ｍ ｌ を 加 え 、 室 温 下 、 5分 間 、 よ
く 撹 拌 し た 。 上 記 と 同 様 に 遠 心 を 行 い 、 沈 渣 (ODSゲ ル 粒 子 )を 回 収 し た 。 回 収 し た ODSゲ ル
に 酢 酸 エ チ ル 1ｍ ｌ を 加 え 、 室 温 下 、 5分 間 、 よ く 撹 拌 し た 。 上 記 と 同 様 に 遠 心 を 行 い 、 沈
渣 (ODSゲ ル 粒 子 )を 回 収 し た 。 酢 酸 エ チ ル に よ る 抽 出 、 遠 心 を 再 度 繰 り 返 し た 。 回 収 し た
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遠 心 上 清 を １ つ に ま と め 、 乾 固 さ せ 、 n-ヘ キ サ ン ： ２ － プ ロ パ ノ ー ル ： 酢 酸 ＝ 90:10:0.5
　 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ４ ） １ ｍ ｌ に 再 溶 解 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
(2)　 前 処 理
　 (1)で 得 ら れ た 溶 液 を 、 NH2カ ラ ム （ Waters社 製 、 商 品 名 　 Sep-Pak Vac NH2、 カ ラ ム サ
イ ズ 3cc/500mg） に か け た 。 NH2カ ラ ム は 、 予 め メ タ ノ ー ル お よ び n-ヘ キ サ ン ： ２ － プ ロ パ
ノ ー ル ： 酢 酸 =90:10:0.5(体 積 比 、 以 下 同 じ ))で 平 衡 化 し て お い た 。 室 温 で 5分 間 放 置 後 、
n-ヘ キ サ ン ： ２ － プ ロ パ ノ ー ル ： 酢 酸 =90:10:0.5、 2× 2ｍ ｌ （ ２ ｍ ｌ を ２ 回 加 え た と い う
意 味 、 以 下 同 様 ） を カ ラ ム に 加 え て 洗 浄 し た 。 洗 浄 液 が 排 出 さ れ た 後 、 n-ヘ キ サ ン ： ２ －
プ ロ パ ノ ー ル ： 酢 酸 =75:25:0.5、 2× 2ｍ ｌ を カ ラ ム に 加 え て 洗 浄 し た 。 洗 浄 液 が 排 出 さ れ
た 後 、 n-ヘ キ サ ン ： ２ － プ ロ パ ノ ー ル ： 酢 酸 =45:55:0.5、 2× 2ｍ ｌ を カ ラ ム に 加 え 、 溶 出
し た 液 を 回 収 し た 。 回 収 し た 溶 出 液 を 後 述 す る 酵 素 免 疫 測 定 に 付 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
比 較 例 １
　 実 施 例 １ と 同 じ 検 体 に つ い て 、 Methods. Enzymol. 1999, 300, 13-17記 載 の 方 法 に よ り
前 処 理 し た 。 す な わ ち 、 血 漿 　 各 0.5 mlに 0.1M塩 酸 (pH2.0)1mlを 加 え た 。 こ の 混 合 物 を Ｃ
１ ８ カ ラ ム （ Waters社 製 、 商 品 名 Sep Pak Vac C18、 カ ラ ム サ イ ズ 3cc/500mg） に 加 え た 。
な お 、 Ｃ １ ８ カ ラ ム は 予 め メ タ ノ ー ル お よ び 0.1M塩 酸 (pH2.0)で 平 衡 化 し て お い た 。 室 温
で 5分 間 放 置 後 、 ア セ ト ニ ト リ ル ： 水 =15:85　 ５ ｍ ｌ と 、 0.1M塩 酸 ５ ｍ ｌ と を 加 え て 洗 浄
し た 。 洗 浄 液 が 排 出 さ れ た 後 、 n-ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ チ ル ： ２ － プ ロ パ ノ ー ル =85:10:5　 2
× 2ｍ ｌ で 溶 出 し た 。 溶 出 さ れ た 液 を 回 収 し 、 実 施 例 １ で 用 い た の と 同 じ NH2カ ラ ム に か け
た 。 室 温 で 5分 間 放 置 後 、 n-ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ チ ル =15:85　 2× 2ｍ ｌ で 洗 浄 し た 。 洗 浄 液
が 排 出 さ れ た 後 、 ア セ ト ニ ト リ ル ： 水 =90:10　 2× 2ｍ ｌ で 洗 浄 し た 。 洗 浄 液 が 排 出 さ れ た
後 、 ア セ ト ニ ト リ ル 　 2× 2ｍ ｌ で 洗 浄 し た 。 洗 浄 液 が 排 出 さ れ た 後 、 酢 酸 エ チ ル ： メ タ ノ
ー ル ： 酢 酸 =85:10:5　 2× 2ｍ ｌ を カ ラ ム に 加 え 、 溶 出 し た 液 を 回 収 し た 。 回 収 し た 溶 出 液
を 後 述 す る 酵 素 免 疫 測 定 に 付 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
比 較 例 ２
　 実 施 例 １ と 同 じ 検 体 に つ い て 、 Clinical Chemistry 2001, 47, 78, 1306-1308記 載 の 方
法 に よ り 前 処 理 し た 。 す な わ ち 、 尿 各 0.5 mlに 10 mmol/L ギ 酸 緩 衝 液 (pH3.0)　 1ｍ ｌ を 加
え た 。 こ れ を Oasis HLBカ ラ ム （ Waters社 製 、 商 品 名 Oasis HLB、 カ ラ ム サ イ ズ 3cc/500mg)
に か け た 。 Oasis HLBカ ラ ム は 、 予 め メ タ ノ ー ル お よ び 10 mmol/L ギ 酸 緩 衝 液 (pH3.0)で 平
衡 化 し て お い た 。 室 温 で 5分 間 放 置 後 、 ア セ ト ニ ト リ ル ： 水 =15:85　 ５ ｍ ｌ と ギ 酸 緩 衝 液 (
pH3.0)５ ｍ ｌ と で 洗 浄 し た 。 洗 浄 液 が 排 出 さ れ た 後 、 n-ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ チ ル ： ２ － プ ロ
パ ノ ー ル =30:65:5　 2× 2ｍ ｌ を カ ラ ム に 加 え 、 溶 出 し た 液 を 回 収 し た 。 回 収 し た 溶 出 液 を
後 述 す る 酵 素 免 疫 測 定 に 付 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
試 験 例 　 　 酵 素 免 疫 測 定
　 実 施 例 １ 、 比 較 例 １ 及 び 比 較 例 ２ の 方 法 に よ り 前 処 理 し た 検 体 を 、 市 販 の ８ － イ ソ プ ロ
ス タ ン 測 定 用 酵 素 免 疫 測 定 キ ッ ト （ Cayman社 製 、 商 品 名 8-Isoprostane EIA Kit） を 用 い
て 、 酵 素 免 疫 測 定 を 行 っ た 。 こ の 操 作 は 具 体 的 に 次 の よ う に 行 っ た 。 前 処 理 し た 検 体 を 、
キ ッ ト に 添 付 さ れ て い る 、 EIA Buffer　 0.5mlに 溶 解 後 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が コ
ー ト さ れ て い る プ レ ー ト に 0.05ml加 え （ キ ッ ト に 添 付 の ス タ ン ダ ー ド 溶 液 も 同 様 に 測 定 ）
、 そ こ に 、 8-isoprostane AchE Tracer 0.05 mlお よ び 8-isoprostane Antiserum 0.05ml
を 加 え 、 室 温 で 18時 間 イ ン ギ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 そ の 後 、 プ レ ー ト を 良 く 洗 浄 し 、 そ こ に
Ellman's Reagent 0.2mlを 加 え 、 室 温 で 60～ 90分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー
ト リ ー ダ ー で 、 そ の 吸 光 度 を 測 定 し た 。 同 時 に 測 定 し た ス タ ン ダ ー ド 溶 液 の 吸 光 度 よ り 検
量 線 を 求 め 、 そ れ に よ り 検 体 中 の 8-isoprostane濃 度 を 定 量 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 結 果 を 下 記 表 １ に 示 す 。 な お 、 表 １ 中 、 「 測 定 値 (pg/well)」 は 、 上 記 酵 素 免 疫 測 定 に
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よ り 実 際 に 測 定 さ れ た ウ ェ ル 当 た り の ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン の 重 量 で あ り 、 「 換 算 値 (pg/ml
)」 は 、 予 め 、 種 々 の 既 知 濃 度 の ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン を 含 む 標 準 溶 液 に つ い て 、 上 記 各 例
の 前 処 理 を 行 い 、 上 記 酵 素 免 疫 測 定 に よ り 測 定 さ れ た 測 定 値 (pg/well)と 、 検 体 中 の 既 知
の ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン の 濃 度 (pg/ml)の 比 率 を 、 上 記 各 例 に お け る 検 体 に つ い て 測 定 さ れ
た 測 定 値 (pg/well)に 乗 ず る こ と に よ り 、 検 体 （ 尿 ） 中 の ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン 濃 度 (pg/ml)
を 算 出 し た 値 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
表 １
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 公 知 の LC/MSに よ る 測 定 に よ り 、 健 常 人 の 血 漿 中 の ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン の 濃 度 は 、 約 20 
pg/mlで あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 表 １ か ら 明 ら か な よ う に 、 比 較 例 １ 及 び 比 較 例 ２ の 方
法 で は 、 こ の 値 よ り も か な り 大 き な 値 に な っ て お り 、 非 特 異 的 に ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン 類 似
体 を も 含 め て 測 定 し て い る と 考 え ら れ る 。 こ れ に 対 し 、 本 発 明 の 実 施 例 １ の 方 法 に よ れ ば
、 公 知 の 値 に 近 い 値 が 得 ら れ て お り 、 か つ 、 公 知 の 値 よ り も や や 低 い 値 が 得 ら れ て い る こ
と か ら 、 測 定 値 に は ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン 類 似 体 が 含 ま れ て お ら ず 、 従 来 法 よ り も 正 確 な 免
疫 測 定 が 可 能 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
実 施 例 ２
　 ６ 名 の ヒ ト か ら 採 取 し た 血 漿 を 検 体 と し て 、 除 タ ン パ ク 及 び 脱 脂 工 程 を 酢 酸 エ チ ル に よ
る 抽 出 に 変 え た こ と を 除 き 実 施 例 １ と 同 じ 操 作 を 行 な っ た 。 す な わ ち 、 ０ ． ５ mlの 各 血 漿
に ３ ｍ ｌ の 酢 酸 エ チ ル を 加 え 、 室 温 下 、 １ ０ 分 間 よ く 攪 拌 し た 。 酢 酸 エ チ ル に よ る 抽 出 後
、 遠 心 に よ り 酢 酸 エ チ ル の 有 機 層 と 水 層 に 分 離 し 、 回 収 し た 遠 心 上 清 （ 有 機 層 ） を 、 別 の
チ ュ ー ブ に 移 し 、 乾 固 さ せ 、 n-ヘ キ サ ン ： ２ － プ ロ パ ノ ー ル ： 酢 酸 ＝ 90:10:0.5　 緩 衝 液
（ ｐ Ｈ ４ ） １ ｍ ｌ に 再 溶 解 し た 。 NH2カ ラ ム 以 降 の 工 程 は 実 施 例 １ と 全 く 同 じ で あ っ た 。
さ ら に 、 比 較 の た め 、 ６ 種 類 の 同 じ 検 体 中 の ８ － イ ソ プ ロ ス タ ン の 濃 度 を 実 施 例 １ の 方 法
に よ り 測 定 し た 。 結 果 を 下 記 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
表 ２
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 表 ２ に 示 す よ う に 、 実 施 例 １ の 方 法 に よ る 測 定 結 果 と 、 実 施 例 ２ の 方 法 に よ る 測 定 結 果
は よ く 一 致 し て お り （ 相 関 係 数 0.9982)、 酢 酸 エ チ ル に よ る 抽 出 と い う 、 簡 便 な 除 タ ン パ
ク 及 び 脱 脂 方 法 を 採 用 し た 実 施 例 ２ に お い て も 、 実 施 例 １ と 同 程 度 に 正 確 に ８ － イ ソ プ ロ
ス タ ン 濃 度 を 測 定 で き る こ と が 明 ら か に な っ た 。
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