
(57)【要約】
【課題】
　酵素の保存において、その安定性を高めるための新規な安定化剤、酵素と前記安定化剤
との組成物及び安定化剤を含むキットを提供する。
【解決手段】
　植物由来のポリペプチドを有効成分として含有する酵素の安定化剤、前記植物由来のポ
リペプチドが、植物由来のタンパク質を分解して得られうるポリペプチドであることを特
徴とする前記安定化剤、前記安定化剤と酵素とを含む組成物、かかる組成物を含むキット
及び植物由来のポリペプチドの酵素の安定化剤としての使用。
【選択図】　　なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
植 物 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 、 酵 素 の 安 定 化 剤 。
【 請 求 項 ２ 】
「 植 物 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド 」 が 、 「 植 物 由 来 の タ ン パ ク 質 」 を 分 解 し て 得 ら れ う る ポ リ ペ
プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 安 定 化 剤 。
【 請 求 項 ３ 】
「 植 物 」 が 、 「 農 作 物 」 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 安 定 化 剤 。
【 請 求 項 ４ 】
「 植 物 」 が 、 大 豆 、 小 豆 、 イ ン ゲ ン 豆 、 ソ ラ 豆 、 ア ー モ ン ド 、 ピ ー ナ ッ ツ 、 小 麦 、 ト ウ モ
ロ コ シ 、 ジ ャ ガ イ モ 及 び 米 か ら 選 択 さ れ る 何 れ か の 植 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
１ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の 安 定 化 剤 。
【 請 求 項 ５ 】
タ ン パ ク 質 が 、 グ リ ア ジ ン 、 ツ ェ イ ン 、 グ ル テ ニ ン 、 グ ル テ ン 、 ホ ル デ イ ン 、 オ リ ゼ ニ ン
、 グ リ シ ニ ン 、 パ タ チ ン 及 び コ ン グ リ シ ニ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 一 以 上 の タ ン パ ク
質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 安 定 化 剤 。
【 請 求 項 ６ 】
酵 素 が 、 分 析 用 酵 素 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の 安 定 化 剤
。
【 請 求 項 ７ 】
分 析 用 酵 素 が 、 臨 床 検 査 用 酵 素 又 は 免 疫 学 的 測 定 に 使 用 さ れ る 酵 素 で あ る こ と を 特 徴 と す
る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 安 定 化 剤 。
【 請 求 項 ８ 】
免 疫 学 的 測 定 に 使 用 さ れ る 酵 素 が 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β －
ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 及 び グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 酵 素 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 安 定 化 剤 。
【 請 求 項 ９ 】
分 析 用 酵 素 が 、 特 異 的 結 合 対 形 成 物 質 と 複 合 体 を 形 成 し た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 ６ に 記 載 の 安 定 化 剤 。
【 請 求 項 １ ０ 】
分 析 用 酵 素 が 、 糖 関 連 酵 素 、 タ ン パ ク 質 関 連 酵 素 、 脂 質 関 連 酵 素 、 核 酸 関 連 酵 素 又 は 呼 吸
系 酵 素 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 安 定 化 剤 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か に 記 載 の 安 定 化 剤 と ア ル カ リ 又 は 緩 衝 剤 と を 含 む 、 安 定 化 組 成
物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
無 菌 濾 過 さ れ た 溶 液 で あ っ て 、 pH3.0～ 9.0で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 安
定 化 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か に 記 載 の 安 定 化 剤 又 は 請 求 項 １ １ も し く は １ ２ に 記 載 の 安 定 化
組 成 物 と 酵 素 と を 含 む 、 酵 素 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
乾 燥 状 態 又 は 溶 液 状 態 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ３ 記 載 の 酵 素 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
酵 素 に 、 請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か に 記 載 の 安 定 化 剤 又 は 請 求 項 １ １ も し く は １ ２ に 記 載
の 安 定 化 組 成 物 を 共 存 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 酵 素 の 安 定 化 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ ３ 又 は １ ４ に 記 載 の 酵 素 組 成 物 を 含 む こ と を 特 徴 と す る キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
植 物 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド の 、 酵 素 に 対 す る 安 定 化 剤 と し て の 使 用 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 酵 素 の 安 定 化 剤 、 こ れ を 含 む 組 成 物 及 び キ ッ ト 等 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 一 般 に 、 酵 素 が 有 す る 機 能 は 、 そ の 立 体 構 造 が 関 与 し て い る こ と が 知 ら れ て お り 、 保 存
中 、 立 体 構 造 が 変 化 す る こ と で そ の 機 能 を 失 っ た り 、 活 性 の 低 下 を 起 こ す こ と が 知 ら れ て
い る 。 ま た 、 酵 素 は 凍 結 乾 燥 し た 形 態 で 供 給 さ れ る こ と が 一 般 的 で あ っ た た め 、 凍 結 乾 燥
時 の 酵 素 の 失 活 、 変 性 を 防 止 す る 方 法 に つ い て 様 々 な 研 究 が な さ れ て い る 。 例 え ば 、 グ ル
タ ミ ン 酸 ソ ー ダ 、 ア ル ブ ミ ン 、 ス キ ム ミ ル ク 等 の ア ミ ノ 酸 又 は タ ン パ ク 質 、 シ ュ ク ロ ー ス
、 マ ル ト ー ス 等 の 糖 類 、 グ ル タ チ オ ン 、 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 等 の 還 元 剤 、 グ リ セ ロ ー ル
、 ソ ル ビ ト ー ル な ど の 多 価 ア ル コ ー ル を 添 加 す る 方 法 が 一 般 に 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ま た 、 植 物 タ ン パ ク 質 や そ の 分 解 物 を 用 い た 酵 素 の 安 定 化 技 術 と し て は 、 小 麦 、 大 豆 な
ど の タ ン パ ク 質 の 加 水 分 解 物 を 食 品 加 工 等 に 使 用 さ れ る ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ の 安 定 化
剤 と し て 使 用 す る 技 術 が 特 許 文 献 １ に は 開 示 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 分 析 用 酵 素 の 安
定 化 に つ い て は 開 示 も 示 唆 も さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 特 許 文 献 １ 】 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ １ １ ２ ６ ４
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 現 在 、 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 酵 素 の 安 定 化 剤 は ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） で あ る 。 B
SAは ウ シ 由 来 の タ ン パ ク 質 で あ る が 、 一 般 に 、 動 物 由 来 の タ ン パ ク 質 は 、 た と え 医 薬 と し
て の 使 用 で は な く と も 人 畜 共 通 感 染 症 （ 例 え ば ウ シ に つ い て は 牛 海 綿 状 脳 症 （ BSE） 、 口
蹄 疫 等 が 挙 げ ら れ る ） な ど へ の 配 慮 が 必 要 で あ る 。 ま た 、 酵 素 の 機 能 は 失 わ れ や す く 、 た
と え BSAを 添 加 し た と し て も 、 溶 液 状 態 で 室 温 に 放 置 す る と 、 数 日 の う ち に 酵 素 活 性 が 著
し く 低 下 す る 等 の 問 題 が あ っ た 。 こ の よ う に 、 酵 素 の 失 活 、 活 性 低 下 を 防 止 し 、 か つ 、 BS
E等 の 病 原 体 の 汚 染 の 恐 れ が な い 安 全 で 優 れ た 酵 素 の 安 定 化 剤 の 開 発 が 望 ま れ て い た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ れ ら の 課 題 を 解 決 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 検 討 し た 結 果 、 植 物 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド
が 酵 素 の 安 定 性 を 著 し く 向 上 さ せ る こ と を 見 出 し 、 こ れ を 安 定 化 剤 と し て 使 用 す る こ と で
本 発 明 を 完 成 さ せ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の と お り で あ る 。
（ １ ） 　 植 物 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 、 酵 素 の 安 定 化 剤 。
（ ２ ） 　 「 植 物 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド 」 が 、 「 植 物 由 来 の タ ン パ ク 質 」 を 分 解 し て 得 ら れ う
る ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） 記 載 の 安 定 化 剤 。
（ ３ ） 　 「 植 物 」 が 、 「 農 作 物 」 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） 又 は （ ２ ） 記 載 の 安 定
化 剤 。
（ ４ ） 　 「 植 物 」 が 、 大 豆 、 小 豆 、 イ ン ゲ ン 豆 、 ソ ラ 豆 、 ア ー モ ン ド 、 ピ ー ナ ッ ツ 、 小 麦
、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ジ ャ ガ イ モ 及 び 米 か ら 選 択 さ れ る 何 れ か の 植 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る
、 （ １ ） ～ （ ３ ） の い ず れ か に 記 載 の 安 定 化 剤 。
（ ５ ） 　 タ ン パ ク 質 が 、 グ リ ア ジ ン 、 ツ ェ イ ン 、 グ ル テ ニ ン 、 グ ル テ ン 、 ホ ル デ イ ン 、 オ
リ ゼ ニ ン 、 グ リ シ ニ ン 、 パ タ チ ン 及 び コ ン グ リ シ ニ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 一 以 上 の
タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ２ ） 記 載 の 安 定 化 剤 。
（ ６ ） 　 酵 素 が 、 分 析 用 酵 素 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） ～ （ ５ ） の い ず れ か に 記 載
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の 安 定 化 剤 。
（ ７ ） 　 分 析 用 酵 素 が 、 臨 床 検 査 用 酵 素 又 は 免 疫 学 的 測 定 に 使 用 さ れ る 酵 素 で あ る こ と を
特 徴 と す る 、 （ ６ ） 記 載 の 安 定 化 剤 。
（ ８ ） 　 免 疫 学 的 測 定 に 使 用 さ れ る 酵 素 が 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー
ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 及 び グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 酵 素 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ７ ） 記 載 の 安 定 化 剤 。
（ ９ ） 　 分 析 用 酵 素 が 、 特 異 的 結 合 対 形 成 物 質 と 複 合 体 を 形 成 し た も の で あ る こ と を 特 徴
と す る 、 （ ６ ） に 記 載 の 安 定 化 剤 。
（ １ ０ ） 　 分 析 用 酵 素 が 、 糖 関 連 酵 素 、 タ ン パ ク 質 関 連 酵 素 、 脂 質 関 連 酵 素 、 核 酸 関 連 酵
素 又 は 呼 吸 系 酵 素 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ６ ） 記 載 の 安 定 化 剤 。
（ １ １ ） 　 （ １ ） ～ （ １ ０ ） の い ず れ か に 記 載 の 安 定 化 剤 と ア ル カ リ 又 は 緩 衝 剤 と を 含 む
、 安 定 化 組 成 物 。
（ １ ２ ） 　 無 菌 濾 過 さ れ た 溶 液 で あ っ て 、 pH3.0～ 9.0で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ １ ）
記 載 の 安 定 化 組 成 物 。
（ １ ３ ） 　 （ １ ） ～ （ １ ０ ） の い ず れ か に 記 載 の 安 定 化 剤 又 は （ １ １ ） も し く は （ １ ２ ）
に 記 載 の 安 定 化 組 成 物 と 酵 素 と を 含 む 、 酵 素 組 成 物 。
（ １ ４ ） 　 乾 燥 状 態 又 は 溶 液 状 態 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ３ ） 記 載 の 酵 素 組 成 物 。
（ １ ５ ） 　 酵 素 に 、 （ １ ） ～ （ １ ０ ） の い ず れ か に 記 載 の 安 定 化 剤 又 は （ １ １ ） も し く は
（ １ ２ ） に 記 載 の 安 定 化 組 成 物 を 共 存 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 酵 素 の 安 定 化 方 法 。
（ １ ６ ） 　 （ １ ３ ） 又 は （ １ ４ ） に 記 載 の 酵 素 組 成 物 を 含 む こ と を 特 徴 と す る キ ッ ト 。
（ １ ７ ） 　 植 物 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド の 、 酵 素 に 対 す る 安 定 化 剤 と し て の 使 用 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 に よ り 、 酵 素 の 安 定 化 剤 、 酵 素 と 前 記 安 定 化 剤 と の 組 成 物 、 安 定 化 剤 を 含 む キ ッ
ト が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 安 定 化 剤 を 酵 素 に 共 存 さ せ る こ と に よ り 、 該 酵 素 を 保 存 、 乾 燥
、 冷 凍 す る 際 等 に 酵 素 活 性 の 失 活 、 低 下 を 防 止 す る こ と が で き 、 ま た 、 該 安 定 化 剤 に よ っ
て 酵 素 が 病 原 体 で 汚 染 す る 恐 れ も な い 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 以 下 、 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 に よ り 詳 説 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 安 定 化 剤 は 、 植 物 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 、 酵 素 の 安 定 化
の た め の 安 定 化 剤 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に お い て 「 酵 素 の 安 定 化 」 と は 、 酵 素 の 保 存 、 乾 燥 、 熱 に 対 す る 安 定 化 を 指 し 、
よ り 具 体 的 に は 酵 素 を 長 期 間 保 存 、 乾 燥 、 凍 結 す る 際 に 酵 素 の 失 活 や 活 性 低 下 を 防 止 す る
機 能 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 安 定 化 剤 に お け る 「 植 物 」 と は 、 「 農 作 物 」 で あ り 、 例 え ば 小 麦 、 大 麦 、 カ ラ ス
麦 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ジ ャ ポ ニ カ 米 、 イ ン デ ィ カ 米 、 ジ ャ バ ン カ 米 、 ア フ リ カ 米 、 餅 米 、 大
豆 、 小 豆 、 イ ン ゲ ン 豆 、 そ ら 豆 、 ア ー モ ン ド 、 ピ ー ナ ッ ツ 、 ジ ャ ガ イ モ 、 サ ツ マ イ モ 、 サ
ト イ モ 、 タ ロ イ モ 等 が 好 ま し く は 挙 げ ら れ 、 そ の 中 で も 大 豆 、 小 麦 （ コ ム ギ ） 、 ト ウ モ ロ
コ シ 、 ジ ャ ガ イ モ 及 び 米 が よ り 好 ま し く 、 大 豆 （ ダ イ ズ ） 及 び ト ウ モ ロ コ シ が 最 も 好 ま し
い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 安 定 化 剤 に お け る 「 植 物 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド 」 と し て は 、 例 え ば 上 記 植 物 由 来 の
タ ン パ ク 質 を 分 解 し て 得 ら れ う る ポ リ ペ プ チ ド が 好 ま し い 。 こ こ で 、 上 記 植 物 由 来 の タ ン
パ ク 質 と し て は 、 上 記 植 物 の タ ン パ ク 質 を 含 む 部 位 か ら 抽 出 さ れ た タ ン パ ク 質 又 は タ ン パ
ク 質 を 含 む 画 分 が 挙 げ ら れ 、 よ り 具 体 的 に は グ リ ア ジ ン 、 ツ ェ イ ン 、 グ ル テ ニ ン 、 グ ル テ
ン 、 ホ ル デ イ ン 、 オ リ ゼ ニ ン 、 グ リ シ ニ ン 、 パ タ チ ン 及 び コ ン グ リ シ ニ ン 等 の 貯 蔵 タ ン パ
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ク 質 、 レ ク チ ン 、 ア ミ ラ － ゼ 、 呼 吸 及 び 光 合 成 に 関 与 す る 酵 素 等 の 機 能 タ ン パ ク 質 、 根 、
茎 、 葉 、 花 、 果 実 、 種 子 な ど に 由 来 す る 構 造 タ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る 。 そ れ ら の 中 で も 特
に 貯 蔵 タ ン パ ク 質 が 好 ま し く は 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 上 述 の タ ン パ ク 質 か ら ポ リ ペ プ チ ド を
得 る に は 、 該 タ ン パ ク 質 を 分 解 す れ ば よ く 、 「 分 解 」 の 手 法 と し て は 、 酸 分 解 、 酵 素 分 解
、 ア ル カ リ 分 解 等 が 挙 げ ら れ る が 、 低 分 子 化 し て ポ リ ペ プ チ ド を 得 る と い う 目 的 を 達 成 で
き る 限 り に お い て 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 分 解 は 特 に 加 水 分 解 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 加 水 分 解 に 使 用 出 来 る 酵 素 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ に 属 す る も の で 、 タ ン パ ク 質 を ポ リ ペ プ チ
ド に 分 解 で き る も の あ れ ば 良 く 、 ペ プ シ ン 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 等 の 動 物 由 来 の
プ ロ テ ア ー ゼ 、 パ パ イ ン 、 フ ィ シ ン 、 ブ ロ メ ラ イ ン 等 の 植 物 由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ 、 そ の 他
、 細 菌 、 カ ビ 、 放 射 菌 等 の 微 生 物 由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 酸 分 解 の 場
合 、 塩 酸 、 硫 酸 、 リ ン 酸 、 硝 酸 等 の 酸 が 挙 げ ら れ 、 ア ル カ リ 分 解 の 場 合 は 、 水 酸 化 ナ ト リ
ウ ム 、 水 酸 化 カ リ ウ ム 、 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 等 が 挙 げ ら れ る 。 分 解 さ れ た 後 の 「 ポ リ ペ プ チ ド
」 は 、 重 量 平 均 分 子 量 200Da～ 30万 Daで あ る こ と が 好 ま し く 、 重 量 平 均 分 子 量 300Da～ 20万
Daで あ る こ と が よ り 好 ま し い 。 ま た 、 タ ン パ ク 質 を 加 水 分 解 す る と ア ミ ノ 酸 が 生 ず る が 、
本 発 明 安 定 化 剤 に お い て は 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 が 構 成 成 分 と し て 含 ま れ て い る 限 り に お い
て 、 「 ア ミ ノ 酸 」 が 混 入 し て い て も 構 わ な い 。
ま た 、 好 ま し い 植 物 由 来 ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 ダ イ ズ タ ン パ ク 加 水 分 解 物 、 コ ム ギ タ ン
パ ク 質 加 水 分 解 物 お よ び そ の 誘 導 体 、 ジ ャ ガ イ モ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物 、 ト ウ モ ロ コ シ タ
ン パ ク 質 加 水 分 解 物 、 コ メ ヌ カ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物 な ど が 挙 げ ら れ 、 そ の 中 で も ト ウ モ
ロ コ シ 加 水 分 解 物 が 好 ま し い 。 ト ウ モ ロ コ シ 加 水 分 解 物 と し て は 、 例 え ば 、 分 子 量 200Da
～ 4000Daの ペ プ チ ド で 、 遊 離 ア ミ ノ 酸 含 量 が 全 ア ミ ノ 酸 に 対 し て 1%以 下 で あ る も の が 好 ま
し い 。 ま た 、 そ の 中 で も 、 ア ミ ノ 酸 組 成 （ 重 量 ％ ） が 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 2.5～ 12.5、 ス レ
オ ニ ン 2.5～ 6.0、 セ リ ン 4.0～ 6.0、 グ ル タ ミ ン 酸 15.0～ 50.0、 グ リ シ ン 2.0～ 5.5、 ア ラ ニ
ン 2.0～ 13.5、 バ リ ン 4.0～ 8.0、 シ ス テ イ ン 0.0～ 1.5、 メ チ オ ニ ン 1.0～ 2.0、 イ ソ ロ イ シ
ン 3.0～ 6.0、 ロ イ シ ン 6.0～ 15.0、 チ ロ シ ン 1.0～ 4.0、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 2.0～ 5.5、 リ ジ
ン 0.5～ 7.0、 ヒ ス チ ジ ン 0.5～ 3.0、 ア ル ギ ニ ン 1.0～ 8.0、 プ ロ リ ン 5.0～ 13.0で あ る も の
が よ り 好 ま し い 。
各 分 解 物 の 主 な 性 状 の 一 例 は 下 記 の 通 り で あ る 。
１ ） ダ イ ズ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物
外 観 ： 淡 黄 色 ～ 褐 色
総 窒 素 分 （ ％ ） ： ２ ． ６ ～ ３ ． ４
ｐ Ｈ ： ３ ． ８ ～ ６ ． ２
２ ） ダ イ ズ タ ン パ ク 質 ペ プ ト ン
３ ） ダ イ ズ タ ン パ ク 質 酵 素 分 解 物
４ ） ダ イ ズ タ ン パ ク 質 酸 分 解 物
コ ム ギ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物
外 観 ： 褐 色 液 体
乾 燥 減 量 （ ％ ） ： ７ ５ ～ ８ ０
総 窒 素 量 （ ％ ） ： ２ ． ７ ～ ３ ． ５
６ ） コ ム ギ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物 誘 導 体
外 観 ： 灰 色 が か っ た 白 色
総 固 形 分 （ ％ ） ： ８ １ ． ３ ～ １ ０ ０
窒 素 （ ％ ） ： １ ３ ． ０ ～ １ ６ ． ０
強 熱 残 分 （ ％ ） ： １ ３ ． ５ 以 下
ｐ Ｈ ： ３ ． ５ ～ ４ ． ５
水 分 （ ％ ） ： ５ ． ０ 以 下
７ ） ジ ャ ガ イ モ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物
外 観 ： 黄 色
総 固 形 分 （ ％ ） ： ２ ４ ． ０ ～ ２ ８ ． ０
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窒 素 （ ％ ） ： ２ ． ５ ～ ４ ． ０
強 熱 残 分 （ ％ ） ： ４ ． ５ 以 下
ｐ Ｈ ： ４ ． ０ ～ ５ ． ０
　 分 子 量 ： ６ ０ ０
　 ８ ） ト ウ モ ロ コ シ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物
外 観 ： 白 色 ま た は 微 黄 色
水 分 （ ％ ） ： ５ ． ０ 以 下
粗 灰 分 （ ％ ） ： ２ ． ０ 以 下
粗 蛋 白 （ ％ ） ： ９ ０ ． ０ 以 上
糖 分 （ ％ ） ： ５ ． ０ 以 下
重 金 属 （ ｐ ｐ ｍ ） ： ４ ． ０ 以 下
ヒ 素 （ ｐ ｐ ｍ ） ： １ ． ０ 以 下
分 子 量 分 布 ： ２ ～ １ ０ 程 度 の オ リ ゴ ペ プ チ ド
ア ミ ノ 酸 組 成 （ 重 量 ％ ） ： グ ル タ ミ ン 酸 ２ ４ ． ６ ７ 、 ロ イ シ ン １ ３ ． ６ ９ 、 ア ラ ニ ン １ ２
． ９ ９ 、 プ ロ リ ン ９ ． ６ ９ 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ６ ． ０ ４ 、 セ リ ン ５ ． ３ ３ 、 バ リ ン ４ ． ９ ４
、 ス レ オ ニ ン ３ ． ９ ５ ， イ ソ ロ イ シ ン ３ ． ７ ７ 、 チ ロ シ ン ３ ． ４ ２ 、 グ リ シ ン ２ ． ３ ９ 、
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ２ ． ０ ０ 、 メ チ オ ニ ン １ ． ４ ５ 、 ア ル ギ ニ ン １ ． ２ １ 、 シ ス テ イ ン １ ．
０ ７ 、 リ ジ ン １ ． ０ ０ 、 ヒ ス チ ジ ン １ ． ０ ０
９ ） コ メ ヌ カ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物
ｐ Ｈ ： ６ ． ５ ～ ７ ． ５
分 子 量 ： １ ５ ０ ， ０ ０ ０
　 本 発 明 安 定 化 剤 が 安 定 化 す る 対 象 は 「 酵 素 」 で あ り 、 そ の 由 来 、 種 類 、 存 在 形 態 は 特 に
限 定 は さ れ な い 。 酵 素 と し て は 分 析 用 酵 素 が 好 ま し い 。 こ こ で 、 「 分 析 用 酵 素 」 と は 、 医
薬 品 、 農 薬 、 食 品 等 の 分 析 に 使 用 さ れ る 酵 素 で あ り 、 分 析 目 的 に 使 用 さ れ る 酵 素 で あ れ ば
、 特 に 限 定 さ れ な い 。
分 析 用 酵 素 と し て は 、 臨 床 検 査 用 酵 素 、 免 疫 学 的 測 定 に 使 用 さ れ る 酵 素 、 糖 関 連 酵 素 、 タ
ン パ ク 質 関 連 酵 素 、 脂 質 関 連 酵 素 、 核 酸 関 連 酵 素 、 呼 吸 系 酵 素 等 が 挙 げ ら れ 、 そ の 中 で も
免 疫 学 的 測 定 に 使 用 さ れ る 酵 素 が 好 ま し い 。
「 臨 床 検 査 用 酵 素 」 又 は 「 免 疫 学 的 測 定 に 使 用 さ れ る 酵 素 」 と は 、 分 析 用 酵 素 の 内 、 臨 床
化 学 分 析 又 は 免 疫 測 定 に 使 用 さ れ る 酵 素 で あ り 、 具 体 的 に は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス －
６ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ア ル コ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 モ ノ ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 リ パ
ー ゼ 、 ア ミ ラ ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 セ ル ラ ー ゼ 、 カ タ ラ ー ゼ 、 ア シ ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ
キ シ ダ ー ゼ 、 コ レ ス テ ロ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ 、 ア シ ル Ｃ ｏ Ａ
オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア シ ル Ｃ ｏ Ａ シ ン セ タ ー ゼ 、 ビ リ ル ビ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 コ レ ス テ ロ ー ル デ
ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ リ セ ロ ー ル キ ナ ー ゼ 、 Ｌ － α － グ ル セ
ロ フ ォ ス フ ェ イ ト オ キ シ ダ ー ゼ 、 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 乳 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 、 リ ポ プ ロ テ
イ ン リ パ ー ゼ 、 マ レ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ム タ ロ ー ゼ 等 が 挙 げ ら れ る が 、 臨 床 検 査 用 又
は 免 疫 学 的 測 定 に 使 用 さ れ る 酵 素 で あ る 限 り に お い て 、 こ れ ら に 限 定 さ れ も の で は な い 。
こ の 中 で も ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ア セ チ
ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ が 好 ま し い 。
ま た 、 糖 関 連 酵 素 と し て は 、 マ ン ノ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 、 コ ン
ド ロ イ チ ナ ー ゼ 、 ヘ パ リ チ ナ ー ゼ 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 酵 素 等 が 、 タ ン パ ク 質 関 連 酵 素 と し
て は 、 ヘ プ シ ン 、 パ パ イ ン 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 、 ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ペ プ チ ジ ル 転 移 酵 素 等 が 、
脂 質 関 連 酵 素 と し て は 、 リ パ ー ゼ 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 セ ラ ミ ダ ー ゼ 等 が 、 核 酸 関 連 酵 素 と
し て は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 制 限 酵 素 、 逆 転 写 酵 素 等 が 、 呼 吸 系 酵 素 と し
て は 、 グ ル コ キ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 等 、 そ の 他 の 酵 素 と し
て は 、 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で
は な い 。
ま た 、 本 発 明 安 定 化 剤 は 、 分 析 用 酵 素 と 特 異 的 結 合 対 形 成 物 質 と 複 合 体 を 形 成 し た も の も
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安 定 化 さ せ る こ と が で き る 。 こ こ で 「 特 異 的 結 合 対 形 成 物 質 」 と は 、 生 体 物 質 の 示 す 特 異
的 相 互 作 用 （ 親 和 性 ） に 基 づ い て 結 合 対 を 形 成 す る 対 物 質 の 一 方 を 意 味 し 、 例 え ば 、 抗 原
と 抗 体 、 ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 特 定 の 糖 と そ れ に 対 応 す る レ ク チ
ン 、 サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 等 の 生 理 活 性 物 質 と そ れ に 対 す る レ セ プ タ ー （ 受 容 体 ） 、
ヒ ア ル ロ ン 酸 と ヒ ア ル ロ ン 酸 結 合 物 質 、 エ ン ド ト キ シ ン と エ ン ド ト キ シ ン 中 和 タ ン パ ク 質
、 β － グ ル カ ン と β － グ ル カ ン 結 合 タ ン パ ク 質 等 の 組 合 せ （ 対 ） の 一 方 の 物 質 が 例 示 さ れ
る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 安 定 化 剤 組 成 物 は 、 上 記 安 定 化 剤 と ア ル カ リ 又 は 緩 衝 剤 を 含 む 。 特 に 、 溶 液 状 態
で あ る こ と が 好 ま し い が 、 乾 燥 状 態 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 安 定 化 剤 は 酵 素 を 安 定 化 す る 際 に 、 ア ル カ リ を 含 む 水 性 溶 媒 に 溶 解 し
て 溶 液 状 の 安 定 化 剤 と し て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ア ル カ リ と し て は 、 ア ル カ リ 金 属
水 酸 化 物 、 ア ル カ リ 土 類 水 酸 化 物 が 挙 げ ら れ 、 特 に 、 ア ル カ リ 金 属 水 酸 化 物 が 好 ま し い 。
 ア ル カ リ 金 属 水 酸 化 物 は 、 カ リ ウ ム 、 リ チ ウ ム 、 ナ ト リ ウ ム 等 の ア ル カ リ 金 属 の 水 酸 化
物 で あ り 、 具 体 的 に は 水 酸 化 カ リ ウ ム 、 水 酸 化 リ チ ウ ム 、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 等 で あ る 。 又
、 こ れ ら は 単 独 あ る い は 複 数 の ア ル カ リ 金 属 水 酸 化 物 を 含 む 水 溶 液 と し て 使 用 す る こ と も
で き る 。 そ の 中 で も 最 も 好 ま し い の は 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム で あ る 。 ア ル カ リ 、 特 に 、 ア ル カ
リ 金 属 水 酸 化 物 の 濃 度 は 、 通 常 、 5mmol/l～ 2mol/l、 好 ま し く は 10mmol/l～ 500mmol/lで あ
る 。 前 記 水 溶 液 の pHは 、 通 常 pH3.0～ 9.0で あ り 、 好 ま し く は 、 pH6.5～ 8.0、 更 に 好 ま し く
は 、 pH6.8～ 7.2で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 又 、 本 発 明 安 定 化 剤 は 緩 衝 剤 （ 緩 衝 剤 溶 液 ） に 溶 解 し て 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 緩
衝 剤 の 種 類 と し て は 、 リ ン 酸 緩 衝 剤 、 ト リ ス 塩 酸 緩 衝 剤 、 グ ッ ド 緩 衝 剤 、 ホ ウ 酸 緩 衝 剤 等
が 望 ま し い が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 ま た 、 こ れ ら は 単 独 あ る い は 混 合 物 と
し て 使 用 さ れ 、 任 意 の 量 を 用 い る こ と が で き る 。
更 に 、 ア ル カ リ 金 属 水 酸 化 物 又 は 緩 衝 剤 に 溶 解 し て pHを 調 整 し た 後 、 0.22μ mフ ィ ル タ ー
等 を 用 い て 無 菌 濾 過 し た 液 を 本 発 明 の 安 定 化 剤 組 成 物 と し て 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 安 定 化 剤 又 は 安 定 化 剤 組 成 物 の ポ リ ペ プ チ ド の 濃 度 は 、 通 常 0.01～ 40%(w/v)、 好
ま し く は 0.1～ 30%(w/v)で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 安 定 化 剤 は 酵 素 を 安 定 化 さ せ て そ の 活 性 を 保 持 し た り 、 失 活 を 防 止 す る 働 き を 有
し て お り 、 酵 素 を 保 存 し て お く 際 に 、 ポ リ ペ プ チ ド が 0.01～ 10%(w/v)と な る よ う に 本 発 明
安 定 化 剤 又 は 安 定 化 剤 組 成 物 を 添 加 し て 酵 素 組 成 物 と し て お き 、 こ の 溶 液 状 の 組 成 物 の 状
態 或 い は そ れ を 乾 燥 さ せ た 状 態 の 酵 素 組 成 物 と し て 、 酵 素 を 安 定 に 保 存 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 な お 、 実 際 に 使 用 す る 際 に は 、 例 え ば 、 酵 素 を 1pg/ml～ 10mg/ml含 む 溶 液 （ 例 え ば
リ ン 酸 緩 衝 生 理 的 食 塩 水 （ PBS） な ど の 溶 液 ） に 本 発 明 安 定 化 剤 又 は 安 定 化 剤 組 成 物 を 添
加 し て 使 用 す る こ と が で き る 。
ま た 、 か か る 酵 素 組 成 物 に は 、 本 発 明 安 定 化 剤 も し く は 安 定 化 剤 組 成 物 及 び 酵 素 の 他 に 、
例 え ば そ の 他 の 安 定 化 剤 、 防 腐 剤 、 界 面 活 性 剤 、 糖 類 、 そ の 他 の ペ プ チ ド ／ タ ン パ ク 質 な
ど を 含 ん で い て も 良 い 。 こ の 様 な 酵 素 組 成 物 は 、 酵 素 を 使 用 す る キ ッ ト （ 例 え ば 分 析 用 の
キ ッ ト ） の 構 成 要 素 と し て 加 え る こ と が で き 、 キ ッ ト の 品 質 保 持 期 限 を 大 幅 に 延 ば す こ と
が 可 能 と な る た め 極 め て 有 用 で あ る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 安 定 化 剤 の 酵 素 標 識 抗 体 及 び 酵 素 に 対 す る 安 定 化 作 用 の 検 討
１ ） 方 法
（ １ ） 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 標 識 抗 体 の 調 製 及 び 保 存
　 表 1及 び 2に 記 載 の 試 験 物 質 （ 安 定 化 剤 ） を 0.15mol/l塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.05%Tween20及
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び 防 腐 剤 と し て 0.05%プ ロ ク リ ン 300を 含 む 50mmol/l ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 （ Tris-HCl： pH7.3
～ 7.7） （ 以 下 、 T-TBSと 記 載 す る ） で 、 所 定 の 濃 度 に 調 整 し た 後 、 0.22μ mフ ィ ル タ ー で
濾 過 し た 溶 液 を 試 験 物 質 溶 液 と し た 。 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 標 識 ヤ ギ 抗 マ
ウ ス IgG抗 体 （ 以 下 、 HRP-抗 マ ウ ス IgG抗 体 と 記 載 ） （ Jackson社 製 ） を 上 記 試 験 物 質 溶 液
で 10000倍 希 釈 し た 溶 液 を 試 験 に 用 い た 。 調 製 当 日 (day0)、 37℃ で 保 存 し た 5日 目 (day5)及
び 12日 目 (day12)に お け る HRP-抗 マ ウ ス IgG抗 体 の 安 定 性 を 検 討 し た 。 各 試 験 溶 液 は 、 測 定
前 に 常 温 に 戻 し て 、 活 性 測 定 に 使 用 し た 。 な お 、 BSAは 生 化 学 工 業 株 式 会 社 販 売 、 ゼ ラ チ
ン 、 脱 脂 粉 乳 は ナ カ ラ イ テ ス ク 社 販 売 、 カ ゼ イ ン は 和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 販 売 を 使 用 し 、
ダ イ ズ （ 大 豆 ） タ ン パ ク 質 分 解 物 、 コ ム ギ （ 小 麦 ） タ ン パ ク 質 分 解 物 、 ジ ャ ガ イ モ タ ン パ
ク 質 分 解 物 及 び ト ウ モ ロ コ シ タ ン パ ク 質 分 解 物 は 、 そ れ ぞ れ 、 前 記 の ２ ） ダ イ ズ タ ン パ ク
質 ペ プ ト ン 、 ３ ） ダ イ ズ タ ン パ ク 質 酵 素 分 解 物 、 ４ ） ダ イ ズ タ ン パ ク 質 酸 分 解 物 、 ５ ） コ
ム ギ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物 、 ６ ） コ ム ギ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物 誘 導 体 、 ７ ） ジ ャ ガ イ モ タ
ン パ ク 質 加 水 分 解 物 、 ８ ） ト ウ モ ロ コ シ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物 を 使 用 し た 。
（ ２ ） HRP標 識 抗 体 の 活 性 測 定 方 法
(i)固 相 化 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG抗 体 プ レ ー ト の 作 成
　 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG抗 体 （ Jackson社 製 ） を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 〔 pH7.2～ 7.5、 カ ル シ ウ
ム イ オ ン 等 の 2価 イ オ ン 不 含 ： 以 下 、 PBS(-)と 記 載 す る 〕 で 、 20μ g/mLに 希 釈 し 、 こ の 溶
液 50μ Lず つ を ヌ ン ク イ ム ノ プ レ ー ト （ 商 品 名 ： マ キ シ ソ ー プ 、 ヌ ン ク 社 製 ） の 各 ウ ェ ル
に 加 え 、 4℃ で 14～ 18時 間 保 存 す る こ と に よ り 、 均 一 に コ ー テ ィ ン グ し た 。 こ の プ レ ー ト
を PBS（ -） で 2回 洗 浄 し 、 ウ ェ ル の ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG抗 体 で コ ー テ ィ ン グ さ れ て い な い 部 分
を ブ ロ ッ キ ン グ す る た め の ブ ロ ッ キ ン グ 物 質 と し て ， 2%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） （ 生
化 学 工 業 株 式 会 社 製 ） 及 び 防 腐 剤 と し て 0.05%プ ロ ク リ ン 300を 含 む PBS(-)溶 液 を 加 え 、 室
温 で 2時 間 静 置 し た 。 静 置 後 、 こ の プ レ ー ト を 洗 浄 液 （ T-TBS） で 4回 洗 浄 し て 、 所 望 す る
固 相 化 抗 マ ウ ス IgG抗 体 プ レ ー ト を 得 た 。
(ii)HRP標 識 抗 体 の 活 性 測 定
　 上 記 洗 浄 後 、 上 記 (i)に お い て 作 成 し た 固 相 化 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG抗 体 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル
に 、 1%BSAを 含 む T-TBS（ 以 下 、 反 応 液 と 記 載 す る ） を 100μ L ず つ 加 え 、 続 い て 、 所 定 の
各 ウ ェ ル に 反 応 液 で 100ng/mLに 調 製 し た マ ウ ス IgGを 20μ Lあ る い は ブ ラ ン ク と し て 反 応 液
の み を 20μ L加 え 、 37℃ で 60分 間 静 置 し て 抗 原 抗 体 反 応 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ の 反 応 終 了 後 、 T-TBSで 各 ウ ェ ル を 4回 洗 浄 し た 後 、 上 記 （ １ ） で 調 製 し た HRP-抗 マ ウ
ス IgG抗 体 の 各 試 験 物 質 溶 液 （ 安 定 化 剤 ） を 各 ウ ェ ル に 100μ L加 え 、 こ れ を 37℃ で 60分 間
静 置 し て 反 応 さ せ た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 反 応 終 了 後 、 こ の プ レ ー ト を T-TBSで 4回 洗 浄 し 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 基 質 と し て テ ト ラ
メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ TMB） 溶 液 （ モ ス 社 製 ） を 100μ L 加 え 、 37℃ で 30分 間 反 応 さ せ 、 発 色
さ せ た 。 プ レ ー ト に 1N-HClを 100μ L 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ 、 TMBの 分 解 に よ る 着 色 液 の 波
長 450nmの 吸 光 度 （ 対 照 波 長 630nm） を ウ ェ ル リ ー ダ ー （ 商 標 名 ） SK-603（ 生 化 学 工 業 株 式
会 社 販 売 ） で 測 定 し た 。
(iii)HRP標 識 抗 体 中 の HRPの 活 性 測 定
　 上 記 （ １ ） で 調 製 し た 各 HRP-抗 マ ウ ス IgG抗 体 の 試 験 物 質 溶 液 を 12倍 希 釈 し た 後 各 ウ ェ
ル に 10μ Lず つ 添 加 し 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 基 質 と し て テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ TMB） 溶
液 （ モ ス 社 製 ） を 100μ L 加 え 、 37℃ で 30分 間 反 応 さ せ 、 発 色 さ せ た 。 プ レ ー ト に 1N-HCl
を 100μ L 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ 、 TMBの 分 解 に よ る 着 色 液 の 波 長 450nmの 吸 光 度 （ 対 照 波
長 630nm） を ウ ェ ル リ ー ダ ー （ 商 標 名 ） SK-603（ 生 化 学 工 業 株 式 会 社 販 売 ） で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 試 験 物 質 （ 安 定 化 剤 ） を 含 む HRP-抗 マ ウ ス IgGの 反 応 性 は 、 マ ウ ス IgG 100ng/mLに お け
る 吸 光 度 か ら ブ ラ ン ク に お け る 吸 光 度 を 減 算 し た 吸 光 度 差 （ 以 下 、 吸 光 度 差 と 記 載 す る ）
で 評 価 し た 。 試 験 物 質 （ 安 定 化 剤 ） を 含 む HRP-抗 マ ウ ス IgGの 安 定 性 は 、 各 試 験 物 質 と も
に 、 試 験 溶 液 調 製 当 日 （ day0） に お け る 吸 光 度 差 に 対 す る 各 試 験 日 に お け る 吸 光 度 差 の 百
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分 率 （ 残 存 活 性 、 %） で 示 し た 。 対 照 品 で あ る BSAで の 残 存 活 性 の -10%を 許 容 範 囲 と し 、 そ
れ 以 上 の 残 存 活 性 を 有 す る 物 質 を BSAと 同 等 以 上 の 安 定 化 効 果 あ り と 評 価 し た 。 HRP-抗 マ
ウ ス IgG抗 体 の 安 定 性 に つ い て の 結 果 を 表 1に 、 HRP-抗 マ ウ ス IgG抗 体 中 の HRPの 安 定 性 に つ
い て の 結 果 を 表 2に 示 し た 。
（ ３ ） HRPの 調 製 及 び 保 存
　 表 3及 び 4に 記 載 の 試 験 物 質 （ 安 定 化 剤 ） を 0.15mol/l塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.05%Tween20及
び 防 腐 剤 と し て 0.05%プ ロ ク リ ン 300を 含 む 50mmol/l ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 （ Tris-HCl： pH7.3
～ 7.7） （ 以 下 、 T-TBSと 記 載 す る ） で 、 所 定 の 濃 度 に 調 製 し た 後 、 0.22μ mフ ィ ル タ ー で
濾 過 し た 溶 液 を 試 験 物 質 溶 液 と し た 。 （ １ ） の HRP-抗 マ ウ ス IgG抗 体 の HRPと 同 等 の 活 性 を
有 す る HRP(25ng/ml)（ 以 下 、 HRP(25)と 記 載 す る ） 及 び HRP-抗 マ ウ ス IgG抗 体 の IgGと 同 等
の 濃 度 を 有 す る HRP(80ng/ml)（ 以 下 、 HRP(80)と 記 載 す る ） と を 上 記 試 験 物 質 溶 液 で 10000
倍 希 釈 し た 溶 液 を 試 験 に 用 い た 。 調 製 当 日 (day0)、 37℃ で 保 存 し た 及 び 12日 目 (day12)に
お け る HRPの 安 定 性 を 検 討 し た 。 各 試 験 溶 液 は 、 測 定 前 に 常 温 に 戻 し て 、 活 性 測 定 に 使 用
し た 。 な お 、 ダ イ ズ タ ン パ ク 質 （ 酵 素 分 解 物 ） は 前 記 の １ ） ダ イ ズ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物
を 使 用 し た
（ ４ ） HRPの 活 性 測 定
　 上 記 （ ３ ） で 調 製 し た HRP(25)を 12倍 希 釈 、 HRP(80)を 20倍 希 釈 し た 後 各 ウ ェ ル に 10μ L
ず つ 添 加 し 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 基 質 と し て テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ TMB） 溶 液 （ モ ス
社 製 ） を 100μ L 加 え 、 37℃ で 30分 間 反 応 さ せ 、 発 色 さ せ た 。 プ レ ー ト に 1N-HClを 100μ L 
加 え て 反 応 を 停 止 さ せ 、 TMBの 分 解 に よ る 着 色 液 の 波 長 450nmの 吸 光 度 （ 対 照 波 長 630nm）
を ウ ェ ル リ ー ダ ー （ 商 標 名 ） SK-603（ 生 化 学 工 業 株 式 会 社 販 売 ） で 測 定 し た 。
試 験 物 質 （ 安 定 化 剤 ） を 含 む HRPの 安 定 性 は 、 各 試 験 物 質 と も に 、 試 験 溶 液 調 製 当 日 （ day
0） に お け る 吸 光 度 に 対 す る 各 試 験 日 に お け る 吸 光 度 の 百 分 率 （ 残 存 活 性 、 %） で 示 し た 。
対 照 品 で あ る BSAで の 残 存 活 性 の -10%を 許 容 範 囲 と し 、 そ れ 以 上 の 残 存 活 性 を 有 す る 物 質
を BSAと 同 等 以 上 の 安 定 化 効 果 あ り と 評 価 し た 。 HRP(25)の 安 定 性 に つ い て の 結 果 を 表 3に
、 HRP(80)の 安 定 性 に つ い て の 結 果 を 表 4に 示 し た 。
（ ５ ） β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 調 製 及 び 保 存
　 表 5に 記 載 の 試 験 物 質 （ 安 定 化 剤 ） を 2倍 濃 度 に 蒸 留 水 で 調 製 し た 後 、 0.22μ mフ ィ ル タ
ー で 濾 過 し た 溶 液 を 試 験 物 質 溶 液 と し た 。 ナ タ 豆 由 来 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ 生 化 学 工 業
社 製 。 以 下 、 GJと 記 載 す る 。 ） は 、 10mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (pH 7.2)で 10U/mLと な る
よ う に 、 ま た 、 大 腸 菌 由 来 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ シ グ マ 社 販 売 。 以 下 、 GEと 記 載 す る 。
） は 、 蒸 留 水 で 64U/mLに 調 製 し た 。 各 2倍 濃 度 の 試 験 物 質 溶 液 と 上 記 調 製 し た 各 酵 素 溶 液
と を 等 量 混 合 し た 後 、 40μ L/バ イ ア ル で 分 注 し 、 凍 結 乾 燥 を 行 っ た 。 得 ら れ た 凍 結 乾 燥 酵
素 を 試 験 に 用 い た 。 調 製 時 、 凍 結 乾 燥 直 後 及 び 25℃ で 4週 間 (4W)保 存 し た β -ガ ラ ク ト シ ダ
ー ゼ の 酵 素 活 性 を 測 定 し 、 安 定 性 の 相 違 を 比 較 し た 。 な お 、 ダ イ ズ タ ン パ ク 質 （ 酵 素 分 解
物 ） 及 び ト ウ モ ロ コ シ タ ン パ ク 質 分 解 物 は 、 前 記 の １ ） ダ イ ズ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物 及 び
８ ） ト ウ モ ロ コ シ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物 を 使 用 し た 。
（ ６ ） β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 活 性 測 定
β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 酵 素 活 性 測 定 に は 、 基 質 と し て 、 パ ラ ニ ト ロ フ ェ ニ ル -β -ガ ラ ク
ト シ ド を 用 い た 。 酵 素 の 活 性 は 、 吸 光 度 で 評 価 し た 。 酵 素 の 安 定 性 は 、 各 試 験 物 質 と も に
、 調 製 時 に お け る 吸 光 度 に 対 す る 各 試 験 時 点 に お け る 吸 光 度 の 百 分 率 （ 残 存 活 性 、 %） を
算 出 し た 。
(i) ナ タ 豆 由 来 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 酵 素 活 性 測 定 方 法
酵 素 は 、 0.83U/mLと な る よ う に 10mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (pH7.2)で 調 製 し 、 試 験 酵 素
溶 液 と し た 。 基 質 は 、 100mMク エ ン 酸 リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH3.5） で 1mg/mLに 調 製 し 、 基 質 溶 液
と し た 。 試 験 酵 素 溶 液 10μ Lに 基 質 溶 液 100μ Lを 添 加 し 、 37℃ で 15分 反 応 さ せ た 。 続 い て
、 1M炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム を 2mL添 加 し 、 酵 素 反 応 を 停 止 さ せ た 後 、 反 応 生 成 物 に よ る 着 色
液 の 波 長 420nmを 分 光 光 度 計 で 測 定 し た 。 測 定 は 3重 測 定 と し た 。 結 果 を 表 5に 記 載 す る 。
(ii) 大 腸 菌 由 来 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 酵 素 活 性 測 定 方 法
酵 素 は 、 6.4U/mLと な る よ う に 10mM塩 化 マ グ ネ シ ウ ム を 含 む 100mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液
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(pH7.2)で 調 製 し 、 試 験 酵 素 溶 液 と し た 。 　 基 質 は 、 蒸 留 水 で 2mg/mLに 調 製 し 、 基 質 溶 液
と し た 。 試 験 酵 素 溶 液 50μ Lに 基 質 溶 液 50μ Lを 添 加 し 、 37℃ で 15分 反 応 さ せ た 、 続 い て 、
1M炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム を 2mL添 加 し 、 酵 素 反 応 を 停 止 さ せ た 後 、 反 応 生 成 物 に よ る 着 色 液
の 波 長 420nmを 分 光 光 度 計 で 測 定 し た 。 測 定 は 3重 測 定 と し た 。 酵 素 の 活 性 は 、 吸 光 度 で 評
価 し た 。 酵 素 の 安 定 性 は 、 各 試 験 物 質 と も に 、 調 製 時 に お け る 吸 光 度 に 対 す る 各 試 験 時 点
に お け る 吸 光 度 の 百 分 率 （ 残 存 活 性 、 %） を 算 出 し 、 そ の 結 果 を 表 5に 示 し た 。
（ ７ ） α -マ ン ノ シ ダ ー ゼ の 調 製 及 び 保 存
　 表 6に 記 載 の 試 験 物 質 （ 安 定 化 剤 ） を 試 験 濃 度 の 2倍 濃 度 に 蒸 留 水 で 調 製 し た 後 、 0.22μ
mフ ィ ル タ ー で 濾 過 し た 溶 液 を 試 験 物 質 溶 液 と し た 。 ナ タ 豆 由 来 α -マ ン ノ シ ダ ー ゼ （ 生 化
学 工 業 製 ） を 1mmol/lの 塩 化 亜 鉛 を 含 む 10mmol/lリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (pH 7.2)で 228U/
mLと な る よ う に 調 製 し た 。 各 2倍 濃 度 の 試 験 物 質 溶 液 と 上 記 調 製 し た 各 酵 素 溶 液 と を 等 量
混 合 し た 後 、 40μ L/バ イ ア ル で 分 注 し 、 凍 結 乾 燥 し た 。 こ の よ う に 得 ら れ た 凍 結 乾 燥 酵 素
を 試 験 に 用 い た 。 調 製 時 、 凍 結 乾 燥 直 後 及 び 25℃ で 4週 間 保 存 し た α -マ ン ノ シ ダ ー ゼ の 酵
素 活 性 を 測 定 し 、 安 定 性 の 相 違 を 比 較 し た 。 各 試 験 溶 液 は 、 以 下 の 酵 素 活 性 測 定 方 法 に 従
っ て 酵 素 活 性 を 測 定 し た 。 な お 、 ダ イ ズ タ ン パ ク 質 （ 酵 素 分 解 物 ） 及 び ト ウ モ ロ コ シ タ ン
パ ク 質 は 前 記 の １ ） ダ イ ズ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物 及 び ８ ） ト ウ モ ロ コ シ タ ン パ ク 質 加 水 分
解 物 を 使 用 し た 。
（ ８ ） α -マ ン ノ シ ダ ー ゼ の 酵 素 活 性 測 定 方 法
α -マ ン ノ シ ダ ー ゼ の 酵 素 活 性 測 定 に は 、 基 質 と し て 、 パ ラ ニ ト ロ フ ェ ニ ル -α -マ ン ノ シ
ド を 用 い た 。 酵 素 は 、 1.14U/mlと な る よ う に 1mmol/lの 塩 化 亜 鉛 を 含 む 10mmol/lリ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム 緩 衝 液 (pH 7.2)で 調 製 し 、 試 験 酵 素 溶 液 と し た 。 基 質 は 、 50mmol/lク エ ン 酸 リ ン
酸 緩 衝 液 （ pH4.5） で 1mg/mLに 調 製 し 、 基 質 溶 液 と し た 。 試 験 酵 素 溶 液 10μ Lに 基 質 溶 液 10
0μ Lを 添 加 し 、 37℃ で 15分 反 応 さ せ た 。 続 い て 、 1M炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム を 2mL添 加 し 、 酵
素 反 応 を 停 止 さ せ た 後 、 反 応 生 成 物 に よ る 着 色 液 の 波 長 420nmを 分 光 光 度 計 で 測 定 し た 。
測 定 は 、 3重 測 定 と し た 。 酵 素 の 活 性 は 、 吸 光 度 で 評 価 し た 。 酵 素 の 安 定 性 は 、 各 試 験 物
質 と も に 、 調 製 時 に お け る 吸 光 度 に 対 す る 各 試 験 時 点 に お け る 吸 光 度 の 百 分 率 （ 残 存 活 性
、 %） を 算 出 し 、 そ の 結 果 を 表 6に 示 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ２ ） 結 果
（ Ｉ ） HRPの 酵 素 活 性
　 37℃ 、 12日 間 保 存 に お い て 、 HRP-抗 マ ウ ス IgG抗 体 の 残 存 活 性 は 、 無 添 加 で は 4%以 下 、 B
SA添 加 で は 68%で あ っ た 。 BSA以 外 に よ く 使 用 さ れ る 動 物 性 タ ン パ ク に つ い て は 、 カ ゼ イ ン
が 69%と 良 好 で あ っ た が 、 ゼ ラ チ ン は 14％ 、 脱 脂 粉 乳 は 17%と 不 良 で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 一 方 、 本 発 明 の 植 物 性 由 来 ポ リ ペ プ チ ド で は 、 い ず れ の 物 質 に お い て も 、 残 存 活 性 が 60
%以 上 と 良 好 な 安 定 化 効 果 を 示 し た 。 特 に 、 ト ウ モ ロ コ シ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物 で は 86%以
上 、 ダ イ ズ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物 で は 90%以 上 と 非 常 に 良 好 な 安 定 化 効 果 を 示 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 又 、 HRP(25)及 び HRP(80)の 残 存 活 性 は 、 本 発 明 ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ の 物 質 に お い て も
良 好 な 安 定 化 効 果 を 示 し た 。 特 に 、 ダ イ ズ 加 水 分 解 物 は 73%以 上 、 ト ウ モ ロ コ シ 加 水 分 解
物 で は 84%以 上 と 非 常 に 良 好 な 安 定 化 効 果 を 示 し た 。
（ Ｉ Ｉ ） β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 酵 素 活 性
凍 結 乾 燥 時 に お け る GJの 残 存 活 性 は 、 無 添 加 で は 87%、 BSAの 添 加 で は 61%と 調 整 時 よ り も
低 下 し た が 、 ダ イ ズ 加 水 分 解 物 、 ト ウ モ ロ コ シ 加 水 分 解 物 で は 100-107%と 調 製 時 の 酵 素 活
性 を 維 持 し た 。 25℃ 、 4週 間 (4W)保 存 に お け る 残 存 活 性 で は 、 無 添 加 で は 38%、 BSA添 加 で
は 31%と 更 に 低 下 し 、 ダ イ ズ 加 水 分 解 物 、 ト ウ モ ロ コ シ 加 水 分 解 物 で は 88-106%と 、 調 製 時
の 酵 素 活 性 を ほ ぼ 維 持 し 、 BSAに 比 べ 優 れ た 安 定 化 効 果 を 示 し た 。
又 、 凍 結 乾 燥 時 に お け る GEの 残 存 活 性 は 、 無 添 加 で は 7%、 BSAの 添 加 で は 35%と 著 し く 低 下
し た が 、 ダ イ ズ 加 水 分 解 物 、 ト ウ モ ロ コ シ 加 水 分 解 物 で は 71-74%と 、 い ず れ も BSAと 比 較
し て 優 れ た 残 存 活 性 を 示 し た 。 25℃ 、 4週 間 (4W)保 存 に お け る 残 存 活 性 は 、 無 添 加 で は 0%
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、 BSA添 加 で は 13%と 更 に 著 し く 低 下 し た が 、 ダ イ ズ 加 水 分 解 物 、 ト ウ モ ロ コ シ 加 水 分 解 物
で は 75-80%で あ り 、 凍 結 乾 燥 時 の 酵 素 活 性 を ほ ぼ 維 持 し 、 BSAに 比 べ て 優 れ た 安 定 化 効 果
を 示 し た 。
（ Ｉ Ｉ Ｉ ） α -マ ン ノ シ ダ ー ゼ の 酵 素 活 性
　 凍 結 乾 燥 時 に お け る の 残 存 活 性 は 、 無 添 加 で は 12%で あ り 、 著 し く 低 下 し た 。 BSAで は 、
44%と 無 添 加 よ り も 安 定 化 効 果 は 認 め ら れ た も の の 、 半 分 以 下 に 低 下 し た 。 一 方 、 実 験 群
の 試 験 物 質 （ ダ イ ズ 加 水 分 解 物 、 ト ウ モ ロ コ シ 加 水 分 解 物 ） で は 88-101%と 、 調 製 時 の 酵
素 活 性 を 維 持 し 、 且 つ 、 い ず れ も BSAに 比 べ 優 れ た 安 定 化 効 果 を 示 し た 。 25℃ 、 4週 間 （ 4W
） 保 存 に お け る 残 存 活 性 は 、 無 添 加 で は 0%、 BSA添 加 で は 21%と 更 に 低 下 し た 。 一 方 、 試 験
物 質 で は 63-81%と 、 BSAよ り 著 し く 高 い 安 定 化 効 果 を 示 し た 。 特 に 、 ダ イ ズ タ ン パ ク で は 8
1%と 、 調 製 時 の 酵 素 活 性 を ほ ぼ 維 持 し 、 非 常 に 良 好 な 安 定 化 効 果 が 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 植 物 由 来 の タ ン パ ク 質 の 分 解 物 は 、 動 物 性 タ ン パ ク 質 よ り 優 れ た

の 安 定 化 効 果 が あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ９ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ０ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ １ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ２ 】
注 ： 12日 後 の 残 存 活 性 が 0～ 30%を × 、 30～ 50%を △ 、 50～ 70%を ○ 、 そ れ 以 上 を ◎ と し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ４ 】
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【 表 ６ 】
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