
本品本品本品本品はははは、、、、体外診断用医薬品体外診断用医薬品体外診断用医薬品体外診断用医薬品ではありませんではありませんではありませんではありません。。。。【【【【キットキットキットキットのののの特徴特徴特徴特徴】】】】本品は、L-グルタミン酸オキシダーゼ（参考文献1）を用いたL-グルタミンの測定キットです。試料中にL-グルタミン酸とL-グルタミンが共存していても、L-グルタミンのみを特異的に定量することが可能です。また、L-グルタミン酸脱水素酵素を用いる方法に比べ、簡単な操作でL-グルタミンを定量できます。培養細胞を用いた抗体や組換えタンパク質の生産工程における培地中のL-グルタミンの濃度管理、各種食品におけるL-グルタミンの定量分析などに有用です。また、生化学・医学分野の様々なアミノ酸代謝研究における各種試料中のL-グルタミン定量にも応用することができます。【【【【キットキットキットキットのののの構成構成構成構成】】】】① R1酵素試薬液(以下、R1試薬) 1バイアル(30mL)② R2酵素試薬液(以下、R2試薬) 1バイアル(30mL)③ L-グルタミン標準液(250mg/L、凍結乾燥品)1バイアル(0.5mL)【【【【測定原理測定原理測定原理測定原理】】】】試料にR1試薬を添加すると、L-グルタミン酸オキシダーゼの作用により試料中のL-グルタミン酸は酸化され、過酸化水素を生成します。この過酸化水素はカタラーゼの作用により分解されるので、予め試料中に含まれていたL-グルタミン酸が除去されます。続いてR2試薬を添加すると、グルタミナーゼの作用により試料中のL-グルタミンはL-グルタミン酸に分解されます。このL-グルタミン酸はL-グルタミン酸オキシダーゼの作用により酸化され、過酸化水素を生成します。生成された過酸化水素からペルオキシダーゼの作用によるTOOSと4-アミノアンチピリンとの酸化縮合反応で紫色色素が生成されます。この紫色の吸光度(555nm)から試料中のL-グルタミン濃度を定量します。なお、カタラーゼはR2試薬添加直後にアジ化ナトリウムによってただちに失活します。1)L-グルタミン酸オキシダーゼによるL-グルタミン酸の酸化L-グルタミン酸 + H2O + O2 → α-ケトグルタル酸 + NH3 + H2O22)カタラーゼによるL-グルタミン酸由来の過酸化水素の除去2H2O2 → 2H2O +O23)グルタミナーゼによるL-グルタミンの分解L-グルタミン+H2O → L-グルタミン酸 + NH34)L-グルタミン由来L-グルタミン酸の酸化L-グルタミン酸 + H2O + O2 →α-ケトグルタル酸 + NH3 + H2O25)ペルオキシダーゼによる紫色色素の生成H2O2 + TOOS+ 4-アミノアンチピリン → 紫色色素【【【【操作方法操作方法操作方法操作方法】】】】1. 1. 1. 1. 試薬試薬試薬試薬のののの調製調製調製調製1)L-グルタミン標準液L-グルタミン標準液(凍結乾燥品)は常温に戻して1バイアルあたり0.5mLの精製水を添加し、凍結乾燥品を溶解して使用します。溶解後の標準液は必ず2～8℃で遮光して保存して下さい。調製後、約1ヶ月間使用できます。長期間保存する場合には－20℃以下で凍結して保存して下さい。2)R1試薬およびR2試薬そのまま使用して下さい。2. 2. 2. 2. 必要必要必要必要なななな器具器具器具器具・・・・装置装置装置装置・・・・試料等試料等試料等試料等マイクロピペット(10μL、450μL)、試験管(12×75mm)、試験管立て、ボルテックスミキサー、キュベット、分光光度計、精製水

3.3.3.3.測定測定測定測定試料試料試料試料のののの調製調製調製調製① 培地の場合、原液で測定できますが、測定範囲を超えた試料は精製水で適宜希釈して測定してください。② 血清・血漿の場合、原液で測定できますが、希釈する場合は1%(w/v)のBSAを含むPBSを使用してください。4.4.4.4.測定操作方法測定操作方法測定操作方法測定操作方法① 試料、標準液、精製水を各試験管に10μLずつ分注します。② R1試薬を各試験管に450μLずつ分注して混和します。③ 20～30℃で20分間静置します。④ R2試薬を各試験管に450μLずつ分注して混和します。⑤ 20～30℃で20分間静置後、精製水を対照にして555nmの吸光度を測定します。5555.L.L.L.L----グルタミングルタミングルタミングルタミン濃度濃度濃度濃度のののの算出算出算出算出試料中のL-グルタミンの濃度は、吸光度の値を元にして下記の計算式により求めます。L-グルタミン(mg/L)＝(A-R)÷(S-R)×250×希釈倍率
450μL450μL450μLR2試薬 450μL450μL450μLR1試薬 10μL－－精製水 －10μL－標準液 －－10μL試料

RSA吸光度
精製水用試験管標準液用試験管試料用試験管

Ｌ－グルタミンアッセイキット

2014年10月作成(第1版)研究用試薬 この添付文書をよく読んでから使用してください。

【【【【測定範囲測定範囲測定範囲測定範囲】】】】本キットでは10～1500mg/Lの範囲でのL-グルタミンの測定が可能です(下記検量線例参照)。L-グルタミン検量線例
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【【【【試料試料試料試料にににに共存共存共存共存するするするするLLLL----グルタミングルタミングルタミングルタミン酸酸酸酸のののの影響影響影響影響】】】】試料(L-グルタミン約250mg/Lを含む)にL-グルタミン酸が3000mg/L含まれてもL-グルタミン測定は影響を受けません（下図参照）。

【【【【貯蔵方法貯蔵方法貯蔵方法貯蔵方法・・・・使用期限使用期限使用期限使用期限】】】】貯蔵方法： 2～8℃で遮光して保存使用期限： 製造日から6ヶ月【【【【製品製品製品製品コードコードコードコード】】】】【【【【参考文献参考文献参考文献参考文献】】】】1. Arima J et al., J Biochem 134, 805-812, 2003 【【【【問問問問いいいい合合合合わせわせわせわせ先先先先】】】】ヤマサ醤油株式会社 診断薬部〒103-0014 東京都中央区日本橋蛎殻町1-23-8  TEL 03(3668)8558      FAX 03(3668)8407【【【【製造販売製造販売製造販売製造販売】】】】 千葉県銚子市新生町2-10-1TEL 0479-22-0095

【【【【LLLL----アスコルビンアスコルビンアスコルビンアスコルビン酸酸酸酸((((ビタミンビタミンビタミンビタミンC)C)C)C)のののの影響除去影響除去影響除去影響除去についてについてについてについて】】】】本キットでは、試料中に一定量以上のL-アスコルビン酸が含まれていると発色反応が阻害されます。（例として、L-グルタミン250mg/Lの試料中にL-アスコルビン酸が25mg/L含まれるとき、L-アスコルビン酸が含まれない場合に比べて吸光度が約10%低下します。）したがって、そのような試料のL-グルタミン測定においては適当な前処理をする必要があります。L-アスコルビン酸による発色阻害を除く方法として、アスコルビン酸オキシダーゼによる酵素処理の方法があります。【【【【アスコルビンアスコルビンアスコルビンアスコルビン酸酸酸酸オキシダーゼオキシダーゼオキシダーゼオキシダーゼによるによるによるによる前処理例前処理例前処理例前処理例】】】】①試料(L-グルタミン250mg/L、L-アスコルビン酸1000mg/Lの水溶液)に、10μLのアスコルビン酸オキシダーゼ溶液(PBSで希釈して5U/mLに調製)を混合して、試料を2倍希釈する。②10分間室温で静置する。これを試料として測定すれば、元の試料にL-アスコルビン酸が1000mg/L含まれていてもL-グルタミン測定は影響を受けません。（下図参照）試料の前処理の際には念のため、試料に適当量のL-グルタミンを添加したものを同時に測定し、その回収率に問題のないことを確認することをおすすめします。
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【【【【使用上又使用上又使用上又使用上又はははは取扱上取扱上取扱上取扱上のののの注意注意注意注意】】】】①紫色色素の発色において、L-グルタミン標準液を検体とした場合、R2試薬の添加から約5分間でピークに達した後、経時的な微弱減少が見られます。検体試料および標準液の反応時間ならびに吸光度測定までの時間に極端な差異が生じないように留意して下さい。②R1試薬およびR2試薬は2～8℃で遮光して保存して下さい。③試薬が誤って目や口に入ったり皮膚に付着した場合は、水で十分に洗い流す等の応急処置を行い、必要があれば医師の手当て等を受けて下さい。④R2試薬にはアジ化ナトリウム(0.1%以下)が含まれています。アジ化ナトリウムは鉛や銅などと反応して爆発性の強い金属アジドを生成する危険性がありますので、廃棄の際には大量の水で希釈して流してください⑤アジ化ナトリウムの添加された試料は、正確なL-グルタミンの定量ができない可能性があるため、使用しないで下さい。⑥血清・血漿等の生体試料の測定の際は、ウィルス等の感染性のものを含む場合がありますので取扱いには十分注意してください。そのような試料に接触した器具、試薬及び試薬容器等は感染の危険のあるものとして、オートクレーブ等で滅菌処理するか、1%次亜塩素酸等の消毒薬に浸して処理して下さい。⑦試薬の安定性を低下させるおそれがあるため、試薬容器内でR1試薬とR2試薬が互いに混ざらないように注意してください。⑧使用期限を過ぎたキットは使用しないで下さい。⑨ロットの異なる構成試薬を組み合わせて使用しないで下さい。また、ロットの異なる試薬は混合しないでください。⑩本キットは生体内への注射又は服用はしないで下さい。⑪添付文書に記載された使用方法に従って使用して下さい。
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