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ABSTRACT: A 月,uorimetricmethoduslng immobilized creatininase is

describedforthedeterminationofcreatininein serum bycontinuous-flow

analysis･ Inthismethod,creatinineinserum wasdialvzedagalnStaCCeptOr

buHersolutionwithadialyzerafterconversionofpreformedcreatinewith

creatinekinase-pyruvatekinasecoupledenzymaticsystem andtransformed

tocreatinebytheimmobilizedcreatininasecolumn.

Thecreatinereactedwithninhydrininstronglyalkalinesolutiontofわrm

highly飢10reSCentproducts,wllichweremeasured且uorimetrically. Thisreac-

tionhasbeenusedasthebasisforasimple,Sensitivefluorimetricmethodforthe

determinationorcreatineinserum andurine.

Thepresentmethodofferstheadvantagesofautomation,high sensltlVlty,

highprecision,smallsamplevolumeandenhancedspeci丘cityowlngtOtheuse

ofenzyme.

Inaddition,themethodgavealinearstandardcurveforcrcatininecon-

centrationupto100mg/1andtheresultswellcorl･elatedwiththoseobtained

byJa離'smethod･

は じ め に

クレアチニンの測定は,Jaff6反応1)に基づい

ており Folin2' によってクレアチニンの定量に

導入されて以後,数多 くの研究者3,4)によりそ

の反応機構の解明と定量法の改良が試みられて

いる｡この反応は,活性メチレン基の反応であ
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Technology,KyotoUniverslty

1982年 9月受付,同年10月受領

ると考えられているためクレアチニンに特異的

ではなく多 くの干渉物質5,6)が存在 し,最近で

は薬剤の影響も注目され問題点の一つとなって

いる｡また感度不足のため多量の血清が必要で

あることも実用上の問題である｡

一方,特異性の増加と操作の簡便化の問題を

解決するために酵素法7~9)が考案されたが,そ

れでも感度,経済性その他の問題が残されてい

る｡

クレアチンは,アルカリ性下でニンヒドリン

と反応 し強力なけい光10) (励起波長 入ex:400

ー 8 -
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図1 クレアチンとニンヒドリンとの反応式

nm,けい光波長 入em :505nm)を発 す るが,

クレアチニンはほとん どこの反応を示さないと

いう性質を持 っている10'｡ また,我々は,クレ

ァチンリン酸 もこの反応を示 さないことを確認

したので, この性質を利用 し血清 クレアチニン

のけい光測定を試みた｡その測定原理は,まず

血清中の既 存 クレアチ ンを Creatine kinase-

pyruvatekinase(CK-PK)共役酵素系の反応を

用いてクレアチンリン酸に変換 し,あ らか じめ

完全に除外する｡次に,血清 クレアチニ ンを固

定化クレアチニナ-ゼによりクレアチンとし,

そのクレアチンとニンヒドリンとの反応(図 1)

により生ずるけい光を測定することにより,血

清クレアチニン量を求めるものであるo

けい光測定法の特徴は,非常に高感度である

が,一方血清中の干渉物質によって盲検値が存

在するという短所を同時に有 しているので,戟

々は,特異性を維持 し検体量の徴量化を最大の

目的として,クレアチニンのけい光測定法の研

究を行なった｡

2. ピル ビン酸キナーゼ (PK,EC 2.7.1.

40,213U/mg,from rabbitmuscle, Grade

Ⅲ,東洋紡)

3. クレアチニナ-ゼ (EC3.5.2.10, 1･5

U/mg,from pseudomonas,GradeⅢ,東洋

紡)

4. ATP (Adenosine-5′-triphosphate,disodi-

umsalt,Lot.3437,半井化学)

5. PEP(Phospho(enol)pyruvicacidtrisodi-

um salt,No.p7002,Lot･71F-3845,Sigma)

その他の試薬は半井化学 (京都)のものを使用

した｡

6. 多 孔性 アルキルア ミンガラス粒子 (孔径

500A,粒子サイズ 125-177FL,Lot･092980-
0

3,Pierce化学社)

〔酵素の固定化 と固定化酵素カラムの作成〕

図 2に示されているグルタルアルデ ヒドによ

るシッフ塩基結合法11'により,クレアチニナ-

ゼをアルキルア ミンガラス粒子に固定化 した｡

遠藤 らの方法12'により計算 し,タンパク質の収

率は92%であった｡この固定化酵素を遠藤 らの

方法12'により内径 1･5mm,長さ 20mm のカ

ラムに充填 して固定化クレアチニナ-ゼカラム

を作成 した｡

200mgのア≡ノit:ZTラスビ~ズ

2.5%グルタルアルデヒド5.Omt添加

青空ボン~刀こて十分脱気(20-30分間)律30分衣置

上澄液除去後蒸留水で5回洗浄

材 料 と 方 法

〔機 器〕

1. けい光分光光度計 :Hitachi650-10S

(フローセル ;90〝/用)

2. テクニコン･オー トアナライザー Ⅰ型

〔試 薬〕
1. クレアチンキナーゼ (CK,EC2.7･3･2,

25U/mg, ベ- リンガ-マ ンハイム山ノ内,

東京)

- 9 -

40CTLl2時間鼠定虹(磨拝しfJtから実施)0.lM-PH7,0リン転擾街液5.OmLで洗溜(5巨凝 り返す

)0.仙トPH7.0り>盤壌衡液10-20mL添加
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Flow ceu(Rex
400nm,入em505nm)図3 オートアナライザーに装着された固定化クレアチニナ-ゼカラムリアクターを使用した血清クレ

アチニンの分析システム.( )内 ml/min,*印0.1M,pH9.0グリシン緩衝液,**
印0.1M,pH7.4 リン酸緩衝液,DMC;doublemixingcoil

[分析方法]1. 用手法用手法は,以下に

示す順序で測定 した｡1) サ ンプ ル (標準液または患者

血清)0.1mlに CK-PK酵素緩衝液 0.5mlを

加え 37oC10分間放置後 ソモジーの除蛋白

法により除蛋白する｡その上清 0.

1mlを採取する｡2) クレア

チこナ-ゼを 40U/mlの濃度に調製 した

酵素緩衝液 (リン酸緩衝液)または緩衝液のみを 0.

9ml添加後37oC10分間放置する｡3

) 0.6N水酸化バ リウム,1g/dl硫酸亜鉛溶液をこの順番にそれぞれ 2.25ml添加混

合し,除タ ンパ クを行 う｡4) 3)で得 られた上清 1.Oml
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10尭至 過 時 間

試料;4.0mg/dlクレアチニン図6 KOH 添

加 後 の け い 光 の Timecourse清を用い

てアルカ リ添加後の反応時間10分でのけい光強度

を測定 した (図 7)｡図よ り,約 0.8%濃度

までニ ンヒドリンの濃度の増加 と共 にけい光強度 も増 し, 0.8% 以上の濃度では

ほとんど一定のけい光強度を示 した｡3. ニ ンヒ ドリン反応 によるクレ

アチ ン, クレアチニ ンのけい光強度クレ

アチ ン, クレアチニ ンの濃度をそれぞれ2.5, 5.0, 7.5,

10.0mg/dlとし, 1% ニ ンヒドリン,2

.0g/dl水酸化 カ リウム水溶液の条)0 0.5 l.0 I.5(%)

ニンヒドリン濃度図7 けい光強度へのニンヒドリン濃度の影響 15 (

mlLn)件下 においてアルカ リ添加後10分

間のけい光強度を測定 した (図 8)｡ 図 8よ り

, クレアチニンによるけ

い光は全 くな く, ク レアチ ンによるけい光のみ測定

で きた｡4.CK-PK共役酵素

系によるクレアチ ン変換条件 (オー トアナライザー使用

)ATP,Mg2十の濃度をそれぞれ

1mM,5mM5

IO(mg/dL)クレアチン,ク

レアチニンロ クレアチ> ■

クレアチニン図8 ニンヒドリン反応によるク
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と暫定的に定め,CK 活性を 5-30U/nllの範

絹で 10mg/dlクレアチンを検体として用いそ

のけい光の減少率を変換率として検討 したとこ

ろ,CK 活性の増加に伴い双曲線的変換率を示

し, 10U/mlの活性で60-70%の変換率, 30

U/mlの活性でも完全に変換することはできず

70-80%の変換率にとどまった (図9)0

Mg2+の濃度は,0-10mM の範囲で変化さ

せクレアチン分解率 を求 めた結果,約 5mM

(0 20 50(U/mt)C.K活荘試料;long/dlクレアチン,ATP;1mM,Mg2

+;5mM図9 CKによるクレアチン変換率の

検討0 5.0 10

.0塩イヒマグネシウム (m

M)試料;5,lon
g/dlクレアチニン,CK 活性A

TP;1mM図10 C

K によるクレアチンの変換に及ぼすMg2+濃度の影響 の濃

度で飽和の状態にあり 5mM～10mM までの間では

変化なかった (図10)｡また,ATPの濃度を 0-5mM の濃度に設定 し,Mg2+6

mM,CK 活性を過剰の状態で求めたクレアチ

ンの変換率は,0.7I

nM で最大の変換率を示 しその前後の濃度では,変 換率 の低

下 を示 した(図11)0同様に,CK 活性,Mg2

+,ATP,PEPをそれO l.0 2.0

5.0 4.0 5.OATP

(mM)試料;long/dlクレアチ
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ぞれ暫定的に 10U/ml,5mM, 1mM,0.7

mM に定め PK 活性を 15-100U/mlに変

化させ PK 活性の違いによるクレアチンの変

換率を求めた (図12)0 PK活性値が約70U/ml

の終濃度で 10mg/dlクレアチン標準液を完全

に変換することができた｡

5. けい光強度の直線性について

固定化クレアチニナ-ゼを内蔵 した 2cm ま

たは 4cm の Enzymecolumnを図3のフロー

ダイアグラムに挿入 し直線性の検討を実施 した｡

クレアチニンのみを含む標準液で 10mg/dlま

で直線性を確認できた (図13)0

2･0 4･0 6･0 8.0 10.0(mg/dl)

クレアチニン

図13 検 量 線

0 1 2 5 4 5 6 7 8

月 数(使用カラムは図2に示されて
いる分析システムにおいて

使用された)図14 カラム状で使用される固定化クレアチ
ニナ-ゼの使用安定性 Enzymec

olumnの長さ (2cm,4cm)の違いによる変

換率の差はほとんどなかった｡また,冷蔵庫 (4

oC～8oC)に保存 しておいた リアクター内の固定化クレアチニ

ナーゼの安定性は図14より6ケ月間

で 2-3%の活性の低下を示 したにすぎなかった｡

6. 各種アミノ酸など血中物質の影響各種アミ

ノ酸20種類を全て 10mg/dlの濃度に調

製 し,クレアチンリン酸,ブ ドウ糖,果糖,尿酸,尿素窒素,アスコルビン酸

は,それぞれ20,1000,10,2

0,50,long/dlの濃度の水溶

液に調製 し検体と同様にして測定 した｡アミノ酸である

アルギニン以外は全 く影響な く,グアニジド基を有するアルギニンは,long/dlの

濃度で クレアチニンの

濃度として 3mg/dlに相当する量の正誤差を示 した (

表 1)07. 再現性について2.0,8.

0mg/dlの濃度のクレアチニン標準液,

患者血清について20回同時測定による同時再現性を求めたところ,

クレアチニン標準液の2.0mg/dlで 3.0%,8.0mg

/dlで2.1%,患者血清においては,それぞ

れ3.1%,2.3%の結果を得た｡8. Ja
ff6法とけい光法との相関について日立 726自

動分析機を用いた Jaff6法とけい光法との相関は,相関係数 r-0.995,回帰直線

LO 2.0 50 4.0 5.0

6.0(mg/dl)クレ

アチニン濃度Jaff6反応法(E]立726)

胡
粥
'八
日
･jH
LL
qb

Y
.(岩

〓
亡
･A

-+
日

中
ト
]
/'墨園
田

〓
り

0

0

0

0

0
0

佃

6

5

4

3

2

-.g図1
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表 1 各種アミノ酸,血中物質のけい光法-の影響

serumsubstance sampleCon°. ～｡r｡atl｡ln｡｡｡n｡.
(mg/dl) (mg/dl)

aminoacids

others

L一methionine

L-phenylalanine

L-ornithine

L-1ysine

L-alanine

Lhomoserine

Lproline

Lcystine

L-1eucine

L-threonine

γ-aminobutyrlCacid

Lglutamicacid

γ-aminocaprlCacid

Lasparticacid

L-citrulline

L･histidine

glyclne

L-arglnine

L-isoleucine

Lglutamil-e

creatinephosphate

gltlCOSe

uricacid

fructose

bloodureanitrogen

bilirubin

ascorbicacid

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

20

1000

20

10

50

20

10

hemoglobine 1 1000

〟-1.02ズー0,19 とよい相関を得ることができ

たが,けい光法のほうが,やや低値を示 した

(図15)0

考 按

クレアチニンのけい光測定法は,アルカ リ性

下におけるニンヒドリンとクレアチンとの反応

によって生 じる強力なけい光10,13'を測定 す る

ことに基づいているが, これは,強アルカ リ性

下においてニンヒドリンが 0-carboxyphenyL

glyoxalに変化10)し, それとグアニジ ド基を有

する化合物とが反応するものである｡強アルカ

リ性下における 0-carboxyphenylglyoxalは安

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

3

0

0

0

0

0

0

0

0

n
U

0

定な物質ではな く 0-carboxymandelicacid に

変化 し易 く,また過剰の O ICarboxyphenylgly-

oxalは励起波長を吸収することによってけい

光反応に干渉を与えるという性質があるため適

当なアルカ リ濃度の設定が必要 となる｡図 5よ

り,水酸化カリウムの濃度は 2.0g/dlが適当

と思われるが,それ以上の濃度では,けい光物

質 も結果的に不安定である｡けい光の不安定性

は,図6よりけい光強度が極大を経て順次低下

していることから,0-carboxymandelicacidに

よる妨害とは考えにくく生成 したけい光物質の

強アルカ リ下での不安定性に基づ くものと考え

られる｡

- 15-
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一方,グアニジド化合物以外の物質 との反応

は,表 1からもわかるように,グアニジド基を

有するアルギニンが正常値の約 7倍の濃度で 3

mg/dlのクレアチニ ンに相当する量だけ正 の

誤差を与える以外は,血中物質やクレアチンリ

ン酸などの諸物質の影響もほとんどない｡ しか

し,検体を用いてブランク値を測定すると検体

間で多少のバラツキは存在するがクレアチニン

の正常値の約 1/4に相当する値が得 られた｡こ

れは,表 1より血清中に存在するアルギニンに

よるものと考えられる｡

この測定法では,クレアチニナ-ゼによって

クレアチニンから変換されたクレアチンとニン

ヒドリンとの反応により生 じたけい光を測定す

るため,血清のように両者が共存する場合は,

あらかじめ既存のクレアチンを変換 しないと正

しいクレアチニン量が測定できない｡我々は,

CK-PK共役酵素系を用いてクレアチンを完全

に変換することができた (図12)0

Creatille十ATP

瀞 crcatincphosphate十ADP(I)

pEP+ADP墾 → pyruvicacid+ATP(∩)

の反応式において,CK だけを用いる方法では

罪-段の反応段階である CK 反応は,pH が

9.0において平衡は著 しく右方向に傾いており

ほぼ完全にクレアチンを変換可能であると考え

られるが,実際は,完全に分解することができ

ず約75%の変換率を得た (図 9)｡ この反応段

階に作用する阻害剤は, リン酸化合物,アデノ

シン,Ba2+ (不活性),Z2十,Cu2十などの金属イ

オン,Mg2+ と複合体を形成する物質などが考

えられるが,特に,ADP は強力な阻害剤であ

る｡従って,反応の進行と伴に ADPが生成さ

れるため強い阻害性を示すため,CK 活性の増

加にもかかわらず反応は進まず,ある一定の比

率で平衡に達するものと考えられる｡そこで,

第 Ⅰ段の反応を完全に右方向に進めるためには,

ADP を反応系から除外 しなければならないと

考え,第 Ⅲ段の反応を利用 し PK を作用させ

ることにより,ADP を完全に ATP に変換す

ることで反応を完結 しクレアチンを全て変換す

ることができた｡

固定化クレアチニナ-ゼは安定で約 6ケ月間

冷蔵庫で保存 しても,わずか 2- 3%の活性の

低下を示すにすぎず,極めて安定性が高い (図

14)｡ 低値, 高値の同時再現性は2- 3% と良

好で精度も十分満足でき,使用血清量も従来の

i/10の微量 で測定可能となったoまた,Jaff6
法との相関も良好であった｡

結 語

固定化クレアチニナ-ゼと強アルカリ性下に

おけるニンヒドリンとクレアチンとの反応によ

って生 じたけい光を応用 した血清クレアチニン

の測定法は,従来の Ja離 法,酵素法より10倍

近い感度で測定できるため検体量が微量で可能

という特徴を持つが,その測定にあたって血清

中既存のクレアチンを変換 しなければならない

こと,ブランク値が存在するという短所を有す

る｡ しか し,検体の微量化に結びつき,かつ固

定化クレアチニナ-ゼを利用することによって

迅速,高感度で再現性も満足できる測定法とな

った｡
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