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Abstract:WetriedtoanalysethereactionbetweenLDandNADHusingaFIA

(凸owinjectionanalysis)systeminvolvinganimmobilizedenzymecolumnandche-

miluminescence. Peak resolution was determined for NADH utilizing two

methods:asequentialLD/NADH oxidase(OD)columnreactor,LD columnon

theupstream andNADH oxidasecolumnonthedownstream,andasequential

NADH OD/LD column,NADH ODcolumnontheupstream andLDcolumnon

thedownstream.Theformermethodresultedinbroadpeaks,whereasthelatter

methodproducednarrowerpeaks.Whenlactatewasdetermined,thepeakwidths

obtainedusingthesequentialLD/NADH ODcolumnreactorbecameremarkably

broad.Incontrast,acoimmobilizedLD/NADH OD columnproducednarrow

peaksandaneight-foldincreaseinchemiluminescentintensityoverthesequential

LD/NADH ODcolumn.ThisphenomenonwasnotlimitedtoLDandwasrepro-

duciblewiththefollowlngdehydrogenase:malatedehydrogenase,glutamatede-

hydrogenase,andglucose-6-phosphatedehydrogenase.Thoseresultsshow that

becauseLD andNADH ODarelocatedincloseproximityinthecoimmobilized

LD/NADH OD column,NADH producedbytheLD reactionisaccessedby

NADHODassoonasitisfoundonthesurfaceofLD.Inconsequence,thewhole

processproceedswithoutretardation,andthepeaksonthechartbecomesatisfac-

torilysharp.Therefore,whenadehydrogenaseisutilizedasananalyticalreagent,

acoimmobilizeddehydrogenasC/NADH ODcolumnworkseffectively.
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は じ め に

我々は小さなガラスビーズに酵素を固定化 し,

この固定化酵素をミニカラムに充填してカラム

リアクターを作製した｡このカラムリアクター

を発光検出器を装着したフローインジェクショ

ン分析 (flow injectionanalysis,FIA)システ

ムに挿入 し,試料を1〃1インジェクションして,

グルコースtJ,尿酸1',アンモニア2),尿素窒

ー 25-
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Sqmple図 1 ルミノール,K3Fe(CN)6化学発光法と固定化酵素カラムリアクター

を用いるFIA方式のダイアグラム素

3)などの生体液成分の分析を試みてきた｡乳酸+NAD･i聖 ピルビン酸

十NADH+H･NADH+H十十02

H202十ルミノール NADHOD
K3Fe(CN)6

NAD十十H202アミノフタル酸+hγ

固定化乳酸脱水素酵素 (LD)とNADHオキシ

ダーゼ (NADH OD)を用いる乳酸の測定は以

下の原理に基づ く｡ すなわち,pH8.5で乳

酸とNADを基質としてLD反応を行わせ,生成

されたNADHを NADHODで酸化分解し

て生成された過酸化水素をルミノール化学発光

法で測定することにより,乳酸濃度を求めるも

のである｡ この方法を試みているとき,興味ある現象が起こり,解析した結果を報告

する｡実 験 方 法1)固定化酵素 (バイオリアクター)の作製 :

LD (ベ - リ ン ガ 一 ･マ ンハ イ ム) とNADHOD (マルキン醤油)の2種の酵素

を,多孔性アルキルアミンガラス粒子 (粒子サイズ :125-1

77pm,孔径 50nm)(PierceChemicalCo.)にグルタルアルデヒドを用い

るシッフ塩基結合法によ

り,別々にあるいは同時に固定化 した｡ 2)試

薬 ‥① 10mM リン酸緩衝液 (pH8.8)②0

.35mM ルミノール液 ③20mM ヘキサシアノ鉄

(Ⅲ)酸カリウム (K3Fe(CN)6)液3

)分析方法 :バイオリアクターと発光検出器(倉橋技研)を装着したFIAシステムを用い

た (図 1)｡バルブカット方式のインジェク

ターから緩衝液ラインにインジェクションされた

1〃1の試料はバイオリアクターに導かれ,そこで脱水素酵素反応とNADHOD反応41

により生成された過酸化水素が発光試薬と反

応して発光する｡ 脱水素酵素としてLDやグ

ルタミン酸脱水素酵素を用いると,得られた

発光強度から乳酸やグルタ

ミン酸の濃度を求めることがで

きる｡結

果1.固定化酵素カラムタイプの種類

例えばAとBの2種の酵素を分析試薬として用

いる際,いくつかのタイプのカラムが考えられ

る｡ 基本的には図2に示されているように2種

のタイプの固定化酵素カラム (バイオリアクタ

ー)である｡ すなわち,A とBの2種の酵素

を別々に固定化し,それらを1つのカラムに2

層にして充填するか,あるいは別々のカラムに

充填し,その2つのカラムを直列に連結して使用する重層酵素カラム
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1.重層固定化酵素カラム (Sequential enzyme column)

A%AA% A%AA+AA+AA+AA+AA%A擁 早 出 軸

B2.同時固定化酵素カラム (Coimmobi1ized enzyme colt】m

n)8%AA#B拝#AA+AA+B轟 %BA%B榊 轟 早 宮A ◆ :Alkylamine glass beadsA′BニEnz

ymeS図2 酵素カラムのタイプとそれぞれのカラム内の酵素の

存在形態CHARTO56･
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)図3 NADHOD反応のタイムコース

とBの2種の酵素を予め緩衝液に一緒に溶かし

ておき,その酵素溶液をガラス粒子に加えて

,同時に2種の酵素をガラス粒子に固定して作

製された同時固定化酵素カラム(2)というタ

イプとがある｡ 固定化酵素カラムとFIAとを

組み合わせた我々の方式の

特徴は,酵素がガラス粒子に

固定化されて,カラム内に閉じこめられている

ため,酵素から遊離してきた生成物だけを測定す

ることができることである｡ その結果,酵素か

ら生成物が遊離する速さや遊離状態のNADHだけをピークの形として捕らえること ができる

｡ここでは,このようにして得られたピークの形か

ら,主としてLDとNADHとの反応の解析5'を試みた｡
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H(mM) 10-: 三 ､ - 二 ゝ図4 重層酵素カラムが装着

されたFIAシステムによるNADHの測定(A):重層 NADHOD/LD カラム (B):

重層 LD/NADHOD カラムことができる

｡使用 した NADHODはフラビン酵素であるが,FA

Dを少し加えると,図3のように反応が急激に進

行した｡そこで,以後の実験ではFADを加えて行っ

た｡3.重層酵素カラム図4は,別々に固定

化されたLDと NADHOD をLDは長さ2

6mm,内径 2mm,NADHODは長さ1

4mm,内径 2mmの大きさのカラムにそれぞれ充

填し,直列に連結して,重層酵素カラムとして使

用 した｡図4の上半分 (A)は,NADH
OD カラムを上流側にLDカラムを下流側に挿

入 し,NADHをインジェクションして得られた

ピークを示す｡シャープな形のピークが得られ

た｡下半分 (B)は,これら2つのカラムの順

序を入れ替えて,NADHODカラムを

下流側にLDカラムを上流側に挿入した｡インジ

ェクションされたNADHは,まずLD と接触

し,LD カラムを通過 してか らNADHOD

カラムに入 り,そこでNADHは酸化分解されて

過酸化水素が生成され,発光試薬と反応して得られたピークを図4-Bに示す｡ 幅広いピークが

得られた｡LDカラム内のLD

活性が強いほど幅広いピーク

が得られた｡図4-Bで得られた発光強度は

図4-Aで得られた発光強度とほとんど同じであった

｡4.同時固定化酵素カラム重層酵素カラ

ムと同じサイズの同時固定化LD/NADHOD

カラムにNADHをインジェクションして得られた

ピークを図5に示す｡図5の上半分 (図5-A)は

,LDとNADHODを同時固定化するとき,

NADHOD量を少なくしたもので,下半分 (

図5-B)は,NADHOD量を多くしたもので

ある｡NADHOD量が少ない同時固定化 LD/NADHODカラムで

はピーク幅は広 くなり,NADHOD量

が多いカラムではピーク幅は狭 くなった｡5.

バイオリアクターを用いた乳酸測定NADH

の代 わ りに乳 酸 を, 重層 LD/NADHOD

カラムにインジェクションして得られた乳酸測定の結果を図6
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SequentialEnzymeColtm (2x40rrm)

(A) pH8.8

(B) pHa8図 7 MDHカラムが装着されたFIAシステ

ムによるNADHの測定(A):重層 NA

DHOD/MDH カラムラムサイズは同じで,

それぞれのカラム内のLD量とNADHOD

量は同じになるように,それぞれのバイオリアク

ターを作製した｡得られたピークは,重層 LD

/NADHODカラムの場合,幅広 くなった｡一

方,同時固定化 LD/NADHODカラムを

用いた場合,シャープな形のピークを示した｡

また,乳酸によるピークの出現時間は前者の方

が後者に比べて有意に遅れていた｡乳酸測定に

おいて,得られた発光強度は同時固定

化酵素カラムの方が重層酵素カラム

を用いた場合より約8倍強かった｡6.LDと

ピルビン酸との親和性NADHODの代わりに

ピルビン酸オキシダーゼ (PyOD)を用いた重
層LD/PyODカラムに乳酸をインジェクシ

ョンした｡LD反応により生成されたピルビ

ン酸はPyODで酸化分解されて過酸化水素が

できる｡ これが発光試薬と反応 して得

られたピークはNADHの場合とは異なり,幅の狭いピークであった｡ (B):重層 MDH/N

ADH

ODカラム7.重層 リンゴ酸脱水素酵素/NA

DHODカラムリンゴ酸脱水素酵素 (

MDH)をLDの代わりに用いて,重層MDH/

NADHODカラムを作製し,NADHをインジェ

クションして重層LD/NADHODカラムと同

様な実験を試みた｡MDHカラムもNADH

ODカラムも共に長さ20mm,内径 2mmの大き

さである｡ 図7の上半分 (A)は,NADH

ODカラムを上流側にMDHカラムを下流側に

挿入して得られたピークを示す｡LDの場合

と同様にシャープな形のピークが得られた｡下半分

(B)は,これら2つのカラムの順序を入れ

替えて,NADHODカラムを下流側にM

DHカラムを上流側に挿入した｡得られたピー

クはLDの場合と同様に幅広いピークであった｡グルタミン酸脱水素

酵素やグルコ
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Coimmobilized

Coimmobilized11 (･ て■

･ヽJ･ヽl図8 重層LD/同時固定化 MDH/

NADHODカラムが装着されたFIAシステムによる

LDとNADとの親和性の解析(A):重層LD/同時固定化

MDH/NADHODカラム(B):重層blank/同時固定化 MDH/NADH

ODカラム8.LDとNADと

の反応状態LDとNAD との反応状態を調べる

ために,次の実験を行った｡図8-AのようにLDカラ

ム (20×2mm) を上流 側 に, 同時

固定化MDH/NADHOD カラム (20×2m

m)を下流側に挿入し,他方,対照 として

,LDカラムの代わりに同じ大きさのブランクカラムを装着し

た(図8-B)｡
カラムを流れるリンゴ酸を含ん

だ緩衝液のラインにNADをインジェクション

して
,
得られた結果 を図8に示す｡
実験の結果

では(A),
(B)両方の場合のピークは同じ幅

で
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-NADH-ピルビン酸複合体に変化 し,それか

らピルビン酸が先に遊離 してからNADHが

LDから遊離するといわれている｡LDから

NADHが離れれば再びLDにNAD,乳酸が

結合 して,また新 しいLD反応が進行する｡

LDから一旦離れたNADHが他のLDに結合

するとNADや乳酸が結合できないため,その

LDの反応は進行しなくなる｡

重層酵素カラムの場合,カラムが NADH

OD/LDの順序だと,インジェクションされた

NADHに対 してシャープな形のピークが得ら

れた (図4-A)｡このカラムの順序を入れ替え

た LD/NADHOD カラムにNADHをインジ

ェクションすると得られたピークは非常に幅の

広いピークを示 した (図 4-B)｡使用 した

FIAシステムでは同 じ流速で緩衝液,発光試

薬が流れているにもかかわらず,カラムの順序

を代えるだけで得られたピークの形に大きな違

いが出現したが,発光強度には差はほとんど見

られなかった｡この結果から,NADHはLD

と接触すると,LDから遊離 しにくくなるので

はないか と考 えられる｡同時固定化 LD/

NADHOD カラムでは,NADHOD量が多

いとシャープなど-クが得られ,少ないと幅広

いピークを示 した (図5)｡これは同時固定化

するとLDの直ぐ傍にNADHODが固定化さ

れ,その NADHODがLDからのNADHの

遊離を促進させるのではないかとも考えられる｡

いずれにしても,LDからNADHが遊離する

やいなやその直ぐ傍に存在するNADHODが

酸化分解 してしまうため,NADHが再び他の

LD と結合する機会が無 くな り,得 られた

NADHのピークはシャープになる｡ 図5-B

のごとく,多くの NADHODが固定化されて

いるとより速 くNADHの酸化分解が進行し,

それだけシャープなど-クを示したと考えられ

る｡

次に,重層 LD/NADHODカラムあるいは

同時固定化 LD/NADHODカラム内で実際に

LD反応を起こさせて,乳酸の測定を試みた｡

乳酸によるピークの形は同時固定化酵素カラム

の方がはるかにシャープで,得られた発光強度

も約 8倍大きかった｡重層カラムの場合,LD

反応により生成されたNADHがLDからゆっ

くり遊離し,さらに再び他のLDへの結合を繰

り返しながらLDカラムから出てくるため,同

時固定化酵素カラムの場合よりも少し遅れて,

ピークが出現 し,ピーク幅も広 くなった｡同時

固定化酵素カラムでは,LD反応が起こると直

ぐ傍に存在する NADHODが生じたNADH

を直 ぐに酸化分解するため,NADHが他の

LDに結合しなくなって,LD反応が進行 しや

すくなる｡ その結果,得られた発光強度は重層

LD/NADHOD カラムよりも約8倍大きくな

ったと考えられる｡ 以上の結果から判断して,

NADHはLDに対 して強い親和性を示すこと

が判明した｡

LD反応に関与するピルビン酸や NADの

LDに村する親和性も調べてみた｡ピルビン酸

の場合,NADHODの代わりにPyODを用い

た重層 LD/PyODカラムに乳酸をインジェク

ションして得られた結果から,ピルビン酸の

LDに対する親和性はNADHの場合に比べて

非常 に弱かった｡NADの場合,図 8よ り

NADのLDに対する親和性 もNADHの場合

に比べて非常に弱いと考えることができる｡

固定化酵素カラムを使用する我々のシステム

ではLDから遊離したNADHのみを測定する

ことができるために,この現象を発見すること

がで きた｡潜液状 LDを用いて生成 された

NADHを測定する方法では,LDから遊離 し

たNADHのみならず LD-NADH複合体,

LDINADH-ピルビン酸誘導体も一緒にはかり

込むため,LDとNADHとの親和性の程度を

知ることはできない｡

MDH (図 7),グルタミン酸脱水素酵素,

グルコース-6-リン酸脱水素酵素もLDと同じ

ようにNADHに対して強い親和性を示した｡

この結果から,一般に脱水素酵素はNADHと

の親和性が強く,脱水素酵素反応を速やかに進

行 させ るためには生成物であるNADH を

NADHOD などで反応系から速やかに除去す

- 32-
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る必要がある｡故に,脱水素酵素を分析試薬と

して用いるときは,重層脱水素酵素/NADH

ODカラムよりも同時固定化脱水素酵素/

NADHODカラムが有効であった｡

ま と め

FIA方式での重層固定化酵素カラムの使用

は,それぞれの酵素反応を別々に,そして連続

的に進行させることができ,その結果,酵素か

ら生成物が遊離する速度や状態を観察すること

を可能にした｡固定化LDを用いることにより,

ピルビン酸,NADとは異なって,NADHは

LDにたいして強い親和性を示すことが判明し

た｡その結果から,脱水素酵素を分析試薬とし

て用いる場合は,脱水素酵素とNADHODを

同時固定化したカラムを用いる方法が有効であ

ることが明らかとなった｡
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