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ABSTRACT:A highlysensitivemethodfortheautomatedauorometric

determinationofpyruvateandlactateinhumanplasmauslngImmobilized

pyruvateoxidaseandimmobilizedlactateoxidaseincolumnfわrm thatdoes

notrequlreablankcorrectionisdescribed. Themethodwasbasedonthe

auorometricdeterminationofhydrogenperoxide丘)rmed bytheactionof

pyruvateoxidaseorlactateoxidase.Sincetheadditionofsodium chlorideto

thereclplentSOlutionimprovedthedialysュsrateOfpyruvatebyapproximately

threetimes,thismethoddidnotrequlreablankcorrectionf♭rtheconstituents

thatoccurredintheauorescentreaction.Thepresentmethodwasfoundto

givePerfectlinearltyOfthedatauptoO･4mM forpyruvateand8･OmM for

lactatewithsatisfactoryprecision,reproducibilityandaccuratereactionre-

coveries. Theimmobilizedenzymereactorunitshowed goodoperational

stabilityfora5-Weekperiod,duringwhichtimeitwasrepeatedlyusedfor

analystsOVer2000times･ Theresultscorrelated satisfactorily with those

obtainedbywell-establishedchemicalandenzymaticmethods.
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は健常人では比較的低濃度で存在する｡現在,

これらの成分の測定に広 く用いられている方法

は,乳酸脱水素酵素 (LDH)を作用させ,その

際に増減するNADHの 340nmの吸光度変化

を捉える方法1"3) またはその蛍光強度を捉える

方法4〝7) である｡蛍光法は,非常に測定感度が

高くピル ビン酸, 乳酸はそれぞれ 0.56mM,
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3.3mM の濃度まで測定可能である｡ しかし従

来の方法は,試料が多量必要であること,また

NADH の蛍光発生に対する干渉物質除去のた

めの除蛋白操作6)が必要であった｡さらに,分

析操作に長時間を要すること,また検量線の直

線性も十分満足できるものではなかった7'｡

そ こで我々は, 固定化ピルビン酸酸化酵素

(POX)及び固定化乳酸酸化酵素 (LOX)を用い

て,ピルビン酸,乳酸の迅速で高感度な自動蛍

光測定法の開発を試みた｡本法の測定原理を下

記に示す｡

POX

1)pyruvate+Pi*1+02両 p-.百両 ･→

acetylphosphate+CO2+H202*3

2)lactate+02些 を → py,uvate+H202

3)H202+homovanillicacid巨空重 垂些 →

8uorecentsubstance+H20

*1:無機リン,*2:チアミンピロリン酸,*3:過酸化水素

ピルビン酸測定は,反応式1)で固定化 POX

によりピルビン酸を酸化 LH202を発生させ,

反応式3)で水溶性ペルオキシダーゼ8,9) によっ

て蛍光物質を生成 しその蛍光強度を測定する｡

乳酸測定においては,反応式2)で固定化 LOX

により乳酸を酸化 して得 られた H202を反応式

3)によってピルビン酸 と同様に測定する方法で

ある｡本法の特徴は,ダイアライザー受け側の

受容液に塩化ナ トリウムを添加することによっ

て未添加の場合に比較 し微量にしか存在 しない

ピルビン酸の透析率を約 3倍に効率よく高める

ことができたことである｡他方乳酸に対 しては

顧著な変化はなかった｡その結果,ピルビン酸

測定においては百枚を測定する必要がなくなり,

高感度で迅速な白動蛍光測定法の開発に成功 し

た｡

材料および方法

1. 機 器

1)テクニコン･オ- トアナライザー I型

2)蛍光分光光度計 :日立650-10S (光路長

10mm,フローセル)

2. 試 薬

1) ピルビン酸オキシダーゼ (EC 1,2.3.3,509

U/ml,Bacteria,協和発酵,東京)

2)乳酸オキシダーゼ(EC1.1.1.27,18.OU/mg,

Pediococcussp.,東洋醸造,東京)

3)ペルオキシダーゼ (EC1.1.1.17,gradeⅢ,

117U/mg,西洋ワサビ,東洋紡,大阪)

4)NADH,NAD (興人,東京)

5)その他の化学試薬は半井テスク (京都)よ

り得た

6)多孔性アルキルアミンガラス (No,23908,

20-80mesh,孔径 50nm,Pierce化学社)

3. 酵素の固定化と固定化酵素カラムの作成

POX及びLOX は,シッフ塩基結合法に基づ

いてグルタルアルデヒドを用いてアルキルアミ

ン粒子に固定化 した10)｡収率は遠藤 らの方法11)

によりそれぞれ90% であった｡さらに固定化

POX および固定化 LOX ガラスビーズを内径

1.5mm,長さ 2mm,10mm のプラスチックチ

ューブにそれぞれ充填 して固定化酵素カラムと

した｡カラムにはPOX およびLOX がそれぞ

れ 2.5mgおよび 1･8mg含まれる｡

4. 分析方法

そのフローダイアグラムを図 1に示す｡サン

プルを 吸引後蒸留水で希釈 する｡ 受容液 (10

mM リン酸緩衝液,pH6.5,TPP,Mg2+,1%
NaClを含む)に対 して透析する｡ピルビン酸

および乳酸を含む透析外液の一部を乳酸測定用

に取り,残 りをピルビン酸測定用とする｡試料

は,カラムを通過する際に固定化酵素により酸

化されその結果 H202が発生する｡その H202

をペルオキシダーゼおよびホモバニ リン酸

(HVA)の存在下において定量的に HVA の二

量体に変換 し, 励起波長 315nm, 蛍光波長

425nm でその蛍光強度を測定する｡測定操作

は,全て室温で行った｡但 し,図 1には同時測

定用としての分析システムを示 してあるが,壁

光光度計が 1チャンネルであるため一方を測定

しているときは他方の流路は直接廃棄に導きピ

ルビン酸,乳酸をそれぞれ別々に測定 している｡
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図1 固定化ピルビン酸オキシダーゼおよび固定化乳酸オキシダーゼ充填カラムを装着し

たオートアナライザーの分析システム
受容液(Ⅰ):10mMリン酸緩衝液(pH6.
5) に1%NaClおよび至適濃度のTTP,
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ゼ(A):図1の分析システムを使用した｡(B):塩化ナトリウムのペルオキシ

ダーゼ反応-の影響o(C):塩化ナトリウムの固定化酵

素反応への影響結 果1･ HVA,POD,TPPおよび Mg2+の至適濃

皮HVA,POD (ペルオキシダーゼ)

,TPPおよびMg2+の至適濃度を検討 した

｡目的とする試薬を検討する際は,他の試薬濃度を少 し過

剰に設定して行った｡図 2の矢印で示さ

れているように,

至適濃度はそれぞれ 0.13mM,loo°/L,0.

04mM,2mM であった｡2. 緩衝液の選

択試料は H202 (104-105倍希釈)を

用い緩衝液として リン酸,ホウ酸,グリシンおよび トリス塩酸緩衝液を使用 してpH5.0-9.0の範囲で

POD-HVA-Peroxidaseの反応

系を基に用手法で検討した｡これらの緩衝液の

中では, トリス塩酸緩衝液を用いた場合の蛍光

強度が最も高かった｡そこでさらに数種類のグ

ッドの緩衝液を用いて検討したところ,ビス トリスプロパン緩

衝液においての蛍光強度が最大強度を示 した｡

しかし,アルカリ側ほどブランク値も高くなる

傾向にあった｡3. 受容液中-の塩化ナ トリ

ウムの添加効果図1の分析システム中のダイアライザーでの ピルビン酸および乳酸の透析率

を高める目的で受容液に塩化ナ トリウムを添加

しその効果を検討 した｡図3に示すようにピル

ビン酸においては,無添加に比べ塩化ナ トリウ

ムの濃度が1%のとき約3倍の透析率を示 したが

,乳酸においてはほとんどその効果は認められ

なかった (図3-A)

｡一方塩化ナ トリウムによるPOXの活性化

効果および蛍光反応の増強効果はなかった(

図3-B,C)｡4･ 液性および固定化 POX の p

H 活性曲線液性および固定化 POX の pH

活性曲線をpH6.0-8.0の範囲で リン酸緩

衝液を用いて検討した｡ 液性 POXのpH活

性曲線 は報告 されてい るもの12)と変化はな

かったが,固定化POX の pH 活性曲線は,至適

pH の範囲が酸性側,アルカリ性側の

両側に少 しひろがりを見せた (図4)｡その結果固定化

POX の至適pH は6.5であることが判明した

｡5･ 固定化 POX および固定化 LOXの使用安

定性約2000回の分析回数に対 して固定化 P

OX及び固定
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た方法と固定化酵素法との相関クレアチン,ク

レアチニンについて本蛍光法への影響に関する検討を図 1の分析システムを用いて

行った｡その結果,還元型グルタチオン,尿酸

,クレアチン,クレアチニンは,それぞれ100mg/dl,20mg/dl,20mg/dl,

20mg/dlまで影響が認められなかったが

,アスコルビン酸に関 しては,long/dlの濃度

で約 5%の負の影響を与えた｡

考察および結論ピルビン酸は,ヒト血清

中に微量 しか存在せず乳酸の約20分の1でその

正常値濃度は,0.03-0.10mM である

｡ 従 ってピルビン酸の測定は,通常の測定感度

よりもより感度の高い測定方法が必要である｡

従来の LDH を用いた酵素法は,サンプル量

も多 く操作も煩雑であった｡また同酵素の作用

により変化 したNADHの蛍光強度を測定する

方法でも,比較的サンプル量が多いこと,ブラ

ンク値を必ず必要とすること,かつ直線性が十

分でないという欠点があった｡我々の方法は,

図 1のフローダイアグラムに示すようにサンプ

ル中のピルビン酸および乳酸をダイアライザー

で透析する際,蛍光反応を阻害したり非酵素的

反応の原因となる大部分の共存物質を除去する

とともに受容液に1%の割合で塩化ナ トリウム

を添加することにより,効果的にピルビン酸の透析率を約 3倍に高めることに 成功 した｡その

ため末添加の際に見 られた僅かのブランク値も相対

的にほぼ完全に無視することが可能となった｡

一方乳酸においては,このような顕著な効果は

なかった｡この効果の主な理由としては,pH

が6.5で陰に帯電 しているピルビン酸が,受容

液のナ トリウムイオンの正電荷に引かれること

および浸透圧の上昇による受容液側への吸引効果

によるものと考えられる｡以上から本蛍光法は,サン

プル量も従来の10分の 1以下ですみ,かつ相

対的にブランクチャンネルが必要でない有用な

測定方法である｡また,処理速度も60-80

/hrと比較的速 く,再現性回収率および他の

酵素法との相関も十分満足できるものである｡

さらに今回は,機器条件の制約によるピルビン酸,乳酸を別々に測定 したが,

実

際には2チャンネルの蛍光光度計を使用すればピルビン酸,乳酸を一度のサンプ リングで同時に測定でき

ることも大きな利点である｡文 献1)Segal,S･,et
al･:Anenzymaticspectrophot0-metricmethodforthed

etemirlationofpyruvicacidinblood･ J･Lab･

Clin.Med･,48:137-143,1956･2)Wiggins,H･S.,etal.: T

hedeterminationofpyruvateinplaSma･J･Lab･Clin･Med
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