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　Physicochemical　properties 　 of　four　commercial 　lactase　preparations （Galantase，
　Organase ，

Lactyme
　 and 　 L・ mit ・ ・e） ・・d ・ n　 inv・・tig・ti・ nal 　 new 　 d・・g （ORG −FG ） w ・・e　c・mp 。， ed ．

Lactyme 　showed 　better　results 　than　any 　other 　drug　in　any 　study 　and 　Galantase　was 　not

suitable 　for　dispensing．　 It　 is　 recommended 　 that 　enzyme 　 assay 　 be　carried 　out 　under 　the
f・11・wi ・g … diti・ns ・ rea ・ti・ n　 t・ mp ・・at・・e　30 °

and ・ ea ・ti・ n　 tim ・ 10　minutes ； ・ ・ampl 。

concentrat 三〇n　be　 measured 　 at 　OD 　 of 　O．30− 0．50，

　現在，乳糖不耐症の 治療薬 として 乳糖分解酵素 （ラ ク

タ
ー

ゼ ）製剤が 使用 され て い る が ，そ の 主成分で ある

β
富
ガ ラ ク トシ ダーゼ （以下 β

一GL とす る） は 自然界に

広くそ の存在を 確認され て い る．特に 微生物起源の 酵 素

と して 多 くの 報告
1’s）th：なされ，β

一D一ガ ラ ク トシ ド結合

を 加水 分解 して D一ガ ラ ク トース を遊離す る分子量 10数

万 （Esc舵 短c鮖σ coli 産生酵素は 54万 ）
5・5）

の 蛋白質 と し

て 知 られ て い る．しか し これ らの 中に は ，合成 ガ ラ ク ト

シ ド結合を良く分解す るが天然 ガ ラ ク トシ ド結合を有す

る乳糖 を分解す る能力 の 弱い 酵素
3）

や ，酸に 対 し て 不 安

定 な酵素
1｝

も存在す る こ とか ら，臨床上 で et・ASPergilUS

er ）
lzae 産生の 耐 酸性 β

一GL が ラ ク タ
ーゼ と して 使用さ

れ て い るに すぎない ．6 ・9｝

　今 回 ，著 者 らは ASP ．　oryzae 　YNI −1777 産生 の β
一GL

を 主 成分 とす る 治験薬を 入 手す る機会を 得た の で ，市販

ラ ク タ
ーゼ 製剤 4製品 と と もに 若干 の 品 質試 験 を 行 っ

た ．また 力価比較の た め に 測定条件 の 検索を 試み た の で

併せ て 報告す る ．

実　験 方 法

　1． 試　料

　同一
時期に 製造 され た製 品 を試 料 と し た （表 1 に 示

す）．な お 市販品の 有効期限は製造後 2年とされ て い る．

表 L 試 料

試 料 名 IL・・ N ・．

G −TTO
−ONL
−WML
−NKORG

MMO 　 lW4002A46DOBOOO115ASO39YA

有 効 期 限

S ．56．7S
．56，6S
，55．6S

．57．1

（治験薬）

＊ 1
本報 を 「酵 素 製 剤 の 力価比 較」第 12 報 と す る．冊

　 和55年度 中 国四国薬学 会 で 発 表 ．
＊ 2 広 島 県 安 芸郡府中 町 青 崎 南 2−15 ；2−15，Aosaki
　 Minami ，　Fuchu −cbo ，　Aki−gun ，

　 Hiroshima ，735
　 Japan

　2． 物 性 試験

　1） 逃飛率 ： コ ニ シ HK 型逃飛率測定器を用 い ， 青木

らの 方法
10）

に 準 じて 測 定 した ，

　2） 安息角 ： コ ＝ シ FK 型 安息角測定器 を用い
， 青木

らの 方法 m
に 準 じて 測定 した．

　3） 溶解性 ：再分散性試験 に用 い られ る倒立法12，
を参

考に して ，試料 O．19 ，水 10m1 を共栓試験管 （25m1 ）

に と り，5 秒間隔で 正 立 ，倒立を くり返 し，肉眼的に 完

全溶解まで の 時間 （秒）を 測定 し比較 した ．

（
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广
・

／

（

　4） 粒度分布 ： 日局 9 の 細 粒剤粒 度試 験 に 準 じて 調べ

た ．

　3． 力価 測 定法

　 1） 試　薬

　 a．　ONPG 液 ： o −Nitropheny1一β
一D−galactopyrano −

side 〔SIGMA 　Lot　No ．19C−5009，ま た は 和 光純薬 Lot

No ，　CEL 　6742〕 172   を ab　4．5 マ
ッ キ ル ベ イ ン 緩衝液

（以下 MV 液と略す） 100・mt に 溶解・

　b．乳糖液 ：乳糖 〔和光純薬 ， 特級〕 29 を dl　4．7

MV 液 100n11に溶解．

　 c．牛乳 ： 市販 の 「毎 日牛乳」。

　d．過塩素酸液 ： 過塩素酸 〔和光純薬，特級 〕 28．5ml

を水で 100m1 とす る．

　e．糖測定試薬 ： ベ ーリン ガ
ー・マ ン ハイ ム 社 の 「新

ブ ラ ッ ド・シ ュ ガ
ーテ ス ト」

　 f． ろ紙 ： 東洋ろ紙 No ．5C．

　 そ の 他 の 試薬は 和光純薬 の 特級規格品を用 い た ．

　 2）　試料液調製

　各試料を 0．1M 　NaC1 液で ONPG 法 に お い て は 0．02

囎 〆m1 ，乳糖法は 1   ！ml ，牛乳法 は 2   1m1に 希釈し試

料液と した ．

　 3） ONPG 法

　常法
6）

に 準 じた ．すなわ ち共桎試験管 に ONPG 液7

m ［を とり，
30D土 1D の 恒温槽で 5 分間予熱 した 後に 試

料液 1m1 を 混和，30°

， 10分間加温後 ，
1M 一炭酸ナ ト リ

ウ ム 液2m1 を 加え反応を 序止す る．こ の 液を 30分間室

温 に 放置した後，ラ イ ツ光電比 色計を 用 い ，水 を 対照液

として 層長 1cm ，波長 415nm で の 吸光度 を 測 定 し A
、と

す る ．別 に ONPG 液 7ml に 1M 一
炭酸 ナ ト リ ウ ム液

2ml ， 次に 試料 1　ml を 混和 ，一ヒ記 と同様 に 操 f乍して 得

られ る 吸光度を A2 とす る．

　 標準曲線注 1）
よ り （ArA2 ）に 相当す る ONP 量 （AONP

、μM ） を 求 め ，次式に よ り試料 19 中 の 単 位 数 （力価）

を 算出 す る （uONP ！g）．（た だ し，上 記条件で 1 分間に

・ONPG 　 1μM を加水分解す る酵素力を 1単位 とす る．）

uoNP19 ＝AoNP 　x　11 試料重 量（9 ）× 1110（分）

　　　　　 x
．
希釈倍 率

　注 1）標準 曲線 ： P20s 上 で 恒量 ま で 乾 燥 し た ONPG

：301．26　mg を O．1M ：　 aCl 液 1000　m1 に 溶解 ・こ の 液 を

爵 4．5MV 液 で 希 釈 し，4m1 中 ONPG 　O．5，1．O，1．5，

2．0
，
2．5 μM 含有 の 溶液 を 調 製 す る．そ れ ぞ れ に 田 4・5

MV 液 を溶 媒 と し た β
一ガ ラ ク ト シ ダ ーゼ 液 （G −TT ，

また は ORG 　O．1mg ！ml ）4ml を 混 和，30 ° ，20 分加 温

‘し ， 1M 一
炭酸 ナ ト リ ウ ム 液 2m1 を 加 え た 液 に つ い て 波

長 415nm で の 吸光度 を測定 す る．空 試験 と し て 画 4．5

MV 液 4ml ，β
一
ガ ラ ク トシ ダ

ーゼ 液 4ml お よび 1　M −一炭

酸 ナ ト リ ウ ム 液 2ml を混 和 し，同様 lcec作 す る ．こ の

結 果 は 10ml 中 の ONP 量 と 吸 光 度 の 関係 と して プ ロ

ッ ト し，標 準 曲線 を 作 成 し た ．

4） 乳糖法

　Sugiura らの 方法
9）

に 準 じた ．すなわ ち共桎試験管に

乳糖液4m1 を とり，
30°

± 1°
の 恒温槽 で 10分間予熱 し

た後に 試料液 1ml を混和 ，
30 ° ，10分間加温 ， 直ち に そ

の 1m1 を 過 塩 素酸液 9ml に 混和し反応を惇止，室温 で

10分間放置後，そ の O．2　rn1 を糖測定試薬の 溶 液 （皿）

5m1 に 混和，室温 （26〜27 °

）に30分間放置後，ラ イ ツ

光電比色計 （層長 1   ，波長 640nm ） で 吸光度 を測定 ，

B1とす る，空試験 と して 30°に 加温 された試料液 0．2ml

お よび 乳糖液 O．8m1 を 過塩素酸液 9ml に 混和後・同様

に操作 し ， そ の 吸 光度 をthとす る ．次式 に よ り試料 19

中の．単位数 （ULACT 〆9 ）を算出す る．　 （た だ し ，上 記

条件 で 1分間に 1pM の グル コ
ー

ス を遊離す る酵素力を

1単位 とす る．）

　uLAcT19 ＝o．Qsos　x （B1− B2）1Estd．注s，× 5xlo1

0，2x 　1！10（分）x11 試料重量（9 ）x 希釈倍率

　注 2 ）Estd．： 糖測足試 薬 の 溶 液 （1）の 2倍希釈液

0．2ml （グ ル コ ース 0．0505 μM を 含有） に 溶液 （∬）

5ml を 加 え て 得 られ る 吸光度で あ る．

5） 牛乳法

　Sugiura ら
9⊃

の 方法 に 準 じた．すなわ ち 共桎試験管に

牛乳 0．5　ml お よび pH　4．2MV 液 O・5　 ml 　tZと り・30°

土 1°
の 恒温槽で 5 分間予熱 した後 に試料液0．1ml を試

験管壁 に 付着 しな い よ うに 注意深 く混 和，30° ，10分間

加温後 ， 過塩素酸液 9ml を加え反応を序止 す る （空試

験 とし て ，試料液混和前 に 過塩素酸液を混和 す る ．）ろ

紙で 自然ろ過後 ， ろ液 O．2m1 を 用 い て 以下 乳糖法 と同

様 に 操 f乍し次式に よ り試料 19 中の 単位数 （UMILK！9 ）

を 算出し た ．

　uMILK 　19＝o．0505　x （Bt− B2）1Estd．× 110 ．1 ×

10．110．2x1110 （分）x11 試料重量（9 ）× 希釈倍率

結果 お よび考察

　1．物 性 試験 （表 2参照）

　1） 逃飛率

　製剤間 にか なりの 差 が認 め られ ，特 tL　G −−TT とL−WM

で は 10 倍の 差があ っ た．また 青木ら
11 ）

は 30％ 以下 で あ

れ ば実際 の 調剤操作 に 支障を きた さ ない こ とを認め て い

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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るが ，G−TT の み は そ の 規定を 超え，飛散性の 大 きい 製

剤 で あ る こ とが わ か っ た ．

　2） 安息角

　各試料 と も福田 ら13）
が規定 し た 30〜45°

以内で ある

が ，L−WM は 土師 ら14）が 上 限 と した 42 °

よ り大きく，

流動性に 問題 が あ る と思わ れ る．

　3） 溶解性

　溶解時間は温度上昇 に よ り短縮 され るが ，相対的 に 水

の 浸透 の 悪 い G−TT お よび O −ON の 溶解は 遅 く，
　 L−

WM は 溶解性が 良好で あ っ た ．なお 溶解時に O−ON ，
L −WM ， お よび L−NK で 浮 遊物が 認め られ た が ， これ

は 製剤原料 の 不 純物 とも考え られ ， 今後 の検討課題 で あ

る．

　4） 粒度分布

　ORG は 細粒剤，その 他 は散剤 の 規定 に適合 した，な

お 逃飛率 の 大きい G −TT は 74 κm 以下の 粒子を ほ と ん

ど含まず，最も小さい レ WM に は 多量 に 含まれ て い た．
こ の こ とは 74μm 以 下 の 粒子 が 多い 場合，飛散性に 問

題が あ る とい う報告 1吻こ 反 した 結果 とな っ て い るが ，飛

散性は粒子径以外に も粒子密度が大 きい 要因とな るた め

と考え られ る ．す な わ ち 林 ら
15 ）

の み か け密度測定法に よ

る と，G −TT の L−WM に対す る 1  
3 当 りの 重量比 は

0．55 で あっ た ．

　2．　力価測定条件の検索

　β
一GL の 活 性測定法 として は 合成 ガ ラ ク トシ ド結合分

解能 を求 め る 方法が 一
般に 試み られ て い るが ， そ の 測定

条件 に 関 しては ま ち ま ちで あるた め に 活性 測定条件を 検

索 した ．また基質に 乳糖を用い る方法
1・s・7・9） が 最も臨床

上で の 効果を 検 討す る の に 適して い ると考え，合成乳糖

を 基 質 とす る場合と牛乳中の 天然乳糖を基質とす る場合

の 二 通 りの 方法 も同時に 検討 した ．

　 1） ONPG 法

　ONPG 法に お い て et　一定濃度の ONP の 吸光度 を基

準 として 力価を求 め る の が常法 で ある が，著者 らは 吸光
．

度に 対する ONP 濃度を 求め ，相当す る力価を算出す る・

た め の 標準 曲線 を 作 成 し た ．そ の 結果を図 1に 示 した

が ， 標準物質と して どれを 採用 す るか に よっ て 同一吸光

度で も得 られ る ONP 濃度 が 異姦り，ナなわ ち 力価も異

な る こ とがわ か っ た ．従 っ て 著者 らは 最 も理想的 と考え

られ る ONPG に 過剰 の β
一GL を作用 させ て 得 られ る直

線A を 標準曲線 と した ．な お ONP 発色体の 測定波長は．
420nm が常 法 で ある が，400　nm とし て い る報告

s）
もあ、

るた め ，島津分光光度計 D40 型で 最大吸光波長 を調べ
『

た とこ ろ，図 2 に 示す よ う に 415〜425nm 付近 で の 測

定が 最適 と考 え られ た ．従 っ て ラ イ ツ 光電比色計（M 型〉

で測定可能な波長 415　nm で測定す る こ と と した ．

　2）　乳糖法お よ び 牛乳法

　乳糖分解能を 求め る方法 と して は ，主 と して 乳 糖分解

に よ り遊離す る グル コ ース を定 量 す る 方法 6 ・
・
7） とガ ラ ク

トース を定量す る方法
1・S・9，b：あ るが ， 著者らは最も簡便

な グ ル コ ー
ス を糖測定試薬に よ り測定す る 方法 を 用 い・

た．ま た酵素不 活化 に一般 に は 沸騰浴中で 2 〜3 分加熱

す る方法
：・6，7・14・16，

が と られ て い る が ，本法は反応後 加熱

に よ る失活まで の ロ ス タ イ ム が あ る た め に ，Sugiura ら
9》1

の 報告 してい る 過塩素酸 に よ る失 活法 よ り 20％ 程度 の

高い 活性値が 得 られ ， しか も測定値の パ ラ ツ キ が 大きい

こ とがわか っ た．従っ て 種 々 の 検討の 結果，最も測 定値に

再現性が 認め られ た 過塩素酸に よ る失活法を採用 した u

へ

表 2・物 性 試 験 結 果

蕭 一 一遡 IG一
質 ・一・・ L−WM 　　 L−NK 　　ORG

A

逃 飛 率 （％） 1
安 息 角　（

°
）

　 　 　 　 　 　50

溶 解 時間 　 25 。

　（秒）　　 40°

　 ふ るい （μ m ）

　 　 　 　 　〜74

粒度分布 〜105

　（駕）　 〜350

　 　 　 　 〜500
　 　 　 　 500〜

42．5 20．0 4．5 12．蓉 25．0

33，0 39．0 44．5 37，534 ．5

823R）

6
尸
D

5PO38003 014521 53043q

り

005
n
り

4疊

3

0．832

．766

．500

5．026

．168

．900

19．425

．055
．600

17，426

．755

，900

1．00

．734

．160
．63
，6
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　　　　　 図 1．標準曲線 （ONPG 法）

う報告
E，Sj があ る が ，表 3 に 示 した よ うに 溶解後180分

以内で は経時的変化が認め られない こ とか ら ， 何 らの 支

障なく使用で きる と考える．
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図 3．試料濃度 と 活性

表 3．試料溶媒 と活 性
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図 2．ONP の 吸 収 曲線

希　 釈　 液

A ．水

B ．水

C ．0．1M 　NaCl

D ．緩衝 液
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しか し こ の 方法は 加 熱 失活法に 比べ て試料濃度を10倍 に

’
す る必要があ り， な お検討の 余地が あ る と考 え る．

　 3） 試 料 濃度 と活性

　図 3 に 示 した よ うに 3 方法 と も濃度 と活性は 広 範囲 で

比 例関係に あ り，多数 の 報告
1卿3・e’9｝

　lc一致 し，
5試料と も

こ の 関係 が成 立 す る こ とを確認 し た．しか しラ イ ツ光電

比色計を 用い た 場合は 吸光度が 0．3〜0．5 の 間 で 誤差は

小 さい と思わ れたの で ，試料濃度は ONPG 法 で O．　OO2

ng！ml ，乳糖 ・牛乳法は 0．2魔1mlと した．なお 試料溶

媒 と した 0．1M 　NaC1 に つ い て は グ リ コ シ ダ
ーゼ を賦活

す る とい う報告
1・7），耐酸性 β

一GL に は 影響 しな い とい

試 料 は G−−TT を 用 い る・

A ，の 30 分値 を 100 と す る．

緩衝 液 は 1沮 4．5 マ
ッ キ ル ベ イ ソ 緩衝 液

4） 反応時間 と活 性

　反応時間と活性は 図 4 に 示 し た よ う に 比 例 関係1・E， に

あ り，5 試料 とも同様で あ っ た．また 10〜20 分反応と

した報告が多い こ とか ら，反応時間は 10分と し た．

　5） 反応温度と活性

　反応温度 は 30° 1・3・e＞ また は 37° 2・5・7・9）とした 報告が多

い ．しか し 反応温度 と活性の 関係は 図 5に 示 し た よ う

に ，
3 方法 とも27 °

付近で 勾配がゆ るや か に な り，
ONPG

法で は 32°，乳糖 ・牛乳法で は 35°

か ら急に分解 は 加速

す る こ とがわ か っ た ．従 っ て 測 定適温 は 28〜32°

と考え

られた の で 反応温度 30°

と し た ．
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他の 製剤で は 明らか な差異を 認め なか っ た．

　2． 力価測定条件は 反応 温 度 30 °，反応 時間 10分と

し ， 試料濃度 は吸光度 0．3〜0．5 を測定で きる よ うに 謁

製する の が適当と思われた．また 乳糖法お よび牛乳法 に

お け る酵素失活 に 過塩素酸 を用 い る方法が 測定値 の 再現．

性が 良い こ とがわか っ た ．な お ，ONPG 法に おける 力価

は 標準物質 の撰択に 左右 され るた め に ，こ の 規格化が望

まれ る．
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結 論

　1．物性試験 に お い て ，
ORG は 細粒剤で あり，その

他 の 製剤は散剤で あっ た が ， L−WM は最も逃飛率が小

さ く， 溶解性も良好 な製剤 で あ っ た．また G −TT は 逃

飛率が大 きく調剤 の 際に 支障があ る と考え られ た．その
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