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　Five β
一galactosidase　 preparations （A ，　B ，　C ，　D　and 　E）from 　different　 rnanufacturers 　 were

studied 　comparatively ．　Their　pt｛stability ，　optimum 　pt｛of　the　enzyme 　preparations　with 　3　substrates

（ONPG ，1actose　and 　mi 】k） and 　 change 　on 　standing 　 were 　tested 　by　ONPG 　（o
−nitrophenyl 一

β
一

galactopyranoside）　method 　and 　blood　sugar 　 GOD 　 perid　test．　 Protease 　activity 　and 　 impurities

were 　Cletermined　by　Casein−Folin　method 　and 　gel−filtration　chromatography ，　 respectivery ．　While

preparations　B，　C，　D　and 　E　showed 　almost 　similar 　 results 　of 　stability 　test，　preparation　A　was

most 　unstable 　alld　apt 　to　undergo 　change 　in　appearance ．　Further ，　preparation　A 　showed 　protease

activity 　50−60　times 　higher 　than 　that　of　the　others ，　 and 　contained 　impurities．　 Based 　on 　these

results ，　 it　was 　concluded 　that　preparations　B ，　C，　D　and 　E　are 　better　products　than 　preparation

A ，
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　β
一ガ ラ ク トシ ダーゼ （以下 β

一GT と略す）は ，
　 AsPer−

gitlus　oryzae の 産生 す る 分子量約 10万 の 乳糖分解酵素

製剤で ，乳児 の 乳糖不 1耐症 に よ り生 じ る下痢 の 改善な ど

に 必須の 薬剤で あ る，

　今回 ，著者 らは 現在市販 さ れ て い る 各社 β
一GT 製剤

に っ い て ， 禪 安定 性 ，ONPG （o
−nitrophenyl 一

β
一D−

galactepyraneside），乳糖お よび牛乳をそれぞれ基質と

した 場合の 至 適 面，異 な る条件下 で 保存 した 場合 の 経

時変化 ， 蛋白分解酵素 で あ るプ ロ テ ア ーゼ 活性 ， また β
一

GT 以外の 夾雑物質 の 混在を ゲ ル ク 卩 マ トグ ラ フ ィ
ーで

それぞれ 検討した の で 報告す る．

実　験　の 　部

　1． 試 料

　製剤A ；Lot　No ，AN 　12，製剤 B ；Lot　No ，w −5017　Jド

製剤 C ；Lot　No．0009151，製剤 D ；Lot　No．914069，製剤

E ；Lot　No．4X −BOE

＊相 模 原 市 桜 台 18−1 ；18−1，
Sakuradai ，　Sagamihara−

shi ，228　Japan

　2．　 力価測定法

　1）　ONPG 法
1⊃

　上野 ら
2 ）

の 方法 に 準じて 行 っ た ．

　（a ） ONPG 基質に よ る至 適 PH

　ONPG は 異 な る 出 の Mcllvaine　 buffer3〕 （μ｛3．0〜

7．0）に 溶解し，一方 β
一GT は o．02mg！ml の 水溶液 を 調

製 して酵素活性を 測 定 し た ．

　（b） 田 安定性

　ONPG は Mcllvaine　buffer （函 2．5〜8．0），炭酸ナ

ト リ ウ ム ー炭酸水素ナ ト リ ウ ム　（dl　9．0〜10．0）buffer

で溶解 し，各 函 基質液を調製 した ．β
一GT 　25ng を精秤

し，上記 buffer（dl　2．5〜10．0） で 10ml と し，30°

，60

分間 イ ン キ ュベ ート後，そ の 液1ml を Mcllvaine　buffer

（田 4．5） で 100ml と して試料液に 用 い た ．

　（c） 経時変化試験

　保存条件は ， 最良条件 （6
°

土 10，RH 　60％），中間条

件 （19°
土 1°，RH 　72％）， 最悪条件 （30

°
土 1° ，　 RH 　80

％），包装条件は パ イ ル パ
ッ カ ーフ ィ ル ム 紙 （P 紙）また

は グ ラ シ ソ ポ リエ チ レ ソ 紙 （G 紙）で 試料約 29 を分包

し，そ れ ぞ れ の 条件に お け る外観変化を 肉眼 的 に 観察 し
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た ．な お 判定基準 は 日薬調剤技術委員会 の 配合変化試験

法
4，
に 従 っ た ．残存力価 は ONPG 法 で 測定 した ．

　2）　乳糖 お よ び 牛乳基質に よ る至適 面

　各 画 の 基質液 （4 ％乳糖溶液 また は 市販無調整牛乳

を等量 の Mcllvaine　buffer【H　3．0〜7．0 と 灑合）4m1

を 30°の 恒温槽 で 5 分間 加 温後，試料液 （0．25   ！m1 水

溶液） 1m 艮を加 え，10 分間 イ ン キ ュ
ベ ー

ト後た だ ち に

沸騰水浴中で 5 分間加熱 し 反応を 停止 させ る．反 応停止

液 ， 牛乳基質 の 場合は ト リ ク ロ ル 酢酸混液 （蛋白質沈澱

試薬B ）
5 ）5ml を加 え ろ 過 し た ．

　反応液 O．2ml と 5ml の．而糖測定試薬 （blood　 sugar

GOD 　perid　test ，　Boehr 玉nger 　Mannheim 社）を 30° ，30

分間反応 さ せ ，578nm に お け る吸 光度を 水 を対 照 と し

て測 定 した ，

　3） プ 卩 テ ア
ーゼ 活性測定

　唄 6．5 に お い て ミル ク カ ゼ イ ン （Casein　 nachHam −

marsten ，E ．Mercktr ）を基質とし，Casein−Fo1in比 色法
5〕

に 準 じ て測定 した ．

　 3． ゲ ル ク ロ マ トゲ ラフ ィ
ー

　（a ）　樹脂 お よ び 操作条件

　樹脂 ： Sephadex−G −100　Superfine（Pharmacia 　Fine

　　　　Chemicals）

　 カ ラ ム ： 1．5cmφ× 100cm

　展開液 ： 0，05M 一
リ ン 酸緩衝液 （郵 8．0）

　溶 出 速 度 15m1 ！時 間

　分画液量 ： 4ml ！tube

　試料液 ： 展開液で 100m9〆m1 としO．5m1を展開

（b）　分子量既知標準試料

プ ル ーデ キ ス トラ ソ （B ．D ．）； M ．W ．200万

ウ シ 血清 ア ル ブ ミ γ （B ．S．A ．）； M ，W ．67，000

卵白 ア ル ブ ミ ン （O ．V ．A ．）； M ．W ．45
，
000

キ モ ト リ ブ シ ノ ゲ ン ーA （Chy −A）；M ．W ，25，000

ウ マ 心臓 チ トク 卩 ム ーC （Cyt−C）；M ．W ．12，400

N −2，4，DNP −L一ア ラ ニ ン （DNP −Ala）；M ．W ．255

結果 と 考 察

　1・　ONPG 基質 に よ る pH 安定性

　試料 5 製剤 の 出 2．5〜10。0に お け る安定性 を図 1 に 示

す ．各製剤とも 出 4．0〜8．0の 範囲で は 安定 で あ っ た が

A は 出 4、0よ り酸性側，rH　8．0よ リア ル カ リ性側に お い

て 他製剤 よ り著 し く不 安定で あ る こ とがわ か っ た ，

　2・ ONPG ，乳穂 ，牛 乳 各 基質に よる至 適 pH

　ON．　PG ，乳糖，牛乳各基質で の 画 に よ る活性 の 変化

を ， それぞれ 図 2 。図 3 ，お よび 図 4に 示す．基質に ほ

と ん ど関係 な く至適 田 は 4 ．5 で あ っ た ，各基質に お い

て ，A が 他製剤よ りか な り低い 活性値を 示 し，特に 牛乳

を基質とした 場合に は 他の 製剤との 間に 著 しい 差 が み ら

れた ．

　3．　 経時変化試験

　（a ）　外観変化

　3 保存条件 （最良 ， 中間，最悪），2 包装条件 （P 紙，
G 紙）に お け る外観変化を表 1 に示 す．最良条件 で は ，

各製剤と も包装紙に よ っ て 差がな く変化を 示 さな か っ

た ．中間 条件 で は ．G 紙包装 で A が 14日 目で 湿潤，変色

《

6000

5000

　 400Q
酵
素
’

活
性

3000

箪
包 2000

ユODO

2．5　3．0　’t．O　o．0　6、O　t、0　8．0　9．0 　10，0
　　　　　　　 pll

　　図 1 ．rH 安 　定　性

　　　 （●AOB × C △D 口E）

6000

5000

　 4000
酵
素

活
・rE！…

30DOili

廴

琶：
2000

1DOO

　 3．〔｝　：号．：1 　4．1】　4．、）　5．0　5．5　6．0　6．、｝　7．D
　 　 　 　 　 　 　 　 　 pll

図 2 ．ONPG 基 質 に よ る至 適 田

　　 （●AOB × C △D 口E）

・4 ■■吻隔

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japanese Society of Pharmaceutical Health Care and Sciences

NII-Electronic Library Service

Japanese 　Sooiety 　of 　Pharmaoeutioal 　Health 　Care 　and 　Soienoes

病il院 薬 学　Vo1．8，　 No ．2 （1982） 103

．〆

（

3000

OOO2

OOO1

肇
活
性

軍
位

3．0　3．5　4．0　4，5　5，0　5．5　6．0　6，5　7，0
　　　　　　　　 pH

3000

　 20〔10
酵

素
．

活
・
「生　　　

0

軍
包：

1000 ．

図 3 ．乳糖基 質 に よ る至 適 田

　　　（●AOB × C △ D 口E）

3．0　3 ，5 　4 ，0 　4．5　5．0　5．5　6．0　6．5　7．O
　　　　　　　　 pH 　　　　　　　　

’

図 4 ．牛孚L基質 ｝こ よ る 至 適 FH

　　（●AOBxC △ D ［コE）

表 1 ．外 　　観 　　変 　　化

．广

試 料

保 存

条件
最良条件 中間条件 量悪条件

日数 直後 7142128 直後 714 　　 21　 28 直後 35 　　 　 7　 　　 14

AP

G

＿ 　一一一

一
　　

一
　
　

　
一

　
．…

　．

一

一

一　　　一｝ 一 一

・（
湿

）・   ・   ・ 

一

一

｝

燧）

土　 ＋   ・  

噸 畷）

BP
G

一 一一一一

　　．
＿ ＿一一　一

一

一

　

．　

　　　　　　　一一 一

　　　　一．一 一一

 

　

一

±

一　 　 　 一一　 　　 ±

・ e阻  

CP
G

＿ 一一一r　

一 一一　一

一

一

一

一一

＿ 一 一

一　 ±   ・ （
湿

）

一

一

一

・ （勢

一　 一　 ・ （
溏

う

膣）囎

DP

G

皿r 一一一一

一 一一一一一

一

一

r．一

一

　　　　一 一一

　　　　一一 皿一

一

一

冖

±

＿、　　 　 一　　 　　十　　　　　　　　一

・ （
湿
〉・  

EP
G

＿ ＿− −一．一

　■一一一一

一

一

｛．

　

　　　　　　　一一 一

＿ 一 一

mL．．

一

一

土

一　 　　 一　　　 土

十　　　　十　　　　一一

P ；パ イル パ ッ か
．一フ ィ ル ム 紙，G ： グラシ ン

．
ポ リエ チ レ ン 紙．

湿 ：湿澗 変 ：変色
一：変 化の 全 く認 め られ ない もの

十 ；変化の 有無の 疑 L い もの

十 ；明 らか に 変化は 認め られ るが 矧；祭の 1調剤重を与．に 差 li な い もの

廿 ：調剤投 与
・
に 差支え る程」愛の 変f匕が 1認ダ）らjLる もノ〉

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japanese Society of Pharmaceutical Health Care and Sciences

NII-Electronic Library Service

Japanese 　Sooiety 　of 　Pharmaoeutioal 　Health 　Care 　and 　Soienoes

104 病 院 薬 学 Vo1，8，　 No ．2 （1982）

表 2 ．残　　存　　力　　価

試　 料

保
．
存

．粂f牛 最良条件 111r嗣条件 最悪条件

11数 直後 7142128 直後 7142128 直後 35714

P
　 o ／
　 ／卩

100
　
厂
紘／　θ

100
％
98

％
98

％
99

　％
100

θ．尸り
98o

／

96 螽 ％
90

％
100

％
100 轟

o ／／卩

82 指
A

G1009999979810089868379100897473

P100100979899100999810098100100999783
B

G100100101100100100999794921001009284

P100100100999910010010098100loo100979381
C

G100100102100101100100959487100989386

P10010099991001009697999510098989386

D

G10098101999910095949689100959184

P100100979810010098979996100100999283
E

G10010110010010010096969489100969483

網 隔 」．

がみ られ た ．最悪条件 で は ，P 紙包装で A は 7 日 目で ，
C は 14日 目で 変化を示 し た ，G 紙包装 で は E を除い て各

製剤とも変化を示 し ， 特 に A お よび C は 他製剤 と比較 し

て 変化 しやす い 製剤で あ る こ とが わ か っ た ．

　（b） 残存力価

　残存力価を 表 2 に 示す．最良条件で は ，各製剤とも包

装紙に 関係な く，ほ とん ど 残存力価 の 低 下 を み な か っ

た ，中間条件 で は ，A の み が P 紙包装で ，
14日 目に約90

傷，
G 紙包装で 7 日 目に 約90％，14日 目に 約85％に 低

『
下

した が ， 他製剤で は 安定で あっ た ．最悪条件で は ，表 2

に 示 した とお り各製剤と も不安定 で ， 特 に A は 他製剤 よ

りも急速 な残存力価 の 低下を 認め た ，

　4． プロ テ ア
ー

ゼ活性

　β
一GT 製剤は細菌培養法 に よ り製造 され るた め ，他の

夾雑物質，シ ュ
ー

ク P 一ス ，マ ル ト
ー

ス な ど の 糖類，
α 一

ア ミ ラ ーゼ ，ア ル カ リ プ ロ テ ア ーゼ
， ア ル カ リホ ス

フ ァ タ ーゼ ，セ ル ラ ーゼ な どの 酵素が 混入す る可能性 が

あ る とい わ れ て い るが ， 今回著者 らは β
一GT を分解す る

可能性の あ る プ ロ テ ア
ー

ゼ ，お よび他 の 夾雑物質の 混 在

に つ い て 検 討 した ．

　表 3 は試料 19 中の プ ロ テ ア ーゼ 活性を示 した もの で

ある．A は他製剤よ り約50〜60倍 も 多 くプ P テ ア ーゼ を

含有す る 製剤で あ る こ とが わ か っ た ．

fi・3 ・プ ・ テ ア ーゼ 活性 （単位〆9 ）

試料　　 A B C D

123 145615701413202922 324024 302621

E

平 均 148024 32 26

32283030

　 5．ゲ ル クロ マ トグラ 7 イ
ー

　プ ロ テ ア ーゼ 以 外 の 夾雑物質の 混在に つ い て ， ゲ ル ク

卩 マ トグ ラフ ィ
ー

で 分画 し，β
一GT 活性を ONPG 法 で ，

プ 卩 テ ア ーゼ 活性を Casein−Folin比色法 で ，そ れぞれ

測 定 した 結果を 図 5 に 示 す．A を除い て ほぼ 同 じ ゲル ろ

過パ タ ー
ン を示 した ．各製剤とも分画番号19の ピ ーク が

分子量 約10万 の β
一GT に よる もの で あ り，ONPG 法に ょ

る酵素活 性値とほ ぼ
一
致した ．A は 分画番号17に ピ ーク

を 持つ 分子量約12〜13万 の β
一GT 活性を示 さな い 夾雑物

質の 混在が 認め られ た ．また A は 分画番号29に ピー
ク を

持つ 分子量約35，000の プ 卩 テ ア ーゼ 活性が確認で きた．

　青木ら
6）

の 報告に よ る と，牛乳また は 母乳摂取後の 胃

内 rH は 4．5〜6，0付近で あ り，碍安定性お よび 至 適出に

へ
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、b

2so，，mo

，8
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、

0nm

2§o． mn

．5

280mm

　 　 　 O．5
0．30

．20

，1

10 】5 20 25 30　 分画番レナ

10 15 211 25 30　　@つ｝i面　　番

｝ 28m0
． <TAB>　　　
　　　B42<TAB><TAB>

<TAB><TAB>

<TAB><TAB> ［u 15 2D25<TAB>3

分画番号

8en

n ．5 図5． 各社β 一 GT 製 剤 の ゲ ル ク ロ
マ

グ

フ ィ ー A おいては 各製 剤と も問 題 がな いものと

えられる ． しか し哺乳前の胃内嶂が 2 ． 0 〜 3． 0 と いう

と から 考える と ， 母 乳の 場合は あら かじ め 母乳 を 授

さ せ ， 胃
内碍を 高め てか らβ 一 GT を投 与 す るか ，ミ

ク
の場合 はあら か じめ β 一GT と混合 し 投与

る こ とが効果的である ． 　 つ ぎに経時変化 試験に関

ては ， 保存 条 件は 冷 所保存 が望 ましいが，A を除 き 室

保 存でも28 日 間 安 定である ことが 外観 変 化 お よ

残存力価 の結果 か ら 裏 付 け ら れ た ． ま た包 装 紙の違

に よ っ て，吸湿し にくいP 紙 包装 の方が G 紙包 装 よ

安定で あり ，長 期 投薬

場 合 は P 紙 包装 に す べ き で あ る． 　また， 夾 雑

質 の混 在 に つ い
て検 討し た 結 果， A の み が高 い プ卩

ア ーゼ活性 を 示した．プロ テ ア ーゼの混在 が 出 安 定

， 至 適画試験 および 経 時変 化 試 験 に おい て ， Aの安

性に 何らか の影 響 を およぼし ているものと考え ら れる ．

らに A は 夾雑 物 質 （分 子量約12 〜 13 万 ） の混 在

認めら れ た ことか ら 使用 菌株そのも の か

ま は

製過
程に問 題があ る も の と推測される ． 結 踰

　 各社 β 一 GT 製剤 につ いて ， 各種安定 性 お よ び
夾
雑

物
質

ﾌ 混 在 につ い て検討し た結果，安定 性に お い てB ，C ，

D およ び E はほぼ同じ よ う な結 果 を 示した が， A は

製
剤

よ り 不 安 定で外観 変化 も示しやす かった ． ま た，

ロテ ァ ーゼ活性もAは他製剤 より約50 〜60 倍 も 高い

を 示

し，分 子 量 約12 〜 13 万
付

近
に 爽 雑 物 質 の 混在 が認 め

れ た． 　以上の ことか ら A と B ，C ，　D およ

E との製 剤

ﾍ

安定性，夾 雑物質の混在において明
らかな差 異が認 めら れた． 交 献 1 ）　Rut

@G ，Doell ，N ，　Kretcher ：Bio

im．Biophys ． 　 　Acta ，62 ，35
`362 （ 1962 ）． 2 ） 　上

野和行，福永敬三，田

義一，杉 本欣司，平野 　　善信，尾崎照美：病院 薬学，7，210 （1981）．

3 ）　
Mcllvaine

：J ．Biol ． Chem ． ， 49 ，


