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且um 　 carbide 　 formed　 on 　 the 　 surface 　 of 　 the 　 treatcd

tube 　was 　 identi丘ed 　by　X イ ay 　 diffraction　 method ．

This　 method 　 enabled 　a 　 simultaneous 　 treatment 　 of

many 　tubes ．　 The 　 relative 　 standard 　deviation　of 　tin

atomic 　absorption 　was 　8 ．1 ％ among 　g　s三mu ；taneously

treated 　tubes ．　 The 　temperature −time 　characteristics 　of

the 　 treated 　 tubes 　 were 　 almost 　 same 　 as 　 th 〔mse 　 of

untreated 　tubcs ．　Although　the 　peak　 enhancement 　was

observed 　 among 　 several 　 elementS ，　 signab 　of 　elements

forming　rcfractory 　oxide 　llke　as　titanium　werc 　deprcssed
because　 of 　the 　decrease　in　the 　reducing 　power 　of 　thc

tube ．　 The 　tantalum 　 carbide 　trea 恤 ent 　prolonged 　the

life　of 　the　tube ；when 　1．Ong 　of 　nickel 　in　O．lN 　nitric

acid 　was 　used 　 as　the 　 sample
，
　 the 　 treated 　tube 　 was

broken 　 only 　 after 　 280 　 times 　 of 価 ng
，
　 whereas 　 an

untreatcd 　 tube 　 was 　 broken 　after 　 186　times 　 of 丘ring

The 　 weight 　 I〔rss　 of　 the　 treated 　tube 　 by　firing　was

aknost 　same 　 as 　that 　of 　an 　untreated 　tube
，　but　the

formation　 of 且ne 　 carbon 　 powder　 was 　 not 　observed 　on

the 　 surface ．　Therefore
，
　the 　apparent 　 absorption 　due

to　scattering 　of 丘ne 　carbon 　powder 　did　not 　appear ，　a 皿 d

the 　 signalS 　obtained 　by　the 　treatcd 　tube 　were 　constant

regardless 　of 　the 　 age 　of 　the 加 be．　 The 　 resultS 　 of

surface 　analysis 　 by　 EPMA 　 and 　 electron 　 microscopc

indicated　 that 　 the 　treated 　tube 　 was 　 not 　 coated 　 with

tantalum 　 carbide 　but　 minute 　 holes　 of 　the　surface 　of

acarbon 　 tube 　 was 　 filled　 by　 tantalu 皿 cabide ．　 A

pro正Qngation 　of 　soaking 　t  e　and ／or　the 　further
repetition 　 of 　the　treatment 　enabled 　for皿 ation 　of 　tanta 一

ヱum 　carbide 　layer，　but　caused 　a　decrease　of 　the

reducing 　power 　of 　the　tube ．

　　　　　　　　　　　　 （Received　Aug ．8
，
1980）

　　Keuw の πt　phrases

atomic 　absorption
，
　Hameless； treatment 　of 　thc 　 carbon

　 tube 　 with 　 tantalum ； characteristics 　 of 　 the 　 treated

　tube ； formation　 of 　tantaluln 　 carbide ．

酵素電極の酵紊 （β一D 一グル コ ー ス オキシダー ゼ）

阻害剤 ス クリー
ニ ン グへ の 適用

今井 　 日出夫  
，　 河 内　康司

＊

（1980 年 7 月 31 日受 理 ）

　β
一D一グ ル コ ース オ キ シ ダ ーゼ （GOD ） を包括 固定化 し た コ ロ ジ オ ン （パ イ 巨 キ シ リ ン ）膜 を ・

Clark

型 酸素 電 極 に 装 着 し た 酵素電極 を ，
in　 vitro で の 阻 害 剤 ス ク リーニ ン グ に 用 い た ・ こ の セ ン サ

ー
は ，

25 °C
， pH 　5・5 の 酢酸緩 衝液中 ， 定 常 か く は ん 下 ， 基質 （グ ル コ

ース ）濃度 に 対 し ，　 O．1mM か ら 6

mM ま で 良 好 な 直 線 的 応 答を 示 し た ．固定化 GOD の 見 掛 け の ミ カ エ リ ス 定数 （Kmt ）は ・ （且7〜35）mM

で こ の 値 は 膜 を作 る条件 に よ り変動 し た ． Lineweaver −Burk プ 卩
ッ ト ，

　 DiXon プ ロ ッ ト を検討 し
， 硝

酸 ナ ト リ ウ ム と セ ミ カ ル バ ジ ドは ， き っ 抗阻害 を 示 し，そ れ ぞ れ の 阻害剤定 数 は ， 13mM ，43　mM で

あ り ， 金 属 イ オ ン で は，Tl ＋

，
　 Mg2 ＋

，
　 Ca2 ＋

，
　 Zn2 ＋

，
　 Gd2 ＋ ，　 Pbl ＋

，　 Nii＋

，　C 〔声
，　Fe3 ＋ に よ る 阻害は 見

ら れ ず ，
Ag ＋

，
　 Hg2 ＋

，
　 Cu2 ＋ が 阻 害 を 示 し，　 Cu2 ＋

は 非 き っ 抗 阻害 に 近 い 挙動 を 示 す と と もに ， 酵素及

び 酵 素基質複合 体 に 対 す る 阻害剤定 数 値 は ，ほ ぼ 近 い が 前者 が 大 き く ， そ の 値 は Cut ＋
の 場 合， 0．4

mM 程 度 で あ り ，
　 Hg2 ＋

は 非 き っ 抗 と 反 き っ 抗 の 中間 で 反 き っ 抗 が 強 く ， KI「

値 は （O・6〜1）mM 程度

で あ っ た ．

　 こ の よ うに ， 比 較 的 簡単 な 操 作 で 作 れ ，繰 り返 し 使用可 能 な 酵素電極 が ，酵素阻害 に よ り薬効 を示す

薬 剤 の ，in　 vitro で の ス ク リ
ー

ニ ン グ に 有 力 な 方 法 で あ る こ と が 分 か っ た ・

1 緒 言

固定化酵素 の 分析化学的応用は ， そ の 基質特異性 と
，

＊ 広 島大学 医 学 部 総合薬学科 薬品分析 化 学 教 室 ： 広 島

　 県 広 島 市 南 区 霞 1−2−3

迅 速な触媒反応速度 に よ る
一種 の 増幅効果を も っ て ， 簡

便 ， 高選択性 ， か つ 高感度t 分析法 と して 注目 さ れ て い

る ．酵素固定化膜を 電極系に 組 み 合わ せ た 酵素電極 が，

Updike −Hicksi）に よ っ て 報告 され て 以来 ， 数多 くの セ ン

サ ーと し て の 適用が報告 され て い る が ， それ らは 主 とし
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ス オ キ シ ダーゼ ）阻害剤 ス ク リーニ ン グ へ の 適用 　95

て 基質 の 定量を 目的と した もの で あ る．又 ， こ れ に関連

して 固定化膜中 の 物質移動過程 を 取 り扱 っ た 理論 も報告

され て い る
t）．しか し， 酵素反応 の 阻害剤 ス ク リーニ ン

グとい う観点 か ら固定化酵素セ ソ サ
ーを用 い る こ とは ，

薬学的 立 場 か ら特に 重要 な意味を持 っ て い る と考 え られ

る が，阻害剤 を対象 と し た も の は 固定 化 ウ レ アーゼ に 関

す るもの の み で あ る
S）．

　著者 らの 用 い た GOD の 阻害剤 に つ い て ，　 Keilin−

Hartree4 ）の 硝酸 ナ ト リ ウ ム
，

セ ミ カ ル パ ジ ドに 関する 報

告 ，
Nakamura −Ogura5） の 銀塩 ， 銅 （II）塩 ， 水銀 （II）

塩 ． 有機水 銀 化合物に 関す る 報告が あ る．こ れ ら は 酵素

溶液中で の 反応を取 り扱 っ た も の で あ る．

　著者 らは ，
GOD を コ 巨 ジ オ ン （Pyroxyline ）膜 中 に

包括固定
’
し， こ れ と酸素電極 とを組み合 わ せ て 酵素阻害

の 測定を 行い ，in　 vitro で の 酵素阻害剤 の ス ク リーニ ソ

グ を試み ， 簡易に 測定 で きる こ の セ ン サ ーが極 め て 有用

で あ る こ とを認 め た の で ，こ こ に 報告す る．

2　実 験

　2・ 1　試料及び試薬

　GOD （EC 　 1
，
1

，
3

，
4）溶 液 は ベ ー

リ ン ガ ー・
マ ソ ハ

イ

ム 社製 （20U ／mg ）の GOD 　O．OIS89 を 0 ・lml の 蒸

留 水 に 溶解 し調 製 し た 、 こ の GOD の 起 源 は カ ビ で あ る

が ， SDS 一ボ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳動法 に よ り同

定 し た と こ ろ ， そ の サ ブ ユ ；
ッ ト の 分 子 量 は約 60000土

6000 で ， こ れ に 不 純 物 と し て 含 ま れ る カ タ ラ
ーゼ の 量

は 約 10 ％ で あ っ た ・酢 酸 緩 衝 液 は pH − 5・5， μ （イ オ

ン 強 度）＝O・2 に 調 整 し た ・グ ル ゴ
ース 溶液 は β

一D一グ ル

ゴ ース （東京化成） を 緩 衝 液 に 溶 か し 1 夜 平 衡 化 さ せ て

用 い た ． コ ロ ジ オ ソ 溶液 は 市 販 5 ％ 溶液 （片山化学）

を エ タ ノ
ール で 6 倍 に 希釈 し て 用 い た．

　2・2 酵 素電極

ス ラ イ ドガ ラ 吐 納 径 16  ， ft“　 10mm の ガ ラ

ス 円筒を置 い て せ きを 作 り ，
コ ロ ジ オ ン 溶液 150　pl を

滴下 し ， 円筒 内面 に 広 が らせ て 静置す る．多孔性 の 膜 を

得る ため
，

コ 卩 ジ オ ン 溶液 の 乾燥直前 に蒸留水 を 上 か ら

静か に 注ぎ， 次い で蒸留水を流 し出 して 乾燥す る ．GOD

黻 10 μ を コ ロ ジ オ 貘 の 中 心 部約 4   直径 踊

下，減圧乾燥 し ， そ の 上 に 再び コ ロ ジ ォ ン 溶液 150 μ

を 加 え，静置 ， 乾燥直前 の 水 処 理 を 前 と 同 様 に 行 う．出

来上 が っ た 膜は ， 酢酸緩衝液 に 浸し て ガ ラ ス 面 か ら外

し，緩衝液 に 浸 し た ま ま 4 °C で 且夜保存 し て実験 に 供

した ．酸素電極 （ク ラ
ーク型 ，

バ イ オ ニ ク ス 機器 OX −

1200）の テ フ ロ ン 薄膜に 重 ね て GOD 固定化膜を 0 リ ン

グで 装着する．

　 こ の 膜電極の 基質 （グ ル コ
ース ）に 対す る応 答性 は，

基質添加 後約 1 分 で 定常電流値を示 し た ．

　得 られ た 酵素膜電極 は，作 り方 の 微妙な 条件差 に よ っ

て ， 基質濃度 に 対 し一定 の 電 流 変化 （△ 仁 ら
一｛

，
i
● は 基

質を 加え な い と きの 溶存酸素 に よ る 電流値 ，
iは 基質を

加 え た と き の 電流値 ） を 示 す と は 限 らな い ．しか し， 酵

素膜を装着 しな い と きの 電流値 （極 め て 薄 い テ フ ロ ソ 膜

を 用 い て ，25 °G で約 5pA ）が，酵素膜装着 に よ っ て ，

20 ％ 内 の 電流減少に と ど ま る よ うな 1枚 の 膜を 用 い て

一連 の 実験を 行 う限 り支障 は な く， 酢酸緩衝液中で 室温

保存 し た とき少な く と も 1週間 は 酵素活性 の 変化 は 見 ら

れな か っ た ．

　 グ ル コ
ース 濃度に 対する 電流値変化 を Fig ．1 に 示

す．溶液 の 定常か くは ん 条件 の 下 で ， グ ル コ
ース 濃度

（0・1〜6）mM の 範囲 で 良好 な 直線関係が得 られ る が ， 更

に 高濃度 で しだ い に飽和 して 直線か らずれ る．

　

玉
．穐

ぐ

　 IGIucose］，　 mM

Fig．1Working 　curve 　of 　gluccmc　sensor

　酸素電極 の 測定電流値は ， 溶液 の か くは ん 条件 に よ っ

て 変動す る．測定容器底面 に 適合 した 円板型 テ フ ロ ソ か

くは ん 子 を 用い ，
マ グ ネ テ ィ ッ

ク ス タ
ー

ラ
ー

の 回転 速度

を 上 げ て い く と， 電流値は しだ い に 定常状態に 達す る の

で ，か くは ん は そ の 条件下 で 行 っ た．

　2・3　阻晋剤を用 い る測 定

　実験 は す べ て 25°C
， pH 　5・5 （GOD の 至 適 pH 値）

で 行 っ た ．グ ル コ ース 濃度 は （1．5〜6）mM 濃度範囲 と

し ， 阻害剤 の 添加 は 順次高濃度 に 及 ぶ よ うに して 一
連 の

実験を 行 っ た ，可逆 的阻害 の 系 で は 実験後 ， 緩衝液中に

酵素電極 を長時間浸 し ， 再生させ て 反覆使用 に 供 し た ．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

96 BUNSEKI 　 KAGAKU Vol ，30 （19Bl）

3　結 果

　3・1 固定化 GOI ） の 見 掛けの 1「m 　
t
値

　製作 し た幾 つ か の 酵素固定化膜を用 い ，
Eadie −Hofstee

プ 卩
ッ トを取 り， 見掛 け の ミ カ エ リス 定数 ，

K ゴ を求

め た． Eadie−Hofstee　プ ロ
ッ トで は 後述 す る 　1・ine−

weaver −Burk プ P
ッ ト （以下 L −B プ ロ

ッ ト と略記）

よ りもデ ー
タ の ぼ らつ き が 強調 され て 現れ る ．得 られ

た Kmt 値は （17〜35）mM 　と変動が 大 きい ．　 Keilin −

Hartreee ） に よ る P θπ‘  〃細田 notatum 起源 の GOD の

20 ° C に お け る Km 値 は 9 ．6mM
，
　 Nakamura −OguraT 》

に よ る AsPergillus　 niger 起源 の GOD の 25 ° C で の

Km 値 は 64　mM で
，

い ず れ も酵素溶液中の 反応 で 求 め

られ て い る が測定温度を 異 に す る も の で ある．固定化 に

よ る Km ’

値 は ，膜 中 で の 酵素活性 の 変 化 ， 反 応物質 の

膜中拡散速度な ど に よ っ て 変化す る と考え られ る．又 ，

基質阻害 も膜中で は 起 こ りやす い 状況に あ る．しか し ，

1枚 の 膜 を用 い て
一

連 の 実験を行 う限 り， プ ロ
ッ トは 良

い 直線性 を 示 し，膜中 で の 拡散制御 下 の 定常反応速度 測

定 に よ っ て
，

ミ カ エ リス
ー

メ ン テ ン 型 機構に 適合す る結

果が 得 られ た．

　3・2　固定化 GOD に対する阻盲剤の効果

　3・2・1　硝酸 ナ トリウ 厶 によ る阻害　 硝酸 ナ ト リ ウ ム

を （1〜30）mM 加 え た と ぎの L −B プ 卩
ッ トと Dixon

プ ロ
ヅ ト （以下 D プ ロ

ッ ト と略記 ） に お い て，一
連 の 直

線 は
一

点 に 収れ ん し
， きっ 抗阻害 の パ タ

ーン を 示 した ．

D プ ロ
ッ トに お い て 基質濃度を 変え た とき の

一
連 の 直線

の 交点 の 横軸座標 は 酵素 （E），阻害剤 （1）， 複合体 （EI）の

解離平衡定 数 （阻害剤定数）KI の 負値 を 与 え る．図 か

ら得 た こ の 値は ，

　　 ［E］［1］KI ＝　　　　　　 ・・13（mM ） 一 一 一 ・・……（1）
　　　 ［EI］

で あっ た．

　3・2・2　セ ミ カ ル パ ジ ドに よる阻害　 塩酸 セ ミ カ ル パ

ジ ド （NH2NHCONH ，
・HCI ）の （20〜60） mM を加 え

た ときの L −B 及 び D プ ロ
ッ トは 硝酸 ナ ト リ ウ ム と同様

の 傾向を示 し ， き っ 抗阻害と結論 され ，
KI 値は 43　mM

であ っ た ．

　前項 の 結果 と比較する と ， 阻害剤定数は 約 3 ・3 倍塩酸

セ ミ カ ル パ ジ ドが 大 きい ．こ の こ とは ， Keilin−HartreeS）

に よ る 10mM 阻害剤濃度 に お け る硝酸 ナ ト リ ウ ム に よ

る．K9害は 13％ ，
セ ミ カ ル パ ジ ドに よ る 阻害は 20％ と

い う結果に 相反す る 傾向 で あ る． こ れ は 前述 の K 皿 値 の

違 い か ら考え て 酵素 の 起源 の 違 い に よ るか あ る い は 固定

化 に よ る違 い と考 k られ る ．

　3 。2 ・3 金 属 イ オ ン に よ る 阻 冒 　 1 価 イ オ ン で は Tl ＋

に よ る阻害 は 見 られな か っ た が ，
Ag ＋

で は 大 ぎな阻害

が 観 測 され た ．Nakamura −Ogura5） セこ よ る と ，
　 Ag ＋ は

酵 素 の FAD 部分 に よ る 吸収帯 の 差 ス ペ ク トル に 大 きな

変化 を与え る と報告 し て い る．著者 ら の 場 合 ，
Ag ’

に

よ り酵素固定化膜の 表面に 黒 色析出物を生 じ Ag ＋
の 阻

害機構を 解析す る に 足 る定量的 デ ー
タ を 得 る こ と は 困難

で あ っ た．

　 2 価 イ オ ン に つ い て は ，
Nakamura −Ogura5 ） ら の 結

果 と 同様 に ，
Mgz ＋

，
　 Cat ＋

，
　Zn2 ＋ ，　Cd2 ・

，
　Pb2 ＋

，
　 Ni2 ＋

，

Co2 ＋

に よ る 阻害 は 見 られ ず，又 3 価 イ オ ン Fe3＋

に よ

る 阻害 も見 られなか っ た ．しか し，
Cu2 ←

，
　Hg2 ＋

に よ る

阻害は 顕著で あ っ た．

　硫酸銅 の （O・5〜1）mM の 濃度範囲 で の L −B 及び D

プ ロ
ッ トを それ ぞれ Fig ．2，　 Fig．3 に 示す．硫酸銅濃

度 が 0 ．5 皿 M 以 上 に な る と Km ！

値 の 顕著 な 減少が 見

られ ， グ ル コ
ー

ス 濃度が高 くな る と，KI 値が しだ い に

減少す る傾向が 見 られ る ．

　Cuz ＋
濃度 0 ．5mM で KmS 値が顕著に 減少す る理由

と し て ，用 い た GOD 中に 共 存す る カ タ ラ ーゼ の Cu2 ・

に よ る部分阻害 が考え られ る．GOD に よ る反応 は ，グ

ル コ
ース 十 H20 十 〇 i

＝グ ル コ ン 酸 十 H202 で ， カ タ ラ
ー

ゼ は こ の H
，O ， を 2H20

，
・＝2H20 ＋ 02 と分解 し て 02

一

　　　　　　　　　 1／．［G］ucose ］，
　 mM

−1

Fig．2　Lineweaver −Burk 　plot　of 量皿 mobilized 　GOD

　　　　in　the　presence　of 　Cu2 ＋

　　　　［CuSO4 コ＝（A ） 1mM ，（B） 0．75　mM
， （C ） 0．5mM ，

　 　 　 　 （D ）OmM
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　 　一〇．5　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　0．5　　　　　　　　　 LO

　　　　　　　　匸C “SO4］，　 mM

Fig．3　Dixon　plot　of　 immobilized　 GOD 　 in　 the

　　　　presence　 of 　Cu ： ＋

　 　 　 　匸G 】ucose ］
＝（A ） 1．5mM ，（B） 2mM ，（C ）3mM

を再生す る ． カ タ ラ
ーゼ の 反応 が 阻 害 され る と ，

GOD

に よ る 酸素消費は 見掛け 上 増加す る か ら， 酸 素電極 で 測

定 する 限 り，GOD の 活性が見掛 け 上増加 した こ と に な

り ， 見掛け の Kmt 値 は 減少す る こ とに な る と考 え られ

る．

　Yu −Fritchiee） に よ る と，
10一メ チ ル イ ソ ア ロ キ サ ジ ン

の Cu2 ＋

錯体 の X 線結晶解析 の 結果 は ，
　N −5 と C4 に つ

い た 酸素原子 に よ っ て
，

ア ロ キ サ ジ ン の 2 分子が Cu2 ÷

に 配位 して い る と報告 し て い る．

　以上 の こ とを ，
FAD の イ ソ ア ロ キ サ ジ ン 部分 に つ い

て 示すと， 次の よ うに な る．

　 　 　 R．
　 　 　 　

＼ 〈 ／
N 》 N ＞ O

lOI51 　 sl

／〉 丶 Nf ＼シNH
　 　 　 　 　 II

　 　 　 　 　 O

［1 ］FAD の

　 　 イ ソ ア 卩 キ サ ジ ン

　　 部分

　　　　 R 　H
　 　 　 　 　 1

　 丶〈 ／
N

＞
N

＼ノ O

・9kN橸 。

　　　　 H6

［III］ イ ソ ア ロ キ サ ジ ン

　　　の 還元型

　

　

　

　

　

　

　

ソ

の

　

O

　

　

　

イ

ン

　

》

1N

　

ル

ジ

体

礁
驪

　

＼

／

　

　

ロ

　 こ こ で注 目さ れ る こ とは ， イ ソ ァ ロ キ サ ジ ン の N −5は

Cu ： ＋ へ の 配位 に 関連す る と と もに ，　 GOD の 活性中 心

と して も機能 し て い る こ とで あ る．

次 の 非き っ 抗阻害反応 を 考 えて み よ う．

　 　 Km ’
　　　 （∂）

　 E ＝e ＝ ± ES −一
→ E 十 P 　・・・・……・………・……（2）

・E ・・上1働 ⊥丁
　 EI 　 　 ESI

　 こ こ で ，
E は 酵素，　 S は 基質 ，

1 は 阻 害剤 ，
　 P は 生 成

物，EI
，　 ESI

，　ES は それぞれ の 複合体 ，
　 KI

，
　 Klt は EI，

ESI そ れ ぞれ の 解離反応 の 阻害剤定数で あ る ．ζれ か ら

÷一右｛1・ 齧 ・智 詈・呈ト｝
　　

・………………・・…………・……・・………（3 ）

が 導か れ る． V は 酵素反応 の 速度，　 Vmax は最大速度 ，

［ ］ は それぞれ の 濃度を示す．こ れ か ら，L −B
，
　D プ ロ

ヅ トの そ れ ぞれ の 横軸 の 切片 は ，

｛，1、｝、、。． 一

一一惹，｛藩 チ器 ｝
　　

……・・…………・……・………・…・………（4 ）

｛… ｝ 
一一鍋 伝齡鍛。

， ｝
　　

囲r…
　

G・餉・・・・・…
　
曾・・・・…

　
一・・・・・・・・・・・・・…

　
一・…

　9 （5 ）

とな る ； 式 （4）， 式 （5）か ら ，
KJ＝Kr 「

め ときの み ，

Fig ．2
，
　 Fig ．3 の 各直線は 横軸 上 で

一
点 に 交わ る こ と

に な り，KI ＞ Klt の ときは 直線 の 横軸 と の 交点 は 左 に ，

KI〈 KI，

の と きは 右 に シ フ トす る こ とに な る ．

　Fig ．2
，　 Fig ．3 に お い て ，　 L −B プ ロ

ッ トで は 阻害剤

濃度が高い ほ ど，
D プ ロ

ッ ト で は 基質濃度 に 対 し阻害剤

濃度が相対的に 高 い ほ ど， 横 軸 との 交点は 左に ずれ て お

り，ESI の 解離 の ほ うが EI の 解離 よ り起 こ りに くい こ

と （KI＞ KI’

）を 示 し て い る ． しか し，
　 Fig ．2

，
　 Fig ．3

い ずれ に お い て もプ ロ
ッ トが ほ ぼ一

点 に 収れ んする に 近

い こ とか ら ， 基本的に は 非きっ 掠阻害に 近 い もの と考 k

られ る．

　Cut ＋

に よ る 活性中心 に 対す る 阻害を 確 か め る 目的

で ，pH 　5 ・5 の 酢酸緩衝溶液 中 に Goh 欝 か し ， こ れ

に 硫酸銅を 加 え て い くと き の 吸収ズ ペ ク トル の 変化 を イ

ソ ァ ロ キ サ ジ ン に よ る 370  
，
450 洫 付近 の 吸収帯 に

つ い て 観測 した． （0・5〜1）mM の 硫酸銅 に よ っ て酵素

溶液 は 顕 著に ご ん 濁を 生 じて 変性す る ．こ れ は ア ポ 酵素

の SH に 対 し Cut ＋ が 反応 す る た め と考え られ ， 酵素

の 特異性決定中心 に お い て も阻害が起 こ りうる こ とを 示

唆する もの で ある・な お こん 濁を炉別 した溶液 の ス ペ ク

トル に も，又 そ の 差 ス ペ ク トル に お い て も錯形成 を 示 す

顕著な変化は見 られ な か っ た ．
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e・ 0．2 0．4 0．6

　　 　　　 　　 　 1〆［Glucose］
』
，　 mM

−1

F壇。4　1．ineweave 卜 Burk 　plot　of　immobilized　GOD

　　　 in　 the 　presence　 of 　Hg ：＋

　 　 　 ［HgC12コ＝（A ）0．5mM ，（B ）0．25　mM ，（C ）0．1mM ，
　 　 　 　 （D）0．05　mM ，（E）OmM

一〇．9　　　　− 0．6　　　− 0．30

［HgCl2 ］，皿 M0

．30 ．6

Fig．5DiXon 　plot　of　 immobiliZed　 GOD 　 in　 the

　　 　 preseコ ce 　 of 　Hg2 ＋

　 　 　 匚Glucoseコ＝（A ） 1．5mM ，（B）2mM ，（C ）3 皿 M ，（D ）

　 　 　 GmM

　塩化水銀 （II）の （0．05〜0．5）皿 M の 濃度範囲 に お け る

L −B 及び D プ ロ
ッ トをそれ ぞれ F 三g・4，Fig．5 に 示す・

Fig．4 で 塩 化水銀 （II）の 濃度が 0 ．lmM 以 上 に な る

と K
皿

「

値 の 減少が 見 られ ，又 Fig ・5 で グ ル コ
ース 濃

度 が 高 い ほ ど， 阻害剤定数 が 小 さ くな る傾 向が 見 られ

る．こ の 傾向 は 硫酸銅 の 場 合 と 同 じで あ る が
， 各 プ 卩

ッ

トの 収れ ん の 度合は小 さ い ．

　Nakamura −Ogura5 ） に ょ る と Hg2 ＋

は 水素 受容体 と

して の 分子状酸素 と競合す る こ とに よ り， 還元 型 FAD

部 分 の 酸化 を 阻害 し ， 又 多少 と も FAD 部 分 の 還 元 も阻

害す る と し， そ の 阻害機搆は き っ 抗 ， 非 きっ 抗 の い ずれ

で もな い と し て い る， Fig．4
，
　 Fig．5 の 各直線が 完全

に 平 行す る とき は ， 反 き っ 抗阻害で ，
EI は 生成 せ ず ，

ESI の み が 生成す る こ とに な る．上 述 の Fig．4，　Fig・5

の 傾 向 と ， 式 （4）， 式 （5） の 関係 か ら見 る 限 り，
KI 値

は KI 「

値 よ りか な り大 き く， 阻害機構 は非 き っ 抗阻害 と

反 き っ 抗阻害 の 中間 に あ っ て ，む しろ 反 き っ 抗阻害 が か

な り顕著 で あ る と結論 さ れ る．

4 結 論

　 コ ロ ジ オ ン 膜中 に 包括固定化 した β
一D 一グ ル コ

ース オ

キ シ ダー
ゼ を用 い た 酵素膜電極 に よ っ て ， 酵素阻害剤 の

ス ク リ
ーニ ン グを 行 っ た ．酵素電極 の 応答 は グ ル コ ース

濃度 （0．1〜6）mM 範囲内で 良い 直線性を 示 し ， そ の 濃

度 を 越 え る と し だ い に 直線か らずれ る ．固定化 GOD

の ミ カ エ リ ス 定数 は （17〜35）mM 程度 （膜 の で き方 に

よ る 変動） で あ っ た ．各種 阻害剤 の 　Lineweaver −Burk

プ ロ
ッ ト，

Dixon プ ロ
ヅ トを検討 し ， 硝酸 ナ F リ ウ ム と

セ ミ カ ル パ ジ ドは き っ 抗阻 害 し， そ の 阻害剤定数 は それ

ぞれ 13mM
，
43　mM とな っ た ．各種金属イ オ ン の うち

Ag   Cu2＋
，
　 Hgl ＋

の 阻害が認め られ，　 Ag ＋ 　に つ い て

は 決定的な結論 は 得 られ な か っ た が ，
Cul ＋

は 非 き っ 抗

阻害に 近 い 挙動を 示 す こ と，Hgt ＋
は 非きっ 抗阻害と反

きっ 抗阻害 の 中間で反き っ 抗阻害に 近い 挙動を示 す もの

と結論 された．酵素及 び 酵素基質複合体に 対する 阻害

剤定数は ，
Cu2 ＋

の 場合 ほ ぼ 近 い 値 で O．4mM 程度 ，

Hg2 ＋
の 場合 は 前者 に 比 し後者が小 さ く， 酵素一基質一阻

害剤複合体 の 影響が 大 ぎ く， そ の 値 は （0 ．6〜1）mM 程

度 と推定 さ れた．

　 こ の 方法 は 操作簡便 で ， 多量 の 酵素を必要 とせ ず ， 酵

素阻害 に よ っ て 薬効を示す薬剤 の in　 vitro で の ス ク リー

ニ ン グに 有力な 手段 を提供す る も の と考え る ．

交 献

且）　 s・J．updick，　G ．　P　Hicks ： Nature
，
214

，
　 g86
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Applicati皿     ob 嗣 e呵 me 枷 e

to 丗 hitOr　 scree 皿ing 　 of β一Dglucese 　 o 「idase・

Hideo 　 I盟 A エ and 　 Yasushi　 KAwAvaHI （Institute　of

Pha 買 naceutical 　Sciences，　 School　 of 　 Medicine ，　 Hh ・
（ト

shima 　 University， 1−2−3
，
　Kasu皿 i，　Minami −ku，　Hiro 一

shima −shi
，
　H セosh 量ma ）

　A 　pyroxyhne 　 menlbrane 　 entrapPing 　β
一D −glucese

oxidase （GOD ）was 　installcd　on 　an 　oxygen 　electrode ，

and 　used 　 for　the 　inhibitor　scr   ning ｛π　vitre．　Tbe

sens （｝r　 showed 　good 　且inear　 responsc 　to　the　gluoese
con   ntration 肋 m 　O ．lmM 　up 　 to　 6　mM ．　 The
・ pP ・・ent 　Mi ・h・・li・ c・ n ・t・ nt ・ f　th・ imm ・bilized　GgD
was （17〜 S5）mM 　 d叩 ¢ ロ ding　upon 　 the　 entrapprng

condition ．　Sodium 　nitrate　and 　semicar
・bazide　abowed

competitive 　inhibition　with 　inhibitor　 constant 　of 　l3

mM 　 and 　 43　mM
，
　 respectively ．　 Cupric 　 sulfatC 　 and

mercuric 　 chloride 　 Showed 　more 洫 volved 　mode 　 of

inhibition　closely 　 related 　to　 non −competitive 　 inhibi−

tion 　and 　anti −competitive 　inhibition，　respcctively ．　 The
detail　of 　tho

−
mhibition 　mechanism 　is　desaribed ．

　　　　　　　　　　　　 （Received　Juユy　31，　1960）

　　 Kevwont 　Ptnas¢ 8

i  。 b伽 d β
一D −glucose　oXidase 　electrode 　for　inhibitor

　 screenmg ・

共 鳴ラ マ ン 効果を利用 しt 脂肪旗ア ル デヒ ドの

高速液体クロ マ トグラ フ ィ
ー

小 泉　 均  
， 小 島　久 尚 ， 鈴木　義仁

＊

（1980 年 7 月 14 日 受 理 ）

　共 鳴 ラ マ ン 効 果 は 試料 の 吸 収 帯 が レ
ーザ ー励起波長 と一致し た と き著 し い ラ V ン 強度 の 増大 を 示 す 現

象 で あ る ．そ の た め 試 料 は
一

般 に は 有色 で あ り ，
レ ーザー光 の 照 射 に よ り多量 の 熱 を 吸 収 し て 分解 し や

す く，又 照 射 時 間経 過 と と も に ラ マ ン 強度 が 減 衰 す る・ こ の 現 象 を 防ぐ た め に 回 転 セ ル が 使用 され る が

測 定 液量が 多量 に 必 要 で あ り，
レ ーザ ー光 束 の 照射 面 積 に 比 べ る と 不 必要 な 大 き さ で あ る・

　本研究 で は キ ャ ピ ラ リ
ーフ ロ

ーセ ル を 用 い て 脂 肪族 ア ル デ ヒ ドの 2， 4一ジ ニ ト ロ フ ＝ニ ル ヒ ド ラ ゾ ン

誘 導 体 の ア ル カ リ添 加 直 後 の ラ マ ン ス ペ ク ト ル を 得 る こ とが で きた ． こ の フ ロ
ーセ ル を 応用 し て 共 鳴 ラ

マ ン 効 果 を 高 速 液 体 ク 巨 マ ト グ ラ フ の 検 出器 と し て 使 用す る こ と を検討 し た ．

　す な わ ち ， ア ル デ ヒ ド誘導体混合 物 を 高 速液体 ク v マ ト グ ラ フ ィ
ー （HPLC ） で 分離後各流 出成分 に

連 続 的 に ア ル カ リ 溶液 を 加 え ， 発 色 さ せ た 後 ，キ ャ ピ ラ リ
ーフ ロ

ーセ ル へ 導 入 した ． レ ーザ ー
は ア ル ゴ

ン イ オ 〃 一ザ ー　 499 ．0   ，出 力 300　mW
， 検 出 波長 1601c皿

一
ユ で モ ニ タ ーし て ク v マ ト グ ラ ム を

得 た．　こ の 条件下 で ホ ル ム ア ル デ ヒ ド誘 導 体 の 2　F9 ま で 検 量 線 は 直 線 を 示 し ， 検出 限 界 は 100　ng で

あ っ た ．

　　　　　　　 1 緒 　　　言

レ ーザーラ
ー
？ γ 分光光度計 の 普及 と と もに ラ マ ン 分光

＊
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法の 分析化学的応用 が最近注 目さ れ て い る．赤外 ・ラ マ

ン 分光な どの 振動 ス ペ ク トル 法 は 紫外 分光法と比 ぺ て
一

般 に 感度は低 い が 選択牲 が 高い こ とが知 られ て い る．特

に ラ マ ン 法は赤外法と比 ぺ て も種 々 の 利点が あ る ．

　すな わ ち，（1）水溶液状態 で 測定 が 可能 ， （2）ガ ラ ス

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


