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酵素的サ イク リン グを利用 した ア ン モ ニ ア の 高感度測定法

栢森　裕三
〇n

， 片山　善章
＊

（1988 年 U 月 8 日受理 ）

　酵 素的サ イク リ ン グ 法 を利用 し た ア ン モ ニ アの 高感 度測定法に つ い て の 検討 を行 っ た ．使用 し た 酵素
は グ ル タ ミ ン 酸 脱水素 酵素 （GLDH ）と グ ル タ ミ ン 酸酸化 酵素 （GLOD ）の 二 つ で あ り，測 定 は
NADPH の 340　nm に お け る 吸 光度 を連続的 な 減少量 と し て と らえ る方法で 行 っ た．本法 は試料量 が
50叫 で よ く，検量線 や 感 度 は 反 応時間 に よ り 左 右 され る が，例 え ば GLDH 　1．5　U ／assay （3、Oml），
GLOD が 21U ／assay の 場合で 30 分 間 反 応 させ る と，そ の 直線域 の 上限 は 約 300 μg／100　m1 で あ り，
GLOD 無添加系と 比較 す る と そ の 感 度 は 13倍 と 高感度 で 測 定 が 可能で あ る．こ の 条件下 で は ， 吸光
度 0．OO！ の 変化 が 1．7　pg／100 皿 1の ア ン モ ニ ア 量 に相当し，サ イ ク リ ン グ率 は ，約 2　cycle ／min で あ っ た．
又 本法 で 使用 し た GLOD は L

一グ ル タ ミ ン 酸 に 特 異的 で あ る た め 試料中に そ の 存在 が考 え ら れ る場合 に

は グ ル タ ミ ン 酸脱炭酸酵素 （GLDC ）を用 い ，あ らか じ め L
一
グル タ ミ ン 酸 を 消去 し た 後 ア ミ ノ オ キ シ

酢 酸 で GLDc を抑 え ，本 サ イ ク リ ン グ 法 を適 用 し た ．こ の 方法 で の 消去能 は 6．o　u ／m ］の GLDc を
37℃ 10 分 間 反 応 させ た 場合，80mM の L

一グ ル タ ミ ン 酸の 消去が可能で あ っ た．更 に GLOD の 基 質
特異性 よ り，L

一
ア ス パ ラ ギ ン酸 ，　 L 一グル タ ミ ン が 大量 に 存在す る 場合に は本法 は 正 の 誤 差 を与え る．

1 緒 言

　 ア ン モ ニ ア は その 毒性か ら，生体中は もちろ ん の こ と

食品 や飲料水中な ど に お い て 測 定す る 意義 は大 き い ．一一

方 ，そ の 測 定 は 従 来 よ り拡散 法 り2＞，イ オ ン 交換樹脂

法
3殉 ，イ ン ドフ ェ ノ

ー
ル 法 5♪，更 に グ ル タ ミ ン 酸脱水素

酵素 （GLDH ） に よ る酵 素法
6 ）

が 報告 され て い る，し

か し，い ず れ の 場合 で も感度 が低 く，検体量 を 多 く必 要

とす る な どの 問 題 点 を も っ て い る．そ こ で 著 者 ら は，二

つ の 酵素を 用 い た酵 素的サ イク リン グ法 を利 用 し ， ア ン

モ ニ ア を 高感度 に 測定す る方 法 に つ い て 検討を行 っ た．

使 用 し た 酵 素 は GLDH と グ ル タ ミ ン 酸 酸化 酵 素

（GLOD ）で あ り，　 Fig．1 に 示 す 反応 に よ リア ン モ ニ ア

をサ イ ク リ ン グ さ せ る．こ の 場合，最終検知物質 は 過 酸

化 水 素 か NADPH の 340　nm に お け る吸光度 の 減少 を

と らえ る 方法 が考 え ら れ る が ，今回 は後者 の 方 法 に よ り

測 定 を行 っ た．

2 実 験

2 ・1 試　薬

GLDH は Yeast由来 （オ リ エ ン タ ル 酵母） を 使用

し
，
GLOD は StrePtom．7ces　sp．由来 （ヤ マ サ 醤 油）の 標

＊

国 xX循 環 器 病 セ ン タ
ー臨 床検査部 ：565　大 阪府 吹田 市

　 藤 白台 5−7−1

品 を 10mM ト リス ー塩 酸緩衝液 （pH 　8．3）に 対 して ，
24 時 間 4℃ で 透析 し た後 に 使用 し た，又，試料中に 共

存 す る L一グ ル タ ミ ン 酸 を 消去 す る た め に 用 い た グル タ

ミ ン酸脱炭酸酵 素 （GLDC ）は ，　 E．　celi 由 来 （シグマ ，
Type　II）の 標品を 50　mM コ ハ ク 酸緩衝液 〔pH 　5．0）
に 対 して ， 24 時間 4℃ で 透析 した 後 に 使用 し た．そ の

他 の 試薬類に 関 して は，す べ て 市販 の 特 級 品 を用い た ，

又 ，試薬 の 調製な ど 実験 に 使用 す る精製水 は す べ て 陽イ

ォ ン 交換樹 脂 で 処理 し た もの を用 い た，

2 ・2　装置 及 び操作 法

本 法 の 測 定 は 島津 UV −160 型 分光光度計 （島津製作

H202

Q2Fig
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所 ） を使用 し，37 ℃ の 温度制御 は 同社 の CPS 一
コ ン ト

ロ ーラーを 用 い た．又 ，GLDC に よ る L一グル タ ミ ン 酸

の 分 解条件 の 設定 に 当 た り，そ の 分解 の 程度 をア ミ ノ酸

ア ナ ラ イザー （DIONEX 製）に よ り測定 し た．本法 の

測定操作法 は 特 に 指示 しな い か ぎ り，以下 に 示 す もの を

基本 と し た，

　試 料 50 μ1 に 0．IM ト リ ス ー塩 酸 緩 衝液 （pH8 ．3）

2．63ml ，0 ．2　mM 　N 今DPH 溶液 100μ且，α
一ケ トグ ル タ ル

酸 （α
一KG ）溶液 200　pl，

　 GLOD 溶液 10 μ1 を 加 え 5

分間 37℃ で 加温 し，その と きの 340　nm で の岐光度 El

を 読 む．次 に GLDH 溶液 IO　plを加 え 反応 を開 始 し，
一定 時間後 の 吸光度 E

？．を読 み と る．同 様 に 標準 物 質及

びか ら試験液 の 吸光度 を測定 し，か ら試験液 の 吸 光度 を

試料，標準物質の 吸光度か ら差 し引 き，標準物質 の 吸 光

度 を 基準 に して 比 例 計算 に よ り試 料中の ア ン モ ニ ア 濃度

を求 め る ．反 応液の 終容量 は 3．  ml と し た ，

　な お ，本反応 は 反 応開始後，あ る一
定時間後 に 吸光度

を 読 み と る
1
丘xed 　time　rate 　assay に よ る 測 定 方 法 で あ

り，吸光度 の 誤読 を防ぐ た め そ の 全 行程 を レ コ ーダー
で

記録 し 吸光度 を読 み と っ た．

3 結果及び考察

　3 。 1　至適濃度条件 の 設定

　測定系 の 緩衝液 GLDH ，　GI．OD の 至 適 pH を 考慮 し

て ，0』 M ト リ ス ー塩 酸 緩 衝液 pH 　8．3 を 使 用 し た．

又 ， NADPH の 濃度 は高 け れ ば そ れ に 応 じ て 高濃度 の

ア ン モ ニ ア を測定 す る こ と も可能 と な る が，分光光度計

の 340　nm に お け る 直線性 も考 え て O．2　mM と し た．α
一

ケ トグ ル タ ル 酸，GLDH ．　GLOD 濃度 と の 関係 は Fig．

2− 4 に 示 す，こ れ よ り本測定法 で の 条件 設 定 は a 一ケト

グ ル タ ル 酸 8mM ，　 GLDH 　 1．5　U／assay と し ， 又

GLOD は Fig．3 の よ う に ，濃度 が 増 す に つ れ て 340

nm で の 吸光度変化量 は 大 き く な る が ，　 GLOD 濃 度 と

吸光度変化 量 か ら考 え て 7〜21U ／assay と し た．

　3 ・2　反応の 経時変化，検量線，感度，精度

　Fig．5 に
， 最適条件下 で 測定 し た本 反 応 の 経時変化 を

示 す．硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 水溶液 の 各濃度 と も GLDH 添

加後約 2分程度 の 遅滞現象 の 後 に 43，277，523　pg／loO

ml の 試料 は 直線的 に 吸光度 の 減 少 が 認 め られ る が
，

1075pg ／lOO　rnt の 試料 で は基 質不足 の た め 15分以降 は

直線性 が 失 わ れ る．又 ，こ こ で の ブラ ン ク 反応 は試薬 か
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Fig．5　Timc 　course 　 on 　the　 mcasurement 　of 　ammo ・

　　　 nia 　by ［he　GLDH ／GLOD 　method

　 　 　 ConcemraIion 　 of 　ammonia ：A ｝blank； B｝43

　　　 μ9／100m ］；q277 μ9／100　 m1 ； D ，523 μ琶／100　 ml ；

　　　 E ，1075　ug／100　 mL 　 Reugen ［ 1 ： 0．IMTris ・HCl

　 　 　 bul庇 rpH8 ．3，0．2mMNADPH ，　S．OmM α一KG ，21
　　　 U ／assay 　GLOD ；Reagent 　2 ： G 正DH （L5U ／assay ）

　 　 　 　 500　　　　　　 1000

NH3　 concentration （pg 〆100　ml ＞

Flg．6　Typic己l　 standard 　 curve 　fbr　 ammonia 　 with

　　　 GLOD 　7　u ／assay

　 　 　 Rcactic月 1　 Lime ：A ，30　min ；B ，15min ，　C ，　 without

　　　 GLOD ，　 Sample ： 50　pl （NH4 ）2SO4 　 solution 　as

　 　 　 samples ）

ら試験値の こ とで あ り，主 に 使用 し た 試薬中に 存在 す る

ア ン モ ニ ア に起 因 す る もの で あ る．こ の た め，測定 に 際

して は 常 に こ の 試薬か ら試験液 の 吸光度変化量 を 各試料

の 変化 量 か ら差 し引 か な け れ ば な ら な い ．更 に ，Fig．5

に 示 す よ う に 523　pg／100　ml 以上 の 試料 で は GLDH 添

加後急速 な 吸光度 の 減 少 が 認 め ら れ る が，GLOD 　21

U ／assay の 条件 下 で は 反 応 が 急 速 に 進 み ，　 GLDH を 添

加 し混合 し て い る 間 で も高濃度 の ア ン モ ニ ア 試料の 場合

に は吸 光度変化 が 大 き い．従 っ て こ の よ うな 試料 は 希釈

し て 測 定 す る 必 要 が あ る．

　又 ，
Fig．6，

7 に は 各 々 GLOD の 濃 度 が 7U ／assay
，

21U ／assay の と き の 検 量 線 を 示 す．検量線 は ，本法 の

測 定 が NADPH の 減 少 量 を と ら え る 方 法 で あ る た め，

G1．DH 添 加後何分 後 の 吸 光度 を読 み 取 る か に よ っ て 変

化 す る ．

　Fig．5 よ り 本 法 の 反 応 時 間 は GLDH 添加後 IO− 30

分間 が 適 当 と．考 え ら れ る が，例 え ば GLOD 　7　U ／assay

の 濃度 で GLDH 添加後 15 分 聞 反 応 させ た 場合 に は
，

そ の 直線域 は O〜1000 陟g／100　ml ，感度 は 吸光度 0．001

当 た り 4．0 μg／且00m1 と な り，　 GLOD 　21　U ／assay の 濃

度 で GLDH 添 加後 30 分 反 応 させ た 場合 に は ，そ の 直

線 域 ば O〜300　pg／100　ml で 感度 は 吸光度 0．001 当 た

り，1．7　pg／100　m1 で あ る．又 ，こ の と き の サ イ ク リ ン

グ率 は 2cycle／min で あ っ た．更 に ，　 GLOD を 加 え な

い サ イ ク リン グ反応 な しの 系 と GLOD 　21　u ／assay の 濃

度 を 添加 し た 場合 の 感度 を比較 す る と，GLDH 添 加後

10 分，15 分，30 分間反応 さ せ た場合 で は 各 々 4 ，
7

，

13 倍 と 本 法 の ほ う が ， 高感 度で 測定 が 可 能 と な る．

0．7
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Fig．7　Typical　 standard 　 cur Ψ e　 fbr　 ammonia 　 wi 山

　　　 GLOD 　21　U／assay

　 　 　 Reactio■1　 time ： A ，30　mi 叫 B，15min ；G，10min ；

　　　 D ，　 wi しhout　GLOD ．　Saple 二 50　pl　 （NH ，）？SO4

　 　 　 so1 面 on 　as 　samples ）

又 ，同時再現性 に 関 し て は 141pg ／IOO　ml と 24 μg／100

ml の 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 水溶液 の 2 種類を用 い
，
　 GLOD

21u ／assay で 反応時間 且5 分間 の 条件で 6 回 同 時測定

を 行 っ た．そ の 結果 相対標準偏差 は 各 々 2．36％ ，
11．1％

で あ っ た．

　3 ・3　妨害物質 の 影響

　酵素的サ イ ク リ ン グ を 利用 し物 質 を 測定 す る 方法 で

は ， 用 い る 酵素 の 基質特異性 が 大 き く反応系 に 影響 す

る．

　今回使用 し た StrePtomlces　sP．由来 の GLOD は，　 L
一
体

に 特異性 をも っ て い る た め 生体試料 や特定 の 食品 を試料
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羣
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の 変化 量 と な り完全 に 消去 さ れ て い る こ と が確認 で き

た．こ の ほ か，Kusakabc ら
7｝

は GLOD の 基質特異性

に 関 して は L一ア ス パ ラ ギ ン 酸 も反 応 す る と 報告 し て い

る．こ の ア ミ ノ 酸 の 本法 へ の 影響 を調 べ た とこ ろ 5mM

の 試料 で 37 μg〆】00m 且の ア ン モ ニ ア に 相当す る こ と が

分 か っ た ，こ の ほ か の ア ミ ノ 酸 で は
，

グ ル タ ミ ン も

GLOD の 基質 に な り 5mM の グ ル タ ミ ン で 90μg／100

m 且の ア ン モ ニ ア に 相当 す る こ と を確認 した．

　生 体試料，特 に 血 し ょ う を 試料 とす る 場合 に は ア ス パ

ラ ギ ン 酸，グ ル タ ミ ン は 各 々 平均 0．OL3mM ，0．63　mM

含 ま れ て い る と さ れ て い る
8 ）．従 っ て ，こ れ らが 最大 に

存在 す る よ う な場 合，特 に 輸液 な ど に よ り大 量 に ア ミ ノ

酸 を静 注 す る 場合 に は 大 き な 正 の 誤差 を与 え る こ と に な

る．

と す る 場 合 に は 問 題 と な る と こ ろ で ある ．こ の ため，L
一

グル タ ミン 酸 の 影響 を回避 す る 目的 で 本反応 に 先立 っ て

GLDC に よ り L 一グ ル タ ミ ン 酸 →
γ
一ア ミ ノ 酪酸 ＋ CO2

の 反 応 を利用 し て L一グ ル タ ミ ン 酸 を消 去 し た 後 ，

GLDC を ア ミ ノ オ キ シ 酢酸 で 阻害 しサイ ク リ ン グ 反応

を 開始 す る方法 を考え た．Fig．8 に
，
　 L一グ ル タ ミ ン 酸濃

度 と そ れ を消 去 す る に 必 要 な GLDC 濃度 と の 関係 を示

す，こ の 図 よ り，80mM 　L
一グ ル タ ミン 酸 を GLDC 終濃

度 6．OU ／m1 で 37℃ 10 分 間 で 完全 に 消去 で き る こ と が

分 か る．そ して こ の GI．DC を用 い た サイク リン グ 反応

の 分析系 は以 下 の よ う に な る．第
一

反応 は
，

コ ハ ク 酸緩

衝液 （50mM ，　 pH 　5．0）O．9．ml に 試料 50 μ1，　 GLDC 溶

液 （終濃度 6．OU ／mL ）50 μ1 を加 え．10分間 37℃ で 反

応 さ せ た 後 に 阻 害剤 で あ る ア ミ ノ オ キ シ 酢酸 （終濃度
』

1，6 μM ）を 50
μ
1 加 え

，
5 分 間 反 応 さ せ GLDC 反応 を

停 止 さ せ る．次 に
，

a
−KG （BmM ＞，　 NADPH （0．2

mM ），　 GLOD （21　U／assay ，い ず れ も終 濃度〉を 含 む

0 ．IM ト リス ー塩酸緩衝液 （pH8 ．3）L62m1 を加 え た 後

に GLDH （1．5　U ／assay ＞10 μ1 で サイク リ ン グ 反応 を開

始 す る．

　 こ の 際，GLDC 反 応 は ア ミ ノ オ キ シ 酢酸 を 添加 せ ず

と も 次の サ イ ク リ ン グ 試薬中 の 0．lM トリ ス
ー塩 酸 緩 衝

液 （pH 　8．5＞で pH が 5．0 か ら 8．3 に 移行 す る た め

GLDC は ほ と ん ど L
一グ ル タ ミ ン 酸 へ の 作用 を失 う が，

よ り完全 に す る た め に 加 え る こ と に し．た．な お，ア ミノ

オ キ シ 酢酸 が サイ ク リ ン グ反 応 に は 何 ら影 響 しな い こ と

は 確 認 し て あ る．実 際 に こ の 方 法 で 4mML 一
グル タ ミ

ン 酸水溶液 を 試料 と して 消 去 能 を み る と，GLDH 添 加

後 15 分間 の 吸光度変化 が 0．154 で あ り，L 一グ ル タ ミン

酸 水 溶液 の 代 わ り に H20 を試 料 と し た 場 合 に は 0．156
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An 　enzymatic 　cycling 　methOd 　for　the　determination
of 　 am 皿 onia ．　 Yuzo 　 KAYAMoRI 　 and 　 Yoshiaki．KATAYAMA

（Clinical　 Laboratory
，
　 National　 Cardiovascular　 Ccnter，

5−7一且，Fujishirodai ，　Suita −shi ，　Osaka 　565 ）
　 An 　 enzymatic 　cycling 　method 　for　the 　determination　 of

ammonia 　has　been　developed　by　 using 　glutamate　dehyd −

roge 皿 ase （GLDH ）and 　 glutamate　 oxidase （GLOD ）．　 The

measuremcnt 　was 　carried 　out 　by　observing 　the 　decrease

ill　 light　 abserbance 　of 　 NADPH 　continuously 　at　 the

wavelength 　 of 　340　nm 、　 Thc 　 sample 　 volume 　 nccessavy

for　 one 　 assay 　is　 only 　50 μ且．　 The 　 calibration 　 curvc 　 and

the　 senitivi しy　 were 　dependent 　 on 　the　 reaction 　 time ．　In
the 　 case 　of 　l．5U ／assay 　fbr　GLDH 　 and 　21U ／assay 　for

GLOD 　 with 　 the　 reaction 　 Lime 　 of 　30　min 　 for　 example ，
there 　was 　 linearity　up 　に0 　300 μg／100　ml ．　Compared

with 　 the　 other 　 methud 　 without 　 any 　 addition 　 of 　GLOD ，
this 　 me しhod　 was 　 l3　 t五mes 　 more 　 scnsitive ，　 Under 　 the

conditions 　 of 　this　 method ，　 a　 change 　 of 　O．001　 in　 light
absorbance 　was 　equivalent 　to　 an 　ammonia 　volume 　 o 『1．7

Fg／100　ml ，　 and 　the　 numbcr 　 of 　 cycles 　 was ［wo 　 per
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minute,  Sincc the  GLOD  used  in this  mcthod  is specific

for L-glutainate,  its application  to this cycling  method

was  carried  out  by inhibiting glutamate decarboxylase

(GLDC) with  aminooxyacetic  acid  after  eliminating

L-glutamate  with  GLDC,  whcn  any  L-glutamatc  was  sus-

pected to exist  in the samples.  L-Glutamate  at  80mM
could  be eliminated  by  reacting  with  GLDC  at  6.0  Ulml

for 10 min  at  37OC. Due  to the high substrate  specific-

ity of  GLOD,  this method  is strong]y  afllected,  by the pTe-
scnce  of  largc amounts  ofL-aspartate  and  L-glutamine  in

KAGAKU  Vol. 38 (19B9)

the  sarnples.
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