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化学発光反応 を用 い る微量 タン パ ク質の フ ロ ー

イ ン ジ ェ クシ ョ ン分析法の 改 良

塚 越　
一

彦 ， 紀本　英志 ， 原 正 e ＊

（【989 年 1 月 30 凵受理 ）

　著者 ら が 開発 し た 微量 タ ン パ ク 質 の FIA 法 に お い て
， 装置 を単純化す る と共 に ，操作法を迅 速，容

易 か つ 簡便化 し た ．各試 溶液 の 送液 に は ，こ れ ま で の 窒素 ガ ス 圧 の 代 わ り に 無 脈流送液 ポ ン プを使 い ，
分析装置 を極 め て 簡素化 で き た．又各溶液 は ，脈流 を生 じ る こ と な く 送液 さ れ ，そ れ ぞ れ の 流量 は 迅 速．
亅E確 か つ 低 流暈 に 調 整 で き た ．化 学 発 光 強 度 の 測 定 に フ ロ ー

セ ル 部及 び 光電子 増倍 管部 を そ れ ぞ れ 温度

制御 で き る 化学発光検出器 を用 い る こ と に よ っ て ，冷却 チ ュ
ーブ や 恒 温 槽 を使 う こ と な く ， 容 易 に

， 安

定 し た 化学発光 強度 を測定 で きた．又 ， 発光試薬 （1，10一フ ェ ナ ン トロ リ ン ）と金 属触媒 開 （II）1をあ

ら か じめ 混合 し た 溶液 が 使用 で き る こ と を 見 い だ し
， 送液流路数 を減 ら す こ と が で き た ．本報 の FIA

装置 を使 い ，ウ シ 血清ア ル ブ ミ ン を定量濃度範 囲 5 × 10
− 6−−1× 10

−
？

gdm
’3

，検出限界値 250　pg （SIN
＝3） で 測定で き た．1．  × 10

−
4gdm − 3

ウ シ血清 ア ル ブ ミ ン に お け る 相対標準偏差及 び 分析速度 は
， そ

れ ぞ れ 7．4 ％ 〔n ＝ 5） 及 び 毎 時 12 試料 で あ っ た．ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン の ピー
ク 面積 を 1．00 と し た と き

9 種類 の タ ン パ ク質の 1．0× IO
− 4gdm − B

濃度 に お け る相対 ピー
ク 面 積は 0．84〜1．42 で あ っ た ．

1 緒
一＝
口

　著者 ら は
， 化学 発光 （CL ）反応 に 対 して 触媒活性 を示

す 金 属 イ オ ン 又 は 金 属錯体 が タ ン パ ク質 と 共存 す る と金

属 一タ ン パ ク 質錯 体を生成 し，そ れ ら 金属種 の 触媒活性

が 低下 す る 現象 を 見 い だ し た．そ し て ， こ の 現象を利用

す る 新 し い 微 量 タ ン パ ク 質 の HA 法 を確 立 し だ 广 3）．

こ の FIA 法 は，従 来 の 吸光 又 は 蛍光 分析 に よ る タ ン パ

ク 質量法 と 比較 し約 IO2− lob 倍高感 度 で あ り，分 子 排

除 ク ロ マ トカ ラ ム ，免疫 ア フ ィ ニ テ ィ
ーク ロ マ ト カ ラ

ム
， 乂 メ タル キ レ

ー
トア フ ィ ニ テ ィ

ー
ク ロ マ トカ ラ ム の

ポ ス トカ ラ ム 検出器 と し て も利用 で き た
4〕
〜6）、

　既報
畳广 3 ）

の FIA 装置 で は ，金属触媒存在 ドで 安定 な

CL 強度 を 測 定 す る た め に 、各試薬溶液 を 窒素ガ ス 圧 を

利用 して 脈流 を生 じる こ とな く送液 し，又温 度変化 の

CL 強度 へ の 影響を冷却チ ュ
ーブ及び恒温槽を用 い て 最

小限 に と ど め た ．そ の 結 果，分析装置 は，ガ ス ボ ン ベ ，

調圧器 ，ニ ー ドル バ ル ブ，フ ロ ーメ ータ ー，冷却 チ ュ
ー

ブ，恒 温 槽 な ど を必 要 と す る た め，た い へ ん 大 が か り で

複雑 なもの と な っ た．更 に
， 測定 を開始 す る ま で に 煩雑

な 操作 手順 を 必 要 と し，又 各試薬溶液 の 流 量 が一一
定 流 量

＊
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　 区烏 丸 今 出 川

に 安定 す る ま で に 長時間 を 要 し た，

　そ こ で ，今 回 1，10一フ ェ ナ ン トロ リ ン （phen ）一過 酸化

水素（H202 ）一銅 （II）ICu（Il）｝CL 反応 系 を用 い る FIA

装置
2）

に お い て ，各試薬溶液 を送液 す る の に 無脈流送液

ポ ン プを ， CL 強 度 の 測定 に各部 の 温度制 御 が 可能 な

CL 検 出器 を用 い て
， 分析装 置 の 単純 化 を種々 検討 し

た．そ の 結果，装置 を 著 し く 単純化 で き，操 作法 も迅

速，容易 か つ 簡便化 で き た．

2　実 験

　 2 ・1　試　薬

　水 は イ オ ン 交換水 を 蒸留 し て 用 い
， 試薬 は す べ て 市販

特 級 品 を そ の ま ま使用 し た．H202 溶液 （Rl ）は，3．O

wt ％ H202 ，1．8× 10
− 3

　mol 　dm
− 3

臭 化 エ チ ル ヘ キ サ デ

シ ル ジメ チ ル ア ン モ ニ ウ ム
， 及 び 2．2×　10

− 7
　mol 　dm

− 3

テ トラ エ チ レ ン ペ ン タ ミ ン を 含 む よ う に 調 製 し た．

phen −Cu （II）混 合 溶 液 （R2 ）は ， 2．0× 10
−
5
　mol 　dm

−
3

phen と 2．OX10
− 7

　mol 　dmT3 　Cu （II） を 含 む NaOH −

NaC ］系緩衝 溶液 （pH 　13．0）と し て 用 い た ．　Cu （II）ス ト

ッ ク溶液の 調 製は ビ ウ レ ッ ト試薬 の 調製法 に準 じ た．

キ ャ リヤ
ー

溶液 （R．， ）は ，NaOH −NaCl 系緩 衝 溶液 （pH

13．0） を 用 い た．各種タ ン パ ク 質試料溶液 は，各 タ ン パ

ク 質 を 上 記緩衝溶液 に 溶解，希 釈 し，所定濃度 に な る よ
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Fig．　 l　Schematic 　diagram　of　FIA　system

　　　 RI ：H202 　 solution ； R2 二phen−Cu （H ） so ］ution ；

　　　 R ・ ・ b ・ffe・ s ・J・ ti・ ・ ；pl，・P ，
・ P・ mp ；S … mpl ・ in−

　　　 jectoe（six −way 　c  k　 and 　saMp 】ing　且ooP ）； A ：

　　　 reaction 　tube ； B ： back 　pressure　coil ；D ： detector

　　　 （Dc ：fiow　celL，　Dp ：phetomultiplier，　Da ；amplifier ），
　 　 　 X ： recorder ；Y ：integrator

魯嘱
ロ）

5
帽嘱
日
り

十

0

Fig．2　 Flow 　chart

　　　 a ；blank　 va 且ue ； b ： 1．eXIO
−sgdmrs −

； c ： 1．OX

　　　 10
−

’

gdm
−3−

； d ・ LO × ［0
−3gdm −s −

； ・ ・1．0×

　　　 10
− 2gdm −3一旗 〕vine 　serum 　albumin

う に 調 製 し た．

　ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン ， ウ シ血清 γ
一グ ロ ブ リン

，
ヒ ト

血 清 γ一グ ロ ブ リ ン ，オ ボ ア ル ブ ミ ン
， ヒ ト a

？
一マ ク ロ

グ ロ ブ リ ン，ウ サ ギ IgG
， 及 び ニ ワ ト リ卵 リ ゾ チ ー

ム

は Sigma　Chemica且製を，ア ポ フ ェ リチ ン は 【CN 　Phar−

maceuticals 製 を ，
ヒ ト血 清 ア ル ブ ミ ン は Chemical

Dynamics 製を使用 し た．

　 2 。2　装置及び分析法

　Fig．1 に
， 著者 ら が 開発 し た FIA 装置 の 模式 図 を示

し た．チ ュ
ーブ及 び コ ネ ク ターは す べ て テ フ ロ ン 製で あ

っ た．試薬溶 液 RI，　 R2，及 び Rs は，送液 ポ ン プ Pl

（Pharmacia 　Fine　Chemicals
；PUMP 　P−500 ）及 び 送液 ポ

ン プ Pl （東 ソ
ー

；コ ン ピ ュ
ー

タ コ ン トロ ー
ル デ ュ ア ル ポ

ン プ CCPD ） を 用 い て ，そ れ ぞ れ 流 量 O．05，0．10， 及 び

O．　10　ml 　min
−

］

で 送 られ た．タ ン パ ク質試料溶液 は，六

方 コ ッ ク と サ ン ブ リ ン グ ル
ープを用 い て

一
定量 50mm3

が キ ャ リ ヤ
ー

溶液 （R3＞の 流路 に 注 入 さ れ た．注 入 さ れ

た 試料 溶 液 は，phen −Cu （II＞混 合 溶液 （R2）と混 合 さ

れ ，反 応 チ ュ
ー

ブ（A ）を通過 し．最 後 に H20
？ 溶 液

（R ， ）と混合さ れ た ．そ の 後 の 溶液 の CL 強度 を CI．検

出 器 （D ｝（紀 本 電 子 工 業 ； 液 相 化 学 発 光 分 析 装 置

Mode1 −CL −100　L ）で 測定 し た ．　 CL 検 出 器 の フ ロ ー
セ

ル 部 （D 。 ）及 び 光 電子増倍管部 （Dp ）は
， それ ぞ れ 45℃

及 び 10℃ に調節し た． フ ロ
ー

セ ル は，テ フ ロ ン チ ュ
ー

ブ （内径 1．Omm ，外径 2．Omm ， 長 さ 200mm ）を渦巻

き状に巻 い た もの を使用 し た．タ ン パ ク質試料溶液注入

点 か ら T 点 ま で の チ ュ
ーブ 及 び 背圧 コ イ ル に は内径 O．3

mm の テ フ ロ ン チ ュ
ーブ を，他 は内径 LOmm の テ フ ロ

ン チ ュ
ーブ を用 い た．

　タ ン パ ク質の 定量 は ，タ ン パ ク 質試料溶液 の 注 入 に よ

っ て ベ ー
ス ラ イ ン （タ ン パ ク質試料 溶液 を含 まな い と き

の
一

定 CL 強度）か ら 負 に 生 じ る ピーク面積 を測定す

る こ と に よ っ て行 っ た ．

3 結果及 び考察

　 3 。 1 分析装置の改良

　 著者 ら が 開 発 し た微量 タ ン パ ク 質 の FIA 法 で は，各

試薬溶液を
一

定流量 で 送液 し金属触媒存在下 で 十分安定

な CL 強 度 を得 る こ と が 必要 で あ る．本報 で は，各試

薬溶液を送液 す る の に 既報
2）で利用 し た 窒素 ガ ス 圧 の か

わ り に ，無脈流送液ポ ン プ （Pl 及 び P2）を用 い た．そ

の 結 果 ，
ガ ス ボ ン ベ

， 調圧 器，ニ ー
ドル バ ル ブ ， フ ロ ー

メ ーターな ど を 必要 と しな い 極 め て 単純化さ れ た 分析装

置 を作製 で き た．各試薬溶液の 流量 は
， 送液ポ ン プの 流

速制御機能に よ っ て 迅速 か つ 正確 に調整 で き た．又 ガ ス

圧使 用時 に は ， 流量 を 】．O　mt 　min
− 1

以 トに 設定 す る の

が 困 難 で あ っ た が ，送液 ポ ン プの 使用 に よ っ て 低流量調

節 が 可能 と な っ た． こ こ で は，将来 本 FIA 装置 を微 量

タ ン パ ク 質 の 分離カ ラ ム に 接続 す る こ と を考 え，キ ャ リ

ヤ
ー

溶液 の 流量 を 0．IO　ml 　min
−

’
に 設定 した．

　
一

般 に，CL 強度 の 測定 に は 室 温 及 び試料 の 液温 が 影

響 す る こ と が 知 ら れ て い る ，本装置 で は
，

フ ロ ーセ ル部

（D。）及 び光電 子 増倍 管 部 （Dp ）の 温 度制御が 可能 な

CL 検出器 （D ）を使用 し て い る の で 既報
2〕 の 冷却 チ ュ

ー

ブ や 恒 温 槽 を 用 い る こ と な く，安定 し た CL 強度 を容

易 に 測定 で き た
’
一又 ， 背 圧 コ イ ル （B ）を 用 い る こ と に

よ っ て 送液 中 の 気泡発生 を防 い だ．

　既 報
21

の 送 液 流 路 は，H202 溶 液，　 phen 溶 液 ，
　 Cu

（II）溶液 ， 及 びキ ャ リヤ
ー

溶液 の 4 流路 で あ っ た．今

回，phcn 溶液 と Cu （II＞溶液 もあ らか じ め 混 合 し た 溶

液 が 使用 で き る こ と を 見 い だ し，送液 流路数 を 3 流路

に 減ら す こ と が で き た ．そ の 結果，装置 は よ り単純 化 さ

れ
， 又 タ ン パ ク 質試料 の 希釈も低減 で き た．
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Table　l　 Comparison　 of 　the　 prcsent　 method 　 with

　 　 　 　 吐he　o ［her　FIA 　methods

Method 幵黜
nDct

驪 ヲ
“°n

軸離
　 ng 　　　　　　gdm

’3
　　　　　 mm3

Presen 匸

Dyestuff−binding
Electrode

SpectrophotomeIry

Lowry

　 025 　　5，0× 10
−
6− 1．D × 10

−
1　　　　50

40 　　　　2．OX ［0
− 3 − 5．0 ＞（10rI 　　　　20

120　　　　　1．0× 10
− 3〜2．0× 10

− 1
　　　　CO

lOOO　　　　l．0 × 10
−

1〜1．  　　　　　　　　　10

1000 　　　　5．0 × 10
− 3〜2，  X10

− 2
　　　100

一5 一4 一3

log（protein　concentration 〆g　dm −3＞

Fig．3　Gahbration　curve 　fbr　protein

　 　　 Bovine　serum 　albumin 　was 　used 、

一2
† As 　bovine　serum 　albumin

TabLe　2　Relative　peak　area 　of　proteins

Protein Relative　peak　area

　3 ・2　検量縁

　本 FIA 装置 を用 い て ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン を 測定 し た

と き の フ ロ ーチ ャ
ー ト及 び検 量線 を，そ れ ぞ れ Fig．2

及 び Fig．3 に 示 し た．ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン の 定量濃度

範 囲 は 5× IO
’6〜1× 10T ”

gdm
− s

， 検 出限 界値 は 250

pg （S／N ＝3＞で あ っ た．本 FIA 装 置 は ，既報
2） と 同 じ

検 出 感度 で タ ン パ ク 質を 定量 で き た ．又 1．OXIO
− 4g

dm
− 3

ウ シ 血 清ア ル ブ ミ ン に お け る 相 対 標 準偏 差 は

7．4％ （n ＝5） で ，分析速度 は毎時 12 試料で あ っ た．

Apo 艶rritln

Bovine　 serum 　 albumin

Bovine　serum γ
一
globulin

Human 　serum 　a 】bumin

Human 　serum γ一globulin
Lysozyme
偽
一Macroglobulin

Ovalbumin

Rabbit　IgG

1．36LOOLO50

．840
．95

且．420
．840
．890
．84

　3 ・3 他 の タン パ ク質 FIA 法との 比 較

　近 年 ，ク マ シーブ リ リ ア ン トブル
ーを 用 い る 色素結合

法
7）

， 酸化 ニ ッ ケ ル 電極 を 用 い る電極法
8｝

， ビジニ コ チ

ン 酸 を 用 い る 分 光光 度法
9）

，
Lowry 法

匚゚ ， な ど に 基づ い

た タ ン パ ク 質 の 各種 FIA 法 が 報告 さ れ て い る ．本報 と

こ れ ら と の 比較を Tab 且e　 1 に 示 し た ．本法 は ，検 出限

界値及 び定量濃度範 囲 に お い て 非常に優れ て い る こ と が

分 か っ た．

　3 ・4　各種タ ン パ ク質の 相対 ピ
ー

ク面積 の 比較

　9 種 類 の タ ン パ ク 質 を 本 FIA 装置 で 測 定 し ， 得 ら れ

た ピーク面積を 比 較 し た．ピー
ク 面積 は，ウ シ血清 ア ル

ブ ミ ン の ピー
ク 面積 を 1．00 と し た相対 ピーク 面積 で 表

し た （Table　2）．測定 は ，
こ れ ま で の 通 常法 で は測定が

不 可能 か 又 は 困難 な 低濃度（LO × 10
−

4gdm
− 3

） タ ン パ

ク質試料溶液を用 い て 行 っ た ．9 種 類 の タ ン パ ク質 の 相

対 ピーク面積 は OB4 〜1．42 で あ り ，
タ ン パ ク質間 の 差

は 比較的小 さ か っ た．

　本 研 究 は ，昭和 63 年 度 科 学 研究費補助金 交 付 に よ る もの

で あ る ．

Eabh 　l．OX10
−
4gdm3

　protein　solution 　was 　measured ．
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tection. Kazuhiko TsuKAcosHr, Hideshi KtMo'i'o and

Tadashi  HARA.  (Department of  Chemical Engineering,
Faculty of  Engineering, Doshisha  University, Karasuma

Imadegawa,  Kamigyo-ku,  Kyoto-shi, Kyoto  602)

  The  FIA  of  protein has been  established  by the au-

thors  by  Lower{ng the  catalytic  activity  of  the  metat  ion

for the chemiluminescence  reaction  in the presence of

protein, In the  present study,  the  method  was  remark-

ably  improved  by  simpLifying  the  system  and  the

measurement  procedures by  thc  cornbincd  use  of  irregu-

lar pulse-free pumps  and  a  temperature-controlled  chem-

iluminescence detector. According  te  the  present im-

proved  methed,  bovine serum  albumin  could  be easily

and  Tapidly  determined in the  concentration  range  of  5

 × 10-6-1 × 10-2g  dm-3.  with  a  detection limit of  250

pg (iojected sample  volurpe  50  mm3,  SllV =3).  The  rel-

ative  prak areas  of  nine  kinds of  proteins at  1.0× 10-4
gdm-3  concentration  were  O.84Nl.42  relative  to the
'peak

 area  <1.00) of  bovine serum  albumin  at the  same

concentratlon,

                      (ReceivedJanuary 30, 1989)
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