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酵素サ イ ク リン グ法を用 い た還元型 ニ コ チ ンア ミ ドア デ

ニ ンジヌ クレ オチ ドの超高感度化学発光測定法とその 酵

素活性測定法へ の 応用

前田 昌子 ， 石沢 春生 ， 辻 章 夫
O ＊

（1989年 5 月 tl日受理 ｝

　還元型 ニ コ チ ン ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レオ チ ド （NADH ）を 高 感 度 に 測 定 す る こ と を 目 的 と して ，
酵素サ イ ク リ ン グ法 に よ り NADH を増幅 させ，化学発光法 で測定す る方法を検討 した．酵素サ イク リ

ン グ に 用 い た酵素反応系は マ レ イ ン 酸デ ヒ ドロ ゲ ナ ーゼ，アル コ ール デ ヒ ドロ ゲナーゼ系で ，生 成 した

マ レ イ ン 酸を過剰量 の NAD
＋

とマ レ イン 酸デ ヒ ドロ ゲナ
ーゼ に よ り NADH と する．　 NADH は 既報の

方法 に 従 っ て イ ソ ル ミノ ー
ル ／ミク ロ ベ ル オ キ シ ダーゼ に よ り化学発光測定す る方法 で あ る．最適条件

下 で の NADH の 検量域 は 30　fmol　一一6　pmol／assay で 酵素サ イク リ ン グ を用 い な い 既報 に 比較 し て 約

300 倍感度 が 向上 しそ の 精度 は 3．1− 10．5％ （相対標準偏 差 ）で あ っ た．本法 を グル コ ース ー6一リ ン 酸 デ

ヒ ドロ ゲ ナ
ー

ゼ の 酵素活性測定に 応用 し た と こ ろ ，3× 10
− 21 − 3× 10¶ m ・1／assay の 検量 域 で 既報 に 比

し約 100倍高感度化す る こ とが で き た，

1 緒 言

　 還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド

（NADH ）は 種 々 の 脱水素酵素の 補酵素と して 生体内 の

脱水素反応に 関与 す る た め ， そ の 基質や酵素活性の 高感

度測定 に は NADH を高感度 に 測定 す る こ と が 必要 で あ

る．NADH の 測定法と して は 吸光分析法 り
， 蛍光分析

法
2，：1｝及 び電気化学的測定法

4 ，
な ど が 報告され て い る．

又，更 に 高感度な 分析法 と し て は，バ ク テ リア ル シ フ ェ

ラ
ー

ゼを用 い る 生物発光法が 知 られ て い る
5）
− 7 ），

　著者 ら は 1一メ トキ シ フ ェ ナ ジ ン メ トサ ル フ ェ
ー

ト

（MPMS ｝と イソ ル ミ ノ
ー

ル （IL）及び マ イク ロ ペ ル オ

キ シ ダーゼ （m −POD ）を用い る NAD （P ）H の 化学発光

分析法を開発 し，種 々 の生体成分 の 測定 に応用 し
H），更

に 酵素免疫測定法 （EIA ）へ の 応用 と して グル コ ース ・6・

リン 酸脱水素酵素 （G6PDH ）を 用 い る 17一ヒ ドロ キ シ

プロ ゲ ス テ ロ ン の 化学 発光 EIA を報告し だ
））．本報で

は NADH を更 に 高感度に 測定す る こ と を 目的と して 酵

素サイク リ ン グ 法
lo） に よ り NADH を増幅 さ せ ， 化学

発光法 で 測定す る方法 を検討し た．酵素サ イク リ ン グ法

を用 い な い 方法に 比 べ て 約 300 倍高感度化す る こ と が

で きた，更 に 本法を G6PDH の 活性測定 に 応用 した．

f 昭和大 学薬学部 ： 142東京都品 川 区旗 の 台 1−5−8

2 実 験

　2 ・1 試　薬

　NADH ，　 NAD
＋

， オ キ ザ ロ 酢酸 ，
マ レ イ ン 酸脱水素

酵素 （MDH ）， ア ル コ ール 脱水素酵素 （ADH ）， グル タ

ミ ン 酸・オ キザ ロ 酢酸 トラ ン ス ア ミナーゼ （GOT ），
グ

ル コ ース ・6・リ ン 酸脱水素酵素 （G6PDH ）は べ ーリ ン

ガーマ ン ハ イ ム 山之内製，グ ル コ
ー

スー6一リン 酸 は オリ

エ ン タル 酵母製，MPMS は半井テ ス ク 製，　 m −POD は

Sigma　Chemical　Co ．製 ，
マ レ イン 酸 ，

エ タ ノ
ー

ル
，

そ

の 他の 試薬 は和光純薬工 業製特級品 を使用 した，

　 2 ・2 試　液

　酵素サイク リン グ に 用 い る NADH 標準液 は 0」 M ト

リス・塩酸緩衝液 （pH 　8．0）を，　MDH 溶液 （30　U ／rn1 ）は

0．I　M リ ン 酸 緩 衝 液 （pH　7，5 ｝ を，　 ADH 溶 液 （20

U／ml ） は O．04　M ピ ロ リ ン 酸緩 衝液 （pH 　8．B） を，

NAD ＋

｛5mM ）／MDH （12　U ／ml ）／グ ル タ ミ ン 酸 〔25

mM ）混合溶液 は 2・ア ミ ノ ー2一メ チ ル プロ パ ノ ー
ル 緩衝

液 （pH 　9，9＞を用い て 調製 した．オ キ ザ ロ 酢酸 （2mM ）一

エ タ ノ
ー

ル 〔1．2M ）混合溶液 は 0．1
’
M ト リ ス ー塩酸緩

衝液 （pH　8，0） を用 い て 調製 した．　 G6PDH 活性測 定 に

用 い る G6P 溶 液 （1．2mM ），　 NAD
＋

標準 溶液 〔1

mM ），　 G6PDH 溶液 は そ れ ぞ れ 0．1M リ ン 酸緩衝液 匿
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（pH 　8．0 ）を用 い て 調製 した．

　化学発光 測定 に 用 い る
’IL 溶液 （1．2X 且OL4 　M ）は

0．8M 炭 酸 塩緩 衝液 （pH 　9．5） を用 い て 調製 し た．

MPMS 溶 液 （5× 10
− 6

　M ）及 び m −POD 溶液 （1× 10
− “

M ）は再蒸留水を用 い て 調製 し た ，

2 ・S 測定装置

　化学発光測定装置 は ア ロ カ 製 の ル ミ ネ ッ セ ン ス リー

ダ
ー

を用い た．

　 2・4　化学発光測定法

　2・4 ・1 酵素サイクリン グを用い る NADH の 化学発

光測定法　 NADH 標準溶液 2叫，　 ADH 溶液 10pl，

MDH 溶液 10F ］，オ キ ザ ロ 酢酸〆エ タ ノ ー
ル 混 合溶液

20 叫 を ミ ク ロ ガ ラ ス 試験管 に と り，密栓 して 4℃ ，一

夜反 応 させ，次い で 沸騰水 浴 中 3 分 間加熟 して酵素反

応 を停止 さ せ る．冷却後，NAD
＋ −MDH −GOT 一グ ル タ

ミ ン 酸混 合溶液を 200 μ1加 え
， 20℃ 10 分間反応 させ

る．こ の 反応液 ro　p且をと り ，　 MPMS 溶液 500μ1を加

え，80 秒 間 室温 に 放 置 し， IL−m −POD 混合溶液 を 500

pl加 え た 後 ， 直ちに ル ミ ネ ッ セ ン ス リーダーに 人 れ
，

15秒後か ら 6 秒間の 発光量を測定す る．

　2・4 。2G6PDH 活 性 測定 法 　 G6PDH 標 準 液 5

叫，G6P 溶液 50 四，　 NAD ＋

溶液 50　Flを ミ ク ロ ガ ラ ス

試験管 に と り，30℃ 30 分間 反応 さ せ た 後，0．35　M

NaOH 溶液 5 叫を加 え，75℃ ，20 分聞水浴中 で 加熱 す

る．こ の 反応 液 2 叫 を と り，2・4・1 に 準 じて 操作 し，

化学発光測定する．

3 ・ 1 測定原理

3 結果及 び考察

　酵素 サ イ ク リ ン グに よ る NADH の 化学発光測定法及

び G6PDH 活性測定法の 原理 を Fig，1 に 示す．

　オ キ ザ ロ 酢酸 は MDH に よ リ マ レ イン 酸 に な り ， そ

の 際 補 酵 素 NADH は NAD ＋
に な り

， 次 い で エ タ ノー

ル が ADH に よ り ア セ トア ル デ ヒ ドに なる 際 に NAD ＋

は NADH に 戻 る．こ の 反応が 繰 り返 され （サイク リン

グ ），
マ レ イ ン 酸 が 蓄 積 さ れ る．加熱 して サ イク リン グ

反応 を停止 した後，マ レ イ ン 酸 は新 た に 加 え た 過剰量 の

NAD ’

と MDH に よ り オ キザ ロ 酢酸と な り，　 NAD ＋
が

NADH へ 変換 され る．以 上 に よ り NADH が 増幅 され

る ．

　 こ の 反応 の 平衡 を生成系側 に 偏 らせ る た め に，一般に

は ヒ ドラ ジ ン が 用 い ら れ て い る が
， NADH の 化 学 反 応

を阻 害 す る た め に 用 い る こ と が で き な い ．従 っ て
， 本法

で は 生成 し た オキザ ロ 酢酸を グ ル タ ミ ン 酸／GOT に よ

り α 一ケ トグ ル タ ミ ン 酸 と して 系外 に 除去す る ，

　生成 し た NADH を 既報 の 方法
H） に 基 づ い て IL／m ・

POD に よる 化学発光法 で 測定 す る こ と に よ り，最初の

試料中 の NADH が増幅 し 高感度 に 測定 さ れ る ．

　3・2　至適測定条件 の 検討

　3 ・2 ・ 1　NAI ｝H の化学発光測定法　　NADH の 酵素

サ イ ク リ ン グ反 応 に お け る 各種醇素，基 質 の 至 適 濃 度 を

゜麗al8c 敵

丶 、
r 　

NADH
丶 ／

〆
→ 　Ace‘aldehyde

　 　 　 　 　 　 MDH 　　　　　　　ADH

。、。、。 丿
’

丶 NA ぴ
丿 k ． 。、h、、。1

　 　 　 　 　 　 　 　 MDH
Ma ］ate 十 NAD ＋ ＝ Oxalacetate十 NADH 十 H＋

』

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 GOT
Oxa］acetate 十 Glut8m飢 e 目 Aspartate　十 　α

一Ketoglutarnete

NADH

NAD ＋− 牒x ∵⊃⊂鞴『

　 　 　 　 　 　 G6PDH
G6P ＋ NAD ＋ 一一一一一ウ 6PG ＋ NADH

　　　　　　　　　　　　　↓
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 cycling

Fig．1　 Principle　 of　enzyme 　 cycling 　 reaction 　fbr　NADH 　 and

　 　 　 G6PDH F
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Fig．3　Effects　o『various 　concentratjons 　on 　enzymc

　　　 cycling 　reaction

　　　 （a ）NAD
＋

concentration ；（b）MDH 　concentration ；

　　　 （c）glutamate　concentration ； （d）GOT 　concentra ・
　 　 　 tion

求 め る た め，2・4 ・1 の 反応条件 の う ち，検討対象成 分 の

み の 濃度 を変化 さ せ て 測定 し，発光 量 に つ い て の s／rv

比を縦軸 に
， 濃度 の 対数を横軸 に と りプ ロ ッ トし た．

Fig，2（a ）に 示 す よ うに MDH の 濃 度の 増加 に 従 っ て発

光強度 は 増大 し，10〜30　U ／m1 で SIN 比 は ほ ぼ
一

定と

なっ たの で 40　U ／ml と し た．オ キザロ 酢酸 は Fig．2（b）

に 示す よ う に 2mM で 発光強度 の s／v 比 は 最大と な

り，更に 濃度 が増大 す る と低下 した ．従っ て ，2mM オ

キザ ロ 酢酸溶液 を 用 い る こ と と し た ，同様 に ，Fig．2

（c ）， 2（b）に 示 す よ う に ， ADH 及 びエ タ ノ
ー

ル も濃度

の 増加 に 従 っ て SIN 比 が 最大 と な っ たの で ，それ ぞ れ

20U ／ml ，
　 IM 溶液 を用 い る こ と と し た．

　次 に 酵素サ イ ク リ ン グ で 生 成 し た マ レ イ ン 酸 に

MDH 〆NAD ＋

ノGOT ／グ ル タ ミ ン 酸 を 加 え て 対応 す る

NADH に 変 換 す る 反 応 条 件 に つ い て，　 NAD ＋

，

MDH ，
グル タ ミ ン 酸，　 GOT 濃度 を そ れ ぞ れ変化 さ せ

て 至適条件 を求め た．NAD ＋

，　 MDH ，グル タ ミン 酸は

そ れ ぞ れ 濃度 が 増大 す る に つ れ て 発 光量 が 大 と な り，

s／N 比 も大 と な る．NAD ＋
と グル タ ミン 酸 は ，

　 Fig．3

（a ），3（d）に 示 す よ う に そ れ ぞ れ 5mM ，25　mM で 最

大 と な り，MDH は 30　U 〆ml に し た．　 GOT は 0．3

u／m ］以上 で ほ ぼ一一
定 の S／N 比 を 示 した の で， iM 溶

液を用 い る こ と と した．

　3・2・2　G6PDH 活性 の 化学発光測定法　　既 報
H｝ に

準 じて 2・4・2 の 測定 条件 の 基質 の G6P 及 び補酵素

NAD ＋

溶液 の 濃度 を 検討 した．　 Fig．4（a ＞Fig．4（b）に

示す よ うに ，本 法 で は既 報
H ）の 至 適 条 件 と は若 干 異 な

β0

う10倉
騙

5
畳喟

401

3001

り

り

唱
O
り

 

ω

目嘱
日
5

喟

日
り

占

り

G6P ／mM

105

104

10s

104

　 　 103
1．01．2　　0　0，5　1

　 　 　 　 NAD ／mM 　 Reactien 　 time／min

Fig．4　Effects　of 　various 　 conditions 　on 　G6PDH 　en 一

zymatic 　reaction

（a ）G6P 匸encen 皇ration
’

（C ）reactjDn 　time
，（b）NAD 　 concenlra しion；

り，G6P は 1．2mM ，　 NAD ＋
は lmM で あ っ た．　 Fig．

4（c 〕に示 す よ う に 反応時間 は長 く な る に 従 っ て 化学発

光強度は 増大 した の で ，180 分 に定め た．

　S ・3　検量線及び 測定精度

　3・2 で 設定 され た 2・4・1 及 び 2・4・2 の 測定法 に より

NADH 及 び G6PDH の 検量 線 を 作成 した．　 Fig．5 に 示

す よ う に NADH の 検 量 域 は 30   ol
〜6pm 。1／assay で

あ り，検出限界 は 30　fmoL で あ っ た ，各点 で の 測定値の

相対標準偏 差 （R ．S．D ．） は 3」
〜10．5％ で 良好 で あ っ

た．酵素サイ ク リ ン グを用 い な い 既報
u）

の NADH の 化

学発光測定法 の 検出限界 は 亘Opoml で あ り，従 っ て 本

法 は 約 300 倍 感 度 が 向上 し た．Tablc　 1 に 種 々 の

N 工工
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Fig．5　Standard　curves 　 f（）r　 NADH 　obtained 　by

　 　 　 various 　 me 【hods

Table　 1Detection 　 limils　 of　NADH 　 obtained 　 by

various 　 methOds

こ とが で き た．

　以上 の よ う に，酵素サ イク リ ン グに よ る NADH の 増

幅反応 を 用 い る NADH の 化学発光測定法 は，吸光光度

法 や 蛍光光度法 よ り高感度な 既報
H）

の 化学発光法 よ り更

に 300 倍高感度化 す る こ とが で き た．又，G6PDH 活性

測定に 応用 し，既報
H）の 化学発光法 に 比 べ て 100倍高

感度化す る こ と が で き た．最近 ， 微量 分析法の 進歩 に 伴

い 種 々 の 高感度 分析法が 開発 され て い る が，本化学発光

法 は NADH 及び関連生体成分 の 超高感度分析法 と して

有用 な方法で ある と思わ れ る．
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　U 血m8en5i “▼ e　 chemiluminescence 　 a85ay 　 Ibr　hy・

dro9畔n　nioo 雌namide £deninodioロdeo 恤de　 u8ing 　 en ・

ayme　cycling 　and 　its　app 且i。ation 重o ・determination　 of

enzyme 　acti ▼ ity・ Ma5ako 　MAEDA ，　HarumHsHlzAwA 　and

Akio　 TsuJ］ （School　 of 　Pharmaceutica且Sciences，　 Showa
University，1−5−8，　Hatanodai ，

　Shinagawa−ku，　Tokyo 　142）

　Ah 苴ghly　 sensitivc 　 assay 　 systcm 〔br　 NADH 　 was 　 de−

veloped 　by　 coupling 　with 　the　enzyme 　cyding 　method 　us −

ing　 alcohol 　 dehydrogenase（ADH ） and 　malate 　 dehy−

drogenase （MDH ）．　 This　 enhanced 　 chemilumincscent

assay 　o 『NADH 　has　been　app 且ied　to 山 e　delermination　 of

glucose−6・phosphate　 Clehydrogenase　 （G6PDH 〕．　 The

method 　 is　 as 　 fb且lows； To　 an 　 assaV 　 tube，　 add 　 2　pl　 of

NADH 　solution
，
10叫 of　ADH 　solution （20　U ／ml ），10四

〇fMDH 　solution 　（30　U ／m1 ＞ and 　20　pl　 of 　 oxal −

acctate ／ethano 且 solution （2mM ／1．2　M ） and 　then　 incu一

1
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ba【e　nt　49C　overnight ．　After　heating　in　boi且ing　water 　fbr
3　rnin

，
200　p且o 『enzyrne 　cyding 　solution （5　nM 　NAD ＋

，

12U ／m 且 MDH ，　 l　U／ml 　GOT 　and 　25　mM 　glutamate　in

2−amino −2−me しhγ1−propanol　buffer，　pH 　9．9）was 　 added 　to

the　 assay 　tube，　 and 　then　incubated　at 　25°C　fbr　10min ．
After　 standing 　 80　s，40　Fl　 o 『the

．．reaction 　 mixture 　 was

mixed 　 with 　500　p且of 　l−methoxyphcnazinium 　 me 【hyl　 su 且・

fate （5× LO
−

｝1．M ）， 500　pL　 of 　 isoluminoi（1．2× 1『 4

M ）／microperox 且dase （lx10
−6

　M ）（1 ： 1） solution 　 was

added 　and 　then　chemiluminescent 　intensity　measured 　fbr’
a6s 　 interval　from　lss　 to　 215after　 addition 　 of 　 the

chemiluminescent 　 reagent ．　 The　calibration 　range 　Ibr
NADH 　was 　from　30　fmol　te　6　pmol／assay 　 and 　the　detec・

tion 　limit　was 　about 　3× 10
− 14

．mol ／assay ．　 The　proposed

enhanced 　 chemilumi ロ escent 　 assay 　 fbr　NADH 　 was 　 a炉

p【ied　to 山 e　assay 　of　G6PDH
，
　in　wh 五ch 　excess 　NAD

＋

was 　destroyed　by　adding 　NADH 　 and 　heating　a175 ℃ lbr

20min ，　The 　generuted　NADH 　was 　 assayed 　as　 de−

scribed 　 above ，　The 　detection　 且imit　 was 　 3× 10
−21

mol ／assay ，

　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May 　H ，1989）
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