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ピル ビン 酸オ キ シ ダー ゼ を用 い る血 清中の ピル ビ ン酸 の

化学発光定量法

L舘民 夫e
，奥山真人 ，瀬川　規 ，渡辺寛人

＊

U990 年 8 月 30 鬥受 理 ）

　ピル ビ ン 酸 と ピル ビ ン 酸 オ キ シ ダーゼ との 酵 素反 応 か ら 生 成 す る 過 酸化水素 （H20 ，，）を ビ ス （2，4，6一
トリ ク ロ ロ フ ェ

ニ ル ）オ キ ザ レ
ートを川 い る 化学発光法 （CL 〕で 測定 し，ビル ビ ン 酸を定量 す る方法 を

開 発 し た ．酵 素 反応 及 び CL 測 定 の 条 件 を最適 化 し，そ の 条 件 で の ピ ル ビ ン 酸 の 定 量 域 は

1．D× 1（｝
一

“一1．0× 102M で あ り，検 出 下限 は 3．5× ］｛〕
− 7M

で あ っ た．本法 の 検出感度は ロ イコ 色索 を

用 い る 酵 素比 色 法 と 同 程 度 で あ っ た が，検 巖線 σ）直線範囲 は 大幅 に 広 が っ た．乂，CL 強度 は 玉 分 以 内

に 最大 と な り，酵素比色法 と比較 し て よ り迅 速 な 分 析が 可能 で あ る
r 相対標 準偏差 は 3．5％ （肝 5，

5．5× 10
−

”
　M ｝ で あ っ た．又 ， 血清中の タ ン パ ク質 が CL 強度 を減少 させ る こ とか ら 除 タ ン パ ク 操作 を

す る こ と に よ り，本法をillL清中の ピル ビ ン 酸 の 定量 に 応 用 で き る こ と が 明 ら か と な っ た．

1 緒
二
口

　 ピル ビ ン 酸 は 解糖系 ， ア ミ ノ 酸系あ る い は TCA 系の

代謝 に お い て 重要 な 代謝中間体 で あ り，そ の 血 中濃 度は

糖 や タ ン パ ク 質 の 代謝障害の 程度 あ る い は 組織 の 酸 素 分

圧 の 変動 な ど を反映 す る こ と か ら，こ れ まで に 種 々 の 分

析法が 開発 され て きた．現 在，ピル ビ ン酸 の 定 景 に は ，

乳酸脱水素酵素を作用 させ て 還 元型 ニ コ チ ン ア ミ ドア デ

ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド 〔NADH ）の 減少 を比 色法及 び 蛍

光法 で 測定 す る 方 法 ， あ る い は ピル ビ ン 酸 オ キ シ ダー
ゼ

とパ ーオ キ シ ダー
ゼ を共役 して 用 い て 生成 す る キ ノ ン 色

素 を 比 色 法 で 測 定 す る 方 法 が 広 く 用 い ら れ て い

る
D
．−3）．

　
．一一

方，化学発光法及 び 生物発光法 は ，検出能 が高く，

又 ，定 量 域 が 広 い な ど の 利点 を有 す る こ と か ら ， 生 体中

の 微 量物質の 高感度分析法に 数多く応用 さ れ て い る。こ

れ まで ，ピル ビ ン 酸 に つ い て ば生 物発光法 を応用 し た 例

が報告 さ れ て い る
n・｝． しか し，生 物 発 光 法 は ピ ル ビ ン 酸

の 定量 下限が 0．5　pniolと 高感度 で あ る が，ピル ビ ン 酸

を  段階の 酵素反 応 で NADH に 変換 し，そ の 後，生成

し た NADH をバ ク テ リ ア 由来 の ル シ フ ユ ラーゼ を用 い

る 生物 発 光 に よ り 検出 す る た め に，分析操作が 繁雑 で あ

る，

　そ こ で ，本報 で は ピ ル ビ ン 酸 の 定 量 に 化 学 発 光

＊
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　 8
．
J／．1

〔CL ）法 を 応 用 す る た め ，ピル ビ ン 酸 オ キ シ ダー
ゼ を 用

い て 過 酸 化 水 素 （H202 ） を生 成 させ，そ の CL 測定 に

ビ ス （2，4，6一トリク ロ ロ フ コ
’．・ ； ル 〕オキザ レ ー一ト（TCPO ）

と ペ リ レ ン を 用い る 方法に つ い て 検討 を 行 っ た．更 に 本

法 を コ ン トロ ール 血 清 中の ピ ル ビ ン 酸 の 測定 に 応用 し

た．

2 実 験

　2・1 試　薬

　 ピ ル ビ ン 酸 オ キ シ ダー
ゼ は 協祁 醗 酵 製 を 用 い た ，

TCP ぐ） は 東京化成工 業製 を 用 い た．酵 素 比 色 法 に よ る

ピ ル ビ ン 酸及 び H202 の 定量 に ぽ ，ロ イコ 色素 と して

ビ ス ［3一ビス （4一ク ロ ロ フ ェ ニ ル ）メ チ ル ー4一ジ メ チル ーア ミ

ノ フ ーr一ニ ル1ア ミ ン を 用 い る 協和 メ デ ッ ク ス 製 デ タ ミ

ナー PA を使用 し た．コ ン トロ ー
ル lllL濬 は 和光純薬 匚業

製 の コ ン トロ
ー

ル 血清 i ワ コ
ー一を 使用 し た，そ の 他 の

試薬 は 市販特級晶を使用 し，試薬 の 調 製 に は イ オ ン交換

水 を用 い た．

　2・2　装　置

　CL の 測 定 に は 臼製 の 装置 を使用 し た，暗箱内 に は ガ

ラ ス 製 キ ュ
ベ

ッ ト 〔22　mm φ× 20　mm ）を ［司定 で き る 磁

気 か き 混 ぜ 機 を
．
置 き，キ ュ ベ

ッ トの 上 部 に は Cl．を検

出 す る 光電 子増倍管 （浜松 ホ トニ ク ス 製 R453 型 ） を取

り 付 け た．検出 さ れ た CL は 電流値 に 変換 さ れ た 後，

東 亜 電波 L業製高感度直流電圧 電流計 PM −18R 型 を 用
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い て 測 定 し た ．CL 応 答曲 線 は 電 流 値 の 時間的変動 と し

て 記録 計 に 記 録 した．CL 試 薬 は オートイ ン ジ ェ ク ター

に より暗箱 の 外部 か らキ ュ ベ ッ トに 注入 した．

　吸光度測定 に は 日 立 製吸光光度計 U −2000 型 を
， 又，

pH 測定 に は 東亜 電波工 業製 pH メ ーターを使用 し た．

　 2・3　測定方法

　O．02　M リ ン 酸緩衝溶液 （pH 　6，8）で 調製 し た ピ ル ビ

ン 酸 オ キ シ ダ
ー

ゼ （9U ）250μ1と ピル ビ ン 酸溶液 lml

を キ ュ ベ ッ トに 加 え て ，酵素反応 を 38℃ で 5 分 問 行 っ

た．そ の 後，キ ュ ベ ッ トを CL 測定装 胃 に セ ッ トし，

か き 混 ぜ 機 で か き 混 ぜ る．次 に CL 試 薬 100　ul を キ ュ

ベ ッ トに 注入 して CL 反応 を開始 し，　 CL 応答曲線 を得

た，CL 試薬 は ク ロ ロ ホ ル ム と ヘ キ サ ン と の 混合溶媒

（容 量 比 ＝6 ：4）に，4．5× 10
−’2MT

〔】PO ，1．2 × IO
− 2M

ペ リ レ ン 及 び 1．O × IO
”SM

水酸化 セ チ ル トリ メ チ ル ア

ン モ ニ ウ ム （GTAOH ） を 溶解 し て 調製 し た ．な お，

CL 応答曲線 の 最大 の シグ ナル の 電流値 か ら ，ピル ビ ン

酸 あ
．
る い は H202 を含ま な い 溶液 の シ グナ ル の 電流値

（ブ ラ ン ク強度）を差 し引い た 値を CL 強度 と し た．

3　結果及 び考察

　 3 。1　酵素反 応の 最適条件

　 ピル ビ ン 酸 オ キ シ ダー
ゼ と ピル ビ ン 酸 と の 酵素反応 で

生成 す る H
，02 の 測定 か ら ピ ル ビ ン 酸 を定量 す る 場

合 ， 酵素反応 か ら よ り多 く H ？02 が 産出 さ れ る こ と が

望 ま し い ．そ こ で ，H
！
02 の 生成量 に 及 ぼ す反 応時間 ，

反応温度及 び pH の 影響 を検討 した ．ピル ビ ン 酸 オキ

シ ダー一ゼ （9U ） 2．5　ml に 3．4× 10
− 4

　M ピル ビ ン 酸溶液

10ml を加 え て 種 々 の 条 件 で 酵 素反 応 を行 い ，生 成 す る

H202 を酵素比 色法
3）
で 定量 した．そ の 結果，　 H202 の 生

成 量 は pH 　6〜8 の 範囲 及 び 反 応温 度 35〜40℃ の 範 囲

で 最 大と な っ た．以．Eの 条 件 で ，ピル ビ ン 酸 は 反 応 開 始

3 分後 に は H
？
O

？
に ほ ぼ 】O（〕％ 変換 さ れ た ．そ こ で

，

酵素反応 は pH 　6、8 （0．02　M リ ン酸緩街溶液｝並 び に 反

応 温度 38℃ で 5 分 間行 い，そ の 後，生成 した H20
，

を CL 測 定 す る こ と に し た ．

　 3 ・2　CL 測定 の 最適条件 の検討

　酵素反 応 で 生 成 し た H202 の 最適 CL 測定条件 を 確

立 す る た め ，
H202 標準溶液 を 用 い て 検討 し た ．　 CL 反

応 の 最適化 は 以下 の 操作 で 行 っ た．0，02M リン 酸緩衝

溶液 （pH6 ．8）を用 い て 調製 し た 1．0 × 10
−’L

　MH20
？ 溶

液 L25 　ml を キ ュ ベ ッ トに 入 れ 、次 に，種 々 の 条件 で

CL 試薬 を 100μ1添加 して GL 測定 を行 っ た．

12

9

6

く

ξ
罵

島
葛

⊇

Q3

00

　 　 　 1　 　 　 2 　 　 　 3

　 Reaction　 time〆min

Fig．1　Typical　flash　rcspon 騒e　of　hydrogen 　peroxide

〔1）and 　pyruvic　acid 　（2）

1 ］ LO × 10
− 4M

　 HL，02 ； 2 ： LO × 10
−4M

　 pyruvic
acid ； Perylenc ： 1．2× 1 

．−
2M

； TCPO ： 4．5 × 1 
一2

M ；CTAOH ： 1．0× 101 弖M

　界面活性剤 の 種類 と濃度 の 影響 ： TCPO 及 び 蛍光物

質 と して 用 い る ペ リ レ ン は水 に 難溶で あ る こ と か ら，そ

れ
．
ら を H202 溶 液 に 可 溶 化 す る た め，界 面 活 性 剤 を 含

む有機溶媒に 溶解 し た．そ の 際，用 い る 界面活性剤 の 電

荷 タ イプに よ り，Cl．強度 が ど の よ う に 変化す る か 検討

した．界面 活 性剤 に は 陽 イ オ ン 性 の 水酸化 セ チ ル ト リメ

チ ル ア ン モ ニ ウ ム 〔GTAOH ），非 イオ ン 性 の ポ リオ キ

シ エ チ レ ン 〔23）ドデ カ ノ
ー

ル （Brij−35）及 び 陰 イ オ ン

性 の ドデ シ ル 硫 酸 ナ トリ ウ ム （NaLS ） を 使用 し た，

CTAOH を用 い た 場合 の CL 応答曲線を Fig．1 の 曲線

1 に 示 す．GL シ グ ナル は 反応開始後，数秒 で 最大 と な

り，そ の 後，速 や か に 減少 し た ，い ず れ の 界面活性剤 を

用 い た 場 合 に も 同 様 な CL 応 答 曲 線 が 得 ら れ た が，用

い る 界面活性剤 に よ り CL 強度 は 変化 し た，そ こ で ，

GL 強度 に 対 す る 界面活性剤 の 濃度 の 影響を検討 した．

結 果 を Fig．2 に 示 す．陰 イ オ ン 性 ，非 イ オ ン 性 並 び に

陽イオ ン 性 の 界面活性剤 の 順 に CL 強度 が 増大 し た。

い ず れ の 界面 活性 剤 の 場 合 に も，臨 界 ミ セ ル 濃度

（LO × IO
．一．3M

）
f’｝付 近 で CL 強 度 は 最大 と な っ た．以 上

の 結 果 よ り、 界 面 活性剤 に は 陽 イオ ン 性界 面 滔性剤 で あ

る CTAOH を LO × io
．．
　
li．M で使用す る こ と に した．

　 ク ロ ロ ホ ル ム と ヘ キ サ ン の 容 量 比 の 影 響 ： ク ロ ロ ホ ル

ム と ヘ キサ ン の 容量比 を 3 ： 7，5 ：5 ，6 ：4 及 び S ：2 と 変

化 させ た 溶媒 を用 い て GL 試薬 を調製 し，　 Cl．応答曲線
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Fig・3　Variatlon　in　chemi 】umincscence 　 intensity
wjth 　TCPO 　and 　perylene
l ：TCPO ；H202 ： LO × 10

一
斗 M ；CTAOH ： 1．OXI  

一
：5

M ； Pery且ene ： L2Xl 『
ll
　M ．2 ： perylene； H202 ；LO

× 10
．一

毛M ； CTA （，H ：1．0 × 10
−．3

　M ； TCPO ：4．5×

10
『2M

を測定 した．CL 強度 は ク ロ ロ ホ ル ム とヘ キ サ ン の 容量

比 が 6 ；4 の と き に 最大 と な っ た．そ の と きの CL 強度

を 100 と し た 場合，ク ロ ロ ホ ル ム と ヘ キ サ ン の 容 量 比

が 3 ： 7，5 ：．5 及 び 8 ：2 の と き の 相対 CL 強度 は そ れ ぞ

れ IO，90 及 び 95 で あ っ た．従 っ て ，ク ロ ロ ホ ル ム と ヘ

キサ ン の 最適容量 比 は 6 ：4 と した．

　TCPO 濃 度 の 影 ．響 ITCPO 濃 度 を 3．OXIO
−

：，

〜4．5XIO
−
2MO

）範 囲 で 変化 さ せ て ，　 CL 強度を測定 し

た．そ の 結果，Fig．3 の 曲線 1 に 示す よ う に ，　 GL 強度

は TCPO 濃 度 が 増大 す る に 従 っ て 増大 し
， 飽 和濃度 で

あ る 4．5× IO
−
2M

で 最大 と な っ た．従 っ て ，
　 TCPO の

最適濃度は 4．5× 1 
M

？ M と した．

　ペ リ レ ン 濃 度 の 影 響 ：ペ リ レ ン 濃 度 を 2，0×

lOT3〜i．2× 玉0
−
2M

の 範囲 で 変化 さ せ て
，
　 CL 頭度 へ の

影響 を検討 し た．そ の 結 果 ，Fig．3 の 曲線 2 に 示 す よ

う に ，ペ リ レ ン 濃度 に よ る CL 強度 へ の 影 響 は 見 ら れ

な か っ た ．そ こ で
，

ペ リ レ ン 濃度 は 飽 和濃度 で あ る

1．2× 10
− 2M

と した．

　CL 試薬の 添 加量 の 影響 ：H202 溶 液 に CI．試薬 を

50〜125pi の 範囲で 添加 して CL 強度 へ の 影響 を検討 し

た．そ の 結 果 ， CL 試 薬 の 添加量 が IOO　pl以上 で CL

強度 が一
定とな る こ とか ら，CL 試薬 の 添加量 は IOO　PLl

と し た．

　 3・3 検量線

　最適 CL 測定条件 を 用 い て ，　 LO × 10
− 4M

ピ ル ビ ン

酸 と ピ ル ビ ン 酸オ キ シ ダーゼ との 酵素反応 か ら生成 す る

HuO2 の 測定を 行 っ た．　 CL 応答曲線を 1”ig．1 の 曲線 2
に 示 す．CL 応答 は 反応 開 始 後約 30 秒 で 最 大 と な り，
そ の 後， し だ い に 減少 した．H202 の 標準溶液 か ら得ら

れ る CL 応答曲線 と比較 して ，　 CL シ グナ ル が最大 に 到

達 す る 時間が 遅 く な り，又，CL 強 度 は 約 10％ 減少 し

た．こ の 原因 は，酵素 が 共存す る と CL 反応速度 が 遅

く な り，そ の 結果 ， CL 強度が減少 した もの と思 わ れ

る。

　種 々 の 濃度 の ピル ビ ン 酸溶液を用 い て 酵素反応 を 行

い ，検量 線 を作成 し た．検量線 は，酵素比色法 の検 量 線

と比較 す る た め，ピル ビ ン 酸 の 最終濃度 を用 い て 作成 し

た．Fig．4 の 曲線 1 に 示 す よ うに ピ ル ビ ン 酸の 最終濃

度 が 7．4XIO
一

ア〜7．4× 10
− 3M

の 範 囲 〔初 濃 度 で

！．O× 10
．−
6− 1．0× 10T ？ M の 範洲） で 良好 な 直線性 を示

し，検出 下 限 は 3．5 × 10
− 7M

で あ っ た，5，5× 】0
．．．．5M

ピ ル ビ ン 酸 の 5 回 の 繰 り 返 し測 定 よ り 得 ら れ た 相対標

．準偏差 は 3．5％ で あ っ た．

　現在，ピル ビ ン 酸 の 高感度定量 法 と して ，ピル ビ ン 酸

と ピ ル ビ ン 酸 オ キ シ ダー
ゼ と の 酵素 反 応 で 生 成 す る

H202 に ロ イ コ 色素と パ ーオ キ シ ダーゼ を作用 させ ，ロ

イコ 色素をキ ノ ン 色素に変換 し，比色法 で 測定 す る 酵素

比 色法 が 広 く 用 い ら れ て い る
31．そ こ で ，本 法 と酵 素 比

色法の 検出感度 を比較す る た め ， 酵素比色法 の 検量線を

作成し た．結果を Fig．4 の 曲線 2 に 示す．定量 下限 は

本法 と酵素比 色法 に お い て 同程度 で あ っ た が ，検 量 線 の
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直線性 を示 す 濃度範囲 は 大幅に 広が っ た ．

　3 ・4　コ ン トロ
ール血 清中の ピル ビン酸の 測定

　 コ ン トロ ー
ル 血L清 に ピ ル ビ ン 酸 を標準添加 して GL

測 定 を行 っ た．そ の 結果，得 ら れ た CL 強度 は 同 濃度

の ピ ル ビ ン 酸標準溶液 か ら得 られ る CL 強 度の 約 1／100

と な っ た．CL 強度 が 減 少 す る 原因 を 明 ら か に す る た

め，コ ン トロ ー
ル 血 清の 構成成分 を ピル ビ ン酸標準溶液

に 添 加 し て GL 測定を行 っ た と こ ろ，ア ル ブ ．ミ ン な ど

の タ ン パ ク 質 を 添加 し た 際 に CL 強度が 大幅 に 減少 す

る こ と が 明 ら か と な っ た．そ こ で ，除 タ ンパ ク剤 と して

メ タ リ ン 酸 を用 い て 以 下 の 検 討 を行 っ た，5．5× 10
．．6M

の ピル ビ ン 酸 を標 準 添 加 し た コ ン トロ ール 血 清 且 ml に

5％ メ タ リ ン 酸溶液 3ml を添加 して 混和後， 3500　rprn

で 10分間遠 心 分離 し，上 清 を lml 分取 し た ．こ の 上

清 lml に 0．02M リ ン 酸 緩 衝 溶 液 と 水 酸 化 ナ トリ ウ ム

溶液 を 2ml 添加 して 溶液 の pH を 6．8 に 調整 し た．同

様 な 操作 を 5．5 × 10
−

“

M ピル ビ ン 酸標準溶液 に つ い て

も行 っ た．次 に そ れ ぞ れ の 溶 液 か ら 試料 を lml 分 取

し ， 測定方法 に 従 っ て 酵素反応 並 び に cL 測定 を 行

い
， GL 強度 の 比較を行 っ た．そ の 結果 ， 除 タ ン パ ク操

作 を行 っ た 試料 か ら 得 ら れ た GL 強度 は ピ ル ビ ン 酸標

準 溶 液 の CL 強 度 の 97％ の 値 と な っ た ．又 ， 種 々 の 濃

度 の ピル ビ ン 酸を コ ン トロ
ー一

ル 血清 に 標準添加 して 同様

な 操作を行 い ，ピル ビ ン 酸濃度 と CL 強度 の 関係 を 求

め た と こ ろ ，riGi
’
？
’
の 問 に 良 好 な 直線 関係 が 得 ら れ た ．

　以．ヒ，本法は生物発光法の検出感度に は劣る が，分析

操作 は よ り簡便と な っ た．現在，ピル ビ ン 酸 の 高 感 度定

量 法 と して 広 く用い られ て い る 酵素比 色 法 と比 較 した 場

合，本法 の 定 量 感 度 は酵素比 色 法 と同 程 度 で あ っ たが，

検量線 の 直線範囲 は 大幅 に 広 が っ た，又，本 法の CL

測定 に 要 す る 時間 は i 分以内 で あ る が
， 酵素比色 法の

発色反応 に お い て は 吸 光度 が
一

定 に な る ま で に 要す る 時

間 は 約 5 分 で あ り，木法 を用 い る こ と に よ り，よ り迅

速 な 分析 が 口∫能 と な る．本法 を［血清中の ピル ビ ン 酸の 定

量 に 応用
．
ず る 場合 に は，除 タ ン パ ク 液及 び pH 調整液

が 加 え られ る ため，ピル ビ ン 酸 は除 タ ン パ ク操 作 を しな

い 場合 と比 較 して 1／12希釈され る．そ の た め，定量 下

限 は 初濃度 で 1．2× 10
− 5M

と な る が，健常 人 の ピ ル ビ

ン 酸値の 範 囲 は 31− 62 × 10
−

：｛M で あ り
e”，本法 は 十 分

に 血 清 中の ピル ビ ン 酸 の 定 量 に 応 用 で き る もの と考 え ら

れ る．
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　Cllemihminescent 　 determination　 of 　 py川 vic 　 acid 　 in　 serum 　 using 　 Pyruvate
oxidase ．　 Tamio 　 KAM 【DATE ，　 Masa し00KuYAMA ，　 Tadashi　 SEGAwA　 and 　 Hiro〔o 　 WATANABE

（Facuity　 of 　Enginccring，　 Hokkaido　 Univcrsity，　 Nishi　 8，　 Kita 呈3，　 Kita−ku，　 Sapporo−shi ，
Hokkaldo　O60）
　Achemilumincscence （C1、）method 　 was 　 developed　 ft）口 he　 de〔crTTIiTlut ｛on 　 of 　pyruvic
acid 　llsin ，g　cnzymatic 　production　of　hydrogen　peroxide　iヤom 　pyruvic　acid ．　

「
rhe　oxida 亡ion

of 　pyruvi〔： acid 　 was 　 carried 　out 　 wit ｝l　pyruvate 　 oxidase 　 at　pH 　6，8，　Hydrogen　peroxidc
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{brmcd was  subscquentl};  detcrmincd with  a  mixed  solution  of  bis(2,4,6-trichloro-

phenyl)oxalate-perylene reagent  containing  a  surfactant,  The  CI, intensity dcpended
upon  the  charge-type  of  surfactants.  The  best scnsitivity  was  achieved  using  a cationic

surfactant,  hexadccyltrim¢ thylammonium  hydroxide, The  calibration  curve  was  linear in
the range  ot' 1 × 10-"  to 1 × IO-?  M  and  the detection limit was  3.5×  10' 

'7
 M  for pyruvic

acid,  The  relative  standard  deviation was  3.5%  at  5.5XIe-5M  of  pyruvic acid.

Determination  of  p>'ruvic acid  in control  serum  was  investigated. Protcins such  as  albu-

rnin  caused  a  reduction  of  the CI. intensity. 
'1'he

 interference by protcins can  be avoided

by  employlng  5%  tnetaphosphoric  acid  lts the  protein-precipitating rcagent.  The  present
method  may  be applicable  lbr the determination of  pyruvic acid  in serum,

                                                  (Rcccived August  30, 1990)
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  oxalate.

li


