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酵素反応 を利 用 した電 気化学検出高速液体クロ マ ト

グラ フ ィ
ー に よ る胃液中の レ シチン の測定

山崎一矢  
， 菊岡正之

， 佐伯孝文，国仙谷 良男 ， 松尾賢明
＊

（1992年 且月 16 日受 理 ）

　酵素反応 と HPLC 一
電気化学検出法 と を組み 合 わ せ て 胃液中の レ シチ ン （ホ ス フ ァ チ ジル コ リン ）を

高 感 度 に 測 定 す る方 法 を 開 発 した． レ シ チ ン は 胃 液か ら ク ロ ロ ホ ル ム
・

メ タ ノ
ー

ル 混 液 （1 ； 1）に よ り

抽出 し，ホ ス ホ リパ ーゼ D で 処 理 して コ リン を生成 させ ， 逆相 カ ラ ム で 分離 した 後，コ リン オ キ シ ダー

ゼ 固 定 化 酵素カ ラム に よ り過酸化水素 を生成 さ せ ，電気化学検出器 に よ る 測定を行 っ た．コ リン を生成

させ る 条件 と して は，胃液抽出レ シチ ン に 25mM 酢酸緩衝液 （pH 　5．6）O．8　ml
，
10mM 塩化 カ ル シ ウ

ム O．8　ml ，ホ ス ホ リパ ーゼ D （5　unit ／ml ）0．4　ml 及 びエ ーテ ル lml を加 え ，室温 で 30 分 間 反応 さ せ た，

本法 の 再現 性 （RSD ％）及 び添加回収率 は そ れ ぞ れ 1．88％ （n ＝6）， 97％（n ＝・3）と 良好 で，実際 に ヒ ト

及 び ラ ッ ト胃液中 の レ シ チ ン の 測定 に 応 用 し た と こ ろ ， 2〜22　nmol ／m 且 （ジ ラ ウ ロ イル ポ ス フ ァ チ ジ ル

コ リ ン に 換算す る と 1一正4 μg／mD の 値を得 た．

1 緒
．＝

冂

　胃粘膜保護作用 の 主要因子と し て
， 従来 よ り高分 子糖

タ ン パ ク質 が知 られ て お り， 抗 か い よ う剤 の 治療効果 の

一一
つ の 指標 と して ，そ の 最小構成成分 で あ る ヘ キ ソ サ ミ

ン の 測定が 行 わ れ て い る
1）．一

方，リ ン 脂 質 は ， 近年，

胃液 ， 胃粘膜表層被覆粘液層及 び 被蓋上皮細胞上 層部 に

お け る存在が確認 さ れ，胃内 く う面 に 疎水性の 防壁 を形

成 す る こ と や H ＋
逆 拡散遅 延作 用 及 び粘性 の 増強作用

を有 す る こ と な ど か ら胃粘膜の 防御因子 と し て 注 目さ れ

て き た
2）．従 っ て，胃液中の リン脂質，特 に そ の 成分 の

約 50％ を 占 め る レ シ チ ン を測定 す る こ と も，抗 か い よ

う剤 の 治療効果 の 指標の
一

つ に な り得 る と考 え られ る ．

　 レ シ チ ン の 測定法 と し て は
，

UV 検 出
31
，蛍光検

出皆1，あ る い は 水 素 フ レ
ー

ム イオ ン 化検出
S）

な ど に よ る

HPLC 法 が報告 さ れ て お り，酵素 反 応 を利用 し て，レ

シチ ン か ら過酸化水素 （H202 ）を生成 させ ，
こ れ を比

色法 に よ り定量 す る 方 法
6）も報告 され て い る．ま ず，最

初 に こ れ ら の 方 法 に よ り胃 液中の レ シ チ ン の 測定を試み

た とこ ろ，分離条件及び感度 が不十分で ある こ とが 判明

し た ．そ こ で 著者 ら は，酵素反応 に よ り坐 成 す る H202

が 電 気 化 学的活性種 で あ る こ と に 着 回 し，こ の H202

を極 め て 高感度 に 検出 で き る 電気化学検 出 器 （ECD 〕

＊

田辺 製薬（株 ）分 析 化学 研 究所 ； 532 大阪府大阪市淀 川

　 区加島 3−16−89

に よ り測 定 す る手法 の 検討 を行 っ た ．す な わ ち
，

レ シ チ

ン をホ ス ホ リパ ーゼ D で 処理 し て コ リ ン と し，HPLC

で マ トリ ッ ク ス 由来の 混 在物 と分 離後，コ リン オ キ シ

ダーゼ 固定化酵素カ ラ ム に よ り H
？02 を生成 さ せ ，こ

れ を ECD で 測定 す る 方法 で あ る．本法 に お ける レ シチ

ン か ら コ リン を生成 さ せ る 最適条件 を求 め，ヒ ト及 び ラ

ッ ト胃液中の レ シ チ ン 量 の 測 定 に 応 用 し た．

2 実 験

　2 。 1 試 　薬

　 レ シチ ン は 日本油脂製 GOATSOME 　MC −2020 （L
一

α
一

ジ ラ ウ ロ イル ポ ス フ ァ チ ジル コ リン ，純度 ： 99 ，7 ％，平

均 分 了 量 ： 623 ）を標準品 と し て 使用 し た．ホ ス ホ リ

パ ーゼ D は シ グマ 製 タイプ 1 〔起源 ： キ ャ ベ ツ ）を，

そ の 他 の 試薬 は 市販特級品を使用 し た．

　2・2　HPLC 装置及び 分析条件

　HPLC は，イ ン ジ ェ ク ター 7125 型 〔レ オ ダ ィ ン

製），ポ ン プ LC −9A 型，恒温槽 CTO −6A 型及 び イン テ

グ レ
ー

タ
ー

ク ロ マ トパ ッ ク ひ R5A 型 （島津製 作 所 製 ）

を使用 し た．ECD は AMPEROMETER Σ875 型 （医

理 化 機 器 製 ）を用 い ，電極 は 白金 電 極，設 定電位 は

＋ O、45　Vvs ．　Ag／AgCl と し た．分離 カ ラ ム は Asahipak

ODP −50 （6mm × 15cm
，
旭 化 成 〉酵 素 カ ラ ム は IRICA

Ach −EC （4mm × 5mm
， 医理 化〉を 用 い ， 37℃ で 使用
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し た．移 動 相 は リ ン 酸 水 素 ニ ナ トリ ウ ム 十 二 水和物 30

g，エ チ レ ン ジ ア ミン 四 酢酸
．．
：ナ トリウ ム 0．3フg 及 び オ

ク タ ン ス ル ホ ン 酸ナ トリウ ム 1g を蒸留水 1000　ml に 溶

か し ， リン 酸 で pH　8．3 に 調製し，孔径 ｛｝．2　prn の メ ン

ブ ラ ン フ ィ ル タ
ー

で 泝過 後使 用 し た．流 量 は 0 ．6

ml ／min で ，試料注 入 量 は 20 μ1 と した，

　2 ・3　HPLC 分析用試料 の 調製

　 レ シ チ ン 含有試料 に ボ ス ホ リパ ーゼ D （j「　 unit ／ml ）

0，4ml ，25　mM 酢酸緩衝液 （pH 　5．6＞0．8　ml ，　10mM 塩

化 カ ル シ ウ ム 0．8ml 及 び エ ーテ ル Lml を 加 え，室 温

（20− 25
°C ）で ， 振 り混 ぜ 機を用 い て 30 分間激 し く振

り 混 ぜ る．こ の 反応液 を 遠 心 分 離 し 〔4000rpm ，5 分

間），水層 1   1 を蒸 発 乾 固 し k 後 ，水 0．5ml で 溶 か し

て HPLC 分析用試料と した，

　2 ・4　胃液 の 前 処 理 法

　胃液 0．5ml に ク ロ ロ ホ ル ム ・メ タ ノ
ー

ル 混 液 （1 ：

1＞4．．5　ml を加 え ，10 分聞激 し く振 り 混 ぜ ， 遠 心 分 離

（400e 　rpm ，5 分 間） し，上 澄 み 液 を と り 除き，ク ロ ロ ホ

ル ム ・メ タ ノ ール 混液 （1 ： 1） を加 え て 10m 正と した．

次に こ の 液 2　ml を減圧乾 固 し，再度 ク ロ ロ ホ ル ム lml

に 溶 か し，水 2m1 で 3 回洗浄 して 胃液由来 の コ リン を

除去 し た．最後 に ク ロ ロ ホ ル ム 層 に メ タ ノール 0．5m 】

を加 え て 減圧 乾固 した もの を試料 と し た．

3 結 果

　 レ シ チ ン は ホ ス ホ リパ ー
ゼ D で 処理す る こ と に よ り

加水分解さ れ コ リ ン を生成す る．文，コ リ ン は コ リ ン ォ

キ シ ダーゼ に よ り酸化 さ れ ，ベ タ イ ン と H202 を生成

す る ．こ れ ら の 反応式 を Scheme 　I に 示 す．

　3 ・1　 コ リン 生成条件 の 検討

　Yung ら
7｝
は ，レ シ チ ン を ホ ス ホ リパ ー一ゼ D を用 い て

塩化 カ ル シ ウム を含 む 酢酸緩衝液 （pH 　5．6＞中 で
，

エ チ

ル エ ーテ ル を加 え，室温 で 10〜30 分反応 させ て，コ リ

ン に 変換 して い る ．こ の 条件 に 従 っ て コ リ ン 生 成 の 最適

条件 の 検討 を行 っ た，

　 a ）　酵素濃度 に つ い て

　各濃度 の 酵素水溶液 を用 い て 最適 濃度 の 検討 を行 っ

た ，結果 を Fig．1 に 示 す．ピーク 面積 は ヰ　unit ／ml 以

上 で
一

定 と なっ た ため，酵素濃度 を 5　 unit ／m 】に設定 し

た ．「g お，IUIユitと は pH 　5．6，30
°

に お い て ，1 時 間 に

L −a一ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （起 源 ： 卵 黄） か ら 1．O

pmol の コ リン を生成す る酵素量 を示す．

　b） 緩衝 溶 液 の pH 及 び 濃度 に つ い て

　各 pH の 0．2M 酢酸緩 衝 液 を 用 い て 最 適 pH の 検討

を行 っ た．結 果 を Fig．2 に 示 す．ピー
ク 面積 は pH

の
〉
ユ

×マ
9丶、
雷

旨

鶯

遣

6

4

o

　　♂
2　 厂　「
　’　鈩
0
　 　 　 　 　 　 　 　 5　 　 　 　 　 　 　 10

Concentration　 of 　phospholipase 　D〆unit 　 ml
−1

Fig・1E 偸 ct ・f 画 sph ・hpase　D　c・ncentration ・n

enzymc 　 reactlon

Lecithi【恥 （L25 　Fg），　phospho正ipasc　D （0、4　ml ），acetate
buffer（pH 　5、6，100　mM ，0．8　ml ），CaCl？ soiution （50
mM ，　D．8　m1 ＞，　ethcr （l　ml ），　shaking 　time （30　min ）

賽：：：罷：誰 。C翻 ，嚥

・ …
哩 哩 餐ll：翫 H

・ … 贏 ・一 … H・
−

　 　 　 　 　 　 l　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 l　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　choline

　 　 　 　 　 　O −　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 OH

lecithin P｝）osphatidie 　acid

［（CH ，）、歯CH ，CH ，OH ］（OH ）
一

＋ 20 、 ＋ Hρ 一一 ［（CH 、）、歯CH 、C・，H ］（・H ）
一

＋ 2H 、0 、

betaine

Scheme 　 l　 Schematic　cnzymc 　reaction 　for　tecithin
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5．6〜6．  で 最大 と な っ た た め ， キ ャ ベ ツ 由来の ボ ス ホ リ

パ ーゼ D の 至 適 pH で あ る pH　5，6 で 検討を行 う こ と

と した，な お ， 塩濃度 に つ い て は ，
10mM 以 一ヒで ピー

ク 面積 は一一定 と な っ た た め ， 25mM と 設定 し た．

　 c ） 活性化剤 に つ い て

　ホ ス ホ リパ ーゼ D の 活性化剤で あ る 塩化 カ ル シ ウ ム

の 濃度及 びエ チ ル エ ーテ ル の 添 加量 に つ い て 検討 を 行 っ

た．結果 を Fig．3 及び Fig，4 に 示 す．塩 化 カ ル シ ウ ム

濃度 は 5mM 以上 で ，エ ーテ ル の 添加量 は O．5　 ml 以上

で ピーク面積 が一定 と な っ た た め，そ れ ぞ れ 10mM 及

び lm1 と す る こ とと した．

　 d）　反応 時 間 に つ い て

　振 り混ぜ 機 を用 い
， 室温 で 反応時問 （振 り 混 ぜ 時 間 ）

の 検討 を 行 っ た．結果を Fig．5 に 示す．20 分 以 上 で

ピー
ク 面積は

・一
定 の 値 を示 した た め，反応時間は 30 分

と した．

　以 上 よ りコ リ ン の 生成条件 を実験 の 項 に 述 べ た よ う に

設定 した．

　3 ・ 2　検量線及 び 再現性

　設 定条件下で の レ シチ ン 濃度 と ピー
ク 面積 との 関係 を

Fig．6 に 示 す．　 o．1〜1．5　Ug／rn1 （o．16〜2．4　nmol ／ml ）の

濃度範 囲 内 で 良 好 な 直線性 を 与 え た．又， レ シ チ ン

0，75 μg （1．2nmol ）を用 い て 6 回の 繰 り返 し測定 を行 っ

た と こ ろ，相対標準偏差 は 1．88％ と良好 な 再現性 が 得

ら れ た ．

の

6
　

　

　
　　
4
　
　

　

　　
2

＞
謡

×

強丶
8
薨

着
Φ

山

o
一

pH

Fig．2　Effect　of 　pH 　of 　acetate 　bu丘ibr　 on 　 enzyme

reacnonLecithin

（1．25　pg），　phosphollpase　D （5　unit ／ml
，
0．4

ml ），　acct 飢 c　buffer（100　mM ，　O．8　ml ），CaC ［2　solution

（5   mM ，0．8　m 【），ether （lm り，shaking 　time （30　min ＞

6
　

　
　

　　
4
　
　

　

　
　

2

＞
証

X

る

ミ
6
 

憲

着

£

0
　 　 　 　 　 1　 　　 　　 　　 　 2

Additional　 velume 　 ef 　 etherXml

Fig．4 ・Effect　 of 　activator （ether ） on 　 enzymc 　 reac −

tionLecithin

（125 μg），　phospholipase　D （5　unit ／ml ，0，4

ml ），　acetate 　buffer（pH 　5．6，25　mM ，　e．8　m1 ），　CaC12
solution （10mM ，0．8　ml ），

　shaking 　time （3  min ）

6
　

　
　
　
4
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＞
ユ

×

る鬥
誌
 

島

莞
 

餌

0
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Fig．3　　E｛Tect　of 　activator （ca 亘cium 　chtoridc ）on 　en
−

zyme 　 reacnOIl

Lecithin（1，25　pg），　phospholipasc　D （5　unit ／m1 ，0．4

mD ，　acetate 　buffer（pH 　5．6，25　mM ，0．8　ml ），　CaCl2

solu しion　（0．8　ml ），　 ether （lmD ，　 shaking 　 ti由 e （30

min ）

　

6
　
　

　

　　
4
　
　
　
　
2

＞
乱

×

ら

ミ
器
詰

莞

出

15　　　 30　　　 45

　 Reaction 　timefmin60

Fig．5　EHbct　of 　reaction 　time （shaking 　
time ）on

enzyme 　 reacUon

L 。、i・hi。 （1．25 μ9），
　ph・・ph ・ lip… D （5 ・ nit ／ml ，0・4

m り，acetate 　bu俛 r （pH 　5．6，25　mM ，
0、8　mD ，　CaCl ？

s 〔，lu丘on （10mM ，
0．8　ml ），ether 〔lml ）
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　3 ・3　胃液 か らレ シチン の添加 回収率

　 ヒ ト胃液 0，5ml に レ シ チ ン 3．75 μg を添加 し，胃液

の 前処 理 法 に 従 っ て 試料 と し た 後，設定 し た コ リン の 牛

成条件で 操作 して HPLC 分析を行 い
， 添加回収率を求

め た．3 回 の 平均 添 加 回 収率 は 97．O％ とな り，満足 で

き る値 が得 られ た．

　3 。4 　ヒ ト及 び ラ ッ ト胃液中の レ シ チ ンの 測 定

　本法 に よ り，各々 5 検体 の ヒ ト及 び ラ ッ ト胃液中の

レ シ チ ン の 測定を行 っ た，結果 を Table　 l に 示 す．胃

液中に は コ リ ン 含有 リ ン 脂 質 と して ，レ シ チ ン ，リゾ レ

シ チ ン，ス フ ィ ン ゴ ミエ リ ン が 存在 す る
5）が ，本法 で 使

用 し た キ ャ
ベ ツ 由来 の ホ ス ホ リパ ーゼ D は ス フ ィ ン ゴ

ミエ リ ン に は 作用 しな い こ と が 知 られ て い る
9）．よ っ て

本法 で は，胃液中の レ シチ ン と リゾ レ シ チ ン の 双 方 を測

定 し て い る こ と に な る ．測定時 の 代表的 な ク ロ マ トグ ラ
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頃
〉
註

x
る
H．．丶
器
艶

莞。
餌

ム を Fig．7 に 示す，約 8 分 に コ リ ン 由来の H202 に よ

る ピー
ク が 見 ら れ，反 応 液 の マ トリ ッ ク ス 由来 の ピー

ク

が 溶媒 ピーク の 直後 に 現 れ る もの の
， その 影響 を 受 け る

こ とな く ノイズ レベ ル の低い きれ い な ク ロ マ トグ ラ ム が

得 られ た．

　以上 レ シ チ ン の 測定法 と し て
， 酵素反応 を利用 し た

HPLC 一
電気 化 学 測 定 法の 検 討 を行 い ，良好 な 直線性，

再現性を示 す 方法 を開 発 した．こ の 測定法 に より ヒ ト及

び ラ ッ ト胃液中の レ シチ ン を 測定 した と こ ろ，そ れ ぞれ

4 ．3〜22，2nmol ／ml ，2．2− 18．5　nmo ］／ml の 値 を 得 た．本

法 で は
，

ホ ス ホ リ パ ーゼ D に よ る 反応後，HPLC に よ

る 分離分析 を行 う た め，胃 液の よ う な夾雑物 の 多い 試料

に お い て も nmol ／ml レベ ル の レ シ チ ン の 測定 が 可能 で

あ っ た．又 ，
ク ロ マ トグ ラ ム で 良好 なベ ース ライン が得

ら れ て い る こ と や，前処理 過程で の 濃縮操 作 に つ い て 検

討す る こ と に よ っ て pmol／ml レ ペ ル の 低濃度 の レ シ チ

ン の 測 定 が可 能 で あ る と考 え ら れ る．な お，本法 は
， 試

料 に 適 し た 前 処 理 を導入 す る こ と に よ り，胃液以 外 に お

い て も食晶 な どに 含まれ る レ シチ ン の 測定 に 適 用 可 能 で

あ nl　，は ん用性 の 高 い 有用 な手法 と言 え る．

Table　l　　Assay 　resu ■ts　 of 　lecithin　in　gastric　juice　of

　　　　 human 　and 　rat （nmol 　mi
−

1
）

0　　　　　　　0，5　　　　　　1．O　　　　　　l、5

　Concen しration 　 of 　lecithin！yg 　ml
−1

1 2 3 4 5　　Average

Human 　 lO．1　 　 22．2　 　 43 　 　 4．3　 　 4．5　 　 9．l
　 Rat　　　 2．2　　 i ．4　　 10．l　　 l8．5　　　4．5　　　9．1

Fig・6　Calibration　curve 　oHccithin

｛1） stand
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（2） 卜uman

鞠 L
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Fig．7　Typical　chro 皿 atograms 　fbr　gastric．iuice　of 　human 　and 　rat
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☆

　Determination　of 　leci仙1in　in　gastric　juice　by　HPLC 　with 　electrochemical 　detec・

tion　using 　enzyme 　reaction 。　 Kazuya 　YAMAsAKI
，
　Masayuki　KIKuoKA ，　Tak ぬ mi 　SAEKI ，

Yoshio　KoKusLNYA 　 and 　 Masaaki　 MATsuo （Analytical　Chemistry　Rescarch　Laboratory，
TanabC　SCiyakU　CO．

，
　L しd

，
3−16−89

，
　KaShima ，　YOdOgaWa −kU，　OSaka −Shi ，　OSaka 　532 ）

　HPLC 　with 　electrochemical 　dctection　using 　enzyme 　reaction 　was 　devcloped
．
　for　dcter−

mi1Lation 　of 　lecithill　in　gastric　juice．　 In　this　mcthod
，
　lecithin．　extracted 　from　gastric　juicc

was 　llydrolyzed　by　phospholipase　D ，　 The　liberated　choline 　was 　injected　to　HPL 〔】 and

separated 　by　revcrse 　phase　column 　and 　 converted 　to　bctainc　and 　hydrogen　peroxide

（H ？
0

？）by　 column 　p 乱 ckcd 　 with 　 immobilized　 choline 　oxidase ．　H202 　 was 　detectcd　 by

electrochcmical 　de［ector ．　 The 　dctcction　limit　 tbr　iecithin　was 　2　ng ／iRiection．　 Thc　peak
area 　of 　HPLC 　was 　propertional　to　the　concentraUon 　of　lccithin　from 　O、l　to　l．5　pg／ml ．

Thc 　relatjvc 　standard 　deviation　was 　L88 ％　（n
＝6）．　The　cocmcient 　of　lecithin　recovery

from　human 　gastric　juice　was 　97．0％ （n ＝3）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Receivcd　January　l6，1992）

　　　』〔eyword 　phrase8

1ecithin； gastric　juicc； HPLC 　 with 　electrochemical 　dctection；phosphelipase　 I）；choline

　 oxidase ．
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