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　Aspectrophotometric　 method 　 f｛）r　 the 　 determination　 of 　lysozyme　 chloridc 　 was 　 estab −

lished　 by　 using 　 the 　 o −sul 丘bphenylfiuorone（SPF ）
−titanium （IV） complex ．　 This　 method

can 　be　used 　to　determine　about 　lO− 200μg／10ml 　lysozyme　chloride ，　and 　is　about 　2−times
more 　sensitive 　than 　the　Japanese　standards　of　Pharmaceutical　Ingredients　method ，　 This
was 　applied 　to　assays 　of　lysozyme 　chloride 　in　pharmaceutical　preparations（tablet，

　gra−

nule
，
　 syrup

，
　drysyrup

，
　 capsule 　and 　 cold 　medicine ）．　 The 　 analytical 　 results 　 and 　recoveries

were 　 satisfactory ，　 The　proposed 　method 　 should 　be　use 血hbr 　the 　determination　of 　va −

rious 　enzymes ，　such 　as α
一amylase ，　cytochrome 　c　and 　hyaluronidase．

Key ω ords ： lysozymc　 chloride 　 determination　 by　 spcctrophotometry ； in　 pharmaceutical
　　　　　　 preparations；o−sulfbphenylfluorone −titanium （IV）complex ．

1 緒 言

　著者 らが 開 発 し た モ リ ブ デ ン （VI ｝一ピ ロ ガ ロ ール レ ッ

ド錯体 の よ う な 金属
一
色素錯体

1］
〜
8）との 発色反応 を利用

す る タ ン パ ク 質定量法 は ，簡便，高感度 で 共存物質 の 影

響 が 少な い た め ，こ れ ま で 尿 タ ン パ ク 質 ， 髄液 タ ン パ ク

質 な ど の 生体内 タ ンパ ク質 の 実用的分析法 と して 高 く評

価 さ れ て い る，一
方，生 体内反応 の ほ と ん ど を司 っ て い

る酵 素 の 性 状 や 反 応 な ど に 関 して の 研 究 成 果 に 加 え て ，

薬理 学 ， 病理 学 の 進展 に よ っ て
， 種 々 の 疾患や 病態 と酵

素 と の 関連性 が し だ い に 明 らか に され
， そ れ に 応 じて 医

薬品 と し て 用 い ら れ る 酵 素の 数 が近 年著 し く 増加 し，そ

の 適用 範 囲 も 多 岐 に わ た っ て き て い る．一方 ，こ の よ う

な 酵素製剤の 品質試験 ， 分析法 に 関 して の 報告 ， 研究 は

ほ と ん ん ど さ れ て い な い の が 現況 で あ る．と こ ろで ，代

＊

大 阪薬 科大 学 ： 569−ll　大 阪府 高槻 市 奈佐 原 4−2e−1

表的 な酵素製剤 の 塩 化 リゾ チー
ム は，消炎剤 と して 単味

製剤 で 慢性副 び こ う 〔鼻腔）炎や か くた ん （喀痰）喀出

困難 な ど に 使用 さ れ，又 感冒薬，点眼 薬，外用薬 な ど に

も広 く配合され て い る．しか し ， 現在実施され て い る塩

化 リ ゾ チ
ー

ム の 公定法
9〕
− 11 ）の 原 理 は，基質 Micrecoccus

tateusに リ ゾ チ
ー

ム を
一

定時間 反応 させ
， 溶菌 に 伴う濁

度 の 減少を吸光度 の 減少と して 測定 す る の で，操作性が

悪 く，分析値 の ば ら つ き も多 く，又共存物質 の 干渉を受

け や す い 欠 点 を有 し て い る．従 っ て 今回 ，
塩 化 リ ゾ チ

ー

ム の 簡便，迅 速 で 実用的 な定量 法の 開発 を 目的 と して ，

著者 らが 開 発 した 金属 一色素錯 体 法 の 利 用 を試 み る こ と

に し た．

2 実 験

2・1　試薬及び装置

塩 化 リ ゾ チ
ー

ム 溶液 ： Sigma 製 の 塩 化 リ ゾ チーム

（EC 　3．2．1」 7，　 Grade　VI 　chicken 　egg 　white ）20　mg を水
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に 溶 解 し，100ml と し た，溶 液 は 冷 蔵 保 存 し た ．そ の

他用 い た 酵素 は Sigma 製及 び ナ カ ラ イテ ス ク 製 の も の

を使用 した，

　 o一ス ル ホ フ ェ ニ ル フ ル オ ロ ン （SPF ）溶液 ： 文献 記載 の

方 法
12）

で 合 成 し た SPF を メ タ ノ
ー

ル に 溶 解 し，1．OX

10
−

3M
溶液と し て用 い た．

　チ タ ン （IV）溶液 ： キ シ ダ化学製 の 原子 吸 光 分 析 用標

準液 （1000ppm ） を，0．l　M 塩 酸 で 用 時 希釈 し， 1．0×

10
−
3M

溶液 と し て用 い た．

　界面活性剤溶液 ： ポリビニ ル ピ ロ リ ドン K −90 （PVP ＞

2．5g 及 び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ール ーp一ノ ニ ル フ ェ ニ ル

エ
ー

テ ル （Triton　N ・101） 1．25　g を 80　ml の 水 に 加 え ，

加熱 か く は ん し，急冷 して 溶解 した 後，全量 100ml の

溶液 と した．

　緩衝液 ： 0，05M ク エ ン 酸
一
〇．05M ク エ ン 酸 ナ トリ ウ

ム 緩衝液 （pH 　2，4＞を調製 した．そ の 他 の 試薬 は ， 市販

特級品をそ の ま ま用 い た ，又 ， 本実験 で は イオ ン 交換水

及 び 再蒸留 メ タ ノ ール を 用 い た．

　分光光度計 ： 吸収 ス ペ ク トル 及 び吸光度 の 測定 に 島津

UV −160 型分光光電光度計 で 層長 10　mm の 石英製 セ ル

を 用 い た．

　pH メ
ーター

： 堀場 F−22型複合 ガ ラ ス 電極 pH メ
ー

ターを使用 し た．

Table　 l　Comparison 　of 　response 　of 　lysozyme　chlor −

　　　　 idc　to　the　 dye−mcta 且 ion　complex 　de−

　　　　 vcbped 　by　us

dye−metal 　i・ n

　 compicx

Absorbance
at λ＿（＿ ）

ref ．

PR −MoPV
−MoTCG
−Mo

SPF −UTCCPF
−Mn

CAB −BePV
．SnSPF
−Ti

0．i56　　600

0．i69　　675
0．212　　640

0，125　　540
0．41く匹　 585

0．534　635
0，343　 645
0．595 　　590

）

）

）
）

）

）

）

）

12345678

　2・2 定量操作

　 10ml の メ ス フ ラ ス コ に LO × IO
− 3MTi

（IV ）液 O．5

ml ， 分 散剤溶液 2．O　ml ， 0，05　M ク エ ン 酸緩衝液 （pH

2．4）2．O　ml 及 び 1．0× 10
− 3

　M 　SPF 液 0．5　ml を加 え
， 次

い で ほ ぼ 10〜200μg の 塩化 リゾ チー
ム を含 む 液 を加 え，

水 で 全 量 10ml と し，試験管 に 移 す ．別 に 同様 に 処 理

して 得 た SPF −Ti（IV）液 と共 に 70℃ で 30 分加 温，5

分 間水冷 し た 後，塩化 リ ゾ チー
ム
ーSPF −Ti（IV）液 の

590nm で の 吸 光度 を試薬空試験値を対照 に 測定 し，あ

らか じめ 作成 して 得 た検量 線 よ り塩化 リゾ チ ーム 量 を求

め る．

Lysozyme 　 chloridc 　 taken ： 100　Ug； Reference： each

dye−metal 　ion　complex 　solution
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Fig。1　Abserption　spectra 　obtained 　under 　the 　stan −

dard　procedure （2
’2）

Lysozyme　 chloride 　 taken ： IOO　ptg； Curve　l： SPF−
Ti（IV）

−lysozyme　 chloride 　 against 　 water ； Curve 　 2 ：

SPF −Ti（IV ）against 　water ；Curve　3 ： curve 　l　 minus

curve 　2

3 結果と考察

　3 ・ 1 反応系の 選定と吸収 ス ペ ク トル

　著者 ら が 開 発 した 8 種 の 色素
一
金 属 錯体法 ， す な わ ち

ピ ロ ガ ロ
ー

ル レ ッ ドー
モ リ ブ デ ン （VI ）法

1）
（PR −Mo

法 1，ピ ロ カ テ コ ー
ル バ イ オ レ ッ トーモ リ ブ デ ン （VI ）

法
2） （PV −Mo 法 ）， 3

，
4

，
5

，
6一テ トラ ク ロ ロ ガ レ イ ン ーモ リ

ブ デ ン （VI｝法
3｝ （TCG −Mo 法），　 SPF一ウ ラ ン （VI）法

4）

（SPF −U 法），3，4，5，6
一
テ トラ ク ロ ロ

ー2一カ ル ボ キ シ フ ェ

ニ ル フ ル オ ロ ン
ー

マ ン ガ ン （II）法
s｝

（T（】CPF −Mn 法 ），

ク ロ ム ア ズ ロ
ー

ル B 一ベ リ リ ウ ム （II）法
6） （CAB −Be

法〉，
ピ ロ カ テ コ ール バ イ オ レ ッ トース ズ （IV ）法η

（PV −Sn 法） 及 び SPF一チ タ ン （IV）改 良法
8 ） （SPF−Ti

法） に お け る ヒ ト血 潸 ア ル ブ ミ ン 定量 時の 最適 条件下 で

こ れ ら色 素
一金 属 錯 体 と 塩 化 リ ゾ チーム の 反 応 性 を比 較

検討 した ．そ の 結果 を Tab 且e　 l に 示 す が
，
　 SPF −Ti（IV）

錯体法 は ，加温反応 が 必要 で ，操作時間が や や 長 い 欠点

が あ る もの の ，他法 に 比べ ，（1）定量感度 が 最 も良 い ，

（2）試 薬 空 試 験 値 が 小 さ い ，（3）共 存物質 の 影 響 が少 な い
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こ と が期待で き る，な どの 点を考慮 し て ，以下の 塩化 リ

ゾ チ
ー

ム の 定量法 の 開発 に は SPF −Ti（lv）錯体を 用 い

る こ と に し た ．Fig，1 に 塩 化 リ ゾ チ ーム ーSPF −Ti（IV）

液，SPF −Ti（IV＞液及 び両者の 差 ス ペ ク トル を示す．

Table　 2Effect　 of 　fbrcign　substances 　on 　assay 　of

lysozyme　chioride

Substance
Added ／　Absorbance　Recovery，
　 μg　　 at　590　nm 　　　％

　3 ・2　定量 条 件 の 再検 討

　塩 化 リゾチーム 定量時 に お け る 最適条件 に つ い て ，液

性 の 影響 と 緩衝液量，界面活性剤 の 種類 と そ の 濃度，

SPF 及 び，　 Ti（lv ）濃度及 び 反応 時間 な ど を再検討 し た

結果，液性 の 影響 と 緩衝液量 な どの 点 で 既 法
B）の 定量 条

件 と若干異 な っ た の で ，本 塩 化 リゾチーム 定量 に 際 し て

は ，2・2 記載の 定量 操作を行 う こ とに し た．又，SPF に

代え て そ の 類似構造 を有 す る キ サ ン テ ン 系色素 ，
す な わ

ちサ リチ ル フ ル オ ロ ン
，

メ チ ル フ ル オ ロ ン，e一カ ル ボ キ

シ フ ェ ニ ル フ ル オ ロ ン ，p一カ ル ボキ シ フ ェ ニ ル フ ル オ ロ

ン
，

バ リ ニ ル フ ル オ ロ ン
，

o．ク ロ ロ フ ェ ニ ル フ ル オ ロ

ン
， o一ニ トロ フ ェ ニ ル フ ル オ ロ ン，　 m 一フ ル オ ロ フ ェ ニ ル

フ ル オ ロ ン ，ナ フ チ ル フ ル オ ロ ン及 び フ ェ ニ ル フ ル オ ロ

ン を用 い て 参考 ま で に 検 討 した と こ ろ ， 分 子 中 に ス ル ホ

ン 酸 を 有す る SPF が 最 も高感度 で あ っ た ．

Fe（III），　alum
Cu （II），　sulfate
Ca （II），　chloride
NaClK2SO4KNO30xalic

　acid

GlucoseG
且ycineCaffeineAscorbic

　acid

Thiamine
Pyridoxine

Diphenhydramine

　 　 yP 　 P
Acetaminophen
Ephedrine

5．6× 106
．4× 104

．0× 1025

．8× 1031
．7XIO41
．0× 1041
．8XlO2L8XlO475

× 1031

．9XlO48
．8 × IO31
．7× IO3

8．5× 10213
× IO3

Phen　l　 ro 　 anolamine 　7，6× lo21
．5× IO3

8．3× 102

0，5950
．5950
．5950
．5950
．5950
．5950
．5780
．5950
．5950
．5950
．5950
．5950
．5950
．6140
．5950
，595

 ．595

100 ．OlOO
．OlOO
．0100
．OlOO
．OlOO
． 

97．1100
，0100
．OlOO
．0100
，0100
．OlOO
，OlO3
．2100
．OlOO
，OlOO
．0

Lysozyme 　chleride ： 100   ；Ti（IV）： 5．0 × 10
−

5M
；

SPF ： 5．O　X 　iO
− 5M

；Surfactant： 2．O　ml ／10ml ；pH ：

2．4；Reference： SPF−Ti（IV）solution

Table　 3　Determination　ef 　lysozyme　chloride 　in　pharmaccutical　preparations

C ・ nt ・ nt ／mgb
＞c ）

Samplea〕

Normlnal
amount

Presentmethod Other ＝）

method

RSD ，の

　 ％

Rec・ v

プ
dl

Tablet

Granule

SyrupDry

　syrup

Capsule

ABCDEABCDAABA

（〕old　medidne

103030509050100200300

　 53010090

　 6．67

10．531
．629
．853
．488
．75L5104

．6210
．0295
．4

　 4．9229
．6107
．496
．5

　 6，48

10、833
．33e
．552
．39LO

＿f）

106．5
− r）

− r）

5．3228
．7

− r）

94．2
− r）

0．810
．660
．600
．680
．690
，720
．670
．590
．630
．830
、760
．700
．67LO4

98．599
、2100
．5102
．2101
．8101
．099
．8102
，0．

100．llOl
．298
．6100
．810L3

生00．4

a ）An 　aliquot 　of 　samples （except 　syrup ＞was 　ground　in　a　mortat 　to　fine　powder ；thc　powder，　exactly 　wcighed ，　was
dissoived五n　water 　by　means 　o 『shaking ，　thc　solution 　was 　filtered，　and 　then 　thc　drug　content 　was 　determincd　by　the

standard 　procedure．　b）Drug 　content ，　mg 　per 　l　tablct ，　granule ，　dry　syrup ，　capsule 　and 　cold 　mcdicine （tablet）or

mg 　per　iml 　syrup ．　c ）Mean 　of 　5　determinations．　d）Lysozyme 　chbride 　taken ： 50　Ug．　e）re £ ll）．　 O　undetermined ．
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　3・3　検量繰 の 作成

　2・2 の 定量操作 に 従 っ て，塩化 リ ゾチ
ー

ム の 検量線 を

作成 し た と こ ろ ，IO− 200　Pt9の 塩 化 リゾ チ
ー

ム 濃度範

囲 に お い て 良好 な 直線 を得 た．本操作 に お ける 塩化 リゾ

チーム 定量 時の 感 度 は 公 定法 （日本薬局 方 外医薬品成 分

規 格 ） の 2 倍 以 上 を 示 し，繰 り 返 し の 相 対 標 準 偏 差

（RSD ） は 塩 化 リ ゾ チ ーム 100μg （n
＝6）で O．63％ と

再現性 に も極 め て 優 れ て い る．

Table　4　Response　 of 　various 　 enzymes 　to　the　SPF −

　　　　 Ti（IV）complex

Enzymea ｝ Absorbance
at　590　nm

％
b〕

　3 ・4　共存物質の 影響

　本定量法 に お け る共存物質 の 影響 を，塩化 リゾ チー
ム

100　ug を用 い て 検討 し た と こ ろ，多量 の シ ュ ウ 酸及 び

ジ フ ェ ン ヒ ドラ ミ ン で そ れ ぞ れ わ ず か に 負，正 の 誤 差 を

認 め るが，そ の 他，塩 化 リゾチーム と配 合され や す い ア

ス コ ル ビ ン酸，チ ア ミ ン，ピリ ドキ シ ン ，カ フ ェ イン ，

ア セ トア ミ ノ フ ェ ン
，

フ ェ ニ ル プ ロ パ ノール ア ミ ン な ど

の 薬物 の 影響 は ほ と ん どな い こ とを認 め た．結果 を

Tab 且e　2 に 要約 し た，

Lysozyme 　chloride

α 一Amylase
α 一Chymotrypsin
Cytochrome　c

Hyaluronidase
Kallidinogenase
PapainPepsinProteaseThrombin

TrypsinUrokinasc

0．5950
．4050
，3200
．9630
．4650
．0030
．Ol70
．0360
．2370
．0040
．3180
．250

100．068
．153
．816L878

．2
　 0．5
　 2．9
　 6，139

．8
　 0．753

．442
，0

　3・5　製剤中の 塩化 リゾチ
ーム の分析

　本定 量 法 を 市販各種製剤 （錠 剤，か 粒 剤，シ ロ ッ プ

剤，ドラ イ シ ロ ッ プ剤，カ プセ ル 剤，複合感 冒薬〉中の

塩化 リ ゾ チーム 分析 に 応用 した と こ ろ ， Table　3 に 見 ら

れ る よ う に
， 前処 理 操作 を行 わ な く て も 回 収率 は ほ ぼ

98− 102％ を示 し，他法 （公定法 の 改良法〉との 分析結

果 も よ く一致 した ．又 ， 本法 は ， 公定法 が 適用 で き な い

複合感 冒薬中の 塩化 リゾ チ
ー

ム の 分析 に も適用可能 で ，

製剤中の 塩化 リゾチ ー
ム の 簡便で 高感度 な 日常分析法 と

し て 十分利用 で き る こ と を認 め た．

　3 ・6　その他の酵素製剤 へ の 適用 の検討

　塩 化 リゾ チーム 以 外 に は ん 用 され て い る ll 種類 の 酵

素製剤 の 反応性に つ い て 検討 し た ．そ の 結果 を Table　4

に 示 す．各酵素 に よ り反応性 に か な り差 は ある が，相対

的 に そ の 分 子 量 に 比べ て ，塩基性 ア ミ ノ酸 の リジ ン ，ア

ル ギニ ン 数 が 多い ほ ど，感度 が 良 い と い う結果 が得 られ

た．本法 に お け る酵素 の 定量 性 と酵素活性 との 相関性 に

つ い て 今後検討す る必 要 は あ る が，本法 は 塩化 リゾ チ
ー

ム を は じめ と す る 各種酵素製剤 の 分 析法 と し て 広 く適用

で き る こ とが 示唆 され る．

　　　　　　　　　　　　（鋸
9
潔 驫、甼諜勤

a ） Enzyme 　 taken ： 100 μg／10ml （un
’
i　orrected ），

　 b）
Percent　with 　respect 　to　lysozyme　chloride

文 献

DY ．　Fujita，1．　Mori，　S．　Kitano ： Bunseki　Kagaku
，
32，

　　E379 （1983）．
2）Y ．Fujita

，
　L　Mori

，
　S．　Kitam ： Chem．　Phann．　BuU．

，

　　32，4161　（1984），
3）Y ．Fujita

，
1．　Mori

，
　K ．　 Ikuta

，
　Y ．　Nakahashi

，
　K ，

　　Kato ，　T ．　Nakan ・ishi： Chem．　Pharm．　Bult、♪37，2452
　　（ig89）．
4）Y ．Fujita，1．　 Mori，　 M ．　 Toyoda ，　 K ．　 Kato，　 M ，

　　Nakamura
，
　 T ．　 Nakanishi ： （rhein．　 Pharm ．　 Bull、♪38，

　　956　（1990）．
5）Y ．Fujita，1．　Mori，　M ．　Toyoda： Anat．　Sci．，8，313
　　（1992）．
6）Y．Fujita，1．　Mori，　M ．　Toyoda； Anat．　Sci．，8，693
　　（1992）．
ガ 藤 田 芳

一，森 逸 男，松 尾 敬 子 ， 分 析 化 学

　　（Bunseki　Kagaんu ）
，
44

，
733　（1995）．

8）Y ．Fujita，1．　Mori ，　T ．　Matsuo ： Anal．　Sci．
，
13，515

　　（1997）．
9）横 田 椅 江，太 田美矢子，谷本　剛 ，早川堯夫 ： 衛

　　生試験所報告 ，
111，76 （1993 ）．

10）厚 生 省薬務局 監 視指導課 ： 薬監 第 49 号，（1992

　　年 9 月 24H ）．
ll）谷本　剛 ，横 田椅江 ： 月 刊薬事，36

，
411 （1994）．

12）H ．Sano： Balt．　Chem．　Soc．　！pn．， 31 ，
974 （1958），

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

技 術論 文 内藤，森，松尾，藤田 ： 製剤中の 塩化 リゾチ
ー

ム の 吸光光度定量 1007

要 旨

　 o 一ス ル ホ フ ェ ニ ル フ ル オ ロ ン ーチ タ ン （IV ＞錯体 と の 発色反応 を 用 い る 塩化 リ ゾ チ
ー

ム の 簡便，迅 速

で 高感度 な 吸 光光度定量法を開発 した ．590nm で の 吸光度 を測定す る 定量操作 に お け る繰 り返 しの 相

対標準偏差 は 0．63％ （100　yg，　 n＝・6＞ で あ っ た．塩 化 リゾ チーム と配 合 さ れ や す い ピ リ ドキ シ ン
， チ ア

ミ ン，ク ロ ル フ ェ ニ ラ ミン ， カ フ ェ イ ン
， ア セ トア ミノ フ ェ ン な どの 薬物の 共存 の 影響 は ほ とん どな か

っ た．本法を市販製剤 （錠剤 t か 粒剤，シ ロ ッ プ剤，カプセ ル 剤，複合感冒薬 な ど〉中 の 塩化 リゾ チ ー

ム 分析 に 応用 し た と こ ろ，回収率 は ほ ぼ 98〜102％ を示 し，公定法 の 改良法 と の 分析結果 と も よ く一

致 した，又，α
一ア ミラーゼ ，トリ プ シ ン ， チ トク ロ ーム c な ど他の 酵素剤 の 定量 に も適用 で き る こ と

を認 め た．
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