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電気化学検出高速液体クロ マ トグラ フ ィ
ー に よ る血中乳酸の 定量
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　High −pcrfbrmance　Iiquid　chromatography 　with 　electrochemical 　detection（HPLC −ECD ）bascd
on 　the 　reduction 　 rcaction 　of 　quinone　was 　uscd 　to　determine　lactic　acid 　in　human 　blood．　 The
peak　area 　of　the 　current 　signal （chargc ）was 　proportional　to　the 　amount 　of 　lactic　acid ，　ranging

from　O．l　nmo1 こ040 　nmol （γ ＞ 0．999 ）．　 Standard　lactic　acid 　at 　lO　nmol 　was 　determincd 　ten

times 　with 　a　relative 　standard 　deviation（RSD ）of 　l．18％．　 The 　detection 　limit （S／1＞＝3）was

O．04nmoL 　The 　concentration 　of 　lactic　acid 　in　plasma 　collected 　from 　a　volunteer 　after　14　hours
of　fasting　and 　1　hour 　after 　eating 　a 　meal 　obtained 　by　the 　present　method 　were 　1．26　mM 　and 　2．32
mM ，　respecdvely ．　 The 　RSD （n

＝5）was 　3．6％ or 　less　and 　the　recovery 　was 　94％ or 　more ．　 The
concenta ’

ations 　were 　identicai　with 　thosc　obtained 　by　a　commercial 　lacdc　acid 　dctermina丘on 　kit
（F−kit，　DL −lactic　acid ），

which 　a　required 　ten −times 　larger　sample 　volume 　than　that 　fbr　the 　present
me 山 od ，　 The 　presentmethod 　is　usc 負11　fbr　analyzing 　of 　the 　lactic　acid 　for　studying 　the 　circula −
tory 　system 　and 　a　metabolism 　system ．

K 砂ω o鳩 ： HPLC −ECD ；quinone ；determination；lactic　acid 　in　human 　plasma．

1 緒 言

　乳酸は ，血 中 に お い て一
価の 陰イオ ン の 有機酸と して 存

在 し，主 に骨 格筋や 赤血 球，脳，皮膚，腸管 で ピル ビ ン 酸

か ら乳 酸脱 水素酵素 （LDH ） の 作用 に よ っ て ， 還 元 型 ニ

コ チ ン ァ ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド （NADH ）に よ り還

元 さ れ て 産生 され る
1）．こ の た め，血中の 乳酸濃度は，生

体 の 酸化 還 元状態 を反映 して い る と考 え られ て お り，循環

不全 や 1型糖原病など の 病態や 運動負荷 に よ っ て 高値 を示

す
2）．また ，種 々 の 酵素欠損症 で は 低 い 値 と な り，循環

系
・
代謝系 の 異常 や ， 運 動 強 度の 指標 と な る．

　血 液中の 乳酸 の 測 定法 は ， 酵素 を用 い た 方法が
一

般的 で

あ り，LDH に よっ て 生 じた NADH の 量 を測定す る UV 法

の ほ か，乳酸 オ キ シ ダ ーゼ （LOD ） と ペ ル オ キ ジ ダ
ー

ゼ

寧

東 京 薬 科 大 学 薬学 部 ：

　 1432 −1
192 −0392 　 東 京 都 八 王 子 市 堀 之 内

（POD ）を用 い る 比 色法，小型 セ ン サ ーと して 用 い られ て

い る 酵素電極法な どがあ る
s）
−5 ）．

　 1968 年 に 高村 らは，ポー
ラ ロ グ ラ フ ィ

ーに よ る キ ノ ン

の 電 解還 元 時 に，微量酸の 共 存 に よ っ て 還 元 前 置 波 が 生 じ

る こ と を見 い だ し， その 電流 測 定の 微量 酸定量 へ の 応用が

示され た
6）．1994 年楠 ら に よっ て ，高級 脂肪酸 の 高感度定

量 に グ ラ シ ーカ ーボ ン 電 極 を用 い た ボ ル タ ン メ ト リーが 有

用で あ る こ とが 見 い だ さ れ
7》
，そ の 後，キ ノ ン の 電解還元

反応を利用 した酸測 定法 が 開発 さ れ て きて い る
8）．中で も，

こ の 原 理 を 応 用 した 電 気化学検出高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ

ィ
ー （HPLCECD ） で は，酸に 対する 特異性 に よ っ て ，従

来 の 紫外可 視 吸 光 HPLC （HPLC −UV ） に 比 べ て ，誘導体

化 な どの 測 定 試 料 の 前 処 理 時間 を大幅 に 軽減 で きる と い う

利点 が あ り，既 に こ の 方法を用 い て血 中の 遊 離 脂肪酸 の 分

離定量を可 能 と した
9）．本研究 で は ，血 液 中 の 乳 酸 の 定量

の た め に，比 較 的 簡便 な前処理 で 測定 で きる迅速 な方法を
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Waste

Fig．1　 HPL （ンECD 　system

（A ）Block　diagram 　 of 　the 　HPL （ンECD 　system 　 and （B＞
Mixer ；（a ）mobile 　phase，　O．1　mM 　HCIO4 ；（b）quinone
solution ，　ethanol 　containing 　6　mM 　VKs 　and 　76　mM

LiCIO ， ； （c ＞degasser ； （d）pumpl （flew　rate ，1．O　ml

min
−1
）； （e ）pump2 （fiow　ratc ，

1．O　ml 　min
−1

）；（f）sam −

ple　injector ； （9） celumn ； （h ） co 篁umn 　oven ； （i） elec −
trochemical 　detector（wQrking 　electrode

，
　glassy　carbon ；

reference 　clectrode ，　SCE ； counter 　electrode ，　stainless
steeD ；（j） recorder ；（k）polytetrafluoroethylene　tube

（i，d，0．5　mm ）；（1）polytetrafluoroethylene　tube （id．　LO
mm ）；（m ）resin

確 立 した．

2　実 験

　 2・1 試薬類

　移動相 に は 過塩素酸 （精密分析用），キ ノ ン 溶液 に は 2一

メ チ ル ー1，4一ナ フ トキノ ン （ビ タ ミ ン 恥 ，VKs ）（特級），過

塩素酸 リ チ ウ ム （特級） とエ タ ノ
ー

ル （特級） を 用 い た．

酸標準 品 に は乳酸 （特級）を，内標準物質は 3一メ チ ル グ

ル タ ル 酸 （以上，和 光純薬製） を用 い た．また ，HPLC −

ECD の 測 定結 果 の 比 較対象 と して ，市販 の 乳酸測定 キ ッ

ト （F 一キ ッ トDL 一乳 酸 ，
ロ シ ュ

・ダ イ ア グ ノ テ ィ ッ ク ス

製）を使用 した．

　2・2HPLC ・ECD シ ス テ ム 及 び測定条件

　HPLGECD の 概略を Fig．1，　A に 示す．ポ ン プ （PU −980，

日本 分 光 製 ） を 2 台 用 い た 2 流 路系 と し，ほ か に デ ガ ッ

サ ー （DG −980−50 ， 同 社製），サ ン プ ル イ ン ジ ェ ク ター

（model 　7125，　 Reodyne 製），ダ ン パ ー
（HPD −1，ジー

エ

ル サ イ エ ン ス 製），ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト （HECS 　311B ，扶

桑 製 作 所 製）， レ コ ーダー （807 −IT ， 日本 分 光製）を使用

し，電 気化学 セ ル （EG −840，同 社製） に は，作 用 電極 に

グ ラ シーカ ーボ ン ，参照 電 極 に飽 和 カ ロ メ ロ 電 極 （SCE ），
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Fig・2　 Charge −potential　curve 　of 　lactic　acid

Conditions ： spiked 　amountof 　lactic　acid ．20　nmo1 ；

mobile 　phase，　O．1　mM 　HCIO4 ；　quinine　solution ，6mM
VKs 　and 　76　mM 　LiCIO4 ； column ，　Shodex 　Rspak 　KC −

811 ；fl・ w 　late，1．O　ml 　min
−’

対極電極 に ス テ ン レ ス ス チ ー
ル の 三 電極式 の セ ル を 用 い

た．カ ラ ム は イ オ ン 排除型 カ ラ ム （Shim −pack　SPR −H250

mm 　x　7．8　mm 　i．d．島津製，　 Shodex 　Rspak 　KC −811，300

mm × 8mm 　i．d．昭和電 工 製） と ガードカ ラ ム （KC −G ，

50mm × 6mm 　i．d．同社 製） を 用 い ，カ ラ ム オ ーブ ン

（CO −965 ，日本分光製）内 に 設置 した ．ミ キ シ ン グ部 の

概形 を Fig．1．　B に 示 し た．ポ リ テ トラ フ ル オ ロ エ チ レ ン

チ ュ
ーブ （1，0mmi ．d）の 側面 に 穴 を 開け，0，5mmi ．d，の

チ ュ
ーブ を挿入 し，エ ポ キ シ 樹脂 で 固め て 作製 した．

　移動相 に は，0．1mM 　HCIO ， を 用 い ，キ ノ ン 溶液 は VK3

を 6mM ，　 LiCIO ， は 76　mM と な る よ うエ タ ノ
ー

ル に 溶解

して 調製 し，遮光 して 使用 した．カ ラ ム 温度 は 45℃ ，流

量 は と もに 1．O　m1 　min

− i
と した ．試料 の 注入量 は 20 μ1で

あ り，測定電位 は
一

〇．7V 　vs．　SCE と した．

　2・3　採血 と試料溶液 の 調製

　血 液 は 14 時 間 絶食 した 2S 歳男性 か ら採取 し ，食後 1

時間 に お い て 再 び 採血 した．血 し ょ うを分取 し，それを

0．5mM 　3一メ チ ル グ ル タ ル 酸 を含 む O．1　mM 過塩素酸水溶

液 で 5 倍 に 希釈 して 測定溶液 と し，そ の 20 μ1 を HPLC 測

定装置 に 注入 し た．

3　結果 と考察

　 3・1HPLC ．ECD に よ る乳酸の 定量

　 3・1・1　測定条件 の 検討　　最適 な印加電位を決定す る

た め，乳 酸 20nmol の 標準溶液 に つ い て O．OO　
一一一〇，85　V

vs．　SCE の 検出電位 に お い て ク ロ マ トグ ラ ム を測定 し ， 電

位
一
電気量 曲線を作成 した ．Fig．2 に 示す よ うに，− O．7v

vs．　SCE の と き に 最大 の 電気量が 得 られ ，　 S／〈」も最 も大 で

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

報 　文 宮 口，小谷，楠 ； 電気化学検 出 HPLC に よ る血 中乳 酸の 定量 705

＜
⊆

丶

冒
o

自
コ

Q

i　　 2 レ・・畝

3

　　　　 4

　　　　　　　　　 5

0 5　 　 　 　 　 10　 　 　 　 　 15

Retentlon　 time ！min

Fig．3　Chromatogram　of 　acid 　in　human 　plasma　with
NaFHPLG

　 conditions ： column ，　Shim −
pack　SPR −Hand

Shodex　Rspak 　KC −8U ； applied 　potential，
− 0．7Vvs ．

SCE ；other 　conditions 　are 　same 　as　in　Fig．2．　Peaks ：

1，HC しphosphoric　acid 　and 　pyruVic　acid 　etc ．；2，　HF ；

3，　lactic　acid ；4，3methylglutaric　acid （In〔ernal 　stan −
dard ＞；5，　 acetic 　acid ．

あ っ た た め ， 測 定電位 と した．

　3・1・2 定量範囲 と 再現性 　　カ ラ ム に は Shim −pack
SPR −H を用 い ，乳 酸 を 移動相 で 希釈 し て 測 定 溶 液 と し，

そ の 20 μ1 を注入 して
一

〇．7V 　vs．　SCE の 電位で 測定し た．

本 法 で は，ク ロ マ トグ ラ ム の 保持時間 は 5．5 分 で あ り，約

8 分 で 測 定 を 行 う こ と が で きた ．得 られ た 電 気 量 は 乳 酸

O．1〜40nmol の 範囲 で 相関係数 0．999 以 上 の 良好 な直線

関係 を示 し，検出限界 は 0．04nmo1 （S／1＞＝3），相対標準

偏 差 （RSD ） は 1，18％ （10　nmo1 ，乳 酸 ，　 n ＝10） で あ っ

た．

　3 ・1・3　フ ッ 化ナ トリ ウム の影響　　通常，赤血 球中の

酵素 に よ っ て 糖 が 代 謝 さ れ ， 乳 酸 濃度 が 増 して しまうた

め ，解糖阻止剤 と して フ ッ 化 ナ トリ ウ ム （NaF ）などが 用

い られ る ．ヘ パ 1丿ン と NaF を あ らか じ め 加えた 採 血 管 に

全血 を採取 し，上 述 し た方法で 調製 した 試料溶液 に つ い て

カ ラ ム を 1 本 に して 測定 し た と こ ろ ，乳酸 の 十分 な分 離

が 得 ら れ な か っ た ．そ こ で Shim −pack　SPR −H と Rspak

KC −811 の 2 本 の カ ラ ム を用 い て 測定を行 い
，　Fig．3 に 示

す ク ロ マ トグ ラ ム が 得 られ た．ク ロ マ トグ ラ ム の ピーク 1

は 塩酸 や リ ン 酸 ・ピ ル ビ ン 酸 な ど，ピー
ク 2 は フ ッ 酸 ，

ピー
ク 3 は 乳 酸 で あ っ た．また，保持時 間 約 18 分 の 位置

に 酢酸 が 検出され た ．カ ラ ム を Shim −pack　SPR −H 　l 本 の

み と した場合，乳酸 の ピー
ク が NaF に 基 因 す る フ ッ 酸 と

重 な り測定 で きなくな る ．そ の た め解糖阻止剤を加 えず に

試料溶液 を調製 し，よ り迅速 な測 定 を 行うこ と と した．

害
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Fig．4　Chromatograrn 　ef 　acid 　in　human 　plasma
HPLC 　conditions ： column ，　Shim −pack　SPR −H ；Other
condidons 　are 　same 　as 　in　Fig　3．　 Peaks ：1，HCI ，　phos −

phoric　acid 　and 　pγruvic 　acid 　etc 弓 3，　lactic　acid ；4，
象

methylglutaric 　acid （lnternal　standard ）；5，　acetic 　acid ．

　 3・2 血 し ょ う中乳酸 の 測 定

　NaF を用 い ず，カ ラ ム は Shim −pack　SPR −H の み の 条件

で 測定 し た ク ロ マ トグ ラ ム を Fig．4 に示 した．こ の 場合 ，

乳酸 の 保持時 間 は約 5．5 分 ，内標 準物質 が 約 7 分 と な り ，

採 血 か ら 10 分以 内で 測 定 を 行うこ と が 可能 で あ っ た．本

実験 で は，23歳男性 の 空腹時 （14 時 間絶食）及び食後 1

時間 の 血 液 を 採 取 し，測 定 を行 っ た．乳酸濃度 は 空 腹 時 で

約 lmM
， 食後で は 約 2mM とな り，食事 に よ る 約 2 倍 の

乳酸値 の 上 昇が確認 で きた ．分離 した血 し ょ うか ら 5 個

の 試 料 溶 液 を調 製 し，そ れ ぞ れ 測定 した と こ ろ，RSD は

3．6％ 以 下 で あ っ た．また，同 じ血 し ょ うに つ い て，別 に

5 個 の 試 料溶液に 対 して 添加 回 収試験を行 っ た 結 果，回収

率 は 空 腹 時 で 98．7％，食事後 で 94％ と い う良好 な結果が

得 られ た．また，除 タ ン パ ク処 理 を行 う市販 の 乳酸測定キ

ッ ト （F 一キ ッ トDL 一乳酸） と比較 し た．本法 で 測定 に 必

要 な 血 し ょ うの 量 は F 一
キ ッ トに 比 べ 10 分 の 1 以下 で あ

っ た．測定値 は，両者 が よ く一致 し た結果が 得 られ た．解

糖阻止剤を使用 しない こ とが，乳 酸の 測 定 に 影響す る か 否

か を 検討 し た ．Table 　l に は ，
　 NaF を 加えた 血 しょ うに つ

い て 測定 した 結 果 も示 し た．この 場合 も，本法 と F 一キ ッ

トの 測定値 は ほ ぼ
一

致 した．こ の た め，NaF を使 用 しな

い こ とに よ る 乳酸測 定値 へ の 影響 は無視で きる と考 え られ

る．

4　結 論

　キ ノ ン の 電 解還 元 反応 を 利用 した HPLC −ECD に よ り，

血液中の 乳酸を定 量 す る こ とが で きた．血 し ょ うを 希釈 す

る だ け の 簡単 な前処 理 法 で 測定可能で あ り，測 定 時 間 も血

液採取 か ら測 定終 了 ま で 約 10 分以内 と短時間 で あ っ た．
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Table 　 l　 Lacdc 　acid 　in　human 　plasma

Content （n ≡5） Recover
ア（n ；5）

La ⊂tic　acid ／mM RSD ，％ Added ／mM Recover ソ，％ RSD ，％

Plasma 　A

Plasma　B
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こ れ に よ り，循環系及び 代謝系にお け る 異常 や 疾 患 を 探 る

た め の 乳酸 の モ ニ タ リ ン グ に 有用 で あ る と考 え られ る ．本

法 は，食品や 生体試料 な ど，様 々 な 試料 に対 して も簡便な

前処理 で 測定 が 可能で ある と思 わ れ る．
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要 旨　　 ＼

　キ ノ ン の 還元反応 に 基 づ い た 酸 の 電気化学検出 HPLC を用 い ，血 し ょ う中 乳酸値 の 定量 を行 っ た ．乳酸

量 0．1 〜40nmol 範囲 で 良い 直線性 （T ＞ 0，999） を示 し，　 RSD は 1．18％ （10　nmo1
・乳酸，　 n □　10） で あ っ

た．14 時間絶食後 と食後 1 時 間 の 血 し ょ う中乳酸 を定量 した と こ ろ ，そ れ ぞ れ 1．26，2．32　 mM で あ っ た．

RSD は 3．6％ 以 下 （n ＝5），添 加 回 収 率 は 94％ 以 上 と良好 な 結果 が 得 られ た．市販 の 乳酸測定 キ ッ ト （F 一

キ ッ ト） で の 測定結果 と比 較 した と こ ろ ，
よ く

一
致 し た ．ま た，測 定 に必 要 な 血 し ょ うの 量 は F 一キ ッ トに

比 べ 10 分の 1以下で あっ た ．本法 は，複雑な抽出操作 を 必 要 とせ ず，少 量 の 血 液 と非常 に 簡単 な 前処 理 の

み で 測定 が 可能 で あり，循環系及 び代謝系 に お け る 異常 や 疾患 を探 るた め の 乳 酸の モ ニ タ リ ン グ に 有用 と考

え られ る ．
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