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技術論文

コ リ ン オキシダ ー ゼ 固定化 酵素反応 カ ラ ム を用 い る

サプ リメ ン ト中の コ リン の フ ロ ー イ ン ジ ェ クシ ョ ン分析

中野 　正史
1
， 吉原 　将明

1

， 櫻川　昭雄
  1

　 コ リ ン オ キ シ ダーゼ （ChO ） とベ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ （POD ）を担体 で あ る キ トサ ン に 固定化 し，固 定化酵

素反 応 カ ラム と して シス テ ム に組 み 込 ん だ簡易で 高感度な コ リ ン分析用 フ ロ ーイ ン ジ ェ ク シ ョ ン 分析 （FIA ）

シス テ ム を開発 した，酵素の 固定化 は Schiff塩基生成反 応 を利 用 した グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド架橋法 で 行 い ，検

出器 は 蛍光光度検 出 器 を 用 い た．調製 した 固定化 酵素反 応 カ ラ ム を FIA シ ス テ ム に組 み 込 み ，分析 の 諸 条

件 と して キ ャ リ ヤ
ー
組 成，ポ ン プ の 流 量，試 料 注 入 量 な ど を検討 し，シ ス テ ム の 最適化 を 試み た．本 シ ス テ

ム で の 1 回 の 分析時間は 3 分間程度で あっ た ．また，検 量 線 は 0，2〜10 μlnol 　dm
−s

ま で 相関係数 0．g99 以

上 の 直線 関係 が 得 られ ， 検出下限は 0．l　pmol 　dm
−s

で あっ た．実試料 中の 共存物質 の 影響 を添加回収実験 で

行 っ た 後 ， 実試料 と して サ プ リ メ ン ト中の コ リ ン の 定量 を試 み た と こ ろ ，同
一

試料 5 回繰 り返 し測定 に よ

る相対標準偏差 は 0，3％ 以 内と， 共存物質の 影響を受けず に定量 で きる こ とを確認 した．

1 緒 言

　近 年，グ ル コ ー
ス ，ア ル コ ール ，尿 酸 とい っ た 特定 の 酵

素 に よ っ て 酸化 され ，過酸化水素 を発 生 す る多様 な 生 体内

微量物質 を定量す る こ と を 目的 とす る 迅 速で 高感度 な過酸

化水素検出法 の 開発 が行 わ れ て い る ．その よ うな過酸化水

素検出方法を開発す る こ とは，そ れ ら生体内微量物質の 迅

速 な 定量 化 に もつ なが り，また，そ の 観点か ら迅 速 な定量

が 可能 な フ ロ ーイ ン ジ ェ ク シ ョ ン 分 析 （FIA ）法は 有用 な

方法で あ る と言 え る
1）〜3）．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 じん
　
一

方，本研究 の 定量 目的物質で あ る コ リ ン は肝臓，腎臓，

肺な どの 様 々 な臓器内で 見 られ，神経，筋肉間に お ける脳

か らの イ ンパ ル ス の 伝達 にかか わ る 重要な神経伝達物質 で

あ る ア セ チ ル コ リ ン や ， 脂質代謝 に か か わ る ボ ス フ ァ チ ジ

ル コ リ ンの 前駆体 と して知 られ て い る．そ の た め コ リ ン の

欠乏 は肝 臓中の 脂肪量を増大 させ ，記憶力 の 低 下 や，脳 か

ら筋肉へ の 情報伝達 の 遅 れ を も た らすの で ，そ れ らの 機 能

障害 を予防す るた め に もコ リ ン の 迅 速 な 定量 法 が 必 要 と さ

れ て い る
d〕一一7）．コ リ ン は 通 常，ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー

（GC ） や 高速液体 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

（tlPLC）を は じめ

とす る 分離分析法
5）
− 7｝

又 は酵素反応を利用 した分析法
4〕
の

どち らか に よ っ て 定量 され て い る ．し か し，一
般的 に 特異

的 な 反 応 を示 す酵素を用 い る分析法 は ， ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ーに 比 べ て よ り選 択性 の 高い 分析が 可能 で あ り，FIA と酵

素法 を組 み合 わ せ た 自動 定 量 で は，単 位時 間 当 た りの 試 料

1
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処理能力 が GC 法 などの 数倍か ら数十倍 で あ り， 高価な装

置 も必 要 な く高感度で 高選択的 な定量 が 期待 で き る．酵素

法 に は酵 素 を溶液 と し て用 い る 方法 と 固 定化 酵 素 と して 用

い る方法 の 二 通 りの 方法が あ る が ，前者 は 高価 な 試 薬 で あ

る 酵素 の 大量 消費や ，FIA シ ス テ ム の 流路 の 複雑化 に つ な

が る こ と，ま た，酵素 の 安定性の 問題，更 に は 酵素溶液自

身が検出の バ ッ ク グ ラ ウ ン ドに 影響を与え る と い っ た 欠点

が あ る．一
方，後者 は 不 安定な酵素を担体 に 固 定化 させ る

こ と で 酵 素を安定 させ
，

か つ コ ス トを 低減 させ る た め の 優

れ た方法で あ る と言え る
7）．す で に，化学発 光 検出を用 い

る方法 が 報告 さ れ て お り
A）
，検 出 限 界 も 15pmol と非 常 に

高感度 な分析 が 可能 で あ るが，相対標準偏差が 3．5％ と比

較的大 きい ．また，ア ン ペ ロ メ トリ
ー

で 検 出す る 方法も報

告 さ れ て い る が
8｝
− 11），感度 は 良好な もの の 検 出器 自体 の

安定性 に問題 が あ る．そ こ で ，本研究 で は コ リ ン オ キ シ ダ

ーゼ （ChO ）及 びペ ル オキシ ダーゼ （POD ） を 固 定化能

力な らび に 固定化後 の 酵素の 反 応 性 に も優 れ た キ トサ ン ビ

ーズ に 固定化 した 固定化酵素 を調製 し，こ れ を FIA シ ス

テ ム に反応 カ ラ ム と して 組み 込 み ，蛍 光光度 を 測 定す る方

法 に よ り コ リ ン の 分析 に 適用 した 結果，検出 限界 は 0．1

pmol 　dm
−s
，同

一
試料 5 回の 繰 り返し測定 に よ る 相対標準

偏差 は O．3％ 以 内で あ っ た．固 定化担体で あ る キ トサ ン は

天 然高分 子 で あ る キ チ ン の 脱 ア セ チ ル 化 物 で あ り ， 構造 中

に ア ミ ノ基を有 し て お り，その ア ミノ 基を固 定化 に 利用す

る た め 固 定 化 した 酵 素 は き わ め て 安 定 で あ り，長 期 間使 用

で き る特徴 を もつ ．キ トサ ン の 構造は セ ル ロ ー
ス と酷似 し

て お り，正 式 に は 1｝ グ ル コ サ ミ ン の β
一1，4 結合体 と称 され，
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再結晶 に よ り精製 と造粒が容易 に行 える物質で あ る．キ チ
　 　 え 　 び 　 　 か に

ン は 海老や 蟹 の 甲羅 に含まれ る バ イオ マ ス で あり，こ の キ

チ ン よ り製造 され た キ トサ ン ビーズ を固定化酵素の 担体に

用 い て 分 析化学 に利 用 し た例 は ， 著者 らの 報文
12 ｝
『lb

似 外

に は他 に 見 当た ら な い ．また，近年の ダ イエ ッ トブーム か

ら，脂質代謝 を促す作用 を持 つ ボス フ ァ チ ジ ル コ リン の 母

体 で あ る コ リ ン を，サ プ リメ ン トで 摂取す る傾向もみ られ

る た め ，本 シ ス テ ム を用 い た サ プ リ メ ン ト試料中の コ リ ン

の 定量 に適用 した と こ ろ ，良好な結果 を得 る こ とが で きた

の で報告す る．

2　実 験

　 2・1 装　置

　 蛍 光 光 度 検 出 に は 島 津 製 胚 一535 型 を用 い ，Unicorder

U −228記録計 （Pantos製） に 記録 した．　 pH 測定 に は 東亜

DKK 製 H 賍 30　pH メ
ー

タ
ー

を使用 した．固定化酵素 の 活

性測定 は 反応温 度 B7℃ で 行 い ，温度 は ヤ マ ト科 学製

Coolnics　circulator （model 　GTE −42W ）を用 い て 調整 した．

固 定 化 酵 素の 調 製 は マ グ ネ チ ッ ク ス タ
ー

ラ
ーF−616 （Fine

製）を 用 い て ， 適度 な 速 度 で か き混ぜ て 行 っ た．FIA シス

テ ム に 用 い た ポ ン プ は，ア ク ア ・ラ ボ 製 の定流 量 ポ ン プ

（PE−230） で あ り，キ ャ リ ヤーと して 0．15mol 　dm
−3

塩 化

ナ トリウ ム 及 び 蛍光試薬 で あ る 2．3mmol 　dm
−s

　3−（p一ヒ ド

ロ キ シ フ ェ ニ ル 〉プ ロ ピ オ ン 酸 （HPPA ）／O．3　mol 　dm
−s

　2一

ア ミ ノー2一ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ー1 ，B一プ ロ パ ン ジ オ ール

（Tris）
− HGI 緩衝液 （pH ： 8．0） は ， そ れ ぞ れ 流量 O．6　cms

min
−

［

で 送液 した．また，試料 の 注入量 は 0．3　cm 　
a’
と した．

固定化酵素反 応 カ ラ ム は GhO 及 び POD を キ トサ ン に 固

定化 した 固定化酵素を 2，lmmi ．d ．x100mm の プ ラ ス チ

ッ ク 製 の カ ラ ム に そ れ ぞ れ 約 0，2g 充填 して 作製 した．ま

た ，
ミ リ ポア製 の Milli−Q　Reagent　Sアstem 　lこ よ る精製水 を

純水 と して 使用 した．

0．5 （v ／v ）％ は ， 1mol 　dm
−3

塩酸 （和光純薬工 業） で pH

を調整 した Tris−HCI 緩衝液 を用 い て 調製 した ．固 定化酵

素の 調製 に 用 い た ChO （ア ル カ リゲ ネ ス 属由来，14　units

mg
−1

）及 び POD （西 洋 わ さ び 由 来 ， 100　units 　mg
−
L
） は

和 光 純薬工 業製 で ，こ れ らの 溶液 は酵素活性 の 低下 を 防ぐ

た め，固定化酵素調製時に 新 た に調製 した，

　固定化担体 と して 使用 した キ トサ ン ビーズ （ChitopearI

3503 ，30 μm φ，富 士 紡績製） は ，特別 な 処理 をせ ず，そ

の まま使用 した．

　 2・3 操 作

　2・3・1　固定化酵素 の 調 製 　　ChO 固定化酵素の 調製 は

担 体 で あ る キ トサ ン ビ ーズ 及 び GhO の ア ミ ノ 基 と，架橋

剤 で あ る グ ル タル ア ル デ ヒ ドの ア ル デ ヒ ド基 との Schiff塩

基 の 生 成 を利用 した グ ル タル ア ル デ ヒ ド架橋法
s｝
−

／？）
に よ

っ て 行 っ た．2g の キ トサ ン ビーズ を IOO 　cmS ビー
カ
ー

に

と り，ユ （v ／v ）％ 以 上 で は 本法で 用 い た Tris−HCl 緩衝液 で

は 不 溶 に な るの で， ．1〜O．5mol 　dm
−s

　Tris−HCl 緩衝液 に

O．1〜O．6 （v／v ）％ に な る よ うに グ ル タル ア ル デ ヒ ドを溶 解

した グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド／Tris−HGl 緩衝液 を ユO　cmS 加 え，

ス ターラーで 15 か ら 120 分間か き混ぜ て ，か き混ぜ 時間

の 影響 を 検討す る と と も に ，こ の と き使用 し た Tris−HCI

緩衝液 の pH を 7．Oか ら 9．0 の 範囲で 変化 させ ，その 影響

も検討 し た．そ の 後，こ れ に 20 か ら 500pp 皿 の GhO 溶

液 10cm
呂

を加 え ， 更 に 15 か ら 120 分 の 間 で 酵素 固定化

時の か き混ぜ 時 間 の影響 を検討した．固定化酵素ビ ーズを

水 で 洗浄後，こ の 操作 を 2 回 繰 り返 し，得 られ た キ トサ

ン ビーズ を GhO −IE と し，0，1mol 　dm
−s

　Tris溶液中で 4℃

の 冷蔵庫に保存した．

　 2・3・2ChO −IE の 活性測定　 　GhO −IE の 活性測定 は 次

の ような反応 を利用 して 行っ た．

　 2・2　試　薬

　標準溶液 の 調 製 に 用 い た塩化 コ リ ン （試薬 1 級） と過

酸化水素 （試 薬 特 級 〉 は和 光 純 薬 工 業 製 の 試 薬 を精 製 せ ず

に その ま ま使用 した．50mmol 　dm
−
s
塩 化 コ リ ン 標準溶液

は 0．698g の 塩 化 コ リ ン を は か りと り，0，15mol 　dm
−’9

塩

化 ナ トリ ウ ム 溶液 で 溶解 し，同液で 100cm 呂
と した．

　使用 した 塩化 ナ トリ ウ ム ，HPPA 及 び Trisは 和光純薬

工 業製 で ，0．15　mol 　dm
−3

塩化 ナ トリウ ム 溶液 は常法 に よ

り水溶液を調 製 した ．こ の 塩化 ナ トリ ウム 溶液 は キ ャ リヤ

ーや 固 定化 酵素 の 保存液 と し て も 使用 し た．2．3mmol

dmrB 　HPPA ／0．3　mol 　dm
−s

　Tris−HGI 緩 衝液 （pH ： 8，0） は

HPPA 　O．1911　g を と り，0，3mol 　dm
−3Tris −HCI 緩衝液で 溶

解 し500cm3 と した．

　 固定化酵素の 調製時 に 使用 し た グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド溶液

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 GhO
Choline　Ghloride ＋ H20 ＋ 202 − →Betaine＋ 2H202

　 この 方 法 で の 検 出物 質は 過 酸化水素 で あ り，この 過酸化

水素の 存在 で HPPA は POD を介 して HPPA の ダ イマ
ー

を

生 成 し ，そ の 蛍光強度 の 増加 か ら ChO の 活性 を測 定 し

た．

　条件を変えて 調製 した ChO −IE の 表面 の水 を消紙 で 取 り

除 き，そ の 約 0．3g を 100　cmS の 三 角 フ ラ ス コ に と り，こ

れ に あ らか じ め 37℃ に調 整 し て お い た塩 化 コ リ ン を go

cmS 加 え，　 POD カ ラ ム の み を組 み 込 ん だ 過酸化水素分析

用 FIA シ ス テ ム に 6 分間隔で 2．5　cmS ずつ 計 4 回溶液 を採

取 し，各溶液 の 1．Ocm3 を孔径 0．45 μm の ク ロ マ トデ ィ ス

ク 25A （バ イオ フ ィ
ー

ル ド製）を通 して 注入 し，過酸化

水 素 の 濃度 （ppm ） を 算 出 し た ．次 に 得 ら れ た 濃度
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Fig・l　Measurementof 　activity
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・Activity（Unit／g＞＝ AA ÷ Dry　Weight 　of 　Immobilized
Enzyme

　 　 CH2CH2COO
−

・φ
　 　 0

一

POD

降」〔∴
　 　 　 　 O

’
　　 　0

一

・ご ＿ ． δ踏
『

　 　 0
−

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0
−
　　 　　　　 0

一

Fig．3　Scheme 　of 　the　chain 　reaction 　between 　HPPA
and 　HPPA −radical

Fig．2　 Schemc 　of 　 The 　Flow　System　for　The
Determination　of 　Choline

C ： carrier （0．15mol 　dm
− sNaCl

）；1： indicator （2．8
mmol 　dm

−
sHPPA

）；P ： pump （tlow 　rate ； 0，6　cm
［

min
−

］

）；S ： sample 　injcctor （injection　volume ： 0．3
cms ）；D ： Huorescence　dctector （EX

＝305　 n   ，　EM ＝

405nm ）；R ： recorder ；W ： waste ； IE ： immobilized

en4 ・me 　reaCtOr 　COIUmn

（ppm ） を過酸化水素 の 物質量 （pmol ） に 変換 し
， 得 られ

た グ ラ フ か ら 1 分間当 た りの 過酸化水素生成量を測定 し

た （Fig．1）．測定後，使 用 した GhO −IE を 回 収 し ， 55℃

で 18 時 間 以．ヒ乾燥 し ， 固 定化酵素 の 乾燥重量 か ら，乾燥

重量 1g 当 た りの 活性を算出 し た．

　2・3・3　コ リン の 定量 操 作 　　コ リ ン の 分 析 に は，Fig．2

に示 した FIA シ ス テ ム を使 用 した．試 料溶液 0．3　cmS を イ

ン ジ ェ ク ター
（Rheodyne7125 ） よ りキ ャ リヤ ー

溶液 を 流

した流路 に 注入 した．注入 さ れ た 試料溶液 は ChO −IE 反応

カ ラ ム に 送 られ ，こ こ で コ リ ン か ら過酸化水素 に 誘導 さ

れ る，次 に過 酸化水素 の 蛍光指示薬の 流路が合流 し，既報

を 参考
12）”lfi｝

に 調製 した POD −IE 反応 カ ラ ム 内で 過酸化水

素 と HPPA が，　 Fig．3 に示 され た よ う に 反応 し て 生成 し

た 蛍光生 成物 の 蛍光強度を測定 し，得 られ た ピ ーク 高 さか

ら コ リ ン を定量 した ．

　 2・3・4FIA シ ス テ ム 　　本法で は GhO を用 い て コ リン

か ら過酸化水索を誘導す る こ と で コ リ ン の 分析 を行 っ て い

る，測定対象物質で あ る過酸化水素 の 定量 に つ い て は，従

来 の 測定法 を その まま使用す る こ とが で き る の で ，ChO −

IE の コ リ ン か ら過酸化水素へ の 変換部 分 の 反 応 条 件 （反

応温度 ・キ ャ リヤ ーの 流量 ・試料 注入 量 ・
共存物質 の 影

響）を中心 に検討 を行 っ た．す な わ ち，酵素反 応 の 温度依

存 性 につ い て ，反 応 温 度 を 制 御 し た 場 合 と し な い 場合 の ，

キ ャ リヤー
の 流 量 に つ い て は 装置全 体 に かか る 圧力 を考慮

し，0．1〜1．O　cmS ／min の 範囲内 で 検討 を 行 っ た ．また ，

試 料注 入 量 に つ い て は 0．1　一一　O，5　cm3 ま で 0．1　cmS 問 隔 で 注

入 し，その と きの ピー
ク高 さを比較 した，更 に 共存物質 の

影響 の 検討で は ，実試料 中 に 含 ま れ る コ リ ン か ら過 酸 化 水

素へ の 変換を妨害する と思 わ れ る無機イ オ ン 及 び 有機物 を

コ リ ン標準溶液 に加えて，そ の 影響 を 添 加 回 収実験 で 検討

し た．

3 結果 と考察

　 3・1　固定化酵素の 調製

　 固定化条件 と して ，グ ル タ ル ァ ル デ ヒ ドの 濃度 と溶媒 で

あ る Tris−HGI 緩衝液の 濃度及び pH ，固 定化 時 の pH 及 び

反応時間 ， 使用する酵素の 量 な ど につ い て検討 し た 結果，

Table　 l に 示 した 条件が 最 適 で あ っ た．調 製 時 に 最 も大 き
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Table　 l　Preparation　conditions 　of 　GhO −IE

Glutaエ aldehyde

Choline　Oxidase

Number 　of 　Repetitions

Stock　So且ution

Concentration

　 Medium

Reaction　Time
　 Volume

Concentration

　 Medium

Reacdon 　Time

　 Volume

　 0．5 （v ／v ）％

0．2　M 　Tris　Buffer

　 （pH 　8・0＞
　 　 60min
　 　 lO．OmL

　 200PP  

0．IM 　Tris　Butfer

　 （PH 　8・0）

　 　 30min

　 　 lO，OmL

　 　 　 20

ユ MTris 　Buf ∬er

　13min　　　　 3　min

〈＝ ⇒〉　　⇔

　　　　　　　蝋1駈
（5．Ommi ．d．× 50mm ） （2．1mmi．d．XIODmm ）

Fig・4　FIA 　signals 　Qf 　choline

Carrier （0．15mol 　dm
−8NaCl

）；Indicator （2．3　mmol
dm

−sHPPA

）；Fl・ w 　R ・t・ ・ 0．6 ・m3 　min
一

’

；lnjecti・ n

Volume ： 0．3　cms ；Sample 　concentration ： 5μmol 　dm
−s

な影響 を及 ぼ す因子 は，グ ル タ ル ア ル デ ヒ ドの 濃度 とそ の

溶媒 の pH で あ り， そ れ ぞ れ の 条件 に つ い て 検討 した 結果，

ChO −IE の 活性は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ドの 濃度が   ．5 （v／v ）％

の と き最大 と な り，pH は 8，0 の と き最大 とな っ た．

　なお，グル タ ル ァ ル デ ヒ ドの 希釈溶媒 と して ，本研究 で

は Tris−HG1 緩衝 液 を使用 して い る が，他 に も代表的な緩

衝溶 液 で あ る 0．1mol 　dm
− s

ホ ウ 酸塩緩 衝液，0 ．2　mol

dm
−s

リ ン 酸塩緩衝液 ， 0，2mol 　dm
−a’

ア ン モ ニ ア 緩衝液 な

どの pH を 8 として 用 い た とこ ろ，ア ン モ ニ ァ 緩衝液 は担

体 で あ る キ トサ ン の 変色 を起 こ し，活 性が 低 下 した こ と以

外 は，他 の 緩 衝液 で も ほ ぼ 同様 の 活性 を示 した が ， 最 も調

製 が 容易 な Tris−HCI 緩衝液 を グ ル タ ル ア ル デ ヒ ドの 希釈

溶媒 に 用 い る こ とに した．

　また，固定化時 の pH が 8．5 よ りも高 くな る と酵素 の 構

造 が 破壊 さ れ，pH 　7．5 以下 で は Schiff塩基 の 生成反応 が

弱塩基 下 の 反応 で あ る た め に 活性 が 低下 した と考え られ

る．

　こ の 条件 で 数 回 固 定化 を行 い 固 定化 時 の 誤差 を検討 した

が，コ リ ン の 定量 に 影響 を及 ぼす ほ どの ピ ーク 高 さ の 変化

は認 め られ な か っ た．ま た，こ の よ うに 調製 され た ChO −

IE は 安定 で あ り，一日あ た り数 十 回 の 試料 の 分析 に 使用

して も，使用後，保存溶液で ある O．15　mol 　dm
−s

塩化 ナ ト

リ ウ ム 溶液 に浸 し冷蔵庫 に保存すれば，二 年以上安定 で あ

る こ と を確認 し た ．

　3・2FIA シス テ ム の 改善

　3・1 ま で の 知見 に よる最適条件 を用 い て 調製 した 固定化

酵素反応 カ ラ ム を 実際 に FIA シ ス テ ム に 組 み 込ん で 測定

を行 っ た と こ ろ ，1 回 の 分析 に 約 IS分 間 と い う長 い 測定

時間と，試料注入量 も 1．5cmS と多量 の 試料を必要 とした．

こ の 原因 は，従来か ら使用 して きた 5．Omm 　Ld．× 50mm

の 固定 化 酵素 を充 て ん す る反 応 カ ラ ム に あ り，シ ス テ ム 全

体が 内径 0．5mm の テ フ ロ ン チ ュ
ーブ で つ なが れ て い る の

に対 し，カ ラ ム 部分 は 5，0mmi ．d，で あ る た め，こ こ で 溶

液 の 拡散が 起 こ り， 長 い 分析時間が 必要 とな る．

　 こ の 欠 点 を 改善す る た め に，2，1mm 　i．d．× 100　mm と従

来 よ りも内径 が細 く， ま た ， 触媒 で ある 酵素 との 接触時間

を増加 させ る た め に 長 さ の 長い カ ラ ム を新 た に 作製 し，分

析時間の 短縮 と試料注入量 の 削減を試 み た，従来，使用 し

て い た カ ラ ム に 比べ ，新 しい カ ラ ム の ピー
ク は ほ ぼ 左右対

称 で か つ 鋭 い 形状を示 し，1 回 当た りの 分 析 時 間 は そ れ ま

で 約 13分 で あっ た の が 約 3 分まで 短縮 され た．しか しな

が ら，Fig．4 に示 さ れ て い る ように ピーク 高 さは ほ と ん ど

変 化 な く，感 度 の 改善 に は つ なが らな か っ た．こ の 理 由 は

内径 の 大 きい カ ラ ム で は拡散に よ り試料中の コ リ ン と酵素

の 接触時間が 長くな り過酸化水素へ の 誘導，な らび に 蛍光

物質の 生 成反応 が 右 に 進行 した た め と考え られ る．

　 S・3FIA シス テ ム の 最適化

　 本法 で は ChO を用 い て コ リ ン か ら過 酸化水素 を誘導す

る こ とで コ リ ン の 分析を行 っ て い る．測 定対象物質で あ る

過 酸 化水素 の 定 量 に つ い て は，従来の 測定法
12 ）
− 16 ）

を そ の

ま ま使用す る こ とが で き る の で ，ChO −IE の コ リ ン か ら過

酸化水素へ の 変換部分 の 反応条件 を 巾心 に 検討 を行 っ た．

　 3・3・1 反応温度　　HPLG 用 の カ ラ ム 恒温槽 な ど を用

い て 反応温度 の 影響 を 15〜50℃ に わた っ て 検討 した ．

ChO は温度が 40 〜45℃ で 最大 の 活性 を示 し たため ，本

シ ス テ ム は こ の 温 度 に保 た れ て い る こ とが 理 想 的 で あ る と

思 わ れ る．そ の た め ， シ ス テ ム 全体 を この 温 度 に保 つ こ と

は分析感度 の 向上 につ な が る．しか し，本 シ ス テ ム は常温

の ままで も十分な感度が 得 られ て い る こ とや 与えられ た流

路全体 を最適温度 に保つ こ と は不可能で あ る こ と，更に恒

温槽 を設置す る こ と は シ ス テ ム の 大型化 に つ なが る こ と な

．
どか ら，恒温槽を設置せ ず に 常温 の まま測定を行 うこ とに

した．

　 3・3・2　 キ ャ リヤ ーの 流 量 　 　キ ャ リヤ ー
の 流 量 と装 置

全体の テ フ ロ ン チ ュ
ーブ の 内径を変える こ とは，分析時間

の 長 短 に つ な が る．本 FIA シ ス テ ム で は テ フ ロ ン チ ュ
ー
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ブ の 内 径 （0．5mm ）を
一

定 と して 検討 を行 っ た．そ の 結

果，高 流 量 側 で は 1 回 の 分析時間 は S 分 以 内 と迅 速 な分

析が 可能で ある が，再現性が や や 悪 く，逆 に 低流 量 側 で は

1 回の 分析時間 が 長 くな っ て し ま うた め ，キ ャ リヤー
の 流

量 を O．6　
cmS 　min

−1
を最適 と した．キ ャ リヤ

ー
の 流量 は，

ピー
ク 形状 の 再現 性及 び分析時聞 に影響 を及 ぼ した が，ピ

ーク 高 さ に は ほ と ん ど 影響を与えな い こ とが 分 か っ た ．

　3・3・3　試料注 入 量　　分析 シ グ ナ ル の ピーク高 さ を増

大 さ せ る 要 因 に は，試 料 注 入 量 が 大 き な 割 合 を 占 め る，

Fig，5 に 本法 に お け る試料注入 量 の 影響 を示 し た．3・2 で

述 べ た よ うに 5，0mm 　i．d．× 50　mm の カ ラ ム を使用 し た場

合，試料注入量 が 1．5　cmU 程度必 要 で あ っ た こ とか ら，溶

液 の 拡散の 少ない 新 しい カ ラ ム で は，それ以下の 注入量 で

十分な感度 が 得 られ る こ とが予想 され る ．2・3・4 に 従 い 注

入 量 を 0．5cme と し て 測定を行 っ た と こ ろ，ピーク 高 さ が

安定せず 0，5c 皿

s
で も注入 量 と し て は 過剰で あ る こ とが 分

60．0

　 50．0
麺
雪 40．o
・霧
コ

愚 30．0
呂
ひ
≧ 20．0
蚕
ひ

畄 10．0

00
0．1　　　 0．2　　　0．3　　　0．4

　 1njeCtiOn　 VOIUme ／Cm3

0．5

Fig．5　Sample 　volurne

Carrier （0，ユ5mol 　dm
−s

　NaCl ）；Indicator （2．3　mmol

dm
−s

　HPPA ）；Flow　Rate ： O．6cmn 　min
−1

；Sample 　con −

cent ・ati ・ n ・ 5 μm ・1　dm
−s

か っ た．そ こ で ， 試料注 入 量を 0．5cmE か ら 0．lcmS 間 隔

で 減 少 させ 注 入 量 を検討 した と ころ ，0．3cmS で 感度 ， 再

現性と もに 安定な シ グ ナ ル を得た．

　ま た，HPPA の 濃 度 に つ い て は，既報
12 ）
〜ユfi｝

で の 濃 度 を

そ の まま使用 した，

　3 ・4 　共 存物質 の 影響

　共存 イ オ ン 又 は 共存 物質 の 影響 を検 討 し た結果 を

Table　 2 に示 す，使 用 し た酵 素 は共 存 物 質 の 影響 を受 け や

す く，無機 イ オ ン で は特 に 強 い 影響 を 受け る物質 は み られ

な か っ た もの の ，有機物 に 関 し て は ア ス コ ル ビ ン 酸で O．5

μmoI 　dm
−s

レ ベ ル で 負 の 影響 を も た ら し た．こ れ は，ア

ス コ ル ビ ン 酸な どの 還元性 を有す る 物 質 は POD に よ る

HPPA ラ ジ カ ル の 生成を抑制
12）
す る た め 影響 を与 える ．こ

れ よ りア ス コ ル ビ ン 酸 オ キ シ ダーゼ な ど を 用 い て 試料中の

ア ス コ ル ビ ン 酸を分解して か ら定量 に 供す る こ とが 考えら

れ る が，3・5 で の 試料中の そ の 濃度 は 許容範 囲 内で あ っ た

た め，ア ス コ ル ビ ン 酸 に対す る処置 は 特 に 行 わ なか っ た．

ま た，尿酸 も還元力 を有す る た め 5 μmol 　dm
”S

で 影響 を

与えた が ，尿 酸 の 実試料中で の 存在 割合 は わ ず か なた め ，

希釈す る こ とで 十分 に 処理が可能 で あ る と思わ れ る．ま

た ，実試料 の 中で も特 に血清試料中 に 多 く含 まれ る タ ン パ

ク質 の 影 響 に つ い て は，ヒ ト血 清 ア ル ブ ミ ン （HSA ） を用

い た が ，IOO　mg 　dm
−s

の タ ン パ ク 質 を 添加 して も影響 は

見 られ な か っ た．

　3・5　実試料へ の 適用

　本法 の 共存物質 に対す る 添加 回収 実 験 の 結 果 か ら，本 シ

ス テ ム をサ プ リメ ン ト試料 中の コ リ ン の 定量 に適用 して み

た．使用 した サ プ リ メ ン トは Choline ＆ Inosito1500　mg

（KAL 　company ，　 U ．　S．　A ）を用 い た．こ の 試料
一

錠 を 100

cm3 の 0．15mol 　dm
−
s
　NaCI に 溶解 し，そ の 後，孔径 O．45

pm の ク ロ マ トデ ィ ス ク 25　A で 炉過 し た 後，10000 倍 に希

釈 した （2．6 μmol 　dm
−s
）．ま た，5．0 μmol 　dmNs の コ リ ン

Table　2　Effect　of 　the 　coexisting 　substances

Cation Gonc ．／mM Recov ．，％ Anion Con ⊂．／mM Re ⊂ ov ．，％

Ca2
＋

K
’

Mg2
’

Al3
＋

0，50
．50
．50
．5

95，898
．297
．1100

NO ゴ

SO42
−

GO32
−

PO ，

s一

50

．50
．50
．05

97，097
．210598

、4

Org． Conc ．／mM Recov ．，％ Org． Conc．／mM ReCOV．，％

GlucoseEthanoIAcetic

　Acid

Ascorbic　Acid

0．5550

，005

99．510297

．495
．5

Creatinine
TyrosincUric

　AcidHSA
の

　 5
　 0．05
　 0，  05100

（PP  ）

98．710099

　．795
．3

a ＞Human 　serum 証bumin 　addition 　tQ　thc 　l　O　pM 　choline
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Tablc　 3　Analytical　result 　in　supplement

Sample
，認 窪 R ・ … ery7 ・ 翳野

5　pmol 　dm
−s

Standard　sol．

1／10000dil，
Supplement　sol．

5 μmol 　dm
−s

Standard 　sol．
　 　 十

1／10000dil ，
SupPlement 　sol ・

2．6

7．2 95

0，21

0．28

0．23

標準 溶液 を添 加 し て 回 収実験 を 行 っ た と こ ろ，72 μmol

dm
−s

と な り，ほ ぼ ユ00％ の 回収率 を 得 る こ とが で きた

（T 乱ble　 3）．更 に ，同
一

試料 を 5 回連続注入 した と きの 相

対標準偏差 は O．BO／o 以 内で あり，こ ち ら も良好 な値 を得 る

こ とが で きた．更 に本法 の 信頼性を確認す る た め，標準添

加法 に よ り検量線 を作成 した と こ ろ，得 られ た直線 は標準

溶液 の 検 量 線 と ほ ぼ 平行 して お り， サ プ リ メ ン ト中 の 共存

物質の 影響はみ られ な か っ た （Fig．6）．以 上 の こ とか ら

本 シ ス テ ム は還 元 性 物 質 の 含 有 量 が 少 な い 試 料 で は，共 存

物質 の 影響 を受けず に定量 が 行える こ とが 確認で きた．
R．S．D ： relative 　standard 　deviation
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Fig．6　 Standard　Addition　Test　of 　Ghol 童ne 　in
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Garrier （0．15　mo 【dm
−s

　NaCl ）；Indicator （2，3mmol
dm

−s
　HPPA ）；Flow　Rate ： O．6　cms 　min
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； ● ： Calibration 　Curve ； ○ ：

Regression　Analysis　Curve
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Flow Irijection Analysis of  Choline in Supplements  Using
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 A  simple  and  sensitive  flow in.jection analysis  (FIA) systern  with immobilized  choline  oxidase

(ChO) and  peroxidase (POD) enzyme  reactor  columns  for the  deterrnination  of  choline  has

been  developed. ChO  wa$  immobilized  onto  chito$an  as a  support  by cross-linking  with  glu-
taraldehyde  by fbrming a  Schiff base, and  choline  was  determined with fluorescence detection.
The  FIA system  with  the immobilized enzyme  reactor  columns  was  tested  fbr the  parameters of

the  optimization  procedure : carrier  solution,  flow rate  and  iajected sample  volume,  After the
optimization  of  the FIA parameters, the  response  time was  about  8 (min), the  linear calibration
curve  was  obtained  between O.2 pmol  dm-S  and  10 pmol  dm-Sof  choline  (r2 =:  O.999) and  the

detection limit was  O.1 pmol  dm'S. After researching  of  the  effects  of  coexisting  substances  by

an  additional  recovery  test, the  FIA  system  was  applied  for a  supplement  sample  and  the  relative

standard  deviations by repeated  measurements  (n `
 5) were  found to be within  O.S%. It was

found that the FIA  system  can  be  applied  to any  sainples  without  effecting  of  the coexisting  sub-

stances.

Kaywords : imrnobilized enzyme  reactor  column;  FIA; choline  ; fluorescence detection.


