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　カ リ ジ ノ ゲ ナ
ー

ゼ は ド イ ツ の Frey に よ り発見

された血圧降下作用を有す る酵素で あ る，カ リ ジ

ノ ゲ ナ ーゼ 製剤は 現在，20数社か ら市販 され て お

り ， 高血 圧症に お け る末梢循環障害や脳循環障害
の 随伴症状 の 改善に繁用 され て い る．市販製剤に

使用 され て い る カ リ ジ ノ ゲ ナ ーゼ は ， ブ タ 膵臓由
来 の 酵素で あ り ， そ の 抽出方法や精製技術 の 違 い

† 徳 島市 蔵 本 町 2−50；2−50，　K ・・am ・to−ch 。 ，　T 。 k。
．

　　 b
”hima −g．　hi，　770　Japan

に よ っ て 製剤間 に 品質の 差異が生 じ る もの と考え

られ る．

　著者 らはす で に， こ の よ うな観点か ら カ リ ジ ノ

ゲ ナ
ーゼ 製剤 の 力価測定や電気泳勤法 に よ る夾雑

酵素 の 検出等を行い ，製剤 に よ っ て 品質に か な り

の 差が ある こ とを報告 した 励 ．それ以後に もカ リ

ジ ノ ゲ ナ ーゼ 製剤の 品質試験 に 関す る報告 3ゆ は

み られる が ，現在市販 され て い る カ リ ジ ノ ゲ ナ ー

ゼ 製剤は 厚生省の指導に よ っ て 1988年に作成 さ れ

た新 しい 統
一

規格 （ア プ ロ チ ニ ン 阻害率に よ る確
認試験 や マ ウ ス よ り摘出 した 予宮 の 収縮 に よ る キ
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＝一ン 遊漁 酬 試 験 オ賭 の 試験法を 頷 ∫） に 適合し

た もの で あ り，力価 （1巨位） の 表示方法 も国際単

位 に 統．一
され て い る．

　今回，著者 ら は 市販12製剤を対 象と して HPLC −．

ボ ス トカ ラ ム 分析法を用 い て ，カ リ ジ ノ ゲ ナ
ーゼ

活性及 び カ リ ジ ノ ゲ ナ ーゼ 以外の 夾雑酵素活性を

険出す る こ と に よ り，カ リ ジ ノ ゲ ナ
ーゼ 製剤 の ，

tl
「

II

質を更に詳 し く検討 し た ．また ，統一規格試験，

安定性試験 も行 っ た の で 併せ て 報告す る．

実 験 方 法

Vol．16，　 No ．2 （1990）

　1． 試　料

　Table　1 に，試験に用 い た カ リ ジ ノ ゲ ナ
ーゼ 製

剤 12製品 の 卩
ッ ト番 号を示 した ．試料11，12の 表

示力価 は 101U （国際単位）で あ り， 他 は 251U で

ある，ま た試料11は カ プ セ ル 剤 ，他は 錠 剤 で あ

る，

　 Table　1．

Specirnen　No ．

Specimens　Examined

Lot　 No ．

123456789101112 HG21BZK19ZOO18071331900823073GLlBO3G3UGUO2B31507805AAY

〔｝06

　2． 規格試験

　カ リ ジ ノ ゲ ナ
ーゼ 製剤 の 統

一規格試験 の 方法 に

従 っ て 定 i貢，ア ブ ロ チ ニ ソ 阻害率 に よ る 確認試

験，マ ウ ス よ り摘出 した 子宮の 収 縮に よ るキ ニ ソ

遊離活性試験を行 い ，日本薬局方 に 準 じて 重 帋偏

差試験 ，崩壊試験を行 っ た ．

　〔定 量法〕： カ リ ジ ノ ゲ ナ ーゼ 錠 （カ プ セ ル ）20

個 を と り粉末 に して 試料 とした ．表示国際単位に

従い ，試料 の 適量を精密に 量 り，0．05M リ ン 酸塩

緩衝液を加え て 抽 出 し，そ の 抽 出液 1ml 中 に 約

87

10国際単位を 含む 液を 製 し， こ れ を試料原液と し

た ．1渕荊；腋 4m1 を llD ，こ れ・に 1・リ フ シ ン イ

ン ヒ ビ タ
ー溶液 （10，000単位／mg 以．ヒの 力価 を有

する大豆 ト リ プ シ ン イ ソ ヒ ビ タ
ーに 0．05M リ ン 酸

塩緩衝液 pH 　7．0 を加え て 溶解 し ， そ の 溶液 1ml

中に 1・リ ブ シ ソ ・イ ソ ヒ ビ タ ー 0．5mg を含む よ う

調製 した溶液）1ml を加え，更に 0．05M リ ン 酸塩

緩衝液を力ljえ て 10ml と し，試料溶液と し た．予

め 湯浴 イ ソ キ ュ
ベ ータ

ー
に よ り30± O．5° C で 5分

間加温 し た 基質溶液 （D 一バ リル ロ イ シ ル ア ル ギ ニ

ソ
ーp一ニ ト 卩 ア ニ リ ド ・二 塩酸塩 ；第一化学薬品

に 0．1M ト リ ス 塩酸緩衝液 pH 　8，0 を加え て 溶解

し，そ の 溶液 1ml 中に D一バ リル v・ イ シ ル ア ル ギ

ニ ソ
ーp一二 ト ロ ア ニ リ ド 。二 塩酸塩 0．2mg を含む

よ う調 製し た溶液）2，5m1 を ガ ラ ス セ ル に 入れ ，

こ れ に 30± 0．5° C で 5 分間加温 した試 料溶液 0．5

ml を加 え，水を対照 と し て 2分及び 6 分後 の 波

長 405nm に お ける 吸 光度 A’v：t 及び A ’
rf， を測定 し

た．別 に ， カ リ ジ ノ ゲ ナ ーゼ 標準品 （1 ア ソ プ ル

に 115 国際単位を含む膵性 カ リ ジ ノ ゲ ナ ーゼ 標準

品 ； 国立衛生試験所， ロ ッ 1・　No ．　841）1 ア ソ ブ ル

に 0．05M 　1丿ソ 酸塩緩衝液を加え て ，内容物全 量を

溶解 し 10ml に 調製 し た もの に つ い て ，前記の試

料原液 と同様 に 操作 して ， 2分及び 6 分後の 波長

405nm に お け る吸光度 As2及び Assを 測定 した ．

次 に ，ト リ プ シ ソ ヒ ビ タ
ー溶液 1ml を量 1ハ 試

料溶液 と同様に 操作 して ， 2 分及び 6 分後 の 波長

405nm に お け る 吸光度 Ao2及び A ‘）6 を測定 した．

　 こ れ らの 得 られた値か ら，次式 に よ り試料 1mg

当た りの 国際単位数を 計算し た．

試料 1mg 当た りの 国際単位数

　　＝ （AT6− AT2）一⊆Aq6
− Ao2）×

a
×

1

　　　 （Asa− As2）一（AQ6− Ao2）　 10　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　b

　　 a ： 標凖品の 採取 昂： （国際単位）

　　 b ： 試料原液 1ml 中 の 試料重 l」辷（mg ）

　3． 安定性試験

　試料を 50°C ， 2 ヵ 月間市販包装形態 （紙箱 を

除く）に て 保存 した後，規格試験 の 定量法を 用い

て 含量測定を行 い ，カ リ ジ ノ ゲ ナ ーゼ 製剤 の 長期

保存1こ お ：ナる安定性 を検討した ．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japanese Society of Pharmaceutical Health Care and Sciences

NII-Electronic Library Service

Japanese 　Sooiety 　of 　Pharmaoeutioal 　Health 　Care 　and 　Soienoes

　88　　　　　　　　　　　　　　 病 院 薬 学

　4． HPLC 一ポ ス トカラ ム 分析

　高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （HPLC ） とポ ス

トカ ラ ム 反応法を 組み 合せ た HPLC −．ポ ス トヵ ラ

ム 分析
5）

を行 い ，試料中 の カ リ ジ ノ ゲ ナ ーゼ 活性

と夾雑酵素活性 を 測定 した ．酵素 の HPLC 一ポ ス

ト カ ラ ム 分析 の メ リ ッ トは ，分析 カ ラ ム と合成基

質を種 々 組み 合わ せ る こ とに よ っ て 多彩な定性解

析が可能であ る と同時に ， 定量的解析 も十分可 能

で あ る とい う点で あ る ．今回行 っ た HPLC 一ポ ス

ト カ ラ ム 分析の 概要を Scheme 　1 に 示 し， ・bC・z

トカ ラ ム 反応を Table　2 に示 した ．

　抽 出は ， 粉末化 した試料 に 対して氷冷下に 0，05
M リ ン 酸塩緩衝液 5ml を加 え て行 っ た，抽出液

は 4° C の 条件
．
ドで 20，　OOOrpm ，30分 間 の 遠心 分

VeL 　16，　No ．2 （1990）

　　　離を行 っ た後，−L清を さらに 孔径 0．45pm の
一
ヒ ル

ロ
ース ア セ テ ート メ ソ ブ ラ ン フ ィ ル タ ーで ろ過 し

HPLC 用検体 とした ．検体 の 調製及び ろ 過 は 氷冷

下で 実施 し，HPLC へ の 注 入量 は ，各製剤 の 表示

単位相 当量 と し て 11U を用 い た，

結果及び考察

　 1． 規格試験

　定量 ， 確認試験 ，キ ニ ン 遊離活性試験，重量偏

差 試験 ，崩壊試験に お い てすべ て の製剤は統一
規

格試験 に 適合 して い た ．

　2． 安定性試験

　Table 　3 に 安定性試験 の 結果を示 した ．安定件

試験実施前 の 対表示活性が92．9％ と最 も低い 値を

A

Se 而Ple 　100P

　 　 　 A　　　 　　 B　　 　　　 C

C：P 。 S ヒ
ー
C 。 1umn　 reac 七ion　 r 巳 a 呂en ヒ

　　　　　　　　　，、 、 c ，i。 nc 。 i1

D

ec ヒor

轟

工nt99 广 a 七〇 rr

Analytical　 conditions

Column 　 ： MonoQ 　HR5 〆5 （1．D ．5 × 50mm
，
　 Pharma−

　 　 　 　 　 cia ）

System 　　： HPLC 　system （Pharmacia ）
FIQw 　rate ： 11nl！min

Solvent　A ：0．02M 　phosphate 　buffer　pII　6．8

Solvent　 B ： 0．02M 　phosphate　buffer　con 亡aining 　 IM
　　　　　 NaC 旦pll6．8
Gradient　： solvent 　B　O ・50％ for　49　rnin

Injection　： 100μ1
Wash 　　 ； solvent 　B 　100％
Detection ： 280nm

S・heme 　1・ HPLC −P・st−・・1・ nm 　Ana 正y・is

N 工工
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Tabk 　2．　 Enzvnie　Reuctions 　in　Post−cc，lun］n　Analysis

Post・col 凵mn 　reaction 　｛1｝

Reactien P「°’Phe ’A 「g“MCA
「广

Pro・Phe・Arg ＋ AMC

Kallidinogenase　and 　trypsin。like　enzyme

Solvent　 c 0．05M 　 Tris・HCI−O．1M　 NaCI　 pH　 8．O　 containing 　 O．025mM 　 Pro・Phe−Arg・MCA

Co 口ditions　　 30QC 奮or　 l　 min 　with 　 l　 ml ！min （total　 flow　 rate　2mllmin）

Detec電ion fiUOreSCence　 CEx．380nm 　 Em ．460nm ）

．戸
Pest ・col 口mn 　「eaction 　｛2｝

Reaction　　　Suc昌Ala−Ala・Pro圏Phe鬯MCA 　　　r → 　　Suc・Ala・Ala・Pro −Phe 　＋　AMC

chymotrypsin −11ke　 enzyme

Selvent 　 c

Conditions

Detection

0．05M 丁ris・HCI・0．1M 　NaCI　 pH　8．O　containing 　O．025rnM 　Suc ・Ala・Ala・Pro・Phe・MCA

300C 　 tor　 l　 min 　 with 　 l　 ml ！min 　（totat　tlew　ra！e　 2mVmin ）

tlUorescence ｛Ex ．38Gnm 　 Em ．460nm ）

Table　 3．

Specimen 　No ．

　 　 1

The　Stability　of 　Kallidinogenag．　e

Specimens

23456789101112

Before

113．3土 0．7

127．6± 1，4

124．1±0．9

100．4 ±0．8

92．9 ±0，7

127．3土2．2

129，0± 1．0

104，2± 2．9

102，3 ± 0．9

107．0土 1，2

128．2±：1．7

116，4± 2．4

After　2　 months ，500C

　 108．2土 0．1

　 119．8± 0．9

　 120，7土1．2

　 89．6± 1．1

　 27．3± 0．6

　 125．2 ±1．2

　 114．2土0，8

　 100．4 ±0．1

　 91．5 ±2．7

　 98．9 土 O．5

　 104．5土 2．9

　 113．4± L9

11＝3Mean

± S．D ．（％）

示 した製剤 5 は 50° C ， 2 ヵ 月間保存 に よ t
） て 対

表示活性が 27，3％ ， 対 0 目活性 で は 29．4％ と な り

著しい 活性低下 が認め られ ，夏期 の 保存に は十分

な注意が必 要 と考え られ る．他 の 製剤 の 50°C
，
2

ヵ 月間保存後 の 対表示活性は 89．6〜125．2％ ，対

0 日活性は 81．5〜98．3％ と比較的安定で あ っ た ．

　3．　 HPI ・C一
ポ ス トカラ ム 分析

　規格試験 の 定量法 （活性測 定） は ， ト リ プ シ ン

イ ソ ヒ ビ タ ーの み に よ る分別で あ る．そ こ で ，著

者らは 他の夾雑酵素に よる活性に つ い て も識別 叮

能な HPLC 一ポ ス トヵ ラ ム 分析を行い ，製剤1こ 使

用 され て い る カ リ ジ ノ ゲ ナ
ーゼ 原体の 純度を さ ら

に 詳 し く検討 し た．

　1）　Pro−Phe −Arg −MCA 分解活性

　規格試験の活性測定で用 い た 合成基質は ，D −

Val−Leu −Arg −pNA で ある が ，本実験で は ，螢光

検出 に よ る高感度を特微 とす る Pro −Phe−Arg −

MCA （株式会社 ペ プ チ ド研究所）を使用 した ．こ

の 基質 に 対する ブ タ膵臓中の 主要な分解活性は ，

活性測定で 用い た 基質の 場 合 と同じ く， カ リ ジ ノ

ゲ ナ ーゼ と ト リ プ シ ソ に よ る もの で あ る．

　Fig．1 に HPLC −．rrス トカ ラ ム 分析 の 結果を示

した ，図中 Authentic　Kallidinogenaseと し て

示 した も の は ， カ リ ジ ノ ゲ ナ ーゼ 標準品 （国立衛

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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生試験所 ，ロ
ッ ト No ．841） の ク ロ マ 1・グ ラ ム で

あ る．カ リ ジ ノ ゲ ナ ーゼ 標準晶の 分解活性 は リテ

ン シ 。 ソ タ イ ム 24〜36分 に 存在 し，それ以外 の 部

分 に は
／k く検出されなか っ た．し たが っ て ，Fig．

1 に 示す各製剤 の ク ロ マ ト グ ラ ム 中，リ テ ン シ ョ

ソ タ イ ム 24〜36分に 観察 され る ピー ク を カ リ ジ ノ

ゲ ナ ーゼ 活性 ， それ以外の 部分 に存在する活性を

カ リ ジ ノ ゲ ナ
ーゼ 以外の 爽雑酵素活性 とみなす こ

とが で きる．製剤 2 ， 6 ， 7 で は矢印 で 示 す部分

に 夾雑酵素に よ る活性 ピ ーク が認 め ら れ た．ま

た ，製剤 1
， 6 ，12の カ リ ジ ノ ゲ ナ ーゼ 活性は ，

カ リ ジ ノ ゲ ナ ーゼ 標準品 と同等 の シ ャ
ープな ピ ー

ク パ タ
ー

ン を示 した ，

　ブ タ碎臓由来の カ リ ジ ノ ゲ ナ ーゼ （HPK ）は ，

イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー上で lt　HPK −A ，

HPK −B とい う 2 つ の 主要 な ア イ ソ ザ イ ム に 分離

す る こ とが知られて お り
6）， こ れ らの ア イ ソ ザ イ

ム の 含有化率が高け れば シ ャ
ープ な 2 ピーク が観

察 され ， それ以外の活性が混入すれば主 ピ ー
ク の

見か け の ピーク幅が広が る こ とに なる．した が っ

て ，製剤 5 の よ うな ブ ロ ー ドな活性 パ タ ーン を示

す もの で は ，カ リ ジ ノ ゲ ナ ーゼ 原体の 純度 が低 い

可能性が 示 唆 され る．

　2）　Suc−Ala−Ala −Pro −Phe−MCA 分解活性

　基質 Suc−Ala−Ala−Pro −Phe −MCA （ペ プ チ ド

研究所）に 対する分解活性は ， 膵臓の 場合ほ と ん

どが キ モ ト リ プ シ ン に よ ると考えられ る ．こ の 基

質を用 い て 行 っ た HPLC 一
ポ ス トカ ラ ム 分析 の 結

果を Fig．2 に 示 した．図中カ リ ジ ノ ゲ ナ ーゼ 標

準 品 で は ， こ の 基質に 対する分解活性 （キ モ ト リ

ブ シ ン 様活性）は 全 く認め られ なか っ た が，各製

剤 の ク ロ マ ト グ ラ ム 上 で は ，それぞれ に キ モ ト リ

プ シ ン 様活性が観察 され た ，各製剤 の キ モ ト リ ブ

シ ソ 様活性を比較す る と，製剤 9 ， 6 で は特 に 高

い 活性を示 した の に対 し ， 製剤 2 ， 1 ，7 で は痕

跡程度で あ っ た ．な お ，こ れ らの キ モ ト リ プ シ ン

様 活性 の ほ とん どは リテ ン シ ョ ン タ イ ム 30分前後

に 存在 して お り，等電点 の 低 い 酸性蛋白で ある こ

とが示唆され る こ とか ら，ブ タ膵臓中 に 存在す る

と報告され て い る キ モ ト リ ブ ツ ン C7・Sl で あろ うと

考 えられ る．

ま　 と　 め

　現 在市販されて い る カ リ ジ ノ ゲ ナ ーゼ 製剤は ，

統一
規格に よ り

…定の 品質保証がな され て い る．

今回著者らが行 っ た試験結果に お い て も，試料 と

して 用 い た 12製剤すべ て が，こ の 規格に適合 して

い た．しか し，こ れ とば 別に 50°C，2 ヵ 月間 の 保

存条件で 行 っ た安定性試験に お い て は ，定量値が

表示活性 の 30％ 以下 に 低下す る製剤 もみ られた 。

また，カ リ ジ ノ ゲ ナ
ー

ゼ 製剤中 の 原体純度を規格

とは 少 し異な る角度 か ら分析する こ とに よ っ て 各

製剤 の 品質の 特徴を 明らか に する こ とを 目的と し

て HPLC 一
ポ ス トカ ラ ム 分析を実施 した ．

　守屋 らは 種 々 の カ リ ジ ノ ゲ ナ ーゼ活性測定法に

つ い て 「カ リ ク レ ・イ ン ・キ ニ ソ 」
9）

で解説 し て お

甑 　こ の 中で 合成基質を用 い た測定法が数多 く紹

介 され て い る が 1 生 体成分中に は類似の酵素が存

在す る こ とか ら，単
一

で 最適 と評価 し 得 る 同 定

法 ， 分析法は な くケ ース ・バ イ ・ケ ー
ス で測定法

を使 い 分 け，で ぎるだけ 多角的に 検討す る必 要が

あ ると述べ て い る．HPLC 一
ポ ス ト カ ラ ム 分析は ，

分析 カ ラ ム と合成基質を種 々 組み合わ せ る こ とに

よ っ て 多彩な定性解析が 可能で あ る と 同時 に 定量

的解析も十分可能で あるとい う点で す ぐれ て い る

が ，こ の 場 合 も，どの 酵素活性を指標 とす る か に

よ っ て 評価が変わ る こ とは十分 に 考えられ る．今

回著者 らが 選 択 した 試験方法に お い て は ， カ リ ジ

ノ ゲ ナ ーゼ の 純度や キ モ ト リプ シ ソ 等の 夾雑酵素

の 含有量 は 製剤問で か な り異なる とい う結果で あ

っ た ．

　今回 の 試験結果か ら，新 しい 統
一

規格 に よ り製

造，発売 された カ リジ ノ ゲ ナ ーゼ製剤の 品質は 一

定 の レ ベ ル に 達 して い る もの の ，各製薬 メ ーカ ー

が何を指標 と して 原体を精製して い る か に よ っ

て ，カ リ ジ ノ ゲ ナ
ーゼ の純度や 安定性な ど品質に

か な りの 違 い が 生 じ て い るもの と考える．
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