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　Ancw 　method 　using 　flow−i項ection 　analysis （FIA ）with 　electrochemical 　detection　f（｝r
determining　acetylcholinesterase 　activity 　was 　developed　by　using 　micro −enzyme 　clectrodc ．
The 　micro −enzyme 　electrode 　was 　made 　by　dircctly　cross −1inking　choline 　oxidase 　using 　glu−

taraldehyde 　 vapor 　 on 　 a　 micro −platinum　disk（diameter　200 μm ），　 The 　detection　limit　of
acetylcholinesterasc 　was 　O．005　U ／ml （S／1＞ ： 3）and 　the 　relative 　standard 　deviation　of 　its
activity 　measurement 　at　O．lU ／ml 　level　was ± L6 ％ （η

＝6）、　 The　present　method 　was

superior 　to　the　conventional 　methods 　with 　respect 　to　the　detection　limit　and 　precision．

Keywords ； determination　of 　acetylcholinestcrase 　activity ；FIA ；micro −enzyme 　clcctrodc ；

　　　　　　 electrochemical 　detection．

1 緒 言

　 ア セ チ ル コ リン エ ス テ ラ
ーゼ （AGhE ） は 神経組織，

胸 せ ん （腺），筋 肉及 び赤 亅征球 な ど に 存在 す る ．神経組

織 や 筋肉 に お け る刺激伝 達 に お い て は ア セ チ ル コ リ ン

（ACh ） が放出 さ れ る が，　 AChE は こ れ を コ リ ン （Ch ）

と 酢 酸 に 分 解 し，新た な刺激 に 対 応 す る 能 力 を再生 させ

る．一方，血清 ， 肝 臓 す い （膵）臓 に 存在 す る コ リ ン

エ ス テ ラーゼ （GhE ）は種 々 の コ リ ン エ ス テ ル を加水分

解 し，Ch と 有機酸 を 生 じ る ．　 ChE は 肝 で 合成 され ，た

え ず 血 中 に 遊離 さ れ て い る．従 っ て ，血 清中の GhE の

活性測定 は 日常 の 肝機能や手術前 の 検査，有機 リン （農

薬）中毒あ る い はサ リ ン 中毒の 判定 に 広 く行 わ れ て い

る
1）．

　従来の ChE 活性測定 に は
，
　 ACh を 基質 と し て 用 い 生

じ た 酢酸 に 起因 す る pH 変化を測定 す る 方法
2），ア セ チ

ル チ オ コ リ ン を基質 と し て 用 い 生 じ た チ オ コ リ ン を 吸光

光度測定す る 方 法
3）1），及 び ベ ン ゾ イル コ リ ン を 基質 と

して 用 い 生 じた Ch を 吸光光度測定す る 方法
5）が 主 に 採

用 され て き t が，そ の 感 度，精度 共 に 不 十 分 で あ っ た．

本 研 究 で は ，コ リ ン オ キ シ ダーゼ （ChO ＞を 白金上 に

固定化 した微小酵素電極 を試作 し ， 酵素反 応 に よ り生 じ

た過酸化水素 を検出 す る電気化学検出
一
フ ロ

ー
イ ン ジ ェ

ク シ ョ ン 分析 （ECD −FIA ＞ に よ る AChE 及 び ChE 活

性測定法 の 開発 を試 み た．
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Fig ．1　Block　diagram　or 且Qw −injection　analysis 　sys −

tem1

，2： pumps ； 3： sampie 　injector； 4： mixing 　joint；

5 二 reaction 　 tube ； 6 ； air　 bath； 7 ： clectrolytic 　 ilow

ccl1 ； 8 ： potentiostat； 9 ： recorder ； A ： buffer　 solu −

tion ；B ： substrate 　solution

2　実 験

　 2 ・ 1 試　薬

　AChE 　〔EC 　3．Ll ．7，　 from　Elcctric　 Eel＞，　 GhE 　（EC

3」．1．8，from　Horse　 scrum ），及 び ChO 　（EC 　 l．1．3．17，

from　Alcaligencs　species ）は Sigma 製 を，塩 化 AGh 及

び塩 化 Ch はナ カ ラ イ テ ス ク製 を そ の ま ま 用 い た，緩 衝

液 と し て は O．2M リ ン 酸 二 水素カ リ ウ ム 水溶液 と 0．2

M リ ン 酸水素ニ カ リ ウ ム 水溶液 を 適当に 混 和 し，pH
8．0 の 緩衝 液 を調 製 して 使 用 し た、

　 2・2　微小酵素電極 の 作製

　微小 ChO 電極 は 既報
6）

の 直接法 に 従 っ て 作製 し た ，

す な わ ち，直径 200μm の 白金円盤を基盤電極 と して こ

の 電極表面 上 に 250U／ml の ChO 溶液 を 1．0 叫 添加

し，室温 で 十 分 乾 燥 させ た 後，飽 和 グル タル ア ル デ ヒ ド

蒸気中で 約 20 分 間架橋 し固 定化 を 行 っ た，

　 2 ・3　装置及び操作法

　酵素活性測定 に 用 い た FIA 装置 の 概略 を Fig．1 に 示

す．本装置 は 2 流路 か ら な り，リン 酸緩衝液 の 流 れ に

試料 を 注入 し，基質水溶液 の 流 れ と 合流 させ ．反応管

（5） 中 で 酵 素反 応 を起 こ さ せ て Ch を 生 成 さ せ る．こ の

流 れ を 微小 ChO 酵素電 極 を作 用 電極 と す る 電 解 セ ル

（7）中 に 導 き，電極表面上 で 生成 した過 酸化 水素に 基づ

く 酸化 電 流 を 測 定す る こ と に よ り，AChE 又 は ChE 活

性 を求 め る．反応 管 に は 内径 0．5mm ，長 さ 2m の テ フ

ロ ン 管 を 用 い ，37℃ の 恒温槽 （6）に設置 した．恒温槽

に は Sugai 製 カ ラ ム ヒ ーター U −620 型 を 用 い た．電 解

セ ル に は ，Fig．2 に 示 す よ うな walljct 型 三 電 極 方式 電

解 フ ロ
ー

セ ル を自作 して 用 い た．微小酵素電極 は 内径

→

A 　 23
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Fig・2　Construction　 of 　electro 豆ytic　 micro −frow　 cell

with 　wallrjet 　type

（A ＞： whole 　cell ； （B＞： working 　clectrodc ．　1； micro −

enzyme 　electrode ；2： reference 　clectrode （Ag／Ag α ）；

3： counter 　electrode （plantinum　wire ）； 4： pQlypro
−

pylene　 tube　 cel1 ； 5 ： Teflon　 tube 　（250　y皿 i．d．）；6 ：

fused−sil 三ca 　tube 　（250四皿 　i．d．）； 7： fused−silica 　tube

（100 ト  圭，d．）；8： rubber 　plug

250 μm の テ フ ロ ン 管 中 に 挿 入 し
，
Fig．2B に 示 す よ う

に 試料溶液 が 電極 の 酵素膜 に 直接当た る ように し た ，

Ag／AgC 且参 照 電極及 び 白金 対極 は 試料溶液 の テ フ ロ ン

管 か らの 流 出 部 分 に で き る 限 り接 近 させ て 設 置 した．電

流 測定 に は ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト　（扶桑製，HECS −972＞

及 び t−Y レ コ ーダー （理 研電 子製，F35 ）を用 い た ．緩

衝 液 及 び 基質水溶 液 の 送 液 に は 送 液 ポ ン プ （島 津 製 ，

LC −10AD 及 び同 LC −9A ）を使用 した．試料注 入 は サ ン

プ ル イ ン ジ ェ ク タ
ー

（Rheodyne 製，7125；20 固）を用

い た．

3 結果と考察

　微小 ChO 電 極 に よ る AChE 又 は ChE 活性測定原 理

は式 （1）の 酵素反応 に よ り基質で あ る ACh を Ch に 変

換す る．次 い で 電極上 で 式（2 ）の 酵素反 応 に よ り Ch

を過酸化水素 に 変換 し，生成 した 過酸化水素を 白金基盤

電極で 定電位電 解 す る 際に 流 れ る酸化電 流 1式 （3 ）1 を

測定 し．間接的 に AChE 又 は ChE 活性を求 め る こ と に

基 づ く．

　 　 　 　 　 　 AChE 又 は ChE

ACh ＋ H20 　　　　　　　→Ch ＋ 酢酸

Ch 十 202 十 H20ChO → 2H202 十 べ タ イ ン

　　 （十 〇，6Vvs ．　Ag／AgCl）
H202 　　　　　　　　 → 02十 2H ＋

十 2e

（1）

（2 ＞

（3 ｝

3 ・1 応 答 に及 ぼ す緩 衝 液 ・基 質水 溶 液 の 流 量 の 影響

緩衝 液 と 基質 水溶液 の 流 量 比 を 1 ： 1 と 固 定 し，
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一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

ノ 卜 295

く

ミ
鵞

30

20

10

00
50 100

v ！plmin
−1

150

180

120

60

0

Fig．3　Effect　 of 　each 　fiaw　 rate 　 of 　buffer　solution

and 　substratc 　sDlution 　on 　response

O ： peak　current ； ● ： peak　width 　at　 half−height；
Sample 岡 ected ： 20 』岨 of 　about 　O．8　U ／ml 　acetylcho −

linesterasel　App 且ied　potential： 0．60　V 　vs，　Ag／AgCl ；

Substrate　 solution ： 2，0　mM 　 acctylcholine 　 chloridc

aque ・ us 　s。lutlon

・＠丶
弐
≧

＜

ミ
禽

10

5

00
0．5 1．0c

／mM

1．5 2．OI

Fig ．4　Effect　 of　 acetylchogine 　chloride 　concentra ＿

tion　in　the　substrate 　solution 　on 　pcak　cu 「「ent

Each　 flow　 rate 　 of 　buffer　 solution 　 and 　 substrate 　 solu −

tion ： 75叫／min ；Sample　injccted： 20 国 of 　about 　O，5
U ／ml 　acetylcholinesterase

AChE を試 料と して 応答に 及 ぼす 各流 量 の 影響 を調 べ た

結果 を Fig．3 に示 す．ピークの 半値幅 （ピーク高 の 半

分 の 位置 で の ピー
ク 幅｝ は 流量 が 小 さ く な る に つ れ て

徐 々 に 大 き くな る 傾向 が あ っ た が
，

ピー
ク 電流 は 流量 が

小 さ くな る に つ れ て 極端 に 大 き くな る 傾向 が あ っ た ，こ

れ は 流量 が 小 さ く な れ ば な る ほ ど 式 〔1＞の 酵素反応時

間 が長 く な り，Ch 発 生 量 が 多 く な る こ と に 起 因 す る と

考 え ら れ る．しか し，流量 が 小 さ くな れ ば そ れ だ け 分析

時問 が 長 く な る の で 定量 操作で は両液 の 流量 を各 75

叫／min とす る こ と に した．

　 3・2　応答 に及ぼす基質水溶液中の 基質濃度 の 影響

　応答 に 及 ぼ す基質水溶液中 の 塩化 ACh 濃度 の 影響 を

Fig．4 に 示 す ．ピー
ク 電 流 は 基 質濃 度が 増 す に つ れ て 大

き く な り，約 0．5U ／ml の AChE 測定 に 対 し て 約 O．5

mM 以 上 で ほ ほ
L

定 の 値 を示 し た．定 量 操 作 で は塩 化

ACh 濃 度 を 2、OmM と す る こ と に し た ．

3 ・3　典型的な応答及び検量線

試料 と し て 1、OmM 塩 化 Ch を 注 入 し た 場 合 と 0．8

U ／ml の AChE を注入 し た 場合 に 得 ら れ た 応答 を比較

して Fig．5 に 示 す，後者 の 場合 に は 前者 の 場合 に 比 べ

て ピー
ク 形 が 左右非対称 で や や テ イ リ ン グ した，こ れ は

後者 の 場合 に は 前者 の 場合 に 比 べ て ，基質 か ら Gh の 発

生反応が 起 こ ら な けれ ば な らな い こ と に 起閃 して い る と

考 え られ る．AChE の 応答は試料注 入後約 2，1 分 か ら出

始 め，約 3．4 分 後 に 最 大 に な っ た．こ の 場 合 1 時 間 に

約 10 試料の 分 析 が 可 能 で あ っ た ，又 ，
ピーク 電流 は

O．Ol− 5．OO　U ／m1 の 濃度範囲 で AChE 濃度 と 直線関係 に

あ り， O．LU ／ml レ ベ ル の AChE 測定 に 対 す る 相対標準

偏差 は ± 1．6 ％ （n ≡6） で あ っ た ．本 実験条件下 で の

AChE の 検 出限界 は SIN ＝・3 で 約  ．005　U ／ml で あ っ

た ．

　3 ・4　微小酵素電極 の 寿命及び妨害物質 の 影饗

　塩化 Ch を試料 と し て 電極 の 長期安定性 を調べ た 結

果，電極 の 酵素 （ChO ）活性 は 徐 々 に 低下 し，1 週 間後

に は 最初 の 活性値 の 約 56％ に な っ た．しか し，毎 日 1

回検量 線 を作成す れ ば十分使用 で き る こ と が分 か っ た．

実際試料中 の AChE 活性測定 に 妨害 を起 こ す もの の 代

N 工工
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表例 と し て ア ス コ ル ビ ン 酸 が 考 え ら れ る．そ こ で 酵素電

極 の 衷面 に ナ フ ィ オ ン 膜 を被覆す る こ と を試 み た ，そ の

結果，ナ フ ィ オ ン膜 を被覆 す る と ア ス コ ル ビ ン 酸 の 場合

に は 被覆 しな い 場 合 と比 べ て 応答 が約 1 割 ま．で 減少 し

た ，そ れ に 対 して 塩 化 Ch の 場合 に は 約 5 割 の 応答 を

保持す る こ とが 分 か っ た、こ の よ う に ， 陰 イ オ ン性 の ナ

フ ィ オ ン 膜 を被覆す る こ とに よ っ て pH 　8．0 で 陰イオ ン

で あ る ア ス コ ル ビ ン酸 の 影響 を か な り 除去で き る こ と が

明 らか と な っ た．

　　　　　　　　　（
1994 年 10 月，目本化学会第 68

秋 季年会 に お い て
一

部発表 ）
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Fig．5　Typical　 respoIlses 　fbr　 cho 三ine　 chloride 　 and

acetylcholincsterase

（A ）11 ．O　mM 　choline 　chloride ； （B）： about 　O．8　U／ml

acetylchol 孟nesterasc ，　Experimenta［　conditiens 　are

the　same 　as　in　Fig．3．
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