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　We 　have 　developed 　a　simuhaneous 　determination　of 　phenylalanine（Phe）， leucine（Leu ）and

galactose（Gal）by　a　scmi −micro 　flow−injection　analysis 　system 　using 　an 　enzyme −immobilized 　col
−

umn ．　 This　method 　was 　applicd 　to　prcliminary　neonatal 　mass −screcning 　fbr　inborn 　crrors 　of

metabolism ．　 Enzyme −immobilized　gel　was 　prepared 　with 　Phe，　Leu　or　Gal　dehydrogenase　using
aTSKgel 　Tresyl　5PW （Tos て）h　Co．，　Tokyo），which 　was 　easily 　linkcd　to　the 　amino 　group　of 　protein
and 　packed　into　a　column （1．5　i．d．× 100　mln ），　 The 　enzyme −immobilized 　columns 　were 　con −

nected 　to　high−prcssure　6咽 ay 　valves ．　 In　the　proposed　method ，　the　detection　limits（S／N 　＝＝ 3）
of 　Phe

，
　Lcu 　and 　Gal　were 　l．6 × 10

一ls
，3．4　x 　lO

− ls
　and 　l．6 × 10

− 13mol
／assay ，　respectivcly ．　 The

measurable 　ranges 　fbr　Phe ，　Leu 　and 　Gal　were 　O．3−19．6，0．8−18．4　and 　O．418 ．2　mg ／dl　on 　thc 　stan
−

dard　dried−blood　disc（8　mm 　i．d．）on 　filter　paper ，　respectivcly ，　 The 　accuracy 　of 　an 　intra−assay

with 　each 　point　of 　thc 　standard 　disc（n ＝5）was 盈css　than 　2．4％ ，　The 　Inean 　recoverics ＠
＝11）

of 　Phe ，　Leu 　and 　Gal　fro  adried −blood　disc　wcrc 　77．4，78．5　and 　97．4％，　respectively ．　 Furthcr，
we 　measured 　the 　Phe ，　Lcu　and 　Gal　concentratiolls 　of 　neonatal 　blood−disc　samples 　by　the 　pro−

poscd　method ．　 The 　levels（Incan ± SD，　n ＝30）were 　1，5 ± 2．1 （Phe ），2．4 ± 1．4 （Leu ）and

2．6 ± 2．1 （Gal）mg ／dl，　respectivcly ．　 The　proposcd　method 　could 　quantitati、
rely

　mcasurc 　amino

acids 　and 　galactosc　in　one 　dricd−blood　disc　on 　filter　papcr　for　17　min ．

κのω or65 ： nconatal 　IIlass −screening ；enzyme −immobil 玉zed 　column ；phenylkctonuria；maple

　　　　　　　 syrup 　urine 　disease；galactosemia・

1　緒 言

　フ ェ ニ ル ア ラニ ン （Phe ），ロ イ シ ン （Leu ），及 び ガ ラ

ク トース （Gal） は 先天 性代 謝 異 常 症 で あ る フ ェ ニ ル ケ ト

ン 尿症 （PKU ），メ
ープ ル シ ロ ッ プ尿 症 （MSUD ）及 び ガ

ラ ク トース 血 症 の 診断の 指標とな る物質 で ある、各疾患 と

’
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も代 謝 酵 素の 先 天 的 欠 損 や 活 性 低 下 に よ り，血 液 中 の Phe，

Leu 及 び Gal が 高値 と な り知 能 障 害 ， 身体発 育 遅延 な ど を

引 き起 こ す．しか し ，
い ず れ の 疾病 も新生児へ の 早期か ら

の 食事療 法 に よ り改善 さ れ る た め ，新 生児 マ ス ス ク リ
ー

ニ

ン グ に よ る 早期発見が 重 要 で あり，現在我が 国 で は 全 出 生

児に 対 して 血 液炉紙 を用 い て ス ク リーニ ン グ が 行わ れ て い

る ．

　1961 年 Guthrie らは，炉紙 に血 液 を採 取 して 血 中 Phe
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Dummy Ga1−DH Pile−DH Lcu−DH

Eluent Waste Wa §te

Fig・1　 S⊂heInatic　diagram　of
．
　seTni −micr1 〔，　fiow　i句ection 　s＞

・steln 　for　sinlultarlcous 　dctcrini−

nation 〔〕fphcrlγla1歌 nirle ，　leucinc　and 　ga1acl．cエse

Eluent； 0、1MTris −HCI 　bu鞭 r （1〕H 　8，5＞；PI： pump （10（｝　pt，’ min ）；1  ： p しmlp （25 μ王〆
〆
min ）；

AS ： auto 　sampler （5 μレ呵 edion ）；D ； 1’luorescent　detcctor（Ex　340　nm ，　Em 　450　mn ）；C ；

dummy 　cohlmn 　and 　cllzymc −immobilizcd　columu ；Column 　tcnlper 三ltしlre ； 37℃

量 を 測定す る 方法 （ガ ス リ
ー

法） を確 、Zし，　 PKU の ス ク

リ
ー

ニ ン グ に 応用 した
L：IV ）．ガ ス リ

ー
法 は ，枯草菌及 び．．・

定量 の Phc 阻 害剤 を含 む寒 天培 地 に lilL液 洒 紙 デ ィ ス ク を

置き，菌 の 生 長 帯 を比 較 し定性 す る 細 菌生 長 阻止法 〔bac −

terlal　inhibitiQn　 assay ，　 BIA ） で あ る ．更 に 1964 年 ，

Guthric は 同様 の 原 理 を用 い る Leu の 定量 法，大腸 菌 を用

い る Gul の 定量法 を報告 し ，
　 MsUD 及 び ガ ラ ク 1・　一ス 1飢

症 の ス ク リ
ー

ニ ン グ法 を開 発 し た ，また，1970 年 に は

Paigen ら が，大 腸 薗 と フ ァ
ー

ジ を用 い る Ga1 定量 の バ イ

オ ア ッ セ イ を確立 LS：1

， 新生 児マ ス ス ク リ
ー

ニ ン グ に 応 用

した．

　 し か し，こ れ ら の バ イ オ ァ ッ セ イ で は い ずれ も時 間が か

か る こ と，技術 を要す る こ と
， 半定量 的な方法で あ る こ と

な ど欠点も少 なくない ．そ こ で 今 凵ま で に，ペ ーパ ー
ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ
ー，薄層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー揃 ．高 速 液 体

ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

（HPLG ）
m

や マ イ ク ロ プ レート酵 素

法
珊

な ど様 々 な方法 が 確立 さ れ て い る．しか し新生児マ

ス ス ク リ
ー

ニ ン グ で ア ミ ノ 酸 と Ga ］を 同 時 に定 量 す る 方

法 は まだ 開発 さ れ て い な い 。そ こ で 本研 究で は 新生 児マ ス

ス ク リ
ー

ニ ン グ へ の 応用を考慮 し，Phc，　 Leu 及 び Gal を

迅 速 か つ 簡便 に 定量す る こ と を 目的 と し て ，そ れ ぞ れ の 脱

水素酵素 （DH ＞ を 固 定化 し た 酵素 カ ラ ム を 用 い た セ ミ ミ

ク ロ フ ロ ーイ ン ジ ェ ク シ ョ ン 分析法 （FIA） に よ る ，3 成

分 同時 定量 法 の 検討 を行 っ た，

2　実 験

　2・・1 試　薬

　 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナーゼ （Phe −DH ，　 Baf／itlus

badius，　 EC 　l．4，1．20）及 び現在新生 児 マ ス ス ク リ
ー

ニ ン グ

に 用 い られ て い る Phe ，　 Leu ，　 Gal 含有標準 ［in液炉紙 は札

幌 mL よ り恵与 さ れ た もの を用 い た．ロ イ シ ン デ ヒ ドロ

ゲ ナーゼ （Leu−DH ，　 Bacillu，s　sP．，　 EC 　M ．1．9） は 東洋紡製

を ，ガ ラ ク トース デ ヒ ドロ ゲ ナ ーゼ （Gal−DH ， 」
’
seut ／o一

｝110’n．tl．y 、伽 θ脇 687 〜5
，
　 EC 　1．1．1．40），

ニ コ チ ン ア ミ ドァ デ ニ ン

ジ ヌ ク レ オ チ ド （NAD
−
），還 元 雅 N へD （NA 亘）ID は

BoehringCr　M そmllheim 製 を そ れ ぞ れ 購 入 した。嗣 定 化 酵

素 カ ラ ム の 支 持 体 で あ る TSK −gel　Tresyl　r）px，、／
t

は 東 ソ ー
製

を購 入 し た．ア ミ ノ 酸 及 び糖 類 は和 光 純薬製及 び Sigma

製 を購 入 した．96 穴 マ イ ク ロ タ イ タープ レ
ートは Nunc

：製 を，トラ ン ス フ ァ
ープ レートは Dvnatech　l、al）orat 〔orics　　　　　　　　　　　　　　　　ノ

製 を そ れ ぞ れ購 入 した．

　 そ の 他 の 試 薬 はす べ て 特 級 晶 を用 い た．

　 2・2　測定機器 及 び分 析 条件

　 渕 定 機 器 は以 ドの もの を用 い た．

　 セ ミ ミク ロ ポ ン プ ；SI−1／2001 型 2 台，高圧
．
切換六 方バ

ル ブ ；SI−1〆2012 型 2 台，オートサ ン プ ラ
ー

；SI−L〆2003 型，

脱 気 装 置 ；SI−1／2009 型，カ ラ ム 恒 温 槽 ；SI−lf2004 雅！！ （以

ヒ
， 資 生 堂 製）， 蛍 光 検 出器 ；FP−920 型 イ ン テ リジ ェ ン ト

蛍 光検 出 器 q−1本 分 光製），デ ータ処 理 装 置 ； ク ロ マ ト レ

コ ーダー21 （シ ス テ ム イ ン ス ツ ル メ ン ッ 製）

　Fig．　 i に本 研 究 に用 い た セ ミ ミ ク ロ FIA 流 路図を示す．

　2 台の
．．
：連高圧 六 方 バ ル ブ に 非固 定化

．
酵 素 カ ラ ム （ダ ミ

ー
カ ラ ム ），各 DH 固 定化 カ ラ ム をそ れ ぞ れ 装 着，連 結 し

た ．移動相 に は O，1M ト リ ス
ー
塩酸緩 街 液 （pH 　8．5） を 用

い ，測定用 に は 100　pVmiTi ，洗浄用 に は 25　vi／TniTL で そ

れ ぞ れ 送液 し た．バ ル ブ の 位概は 試料 を カ ラ ム に 導入 する

た め の ア ナ リシ ス ポ ジ シ ョ ン （A ポ ジ シ ョ ン）及 び カ ラ ム

を 洗浄 す る た め の ウ ォ ッ シ ン グ ポ ジ シ ョ ン （W ポ ジ シ ョ

ン ） と し，順 次バ ル ブ を 切 り換 え カ ラ ム に 試料 を導 入 した

（Fig．2）．す なわ ち，最 初 ダ ミ L一カ ラ ム の み A ポ ジ シ ョ ン

の 状態 に お い て ，試料 5 μ1 を注入 し試料 中 の 空試験蛍光

を測定 した．4 ．25 分後 ダ ミ
ー

カ ラ ム を W ポ ジ シ ョ ン に 切

り
：
替え，同時 に Gal−DH カ ラ ム の バ ル ブ を A ポ ジ シ ョ ン と

した．4．35 分後試料 5 μ1 を再注 入 し，試料 ri
．
1 の Gal か ら

生 じ た NADH の 蛍 光 （Ex 　340　llrll，　 EIn　450　nm ）を測 定

N 工工
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Fr・ m 蜘
浬

1じ・ To 　detec匸or　　　　Fruni　autO　samp1 じr一 To　deteCler

　 　 　 　 　 　 Wastc

A ：Analysis　pos …tion

　 　 　 　 　 　 　 　 Waste　 　　　　 　　　　 　　　　 　　　　 　　　　 　　　

　 W ：W 紬 lng　position

1可eじtion　t正me ／　m 隻n 　　　　　　　O− 4．35− 9、05　− 　13．3
Switching　time ／m 宝n 　　 O − → 4．25 −一→ 8．5 −一冫12．5 − 17 （0）

DummyGal

−DHPhe

−DHLeu

−DH

AWWA

W 　 　 　WWW

WWAW WWWA AWWW

Fig．2　V滋ve　positions，　 scliedule 　of 　columu 　 swi しdllng　and 　iIミ；ecd   n 　time

of 　the　pr（，posed　method

A ： analysis 　P・ siti〔｝n ；W ： wash 玉ng 　P ・ siti・ n

した．同様に Phe−DH カ ラ ム
，
　 Lcu −DH カ ラ ム の 順 に バ ル

ブ を
．
切 り替 え 試 料 を 導入 して 測 定を行 い ，i7分後すべ て

の バ ル ブ は 最 初 の ポ ジ シ ョ ン に戻 り，次 の 試料 の 測 定 に移

る よ うプ ロ グ ラ ム を設 定 した．

　得 られ た ク ロ マ トグ ラ ム で，各 DH 固 定化 カ ラ ム よ り

得 られ た ピーク面 積 か ら，ダ ミーカ ラ ム よ り得 られ た ピー

ク 面積 を差 し引 くこ とに よ り， そ れ ぞ れ の 蛍 光強 度を計算

した．　
・
連 の 操 作 は全 自動で 行 い 試料量 20 μ1，分析時間

17分 で 3 成 分 を 同時 に定 量 す る こ と が 可 能 で あ っ た．

30 ： 35 ： 35 混合液） 25 μ1 を各 ウ ェ ル に そ れ ぞ れ 加 え ，

37℃ で 30 分放置 して血 色素を固定 した．減圧 乾燥後 ， 試

料溶出液 120　mM 　NAD
．卜
含有 OJ　M トリス

ー
塩酸緩 衝 液

（pH 　8．5）iを 50 μ1ず つ 加え ， 室温 で 60 分 か くは ん し Phe
，

Leu 及 び Ga1 を溶 Hlさ せ た．次 い で 2eOO　rpm で 5 分間遠

心 す る こ と に よ り，」血液炉 紙 デ ィ ス ク の み トラ ン ス フ ァ
ー

プ レート上 に 残 し，マ イ ク ロ タ イ タープ レート上 の 溶出液

を試料 と して 測定に 供 した．

3　結果及 び 考察

　2・3　固定化酵素 カ ラム の 調 製

　TSK −gcl　Trcs｝，15PW 　O．125　g （O．5　 ml ） を 0．5M リ ン 酸緩

衝液 （pH 　7．5）B・ml に懸濁 し ， 酵素溶液 を加え，4℃ で
．．．一

晩 か くは ん した，遠心 し上 澄 み を除去後，0．IM ト リス
ー

塩 酸 緩 衝 液 （pH 　8．5） J
「　 rr）1を加え，室温 で 60 分 間 か くは

ん し，過 剰 の 活 性 基 の ブ ロ ッ キ ン グ を行 っ た．更に 0．lM

トリス
ー
塩 酸緩衝液 （pH 　8．5）5ml で 洗浄 し，　 i司様 の 緩衝

液 5ml で 懸 濁 させ ，充 槇 時 ま で 4℃ で 保存 し た ，調 製 し

た ゲ ル O，0625g （0．25m 蓋） を，ス テ ン レ ス カ ラ ム （L5

i．d．× 100　mm ） に流 量 LOO　pl／min で 充嗔 した．

　酵 素 は Gal −DH 　12．5U ，　 Phc −DH 　200U ，　 Leu −DH 　200U を

用 い ，そ れ ぞ れ 3 種 の カ ラ ム を調 製 した．ま た，空 試験

蛍光 を測定す る た め の ダ ミ
ーカ ラ ム は，酵索溶液 を 月」い ず

同様 の 方法 で 調 製 した．

　2・4　血 液 泝紙前 処理 法

　96 穴 マ イク ロ タ イ タ
ープ レ

ート．ヒに トラ ン ス フ ァ
ープ

レ
ー

ト を 置 き，直径 3mm の 血 液炉紙 デ ィ ス ク を 正枚ず

つ 入 れ た．血 色素 の 囿定 は Fujimura の 方法
8〕

に 準 じて 行

っ た．す なわ ち血 色 素固定 液 （水 ： ア セ トン ： メ タ ノ ール
，

　3・1　固定化酵素 力 ラ ム の調製

　2・3 の 方法 で 調 製 した Phe −DH 固 定化 カ ラ ム にお い て ，

固 定化直後 の Phe か ら NADH へ の 変換率は ，固 定化酵索

カ ラ ム に よ り Pbe か ら変換 され た NADH 量 と，等 モ ル 量

の NADH と を比 較す る 方法 で 測 定 し た と こ ろ ほ ぼ 100 ％

で あ っ た ．Phe −DH 固 定化 カ ラ ム は 37℃ で 注 入 回 数 で 少

な くと も 600 回 以 lt，使用期閊で 1 年 以 ヒ経 て も NADI −1

へ の 変換率 は 80％ 以 上 を保 ち 良好 に 測 定
．
叮能で あ っ た ．

　 ま た，Leu −DH 固 定化 カ ラ ム は NADH に 対す る 親和性

が 高 く，ピー
ク の 形状 が ブ U 一

ドで あ っ た た め ，充填後

0．1％ 硫酸 ド デ シ ル ナ ト TJ ウ ム （SDS ）溶液を流 量 ユ00 匿／

Mill で 5 分 間 送 液 し，酵素 変 性処 理 を 行 っ て か ら使用 し

た．この 操作 に よ りピーク の 形状 は 良好 とな っ た．同様 に

Leu−DH の 固 定化 直後 の カ ラ ム の Leu か ら NADH へ の 変

換率 は 80％ 程 度 で あ っ た．

　
一一

方，溶液 の 状態 に お い て も Gal−DH は 比 活性 が 5U ／

mg と低 く，また 6 か 月で 約 10％ 活性が 低下 す る こ とが

知 ら れ て い る ．調製 した Gal−DH の 闘 定化直後の カ ラ ム で

は 70％ 程度 の 変 換率 で あっ た．

　同様に Leu−DH 及 び Gal−DH 固定化 カ ラ ム の 変換率 は
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徐 々 に 低
．
下し た が，注入回数 は 400 か ら 500 回，使用期

間 は S 〜4 か 月で あっ た．ま た，変換率が t30％ 以 下 ま で

低
．．
ドした と き，測定不適 と判 断 し新 た な カ ラ ム に 交換 す る

こ と と した．

　 3・2　標準溶液を 用 い る歪 適 条 件の 検 討

　木測定法 を最適化す る た め に ，試料溶出液中 の NADI

濃度，溶離液及 び試料溶 出液 の pH の 検討 を行っ た．なお，

カ ラ ム 温 度は S7℃ ，測 定用 溶離液 の 流 量 は iOO　ul／min に

固定 し検討 した．

　最初 に 基 質 と な る 試料溶 出液中 の 補酵素 NAD
＋

濃度 の

検討 を行 っ た と こ ろ，Phe ，　 Gal は 20　mM ま で は ピー
ク 面

積 が 増加 し たが，そ れ以 降は ほ とん ど変化 が認 め られ な か

っ た．Leu は 40　 mM まで 徐 々 に ピー
ク 面積が 増加 したが，

実際 の 測定 に は 20mM で 十 分で あ っ た．した が っ て ，以

ドの 実験 で は 20mM 　NAD
＋

を使用す る こ と と した （Fig．

3）．

　次 に溶離液及び 試料溶出 液の pH の 検討 を行 っ た．2．5　x

10
−’M 及び 1．25 × 10

−．’M の Phe ，　 Lcu 及び Gal 標．準溶液

を用 い 検討 を行 っ た と こ ろ ，最適 妄）H は 酵素 に よ り異な

り，pH の 上 昇 に 伴い 空 試験 値 が 上 昇す る こ とが 観察 さ れ

た （Fig，4）．　 Phe −DH ，　 Leu−DH 共 に 固定化 しない 状態 で

測定す る と き，最適 pH は そ れ ぞ れ pH　10．3 と H で あ る．

しか し本 法 に お け る 最 適 pH は そ れ ぞ れ pH 　8．0，8．r」 で あ

り，最適 pH は共 に 酸性側 へ の 傾 きが 観察 さ れ た．また，

Gal−DH 固定化 カ ラ ム は pH　9．5 まで pH の 上 昇 に 伴 い ，ピ

ー
ク 面 積 も増 加 し た．固 定 化 しな い 状 態 で 測 定 す る と き，

Gal−DH の 最適 pH は pH 　8，0〜9，0 で あり，本法 で は ア ル

カ リ性側 へ 傾 い た．

　3・1で 述 べ た よ うに ，Leu−DH 及 び Gal−DH 固定化 カ ラ

ム の NADH へ の 変換率 はそれ ぞ れ 80％，70％ 程度で あっ

た た め 感度の 低 下 が 考え られ る ．以 上 の 理 由 と空 試験値 の

影響 を考え pH 　8，5 を最 適 と した．

　最適 条件下 に お い て 各成 分の 標準溶液 を用 い 検量 線 を作

成 した．3 成 分共に 1．6 × 10
−u − 5．0 × 10

− 1°
mol ／assay で

直線 性 を 示 し，そ の 枳関係数 は Phe ，　 Leu ，　 Gal そ れ ぞ れ

0．ggg，0．ggg，　 i．OOO と良好で あっ た．また それ ぞれ の 最

小 検 出 感度 （SIAI ＝3） は Gal，　 Phc で 1．9 × 1〔〕
−i／s

　mo1 ／

assay ，　 Leu で は 3．4 × 10
−M

　mol ／assay で あ っ た．　 FIA に よ

る 分岐鎖 ア ミ ノ 酸の 定量法が Kiba ら に よ り既 に 報告され

8
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Table　 1Cross 　reactiv 孟ties　 of 　phenylalanine，！eucine 　and 　galactose　dehydrogenase 　lmmobilized 　colurnn 　for　the

propscd　method

L−Amino 　acid Phe −DH Leu −DH Carbohy （圭rate Gal−DH
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．AraL
．AraD
−XylD
−FruD
−RibGlcUAD

−GalUAD
−GlcNGIcNAcGalNAcD

−Ga 董一昏P

100．〔｝
＜ 0，1
＜ 0，171

．5
　 0．1
＜ 〔｝．152

．5
　 0．1
＜ 0．1
＜0．1
＜0．1
＜ 0．1
〈｛〕．1
〈0．1
＜0．l
　 O．2reactiVity

　（％ ）

reacti頼 y （％）

て お り
9｝10｝

，標準 血 清 の 測 定 に応 用 され て い る ．本 法 は 注

人量当た りで Kiba らの 蛍 光検出法
u｝

よ り 200 倍 以 上
， 化

学発光検 出法
働

よ り約 20倍高感度 で あっ た．

　3・3　交差反 応 性 試験

　各種ア ミ ノ酸溶液及 び糖溶液を用 い 各固定化酵素 カ ラム

の 交 差 反 応 性 を 検 討 した （Table　 1＞．　 Phe −DH は 1．−Leu ，

1．−lle，［．−Val に そ れ ぞ れ 8％ 程度 ，
　 L−Tyr に 4％ 程度 の 交差

反応 性 を示 した．固 定化 して い ない Phe −DH 　O）特異性 は L−

Leu 及 び レ lleに O．8％，　 L．Val に O．4％ の 交差反応性 を示 し

て い るの と比 較 して ， 傾 向は 類似 し て い る が 若干の 高値化

傾向にあ っ た．一般 に PKU で は Phe の 血 中濃度 は一ヒ昇 し，

Tyr の 血 中 濃 度 は正 常 値 よ り低 下 す る 傾向が ある ．し たが

っ て ，
ス ク リーニ ン グ を行 う上 で 擬陽性が 出 現す る 危 険性

は少 な い と思 わ れ る．また，．血中 Tyr 濃度が 異常高値 の 場

合 ，本 法 に よ り PKU 擬 陽 性 と な る 可 能性 が 考 え られ る ．

しか し血 中 Tyr が 高値 とな る
一

過性新生 児高 Tyr 血 症 や 遣

伝性 Tyr 血 症 は，　 PKU と同様 に 新生 児代謝異常症 で あ る

た め ，ス ク リ
ー

ニ ン グ の 後 に 精査 が 必 要 で あ る と考え ら

れ ，本法 の 有用 性 を否定 す る もの で は な い ．

　
一

方，Leu−DH は L−lle， レVa1 に L−Lcu と同 等 の
， 1〆Tyr

に 6％ 程 度 の 交差 反 応性を示 し た．MSUD で は L−Leu だ

け で な く他 の 分 岐 鎖 ア ミ ノ酸 で ある L−lle，1．−Va 】の 血 中濃

度 も上 昇する こ とが 知 られ て い る た め，こ の 傾向は ス ク リ

ー
ニ ン グ の 際有用で あ る と考 え ら れ た．ま た，固定化 を行

っ て い な い Leu −DH の 特 異 性 は L −Ileに 74％ ，　 L −Val に

58％ の 交差反応 性 を示 し，Phe−DI・1 同様傾 向は 類 似 して い

る が 若干の 高 値化 傾 向に あ っ た．

　また ，Gal −DH は D一フ コ
ー

ス に 71．5％，　 L．一ア ラ ビ ノ
ー

ス

に 52，5％ の 交 差 反応 性 を示 した．しか し，D一フ コ ー
ス 及

び L一ア ラ ビ ノ
ー

ス は 血 中に は ほ と ん ど存在 しな い た め 実際

の 測定で は 問題 な い と考 え られ た．固定化 を行っ て い ない

Gal−DH に お い て は D一フ コ ース に 105％，1．．ア ラ ビ ノ
ース

に 47％，ガ ラ ク トサ ミ ン に 2％ で あ り，ほ ぼ 同 様 の 結果

が 得 られ た．

　3・4 標準血 液泝紙デ ィ ス ク に お け る測 定条件 の検討

　本報告 で は 新 生 児 マ ス ス ク リー
ニ ン グへ の 応 用 を考慮

し，血 液炉紙 デ ィ ス ク で の 測 定 を行 うこ とを 目的 と した．
一

般 に 直径 3mm の 血 液炉紙 デ ィ ス ク 1 枚中 に は 約 3 μ1

の．血 液が 含 まれ て い る こ とが 知 られ て い る
il）．血 液 炉紙 デ

ィ ス ク 1枚 を 50 μ1の 試料 溶 出液 で 溶 出 させ，こ の 5 μ1を

測定に 用い た と き，現在新生 児マ ス ス ク リーニ ン グ で使用

さ れ て い る 各成 分 の カ ッ トオ フ 値 （Phe ： 4，　 Leu ： 4，

Gal ； 8mg ／dl）は，　Phe ，　Leu ，　Gal そ れ ぞ れ 7，26 × 10
−11

，

9．　．15 × 10
−
ll
，1．33 × 10

−
】omol

／assay と概 算 さ れ る．した

が っ て ，本 法 は 3・2 で 述 べ た 結 果 か ら分 か る よ うに ， 血

液 炉紙 デ ィ ス ク 1 枚 か らの こ れ ら 3 成 分 の 測 定 が 可 能で

ある と判断 し た．そ こ で本法を血 液炉紙 デ ィ ス ク 中の 測定

に 応用す る た め に，血 液炉 紙 デ ィ ス ク の 血色索固定時間及

び 溶出時間の 検討 を行 っ た．

　 血 色 素の 固定 を行 わず に抽躡 し測定 した 試料 は，血 色 素

が 溶 出 し溶 出液 は赤色 を発 し，空 試 験 値 も高 く測 定 不能 で

あ っ た．そ こ で 内因性 の 蛍光物質を除 去す るた め に血 色素

固 定 の 検討を行 っ た ．血 色素 固定液 を加え 37 ℃ で 5 分 間

か ら 120 分間まで 変化 させ 血色素を固 定 し，室温で 60分
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F 且9・5　 E廷e ⊂tof 　iInInobilization　time 　 on 　peak　area

n二〇 mdried 　bbod 　disc　by　thepr 〔〕pos〔）d　mcxhod

⊂）： phenylalaninc　（12mg 〆dD ；圏 ： Icucinc　（12n19／

dl）；
x

： galaCtose（12n19／dl）；血 ： b王とmk

問 抽出 し た 試料 の 測 定 を行 っ た と こ ろ，固 定時問 15 分 以

上 で 溶出液 は無色 に な っ た．Fig．5 に示す よ うに 固 定時 問

30 分 か ら空試験蛍光 の 減少 は 認 め られ なか っ た．した が

っ て ，最適固 定時 間 を 30 分 と した ．な お
，

ifl．L色素 を 閥 定

す る こ と に よ る 3 成分 の 定量値 へ の 影響 は 見 られ な か っ

た，

　更 に 血 色素 固 定時 聞 を tl7℃ ，3〔〕分 と し，溶 出 時 問 の 検

討 を行 っ た．ifn．｛！L素 固 定後，試料溶出液を加え，室温 で か

くは ん し溶出時間を 5 分 か ら 12e 分まで 変化 させ た．溶

出時間 は 5 分後 か ら ほ ぼ
．・
定 の ピーク 蒲積 を示 した が ，

短時間で は デ
ー

タ に ば らつ きが 生 じた た め，．最適溶出時間

は 60 分 と した．

　最適 条件下 で 標準血 液炉紙 を丿†1い て 検量 線 を作成 し た ，

Phc は （工．3〜19．6　mg ’
／dl，　Leu は 0．8 〜18．41 エISf／d王，　Gal

は O．4 〜18．2mg 〆d亙の 標準妊IL液 炉紙 を川 い た と きそれ ぞれ

直線性 を示 し，そ の 相関 係数は Phe ，1．ei．t，　 Gal そ れ ぞ れ

O，999 ，〔〕．995 ，0．99．　4 で あ っ た，また EI内変動 は Phc は

0．7〜2．8％ 7　Leu は 1．O 〜2．2％，　Ga ］は O．4〜2．4％ 　（
’
t
’
i ；

5） と良 好 で あ っ た．

　本 法 に よ り得 ら れ た 典 型 的 な ク ロ マ トグ ラ ム を Fig．6

B   ニーBILLnk　ド
　 　 　t− 　 　　 alp．ctos じ
　〔：＿．、− Ph。．蜘 踊r1じ

〔 ．一
　 一一 ．一一 　 LごLL⊂iFtL・

ぐ

LじUti1匚e

Fig．6　（．：hl』omat ｛，gI1とし【ns 〔，f　a　standard 　dr圭cd 　blood
disc（A ）and 　a　dr至cd 　blood　disc　of 　norrnal 　adult 　sa．lnp 】e

（B ）by　the 　PI
・
opQsed 　Ineth ｛〕d

PheIlylalanine，1eu⊂iI支e　aIld 　galact〔｝sc　werc 　 containcd

l9．6，18，4　and 　l8．2　rl19／d圭主n 　stalld とし11d　dried　blood
diSc，　rcspectively ・

に示 す．A は Phe を 19．6　mg 〆dl，　 Lcu を 18，4mg ／dl，　 Ga1

を 18．21ng／d］含 む標 準血 液 泝紙 デ ィ ス ク，　 B は健常 人 成

入 lflL液 よ り調製 した rfrt液炉紙 デ ィ ス ク よ り得 られ た ク ロ マ

1・グ ラ ム で あ る．各DH 固定化 カ ラ ム よ り得 られ た ピー

ク面 積 か ら，ダ ミーカ ラ ム よ り得 られ た ピーク雨積 を差 し

引 く こ と に よ りそ れ ぞ れ の 蛍 光 強 度 を得，別 に作戒 した検

量線 か ら読 み取 る こ と に よ り定量 を行 っ た．

　 また ，
ヒ ト成 入血 液 を川 い て 添加 回収試験 を行 っ た．ヘ

パ リ ン 採 irlIした．1肛液 に リ ン 酸緩 衝 液 （pH 　7．0） で 溶 解 した

Phe ，　 Leu 及 び Gal を G〜20　mg ／d蓍と な る よ うに そ れ ぞ

れ 添 加 し た．調製 した．血液 を 50 μ1ずつ 代謝異常検企 用採

圭II正枦紙 に滴 下 し
．．．・

晩室温 で 乾燥 させ た後，直径 31nm の 1ftt

液 洒紙 デ ィ ス ク 1．個 を 川 い 本法 に よ り測定 した．平均添

加 回 収率 （mean ± SD ，
　 n ＝11） は Phe，　 Leu ，　 Gal そ れ

ぞ れ 77．4 ± 17．r），78．5 ± 工8．0，97．4 ± 20．7％ で あ っ た．

　3・．5　実試 料 の定量

　（財 ）東京都予 防医 学協会 よ り恵与 さ れ た 正 常 新 牛 児 血

液炉紙 3〔｝検体の 測 定結 果 を Table　 2 に 示す，　 Phe ，　 Leu ，

Gat の 平 均 1鮭 1
．
1：膿 度 （mcan ± SD ） は そ れ ぞ れ L5 ± 0．9，

2．4 ± 1．｛L，2，6 ± 2．1rng／dlで あ っ た．得 られ た値 に つ い

て 統計 学 的 検定 を 行 っ た と こ ろ
，

Phe 及 び Lcu は オ ル ト

フ タ ル ァ ル デ ヒ ドポ ス トカ ラム 蛍光検出 HPLC に よ る ア

ミ ノ 酸分析法 と比 較 し有意差 〔p＞ 0．05 ）が 認め られ た．

LCu の 値 に つ い て は 今 回 使用 し た Leu −DH 固 定化 カ ラ ム

の ，他の 分岐 鎖ア ミ ノ 酸 に対する 交差反応性に よる もの と

「
r 乱blc　2Cc ｝mparls 〔川 of 　plJen｝，1とdanine ，　］eucine 　and 　galact〔〕se 　lcvcls 〔｝rl　ne 〔｝natal 　dricd 　b正ood 　disc　sal皿 p】es　by　the　pm −

posed　Illethod 　and 　c 〔〕nvcntionahnethod

Pl1Cllvla夏a 匠〕ine Leucille （最し1ヒ廴ctose

ProPosed 　111clhod ／rngdl
−1

Ceiiventional　rneth 〔〕d！mg 　dl

L5 ± 0、90
．7 ± o．2・1〕

2．4 ± ／．41
、2 ± 0，3「1〕

2．6 ± 2．1
　 　 　 1t／
1．9 ± 1．o

a）aTnino としcid　analysis ；b）enzyma 吐ic　analysis mean ± SD ＠
＝30）
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思 わ れ た．同 様 に Phc の 値 につ い て も今 回使 用 した Phc−

DH 固 定 化 カ ラ ム の 分 岐鎖 ア ミ ノ 酸 や 1．Tyr へ の 交差反 応

性 に よる もの と考 え られ た ．ま た
，

Gal に つ い て は 酵素法

（エ ン ザ ブ レート GAL −R キ ッ ト，バ イエ ル メ デ ィ カ ル 製）

と比 較 して有 意差 は 認 め られ な か っ た．

　新 生 児マ ス ス ク リーニ ン グ へ の 応 用 を 1．i的 として，固 定

化 酵 素 カ ラ ム を組 み 合 わ せ た セ ミ ミ ク ロ FliX に よ．る Phe ，

Leu 及 び Ga｝の 同時定量 法の 検討 を行 っ た ．

　本 法 に お け る Phc ，　 Leu ，　 Gal の 検 量域 は 共 に L6　x

lO
−11 〜5．0 × 10

−iO
　mol ／assay で あ り，そ れ ぞ れ の 最 小 検

出 感度 （S／N ＝3）は Phe ，
　 Gal で ユ．6 × 10

−
〔3
　m ｛〕1／assay

，

Leu で は 3．4 × 10
−iS

　molfass ．　ay で あ っ た．

　また ，本 法 を血 液 炉紙 デ ィ ス ク の 測 定 に応 用 した と こ

ろ，血 液炉紙 デ ィ ス ク 1 枚か ら測 定時 間 17 分 で 3 成分 同

時定量 が 可 能 で あ っ た．そ れ ぞ れ の 検量域 は，Phe は O，3
〜19，6，Leu は 0．8〜18．4，　 Gal は 0．4〜18．2　mg ／dl で あ

り，現在新 生 児マ ス ス ク リーニ ン グ で 用 い られ て い る カ ッ

トオ フ値 をい ずれ も
・
卜分 カバ ーした，

　更 に 本 法 を正 常新 生 児 tiu液 炉紙 デ ィ ス クサ ン プ ル （n ＝

30） の 測定 に応 用 した と こ ろ，Phe ，
　 Leu 及 び Gal の 平 均

血 中濃度 （mean ± SD ）は そ れ ぞ れ 1．5 ± O．9，2．4 ± 1．4，

2．6　±　2．1　m9 ／d】で あ っ た．

　新生児血液 洒紙 サ ン プル 及 び代 謝異 常検査用採．甬1炉紙の 恵 与並

び に 御指導，御助 言 をい た だ い た，（財）東京都予 防医学協会 の 松

本 　勝 氏 に 深 く感謝 致 し ます，また標 準 血液 炉紙 デ ィ ス ク 及 び

Phe −DH を恵 亨・い た だ い た 札幌 1DL （株 ）の 中村 健治氏 に深 謝 し ま

す．また，本研 究 の ・部 は 文部省科 学研 究 費補助 金奨励 研 究 A
（U7702 （）B） に よ る もの で ある．
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要 旨

　先 天 性代謝 異 常 症 で あ る フ ェ ニ ル ケ トン 尿 症 ，メ イ プ ル シ ロ ッ プ尿症及 び ガ ラ ク ト
ー

ス 宙t症の 診断の 指標

とな る 血 液 中 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （Phe），ロ イ シ ン （Leu ）及び ガ ラ ク ト
ー

ス （（．｝u｝）を迅速 か つ 簡便 に 定量

す る こ と を 目的 と して ，固 定 化 酵 素 カ ラ ム を 用 い る セ ミ ミ ク ロ FIA に よ る 3 成分 同 時定量 法 の 検討を行 っ

た．本 法 は試 料 量 20μ1，分 析 時 問 17 分 間 で 3 成分 同時 に定量可 能で あ っ た．本法を先 天性代謝異常症ス ク

リーニ ン グ用 血 液炉紙 デ ィ ス ク の 測 定 に 応 川 した と こ ろ
， そ れ ぞ れ の 検量域 は 0，3 〜19．6 （Phe ），　 O ．8 〜

18．4 （Leu）， 0．4〜18．2 （Gal ） mg ／dl で あり，現 在 マ ス ス ク リ
ー

ニ ン グ で 行 わ れ て い る カ ッ 1・オ フ レ ベ ル を

十 分 カバ ーで き た．H 内変動 は 標準血 液炉紙 の 各 ポ イ ン トに お い て い ず れ も 2．4％ （RSD ，　 n　＝＝5）以下 と良

好 で あ っ た．また，ヒ ト成人血 液を用 い て 調製 した血液炉 紙か らの 平均添加 回 収率 は Phe ，　 Leu ，　 Gal それ

ぞ れ，77，4，78，5，97．4％ （n ＝11）で あ っ た，本法 を用 い 正 常新 生 児血 液炉紙 の 測定 を行 っ た と こ ろ ，そ

の 平均 血L中濃度 （η
＝30） は それ ぞ れ 1，5 （Phe ），2，4 （Leu ），2．6 （Gal ） mg ／dlで あっ た．
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