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特集●臨床化学検査と先進技術

<高 速化 ・微 量化 への挑 戦> (3)

NADHお よび酵素活性の化学発光分析法

辻 章 夫* 前 田 昌 子*

バイオメディカルの領域では, ますます高感度な分析法の開発が要求されて

いる. 化学 ・生物発光に基づく分析法は吸光度法や蛍光法より高感度で, 次

世代の分析法として注目され, 開発研究が進展している. 本稿では, NAD(P)

Hの 化学発光分析法, その応用の胆汁酸, グルコースの化学発光分析法およ

びグルコースオキシダーゼ, β-ガラクトシダーゼ, アルカリホスファターゼ

などの酵素活性の化学発光測定法を紹介する.
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は じ め に

バイオメディカル領域において, 最近, 化学 ・

生物発光反応に基づ く分析法が, 吸光度法や蛍光

法よ り高感度であることから次世代の分析法 とし

て注目されている1). 化学・生物発光に基づ く分析

法 は, (1)き わめて高感度 で, H2O2は10-9mol・

l-1, ATPは10-13mol・l-1, NADHは10-10mol・

l-1を検出で き, (2)定 量範囲が幅広 く, 103～104オ

ーダーの領域で直線性があり, また(3)反 応の応答

が きわめて速 く, (4)選択性, 特異性 に優れてい

る, などの特徴 を有 している. さらに, その検出

器には光源 と分光部 を必要 とせず, セル室 と受光

部のみでよいため構造が簡単で安価である.

本稿では, われわれの研究室で最近開発 した補

酵素NAD(P)Hの 化学発光分析法2)と化学発光イ

ムノアッセイ3)について述べ ることとする.

1. NAD(P)Hの 化学発 光分析 法3)

種々の脱水素 酵素 の補 酵素 で あ るNADH,

NADPHは, 主 としてUV法(340nm), 蛍光 法

(Ex 340nm, Em 460nm)で 測定されている. バク

テリアルシフェラーゼ を用いる生物発光法はきわ

めて高感度であるが, ルシフェラーゼが不安定で

あり, かつ高価であるためルーチン分析法として

は利用 しがたい.

さきにわれわれの研究室では, 胆汁酸のHPLC

の検出に3α-ヒ ドロキシステロイ ドデヒ ドロゲナ

ーゼ を固定化 した酵素 リアクターを用いNAD+→

NADHと し, ついで, フェナジニウムメチルサル

フェー ト(PMS)を 反応 させ生 成す る還 元型 の

PMSHを, ボルタメ トリー電気化学検出器により

ボルタメ トリー検出する方法を開発 した4).

さらにPMSHが 溶存酸素分子 と反応しスーパー

オキサイ ドアニオン(O2-)お よびHOを 生成するこ

とに着 目して, ル ミノール発光により化学検出す

る方法 を検討 した. 図1に この化学反応系 を示す.

ル ミノール発光には, イソル ミノール/マ イクロペ

ルオキシダーゼを用い, 種々の分析条件 を検討 し

て図2に 示す測定法を確立 した.

UV法, 蛍光法およびバ クテ リアルシフェラーゼ

による生物発光 と, 本法によるNADHの 検量線の

比較 を図3に 示す. 本法の検出感度は, NADH,

NADPHと もに10-11molで あ り, 生物発光法の* Tsuji A., Maeda M. 昭 和 大 学薬 学 部 薬 品分 析 化 学
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図1 NAD(P)Hの 化 学発光反応

図2 NAD(P)Hの 化 学発光測定法 図3 種 々の方法によるNADHの 検 量線

図4 3α-ヒ ドロキシステロイ ドデヒ ドロゲナーゼを酵素 リアクター として用いる胆汁酸の

化学発光フローインジェクシ ョン分析法の原理 とフローダイヤグラム

10-14molよ りは劣 るが, UV法, 蛍 光 法 よ りは高

感度で あ る.

さ らに, わ れ われは本 化学発光 法 に基づ く3α-

ヒ ドロキシステロイ ドデ ヒドロゲナーゼ(3α-HSD)

を固定化酵素 リアクターとする胆汁酸の測定 シス

テムを開発 した5). 図4に フローインジェクション

分析法の原理 とシステムを示す. 血清中の総胆汁

酸について市販キットによる方法 との相関は, Y
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図5 酵 素サイク リング法 を用いたNADHの 化 学発光測定法

MDH:リ ンゴ酸デ ヒ ドロゲナーゼ

ADH:ア ル コールデ ヒ ドロゲナーゼ

Transaminase:グ ル タ ミン酸-オ キサロ酢酸 トランスア ミ

ナーゼ

1-MPMS:1-メ トキシ-5-メ チルフェナジウムメチルサル

フェー ト, 1-MPMSH2:同 上 還元型

m-POD:マ イ クロペルオキシダーゼ

表1 NADHの 各 種測定法の検 出感度

(化学発光法)=1.00×(比 色法)+3.05, 相 関 係数

r=0.96(n=83)で あ った. 同様 に, グ ル コー スデ

ヒ ドロゲナーゼ を酵素 リア クター とす るグル コー

スの フロー イン ジェ クシ ョン分析 法 を開発 した5).

電 極 法 との相 関はY(化 学発 光法)=1.01×(電 極

法)+2.66, 相 関 係 数r=0.986(n=45)で あ っ た.

本 法 を利用 し, その他 のNADを 補 酵素 とするデ

ヒ ドロゲナーゼ系 とを組 み合 わせ るこ とによ り,

多 くの生体 成分 の化 学発光分析 法 の開発 が検討 さ

れ てい る.

さ らに, NADHの 化 学発光 法 を高感度 化す るた

め に, 酵 素サ イ ク リング法 を組 み合 わせ た測定 シ

ステムが検討 され た. 図5に 示 す よ うに, ア ル コ

ー ルデ ヒ ドロゲナーゼ と リンゴ酸デ ヒ ドロゲナー

ゼ を用 いるNADHの 酵 素サイク リングにより増幅

す る方法 で ある6). NADHの 検 出感度 は3×10-14

molと な り, 約300倍 感 度 を向上 させ るこ とがで

きた.

表1にNADHの 各種測定法の検出感度を示す.

吸光度法, 蛍光法, 生物発光法は文献値である.

本化学発光法は, 酵素サイク リング法 と組み合 わ

せ ることにより, 生物発光法とほぼ同じレベルと

することがで きた.

2. 酵 素活性 の化学発光測定法 と

化学発 光イムノア ッセイ3)

化学発光反応に基づ く分析法は高感度であるが,

特異性に劣 る欠点がある. そこで特異性の高い免

疫測定法(イ ムノアッセイ)と組み合 わせた化学発

光 イムノアッセイが開発されてきた. われわれが

研究を開始した頃(1972年)か ら英国, ドイツ, イス

ラエル, 米国などの研究グループにより研究開発

が行われて きた. それ らは次の4種 に大別される.

1) 標識化合物 としてルミノールやイソル ミノー

ル, アクリジニウムエステル誘導体などの化学発

光性物質(図6)を 標識す る方法.

2) 酵素 を標識 した酵素イムノアッセイ(EIA)

で, その酵素活性 を化学発光法で測定す る方法.

3) 酵素イムノアッセイで標識酵素の活性を生物

発光法で測定する方法.

4) 補酵素 であ るNADやATP誘 導体 を標識

し, 抗原-抗 体反応が起 こると, その補酵素活性が

(28)
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図6 ル ミノール(a), イ ソル ミノール(b), イ ソル ミノール誘導体(c)

お よびN-メ チルアクリジニウムエステル誘導体(d)

表2 化学発光検出による酵素活性の測定法

(29)
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不活性 となる現 象 を用 いた ホモジニアス(均 一系)

な イム ノア ッセ イで, そ の活性測 定 に生物発光 反

応 を用 いる方 法.

わ れわれ の研 究室 では, 主 に2)の 化 学発光 酵素

イム ノア ッセイの開発 を目的 として, 化 学発光 法

に よる酵素測定 法 を開発 した. こ れ を表2に ま と

め て示 す.

ペ ルオ キシダーゼ(POD)は, ル ミノール-H2O2

に よ る化 学発光 反応 に よ り測定 され るの で, これ

を利 用 して コルチ ゾー ル7), デ ヒ ドロエ ピア ン ドロ

ステ ロン8)な どのEIAを 開 発 した. 最 近, 英 国 の

Krickaら9)は, ペ ル オ キシダーゼ-ル ミノー ル-H2

O2の 発 光 反応 に対す るエ ンハ ンサー を検討 し, D-

ル シ フ ェ リン, 6-ヒ ドロキ シベ ン ゾチ アゾー ル

類, パ ラバ ロゲ ノフェ ノール類 な どが有効 であ る

こ とを見 出 した. 特 にパ ラヨー ドフ ェノー ルは,

PODの ル ミノール発光 を5000倍 に増 強 した.

Krickaら9)は, PODを 標 識酵素 とす るEIAに 本

反応 を適 用 し, きわめ て高感 度 な化学発 光EIAを

開 発 した. 特 に 甲状腺刺 激 ホル モ ン(TSH)のEIA

は, RIAの100倍 以上 高感度 であ り, RIAで は測

定で きなか った正常値 以下 の低TSH(バ セ ドウ病

な ど)の 病態解 明が可能 とな った. ヨー ロッパ では

本法 に よるEIAの 種 々の キ ッ トが実 用化 され, 臨

床診 断 に用 い られて いる.

グ ル コー スオキ シダーゼ(GOD)に つ いては, グ

ル コー ス を基質 とし, 生 成 す るH2O2を ビ ス(2, 4,

6, -ト リ クロロフェニル)オ キザ レー ト(TCPO)-蛍

光 色 素(8-ア ニ リノナ フ タ レン-1-ス ル ホ ン酸;

ANS)に よ り化学発光検 出す る方法 を確 立 した. 本

法 に よるGODの 検 出感度 はGOD活 性 として10

μU/ml, GOD量 と して1.6×10-15mol/assayの

高 感度 であ る. 本 法 を用 いサ イ ロキシン(T4)10)お

よび17α-ヒ ドロキシプ ロゲス テロ ン(170HP)11)

の 化 学発光EIAを 開 発 した. 検 出感 度 はT4は

0.5pg(6.5×10)5mol), 170HPは0.5pg(1.5×

10-15mol)で あ る. これ によって, T4や17OHPの

測 定 は新 生児の先 天性 代謝異常症 の ス ク リーニ ン

グの濾紙血 １デスク(3mm径, 全 血 として3.6μl)

の分 析 が可能 であ る.

表3 種 々の検出法での β-D-ガ ラ ク トシダーゼの

感度の比較

グルコース-6-リ ン酸デ ヒドロゲナーゼ(G6PDH)

の化 学発 光測定法 は, グル コース-6-リ ン酸 とNAD

を基 質 とし, 生 成 す るNADHを さ きに述 べ た

NADHの 化 学発光 分析 法 で測定す る方 法 で あ る.

検 出 感 度 は1×10-18molで あ っ た. 著 者 ら は

G6PDHを 標 識酵素 とす る170HPのEIAを 確 立

したが, そ の検 出感度 は0.1pg/チ ュ ーブで, さ き

のGODを 用 い る方法 よ り高感度で あ った12).

β-D-ガ ラク トシダーゼ(β-Gal)の 化 学発光測 走法

は, (1)ラ ク トース を基質 と して生成 す るグル コー

ス を基質 としてGODに よ りH2O2を 産 生 させ,

TCPO-ANS法 で 測定 す る方 法, (2)同 様 に して,

H2O2を イ ソル ミノール-マ イクロペ ルオキシダーゼ

系 の化 学発 光で測定 す る方法13), お よび(3)o-ニ ト

ロフ ェニル-β-D-ガ ラ ク トシ ドを基質 とし, 生 成す

るガ ラク トー スをNAD-ガ ラ ク トースデ ヒ ドロゲ

ナーゼ(GalDH)に よ りNADHを 生 成 させ, 前 述

のNADHの 化 学発 光反 応で検 出す る方法14)が 開

発 された. こ れ らの方法 とβ-Galの そ の他 の検 出

法 との比較 を表3に 示す. 石 川 ら15)のバ クテ リアル

シフ ェラーゼ を用 いた生物発光 法 には及ば ないが,

前 述のGODやG6PDHよ りさ らに高感度 で, 1×

10-20molの 検 出感 度である. 本 法 を用 いたEIAの

開発 が行 われてい る.

わ れ われはアル カ リホス ファター ゼ活性 の化 学

発 光測定法 を確 立 した16). NADPを 基 質 と し, 生

成す るNADを エ タノール-ア ル コールデ ヒ ドロゲ

(30)
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ナーゼ(ADH)に よりNADHと し, 前述のNADH

の化学発光法で測定する方法である. 検出感度は

1.3×10-18molで ある. NADH-NADの 酵素サイ

クリング系 を組み合わせ ることにより, さらに高

感度化す ることができる.

ま と め

生体成分の分析法はますます高感度化, 微量化

が要求されている. われわれの研究室で開発 した

NADH, NADPHの 化学発光分析 法は, 種々の

NAD, NADPを 補酵素 とする酵素活性の測定や,

関与する生体成分の分析 に活用できるであろう.

また, GOD, G6PDH, β-Gal, アルカ リホスフ

ァターゼなどの化学発光測定法により, RIAよ り

高感度の化学発光EIAを 開発することがで きた.
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