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1.は じめ に

血清中のカタラーゼ活性は,急 性および慢性肝炎,肝 癌,腎 孟腎炎で高値を

示 し,特 に急性膵炎では高い活性値を示すDこ とが報告されている。また,カ

タラーゼは生体内で発生 した過酸化水素を分解,解 毒する酵素であることから

炎症,生 体防御の点においても注目され,本 酵素の正確で迅速な測定法の確立

は重要な問題 と考えられる。 しか し,現 在カタラーゼ測定法として知 られてい

る方法には,過 酸化水素の減少を紫外部吸収の減少として測定する方法2),

過酸化水素の分解による酸素の生成量を酸素電極により測定する方法3',生 成

(1)第3報:岩 村 淳 一一,近 畿 大 学 短 大 論 集 第24巻 第1号P.87～108(1991).
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熱を測定する方法4),沈 澱物を定量する方法5),反 応後の残存過酸化水素を滴

定6)も しくは硫酸チタンと複合物を形成 させ,そ の吸光度を測定する方法7)な

どである。これ らの従来法は信頼性に乏 しかったり,特 殊な機器を必要 とした

り,強 酸を使用 したり,ま た,操 作が煩雑であるため,臨 床検査において日常

的に用いに くい方法であった。今回,血 清カタラーゼ活性の測定を迅速かっ正

確に行いうる方法の検討を行 った。本法の測定原理は,メ タノールの存在下,

過酸化水素をカタラーゼの基質とし,作 用時に生成するホルムアルデヒドをホ

ルムアルデ ヒドデヒドロゲナーゼの作用でNADH量 に変換 し,こ の増加量を

波長340nmで 測定 し国際単位に変換するものである。カタラーゼ活性の測定

を行うにあたり,臨 床検査で一般に用いられている37℃での条件を用いた。ま

た,本 法は,レ イ トアッセイが可能であることから自動分析への応用 も容易で

あると考えられ,臨 床検査での日常検査法 として有用な方法であろうと思われ

る。血清カタラーゼの定量法開発におけるコンセプ トを以下に要約 した。

科学的側面

1.自 動化の技術が確立されていない。

2.測 定方法により値の表現を異にする。

3.カ タラーゼ量と病体との関係が充分明 らかではない。

4.生 理的条件下でのカタラーゼの真の役割に不明な点が多い。

5.臨 床的には無または低カタラーゼ血症の診断に用いられるほかはあまり

利用されていない。

経済的側面

1.保 健点数が80点 であ る

2.従 来法 は手分析であ るため コス ト高で経済的 メ リッ トが低い。

3.無 カ タラーゼ血症 は 日本人46家 系90人,在 日韓 国人1家 系3人,ス イ
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ス人3家 系1人,ペ ルー人1家 系2人 が報告 されている。日本人の500人

に1人 の割合で低力タラーゼ血症が存在 している。低カタラーゼ血症患者

は口腔壊疽の病像を示すことが知 られている。

4.慢 性膵炎,急 性膵炎,膵 癌でカタラーゼ活性が上昇する。

5,低 カタラーゼ血症のスクリーニングが可能にな り集団検診の項目として

も有用である。

科学的側面をクリアーすることによって,疾 患に対 し予防,治 療が可能に

なり,そ の経済的側面においても保健点数が80点 である。即ち,1測 定経費

が800円 であることなどからかかる定量法の確立は社会的にも極めて有用であ

ると考えられる。

2。 材 料 および実験方法

2.1.試 薬

カタ ラーゼ はシグマ社,2500U/mg(EC1.11.1.6),ホ ル ムアルデ ヒ ドデ

ヒ ドロゲナーゼ(EC1.2.1.1,以 後FADII)は 東 洋紡,2,74U/mgお よ び

3.51U/mg,NAD一 は オ リエ ンタル酵母を使用 した。CH30Hは 関 東化学

特級 を蒸留 して使用 した。H202は 三 菱瓦斯化学,リ ン酸緩衝液 は関東化学を

使 用 した。

2.2.材 料

血清 は任意の ヒ ト血清を使用 した。

2.3.使 用機器

自記分光光度計UV-240(島 津 製作所製)を 使用 した。初速度測定法 によ

り,カ タラーゼ活性 値を求 めた。FADH,NAD+,CH30Hを リン酸緩衝

液で希釈 した測定試薬3mlに カ タラーゼ溶液(Sample)0.1mlを 加 え,37QC
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で1分 間プ レイ ンキ ュベー トした後,H202基 質 緩衝液0.1mlを 添 加 してか

ら3～4分 後の吸光度 変化 を測定 した。一方,自 動分析 にはデ ィス クリー ト方

式 自動分析装置,日 立7150を 使 用 した。

2.4.測 定 原理

測定原理を次式に示 した。

H202一 トCH30H-一 一一一一一一一一一一>HCHO→-2H20

Catalase

NAD+NADH

HCHO-÷HCOOH

H20FADH

ま た,カ タ ラ ー ゼ 活 性 は 下 記 の 式 よ り国 際 単 位 と して 算 出 し た 。

A/min・V・D

u/1=

ε ・d・v

A/min:theehangeinabsorbance

at340nmforoneminute

V:totalvolume(3.2ml)

D:enzymedilution(109)

ε:rnolarextinctioncoefficient

(6.22×106)

v:samplevolume(0 .1mD

3.測 定法確立のための結果

3.1.緩 衝液の条件設定

緩衝液にっいて至適pli及 び至適濃度を検討 した。FADH

--24
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NAD↓0.9mol/1,CH30H1.25mol/1,カ タラーゼ0.2mg/1,H202

450mmol/1の 条 件 下 で,リ ン酸 緩 衝 液50mmol/1のpHを6.8～8.0の

範 囲 でカ タラーゼ活性 を測定 した。pH7.8で 最 も活性値が高 か ったので,至

適pHは7.8と した。次 に,こ の系にお けるリン酸濃度を10～50mmol/1範 囲

内で測定 した結 果,顕 著 な差 は認め られ なか ったが50mmol/1で 高 活性 値

を 示 した。 そ こで 緩衝 液濃 度 は50mmol/1と し,以 下 の実験で はpH7.8,

50mmol/1の リ ン酸緩衝液を用い ることに した。

3.2.基 質 濃度(H202)の 設 定

FADH250U/1,NAD+0 .gmmol/1,CH30H1.25mol/1,カ タ ラー

ゼ0.2mg/mlの 条 件下でH202基 質 活性曲線を求めた。

基質濃 度 は90～540mmol/1ま で90mmol/1ず っ 変 化 させ た。360mmol/1

に最 大活性 を示 したが,カ タラーゼ酵素希釈の直線性 との関係 を調 べた結果,

基 質濃度 は270mmol/1と した。

3.3.基 質 濃度(CH30H)の 設 定

FADH250U/1,NAD+0。gmmo1/1,カ タ ラーゼ0.2mg/ml,H2

02270mmo1/1の 条 件下でのCH,OH一 活 性曲線を求めた(図1)。

図1か ら明 らか な よ うに,2.5mol/1が 最 適 濃度 で あ るの でCH,OH量 は

2.5mol/1と した。

3.4.FADH量 の設定

NAD〒0.gmmol/1,CH30H2.5mol/1,力 タ ラーゼ0.2mg/ml,

H202270mmol/1の 条 件 ドで,至 適FADH濃 度 を求めた。FADH一 活

性 曲線 を図2に 示 した。 図2に 示 すよ うに,FADH量 は850U/1で 適 当で

あ ったので,FADH量 は850U/1と した。
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3.5.NAD+量 の 設定

pH7.8,FADH85QU/1,CH30H2.5mo1/1,カ タ ラーゼ0.2mg/

ml,H202270mrnol/1の 条 件下 で,NAD† 濃 度 に対す るカタラーゼ活性

を求 めた。NAD+活 性 曲線 はNAD'0.15mmol/1ぐ らい まで一 時的 に

急激 に増加 し,0.75mmo1/1以 降 は緩やか に増 え る傾向 にあ った。 よって,

NAD+の 濃 度 は0.75mmo1/1と した。

3.6.直 線 性 の検討

上述の1～5か ら求 めた結果 によ り,50mmol/1リ ン酸緩 衝液,pH7.8,

FADH850U/1,NAD+0 .75mmol/1,CH30H2.5mol/1,H202

270mmol/1,37QCの 反 応条件 を設定 し,こ の系 を用 い,標 準 カタ ラーゼを段

階希釈 して直線 性を調べ た。 図3に 示す よ うに,約1150U/1ま で 良好 な直線

性が認め られた。

図3直 線性

27



3.7.精 度および感度の検討

本法による任意の ヒト血清を用いての同時再現性を調べた結果,n-10で 平

均値64.OU/1,そ の変動係数(CV)は4.0%で,同 時再現性が良好であり,

精度が高いことを示唆 している。

また,標 準力タラーゼを倍 々希釈 して感度を求めたところ,カ タラーゼ活性

値15.4U/1ま で直線性が認められたことか ら,本 法における低活性の感度限

界は15U/1と した。

3.8.血 清 測定 におけるTitan法7)と の相 関

30検 体(内 正常 検体25)の 任 意 の ヒ ト血清を用い,本 法 とTitan法 との相

関関係 を明 らか に した(図4)。 この時 の相 関係数 は0.9846で あ り,p-0.01

%以 下 で,Titan法 との相関 はきわあて良好であ ることがわか った。
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3.9.正 常 値 に関す る検討

本法 を用 いての任意 血清30検 体 にお け る測定結 果 は 文=2SD=72.5エ

118.5U/1で,正 常 人血 清25検 体を 用 いた時 の それ は,文 ±2SD-41.g

二31.2U/1で あ った。

4.測 定法確立の ための考察

血清 カタラーゼの測定 は,膵 疾患検査 と して役だつ測 定項 目の一つ とされて

い る。 しか し,い まだ日常検査 に適用 され るまでには至 っていない。 その理 由

として,H202の 紫 外部 吸収を測定す る方法2)で は,血 清 中のカタ ラーゼ に

よ り分解 されたII202量 に,カ タラーゼ以外の物質 に由来す るH202量 が

加 算 され るため に,真 の 力タ ラーゼ活 性値が 高値 として測 定 され る。Titan

法7)で は強酸を使用 してい ること,電 極法3'は い まだ一般的 に使用 され るには

至って いないことな どが挙げ られ る。また,現 在実施 されて いる力タラーゼ測

定温度 は主 と して25℃ であ り,自 動分析 の現状 を考え る と,37℃ で の測定が望

まれ る。

わ れわれ は,上 記 の事項 を考慮 し,現 在一一般 的に使 用 されて い る自動 分析

計 に適 用で きるよ うに,カ タラーゼがH202分 解 時にCH30Hを 酸 化 しホ

ルムアルデ ヒ ドを生成す ることに着 目 し,こ の生成 したホル ムアルデ ヒ ドを

NADII量 に変換 す ることによ って,カ タラーゼ活性 値を簡単 かつ迅速 に測

定で きると チ測 し,測 定条件 の検討を行 った。

その結果,カ タラーゼ標 品を使用 した実験 にお いて表1の 測定方法を見いだ

した。

反応 は,基 質であ るII202を 添 加す ることにより開始 した。 この結果,力

タラーゼ活性 値が50～1000U/1範 囲 の測定 において,反 応開始後2.5～4.5分

間 で良好 な直線性 を示す ことが確 認 され た。 そ こで,Iagtimeを3分 間 と し

て3～4分 間の吸光度変化を測定 して,計 算に用いた。

-29 一



表1カ タラーゼ活性の定量法

試 薬 濃 度 使用量 総 量

CH30Ha」

FADHa}

NAD"al

検 体

2.5mol/1

850U/1

0.75鵬oユ/1

3.Oml

O.1m1

3.Oml

3.lml

37℃ で1分 間 放 置

H202", 270mol/1 0.1ml 3.2ml

3分 間 放 置

1分 闇 波長340nmで 吸 光度 変化 を測 定

a)リ ン 酸 緩 衝 液(pH7.8,50mol/1)に 溶 解

任意血清30例 におけ る測定値 のf±2SDは72.5+118.5U/1で あ り,本

法 が700U/1ま で,相 関係数 が0.9998の 直線性 があ ることによ り,高 活性検体

の測定 に も追跡が可能で ある と考え られ る。本法 による正常人25人 の血清での

測 定結果 は,10.7～73.0(Mean=41.9)U/1で あ った。 また,Titan法 と

の相 関で は,そ の相関係 数は0.9846でp=0.01%以 下 で有意で あ った。 この

よ うに本法 は,他 法 との相関性 も良好で信頼性の高 い方法であ ることを示唆 し

ている。

以上 の ことか ら本法 は,日 常的な臨床検査 において,正 確で迅速な測定法 と

して非常 に有効であ る。

5.自 動化のための結果

自動化のための測定条件を表2に 示 した。
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表2日 立7150に お ける測定条件

TEST【Catalasel

ASSAYCODE【RAI-E-Al:【301-【50】

SAMPLEVOLUME【10]

RlVOLUME【300】

R2VOLUME【10】

WAVELENGTH[4051【3401

CAL旧.METHOD【KFACTOR】(5734)

5.1.直 線 性

力タラーゼ(シ グマ社)2,500U/mgを 蒸 留水 に溶解 して標準系列 を作成

し直線性を検討 した。その結果,図5に 示す よ うに1,2001U/1ま で は良 好な

直線 関係が認 め られ た。
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一
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5.2.精 密 性

1)同 時再現性

ヒ トプール血清,市 販管理血清(オ ーソノーマル,オ ーソァブ ノーマル)を

用いて同時再現性(n-10)を 検 討 した。 その結果,表3に 示す よ うに変動係

数(C.V.)は 最 大3.0%と 良 好で あった。

2)日 差再現性

市 販管理 血清 を用いて測 定間(n・=10)に お け るバ ラ ツキ をみ た。 その結

果,表3に 示す ように満足 しうる成績であ った。試薬 は毎 日用時調製 と した。

表3精 密性

a.同 時 再 現 性b,日 差 再 現 性

No.
プ ール 血清

(lU/1)

ノ ーマ ル コン

トロール

(Iu/1)

アプ ノーマル
コン トロール

(Iu/D

1 32 53 114

2 33 54 112

3 32 52 115

4 33 53 119

5 33 51 120

6 34 54 116

7 33 54 112

8 33 53 112

9 32 54 109

10 32 53 110

Mean 32.7 53.1 113.9

S.D. 0.6 0.9 3.4

GV工%) 2.0 t813.0

ノーマル コン アブ ノーマ ル

No. トロール コ ン トロール

(【u/i) (Iu/1)

1 47 108

2 48 110

3 47 103

4 46 104

5 48 104

6 48 110

7 47 107

8 47 105

9 50 106

10 48 107

Mean 47.6 106.4

S.D. 1.0 2.3

CVI%) 2.1 2.2

5,3.測 定 感度

標準 力タラーゼを希釈 して感度 を求 めた ところ,カ タラーゼ活性値101U/1

まで 直線性が認 め られ たことか ら,本 法 における低活性 の感度限界を101U/1

と した。
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5.4.正 確性

添加回収率:患 者血清に標準力タラーゼ溶液を添加 した際の回収率は94～98

%で ほぼ満足 しうる成績 と考えられた。

5.5.血 中共存成分の影響

還元性物質(ア スコル ビン酸:関 東化学),ビ リルビン(緩 衝チェックA:

国際試薬),乳 び(ホ ルマジン:国 際試薬),溶 血(自 家溶血)の 本測定への影

響を検討 した。その結果,乳 びは2800度 まで影響はなかったが,ア スコルビン

酸は20mg/dlで10%程 度の負の誤差を生 じた。一方,ビ リル ビンC6mg/

dlで は60%程 度,ビ リル ビンF6mg/dlで20%程 度のiEの 誤差を認めた。

カタラーゼは赤血球中に高濃度で存在するため,溶 血が明瞭な血清で血清カ

タラーゼ値を測定 して も無意味であるが,日 常検査の場では溶血の影響は興味

のあるところであり,ま た血清の溶血の情報はカタラーゼ値を解釈するうえで

は重要 と考え られる。そこでどの程度の溶血までであればカタラーゼ値として

評価できるかを検討 した。溶血の測定には簡便なBM-6テ ス ト(シ オノギ)

を用いた。

ヘモグロビン値13 .39/dlの 血液を水で2500倍 希釈 して溶血させたものは

(3+)陽 性でうっすらと赤味を帯びており,5000倍 希釈では(2+)陽 性,

1万 倍希釈では(〒)陽 性,100万 倍希釈では()陰 性であった。この溶血

液のカタラーゼ活性は2500倍 希釈液で211U/1,5000倍 希釈液で81U/1で あ

り,1万 倍希釈以上では測定感度以下で測定誤差内の影響であった。

これ らの結果から,微 量の溶血であってもヘモグロビンが(+)陽 性以下の血

清検体であればカタラーゼ測定検体として用いても差 し支えないと考えられた。

5.6.反 応 曲線

日立7150で の タイム コースは第2試 薬添加後,直 線的 に進行 した。
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5.7.み か けの モル吸光係数

グル コー ス測定試 薬(グ ル コースデ ヒ ドロゲナーゼ)お よび グル コース標準

液を用 いて主波長340nm,副 波 長405nmで のNADHの み か けの モル吸光係

数 を 日立7150自 動 分析 装 置で 測定 し,そ の ときの εは5.58×1021・mol-1

・mm-1で あ った。活性算 出のKフ ァクター として5735を 用 いる こととした。

5.8.日 立7150で の クロスコ ンタ ミネーシ ョン

通常ル ーチ ンで よ く使われ る項 目にっ いてセルお よび プローブの クロスコ ン

タ ミネー シ ョンを チェ ック したが,ク ロス コ ンタ ミネ ー シ ョンは認あ られな

か った。

5.9.他 法 との相 関

患者血清 を用 いて本法 とチ タ ン法,お よび第1報 との相関を調べ た。 その結

果 は図6に 示す よ うに,相 関係数0.982(n-40),0.985(n=40)と 良 好 な

結果で あった。

図6他 法との相関
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5.10.正 常 参考値

千船病院 で健 康診断を受診 した男女100名(男55名,女45名)に つ いて検討

した。年齢 は男性が26～69歳(平 均45.9歳),女 性 は19～63歳(平 均33.1歳)

で あ った。全デ ータをCRRP法 で統計処理 して求め たと ころ正常参 考値 は18

～921U/1で あ った。

tr--Catalaseト ロAmylase(〉 一《)U-Amylase。 →Lipase

図7急 性膵炎患者の膵関連酵素の経日変化
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6.考 察

既に筆者 らが報告 しているNADH量 の増加量を340nmで レー トア ッセイ

す る方法を本法にも利用 したが,こ の方法は現在市販されている自動分析装置

の多 くに応用することができるという高い便宜性がある。さらにグルコース標

準液 とグルコース測定試薬(ヘ キソキナーゼあるいはグルコキナーゼ法または

グルコース脱水素酵素法)を 用いて容易に各機器のみかけのモル吸光係数を求

めることが可能で,機 器間差や施設問誤差を生 じにくい利点 もある。

第2試 薬添加後の反応は直線的に進行するためどこで測定 して もよいが,今

回は装置の特性を考えて撹搾が終わ り安定 したときの30～50の 間を測光ポイン

トとした。 この時の同時再現性は,表3の ようにヒトプール血清,ノ ーマルコ

ントロール,ア ブノーマルコン トロールのCVは1.8～3.0%と 非常に良好で

あった。ただ,第1試 薬中のメタノールの自動酸化によるものと思われる試薬

ブランクの上昇がわずかなが ら認め られるので,試 薬は用時調製が望ましい。

また測定範囲が10～12001U/1で あることか ら,低 カタラーゼ血症や膵炎な

どの高活性検体においても十分対応できると考え られる。

本法による正常参考値は18～921U/1で 第1報 の10.7～73.OIU/1と ほぼ一

致 した。本法とチタン法および第1報 での方法との相関係数は0.982,0.985と

非常に良好であった。

今回1名 ではあるが,急 性膵炎で入院 した患者にっいて血清力タラーゼ活性

などの経日変化を測定 した結果,岡 田8>お よび築山ら9)の報告とは若干異なり,

カタラーゼ活性の高値期間はア ミラーゼと同程度であった。

明 らかな溶血検体や高ビリルビン血清では,本 法によって膵由来の血清カタ

ラーゼ活性を測定することは困難である。 しか し,こ のことはカタラーゼアイ

ソザイムの識別測定法の開発や検体の前処理および試薬の改良によって近い将

来,解 決されるものと思われる。

現在,本 法で患者血清カタラーゼ活性の測定 も試験的に始めており,本 法は
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口常のほとんどの血清検体に有用であると感じている。

7.ま とめ

自動分析装置を用いた血清カタラーゼの測定は,再 現性,正 確性,他 方との

相関性などにおいて十分満足できるものであった。 これにより血清カタラーゼ

の定量を,日 常の臨床検査 とすることができ,肝 および膵関連の疾患の診断の

有力な方法の1っ として大いに役だっ ものと思われる。

一方 ,カタラーゼの測定に要するコス ト(定価べ一ス)算 出例を以下に示す。

1)試 薬

NADlg5,350円

FADH1000U23,000円

メ タ ノ ー ル(JIS特 級)3e2,400円

過 酸 化 水 素(特 級)500ml670円

リ ン酸 ニ ナ ト リ ウ ム 無 水(JIS特 級)50091,500円

リ ン酸 水 素 ニ ナ ト リウ ム ・二 水 和 物(JIS特 級)5009950円

☆ 用 手 法 で1,000検 体 を 測 定 す る と して

FADH2,550U=58,650円

NAD2.25mM(-1,598mg)-8,426円

CII,OH7.5M(≒240m1)-213.3円

H20227mM(≒3.1ml)-4.15円

Na2HPO412gmM(≒18 .39)-54.9円

NaH2PO426mM(≒4 .056g)7.7円

67356.05円/1,000検 体

用手法67.4円/検 体

自動分析法6.74円/検 体 …… ①
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2)装 置

自 動 分 析 装 置 日立7150(600テ ス ト/時 間)2,950万 円

☆1日600テ ス ト,1ヶ 月24日 稼 働 す る と して

5年 間 の 償 却 で34.14円/テ ス ト … … ②

(※ 光 熱 費,消 耗 品 を 含 ま ず)

3)コ ス ト

日 立7150に よ る 力 タ ラ ー ゼ 測 定 に か か る コ ス トは

①+② 一40.88円/検 体

工 業 的 に は 更 に 廉 価 と な り,そ の 効 用 は さ ら に 増 大 し,実 用 化 が 可 能 と な

る 。

〈 尚,本 報 は 岩 村 淳 一,血 清 カ タ ラ ー ゼ の 定 量 法.臨 床 検 査35:1347-

1350,1991,岩 村 淳 一,他,血 清 カ タ ラ ー ゼ の 定 量 法(第2報).臨 床 検

査37:87-90,1993.を 参 照 し た 。

こ れ らの 論 文 は 特 集 検 査 値 を よ む'93に 宇 治 義 則,岡 部 紘 明(カ タ ラ ー

ゼ,内 科:71;1058,1993)に 紹 介 さ れ て い る 。〉
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