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Ⅰ. 緒 言

人血液カタラーゼ活性の測定に関して第1編(緒

編)に おいて滴定法および紫外部吸収分光光度計法

(以下UV法 と略す)に よる室温下の測定ではUV法

によるCat kは 滴定法のそれの約70～80%の 範囲の

値を示す事を発表した.然 し乍ら前報では測定温度

が31℃ であり,亦 直読法によるため客観性が低いと

考えられる.そ のため本編では測定を一層正確,か

つ簡便に行なうために分光光度計(HitachiPerkin-

Elmer 139型)に セル恒温装置(Hitachi139-0880

恒温セル付属装置及びTazirikikai電 子恒温槽ECW-

108W)並 び に 自記記録装置(且itachi QPD33型 卓

上記録計)を 装備した.且 つ低 「カ」血症症例を増

し7例 を実験に用いた.測 定実験はuv法 を従来 よ

り行なわれてきたところのEuler-Josepheon等 によ

る滴定法の変法と比較するために滴定法と共に同じ

温度(37±1℃)下 に行なつた.

Ⅱ. 実験材料並びに実験方法

1. 実験 材料

正常人18人,低 「カ」血液症7人 より適時採血を

行ないその都度実験を行なつた.採 血の際は肘静脈

より行ない血液5m1に 対 しheparin (1ml中 に1,000

単位含有)を1滴 の割合で加えた.血 液は氷室(約

5℃)に1～3日 保存 したものを実験に用いた.

2. 実験方法

a. 滴 定 法

Euler-Josephson等 による滴定法の変法 を用いて

第1編 に述べたとほとんど同様の方法で測定を行な

つた.前 編では室温による測定であつたが本編では

実験実施前に基質液を5本 の試験管に5m1宛 と り,

これ ら試験管を予め恒温槽中で37℃ に加温してお

いて実験を行なつた.

b. UV法

本法の原理ならびに実験方法は第1編 に述べたが

分光光度計(Hitachi Perkin-Elmer 139 type)に 新

に循環式恒温槽及び自記記録計を装着して実験を行

なつた.こ れ らによつてcuvetteの 基質液の温度を

37±2℃ に調節維持して滴定法の条件と一致 させ る

と共に吸光度の変化を自記記録計のChartに 記録さ

せることにより反応の初速度(Initial Velocity)を

で きるだけ正確に把握 し,一 層厳密な測定成績が得

られることを期待 した.
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被検溶血液の調製は氷室に保存した血液より滴定

法とUV法 の何れの場合 も測定の度毎にメランジュ

ールを用いて採取し
,蒸 溜水で稀釈した.溶 血液の

活性度の低下をさけるために同一溶血液を続いて実

験 に用いることは行なわなかつた.

基 質 溶 液 と して は0.01 Mol phosphate buffer

 (pH 6.8)にH202を 終濃度0,0125 Molと な るよう

に調製した溶液を用いた.

この基質溶液2.5mlに1,000倍 溶血液0.5mlを 加

えて反応を行なわせた.

以上の実験結 果 をchartに 記 録 され た透過 率

(Transmittance)よ り吸収度(O. D.)に 換算し, 1

次 反応式に従つてカタラーゼ活性値を求めた.

x1:t=0 (sec)に 於 け るO. D.の 読 み(外 挿 値)

x2:t=60 (sec)に 於 け る0 . D.の 読 み

t:60 (sec)

b:溶 血 液 に よ るO. D ,の 読 み,便 宜 上 仮 りに0.1

と一 定 と し た.

なお,実 際には常に既述の実験条件下に測定する

ので記録(chart)よ り簡便に活性値を得るために分

度器様の尺度計(Fig. 1)を 工夫作製した.尺 度計

の作り方は次の如 くである.

Fig. 1 UV法 に よ る 簡 易 定 量 用 尺 度 計

0,0125M H2O2 in 0,01 P. B. 2.5cc

 Plus×1000 Hemolysate 0.5cc

な おchart speedは1cm/minに 固定 し た,尺 度

計上のCat kに 相 当する検量線は以下の原理によつ

て作製した.即 ち式(1)に おいてt=0に おける 鋤

をToと すれば多数の血液カタラーゼ実測値より外

挿 して得た値よりxo=0.49でTo=33% (Tは 透過

率)と なる.

b=0.1 (O. D.)で 一 定 と考 え る.

t=60秒 に お いてk=1.5に お け るxtは 式(1)よ

り求め得る.即 ち 　よ りx60

を求めるとx60=0,41(O.　 D.)で あ り,従 つてT60

=38.9%を 得 る.同 様にしてk=2以 上 の場合もk

よ り逆算 してTを 求めて記録紙上にPlotす る.便

宜上0と60秒 の間のTの 変化を直線であると仮定し

てToとTを 結ぶ直線がt=0～60秒 に おけるkの

それぞれを表わすのでこれを透明なセルロイド板に

うつしたものがFig. 1に 示 す如 き尺度計である.

このようにしてUV法 による測定を基質のH2O2濃

度 が滴定法の場合の2.5倍 で あること以外には温度

及び反応系など滴定法と殆ど同一条件下に同一検体

を用いて行ない,滴 定法とUV法 とによる両者の測

定成績を比較検討した.

Ⅲ. 実 験 成 績

以上の如 くして正常人血液18例,低 「カ」血液7

例 について求めたカタラーゼ 活性値(k cat)は そ

れぞれTable 1, 2に 示す如 くである.

なおk catは14g/dl HbのCat kと して修正を

行なつた値を用いた. Fig. 2は 正常人血液, Fig. 3

は低 「カ」血症血液の実際の測定を行なつたchart

を示す.何 れも同一標本について引続 き3回 測定を

行ない,算 術平均を求めてその個体の測定値とした.

1標 本の検査における3つ のk Catは おおむね一

致しているが,か かる測定値10組(正 常人5例,低

「カ」血症5例)を 任意抽出して解析を行なつた結

果, 3回 測定値に対する標準偏差の算術平均は正常

人及び低 「カ」血症についてそれぞれ0.098, 0.056

 k cat単 位であつた.亦 変異係数の算術平均 は同じ

くそれぞれ0.027, 0.035で あった.

Fig. 4は 正常血液18例,低 「カ」血症血液7例 に

ついて滴定法とUV法 とによつて測定した値を両方

法に関して比較 し相関関係を示 した もので ある.

 UV法 による各測定値は滴定法による値の約90%を

示 した, UV法 測定値を滴定法測 定値 で際 した値

(UV/Tit.)は

正常人血液18例 の場合は　 0.91

•¬ (1)
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Table 1 正 常 人 血 液 カ タ ラー ゼ活 性 の 測 定 値,

 37℃

Table 2 低 「力」血 症 血 液 カ タ ラ ー ゼ 活性 の 測

定 値, 37℃

低 「カ」血症血液7例 の場合　 0.78

合計25例 の場合は　 0.87

で あり相関係数は同じくそれぞれ

正常人血液18例 の場合　 0.92

低 「カ」血症血液7例 の場合　 0.73

合 計25例 の場合　 0.96

で あ り,何 れの場合の相関も危険率0.1%で 有意で

あつた.亦, X:滴 定法, Y:UV法 としてYのX

に対する回帰方程式はそれぞれ

Y=1.04X-0.51

Fig. 2　 UV法 に よ る正 常 血 カ タ ラー ゼ活 性 測定 例, 37℃
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Y=0.78X-0.01

Y=1.05%-0.56

で あ つ た.

Fig. 3 UV法 に よ る低 「力 」 血 カ タ ラ ー ゼ 活 性 測定 例,37℃

Fig. 4 滴定法ならびにUV法 による血液 カタラー

ゼ活性測定値の相関々係

回帰方程式 y=1.05%-0.56

Ⅳ.総 括並びに考按

本編に於いて著者は同一検体を滴定法およびUV

法で比較測定するに際して,正 確に同一温度(37℃)

の下に測定を行なつた.従 つて両測定法はUV法 に

おいてH2O2の 濃度が滴定法の場合の2.5倍 で ある

こと以外には同一条件下に行なわれた.両 測定値を

比較するにUV法 による正常者の各測定値は滴定法

による値の約90%の 値 を示 し, UV法 としては前報

のそれの80%よ り高い活性度を示 した.

滴定法の場合1回 の検査における4つ のk cat値

について,一 つ一つの測定値に対す る標準偏差 は

0.11 k at単 位であるといわれている5).

なお比較のため著者等の滴定法による測定成績よ

り10例 を任意抽出した場合,変 異係数の平均値 は

0.02で あつた.こ れを前述 したUV法 による成績,

正 常人の変異係数0.027,低 「カ」血の変異係数0.035

と比較すると変異係数は僅かに大であつた.従 つて

現在のところ正確さはUV法 は滴定法よりやや低い

が比較的正確な方法といえるであろう.

Table 3 滴 定法及びUV法 による測定成績の変

異係数

Ⅴ. 結 論

著者は恒温ならびに自記記録装置を装備して正常

血18例,低 「カ」血症血液7例 についてUV法 と滴

定法を用いて血液カタラーゼ活性値を測定し以下の

成績を得た.

1) 滴定法及びUV法 による測定値の相関係数 は

0.96で あ り,両 者はよい相関を示した.

2) UV法 による測定値は正常人の場合滴定法のぞ
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れの平均0.91,低 「カ」血症の場合0.78と い う値

を示し両者の間に差のみられる点が注目された.

3) UV法 の正確度を知るため同一標本の3回 測定

値に対する変異係数を求めると,正 常血及び低 「カ」

血症血液についてそれぞれ0.027及 び0.035で あつ

た.こ れは滴定法の場合に比 して僅かに高いが,測

定成績の再現性は殆んど同 じと考えられる.

4) 以上の成績より本UV法 は人血液カタラーゼ活

性値の測定法,亦 低 「カ」血症のスクリーニング法

としての使用に充分堪えうるものと考え られる.

本 論文の要旨は第8回 日本人類遺伝学会総会およ

び第34回 日本衛生学会総会において発表した.

擱筆するに当り御懇篤なる御指導御校閲を賜わつ

た恩師緒方正名教授並びに高原滋夫教授に深甚の謝

意を表します.又 終始御好誼,御 鞭撻をいただいた
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Author's Abstract

For the spectrophotometry a Hitachi Perkin-Elmer 139 type spectrophotometer with a 

constant temperature cell chamber and autorecorder was used .

The measurements were conducted under the following conditions (final concentration of 

H2O2 0.0125 Mol in 0.01 Mol phosphate buffer
, pH 6.8), which showed the identical condi

tions with a exception of H2O2 being 2.5 times the concentration employed in the titration 

method.

Both assays were carried out at 37•Ž .

The results by ultraviolet spectrophotometric method (UV method) were compared with 

those obtained by titration; the values obtained by UV method were about 90% of those by 

titration, and proved that each values showed a good correlation
. Therefore this method will 

sufficiently serve for the measurement of human blood catalase activity or for the screening 

of hypocatalasemia .


