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緒 言

血 清 トラ ンス ア ミナ ーゼ が 臨 床 的 に問題 となつ て

来 た の は最近 の こ と で あ る が, 1953年Karmen,

 Wroblewski1)等 の報 告 後,多 くの 研究 者 に よ り 検

討 され,そ の 活性 値 測 定 は心 筋 硬 塞2) 3)お よび 肝 疾

患4) 5)に お け る重 要 な 検 査 法 とな つ た.そ の 測定 法

と して1955年Karmen6)の 発表 した方 法 は 最 も 進

歩 した方 法 で あつ たが,日 常 臨床 検 査 法 と して 不 適

な点 もあ つ た.そ の後Reitman and Frankel7)に

よつ て比 色 に よ る簡便 な方 法 が 研究 発 表 され,正 確

度で はKarmen法 に劣 る とは い え,多 く の 利 点 を

もつ た め,臨 床 的 に充 分 利 用 出来 る もの と して,種

々検 討 されつ つ あ る8) 9).

た だ検 量 線 作 製 に つ い て はReitman and Frankel

はpyruvateと α-ketoglutarate (2mM)の 混 合 物

に同量 の呈 色 液(2.4-dinitrophenylhydrazine 1mM)

を加 えて 直 線 に な ると述 べ て い るが,こ れ は著 者 の

実験 と全 く異 な る.即 ち著 者 の実 験 で は 同量 の 呈 色

液 を加 え た 場 合 はpyruvateが0.2μM以 上 にな る と

曲線 とな る.又 一 方 溝 部9)は 基 質 液 と同 量 の 呈 色 液

(2.4-dinitrophenylhydrazine)を 加 え るとpyruvate

の量が0.3μM以 上 に な る と 曲 線 とな る と述 べ て い る.

即 ち両 者 と も呈 色 液(2.4-dinitrophenylhydrazine)

を基質 液 と同 量加 え た こと に,理 論 的 に疑 問 が あ る

ので あ り,著 者 は 呈 色 液 の加 え る量 を増 す こと に よ

りpyruvateの 量 が0.2μM以 上 に な つ て も 直 線 に

な る こと を確 認 した.

実験材料および方法

試 薬

1) Pyruvate規 準 液

焦性 ブ ドウ 酸 リチ ウ ム塩Lithiumpyruvate(片

山化学) 188mgを 蒸 溜 水100mlに と か し,用 に臨

んで10倍 に 稀 釈 す る.(pyruvateの 濃 度: 2mM)

2) 0.1M燐 酸 緩 衝 液(pH 7.4)

第2燐 酸 ソ ーダNa2HPO4・12H2O(片 山 化学 特

級) 3.58g/dl液 お よび 第1燐 酸 カ リKH2PO4(片

山化学 特 級) 1.36g/dl液 を80:20の 割 合 に 混 ぜ て

pH 7.4に 調 整 す る.

3) 基質 液

α-ketoglutaric scid(片 山 化 学 特 級) 29.2mgと

dl-alanine(片 山 化学 特 級) 1.33gを 上 記2)の 緩 衝

液 で 完 全 に とか し,後N-NaOHでpHを7.4に

補 正 し,緩 衝 液 で 全 量 を100mlに す る(α-keto

glutaric acidの 濃 度: 2mM).

4) 呈 色 液

2.4-dinitrophenylhydrazine 19.8mg(片 山化 学 特

級)を 濃 塩 酸7.0mlに と か し た 後,全 量 を 水 で

100mlに す る. (2.4-dinitrophenylhydrazineの 濃

度: 1mM)

5) 0.4N-NaOH液

NaOH(片 山化 学 特 級) 16gを 水 で1000mlに と

か す.

検 量 線 の 作 製

試 験 管 内 に表1の よ う に2mM pyruvate基 準 液

お よ び基 質 液 を加 え,さ ら に 呈 色 液0.5ml 1.0ml

ま た は1.5mlを 混 和 して全 量 が2mlに な る よ う

に 蒸 溜 水 を加 え る.20分 間室 温 に 放 置 し, 0.4N-

NaOH液5.0mlを 加 え 発色 させ,発 色30分 後 に 日

立 分光 光度 計EPB-U型 を 使 用 し, 505mμ で 吸 光

度 を 測 定 し た.縦 軸 に 吸 光 度,横 軸 にpyruvate

 (μM)を と り,試 験 管 番 号1, 2, 3, 4, 5の 吸 光 度 か ら

0号 の 吸 光 度 を 差 引 い た値 を い れ,検 量 線 を 作 製 し

た.

実 験 成 績

図1で 明 らかのよ うに 呈色液を0.5ml加 えた場

合 はpyruvateの 含量 が0.2μM以 上 に な る と曲

線をえが き, 1.0ml, 1.5ml加 えた 場合 は直線 にな

る.な ほ この実験 に用いた溶液の 全量 は7.0mlで

あ るが,他 の研究者の用いた 全 液 量は6.1mlで あ

つた.し たがつて,こ こにあげた検量 線の傾 斜は幾
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分低 くなつてい る.こ れは呈色液を段階的に加 える

ことによつて液量が増すため,同 一濃度 にそろえて

検量線 を比較 しよ うとしたか らであ る.

表1　 規準液 のつ くり方

図1　 呈色液の添加量と吸光度

呈 色 液 を0.5ml加 え た 時 はpyruvateの 合 量

0.2μM以 上 か ら曲 線 を え が くが, 1.0ml,

 1.5mlで は 直 線 とな る.

考 察

2.4-dinitrophenylhyldrazineはpyruvateお よび

α-ketoglutarateと そ れ ぞ れ1:1の 割 合 で 反 応 し,

それ ぞ れ それ ら のhydrazoneを 作 る. Reitmanら

の方 法7)に よれ ばpyruvateだ け に 対 して は十 分 な

量 の 呈 色 液 が 用 い られ て い る.と ころが,基 質 液 に

含 れ て い る α-ketoglutarateも 同様 に 呈 色 液 と反 応

す る.し た が つ て 基 質 液 中 の α-ketoglutarateお よ

びpyruvateの 合 量 とが 反 応 す るの に 必 要 な 呈 色 液

の量 は少な くとも両 者の合量 と同量でなけねばな ら

ない.

呈 色 液 を0.5ml用 い る場 合 は理 論 量 の半 分 で あ る

か ら, 2.4-dinitrophenylhydrazineは 一 部 はpyruvate

と反 応 し,一 部 は α-ketoglutarateと 反 応 す る.そ

して未 反応 のpyruvateお よび α-ketoglutarateが

残 つ て い る.

ま た 呈色 液 のpyruvateお よ び α-ketoglutarate

に対 す る反 応 性 が 異 な るた め 検量 線 は 曲線 となつ て

あ ら わ れ る.こ れ ら の 欠 点 を 除 く た め,著 者 は

pyruvateお よ び α-ketoglutarateに 対 して 理 論 量

以上 の呈 色 液 を 加 え る こ とに よつ て 直 線 性 の あ る検

量線 をか くことがで きた.

なお,図1に おいて呈色液1mlお よび1.5mlを

加 えた場合,両 者 は等 し くな るはずで あるが,後 者

が少 し低 い値を与え るのは,呈 色液が強い酸性溶液

であ り,水 酸化 ナ トリウム溶液を加えて も,前 者ほ

ど強 い塩基性を示 さないためであろう.呈 色液の濃

度について溝部9)が 考察 しているが,著 者の実験 に

よればBlankの 吸光度 は0.3附 近であ り,十 分実

用に供 す ることがで きる.な お本実験に用いた呈色

液の濃度 は19.8mg/alで あ るが,濃 度を濃 くして

も十分利用 出来 るもの と考 える.

結 論

血清 トランスア ミナーゼ の検量線を検討 し次の結

論 をえた.

1) 理論 的 に 濃度1mMの 呈 色 液(2.4-dinitro

phenylhydrazine)は 基 質(2mM)とpyruvate (2

mM)の 合量の2倍 量以上加 え るべ きであ る.

2) 1)の 方法によ りpyruvateの 量が0.2μM以 上

になつて も直 線の検量線を うることが出来 る.

稿 を終 るに あた り,本 研究 に際し,御 懇篤な御指

導 と御校閲を賜つた岡山大学理学部桐栄恭二教授,

並 びに種々御援助 を賜つた宮田晴夫講師,国 立岡山

病院富山繁技官に厚 く御礼 申上 げる.
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On the Standard Curves of Transaminase Activity

Hideo Saikawa

Okayama National Hospital

Author's Abstract

Of late clinical assay of transaminase has gained a greater importance and the methods

 of the assay are now being studied from various angles. As for making the standard curves

 there are such methods as that of Reitman and Mizobe's, the latter being very similar to the

 former, but there still remain problems that need to be solved in these methods with respect

 to the quantity of 2.4-dinitrophenylhydrazine solution to be added. With the purpose to clarify

 these points, the author conducted a series of experiments and demonstrated theoretically and

 clinically that the addition of 2.4-dinitrophenylhydrazine solution in the quantity more than

 twice the amounts employed by various investigators would yield a perfectly straight line

 curve in contrast to the available reports where the addition of pyruvate in the concentrations

 up to 0.3 μM as reported by Mizobe and others gives a straight line curve but any quantity

 above that tends to distort the straight line.


