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固定化チアミナーゼIを利用したチアミンおよび

　　　　　そのリン酸エステノレ類の自動定量法
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Auto血at1c　Determ1nat1on　of　Th1am1ne　and　Its　Phosphates

　　　　by　the　Use　of　Immob111zed　Th1am1nase　I

　　　　　　　　緒　　　　　言

　チアミナーゼI（Th1ammase　I，EC25ユ2）は，

チアミンのチアゾール部と他の適当な塩基との交換反応

を触媒し，（2一メチルー全アミノー5一ピリミジニル）メチル
　　　　　　　　　　　　　　　1）
誘導体（Pm誘導体）を生成する．著者らは先にこのチ

アミナーゼIの固定化標晶を用いたPm誘導体の調製
　　　　　　　　　2）
法について報告した．固定化酵素は，かかる反応触媒と

しての利用の他に，各種化合物の自動定量法にも利用可

能である．

　生体内のチアミンは，遊離型の他にリン酸エステル型．

として存在する．中でもチアミンピロリン酸は総チアミ

ン量の大部分を占め，補酵素として主要な生体内化学反
　　　　　　　3）
応に関与している．これらチアミンの定量法は，遊離型

チアミンの定量を基本とし，リン酸エステル型チァミン

はタカジアスターゼなどによるリン酸基の切断後，遊離
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4）
型チアミンとして測定されるが，長時間を要する．

　著者らはチアミナーゼIが塩基交換反応によってチア

ミソのみならずそのリン酸エステル類をも分解するこ

と，およびピリジンとの塩基交換産物ヘテロピリチアミ

ン（HPT）の酸化物ヘテロピリクロームが強い螢光を

発することに注目し，これを利用したチァミンおよびそ

のリン酸エステル類の定量法を開発すると共に，固定化

チアミナーゼIを利用することによって，その定量法の

自動化を計ることを考えた．

　本研究では，固定化チアミナーゼIの利用に関する研

究の一環として，研究室でごく一般的に所有されている

装置を用いた簡便なチアミンの自動定量法について報告

する．

　療生物汚染化学研究室

　　　　　　　実験材料およぴ方法

　1．材料
　酵素源としての菌株は，よく知られている　肋6”〃s

棚舳㈱oZツ加舳Matsukawaet　M1sawaおよび著者らの
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5）
単離したBα6”伽肋舳加0Zツκ6〃s　strin　Bを用いた．

　酵索固定用担体であるCNBr－act1vated　Sepharose

4Bは，Phamac1a社の製晶を使用した．反応基質であ

るチアミンやそのリン酸エステル類，交換塩基であるピ

リジンおよびその他の試薬はいずれも和光純薬製品を用

いた．

　　　　　　　6）
　2．酵素の調製

　且脇α舳加o肋6洲Matukawa　et　Misawa株および

stram　B株をペプトン液体培地（ペプトソ1％，肉エキ

ス1％，NaC1O．5％）で37℃，ユ68時間培養してえた上

澄液に，80％飽和量の硫安を加え，その沈殿画分を少量

の水に溶解した後1mM2一メルカプトェタノール添加リ

ン酸緩衝液（0．02M，pH6．8）に対して透析したものを

固定化用チアミナーゼ（それぞれ，TMMおよびTSB

と略す）とした．
　　　　　　　　　　6）
　3．固定化酵素の調製

　TMMおよびTSBを含むカップリング緩衝液（0．5

M　NaC1添加0．1M　NH．HCO。溶液，PH8．3）を，

粉末19から調製した膨潤CNBr－activated　Sepharose

4Bと共に，25℃で2時問振とうすることによって，固

定化チアミナーゼI標晶（それぞれ，Sepharose4B－

TMMおよびSepharose4B－TSBと略す）を調製し
た。
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Apparatus　for　the　automat1c　determnat1on　of　th1amme

　4．固定化チアミナーゼIによるチアミンリン酸エス

　　テル類の分解試験

　3mMのチアミン，チァミンモノリン酸（TMP）また

はチアミンピロリン酸（TPP）水溶液2m1，ユOOmMピ

リジン水溶液（PH5．5）2m1および0．15Mクェン酸一

リン酸緩衝液（PH5．5）4m1からなる混合溶液に，固

定化酵素標晶50mgを添加し，50℃で20分間振とう反応

した．反応終了後，そのO．8m1を取り20％メタリン酸
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7）
溶液02m1を加えた後，村田らのHPT定量法の手順

に従って，吸光度（386nm）または螢光強度（励起光

410nm，発光480nm）を測定した．

　5　チアミン自動定量装置

　チアミンおよびそのリン酸エステル類の自動定量装置

の概略を第ユ図に示した．シリコンチューブ（内径ユ

mm，外径3mm）で接続した各区間の距離は，チアミ

ン（またはピリジン）溶液から三方接続器までが50cm，

三方接続器から固定化酵素カラムまでが150cm，固定化

酵素カラムから三方接続器までが40cm，赤血塩溶液か

ら三方接続器までが130cm，三方接続器から次の三方接

続器までがユ60cm，2一メルカプトェタノール溶液から三

方接続器までが70cmおよび三方接続器から測定装置

までが40cmである。

　測定装置は島津分光々度計UV－120－20および目立螢

光々度計650一ユOSを用いた．また使用したポンプは，

東呆理化機械製マイクロチューフポンプMP－3で，目

盛はいずれも2に調整した．この時の最終流速は1．5m1

／minであった．

　　　　　　　実験結果およぴ考察

　本研究のチアミン自動定量装置の測定原理は，チアミ

ン（水溶液）を大過剰のピリジン（100mM，0．15Mクェ

ン酸一リン酸緩衝液PH5．5）と共に，37℃の恒温水槽

に浸したSepharose4B固定化チアミナーセIカラム

（φ04x5cm，両端に海砂を充填）を通過せしめてHPT

に変換した後，アルカリ性赤血塩（1％赤血塩一20％

NaOH（2／3，Y／∀））で酸化してヘテロピリクロームに

し，それを分光々度計（386m）または螢光々度計（励

起光410nm，発光480nm）で測定することである．そ

の際，過剰の赤血塩は2一メルカプトエタノール（ユ％

水溶液）で分解した．赤血塩分解剤として通常用いられ

るH．O。は気泡を生じるため使用できなかった．

　Sepharose4B－TMMユOOmgを充填したカラムを用

い，フローセルを装備した螢光々度計で5μMのチアミ

ンを測定した際のチャートを第2図に示した．図中に見

られる小さな鋸歯状の波はマイクロチューブポンプの脈

流のために生じたものであり，中央部のやや大きな波は

チアミン溶液を洗浄用水溶液に切り換えたために生じた

ものである．この図における高さがチアミソ濃度の関数
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となる。このようにして測定して得た相対螢光強度と注

入チアミン濃度との関係を第3図に示した．同様に分光

々度計を用い，386nmの吸光度と注入チアミン濃度と

の関係を示したのが，第4図である．両測定法ともに，

よい直線関係が得られた．チアミソの定量限界濃度は，

螢光々度法でユμM，可視部吸光々度法で100μM程度

であり，前者が約100倍秀れていた．

1，0

0

　ところで，生体内におけるチアミンの大部分は補酵素

としてTPPの形で存在し，一部が遊離型チアミン，

TMPおよびチァミントリリン酸（皿P）として存在す
　　　　　　　　3）
ると言われている．したがって，本装置がこれらチアミ

ンリン酸エステル類の定量法としても使用可能であれ

1．O

①
○
自
①

…
三
；

20．5
①
＞

雪

串

1　　　　2　　　　3　　　　4　　　　5　　　　6

　　　　［Thiamine］，μM

P1ot　of　re1at1vIe　f1uorescence沙8　the

concentrat1on　of　th1aヱn1ne

1
≡
1

竃
◎つ

烏0．5

8…≡1
｛
易

婁

O

Fig．3．

O

Fig．4．

　0．1　　　　0．2　　　　0．3　　　　0．4　　　　0．5

　　　　　ζTh1am1ne］，mMl

P1ot　of　t1be　absorbance　at386nm
沙8　the　concentrat1on　of　th1a＝m1ne



一196一 島根大学農学部研究報告 第18号

Tab1e1． Re1at1ve　reactw1t1es　of　th1almme，TMP，and　TPP　by　the

SePharose4B－1m血ob11ユzed　th1am工nase　I

Enzyme　used
＊1

　　＊4

TMM　　　＊5T　S　B

Re1at1ve　react1v1ty（％）

　　　　　　　　＊2
Visib1e　sPectrum

Th1amme

ユOO

ユOO

TMP
101

100

TPP

100

100

　　　　　　　　　　　＊3
F1uorescent　spectrum

Thユan11ne

100

100

TMP
ユO0

97

TPP

97

99

＊1

＊2

＊3

＊4

＊5

50皿g
386n＝m

Exc1tat1on　410nm，e加ユss1on　480nm
F・・m肋・1”㈱卿仰・1ツ〃1㈱M・tデ・k・w・・tlMi・・w・

FromBαα〃㈱肋zα刎肋o1ツ〃6洲stramB

ば，より有用な定量装置になるものと思われる。そこ

で，入手のできなかったTTPを除く他のチァミンリン

酸エステル類について，その固定化チアミナーゼIとの

反応性を調べ，第1表に示した結果をえた．吸光々度法

および螢光々度法のいずれにおいても，HPTの生成が

確認できた．しかも，その生成量は実験誤差の範囲内で

チアミンカ・ら得られたそれと差がなく，固定化酵素の種

類によっても変化しなかった．恐らくTTPも同様にチ

アミナーゼIの基質となり得ると考えられるので，本装

置は生体内の総チアミン量の測定に適用可能であろうと

思われる．

　手近にある装置を用いて，簡便なチアミンおよびその

リン酸エステル類の自動定量法を開発するのが本研究の

目的であった　ここではautosamp1erを使用しなかっ

たので半自動定量法となったが，それを使用すれば当初

の目的を充分果たし得るものと考える．本定量法の特

徴は，チアミンおよびそのリン酸エステル類いずれも同

じHPTを生成することであり，反応を完全に進行さ

せておけば検量線が1本で済むところにある．したがっ

て，本装置は総チアミン量の測定には最も適しているも

のと考えられる．

　　　　　　　要　　　　　約

固定化チアミナーゼIを用いたチアミンおよびそのリ

ン酸エステル類の自動定量法を検討した．

　チアミナーゼIはチアミンおよびそのリン酸エステル

類とピリジンとの塩基交換反応を触媒し，いずれもヘテ

ロピリチァソ（HPT）を生成した．チアミンおよびそ

のリン酸エステル類は，このHPTを自動的に分析す

ることによって定量できた．このシステムは総チアミン

量の定量に適していると考えられた。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S固㎜醐蹴y

　　An　automat1c　method　for　the　determ1nat1on　of　th1am1ne　and1ts　phosphates　by　the　ap－

p11cat1on　of1mmob111zed　th1am1nase　I　was　exammed

　　Th1am1nase　I　cata1yzed　the　base　exchange　react1on　of　the　th1am－1ne　phosphates　as　we11as

th1am1ne　w1th　pyr1d1ne，form1ng　heteropyr1th1amne（HPT）　The　contents　of　th1am1ne　and

1ts　phsphates　were　determ1ned　by　automat1ca11y　ana1yz1ng　HPT　formed　by　the　enzy皿e　reac－

t1on．It　was　cons1dered　that　th1s　system　was　su1tab1e　for　the　determ1nat1on　of　tota1th1aエnm巳


