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原 著

高速液体クロマトグラフィーによる尿中
　　　　　フェニルアラニンの高感度定量

三浦　敏明・保井　一太㌦長谷部　清＊

Highly　Sensitive　Determination　of　Phenylalanine　in　Urirle

　　　　　by　High－Performance　Liquid　Chr6m．atography

Toshiaki　Miura，　Kazuta　Yasui＊and　Kiyoshi　Hasebe＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　　　Asimple，　specific　and　highly　sensitive　method　was　developed　for　the　determination　of

L－phenylalanine．　This　method　is　based　on　the　enzymatic　conversion　of　L－phenylalanine

（λm。．＝257nm，ε＿＝190）tO　trans－cinnamiC　aCid（λm。、＝268nln，ε＿＝20000）withレ

phenylalanine　ammonia－1yase（PAL），followed　by　the　measurement　of　trans－cinnamic　acid

by　reversed－phase　high－performance　liquid　chromatography　with　ultraviolet　absorbance

detection．　A　linear　calibration　curve　was　obtained　over　the　l、一phenylalanine　concentratiorl

range　of　O．2－30μM，　with　a　detection　limit（S／N＝3）of　1．O　pmol　per　inlection（20μの．

The　method　was　app！icable　to　the　determination　of　I」一phenylalanine　in　urine．　The　recovery

and　reproducibi！ity　of　the　method　were　found　to　be　satisfactory，　The　average　content　of

L－phenylalanine　in　urine　of　15　healthy　men　was　determined　to　be　8，63±5．30μg／mg

creatinine（mean±SD，　n＝15），which　was　in　good　agreement　with　the　values　previously　re－

ported．

要 旨

　フェニルアラニンアンモニアリアーゼは，分

子吸光係数の小さなフェニルアラニンをその約

100倍の分子吸光係数をもつケイ皮酸に変換す

る反応を触媒する。この酵素反応を利用すれば，

フェニルアラニンの特異的高感度定量法を導く

ことができる。著者らはこの酵素反応と逆相高

速液体クロマトグラフィーを組み合わせ，フェ

ニルアラニンの簡易で高感度な定量法を開発し

た。本法の検量線は0．2から30μMの濃度範囲

で良好な直線性が成立した。また，本法の検出

限界（S／N＝3）は］．Opmol／注入量（20μ2）

であり，現在知られているフェニルアラニン定
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量法の中では最も高感度であった。本法は尿中

フェニルアラニンの定量にも応用可能であり，

尿試料に対する添加回収率や定量精度も良好で

あった。本法により求めた15人の健康成人男子

尿中の平均フェニルアラニン量は8．63±5．30μg

／mgクレアチニンであり，既報の値とよい一致

を示した。

緒 言

　先天性代謝異常症であるフェニルケトン尿症

（PKU）の診断をはじめ，臨床化学，生化学，

食品化学分野におけるフェニルアラニン測定の

意義は大きく，これまでに多数のフェニルアラ

ニン定量法が開発されてきた。たとえば，枯草

菌を用いるバイオアッセイ法は定量精度が低い

ものの，PKUのマススクリーニングには有用な

方法として利用されている’〉。フェニルアラニ

ン酸化酵素2），フェニルアラニン脱水素酵素3・4），

フェニルアラニンアンモニアリアーゼ5・6）など

による酵素反応と吸光光度法，電極法あるいは

生物発光検出一フローインジェクション分析法を

組み合わせた定量法も報告されている。これら

の方法の中には簡易な方法，特異性あるいは感

度の優れた方法などがあり，測定目的に応じて

使い分けられてきたが，特異性と簡易性を兼ね

備えた高感度定量法は知られていない。また，

信頼性の高い方法として，最近では高速液体ク

ロマトグラフィー（Hpr、C）を利用したフェニ

ルアラニンの高感度定量法の報告も多い。これ

らのHPI．C法におけるフェニルアラニンの高感

度検出には，発色または発蛍光性試薬でフェニ

ルアラニンをプレまたはポストカラム誘導体化

する方法7｝9），あるいは，紫外部短波長領域

（210nm前後）の吸収でフェニルアラニン自体

を検出する方法10－13），のいずれかが採用されて

いる。しかし，前者ではアミノ酸やアミンに共

通の誘導体化反応を利用しているため，共存す

る他のアミノ酸やアミンとフェニルアラニンと

の間の厳密な分離が要求される。一方，後者で

は，検出波長が紫外部短波長領域であるがゆえ

に避けられない高いノイズレベルや，低い選択

性に起因する妨害ピークの出現などの問題点が

多い。したがって，プレあるいはポストカラム

誘導体化に利用できる，フェニルアラニンに特

異的な反応があれば，簡易で特異的なフェニル

アラニンのHPLC定量法を導くことができよう。

著者らはこのような特異的な反応としてフェニ

ルアラニンアンモニアリアーゼ（phenylalanine

ammonia－lyase，　PAL）が触媒する酵素反応に

注目した。この酵素反応は，分子吸光係数の小

さなフェニルアラニンを，その約100倍の分子

吸光係数を示すトランスケイ皮酸（以下ケイ皮

酸と略）に変換する反応（図1）であり［4」5），フェ

ニルアラニンの高感度で選択的なプレカラム反

応として利用できる。本論文ではこのような考

えに基づき，PALによる酵素反応と逆相Hpr、C

を組み合わせたフェニルアラニンの簡易で高感

度な定量法を開発し，この方法が尿中フェニル

アラニンの定量に応用できることを示した。

写H・

♂㎜
L・フェニルアラニン

257nm（ε＝190）

NH3

　　　　　　　むむロ
　　’・＝・て

◎H
トランスケイ皮酸

268nrn（εヨ20000）

図1　フェニルアラニンアンモニアリアーゼが触媒す

　　るフェニルアラニンのケイ皮酸への酵素的変換

実験方法

1．測定機器

　HPLCシステムには送液ポンプとして島津

LC－9A，インンジェクターとしてRheodyne

7125型インジェクター（100μゑループ），カラ

ムオーブンとして島津CTO－6A，検出器として

島津SPD40AV型紫外可視吸光光度検出器を用

い，島津クロマトパックC－R3Aによりクロマ

トグラムを記録した。恒温槽にはヤマト科学

BT－23型インキュベータを使用した。
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2．試薬類
　PAL（EC　4．3⊥5）酵素溶液としては，シグ

マ社（St．　Louis，　MO）が市販しているRん。ゴ。一

儲認αg♂磁1ηls由来の酵素標品（Grade　I，グリ

セリン懸濁液，比活性：1．0μmol／min／mg　pr－

otein）を0．1Mトリス塩酸緩衝液（pH　8．5）で所

定の濃度に希釈して使用した。フェニルアラニ

ンおよびケイ皮酸は和光純薬工業製試薬特級品

を用い，その他の試薬類は，特に記載のない限

り，すべて最高純度の市販品を使用した。フェ

ニルアラニンは0．1Mトリス塩酸緩衝液（pH

8．5）に，ケイ皮酸はメタノールにそれぞれ溶解

して濃度がα1Mの溶液を調製し，これを原液

として一20℃にて保存した。用時，各原液を0，1

Mトリス塩酸緩衝液（pH　8，5）で所定の濃度に

希釈して使用した。HPI．C用のメタノールには

高速液体クロマトグラフ用（Cica　Merk，関東

科学）を用いた。また，実験に用いたすべての

水はMilli－Q　Waterシステム（日本ミリポア）

により精製したものである。

3，尿中フェニルアラニンの定量：操作法

　3・1　尿試料の前処理

　健常成人より採取した尿を0．1Mトリス塩酸

緩衝液（pH　8．5）で10倍希釈し，セルロースア

セテート製メンブランフィルター（0．45μm，

DISMIC　25CSO45AN，アドバンテック東洋）で

ろ過後，以下に述べる酵素反応に付した。尿中

クレアチニン濃度はJaff6の方法の改良法16）に

より求めた。

　3・2　PALによる酵素反応

　上記の10倍希釈尿またはフェニルアラニン標

準溶液（0．2－30μM）50μゑをPAI．溶液（0．23

月目it／mの50μ乏と混和し，30。Cで30分間イン

キュベートした後，0．2Mリン酸50μゑを加え

反応を停止した。

　3・3　逆相HPLCによるフェニルアラニン

　　　　の定量

　カラムにはガードカラムとしてlnertsil　ODS一

2（5μ，4．0×10mm，　GLサイエンス）を，分離i

カラムとしてDevelosil　ODS　HG－3（3μ，4．6×

75mm，野村化学）を使用し，カラム温度は40℃

とした。また，移動相には50mMリン酸緩衝液

（pH　2．5）とメタノールの7：3の混液を用い，

セルロースアセテート製メンブランフィルター

（0．45μm，CO45A，アドバンテック東洋）でろ

過し，減圧下超音波脱気後，流速LO認／minで

送液した。上記酵素反応液のHPL、Cへの注入量

は20μ乏とし，溶出成分は268nmで検出した。

結果および考察

1．ケイ皮酸の逆相HPLCによる定量

　最初にケイ皮酸を定量するためのHPLC条件

について検討した。ガードカラムおよび分離カ

ラムはそれぞれ逆相系のInertsil　ODS－2（5μ，

4．0×10mm）およびDevelosi10DS　HG－3（3μ，

4，6×75mm）とし，種々の移動相溶媒を用いてケ

イ皮酸の溶出時間やピーク形状を調べた結果，

50mMリン酸緩衝液（pH　2．5）とメタノールの

比が7：3の混液を移動柑とし，流速1．Om4／

minで使用することにした。この条件で，ケイ

皮酸は約1L5分で溶出されるシャープなピーク

として観察された（図2a）。一方，健康成入尿

の30倍希釈液を直接HPLCに注入して得られた

クロマトグラム（図2b）にはケイ皮酸のピー

クと一致するピークは認められず，健康成人尿

中にはケイ皮酸が含まれていないことが確認さ

れた。したがって，PALによる酵素反応でフェ

ニルアラニンをケイ皮酸に定量的に変換するこ

とができれば，本Hpr、c法により尿中フェニル

アラニンの定量が可能となる。

　本HPLC法ではケイ皮酸の注入量が2pmolか

ら6nmolの範囲で，ピーク面積と注入量の間に

良好な直線性が得られ，その相関係数（r）は

0．999であった。また，本法の検出限界（S／N

＝3）は1．Opmo1／注入量であり，　PALによる

酵素反応の生成物であるケイ皮酸が本法で高感

度に定量できることが確認された。
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るp上ドロキシケイ皮酸の生成も認められた。

しかし，上記のHPLC条件ではp一ヒドロキシケ

イ皮酸は約3分に溶出され（図2c），ケイ皮酸

の定量を妨害しないことを確認した。
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0．230　unit／ml
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ケイ皮酸，酵素未処理および酵素処理希釈尿の

HPLCクロマトグラム
（a）ケイ皮酸（40pmol），（b）10倍希釈尿，（c）実験の

部に記載の定量操作法に従って処理した10倍希釈尿。

1：ケイ皮酸，2：p一ヒドロキシケイ皮酸

2．PALによる酵素反応の至適条件

　上述したように，HPLCによるケイ皮酸の定

量法が確立できたので，フェニルアラニンをケ

イ皮酸に定量的に変換するための酵素反応条件

について検討した。ただし，反応液のpHおよ

び反応温度は既報14’5）に従ってそれぞれpH　8，5

および30℃とし，種々の酵素濃度の下でのケイ

皮酸の生成量を上記のHPLC法で経時的に測定

した。その結果を図3に示している。i当然のこ

とながら，PAL濃度の増加に伴って反応完結に

要する時間は短縮されたが，0．115unit／m2（酵

素溶液中の濃度0．23unit／m4に相当）でも30分

以内で反応は完結した。したがって，PAr、濃度

は0．115unit／m4に設定し，0．1Mリン酸緩衝液

（pH　8，5）中，30℃で30分間の酵素反応を行うこ

ととした。なお，本実験で使用したPALは，

PAL活性の他に，その16％程度のチロシンアン

モニアリアーゼ活性も有している。そのため，

試料中にチロシンが共存すると同様な反応によ

　　　0　　　10　　　20　　　30　　　40　　　50　　　60

　　　　　　　　　　反応時間（分）

図3　フェニルアラニンからケイ皮酸への酵素的変換
　　速度に及ぼすフェニルアラニンアンモニアリアー

　　ゼの濃度
6．0μMフェニルアラニン溶液50μ乏を試料とし，実

験の部に記載の定量操作法に従って酵素反応および

HPLC分析を行った。縦軸は生成物であるケイ皮酸
の相対ピーク面積。また，図中の酵素濃度は酵素反応

液中の濃度を示している。

3．フェニルアラニンの高感度定量法

　以上の検討結果に基づいて，PALによる酵素

反応と逆相HPLCを組み合わせたフェニルアラ

ニンの定量操作法を確立した（実験方法の部を

参照）。図4には本法の検量線を示しているが，

フェニルアラニンの濃度が1－30μMの範囲で良

好な直線性が成立し（r＝0．999），10回の繰り返

し測定における相対標準偏差は15μMで1．68％，

5μMで1．29％と良好であった。なお，この図

工には示していないが，0．2μMまでの低濃度

領域でも直線性は成立し，本法の検出限界

（S／N＝3）は1pmd／注入量（2Qμ2）であっ

た。数あるフェニルアラニン定量法の中で現在

最も高感度な方法は，最近報告された生物発光

を検出系とするフローインジェクション分析法

である4）。その検出限界は10pmol／注入量とさ

れているので，本法はこの方法よりも高感度で

あり，体液中のフェニルアラニンの微量定量へ
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の応用が期待される。

100
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　　　0　　　　　　10　　　　　　20　　　　　　30

　　　　　　　フェニルアラニン（FM）

図4　フェニルアラニン標準溶液およびフェニルァラ
　　　ニン添加希釈尿についての検量線
フェニルアラニン標準溶液（a）および各濃度のフェニル

アラニンを添加した10倍希釈尿（b）を実験の部に記載の

定量操作法に従って酵素反応およびHPLC分析を行っ
た。RSDは相対標準偏差。

4．尿中フェニルアラニンの定量

　前述したように，PALによる酵素反応と逆相

HPLC法を組み合わせたフェニルアラニンの高

感度定量法が確立できたので，この方法を利用

して尿中フェニルアラニンの定量を試みた。尿

中のフェニルアラニン濃度は，尿量によって変

動するものの，20－100μMの範囲内あると見積

もられる17）。本法では1μM以下のフェニルアラ

ニンも精度良く定量できるので，ヒト尿を分析

する場合は，これを0．1Mリン酸緩衝液（pH

8．5）で10倍に希釈して用いた。実験の部に記載

した定量操作法に従って10倍希釈尿を分析した

場合，HPLCに注入される反応液は30倍希釈尿

に相当する。前述したように，酵素処理をしな

い30倍希釈尿のクロマトグラム（図2b）には

酵素反応生成物であるケイ皮酸の定量を妨害す

るピークはほとんど認められなかった。ただし，

尿中には酵素反応を阻害する物質が含まれてい

る場合があるので，PALによる酵素反応が尿試

料中でも定量的に進行することを確認する必要

がある。図2cは10倍希釈尿を酵素処理した場

合に得られたクロマトグラムであり，明瞭なケ

イ皮酸のピークが観察された。したがって，尿

試料中でもフェニルアラニンからケイ皮酸への

酵素的変換が起こることが示された。また，尿

に添加したフェニルアラニンは，図3に示した

フェニルアラニン標準液の場合と同様な速度で

ケイ皮酸に変換したので，尿試料中でもPAL

による酵素反応が定量的に進行することが確認

された。

　図4は，各濃度のフェニルアラニン標準液お

よびフェニルアラニンを添加した10倍希釈尿を

試料とした場合の本法の検量線を示している。

両検量線においても良好な直線性が成立し，そ

の相関係数はフェニルアラニン標準液で0．999，

フェニルアラニン添加希釈尿で0．998であった。

また，両直線の傾きの比が0．995であったことは，

この検量線の濃度範囲における本法の平均添加

回収率がほぼ100％であることを示している。

　2種類の尿に対してフェニルアラニン無添加

および添加（添加濃度は10μM）したものを試

表1　定量精度と添加回収率

フェニルアラニン濃度（μM，平均値±標準偏差）
尿試料

測定

� 未添加尿 添加濃度 添加尿

添加回収率

@（％）

No，1
　32，3±0．6

iRSD＝1．7％）

　41．7±1．0

iRSD＝2．5％）
103

No，2

10

　83，1±1．4

iRSD＝1．8％）

10
　138．2±3．0

iRSD＝2．2％）
96

　2種類の尿に，添加濃度が10μMになるようにフェニルアラニンを添加し，10倍希
釈後，実験の部に記載の定量操作法に従って酵素反応およびHPLC分析を行った。
RSDは相対標準偏差。
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料とし，本法の繰り返し精度を調べた結果を表

1に示している。いずれの場合も相対標準偏差

（RSD）は2．5％以内であり，平均回収率もそれ

ぞれ103および96％と良好であった。

　以上のように本法が尿中フェニルアラニンの

定量に応用可能であることが示されたので，15

人の健康成人男子の尿中フェニルアラニン濃度

を本法によって定量した。その結果をクレアチ

ニン比で表すと，8。63±5．30μg／mgクレアチニ

ン（平均値±標準偏差，n＝15）と算出され，

既報の値17）とよく一致した。また，ニンヒドリ

ンによる発色反応をポストカラム検出法に用い

るアミノ酸分析計で尿中フェニルアラニンを測

定し，本法による測定値と比較したところ，両

者の問の相関係数は0．989（n＝10）と良好であっ

た。

結 語

　フェニルアラニンアンモニアりアーゼによる

酵素反応と逆相高速液体クロマトグラフィーを

組み合わせた簡易で高感度なフェニルアラニン

定量法を開発し，尿中フェニルアラニンの信頼

性の高い定量法として利用できることを示した。

本法の検出限界（S／N＝3）は1．Opmo1／注入

量（20μのであり，現在知られているフェニ

ルアラニンの定量法の中では最も高感度な方法

であった。また，この方法は数μゑの血清やろ

紙血液中のフェニルアラニンの定量にも応用可

能であるので18＞，フェニルケトン尿症の確定分

析法としての利用も期待される。
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