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要 約

新生児の血液を滲み込ませた濾紙中のガラクトー

スを2%過 塩素酸で抽出してga1actoseを 測定する

方法について検討した.こ の方法は除蛋白操作が容

易で,安 定した結果が得られるので血中ガラクトー

スの定量方法として有用である.本 法による新生児

血中ガラクトースの平均値は0.14mg/dlで あ り,生後

の日齢による変動は見られなかった.

緒 言

新生児はラクトースを摂取しているので,血 中ガ

ラクトース値は哺乳の前後や,肝 機能などの原因で

変動し1),ガラ クトース血症の変異型2, 3, 4, 5),新生児期

の一過性のガラクトースの上昇6)等 を鑑別するため

に,ガ ラクトース血症のスクリーニングでガラクト

ースが高値を示す症例の追跡が必要である.本 研究

ではガラクトース血症等のスクリーニングの検体 と

して使用されている濾紙に滲み込ませた微量の全血

中のガラクトースの定量法について検討 した.

材 料および方法

血液 を滲み込ませる濾紙は北里研究所製のPKU

用採 血濾紙を使用した.検 体は生後4～7日 目の新

生児より採血され濾紙に吸着された.既 知量のガラ

クトースを含む血液を滲み込ませた濾紙 を標準 とし

て用いた. β-galactosedehydrogenase (5U/mg)は

Boehringer Biochemica製 を使用した.

抽 出および測定,血 液を滲み込ませた濾紙を直径

3mmに 打 ち 抜 き,こ れ を75μlの2%過 塩 素 酸 で4℃

で6時 間抽 出 した 後 に,抽 出液50μlに930μlの0.25M

 Tris-acetate, pH 8,0 at 25℃, 20μlの10mM NAD,

 0.025U (5μg protein)のgalactose dehydrogenase

を加 え37℃ で1時 間 反応 した. galactosedehydro

genaseを 加 えな い反 応 液 を対 照 と した.反 応 後 に 蒸

留 水2mlを 加 え励 起 波 長365nm,螢 光 波長450nmで

螢光 強 度 を 測定 した.既 知 量 の ガ ラ ク トー ス を含 む

血 液 を滲 み込 ませ た標 準 濾 紙 を同 様 の 方 法 で 測 定 し

て 検 量 線 を求 め た.

結 果

galactose dehydrogenaseに よるガラ ク トー ス の

定 量 の 反 応 液 の 中 に,血 液濾 紙 抽 出液 に含 まれ る過

塩 素 酸 が 持 ち込 まれ る.反 応 液 中の 過 塩 素酸 はFig 1

の よ うに0.1%ま で はgalactose dehydrogenaseの

活 性 に 影 響 が 無 か っ たが さ ら に高 い過 塩 素 酸 濃 度 で

は, ga1actose dehydrogenaseの 反 応が 阻害 さ れ た.

従 って,反 応 液 中の 過塩 素酸 濃 度が0.1%に な るように

濾紙の抽 出液 を反応 液で希 釈 した.ま た 対 照 とす る反

応 液 に もす べ て 同 一 濃度 の過 塩 素 酸 を加 え た.

濾 紙 か らガ ラ ク トー ス の抽 出 に必 要 な時 間 はFig

 2の よ うに6時 間 で最 大 とな り,さ ら に抽 出す る と

galactose量 は 減 少 した.

galactoseの 定 量 に 必要 なgalactose dey hdroge

naseの 量 はFig 3に 示 す よ うに5μg protein (0.025U)

以 上 であ る. 37℃ で の 反 応 は1時 間以 上 持 続 し た

(Fig 4). 1時 間 の 反 応 で の検 量 線 はFig 5の よ うに,

測 定 した 範 囲 でgalactose濃 度 とFluorescenceは ほ
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Fig. 1. Effect of perchloric acid on the activity 

of galactose dehydrogenase. Galatose 

(0.4ƒÊg) was incubated in the reaction 

mixture (Materials and Methods) contai

ning indicated amount of perchloric acid.

Fig. 2. Time course of extraction of galactose 

with 2% perchloric acid. Three 

blood spots (containing 20mg/dl of gala

ctose) of 3mm diameter were extracted 

with 75ƒÊ1 of 2% perchloric acid for indi

cated period of time and 50ƒÊl aliquots of 

extract were assayed as described in Ma

terials and Methods.

ぼ直線関係にある. galactose濃 度は1～28/dlで

2枚 の3mm disc,(血 液量5～6μl)で 十分測定でき

ることが示された.同 一濃度の抽出液の測定の標準

偏差は8%で あ り,血 液濾紙の測定 としては安定 し

た結果であると考られる.抽 出には過塩素酸による

抽出であるために,血 色素は抽出されず,血 色素に

よるNADHの 螢光の吸収もみられなかった.

新生児30人 のガラクトースの測定値は0～1mgで

平均0.13mg/dlで 生後の日齢 との相関は見られなか

った.

Fig. 3. Effect of galactose dehydrogenase con

centration on fluorescence intensity.

 Galactose (0.8ƒÊg) was assayed with indi

cated amounts of galactose dehydrogenase.

Fig. 4. Time course of galactose dehydrogenase 

activity. Galactose (1ƒÊg) was assayed at 

indicated period of time at 37•Ž.

Fig. 5. Standard curve for galactose determination. 
Standard blood spots containing indicated 
amount of galactose (mg of galactose/100
ml of whole blood) were assayed as des
cribed in Materials and Methods.
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考 察

Grinierら はgalactose dehydrogenaseに よる血 中

galactoseの 自動 分析 の結果 新生 児の血 中にはgalac

toseは 殆 ん ど検 出 され な い と報 告 して い る7).ま た

新 生 児 のgalactoseの 標 準 値 はPaigen phage法 では

negativeで あ る と報 告 され て い る8).従 って 本 研 究 で

得 られ た新 生 児 の ガ ラ ク トー ス の値 は,以 上 の報 告

と一 致 す る と考 られ る. galactose dehydrogenase

の 反 応 に よ って 生 成 す るNADHの 螢 光 の測 定 に お

い て は,正 常 血 液 中に 非 特 異螢 光 が あ る の で こ れ を

対 照 と して 実 測 値 か ら差 引か な けれ ば,異 常 に高 い

ガ ラ ク トー ス値 を与 え る こ とが あ る.こ れ に関 して

はGrenierも 同 様 の 報 告 を して い る7).本 法 で は ま た,

 galactose dehydrogenaseに よ る微 少 なバ ッ クグ ラ

ン ドの 上 昇 も測 定 値 か ら差 引 い た.

血 液 中 の ガ ラ ク トー ス を藤 村 ら9)と 同様 に して血

液 濾 紙 を 固定 してgalactoseを 測 定 した場 合 も殆 ど

同 一 のgalaetoseの 測 定 結 果 が 得 られ て い るが10),

過 塩 素 酸 固定 の方 が 安 定 した結 果 が得 られ た.

病 的 な場 合 で, galactoseの 軽度 上昇 は 次の よ うに

報 告 さ れ て い る. galactokinase欠 損 に よ るgalac

tosemiaで は 空 腹 時 のgalactoseが3～6mg/dlで あっ

た2). galactosemiaのDuarte variantで は血 中galac

toseは 検 出 され な か った3). Duarte variantとgalac

tosemiaの2重 のheterozygoteで も血 中galactose

は検 出 され なか った4). galactose-4-epimerase欠 損

症 では 血 中galactoseが0～2mg/dlでgalactose-1-

phosphateが3～70mgで あ っ た5).本 研 究 で 得 られ た

正 常 新 生 児 の ガ ラ ク トー ス の 上 限 は1mg/dlで あ り,

 2mg/dlを 越 え る こ とは まれ で あ る と考 え られ る.
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Fluorometric analysis of galactose in whole blood spotted on paper 

Hiromasa MISUMI(1,2, Keiko SUEMASA(1, Masato Doi(1, 

Yuri INOUE(1 and Tatsuo ISHIDA(1

(1) Environment and Health Research Center of Okayama Prefecture

(2) Department of Biochemistry, Cancer Institute, Okayama University 

Medical School (Director: Prof. Takuzo Oda)

Galactose was measured in whole blood spotted on paper as a screening test for congenital 

metabolic disorders in the newborn. Two dried blood spots of 3mm diameter were extracted 

with 2% perchloric acid and diluted with a buffer. Galactose was determined by galactose de

hydrogenase. The normal range for galactose in the newborn by this method was 0 to 0.15

mg/dl.


