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   Oxalate is one of the most important  constituents in urine of urinary stone. But the 
determination of oxalate in urine has not been performed as a routine laboratory examination 
because of  difficulty or inaccuracy in measuring oxalate in urine. 

   We tried to measure oxalate in urine by the newly developed enzymic method with ox-
alate oxidase. This method is not only simple but also accurate enough. The reproducibility 
S.D./mean was  2.3--9.0%, the recovery rate was  95.2±4.0% (mean±S.D.) 

   With this method, the normal range of urine oxalate in 24 hours was determined to be 
 11.8  mg-39.4  mg, the upper limit was  40  mg. 

   By taking the regular diet which contains  500  mg of calcium and 1,000 mg of phosphorus a 
day, the excretion of oxalate in urine was significantly decreased in the stone formers. This 
suggests that the influence of the diet upon the excretion of oxalate in urine for 24 hours 
is important especially in stone formers. 
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緒 言

尿路結石症 は,泌 尿器科領域で高頻 度にみ られ る疾

患 のひ とつであ り,わ が国 での生涯罹患率は3.96%と

算 出され,そ の成分 の大部分は蔭酸 カル シウムよ りな

ってい る1).こ の結石形成に あずか る尿中成分因子 と

してカル シウム,リ ン,穆 酸,尿 酸,尿 のpHそ の

他が挙げ られ るが,な かで も,尿 中蔭酸が と くに重要

な因子 だといわれてい る.し たが って,尿 中蔭酸 の定

量 は,結 石 の成因を探 り,尿 路結石患者 を治療す る う

えで必要不可欠 な検査 といえ る.し か し,こ の尿中蔭

酸の定量 は,操 作が煩 雑であ るとか,精 度 が不充分で

ある とか,あ るいは,高 価で特殊 な測定機器 を必要 と

するな どの点 で,一 般には,病 院の臨床 検査 と しては
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ほ とん どなされ ていないのが現状である.

最近,市 山 らに よって開発 された,蔭 酸酸化酵素を

用いた酵素法2)に よる尿中疹酸定量法 は,操 作が簡便

であ るばか りでな く,精 度 も充分であ り,本 論文では,

そ の方法を追試 し,基 礎的な検 討を試み るとともに,

尿路結石患者 お よび対照群の24時 間尿中蔭酸排泄量 を,

それぞれ,カ ルシ ウム,リ ンー定食(以 後一定食 と略

す)を3日 間摂取前後 で比較検討 した ので ここに報告

す る.

対象ならびに方法

京都大学医学部附属病院泌尿器科入院 の結石患者18

名,お よび,そ の対照群 として,入 院患者の うち,腎

機能正常 で,感 染,代 謝異常,悪 性腫瘍 のない非結 石

患者24名 を選 んだ.

測定原理は,尿 中蔭酸を蔭酸酸化酵素 で酸化 させ,

その際生ず る過 酸化 水素 と ペルオキシダーゼに より

MBTHHALPSを 重合 させて582nmに 吸光度の

Peakを 持っchromophoreを 生成 させ て,分 光光度

計での582nmの 吸光度 の増加か ら蔭酸 量を 計算す

る とい う簡単な ものである(F三g.1).

測定に 使用する 試薬(特 級)は つ ぎの とお りであ

る.

1)6N塩 酸

2)1N水 酸化 ナ トリウム

3)號 珀酸

4)EDTA-Na2

5)1彦 酸 ナ トリウム

6)MBTH(和 研薬)

7)HALPS(同 仁化学研究所)

8)ア スコル ビン酸酸化酵素(皿)(東 洋紡)

3号1985年

9)H・rse-・addi・hper・xid・ ・e(G・adl)(B・e-

hringer)

10)灘 酸 化 酵 素(b・ ・1・y・eedi・g・)(B・ ・h・ing・・)

11)活 性炭(Shirasagi)(武 田薬 品工 業)

12)ス テ ア リン酸

分 光 光 度 計 は 島 津UV-260を 用 いた ・

測 定 方 法 はFig.2に 示 す ご と く,採 取 した 尿 に

1/100容 量 の6NHCIを 加 え,よ く掩 絆 した 後,1/4容

量 の0.2MEDTA-Na2を 加 え,1NNaOHを 点 下

してpHを5.6に 調 製 す る.つ い で,液 体1miあ た

り80mgの 活 性 炭(あ らか じめ,塩 酸 で活 性 化 し,

ス テ ア リン酸 で 部分 的 に 不 活性 化 した もの)を 加 え10

分 間 室 温 下 で掩 搾 し,4℃,10分 間,3,000rpmで 遠

沈 し,上 澄 液 をmilliporefilter(0.45um)で 瀕 過

し,そ の源 過 尿 を 以 下 の測 定(Fig,3)に 用 い る.こ

うし て得 られ た 尿 に0.12M現 珀 酸 緩 衝 液(pH5.2)

を加 え,同 時 に,14.5mU/μ1ア ス コル ビ ン酸 酸加 酵

素 を 加 え て,尿 中に 含 まれ て い る可 能性 の あ る ア ス コ

ル ビ ン酸 を 分解 して お く.つ ぎに,4mMMBTH,

66,7mMHALPs,250mu/Ptlペ ル オ キ シ ダ ーゼ を

加 え,反 応 前 のOD582nmを 測 定 して お き,つ い

で蔭 酸 酸 化酵 素 を加 え,と き に撹 搾 しっ っ,37℃ に

45分 間保 ちOD582nmの 増 加 を 読 み と る.蔭 酸 の

εmMが40で あ る こ とか ら,原 尿 中 の蔭 酸濃 度 を 逆 算

す れ ば,24時 間 尿 中 蔭 酸 排 泄 量 が 求 め られ る.な お,

詳 細 は,市 山 らの原 著 を参 照 され た い2》.

今 回,わ れ わ れ は,以 上 に 述 べ た 方 法 を用 いつ ぎの

手 順 で 尿 中蔭 酸 の定 量 を お こ な い,本 法 の有 用 性 を 検

討 した.

1)1,2,3,4,5,6,7,8,9,10#M蔭 酸 溶 液 を作

成 し,本 測 定 系 で,蔭 酸 濃度 とdOD582nmと の
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Fig。1.Theprincipleofthedeterminationonoxalateinurine
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Fig.2.Themethodofthepreparationofcharcoaトtreatedurine

間 の標 準 曲線 を求 め る と同時 に,本 反 応 系 の中 間産 物

で あ るH202に つ い て も同様 の 標 準 曲線 を求 め た.

2)同 様 の関 係 が,尿 とAOD582nmの 間 に み ら

れ るか い な か をみ るた め,11名 の患 老 の尿 そ れ ぞ れ に

つ い て,反 応液800μLあ た り,患 者 尿 を10,20,

30u1加 え,加 え た 尿量 とdOD582nmと の 関 係 を

調べ た.

3)本 測定 法 の再 現 性 を み る ため10名 の 患 者 尿 に つ

い て,そ れ ぞれ6回 の 測 定 を お こな った,

4)回 収率 をみ る 目的 で,同 様 の10名 の患 者 尿 そ れ

ぞれ に つ い て1.25μMの 蔭 酸 ナ ト リウ ムを 添 加 し,

dOD582nmの 増 加 分 か ら 添 加 蔭 酸 の 回収 率 を 求 め,

こ の操 作 を 各4回 ず つ お こ な った.

5)対 照群 の23名 に,カ ル シ ウム500mg/day,リ

ン1,000mg/day,1,800Kcal/dayの 一 定 食 を3日 間

摂 取 させ,そ の 前 後 で,そ れ ぞれ,24時 間 厳 重蓄 尿 さ

せ24時 間尿中蔭 酸排泄量を測定 した.そ の間,水 以外

の飲食物は厳重に制限 した.

6)つ いで,入 院中の尿路結石患者について も同様

に して24時 間尿中の蔭 酸排泄量を測定 した.

結 果

1)標 準 曲 線

蔭 酸 濃 度 お よび 過 酸 化 水 素 の濃 度 とAOD582nm

との間 に は,蔭 酸 濃 度7μM,OD582nmO.280ま

で は直 線 関 係 が 得 られ た(蔭 酸 濃度9μM,AOD582

nmO.360以 上 で は直 線 関 係 に な らな い)(Fig .4).

2)蔭 酸 を 含 む 患 者 尿 を用 い た3点 検 定 では,11例

す べ てに お い て,加 え た 尿量 とdOD582nmと の間

に 直 線 関 係 が得 られ た(Fig.5).

3)同 一検 体 測 定 に よ る 再 現 性 はTable1の ご と

S.D.く は2
,3%～9.0%(mean±S.D,5.9±2.0)

mean
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4)添 加蔭 酸 回収 率 は95.2±4.0%(mean±S.D.)

で あ った(Table1).

5)24時 間尿 中 蔭 酸排 泄 量 は,本 法 に よる と,対 照

群 では,カ ル シ ウ ム,リ ンー 定 食 摂 取 前 で は25.6±

6.9mg(mean±S.D.,n=19),一 定食 摂取 後 は21・7

±7.1mg(n=24)で あ った(Fig.6).し た が って 正

常 範 囲 は,普 通 食 摂 取時 は,1日11.8mg～39.8mg,

上 限 は約40mgと 考 え られ た.

6)結 石 患 者 の24時 間 尿中 蔭 酸 排 泄 量 は,一 定食 前

では34.3±18.7mg/day(n=18)で あ る のに 対 し て,

一 定 食後 で は21 .75±7.5mg/day(n・18)と 有意 の

減 少 を示 した(p<o.02)(Fig.6).

考 察

尿中の蔭 酸カルシ ウムの飽和状態の変化に は,ヵ ル

シ ウム濃 度 の変 化 よ りも,蔭 酸濃 度 の変 化 の方 が,15

倍 も大 きい 影 響 力 を 持 つ と い わ れ て い る3).ま た,

Robertsonら も,尿 中蔭 酸排 泄 量 の増 加 が,尿 路結

石 形 成 のmainriskfa¢to「 で あ り,hyPe「calciu「ia

は さほ ど重 要 な もの で は な い と述 べ て い る4).ま た,

結 石 成 分 の 分析 か ら も,蔭 酸 カ ル シ ウム結 石 が 高 頻 度

を 占め,し か も再 発 しや す い点 を考 え る と,結 石成 因

のriskfactorの ひ とつ と して の蔭 酸 の動 態 を 知 る こ

とは きわ め て 重 要 で あ る,し た が っ て こ の点 か ら,尿

中 蔭 酸 の 定 量 は,尿 路 結 石 患 者 の治 療 方 針 を 決 め る う

え で必 要 な 要 件 とい え る.

簡 単 な構 造 式 を もつ蔭 酸 の定 量 に つ い て は,こ れ ま

で,実 に さ ま ざ まな方 法 が考 案 され て きた.過 マ ンガ

ン酸 カ リ滴 定 法5・6),比 色 分 析 法7・8),蛍 光 分 析 法9),

原 子 吸 光 分 析 法 三。),同 位 元 素 希 釈 法11・12),酵 素 法13-'17),

ガス クPマ トグ ラ フ ィー法18～2。),高 速 液 体 ク ロマ ト
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Reproduc量bilitiesandrecoveryratesofQxalateinur三ne

丁.Y.

S.C.

S.R.

U.S.

S.S.

T.K.

K.T.

K.T.

K.Y.

T.K.

reproducibility
(mg/day)

Mean圭S.D.(*)

18,2士1.11

17.5士0.65

36.1±1.99

52.6全2.68

25.0士1.85

12.8=上0.83

37.7士1.88

12.9±1.17

100、9圭2.35

11.1土O.94

S.D.

Mean(%)

6.1

3.7

5.5

5.1

7.4

6.5

5,0

9.0

2,3

8。5

reooveryrate
(%)

Mean圭S.D.

98.2士5.57

97.4圭3.25

96.3±4.77

89.4圭5.03

103.0±7.85

95.9±3.82

90.0±2.65

91.4士4,30

97.2士2.31

93.6土3.98

一
5。9士2,0(%)95.2±4,0(%)
(mean±S.D,)(mean士S.D,)

〔*}measured6timesforeachsample

グラフィー法21)など,さ まざまの方法に よる定量法 の

報告が,こ れまでなされて きたが,こ れ らの分析法 は,

操作が煩雑 であった り,精 度が不充分 であ った り,あ

るいは,精 度が良好で も測定に長時間を要 した り特殊

な測定機 器を要す るな どの短所があ り,ま た,従 来 の

酵素法,す なわ ち,蔭 酸脱炭 酸酵素や,蟻 酸脱水素酵

素を用いた 酵 素法 では 反応系 の停止が 不充分で あ っ

た.

しか し本方法 は,基 本的な実験機器(pHメ ーター,

冷却遠心器,分 光光度計)と 簡単 な試薬で啓酸定量 を

お こな うことが でき,し か も,Fig.5,TableIの ご

と く,精 度 も充分満足の得 られ るものであ った.ま た,

本方法においては,尿 中蔭酸 カルシ ウム析出防止,穆

酸新生防止などに充分留意がな され てお り(pH5.6),

尿中の反応阻止物質 の除去(charcoal処 理)の ほか,

尿中に混入す る可能性のある,穆 酸 の前駆体 であ るア

ス コル ビン酸の分解処理(ア ス コル ビン酸酸化酵素前

処置に よる)が なされている点,発 色反応 の停止の明

確な反応系 を用 いてい る点(HALPSとMBTH)な

ど,か ずかず の点 できわめてす ぐれた方法 といえ る。

わ が国 での,24時 間尿中穫酸排泄最 の正常値につ い

ては,こ れ までいろいろ な報告が,1966年 高崎 ら以後,

諸家に よってな されてお り,24.4mg/day～33.4mg/

dayで ある(Table2).わ れわれ の得た値25.6±6.9

mg/dayも これ らの値 と柔盾のない ものであ った.

しか し,こ れ までの報 告では,食 事 摂取 が一定でな

く,単 純には比較 しがたい面 もある.一 般 に,尿 中に

排泄 され る蔭酸は,食 事か ら吸収 された ものが約IO%,

代謝 の終末産物 として肝で生成 され尿中に排 泄され る

ものが90%を 占め,そ の うち,約40%は アス コル ビン

酸に,約40%は グ リシ リンに,残 りは グ リコール酸を

生成す る代謝系に由来す るといわれ てお り22・23),尿中

蔭 酸排泄には,直 接的,間 接的に食事の影響が大 きい

と考 え られ る.

これ までめ諸家 の報告には,蔭 酸 カル シ ウム結 石患

者 は,非 結石患者に比べて,尿 中蔭酸排泄量が多い と

す るもの もあれ ば,不 変 であ るとす るもの もあ るが,

これ らのほ とんどは,無 制限食の もとでの報告であ り,

測定当 日あるいは前 日に,蔭 酸あるいはその前駆物質

の含有量 の多 い食事を摂取 したかいなかに よって異な

る結果 とな りうる.

われわれ の観察 では,自 由に食事 摂取 させてい ると,

結石患 者の方が,非 結石患者 よ りも,尿 中蔭酸排泄量

の多い傾 向がみ られ,カ ル シウム ・リンー定食に よる
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Fig.6.Oxalateinurineinthecontrolesubjectsandstoneformers

beforeandafterregulard量etwhichcontains500mgofcalcium

and1,000mgQfphosphorusperday

食事制限に より,結 石患者,対 照群 ともに,24時 間尿

中蔭酸排泄量 の減少を認めたが,こ の減少 も,対 照群

に比 して,結 石患者に よ り著 明であ り,蔭 酸 カル シウ

ム結石患者では,非 結石患者 に比べ て,尿 中蔭酸排泄

量に与え る食事 の影響が よ り大 きい ことを示唆 してい

ると考え られ る.

今後,本 法 を用 いて各種結石症例の尿中蔭 酸を測定

し,単 発結石症例,多 発結石症例に分けて,蔭 酸排泄

の特性をあ きらかにす るとと もに,蔭 酸以外 の尿中結

石形成 因子の測定もお こない,結 石形成に関与す るこ

れ ら諸因子の相互関 係をあき らかに してゆ きたい.

結 語

1)蔭 酸酸化酵素を用いた尿中蔭 酸定量法(市 山法)

は,操 作が簡便 であ るばか りでな く,充 分 な精度が得

られ る方法 である.

2)24時 間 尿中 蔭酸 排 泄 量 の正常 範 囲 は およそ

11.8～39'4mgで,正 常上限は約40mgま でと考え

られた.

3)カ ルシ ウム500mg,リ ン1,000mgの 一定食

摂取(食 事制 限)に より,結 石患者 では,24時 間尿中

蔭酸排泄量が有意に低下 し,こ れ らの結石患者 の結石
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Table2.Comparisonofthenormalrangesofoxalateinurinefor

24hoursbetweentheauthorsinJapan

reporters

inJapan

methodsor

firstreporter

oxalate
　 　

murtne

(mg/day)

Takasaki

lt6

Suzuki

Hδn◎ki

Yachiku

Ueda

Takeuchi

Ogawa

Yanagawa

lchiyama

Presentstudy

1966

1978

1980

1980

1979

1984

1981

1981

1982

1983

1984

Yambro

Hodgkinson

(colorimetry)

〃

〃

Yachiku

〃

〃

Benett

(radioenzyme)

Gaschromat◎graphy

lchiyama

(enzyme)

〃

29,1±9.9

30.2±1.5

27.2±14.3

26.9±8.3

29.5±12.6

29.1±10.2

31.3±11,0

24。4±6.9

32.1土10.4

33.4±8.5

25.6±6.9

再発予防 の点か ら,蔭 酸を多量に含有す る食物の摂取

を避 けるべ き食事指導 の重要性が示 唆された.
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