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尿 中蓚 酸測 定 キ ッ ト(Sigma社)の 有用性

金沢医科大学泌尿器科学故室(主 任:津 川龍三教授)
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DETERMINATION OF URINARY OXALATE USING A SIGMA KIT

Koji  SuzuKI and Chizue DoMIKI
From the Department of Urology, Kanazawa Medical University 

(Director: Prof. R. Tsugawa)

    Many methods for measuring urinary oxalate have been reported. However, most of them are 
unsuitable for clinical use because of complexity and difficulty. We tested the value of the Sigma 
kit for measuring urinary oxalate. In principle, after extraction from urine, oxalate is oxidized to 
hydrogen peroxide in the presence of oxalate oxidase and the hydrogen peroxide reacts with 3-
methyl-2 benzothiozolonone hydrazone and 3-(dimethylamino) benzoic acid in the presence of per-
oxidase to yield an indamine dye with a maximum absorbance at 590 nm. 

   The linearity of the standard curve and reproducibility of this method were measured and good 
results were obtained. (Linearity: r=0.998, within assay: C.V.=1.5 to 5.0%, between assays: C.V.= 
4.0 to 11.6%). The correlation between this method and modified Hodgkinson and Williams' meth-
od or ionchromatographic method were 0.922 and 0.796, respectively. The overestimation effect 
of added ascorbic acid was completely inhibited by priorly added FeCl3.
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は じ め に

従来,尿 中蔭酸の測定は繁雑で特殊 な測定装置を要

す るものが多 く日常臨床 での測定には応用 できない も

のが多かった.わ れわれ もcolorimetricmethodで

測定 してきたが1・2)繁雑 であ り,さ ら に塩酸や硫 酸を

使用す ることか ら測定操作を行な う者 にとっては危険

な面 もあった.今 回Sigma社 の蔭酸測定キ ッ トを試

用 する機会があ った ので,そ の有用性 に つ き検討 し

た.ま た従来測定上問題 となっているascorbicacid

の影響 について も検討 した.

対象および測定方法

金沢医科大学病院泌尿器科 に入院 した生体腎移植希

望 のペ アの うち腎提供予定者15名,腎 機能良好で結石

以外の患者10名 および泌尿器科 スタ ンプ5名 の男子計

30名 を対象 とした.病 院常食摂取下に24時 間蓄尿 し,

水分は 自由摂取 とした.蓄 尿瓶 には あ らか じめ濃塩

酸を10ml添 加 しておいた。

本キ ッ トの測定原理 お よび手順3尿lmlを 蔭酸 と

選択的に結合す る 吸着剤150mgの 入 った 抽出用バ

イ ア ル に入 れ5～6分 振 盤 す る.尿 をす てた あ と,蒸

留 水2mlで 洗 浄 し 捨 て る.残 った 吸着 剤 に0.2N

NaOHlmlを 加 え 蔭酸 を 溶 出 させ る.こ こ に 修 酸

化酵 素 を添 加 す る と謬 酸 は酸 化 されCO2とH202に

な る 。H202はperoxidaseの 存 在 に よ り3-methyl・

2benzothiozolinonehydrazone(MBTH)と3-

(dimethvlamino)benzoicacid(DMAB)に 反 応

してindaminedyeとHzOに な る.こ の 色 素 は

590nmの 最 大 吸光 度 を 持 つ こ とか ら ブ ラ ン クお よび

標 準 蔭 酸液 の 同時 測 定 で定 量 が 可 能 とな る.

以 上 の方 法 で標 準 曲 線,再 現性,回 収 率,ascorbic

acidの 影 響,他 の測 定 法 との 比 較,な どの 諸点 に つ

いて 検 討 した.

結 果

1)標 準 曲線

荏 酸 の 各濃 度 に お け る590nmで の 吸光 度 を み た

もの がFig.1で あ る.相 関係 数0.998で 有意 であ った

(P<0、01).こ の際,穆 酸 と し てpotasiumoxalate

monohydrate(MW=184,23)を 使 用 した .1.02319

を100mlの71f水 に溶 解 す る と5mg!mlの 無 水 蔭
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酸(MW:90.03)を 含 有 す る こ とに な る.

2)添 力口回 収 率

既 知 蔭 酸 量(25mg/L)を 尿 検 体 に 添加 しそ の添 加

量 の回 収 率 を測 定 した ものがTable1で あ る,66.8

～113 .2%で 平 均ioo.s/で あ った.

3)再 現 性

Withinassayとbetweenassayに つ き検 討 した

結果 をTable2に 示 す 。4種 類 の 尿 を 同時 に5回 測

定 した 結果,変 動 係 数(CV)は1.5%,2。5/00,5.0

0,2.6%で 平 均2.9%で あ った.ま た4種 類 の尿 を5

日間測 定 した結 果,CVは8.1%,6.4%,4.0%,11.6

Absorbance

a七590nm

1.0

0.5 n=50

r-0.998

pく0.001

795

0
050100(㎎ ノL)

Oxala七econcen七raセion

Fi;.1.Relationbetweentheabsorbanceofthe

finalcolorandoxalateconcentration.

Table1.Recoveryofaddedoxalatetourinesamples.
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i

2

3

4

5

6

T

8

9

ユ0

io.7

8.4

27.7

ii.a

ii.a

7.6

10.6

7.4

8.9

13.0

35.7

34.2

54.2

38.3

38.3

24.3

32.8

35.3

35.0

41.3

100

103.2

106.0

106.0

106.0

66.8

88.8

111.6

104.4

113.2

Mean106.6

(SD=13.6)

0で 平 均7.5%で あ った.

4)他 の 測 定 法 との比 較

ModifiedHodgkinsonandWilliams法 との 相 関

を みた もの がFig.2で あ る.相 関 係 数 はo.833で 有

意 な相 関 を み た(P<0.01).し か しHodgkinson法

の方 が 高値 を示 した.

日本 ケ ミフ ァ株 式 会 社 研 究 所 に 依 頼 して 測 定 した 修

酸排 泄 量(イ オ ン ク ロマ トグ ラ フ ィー法)と の 比較 を

した もの がFig.3で あ る.明 らか な 正 の 相 関 を み た

(P<0。001).

5)Ascorbicacid添 加 時 の変 化

Ascorbicacid(1mM/L)を 添 加 した時 の修 酸 測

定 の結 果 をFig,4に 示 した 。ascorUicacid単 独 で

も蔭酸 測 定 値 に大 き く影 響 す るが,TeCl3(finalcon-

centration7.6mM)を 加 え て お くこ とに よって そ

の影 響 は ほ ぼ除 外 す る こ とが 可 能 で あ った ・

6)正 常 男 子 の尿 中 修 酸 排 泄 量

腎機 能 良 好 な 男子30名(24～65歳 ・ 平 均32・5歳)の

Table2.Precisionanalysisofurinaryoxalate.

N,Mean,SD, CV(髪)

Mithinassay

Betweenassay

5

5

5

5

5

5

5

5

20.5

53.6

18.4

99.8

20.7

52.1

19.i

47.0

0.3

1.3

1.4

1.3

1.7

3.3

2.2

1.9

1.5

2.5

5.0

2.6

8.1

6.a

ii.0

4.0

尿 中 修 酸 排 泄 量 は8.6～54.5mg/day.で 平 均21.8

mg/day(SD:14.lmg/day)で あ った.

考 察

尿路結石症研究 のみな らず 日常臨床 の場で尿中蔭酸

測定は不可欠 なもの とな りつつあるが,そ の測定上の
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rig.4.Measuredoxalatelevelofurinary
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andFeC13.

理 論 上 の 複 雑 さ,手 技 上 の 繁 雑 さ か らす ぺ て の 病 院 に

お い て ル ー チ ン検 査 の 一 つ と して は ま だ 採 用 さ れ て い

な い の が 現 状 で あ る.従 来 よ り種 々 の 蔭 酸 測 定 法 が 報

告 さ れ て い る.①gaschromato,graphys,°),isota-

chophoresis5,6),ion-chrQmatQgraphy7,ε ♪,highper.

formanceliquidchromatographyit)の よ う な 特

殊 な 装 置 を 必 要 とす る も の,②oxalatedecarboxy-

Iaseを 使 用 す る も のiz-≫),③oxalateoxidase法

IB-20)
,④radioisotope法21+?j,⑤colorimetric

method21・2fi)な ど が あ る が,日 常 臨 床 検 体 を 扱 う研
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究室や検査室 とい う立場か ら考えてみる と①お よび④

は測定装置が高値 であ りかつ操作が繁雑 である.② に

関 して,産 生 されたCO2を 測定する方法 は簡単 では

あるが熟練を要する こと,産 生formateを 測定す る

方法 では2つ の酵素を必要 と し高価になることが問題

としてあげ られている26),ま た,⑤ の うち一つの方漢

でわれわれ も数年間測定 して い るが量・2),塩酸,硫 酸

な どを使用す るため白衣や衣類を損傷 した り1火 傷 の

経験 も多い.さ らに結果が判 明す るまで24時 間必要 と

するな ど臨床的には不 都合 である.③ には今回検討 し

たSigma社 の疹酸測定 キ ッ トが含 まれ るが,極 めて

簡便か つ安全 で2時 間でduplicate30検 体の 測定が

可能である,ま た前述 した ごと く精度が比較的良好で

あることか らこれ を利用 しRoseら96)はautomated

immobilizedoxalateoxidase法 を考案 開発 し実用

化に成 功 している.少 数の検体 しか扱わない一般 の施

設では本キ ッ トのみで十分 な信頼性を持つデータを得

ることがで きる。

本法で直接蔭酸 と蔭酸酸化酵素を反応 させれば精度

が良 いはずであるが,Poteznyら19)は これに関 して,

尿中にはoxalateoxidaseinhibitorが 存在 し加熱,

イオ ン交換樹脂,セ ル ローズカラムによって も除外で

きなか った と報告 してお り,こ のた め本 法 で はalu-

minaに 蔭酸を吸着 させ るとい う前処理を必要 として

いる。

本法 で測定するに当って の問題点 と して以前 か ら

ascorbicacidが 測定値に大き く影響を与える ことが

あげ られ る.ascorb三cacidは 酸化 され,dehydro-

ascorbateか らdiketoguluonateを 経て蔭酸に変化

する ことが知 られているが,こ の反応は尿が酸性の場

合は進 行せず アル カリ性 の場合に 著 明に進行 す る こ

と,排 尿後 のsamplepreparationの 間に も進行す

ることな どが判 明 している27).一方FeCI3はascorb玉c

acidか ら蔭酸へ の変化を阻 止す る ことが知 られてお

りdiketoguluonateと 安定 した 複合体を形成す るた

め とされている26).こ のため滲酸測定に あた っては蓄

尿時か らpHを1以 下に してお くことが必要で,こ の

操作 は蔭酸 カル シウム結晶 の溶解 とい う意味で も重要

な ことで ある.ま た蔭酸測定の48時 間前か らは穆酸の

みな らずascorbicacidを 多 く含有す る食品類の摂

取は控えた方が良い とされ ている.こ れは特 に夏季に

おけ る果実類摂取 の時や治療 としてのascorbicacid

大量療法の時に問題 とな るが,通 常の食事摂取下 では

尿 中排泄量は0,2mM以 下 と微量で28)特に測定上 の

問題 とはな らない と考 えられ,従 って全検体y`FeC13

を加xる 必要はないと思われ る.わ れ われ も常食摂取
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下 に てFeC13添 加 の有 無 で検 討 した が 有 意 な蔭 酸 値

の変 動 は認 め られ なか った.し か し測 定結 果 が高 値 の

場 合FeC13を 添 加 して再 測 定 を す る必 要 が あ る.ま

た尿 を水 で希 釈 して測 定 した場 合 も高値 を示 す こ とが

あ り,こ れ はascorbicacidが 多 く含 有 さ れ て い た

ため と考 え ら れ,FeCl3添 加 に よ り解 決 で き る と

Crider29)は 報 告 して い る.Scurrら30)は 原 法 の ま ま

測定 す る と2～15%underestimateし て しま う と

し,pHを1以 下 に す る こ とで 改善 した と して い る,

また 彼 らは,こ の よ うに 良 好 な 結果 とな る の は偶 然 の

結果 で,aluminaに 吸 着 し た 穆 酸 を ア ル カ リで 抽 出

す る さ い にascorbicacidも 酸 化 を お こ し蔭 酸 の

overstimateを ひ き お こ す 一 方,aluminaへ の 吸 着

と抽 出 は不 完全 で85～90%とunderstimateし て し

まい,こ れ らが 相 殺 され て し ま うため 良 好 な結 果 を示

す ので は な いか と して い る.わ れ わ れ は 尿 にFeCla

単独,FeC13とascorbicacidの 両 者 を 添 加 した時

の変 化を 実 験 した が,FcCI3を 加 えて お くこ とに よ り

ascorbicacidの 影 響 を ほぼ 完 全 に 除 去 して た.ま た

Sigmaの 推 奨 す るpH3以 下 で は な くpH1以 下

に しduρIicateし て測 定 した,そ れ ぞ れ の測 定 値 に

パ ラ ツキ の あ る と き はFeC13を 添 加 し て 再 測 定 し

た.

わ れわ れ は 蔭 酸 をmodifiedHodgkinsonand

WiIliams法 にて 測 定 して きた が,精 度 は 良好 な もの

の塩 酸,硫 酸 な どを使 用 し危 険 で あ る こ と,測 定検 体

数 が24時 間 で14検 体 と少 数 で あ る こ とな どの 欠点 が あ

った 。今 回 検討 したSigma社 のキ ッ トとは有 意 な相

関 が あ る こ と,さ らに イ オ ン ク ロマ ト法 と も相 関が 認

め られ た こ と よ り,今 後 同社 の 方 法 で 測 定 して い く予

定 で あ る.

結 語

蔭 酸酸 化 酵 素 を 利 用 した 蔭 酸 測 定 キ ッ ト(Sigma

社)の 有 用 性 に つ き検討 し次 の結 果 を 得 た.

i)本 法 に お け る添 加 蔭 酸 の 回 収 率 は66.8%～

113,2%,平 均110.6%で あ った 。

2)再 現性 は,withinassayで は1・5～5.U%,be-

tweenassayで は4.0～il.s%で あ った.

3)modifiedHodgkinsonandWilliams法 お よ

びionchromatography法 と よ く相 関 しそ れ ぞ れ の

相 関 係数 は0.833,0.796で あ っ た.

4)健 常 男子 の 蔭 酸排 泄量 は8・6～54・5mg/dayで

平 均21.8mg/day(sD=14・1mg/day)で あ った ・
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