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尿 中蓚 酸測定 キ ッ ト(Sigma)の 改良使 用法
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   The Sigma kit for estimating urinary oxalate is an enzymatic procedure. However, some 
errors were encountered using the standard assay system of the kit. Firstly, an overestimate 
of oxalate may arise from the oxidation of ascorbate during the alkaline wash stage of the 
extraction of oxalate from urine. Secondly, an underestimate of oxalate may occur because 
of incomplete extraction of oxalate. 

   A modified assay system for measurement of urinary oxalate using the kit is reported. 
The following points were modified: urine was diluted two-fold with 0.2 M EDTA and and 
0.2 M citrate buffer (pH 3.0), oxalate from urine was extracted with 0.06 N sodium hydroxide 
to prevent the overestimation by the oxidation of ascorbate, and a plate mixer and addition 
of a small magnet to the vial were used in the steps of both absorption and extraction of 
oxalate to keep the accuracy of the estimation. 

   The linearity of standard curve, reproducibility and recovery rates of the modified me-
thod were studied, and good results were obtained (linearity; r=0.999, CV of reproducibility; 
5.3%, recovery rate ; 101 % (300 pM) and 103% (600 pM). A good correlation was seen 
between the modified Sigma method and high performance liquid chromatography (r=0.991).
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は じ め に

著者 らは,以 前 より尿路結石症患老 の尿中riskfac-

torの 重要 なものの 一つ として尿中蔭酸の測定を行っ

てきている.当 初はChiriboga(1963)1)の 方法に準 じ

て,barleyseedlingsか ら蔭酸酸化酵素を精製 して

尿中穆酸の測定を行 ったが,尿 中に蔭酸酸化酵素その

ものを阻害す る種 々の物質が存在す ることが認め られ,

イオソ交換樹脂な どを使用 して阻害物質の除去を試み

た りあるいは前処理 として尿中蔭酸の分離を試みたが

いずれ も信頼で き得 る測定法には至 らず,現 在では著

者 らが考案 したhighperformanceliquidchroma.

tography2)に よ り行 ってい る,し か しなが ら,こ の

方法 は装置が高価 である うえに,runningcostも き

わ めて高い ものであ り,時 間もかか ることな どの欠点

を もってお り,ど この施設において も臨床のroutine

検査 として使用 でき得 るものとはな っていない.

最近,Sigma社 か ら蔭酸酸化酵 素を用いた尿中蔭

酸測定キ 糧トが発売 され,す でにその使用経 験は本邦

においても鈴木お よび百成3)に よ り報告 されていると

ころである.こ の方法は尿中の蔭酸を,ま ず蔭酸 吸着

樹脂に よ り分離 し,そ の 後NaOHで 抽出 した うえ

で酵素反応を利用す る比色法 であ り,尿 中での本酵素

阻害物質の影響は大部分は除外 され得るとい う優れた

点を持つ とともに,大 量の検体が比較的短時間で測定

できるとい う簡便さをもっている.しか し,この測定法

は著者 らの使用経験によると,尿 中の ビタ ミンCの 影

響をはじめ とし,各 段 階での操作に よ り測定値の不安

定なことが認め られた.そ こで,今 回Sigma社 のキ

ノトを用いた尿中の蔭酸測定法について,問 題点をあ

げるとともに,著 老 らの改良方法を述べる.

対象および方法

検体は和歌山県立医科大学泌尿器科に通院あるいは

入院中の尿路結石患者の24時 間尿を用いた.24時 間蓄

尿は,尿pHお よび クエ ン酸 な どの他 の尿路結石 関
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Table1.尿 中蔭酸測定キ ッ トの標準測定法

① 尿1meを 荏 酸 吸 着 剤(150㎎ 》入 った 篠酸 抽 出 用 バ

イ ア ル に入 れ5-6分 間 ゆ っ く り振 盈 す る。

② 吸 着剤 を沈 澱 させ た後 、 固 層 を乱 さず に尿 を捨 て

る。

③ 蒸 留 水2m2を バ イア ル に 加 え、1-2分 間 振 盛 し、

同 様 に除去 す る。

④0.2NNaOHを1m2加 え、5-6分 間 ゆ っ く り混

和 し、 篠 酸 を抽 出 す る 。

⑤ 篠 酸 抽 出 液100μ 君お よびB酸 測 定薬(oxalateox

・idase、perexidase、3・methy1-2benzothiozol

・inehydrazone(MBTH)、3・(dimethylamino)benz

-oicacid(DMAB)が 調 合 され た もの)1認 を37℃

で20分 間反 応 させ る。 プ ラ ン クお よび荏 酸 標 準 液

も同様 の反 応 を 行 い590nmに お け る 吸 光 度 を測 定

し定 量 す る。

Tabie2.尿 中蔭 酸 測定 キ ッ トの 改 良法

① 尿1me、0。2MEDTA・2NaO,Smeお よ び0.2M

citratebuffer(pH3.0)O.Smeをvortexmixerを 用 い

て 良 く混和 し、30分 間 放 置 す る。

② 上 記 の2倍 希 釈 尿1meを 荏 酸 吸 着 剤(150㎎)入 っ

た 荏酸 抽 出用 バ イア ル に 加 え、 小 さなmagnetを 入

れ20分 間platemixterを 用 い て振 壷 、 撹 拝 す る。

③ 吸 着剤 を 沈澱 させ た 後 、 固層 を乱 さず に 尿 を捨 て

る。

④ 蒸 留 水2meを バ イア ル に 加 え 、2分 間 同 様 に振 盈

した うえ で 除去 す る。

⑤0.06NNaOHを1m伽 え、20分 間② と同 様 に して

持 続 的 に 混 和 し、荏 酸 を抽 出 す る。

⑥B酸 抽 出 液100μ1お よびB酸 測 定 試薬(・xalate

oxidase、peroxidase、3・methy1・2benzothiozo

・linehydrazoneMBTH) 、3・(dimethylamino)ben

・zoicacicacid(DMAB)が 調 合 され た もの)0 .Smeを

37℃ で20分 間 反 応 させ る。 ブ ラ ン クお よび 荏酸

標 準 液 も同 様 の 反応 を 行 い590nmに お け る 吸 光 度

を測 定 し定 量 す る。

本キ ットの測定 原理の詳細については,原 著のあ る

いは使用説囎 に記載 されてい るので本稿では触れな

い こととする.

尿中蔭酸測定 キ ットの標準測定法および著者 の改良

方法は,T。bl,1お よびT・bl・2tl・ 緻 した・お も

な改良点は測定前に尿の処理を加えた こと・礁 抽出

tl。O.06NのN。OHを 用いた こと,お よびes酸 の吸

着お よび抽出操作tl・pl…mixer(Advan・ecTokyo

KaishaLtd.,ModelPM-1)を 使用 し確実に した点

な どである.な お,蔭 酸標準液は キッ トに添付 されて

いる尿か らの抽 出蔭酸 と市販 され て い る蔭酸Naの

どちらで もその測定値には差は認め られ なか った こと

か ら,添 加 回収な どの検討は蔭酸Naを 用いた.

結

1標 準測定 の検討

(1)測 定結果

果

連物質をも測定す るために,何 らの添加物 も加えずに

行 い,ま た,水 分や食事 は自由摂取 とした.

Fig.1に 示 したものは修酸Naを,X軸 に示す濃

度になるように蒸留水お よび尿の検体 に加えて,キ ッ

トに添付 されている測定法 で測定 した ものである,蒸

留水に溶解 した ときにはきわめて優れた直線性 を示す

が,尿 に加 えると200μM以 上では低値 を示 し,こ

の2本 の直線の傾 きは違 ったものであ った.

Table3.Recoveryrateusingstandardassay

system

SampleNo.UrineOx500μMOxaddedOxfoundrecoveryrate

(μM)(μM)(μM)(%)

1

2

3

4

5

228

133

126

199

109

603

531

487

599

489

375

398

361

400

380

75

79.6

72.2

80

76

(mean±SD76.6±3.3)
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Table4.Isanacidificationoraddingofferricchloridebetter?

Sample OD(590nm)

1.H204皿e十6mMO×0.5m¢ 十H200.Sme1272

2.H204皿e十6mMO×0.5m¢ 十1NHCEO.Sme943

3.H204me十6mMO×0.Sm尼 十FeC君3(1NHC£)0・5皿e・ …932

4.H204me+6mMOxO.Sm¢+FeCe3(3NHC君)0・5皿e-・ 一一914

1.Urine4nt十6mMOxO,5皿e十H200,Sme994

2.Urine4皿t十6mMOxO.5mε 十1NHCeO.5皿 ¢952

3.Urine4皿e+6mMO×0.51認+FeCe3(1NHC君)0.51臨 ε一・:825

4.Urine4rae十6mMO×0.Sm¢+FeCか3(3NHC2)0.5皿 ε…869
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Fig.2.Influenceofascorbicacidonurinaryoxalate

determinationusingstandardmethod

(2)回 収率 の検 討

5例 の 患者 尿 を 用 い た結 果 はTable3に 示 した が,

満 足 で き得 る もの で は なか った.

(3)検 体尿 の酸 性 化 お よび 塩 酸に 溶 解 した 塩 化第

二 鉄 に よる蔭 酸 測 定 に与 え る影 響

Table4に 示 した ご と く,強 酸性 あ る いは 強 酸性

下 での 塩 化 第二 鉄 の添 加 は本 測 定 法 の感 度 を下 げ る も

の と考 え られた.

(4)尿 中 ビタ ミンCの 測 定値 に与 え る影 響

尿 にascorbicacidをFig.2に 示 し た 最 終 濃 度

に な る よ うに添 加 す る と,ascorbicacidlmM(最

終 濃 度)か ら,濃 度 依存 的 に そ の測 定 値 は高 値 を 示 し

た.

∬ 尿 の前 処 理 法 の検 討

尿lmlに た い し て0.2MEDTA-2Naお よび

0.2Mcitratebuffer(pH3.0)を それ ぞれ0・5ml

加 え 尿を2倍 希 釈 して,よ く撹 絆 して30分 放 置 す る こ

とに よ り,疹 酸 カル ジ ウム塩 の溶 解 あ る いは 各 種 の蔭

酸 酸化 酵 素 の 阻害 物 質 や 測 定 に影 響 を及 ぼす 物 質 の希

釈 を計 った.そ の結 果,測 定値 は 安 定 し,10例 の 尿で

の300μMお よび600μMの 蔭酸Naの 添 加 回 収率

は 各 々,平 均101。6%(82～107%),102%(92～105

%)で あ った.し か し,ascorbicacidの 大 量 添加

OD(59図nm)
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Fig.3.InfluenceofNaOHconcentrationfor
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(10mM!1ま で)で は そ の影 響は 前項(4)に 示 し

た も のの約50%に 抑 え られ た に過 ぎな か った.

皿 尿 中 ビタ ミンCの 影 響 を除 外 す る方 法 の 検討

(1)蔭 酸 抽 出 に用 い るNaOH濃 度 の検 討

尿 にascorbicacidを10mM(最 終 濃 度)を 添 加

し,荏 酸 吸着 剤 か らの蔭 酸 の 抽 出に 用 い るNaOH濃

度 を0.02～0.2Nの 間 の5濃 度 で 行 い,そ の測 定値

を検 討 した.そ の 結 果,O.06NのNaOH濃 度 まで

はascorbicacidの 影 響 が受 け な い こ とが 認 め られ

た(Fig.3),
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(2)O.06NNaOHで の蔭酸回収率

Fig.4は 各濃度の標準蔭酸液 に お ける,そ の抽 出

にNaOHO.06Nを 用いた場合とNaOHO.2Nを

用いた場 合での測定値の比率をみた ものである,各 蔭

酸濃度 で はNaOHO・2Nに 比ぺ0・06Nも のを用

いると,そ の回収率は約半分 となるが,い ずれの濃度

で も一定 していることが認め られた.

IV改 良法の検討

(1)改 良法の検量線

Fig.5に 著者の改良法 に お け るB酸 標準液 の検量

線を示 したが,き わめて優れ た直線性が認め られた.

また,キ ッ ト添付 の蔭酸標準液(尿 中蔭酸の抽出物)

を用 いて も本検量線に合致する ことが示 された.

(2)改 良測定法 とHPLCに お け る測定値 の相
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Table5,Reproducibilityoftriplicatedetermi・

nationsusingamodified皿ethod

Sampl¢Oxalateconcentratien(μM)CV(%)

No.123mean土SD

127±8.16.4

245=ヒ23.59.5

465土2.50.5

208土6.63.1

74土4,93.4

考 察

229

1

2

3

4

5

120

272

468

214

71

118

234

463

210

80

134

229

465

201

72

(me&n石.3

関性につ いて

Fig.6に その結果 を示 した が,enzymaticassay

が全般 的にそ の測定値 が僅 か に 低い傾 向 がみ られた

が,両 者の測定値は相関係数0。991と 満足で き得 る結

果 であ った.

(3)改 良法 におけ る再現性

5症 例 の尿を用いて,各 々3回 の測定を行いその再

現性を検討 したが,そ の変動係数は5.3%と 満足のい

くものであった(Table5).

(4)改 良法における回収率

10症例 の尿を 用いて,300μMお よび600.μMの

蔭酸Naを 添付 し,そ の回収率を 検討 した.そ の平

均の回収率は,各 々101%お よび103%で あ り,満 足で

き得 るものであった(Table6).

尿路結石症 の 尿中riskfactorの 検討 には 尿中蔭

酸の測定は欠かすことのできない ものであ り,こ れ ま

でに枚挙に暇 のないほどの測定法の報告があ る.し か

しなが ら,臨 床のルーチン検査 として各病院の臨床検

査部 門でその測定がなされる ような測定法は少ないも

の と思われる.今 回,開 発 された本 キッ トは,そ の測

定法の原理や手順か ら考 えると,そ の点ではきわめて

優れたもの といえる.し か しながら,本 酵 素法は,前

述の ごと く,尿 中の ピタ ミソC濃 度の測定値に対す る

影響をは じめ とし,2～3の 問題点を残され てい ると

ころである,そ こで,本 法 に著者 ら独自の改良を加 え

て,尿 中蔭酸の測定を より正確に測定で きる工夫を行

い,こ こに記載 した検討結果を得 た.著 者 らの考えた

問題点な らびにその改良点につ き,順 を追 って考察を

加える.

まず,本 法を用 い る検 体 の蓄尿 に 関 して で あ る

が,確 か に穆酸のみの測定を 目標 とする場 合には,

カ ル シ ウ ム塩 の形成 あ るい は ア ル カ リ尿 における

ascorbicacidへ の変換などを考 慮す ると塩酸蓄尿が

望 ましい.し か し,尿 のpHを は じめとし,尿 酸や

クエン酸 の測定 も 尿中 の尿路結石症 に 対す るrisk

Table6, Recoveryrate二usingamodifiedmethod

SampleUrineOxaddedOxMeasuredOxFo"ndOxrecoveryrate

No.(μM)(μM)(μM)(μM)(%)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

260

325

202

114

135

208

199

186

135

126

300

300

300

300

300

300

300

300

300

300

554

647

529

419

445

510

494

475

525

429

294

327

327

305

310

302

295

289

290

303

98

109

109

101

103

100

98

96

96

101

(304士12)(101土9.5)

SampieUrineOxaddedOxMeasuredOxFeundOxreceveTyrate

Nα(μM)(μM)(μM)(μM)(%)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

260

325

202

114

135

208

199

186

135

126

600

600

600

600

600

600

600

600

600

600

925

985

801

701

744

719

801

779

843

789

665

660

599

597

609

580

602

593

608

663

110

110

99

99

101

96

100

98

101

110

(617±32)(103±5.3)
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factorを 検討す るには欠 かす ことの で きな いもので

あ り,当 初 か ら の塩酸蓄尿は現実には不可能 であろ

う.そ こで,本 キ ッ トの使用説明にも蓄尿後に塩酸を

添付 し,そ のpHを3以 下 に下げる ように指示 され

てお り,ま た,Scurrら5)は さらに荏酸 ガルシ ウム塩

の溶解を確実にす るため に,そ のpHを1以 下に

することを勧めている.し か しなが ら,著 者の検討で

は塩 酸での強酸性下での本測定 は,そ の測定感度を減

じる可能性が示 唆 され,そ れ は 添加す る塩酸濃度が

増加すると 顕著 に な る傾向が うかが えた.そ こで,

著者は検体尿のpHを ほば3に 保ち,か つ,ク エン

酸 とEDTAの 持つカル シウムのキ レー ト作用を利用

す ることを考え,Table2に 示 したごとくの尿の前処

理を行 った.な お,こ の前処理に より尿は2倍 に希釈

され ることにな り,尿 中 のascorbicacidを は じめ

とす る蔭酸測定値 に影響を与える諸物質 も希釈される

ことになる,

ついで,蔭 酸の吸着お よび抽出操作についてである

が,Scurrら も指摘 しているよ うに,手 動での安易な

操作はかな り大 きな誤差を生 じることは事実である.

著者 も当初は手動での間欠的な掘絆のみで測定を行っ

たが,そ の得 られた値は信頼のでき得る ものではなか

った.そ こで,platemixerを 使用 し,し か も,そ の

撹拝条件お よび時間を厳密に一定にす ることで良好な

結果が得 られ た.ascorbicacidの 修i酸へ の 転換に

よる測定値に与 え る影響 は,Rose6)やCrider7)に

よ り3Nの 塩酸で溶解 した塩化第2鉄(最 終濃度7.6

mM)を 加えることによ り容易に解消する とされてい

るが著者 らは前述の ごと く強塩酸下 での測定には疑問

を持つ ところであ り,また,著者 らの改良点のひ とつで

あ る検体尿の前処理 を行 うと,鉄 とEDTAの 結合が

起 こり,混 濁が生ずるために塩化第2鉄 の添加は不可

能であった.ascorbicacidか ら蔭酸への変換は,そ

の溶液の アルカ リ性が増す と強 くなるとされてお り6),

著者 の検討では蔭酸 とascorbicacidの 吸着剤への

親和性が若干異な るものと考 え られた.そ こで,as.

corbicacid酸 化酵素 の利用や,煮 沸など種 々の方法

を試みたが,最 終的 に は10mM/1ま でのascorbic

acidの 検体へ の添加にお いても,そ の測定値に影響

を与えないのは蔭酸の抽 出に 用 い るNaOHの 濃度

を0.06Nま で下げる ことが最 も良い方法であるとの

結論に達 した.た だ,NaOH濃 度を下げ ると抽出操

作 はきわめて慎重に行わねば,そ の測定値は多少の誤

差を生 じることがあることを強調 しておきたい.す な

わ ち,充 分でかつ持続的な麗拝 とその一定化が重要で

あ り,platemixerの 使用を推奨する.

以上,本 キ ットは尿中の蔭酸を測定するには,そ の

原理 および鞭 さな どか ら優れているものと思われる

が,広 く_般 の臨床検査室で行 う鵬 ㈱ 若干の検

討を要す るもの と判断され,こ こ曙 者の改良灘 提

唱 した,

結 語

鰍 酸化酵 勲 利 用 した耀 測定 キ ・1・(Sigma

社)は 尿中鰍 を測定す るためには,そ の羅 お よび

簡健 か ら齢 たもの と思われるが諏 お,い くらか

の問題点を有 してお り,こ の点 につ き著者の改良法を

記載 した.

1)改 良法 のお もな点 は尿を クエ職 緩衝液お よび

EDTAを 用いて2倍 希釈 した ことと,蔭 酸吸着 お よ

び抽出の操作をPlatemixerを 用 いて 一定に した こ

と,お よび蔭酸抽出は0.06NのNaOHを 用いた点

である.

2)改 良法における再 現性は変動係数5.3%で あ っ

た。

3)改 良法における回収率は蔭酸Naの300μMお

よび600μMの 添加では,各 々101%お よび103%で あ

り,標 準測定法の76.6%に 比べて優れた ものであった.
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