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蔭酸酸化酵素を用いた尿中蓚酸測定法の検討
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   The principle of this kit method is that urinary oxalate is extracted and subsequently assayed 
by measuring the amount of hydrogen peroxide produced in an oxidation reaction catalyzed by oxa-
late oxidase. The reproducibility and accuracy of the method were tested: the within-run and 
day-to-day coefficients of variation were 5.420.0% and 16.1.18.0%, respectively, and the overall 
recovery rate of the added oxalate (5-25 mg/I) was 4050%. These abnormally low recovery 
rates may be related to the presence of sulfate and phophate in the extracted fluid. Therefore, the 
above method was modified by performing a recovery test by adding 25 mg/1 oxalate to all urine 
samples. By the modified method, the correlation coefficient obtained between this method and 
the ion-chromatographic method was 0.851 (p<0.01). Urinary pretreatment with either acid ferric 
chloride or EDTA yields a higher recovery than with HCI. However, a good correlation of oxalate 
values is consistently observed for HCI-processed urine as measured by the above two methods. If 
the interference of ascorbic acid is negligible, no special urinary treatment except for HCI is neces-
sary. The 24-hour urinary oxalate excretions were 24.4+9.1 mg (mean±SD) in 8 healthy males 
and 19.9+10.3 mg in 24 calcium-stone formers (21 males and 3 females). 
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緒 言

尿路結石は蓚 酸 カルシウム成分 とす るものが 多

い1).し たが って,そ の結石形成の原因を診断するう

えで,尿 中の蓚酸濃度を測定することは大切である.、

尿中蓚酸排泄が増加する原因としては,蓚 酸およびそ

の前駆物質を含有す る食物 の摂取,原 発性過蓚酸尿

症,回 腸疾患などがあげられる2).ま た,最 近ではラ

ットの蓚酸カルシウム尿症を用いた結石形成およびそ

の抑制実験が盛んに行なわれている3)そ の際に尿中

蓚酸測定は必須のものである.し かし,蓚 酸測定は現

在の測定機器の進歩にもかかわらず,難 しいとされて

いる.著 老 は ラジオエンザイム法を1981年 に紹介し

た4)が 一般化しなかった.ま た,1984年 にイオンクロ

マ トグラフィーを用いた測定法を紹介した5)が,測 定

機器およびカラムが高価であることより一般化は難し

いと考えている.蓚 酸を測定する多くの研究者はその

蓚酸に特異的酵素を用いることと,測 定操作が簡単で

あることより酵素法を用いて測定している.し たがっ

て,蓚 酸測定キットは蓚酸研究のためにおおいに望ま

れるところである.そ こで,Criderら に より報告6)

されたキットを用いた尿中蓚酸測定を行なったのでそ

の結果を報告する.

対 象 ・ 方 法

順天堂大学に外来通院患者の蓄尿を用いた.蓄 尿に

20%ヒ ビテソグルコネート2mlを 容器に加えたもの

に行ない,撹 はん後そ の一部を塩酸にてpH2以 下

とし測定した.

測定法;蓚 酸測定に用いたアスカ.シ グマ蔭酸キッ
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トはSigma社 よ り提 供 され た.検 体 を抽 出用 パ イ ア

ルに1ml入 れ,約5分 振 と う後 液 層 を捨 て る.2ml

の蒸 留 水 に て洗 浄 し,0.2Nの 水 酸 化 ナ トリウ ムに て

吸着 剤 よ り抽 出す る.そ れ ぞれ の 反 応 用試 験 管 に 検体

抽 出液,ま た は ブ ラ ンク と して の水0.1mlを 加 え る,

そ れ ぞ れ に謬 酸試 薬A調 整液lmlを 加z .,混 和 し,

37。C20分 間 イ ンキ3ベ ー トす る.水2m1を お の お

の に 加 え,590nmで ブ ラ ン クを対 照 と して ,吸 光 度

を 日立557DoubleWaveLengthDoubleBcam

Spectrophotometerp`て 測 定 した 。結 石 を 有 さぬ 健 常

男 性8名(24.8±3.3歳),カ.ル シ ウ ム 結 石 患者24名

(49.7±10.9歳,男21,女3)の24時 間 蓄 尿(20%ヒ

ビ テ ン グル コ ネ ー ト2ml添 加 した 容 器 に 蓄 尿)を 行

な い,撹 はん 後 そ の一 部 を 塩 酸 に て酸 性 化 し,蔭 酸 測

定 を行 な った.相 関 性 に 関す る検 討 は 単 回 帰分 析 を 用

い,推 計 学 的 有意 性 に 関 して はF検 定 を 行 な った .

結 果

標軸 線は蔭酸濃度0.5～100mg/1の 範囲で直線関

係を示し,推 計学上有意 であった(Fig.1).15検 体

の尿}こ、それぞれ5,10,25mg/1の 標準蔭酸を添加し

測定した値 より得られた添加回収量は直線関係を示し

た(Fig,2).し か し,標 準曲線 と尿をサンプルとし

た添加回収曲線より得られた添加回収率の平均は45%

であ り,標 準曲線との比較で尿中蔭酸濃度を求めるこ

とは不可能であった.ま た,回 収率をよくするための

EDTA7),塩 化第二鉄6)な どの尿サ ンプル処理による

標準蔭酸との比較の回収率 に及 ぼす影響はTable1

に示すごとくである.こ こで,添 加量と回収量とは有

意な相関(Fig.2)を す ることより,尿 中蔭酸濃度に

近い25mg/1の 蔭酸を それ ぞれ の尿に添加して測定

した.す なわち,一 検体 より無添加と蔭酸25mg/1
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Fig,2.Threelevelsofoxalatewereaddedtoeachof

10urinespecimenscontainingnormalamounts

ofoxalate(10～30mg/1) .Theoverallrecovery

ratewas45%,buttherelationbetweenthe

recoveredamountsat3differentlevelsislinear.

Dottedlinesrepressent95%confidencelimits

forlineofregression.
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Table1.EffectsofpretreatmentwithHCI,

EDTA,orFeC130nrecoveryofoxa-

late.Tenfresh-voidedurinesamples

werepretreatedwithHCI,);DTA,or

FeCla.

Table3. Effectofurinaryascorbicacidlevels

onoxylateassays.

Sample

Urine-
　

processing
substance

Initial
oxalate
(mg/L)

Oxalate
added
(25mg/L)

Ascorbicacid(mmol1L)addθdtourine

None 1 3

Recovered
oxalate
(%)

HCI

FeCl3

EDTA

17.59±2.5321.15土2.5354.18土6.44

1

2

3

4

5

MeanfSD

13.87

11.47

6.56

4.56

5.19

8.33土3.68

27.7468.48

26.7673.03

18.0455.76

14.7980.70

23.3665.88

22,14±5。0068.77±8.22

7.13f2.4024.30f2.4768.7115.48

12.55±4.2829.18±5。0666.54土4.46

Table2. Reproducibilityofenzymaticmethod

ofurinaryoxalate.

mg1」

n Mean SD CV.%

Within-run 5

5

5

4.62

11.62

19.56

0.25

2.32

3.33

5.4

20.0

17。0

Table4,Comparisonbetweenenzymemethod

andionchromatographyformeasuring

urineoxalatepretreatedby3different

methods.Asignificantrelationis

observedbetweentheHCI-processed

enzymemethodandthechromatogra-

phymethod.Agoodcorrelationis
observedforHC1-processedurineas

measuredbyeithermethod.

Day-to-day 10

10

13.72

25.98

2.47

4.18

18.0

16.1

添加 したものをそれぞれ測定し,そ の検体の疹酸濃度

を決定 した.こ の方法 の再現性を検討 した結果での

CVは5.4～20%で あ った(Table2).ア スコルビ

ソ酸の干渉Y'関 しては,尿5検 体に対してアスコルビ

ン酸1,3mmol/1を それぞれ添加し測定するとアス

コルビン酸1mmol11添 加で平均13.81mg11,ア スコ

ルビン酸3mmo1/1添 加で平均60.44mg/1の 誤差が

でる(Table3).ま た,40検 体の尿より得られた尿

中蔭酸濃度を酵素法とイナンクロマトグラフィーとを

比較したところ,推 計学上有意な相関関係が示された

(Fig。3).ま た,こ れをEDTAま た は塩化第二鉄

Enzymemethod

巨]
**

0.785

*

0.768

**

0.780

**

o.asa

**

0.790

0
**

o.ns

N.S.

0.401

N.S.

0.539

N.S.

0.545

△
N.S.

o.aa2

N.S.

0.576

N.S.

o.aaa

Ionchromatography

O

●HCI-processed

O

●FeCl3-processed

会}EDTA-・ ・…5ed

回

**

0.834

**

o.sas

⑤
*

0.748 △
寧 零P<0.of寧PくO.05

N.S.Non騨5i区ni備car祀

処理 に よる尿 サ ンプル と比較 す る とTable4に 示 す

ご と くで あ った.正 常 対 照 お よび カ ル シ ウ ム尿 路 結石

患者 の24時 間 尿 中 蔭 酸排 泄 量(mean±SD)は それ

ぞ れ,24.4±9.lmg,19,9±10.3mgで あ った.抽 出

液 を イ オ ン ク ロマ トグ ラ フ ィーY'て 陰 イ オ ン分 析 を 行
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urinesampleswasmeasuredbytheenzyme

皿ethodandbyionchromatography.



1954 泌尿紀要33巻

なうとほとんど尿中に含まれる陰イオン(ク ロール,

燐酸,硫 酸)の 量と同様なパターソを示 した.こ れら

の陰イオンの回収率は90%以 上であった。

考 察

本法はCriderら に よ り1984年 報告され,測 定が

簡単であり再現性も良好で注 目された.ま た同様な方

法が市山ら8),野 々村ら9)に よ り紹介され,再 現性お

よび添加回収率も良好と報告されている.本 法は市賑

のキットであり,誰 でもがほぼ同様に鰺酸が測定でき

る点が特徴である.し たがって,本 法の検討を行なっ

た結果,二 三の問題点を発見した ので明らかにした

い。まず,本 法でCriderら の報告した添加回収率は

100%前 後である.し かし,市 販のキットを用いて本

法にて500検 体以上の尿サンプルを測定 した結果,標

準蔭酸と比較する と諺酸25mg!1の 添加回収率は40

～50%で あった.こ の原因としては酵素の阻害物質で

ある硫酸と燐酸などが考えられる.Criderら に よる

と樹脂による抽出の過程で硫酸と燐酸は除かれるとし

ているが,抽 出液のイオンクロマ トグラフィーによる

分析が示すごとく尿中硫酸と燐酸は抽出にて除去され

ずに抽出液中に残っている.尿 中の硫酸と燐酸を除 く

目的で樹脂の抽出を行なうのであるとすると不必要な

操作 と考えざるをえない.し たがって,こ れらの物質

が反応液中には存在し,酵 素阻害をする可能性がある.

そ こで,現 在のキ ットの添加回収率が低いことはやむ

をえないとして,そ れぞれ の検体に対 して蔭酸25

mgμ を添加した ものも同時に測定してもとの検体の

濃度を求めることにより正確な測定が可能と考xる.

この方法が正確であることはイオンクロマトグラフィ

ーによる測定と推計学上有意な相関を示すことにより

証明された.も う一つの問題点はアスコルビン酸の千

渉である。アスコルビン酸の標準物質中に蔭酸が混入

して いる可能性 も:否定 はで きない.こ の点に関し

Criderら は,蔭 酸測定時 にはアスコルビン酸摂取を

Tablc5.24-hoururinaryoxalateexcretions
reportedintheJapanese.literature.

Urinaryox8盲8to

(meantSD,mg/dey)

12号1987年

避けることと尿に塩化第二鉄を加えることにより解決

したlo).し か し,今 回の酵素法とイォソクロマ トクフ

フィ_法 による検討では塩酸処理尿のみが相関性を示

し,EDTA,塩 化第二鉄処理は両方で相関性がなかっ

た.塩 酸処理尿の酵素法測定はいかなる尿処理のイオ

ソクロマ トグラフィーによる測定とも相関がよいこと

より,酵 素法による測定の尿処理は塩酸処理が よいと

考えられる.本 邦における尿中穆酸に関する報告より

24時 間修酸排泄の平 均は ほぼ同様な傾向を示してい

た(Table5).

結 語

今回検討した蔭酸測定キ ッhは 測定が手軽で簡単で

ある。標準蔭酸との比較では回収率は低いが,各 サン

プルごと既知量蔭酸(25mg%1)添 加 との 比較で より

正確に測定可能である.ア スコルビン酸による干渉も

あるが,そ の測定法の特徴を理解 した うえで用いれば

よい方法であると考xる.

Author Method

Takasaki

Itoh

Vachiku

Suzuki

Hohnoki

Takeuchi

Ogawa

「ぬnagawa(

Nonomura(

Ogawa

Ogewe

966)

978)

919)

9W)

sea)

98量)

981)

982)

985)

966)

986)

Yerbro

Hodgkinson

Vachiku

Hodgkinson

Hodgkinson

Yechiku

Bennett

Gaschromatography

Ichiyame

lonchromatography

Crider

29.119.9

30.211.5(sE)

29◎5土12.6

21.2114.3

26.9土8,3

31.3111.0

24.416.9

32.itio.a

25.616.9

25.1土9,0

24.419.1
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