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簡 便 な 尿 中Glycosamino91ycans(GAG)測 定 法

(Dimethylmethylene・blue(DMB)変 法)に つ い て
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   The measurement of glycosaminoglycans (GAG) in urine is very important because GAG is 
an essential constituent of urinary diseases. 

   Since previously reported methods of determination of GAG are quite complicated, dangerous 
or not stable, we developed a very simple and rapid method to estimate the content of GAG in 
urine using a microplate and microplate reader. 

   An aliquot of diluted urine is mixed with a 1,9, dimethylmethylene blue (DMB) dye. The 
assay is based on the metachromatic shift in absorption maximum which occurs when sulfated 

glycosaminoglycans are added to the dye. The recovery of GAG is good. Other urinary com-
pounds such as sugar, protein and blood did not influence the measurement of GAG. A good 
correlation was obtained between the modified DMB method and Blumenkrantz and Asboe-Han-
sen's method  (r=0.737,  p<0.001). 

 The accuracy of this method makes it useful for screening urinary diseases. 
                                                 (Acta Urol. Jpn. 40: 565-568, 1994) 

 Key words: Glycosaminoglycans, Microplate method, Dimethylmethylene blue

緒 言

Glycosaminoglycans(以 下.GAGと 略す)は,

ヘキソサ ミソとウロン酸より構成される多糖であり,

脊椎動物の諸臓器および結合組織において,さ まざま

な蛋白と結合して存在しているD.尿 中GAGに つい

ては尿路粘膜表層の生体防御層としても知られ.分 子

量は組織より小さく5,600～30,000を 示 し,そ の組

成はおもにコンドロイチン硫酸,ヘ パラソ硫酸よりな

り,少 量のデルマタソ硫酸,ケ ラタン硫酸,お よびピ

アルロン酸を含んでいる2・3).GAGは,尿 路系も含め

細胞表層の構成成分として重要な役割を果たしている

反面,細 胞表層の生物学的変化および物理学的影響,

具体的に示すと炎症性変化,腫 瘍,代 謝異常,膠 原

病,尿 路結石症などにより,量 および質が変化するこ

とが,多 くの研究 者 に よ り報 告 され て い る4-12).尿 中

GAG測 定法 は 現 在 ま で に 数 多 く考 案 さ れ て い る

が13『17),ス ク リー ニ ソグ 検 査 の よ うに 簡 便 で 安 全 か

つ 速 や かに 測 定 で き る 方 法 は あ ま り報 告 され て い な

い.今 回 われ わ れ はそ の 測 定 法 の 中 で もdimethy1-

methyleneblueassay16)(以 下DMB法 と略す.)に

つ いて検 討 し ス ク リー ニ ン グ に適 応 す る よ うmicro-

plate法 を 開 発 した(modi丘edDMB法),ま た そ

の 測 定 法 につ い て 基礎 的 検 討 を 行 うと ともにBleu-

menkrantz&AsboeHansenの 測 定 法15)(以 下B

&A法 と略す.)と 比 較 検討 を 行 った ので報 告 す る.

実 験 方 法

試 料 は健 常成 人 男 性20歳 ～40歳 の尿 を 対象 とした,

測 定 方法 の手 順 は,5μ1の 尿 に15μ1の 蒸 留 水 を 加



566 泌尿紀要40巻7号1994年

差

望

岩

ぎ
9

左
o

O.20

0,15

O.10

0.05

0.00

o

口

△
n冨5

r=O,998

pくO.OO1

μgiloeμ1

<

m

10

5

0

ほ
[』0
ロ

。証糺
ロ ロ

ロ【ρロ

ロロ

n醒30

r昌O.737

p<0,001

0 5

DMB

10

0 12

μg1100μ1

3
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thylene・blue(DMB)method.

え る こ とに よ り4倍 希 釈 尿20μ1と し てmicroplate

に 注 入,こ れ にDMB-Tris試 薬(DMB試 薬 と

Tris液 を10=1の 割 合 い でpH8.8に 調 整)を

180μ1加 えて 全量200μ1と し,こ の溶 液 を よ く撹 絆

した 後 マ イ クロ プ レー トリー ダーmodel450(BIO-

Rad)を 用 い て535nmの 吸 光 度 を 測 定 し た,

standardと し て のGAGは コ ソ ドロ イ チ ン硫 酸

typeC(No,C-4384;SigmaChemicalCo.)を 用

い,標 準 曲線 は標 準 濃 度(0.0,0.02,0,03,0.06,0.13,

o.25,0.5,1.o,2.Optg/looμ1)を 毎 回同 時 に測 定 し,

standardcurveを 求 め た.standardお よびsample

は す べ てtriplicationし て測 定 した.原 法 を 次 の2

点 で 改 良 した,

1)原 法 ではsample250μ1用 い て測 定 を 行 って い る

が わ れ われ は 多 数 の 検体 を 測 定 で き る よ うmicro-

plateとmicroplatereaderを 使 用 し20μ1と した.

2)原 法 で はdimethylmethyleneblueの み を 試 薬

と して使 用 してい た ため 尿 中 に存 在す る蛋 白に よ って

GAGの 測 定値 が か な り低 い 値 とな った18).そ こ で

わ れ われ はdeJong(1992)ら の報 告18)と 同 じ く,

DMBと2mo1/LTrissolutionを10:1の 割合 に

て混 合 しpH8.8に 調製 した試 薬 を 用 いた.

μ9AOOpI

Fig.2.Relationshipbetweenmodi丘edDMB

Table1.

methodandB&Amethod.

Coefficientofvariationoftriplicate

determinationsonurinesample

Sample

No.

GAGinsample

μ9/100μ(
2)(3)(1)

ave「age

Coe伍cient

of

variation

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

1正

12

且3

14

15

16

17

18

19

20

7.747.858.09

6.196.927.38

8.517.307.53

7.007.457.22

7.987.007.83

8.448.367.83

6.667.576.67

6.196.076.30

9.006.9フ7.87

6.606.556.75

6.976.376.75

6.826。826.07

7.597.907.71

7.217.217.2且

7.777.657.50

7.917.546.80

7.097,777.50

7.027.269.69

9.697.679.04

8.358.218.39

7.89

6.82

7.81

7.22

7.60

8.21

6.97

6.19

7.95

6.63

6.70

6.57

7.73

7.21

7.64

7.42

7.45

7.99

8,80

8.32

2.30%

9.01%

8.84%

3.15%

7.00%

4.㎝%

7.49%

1.82%

13.70%

1。60%

4.53%

6,59%

2.03%

0.00%

1.82%

7.60%

4.65%

18.43%

lL72%

1.15%

ave「age 7.465.87%
(SD.5.5)

実 験 結 果

modi丘edDMB法 を用いて標準濃度溶液測定値の

変動と標準曲線 試料測定値の変動,回 収率,尿 中関

連物質添加時の変化,B&A法 との相関を求めた.

1)標 準曲線(Fig.1)

各標準濃度を5検 体ずつ測定した.そ の結果,平 均

変動係数は2.2%で あ り各濃度の平均値と吸光度に直

線関係(r・ ・O・998,P<0・001)が 認められた.ま た,

この標準曲線は再現性 に優れていたが毎回triplica一

tionし て試料を測定 し標準曲線をえた.

2)試 料測定値の変動

20検 体測定時 の平均GAG濃 度 はTablelに 示

すように7・5μ9/100μ1で,平 均変動係数は5,9%で

あ った,

3)既 知量添加時のGAG回 収 率

各試料に3・oμ91100pleCJ加 しての回収率を求めた.

結果はTable2に 示 したように72.6～117、4%で 平

均88.3%で あ った.

4)尿 中関連物質添加時の変化

関連物質が本法に影響を与えるかどうかを検討 し



Table2.

森 山,ほ か=Modi丘ed-DMB法

Recoveryof3.Oμg/IOOplchondroitine

sulfateaddedtourine

GAGfoundafter

additionofrecovery

3・0留 踏AG
(。)

567

SamplcGAGin
No.control

(ng/100μ)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

}5

16

17

18

】9

20

7.89

6.82

7.81

7.22

7,60

8.2i

6,97

6.19

7.95

6.63

6.70

6.57

7.フ3

7.21

7.64

7.42

7.45

7.99

8.80

8,32

10.87

9.30

10.57

9.99

11.13

10.39

9.45

8.67

}O,28

9.75

9.45

9.18

10.25

9.97

9.82

9.72

9.98

i1.14

H.38

10.84

99.1

82.7

92.0

92.3

117.4

72。6

82.6

82.6

77.6

103.9

91.6

86.9

83,9

91.9

72.7

76.6

84.2

104.9

86.1

84.1

ave「age 7.46 10.U 88.3
(S.D.11.3)

Table3. Effectofvariouscompoundson

determinationofGAG

substan㏄addingvolume results

1

2

3

4

5

nonc

9且ucose

a且bumin

a且bumin

b且ood

2.09/100m且

30mg/100ml

300mg/100m璽

1mi/1000ml

100.00%

98.29%

95.56%

91.49%

113.55%

た.関 連 物質 と してはgIucose(041-00545;WAKO

PureChemicalIndustriesLTD.),albumin(No,

A-8763;SigmaChemicalCo.),血 液 を添 加 しそ れ

ぞ れに つ いてGAG濃 度 を測 定 した ところ 無添 加100

%に 対 して91.5%～ll3.6%で あ り(Table3),こ れ

らの物質 か ら著 しい 影響 な く測定 で き る と判 断 され

た.

5)本 測 定 法 とB&A法 との同 一検 体 で の比 較

両 測定 法 にて 同一 検体 を20検 体 測 定 し検 討 した.そ

の結果 はFig.2に 示 した よ うに,両 法 に よ る測定 値 の

相 関係 数 は0.737で あ り有 意 な 相関 を示 す 結果 を えた.

考 察

質として ムコ多糖類 が蛋白と結合 して,蛋 白複合体

(プ ロテオグリカン)と して存在する8).尿 管,膀 胱,

尿道などの尿路組織におけるGAGの 役割は大きく,

組織の構造形成やイオン平衡などの組織代謝または細

菌感染防御機構の一環 として重要な役割をはたしてい

ると考 えられている5).一 方尿中にもGAGが 存在

し,そ の由来 は腎において濾過 された血清中GAG

かあるいは腎の結合組織,尿 路粘膜表層のGAGと

されている.臨 床面において,尿 中のGAG測 定 は

組織GAGの 代謝の反映としてムコ多糖症等の診断

に用いられてきた.現 在では代謝性疾患のみならず炎

症性変化,腫 瘍,尿 路結石症などにおいてもその値に

変化をぎたすことが報告 され ており,以 前より多く

の研究老により多くの方法でその測定 が行われてき

た.現 在までに報告されている方法はいずれも優れた

方法ではあるが,手 技が繁雑な うえにほとんどover-

nightあ るいはそれに近い時間を要 しそのうえ強酸性

の試薬 を必要とするものが多いのが難点 であった.

そ こでわれわれはさまざまな測定法を検討 した結果,

Farndaleら に よるDMB法16)が 適当であると考え,

さらに スクリーニングにも利用できるように原法を

microplate法 として改良した.こ の結果従来までの

方法と異なりGAG濃 度を安全で速か,か つ容易に

測定できるようになった.こ の測定法の基本原理は尿

中GAGに 対 し色素試薬を用いて発色させその吸光

度をみることにある.な お本法以外 にもCarbazole

法19),B&A法,Alcian-blue法14),BitterandMuir

法13)などの方法が知られている.今 回われわれはその

なかでもB&A法 に比べて本法がすぐれていると思わ

れる点を一覧表にまとめた(Table4).表 にも示 され

ているようになによりもスクリーニングに利用しやす

い検査法であり今後は実際の疾患に対して検討する予

定である.

Table4,Relationshipbetweenmodi丘edDMB

methodandB&Amethod

mOdified-DMB法B&A法

通 常1回 で 測 定
可 能 な 検 体 数

測 定 時 間

必要とする試料の量

濃硫酸等の危険な試薬

尿 の 前 処 理

40検 体

30-45分

20μ1/1検 体

な し

な し

10検体

6-8時 間

6ml/1検 体

あ り

あ り

ヒトの体内の諸臓器および結合組織には,細 胞間物

結 語

尿中GAG濃 度の測定を簡易化 し,安 全で短時間

に測定でき,か つ容易に日常臨床検査に利用できるよ
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うにmodifiedDMB法 を 開発した.こ の測定法に

おける測定値の再現性および回収率は満足できるもの

と思われ今後スクリーニソグ法として十分利用しうる

ものと思われる.

本論文の要旨は第361回 日本泌尿器科学会北陸地方会にお

いて報告した.

文 献

1)梨 本 い ず み,田 村 紀子,伊 藤 正 毅=GIycosami-

noglycan,目 臨48=494-497,1990

2)varadiDP,CifonellJAandDorfmanA;

Theacidmucopolysaccharidesinnormal

urine.BiochemBiophysActa141:103-117,

1967

3)WastesonAandWesselerE;Moleculersize

andxylosecontentofurinaryglycosamino-

glycans.BiochemBiophysActa252=13-18

1971

4)大 平敦 彦:細 胞 表 層 に存 在 す るヘ パ ラ ン硫 酸 フ.ロ

テオ グ リカ ンの構 造 と機 能.代 謝21:305-313,

1984

5)馬 場 志 郎,早 川 正道,中 沢和 子,ほ か=尿 路 悪 性

腫瘍 患 者 の 尿 中 ム コ多糖 体排 泄量 と そ の 組 成分

布.日 泌 尿会 誌74:39-45,1983

6)馬 場 志 郎:膀 胱 癌診 断 に おけ る尿 中 ピア ル ロ ン酸

定量 の意 義,H膀 胱 癌患 者 に お け る ピア ル ロ ン酸

尿症.日 泌尿 会誌74:1362-1369,1983

7)高 村 真一,三 宅弘 治1膀 胱 腫瘍 間 質 に おけ る プ ロ

テ ォ グ ライ カ ソの免 疫組 織 化学 的 局 在,泌 尿 紀要

37=329-334,1991

8)村 田克己 ・プ ロテ オ グ リカ ン.日 臨43=302-

304,1985

9)白 根 由美 子,山 本 晶 弘,水 田耕 治:尿 中 物 質 と グ

リ コス ア ミ ノグ リカ ソス の蔭 酸 カル シ ウム結 晶 の

凝 集 に対 す る作 用.日 泌尿 会誌80:71000-

ioO3,1989

10)SuzukiK,MoriyamaM,NakajimaC,eta1.:

Isolationandpartialcharacterizationofcry噂

stalmatrix ,proteinasapotentinhibitorof

calciumoxalatecrystalaggregation:Evi-

denceofactivationpept三deofhumanproth-

romb量n.(UrolResinpress)

11)IozzoRV=Proteo91ycans;Structure,func-

tion,androleinneoPlasia.LabInvest53:

373-396,1985

12)ParsonscL,schmidtJDandPo1{enJJ:

Successfultreatmentofinterstitialcy8titis

withsodiumpentosanpolysulfate・Jurol

130;51-53,1983

13)BitterTandMuirH:Amodifieduronic

acidcarbazolereact三 〇n.AnalBiochem4;

330-334,1962

14)WhitemanP=Thequantltativemeasurement

ofalcianblue-glycosaminoglycancomplex。

BiochemJ131:343-350,1973

15)BlumenkrantzNandAsboe-HansenG;New

methodforquantitativedeterminationof

uronicacids.AnalBiochem54:484-489,

1973

16)FarndaleRW,SayersCAandBarrettAI:

Adirectspectrophotometoricmicroassayfor

sulfatedglycosaminoglycansincartilage

culture.ConnectTissueRes9:247-248,

1982

17)BoartoldPMandPageRClAmicrodeter-

minationmethodforassayingglycosamino-

glycans.AnalBiochem150=320-324,1985

18)deJongJGN,WeversRAandsambeek

RL:Measuringurinaryglycosaminoglyeans

inthepresenceofprotein:Animproved

screeningprocedureformucopolysaccharides

basedondimethlmethyleneblue.ClinChem

38=803-807,1992

19)DischeZ:Anewspeci丘ccolorreactionof

hexuronicacids・JBiolchem167:189-198,

1947

(R.eceivedonNovember12,1993AcceptedonMarchl4,1994)




