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ABSTRACT: Weproposeanovelmethodforthecontinuous一月owanalysュs

ofuricacidinserumuslngImmobilizeduricaseinthecolumnphasecombined

with月.uorescencedetection.

Themethodisbasedonthedeterminationoffluoresccnceformedby

homovanillicacidandhydrogenperoxidewhichisproducedbytheactionof

uricaseonuricaノCid･Theratioofthedialysisrateofuricacidinserumto

thatinuricacidstandardsolutionandthefluorescenceintensityProduced

bytheactionofperoxidasedependedonthekindofbuffersused･When

bistrispropanebufferwasused,thedialysisrateofuricacidin Serum cor-

respondedtothatinuricacidstandardsolution,and,furthermore,thehigh

且uorescenceintensltyWasObtained.

ThepresentmethodwasfoundtoglVeperfectlinearltyuPtO15.0mg

uricacid/dlwithsatisfactoryprecision,reproducibility,sensitivityandre-

coveries,andtheresultswerewellcorrelatedwiththoseobtainedbythe

uricase-catalasecolorimetricmethod.

KeyWords: immobilized uricasecolumn,homovaniuicacid,dialysis,

fluorometricmethod,uricacid

は じ め に

尿酸の測定法は,尿酸のアルカリ性下での還

元性を利用する還元法レ5)と尿酸分解酵素を用

いた酵素法6〟11'に大別される｡還元法は,アル
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カリ化剤の選択,多量の試料が必要であること,

また非尿酸性還元物質の影響を受けるという大

きな問題点がある｡ 一方,酵素法は,尿酸を特

異的に分解するウリカーゼを用いた方法で還元

法にみられた尿酸以外の還元物質の影響を受け

ないことが特徴である｡すなわち,ウリカーゼ

を尿酸に作用させ生成する過酸化水素 (以下

H202と記す)をペルオキシダーゼ (以下POD

と記す)の存在下において色原体 (4-アミノア
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ンチピリンとフェノール,4-アミノアンチピリ

ンとジメチルアニ リンなど)と反応させて生成

する色素を定量する方法が一般的である｡ しか

しながら感度の点でまだ十分とは言えない｡

そこで我々は,その点を克服するために蛍光

法12～15) を用いて血清尿酸の自動蛍光測定法を

試みた｡その測定原理は,反応式

尿酸+2H20+02-9Jj!二旦 →

アラントイン+CO2+H202

ホモバニ リン酸+H 202- 堅坦- _

蛍光物質+2fI20

により尿酸を固定化ウリカーゼで分解 して H2

02を得,その H202 とホモバニ リン酸 (HVA)

を PODの存在下で反応させ,その結果生 じる

蛍光物質 を励起波長 315nm,蛍光波長 425

nmの波長で測定するものである｡本蛍光法は,

H202 に対する影響物質をできるだけ除去する

ため3インチのダイアライザーを用いているが,

同時に透析される血清中尿酸と標準液(水溶液)

中尿酸のそれぞれの透析率が,その受容液とな

る緩衝液の種類の違いによって異なることを兄

い出したので,Good 緩衝液の種類およびその

pH と血清および標準液中尿酸のそれぞれの透

析率との関係について検討 し,さらに試料希釈

液が尿酸の透析率に及ぼす影響についての検討

も行ない,透析率に差が生 じる原因の解明を行

なった｡また従来用いられているホウ酸緩衝液

より蛍光強度の高い緩衝液を見つけることがで

きたので,使用する緩衝液の至適条件をも併わ

せて検討 した｡さて HVAによる登光法は,也

清中共存物質による減蛍光作用はなく試薬も安

定で高感度であることから試料の微量化が可能

であり,前述の検討に基づいて尿酸の自動蛍光

測定法の開発を試みた｡

材 料 と 方 法

〔機器〕

1. 蛍光分光光度計 :Hitachi650-10S(フロー

セル ;90〝1用)

2. テクニコン･オ- トアナライザー Ⅰ型

〔試薬〕

1. ウリカーゼ (ECl.7.3.3,4.1U/mg,Can-

didaUtilis,GradeⅢ,Lot.1296,東洋紡)

2. ペルオキシダーゼ (EC1.ll.1.7,117Pur-

purogallinU/mg,0.87RZ,Horseradish,Grade

Ⅲ,Lot.2158,東洋紡)蒸留水で溶解 し,冷蔵

庫保存 した｡ 4週間は安定｡

3. ホモバニ リン酸 (特級,Lot.M2N 1858,

半井化学)0.01N酢酸に溶解 した｡4週 間 は

安定｡

4. Good緩衝液 (半井化学)

1) BistrisPropanetl,31Bisltris(hydro-

xymethy)methylamino]propane,Lot.M3K

3586〉

2) Bistris〔2,2-ヨis(hydroxylmethylト2,2′,

2′ノーnitrilotriethanol,Lot.M3H2961〕

3) TES-Na〔N-Tris(hydroxymethyl)me-

thyト2-aminoethanesulfTonicAcid Salt,Lot.
V9E2884〕

4) TricinelN-Tris(hydroxymethyl)me-

thylglycine,Lot.M2N1818〕

5) TAPS 〔N-Tris(hydroxymethyl)me-

thyト3-aminopropanesulfonicAcid,Lot.M3A

6407〕

6) HEPES-NalN-(2-hydroxyethyl)pipe-

razine-N'-2-ethanesulfonicAcidSadiumSalt,

Lot.M3F3849〕

5･ 過酸化水素水 (特級,30%水溶液,Lot.61

20,三徳化学)

6. 年血清アルブミン (FractionV,96-99%

アルブミン,Lot.31F-0587,Sigma)

7･ 尿酸 (特級,Lot.M2K8636,半井化学)

1) 尿酸標準水溶液 :尿酸を 60mg/dl炭酸

リチウム水溶液で溶解 して 15mg/dl溶液とし,

その後蒸留水で希釈 して希釈系列を調整する｡

2) 尿酸標準アルブミン溶液 :尿酸を 5g/dl

牛アルブミン水溶液で溶解 して 15mg/dl溶液

とし,その後 5g/dl牛アルブミン水溶液で希

釈 して希釈系列を調整する｡

その他の試薬は,半井化学のものを使用 した｡

8. 多孔性アルキルアミンガラス粒子 (孔径

500A,粒子サイズ 125-177FL,Lot.092980-3,
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Pierce化学社)

〔酵素の固定化 と固定化酵素カラムの作

成〕

グルタルアルデヒドを用いたシッフ塩

基結合法16'により,ウリカーゼをアルキ

ルアミンガラス粒子に固定化した｡ウリ

カーゼの固定化率を遠藤らの方法10)によ

り計算しタンパク質の収率として75%を

得た｡この固定化酵素は,内径 1.5mm,

長さ10mm のカラムに充填 して,固定

化ウリカーゼカラムを作成 した10)0

〔分析方法〕

1. 用手法

用手法は,以下に示す順序で測定 した｡

1) 試料 (H202,尿酸標準水溶液または患者血

宿)各 0.05mlに緩衝液 3.Omlを加え混和し

た｡H202は 5×103-1×104倍に希釈して用い

た ｡

2) 1)の混合液に 5mg/dlPOD 試薬,20

mg/dlHVA試薬をそれぞれ0.02mlずつ添加
し十分に混和 した｡

3) 2)の混合液に 10U/mlウリカーゼ緩衝液

(0.1Mホウ酸緩衝液,pH8.5)を0.01ml添加

しよく混和する｡10分間反応させた後,各緩衝

液を対照として蛍光強度を測定した｡

4) 盲枚は,試料の測定と同様に各試薬を添加

混和しウリカーゼ緩衝液の代わりにホウ酸緩衝

液を加え,緩衝液を対照として,蛍光強度を測

定 した｡なお反応はすべて37℃で実施した｡
2. 自動分析法

(透析法)

図1に尿酸測定用フローダイアグラムを示 し

た｡固定化ウリカーゼカラムリアクターをフロ

ーダイアグラムに示されている位置に組み込ん

だ｡3インチのダイアライザーを用い緩衝液を

受容液として尿酸を透析後,カラムリアクター

に導き,ここで H202を生成させた｡生成 した

H202にHVA,POD試薬を添加 しミキシング

コイルを介して室温で約 2分間反応させた｡そ

して 315nm の励起波長を照射し,425nmの蛍

光強度を測定 した｡

DMC

Fluo
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試料として H202を用い緩衝液として トリス

塩酸, リン酸, グリシン, ホウ酸の各緩衝液

(それぞれ0.1M)を用いて pH 5.5-9.5の範

囲で用手法により蛍光強度を求めたところ, ト

リス塩酸緩衝液,pH 8.5で最大の蛍光強度が得

られた｡それぞれの緩衝液のpH がアルカリ側

ほど蛍光強度は高い傾向を示 した (図2)｡ そ

100

80
壁

光 60
描

度 40

20

0
6.0 7.0 8.0

9.0 10.0pHPhosphate(EZ).Tris(●),
Borate(△),Glycine(▲)(緩衝液濃度はすべて0.1Mとした｡試料 :H202)

図2 緩衝液の種類とそのpHの蛍光強度への影響 こで

さらにGood緩衝液のpliを8.5に固定 し,

自動分析法の非透析法によりH202を試料とし

て Good緩衝液間の蛍光強度の差の検討を行なった｡その結果,BistrisPropane緩衝液の場

合は,他の緩衝

液に比べて約 2倍の蛍光強度を示した (図3)｡

2. 各種 Good緩衝液における固定化ウリカー

ゼの活性と pH 8.5での各

緩衝液に対する尿酸標準水溶液の透析率の吟味

図 1の分析 システムの非透析法により1×104-

1×105倍に希釈 したH202と尿酸標準水溶液を用

いて,固定化ウリカーゼの Tris,TAPS,HEPES,TES,Tricine,BistrisPropane,Bis･

trisの各緩衝液中での活性を測定 した｡その

結栄,固定化ウリカーゼはどの緩衝液において

もほとんど同一の活性を示 した (図4)｡ 一方

,各緩衝液に対する尿酸標準液中の尿酸の透析

率を求めるために,尿酸標準水溶液の希釈系列

を用い,透析法と非透析法により最終的に得ら

れる蛍光物質の蛍光強度をそれぞれ測定

し,それq bcd

e Ig各 種 緩 衝 液Tris(a),TAPS(

b),HEPES(C),TES(d),TrI'cine(e),BllstrisPropane(f),BfStris(g)

緩衝液(a～g):0.1M,pH8.5非透析法(BistrisPropaneの蛍光強度を100とした｡試料HzO

2)図3 各種緩衝液の蛍光強度

- 18- q b
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から各緩衝液における測定感度の補正を

行なったOその結果 BistrisPropane緩

衝液に対する透析率が最も高 く,最も低 蛍

い透析率を示した TAPS緩衝液の約15 光

倍であった (図4)0

3. HVA,POD および緩衝液の至適濃

度の検討

尿酸標準アルブミン溶液を用いHVA,

POD及びBistrisPropane緩衝液の至適

濃度の検討を行なった｡図5より HVA

20mg/dl,POD 3mg/dl以上の濃度で

は,蛍光物質の蛍光強度は変化がなかっ

た｡したがって,HVA,PODの使用濃

度は最少必要量で十分であるので,それ

らの至適濃度 は,IiVA 20mg/dl,POD 3･O

mg/dlであった｡ また,緩衝液濃度が低濃度

(0.05M,0.075M) では,本蛍光法による尿

酸の検量線は直線性を得ることができず,かつ

蛍光物質の蛍光強度も緩衝液濃度の減少ととも

に低下した｡0.1M の濃度では検量線の直線性

が尿酸濃度にして 15mg/dlまで得られ,さら

に蛍光物質の蛍光強度は緩衝液濃度が3種類の

うちで最も高かった｡ したがって,自動分析法

による以後のデータは,20mg/dlHVA,3･0

6.5 7｣5 6.5 75 8.5

pH pHTris-HCI BistrisPropane尿酸標準

液(水溶性)(△),患者血清(▲),尿酸標準アルブミン溶液(5g/de)(●),緩衝液

濃度 :0.1M図6 T
ris,BistrisPropane緩衝液のpH変化に伴う尿酸標準液及び血清中尿酸の透析率の変動 100020 40

0 12 34 0 3 6 91215HVA(mg/dl) POD(mg′dl) UricAcid(

mg/dL)1)試料 :15mg/de尿酸標準YJレプミン溶嵐 緩衝液 :
BistrisPropane,0.1M,pH8.5

2)直線性の検討に傭用した緩衝液及び濃度 :BistrisP
ropane(0.1M:○,0.075

M:0,0.05M:●)試料 :尿酸標準アルブミン溝鼠 HvA･PO
Dの濃度はそれぞれ20mg/de,3mg

/deとしたo図5 HVA,POD の至通濃度と

直線性に及ぼす緩衝液濃度の影響mg/dlPOD,0.1M の緩衝液濃度を使用して

得た｡4. Good緩衝液の種類とその pH 変化に伴う

尿酸標準液及び血清の透析率の変

動緩衝液として Tris,BistrisPr

opane,TES,TA

PS(それぞれ 0.1M)を用いて各緩衝液に設定されたそれぞれのpH での尿酸標準液 (水
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pH のすべての範囲 (6.5-8.0)で尿酸標準液

(水溶液)と患者血清を用いて得られた透析率

は一致せず前者の方が高い値を示 した.同様に

BistrisPropane緩衝液でも,pH が6･5-8･0の

範囲では同じ傾向を示 したが,pH8.5ではその

傾向は運転した｡しかし尿酸標準水溶液の代わ

りに尿酸標準アルブミン溶液を用いると,患者

血清の透析率と尿酸標準アルブミン溶液のそれ

とはほぼ一致 した｡

一方,TES,TAPS緩衝液については図7か

ら尿酸標準水溶液と患者血清の透析率が一致す

る pH は,設定された pH の範囲内では存在

しなかった｡特に TAPS緩衝液では,pH7.5

-8.5の範囲で患者血清に比べて尿酸標準水溶

液の透析率が極端に低いことが明 らか となっ

た｡

5. 直線性

図8に,透析法による pH8.5,0.1M Bis-

trisPropane緩衝液を用いた時の尿酸標準水溶

液と尿酸標準アルブミン溶液の検量線を示す｡

検量線は両者とも 15mg/dlまで直線性を得る

ことができた｡しかし尿酸標準アルブミン溶液

のほうが,若干高い透析率を示 した｡

6. 蛍光強度 (透析率)に及ぼす試料希釈液の

影響

3 6 91215
尿 酸 (mg/de)

尿酸標準液 :水溶性(A),アルブミン溶液(●)

緩衝液 :0.1MBistrisPropane,pH8.5

図8 尿酸の透析率に及ぼすアルブミン溶液
の効果と直線性

3 6 9 1215

尿 酉安 (mg/dB)

試料希釈液 :蒸留水(○),0.05M-NaCl(○),

0･1M-NaCl(●),BIStrisPropane(0.1M,pH8.5)(▲)
試料 :尿酸標準アルブミン溶液

図9 試料希釈液の違いによる透析率の変動

蒸留水,0.05M および 0.1M NaCl溶液,

0.1M I∋istrisPropane緩衝液 (pH8.5)の4種

を試料希釈液として用い,尿酸標準アルブミン

溶液を試料として,図 1の分析 システムの透析

法により蛍光強度を測定 して,それにより試料

希釈液の違いによる尿酸の BistrisPropane緩

衝液に対する透析率の比較検討を行なった (図

9)｡ 最も高い透析率を示 した試料希釈液は蒸

留水であった｡
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a b c d e I g

各種緩衝液Tris(a),TAPS(b).HEPE

S(C),TES(d),Tricine(e).B.'str･psPropane(f),
Bl'strl'S(g)緩衝液(a-g

):0.1M,pH8.5二の実験は用手法で行った

o尿酸.ウリカーゼの終濃度:1166mg/de

,0.0137∪/me｡図10各種緩衝液中でのウT)カ
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7. 液性ウリカーゼ活性に及ぼす各種緩衝液の

影響

液性ウリカーゼ活性に及ぼす緩衝液の影響を

用手法で謁べた.図10は,基質 (尿酸)濃度を

ウリカーゼの尿酸に対する Km 値の約10倍量

とし,それぞれの緩衝液の濃度を 0.1M,pH

を8.5とした系でウリカーゼ添加後 37oC,10分

間の分解反応を尿酸の 293nm の吸収の変化と

して捉えたものである｡なお反応は零次反応で

あった｡図10から,これらの緩衝液の中で最も

ウリカーゼ活性が高かったのは Tricine緩衝液

で,最も低かったのは BistrisPropane緩衝液

であった｡

8. 液性及び固定化ウリカーゼのpH活性曲線

液性ウリカーゼのpH活性曲線はホウ酸緩衝

液を用い,固定化ウリカーゼのpH活性曲線は

BistrisPropane,TES,TAPSの各緩衝液を用

いて行なった｡図11より,液性及び固定化ウリ

カーゼの pH 活性曲線は TAPS緩衝液を除い

てほとんど一致 したO 固定化り))カーゼで,

TAPS緩衝液を用いた時は,BistrisPropane,

TES の各緩衝液を用いた時に比べて至適 pH

の範囲が酸性側に少 し拡がりを見せた｡

100

相 80

対

比 60

活

性 40
(
%

20

0
6.5 7.5 8

.5pH液性ウリカーゼ(∫),固
定化ウリカーゼ(△,O,●)緩衝液:Borate(■),TA
PS(△),TES(●),BqistrisPropane(○)o試料:

6.0mg/de尿酸標準液図11液性及び固定化ウリカーゼの各緩衝液
におけるpH活性曲線

9. 回収率と再現性についてBistrisPropane(0.1M

,pH8.5)緩衝液を用いて,添加回収

試験を行なった｡尿酸の濃度が2･7mg/dl,8.6mg

/dlの2種のプール血清9容に対 し,25mg/dl,5

0mg/dlの尿酸棲準液 1容の割合に加え,

よく混和後試料として用い,図1の分析 システ

ムの透析法により測定 した｡低濃度プール血清で回収率

はそれぞれ98,102%,高濃度プール血清で回

収率は それぞ れ100,98% と非

常に満足できる結果となった｡また再現性としては,3.0m

g/dl,9.7mg/dlの患者血清を用

いて同時再現性を検討 したとこら,変動係数 (C.V.)はそれぞれ1.1,1.4% と

非常に良好な結果が得 られた｡10.固定化

ウリカーゼカラムの使用安定性図12のように,固定化ウリカーゼカラム

は30 1 2 3

月 数図12 固定化ウリカーゼカラムの使用安定性

2 4 6 8 10

尿 酸 (mg/de)ウリカーゼ･カタラーゼ･ハンチ反応法

図13比色法と蛍光法

との相関図- 21-
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図14蛍 光 法 の フ ロ ー チ ャー ト(血 清)

BlqnkMQrker(H202) Mqrker

(H202)図15蛍 光 法 の フ ロ ー チ

ャー ト(ブランク)ヶ月余りたっても約10

%の活性低下にすぎず,使用安定性は極めて高かった｡なお,カラムの

保存には pH7.0-7.5の 0

.1M リン酸緩衝液を用い,固定化ウリカーゼ

カラムは,図1の分析システムの中で使用され

た｡ll.蛍光法と比色法との相関について

蛍光法とウリカーゼ ･カタラーゼ ･-ンチ反応

法との相関について検討したところ,相関係数 r-0.991,
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ては前提条件である｡ところが,各種の Good

緩衝液を受容液としてそれぞれの緩衝液に対す

る尿酸標準水溶液及び患者血清中の尿酸の透析

率を調べたところ,緩衝液の種類によって両者

の問に大きな差を生じた｡したがってそのよう

な緩衝液は,本分析法には使用できない｡この

ように尿酸標準水溶液と患者血清中の尿酸の透

析率が異なる原因は,ダイアライザーの透析膜

を介して尿酸の供与側と受容側との間における

流体力学的な作用と緩衝液との性質に起因する

のではないかと考えた｡流体力学的な影響を調

べるために試料希釈液にNaClを添加してその

影響を検討したところ,蒸留水の場合の透析率

が最も高く,受容液との相対的な浸透圧が低く

なるにつれて透析率が低下した｡これは NaCl

を試料希釈液に添加した結果,尿酸が透析され

る方向とは逆の方向に流体力学的な力を発生さ

せることにより,尿酸の透析率に影響を与える

相対的な水力学的圧力の作用が低下し,尿酸の

透析率を下げたことを意味しているものと考え

られる｡一方,試料希釈液に蒸留水を共通に用

いた場合でもGood緩衝液間で尿酸標準水溶液

と患者血清の透析率が大きく異なったことから,

緩衝液白身の尿酸に対する静電的親和性の性質

もそれらの透析率に強い影響を与えるものと考

える｡ そこで,本研究で使用した一部の緩衝液

成分の構造を構造式で示す｡

Tris:(HOCH2)3･C･NH2 (8.1)

TAPS:(HOCH2)3･CNH･CH2･CH2･CH2･

SO3H (8.4)
/H＼

HEPES:HOCH2･CH2N N･CH2･CH2･
＼_ /

SO3H (7.5)

TES:(HOCH2)3･CNH･CH2･CH2･SO3H

(7.5)

Tricine:(HOCH2)3･CNH･CH2･COOH

(8.8)

BistrisPropane:(HOCH2)3･CNH･CH2･

CH2･NHC･(CH20H)3(6.8,9.0)

Bistris:(HOCH2CH2)2･NC･(CH20H)3

(6.5)

( )内の数値はpKa値 (25oC)である｡これ

らの緩衝液を用いて得た透析率の差は,緩衝液

成分の分子構造とそれに基づく緩衝液の荷電状

態による尿酸との親和性,尿酸が膜を介して拡

散するときの動力学的圧力および尿酸自身の荷

電状態などの諸因子が関与するものと考えられ

る｡ 低い透析率を示す TAPS,HEPES,TES,

Tricine緩衝液の共通項として分子内に解離基

である-SO3H,-COOHが存在し,pH8.5では

大部分が解離しているが,他の緩衝液に比べて

高い透析率を示す Tris,BistrisPropaneにはそ

れらの基がない｡すなわち,解離基を有する緩

衝液はpH8.5では大部分が解離しており全体

として陰性に帯電するが,ダイアライザーは全

体として電気的中性を維持するため透析膜は陽

性に帯電する｡一方尿酸は,pH が約6.5付近で

は一価の陽イオンとして存在するため,遊離の

尿酸の場合,陽性に帯電した透析膜との間で静

電気的な反発力を受け,結果として透析されに

くくなる｡しかし血清の場合は,尿酸はタンパ

ク質と軽く結合しており,タンパク質が透析膜

と接触することにより透析膜の陽電荷を一時的

に中和し,尿酸に対する反発力をなくすため,

結果的に遊離の尿酸に比べて透析率を高めるよ

うに作用するものと考える (図8)｡逆に Bis-

trisPropaneのような解離基を有しない緩衝液

は,そのような静電気的効果は少なく,ひいて

は水溶性の尿酸標準液と患者血清の透析率の差

を小さくするものと思われる｡したがって尿酸

の透析率は,緩衝液の尿酸に対する静電気的親

和性および流体力学的圧力の総合的結果として

影響を受けるものと思われる｡しかし我々は,

緩衝液を BistrisPropaneとLpH を8.5に設

定し,かつ尿酸標準水溶液をアルブミン溶液と

することによって患者血清の尿酸と標準液の尿

酸の透析率を一致させることに成功した(図6)0

さらに BistrisPropane緩衝液は,本研究で使

用した緩衝液の中では,蛍光反応において最も

強い蛍光強度を得ることができた｡

以上より,透析率の差が生じる要因としては,

1)使用する緩衝液成分の解離状態に基づくイオ

ン性と構造的性質,2)試料希釈液の特性によっ
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て生じる透析膜を介 しての流体力学的な力の差

の影響,3)尿酸の解離状態とその状態での尿酸

分子の挙動などが総合された結果であり,換言

すれば尿酸と緩衝液の親和性の違いによるもの

と理解した｡したがって,ダイアライザーを用

いたフロー方式の測定法を利用する場合,標準

液と試料の透析率が等 しいことを確認してから

使用することが望ましい｡

また図10,11からウリカーゼが液性として使

用される場合,緩衝液によってウリカーゼ活性

が異なるが,固定化 した場合は,ウリカーゼ活

性に差を生 じないという特徴ある結果となった｡

したがって,ウリカーゼを液性として使用する

場合には,使用する緩衝液を適当に選択する必

要がある｡

他方,Blank には全 く蛍光物質は検出されな

かった｡これはダイアライザーを用いることで,

試料中のタンパク質及び影響物質の大部分が取

り除かれることによるものと思われる｡その結

果,血清中の蛍光物質やHVAを酸化縮合させ

る血清中の酸化物による影響は無視できるもの

と考えられる｡ 添加回収試験,再現性も十分満

足できるものであ り, ウリカーゼ ･カタラー

ゼ ･-ンチ反応法との相関も良好であった｡ま

た,使用血清量も従来の1/20の量で測定でき,

日常検査法として十分使用できる方法と考えら

れる｡

ま と め

固定化ウリカーゼを利用した尿酸の蛍光測定

法は,高感度で測定できるため検体量が従来の

1/20の量で測定できるという長所を有するが,

使用する緩衝液の性質により尿酸の透析率が異

なるという理由から緩衝液の種類の選択とその

緩衝液の pH の調整に十分注意す る必要があ

る｡ 本研究で開発 した蛍光測定法で使用す る

BistrisPropane 緩衝液ではブランクもほとん

ど無視でき,再現性,回収率,特異性のすべてに

優れている方法である｡ また,固定化ウリカー

ゼの安定性も極めて優れており,ウリカーゼ ･

カタラーゼ ･-ンチ反応とも非常によい相関を

示 し,日常検査法として十分利用できる測定法

である｡
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