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報 文

7一ク ロ ロ ー4・二 トロ ベ ン ゾフ ラザ ン に よる

尿 中の 尿 酸 の 吸光光度定 量

田 口 　清水 ，　 坂 口 　 武一＊

（1978 年 1 月 6 日受 理 ）

　7一ク 卩 ロ
ー4− ＝ 卜卩 ベ ン ゾ フ ラザ ン （以 下 NBD −Cl と 略記） に よ る 尿 酸の 新 発 色 反 応 を 見 い だ し，尿

中の 尿 酸 の 吸光光 度 定 量への 応 用 を 検 討 した ．

　尿 酸 を NBD −Gl と pH 　8．20 で 反 応 させ た 後，550nm で 比 色 す る ・尿 試 料 の 空 試 験 値 は 硫酸 亜 鉛 の

添加 に よ り，尿 酸 を マ ス キ ン グ す る こ とに よ り求 め た ・検量線 は 尿 酸 濃度 0〜0．125　rng ／lO　ml の 間で

ベ ール の 法 則 に 従 っ た．見 掛 け の モ ル 吸 光 係 数 は 1・19xIO4 で あ っ た ・平 均 値 ± 2 × 標準偏差 は （157．0
土 1．54）lng ／dl， （110 ．3土 2．7）mg ／dl 及 び （20・3土 1・6）mg ／dl で あ り ， 本 法 と ウ リ カ ーゼ 法 と の 相 関係

数 は 0．994 で あ っ た ．

1 緒 言

　尿酸 の 定量法 に は ウ リカ
ーゼ を用い る酵素法

1）
冖
鴨 及

び リン タ ン グ ス テ ン 酸 な どを用 い る 酸化還元法
4 ）5） が あ

る．7一ク 卩 ロ
ー4一ニ トロ ベ ン ゾ フ ラザ ン （NBD −Gl）は ，

ア ミ ノ 酸
6）あ るい は ア ミン

7）
の け い 光試薬 と して 用 い ら

れ て い る．今 回，NBD −Cl と 尿酸が ア ル カ リ性 に お い

て特長の あ る赤紫色 を 呈す る新発色反応 を見 い だ した ．

こ の 反応を利用 し て 尿酸の 吸光光度定量法 に つ い て検討

を 行 い ，尿中の 尿酸 の 定量 に 応用 し うる こ と を 確認 し

た ．

2 試薬及 び装置

　2 ・ 1 試 　薬

　 NBD −CI 溶 液 ：NBD −Cl は Boulton ら
s ） の 方 法 に よ

り合 成 し た．こ の も の 0 ．59 を メ タ ノ
ー

ル に 溶か し 100

ml と す る．数 か 月 は 安定 で あ る．

　 緩 衝 液 ： 0．1M ホ ウ 酸 水 溶液 を 0 ．1M 水 酸 化 ナ ト リ

ウ ム 水 溶 液 で pH 　8．20 に 調 整 す る．

　硫酸 亜 鉛 溶 液 ：20mM 硫酸 亜 鉛水 溶 液

　 ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ A 溶 液 ： 0，05M ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム

　 尿 酸標準液 ： 尿 酸 （メ ル ク 社 生 化 学 用 ）50mg と 炭 酸

ナ ト リ ウ ム （無 水 ）30 皿 9 を 60 °G の 温 水 約 100ml に

溶 解後 ， 水 で 正 確 に 250ml とす る・冷蔵庫 に 保存 し ，

約 1か 月 は 安 定 で あ る．な お 正 確 に 50 倍 に 希釈 し 292

＊ 千 葉 大 学 薬 学 部 ： 千 葉 県 千 葉 市弥生 町 1−33

nm に お け る 吸 光度 を 調 べ
， 尿 酸 の 292nm にお け る モ

ル 吸 光係数 125001） よ り計算 し，標 準 液 の 濃度 を確 か め

た ．

　ウ リ カ ーゼ 溶 液 ： ウ リ カ ーゼ （2mg ／ml ，9 単 位 ／mg ）
溶 液 （ペ ーリ ン ガー社）を そ の ま ま 用 い た ．冷蔵庫 に 保

存す る・

　試薬類 は 特記 し な い 限 b市 販 の 特級品 を 用 い た ．水 は

す べ て イ オ ン 交 換水 を 蒸 留 し た もの を 用 い た ．

　2 ・2　装　置

　吸 光度 の 測 定 ： 口 立 UV −Vis　 181 型 （10m 皿 ガ ラ ス

又 は 石英 セ ル ） を使用 し た．

　吸 収 ス ペ ク トル の 測定 ： 日 立 EPS −3T 自記 分光光度

計 （10m 皿 ガ ラ ス セ ル ） を 使 用 し た ．

　 pH の 測 定 ： 日 立 堀 場 M −5 型 を 用 い た ．

　 恒 温 そ う ： 大 洋科学工 業 イ ン キュベ ータ ーM102 型 を

黒 ビ ニ ール シ ートで し ゃ 光 し て 使 用 し た ．

3 定 量 操 作

　尿 を 水 で Ioo 倍 に 希 釈 した検 液 （尿 酸 と し て 2．5mg ／

dl 以下）5mL ，緩衝液 2m1 ，次い で NBD −（】1 溶液

0．5m1 を 10　ml の か っ 色 メ ス フ ラ ス コ に採 り， し ゃ 光

下 60°C ，30分間 イ ン キ x ベ
ー

シ ョ ン 後，氷 水 に 浸 し室

温付近 ま で 冷 や し ，水 で 10 ・nl とす る・対照液 と して ， 同

一
希釈尿 5m1 ，緩衝液 2ml，硫酸亜 鉛溶液 1m1

， ホ ウ

酸 ナ ト リウ ム 溶液 0・4ml
， 次 い で NBD −Cl 溶液 0 ．5m1

を順次 10　ml の か っ 色 メ ス フ ラ ス コ に 採 り， 前記 と同様
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に イ ン キ ニ ベ
ー

シ ョ ン し ， 定容 と した 後 ， 遠沈管に 移 し

5000 回 転 で 5 分間遠心 分離 し ， そ の 上 澄液 を 対照液 と

して 550nm で 吸光度 を 測定す る ・あらか じめ 作成 した

検量線 よ り尿酸濃度を求め ， その 値を 100倍 し ， 原尿 1†1

の 尿酸濃度 と す る ・

4　定量条件の 検討

　 4・1 吸 収 ス ペ ク トル

　尿酸 と NBD −Cl の 発色 の 吸収 ス ペ ク トル は Fig・1

に 示 す よ うに pH に よ り変化 し， ア ル カ リ性で は赤紫

色，弱酸性で は 青緑色，又 強酸性 で は赤色を示 し，少な

く と も 3 段階 の 平衡状態 を と る こ と を うか が わ せ る ．

尿試料の 定量条件下 に お ける 発色 の 吸収ス ペ ク トル は

Fig・2 に 示 す・測 定 波長 は 空試験液 の 吸収の 少 な い 550

nm を選定 した ・
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Fig．　 l　Absorption 　curves 　 of 　 rcaction 　mixtures

　 　 　 　 between　 uric 　 acid 　 and 　NBD −CI

　 　 　 　 Reac 匚ion　 was 　 done　by　 the　proposed　proceiure，　 but

　 　 　 　 cencentration 　 Df 　uric 　 acid 　 wns 　 15　 times 　 to 　NBD −Cl　in

　 　 　 　 melarity ・ A 「ter 出 e　 reacti 。 n 　 pH 　 was 　 adjustcd ・
　 　 　 　 pH

− 1 ：H ．500　11 ：8．20，　III ： 7．57，　 IV ：4．29，　 V ；
　 　 　 　 2．25； Reference ：Water

　4・2　NE1 エ G1 濃度と反 応時間

　 反応温度 を 00°C と し ， pH 　8．20 で NBD −Cl 濃度 の

変化 に よ る 反応時間 と 発 色 の 状態 は Fig．3 に 示 す よ う

に ，尿試料及 び尿 酸溶液 と も に NBD −Cl 濃度 O ．3g／dl

で は 50 分経過 して も一
定 の 発色 を 示 さな い が ，0 ．59 ／

dl で は （25〜40）分 の 間 で
一

定値 を 示 し た・ 定量条件

と して は NBD −Gl 濃度 0．59 ／dl で 00 °C
，

30 分問反

応す る こ と と した．
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Fig．　2　Absorpt｛on 　curvcs 　of 　reaction 　mixture

　 　 　 　 betwcen 　 urine 　 and 　 NBD −Cl

　 　 　 　 LUrine ，！efcrcnce ： water ∋　 II ：Thc 　 same 　 samp 且e　 of

　 　 　 　 ［urve 恥　　HI ：Uric 肌 id 【．26　mg ／d【弖　 Rcfercncc 　for

　 　 　 　 匸Iand 　HI ；　 Blank　 selution 　 prcpared 　bY 亡he　proposed
　 　 　 　 procedure
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Fig．3　Effect　 of 　reaction 　time 　 and 　 concentration

　 　 　 　 of 　 NBD −Cl

　 　 　 　 I ： Uric　 acid 工．5mg ／dl，　 NBD −Cl　O．5g ！dl ；　 F ：Uric
　 　 　 　 acid 　 l．5mg 〆dl，　 NBD −Cl　O ．3g／d且；　 II ： Vrine，　 NBD −

　 　 　 　 Cl　 O．5g！dl；　 II，： Urine，　 NBD −Cl　 O．3g ！dl ；　 III　：
　 　 　 　 Utine，　NBD −CI　O．5g ／dl；　 IV ：Uric　acid 　O．3B 　mg ／d且，
　 　 　 　 NBD −Cl 　 O．5g ／dl

　4・3　pH の 影響

　定量操作 の 条件で ， pH の み を 変化 さ せ 発色 の 変化を

調 べ る と Fig・4 に 示 す よ うに ，　 pH 　 8．00 以上 で は 吸 光

度 は
一

定値 を 示 した・pH が 高 ま る と空 試験値 が高 く な

り， 又発色 の 安定性 も悪 くな る の で ， 定量操作 は pH

8 ．20 で 行 っ た．
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Fig．　4　Effect　 of 　pH

　 　 　 　 Uric　acid ： 1．9 皿 gXd 且

　 4 ・4　硫酸亜 鉛濃度と尿 の 空試験値 との 関係

　 尿 を種 々 の 緩 衝液 で ろ紙 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを 行い

NBD −C1 と の 発 色を 調 べ る と，尿酸 の ス ポ ッ ト以 外 に

赤紫色の 発色 は 認 め られな い が黄か っ 色 の 発色 を す る も

の は 認 め られ る
＊・測定波長を 550nm と して も 空試験

値の 影響 は 無視 で きなレ 、．尿酸 は 亜鉛塩 の 生 成 に よ り定

量操作 の 条件 下 で は 完全 に発色が阻害 され る こ と を 確認

した の で ，尿試料 に っ き亜鉛濃度 と発色の 低下 を 調べ る

と ，
Fig．5 に示 す よ う に 亜 鉛量 が

一
定量 以 上 で は

一
定 の

吸光 度 を 示 した ・こ の 一定値 を 尿の 空試験値 と した・定

量法 と して は 100 倍希釈尿 5ml に っ き　20　mM 硫酸

亜 鉛 lml を加 え ， 又 pH の 調整 の た め 0．05　M ホ ゥ 酸

ナ トリウ ム 溶液 0・4m1 を 加 え た 後 NBD −C1 を加 え反応

さ せ ， 沈殿 を 遠 心 分離 しそ の 上 澄液 を空試験液 と した ．

こ の 空試験値の 採用 は ， 後述す る ウ リカ
ーゼ法 と の 良好

な相関を示す こ とか ら妥当で ある と い え る・

　4・5　発 色の 安 定 性

　 4・5 ・1　経時変化　 定量操作後 の 検液を室温 で 暗所 に

放置 し ， 発色 の 安定性 を 調べ る と ，
Fig・6 に 示す よ うに

反応後 30 分間 は 吸光度 の 変化 は 認 め られ な か っ た・
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Fig．　6　Stability　of 　the　 coloration

　 　 　 　
−

■
− Uric　 acid 　2．25　mg ／dl；　 一▲ − Udc 　 acid 　 l．4
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Fig．　5　Effect 　 of 　zinc 　 sulfate 　for　 urine

　 　 　 　 Absorbanccs　 was 　 obta ｛ned 　by　 thc　proposed　procedure
　 　 　 　 for　 thc 　blamk　 solution ．　 Referencc ：Water

　4。5 ・2　光による影響　 定量操作中又 は操作後も し ゃ

光 し な い 場合は し ゃ 光 した 場合 に 比 べ 吸光度 の 低下 が 認

め られ た の で，定量操作は 黒 ビ ニ ール シ ートで し ゃ 光す

る な ど し て ， で きる だ け光を 避け た 状態で 操作 した ．

　 4・6　精度及び 回収率

　 尿試料 に つ き繰 り返 し実験 （各例 に つ き 10 回 ）の 平 均

値 ± 2× 標準偏差は （157・0土 1．54）mg ／dl， （110．3± 2．7）
mg ／dl 及 び （20・3士 1．6）mg ／dl で あ っ た．尿 に 尿酸 を

60　mg ／dl，30　mg ／dl 及 び 15mg ／dl 添 加 した 場合 の 回

収率 は （98〜103）％ で あ っ た．

＊
日本 薬 学 会 第 97 年 会 に お い て 一部 発 表．

　4 ・ 7　障 害 物 質 の 検 討

　原尿中に ア ス コ ル ビ ン 酸 5　mg ／dl， ク レ ア チ ニ ン 0．5

9／dl，牛 血 清 ア ル ブ ミ ン O．59 ／dl， 尿素 59 ／dl， ア デ

ニ ン ，グ ア ニ ン ，キ サ ン チ ン ，
ヒ ポ キ サ ン チ ン ， ウ ラ シ

ル 及 び シ トシ ン 各 10mg ／dl， ア ラ ン トイ ン 5mg ／dl 以

下 の 添加 に 対 し て 障害 は 認 め られ な か っ た．
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Fig．7　Gorrelation　between 　results 　obtained 　by

　　　　 this　 method 　 and 　the　 uricase 　 mcthod 　for

　 　 　 　 u τines

　4 ・8　本法 と ウ リ カ ーゼ 法 と の 相関

　尿試料 にっ き本法 と ウ リカ ーゼ 法
！） と に よ る 24 例 に

つ い て の 結果の 相関性 を 求 め る と，回 帰式 」
＝1・035x ＋

3．607，及 び 相関係数 7二〇．9併 で 良好な相関 を示 した ．

　4・9　検 量 線

　標準尿酸溶液 を 3に 述 べ た 定量操作 に従 っ て 検量線を

求め る と 尿酸濃度 0〜0 ・125mg ／10　ml の 範囲で 原 点 を

通 る直線を示 し た・検量線 よ り求 め た 見掛 けの モ ル 吸光

係数 は 1．19× IO4 で あ っ た・

5 結 語

　尿酸 と NBD −C1 と の 発 色 反 応 を応 用 し て ， 尿中の 尿．

酸 の 吸光光度定量法 を確立 した ・本実験 は ほ ぼ 健康体と

見 な せ る 人尿 に っ き行 っ た もの で あ る・

　本研 究 に 当 た り，実 験 の
一部 を 御 協 力 く だ さ っ た 鈴 木

葉 子 氏 に 謝 意 を表す ．又 ， 尿 を 快 く提 供 くだ さ っ た 諸兄

諸嬢 に 厚 く御 礼 申 し上 げ る．

　（1976 年 10 月，本 会 第 25 年 会 に お い て
一

部講演）

）1

）2

）3

丈 献

L，Liddle
，
　 J．　 E．　 Seegmiller，

　 L ．　 Lester ： 」．

Lab．　Clin．丿協 ゴ．，　54 ，　902　（1959）．
p．Kamoun ，

　 G ．　 Lafburcad ，　 H ．　Jerome： Clin，
Chem．，　22 ，　964　（1976）．
R ，M ，　White ，　 R 　E ．　Cross，　 J．　Savory ： ibid．，

）4

）

）

5
だ
U

）7

）8

23
，　1538　（1977）．

R ．J．　 Henry
，

α sobel，　 J・Kim ： ・動 ・．J・c伽 ・
Pathol．，　28，　152　（1957）．
L ，G ．　Morin ： Clin．σん跚 ．，20，51 （1974）．
P ．B，　 Ghosh

，
　 M ．　W ．　 Whitehouse ：Biochem．み

108
，　155　（1968）．

J．Monforte
，
　 R ．J．　 Bath

，
1．　 Sunshine ： Ctin．

Chem ．
，　18，　1333 　（1972）．

A ．J．　 Boulton，　 P．　B．　 Ghosh ，　 A ．　R ．　 Katritzky ：

ノLC ゐ〃 1．80‘．
， （B ）1966

，
1004．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 ☆

　Spectrophotometric 　determhatio 血 of 　 uric 　 acid

h 　　　　ur 血 e 　　　　with 　　　　7■chloro4mitrobenzofrazane ．
Kiyomi 　 TAGucHI 　 and 　 Takcichi　 SAKAGucHI （Faculty
of 　Pharmaceutical 　 Sciences，　 Chiba 　 University，1−33，
Yayoi −cho

，
　 Chiba −shi ，　 Chiba ）

　 Acharacteristic 　 color 　 reaction 　 between　 uric 　 acid

（flA）and 　7−chloro −4−nitrobenzofrazane （NBD −Gl）was

applied 　 to 山 e　determination　 of 　UA 　in　 urine ．　 The

recommended 　procedurc　iS　 as　follows．　 Take 　5　ml 　 of

100ti 皿 es 　 dilu亡ed 　 urine 　 with 　 water
，
2ml 　 of 　 O．I　M

borate　 buffer （pH ＝・8．20） and 　 O．5ml 　 of 　O，5％ NBD −

CI　 methanolic 　 solutlon 　 into　 a 　 lOml 　 brown 　 volumetric

fiask．　 Allow 　 to　 stalld 　 f（）r　 30　min 　 at 　 60℃ 　 under 　 a

】量ght　 intercepting　 cover ．　 Make 　 up 　 to　 IOml 　 with

water 　 a 丘er 　 chilling 　 to　 room 　 temperature 　 and 　 mea5 −
ure 　 the 　 absorbance 　 at 　550　nm 　in　 a 　 10   cell 　 rc 血 rr −
ing　 to　 the　 blank　 solution ．　 The 　 reaction 皿 ixture　 of

［he　 blank　 solution 　 is　 preparcd　 as 　 mentioned 　 for　 the

sample 　solution 　except 　an 　additio 皿 of 　l　ml 　 of 　20　mM
zinc 　 sulfate 　 sol面 on 　 and 　 O．4ml 　 of 　O．05　M 　 borax　 solu ・
tion　 befbre　 addition 　 of 　 the　 NBD −CI　 solution ，　 The
reaction 　mixture 血 celltri 血ged　a 丘er 　making 　up 　to　10
ml 　with 　water 　and 　the 　supematant 　is　used 　fbr　 the 　blank
solution ．　 The　calibration 　curve 　 fbllowed　 Beer’s　 law

ever 　 the 　 range 　O〜0．125　mg ！dl　 of 　UA ．　 The 　 apparent

molar 　absorptivity 　was 　obtained 　to　be　1．19 × 104　from

the　calibration 　curve ，　 The 　coloration 　was 　stable 　within

30　rnin ．　 Means ± 2 × standard 　deviations　 were （157．0」：

L54 ）mg ！dl， （110．3士 2．7）rngidl 　and （20，3土 L6 ）mg ！dl．
In　co 皿 parison 　of 　this　method 　with 　the 　uricase 　method ，
the 　regression 　 equation 　was ノ

＝1．035x 十 3．607　 and 　cor −

relation 　 coef 且cient 　 was 　 O．994．　 No 　 interferences 　 were

observed 　below　the　concentration 　of 　5　mg ！dl　of 　ascorb 量c

acid ，0．5g／dl　 of 　creatinine ，
0．591dl　 of 　bovinc　 serum

albumin ，
5gldl　 of 　urea 　 and 　 l　g！dl　 of 　glucose　 on 　 a

basis　 of 　undiluted 　urine ．

　　　　　　　　　　　　　 （R．eceived 　Jan．6
，
1978）
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