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硫酸イオ ン 分析計を用 い た ヒ ト尿 ， 血 清中の 無機硫酸イオ ン

及び結合型硫酸基 の 定量

田辺 信三 ， 戸井 田敏彦 ， 今成登志男
＊ 

， 大 久保登 ， 宮崎 元一＊＊

（1980 年 1 月 29 日 受 理 ）

　硫 酸 イ オ ン 分 析 計 を用 い て 尿 ， 血 清 中 の 無機硫酸 イ オ ン と 結合 型硫酸基 を 測 定す る た め の 諸条 件 を検
討 し た．

　尿 の 場合，無機硫酸 イ オ ン は 5倍 希 釈 尿 10pl を 直 接分析 計 に 注 入 し て 測 定 し た．結 合 型 硫酸基 は

3N 塩酸 で 100 °C
，

60 分 間 加 水 分解 し た 後 ， 過剰の 塩化物 イ オ ン を 酸化 銀 で 処 理 し た 上 澄 液 10μ
を 注入 し た，

　血 清 に つ い て は ト リ ク ロ ロ 酢酸 （TCA ） と有機溶媒 に よ る 除 た ん 白法 を 検 討 し ，
20 ％ TCA が 良 い

結 果 を 与 え た ・血 清中の 無機硫酸 イ オ ン は 20 ％ TGA で 除 た ん 白 し た 上 澄 液 100　pl を， 又 結合型 硫酸

基 は 除 た ん 白 上 澄 液 を 3N 塩 酸 で 100 °C ，120 分 間 加 水 分 解 し た 後 尿 の 場 合 と 同 様 酸 化 銀 処 理 を 行 い
，

そ の 上澄液 100pl を 分 析 計 に 注 入 し 測 定 し た・

　本法 で の 回 収 率 は （98・4〜103・6）％ と 良好 な 結果 を 与 え た・叉 ， 本 法 を 用 い て 健康人血 清，尿中 の

無 機 硫酸 イ オ ン 及 び 結合型硫酸基 の 分析 を 行 っ た．

1 緒 言

　生体中 の 硫酸 イ オ ン の ほ と ん どは 無機硫酸 イ オ ン 及 び

ア ル コ
ール

， フ ＝ノ ール ，多糖類など と エ ス テ ル 結合 し

た 硫酸基 とし て存在 して い る．こ れ ら硫酸 イ オ γ を 測 定

す る こ とは ， 硫黄化合物
1）
“4）や含硫 ア ミ ノ 酸 51 の 吸収，

代謝 ， 排 せ つ
， じん 機能 との 関係

6）T）
， 代謝調節 に 伴 う生

体内輸送 と の 関係
S） な どを知 る うえ で 興 味が あ る．

　今 まで 塩化 バ リ ウ ム
，
ベ ン ジ ジ ソ ，ク ロ ラ ニ ル 酸 バ リ ウ

ム に よ る沈殿法 ， 比濁法 ， 滴定法及 び 比色法が尿中の 硫

酸イ オ ン 測定 ｝こ 用 い られ て きた が e）
， 血 清 ， 血 し ょ うで

は 検体 を多量 に 必要 と し， 又測定法も煩雑 で ル ー
チ ソ 法

と して は 適当 で な か っ た 1°）−14）． そ の 後 ロ ジ ゾ ン 酸 に よ

る 高感度 な 比 色法が開発 され ， 尿 に 対す る 微量化 は あ る

程度可 能Oこ な っ た が 15）
， 血 清で は 塩化物な ど の 妨害物質

の 影響 に よ り 発 色 が 不 安定 と な り実際 に は 利用 で きな

い
エ s）17 ）．

　本研究で は 最近開発 さ れ た 硫酸鉄 （III） 錯体 の 紫外部

吸収 （340　nm ）を 利用 した検出系 と 高速液体 ク ロ v ト グ

ラ フ ィ
ーを 応用 した 硫 酸 イ オ ン 分 析 計 ls）

− 20） を 用 い て 血

清， 尿中 の 無機硫酸イオ ン と結合型硫酸基 の 測定 に 対す

＊ 千 葉大学薬学 部 ：干 葉県千 葉 市弥 生 町 1−33
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る諸条件 を 検討 し ， 簡便 で か つ 感度良 く測定 で きる 方法

を 確立 し，本法 を ヒ ト血 清 ， 尿中 の 硫酸 イ オ ン 分 析 に 応

用 し た．

2。 1 試 　薬

2 試薬及び装置

　硫 酸 ナ ト リウ ム 標 準 溶 液 ： 硫酸 イ オ ン と して 480mg ／
1の 保 存 水 溶 液 を 調 製 し ， 適宜 希 釈 し て 使 用 し た ．TCA

溶 液 ：20 ％ 水 溶液 （冷 所 保 存 ）．フ ；ノ ール 硫酸 溶 液 ；

文献記載 の 方za11） で 合成 し，
1mM 水溶液 を 調 製 し た

（用 時 調 製 ）・酸 化 銀 ：粉末 を使 用 し た．塩 化 バ リ ウ 厶 溶

液 ： 2M 酢 酸 水 溶 液 10m1
，
0 ．005M 塩 化 バ リ ウ ム 水

溶液 4m1 と 0 ．02　M 炭酸水素 ナ ト リ ウ ム 水 溶液 8mI

を 混合 し， エ タ ノ ール で 100m1 に す る ．ロ ジ ゾ ン 酸 ナ

ト リ ウ ム 溶 液 ： 5mg の ロ ジ ゾ ン 酸 ニ ナ ト リ ウ ム 塩 を 20
ml の 水 に 溶 か し た 後 100　mg の L一ア ス コ ル ピ ン 酸 を 加

え 良 くか くは ん し ，
エ タ ノ ール で 100ml に す る． こ の

溶液 は 調 製後 30 分 間 暗 所 に 放置 し て 使用す る （用 時 調

製 ）．

　実 験に 用 い た 試 薬 類 は 市 販 の 特 級 品 を，水 は す べ て イ

オ ン 交換水 を 蒸留 し て 使用 し た ．

　 2・2　装　置

　硫酸 イ オ ン 分 析 計 ： 盛進製薬 （株）社製 S−04A 型 を 使

用 し た ．検 出 器 は ダ プ ル ピ ーム 比 色 計 （340nm の 干 渉
フ ィ ル タ 「

10mm の フ 巨 一セ ル 付 き）， 定 流 量 ボ ン プ
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は ボ ール 弁 ビ ス b ン 方式の 耐 薬 品 ， 耐 溶 媒 性 の も の を 使

用 し ， 流 速 は 0 ．33m1 ／min に 調 整 し た ．比 色 計 ： 日 立

分 光光 度 計 181 型 を使 用 し た ・

　 2。3　 カ ラ 厶

　カ ラ ム は 陰 イ オ ン 分 析 に 用 い られ る 強塩 基性陰 イ オ ン

交換樹脂 TSK −222 （12　Fm ， 東洋曹達製）を ス ラ リ
ー

法

で 充て ん し た ．カ ラ ム 管 は 内径 3  
， 長 さ 200mm の

ジ ャ ケ ッ ト付き ガ ラ ス カ ラ ム を 用 い ，温度 は 409C 　に

調節 し た ．

　 2・4　移動 相

　 5mM の 硝酸鉄 （III） を 含 む 0 」 M

用 い た 20），

の 硝酸水溶液を

丿
＝1．9ア4x−0．039 （r＝0 ．999，　 n ＝6），　 IOO　pl で は 1 ＝

1．803x ＋ 0 ．061 （r ＝0．999 ，　 n ‘6）の 回帰式 を 示 す検量 線

が 得 られ ，
lF9 ま で の 硫酸 イ オ ン が 定量 可能で あ っ た ・

又 ， 硫酸イ オ ン 4．8P9 を 含 む 10 μ1 及 び IOO　pl の 検

体を それ ぞ れ 分析計に 注 入 した ときの 変動係数 （c・v ・）は

そ れ ぞ れ 0 ．42 ％ （n ＝10），2 ．68 ％ （n ＝ 10） で あ っ た ．

　 3・2　 ヒ ト尿中の 無機硫酸 イ オ ン 及 び 結合 型 硫 酸 基 の

測定条件

　 3・2 ・1 無 機硫酸イオ ン の測定操作 　　 5 倍希釈 尿 10

Fl を 直接硫酸 イ オ ソ 分 析計 に 注 入 した とこ ろ Fig．2 に

示す よ うに
， 塩化物 イ オ ン の 影響 を 受けず分離定量 が 可

能で あ っ た ．

3　実 験

　3・1 硫酸 イ オ ン の ク ロ マ トグ ラ ム と検量線

　標準試料 と して 12・5mM 硫酸 イ オ ン と 75　mM 塩化

物 イ オ ン を含む水溶液 5　pl を 硫酸分析計に 注入 し た と

きの ク ロ マ トグ ラ ム を Fig ．1 に 示 す ．硫 酸 イ オ ン は 約

14 分 ， 塩化物 イ オ ン は 20 分後 に 溶出 さ れ る．リ ン 酸 イ

オ ソ は 溶媒先端 に 現れ る が ，それ以 タトの 陰 イ オ ン は 硫酸

イ オ ン の 分析に 対 し て 障害 し な い ．ピ ー
ク 高 さで 硫 酸 イ

オ ン と塩化物イ オ ン の 感度を比較す る と，モ ル 濃度 で 約

5倍硫酸 イ オ ソ の ほ うが 感度 が 良 い ．

（
罍
O

邑
。
9

巨
£
。

鞏
く

（
巨
O

蕊）
　

　

　
　

も
黒
占

。
昌

輩
』

易
ρ

く

Urmc

へ　む
2

慧h
讀

ScrU皿

B｝

　

1

δ

ー四
6
°っ

24201612　

洫

8

皿

4q　

加

　

tQn

　

Oo硫

2

口

　

しe16恥

皿84G

Fig．2　Chromatogralns 　of 　urine 　and 　scrum

　 　 　 　 （A ）Urine 　 was 　 di正山 ed （1 ：4）wi ［h　deionized 　 water ，
　 　 　 　 and 　且Opl　 or 　 the　 diluted　 sampLe 　was 　analyzed ．　 （B）

　 　 　 　 Serum 　was 　deprotenized （1 ： Dwi 山 20％ TCA 、　 and

　 　 　 　 ！00p ］ of 　the　supcrnatant 　sotution 　of 　the 　deprotenized

　 　 　 　 sample 　was 　 analyzcd ・　 Conditions−一｛】o 【umn ：TSK −

　 　 　 　gcl　LS −222 （3mm 　i．d．X200 　nlm ），　 meblie 　phase ：5mM

　 　 　 　Fc （NO3 ）s −0．1MHNO3 ，　 column 　tempelature ： 40 °C ，
　 　 　 　且 ow 　rate ： 0．33　ml 〆【nin

一 一

0　　　4　　　8　　　12　　　ユ6　　　20　　24　　28

　 　 　 Retention　 time，　 min

Fig．　 l　 Typical　 chromatogram 　of 　 sulfate 　and

　 　 　 　 chloride

　 　 　 　 Cenditions− −C 囗lumn ：TSK −
gcl　 LS −222 （3　mm 　 i．d．

　 　 　 　 x200 　mm ），　 mobi 且c 　 phasc ： 5mM 　 Fe 〔NO3 ）3 −0．1M
　 　 　 　 HNOs ．　 column 　 tempermture ； 40 °q 　 HOw 　 rate ： O・33
　 　 　 　 皿 レmi 皿

　次 に 硫酸 イ オ ソ の 濃度 を 9．8mg ／1 と
一

定 に して ，
5

pl，10　pl，20 μ1，30　pl，50　pl，75　ul，100　pl　 と 容量

を変え て ピー
ク 高 さで 検量線を作成 した とこ ろ 30　pl で

変曲点を示す検量線 が 得られ た が ，
IOO　pl で は そ の 系 か

ら外れ た ．しか し注 入 量 を IO　p 「 と IOO　pl で
一定 に し

て ピー
ク 高さで 検量線を 作成 した と こ ろ ，

10　pl で は

　3・2・2　結合 型 硫酸基の加水分解　 結合型硫酸基 は塩

酸 で 加水分解 し て 硫酸イ オ ン と し ， 総硫酸 イ オ ン と して

測定す る ．

　そ こ で ，
3N 塩 酸 O ．25ml を 用 い て 5 倍希釈 尿 0．5

ml を lm 且 の ガ ラ ス ア ン プ ル 中， 封管後沸騰 水 浴中 で 3

時間加水 分 解 し ， そ の 10pl を 分析計 に 注入 し 硫酸 イ オ ソ

を測定 した と こ ろ塩化物 イ オ ン の 妨害を受 け た．しか し

酸 化 銀 を 用 い て 脱塩素 を 行 い ， そ の 遠沈 上 澄液 10μ1を 分

析 し た と こ ろ再現性良 く硫酸 イ オ ン を 測定 す る こ とが で

きた．塩化物 イ オ ン 除去に 要 し た 酸化銀 の 量 は 200　mg

で あ っ た ．こ の 条件 を 用 い て 尿中 の 結合型硫酸基 の 加水

分 解時間を検討 し た と こ ろ，Fig ・3 に 示す よ うに 30分
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4． Table 　l　 Effects　 of 　deproteinizing　 agents
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Fig．3　Effects　of 　heating　time　on 　 hydrolysis　 of

　 　 　 　bound 　 sulfate 　 at 　 100 °C

　 　 　 　 （A ） Urinc
；　 （B）ScrUm

で 総硫酸 イ オ V 量が一
定 とな っ た の で ， 加 水 分解時間 は

沸騰水 浴中 1時間 と した ．

　3・2・3　結合型硫 酸 基 の 測 定操 作　　以 上 の 実 験 よ り，

尿中結合型硫酸基は 次の 操作で 測定す る，

　 5 倍希釈尿 0．5ml と 3N 塩 酸 0・25　ml を 1ml の

ガ ラ ス ア ン プ ル に 注入 し， 封管後 1 時 間沸騰 水 浴中で 加

熱振とうす る．室温 に 冷却後 ア ソ プル を 開管し加水分解

液 を 試験管に 移 し， こ の 中 に 2001ng の 酸 化 銀 を 加 え 良

く振 とう後 3000 叩 m で 5 分間遠 心 分離 し
， そ の 上 澄液

10　pl を分析計に 注入 し総硫酸 イ オ ン 量 を測定す る．尿

中結合型硫酸基 の 濃度 富総硫 酸 イ オ ン 濃 度
一

無機硫酸 イ

オ ン 濃度

　3・3　匕 ト血 清中の 無 機 硫酸 イ オ ン 及 び 結 合 型 硫酸基

の 測定条件

　3・3・1 除たん自の検討　 血清中の 硫酸 イ オ ン を 測定

す る 際 の 除 た ん 白剤 と し て TCA が
一

般 に用 い られ て

い る．しか し ， 結合型硫酸化合物の 中で も酸 で 加水 分解

され や す い もの もあ る．

　そ こ で
， 常法 で あ る 20 ％ TCA と温 和 な 除 た ん 白

剤 と考え られ る有機溶媒 と して エタ ノ ール
，

ア セ ト ン
，

ア セ ト ニ ト リ、ル に つ い て そ れ らの 除 た ん 白効果 を検討 し

た ．各除 た ん 白剤 に つ い て 容 量 比 を 1 ： 2
，

1 ： 3
，

1 ： 4，

1 ； 5 と変 え て 硫酸イ オ ン の 回 収率 を 求 め た と こ ろ Ta −

ble　I に 示す よ うに 20　％ TCA では どの 比率 で も （99

〜 100）％ の 回 収率 を 得 た が，有機溶媒 で は どの 種類 で

も 00　％ 以 下 の 回 収率 を 示 し た．そ こ で 20 ％ TCA を

除 た ん 白剤 と し て 用 い る こ とに した．

　3 ・3・2TCA に よ る 結合型硫酸化合物 の 加水 分 解

　比較的不安定な結合型硫酸化合物 と し て フ ェ
ニ ル 硫 酸

N ．D ．； No じ de に cし巳d

を 用 い ，
20 ％TCA に よ る加 水 分解率 を検討 した ．

　冷 1mM フ ェ ニ ル 硫酸水溶液 0．5m1 に 20％ TCA

O ．5m1 を 加 え室温 と氷水中で 30 分間放置後 そ の IOO　p1

を 採 り，遊離 し た 硫酸 イ オ ン の 量 を測定 し 加水 分解率を

求め た と こ ろ ，
フ ェ

ニ ル 硫酸 自身 の 分解 は 見 られ な か っ

た が ，
TCA を 入 れ て 室温に 放置した もの は 10．2 ％ ，

氷 水 中に 放置 した も の は L2 ％ ， 硫酸イ オ ン に 分解され

た．

　3 ・3 ・3 　無 機 硫 酸 イ オ ンの 測 定操 作　　0．5ml の ヒ ト

血清 に 0 ．5ml の 脱イ オ ン 水 と約 O ”C に 冷却 し た 20

％ TCA 液 0．5ml を 加え良 くか くは ん した 後氷水中に

10 分 間静置 し て 除 た ん 白を 行 う．次 に 3000 　rpm で 15

分間遠心分離 した後 そ の 上 澄 液 IOO　pl を 分析計 に 注入

して 無機硫酸イ オ ン を 測定す る．尿 の 場合 と同様塩化物

イ オ ソ の 障害 は み られ な い （Fig．2）．

　3 ・3 ・4 　結合型 硫酸基の 加水分 解時 間　 3 ・3・3 の 操作

で 得 られ た 除た ん 白上澄液 0．5ml と 3N 塩 酸 O．25　ml

を 1ml の ガ ラ ス ア ン プ ル に 注入 し， 尿 の 場 合 と同 様 な

操作で 総硫酸イ オ ン を 測定 した ．血 清の 場合 は Fig．3

に 示 す よ うに約 90 分 で 総硫酸 イ オ ン 量 が 一
定 とな っ

た ．そ こ で加 水 分解時 間 は 120 分 と し た ．

　3 。3・5 　結合型 硫酸基 の 測 定 操作　 無機硫酸 イ オ ン を

測 定 した 残 りの 除 た ん 白上澄液 0．5　m1 と 3N 塩酸 0．25

ml を 1ml の ガ ラ ス ア ン プ ル に 注 入 し，封管後 2 時間沸

騰 水 浴 中 で 加水分 解す る．室温 に 冷却後加水 分解液を試

験管に 移 し，酸化銀 200mg 　を加 え た 後良 くか くは ん

し，3000rpm で 5 分 間遠心 分離 し そ の 上澄液 IOO　pl を

分 析計 に 注 入 し総硫酸 イ オ ン を 測 定す る．血 清中結合型

硫酸基 の 濃度 ＝総硫酸イ オ ン の 濃度
一
無機硫酸 イ オ ン の

濃度

4　実験結果及 び考察

　4・ 1 本法の正 確度及び精度

　血 清及 び 尿に 無機硫酸 イ オ ン として 硫酸 カ リ ウム
，

結合 型硫酸化合物 とし て フ ＝ユ ル

’
硫酸 カ リ ウ ム を 添加

した と きの 回 収率 は Table 　 2　に示す よ うに ， 血 清 で

（98．斗〜103．6）％，尿 で （99．3〜100．6）％ とほ ぼ 100％
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Table 　2Recoveries　of　inorganic　and 　bound
sulfate 　from　 u 血 e 　 and 　 serum

Mean 　recovery （％）　 　 c．v．
　 　 （n

＝5）　　　　　　 （％）

POtassium　sulfatC （as 　inorganic

sulfate ）　added

　 　 　 　 to　urine ，　 mg ／ml

　 　 　 　 　 　 　 　 O，87
　 　 　 　 　 　 　 　 17，43
　 　 　 　 tO　 se 「u 叫 mg ／d且

　 　 　 　 　 　 　 　 1．74
　 　 　 　 　 　 　 　 17．43
P。tassium 　phenyl　su 且fate （as

bOund 　sulfate ）　addcd

　 　 　 　 to 　urine ，　  1皿 L

　 　 　 　 　 　 　 　 1．06
　 　 　 　 　 　 　 　 21．23
　 　 　 　 【05e 則 皿，　 mg ／dl
　 　 　 　 　 　 　 　 1．06
　 　 　 　 　 　 　 　 2L23

且00，6100
．O45B999

O．740
，296

．703
．75

　4・3　ヒ ト健康尿及び 血 清中の 無機硫酸イオン と結合

型硫酸基

　健 康人 血 清 8検 体 ， 健 康人 尿 7 検体 に つ き無機硫酸 イ

オ ン と結合型硫酸基の 測 定結果 を Table 　3
，
　 Table 　4 に

示す．

Table　 3Concentration 　of 　inorganic　and 　bound

sulfate 　 in　 normal 　 human 　 serum

SampleNo
，

Inorga皿 le　sulratc
　 （mg ！d1）

Bound 　 sulfatc

　 （mg ’dl）

399999

且03．698
，6

2．151
．r2708064

凸

12345678　 　 　 　 　 3．05
　 　 　 　 　 3．72
　 　 　 　 　 3．45
　 　 　 　 　 3．D4
　 　 　 　 　 3．76
　 　 　 　 　 S．56
　 　 　 　 　 3．2S
　 　 　 　 　 3．62
Mean ±SD 　3．4ヨ±0 ，29

　 1．40
　 1．67
　 1．14
　 1．99
　 1．S6
　 1．17
　 1．32
　 且．94L50

士 0．33

に 近 い 値を示 し，又 c・v・は 尿 で （0．29〜2．15）％，血 清

で （3．75〜6．70）％ と良い 結果 を 与 え た ．

　4・2　他法 との 比 較

　 ヒ ト尿中 の無機硫酸 イ オ ン に つ い て本法 と 卩 ジ ゾ ン 酸

法
1の と の 相 関 を検討 した と こ ろ ，

Fig・4 に 示 す よ うに

14 例 で 回 帰式 ノ
＝O．920x＋ 0・063，相関係数 r＝・O．986

と良好な結果を得 た．

　血 清中無機硫酸 イ オ ソ と結合型硫酸基 の 正 常値は それ

ぞ れ 3・43mg ／dl｛（3・04〜3・76）mg ／d1，　c．・v．＝8．5％）｝，

1．50mg ／dl ｛（1．14〜1．99）mg ／dl，　c．v．＝22 ％｝と他法 と

一
致 した 値 を 示 した ．特 に 無機硫酸 イ オ ン に 関 して は

c．v．が 8．5 ％ とば らつ きが 少な く個人差が 小 さ い もの

と考え られ る．

Table 　4Conccntration 　of 　inorganic　and 　bound
sulfate 　in　 normal 　human 　 urin ¢

4

3
　

　
　

　

　
　

　　
2
　

　

　
　

　

　
　　
1

宕
＼

。8

日

．
茗
ゴ
。

目

着
紹

占
　 ooo

OO

θ

SamplcNo
．

1norganiC　sulfate

　 （mgtml ）
Bound 　5ulfate

　 （m91m 亅）

o

o
1234567 　 　 　 　 　 2．85

　 　 　 　 　 】．19
　 　 　 　 　 0，77
　 　 　 　 　 0．28
　 　 　 　 　 工．弓2
　 　 　 　 　 1．78
　 　 　 　 　 1．29
Mean 土 SD 　1．41± O．81

　 0．十9
　 0．3i
　 O．07
　 0．08
　 0，38
　 0，28
　 0．210
．26：』e．15

o ♂
oO

y
＝0920x十 〇．063

n ＝14T
＝0．9S6

0 1　　　　　 2　　　　　 3

Rhedizonate　method ，　mg ／mI

4

Fig．4　Gorrelation　between 　present　method 　 and

　　　　rhodizonate 　 method 　for　determination　 of

　　　　inorganic　 sulfate 　in　human 　 urine
　 　 　 　 　 　 　 　 　

　 　 　 　Sa皿 ple：urine　from　14　 n 。 ma 【 subjeCtS

　
一

方，尿中の 無機硫酸 イ オ ン 及 び結合型硫酸基の 値は

個 人差が 大 きい （無機硫酸 イ オ ン ニ c・v・＝57・4％ ， 結合

型硫酸基 ： c・v・＝57・7　Ye）・今回 の 実験 で は 1 日 尿 を 用

い て 分析 しなか っ た の で 尿量 に よ る 変化 が 考 え られ る

が ， しか し 食事 な どの 影響 も無 視 で きな い ．

5　結 語

　硫酸 イ オ ン 分析計 を 用 い て 血清，尿中 の 無機硫酸イ オ

ン 及 び 結合型硫酸基を 測定す る た め の 前処 理 法を 検 討

し，健 康 人 血 清 ， 尿 の 分析を行 っ た．
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　本法 で 用 い る 検体量 は 血清で 250　pl，
5 倍希釈で 10

L，i と従来 の 方法 に 比 べ て 1／16〜1／5 と微量 で 済 む．又 ，

硫酸 イ オ ソ は カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で 分 離 され る た

め 妨害物質 の 影響を 受けず特異的に 測定 され ， 特 に 血清

に 対 して は操作 も他法に 比 べ て 簡便 で 十分臨床分析 に 適

用 で き る 方法 で あ る．

　終 わ りに ， 本 研 究 を行 うに 当 た り硫酸 イ オ ン 分析 計 の

利 用 に 便宜 を は か っ て い た だ い た 盛 進 製 薬 （株）に 深 謝 し

ま す．
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☆

　　Determi 血 atio咀 of 　inorganic　and 　l⊃o 皿 d　5ulf 樋 e

　in　 human 　 u 血 e   d 　 5e 『 um 　 with 　 a 　 5 曲 豊e 　 ion
　analyzer ．　Shinzo　TANABE

，
　 Toshihiko　To1DA

，
　 Toshio

IMANARI ＊
，
　 Noboru 　OKuBo 　 and 　 Moteichi　M 匸YAzAKI

＊＊

　（
＊ Faculty　of 　Pharmaceutical　Scicnces

，
　Chiba 　University，

　1−33
，　Yayoi−cho

，　Chiba −shi
，　Chiba ；　＊＊Faculty　of

Pharmaccu 廿cal 　 Sciences，　 Kanazawa 　 University，13−1，
Takara −machi

，
　 Kanazawa −shi ，　 Ishikawa）

　　The 　deter皿 i【1ation 　 method 　 of 　inerganic　 and 　 bound
sulfate 　 in　 human 　 urine 　 and 　 serum 　 was 　 investigated
in　detail　with 　a 　sulfate 　ion　 analyzer ，　 and 　the 　following

procedure 　has　been　 establishcd ： For 　the　determination
of 　inorganic　sulfate 　in　urine ，　10pl　of 　5−fold　diluted
urine 　with 　deionized　water 　 was 　 applied 　directly　to

the　 column ．　 For　 the 　 bound　 sulfate
，
0．5 皿 l　 of 　5−fbld

diluted　urine 　was 　transferred 　to　l　ml 　of 　glass　a 皿 poules
and 　 to　 this　 O，25　 ml 　 of 　 3　N 　 HCl 　 was 　 added ．　 After
heating　the 　sealed 　 ampoule 　for　60　min 　at 　lOO

°G
，　the

mixture　 was 　 taken 　into　a 　centrifuged 　tube ．　Then ，
200mg 　 of 　Ag20 　 was 　 added 　 to　 the　tube εmd 　it　 was

centrifuged 　fbr　5　min ．　 Ten 　pl　of 　the 　supernatant 　solu −
tion　 was 　 applied 　to 止 e　 column ，

　 and 　the　amount 　 of

total 　 sulfate 　 was 　 measurcd ．　 The 　 amount 　 of 　bound
sul 亀 te　 was 　 calculated 　by　the 　difference　between 　the
amountS 　of　total　sulfate 　and 　inorganic　sulfate ．　For
the 　 determination　 of 　inoTganic　 sulfate 　 in　 serum ，0．5
ml 　 of 　serum 　 was 　 diluted　 to　 l　 ml 　 with 　deionized　 watcr

and 　to　this　O．5　ml 　 of 　 cold 　20％ 　trichloToacetic 　acid

（TCA ） was 　 added ．　 After 　 10min 　 the 　 mixtUre 　 was

ccntr 血 ged　for　 l5min 　and 　 IOO　pl　 of 　the 　supcrnatant

solution 　 was 　 applied 　to　the　 column ．　 For　the　bound
sulfate

，
0．5ml 　of 　above 　supernatant 　solution 　was 　trans −

ferred　 to　 l　 ml 　 of 　glass　 a 皿 poules 　 and 　 O．25　ml 　 of 　3　N
HGI 　 was 　 added ．　 The 　 sealed 　 ampoule 　 was 　 heated
fbr　 I　20　mil ユ at　 lOO ℃ ．　 Later　procedure 　was 　 as 　 same

as 　 the 　 determination　 of 　bound　 sul 魚te　 in　 urine ，　 and

100pL　 of 由 e　 supernatant 　 solution 　 was 　 applied 　 to　 the

column ．　 Recoveries　 of 　inorganic　 and 　 bound 　 sulfate

for　human 　 serum 　 and 　 urine 　 by　the 　present 皿 ethod

werc 　satisfactory
，
　in （98．4〜103．6＞％ and （99．3〜100．6）

％ ，respectively ．　 The 　 average 　 arnounts 　 of 　 inorganic
and 　bound　sulfate 　in　serum 　of 　normal 　persons （π ＝8）
were 　 3．43　mg ！dl ｛（3．04〜3．76）mg ／dl｝ and 　 1．50　mg ／d1

｛（1．14〜1．99）mgldl ｝，
　respccdvely

，
　whl 〔上 are 　agreeable

with 　the 　other 　data．　 The 　amounts 　of 　inorganic　 and

bound　sulfate　in　urine 　varied 　grcatly．
　　　　　　　　　　　　　（Rcceived　Jan．29

，
1980）
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