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中空型固 定化酵素リア ク ター を用 い た血 清中の 尿 素の 測定

保田　健二   ＊

， 高出　芳矩
＊＊

（199  年 6 月 19 日受 理 ）

　ウ レアーゼ を固定化 した 中空型酵素 リア ク タ
ー

と，ア ン モ ニ ウ ム イオ ン 選 択性電極 と を組 み 合わ せ て ，
血 清中 の 尿素 の フ ロ ー一イ ン ジ 」 ： ク シ ョ ン 法に よ る 測定 を行 っ た．尿素 2mM か ら 300　mM ま で の 範囲
で 測 定 で き，同時再現 性 につ い て は，相対標準偏差 が尿素 の 標準溶液 で 0．65％，管理 血 清 で 1．19％ で

あ っ た，キ ャ リ ヤー
緩衝液 の pH ， 流 量 ， 試料注 人 量，安定性 な ど を検討 し，　 pH は 6−5， 流 量 は 1．O

mi 　min
− 1
，試料注人 量 は 20 叫 と し た，安定性 を改良 し，111［清か ら の 干 渉 を 防 ぐ た め に ，酵素 ゲ ル の 表

面を 酢酸 セ ル ロ ー
ス で 覆 っ た．そ の 結果 ， 40 日以上安定 し た性能 を得 る こ と が で き た．血清試料 に 本

法を適用 し，測定結果を比色法 と比較 した と こ ろ，良 好 な 相関が 見 ら れ た ．

1 緒 言

　血 清中の 尿素 を 過 速 か つ 11羅 に 測 定 す る こ と は，肝 臓

や じ ん臓 の 機能 を診 断 す る うえ で ，極 め て 重 要 で あ る．

臨床検査 に お け る尿素の 測定 は，通常比 色 法
L）に よ っ て

行 う が，近 年 の 酵素固定化技術 の 進歩 に よ り，固定化酵

素 カ ラ ム や 固 定 化 酵素膜 を セ ン サ ーと組 み 合わ せ た 測定

法 が多数報告 さ れ て い る
2罰 ．ア ン モ ニ ウ ム イオ ン を測

定 す る の に ガ ス 電樹 广 6 ｝
又 は ，ア ン モ ニ ウ ム イオ ン 電

極
7广 91

を 用 い た 例 や 固定化 坦 体 と し て ゲ ル
7｝，ビー

ズ5）6）8），中空キ ャ ピ ラ リ
ーlo ），膜

叩 り を用 い t 例 が 知 ら

れ て い る．著者 ら は 既報
9 ）

で 固定化 ウ レ ア
ーゼ膜 を イオ

ン 選 択性電極 に 直接 接触 さ せ て 尿素を測 定 す る 方法 に つ

い て 報告 し たが，酵素膜 が セ ン サ ーの 感 応 膜 ヒに か ぶ さ

っ て い る た め，応答が 遅 く な る こ と，又膜に 固定化で き

る酵 素量 が 少 な い た め，酵素膜 の 寿命が 短 い こ とな どの

問題 点 が あ っ た．そ こ で 中空型 酵素リ ア ク タ
ー

と イオ ン

選択性電極 と を接続 す る こ とに よ り，上記問題点の 解決

を試 み る こ と に し た ．

　 本報告 で は，安価 で 化学的 に 安定 な シ リ コ ン ゴ ム チ

ュ
ーブ 内 に ウ レ ア

ーゼ を 固定化 した 中空 型 酵素 リ ア ク

ターを作 製 し，ニ ュ
ートラ ル キ ャ ピ ラ リー型 ア ン モ ニ ウ

ム イ オ ン 選 択性竃 極
恥

で 迅 速 に 検出 を 行 う 方法 に つ い て

検討 し た 結果 を述 べ る ．

＊

（株 旧 立 製作所中央研 究所 ： 185　索京 都国分 寺市東
　 恋 ケ 窪 1−280
＊ ＊

現 在　〔蛛 ）目 立 製作 所那 珂ユニ場 ：312 　茨 城 県 勝 田 市

　 市毛 882

2 実 験

　2 ・1 試 薬

　ウ レ アーゼ （ナ タマ メ ，17．2U ／mg ，東洋紡製）を ，

精製 せ ず に そ の ま ま で 使用 し た，ウ シ血清 ア ル ブ ミ ン

（BSA ｝ は Sigma製 Fraction　V を使用 し た ．ソ ナ ク チ

ン は Sigma，3一ア ミ ノ プ ロ ピ ル トリエ トキ シ シ ラ ン は

Aldrich　Chemicalの もの を用 い た，酢酸 セ ル ロ
ー

ス は和

光純薬工 業 か ら，又 シ リ コ ン ゴ ム チ ュ
ーブは古 江 サ イエ

ン ス 社 か ら購 入 し た ，そ の 他 の 試薬 は い ずれ も既報
9）と

同 様 に 高純度な もの を使用 し た．

　2 ・ 2　 キ ャ リヤー
緩衝液

　20mM リ ン 酸一ナ トリ ウ ム 溶液 と 20　mM リ ン 酸ニ

ナ ト リ ウ ム 溶液 と を混 合 し，適当 な pH に 調 節 し た ．

酵素活性 の 安定化 の た め に lmM の EDTA ニ ナ トリ ウ

ム 塩 を ， 又 浸 透 圧 を 血湾 試 料 と 同 じ に す る た め，200
tnM の D一ソ ル ビ ト

ー
ル を加 え た．

　 2・3　ア ンモ ニ ウム イオン 及び尿素標準溶液

　 ア ンモ ニ ウム イオ ン 標準溶液 は ，特級塩化 ア ン モ ニ ウ

ム を キ ャ ピ ラ リ
ー
緩衝液 に 溶解 し，適当 な 濃度 に 希釈 し

て 調 製 した．尿素標準溶液 は ，生 化学用尿素粉末を乾熱

器 で 乾燥 後 ひ ょ う 壁 し，キ ャ リヤ ー
緩衝液 に 溶解 し，適

当 な 濃度 に 希釈 して 調製 した，

2 ・4　固 定化 ウ レア
ーゼ リア ク ターの 調製

標準的に 使用 した リ ア ク ター
の 調製方法 は 次の と お り
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で あ る．内径 IMM
， 外径 2mm ， 長 さ 2．Om の シ リ コ

ン ゴ ム チ ュ
ーブ を用意 し ， 管内 に 洗剤 を 2 時間循環 さ

せ ，洗浄 し た 後，脱 イオ ン 水で 洗剤 を洗 い 落 し，こ れ を

ドラ イヤー
で 乾燥 し た．次 に チ ュ

ーブ 内に 10％ （重 量

％） の 3一ア ミ ノ フ ロ ヒ ル トリエ トキ シ シ ラ ン の メ タ

ノ
ー

ル 溶液 を満 た し た ，そ の ま ま 30 分間室 温に 放置 し

た 後，シ ラ ン 溶液 の は い っ た シ リ コ ン チ ュ
ーブ を 乾燥

オー一プ ン に 入 れ，90℃ で 30 分間加熱 し，ア ミ ノ シ ラ

ン 化 し た．一方，ウ レ ア
ーゼ 90mg と ウ シ血 清 ア ル ブ

ミ ン （BSA ）90　mg を 0．S　 ml の 20　mM ，　 pH 　7．〔［0）リ ン

酸 ナ トリ ウ ム 緩 衝 液 に 溶 解 し ， 氷水 で 冷 し，
こ れ に

O．35　ml の 2．5％ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド溶液 を加 え
， よ く

混 合 した．直 ちに ，こ の 混 合溶液 を ア ミ ノ シ ラ ン 化 し た

シ リ コ ン チ ュ
ーブ に ペ リ ス タ ポ ン プ で 吸 い ヒげ，チ

ュ
ー一ブ内 に 溶液 が 完全 に 詰 ま っ た とこ ろ で ポ ン プを停止

した 。そ し て ，チ コ．一プ を 氷水 に 浸漬 し，固定化速度 を

遅 く した ．シ リ コ ン チ ュ
ーブ 内 に は あ ら か じ め ，外径

OA ］ mm ，長 さ LO 　m の ス テ ン レ ス チ ュ
ーブ を 入 れ て お

き ，酵素混合溶液の チ ュ
ーブ内へ の 導 人 を容易 に した．

こ の ．ス テ ン レ ス チ ュ
ーブ をゲ ル 化終了後引 き抜 く こ と に

よ Ol　、ウ レ ア
ーゼ チ ュ

ーブ リ ア ク ターの ゲ ル 中央 の 流路

を 確保 で き る よ う に した．ス テ ン レ ス チ ュ
ーブ の 長 さ は

固定化後ス ム ーズ に チ ュ
ーブ を引 き 抜 く た め に

，
1．Om

と 短 く した．酵素の 固定化 は 混合後 10〜15 分 で 終 了 し

た ，次 に 1− 2　m9 の ア セ トン を 2 回 ウ レ ア
ーゼ チ ュ

ー

プ リア ク タ
ー

に 流 し，ゲ ル 層 を脱水 し，ゲ ル を収縮 さ せ

tr．．こ れ に 約 2％ 〔重量 ％）の 酢酸 セ ル ロ ース の ア セ ト

ン 溶液 を，ペ リ ス タ ボ ン プ を 使 っ て 数秒間 2 回流 し

た，ア セ トン を蒸発 さ せ た 後，シ リ コ ン チ ュ
ーブ リ ア ク

タ
ー

を コ イル 状 に 巻 き，79 巻 き で 直径 9mm の リア ク

ターと し，試料 注 入 バ ル ブと電 極 の 間 に設 置 した．コ イ

ル 状 に 巻 く こ と に よ り，副 次 的 な 流 れ を起 こ し，変換効

率 を高 め る よ うに した．

　2 ・5　装置及 び 測定操作

　測定装置 の 模式図を Fig．1 に 示 す．電極及 び 増幅器

は 自作 の もの を 使用 し，レ コ ーダーは 日立 〔｝56 形 を使

用 した．電 極 の 感応膜 は 直線状の 流 れ の 方向 に 対 し て 平

行 に な る よ う に 設 置 し た ．流 路 系 の 接 続 に は Tygon チ

ュ
ーブ を 使用 した．尿 素 の 比色定量 は 日立製 斗00 形 自

動分析機 に よ リ ウ レ ア
ー

ゼ
ー
イ ン ドフ ェ ノ

ー
ル 法で 行 っ

た．ア ン モ ニ ウ ム イオ ン 選 択性電 極 の 作製 方法 は 既報
9｝

の よ うに ，感応物質 ノ ナ クチ ン を含 む ポ リ塩化 ビニ ル 膜

を．ポ リ塩 化 ビ ニ ル 製 の 電極ボデ’f一に は り 付 け る方法 を

採 用 した．本電極 の ，他の イオ ン に 対 す
’
る選 択 係 数 は，

9 h

carrler 　　　　a
stream bc

　 de
　 f waste

』

Fig．　 l　Schematlc　diagram 　 of 　mc 亂surement 　 system

　　　 a ： peristaltic　pump ；b ： air　damper ；c ： sample

　　　 injection　port； d ： ul ℃ asc 　 tubu 匣ar 　 react 〔｝r ； e ：

　　　 NI．［、

．
ト

i… 　 d ・ ・ ti。 ・ cL ・ ・ t，。d ， ； f， ，。fe，，。 ，e

　　　 e且ectrode ；9 ： 乱 n ユplifier；h ： strip 　chart ・recorder

Thanei−Wyss ら の 報告
s）に 示 され て い る もの と 同様で，

K ＋
は 約 0」，Na

＋
は 約 1× IO

− 3
で あ っ た．

　測定 は 試料注 人 バ ル ブか ら試料をマ イ ク ロ シ リ ン ジ で

導 入 し，電極 か ら の 出力を，銀
一
塩化銀参照電極 を基準

に し て ，レ コ …ダ…で 記録 し て 行 っ た，測定 は 室 温 下 ．

（23℃ 1 で 行 い ，特 に 恒温槽 を用 い な か っ た ，

　2 ・6　血 清試料

　 ［「11清試料 は健康な 女性 20 名の 採 【［1曲腋 を用 い た．又

市販 の 管理 虚薦 を回収率及 び再現性の 試 験 に 用い た．

　2 ・7 変換効率

　 リ ア ク タ
ー

に よ る 尿 素の 変換効率 を電極 の 出力記録．1／
の ピー

ク 高 さ か ら 評価 し た．す な わ ち，ア ン モ ニ ウ ム イ

オ ン標準溶液 で 作成 し た ア ン モ ニ ウ ム イオ ン の 検量線 を

基 に し て，ウ レ ア
ー一ゼ リア ク ター

で 変換 され て 生 じる ア

ン モ ； ウ ム イオ ン 濃度 を求 め た．次 に 流路 の 中で の 試料

中の 尿素及び リ ア ク ター
で 変換 を受 け て 生 じた ア ン モ ニ

ウム イオ ン の 分散が，流路 に 試料注 入バ ル ブ よ り 導 入 し

た ア ン モ ニ ウ ム イ オ ン と ほ ぼ 同 じで あ る と仮定 して ，尿

素 の ウ レ ア
ー一

ゼ リ ア ク タ
ー一

に よ る．見掛 け の 変換 効 率 を下

式 か ら 求 め た ，

CE ＝ （［NH 斗

＋

」。、lt／［NH4
＋ L、i）× loo

GE は 見掛 け の 変換効率 （％ ｝，［NH4 　／e… は 電極出力

ピーク 高 さ か ら 求 め た ア ン モ ニ ウ ム イ オ ン 濃 度 ，

［NHrl．
＋ Jt／。i は 完全 に 尿 素 が 分解 して 生 じる 計算．上の 生成

ア ン モ ニ ウ ム イオ ン 濃度 で あ る ．

3 結果 及 び考察

　3 ・lpH の影響

　キ ャ リヤ
ー

緩衝液 の pH が リ ア ク タ
ー一

の 性能 に 及 ぼ

す 影響 を調べ た ，緩衝液 の pH は 20　mM の リ ン 酸
．一．t
．ナ

トリ ウ ム 溶 液 と 20　mM の リ ン 酸
．一

ナ トリウ ム 溶液 の 混

N 工工
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合比 を変え て 調節 し た．結果 を Fig．2 に 示す．　 pH 　6．5

以 tlで は 出 力，変 換 効 率 と も あ ま り 大 き な 変 化 が な く，

50mM 尿素で は pl
−1　6．〔厂 C 最大 で あ っ た が ，　 tOmM 尿

素 の pH 依存性，及 び 変換効率 の pH 依存性 を 見 る

と，pH 　6．5 が 最 も高 く な t）　
t 安定 し た 測定 に は ，こ れ

が 最 も適 当 で あ る と考 え ら れ る．そ こ で pH6 ．5 を 選 択

〉
日丶．旧．
日．
国

pH
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δ

Fig、2　起nセct 　ofl 　pH 　on 匸he　resp （》nse 　of 　urea 　and 〔he

convcrsion 　c飢 ciency 　of 　urease 　reactor

S‘）1id　Iines：e．m 工 【川 IPI打 changes ；Brて）ken　Iines：
α 川 version 　 e価 cien 〔‡y； Ureu　 c 〔mcen 臘 ti・ n ： 10

mM 　〔●，■ ），501nM 　（（
．
），［］〕； S 跚 plc

・ ・ 1・ m ・ ・ 2｛｝F・L；M ・ a ・ill ・ w 　rate ・ 1．O　ml 　min

−
1

し，実験 を行 う こ と に し た．

　3 ・2　流量の 影響

　キ ャ リヤ ー
緩衝液 の 流量 を変化 させ た と き の 検 量 線へ

の 影響 と 変換効 率 へ の 影響 を Fig．3 に 示 す．流 量 を人

き くす る と，流 れ の 方向に 沿 っ た 試料 の 分散 が 大き く な

り ， 出力が 低下 し ， 検量 線 の 直線性 が低下 し た．又 変換

効率 も低下 し た．しか し，こ の 影 響 は 酵素膜 で 電極 を 覆

っ た 場合に 比較 す る と，小 さか っ た．こ れ は 尿素の リア

ク ター
内に 滞留 す る 時間 が ， 酵素膜 の 場合 に 比 べ て 長 い

た め に ，ウ レ ア
ーゼ に よ る 変換効率 が 高 くな る と共 に，

流 量 の 変化 に よ る 分散の 影響が 小 さ くな っ た た め と 考 え

ら れ る
12 ）．］．U　ml 　 min

−
L
以 下 の 流量 で は 出 力 ピー

ク の

べ 一ス ラ イ ンへ の 復帰が 非常 に 遅 くな る の で ，測定に は

変 換 効 率 が 高 く，直線性 の 範 囲 が 広 い 1．O　ml 　min
．．1

の

流 量 を採用 した．

　 3 ・3　試 料 量 の 影響

　流路 に 導入 3 る 試料量 と電極出力 と の 関係を調 べ た．

結果を 1”ig．4 に 小 す．試料量 を lo　pLlか ら 50　pl の 範囲

で 変 え た と こ ろ
， 試料量 の 増加 と共 に ，電極出力 も増加

し た．変換効 率 は 試料量 が 20　pl の 場 合 が 高 く
， 約

90％ で あ 一
） た ．30

μ
1以上導人 す る と，メ モ リー

効果 が

あ り，べ 一
ス ラ イ ン へ の 復帰 が遅 く な．

っ た ．そ こ で 測定

に 用 い る試 料 量 は ？O　pl と し た．
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Fig．3　Ef王毛ct　of 　Ilow　ra しc　of 　the　carricr 　on 　peak 　height（a ）and 　convcrslon

　　　 effiCiency 〔b）

　　　 （。 ｝・ LO　ml 　mi ・

1
〔○ ），2．〔〕ml 　mi ・

−
1
〔軌 3．4・ml ・mi ・

− 1

（［］）； （b〕・ 10

　　　 mM 　 urca 〔■ ｝，25　mM 　 ure 乱 （△ ），うO　mM 　 urea （▲ ）； Sample 　 v‘，lume ：

　　　 2〔〕μ
1；pH 〔｝fthe　carrier ；6・5

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

758 BUNSEKI 　KAGAKU V 〔エ1．　39　（1990）

100

80

O
　

　

　

O

6
　

　

　　
4

〉
≡

＼ ．
旧 ．
日，
国

20

TablC　2　RCprodUcib註ity　 of 　the　present　 method （n

　　　　
＝10）

Sample 謡攜 ・D ／・ V ・・D ，％

10mM 　NH 引

．
卜

25mM 　urca

GO 飢 rol 　scrum
†

26， 
61．929
．3

0．190
．400
．35

0．720
．651
．19

Sample　 volume ／μ】

†Consera 〔Nissui　Pharmace 職鳳tical　Co ．，　Ltd ．）

Table　3　Results　of 　recovery 　test

Fig．4　Effect　ofsample 　volumc 　on 　the　output 　of 　the

　 　 　 present　system

　　　 Urea　conaentrarion ： 10mM 〔●），25　mM 〔○）

・− 1・−

u

艦 轡 野

Tab ］c　l　Standard　conditions 　of 　the　present　method

Conscra

Buffer　carrier 　solution20mMNa2HPO1

−NaH2PO 斗

lmM 　EDTA 　disodium ヨalt

200mM 　D −sorbitol †

pH 　6・51
．Oml 　min

−
1

20 岬
1．OmrnLd ．
2．  ln　lengtb

73turnsO
、9cm

ア
diameter

Seronorm

Galibrεしte
，
　Level且

6，3　 09
．2　 3．O

l5．9　10．0
3〔〕．0　25．0

8，7　 019

．6　R｝． 

3．9　 Dl3

．7　 10． 

2．99
，624
．7

1 ．9

9．8

96、796
．D98
．8

1  9

98， 

Mean 恥 w 　 rate

Sample　volume

Reactor　tubing

c 〔，il

†　Urea　c‘）ncentrations 　in　control 　 scra 　illdicated　by

l．hc　 manu 臨cturcrs 　 were 　 as 藍bllows：Gonscra，6．l
mM ； Seronorm

，
8．2〜10mM ； Calibratc，　 Lcvcl 　 1，

3．2mM ．　 G ‘》ntroi 　 scra 　 were 　 obtalned 　 from　 Nissui

Pharmaceutical　Co ．（Consera）and 　Gcncral　Diagnos一

しics （Scr ・ mrm 　and 　Calibrate，　Lcvcl 正）．

† D−Sorbito且was 　added 　to　balance　the ‘）smotic 　pres−

sure 　of 　the　carricr 　solution 　with しhal　ofsera ．

　3 。4　検量線の 作成

　標準的 な 測定条件 は Table　 l に 示 す と お り で あ る．

測定可能 な範囲 は 2．O〜300　mM ，直線性 の よ い 範 囲 は

3．0〜2    mM で あ り，既報
9〕の 酵素膜電極 で の 直線性 の

範囲 （3，6〜107mM ）よ り も広 くな っ た．こ れ は 尿素 の

リア ク ター内滞留時間が 酵素膜内 の 滞留時間 よ り も長 く

な っ た か ら と 考 え ら れ る ．血 清中 の 尿素濃度 は 通常

3．6〜5．4mM で あ る の で ，本法 を 1血清 に 適 用 す る こ と は

．
i．iJ
．
能 で あ る．同時 繰 り返 し再 現 性 を同

一
試料 に つ い て 調

べ た 結果 を ，
Table 　2 に 示 す．尿 素標準溶液 で 0．65％，

管 理 血清 で 1．19％ と 良好 で あ っ た．正 確 さ に つ い て

は ，尿 素標準溶液 を凍結乾燥 した 管理 血 清 に 添 加 し，そ

の 回収率 を調 べ k ，結 果 は Table　3 に 示 す よ う に，良

好 で あ っ た．測 定 に 要 す る時聞 は 試料 の 導入 か ら ピー
ク

頂 まで の 時間が 約 30 秒 で あ っ た．

　 3 ・5　 リア クターの 安定性

　固定化 ウ レ ア
ー一ゼ リ ア ク ター一の 長期安定性 を 5（，mM

の 尿素標準溶液 の 変換効率 で 調べ た結果 を，Table　 4 に

示 す．リア ク ターは随 時 使 用 し，使 用 しな い と きに は ，

4℃ で 冷蔵して 保存 した．こ の 使 用 期 間 中，リア ク ター

は全 ⊥血Lや 血清 な ど と しば し ば接触 した が，変換効率を

90 ％ 以一ヒに 保 持 で き た．酵 素 層 を 酢 酸 セ ル ロ
ー

ス 薄膜

で コ ーテ a．ン グ し た た め ， 長期問 活性を保 つ こ と が で き

た と考 え ら れ る．酢酸 セ ル ロ ー
ス で コ ーテ ィ ン グ しな か

っ た リ ア ク ダ ．一
で は，活性 が 15 日 闘 の 使用 及 び保存 で

調 製 時 に 比 べ て 23％ 低 下 し た の で ，本法 の コ ーテ ィ ン

グが 有効で あ る こ とが 明 らか に な っ た ．

　3 ・6　血 渭へ の適 用

　健 常 女性 20 名 の 血 清の 尿 素 を本法 と 比 色法で 測定 し

た結果を，Tablc　5 に 示 す，血清中0）ア ン モ ニ ウム イオ

ン は微暈 な の で 出力 に 影響 し なか っ た．一．・方，血清 中 の
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Table　4L （＞119 −term 　stabili しy　oll　urease 　react ．o 冨
・“）

厂 ．」．

〔） 5 7Elapsed

　timefd
　　　　ノ广一 ＿．．

21 27 35
、

斗8

C ・ nversi ・ n　cfiicicn ・y （％）　 　 9i ．51’）　 84． 
t：｝

a ）the　urca 　cencentration 　uscd 　tbr　thc 亡est　was 　50　mM ．

80．2 85．9 84．o 86，0 ．E．13．o

b）b・壬br・ ・二ellul ・ SC　C・ ating ・・）・1tc・ cell ・ i・ ・ e　c ・atin9 ．

Table　 5　Determination　of 　 serum 　urea 　by　tw 〔｝

　　　　　　　 methods

Samp ［e

　No ，

Detcrmined　urca 　concentration ／mM

Present　 methodUr ¢ ase −iud叩 henol　method

123456

−

78901234567890

　

　

　

　

　

　

　

　

111

且

ー

ー

lll12

94231163297942934909

｛

7645

斗

534435443362

斗

6
啌
一

γ

5434349663706291101D764545344455

与

3362565

Regression　Iine　〕r＝− 0．27斗2十 1．〔〕378丿r
Covrelation　c‘）efficient 　r蕭0，986

　　　〔1962 ），
2）P． V，CalT，　L．　D ．　Bowers ：

“lmmobilized　Enzymes　in

　　　・4照 μゴσ認 and 　Ctinical（rhemi、r妙
’y
，（ig8ω ，（」，　Wiley

　　　＆ Sens，　N　 ew 　York ）．
3＞R、K ．　 Kobos ：

‘
ソoη

一Sete‘tive捌 6‘trodes　in　AnalTticat

　　　Chemistr？，　 Mot．2
”
，　Edit．ed 　by　H ．　Freiser，　pp．直

一84

　　　（1980），〔Plenum　Press，　New 　Y 〔｝rk 〕．
’i＞G ．G ．　Guilbault，　M ．

「
rarp ：Anat．　 C伽 ．　Acta，73，

　　　355　（19ア斗），

　5 ＞　G ．J  han 呂son ，　L ，　Ogren ：Anal．こJhim．　Acta，84，23

　　　（1976〕．
6 ）L ．Gorton，　 L ．　 Ogren ：Anal．　 C／liM．　 Acta

，
　 ISO

，
45

　　　（198D ．
7 ）G ．G．　 GuilbauLt，　 G ．　 Nagy ：Anal．（L

’
h〃陀，

，
45

，
4．17

　　　（正973 ｝．
8 ）U ，Th 乱 n 〔｝ト Wyss ，　W ．　E ．　M 【，rf，　p．　Lienemann ，　Z ．　　　サ

　　　Ste伍【〕ac ，1．　 Mos しert，　R ，　D6rig，　R ．　E．　Dohner ，　W ．

　　　Sim 。 n ； Mikr ・chim ．△ 磁 （Wicn ），19831H ，135．
9）K ，Yasud 乱，　H ．　Miyagi，　Y ．　Hamada ，　Y ．　Takata ：

　　　∠lna（？st 〔L〔M
．
腫do1の，109，61　（1ge4｝．

10）P．V ．　Sしmdaram ，　W ．　E．　Hornby ：FEBS 　Lett．
，
10

，

　　　325 （艮970）．
1PH ．　 M ．　 Abdulla、　G ．　M ．　Grccnway ，　 A．

’
E ．　 Platt；

　　　〆1吻 st 〔L  rld ・ n ），且14，15ア5 （1989）、
12）W ．E ．　 Morf ； iifikrochim ．　 Acta （Wicl．1），198011 ，
　　　 317 、

The 　vaiues 　are 　thc　avcragc 　of 　two 　dcterminations．

ナ トリ ウ ム や カ リ ウ ム イ オ ン は，流 れ で 希釈 さ れ て も濃

度 が ア ン モ ニ ウム イ オ ン 濃 度 に 比 べ て 高 い の で，ア ン モ

ニ ウム イオ ン選択性電極 に バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド出力 を 与え

た が，どの lfrl清で もほ ぼ
一
楚 の 値 を示 す の で，こ れ を 血

清 に よ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド値 と し
一
ζ差 し 引 い た 後，尿

．
素

に 基づ く ア ン モ ニ ウム イオ ン 濃度 を求 め，検量線か ら尿

素濃度 に 換算 し た．両 法 に よ る 測 定値 の 相 関係数 は ．

r；O．986 で あ り，良 い 相関性を示 し た ．
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c・ nnectcd 　 scqu 〔m 【iaUy　t・ determinc　scrum 　urea 　by　llow
i噌cctbn

．
nle 吃hod，　Urease　was 　immobilizcd　 on 　 the 　hmer

surface 　 of 　 aminosi 亘a 【】ized　 silicone
．
　 rubbcr 　 tublng ．　The

c幵もcts　ot
’
san 亘ple　size ，　pH 　value 　and 　now　ralc 　of 　the　car −

Iicr 　 soiution 　 on 山 e　 enzymc 　 rcactor 　 were 　 investigated，
The 　ib且IQwing　practical　standard 　c〔mditions 　fbr　the

mcasul
・
cmeIlt 　 were 　deckied； sample 　size ； 20 陟1，　 pH

value ：6．5．　 a貫
．
ld　 nuw 　 rate 　 of 　the　 carrier 　 solution ； 1．  ml

min
− 1．　Thc　 calibrati （m 　rangc 丘）r　 urea 　 cencentration

was 丘om 　2．O　 up し〔〕 300　mM ．　Thc 　 rciative 　s しa 【ldard 　de−
viations 　fヒ）r　l〔｝rcplica 〔c　 mcasurcments て）faur 〔：矼 standard
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and  a  control  serum  were  O.65%  and  1.19%,

respectively.  Long-tcrm  stability  of  the urease  reactor

was  improyed by coating  thin film of  cellulose  acetate

over  the whole  immobilized enzy,rnc  layer. The

measurcment  system  was  applied  te  serum  sampLes  frorn

20 healthy women.  Goed  correlation  between the  pre-
sent  method  und  colorimetry  was  observed.

                          (Receiyed June 19, 1990)
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