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　Ti（IV ）
−5，10，15，20一テ トラ （4一ピ リ ジ ル ）ポ ル フ a ン i

’
I　iO （tpypH ．

，）
4 ＋

｝の 強酸性溶液 （Ti−TPyP 試薬）

を H202 溶液 に 加 え る と，　 Tio2 （tpypH4 ＞
’t’＋

錯体 が 生成 し，　 TiO （tpypH ， ）
「1＋

錯体 は 減少 す る の で，そ

の 吸光度 〔λ＿ ： 昭 2nm ）は 減少 す る．吸 光度 の 減少分 △Absorbance は H202 濃度 に 比例 す る の で ，
こ の 値 を測定 す る こ と に よ り H20 ？ を定量 で き ，　 H ρ 21M 当 た りの △Absorbance は 1．9× 105 で あ っ

た．こ の 反応 は ペ ル オ キソ 錯体生成反応 に 基づ い て い る の で ， 還 元性共存物質に よ る影響 を受 け難 い ，
本反応 を，

グル コ
ー

ス オ キ シ ダーゼ に よ る H20 ？ 生成反 応 と 組 み 合わ せ て ，前L清及 び尿 中 グ ル コ ース

の 定量 に 応用 し た ．血清中で 64．8− 249．lmg／dl， 尿中 で 6．54− 90，8　mg ／dlの 定量 値 が得 られ，血清 へ

の 180 ．2mg ／dl の グ ル コ
ー

ス の 添 加 回 収率 は 98．0− 105．3％ で あ っ た ，

1 緒
∋ 、
口

　血清中 グ ル コ
ー

ス は臨床化学の 分野 で 最も多く用 い ら

れ て い る 測定項 鬮の 一つ で あ る の で
， 高 い 感 度 ，精 度 を

もつ 測定法を開発 し， 血清試料の 少量 化 を 図 る こ と は有

意義で あ る．

　現 在，血 清中 グ ル コ
ース の 測定 に は ，グ ル コ

ー
ス オ キ

シ ダーゼ （GOD ＞ と ペ ル オキ シ ダーゼ （POD ）を用

い ，グル コ ー
ス の 酸化 で 生 じ た過酸化水素 に よ っ て 色原

体を酸化 す る Trindcr の 方 法
1｝，あ る い は そ の 改良 ？！〈

2Vi ）

が 多 く 眉い ら れ て い る，しか し，こ れ らの 方法 に 共通す

る 問題点 と して ， POD の 基質特異性 が 低 い た め に ，共

存す る還元性物質 に よ っ て 負誤差を生 じや す く，感度 も

試料の 微少量 化 を図 る に は不 十 分 で あ る こ と が挙げ られ

る．GOD に よ る酵素反応 と酸素電極
4励 あ る い は過酸

化水素電極劬 を組 み 合 わ せ た 酵素電極法 も近年用 い ら

れ て き た が
， 感度 が

．i’分 で な く，又，電極表面 に タ ン パ

ク 質が 吸着 す る た め に 電極 の 使用寿命が 短 い な ど，幾つ

か の 問題 点が 指摘され て い る．

　著者 ら は 以 前 か ら，高 い 感 度 と精度 を も ち，か つ 選択

性 の 高 い 過酸化水素測定法 と して
， 色素を配 位子 とす る

チ タ ン （IV ）錯体を試薬 と す る ペ ル オ キ ソ錯体生成 に 基

づ く 吸光光度 法 を 提案 し て き た
U ＞P ）．又 最近，更 に 高感

度化 を 意 図 し て
， 吸 光 係 数 の 大 き い Ti（IV ）−5，

le，15，

＊

東京 薬 科 大 学 薬 学部 ： 192−03　東京都八 王 子 市堀之内

　 143．　2一監

2【〕一テ ト ラ 〔4一ピ リ ジ ル ）ポ ル フ ィ ン 錯 体 iTio〔tpyp −

H4 ）
4 ＋ i を試薬 （

’1’i−TPyP 試薬） と す る極微 量 過酸化

水素 の 吸 光光度 定 量 法 を 考案 し た
10 ）．本報 で は

，
Ti−

TPyP 試薬 の 生体関連物質定 量 へ の 応用 を 図 り，酵素

GOD と組 み 合わ せ て，試料の 微少量化が 求め ら れ て い

る 血 清巾 グ ル コ
ー

ス 及 び 尿 中 グ ル コ ース の 定 量 法 を確 立

し た．

2 実 験

　 2 ・1 試　薬

　TiO （tpyp ）錯体 は 田 中 ら の 方 法
1D

に 従っ て 合成 し

た．Ti−TPyP 試薬 （50　pM ）： Tio （tpyP ）錯 ｛本 34，03　mg

を 〔〕．05M 塩酸 に 溶解 し て 】000　ml と し た．本 試 薬 は ，

室温 で 6 か 月，冷暗所 で 13 か 月 以上 の 保存が 口f能 で あ

っ た．グ ル コ
ー

ス 標準 液 qO．OmM ）： D一グ ル コ
ース

（試薬特級，和光純薬 工 業〉
’
1．802g を取 り，水 に 溶解 し

て 全 量 IOOO　rnl と し た．こ の 溶液 は 使用時 に 水 で 適宣

希釈 した．グル コ
ース オ キ シ ダーゼ （GOD ）溶液 （7．5

u ／m 且）： グ ル コ
ー

ス オ キ シ ダーゼ （EC 　1⊥ 3．4，　AsPergitlus

niger 由来 ，
　 Sigma ＞を 0．05　M リ ン 酸綾 衝液 （pH 　6．5）

に 溶解 し た．溶液 の 酵素活性 は
， 冷 蔵保存 の 場 合 は 1

週 間以 内 で は 変化 が 認 め られ な か っ た．

　2。2 定量操作

　血濤 の 場合 は 200倍 に，尿 で は 50 倍 に 希釈 し て 検液

と し， そ の 50μ1 （グ ル コ
ー

ス 50pmol 〜8 皿 mol を 含

N 工工
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む ） を取 る．GOD 溶 液 200　pl を 加 え て 45℃ で 15 分

間 加温 す る ．次 い で
，

4．8M 過塩素酸 及 び Tl −TPyP 試

薬 を各 々 250μ且加 え て 室温 で 5 分 聞放置 す る．そ の

後 ， 水 で 全 量 2．5ml と して ，斗32　nm に お け る 吸 光度

〔氏 1 を測定 す る．検液 の 代 わ り に 水 50
μ
1 を取 っ て 同

様 に 操作 し，吸光度 （A ，〉を測定 す る．両吸光度 の 差

（△Absorbance＝Ab − A ．〉よ り，グ ル コ
ー

ス 濃度 を 求め

る．

3　結果及び考察

　3 ・1　定1 条件 の検討

　3 ・1・1 呈色反応　　過酸化水素 は酸性条件 F ，Tio −

（しpypH4 ）
＋ ＋

錯 体 （λ，nax ：432　nm ）と 反 応 し て Tio2 −

（tpypH4 ）
4＋

錯体 （λmax ： 442　nm ） を生成 す る．そ の と

き の 吸収ス ペ ク トル 変化 を Fig．1 に示す．

TiO （tpypH ∂
4 ＋

十 H
？
02 − ’

riO2（tpypH4 ｝
斗＋

十 H20

従 っ て，Ti−TPyP 試薬 に 過酸化水素を加 え た 場合，432

nm に お け る 吸光度 は 減少 し，442　nm の 吸光度 は 増大

す る。こ の 吸光度 の 増加及 び 減少量 は そ れ ぞ れ 加 え た 過
．
酸化水素 量 に 比例 す る の で ，こ の 吸 光度変化 を測定 し

て ，過酸化水素を定量す る こ と が で き る．と こ ろ で ，過

酸化水
．
素 1M に 対 す る 吸光度変化量 は，432　nm で は

1．9× IO5，442　nm で は L1 × los で あ る．そ こ で 本報 で

は
， 約 2 倍高感 度 な測定 が で き る 432nm に お い て，吸

光度 の減少分 （△Absorbance）を 測定した．

　こ の ペ ル オ キ ソ 錯 体形 成 反 応 は，プロ トン に よ っ て 加

速 さ れ
， ［H

＋

］＝1．．6M 以 上 に お い て は，5 分後 に ほ ぼ

反応 は 完結 す る．一
方 ， Tio （tpypH4 ）

4 ＋

の 見 掛 けの モ

ル 吸光係数 ぱ，［H
＋

］；0」 rnM 〜O．5　M の とき 最大 と な

る，従 っ て
， 速 やか に 反応 を進 め る た め に

， 錯形成反応

時 は ］．6M 過塩素酸中 で 行 っ た う え で，吸光度測定時

に は 高 い 感度 が 得 ら れ る 酸濃度 の 上 限 （O．5M ） に な る

よ う に 水で 希釈 した．

　反応時 の 温度，時間 の 影響 を 検討 した と こ ろ，温度

15〜55℃ の 範 囲 で ， 5 分 後 に 最 大 か つ
一

定 の

△Absorbance が得ら れ た の で ，試薬添 加後，室 温 で 5

分間放置 して か ら測定す る こ と と し た．

　以上 の 検討結果 に 基 づ い て ，過 酸化水素 の 定量操作

を ， 前述 の よ うに 定 め た，

　3 ・1。2　GOD の反応条件　　GOD 濃 度 に つ い て

は，既報の 結果
⊆，〕を参考に して 定めた．

　GOD の 至 適 pH は
一

般 に は pH 　5．6 と さ れ て い る

が，pH 　6．5 と い う 報告 もあ る
12 ）．そ こ で ，本報 で 用 い

た GOD に つ い て 検討 し た と こ ろ，　 Fig．2 に 示 す よう

に pH 　6．5 に お い て 最 も 高 い △Absorbance が 得 ら れ

Oり
口
O

‘

』

O
の

ρ

〈

1

0．

O．

400　 　 　 　 　 　 　 450

　 　 　 Wavelength〆nm

500

Fig．1　Absorption　 spectra 　 of （1）the　T卜TPyP　 re −

agcnt 　 and （2）TiO2（tpypH4 ）
4 ＋

complex 　in　O．5　M

perchl・ rlc　acid 　s・1u亡1・ n 　 　
匚

Concentration　of
−
Tl −TPyP ： 5 × 10

− 6M

；Concentra−

tion 　ofH202 ： （1）OM ， （2）1× 10
冖5M

0．20
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（
暑
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Fig・2　pH 　depcndence　of △Absorbance　due　to　the
fbrmation 　of 　hydrogen 　peroxide 倉om 　glucose 　by　g且u −

cose 　 oxidase 　 at　45℃ in　O．05　M 　 acetatc 　 buffcr（pH
5．0，5．8）｝

0，05Mphosphate 　 buffcr（pH 　6．3　to　8．0）
and 　O．05　M 　borate　buffcr（pH 　8．5，8．8＞
Cohcentradon　 of 　glucosc　 oxidase ： 2．5　U／ml 　in　the
reaction 　 mixturc ； Concentrati・n 　 of 　 glucose；
1× 10

− 6Min
　 the 　fina［solution
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Table　 l　Effects　 of 　fbreign　inorganic　substances 　 on

　　　　 the 　dctermination　 of 　g亘ucose 　by　the 　use 　of

　　　　 GOD 　and 　the 　Ti−TPyP 　reagent

（4）
Substance Concn ，／M

Glucose†

found，％

30

Fig．3　Timc　course 　of 　the　lbrmation　of 　hydrogen
peroxjde　obtained 　with （1＞and （3），　glucose　sしandard

solution 　and （2）and （4）｝ serum

Temperature ： （1） and （2），
37℃ and （3） and （4），

45℃ ； Concentr飢 ion　of　glucose　oxidase ：2，5　U／ml

in　 the 　 reaction 　 mixture ；C ・ nccntratlon 　 of　g洫 c・ sc ：

1× 10
−
6Min

　the　final　 solution

NaGlKCICaCl2

・MgCl2NH4ClCuCl2FeC13NaBrNaNO3Na2

（】OsNa2SO4NaH2POq

H3BOs

lXlO
− 31

× 10
−
31

× 10
− 31

× 10
−．31

× 10
．齟．31

× IO
− 41

× ユ0
− 51

× IO
− 31

× 10
一31

× 蓋0
− 31

× 10
−
31

× 1 
…31

× IO
｝
3

100．OlO1
．498
．697
．2100
．094
．497
．397
．298
．6100
．OlOL4100

．699
．6

†［glucose］： 1．OO× 10
−
6M

た．そ こ で ，酵素反 応 で は ，pH 　6．5 の リ ン 酸緩 衝液

（O．05　M ）を用 い た．

　酵素反 応時 の 反 応温度及 び時間 を検討 し た 結果 を，

Fig，3 に 示 す，37℃ で は，15 分間 で グ ル コ
ー

ス の 約

gO％ が 反応 した が ，そ れ 以上時間経過 して も，ほ と ん

ど吸光度変化 は見 られ な か っ た，…方，45℃ で は，約

10 分後 に は ほ ぼ 定量 的 に 酸化 反 応 が 終 了 し，そ の 後 10

分間 は，吸光度に 変化 が見 ら れ な か っ た．従っ て，本法

で は，45℃ で 15分間反応 を行 う こ とと し た．

　以上 の 結果 に 基づ い て 酵素反 応条件 を ， 定量 操 作 の 項

に 示す よ う に 定め た．

Table　2Etfects・f　f・ reign ・ rganic 　substances ・ n 　the　dc−
termination 　of 　gEucose　by　the 　T三一TPyP 　reagent

Substance Concn ．／M α ucosc す

｛bund，％

　3 ・2　検量線及び 精度

　本 法 に よ っ て 得 た 検 量 線 は，20　nM − 3．2　pM （50

pmol
〜8nmol ／test） の 範 囲 で 良 い 直線 性 （相 関 係数

r ＝0．999） を 示 し， グ ル コ ー ス 且M に 対 す る

△Abs ・ rbance は，　 L8 × IO5 で あ っ た．又，吸 光 度測 定

時 1μM の 試料 に お け る 定量値の 相対標準偏差 は L4 ％

（n ；8）で あ っ た．

GlycineAlanineValineLeucineIsoleucine

SerineThreonine

Phenyia且anine

Tyrosinc

T り！ptophan
Ascorbic　acid
Aspartic　acid

Asparagine

Glutamic　acid
Glutamine

LysincHiStidine

CysteincCystineMethionine

Proline

1× IO
− 31

× IO
− 31

× 10
− 31

× 10
．『．31

× 童0
− 31

× 10
−

41

× 10
− 31

× 10
−

31

× 10
− 41

× 10
−
41

× 10
− 71

× 10
．−sl

× io
− a・

1× 10
− sIXIO

− sl

× 10
− 31

× 10
…．

斗

1× 10
−61

× 且0
一

斗

1× ｝0
− 61

× 10
− s

91053965047554453878511a9

乳

L2
，
9
乳
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，

λ
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α

q
＆

α

9a

λ

L

O9990099909

 

 

 

0909990

1
　

　

　

　

　

　

11

　

　

　

　

　

　　
1
　

　

　
111

　
【
　

　

　
盈
　

　

　

　

　

　

1

†［glucose］： LOO × 1『
6
　M

　3 。3　共 存物質 の影響

　実際試料 へ の 応用 に先立 ち，血中，尿中 に 予想 され る

共存物質 の 定暈値 に 対 す る 影響 を検討 した．Tab 且c　 l に

示 す よ う に Na ＋

t
　 K ＋

，
　 Ca

’2 ＋

，
　 Cr な ど

， 生 体内に 多

量 に 存在す る無機 イオ ン は，血清 あ る い は 尿中 の 存在 量

程度 で は 影響が 見 られ な か っ た ．又，血清中の 微量 金 属

イオ ン で あ る F♂
＋

，Cu2 ＋
は，そ れ ぞ れ グ ル コ ース の

10倍，IOO 倍濃度の 存在 で も影響を与 え な か っ た．グ
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リシ ン，グル タ ミン 酸，リ ジ ン な ど の 多 くの ア ミ ノ酸 は

グ ル コ
ー

ス の 1000 倍 の 濃度で 共存 し て も影響 し な か っ

た （Table　2）L シ ス テ イ ン 及 び メ チ オ ニ ン は グ ル コ
ー

ス

と等量 ま で ，又，ア ス コ ル ビ ン 酸 は そ の 1／10 倍の 濃度

まで しか 共存を許 さ れ な い ．しか し，血晴 中の シ ス テ イ

ン の 存在 は 報告 さ れ て お ら ず ， 乂，メ チ オ ニ ン 及 び ア ス

コ ル ビ ン 酸 の 血 清 中濃度 は そ れ ぞ れ グ ル コ ース の 約

1／120 及 び 1／100 程度 で あ る の で
L3 ｝，実試料 へ の 応用

に 際 して は問題 と な らな い ．

　 3・4　血 清中グル コ
ー

ス の 定量

　 本定量法を用 い て ヒ ト血清 中 グル コ ース を測 定 し た ．

血 糖 は そ の ま ま で は濃度 が 高 す ぎ て 測定 で き な い の で ，

rfT［清 1pl を と っ て 200μ且に 希釈 して 検液 と した，市 販

の プー
ル 血清及 び コ ン トロ

ー
ル 血 清に つ い て グル コ

ー
ス

濃度 を 求め，更 に，両者 へ の グ ル コ ース の 添加 回収実験

を行 い ，本法の 信頼性 を確 か め た （Tablc　3｝．正常域，

異 常域，ど ち ら の 血清 に お い て も，添加 回 収値 は 98 ％

以 上 の ほ ぼ 満 足 し得 る結果 が得 ら れ た ．異常域 の 血清に

は ， グル コ ース をは じめ，30 種以 Lの 成分 が病態時の

レベ ル で 含 まれ て い る が，そ の 影響 が ほ とん ど 見 ら れ な

か っ た．従 っ て 本法 に よれ ば 病 態 時 の 血 清 巾 グ ル コ ース

の 定量 に お い て も， な ん ら前処理 を す る こ と な く測定す

る こ と が 可能で ある．

　 20 種 の 血 清 に つ い て グ ル コ ース を定 量 し，グ ル コ ー

ス B テ ス トワ コ
ー

（POD −4一ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン
ー
フ ェ

ノ
ー

ル 法，和光純薬 工 業）に よ る 結果と比較 した．Fig．

4 に 示 し た よ う に 相 関 係 数 r＝O．963 ，同 帰 直 線

丿
＝  ．980x − 1．07　mg ／d且 （丿 が 本法）が 得 ら れ た．こ の 相

．
関性は，必 ず し も 十 分 と は言 え ず，試料 に よ っ て は ，

POD −4一ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン
ー
フ ェ ノ

ー
ル 法 と は 異 な る

値が 得られ
， 試 料 に 含 ま れ て い る共存成分 に よ る影響 が

そ れ ぞ れ の 方法で 異 な る場 合が あ る こ と を示 して い る．

こ の こ と は，今後更に検討 を必 要 と す る で あろ う．

　3 ・5　尿 中グル コ ース の 定量

　尿 中の グ ル コ ース は 血清巾の そ れ よ り希薄 で あ り，健

常
．
人 の 場合は 従来法 で の 検出 は 難 し く ， 臨床分析分野 で

は こ れ まで に
， 定量 が行 わ れ て い な い ．そ こ で ，高 い 感

度 を 有
’
す る 本法 に よ っ て 尿 中 の グ ル コ ース 定 量 を 試 み

た，こ の 際，非健常人 で は 定吊上限を超 え る可能性があ

る の で ，尿 を 5  倍 に
．
希釈 して 検体 と し た ，

　 ヒ ト尿 4 試 料 に つ い て 測 定 し た 結果，6．54− 90．8

mg ／dl の グル コ ース が検出 さ れ た （Tablc　4．｝．尿中の 糖

は こ の よ う に希薄で あ り，他法 に よ る測定は嫻難 で あ る

の で ，本法の 信頼性を確 か め る た め，添 加 回収実験 を行

っ た．そ れ ぞ れ の 試料に
，

18．02mg ／d且相当の グ ル コ ー

ス を添加 し た と こ ろ，回 収率 は 95．8− 102．6％ で あ っ

た ，以上，本法 に よ っ て，尿中の グル コ
ー

ス の よう に，

非常 に 希薄 な 状態 で 存在 す る グル コ
ー

ス を も簡便 に 測定

す る こ とが で き た．
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　 4−AA −phenDl　 method ／m 呂 dl−1

Fig ．4　Gorrelation　between　thc　rcsults 　 Gbtained

by　the　呂lucose　oxidase
−4−aminoantipyrine −phenol

method 　and 　thc　proposed　method

Tab ］e　 3　Determinadon 　of 　glucose　in　serum
Table　4　Determination　of 　glucose　in　urine

Serum
ConCn ．／
mgd 「

．
1R ・ c ・ v ・ ・y，％

：t）

NESCOL 　Xb ）

NESCOL 　XA ‘’）

SERACLZAR 　Nb）

SERACLEAR 　NA ⇔

llO，0249
．L119
．2166
．4

Av ，Ll） 98．4・

　 　 105．3
　 　 　 98，9
　 　 　 98．0

Urine　sample
Goncn ．／
mgd 「

1ReCQvery ，％
a ）

a ）glucose　added ： 180．2mg 　dl
− t

，　b｝normal 　serum ；

c）abnormal 　serum ；d）η
＝3

12340
　

00

　

0

NNNN 6．5412
，810
．890
．8

Av．b♪102．6
　 　 100，3
　 　 　 97．5
　 　 　 95．8

a ）9］ucosc 　added ：　18．021ng　dl
− 1

；b）陀
三3
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　以 一1．：，Ti−TPyP 試薬 を用 い る 過酸化水素 の 定鼠系

と ，
GOD に よ る グ ル コ ース の 酸．化反 応 を 組 み 合 わ せ

て ，血清及 び尿中 グ ル コ
ー

ス の 測定 に 応用 した．Gて）D

の 酵
．
素反応 は 特．異 性が 高 い と 博わ れ，又，本呈 色系は．共

存物質 の 妨害 を受 け 難 い の で ，本法 に よ っ て 選択性 の 高

い 分析 が 可能 で あ る．更に
， 本法 の 感度 が

．
高 い こ とか

ら，血溝中 グ ル コ
ー

ス は lpl の 血清 で 測定 で き，又，

尿 の よ う に
．
希
．
薄 な 試 料 に お い て も，濃 縮 な ど の 前 処 理 な

し に精度 の 高 い グル コ
ー

ス 定量 が 可能 で あ っ た．

　本法は検出限界 が 20nM （50　pmol／test）で あ り，高

い 感 度 と精 度 を 有 して い る．そ れ ぞ れ の 酸 化 酵素 と組 み

合 わせ る こ と に よ っ て ，種 々 の 生体成分 の 分析 に 応用が

可 能 で あ ろ う．

　T 正0 （tpyp ）錯 体 の 合 成 は ，東京 化成 工 業 の 御助 力 に よ っ

た．こ こ に記 して 感謝 す る，

　　　　　　　　　　（
1991 年 3 月，目本薬学会第 Hl

年会に お い て
．．・
部発表 ）
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☆

　Spectrophotometric　determination　of 　g亘ucose 　in　serum 　and 　urine 　using 血 a・

nium （1V ）−porphyrin　 complex ．　 Chiyo　 MATsuBARA ，　 Naoki　 KA 駄 MoTo 　 and 　 Kiyoko
TAKAMuRA （Tokyo 　Collcge　ofPharmacy ，1432−1，Horinouchi，　Hachiqli−shi ，

　Tokyo 　l　92−03）
　［5，

10
，
15

，20−Tetra（4−pyridyl）porphinato］ox   titanium（IV ）｛denoted　as　TiO （tpypH4 ）
4 ＋

，
（λmax ： 432　nm ＞｝reacts 　with 　hydrogen 　peroxide　to　fbrm　a　mono −peroxo　c｛｝mp 且ex

，
　resu ！t−

ing　in　a　significant 　dccrcase　of 　the 　absorbance 　at 　432 　nm ．　The 　degree　or 　the 　absorbance

changc （△Absorbance＞was 　ft）und 　to　be　proportional　to　the 　concentration 　of 　added 　hy−

drogen　peroxide．　 This　fact　was 　successfully 　 applied 　to　the 　determination　of 　the 　glucose
in　serum 　and 　urine 　by　thc　 usc 　of 　glucose　 oxidase ．　 A　linear　 rclation 　was 　 obtaincd 　bc−
tween △ Absorbance　and 　glucose　concentration 　ranging 　from　20　nM 　to　3．2 μM （1

・；0．999）．
The 　apparent 　molar 　absorptivity 　of 　glucose　was 　1．8× 105　M

．−
Lcm −−1

．　 The　relative 　stan −

dard　deviation　of　rcpeated 　runs （lpM ，　ll
＝8）was 　L4 ％．　 W ’ith　only 　l　Ftl　scrum ，　the　 con −

tent　of 　glucose　ranging 　f｝om 　64．8　to　249．1mg ／dl　in　concentration 　could 　be　determined．
Thc 　recovcry 　of　glucose（180．2　mg ／dl＞added 　to　scrum 　was 　98、O　to　105．3％，　 No 　prccon −

centration 　was 　requircd 　to　detcrmine　glucosc　in　urinc （6．54〜90．8　m9 ／dl）by　thc 　prescnt
method 　because　of 　its　high　sensit 三vity 　fヒ）r　hydrogen 　peroxide．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Rece量vcd 　Decembcr 　l　2，1991＞
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spectrophotomctry 　 of 　tracc 　 hydrogen　 peroxidc； ［5，且0，15 ，
20−tetra（4−pyridyl＞porphinato ］−

　oxotitanium （IV ） complcx ； ［5，
10

，
15
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