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緒 言

尿 中に排泄 され る蛋 白質 の量 は正 常 で はわ ず

かであ るが,あ る種 の 腎疾 患 では可 成 り多量 に

排泄 され,ま た,一 般 に運動 性 蛋 白尿 と呼 ば れ

る一過性 に 多量 の蛋 白質 が検 出 され る起立 性 の

蛋 白尿 が ある1).な お,は げ しい労働 負 荷 の あ と

でもわずかに蛋白質の排泄に増量がみられるの

で,尿 中に存在する総蛋白質量を正確に測定す

ることは,腎 機能を知る上での意義が大きい.

特に微量の蛋白質増加は運動負荷量と平行して

いるの で2),ス ポー ツ時 の疲 労,産 業現 場 の 肉体

労働 の判 定や, Cd3)及 びHg3) 4)に よる産業 中毒 の

早期発 見 な ど,手 近 な手 段 と して 重要 な意義 を

持つ と考 える.

す でに運動 尿や 疲 労尿 につ いて の詳 細 な研 究

報告 はな されて い るが5)～12),正常 尿 にお け る微

量 蛋白につ いて は余 り報 告 されて い な い13).す

なわち尿 中の蛋 白質 の定 量 は 血清 蛋 白の 定量 の

場合 とは ちが って,そ の含 有 量が 少 く共 存物 質

の妨害 も多い14).ま た 溶存 す る無機 物 質 の ため

にpHの 緩衝 性 も大 で あ り,し たが って 簡便,

かつ正確 に定 量す る こ とは比較 的 困難 であ る.

そこで著者 は まず 尿 中 の 蛋 白質以 外 の分 子 量 の

小 さい物 質 を除去 して後,再 現 性 が 良 く,正 確

に微量 の蛋 白質が 測 定 で き る方法 を検 討 した.

す なわ ち,簡 便 で感度 が 高 く妨 害 さ れ る物 質

が少 い とされ るBio-Rad試 薬15)を用 いる方 法 と

ゲル 濾過 法16) 17) 18)とを組合 わせ る事 に よって 上

記 の 目的 を達 す るこ とが 可能 で あ るか ど うか を

しらべ た.更 に この方 法 を用 いて正 常 尿 及び 調

理 作業 現 場 にお け る作 業 前,作 業 中,作 業 後 の

尿 中 の 蛋 白質量 を実 際 に 比較 測 定 したの で,そ

の定 量結 果 もあ わせ て報告 す る。 ま た簡 易法 と

して別 に作 業者 の尿 につ い てMeulman's法14)

の改 良法 お よび トネ イ ンーTP試 薬19)によ る正 常

尿 の 測定 比 較 も試 み た.以 上 を要約 して,本 研

究 の 目的は 作業 者 の作 業 負 担 及び ス ポー ツ疲 労

の実 態 の把 握 と,そ の疲 労 管理 を行 うため の一

方法 等 と して,尿 中 の微 量 の 蛋 白質 をよ り正 確

に簡 便 に測 定 しよ う とす る測定 法 の検 討 に あ る.

実 験 材 料 と実験 方 法

1.実 験材 料;尿

健 康 者 の尿; 25才 か ら60才 までの 男子6名 と,

女子3名 の尿 を用 いた.

作 業 者 の尿; 40才 か ら50才 までの 男子2名,

女子7名 の某事 業所 二 ヶ所 で 炊事 に従事 す る人

達9名 の朝,昼,夕 方 の尿 を比較 測 定 の ため の

定 量 に使用 した.

2.試 薬 溶 液

1) Bio-Rad法 の 試 薬 溶 液

Dye-Reagent Concentrate (Bio-RadLabor

atory製 のBio-Rad Protein Assay Kit)を そ

の ま ヽ使 用 し た.

2) Folin-Lawry法 の 試 薬 溶 液20)
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A; 2%炭 酸 ナ ト-1ウ ム の0.1N-苛 性 ナ トリウ

ム 溶液(Na2CO3及 びNaOHは 和光純薬試

薬特 級 を用 い た.)

B; ① 0.5%硫 酸 ナ トリウム 溶液

(Na2SO4-5H20は 和光 純 薬試 薬特 級)

② 1%の 酒石酸 カ リウムナ トリウム溶 液

(セニエ ット塩 は 片 山化 学工 業 の試 薬特 級

を用 い た.)

C;使 用 前 にA液50mlにB液 ① 1ml及 びB液 ② 1

mlを 混合 して 用 い る.

D;フ ェ ノー ル試 薬(半 井 化 学製1.8N)の 液 そ

の ま ゝを使 用 した.

3) Meuleman's法14)(改 良法)の 試薬 溶 液

A; 27g/dlス ル ホサ リチ ル酸 水 溶液

(C6H3(OH) (SO3H) COOH-2H20和 光 純薬

の試 薬特 級 を用い た.)

B; 13.2g/dlの 硫 酸 ソ-ダ 溶 液

(Na2SO4は 和光 純 薬試 薬 特級 を用 い た.)

(
A液1容 をB液9容 に撹拌 しながら加え

よ く混和 して保 存 す る. )
C; 2mg/dlポ リエ チ レ ン グ リ コー ル ー6000水 溶

液(PEG-6000(片 山 化 学))

4)ト ネ イ ン-TP法 試 薬 液19) 21)

トネ イ ン-TP試 薬 液(OTsuKAAssAY LABo

 RATORIES製 造)を そ の ま ゝ用 い た.

5) Albumin標 準液

人血 清Albumin Fraction Vを 用 い て20mg/

dlの 生理 食塩水 溶 液 を作 り,こ れ を必要 に応

じて うすめ て標準 液 とした.

(
人 血 清Albuminは, Miles Laboratoriesの

Pentax Human Albumin Fraction Vを 用

いた . NaClは 和光 純 試 薬特 級 を用 い た. )
た ゞ し トネ イ ン-TP法 の 場 合 は トネ イ ン-

TP試 薬 に 添 付 さ れ た 標 準 品 と して のHuman

 Serum Albumin 4mK/vialを 用 い た 、

6)抗 原 希 釈 ゲ ル 単 純 免 疫 拡 散 法 用22) 23)の 薬 品

A; Agar; DiFCO Laboratories製 のSpecial

 Agar-Nobleを 用 い た.

B;抗 体1) Anti-Transfevrin-serum

2) Anti-Human-Znaz-Glycoprotein-

serum

3) Anti-a2-HS-Glycoprotein-serum

4) Anti-Humanal-AcidGlycopro-

tein-serum

5) Anti-Human-Albumin-strum

6) Anti-a-Antitripsin-serum

7) Anti-a1-Anticlrymotripsin-serum

8) Anti-Y-Globlin-serum

9) Anti-Human-Hemoglobin-serum

10) ƒÀ2-Microgloblin

以 上 はMilesLaboratories社 製 品

C; Barbital Buffer (pH 8.6 M=0.05)

バ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム10.3gと バ ル ビ ター ル

1.84gを 蒸 留 水 に と か し1000mlと し た.

(
バ ル ビ タ-ル ナ トリウム は和光 純 薬特 級,

バ ル ビ ター ルはMerck製 特級 を用 いた。)
2.装 置

1)吸 光 度 の測 定器 具

a)分 光光 度 計(HITACHI-PERKINER-

MER 139型 及 び100-20型)

b)セ ル(ガ ラス)必 要 に 応 じて 光路 長5mm

の もの と10mmを 用 い た.

2)ゲ ル 濾過 用 カ ラム 及 び ゲル18)

(
Sephadex G-50 fineはPharmacia Fine

 Chemical製 を用 い た. )
a)充 愼剤 はSephadex G-50 fineを 用い蒸留

水 中 で充 分膨 潤 させ た後(約24時 間 以上)用

意 した カ ラムに 充愼 した.

b)カ ラムは エ ルマ の ポ リエ チ レ ン製 で直径

11mm長 さ65mmの もの を用 い60mmの 高 さ ま で

Sephadexを 充損 した.ゲ ル 濾過 を行 う際 に

は,カ ラムの 上部 に更 に ポ リエ チ レン製の カ

ラ ム ロー トを装着 した.

c)展 開 溶媒 は 蒸留 水 を用 い た.

3)比 重 測定; D. Z.型 蛋 白計 共 栄 製作 所製

3.測 定 方法

A;尿 中蛋白質の確認反応

抗体抗原希釈ゲル単純免疫拡散法(逆 一次元

拡散法による抗体抗原反応)

寺 田 ら197の方 法 を参 考 と してpH8.6の バ ル

ビ タ-ル 緩衝 液 に とか して作 った3%ア ガ ロー

ス溶 液に,同 量 の ゲ ル濾 過 した尿 試料 を55℃ で

混合 し, 55mm×75mm,厚 さ約1mmのAgarplate

を作成 し, 3mmφ に あけ た穴 の 中へ,そ れぞれ

の抗 体5μ1つ ゝを入 れ た. 48時 間 後 に観 測 し,

常 法 に したが って 洗滌,染 色,乾 燥 を行 な って
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処理 した.

B;尿 蛋 白の定 量 法

a)ゲ ル濾過 後発 色 させ る方法(Fil-Co1法)

;ゲ ルベ ッ トの上部 に 残存 す る水 分 を除去 した

の ち,試 料 溶液0.5mEを カラムの上 部 に静 か に注

入 し,カ ラム の上部 に 試料 が 沈着 した の を確 か

めてか ら,直 ちに 蒸留 水10.0謡 を静 か に注 ぐ.

最初の留 液1.5mlを の ぞ き,そ の後 の留 液1.6mlを

採 り,こ れにBio-Rad試 薬0.4mlを 加 えてよ く振

りまぜ,約10分 後 に595nmで 試薬 ブ ラ ン ク を対

照 として,光 路 長0.5mmの ガ ラスセル を用 い て,

吸光度 を測定 した.一 方標 準 液 を用 い,同 様 の

方法で測 定 して得 た検 量 線 よ り総 蛋 白量 を算 出

した.

b)ゲ ル濾過 後Folin-Lawry試 薬 を用 い る方

法(Fil-Lawry法);上 と同様 に して ゲ ル濾

過 した液 につ いて,そ の 液0.5mlにC液3mlを 加

えてた ゞちに よ く振盪 した。30分 間以 上 放 置 し

たの ち, 750nmで 吸光度 測定 をした.同 様 に して

測定 した標 準 液の検 量 線 か ら試料 の 蛋 白量 を算

出した.し か し, Fig. 1に 示 す よ うにFil-Col

法 と比較 して感 度 も悪 く,検 量線 の傾 斜 が ゆ る

く,測 定 誤差 が大 き く,更 に 測定 まで に要す る

時間 も長 いの で実 用に は適 しない と考 え られ る。

c)直 接 発 色法(Co1法)

ゲル濾過 を しな い で直接 試 料 を1.6mlと りBio-

Rad試 薬0.4mlを 加 えて よ く振 りまぜ, 10分 後 に

595nmで 試薬 プ ラ ンク を対 照 と して,吸 光度 測

定 を行 なった.同 様 に して標 準液 を測定 して得

た検量線 か ら蛋 白量 を算 出 した.

d)発 色 させ て後 ゲル 濾過 をす る方 法

(Col-Fil法)

上に掲 げたC法 と同様 の方法 で,直 接 試料 に

Bio-Rad試 薬 を加 え,よ く振 りまぜ てか ら10分

後に,そ の0.5謡 を とって ゲル 濾過 を して,そ の

留液につ いて595nmで 吸光 度 測定 を行 な った.

同様に して標 準 液 を測定 して得 られ た検 量 線か

ら,試 料の 蛋 白量 を算 出 した .

以上 の 四つ の方 法 で得 られ た検 量線 を ま とめ

てFig. 1に 示 した。

e) Meuleman'sの 改 良法

試料 を3.0mlと りPEG-6000 2%液0.1mlを 加

えてよ く混合 した後,ス ル ポサ リチ ル酸 液2.0ml

Fig. 1 Calibration curve of minute amount of

 protein
A; Fil-Col method B; Folin-Lawry method

C; Col-Fil method D; Col-metod

を加 えて 更 に よ く振 盪 し,正 確 に10分 後 に660

nmで,光 路長10mmの ガ ラスセ ル を用 い て,水 を

対照 として吸光 度 測 定 を した.同 様 に標 準液 を

測定 して得 られ た検 量線 か ら試 料 の 蛋 白量 を算

出 した.

f)ト ネ イ ン-TP試 薬 に よる定 量法

トネイ ン-TP試 薬3.0mlに 試 料0.05mlを 加 え

て よ く振 りまぜ てか ら約10分 後 に595nmで 試 薬

プ ラ ン クを対 照 として,光 路長, 10mmの ガ ラス

セ ル を用 い て吸光 度 を測定 した.同 様 に して標

準液 を測定 して得 られ た検 量 線 か ら蛋 白量 を算

出 した.

実 験 結 果

A.ゲ ル 濾過 した正 常 蛋 白尿 の組 成 につ いて

Fil-Col法 に よる尿 蛋 白の定 量 を行 な うに先 立

って,ゲ ル 濾過 を した正 常 尿 の 蛋 白組 成 を知 る

目的 で,ゲ ル濾過 を して得 た 留 液 を用 い て逆一

次 元拡 散 法 に よ る抗 体抗 原反 応 を試 み た23,24).

勿論,そ の 各々 の抗 原 量が 異 るの で定量 的 な観

測 の根 拠 は な いが,定 性 的に は 反応 結果 か ら,

 Albumin, γ-Globlinが み とめ られ た.抗 体 が 多

量 に存 在 す る場合 には そ の反 応 が認 め られ な い



864 田 中 由 紀 子

Fig. 2 Patterns of single radial immunodiffusion of urinary protein

 using human-plasma protein-antisera

1) Anti-Transferrin-serum

2) Anti-Human-Zn-a2-Glycoprotein-serum

3) Anti-a2 HS-Glycoprotein-serum

4) Anti-Human ar-acid-Glycoprotein-serum

5) Anti-Human-Albumin-serum

6) Anti-a1-Antitripsin-serum

7) Anti-a1-Antichymotrypsin-serum

8) Anti-ƒÁ-Globlin-serum

9) Anti-Human-Haemoglobin A-serum

10) Anti-ƒÀ2-Microgloblin-serum

場 合 もあ る が,以 上 の 他 に, Zn-α2-Glycoprotein,

 α1lacid-Glycoprotein, Transferrinの 存 在 が 推

察 さ れ た.し か し,そ の 他 の 蛋 白質 に つ い て は

判 定 が 出 来 な か っ た.す な わ ち,こ れ らに つ い

て は あ ら わ れ た リン グ が うす く,か つ,拡 散 し

て い る の で,存 在 す る か ど う か を決 定 す る に は

今 後 の 検討 が 必要 であ る.参 考 の ため に,反 応

後染 色 処理 を したプ レー トの 写真(Fig. 2)を 示す.

その他,ゲ ル 濾過 をす る事 に よ って 除か れ る

と考 え られ る分子 量 の小 さ い ものに つ いて 検討

した.

す な わ ち,正 常 尿 に9倍 量 の アル コー ル を加

え,沈 澱 物 を除去 した の ちの上 澄液 につ いて,

ア ル コール 分 を完 全 に 除 い た残 渣 に, Coomasie

 Brilliant Blue G-250で わず か に変 色す る ものが

あ る事 を確 認 した。 ま た,ダ イア フ ロー メンプ

レ ンYM5及 びUM10を 用 いて 濾過 した尿試 料

につ い て も,同 様 に,呈 色 す る ものが あ る事 を

確 認 した.

以 上 の 結 果 か ら,ゲ ル 濾 過 に よ っ て 得 ら れ る

尿 中 の 蛋 白 質 の 主 な も の は, albuminと γ-Glo-

blinで あ る と し て 測 定 し,血 液 の 細 分 画 で あ る

Zn-α2-Glycoprotein, α1-acid-Glycoprotein,

 Transferrin等 に つ い て は 検 討 の 余 地 が あ り,

将 来 の 課 題 と し た.し た が っ て 以 下 の 定 量 法 に

用 い た 検 量 線 はHuman albuminを 標 準 と した

も の で あ る.後 述 し た が, γ-Globlinはalbumin

と近 似 の 値 が 出 る もの と し て 扱 っ た. (Table 6
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参 照)

B. Fil-Col法 と他 の 方 法 と の 比 較

1. Fi1-Col法 及 びFi1-Lawry法 との 比 較

標準液 を用 い これ らの 方法 で得 られ た検 量 線

は, Fig. 1に 示 した とお り何 れ も原点 を通 る良

好 な直 線 とな った.し か しFig. 1に 見 られ る と

お りFil-Col法 とFil-Lawry法 との 比 較 の 結 果,

前者 の方が4倍 もの 感度 を持 ち,ま た, 20㎎/dl

の蛋白量につ いて5回 繰 返 しに よる変 動係 数 は

2.6%と 小 さ く,再 現 性 も非常 に良 好 であ っ た.

なお回収率 はTable 1に 示 した よ うに98.8%～

Table 1. Recovery of total protein by

 Fil -Col method

Table 2 Determination of urinary total

 protein by three methods

Y=3.61+1.11X

Correlation coefficient=0.78

113.2%と 良 好 で あ っ た.

2. Fi1-Col法, Col-Fil法, Direct col法 の3方

法 に よ る 同 一 試 料 の 測 定 結 果 の 比 較

Table 2にFil-Col法 に よる測 定結 果 と, Bio-

Rad試 薬 を直接 尿 に加 えて 発色 させ 吸 光 度 を測

定す る直接Co1法 及 び,直 接Col法 で呈 色 した

試料 をゲル 濾過 した後,吸 光度 を測 定 した(Col-

Fil法)結 果 と を表 記 した.本 表 か ら も明 らか で

あ るが, Fil-Col法 よ り直接Col法 は大 きな値 が

得 られ た.こ れ は尿 中の低 分 子 物質 に よる試 薬

の呈 色 結果 で あ ろ う と考 え られ る.し た が って

実際 に 存在 す る 蛋 白量 よ り高 く値 が 出 る と考 え

られ る物質 を除 く目的 で,直 接Co1法 で 呈 色

させ た試料 をゲ ル濾過 す れ ば,試 薬 で呈色 した

ま ゝの低 分 子物 質 が 除去 出 来 る と考 えた.ま た,

呈色 した ま ゝ蛋 白質 だけ が ゲル 濾過 す る事 に よ

って純粋 に採取 す る事 が 出 来 た ら好 都 合 だ と考

え た.そ こで,前 述 の呈 色 した試料 をゲ ル濾 過

し,留 液 の1.6ml(呈 色 した 液)を 採 り595nmで

吸光 度 測定 を した.そ の 結 果 はTable 2に 示 す

通 りで, Fil-Col法 と近 い値 は得 られ たが, 5mg/

dlの 溶 液 につ い て5回 繰 返 しに よ る変 動 係数 は,

 13.3%と 大 き く,再 現 性 も悪 い の で,こ の方

法 で得 た 測定 結果 に 対す る信頼 性 は低 い と云 え

る.ま た, Fil-Col法 との相関係数 は0.48で あ り,

直接 法 との相 関係 数 も0.50と 非常 に 悪 い.

な お,直 接Col法 に よる障 害物 質 として考 え

られ る もの として は,尿 中の常 成 分 で あ る尿 酸,

尿素,フ ェ ノー ル類,ク レア チ ニ ン等 を通 常 尿

に 存在 す る濃度 で, Bio-Rad試 薬 に よ り,呈 色

す る事 を確 認 した.

Table 3に は これ らの 方法 に よる検 量 線 と各

につ いて の 回帰 式 及 び相 関係 数 を示 す.

Table 3 Regression equation between protein 
concentration (x) and optical dencity
(y) at 595nm and correlation coefficient
(r) with normal urine y=ax+b

3. Fil-Col法 と トネイ ン-TP法 に よる正 常尿

の 測定 結 果 の比 較

トネ イ ンーTP試 薬 は, Copmasie Brilliant

 Blueを 用 いた試 薬 で あ るが,界 面活 性 剤 メチ ル
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Fig. 3 Correlation of two methods

Coefficient of correlation: 0.857

4mg/dl (1:1)で は109.0%で,再 現 性は8mg/dl

 5回 測 定 で変 動係 数5.91%で あ っ た.

Table 4に,今 回検 討 したFil-Col法 を含 め

て尿 中 の微 量 蛋 白質 の定 量 法 で,実 用 に向 くと

考 え られ る方 法3種 の簡 易 度,定 量性,必 要 時

間 的 比較 及び特 異 性 につ い て,相 対 的 な比較 を

示 した.

c. Fil-Col法 を中心 とした事 業 所 での 測定 成績

Fil-Co1法 及 びMeuleman's法 改 良法による事

業 所 での 測定 結 果

Fil-Col法 を用 いて事 業 所 二 ヶ所 の給 食施 設 で

炊事 作 業 に たつ さわ って い る 人達 の尿 を,作 業

前,作 業 中,作 業 後 の三 回 に分 け て採 取 し,尿

中の 蛋 白量 を測 定 した.そ の結 果 をTable 5に

示 す.ま た比較 の 目的 でMeuleman's法 の 改良

法 に よ る測定 も同 時 に行 な っ たの で,そ の結 果

も併 記 した.一 名 を除 いて は高 濃度 の 蛋 白が 出

Table 4 Comparison of the property among three methods

セ ル ロ-ス を用 いて,直 接尿 蛋 白中の 測定 に 障

害 する物質 を除外す る事が 出来 るように考 え られ

ているが,著 者は更 に, Fil-Col法 と トネ ィ ン-TP

法 による測定結果 を比較 する 目的で,正常尿20検 体

を測定 し,得た結果 をFig. 3に 示 す.両 者 の 測定 結

果 に は良 好 な相 関関 係 が見 出され,相 関係 数 は,

 0.857で あ ったが,後 者 がや ゝ高 い値 を示す 傾 向

に あ る.こ れは 分子 量 の小 さい 物質 がや は り呈

色 を示 す 結果 であ る と考 え てい る.事 実,試 料

尿 をゲ ル濾過 し,初 留 液 よ り順 次0.5mlず つ 分

取 し,そ の 各液 につ いて トネ イ ン-TP液 に よ

る呈角 の 結果,標 準 タ ンパ ク液 では4本 目か ら

6本 目まで しか 呈 色 しないが,尿 の 場合 は7本

目以下 で もわつ か に呈 色す る部分 が あ る事 を確

かめ た.こ れは 分子 量 の小 さい もの で,な お ト

ネ イ ン-TPで 呈 色す るものが ある事 を示 してい る.

なお,ト ネイ ン-TP法 測定 による微量 蛋白につ

いての 回収率 はU+6mg/dl (1:1)で94.8%, U+

現 す る程 の作 業 とは認 め られ なか った が,中 に

は や ゝ多 目の 蛋 白量が す で に作 業 前に み られ,

作 業 中 に減 少 した者 と,や ゝ多 目の ま ゝ終始 し

たが,別 に疲 労 を訴 え る事 もなか っ た.こ の表

か ら も明 らか で あ るがMeuleman's法 改良 法に

よ る測定 値 が, Fil-Col法 に よ る よ りも,や ゝ少

な 目の値 が 出 る傾 向 が 見 られた.

考 案

Bio-Rad試 薬 はCoomasie Brilliant Blue-G-

250が 蛋 白質 と結 合 して赤 か ら青 へ と変色 す る

性 質 を利用 した もの で14)溶液 の最 大 吸収 は465

nmか ら595nmへ と移 動 す る.し た が っ て 波

長595nmで 吸 光度 測 定 をす れ ば,蛋 白量 を測 定

す る こ とが で き,感 度 も高 く各種 の蛋 白質 問の

変 動 も少 い.呈 色 は安 定 で試 薬 添加 後5分 ～1

時 間 まで一 定 の 吸光 度 を示 し,厳 密 な測定 時間

を必 要 と しな い利 点が あ る.
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Table 5 Determination of urinary protein of cooking workers in two companies

Table 6 Absorbance of albumin and Y-globrin

 by Bio-Rad method

また, Bio-Rad試 薬 はTable 6に 示 す 通 りal-

buminと α-Globulinと のOD差 が 比 較 的 少 い

の で,標 準 物 質 と して はHuman serumlalbuu

minを 用 い た.し か し,先 に も述 べ た が,正 常

尿 ではalbuminと γ-Globulinが 主な蛋 白質 で

あるが,そ の他 の存 在 が推 定 され る微量 な もの

につ いて は検 討 して いな い し,作 業 後や 運動 後

の尿 では 蛋 白質 の種 類や 組 成 が 異 る と25)云わ れ

てい るの で,追 っ て それ らの 試薬 に よる発 色 を

詳細 に検 討す る計画 で あ る.

直接 尿 試料 にBio-Rad試 薬 を用 いて,呈 色 に

よる吸光度 測 定 した もの は,こ れ ら尿 中 の蛋 白

質すべ て にBio-Rad試 薬が 反 応 した と考 え て,

尿 中の総 蛋 白量 のscreeningに は簡便で有効 な手

段である と考 えるが,こ ゝで問題に なるのは,共

存す る低分子物 質に よる呈色 であ る.す なわす,

これ らに よつて,測 定 値 がや ゝ過 大 とな る恐 れ

が あ る事 を見逃 す訳 に は行 か な い.し た が って

正 確 な測 定 にはFil-Col法 が有 効 で あ る.

また,尿 試料 にBio-Rad試 薬 を加 えて呈 色 さ

せ た後,ゲ ル濾 過 を して低 分 子 物質 を除 く方 法

は,結 果 にバ ラつ きが 大 き く,再 現 性 も悪 いの

で定量 方 法 と して は不 適 当 で あ る と考 え る.し

か し,試 料 をまず ゲ ル濾過 したあ と,試 薬 で発

色 させ る方 法 は再現 性 も よ く,し か も感 度 が高

く従 来 のFolin-Lawryの4倍 に達 し正 常 尿 中 の

微 量 の 蛋 白質 を簡 易 にか つ正 確 に 定 量す る事 が

出来 た.し たが って 本法 は 尿 中の 微 量の 蛋 白質

の定 量法 として はす ぐれ た方法 であ る と考 え る.

た ゞ,カ ラム にSephadex　 G-50を つ め るの に,

何 れ の カ ラム に も均一 に ロ ッ トを揃 える事 が 難

点 で あ る.し たが って,ロ ッ ト毎 に 検量 線 を作

り直 す 方が 好 ま しい.

なお ゲル 濾過 を行 う条件 を検 討 す る際の 参 考

として, K. DotschがSephadex G-50fineを 用

いて 分子 量4000以 上 の もの を得 た と報告 して い

るの で18),こ の方 法 を利用 した.先 に のべ た 通

りに 用 意 した カラム に, albumin標 準 液 を加 え,

ゲル の 上部 に 沈着 させ てか ら,蒸 留 水 で展 開 し

た.展 開 した留 液 をは じめ か ら0.5mlづ 採ゝ取 し
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て,そ の 各 々の 液 につ い て タ ンパ ク量 を測 定 し

た結 果,第1番 目か ら第3番 目まで の留 液 に は

ほ とん ど蛋 白質 の存 在 はみ とめ られ なか ったが

第4番 目か ら第6番 目 までの 留液 に 蛋 白質 の殆

ん どが み とめ られ た.そ の 含量 は これ ら後半 の

3つ の 留 液の合 計が 回収 率 と して20mg/dlと10

mg/dlの 場合 何 れ も100%に 近 い収率 であ った.

したが っ て初 留液1.5ml(45滴)を 捨 て ゝ,次 の

1.6(48滴)を 試料 と して 扱 うの は合 理 的 で あ る

と考 えた. 1.6mlを 採 る理 由 は,試 薬 の 量 的 な割

合 がSampleの1/4と した か った か ら であ る.

一 方, Sephadex G-50を 用 いて尿 を濾過 し,

分 子 量約4000以 下 の低 分子 物 質 が含 まれ る と考

え られ る液 につ いて,ト ネ イ ン-TP試 薬 での発

色 が約1～2%見 られ た.な お,ト ネ イン-TP

法 に おけ るA/G比 の影響 は 少 くA/G 0.38はA/

G 2.53の91%の 発色率 を示 し,同 時再現性 につ い

て も, 4症 例の尿,そ れぞれ12回 測定 で 求め た変動

係数 は何 れ も3%以 下 であ る と報告 されてい る21.

前 に も述べ た が,著 者 はFil-Col法 に よる測

定結 果 と比較 す る 目的 で,正 常 尿20検 体 につ い

て,同 時 に トネ イ ン-TP法 によ る測定 を行 な っ

た.し か し, 5mg/dl以 下 の 蛋 白質 量 では 感度 が

お ち る傾 向が あ る.し たが っ て,事 業 所や ス ポ

ー ツ現場 で
,作 業 負荷 が 大 き く尿 蛋 白が 多 く出

る ものや,蓄 積 疲 労者 を作 業や スポー ツ を行 う

前 に 見 出す ため に は,ト ネ イ ン-TP法 で充分 目

的 を果す 事 が 出来 る と考 え るが,正 確 な尿 中の

蛋 白質 の定 量が 必要 な場合 には, Fil-Co1法 が

有効 で あ る.ち なみ に,通 常 尿 中の 蛋 白質 測 定

に 用 い られ て い るテス テー プの確 認 限度 は30mg/

dlで あ るが, Fil-Col法 では2mg/dl以 上,ト ネイ

ン-TP法 で は5mg/dl以 上 であ る.

さ らに, Fil-Col法 に よ る実 際的 応用 として,

事 業 所 の炊 事 作業 に た ず さわ っ てい る人々 の尿

を採 取 し,朝,昼,夕 方 の 尿 中 の蛋 白質 量 を測

定 した が,そ の結 果 は先 に 示 した通 りであ る.

対 照 が 各1名 ず つ50才 近 い男性 が 含 まれ て は い

る もの ゝ,他 は40才 ～50才 の女 性 で あ り,作 業

に と りか ゝる前 の 通勤 の 状 況や,朝 の家事 労 働

の程 度,そ の他 の 条件 も考 慮 して結 果 の 検定 を

行 う必 要 が あ る と考 え る.し たが っ て,こ の事

に つ い ては 更 に例 数 をふや し,生 活 条件 を考慮

した 検定 をす る事 を考 えて い る.た ゞ, A事 業

所 の 方 がB事 業 所 よ り蛋 白質量 の増 加率 が 多 い

傾 向 に あ る事 が わか っ た.な おA事 業 所 の3の

人につ いて は蛋 白質量 の 増加 が 目立 った の で,

その 旨 を雇用 者 側 に注 意 を伝 えた.ま た, 1と

2の 人に つ いて は通 勤 前 に可 成 りの家事 労 働 を

した との事 であ る.こ れ らの 成績 か ら尿 中の微

量 蛋 白質 を正 確 に測 定 す る ため には, Fil-Col

法 が最 も有 効 で あ る と考 え る.し か し,欲 を云

え ば更 に よ り一 層 簡便 な操作 で測 定 が可 能 であ

る よ うに検 討す る必要 があ る.

なお,比 較 の 目的 でMeuleman's法 の 改良法

に よ る測定 も同時 に行 な ったが, Table 3に 示

す よ うに この方 法 で はFil-Col法 よりや 小ゝ さい

値 が 出 た.こ れ は 改良 法 と して 用 いた 界面 活性

剤 の量 に,ま だ検 討 の余 地 が残 され てい る.し

か しこれ ら2つ の方 法 に よ る測 定結 果 の相 関 は

非常 に 良好 で あ った.こ の事 業 所 に おけ る尿 の

トネ イ ン-TP法 に よ る測定 は 実施 しなか っ た.

なお, Meuleman'sの 改 良 法 及び トネ イン-

TP法 に よる測 定 結 果 の検 討 の詳 細,そ の他 に

つ い ては 次 の機会 にゆ ず る,

結 論

作 業 お よ びス ポー ツ にお け る 肉体 負担 をし ら

べ,保 健管 理 に役 立 たせ る一つ の 方法 と して,

尿 中の微 量 蛋 白質 の 定量 法 を考 案 した.さ らに,

これ を作業 場 に応 用 して以 下 の成 績 を得 た.

1.ゲ ル 濾 過 を し た 正 常 尿 中 の 蛋 白 組 成 は,

抗 原 希 釈 ゲ ル 単 純 免 疫 拡 散 法 に よ っ て, albumin,

と γ-Globlinが み とめ ら れ,そ の 他 にZn-α2-Gly-

coprotein, αI-Acid glycoprotein, Transferrin

等 の 存 在 が 推 察 さ れ た が,そ の 他 の 蛋 白質 に つ

い て は 判 定 が 出 来 な か っ た .

2. Bio-Rad試 薬 は呈 色 が安 定 で あ り,感 度が

高 く,測 定 時 間が あ ま り厳密 に要 求 され な い.

一 方
,ゲ ル 濾過 をす る事 に よって,尿 中 の低分

子 物 質が 除 去 され るの で,こ の 二 つの 方法 を組

み 合 わせ て 分子 量4,000以 上 の 蛋 白質 のみ を正確

に,比 較 的 簡便 に 尿 中 の蛋 白質 を測定 す る事が

可 能 で あ る. (Fi1-Col法 とす る.)

3. Fil-Col法 と トネ イ ン-TP法 に よ る正 常尿

の 測定 結 果 か ら,両 者 は良 好 な相 関 関係 を示 し
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た.た ゞ後者 の 方 がや ゝ高 い値 を示 す傾 向が あ

る.ま た,炊 事 に たつ さわ る 人々 の尿 につ いて,

 Fil-Col法 及 びMeuleman'sの 改良法に よる同時

測 定 を行 なっ た結 果,両 者 は良 好 な相 関 関係 を

示 したが,後 者 がや ゝ低 い値 を示 した.

4.以 上 の結果 か ら,尿 中 の正 確 な 蛋 白質の 定

量 を行 うにはFil-Col法 が 有 効 で あ るが,作 業

者や ス ポ-ツ をす る人達 の健 康 管理 をす る 目的

で あれば,ト ネ イ ン-TP法 は簡便な方法 であ る

と考 え る.
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Studies on determination of urinary protein

Part I. The determination of minute amounts of protein in urine

Yukiko TANAKA

Department of Public Health, Okayama University Medical School, Okayama Japan

(Director: Prof. M. Ogata)

Physical loading can be monitored by measurement of the amounts of urinary protein.

The Bio-Rad method in combination with gelfiltration gave the following results.

1. The presence of albumin and ƒÁ-globulin in proteinuria was recognized by immuno-

diffusion in antigen-containing gel. The presence of ƒ¿i-Acid-Glycoprotein, Transferrin and 

Zn-ƒ¿2-Glyco-protein was also demonstrated. However, other proteins need to be con-

firmed.

2. With the direct Bio-Rad method, some low molecular substances other than protein

 showed coloration. Urinary protein over 4000 molecular weight could be measured by 
removing lower molecular weight substances by gelfiltration. (Fil-Col method).

3. Small amounts of urinary protein could be determined by the modified turbidi
metric method of Meuleman. Good correlation was obtained between the Fil-Col method 

and the turbidimetric method, and between the Fil-Col method and the TONEIN-TP me
thod.

4. From the above results, it was concluded that the Fil-Col method is useful for the 

exact quantitative determination of minute amounts of urinary protein, and that the 
TONEIN-TP method is useful for screening of minute amounts of urinary protein.


