
Ⅰ. 諸言

糖尿病性腎症の病気分類第２期に微量アルブ
ミン尿が出現1), 2)する。この病期に厳格な血糖コ
ントロールを開始することによって腎症の進行
が抑えられる。

正確に微量アルブミンを測定する方法には、
抗原抗体反応を測定原理とする免疫比濁法

（TIA）が汎用3)されている。しかし、Osickaら
は、サイズ排除クロマトグラフィー法を原理と
するHPLC法（ALB-HPLC法）を用いて、尿中に
存在する微量アルブミンには免疫応答性アルブ
ミンと免疫非応答性アルブミンが存在すると指
摘した。彼らはTIAよりもALB-HPLC法の測定
値が糖尿病性腎症の早期発見に有用であること
を報告4)-7)した。
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尿中微量蛋白定量の新しい色素法の開発
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Development of a new dye method for measuring urinary protein
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Summary Measurement of trace urinary albumin by the immunological method is used for the early

detection of microalbuminuria in diabetic patients.  We report here our newly-developed, less

expensive, simple, and highly sensitive dye method for measuring urinary protein.

This method's linearity ranges up to 1000 mg/L, with a minimum detectable sensibility of 2 mg/L.

The correlation of the immunological method and the dye method was y=1.82x-2.43, and the corre-

lation coefficient (r) was 0.88.

The Acid Red 94 that we used in this method was able to detect an abundance of protein in urine

as well as trace protein in urine with high sensitivity and precision while excluding heavy metal and

deadly poison.  We believe this new method is readily applicable as an automated analyzer in a clinical

laboratory because of its superior characteristics in quantitative analysis.  This useful method can serve

as a screening test for the early detection of total protein in diabetic nephropathy patients.
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一方でSiviridovらは、ALB-HPLC法がアルブ
ミンに特異的な方法ではなく、トランスフェリ
ンやα1-酸性糖タンパクなどの低分子蛋白も同
時に測定していることを指摘8)した。

ALB-HPLC法による測定値は、糖尿病性腎症
の早期発見に有用であるが、一度に多くの検体
を測定することは出来ず、日常検査には不向き
である。したがって、尿中微量蛋白を、安価で
簡便に、より高感度に測定できる方法を確立す
れば、糖尿病性腎症の迅速なスクリーニング検
査が可能になる。したがって、このスクリーニ
ング検査で異常が見つかれば、各成分を免疫学
的に定量、または電気泳動法や液体クロマトグ
ラフィー法で蛋白を分離分析し、病態を解析す
ることができる。

著者らは、自動分析装置に適用可能な尿中微
量蛋白定量用の新規色素法の開発を試み、キサ
ンテン系色素Acid Red 94の蛋白による呈色増強
反応を原理とする色素法の諸条件を設定したの
で報告する。

Ⅱ. 方法と材料

1. 原理
この色素法の測定原理は、ハロゲン化キサン

テン系色素であるAcid Red 94（図１）と蛋白の
反応による色素の色調増加を利用している。検
体中の微量蛋白は、酸性条件下（pH 2.8）で陽
性荷電となり、Acid Red 94の陰性荷電した各種
置換基とイオン結合して共鳴構造を生成すると
考えられる。この時に増強した桃色の呈色を570

nmの測定波長で測定する。

2. 測定装置
自動分析装置は、日立7170形自動分析装置お

よび日立分光光度計U-2810（日立ハイテクノロ
ジーズ）を用いた。pHメーターは、ガラス電極
式水素イオン濃度指示計（岩城硝子）を用いた。

尿中総蛋白測定法9)（TP-HPLC）に用いた
HPLC装置は、ELITE LaChrome システム（日立
ハイテクノロジーズ）、ポンプ：L-2420、カラム
オーブン：L-2300、検出器：L-2420、総蛋白定
量用分離カラム：Asahipak GS-220H（7.6
mmID×250 mmL、旭化成工業）を用いた。

3. 試薬
本法の測定試薬は緩衝液と色素液から構成さ

れる。緩衝液（R-1）は、pH 2.8（25℃）50
mmol/Lりんご酸緩衝液に22.5 mmol/L硝酸カリウ
ムを加えた。

色素液（R-2）は、pH 2.8（25℃）50 mmol/L
りんご酸緩衝液に0.9％Triton X-100と0.03％ドデ
シル硫酸ナトリウム（SDS）、900μmol/L Acid
Red 94（和光純薬）を加えた。なお、Acid Red
94は、予め極少量の0.2 mol/L水酸化ナトリウム
溶液で溶解させた後に用いた。

比較対照法では、免疫比濁法の尿中アルブミ
ン測定試薬として、オートワコー　マイクロア
ルブミン（和光純薬）、また、尿中総蛋白測定
のためのHPLC法（TP-HPLC法）の溶離液はpH
7.0、0.13 mol/Lリン酸緩衝液を用いた9)。

各種蛋白質の色素との反応性評価に用いた試
料は、α･β-グロブリン、γ-グロブリン、β2-
ミクログロブリン、レチノール結合蛋白、α1-
酸性糖蛋白、α1-アンチトリプシン、ヘモグロ
ビン、トランスフェリン（SIGMA、St.Louis、
USA）、α1-ミクログロブリン（Biogenesis、
Oxford、UK）、ベンスジョーンズ蛋白（Nordic、
Tilburg、The Netherlands）、タムホースフォール
糖蛋白（Harbor Bio、USA）であり、精製水で
それぞれ300 mg/Lに調製した。

分子量標準蛋白にはProtein Molecular Weight
Standards（SERVA Heidelberg、Germany）を用
い、精製水で200 mg/Lに調製した。患者尿はイ
ンフォームドコンセントにより同意を得た九州
大学病院外来患者の尿を用いた。
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図１ Acid Red 94の構造式



Ⅲ. 方法

本法の自動分析装置での反応温度は37℃で行
った。試料５μLに緩衝液を200μL加えて５分
後、色素液を100μL加え、その５分後に主波長
570 nm、副波長660 nmの２ポイントエンド法に
て比色定量を行った。TIAはメーカー指定の測
定パラメータを用い、日立7170形自動分析装置
で測定した。標準物質はメーカー指定のキャリ
ブレータを用いた。尿中総蛋白定量の比較対照
法はIwataのTP-HPLC法9)に従った。本法とTP-
HPLC法の標準物質には、300 mg/Lヒトアルブ
ミン標準液（純度98％、単量体、Sysmex）を精
製水で溶解し300 mg/Lに調製したものを使用し
た。冷蔵保存で１か月安定である。

最小検出感度はKottegodaらの報告10)に従って
計算した。相関性の検討では線形関係式11, 12)によ
り求めた。

Ⅳ. 結果

測定条件の設定
測定条件の検討には試料として、アルブミン

とα･β-グロブリン、γ-グロブリンの300 mg/L水

溶液を作製し、色素との反応性の評価を行った。

1. 緩衝液のpH
pH 2.0、2.5、2.8の50 mmol/Lりんご酸緩衝液

でのアルブミンのモル吸光係数（ε）を調べた
ところ、それぞれ1.11、1.49、1.82×105 L/mol･mm
であり、εはpH2.8が最大であった。アルブミン
の呈色を100％とした時の各蛋白質の反応比率

（％）を表１に示した。グロブリンの反応性は
pH 2.0が最大であった。

2. 緩衝液の種類
pH 2.8、50 mmol/Lのグリシン、酢酸、酒石

酸、りんご酸の各緩衝液におけるアルブミンのε
はそれぞれ1.84、1.64、0.47、1.73×105 L/mol･mm
であった。アルブミンの呈色を100％とした各蛋
白質の反応比率（％）を表２に示した。

グロブリンの反応性はグリシン緩衝液の反応
性が高く39.3％であった。

また、表２の各緩衝液に、試料として強アル
カリ尿（pH 7.91）を添加した後の混合液のpH
変化量を調べた。緩衝液の濃度が高濃度になる
ほどεや蛋白質の反応性が低下した。50 mmol/L
緩衝液濃度で緩衝能力の高い緩衝液はりんご酸
緩衝液であった。
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　　　　相対反応性（％）

緩衝液（50 mmol/L） 酢酸  りんご酸   酒石酸 グリシン 　　　　

アルブミン  100 　100 　100 　100

α・β-グロブリン 43.8 　34.5 　35.8 　47.1

γ-グロブリン 21.2 　25.3 　23.2 　31.5

グロブリン平均 32.5 　29.9 　29.5 　39.3　　　　　　　　　　　　　

     相対反応性（％）

緩衝液pH pH 2.0 pH 2.5 pH 2.8　　　　　　　　　　　　　　　

アルブミン 100 100 100

α・β-グロブリン 37.5 34.1 31.8

γ-グロブリン 41.4 26.9 21.6

グロブリン平均 39.5 30.5 26.7　　　　　　　　　　　　　　　　

表１ pHの違いによる各蛋白質の反応比率

表２ 緩衝液の違いによる各蛋白質の反応比率



3. Acid Red 94の濃度
50 mmol/Lりんご酸緩衝液に試薬盲検とアル

ブミンを加えたときの吸収曲線を図２に示した。
蛋白添加により570 nmでの吸光度が増加した。
また、Acid Red 94濃度は高濃度であるほど感度
は向上したが、試薬盲検の吸光度の上昇が認め
られた。色素濃度は900μmol/Lが良く、それよ
り高濃度になると色素が沈殿した。

4. 界面活性剤の種類

pH 2.8、50mmol/Lりんご酸緩衝液を用い、界
面活性剤としてR-2にそれぞれ0.9％のTriton X-
100、Tween 20、Brij 35、Brij 58を添加し、アル
ブミン測定時のεと各蛋白質の反応比率（％）
を比較した。Triton X-100を使用したときにε
=2.02×105 L/mol･mmで他の界面活性剤の２倍程
度の値を示した。各グロブリンの反応性は、ど
の界面活性剤を使用した場合にも反応比率は
30％程度であった。Triton X-100は濃度が低いほ
どε、蛋白質の反応性が向上するが、0.9％より
低いと色素が沈殿した。
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　　尿中共存物質 

尿素 

アンモニア 

尿酸 

クレアチン 

ブドウ糖 

グリシン 

ビリルビン 

塩化ナトリウム 

塩化カリウム 

塩化カルシウム 

リン酸二水素ナトリウム 

クレアチニン 

アスコルビン酸 

影響抑制上限値（mol/L）

0.040

0.940

0.035

0.084

0.022

0.054

0.003

4.160

0.174

0.099

0.125

0.088

0.017

図２ 試薬にアルブミン標準物質を添加した時の
吸収曲線

表３ 硝酸カリウム添加前後の尿中共存物質
の影響

図３ 各種尿中蛋白質の反応性



また、R-2に0.03％のSDSを添加したところ、
アルブミンのε=1.26×105 L/mol･mmに低下する
が、各α･β-グロブリンの反応性は93.7％、γ-
グロブリンの反応性は69.9％と上昇した。

5. 共存物質の影響
患者尿に尿中の各共存物質を添加して対照尿

との干渉比率（添加尿/対照尿×100％）を求め、
測定系に及ぼす影響の評価を行った。13種の尿
中共存物質の干渉試験を行い、その干渉が５％
以下の各物質の濃度を表３に示した。

6. 自動分析装置での定量特性
測定条件の各種検討から試薬の最終組成は測

定条件に記述した試薬を用いて日立7170形自動
分析装置に適用して以下の評価を行った。

アルブミン水溶液を用いて直線性を調べたと
ころ、3,000 mg/Lまで原点を通る直線性が得ら
れた。最小検出感度は２mg/Lであった。

300 mg/Lと1,000 mg/Lのアルブミン溶液を用
い、20回同時再現性を行ったところ、変動係数
はそれぞれ1.68％、0.69％であった。また、同
濃度のアルブミン溶液を用いて20日間、各日２
重測定を行った日差再現性は300 mg/Lの変動係
数は1.8％、1,000 mg/Lの変動係数は0.78％であ
った。

不確かさの評価用試料には、アルブミン標準
水溶液（300 mg/L、1,000 mg/L）を用い、20日
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図４ 各分子量蛋白のε

図５-(a) 本法とTP-HPLC法 図５-(b) TIAとの相関



間２重測定した日差再現性評価における値を用
いた。それぞれの拡張不確かさの大きさ（2SD）
は、300±11.708 mg/L（4.7％）、1,000±20.567
mg/L（2.1％）であった。

患者尿（15 mg/L）に1,000 mg/Lと500 mg/Lの
アルブミンを添加して求めた回収率（n=3）は、
それぞれ98.9％、98.1％であった。

10種類の同一濃度（300 mg/L）蛋白溶液につ
いて反応性を調べ、アルブミンの反応性を100％
として各種蛋白の反応比率（％）を図３に示し
た。アルブミンと比較しレチノール結合蛋白が
138％と高く、タムホースフォール蛋白が20.8％
と低い反応性を示し、その他の蛋白は56.5～
86.6％の反応性であった。

ヒトアルブミン（分子量67,000）、チトクロー
ム（12,400）、ミオグロビン（17,800）、キモト
リプシンA（25,000）、卵白アルブミン（45,000）、
ウシアルブミン（67,000）、アルドラーゼ

（160,000）、カタラーゼ（240,000）、フェリチン
（450,000）、10種類の同一濃度蛋白を用いて、分
子量の違いによる反応性の違いを調べた。

分子量が大きくなるほど反応性は向上する傾
向が認められたが、評価した蛋白中、最大分子
量450,000のフェリチンの反応性は最も低かっ
た。

図４には、各分子量の蛋白質を測定したとき
のεを示した。フェリチンを除き、分子量と感
度の間に比例関係が認められた。

176例の九州大学病院外来患者尿を用いて基準
範囲を求めた結果、基準範囲は22.6～108.4 mg/L

（平均6.5 mg/L）であった。また、性差は認めら
れなかった。

九州大学病院外来患者尿176例を用いて、TP-
HPLC法、TIAとの相関性試験を行った。本法と
TP-HPLC法における線形関係式はy＝0.85x＋
0.06、相関係数r＝0.91であった。本法とTIAに
おける線形関係式はy＝1.82x－2.43、相関係数
r＝0.88であった（図５a, b）。

Ⅴ. 考察

今回我々は、糖尿病腎症における微量蛋白測
定を目的として、安価、迅速、高感度に尿中微
量蛋白を測定可能な化学的方法の開発を試みた。
本法は自動分析装置に容易に応用可能であり、

日常検査に利用することができる。
本法の検討に用いた色素は、スクリーニング

検査で用いる微量アルブミン試験紙で使用され
ているAcid Red 94（4,5,7-テトラクロロ-2',4',5',7'-
テトラヨードフルオレセイン2ナトリウム塩）を
定量用試薬とした13)。Acid Red 94はアルブミン
と親和性が高い色素であり、アルブミン以外の
蛋白とも親和性が高くなるように緩衝液の条件
を検討した。

本色素結合法は酸性下で反応を行うが、この
反応条件下では蛋白質色素複合体は沈殿しやす
くなる。色素法では蛋白質色素複合体の沈殿を
防ぐためにBrij 35やTriton X-100などの非イオン
性界面活性剤を添加する必要があった14), 15)。本
法でも、界面活性剤としてTriton X-100を添加し
た結果、その界面活性効果により蛋白質とAcid
Red 94複合体の沈殿が抑制されているものと考
えられる。一方、SDSの添加でグロブリンの反
応性が向上したが、溶解性の低いグロブリンの
溶解性が向上し、色素と反応しやすい状態にな
ったと考えられる。また、界面活性剤の添加は
発色の増加、試薬盲検の吸光度の低下、検量線
の直線性の向上にも寄与している。

干渉試験において、代表的な尿成分の１つで
ある食塩は本法の発色を低下させた。本反応に
おける色素蛋白結合反応への影響は、緩衝液の
陰イオンと色素陰イオンが競争的に蛋白質と結
合するときの化学平衡論に基づき説明される16)。
この塩による干渉は陰イオン（Clー）が色素蛋白
質複合体の生成量を減少させることを意味する。
尿中の共存陰イオンは、解離型色素陰イオンが
本来結合する蛋白質の正荷電部分に結合し色素
蛋白質複合体の生成を減少させるため、発色を
低下させたものと考えられる。この問題点の改
善には、緩衝液に予め塩を添加することでその
影響を少なくすることができた。検討した塩の
中でも硝酸カリウムが共存物質の影響を相対的
に低くする効果が高かった。

また、本法と蛋白質との反応性には、各蛋白
質の糖鎖含有率、そして、各蛋白質の分子量と
の関連が考えられる。アルブミン（ヒト、ウ
シ、卵白）やβ2-ミクログロブリンなど糖鎖含
有率０％の蛋白質との反応性は80％以上と良好
な値を示した。また、ヘモグロビンの分子量は
64,500で、アルブミンの分子量67,000と類似して
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いるが、糖鎖を６％含有しているため、その反
応性は86.66％であった。このように他の蛋白質
より糖鎖含有率が多く、20％含有するα1-ミク
ログロブリン、30％含有するタムホースフォー
ル蛋白、40％含有するα1-酸性糖蛋白は、本法
における反応性が60％以下で他蛋白に比して低
い反応性を示した。また、他の蛋白質の等電点
が4.4～7.0であるのに対し、タムホースフォール
蛋白は3.2～3.5、α1-酸性糖蛋白は1.8～2.7で比
較的低い等電点をもっており、これらの反応性
が60％以下であることの原因として等電点と糖
鎖の関与も考えられる。

分子量標準蛋白を用いた分子量の違いによる
反応性の評価では、分子量240,000のカタラーゼ
まで、分子量が大きくなるほどその反応性が向
上する傾向が認められたが、分子量450,000のフ
ェリチンの反応性は6.0％と低かった。また、単
分子量が約100,000のタムホースフォール蛋白
も、塩濃度や尿の酸性化など様々な因子で容
易に凝集し、分子量28,000,000の高分子にもな
る17)。その反応性が20.8％と低かったのもこのこ
とが一因と考えられる。

TP-HPLC法で用いているカラムは分子量１万
以上の高分子がサイズ排除作用により最初に溶
出するため、尿中の総蛋白を測定できる。また、
検出波長は220 nmであるため、蛋白のペプチド
鎖由来の吸収で検出し、蛋白種による差が少な
い総蛋白定量の基準となる方法9)である。本法と
TP-HPLC法との相関性試験では、線形関係式が
y＝0.85x＋0.06であり、特に100 mg/L以下の低濃
度域で本法の測定値がより低い傾向が認められ
た。本色素法における15％の負の比例系統誤差
は糖鎖蛋白の反応性が低いためと考えられた。
一方、TIAによるアルブミン測定値との相関で
は、線形関係式がy＝1.82x－2.43であり本法はア
ルブミン以外の蛋白を測定しているためで、糖
尿病性腎症の微量蛋白を早期に検出できると考
えられた。

また、ALB-HPLC法と免疫比濁法の線形関係
式はy=1.80x＋2.4であると報告18)されており、本
法とTIAの線形関係式y＝1.82x－2.43は非常に類
似した結果を示した。免疫比濁法よりも糖尿病
性腎症の早期発見に有用であることを報告され
たOsickaらのALB-HPLC法と本法ではほぼ同様
な蛋白を測定していることが推定される。

Ⅵ. 結語

本法で用いたキサンテン系色素Acid Red 94は、
多くの蛋白質と高い親和性を持ち、重金属や、
毒劇物を試薬組成に含まなくても蛋白質を高感
度に定量出来る方法である。また容易に生化学
自動分析装置に適用できることから、糖尿病性
腎症の尿中微量蛋白のスクリーニング検査とし
て有用である。
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