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Abstract

 The possibility of biological皿onitoring by determining urinary anions was investigated

using ion chromatography． The following resul七s were obtained．

1．The simple determination of urinary anions b㏄ame possible by ion chromatography，

2．The limits of detection for chloride， nitra七e， phosphate， sulfate and oxalic acid were

 O．202μg／ml，0．256μg／m1，0．087μg／ml，0．237μg／ml and O．025μg／ml， resp㏄tively．

3．The amounts of urinary excretion of nitrate， phosphate and sulfate were increased in the

 3－4hours after a mea1．

4．Measurement of the amount of urinary excretion for each experimental time resulted in

 an excellent correlation between phosphate and sulfate（r＝0．8667， p＜0．01）．

品
目

 筆者はこれまでに生物学的モニタリングの一環として，トルエン暴露後の体内摂取量の推定方法

のために，その尿中代謝産物である馬尿酸の高速液体クロマトグラフィーによる測定1＞，モノクロ

ロベンゼン暴露の指標としてのp一クロロフェニルメルカプツール酸の測定2），またビタミンC3）

およびビタミンB24）の摂取量のモニタリングとして尿中排泄量を高速液体クロマトグラフィーに

より測定するなど，尿中排泄物による摂取量のモニタリングについて報告してきた。また一方，野

菜中に含まれる硝酸，シュウ酸をイオンクロマトグラフィーにより測定してきた5）。そこで今回，

イオンクロマトグラフィーによる簡便な測定方法により，尿中に排泄されてくる陰イオン成分であ
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る塩化物イオン（C「），硝酸イオン（NO 3⊃，リン酸イオン（PO43一），硫酸イオン（SO42一）及

びシュウ酸について，その分析の可能性および意義を検討した。

方 法

試料尿：男性（47歳）の日常生活における尿を，2時間おきに採尿した。

測定：試料尿を3，000rpmで15分間遠心分離し，上澄みを水で100～1000倍に希釈後フィルター

（DISMIC－13 Cellulose Acetate O．20μm， ADVANTEC）でろ過してからイオンクロマトグラフィー

に注入した。装置はDionex 2000i／SP，カラムはDionex HPIC－AS4A，カラムオーブン温度25℃，

溶離液は1．8mM Na2CO3十1．7mM NaHCO3，サプレッサーはAMMSアニオンメンプランサプ

レッサー，再生液0．025N H2SO4，検出は電気伝導度検出器（Dionex），流速は1．5ml／min，，注

入量は50μ1で行った。定量はクロマトコーダー12によりピーク面積によって行った。

結

 尿のクロマトグラムをFig．1に示した。各成

分のリテンションタイムは，塩化物イオンが

1．8分，硝酸イオンが3．2分，リン酸イオンが4．3

分，硫酸イオンが5．5分，シュウ酸が7．2分であ

り，それぞれ良好な分離のピークが得られた。

 各物質の検量線をFig．2に示した。またこの

検量線から，ブランク信号にプランクの標準偏差

の3倍を加えたものに等しい信号を与える分析種

濃度とした場合の各物質の検出限界を求めると，

塩化物イオンが0．202μg／ml，硝酸イオンが

0．256μg／ml，リン酸イオンが0，087μg／ml，硫

酸イオンが0．237μg／ml，シュウ酸が0．025μg／lnl

であった。

 日常生活における各物質の尿中への排泄量を，

2時問毎に測定した結果をFig．3に示した。塩

化物イオン以外は早朝1番の尿中排泄が最も多く，

2時間後の2回目の尿では大きく下がりその後は

増減をしながら推移した。塩化物イオンは3回目

の尿で最大値を示したが，全体的には徐’々に減少

する傾向がみられた。食事との関係をみると，リ

果
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Fig．1 Chromatograms of standard〔A〕，

unrine（×1／1000）〔B〕， unrine（×1／100）〔C〕
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Fig．2 Carbration curves for anions．
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ン酸イオン，硫酸イオン及び硝酸イオンが食

事後ほぼ3～4時間で排泄量が増える傾向が

みられた。なお各物質の1日総排泄量は，

塩化物イオンが4976．2mg，硝酸イオンが

162．2mg，リン酸イオンが2259．8mg，硫酸イ

オンが1584．7mg，シュウ酸が152mgであっ

た。またこの各測定時間における排泄量の相

関関係を，成分間で比較するとFig。4のよ

うにリン酸イオンと硫酸イオンの間にスピア

マン順位相関係数がr＝0．8667（p＜0．01）
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Fig．4 Correlation between the amounts of

urinary phoshate and sulfate for each time．

で有意な正の相関関係がみられた。これ以外の成分間の相関は認められなかった。

考 察

 尿中に排泄される物質の測定方法として，高速液体クロマトグラフィー（HPLC）が簡便で精度

が高い方法として広く利用されているが，今回HPLCの一種であるイオンクロマトグラフィーによ

る陰イオン物質及びシュウ酸の定量性を検討した結果，塩化物イオン，硝酸イオン，リン酸イオン，

硫酸イオン及びシュウ酸について，前処理が不要で感度的にも十分に利用できる方法である事が確

認された。

 本方法により定量可能な物質について，その測定の意義を文献的に述べると，塩化物イオンにつ

いては，尿中排泄される塩化物イオンはナトリウムとほぼ同じ当量であるといわれているので，塩

一103一



嶋 田 義 弘

化物イオンを測定すればナトリウムあるいは食塩摂取量の推定が可能である6）。

 リン酸については，その排泄量からリン（P）の排泄量が計算できる。リンはカルシウムととも

に体組成，特に細胞内の主要な物質であり，摂取量のモニタリングは必要である。リンの尿中排泄

7）については，上皮小体ホルモン，ビタミンD，腎機能などの多因子の関与が認められているが，

一般的にリン摂取量が4～30mg／kg／日のとき，腸管からの正味リン吸収率は摂取量の60～65％であ

るといわれ，たとえ腎不全の状態であっても尿中リン排泄は摂取量の約60％とほぼ一定に保持され

ていることが認められている。

 硝酸については，窒素酸化物である亜硝酸塩は発ガン性物質であるニトロソアミンの前駆体にな

りうる物質として知られている8）。また，硝酸塩も唾掌中の細菌により亜硝酸塩に還元されるため

亜硝酸塩の供給源として注目されている9）。それゆえ硝酸塩の含量の多い食事をした場合の唾液中

における硝酸塩，亜硝酸塩の経時変化9）および硝酸塩の尿中への排泄が追及されている10）。そして

摂取した硝酸塩の尿中への排泄率は50％程度であるという報告もある11）。

 硫酸については，硫酸塩とタウリンが哺乳動物におけるシステイン代謝の重要な最終産物1a 13）

であり，硫酸塩は哺乳動物において様々な重要な役割を果たしている。Medesの報告14）によれば，

摂取されたし一システイン及びL一メチオニンからの硫黄は，ヒトの場合ほとんど100％が尿中に硫

酸塩として排泄された。ネズミでは，腹腔内注入されたし一システインの硫黄の95％は，フリーの

硫酸塩とタウリンとして排泄された15）。またYukihiroら16）は，高タンパク質食品の毎日の摂取が

より多くの硫酸塩排泄となるということ，さらにタウリンと硫酸塩生産の比率が食事のタンパク質

内容によって決定されたということ，そして，食事のタンパク質の摂取量が増加するとき，硫酸塩

生産の増加がタウリン生産より大きいということを示唆した。

 シュウ酸については，尿路結石は頻度の高い疾患で，中でもシュウ酸カルシウムは混合結石も含

めると全結石の約70％を占める17）。以前より，シュウ酸カルシウム結石発生に関する因子の中で尿

中カルシウム濃度とシュウ酸濃度が重要視されてきた。特に尿中シュウ酸濃度はシュウ酸カルシウ

ムの過飽和に対しカルシウム濃度よりもはるかに強い影響を与えるといわれている18）。このことか

らも，．尿中シュウ酸濃度測定は尿路結石症の病態解明や治療，予後のモニタリングへの第1関門に

位置する重要な課題となる。尿中に排泄されるシュウ酸は，食物から吸収される外因性のものと体

内で生成される内因性のものに大別される。平常成人がバランスの取れた食事を摂っていれば，尿

中シュウ酸の約15％が食事から吸収されたシュウ酸に由来し，内因性のものとして，35～44％がア

スコルビン酸から，40％がグリシンから，10％がグリコレートなどから体内で作られる19）。しかし，

低カルシウム食の場合，食事性シュウ酸の占める割合は最高50％にも達する19）という。したがって，

尿中シュウ酸に由来する尿路結石症の予防には，食事中のシュウ酸量をできるだけ減ずること，ま

た，シュウ酸を摂取した場合にはカルシウムを十分に摂取して消化器内でシュウ酸カルシウムを形

成させ，胃及び腸からのシュウ酸の吸収を低下させることが肝要である19＞。カルシウム不足の状態

では，シュウ酸の摂取量の多い食生活は尿路結石症の発病に結びつく可能性がある。
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要 約

尿中に排泄される5種類の陰イオン物質について，それらの摂取量のモニタリングの目的でイオ

ンクロマトグラフィーによる定量法を検討し，次のような結果を得た。

1。イオンクロマトグラフィーにより簡便に尿中の5種の陰イオン物質の測定が可能となった。

2，検出限界は，塩素イオンが0202μg／ml，硝酸イオンが0．256μg／m1，リン酸イオンが0．087μg／

ml，硫酸イオンが0．237μg／ml，シュウ酸が0．025μg／mlであった。

3．尿中排泄量の時間経過をみると，硝酸イオン，リン酸イオン及び硫酸イオンが食事との関係が

みられ、食事後3～4時間で増加していた。

4．各測定時間での排泄量を比較すると，リン酸イオンと硫酸イオンの問に相関関係が認められた

 （r＝0．8667，p＜0．01）○
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