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血 糖 定 量 の 検 討

高桑克子＊ 船木章悦＊

沢部光ー＊ 児島三郎＊＊

I はじめに

血糖を測定するにあたり，わが国で，現在おもに用い

られている血糖（血清糖）測定法を調べた。そのうち代

表的なものについて 2, 3検討した。

現在，最も真糖に近い測定法と言われている酵素法

Glucose oxidaseを用いて，特に採血の条件や測定す

るまでの条件などについて試験検査を行った結果を述べ

る。

:n: 血糖測定法の原理と特徴

A 現在わが国て行なわれている測定法

I) Hagedorn-Jensen法 (H-J法）

2) So:nogyi-Nelson法 (S-N法）

3) Fol in-Wu法 (F-W法）

4) Auto Analyzer法 (AA法）

5) Glucose Oxidase法 (GOD法）

6) o--Toluidine法(o--T法）

o--Toluidineー硼酸法 (o~TB 法）
(o--Aminodiphenyl法）

7)百瀬法6)

等である。

1)のH-J法は最も古く (1918年）から使用された

方法であるpその原理は過剰の酸化剤（赤血塩）による

糖の酸化を行ない，余った酸化剤の測定（ヨード測定法

）を行なうものである。

この方法は，わが国でも近年まで， 日本糖尿病学会で

支持されていた方法である。しかし，平田l)も利点とし

て採血の条件や再現性をあげているが，最大の欠点とし

て非糖性還元物もすべて還元される点をあげている。

又，滴定法の繁雑さ等から，検査に時間がかかると柴田

2)は指摘している。これらから，この方法は衰退の一途

をたどっている。

還元法の代表的なものとして， 2)の S-N法があ

る，この方法の除蛋白（水酸化バリウム，硫酸亜鉛）は

非糖性還元物をほとんど除去出来るというすぐれた方法

である。このため，長い問GOD法とならんで真糖に近

い標準法とみなされてきたが，除蛋白操作等に段階が
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多いことや逆酸化の問題らからバラツキが大きく，操作

にも習練を用する点などから，しだいに敬遠されつやあ

る。

3)のF-W法はS-N法と同じ原理であるが，除蛋

白試薬（タングステン酸，硫酸）が異なるだけである。

この除蛋白法は非糖性還元物を除去できないという難点

がある。しかし，石戸谷4)らはこの方法はS-N法に比
べて，試薬調整が容易で手技もやり易<, また尿糖沿同

時測定出来る点をあげている。 ； 
当然，時代の流れとして， 4)のAA法は大きな検査

室では用いられるようになってきた。 AA法にも色夕な

方法があるが，従来の用手法と異なる大きな点は，除蛋

白法としてAA法の透折法を利用することにある。 AA

法の中の Hoffman法を報告している野本5)らはこの透

折法の非糖性還元物への影響は Somogyi除蛋白法と同

程度と考えられるとしている。 i 
この方法は短時間に多検体測定出来，・再現性も非常に

良I,ヽ， しかし機械のため，管理をよくしないと時として

異常値が出ても気がつかない場合があるので，常にチェ

ックをして他の方法と併用するのが望ましいと考える。

今後， GlucoseOxidase法を用いた AA法の開発が期

待される。

5)のGOD法は， GlucoseOxidase (GOD) iが

{3--Glucoseのみ作用するという特異性が早くから知ら

れていたが，現在の比色定量法が確立された (1956);の

はGODの純品が得られるようになり，その後いろいろ

のあゆみをかさねてからである。 r 

この方法の問題点は 1つはa-{3移行の問題である，iし

かしGOD中にはa型をf3型に変換する酵素 (mutarpta

se)が入っているのでこの移行は完了するものと考斗ら

れる。もう 1つには妨害因子の問題である。血液（血清

）中の共存成分（カクラーゼ，尿素）やGOD中の不純

物は反応へ影響を及ぽし，正負の誤差をあたえる。しか

し蛋白法を用いることにより，前者は除去出来る。文最

近ではすぐれたキット (kit,既成試薬）も出来て酵素

標品の一定の品質のものを使用出来るようになる•た。＿、
他の方法にくらべて少し低い値が出るのではという懸

念もあり，いまだ理想的な方法とはいえないが， GOD
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表 1の① s-N法． GOD法．o--TB法，

Somogyi—Nelson法3) Glucose-Oxidase法7)8)9)

原

理

Glucos.e ~ Gluconic acid 

口`よ］H：H0悶
Cu02 | 
H-C-OH 

H-C-OH 

＼ノ←比OH
Molybden blue 
-Acethyl molybdic acid 

CuO 

oxidasc 
砂glucosc--=-::.:.::::::G1uconicacid 

闘ごi□／゚H疇悶

操

作

試料 ＋比O+o.3NBa (OH),*A) 

5'1/de ZnSO、
l 遠心又はろ過

上清又はろ液
＋ 

Somogyi銅試薬＊ B)

I沸騰水浴中
↓(20~30分）

流水冷却
↓ 

+Nelson試薬
↓ 
+H,O 
↓ 
比色 (500~540mμ)

試料 ＋0.33NHCIO, * D) 

I （又はSomogyi除蛋白法）
↓ 遠心又はろ過

上清又はろ過 (o.1111e) 
＋ 
糖試薬＊ E)(2.5'111) 

I ＼ば霊二；；勺
+50% H,so. (2.5m:t) 

比色 ↓ ↓15分室温放置

(430~48Qmμ) 

黄褐色

比色 (510~550mμ)

紅色

特

・除蛋白法がすぐれている。

Feイオンの影響なし (Fe(OH),として除かれ

る）ほとんどの非糖性還元物を除去出来る

・除蛋白液の調整保存が困難である。

Ba(OH),液とZnSO、のバランスがとれないで

Znイオソが多いと加熱のとき Cu,Oの逆酸化が

おこる

・再現性が悪い（土 7~8%)

性 操作段階が多い，

Nelson試薬の加え方

空気中の酸素で逆酸化

• Glucose oxidaseはP型 Glucoseのみ反応す

るという特異性にすぐれている，

・再現性が非常によい（土 1%, 土2%)

・反応の妨害因子が多く正．負の誤差が組み合っ

た測定値が出てくる。

従って見かけ上真の Glucose値を示してい

る。 7)

•多量の抗凝固剤は使用出来ない。

正血糖値

常

値 血清糖値

60~100（叩／de)

70~110 (//) 

50~95 

65~ 110 
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＇ 表 1のR
o-To!u id ine—硼酸法12)13) 14) 

Glucose 
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* F) 
血清（漿） ＋ o-TB試薬（5mt) 
(0.05況£) l 沸騰水浴中

↓ 5~8分

流水冷却

l （室温放置）
↓ (3分～5分）

比色 (640mμ) 

青色

（試料を全血で行うときは除蛋白を必要とする）

備考 表 1の①，R

* A)除蛋白試薬の順序をかえると値が低くな

る。

試料十H,O+Ba(OH)汁 ZnSOの順序で

おこなう。

Somogyi-Nelson法の試薬の嚢はいろい

ろある，文献3)の表2,文献2)を参照

のこと。

* B) Somogyi銅試薬3)

(1952年M.Somogyiにによって改良され

た新しい試薬 （I _R,溶液中の組成）
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・直接法である。微星測定法である。

・迅速かつ簡単である。

・反応機序がわからないため，病気服薬による関連がわか

らない。

・再現性が良い。

しかし，発色後，呈色液は除々に退色するため，一度に

多検体は出来ない。

68~100 

70~118 

* C) Nelson試薬2)

(NHふ Mo0,25'l-を比0450m（にとかす，

こに濃比S0,21叫滴下………… I液

Na,HAsO, 7比03'J (orKH,AsO, 1.8 

9) を比025meにとかす…••……• Il液

l液に Il液を加え， 38°Cに 2日放置後使

用

* D) 0.33M HCIO, 

試料とHCIOの割合は常に一定にしておく

こと (I: 10) 

高濃度の時は呈色液を等盤の50％グリセリ

ソで希釈して測定値を 2倍にする

* E)糖試薬 (Farb-Testを用いた時8))

I液：o.10M phosphate buffer, P.H?.O 

: 40μ 'J POD/mt 250μ 'l-GOD/霰¢ (3週

間安定）

Il液： 6.6mgo-dianisidine hydrochlor-

ide/訊¢ (6週間安定）

I, Il液を使用前に100:1に混合（数時

問安定）

* F) o--Toluidine硼酸試薬

表2を参照
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 みの特異性と再現性の良さ，さらに簡便性を加え， 日常

法として注目をあびてきた。

同じ頃から． 6)のo-T法が迅速測定法として知られ

ていた。わが国にも玄番ら10)によって紹介されたが，純

度の高いo-Toluidine(o-T)の入手難から．あまり利用

されなかった。その後，佐々木（匡秀）II)は硼酸を添加

し．感度の増加をはかり．又直接法にすることにより，

この方法は超微量簡便法として確立された。この方法は

呈色液の退色という難点はあるが．操作が簡単なことか

ら，キットとしても多くの会社から売りだされ．最近特

に，日常検査法として急激な利用度を示めしている。

B S--:-N法， GOD法，0--TB法について

それぞれの方法に一長一短があるが．測定にあたり，

代表的なもので現在なお利用されている方法について，

表 1に原理，測定法，特性についてまとめた。

AA法については，設備が必要なことと又機種により

異なるため，今回ははぶいた。

C 解 説

私たちは実用的な面から迅速性のo-TB法．中でも改

良されたo-TB法，真糖と言われているGOD法を検討

してみた。

1 o-Toluidne--8月酸法

この定量法において， o-T濃度が高いほど感度が良い

が発色後の呈色液の退色も非常に早いという難点がある

このため， o-Tの濃度をビリルビ・ノの影響をうけない程

度（最低濃度5%)に下げることも必要になってくる。

又，現在o-TB法として知られている方法や， ほとんど

のキットの方法は溶血の影響を受ける。それは安定剤に

チオ尿素を用いているためと考えられる。このチオ尿素

は一部チオシアン酸アンモニウムとなり， Feイオンと反

応してチオシアン酸鉄錯塩体になり， 64Qmμ において

本反応を阻害する。

内田15)は， Feイオンのマスチ・ソグのため， Ethene

diamine tera acetate acetic acid CED TA) を用い

たら，これはチオ尿素の代りにo-Tの安定剤にもなり，

溶血の影響も妨ぐことが出来たと報告している。又，同

著者14)は， Feイオソは Somogyi除蛋白法によっての

表2 o-T B 改良法の比較

o--T B 法12) 13) o-T B 改良法15)

I ][ I 圃

（試薬）

9
5500d犀ヽ-— これの

氷 酢 酸 920屑¢― 970111£― 

チ オ 尿 素＊1 l.5g これの これの

メチルセルソルプ＊2 9604 960屈¢ IOOm.i 960/IL‘ 

o-Toluidine 骨3 80111.t- 30箪¢—

飽和硼酸水溶昂*4 40直¢
4l 0111ge― 」 40 :――| (6 

ED  T A*5 0.5 
l 

o-Toluidino濃度
I 

7.7% | 4.8% 
I 

2.99る

最大発色加温時間 I 5分 (8分） ＊6 I 
I 

7分 9分

呈色液 の退色 I!〗汎儲嬰門烹芯 1 謡農ぷ稔'15分で 1 ほとんどなし
試薬の安定 性 I 半年以上 I 半年以上 I 1ケ月（腐畠しだいに びる --

I 
Fe(][) の影響 Hb濃度

いずれも10onzg/dl 6 % ｝ 低値を
（溶血血清） 5oomg/dl10.3% 示す 0.5％以下の低値

ビリルビソの影響 |2om9/dlまで 2omg/dlまで

* I o-Toluidineの安定剤として使用している。
* 2 o-T濃度を下げるとビリルビソの影響をうけるのでそれを防ぐため惑度の増すために使用。
* 3 内田壱夫は片山化学G, Rを使用している。
* 4 飽和溶液で5％が最も発色度が良いが4％となっている。
* 5 Fe (llI)のマスキソグとo-Tの安定剤として使用．これの添加濃度は改良試薬 l.R,中につき． 0.59, I.Of/ 
2.09で吸光度に差なしとされている。 25)

*6 最大発色加温時間は5分だが強すぎるため，実際の測定には少し吸光度のおちた8分を使用している。 1Z)l3)
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表3 同時測定検体数による血清糖値の違い

（平均値， mg/di)

! o-TB法 IIo-TB法 IlI GOD法
， 

A I 941 901 92 

B ! 80 I 86 I 92 

*A :o-TB法l),2）ともに． lO本ずつ加熱，
冷却，比色の繰返し操作した。

B : 25本同時に加熱．冷却， 測定は順次行った。
o-TB法 Iは和光キット血糖測定用OTBー試

液を使用した。

GOD法はベーリンガーハイハム社BloodSu 

ger-Testを使用した。

除くことが出来ると報告している。この点でもS-N法は

すぐれているといえる。

表2に，佐々木（禎ー） 12)の報告している現行のo-

TB法(I)と内田15)の報告しているo-TB改良法 (Il,

]1[)とを比較してみた。

私たちは和光のキットを利用して Iの方法と． EDT 

Aを入れたlIの方法について検討してみた。結果的に

は，残念なことにo-Tの純度の高いものがえられなく．

試薬が長もちしないため．くわしい検討は出来なかっ

た。

o-TB法において．同時にどのくらいの検体数を出来

るかを行ってみた。表3のように， Iの方法ではo-T濃

度が高いため退色が早く．一度には少数体しか出来な

し‘o

しかし，［の方法では．呈色液の退色はプドウ糖値の15

分値で平均4.5％の低下，30分値は15分値とほぽ同一（土

1％程度の差）． 60分値は30分値と同一の値を示した。

これら呈色液の退色については．発色後の温度条件等

を改良することにより． 日常検査には充分利用出来ると

考え，今後も検討してみたいと考えている。

2 Glucose Oxidase法

試薬の管理の点から． BloodSuger-Test一酵素的血

糖測定法—•(Farb-Test, Boehringer-Mannheim G 

MBH製，山之内製薬販売）を用いた。

除蛋白試薬は． Somogyi除蛋白法がすぐれていると

考えられるが，実用的な面から， 0.33M過塩素酸溶液を

用いた。北村ら7)はGOD法における過塩素酸除蛋白に

よる値と Somogyi除蛋白による値は同一値が出たと報

告している。この除蛋白液は特に全血の時，血液を入れ

たらただちによく混和しないと，かたい凝集塊が出来

て，バラッキの原因になるため注意を必要とする。又．

除蛋白液と試料の比率は，特に全血の時は変えない方が

良いとされているが， 7)8)そののちの操作はキットの説

明書の半量法で行うことが出来る。

0.7rO.D 

0.6 

図ー 1

日立分光光度計101

100 200 300 

プドウ糖
GOD法による検量線

-25％硫酸用いた場合と50％硫酸用いた場合一

400 
(mg/di) 

発色は室温でも良いとされているが7),37°C35分に

ておこなった。この時間は土 5分以内では，血糖値には

差がなかった。

糖試薬を加えたのちの黄褐色呈色体は，長時間の安定

性に欠けるが，硫酸を加えることによって，長時間安定

であるとされている。 7)8)9)私たちの測定でも，非常に

安定で， 50%H,S0添加で15時間後でさえも，吸光度の

低下は 1％以内であった。従って．標準液も同時に行っ

た場合は長時問放置出来る。

又， 25％硫酸でなく， 50％硫酸を使用したのは，前者

では血糖（血清糖）値が高い時，発色しきれないためで

ある。

この方法の精密度はきわめて良く，北村ら7)9)と同じ

く，私たちの研究室でも，同時重復測定法によるバラツ

キは土 1％前後におさまった。全血の時．少し劣るが日

差変動も 2~3％前後におさまった。このように再現性

は非常に良い。

正確度の点では，キットの標準液をいくつか同時測定

すると，再度検査しても同一値のもあるが． 5％前後異

なる値のも出た3 そこで，私たちは第一化学のプドウ糖

標準液 (10mg／叫）を希釈して用いたら． キットのその

値より， 3~9％位高く出た。

キットの標準液を使用すると，コソトロール血清（ハ

イラソドの正常コントロール血清， ケムトロール）値

は，ほぽ範囲内におさまる。しかし，第一化学の標準液

より作ったのでは，コソトロール血清値は，ハイランド

コソトロール血清（80~92mg/de)が平均77mg/de, ケム

トロール (184~19Qmg/de)が平均175ng/d¢と低値に出

る。
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和光の無水プドウ糖（特級）を用いて標準液を作って

みたが．ほとんど第 1化学の標準液値に近い値が出た。

そこで私たちは再現性の良さから，第 1化学のプドウ糖

標準液を希釈して作った標準液を使用した。

毎回， 1oomg/deの標準液を用いて検査し，計算からプ

ドウ糖値を出した。糖の呈色は測定条件によって変るの

で，毎回標準液を立るぺきである。

l[ 採血の条件と試料の保存について

A 採血の条件

1 動脈血（毛細管血）と静脈血

私たちはすべて静脈血でおこなった。

毛細管血すなわち耳染血による血糖値は動脈血の血糖

値とよく一致するところから，動脈血血糖値とみなされ

る。

動脈血の血糖値は，静脈血の血糖値よりも高く出る，

この差（動静脈較差， arteio--venous di fferense)は

空腹時で小さく，プドウ糖摂取後では大きい。この差は

日本糖尿病学会の判定基準値17)では1009負荷試験で空

腹時で0, l時間で2omg/de.2間時値でlOng/d¢,509負

荷試験では空腹時は 0, 1時間値は2omr,/deと同じで2時

間値は 0~long/d¢となっている。

2 全血と血清（漿）

私たちは全血の場合は，採血後ただちに除蛋白をし，

血清の場合もただちに遠心分離をし， 7分位でほとんど

の血球と血清（漿）を分離した。 この時血清糖値は，全

血による血糖値よりも， GOD法において 15%~19％程

度高く出た。この差は玄番3)や石渡16)の報異告ではlO

％前後とされている。これも測定

a 全血の場合

血糖の解糖速度は解糖阻止剤無探加（ペパリソのみ蔀

加）で，はじめの血糖値に関係なく． 25°C（室温）で

毎時平均amg/de, 15°Cでは毎時平均2.5mg/“と百瀕6)
石渡16), 柴田18)によって報告されている．この作用は

解糖阻止剤をある一定量以上添加すると．一定程度にお

さえられるが，完全におさえられないのは．フツ化‘ノー

ダ等でエノラーゼを阻害してもその段階まで解糖が進む

からである。

従って．私たちは全血の場合．解糖作用を阻止するた

めに，採血直後，採血者のそばにてただちに除蛋白をす

ることにした。この点からも．過塩素酸除蛋白液は適し

ていると言える。

b 血清（漿）の場合

私たちは．血清分離するまでの時問内におきている解

糖作用で．血清糖値がどのように変化しているかをGO

D法で調べた。 （図 2)

この結果から，全血の時の報告と同じく．血清糖値の

平均低下は．室温に無蔀加で血液を放置後遠心をかけた

時，毎時 7mg/ de位であった。又．解糖阻止剤としてフ

ツ化ナトリウム (4mg／血液 Imt)とシュヮ成カリウム

(2 mg／血液 Iml)を添加して血液を放置後分離した方

は．初め30分ないし60分までは同程度の低下率を示すが

その後，低下速度が劣る。

採血直後では，解糖阻止剤無添加の方が孫加したもの

よりわずかに高く出た。これはGODがシユウ酸カリウ

ムの影響を受けるためとされている 16)が， 私たちの研

究室ではo-TB (Il)を用いて同一検査を行ったが同じ

ような結果が出た。

法によって異なるようである。

血清と全血のプドウ糖量の差は

両者の水分星の差によるともいわ

れている。

B 試料の保存

変化

解糖作用を阻止するためには．

l)ただちに除蛋白する。 2)すぐ

に分離して血清（漿）にしてしま

う， 3)解糖阻止剤を入れるかで

ある。
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結果としては，血液の損失はみられるが，ただちにす

くなくとも15分～30分以内に遠心分離して血清にするの

が望ましい，遠心操作がすぐ出来ない時は，解糖阻止剤

を入れた方が，血糖値の低下は防げる。

図3は，冷蔵庫中と，フリーザー中に血清を保存した

場合の採血日から 9日間の経過である。その差は最も大

きいところで3％位であった。従って，血清糖値は採

血後，分離してしまうと冷蔵庫，フリーザー中どちらも

安定である。

2 ろ液の保存

無蔀加の全血，解糖阻止剤添加した血漿，血清，いず

れも室温中において，過塩素酸を加えた状態で， 3, 4 

時間放置しておいても血糖値は低下しなかった。

又，ろ過してからろ液か，遠心して上清にしてしまう

と，冷蔵庫保存で，それぞれについて 5日間血糖（血清

糖）検査を行ったが，変化なかった。

W おわリに

o-TB法，特にEDTAを入れた方法は純度の高いo-

Toluidineを求め，日常検査に使用出来るようにして

いきたいと考えている。

GOD法を用いて．諸問題の検討と．日常検査を行っ

たが非常に再現性が良く，バラッキがなかった。この点

からも前者の方法の管理目的に併用してはという私たち

の考えを確実なものにした。

（この稿を終るにあたり，御協力を賜わった秋田脳血

管センター検査科飛田穂積技師に謝意を表わします。）
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