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血清透析性カルシウムの新定量法

金沢大学医学部耳鼻咽喉科学教室（主任　松田竜一教授）

　　　　　　　　　　岩　　　脇　　　　昭

　　　　　　　　　　　　（昭和33年11，月n日受付）

本論文．の要旨は：第124回，：第125回日本耳鼻咽喉科学会北陸地方会，第6回

中部地方連合会にて発表した．

　　　　　ANew　Method　fbrΩuantitative　Determination

　　　　　　　　　　　　　　of　Serum　Dialyzable　Calcium
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ABSTRACT

　　（1）Both　total　calcium　and　nondialyzable　calcium　in　each　O．1　m1．　of　serum　are　determilled

separately　by　means　of　titrating　of　O．001　N－E．　D．　T．　A．　sollltion，　using　O．0005　mol　Plasma

Corinth　B　solution　as　an　indicator，　and　keeping　the　serum　solution　in　strong　alkalinity．　The

alkaline　density　of　the　medium　becomes　as　strong　as　nearly　IN－NaO｝I　solution　at　the　end

of　the　reaction．

　　（2）In　this　method，　the　principle　of　the　separation　of　dialyzable　calcium　from　nondialyzable

one　is　based　on　that　of　quantitative　determination　of　serum　dlalyzable　calcium　by　Mr．　Yana－

gisawa…（In　a　period　from　2　to　5　minutes　after　O．1　ml　of　serum　is　added　into　O．4cc　of　4％

ammonium　oxalate，　dialyzable　calcium　only　is　deposited，　in　calcium　oxalate，　and　nondialyzable

one　remains　without　being　combined　with　ammonium　oxalate．）．

　　（3）But　the　mechanism　of　the　separation　di任ers　entirely　from　that　of　Mr、　Yanagisawa’s；

sucking丘ltration　is　carried　out，　using　the　special舳er，3m至nutes　after　adding　serum　into

the　oxalate　solution．　The　sucking丘ltration　can　be丘nished　within　2　minutes．

　　（4）The丘lter　consists　of　glass　filter（No．3）and　a　small　amount　of　asbestos丘1ter，　which

is　suf五ciently　evenly，　pressed　to　Iess　than　O．5　mm　in　thickness，　laid　on　the　former．

　　（5）The　calcium　oxalate　which　is　derived　from　a　part　of　the丘1tered　nondialyzable　calcium

and　is　deposited　in　the　filtrate　as曽ell　as　the　rest　of　the　nondialyzable　calcinm　consurnes

quaptitatively　E．　D．　T．　A．　solution．

　　（6）The　extent　of　error　of　this　method　is　within（土）5％，　as　compared　with　the　result

gailled　by　the　Yanagisawa’s．

1，緒

　血中カルシム（以下Caと略す）は蛋白との結合型

と透析性Caとの2つの型で存在しているが，私は臨

床的にCa代謝の一端について研究を行わんとして，

まずCa定一量法について検討を加える必要があること

を痛感し，これについて検索を行った結果，いささか

言

知見をえたのでここに報告する．さて従来のCa定量

・法の代表的な方法をあげるならば次のとおりである，

　　1）Kramer＆Tisda11法1），　Clark＆Collip　2）

法，Sobe13）法，　Sendroy　4）法，

　　上記諸法はいずれもCaを蔭酸塩，あるいは燐酸塩
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として沈澱させ，‘，その蔭酸，あるいは燐酸を間接的

に定量するものである．

　2）Toksoy＆Eser　5＞法

　透析膜を用いて透析性Gaを分離定量するものであ

る．

　3）EDTA液による比色定量6）法

　4）柳沢氏7）法

　光電比色計を使用する方法で柳沢氏によって完成さ

れたものである．

　1），2）法は長時間を要するうえ操作が複雑で特

殊な技術を必要とし，また3）法は高価な光電比色計

を使用しない利点はあるが，正確度において4）法に

多少劣るとともに透析性Caの定量法がいまだに確立

されていないという理由で，柳沢民法が現今ひろく血

清総Ca並びに透析性Caの定量法として使用されて

いる．しかし柳沢弘法においては極めて優秀な光電比

色計を使用しないかぎりその値は非常に動揺すると同

氏は忠告しており，私自身の追試においてもこの点が

痛感された．そこで私は光電比色計を設置しない外来

または研究室でも比較的簡便にしかも高い正確度をも

つて血清総Ca並びに透析性Caの定量を行いうる方

法をみいだすことは意義あることと考えたのでこの点

を無灯追求した．その結果柳沢氏法の透析性Ca測定

の原理を利用し，従来透析性Ca定量の報告がなかっ

たEDTA法に改良を加えることによって，正確度に

おいても操作の簡易度においても満足してよい定量法

を確立しえたと思うので報告する．

皿．本定量法原理

EDTA－2Na（エチレンジアミンテトラ酷酸ジナト

リウム塩）は水溶液においてCa”，あるいはMg．●と

定量的に安定な錯塩を生成する．Ca’●，　Mg’●含有液に

EDTA水溶液を加えると下式にしたがい

N盤：：1：〉　c一一N＜：1：：器譜僧・

　　　　　　　　　　　↓

　　　NaOOC・CH2　　　　　CH：2－COONa
　　　　　　　　＼　　　　　　・　／
　　　　　　　　　N－CH2－CH2－N
　　　　　　　　／　　

隔、

嚠鼈

＿、

@　　　　　　　　　　　　　　　　 ，一一’P　 _
　　　　　　CH2　　＼M／　　　CH2
　　　　　　♪＼／＼／《＋2H

Ga”，　Mg’●と等量：のEDTAが消費されるが，この

応の終点をしるために指示薬として，クロールフェ

ールアゾジオキシナフタリンジスルホン酸ソーダ

Plasmo　Corinth　B一住友化学製品）なる特殊染料を用

る．本色素はアルカリ性溶液では紫色であるがCa”，

gO曹と定量的に結合して赤色に変化する．しかし

g．’は強アルカリ性の此中ではMg（OH）2となり

色に関与しなくなる．そこで血清を強アルカリ性に

てMg●’をMg（OH）2としたのちPlasmo　Corinth

（以下P．B．と略す）液を加えると，血清含有液は

赤紫色を呈するがこれはCaだけにもとずくもので

る．この液にEDTA液を滴下してゆくと，　Ca－

．B．の解離度はCa－EDTAの解離度より大である

ら，まず遊離のCa（血清透析性Ca）がEDTAに

捉され，次に血清中の蛋白結合型CaからのCaが

離してEDTAと結合し，最：後にCa－P．　B．として

　　　0

素と結合していたCaもEDTAに結合するため，

．B．は舶を失って帯赤紫色から帯青紫色に変化す

のでこれを用いて血清総Ca量を測定することがで

るわけである．ついで透析性Caと蛋白結合型Ca

分離測定法としては柳沢氏7）によれば両者が4％蔭

アンモン液と反応結合して四四Caとなる速さにお

て明確な差を示すのである一定時間後に濾過すれば

酸Caとなる速度のはやい透析性Caの方は沈澱と

て除かれ塩酸と未反応の蛋白結合型Caは濾液中に

行するので濾液にP．B．液を加えてEDTA液で滴

すれば蛋白結合型Ca量だけが測定される．すなわ

蔭酸処理を行わずに滴定して総Ca量を測定し，一

蔭酸処理を行ったのち濾過を行いこの濾：液を用いて

白結合型Ca量を測定し，両者の差から透析性Ca

がしられるわけであろ．
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皿．定量法実施について

1）試　薬

　a）0．0005モル．クロールフェノールアゾジオキ

シナフタリンジスルホン酸ソーダ液．住友化学製品

Plasmo　Corinth　Bを使用する．

　本田0．12989を100ccのメスコルベンにいれ，

0．1：N－HC1液を10cc加えて再溜水で全量を100cc

とする．（貯蔵液）この貯蔵液20ccをとり再溜水で

全量100ccとなし褐色瓶にいれ暗所に貯蔵する．

　b）10N－NaOH液

　良質の：NaOHを三瓶にいれ，これにほぼ同量の再

溜水を加えて数日間放置し，この飽和液の上澄60cc

をとり，再溜水で100ccとする．これを1：N一蔭酸液

で滴定補正する．

　c）4N－NaOB：液

　d）Ca標準液（20Y／cc）

　純粋なCaCO30．24979を正確にとり最少量の稀塩

酸に溶解せしめ，温浴中で大部分の液を蒸発せしめた

のち，再溜水で1μとする．．この溶液1cc中にはCa

100Yを含む．（貯蔵液）この貯蔵液を再溜水で5倍に

稀釈し，1cc中にCa　20Y含有の液をつくる。

　e）0．001：N一エチレンジアミンテトラ酪酸ジナトリ

ウム塩（EDTA）液

　EDTA約4gを再溜水にとかし全量を1βとする．

この力価は標準Ca液をもつて測定し，本瓦1ccがCa

O．4mgに対応するように調節する．（0．02　N－EDTA

貯蔵液）．この液は約4カ月の保存にたえる．この貯

蔵液を20倍に稀釈して用い、る．（0．001N－EDTA液

1cc＝0．02mgCa）

　f）4％蔭酸アンモン液

　g）1％KCN山本液は使用しなくてもよい．

　h）アミールアルコール

2）器　具

　a）　ミクロビューレット

　b）小試験管イ（1．0×8．Ocm）数本

　　　　　　　ロ（L4×8．Ocm）数本

　　イ，ロともに無色の良質のものを用い，まえもつ

　　　　てクロム硫酸で処理し，再溜水で瀕條してお

　　　　　く．

　c）0．1ccミクロピペット

　d）1．Occピペット

　e）吸引グロソケ並びに水流ポンプ

　f）白色磁性平板

　比色定量のさいミクロビュレットの下方において試

験管内の液の変色のぐあいをみやすくするために用い

る．従って平板の両側に白色紙のわくをたてた方がよ

りぐあいがよくなる．

　g）グラスフィルターつき濾斗並びに濾過用石綿

　濾斗は1×2cmの円筒型で内にNo．3のグラスフ

ィルターの附着したものを用い，そのフィルター上に

毛状の石綿をのせ厚さ約0．5mmになるように吸引ポ

ンプでひきながらガラス棒で圧縮して二重の濾過膜を

つくり濾過に用いる．なおもっとも重要なのは濾過膜

の条件で詳細は後述するがおおよそ再溜水を40秒前後

で濾過するように石綿の厚さ並びに圧縮の度合を調節

しておけばよい．また石綿はまえもって法の如く熱ア

ルカリ並びに硝酸処理したものをさらにEDTAで処

理して充分水洗し完全に脱Caを行い再溜水で充分洗

妬したのち，再溜水中に保存しておく．

3）実施法

　A）血清総Ca定量

　小試験管イに4N－NaOH液0．4ccをとり，でき

るだけ新鮮な血清0．1ccをミクロピペットで正確に

とり4N－NaOH液に加え2～3回ピペットの内壁を

この溶液で洗う．次に1％KCN二極少量加えてから

溶液を振盤混和して約10分間放置後，再溜水（入血清

のときは0．5cc，家兎血清のときは0．3cc一詳細は後

述）を加えさらにP．B．液0．1ccを加えて混和し一

様に帯赤紫色を呈せしめたのち，ミクロビュレットを

用いて，0．00i　N－EDTA液で滴定する．液が青味を

おびるにつれてEDTA液の滴下速度をおそくしてゆ

き，終点近くでは特に1滴滴下ごとに約iO～20秒間混

和放置して確実に帯青紫色の終末点にいたったときの

EDTA液の消費量をよむ．（Accとする）

　（註）終末点に達したか否かを可及的正確に判定す

　　　　るために次の2点の操作を行う必要がある．

　i）徐々にEDTA液を滴下して終末点に達したと

思ったらそのときの目盛をよんでおいたうえで，念の

ためさらに1～2滴を滴下してそれ以上変色しないか

否かを確めること．

　ii）検液のみでは変色の判定が困難なのでまえもっ

て同じ検液で予備試験を行い，終末点と思われる点か

らさらに2～3滴余分にEDTA液を滴下して確にこ

れ以上変色しないことをみきわめた予備試験液を準備

しておけば，P．　B．液を加えてから20分以内に用いる
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かぎり終末点の見本となりうるので本試験液の変色の

ぐあいを常に予備試験液のそれと対比しながら滴定を

行うこと．

　B）蛋白結合型Ca定量

　小試験管イに1％：KCN液1滴（極少量：）並びに4

％蔭酸アンモン液0・4ccをとり，これに血清0．1cc

を正確に加えて直に泡だつまで充分に液を振盟混和す

る．血清を加えてから2分30秒後石綿をのせたグラス

フィルターを用いて吸引濾過する．なお濾過時の受器

にあらかじめ10N一：NaOH液0．3ccをいれた小試験

管ロを用いる．小試験管ロの管壁に残った血清を毎回

0．5ccあての再溜水を用いて洗瀞，濾過操作を3葺く

りかええして完全に小試験管ロにうつす．なお第1回

目の水洗時にさいし，まえもって小試験管イにアミー

ルアルコール極少量加えて振盤混和すれば血清の泡沫

が管底に残留するのを防止できる．かくて計4回の全

濾過が終了したら小試験管ロをとりだしで充分振愚混

和し約5分間放置し，P．　B．液0．2cc加えて混和し液

が一様に帯赤紫色を呈したのち，EDTA液で滴定し

その消費量をよむ．（Bccとする）

　（註）このさい次の4点に注意する．

　i）アミールアルコール極少量とはガラス毛細管か

らの1滴で充分である．

　ii）血清溶液を吸引濾過するとき，あまり吸引がつ

よすぎると受壷中の液の泡だちがはげしく器外にもれ

ることがあるため多少なりとも泡だちの傾向がみえた

らそのつどグロッケに接するゴム管を少しゆるめて減

圧の程度を低くすること．

　iii）前述した濾過膜の条件であれば血清液の全濾過

に要する時間は2分30秒以内で完了する．1検温の濾

過が終ったら石綿をとりだしてすて，濾斗並びにグラ

スフィルターを温浴中に加熱したクロム硫酸地中に充

分浸したのち水及び再溜水を吸引しながら充分に洗1條

し，新たな石綿をつめかえてさらに再溜水で2～3回

海虚して次回の用に供する．

　iv）EDTA液で滴定のときは総Ca定量時と同様

に対比用の二二を用いる．しかし対比用液としては

B）法と同じく処理した液でもよいが濾過の手数を省

くためには次の液を準備した方がよい．すなわち小試

験管ロに血清0．05ccと4％蔭酸アンモン液0．4cc，

1％KCN液1滴，再溜水1．5cc及び10　NNaOH液

0．3ccを加えた液をつくり，これにP．　B．液0．2ccを

加えてEDTA液を終末点から2～3滴余分に滴下し

た液を用いる．（P．B・液を加えてから30分前後なら充

分に対比用として用いられる）

　c）EDTA液力価測定

　小試験管イに標準Ca液（20γ／cc）0．5ccと4N－

NaOH液0．4ccをとり，さらにP．　B．液0．1ccを加

えてEDTA液を滴下する．　EDTA液消費量がCcc

であるとき次項で述べるブランク値αをさしひいて

F一
ﾍ斗として求められる・

　（註）同じ条件で対比液をあらかじめ作成してお

　　　　く．

　D）ブランク値におけるEDTA液消費量の測定

　1）再溜水1．Occ，4N一：NaOH液0．4cc，　P．　B．液

0．1ccの混液についてEDTA液の消費量を測定す
る．（の

　EDTA液の力価が1～0．95のときは0．03ccの値

を示す．

　2）再溜水1．9cc，4％蔭酸アンモン液0・4cc，10

：N－NaOH：液0．3cc，　P．　B．液0．2ccの混液に対する

EDTA液の消費量を測定する．（β）

　EDTA液の力価が1～0．95のときは0．08ccの値

を示す．

　E）計算法（mg／d1）

　1）血清総Ca量＝0．02×1000x（A一。‘）xF

　2）血清蛋白結合型Ca量：＝0．02×1000×（B一β）

×F

　3）血清透析性Ca量：＝1）一2）

　（註）上畑中0．02とは0・001N－EDTA液1cc中

　　　　のCa対応量0．02mgを示す．

W．本定量法考察

　1）指示薬並びに二三の液性について

　本定量では指示薬にP．B．液を用い，液性を終末点

において約1N一：NaOH液相当のアルカリ濃度に保つ

ようにした．

　（イ）指示薬について

　EDTA法では指示薬として従来エリオクロームブ

ラックT（EBT），時にムレキサイドが用いられてい

る．

EBTは検液のpHを約10に保つことによりCa”あ

るいはMg●●含有時の色（ブドー酒赤色）→Ca●’ある
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いはMg●●非含有時の色（青色）の変化を示すが，緩

衝液として（：N：H4C167．59十：NH：｛OH　570cc／laq）を用

いてpHを玉0に保たしめて行った私の実験結果は，検

液に緩衝液を三門余分に加えたり，あるいは全量の1

割以内の水を加えることなどによって終末点の色が

（藍色）＃（帯緑青色）の変動を示した．そもそも

EDTA法は滴定による定量であるので最終の液量が

個々に変化する性質のものゆえ，多少の液量の変化や

p：H：の変動によって終末点の色の移動を示すEBTの

使用は不適当と思われた，なおそのうえpHが10附近

ではMg’．→Mg（OH）2の反応が不完全でCa●’のみ

の定量に支障をきたす点もEBTの使用を妨げる．

　ムレキサイドはpH　12の液性において（ピンク色）

→（紫色）に変化する染料であり，Mg’●にほとんど感

ぜず，Ca’●に感じやすい性質を利用してCa●’のみの

定量に用いられるのであるが，終末点がEBT以上に

みあやまりやすい欠点を有する．

　P．B．は本来は柳沢氏法に用いられている染料であ

る．これをEDTA法に用いたところ強アルカリ性で

さえあればその間多少のpHのずれにおいても，　Ca”，

Mg儘’含有時の色（帯赤紫色）→終末点の色（帯青紫色）

を示して，前2者に比して終末点の確認ははるかに容

易である．柳沢氏によればP．B．は強アルカリ性にお

いては不安定で下色しゃすいが，20分以内ならば透過

率に変化を認めないと報告しているし，実際に肉眼上

では40分後においてもほとんど変化を認めない．最近

北村氏8）などもEDTA液を滴定液とし，　P．　B．を指

示薬として血清総Ca定量法を発表しているが同氏の

方法は試料を0．5cc，約1／15：NNaOH：液相当の．アル

カリ濃度を条件としている点が本法とことなる点であ

る．

　ロ）検液の液性について

　二二の液性については検液を強アルカリ性に保つほ

ど，P．　B．の安定性が低くなる反面，　Mg”→Mg（OH）2

なる反応の速度の迅速さと確実さが増加するという相

反する様相が生じてくる．これに対して柳沢氏法では

0・5N－NaOH液に相当する液性ではMgo8→Mg（OH）2

の反応に多少不完全さを認め，0．1N－NaOH液相当

の液性では著しい影響を及ぼしてMg”量の一部分が

Ca“量として誤算されるので，1N一］NaO：H液相当の

液性（全量：5cc中に2N－NaOH液2．5ccを加えてい

る）になるように処理されている．従って本法でも可

及的に六二の液性が1：N一：NaOH液相当のアルカリ濃

度を保つように考慮した．すなわち総Ca定量におい

ては，はじめ血清0．1ccに対して4N－NaOH液0・4

ccを加えてMg●’→Mg（OH）2の反応を有利ならしめ

たのち，5～10分後に再溜水0．5cc，　P・B・0・1cc及び

EDTA液の平均消費量（入血清のとき）0．5ccを加

えることにより終末点において全液量1．6ccに対して

4N－NaOH液0．4ccとなり，液性は1。O　N－NaOH

液相当のアルカリ濃度を示すことになる．また家兎血

清のときはEDTA液の平均消費量が0・6～0・7ccと

なるので，あらかじめ加える門門水量を0・3ccに加減

することにより同様に1N－NaOH液附近のアルカリ

濃度に保ちうる．

　結合型Ca定量のときは濾過過程の洗濱用に再溜水

を1．5cc用いる関係上，全体の液量の増加はさけられ

ないので，血清0．1cc，4％蔭酸アンモン液0・4cc，再

溜水1．5ccの合計2。Occに対して10　N－NaOH液0・3

cc加えることにより，全体として1．3：N－NaOH液相

当のアルカリ濃度でMg”を処理し，次にP．　B．液

0．2cc及びEDTA液の平均消費量0．3～0．4ccが加

わることにより全量2．8～2．9ccに対して10：N－NaOH

液0．3ccとなって約1．05　N－NaOH液相当の液性と

することができる．なお以上の諸点から明白なように

全体の液性の度合はほとんどEDTA液の消費量に左

右されてくる．従って実際に定量を行うさい，常にほ

とんど1N－NaOH液相当の液性を示すとはかぎらな

い．この点が本定量法の一つの欠点であるが，しかし

同一検体について少なくとも3～4回測定可能な検体

量が入手できるならばこの欠点は次のようにして補い

うる．ちなわちはじめの1～2回の予備試験において

おおよそのEDTA液消費量をしりえたならば次の式

からまえもって加える水量を加減することによりほぼ

正確に最終液性を1．0：N－NaOH液相当のpHに保ち

うる．

　（i）総Ca定量の場合

　　　1．6一　（E十〇．6）＝Xcc

　（ii）透析性Ca定量の場合

　　　3．0一　（E十2．5）＝・Xcc

　　　　X：まえもって加える水量

　　　　E：EDTA液消費量

　まず総Ca定量の場合について考察するならば，全

反応過程に加えられる血清並びに試薬の量は次のよう

になる．

血清十4：N一：NaO：H：液＋P．　B．液朝臣溜水＋EDTA
（0．1）　　（0．4）　　　　（0。1）　　　（X）　　（E）

　　　　　　　　　　　　　＝・0．6十（×）十（E）cc

【5　】
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　次に4N－NaOH液0．4ccを1N－NaOH液に換
算すると1．6ccに相当する．ゆえに全液量1．6cc中

に4N－NaOH液0．4cc含まれるとすればこの液性

は1N－NaOH液に相当することになる．従って0．6

十（X）十（E）＝1．6ccとなるように（X）量：を調節すれ

ば正確に最終液性を1：N一：NaOH液に相当せしめうる

ことができる．

　次に透析性Caの場合は10　N－NaOH液0．3ccは

1N－NaOH液3．Occに相当することから（ii）式が

えられるわけである．

　2）妨害物質について

　Fe，　Cu，　Mn，　A1，　Co，　Ni，　Be，などのイオンが共存

するときは終点の色が不明瞭になったり，または全く

変色がおこらない、しかし血清に含まれるごとき量で

はほとんど問題にする必要がないといわれている．さ

て上記妨害物質除去の目的に常法として1％KCN液

極少量加えて40。～50。C，10分間の処理が行われてい

るが本定量法では特に結合型Caの定量において熱処

理は不適当と思われるし，表1のようにK：CN液処理

のものと無処理のものとの間にEDTA液消費量の差

異を認、めなかったので，特別にKCN処理の必要がな

いわけであるが，まれに溶血したときのことを考慮

し，正確を期するため1％KCN液極少量を加えてお

くことにした．なお旧記Ca液を用いての測定におい

て，1％KCN液添加が本定量の値に何らの影響をお

よぼさないことがわかった．（表］1参照）

表山　標準Ca液に1％KCN液を加え
　たものと，加えないもの（熱処理は

　せず）のEDTA液消費量との比較

標準Ca液20γ／cc

0．5cc

1％K：CN

液添加

1　滴

な　し

EDTA
液消費量

0．55cc

表工　血清に1％KcN液1滴加え
40。C，10分間処理後のものと無処

　理のものとの総Ca量の比較

：KCN液処
理の有無

0．55cc

EDTA　液
消費量cc

（註）各10回測定平均値

　　　小数点3位以下4捨5入

　Ca”，　Mg”の一定量に対してP．　B♂液を指示薬とし

たときEDTA液が定量的に消費されるや否やを検討

するために次の実験を行った．

　検：液0．5ccに4N－NaOH液0．4ccを加え10分間

放置後，P．　B．液0．1ccを加えてEDTA液で滴定す

る．（表皿参照）

血　　清

A
O．1cc

有

無

0．45

0．45

表 皿

Ca．’（20Y／cc）

人

家

兎

　B

O．1cc

A
O．1cc

　B

O．1cc

有

無

有

無

有

無

0．50

0．50

0．63

0．63

0．5cc

O．4

0．3

0．2

Mg”（10Y／cc）

　0

0，1

0．2

0．3

Aq

0

0

0

0

EDTA
液消費量

0．55cc

O．44

0．34

0．24

0．61

0．61

　　　」
　　　　（註）各5回測定平均値

　　　　　　　小数点以下3位4捨5入

　3）Ca●．，　Mg●●並びにP．　B．液に対するEDTA液

消費量の量的関係について

　表皿の如く上記アルカリ濃度においてはMg”は

EDTA液消費に関与していないことがわかる．

　次に（IV参照）

　a）各Ca含有液についてそのEDTA液

　消費量の平均値は理論上からえた値から作成したグ

ラフの直線と全く平行でありその差はグラフ1が示す

ように0．03ccである．

　b）ブランク液：においてみると

　（イ）総Ca定量法に従って処理すると常にP．　B．

液0．1ccに対してEDTA液を0．03cc消費する．

（ただしEDTAの力価が0．96のとき）ゆえに前記

の2直線の差はP．B．液0．1ccによるEDTA液の
消費量であることがわかる．

　（ロ）結合型Ca定量法に従って処理すると（蔭酸

アンモン液含有時）表IVが示すようにP．　B・液0・1cc

に対しては0．04cc，　P．　B．液0．2ccに対しては0．08cc

のEDTA液を消費する．ただしEDTA力価が0．96

のときである．　　　　　　　　　・

　なお本法では結合型Ca定量時には液量が多くP．B．

【　6　】
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　8
0
T
A
消7
費
量

　6

5

4

5

2

1

0

　一一一一一EDTA液（20r／cc　Ca●●）F雷0．96のときの各Ca含有量に対する

　　　　消費量の理論カーブ

　　　　上記カー・ブに各0．03ccを加えたときのEDTA消費量カーブ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．655

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／0．625

　　　　　　　　　　　　　　　　　　／
　　　　　　　　　　　　　　　0・55／
　　　　　　　　　　　　　　　　ノ㌔．5窪．

　　　　　　　　　　　　　　　／
　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0。446　　　／’

　　　　　　　　　　　　　ノ　　　　　　　　　　　　／o粥
　　　　　　　　　　　／！
　　　　　　　　0・醐　／
　　　　　　　　　　ノ　　　　　　　　　／0．512

　　　　　　　　！／

　　　　＠258／
　　　　　　／6．208

　　　　　／ノ

　　　　’　o．15尋　／

　　　1．竃。曙

　／
，／’

　　　　　　　　　　　「　　ム＿一＿＿．｝」＿■＿＿

125尋567繭8910「匿、看2（r）

表 1v

　　　量検
　　　と液
　　　そ中
　　　のの
Ca”　種各

薯類華
量：　　の
（Y）

14

12

10

8

6

4

2

0

0

0

Ca
標
準
液

㊨
ミ
δ

ε

0．35

0．3

Ca
標
準
液
肥

〉
爲

）

0．5

0．4

0．3

0．2

0．1

4％

酸
ア

ン

モ
ン

液

0．4

0．4

10．N

苛

性
ソ

　1

ダ

液

0．3

0．3

4．N
苛

性
ソ

1

ダ

液

0．425

0．4

0．4

0．4

0．4

0．4

0．4

0．4

再

溜

水

0．1

0．2

0．4

0．6

0．8

LO
2．0

i1・9

フ。ス

ラB
ス液
聚

コ
リ

ン

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．2

終cc
末
点
の

検
液
全
量

1．62r》1．64

1．55～1．56

1．55

1．54～1．55

1．53～1，54

1．53～1．54

1．53～1．54

1．53

2．84

2．88

E．D．T．A

　消

　費

　量

　CC

0．75～0．77

0．65～0．66
0．55

（10回平均値）

0．44～0．45

0．32～0．45

0．23～0．24

0。13～0。14
0．03

（10回平均値）

0．04

0．08

実（い
　ブた
　ラも
　ンの測
　ク）
　値
　を
値ひ

0．72～0．74

0．62～0．63

0．52

0．41～0．42

0．29～0．31

0．20～0．21

0．10～0．11

　0

理

論

値

0．73

0．625

0．52

0．416

0．312

0．208

0．104

　　　　　　（註）表中EDTA消費量はいずれも小数点以下第3位4捨5入したもの

液0．2ccの方が終末点の色がみやすいので0．2ccを　　　　3）本定量法の誤差

用いた．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　終末点にいたる色の変化を肉眼で判定する関係上，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　【　7　】　　　　　　　　　　’
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EDTA液消費量において0．01cc，すなわちCa●’量

に換算して0．2Yの誤差を生ずる可能性はさけられな

いものと思う．しかし本定量法で対照となる血清のい

ずれの検査種目もおよそ5Y～12Y／0．1ccのCa含有

ゆえ最大誤差5％以内にとどめうることが表Vから示

される．

表V　本定量法の誤差

本定量法で対照
となる検査種目

ヒト血清結合Ca定量

ヒト血清総Ca定量
ウサギ血清結合Ca〃

ウサギ血清総Ca〃

標準Ca液力価　〃

各場合における検体中に
含まれた平均Ca’●量

1γ／0．1cc

5γ／0．1cc

8Y／0．1cc

12γ／0．1cc

10Y／0．1cc

誤差値0．2Yのとき
全体のCa”量に対
する誤差の百分率

20％

4．0％

2．5％

1．7％

2．0％

　4）血清透析性Caと結合型Caの分離

　この原理は柳沢氏法のそれによった．

　（イ）血清2ccに4％蔭酸アンモン液8ccを加え

る．その混液0．5ccに蔭酸アンモン液を加えてから

1分，2分，3分，5分後と時無廃藩過をたどって

P．B．液2cc，2N－NaOH液2．5ccを加えて定量を

行った結果下図のような曲線をえた．

　すなわち4％蔭酸アンモン液を加えて1～5分間に

（4％蔭酸アンモン液処理後の血清Ca：量の時間的経過）

　　　　　　　　　（柳沢氏による）

粗

鑑
ノあ

1005
＄

ε

五ngO

智2345　　10 20 δo 60分

血清Caの約半睡が沈澱し，その間はほとんど一定の

数値を示すが，そのこ時間の経過とともに次第に沈澱

が増加する．この1～5分間は透析性Caの蔭酸との

結合期間で，5分以上は蛋白と結合しているCaが蔭

酸と結合する期間で両者の間には時間的ずれがあると

解されている．なお標準Ca液0．1ccをとりこれに

4％蔭酸アンモン液0、5ccを加えて混和し，直ちに

P．B．液を加えると2分後には盲検液と同じ透過率を

示して，Ca’．は瞬間的に蔭酸アンモンと結合すること

を示している，

　（ロ）次に蔭酸アンモン液の濃度を1％，2％，3％，

4％とかえて実験した結果は下図の如くで4％のとき

が最も明確な段階を示している．

　上記（イ）（ロ）の結果から，柳沢氏法では4％直

面アンモン液0．4ccを血清0」ccに加えて3分後に

犯

5

0

（濃度別蔭酸アンモン液で処理した

　　血清Ca量の時間的経過）
　　　　（柳沢氏による）

　1％

10　　　20　　　50 60分

P．B．液2ccと2：N－NaOH液2．5ccを加えてさら

に3分後に透過率を測定している．そこで本法でも同

様に4％蔭酸アンモン液0．4ccに血清0・1ccを加え

て2分30秒を一応の分岐点として次の操作にうつるこ

【　8　】
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ととした．

　5）蔭酸CaのEDTAに対する態度
　柳沢氏法ではCa●●が蔭酸Caに変化すると，もは

やP．B．の発色に関与しないとの原理にもとずいて

いるため，血清を蔭酸アンモンで処理して3分後に

P．B．を加えることにより，蔭酸Caとなっていない

結合型CaのみがP．　B．の発色に関与して，結合型

Caのみの定量が可能となるわけであるが，本法にお

いてはさらにそのうえEDTAが関与してくるので，

：彦酸CaとなったCaがEDTAに結合してEDTA
の消費量を増加させるや否やを検討する必要が生じ

た．そこで次の実験を行った，すなわち標準Ca液

（20Y／cc）二〇．5ccを滴定するとEDTA液0．5ccを消

費したのに対し，同じ標準Ca液0．5ccに4％面面

アンモン液0．4ccを加えて24時間放置後：，　P．　B．液

0．1ccを加えてEDTA液を滴下すると，はじめの

0．1cc附近で（帯赤紫色）→（帯青紫色）に近い変色を

示すが，振面しつつ20～30秒経過すると次第に帯赤紫

色にもどる．さらにEDTA液を滴下してゆくと同様
　　　　　　　　　　　　　　　　の
な変化をくりかえしつつ遂に0．55ccを消費して帯青

紫色の終末点の色を呈し，それ以上の変色を示さなく

なる．血忌についての実験においても4％蔭酸アンモ

ン液処理後24時間放置したものと無処理のものとの

EDTA液消費量は全く同一量を示した．従ってEDTA

液は本法の如き条件で生成された蔭酸CaからもCa”

を捕捉結合し，定量的に消費されることがわかった．

　本法の実施においては生成された蔭酸Caの沈澱を

一定時間後に除去しなければ，透析性Caと結合型

Caの分離定量は不可能だという結論に達した．

　6）蔭酸Caの除去

　血清に4％蔭酸アンモン液を加えてから約5分以内

の短時間に透析性Caと結合型Caが分離されるので

遠心操作では長時間を要し，この場合不適当なるゆえ

本法では吸引濾過操作によって分離する方法をとっ

た．この場合蔭酸Caの沈澱は非常に微細でありかつ

微量である．しかも濾過中余分のCa’●混入はゆるさ

れないので，まえもって温浴中にしたしてあるクロム

硫酸で処理し充分に水洗したグラスフィルター上に，

アルカリ及び酸処理しさらにEDTA液によって完全

に脱Caしたのち充分に水洗した濾過用石綿を厚さ．

0．5mm前後に圧縮してのせた．洗源操作は血清二二

過慮毎回0．5ccあての再溜水で3回，小試験管を洗

いその液をそのつど吸引濾過しながら濾過膜に附着し

ている血清を洗いおとすことにした．

　（イ）標準Ca液（20Y／cc）0．5ccを前記濾過膜で

吸引濾過し，再溜水0．5ccあて3回の洗三二，　P．　B．

液0．2cc並びに10　N－NaOH液0．3ccを加えて

EDTA液滴下の消費量：を検したところ0．60cc（各5

回平均値，小数点3位以下4捨5入）であった．つぎ

に標準Ca液0．5cc，再溜水1、5cc並びにP．　B．液

0．2cc，10：N－NaOH液0．3ccの混和に対するEDTA

液消費量：は同様に0．60ccを示した。すなわちCa”は

全量ことごとく濾過されたことを示している．

　（ロ）　；標準Ca液（20Y／cc）0．5ccに4％穆；1駿アン

モン液0．4ccを加えて振盤し24時間放置後実験（イ）

と同条件で吸引濾過後，P．　B．液0．2cc，10：N－NaOH

液0．3ccを加えてEDTA液滴下の消費量を検する

に0．ncc（5回平均値）をえた，この実験ではEDTA

液消費量は0になっていないがこれは前述した如く，

0．11cc中0．08ccはP．　B．液0．2ccに対して常に消

費：される量であって0．03ccのみが問題になる．今の

場合EDTA液0・03ccはCa’．量約0・6Yで試料中の

全Ca●●量の約6％に相当する．

　（ハ）血清0．1cc，再溜水L9cc，10　N一：NaOH液

0．3cc並びにP．　B，液0．2ccに対するEDTA液消

費量は0．86ccであった．すなわち実質上のEDTA

液消費量は0．78ccとなる．次に同じ血清0．1ccに，

再溜水0．4ccを加えて吸引濾過し，再溜水1．5ccで

3回思回したのち10：N一：NaOH液0．3cc並びにP．　B．

液0．2ccを加えたものに対するEDTA液消費量を

みるに同様に0．86ccを示した．

　（二）実験（ハ）と同一な血清0．1ccに4％蔭酸ア

ンモン液0．4ccを加えて24時聞放置したのち吸引濾

過を行い，再溜水1．5ccで3回二品し，10　N一：NaOH

液0．3cc並びにP．　B．液0。2cc加えEDTA消費量

をよむに0．13ccを示した．従って実質上のEDTA

液消費量は0．05ccとなり全消費量の約6％に相当す

る．

　さて一般に蔭酸Caは水100ccに対して13。Cに

おいては0．000679溶解する．従ってCa”を蔭酸Ca

として沈澱させる方法ではi3。cで4．2％の誤差を生

ずるわけである．さらに13。C以上では誤差値が蔭酸

Caの溶解度上昇のため4．2％以上となりうるわけで

ある．従って本実験（ロ）（二）が示した約6％のCが

量：の濾液混入の事実は大部分が蔭酸Caの溶解の結果

によるものであり，濾過膜の欠陥による蔭酸Caの逸

脱と考える必要はないと思われる．

　7）蔭酸Caの生成過程に与えた時間並びに濾過操

【　9　】
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作に要する時間

　前記グラフ（4）の項参照）に従って4％蔭酸アン

モン液を加えてから5分以内に透析性Caと結合型

Caの分離を終了するのが理想であるが，本法におい

ても血清液濾過の全段階に2分30秒以内を要し，従っ

て蔭酸アンモン液を加えてから2分30秒後に濾過を開

始するので最高計5分間で濾過操作を完了することに

なり合目的である．

　8）濾過膜の条件

　本透析性Ca定：量において濾過膜の性状が最も重要

な役割をしめている．すなわち石綿の厚さが厚すぎる

と血清が石綿に吸着されCa●’の濾過が不充分となり，

反対にうすうぎると蔭酸Caの沈澱が石綿層を通過し

て濾液中に混入するおそれがある。従って定量にさき

だちまず濾過膜の調整を充分に行っておく必要があ

る．私は前記のようにNo．3のグラスフィルターを

用い石綿の厚さを0．5mm前後にし何度も水を吸引し

ながらガラス棒で平等に充分な圧迫を加えて2ccの水

を約40秒で吸引濾過するよう調整したところ6）実験

（イ）（ロ）（ハ）（二）において満足してよい条件をう

るようになった．もし初回において20～30秒の濾過時

間を示すときでもさらに石綿を加えることを試みるま

えに，さらに充分な水の吸引と同時に圧迫をくりかえ

すことを試みるならば往々にして濾過時間の延長を示

すゆえ石綿の追加は軽々しく行わない方がよい．

V．本定量法吟味

　現在血清総Ca並びに結合型Ca測定はもつばら柳

沢氏法に重点がおかれているので私は本定量法による

測定値の吟味は柳沢氏法の値と対比することにした．

　1）柳沢弘法

　従来柳沢氏法では標準グラフが直線にならないと

か，作成が困難だとかいわれているが同氏自身も特に

フィルターが不正確な光電比色計では感度が鈍いゆ

え，正確な測定には良質のものを使用すべきだと注意

している．私は日立製作所製，EPU－2型光電光度計

の使用の便宜を与えられたので柳沢氏法を追試したと

ころ，極めて良好な結果をうることができたので以後

その値を本定量法の値と対比することにした．

　2）柳沢氏法と本法との測定値の対比

　柳沢氏法実施にあたって日立製，EPU－2型光電光

　　　　ず

　　　　　　　　　　　　　　　　　　表VI

100
90
80
70

60

50

40

50

20

10

グ　ラ　フ　皿

η

ゆ

2 4 6 8 10

度計使用，スリッ1煽0．15，波長20mm，プランク

を30％にあわせて測定した．なお標準グラフはグラフ

∬のような直線を示した．

柳沢氏法と本法との対比

検液種類

Liquor　I

〃　　　］I

Serum　I
〃

〃

〃

〃

〃

五

皿

V

総Ca　mg／dl

柳沢氏法陸法誤差

4．9

4．6

9．0

8．8

9．0

10．0

9．3

8．5

4．9

4．5

8．7

9．0

9．2

10．2

9．1

8．4

　0％
一2．2

－3．3

十2．3

十2．2

十2．0

－2．1

－1．2

蛋白結合型Ca　mg／dI

柳沢氏法「本法1誤差

5．9

7．4

7．5

6．4

6．3

5．5

6．1

7．6

7．3

6．1

6．5

5．25

十3．4

十2．7

一・ Q．6

－4．7

十3．1

－4．5

　　　　　　　　　　　　　5回平均値，誤差範囲は±に及ぶ
（註）誤差範囲は（十）（一）両方に及んでいる．血清（人）総Ca量においては柳沢令法
　　　に比して最大誤差は3．3％を示した．血清（入）結合型Ca量においては柳沢六法に
　　　比して最大誤差は4．7％を示している．

【10】
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VI．要

　本定量法を要約すると次のようになる．

　1）P．B．液を指示薬としてEDTA液による一定

によって血清総Ca並びに結合型Ca量を測定した．

　2）血清中の透析性Caと結合型Caの分離は柳沢

氏法の分離の原理を応用して4％蔭酸アンモン液を検

液の4倍量加え，2分30秒後に濾過操作を開始して5

分以内に濾過分離されるようにした．

　3）プランクにおいてP．B．液はその量：的関係，検

液中の試薬の種類によって一定量のEDTA液を消費

するから，常に滴定値からP．B；に対して消費した

EDTA液の一定量をさしひいて換算する必要がある．

　4）結合型Caと透析性Caの分離のために生成さ

れた蔭酸CaはEDTA液を消費するので定量に不要

なCa’●に対応する蔭酸Ca，すなわち透析性Caから

約

生成された時下Caは除去の必要があり，本定量法で

は吸引濾過により濾制することにした．

　5）P．B．液を指示薬としたときもCa●●含有量に

比例して定量：的にEDTA液が消費される．

　6）指示薬としてP．B，　EBT・ムレキサイドのうち

強アルカリ性液中では終末点の変色がもっともみやす

い利点があるP．B．をえらんだ．

　7）本定量法では終末点のP．B．の変色の判定に関

して，EDTA液消費量0．01cc（Cao．0．2Yに相当）の

よみの誤差がある．

　8）本定量法と柳沢同法との比較については8例中

入血清総Ca量では最大3．3％，入血清結合型Ca量

では最大4．7％の誤差の範囲内にあり，従って充分に

代用することができる．

孤．結

　1）従来のEDTA法では血清結合型Caと透析性

Caの分離定量の報告がなかったが本定量法により可

能となった．　　　　　　　　　　　　　　　、

　2）柳沢氏法と対比してその操作の習熟，並びに所

要時明について多少劣ることを認めざるをえないが，

優秀な光電計を使用しないで血清中のCa”動勢を検

論

討することが可能であることに大きな意義をもつと考

える．
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