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緒

 DOi］aggio反応が吾等に紹介されて以來，蓮

動医学や臨床医学におV・てとの反応は広く実地

に利用され，多くの業績が発表されているが，

その反応自体の機転に関する基礎的研究は比較

的乏しい．Donaggio反応（以下D反応と略す）

の本態は，今日のとtろでは「メチレン青と「モ

リブデン酸アンモン」の沈澱反応に対する尿膠

質の保護膠質作川と考えられているが，上記三

者の反応機転に関しては詳細な知見を得ていな

！o－

 D反応陽性物質については，同僚本田，下川

等；の研究1）2）によIVそれがMUCoproteinである

ヒとが実証され，pH 4．3附近に等電点を期す

ることが明らかになった．穿ってと．の保護穆質

作用が反応系のpH tzよって左：右されることは

想像に難くない．叉「モリブデン酸アンモン」

は分子量1000を越える錯塩であって，その水

溶液：中に：拾ける複雑な解離ilりζ態，「メチレン青

との結合機序に対しても溶液pHが重大な影響

を有するtとは容易に推測される，從來：のD反

応に関する文献を徴するに，pHに関する記載

は少なくない．1）onaggio 3）及びRendel 4）はD

反応実施時には尿を錯酸酸性とするととを指示

しているが，その酸性度は反応値に関係なしと

述べている． しかし佐藤5｝，山添’；），多賀7），

斎藤s）等は何れも尿又は反応系のpHが低下す

るに從って，反応値が低くなる～二とを報告して

v、る．

論

 一方，山添「）），斎藤8）は反応系のpHが6．0

～6．5以上になると，色素沈澱の生成が抑制さ

れるヒとを指摘している．更に増山，細島，9）

及び斎藤8）は尿の代りに各種pHの綾衝液をilj

いて反応を実施する際には，反応系のpHが

5．8～6．5以上になると，「モリブデン酸アンモ

ン（以下MoAと略す）は「メチレン青（以下

MBと略す）に対し急に沈澱能を示さなくなる

と報告している．更に斎藤s）はtの原因がMoA

溶液，MB溶液何れのpH変化にあるかを’確め

るため，両者のpHを夫々輩独にi変え拒場合の

吸牧スペクトル」を測定し，M：B溶液の曲線は

pHによって殆んど影響されないのに反し，

MoA溶液はpH 6．0以上になると吸牧スペク

下ル」の勾欄を現わす．tのpH値は丁度MoA

一：M：B反応系の色素沈澱現象に異常を呈し始め

る所のpHに一致すると報告している．

 以上紹介した研究に於ては何れもDonaggio一

佐藤法，山添法等によってD反応が実施されて

VNる．著者の研究室においてはD反応標準法が

その反応値と陽性物質量とが比例する点で基礎

的研究には最適と認め，專ら～これによってい

る．本実験においても，ヒの方法を用い，尿及

び反応系等のpHが反応値に及ぼす影響を精細

に吟味した．

 な胎，從來：より尿中の二，三の酸がD反応に

影響すると報告されている．即ちかかる酸とし

て，Donaggio ：）， Rellde14），増山10），多賀7）は
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乳酸を，増山9｝，山添11），及び佐藤i12）は燐酸

を挙げている。著者は乳酸，燐酸，月震酸のD

反応k¢Y．一一ける態度を検討すると共に，D反応値

1点当りの濃度を測定し，実際上尿のD反応値

測定に際しヒれらの酸が如何程の影響を有する

かを明らかにした．

実 験 方 法

 D反応値測定はD反応標準法を簡易精密化した中山

勒の光電比色法によって測定した．但し4％MoA溶

液は反応修正を行わずに用いた・そのpHは凡そ5・21

である．

 PHの測定は硝子電極法（精度pll e・01）11）によっ

た．

 上牧：スペクトル」はBeckman分光光度計DU型15）

によって測定した．

 なお，試料には健康男子安静時の尿を用い，これが

各種pH系列作製には， HCI及び：NaOII溶液を用い

て行った．

実 験 成f績

 1尿pHを変えた場合

 同一尿各10ccに各種濃度のHC1及びHaOH

溶液各Iccを加え，尿IIHを約3～8間の各種

pH系列に展開し，夫々についてD反応値を測

定し，同時に最終の反応混合液（MoA， MB及

び尿の混合液：）のpHを測定した．

 （1）尿pHとD反応値との関係

 第1表，第1図に示したようtZ，尿pl’17以

上ではD反応値は殆んど…定で而も最：も高い値

を示すが，尿pHの酸性度が増すに從って漸次

D反応値は減少の傾向を示す．との関係は実際

にD反応値鋼定に用ND7■稀釈尿のpHについて

も全く同様であっだ．（第1表，第1図dを参

照）

 この4例の実験域績から，尿pH約7以上の

D反応値は最高値を示し且つ略一定であるtと

が制つたので，仮に尿pH 7．5のD反応値を

100として，弛の尿pHのD反応値を・百分李で

表わすと，尿P：HとD反応値との関係は第：2図

のようにS字面曲線を成す．即ち尿pHの変化

に俘うD反応値の変動は尿pH 4～6の間が最

も大きく，尿pH 6．5以上及び尿pH 4以下の

領域では小さい．

 （2）混合液pHとD反応値との関係

第1表 尿pHとD反応値

b
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 以上のように尿pHとD反応値との

聞に密接な関係があるととが明らかに

なったので，dの場合のD反応混合液

のpHを測定し， D反応値との関係を

見ると，第1表，第3図のようになる．

（第1図と同一符号の曲線は相対応し，

同一試料の域績である．）即ち混合液

のpHは尿pHを大幅に変化させたに

も拘わらすすべて5附近に調整され，

その変動範囲は僅かにPII 4．9～5．2に

止まる．而してD反応値との関係は租

e不正形なS字月1こ曲線を醸す，このよ

うに尿pHの如1喰こ1kJ vbらす混合液の

1）Hが狭い範囲に集合するのは，MoA

溶液の強い緩衝作用（ヒれに関しては

後述する）によるものである．

 以上のように供試する尿のpHを：変

えた場合，得られるD反応値に大きな

相違を生するととが分つた．～二の反応

値の大きな相違が反応の最終1混合液の

pHのみに起因するものであろうかと

いう疑問が生れる．ヒれを確めるため

に，次に供試尿のpHは一定とし，

MoA溶液のpHを色々に変えて上と
同様に最終幌合液のpHをi変え，との

際D反応値カミ如何なる影響を受けるか

を検べる～二とにした．

 II MoA溶液のpHを変えた場合

 （1｝MoA溶液pH E！：D反応値との

   関係

 同一尿について，夫々HC1及び

NaOH溶液で各種：pHに調製した4

％MoA溶液を∫llいてD反応を行っ

た．第4図のA及びBは夫々 pH 6．16，

7．17の尿を用いて行った実験成績を

図に示したものであるが，MoA溶液

pHの酸性度が増すに從ってD反応値

は低くなるが，MoA溶液のpHが約

6以上になるとMB沈澱境界が不明

瞭となって判定が困難となり，更に
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pH 6．6以上になると完全にMBの沈澱が抑

制され，D反応は不可能となる．（第4図a参
照）

 叉D反応混合液のpHにつNrN’Cも全く同様の

関係が見られる．ヒの場合はpH：5．8以上で

MB沈澱の境界が不明瞭となり，pH 6．5以上

になると全くMB沈澱生成が抑制される．（第

4図b参照）

 とのように反応時の混合溶液のpHがある程

度大きくなるどMB沈澱能が抑制される．（後

述）

 以上の実験導爆から反応混合液のp：HはD反

応値に大きな影響を有するヒaが分つた．しか

し乍ら混合液のpHを同程度変えるにしても，

そのpHを変える方法によって，即ち尿のPH

を変えた場合とMoA液のpHを変え海場合
とで，D反応値に与える影響は同一ではない．

それは」座頭1，2表の成績よりpH 5・0～5・2

の領域に：むける（dD1’dpH）xl／aを算出し’両者

を比較するヒとによって明らかとなる．とヒに

aは混合液pH 5．20なる場合のD反応値であ

る．即ち予め供試尿のpHを変えた場合，上の

値は3．52（4例：李均），MoA溶液の1，IIをi変

え匠場合には0．71（2例『二均）となり，明らか

に前者のカガ：大きい．i換言すればD反応混合液

のpHは勿論D反応値を左右するが，その外に

第2表 4％MoAのPHとD反1芯値

A

B

MoA pH

混合液pII

D反応値
tstoA pll

混合液plI

D反応値

3．03

4．72

1．67

3．07

4．09

4．17

4．78

2．39

4．17

4．75

2．95 1 3．39

  1

5．21 1 5．83

5．2e i 5．51

3．4s 1 4．3s

   t

5．21 1 5．89

5．14 1 5．54

1 4・63 1 6．oo

 6．21   7．23

 5．79   6，74
’4．7。1．．｝

          

曾1：；ll：：翻1：ll驕

（8．24）  （8．24）  （15。23）i oo

ts一 it不明」秩一． 阻不明瞭1

供試尿のpHも亦D反応値に特殊の影響力を有

するヒとが分つた．tの両者は別個に考察した

い．

 供試尿はそのpHが大きいほどD反応値は高

く出る．と．れに含まれる反応陽性物質はMu一

coproteinであって，その等電点はPH 4．3附

近にあるから，尿1〕Hが大きくなる程その解離

は張くなり，とれに応じて保護膠質作用が増強

されると推測できる，かかる尿にMBを：加え

て：もそのpHは変らないが，更にMoA溶液を

［ 24 ］
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加えると混合液のPHは直ちにMoA溶液のそ

れに近い所まで下る．しかしMucoproteinの

解離がこの混合液の新しいpHに対し準衡する

以前に，MticoproteinはM：Bと：MoAの反応系

と不可逆的に反応しその沈澱を阻止するものと

考える．即ちD反応陽性物質の保護膠質能は，

～これとMoAを混合する以前の溶液のpHに

よって著しく左右されるものと考える．

 この推測の正否は暫くおくとしても，供試尿

のpH：が反応値に強く影響するヒとは，実際に

D反応を用うる場合注意を要す

る．反応混合液のpHはMoA溶
液：の調製の際注意してpHを調整

すればその濃い綾衝作用によって

略e一定に保つことは困難でない

が，供試尿のpHを一々一定に調

整することはなかなか繁雑であ

りジ簡略に行えばと～二に誤差を：導

入する可能性が生する．D反応標

準法にお逼ては試藥混合の順を尿

十MB十MoAと定めてV、るが，

これを尿＋MoA＋MBに変更す
れば尿Mucoproteinの解離iは予め

MoA溶液との混合により域恕す

る略一定のpHと平衡する余裕が

与えられ，然る後MB－MoA系
に作用する順序tcなるから，その

PH
55
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奪

44

4．5

等2

第3表MoAの濃度とpH

稀釈倍数 濃度％

原

3 倍 稀

9 倍 稀

27倍 稀

81倍 稀
243倍 稀

液14％M・A

釈

語

釈

釈

釈

1．33 e／，

O．44 e／e

o．14se／o

O．0490／o

o．0160／e

PH

5．21

5．08

4．88

4．67

4．46

4．28

第5図MoA溶液濃度とpH

母

寒

蚕

垂

os

保護膠質能が尿のPHによりi変動する危瞼は少

なくなる筈である．即ち原尿pHのD反応値に

及ぼす影響とこれによる誤差を小さくすること

が出來るものと考えられる．この推測は実証せ

られ，近く別報で発表する．

 （2）MoA溶液の臥起

 以上の実験申，使用している4％MoA溶液

のpHが5．21であるにも拘わらす， D反応時

pHが5．1附近に低くなり，導尿PHの如何に

拘わらす，反応時pHが5．2附近に近づく傾向

のあるととを前に述べたが，MoA溶液の稀釈

とpHの関係及び綾衝能を明らかにする必要が

ある． これらにつV・て二，三検討を加えるブこめ

 e 一〇5 一10 一15 一20
           i，itc （（．） VQA

に，次のような実、験を行った．

 （i）MoA溶液の稀釈によるPH及び解難歌

  態の変動

 実際にD．反応を行う際には，その混合液中で

は4％MoA溶液は1／4（C稀釈される訳である．

この時のP：H及び更：に稀釈した際のpHの変動

を見るだめに，4％MoA溶液から113の稀釈

系列を作り（即ち4％MoA溶液を原液として，

ヒの3倍，9倍，27倍，81倍，243倍の稀釈液

を作った），夫々のpHを測定すると第3表，

第5図のように，上述の稀釈範囲内では稀釈に

件ってpHが漸次酸性度を増すという奇異な現

象を確認した．との曲線から1％MoA溶液の

pHを求めると5．03となり，上述のD反応混

［ 25 ］
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             Na｛・H濃度（m、1りD

合液のpH：bS：5．Ii附近にある理も了解される。

 とれに関連しMoAの各種濃度溶液の滲透圧

を測定（氷点降下度より〉すると，稀釈に從っ

て解難が加遽度的に促進するを認める．第6図

はMoA濃度を横軸に，縦軸には溶質雫均分子

量及びtれを以てMoAの分子量（1236）を除

し允滲透活性化倍牽とでもいうべき数値をとっ

て，その関係を図示したものである．

 （ii）MoAの滴定曲線

 各種濃度のNaOH溶液2ccに1万倍MB及

び4％MoA溶液を夫k lccつつ加えた時の

混合液pH：を測定すると，第7

図のようにpHが変動する．即

ち滴定曲線はpH 5．6附近に轡

曲点を有するS字状曲線をな

し，pH 5．1～6．0では彊V・緩i衝

動を：有するが，pH 6．0以上で

は急に減少する．いまpH 5・1

～6．0の闇の李均緩衝価をとの

滴定曲線について計算すると，

66．6mEq（ミリ当量）となる・

即ち1％MoA 11のpHを1
だけ変動させるに66．6mEqの

強酸叉は強塩基を要する．然る

にD反応においてヒれと混合す

る尿の綾衝価は堅剛の測定より

李均値を求めると15．2mEqで

ある．ヒれを絶以下に稀釈する

から，D反応液：に加えられる尿

の綾磁歪diZF均7．6 mEq叉は

それ以下となり，MoAのそれ

に比較して著しく小さい．多く

の場合D反応に用いられる尿は

予め更に稀釈されているから，

そのpHの如何を問わすMoA

と混合すれば混合液のpHは

MoA溶液のpH 5．1に近い値

をとるヒとが理解される．MB

の10000倍溶液は綾攻取が極め

て弱くMoAや尿のそれに比較

すれば無視し得るし，且つMBに対してMoA

は極めて過剰に加えられているから，MBや沈

澱物の有無は考慮する必要はない．

 （3）MoA溶液pHとMB沈澱能について：

 MoA溶液：のpHをi変えてD反応を行う際

に，その混合液pHが或る程度大きくなると，

MB沈澱能が減少することを述べ穴が，この

pHとMB沈澱能との関係を明らかにするた
めに，次のような実験を行つ1た．

 （i）MoA溶液のpHをi変えた場合

 試料として尿の代りに水1ccでSsきかえ，各

［ 26 ）
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種PHのMoA溶液を・用いてD反応と同様の

操作を行った後の反応混合液pHとMB残留
濃度を測定した，その成績を第8図va示した．

即ちMoA溶液のpl｛が6．21以上になると

MBに対する沈澱能が急激に抑制され始め，

pHが6・89以上ではMBに対する沈澱能が
全く失われる．（第8図a参照〉

 その際の混合液のpHはMoA溶液pHよ
りも酸性側に変動するので，第8図bのように

M：Bの沈澱が抑制され始めるpHは5．75以上

となり，aと殆んど李行的な経過をとり，反応

混合液pH 6・49で完全にMBの沈澱が抑制

される．との成績はII（1）における成績と全く

一致する．

 （ii）NaOH溶液を試料とした場合

 MoA溶液のpHを変えないで試料に尿の代

りに各種濃度のNaOH溶液lccを用V・た・場合

の反応混合液pHとMB残留濃度を測定した．

その成績を第8図。に示した。即ち反応混合液

pH 5．91までM鵬は完全に沈澱されるが， pH．

5・95以上になるとMBの沈澱が抑制され始

80

める．又MBを完全に沈澱しなくな

るpHはMoA溶液のpHをaえrた
場合と異なり， 混合・液pH：8．18で，

①の実験成績より糠雄性側に偏位
する．

 （4）D反応時pHと吸牧スペクトル」

 D反応を実施する際，MBにMoA
溶液を加えるとMB本來の青色は青紫

の色調を帯びた青色に変化するととに

気付く．これはMBとMoAの結合
によるものであろう．上記の実験で

MediumのpHが：或る程度大きくな

るとM：BはMoAによって沈澱され

なくなるが，この際液の色調はMB本

位の青色を呈している．そtでこの際

にはMBがMoAと結合せすに遊離
して溶液中に存在するものと推測し，

～これを：Beckman分光光度計によって

確めるヒとにした．

即ち各種pHのD反応混合液を作り，各々に

ついて吸牧スペクトル」を求めるべき所である

が，着色が濃厚に過ぎるためとれを50倍に稀釈

した液について測定を行わねば：ならなかつ「た．

そのためMoAの濃度はもとの混合液で1％で

あったものが0・02％に低下し，混合液のpHが

著しく低下する結果となった．故にヒの稀釈液

で得られたpHと吸牧スペクトル」の関係がそ

のままもとの反応混合液についても成立するか

どうかは疑問であるが，MedilmのpHによっ

てMBとMoAの結合が著しい影響を受ける
tとは推知できる成績を得た．

 水48ccに尿1cc，10000倍M：B O．5cc及び

各種pH：の4％MoA（NaOH：によりpHを
調整する＞0．5ccを加えたものを試料とした．

得られた吸牧スペクトル」の代表的なものを第

9図に示す．aは普通の反応混合液を稀釈した

ものの吸牧スペクトル」であって，そのpHは

4・62，600～620m＃の領域に緩かな極大を認め

る．MB溶液の吸牧スペクトル」は。と同じで

あるからヒの混合液中には遊離のMBは存在せ

【27コ
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す，上の極大はMoAとMBの結合物によっ

て生するものと考えられる．これよりpHを増

すに從って遊離MBに対応する665mμの山

が次第に著明に現われるようになり，pH 4．86

では吸牧スペクトル」はbとなる．即ちMBの

一部はMoAと結合し，残部は遊離の歌態にあ

るヒとを物語っている．とれはpHが更に大き

くなって4．96になると曲線は。となり，～これ’

はMB軍独の吸牧スペクトル」と全く一致す

る．試料中のMBは全部遊離駄態に止るもの

と考えられる．

 ヒれと全く同じ実験を尿の代りに水を用いて

実施したが成績は第9図と全く一一Utした．從っ

てD反応陽性物質はMoAと・MBの結合に対

しては何ら影響せす，むしろ両者の結合物の凝

集を阻止して反応を陽転せしめるものと考える

のが愛当であろう，

 ヒれらの実験成績よりMoAとMBの結合

能がMediumのある比較的狭いPH領域に胎

いてpH増大と共に著しく減弱するtとを知っ

た．ヒの所見は前節の所見と質的には符合する

が，このpH領域は叉実験条件ことに稀釈度に

7ee

   よって著明に変動するtとが分つ

   た．

    III尿中の有機酸及び燐酸とD

     反応

    尿中に排泄される弱酸の中，乳

   酸，絢梅酸及び燐酸の3種：につb

   てD反応に佐けるヒれらの態度を

   検討し，且つそれらのD反応値1

   点当りの濃度を決定した．

    乳酸，絢構酸及び燐酸を苛性ソ

   ーダ」で中和し，夫々O．49M，

   0．67M及び：0．74MのpH 5．6

   なる溶液を調製し，とれを用V・て

   実験した．一先す，中山13）が尿につ

   いて求めたと同様のD反応値と

   MB残留濃度との関係を夫々につ

rSO いて求める必要がある．

    （1）1）反応値とMBi残留濃度と

   の関係

 （i）乳酸及び絢榴i酸

 中山1：｝）の方法に從ってD反応値略ヒ2点を示

す濃度の溶液を作り，ヒれを更に0．1点懸隔に

稀釈して夫々について所定の操作を行い，上澄

に残留するMR濃度を測定した．その成績は第

10図に示したようになり，中山が尿について求

めた曲線と略it一致したS字欺曲線を販売．以

後の乳酸及び絢構酸のD反応時にはとの曲線よ

りD反応値を測定した．

 （ii》燐酸

 前2者と異なって，その上澄のMB沈澱境界

が甚だ不明瞭であるので，前記の方法は適用出

來ない．そヒで第11図に示したように1点糊隔

の稀釈系列を作り，夫々について所定の操作を

行った．その際には0．74M濃度の燐酸溶液を

約23倍以上に稀釈しないと上澄のMBは完全に

沈澱しない．その原因探究のために各反応液に

ついて1〕Hを測定し：た．pH 5．6に補正した：燐i

酸溶液は稀釈に件って漸次pHが滴性側に変動

するが，1）反応混合液pH：はD反応値1点に相

当する所でpH約6．0で，それ以下の稀釈液は

［ 28 ］
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漸次pHが酸性側に変動している．而して反応

混合液pHが5．9の所でもなおMB残留濃度は

約1．Ox10－5の多量であるtとから，軍にpH

だけの原因によるものではないと考えられる．

 （2）D反応値1点当りの濃度

 上記の方法によりD反応値1点当りの濃度を

求めると，乳酸は0．158mMol／cc．拘擁酸は

0、057111Mol lccとなる． ・

 叉燐酸については，第11図の成績から，D反

応値1点に相当するMB残留濃度1．67×10一「’の

［ 29 ］
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第4表尿申の酸の含有濃度とD反応値

    1点当りの濃度との比較

｝一… “凹一』…一晒｝

1種 類

乳    血

忌 構 直

参    酸
（Pとして計算）

  正常尿中の濃度

一安静町彫＝沸石湖面「一一L．’ ’一丁’”N

運動時最大量1811mg／dl
i自墾車モ弛ゴ．メーター）

D反応値1点
当りの濃度

1420mg／d1

35．6，・一v 77．8mg／d］ 1197mg／d1

64．6t－v216．4mg／d1 1833mg／dl

燐酸濃度を求めると，約0．19m Mol／ccであ

る，

 以上の成績からD反応値1点当り

の酸濃度を実際に尿中に排泄される

濃度と比較すると第4衷のようにな

り，激作業時の乳酸排泄：量が梢ζD

反応値に関与する丈で，他の酸の排

泄は全く無覗してもよい．叉乳酸が

多量に排泄される場合は，一一般vc D

反応値は甚だ高値を示すヒとが多い

から，多くの場合乳酸も尿のD反応

値に大した意味がない． （尿中の乳

酸：量は下川17），杓構酸及び燐酸量：は竹屋1s）に

よった）

総

 Do1〕aggio反応機序にお・けるpHの役割を標

準法を用いて検討し，併せて尿中に排泄される

二，三の弱酸のD反応値を測定し，次の成績を

得潅．

 1）MoA溶液（4％）は稀釈するほどPHが

低くなる．叉1％溶液について綾衝価を測定

し，pH 5～6の領域における半均緩衝価は66，6

mEqであった．ヒれは尿の緩衝価より著しく

高いから，D反応混合液のpHは主としてMoA

溶液のpHできまる．

 2）D反応混合液のplIが低いほど反応値：は

低い．MoAとMBの結合能はpH 6．0以上
では．著明に阻害され，6．6以上では浩失する．

 3）反応混合液を稀釈して吸牧スペクトル」

をとり検討し允結果，MoAとMBの結合は

MediumのpHによって2）と同様の変動を

示すヒとを明かにした．

 4）反応混合液のpHは同一なる場合，混合

前の尿pHの大なるほどD値は高い．ヒれは尿

申の反応陽性物質たる Mllcoproteinの電離が

大なるほど反応は陽転させる能力が強いことを

示す．

括

 5）以上の如くD反応の機序に対しpHは大

きな影響を与える，即ち一つはMoAとMISの

結合能に対し，他は尿のpHが尿膠質の保護作

用に対するものである．D反応実施に当りヒれ

らに由來する誤差を小さくするには，

 i）試藥4％MoAのpHを嚴密に一定に調
整しヒれによって反応混合体のpHを恒常に保

つヒと．

 ii）供試尿のpHを上の試藥の4倍稀釈液の

pHと等しくして混合液のP：Hの恒常性をはか

ると共に，尿膠質に及ぼすpHの影響を一定に

保つヒとが望ましい．しかし供試尿のpHを一

々正確に調整するtとは繁雑であるから，試藥

混合の順序を変更することにより或る程度との

条件を充すことができよう．

 6）尿中に排泄される乳酸，絢構内及び燐酸

は高濃度ではD反応陽性であるが，尿に出現す

る程度の濃度ではD反応値に殆んど影響しな

い．各々につき1点当りの濃度を測定した．

 三筆に臨み，終始御懇篤なる御指導と御校閲を賜わ

りたる恩師斎藤教授に深甚なる謝意を表すると共に，

下川・中山両助手の御援助を深謝致します．
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