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研究成果の概要（和文）：アルカプトン尿症はアミノ酸代謝異常症である．アルカプトン尿にアルカリ溶液を添
加すると，尿の色調は暗褐色に変化する．本研究では，この色調変化を利用したアルカプトン尿症のスクリーニ
ング検査法を考案した．アルカリ溶液添加後に暗褐色化したアルカプトン尿の吸光度を分光法により測定した結
果，2つのピークをもつ特有な吸収曲線を示した．さらに，酸化剤である結晶次亜塩素酸ソーダとアルカリ溶液
を組み合わせてアルカプトン尿に添加する事により，尿の暗褐色化は急速に進むことが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：Alkaptonuria is an amino acid metabolic disorder. The urine of patients with
 alkaptonuria turns dark brown at room temperature after several hours to days and this color change
 is accelerated by addition of alkali. In order to develop a facile
screening test for alkaptonuria, we added alkali to urine samples obtained from patients with 
alkaptonuria and measured the absorbance spectra. Addition of alkali to alkaptonuric urine exhibited
 characteristic absorption peaks at 406 nm and 430 nm. In addition,  we added alkali with sodium 
hypochlorite pentahydrate, which is a strong oxidant, to alkaptonuric urine and observed changes in 
its color. Urine became a darker brown following the addition of alkali with sodium hypochlorite 
pentahydrate than with addition of alkali.

研究分野： 病態検査学
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１．研究開始当初の背景 
アルカプトン尿症は，常染色体劣性遺伝の

アミノ酸（フェニルアラニン）代謝異常症で
ある．主な臨床像には尿の暗褐色化，眼球結
膜や耳介などへの褐色色素沈着，肩関節，膝
関節，股関節などの大関節に発症する関節炎
がある．病因は，チロシン代謝酵素のひとつ
であるホモゲンチジン酸オキシダーゼの遺
伝的欠損にある．この酵素の欠損により，フ
ェニルアラニンがチロシンを経てアセト酢
酸に代謝される過程に異常を呈し，基質であ
るホモゲンチジン酸（HGA）が尿中に大量に
排泄される．尿は，HGA が酸化しベンゾキノ
ン酢酸（BQA）が生成されることにより色調
が暗褐色へと変化する．HGA および BQA の蓄
積が結合組織中に起こることで，組織褐変，
さらには関節炎が発症する．また，アルカプ
トン尿にアルカリ溶液を加えると，HGA の酸
化が促進され，急速な暗褐色化が起こること
が広く知られている．我々は，アルカリ溶液
である水酸化ナトリウム水溶液（NaOH）添加
後のアルカプトン尿およびHGAの暗褐色化を，
分光光度計を用いて測定した結果，406 nm と
430 nm にピークをもつ独特な吸収曲線（図 1）
を示すことを見出した（Tokuhara et al. PLoS 
One 2014）． 

 
 
２．研究の目的 
アルカプトン尿症患者の尿にアルカリ溶

液を添加すると，尿の色調が暗褐色に変化す
ることは広く知られている．我々は，アルカ
リ溶液添加1分後のアルカプトン尿の暗褐色
化を，分光光度計を用いて可視光線領域（350 
nm～600 nm）における吸光度を測定した．そ
の結果，406 nm と 430 nm の波長にピークを
もつ独特な吸収曲線を示すことを見出した．
さらに，尿の暗褐色化の原因物質である HGA
にアルカリ溶液を添加した場合も同様のピ
ークを示すことを明らかにした．そこで本研
究では，我々が発見したアルカプトン尿の新
たな特徴を利用した新規スクリーニング検
査法の開発を目的として研究をおこなう． 
 

３．研究の方法 
①アルカプトン尿およびHGA溶液の暗褐色化
促進の検討：HGA から BQA への酸化反応を促
進させるため，酸化剤で結晶次亜塩素酸ソー
ダ（NaClO・5H2O）（カネカ社）を使用し，酸

化反応による暗褐色化を促進させた．NaOH に
NaClO・5H2O を溶解させた水溶液をアルカプ
トン尿および HGA 溶液にそれぞれ添加し，色
調の変化および吸収曲線を分光法により測
定した． 
 
②吸収曲線における 2 つのピーク（406 nm, 
430nm）が出現する HGA 濃度の測定：様々な
濃度の HGA 溶液（800，400，300，200，190，
180，170，160，150，140，130，120，110，
100 mg/L）を調整し，NaOH に NaClO・5H2O を
溶解させた水溶液をそれぞれ添加し，吸収曲
線を分光法により測定した． 
 
③アルカリ溶液添加時のHGA溶液の酸化反応
を 解 析 ： liquid chromatography 
time-of-flight mass spectrometer 
(LC/TOF-MS)により，アルカリ溶液添加時の
HGA の変化を解析した． 
 
④アルカリ溶液添加時のHGA溶液の構造変化
を解析：nuclear magnetic resonance(NMR) 
spectrometry により，アルカリ溶液添加時
の HGA の構造式の変化を解析した． 
 
⑤共存物質の影響：HGA 溶液に様々な濃度の
アスコルビン酸（500，400，300，200，100 mg/L）
を溶解させ，NaOH または NaOH に NaClO・5H2O
を溶解させた水溶液を添加し，吸収曲線を分
光法により測定した．また，HGA 溶液に様々
な濃度の抱合型ビリルビン（200，150，100，
50 mg/L）を溶解させ，NaOH または NaOH に
NaClO・5H2O を溶解させた水溶液を添加し，
吸収曲線を分光法により測定した． 
 
４．研究成果 
①アルカプトン尿およびHGA溶液の暗褐色化
促進の検討：アルカプトン尿に NaOH を添加
した試験管Ⅰと NaOH と NaClO・5H2O を添加し
た試験管Ⅱは色調が変化した（図 2）．また，
試験管Ⅱは，試験管Ⅰよりも暗褐色化が促進
された（図 2）．一方，アルカプトン尿に
NaClO・5H2O のみを添加した試験管Ⅲは色調
変化を示さなかった（図 2）．アルカプトン尿
に NaOH を加えたものでは，406nm および
430nmに吸収極大が観察された（図3）．また，
NaOH と NaClO・5H2O を添加したものでは，2
つの吸収極大における吸光度が有意に増加
した（図 3, 4）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 （図 2）アルカプトン尿の色調変化 

（図１）アルカプトン尿の吸収曲線 



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

 
 

 
 
 
 
HGA 溶液に NaOH を添加した試験管Ⅰと NaOH
と NaClO・5H2O を添加した試験管Ⅱは色調が
変化した（図 5）．また，試験管Ⅱは，試験管
Ⅰよりも暗褐色化が促進された（図 5）．一方，
アルカプトン尿に NaClO・5H2O のみを添加し
た試験管Ⅲは色調変化を示さなかった（図 5）．
アルカプトン尿に NaOH を加えたものでは，
406nm および 430nm に吸収極大が観察された
（図 6）．また，NaOH と結晶次亜塩素酸ソー
ダを添加したものでは，2 つの吸収極大にお
ける吸光度が有意に増加した（図 7，8）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
②吸収曲線における 2 つのピーク（406 nm, 
430nm）が出現する HGA 濃度の測定：HGA 溶液
の濃度が低下するに従い，406 nm と 430 nm
の 2 つのピークの吸光度は低下した（図 8）．
吸収曲線中に2つのピークを確認できたのは，
180 mg/L までであった（図 8）． 
 

 
 
 
③アルカリ溶液添加時のHGA溶液の酸化反応
を解析：LC/TOF-MS により解析した結果，HGA
のイオンは 167 m/z に出現し，そのフラグメ
ントイオンは 123 m/z に出現した（図 9）． 

 
 
 
NaOHを添加後のHGAのマススペクトルについ
ては，BQA のイオンが 165 m/z に出現した（図
10）．さらに，BQA の酸化物のイオンが 181 m/z
に，そのフラグメントイオンが 137 m/z に出
現した（図 10）． 
 
 
 
 
 

（図 3）アルカプトン尿の吸収曲線の比較 

（図 4）406 nm および 430 nm の 

吸光度比較（アルカプトン尿） 

（図 5）HGA 溶液の色調変化 

（図 6）HGA 溶液の吸収曲線の比較 

（図 7）406 nm および 430 nm の 

吸光度比較（HGA 溶液） 

（図 8）様々な濃度の HGA 溶液の吸収曲線 

（図 9）HGA のマススペクトル 



 
 
 
 
NaOH および NaClO・5H2O を添加後の HGA のマ
ススペクトルについても，同様のプロダクト
イオンが観察された（図11）．図10と比較し，
図 11 では 165 m/z および 181 m/z のイオン
強度が高かったことから，NaClO・5H2O の添
加により BQA への酸化が促進された． 
 

 
 
 
 
 
 
 
④アルカリ溶液添加時のHGA溶液の構造変化
を解析：NMR により HGA のスペクトルを測定
した結果，6.73 ppm にシングレットが検出さ
れた（図 12a）．NaOH 添加後，HGA の酸化によ
り生成された BQA は，6.50 ppm にシングレ
ットを示した（図 12b）．NaOH および NaClO・
5H2O 添加後，HGA の酸化により生成された
BQA は，6.50 ppm にシングレットを示した
（図 12c）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑤共存物質の影響：800 mg/L の HGA 溶液に
400 mg/L以上のアスコルビン酸が含まれてい
ると，NaOH および NaClO・5H2O を添加しても
406 nm と 430 nm に吸収極大はみられなかっ
た（図 13a）．800 mg/L の HGA 溶液に 200 mg/L
以上のアスコルビン酸が含まれていると，
NaOH を添加しても 406 nm と 430 nm に吸収極
大はみられなかった（図 13b）． 
 

 

（図 10）NaOH 添加後の HGA のマススペクトル 

（図 11）NaOH および NaClO・5H2添加後の

HGA のマススペクトル 

（図 12）HGA の NMR スペクトル 

（図 13）アスコルビン酸の影響 



抱合型ビリルビンの濃度増加に伴い，HGA 溶
液の吸収曲線の吸光度は上昇した（図 14）．
800 mg/L の HGA 溶液に 200 mg/L 以上の抱合
型ビリルビンが含まれていると，NaOH および
NaClO・5H2O を添加した場合に 406 nm の吸収
極大が消失した（図 14a）．NaOH を HGA 溶液
に添加した場合も同様の変化が観察された
（図 14b）． 

 
 
 
 
以上，研究成果①～④より，NaOH と NaClO・

5H2O を組み合わせて添加した場合，アルカプ
トン尿およびHGAの暗褐色化が急速に促進さ

れ，2 つのピーク（406 nm，430 nm）におけ
る吸光度も有意に増加した．また，LC/TOF-MS
および NMR の結果より，NaOH のみの添加と比
較し，NaOH と NaClO・5H2O を組み合わせて添
加すると，HGA から BQA への酸化反応は促進
された． 
 研究成果⑤より，アスコルビン酸が尿中に
存在する場合は，吸収曲線中の 2つのピーク
が出現せず，偽陰性となる可能性がある．一
方，尿中に抱合型ビリルビンが存在する場合
は，吸光度に正誤差の影響を与える． 
 NaOH と NaClO・5H2O を組み合わせて尿に添
加し，尿の色調が暗褐色に変化した場合，そ
の吸収曲線を分光法により解析する事は，ア
ルカプトン尿症の検出に有用である． 
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（図 14）抱合型ビリルビンの影響 


