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4一二 トロ ー
｛ト ア ニ シジン の ジア ゾニ ウム 塩を発色試薬と して 用 い る

吸 光光 度法 に よ る血 清 ビ リル ビ ンの 定量

鈴木　優治
O ＊

，坂岸　良克
＊＊

U991年 9 月 7 日 受理 ）

　血清 ビ リル ビ ン の ジア ゾ カ ッ プリン グ反応 で は ジ ピ ロ ー
ル で あ る 反応中間体 が生成 す る．常用 さ れ て

い る ス ル フ ァ ニ ル 酸 の ジア ゾ ニ ウ ム 塩 の こ の 物質 に 対す る 反応速度 は 小 さ く ，
ス ル フ ァ ニ ル 酸の ジ ア ゾ

ニ ウ ム 塩 を用 い た 定量 法で は，定量 が 不 完全 に な る 可 能 性 が あ る．4一二 トロ ーo一ア ニ シ ジ ン の ジ ア ゾ ニ ウ

ム 塩 は 反応中間体に も反 応速度 が大 き く，こ れ を用 い t 血 清 ビ リル ビ ン の 定蠻法を設定 し検討 し た．又，
本法 は 従来法で あ る ミ カ エ ル ソ ン 法及 び 酵素法 と は 良好 な 相 関 を 示 し たが，定 量 値 は 本法 の ほ う が 高値

とな っ た．

1 緒 言

　血清ビ リル ビ ン の 定量 に は ビ リル ビ ン の ジ ア ゾ カ ッ プ

リ ン グ反 応 に 基 づ く吸光光度法が 広 く用 い ら れ て い る．

　 こ の 方法 で は
， 反 応 中 に ビ リル ビ ン そ の もの と 同様 に

ジア ゾニ ウ ム 塩 と反応 す る 反 応中間体が 生成す る
1）．こ

の 物質の ジ ア ゾ カ ッ プ リ ン グ反応速度は ビ リル ビ ン そ の

もの の 反 応 に 比 べ て 小 さ く
， 反応 の 完 結 ま で に は 時聞が

必要 で あ る
2 ｝31．こ の こ とか ら，Malloy−Evelyn法 4）を基

盤 と した方法 で は，全反応 の 完結 に は 時間が か か り，測

定 が 不完全 に な る 可能性 が あ る．血 清 ビ リル ビ ン の 定量

を よ り正確 に 行 う ため に は，反応中間体 と も速 や か に 反

応 す る ジ ア ゾニ ウム 塩の 選 定 が 必 須 で あ る．

　 こ の よ う な理 由か ら，著者 ら は血 清 ビ リル ビ ン の 定量

に 適 す る ジ ア ゾニ ウ ム 塩 の 選 定 を 目的 と し て，38 種類

の ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩 と ビ リル ビ ン 及 び反 応中閊体 と の ジ ア

ゾ カ ッ プ リ ン グ反 応 に つ い て 検討 し，報告 し た
S｝．本論

文 で は
，

ビ リル ビ ン の カ ッ プ リ ン グ剤 と し て 有望 と 考え

ら れ た 4 ニ トロ ・o一ア ニ シ ジ ン の ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩 を 血清

ビ リル ビ ン の 定 量 に 適用 し た結果 に つ い て 報告 す る ．

2 実 験 方 法

2・1 試　薬

1）5mmol ／14一ニ トロ ーo一ア ニ シ ジ ン 塩酸溶液
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　4一ニ トロ ーo一ア ニ シ ジ ン 5mmol を 0．176　mol ／1 塩酸

（和光純薬工 業製特級 ）溶液 に 溶 か し，Ii と し た．

　2）72mmol ／l亜硝酸ナ トリウ ム 溶液

　亜硝酸ナ トリウ ム （和光純薬一L業製特級 ）0．50g を精

製水 に 溶か し， 100　rnl と した．

　3）ジ ア ゾ ニ ウム 塩溶液

　5mmol ／屋4一二 ト ロ ーo一ア ニ シ ジ ン 溶 液 且Oml に 72

mmol ／且亜硝酸ナ トリウム 溶液 0．6　ml を加 え ， 混和 し ，

5 分以内に 用い た．

　4＞170μm   1／1 ビ リル ビ ン 溶液

　ビ リ ル ビ ン （シ グマ ）10．Omg を ク ロ ロ ホ ル ム に 溶 か

し ， 100ml と した．

　5 ）120ymol ／l ジタ ウ ロ ビ リル ビ ン 溶液

　ジ タ ウ ロ ビ リル ビ ン （フ ナ コ シ）10．Omg を 水 に 溶 か

し，100m 藍と した．

　2 ・2　反応中間体の 調製
／a｝

　 1）ビ リル ビ ン を試料 と し た 場合

　分 液漏 斗 に 10　mg ／dl ビ リ ル ビ ン 溶 液 5ml と メ タ

ノ
ー

ル 45m1 を と り，こ れ に ス ル フ ァ ニ ル 酸 の ジ ア ゾ

ニ ウ ム 塩 溶液 6ml を加 え，よ く混和 し，25℃ で 約 4

分問反応 さ せ た．反応後，水 及 び ク ロ ロ ホ ル ム を 30ml

ずつ 加 え，よ く混 和 し，水相 と ク ロ ロ ホ ル ム 相 が 完全 に

分 離 す る ま で 静 置 した．ク ロ ロ ホ ル ム 相 を分 取 し，再び

分液漏斗 に 取 り，水を適当量加 え ， よ く洗 浄 し，ク ロ ロ

ホ ル ム 相を分 取 した．こ の 洗浄操作を ヒ層の 水相 が 無色

透明 に な る まで 繰 り返 した．反応中間体 を含 む ク ロ ロ ホ

ル ム 相 は 420nm 付近 に 吸収 ピーク を示 した．
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　2）ジタ ウ ロ ビ リル ビ ン を試料 と し た 場合

　分 液漏斗 に 10mg ／dl ジ タ ウ ロ ビ リ ル ビ ン 溶液 5ml

と水 45ml を と り，ア ニ リ ン の ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩 溶 液 6

ml を 加 え，よ く 混 和 し，25℃ で 約 1 分 間 反応 さ せ

た．反 応後，ク ロ ロ ホ ル ム を 30ml 加 え
， よ く混和

し， 水 相 と ク ロ ロ ホ ル ム 相 が 完全 に 分 離す る ま で 静置 し

た．水相を分 取 し， 再 び 分液漏斗 に 取 り，ク ロ ロ ホ ル ム

を適当量加 え ，よ く洗浄 し，水相を分取 し た．こ の 洗浄

操作 を下 層 の ク ロ ロ ホ ル ム 相が 無色透明 に な る ま で 繰 り

返 し た．反応中間体 を含 む 水相 は 400nm 付近 に 吸収

ピー
ク を示 し た．

　2・3　測定方法

　1）血 清総 ビ リル ビン の 測定操作

　血清 0．1mt に 水 1．9　ml とメ タ ノ
ー

ル 2，  ml を加 え ，

混 和後 ， ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩 溶液 1．  ml を 加 え
，

25℃ で

30分 閲 反応 させ た．反応後，吸光度 は 試薬 か ら 試験液

を対照 に 測定 し た ．試薬 か ら試験液 は水 2．Oml に メ タ

ノ
ー

ル 2．Oml 及 び ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩 溶液 1．Oml を加 え ，

調製 し ， 検体と同様 に 操作 した．又 ， 検体か ら試験液 は

血清 0」 ml に 水 1．9　ml ，メ タ ノ
ー

ル 2，0　ml 及 び 0．176

m   且A 塩酸溶液 LOml を 加 え
， 調製 し，水 を 対照 に 吸

光度を測定 した ．測定 は 日立 lOI 型分光光度計で 行 っ

た．

　2） 直接 反 応 性 ビ リル ビ ン の 測 定操作

　血清 0．正 ml に 水 3．9　ml を 加 え ，混和後，ジ ア ゾ ニ ウ

ム 塩溶液 LOml を加 え，25℃ で 3  分間反応 さ せ た．

反 応後，吸光度 は 試薬 か ら試験液 を対照 に 545　nm で 測

定 し た ．試薬 か ら 試験液 は 水 4．Om1 に ジ ア ゾニ ウ ム 塩

溶液 1．O　ml を加 え，調製 し，検体 と 同様に操作 した．

検体か ら試験液 は 血 清 0」 ml に 水 3．9　ml と 0．1　76　mol ／i

塩 酸溶液 1．Oml を 加 え，調 製 し，水 を 対 照 に 吸 光度 を

測定 した．

　3）検 量 線の 作製

　 ビ リル ビ ン 溶 液 を 0．05− O．30　ml と り，そ れ ぞ れ に メ

タ ノール を 加 え て 4ml と し， 更 に，ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩溶

液 LOml を加 え，よ く混和 し，25℃ で 10分 間反 応 さ

せ た ．反 応 後，吸 光度 は 試薬 か ら試験液を対照 に 545

nm で 測 定 し た．
．
試薬 か ら試験液 は メ タ ノ

ー
ル 4．O　ml

に ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩溶液 LOml を加 え，調製 し，検体 と

同様 に 操作 した．

　 4） 血清 ビ リル ビ ン 濃 度 の 算出

　検体中の ビ リ ル ビ ン 濃度 は 検体 の 吸光度 と検体 か ら試

験液 の 吸光度 と の 吸光度差 を検 量 線 に 照合 させ ， 求 め

た．

3 実 験 結 果

　3 ・1 定量 に用 い るジア ゾニ ウム 塩 の 選定

　Fig．1 は ビ リル ビ ン の ジア ゾ カ ッ プリン グ反応 の 反応

機構 に つ い て 示 して い る．こ の 反応 で は，ビ リ ル ビ ン 1

分 子 か ら ア ゾ ビ リル ビ ン 2 分 子 が 生成 す る が，反 応 は 2

段階で 進行 す る
ラ）．第

一
反応 で は，ビ リル ビ ン と ジ ア ゾ

ニ ウ ム 塩 と の 反応 で ア ゾ ビ リル ビン 1 分子 と ジ ピ ロ ー

ル で あ る 反 応中間体 が生成 す る．反 応中間 体 は ビ リル ビ

ン の ジア ゾ カ ッ プ リ ン グ反応 が 進行中の 反 応溶液 に ク ロ

ロ ホ ル ム と水 を添加 す る こ と に よ り ク ロ ロ ホ ル ム に 抽出

さ れ る
1）
− S）．こ の 物質 は ビ リル ビ ン そ の もの と 同様 に

ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩 と 反 応 し
，

ア ゾ ビ リ ル ビ ン を生 成 す る

が，そ の 反応速度 は 小 さ い ，Tabl61 は 38 種類の ジ ア

ゾ ニ ウム 塩 を用 い ，反応中間体 の ジ ア ゾ カ ッ プ リン グ反

応速度及 び ビ リル ビ ン の ジ ア ゾ カ ッ プリ ン グ反 応 で 生 成

し た 発色体 の 分光学的特性 に つ い て 検討 し， 報告 した精

果 の一部
3｝を 示 して い る．臨床検査 で常用 され て い る ス

ル フ ァ ニ ル 酸 の ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩
4）は 反 応中間 体 に 対す る

反 応速度が 小さい ジ ア ゾニ ウ ム 塩の グ ル ープ に 属 し て い

た．反応速度 の 大 きい ジア ゾ ニ ウム 塩を生成 す る 芳香族

第
．一

ア ミ ン は Table　l で は 4一ニ トロ ア ニ リン ，2，4一ジ ク

ロ ロ ア ニ リ ン
， 及 び 4 ニ ト ロ ーo一ア ニ シ ジ ン で あ る．斗一

二 トロ ーo一ア ニ シ ジ ン の ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩 は モ ル 吸光係数

が 高 く，し か も吸収極大 波 長 が 長 波 長 域 に あ る 発 色体を

生 成 す る点 か ら，ビ リル ビ ン の カ ッ プ リ ン グ剤 と して 最

も有望 と考 え られ た．

　 こ の ジ ア ゾ ニ ウム 塩を用 い
， 血清総 ビ リル ビ ン 及 び血

清 直接 反 応性 ビ リル ビ ン の 定 量 法の 設定を引 き 続 き 行 っ

た．

3。 2　ジア ゾニ ウム 塩溶液 の 調製条件

血清 ビ リル ビ ン の 定量 に 用 い る ジ ア ゾ ニ ウム 塩 の 調製

First　 reaction

　 bilirubin十 diazonium 　 salt

　　　　　↓
azobilirubin 　一ト　intermediate

Seaond　 reaction

intermediaしe　十 　diazonium　salt

　　　　　↓
azobilirubin 　十 formaldehyde

Fig，1　Proposed　 reaction 　mechanism 　 of 　thc 　diazo

couPlin9 「eaction 　of 　bilirubin
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Table　 lThe 　 characteristic 　of 　the 　 reacti6n 　between　 nine 　kinds　 of 　tbe　diazonium　 salts 　 and 　 bilirubin　 or 　intermedi−

ate 　produced　from　the　reaction 　ef 　bitirubin

Aromatic　primary　amlne
Ratc　constanta ソ

　　 S
−

1

Absurption　maximurnbV

　 　 　 　 nm

Apparent　molar

absorpt 重vityh
｝

1mo1
− 1cm − 1

4−Chloroaniline
4−Nitroaniline
4−Aminobenzoic 　 acid

Sulfaniiic　 acid

4−Amino 乱 cetophenone

2，4−Dichloroaniline
4−NiしrQ −〇−anisidipc 　

馳

5−Nitro−o−anisidinc
4−Nitroaniline−2−sulf （〕nic 　acid

Anihne

8．75× IO4
L82 × 102
6．86× 103

Ll9 × los
8．25× 103

1．2S× IO2
1．19× 102

1．44XlO3
7．21× 盈03

L49 × 104

5365165285465265265465

ヰ2516552

5．30× IO4

5，斗7XlO 斗

5，82 × 104
5．95 × IO4

6．23 × 104
5，47 ＞（104

6，25 × 104

4．04 × IO4

5．67× 10
’t

3．29× 正04

a ）ratc 　 constant   f　thc　 reaction 　betwecn　thc　intermediate　 and 　the　diazonium　salt 　 at　25℃ ．　b）absorption 　 max −
imum 　 and 　 apparent 　 molar 　 absorptivity 　 of 　thc　 colered 　product　produced　from　the　diazo　coupling 　 reaction 　 of

bilirubin．

0．6

　

　

4
　
　
　
　
2

　

　

0
　

　

　
　　
0

 り
＝

燭

』」
O
しコ

』

く

Tablc 　 2　Effect　 of 　water −soluble 　 organic 　 solvent 　on

　　　　 the　reaction 　rate 　of 　the 　diazo　coupling

　 　 　 　 rcac しion　of 　the　intermediate

Organicsolvcnt
Half−life／s

Sulfanilic　acid 　 　 4−Nitro−o−anisidine

D．5 1．0

Molar　 ratio 　o正NaNO2 　Io　4−nitro
．−

o
−

anisidine

工．5 AcetoneEthanolMcthano

且

62269484 2i3　

14
・

Fig・2　Effect　of 　the 　molar 　ratio 　of 　sodium 　nitrite 　to

4−nitro −o・anisidine 　 in　 thc　diazonium　 salt 　 solution 　 on

thc　color 　rcaction 　ofbi ］irubjn

（1）20mg ／dl　bilirubin；（2）jaundicc　serum ； （3）rea −

gent 　blank

に お い て は
， 芳香族第

一
ア ミ ン と 亜 硝酸 ナ トリ ウ ム の 混

合モ ル 比が ビ リル ビ ン の 酸化物 を生成 させ な い た め に 重

要 で あ る こ と を 標準 物質 を 用 い て の 検討 か ら指摘 し

た
6），そ こ で ，患 者検体 の 測定 に あ た り 4一ニ トロ ーo一ア ニ

シ ジ ン に 対 して 反応 させ る亜 硝酸ナ トリ ウム 量 に つ い て

再度検討 した．Fig．2 は 5mmol ／14一ニ トロ ーo一ア ニ シ ジ

ン 溶液 10ml に 72　mmol ／1亜 硝 酸 ナ ト リ ウ ム 溶液 を 加

え ，両物質の モ ル 比 （NaNO2 ／4一ニ トロ ーo一ア ニ シ ジ ン ）

を 0．144− 1．44 の 範囲 で 変え，調製 し た ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩

溶液と ビ リル ビ ン 及 び黄 だ ん 血 清 との 反 応 で 生 成 し た 発

色 体 の 吸 光度 を示 し て い る．図 の よ う に ，発 色 体 の 生 成

は 亜 硝酸 ナ トリウ ム ／4一ニ トロ ーo一ア ニ シ ジ ン の モ ル 比 が

1 程度 ま で は一定で あ る が，そ れ 以 上 に な る と，発色体

の 生成 は 減少 し た ．こ の 結果 か ら，ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩溶液

The 　 reaction 　 rate 　 was 　 measured 　 at 　26℃ ．

中の 亜硝酸ナ ト リウ ム ／4一ニ トロ ー
・一アニ シ ジ ン の モ ル 比

は O．864 （5mmol 〆且4一ニ トロ ーo一ア ニ シ ジ ン 溶液 leml に

72mm   1／1曲 硝
．
酸 ナ トリ ウ ム 溶液 0．6　m 且を加 え る こ と

に 相当 す る ）と し た．

　3 ・3　反応促進剤の選定　　　　　　　　　　　
齟

　総 ビ リル ビ ン の 測定 で は
， 間接 ビ リル ビ ン を反応させ

る た め，反応促進剤の 添加 が 必要で あ る，

　
一

般 に反 応溶液 の 極性 は 反応速度 に 影響 を及 ぼ す こ と

が 知 られ て い る
7）．そ こ で ，反応溶液 の 極性 を変化 させ

る と考 え ら れ る メ タ ノール （誘電率 32．6，25℃ ），エ タ

ノ
ー

ル （24．3，25℃ ），ア セ トン （20．7，25℃ ），ジ メ チ

ル ス ル ポ キ シ ド及 び B功 35 を反応溶液 に 加 え ，反 応 速

度 を 比 較 し た．Table　2 は ス ル フ ァ ニ ル 酸及 び 4一ニ トロ ー

o一ア ニ シ ジ ン の ジア ゾ ニ ウム 塩 を 用い ，メ タ ノ
ー

ル ，エ

タ ノー
ル 及 び ア セ トン を添加 し た と きの 反応 中聞体の ジ

ア ゾ カ ッ プ リ ン グ反 応速度 （半減期 で 表示 し た ）を示 し
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Fig．3　Time 　 course 　 of 　 thc 　 color 　 reaction 　 ln 　 the

presence　of 　five　different　organic 　compounds

て い る．反応 は添加溶媒 と して ア セ トン を用 い た と きに

最 も速 く な っ た．

　又 ， Fig．3 は 黄だん 血清 を試料 に した場 合の 反 応 の 経

時変化 を示 して い る が ， 反 応速度は純粋物質 と同様に 検

体 で もア セ トン 添加で最も大 き く な っ た．反 応速度は極

性 の 低 い ア セ トン で 大 き くな っ たが，発色体 の 安定性 は

小 さ く な る 傾向を示 した．特 に 標準物質 ， 反 応中間体か

ら生成 した 発色体 は ア セ トン で は 反応数分後 か ら退色を

始 め た．自動分析法の 設定 に お い て は，添加溶媒 は ア セ

トン が 良 い と考 え ら れ る が，著者 ら の 検討 は 用手法 で 行

っ た た め，発色 体 が よ り安定 な メ タ ノ
ー

ル を 添加溶媒 に

選定した．
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Fig．4　Time 　course 　of 　the 　color 　rcactiQn 　in　the　dc−

termination 　of 　total　and 　direct　reacting 　bilirubin

Upper 　panel （direct　 reacting 　biTirubin）： （1）　10
mg ／dl　ditatirobi且irubin

， （2）bi］irubin　 standard
， （3＞

intermediate，（4＞
〜

（6）serum ； Lower 　 panel （total

bi且irubin）： （1）2  mg ／dl　bilirubin，（2）bilirubin　stan −

dard
， （3）intermediate，（4）

一
（6）serum

完了 した が，黄 だ ん 血 清 の 反応 は 完了す る まで に 少 な く

と も 30 分 が 必 要で あ っ た．以 上 の 検討結果か ら
， 直接

反 応 性 ビ リル ビ ン 測定 は 25℃ ，30分 で 行う こ と と し た

（Fig，4）．

　3 。4　反 硲時間

　総 ビリル ビ ン の 反応時間 は ビリル ビ ン標準液，市販 ビ

リル ビ ン 標準血清 （ネス コ ート BIL 標 準 血清），黄 だ ん

血 清及 び 反応中間体 （ビ リル ビ ン か ら調製）を試料 と し

て，25℃ と 37℃ の 温度下 で 検 討 し た ，そ の 結 果，

37℃ で は，反応速度 は 大 き い もの の ，生成 し た 発色体

の 吸光度 は 短 時間 の う ち に 低下 し始 め た ，25℃ の 反応

条件下 で は ， 黄疸血清 を除 くす べ て の 試料の 反 応 は 10

分以内 に 完了 し，発色 は 37℃ の と きに 比べ 安定 で あ っ

た．しか し，黄 だ ん 血 清の 反応 は 完了す る ま で に 少 な く

と も 30 分 は 必 要 で あ っ た．以．Eの 検討結果 か ら，総 ビ

リル ビ ン 測定 は 25℃ 30 分 で 行 う こ と と し た （Fig．

4）．

　 直接 反応 性 ビ リル ビ ン の 反 応 時 間 は 市販 ビ リル ビ ン標

準血 清，黄 だ ん 血清 及 び 反 応中間体 （ジ タ ウ ロ ビ リル ビ

ンか ら調製〉を試料と して 検討 した．そ の 結 果，市販 ビ

リル ビ ン 標準 【血清及 び反 応 中間体 の 反応 は 10分以内 に

　3 ・5　吸 収 ス ペ ク トル
’

　4一ニ トロ ー
o一ア ニ シ ジン の ジア ゾニ ウ ム 塩 と ビ リル ビン

標準液，市販 ビ リル ビ ン 標準血清，黄 だ ん 血清及 び反 応

中間体 （ビ リル ビ ンか ら調製） との 反応 で 生 成す る 発色

体 の 吸収 ス ペ ク トル を検討 した．そ の 結果，生成 した発

色 体の 吸収極大波長 は い ず れ の 試料 の 場合 に も 546nm

付 近 に 認 め られ た．こ の 結果 か ら，測 定波長 は 545nm

と した．
』

3 ・6 検量線

　ビ リル ビ ン 及 び市販 ビ リル ビ ン標準血 清 を 用い て 作成

した検量線 は 30mg ／dl ま で 原 点 を通 る直線 とな っ た．

　3．・7　精　度

　20mg ／dl ビ リル ビ ン 標準液及 び 3 種類 の 黄 だ ん血 清

（総 ビ リル ビ ン濃度 2．7− 13．O　mg ／dl）を用 い て本法の 精

密度 （n＝IO）を調 べ た．そ の 結果 ，　 RSD は ビ リル ビ ン
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標準液 O．5％ ，黄だ ん 血 清 0．5〜L5 ％ で あ っ た．

　3・8 回収率

　4 種類の 血清 に ジ タ ウ ロ ビ リル ビ ン 4．lmg ／dl を添加

し
， 本法の 回収率 を 検討 し た．そ の 結果 ， 平均回 収率 は

98．5％ で あっ た．

　3 ・9　共存物質 の 影響

　本法 に お け る 共存物質 の 影響 は 3 種類 の 黄 だ ん 血 清

に 塩化ナ トリ ウ ム （添加濃度 lg／dl），尿素 （童g／dl），

グ ル コ
ー

ス （lg／dl），
ア ス コ ル ビ ン 酸 （19／dl），

　 L一ト

リ プ トフ ァ ン （lg／dl＞， 塩化 カ ル シ ウ ム （lg／dl）， 塩化

カ リ ウ ム （1g／dl），塩 化 マ グネ シ ウ ム （19／dl），ク レ

ア チ ニ ン （rg／dl），ア ル ブ ミ ン 〔29／dl）及 びヘ モ グ ロ

ビ ン （ ．5　g／dl） を添 加 し て 検討 し た．そ の 結果 ， ア ス

コ ル ビ ン 酸 及 び ヘ モ グ ロ ビ ン は 負 誤 差 を示 し，他 の 物質

は 妨害を示 さな か っ た．黄だん 血清の 定量 値 は添 加 前 の

4 」2，9、09，2，46mg ／dl か ら ア ス コ ル ビ ン 酸 の 添加 で

2．22，6．96，1、斗2 血g／dl，ヘ モ グ ロ ビ ン の 添加 で 4．07，

8，00，2，00mg ／dl に 低下 し た．

　3 ・ lo 相 関

　本法 と ミカ エ ル ソ ン 法
B
吸 び 酵素法

9）と の 相関関係 に

つ い て検討 し た （Fig．5L

　総 ビ リル ビ ン 測定 で は，本 法 の 測 定平 均 値 （4．6

mg ／dl） は ミ カ エ ル ソ ン 法 （3．8　mg ／dl）及 び 酵素法

（3．9mg ／dl）に 比 べ 高値 で あ っ た．回 帰式及 び相 関 係数

は ミ カエ ル ソ ン 法 ？
＝1．095x 十 〇．45 ，　 r＝O ．998 ，酵素法

丿
≡O．945x 十 〇．90，　 r＝・O．994 で あ っ た ．

　 直接反応性 ビ リル ビ ン 測定 で は，本法の 測定平均値
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（1．7　mg ／dD は ミ カ エ ル ソ ン 法 （1．5mg ／dl）及 び酵 素法

（1．4　mg ／dD に 比 べ 高値 で あ っ た．回帰式 及 び 相関係数

は ミカ エ ル ソ ン 法 ノ
＝0．854x十〇．44，　 r

＝O．976，酵素法

丿
≡0．923x十 〇、41，　 r ＝＝ O．936 で あ っ た・

　 相関 の 検討 に お い て
，

3 方法 間 に 著 し く 解離す る測定

例及 び総 ビ リル ビ ン 値と直接反応性 ビ リル ビ ン値が逆転

す る 測定例 は なか っ た ．

　3 ・11 基準値

　150 例 の 患者 データか ら，本法の 基準値を反復切 断補

正 法 に よ り 計算 し た ゆ ，そ の 結果 t 基 準値 は総 ビ リ ル

ビ ン O．5〜　1．6　mg ／dl，直接反 応 性 ビ リ ル ビ ン 0．3〜O．6

mg ／dl で あ っ た．

4 考 察

　ビ リル ビ ン の ジ ア ゾ カ ッ プ リ ン グ反応が ス ル フ ァ ニ ル

酸 の ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩 に 比 べ 著 し く速 い 4一ニ トロ ーo一ア ニ

シ ジ ン の ジア ゾ ニ ウム 塩を血清 ビ リル ピ ン の 定量 に 適用

し た 結果 に つ い て 述 べ た．

　4一ニ トロ ーo一ア ニ シ ジ ン の ジ ア ゾニ ウ ム 塩 は ビ リル ビン

標準液及 び反応中聞体 と は速 や か に 反応 した が，患者血

清 ビ リル ビ ン と の 反応 時間 は標準物質及 び反 応中間体に

比 べ 長 く な．っ た ．こ の 原 因 は 明確 で は な い が，血清 ビ リ

ル ビ ン が タ ン パ ク と結合 して い る こ と に 関係 す る と 思 わ

れ る．い ずれ に して も， 総 ビ リル ビ ン及 び 直接反応性 ビ

リル ビ ン の 反応時間 は 少 な く と も 25℃ で 30 分 が 必要

と
．
考え られ た．

　 こ の ような 反応条件下 で 得 られ た 本法 の 測定値 は ミ カ

エ ル ．ソ ン法 及 び 酵素法 に 比 べ 高値で あ っ た．測 定 値 は い

ず れ の 方法 で も同一．
標準物質 を 用 い て 算出 し た．従 っ

て，本法が高値 とな る原因は キ ャ リブ レーシ ョ ン に 基づ

く もの で は な い と 考 え られ る ．又，本法 で は ，血清 ビ リ

ル ビ ン 値 は 試 薬 か ら 試 験 を対照 と し て 測定 し た 検体吸光

度か ら，水 を対照 と して 測定 した 検体か ら試験液の 吸光

度 を差 し引 き，算出 し た．こ の こ とか ら，ジア ゾニ ウ ム

塩 自身 の 着 色，検 体の 濁 り，溶血 の 影 響 は ほ と ん ど な い

と考え られ た．更 に，共 存物質 の 干渉 に 関す る 検討 で

は，プラ ス 誤差 を示す物質は見 い だせ なか っ た．

　　　　　　　　　（
1990 年 9 月，第 63 回 日本 生化 学

大会 に お い て
一

部発表
］1） ）
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　We 　prcsent　an 　assay 　fbr　serum 　bilirubin　using 　a　new 　diazonium　salt 　of 　4−nitro −o−

anisidinc 　whlch 　reacts 　readily 　with 　intermediate　fbrmed　in　the　diazo　coupling 　reaction 　of

bilirubin．　 Thc　values 　of　the　present　method 　correlated 　well 　with 　thc　values 　obtained 　by
Micha苺lsson　mcthod 　and 　cnzymatic 　method ．　 However ，　in　the　determination　of　total　and

direct　bilirubin　in　serum ，　thc 　values 　by　the 　prcseht　method 　wcre 　signi 行cantly 　higher　than
thosc 　of 　the 　Michaelsson　method 　and 　thc　cnzymatic 　method ．　 Thus 　obtained 　laboratory

data　were 　O．3．　− O．6　mg ／d1 最）r　the 　direct　bilirubin　and 　O．5〜1．6　mg ／dl　fbr　the 　total　bilir−

ubin ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Receivcd　September　7
，
1991）
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