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タン パ ク誤差現象に お け る タ ン パ ク質
一
色素結合の

化学平 衡の 解析

鈴 木 　優 治
＊

（1993 年 4 月　1　R受 理 ）

　生物試料の タ ン パ ク質 の 定量 に 広 く応用 され て い る タ ン パ ク誤差 の 化学平衡 に つ い て 検討 し た．タ ン

パ ク 誤差 の 化学平衡 に 関 す る 計算 は そ れ が タ ン パ ク 質分子 の 正荷電 した ア ミノ基と解離 した 色素陰イオ

ン 間 の 相互作用 に よ り起 こ る と仮定 し，行 っ た．又 ， タ ン パ ク質と色素 の 相互作用 に は，1 分子 の タ ン

パ ク 質 が 数分子 の 色素と反 応す る の で 多 く の 平衡 が存在す る と言わ れ て い る が ， 第
一

反応 の 平衡定数 は

他の 平衡定数 に 比べ て 非常 に 大 き く，第一反応以外の タ ン パ ク誤差 に 対す る 寄与 は無視 で き る と仮定し

た．こ れ らの 仮定の も と で計算され た 結果 は 種 々 の 実験 か ら得 られ た 結果 と 定性的 に
一

致 し，タ ン パ ク

質分子 の 正荷電 し た ア ミ ノ 基 と色 素陰イオ ン 聞の 相互作用 が タ ン パ ク誤差 の 発現 に 重要 な役割を 担 っ て

い る こ と を示唆 して い た．更 に
， 色素 タ ン パ ク 質複 合 体 の 平 衡 定数 が 約 IO6〜IO7 で あ る 場合，色素の

電 離定数 が 10
− 7

よ り 小 さ い な ら ば，タ ン パ ク誤差 は ほ とん ど起 こ ら な い と考え られ た．そ れ ゆ え ， 大

き な 電離定数を有 す る 色素 の 検索 と選択 は生 物試料の タ ン パ ク 質の 定量 に 適す る 色素 を 与 え る と 考 え ら

れ た ．

1 緒 言

　タ ン パ ク 誤差 は pH 指示薬を用 い て pH を測定す る

際に 見 られ る 現象 で あ る．こ れ は タ ン パ ク 質 の 存在の み

に よ り pH 指示薬が変色 す る現象 で あ り，　S6rensen に

よ り 初め て 報告 され た
1）．タ ン パ ク質 に よ り生じ る色調

変化 は タ ン パ ク 質濃度 に 比例 す る た め，こ の 現 象 は タ ン

パ ク質の 定量 に 広 く用 い られ る よ う に な っ た
’
2）
− 7）．タ

ン パ ク 質 の 定量用 の pH 指示薬と して ， メ チ ル オ レ ン

ジ
2 ）5 ），プロ ム フ ェ ノ

ー
ル ブル

ー41
，プロ ム ク レ ゾー

ル グ

リ
ー

ン
Sl
，プ ロ ム ク レ ゾ ール パ ープル

6 ）
，

コ マ ジーブ リ

リア ン トブル
ー G2507＞な どが 知 られ て い る が，そ の 反

応機構は十分 に解明 され て い な い ．そ の た め，タ ン パ ク

質の 定量 に用い る 色素の 検索及び 選択 は 経験的に な され

て い る に す ぎな い．

　色素と タ ン パ ク 質の 相 互 作用 に は，  非解離型色素

と タ ン パ ク 質 と の 反応，  非解離 型 色 素及 び 解離型色

素陰 イオ ン と タ ン パ ク 質 と の 反 応 ，   解離型色素陰 イ

オ ン と タ ン パ ク質 の 正荷電部位 と の 反応 な ど が 挙 げ られ

て い る が ，現実 に は 程度 の 差 は あ る と して も，こ れ らの

す べ て が タ ン パ ク誤 差 に 関 係 し て い る と 考 え ら れ て い

る
a＞．Chapman ら は ゼ ラ チ ン と 色 素の 結合に つ い て 検

＊
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討 し，こ の 結合が化学量論 に 従い ，結合色素量 が タ ン パ

ク質分子内の リジ ン
，

ア ル ギニ ン，ヒ ス チ ジ ン の 遊 離 ア

ミ ノ基 の 含量 に 相関す る こ と を 報告 し て い る
9》．又 ， タ

ン パ ク 質 に よ る色調 の 変化 は 反 応溶液 pH に よ り著 し

い 影響 を受 け る こ と か ら
10｝11｝，そ の 発 現 に は pH の 変

化と と もに 変化す る タ ン パ ク質の 荷電 が 大 き く寄与 し て

い る 可能性 が推定 さ れ る．そ こ で ， 著者 は タン パ ク 誤差

が解離型 色素陰イ オ ン と タ ン パ ク 質 の 正荷電部位 と の 結

合 に よ り起 こ る と 仮定 し
，

そ の 解析 を 試み た．そ の 結果

に つ い て報告 す る ．

2 実 験 方 法

　2。1 試　薬

　2・1・1 緩衝溶液　　緩衝溶液 は pH 　2．2〜7．8 の もの

は O．1　mol ／l ク エ ン 酸溶液 と 0．2　mol ／1 リ ン 酸 ：1］ナ トリ

ウ ム 溶液 を 混合 し，調製 し た．又 ， pH 　2．0 以下 の 溶液

は 塩酸溶液で 調製 した．pH の 測定 は 堀場 M −8 型 pH

メ ーター
で 行 っ た．

　2・1・2　ウシ血清ア ル ブミン溶液　　ウ シ血清ア ル ブ

ミ ン （和光純薬 工 業＞100mg を精製水 に 溶 か し，　 IOO

ml と し た．

　2 ・ 1・3　色素溶液　　コ マ ジーブ リ リ ア ン トブ ル ー

G250 （CBBG −250）， プ ロ ム フ ェ ノー ル ブ ル ー

（BPB ），プ ロ ム ク レ ゾール グ リーン （BCG ）及 び プ ロ
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ム ク レ ゾー
ル パ ー

プル （BCP ）を そ れ ぞ れ 1mmol と

り，精製水 に 溶 か し，ll と した．

　2 ・1 ・4　Brij　35 溶液　　Brij　35 （和光純薬 工 業）1．O

g を約 80m1 の 温水 に 溶か し，冷却後 に 精製水 を加 え て

夏00ml と した，

　2・1 ・5　2　mol ／1 塩化 ナ トリ ウム 溶液　　塩化 ナ ト リ

ウ ム （和光純薬 工 業製特級）lL7g を精製水 に 溶解 し ，

1 Oml と した．

　 2 ・2　測定操作

　試験液 は ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン 溶液 O，5　ml に緩衝溶液

5．O　m1 ，　Brij　35 溶液 1．O　ml 及 び 色 素溶 液 0．lm1 を 加

え
， よ く 混 和 し調製 し た．か ら 試験液 は 精製水 0．5ml

に 緩衝溶液 5．O　ml
，
　Brij　35 溶液 1．O　ml 及 び 色素溶液 0．　l

m1 を加 え，よ く混和 し調製 し た ．又 ，タ ン パ ク 誤 差 に

対 す る 陰 イオ ン の 影 響 は試 験 液 と か ら試験液 に O− 2．（，

mol ／1 塩化ナ トリ ウ ム 溶液  ．5　m ］ずつ を 加 え，検討 し

た．

　試験液 の 吸光度 は か ら試験液 を対 照 と して 島津 ダ ブル

ビ ーム UV200 分光 光 度計 で 測定 し た．測定波長 は

CBBG −250
，
600　nm ，　BPB ，590　nm ，　BCG ，620　nm7 　BCP

，

590nm と した．

3　結果及 び考察

　3 ・1　タン パ ク誤差現象に お け る化学平衡

　タ ン パ ク 質 と 他 の 物質 と の 結合 に 関 して は Scatchard

モ デ ル ，多重平衡 モ デル
8｝

， Klotzらの モ デ ル
1’2）な どが

あ る．こ れ らの モ デ ル で は ，タン パ ク 質 は複数 の 物質と

結合す る こ とが 仮定 され て お り ， 解析 は 容易 で は な い ．
一般的に は，多重平衡 モ デル が 実際 の 様子 に 近 い と考 え

られ て い る
a）．こ の モ デ ル で は，タ ン パ ク 質 1 分子 に n

個 の 物質 が 結 合 す る場 合，結合 は n 段階 で 進行 し
，

そ

れ ぞ れ の 結合 ご と に 平衡定数 （Kl　K2
，

…
，
　Kn）が 存在す

る ．こ こ で ， タ ンパ ク誤差 に対す る寄与は タ ン パ ク質 と

色素の 第
一

段階の 結合 が 最 も大 き く，他 の 段階 の 結合の

寄与 は 小 さ く ， 無視 で き る と仮定す れ ば，解析 は す こ ぶ

る 簡単に な る と考 え られ る ．こ の よ うな 取 り扱 い に よ っ

て も タ ン パ ク誤差 の 定性的 な理 解 に 結 び つ く で あ ろ う．

そ こ で ，タ ン パ ク 誤 差 が 次 の 条 件 の 下 で 生 じる と仮 定

し，解析 した．

  タ ン パ ク質 は 色 素 と 結合す る 複数 の 反応点 （結合 サ

イ ト）を持 つ が ，各結合 サ イ トは 1 分子 の 色 素 と の み

結合 し
， そ れ ぞ れ の 結合は段階的に起 こ る．た だ し，タ

ン パ ク 誤差 に 対す る 寄与 は 第
一

段階の 結合で最も大き

く，そ れ 以後 の 反応段階の 結合 で は，小 さ く 無視 で き る

と す る．

　結 合 サ イ ト は 正 荷 電 し た ア ミ ノ 基 （
一一NHs ＋

） で あ

り，反応す る 色素 は 解離型色素陰 イオ ン （A
−
）と す

る．

  pH の 変化 に 伴 う タ ン パ ク 質の 荷電 の 変化曲線 と ア ミ

ノ 酸 の 荷電 の 変化曲線は 類似 して い る の で
］3 ），タ ン パ

ク質 の 荷電 は ア ミ ノ 酸の 電離式か ら近似的に 計算 で き る

とす る．

  反応溶液中 に 共存 す る 陰イオ ン （M
−
）も タ ン パ ク質

の 正荷電部位 と結合す る．

  反応溶液中の 色 素 （HA ），タ ン パ ク 質 （P
＋

），共 存

陰イオ ン 〔M
−
） に は次 の 平衡 が成立 す る．

HA ≠ H ’

十A
一

P ＋
十 M

−
＃ PM

［H
＋

］［A
’
］

　　　　　 ＝ KA 　（1 ）
　［HA ］

［PM ］

P
＋

十 A
…

帚 PA

［P
＋

］［M
−
］

　 ［PA ］

＝KPM 　（2 ）

［・
・

］［A
−
「

κ
・A （3 ）

こ こ で，KA は 色素 の 電離定数，　 PM 及 び PA は陰イオ

ン タ ン パ ク 質複合体及 び 色素 タ ン パ ク 質複合体，KPM

及 び KPA は 陰イ オ ン タ ン パ ク 質複合体及び色素タ ンパ

ク 質複合体の 結合平衡定数 を表 す．又，P ＋
は 正荷電 し

た タ ン パ ク質 を 示 す．

  生成 し た 色素タ ン パ ク質複合体 の 吸収 ピー
ク 波長 は

非解離型色素 の 吸収 ピー
ク 波長か ら離れ て お り，前者 の

吸収 ピー
ク 波長付近 に 後者 の 吸 収 は な い もの と す る．

又，陰 イオ ン タ ン パ ク 質複合体 は 可視部 に 吸収を示 さ な

い もの とす る．

　反応溶液中の 色素 （HA ），タ ンパ ク 質 （P
＋

｝， 陰 イ オ

ン （M つ 総 濃 度 を そ れ ぞ れ CA
，
　Cp

，
　CM と す る と

，

CA ＝［HA ］十 ［A
−
］十 ［PA ］

Cp＝［P
＋

］十 ［PA ］十 ［PM ］

CM ＝＝［M
−
］十 EPM］

色素 タ ン パ ク 質複合体濃度 （PA ）は 次の よ う に な る ．

　式 （2 ）か ら，［PM ］＝KPM ［P
＋

］［M
−
］，又 ，［M

−
］；

CM −
［PM ］で あ る の で ，［PM ］＝［P

＋

］（（］M
−

［PM ］）×

KPM ．

　従っ て，陰イオ ン タ ン パ ク 質複合体濃度 は

　　　　［P
＋

］CMκ。M

［PM ］＝
　　　　1千［P

＋

］KPM
（4 ）

　式（1 ）及 び式 （3 ）を変形 した式（5 ）と式（6 ）を組 み 合

わ せ る と，式（7 ）が 得 ら れ る．
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［HA ］＝CA −
［A
−
】
一

［PA ］

　　　　 ［PA］
［A
−
］一

　　　 ［P
＋

］KPA

［HA ］＝・・C ・ ・
一

［，隈，A

一匚・A ］

　式（1 ）と 式 （3 ）の 積 を と り，

（7 ）の 結果 を代入 す る と，

［H
＋

］［PA ］

（5 ）

（6 ）

（7 ）

こ の 式 の ［HA ］ に 式

匚H
＋

ユ［PA ］

［HA ］［P＋

］
（・・

一
、，蟹，π

一・・A・）・P
＋

・

≡KAKPA

式（8 ）を変形 し， 整 理 す る と，

（8 ）

・H
＋

・［・A ・一 噸 ・
・r ，豐，A

−
・・A・）・…

　　　＝KAKPA （］A ［P
＋

］
− KA ［PA ］

− KAKPA ［PA ］［P
＋

］

　　　＝［P
＋

］（KAKPACA − KAKPA ［PA ］）
− KA ［PA］

こ れ か ら， 未反応 の タ ン パ ク質濃度 ［pH
．
｝は

　　　　［H
．
＋
．
］［PA ］十 KA ［PA ］

［P
＋

］＝

　　　 KAKPACA − KAKPA ［PA］
（9 ）

　式 （4 ）と ［P
”

］　＝・　Cp− ［PA ］一［PM ］を 組 み 合 わ せ る

と，

［P
＋

］＝Cp − ［PA ］一［PM ］

　　　　　　　　　［P
＋

］κPMCM
　　＝Cp − ［PA ］

−
　　　　　　　　　1＋ ［P

＋

］KPM

こ の 式 を整理す る と，次式が 得 られ る．

KpM ［P
＋

］
2
十 ［P

＋

］（1− KpMCp 十 ［PA】KpM 十KpM （7M）
− OP 十 ［PA ］＝0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（16）

［PA］
3
（KA2KPA2 − KAKPAKPM ［H

＋

］
− KA2KPAKPM ）

　十 ［PA］2 （KAKPAKPMCA ［H
＋

］十 KAKPAKPM （］A

　
＿KAKpA ［H

＋

］− KAKpAKPMCM ［H
＋

］
− KA2KPA

　十 KA2KPAKPMCP − KA2KPAKPMCM 十 KPM ［H
＋

］
？

　十 2KAKPM ［H ＋

」十KA2KPM − 2KAZKPACA

　
− K ，x2KPA2Cp ）十 ［PA ］（KAKPACA ［H

＋

］

一
κ

。
κ

。A κ
。 MC 。C， ［H ＋1＋ κA κ

、
，
AK 。MC 。

CM ［H
＋

］

＋ κA2KPACA
− KA2κPAKPMCAC 。

　十 KA2KPAKPMCACM 十 KAKPAKPMCp ［H
＋

］

＋ κA2 κ
。AC 。

2
＋ 2κA2 κPA2CAC 。 ）一κ A

？
κPA

’CA2C 。

＝＝O　 　　 　　 　　 　　 　　 　　 　 （11）

　前述の ご と く，解離型色素陰イオ ン と結合す るの は正

荷電 し た ア ミ ノ基〔
−NHs ＋

）で あ る と仮定 した の で ，式

（1D の Cp は正 荷電 し た ア ミ ノ 基を有す る タ ン パ ク質濃

度 を表す こ と に な る．巨大分子 で ある タ ン パ ク質分子内

に は多数 の カ ル ボ キ シ ル 基 と ア ミ ノ 基が存在 す る が ，

個 々 の 基 の 電 離 に 関 して の 解析 は不可能 で ある と 考え ら

れ る ．し か し ， 仮定 で 述 べ た よ う に タ ン パ ク 質の 荷電 は

平均的 に は ア ミノ
．
酸 の 荷電変化 と類似して い る と考 え ら

れ る ．そ こ で ，タ ン パ ク 質の 荷電 は ア ミ ノ 酸 の 場合 と 同

様 に 算出 で き る もの と仮定 し た ．こ の こ と か ら，反応溶

液中の 全 タ ン パ ク 質濃度 を Cx，タ ン パ ク 質分 子 内の ア

ミ ノ 基 の 平均的な電離度を α と す る と ， 正 荷 電 し た ア

ミ ノ 基 を有 す る タ ン パ ク 質濃度 Cp は 次の よ う に 計算さ

れ る
14｝．

Cp≡α Cx

た だ し， α は 次の よ う に表され る．

α
＝

1

　こ の 式 に お ける 未反応 の タ ン パ ク 質濃度 ［P
＋

］に式

（9 ）の 結果 を代入 す る と，

画 濃1罪纛黜
’

＋

1十
　 Kw 　　　　KaKw

K
、［H

・

］
＋

K
、 ［H

・

］
・

（12＞

（
．
1− KPMCp 十 ［PA ］KPM 十 KPMCM ）X

（驫禦捻牆 ）
一

・。＋ ・・A・

　 ＝ 

　各項 に （KAKPACA − KAKPA ［PA ］）
2

を乗じ，展開 し，

［PA ］項 で ま と め る と，［PA ］に 関 す る 三 次式 が 得 られ

る．

　 こ こ で ，K。，　Kb は タ ン パ ク 質分 子 内 の カ ル ボ キ シ ル

基 と ア ミノ 基 の 平均的な電離定数 を表す．又 ， Kw は水

の イオ ン積 を表 す．式（ID の Cp に 式（12＞の 結果を代入

し，［PA ］に つ い て の 三 次方程式を解け ば，こ の 反応系

で 生 成 す る 色素 タ ン パ ク 質複合体濃度が 得 られ る ．

　と こ ろ で，色素 タ ンパ ク 質複合体 を含 む 反 応溶液が 示

す 特定の 波長 に お け る吸光度 （Ep）は 生成 し た色素タ ン

パ ク 質複合 体 （PA ）と 未 反 応 の 解離型色 素陰 イ オ ン

（AL ）の 吸光度 の 和 （EPA 十 EA
−
）で あ る．又，か ら試

験溶液中 の 解離型 色 素陰 イオ ン （A
一
つ の 示 す 吸光度 を

EB と す る と，分光光度計 で か ら試験溶液 を 対 照 と し て

測 定 され る色 素 タ ン パ ク 質複合体を含 む 試験溶液の 吸光
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度 （Ez ＞は 次の ように な る ．

Ez≡EPA＋ EA
−− EB

　 ； εPA ［PA］十 εA ［A
−
］
一

εA ［A
−’1 （13）

こ こ で，ε PA ，εA は色素タ ン パ ク 質複合体 の モ ル 吸光係

数及 び解離型色素陰イオ ン の モ ル 吸光係数を表す．一

方， ［A
−
］と ［A

−’
］は次 の よ う に 算出 さ れ る ．

　式（1 ）か ら，［H
＋

］［A
−’

］＝ 1（A ［HA ］　，又 ［HA ］＝CA −

［A
−’
］で あ る の で ［H

＋

］［A
−’
］＝＝KACA − KA ［A

−’
］と な

る．従 っ て
，

　　　　　KACA
匚A
−
］＝

　　　　［H ＋

］＋KA （14）

又， ［H
＋ 1［A ］ ＝・KA ［HA ］，［HA ］　＝　CA −

［A ］
一

［PA ］

で あ る の で ， ［H
＋

］［A
−
］＝KACA − KA ［A

−
］
− KA ［PA ］

と な る．従 っ て

　　　 KA 〔CA − ［PA ］〉
［A
−
］＝

　　　　　［H
＋

］＋ KA
（15）

　得 ら れ た ［A
−
］及 び ［A

−’
］の 値 を式（13）に 代入すれ

ば Ez が 求 ま る．更 に ，求 め た Ez を全 タ ンパ ク 質が 色

素 タ ン パ ク 質複合体 を 形成 す る と仮定 し た と き に 示す と

考 え られ る吸光度，ET ＝
ε PACx で 除 す と，反応溶液の

吸光度の 増加が何 ％ の タ ン パ ク質の 反応に 相当す るか

が求 め られ る．

　　 EzR
＝− XIOO ％

　　 ET

　　ε PA ［PA ］十 εA ［A
−
］一ε A ［A

− ’

］

εPACx

× IGO％　　（16）

　εPA 及 び εA の 値 は 不 明 で あ る の で ，と り あ え ず

ε A
＝

εPA と仮定 し， 計算を進め る．こ の 仮定 に よ り，式

（16）は 次の よ うに 色素 タ ン パ ク質複合体及 び 解離型色素

陰 イ オ ン の モ ル 吸光係数 と は 関係の な い 式と な り，

［PA］，［A 冂，［A
−’
］を計算す る こ と に よ り R が求ま

る．

度 ， 色素 タン パ ク質複合体及 び共存陰 イオ ン タ ン パ ク質

複合体 の 平衡定 数，溶液 pH に 依 存 し て い る．そ こ

で
， 色素 タン パ ク質複合体 の 生成量と こ れ ら の う ちの 幾

っ か の 因子 との 関係 に つ い て シ ミ ュ レ
ーシ ョ ン し，観測

結果 と比較して み た ．シ ミュ レ
ー

シ ョ ン に 当 た っ て ，色

素タ ン パ ク質複合体及 び共存陰イオ ン タ ン パ ク 質複合体

の 平 衡 定 数 は 文 献 値
8）を 参 考 と し て そ れ ぞ れ

KpA ＝ iOs〜io7　mo 「
11
，　KpM ＝ 102　mol

− 11
と し た．又，

タ ン パ ク 質の カ ル ボキ シ ル 基及 び ア ミノ基 の 平均電離定

数 は そ れ ぞ れ K 。

＝10
−
4mol

〆L，　Kb＝10
−

6mol
／l と し

た．色素濃度，タ ンパ ク 質濃度及び 共存陰イオ ン 濃度 は

そ れ ぞ れ 実 験 で 用 い た 濃 度 q ＝L52 × 10
−

J
’
　mol ／1，

Cx ＝1．10× 10
− 6

　mol ／l，　CM ；O，亘mol ／1 と し た．

　3 ・2・1 色素タ ン パ ク質複合体 の 生成量 と反応溶液

pH 　　試 験 溶 液 及 び か ら試 験 溶液 中の 解 離 型 色 素陰 イ

オ ン 濃度で あ る ［A
−
］と ［A

−
t

］が溶液 pH に よ り ど の

よう に 変化す る か に つ い て計算した．そ の 結果，［A
−
］

と
．
［A
一ノ

］ は pH の 値 に か か わ ら ず ［A
一
］く ［A

−’1 で あ

っ た．従 っ て
，

か ら 試験液 を 対照 と し て 測定 さ れ る 試験

液 の 吸光度 は正 確 に は色素 タ ン パ ク質複合体 の 生成 に よ

る 吸光度の 増加 を 示す も の で はな い．す な わ ち，試験溶

液 の 吸 光 度 の 増 加 と 式 （16）で 求 め られ る R は見 掛 け の

T
＝
。

ξ．
O

旻
×
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　　 ［PAI 十 ［Ar ］
一

［A
−’

］
　　　　　　　　　　　　 × 100％R ＝
　　　　　　 Cx （1ア）

　3 ・2　タ ンパ ク誤差現象の性質

　前 述の よ う に 色素 と タ ン パ ク質 と の 反応で 生成 す る 色

素 タ ン パ ク 質複合体 の 生 成量 は 式 （ll）で 計算 さ れ る こ と

が分 か っ た．式（11）か ら，色 索 タ ン パ ク質複合体 の 生成

量 は色素の 濃度及び電離定数，タ ン パ ク質 の 濃度及 び ア

ミ ノ 基 と カ ル ボ キ シル 基 の 電離定数，共存陰 イ オ ン の 濃

Fig．1　Relation　between　the　pH 　of 　a　solution 　and

the 丘brmation　 amount 　of 　a 　dye−protein　 complex 　f（）r

various 　pKA 　 values 　 of 　dyes　 whcn 　 the　KpA　value 　 of

the　dye−protcin　 complex 跚 d　 concentrations 　 of 　the

dye　（CA）　and 　prDtein　（Cx ）　are 　107　mo 「
11

，

1．52× 10
− 5mol

／l　and 　1．10x10
−
6mo

且／1，　respectively

（calculated 　result ）

pKA 　values 　of 　dyes　in　cach 　curve 　are 　as 　fbllows： 1，
PκA

＝L5 ； 2
，
　 P」（A

＝ 3・98 ； 3
，
　 P」くA

＝ 4・67； 4，　 pKA
≡

6．3；5，pKA ＝7．0．
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Fig．2　Rclation　betwee【皇 the　pKA 　 va 旦ues 　of 　dyes
and 　the 　maximum 　formation　amount 　of 　a　dye−pro−
tein　complex 　with 　vari ・ us 　KpA 　values 　when 　the　con −
centrations 　of 　thc 　dye　and 　protein　are 　L52 × 10

− 5

mo1 ／l　and 　1．10× 10
− 6

　mol ／1，　respectively （ca 且cu 且ated

rcsult ）

The 　association 　c〔〕nstants 　 of 　dye−protein　complcx 　in
each 　 curve 　 are 　as 　f（）llows： 1，　KpA ；107；　2，
κPA

＝IO5’s ；3，　KpA ＝ 105　m ・rl1 ．
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Fig，3　ApParent　 relative 　 formation　 amount 　 of 　a
dye−protcin　complex 　with 　various 　KpA　values 　when

the　pKA 　valucs 　and 　the　concentrations 　of 　the　dye
and 　protein　 are 　3．98，　 旦．52× 10

− 5mol
／1　 and

LIOXlO
−
fi
　mol ／1，　respectively （calculated 　result ）

The 　associ 飢 ion　constants 　of 　dye−protじin　complex 　in
each ・ u ・ v ・ are 　 as　 fo11・ w ・・ 1， κPA

− 108； 2，
KPA ＝IO7；3，

κ 。 A
− 105m ・ rll ．

7

もの で あ る こ と が 分か る ，

Fig．1 は色素 の pKA を 1−5，3．98，4．67，6．3，7．0 と した

場合 の 色素 タ ン パ ク 質複合体 の 生成量 と溶液 pH と の

関係 を示 して い る．図 の よ う に 生成量 は 溶液 pH に 依

存 し
，

こ れ が 最 大 と な る pH が 存在す る．又 ， 生成量

は 色素 の pKA に よ り変化 し ， 色素の 電離定数 が 小 さ く

な る ほ ど減少する、又 ， 式 （16）か ら計算し た見掛けの 色

素 タ ン パ ク 質複合体 の 生成率 は 反 応溶液 pH に 対 し，

最大値を有 す る つ り が ね 状 の 変化 を示 し， 色素の pKA

が大 き く な る ほ ど低下す る と予想 され た．

　3 ・2 ・2　色素タ ン パ ク質複合体 の平衡定数及び色素の

電離定数と複合体生成量　　Fig．2 は 色素 タ ン パ ク質複

合体 の 平衡定数 を lO’5〜io7　m ・1
．．．11

と し た と き，　 Fig．1

の 各曲線 の ピー
ク に 相当す る 最大 生 成量 が 色素 の pκA

と ど の よ う な 関係 に あ る か を 計算 した 結果 を示 して い

る．図 か ら明 ら か な よ う に ，最大生成 量 は pKA 値 が

O〜3 で は ほ ぼ
一

定値を示 す が，そ れ 以 上 の pKA 領域 で

は徐 々 に 低下 し，p塩 が 7− 8 の 色素で は 極め て 微量 に

な る と 推定 され る．又 ， Fig．3 は 見掛 け の 色素 タ ン パ ク

質複合体の 生成率と pH 及 び 色素 タ ン パ ク 質複 合 体 の

平衡定数 との 関 係 を 表 して い る．見掛 け の 生成率 は そ の

平衡定数の 大 き さ に か か わ ら ず pH に 対 し，最大値 を

有す る つ りが ね状の 変化 を示 し た．し か し，見 掛 け の 最

大生成率を示 す pH は 色 素 タ ン パ ク 質複合体 の 平衡定

数が小さ く な る ほ ど，ア ル カ リ側 に シ フ トす る と考 え ら

れ た．

　Fig．1〜3 で 示 し た推 定 を 検 証 す る た め ，コ マ ジーブ

リリア ン トブ ル
ー G250 （pKA

＝1．5），プ ロ ム フ ェ ノ
ー

0，4

ヨ
　

　

　

　

　　
　

0，
　
　

翫

 

9

環

伺

』

』

O
白o

』

く

0．1

pH

Fig．4　Relation　between　 tlle　 soluti （m 　pH 　and 　the　・
apparent 　 amount 　of 　a 　dye−protein　complex 　lbrmed
in　four　kinds　 of 　pH 　indicators　 whcn 　the　concentra −

tions　 of 　the　dye　 and 　protein　 arc 　 l．52 × 10
−
5
　mol ／l

and 　L10 × 10
−
6
　mol ／1，　 respectively 　（experimental

rcsult ）
Thc 　pH 　indicators　 in　 each 　 curve 　 are 　 as　follows： 1

，

CBBG −250 ；2，　BPB ；3，　BCG ；4，
　BCP ，
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ル ブ ル
ー

（pl（A
＝3．98），プ ロ ム ク レ ゾー

ル グ リーン

（pKA＝4，67），プ ロ ム ク レ ゾー
ル パ ープル （pKA

＝6．3）

を 用 い て 見 掛 け の 色 素 タ ン パ ク 質複合体 の 生成率 を 各

pH で 測定 した．　 Fig．4 の よ う に 3 種類 の 色素 か ら生成

した 色素タ ン パ ク質複合体の 見掛 けの 生成率 に は最大値 ．

が 存 在 し， pH に 対 し て つ り が ね 状 の 変化 が 観 測 さ れ

　　　　　　　　　　　　 tt　　　　　　　　　　　　　　　　　　tt　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ
た．しか し， pKA の 大 き い フ ロ ム ク レ ソ

ー
ル パ ー

フ ル

で は 見掛けの 色素タ ン パ ク質複合体 の生成は ほ と ん ど認

め ら れ な か っ た．以 上 の よ う に ，4 種類の pKA の 異 な

る 色素を用 い て 行 っ た測定結果 は Fig．1− 3 に 示 し た 推

定結果 と定性的 に は一致して お り ， タ ン パ ク誤差 に 対 し

て 先 に 述べ た   〜  の 仮定が成 り立 つ と考 え られ た，

　3 ・2 ・S　色素 タンパ ク質複合体の 生成量と共存陰イオ

ン濃度　　色素タ ン パ ク質複合体 の 生成量 が 共存陰イオ

ン に よ り どの ように 変化す る か を CM ＝O〜O．25　molfl の

範囲 で 検討 し た．Fig．5 は 共存陰 イ オ ン 濃 度 が CM ； o

の とき の 生成量 を 100 と し，各陰イオ ン 濃度 に お け る

相対生成量 を 計算 した結果 で あ る．そ れ ぞ れ の 曲線 は 色

素 タ ン パ ク 質複合体 の 平衡定 数 が KPA ＝IO6，106’5，　IO7

m ・1
− ll

の と き の 変化 を 示 して い る が
，

い ずれ の 場合 に

も共存陰イオ ン濃度が増加 す る ほ ど ， 生成量 は 減少す る

と 考え られ た．又，そ の 低 下 の 割合 は 色素 タ ン パ ク 質複
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Fig．5　Relation　between　thc　anion 　concentration 　of

salt 　and 　the　relative 　amount 　of 　the 　dye−protein　com −

plex　fbrmed（calculated 　rcsult ）

Each 　 curve 　 indicates　 the　 rclative 　 fbrmation　 amount

of 　a　dye−protein　 complex 　with 　various 　KpA　 values

when 　the　pKA 　value 　and 　 the 　concentrations 　of 　the

dye　and 　protein　are 　3．98，1．52 × 10
− 5

　mol ／J　and

l．lox1 『
6mol

／l，　 rcspcctively ．　 KpA　 values 　 of

dye−protein　compkx 　in　each 　curve 　are 　as　fbllows： 1・
κ

、
．A ＝107 ；2，κ 。 A

− 106・5 ；3，K 。A
− 106m・r ’i．
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Fig．6　Relation　between　the　salt 　concentration 　and

the　 apparent 　 relative 　 am   unt 　 of 　the　 dye−protein
complex 　formed　in　three　kinds　of 　pH 　indicators（ex −

perimental　result ）

The 　concentrations 　of 　 the　dye　and 　protein　are

1．41 × lo
− 5m

・1／1・and ・1．olxlo
− 6m

・且A，… p・・ti・・ly．
The 　pH 　indicators　in　cach 　curve 　are 　as 　fbllows； 1，
CBBG −250；2，　BPB ；3，　BCG ．

合体 の 平衡定数が 小 さ い ほ ど大 き く な る と推定 さ れ た ．

　Fig．6 は 前述 の 3 種類 の 色 素 と タ ン パ ク 質 と の 反応

に対す る 陰イオ ン の 影響 を調 べ る た め ， 反応溶液 に 塩 化

ナ トリウ ム を O〜O．14rnol／1 の 割合 で 添加 し た と き に 得

られ た 見掛けの 色素 タ ン パ ク質複合体の 相対生成量 を示

して い る．図 の よ うに ，
い ずれの 色素 で も陰イオ ン を生

成 す る 塩化ナ トリ ウム の 共存 に より 生成量 は低下 す る こ

と が分 か っ た．又 ，
そ の 低下 の 割合 は色 素 に よ り異 な っ

て い た が ，
こ れ は 先 に 推定 した よ うに各色素か ら生成 し

た色素タ ン パ ク質複合体 の 平衡定数が異な る こ とを示す

もの と考え られ る．

　3 ・2 ・4 　色素タ ン パ ク質複合体の 生成量 と色素濃度

色素タ ン パ ク 質複合体 の 平衡定数を KPA＝106， 106
・5

，
　IO7

mo 「
ll

，色素濃度 を CA ；O− 5× 10
− 5mol

／1 と し，複合

体 の 生 成 量 と pKA ＝ 3．98 の 色素 の 濃度 と の 関係を計算

した．そ の結果 ， タ ン パ ク 質濃度 が一定の と き に は複合

体 の 生成量 は そ の 平衡定数 が大 き い ほ ど大 き くな る と推

定 さ れ た ．

　Fi9．7 は CBBG −250
，
　 BPB 及 び BcG 濃 度 を

斗× 10
−
6− 3× lo

− 5
　mol ／l の 範囲 で 変 え て 測 定 し た 見 掛

け の 色素 タ ン パ ク質複合体 の 生成量 を示 して お り， 計算

か ら 得 られ た推 定結果 と 類似 し て い た．

　又，色素濃度 を一
定 に し，タ ン パ ク 質濃度 を増加 させ
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Fig．7　Relation　between　the 　dye　concentr 飢 ion　and

the 　 apParent 　 amount 　 of 　the　 dye−protein　 complex

fbrmcd　in　three 　kinds　or 　pH 　indicators（experimental

result ）

The 　pH 　indicators　in　each 　curvc 　are 　as 　lbllows： 1，
CBBG −250；2，

　BPB ；3，
　BCG ．
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加 し，又 ，そ の 生成量がタ ンパ ク 質濃度 と正 比例 す る 領

域 は 色素濃度が 高 くな る ほ ど拡大 し た ．

　以上 の よう に   一  の 仮定に 基 づ く タ ンパ ク誤差 に

関す る 化学平衡 の 解析か ら推定さ れ た い くつ か の 結果 は

定性的 で は あ る が，pKA が 異 な る pH 指示薬 を用 い た

実験 に よ り再現 され た．こ の こ と か ら， タ ン パ ク 質誤差

の 発現 に は 解離型色素陰イオ ン とタ ン パ ク 質分子の 正 荷

電 し た ア ミノ 基 （−NH3
＋

）と の 相 互 作用 が 重 要 な 役割を

担 っ て い る こ と が 分 か る ．す な わ ち，pH 指示薬の タ ン

パ ク誤差現象 は 両者 の 相互 作用 の 結果 と 見 な す こ と が で

き る．

　  〜  の 仮定 が 妥当 と す れ ば，平衡定数 が 同 じ程度

の 色素 タ ン パ ク 質複合体 を 生成 す る pH 指示薬 で は ，

竃離定数 の 大き い pH 指示薬 の ほ うが複合体 の 生成量

は 多 くな る と考え られ る．生成 す る 色素 タ ン パ ク 質複合

体 の 平衡定数が KPA＝105〜IO6　mol
− i

　1で
，

し か も，電

離定数が pKA ＞ 7〜8 と な る pH 指示薬 の 場合 に は，複

合体 の 生成 は極め て 小 さ く
， 観測 され る こ と は な い と考

え ら れ る．こ の こ とよ り，タ ン パ ク質の 定 量 に 用 い る 色

素 の 検索及 び 選定 は pH 指示薬あ る い は pH に よ り色

調 が 変化 す る pH 指示薬 の 特性 を有 す る色素で ，　 KA が

大きい 物質 で あ る こ と を条件の一つ と し て 行え ば よ い と

推測 され る．

　　　　　　　（黙 浬 菩縣
分 析化 学会 勦 年

）
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Fig．8　Relation　between　the　protcin　concen こration

and 　 the　 amount 　 of 正brmation　 of 　 the　 dye−protein
c ・mplex （・xperiment ・l　result ）

The 　dye （BPB ）concentrations 　in　each 　curve 　are 　as

f。］1。 w ， ・ 1
，

（］A ・
・t

・4．5× 10
−
5m

・1／1； 2，0
。
− 1．5× 10

−
「）

m ・1／1；3，
　CA ・・7．5 × 10rm　f’　m ・1／L

る と色素 タ ン パ ク 質複合体の 生成量 は 計算 で は 色素濃度

が 高 い ほ ど 多 く，タ ン パ ク質濃度 の 低 い 領域 で は タ ン パ

ク 質濃度 に 正比例 し，正 比例す る 領域 は 色素濃度 が高 い

ほ ど広 が る と 考え られ た．

　実験 で も予想 され た よ う に，Fig．8 の よ う に 見掛けの

色 素 タ ン パ ク質複 合 体 の 生成 量 は 色素濃度が 高 い ほ ど増
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  Studies concerning  the chemical  equilibrium  of  protein-dye binding  regarding

the phenomenon  of  protein error.  Yuii SuzuKi (Saitama College of  Health,  519,

Kamiokubo,  Urawa-shi, Saitama  338)

  The  chemical  equilibrium  regarding  the  phenomenon  of  protein error  of  the pH  indica-

tor, which  has been extensive]y  applied  to the dctermination  of  protein in biological mate-

rials, has been studied.  A  calculation  was  performed  based on  thc assumption  that the

phenomenon  of  protein error  of' the pH  indicator occurs  due to an  interaction between a

positively charged  amino  group CJNH3+) in the  protein molecule  and  the dye anion.

Although it has been reported  that  many  equilibria  exist  in the interaction between a  pro-
tein  and  a  dye, since  one  molecule  of  protein reacts  with  several  molecules  of  dye, it is

assumcd  that  the  equilibrium  censtant  in the flrst reaction  is very  large 'compared with
thc  other  equilibrium  constants,  and  that  the  contribution  of  the  reactions  other  than  the

lirst reaction  to the  protein error  can  be negligible.  
'I'hc

 results  calculated  under  these

assumptions  accorded  almost  qualitatively with  those obtained  from, various  experi-

ments,  suggesting  that the interaction of  a positive]y charged  amino  group  in a  protein

moleculc  with  a  dye anion  play an  important role  in the protein error.  In additien,  it
appeared  that  the phenomenon  of  a  protein error  of  the  pH  indicator is almost  not

obseTved  whcn  the  electrolytic  dissociation constant  (KA) of  the  dye is less than  about

10-7  and  the  association  constant  (KpA) of  dye-protein complex  is about  106NI07.

Therefore, the  use  of  a dye with  a  large electrolytic  dissociation constant  should  providc a

suitable  method  for the  detcrmination ofprotein.

                                                     (Received April 1, 1993)
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