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　The 　dcterminadon　method （NB 　method ）f（）r　the 　semm 　albumin ／globulin　rado 　by　combining
血 eBromocresol 　Green （BCG ）method 　fbr 出 e　serum 　albumin 　and 　the か nin ℃ benzaldehyde ψ一

NITBA ） method 　fbr　the 　serum 　total　globulin　was 　compared 　with 　the　conventional 　methods ．
The　measurement 　values 　by　the 　NB 　method 　correlated 　well 　with 　those 　by　the 　BB 　method 　by
combining 　the 　biuret　method 　fbr　the 　semm 　total　protein　and 　thc　BCG 　method （r ＝0．969，ッ

＝

0．977x − 0．151，蘇
＝0．095

，　n
＝100 ）and 　with 　those　by　the　GB 　method 　combining 　the 　mcthod 　of

Goldenberg　et　al　and 　the　BCG 　method （r
＝0．984，ッ＝0．898x − 0．166，蘇 ； 0．069，η

＝ 100）．　 The
mean 　value （L31 ）of 　thc 　NB 　method 　was 　lower 　than 　thosc 　 of 血 e　BB 　method （1．49）and 　the 　GB
methQd （1．64）．　 Thc 　sum 　of　the　serum 　albumin　and 　the　serum 　tota1　globulin　obtained 　by　the　NB

method 　corrclated 　well 　with 　the 　serum ．tota 且pro 〔ein 　by　the 　biuret　method （r
；0．970

， ッ
；

1．036x ＋ 1．87，鼻
＝2．19g ／1，η

＝100）．　 From 　these 　results ，　it　is　thought　that 　the 　NB 　method 　can

bc　used 　to　measure 　the 　senlm 　albumin ／glob1主n 　rado ．

Kayu，ords ： se田 m 　albumin ／globulin　ratio ；spectrophotometry ；p−nitrebenzaldehyde ；Bromocre −

　 　 　 　 　 sol 　Green ，

　 血 清 タ ン パ ク 質の 生 体内変動 は様 々 な疾患 と 関連づ けら

れ る こ とか ら，種 々 の タ ンパ ク 質が 測定 さ れ ，臨床応用 さ

れ て い る ．血 清 タ ン パ ク 質 は ア ル ブ ミ ン と グ ロ ブ リ ン か ら

成 り，両 タ ン パ ク 質の 比 で あ る 血清 ア ル ブ ミ ン ／グ ロ ブ リ

ン 比 （A ／G 比） は
，

タ ンパ ク 質代謝 の 質的変化を把握す

る ため の 指標の
一

つ とし て 測定 され て い る．血 清 A ／G 比

の 測定 に は，血清 ア ル ブ ミ ン 及び血清総 グ ロ ブ リ ン を測定

す る必 要 が あ り， 前者 の 測定法 に は プ ロ モ ク レ ゾール グ リ

ーン （BCG ）法な どの 色素結合法
］，2）

が あ る．後者 の 測定

法 に は，比 濁 測定法
s）−s ）

，ビ ウ レ ッ ト法
6レ
と BCG 法

1）
あ る

゜
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埼玉 県越

い は電気泳動法
7 ）
との 組 み 合 わせ 法，無機塩類 な どの グ ロ

ブ リ ン の 沈殿 剤 に よ りア ル ブ ミ ン を分離 し発色 させ る 比 色

法
8｝
“’10）

， 及 び グ リオ キ サ ル 酸 を用 い た Goldenberg らの 直

接比色測 定法
11 ）
等 が あ る が，測 定操作 は 必 ず し も簡便 で あ

る と は 言 え な い ．著者 は 先 に 芳香族 ア ル デ ヒ ドで あ る か

ジ メ チ ル ア ミノ ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド
imN

ぴ p・ニ トロ ベ ン ズ ア

ル デ ヒ ド
’“J

と 血 清 グ ロ ブ リ ン と の 光依存発色反応 を測定原

理 とす る血 清総 グ ロ ブ リ ン 定量法を設定 し報告 した．本論

文 で は，発色試薬 に p一ニ トロ ベ ン ズ ァ ル デ ヒ ドを用 い た

血 清 総 グ ロ ブ リ ン 定量法 （p−NITBA 法） と，血 清 ア ル ブ

ミ ン 定量法 の BCG 法 を組 み 合 わ せ た血清 A ／G 比 の 測定

法 につ い て ，従来法 と比較 した 結果を報告す る．

．」
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1　実 験 方 法

　 1・1　 試 　薬

　実験 に は和光純薬製試薬 を用 い た．

　8．4mo1 ／1塩酸溶液 ： 市販濃塩酸　700　ml に 精製水 300　m1

を加 え，調製 し た．

　グ ロ ブ リ ン 試液
11）

： 1000ml の メ ス フ ラ ス コ に精 製 水 90

ml に 溶解 した硫酸銅五 水和物 4．O　g，氷酢酸 400　ml ，グ リ

オ キ サ ル 酸
一

水和物 1．Og を採 り，速や か に 混和 し，濃硫

酸 60m1 を加えなが ら ゆ っ く りと混和 した．室温まで 冷却

後，氷酢酸を加え，全量を 1000ml と した．

　p一ニ ト ロ ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド （p−NITBA ）試 tals）： か

NITBA 　2．O　g に 8．4　mol ／1塩 酸溶液 1000 　ml を加え，マ グ

ネ チ ッ ク ス ター
ラ
ー

で 約 1 時間 か くは ん し，炉過 した ．

調製 した 試液 は褐色 瓶 に 入 れ，冷蔵保存 した，

　1．Og ／17一グ ロ ブ リ ン 溶液 ： 7一グ ロ ブ リ ン 100mg を精製

水 に溶解 し，100　ml と した．

　 1・2　血 清 A ／G 比 の 測定

　 血 清 総 タ ン パ ク 質 は ビ ウ レ ッ ト法に よ り，血 清 ア ル ブ ミ

ン は BCG 法 に よ り測 定 し た ．血清 総 グ ロ ブ リ ン は か

NITBA 法及 び Goldenberg −Drewes の 方法 （GD 法） で の

直接測 定に よ る ほ か，血 清総 タ ン パ ク 質 か ら血 清 ア ル ブ ミ

ン を差 し引 く間接測定 に よ り求め た．こ れ らの 測 定値 か ら

血 清 ア ル ブ ミ ン と血 清総 グ ロ ブ リ ン の 濃度比 （血清 ア ル ブ

ミ ン ／血 清総 グ ロ ブ リ ン ＝血 清 A ／G 比）を算出 した．

　 血 清 総 タ ン パ ク 質及 び 血 清 ア ル ブ ミ ン の 測定法 ： 血 清 総

タ ン パ ク 質及 び 血 清 ア ル ブ ミ ン は ビ ウ レ ッ ト法及 び BGG

法を測 定 原 理 とす る 市 販 キ ッ トの A ／GB 一テ ス トワ コ ー

（和 光 純薬製） で 測定 した．検量 は キ ッ ト添付標 準 血 清 で

行 っ た ．

　p−NITBA 法 ： 血 清 0．01　ml に 精 製水 0．5　ml 及 び か

NITBA 試液 2．O　ml を加 え，転倒混和 し ， 37℃ ， 3000 ル

ク ス の 蛍 光灯照射下 で 20 分 間反応 させ，試薬盲検を対 照

に 生成 した青色 発色体 の 吸光度 を 600nm で 測 定 した．検

量 線 は 1g ／dl　7一グ ロ ブ リ ン を O．1，0．2，0．3， 0．4 及 び O．5

ml 採り，精製水 を加え全量を O．SI　mi と し，こ れ ら に p−

NITBA 試 液 2，0　ml を加 え，以 後 血 清 を 測 定す る場 合 と 同

様 に 操作 し た．こ れ らの r一グ ロ ブ リ ン 溶液 は 10 ， 20 ， 30 ，

40 及 び 50g ／1の 血 清 r一グ ロ ブ リ ン 濃度 に 相当す る．吸 光

度 は 日 立 臨 床検査用 分光光度計 7011 に よ り測 定 した．

　 GD 法 ： 血 清 0．02ml に グ ロ ブ リ ン試液 4．Oml を加 え よ

く混和後，沸騰水浴中 で 4 分間加熱 し，直 ちに 流水 中 で

冷却 し た．生 成 した紅色発色体 の 吸光度を グ ロ ブ リ ン 試 液

を対照 と して 550nm に お い て 測定 し た．検量 は管理 血 清

（コ ン トロ
ー

ル 血清 1 ワ コ
ー

）0．02ml を血 清 と同様 に 操作

して 行 っ た．
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Fig．　 l　 Correlation　of 　A ／G 　ratio 　obtained 　by　the　BB
method 　 combining 　 the 　biuret　method 　and 　the 　BCG
method 　with 　that 　obtained 　by　the 　NB 　method 　combin −
ing しhe　BCG 　method 　and 　the　p−NITBA 　method

2　結 果

　 2・1 比 較実験 の 検討

　p−NITBA 法 と BCG 法 の 組 み 合 わ せ 法 （NB 法 ），ビ ウ レ

ッ ト法 と BCG 法 の 組 み 合 わ せ 法 （BB 法）， 及 び GD 法と

BCG 法 の 組 み 合 わ せ 法 （GB 法） に よ り患者 血 清 100 例

の 血 清 A ／G 比 の 測 定 を 行 い ，NB 法 と BB 法 及 び NB と

GB 法 と の 相 関 関 係 に つ い て 検討 し た ．　 NB 法 は 血 清 総 グ

ロ ブ リ ン を 間接的 に 求 め る BB 法とは Fig．1 の よ うに r ＝

0，969 ，y　
＝

　O．977x − 0．151 の 相 関 を示 し，血 清 総 グ ロ ブ リ

ン を 直 接 的 に 求め る GB 法 と は Fig ．2 の よ うに r ＝　O．984 ，

y ＝O．898x − 0．166 の 相関を示 した．測定平均値 は NB 法

1．31，BB 法 1．49 及 び GB 法 1．64 であ り，有 意 差 （ρく

0．05） が 認 め ら れ た．回 帰式 の 回 りの 標準偏差 （鼻）は

NB 法 と BB 法 と の 相関で 0．095，　 NB 法 と GB 法 との 相 関

で O．06g と な り，BB 法 と NB 法 の 相 関 の ほ うが 有 意 （pく

0．05） に 大 きか っ た．

　 2・2　測 定値差 の 分布

　Fig．3 は NB 法 と BB 法 間 の 測 定値差 と BB 法 値 と の 相

関 を示 し，Fig，4 は NB 法 と GB 法間 の 測定値差 と GB 法

値 と の 相 関 を 示す．NB 法 と BB 法 間 の 測 定値 差 は BB 法

値 と相関 しな か っ た が （r ＝0，092），
NB 法 と GB 法間の 測

定値差 は GB 法値 と相関し （r ＝O．533），　 GB 法値 の 増 加 と

と も に 増加傾 向 を 示 し た．測定値差 の 平 均 値 は NB 法 と

BB 法 問 差 0．19，　 NB 法 と GB 法 問 差 O．33 で あ り，有 意 差
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Fig．2　Correladon　of　A ／G　ratio 　obtained 　by　the　GB
method 　cQmbining 　the 　BCG 　method 　and 　the　method

of 　Goldenberg 　et 　aL 　with 　that 　ob しained 　by　the 　NB
method
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Fig．3　Correlation　 of 　the　A ／G 　 rado 　Qb ［ained 　by　the
BB 　 me 巳hod 　and 　 the 　djfference　in　 the 　measurement

value 　between 　the　BB 　me 【hod 　and 　the 　NB 　method

Difference　in　the・measurement ・value ＝x
−
Pt．　 x ： 山 e

measurement
　va 】ues 　of 　the 　BB　method ．ッ： the 　mea −

suremen ［values 　of 山 eNB 　 method ．

卍
一
〇・4

0 　　　 0

ヌニ 1．64
▽

＝ 0，33

（p＜ 0．Ol） が 認 め ら れ た．また，その 標準偏差 は NB 法 と

BB 法間差 0，0g5，　 NB 法 と GB 法間 差 0．080 で あ り，両者

に 有意差 （p＜ O．05）が 認 め られた．

1 一2

GB 　method

3

Fig．4 　Correlation　of 　the 　A／G 　ratio 　obtained 　by　the

GB 　method 　 and 　the　difference　in　 the 　 measurement

value 　between 　the　GB 　method 　and 　the　NB 　method

Difference　of 　the　measurement 　value
＝x

−
y．　 x ： the

measurement 　values 　of 　the　GB 　 method ．ッ： the 　mea −
surement 　values 　of 　the　NB 　method ．

　2・S　層別検体群 の 測定値 の 比 較

　血 清総 タ ン パ ク 質濃度で 患者 血 清 を層別 し ， 各階 級 に属

す る各測 定法 の 患者 血 清 A ／G 比 の 測 定平均値 ， 及 び NB

法 と BB 法の 測定平均値比 （NB 法／BB 法），及び NB 法と

GB 法 の 測 定平均値比 （NB 法／GB 法）を 求 め，血 清総 タ

ン パ ク質濃度 が 異なる 条件下 に お け る測定値 の 特性 に つ い

て 検討 し た．Table 　l の よ うに，各 階 級内 の 血 清 A ／G 比

の 測 定平均値 は すべ て の 階 級 で NB 法 く BB 法 く GB 法 の

関係 に あ っ た．NB 法 ／BB 法比 は血 清総 タ ン パ ク 質濃度が

変化 して もほ ぼ
一

定 で あ っ た が，NB 法／GB 法比 は 血 清総

タ ン パ ク 質濃度 が 増 加 す る に 従 っ て 低下 した．

　2・4　血清総 タ ンパ ク質濃度の 測定へ の 応用

　血 清総 タ ン パ ク 質 は グ ロ ブ リ ン と ア ル ブ ミ ン か ら成 る．

そ こ で ， NB 法の 実施 で 得 た 血 清総グロ ブ リ ン と血清 ア ル

ブ ミ ン の 加算値 を求 め，ビ ウ レ ッ ト法 で 測 定 した 血 清 総 タ

ン パ ク 質濃度 と比較 した．Fig．5 の よ うに 両 タ ン パ ク質の

加 算値 は 血 清総 タ ン パ ク 質濃度 と r
＝0．970 ，y ＝1．036 ＋

1．87，鰯
＝2．19g ／1の 相 関 を示 し，測 定 平 均 値 は ビ ウ レ ッ

ト法 64．8g ／1，加算値 69．Og ／iで あ っ た．こ の よ うに加算

値 は 血 清総 タ ンパ ク 質濃度 を示す もの と判断 され た．

3 考 察

かNITBA 法 と BGG 法 の 組 み 合 わ せ 法 で あ る NB 法 は ，
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Table　 lThe 　mean 　value 　of 　the　A／G　ra 口o　in　the 　patients
’
sera 　grouped　bア their 　serum 　total　protein　concentration

and 　the　 ratio 　of 　the　mean 　value 　 of 　the　A ／G 　ratio 　measured 　by　the 　three 　rnethods

To ［al　protein／

　　gl
−」

Mean 　value 　ofA ／Gratio

BB GB NB
NB ／BB NB ／GB N

40 ≦
〜〈 50

50 ≦〜〈 60

60 ≦
〜＜ 70

70≦ 〜

1．341
．621
，501
．38

1．451
．711
．651
．59

Ll8L41L31L22 0．8810
．8700
．87SO
．884

0．8140
．8250
．7940
．767

4凸
628

　

9晒
4▲
2

Nindicates 　the 　number 　Qf 　the 　sample 　grouped，　 BB ： the 　method 　combining 　the 　biuret　method 　and 　the 　BCG 　method ．　GB ： the

method 　combining 　the 　medlod 　of 　Goldenberg 　et 　a1 ．　and 血 e　BCG 　method ，　 NB ； the 　 method 　combining 　the　p−NITBA 　method 　and

山 eBCGme 【hod ．

尸
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Fig・5　 Correlation　of 　 the 　 serum 　total　 protein
obtained 　by　the　biuret　method 　with 　the 　sum 　of 　the

serum 　albumin 　measured 　by　the　BCG 　method 　and 　the

serum 　 tota蓋 globulin　measured 　 bア the 　 p−NITBA
method

BB 法及び GB 法 と測定平均値 に 違 い を示 し た．こ の 差異

は，主 に ビ ウ レ ッ ト法，BCG 法 ，　 GD 法 及 び p−NITBA 法

に お け る ア ル ブ ミ ン 及 び グ ロ ブ リ ン に対す る反応 特異性 が

異 な る こ とに 由来す る もの と考え られ る
2｝6｝11 ）IS ）．ま た，血

清 の 測 定 値 の 算 出 に あ た っ て は，各測 定 法の 検量 物質 に は

キ ッ ト添付 標 準 血 清 ， 管理 血 清及 び r一グ ロ ブ リ ン 溶液 を

用 い た が ，キ ッ ト添付標準 血 清 及 び 7一グ ロ ブ リ ン 溶 液 は

管 理 血 清 表 示 値 を基 準 と して ビ ウ レ ッ ト法 に よ る測 定 で 濃

度 補 正 して用 い た．した が っ て，こ の よ うな検 量 条件 下 に

お い て も各測定法 の 測 定平均値に 差 が 生 じ た こ と は，用 い

た 検 量 物 質 と患 者 血 清 に 存 在す る と考 え られ る 反 応 差 が 測

定法 に よ り異 な る こ と を示唆す る もの と考 え られ る．

　比 較実験 に お い て は ，回帰式 の 回 りの 標準偏差 鼻 は

NB 法 と BB 法 との 相関の ほ うが ，　 NB 法 と GB 法 と の 相関

に 比 べ 1．4 倍 だ け大 きか っ た ．こ の よ うに，NB 法 と BB

法 との 相 関で 縣 が 大き くな っ た 理由 は，BB 法 で は 血清

総 タ ンパ ク 質濃度 か ら血 清 ア ル ブ ミ ン 濃度 を差 し引 き血 清

総 グ ロ ブ リ ン 濃度を求 め る た め ，血清総 タ ンパ ク質 と血 清

ア ル ブ ミ ン の 測定 で 生 じる ば らつ きが 加算 さ れ た こ とに よ

る と考え られ る．す な わ ち，血 清 を用 い た 同 時 再 現 性 実 験

で 得 ら れ た 標準偏差 は ，
ビ ウ レ ッ ト法 σ A

＝0．268g ／1，

BCG 法 σ B
＝0．385　g／1，　 p−NITBA 法 σ c

＝O．S78　g／1，　 GD

法 σ D
＝0，10g ／1で あ り，血 清 総 タ ン パ ク 質 か ら血 清 ア ル

ブ ミ ン を差 し引 き血 清総 グ ロ ブ リ ン を 求め る と，そ の 標準

偏差 1σ ＝
（σ A2 ＋ σ B2 ）

1／2 ＝
（0．072 ＋ 0．148）

】／2 ・O．4691 は

p−NITBA 法 及 び GD 法 で 直 接 測 定 した と き の 標 準 偏 差

σ c ， σ D よ りも大 き くな っ た．こ の よ うに 測定値 の ば らつ

きの 点 か ら は，血 清 A／G の 測 定 は血 清総 グ ロ ブ リ ン の 直

接 測 定 法 と BCG 法 の 組 み 合 わ せ で 実 施 す る ほ うが，間 接

的 に求め た 血清総 グ ロ ブ リ ン を 用 い る BB 法 よ りも有利で

あ る と判 断 され る．

　 血 清 A ／G 比 の 測 定 に お い て ，血 清 総 タ ン パ ク 質濃 度 は

測 定値 に 影響 を 及 ぼ す可能性 が あ る が ，こ の 点 に つ い て

は，血 清総 タ ン パ ク 質濃度で 層別 した 患 者血 清の 各階級 に

属 す る NB 法 と BB 法の 測定平均値 比 （NB 法／BB 法），及

び NB 法 と GB 法 の 測定平均値 比 （NB 法／GB 法）を求 め，

検討 し た．そ の 結果，NB 法／BB 法比 は 血 清総 タ ン パ ク 質

濃度 が 変化 して も ほ ぼ一
定 で あ っ た が，NB 法／GB 法 比 は

血 清総 タ ン パ ク 質濃度 が 増加す る に 従 っ て 低下す る こ とが

分 か っ た．血 清 A／G 比 の 算 出に お い て ，血 清 ア ル ブ ミ ン

濃度 は い ず れ の 測定法 に お い て も BCG 法 に よ る 測定値 を

用 い た の で ，こ の 結果は，p−NITBA 法及 び BB 法の 血清総

グ ロ ブ リ ン 測定値 は 血 清総 タ ン パ ク 質濃度 に 影響 さ れ な い

が ，GD 法 の 血 清総 グ ロ プ リ ン 測定値 は 血 清総 タ ン パ ク 質

濃度 が 増加す る に 従 い ，p−NITBA 法及 び BB 法 よ りも低値

に 測定 さ れ る た め と考え られ る．

　本実験 で は 血 清総 グ ロ ブ リ ン の 直接測定 は GD 法 と か

NITBA 法 に よ り行 っ た．　 GD 法 は 発色 に 100℃ の 加熱が

必要 で り，操作 は 煩雑 で あ る．p−NITBA 法 は 発 色 に 光 照

射 を 必要 と す る が ，光照 射 は 加熱 に 比 べ て 制御 し や す く，
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測 定 は容 易で あ る．以 上 の 点 か ら，p・NITBA 法 と BCG 法

を 組 み 合 わ せ た NB 法 は，血 清 A ／G 比 測定法 と して 応用

で き る と考 え られ る．また，NB 法 の 実施 で 得 られた血清

ア ル ブ ミ ン値 と血 清総 グ ロ ブ リ ン値 の 加算値 は，ビ ウ レ ッ

ト法で 得 た血 清総 タ ン パ ク 質値 と近似 す る こ とか ら ， NB

法 の 実施 に よ り血清 A ／G 比だけ で な く， 血 清総 タ ン パ ク

質濃度の 推定 に も利用 可 能 で あ る．
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