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界面活性剤 を含 まない プ ロ ム ク レ ゾー ル グリー ン 溶 液 及び

プ ロ ム ク レ ゾー ル パ ー プル 溶液 を発色 試薬 と して用 い る

血 清ア ル ブミン 定量 法
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Determination　method 　of 　serum 　albumip 　using 　a 　Bromocresol　Green

　　　　　solution 　and 　a　Bromocrcsol　Purple　solution 　containing

　　　　　　　　　　　　　　　no 　detergent　as　a　color 　reagent
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　Various　detergents　havc 　bcen　used 　in　thc 　dye−binding 　method 　for　the 　determination　of

human 　serum 　albumin 　to　prcvent　precipitation　of 　the　serum 　protein．　 However ，　there 　is　prob
−

lem　that 　some 　detcrgents 　contained 　in　the 　color 　rcagcnt 　cause 　water 　pollution．　 Thus，　the

author 　studied 　the　dye −binding　 method 　fbr　dctermining　human 　serum 　 albumin 　using 　a

Bromocresol　Grecn （BCG ）solution 　and 　a　Bromocresol　Purple （BCP ）solution 　containing 　no

dctergent　as 　a 　color 　reagent ．　 The　precipitation　of　serum 　protein　occurred 　in　thc 　pH 　range 　of

3．8to　4．2　fbr　BCG ，
　and 　4．2　to　4．6　fbr　BCP ．　 Thus ，　pH 　3．4　and 　pH 　5．2　werc 　sclected 　fbr　the 　pH 　of

the 　BCG 　and 　BCP 　color 　reagents ，　reSpectively ．　 In　measuring 　a 　number 　of 　patients
’
sera，　the

precipitaion　of 　scru 皿 protein　was 　not 　observed 　at　all　in　both　BCG 　and 　BGP 　color 　reagcnts 　con
−

taining 　no 　detergent　The 　measurcment 　values 　obtaincd 　by　the 　proposed　BCG 　method 　corre −

lated　vcry 　well 　with 　those 　by　the 　

’
conventional 　BCG 　method （r　

・・
　O．997 ，ッ

＝0．983sc− 0．807，　n ＝

90）and 　the 　conventional 　BCP 　method （r
＝0．984，　y ＝O．849x ＋ 5．57，　 n

＝90）．　 Thc　measure
−

ment 　values 　obtained 　by　the 　proposed　BCP 　method 　correlatcd 　well 　With　those　by　the 　convention −

al　BCP 　method （r
・　 O．961

，
　y

＝O．809x ＋ 7．55，　n ＝90）and 　the 　conventional 　BCG 　method （r
＝

0．948，p＝0．913x ＋ 2，39，　 n
＝90）．　 The　mean 　values 　of 　the 　proposcd　BCG 　apd 　BGP 　mcthods

and 　the 　conventional 　BCG 　and 　BCP 　methods 　were 　36．6，37，2，38．land 　36．6　g／貰，　respectively ．

Kayzvords　 3　dye−binding 　method ；serum 　albumin 　determination；Bromocresol 　Grecn ；Bromocre −

　　　　　　　 sol 　Purple ；prevcn〔ion　ofwater 　pollution・

1 緒 言

　pH 指示薬の タ ン パ ク誤差 を測 定原 理 とす る色素結合法

は ，生 体 試 料 中 の タ ン パ ク質 の 測 定 に 広 く用 い ら れ て い

る
1）．こ の 測定法で の 反 応 は 酸性領域下 で 行 わ れ る こ とが

多く，例 えば尿 タ ンパ ク 質測定法 で あ る プ ロ ム フ ェ ノ
ー

ル
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ブ ル
ー

（BPB ）法 で は pH　2．4
？）

，血 清 ア ル ブ ミ ン 測定法 で

あ る プ ロ ム ク レ ゾール グ リーン （BCG ）法 で は pH 　4．2e｝，

4．04）

，プ ロ ム ク レ ゾ ール パ ープ ル （BCP ）法 で は pH

5．55）6） で あ る．こ の よ うな酸性領域下 の 反応 で は タ ン パ ク

質が 沈 殿 しや す く，発 色試薬に は ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ラ ウ

リル エ ーテ ル （Brij　35＞や ポ リ オキ シ エ チ レ ン オ クチ ル フ

ェ ニ ル エ
ー

テ ル （Triton 　X −100 ） な どの タ ン パ ク質溶解能

や，測定セ ル 内 壁 の 付 着色素 の 洗浄能に優 れ た界面活性剤
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が 添 加 され て い る ．しか し， 界面 活性剤 は河川の 水質汚濁

物質の
一つ と して 近年の 環境 問 題 の 中 で 取 りhげ られて い

る
7 ）．ま た，ご く最近 で は ，河川 中 に排 出 され た 界面活性

剤 の 分 解産 物 に 環境 ホ ル モ ン作用 が確認 され，河川中濃度

が 微 量 で あっ て も生 物 に壊滅的な 影響 を 与え る 物質の 存在

が 明 らか に さ れ つ つ ある
Sh ゆ ．した が っ て ，臨 床検査試

薬 も環 境 汚染 を引き起 こ さ な い 検出反 応 を用 い る こ と，測

定 に用 い る物質量をで きる だけ少 な くす る こ とや ，測定目

的物質の 検出 に 不要な物質を含まな い 測 定試 薬 の 調製，あ

る い は 有 害物質の 回収方式 の 確立
ld｝

な ど，環境負荷を少 な

くする 努力 が必要で ある，

　血 清 ア ル ブ ミ ン は 臨床的に は全身栄養状態や タ ン パ ク質

の 体外へ の 喪失状態 の 把握 ， 肝機能状態の 把握などを目的

と して，色素結合法 に よ る測 定が 頻繁に行 わ れ て い る．そ

の た め，こ の 物質 の 測定 で は多量 の 界面活性剤 が 消 費 さ

れ，環境中 に 排出 され る もの と推測 さ れ る ，そこ で，血 清

ア ル ブ ミ ン の 測定法 として 最 も よ く普及 して い る BCG 法

と，普及率は小 さい が 特異性 に優 れ た方法 と して 知 られ て

い る BCP 法
渕 を 対象 に発 色 試 薬へ の 界面活性剤 の 添加が

こ の 物質の 定量 に 必須 で あ る か ど うか に つ い て 検討 した．

そ の 結果，BCG 及 び BCP を用 い る 色 素結合法 に よ る 血 清

ア ル ブ ミ ン定量法 は
， 界面 活性剤 を 添加する こ とな く設 定

で きる こ とが分か っ た の で ， そ の 結果に つ い て 報告す る．

2 実 験 方 法

　 2・1 試　薬

　 試 薬 は和光純薬製を使用 した．

　緩 衝 溶液 ： 緩衝溶液 は 0，l　mol ／1ク エ ン 酸溶液 と 0．2

mol ／1　Na2HPO4 溶液を混合 して pH 　2．4 〜6．0 の もの を調

製 した．

　lmmol ／1色素溶液 ： BCG 　O．69．　8　g 及び BCP 　O．540　g を取

り，それ ぞれ にエ タノ ール 10ml を加えて 溶解後，精製水

を加 え 1000ml と した．

　発 色 試薬 ： BCG 発 色試 薬 は pH 　3．4 の 緩衝溶液 20　ml 及

び 色素溶液 10，0　 ml を取 り ， 精 製 水 を 加え全量を 100・ ml

と した．BCP 発色試薬は pH 　5，2 の 緩 衝溶液 20　ml 及 び 色

素 溶 液 10、Om 艮を取 り， 精 製 水 を 加 え全量を IOOml と し

た，

　2g ／1タ ンパ ク 質溶液 ； ヒ トア ル ブ ミ ン 200 　mg を取 り，

精 製 水 に 溶 解 し 100ml と した．

　2・2　測 定操作

　血 清 0，01ml に精 製 水 0，5　ml 及 び 発色試 薬 2．O　ml を加

え 25℃ に お い て 15分 間反応 させ ，空試験溶液 を対 照 に

BCG で は 620　nm ，　BCP で は 590　nm で 吸光度 を測定 した．

検量線 は コ ン トロ ー
ル 血 清 1 ワ コ ー （ア ル ブ ミ ン の 表示値

45 ．Og ／i） を 精 製 水 で 21 倍希釈 し，ア ル ブ ミ ン 濃度 を 2
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F量g．l　Relationship 　between　the 　color 　intensity　and

pH 　ofsolution

● ： the　color 　reaction 　of 　BCP 　with 　human 　albumin （S）
and 　patients

’
sera ；▲ ； the　co 皿or 　reaction 　of 　BCG 　with

human 　albumin （S）and 　patients
’
sera

g／1程度 に し た 希釈標準血 清 を O〜O．5　ml の 範囲 で 取 り，

精製水を加え全量を 0．51　ml と し，更に発色試薬 2．Oml ず

つ を加え，以 下 血 清 試 料 と同様 に 操作 した．空 試験溶液は

精製水 0，51m 星に発 色試 薬 2．Oml を加え調製 した．吸光度

は 日立 臨床検査用 分 光光 度計 7011 で 測定 した．

3　結 果

　3・1 発色強度と pH との関係

　Fig．1 は BCG 及 び BCP に お ける ア ル ブ ミ ン 及び 血 清の

発 色 強度 と反応溶液 pH との 関係を示 して い る．両色 素に

よ る 発色強度 は BGG で は pH 　3．4 付近 にお い て ，　 BCP で

は pH　5，0 付 近 に お い て 最 大 に 達 し た が ， ア ル ブ ミ ン と血

清 で は 発色 の 至 適 pH に わ ずか の 違 い が 見 られ た．ア ル ブ

ミ ン の 反応 はすべ て の pH 領域 に お い て 混濁を生 じる こ と

は な か っ た が ，血 清 の 反 応 は BCG が pH　3．8〜4．2，　 BCP

が pH 　4．2〜4．6 に お い て わず か な混濁を生 じた．こ の 結果

か ら，BCG 及 び BCP の 発 色 試 薬 pH は それ ぞ れ タ ン パ ク

質の 濁 りが 生 成 しな い pH 　3．4 及 び ．5．2 を選定 した．

　3・2 発色強度と緩衝溶液濃度

　Fig．2 は 発 色 試薬中の 緩 衝 溶 液量 と ア ル ブ ミ ン及 び 血 清

の 発 色強 度 との 関係 を示 して い る．発 色 強度 は緩衝溶液濃

度 の 増加 に よ り低 下 した．こ の 結果 か ら，発 色 試薬中の 緩

衝溶液量 は 測定感 度 及 び 空 試験溶液 の 吸 光 度 を 考慮 し ，
BCG 及 び BCP 共 に 20　v／v％ を選 定 し た，
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Fig・3　Relationship　between　 the 　 color 　intensity　 and

the 　dye　concentration 　in　the 　color 　reagent

● ： the 　color 　reacdon 　of 　BGP 　with 　human 　albumin （S）
and 　patients

’
sera ；

▲ ： the 　color 　reaction 　of 　BCG 　with

human 　albumin （S）and 　patients
’
sera

　3・3　発 色 強 度 と色 素濃度

　Fig．3 は 発 色 試 薬 中 の 色 素 濃 度 と ア ル ブ ミ ン 及 び血 清 の

発色強度 との 関 係 を示 して い る．発 色強 度 は色素濃 度 の 増

加 と と もに高ま っ たが，同時に 空試験溶液の 吸光度 も増加

し た ．こ の 結果か ら，発色試薬中 の 色素濃度 は 測 定感度 と

空 試験溶液 の 吸光度を考慮 し，BCG 及 び BCP 共 に 0．l

mmol ／1を選定 した．
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’
sera ；

▲ ： the　color 　reaction 　of 　BCG 　with

human 　albumin （S ）and 　patients
’

sera

　S・4　発色 の タイム ゴー
ス

　Fig．4 は ア ル ブ ミ ン 及 び 血 清 の 発色 の 経時変化 を示 して

い る ．ア ル ブ ミ ン 及び 血 清の 発色 は 発色試薬添加後 に 急激

に 増加 し，BGP で は 10分程度 で ほ ぼ
一

定 に な っ た．　 BCG

で は 発色 は そ の 後わ ずか に 高ま っ た が ，任意 の 反 応時 間 に

お け る ア ル ブ ミ ン と患者血 清の 吸光度比 は ほ ぼ
一

定 で あ っ

た．こ の 結果から，反応時間は い ずれ の 方法 も 15分を選

定 し た ．なお ，15 分 間 の 反 応で 10g ／1 γ
一グ ロ ブ リ ン 溶液

は BCG で は 0．6　g／1ア ル ブ ミ ン，　 BCP で は 0．2　g／1 ア ル ブ

ミ ン に 相当す る 発色を示 した．

　3・5　検量線の 直線性

　Fig．5 は 管理血清 を希釈 し作成 した 検量線 を示 し て い

る ．検量線 は BGG 法 で は 50　g／1付 近 ま で ，　 BCP 法 で は

100g ／1ま で 直線性 を示 し た ．

　S ・6　再現性及 び 回 収率

　50　g／1ア ル ブ ミ ン 及 び血 清 ア ル ブ ミ ン が 38 〜46g ／1の

血 清 4 例 の 同時再現性 は ，BCG 法で RSD ＝0．69   1，18％ ，

BGP 法で RSD ・＝・O．83 ・一・1．33 ％ で あ っ た ．

　血 清 5 例 に ア ル ブ ミ ン を 40g ／1添加 し た と きの 平均 回

収率 （範囲）は，BCG 法 97．1％ （96．O 〜97．6％ ），　 BCP 法

107．7％ （107 ．3 〜109 ．4％ 〉で あ っ た ．

　3・7 相関関係

　従来法で あ る 界面 活性 剤 添加 BCG 法 （A ／G テ ス トワ コ

ー）及 び BCP 法 （ア ル ブ ミ ン ーHA テ ス トワ コ ー） と，界

面活性剤非添加 BGG 法及 び BCP 法 と の 相 関 関係 に つ い て

血清 90 例 を用い て 検討 した．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

272 BUNSEKI 　 KAGAKU Vol．　52　　（20｛〕3）

1
　

　
n
◎
　
　
　
ハ

0
　
　
　

4T
　
　

2

　

　

0
　
　
　

0
　
　
　

0
　
　
　

0

Φ

O
⊂

口

』
」

O
ω

』
σ

“

⊆
Φ
」

σ
α

α

く

00

306090 　 120

Albumin／g　 l
−1

Fig・5　　Proportionality　of 　the 　color 　intensity

● ： the 　color 　reaction 　of 　BCP ；▲ ； the 　color 　reaction

ofBGG

F
」

　
劬

＼

m
で
〇

二
“
Φ

⊆
」

卅
∪

0｝
o自

60

40

20

00
20 40

BCP 　method 　A／g　I−160

Fig．7　Correlation　 of 　the　serum 　albumin 　concentra −

tions　 obtained 　by　the　proposed 　BCP 　 method 　B （））

using 　no 　detergentwith　those 　obtained 　by　the 　conven −

tional　BCP 　method 　A （x＞using 　detergent

60L

　

　

0
　
　
　
　
　
　

0

　

　

　
　
　
　
　
　
　

　

bo
＼

0⊃
で

05

Φ

E
σ

Om

00

20 40

BCG 　method 　A／g　 l
’160

Fig．6　Correlation　of 　the 　senlm 　albumin 　 conccntra −
tions 　 obtained 　bア

［he　pl
馳
oposed 　BGG 　method 　B （ッ）

using 　no 　detergent　with 　those 　obtained 　by　the　conven −
tional 　BCG 　method 　A（x ）using 　detergent

0．849x ＋ 5，58 と な り，）
＝

x か らの ず れ は 大 きか っ た．

　界 面 活性剤 非 添 加 BCP 法 は 界面活性剤添加 BCP 法 と

Fig．7の よ うに r
＝O．961 の 相 関 を 示 し，回帰式の 回りの

標準 偏 差 は 娠
≡2．23g ／1で あ っ た．測 定 平均 値 は 界面活

性剤非添加 BCP 法 （37．2　g／1） が 面 活性剤添加 BCP 法

（36．6g ／1） に比 べ わ ず か に高 く，回 帰式 は ッ
＝O．809x ＋

7．55 で あ り，y
≡

x か らの ず れ が 認 め られ た．また，界面

活性剤添加 BCG 法とは r
≡0．948 の 相関 を示 し，回帰式

の 回 りの 標準偏差 は 殊
≡2．54g ／1で あ り，界面活性剤添

加 BCP 法 との 相 関 に 比 べ 大 きか っ た．測 定平均値 は 面活

性剤添加 BCG 法 （38，1g／1） に比 べ わ ずか に 低 く，回帰

式 は Pt　
＝O．913x ＋ 2，39 で あ っ た．

　以 上 の 界 面 活 性 剤 非 添 加 色 素 結 合 法 に よ る 測 定 に お い

て
，
血 清 タ ン パ ク質の 混 濁生 成 は観察 され なか っ た．また，

こ の 検討で 行 っ た 数百 回 の 測 定で は，血清の 測 定終了後 に

数回 吸 入 した 精 製 水 の 吸 光 度 はゼ ロ を示 し，色 素の 測 定 セ

ル へ の 付着は 認 め られ なか っ た．

　界面活性剤非添加 BGG 法 は 面活性剤添加 BCG 法 と Fig．

6 の よ うに r ＝O．997 の 相関を 示 し，回 帰式 の 回 りの 標準

偏 差 は 恥
＝0．66g ／正で あ っ た．測定平均値 は 界面活性剤

非添加 BGG 法 （36．6　g／1） が 面 活 性 剤 添 加 BCG 法 （38．l

g／1） に比 べ わず か に低 く，回帰 式 は y
＝O．983x　

一
　O，807 で

あ り，）
，＝x か らの ず れ は 小 さ か っ た．また ， 界面 活 性 剤

添加 BGP 法 とは r 　＝　O．984 の 相関を示 し，回 帰式の 回 りの

標準偏差 は 8、＝IA8　g／1で あ り，界面活性剤添加 BCG 法

との 相関 に比 べ 大 きか っ た．測定平均値 は界面活性剤添加

BCP 法 （S6．6　g／1） と一一致 し て い た が ，回 帰式 は ）
1 ＝

　 3・8　層 別 化 試 料 の 測 定 平 均値 の 比 較

　相関 関係 の 検 討 に 用 い た 血 清 を血 清 グ ロ ブ リ ン 濃度で 層

別 し，界面活性剤添加法 と界面活性剤非添加法の 測 定平 均

値及 び両測定法の 測定平均値の 比 に つ い て 調 べ た．Table

lの よ う に界 面 活性剤非添加法の 測定平均値 と面活性剤添

加法 の 測定平均値 に は 差 が 認め られ た が，両者の 比 は血 清

グ ロ ブ リ ン 濃 度 が増 加 して もほ ぼ…
定 値 を示 して い た．こ

の よ うに，界面 活 性 剤 非添 加 法 は血 清 タ ン パ ク 質に 対 して

界面活性剤添加法 と同様 の 反応特性 を示 して い た．

N 工工
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Table　l　 Effect　of 　the 　total　globulin　concentratien 　in　the　patients
’
sera 　on 　the　measurement 　value

Semm 　tOtal

globuhn／g 「
1

　 　 　 　 　 　 　
一L

Serum 　albumin ／gl Measurementvalue 　ra口o

          ／    ／ 

N

　 　
〜＜ 20

20 ≦
〜〈 25

25 ≦ 〜＜ 3 
30≦ 〜く 35
35 ≦

〜

3L839

．939
．237
．934
．3

29．738
，938
，035
，731
．4

30．638
．337
，736
．932
．9

30．338
，638
．638
．233
，1

0，9620
，9600
．9620
．9740
．959

1．020
〔｝．9921
．0161
．0851
．054

2560

」
4蕊

1321

The 　total　globulin　in　the 　patients
’
　se 【a 　w 団 measured 　by　the 　method 　combining 　the　biuret　method 　and 　the　BCG 　method 　A ．  ： The

BGG 　mcth ・ d　A 　using 　detergent，  ： The 　BCP 　method 　A　using 　deしergen ら   ： The 　BCG 　meth ・d　B 　using 　n ・ detergent，  ： The 　BGP

method 　B　using 　no 　detergent

4　考 察

　血 清 ア ル ブ ミン 測定法 と して 繁用 され て い る BCG 及 び

BGP を 用 い る 色素結合 法に お い て，発 色試薬 へ の 界 面活

性剤 の 添加が 測 定 に必 要 か ど うか に つ い て 述 べ た．

　血 清 タ ン パ ク質 は 界面活性剤非存在下で は pH 　3．8〜4．6

の 範囲で 濁 りを生 じた こ とか ら，発色 試薬 は BCG で は pH

B．4，BCP で は pH　5，2 を選定 し調製 した．界面 活 性 剤 非 添

加 BGG 法 に よ り得 られ た 測定値 は 界面活性剤添加 BCG

法 の 測定値 と ッ
＝x に 近似 した相関 を示 し，従来法 の 測 定

値 と著 し く異 な る 解離例 を生 じなか っ た．一
方，界面 活 性

剤非添加 BCP 法に よ り得 られ た測定値は 従来法 と相関 し，

測定平均値 は ほ ぼ一
致す る もの の ，回 帰式 は y

≡
x か らの

偏 りを示 して い た．しか し，界 面 活 性 剤 非 添 加 BCG 法 の

場合 と同様 に 従来法 の 測定値 と著 し く異 な る解離例 は生 じ

なか っ た．こ れ らの 結果 は血 清 の 測定 にお い て も，正 誤差

を 引き起 こ す タ ンパ ク 質の 混濁が 生 じ なか っ た こ と を裏付

け る と と もに ，選定した pH に お い て は 界面活性剤非存在

下で あ っ て もタ ン パ ク 質が 凝集 し，混濁 を生 じる こ とが 通

常で は 非常 に 起 こ り難い こ と を示唆 して い る．界面 活 性 剤

の 添加 は タ ン パ ク 質の 溶解性 を高め る ほ か，検量 線 の 直線

性 を改善 し，空試験溶液の 吸 光度 を低下 させ ，色 素 の 測 定

セ ル へ の 付着 を 防 ぐ利点 が あ る
S｝．界面 活 性 剤 の 非 添 加 条

件下で は，検量線 は BCP 法で は IOO　g／1 まで 直線性 を 示

した が，BCG 法で は 50　g／1付 近 ま で しか 直線性 を示 さ な

か っ た．しか し，検量 線 の 非直線 性 は 多機 能 の 自動 分 析 装

置 の 普及 に よ り，測定値 の 算出に 際 して の 問題 に は な らな

い と考え られ る．一
方，界面活性剤 の 非添加に よ り色素の

測 定 セ ル 等へ の 付着 は起 こ りや す くな る と考え ら れ る が ，

今 回行 っ た 測定頻度で は 色素の 付着に よ る 吸光度の 上 昇 は

生 じなか っ た．しか し，測定終了後の 測定セ ル の 洗浄 は こ

れ ま で 以 上 に 留意す る 必 要 が あ る と思 わ れ る．以 上 の よ う

に ， 界面 活性剤 の 発色試薬へ の 添加 は ア ル ブ ミ ン 定量 に 必

須 で は な く，こ の 物質の 未処方の 発色試薬 に よ っ て も血清

ア ル ブ ミ ン 定 量 は 可 能 で あ る と判 断 され た．
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