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　The 　reaction 　betwcen　fbur　pH 　indicators　with 　a　large　p瓦 value 　and 　human 　serum 　albumin
and 　its　application 　to　thc　dcter血ination　of 　the 　serum 　albumin 　concentration 　were 　studied ，　 In
the　reaction 　of　Bromothymol 　Blue （BTB ），Phenol 　Red ，　Gresol　Red　and 　Thymol 　Blue　with 　serum

albumin ，　although 　a　Ohange 　in　the 　color
．
　shade 　did　not 　occur ，　the 　absorbance 　of 　thc 　reacdon

mixturc 　decreased。　 Since　this　absorbancc 　decrease　was 　largest　in　the 　reaction 　of 　BTB （the
molar 　absorbance 　decrease　at 　pH 　7．4　was 　7．59　x 　lO41mol

− lcm −1
），

which 　was 　sufficiently 　sensi −
tive　to　mcasurc 　the 　serum 　albumin 　concentration ，　the 　BTB 　color 　rcagent 　at　pH 　7．4　was 　applied

to　its　determination．　 The　measprement 回 ues 　by　thc 　BTB 　method 　correlated 　With　those 　by　the
dye−binding 　method 　using 　the　Bromocresol　Green 　method （r

＝ 0．965，　p
＝1．21x − 425

，
　n

＝90）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
and 　with 　those　by　 a　method 　using 　Bromocresol 　Purple （γ

＝0．95＄， 丿
＝LO4 髭 ＋ 3．56

，
　n ＝ 90）．

The　mean 　value 　of 　the 　BTB 　method （41．8　g／1）was 　higher　than 　those 　of 　the 　Bromocrcsol 　Green
method （38．1　g／1）and 　the 　Bromocrcsol 　Purp 董e　method （36．6　g／1），　 Since　the　reaction 　of 　BTB
was 　carried 　out 　at 　pH 　7．4 ，　where 　serum 　protein　does　not 　precipitate，　the 　addition 　of 　a　detergent
f（）rpreventing 　the 　precipitation．　of 　serum 　protein　is　not 　required ．　 Thercfbre ，　the 　use 　of 　this．
color 　reagent 　contributes 　to　decreasing　water 　pollution　by　the　detergent　and 　acid 　uscd 　in　the
conventional 　methods ，

Kdywords　： serum 　albumih ；determination 　method ；dye−binding　method 、；Bromothymol 　Blue，

1 緒 言

　pH 指示薬が タ ン パ ク 質存在 下 で 示 す ，
．タ ン パ ク誤 差 と

呼ばれ る 色調 変化 は，血 清などの ヒ ト体液中の タ ン パ ク 質

の 測 定 に 広 く応 用 さ れ ，こ れ ま で に メ チ ル オ レ ン ジ

（MO ）？
m

，
プ ロ ム フ ェ ノ ール ブ ル

ー
（BPB ）

a’）
， プ ロ ム ク レ

ゾー
ル グ リーン （BCG ）

4 ）5）
，プ ロ ム ク レ ゾー

ル パ ープ ル
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（BCP ）
6）7）

な ど の 色素 を用 い た 色 素結合法 が 実用化 さ れ て

い る．こ れ らの色素の 酸解離指数は BCP が p瓦
＝．6．3 で 最

も大 きく，他 の 色素 は BCG 　4．67 ，　 BPB 　3．98，　 MO 　3．46 で

あ る．タ ン パ ク誤 差 の 色 調 変 化 に よ る 吸光度増加 は色素の

pK の 上昇とともに低 下 し，酸解離指数がお お む ね pK
．＝

7 を超える 色素に お い て は ほ とん ど な くな り，タ ン パ ク質

添加 に よ る 色調変化 は 出現 しな くな る
8）rle），しか し ，

　 pK
の 大 きい 色素 に お い て もタ

．
ン パ ク質存在下で は，pK 付近

を超 え る pH 領域 で 色素溶液の 吸 光度 が 著 しく低下 す る現
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象が 観察 さ れ る．こ の よ うに pK の 小 さ い 色素と大きい

色素で は，タ ン パ ク質存在下 に お け る分光学的 な特性に著

しい 差異 が 見 られ る．本論文 で は，pK 、が 7．0 以 上 の pH

指示薬 で あ る プ ロ ム チ モ
ー

ル ブ ル
ー

（BTB ），フ ェ ノ
ー

ル

レ ッ ド （PR）， ク レ ゾール レ ッ ド （CR）及 び チ モ
ー

ル ブ

ル ー （TB ） と タ ン パ ク 質との 反応 の 特性及 び こ れ らの 色

素 の うち 検討 に よ り選 定 され た BTB の 血 清 ア ル ブ ミ ン 定

量法へ の 応用 に つ い て 検討 した 結果 を報告す る．

2　実 験 方 法

　2・1 試　薬

　試薬は 和光純薬製 の もの を使 用 した．

　緩衝溶液 ： 緩衝溶液は pH　1．04〜2．28 が 0．l　mol ／l　HCl

溶液と O．1　mol ／1グ リシ ン （NaCl を 0，1　mol ／1の 濃度 で含

む ）溶液で，pH 　2，40〜7．80 が O．1mol ／1 ク エ ン酸溶液 と

0．2mol／l　Na2HPO4 溶液 で ，　 pH 　8．53〜12．90 が 0．lmol ／l

NaOH 溶液 と 0，l　mol ／iグ リ シ ン （NaCl を 0，l　 mol ／1の 濃

度で 含む）溶液 で 調製した．

　lmmol ／1色素溶液 ： BTB （Wako 　code 　no ．029一  3051）

 ．670g ，　PR （Wako 　code 　no ．165−Ol121）0．354 　g，　CR （Wako

code 　no ．OS3−04731）0．540　g 及 び TB （Wako 　code 　no ．203−

01451 ）0．624g を取 り，そ れ ぞ れ に エ チ ル ア ル コ ール 10

ml を加 え，
よ く混和後，精製水 を加 え 1000　ml と し た．

　発色試薬 ： pH 　l．04〜12．90 の 緩衝溶液 100　ml に色 素溶

液 5．O　ml （PR の 場 合 に は 2．5　ml ）を加 え，よ く混和 し調

製 した．

　BTB 発色試薬 （血 清 ア ル ブ ミン 定量 用 ）： pH 　7．4 の クエ

ン 酸
一Na2HPO4 緩衝溶液 20　ml に lmmol ／l　BTB 溶 液 12．O

ml 及 び精製水 68　ml を加え，よ く混和 し調製 した．

　2g ／1タ ン パ ク 質溶液 ： ヒ トア ル ブ ミ ン を 200　mg 取 り，

精製水に 溶解 し，100ml と した．

　2・2 色素とヒ トア ル ブミン と の 反応 に関す る測定操作

　試験溶液は タ ン パ ク 質溶液 0．5　ml に発色試薬 2，0　ml を

加 え室 温 に お い て 数分間反応 させ ，精製水 を対照 に BTB

615nm ，　 PR 　56   nm ，　 CR 　575　nm 及 び TB 　595　nm で 吸光

度を測定 した．空試験溶液は精製水 0．5　ml に 発色試薬 2．O

ml を加え調 製 し，吸光度は 精 製 水 を対 照 として 測定 した．

血 清 の 測定 は 血 清 0，01m 艮に水 0．49　ml と 発 色試薬 2，0　m ｝

を加え，以後 タ ン パ ク質溶液の 測 定 と同様 の 操作 で 測定 し

た．見掛けの 吸光度 は試 験 溶液 の 吸光度か ら空試験溶液の

吸光度を差 し引 き算 出 した．吸 光度の 測定は 日 立 製臨 床検

査用分光光度計 7011 で行 っ た．

　2・S　BTIB に よ る血 清 ア ル ブミン 定量法の 測 定操作

　血 清 0．Ol　ml に精製水 0．49　ml 及 び BTB 発色試薬 2，0　ml

を 加え，よ く混和 し，25℃ に お い て 10分間反 応 させ た．
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Fig．　 l　Effect　of 　the 　pH 　on 　the　 reaction 　 of 　the　four

dアes　with 　human 　serum 　albumin

The 　apparentabsorbance 　was 　calculateCl 　by　subtracting

the 　absorbance 　of 　a　reagent 　blank　from　that　of 　a　test

solution ．　The 　 reaction 　 of 　these 　dyes　indicated　the

absorbance 　decrease　without 　changiIlg 　color 　shade ・

◇ ： Bromothymol 　 Blue （at　 615nm ），口 ： Phenol

Red （at　560　nm ），△ ： Cresol　Red （at 　575　nm ），○ ：

Thymol 　Blue（at 　595　nm ）

次い で ，こ の 反応溶液及 び空 試験溶液の 吸 光度 を精製水を

対照 と して 615nm にお い て 測定 し，空 試験 1容液の 吸 光度

か ら血 清の 吸光度を差 し引き，反応 の 吸光度低下度 を算出

した．

　検量線は 2g ／1 ヒ トア ル ブ ミ ン 溶液 を  ．1，02 ，0．3，

0．4 及 び O．5　ml を取 り，全 量 が O．5　ml に な る よ うに精製水

を加 え，こ れ らに BTB 試薬 2，0　m1 を加 え，よ く混和し ，

25℃ にお い て 10 分間反応 さ せ，以 後血 清 と同様に操作 し

た．検量線 は 空試験溶液の 吸光度か ら各ア ル ブ ミ ン 溶 液 の

吸 光度 を差 し引 き，得 られ た吸光度低下度 とア ル ブ ミ ン濃

度 との 関係 を 図示 した．血清 ア ル ブ ミ ン 濃度は 反応 の 吸光

度低下度を こ の 検量 線に 照合 して求め た．

3 実 験 結 果

　3・1 色素 とタン パ ク質との反応 の pH に よ る変化

　Fig．1 は ヒ トア ル ブ ミ ン と BTB （pK
＝7．o），　PR （pK

＝

7．9），CR （pKk　
＝8．3）及 び TB （pK

＝9．8） との 反応 に お

け る見掛けの 吸 光 度 と pH との 関 係を示 して い る ．低 pH

領域 と高 pH 領域の 2 領域 に 変色域 を もつ TB は ア ル ブ ミ

ン の 添加 に よ り pHl
〜3 付近で 赤色→黄色 の 色 調 変 化 を

示 したが ，
こ れ以 外 の pH 領域で は 明 りょ うな色 調 変 化 は

観測 さ れ なか っ た、また，BTB ，　 PR 及 び CR で も黄色→

青 ， 黄 色 → 赤及 び 黄色→赤の 色 調 変 化 は観 測 され なか っ た ．

しか し，各色素の pK 付近 を超 え る pH 領 域 で は ，　 Fig．2 ．
に示 した 吸収 ス ペ ク トル に見 られ る よ うに色素溶液へ の タ

ンパ ク 質添加 は タ ン パ ク質 添 加 前 の 色素溶液の 吸光度 を減

少 させ ，見掛 けの 吸光度 は負値 と な っ た．タ ンパ ク 質添 加

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

ノ
ー

ト 鈴木 ： 酸解離指数が 大 きい pH 指示 薬の ヒ ト血 清 ア ル ブ ミ ン との 反 応 及 び そ の 血清 アル ブ ミ ン 定量 へ の 応 用 941

2．5

2
　

　［
0
　
　
　
11

　

　

100⊆

口暉
』
」

O
ω

』

く

0．5

0500

　　550　　600　　650　　700

　　　 Wavelength／11M

Fig．2　Absorption　spectra 　of 　the 　reaction 　mixture

colltainillg 　BTB

Thc 　abs （〕rbance 　was 　 measured 　agaiIlst 　distilled　w 飢 er ．
The 　 absorbance 　 of 　the　 reagcnt 　bl：mk 　decreased　by
adding 　hulnan　serum 　albumin 　and 　patients

’
serum ，

S ： 100g ／l　human 　serum 　albumin ，　P ； patients
’
serum ，

B ： reagentb 畳ank
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Fig・3　Effect　of 　the　buffer　concentration 　in　the　BTB

color 　reagen 〔on 　the 乱bsorbance　decrease

The 　absorbance 　decrease　was 　calculated 　by　subtracting

the　absorbance 　of 　a　test　solution 　from　that　of 　a　reagent

blank ．　 The 　 absorbance 　decrease 孟ncreased 　with 　an

increase　in　the 　buffer　concentration 　in　the 　color

reagent ．　口 ： 100　g／l　human 　serum 　albumin ，○ ：

patients
’
serum

Table　l　The 　pH 　where 　Lhe　 absorbance 　decrease　is

　　　　 maximum 　 and 　 the 　 degree　 of 　the　 molar

　 　 　 　 absorbance 　decrease　in　the　 reaction 　of 　the

　　　　 f（）ur 　dアes 　with 　the 　semln 　a】［bumin

Dyc pH
　 Molar 　absorbancc
decrease／l　mo1

．1
｛：m

．． P風

BTBPRGRTB 4亠
553

7880

ゾ

7．59 × 10d
2．42 × 101

L67 × 1｛〕
t

3．12 × 104

7．｛〕
7，98
．39
．8

に よ る吸 光度低下 度 は BTB ＞ TB ＞ CR ＞ PR の 順で あ り，

色素 の 吸光度低下度 と色素 の p凡 に相関 は見 られ な か っ

た．

　Table 　 1 は タ ン パ ク 質 との 反応 に お い て 各色素の 見掛け

の 吸 光度が 最小 に な る pH 及 びこ の pH に お け る ヒ トア ル

ブ ミ ン 1 モ ル 当た りの 吸 光度低下 度を示 して い る．こ こ

で ，血 清 ア ル ブ ミ ン 定 量 法 の 設 定 に際 し，そ の 測 定 の 精 密

度を維持す るた め，ア ル ブ ミ ン濃度が 基準範囲の 下限 にあ

る 血 清の 測定 に お ける 吸光度低下 度 が o，1 以 上 に なる こ と

を用 い る色素の 選定条件 と して み た．血 清 ア ル ブ ミ ン の 基

準範 囲 は 38〜52g ／1 （5．5 × 10
−’1〜7，5 × 10

一
生

　mol ／1）で

あ るの で ，ア ル ブ ミ ン 濃 度 が 基 準 範 囲 の 下 限値 に あ る血 清

を測 定操 作 に従 っ て 測 定す る と
， 各色素 と ヒ トァ ル ブ ミ ン

との 反 応で 得 られ る吸光度低下 度 は BTB 　O．167，　 PR ・o．oo5，

CR 　O．e．97 ，　 TB 　O．067 と な る．こ の よ うに 検討 した 色素 の

中で は BTB の み が 選定条件 を 満 た して お り，こ の 色素 の

血 清 アル ブ ミ ン定量へ の 応用 につ い て 検討を進 め た．
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Fig．4　 Effect　of 　the 　dアe　 concentration 　in　 the 　BTB
co 艮or 　reagenton 　the 　absorbance 　decrease

The 　absorbance 　decrease　was 　calcu 艮ated 　by　subtracting

the 　absorbance 　of 　a　test　solution 仕om 　that　of 　a　reagent

blank．　 The 　 absorbance 　decrease　increased　 with 　 an

increase　in　the　dye　concentration 　in　the 　color 　reagen し

口 ； 100g ／l　human 　serum 　 albumin ，○ ； patients
’

serum

　3・2 吸 光度低 下 度 と緩衝液濃度との関係

　pH 指 示 薬 を 用 い た色 素 結 合 法 で は，タ ン パ ク 質 と色 素

と の 反 応 にお け る発 色 強 度 は発 色 試 薬中の 緩 衝溶液濃度 に

よ り著 し く変化す る こ とが 報告 され て い る
11 ｝12 ）．そ こ で，

BTB と タ ン パ ク 質 との 反 応 に対 す る緩 衝 溶 液 濃 度 の 影 響

に つ い て 検討 した．Fig．3 は pH 　7．4 の BTB 発 色試 薬 中 の

緩衝溶液容量 とタ ン パ ク質 に よる BTB の 吸光度低下 度 と

の 関 係を示 して い る．吸 光度低 下 度 は緩 衝 溶 液濃 度 の 増 加
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Fig・5　Time 　course 　of 　the 　reaction 　of ・BTB

The 　absorbance 　decrease　was 　calculated 　by　subtracting

the　absorbance 　of 　a　test　solution 　frem　that　of 　a　reagent

blank．　 The 　 absorbance 　 readily 　reached 　a　plateau，
and 　became 　constant ．口 ： 100　g／1　human 　serum

albumin ，○ ： patients
’
serum
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Hg ・6　Calibration　curve 　of 　the　reacdon 　of 　BTB

The 　absorbance 　decrease　was 　calculated 　by　subtracting

the　absorbance 　ef 　a　test　solution 　from　that 　of 　a　reagent

blank．　 The 　calibration 　curve 　was 　approximately 　lin−

ear ．

と と もに 上 昇 した が，い ずれ の 緩衝溶液濃度に お い て も吸

光度低下度は 前述の 色素 の 選定条件 を 十 分 に 満た して い る

た め，発色試薬中の 緩衝溶液容量 は 20v／v％ を選定 した．

　3 ・3　吸光度低下度 と色 累濃度 と の 関係

　Fig．4 は 発色試薬中の BTB 濃度 と吸 光度低 下 度 と の 関

係 を示 して い る．吸光度低 下 度 は BTB 濃度の 増加 ととも

に 大 き くな っ た．こ の 結 果 か ら発 色 試 薬 中 の BTB 濃度 は

0．12mmol ／1 を選定 した．

3・4　 反 応 の 経 時 変 化

Fig．5 は ヒ トア ル ブ ミ ン 及 び 血 清 の 反応 に お ける 経時変
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Fig．7　Correlation 　of 　the 　BTB 　method 　with 　the　dye−

binding　 method 　 using 　 Bromocresol 　 Green （BCG
method ）

化 を示 して い る．吸 光 度低 下 度 は BTB 発 色 試 薬 の 添 加 直

後か ら急激 に 増加 し，い ずれ の 試料 に お い て も 25℃ で は

10 分程度で
一

定値 に 達 し，その 後 は 安定で あ っ た ．こ の

結果か ら
， 反応時間は 25℃ 10 分間を選定 した ．

　3・5　吸 光 度低 下 度 の 直 線性

　Fig．6 は吸光度低下度 とア ル ブ ミ ン 濃度 との 関係 を示 し

て い る．吸光度低下度 は ア ル ブ ミ ン濃度 の 増加 と と もに大

きくなり，両者 に は 直線 に 近 い 関係が 認 め られ た．

　3・6　共存物質の 反 応

　7一グ ロ ブ リ ン ，α一グ ロ ブ リ ン ，ク レ ア チ ニ ン ，グ ル コ ー

ス ，トリ プ トフ ァ ン ，フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ，ビ リル ビ ン ，尿

素の 反応 に つ い て 検討 した．い ず れ の 物質 も色 素溶液 の 吸

光度 を増加，あ る い は 低下させ る こ とは ほ とん どなか っ

た．

　3・7　再現性及び回収率

　血 清 ア ル ブ ミ ン 濃度が 30〜50g ／1の 血清5 種 類 に お け

る 同時再現性 （n ；10） は RSD ＝ 1．5％ 以 内で あ っ た．ま

た，こ れ らの 血清 に ヒ トア ル ブ ミ ン を 50g ／1添加 した と

きの 回収率 は平均 95．4％ （範 囲 94 ．5 〜101 ．S％）で あ っ た．

一方 ， 7−　prロ ブ リ ン を 25　g／1添加 し た と きの 回収率 は 平均

0．1％ （0〜0．2％）で あり，こ の 物質 は血 清中で も BTB と

反 応 す る こ と は な か っ た ．

　3・8　従来法との 比較

　前述 の 検討結果 に 基 づ き測 定試 薬 を 調 製 し，血 清 90 例

を用 い て 血 清 ア ル ブ ミ ン の 測 定 を行 っ た．Fig．7及 び Fig．

8 は BCG 法 （A／G　B テ ス トワ コ ー）及 び BCP 法 （ア ル ブ

ミ ン ーHA テ ス トワ コ ー）と BTB 法 に よ り得 られ た測定値

との 相 関 関係 を示 し て い る ．標準物質 は BCG 法及び BCP
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ノ ー
ト 鈴木 ； 酸解 離 指 数が 大 きい pH 指示 薬 の ヒ ト血 清 ア ル ブ ミ ン との 反 応及 び そ の 血清 ア ル ブ ミ ン 定量 へ の 応用 94s

法 が キ ッ ト添付標準血清，BTB 法が ヒ ト血清 ア ル ブ ミ ン

を 用 い た．BTB 法 の 測 定 値 と従 来 法 の 測 定 値 に は ，　 r
≡

0．953 〜O．965 の 相関が 認 め ら れ ， 測 定平均 値 は BTB 法

41．8g ／1，　 BGG 法 38．l　g／1，　 BGP 法 36．8g ／iで あ り，BTB

法 の 測 定平均値 は BCG 法 に 比 べ 9．7％ ，　 Bcp 法 に 比 べ

13．6％ だ け高値 で あっ た．

　3・9 血 清グロ ブ リ ン 濃度の 影響

　Table　 2 は 血清総 グ ロ ブ リ ン 値 に よ り血 清を層 別 し ， 各

階 級 内 の 血 清ア ル ブ ミ ン 値の 測 定平 均 値 及 び BTB 法 と

BCG 法及び BGP 法の 測定平均値比 を求め た結果を示 して

い る．測定平均値 に は有意差が認め られ，測定値平均値比

は 1，0 を超えて い た．血 清総 グ ロ ブ リ ン濃度が 20g ／1未満

の 血 清群 を 別 とすれ ば ， BTB 法 と Bcp 法の 測 定平 均値比

の 血清総 グ ロ ブ リ ン 値に よ る変化は BTB 法と BCG 法の 測

定平均値比 の 変化 に 比 べ 小 さか っ た．血 清 グ ロ ブ リ ン に 対

す る 反応性 は BCG 法 で は 測定上 無視 で きない 大 きさで あ

るが
1／1）14），BCP 法 で は わ ずか で あ る こ とか ら

6）7）ls ）14 ），血 清

総 グ ロ ブ リ ン 濃度 の 変 化に伴うBTB 法 と BGP 法の 測定平

均値比 の 変化が わ ず か で あ っ た事実 は BTB 法が i血清 グ ロ

ブ リ ン の 影響 を受 け に くい こ と を示すもの と考 え られ た．
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Fig．8　Correlation　of 　the 　BTB 　method 　with 　the 　dye −
binding　 method 　 using 　 Bromocresol 　 Purple（BGP
method ）

4 考 察

　色素結合法 に よ る タ ンパ ク 質定量 は BCG 法 ，
　 BCP 法 な

どの 方法に 見 られ る よ うに ほ とん どの 場合，色素溶液 へ の

タ ン パ ク 質 の 添 加 で 増 加 す る 吸 光 度 の 測 定 に 基 づ い て い

る．BCG 法 は 血 清 ア ル ブ ミ ン 定量 法 に 応用 され た 当初 は，

pH　7 にお い て タ ンパ ク質 の 添加で 生 じる 吸光度 の 低下 を

測定 し
4〕

，
タ ン パ ク 質を定量 して い た ．しか し ， 酸性領域

の測定で 問 題 とな る タ ンパ ク質 の沈殿 が 界面活性剤 の発色

試 薬 へ の 処 方に よ り解決 され
5）
，今日行 わ れ て い る 吸 光 度

の 増加 を と らえる 測定法が確 立 されて きた．BGG ，　 BCP

な どの 酸性領域 に変色域 を有す る pH 指示薬は タ ン パ ク 質

の 存在 下 で タ ン パ ク誤 差 に よ る 色調 変化 を 示 す が ， BTB

な どの 中性 か ら ア ル カ リ性領域 に 変 色域 を もつ 色素 で は，

タ ン パ ク 質添加 に よ っ て も色調変化 は わ ず か に 起 こ る か，

あ る い は 全 く起 こ ら なか っ た．しか し，こ れ らの 色素 で も

色調変化を示す BCG や BCP の 反応 と同様 に ，　 pK 付近を

超え る pH 領域 に お い て は タ ン パ ク質 の 添加 で 色 素 溶 液 の

吸光度が 低下す る現象が 認 め られ た．こ の こ と は色調変化

の 非出現下で あ っ て も，こ れ らの 色素 が タ ン パ ク 質 と相互

作用 して い る こ と を示 し て い る ．こ の よ うな pKk 付近 を

超え る pH 領域 に お い て ， タ ン パ ク質添加に よ り色 素溶液

の 吸 光度が 低下 す る現象は，反 応 で 生 成 す る 色 素 タ ン パ ク

質複合体 の 分子吸光係数 （ε PA ）が解離型色素の 分子吸光

係数 （ε へ） に 比べ 小 さい （εPA ＜ εA ）条件 下 で 起 こ る こ と

が 色素 と タ ン パ ク質 と の 反 応 に お け る化 学 平 衡 の 解 析 か ら

明 らか に され て い る
8）
・一

］o｝．

　検討 した 4 種類 の 色素 の うち，tiEt清 ア ル ブ ミ ン 定量 に

応 用 で き る 吸 光度低下度 を示す色素 は BTB の み で あ り ，

こ の 色素を用い た血清 ア ル ブ ミ ン 定量法を設定 した．BTB

法 の 測 定値は 従来 法 の BGG 法 及 び BCP 法の 測 定値 と 良好

な相関 を示 した が，そ の 測定平均値 は従来法 よ りも 9．7〜

13．6％ だ け高値 で あ っ た．Table 　2 に 示 した，血清総 グ ロ

ブ リ ン 値 で 層別 した血 清 ア ル ブ ミ ン値 に お け る BTB 法 と

BCP 法 の 測定平均値 比 が ， 血 清 総 グ ロ ブ リ ン 濃度 に よ ら

ず
一

定傾向 に あっ た 事実 は，BTB 法が 血 清 グ ロ ブ リ ン の

影響 を受け に くい こ と を示 して お り，血清 グ ロ ブ リ ン が

Table　2　Effect　of 　the　total　globulin　concentration 　in　the 　patlents
’
sera 　on 　the　measurement 　value

Senlm　tota亘

globulin／g　1
’

Serum 　a ］bumin ／g　l
−L

Measurement 　value 　ratio

        ／    f  N

　 　
〜＜ 20

20≦ 〜＜ 25
25≦ 〜＜ 30

30≦ 〜く 35
35≦ 〜

31．839
．9s9
．2s7
．9s4
．3

29．738
．938
．OS5
．7Sl
，4

36．544
．742
．53

．　9　．636
．0

1．141
．121
．〔｝81
．041
、05

L22

］．14
］．111
．101
，10

25634

乱

1321

The 　total　globu賎n 　in　the 　patients
’

g．　era　w ［ts　measured 　by　the 　mcthod 　combining 　the 　biuret　Inethod 　and 　the 　BCG 　method ，
BGG 　method （A／G　B　Test 　Wak 。），  The 　BGP 　method （Albumin −HA 　Test　Wako ），  The 　BTB 　method
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BTB 法 に 高値 を もた らす要因で は な い こ と は 明 らか で あ

る．また，血 清共存物質で ある 7一グ ロ ブ リ ン
， α

一グ ロ ブ リ

ン，ク レ ア チ ニ ン など，8 種類 の 物質を用 い た検討で も，

こ れ らの 物質の 反 応 へ の 影響 は 見い だ せ なか っ た．こ の こ

とか ら ， BTB 法 が 従来法 よ りも高値 に な る原因は，血清

共存成分に よ る もの で は なく，他 の 要因，特 に 検量 物質 に

BCG 法及 び BCP 法で キ ッ ト添付標準血清 ，
　 BTB 法で ヒ ト

血清 ア ル ブ ミ ン を用 い た こ とが 可 能性 の
一

つ と して 考 え ら

れ る．

　色素溶液の 吸 光度低下度 を測定す る タ ンパ ク 質定量法で

は，検体 ご とに 水 を対照 と して 測定 した 空試験溶液の 吸 光

度か ら試験溶液の 吸光度を差 し引 き， 吸光度低下 度を 求め

なければならない ．こ の ように測定操作は空 試験溶液を 対

照 と して試 験 溶 液 の 吸 光 度 増 加 度 を測定す る タ ン パ ク 質定

量 法 に比 べ 煩雑 に な る．しか し，自動分析装置 の 普及した

今 日で は，測定操作 の 煩雑性の 問題 は臨床応用 に 際 して容

易 に 解決 で きる と考えられ る．BTB の 吸 光度低下度を測

定す る定量法 の利点として は ， 測定が 中性領域 で実施 で き

る こ とが挙げ られ る．中性領域 の 測定で は，試薬 に よ る 測

定機器の 腐食 の 問題や廃液の pH 調整を避け る こ とが で き

る．また，血 清 タ ン パ ク 質が沈殿す る可能性 は ほ とん どな

い こ とか ら
11｝，タ ン パ ク質の 溶解能を もつ が，水 質汚 染 物

質 となる界面活性剤を発色試薬 に添加する必 要 が な い ．そ

の た め，発色試薬 の 組成 は単純 に な り，使用後の 廃液排出

に 伴う環境負荷 は軽減 さ れ る．
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