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吸光 度減 少測 定 に よ る色 素結 合法を用 い る

血清 ア ル ブ ミン 定量 に お ける無機塩の 影響

鈴 木 優 治
1

1 緒 言

　pH 指示薬の タ ンパ ク誤差 に よる 変色を測定原理 とす る

色 素 結 合 法 は，酸性 下 で 生 じる吸 光度増加を測 定す る 方法

（吸 光度増 加法）
1］
−d〕

， 及 び 中性付近の pH 領域 で 生 じ る 吸

光度減少を測定す る方法 （吸光度減少法）
J
「
）61／

の 2種の 測定

方法 論 に分 け られ る ．吸 光度増加法に お け る タ ン パ ク 質の

発色は pH ， 色素濃度，緩衝溶液濃度及び 試料中の 陰 イ オ

ン 濃度 に よ る影響を受 け，こ れ に よ りタ ン パ ク 質の 検出感

度や 測 定に お け る 精度が 変化 する
71”・91．臨床的に タ ン パ ク

質の 測 定対象 とな る 血 清 や尿 に は 種 々 の 無機 イ オ ン が 共存

す る ため，色素結合法 の 適用 に 際 して は 共存無機塩の 測定

に 及 ぼ す 影響 に つ い て 検討 す る 必 要 が あ る．既 に 著者 は ，

ス ル ホ ン フ タ レ イ ン系色素 を用 い た 吸光度増加法 に お ける

無機塩の 影響 につ い て，タ ンパ ク 誤差 の 化学平衡 に基づ く

計 算 及 び 多数 の 無機塩 を用 い た 実験 に よ り検討 した
9）．し

か し， 吸光度減少法に お け る 無機塩 の 影響 に つ い て は，吸

光度増加法 の 検討結果が その まま当て は まる か ど うか は 明

確 で は な い ．そ こ で ，本論文で は ，吸光度減少法 に お け る

無機塩 の 影響 に つ い て ，タ ン パ ク 誤差の 化学平衡 に 基 づ く

計算
り
及 び実験 に よ り検討 し，吸光度増加法 の 場合 との 比

較 を 行 っ た ．

2 実 験 方 法

　2・1 試　薬

　実験試薬は 和光純薬工 業か ら購入 し た もの を用 い て 調製

した．

　緩衝溶液 ： 緩衝溶液 は 0．1　 mo ］ L
．1

ク エ ン 酸溶液 と O．2

mol 　L
’．1

リ ン 酸水素 「 ナ トリ ウ ム 溶液 を混合 し て 調 製 し

た．pH の 測定 は 東亜 化学
．
ll業lag　HM −30G 　pH メ

ーター
で

行 っ た ，

　 1mmol 　L
−1

色 素溶液 ： プ ロ ム フ ェ ノ ー
ル ブ ル

ー
（BPB ）

0．670g ，プ ロ ム ク レ ゾー
ル グ リ

ー
ン （BCG ）O，698　g 及び

プ ロ ム ク レ ゾー
ル パ ープ ル （BGP ） O，54 〔l　g を取 り，そ れ

ぞ れ に エ チ ル ア ル コ
ー

ル 10mL を加 え，よ く溶解後，精

1
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製水 を加え全量 を ⊥OOO ・mL と し た ．

　発 色 試薬 ： 緩衝溶液 40mL に 色 素溶液 10mL を加 え，

精製水 で 全量を 100mL と した．

　4．OgL
−

］
ヒ ト血 清 ア ル ブ ミ ン 溶液 ： ヒ ト 血清 ア ル ブ ミ

ン 400mg を精製水 に 溶解 し，100　mL と した．

　0．5mol 　L
− 1

無機塩 溶液 ： 無機塩 （Na2SO4 ，　NaCI ，　NaBr ）

を O．OJ「　 lnol 取 り，精製水 に 溶解 し 100　mL と した．

　2・2　測定操作

　試験溶液 は 4．OgI 、
．1

ヒ ト血 清 ア ル ブ ミ ン溶液 0．5mL に

〔［．5mol 　L
−1

無機塩 溶液 0．5　mL と発色 試薬 4．OmL を加 え，

25℃ に おい て 10 分間反応させ た もの と し，空 試験溶液 を

対照 と し て BPB 　C｝OO 　 nln ，　 BGG 　620 　 nm 及 び BGP 　59｛〕nm

で 吸 光度 を 測定 し た．空 試 験 溶液 は精 製 水 0．51nL に 0，5

mol 　L
−

［

無機塩溶液 0．5　nlL と発色試薬 4．0　mL を加 え調製

し た．

　吸光 度 は H 立 臨床検査 川 分光 光度計 7011 で 測 定 した．

　2・3　 タ ン パ ク誤差 の 化学平衡 に 基づ く解析

　解析 は 前報 に 従 い ，発 色 反 応 が   色 素 の 解離，  色 素

タ ン パ ク 質複合体 の 生 成，  緩衝溶液由来 の 共役酸 の 解

離，  緩衝溶液山来の 陰 イ オ ン タ ンパ ク 質複合体 の 生 成，

及 び ．：5）体液中の 共存 陰 イ オ ン 由 来の 陰 イ オ ン タ ン パ ク 質

複合体 の 生 成，か ら成 る と仮定 して 行っ た
y）．

　　　　　t

HD 津 H 　＋ D

P　＋ D　 津 PD

［H
＋

］［D
−
］

　 　 　 　＝Kf，

　 　 　 　＝　Kl・．
［P

ト

］［D
．
］

旧 D ］

lPD亅
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］［M
一
亅

　 　 　 　 ＝ K
’
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一

ご PM 　 　 　 　＝KPM
lp
〒
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1
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＋

］［Y
−
］

丶
／
皿
3一
ド
k

P ＋ Y 　＃ PY

 

 

ただ し，HD ： pH 指示薬 （色 素），　 D
−

： 解離型 色 素陰 イ
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Fig．　 l　Relationship　bctween　the 　absorbance 　and 　the

pH （calculated 　result ）

Galc職llation 　cond 孟dons ： P1（D
＝4，67；KpD ＝1α ；KpM ≡

lO9；KHM ＝10
−3

； Kew一置0 ； CD ＝8 × 10
−5mol

　L
− 1

；

Cx ＝Ll6x10
−
5mol

　L
−
1
；CM ＝O． 4　mol 　L

−
1
；CY ＝0 ；

ε。
＝5 × 10“Lm ・1

−1cm −1

；n
＝0．6

オ ン，P
’．

： 正荷電 タ ン パ ク 質，　 PD ： 色素 タ ン パ ク質複合

体 （発色体），HM ： 緩衝溶液中の 共役酸，　 M
−

； 緩衝溶液

中の 共役塩基 （陰イ オ ン ），PM ： 陰 イ オ ン タ ンパ ク 質複A

体 （無色物質），Y
−

： 体液中の 共存陰 イオ ン，　 PY ： 陰イ オ

ン タ ン パ ク 質複合体 （無色物質），KD ： 色 素 の 解 離 定数 ，

KHM ： 緩衝溶液中の 共役酸の 解離定数 ，
　 KPD ： 色素 タ ン パ

ク質複合体生成反応 の 平衡定数，KPM ： 緩衝溶液 に 由来す

る 陰 イ オ ン タ ン パ ク 質複合体 生 成 反 応 の 平 衡 定 数，KPY ：

共存 イ オ ン に 由来す る 陰 イ オ ン タ ンパ ク 質複合体生 成反応

の 平衡定数

　反 応 で 生成す る 色素 タ ン パ ク 質複合体濃 度 （［PD ］） は

式 （1 ＞ に よ り計算 した ．式 （1 ） の 誘導 に 当 た っ て は
，

緩衝溶液濃度及び無機塩濃度が タ ン パ ク質濃度 に比べ 著 し

く高 く （CM 》 Cx，　 CY》 Cx），体液 中 の 共 存無 機 イ オ ン は

加水分解 しな い と仮定 して 誘導 した．

（KDKPD ［H
＋
］＋ KDKPD ．KHM ）［PD ］

？ 一
（［H1 ］

2
＋ KHM ［II

＋
］＋

　Km ’Cy ［H
＋
］
e

＋ KHt
！｛
KPYCy ［HT ］＋ KmtKpM 　Ctst［H

＋
］＋

　 　 　 　　 　 　　 　　 　 　　 　　 　 　　 　　 　 　　 　　 　 　　 　　 　　

　KD ［H ］＋ KnKHM ＋ KI ，KH −CY［H ］＋ KDKHMKpyCY ＋

　KDKIIMKpMCM ＋ KDKPDCD ［H
＋
亅＋ KDKPDKHMCD ＋

　KDKPDCp ［H
＋
］＋ KDKPD κ HMCp ＞［PD ］＋

　 　 　 　 　 　 　 　

　KnKpmCDCp ［H ］＋ KDKmKHMCDCp ＝0

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （1）

た だ し，

Cp＝αCX ＝・−

　 　 　 　 　1＋ 一．

CxK

“
・　　 K 。Kw

　 　 　 　

觚，［H
＋

］　Kl，［H
亠
］
2

　CD ； 全色素濃度 （mol 　L
− 1

），　 Cp ： 正荷電 タ ン パ ク 質濃

度 （mol 　L
−1
），　 Cx ； 全 タ ン パ ク 質濃 度 （mol 　L

− 1
），　 CM ：

緩衝溶液濃度 （mol 　L
−1

），
　 CY： 体液中 の 共 存陰 イ オ ン 濃度

（mol 　L
− 1
），　 Kw ： 水 の イ オ ン積，α ： 正 荷 電 タ ン パ ク 質の

解離度，Ka ： タ ン パ ク 質の 酸解 離基 の 解 離 定数，　 KT，： タ ン

パ ク 質の 塩基解離基の 解離定数．

　色素 タ ン パ ク 質複合体を含 む 試験溶液 の 吸 光度 は，式

（1 ）で 求め た色素 タ ン パ ク 質複 合 体濃 度 を 式 （2 ） に 代

入 して 計算 した ．

Ez＝EP − EB ＝EPD ＋ ED − EB

　 ＝εpD ［PD ］＋ ε下1［D
−
P ］一ε疋）［D

−
B ］

一〔
　　　　　　　　　KD
εPD

一
εr）

　　　　　　　［H
亠
］＋ KD 〕・・D・

・SD←
一
、甘 篇〕・・D ・ （2 ）

　Ez ： 試験溶液 の 吸光度 ，
　 Ep ： 水を対照 に測 定 した 試験溶

液の 吸光度，EB ： 空試験溶液中の 解離型色素陰イ オ ン の 示

す 吸 光度，fi：1・D　： 色素 タ ン パ ク質複合体 の 示 す 吸 光度，　 ED ：

試験溶液中の 解離型色素陰 イ オ ン の 示 す 吸 光度 ，
1）
−
1，： 試

験溶液中の 解離型色素陰イ オ ン，D
−
B ： 空試験溶液中の 解

離 型 色素陰 イ オ ン ，εPD ： 色 素 タ ン パ ク 質複 合 体 の モ ル 吸

光係数 ， εD ： 解離型色素陰 イ オ ン の モ ル 吸 光係数 ， n ： 色

素 タ ン パ ク質複合体と解離型色素陰イ オ ン の モ ル 吸光係数

の 比 （≡εPD ／εD ）．

　計算 は
， 式 （1 ） 及 び （2 ） の 各変量 に pKD

＝3．98 ，

4．67，6．3 （そ れ ぞ れ BPB ，　 BGG ，　 BGP の 解離指数に 相当

す る）
1° 〕

tKpD 　
＝IO7，　 KIIM≡10

−s
，　 Krv　

＝10
！ 〜IOs，　 CD　

＝

8 ×　10
− smol

　I、
’．lt

　CY ＝　O〜0．lmol 　L
− 1

，　KpM ＝　lO2，

CM ＝0．04　mol 　L
− 1

，　 Cx ＝1．16 × 10
−5mol

　L
−1J

εD
＝5 ×

104LmQl
−1

　cm
−1
，　 n

≡O．6，　 K、、　＝10
−s
，　 K ｝，≡10

−2

，　 Kw ≡

10
−14

， pHI
〜14 を代 入 して 行 っ た．

3　結 果

　3・1 計算 か ら得 ら れ た特性

　解 離 指数が pKD
＝4．67 の 色素 を 用 い た 場 合 に つ い て，

計 算で 得 られ た 試 験 溶 液 の 吸 光 度 （空 試 験 溶 液 対 照 ） と

pll と の 関係 を Fig．1 に示 す．吸 光 度 は低pH 領 域 で は 正

値 で あ る が，pH の 上 昇 と と もに低 下 し高 pH 領域 で は負

値 と な る．同 様 の 関 係 が ，解 離 指 数 が pKD
＝3．98 及 び

6．30 の 色素に お い て も得 られ た．こ の こ とか ら ， 色素結

合法 は低 pH 領 域 で操作 す れ ば 吸 光度増 加法 と な り，高

pH 領 域 で 操 作 す れ ば吸 光 度 減 少 法 とな る．

　解離指数が pKD 　
＝

　4．67 の 色素 の 反 応 に お ける 吸 光 度 と

無機塩濃度 との 関 係 に つ い て，吸 光度 が 正 値 に な る pH

2．5，3．O，3．5 及 び 吸 光 度 が 負値 になる pH 　7．．S，8．O，8．5
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InOrganiC　Salt4

F童g．3　Rclatiollship　between 　the　absorbance 　aIld 　the

kind　of 　inorgallic　salt 　with 血 e　differel〕t　Km・value （ca1−
culated 　result ）

Calculation　condidons ： pKD
＝4．67 ；Kpn ＝107；KpM ≡

10！

；K 。 M
＝10

−s
；C 。

− 8xlO
−

「’
m 。 IL

−
・

； C。
− L ユ6x

lO
．5m

・lL
−1

； C 。
− 0，04m ・IL

−
’

； （焙 0．05m 。IL
．．1

；

ε・
− 5 × IO‘ Lm ・ 1

−
’

cm
−

’

； n
− 0．6． 1 、 Kw − 0；2 、

Kll・＝102；3 ： Klh・＝102
．5

；4 ： Klh ＝los

の 条件 下 で の 計算結果を Fig．2 に示 す．こ こ で 吸光度 は

無 機 塩 非添加時の 値を 100 と した 相対値 で 表示 して ある ．

無機塩 添加 に よ る 吸光度低 下 は pH 　2，5〜3．5 で は 大きい

が，pH 　7，5 〜8 ．5 で は わず か で あ る．ま た，吸光度が 負値

に な る pH 領域で は pH に よ る吸 光度 の 低下に 違い は ほ と

ん どない が，吸光度が 正値 に な る pH 領 域 で は pH が 低 い
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Fig・4　Relatbnship　betwccn　the 　amounts 　of 　tbe　d｝
te −

protein　complex 　and 　the　allion −protein　compiex 　and

the 　diss｛｝ciated 　dye　anion 　concentration 　at 　different
salt 　concentration （calculated 　result ）

Thc 　white 　Inark （○，△ ，口 ＞and 　thc 　black　mark （●，
▲ ，■ ＞i・ di・ at ・ the　dアe−P ・・ t・in ・ ・ mpl ・ x ・ nd 　th・

anion −protein　complex ，　respectivcly ，　Calculation 　con −
ditions： pKD

＝4，67 ； KpD ＝
　】07； KpM ＝　ユoui κIIM

≡
10
一
  κ pY

≡IOe
．5

； CD ＝2〜10 × 10
−
／，
　mol 　L

−1
；Cx ＝

1．16 × 10
−

smol

　L
−

］

；CM ＝0，04　nlol 　L
−1

；ε D
＝5x10d

Lln ・1
−1
　cm

−1

； n
一

 ．6．　 C。
＝・0．081n ・lL

−
］

（●，○ ）；
Cl・　＝0．04　mQI 　L　

l

（▲ ，△ ）；（JY　＝0．02　mol 　L
−1

（■，口 ），

ほ ど吸 光度の 低 下 が 大 きい ．

　解 離 指 数 が pKD 　
‘＝

　4，67 の 色 素 の 反応 に お い て
， 陰 イ オ

ン タ ン パ ク質複合体 生 成反応の 平衡定数 （Kev−）が 異 な る

無機塩 を 添加 した と きの pH　3，5 及 び 8．0 に お け る相 対 吸

光 度 を Fig．9．に 示す．　 pH 　3，5 で は 無機塩添加 に よ る 吸 光

度 は 平 衡定数 の 増加 と と もに 著 しく低 下 す るが ，pH 　8，0

で は吸光度 の 低 下 はわ ずか で ある．こ の 結 果 よ り，吸 光 度

減少 法 は吸 光 度 増 加法 に比 べ 無機塩 の 影響 を 受け に くい こ

とが 推 定 され た，

　こ の よ うに無 機 塩 の 影響 が 吸光度減少法 と 吸光 度増 加 法

で 著 し く異 な る 理 由 に つ い て 更 に 検討 し た ．pH 　3．5 及 び

8．0 にお け る試 験溶液中の 解離型色素陰 イ オ ン濃度 と色素

タ ン パ ク質複 合体及 び 陰 イ オ ン タ ンパ ク 質複合 体 の 生 成 量

と の 関 係 を 無 機 塩 濃 度 を 変 え て 計算 し た 結果を Fig．4 に

示す．全色素濃度が 同 じで も，pH 　8、0 に お ける 解離 型 色

素陰イ オ ン 濃度 は pH 　3．5 の 場合の 10 倍 以 上 で あ る．解 離

型色素陰 イ オ ン 濃 度 が 低 い ほ ど陰 イ オ ン タ ン パ ク 質複合体

生成量 は 多 く， 色 素 タ ンパ ク質複合体生 成量 は少 ない ．ま

た，解離型色素陰 イオ ン 濃度が 同 じ で も，無機塩 濃 度 が低

い ほ ど 陰 イ オ ン タ ン パ ク 質複合体生 成量 は 少 な く， 色素タ

ンパ ク 質複合 体生 成 量 は 多い ．こ れ らの 結果は，色素 の タ

ン パ ク誤差に お け る 吸 光 度の 増減 を もた らす 色素 タ ン パ ク
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concentration 　 of 　NaGl 　in　 the 　reaction 　 of 　BCG 　with 　the

human 　serum 　albumin 　at　different　pH
The 　relative 乱bsorbance 　is　 exprcssed 　as　IOO　whcn 　 no

salt　is　added ．　 The 　buffer　concentl
・
ation 　was 　40　v／v ％

in　100　mL   f　the 　color 　reagent ．　 The 　HIlal　concentra −

tions　of 　the　dye　and 　the　protein　were 　8 × 10
−Hmol

　L
一

且

and 　5，8 × 10
−6mol

　L
−1 ，respecdvcly ．● pl

．12，8 ；■

pH 　3．2；
▲ pH 　3．6；OpH 　7．0；口 pH 　7．6；△ pH 　8，0

質複合 体生 成 量 が無 機 塩 濃 度 及 び 解離型色素陰 イ オ ン 濃度

に 依存 して 変化する こ と を示 す．

　3・2 実験 か ら得 られ た特性

　BCG 及 び BCP と ヒ ト血 清 ア ル ブ ミ ン との 反応 に お ける

試験溶液の 吸 光度 と pH との 関係 を Fig．5 に 示す．い ず

れ の 色 素 に お い て も低 pH 領域 で 吸光度 は 正 値 で あ っ た

が，高 pH 領域 で は 著 し く負値と な っ た．な お ，　 BPB は

低 pH 領域 で は 著 し く正 値 となっ たが ，高 pH 領域で は わ

ずか に負値 に なる だ けで あり，吸 光度 減 少 法 の 設定 は難 し

い と考え られ た ．

　異 な る pH 条件下 で の BCG の 吸光度増加法 及 び 吸 光度

減少法 に お ける相対吸光度 と NaGl 濃度 との 関 係を Fig．6

に示 す．NaGl の 添加 に よ る 吸 光度 の 低 下 は pH 　2．8 〜3．6

で は大 きか っ たが ，pH 　7．0〜8．O で は わ ずか で あ っ た ．ま

た，吸光度減少法で は pH に よ る吸光度 の 低 下 に違 い は ほ

とん どな か っ た が ，吸光度増加法 で は，吸 光度の 低下 は

pH が 低 い ほ うが 大きか っ た．

　BCG に よ る 吸光度増加法及 び 吸 光 度 減少 法 に お い て ，

NaCl ，　 Na2SO ．i 及 び NaBr を添加 した と きの 相対吸光度 を

Fig．7に 示す．無機塩添加 に よる吸光 度 の 低 下 は 添加 した

無機塩 の 種類 で 異なっ た が，吸光度減 少 法の ほ うが 吸光度

増 加法 に比 べ 小 さか っ た．吸 光 度 減 少法 にお ける NaCl 及

び Na2SO 、 の 影響 は わずかで あっ た．

　以上 の よ うに，実験で も計算結果 に ほ ぼ
一

致す る 無機塩

の 影響 が 認 め られ た．

4 考 察

　吸 光 度減少法 に 基づ く色素結合法 は 無機塩 の 共存 に よ っ

て も吸 光度が 変化 しに くい とい う特性 を示す こ とが ， 計算

及 び 実験 の 両方 か ら明 らか に なっ た．無機塩 の 影響 が 低

pH 領域 で操作す る 吸光度増加法で 大 き く，高 pH 領域で 操

作 す る 吸光度減少法で 小さい 理由は，Fig．4 に 示 した 計算

結 果 か ら明 らか で あ る．すなわ ち，無機塩 の 存在下 にお け
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る 色素 タ ン パ ク質 複 合 体生 成 量 は，全 色素濃度で は な く解

離型色素陰 イ オ ン 濃度 に依存す る．全色素濃度が 同 じで あ

っ て も低 pH 領 域 で は 色 素が わ ず か しか解離 し な い た め，

解離 型 色素 陰 イ オ ン 濃度 は低 い が ，高 pH 領域 で は色 素が

f分 に 解離 する た め 解離型 色素陰イオ ン 濃度 は高い ．そ の

結果，無機塩添 加濃度が 同 じで あ っ て も陰イオ ン タ ン パ ク

質複 合 体 生 成 量 は解離型 色 素陰 イ オ ン 濃度が 低 い 低 pH 領

域で は 多 くな り，解離型色素陰 イオ ン 濃度が 高い 高 pII領

域で は少 な くな る．こ の こ とは，吸光度の 低下 が 低 pH 領

域 で 大 き く，高 pH 領 域 で 小 さ い こ とを意味す る．

　 また
， 無機塩 の 種類が 吸光度の 低下 に及 ぼす効果 は両 測

定方法論で 異 な っ た が，こ れ は 前報
9）
で 述 べ た よ うに，正

荷電 タ ン パ ク 質 と陰 イ オ ン との 反応 に お け る 平 衡定 数 が 陰

イオ ン に よ り異な る た め と解釈 され る．無機 イオ ン に よ る

吸光度の 低 下 は，正 荷電 タ ンパ ク 質 と陰イオ ン との 結合 に

よ り発 色体 で あ る色 素 タ ン パ ク 質複合体 の 生 成量 が 減 少 す

る た め に 引 き起 こ され るが，吸光度減少法 は ヒ ト血清 や尿

に 最 も高濃度 で 存在す る塩 化物イオ ン に よ る影響が 小 さ

い ，優 れ た特 性 を示 した．特 に ，尿 の NaC1 濃度 は 0，07〜

0．2．5　mol ／day （1 日尿 量 を tOOO・mL とす る と， （1．07〜0．25

11101L
一

瓦

に相 当 す る）
tl｝

と高 く，しかも変動幅が 広 い ．そ

の た め ，尿 ア ル ブ ミ ン 測定法 を 組 み 立 て る 場 合 に は ，
N 乱Cl 濃 度 の 影響 をほ と ん ど受け る こ とが な い 吸 光度 減 少

法の 適用 は 有効 と考 え られ る．例えば，Fig．7 の 結果 で 比

較 す る と，試 料 中 の NaG1 濃度が 尿 NaG 且の 変 動範囲の 上

限 濃度 の 0，25mol 　L
−
1
で ある 場合，吸光度 の 低下 率 は吸

光度増加法 で 20．6％ ，吸 光度減少法 で S，2％ で あ る．す な

わ ち，NaCl の 共 存 に よ り尿 ア ル ブ ミ ン 定量値 は 吸 光 度増

加法 で は 最 大 で 約 21％ も低
．
ドす る が，吸光度減少法で は

最大 で約 5％ の 低 下 に収 ま る．

　吸 光度 減 少 法 は 吸光 度増加法 と同様 に タ ン パ ク 質の 測 定

方法論 と して の 理 論基 盤 を もつ が
1？）
，試験溶液の 吸光度 を

空試験溶液を対 照 と して 測定す る こ とは で きない ．そ の た

め ，タ ン パ ク質 濃 度 を算 出す る 際の 演算 は 吸光度増 加法 に

比 べ や や 多い ．しか し，吸 光度減少法 は タ ンパ ク 質の 沈殿

が起 こ りに くい 中性付近 か ら弱 ア ル カ リ性 ドに おい て 測定

が 行えるた め，発 色 試 薬 へ の 界面活性剤 の 添加を必 要 と し

ない
fi〕．界 面 活性 剤 は 水質汚染物質の

一
つ で あ り，界 面 活

性剤の 中に は 環境ホ ル モ ン 活性 を有す る もの もある との 報

告が ある
IS）．臨床検査 に お い て も環 境 へ の 負荷が 大 きい 有

害物質 の 使用 を極力少 な くす る こ とや 有 害物 質 を使用 し な

い こ とな どに 関心が 向け られ て お り
回 崛

，界面活性剤非含

有 の 発 色試薬が調製で きる こ とは 測 定上 の 大 き な長所 で あ

る．

　色素結合法 に よ る ア ル ブ ミ ン 測 定法 と して は，測定操作

方法の 簡便性から 宅に吸光度増 加法 が普 及 して い る．し か

し，以 上 に 述べ た よ うに，吸 光 度 減 少 法 に基 づ く色 素結合

法は，吸光度増加法 に比 較 して発 色 試薬処 方 が 単純化 で き

る こ と，タ ン パ ク質沈殿が 起 こ りに くい pH 領域 で 操作 で

きる こ と，更 に 共存する 無機塩 に よ る影 響 を受 けに くい 特

性 を有 して い る こ とか ら，ア ル ブ ミ ン の 測定方法論 と して

有用 と考え られた．

　　　　　　　　
”
　2004 年 9 月，口本分析化学 会第53 年会，丶

　 　 　 　 　 　 　 　 　2005年 12 月，第 S5 回埼 玉 県 医 学 検 査

　　　　　　　　　学 会及 び 2006 年 2 月，第 16 同 生物試

　　　　　　　　 tt 料 分 析 科 学 会 大 会 に お い て
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Effect of  Inorganic Salts on  the Determination of  Serum  Alubmin  by

         Dye-Binding Method  with  Absorbance  Decrease

        1
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 Dye-binding  methods  based  on  pretein error  fbr determining human  serum  albumin are  
clas-

sified  into two  methodolegies  via measurements  of  the absorbance  increase under  an  acidic  con-

dition (absorbance increase method)  and  the absorbance  decrease  in a  pH  region  near  the neu-

tral condition  (absorbance decrease  method).  The  color  development  of  protein in the

absorbance  increase rnethod  is knowri to be affttcted  by the pH, and  the  concentrations  of  dye,

buffer and  coexisting  anions  in the  samples.  However, the effect  of  coexisting  anions  on  color

development in the absorbance  decrease  method  is unclear.  In the  present work,  the  effect  
of

an  inorganic salt on  color  development  in the  absorbance  decrease method  was  investigated by a

calculation  based on  the  chemica]  equilibrium  of  the  protein error  and  an  experiment,  and  was

compared  with the  results  of  the  absorbance  increase method.  By  adding  an  inorganic salt, the

absorbance  was  decreased. The  degree of  its decrease was  smaller  in the  absorbance  decrease

method  than in the  absorbance  increase method,  and  differed according  to the  kind of  lnorgan-
ic salt.  The  experimental  results  agreed  well  with  those  obtained  by a  calculation.
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