
Ⅰ. 緒言

pH指示薬であるブロムフェノールブルー
（BPB）1)、ブロムクレゾールグリーン（BCG）2)、
ブロムクレゾールパープル（BCP）3)-4)などが示す
蛋白誤差を測定原理とする色素結合法は、ヒト
血清アルブミン（HSA）定量に広く臨床応用さ

れている。これらの色素の蛋白質に対する特異
性は色素ごとに異なる5)-6)。色素結合法による
HSA定量での検量物質は本来、HSAであるが、
BCG法ではウシアルブミン（BSA）も使用され
ている。しかし、市販のBCG試薬では、HSAと
BSAには無視できない発色差が存在することが
指摘されている7)-8)。ヒト以外の生物種に由来す
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るアルブミンは、安価で入手しやすく、その発
色がHSAの発色と等しくなる反応条件が存在す
れば、色素結合法によるHSA定量の代用検量物
質として利用することができる。HSAの代用検
量物質の検討に際しては、蛋白誤差による発色
がpH、色素濃度、緩衝溶液の種類および緩衝溶
液濃度1)-3), 9)-12)によって変化するため、これらの
因子と発色との関係について検討し、HSAと他
生物種アルブミンの発色が等しくなる反応条件
を見出す必要がある。本論文ではHSA定量に応
用されている色素であるBPB、BCGおよびBCP
とBSAおよびトリタマゴアルブミン（EGA）と
の発色反応について検討し、これらのアルブミ
ンがHSAの代用検量物質として利用できるかど
うかと、利用するための試薬処方について検討
した結果を報告する。

Ⅱ. 実験方法

1. 試薬
測定試薬は和光純薬工業から購入したものか
ら調製した。
緩衝溶液：緩衝溶液はpH 1.04～1.94が0.1 mol/l
塩酸溶液と0.1 mol/lグリシン溶液（NaClを0.1
mol/lの濃度で含む）で、pH 2.20～7.80が0.1 mol/l
クエン酸溶液と0.2 mol/lリン酸水素２ナトリウ
ム溶液で、pH 8.53～12.90が0.1 mol/l水酸化ナト
リウム溶液と0.1 mol/lグリシン溶液（NaClを
0.1mol/lの濃度で含む）で調製した。
１mmol/l色素溶液:BPB 0.670 g、BCG 0.698 gお
よびBCP 0.540 gのそれぞれにエタノール10 ml
を加え、よく溶解後、精製水を加え1,000 mlと
した。
発色試薬：緩衝溶液10～90 mlに色素溶液2.0

～10.0 mlを加え、精製水で全量を100 mlとした。
２g / l蛋白質溶液：ヒト血清アルブミン

（Albumin from Human Serum, HSA）、ウシ血清
アルブミン（Albumin from Bovine Serum, BSA）
およびトリタマゴアルブミン（Albumin, Chicken
Egg 5X Crystalline, EGA）を200 mgずつとり、そ
れぞれを精製水に溶解し、100 mlとした。

2. 測定操作
試験溶液は蛋白質溶液0.5 mlに発色試薬2.0 ml
を加え25℃、10分間反応させ、試薬盲検を対照

にBPB 600 nm、BCG 620 nmおよびBCP 590 nmで
吸光度を測定した。試薬盲検は精製水0.5 mlに
発色試薬2.0 ml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。

Ⅲ. 実験結果

1. 発色と反応溶液pHとの関係
Fig. 1～3はpH1.04～12.90における各色素によ
るHSA、BSAおよびEGAを含む試験溶液の発色
の吸光度を示している。いずれの色素において
も発色の吸光度はpHに依存し、正値のみをとる
BPBとEGAとの反応を別とすれば、酸性側pH領
域で正値、アルカリ性側pH領域で負値となっ
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       　　　Absorption maximum/nm  

   BPB            BCG          BCP

  HSA   605  630            605 

  BSA   605  630            610 

  EGA   610  635            590 

Protein

      　　　 Molar absorptivity  

     BPB     BCG 　  BCP　　　　

    HSA 1.43×105  5.54×104   2.54×104

    BSA 1.52×105  5.78×104   6.56×103

    EGA 5.61×104  1.04×104   8.45×103

Molar absorptivity: l.mol-1.cm-1   

Protein

 　　　  pH  

   BPB BCG 　　  BCP

   HSA   3.0    3.6  　　   5.2 

   BSA   3.0    3.6  　　   4.0 

   EGA   2.4    3.6  　　   4.0 

The absorbance was measured at 600 nm for 
BPB, 620 nm for BCG and 590 nm for BCP 
against a reagent blank.   

Protein

Table 1 The pH where the absorbance reached a 
maximum value in the reactions of the three 
dyes with the HSA, BSA and EGA

Table 2 The apparent molar absorptivity of the colored
product at the pH where the apparent absorbance
reached a maximum value

Table 3 The absorption maximum of the colored product
formed in the reaction of the three dyes with the
three different albumins



た。各蛋白質の反応の特性はTable 1～3にまと
めた。Table 1は各蛋白質の発色が最大に達する
pH（pHmax）を示している。BPBのpHmaxはBSAと
HSAではpH3.0で一致していたが、EGAでは
pH2.4と異なっていた。BCGのpHmaxはアルブミ
ンの生物種によらずpH3.6であった。BCPのpHmax
はBSAとEGAではpH4.0でHSAのpH5.2とは異な
っていた。Table 2はpHmaxにおける各蛋白質の発
色のモル吸光係数を示している。BPBおよび
BCGではBSAのモル吸光係数はHSAに近似し、
EGAに比べ著しく高値であった。一方、BCPで
はBSAおよびEGAのモル吸光係数はHSAに比べ
著しく低値であった。また、Table３は各蛋白質
の発色の吸収極大波長を示している。BPBおよ
びBCGではHSAとBSAは600 nmで一致していた
が、EGAは605 nmでやや長波長であった。BCP
ではHSAが605 nm、BSAが610 nm、EGAが590
nmであり、生物種により異なっていた。

2. 発色が等しくなるpH
BPBおよびBCGでは、BSAのpHmaxはHSAと一

致していたが、このpHにおける発色のモル吸光
係数にはわずかな違いがあった。しかし、吸光
度が正値であるpH領域では、Fig. 1～2で示した

ようにBPBにおいてはpH2.3、BCGにおいては
pH2.8および4.1でBSAの発色はHSAと等しくな
った。しかし、BCPではBSAとHSAの発色には
著しい生物種差があり、Fig. 3のように発色が等
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Fig. 1 Absorption  spectra of the colored products 
formed in the reaction of BPB with the three 
kinds of albumins.
The absorbance was recorded at 600 nm against
a reagent blank. ○: 2.0 g/l HSA, □: 2.0 g/l 
BSA, △: 2.0 g/l EGA.

Fig. 2 Absorption  spectra of the colored products 
formed in the reaction of BCG with the three 
kinds of albumins.
The absorbance was recorded at 620 nm against
a reagent blank. ○: 2.0 g/l HSA, □: 2.0 g/l 
BSA, △: 2.0 g/l EGA.

Fig. 3 Absorption  spectra of the colored products 
formed in the reaction of BCP with the three 
kinds of albumins.
The absorbance was recorded at 590 nm against
a reagent blank. ○: 2.0 g/l HSA, □: 2.0 g/l 
BSA, △: 2.0 g/l EGA.



しくなるpHは存在しなかった。一方、EGAには
HSAの発色と等しくなるpHはいずれの色素にも
存在しなかった。これらの結果から、BSAは
BCPによる測定で、EGAはいずれの色素による
測定でもHSAの代用検量物質として使用できな
いことがわかった。

3. BSAとHSAの発色差の特性
BSAの発色がHSAと等しくなるpHが存在する
BCGおよびBPBを対象にHSAとBSAの発色差と
発色試薬処方（pH、色素濃度および緩衝溶液濃
度）との関係についてさらに検討した。
Fig. 4はBCG試薬中の緩衝溶液濃度を20 v/v%、
pHを2.8、3.0、3.2としたときのHSAとBSAとの
発色差（ΔE=EHSA－EBSA）と色素濃度との関係を
示している。両蛋白質の発色差は色素濃度およ
びpHにより変化した。発色はいずれのpHでも色
素濃度の低い領域においてはHSA＞BSAであっ
たが、色素濃度の高い領域においてはHSA＜
BSAとなり、色素濃度の増加により両蛋白質の
発色の大きさは逆転した。両蛋白質の発色が等
しくなる発色試薬中の色素濃度はpH2.8で0.040

mmol/l、pH3.0で0.037 mmol/l、pH3.2で0.040
mmol/lであった。
Fig. 5はpH2.8、3.0、3.2においてHSAとBSAの
発色が等しくなるBCG試薬中の色素濃度と緩衝
溶液濃度との関係を示している。両蛋白質の発
色が等しくなる色素濃度は緩衝溶液濃度が高く
なるほど大きくなり、緩衝溶液濃度が40 v/v%の
場合、pH2.8で0.091 mmol/l、pH3.0で0.050 mmol/l、
pH3.2で0.055 mmol/l、緩衝溶液濃度が60v/v%の
場合、pH2.8で0.150 mmol/l、pH3.0で0.072 mmol/l、
pH3.2で0.063 mmol/l、緩衝溶液濃度が80 v/v%の
場合、pH2.8では両蛋白質の発色が等しくなる色
素濃度は存在せず、pH3.0で0.090 mmol/l、pH3.2
で0.074 mmol/lであった。
Fig. 6はBPB試薬中の緩衝溶液濃度を20 v/v%、
pHを2.2、2.4、2.6としたときのHSAとBSAとの
発色差（ΔE=EHSA－EBSA）と色素濃度との関係を
示している。両蛋白質の発色差は色素濃度およ
びpHにより変化した。発色は、色素濃度が0.02
mmol/lでpH2.2-2.4の反応を別にすると、色素濃
度の低い領域においてはHSA＜BSAであったが、
色素濃度の高い領域においてはHSA＞BSAとな
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Fig. 4 Relationship  between the absorbance difference   
and the BCG concentration in the color reagent.
The absorbance was recorded at 620 nm against
a reagent blank. EHSA, EBSA and ΔE indicate 
the absorbance of HSA, the absorbance of BSA
and the absorbance difference (ΔE= EHSA－EBSA),
respectively. The buffer volume in the color 
reagent was 20v/v%. ○: pH2.8, □: pH 3.0, △:
pH 3.2.

Fig. 5 Relationship between the dye and buffer 
concentrations in the BCG color reagent at which
the color development of HSA and BSA was 
equal. The absorbance was recorded at 620 nm 
against a reagent blank. ○: pH2.8, □: pH 3.0, 
△: pH 3.2.



り、色素濃度の増加により両蛋白質の発色の大
きさは逆転した。両蛋白質の発色が等しくなる
色素濃度はpH2.2で0.081 mmol/l、pH2.4で0.075
mmol/l、pH2.6で0.077 mmol/lであった。BPBの
場合、緩衝溶液濃度が40 v/v%以上になると、両
蛋白質の発色は色素濃度によらずHSA＞BSAと
なり、両蛋白質の発色が等しくなる色素濃度は
いずれのpHにおいても存在しなかった。

4. 発色が等しくなる試薬処方
HSAとBSAの発色が等しくなるBCG試薬

（pH3.2、色素濃度0.055 mmol/l、緩衝溶液濃度40
v/v%）およびBPB試薬（pH2.6、色素濃度0.077
mmol/l、緩衝溶液濃度20 v/v%）を調製し、発色
と蛋白質濃度との関係を検討し、Fig. 7にその結
果を示した。両蛋白質の発色と蛋白質濃度との
関係は選定した条件下においてほぼ一致し、
BSAはBPBおよびBCGにおけるHSAの代用検量
物質として利用できる特性を有している。

Ⅳ. 考察

３種類のスルホンフタレイン系pH指示薬と
HSA、BSAおよびEGAとの反応において、発色
体を含む試験溶液の吸光度は、BPBとEGAの反
応を除くすべての反応でpHの上昇とともに正値
から負値になる共通の特性を示した。吸光度が
負値になることは、測定波長における試験溶液
の吸光度が試薬盲検のそれよりも低くなること
を示している。pHの上昇とともに発色の吸光度
が正値から負値に変化するかどうかは、反応で
生成する発色体の色素蛋白質複合体と解離型色
素陰イオンの測定波長におけるモル吸光係数の
大小関係に依存することが示されている9-10)。そ
れによると、モル吸光係数の大きさは吸光度が
負値を示す反応では色素蛋白質複合体＜解離型
色素陰イオン、吸光度が負値を示さない反応で
は色素蛋白質複合体≧解離型色素陰イオンであ
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Fig. 6 Relationship between the absorbance difference 
and the BPB concentration in the color reagent.
The absorbance was recorded at 600 nm against
a reagent blank. EHSA, EBSA and ΔE indicate the 
absorbance of HSA, the absorbance of BSA and
the absorbance difference (ΔE= EHSA－EBSA), 
respectively.
The buffer volume in the color reagent was 
20v/v%. ○: pH2.2, □: pH 2.4, △: pH 2.6.

Fig. 7 Calibration curve when the color reagents whose
reactivity with HSA and BSA is equal are used.
The BCG reagent was prepared by mixing 40 
ml of the buffer (pH3.2) and 5.5 ml of the BCG
solution (1mmol/l), and then diluting this to 100
ml with water.
The BPB reagent was prepared by mixing 20 ml
of the buffer (pH2.6) and 7.7 ml of the BPB 
solution (1mmol/l), and then diluting this to 100
ml with water.
○: HSA, □: BSA



る。実験で示したBPBとEGAとの反応は、吸光
度が負値を示さない唯一の例であり、モル吸光
係数が色素蛋白質複合体≧解離型色素陰イオン
の反応と判断される。
他生物種のアルブミンをHSAの代用検量物質
として用いる際には、HSAと他生物種のアルブ
ミンの発色が等しくなる反応条件について精査
する必要がある。反応条件が適切に選定されて
いない場合には、実験結果からも明らかなよう
にHSAとBSAには発色差が生じるはずである。
村本は、HSAとBSAの発色が等しくなる反応条
件が選定されていないことを窺わせる現象を市
販BCG試薬に見出している8)。それによると市販
BCG試薬には発色がHSA＞BSAになるものと、
HSA＜BSAになるものがあるという。このよう
なBSAの発色がHSAの発色よりも高くなる現象
や低くなる現象は、Fig. 4～6から明らかなよう
に発色試薬のpH、色素濃度および緩衝溶液濃度
の選定如何で起こることが理解される。このよ
うな同一色素であってもHSAとBSAの発色が発
色試薬のpH、色素濃度および緩衝溶液濃度の選
定如何により違ってくることは、反応の平衡定
数や生成する色素蛋白質複合体のモル吸光係数
のわずかな違いにより生じることが化学平衡に
基づく解析からも明らかにされている13, 14)。この
ように村本が指摘した市販BCG試薬に見られる
HSAとBSAの発色差に関する現象は、pH、色素
濃度、緩衝溶液濃度の異なる試薬処方条件下で
HSAとBSAが示すと予想される当然の結果の一
部と推定され、その理由は今回の実験結果から
十分に説明される。
実験で示したように、BPBおよびBCGでは

HSAとBSAの発色が等しくなる反応条件が存在
していたが、色素濃度の増加に対するHSAと
BSAの発色の大小関係の変化はBPBとBCGでは
異なっていた。発色強度は低色素濃度領域では
BPBがHSA＜BSA、BCGがHSA＞BSA、一方、
高色素濃度領域ではBPBがHSA＞BSA、BCGが
HSA＜BSAであり、BPBとBCGの反応性の変化
はまったく逆であった。このような変化は、
BCGについては反応の平衡定数や発色体のモル
吸光係数の違い、すなわち平衡定数については
HSA＞BSA、モル吸光定数についてはHSA＜
BSAと仮定することにより説明できることが既
に報告されている14)。しかし、生物種の異なる

アルブミンの発色が等しくなる試薬処方が存在
する必要条件については提示されていない。こ
の点については今後さらに化学平衡に基づく解
析を進め報告する予定である。

Ⅴ. 結語

色素結合法（BPB、BCG、BCP）における
HSA、BSAおよびEGAの発色およびHSAの代用
検量物質としての適用性について検討した。
BPBおよびBCGでは、BSAがHSAと等しい発色
を示す試薬処方が存在し、BSAはHSAの代用検
量物質として使用できる。一方、EGAではいず
れの色素においてもHSAの発色と等しくなる試
薬処方は見出せなかった。
（本論文の一部は2003年5月、第64回分析化学討
論会、2005年9月、日本分析化学会第54年会お
よび2006年5月、第55回日本医学検査学会におい
て発表した）
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