
Ⅰ. 緒言

pH指示薬の蛋白誤差を測定原理とする色素結
合法は、簡便で迅速な点から主に血清アルブミ
ン測定に広く用いられている1-5)。この測定の検
量物質は本来、ヒト血清アルブミン（HSA）で
あるが、安価であることや入手が容易であるこ
とからウシ血清アルブミン（BSA）も代用検量
物質として利用されている6)。BSAをHSAの代用
検量物質に用いる場合、両蛋白質の発色が等し

い条件下で使用する必要があるが、生物種が異
なると、蛋白質の発色は同一反応条件であって
も違ってくることが一般的と考えられる7-9)。
ブロムクレゾールグリーン（BCG）ではBSA
およびHSAの発色比はpH、色素濃度および緩衝
溶液濃度の選定如何で変化し、両蛋白質の発色
が等しくなる試薬処方の存在が実験的に確認さ
れ9)、その理由が化学平衡に基づき説明されてい
る10)。しかし、生物種の異なる蛋白質同士の発
色が等しくなる一般的な条件は明らかにされて
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いない。本論文では、生物種の異なる血清アル
ブミンの発色が等しくなる一般的な条件につい
て蛋白誤差の化学平衡11)に基づき解析した結果
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製品を
用いて以下のように調製した。
緩衝溶液：緩衝溶液は0.1 mol/lクエン酸溶液

と0.2 mol/lリン酸水素二ナトリウム溶液を混合
してpH2.4～4.0とした。pHの調整は東亜化学工
業pHメータ（HG-20）で行なった。
１mmol/lBCG溶液：BCG 0.700 gをエタノール
10 mlでよく溶解し水で全量を1000 mlとした。
発色試薬：緩衝溶液20～80 mlに色素溶液2.0

～8.0 mlを加え水で全量を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）およびウ
シ血清アルブミン（Albumin from Bovine Serum、
BSA）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℃において10分間反応させ、水0.5 ml
に発色試薬2.0 mlを加えて調製した試薬盲検を
対照に日立臨床検査用分光光度計7012により620
nmで吸光度を測定した。

3. 化学平衡に基づく解析
色素結合法の解析は、先に報告したように反
応溶液中では正荷電蛋白質（P+）が解離型色素
陰イオン（D－）のほか、緩衝溶液の共役酸
（HM）に由来する陰イオン（M－）とも反応し、
それぞれ色素蛋白質複合体（PD）および陰イオ
ン蛋白質複合体（PM）を生成するa～dの反応か
ら成る化学平衡が存在すると仮定して得た計算
式（式１）を用いて行った11)。
1) 蛋白誤差の反応様式
a. 色素の解離反応

b. 色素蛋白質複合体（発色体）の生成反応

c. 緩衝溶液共役酸の解離反応

d. 緩衝溶液共役塩基と正荷電蛋白質との反応

KD：色素の解離定数、KPD：色素蛋白質複合体
生成反応の平衡定数、KHM：緩衝溶液の共役酸
の解離定数、KPM：緩衝溶液の共役塩基と正荷電
蛋白質との反応の平衡定数
2) 色素蛋白質複合体（発色体）生成濃度の計算
色素蛋白質複合体生成濃度は緩衝溶液に由来
する陰イオン濃度が蛋白質濃度に比べて著しく
大きいとして得た式１によりpH0～14の範囲で
pHを0.2ずつ変化させて計算した。
(KDKPD[H+]＋KDKPDKHM)[PD]2－([H+]2＋KHM[H+]＋
KHMKPMCM[H+]＋KD[H+]＋KDKHM＋KDKHMKPMCM＋
KDKPDCD[H+]＋KDKPDKHMCD＋KDKPDCP[H+]＋
KDKPDKHMCP)[PD]＋KDKPDCDCP[H+]＋KDKPDKHMCDCP＝
0

[PD]：色素蛋白質複合体生成濃度（mol/l）、
CD：色素濃度（mol/l）、CP：正荷電蛋白質濃度
（mol/l）、CM：緩衝溶液濃度（mol/l）、CX：全蛋
白質濃度（mol/l）、α：正荷電蛋白質の解離度、
KW：水のイオン積、Ka：蛋白質の酸性側鎖の解
離定数、Kb：蛋白質の塩基性側鎖の解離定数

3) 吸光度の計算
EZ：試験溶液の吸光度（対照:試薬盲検）、

EP：試験溶液の吸光度（対照：水）、EB：試薬盲
検の吸光度（対照：水）、εD：解離型色素陰イ
オンの分子吸光係数、n：色素蛋白質複合体の分
子吸光係数（εPD）と解離型色素陰イオンの分
子吸光係数（εD）との比（εPD/εD）
4) 計算に用いた変量値
反応で生成する色素蛋白質複合体濃度および
試験溶液の吸光度は式１および式２の各変量に
次の値を与えて計算した。
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式１ただし、

式２



pKD=4.67、KPD=0.4×107～6×107、KHM=10-3、
KPM=103、pH=3.0～4.0、CD=2×10-5～10×10-5  mol/l、
CM=0.02～0.2 mol/l、CX=1.16×10-5 mol/l、Kw=10-14、
Ka=10-8、Kb=10-2、εD=5.0×104l・mol-1・cm-1、
n=0.51～0.78

Ⅲ. 結果

1. 発色が等しくなる条件
HSAとBSAの発色は同一反応条件下で進行す

るので、式２から明らかなように発色の吸光度
は、pH、色素の解離定数、解離型色素陰イオン
と発色体である色素蛋白質複合体の分子吸光係
数比（n値）および色素蛋白質複合体生成濃度
（[PD]）に依存する。また、色素蛋白質複合体生
成濃度は式１から明らかなように色素濃度、緩
衝溶液濃度、pH、色素の解離定数、反応の平衡
定数の関数である。しかし、色素濃度、緩衝溶
液濃度、pH、色素の解離定数はHSAおよびBSA
の反応に共通であるため、両蛋白質の反応に共
通しない変量である平衡定数のKPDおよびKPMが
異なるときに色素蛋白質複合体生成濃度に差が
生じてくる。そこで、KPD》KPMであるのでKPMを
一定とみなし、HSAとBSAの発色に差をもたら
す平衡定数およびn値と両蛋白質の発色比との関
係について解析する。

HSAとBSAの発色の吸光度をそれぞれEH、EB
とすると、式２から
nH：HSAの反応のn値、nB：BSAの反応のn値、
[PD]H：HSAの色素蛋白質複合体生成濃度、
[PD]B：BSAの色素蛋白質複合体生成濃度
これらの式からEB/EH比は

ここで、色素とHSAおよびBSAとの反応の平
衡定数をそれぞれKPDHおよびKPDBとし、また、ス
ルホンフタレイン系色素では測定波長における
εPD/εD比、すなわち、n値は、０＜n＜１であ
るので12)、nH＜１およびnB＜１とする。
質量作用の法則から反応で生成する色素蛋白

質複合体濃度は平衡定数が大きいほど大きくな
る。したがって、式３からEB/EH比はKPDHとKPDB
およびnHとnBの大小関係から次に示す①～④の
いずれかになる。ただし、吸光度は常に正値と
なるEH＞０かつEB＞０の組み合わせのみをとり、
EH＜０かつEB＜０となる組み合わせは除外する
ものとする。EH＞０かつEB＞０であるので、
nH[H+]+KD (nH－1)＞０およびnB[H+]+KD(nB－1)＞
０である。
①KPDH＞KPDBかつnH＞nBの場合
nH[H+]＋KD(nH－1)＞nB[H+]＋KD(nB－1)および

[PD]H＞[PD]Bであるので、

すなわち、吸光度は常にEH＞EBとなり、HSA
とBSAの発色が等しくなるpHは存在しない。
②KPDH＜KPDBかつn H＜n Bの場合
nH[・H+]＋KD(n H－1)＜nB[H+]＋KD(nB－1)および

[PD]H＜[PD]Bであるので、

すなわち、吸光度は常にEH＜EBとなり、この
場合にもHSAとBSAの発色が等しくなるpHは存
在しない。
③KPDH＞KPDBかつnH＜nBの場合
nH[H+]+KD(nH－1)＜nB[H+]+KD(nB－1)および

[PD]H＞[PD]Bであるので、

したがって、EB/EH比が１よりも大きくなる
か、あるいは１よりも小さくなるかは[PD]Hおよ
び[PD]Bに依存する。
④KPDH＜KPDBかつnH＞nBの場合
nH[H+]+KD(nH－1)＞nB[H+]+KD(nB－1)および

[PD]H＜[PD]Bであるので、

したがって、EB/EH比が１よりも大きくなる
か、あるいは１よりも小さくなるかは[PD]Hおよ
び[PD]Bに依存する。

2. 発色比と試薬処方条件との関係
前述のようにHSAとBSAの発色が等しくなる

可能性のある２条件が明らかになった。EB/EH比
の大きさを決める[PD]Hおよび[PD]Bは式１から
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式３



明らかなように発色反応の平衡定数のほか、pH、
色素濃度、緩衝溶液濃度の関数である。そこで、
これらの変量とEB/EH比との関係についてHSAお
よびBSAの発色反応の平衡定数およびn値が異な
る条件下で検討した。
計算は、KPDHを107、nHを0.6（BCGの値に相当
する）の一定値としてKPDH＞KPDBかつnH＜nBの場
合にはKPDBを0.4×107～0.8×107の範囲で減少さ
せ、nBを0.66～0.78の範囲で増加させ、KPDH＜
KPDBかつnH＞nBの場合にはKPDBを2×107～6×107

の範囲で増加させ、nBを0.51～0.57の範囲で減少
させて行った。
Fig. 1およびFig. 2はnB値およびKPDB値の異なる
条件下におけるEB/EH比と緩衝溶液濃度との関係
を示している。EB/EH比は緩衝溶液濃度の増加に
よりKPDH＞KPDBかつnH＜nBの場合には低下し、
KPDH＜KPDBかつnH＞nBの場合には高まる。また、
EB/EH比はいずれの条件においてもnB値および
KPDB値の増加により大きくなる。EB/EH比が1.0に
なる緩衝溶液濃度はnB値およびKPDB値の増加に
よりKPDH＞KPDBかつnH＜nBの場合には高まり、
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Fig. 1 Relationship between the absorbance ratio of 
HSA and BSA when the n value (=εPD/εD) 
varies (calculated result).
EH: Absorbance of HSA, EB: absorbance of BSA
In the case of KPDH>KPDB and nH<nB: pKD=4.76, 
KPDH=107, KPDB=6×106, CD=10×10-5mol/l, pH4.0,
nH=0.6, nB=0.66 (●); 0.72 (▲); 0.78 (■).
In the case of KPDH<KPDB and nH>nB: pKD=4.76,
KPDH=107, KPDB=2×107, CD=10×10-5mol/l, pH4.0,
nH=0.6, nB=0.51 (○); 0.54 (△); 0.57 (□).

Fig. 2 Relationship between the absorbance ratio of 
HSA and BSA when the equilibrium constant 
varies (calculated result).
EH: Absorbance of HSA, EB: absorbance of BSA
In the case of KPDH>KPDB and nH<nB: pKD=4.76, 
KPDH=107, nH=0.6, nB=0.66, pH4.0, CD=10×10-5

mol/l, KPDB=4×106 (●); 6×106 (▲); 8×106 (■).
In the case of KPDH<KPDB and nH>nB: pKD=4.76, 
KPDH=107, nH=0.6, nB=0.54, pH4.0, CD=10×10-5

mol/l, KPDB=2×107 (○); 4×107 (△); 6×107 (□)

Fig. 3 Relationship between the absorbance ratio of 
HSA and BSA when the pH varies (calculated 
result).
EH: Absorbance of HSA, EB: absorbance of BSA
In the case of KPDH>KPDB and nH<nB: pKD=4.76, 
KPDH=107, KPDB=6×106, CD=10×10-5mol/l, 
nH=0.6, nB=0.66, pH3.4 (●); pH3.8 (▲); 
pH4.0 (■).
In the case of KPDH<KPDB and nH>nB: pKD=4.76, 
KPDH=107, KPDB=2×107, CD=10×10-5mol/l, nH=0.6,
nB=0.54, pH3.4 (○); pH3.8 (△); pH4.0 (□).



KPDH＜KPDBかつnH＞nBの場合には低下する。
Fig. 3およびFig. 4はpHおよび色素濃度の異な
る条件下におけるEB/EH比と緩衝溶液濃度との関
係を示している。EB/EH比は緩衝溶液濃度の増加
によりKPDH＞KPDBかつnH＜nBの場合には低下し、
KPDH＜KPDBかつnH＞nBの場合には高まる。また、
EB/EH比はpHの上昇および色素濃度の増加により
KPDH＞KPDBかつnH＜nBの場合には高まり、KPDH＜
KPDBかつnH＞nBの場合には低下する。いずれの条
件においてもEB/EH比が1.0になる緩衝溶液濃度は
pHの上昇および色素濃度の増加により高まり、
EB/EH比が1.0になる前後の反応条件ではHSAと
BSAの発色強度は逆転する。

3. BCGにおける反応性
Fig. 5およびFig. 6はpHおよびBCG濃度の異な
る条件下におけるEB/EH比と緩衝溶液濃度との関
係を示している。EB/EH比は緩衝溶液濃度の増加
により低下し、pHの上昇および色素濃度の増加

により高まった。また、EB/EH比が1.0になるpH、
色素濃度および緩衝溶液濃度の組み合わせが複

生物試料分析　Vol. 35, No 4 (2012)

－ 313 －

Fig. 4 Relationship between the absorbance ratio of 
HSA and BSA when the dye concentration varies
(calculated result).
EH: Absorbance of HSA, EB: absorbance of BSA
In the case of KPDH>KPDB and nH<nB: pKD=4.76,
KPDH=107, KPDB=6×106, nH=0.6, nB=0.66, pH4.0,
CD=6×10-5mol/l (●); 8×10-5 mol/l (▲); 10×
10-5mol/l (■).
In the case of KPDH<KPDB and nH>nB: pKD=4.76,
KPDH=107, KPDB=2×107, nH=0.6, nB=0.54, pH4.0,
CD=6×10-5mol/l (○); 8×10-5 mol/l (△); 10×
10-5mol/l (□).

Fig. 5 Relationship between the absorbance ratio of 
HSA and BSA and the buffer concentration when
the pH varies (experimental result).
EH: Absorbance of HSA, EB: absorbance of BSA
The BCG concentration in the color reagent was
CD=8×10-5mol/l.
The pH of the BCG color reagent was as follows.
●: pH2.8, ▲: pH3.0, ■: pH3.2.

Fig. 6 Relationship between the absorbance ratio of 
HSA and BSA and the buffer concentration when
the dye concentration varies (experimental result).
EH: Absorbance of HSA, EB: absorbance of BSA
The concentration of BCG in the color reagent 
(pH2.8) was as follows.
●: CD=4×10-5mol/l, ▲: CD=6×10-5mol/l, ■: 
CD=8×10-5mol/l.



数存在し、EB/EH比が1.0になる緩衝溶液濃度は
pHの上昇および色素濃度の増加により高まっ
た。EB/EH比が1.0になる前後の反応条件ではHSA
とBSAの発色強度には逆転が見られた。

Ⅳ. 考察

生体成分の測定において、検量物質の選択は
測定値の精確さを確保するうえで重要である。
一般的に色素結合法では蛋白質の種類で発色が
異なる特性が見られる7-9)。市販BCG試薬では、
HSAとBSAの発色比はメーカーにより異なるこ
とが報告されている13)。また、ブロムクレゾール
パープル（BCP）ではHSAとBSAの発色には著し
い差があり、BSAはHSAの代用標準物質として用
いることが出来ないと報告されている6, 8, 9)。この
ような色素結合法におけるHSAとBSAの発色差
に関する現象は、両蛋白質の発色反応の化学
平衡に関わる諸変量の違いで生じることが実験
および化学平衡に基づく解析から説明されてい
る9, 10, 14)。このような化学平衡に基づく解析は、
実験結果に理論的根拠を与え、発色が反応系の
化学種とどのような関係にあるかや測定に最適
な試薬処方を選択する指標を得る上で有効な方
法と考えられる。
生物種の異なる蛋白質同士の発色が等しくな
る条件は、反応の化学平衡に関わる平衡定数
（KPDHおよびKPDB）および化学種の分光学的特性で
ある分子吸光係数比（n H=εPDH/εD、n B=εPDB/εD）
にKPDH＞KPDBかつnH＜nB、あるいは、KPDH＜KPDB
かつnH＞nBの関係が存在することと推定された。
これらの条件下の計算から生物種の異なる蛋白
質間の発色比は、不変のものではなく、反応系
の緩衝溶液濃度、色素濃度、pHにより変化し、
これらの化学量の組み合わせによっては1.0にな
る可能性が認められた。発色比と緩衝溶液濃度、
色素濃度およびpHとの関係は、発色が等しくな
る条件がKPDH＞KPDBかつnH＜nBであるかKPDH＜KPDB
かつnH＞nBであるかによって異なる。pH、色素
濃度、平衡定数、n値の一定条件下において発
色比は、緩衝溶液濃度の増加により前者の場合
には低下し、後者の場合には高まると推定され
た。また、発色比はpHの上昇および色素濃度の
増加により前者の場合には高まり、後者の場合
には低下すると推定された。Fig. 3およびFig. 4

の計算結果は発色比が1.0になるpH、色素濃度、
緩衝溶液濃度の組み合わせが複数存在すること
と、試薬の処方次第で発色比が1.0よりも大き
くなることも小さくなることもある可能性を示
している。この計算結果は村本13)が報告した、
市販BCG試薬にはHSAとBSAの発色比が1.0より
も大きくなるものと小さくなるものがあるとの
知見と一致している。今回のBCGを用いた実験
ではHSAとBSAの発色比は緩衝溶液濃度の増加
により低下し、pHの上昇および色素濃度の増加
により高まった。また、発色比が1.0となるpH、
色素濃度および緩衝溶液濃度の組み合わせが複
数存在していた。このようなBCGが示すHSAと
BSAの発色比に関する特性は、化学平衡に基づ
く推定結果に一致しており、前述の異種蛋白質
同士の発色が等しくなる条件の妥当性を支持し
ている。またBCGとHSAおよびBSAの反応には
KPDH＞KPDBかつnH＜nBの関係が存在するものと判
断される。

Ⅴ. 結語

色素結合法において、HSAとBSAの発色が等
しくなる条件について化学平衡に基づき解析し
た。HSAとBSAの発色反応の平衡定数および解
離型色素陰イオンと色素蛋白質複合体の分子吸
光係数比にKPDH＜KPDBかつnH＞nBまたはKPDH＞KPDB
かつnH＜nBの関係が存在する場合、両蛋白質の
発色が等しくなる可能性のあることがわかった。
BCGでは発色が等しくなる試薬処方が複数存
在すること、発色比とpH、色素濃度および緩
衝溶液濃度との関係から両蛋白質の反応には
KPDH＞KPDBかつnH＜nBの関係が存在するものと結
論付けられた。

(2003年5月開催の第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2012年
3月開催の第22回生物試料分析科学会年次学術集
会において一部発表した)
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