
Ⅰ. 緒言

pH指示薬の蛋白誤差による発色は、血清アル
ブミン（HSA）などの測定に応用されている1), 2)。
この蛋白質と色素の結合に基づく発色は無機塩
により低下し、その反応様式が多種類の無機塩
を用いた検討から提示されている3), 4)。pH指示薬
の吸収スペクトルは、蛋白誤差により著しく変
化するが、無機塩存在下における発色の可視部
領域の分光学的特性が提示されている反応様式
にしたがっているかどうかは検討されていない。
本論文では、無機塩存在下における蛋白誤差
による発色の吸収スペクトルの特性について、

蛋白誤差の化学平衡に基づく計算3)および３種類
の色素{ブロムフェノールブルー（BPB）、ブロ
ムクレゾールグリーン（BCG）、ブロムクレゾ
ールパープル（BCP）}および体液中の代表的な
電解質であるNaClを用いた実験により検討した
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製品を
用いて以下のように調製した。
緩衝溶液：0.1 mol/lクエン酸溶液と0.2 mol/lリ
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ン酸水素二ナトリウム溶液を混合し、東亜化学
工業pHメータ（HG-20）を用いてpH3.0、3.6、
5.0に調整した。
色素溶液：BPB、BCGおよびBCPを１mmolず
つ秤量し、エタノール10 mlでよく溶解し、水で
別々に溶解し1000 mlとした。
発色試薬：緩衝溶液20 ml、色素溶液10 mlに

水を加えて100 mlとした。pHはBPBがpH3.0、
BCGがpH3.6、BCPがpH5.0とした。
２g/lHSA溶液：HSA 200 mgを水に溶解して

100 mlとした。

2. 測定操作
試験溶液はHSA溶液0.5mlに１mol/l NaCl溶液

0～0.5 mlを加え水で全量を1.0 mlとし、発色試
薬4.0 mlを加えた。25℃、10分間反応後に水を
対照に日立臨床検査用分光光度計7012により吸
収スペクトルを測定した。

3. 化学平衡に基づく解析
無機塩共存下では正荷電蛋白質（P＋）は、非
解離型色素（HD）から生じた解離型色素陰イオ
ン（D－）と結合し発色体である色素蛋白質複合
体（PD）を生成するほか、緩衝溶液の共役酸
（HM）に由来する陰イオン（M－）および試料
中の共存陰イオン（Y－）とも結合し無色の複合
体（PM、PY）を生成することが提示されてい
る3), 4)。この反応系の非解離型色素濃度、解離型
色素陰イオン濃度、発色体濃度およびこれらの
化学種が示す吸光度とNaCl添加濃度との関係に
ついて解析した。以下に蛋白誤差の反応様式、
反応系の化学種濃度および吸光度の計算式なら
びに計算に用いた変量値を示す。

(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

e. 共存陰イオンと正荷電蛋白質との反応

(2) 試験溶液中の化学種濃度の計算
1)色素蛋白質複合体濃度
(KDKPD[H+]＋KDKPDKHM)[PD]2－([H+]2＋KHM[H+]＋
KPYCY[H+]2＋KHMKPYCY[H+]＋KHMKPMCM[H+]＋
KD[H+]＋KDKHM＋KDKPYCY[H+]＋KDKHMKPYCY＋
KDKHMKPMCM＋KDKPDCD[H+]＋KDKPDKHMCD＋
KDKPDCP[H+]＋KDKPDKHMCP)[PD]＋KDKPDCDCP[H+]＋
KDKPDKHMCDCP＝0…………………………式１
ただし、

[PD]：色素蛋白質複合体濃度、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、KPY：試料中の共存陰イオンと正荷電
蛋白質との反応の平衡定数、CD：色素濃度、
CP：正荷電蛋白質濃度、CM：緩衝溶液濃度、
CY：試料中の共存陰イオン濃度、CX：全蛋白質
濃度、α：正荷電を生じる蛋白質の解離度、
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
2) 解離型色素陰イオンと非解離型色素の濃度

(3) 吸光度の計算

ED：解離型色素陰イオンの吸光度、EHD：非解離
型色素の吸光度、EPD：色素蛋白質複合体の吸光
度、εD：解離型色素陰イオンの分子吸光係数、
εHD：非解離型色素の分子吸光係数、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）の比（εPD/εD）
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H D        H+＋ D－                                                                   ＝  KD　　→←
[H+][D－]

[HD]

P+ ＋D－         P D                                                 ＝  KPD→ ← 
[PD]

[P+][D－]

H M　　H+ ＋ M－ → ← ＝  KHM
[H+][M－]

[HM]

P+ ＋ M－        P M                                               ＝  KPM→ ← 
[PM]

[P+][M－]

P+ ＋ Y－        P Y                                               ＝  KPY→ ← 
[PY]

[P+][Y－]

CP  ＝  αCX  ＝
CX

  Kw　　　  KaKw

 Kb[H+]　　  Kb[H+]21  ＋　　　　＋  

ED  ＝　　　　　　　　　　EHD ＝ εHD(CD － [D－] － [PD]) 　

EPD ＝nεD[PD] 

εDKD(CD － [PD])

[H+]  ＋  KD

[D－]  ＝　　　　　　　　　[HD]  ＝  CD － [D－] －[PD]  
KD(CD  －  [PD])

[H+]  ＋  KD



(4) 計算に用いた変量値
pKD=3.98; 4.67; 6.30, KPD=107, KHM=10-3, KPM=102,
KPY=103, pH=3.0; 3.6; 5.0, CD=8×10-5 mol/l, CM=0.02
mol/l, CY=0～0.5 mol/l, CX=1.16×10-5 mol/l, KW=10-14,
Ka=10-8, Kb=10-2, εD=4.39×104lmol-1cm-1 (BPB);
2.38×104lmol-1cm-1 (BCG); 6.83×104lmol-1cm-1

(BCP), εHD=1.82×104lmol-1cm-1 (BPB); 1.10×
104lmol-1cm-1 (BCG); 2.41×104lmol-1cm-1 (BCP),
n=0.5 (BCPの場合); 0.6 (BCGの場合); 0.9 (BPBの
場合).

Ⅲ. 結果

1. 実験から得られた特性
Fig. 1（A）、（B）、（C）は、NaCl存在下と非

存在下におけるBPB、BCGおよびBCPの試験溶
液の吸収スペクトル（対照：水）を示す。吸収
スペクトルは２峰性を示し、吸収極大波長は
BPBでは600 nmおよび435 nm、BCGでは620 nm
および440 nm、BCPでは590 nmおよび430 nmで
あった。このようにいずれの色素にも吸収極大
波長は、未反応の解離型色素陰イオンおよび生
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Fig. 1 Absorption spectra of the color development. 
(A): BPB, (B): BCG, (C): BCP. The absorption
spectra were measured against water.
Solid line: in the absence of NaCl 
Dotted line: in the presence of NaCl (0.5 mol/l)
Protein concentration: 1g/l HSA

Fig. 2 Relationship between the absorbances of the test
solution in a long wavelength and a short 
wavelength and NaCl concentration.
The absorbances were measured against water at
600 nm (BPB: ●),  620 nm (BCG: ▲) and 590
nm (BCP: ■).
The absorbances were measured against water at
435 nm (BPB: ○), 440 nm (BCG: △) and 430 
nm (BCP: □).



成した色素蛋白質複合体の吸収に由来する長波
長側の590 nm～620 nmと非解離型色素の吸収に
由来する短波長側の430 nm～440 nmに存在した。
NaCl存在下（0.5 mol/l）ではいずれの色素の反
応でも吸光度は長波長側で低下し、短波長側で
上昇した。
Fig. 2は３種類の色素とHSAとの反応における
長波長側および短波長側の吸光度とNaCl濃度と
の関係を示す。吸光度はNaCl濃度の増加ととも
に長波長側で低下し、短波長側で上昇した。し
かし、NaClの異なる条件下における長波長側と
短波長側の吸光度には、Fig. 3のように高い負相
関が認められた。

2. 化学平衡による解析から得られた特性
1) 反応系の化学種濃度
Fig. 4は酸解離指数（pKD）が3.98の色素（BPB
に相当）における反応系の化学種（非解離型色
素、解離型色素陰イオンおよび色素蛋白質複合
体）濃度とNaCl濃度との関係を示す。反応系の
化学種は、共存陰イオンと正荷電蛋白質との結
合により正荷電蛋白質が減少するため、発色体
の色素蛋白質複合体濃度は低下する。その結果、

未反応の非解離型色素および解離型色素陰イオ
ンの濃度は増加する。同様の結果はpKD=4.67
（BCGに相当）およびpKD=6.3（BCPに相当）の
色素の反応でも得られた。
2) 吸光度の変化
pKD=3.98の色素における試験溶液の吸光度で

みると、Fig. 5のようにNaCl濃度の増加により
吸光度は、解離型色素陰イオンおよび発色体が
示す長波長側で低下し、非解離型色素が示す短
波長側で上昇する。同様の結果はpKD=4.67およ
びpKD=6.3の色素の反応でも得られた。このよう
にNaClにより試験溶液の吸光度は変化するが、
NaCl濃度の異なる条件下における長波長側と短
波長側の吸光度にはFig. 6のような高い負相関が
存在する。計算で得られたNaClによる長波長側
の吸光度の低下および短波長側の吸光度の上昇、
ならびに長波長側と短波長側の吸光度間の高い
負相関は実験結果と一致している。
3) 色素蛋白質複合体生成に関与しない解離型色
素陰イオンの変化
NaCl存在下で正荷電蛋白質の一部と結合でき
なくなった解離型色素陰イオンの挙動について
検討した。Fig. 7はNaCl添加前後における非解
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Fig. 3 Correlation  between the absorbances measured in
a long wavelength and a short wavelength.
Absorbance A: absorbance at 600 nm (BPB: ○),
at  620 nm (BCG: △), and at 590 nm (BCP: □)
Absorbance B: absorbance at 435 nm (BPB: ○),
at 440 nm (BCG: △), and at 430 nm (BCP: □)

Fig. 4 Relationship between the concentrations of the 
chemical species and NaCl concentration (calcu-
lated result). 
Calculation conditions: pKD=3.98, KPD=107, 
KPY=103, CD=8×10-5 mol/l, CX=1.16×10-5mol/l,
pH3.0.
○: Dye-protein complex (PD), □: Dissociated
dye anion (D－), △: Undissociated dye (HD).



離型色素濃度および解離型色素陰イオン濃度か
ら計算した、解離型色素陰イオンの非解離型色
素への変化率（％）およびその残存率（％）を
示す。色素蛋白質複合体の生成に関与しなくな
った解離型色素陰イオンのほとんどは非解離型
色素に変化し、解離型色素陰イオンのまま残存
する割合は小さい。

Ⅳ. 考察

HSAは、イオン、界面活性剤、脂質、色素な
ど、様々な物質と結合する多分子結合能を有す
る5)-7)。蛋白誤差によるHSAの発色への無機塩の
影響は、解離型色素陰イオンと結合し発色体を
生成する、正荷電蛋白質が共存陰イオンとも結
合するため生じると解釈されている3), 4)。陰イオ
ンの反応への関与を示す現象としては、発色の
低下度が陰イオンの共通する無機塩（NaCl、
KCl、RbCl、CsClなど）の添加では無機塩の種
類によらず等しくなるが、陽イオンの共通する
無機塩（NaCl、NaBr、NaIなど）の添加では無

機塩の種類で異なることが挙げられている3), 4)。
スルホンフタレイン系色素は、変色範囲内の酸
性側pH領域で蛋白質により黄色から青色に変化
し、NaClの添加で長波長側吸光度（青色吸光
度）の低下と短波長側吸光度(黄色吸光度)の上
昇が生じたが、青色吸光度と黄色吸光度には高
い負相関が見られた。このNaClによる青色吸光
度の低下と黄色吸光度の上昇は、長波長側に吸
収を示す化学種の減少および短波長側に吸収を
示す非解離型分子の増加を意味している。また、
長波長側と短波長側の吸光度間の高い相関関係
は、両波長領域に吸収を示す化学種の増減に定
量的な関係が存在することを示している。
化学平衡に基づく計算では、無機塩添加によ
り化学種濃度は発色体である色素蛋白質複合体
が減少し、非解離型色素および解離型色素陰イ
オンが増加する。吸光度は非解離型色素の吸収
がある短波長側で増加し、解離型色素陰イオン
および色素蛋白質複合体の吸収がある長波長側
で減少する。この長波長側と短波長側の吸光度
の増減に関する計算結果は、実験結果と一致し
ているが、長波長側に吸収を示す解離型色素陰
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Fig. 5 Relationship between the color development and
NaCl concentration (calculated result).
Calculation conditions: pKD=3.98, KPD=107, 
KPY=103, CD=8×10-5 mol/l, CX=1.16×10-5 mol/l,
pH 3.0
○: absorbance of the undissociated dye in a 
short wavelenght against water.
△: total absorbance of the dye-protein complex
and the dissociated dye anion in a long 
wavelength against water.

Fig. 6 Correlation  between the absorbances measured
in a long wavelength and a short against water 
(calculated result).
Absorbance A: absorbance measured in a long 
wavelength. Absorbance B: absorbance measured
in a  short wavelength.
○: pKD=3.98, △: pKD=4.67, □: pKD=6.30.



イオン濃度は増加している。解離型色素陰イオ
ン濃度の増加にも関わらず長波長側の吸光度が
低下する現象は、色素蛋白質複合体濃度の減少
による吸光度の低下のほうが解離型色素陰イオ
ン濃度の増加による吸光度の上昇よりも大きい
ことを示している。解離型色素陰イオンによる
吸光度の上昇が小さい理由は、無機塩存在下で
は共存陰イオンと正荷電蛋白質との結合により
余剰となる解離型色素陰イオンがそのままの化
学種としてはほとんど残存せず、Fig. 7のように
90％以上が短波長側に吸収を示す非解離型色素

に変化するためと解釈される。
このように提示されている反応様式に基づく
計算結果は、３種類の色素で実測された無機塩
存在下における可視部領域の吸収スペクトル変
化の特性を再現しており、無機塩による発色の
低下が共存陰イオンの正荷電蛋白質への結合に
より生じることを裏付けている。

Ⅴ. 結語

無機塩存在下で見られる蛋白誤差による発色
の可視部領域における分光学的変化の特性は、
共存陰イオンが解離型色素陰イオンと競争的に
正荷電蛋白質と結合するとの反応様式にしたが
っている。
（2012年6月開催の第61回日本医学検査学会に
おいて一部発表した）
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Fig. 7 Existence rate of the chemical species in the 
presence of NaCl (calculated result).
Undissociated dye (HD)
●: pKD=3.98, pH3.0, ▲: pKD=4.67, pH3.6, ■:
pKD=6.30, pH5.0.
Dissociated dye anion (D-)
○: pKD=3.98, pH3.0, △: pKD=4.67, pH3.6, □:
pKD=6.30, pH5.0.
Calculation conditions: KPD=107, KPY=103, CD=4×
10-5 mol/l, CX=1.16×10-5 mol/l, KHM=10-3, 
CM=0.02 mol/l.


