
Ⅰ. 緒言

pH指示薬の蛋白誤差1)を利用した色素結合法
において、界面活性剤は蛋白質の溶解性および
発色を高め、検量線の直線性を拡大させるほ
か2)、発色が最大に達するpHや発色に伴う吸光度
増加が起こる上限pHを高pH側に移動させる3, 4)。
一方、アルブミンの発色はpH5)や緩衝溶液濃度6)

のほか、試料中の無機塩濃度7)によっても変化す
る。これらの反応関与因子のうち、無機塩は界
面活性剤非存在下で正荷電蛋白質との結合を介
して蛋白質の発色を低下させるが、界面活性剤
存在下における発色への影響の特性については
明確ではない。本論文では体液中でもっとも存
在量の多い無機塩であるNaClの影響について、

非イオン性界面活性剤のBrij 35（ポリオキシエ
チレン(23)ラウリルエーテル）2, 8, 9)、Triton X-100
（ポリオキシエチレン(10)オクチルフェニルエー
テル）10)およびTween 20（ポリオキシエチレン
(20)ソルビタンモノラウレイト）と臨床応用さ
れているフタレイン系色素のブロムフェノール
ブルー（BPB）5)、ブロムクレゾールグリーン
（BCG）2)およびブロムクレゾールパープル
（BCP）9, 10)を用いて検討した結果を報告する。

Ⅱ. 方法

1. 試薬
測定試薬は和光純薬から購入した試薬を用い
て調製した。
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緩衝溶液：緩衝溶液は0.1 mol/Lクエン酸溶液
と0.2 mol/LNa2HPO4溶液を混合して調製した。
pHの調整は東亜化学工業HM-30G pHメータによ
り行った。
１mmol/L 色素溶液：BPB 0.670 g、BCG 0.698
gおよびBCP 0.540 gをとり、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
1000 mLとした。
10 g/L界面活性剤溶液：Brij 35、Triton X-100お
よびTween 20を1.0 gずつとり、Brij 35は温めた
精製水約40 mLで溶解し室温まで冷却後、精製
水を加え100 mLとした。Triton X-100および
Tween 20は精製水に溶解し100 mLとした。
発色試薬：緩衝溶液20 mLに１mmol/L色素

（BPB、BCG、BCP）溶液10 mLおよび10 g/L界
面活性剤（Brij 35、Triton X-100、Tween 20）溶
液10～40 mLを加え、精製水で全量を100 mLと
した。発色試薬pHはBPBが3.0、BCGが3.6、BCP
が5.0とした。

２g/L蛋白質溶液：ヒト血清アルブミン（HSA）
を200 mgとり、精製水で100 mLとした。溶液は
冷蔵保存した。

2. 測定操作
試験溶液は２g/L HSA溶液0.5 mLと0.5 mol/L
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Fig. 1 Effect of NaCl on the BPB color reaction in the
presence of detergents.
The concentrations of detergent, dye and buffer   
in the color reagent were 2 g/L, 0.1 mmol/L and
20 v/v% , respectively. The NaCl concentration
indicates that of a sample. The protein concen-
tration in a sample was 1g/L HSA. The relative
absorbance is expressed 100 when no NaCl is 
added.
●: no added, □: Brij 35, △: Triton X-100, ○:
Tween 20

Fig. 2 Effect of NaCl on the BCG color reaction in the
presence of detergents.
●: no added,  □: Brij 35,  △: Triton X-100,  ○:
Tween 20

Fig. 3 Effect of NaCl on the BCPcolor reaction in the 
presence of detergents.
●: no added,  □: Brij 35,  △: Triton X-100,  ○:
Tween 20



NaCl 0.5 mLを混合したものを試料とし、発色試
薬4.0 mLを加え、25℃で10分間反応させた。次
いで吸光度は精製水を対照として測定した
（BPB: 600 nm、BCG: 620 nm、BCP: 590 nm）。
試薬盲検は水1.0 mLに発色試薬4.0 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。

3. 相対発色強度の計算
NaCl添加後の発色は、NaCl添加前の発色を

100とする相対発色強度（Rab）で表し次式によ
り計算した。

EPA: NaCl添加後の試験溶液の吸光度（対照：精
製水）
EPB: NaCl添加前の試験溶液の吸光度（対照：精
製水）
EB: NaCl添加前の試薬盲検の吸光度（対照：精
製水）

Ⅲ. 結果

1. 界面活性剤存在下におけるNaClの影響
発色試薬中のBrij 35、Triton X-100および

Tween 20濃度（２g/L）の一定条件下でBPB、
BCGおよびBCPによるHSAの発色とNaCl濃度
（試料中の濃度）との関係について検討し、そ
の結果をFig.１～３に示した。発色はいずれの
色素においても界面活性剤存在下でもNaClによ
り低下したが、その相対発色強度には違いが見
られた。BPBの相対発色強度はTween 20では界
面活性剤非存在下と同程度であったが、Brij 35
およびTriton X-100では界面活性剤非存在下より
も小さくなった。BCGの相対発色強度はTriton
X-100およびTween 20では界面活性剤非存在下
と同程度であったが、Brij 35では界面活性剤非
存在下よりも小さくなった。BCPの相対発色強
度はBPBおよびBCGとは異なり、いずれの界面
活性剤存在下でも界面活性剤非存在下よりも著
しく大きくなった。
界面活性剤間で比較すると、相対発色強度は
BPBおよびBCGにおいてはTween 20存在下で、
BCPにおいてはTriton X-100存在下で最も大きく
なった。

2. 界面活性剤濃度とNaClの影響
NaCl濃度（試料中濃度：0.25 mol/L）の一定

条件下で発色と界面活性剤濃度との関係につい
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Fig. 4 Effect of detergent concentration on the BPB 
color reaction in the presence of NaCl. 
The concentrations of dye and buffer in the color
reagent were 0.1 mmol/L and 20 v/v%, respec-
tively. The detergent concentration indicates that
of the color reagent. The concentrations of NaCl
and HSA in a sample were 0.25 mol/L. and 1 g/L,
respectively. The relative absorbance is expressed
100 when no NaCl is added.
□: Brij 35,  △: Triton X-100,  ○: Tween 20

Fig. 5 Effect of detergent concentration on the BCG 
color reaction in the presence of NaCl.
□: Brij 35,  △: Triton X-100,  ○: Tween 20

Rab ＝                   × 100
EPA － EB

EPB － EB

式１



て検討し、その結果をFig.４～６に示した。
NaCl濃度が同一であっても相対発色強度は界面
活性剤濃度の影響を受けた。BPBの相対発色強

度は界面活性剤濃度の増加とともに小さくなっ
た。BCGの相対発色強度はTween 20では添加濃
度０～３g/Lで大きくなり、Brij 35では添加濃度
０～３g/Lで小さくなった。一方、Triton X-100
では、界面活性剤濃度によって相対発色強度に
変化はなかった。BCPの相対発色強度は界面活
性剤濃度の増加とともに著しく大きくなった。
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Fig. 6 Effect of detergent concentration on the BCP 
color reaction in the presence of NaCl.
□: Brij 35,  △: Triton X-100,  ○: Tween 20

Fig. 7 Effect of  BPB concentration on the color reaction
in the presence of NaCl.
The concentrations of detergent and buffer in 
the color reagent were 2 g/L and 20 v/v%, respec-
tively. The dye  concentration indicates that of the
color reagent. The concentrations of NaCl and 
HSA  in a sample were  0.25 mol/L, and 1 g/L, 
respectively. The relative absorbance is expressed
100 when no NaCl is added.
□: Brij 35,  △: Triton X-100,  ○: Tween 20

Fig. 8 Effect of  BCG concentration on the  color 
reaction in the presence of NaCl.
□: Brij 35,  △: Triton X-100,  ○: Tween 20

Fig. 9 Effect of  BCP concentration on the  color 
reaction in the presence of NaCl.
□: Brij 35,  △: Triton X-100,  ○: Tween 20



3. 色素濃度とNaClの影響
NaCl濃度（試料中濃度：0.25 mol/L）および

界面活性剤濃度（２g/L）の一定条件下で発色と
色素濃度との関係について検討し、その結果を
Fig.７～９に示した。NaCl濃度が同一であって
も相対発色強度は色素濃度の影響を受けた。
BPBの相対発色強度はいずれの界面活性剤でも
色素濃度0.02～0.06 mmol/Lでやや小さくなった
が、それ以上の濃度領域で一定傾向を示した。
BCGの相対発色強度はTriton X-100およびTween
20では色素濃度0.02～0.06 mmol/Lで、Brij 35で
は色素濃度0.02～0.08 mmol/Lで小さくなったが、
それ以上の濃度領域で一定傾向を示した。BCP
の相対発色強度は色素濃度の増加とともにBrij
35およびTriton X-100では小さくなり、Tween 20
では色素濃度0.02～0.04 mmol/Lで大きくなり、
それ以上の濃度で小さくなった。

4. 試験溶液および試薬盲検の発色とNaCl濃度と
の関係
前述のようにBCPの相対発色強度は界面活性

剤非存在下でNaClにより著しく小さくなり、界
面活性剤存在下で著しく大きくなる特性が見ら
れた。この原因を探るため、界面活性剤存在下
および非存在下における試験溶液および試薬盲
検の吸光度とNaCl濃度との関係について検討し
た。Fig. 10は界面活性剤非存在下における結果
を示している。試験溶液の吸光度はいずれの色
素の場合にもNaCl濃度の増加とともに低下し
た。一方、試薬盲検の吸光度はBPBではやや増
加し、BCGではほぼ一定であったが、BCPでは
NaCl濃度の増加とともに低下した。Fig. 11はBrij
35存在下における結果を示している。試験溶液
の吸光度はいずれの色素の場合にもNaCl濃度の
増加とともに低下した。一方、試薬盲検の吸光
度はBPBおよびBCGではほぼ一定であり、BCP
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Fig. 10 Effect of NaCl on the color development of the
test and  blank  solutions in the absence of 
detergent.
The concentrations of dye and buffer  in the 
color reagent were 0.1 mmol/L and 20 v/v%, 
respectively. The NaCl concentration indicates 
that of a sample. The HSA concentration in a 
sample was 1 g/L. The absorbance was recorded
against water.
Blank solution: △(BPB), □(BCG), ○(BCP)
Test solution: ▲(BPB), ■(BCG), ●(BCP)

Fig. 11 Effect of NaCl on the color development of the
test and blank solutions in the presence of 
detergent.
The concentrations of Brij35, dye and buffer in
the color reagent were 2 g/L, 0.1mmol/L and 20
v/v%, respectively. The NaCl concentrations 
indicates that of a sample. The protein concen-
tration in a sample was 1 g/L HSA. The 
absorbance was recorded against water.
Blank solution: △(BPB), □(BCG), ○(BCP)
Test solution: ▲(BPB), ■(BCG), ●(BCP)



でもNaClによる吸光度の低下は界面活性剤非存
在下に比べて小さくなった。

Ⅳ. 考察

色素結合法による血清アルブミン測定におい
て、界面活性剤は蛋白質の混濁を抑制するなど
の特性2-4)に加え、NaCl存在下の相対発色強度に
も影響することがわかった。NaClの影響の程度
は色素および界面活性剤の種類とそれらの濃度
により異なった。色素ごとに見ると、NaClの影
響の程度は、界面活性剤非存在下に比べてBPB
ではBrij 35およびTriton X-100において、BCGで
はBrij 35において大きくなった。しかしBCPで
はNaClの影響の程度は検討した界面活性剤のい
ずれにおいても著しく縮小し、BPBおよびBCG
に見られた特性とは異なっていた。NaClの影響
の程度はBPBおよびBCGにおいてはTween 20存
在下で、BCPにおいてはTriton X-100存在下で最
小となった。このようにNaClの影響の程度は存
在する界面活性剤の種類で異なることから、色
素結合法の組み立てに際しては無機塩の影響を
考慮した界面活性剤の選択が重要である。
界面活性剤存在下の蛋白誤差による発色の特
性2, 3, 11)は、次の７つの素反応からなる反応モデ
ルにより説明される3)。
この反応モデルによれば、NaClに由来する陰
イオン（Y－）は素反応⑦のように正荷電蛋白質

（P＋）と結合し陰イオン蛋白質複合体（PY）を
生成する。そのため、解離型色素陰イオン（D－）
と反応する正荷電蛋白質の減少により発色体で
ある色素蛋白質複合体（PD）の生成量が減少し
発色は低下すると推定される。実験結果はこの
推定結果と一致しており、反応モデルにしたが
っていた。しかし、界面活性剤存在下における
NaClの影響の方向は前述のようにBPBおよび
BCGとBCPではまったく異なっていた。
NaClによるBCPの相対発色強度が界面活性剤
存在下で大きくなる理由は次のように考えられ
る。BPB、BCGおよびBCPのいずれの場合にも
上記の素反応④、⑤、⑥、⑦は共通しているこ
とから、これらの素反応はNaClの影響が色素に
より異なることの原因にはなりえない。色素ご
との相違点は素反応①で生成する解離型色素陰
イオン（D－）、素反応②で生成する発色体の色
素蛋白質複合体（PD）および素反応③で生成す
る界面活性剤色素複合体（SHD）であり、NaCl
の影響が色素により異なることの理由はこれら
の物質のいずれかの特性に求められるものと推
定される。
BCPがBPBおよびBCGと異なる点は、Fig. 10

で示したように界面活性剤非存在下では試薬盲
検の吸光度がNaCl濃度の増加とともに低下する
ことである。このことからNaClを添加した試験
溶液中に存在する未反応の色素が示す吸光度は
NaCl非添加の試薬盲検中の色素が示す吸光度よ
りも小さくなるはずである。そのためNaCl添加
の試験溶液の吸光度からNaCl非添加の試薬盲検
の吸光度を差し引き得られる吸光度差（ΔE）
は、試験溶液中の発色体が実際に示す吸光度よ
りも過少に算出される。その結果、このΔEか
ら式１で求めた相対発色強度は実際の値よりも
小さくなる。Fig.３のBCPに見られた界面活性剤
非存在下における相対発色強度の著しい低下は、
試験溶液中の色素の吸光度がNaCl濃度の増加と
ともに低下することにより引き起こされた現象
と結論づけられる。一方、界面活性剤存在下で
相対発色強度がBPBおよびBCGと同程度になっ
たことは、NaClを添加した試薬盲検の吸光度変
化がFig. 11のように小さくなった結果と判断さ
れる。
界面活性剤非存在下の試薬盲検中に存在する
BCPの化学種は、非解離型分子および解離型分

生　物　試　料　分　析

－ 271 －

①色素（HD）の解離 

  HD 　    H＋＋D－ 

②色素蛋白質複合体（PD）の生成 

  P＋＋D－ 　    PD　　P＋: 正荷電蛋白質 

③界面活性剤色素複合体（SHD）の生成 

  S＋HD 　    SHD　　S: 界面活性剤 

④界面活性剤蛋白質複合体（PS＋）の生成 

  P＋＋S 　    PS＋ 

⑤緩衝溶液共役酸（HM）の解離 

  HM 　    H＋＋M－ 

⑥共役酸陰イオン蛋白質複合体（PM）の生成 

  P＋＋M－ 　    PM 

⑦共存陰イオン蛋白質複合体（PY）の生成 

  P＋＋Y－ 　    PY　　Y－: 共存陰イオン 



子である。測定波長の590 nmの吸光度は解離型
BCPによるものであり、NaCl添加による試薬盲
検の吸光度の低下は、解離型分子濃度の減少、
すなわち非解離型分子濃度の増加を意味するも
のとも考えられる。しかし、非解離型BCPの示
す430 nmの吸光度は590 nmの吸光度の著しい低
下にもかかわらずわずかに増加したにすぎなか
った。このことは、NaCl添加により生じた試薬
盲検の吸光度低下は解離型分子濃度の減少によ
るものではなく、解離型分子のモル吸光係数の
低下によりもたらされたものではないかと考え
られる。

Ⅴ. 結語

界面活性剤存在下の蛋白誤差による発色に及
ぼすNaClの影響について、３種の色素（BPB、
BCG、BCP）と３種の界面活性剤（Brij 35、
Triton X-100、Tween 20）を用いて検討し、次の
結果を得た。
1. NaClの影響の程度は、界面活性剤および色素
の種類とこれらの濃度により異なる。
2. NaClの影響の程度は、界面活性剤存在下のほ
うが界面活性剤非存在下に比べて BPBおよび
BCGでは同じかあるいは大きくなり、BCPでは
著しく小さくなる。
3. NaClの影響の程度は、BPBおよびBCGでは
Tween 20存在下で、BCPではTriton X-100存在下
で最小になる。
4. 界面活性剤非存在下におけるBCPの相対発色
強度の著しい低下は、試薬盲検の吸光度がNaCl
存在下で低下することにより生じる現象と判断
される。
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