
Ⅰ. 緒言

尿に排泄される抱合型ビリルビンの測定は、
閉塞性黄疸、肝実質性黄疸などのスクリーニン
グに有用である。試験紙法による尿ビリルビン
の測定には、ジアゾカップリング反応が応用さ
れている1, 2)。この反応は、ジアゾニウム塩が
種々の物質と求電子置換反応し3)、発色体を生成
するため、臨床検査においてもビリルビンをは
じめとしてバニリルマンデル酸、亜硝酸、ウロ
ビリノゲン、白血球エステラーゼなどの測定に
応用されている。しかし、この反応にはpH依存
性がある3-6)。尿のpHは、食事や運動などの生理
的要因によりpH5～8の範囲で変動する。そのた

め、試験紙を尿に浸漬すると、検出試薬中のpH
が変化し、反応は尿pHの妨害を受ける可能性が
ある。そこで、試験紙法によるビリルビン測定
におけるpHの影響の特性について、血清ビリル
ビン代用標準物質として評価されている水溶性
のジタウロビリルビン7)および臨床応用されてい
る2,4－ジクロロアニリンのジアゾニウム塩1, 2)を
用いて分光学的に検討した。

Ⅱ. 方法

1. 試薬
測定試薬は和光純薬社製の試薬を用いて文献8)

に従い次のように調製した。
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1.5％塩酸溶液：５mol/L HCl 7.5 mLを精製水
に溶かし、500 mLにした。
５mmol/L芳香族第一アミン溶液：2,4-ジクロ

ロアニリン（和光純薬工業　046-28142）を2.5
mmolとり、1.5％塩酸に溶かし、500 mLにした。
５g/L亜硝酸ナトリウム溶液：亜硝酸ナトリウ
ム（和光純薬工業　195-02562）0.5 gを精製水に
溶かし、100 mLにした。
ジアゾ二ウム塩溶液：５mmol/L 2,4-ジクロロ
アニリン溶液10 mLに５g/L亜硝酸ナトリウム溶
液を0.6 mL加え、ジアゾ化が完了したと考えら
れる時間が経過した後、使用した。
100 mg/Lジタウロビリルビン溶液：ジタウロ
ビリルビン2ナトリウム（和光純薬工業　554-
64251）10 mgを精製水に溶かし、100 mLにし
た。
クエン酸-Na2HPO4緩衝溶液（pH5～8）：0.1

mol/Lクエン酸溶液と0.2 mol/L Na2HPO4溶液を混
合し、pH5～8の緩衝溶液を調製した。
0.1 mol/L尿中成分溶液：クレアチニン、馬尿
酸ナトリウム、アスコルビン酸をそれぞれ0.01

molとり別々に精製水に溶かし、100 mLにした。
１g/Lアミノ酸溶液：トリプトファン、フェ

ニルアラニン、ヒドロキシプロリンをそれぞ
れ100 mgとり別々に精製水に溶かし、100 mLに
した。

2. 測定操作
緩衝溶液存在下の反応：100 mg/Lジタウロビ
リルビン溶液0.2 mLに精製水2.0 mL、緩衝溶液
（pH5～8）2.0 mL、ジアゾニウム塩溶液0.5 mL
の順に加え反応させ、水を対照に吸収スペクト
ルとタイムコースを測定した。0.1 mol/Lクレア
チニン、0.1 mol/L馬尿酸ナトリウム、0.1 mol/L
アスコルビン酸共存物質、１g/Lトリプトファ
ン、１g/Lフェニルアラニン、１g/Lヒドロキシ
プロリンも100 mg/Lジタウロビリルビン溶液と
同様に操作し吸収スペクトルを測定した。
緩衝溶液非存在下の反応：100 mg/Lジタウロ
ビリルビン0.2 mLに精製水2.0 mLを加え、これ
にジアゾニウム塩0.5 mLを加え反応させた後、
緩衝溶液（pH5～8）2.0 mLを加え、水を対照と
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図１ pHの異なる緩衝溶液存在下におけるジタウ
ロビリルビンの反応
吸収スペクトルは精製水を対照として測定
した。
１：精製水存在下の反応、２：pH5緩衝溶
液、３：pH6緩衝溶液、４：pH7緩衝溶液、
５：pH8緩衝溶液、ジタウロビリルビン濃
度：100 mg/L

図２ 発色の安定性とpHとの関係
精製水存在下でジタウロビリルビンを発色
させた後にpHの異なる緩衝溶液を加え、精
製水を対照に吸収スペクトルを測定した。
１：精製水を加えた場合、２：pH5緩衝溶
液、３：pH6緩衝溶液、４：pH7緩衝溶液、
５：pH8緩衝溶液、ジタウロビリルビン濃
度：100 mg/L



して吸収スペクトルを測定した。

Ⅲ. 結果

1. pHの異なる緩衝溶液存在下におけるジタウロ
ビリルビンの反応
図１は緩衝溶液存在下でジタウロビリルビン
とジアゾニウム塩を反応させたときの吸収スペ
クトルと緩衝溶液pHとの関係を示している。
pH5～6では512 nmに吸収極大波長を有する赤色
の発色体が生成した。しかし、pH7～8では発色
体の生成は著しく低下した。

2. 発色体の安定性とpHとの関係
ジタウロビリルビンとジアゾニウム塩を緩衝
溶液非存在下で反応させた後に、緩衝溶液を加
え吸収スペクトルを測定し、生成した発色体に
対する緩衝溶液pHの影響を調べた。図２のよう
にpH5～6緩衝溶液の添加では発色体の吸収極大
波長は短波長側に移動したが、吸光度はpH5で
は変化なく、pH6ではやや低下するにすぎなか
った。しかし、pH7～8ではpH5～6の反応で認め
られた発色体の吸収ピークは消失した。

3. 試薬盲検のタイムコース
図３は試薬盲検のタイムコースと緩衝溶液pH
との関係を示している。時間の経過とともにジ
アゾニウム塩溶液自体も着色する特性が認めら
れた。吸光度の上昇はpHが高いほど大きくなっ
た。

4. 発色のタイムコースとpHとの関係
図４はジタウロビリルビンとジアゾニウム塩
との反応のタイムコースと緩衝溶液pHとの関係
を示している。発色は反応開始直後に最大とな
り、時間の経過とともにpH5～6ではわずかに低
下し、pH7～8では急激に低下した。

5. 共存物質の反応
ジアゾニウム塩は種々の物質と反応し発色体
を生成する。そこで、尿中に存在するいくつか
の共存物質の反応について検討した。
図５はクレアチニンとジアゾニウム塩との反
応の吸収スペクトルと緩衝溶液pHとの関係を示
している。クレアチニンもジアゾニウム塩と反
応し発色体を生成した。発色体の生成はpHが高
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図３ 試薬盲検のタイムコース
試薬盲検の吸光度は精製水を対照として室
温において520 nmで測定した。
１：pH5緩衝溶液、２：pH6緩衝溶液、３：
pH7緩衝溶液、４：pH8緩衝溶液

図４ ジタウロビリルビンの発色のタイムコース
吸光度は精製水を対照として室温において
520 nmで測定した。
１：pH5緩衝溶液、２：pH6緩衝溶液、３：
pH7緩衝溶液、４：pH8緩衝溶液、ジタウロ
ビリルビン濃度：100 mg/L



いほど増加した。図６はトリプトファンとジア
ゾニウム塩との反応の吸収スペクトルと緩衝溶
液pHとの関係を示している。トリプトファンも
ジアゾニウム塩と反応し発色体を生成した。ク
レアチニンと同様に、pHが高いほど、発色体の
生成は増加した。両物質から生成した発色体は
ジタウロビリルビンから生成した発色体の吸収
に重なる色調を示した。一方、馬尿酸ナトリウ
ム、フェニルアラニン、ヒドロキシプロリンで
は発色体は生成しにくいと判断された。還元物
質であるアスコルビン酸はジタウロビリルビン
の発色体の生成を阻害した。

6. 発色反応が起こるpH領域の比較
図７は、512 nmにおけるジタウロビリルビン、
クレアチニンおよびトリプトファンの反応溶液
の吸光度とジアゾニウム塩溶液添加後にpHメー
タにより測定された実際の反応溶液pHとの関係
を示している。ジタウロビリルビンはpH2～6で
発色体を生成した。一方、クレアチニンはpH3
から、トリプトファンはpH6付近から発色体を
生成し始めた。このように共存物質の発色はpH

の上昇により起こり、pHが高いほど大きくなっ
た。ジタウロビリルビンのみの発色はpH2付近
に限定されていた。

Ⅳ. 考察

ビリルビンは種々のジアゾニウム塩と反応し、
モル吸光係数や吸収極大波長などの分光学的特
性が異なるアゾビリルビンを生成することが報
告されている8)。2,4-ジクロロアニリンのジアゾ
ニウム塩は非抱合型ビリルビンと反応し、メタ
ノール存在下では526 nmに吸収極大波長を示す
モル吸光係数54,700 L.mol-1cm-1の発色体を生成
する。2,4-ジクロロアニリンのジアゾニウム塩
が尿ビリルビンのカップリング剤に選択されて
いる理由は、ビリルビンのジアゾカップリング
反応で生成する反応中間体との反応の半減期8)が
56 sと短く、短時間で反応が完結することによ
るものと考えられる。ちなみに血清ビリルビン
定量に用いられるスルファニル酸のジアゾニウ
ム塩9)の反応における半減期581 sと比較すると、
2,4-ジクロロアニリンのジアゾニウム塩の反応
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図６ トリプトファンの反応
吸収スペクトルは精製水を対照として測定
した。
１：精製水存在下の反応、２：H5緩衝溶
液、３：pH6緩衝溶液、４：pH7緩衝溶液、
５：pH8緩衝溶液、トリプトファン濃度：
１g/L

図５ クレアチニンの反応
吸収スペクトルは精製水を対照として測定
した。
１：精製水存在下の反応、２：pH5緩衝溶
液、３：pH6緩衝溶液、４：pH7緩衝溶液、
５：pH8緩衝溶液、クレアチニン濃度：0.1
mol/L



は格段に速いことがわかる。
ジタウロビリルビンとジアゾニウム塩との反
応では、緩衝溶液pHが高いほど発色が低下し、
退色も起こることから、pHが高くなると試験紙
法では偽陰性になる可能性がある。さらに、
pH7～8緩衝溶液では時間の経過とともに急激に
発色が低下することから、結果の判読時間の厳
守も重要である。また、クレアチニンやトリプ
トファンなどの共存物質では、緩衝溶液pHが上
昇するにつれて発色体の生成が始まった。ジア
ゾニウム塩はpHが上昇すると、求電子置換反応
しないジアゾヒドロキシドを経てジアゾタート
イオンに変化する3)。血清ビリルビンの測定に用
いられているスルファニル酸のジアゾニウム塩
9, 10)の場合、アルカリ性下では酸性下では反応し
ない多くの物質がこのジアゾニウム塩と反応し、
黄色～紅色物質を生成する5)。2,4-ジクロロアニ
リンのジアゾニウム塩においてもpH7～8緩衝溶
液存在下では酸性下では反応しない物質が発色
体を生成した。したがって、共存物質の発色に

よる偽陽性を抑制することがジアゾカップリン
グ反応に基づく尿ビリルビン測定において重要
であり、これには尿pHを低下させる酸性化が有
効と考えられる。
ジタウロビリルビンとジアゾニウム塩との反
応を緩衝溶液非存在下と緩衝溶液存在下で比較
した結果では、pH5～6緩衝溶液存在下では512
nm付近に吸収極大波長を有する発色体が生成し
たが、pH7～8緩衝溶液存在下ではpH5～6緩衝溶
液存在下の反応で生成した発色体は認められな
かった。一方、緩衝溶液非存在下で2,4-ジクロ
ロアニリンのジアゾニウム塩により生成した発
色体はpH7～8緩衝溶液の添加により急激に退色
した。これらの結果から、pH7～8緩衝溶液存在
下で発色体が認められなかった理由が、①発色
体の生成が低下するためか、あるいは、②いっ
たん生成した発色体が分解し退色するためかの
いずれであるかを決定することはできない。こ
の点についてアルカリ性下でも安定で退色しな
い発色体を生成する4-ニトロアニリン-2-スルホ
ン酸のジアゾニウム塩を用いて検討した報告に
よれば6)、アルカリ性下では発色体の生成が低下
することが見出されている。2,4-ジクロロアニ
リンのジアゾニウム塩の反応も4-ニトロアニリ
ン-2-スルホン酸のジアゾニウム塩の反応も求電
子置換反応であることで共通していることから、
2,4-ジクロロアニリンのジアゾニウム塩の場合
にも4-ニトロアニリン-2-スルホン酸のジアゾニ
ウム塩の結果が当てはまるものと考えられる。
以上の結果から、ジアゾカップリング反応に
基づく尿ビリルビン測定では尿pHが高まり検出
系pHが上昇する場合、ビリルビンの発色の低下
やアゾビリルビンの退色による偽陰性、ジアゾ
ニウム塩自体の着色や共存物質の発色による偽
陽性が生じる可能性がある。

Ⅴ. 結語

ジアゾカップリング反応に基づく尿ビリルビ
ン測定では、尿pHの上昇は、アゾビリルビンの
生成量の低下や分解による偽陰性やジアゾニウ
ム塩自体の着色や共存物質の発色による偽陽性
を生じさせる可能性が認められた。
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図７ 発色反応が起こるpH領域の比較
反応溶液pHはpHの異なる緩衝溶液を含む試
料溶液にジアゾニウム塩溶液を加えたのち
に電極法により測定した実際の溶液pHを示
す。吸光度は試薬盲検を対照として520 nm
で測定した。
○：100 mg/Lジタウロビリルビン、△：100
mg/Lトリプトファン、□：0.1 mol/Lクレア
チニン



本研究は埼玉県立大学奨励研究費の助成を受
けたものである。
（本論文の一部は2013年12月開催の第42回埼玉県
医学検査学会において報告した）
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