
Ⅰ. 緒言

pH指示薬の蛋白誤差による発色は蛋白質の定
性・定量に広く応用されている1-3)。用いられて
いるpH指示薬はBPB（ブロムフェノールブル
ー）、BCG（ブロムクレゾールグリーン）など
のスルホンフタレイン系色素である。これらの
色素はトリフェニルメタン基を有し、これに
種々の置換基が結合している。BPB、BCG、
BCP（ブロムクレゾールパープル）、PR（フェ

ノールレッド）、CR（クレゾールレッド）はト
リフェニルメタン基を共通に有しているが、ヒ
ト血清アルブミンに対する反応性は異なってい
る4), 5)。分子の反応性は、分子内の電子密度や
局在化エネルギーなどの計算から推定すること
ができる6)-8)。
本論文では、これらpH指示薬のヒト血清アル
ブミンに対する反応性の差異と分子構造との関
連性について、共役化合物のπ電子近似法であ
るHückel分子軌道法（HMO法）6)-8)による分子内
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Summary The reactivities of sulfonephthalein indicators {(bromophenol blue (BPB), bromocresol
green (BCG), bromocresol purple (BCP), phenol red (PR), cresol red (CR)} to protein were compared

by an experiment and a calculation based on the Hückel molecular orbital method (HMO method). The

reactivities of BPB, BCG and BCP were larger than those of PR and CR.  Since bromine as a

substituent exists in BPB, BCG and BCP, but not in PR and CR, it was thought to be closely

connected with the reactivities of sulfonephthalein indicators.  The total π electron density on the

aromatic rings of BPB, BCG and BCP was larger than those of PR and CR, and the reactivity of the

pH indicator to protein is considered to be related with the total π electron density on the aromatic rings.
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〈原著〉

3. 試験結果
３ヶ月間の介入後の結果、PCR、体重増加量

には有意な変化は認められなかったが、血清リ

ン値は介入前6.7 mg/dlが介入後5.9 mg/dLと有意
に低下した（図４～６）。１日の食事摂取量につ
いては、エネルギー量、たんぱく質量、リン量
には有意な変化は認められなかった（図７～９）。

4. 考察
CKD-MBDにおいて、食事中のリン制限は極

めて重要であるが、透析歴が長くなると、食事
への配慮が薄れて守れない患者さんも多い。今
回の24時間思い出し法と食物摂取頻度調査法を
利用して、患者個々の問題点を抽出して栄養相
談を実施した方法は、リン制限の指導に極めて
有用であった。また、管理栄養士がベットサイ
ドで何度も介入することにより、食事療法を見
直すきっかけにも繋がったと思う。

Ⅴ. おわりに

一回15分の栄養相談で患者の行動変容を促し、
より理想的な食習慣に変えることは難しいが、
事例１のように、検査データを理解して読み取
ることにより、危険な食品を回避することは15
分でも可能である。また、事例２では、すべて
の栄養素を一度に管理するのではなく、期間を
決めて「スポット指導する」ことにより、短期
間で良好な結果となり、患者のやる気を引き起
こすことができた。血液透析の食事療法は、塩
分制限やリン制限だけでなく、適正エネルギー、
適正たんぱく質、カリウム制限を一生継続しな
ければならない。
管理栄養士が、より効果的な栄養相談を行う
ためには、検査値を読み取る訓練は必須である。
また、多職種の協力を得ながら、患者個々の食
生活環境を把握して、患者や家族が継続できる
食事療法と食習慣の軌道修正を図ることが大切
であると思う。
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図７ 栄養指導前後の食事調査結果（リン摂取量）

図８ 栄養指導前後の食事調査結果（たんぱく質
摂取量）

図９ 栄養指導前後の食事調査結果（エネルギー
摂取量）



π電子密度の計算から検討した結果を報告する。

Ⅱ. 方法

1. 試薬
緩衝溶液：pH 3.0～5.6の緩衝溶液は0.1 mol/L
クエン酸溶液と0.2 mol/L Na2HPO4溶液を混合し
調製した。両溶液の混合比9)はpH3.0が15.89：
4.11、pH3.6が13.56：6.44、pH 5.4が8.85：11.15、
pH 5.6が8.40：11.60とした。
pH指示薬溶液：BPB、BCG、BCP、PRおよび
CRを1 mmolとり、別々に精製水に溶解し1000
mLとした。
発色試薬：緩衝溶液20 mLと1 mmol/L pH指示
薬5 mLをとり、水を加えて100 mLとした。発色
試薬のpHはBPB pH 3.0、BCG pH 3.6、BCP pH
5.4、PR pH 5.6、CR pH 5.6とした。
２g/Lヒト血清アルブミン：ヒト血清アルブミ
ン（HSA）200 mgをとり、精製水に溶解し100
mLとした。

2. 測定操作
試験溶液は２g/Lヒト血清アルブミン溶液1.0

mLに発色試薬4.0 mLを加えよく混和し、25℃、
10分間反応後に試薬盲検を対照にBPB 604 nm、
BCG 628 nm、BCP 604 nm、PR 556 nm、CR 572
nmで吸光度を測定した。

3. 計算
pH指示薬分子内のπ電子密度をHMO法により
計算した6-8)。計算パラメータは次のようにした。
クーロン積分（α＋xß）：＝O；α＋2ß、-OH；
α＋0.6ß、-CH3；α＋3ß、-Br；α＋1.4ß、
-SO3Na；α＋0ß、共鳴積分（yß）：＝O；1.4ß、
-OH；0.7ß、-CH3；1.0ß、-Br；0.7ß、-SO3Na；
0.5ß、隣接炭素原子のクーロン積分（α＋zß）
：＝O；α＋0.2ß、-OH；α＋0ß、-CH3；α－
0.1ß、-Br；α＋0.14ß、-SO3Na；α＋0.1ß。

Ⅲ. 結果

1. 実験結果
ヒト血清アルブミンとの反応性は、Fig. 1のよ
うにBPB、BCG、BCPで高く、PRおよびCRでは
極めて低かった。これら５種類のpH指示薬は、

Fig. 2に示すPRが前駆体となり、これにTable 1
に示すメチル基（-CH3）や臭素原子（-Br）が置
換基として芳香環に結合している。ヒト血清ア
ルブミンとの反応性が高いBPB、BCG、BCPに
は置換基として臭素原子が共通して２-４個存在
する。このことからヒト血清アルブミンとの反
応性の大きさは、臭素原子の存在と密接に関連
するものと考えられる。また、BCPはBPBに４
個ある臭素原子のうちの２原子がメチル基に換
えられた分子であり、BCGはBPBに２個のメチ
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Fig. 1 Reactivity  of  sulfonephthalein dyes to serum 
albumin.
The measurement was performed as follows.
4.0 mL of the color reagent (BPB: pH 3.0, BCG:
pH 3.6, BCP: pH 5.4, PR: pH 5.6, CR: pH 5.6) 
was added to 1.0 mL of 2 g/L human serum 
albumin.  The absorbance was measured at 556
nm for PR, at 572 nm for CR,  at 604 nm for 
BCP, at 604 nm for BPB and at 628 nm for BCG
against the reagent blank.

Fig. 2 Molecular structure of phenol red.



ル基が加わった分子である。BCP、BCGおよび
BPBには蛋白質に対する反応性や特異性の違い
が存在することから3), 5), 10), 11)、メチル基も臭素原
子と同様に反応性の大きさに関与する置換基と
考えられる。

2. 計算結果
分子内のπ電子密度等の計算は、分子の反応
性や反応機構等の解析に有用である6)。そこで、
HMO法により５種類のpH指示薬における分子
内の反応性指数の一つであるπ電子密度を計算

し、BPB、BCG、BCPで高く、PR、CRで低いヒ
ト血清アルブミンとの反応性との関係について
検討した。
Fig. 3は、実験的に得られたヒト血清アルブミ
ンとの反応性の特性と並行すると考えられる、
トリフェニルメタン基の芳香環にある18個の炭
素原子上の全π電子密度の総和を示している。
全π電子密度の総和は、BPB、BCG、BCPのほ
うがPRおよびCRに比べて高い。また、Fig. 4は、
トリフェニルメタン基の各芳香環A、B、C上の
６個の炭素原子上の全π電子密度の総和を示し
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   pH indicator       "-SO3Na 　  "=O "-OH 　　"-CH3 　 "-Br

　　  PR 1 　　1 　1  0 　　0

　　  CR 1 　　1 　1  1 　　0

　　BCP 1 　　1 　1  2 　　2

　　BPB 1 　　1 　1  0 　　4

　　BCG 1 　　1 　1  2 　　4  
     The substituents mentioned above bind to the triphenyl methane in 

the sulfonephthalein dyes.  PR is a precursor of CR, BCP, BPB and 
BCG. The number shows the number of substituents.  

Table 1 Substituents of the sulfonephthalein dyes

Fig. 3 Sum of the total π electron density on the three 
aromatic rings of the pH indicators.
The sum of the total π electron density on 
eighteen carbon atoms in the three aromatic rings
was calculated by the HMO method.
The molecule in the figure shows BCG. 

Fig. 4 The total π electron density on each aromatic 
ring of the pH indicators.
The sum of the total π electron density on six 
carbon atoms in each aromatic ring was calcu-
lated by the HMO method. The molecule in the
figure shows BCG. 
○: ring A,  △: ring B,  □: ring C
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クエン酸溶液と0.2 mol/L Na2HPO4溶液を混合し
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pH 5.6が8.40：11.60とした。
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4.0 mL of the color reagent (BPB: pH 3.0, BCG:
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albumin.  The absorbance was measured at 556
nm for PR, at 572 nm for CR,  at 604 nm for 
BCP, at 604 nm for BPB and at 628 nm for BCG
against the reagent blank.

Fig. 2 Molecular structure of phenol red.



ている。全π電子密度の総和は、芳香環Cでは
pH指示薬間の差は小さいが、芳香環Aおよび芳
香環BではBPB、BCG、BCPのほうがPRおよび
CRよりも高い。
Fig. 5は、BCG分子における臭素原子の結合位
置にクーロン積分値（α+xß）がα+0.5ßからα
+2.0ßまでの置換基（-X）が結合し、隣接炭素原
子のクーロン積分値がα+0.1xßに変化した分子
におけるトリフェニルメタン基の芳香環にある
18個の炭素原子上の全π電子密度の総和を示し
ている。全π電子密度の総和は、置換基（-X）
のクーロン積分値が増加するとともに低くなる
が、置換基の存在によりPRに比べて高くなるこ
とがわかる。また、Fig. 6は、トリフェニルメタ
ン基の各芳香環A、B、C上の６個の炭素原子上
の全π電子密度の総和と置換基Xのクーロン積
分値との関係を示している。各芳香環の全π電
子密度の総和は、クーロン積分値の増加ととも
に減少する。その減少率は、芳香環Aおよび芳
香環Bが芳香環Cに比べて大きいが、全π電子密
度の総和は、芳香環Aではクーロン積分値が＜
α+2.0ßの範囲において、芳香環Bではクーロン

積分値によらず芳香環Cに比べて高い。

Ⅳ. 考察

ヒト血清アルブミンとの反応性は、BPB、
BCGおよびBCPで高く、PRおよびCRで低い。蛋
白質中のプロトン供与基のα-NH3+やε-NH3+の
解離指数は概ねpKa=8.0およびpKa=10.5とされ
ている12)。これらの解離基の解離度（α）は
pH=pKa－1のときα=0.1、pH=pKaのときα=0.5、
pH=pKa+1のときα=0.9となる。したがって、PR
およびCRの反応条件であるpH 5.6においても正
荷電蛋白質は十分に存在することから、PRおよ
びCRの反応性の低いことは正荷電蛋白質濃度と
は関係がないと判断される。pH指示薬間に見ら
れる蛋白質との反応性の違いは、Table 1から明
らかなように置換基としての臭素原子の有無に
関係すると判断される。臭素原子は反応性の高
いpH指示薬には存在するが、反応性の低いpH指
示薬には存在しない。臭素原子は4p軌道に存在
するπ電子対が芳香環のπ電子と共役している。
この共役によりFig. 3に示したようにトリフェニ
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Fig. 5 Relationship between the sum of the total π
electron density on the three aromatic rings and
the coulomb integral value of the substituent X.
The calculation was performed varying the 
coulomb integral value of the substituent X from

α＋0.5ß to α+2.0ß. The substituent X corre-

sponds to the Br atom of BCG.

Fig. 6 Relationship between the  total π electron density
on each aromatic ring  and the coulomb integral
value of the substituent X.
The calculation was performed varying the 
coulomb integral value of the substituent X from

α＋0.5ß to α+2.0ß. The substituent X corre-

sponds to the Br atom of BCG.
○: ring A, △: ring B, □: ring C



ルメタン基の芳香環に存在する18個の炭素原子
の全π電子密度の総和は、臭素原子が存在しな
いPRおよびCRよりも増加している。また、芳
香環のπ電子密度の増加にはメチル基も寄与し
ている。芳香環の全π電子密度の総和は、PR
（17.8497）よりもPRにメチル基が加わったCR
（17.8953）のほうが高く、BPB（18.0933）より
もBPBに２個のメチル基が加わったBCG
（18.1614）のほうが高い。さらに、BCPとBCP
から２個のメチル基を除いた分子の全π電子密
度の総和を比較すると、前者（18.0532）のほう
が後者（17.9723）よりも高い。これらのことか
らBCPおよびBCGにおいてはメチル基も臭素原
子とともに芳香環の全π電子密度の上昇に関与
していることがわかる。
トリフェニルメタン基の芳香環内の全π電子
密度の総和の増加はFig. 5の結果からπ電子を共
役する置換基が存在することにより引き起こさ
れることがわかる。各芳香環には形式的には６
個ずつのπ電子が存在するが、BCP、BPBおよ
びBCGでは芳香環A、B、Cにおける６個の炭素
原子上の全π電子密度の総和は６以上である。
すなわち、各芳香環は、分子内電子の存在確率
の偏りによる部分電荷（δ－）をもち分極して
いる。一方、PRおよびCRでは芳香環A、B、C
における６個の炭素原子上の全π電子密度の総
和は６以下であることから、芳香環は分子内電
子の存在確率の偏りによる部分電荷（δ+）を
もち分極している。
pH指示薬の蛋白誤差は、正荷電蛋白質に解離
型pH指示薬陰イオンが結合することにより起こ
ることが示されている4), 5)。この化学平衡により
蛋白誤差による発色のpH依存性、色素濃度依存
性などの反応特性が十分に再現される。このよ
うに蛋白誤差においてはpH指示薬と蛋白質との
静電的相互作用が重要な役割を担っている。こ
のことから、蛋白質とpH指示薬との反応では、
蛋白質分子の正荷電基とpH指示薬分子の負荷電
置換基との静電相互作用に加え、蛋白質分子の
正荷電基とpH指示薬分子における芳香環の部分
電荷との静電的相互作用もpH指示薬の反応性を
左右する重要な因子になると考えられる。した
がって、正荷電蛋白質との反応性は、トリフェ
ニルメタン基の芳香環A、B、Cの全π電子密度
の総和が高く、各芳香環がδ－の部分電荷をも

つBPB、BCGおよびBCPのほうが芳香環A、Bの
部分電荷がδ+であるPRおよびCRよりも大きく
なるものと推定される。
ヒト血清アルブミンとBPB、BCGおよびBCP

との反応では、吸収極大波長の異なる発色体が
生成した。しかし、各pH指示薬から生成した発
色体の吸収極大波長（BPB：604 nm、BCG：
628 nm、BCP：604 nm）は、各pH指示薬の解離
型分子が示す吸収極大波長（BPB：588 nm、
BCG：612 nm、BCP：588 nm）よりも16 nmだ
け長波長になるにすぎなかった。このことは、
pH指示薬の解離型分子の分子軌道間のエネルギ
ー差が蛋白質との結合によりわずかに減少した
ことを示している。このような吸収極大波長の
わずかの変化は、蛋白誤差が静電的相互作用に
基づく結合であることから4), 5)、pH指示薬と蛋白
質間の共役ではなく、pH指示薬の解離型分子に
正荷電蛋白質が結合する際に生じる摂動による
分子軌道エネルギーの変化に由来するものと考
えられる。

Ⅴ. 結語

５種類のスルホンフタレイン系pH指示薬のヒ
ト血清アルブミンに対する反応性は、BPB、
BCG、BCPで高く、PR、CRで低い。このpH指
示薬間の反応性の差異は、トリフェニルメタン
基における芳香環内の全π電子密度の差異に関
係する可能性が推測された。
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ている。全π電子密度の総和は、芳香環Cでは
pH指示薬間の差は小さいが、芳香環Aおよび芳
香環BではBPB、BCG、BCPのほうがPRおよび
CRよりも高い。
Fig. 5は、BCG分子における臭素原子の結合位
置にクーロン積分値（α+xß）がα+0.5ßからα
+2.0ßまでの置換基（-X）が結合し、隣接炭素原
子のクーロン積分値がα+0.1xßに変化した分子
におけるトリフェニルメタン基の芳香環にある
18個の炭素原子上の全π電子密度の総和を示し
ている。全π電子密度の総和は、置換基（-X）
のクーロン積分値が増加するとともに低くなる
が、置換基の存在によりPRに比べて高くなるこ
とがわかる。また、Fig. 6は、トリフェニルメタ
ン基の各芳香環A、B、C上の６個の炭素原子上
の全π電子密度の総和と置換基Xのクーロン積
分値との関係を示している。各芳香環の全π電
子密度の総和は、クーロン積分値の増加ととも
に減少する。その減少率は、芳香環Aおよび芳
香環Bが芳香環Cに比べて大きいが、全π電子密
度の総和は、芳香環Aではクーロン積分値が＜
α+2.0ßの範囲において、芳香環Bではクーロン

積分値によらず芳香環Cに比べて高い。

Ⅳ. 考察

ヒト血清アルブミンとの反応性は、BPB、
BCGおよびBCPで高く、PRおよびCRで低い。蛋
白質中のプロトン供与基のα-NH3+やε-NH3+の
解離指数は概ねpKa=8.0およびpKa=10.5とされ
ている12)。これらの解離基の解離度（α）は
pH=pKa－1のときα=0.1、pH=pKaのときα=0.5、
pH=pKa+1のときα=0.9となる。したがって、PR
およびCRの反応条件であるpH 5.6においても正
荷電蛋白質は十分に存在することから、PRおよ
びCRの反応性の低いことは正荷電蛋白質濃度と
は関係がないと判断される。pH指示薬間に見ら
れる蛋白質との反応性の違いは、Table 1から明
らかなように置換基としての臭素原子の有無に
関係すると判断される。臭素原子は反応性の高
いpH指示薬には存在するが、反応性の低いpH指
示薬には存在しない。臭素原子は4p軌道に存在
するπ電子対が芳香環のπ電子と共役している。
この共役によりFig. 3に示したようにトリフェニ

生　物　試　料　分　析

－ 116 －

Fig. 5 Relationship between the sum of the total π
electron density on the three aromatic rings and
the coulomb integral value of the substituent X.
The calculation was performed varying the 
coulomb integral value of the substituent X from

α＋0.5ß to α+2.0ß. The substituent X corre-

sponds to the Br atom of BCG.

Fig. 6 Relationship between the  total π electron density
on each aromatic ring  and the coulomb integral
value of the substituent X.
The calculation was performed varying the 
coulomb integral value of the substituent X from

α＋0.5ß to α+2.0ß. The substituent X corre-

sponds to the Br atom of BCG.
○: ring A, △: ring B, □: ring C
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