
Ⅰ. 緒言

pH指示薬はpHにより色調を変化させるため、
溶液pHの測定に応用されている。しかし、測定
に際しては蛋白誤差、塩誤差、溶媒誤差などに
留意する必要がある1)。蛋白誤差は溶液pHによ
らない蛋白質存在下で起こる色調変化（変色）
である。蛋白誤差を示すpH指示薬は多数あり、
この現象はブロムフェノールブルー（BPB）2)、
ブロムクレゾールグリーン（BCG）3)やブロムク
レゾールパープル（BCP）4), 5)などを用いる蛋白
質定量法に広く応用されている。この蛋白誤差
による発色については化学平衡論に基づく解析
がなされ6)、主反応である解離型pH指示薬陰イオ
ンと正荷電蛋白質の結合による発色は無機塩7)や

界面活性剤8)などにより修飾され変化することが
示されている。血清アルブミンや尿蛋白質の定
量法に応用されているBPB、BCGおよびBCPは
変色範囲が１つであるが、フェノールレッド

（PR）、クレゾールレッド（CR）およびチモー
ルブルー（TB）は酸性領域とアルカリ性領域の
２領域に変色範囲を有している9)。本論文では、
これらのうちTBの蛋白誤差の特性について実験
および化学平衡に基づく計算6), 7), 8)により検討し
た結果を報告する。

Ⅱ. 方法

1. 試薬
測定試薬は和光純薬工業から購入した試薬か
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ら調製した。
緩衝溶液：pH 0-1.1の緩衝溶液は塩酸溶液に

より調製した。pH 1.4-2.9の緩衝溶液は0.1 mol/L
グリシン（NaClを0.1 mol/Lの割合で含む）と0.1
mol/L HClを混合し調製した。pH 3.2-4.0の緩衝
溶液は0.1 mol/L クエン酸と0.2 mol/L Na2HPO4を
混合し調製した。pH 8.5-12.3の緩衝溶液は0.1
mol/Lグリシン（NaClを0.1 mol/Lの割合で含む）
と0.1 mol/LNaOHを混合し調製した。

１mmol/L TB溶液：TB（変色範囲pH1.2-2.8、
pH7.8-9.5）を１mmolとり、精製水に溶解し1000
mLとした。

発色試薬：緩衝溶液20 mLに１mmol/L TB溶
液５mLを加え、精製水で全量を100 mL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 HSAを1.0 mLとり、これ

に発色試薬4.0 mLを加えて25℃、10分間反応さ
せた。試薬盲検は精製水1.0 mLに発色試薬4.0
mLを加えて調製した。これらの溶液の吸収スペ

クトルは精製水を対照として日立分光光度計
U1500により測定した。

Ⅲ. 結果および考察

1. 実験に基づく解析
1) 色調と吸収スペクトル

酸性領域反応（pH 0-4.0）では、色調はHSA
により赤色が減少し黄色が増加した。アルカリ
性領域反応（pH 7.0-12.3）では、色調はHSAに
より青色が減少し黄色が増加した。吸収スペク
トル（対照：精製水）で見ると、Fig. 1のように
酸性領域反応では548 nm（長波長側）の吸光度
が減少し、436 nm（短波長側）の吸光度が増加
し、アルカリ性領域反応では596 nm（長波長
側）の吸光度が減少し、436 nm（短波長側）の
吸光度が増加した。これらの吸収スペクトルの
変化は、蛋白質の存在下において酸性領域反応
では黄色分子の増加により赤色分子が減少する
こと、アルカリ性領域反応では黄色分子の増加
により青色分子が減少することを示唆している。
2) 吸光度とpHとの関係

生　物　試　料　分　析

－ 182 －

Fig. 1 Change of the absorption spectra by human serum
albumin.
The absorption spectra were measured against 
purified water. In the absence of protein (○: pH
1.1, △: pH 9.3), In the presence of protein (●:
pH 1.1, ▲: pH 9.3). The protein concentration in
a sample was 2 g/L.

Fig. 2 Relationship between the absorbance and the 
pH.
The absorbance was measured against a reagent
blank. Reaction in the acid range (○: 436 nm, 
△: 548 nm), Reaction in the alkaline range (●:
436 nm, ▲: 596 nm).
The protein concentration in a sample was 2 g/L
human serum albumin.



Fig. 2は試薬盲検を対照として測定した試験溶
液の吸光度とpHとの関係を示している。酸性領
域反応ではpHの上昇とともに吸光度は短波長側
において増加し、pH 1.1付近で最大となりそれ
以上のpH領域で減少した。長波長側において吸
光度は負値となり、pH 1.1付近で最小となり、
それ以上のpH領域で増加した。アルカリ性領域
反応ではpHの上昇とともに吸光度は短波長側に
おいて増加し、pH 9.3付近で最大となりそれ以
上のpH領域で減少した。長波長側においては、
吸光度は負値となり、pH 9.3付近で最小となり、

それ以上のpH領域で増加した。
酸性領域反応およびアルカリ性領域反応にお

ける長波長側の吸光度と短波長側の吸光度の増
減は逆の変化を示したが、両者には高い負の相
関関係（r=－0.968、r=－0.995）が認められた。
このことから、酸性領域反応における赤色分子
と黄色分子の増減、アルカリ性領域反応におけ
る青色分子と黄色分子の増減は化学量論的な関
係に基づく変化と解釈される。
3) 吸光度変化の定量性

Fig. 3は試薬盲検を対照に測定した試験溶液の
吸光度と蛋白質濃度との関係を示している。酸
性領域反応（pH 1.1）では、吸光度はHSA濃度
の増加とともに短波長側で増加し、長波長側で
は減少した。アルカリ性領域反応（pH 9.3）で
は、吸光度はHSA濃度の増加とともに短波長側
で増加し、長波長側で減少した。吸光度変化と
蛋白質濃度に比例性があることから、原理的に
は吸光度の減少あるいは吸光度の増加の測定の
いずれによっても蛋白質定量が可能である。

2. 化学平衡に基づく解析
1) 実験結果の定性的解釈

２つの変色範囲を有する二塩基酸であるTBは
Fig. 4のように２段階で解離する10)。

非解離型分子をBH2、スルホン基が解離した
ものをBH－、スルホン基およびフェノール基が
解離したものをB2－とする。
●酸性領域での解離

●アルカリ性領域での解離
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Fig. 3 Relationship between the absorbance and the 
protein concentration.
The absorbance was measured against a reagent
blank.
Reaction at pH 1.1 (○: 436 nm, △: 548 nm),
Reaction at pH 9.3 (●: 436 nm, ▲: 596 nm).

Fig. 4 Dissociation and color change of thymol blue.
Thymol blue changes color  in the  pH range from 1.2 to 2.8 and in the pH range from pH7.8 to 9.5.
BH2, BH－and B2－ indicate the undissociated molecule, the monovalent anion and the divalent anion, respectively.

BH2     BH－ ＋ H＋　　　　　　　　　　　　　　　　＝ KD1
［BH－］［H＋］

［BH2］
→← 式１

BH－     B2－ ＋ H＋　　　　　　　　　　　　　　　＝ KD2
［B2－］［H＋］

［BH－］
→← 式２
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また、蛋白質（HOOC-P-NH2と表す）は、次の
ように正荷電基（-NH3

＋）をもつ蛋白質（正荷電
蛋白質と呼び、P＋で表す）として存在する。

蛋白質とpH指示薬との結合に関しては、幾つ
かの解析モデルが提案されている11), 12)。Klotzら
のモデルでは11)、蛋白質にはpH指示薬の結合部
位が複数（p個）あり、それぞれの結合部位に
は１個のpH指示薬が結合する。これらの結合は
平衡定数（K1, K2,・・・KP）が異なるp段階の逐
次反応により進行するものとされており、この
反応モデルと限外濾過法や平衡ゲル濾過法を用
いたBCG13)やBCP14)とHSAとの結合ついての報告
がなされている。しかし、本検討ではこれまで
の報告6)と同様に蛋白誤差による発色には、第１
段階目の反応が最も大きく寄与するものと仮定
し、他の反応は計算を単純化するために省略す
ることとした。このような解析方法をとる根拠
としては、BCG13)およびBCP14)とHSAとの結合に
関する報告において、pH指示薬の高親和性結合
の平衡定数（K1）と低親和性結合の平衡定数

（K2）にK1≫K2の関係が見られることが挙げられ
る。また、前述の単純化した計算によっても、
これまで報告したようにBPB、BCG、BCPの蛋
白誤差による発色のpH依存性、pH指示薬濃度依
存性、緩衝溶液濃度依存性などが説明できるこ
とによる6), 7), 8)。

TBの解離型分子陰イオンは、正荷電蛋白質と
結合し、複合体Ⅰ（PBH）および複合体Ⅱ（PB）
を生成すると仮定する。

ここで、生成する複合体の色調は、PBHが
BH－と、PBがB2－と同じとする。TBは酸性領域
ではpHの上昇とともに赤色から黄色に変色す
る。すなわち、非解離型分子（BH2）は赤色で
あり、第１解離型分子（BH－）は黄色である。
アルカリ性領域ではTBはpHの上昇とともに黄色
から青色に変色する。すなわち、黄色の第１解
離型分子（BH－）が青色の第２解離型分子（B2－）
に変化する。したがって、生成する複合体の色

調は複合体Ⅰが黄色、複合体Ⅱが青色とする。
これらのことから実験結果は定性的には次のよ
うに解釈される。

酸性領域反応では、前述ようにHSA存在下の
色調は赤色が低下し黄色が増加した。赤色の低
下は黄色の複合体Ⅰの生成による第1解離型分子
の減少を補い、式１の化学平衡を維持するため、
赤色の非解離型分子が解離し減少した結果と解
釈される。アルカリ性領域反応では、前述のよ
うに青色が減少し、黄色が増加した。これは次
のように考えられる。黄色の第１解離型分子と
青色の第２解離型分子が共存する反応系にHSA
が加えられると、複合体Ⅰが優先的に生成され
る場合には、第１解離型分子が著しく減少する
ため、式２の化学平衡を維持する必要から第２
解離型分子から第1解離型分子への変化（B2－＋
H＋→BH－）が同時に起こると考えられる。この
ような場合、反応系では青色分子（B2－）が減少
し、黄色分子（BH－＋PBH）が増加する。以上
のようにTBと蛋白質との反応における色調変化
は、酸性領域反応では黄色の複合体Ⅰが生成し、
アルカリ性領域反応では黄色の複合体Ⅰが青色
の複合体Ⅱよりも優先的に生成するとの仮定に
より説明することができる。
2) 実験結果の定量的解釈

定性的解釈において示した反応様式に基づき
生成する複合体濃度および試験溶液の示す吸光
度について検討した。ここで、TB濃度、全蛋白
質濃度および正荷電蛋白質濃度をそれぞれCD、
CX、CPとすると、生成する複合体濃度および試
験溶液が示す吸光度を求める計算式は次のよう
に求められる。
■複合体濃度の算出

CD、CXは試験溶液中の化学種濃度と次のよう
な関係にある。

CD=[BH2]＋[BH－]＋[B2－]＋[PBH]＋[PB] 式５
CP=[P＋]＋[PBH]＋[PB] 式６
TBの解離定数は、KD1（=1.26×10－2）≫KD2

（=1.26×10－9）であるので、酸性領域反応では、
第２段目の解離は起らないため、[B2－]≒0、[PB]
≒0とみなせる。したがって、

CD=[BH2]＋[BH－]＋[PBH] 式７
CP=[P＋]＋[PBH] 式８
式１、式３、式７および式８の組み合わせか
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HOOC - P - NH2 ＋ H＋　　　　HCOO - P - NH3
－

HOOC - P - NH3
＋ 　　　　－COO - P - NH3

＋ ＋ H＋

→←
→←

P＋ ＋ BH－       PBH　　　　　　　　　　　　　　　＝ KPDH
［PBH］

［BH－］［P＋］
→←

P＋ ＋ B2－       PB　　　　　　　　　　　　　　　 ＝ KPB
［PB］

［B2－］［P＋］
→←

式３

式４



ら複合体Ⅰ濃度（[PBH]）は次のように求めら
れる。

KD1KPBH[PBH]2－(KD1KPBHCD＋KD1KPBHCP＋KD1＋
[H＋])[PBH]＋KD1KPBHCDCP＝0
また、アルカリ性領域反応では、非解離型分

子はすべて解離しているので、[BH2]≒0とみな
せる。したがって、

CD＝[BH－]＋[B2－]＋[PBH]＋[PB] 式９
CP＝[P＋]＋[PBH]＋[PB] 式10
式２、式４、式９および式10の組み合わせか

ら試験溶液中の第２解離型分子濃度（[B2－]）お
よび正荷電蛋白質濃度（[P＋]）は次のように求
められる。

(KPBH[H＋]2＋KD2KPBH[H＋]＋KD2KPB[H＋]＋
KD2

2KPB)[B2－]2＋(KD2[H＋]＋KD2
2－KD2KPBHCD[H＋]－

KD2
2KPBCD＋KD2KPBHCP[H＋]－KD2

2KPBCP)[B2－]－
KD2

2CD＝0 式11

(KD2KPBH[H＋]＋KD2
2KPB)[P＋]2－(KD2KPBHCP[H＋]＋

KD2
2KPBCP－KD2[H＋]－KD2

2－KD2KPBHCD[H＋]－
KD2

2KPBCD)[P＋]－KD2CP[H＋]－KD2
2CP＝0 式12

ただし、CP＝αCX
6)

KW：水のイオン積、KA；KB：蛋白質の解離基の
解離定数

式11および式12から求めた[B2－]および[P＋]か
ら試験溶液中の複合体Ⅰ濃度および複合体Ⅱ濃
度は次のように求められる。

■吸光度の算出
試薬盲検および試験溶液の吸光度は次のよう

に計算される。
▲「試薬盲検」対照：精製水
●酸性領域反応

EBAS＝εBH2S[BH2]B＋εBHS[BH－]B
EBAL＝εBH2L[BH2]B＋εBHL[BH－]B

ただし、

EBAS：短波長側の吸光度、EBAL：長波長側の吸光
度、εBH2S：BH2の短波長側の分子吸光係数、
εBHS：BH－の短波長側の分子吸光係数、εBH2L：
BH2の長波長側の分子吸光係数、εBHL：BH－の
長波長側の分子吸光係数
●アルカリ性領域反応

EBBS＝εBHS[BH－]B＋εBS[B2－]B
EBBL＝εBHL[BH－]B＋εBL[B2－]B

ただし、

EBBS：短波長側の吸光度、EBBL：長波長側の吸光
度、εBS：B2－の短波長側の分子吸光係数、
εBL：B2－の長波長側の分子吸光係数
▲「試験溶液」対照:精製水
●酸性領域反応

EPAS＝εBH2S[BH2]P＋εBHS[BH－]P＋εPBHS[PBH]
EPAL＝εBH2L[BH2]P＋εBHL[BH－]P＋εPBHL[PBH]

ただし、

EPAS：短波長側の吸光度、EPAL：長波長側の吸光
度、εPBHS：複合体Ⅰの短波長側の分子吸光係
数、εPBHL：複合体Ⅰの長波長側の分子吸光係数
●アルカリ性領域反応

EPBS＝εBHS[BH－]P＋εBS[B2－]P＋εPBHS[PBH]
＋εPBS[PB]
EPBL＝εBHL[BH－]P＋εBL[B2－]P＋εPBHS[PBH]
＋εPBL[PB]

EPBS：短波長側の吸光度、EPBL：長波長側の吸光
度、εPBS：複合体Ⅱの短波長側の分子吸光係数、
εPBL：複合体Ⅱの長波長側の分子吸光係数
▲「試験溶液」対照：試薬盲検
●酸性領域反応

EZAS＝EPAS－EBAS

EZAL＝EPAL－EBAL

EZAS：短波長側の吸光度、EZAL：長波長側の吸光
度
●アルカリ性領域反応

EZBS＝EPBS－EBBS

EZBL＝EPBL－EBBL

EZBS：短波長側の吸光度、EZBL：長波長側の吸光
度
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α ＝ 

1 ＋ 　　　　 ＋ KW　　　    KAKW

KB［H＋］         KB［H＋］2

1

［BH－］ ＝

［PBH］ ＝  KPBH［BH－］［P＋］  
 
［PB］ ＝  CP － ［P＋］ － ［PBH］

KD2

［B2－］［H＋］

［BH－］B ＝

［BH2］B ＝  CD － ［BH－］B

KD1CD

［H＋］＋ KD1

［B2－］B ＝

［BH－］B ＝  CD － ［B2－］B

KD2CD

［H＋］＋ KD2

［BH－］P ＝

［BH2］P ＝  CD － ［BH－］P － ［PBH］ 

KD1(CD － ［PBH］)

［H＋］＋ KD1

また、蛋白質（HOOC-P-NH2と表す）は、次の
ように正荷電基（-NH3

＋）をもつ蛋白質（正荷電
蛋白質と呼び、P＋で表す）として存在する。

蛋白質とpH指示薬との結合に関しては、幾つ
かの解析モデルが提案されている11), 12)。Klotzら
のモデルでは11)、蛋白質にはpH指示薬の結合部
位が複数（p個）あり、それぞれの結合部位に
は１個のpH指示薬が結合する。これらの結合は
平衡定数（K1, K2,・・・KP）が異なるp段階の逐
次反応により進行するものとされており、この
反応モデルと限外濾過法や平衡ゲル濾過法を用
いたBCG13)やBCP14)とHSAとの結合ついての報告
がなされている。しかし、本検討ではこれまで
の報告6)と同様に蛋白誤差による発色には、第１
段階目の反応が最も大きく寄与するものと仮定
し、他の反応は計算を単純化するために省略す
ることとした。このような解析方法をとる根拠
としては、BCG13)およびBCP14)とHSAとの結合に
関する報告において、pH指示薬の高親和性結合
の平衡定数（K1）と低親和性結合の平衡定数

（K2）にK1≫K2の関係が見られることが挙げられ
る。また、前述の単純化した計算によっても、
これまで報告したようにBPB、BCG、BCPの蛋
白誤差による発色のpH依存性、pH指示薬濃度依
存性、緩衝溶液濃度依存性などが説明できるこ
とによる6), 7), 8)。

TBの解離型分子陰イオンは、正荷電蛋白質と
結合し、複合体Ⅰ（PBH）および複合体Ⅱ（PB）
を生成すると仮定する。

ここで、生成する複合体の色調は、PBHが
BH－と、PBがB2－と同じとする。TBは酸性領域
ではpHの上昇とともに赤色から黄色に変色す
る。すなわち、非解離型分子（BH2）は赤色で
あり、第１解離型分子（BH－）は黄色である。
アルカリ性領域ではTBはpHの上昇とともに黄色
から青色に変色する。すなわち、黄色の第１解
離型分子（BH－）が青色の第２解離型分子（B2－）
に変化する。したがって、生成する複合体の色

調は複合体Ⅰが黄色、複合体Ⅱが青色とする。
これらのことから実験結果は定性的には次のよ
うに解釈される。

酸性領域反応では、前述ようにHSA存在下の
色調は赤色が低下し黄色が増加した。赤色の低
下は黄色の複合体Ⅰの生成による第1解離型分子
の減少を補い、式１の化学平衡を維持するため、
赤色の非解離型分子が解離し減少した結果と解
釈される。アルカリ性領域反応では、前述のよ
うに青色が減少し、黄色が増加した。これは次
のように考えられる。黄色の第１解離型分子と
青色の第２解離型分子が共存する反応系にHSA
が加えられると、複合体Ⅰが優先的に生成され
る場合には、第１解離型分子が著しく減少する
ため、式２の化学平衡を維持する必要から第２
解離型分子から第1解離型分子への変化（B2－＋
H＋→BH－）が同時に起こると考えられる。この
ような場合、反応系では青色分子（B2－）が減少
し、黄色分子（BH－＋PBH）が増加する。以上
のようにTBと蛋白質との反応における色調変化
は、酸性領域反応では黄色の複合体Ⅰが生成し、
アルカリ性領域反応では黄色の複合体Ⅰが青色
の複合体Ⅱよりも優先的に生成するとの仮定に
より説明することができる。
2) 実験結果の定量的解釈

定性的解釈において示した反応様式に基づき
生成する複合体濃度および試験溶液の示す吸光
度について検討した。ここで、TB濃度、全蛋白
質濃度および正荷電蛋白質濃度をそれぞれCD、
CX、CPとすると、生成する複合体濃度および試
験溶液が示す吸光度を求める計算式は次のよう
に求められる。
■複合体濃度の算出

CD、CXは試験溶液中の化学種濃度と次のよう
な関係にある。

CD=[BH2]＋[BH－]＋[B2－]＋[PBH]＋[PB] 式５
CP=[P＋]＋[PBH]＋[PB] 式６
TBの解離定数は、KD1（=1.26×10－2）≫KD2

（=1.26×10－9）であるので、酸性領域反応では、
第２段目の解離は起らないため、[B2－]≒0、[PB]
≒0とみなせる。したがって、

CD=[BH2]＋[BH－]＋[PBH] 式７
CP=[P＋]＋[PBH] 式８
式１、式３、式７および式８の組み合わせか
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HOOC - P - NH2 ＋ H＋　　　　HCOO - P - NH3
－

HOOC - P - NH3
＋ 　　　　－COO - P - NH3

＋ ＋ H＋

→←
→←

P＋ ＋ BH－       PBH　　　　　　　　　　　　　　　＝ KPDH
［PBH］

［BH－］［P＋］
→←

P＋ ＋ B2－       PB　　　　　　　　　　　　　　　 ＝ KPB
［PB］

［B2－］［P＋］
→←

式３

式４



以上に示した諸式に次の変量値を用いて複合
体濃度、BH2濃度、BH－濃度、B2－濃度を求め、
これらから吸光度を計算した。

複合体Ⅰの生成反応の平衡定数は、Rodkey13)

がBCGとHSAとの高親和性結合に対する値とし
て7×105、菅原ら14)がBCPとHSAとの高親和性結
合に対する値として1.28×105を報告しているこ
とからKPBH＝106として計算した。また、pH指示
薬の化学種の分子吸光係数は、測定したTBの吸
収スペクトルから酸性領域反応ではpH 0および
pH 5.2における548 nmおよび436 nmの吸光度値、
アルカリ性領域反応ではpH 6.2およびpH 11.5に
おける596 nmおよび436 nmの吸光度値から求め
た。また、複合体の分子吸光係数は、結合前の
pH指示薬の化学種の分子吸光係数と等しいもの
と仮定した。
pKD1=1.81)、pKD2=8.91)、KPBH=106、KPB=rKPBH、
r =0.01-10、KA=10-2、KB=10-9、CX=5.8×10-6 mol/L、
CD=4×10-5 mol/L。
●酸性領域反応の分子吸光係数

εBH2S=5,475 Lmol-1cm-1、εBHS=15,000 Lmol-1cm-1、
εPBHS=15,000 Lmol-1cm-1、εBH2L=33,825 Lmol-1cm-1、
εBHL=1,025 Lmol-1cm-1、εPBHL=1,025 Lmol-1cm-1。
●アルカリ性領域反応の分子吸光係数
εBHS=14,700 Lmol-1cm-1、εBS=3,400 Lmol-1cm-1、
εPBHS=14,700 Lmol-1cm-1、εPBS=3,400 Lmol-1cm-1、
εBHL=275 Lmol-1cm-1、εBL=31,950 Lmol-1cm-1、
εPBHL=275 Lmol-1cm-1、εPBL=31,950 Lmol-1cm-1。

Fig. 5およびFig. 6は複合体Ⅰおよび複合体Ⅱ
の生成反応の平衡定数にKPB＜KPBHおよびKPB＞
KPBHの関係があるときの酸性領域反応およびア
ルカリ性領域反応における吸光度とpHとの関係
を示している。

酸性領域反応おける吸光度とpHとの関係に
は、平衡定数がKPB＜KPBHの場合とKPB＞KPBHの場
合に差は認められない。すなわち、短波長側の
吸光度はpHの上昇とともに増加し、最大値を経
て減少する。また、長波長側の吸光度はpHの上
昇とともに減少し、最小値を経て増加する。一
方、アルカリ性領域反応では複合体Ⅰおよび複
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Fig. 5 Relationship between the absorbance and the pH
when KPB<KPBH (calculated result).
The absorbance was calculated against a reagent
blank.
Reaction in the acid range (○: 436 nm, △: 548
nm),
Reaction in the alkaline range (●: 436 nm,▲: 
596 nm).
Calculation condition: KPBH=106, KPB/KPBH=0.01,
CX=5.8×10-6 mol/L, CD=4×10-5 mol/L.

Fig. 6 Relationship between the absorbance and the pH
when KPB>KPBH (calculated result).
The absorbance was calculated against a  reagent
blank.
Reaction in the acid range (○: 436 nm, △: 548
nm),
Reaction in the alkaline range (●: 436 nm,▲: 
596 nm).
Calculation condition: KPBH=106, KPB/KPBH=10, 
CX=5.8×10-6 mol/L, CD=4×10-5 mol/L.



合体Ⅱの生成反応の平衡定数にKPB＜KPBHの関係
がある場合、短波長側の吸光度はpHの上昇とと
もに増加し、最大値を経て減少する。また、長
波長側の吸光度はpHの上昇とともに減少し、最
小値を経て増加する、実験結果と一致する変化
を示す。一方、複合体の生成反応の平衡定数に
KPB＞KPBHの関係がある場合、短波長側の吸光度
と長波長側の吸光度の両者はともに正値となり、
pHの上昇とともに増加し、最大値を経て減少す
る、実験結果とは異なる変化を示す。

Fig. 7は複合体Ⅰおよび複合体Ⅱの生成反応の
平衡定数にKPB＜KPBHおよびKPB＞KPBHの関係があ
るとき、吸光度とpHとの関係に差が生じるアル
カリ性領域反応における複合体Ⅰ濃度および複
合体Ⅱ濃度とpHとの関係を示している。KPB＜
KPBHの場合、複合体ⅡはpH9-11においてわずか
に生成するにすぎず、複合体ⅠがpH10.5付近ま
で優先的に生成する。一方、KPB＞KPBHの場合、
pH7においては複合体Ⅰの生成が優先している
が、pHの上昇とともに減少し、pH10付近におい
てゼロに近づく。複合体ⅡはpH7付近から生成

し始め、pHの上昇とともに増加し、pH9.5付近
で最大となり、それ以上のpHにおいて減少し
pH11付近でゼロに近づく。このような複合体生
成濃度とpHとの関係から、試験溶液の色調は、
KPB＜KPBHの場合、pH7-11にわたって黄色の複合
体Ⅰが優先的に生成するので黄色になり、KPB＞
KPBHの場合、pHの上昇とともに黄色の複合体Ⅰ
の生成から青色の複合体Ⅱの生成へと変化する
ので、黄色から青色になるものと解釈される。
実験的に得られた色調変化および吸光度とpHと
の関係は、KPB＜KPBHの場合に得られる計算結果
と一致している。

酸性領域反応およびアルカリ性領域反応にお
ける長波長側の吸光度と短波長側の吸光度の増
減は逆の変化を示すが、両者には高い負の相関
関係（r=－0.999、r=－0.989）が認められる。こ
のことから、酸性領域反応における赤色分子の
減少にともなう黄色分子の増加、アルカリ性領
域反応における青色分子の減少にともなう黄色
分子の増加は化学量論的な関係に基づく変化で
あることがわかる。
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Fig. 7 Relationship betweent the complex concentra-
tion and the pH (calculated result).
The solid line indicates the result when KPBH=106

and KPB/KPBH=0.01, and the dotted line indicates
the result when KPBH=106 and KPB/KPBH=10. The 
round mark (○) and the triangle mark (△) 
indicate the complexⅠ(PBH) and the complexⅡ
(PB), respectively. CX=5.8×10-6 mol/L, CD=4×
10-5 mol/L.

Fig. 8 Relationship between the absorbance and the 
protein concentration (calculated result).
The absorbance was calculated againt a reagent
blank.
Reaction at pH 1.1 (○: 436 nm, △: 548 nm),
Reaction at pH 9.3 (●: 436 nm, ▲: 596 nm).
Calculation condition: KPBH=106, KPB/KPBH=0.01,
CX=5.8×10-6 mol/L, CD=4×10-5 mol/L.

以上に示した諸式に次の変量値を用いて複合
体濃度、BH2濃度、BH－濃度、B2－濃度を求め、
これらから吸光度を計算した。

複合体Ⅰの生成反応の平衡定数は、Rodkey13)

がBCGとHSAとの高親和性結合に対する値とし
て7×105、菅原ら14)がBCPとHSAとの高親和性結
合に対する値として1.28×105を報告しているこ
とからKPBH＝106として計算した。また、pH指示
薬の化学種の分子吸光係数は、測定したTBの吸
収スペクトルから酸性領域反応ではpH 0および
pH 5.2における548 nmおよび436 nmの吸光度値、
アルカリ性領域反応ではpH 6.2およびpH 11.5に
おける596 nmおよび436 nmの吸光度値から求め
た。また、複合体の分子吸光係数は、結合前の
pH指示薬の化学種の分子吸光係数と等しいもの
と仮定した。
pKD1=1.81)、pKD2=8.91)、KPBH=106、KPB=rKPBH、
r =0.01-10、KA=10-2、KB=10-9、CX=5.8×10-6 mol/L、
CD=4×10-5 mol/L。
●酸性領域反応の分子吸光係数

εBH2S=5,475 Lmol-1cm-1、εBHS=15,000 Lmol-1cm-1、
εPBHS=15,000 Lmol-1cm-1、εBH2L=33,825 Lmol-1cm-1、
εBHL=1,025 Lmol-1cm-1、εPBHL=1,025 Lmol-1cm-1。
●アルカリ性領域反応の分子吸光係数
εBHS=14,700 Lmol-1cm-1、εBS=3,400 Lmol-1cm-1、
εPBHS=14,700 Lmol-1cm-1、εPBS=3,400 Lmol-1cm-1、
εBHL=275 Lmol-1cm-1、εBL=31,950 Lmol-1cm-1、
εPBHL=275 Lmol-1cm-1、εPBL=31,950 Lmol-1cm-1。

Fig. 5およびFig. 6は複合体Ⅰおよび複合体Ⅱ
の生成反応の平衡定数にKPB＜KPBHおよびKPB＞
KPBHの関係があるときの酸性領域反応およびア
ルカリ性領域反応における吸光度とpHとの関係
を示している。

酸性領域反応おける吸光度とpHとの関係に
は、平衡定数がKPB＜KPBHの場合とKPB＞KPBHの場
合に差は認められない。すなわち、短波長側の
吸光度はpHの上昇とともに増加し、最大値を経
て減少する。また、長波長側の吸光度はpHの上
昇とともに減少し、最小値を経て増加する。一
方、アルカリ性領域反応では複合体Ⅰおよび複
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Fig. 5 Relationship between the absorbance and the pH
when KPB<KPBH (calculated result).
The absorbance was calculated against a reagent
blank.
Reaction in the acid range (○: 436 nm, △: 548
nm),
Reaction in the alkaline range (●: 436 nm,▲: 
596 nm).
Calculation condition: KPBH=106, KPB/KPBH=0.01,
CX=5.8×10-6 mol/L, CD=4×10-5 mol/L.

Fig. 6 Relationship between the absorbance and the pH
when KPB>KPBH (calculated result).
The absorbance was calculated against a  reagent
blank.
Reaction in the acid range (○: 436 nm, △: 548
nm),
Reaction in the alkaline range (●: 436 nm,▲: 
596 nm).
Calculation condition: KPBH=106, KPB/KPBH=10, 
CX=5.8×10-6 mol/L, CD=4×10-5 mol/L.



Fig. 8は吸光度と蛋白質濃度との関係を示して
いる。酸性領域反応（pH 1.1）では、吸光度は
HSA濃度の上昇とともに短波長側で増加し、長
波長側では減少する。アルカリ性領域反応（pH
9.3）では、吸光度はHSA濃度の上昇とともに短
波長側で増加し、長波長側で減少する。このよ
うに酸性領域反応とアルカリ性領域反応の両方
で吸光度は蛋白質濃度と比例する定量性を示す。

これまでに示した実験結果と計算結果との比
較から、HSAによるTBの酸性領域反応おける赤
色⇒黄色およびアルカリ性領域反応における青
色⇒黄色の色調変化は、酸性領域反応ではTBの
第１解離型分子陰イオン（BH－）と正荷電蛋白
質（P＋）との反応により複合体Ⅰが生成するこ
とにより起こり、アルカリ性領域反応では複合
体Ⅰおよび複合体Ⅱの生成反応の平衡定数に
KPB＜KPBHの関係があるために複合体｡が優先的
に生成することにより起こると結論される。

複合体Ⅰおよび複合体Ⅱの構造は、次のよう
に考えられる。複合体Ⅰは、TBの解離したス
ルホン基（-SO3

－）に正荷電蛋白質の正荷電基
（-NH3

＋）が結合し生成すると考えられる。複合
体Ⅱの生成反応は、TBの２価陰イオンと正荷電
蛋白質との反応であり、正荷電蛋白質はマイナ
ス荷電のスルホン基（-SO3

－）とフェノール基
（-O－）への結合が想定される。しかし、蛋白質
に比べて分子量が著しく小さいTBの２価陰イオ
ンへの１分子目の正荷電蛋白質の結合は容易で
あるが、２分子目の正荷電蛋白質が結合するこ
とは立体障害の点から困難であると考えられる。
このことから複合体ⅡはTBの２価陰イオンに１
分子の正荷電蛋白質が結合した構造をもつもの
と考えられる。

Ⅳ. 結語

２つの変色範囲を有するTBは、酸性領域とア
ルカリ性領域の両域で蛋白質と反応し変色した。
変色は、実験および化学平衡に基づく解析から
酸性領域反応ではTBの第１解離型分子陰イオン
と正荷電蛋白質との結合により複合体Ⅰが生成
することで、アルカリ性領域反応では複合体Ⅰ
が複合体Ⅱよりも優先的に生成することで起こ

るものと解釈された。
（本論文の一部は2014年12月開催の第43回埼

玉県医学検査学会において報告した。）
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