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炉紙上のアミノ酸にニンヒドリン溶液を噴霧加温すると紫色の色素を生じるが,この呈色反応

によって炉紙上のアミノ酸を検出する方法は一般に広く用いられている｡

アミノ酸のニンヒドリン反応については,すでに広範鬼研究がなされており,この反応によっ

て生じる紫色の色素(Ruhemann'sPurple,以下R.P.と記す)は(Ⅰ)のような構造の色素であり,

その反応式からもわかるように水溶液中での反応ではアミノ酸の種類が異なっても生成する色素

は同-のR.P.であると考えられる｡
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しかし炉紙上の単増才儀のキンヒ桔リ.ン反応′ぼ饗溶液中の反応とは異なり,その呈色物の色調

は必ずしも同一の紫色ではなくアミノ酸の種類が異なったり,また,アミノ酸のペーパークロマ

トグラフィーに用いた溶媒の種類が異なると,呈色物の色調が多様に異なってくることはすでに

多数の研究者によって報告されているD-6)しかし従来の報告はいづれもその現象の報告のみに

とどまり,その原因については推測の域を脱せず十分なっとくのいく説明はいまだなされていな

い｡

たとえばMoubascher,Ibrahimらは炉紙上の呈色物が色調の異なったニンヒド7)ン反応の中間

体とR.P.の混合物であると考え,その色調の多様性はこれらの色素の種類および生成量の変化

によって生じるものであると説明している｡
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またMcCaldin　はニンヒドリン反応の中間体としてII)のようなシッフ塩基が生じる可能性

があるが,これらのシッフ塩基はアミノ酸の側鎖R基を含むためアミノ酸の種類が異なると生じ

るシッフ塩基も異なってくるから,ニンヒドリン呈色物の色調の多様性は,呈色物が上記各種シ

ッフ塩基とR.P.の混合物であると考えることによって説明できるのではないかと報告してい

る｡

上記の各種シッフ塩基についてはRuhemann,山岸,高木らの報告があるが,グリシン,アラ

ニン,グルタミン酸などきわめて一般的なアミノ酸から生じるであろうと考えられるシッフ塩基

はいまだ単離されていない｡

このように炉紙上のアミノ酸のニンヒドリン呈色物は　R.P.およびR.P.以外の色素の混合物

であるのではないかと従来から推測されてきたが,上記の呈色物を分離し,混合物であることを

明らかにした報告は従来なされていなかった｡

しかるに著者は既に報告したように8),炉紙上のアミノ酸とニンヒドリンの反応呈色物をペー

パークロマトグラフィーによって分離し,これらの呈色物がR.P.およびR.P.以外の副生色素

の混合物であり,しかもこれらの副生色素の色調,生成量は,各アミノ酸により異なることを明

らかにした｡

これらの結果から,炉紙上のアミノ酸のニンヒドリン呈色物の色調が,アミノ酸の種類によっ

て異なってくるのは,上記の副生色素がアミノ酸の種類によって色調,生成量を異にすることに
I

起因するのではないかと推測できる｡

しかし上記の結果のみではアミノ酸のペーパークロマトグラフィーに用いた溶媒の種類が異な

ると,同一種類のアミノ酸のニンヒドリン呈色物でもその色調を輿にする現象の原因や説明する

ことは出来ない｡

このように色調が異なる理由としてAtkinson7)は炉紙上のニンヒドリン反応によって生じた

hydrindantineが,折紙に残っている展開溶媒の液性によって酸性では赤色に,塩基性では青色

に変色することをあげている｡

一方著者は炉紙上のアミノ酸とニンヒドリンとを反応させる際に,ニンヒドリン溶液として

pH5.5の酢酸緩衝液を加えたものを用いると,グリシン,アラニン,アスパラギン酸,グルタ

ミン酸,リジン,ヒスチジン,アルギニンなどではRfあるいは色調が上記の副生色素とは異な

るさらに別種の副生色素が分離されることを兄いだし,炉紙上のニンヒドl)ン反応によって生じ

る色素の種類は呈色時の共存物によっても異なるのではないかと推測した｡さらに副生色素の一

種であるフェニルアラニンとこンヒドリンによって生じる青色副生色素は,そのメタノール溶液

に希塩酸,酢酸などを添加すると紫色になるが,さらに希アンモニア水,ピリジンなどを添加す

るともとの青色にもどることも明らかにした9)｡

このような結果から同じアミノ酸であってもペーパークロマトグラフィーに用いた展開溶媒が

異なると,そのニンヒドリン呈色物の色調が異なる現象には上記の副生色素が密接な関係を有し

ているのではないかと考え,副生色素の生成および色調に折紙に残っている溶媒がどのような影

響をおよぼしているかということを明らかにするために′この研究を行なった｡
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炉紙上でニンヒドリンとアミノ酸が反応する際,共存する溶媒の種類が異なると,生成する副

生色素の種類も異なってくるのではないかと考え次の実験を行なった｡

1)各種のペーパークロマトグラフィー展開溶媒の共存下に呈色させたニンヒドリン呈色物

の分離

0.02-0.1Mのアミノ酸水溶液,第1

表に示した各種の展開溶媒10)および2 %

ニンヒドリンメチルセロソルブ溶液を順

次折紙に重ねてつけ,空気乾燥器中100

･105-Cに10分間加熱した｡呈色物の分

離は既報8)と同じようにメタノール:水

(1:1,容量比)を展開溶媒に用いたペ

ーパークロマトグラフィーによって行な

った｡

その結果アラニン,セリン,アスパラ

ギン酸,グルタミン酸,リジン,ヒスチ

ジン,アルギニン,フェニルアラニン,

チロシン,トリプトファンなどの場合

は,呈色時に共存する溶媒の種類が異な

っても副生色素の種類にはほとんど変化

は認められなかった*｡

しかしグリシンの場合は第1図に示す
～

ように,緩衝液を含む溶媒の共存下に加

熱呈色を行なうと,赤色副生色素が生成

する｡故にこの色素の生成条件をさらに

明らかにするために次の実験を行なっ

た｡

2)グリシンを溶かす緩衝液の種類お

よびpHが異なった場合の呈色物

第2表に示す各種の緩衝液に0.1Mに

なるようにグリシンを溶かし,この溶液

を折紙につけ,次に2%ニンヒドリンメ

チルセロソルブ溶液を重ねてつけ既報8)

と同じ方法で呈色および呈色物の分離を

行なった｡折紙につけたグリシンおよび

ニンヒドリンの量ならびにその割合は耽

第1表　呈色時に共存させた各種溶媒の組成
_　_　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　~~~~　~　~~~　~

I)ブタノール,酢酸,水(4:1:1)*

2) 2Nのアンモニア水を飽和したブクノール

3)ブクノール,ピリジン,水(1:1:1)

4)コリジン,水(3:1)

5)水を飽和したメタクレゾール

6)ルチジン,コリジン,水(1:1:2)

7)メタノール,ピリジン,水(20:1:5)

8)フェノール,水(5:1)

9)ピリジン,酢酸,水(10:7:3)

10)リン酸緩衝液(pH.6.2)を飽和したルチジン

ll)ホウ酸緩衝液(pH.8.0)を飽和したコリジン

12)リン酸緩衝液(pH.12.0)を飽和したフェノール

*カッコ内は容量比を表わす｡
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第1図　グリシンの里色物のペーパークロマトグラム

*副生色素の量は共存物の種類によって多少の変化が認められたが,この実験では色素生成量の検討は行な
わなかった｡
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報とほぼ同じにした｡

その結果第2図に示すように緩衝液として酢酸緩衝液,リン酸緩衝液,ベロナ-ル緩衝液を用

第2表　アミノ酸を溶解した緩衝液の成分

1) M/5　酢酸, M/5酢酸ナトリウム溶液

2) M/10塩酸, M/7ベロナ-ルナトリウム溶液

M/7　酢酸ナトリウム溶液

3) M/30第1リン酸カリウム溶液

M/30第2リン酸ナトリウム溶液

4) M/10酢酸,ピリジン
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いた場合を比較するとグリシンを溶かし

た緩衝液のpHが小であると黄色色素,

大であると赤色色素が生成する｡しかし

前記3種の緩衝液を用いた場合には赤色

色素が生成したpHと同一pHのピリジ

ン:酢酸緩衝液を用いると赤色色素は生

成しない｡また前記3種の緩衝液はいづ

れも弱酸のナトリウム塩を含んでおり,
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第2図　グリシンの呈色物のペーパークロマトグラム

またpHが大になる程ナトリウム塩の濃度は大になっている｡

故に赤色色素の成因は呈色時に共存する弱酸のナトリウム塩の濃度に関係するのではないかと

考えて次の実験を行なった｡

3)グリシンを溶かす緩衝液の濃度が異なった場合の呈色物

0.04N, 0.2N, IN, 4N,など濃度の異なる酢酸緩衝液(pH5.5)に0.1Mになるようにグリシン

a)　グリシン　　b)　フェニルアラニン

溶媒先端

原点
酢酸緩
衛液の
規定度

C)セリン　　d)アスパラギン酸

第3図　数種のアミノ酸の呈色物のペーパークロマトグラム
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を溶かし,このグリシン溶液を用いて呈色を行ないその呈色物を分離し第3図a)のようなペー

パークロマトグラムを得た｡この結果によって赤色副生色素の生成に影響を与えているのは緩衝

液のpHではなくてその緩衝液の弱酸のナトリウム塩の濃度であることが確認される｡*

既に1)に記したようにグリシン以外のアミノ酸の場合は呈色時に共存する溶媒の種類が異な

っても副生色素の種類にはほとんど変化が認められなかった｡しかし3)に記したようにグリシ

ンの場合の赤色副生色素の生成は呈色時に共存する弱酸のナトリウム塩の濃度によって左右され

ることから考えると,グリシン以外のアミノ酸の場合も共存する塩類の濃度が相当高くなると副

生色素の種類は異なってくるのではないかと考え次の実験を行なった｡

4)濃度の異なる緩衝液に各種のアミノ酸を溶かした溶液を用いて得られる呈色物｡

3)に記した濃度の異なる緩衝液にフェニルアラニン,セリン,アスパラギン酸などのアミノ

酸を溶かし,このアミノ酸溶液を用いて得られる呈色物の分離を行ない第3図b c d　に示すよ

うなペーパークロマトグラムを得た｡この結果によってわかるようにフェニルアラニンの場合

は,共存塩類の濃度が高くなると青色副生色素が減少,消失してしまい,またセリン,アスパラ

ギン酸などの場合は副生色素の種類が異なってきた｡このような現象はその他のアミノ酸につい

てもほぼ同じように認められた｡しかしグリシンの場合は呈色時に共存する塩類の濃度が比較的

低い場合にも種類の異なった副生色素を生じるが,その他のアミノ酸の場合は共存塩類の濃度が

かなり高くならないと副生色素の種類や量に変化を生じないという点はいちじるしく異なってい

る｡

上記のような結果からアミノ酸のペーパークロマトグラフィーにおいて一般に用いられている

展開溶媒の大半は,その量がきわめて大量でない限り折紙に残留してニンヒド7)ン呈色の場合に

アミノ酸と共存しても,呈色物

中の副生色素の種類あるいは量

にはほとんど影響を与えないこ

とがわかる｡しかしグリシンは

ニンヒドリン呈色時に折紙に残

留している溶媒が弱酸のナトリ

ウム塩を含んでいる場合にかぎ

って,その量が比較的少量であ

っても赤色副生色素を生じる点

で他のアミノ酸といちじるしく

異なっていることがわかる｡

次に炉紙上のニンヒドリン反

応によって生成したR.P.およ

び副生色素が折紙に残留してい

る各種の溶媒によって変色する

溶媒先端

原点

アミノ酸の
種類

0 0 0* ･ 9 … 0 0 0 0 0 0 03HB PB蝣& ARB TB 8

GB
慧 &ALBASBGP 各PtpHB ARBPB

●aa ^ ~ sue th. im
G ly A la S e r A sp G lu L y s H is A rg P h e T y r T ry

●-R.P.⑳-変色する副生色素(符号は第4表の

符号に対応する)その他の色素については
第一報において説明1Lた｡

第4図　炉紙上のアミノ酸のニンヒドリン呈色物のペーパ

ークロマトグラム

*赤色色素は呈色時にナトリウムイオンの共存のみによっても生じるのではないかと考え,食塩水あるいは

食塩水を添加したピリジン酢酸緩衝液などにグリシンを溶かして呈色を行なったが赤色色素は生成しなか

った｡また黄色,赤色の両副生色素はRfが多少異なっており,また炉紙上で黄色色素に酢酸緩衝液を噴

霧しても赤色には変らないことから考えると,両者は構造の全く異なった色素ではないかとも考えられる

が,これらの色素の構造については未だ検討を行なっていない｡
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のではないかと考え次の実験を行なった｡

5)各種の溶媒を噴霧した場合の*F紙上のR.P.および副生色素の変色

第4図に示すように炉紙上のニンヒドリン反応によって得られた呈色物をペーパークロマトグ

ラフィーによって分離L R.P.および副生色素が存在する部分の折紙を切取って水,希塩酸,

第3表　炉紙上のR.P.に各種の溶
媒を噴霧した時の色調

溶　　　　　媒　　　　　: (mjォ)

水

ピリジン

水を飽和したフェノール

希アンモニア水などを噴霧し湿った状態のまま吸収

測定用セルの内壁に密着し可視部吸収スペクトルを

測定した｡*測定には日立分光光度計EP0-2A型を

用いた｡

407, 575　　　　その結果第3表および第4表に示すようにR.P.

410, 579　　　はどの溶媒を噴霧してもいちじるしい変色は示さな

408, 576　　かったが,副生色素の大半は希塩酸,酢酸,フェノ

-ルなどの酸性溶媒を噴霧すると紫色を呈し,一方

第4表　炉紙上の副生色素に酸性溶媒,塩基性溶媒を噴霧した時の色調

ピリジン,コリジン,希アンモニア水などの塩基性溶媒を噴霧すると青色を呈することがわかっ

た｡

結　　　　　論

アミノ酸をペーパークロマトグラフィーによって分離し炉紙上のアミノ酸をニンヒドリン反応

によって検出する場合,アミノ酸の展開に用いた溶媒が異なるとたとえ同じアミノ酸であっても

そのニンヒドリン呈色物の色調が多少異なってくるのは,ニンヒドリン呈色物に含まれる副生色

素が折紙に残留している溶媒によって変色することが主な原因である｡しかしグリシンの場合は

上記の原因以外に折紙に残留している溶媒に弱酸のナトリウム塩が含まれており,この塩がニン

*炉紙上の色素の吸収スペクトルを測定する場合,色素を折紙から抽出した溶液を用いて測定した方が正確
な測定値が得られるので,各色素の折紙からの抽出を試みた｡しかし副生色素の中には,抽出しにくい色

素,あるいは抽出過程で分解退色するものがあるので,この実験に於ては折紙に付着した状態で吸収スペ

クトルを測定した｡
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ヒドリン呈色時にグリシンおよびニンヒドリンと共存したために,異なった色調の副生色素を新

に生成したことが原因の一部になる場合もある｡

本研究に貴重な御示唆,御指導を賜った恩師赤堀四郎先生および大阪大学教授成田耕造先生に

探謝の意を表します｡

本研究の一部は大阪大学蛋白質研究所において行なったことを記し謝意を表します｡
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