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ガスグロマトグラフィーによるアミノ酸定量分析について

国崎直道*.米国 勤*.石原義雄*

Quanti加品iveAnalysis of Amino Acids by Gas-Liquid 
Chromaゐographyand Its Application 

Naomichi KUNISAKI， TsuもomuYONEDA and Yoshio ISHIHARA 

Abstract 

Themωhod of g品目・liquidchrom晶もogra.phywa.s developed re細川Yby Gehrke 
a.nd his coworkers onぬequa.ntiぬもivea.na.lysi圃ofa.mino a.cids wi色ぬ.ha. pre句p晶ぽr鴎&抗もiぬon
ofN 
晶cid也且 u目回~n噌g 色也heirme'的も也ho吋dw訓iも白hsome mod必i貧fic晶抗凶色“ion目鳥， cωo叩no閃ern司li泊ngrep戸rod伽，u却cibili色ty晶組nd
i色旬8a.c もu晶，1a.pplica.も“ionもobiologica.l producも旬B払. 
Asもoa.mino晶cidsfound in pro旬並se互ω酢 hi的idinea.nd cy前ine色herepro-
ducibility wωvery good， bu色色ηpもopha.na.nd a.rginine were no七qua.n'もi句もive.
Moreover， the a.ccura.cy of this method wa.s 闘志ima.'加1by comp釘i日onwiもha.mino 
a.cid a.uもo-an.a砂sisusing c制 einhydrolysa.te. For biologica.l produc凧 frooa.mino 
晶cidsin sa.lmon eggs were晶n晶，lyzedbefore a.nd a.fter fer七iliz抗ion.

緒雷

近年ガスクロマトグラフィーによる分析技術は著しく進歩し種々の微量成分の検出・定量K利用さ

れてると ζろであるが，アミノ酸定量分析にも応用されるようになった。 アミノ酸の定量分析には，

微生物法とかロ紙・薄層・イオン交換のクロマトグラフィーなどがあるが， いずれも限られた微量の

生体試料について行なうには適当な方法とはいい難い。 イオン交換樹脂を用いたアミノ酸自動分析計

による方法は優れたものであるが， なお相当量の検体を要し分析時間・費用の点でも問題なしとし得

ない。そこでガスクロマトグラフィーによる分析法が考えられるに至った。 ζの方法が確立されると

微量の試料(アミノ酸量1O-9mole又は之以下でも可能)を極めて迅速に多数分析でき， しかも経済

的でその応用面も巾広くなり，水産動植物の比較生化学的研究のためのアミノ酸微量定量法として極

めて有効な分析手段と考える。

アミノ酸をガスクロマトグラフィーで定量分析を行なうためには，まず揮発性の誘導体K(常K定量

的K)変える ζ とが必要で， ζれまでに N-アセチルアミルエステル， DNPーメチルエステル，フェニル

チオヒダントイン誘導体などが研究されて来たが，分離性・定量性共Kトリフルオルアセチル(TFA)

ブチルエステル誘導体が最も適しており， カラム充填剤の改良とあいまちガスクロマトグラフイ{に

よるアミノ酸定量分析もほぼ完成されるに至った1-7)。種々の生体試料についてもアミノ酸自動分析

計による定量値と比較しガスクロマトグラフィーの分析精度の高い ζ とが認められている均。特に

Gehrkeρー助は蛋白構成アミノ酸20種について詳細な報告を行なっている。

ζ乙に通常の蛋白構成アミノ酸20種の分離定量を目標K，TFA-エステル法によるガスクロマトグ

* 北海道大学水産学部水産高分子化学講座
(μ加 atory01 High PO砂脚rOh伽・stry，Faculty 01 Fi功例ぬ，Hokkido U胸仰勿)
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ラフィーを生体試料分析に応用するための基礎的研究を行ない， さらにサケ卵の遊離アミノ酸定量を

試みたので報告する。

実験方法

fit料および院議

標準アミノ酸は和光純薬工業 K.K.と味の素 K.K.製， カゼインは Merck製，試薬のメタノ{

ル・ブタノール・メチレンクロライド・クロロホルムおよび無水トリフルオル酢酸(TFAA)は和光純

薬工業K.K.製のものをそれぞれ使用した。

E電磁の周目臨
無水塩酸メタノール: 特級メタノーJレ500mlIL金属マク・ネシウム約 2gを投入して 1昼夜放置，

含有する水を Mg(OHlsとして除去後ガラス製蒸溜装置で再溜して精製.得られた無水メタノール11:

乾燥塩化水素を導入 (ζの濃度はアルカリ滴定で1.25士0.10規定11:調整)して調製した。

無水塩酸ブタノ戸ル・無水メチレンクロライド: 上記と同様に金属マグネシウム処理して調製。

またエステル化・アセチル化などの定量的反応遂行のためすべて完全に乾燥した器具類を使用する ζ

とに留意した。

使用樹器および測定条件

島湾製ガスクロマトグラフ GC-4APTFを用い，充填剤は最も分離能が優れていると考えられる

回 SS.X (Ethylene gly∞ succina旬 me'耐Isili∞nepolymぽ) 0.2596， DEGS (Diethylene gly，∞l 
succinate) 0.7596を ChromosorbW ILコーティングしたものを用い内径 4mm長き1.0mのガラス

カラムによって分析を行なった。その他測定条件は Table1 fζ示す.

Ta.ble 1. 1即位umen色晶l加.dchrom拘伊phicoonditi叩s

Ins加lment晶，1condiもions:
Shima.zu ga.s chrom抗ogra.phGC-4A PTF 
Column句mpera.'色ure...................... (600-21000) 
Progra.m ra;句 ............................cofmin.
De色ector旬mpera;加re .................... 23000 
Injection句mp町ature .................... 24500 
Sensitivity， (ra;略的 ...................... 10円(0.4)
Oa.rrIer fiow ra;句，Ns...................... 40 ml/min. 
Air .......... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0.6 Kg/cms 

Hydrogen .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0.5 Kg/cmt 

Cha.rt spe吋......•.•.......••••• ...•••••. 5mm/min. 

Column sysぬ'm:
EGSS・X0.25%， DEGS 0.75% 
Ohromosorb W (6ι80m倒 h)
Oneme句rx 4 mm i.d. gla.ss column 

実験結果および考察

1. 標準アミノ酸のガスクロマトグラフィー

a) アEノ酸のエステル化: 標準アミノ酸20種各 5mgを糟秤し 50mlナス型フラスコに取り，

無水温酸メタノール 20mlを加え密栓して室温30分間時々振湿してエステル化を行ない，過剰のメ

タノーJv，塩酸および生成した水を 60。土50Cで減圧溜去後無水塩酸ブタノール 2伽11を加え乾燥管
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19時] 国崎外: ガスタロマトによるアミノ酸分析

を付して 1∞。土5"Cで150分間容器を回転携持してエステル交換を行なった。次に過剰の無水塩酸

ブタノールを 60。土5"Cで完全に減圧溜去しアミノ酸の E プチルエステル塩酸塩を得た。

b) トリフルオルアセチル化: 上記アミノ酸の n-ブチルエステル塩酸塩に無水メチレンクロライ

ド10mlとTFAAO.1mlを加えて溶解， ζの溶液 50μ1をマイクロシリンジでアンプル(内径7mm

程度の肉厚ガラス管の両端を細く引いたもの)に取り， さらに TFAA50μlを加え封管， ζれを

150。土5"Cで 10分間反応きせアセチル化を行ない，冷却後開管し過剰のメチレンクロライド・TFAA

を室温下減圧除去した。乙 ζlζ得られた N-トリフルオルアセチル n-プチルエステル誘導体を 0.5ml

クロロホルムに務解してその 3μlを供試，得られたクロマトグラムを Fig.1 f(示す。

TFA 

IS 
LEUI PRQ 

内PRl

E 

60 印 100 120 140 160 180 2OO 210・c
O 5 10 "5- 20 25 30 35 3'8 MIN 

Fig. 1. Chroma.togra.m of n.bu勿1N.trifl.uoroa.却も，yla.mino a.cid倒防四.
ISσn旬rna.lSぬnda.吋.):Norleucine 
Chroma.'もogr昭hic伺 n(批ions晶mもhesa.meωshown泊 T晶，ble1 

d 定量処理: 内部標準物質 (IS)は種々検討して DL-ノルロイシンを選ぴ， クロマトグラムの

ピーク面積はガスクロマトグラフに内装するインテグレーターによってカウント数として表わされる

が，各アミノ酸のピーク面積は固有の値を取るので， そのカウント数を重量に換算するための係数

(Factor)も亦各アミノ酸固有の値を与えるが Table2は7回繰返し測定した値の平均とその標準偏差

を示したものである。

ガスクロマトグラフィーのためのアミノ酸誘導体には前記の如く種々のものが報告1-6， 1りされてい

るが，とれらは蛋白構成アミノ酸20種f(必ずしもすべて適応できない。たとえば N-トリフルオルア

セチルトメチルエステルでは蒸気圧が高くなり過ぎて一部損失するという欠点があり，ピーク相互の

分離は可能でも定量的ではない。ただし定性的には比較的簡便な方法であり利用価値も高いと思われ

る。とれに対してGehrkeら1ト 18)の N司トリフルオル nーブチJレエステル誘導体は各段階の反応が定

量的に行なわれるため再現性が非常に高い。

誘導体の合成段階で無水塩酸メタノールおよび無水塩酸ブタノールの塩酸濃度を1.25土0.10規定

とする前は，触媒としての塩酸濃度をほぼ飽和状態として使用したが，再現性の点で前者の方が遥か

に優れている ζとが判明した。

カラムについては当初 2mのステンレス製を使用して分析を試みたが，揮発性の低い塩基性ア E

ノl唆の分離が不良であった。またシスティンとメチオニンのような保持時間の近接したものも分離不

充分で，しかも 1種類のアミノ酸誘導体から数個の小さなピークが認められた。 ζの点ガラスカラム
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を用いるオンカラムシステムでは注入部の高温による分解が避けられ， 単一のピークが個々のアミノ

酸について得られるに至った。

同定には個々のアミノ酸の誘導体を合成しその保持時間から判定したが， トリプトファンの場合室

温下のアセチル化では2個のピークに分れた。 これはインドール核のアミノ基が完全にアセチル化き

れずにつアシル誘導体とモノアシル誘導体の2つになるなるためと考えられる。 しかし上記のように

高温でアセチル化を行なった場合には単一のピークが得られ，他のアミノ酸との分離も完全でその上

時間の一層の短縮も可能となるに至った。

塩基性アミノ酸ヒスチヲンおよびヲスルフィド結合をもっシスチンは分離できなかった。 またアル

ギニンも他のアミノ酸のピークに比べかなり小きい乙とが指摘される。標準偏差はアルギニンを除い

てOfC近く定量分析を行なうのに充分再現性がある ζとを示している。 トリブトファン・メチオニン・

セリン次いでシスティンの偏差がやや大きいが数回の平均を取る時は妥当な数値を与える。

ζれちからガスクロマトグラフィーで一部を除いてアミノ酸の分離定量がほぼ完全に行なえるもの

と考えられる。今回の実験で分離できなかった前記のヒスチヲン・シスチンさらに定量性に問題を残

したアルギニンの3種アミノ酸については検討の余地を残した。しかしGehrkeの最近の報告14)で示

された OV-17 (Phenylmethylsiloxane)を充填剤に使用すれば乙れらも分離定量が可能と恩われ検討

中である。

Ta.ble 2. The fa.ctor a.nd rel叫ive自協nda.rddevi抗ionfor ea.ch 110m凶0 晶cid

Amino剖 id F品。もor Sぬnda.rddevi抗ion

Ala.nine 1.024 0.062 

V晶line 1.125 0.071 

Glycine 1. 074 0即7

Isoleuc泊e 1. 014 O.αi9 

Leucine 1.059 0.052 

Proline 1.103 0.055 

Threo凶ne 1.146 0.056 

Serine 1.188 0.136 

匂百句泊。 1. 405 0.1ω 

Methionine 1.463 0.144 

Hy白。可proline 1.165 O.ωo 

Phenyla.la.nine 0.929 O.筋4

Aspa.rtic a.cid 1.即7 O.αぬ

Gluta.mic a.cid o.r.m 0.0ω 

Tyrosine 1.咲訓B 0.076 

Arginine 13.344 2.283 

L戸泊目 1.222 0.058 

Tηpω.pha.n 2.日O 0.252 

2. ガスクロマトグラフィーによるカゼインのアミノ酸分析

本分析法の精度を見るために， カゼインについてアミノ酸オートアナライザーによる分析値との対

比を試みた。カゼインを精秤し ISとして DL-ノルロイシンの 40mg96水溶液 1mlと12N-HCl

1.0mlを加えて溶解後減圧封管の下で常法通り加水分解を行ない Dowex50W-X8 (W型， 100-200 

m匝.h， 1.1 x6cm)にアミノ酸を吸着， 50mlの水で洗糠後 2N-NHρH1∞mlで溶出， 乙れを
50。土50Cでロ F タリーエパポレーターで減圧下濃縮乾国後さらに少量の水を加えて減圧濃縮を繰返
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LEU PRQ 凶

ω
z
o
a
ω
ω
g LYS 

ASP VAL 

PHE 
ILE 

38 MIN 

S 

35 15 20 25 30 

伯:rom晶もogr晶m of c晶駒，inhydrolyぬもe

10 

Fig.2. 

Ta.ble 3. Amino a.cid晶na.ly自isof c鋪ein

lon exぬ組ge

3.15 (%) 
7.40 
1.81 
5.20 

9.42 

10.64 

3.75 
6.71向

2.47 
5.13 
7.45 
22.26 
8.42 

6.35 

一
l
M
h

一
仰
仰

一

H」
同

一
伽
山

2.79 (%) 
7.51 
1. 81 
5.70 
10.26 
12.ω 

3.55 

6.担

2.42 

5.07 

7.66 

23.55 

9.36 

1.26 

Amino前 id

Ala凶ne
v品目ne
Glycine 
1801凹 cine
Leucine 
Proline 
Th:reonine 
S自由。
Me出 onine
Phenyla.l岨 ine
Asp附 ica.cid 
Glu旬mica.cid 
Lys泊。

町rosine

1∞.2l 
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してアンモニアを完全fC溜去し，得られたアミノ酸は上記の方法により処理して誘導体とした。

ζれを 0.5mlクロロホルムに溶解しその一定量を供試して得られたクロマトグラムをFig.2K示

す。アミノ酸重量は Table2の Factorを用いて計算し， ζれをアミノ酸オートアナライザーで測定

した値と比較して Table3 K示した。

カゼイン構成アミノ酸ではチロシンを除いて他はアミノ酸自動分析値と良く一致している。 とのよ

うに一部のアミノ酸を除いて， ガスクロマトグラフィーによる天然物のアミノ酸定量分析も可能で，

その費用も比較的少なく多数の試料を微量で迅速に処理できる長所は種々の生化学的応用fC充分活用

できるものと判断される。前記の OV-17カラム使用でアルギニン・ヒスチヲン・シスチンならぴに

とのチロシンの分離定量が完成されるときらに完壁なものとなろう。

Schemel. Ex佐晶ctionof a.mino晶cids企omsa.lmon e路 Band preparation 
of色heirderivativ，倒

18山岨明|

|ω…h叫伽nd.ard叫叫佃
晶nd5m1 of 6% TCA 

|Hom噌叩飴|

Centmugation 

国竺竺竺ー|

Added 0.5 ml of Hρ 
晶nd5ml of 6% TCA 

Cen-制fug晶も，ion

R倒 due

Dowex 50 W-X8 (H+.町pe)
Elution wiぬ 50ml of !N-NH，OH 

|Effiu，鵬|

1…，ion of NH. and 11.0 

lAmino Acidsl 

円前日刊
IAmino Acid Deriv凶糊|

-1嶋一



ガスクロマトによるアミノl駿分析

3， ~ケ卵の遊園量アミノ酸分析

ガスクロマトグラフィーによるアミノ酸の微量定量分析は特に生体内遊離アミノ酸の消長を追跡す

る手段として極めて有効と考える。発生の生化学的研究は水産増殖の面でも重要であるが，硬骨魚の

との方面の研究は他の背椎動物I(比べて少なく今後発展させなければならぬ分野であろう。 ζζICサ

ケ卵について発生に伴なう遊離ア Eノ酸含量の変化の分析を試みた。

1何8年10月北海道上磯町茂辺地川で捕獲したサケ (Onchorhynchusketa)の成熟未受精卵，受精

後20日・ 25-30日・ 40-50日後のものについてそれぞれ Scheme1 f(従って処理して得られた遊離

アEノ酸クロマトグラムを Fig，3-6 !(示す。全般的IC見てグルタミン酸・アスパラギン酸が圧倒的

に多く，次いでセリン・ロイシン・パリンが比較的高含量を示す。グルタミン酸・アスパラギン酸の

多量存在は渡辺町らも指摘している。未同定物質 U1'U，.Usが存在し特ICUlは大量で発生の後期

国崎外:19伺]

GLU 

U. 

5 目o 15 20 z'5 30 3'5 3'8 MIN 

Chrom品事ogra.mof free a.mino品。idsin叫 moneggs b由 refe的出z叫阻

ASP 

SER 

O 

Fig.3. 

凶
の

Z
o
n悼
の
凶
広

GLU 

U. 

凶

ωzoaの
ωα

ASP 

5 10 15 20 25 30 35 40 MIN 

価l'Om.句gra.mof金制a.mino晶oidsin Sa.Im岨句gs20d晶戸“初rtiぽ舗liz副佃
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[XX， 3 

でも増量を示し最大の含量を示すに至る。渡辺らのペプタイド XI-XOと関連がありそうである。受

精後20日{発限期頃)には大量存在のグルタミン酸の増アスパラギン酸の減 Ulの著増があり，他

iζセリン・ロイシンの減，グリシン・ U，.Usの増が認められる。受精後25-30日ではアスパラギン
酸・グルタミン酸共11:減少， Ulは増大を続げるが U，.Usはそのままである。一方，フェニルアラニ
ンの急増とスレオニン・アラニンの減少が見受けられる。受精後40-回日になると引続きグルタミン

業報産水大:lt 

Ul 

GLU 

凶

ωZO止
の
凶
庄

5 10 15 20 25 3⑬ 35 40 MIN 

Chroma句'gramof金関a.minoa.oids in 働，lmon 句~8 25-30白戸a.fterferti1iz晶低価

o 
Fig.5. 

Ul 

LYS 

GLU 

PHE 

凶

ωzoaω
凶
ぽ

5 10 15 20 2"5 30 35 40 MIN 

Chroma.もogr甑nof仕切a.minoa.cids in sa.lmon e回目 40-50da.y8 a.fi匂，rfer説liza.tion
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1969] 国崎外: ガスクロマトによるアミノ酸分析

酸・アスパラギン酸が減少するが U1は更に増大を続ける。またグリシン・パリン・アラニンも増大
しているがζの期でのリクンの急増が注目される。

各組織の遊離アミノ酸量は蛋白質の合成・分解， 核酸塩基その他生理活性物質(アドレナリン・チ

ロキシン・セロトニンなど)の生成およびエネルギー代謝等に広範囲にわたり密接な関係にあるが，

血壌中遊離アミノ酸と共に含有量がほぼ一定に保持されその恒常性が維持されているが，種々の生理

的条件下ではそのパターンに変動を与えるのでいろいろの解析手段となり得る。最近ζれを病理学的・

栄養学的に応用されてると乙ろであるが，生命現象の発現・活動という激しい生理現象が短時日の聞

に進行していく魚卵発生段階では当然かなり大きな遊離アミノ酸パタ{ンの変動が推定される。ガス

クロマトグラフィーにより比較的容易に多数の分析値を集積し乙れを総合的に検討する乙とによって

短時日に研究を展開するととが可能と考えられる。今後組織化学・酵素化学的手技も併用して魚卵発

生におけるその生化学的意義を解明， さらに病変などによる変動も究明し水産蛋白資料増殖のための

基礎的資料としたいと願っている次第である。

要約

(1) 0.2596 EGSS-X， 0.7596 DEGS， Chromosorb W (60-80m回h)を充填剤とし 4mmx1.0mの

ガラスカラムを用いて N司トリフルオルアセチル n-プチルエステル法によるガスクロマトグラフィ

ーで 20種標準アミノ酸の定量分析を検討し， ヒスチヲン・シスチン・アルギニンを除いて他は測定

可能と認められた。

(2) カゼインのアミノ酸分析についてガスクロマトグラフィーとオートアナライザーによる数値

を比較しチロシン以外は良く一致する乙とを確認した。

(3) サケ卵の種々発生段階における遊離アミノ酸をガスクロマトグラフイ{で測定しそのパター

ンにかなりの変動のあるととを示した。全般的!rグルタ Eン酸・アスパラギン酸が極めて多量次いで

セリン・ロイシン・パリンが比較的多く存在し他に来同定物質Ul(特に多量存在し発生後期では最も

大きなピークとなる)・U，.Usあり，後期にはグルタミン酸・アスパラギン酸の大巾の減少とフェニル
アラニン・リランの急増が認められる。

おわりに，試料を堤供された北海道上磯郡茂辺地漁業協同組合並ぴに発生段階の観察をお願いした

当水産学部小野里坦氏に厚く謝意を表す。
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