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Dimethyl Sulfoxide(DMSO)を用いた
クロロフィル抽出法の検討

生物機能化学科作物栄養学講座浦山 勝(作物・分析系共同利用班〉

はじめに

クロロフィルは光合成によって光エネルギーを受け取る色素である。光合成はこのク

ロロフィルが結合した集光性タンパク質と、二酸化炭素を固定するリブロース 1、5-ビ
スフォスフェート カルボキシラーゼ/オキシゲナーゼ CRubisco) が中心となって機

能していると考えられる。特にクロロ

フィルに関しては光強度が弱よいよう

な葉や、そのような環境に滴応してい

る植物では Rubiscoに対しての比率が

増大し、少ない光をより有効に利用す

るという機能が発達する事が知られる

ことからその重要性は大きい。クロロ

フィルは図 1のように脂溶性の色素で

あり、これを可溶化するために現在用

いられている主な溶媒をまとめると表

1のようになる。従来80%アセトンに
よる抽出が広く用いられておるが、樹

木の葉のように極めて組織が硬い場合

等に視覚的に抽出が完全に終わってい

ないことが指摘されており、この問題

を解消するために、ジメチルスルフォ

キシド CDMSO)を利用する事が適して

いるとして、最近特に生態学の分野で

は広く使われるようになってきている。

DMSO法は、従来の方法に比べて簡便で

あるうえに(実験方法参照)、安定性

が高いことが指摘されており、抽出後

の溶液は冷暗所で保存すれば3日間で

も分解しないことが知られている。問

題となるのはDMSO試薬が皮膚に毒性が

あるので取り扱いに注意が必要な点で

ある。これまでこの方法を通常の作物

に応用した例はわずかにサイトウに関

して一例あるのみであり、この場合も

クロロフィル aと bの両方の抽出効率

が高まることが報告されている。
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図1クロロフィル化学式

表1 クロロフィル抽出の主な溶媒
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実験方法

コムギ、スギナ、イネ科雑草、タンポポ、フキを供試してEtOH法とDMSO法を比較した。

EtOH法は新鮮試料役19精秤したものを100%EtOH中でポリトロンを用いて磨砕後、抽出し

No5Aのろ紙で、ろ過してから定容し吸光度665nmと649nmで測定した。

DMSO標準法は新鮮試料約25--50mgを2mmx 2mmの細片にし10mlの小試験管にとり、 DMSO

を5mlオートピペットで加えパラフィルムでシールし暗所(直射日光の当たらない程度)

で65"Cの恒温槽で振とう培養し組織が透明になった後に(約 1時間)、室温まで放冷後5

mlの新鮮なDMSOを加え、良く捷枠しNo5Aのろ紙でろ過後吸光度664.9nmと648.2nmで測定

した。

DMSO改良法として新鮮試料25--50mgをDMSO中でポリトロンを用いて磨砕後、 65"Cで 1

時間抽出を行い No5Aのろ紙でろ過してから定容し、 DMSO標準法と同じ吸光度で測定し

た。クロロフィルの量は次式により求めた。

EtOH法

クロロフィル a= 13. 70 x A665-5. 76 x A649 

クロロフィル b= 25.80 x A649-7. 60 x A665 

DMSO法

クロロフィル a= 14.85 x A664. 9-5. 14 x A648. 2 

クロロフィノレ b= 25.48 x A648. 2-7. 36 x A664. 9 

結果および考察

EtOH法とDMSO法の比較結果を表2に示した。 DMSO法は樹木において報告されている法に

準じており。視覚的には抽出残査に緑色は残っていなかった。 EtOH法に比べてDMSO法で

は全般的な傾向としてクロロフィル aの抽出効率が高まり、クロロフィル bの抽出効率

が低下していた。この結果クロロフィル a/bはDMSO法で著しく高ま った。しかしながら

この方法がそのまま草本に適応できないと考えられた。

表2 EtOH法とDMSO法の比較

(mg/g FW) 

植物 反クロ復I 反クロ復E 反復/bI 反a復/bE ロ7ィルa jロロ7ィルb ロ7ィルa jロロ7ィルb a 

スギナ EtOH O. 375 O. 032 0.429 O. 043 11. 7 10. 0 
DMSO O. 565 O. 075 O. 671 O. 087 7. 5 7. 7 

タンポポ EtOH O. 940 0.345 O. 888 0.234 2. 7 3. 8 
(サン7

0

ルポ
1 ) DMSO O. 998 0.183 1. 508 0.257 5. 5 5. 9 

(タサンン70
ポ
1レll)
EtOH 1. 849 O. 726 1. 684 0.618 2.5 2. 7 
DMSO 1. 253 0.213 1. 481 0.211 5. 9 7. 0 

イネ科雑草 EtOH 2.134 O. 676 2.202 O. 738 3.2 3. 0 
DMSO 2. 589 0.319 2.491 O. 273 8. 1 9. 1 

フキ EtOH 1. 297 0.740 1. 251 0.828 1.8 1.5 
DMSO 1. 958 0.581 1. 952 0.346 3.4 5. 6 
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「
これらの結果はDMSO法では抽出効率に何らかの問題が存在することを指摘している。 DM

SO法のクロロフィル抽出への妥当性を確認したBarneset al(1992)らのデータを再検討し

た結果を図2に示した。
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図2

供試されている植物はノルウェ

ートウヒというマツの 1種である

が、この結果からクロロフィル a

/b 比は抽出時間に伴ってクロロ
フィル aとクロロフィル bは必

ずしも同調して抽出はされていな

いことが示されている。つまり、

先の実験でクロロフィル a/b比が
EtOH法とDMSO法で異ったのは抽

出時間の影響があったためとも考

えられた。

次に、 DMSO法の問題点を確認す

るために、コムギを使い時間を追

ってクロロフィノレ aとクロロフ

ィル bの抽出効率を調査した。

結果を図3に示した。しかしコム

ギの葉の場合、振とう抽出による

抽出はほぼ 5分程度で一定に達し DMSO標準法によるコムギのクロロフィル抽出
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ておりクロロフィル aのみならずクロロフィル bの抽出効率も時間によって変化してお

らず、葉を裁断しただけの標準法では抽出時間を延長しても抽出効率には影響が認められ

なかった。

そこで、コムギを供試して組織の磨砕の影響を調査した。 80%アセトンと 100%DMSO 

を用いた。 DMSO法に関しては標準法のように2mmの正方形に裁断した試料とポリトロンを

用いて磨砕した試料を供試した。なお、ポリトロンで磨砕後さらに65"Cで1時間抽出を行
った。表3の結果から明らかなように、ポリトロンを用いることにより、特にクロロフィ

ル bの抽出効率が著しく高まった。しかしこの結果は DMSO法の利点のーっとして挙げら

れている簡便さを大きく損なう結果となった。

表3 コムギのクロロフィル抽出法の比較(mg/gFW)

80完了セトン DMSO標準 DMSOifリトロン
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まとめ

DMSOのクロロフィル抽出を検討し次の結果を得た。 DMSOを加えた試験管中の植物体組織

は視覚的に色素が完全に抽出されているように見えるが、ポリトロンによる磨砕によって、

クロロフィル bの抽出が著しく高まり、全体のクロロフィル a+ b抽出量も高まること
から、ポリトロン磨砕の後に65"Cで振とう抽出するという方法を用いることがコムギにお
けるクロロフィルの抽出に適していると結論されたD
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