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　蛋白又はbiological　fiuidsに榊こ含まれる酸性アミノ

酸は，通常グルタミン酸及びアスパラギン酸の2種であ

って，その定量法は多数提案されて居り，実際の分析例

としては，微生物によるbioassay（1）又はisotope

dilution　method（2）セこよるも㊧が比較的多いが，本邦

では未だ一般に直ぐ行い得る方法とは言い難い。

　また化学的方法では，従来からの単離法（3）（a）が最も屡

々用いられて居るが，分析量，操作，他のアミノ酸の妨

害等の点に難点がある。そのほか直接定：量法として挙げ

られる主なものは，グルタミン酸で，NaNO2及びK－

MnO4処理により號珀酸に変じ，銀塩とし銀滴定する方

法㈲，chloramine　T処理後加水分解して號珀酸を得，

・succinic　dehydrogenaseを作用させて検：，王する方法（c），

’＝ンヒドリンで酸化後，dinitrOphenylhydrazineと反

応させhydrazoneを比色する方法（7）等があり，アスパ

ラギン酸では，臭素水及び：KMnQt酸化でdibromo一

つxalacetic　acidとし，　dinitrophenylhydrazineと反応

後比色する：方法（8），アルコール性ヂメチル硫酸でマレイ

ン酸とフマール酸の混合物となしpolarographによる

方法（9・），フマール酸に変じて比色する方法（10），aspartase

による方法（11）等があるが，これ等は概して操作繁雑で

例数は砂い。

　近来クρマトグラフ法の進歩に伴い，この2種のアミ

ノ酸の等電点が著しく酸性側にある性質を利用して，酸

性アルミナ（12）（13）（14）或は陰イオン交換樹脂（エ5）（16）（17）を用

いて，アミノ酸混合液中より，両酸のみを吸着して

group　separatiOnを行うことが可能となった。後者につ

いては分離部に対し，更に溶出後分別結晶する（18），或は

液体クPtマトグラフ法により，両三の等電点の差を利用

して，適当な溶剤で溶出する（19・）（2e），或は両三昆合溶液を

濾紙上に展開して分離後更に濾紙より溶出する（21）等に

より，両酸を相互に分離した後適当な方法で定量する

ことが提案されて居る。これ等は，両拳をほぼ同時に定

量し得るQで，個別的な化学定量法よりも簡便であるが

，前者は試料の量，精度等の点で，後二者は操作繁雑で

特別の注意を要する点その他で一長一短を免れない。

　筆者等は酸性アミノ酸定量法の簡易化を目的として，

：先づピPリドンカルボン酸法（以下劇化法と略称）によ

るグルタミン酸の直接定量法（22）を検討したが，グルタ

ミ・ン酸をその等電点附近で加i熱して，　pyrrolidone

carboxylic　acidに変じ，加熱前後のアミノNの差をVan

Slyke法で求めてグルタミン酸Nとする本法は，半定量

法として比較的簡単且つ正確であることを確め得た。本

法を蛋白分解液の陰イオン交換樹脂による酸性アミノ酸

の9roup　separation区分に適用し，全アミノNよりグ

ルタミン酸Nを減じてアスパラギン酸Nを求め，敗血の

同時定量を試みたが，この組合せは半定量法として充分

実用し得ること，：並に嘗てケラチン分解液について行っ

たアルミナ吸血法（13）（23）よりも操作が簡易であることを

認めた。

　なお環化法を直接蛋白分解液に適用すれば，単離法

㈲吸着法（12）と同様に，シスチンの存在により妨害され

結果の補正を必要とするが，樹脂型式を選択してこれが

酸性アミノ酸部に混入することを防ぎ得た。

　以下にその実験成績の大要を述べることとする。

　　　　1．環化法によるグルタミン

　　　　　　酸の定量について

　グルタミン酸を含む水溶液を，pH：3．3，125。Cで，封

管中に加熱すれば，前記の如く環化してアミノNの損失

がおこる。この際の加熱時間，他のアミノ酸の影響，蛋

白分解液に対する応用等につき検討した。

　グルタミン酸のアミノN損失
　純グルタミン酸及びそのNa塩の水溶液数ccを硬質

試験管1ことり，B・P・B・でpH　3・3に調節し，熔封後，

125。C±3◎Cの油浴に浸し，加熱時間と環化程度の関係
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を求めると第1コ口如くで，数回実験の結果，実用上

は，4時間の処理で損失92％を適当と認め，以後この

数値を用いた。

ff　！表グルタミン酸のア

　　　　ミノ：N損失
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第2表　力ぜイン分解液におけるシ

’　　スチンのアミノN損失

　シスチンのアミノN
　損失本法をアミノ酸混

合液に用いる場合，・シスチ

ンのみが同様の挙動を示し

て定量を妨害することを確

めたので，蛋白分解液その

他について，グ7gタミン酸

のみを定量する場合もある

ことを：考慮し，シスチンの
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HC1分解液の種々

の量並にこれに純

シスチンを加えた

ものを全容約5cc

とし，アミノN損

失を求めると第2

表の如くであっ

て，本処理による

シスチンのアミノ

N損失は概ね一定

で，且つグルタミ

は第3表に示す通りで，各々数回の実験値の平均は99

％であった。従って本法は，シスチン含量：の補正をす

れば，蛋白分解液その他アミノ酸混合液におけるグルタ

ミン酸の半定量に充分使用し得ることが認められた。

　　II．　Amberlite　IR　4　Bによる酸牲

　　　　　7’ミ，ゾ酸の分離について

　アミノ酸混合液より酸性アミノ酸のgroup　separat－

ionを苛うため，陰イオン交換樹脂Amberlite　IR　4　B

を且い，カラム法によって，分離の条件，定量法への適

用無につき検討した。

　樹脂交換能
　グルタミン酸ソーダ水溶液を通過検液とし，HC王，　Na－

OH等の屡々用いられる再生斉肥車として・樹脂の交換

能及び再生法との開二等を求bZ，た。多価のイオンは脱離

困難なので姶から除外した。常法により，新しい樹脂を

HC1，　N・OHで交互に海黙した後最後にHC1洗で止

　　　　　　　第4表樹脂交換能

通過測型式三襟響『三献
　　　　　　R－CO，，　N－Na，）CO3　20

グルタミン酸 奄q一CI　N一HC’20

mg／cc，aq．sol．　R－CIXik　N－HCI　．35．一一v40

通過速度．R－Ac　N－NaOAc　140

cc／min．　．ROH　N－NaOH／40

　（15），　（18）

，（16），　（！9），　li（20）i

＊水700ccでC1
，freeまで洗ふ

　（20）

　（17），　（21）

ン酸の環化度はその量にかかわらず，カゼイン中の含量：

を無視すれば，シスチンはアミノN計算量の平均59％

を失うことになり，従ってその1mgはグルタミ～・酸

0．78mgに相当することとなった。この数値は原著者の

夫に比し低目であるが，シチスン含量を無視し得ない場

合は，分解液のシスチンを定量し，この割合でグルタミ

ン酸含量を礁正せねばならぬ。

　蛋白分解液における回収
　カゼイン及びシスチン含量の多い兎毛ケラチンの分解

液を用いて，添加グルタミン酸の回収率を測定した結果

　　　　　第3表　回　　収　　試　　験
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め，洗湯のCIイオンがほぼ無くなるまで，多量の水で

洗った。一方，内径約5mm，長さ約40・cmの硝子管

の下端近くを絞ってカラムとし，．脱脂綿少量を絞った部

分まで押し込んで底とし処理した樹脂の風乾量0．59を

詰め，気泡の進入を防ぐために常に水で被覆した。カラ

ムの上端をゴム管で分液漏斗の脚に接続し，これに再生

剤叉は胆液を入れ，カラム流下速度を活栓で調節した。．

　再生はすべて1N一水溶液25　ccと水50　ccの2　cycle一

旦，更に水150ccを通して行い，終了後直に膵液を通

過させ，流出液がニンヒドリン陽性を呈するまでの通過．

液中のグルタミン酸量を以て，この条件における交換能

と定めた。

　実験結果は第4表の通りであるが，樹脂型式は，とり

あえず再生剤の陰イオンで表した。同調によれば，R～CE

＊，R－Ac，及びR－OH型がほぼ能力等しく，他は低下

した。併し前者は再生に多量の水を要するので，後二者

を適当と認め，以後は：專ら，Na－acetate，疎びNaOH

再生の樹脂を用いた。

　本条件下の交換能は，グルタミン酸0・56　m－paol／g撹

脂で，平衡交換容量5．．2　m－eq・／gよりは当然少い。

　樹脂による交換及び溶出
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　　　　　　　　　　とピPtリドンカルボン同法による定量について

　酸性アミノ酸の分離・定量は蛋白分解液について行わ

れることが多いので，カゼイン及び兎毛ケラチン分解液

を用いて，R－Ac，　R一一〇H型の分離能を検した。この二

者を選んだのは前者はシスチンに乏しく，且つ屡々交換

を妨害する多価の燐酸イオンを含むこと，後者は逆にシ

スチンに富むこと等を考慮したためで，蛋白を6N－B：C1

20倍量と封門中で，100～1050Cに30時間加水分解し

た濾液を検液とした。カラムは実施の便宜上内径約9mm

の硝子管を用い，樹脂2gを詰め，再生剤は交換能測定

の場合の倍量を通した。

　分解液を減圧で濃縮しHCIを駆出後，水を加え，未

だ強酸性の溶液一定量をpHを調節せずにカラムを通

し，続いて呼出の水で洗った。次に酢酸を流下して吸着

部を溶出し，通過部，溶出都を濃縮後続紙上に二次元展

開し，分離状態を判定した。

　R－OH型とR－Ac型のカゼイン分解液に対する．分離…

能はほぼ同等であるが，前者の通過液のpHはほぼ7～

8であるに対し，後者では5～6であった。

　ケラチン分解液の場合はこれと梢異り，両型樹脂の通

過及び溶出液をそれぞれ濃縮又は乾固すると，水不溶の

結晶が前者では溶出液に後者では通過液に相当量現れ

た。これは酸可溶，ニトPtプルシッド反応陽性で，シス

チンであることを確認したが，濾紙に屡開し牟結果もこ

れに一致した。即シスチ四）挙勲は両型で反対と斥り，

R－OE［型では交換吸著され，酸溶出によって酸性アミノ

二部に混入して来るに対し，R－Ag型ではその儘通過し

て，中性，塩基性アミノ酸部に含まれることが見出され

た。シスチンの等電点は中性アミノ酸より酸性側にあ、

り，R一一・OH：型による交換時のpHによって，カラム内

で陰イオン化又は析出洗弄するのが斯かる現象の一因で

第5表交換及び溶出
試 料 交ヒ

欝
月夕士狂歪 換…樹脂

煙�ｷi溶
出

嘩鞭点（エンびりの

「葱諏7十三擁

ヵ…恥・・m，1（齢懸1・錦
　　　　　　　　　　　　…9＼吸齢…
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1．Og

通過部・

購／遠��Q匡一
一F
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±

帯

士

同 上
（添　加P”OH）／通過部一

J｝ム）＜護讐諜／鐵ごr認、：望黛＿三…1｛＋

・・59＼嚇部一＿＿一
N－HCI　20　cc　o　I十．

粁
±
＋

什

同 上
號）〈諜に三二1二扁誼薦二田粁
又は　R－OH　2．　O　g　　　　　　　　　　　更にN－HCI　20cc一一一〉…

十H一

ケ・f
@y　2s　cc，ioOmg　1’（鞭く贈 　　　　　　　　一’i　一　一　±

2N－AcOH　6Q　cc→　　十ト　　十y　　十

司一 上

（カラムq－Ac）＜欝π

　2．Og

　　　　　　　　　一→　　一　　一　　÷　　刊ナ

＿＿
QN－AcOH　60　cc　一〉　　十ト　　十ト　　　　　＿

　更にN－HIC1　20cc一→　1

＊　ぺe一　）R　eクμマトグラフィー（一次元フェノ・・ル。二次元ブタノbルー酢酸）

　成績の大要は第5表の通りである。先づClイオン及

びフミンを除去しようとして（17）（21）R・一〇B：型樹脂の少

：量を通すか，叉は分解液にこれを添加し，次にR－Ac
％で闘謙撒ようとしたが，野の1鑛で醗ア，

ノ酸の一部が交換され，’却って操作が繁雑になったの

で，以後は検液中の陰イオン（主としてClイオン及び

酸性アミノ酸）概量の1．5～2倍当量の樹脂を1回通す

こととし，ほぼ所期の目的を逮した。

あると推定される。

　溶出液を野望法で定量する場合，シスチンの混入を避

けるべきで，結局R－Ac型をより適当と認め，以後は

すべてこの型によった。

　また溶出は一般に強酸，強アルカリ類によって行われ

るが，樹脂に沈着したフミンの溶出を可及的に抑えるこ

と，カラム内のイオンの種類を増さぬこと，及び以後の

定：量操作等を考慮して，酢酸を選んだ。念のため酢酸溶
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出後の樹脂に更にHCIを通したと

ころ，フミンはすべて溶出したが，

溶出液の濾紙展開で，ニンヒドリン

陽性物質は全然見当らなかったか

ら，吸着アミノ酸の酢酸溶出は概ね

完全であると見敏した。

H夏．蛋白分解液におけ

　　　　る定量について

　同化注及びイオン交換分離法は，

それぞれ蛋白分解液に応用し得るこ

とが明になったので，両法の組合せ

によるグルタミン酸とアスパラギン

酸の同時定量の可能性，定量条件等

を吟味した。樹脂はR－Ac型で，：カ

ラム，環化操作その他は前実験に準

じて行った。

　樹脂のN溶出
　イオン交換樹脂に酸，アルカリ処

理を繰返すと，その一部が次第に崩

壊して溶出することは既に知られて

居るが，1R　4Bは分子内にNを有

するから，若しアミノNの測定に影

響する物質が樹脂自身から溶出する

ならば，定量操作に新な考慮を必要

とする。この点につき，幾度も使用

した樹脂によって確めた結果は第6

表の如くで，2N一酢酸：叉はG．25N－

HC1の通過により，ほぼ同程度の全

N少量の溶出を見たが，Van　Slyke

法によるアミノNとしては実験誤差

．の範囲内であった。微量定量のため

第7表　回　　収　　試　　験

測 定 法

1

試

蒸ア∴謬
嚢翻ア・ノN・・i

イ　損失アミノN，7｝

料購謡’9：き霧醜応唱8：湯壷左
樹脂通過塵瞳脂逓過瞳

i／20

94

隔左i

い5i
l　＿　　｝

i一　；
l　　i
l　一　　；
　　　　　　　

｝司

1／5

2・　30

5．P．

178

193

37

i同気
i　£・33

1　s，

1　iso

I　lgs

ii　38

析

ノミ
、ア

分
全

　
ナ
フ
ト
法

…
キ
ノ
ン

　昆i
　黒　l
N，り・

1／100

エ9。4

同左i
・9・司

回
収
率

’・“’

塔Xライク法刎
ナフトギノン法，％1

99

1．02

i認｝瓢…趨

第8表　ガゼイン分解液における定量
　　　　　　　，

試 料 化学用，HCI分解液
1一’””’　””’

陣墾．H『1塗搬

測 定 法
分　　離　　法

i鍵スライク：麓キ1
鹸法・分離法i直接法
　　　　　　　　．1

　
q
り

　
．
㍉
　
　
　
　
　
γ

量
価
量
古
津
丹
γ
瓦
％
％

膿
析
謡
総
欝
織

脂
燭
臨
漂
術
蔦

樹
陰
分
全
残
損
グ
ア
グ
ア

i90碧瀦i離細1　20喉
1／25

104

　30

　74

　80

　24

23．5

6．　3

1／lool，　！／2s　1

2．　g：　，5　1’

聯

378　I

　　I
305　1

73　i

’　ii

2き：塞i23・41

O．85／2．2

　i／25

　　68

　　18

　　50

　　54

　　！4

　19．9

　4．7

膿
1　ige

I　s2

1　s6

1　20．6

1
1　　　一

計6表樹脂の溶出N

欝i溶∵一魁三／÷卜N饗1

畿脇凝鎧1墜竺ll塞鎧
にFolinのナフトキノン比色法（2a）を選び，一・9酢酸を

溜去（25）した試料を比色したが，同様の結果を得，本定

量には樹脂のアミノN溶出を無視し得ること；また溶出

区分の全Nを以てアミノ酸を定量する試みα9）（2エ）は特に

注意を要することが知られた。

，　欄脂より酸性アミノ酸の回収

　純グルタミン酸及びアスパラギン酸の混合：水溶液を樹

脂にi通し，水洗後2N一酢酸60　ccで溶出し，

一一i狽�ﾆり環化法で両酸を定量した結果，並

に対照として，混合液を樹脂を通さずに直接

定：量した結果は第7表の示す通りで，両者と

もにほぼ満足すべき回収率を得た。なお樹脂

をHCiで更に溶出し濾紙に展閑したが，残

留アミノ酸は見られなかった。

従って樹脂表面におけるアミノ酸の不可逆的交換（so）

を考慮する必要なく，且つ両腰の交換溶出は定量的であ

ると認められた。

　カゼイン及びケラチン分解液における定量
　以上の実験結果から，蛋白分解液に対する本法の適用

は概ね可能であることを知ったので，カゼイン（箕8表）

及び三毛ケラチン（第9表）のHCI分解液適当量につ

一一一一一一　44・　一
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第9表　ケラチソ分解液における定量
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＊　シスチン含量：12％で補正

C1イオン量と酸性アミノ酸推定量を合すれば，

旧領の陰イオン当量は，交換能の約半分であった。表

中，化学用カゼインの場合以外はすべてVan　Slke法

でアミノNを測定した。なお参考のため分解液を直接環

化法て定量：しグルタミン酸のみを求めた結果をもダ直接

法として併記したが，分離法とほぼ一致した数値：を与

え，またナフトキノン法が，本条件で，微：量定量に用い

得ることも明となった。

　ケラチン分解液も同様であるが，直接法では，分解液

中のシスチンをSu11ivanのナフトキノン比色法（26）で

定量し，前記の補正値によってグルタミン酸量を算出し

た。なお何れの場合も，通過及び溶出液を濃縮し，その

一部を二次元展開して目的部の分離を確め，また樹脂を

HCIで再溶出して，残留アミノ酸の無いことを認めた

上て定量を行った。

　考　　　察

　2種の蛋白の酸性アミノ酸含量を比較的最近の数値と

此直すれば第10表の如くで，試料の相違を考えると，

　　　第10表　ヵぜイン及び密毛中の含量，％

試∴避一・郵ポラギド輝

いて，酸

性アミノ

酸の分離

定量を実

施した。

使用樹脂

量．は29

で，分解

液の中和

滴定から

得られた

　樹脂通

カゼインi23．5
　　　　　　1

瓢コ21．凱144

兎　　　毛　1　13．1

兎　　毛i　15
兎　　　毛　　　！2～16

　　　　1
　6．3　1
6．　8－v7．5　1　（27）

　7．2　1（4），　（28）

7．
`4・　1

　　6　i（29）
titN7　1（23）

　　　　1
カゼインでは大差なく，前記の実験成績とから，本法を

比較的正確な半定量法として，蛋白分解液に適用し得

る。また兎毛では，採毛条件により若干の変動がある

（23）と思はれる。

　イオン交換又はアルミナ肥厚によって捕えられる酸性

アミノ酸がこの種のみであることは，従来の例（13）（14）（17）

（30）に徴しても明であるが，検液のカラム通過に際し，

樹脂の再生不完全の時は酸性アミノ酸の一一部は逸出し，

又操作不備のため分離部に他のアミノ酸等が混入するこ

ともあり，分離能の判定を併行する方が安全である。

　本法は純アミノ酸を用いて，誤差は±3％以内，通

常0・1～0・3gの蛋自を分解すれば，充分定量に間に合

う。微量にはナフトキノン比色法で，10γ以下のアミノ

Nを測定し得る。

　アミノNに影響するアンモ＝ア，第…・級アミン等は樹

脂を通過する。シスチンも同様であるが，通過部におけ

る他のアミノ酸定量に際して往々妨害となるから，これ

を効果的に除く必要もおこるであろう。

　分離・定量の一・例　　　　　　　　”t

　蛋白の分解液より，原蛋白として80～150mg相当量

をピペットし，浴温60QC附近で減圧濃縮し，　HC1を駆

出した後水20ccに溶す。これを再生樹脂2gを詰

めたカラムにcc／min．の速度で通す。蛋白分解液に使

用した樹脂は次の如く再生する。樹脂2gに対し，　N－

HC150　cc，水100　ccで4cycle，更に水100　ccを通

してから，N－Na－acetatec　50　cc，7」く　100　ccで2cycie，

最後に水300ccを通し，直ぐ使用する。

　試料通過後続いて出場の水で洗い，合して通過液と、

する。樹脂には更に2N－99Fme　60　ccを通し，溶出液と

する。後者を濃縮し10　dcにfill　upする。乾燥濾紙で

濾過し，濾液2ccを更に10・ccにfill　upし，その2cc．

につき，ミクロのVan　Slyke装置でアミノNを測る。

他の2　ccを試験管にとり，：B．　P．　B．でpH：3．3に調節

後言虚し，1250Cの面面に4時間処理後10　ccにfill

upし，その2ccにつき同様にアミノNを測定する。

　ナフトキノン法を用いる場合は，溶出液の酢酸を駆出

後同様に処理する。但し比色に光電比色計を用いれば，

上記の約1／5以下のscaleで行う。

　　　　　　　　Iv．総　　　括

　蛋白分解液その他に含まれるグルタミン酸及びアスパ

ラギン酸の半定量法として，環化法とイオン交換法の組、

合せにつき検討した。

　癖直法によってグルタミン酸を定量し得るがシスチン

により妨害され，その含量にもとずく補正を要した。

　Na－acetateで再生したAmberlite　IR　4　Bにより，

酸性ア．ミノ酸のみが定量的に播集，且つ酢酸で落出さ

れ，この際シスチンの混入はおこらなかった。

　従って分離部に環化法を適用すれば，両アミノ酸の同’

時定量が可能となり，充分実用に適することが既になっ

た。

　　　　　　　　　　交　　　献
　（D　Brand　et　al：　J．　Am．　Chem．　Soc．　67，　1524・
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Summary

　　The　separatioA　of　glutamic　and　aspartic　acid　with　the　anion　exchange　resin　was

iiinvestigated，　following　their　determination　by　the　pyrrolidoAecarboxylic　acid　method
一（Olcott，，　1944）　in　the　protein　hydroiysate．

　　01cott’s：method　was　ascertained　to　be　a　simpエe　and　rather　accurrate　one　for　the

L｝determination　of　glutamic　acid，　but　interferred　by　the　existeRce　of　cystine，　showing

’the　Aecessity　of　corrections　for　glutamic　acid　values　on　the　cystine　coAtent　in　the

，，analysed　solution．

　　The　group　separation　of　glutamic　and　aspartic　acid　was　effectively　performed
’through　the　columm　of　an　anion　exchange　resin，　Amberlite　IR　4　B，　regenerated　with

INa一　acetate．　This　separated　fraction　was　found　to　contain　no　cystine，　which　was

icontaminated　wkh　the　NaOH　re’№?ｎｅｒａｔｅｄ　resin．　The　eluate　irom　the　column　with

／．acetic　acid　was　treated　according　to　Olcott’s　method，　and　subtracting　glutamic　nitrogen

frem　total　amino　nitrogen　measured　by　Van　Slyke’s　method，　was　calculated　aspartic

nitrogen．

　　Applications　of　Olcott’s　method　to　acidic　group　of　casein　and　keratin　hydrolysates

separated一・with　．Amberlite　IR　4　B　gave　satisfactory　results　for　the　simultaneous　semF

quantitative　determination　of　these　amino　acids．
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