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要旨

理科実習教育に適した遊離アミノ酸の定量分析法を確立するため，安全で安価な試薬類を用いて実験条件

の最適化を試みた。その結果，ニンヒドリン法の溶媒を水のみとし，還元剤をフルク トースとした場合でも，

反応液のニンヒドリン濃度を 1.5%(w/v) とし，フノレクトースの最終濃度を 1.0%(w/v) まで高めることで，

レグノレタミン酸ナトリウムの検量線が 18-----89μmolL.1 (3-----15 mg L.1
) の範囲で作成できた。 しかし，ヒドリ

ンダンチンなどの不溶物が試料冷却後に徐々に析出するため，急冷せずに速やかに測定し，色素の妨害を受

けにくい長波長 (800nmなど)の吸光度で濁度を確認する必要があった。なお，この析出物は，食塩水での

塩析や卓上遠心機で、はノレーへマン紫 (LV)の発色時間内に除去できず，過酸化水素水 (3%)では除去可能で

あったが LVの一部も失われた。また，検丑線から逆算された LVの分子吸光係数は，加熱終了直後には文献

値 (22000) (Friedman， 2004) と一致したが，吸光度の安定後には 15000...，__19000(収率 68...，__86%) まで低下

した。この収率は Pittsら (2013)による実用上の基準を満たしていた。

キーワード: ニンヒドリン反応，遊離アミノ酸，吸光光度法，理科実習教育

1 .序論

1 -1.本研究の背景

遊離アミノ酸の定量分析は，食品・医療や合成化学

などにおいて重要な手法の一つである(1)。遊離アミノ酸

はタンパク質の加水分解物からも得られるため，遊離ア

ミノ酸の定量分析法はタンパク質のアミノ酸組成分析に

おいても重要な位置を占める(1)。アミノ酸組成の自動分

析計は SteinとMooreによって 1948年に提案されてい

る向。 彼らはこの自動分析計によって酵素(リボヌクレア

ーゼ A)のアミノ酸配列と活性中心の触媒能との関係を

明らかにして，1972年にノーベノレ化学賞を受賞している

印。 この自動分析計は，イオン交換樹脂カラムで分離され

た各種の遊離アミノ酸をニンヒドリン反応で検出するもので

あった(2)。これと同様の手法は，現行のアミノ酸自動分析

計にも採用されている(1)。また，犯罪捜査などでは，指紋

の検出にニンヒド‘リン反応が近年でも利用されている判。
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前述のような応用範囲の広さと重要性から，高等専門学校

や高等学校などの理科教育においても，遊離アミノ酸の

検出や定丑を題材とした実習が行われている(5)。

遊離アミノ酸のニンヒドリン反応による定量法は，発色反

応による吸光度測定や検量線作成による定量分析を体験

する実習材料にできる。しかし，ニンヒドリン反応の機構は

やや複雑(6)なため反応条件に注意を要する。また，実習

にはできるだけ安全で安価な試薬と機材を用い，限られ

た実習時間内に確実な結果が得られることが望ましいが，

ニンヒドリン法では，還元剤に毒性の高いシアン化カリウム

仰や塩化スズ(U)仰などが用いられたり，30分間もの長時

間の加熱が反応に用いられたりする仰など，必ずしも理科

実習教育に適した手順が示されているわけではない。

現状では，ニンヒドリン反応による遊離アミノ酸定盆には，

メチノレセロソルフ'(エチレングリコールモノメチルエーテノレ)

を溶媒とし，塩化スズ(1I)を還元剤とする Spackmanらの

方法(9)が普及している。一方で， 7J<を溶媒とし，フノレクトー

ス(果糖)を還元剤とする安全な方法も古くから提案されて

いる(I()'II)。これらのニンヒドリン反応系の最適化について

は，古くから様々な議論が行われており， pH.反応時間・

溶媒組成・還元剤組成などを明確にした上で実習を行わ
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図 1 ニンヒドリン反応に関わる物質

1 ニンヒドリン

II:ルーへマン紫

ill:ヒドリンダンチン

1V:ニンヒドリンとプロリンの反応物(黄色)

V:ルーへマン紫の還元物 (オレンジ色)

ないと，混乱を生じる可能性が高い。そこで本研究では，

ニンヒドリン反応を用いた遊離アミノ酸の定量に関する既

往の研究を整理し，既往の理論との整合性や既知の問題

点に配慮しながら，安全面やコスト面で優れた簡便な実験

系を確立することを目的とした。

1 -2.文献調査による反応条件探索

ニンヒドリンと遊離アミノ酸の反応においては，第一級ア

ミン(R-NH2，Rは置換基)のαーアミノ酸(アミノ酸のカノレボ

キシ基の隣(α位，IUPACの命名法では2位)の炭素にア

ミノ基が結合したもの)の場合にはノレーへマン紫

(Ruhemann's purple)と呼ばれる物質(図1)が生成し，第

二級アミン(R-NH-R'，RとR'はともに置換基)で

ンでで、lはま黄色の物質(図1，ニンヒドリンの 2つの水酸基が l

つのピロリニウムイオンに置換された物質)がまず生成す

るとされるが【“仰6的ぺ〕」。 ニンヒドリンとアミノ酸の反応でで、は，上記の色

素の他にアミノ酸に由来する二酸化炭素やアノレデ、ヒドが

生成するが，アミノ酸に由来するアンモニウムは pH2未満

の強酸性でのみ定量的に回収される例。 強力な酸化剤で

あるニンヒドリンと生成したアルデ、ヒドが結合すると，ルー

へマン紫の生成が阻害される可能性があるため，ニンヒド

リン反応を促進するためには還元剤が必要であると考えら

れる。還元型ニンヒドリン(2-ヒドロキシインダンー1，3-ジオン)

は元のニンヒドリン(2，2・ジヒドロキシインダン・1，3-ジオン)と

反応すると，ヒドリンダンチン(図1)が生成すると考えられ

ている(6)。しかし，この反応機構については古くから議論

があるため，時間分解分光などの近代的な手法による詳

細な反応機構の検証を待たなければ断定し難い。例えば，
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Kleinmanら(2003)はレーザーフラッシュフォトリシス(LFP)

と電子スピン共鳴を使ってニンヒドリン反応に関わる物質

の反応中間体を追跡し，ケチノレラジカノレの二量体化で、ヒド

リンダンチンが生成するとしている(12)。このように，従来か

らの説を覆す情報が近年の手法で得られる可能性がある

ため，反応中間体が実証されていない古典的な仮説は，

実験条件の最適化のための指標とならない場合があるこ

とに注意が必要である。

ニンヒドリン反応を指紋の検出や薄層クロマトグラフィー

などでのアミノ酸の定性分析に用いる場合には，ノレーヘ

マン紫の生成量を厳密に再現する必要がないため，pH 

緩衝液や還元剤などを用いない場合もある[13)。そのため，

理科教育の現場においては，定性分析に用いるニンヒド、リ

ン反応液や反応条件が定量分析に流用されることで，トラ

ブルが生じうることにも留意する必要がある。本研究では，

ニンヒドリン反応を遊離アミノ酸の定量分析に用いることを

想定しているため，反応機構のみではなく，分析値を変動

させる恐れのある種々の要因について検討を行った。

アミノ酸とニンヒドリンの反応は幅広いpHで起こり得るが，

その発色は微妙な pHの変化に大きく影響されることが知

られている[2.14)0 pH2.5未満では，ノレーへマン紫を対象と

した比色ではなく， 二酸化炭素の放出量を定量することで

アミノ酸が定量される[15)。この方法では吸光度法の実習

はできない。pHが 2.5以上の場合でも，ノレーへマン紫は

酸性側で不安定で pH4来満では著しく分解することが知

られている向。 しかし，ニンヒドリン反応ではニンヒドリンが

溶解してできるケトンとアミノ基が結合する必要があるとさ

れる[のため， pHを下げて(げ濃度を上げて)ニンヒドリン
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(図1)構造中の2位の炭素(2つのヒド、ロキ、ン基と結合した

炭素)の求電子付加反応を促進する方法が考えられる。

実際に，ノレーへマン紫の収率が最大になる pHもpH5I21，

pH5.5(9)， pH6.2(14)などと酸性側に集中している。したがっ

て，ニンヒドリン法においては，反応を促進するための条

件と生成物が安定に存在しうる条件が異なることに配慮し

て，pH緩衝液を選択する必要がある。そのため，生成物

の安定性を重視する場合には塩基性候11の条件を採用し，

反応効率あるいは還元剤の安定性を重視する場合には

酸性側の条件を採用することになる。さらに，コスト面での

問題を考慮すると， pH4""""6では酢酸ナトリウム緩衝液，

pH6""""8ではりン酸ナトリウム緩衝液が候補となるが，リンの

排水基準(16)や環境中での蓄積性を考えると酢酸ナトリウ

ム緩衝液が望ましい。なお，クエン酸緩衝液は，緩衝液そ

のものに還ー元性があるため，ニンヒドリン反応液を長期保

存すると過剰なヒドリンダンチンを析出させる可能性が高

し、。

ニンヒドリン反応に用いられる還元剤の種類や量も研究

者によって異なっている。最も一般的に使用されているも

のは塩化スズ(II)である(2.9)。しかし，塩化スズ(II)は劇

物指定されている(17)重金属化合物であり，常温でも還元

能を示すためにニンヒド、リンと混合した状態で長期間保存

できない(18)。また，塩化スズ(II)は塩基性条件では反応

液中で沈殿する(18)ため，キレート剤などを併用する必要

がある。より安全で安価な還元剤を用いた研究では，アス

コルビ‘ン酸(7.19)・フノレクトース(10-11)などが用いられている。

アスコノレピン酸も安全性の高い還元剤と考えられるが，溶

液中で、加熱時にノレーへマン紫と異なる着色物質を生成す

ることが指摘されている(20)。一方，フノレクトースは保存性

の高い還元斉11として用いられてきた(10-11.18)。フノレクトース

は常温で酸性条件ではほとんど還元能力を示さず， 加熱

時に高い還元能を示すため，反応試薬を長期間常温で

保存しても劣化しにくい還元剤とされている(18)。しかし，フ

ルクトースが過剰な還元能を示すと赤色のヒドリンダンチン

が過剰に生成し，吸光度法による定量分析の妨げになる

可能性がある。

ニンヒドリン反応液の溶媒に関しては，古くからの水の

みを用いた方法[帆21.11)に対して，エタノール・フェノーノレ・

ピリジン・ジオキサン・グリセリン・メチノレセロソノレブ、(22.2.14)な

どの有機溶媒の添加による発色効率の向上や退色防止

効果が報告されている。しかし，エタノールなどの揮発性

の高い溶媒を用し、ると加熱反応中に反応液丑が著しく減

少し，メチノレセロソノレブPのような溶媒を用いると有害な蒸気

が放出されるためにドラフトチャンパーの使用が前提にな

るなどの制約を受ける。また，これらの有機溶媒の退色防

止効果は，ルーへマン紫に限らずヒド、リンダンチンや他の

反応生成物にも働きうるので，吸光度法のブランク値を増

大させる可能性がある{1410これらの問題を回避し， 理科実

習教育に適した安全で安価な方法を考える際には， 水の

みを溶媒とした反応系が望ましい。しかし， 水のみを溶媒

とした反応系は，ヒドリングンチンが冷却後に析出するなど

の問題で，アミノ酸の自動分析に関する初期の研究では

断念されている(2)ため，析出物の影響を回避するための

簡易な手法を検討する必要がある。Wylie& Johnson 

(1962) (11)は溶媒を水のみとしたが，還元剤のフノレクトース

の最終濃度を 0.15%(w/v)と非常に低い値に抑え，加熱

反応後に酸化剤(ヨウ素酸カリウム)溶液と混合することで，

ヒドリンク。ンチンなどの不溶物を防ぐ方法を提案している。

しかし，この方法で‘得られるノレーへマン紫の収率は半分

程度にとどまる(11)ため，より高い収率で安定した結果が得

られる実用的な方法を検討する必要がある。

ニンヒドリン反応の加熱時間についても様々な方法が提

案されている。現行のアミノ酸自動分析計で、は小型の反

応槽と高温で、も揮発しにくい溶媒(スノレホラン(23)など)を用

いて l分間未満の加熱で済むような工夫がされている(24)

一方で、，手動で30分間に及ぶ煮沸を要する方法(8)も存在

する。実験実習においては，高価なアミノ酸自動分析計が

利用可能であるとは限らず，試薬の消費コストを抑えつつ

視覚的に確認しやすいスケーノレで、実験することが望まし

し、。

以上の文献調査から，理科実習教育における遊離アミ

ノ酸の定量実験には，極端な時間短縮は目的から除外し，

手動分析で多用される沸騰水中での加熱を既往の研究

(14.24.11)を参考にして 13分間行うこととした。また，安全面・

コスト・環境負荷を考慮すると，溶媒に水のみを用い，還

元剤にフノレクトース，pH緩衝液に酢酸ナトリウムを用いる

手法が望ましいと考えられた。そのため ，Wy1ie & 
J ohnson( 1962) (11)によって指摘された，ノレーへマン紫の低

収率とヒドリングタンチンの不溶化による影響を，できるだけ

簡易に回避できる手法を検討した。

2. 試料及び方法

2 -1.フルクトース濃度依存性の確認

ニンヒドリン反応における還元剤に，安全性が高くて安

価なフノレクトースを用い，フルクトース濃度の変化(最終濃

度 0"""'5%，w/v)による吸光度への影響を調べた。反応液

のニンヒドリン濃度は，水溶液として容易に調製できる上

限付近の 1.5%(w/v)とし，酢酸ナトリウム緩衝液(pH5.5，

濃度 1mo1 L-1
)に溶解させた。この反応液2.0mLを試料

溶液と混合し，純水(予備フィルタ付イオン交換水製造装

置による水で代用)を加えて4.0mLに定容した。4.0mLの

反応液があれば視覚的に色の変化を十分に確認でき，吸

光度測定で多用される光路長 1.0cmの吸光度セノレ(キュ
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ベット)で十分に測定が可能である。この場合のニンヒド、リ

ンの最終濃度は 0.75%であるため，定量するアミノ酸濃度

の上限を0.1mmol L.1としても，ニンヒドリンが完全にアミノ

酸が反応する場合の約 210倍のニンヒドリンが存在するこ

ととなる。遊離アミノ酸の標準試料には，実習での利用し

やすさを考慮し， L-グノレタミン酸ナトリウム水溶液を用いた。

レグ、/レタミン酸ナトリウムは，業務用f味の素 SJなどとして

純度99%のものが購入可能である(25)。このしグルタミン酸

ナトリウム粉末を純水に溶解させた50mgL.1溶液を，内径

16 mm，長さ 180mmのガラス製試験管に移し，ニンヒドリ

ン反応液2.0mLと純水を加えて全液量を4.0mLとした。

溶液の計量には理科実習教育での利用可能性を考慮し

てメスピペットを用いた。試料は沸騰水中で13分間加熱し，

ニンヒドリン反応を促進させた。加熱後の試料は急冷せず，

速やかに吸光度セルに移した。ただし，冷却後の析出物

による濁度変化の測定を行う際には，加熱後の試験管を

3.0分間常温の水に浸潰して急冷させた場合の吸光度(光

学密度)測定も行った。また，急冷しなかった場合にも，試

料の撹枠による濁度変化の測定を行った。この測定には，

未反応のヒドリンダンチンによる析出物が最も多くなると考

えられるブランク液(アミノ酸を含まない液)を用い，還元

剤のフノレクトース最終濃度は 2.5%(w/v)まで高めた。こ

の吸光度の測定時には l分おきに吸光度セノレにふたをし

て10回転倒撹枠を行い，波長570nmと800nmの吸光度

と温度の測定を行った。吸光度測定には紫外・可視分光

光度計(UV-1200，島津製作所，京都)を用いた。試料用

セルには，実習で、の使用を前提としてポリスチレン製のマ

クロキュベット(光路長 10mm， Kartell S.p.A.)を使用した。

2 -2. ヒドリンダンチン除去法の検討

ニンヒドリン反応による遊離アミノ酸の定量では，過剰に

生成したヒドリンダンチンが，常温の水に溶けないために

沈殿して吸光度の誤差を生む可能性がある。この問題を

回避するために，既往の研究ではヒドリンダンチンを常温

で溶かすことができる溶媒を用いている加 2.9‘2310しかし，

ヒドリンダンチンの溶液は，酸性~弱塩基性では赤色とな

り，強塩基性では脊色となるなど，試料の吸光度を若しく

変化させる(26)。また，理科実習教育では有機溶媒の排気

施設が整備された実験室が確保できない可能性があるた

め，より簡易なヒドリング、ンチン除去法として，以下の 4種

類の方法による効果を検証した。

1) 過酸化水素水需品目(3%，w/w，酸化による除去法)

2) 遠心分離(2000Xg，固液分離による除去法)

3) 食塩水需品目(20%，w/w，塩析による濁度低下法)

4) 純水添J加(試料の希釈による濁度低下法)

加熱反応までの手順は2.1と同様とし，フノレクト}スの最

終濃度は 1.0%(w/v)で固定した。上記の1)の方法では入

手しやすい市販のオキシドール(健栄製薬株式会社，大

阪)を、加熱反応終了直後の試験管に l滴(約 0.05札)

あるいは2滴(約0.10mL)滴下し，よく振り混ぜた。滴下に

はl滴の重量が0.01g未満の誤差で、再現するメスピペット

を用い，濃度計算時にオキ、ンドール滴下による希釈効果

を補正した。2)の遠心分離による沈殿除去法では，ヒドリ

ンダンチンの析出を早めるために反応終了直後の試験管

を常温(260C)の水に 3.0分間浸潰し，試料をマイクロチュ

ーブに移し，卓上の遠心分離器(回転くん Jr.，フナコシ株

式会社，東京)で1回目に 2000Xgで5分間遠心分離し，

上澄み液を吸光度セノレ(キュベット)に移して波長 570nm 

での吸光度を測定した。その後，遠心分離後の試料液を

新しいマイクロチューブに移して 2回目の遠心分離(2000

Xg，10分間)にかけ，上澄み液を吸光度分析に供した。

3)と4)の方法では，加熱反応終了直後の試験管に食塩

水か純水のいずれかを4.0mL添加し，試験管にふたをし

て十分に液体を混合した。この操作で試料液は 2倍希釈

されるため，検量線の作成時には最終濃度を半分として

計算した。

3.結果と考察

3 -1.フルクトース濃度依存性の確認

ニンヒド、リン法による L・グルタミン酸ナトリウムの定量実験

において，還元剤にフノレクトースを用いた場合，フノレクト

ース濃度の違いによる吸光度への影響は非常に大きなも

ので、あった(図2)。フノレクトースを全く添加しない場合(0%)

には，吸光度の変化がほとんど生じなかったため，ニンヒ

ドリン反応が十分に進行しないことが確認された(図2)。

一方，フノレクトースの最終濃度が 5.0%(w/v)の場合には，

吸光度から算出されたルーへマン紫の分子吸光係数が

負の値となってしまい，定丑計算が全くできないことがわ

かった(図2)。この原因には，過剰の還元剤によってニン

ヒドリンの酸化カが打ち消され，アミノ酸との結合が阻害さ

れたことが考えられた。また，フノレクトース 5.0%(w/v)の

場合の反応後の試料液はオレンジ色であったため，フノレ

クトースの還元により生じる水素イオンが pH緩衝液の能

力を超えて放出され，ルーへマン紫が還元された物質(図

1のV，最大吸収波長 485nm [27])が生成した可能性が考

えられた。フルクトースの最終濃度が0.5.......1.5%(w/v)の範

囲では，分子吸光係数が約 16000"'23000の範囲に収ま

り，加熱反応終了後20分.......90分後までの範囲で安定した

値を示した(図2)。加熱反応終了後 20分以降では，フノレ

クトース最終濃度 1.0%(w/v)の試料が最も高い分子吸光

係数を示した(図2)ため，以降の実験で‘はフノレクトース最

終濃度を 1.0%(w/v)とすることとした。Wylie& Johnson 

(1962) (11)はフルクトース最終濃度を 0.15%(w/v)と非常
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前述の結果を踏まえ，フノレクトース最終濃度 1.0%(w/v) 

の条件で作成した検量線を図3に示した。図3は しグノレタ

ミン酸ナトリウム濃度0""89μ molL，I (0"" 15 mg L'I)の範

囲で直線近似による検盆線作成が可能であることを示し

ている。しかし，決定係数は 0，9914(10分後)""0，9956 (60 

分後)と，やや低い値にとどまった(図3)。これらの吸光度

測定で、は水のみを溶媒としているため，過剰に生成したヒ

ドリンダンチンなどが不溶化し，吸光度測定の誤差を生ん

だ可能性がある。この不溶物は常温の水・グリセリン・エタ

ノールのいずれにも溶解しなかった。そのため，不溶化物

による影響を避けるための手法を，次項の実験で検討し

た。その他の誤差要因としては， lmLメスヒ。ベットによる計

量誤差，加熱反応後の試験管の撹枠不足，吸光度セノレの

セノレ間補正の省略，などが考えられた。実習で可能であ

れば， 1mL未満の液体の計量に適したメカニカルピペット

を使用し，加熱反応後の試験管にシリコンゴム栓などでふ

たをして手袋を着用した手で+分に撹枠し，吸光度セノレ

のセノレ問補正後にエタノールなどの速乾'性の液体で吸光

度セノレを洗沖・乾燥して使用することなどで，検量線の精

度は向上するものと考えられた。

3 -2. ヒドリンダンチン除去法の検討

Spackmanら(1958)(9)のアミノ酸自動分析に関する研究

では，クロマトグ‘ラフィーで、分離された各種のアミノ酸をフ

ローセノレで、定量することが必要で、あったため，反応後に過

剰に存在するヒドリンダンチンや副反応物を有機溶媒によ

って全て溶解させる必要があった。一方，理科実習教育

においては，排気施設を必要とする溶媒の使用を避け，

水のみを溶媒とする方法が望ましいため， Wylie & 

Johnson (1962)(11)の方法を参考にして，不溶化物の妨害

に低い値に抑えているが， 1)リン酸ナトリウム緩衝液を用い

て中性に近い条件(pH6刀で‘反応を行っていること， 2)反

応効率を低く抑えていること(およそ半分[lll，分子吸光係

数(28)換算で11000)から，ブランク溶液の着色(ヒドリンダン

チンの赤色)や不溶物の析出を完全に防ぐことを意図した

ものと考えられる。ノレーへマン紫の分子吸光係数として報

告されている値は 22000である問ため，加熱終了後から

吸光度値が安定するまで、にノレーへマン紫の一部が失わ

れた可能性が高い。この原因として考えられることは，り

pH緩衝液が pH5.5の酸性で、あるため/レーへマン紫が分

解されやすい(2)こと， 2)冷却によってフノレクトースによる

還元力が低下し，溶存するヒドリンダンチンの濃度が低下

すること， 3)冷却によってヒド、リンダンチンやノレーへマン

紫が不溶化すること，4)ヒドリンダンチンによる吸光度の

増加は，未反応のニンヒドリンが多い希薄試料で顕著にな

るために検量線の傾きが過小評価されること，で、あった。

また， Ruhemann自身が提案したニンヒドリン反応機構内こ

基づくと，加熱反応中のアンモニア揮散なども問題になる

はずである。しかし，フノレクトース濃度が 1.0""""1.5% (w/v) 

の条件では，加熱終了直後の分子吸光係数は 22000に

近い値となっており(図2)，pHは 5.5と中性に近い条件で

あるため，加熱反応中のアンモニア揮散は吸光度低下の

主因には含めなかった。以上の結果のように，ニンヒドリン

法で、は/レーへマン紫の収率 100%条件での定量分析は難

しく，Pi出 ら(18)はニンヒドリン法における還元剤の選抜基

準として，反応物の分子吸光係数が 15000以上に相当す

る吸光度を与えるものが実用的であるとしている。このた

め，ニンヒドリン法で、は分子吸光係数の値からアミノ酸濃度

を逆算するような手法は現実的ではなく，標準試料と測定

試料を同時に測定することが望ましいことが確認された。
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図3 フルクトース 1%のときのアミノ酸の検量線

を防ぐために以下の4種類の方法を検討した。

1)過酸化水素水(3%，w/w，オキシドーノレ)による酸化

2)卓上遠心分離機による固液分離

3)食塩水(20%，w/w)による塩析

4)純水による濁度低減

その結果， 1)の過酸化水素水と4)の純水の需却による効

果が認められたが， 2)の遠心分離法では遠心後にも不溶

物の析出が徐々に進むため分離が困難であり， 3)の食塩

水による埴析効果は認められなかった(図4"-6)。また，

食塩水を添加した場合には，高濃度(最終濃度7.5mg L・1)

の しグノレタミン酸ナトリウムの反応液が紫色からオレンジ

色に変色する現象が認められた。この現象は，既往の研

究(29)で観測された鹿濃度の増加にともなうニンヒドリン反
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応速度の低下とも矛盾しない。また， pH緩衝液の濃度を

超える電解質が加えられて pHが酸性化しやすくなったこ

とも原因として考えられる。1)の過酸化水素水を需却した

場合には沈殿除去効果が観察されたが，ノレーへマン紫に

よる波長570nmの吸光度も過酸化水素水の滴下によって

低下した(図4)。この結果は，既往の研究において過酸

化水素水をニンヒドリンの分解・除去に用いている(30)こと

や，ヨウ素酸カリウムを酸化剤とした Wylie& Johnsonの方

法(11)でも十分な収率が得られないことと矛盾しないものと

考えられた。2)の遠心分離による不溶物除去法では，冷

却後に十分な時間(1時間以上)をおいて不溶物が析出し

終わってから固液分雌を行う必要があり， 不溶物が析出し

終わる前にノレーへマン紫の分解が進んで、しまうことがわか

った(図5，90分後の試料)04)の純水希釈による濁度低

減法では，検品線の直線性は良好で、あったが(図6右)が，

検品線の傾きから求められたノレーへマン紫の分子吸光係

数はPittsら(2013)(181が実用性の基準とした 15000を下回

った(図6右)。以上のように，ニンヒドリン反応液の溶媒を

水とした場合の不溶物の除去は非常に困難であったが，

不溶物の析出による濁度の増加は冷却終了直後に起こる

現象ではない(図7，1分ごとに撹枠した試料)ため，極め

て微細な粒子として析出し始める可能性が考えられた。こ

の性質を利用すると，加熱反応後の冷却操作は行わず，

吸光度の安定後に速やかに測定を行う方法が考えられた。

この場合でも，色紫に妨害されにくい長波長(800nmなど)

の吸光度を測定することで，濁度の増加が起きていない

か確認する必要があるものと考えられる。なお， 図7にお

いて試料を悦枠しなかった場合の 800nm吸光度(光学密

度Hこ変化があまりなかったのは，不溶物が吸光度セノレ壁

面で凝集あるいは底部に沈殿し，光路を妨害しなかった

-‘ cブランク(オキシドール無し)

t::.ブランク(オキシドール1滴添加)

Eブランク(オキシドール2滴添加)

• MSG(10 mg L-'、オキシドール無し)

... MSG(10 mg L-1、オキシドール1滴添加)

ロ・MSG(10mg L-1、オキシドール2滴添加)

。 20 40 60 

加熱終了後の経過時間[分]

図4 オキシドール(酸化剤)添加後の吸光度の推移

(MSG: MonoSodiumGlutamate. レグルタミン酸ナトリウム)
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図6 塩析および希釈後のアミノ酸の検量線

(左:食塩水による塩析後、右:純水による希釈後)

ためと考えられる。このため，放冷が進んだ(600C以下，

ー←慌持なし

-~党搾あり (1 分ごと)
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冷却終了後からの経過時間[分]

図7 ニンヒドリン反応のブランク液の吸光度の推移

図8右)試料はできるだけ撹枠せず，速やかに測定する

ことが望ましいことがわかった。特に，還-元剤のフノレクト

ース最終濃度を2.5%(w/v)まで、上げた場合には，ヒドリン

ダンチンによる波長 570nmの吸光度への影響が一定と

なるまでに20分間以上かかるようになってしまう(図8左)

ため，試料の冷却・撹枠による濁度増加(図8右)に注意

が必要となる。吸光度セルの撹梓を行わなかった試料で・

は，析出物は粗大な粒子となる(図9左)ために濁度の増

加にほとんど寄与しなかったものと考えられた。また，現

行のアミノ酸自動分析計でも，波長 690nmでの吸光度

測定を行い，波長 570nmでの吸光度から差し引く手法

がとられている(31)ため，溶媒が水のみではない場合にも

濁度の検出は重要と考えられる。
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図8 ニンヒドリン反応のブランク液の吸光度の推移

(急冷なし左:撹梓なし、右 1分おきにセルを撹梓)

を純水で、 100mLまで希釈して，40 mg L・1標

準液を作成する。

図9 ニンヒドリン法測定後の試料

(左:撹梓なし、右 1分おきにセルを撹梓)

4. 結論

理科実習教育に適した安全で、低コストの遊離アミ

ノ酸の定品分析法として，次のような実験手順が有

効であることがわかった。

( 1) 1 mol L.1酢酸ナ トリ ウム緩衝液 (pH5.5)にニ

ンヒドリ ンとフノレク トースを溶解させ，ニン

ヒドリン濃度 1.5%(w/v) ，フルクトース濃度

2.0% (w/v)の反応液とする。

(2)L・グ、/レタミン酸ナ トリ ウム 1.0gを純水に溶解

させて 250mLの溶液とし，この溶液 1.0mL 

( 3 )実習用の未知試料として，しグノレタミン酸ナ

トリウム水溶液を当日もしくは前日に調製し

ておく 。前日に調製する場合は冷蔵庫に保存

する。濃度は 6.0，..，_.30mg L.1の範囲で決定する

(反応時の最終濃度で 3.0，..，_.15mgL.1)。

(4 )作成した標準液を， 5本のガラス製試験管(内

径 16mm，長さ 180mm)にそれぞれ OmL(プ

ランク)， 0.30 mL， 0.50 mL， 1.0 mL， 1.5 mL 

入れ，純水を追加して液量を全て 2.0mLにす

る。

(5)未知試料2.0mLを l本のガラス製試験管(内

径 16mm，長さ 180mm)に入れる。

(6)上記の試験管 6本にそれぞれ2.0mLの反応液

を加え，ふたをして十分に撹枠する。未知試

料以外の試験管内の Lグノレタミン酸ナト リウ

ム濃度は 0，3.0， 5.0， 10， 15 mg L.1となる。

( 7)上記の試験管 6本を沸騰水中で 13分間加熱

し， 耐熱性の手袋(清浄な軍手など)を着用

して十分に撹搾後，速やかに溶液を吸光度セ

ノレに移す。
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表 1 各種のニンヒドリン法の長所 ・短所の比較

改良ニンヒドリン法の提案者と特徴

Suetsugu & Kurahashi (2016) (本研究の手法)

(高濃度フルクトース還元、急冷なし)

Wylie & Johnson (1962) 

(低濃度フルクトース還元、 KI03酸化)

Spackmann， Stein & Moore (19溶58解)) 

(塩化スズ還元、メチルセロソルブ

(8)加熱終了後 10""""'20分後に波長 570nmの吸光

度を測定する。3.0mg L-1の標準液については，

波長 570nmと800nmでの吸光度を測定し，

800 nmの吸光度が 570nmの吸光度の 3%来満

(メスピペット ・加熱時間 ・試薬純度等の誤

差に由来するぱらつきの総和が約 3%のため)

に収まることを確認する。

(9)上記の 0""""'15mL-'標準液の濃度と波長 570nm

の吸光度の関係を 2次元グラフ(散布図)に

プロットし，検量線を作成する。Microsoft

Excel等の表計算ソフトが利用できない場合は，

方眼紙にプロットし，関数電卓等を用いて検

量線を作成する。

( 1 0)上記の検量線から未知試料の濃度を求める。

元の未知試料は 2倍希釈されているため，

検量線から求められた濃度を 2倍する。

なお，上記の手順で標準試料5点，未知試料 l点の分

析を行った場合の消耗品費と光熱費の合計は 70円

程度となる。この実験でのコス トを決める要因は試

薬類よりも純水のグレー ドであるため，実習教育で

はフィノレタ付イオン交換水製造器等による水で、検量

線が作成可能で、あることを確認できれば，大幅なコ

スト削減が可能である。実習時間は上記の (4)'" 

(8)を行う場合，およそ 1時間である。

本研究の手法を既存のニンヒドリン法と比較して

長所と短所を 5項目の評価基準(コスト，安全性，

再現性，収率，分析時間)でまとめると，表 1のよ

うになるものと考えられる。本研究の手法の短所で

ある不溶性粒子による吸光度の低下は，多量の不溶

性粒子が光路部分に付着した場合に確率的に生じる

と考えられる(ただし，冷却後の撹枠を行わない場

合には，著者らはこの問題を 1度も経験していなし、)。

そのため，多数の実習者が確実に結果を出すことが

長所 短所

コスト、安全性 再現性

安全性 分析時問、収率

収率、再現性 コスト、安全性

目標の場合には，収率の低下があっても，反応後の

純水希釈を行うか，反応液の比率を抑える方が望ま

しいものと考えられる。
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