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アミノ酸の高速i夜体クロマトグラフィ
High Speed Liquid ChromatographYforAminoAcids

1958年Mooreらによって,イオン交換クロマトグラフィによるアミノ酸の自動分

析法が発表されて以来,分析法･装置両面の進歩によって,応用範岡も著しく拡大

された｡

l∴l立製作所では,アミノ酸分析の高速化･高感度化などについて検討を重ねた結

果,蛋白質を構成している約20棺のアミノ酸を1時間以内に,生体液中に含まれる

複二推なアミノ酸及び類縁物質を3時間余r)で高速分離する手法を開発し,同時にオ

ートサンプラや高圧微量忘流量ポンプ,凹面回折格子を用いた光度計,また分析部

の制御とデーータ処理にマイクロコンピュータを用いて,試料の導人から分析結果の

プリントアウトまで,自動的に連続分析のできる装置を開発した｡

本稿では,高速分離の検討結果と装置の概要及びその応鞘例について報告する｡

l】 緒 言

アミノ酸分析は,蛋白質化学での一二大構造の研究だけでな

く,アミノ酸代謝の研究,患者の血液や尿中の遊離アミノ酸

の質的･量的な変動を知ることによって病二伏を追跡したり,

先天惟代謝異常などの疾患のスクリーーニングなど医学的分野

をはじめ,食品や飼料･医薬品などのアミノ酸組成の分析な

ど,およそ賀口質やアミノ酸が関与する分野では欠くことの

できない分析法である｡

1958年､Spackman,Stein,Mooreら1)のアミノ酸の自動分

析ぎ去は,アミノ酸分析の自動化だけでなく液体クロマトグラ

フィが機器分析としてスタートした非常に重要な意義をもっ

ている｡その後,分析法,分析装置両者の進歩によってその

応用範岡も著しく拡大された｡当初分析時間も,蛋｢]質を構

成している約20種のアミノ酸の分析(以下,標準分析法とし-

う)に22時間を要していたのが,現存では1時間以内にまで

架豆縮されるに至った｡

一方,分析感度の向_L,分析操作の多様化･省力化に対応

できる装置の要求も高まり,操作性･保守件･安全件につい

てもいっそうの進歩が望まれている｡日立製作所では,アミ

ノ酸分析の高速化･高感度化･自動化について検討を重ねた

結果,標準分析法を約1時間で,生体液中に含まれる複雑な

アミノ酸及び類縁物質の分析(以下,生体液分析法という)を

3時間余りで分析する手法と,試料の導入やデータ処理も含

め,マイクロコンピュータ内蔵の分析装置を開発したので,

ここに報告する｡

臣l アミノ酸分析の高速化

一般に液体クロマトグラフィを高速化するためには,

(1)溶離ラ夜の練達度(手先速)を速くする｡そのためには,例え

ばカラムの内径を細くする｡

(2)カラムの長さを短くする｡

(3)溶離条件(選択性)を検討し,改良する｡

などが挙げられる｡しかし,液体クロマトグラフィでは,隣

接した二つのピークを完全に分離することが基本である｡こ

れは,分配係数にかかわる二つのピークの相対的音容出位置と,

ピークをいかにシャープにするかが重要である｡そのために
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は,カラムの選択性を改善L,カラム効率を高くすることが

肝要で,アミノ酸分析では(1)溶離液のpH,(2)溶離液のイオン

の桂類と膿度,(3)溶離液中の有機i春蝶(ユタノ【ル)の濃度,

(4)カラム温度などについて最適条件を決定することである｡

カラム効率の改善には,カラム及び流路系全体での拡散･i比

合を防.1卜して,ピークをシャープに溶出することで,次に述

べるような一たを考慮すべきである｡すなわち,(1)カラムサイ

ズ(カラムの内径と長さ),(2)充唄剤のカラムへの均一な充唄,

(3)充塀別の徴松子化と粒径分布が狭いこと,(4)拡散定数の増

大(適切なカラムi温度の設定)などである｡

2.1分離率と理論+段数

アミノ酸の高速分離には,近接する二つのピ】ク,すな

わちト レオニンとセリ ン(Thr/Ser),グリシンとアラニン

(Gly/Ala)の分離を良くすることが重要な要素である｡

一般に液体クロマトグラフィでは分離能月ざは,

月ざ=÷(㌔⊥)(諾右)(凡)÷で表わされる｡
二こで

α:相対保持力,すなわち分離係数

丘':キャパシティ比,固定相中の溶質の量/移動

相中の溶質の呈

+Ⅴ:理論段数で,下イ寸きの2は2番目の成分を意

味する｡

上式は,有効理論段数を導入することによって､

月ざ=÷(㌔ユ)
(Ⅳe′′)う‾として表わされる｡

図lに,Thr/Ser,Gly/Alaの分離率と有効理論段数との

関係を示した｡すなわち,分離係数αがそれぞれ一定の場合

のSerとGlyの有効理論段数を示したもので,分離率は,図2

に示す式によって求めた｡これから,70%の分離を得るため

には,2,000～2,500段以上あればよいことが分かる｡二のほ

か,カラムの内径と長さ,溶離液中のエタノール濃度,カラ

ムi温度なども検討した2ト4)

2.2 イオン交換樹脂のカラムへの充填

図3に,カラム充填圧に対して,カラム効率の目安として

分離率との関係を示したが,比較的高い圧力で充填したほう

*

日立製作所那珂工場理学博士
**

日立製作所那珂工場
***

日立製作所日立研究所工学博士
****

日立製作所日立研究所

63



380 日立評論 VO+.61No.5(1979-5)

1q8

800

(
課
)
健

･額

耳hr7S即

､(α=1ご19〉

l
′l

S即釣■

′′QIヅ/A一哉(α三1.88)

lll

,00P.､′3虜畦...′.′4▲08

姫Jメニ(有効 数

図l 分離率と有効理論段数4)の関係 分離係数αが一定になる条件を

選んだ｡

が性能の良いカラムを調製できることが分かった｡すなわち,

200～230kg/cm2になるように流量を設定して,室温で2時間

緩衝液を流してから分析に使用するようにした｡

田 アミノ酸分析法

3.1 シングルカラム分析法

従来アミノ酸分析は,酸･中性アミノ酸と塩基性アミノ酸

を,別々の2本のカラムを用いて分析していた｡この方法は,

一方のカラムで分析している間に他のカラムを再生すること

ができるので,分析時間を短縮することができたが,反面,

試料をそれぞれのカラムに添加する必要があったり,カラム

の切換えが必要で不都合な点も多かった｡これらの欠点を改

良し,先に述べたように高速化の条件を満足する分離技術

を開発し,いわゆるシングルカラム分析法を採用することに

した｡

3.2 アミノ酸の分析条件5)

上に述べたような,アミノ酸分析の高速化についての検討

を重ねた結果,表=こ示すような分析条件を決定し,標準分

十.ぢ

†一一-･･-叫･--■l･

′′･′■覇

近接し

図2 分離率の計算法 近接した二つのピーク(Thr/Ser,Gly/Ala)の分

離率はこの図のように求めた｡
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図3 カラム充填圧と分析中のカラム圧及び分離率との関係 例

えば,100kg/cm2で充填すると分析中のカラム庄は約50kg/cm2となり,分離率

はそれぞれ約80%及び70%となる｡

析法で約1時間,生体液分析法では約4時間でそれぞれ高速

分離する方法を確立し,これらの分析条件を満足するような

835形日立高速アミノ酸分析計(以下,835形と略す)を開発

した｡

日 高速アミノ酸分析計の概要5)(図4)

4.1分離カラム

内径2.6mmのステンレス製の管に,室†息の影響をノ受けない

構造のジャケット付で恒温槽の水を循環させて,一定温度に

保つようにした｡カラムの長さは標準分析法150mm,生体液

分析法250mmで,従来に比べて内容積を志～嘉に小さくする

ことができた｡イオン交換樹脂は,スルフォン酸形陽イオン

交換樹脂で,粒度のそろった細かい球状のものを均一に充填

するため,送液ポンプを用いて高圧で充二喫した｡

4.2 溶離王夜

アミノ酸の分離溶出に用いる緩衝液は,標準分析法ではク

エン酸ソーダを4種類,生体液分析法ではクエン酸リチウム

を5種類用いる｡再生液はそれぞれ,0.2Nのか性ソーダ及び
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図4 835-50形日立高速液体タロマトグラフ 本体の外観を示すも

ので,ニンヒドリン試薬用とLて右側に冷蔵庫が付属されている｡
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水酸化リチウム溶液を用い,それぞれ1Jの耐庄びんに窒素オー

スで加圧され,脱気装置を経て,電磁弁で選ばれた1種類の

音容離液が送液ポンプでカラムに送ノブれる｡

4.3 アミノ酸の検出

カラムから分離子存出されたアミノ酸は,別の送液ポンプで

送られたニンヒドリ ン試薬とi比合されて反応槽で加熱発色さ

れ,生成した色素(DYDA)の吸光度を570nm放び440nmでi則

左する｡

図5に,この装置の?充路系統図をホす｡

4.4 微量定流量送液ポンプ

溶離液とニンヒドリン試薬は,それぞれ各1fiのポンプを

月]いる｡このポンプは往復運動方式のプランジャ形のもので,

0.2～1,OmJ/minの流量範開で最高吐出しJ土200kg/cm2の高圧

に耐え,高上主でのカラム充填や,高速分離に重要な役割を果

たしている｡

4.5 試料導入装置(オートサンプラ)

ターンテーブル上にi設置された72何の試料管(0.5mJ)に試

料をセットしておく と,サンプリングバルブの計量コイルで

正確に5叫Jに計量され,分析か開始される｡試料はサンブラ

のポンプで250/∠J吸引され,そのうち50/上Jがカラムに添加さ

れることになる｡生体試料など試料呈が少量しか得られない

場合には,別にマニュアルサンプラを用いて,手動でマイク

ロンリンジで計量しカラムにサンプリングすることも可能で

ある｡

4.6 マイクロコンピュータによる装置の制御

オートサンプラによる試料の自重わ添加,溶離液やカラムi温

度の切換え,カラムの再生や二､ド衡化など分析に必要なプログ

表l アミノ酸の分析条件 アミ/酸分析の高速化について検討した

結果を示す｡

分析法

項目

＼
-
＼

ヰ票準分析三毛 生体7夜分析法

カ ラ ム 内径2.6mm 長さ150ml¶ 内径2.6mm 長さ250mm

イオン交換樹脂

カラム温度

日立カスタムイオン交換樹脂

♯26柑

53℃

同左

34-43→47-65-68℃

溶離)夜

再生1夜(RG)

〔Do.2Nクエン酸ソーダpH3.3 (力0.16Nクエン西安リチウムpH3.0

②0.2Nクエン酸ソーダ′′ 3.2 (む0.Z6Nクエン酸リチウム′′ 3.7

(含0.2Nクエン酸ソーダ′′ 4.3 (丑0.8Nクエン酸リチウム ′･3.3

④l_2Nクエン酸ソーダ′′4.9

⑥0.2Nか性ソーダ

④l.ONクエン酸リチウム′′4.l

〔9l.2Nクエン酸リチウム′′7.0

⑥0.ZN水酸化リチウム

ン充 〉容 辞任 )夜 0.225mJ/mln D.275mJ/mln

二l ニンヒドリン試薬 0.3 mJ/mln 0.3mJ/mln

228分(再生を含む)分 析 時 間 70分(再生を含む)

分析プログラム 溶髄液の切換え

分析時間7容態〉夜

切換時間

カラム温度 溶離〉夜
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図5 835形日立高速アミノ酸分析計の流路系統図 高速アミノ酸

分析計の流路を系統図に示す｡

ラムは,マイクロコンピュータで集中制御されており,本体

上部の操作部のキーボードから入力することができる｡また,

--一一:右条件によるルーチン分析の場合には,磁気カード‾方式の

プログラムカードによリワンタッチで人力することもできる｡

操作部のディスプレイには6桁の数字が表示され,オーートサ

ンプラによるサンプリング数や分析時間,プログラムのチェ

ックや帽正などの表示のほか,ポンプやオ【トサンプラの異

常,反応槽や恒温槽のi温度暴走などかエラー表示として番号

で表ホされ,装置が自動停_1Lするような安全対策も施されて

いる｡

図6は,プログラムの入出力を行なうキーボード(左側)及

びデータ処理用の操作盤で,左手前はプログラムカードを挿

入しているところを示す｡

4.7 結果の計算と報告(データ処理)

分析時間が知縮されるに従って得られた膨大な量のグロマ

トグラムから,それぞれのアミノ酸の量を計算することは容

易な仕事ではない｡ここでは本体制御とは別のマイクロコン

ビュ【タを用いて,ピークの音容出時間,ピ】クの高さと面積

及びアミノ酸の名称やアミノ酸量,すなわちモル数(n mol)

と重さ(n gram)が数値で打ち出される｡同時に570nm又は
440nmのどちらか1波長だけのグロマトグラムをプリ ンタ上

に描くことができる｡図7に標準分析法による,図8に生休

液分析法による標準試料i昆合物のクロマトグラムと計算結果

の一例をそれぞれ示す｡

l司 分 析例

5.1 生体i夜分析法による分析例

アミノ酸分析は多岐にわたっているため,分析目的に最も

65
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/
図6 835形日立高速アミノ酸分析計の操作パネル 左側キーボー

ドがプログラムの入出力と本体制御用,右側キーボードはデータ処理用である｡

左手前はプログラムカードを挿入したところを示す｡
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適した分析法を選ぶことが肝要である｡したがって,分析装

帯は多種な分析法に通用できることか必要である｡例えば,

緩衝液の切換時間やカラム温度が自[Hに選べることなどが必

要である｡ここでは,先の表1に示した生体液分析f去を用い

て分析を試みたクロマトグラムを図9,10にホす｡

図9は尿の分析例を示すもので,健康な成人男子のi東結保

存尿をそのまま50/川二ついて分析したものである｡また図10

は,ある発育不全症小児の血清を0.02N塩酸で2倍に希釈し

たもの50/川二ついて分析を試みたものである｡一般に血清中

の遊離アミノ酸を分析するには,血液1mJに2%のスルホサ

リチル酸溶液1mほ加え,遠心分離(3,000rpm15分)した_L

i登み液を最適濃度になるように希釈したものを試料とするの

が普通である｡いわゆる′ト児のアミノ酸代謝異常症のスクリ

ーニングに使われるブ戸紙に浸透させる血液は,i戸紙を直径9

mmに切り取った場合,約20/上上の血液量に相当する｡これを,

スルホサリチル酸で除蛋白した血清を300/川こなるようにし

てオMトサンプラでサンプリ ングすると,カラムに添加され

る血液量は約3/∠Jに相当する｡図8～10に示すクロマトグラ

ムは,記録計のフルスケールが0.5[吸光度であるが,感度を

5偶に上げて0.1吸光度にすることによって,十分検出記録
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図9 生体液分析法による尿の分析例 健康な成人男子の凍結保存尿を,そのまま5恥Jについて分析

した(分析条件は表l参照)｡
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図10 生体液分析法による血清の分析例 血清を2倍に希釈Lたもの50′川二ついて分析した(分析条件

は表l参照)｡

することができる｡

5.2 高分離分析法による分析例

先にも述べたとおり,アミノ酸の分析は多椎にわたってい

る｡例えば,大量に含まれるあるアミノ酸に対してごく微量

含まれている特定のアミノ酸量を定員する必要がある場合(土

は,それぞれのピークか1こ仝に分離してし､ることが必要であ

る｡そのため,カラム内径を4皿mとして内容昌を約2.4倍と

することによって,図11に示すように分離を向上させること

ができた｡

5.3 高感度分析法

先に述べた小児の血液中のアミノ酸分析などでは,分析時

間だけでなく,分析感度も更に向上させることが必要である｡

ここに報告した835形では,従来装置と比較すると,総合的

な性能向_Lの結果として感度が約20～30倍向上したことに相

当する｡しかL,アミノ酸のニンヒドリン反応による検出法

では検｢11感度にも限度があり,更に感度を向上させるために,

けし､光法が検討されてきた6ト8)｡日立製作所はR｡th8)の方法

を応用したオルトフタルアルデヒドを用いたけい光検出法を

n卜

遺言

芙

富

芸才
ご孟
一ヽ}

石
野

図Il標準分析法による高分離分析法のクロマトグラム 内径4

mm,長さ150mmのカラムを用いて分離を更に向上させた(4×150mmカラム53

0c.その他の分析条件は表l参照)｡
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芸志さ芸

ヱ芸

図12 高感度分析法によるタロマトグラムの一例 カラム溶出液

にオルトフクルアルデヒド溶液を加え,けい光検出法(励起波長360nm,けい光

波長440nm)で測定記実録した(分析条件は図=と同じで,試料量125p moけ5D/J)｡

言式みた結果,図12に示すようなクロマトグラムを得ることが

できた9)｡この方法によれば,ニンヒドリン法に比べて感度

が約25倍高いことになる｡

田 結 言

アミノ酸分･析の高速化に関して実験検討した結果,再生･

平衡化時間を含めても標準分析法を70分,生体液分析法では

228分で繰返し分析できる条件を決定し,また試料†恭加から

結果の計算に至るまで完全に自動化したマイクロコンピュー

タ内蔵の高速アミノ酸分析装置を完成することができた｡こ

の装置によると,ニンヒトリン検出法で最少検出感度は30～

50p molで最適試料量は2.5～5.On mol/5叫gである｡またけ

い光検出法では,感度を更に20～50倍向上させることができ

点
魁
将
戊

る可能件がある｡今後はいっそう応用範囲を広げるとともに,

高速化･高感度化･省力化及び装置取扱い上の便利さをも加

味した方法論並びに装置そのものの改良に向かってたゆみな

し-挑戦を続行したいと考える｡
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脳波処理装置

小川イ安雄･鈴木考王台･塩野英己

!特許 第878321号(特公昭52-4113号)

脳波中に混入した心電は,異常脳波の一

つであるスパイク波とその波形のこう配,

曲率及び周期が類似しているため混同され

る危険性が生ずる｡しかし,従来は専門医

が脳波と心電図を同時記録して,視覚的に

判別していた｡本発明は,心電のR波をス

パイク波との発現時刻の一致により判別す

る｡図lは脳波及び心電図中から尖鋭度の

大きいピーク値を検出するもので,共に同

一回路である｡①は二次微分器,②はピー

ンド回路⑤の他方の入力となり､この入力
が,脳波中にi見入して発生するR･波を検出

する制御信号となる｡このようにして,心

｢‾‾‾‾で
脳波

ク値検出器,⑨は比較器,④は単安定マル

チ,⑤はアンド回路である｡まず,脳波は

二次微分器①によって二次微分された後,

ピーク検出回路②によって二次微分のピー

ク値が検出される｡ピーク値は比較器(彰に

よって一定の基準値(例えば1.3J`Ⅴ/ms2)と 心電図

比較され,その基準値以上の場合は比較器

③の出力が単安定マルチ(彰をたたき,その

出力がアンド回路の一方の入力となる｡同

様にして,心電図のR彼のピーク値が,ア

+.

｢‾‾｢

+ _

TH

TH

電図のR披をスパイク波と判断する欠点を

除去でき,専門医によらなくても脳波を正

確かつ容易に処理することができる｡

_+

[

.+
図1 R波とスパイク波の一致をとるブロック図
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