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ノ酸分析計ほ試料中のア ノ酸をイオン交換クロマトグラフ法により分離した後,ニソヒドリソで発色

させ,光度定量する一連の分析操作を自動的に行なう装置である｡この種の分析計においては容量分割方式と

連続流動方式の二つの形がある｡後者は定量性の高い微量定量ポンプの採用によってはじめて可能であるが,

従来この目的にかなう微量ポンプはみられなかった｡

日立製作所でほ電動弁式復動ポンプの開発により連続流動式アミノ酸分析計の製品化に成功し,KLA-2形目

立アミノ酸分析計として本年5月以来市販に供している｡ここに本装置の概要を紹介する｡

1.緒 言

生物界において,蛋廿質ほ最も重要な物

質であって,蛋白質のないところに生命は

存在し得ないといっても過言てはない｡こ

の蛋白質を酸,アルカリ,または酵

を川いて加水分解すると7

など

ノ酸が得られ

る｡また,生体内てほ蛋白門ほアミノ酸を

原料として合成されることが知られてい

る∩蛋仁1質ほ多少ほかの成分を合んでいる

ものもあるが,一般にその人部分の構成成

分はアミノ酸であり,アミノ酸の縮合した

ポリペプチド鎖が骨格を形造っていること

が知られている｡

この蛋白質の構造研究におけるア ノ酸

の分析は,有機化合物における元素分析の

ようなもので,蛋白質の構造を決定するた

めにそのアミノ酸分析が盛んに行なわれ

る｡また生体内には,アミノ酸,および関

連物質が多数存在しており,生命親象の秘

第1図 KLA-2形日立ア

外観(正面)

照を解明する手段の一つとして,これらの分析が行なわれている｡

また,動物は】二†己の体蛋白質の合成の原料を食物の蛋白質中のア

ノ酸に仰いでいるから,種々の飲食料品,医薬品,栄養剤などの

アミノ酸組成を明らかにするために,栄

分析ほ重要な仕事である｡また

化学の分野でもアミノ酸

種の疾患で,排泄物や,血液中の

遊離アミノ酸の質的量的な異常と関係があるものが知られており,

医学の分野でもア ノ酸分析は重要な技術の一つになっている｡

日立製作所でほ,このような各界の要望に応じて,KLA-2形アミ

ノ酸分析計を設計した｡また,さきに京都大学理学部において,容

量分割方式の自動液体クロマトグラフ装置を試作して(2),液体クロ

マトグラフィの自動化に対して,多くの知見を得ているので,その

協力のもとに製品化を企 ヨし,昭和37年5月それを完イした｡策1

図および第2図にその外観を示す｡

ア

2.分析計の原‡哩と概要

ノ酸のイオン交換クロマトグラフィは,第二次世界大戦中お

よびその後に非常に発達したイオン変換例脂を用いる液体クロマト

*
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ノ酸分析計

グラフイの一つで,主としてロックフェラー研究所のH.Stein氏と

S･Moore代によって研究されてきたが,最近になって,自動化に適

するよう比較的簡単な操作で全アミノ酸の分析ができるように改良

された(8)｡

従来,行なわれてきたア ノ酸のクロマトグラフィは,ア

をエステル化して,澱粉(でんぷん)柱でクロマトグラフを行なうも

のとか,Dowexを用いる比較的めんどうな 衝液や,温度の切り換

えを必要とするものであった｡本分析計においては,カチオン交換

樹脂AmberliteCG-120の15cmおよび150cmのカラムを用いてお

り,15cmカラムによって塩基性アミノ酸を分析するときには1種

類の緩衝液を,150cmカラムによって酸性および中性アミノ酸を分

析するときには,2種類の緩衝液を必要とするのみで,温度切換え

ほ全く必要としないという簡単な方法を標準法とするものであっ

て,プログラム装置としても複雑なものを必要としない｡また分析

前後の樹脂の体 変化が小さいので,カラムのつめかえは,特別な

事情がないかぎり長期にわたって必要としない｡

このカラムの上部に吸 されたアミノ酸の混合物ほ,30ml/hで

添加するクエン酸緩衝液によって順次溶離され,カラムの下端より

溶出してくる｡15cmカラムによる塩基性アミノ酸のクロマトグラ

フィは,最後に溶出するアルギニソまで約5時間,150cmカラムに
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第3図 DYDAの吸収スペクトル
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第4図 ア ノ酸分析計,ブロックダイアグラム

よる酸性および中性アミノ酸のクローマトグラフイは,フェニルアラ

ニソまで約17時間で終了する｡

アミノ酸を分離溶出した 衝液は,カラムを出た後,15ml/hで

送られてくるニソヒドリソ試薬と混合し,反応槽(蒸留水を常時沸

とうさせて,100℃ としてある)中を通る間に発色する｡

♂＼ CO
R-CH-COOH+2

㌔/▼

㌔/

＼

co/

ニソヒドリソ

こ:二:し＼し‖こ::

C(OH)2→RCHO+CO2

＼♂
Diketohydrindyliden-diketohydrindamine

α-アミノ酸は上式に従って反応し,紫色のDiketohydrindyliden-

diketohydrindamine(DYDA)を与える｡このものの吸収曲線ほ第

3図に示すとおりであるが,アミノ酸によってほ少し異なった曲線

を与える｡ 色した液ほ,光度計の吸収セル中を流れ,その吸光度

が測定記録される｡

この分析計は,この原理に基づいて

図に示すように,

計製作されたもので,第4

媒および試薬を送液する微量定量ポンプ,クロ

マトグラフカラム,反応槽,光度計,記録計,循環恒温槽,電動弁,

プログラムドラムなどからなっている｡これらの各部分濫ついて以

下に詳述する｡

3.構造および機能

3.1微量定量ポンプ

クtj-マトグラフイをイl勧化する方式としてSimmonds氏(1)およぴ

2069

第6因 数造定量ポンプ原理機構

江頭(2)の容量分割方式と Spackman氏(a)らの連続流動方式とが考

えられるが,前者ほ連続溶出液を一定量に分割して発色定量するた

め分析精度は高いが,分割数を十分多くすれば分析に時間を要する｡

後者は一定流速の溶出液に対し一定流速の発色剤溶液を混合し連続

的に比色定量するため分析の所要時間は最小限に短縮される｡後者

析分の よび発色剤溶液を一定流速で送り出サボソプ

の流量の安定性に依〟するが,従来このような用 に適するきわめ

て微量な定尾ポンプほ作られていなかったので,連続流動方式は一

般に分析桁度が劣るものと考えられていた｡

KLA-2形アミノ酸分析計に用いられている微量定量ポソプほこ

の日的に特に設計されたポソプであって,安定した流量を得ること

ができるため,この 置で記録された記録値(すなわちクロマトグ

ラム)ほきわめてよい再現性を示している(弟5図ほその外観を示

す)〔)

売る図ほ本装踪に川いられている倣量定量ポンプの動作説明図で

ある｡プランジャの往復とも送液する複動式のポンプを川い,プラ

ンジャほカージ1一イド形カムによって等速往復運動を与えられ,往

復の終点においてポンプの流路を急速に切り換えることにより,一

定流速を持続させている｡流路の切り換えほプラソジャ駆動カムと

同軸にある別のカム(図に示してない)によってマイクロスイッチ

を動作させ,流路切換カムを回転するモートルを駆動させる｡流路

転換カムは切F)換えのつど180度回転して自動的に 止する｡ボン

プのプランジャおよび流路転換弁のプランジャはいずれもフッ ゴ

ムの0リングをもち,液漏れを防_1Lしている｡

第7図はこの複軌ポソプと従来の形式の一準動ポンプとの流量の安

定性の比･較を示す｡丹一軌ポンプほプランジャ径6.4mm,毎分14ス

トロークの･-J変ストロークポンプで,出入しⅠの弁にほそれぞれボー
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第10図 プ ロ グ ラ ムト
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第13図 光度計電源部結線図

第12因 循 環 恒 温 槽

この状態でi･ま,マイクロスイッチ2′ぉよび3′はONになってい

るので,次にマイクロスイッチ2,あるいはマイクロスイッチ3の

いずれかがONになればモー㌢が駆動し,弁の切換動作が行なオーフれ

る｡ほかの4,5,6のマイクロスイッチは,いずれもそれぞれに接続

するキープリレーを動作させて,所定のプログラミングを行なうよ

うになっている｡

3.7 循環恒温槽

イオン交換クロマトグラフにおいては,カラムの温度を一定に保

持することが特に肝要なので,サーミスタ式のILl動温度制御装置を

打った恒温槽の水を,ポンプでクロマトグラフカラムの外 管中に

循環させるようになっている｡ヒータほ500Wである｡温度ほ,

30℃と50℃の二種に切り俸えることができ,30℃から50℃に切

り替えてから約40分で恒温匿達する｡なお,この操作ほ上に述べた

ようにプログラム装置によって自動的にも行なわせることができ

る｡弟12図ほ循環恒温槽を示す｡本装置の温度制御精度ほ±0.5℃

以内である｡

3.8 電 源 部

光度計の光源ランプの電源として,全トラソジスタ式の直流定電

流装置を用いた｡結線を第13図に示す｡

本装置ほ100V±10%,50～(60～)±1%の 源変動に対し出力

｢
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第14図 分 離桁 度

レ ふ 旬~ a ヾ 鵡 b 芸 ヱ
fさ≧

一

山

玖 モ誉1 空妾 ♂ y.≡要さ ヱ;こ; 妄ニ ごニi護狛㌍~ 併二三 k`= r〟
事崇 菱≡ ･声

笠轟惑莞
きて皇･十+一丁 妄琵毒手 l三 十+★ 十十軒崇_ 起も~互1 ー督

:ヨ

.頚
,≡毒:ミミ三言ニ■1

莱三･‡議≒.ユ て三1

丁き‡二=三貴烹三≡-■こ

一々きJ∫ルヲ~苦

ヨ

敬 一三ニ
警

`妄7

麦藁

皇ご:

ーE三

琵
上.■■

巨
J=f

ニヨ 三等重患三 巨軍++＼

陛

染空-

至芸

寧

担 1ヲ

菓妻

J､王1

さ盲ニニ′

こ三毛

妾≡

妻≡i

芸≡
惹.二三

!~ニ
閃

トニ

+十+十

声ヨ
′◆嚢

緑

十+++

1一一二こ

窓.:三

凹

㌻葦謹

~ミ忘

三っ喜一

璽

+I

雉I苫

茸よ三~
ニミ■▼･-

エ=

楽‡■

さ号■れ

≡ご』きニ

▼_■ヱ三
-■-.--

‡て-妄-･与

ヤア

む

覧三

喜馨
蓮
髪
;責
･÷■王

講

l三三
毛J:`監-

【篭ち

巨
らテ

整

こヨニ

~享

巨
藍

∴､､
- ､

ミ､

ト十÷-一丁
∴‥･､･.●･∴

励
.･〟♂

βg〝胸猫御荘

～叩..㌔押
..脚 ､･-1､

i●･
こ

､l

∴‥:-ぃいJ∵仁

第15図 標準アミノ酸混合物の分析

電流の安定度は5×10~4以下である｡

4.総 合 特 性

本分析計の総合的精度を次のように わす｡

(1)分離精度 分離精度ほ次のように定められている｡

策14図において近 両ピークの谷の底点Aから両ピークの頂
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点を結ぶ直線へ,両ピークの基線に垂直にたてた直

線ABと,その直線と基線との交点をCとしたとき

の直線BCとの百分比

AB

BC
×100 5を分離率と定義する｡

本分析計の分離率ざほ-･般に分離がむずかしい

SerとThrとのピークの間で測定し,95%以上であ

る｡

(2)位置の再現性

各成分の溶出時間ほその成分の定性的尺度となる

ものである｡その成分の溶出位置の再現精度月ほ,

同一カラム,同一条件で溶出した場合について次の

ようにあらわされる｡

点=
げγ

×100

ここで,♂rほ溶出位置測定の標準偏差,γ川ほ乃

回測定の平均値であってげ′は次式によって求めら

げr=㍉彗嗟:㌍眼値
本分析計の位置の再現精度はValのピークについ

て測定したところ0.5%以~Fであった｢.

(3)面積の再現惟

クローマトグラムの各ピークの面積ほその成分の量

に比例する｡同一の条件でその成分の示すピークの

面積の再現精度Aほ次のようにあらわされる｡

A=
り.

×100

ここでげ｡は面積測定の標準偏差,α桝ほ刀回の測

定における平均値であって,げ｡は次式によって求め

られる｡

･J･＼､
∑(の-α桝)2

カ
α`:面積測定値
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本分析計によるピーク面積の再現精度はGluについて測定し

1%を得た｡

弟15図は標準ア

5.分 析 例

ノ酸混合物の分析結果である｡策1引図にほ,

実際の応用例として,インシュシリソの酸加水解物の分析結果を示

す｡

結 言

以上,KLA-2形日立ア

微量定量ポンプ,カラム,

ノ酸分析計の概要を述べた｡

反応槽,光度計,記録計,

この装置は

源安定装置.
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ソ の 分 析 例

およびプログラて-などの車なる組み合わせとみることもできるが

クロマトグラフィの厳密な再現性のほかに,発色操作による比

量性を,あわせ要求されているので,液体クロマトグラフ装置のう

ちでも,最も自動化の困難な装置と臼されていた｡微量定量ポソプ

の完成によってその製品化に成功したが,今後,この装置を発展さ

せて,ア

たい｡

1

2

3

ノ酸分析計以外の各種液体クロマトグラフ装置を完成し
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