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内 容 梗 概

ペーパプロてト襲琵わ買つ天与iスペクトルかち攻二はスベタト･しをプjミめうる条件を,空論的,実験的に調べ,

またこれを測定てきる装置こついても研究した｡

襲間物告が徴結晶てな∴ 車分子で吸着さjt,かつ佐渡斐の状態ならば,Kubelka一九1unk(1)の式を用いて散

乱発を補正すれば,反射スベクいレから吸収スペクト′ンか戎こわらjtる｡またベーパクロマト展開物質の蛍光ス

ペクトルは,0-0′遷移に相当する蛍光が著しい再吸収を受汁ることがわかった｡

ペーパタロマト匝閉物質は紫外吸収スべクト′レを持つものが多いので,装置としては紫外域で分光感度の高

い分光光度計を臥､,さらに吸収強要のスケールだ大ができる回路を付属させれば吸収スペクトルを測定でき

ることが明らかになった｡.

1.緒 可

換収スペクトルの測定は,ほとんどカミ溶液の透過法によって行な

われている｡しかし近年,掛こ微量分析がさかんになってきたので,

クロマトグラムなどの展開物質を溶出して,それから吸収スペクト

ルを求めることが困難な場合が多い｡したがってタロてトグラムか

ら展開物質を溶出しなくても,そのままの状態で吸収スペクトルが

測定できることが望ましい｡F.Korte氏(2)はベーパクロマトプラエ

の反射スべクト′レから生化学代謝物賀の定性を行なった｡著者らは

ペーパクロマトグラムて,反射スペクトルヱ･ゝら吸収スペクトンを諌

める条件を,理論的,実験的iこ調べ,さらここれが測定できる装置

についても研究した｡まナニ蛍光スペフト′ンか再吸収の影響こついて

も調べた｡

2.原 享聖

2.1攻収スペクトル

･ち妹iこ襲開さjtた試料は,単分子か状態､ニれらが集合してと氷壁,

あるいこ三微積晶の状態て#在しているこそLてこれらほ,ラング∴

な方向に有在し,カーつ,ろ礁の写さの方向に対して一様こ存在Lて

いる｡したがってこのようなブロてトブラ∴乃反射スベタト′Lに

は,偏光などの特異な現象ほほとんごないと考えられている｡ニつ

ようなクロマトブラ∴から試料の吸収スペクトルを測定するこは分

子またミミ傲結晶にごる光散乱および,二れら分子の層あるいは緻結

晶などによって吸収された光の波長分‾布乃補正を行なえば,反別ス

ベプトノンから吸収スペクトルを求めることができる｡

反射,吸収,散乱の問には(1)式て示されるKubelka一九′Iunk〔1:つ

関係があることが知らjtている｡二の式をタロてトグラムに適にす

ることによって,散乱を補正して吸収スベタトノンを求めることこさミて

き･己｡
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要た散乱係数は(4)式で与えられる｡

S=÷(Arctgh+諾虹)… ‥‥…(4)

み=(α2-1)主

項収係数(∬)ほ,測定されたガ,札ガgの値を(2)式に代入し,

(4:〉式より各波長における散乱係数を求め,こjlらの値を(1)式に

代入して求めらjtる｡

入射光を試料に照射したとき,反射光は,試料の中の各所から出

てlこるので,優々の吸収を受けた光が混合されたものである｡すな

わち同じ吸収強度の試料でも分子層の厚さ,徴結晶の大きさが異な

もと反射光こ三種々の吸収強変をもつようになる｡しかも測定される

反身描三は,ここざtらの光の債分値であるので試料の吸収強度が大きく

なっ了七としても,積分値である光量は,この吸収強度に比例して少

たく二三らない‥

透過法ニュる溶液の吸収スペクトルの測定でほ,スリット幅を十

かこ小さ･くすると透過光ほ一つの吸収強度をもったものしか出てこ

たい｡ニつため透過光の積分値は吸収強度に比例する｡

2.2 蛍光スペクトル

モー妖に覿悶した分子に紫外線を照射して,出てくる蛍光スペクト

ルは,勃起光の背面,側面,前面などから出る蛍光の積分されるも

の/三溝〕る【ノ

/サロマ1､グラニから出る蛍光に散乱がないと仮定した場合におけ

三背面,側面.前面から出る蛍光強度は(6),(7),(8)式によって

与たら_う1る(

路′･:よ′ニー=⊥･gス,｡･∫j(j′)
4ニが

々j

(ゑj＋ゑj′)

･(二1-仁一(如＋如′)りdス′… ‥…(6)

JO
ざ了β/(■ス/)=

】

_

4エフJ三･恥Fj(ス′)告･(1-ビーカj′りβ一如dス′
‥…(7)

娼`(j′ノ=---+ニー･Eス,｡･ダム(ス′)
4ニ7ヱ2

方j

(々エー々j′ノ)

･･二c‾如′〟-C‾方jd)dス′,

fプβ′〔ス′ノ:蛍光
の 密 度

ク:励起光の反射による損失補正係数

才子:屈 折 率

且j.{2ニ 単位表面当たりの励起光の強度

(8)
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第1図 分光光彦計の分光特性
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第3匡 Scale Expansion回路系統匡

ダ(ス′):単位波長当たりの蛍光強度

点上:励起光の波長における吸収係数

ゐヱ/:

7:

蛍光の再吸収のある波長における吸収強蜜

スポットの大きさ

d:雇 厚

∬:素面からの距離

蛍光スペクトルほ入射光の波長によって変わらないのて,蛍光の

再吸収が小さければ,いかなる方向から出る蛍光スペグト′ンにも窒

化がない｡しかしながらろ紙に展開されたスポット中の試料濃彗は

高いので蛍光スペクトルは再吸収を受けたものが観測さj･tる｡すた

わち溶液蛍光で測完できる0-0′遷移をこのクロマトグラムのうえ

から求める場合にほ,再吸収の補正をせねばならないっ

ろ舐に吸着された分子から出る蛍光の一部ほ散乱されたの克て,

まったく再吸収のない正しい蛍光スペクトルを示す｡すなわち

(6),(7),(8)式においてゐノ=0の場合に相当するものてふる｡

しかしながら,この蛍光の一部には再吸収を受ニナるものもある.｡媒

質の屈折率と分子の屈折率とが同じであると佗足すると,再吸メて〔つ

程度ほ(1)式より求めた丘の値によって定まる｡このため再吸+てさ

メtた蛍光と再吸収のない蛍光強度の比は,(1)式でもって表わさ九

る｡しかもこの再吸収が(6),(7),(8)式のうち主としてどjtニュ

るかほ測定手段によって異なるものであるっ

蛍光スペクトルの強度ほ,試料の濃度,量子吸収率のほかこ7､射

光の強度とこの光を吸収する吸収係数幻によって定まる｡すなわ

ち,試料濃度が低い場合iこは,(1)式に示される吸収係数の値こよ

って定まるものである｡

3.装 置

ろ紙に吸着した有放物はランダムな方向に吉在しているので,た

収や蛍光を測定する場合に,一定方向のみで測定を行たうよりも賃

分球を用いて反射光または蛍光の積分値を求めるほうがより正しい

測定値を与える｡ニのために著者らほ積分球を萌し､て,吸㌫,蛍た
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第4信 蛍光.亡朝潮宅つ光学系

スペクトルを測定した｡

ぐ1)反射スペクト′ンの測≡

紫外反射スペクト′しの測定においては,検知される光量が少な

いので光源の強度を大きくする,紫外に分光感蜜の高いモノクロ

メークを軌､る,増幅を大きくするなどのことをしなければ支射

スペクトルを測定することはできない｡このためF.Korte氏く2)は

紫外強度の大きい重水素放電管を用いて反射スペクトルを測定し

た｡

著者らほ,紫外域で分光感度の高い日立139形分光光度計を同

いることによって測定した｡この装置の分光特性ほ第1図に示す

ようiこ,プリズム分散形のモノクロメータに比べて紫外域の分党

感空が高い｡弟2図は測定装置の光学系を示す｡この方法でほ試

料に直接照射される紫外線強度を少なくすることができるので,

光化学反応などをおさえることができる｡しかしながら試料が蛍

光性のものであると,蛍光のた捌こ吸収強度が小さくなって親志

されるっこのような場合にほ舞4図に示す方法でもって蛍光の防

害を除いたっしかしながらこの場合には,光源の強度が小さいと

測竜不可能なのでⅩe灯あるいは輝度の高いWランプを用いたぐ

このため紫外線ですぐ光化学反応を起こすようなものでは測定す

ることがむずかしいと考えられる｡なお,この反射スペクトルの

汚r石こおいてほろ紙の反射が試料反射スペクトルに重なってくる

のを防ぐために,標準珊にほ試料の吸着していないろ紙を用いた｡

ろちミのスポット上でこま試料濃度が高くても,識維などによって直

接入射光が照射されない場合が多いので,この展開物質の吸蒐蘇

敷こ三清流の場合に比べて低い値として測定される｡また低濃空で

捌盲をするほうが正しい吸収スペクトルを与えるので,著者らは,

第3図こ示す回路を軌､て正大10倍のスケール拡大を行なった｡

LT2ノ 蛍光スペクトルの測走

策4図に示す装置の光源こ水銀灯を用い,フィルタでもって韓

結のみを分光し,これで試料を勃起した｡この試料から出る蛍光

をモノクロメータで分光して検知したっなお蛍光スペクト′ンの

1町L!あたりの相対エネ′ンギーが必要なときには第l図の分光韓

Ji圭てもって補正した｡フィルタで励起光のみを完全に分離するこ

とができないと,蛍光スペクトルの上にこの勒起光の反射スベタ

ト′ンが重なってくる｡二のような場合には勒起光源を連続光であ

るⅩe灯などにかえて蛍光スペクト′ンを測定した｡そして蛍光ス

ペグト′ンに重なってくる光源の光を除くために漂準則にろ紀をお

いこ 巨射スペクいンを測定する場合と同じようにして測定し

た:したがってこの結果:ミ,反射スベタトノンの上に蛍光スペグト

′ンう;重なってくる｡したゝも,このときの蛍光スベタト′ンの強蓬ほ

発揮のスペクト′ンの重要つ比として表わされるようにたるこ
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第TE アントラセソの吸収スペクトル

4.測 定 結 果

ん1吸収スペクトル

反射スペクトルから散乱光の補正を行なって方:めたナフトー′ング

リーン,イソドロソプチリン,アントラセンおよぴポ/ンフィリンの

吸収スペクトル,および溶液の吸収スペクト′ンを.それぞれ舞5,る

7,8図に示す｡

弟5図からナフトールグリーンが低濃度の場合には,反射からま

めた吸収スペクトルi･ま,溶液の吸収スペクトルにく三ぼ一致するカ+

濃度が高くなると一致しなくなる｡また低濃変であっても吸収宗教

が大きくなった場合同じように一致しなくなる｡これはすでに述べ

たように,観測された反射光ミミ少ししか吸収を受･:ナないものや,大

きい吸収を受けたものの積分値であるので,濃覧が高いほど大きい

吸収を受けた光が測定に寄与したいためである｡したがって反射か

ら真の吸収スペクトルを得るためには.低濃度の場合の久しか藩応

できないと考えられる｡

ろ紙を透過する光の強寛が零になると,散乱光の補正を行なうこ

とができなくなる｡このため反射率(-10g月)を第5図にプロット

してみた｡これほ吸収スペクトル(-10g71)とあまりよく一致して

いない｡しかし低濃度の場合には,ある程度一致することが期待さ

れる｡

策ム図にイソドロソプチリンの低濃度の反射スペクトル(-10g

ガ)と10倍に拡大して測定した結果,および酸性溶液の吸収スペク

トルを示す｡この結果をみると,吸着状態と酸性溶液の状態との相

異のために吸収の主波長は異なるが,この点を除けばスペクトルの

形状そのものほ非常によい一致を示しているっ

弟7図はスケール拡大を行なわないで測定したアントラセソの反

収スペクトルである｡反射から求めた吸収スベタト′ンは溶液の吸広

スペクトルに比較して振動スペクトルが明瞭に

出ていない｡これは,アントラセソはろ妖に皐

分子で吸着されるというよりほ,徴結晶が析出

しているので,表面反射が大きいと考えら九

る｡このため,ナフトールグリーンでは表面玩

射の影響が小さいと考えられるような低い反射

率のところでも,アントラセソの場合には大き

な影響を受ける｡散乱光を補正しない場合は,

吸収された反射光の,測定値に対する寄与が小

さくなるので,補正した場合にくらべ,振薮ス

ペクトルがさらに明瞭に現われなくなってく

る｡なお結晶状態と溶液の状態とでは電子状繋

が異なるので,吸収の主波長ほ一致しないでな

お一般には吸着,結晶状態では吸収の主波長ほ

長波長にシフトするものが多い｡

第8図にスケール拡大を行なわないで測定したナフトキノンの茫

収スペクトルを示す｡反射から求めた吸収スペクトルと溶液の敬二文

スペクトルは,一方が固体であり他方が溶液の状態であることを考

えれミごよく一致している｡これは分子が結晶状態でなく単分子の形

で吸着されているので,特に弓凱､吸収や,特に弱い吸収がなく,ほ

ごぎ等しい吸収を受けた光が反射されてくるからであろうと考えちjt

る【

4.2 蛍光スペクトル

水銀灯の365m+〃輝線で励起したアントラセソの蛍光スペクト

ル,およぴベンゼン溶ざ夜こおける蛍光スペクトルを舞9図に示す｡

ニニで両スペクトルにおニナる最も著しい相異は,溶択蛍光にこおいて

測三さ九た386m一"に相当する蛍光バンドが,ろ紙に展開した場合

にこ三,わずかにショルダーとしてしか測定されないことである｡こ

れミミスポット上の緻結晶による再吸収のために吸収スペクトルと重

なった蛍光スペクトルは,濃度の高い溶液蛍光と同じようiこ(3),亨重

度が減少するためである｡この点を除けば,結晶の蛍光スペクトル

と溶接蛍光スペクトルとほ,吸収スペクトルの場合に比較してよ･1

一致した振動構造を持っている｡このことは,蛍光スペクトルほ,

吸収スペクトルのようiこ測定値が標準に対する対数で表わされるつ

で:三たく.ある波長における種々の蛍光強度の算術和で表わされる

ためである｡アントラセンの濃度を変えた場合の蛍光強度ほ濃度に

比例しない｡これほスポット上の濃度が高いために,入射光と徴結

晶を透過した光との比があまr)にも大きいことに基づくものと考え

らjlる｡なお溶液蛍光スペクトルと結晶の蛍光スペクトルとの波長

のずjtミミ,電子状態のちラミいによるものであると考えられる｡

-147-



734 ≡;ヨ和39与4弓

【
‖
㌧

即

糾肌

#

桝

J
∫
-

■
-
1
√

4/√0

一
-
1
-
/

:長覧1

__--l′J
l

二 一ノ5

‾-1ィ〔l

450 500

m./J

第9こヨ アントラモンの蛍光スベタレン

立

5.分 析 例

以上に述べたように反射スペクトルから吸収スベタトレを凍みる

場合にほ,低濃度で徴結晶がなく,分子膜で吸着しているものでな

いとよい一致を示さないことがわかった｡

(1)ショウジョウバエの目の色素

ショウジョウバエにはNormal,Sepia,Rosyの種類があり,こ

れらは遺伝学上非常に興味あるものであるといわれている｡こjt

らのうち,Normalから抽出した目の色素をペーパクロマトグラ

フに展開したものの中で,イソドロソプチリン(isodrosopterin)

の･吸収スペクトルを測定した｡クロマト展開は,ハエを乳鉢です

りつぶし,50%メタノールで抽出し,抽出液をろ過,濃縮し,ブ

タ■ノールー酢酸アンモソを繁閑溶媒として行なった｡結果を弟占

鼠に示す｡

(2)リボフラビンの光分解生成物

リボフラビンに光を照射すると,分解しルミフラビンとノンミプ

ロ-ムが生成する｡この生成物をブタノーノンー酢酸で展開した｡

そぅ∵を300m."の波長でテンシトメトリーした結果を第10図こ示

す｡.またペーパの各スポットの反射スペクトノンから吸収スペクト

ルを求めた結果を第11図に示す｡これらの結果から定性を試三､

た｡リボフラビンでミま吸収極大の波長が,溶旅吸収スペクトノンカー

ちノ諌めたものとょい一致を示した｡

(3〉 鳥形結核菌の抽出物質

鳥形結核菌の中の=プロポルフィリンつ測定は生化学上必要な

ものであるので,菌抽出物質をケロシン′-クロロホルムー7トプ言ピ

/レアルコールで展託し,ポ′ンフィリンの定性を行なった｡測完結

異を舞12図に示す｡ニのスペクトルは散乱光の補正を行なわず,

-10g月の値を波長i･こ対してプロットした｡同じ図に示しチニ溶液

吸収スペクトルと吸収極大の波長はニー1一致している｡

占.鰐 口

ペーパグロてトグラムの反射スペグナノンたゝら吸収スべクトノンを涼

める場合には,散乱光を補正し,さらに吸収された反射光が近似的

に一つの吸収強度を持つこうにしなければ,正いノ､吸収スペクトル

を求めることができない｡すなわち,クロマト異開物質が教権晶の

溝皆で存在すると,散乱光の強度が大き√∴ 方ゝつ反射光が種々の吸

収強度を持っているので正しい吸収スペクトルは得られない｡展開

物質が分子膜の状態で存在している場合には,散乱光をKublka･

恥′lunkの式で補正すれば吸収スペクトルを求めることができる｡し

かしたがら,濃度が高い場合にほ正しい値は得られず,低濃度の場

台iこのみ正しい値が得らカtることがわかった｡､しかもこの場合に

は,散乱光の補正をしなくても,反射率から得た-10gJ?を吸収強
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つ吸収スペクトノレ

要としてもあまり大きい誤差がないことがわかった｡

ペーパクロマト展開物の蛍光スペクトルは,溶液の場合とほとん

ご同じスペクトルを示すが,短波長側にある0-0′遷移のところの再

汲収が大きくなり,ある場合古こはこれに相当する蛍光バンドが消失

することがわかった｡

ペーパクロマト展開物質の多くが紫外域に吸収をもつために,装

置としては紫外に分光感度の高い分光器を用い,吸収強度をスケー

ル拡大して測定できる電気回路を使用すれば,反射スペクトルから

汲収スペクトルが求められることがわかった｡

本研究を行なうに当たり,種々ご指導,ご助力くださった学習院

大学,後車幹保助教授に厚く感謝する｡
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