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ペーパー・クロマトグラフイの臨床的應用

――アミノ酸，アミン及びビタミンについて――

　　　　　　　　　　　　　昭和27年12月26日受付

　　　　　　　．信州大学医学部小児科学教室　（主任　高津教授）

加藤英夫・小林恒雄・小井土宗平・川村周光

The Clinical Application of Paper-Chromatography
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・
　　　　　　　　　　　　　　　じ　　　DGpai±meirt　of　Pediatrics，　Faeulty　of　Medichle，　Sh｛田hu　University．

　　　　　　　　　　　・　　（Dh・ectOI・：Prof，　T．　TakatBU）

Hideo Kato, Tsuneo Kobayashi, Sohei Koido and Kanemitsu Kawamura.

　　　We　have　cli加ally　applied　the　method．of　paper－chromatography飢1d　obtained　the　followi丑g

　　results，　（1）Urea　shows　yellow　coloration　by　aldehydereage江ts．　This　color　i・eaction　can　be

　　usLi（1　to　coufirm　the　cxistellce　of　ln’ea　in　the　pa1氾r－¢hromatography－（2）We　have　tested

　　each　l　cc，・f　bl・・d　plasma・f　healthy　inf　ants　and　ehild・・en，　and　pr・ved　glutamic　acid，　aspa・rkie

　　scid5　91ycine，　9．・el・iue，　ornithi］io，・threonitie，　alauiue，　lysillc－gr（ゴ11P，　P1・01tne，　tyrosil1G，　1eucinc－

　　9「oul）・Pheuylalanine　and、　glutam｛迫iH　the　form　of　free　a頑10　scids．and　amides．、（3）We

、haV・tested　hist・miユ・e　a〕・d　ty・amine　in　th・feces　an（hri皿e　fr・m　17・a臼es・f　h・althy　iエit’ants

　　乳1・d・hild・en，3…e・・f　Eki・三，2…e・・f　t・xi・di・・rh・a，．　aud　5…e・・f・e・u・re・t・・頑呼

　　Hisfam「五e　and　tyramihe　wer’e　fouud　in　the　feces　of　each　one¢ase　of　healthy　coMtr’ols

　　Hist鋤ine　was　pr醐t　h・th　iu　feees　and　in　i画，。f・・al1，・3　cases。f　Ekii；i；tyliamin・was　f・un（l

　　b・th’i　in　f・ces　and　in　ul’in，。f。。e。f・thdt　e’　3，asL，si　l　in’2，a，es。f　t。xi，　dia’v・h』・，　the5e

　　tWo　m〕lilics　were’　f（）uud　in’t｝le　feces　of　one　case，　and　in　the　feces　aud　urino　of　another・・Tlley

　．Were　not　fonnd　both　in　fccos　and　iu　ul・ine　of　txll　5　c乳s・es　of　recurreuLt　vom｛ting．　（4）　In　table

　　5we　re『mnmarlzed　the　method50f　color三ug，　the　chuaracteristicg．　of　eolor，　and　tho　vahles　of

　　Rf（th・rat・・f　f1・w）6f　Vit・miu　B、，　B2，　B。・Tl・I　B、2，　f・li…id，・h・1i・hy・1・・ch1・r玉d・，

　　niacin・「vitam｛n　A　and　vitamiu　C．　．Those　data．　will　hG11）lr3　for　the　dotecti《）Ti　of　the，se　slll）s†a［　　戊

　　nces　l）y　th量s　tech］）ique．

　　　　　　　　　1．緒　　　　，言

　　ペーパー・クロマトグラフイ（以下P・Ch・と略記）

　は近時実験的にも，臨床的にも広く用いられようとし
　　　　　　　　　　　ヅ
　ている。私達もさきに白鼠の臓器中の遊離アミノ酸

　①，健康な入の尿及び糞便内の遊離アミノ酸◎，牛乳

　及び母乳が数種の腸内細菌によつて腐敗する時に生ず

．る遊離アミノ酸，ヒスタミソ，チラミソ及び揮発性ア

　ミソ③，同様にペプトンが腐敗する時に生ずるアミソ

、類④，又Candida　albicznsがペプトソの中でビタミ

　ン類を産生するかどうかの検出⑥についてe‘夫々P・

　Ch・を応用し，その成績を発表したが，今回は更にこ

　れを臨床的に用いて得た知見を報告する。即ち但）前

　回の報告（£につSいて，尿中の遊離アミノ酸のペーパ

　ー・クロマトグラム上の斑点を乱す成分の中で，最も

　重要な因子である尿素について，その星色反応を工夫
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ト
　し，その付置を決定した。②健康な乳幼児の血漿中

の遊離アミノ酸を検出した。（3）乳幼児の申毒性疾．

患、，即ち疫痢，自家Fド毒症及び消化不良性中毒症の尿

及び糞便中のヒスタミン及びチラミソを検韻した6

（4）更に数種のビタミンのP．Ch・について，その臨

床的応用への可能ll生について検討した。

　　　　　　2・実験方法及び成績

　　1』）P・Ch・セこおける尿素の呈色反応とその位置。’

溶媒としてブタノール・サクサン・水（4：1は）及び

80％フエノールを用いた時に尿索は大休アラニソの位

置にあることはすでに報告⑨したが，川村がアルデヒ『

ド試薬により，P．C：h．で尿素が美しい黄色を呈し，そ

の位置と広がりがはつきりと容易に知ることができ

ることを見出したので，この方法によつて，尿中の遊．

離アミノ酸のペーパー・クロマトグラム上の斑点を尿

素がいかに著しくかき乱しているかを検詞’した。

　その結果，尿索は図に示すようにアラmンとバリンペ
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の中間にブタノールサクサン・水の方向に長軸をと

つた惰圓形にあり，尿を濃縮して用いた時はその量は

著しく多くその附近のアミノ酸の斑点を著しく乱して

いることが分つた。更にブタノール・サクサソ・水で

作つた一次のペーパr・ク・マげラムで｝線素が多

い時は殆んどその全面に拡がつているo尿中の遊離ア

ミノ酸を鮮明に認めるためには尿素を除去することが

先決問題である。

次に尿中のペー・・一・ク・マトグラム上の遊離アミ

ノ酸の斑点を乱す主な成分は尿素，尿醍クレアチニ

ソ，クレアチン，食塩及びzドウ糖であるので，私達

が用いているそれらの呈色反応，色及びその方法を第

1表に示した。

図　アミノ酸以外の数種尿申成分の
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第1表．アミノ酸以外の尿中成分の呈色反応

成　　分 反応
y　び

方　　　　法

尿　　素
アルデヒド
ｽ応，黄色

10％パラヂメチルアミ
mベンズアルデヒド稀塩酸溶液をスプレー　　　　　・

尿　’酸 黒褐色

5％炭酸ソーダスプレーカロ温後1％石肖酸銀溶液スプレー

クレアチニン
Jaffeの反
栫C燈色

1％　　ピク　リ　ン酉費　5％苛

ｫソ｛ダ溶液をスプ
戟[

クレアチン 燈　　色

1000Uで1時間加温後クレアチニンと同様に

ｭ色させる。

食．塩
初め白色後

賦倹F
1％硝酸銀10％アソモニア溶液をスプレー

　　　寸
uドウ糖 黒褐　色

工　伺　上

（2）健康な乳幼児の血漿申の遊離アミノ酸の検出。

　方法は篠酸塩を入れて採血して，遠沈し，1ceの血

漿をとり，これをFolh1－Wuの方法で除蛋白して，そ

の濾液を湯煎上で殆んど乾燥させ，これに80％エタノ

ール0．5ecを加えてかきまわし，その上清を全部用

い，ブタノール・エタノール・水（4：1：1）及び89％ブ

エノールを溶媒として，2次の．q　・一パr－・クロVトグ

ラムを造つた。アミノ酸の同定は第2表に示す呈色反

応を用いた。その成績は第3表に示した。

　　第2表　アミノ酸及びアミソの呈色反応

及の酸ソノミミア類アび種

aアミノ酸

スレナニソ，

ゼリン

ヒスチヂソ，

ヒスタミソ，

チロヂソ，

チラミン

アルギニン

ブントイア，ルリン一トアド

メチオニソ，

チスチソ7・

チステイン

タウリソ，
fl　一一アラニン

反応　名
及　び　色

（紫）

（黄褐）

ヂアゾ反応

（黄樫）

ヂアゾ反応

（寅燈）

坂口1反応
　（紅）

アルデヒド
反　1　応
　（紅）

（脱色）

（黒　褐）

方 法

“「5頂％ニソヒドリソ0ユ
％酷酸ブダノール溶液
スプレ＿後100℃で数
分加温

一師％遍沃度酸カリ0・01
％酷酸溶液スプレー後
100喝で乾燥後ネスレ
2逮墾を五互ヒニ＿
0ユ％スルフアニル酸
N／lo塩酸溶液と4％亜硝
酸ソーダの新鮮な等量混
液をスプレー後10％アン
モnアをスプy戸
0．3％パラニトロアニリ
ソNハo獺溶液と10％亜
硝酸ソNダの新鮮な等量
混液をスプレー後10％炭
酸ソF一丞挫プレr－＿
0．1％aナフトPル，ア
ノレコPノレ溶液スプレF・

後50％次亜塩素酸ソ
pダをスプレノー巳

10％パラヂメチルアミ
ノベソズアルデヒド稀
塩酸溶液をスプレP

⊃璽纏E騨㍊磐

1。。一．。。．．一．L。一．．．一一．。一．．2．．leswww．pa．kZ　：一一一S

一豊量趣已zヱニ＿＿

元饗麟絃ζ完
一草乞燥後工％石肖酸銀5％

硝酸溶液をスプレー

即ち12種のアミノ酸とグルタミソが認められfo。ア

ミノ酸の内で斑点のA？　X大きいものはアラニソ，ロイ

シソ群及びフエニールアラニンであり，グルタミソも

や対醐点であつte・グ・・タ・・の同融次砿

うにして決定した。即ちj血漿のエタノール抽出液を

20％塩酸で水解して，これを用いて造つたペー　？〈・一一・

クロマトグラムと水解せずして造つたものと比較する．

に，水解した時はグルタミンと思われる斑，点が消失し

て，グルタミソ酸の斑点が著明に大ぎくなることによ．

つて，グルタミソは塩酸処理によつてアソモニアを離

して，グルタミン酸になつたと考えられた。同時に血

漿申の遊離アミノ酸窒素をβナフトキノンスル．ホソ酸

法で定量した。

　血漿中の無機塩類とブドウ糖がアスバラギソ酸の斑

点を乱したが，Bf値の低い所であるので全般的には
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著しい妨げにはなら

なかつた。

（3）乳幼児の中毒性

疾患の尿及び糞便内

のヒスタミン及びチ

ラミソの検出。

　ヒスタミソ及びチ

ラミンは10％アンモ

ニアを飽和させたブ

タノ｛ルを溶媒に用

いるとRfが著しく

大きくなつて，夫々

0．55及び0．72となり，

他のアミノ酸と明ら

かセこ判別することが

出来る。即ちアミノ

酸のヰで最もRfの

大きいフエニルァラ

ニンのRfが0．3で
あるめで，

第3表鵬謝幼児の血漿中の遊離アミノ酸

姓　　　名

年令

性

アミノ酸窒素m9／d1

ア・
Xパラギン酸

グリシン ぜリン
チロヂン1今じ

ロイシン群

一一大　山 1j7m ♀ 6．5 十 十 十 十 冊 冊

一 一 一一大平 1j3m ♂ 6．0 十
一十

士 士 冊一 廿一

一

十一十
惜一什 十一十

奥　原 1j61u 6．2 十 十 士 一一

一

冊一冊 十トー冊

一申　田 1j7rn

δ｝8

’5．5 十 十 十 士

廿一冊一廿

一 十

一坂　井 7m 4．4 十

十一十

十 十 十 十 骨 冊・

二村
7111

・6

@δ
5．4 十 十 十 柑

士一十

惜 冊一十一一

’一一

十一十

金　子 7m ♀ 50 十 十 一 十

十一十一十

舟 i什廿卜｝＾計

一 一 一一
下林 8m ♀ 4．7 十 十 十 一 十 十 惜 冊十一十

酋酸で処理すれば 十 什 十 十 冊 十 十 十 骨 惜。

　　　　　　RfO．5以上にはアミノ酸は上らないもの

と考えてよい。爾ヒスタミソ及びチラミソはニソヒド

　リンで暗紫色に，ヂアゾ試薬及びパラニトPアニリソ

によつて黄燈色に呈色するので，他の物質との・鑑別は

．比較的容易である。　　　　　　・

　小林はこの方法によつて健康乳幼児17例，疫痢3例，

　　第4表乳幼児中毒性疾患における尿尿申の
　　　　　　　アミソ（小林）

疾

患

健

一t周

児

疫

痢

自

家

申、

毒

症

性申毒症消化不良

姓

名・

15名

KM，

O．T．

Y．T．

1．T．

1－1．．K．

T．M．

N、Y．

A．K．

K．K，

N．1（，

［｛）．，N．

M．O．

尿

ヒスタ
ミン

（一）

（一）

（一一）

（士）

（＋）

（＋）

（士）

（士）

（士）

（一）

（一）

（一）

（＋）

チラミン

、（一）

（一）

（一）

（一）

（一）

（＋）

（一）

（一）

（一）

〈一）

（一）

（一）

（＋）

ヒスタ
ミソ

（一）

（一）

（＋）

（＋）

（＋）

（＋）

（一）

（一）

（一）

（一）

（一）

（＋）

（＋）

チラミン

（一）

（←）

（一）

（一）

（一〕

（＋）

（一）

（一）

（一）

に一）

（一）

（＋）

（＋⊃

自家中毒症5例及び消化不劇生中毒症2例の尿7×7び糞

便内のヒスタミシ及びチラミソの検出を試み，第4表

のような成績を得たo

（4）ピタミソ類のペー・・R・・一・クロマトグラフイ。

　ビタミン類のペーパー・クロマトグラフイにはいろ

いろの溶媒が用いられているが・臨床的に用いるに

は，なるべく1種類の溶媒が望ましく，叉中性の溶媒

がよいと考えられる。叉用いる臨床的材料はアミノ酸

が混在することが多いと思われるのでtこれ等も同時

に検出できる溶媒がよいと考えて，ブタノール・エタ

ノール・水（4：1：1）を用いた。

第5表　ビタミンのベーパー・クロマトグラフイ

　〕容媒はブタノール・エタノール・フk（4：1：1）

ビタミソ Rf 発　　色　　法 色

B1 0．30 ヂアゾ反応　黄燈
B2 0．27　　天　　然　　色 責

Bls 0．56 ヂアゾ反応　責燈
B12 0ユ0　　天　　然　　色　　　紅

ニコチソ酸　ort　6　沃度蒸気 黄

漢　　　酸 0 天　　然　　色 黄　、

コ　リ　ン
0．32 F沃度蒸気 責

※A 0．61 3塩化アンチモソ　　・｝．．〉一噛」「 青　「

c 0．02 硝酸酸性硝酸銀 黒褐

※　溶媒は石i油工一テルを用いた
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　この時の各ビタミソのRf発色試薬及び色調は第5

表のようである。ビタミンAの溶媒は石油工一テルを

用いた。ビタミソB1，B12及び葉酸は80％フエノー

ノレを溶媒に用いるとBfが0・9～0・95となり・80％フ

エノールに対する溶解度が極めて高いことを知つた。

それ故これ等のビタミソ｝ま80％フエノールによつて抽

出することが出来る。

　この方法によれば，最少検出量はB1は1γ，B2は

0．5γ，Boは1γ，　nコチ、y酸｝よ5γである。ビタミ

ンは極めて微量が問題となるので，この方法が臨床的

に用いうるためセこは間検討を必要とするであろう。

　　　　　　　3．総括及び考按
　（1）尿中の遊離アミノ酸の分析がP・Ch・では困難

であるが，それは組織臓器，膿汁或いは糞便のよう

『な材料と卿，尿中には多量の臓，尿甑クVアチ

．a：　y，クレアチン1無機塩類及びブドウ糖等がペーパ

ー・クロマトグラム上でアミノ酸の斑点を著しく乱す’

からである。これ等の物質がどの程度に妨害するかを

知るために，それらの呈色反応を工夫して，これを

第1表に示した。殊に尿素の呈色反応にアルデヒド試

薬を用いうることを知つてから，尿素の妨害が最も著

しく，アミノ酸の鮮明な斑点を得るためには，これを

除くことが最も必要であると考えられた。それにはウ

レアーぜを用いることが合理的であるが未だ成功して

いない。

（2）　健康乳幼児（人工栄養）8例の血漿lccからユ2種

のアミノ酸とグルタミンをP．Ch．によつて検出したo

アミノ酸ではアラニソ，ロイシン群及び7エニルアラ

・＝ンが多かつた。グルタミソの「司定は：塩酸処理によつ

てグルタミソ酸になることによつて確めた。グルタミ

ソは組織内で産生されたアソモニアがグルタミソ酸と

結合したものでG肝で作られる尿素と同様にいわばア

ンモニアの解毒産物である。グルタミンの量を尿索と

共にP◎h．にょつて大体知ることができるのは興味深

い。叉緑膿菌，変形菌，α及びβ大腸菌或いは一般大

腸菌によつて牛乳r，母乳或いはペプトソが腐敗する時

、にデンモニアが発生することを知つた③④のでアンモ

ニアの解毒という点からも興味深い。

　問メチオニソ，グリシン，ヒスチヂソ，チステイソ，

グルタミソ酸等のlli””一アミノ酸を用いる時に，これら

のアミノ酸が」血漿中にどの位の時間遊離の状態にある

かをこの方法によつて知ることが出来よう。又ACTH

⑦男性ホルモン⑧手術⑨或は間脳に対する刺1戟⑭が家

兎の血清中の遊離アミノ酸に及ぼす影響について研究

がなされているが，この方面におけるペーパー・クロ

r・rトグラフイの利用は今後益々開けるものと思、う。し

かしP・Gh・は正確な定量法ではないので，別にアミ

ノ酸窒素の定量をして1この成績を基準として考察す

べきであろう。

（3）健康乳幼児の糞便中のヒスタミン及びチラミンは

i7例中1例にヒスタミン，他の1例にチラミソを検M

したが，尿中には全例に検出されなかつた。疫痢では

2例に糞便及び尿申にヒスタミソを認め，叉他の1例

では糞便及び尿申にチラミンも認められた。自家中毒

症では尿中にヒスタミソがあるかと思われたものが．

3例あつたが明らかではなかつた。消化不良性中毒症

の1．例では糞便及び尿中にヒスタミン及びチラミソが

認められ，他の1例では糞便内にはヒスタミンとチラ

ミソが認められたが尿申には両アミン共に認められな

かつた。

　長崎医大の平井金三郎名誉教授及び四熊氏は消化不

良性中毒症の患児のみならず母乳栄養の健康児でもア

ミソ産生菌があつたり，なかつたりで一定の傾向がな

い点より消化不良性中毒症のアミン申毒説を否定し

た⑪。一方泉教授は疫痢の病因の最大因子としてヒス

タミンを挙げておられる⑫。私達の上記の成績は例数

が少いので結論を述べることが出来ないが，従来の多

くの権威者の業績に対してP．Ch．という方法で，或

程度興味深い批判が得られるものと考えている。

（4）ビタミンのP・Ch．については，溶媒としてブタ

ノール・エタノール・水（4：1：1）を用いた時の夫々のピ

タミソの発色法，色及びそれらのRfを第5表に示

したが，沃度蒸気を用いて，、ニコチン酸，コリン及び

ビタミソB1が同時に検出できるのは興味ある事実で

あると思う。

　偲し最少検出量が1－；5γであるので，微量が問題と

なるビタミンの場合はこの方法が臨床的にどの程度利

用されうるかは極めて疑問である。

　従来ビタミソB1，Bo，庖，　C及びA⑬⑭＠⑯につ

いては多くの報告がある。

　　　　　　　4．結　　　　語

　ペーパー・クロマトグラフイを臨床的に応用して，

次のような知見を得た。

（1）尿素はアルデヒド試薬で黄色となり，これが尿棄

のペーパー一・クロマトグラム上の呈色反応として用い

そ尋られるQ

（2）健願拗児の血漿ICGより綱6アミノ騨検

出し，アスパラギン酸，グルタミソ酸，グリシソ，セ

リン，オルニチソ，スレオニンハアラニソ，　リヂソ

群，プロリン，チロヂソ，ロイシンi群，フエニ・一一ルア

ラm冶及びグルタミソを証明した。

（3）健康乳幼児の尿及び糞便中のヒスタミン及びチラ

ミンの検出を行い，17例中1例では糞便r－liにヒスタミ

ンt他の1例では糞便中にチラミンを認めた。疫痢で

は2例の尿及び糞便申にヒスタミンを認め，他の1例

ではヒスタミン及びチラミンを認めた。消化不良性中
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毒症の2例では糞便申にヒスタミン及びチラミソを認

め，その中の1例では尿中にも両アミンを検出した。

自家中毒症の5例ではアミンは検出されなかつた。

（4）ビタミンB・，B2已・”B・・，葉酸コリン，　nコ

チン酸，ビタミンA及びGのペーパー一・クロマトグラ

フィにおける皇色反応，その時の色及びそれらのRf値

を表示した。

（筆をおぐに当りー高津縦授の御指導，御校閲を深謝し，

千葉大学腐敗研究所佐竹一夫助教授の御援助を感謝し

ます。）

（本研究は一部文部省科学研究費によつた。）

（本論文の要冒は昭和27年11月15日東日オミ：小児科学会

で発表した。）、
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馬蹄（鉄）腎に就て
　　　　　　　　　　　　　　　　　　昭和27年10月9日受付　　　　　　　　　　　．

　　　　　　　　　　　　　　　長野赤十字病院　（院長　斎藤尭夫博士）

　　　∋ご　　「　　　　皮膚泌尿器科　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N

　　　　　　　　　　　　　奥井重敬　児玉和志

　　　　　　　　　　　　　　　On七he　Horseshoe　Kidney　　　　　　　　，

　　　　　　　　　　　　　　　Nagano　Red　Cross　Hospi士al，　Nagano．

　　　　　　　　　　　　　　　　　（Director：Dr．「1”al〈ao　Saito）

　　　　　　　　　　　　　　Skigetaka　O：くui　and　Kazu8hi　Kcdan）a　，

We　have　rece且tly　observed　6　caso30f］〕orseshoe　ki（lney．　And　the　f　ollowing　conckL3ion

were　obtaiued　from　these　6　casos　and・th己r　88　casGs　already　rel）・rted　in　Ja1）an．　The　sex

ratfo　is　male　3　to　fem81e　1．　Most　of　the　cltuical　sym1）toms　of　this’disease　are　caused　by　the・

comΨlications．　So一飽IIGd　R｛）vsillg’s　syxidroinc，　wllich　is　exci七ed　by　the　horse，shoe’汲奄р狽奄?凵@itself，

is　of　lossヤ乳hlo戊1〕ec飢1雪e　it　plays　ollIy　Iittle　partB　fc｝1’the　diagnosis　of　thk　dk　ea：　e，　mld　in　the

、ma　jority　of　cases　it　is　difl．qiit）sed　from　the　ccmplicative　sYMI）tO　Ms．　　〕PyelograPhy　is　of　large

value．　G・ttlieb’s　signs　are　vGry　imp・rtant．　But　it　MUst　fu・th・・be　rec・9rli・ed　that　the

Jatera1　1）ye1〈）graphy　ofton　gives　Ils　important．　fin（Iiugs・　　C］1icf　coml）licatiori‘Lre　lithiasis，

tUberCu］Os　it，hydrol）s，　a｝）SCeSs，－L－1・alLllla　and　et，teyb”ted　tUnlol’．　　1　or　tl’OEItmellt，　iSth《）motomy　and

heiniユiePhrect（）nユy　乳re　adt）P士Cd．

　　　　　　　　緒　　　　言

　馬蹄腎は病理解剖学的には0・1プ～0．2’ろ臨床上ピ

エログラフイー或いは腎手術例に対して0、27Z～0・8％

と興の頻度は必ずしも多くはないが，腎臓の先天性奇

型の内，重複奇型に次いで多く而も融合1肖の1懐者と

見倣される程臨床的に頗る重要視されている。従つて

その臨床に関しては臨床医家の興味を引く所なるた

め，脊々は自家経験例6例を報告すると共に，1910年

近藤氏が其の第1例を報告以来，今目までに報告され

た本邦臨床報告例88例に就て臨床的観察を加え，2，3

の考案を試みたいと思う。


