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グラフイによる分折

　　　　信州大学医学部小兄科学教室　（主任　高津教授）

加藤英夫．　小井土宗平．　内藤博行．
赤羽太郞．　飯沼秀雄．　山中昭男．��

Analysis of Free Amino Acids in Humall Urine ��

and Feces by Paper-Chromatography.

　　　　　（Depa汁ment　of　Pediatrleg，，　Medical　Facultア，　Shinsh　l　Nniversity，

　　　　　Director，．Prof・T．　Takatsu）

Hideo Kato, Sohei Koido, Hiroyuki Naito, 

Taro Akahane, Hideo Iinuma, Akio Yamanaka

（1）　Free　al皿ino　acids　in　ultine顕d　feces　of　the　hea】thy　were　aualytiecl　by　paper－－ehromatQ－

　gl・乳phy，　alld　the　data　were三11dicated　in　1，　and　2．　t乳bles．　The　indivi（lual　difference　乳ロd

　that　in　age　were・iuvei　t量g肚ed．

（2）　「She　techn1（lue　of　Pal）e℃－chromatogral）1、y　and　the　sevoral　factors　iu　ur三ne，　which

　obl　truct　the　flowing　of　arnino　aeids　oll　I）aper，　wer｛ごstlldied．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　　言

　　人体の生理的或は病的な蛋白代謝を研究ずるに当り，今までは臨林的には窒素の出納と言う量的な

面だけを問題として來たが，個々のアミノ酸の動きと言う質的な面は適当な方法がなかったために研

究することが極めて困難であつたoしかし，最近ぺM一パ”一　一クuマbグラフィによつて，正確に定量

することは困難であるが，どうにか工夫すれば，各アミノ酸を牟定量的に分折すること．が出来るよう

になつナこ。伺この方法の利点は，僅かの材料で，比較的簡単な操作で，数ガンマーと言う微量まで，’

既知のアミノ酸のみならす未知のアミノ酸までもJ一枚の紙の上に一目で見ることが出来る点である。

e私達は先に，白鼠の臓器内の遊離アミノ酸をこの方法によつて分折して発表したが，①今回は健康

　な人の尿及び糞便内の遊離アミノ酸を分折し，今後，人の病的な蛋白代謝を研究する時の規準を作り

　たいと思つ℃，この雲験を行つた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　e

　　私達はこの尿及び糞便内の遊離アミノ酸の意義につVOて，いささか考察し，叉私達の方法で作つた

、ぺe・・一パー・クPマトグラム上における各アミノ酸の位置を決定し，又尿申の遊離アミノ酸を分折する

　時に，アミノ酸の移動を妨げる2，，3の因子について，其ぺ”一・7〈…　・クロマトグラム上の位置を知るこ

　とが出來tcのでこれを附記したい。
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　　　　　　　　文献的考察

　健康者の尿中②③④⑤⑥の遊離アミノ酸は比較的少

いが，姫婦⑦ではヒスチヂンの排泄が檜し，肝疾患⑧

⑨⑩⑪⑫では排泄される遊離アミノ酸の量も，種類も

増加すると言われている。X尿中のtSt　rlkアミノ酸は食
　　　　　　
餌の影饗もうけ⑲⑭⑯ハ個人差も著しいとされてい

る。◎⑩⑰

　伺尿申に遊離アミノ酸或は其簡里な誘導体Pt　Mる疾

患として，アルカプトン（ホモゲンチヂン酸）尿症1メ

ラXン尿症，クレアチン尿症、チスチン尿症，チロヂ

ノt－‘ヂX（チ・ヂン及びP一オキシ・フ＝二・い乳醐症）

等が威書⑮に挙げられているoしかし例えばチスチン

尿症は尿えチスチYだけが多く排泄されるのでなくて

他の多くのアミノ酸も同様に排泄され易いと言うo⑱

　小見科学領域においても最近乳見の尿中遊離アミ．ノ

酸について，かつて私と共にぺ声パー・クロマトグラフ

イを研究し，今も協同研究を行つている宮尾氏が詳細

な成績を発表した。⑲

　又灘低⑳等は乳兄下痢症の尿中遊離アミノ酸は疾

息が重くなるに従つて，其種類が増すことを証明し

たo

　忍はこれ等の丈献から，尿中に排泄される遊離アミ

ノ酸は健康者でも個人個人によつて相等の差異があり

3ζその中に共通したものもあつで，ペーパP・・クロマ

トグラフイによつてこれを知ることが田来るのではな

いかと考えたo

　i糞便内の遊離アさノ酸については人C・Ros8⑪カミ乳

見についてi報告し，宮尾氏璽はこれについて一一層詳細

な成績を獲衷したoこれによれば牛乳榮養見の糞便内

の遊離アミノ酸は砂乳菜養兄に比して著しく多く，こ

れは其吸牧と腸内細菌との閲係が考えら；IVると述くて

いるo私はζれ等の文1欧から糞便内の遊離アミノ酸も

亦衆養学的に興味深い研究課題であると老え，乳見に

限らず一般健康者について分折してみたいと考えた。

　術ぺ一パ声・クロマトグラフイはCon賦en　et　al⑳

（1944）によつて始められたものであるが，最近本邦に

キ6いても多くの丈献⑳9◎⑳⑳⑲⑳⑳⑪⑫があるo

　又定1量法として利用するためには（1）皐色した斑紋

の大きさを標準液と比較したり⑬◎＠◎⑰，褒色の強

さ．を光電計で計つたり◎⑳⑩⑪，（2）斑紋を切りとつ

て抽出して定量したり◎◎，（3）アミノ酸の銅塩を作

つて定量したり⑪⑮，（4）放射性同位元素を用いたり

＠㊨⑱⑩⑩⑪いろいろエft・＄t・ているが，私建臨床家

が辰扱う血液，尿，糞便，器官或は組織はアミノ酸以

外に多くの物質を含んでいるので，tの方法でアミノ

酸を定量するζとは極めて困難であるoそれ故，私達

は一臨斑絞の大きさを標準液と比較すると言う最も

簡軍な方法によって成績を記録することエした。

実験材料及び方法

　尿及び糞便は年令の別なく健康な男女よりとり1こ

れを直ちに実願に用いた。こオしを乳見，幼見，学童及び

成人に分けオvぱ，尿は夫々8，24，13及び18例であり，

糞便は夫々22，11，7及びLO例であるo

　方法は，尿は10c．c．を湯煎上で濃縮し，殆んど乾燥

ざせ，これに80％エ〃一ル3c．c・を加えて濾過し・

eiしを再び湯煎上でe．1・．c．まで濃縮して，こtvを01

c．c．のメスピペツトで吸ひ，こオLをNo5eのペーパe－》

クロマトグラム用の東洋濾紙（20em×20dm）の一隅に

一辺より2Cmで，他辺より夫々1Gm及び4cmの二点

に，加温L，乾燥させつ㍉直律が5Enm以上になら

ぬように滴下したo

　糞便は約29を10c．c．の蒸溜水に混和し，蓮沈して

その上澄をとって尿と同様に麗理した。

溶媒は二吹にはn－・7’タノー～・・氷酷酸・水（411・1）e

用いて展開L，ra来た一次のパマトグラムの外側の

一方を切りはなし，他方は乾燥後更に80％フエノP“■ル

で二次に展開した。発色にはo・2％ニン、ヒドリン，プタ

ノール（10％に氷酷酸を添加）溶液を噴霧し，600wの

電気コンロの上方約200mの高さに金網をはり，其上

で力噸，乾燥し，各アミノ酸が発色して来るのを榔察

した。発色し終つてから，室温に約3馴放置して後，

アミノ酸の同定を行ったo発色し絡つてからはアミノ

酸の同定が困難な場合も，発色する過程を見ると同定

出来ることが多いo又室流に約3時間放置するのは，

その間に呈色が完全に終るからであるo

　－i欠のクロマ、〉グラムは特殊なアミノ酸の槍出に用

レ羨。即ち佐竹氏の御指導によV，トyプトプアンに

は壬瓶rUchのアルデヒド試薬江0％p一ジメチル・アミノ

．ベンツアル≠。ド硫酸溶液）tcてバラ色になる反旗

を用いたoこの場合インド犀ルもこの反廠でパラ色に

呈色するが，熱処理によつて殆んど消失していると考

えられるので，この反鷹が陽性の時はトリプトファソ

があると判定したoヒスチヂン及びチロヂンはヂアゾ

試薬（0。1％スルフアニル融のN／10塩酸溶液と4％の

亜硝酸ソーダ・嚇擬新しく等最に混じた溶脚を噴

霧し，更に10％アンモ・ニアを噴霧して，撰色の登色を

みた。チラミン及びeスタミシもこの反働・雛に出

るが量的に少v；ものと：考えて，一鷹考えないことxし

た。又メチオニン及びチス戸はN／50沃度沃度カリ

溶液と2％窒化ソーダの等量混液を噴霧して，その脱

色をみたo
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アミノ酸の同定は，私達が各アミノ酸の結晶を用い

て，この溶媒における個？：のアミノ酸の逸f値を決定

して作つ7C附図によつて行い，その定貴は，最も最少

検出量の少いとされるグリシンと最も多いとされるヒ

スチヂンについて，夫々20γ．10γ，5γ，2・5γ，1・25γ

を二i衆に展開して比較した結果，両アミノ酸の検出鍛

｝ζ著しい差異がなかつたので，すべてのアミノ醐江

この標準と比較して；5γまでを十，10γまでbl　・11－，そ

れ以上を冊とすれば大過ないことを知つた。依つて“

藤この標準に従つて威績を記鎌したo但しこの二糠の

溶媒ではチロヂン及びチスチンの検田は殆んど不可能

であるo叉ヒスチヂンとアルギ贔ン，チトルリンとグ

ルタミン，アスパラギンとタウリン，yヂンと低級ペ

プチドをニンヒドリン反慮だけで鑑別することは極め

て困難である。　　　　　　　．

　　　附図　アミノ酸のt〈　r一パP・クロマトグ7ム

ブタノール●サクサン・水　　（4：1：1）　　　一

’1・グリシン　　2．ア’ラニン　　3、バリン

4．．

鴻Bシシ　　5．アスパラギン酸

6．グルタミン酸　7，チスチン　S・ゼリン

9．オルニチン　le．トレォニン　11．タゥリ、ン
　　　　　　　　　　　　白　　　、
12tヒスチ・ヂン　13．リヂン　　14．アルギニン

15．チトルリン16．β一アラr一ン17．アミノ酪酸

18．メチオzaン　　　19，チロヂン　　　20，フ゜ロ　リン

21．トリプトプアン　　22．イソロイシン

23．．フmニル・アラニン24．尿素　　25．食塩

26．クレアチツ，クレアチニン

　　　　．　実　験　成　績

　健康者の尿中遊離アミノ酸は第一表に示す如く，年

令に関係なく1グリミン，アラニン，バリン，グルタ

ミン酸及びアスパラギン酸が殆んど常に存在するo其

他ヒスチヂン・アルギニン及びリヂン等（リヂンは低

級ペプチドと重る）が見られるが，rcンヒドリン反慮

だけでは同定が困難であるo又ロイシンー・一イソロイシ

ンが認められる者が金例中五例あつたo濃縮した尿を

10％塩酸で水解するとリヂン群の呈色は著しく．減少す

るので，これが低級ペプチドであるLとが分るoしか

し時々ヒスチヂン，アルギニン，リヂン，チトルリン

グルタミン，アスパラギン，タウリン，オル＝チン及

び低級ペプチド等がはつきり分れて，大fa　＝ンヒドリ

ン反雁だけで同定出来ることもある。伺一次のクロマ

トグラムで，ヂアゾ反鷹によリヒスチヂソ或はチロヂ

ンがあると思はれ・るものもあるoヨード・アザイド反

　　　　　応は禍んど陽性に出るが，これはメチオニ

　　　　　ンによる・ものかチスチン或はチスfイ〉’　｝C

　　　　　よるものか来だ同定出來ないo　トリプトフ

80％
フ

ラ

］v

　↑

アンは一・例も陽性のものはなかつたo

　年令的には尿中の遊離アミノ酸は乳見よ

り幼兄，学童及び成人の方がやS多い。こ

の個入的な差異は殆んど鑑別閏来ないが，

幼兇の一例（川○秀○，4j，）にメチル・ヒ

スチヂンの排泄されるのを認めたので，一

月後再び検査したが依然これを認めた。メ

チル・ヒスチヂシはRfが殆んどヒスチヂン

と一一ikし，（PbOno1：0．45，　n－Buthan（，1：0。ユ

1），こンヒドリンで緑色に呈色し明らか

に認めら才レたe

　糞便内の遊離アミノ酸は尿の場合に比し

て，藩しく鮮明なペーパ”・クロマトグラ

ムを作ることが出來る健康者では第二表の』

　　　　如く年令の差なくグリシン，アラnン，バリ

ン，グルタミン酸，アスパラギン酸，回イシγ群，ゼリ

ン及びリジン群があり1オルaチン，トレオニン，．アミ

ノ酪酸，トリプトフアン及びメチオニン或はチスチン

が▲例の約宇数に認められた。特し榮養児の糞便内の

逝i離アミノ酸は他のものに比して著しく多く，他のも

のでは殆・んど認められないプロリンが常に認められた

混合漿養見がこ才しに次ざ，幼見，学童，・∬｝乳榮養見，

成人の順に少くなつていた。ζの乳見における成績は

先に聚表された宮尾氏⑲のゆ瀬とよく一一SUしている。

　又個人差はかなり著しく，常PC数種以上のアミノ酸

酬障著明に認めら描ものと一方三纐程のアミノ酸

浄
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第1表健康者の尿申遊離アミノ酸
（※（』 t ！（

グ　ア　バ　　グ　ア ゼ　　ト　オ　　ア　　チ ビア　リ　ロイ　　　プ　　　　エ メチ　ト

例数 　　　　ル　　ス
潟堰@　タづ　　　リ　　　　フシ　ニ　　　　ミ　ギ　　　　ン　　ン

刀@ン　ン　酸　酸

　レ　　ル　　ミ　　　　　ロ

梶@オ　　ニ　　ノ

@ニ　チ　．酪　ヂ

刀@ン　ン　酸　ン

藷三竃
li三i

ン

乳
班乳栄養 0 1 1

牛乳栄養 ・i　・w＋＋＋＋い ？　？　？　？ 巨＋一一一？一
見混合栄養い1＋＋＋・＋［？？1－．ヱ・1＋＋ 士　一　一　　？　一

幼　　兄 L24卜舌卜升＋＋∋？？？？？

学　　童

成　　人

1131　ltl．－w＋＋

1’grm「u「元井＋

．∋？

寸∋？

？　？

？　？

？　？

？　？

いHト士一一？一
＋＋士一一？一
」卜＋ニー一？一

※リヂン等と言うのはリヂンは低級ペプチ1淫重なy，ヒスチヂン，アルギ昌ン、チ』トルリン・

　　グルタミン及びアスパラギンと重なるζとがあると言う意味であるo・

第2表健康者の糞便内遊離アミノ酸

乳

例．

数

兄

グ　ア　バ

リ　ラ

シ

り

ン　　ン　　ン

アスパラギン酸グルタミン酸

ゼ

り

ト　オ

レ　　ル

オ

ン　　ン

チン

ア　チ

ミ

ノ　ロ

酪ヂ
酸　ン

剛栄剰13巴＋＋廿＋1＋±士
牛乳栄養

士　一

i71冊＋w卜＋叫＋
混合栄養．12

十　十

（　　　　（　フ
ビア　リ　ロイ
　　　　　　エ
・・ a・㍍
チギ　　　　　　．
　　　ソシイ　ア
，ヂニ　　　シラ

ンン等ンン＝
　　　　　　ン

チスチン（プロリン

い＋’＋士ヨ士士

＋…

1借十十＋∋＋ 十　十　十　一一一一

幼見い・1田ト＋い1＋＋士・

十　十　・1刊’　十　十　　十　十

1・川ト・一・・
一1・・

学・鐙レ
成　　人

いト＋＋＋叶＋＋士士一
　　　　　　　　　　　　　±　士　士　一

　　　」F・－！・・

＋＋lg…二－一二1士士

1・・｜＋＋＋＋∋・ ．十 …　　一ト士

、がかすかに認められるものもあつた01間同じ家族で同

じ食餌をとつているものでこのようなllbl人差があるも

の陣つた。この例につV・．てta　T　H　geきに珊検索し

たが毎回同様の成績を得た。

　≡大に尿中の遊離アミノ酸のALe　．．パP・クpマトグラ

ムは糞便内或は組織内のゴ螂1陰アミノ酸のペーパー・ク

ロマトグラムに比して極めて剣読しにくいので少しく

杖原因につv・て検討した。尿ヰ・からのアミノ酸の抽出

には80％エタノールを用いたhで，これに可溶性のも

のは，すべて濾紙に滴下される’eとになるo從つて尿

素Tクレアチン7クレァチニ／及び少澱の食脱其他の

塩類は除き得ないoこれ等がアミノ酸の移動を妨げる

因子であらうと考えられるので，その濾紙ヒにおける

Rfを計つた。即ちクレアチン及びクレアチニンは］｛axv

◎及び佐竹氏◎によれば二次でプ・リンのやXアルギ

ニンよりにあり，一次の溶媒にプタノ’一ル・酷酸を用

うる時は了度最も多くのアミノ酸のあるグリシン附近

にあるので，それ等の斑点を乱す03ζ尿素は殆んどア

ラ＝ンと一一緒に動くので，其斑i点を舌Lし　しぽしば共

中心に位置して，アラr．ンを識状或は∠ド月状におしの

けるo尿．素が多い時はa一アミノ酪酸，或はスレオニ

ンをおL上げ或はおし下1づオるo食焔は殆んどアスパラ
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ギン酸と一緒に動くので謀斑縮舌Lし，食塩が多い

時はグルタミン酸ををおし上げる・Pt他・・るv・ろの塩

化物が一次のi繰にゾタノー・い酷酸を用いた時はぺ

e－’パP・クロマトグラムの下牛部に廣がり，多くのア

ミノ酸に重り，或はteしのけてゐることが莉蛾銀によ

つて知ることが出来る。ブドウ糖はアラ．＝＝ン附近を申

心として殆んど全苗に広がり，i著しくアミノ酸の同定

を妨げる。

従つて刷吻尿熟クレアチン，クレアチニン，食

塩其他の有繊無機の塩類及びもしあればフ’F“ウ糖を

除いたならば，鮮明なぺ一パークロマトグラムを作

ることが出來るであううo

　　　　　線括及び考按
　（1）健康者の尿中遊離アミノ酸としては年令に騙係

なくグリシン，アラ＝ン，バリン，グルタミン酸及び

アスパラギン酸があり，C3例中5例にロイシンーイソ

ロd．sンがあったoしかし乳児では年長児及び成人に

比して，やN少いやうである。これは乳児のとつてゐ

る蛋白質ガ完全で，無駄なく利弔されるためであらうo

　②尿中の遊離アミノ酸の個人向肱差異は，噺Eこ

の方法では見田しえないo今後尿中の遊離アミノ酸だ

けを抽出しうるようにな制ま，これも可能であらラo

　（3）幼児の一例でメチル・ヒスチヂンカ嚇泄沸る

者を見出した。こオ・は佐竹氏◎に拠ば，L’E・rc・1）・・⑯

Sθarle⑧，及びD轍a⑰，によつて研究さオじ，食肉の中 ‘

のAnserine（β　－ulany1－methylhistidine）の水解産物で

多肉の人尿にみられると言うo

　（4）健康者の糞便内の遊離アミノ酸として｛ま年令に

関係なくグリシン1アラaン，バリン，ク’ルタミン酸

アスパラギン酸，mイシン群，ゼリン及びリヂン群が

あり，オルニチン，トレe＝ン，a一アミノ酪醜トリ

プトフアン及びメチdi・」ン或はチスチンカ｛全例の約串

数に認めらtVfto

〈5）牛乳栄養児の糞便内灘アミ稽皇はその繍も

露も藩しく多い。これはその食餌が比較的蛋白質を多

く含んでいることが，其原因の一つであらう。又母乳

栄養児及び成人では比較的少ないが，これは母乳栄養

児の食餌の母乳は比較的蛋白質が少く，しかも消化吸

牧率が趣めて良いためであらうし，成人は蛋白質をと

る量が少く，又消イヒ吸収力が強いためであろうo

　（6）個人的な差異が明らかに認めら才v・これは食餌

の差異と，その人の滑化吸牧力の差異によるものと考

えられる6

⑦尿中の遊離アミノ酸te・’C・r一パーク゜マトグラ

フイで分折する時に，個々ρアミノ酸の自由な移動を

妨げると思擁る尿素，クレアチン・クレアチaン，

食塩其他の塩化物及びブドウ糖のぺ一パ”クVマF

グラム上の位置を定めたが，今後こ4噂を除く方灘

考えたい。

結 語

健瀦の服び糞融の灘ア・ノ醗ペーパー舛叶グラ・代よつて分9ffして・そ卵績

綾示しはの鈴繊は鰍的嬬異について輸したバ㌻パーカマトグラフ初銚法
と殊に尿中の遊離アミン酸を分折する時に，アミノ酸の自由な移動を妨ける2・3の因子について検

討しナこ。
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穿孔性虫垂炎
Avent　C．　H．，工、ove　C．，　NTewnnan　R．　an（1　「rclicllez・“L　T．：Surg．，　27，862，1950．

著者等は最近10年間の穿孔性虫垂炎541例の治療成績を辿べ，化学療法の進歩，抗生物質の発見，

大量の輸血輸液め使凧麻醇法の改良等々によりその成績が著しく良好となつた事を指摘している。

1929年から1938年の10年間に於｛ナる穿孔性虫垂炎の死亡率は30．3％であつたが，1939年からユ948

年の10年間の夫れはJ．1．27％と向上している。殊にぺ＝シリン．ストレプトマイシンを使用し得る様

なつてから極めてよい成績をあけている。

著者等は虫垂穿孔による腹膜炎の術ノ司寮法は大要次の通り行つている。

－W2

3

4《

5

6

酸素の持続的吸入

冑腸管内容の持続的吸引

ス1・レプマイシン0．5g，ペニシリン10万単位3時間毎筋注

5％葡萄糖液（食塩水に溶解）1000（t．c．毎朝8時爾注

アミノ酸1000c・c・毎日午後4時静注（3日毎500ce．の血液叉は」血漿を代用）

10％葡萄糖液1000αα夜垣時静注

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　（信大丸田タト科降旗抄）


