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Arginineがアルカリ性で，� Hypochlorite と

小� Naphtholとによって澄赤色を発現しこれによ

り極めて微量の� Arginineが検出されうることは，� 

1925年に坂口博士ωによって発見されたが，この坂� 

口反応の原理に基ず<� Arginine定量が，坂口氏

自身或は他の研究者によって行われ，その実施操作

は多種である。

著者はこのたび，従来の諸法に比して，簡便にし

て安定なる呈色液を得る方法を考案したので、ここに

報告する。

原 理� 

この斐理は，アルカリ性にてグアニジノ化合物と

反応する� Hypobromiteの過剰を直ちに反応系か

ら除去するために，予め検液にズ、ノLフォサリチノL酸� 

を加えおくことによって，プローム反応生成物の安

定化を図り，この生成物に対する発色剤としては，� 

α-Naphtholの代りに坂口新法(7)にもとずき� Oxine

を用いて試薬のみに由来する呈色をさけて，反応液� 

の殴光度がグアニジノ化合物の濃度に比例するよう� 

にしたものである。なお，諸種グアニジノ化合物の

呈色液の吸光度は相等しき濃度溶液にても，グアニ

ジノ基に結合する化学基の相異によって愛動するか

ら，アルカリ性にて� Hypobromiteを作用させる

反応段階にて，� Arginineの酸化的脱アミノ化と酸

化的脱� CO2 とを可及的防ぐために� Glycineを添

加することにした。従って� Oxineはアルコール性

液として供することなく� Glycineと共にズルアオ

サリチル酸液に溶解しておき，この混液を除蛋白操

作に使用したので、ある。

実 験

I.試薬  

1) ズノLブオサリチノレ酸混液:� 5%ズノLフォサり

チノL酸� 50mlとM/100グリシン� 50mlとを混和した

中に，オキシン� 0.05gを溶解する。ズノLブオサリヂ� 

!L-酸濃度は 2.5%となる。以下この混液をズルブ

ォ・オキシ� y混液と記す。

2) 2.5%苛性ソーダ液:� 

3) ヒポプロミット液:5% NaOH 100 ml fこプ

ローム� 19を溶解する。縞色ピンに入れ氷室保存す

れば少くとも� 2カ月は使用に耐える。

4) 塩酸アノLギ、ニン:M / 100溶液としてトルエゾ

を重ね氷室保存し，使用にあたって� M/4000に稀釈し

て用いた。 この稀釈アルギニシ液� 1mlV主アルギニ

シ43.5μgを含む。検量曲線を求めるときに用い

る。� 

II. 呈色方法

酵素試験液2.0mlをとり，ズルプォ・オキシシ混

液2.0mlを加えi慮過または遠沈して除蛋白し，その

j慮液または上清液� 2.0mlを� 10ml目盛付試験管?こと

分後15を混和し，1ml液NaOH冷しつつ，J¥:7り，

cそれ以上になってもよしつヒポプロミット液� 1ml 

を混和いそののち� 10分以内に，室温の水を加えて

10.0mlとし直ちに� Pulfrich氏光度計� S50液層� 10

mmにて比色測定する。純アルギ、ニン液の場合は，

その1.0ml にズルフ才・オキシン混液� 1mlを混じ

て以下同様に操作する。

本論文中に於て，アノLギニン呈色の至適条件検討

の項の呈色法は，上記によらずその都度表の下に記

す。

実験成績

アルギニン呈色の至適条件� 1. 

1) ヒポプロミット量及び呈色の時間的経過

与� M14000アルギニン液1.0mlについて，第� 1表の如

き条件で呈色せしめたが(グリシン添加は省略して

ある)，ヒポプロミット液� 1m!の場合最も高い吸光

度を得た。吸光係数は時間と共に低下するが，低下

の速度はヒポプロミット液量の多いものでは速し、。
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第� 1表

0.34 0.60 0.58 0.53 

20 分� 0.34 0.59 ; 0.57 0.52 

1 時 間� 0.33 0.59 0.50 

2 時 間� 0.33 0:58 0.53 0.46 

5 時 間� 0.31 0.56 0.48 0.40 

M / 4000アルギニ:Y1. 0 mg +0.05%オキシソ� 

1mg +5%ズルブォサリチ;]"酸� 1ml +10% 

NaOH 1ml振謹混和� 15分氷冷後，表記ヒポ

プロミット量添加， 約� 3分後水を加えて� 10.0 

mlとし吸光度測定。オキシンは� 0.15gを N1100 

-HCI100mlに溶かし使用の時� 3倍にして� 0.05

%とした。 

2) アルカリ濃度

添加� NaOH濃度を第2表記載の範囲で憂えて検

すると，・� 2.5%の場合が最も高し、吸光度を得た。

第� 2表 アルカリ濃度とアルギニン呈色度� 

NaOH濃度 |附|5% |25% [1.5% 

アノレギニシ�  1 0.63 I 0.66 1 0.71 0.67吸光度�  V.Vv I v，vv.[ V.I .L ( 

M/4000アルギニン� 1. 0ml +0.05%オキシン� 

1 ml +2.5%ズルフォサリチル酸� 1ml +M/200 
グYシY1ml十表記濃度� NaOH1ml混和氷

冷� 15分後前項に決定したヒポプロミット液� 1 

ml添加，約� 3分後水を加えて� 10.0mlとし吸

光度測定。

3) グリシシ濃度� 

第� 1表と第2表とを見ると，� 10% NaOH 1 mlと

ヒポプロミット液� 1mlとを用いたときにグリシ� Y

の存在する場合の吸光係数が僅かながら高かったか

ら，� 2.5% NaOH 1 mlとヒポプロミット� 1m1とを

用いる場合に� M/ 10 ~ "}o[1800のグリシン� 1ml添加に� 

ついて検討すると，その"}o[1100また� M/200の場合が

最も高い呈色度を示した(第3表〉。

第� 3表 グリシジ濃度とアルギニン呈色度

グリシシ濃度� IM/lOIM/げ/吋/200I川� 01M/800 

アルギニシ�  1 0.211 0.651 0.711 0.721 0.691 0.68 吸光度�  1 V.~~ 1 v.vv 1 v... ~ 1 v.' ~ I v.vv I 

M14000アノLギニン1.0ml十� 0.05%オキシン� 

1 m1 +2.5%ズルフォサリチル酸� 1ml十表記

濃度グリシ:y1]J1.1 +2.5% NaOH 1 m1以下

前項と同様操作。� 

以上の成績によって，アルギニシの定量には前記

実施の項に記載した試薬量を用いることにした。ヒ

ポプロミットを加える前に� 15分間氷冷するのは，

呈色実施の度毎にアルカリ性検液の温度がODCにな

るように留意するに他ならぬ。したがって氷冷時間� 

15分を超えても差支えなく，またその間にオキシシ

の沈殿することもない。� 

4) 呈色の後吸光度測定までの時間の検討

呈色液は第� 1表に記した様に，時間が経過すると

槌色する傾向があるから，基準呈色法を実施した場

合の，呈色直後より時間を追って吸光係数の~化を

検した。第4表に示すように，測定吸光係数値は� 15

分より次第に低下し，� 30分後に約6%の低下を示し

た。したがって吸光度測定は呈色後� 10分以内に行

う必要がある。即ち室温の水を以って� 10m1劃線ま

で、充たしたのち，色の濃さが少くとも� 10分間は不

安であるから，多数の試験管列につき定量を実施せ

んとするときには，数本のアルカリ性化検液を� 1組

として，それらにヒポプロミット液を加え，7kにて� 

10mlとして順次に吸光度を測定することが便利で

ある。

第� 4表 アルギニン吸光度の時間的検討

20 I25 1 30 1. ω1 110 1 15 時間�  

吸光度�  ¥0 0.70¥ 0.691 0.67¥ 0.66 判。
5 

叫� 
M / 4000アルギニシ1.0mlに前記決定した至

適量の試薬各� 1mlを加え，前記同様の操作を

なし測定。表記時間はヒポプロミット添加後水

で� 10ml劃線に稀釈するまでの氷冷時間を示す。� 

5) アルギニシ純溶液の検量曲線

第� 1図に示す知く，アノLギニシ純溶液について定

量を行うと，アルギ、ニン量と吸光係数は正比例をな

す。盲検の吸光度は� 0.000 ~0.005で、あった。著者

の実験に於て，上記の実施法通り呈色操作すると，

M 14000アルギニシ液1.0 ml ( =43.5 rArginine)の

吸光係数は� 0.71である。すなわち� 10r Arginine 
は0.163の吸光係数を示す。

II. アルギニン呈色に対する諸種化合物の影響

本法を� "}O[!4000アルギニン1.0m1につき実施法に

記載の様に施行するに際して，予めこれに諸化合物

を添加しておくと，グリシンJアラニシは� M/ 100，尿

素は� M/200，硫安，チロジン，グレアチニンは� M/400，

ロイシン，トリプトファシ，グレアチンは� M/SOO，ヒ

スチジンは� Macphersonωと同じ� M/4000以下の濃

度に於てはアルギ、ニシ呈色に影響なく，それ以上の

濃度では呈色を阻害する。またチミ:Y，� 4・メチルウ

ラシノLの高濃度添加は� VanPi1sumω法における
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第� 1図 アノレギニン純溶液の検量曲線 と，アノLギ、ニンの代りに水を加えたものとをズノLフ
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め，その差をとると純アルギ、ニシと同じ吸光度を

得たく第6表〉。また1¥[/2000アルギニン液� 2.0mlに� 

M/10第二燐酸ソ{ダ液� 1mlを加え� pHを約� 8.8と

し� 1mlの肝アルギナーゼ液(豚肝自家消化透析� 

に保った後に，ズノレ37
0

時間2時間と1え11液》を力

フォ・オキシン混液を加えて除蛋白した液に走量操

作を施すと，吸光度が零であった。� 

IV. 諸種グアニジノ化合物の呈色
M M M M 

3でお百百16∞O'8OOQ 本法によって，アルギニン以外のグアニジノ化合

物も呈色する。アルギニシ酸，モノアセチノLアルギ

4000 
アルギニン濃度一一一一ー� 

I一一一一1 ._.. 
アノレギ、ニン濃度|吸光係数| 摘
一一一一←一一一|一一一一ーし一一 一一一一一

1.410.M/2000 5mmキユウベット使用� 

0.705 10mm HM/4000 

0.355 10mm HM/8000 

10mm HM/16000 

20mm HM/32000 0.087 

図示濃度のアルギニン1.0ml+ズルフォオ

キシン混液� 1ml +2.5% NaOH 1 ml混和氷冷� 

15分後， ヒポプロミット液� 1mlを加え振謹，

約� 3分後水を加えて� 10.0mlとしプノレフリッヒ

光度計� S50にて測定した。

と反対にアパギニンの呈色を阻害する(第5表〉。� 

III. 回収試験

白鼠の筋ホモゲネートにアノLギニンを加えたもの

ニシはアルギニ� y と同じ吸光度を示し アグマチ

ーゲアニジノ，プデデルゲアニジユ/，γっせキ� :/， s プロ

ピオン酸はそれより低い吸光度を示し， グリコシア

ミンはアルギニンに比して柏、々黄色味が強く呈色は� 

Weberゆと同じくアルギニユ/の約� 70%であった。

この成績はグリコシアミンの呈色がアルギニンとほ

ぼ等しいとい・う� VanPilsumの所見とは一致しな

い(第� 7表)，実施法の相違によるのであろう。

考 按

坂口博士ωによって発表された� Arginineの比

色定量法は， グアニジンとアルギニン， グリコシア

ミyの様なその� N-mono置換体とに特殊である点

と呈色鋭敏度が高い点とで世界的に高く評価され� 

第� 5表 アノLギニン呈色に対する諸謹化合物の影響

濃度i、� IMI 
!ーr/50 I M/100 I I r添加化合物ー一一-----1 IbU ..I100 I川200 町400 町800l 川� oo|川� 00 ! ;v/4000 M /8000 

尿素 i I 0.63 0.71 0.70 ワ-
A
A
U
 グ リシ:/I 0.48 0.71 0.71 0.70 

ア フ ソ� 0.62 0.71 0.70 0.71 

ロ イ シ ン 0.62 0.63 0.71 0.70 

チ ロ シ ン 0.63 0.70 0.69 0.71 

n
v
A
U
 

d

l i 0.65 門
�
 i0.71 0.71硫安�  

トリフ。トファン� l 0.64 0.70 0.71 A
U
n
u

ヒ スチジシ| 0.63 

1
1

。円
口
δ

i
門
�
 

0.71 O.ヂ1 

グレアチン| 0.58 0.61 0.71 0.70 

クレアチ ニ ン �  l 0.65 0.70 0.71 0.70 

4 メチルウラシノ~ I 0.54 I 0.59 0.71 0.71 0.71 

扇面扇主竺I M/5 川� 

、、、、� 

1251/1¥I 

0.10 0.34 I 0.47チ� 

M /4000アルギ、ニ� γ� 1.0mlに表記濃度の各化合物を1.0ml宛添加し 基準呈色法に従って比色

液1251/1¥ ~/5Iチミシは:iV，0.07 mgJml)~.26液(11/ 11300:iV~1001/メチルウラシルは1¥4.測定した。� 

く25.2 ~ 1.0 mg/ml)を1.0ml宛添加し吸光度測定した。
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第� 6表回収試験

白鼠ホモグネート+アルギニン|長アルギニン� 

1回 I2回 I 3回� 0.71

じザ同~I-o.~i~

対照値� I 0.06 I0.07 0.10 

差引�  I 0.71 1 0.70 1 0.71 

白鼠の筋(筋� 2g+水，10ml) ホモグネート� 

1.0mlにlVI/2000アパギニシ1.0mlまたは水1.0 

ml (対照〉とズルフォオキシン混液 2.0mlを

加え櫨過Lた憶液� 2.0mlを用いて呈色せしめ

た。

持� M/4000アλLギニン1.0ml十ズノLフォオキシ

ン混液� 1mlを呈色したときの吸光係数は� 0.71

であった。

第� 7表 グアニジノ化合物の呈色度

ギ、ア Jl， 一 ユ/ 酸� 

モノアセチノLアルギ、ニン� 

ア グ チ ンー二r

オキシプチルグアニジン� 

s-グアニジノプロピオン酸� 

が，いずれも� Hypobromiteを加えてから尿素添

加までの時間を，正確に� 15秒としており，実際的で

はない。その後� 1942年に発表された� Macpherson 

m法では，水道水冷却の下に小.Naphtholを加え

てから，尿素とこれに続き� Hypobromiteとを添

加する操作を二度繰返して行っている。これは成書

に最良法と記載されているに拘わらず，呈色度はf尽

く，� Beerの法則に従わず， また再現性に乏しし、。� 

1950年に至り，坂口博士(7)は� Weber法に準じ

ながら，� a-Naphtholの代りに� Oxineを用いて，

盲l換の呈色を極度に抑える改良法を発表さφれたが，

腿色を防ぐための尿素添加時聞が， これまた� Hyp-

obromite添加後正20秒とされ，更に正� 1分後水

を加えるとされていて，著者等の経験ではこれも実

際的ではないと思われる。� 

1956年に� VanPilsumω，Rosenferg(10)は坂口

旧法の安法を夫々報告した。そのうち前者は� 5mg
ア ノ1-- ギ、

ごノ� 0.71 のチミン� (5-メチパウラシル〉を予め加えておくと
0.71 

呈色が強まるとし、うのが主な点である。その報告に
0.72 

記載された吸光係数測定時の液量� 3.1mlから計算
0.64 

0，54 
すると，呈色度は著者の法によるものより低(，ま

0.60 たチミ� γの様な高価の標品を呈色補助期jとして供試

0.47 するのは好ましくなし、。なお著者の方法では，チミグリ 二I シア ¥、、 ン� 
ンまたは� 4・メチルウラシルを加えておいても呈色

i¥>I/4000の化合物各1.0mlを用い基準呈色法に
度は強まらず，添加量の大なるものでは却って吸光

従って呈色測定した。
 
度の低下を認めた(第5表〉。


7こ。� また� Rosenbergのアルカリ� 性� α:-Naphthol帽� Di-J

1930年に� Weber∞は，坂口法では呈色完了に時

間がかかりまたその問に過剰の� Hypochloriteに

よるグアニジノ化合物の分解も起るという点から，� 

Hypochloriteの代りに� Hypobromiteを用し、て� 

Arginineの呈色を速め，また呈色完了液に尿素を

加えて過剰の� Hypobromiteを分解除去し，発

現色素の酸化担色を防いだ。しかし� Weber法で

は，� Arginineのアルカリ性液に� α羽� aphtholと� 

Hypobromiteを加えて呈色せしめた液に，尿素を

加えるまでの時間が� 4--6秒ということになってお

り，また� Hypobromite量も� Arginine量が未知

なる検液では，極大呈色を示す至適量を予め決定し

ておかねばならぬ不便があり，なお尿素の添加によ

り色価に於て� 5--10%の損失を示した。

それに拘わらず，この尿素を用いて槌色を防ぐ

Weber法は多くの学者によつて採用され，� Jorpeωs叩.予� 

〉さ笥等奇手;は試薬のThomas(ω5ω，r(ω4ω)町恒� 尺〉入，1(3台and Thor Fishe

濃度や冷却条件等に関し僅かの斐更を試みている

Creat-の943)(11. Eggletonet a反応はacetyl

ine定量の蛮法にて， グアニジンとその� Mono置

換休のほか，� di置換体をも測定するものであるが，

極大呈色にj達するまでの時間が温度に左右されるか

ら検液と�  Arginne基準液とに呈色液を加えし正

確に相等しい時間後に吸光度を測定せねばならぬ不

便がある。

1957年にイタリヤの� CeriottiaI1d Spandrio(11) 

は尿素で槌色を防ぐ代りに，呈色� 10秒の後形成色

素をプタノールで抽出し，色素の安定、と鋭敏度の向

上とをはかったが，この� 10秒という点がまた，著者

等の賛成出来ない点である。上記諸氏の定量法を比

較すると第8表の通りである。

著者は前記諸法のうち坂口反応に基ずくグアニジ

ノ化合物の定量を簡易化し，さらにその再現性を確� 

保するために，� Arginineの皇色に所要の量を超え� 

る剰余の� Hypobromiteと反応しうる化合物を，

予め� Arginine液に加えて呈色を行うことを考え，
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第� 8表 アル ギニ�  γ 定量法の比較

喜三友:~I岳会iNaOH lff引冷却�  |:71ロl添力日時間id主|摘 要

坂悶口 I~1124112rlJグロリツ長|れどCに粉々自臨すを加え 250m1 

W111lJIl 1211trrltjfLjE白 川適量�  |127l1ml i開後�  |imllU官長 野 抑 え 川第三内に水で� 10m!とi諮s 也J12
寸蕗子-EJ1Z1YJ-Rf雨量(日秒後戸一--¥事室長岡口同副-t ~ 

T133?iJ11 1riYUE1m1  115;j1j;{麦 I 1 m1 I説� 7.K加 10山し測�  

Q L."I尿素� 1mh1')水道水冷却のも一10~(¥ 10%
Macpherson 110 ¥ KOHi 0.1% とに 40% 尿素 12~3 分I~・ヒホ 

_. 
待 |プロミッ110--15分後に測定する

|ト 1ml I 

1{¥ i 
l 水を加え 25m! としてから 

1 m1 1 1 rr:1，~-ヒポプ|
.l. .l..I..I..1ロミット 1m1

1942 Iml I~ì~î 
~J..l..l..1. l 悦

坂� 1950 口河川市川hi…1ml岡部d 山分以�  

2%i lNa?H吻1')I l |水にて総量 3.1mlとし測定� 
Van P加� m|2| 0026Zμ トーノ~ J 混液 0.5m1 1 1 分後 I~仏~31 する。氷冷では数時間安定 

1956 Iml I v.v-;~ ノ I0.2ml 1なりと。1HH1 1% NaOC1 0.2m11 1J 

Rosenberg 1 I3 N， I~;.?~α・ナフトー 7]" を n-ア。ロパノ{ペ混液|水を加え 10m1 とし 20~30
邑� | ' |20 ml tこ加え� Diacety12.5 m1 を混じ， )~51956 m!1 1m1 l~v~~~~V'--!J>;^- ，~t:~~.Y(ì.L(ì::'~.L~u_;_J:4.J:t-.L.-，( 2m11分以内に測定するとする100m1プロバノールにてjn-J.J..l..1..1. | l
j 

C133ti lJIlJM止シン�  1ml ¥ 0.5 m1 附後|プタノール� 4m1添加，色素抽出する

この目的に副うべき諸種の化合物を探したところ，� Arginine ~こ対しては，尿素濃度が Arginine の 20

ズルフォサリチル酸が適当であることを発見した。 倍はなっても吸光度に菱化を来たさなし、D また数種

これは透析したアルギナ{ゼを用いる酵素試験液 の化合物につし、ても，その阻害を検したが，これら

の除蛋白剤としても用いられるので極めて好都合で が一般に生化学的材料中に含有される程度の濃度に

ある。ズルフォサリチノL酸を用いることによって， 於ては大きな障害とはならない。� 

Hypobromiteを添加したのち吸光度測定までの時 若干のグアニジノ化合物は� Arginineに類似の

間的制約が極めて緩やかにされた。なお� G1ycine 呈色を示したが，その化学構造によって呈色の等し

をある濃度範囲に予め加えておくと，� Grginineの くないことが知られた。この成績は蛋白質溶液でそ

呈色が高まることを知ったが，この吸光度増強に所 のまま� Arginine定量を行うと，実際の� Arginine

要な� 'Glycine最低量添加操作は生化浮的材料中に よりも低い測定値が与えられるとの坂口，� Weber 

アミノ酸の混入していることが多く，アミノ酸が呈 等の報告の正しいことを理論づけるものである。

色度を和、々高める点から好ましいといってよい。
総、 括

また坂口法及びその安法で、は，個々の場合に於て

至適� Hypobromite量を決定しなければならぬ不

使があったが，著者は毎度一定量の� Hypobromite

を用い，呈色操作を極めて簡便にした。本法で

Arginine純溶液の定量を行うと，盲験の吸光係数

はOまたは殆んど� Oにて，� Arginine量と呈色液の

吸光係数とは全く直線関係をなす。

この方法により，臓器(アルギナーゼを含まない

筋〉に加えられた� Arginineは� 100%再証明され

る。また� Arginine溶液に透析したアルギナーゼ

を作用させると吸光係数は� Oとなる。アルギナーゼ

による� Arginine水解のとき尿素が生ずるが，� 

Arginineに混在する尿素量は第� 5表の如く，� :M/4000 

(1)ズ7~ アオサリチル酸を添加する，坂口反応に j

基ずく� Arginineの定量法について述べた。本法

は簡便にして正確であり，また酵素試験に供試出来� 

る。この微量的方法は，従来行われた過剰の� Hyp. 

obromiteを除去するための尿素添加を必要としな� 

(2)本法によれば，アルギニン酸，モノアセチル

アルギニンは同濃度の� Arginineと等しい呈色を

万ミし，アグマチシ，オキシプチノLグアニジン，s-グ

アニジソプロピオシ酸l工夫々 � Arginineの約� 90%，� 

80%，85%の皇色を示し，グリコシアミンは約� 70%

である。
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(3)尿素，硫安，グリシン，アラ二人ロイシン， (4) Fisher，R. B. & Wilhelmi，A. E.: Bio-

チロジン， トリプトファン， ヒスチジン，グレアチ� chem. J.，32，606，1938. 


y及び、グレアチニシば高濃度では� Arginineの呈 (5) Thomas L. E. & Ingalls，J. K.: J. 


色を阻害するが，生化学的材料中に一般に含まれて

し、る程度の濃度では阻害しない。

本研究は文部省より赤松教援に与えられた科学研

究費によって行われ，その間終始御懇篤なる御指導

を賜わった赤松教授に対し深甚なる謝意を表しま

す。
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