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高感度フェノールー硫酸法  
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要  

フェノール硫酸法瀬端（Ⅵノw）フェノール試薬隠吼 は、ぺ－パ←クロマトグラフィ  

ーによって分離された少量の糖類を定量するためにDILboiさ等［L）t山ois．M．．（．；jllぐS．R．A．，  

Hanlil的11．）．K．．f（pb（ナ1－S．P．A．，al】【lSllli111．1：．1956．血al，Chem・28：350－3561によって開発さ  

れたが、最近は5一．机（w／v）フェノール試薬を傭用する改良法［Ho（tgビ．．1．E．alltlHuh・頭畔  

艮∴1＼1962．M（仙0（L5i‖ra【・1）Otly（1l■attゝCll（－111istけⅤ0l．1．1）1）．3紳394】が広く用いられている。  

我々は、カラムクロマトゲラフイ←によって分離されたごく少量の∵糖類を定量するために  

Ho（lgビall（lHo加ikr（19ら2：の方法を高感度定量法に改良した。Hn（1gea11（lHohて壷「法と  

比較すると、我々の高感度定量法は、再現性はほほ同程度であるが、約10倍感度が良〈な  

り、マイクしコプラムレベルの糖を定量でき、非常に優れた方法である。更に、フェノー  

ルー硫酸法において、濃硫酸の添加ほ注意深く行わなければならず、そしてA時間を要す  

る操作であるが、耗々の改良法では、硫酸の使用体積を大幅に減少させたために、多数の  

サンプルを同時に処理でき、硫酸添加後の操作の危険性が減少し、実験操作性が大きく向  

上した。  
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繕  書   

落液中の全糖景を定量する方法は、糖類に共通な  

呈色反応を利用して行われている。この方法には、  

酸の存在が不可欠であり、塩酸（Cぐ血ttt】1955）、 

硫酸（nreyⅥ・00（11946：上）tll血sぐtal．1956；Ho〔lg（？  

餌1〔lHo什dtぐrユ、962；B】11111ぐ11hて上1宜Zall〔lAsboぐ一1hllSぐ11  

1973）、酢酸（Disし・】lt】aIlぐ1ScllWarZ1937）等を用い  

る定貴法が良く知られているが、硫酸処理を基本と  
した定量法が広く用いられている。   

硫嘩を剛－る方法では、糖が硫酸の作用によって  

フルフラール誘導体に変化し、これが各種の試薬と  

反応して呈色する。】   

硫酸を用いろ方法としては、アンスロンー硫酸法  

（t）1でさ～℃仇11946）は代表的なものの一つであるが、  

これは加熱処理が必要で、発色に用いるアンスロン  

試薬は粛製が容易であるが、不安完であり、発色能  

が低下するた舶別荘前にその都度調製しなければな  

らず、実験棟作に煩雑さが伴う。  

しかしながら、DしIbl雨等（195別 によって考案さ  

れたフェノール硫酸反応を碁にして、Ho【lきざt－a】l（】  

Ho触itel・、（1962）により改良されたフェノール一  

俵醸法では、ほとんどの単糖、オリゴ楷、多糖及び  

それらのメチルイヒ物が硫酸中でフェノールと反応し  

て橙黄色傾収極大4朗、4．90nlTl）を呈し、加水分  

解することなしに多糖の構成糖を測定可能である。  
この方法は操作が簡単で迅速であり、鋭敏な上、再  

現性が高いので、糖の有力な比色走塁法として広く  
用いられている¢真に、この売量法は加熱処理を必  

要とせず非常に扱い易い定量法であるd又、タンパ  

ク贋による影響も少ないので糖蛋白質中の糖含量の  

決定にも利用きれている二；しかし、【）し11〕′Ois等  

（19矧の方法及びHo（l酢alldHo如itpl・（1982）の  

改良法は、感度がサブマイクログラムレベルと低く、  

反応終体積も7mLと多量であり、渡硫酸獅別口後  
溶液の発熱により或験哲が高温になり、撹拝しずら  

く、又、指揮♂〕際に濃硫酸が跳ねるなどして非常に  
危険であり、これらの理由から、実験結果にばらつ  

きがでる可能性もある。   

本研究では、全糖望を定量するための7手ノー  
弛一硫酸法を更に簡便で感度の高い定貴法へ改良す  
るために検討を行った。  

試薬及び実験方法  

試薬   

標準物質としで用いたローガラクツロン陛（以下  

0－㍍A）はSi紳1a社製のもの（1水和物）を穣廟亮  

た∫，【）－（兢標準溶液（0．11】融1nL）は、注GA・1水  

和物5．46】1頂（直示天秤僚用）をメスフラ又コ（難  

I11L．二・に正確に梓牒取り、純水でメスアノ・烹プし、調  

製した。これを試薬ピンにÅ観て昏℃で保存した貌   

フェノ」一ルは和光純薬工薬教鞄アミノ軽妙析絹の  

ものを使用した。これは常温で間藤であるので、、．電  

子レンジで加温して液体に戻Lてかち、その25こ短慮 

（オートパテンス便用J蓉メートルグラス（5喋）mL）  

に秤り睨ケ）、純水でメスアぴプし、5％毎／v）フ  

ェノール試薬を諷饗したじこれを茸℃や保存Lたぢ   

濃硫酸は和光雑穀下策撃の精密浄折何のもわをぞ  
ぬまま傾腐した。  

発色操作   
肋噛はぬ地南船＝1962）のプユノー洩㌣磯療  

法においては、1）竜A級1mg／mり頓準溶液と凝  

水とを用いて1血L中に10叫9Q＃g、中華囲（ユ臥乳  

5軋札及び90匹g）のローGAが含まれ急ように当  

日－t‡A標準溶液を17こ5㌍1瀕111m′の就穀管（クロム  

醗混液我執中に確り、プインピペットを用いで純  
水否1血Lにメ慕ア、ダプニした七5％〔勒′壱）フェノー  

ル試薬は、若衆開始前に必要景をメートルダラプ＝二  

敢り、室温（25、芦7℃トに静置し、試藻を室温に平  

衡化暮せた。三れを倉皇威知のlうーGA樺車溶液が太  

った試験管中に11≠Lをフィンピペソやで加え．、措  

辞Lた。次に、濃硫酸5Tl止（フィンピペ′ヅト徴耶  

を再漁姓氏く、一定め高きから勢いよ式如え、タ・ジ  

チミキサーで18秒間の棟拝を3固練り養したご。この  
とき試験管中の溶硬が高い熱を出すので1タ沙チミ  

キサーの試靡管に触れる部分は厚き約款湖lノ療ビニ  

ール擬で保革しながら按拝を紆りたっその後、符℃  
で（アルミドライバス）白け好尚静温Lてヾ、忠勤こ能  

色きせた㊥   

高感度確量故においては、ペーパーダ又卜滋働旬  

ルロースリントによる汚染に注意して、良一緑雨落準  

溶液と純水とを用いで0ユ1nL中に卜勤増野鞠阻工、  

窯、5、7、及び9i媒g）杓D・ぬに壷惑ように、D・鎧A  

ー∴Ⅶ－   
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表17う、ら明らかなように、ブランクにおける吸光光  

度のばらつきは、吸光光度が非常に低いため、C．㍉r．  

値は31捌こなi）、し＼r．値が高く、再現性が低いのは  

回避できなかった。しかし，それ以外のD－GA含量  

に対する吸光光直のC．Ⅴ偲は、10及び30／‘gの場合  

には、5、4黙と若干悪かったが、5恥g以上の範囲  

では約1一丸以Fを与え、データの再現性は高かった。  

未1の結果から作成Lた1）－GAの標準曲線を図1に示  

す。  

標準溶液（0．111鳩ノnlL）．を13xl（迎ml11のディスポ  

ーザブル試験中に取；〕、フィンピペットを用いて純  

水で0．1川Lにメスアップしたd5‘晶（Ⅵノv）フJ・ノー  

ル試薬はHn（l民ぐa】lrlH（血ピit汀（1962）のフェノー  

ルー硫酷漆で用いたものと同じものを使用L、含量  

既知のけGAが入っている試膜管中にユ00〃Lを加え、  

タッチミキサーで10秒間の撹拝を3回線り返した。  

その後、硫酸5QO〝Lを再現性良く、一定の高さか  

ら勢いよく添加し、10秒間の撹件を3回繰り返Lた。  

このときの痩拝は、タソナミキサーのパット部分を  

どニール板で保護しながら行った。その後、30℃で  

部分間前置して、完全に発色させた。  

吸光光度測定   
30℃（アルミドライバ射 で30分間静置後、試験  

管をドライバスから取り出L、480Il111での吸光光  

度を測定したl，測定瀾セルは、光路長1cIllのマイク  

0セル（ブラックフェイス）を使川した毒その際、  

ブランダ4本の試験管のうち、最初の1本はセル内を  

測定溶液で平衡化するために使用L、その吸光光度  

データは無条件で衆刻した。  

結果及び考察  

地（短eand廿正一ぐiter（1962）によって改良きれた  

方法に雀い発色し、吸光光度を測定した結果を黄1  

に示す。  

衰1．HodgeandHofreit8rのフェノールー硫酸法・  

図1．Hodg8andHofreiterのフェノール硫酸法に  

従って作成した標準曲線．  

恩即欄抽・次回帰式は、）・＝U．UO392x＋0．015．  

柄㈹係数はⅠくTt）．㈱5．標準州税の作成は発色操作に従った．  

二り）；llン11：△．【）；tlL12：【1、l）油13：▲守均岨   

標準曲線の一次回帰式は、）・＝0．00392x・0．015となり、  

感受件（傾き）すなわちl）－〔；Al／‘gあたりの舶0  

日llにおける吸光光度は0．00392であった。相関係数  

は0．9995となり、相関係数から評価される標準曲線  

の信頼性は非常に良好であった。3回実験を繰り返  

した結果、D－（iAl〝gあたりの480Ill】1での吸光光  

覆は、各々0．00393、0，00392、及び0．00379となった。  

これらのC．17．偵は2．01t坑となり、高い再現性が確認  

された。しかしながら、Ho（1gp妄1【1（1HnrI－Pitぐl一法で  

は、多景の硫酸（5【】lL）を涼加するために溶液の発  

熱によって試験管が非常に高温になり、増枠する際  

の危険性の高さから必要以上の注意を払わねばなら  
ず、操作性の点で非常に間葛があり、改良を要する   

データ  て†ミ均値  （1lr．慣（亡．り  †）－…（／Jg）  
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と思われた。   

北方が改良した方法では∴Ho（l粁aIl（lHo鉦itel－  

（1962）．のフェノ←ルー硫酸法と比べて楷サンプJレ  

体積及び各試薬の使用量を1／10にスケールダウン  

することによっで、感受性が向上し、サンプル中の  

糖定景のための所要量し／Jg）が約10倍圧縮出来、  

更に試薬の節約が可青引こなった。高感度定量法での  

D－GA環海曲線作成のための実験結束は表別こ示すと  

おりであ′る。   

表乙高感度フェノールー硫酸法．  

1）－〔iAト∠gくi データ  悍≦J値  （’．1†一級納  

O  utOは  8．816  20、5  

0．U17  

鋸噸  
q．（源3  （）点別  1鹿  

l■廿1・】  

モ）．n55  

軋1創  り．ユ12  2．腿  

I11ト、  

l、1ド  

‡）▲2汚4  0．詔4  0漆絡  

般敷  
こ∴1  

n．322  日こ325  ¢、香14  

日、326  

8、ヨ望ア  

リ  0．420  日．4鮎  1ゴー  

Oi427  

仇基光  

周2．高感慮フェノール硫酸法に従って作成した標  

準曲線．  

誓準此絨成一次回帰式は、）・＝（川446x＋0∬ほ．  

楯阻係数はR＝0，級腰準皿線の作動ま発色操作に従った．  

⊂1．「仙【1：△．一触12：□．1）【ltご13：▲．平均値．   

標準曲線の一次回帰式は）ノ・＝0．0446Ⅹ十0．01′2となり、  

ブランク構はHn（kea】l（lH（）h・dtpr法とはぼ同じであ  

ったが、感受性（傾き）すなわちI）ポAl／Jgあたり  

の4鮒11【11における吸光光度は0．（舶6であった。相関  

係数は0．9994であり，これ、もH“lgやanilHofl・eitel・法  

と同程度であり、相関係数から評価されろ棟準曲線  

の信頼性は非常に高かった。3回実験を繰り返Lた  

結果、Ⅰ）イ；Al／Jg当たi〕の畷光尭度は各々0．0448、  

0．0435、及び0．0428となり、このとき′のC．＼J．悟は平  

均他0．0436に対Lて2．12■ガを与え、高い再現性が終  

られた‖   
この我々の萬感度改良法（図2）を110（lgぐa11（l  

比nfl－ビitel一法（囲い と比較すると、感受性が0、00393  

に対して0，朗46となり、10倍以上の感度の向上が達  

成きれた二 吏にサンプル体積及び各試薬の使用量を  
1／10にスケールダウンし、特に批鴎畑加1H（血（新訂  

法では51－－L僅欄する礫硫酸の便用体積を5n恥lノと  

1／10にLたことにより、感受性が飛躍的に向上し、  

更に実厳時における傑作の安全性が大幅に改善され  
た〔）   

表2に示したよう1こ。高感法定量法は、Ho（l酢aIld  

恥貞一ei【ぞ1一法に比べ感度を約1P倍に上げたにもかかわ  

らず、データはけdt！かal∝111血で血1・法と同様に再現  

像が非常iこ高かった。ブランク吸光光魔のばらつき  

はHp【lgpalldH8鮎it打法よりかなQ低かゥたが＼  

¢．Ⅴ．値が2短，餅．之高く、再親性の悪きは線々の∴恵感  

度蛍温法においてあやはり回避呼きなかった。1増  

澤蛮のfトGAぎ真の範囲では再現性綾凝滞には硬化  

泄ダ、C．V．陰口，24ら～2．04（．坑を与え、データのばらくつき  

の獲啓ほ乾しており、データの再現性は番動こ清  
かやた。泰2め結果から、作成した高感度粟登鼓によ  

るT｝GAの標準曲線を閲2に示す。  

－ こ1Jl  
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