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薄眉クロマトグラフィと直接ケイ光定定量法によあ微量分析（Ill)

チアミンの DNS叩 Clとポリアミド薄層を用いた徴量定量

村上文子，熊谷知世，代田ますみ，西沢秀幸

Microanalysis with thin圃 layerchromatography and 

direct scanning fluorometry (III) 

Microdetermination of thiamine using dansyl-

chloride and polyamide thin帽 layer

Ayako MURAKAMI, Chiyo KuMAGAI, Masumi SHIROTA 

and Hideyuki N1smzA w A 

One of the methods for the determination of thiamine is described. Thiamine 

was dansylated in bu百ersolution (pH 8. 0) and evaporated in vacuo to dryness. 

Dansylated thiamine was extracted into ethylacetate. An aliquot of the extract was 

spotted on polyamide thin-layer plate, which has high resoluvability for dansyl・

derivatives of many amines. A solvent system of water : formic acid : triethylamine 

(200: 2: 1) allowed good separation and the spots on the thin-layer plate were 

measured directly by scanning fluorometer. The fluorescence intensity was stable 

on polyamide thin-layer plate at least for 24 hours. The relative standard deviation 

of the fluorescence intensity obtained on the same thin-layer plate was 3. 3% at 

500 pmole/spot, and the lowest limit of determination was 5 pmole. 

1. 緒雷

著者らは，試料をケイ光性誘導体とした後薄膚クロマトグラフィで分離し薄層上で直接測定し

て定量する方法で各種の生体内成分・底薬品等を分析しており，今回は試料としてチアミンをと

りあげて，その微量定量法について検討した。

チアミンは，一般に，酸化しチオクロームとしてケイ光定量されておりトへ そのうちの高速

液体クロマトグラフィによるもの5)8）では 1ピコモル以下の定量が可能で、あるが，高速液体クロ

マトグラフィは 1回の分析に時間がかかり，多数の試料を同時に処理するのには必ずしも適当と

は言えなし、。そこで，多試料の同時処理に適している薄層クロマトグラフィを利用する方法の開

発を試み，ケイ光試薬としては Lジメチルアミノナフタレンー5－スルフォニルーグロライド（ダン

シルクロライド〉を，薄層はダンシル誘導体に対して高い分解能を有するポリアミド薄層を用い

て実験を行ったところ，定量下限は高速液体クロマトグラフィによるものに比べるとまだ高めで

はあるが，再現性にすぐれた結果が得られたので、報告する。

2. 実験

2. 1 試薬および器具
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チアミン溶液：チアミンを 0.2M炭酸・リン酸緩衝液に溶かし lmM溶液とした。

0.2M炭酸・リン酸緩衝液： 0.2M炭酸水素ナトリウム溶液に 0.2Mリン酸水素ナトリウム溶

液を加え， pHを 8.0に調製した。

ダンシルクロライド溶液：ダンシルクロライド lgを 400mlのアセトンに溶かし， 2.5mg/ml 

の溶液とした。

水はイオン交換水，試薬はすべて市販特級品をそのまま用いた。

ポリアミド薄層： 6－ナイロンをプロピレングリコール中で加熱して溶かし， ガラス板上に塗布

して作ったの。

スポット： 5μIのマイクロキャップ（ドラモント〉を用いて行った。

機器はそれぞれ次のものを使用した。

pH計： HM-5A型 pH計（東亜電波〉。

反応水浴： TMB-8型マグスターパス（井内盛栄堂〉。

ケイ光光度計： SFR-21型スキャニングケイ光光度計（ヤマト科学，光源：低圧水銀灯〉。

2.2 操作法

15mlの共栓っき試験管にチアミン溶液 0.5mlを取り，ダンシルクロライド溶液 0.5mlを加

えて混ぜ， 50°Cの水浴上で 1時間加温したのちロータリーェパポレーターを用いて溶媒を減圧

留去する。残津に水 1mlと酢酸エチル 1mlを加え，共栓をして充分振還しチアミンのダンシル

誘導体を酢酸エチル層に移行させる。酢酸エチル抽出液の 5μIをポリアミド薄層上にスポット

し，水：蟻酸：トリエチルアミン（200: 2 : 1）で 40～50分間展開後，室温で 30分間程度扇風

機の風を当てて薄層を充分乾かした後ケイ光強度を測定する。記録紙上にはピーク形と積分図形

とが描かれるが，積分図形の方から積分値を読み取ってケイ光強度の読みとした。

3. 結果および考察

3. 1 ダンシルチアミンの薄層クロマトグラムとケイ光の安定性

R 
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Fig. 1. Thin-layer chromatogram of DNS-derivatives 
1: DNS-thiamine extract, 2: DNS-OH, 3: DNS-

NH2; 
A: DNS・thiamine,B: DNS-OH, C: DNS-NH2 
Developer: water-formic acid”triethylamine 
(200: 2: 1). 
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ダンシルチアミン酢酸エチル抽出液，ダンシルアミド，およびダンシル般の薄層クロマトグラ

ムを Fig.1に示す。ダンシルチアミンの Rf値は， 0.8前後である。

ダンシルチアミンの薄層上での安定性を調べるために展開後の薄層に粛風機の風を当てて乾か

した後，ヶイ光強度を経時的に測定してみたところ， 24時間はほぼ一定の値を示し（Fig.2），ダ

ンシルチアミンはポリアミド薄層上で非常に安定であることがわかった。

3.2 薄層上での定量範囲と測定の精度

ダンシルチアミン量とケイ光強度の比例する濃度範囲を調べるために，高濃度のダンシルチア

ミン抽出液を調製し，酢酸エチルで、順次希釈して標準溶液列を作った。それぞれの 5μIを一枚

の薄層板上にスポットし，展開・測定して両対数グラフ紙の横軸にダンシルチアミン量〈モノレ／

スポット〉，縦軸にケイ光強度をとってグラフを描いたところ， 75ピコモル～2.5ナノモルの間が

直線上に載った（Fig.3）。
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Fig. 2. Stability of DNS-thiamine on polyamide thin-layer 

(R.F. I.= relative fluorescence intensisity (%)) 
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Fig. 3. Calibration curve of DNS・thiamine
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また，測定精度を調べるため，ダンシルチアミン抽出液（500ピコモル／スポット〉を一枚の薄

層板上に8点ずつ，計5枚にスポットして展開・測定した結果，一枚の薄層板上のケイ光強度の

Table I. Reproducibility of measurement (0. 5 nmol/spot) 

(r.s.d.=relative standard deviation) 

plate num叫 1 2 3 4 5 n=40 

spot number 

1 0.84 0.84 1. 03 1. 04 1. 06 

2 0,85 0.91 1. 04 1. 06 1. 07 

3 0.88 0.92 1. 08 1. 10 1 08 

4 0.91 0.92 1. 10 1. 11 1. 14 

5 0,92 0,92 1. 11 1. 12 1 15 

6 0.94 0.95 1. 11 1. 13 

7 0,94 0,98 1. 15 1. 13 1. 19 

8 0,99 0,98 1. 18 1. 16 1. 19 

x 0 91 0 93 1. 10 1. 11 1. 13 1. 035 

s.d. 0,047 0.042 0 047 0.037 0.050 o. 106 

r.s.d. (%) 5.2 4. 5 4. 3 3.3 4. 5 I 10. o 

R. F. I. 

100 持ー・ーー令ドーー 4( トー→

80 

90 

70 

60 

て。 2 3 4 24 ( H.) 

Fig. 4. Effect of temperature and time for dansylation 

(R.F.I.=relative fluorescence intensity （箔））
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変動係数は， Tablelに示すように（3.3～5.2）%という小さな値であった。

3.3 ダンシル化の各条件

チアミンの最多量を 500ナノモルとして，ダンシル化に必要なダンシルクロライド量，反応時

の pH，および加混温度・時間について検討した。まず加温温度・時間であるが， 40°Cの加温で

は少なくても 3時間以上の加温が必要であり， 50°C加温の場合には 1時間の加温で充分で‘あるこ

とがわかった（Fig.4）。次にダンシルグロライド量は， 2.5mg （約 10マイグロモル〉あれば充分

であり， pHは（7.75～8.35）の聞が良いことがわかったので， 2.5mgのダンシルグロライドと

pH8.0で 50°Cで1時間加温することをダンシル化の条件と定めた。

3.4 反応の定量性

以上の条件で，どの位の量のチアミンが定量できるかを調べてみた。チアミン量は 500ナノモ

ル／0.5mlのものを順次希釈してそれぞれの 0.5mlを 2.5mgのダンシルクロライドと反応させ

た。抽出時の酢酸エチル量はすべて 1mlとしそれぞれから 5μlずつをスポット・展開・測定

して，両対数グラフ用紙の横軸にチアミン量〈モノレ〉，縦軸に〈ケイ光強度×200）をとってグラ

フを描いたところ，（30～500）ナノモルの間が直線上に載った（Fig.5）。

4. 結語

(30～500）ナノモルの塩酸チアミンが 2.5mgのダンシルクロライドと pH8.0で 50°Cで1時

間加湿することにより定量的にダンシル化された。ダンシルチアミンを酢酸エチルで、抽出し，ポ

リアミド薄層上にスポットして水：蟻酸：トリエチルアミン（200: 2 : 1）で展開したのち室温で

30分間蔚風機の風をあてて乾かしてからケイ光強度を薄層板上で直接測定した。

ダンシルチアミンはポリアミド薄居上で非常に安定であり，（75～2500）ピコモルのダンシルチ
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アミンが薄層上で定量でき，一枚の薄層板上でのケイ光強度の変動係数は 500 ピコモル／スポッ

トの時で（3.3～5.2）%であった。
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