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4一メ チ レ ソ グル タ ミ ン の チ ュ
ー リ ッ プ

　　　　　 新 鮮葉か らの 単離

大　山　 卓　爾

キーワード　4一メ チ レ ン グ ル タ ミ ン ， チ ューリ ッ

　　　　　 プ，ア ミ ノ酸 ア ナ ラ イザ
ー，薄層 ク ロ

　　　　　 マ ト グ ラ フ ィ
ー，

13C 一
核磁気共鳴 ス ペ

　 　 　 　 　 　 ク トル

　4一メ チ レ ン グ ル タ ミ ン と 4一メ チ レ ン グ ル タ ミ ン 酸 は

それぞれ グ ル タ ミ ン とグ ル タ ミ ン 酸の r 位 メ チ レ γ 誘導

体 で あ り，DONE と FOWDEN に よ り落花生か ら初 め て 単

離同定 された 化合物 で あ る
1）．そ の 後， こ れ らの 化合物

が チ ；
一

リ ッ プ に も存在す る こ とが確認 され
2 ）

，
FOWDE ・N

と STEwARD は さ らに ユ リ 目 を中心 に 88 種 の 植物中の

遊難 ア ミ ノ 酸組成を調べ た が 4一メ チ レ ソ グル タ ミ ン は

チ ＝一
リ ッ プ に の み 検出された

31．植物体中 に 含 ま れ る

ア ミ ド化合物 の うち，グ ル タ ミ ン や ア ス パ ラ ギ ン は 窒素

の 移動
・
貯蔵形態 や ア ン モ ニ ア の

一
次同化産 物 と して 植

物
一

般 に 広 く分布 し て い る が，4一メ チ レ ン グ ル タ ミ ン の

集積 は 落花生 とチ ＝一
リ ッ プ に 限定 され て い る こ とか ら，

そ の 台成 ・分解部位 ・生合成経路 お よび 栄養生理学的意

義 等 に 関 す る研 究 は きわ め て 少 な く，こ れ らの 点 は ほ と

ん ど解明 され て い ない ．落花生 で は ，
4一メ チ レ ソ グ ル タ

ミ ン は導管中 を移行す るほ ぼ単
一

の ア ミ ノ 酸 で あ り
4・5，

，

導管内移動窒素全体 の 約
”
t　O％ を占め る

5］
こ とが報 告 さ二

れ て い る．また 1 チ ュ
ー

リ ッ プで も茎葉部，花，根，球
’

根内に 存在す る こ とが知 ら れて お り
6”8］，両 植物 で は 窒

素 の 代謝，移動，貯蔵等 に お い て 重要な役割 を 果た し て
．

い る と考 え られ る．

　と こ ろ で，現在，4一メ チ レ ソ グ ル タ ミ ン の 標準試 薬 は ．

市販 され て お らず， また 試薬会社 に 化学合成を依頼 した．

が 合成不 可能との こ と で あ っ た．筆者 は チ ュー
リ ッ プ の

窒素栄養 の 研究 に必要 な 4一メ チ レ ソ グ ル タ ミ ン の 単 離

精製 を 試み ，チ ュー
リ ヅ プ の 新鮮葉 か ら簡易 な 操作で 認

製で きた の で こ こ に報告す る．

　 1．　 単 離 法

　 チ ュー
リ ッ

プ （品種 マ ル タ ）を温室内 で 促成栽培 し，

花茎が 約 10cm くらい に 伸長 した 12 月 1 日に 収穫 し

た．葉身部 の み 新鮮重約 6009 を集 め て 8090 エ タ ノ ー

ル で 摩砕抽出 したの ち，ろ過 に よ り残渣を除去 した． ロ

ー
タ リ

ーエバ ボ レ
ー

タ
ー

を用 い て エ タ ノ ール 抽出 液 を シ

卩
ッ プ状 に な る ま で 濃縮 し，そ れ を 水 約 200ml で 希釈 ：

した．ク ロ ロ フ ィ ル 等脂溶性物質を除去す る 目的 で，希

釈液を 分液 卩
一

トに 入 れ，IOOml の ク PP ホ ル ム で 3 回、

抽 出 した．水 層 を約 8e　ml の 陽 イ オ ン 交換樹脂 Dowex

50 × 8 （H
＋

型） カ ラ ム 1．こ注 入 して，吸着画分 を 2N ア

ン モ ニ ア 水 で 溶出 した．ロ
ー

タ リ
ー

エ バ ポ レ
ー

タ
ー

で 溶．

離液 を減 圧 濃縮 して 得 られ た 禍色 シ ロ
ッ

プ 状液体 に エ タ

ノ
ール を添加 して 再度減圧乾燥 した と こ ろ，粉末固体約

4g が 得 られ た ．こ の 試料 を 少量 の 水 に 溶解 して エ タ ノ

ール 再沈 殿 を 3 回繰 り返 し，白色結晶状粉末約 500　mg ’

が得 られた．
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第 1 図　チ ューリ ッ プ葉 の 80％ エ タ ノ ール 抽出液中に 含まれ る カ チ オ ソ 画分の ア ミ ノ酸 ア ナ

　 　 　 ラ イ ザー（日立 935 型）に よる ク ロ マ トグ ラ ム

　　 ） 内 の 数 字は 各ア ミ ノ 酸の 保持時間（分 ）を 示 す．
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　 2．　 結 果 お よび 考 察

　第 1 図 に チ ューリ ッ プ 葉エ タ ノ
ー

ル 抽出液 の ア ミ ノ 酸

ア ナ ラ イ ザー （日立製 935 型）に よる ク 卩 マ ト グ ラ ム を

示 す．4一メ チ レ ン グル タ ミ ン は 保持 時 間 44，41 分 に 最 大

の ピ ーク と して 検出さ れ、そ の 含有量 は 窒 素 と して 全 ア

ミ ノ 酸 の 90％ 以上 を 占め て い た．4一メ チ レ ン グル タ ミ

ン 酸は こ の 条件で は 約 41，50分 に 現われ る が，こ こ で は

ほ とん ど検出 されて い ない ．また ，4一メ チ レ ン グル タ ミ

ン 以外で IX，グ ル タ ミ ン ，グル タ ミ ン 酸，ア ラ ニ ン ，ア

ス パ ラ ギ ン 酸等が 少量ずつ 検出 された ．

　写真1 に は ，エ タ ノ
ー

ル 再沈殿 を 1 回 行 っ た あ との 沈

殿 画 分  ，溶液画 分  の シ リ カ ゲ ル 薄層 ク 卩 マ トグ ラ 7
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写真 1 シ リ カ ゲル 菷図 ク ロ マ トグ ラ 7 イ
ーに よ る精 製度

　 　 　 の 確認

　溶媒は，プ ロ パ ノ ール ：水≡4 ； 1 を用 い ，ア ミ ノ酸の

　検 出は ニ ソ ヒ ドリ ン を用い た．
　  カ チ オ ソ 画分を 1 回 ＝ L タ ノ ー

ル 再 結晶 を した 沈殿画

　分 ，   カ チ オ ソ 画分を 1回 エ タ ノ ール 再結 晶 を した 上

　澄 画分，  チ ，
一

リ ッ プ 巽 エ タ ノ ール 拍 出液中の カチ

　オ ソ 画 分，  4一メ チ レ ソ グル タ ミ V 酸，  グル タ ミ ソ ，
　  標準ア ミ ノ酸混 合液．

フ ェ ノ
ー

ル ： 水三4 ； 1

写頁 3　シ リカ ゲル ニ 次元 薄層 ク ロ マ トグ ラ フ （
一に よ る

　 　 　 4一メ チ レ ン グル タ ミ ン ， 4一メ チ レ ン グル タ ミ ソ 酸

　 　 　 の 展 開位置

　 フ ェノ ール ：水 ＝4 ： 1 の 溶媒で 一次 元展開後，ブ タ ノ

　ール ：酢酸 ：水 ＝ 4 ：1 ：1の 溶媒 で 二 次 元展開を行 っ た．

　A ， ア ス パ ラ ギソ 酸 （紫）；B ，ア ス パ ラ ギ ン （橙）；C ，
　 グル タ ミソ 酸 （赤 蕘ξ）； D ，グル タ ミ ン （赤紫）；E ，4一メ

　チ レ ン グル タ ミソ 酸（黄勧 ；F ，4一メ チ レ ソ グル タ ミソ

　（黄橙）；G ，プ ロ リ ソ （黄）；H ，グ リシ ソ （赤紫）； 1，
　セ リソ （赤紫）； J，ア ラニソ （赤 紫）；K ，

バ リソ （赤紫）．
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写真 2 エ タ ノール 再結 晶を 3 回行 っ た あとの 試料の シ リカ ゲル 薄層 ク P マ

　 　 　 トグ ラム

　　（A ） フ ＝ ノ ール ：水＝4 ：1 の 溶媒で 展開，（B ）ブ タ ノ
ー

ル ： 酢酸 ：

　 水＝4 ： 1 ：1 の 溶 媒で 展開．
　   カ チ オ ソ 画 分，  グル タ ミ ソ ，  4一メ チ レ ソ グル タ ミ γ 酸，  4一メ

　 チ レ γ グル タ ミソ ，  3 回再結晶後の 試料．
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イ
ー

（TLC ） に よ る ア ミ ノ 酸の 分離 パ タ
ー

ン を示 した．

1 回 の 再 沈 殿 操 作 の み で は 沈 殿 画 分 に 4一メ チ レ ン グ ル

タ ミ ン の ス ポ
ッ

ト以外に Rf　O．15 付近に グ ル タ ミ ン と

思わ れ る ニ ン ヒ ドリ ン 反応が 若干認 め られ るが，再沈殿

処理前 の カ チ オ ン 画分  と比較す る と，検出 され た ス ポ

ッ ト数 は 大幅 に 減少 して い る．同時 ｝こ ，エ タ ノ
ール 再沈

殿上 澄液   の ク P マ トグ ラ ム よ り，4一メ チ レ ン グル タ ミ

ン 以外に 微量に 含 ま れ て い た ア ミ ノ酸類は お も に 上 澄画

分 に 溶存 して い た こ とが わ か る。上 澄 画 分  に は 多量 の

4一メ チ レ ン グル タ ミ ン も 残存して ＄
’
　C）， 再 結操 作 に は か

な りの 量 の 卩 ス が あ っ た と思 わ れ るが ，
カ ラ ム ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー等に よ る分離精製法

2）
に 比 べ て ，きわ め て 簡便

で あ り，g 単位 の 多量 の 試料 を一
度に 扱 え る利 点 が ある ．

　写真 2 に は ，エタ ノ
ール 再沈殿 を 3 回繰 り返 して 得た

白色粉末の シ リ カ ゲ ル TLC に よ る ク ロ マ トグ ラ ム を示

す．（A ）は 展開溶媒 と して フ ェ ノ ール ： 水 （4 ： 1）を用

い ，（B ）は ブ タ ノ
ー

ル ： 酢酸 ： 水 （4 ： 1 ： 1）を用 い た ．

4一メ チ レ ン グル タ ミ ン 酸 は どち らの 展開溶媒 で も 4一メ

チ レ ン グ ル タ ミ ン お よ び グ ル タ ミ ン とは 明隙に 分か れ た．

4一メ チ レ ン グル タ ミ ン とグル タ ミ ン は （B ） で は ほ ぼ同

じ Rf 値を示すが ，（A ） で は 分離 し て お り，通常，

TLC に よ る生体 ア ミ ノ 酸 の 分離に 用 い られ て い る， フ

（A）

126．6

　 　 　 　 　 　 138．6
　 　 174．5

蜘 画 脚 誌 楴 融 蠏
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o
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脚 鹹 嫉

55334
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第 2 図 チュー一リ ッ プ の 葉か ら分離した 試 料 （A ）と，4一メ

　　　 チ レ ソ グ ル タ ミ ソ 標 品 （B）の
13C −N　MR に よ る

　 　 　 測定

　各 20mg を D20 約 1ml 中に溶解 して 測定した．図

　中の 数値は テ トラ メ チ ル シ ラソ を 基 準物 質 （Oppm ） と

　 した 際の 各 ピーク の ppm 値を示 す．
　（A ），試料 ；（B ），4一メ チ レ ソ グル タ ミ ソ 標準物 質．

エ ノ ール 溶媒，ブ タ ノ ール ： 酢酸溶媒 に よる 二 次元展開

法 で 分離可 能 で あ っ た （写 真 3），二 次 元 展 開 で は，4一メ

チ レ ン グ ル タ ミ ン は グ ル タ ミ ン の ，4一メ チ レ ン グ ル タ ミ

ン 酸は グル タ ミ ン 酸 の 隣接部位 に 検出 され る が，グル タ

ミ ン と グ ル タ ミ ン 酸 が ニ ン ヒ ドリ ン 反応 で 赤紫色を呈 す

る の に 対 し，4一メ チ レ ン グル タ ミ ン お よ び 4− x チ レ ン

グ ル タ ミ ン 酸 は 黄色〜黄橙色を示 し識別 は 容易 で あ っ

た ．

　得られ た 試料の 元 素分析に よる CtN 原 子 数 比 は 2，99

で あ り，4一メ チ レ ン グ ル タ ミ ン 1 分 子 中 の C 原子数 6，

N 原子数 2 に 対応 した 結果 が 得られた，

　ま た，落花 生 の 苗か ら 精製 した 4一メ チ レ ソ グ ル タ ミ

ン の 標準物質 （H ．C ．　WI ・NTER 氏 よ り提供） とチ ューリ
ッ

プ の 葉よ り得 た 試料 の
13C 一核磁気共鳴ス ペ ク トル を 取

り，両者 を 比較 し た とこ ろ 1 テ ト ラ メ チ ル シ ラ ソ を外部

基準物質 とす る ppm 値がほ ぼ一
致 し，両者 が 同

一
物質

で あ る こ とが確認 され た （第 2 図 ）．

　以上 の 結果 よ り，チ ュー
リ ッ プ新 鮮 葉 よ り 4一メ チ レ

ン グル タ ミ ン の 単離精製 が容易に 可能 で ある こ とがわか

っ た．こ こ で は 幌成栽培 の チ ュー
リ ッ プ を材料 に 用 い た

が，促成 しない 露地栽培の 植物で も葉内の ア ミ ノ 酸組成

は類似 して い る の で，通常 の 露地栽培 の チ ュー
リ ッ プ葉

か らも同 じ方法 で 4− S チ レ ン グル タ ミ γ の 分離が 可 能

と思わ れ る．た だ し，通風乾燥 した 葉か ら単離を試み た

が成功 しな か っ た こ とか ら，新鮮葉 か ら抽出 した ほ うが

よ い と思われ る．

　謝 辞 貴霓 な 4一メ チ レ ン グ ル タ ミ ン 標 準 試料を ご

提供い た だい た ミ シ ガ ソ 大学 の H ．C．　W 匸NTER 博士 に 感

謝 の 意 を表 します．
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