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Attempts were made to detect nicotinic acid, nicotinamide and 3-pyridinemethanol by gas

liquid chromatography analysis for the purpose of differentiating mycobacterial strains by 

quantitative estimation of the above three compounds. They could be detected without convert

ing them into derivatives.

 With a 3mm•~2m coiled glass column containing 3% of SE-52 on Chromosorb W, AW, 

DMCS at 120•Ž (flame ionization detector), nicotinic acid was found at 4. 4 min, nicotinamide 

at 9. 2 min, 3-pyridinemethanol at 2. 4 min and P-nitrophenol as an internal standard at 13. 8 

min of retention time.

緒 言

ガ ス クロ マ トグ ラ フ ィー に よる 微 量 分 析 の 方 法 は脂 肪

酸 炭 水 化 物 な どの 分 析 法 と して,医 学,生 物 学 の 領域

で も広 く応 用 さ れ て い る。

Prosserお よ びSheppardは,ニ コチ ソ酸 を ニ コチ ソ

酸 エ チ ル エ ス テル,ま た はN-メ チ ル ニ コチ ソア ミ ドの

形 に 変 え,neopentyl glycol succinate+SE-30の 液

相 を 用 い て 検 出 した1)。 一 方 ガ ス ク#マ トグ ラ フ ィー の

細 菌 学 的 分 野 へ の応 用 もみ られ る よ うに な つ て き た 。

MacGeeは 菌 体 をtetramethyl ammonium hydroxide

で処 理 した 後 の エ タ ノー ル可 溶 分 を用 い て,連 鎖 球 菌,

大 腸 菌 な どの ガ ス ク戸 マ トグ ラ フ ィー に よる分 析 を 行つ

た2)。Kubicaら は 熱 分 解 ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー 法 を

用 い,そ の 結 果 生 ず る 且nger-printに 基 づ い て ミコバ

クテ リヤ菌 株 の 同定 を試 み た3)4)。Prosserお よ びShep-

pardは ニ コチ ソ酸 はそ の ま まの形 で は 昇 華 性 が あ り,

カ ル ボ キ シ ル 基 の た め,ほ とん どす べ て の 有 機 溶媒 に 不

溶 で あ り,ガ ス ク#マ トグ ラ フ ィー に よ る分 析 の た め に

は,な ん らか の 誘 導 体 に 変 え る必 要 が あ る と報 告 して い

るの で,わ れ わ れ は まず ガ ス ク 官マ トグ ラ フ ィーに 最 も

適 した 誘 導 体 の 検 討 か ら始 め,引 き続 き ミコバ ク テ リヤ

培 養 濾 液 中 の ニ コチ ソ酸,ニ コ チ ン ア ミ ド3-ピ リジ ソ

メ タ ノ ール のガ ス ク#マ トグ ラ フ ィーに よ る検 出法 に つ

い て検 討 した 。 か くし てナ イ ア シ ソ テ ス トの原 理 を ガ ス

ク#マ トグ ラ フ ィーに 応 用 す る こ と を試 み た 。

実 験 材 料 な らび に方 法

エ タ ノー ル,メ タ ノー ル はLund-Bjerrum法5)に よ り

精 製 し,プ 官パ ノ ール はK2CO3に よ り脱 水 後 使 用 した 。

*From the Research Institute for Tuberculosis and Leprosy, Tohoku University, 4-12, Hirose-machi,

Sendai 980 Japan.
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1.　 ニ コチ ソ酸 エ チ ル エ ス テル の 合 成6)

ニ コチ ン酸60g,エ タ ノー ル46ml ,特 級 濃 硫 酸25

mlを 混 合 し,4時 間 還 流 冷 却 下 に 加 熱,反 応 終 了 後,

10%Na2CO3でpHを9.0に 修 正 し,エ ー テ ル で抽 出

した。 エ ー テル 抽 出 液 をNa2SO4で 脱 水 し,濃 縮 し た

後,残 存 す る 油 状 の 物 質 を16mmHg,116℃ で 蒸 留す る

こ とに よ り,ニ コチ ン酸 エ チ ル エ ス テ ル を 得 た。 ま た

10%塩 酸 エ タ ノー ル を 用 い て,ニ ゴチ ソ酸 エ チ ル エ ス

テ ル を合 成 す る方 法 も併 用 した7)。

ニ コチ ン酸 メ チル エ ス テル ,ニ コチ ン酸 プ ロ ピル エ ス

テ ル も全 く同様 に し て合 成 した 。

2. 3-ピ リジ ソ メ タ ノ ール の合 成8)

上 記 の 方 法 で 得 られ た ニ コチ ン酸 エチ ル エ ス テル30.2

1gを 無 水 工 一 テル に 溶 解 し,無 水 工 一 テル100mlに

LiAlH414.8gを 浮 遊 させ た 液 を 分 液 ろ う とか らゆ つ く

り滴 下 させ た 。 反 応 終 了 後,反 応 混 液 の 色 調 は 灰 白 色 か

ら白 色 に 変化 した。 この時 点 で十 分 量 の 水 を 加 え,残 存

す るLiAIH4を 分 解 した 。 次 い で反 応 混 液 をBuchner

ろ うと で濾 過 し,残 渣 は300mlの メタ ノール に浮 遊 さ

せ,こ の メ タ ノ ール 浮 遊 液 は 炭 酸 ガ ス で飽 和 した 後,加

熱 し再 び 濾 過 した 。 ニ ー テル 濾 液 お よ び メ タ ノ ール 濾 液

を 合 わ せ て 減 圧 濃 縮 した 。 残 存 す る褐 色 の 液 をK2CO3

で脱 水 し,ま ず 蒸 留 に よつ て ニ ー テル を 除 去 し,次 い で

反 応 の 結 果 生 じた3-ピ リジ ソ メ タ ノ ール を20mmHg,

144℃ で 蒸 留精 製 した。

3.　 薄 層 クロ マ トグ ラ フ ィー

Silicagel Gの プ レー トを 使 用 し,展 開 溶媒 と し て は

10%NH4OH飽 和 ブ タ ノー ル を 用 い た 。 検 出に はBrCN

蒸 気 処 理 に 引 き続 き2%p-ア ミ ノア セ トフ ェ ノ ンの ス プ

レー を 行 つ た。(P-ア ミノ ア セ トフ ェ ノ ン29を0.75

NHCl75mlに 溶 解 し,エ タ ノー ル25mlを 加 え る)

4. TMS化(ト リメチ ル シ リル 化)9)～11)

水 素炎 イ オ ン化 検 出(FID)方 式 の 場 合,次 の2つ の

方 法 に よつ た 。 イ)ニ コチ ン酸10mgを ピ リジ ン0.2

mlに 溶解 し,こ れ に ヘ キ サ メチ ル ジシ ラザ ン0 .3ml,

ト リメチ ル ク 官ー ル シ ラ ン0.1mlを 加 え,得 られ た 混

合 物 は40℃,1時 間 加 熱 し,ガ ス ク 官マ トグ ラ フに 注 入

す る試 料 と し て用 い た。 ロ)ビ ス(ト リ メチ ル シ リル)ア

セ トァ ミ ドとア セ トニ トリル(1:3)の 混 合 液 とニ コチ

ン酸 の混 合 物 を封 管,80℃,1時 間 加 熱 し て使 用 した 。

ニ コチ ン ア ミ ドお よ び3-ピ リジ ン メタ ノー ル のTMS

化 も全 く同様 に し て行 つ た 。

電 子 捕 捉 型 検 出方 式 の 場 合 は,ヘ キ サ メ チル ジ シ ラザ

ソ2.5ml,ピ リジ ン2.0ml,ト リメチ ル ブ 官モ シ ラ ソ

0.5mlを 混 合 し1時 間 放 置 し,そ の上 清250μlと ニ コ

チ ン酸50μgを40℃,1時 間 反 応 させ て か ら,ヘ キ サ

ンで 希 釈 し,試 料 と し て 用 い た。3-ピ リジ ン メタ ノー

ル,ニ コチ ンア ミ ドも同様 に 処理 して,ガ ス クロ マ トグ

ラ フ ィー の 試 料 と した 。

5.　 ガ ス クロ マ トグ ラ フ ィー の条 件

実験 に はす べ て3mm×2mの ガ ラ ス カ ラ ム を使 用 し

た。 実 験I～Vに はFID検 出方 式 の 日本 電 子JGC-750

型 器 を使 用,実 験VIに は 電子 捕 捉 型 検 出方 式 の 日本 電

子JGC-1100型 器 を 使 用 した 。

実 験I:10%polyneopentyl glycol succinate, Gas-

chrolnZ,メ ッ シ ュ100～120,カ ラ ム温 度170℃,FID

 240℃, N20.75kg/cm2,ニ ゴチ ン酸 エ ス テル は ヘ キ サ

ンに 溶 解 し て注 入 した 。

実 験II:2.5% polyethylene glycol succinate+10%

 SE-30, Gaschrom Z,メ ッシ ュ100～120 ,カ ラ ム温度

130℃,N21.0kg/cm2。

実 験III:2・5%polyneopentyl glycol sebaceate+10%

 SE-30, Gaschrom Z,メ ッシ ュ100～120,カ ラ ム温 度

150℃,N21.0kg/cm2。

実 験IV:5%OV-17, chromosorb W, AW, DMCS,

メ ッシ ュ60～80,カ ラ ム温 度130℃,N21.0kg/cm2 。

実 験V:3%SE-52, chromosorb W, AW, DMCS,

メ ヅ シ ュ80～100,カ ラ ム温 度120℃,N21.0kg/cm2。

実 験II, III, IV, Vで,TMS化 しな い 試 料 を 直 接 用

い る場 合 は テ トラ ヒ ド旨 フ ラ ン(NaOHで 脱 水,Na線

お よび ベ ン ゾ フ ェ ノ ンを 用 い て 精 製12))ま た は ピ リジ ン

に 溶 解 して 用 い た 。

実 験VI:1.5%SE-30, Gaschrom Q,メ ヅシ ュ80～

100,カ ラ ム温 度110℃, N21.4kg/cm2。

Fig. 1.

Solvent: Butanol saturated with 10% NH4OH, ascending

 chromatography at room temperature, 20•~20cm plates

 of Silicagel G. 

Detection: Vapor of BrCN and spray of 2% p-aminoace

 tophenone (2g of p-aminoacetophenone dissolved in 75

ml of 0.75N HCl+25ml of absolute ethanol). 

St: 3-pyridinemethanol 

S: A sample of 3-pyridinemethanol synthetized in the

 present experiment 

EN: Ethyl nicotinate
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Fig. 2-a.

NA: Nicotinic acid (before trimethylsilylation)

 NM Nicotinamide

 PM: 3-pyridinemethanol 

2.5% polyethylene glycol succinate+10% SE-30 on Gasch

 rom Z 

Column temperature: 130•Ž 

Chart speed: 1cm/min.

Fig. 2-b.

TMS-NA: Nicotinic acid (after trimethylsilylation)

 TMS-NM Nicotinamide

 TMS-PM 3-pyridinemethanol 

2.5% polyethylene glycol succinate+10% SE-30 on Gasch

 rom Z 

Column temperature: 130•Ž 

Chart speed: 1 cm/min.

ミコバ ク テ リヤ 培 養 濾 液 はM/100燐 酸 緩 衝 液 でpH

を6.8に 修 正 し,Amberlite-120,H型 に 添 加 す る。 まず

グ リセ リソを 含 む 培 地 成 分 は 水 で 溶 出 し て除 き,次 い で

1N-NH40Hで 溶 出 し,こ の溶 出液 は乾 固 し て,ガ ス ク

ロマ トグ ラ フ ィー の試 料 と して 用 い た 。(実 験II～IVの

結 果,ニ コチ ン酸,ニ コチ ン ア ミ ドのい ず れ もが 前 処 理

な しに 検 出 し うる こ とが わ か つ た の で,そ の ま ま ガ ス ク

#マ トグ ラ フ ィー の試 料 と して 使 用 した)

定 量 の 目的 の た め に は,内 部 標 準 と し て,p-ニ トロ フ ェ

ノ ール を用 い,Hoffmanお よびGoodingの 方 法13)に 従 つ

て 標 準 曲線 を 作 製 した 。検 出 し うる最 小 量 はAttenuator

×2の 条 件 で(実 験V)ニ コチ ン酸 お よ び ニ コチ ンア ミ

ドで は0.5μg,3-ピ リジ ン メ タ ノ ール では,0.1μgで

あつ た。

実 験 結 果

Fig. 3-a.

NA: Nicotinic acid (before trimethylsilylation) 

NM: Nicotinamide 

PM: 3-pyridinemethanol 

2.5% polyethylene glycol sebaceate+10% SE-30 on Gasch

 rom Z 

Column temperature: 150•Ž 

Chart speed 0.5 cm/min.

Fig. 3-b.

TMS-NA Nicotinic acid (after trimethylsilylation) 

TMS-NM: Nicotinamide

 TMS-PM: 3-pyridinemethanol 

2.5% polyethylene glycol sebaceate+10% SE-30 on Gasch

 rom Z 

Column temperature: 150•Ž 

Chart speed: 0.5 cm/min.

合成 によつ て得 られた3-ピ リジ ンメタノール は 薄 暦

クロマ トグラ フィー上,10%NH40H飽 和 ブタノールの

展 開溶媒 で均一 な物質 として認め られ た。(Rf=0.76)

(図1)

実験Iの 条件 で,ニ コチ ン酸 エチルエステルは保持時

間4.2分 の位置に,ニ コチ ン酸 フ.#ピ ルエ ステルは6.2

分 の位置に単独の ピー クとして検出 された。実験IIの 条

件では,TMS化 を行わ ない ニコチ ン酸お よび ニコチ ン

ア ミドは保持時間2.3分 の位置に3-ピ リジンメタノー

ルは14.8分 の保持時間の位置に検出 された。 イ)の 方

法で(ピ リジ ン+ヘ キサ メチルジ シラザ ン+ト リメチル

クロール シラン)TMS化 を行つた場合は2.3分,3.4
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分,4.2分,5分 の保 持 時 間 の 位 置 に4コ の 大 小 不 同 の

ピ ー クが 認 め られ た 。 戸)の 方 法(ビ ス(ト リメチ ル シ

リル)ア セ トア ミ ド)でTMS化 を行 つ た場 合,ニ コチ

ン酸 お よび ニ コチ ソア ミ ドは3.2分 の 保 持 時 間 の 位 置

に,ま た3-ピ リジ ソ メ タ ノ ール は5.6分 の 保 持 時 間 の

位 置 に 検 出 され た(図2-a, b)。 実 験IIIで はTMS化 を

行 わ な い 場 合,ニ コチ ン酸 お よび ニ コチ ソア ミ ドの ピー

クは2.8分 の 保 持 時 間 の 位 置 に3-ピ リジ ソ メ タ ノー ル

の ピ ー クは18.6分 の 保 持 時 間 の 位 置 に 検 出 さ れ た 。 イ)

の 方 法 でTMS化 した 後,ニ ゴチ ソ酸,ニ コチ ソア ミ ド

の ピー クは3.2分 の 保 持 時 間 の 位 置 に3-ピ リジ ソ メタ

ノ ール は10.4分 の 保 持 時 間 の 部 位 に 現 わ れ た(図3-

a, b)。 一 方 ロ)の 方 法 でTMS化 した 場 合 に は 数 コの ピ

ー クが 現 わ れ 必 ず し も一 定 の 結 果 は 得 られ な か つ た。

実 験IV:こ の 実 験 はTMS化 を 行 わ な い試 料 を 用 い た

もの で,ニ コチ ソ酸,ニ コチ ンア ミ ドは6.8分 の 保 持 時

間 の 位 置 に3-ピ リジ ソ メ タ ノー ル は2.4分 の 保 持時 間

の 位 置 に 検 出 さ れ た 。(図4)

実 験V:こ の条 件 で は3-ピ リジ ソ メタ ノー ル は2.4

分,ニ コチ ン酸 は4.4分,ニ コチ ンア ミ ドは9.2分,内

部 標準 と して 用 い たp-ニ トロ フ ェ ノ ール は13.8分 の保

持 時 間 の位 置 に 別 々に検 出 さ れ た。

実 験VI:ニ コチ ン酸,ニ コチ ソア ミ ド3-ピ リジ ソ メ

タ ノー ル いず れ も単 独 の ピ ー ク とし て認 め ら れ な か つ

た 。(図6-a, b)

考 案

実 験Iで は,ニ コ チ ソ酸,ニ コチ ソア ミ ドの い ず れ も

が ニ コチ ン酸 エ チル エ ス テル と し て検 出 され,両 者 の和

と し て現 わ れ,感 度 は 増 す とい う利 点 は あ るが 分 離 定 量

の 目的 に は 不 適 当な の で詳 しい 検 討 は 行 わ な か つ た 。 実

験II, IIIで は ニ コチ ン酸,ニ コチ ソ ア ミ ドの ピ ー クが3-

ピ リジ ソ メ タ ノ ール の ピ ー ク よ り先 に 現 わ れ,一 方,実

Fig. 4.

NA: Nicotinic acid (without trimethylsilylation)
 NM: Nicotinamide

 PM: 3-pyridinemethanol
 5% OV-17 on Chromosorb W, AW, DMCS 

Column temperature: 130t 
Chart speed: 1cm/min.

験IVで は3-ピ リジ ソメタ ノール の ピー クがニ コチ ン

酸お よびニ コチ ンア ミドの ピークよ り先に現 われた。 こ

の ように,ガ ス クロマ トグ ラフ ィーで,液 相の種類のみ

な らず担体の種 類に よつて も保持時間が逆転する ことは

他の物質について も知 られている。

本実験に用いたTMS化 試料 は きわ めて不安定で通常

反応終了後,直 ちに使用 したが,保 存す る場 合は蓋付 き

共栓試験管に入れ,デ シケーターに保存 した。 この よう

に して も時間の経過 とともに出現す る ピー クが増加す る

傾向がみ られた。 上記の ごと くTMS化 した試料 は,特

に湿 気に対 し不安定であるため,水 を含む展開溶媒 で薄

層 クロマ トグ ラフ ィーな どに より,均 一性を検討す る こ

とは不可能であつた。 しか しTMS化 剤処理 前 と比 べ

て,TMS化 剤処理後は保持時間の全 く異 なる ピー クが

出現 し,か つ出発材料 と同一 の ピー クがみ られる ことも

あつたので,な ん らかの形で反 応が起 つている ことは確

実 であ る。 もつ とも反応 は完全には進 行 しないか,ま た

は予期せ ざる副反応が起 つてい る可能性 もある。

ミコバ クテ リヤの培養濾液 中のニ コチ ン酸 とニ コチ ン

ア ミドの量比が菌株 に よつ て異 なる ことが知 ら れ て お

り14),ま た菌株に よつ ては,3-ピ リジ ンメタノール の存

在 も15)16)報告 され てい るので,こ れ らを分離定量す る こ

とが必要 となる。 この条件は実験Vで 求めることが でき

た。 ニ コチン酸 のピー クが 出に くい場 合 は試 料 を60。C

Fig. 5.

3% SE-52 on Chromosorb W, AW, DMCS, Column 

temperature 120•Ž. Chart speed 0.5cm/min. Internal 

standard, P-nitrophenol, 3-pyridinemethanol, 0.25ƒÊg: 

Nicotinic acid  4. 6ƒÊg: Nicotinamide 3.9ƒÊg: P-nitrophe

nol 2.8ƒÊg.
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Fig. 6-a.

Nicotinic acid after trimethylsilylation with trimethyl
bromosilane+pyridine+hexamethyldisilazane (The major 

peak of nicotinamide, when treated in the same way 
appeared at the same position). 

1. 5%-SE-30, Gaschrom Q, Column temperature: 110°C 
Chart speed: 0.5cm/min.

Fig. 6-b.

3-pyridinernethanol treated as above.

数 秒 間 暖 め てか ら注 入 す る こ とに よ り明瞭 な ピ ー クを得

る こ とが で きた 。

こ の実 験 に用 い た3種 の化 合 物(ニ コチ ン酸,ニ コチ

ソァ ミ ド,3-ピ リジ ソ メタ ノー ル)の ほ か に,ミ コバ ク

テ リヤ代 謝 産 物 の なか で,ニ コチ ン 類 と関 係 あ る 物質 と

し て は,ニ コチ ン ア ミ ドリボ シ ド,ニ コチ ンア ミ ドーア デ

ニ ソージ ヌ ク レオ チ ド17),N'-メ チ ル ニ コチ ン酸18)な ど

が 報 告 さ れ て い る 。 これ らの 化 合 物 で は,ピ リジ ン核 の

Nが 糖 残 基 また はCH3基 との 結 合 に 関 与 して い て,本

実 験 に 用 い た3種 の化 合 物 とは 構 造 上,か な り異 な つ て

い るの で,ガ ス ク 官マ トグ ラ フ ィーに よ る分 析 で もか な

り異なつた態度を示す もの と予想 され る。

ガス ク#マ トグ ラフ ィーに よる物質 の同定は保持時間

に基づい て行 うものであ り,保 持時間 の同 じ物質を誤認

す る可能性はあ る。 この よ うな誤 りを できるだけ少な く

す るため,ガ スク官マ トグラフ ィーに用い る試料を小試

験に と り,乾 燥 させた後BrCN結 晶の入つた 容 器 で

BrCN蒸 気 処理 を行い,次 いでア ニ リ ソ を 添 加 し て

Konig反 応19)を行 うと,ピ リジン核が 開裂 し,グ ル タ コ

ン誘導体に変化す るため,も との位置 では ピー クが 消失

また は縮小 した。 この事実を利用 して,同 定 の一補助手

段 とす ることが できた。

電子捕捉型検 出器 では,ハ ロゲ ンを含 んだ化合物 の検

出感 度は水素炎 イオ ン化型検 出器 を用 いた場合 よりも飛

躍 的に増 強し うるこ とが知 られ ている。 そ こで トリメチ

ルブ ロモ シラ ンを用いて試料 のTMS化 を行つたが本実

験 の条件下 では単一 の ピー クは得 られ なかつた。 定量の

目的で内部標準 とす る物 質は,分 子内にハ 官デ ンを含ん

でいる ことが より便 利なので,こ の点に関 して も検討 を

行つている。

本実験に用いた3種 の化合物 の うち3-ピ リジソメタ

ノールはその ままの形で も,TMS化 した後で も検出が

きわめて容易であ り,実 験Vで カラ ム温度を60。Cま で

さげて も鮮 明な ピー クとして検出す る ことがで きた。

ピ リジンNのpKbが8.96で あるため20),培 養濾液

を陽イオ ン交換樹脂に添加す る場合pHは6.8に 修正

した。 これ までNH4OH溶 出 液 を 用 い人型菌H37Ra,

 BCG,非 定型抗酸菌P-621), M. Platypoecilusな どにつ

いて実験を行つたが,薄 層 ク官マ トグ ラフ ィー で 展 開

し,測 定 したニ コチ ソ酸,ニ コチ ンア ミド,3-ピ リジソ

メタノールの量は,ガ ス ク戸マ トグ ラフ ィーで測定 した

量比 とほぼ平行す るよ うであ る。

ガス ク官マ トグラ フ ィーの利点は微料 の試料 で同一 カ

ラ ムで連続的に試料を処理 し うることであ るが,で きれ

ば2種 類以上のカラ ムの併用が理想的 である。 また容器

内の試料全体を分析に用い ることは現在 の注入方式 では

不可能な ので,な ん らか の形 で1つ の容器 内の全試料 を

測定に使用 し うる方式 の開発が望 まれ る。
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