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ヒスチヂ ン及 び チ ロ シ ンに対する

臭 素 の反 磨 に就 て

藤 井 音 松

(大正十四年ご月二十日受領)

1.緒 言

近頃PLIMMER及 びPHILLIps(6)は 臭素化によりて ヒスチヂン及チロシンを蛋白質中に定

量する方法を焚表 した り。但 し此方法はシスチンの存在に於ては使用され難 き事は既に奥田

(4),!DHRuN及 びTRoWBRiDGE(8)が シスチ ンの1分 子は10原 子の臭素 と作用することを示

したる丈献に徴するも明な りと難余輩はシスチンの不在に於て此方法が使用 され得べきや否

やを確めん として此研究を行ひた り。

II.ヒ ス チ ヂ ンにi対する 反鷹

嚢にsiEGFRiED及 びREPPIN(7)はBromidbromat溶 液に燈酸を加へ蛮生ぜる臭素をヒスチ

ヂンに吸収せ しめ十五分の後沃化加里溶液 を加へて過剰に存在せ る臭素を沃度にて置換し之

をチオ硫酸曹建溶液にて滴定し以て ヒスチヂンに吸収 せられし臭素の原子数 を知 り別にケル

ダー法によりヒスチヂン中の窒素の原子数 を知 りその比N/Brを 求めヒスチヂンの1分 子は

2原 子 より僅か多 くの臭素を吸収 することを知れり。叉THRUN及 びTROWBRIDGE(8)は 蛋白

質中の ヒスチヂ ンの新定量 法として蛋 白 質の分 解 液 より得たるヘキソンベースの溶液 に

PLIMMER及 びEAVESの 法(5)に より発生せる臭素を吸収せ しめシスチン1分 子は10原 子

ヒスチヂン1分 子は2原 子の臭素 を吸収す ると假定 し別にシスチン中の硫黄を定量しシス

チンの臭素吸収 量を控除 して以て ヒスチヂンの量を算出せ り。近頃PL・MMER及 びPmuilee

(6)は ヒスヂヂンの盤酸溶液に20%奥 化加里10蛯 を加へ十分乃至十五分の後4%沃 化加里

溶液10蛇 を加へ遊離せる沃度をチオ硫酸曹達溶液にて摘定せ り。

NaBrO3十5KBr十6HCI=NaCl十5KCI十3Br2十3H,O

その結果 ヒスチヂン1分 子は2原 子の臭素を吸収 することを確め蛋白質中の ヒスチヂンを

ヘキゾンベースの燐 タングステン酸の沈澱 より臭化法により定量し得ることを示せ り。余輩



はPL・MMER及 びPH・LエrPSの實験を繰返 しヒスチヂンの臭素吸収 量は溜度 と反鷹時間の函数

にして ヒスチヂン1分 子は其状況により2原 子よりも甚だ多量なる臭素を吸収 することを

確 めた り。

ヒスチヂンの臭素吸収 量に關する實験

1.供 試品及試藥の調製

ヒスチヂン溶液(A):140。C乃 至165。Cに て恒量にせ し純 ヒスチヂンー塵酸蜷C、、H、N3

02・且C10.1990瓦 をとり水に溶か して250立 毛とせ り。

ヒスチヂン溶液(B):前 同様に調製せし供試晶1.1475瓦 を 珂2盤 酸に溶か し1立 とせ り。

A720チ オ硫酸曹達溶液=メ ルク製チオ硫硫曹遽約25瓦 を2立 の水に溶かし調製後十五

日以後に於て使用せ り。その沃度還元力は重 クロム酸加里にて定めた り。

1蛇A:720ム オ硫酸曹蓮溶液=α0040107瓦 臭素

A75臭 素酸曹達溶液:メ ルク製臭素酸曹達を水溶液より再結 しその5.0313瓦 を水に溶かし

て1立 とせ り。 その5靖 を取 りて20%臭 化加里溶液10蛇 を加・ト2分間 の後4%沃 化加

里溶液10蛇 てを加へ遊離せる沃素をチオ硫酸曹達溶液にて滴定せ り。・

5靖N15臭 素酸曹灘溶液==19.84蛇2V120チ オ硫酸 曹達溶液

2.ZV75奥 素酸曹達溶液 より遊離する臭素の量は常に一定せるものなれ共實験の操作申幾分

の損失ありやを知 らんが爲め次の實験を行へ り。

一定量の 解2磨 酸(以 下の實験にては供試液)を200蛇 の有栓三角瓶にとり之に20%臭 化

伽里溶液10蛇 を入れ次にN15臭 素酸曹逮溶液5蛯 を入れ時々振盪 して一定時間の後4%

沃 化加里溶液10耗 を栓に滑ひて入れ容積の増加により逃出する臭素瓦斯を吸収せしむ而 し

てよく振盪し更に栓を澹ぴてチオ硫酸曹達熔液 を入れ逃出する沃度瓦斯を還元し時 々振盪 し

て滴定 を進め以て臭素瓦斯の損失を極小にすることに力めた り。以下の實験は皆此の方法に

より行へ り。

購 本鰍 磯 園内にて酪 條件の下1こ÷ 臭素酸曹達より遊離する臭素の量は一定と見

る こ と を得 。



3・ 臭素水(0.299%)に よリヒスチヂ ンの臭素吸収 量の測定

ヒスチヂン溶液に次の量の臭素水を一度 に加へ脆色時間を見た り。

ヒス チヂ ン溶 液(A)

蝿

10

*10

臭 素水 添 加 量

耗

3.85

5。75

脆色時間

分

75

210

吸軟ぜられし臭素原子歎

3A6

5.19

備考*=の場合 には3・5時 間にて臭素の色 は完全 に脱色ttず 僅かに黄色な残ぜ る儘紫色に移れ り。

3・生5・ ρ實験にて何れ も脱色後数時間 以内に於て淡 紫色 より濃 紫 色に移 り最後 に黒色 の沈澱も生d

り。之KNOOPの 記載ぜ る反応 は低zat:て も徐 々1:paる=と な示す。

4・Millarが チ ロシ ン に就 て行 ひ た る方 法 に準 じ ヒス チヂ/の 臭 素吸収 量 の 測 定

(・〉 ヒスチヂン溶 液(B)・ ・蛾 取 り ・・%臭 化曹達滞 ・・蹴 加へ 畜 臭 轍 力・量

溶液1滴(0.04蛯)を 加へて臭素に よる黄色の脆色するを待 ち更に一滴 を加ふ。か く順次 こ

の方法 を進めた り。

實験度温500C

晋 臭鰍 加里滴加量 脱色㈱ 卿 ぜられし購 原撒

(2》 ヒスチヂン溶 液(A)に 肇 酸を加へ更に20%臭 化加里 溶液10靖 を加 へ次の 量の

÷ 臭轍 曹醗 瀧 渡 に加へて脆色時間を見たり・

實 験 温 度i2り20。C

π
ヒスチヂン溶液(A)丁 臭素酸曹麟 液脱色時間 吸糎 られし

添加量 臭素原子鍛

銑 温度並に反応時間の臭素吸収量に及ほす影響



実験温度 ヒスチヂ ン

溶 液(B)

N27

万 チオ硫酸曹臭素の「『臭素酸
曹捧溶液 反磨時間 蓮溶液滴定量添加量

臭素吸

牧量

吸収ぜられし

臭素原乎歎

以上の實験結果を曲線を以て現はす時は次の如 し。

之を定量に用ひんとしPlimmer及 びPhillipsの 提言せる如 く反応時間を15分 としヒス

チヂン1分子 は2原 子の臭素を吸収 するとして計算する時は次の如き結果を生ナ。'



ヒスチヂン

溶 液(B)
實験
温度

吸収ぜ られ し
臭素の量

ヒ スチヂ ン

實験量
供試液中の

ヒスチヂ ンの量

以上の實験に徴するにヒスチヂ ンは必す しも2原 子の臭素 を吸収せすその反応 する時の温

度及び反応時間 は臭素吸収 量に封 し重要なる函数なるを知る即ちその状況により2乃 至8原

子を吸収 す。'

而 して臭素の結合状態 を考ふるにWYss(9)はglyoxalinに 直 接 臭 素を作 用せしめ2,4,5

Tribrom一imidaZol を得たるも多 分チ"シ ンに於て考へし如 く一部 分の臭 素 は

HBrの 形に於て副原子債を以てヒスチヂ ン分子に結合するもの と考へ らる。



伺第三第四の實験の如 く過剰の臭素存在せざる場合は第五の實験の如く然らざる場合より

も反応時間甚だ長きを知る。

Siegfried 及 びReppinの 實 験 を 見 る1二 音 一・・39・一・・26に してTHRuN及 びTrowBRiDgEは

ヒスチヂンの新定量法 としてヒスチヂ ン1分 子は2原 子の臭素を吸収すると提言せるも氏

の實 験にてはVonSlyke法 による定 量 と比 較 しヒスチヂン含 量の差+16%-v--5%に 亘る

を示す而 して氏はヒスチヂン1分 子は2原 子 より少し多くの臭素 を吸収 すると云へ り。又

PLiMMEr及 びPHillipsの 實験 を見るに各實験成績一致せざるも平均をとれば2原 子 より約

10%内 外多 くの臭素を吸収 せ るを知 る。氏等 はたまたま15。o内 外の温 度にて反応 時 間約

15分間に て實験せるを以てかxる 實験成績を得たることは余輩の實験による臭素曲線を見る

時は直ちに了解ぜ らる玉を得べ し。

要するにヒスチヂ ン1分 子に封 し臭素2原 子を吸収セ しめんとせば嚴 密なる條件を要 し

然 らざる時は臭素吸収 量の増減は實験誤差範囲 外に亘るを知るを得べ し。

1皿 チ ロ シンに対する反応

婁にMillAR(3)は チ ロシンの肇酸性溶液に臭化アルカリを加へ臭 素 酸盤 を以て滴 定する

時は次第に臭素を吸収 し2プ ロムチロ彰ンを生す るを以て微黄色の浩えざる時を以て終鮎と

し又は沃度加里澱粉液を指示藥 としてチロシンを滴定 し定量 し得 ることを提言せ り。

Pl、mscMIgB及びE▲糊(5)は チロシンの塵酸溶液に臭化加里溶液及臭素酸曹 達 溶 液 を加へ15

分間の後沃化加里溶液 を加へて遊離せる沃度をチオ硫酸曹達溶液にて摘定 し以てチ ロシンに

より吸収せられ し臭素の量を算定しチロシン.1分 子は2原 子の臭素 を吸収 することを確め

以 てチ ロシンの定 量法 を提出し伺 蛋 白 質をトリプシンにて分解 し6時 間の後その溶液を燐

タングステン酸にて処理 しヘキソンペースを除ける濾液に付氏の臭化法に より吸収せ られ し

臭素の量 よリプロシンの量を算出せ り。 又s・EGF・ED及びREppnscc7)は ヒスチヂンに於ける

と礁 の鰍 をない 分子のチPシ ンは約5原 子の臭*enexし 蚤 一α23一α2・なること

を示 せ り。3(,THRvN及 びTRoWBRrnGE(8)はPL・MMBR及 びEAvEsの 法 に よ り蛋 白 質 中 の チ

回シ ン を定 量 し1分 子 の チ ロシ ンは約2原 子 の臭 素 を結 合 す る こ と を肯 定せ る も氏 の實 験

に 於 て臭 素 の 大 な る過 剰 の存 在 す る場 合に於 て は2原 子 よ り以 上 の 臭 素 を吸収 す る こ

と を示 せ り。PurilEB及 びPmm][ps(6》 はh・M皿 鴎 及 びEVAESの 法 に よ リチロ シ ン1分

子 は 又2原 子の 奥 素 を結 合 す る こ とを確 め ゼ ラチ ンに チ ロシ ン を加 へ 實 験 ぜ るに そ の結 果



は充分ならざることを示せ り。余輩はたまたまヒスチヂンの實験をなす際に於てチロシンも

亦過剰の臭素の存 在に於てその1分 子は4原 子以上の臭素を消費することを確めた り。

チロシンの臭素吸収 量に關する實験

1.供 試晶及び試藥の調製

チ ・シ ン溶 液1純 チロ シ ン(C.H"NO3)・ ・78・・瓦 を ÷ 鰍 に齢 し5・晩 と・eb・

試藥の調製 書 ヒスチヂン定量の場合の試藥を用ひた り。

2.M叫 ムRの法に よるチ ロシンの定量に樹する温度の影響

チ ロシンの定影に対するMillarの 法は温度の影響 を受 くるや否やを確むる爲 め次の實験

を行へ り。

実験温度 チ ロ シン

溶 液

π
万 臭素酸加聖

溶液滴定量

脱色時間 臭素原子1=対する

畜 臭轍 力哩計鯨

之の實験による時は常温に於てチロシン分子に封し2原 子の臭素を置換する速度は速かに

してそれ以後は甚だ遅緩なるを以てMMairrの 法によるチロシンの定 量 法は常温に於て採用

す ることを得べし。

3.温 度並に反応時間が臭素吸収 量に及ぼす影響

實験方法は ヒスチヂンの場合と同様 に行へ り。

蹴 度 チ・シン ÷ 臭轍 髄 懸 の 斎 チオ硫酸 臭㍊ 置換ぜられし

溶液 溶液添加量 反磨時間 曹達溶液滴定量 敢量 臭素原子数



備考 チ ロシン溶液5朝iに 各N/2Pt酸20蛇 宛加へ實験 に供ぜ り。

*印 はチオ硫酸曹達溶 液にて摘定 す る際経点は 淡燈色に して澱扮を指 示藥に用 ひざれば終黙剣然

な らず。

以上の實験結果を曲線を以て示す時は次の如し。

之 を定量に用ひんとしPliMMER及 びEAVESの 提言せ し如 くチロシン1分 子が2原 子の臭

素 を置換すると假定し反応時間15分間 後に於ける臭素吸収 量よリチロシ ンの量 を算出する

に次の如 しo



以上の實験に示す如 く温度並に反応 時間はチPシ ンの臭素吸収 量に封 し重要なる函歎にし

てチロシン1分 子は必すしも4原 子の臭素を消費 するとは限 らざるな り。 而 してその結合

状態はGorup-Besanez(2)の 提言せ し臭化水素二臭素チロ シン,Aloy及 びRabaut(1)の 提言

せ し水酸化臭素塵,多 臭化物の如 き形の ものなるべ く異なれる條件の下に於て異なれる物質

を生すべきこと想陳に難からす。

されば前述の如 くPlimmER及 びEAVES,THRUN及 びTRowbRiDGE,SIEGFRiED及 びREppiN

PLiMMER及 びPhillipsの 實験成績必す しも一致せざるは怪むに足 らす。 余輩の實験による

臭素曲線を見 る時は容易に了解することを得べし。

要するにチロ.シンの臭素吸収 量はMillARの 法にては常温に於てチロシン1分 子はA原

子の臭素を溝費 し2原 子の奥素と置換髄を生ずることは認むべきもPLrMMEB及 びEAVE9の

法の如 く過剰の臭素の存在に於てはチPシ ン1分 子に謝 し2原 子の臭素 を置換ぜしめ以て

定量法に応用 せんとするには嚴重なる條件を必要 とし然 らざる時は臭素吸収 量は實験誤差範

園外に亘 るを知 るべし。

Tい 結 論

ユ.1'iblMMER及 びEAVESの 法 に よ り過 剰の 臭 素 を ヒス チヂ ン或 に チPシ ンに 作用 せ しむ る

時 は 必 す し も各1分 子 に封 し2原 子 の 奥 素 と結 合 す る とは限 らす 。 臭 素吸収 量 は種 々の 條

件 に よ り支 配 せ られ 就 中實 験 温 度 及 び反応 時 間 は重 大 な る影 響 をな す もの な り。 ヒス チ ヂ ン

はMrLLARの 法 に準 じ過 剰 な らざ る臭素 を作 用 せ しむ る場 合 に於 に も亦 然 り。依 つ て一 般 に

PlirM.tS・ER及び 恥 ▽ESの 法,hmMR及 びPHrr"`【psの 法,[['HRVN及 びTR・WBBTDGFEの 法 は採用

す る こ とを得 す 。'

Lチ ロ シ ン及 び ヒス チ ヂ ンは各2原 子 以 上 の 臭 素 を吸収 す 。

本 實 験 は奥 田教授 の 懇 篤 な る指 導 の下 に行 ひ た り。 此 庭 に先 生 に深 甚 な る感 謝 の 意 を表

、

す 。

(大正十四年二月。九州帝國大學農學部農藝化學教霊に於て)
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ON THE REACTION OF BROMINE UPON 

HISTIDINE AND TYROSINE

(Resume) 

Otomatsu FUJIi

    It was investigated by MILLAR that tyrosine was readily converted into 

 dibromtyrosine by the action of bromine, and that by means of this reaction 

 tyrosine could be determined in mixtures of amides and aminoacids. PLIMMER 

 and EAVES (1913) applied this reaction with some modification to the determi-

 nation of tyrosine in proteins. Lately PLIMMER and PHILLIPS (1924) studied this 

 reaction more closely, and applied it to the determination of tyrosine and his-

 tidine. A sample acidified with HCI was treated with some excess of potassium 

 bromide and sodium bromate. And after bromination some potassium iodide was 

 quickly added and the liberated iodine was titrated with standard sodium 

 thiosulphate solution. They described that by bromination of the cleavage pro-

 ducts of proteins, histidine can be estimated in the phosphptungstic acid preci-

 pitate and tyrosine in the filtrate, and that both histidine and tyrosine absorbe 

 two atomes of bromine, respectively. 

    It is obvious that PLIMMER and PHILLIPS' method cannot be used in 

 the presence of cystine since OKUDA (1916), THRUN and TROWBRIDGE (1918) 

 have already shown that one molecule of cystine reacts with io atoms of bro-

 mine in acid solution. And PLIMMER and PHILLIPS also found that cystine reacts 

 with bromine. 

    But even in absence of cystine, I failed to justify the findings of PLIMMER 

 and his coworkers (EAVES and PHILLIPS) about tyrosine and histidine. According 

 to my experiments tyrosine and histidine react with more than two atoms of 

. bromine, dependig on the temperature and time of bromination. Thus we may 

 conclude that their methods for the determination of tyrosine and histidine are 

 not satisfactry.


