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海藻類のクロロフィルとカロチノイドを基礎とした化
学的分類法は，海藻の分類のための有効な手段であると
して広く認められている ）また海藻の色調は種類，生
長，成熟および環境により大いに変化し，この色調の差
はそれぞれに含まれている色素の種類や量が異なるため
であることは良く知られている． ）従って海藻に含ま
れている色素を分析することは，海藻の分類のほか藻体
の状況を知ることでも大変重要なことである．
植物の色素の分離についてはこれまでペーパークロマ

トグラフィー ）薄層クロマトグラフィー ）カラム
クロマトグラフィー ）によって行われてきた．これら
の方法は分析中に色素が変化し易いもの，少量のサンプ
ルしか処理できないもの，分離不十分のもの，あるいは

操作が複雑なものがみられる．そのため筆者らはより簡
易で有効な色素の分析方法を開発するため，長年にわた
り研究を行ってきた．
その結果， 時間内でクロロフィルとカロチノイドを
殆ど分離できる新しい色素の分析方法を開発したので，
ここに紹介する．

実験方法

材料 この研究に用いたアナアオサ，ワカメ，ウップ
ルイノリについては， 年 月から 年 月に能登
半島にある能都町沿岸の潮間帯で採集し，同町にある石
川県水産総合センターの実験室に持ち帰った．藻体から
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栄養体部のみを鋏で切り取り，付着しているゴミを取り
除き，清浄海水で洗浄した後，濾紙で丁寧にふき取った
ものを，色素の抽出に供した．
色素の抽出 光合成色素の分析においては，藻体中の

全ての色素が材料から変質せずに抽出されることが重要
である．メタノールは短時間では色素に変化が無く，強
い抽出力を持っている ）ので，我々は海藻から色素を抽
出するためにメタノールを用いた．
湿重量約 の材料を 容の三角フラスコに入れ，
鋏で細かく切った後，約 の炭酸マグネシュウムを
添加した．その中に メタノールを注ぎ，メタノー
ルに色素が着色しなくなるまで繰り返し抽出を行った．
抽出は薄暗い場所で，室温下で行った．
藻体残渣は ガラスフィルターを用いて除去しメ

タノール抽出液を得た．この抽出方法により藻体に含ま
れているメタノール可溶性色素を完全に抽出した．
色素の転溶 メタノール抽出液とこの抽出液とほぼ同

じ量のジエチルエーテルを分液ロート中に入れた．あら
かじめ洗浄ビン中に作製しておいた 食塩水を用い，
分液ロート中のメタノール抽出液とジエチルエーテルの
混合液を洗浄することにより，メタノール抽出液中の色
素をエーテル層に転溶した．このエーテル色素転溶液を
吸引ビンに移し，低温 暗所でアスピレータによって減
圧濃縮した．色素はガラス壁に付着し，エーテル中の僅
かな水が水滴として残った．
エーテル濃縮試料は壁面についた乾固色素を僅かなジ

エチルエーテルで再溶解し作製し，吸収スペクトルの測
定とカラムクロマトグラフィーに使用した．
セルロースパウダーカラムの作製 （ ）吸着剤の調整
カラムクロマトグラフィーに用いた吸着剤は東洋濾紙製
粉末濾紙 （ メッシュ）と （ メッ
シュ）であり，海藻の種類に応じ，単独あるいは両濾紙
を適当な割合に混合し使用した．これらの粉末濾紙は一
晩 の乾燥器中で乾燥し，デシケーター内で室温に戻
した．
（ ）カラム管 カラムクロマトグラフィーには内径
，長さ のカラム管を用いた．

（ ）吸着剤の充填 アナアオサとワカメに含まれてい
る色素の分析に際しては吸着剤として東洋濾紙 を，
またウップルイノリの色素については東洋濾紙 と
を混合して用いた．
室温にもどした粉末濾紙を三角フラスコに 入
れた．アナアオサとワカメに含まれている色素の分析の
ために ヘキサン，クロロホルム，ジエチルエーテル
（ ）の混合液を，またウップルイノリの

色素には同（ ）の混合液を，粉末濾紙の約
倍量三角フラスコに注ぎ，室温に馴染ませるために一晩
放置した．
カラム管の下部にガラスウールを詰め，コックを閉め
た後，この吸着剤と溶媒の混濁液を，カラム管の上部か
らゆっくりとカラム管に充填した．この際はあらかじめ
溶媒のみをコック部分より 程度いれておくと，充填
が良好となる．
濃縮試料の作製と充填 濃縮試料は，色素のエーテル
濃縮試料 に ヘキサン 加えることで作製した．
カラム管の下部から余剰な溶液を溶出させたのち，下
部のコックを閉じ，濃縮試料をゆっくりカラム管へ充填
することにより濃縮試料はカラムの上部に浮かんだ．
カラムクロマトグラフィーの展開 カラムクロマトグ
ラフィーの組立様式を に示す．
カラムクロマトグラフィーの上部に浮かぶ濃縮試料中
の色素類を分離するときは，まず カロチンのみを分
離するために第 展開溶媒として ヘキサンを用いた．
その後， ヘキサン，クロロホルム，ジエチルエーテ
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ルの混合比を変えながら，カラムクロマトグラフィーを
展開しクロロフィルとカロチノイドを分離した．この混
合液で色素の全てを溶出できないので，その後ジエチル
エーテル単独やジエチルエーテル・メタノール混合液な
らびにメタノール単独と順次溶媒を変えてカラムクロマ
トグラフィーを展開していくと，カラムは元の白色にな
った．
後述するが，これらの展開溶媒の混合比やカラム管に

注ぐ時期はそれぞれの海藻から抽出し作製した濃縮試
料，すなわち色素の種類や量比により僅かに異なる．
溶出してくるクロロフィルやカロチノイドは，

づつフラクションコレクターで分取し，クロロフィル
系色素は ，クロロフィル 系色素は ，クロ
ロフィル 系色素は ，カロチノイド類は の
波長域の吸光値を測定し，溶出曲線で示した．
なお，主な色素の判定のため，代表的な色素分画のみ

を減圧下で濃縮，乾固した後に，ジエチルエーテルや
ヘキサンに再溶解し，光化学的スペクトル測定を行っ

た．吸光値およびスペクトルの測定には，島津製作所製
マルチパーパス自記分光光度計 を用いた．

結 果

アナアオサに含まれている光合成色素の分離方法 東
洋濾紙 を ヘキサン，クロロホルム，ジエチルエー
テル（ ）で混濁しカラム管に充填した．
その上にアナアオサの濃縮試料を注ぐとこの試料はカラ
ム管上部に浮かんだ．そこへ静かに第 展開溶媒の ヘ
キサンをカラム管最上部まで注ぐと濃縮試料は 層に
分かれた．この層が静止するのを待って下部のコックを
開け，さらに ヘキサンを注入することによって，
カロチンのみがカラム管の下部へ下がった．

カロチンがカラム管の底近くに着いたとき，第 展
開溶媒を ヘキサン，クロロホルム，ジエチルエーテ
ル（ ）に変えた．ルテインとビオラキサ
ンチンがカラム管の上部の色素群から分かれ，カラム管
の下部へゆっくり落ちてきた．数本の無色透明な分画が
溶出し，これらの色素類が底部に近づいたとき，それら
はルテインとビオラキサンチンの つのバンドに分か
れ，カラム管から溶出した．
ビオラキサンチンが溶出した後すぐに，展開溶媒を同
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（ ）に変えると，クロロフィル が溶出
した．その後，展開溶媒を同（ ）に変え
るとクロロフィル が，同（ ）ではネオ
キサンチンが，ジエチルエーテルおよびメタノールで緑
色色素類が溶出し，カラム管は白色となった．アナアオ
サに含まれていた色素の溶出曲線を に示す．
ワカメに含まれている光合成色素の分離方法 アナア

オサの際と全く同じ方法でカラムクロマトグラフィーを
準備した．第 展開溶媒の ヘキサンは カロチンが
完全に溶出するまでカラム管へ注いだ．次に展開溶媒を
ヘキサン，クロロホルム，ジエチルエーテル

（ ）に置き換えると，未同定の 種類のカ
ロチノイドが溶出した． 番目のカロチノイドが溶出す
るとすぐに，展開溶媒を同（ ）に交換す
ると，クロロフィル とフコキサンチンが分離不十分に
溶出した．フコキサンチンの色調が溶出によって薄くな
ったとき，展開溶媒を同（ ）に変えると，
ネオフコキサンチンがフコキサンチンと分離不十分に溶
出した．
その後，展開溶媒を同（ ）に，ジエチ
ルエーテル，メタノール（ ），メタノール単独
に順次変えると，未同定の色素とクロロフィル 群がカ

ラム管から溶出し，カラムは元の白色に戻った．
ワカメに含まれていた色素の溶出曲線を に示
す．
ウップルイノリに含まれている光合成色素の分離方法

ウップルイノリに含まれている色素の分離には東洋濾
紙 と を の比で混合したものを吸着剤として，
ヘキサン，クロロホルム，ジエチルエーテル（

）を溶媒として用い，アナアオサやワカメの際と
同じようにカラム管へ充填した．第 展開溶媒の ヘキ
サンをアナアオサの際と同じように カロチンが完全
に溶出するまでカラム管に注いだ．続いて第 展開溶媒
の ヘキサン，クロロホルム，ジエチルエーテル
（ ）に変えると，ルテインと未同定の 種
類のカロチノイドが溶出した．
番目の未同定のカロチノイドの色調が溶出によって

薄くなった時，展開溶媒を同（ ）に変え
るとクロロフィル が溶出した．その後，展開溶媒を同
（ ）， ヘキサン，クロロホルム（ ），
ジエチルエーテル，メタノール（ ），最後にメ
タノールに変えると，カラム管からは未同定の緑色色素
が順次溶出し，カラムは元の白色となった．ウップルイ
ノリに含まれていた色素の溶出曲線を に示す．
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考 察

色素を分析するためには，途中で異性体が生じたり，
他の色素に分解することを極力避ける必要がある．色素
は摩擦熱や酸によって敏感に分解され，分析に長い時間
かけることはもとより，空気に直接広く接しているとき，
容易に変化しやすい．
更に重要なことは， 回のクロマトグラフィーで全て

の色素を単離出来ることは少なく，ある植物の色素組成
を詳細に知るためには再カラムクロマトグラフィーが必
要となり，これにはかなりの量の分画を確保することが
重要となる．
今回，我々が開発したセルロースパウダーカラムクロ

マトグラフィーは過去の分析方法に比べ，短時間で分析
でき，常に色素が有機溶媒液中にあることにより空気と
直接触れることが少なくて分解されにくく，且つ，かな
りの量の色素分画を得ることができる．
今回はアナアオサ，ワカメ，ウップルイノリに含まれ

ている色素を分析したが，各々の海藻に含まれている色
素組成が異なっているので，各々に適した方法を用いて
分析すべきことは勿論である．基本的には東洋濾紙

と を吸着剤として， ヘキサン，クロロホルム，ジ
エチルエーテル，メタノールを展開溶媒として用いる方
法であるし，記載した手順で分析すればかなり正確に色
素を分離することができる．しかしながら植物体中の色
素の種類や量比は環境や成熟等により大いに変化する ）

ことが知られており，このような場合の分析ではカラム
中の色素のバンドの動きを見ながら，展開溶媒を変えて
いくことが重要である．
クロロフィル やクロロフィル に多くの種類がある
ことが想定 ）されており，今後はここで示したカラ
ムクロマトグラフィーで溶出したクロロフィル やクロ
ロフィル の分画を再濃縮し，再カラムクロマトグラフ
ィーにより，このことを明らかにしていきたいと考えて
いる．
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