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近年 ウイルスや癌 に関連 して ヒドロキシウレアの生

理 的機能が注 目されてい る.し か しヒ ドロキシウレア

は比較的に不安定で あるといわれてい るので,そ の機

能 は分解物 による 二次的作 用 ということも 考え られ

る.そ のためその性質 とくに安定性を明確にす る必要

があるが,そ れには定量法が確 立されなけれ ばな らな

い.前 報(大 村 ら,1971)に おいて8-ヒド ロキシキ

ノリンによる ヒドロキシウレアの比色測定法を設定す

ることができたので,ま ず この方法によ り安定性を求

めた.し か し他 方本法によ って種 々の類似物質 も呈色

す ることが認め られ,こ れ らによる妨害 も無視 されな

いので前報に引き続いて測定法を も検討 した.

実 験 材 料 お よ び 方 法

1.試 薬

a.ヒ ドロキシウレア 既述(大 村 ら,1970)の よ

うにヒ ドロキシルア ミンとウレタンとか ら合成 し5～

6回 再結 した.こ れ には ヒ ドロキシル ア ミンの混在は

認められない.

b.そ の他 主 に市販特級品をその まま使用 した.

2.吸 収スペ ク トルお よび吸光度の測定

前報(大 村 ら,1971)通 り島津 マル チパーパ ス自記

分光光度計MPS-50型 で吸収 スペク トルを測定 し,

一 方 吸 光度 は主 と して 日立 分光 光度 計BPU-2型 で求

め た.

3.測 定 法

前 報 で 確 立 した方 法 に従 い 次 の よ う に行 な った.試

料1mlに0.2Mト リス 緩衝 液(pH7.5)1ml,

1%8-ヒド ロキ シ キ ノ リン 溶 液1ml,1M炭 酸 ナ

ト リウム溶 液1m1お よび 水 を加 え て 全 量5mlと

し,40℃ に3時 間保 持 した の ち425mμ の吸 光 度 を

測 定 した.こ の値 か らFig.1に 従 って 被 検 液 の濃 度

を求 めた.Fig.1か ら明 らか な よ うに,5×10幽5M

な い し1×10-3Mの 範 囲 に わ た っ て 直線 関 係 が 認 め

られ るの で,式(1)に よ って 吸 光 度 か ら概 略 の 濃 度

を 計算 によ り求 め る こ と もで きる。

C=2.35×0.D.425(1)

C:被 検 液 の 濃度,(10-3M)

0.D.425:吸 光度(光 度 計 の読 み)

ヒ ドロキ シル ア ミンに つ いて は筬島(1961)の 方 法

に従 い,同 一 の 試 薬 で室 温 に60分 間 放 置 して 発 色 さ

せ700mμ で の吸 光度 か ら求 めた,

結 果 お よ び 考 察

1.ヒ ドロキシ ウ レア の安 定 性

ヒ ドロキ シ ウ レア は一般 に不 安 定 で あ って ヒ ドロキ
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Fig. 1. Standard curve of hydroxyurea. 
A mixture of 1 ml  0.2 M Tris buffer (pH 
7. 5), 1 ml 1% 8-hydroxyquinoline, 1 ml 1 M 
Na2CO3 and H2O to be 5 ml total volume 
was incubated at 40°C for 3 hours and the 
optical density was estimated at 425 m,u. 
Approximate concentration of hydroxyurea 
could be alternatively calculated according 
to the equation (1). 

   Conc. of hydroxyurea (10-3M) 
==2.35XO.D.425..............................(1)

Fig. 2. Variation of absorption spectrum 
by heating. Hydroxyurea (1 X10-3M) was 
heated in a boiling water bath for 30 or 
120 minutes and the spectrum was estimated 
after coloration as in Fig. 1.

シル ア ミンを 生 ず ると い われ て い る.1×10-3Mヒ ド

ロ キ シ ウ レア を30分 な い し2時 間 沸騰 水 に 浸 漬 した

の ち,そ の1mlに つ いて 常 法 によ り発 色 させ そ の 吸

収 ス ペ ク トル を 求 め た.Fig.2か ら明 らか な よ うに,

呈 色 液 の吸 収 ス ペ ク トル は425mμ の 極 大値 には ほ

Fig. 3. Absorption spectra of the colored 
solution of hydroxyurea, urea and hydroxyl-
amine with 8-hydroxyquinoline. 

 HU  : 5X 10-3M hydroxyurea ; HA : 5X 10-4M 
hydroxylamine ; U : l,x10-1M urea

とんど変化はないが,700～710mμ にも極大 を 生 じ

その吸光値は加熱時間 に応 じて 増加 した.Fig.3に

示すよ うに,ヒ ドロキシウレア呈色液 の吸収 スペ ク ト

ルは425mμ に極大を示 した.こ れに対 して ヒ ドロキ

シルア ミンの ものは700～710mμ に強 い吸収極大が

あ り,さ らに425mμ 付近 にも第 二の吸収が観察され

る.し かもア ミンの呈色 は極めて鋭敏であ って発色度

は ヒ ドロキシウレア の数倍か ら10倍 にも達する.一

方尿素 による呈色 は微弱であ って,同 じ く425mμ に

一応 の極大が認め られ るがほ とんど問題にな らない.

従 って ヒ ドロキシ ウレアを加熱 したの ち呈色 させた場

合,生 じた700～710mμ 付近の 吸収極大は ヒ ドロキ

シルア ミンの もの と一 致す る,し かも 後述 するよう

に,他 の物質によ り発色 もこの長波長域では吸収極大

を示 さないので,ヒ ドロキシウレアが加熱によ り分解

して ヒ ドロキシルア ミンを生ずることが推定 され る.

これに 伴 って ヒ ドロキシウレア は 減少す る筈 である

が,425mμ の極大値にはほとん ど変化はない.こ れ

は ヒ ドロキシウレアそのものに基 づ く吸光度は低下す

るが,こ れ に伴 って生 じた ヒ ドロキシルア ミンによる

425mμ の吸収 が加 わるために顕著 な変動が認め られ

ない と考 え られ る.従 って本法によ りヒ ドロキシ ウレ

アを測定 しその安定性 を検討す る場合,と くに ヒ ドロ

キシルア ミンの共存 ない し生成が予想 され る時 には,

425mμ だけでな く700mμ の吸光度 も求めなければ

な らない,



これ に よ って 酸性 な らび に ア ル カ リ性 に お け る ヒ ド

ロ キ シ ウ レアの熱 安定 性 を 試験 した,1×10-2Mヒ ド

ロキ シ ウ レアlmlと0.01Nあ る いは1N塩 酸 ま

た は 水酸 化 カ リウ ム1mlと を 混合 し2時 間 沸騰 水 中

で加 熱 した の ち,こ の反 応 液 を 中 和 し水を 加 え て全 量

50mlと す る.そ の 各1mlに につ い て 発 色 させ,

425mμ お よ び700mμ の 吸 光 度 を求 めTablelに

示 した.

Table  1. Heat stability of hydroxyurea.

唆 す る.

この ヒ ドロ キ シ ウ レアか ら ヒ ドロキ シル ア ミン の生

成 は 温度 が 高 い ほ ど促 進 され る こと は 当然考 え られ る

が,一 方 ア ミンの 分解 に影 響 す る こ と も予 測 され,従

って700mμ の 吸 光度 は ア ミンの生 成 量 と分解 量 との

差 を示 す もの と思 われ る.Table3に1×10'iMヒ

ドロキ シウ レ ア水 溶 液 を37℃,1×10-2M溶 液 を50

℃ に1な い し3時 間 放 置 した結 果 を示 す.

Table 2. Change of the optical density by 
heating hydroxyurea aq. solution.

 A mixture of 1 ml  1  X10-2M hydroxyurea 
and 1 ml H2O, HC1 (0. 01 or 1.0 H) or KOH 
(0. 01 or 1.0 N) was heated for 2 hours, 
neutralized and filled up to 50 ml. The 
optical densities at 425 mit (for hydroxyurea) 
and 700 mg (for hydroxylamine) were esti-
mated after coloration as in Fig. 1.

2時 間 の加熱 によって ヒドロキ シウレアは分解 し,

あ る程度の ヒ ドロキシル ア ミンを生成す ることは700

mμ の吸光度か ら推定 され た.し かもその生成 は塩酸

の添1川によって促進 された.そ れ に対 してアル カ リ性

においてはかな り異 なる.す なわちヒ ドロキシル ア ミ

ンが生成す ることは一応認め られ るが,そ の量は水溶

液におけるよ りもさ らに少ない.こ れは ヒ ドロキシウ

レアない しア ミンが引き続いて分解 され るものであ っ

て,425mμ および700mμ の吸光度が アルカ リの添

加によ り低下 し,し か もアル カ リ濃度の上昇 に伴 って

促進 され ることか ら示唆 され る.

Tablelに おいて ヒ ドロキシウレアを アルカ リ性で

加熱 した場 合,700mμ の吸光度は もちろん425mμ

の吸光度 も低下 したが,酸 性ではかえって上昇す るこ

とが 認め られ た.こ のよ うな現象が水溶液では明 らか

で ないので,1×10-2Mヒ ドロキ シウレア水溶 液を

95℃ で15分 ない し30分 加熱 したのち発色 させ,700

mμ および 後述す る 関係か ら500mμ の 吸光度 を測

定 した.

Table2の 結果 は,ヒ ドロキシウレア水溶液の場合

呈色液の500mμ における吸光度 も加熱 に応 じて減少

したが,700mμ の値 は15分 で著 しく増加 し以後漸減

の傾向を示 し,同 じ くヒ ドロキシルア ミンの生成 を示

 Hydroxyurea aq. solution  (1X10-2M) was 
heated at 95°C and the optical density of 
the solution was estimated after coloration 
as in Table 1. 

 Table 3. Formation of hydroxylamine 
 from hydroxyurea by heating.

 Hydroxyurea (1X10-1M or 1X10-2M)  was 
incubated at 37° or 50°C for a few hours 
and hydroxylamine formed was estimated 
by determining O.D. 700 after coloration.

1×10-2Mヒ ドロキ シ ウ レア を95℃ に15分 間加

熱 した値(Table2)に くらべ て,50℃ の場 合 には3時

間 後 に お いて も ヒ ドロ キ シル ア ミン に基 づ く700mμ

の値 は 著 し く低 か った.37℃ にお い て は さ らに10倍

の濃 度 の ヒ ドロキ シ ウ レア を用 い た に もか か わ らず そ

れ 程 著 しい相 違 は認 め られず,高 温 の 場合 ヒ ドロキ シ

ル ア ミンの生 成 量 は大 きい ことを 示 して い る.

2.ヒ ドロ キ シル ア ミン の影 響

本 法 は元 来 ヒ ドロ キ シル ア ミンの 定 量法 と して 開 発

され た もの で あ って(BergundBecker1940;筬島,

1961),本 法 に よ る ヒ ドロキ シ ウ レ ア の呈 色 は ヒ ドロ

キ シ ル ア ミンの 測定 には 差 し支 えな い が,逆 に ヒ ドロ

キ シ ル ア ミンが ヒ ドロ キ シ ウ レアの 測 定 に大 き く影響

す る こ とはFig.3に 示 す よ うに,そ れ らの吸 収 ス ペ

ク トルか ら明 白 で あ る。 しか も上 述 の よ うに ヒ ドロキ

シ ウ レア は比較 的 に不 安 定 で あ って,と くに加 熱 に よ



りヒ ドロキシルア ミンを生 じる.従 ってア ミンが共存

する可能性はかな り大 きい ものと考えなければ ならな

い.そ のために ヒ ドロキ シウレアの測定については と

くに ヒドロキシル ア ミンの共存 に留意 し,ま たその分

別定量 について検討す ることが必要である.

理論的 には両者 ともに同一 の試薬で発色す るが,ヒ

ドロキシウレアの呈色液は ヒ ドロキシルア ミンの場合

の極大値である700mμ 付近にはほとんど吸収を示 さ

ない.さ らに ヒ ドロキシルア ミンはヒ ドロキシウレア

よ りも低温,短 時間で発色することか ら,ま ず この条

件 で発色 させ,し か も700mμ で吸光度 を測定 しヒ ド

ロキシル ア ミンの濃度を求めることができる.つ いで

この濃度の ヒ ドロキシルア ミン単独の溶 液について ヒ

ドロキシウレア呈色条件で発色 させて425mμ の吸光

度 を求め この値を供試液(ヒ ドロキシウ レア ・ヒ ドロ

キシル ア ミン混液)の425mμ の値か ら控除すれば,

供試液中 のヒ ドロキシウレアによる値が得 られ,こ れ

か らその濃度が求 あられ ると思われ る.こ のような考

察 に基づ いて 種 々 の 濃度 の 混合液について試験 した

が,満 足な結果 は得 られなか った.こ れはたとえば ヒ

ドロキシルア ミンは室温,60分 で吸光値 は一定に達す

るが,ヒ ドロキシウレア は40℃3時 間を 要 すると

いった発色条件 の相違などもあって単純 なものではな

く,ま た発色 にそれぞれ影響す ることも考え られるこ

となどに基づ くもの と推定 され る.

こう して ヒ ドロキ シルア ミン共存下におけるヒ ドロ

キシウレアの測定については現在まで種 々検討を加 え

て きたが,ま だ完全に満 足す る方法は確立 され るまで

に至 らなかった.

Fig. 4. Optical density at 500  mg of colored 
hydroxylamine solution. Hydroxylamine 
was colored as in Fig. 1, but at room tem-
perature for 1 hour (standard method for 
hydroxylamine). Approximate concentra-
tion of hydroxylamine could be alternative-
ly calculated according to equetion (3). 

Conc. of hydroxylamine (10-3M) 
            =2. 1X (O.D. 500+0. 03) ...(3)

わ ず か に種 々の濃 度 にお け る単 独 な い し混 合 液 を発

色 させ て求 め た 吸光 値 か ら,実 験 的 に得 られ た式(2)

が比 較 的 に近 い 関係 を 示 し,概 略 の濃 度 を 求 め る の に

利用 し得 る と考 え られ る に過 ぎ なか った.

A=(C/1.1-B)×2.5(2)

A:425mμ に お け る ヒ ドロキ シ ウレ ア の吸 光

度

B:500mμ に お け る ヒ ドロキ シル ア ミン の 吸

光度.た だ し この 値 は混 液 中 の 濃 度(室

温,60分 発 色 させ700mμ の 吸 光度 か ら求

め る)か ら逆 にFig.4に よ って 得 られ た

もの で あ る。 な お こ の関 係 は 次式 に よ って

も示 され る.

濃 度(10一3M)=2.1×(OD.500+0.03)

(3)

C:500mμ に お け る 被 検 液(ヒ ドロキ シ ウ レ

ア ・ヒ ドロキ シル ア ミン混 液)の 吸 光度.

3.そ の他 の不 純 物 の 影 響

前 報(大 村 ら,1971)に お い て この 測 定法 に よ り ヒ

ドロキ シ ウ レア,ヒ ドロキ シ ル ア ミンの ほ か ア ンモ ニ

ア,ア ル カ リ,ア ル コー ル,ヒ ドラジ ンな ど も,そ れ

ぞれ 程 度 の 差 は あ るが 発 色 し妨 害 の可 能性 が あ る こ と

を指 摘 した.大 村 ら(1963)は 無 機 窒 素代 謝 系 と ウ イ

ル ス誘 発 との 関係 を追 及 して き た過 程 に お いて,そ れ

ぞれ の構 成 分 の分 別 定 量 法 の確 立 に苦 心 し,と くに ヒ

ドロキ シル ア ミン の定 量 に は本 法 が 最 もす ぐれ て い る

こ とを 確 認 した.し か し上 述 の よ うに種 々 の物 質 に よ

り発 色 す るな らば,ヒ ドロキ シ ウ レア だ けで な くヒ ド

ロキ シル ア ミン の 測 定 に つ いて も さ らに 検 討 を 要 す

る,Fig.3に 示 す よ うに8-ヒド ロキ シ キ ノ リンに よ

る ヒ ドロキ シウ レア と ヒ ドロキ シル ア ミン との 発 色

が,そ の 吸 収 ス ペ ク トル に お いて 異 な る ので,他 の妨

害 物 質 につ い て も吸 収 ス ペ ク トル を 検 討 した,

メタ ノー ル お よ び エ タ ノール に つい て はFig,5に

明 らか な よ うに,い ず れ も425mμ に極 大 値 を 示 す

が,450mμ 付 近 よ り長波 長 側 で は 吸収 は認 め られ な

い,他 方 ア ンモ ニ ア,水 酸 化 ナ トリウム お よび 水 酸 化

カ リウ ムの 場 合 も 同 じ く425mμ に吸 収極 大 を 示 す

が,450mμ 付 近 よ り長波 長 側 にお い て は ほ とん ど問

題 に な らな い(Fig.6).な お この と き425mμ の 吸

収 は ア ンモ ニ アが 最 も大 きいが,ヒ ドロキ シ ウ レア の

ほぼ1/10に 過 ぎ な い こ とは前 報 に示 した通 りで あ る.

従 って これ らの場 合Fig.3と の 比 較 か らヒ ドロキ シ

ル ア ミンの測 定 に影 響 しな い こ とは もち ろん,ヒ ドロ

キ シ ウ レア に お いて も,若 し450な い し500mμ 付



Fig. 5. Coloration of alcohols.  CH3OH: 

99%; C2H2OH : 99%

Fig. 6. Coloration of some alkaline solu-

tions. NH4OH: 1X10  2M ; NaOH 1'200-2 

                                M; KOH:1•~10-2M

近 で 吸 光度 を 測 定 す る な らば ほ とん ど問 題 にす る には

及 ば な い.1)

これ に対 して フェ ニル ヒ ドラジ ン はFig.7に 示 す

よ うに最 も強 く呈色 し,し か も490mμ に 吸収 極 大 が

あ るの で ヒ ドロキ シ ウ レアの 測 定 が妨 害 され るこ とは

免 れ な い.イ ソニ コチ ン酸 ヒ ドラジ ドあ るい は尿 酸 も

425～430mμ 付 近 に 極 大 を示 す が,そ の 呈色 度 か ら

ほ とん ど 問題 は な く,ま た フ ェニ ル チ オ尿 素 は全 く影

響 しな い.さ ら に これ らは フ ェニ ル ヒ ドラジ ンも含 め

て い ず れ も550mμ 付 近 よ り長 波 長 側で は 全 く吸 収 は

1)500mμ の吸光度 も ヒロ ドキシウ レア の濃度 と直線

関係 があることを確めた。

 Fig.  7. Coloraition of phenylhydrazine, 
uric acid, phenylthiourea and isonicotinic 
acid hydrazide. PH : 1 X 10-4^ phenylhydra-
zine ; UA: 1X10-2M  uric acid; PTU : 2.5 X 
10-2M phenylthiourea ; INAH : 1X10-3M 

                                  isonicotinic acid hydrazide.

認 め られ ない.

こ う して8-ヒド ロキ シ キ ノ リン に よ る ヒ ドロキ シ

ウ レ アの測 定 には,ヒ ドロキ シル ア ミンや フ ェニル ヒ

ドラ ジ ンに よ る妨 害 な ど若 干 の 問題 点 が あ るが,同 じ

試 薬 に よ る ヒ ドロキ シル ア ミンの定 量 には全 く支 障 が

ない ことが 確 認 され た,

要 約

ヒ ドロキ シ ウ レア を加 熱 す る と,ヒ ドロキ シル ア ミ

ンを 生 成 す る こ とが8-ヒド ロキ シ キ ノ リンに よ る 呈

色 反 応 か ら認 め られ た.し か も この ヒ ドロキ シル ア ミ

ンの 生 成 は高 温 な い し塩 酸 酸 性 で 顕著 で あ ったが,ア

ル カ リ性 に おい て は ヒ ドロキ シ ウ レア な らび に生 成 し

た ヒ ドロキ シル ア ミンは いず れ も減少 した.

ヒ ドロキ シ ウ レ ア,ヒ ドロ キ シル ア ミン の ほ か 尿

素,メ タ ノール,エ タ ノール,ア ンモ ニ ア,水 酸 化 ナ

トリウム,水 酸 化 カ リウ ム,フ ェニ ル ヒ ドラジ ン,尿

酸,フ ェニル チオ尿 酸 お よび イ ソニ コチ ン酸 ヒ ドラジ

ドにつ い て も8-ヒド ロキ シキ ノ リンに よ っ て 発 色 さ

せ,そ の 吸収 スペ ク トル を検 討 した.そ の 結果 この 試

薬 に よ る ヒ ドロキ シ ウ レアの 比色 定 量 は ヒ ドロキ シル

ア ミンお よ び フ ェ ニル ヒ ドラジ ンに よ る妨 害 は免 れ な

いが,他 の も の に よ る顕 著 な影 響 は考 え られ な い.一

方 ヒ ドロキ シル ア ミンの定 量 は ヒ ドロキ シ ウ レア,フ



エニル ヒ ドラジンを含み,試 験 したいずれ の物質によ

っても妨害 されないことが確 められた.
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                                 Summary 

   By colorimetry of hydroxyurea and hydroxylamine with 8-hydroxyquinoline, it was 

found that hydroxylamine was formed from hydroxyurea by heating. The formation 

was enhanced at higher temperature and by addition of hydrochloric acid. On the 

other hand, hydroxylamine as well as hydroxyurea was remarkably decreased by heating 

in alkaline media. 

   Coloration of several substances with the same reagent was also examined. Substances 

examined were urea, methyl alcohol, ethyl alcohol, ammonium hydroxide, sodium hy-

droxide, potassium hydroxide, phenylhydrazine, uric acid,  phenylthiourea and isonicotinic 

acid hydrazide besides hydroxylamine and hydroxyurea. All they had no effect on 

colorimetry of hydroxylamine, while hydroxylamine and phenylhydrazine disturbed the 

estimation of hydroxyurea.


