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緒 言

チオール基(SH嘉),ジスルフィド基(SS基)杏

有する化合物は自然界に広く分布しており,これらの

化合物中もつとも豊富な非タンパク質性チオールは遵

元型グルタチオンである.動物中の仝グルタチオン畳

は他の非タンパク質性チオール,ジスルフィドの10-

100倍である (Jocelyn,1972).また生体内ではグル

タチオンは主に遺元型 (GSH)として存在し,酸化型

(GSSG)は趣くわずかである･

動物では GSH は特に肝臓 (Jocelyn,1962),脂

(MartinandMcllwain,1959)に豊富に存在し,グ

ルタミン酸,システイン,グリシンから2段階の酵素

反応により生合成される (KasbekarandSreeniva-

sam,1959;Bloch,1949).グルタチオンの生体内で

の反応は多岐にわたり,古くから多くの研究がなされ

ている｡特に肝臓における薬物の抱合による解毒作用

(BoylandandSins,1960;BoylandandChasI

seaud,1968),水銀などの重金属との結合 (Refsvik

andNorseth, 1975), 放射線 障害か らの保護

(Grosch,1960)など外的要因からの生体保護に対す

る直接的な役割は今後一層の注.目を集めるであろう･

グルタチオンはこれらの広義の解毒作用のほかに辞素

反応にも直接的および間接的な役割を果たしている.

例えばホモシスチンの遺元 (Racker,1955), コエン

ザイムAジスルフィドの遭元 (ChangandWilken,

1966),H202の遺元 (Mills,1960)などが知られて

おり, またホルムアルデ ヒ ドデ ヒ ドロゲナーゼ

(StrittmatterandBall,1955), グl)オキサラーゼ

I,ⅠⅠ(Racker,1951)などの補酵素としても重要な

役割を演じている.グルタチオンはさらに,酸化的))

ン酸化にも関与している.すなわち,チトクロムCに

よ り GSH が酸化を受け (FroedeandHunter,

1970),GSSG,ADP,I)ン酸の存在下で ATPを生

成する (PainterandHunter,1970)ことなどが報告

されている｡

グルタチオンの定量法としては電流滴定法(Stricks

etaL･,1954),電位差滴定法 (CecilandMcPhee,

1955)が一般的であるが,いずれも特異性に欠ける.

また酵素反応 (Grimth,1980), および高速液体ク

ロマトグラフィー (RabensteinandSaetre,1977;

Takahashiefall,1979)は特異性については十分と

考えられるが,時間的な不経済性と技術的な面で十分

とはいい難い.

一方,SH嘉,SS基を有する化合物はポーラログ

ラフ活性であり,従来より広く研究されてきた(Kol-

tho打andBarnum,1940;KolthoffetqL.,1955;

BieglerandBreyer,1959;StankovichandBard,

1978,'飴ら,1951..山口ら,1981). しかしながら有

機イオウ化合物は水銀との相互作用が極めて強く,輿

味ある挙動を示すものの,その反応機構は非常に複雑

であり,大部分が未解決のまま残されている.

著者らはグルタチオンの生体内反応機作の解明を目

的として,グルタチオンの水銀電塩における反応機構
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を研究し,これまで遺元型グルタチオンの挙動 (坂根

ら,1981),酸化型 グルタチオンの挙動 (坂根 ら,

1982)を明らかにしてきた.本報では,つり下げ水銀

滴電極を用いたカソーディックスト))ッビングポルタ

ンメト))-におけるグルタチオンの挙動と金属イオン

の影響,とりわけCu(Ⅱ)の影響,および白金電極

を用いたときの線型走査ポルタンメト))-におけるグ

ルタチオンの挙動等を明らかにするとともに,定量へ

の応用性について検討した.

装置および試薬

1.装 雇

ポーラログラフ:関数発生器 (NF回路設計ブロッ

ク杜,FG-121B)より得られる三角波を P8-CV(柳

本製作所)にインプットし,得られたシグナルをデジ

タルメモリー (岩崎通信社,DM305)に入れ,記録

計 (理化電機社,DBIOl)で記録した.

セルおよび電極:セルは容量 20mlのH型を用い,

三極式により接続した.つり下げ水銀滴電極 (HMD-

E)には Metrohm 社,E-410HMDE を用いた.

水銀清の表面積 (∫)は定量を行なう場合,2.22±

0.07mm2 とし,それ以外は 1.38±0.04mm2 とし

た. 作用電極としての白金線は直径 1mm,長 さ

11mm の回転白金電塩 (柳本製作所)を用い,回転

電極ヘッドは P8-RE(柳本製作所)を用いた.対極

には直径 1mm,長さ 10cm のら線状白金線,参周

電極は飽和カロメル電極 (SCE)を用いた.したがっ

て,本文中の電位はすべて対 SCE電位で示した.

2.試 薬

GSH は興人製を用い,調製後ただちに除酸素した

ものを実験に供した. またGSHは毎日調製 した.

GSSG は Sigma製を用い,10~2M 溶液を 5oC,暗

所に保存し,必要に応じて希釈して使用した.他の試

薬は市販特級品を用い,Pb(Ⅱ),Cd(Ⅱ)は硝酸塩

杏,Zn(Ⅱ),Cu(Ⅱ)は硫酸塩を用いた.

測 定 方 法

1.水銀滴屯極による測定

カソーディックストリッピングボルタンメトリー:

測定液中につり下げ水銀滴電極を浸し,一定量の水銀

滴をつり下げ,一定の電圧をかけた.このときの電圧

を初期加電圧 (EL)とする.電圧をかけると同時にス

ターラーを 300rpm で一定時間回転させた.この時

間を初期保持時間 (T)とする. 溶液の捜拝を止め,

30秒間溶液を静止し,掃引速度 (V)3V/Sで電位を

和田浩二 ･歳島 豊

陰電位方向に変化させ,ボルクモグラムを記録した.

線型走査ボルタンメトリー:静止溶液中で作用電極

を30秒間,初期加電圧に保ち,電位掃引を開始した.

その他の測定方法については実験結果の部に記載し

た.

2. 白金電極による測定

本実験では次の手順により白金作用電極の前処理を

行なった.(1)クロム酸混液に30分間浸潰.(2)水

洗後,脱イオン水中で超音波洗浄.(3)測定に用いる

支持電解質,または緩衝液中に浸漬し,水素発生電位

に10分間保つ.(4)600rpm で電極を回転しながら

10mVβ で 十0.1Vまで掃引.(5)+0.1V で2分

間静止後,30秒間,600rpm で電極を回転.(6)30

秒間静止後,陰電位方向に 10mV/Sで掃引し測定.
前処理の各段階の意義は次のようである.(1)は白

金表面の有機物の分解 と表面酸化を行なうものであ

り,(2)での超音波洗浄は白金と白金を封入したガラ

ス壁間のクロム酸混液を除去するものである.(3)で

の水素発生電位は支持電解質により異なるが,KNOS

を用いた場合には -1.OV で行なった.これは表面

酸化物を還元するためである.(4)は電極に付着した

気泡を除去するものであり,(5)は吸着した水素を再

酸化し,電塩の回転により濃度勾配をなくすものであ

る.

上述の (1)～(4)はバックグラウンドが極端に乱れ

ている場合に行なった.毎日白金電極を使用している

場合には,バックグラウンドの多少 の起伏は (5),

(6)を数回くり返すうちに平坦になった.

実 験 結 果

1. グルタチオンのカソーディックストリッピング

ボルタンメトリー

グルタチオンの吸着政を利用し,つり下げ水銀滴電

極を用いたカソーディックストリッピングボルタンメ

トリーにより, グルタチオンの定量を試みた.前報

(坂根ら,1980)で報告したように,pH値が高くな

るとグルタチオンの吸着波は小さくなるため,pH5.0

の酢酸緩衝液 (0.2M)中で測定した.

初期加電圧 OV で初期保存時間を1分 または2分

とし,GSH および GSSG の測定を行ない,Figs.1,

2の結果を得た.両者とも初期保持時間1分の場合,

2･5×10~8-1×10ー8M の範囲で ピーク電流 (Ibc)と

グルタチオン濃度は直線関係を示し, この方法による

定量が可能であることが判明した.

GSH の場合 (Fig.1), 2.5×1016M で, また
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o･1 0･25 0･5 1 2･5 5 10 25xl0-7
lGSH](mol/1)

Fig.I.Calibrationcurvesforreduced
glutathione(GSH)withcathodicstrip･
plngVOltammetry･pH5･0acetatebuffer.
E,=OV,V-3V/S,mercury.surfacearea
(S)=2.22mm2,+'.T-lmln･,0:I-2
min.

o･1 0･25 0･5 1 2･5 5 10Ⅹ10-7
lGSSGl (nol/1)

Fig.2.Calibrationcurvesforoxidized
glutathione(GSSG)withcathodicstrip-
plngVOltammetry･pH5･0acetatebuffer,
E,-OV,V-3V/S,S-2･22mm2.+:I-1
min.,○:丁-2min.

GSSG の場合 (Fig.2)には 1×10~OM で初期保持

時間1分と2分のピーク電流はほぼ同じ値を示した･

このことは捷拝時間による差が認められない,すなわ

ち吸着が飽和に適したことを示している.

Figs.1,2の濃度範囲で GSHおよびGSSGのピ

ーク電位 (E♪e) は共に -0.44V付近であった･

2. Pb(ⅠⅠ),Cd(II),Zm(ⅠⅠ)の影響

初期加電圧を OV,初期保持時間を1分とし,2･5

×10-7M の GSH および GSSG のピ-ク電流への

金属イオンの影響を調べた･金属イオンが存在しない

ときの GSH,GSSG のピーク電流±10%以内は影

響なしとした.この範囲はGSH またはGSSG濃度

に換算すると2.2-2.8×10~TM の範囲に相当する.

GSH,GSSG のピーク電流が金属イオンによる影

響を受けない濃度を TabJelに示した.また金属イ

オンの有無によるポルタモグラムを Figs.3,4に示

した.

Table1.Tolerancelimitofeachdiverse
ionsforthedeterminationof2.5×1017M
GSHorGSSG.pH5.0acetatebuffer,EL-
OV,T-1min.,V-3V/S,S-2･22rnm2･

Tolerancelimit Tolerancelimit
rorGSH forGSSG

Pb(ll) 5×10~6M 5×10~¢M
Cd(ⅠⅠ) 5×10-6M 5×1016M
Zn(Il) lx10-lM 2.5×1015M

0 -0.5 -i.0 -i.5

E lV)

Fig.3.CathodicstripplngVOltammograms
orGSHwithorwithoutmetalions.pH
5.0 acetate bu打er,El-OV, T-1min.,
V-3V/S,S-2.22mm2, (a):2･5x1017M
GSH,(b):(a)+1×10~SM Pb(ⅠⅠ),(C):
(a)+1×10~SM Cd(ll)･

pH5.0の酢酸緩衝液中で Pb(Ⅱ),Cd(Ⅱ),Zn
(Ⅱ)の各金属イオン単独の場合の ピーク電位はそれ

ぞれ -0.45V,-0.61V,-1.05Vであった･GSH

とPb(Ⅱ)が共存すると GSH のピーク電位は騒電

位側に移行した (Pb(Ⅱ)濃度,5×1016M で GSH

のE如 は -0.42V).Pb(Ⅱ)濃度が 1×101SM に
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0 -0.5 -1.0 -1.5

Z:(V)

Fig.4.CathodicstripplngVOltarnmograms
ofGSSGwithorwithoutmetalions.pH
5.0acetatebu打er,EI-OV,T-1min.,V=
3V/ら,∫-2.22mm2,(a):2.5×10~7M GSSG,
(b):(a)+2×10-SM Pb(Il), (C):(a)+5×
10~SM Zn(ⅠⅠ).

なるとピークは2つに分かれ,GSH によるピークと

考えられる陽電位側のピークのピーク電位は -0.385

V となった.一方,GSSG とPb(Ⅱ)が共存する場

令,1×10~5M の Pb(Ⅱ)濃度ではピーク電流は増大

し,2×10~5M でピークは分離した.

Cd(Ⅱ)の場合にはGSHあるいはGSSG と Cd

(Ⅱ)のピークは十分分離して現われたが,Cd(Ⅱ)港

度が 5×10~BM 以上ではGSH,GSSG本来のピ-ク

電流は減少した｡

Zn(Ⅱ)の場合にもGSHあるいはGSSG と Zn

(Ⅱ)のピーク電位は十分離れているため,ピークは

分離して現われた.GSHの場合 には 1×10~▲M の

Zn(Ⅱ)が共存してもGSHのピーク電流には影響が

なかった. しかしながら,GSSG の場合には 2.5×

1015M 以上 Zn(Ⅱ)が共存すると GSSG のピーク

電流は減少した.

3.Cu(IT)との反応

pH10.0のアンモニア緩衝液 (0.1M)中でGSH

およびGSSG とCu(Ⅱ)の混合液をつり下げ水銀滴

電極を用いた線型走査ボルタンメトリーにより測定し

た.GSHの場合に得られたボルクモグラムを Fig.5

0 -0.5 -1.0

E (Ⅴ)

ー1.5

Fig.5.Effectof Cu (ⅠⅠ) concentration
onlinearsweepvoltammogramsofGSH.
pH 10.0amrnonium buffer,EI-OV,V-
3V/S,S=1.38mm2. (a):1×10~SM GSH,
(b):(a)+5×10~6M Cu(ⅠⅠ).(C):(a)+1×
10lSM Cu(ll),(d):(a)+2×10~5M Cu(ⅠⅠ),
(e):1×10~lM GSH+2×10~̀M Cu(Il).

に示した.Cu(Il)濃度およびGSH濃度が高くなる

とFig.5-(e)のように極めて複雑なポルクモグラム

が得られた.便宜上 Fig.5-(b)での還元波を騒電位

側より第 1,第2,第3ピークと称す.したがって

GSH本来のピークは第2ピークに相当する.

GSSG についても濃度が低い場合,Fig.5-(b)と

ほぼ同じ電位に3つのピークが現われた.GSSOの濃

度が高くなるとGSHの場合と同様,極めて複雑なポ

ルクモグラムが得られた.

GSH あるいは GSSG 濃度が低い場合に現われた

3つのピークは,いずれも掃引速度に比例して波高を

増大した.したがって, これらのピークはすべて吸着

汝であることが判明した.

1×10~BM の GSH溶液に Cu(Ⅱ)を添加し,級

型走査ポルタンメト))一により現われたピークのピー

ク電流とCu(Ⅱ)濃度をプロットし,Fig.6の結果

を得た･初期加電圧を OV とした場合,第 1ピーク
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2
1
享oU4a-
H3
2

1

0

(b)

0･5 1･0 1･SX10-5

lcu(Ⅱ)I (mol/1)

Fig.6,Dependenceofpeakcurrentson
concentrationofCu(II).pH10.0ammo-
nium bu打er, 1×10-5M GSH,V-3V/S,
S-1.38mm2,(a):El-OV,(b):E1--0.45
V,0:Grstpeak, ●:secondpeak,○:
thirdpeak.

は 3.5×10~6Mで一定値を示した.また第2ピークは

1×10~さM まで現われていた.第3ピ-クは Cu(Ⅱ)

濃度の増大にともない,増大する傾向を示した.しか

し,初期加電圧を -0.45Vにすると第3ピークはほ

ぼ 5×10-6Mで-定植を示した.ピーク電流が一定値

を示した理由については,2つの原因が考えられた.

1つは第3ピークに相当する吸着種が電極表面で吸着

飽和に達した場合,もう1つはCu(Ⅱ)濃度が高くな

っても,溶液内では第3ピークに相当する吸着種の量

は増えない,すなわち Cu(Ⅱ)濃度,5×10~lMが当

量点の場合である.そこで,これを確めるためGSH,

Cu(Ⅱ)濃度をそれぞれ 2×10-SM,1×1016M とし

て測定を行なった.その結果,約 4JIAのピーク電流

値を得たことから,Fig.6-(b)で得られた-定借は

前者によるものではないと推定された.

一方,GSSGの場合には第3ピークに相当するピー

クは初期加電圧によらず,Cu(Ⅱ)濃度の増大にとも

ない増大する傾向にあった.

pH5.0の酢酸緩衝液中で Cu(Ⅱ)と GSH ある

いはGSSG の混合液を線型走査ボルタンメトリーに

より測定したが,pH10.0の場合 (Fig.5)と同様な

挙動を示した.pH5.0の緩衝液中で飼アマルガム電

極での反応を調べるため,以下の実験を行なった.

1×10~SM Cu(Ⅱ)を含む pH5.0の酢酸緩衝液につ

り下げ水銀滴電極を浸し,ヰヤビラ))-から一定量の

水銀を出し,つり下げた.初期加電圧を -0.3V と

し,任意の初期保持時間後,30秒間溶液を静止させ,

再び水銀滴をキャピラリー中にもどした.電極を水で

00.5 1.0 1.5 2.0
T(m上n.)

Fig.7.Relationbetween pre-electrolysis
time(T)inCu (ⅠⅠ)solutionandpeak
currentorthirdpeak.1×10~SM Cu(ⅠⅠ)
in Cu (ⅠⅠ) solution (pH 5.0 acetate
buffer),5×10~7MGSHorGSSGingluta-
thion solution (pH 5.0acetatebuffer),
E,=-0,3V,V-3V/S,S-I.38mm2,●:
GSH,○:GSSG.

洗浄役,5×10~7M の GSH または GSSG を含む

pH5.0の緩衝液に浸し,再度水銀滴を出した.初期

加電圧を -0.3V とし,初期保持時間 1分でカソー

ディックストリッピングボルタンメトリーによる測定

を行なった. このときの第3ピークのピーク電流 と

Cu(Ⅱ)溶液中での初期保持時間をプロットし,Fig.

7の結果を得た.1×10-5M の Cu(Ⅱ)と5×10~7M

の GSHあるいは GSSGを含む pH 5.0の緩衝液

中で初期加電圧を -0.3V,初期保持時間を 1分とし

て第3ピークの測定を行なった場合,GSH では約4

JLA,GSSGでは約 5pA のピーク電流を得た. した

がって Fig.7の結果から,銅アマルガム電極を用い

るとGSHの場合にはピーク電流は多少小さく,また

GSSG の場合には非常に大きく窺われたことになる.

Cu(Ⅱ)濃度 を 1×10~SM と し,GSH また は

GSSG の濃度による希3ピークの ピーク電流の変化

をカソーディックスト1)ッビングポルタンメトl)-に

より調べた.GSH について得られたポルクモグラム

を Fig.8に示したが,GSSGの場合にも同様な挙動

を示した.GSHの場合,初期加電圧を OV,初期保

持時間を 1分とすると,1×10~6M の GSH濃度 で

-0.70V に新たなピークが現われた (Fig.81(b)).

しかし,この濃度で初期加電圧を -0.2V,初期保持

時間を1分とし測定を行なうと,一0.70Vのピーク

は消え,陰電位側に肩を有するピークが -0.585Vに

現われた (Fig.8-(C)).ところが,初期保持時間を
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2分にすると,肩を有した.状態で -0.58Vと-0.61

Vにピークは分かれた (Fig.8-(d)).初期加電圧を

-0.3V,初期保持時間を2分とし測定すると,Fig.

8-(d)で分離していたピークは -0.60Vに1つのピ

ークとして現われ,Fig.81(C),(d)での肩は-0.68

Vにピーク電位を有する明瞭など-クとなった.
初期加電圧を OV,初期保持時間を 1分とし,1×

10~BM の Cu(Ⅱ)存在下で銅が関与した第3ピーク

のピーク宅流とGSH あるいは GSSGの濃度をプロ

ットし,Fig.9の結果を得た.両者とも2.5×10~8-

1×10~lM の範囲で直線関係を示し, この条件下で第

3ピークを利用した GSH,GSSG の間接定立が可能

であることが判明した. しかし,第3ピークの ピー

ク電位は濃度に依存していた.すなわち,GSHある

いはGSSG 濃度が 2.5×1018-1×10~8M の範囲で

GSHの場合には -0.47--0.58V,GSSG の壌合

10

5

A:萱】

oA i
H

O.5
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二 二

L l,L｣_ _ 1 __L LI
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Fig.9.Calibrationcurvesforthirdpeak
orGSHorGSSGwithcathodicstripplng
voltammetryin thepresenceofCu(Il).
pH5.0acetatebu打er,1×10~5M Cu(lI),
EL-OV,T=1min.,V-3V/S,S-2.22mm2,
+-GSH,0:GSSG.

には -0.48--0.61V と,そのピーク電位は濃度増

大にともなう陰電位移行を呈した.

また初期加電圧を -0.2Vあるいは -0.3V とし

同様な実験を行なったが,直線性は Fig.9よりも劣

っていた.

4.白金電極での挙動

白金電極を用い,線型走査ボルタンメトリーにより

GSH とGSSG の挙動を調べた.0.5MのKNO3溶

液中で GSH または GSSGの測定を行ない,Fig.10

の結果を得た.+0.1Vからの陰極掃引であるので遷

+0.1 -0.5 -0.9
E (y)

Fig.10.Linearsweepvoltammogramsof
GSHandGSSGonplatinumwireelectrode.
E.-+0･lV,V-10mV/S,(a):0･5MKNOS,
(b):(a)+1×10-IM GSH,(C):(a)+2.5×
10-1M GSSG.
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元反応を調べたことになる.GSH はすでに遭元型で

あり,分子内にさらに遼元を受ける部位はないが,

Fig.10-(b)のようなピークが得られた.pH2-10の

十数種の緩衝液中で測定を行なったが,このような明

瞭など-クは得られなかった.一方,GSSGの場合に

も0.5M の KNOS溶液中で明瞭など～クを得たが,

pH5.0の酢酸緩衝液,pH10.0のアンモニア緩衝液

中ではピークは得られなかった.0.5M の KNOa溶

液中で,これらのピークのピーク電流は5×10~5-1×

1013M の GSH あるいは GSSG濃度と直線関係を

示し,定量が可能であると考えられた.この濃度範囲

でのピーク電位は GSH の場合 -0.72--0.75V,

GSSG の場合 -0.61--0.67V であり, 濃度増大

にともなう陰電位移行を呈した.

pH10.0のアンモニア緩衝液中で 2.5×10-4M の

Cu(Ⅱ)にGSH またはGSSG の添加を行ない,

Fig.11の結果を得た.Cu(Ⅱ)のみの場合 (Fig･ll

-(a)),-0.10V と -0.55Vにピークが現われた･

これは Cu(Ⅱ)-Cu(Ⅰ),Cu(Ⅰ)-Cu(0)への波と

考えられた.3×10~lM の GSH を添加すると(Fig.

1ト(b)),Cu(Ⅱ)-Cu(Ⅰ)のピークは減少し,新た

にGSH添加によるど-クが -0.40V付近に現われ

+0.1 -0.5

B(V)

ー0.9

Fig.ll.Changeoflinearsweepvoltam-
mogramsofCu (II)On platinum wire
electrode by the addition ofGSH or
GSSG.pH 10.0amrnonium bu打er,El-
+0.1V,V-10mV/～,(a):2.5×101M Cu
(111,(b):(a)+3×10~lM GSH,(C):(a)+
5×10-lMGSH,(d):(a)+1,5×10~SMGSH,
(e):(a)+2.5×101M GSSG, (f):(a)+
1×10~SM GSSG.
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た.GSH濃度が 5×101M になると (Fig.1ト

(C)),Cu(Ⅱ)-Cu(I)のピークは消失し,GSH添

加により現われたピークは陽電位伽 (-0.35V)に移

行した.GSH 濃度がさらに高くなると, このピーク

は減少し,I.5×10~3M ではぼ完全に消失した (Fig.

1ト(d)).

一方,GSSG の場合にも同様な挙動を示し,2.5×

10~▲M の GSSG濃度で Cu(Ⅱ)-Cu(Ⅰ)のピーク

は消失した (Fig.ll-(e)).このとき現われたGSSG

添加によるピークのピーク電位は -0.40Vであっ

た.GSSG 濃度が高くなるとこのピークも減少した

(Fig.ll-(f))が,GSH の場合はど顕著ではなかっ

た.

考 察

FuhrandRabenstein(1973)はNMRを用いた

研究から,GSH と金属イオンの親和力が Hg(Ⅱ)>

Pb(Ⅱ)>Cd(Ⅱ)>Zn(Ⅱ)の服であることを報告し

ている.また LiandManning(1955)もpH測定法

により同様な結果を得ている.Figs.3,4での GSH,

GSSG のピ-クは表面に吸着した分子による もので

あり,金属イオンによるピークは主に溶液中のイオン

の拡散に起因するものと考え られた. もしGSH,

GSSG のピークが溶液内で金属イオンと結合してい

ない分子の濃度を反映しているとすれば Zn(Ⅱ)は

Cd(Ⅱ)よりGSH および GSSG に対する結合力が

弱いことになる.また Tablelの結果から,Zn(Ⅱ)

とGSH あるいはGSSGとの結合において,Zn(Ⅱ)

はGSH よりGSSG とより強く結合すると推定され

た.Pb(Ⅱ)の場合には,そのピーク電位が GSH,

GSSG のピーク電位と接近しているため,5×1016M

以下のPb(Ⅱ)濃度では外見上 1つのピークとして現

われた.このような場合,両者のピーク電流間には加

成性が成立するため,Tablelの結果より Cd(Ⅱ)

との結合力を単純に比較することはできなかった.

Cu(Ⅱ)とGSH またはGSSG との反応は非常に

複雑である.TrzebiatowskaeTal.(1977)はNMR,

EPR測定か ら,アルカ))性溶液中で Cu(Ⅱ)と

GSH のモル比 Cu(Ⅱ)ノGSH>1の条件では,2つの

非等価の銅が存在することを報告している.Miche-

lonietaE.(1978) は Cu(Ⅱ) とGSSG のモル比

Cu(Ⅱ)/GSSG≡;1で結合することを報告している

が,Kroneck(1975)はモル比 Cu(Ⅱ)/GSSG-2で

結合することを報告している.Miyoshietal.(1980)

は 【CuTLGSSG-CuH]Na一･6H20 を単離し,X線解
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析により, その構造を決定 している.Sugiuraand

Tanaka(1970)はペニシルアミンでCu(Ⅰ),Cu(Ⅱ)

による混合原子価錯体が生成す ることを報告 し,

KlotzeTal.(1958)もSH基を有する化合物につい

て同様な結果を得ている.このように一貫した結果が

得られていないのは,グルタチオンには配位可能部位

が多いこと,また pH により配位部位が変わりうる

こと,SH基とCu(Ⅱ)との間で酸化還元反応が起こ

ることなどが考えられている(MiyoshietaL.,1980).

KolthoLrandStricks(1951)は直流ボ-ラログラ

フイーでシステイン (RSH)と Cu(Ⅱ)の反応を調

べ,以下の反応のようにシスチン (RSSR)が生成す

ることを推定している:

2RS一十2Cu2+≠2Cu++RSSR (1)

2RS~+2Cu+≠2RSCu (2)

4RS~+2Cu≠2RSCu+RSSR (3)

GSH もこの反応に従うとすれば,モル比Cu(Ⅱ)/

GSH=ヨ1/2が当量点であることになる.Fig･6-(b)

のように初期加電圧を -0.45V とした場合,モル比

Cu(Ⅱ)/GSH>l/2で弟3ピークのピーク電流が一定

値を示したことはKolthoffらの結果 と一致する.

Fig.6-(a)のように初期加電圧を OV とした場合に

は第3ピークが-定借を示さなかったことについては

以下の理由が考えられた.第 1ピークはGSH とCu

(Ⅱ)が関与したピーク (あるいは両者による反応生

成物のピーク)と考えられること, またモル比 Cu

(Ⅱ)ノGSH>1/2でもGSH本来のピークが現われて

いることによるものと考えられた.また Fig.5-(d)

ではGSH本来のピークは分離 されていないものの,

まだGSHに由来する吸着種が吸着しているものと考

えられた.すなわち,一般に吸着ピークは対称に近い

形で現われるが,Fig.5-(d)の第3ピークは対称形

ではなく,脇電位側のピークの立ち上がりがゆるやか

であった.もし溶液内で RSHの場合と同様な反応が

生じているとすると,モル比 Cu(Ⅱ)/GSH>1/2で

はGSH本来のピークは現われないことになる.しか

しFi8.5の結果ではモル比Cu(Ⅱ)/GSH>1/2でも

GSH本来の汝が現われている. このような現象はペ

エシルアミンとCu(Ⅱ)の反応 (Forsman,1980)

でも認められている.GSH は水銀との親和力が非常

に強いため,溶液内では銅と結合していても水銀表面

では銅との結合が切れ,水銀に吸着しているものと考

えられた.すなわち,水銀表面では銅が関与した吸着

鍾 (算3ピークの吸着鍾)と銅が関与していない吸着

種 (算2ピークの吸着種)の間で括抗が生じているも

のと推定した.2つの吸着種の相対的な吸着力は,初

期加電圧が陽電位側になるほど銅が関与していない吸

着種の方が大きくなることが Fig.6の結果から推定

された.KuchinskasandRosen(1962)はペニシル

アミンの親和力は Hg(Ⅱ)>Cu(Ⅱ)であることを報

告している.

Cu(Ⅱ)を添加して得られる陽電位側の波,すなわ

ち第 1ピークは Cu(Ⅰ)を添加した場合にも現われ

た.このピークのピーク電位はCu(Ⅰ)→Cu(0)への

電位よりも陽電位であり,銅のみを含む場合のピーク

電流より著しく大きかった.よってこのピークも銅と

GSH の化合物によるものと考えられた.また, これ

に相当するピークは RSH と Cu(Ⅱ)系では得られ

なかった.

GSSG と Cu(刀)系で濃度が低い場合には GSH

の場合とほぼ同じ電位にピークが現われ,GSH の場

合と同様,GSCu(1)(第3ピーク)が生成しているも

のと推定された.しかしRSSR とCu(Ⅱ)系では溶

液内で RSCu(1)が形成されない(浜口･亀本,1960)

と同様,GSSG とCu(Ⅱ)系で も溶液内ではGS-

Cu(｡の形成は起こらないと考えられた.したがって

GSSGの場合にはGSCu(Ⅰ)の形成は水銀電極の表面

で生 じるものと推定 された.Forsman(1981)は

RSSR とCu(Ⅱ)の反応では水銀表面で次の反応が

起こると推定している:

Cu2'+2e+Hg-Cu(Hg) (4)

RSSR+2Cu(Hg)-2CuRSads+2Hg (5)

銅アマルガム電極を用いた Fig.7の結果は,この電

極で GSCum が生じることを示した.すなわち,

GSSG の場合にも式 (4)と (5)と同様な反応が生じ

るものと推定された.銅アマ ルガム電極を用いた場合

の方が,1×10~SM の Cu(Ⅱ)と5×10-7M の GS-

SG を含む溶液中で測定を行なった場合よりも著しく

大きな値を得たのは,Cu(Ⅱ)と GSSG が共存する

と銅アマルガムの生成が困難であることを示唆した.

この理由は溶液内で Cu(Ⅱ)とGSSGの錯体が生じ

ていること,および電極表面が吸着種により覆われて

いることなどが考えられた.またGSHの場合も銅ア

マルガム電極と反応し,GSCu(I)を形成するがGSSG

ほど反応しないことが Fig.7の結果から判明した.

Fig.8-(d)のボルクモグラムで現われた -0.58V

のピークは,GSH の濃度がさらに高くなると第3ピ

ークよりもさらに大きくなる傾向を示した.すなわ
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ち, このピークはGSH濃度が高くなると現われる吸

着ピークであると推定された.Fig.8の (わ と(d)

の比較から,初期保持時間が長くなるとこのピークは

現われている.したがって,この条件では電極の表面

でこのピークに相当する吸着種の生成には時間がかか

るものと考えられた.また (d)と (e)の比較から,

このピークは初期加電圧とも関係していることが判明

した.

GSHあるいはGSSG とCu(Ⅱ)の濃度が高くな

ると,吸着種だけでなく溶液内の拡散種によるピーク

も現われるため,Fig.51(e)のような複雑なボルク

モグラムが得られた.したがって溶液内でも数種の反

応生成物が存在することが推定された.

OssendorrovaandPradac(1970)は白金電極で

の GSHの挙動を調べ,0.5M の H2SO一中でGSH

は約 十1.4Vvs.NHEで GSSG に酸化されること

を報告している.白金電極を用いた場合に得 られた

GSHでのピークは,触媒水素波の可能性もあるが,

現在のところ断言し得ない.一方 GSSG のピークは

GSH に還元されるピークと推定した. この ピーク

が pH5.0の緩衝液中で得られなかったのは,この緩

衝液中で 白金電極による測定可能な陰電位限界が約

-0.5Vであるためである. また pH10.0の緩衝液

の場合には陰電位限界はKN03 の場合 とほぼ同じ

-0.9Vであった.しかし,GSSGがGSHに還元され

るのはプロトン関与反応であるため,pH10.0の緩衝

液中ではKNOSの場合よりさらに陰電位で現われる.

この理由によりpH10.0ではピークが認められなか

ったものと考えられた.

Cu(刀)とGSH またはGSSG の反応を白金電極

で測定した結果,モル比 Cu(Ⅱ)/GSH-1/2,モル比

Cu(Ⅱ)/GSSG-1でCu(Ⅱ)-Cu(Ⅰ)のピークは消

失した.この結果は溶液内での反応を表わすものと考

えられるが,Kolthofrらの反応 (式 (1)～(3))では

矛盾が生じる.すなわち,式 (3)ではモル比CU(Ⅱ)

ノGSH-り2で GSHの初濃度のり4畳の GSSG が

生成する.Fig.11の結果からCu(Il)とGSSGは

モル比 Cu(Ⅱ)/GSSG-1で反応することが示唆され

ているため,モル比Cu(Ⅱ)/GSH-3/4でCu(Ⅱ)-

Cu(Ⅰ)のピークは消失しなければならないことにな

る.また GSH,GSSG が当量以上存在する場合に,

新たに生じたピークが減少することについても溶液内

反応のみから推定することはできなかった.これらの

点は白金の表面状態も考え合わせ,今後一層の検討を

要すると考える.
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要 約

1. pH5.0の酢酸緩衝液中で,つり下げ水銀滴電

極を用いたカソーディックストリッピングボルタンメ

ト))一によりGSH,GSSG の挙動を調べたところ,

両者ともに -0.44Vvs.SCEにピーク電位を有する

単一ピークを与えた.

2. 初期加電圧を OVvs.SCE とし,初期保持時

間 1分とした場合,GSH あるいは GSSG のピーク

電流は 2.5×10~8-1×10~6M の範囲でそれぞれの濃

度と直線関係を示し,2.5×10~7M の GSHあるいは

GSSG のピーク電流は10倍量の Pb(Ⅱ),Cd(Ⅱ),

Zn(Ⅱ)の共存に対しても影響を受けなかった.

3. グルタチオンのピークは Cu(Ⅱ)共存によっ

て複雑な挙動を示す.すなわち,Cu(Ⅱ)とGSH共

存下では溶液内で吸着性の GSCuH)が生成すると考

えられる.一方,Cu(Ⅱ)とGSSGが共存する場合

には電極表面で GSCum が生成する.

4. GSCu(I)のピークを利用した GSH あるいは

GSSGの間接定量が可能である.

5. 白金電極を用い,線型走査ボルタンメトリーに

よりGSH,GSSGを測定したところ,緩衝液中では

ピークは得られず,支持電解質にKN03 を用いた場

合にのみピークが得られた.このときのピーク電流は

51xlOl5-1×10~3M の GSH あるいはGSSG濃度と

直線関係を示した.
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Summary

Thequantitativeanalysesorglutathiones (reducedform,GSH andoxidized
form,GSSG)andtheirelectrochemicalbehaviorhavebeenstudiedonthehanging
mercurydropelectrode (HMDE) Withcathodicstrippingvoltammetry.GSH or

GSSG gaveacathodicstrippingvoltammetricpeak(Ebc--0.44Vvs.SCE,pH5.0)
atHMDE.Linearcalibration curveswereobtained forGSH andGSSG inthe

rangebetween 2_5×10~8 and lxlO~6M.Thepeakcurrentof2.5×10I7M GSH or
GSSG hadnotbeen affected in thepresenceofPb(II),Cd(II)orZn(II)upto
abouttenroldamountsorglutathione.

ThevoltammogramsorGSH orGSSG werecomplicatedbytheadditionor

Cu(ⅠⅠ).Itwassupposed thattheadsorptiveGSCu(Ⅰ'wasformedinthebulkor
GSHandCu(ⅠⅠ)mixture.Ontheotherhand,theformationorthiscomplexoc-

curedatthemercuryelectrodesurfaceincaseofGSSG andCu(II)system. By

theuseorthepeakcurrentFrom thiscomplex,thecalibrationcurveswereob-

tainedforGSHorGSSGatpH 5.0inthepresenceorCu(ⅠⅠ).

Furthermore,GSH orGSSG gavelinearsweepvoltammetricpeakontheplati-
num wireelectrodeinKNOBsolution.Linearcalibrationcurveswereobtained for

bothGSHandGSSG intherangebetween5×10~5M andlxlO-3M.


