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グ ル タチ オン の 安定性 に及ぼ す微量元 素の影響 と安定化†
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Glut“thi° ne （GSII）w ・・ c 。 lnbined 　with 　t・・ ce 　el ・m ・nt ・ i・ i・f・・i・ n ・・ 1・ ti・ n　f・・ t。t。l　p。， ent 。，。l
nutr 三tion，　　　　　

The
　eff ・・t・ ・f　th… ace 　el ・m ・ nt ・ （・・PP・・

，
・i… nd ・e1 ・ni ・ m ）・n ・h， 、t。bility 。f

GSH ，　and
　
th ・ ・t・bili・ati ・ n ・f　GSH 　by　p ・。t・mine ・ulf ・t・ （PT ）・ nd ・・c・ ・bi・ a ，id （AC ） were

studied
　
by 「 eve 「sed −ph… high−P・・f・ mance 　liq・ id ・h ・・ mat 。9 ・ aphy ・・i・g　4−（・mi 。。

一
、ulf 。。yl）．7−

flu° 「°
−2，1β一b・n ・・ x ・di… 1・ （ABD −F ）・ The 　c・ nt ・nt ・ ・ f　GSH 　dec・ ea ・．・ed ・ i・ th・ p ，。、ence 。f 。inc，

copper ，　 and
　selenium

，　 in　that 　order ．　In　par ヒicular，14％ of　GSH 　 remained 　after 　 10　minutes
at

　
25 °C

　
i・ th・ p・ e・ence ・f　5μM ・f ・elenium ，　 Th ・ c ・ ・ t・・ t・ ・f　GSH 　d，， reas ，d　with 　an 　i。 ，，ease

i” 　 the　 c°ncent ・ati ・ n ・ f ・el ・・ium ・ GSH 　w … t・bili・・ d　by　PT ・ ・ AC 　 i・ th。　p ，e 、ence 。f　 t，ace
e 且eLnent ・ When

　
5・M ・f ・・p ・i・ s・lf・t・ w … dd・d　t・ ・h ・ GSII ・・1・ti・ n 　aft ・ ・ 20　mi ・ut ，、，39、5％

of 　GSH 　remained ．　　　　　　　　　　On　the　other 　hand，70．6％ of　GSH 　 remained しmder 　the　same 　 conditions 　 in
the　presence　of 　10rllg　of 　AC 　per 　ml ．

Keyw °「d ・
．・gl・t・thi… ；t・a … 1・・1・ nt ；hi蜘 ・・f・ rm ・… liq・id・h・・ m 、t。9，aphy ；P ，。t。mi 。。 ；

ascorbic 　 acid ； stability； ABD ．．F A

緒 言

　グ ル ．タ チ ォ ン （GSH ）は 生休内に 広 く存在 し ，

細胞 内 の 主要な 有機イ オ ウ 化 合物 の 位置を 占め て

い る
D ．また ， 肝疾患や ア レ ル ギ ー疾患そ して 薬物

及び重金属中毒な どの 治療に繁用 され て い る2州 ．

し か し， GSH は 水溶液中で そ の チ オ ー
ル 基が容

易 に 酸化 され ジ ス ル フ ィ ドを形成 し，薬効を減少

†1 本研究 の
一

部 は ， 臼 本 病院 薬 剤 師 会 関 東 ブ P ッ ク

　 第 19回学 術大会 （山梨，1989乍） で 発 表 ．
†2

新宿区戸山 1丁 目21−1 ；21−1，
Toyama 　1−chome ，

　 Shinjuku−ku ，　Tokyo ，162　Japan

させ る こ とも知 られ て い る，

　
一方，短腸症候群などに よる高カ ロ リー輸液療

法の長期施行患者に お い て ，微量元素の 欠乏症 の

出現が明 らか に され つ つ ある肌 　こ の よ うな患者

で は ，同
一

輸液中 で GSH と微景元素が血管確保

の 困難さな ど の 埋 由に よ り，しぽし ば配合され て

い る．しか し ， 輸液中で の 微量元素の 配合性 に つ

い て は ，

‘ ‘

重金属 との 配合性
”

な どの よ うに 論 じ

られ，個 々 の 微量元素との 配合性に つ い て の 報文

は 少な い ，

　そ し て ，GSH の安定化 に は硫酸 プ ロ タ ミ ン

（PT ） の 添加がすで に 知 られ て い る が，銅と の 配

N 工工
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尸

合時の み 酬 ・1三討て ，他の 微 il辷並素で は 服 II1・され て

い な い
1／．，更に ，抗 ヘ パ リ ン f乍用を有す る PT の

添1川 よ ， 臨床適用上 間題が 残 る．そ こ で
，

GSH

の 安定性 に 及 ぼす微量 元素の 影響と ア ス コ ル ビ ン

酸 （AC ） に よる安定化 に つ い て ， 高速液体 ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ
ー （HPLC ） に よる螢光 ラ ベ ル 化剤

4−（aminosulfonyD −7−fluoro−2，1，3−benzoxa−

diazole（ABD −F ）
コ

を用 い て GSH を定昂：し検

討 した の で 報告する ．

実 験 方 法

　1， 試　料

　Table 　 1 に 硫酸秬鉛 ， 硫酸銅 そ して 亜 セ レ ソ 酸

ナ ト リ ウ ム 注射薬 の 製剤処方を 示 す．各微 肚元素

は ，0．1，
1

，
5μM とな る よ うに 調製 した ， GSH

は注射 用蒸留水で 200！，M に ，
　 PT は 10， 25， 50

mg ／ml とな る よ うに 調 製 した ．　 AC は 0，1〜20

mg 〆ml とな る よ うに 注射用蒸留水で 調製 し た ．

　2， 試　薬

　ABD −F は 同仁化学耐究所製，硫酸亜鉛，硫酸

銅，GSH ，　 PT ，フ タ ル 酸 カ リ ウ ム ，液 ク ロ 用 ア

セ ト ニ ト リル ，ホ ウ酸そ して AC は 和光純薬工 業

製 ，
1匝セ レ ン 酸 ナ ト リ ウ ム は メ ル ク 社 製 を 用 い

た．そ の 他の 試 薬は す べ て 特級品を用 い た ．

　3， 装置及び器具

螢光波長 ・可変 モ ニ タ ー付島津高速液体 ク ・ マ ト

グ ラ フ LC −6A ，東興化学研究所 pH メ ー タ ー

TP100 ，大 洋化学 ll業 ウ ォ
ー

タ
ーパ ス シ ェ

ーカ ー

ハー
ソ ナ ル

ー10を使用 した．

　4． HPLC 法 に よ る GSH の 定量

　200μMGSH と 0．1〜5μM 硫酸銅 ，硫酸亜鉛

そ して 亜 セ レ ン 酸ナ ト リ ウ ム を室温
一
ド反応 させ ，

残存 GSH 量を Toyo ’
oka ら

7 ）

の 開発 し た 螢光

ラ ベ ル 化剤 ABD −・F を用い た HPLC 法 に よ り測

定 した ，更に ， PT と AC を配合 し ， 残存 GSH

墨：も同様に 測定 した ．

　分離 ヵ ラ ム は ，ODS （6mm × 15cm ，　Zorbax ），

移動相は ア セ トニ ト リル ／0．05M フ タ ル 酸水素カ

リ ゥ ム （pH 　4．0）＝ 8／92 （v／v ），カ ラ ム 温度は室

温，螢光波 長は 510nm ， 励起波長は 380nm で 測

定 した ，流速は 1．5m1 ／min と した 。

　前処理方法は Chart　1 に 示 す よ うに ，反応試

料溶液 0．6ml に 1mM 　ABD −F　lml と 0．2M ホ

ゥ酸 （pH 　O．8）0．5ml を加え，30 秒間攪拌後，

50° C ， 1 時間 イ ン キ ュ
ベ ーシ ョ ン し ， 5 分氷冷後 ，

0．1N 塩酸 0．5ml を加え ， そ の 20μ1 を HPLC

に 注入 した ．な お ，微量 元素が こ の 定量法を妨害

しな い こ とを確認す る た め に ， GSH と微量元素

を混和 ， 静 置 し，5 分後の 残存 GSH 量を ABD −F

と の 反応時間 （5 ，
10，30

，
60

，
120及び 180 分間）

を変え て 測定 した．

　5．　検量線の 作成

　 GSH 標準溶液 と して 10， 50， 100， 200 及 び

400μM の 各濃度を用い ， 前述の 前処理力法に 従 っ

（

Table 　1．　 Formu 且ae 　 of　Trace　Element　Preparations

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 a
− jection

Zinc　 suitate 　 　 　 2．B759

　 　 （ZnSO4 ・7H2 ｛⊃）

Water 　for　injectiens　 to　 500 　ml

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 c
鋤 皿 」 pl豊血 ＿＿二

Natrrum　 selenite 　 　 O．0839

　　（Na2SeO3 ・5H20 ）

Water 　 for両 ectio 冂s　 to　 500mI

鋤 ＿ i虹

Copper　sulfate 　　　　　　　　　O・6249

　　 （C 凵 SO4 ・5H20 ）

Sodium 　Iactate （50 鬼｝　　62Sg

Wa 量er　for　 i巾 ctiens 沁 500 　ml

aZ
。 2。岬 。 （1．3。 、）献

bC
。 ・pm 。1（。．3 。 、V。 1，

cS

， 。．63P 。 ・・（・。P、｝1・ 1
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9．　ample 　O．6m1

　 ！

　；　
−1mM 　ABD −F　1。OITIt

　旨』
　

一一．−02M 　Borate （pH 　O．8，　 Na ＋

）0．5m 旦

vortex 　30　g．　ec

incubation　lhr　（500C ）

c．oeling 　on 　ice　water 　（5min ）

　 − O．1N　 HCI 　O，5ml

　 20μlinjection　to　I亅PLC

IIPLC 　 cODdition

　Colunm ，　 Zorl〕ax −ODS ，15cm ×4．6mm 　 i．d．；

　 mobile 　phase ，　 cH3CN10 、05M 　potassium　biph−

　thalate （pII　4．0）＝8192； frow 　rate ，　1．5ml ！

　 Mill ； Em 　510nrn，　 Ex 　380置m ユ

　 Chart　 1．　 Analytical　Iコ
rocedure 　for　GSH

て 処理 した ． ピーク 面積を用 い た絶対検量線法 に

よ り検量を作成 した．

結果及び考察

　1． 定量法に及 ぼす反応時間の影響

　Fig．1 に 示す よ うに ， 亜 セ レ ソ 酸ナ 1・リ ウ ム

と GSH との配合を除い て ，残存 GSH 量 の 安定

した 定量 に は ， か な りの 反応 時間を要す る こ とが

確認され た ．したが っ て ， 残存 GSH 景と ABD −F

と の 反応 は ，50 ° C
，
1 時間と設定 した．

　2，　 残存 GSH 量の 定量

　Fig．2−A に 示す よ うに ，　 GSH の ピ ー
ク ば 良

好 に 検出 さ れ，妨 害 ピーク も認め られず，保持時

間は 4 分 と短 か っ た ．ま た ， GSH の 倹晴線を定

陵条件
一
ドで 作成 した結果 ，

Fig．2−B に 示 す よ う

に 5 か ら 4001tM の 範囲で ，ほ ぼ原点を通 る良好

な回帰直線が 得 ら れ た （y＝1002xl20070 ，r ＝

O．998）．

　3． GSH と微量元素と の 配合性

　GSH ぱ水溶液中で Fig．3 に 示す よ うに ， 60

分 まで ほ ぼ 100％ の 含 ！宣を有し て い た が ，微鼠 元素

を等 モ ル 配合す る こ とに よ っ て ， 経時的に GSH

の 残存率は ，硫酸亜鉛〉 硫酸釦〉亜 セ レ ン 酸ナ ト

リ ウ ム との 配合順 で減少 し た ． GSH と 各微摩：元

（
决

）
層一
 一
〉

1

o

Fig．1，

　 　 　 1　　　　　　　　 2　　　　　　　　　3

　 　 Reaction 　Time （hr）

Timc 　Courses　of　React正on 　Yield　Ob −

tained 　from 　Glutathione　（GSH ） with

ABD −F　 and 　 Presence　 of　 Meta1　 Ion
（5s・M ）．

　The 　yields　were 　 calculated 　based
oll　the　fluorescence　intensities（Ex 　380
nm

，　Em 　510nm ）of 　 authentic 　ABD −

GSHO

：GSII，▲ ：GSH 十 SeO32−，
■ ：GSH 　1・Zn2＋

， ● ：GSH 十Cu2 ＋

素は 選択的 に 反応 し，微量元素との 配合 10分後 の

GSH の 残存率ぽ ， それ ぞれ 78．4， 48．4 そ し て

16．3％を示 した ．さ らに Fig，4 に 示すよ うに ，

亜 セ レ ン 酸 ナ ト リ ウ ム との 反応 に お い て は 用 量依

存性を示 し，亜 セ レ ン 酸 ナ ト リ ウ ム の 添加量が多

い ほ ど GSH 量 は 減少 した ，

　セ レ ン em，近年特に 注 日され る微 tL元素 の
一つ

で そ の 薬理作用と共に ， 膀胱癌等に 効果を発揮

す る シ ス プ ラ チ ン の 毒性を緩解する 目的 に も用 い

られて い る
s〕．現 在 3 種類 の セ レ ソ 製剤が 知 られ

て い るが，最 も繁用 され ， 良く研究され て い る亜

セ レ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム は 化学的に 不安定で ，
セ レ ン

酸ナ ト リ ウ ム と L一
セ レ ノ メ チ オ ニ ン は 化学 的 に

は 安定 と さ れ て い る，また ， そ の 薬理効果は それ

ぞれ異な り，投与時 に は注意を要する
U）．そ し て ，

セ レ ン は チ オ ール 類 と非常 に 選択的 に反応 し，セ

レ ノ ト リ ス ル フ ィ ドを生成する こ とが知 られ て お

り，同様 の 機序で GSH を酸化 し て い る と考 えら

れ る．銅 イ オ ン は GSH の ス ル フ ヒ ドリル と結合

し ， 亜鉛 イ オ ン ぽ GSH の カ ル ボ キ シ ル 基 よ りも

ス ル フ ヒ ドリ ル と結合する と考え られ る．更に ，

微量 冗素に よ る GSH の 酸化はそ の 微景元素自身

肅

A
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Concerltration　 of 　 GSH 　〔μ M ）

　　　　Time （mln 〕

　　　　　　　　　　　 Fjg．2．　Assay　 of　GSH 　Remained

（A ） Chr 。 m ・t。9 ・am 。 f　G1… thi・ ne （GSH ） with 　ABD
−F （・）・ ・d ・ Blank （b）

（B ） C 。librr・i・一 ・v ・ f・ r　the　d ・・ernlina ・i・ ・ f… 1・t・・hi・ n ・ （GSH ）with 　
ABD −．F

宀

（
凹

〕
　咽
匸

 剃
‘

OO

　

工
峅

O

Fig．3．

　 　 　 　 　 Time ｛ mTn ｝

Stabllity　of 　Glut　ic　thione （GSII）in　the

Ahs．　ence （
．．一一

）　and 　Presence　（一 ）

of 　Metal　 Ion （5μM ）（nlean 土 S．D ．，　 n

＝5）

○ ： GSH ，■ ： GSII 十 Zn2＋・

● ：GSH 十 Cue＋

，▲ ：GSH 十 SeOa　
““一

の 還元 を 伴 うた め ，緇胞成分 との 反応性 が変化す

る こ とが知 られ て い る． 例えぽ銅 イ オ ン は GSH

を酸化する と同時 に GSH 還元酵素活性を も阻害

（
択）

芒
£
匸

o

り

1・

8

　

2

工
uり
O

Fig．4．

　 　 　 　 　 Time （min ｝

Effect　 of 　 Amount 　 of 　 Sclじ niuln 〔，11　the

Stability　 of 　Gluta重hione （GSH ）（mea11

± S．1）．，n ＝5）

○ ： GSH ， ● ：GSH 十SeOs2− （0．　ll．t），
’1），

口 ：GSH 十 SeO 評
一

（1μM ），

▲ ：GSH 十 SeO ，
2−

（5μM ）

し， GSH 濃度を減少させ て 酸素 ラ ジ カ ル を増加

させ る結果 ， 細胞機能を障害する
1航
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Table　 2・ Eff・d ・ f　P ・… mil ユ・ （10m9 〆・ ・1）・ nd 　 As… bi・ A 、id （・Om9 〆1。 1）
　　　　　

〔〕nUle
　Stabih しy 〔｝『 Glutathione （GSIS）［n　thヒ Presence　of　Metal

　　　　　Ion　（5μPレ1）　after 　20　Nlinutes

GSH 　 Conten±　‘駕）

M 巳tal（5みm ・ 1／P　Ab ・ ・ n ζ ・ P ・・耄・ mi ・・ U 。 m 、／rm喚 、。，b；， 副 伽 9，rml）

ZnCuSe 68 ．8 ± 7．5

39 ．51ヒ1，25

．2± 1．o

96．6 ± 7．3

45 ．6 ：ヒ5β

5．3 ± 6．7

84A ±1，4

70 ，6 ±4．9

19 ．4 ± 2．8

Each　datum 　represents 　the　 mea 冂 土 S．D．（冂 ：5 ）

100

　 80

蓑

咽60

冨
書

840

器
020

　そ こ で ，PT 以外の 安定化剤に つ い て 検討 し た

とこ ろ，AC の添加に よ っ て ，硫酸亜鉛を除い て

PT に よ る効果を上 回 っ て GSH は 安 定 化 さ れ

た ．AC に よ る GSH の 安定化に お い て ，　 Fig．
5 に 示す よ うに ，安定化 の 極大 量が AC で は 見ら

れた．今後は ，各微量元素と AC 自身 の 安定性に

つ い て ， 更に体内で の 安定性，代謝及び 臨床効果

等 に つ い て も検討す る 必要がある．
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Fig．5．　Effect　of　Ascorbic　Acid （AC ） on 　the

　　　　 Stabilization　 of 　Glutathione （GSH ）in

　　　　 the　 Presence　 of　 Cupper　 Ion　（5μM ）

　　　　Standing　20　Minutes　at 　20°C （mean ±

　　　　 S．D ．，　 n ＝5）

　4． AC に よ る GSH の 安定化

　GSH と微量元素 との配合 に お い て ，残存 GSH
r）：の 低下 が認め られ た が ，Table　2 に示 す よ う

に ，PT の 添加に よ っ て GSH の 残存率ぽ増加 傾

向を示 し ， 硫酸亜鉛 と の配合時 ， GSH の残存率

は 1．4 倍増加 した ．しか し，硫酸銅 との 配合 に お

い ては ， 増加傾向は み られた もの の 有意差は 認 め

ら れ な か っ た ．亜 セ レ ソ 酸ナ ト リ ウ ム との 配合で

は ，安定化され なか っ た ．PT に よ る GSH の 安

定化 は ，GSH の チ オ ー
ル 基が PT 分子上 の グ ァ

ニ ジ ル 基 と結合 し， GSH 分子が互 い に 引き離さ

れ て S−S 結合 しに くくな る た め と考え られ て い

る
6〕．抗 ヘ パ リ ソ 作用を有す る PT を補液中に添

加する こ とは ，臨床上 問題が残 る，

結 論

　GSH と特定の 微量元 素との 配 合 に よ っ て ，

GSH の活性は低下 し， そ の 酸化反応 に は選択性

と用量依存性 が認め られた ．安定化に は ，PT あ

るい は AC の 添加が有効で あ り ， 特 に AC の 配

合 に よ っ て ，亜 セ レ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム に よ る GSH
の 含景低下 を約20％ ま で 抑制す る こ とが で きた ．
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