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メ チオ ニ ン 及 び類縁化合物 の 酸化ボル タ ン メ トリー

今丿手二口出1丿ミ  　，　　古
，
1．11　　ク、fi三　，　　フ1．　、鳬　　　　努　@，　　二L二　井　　　：∫

己

（1982 イ ト 1 月 6 日 受

） 　 グ ラッ シ… カ ー ボ ン 電 極 を 用い て
，
メ テ． オ ニ ン とその 類縁 化 含物 の 酸化 ボ ノ し タ ン

メ
ト リ ー に つ

て検il ’ 1 し ，
薄層 ブ P 一 セ ル ボ ル タ ンメ ト リ ー に よ る微量 分 析 へ の 適 用を

み た ・ 　 メ チ
ォニンは ，1．2Vvs ． 　Ag ／ AgCl に酸 化 電 流 を 示 し 微 分パ ル ス ポ ー ラ 卩 グ ラ フ 法

に よる

ー ク電 位
は
pHが 1 ｝ ’ li くなる ほ ど30 　mVlpH負 ttl ：位にシフト し ， 0 ． lmM か らL7mM の 濃度

範囲で 検 l
ft し た 結 果 ， 直線か ら ずれて ・ 多 少とも飽和 の 傾 lil 亅 を 持っピ ． 一 ク 電 流 一 濃 度 関 係が得 ら れた．1 ．2Vvs ． 　

／ AgCl で 定電位 電 解 後 一 1 引 暫 ク
ロ

マ トグラフ ィ ー ， 高 速 液 体 ク
P マ トグラフ ィ ー で 電 解 酸化生成物 を

li ° 1 し た 結 果 メ チ オ ニン 酸 化 生 成 体 は ，主 と し て メ チ オニ ソ ス ル ポ キ シド で あ るこ とを確認 し た．

． ． ． て 2 電 子 酸 化 に よ る 反 応 機構 が 考 えら れ る ． 薄 層 フμ 一 セ ル を 用 い る 定量では， 設定電位　1．2Vvs
　 Ag ／ AgCl において流 液と し て O ・ OI 　M 　リ ン酸塩緩 衝 液 （ pH 　3．0 ） を用い，100 　pm り 1 〜 5 　 n

l で 良 い直 線 姓が 得られ ，そのc．v ．1 直 は400 　 pmolで 4

7 ％ で あ ttt た ． 　 父 メ チ オ ニン を 含 む エ レ ド
ィ
シ ン 関 連 ペ プ チ ド と ラ ’モ タク ティ v ク ペ プ チド は

　 4以 上 で ピ ー ク 電 流 ： よ 認 め ら れ ずpH 　 4 以 下 で の み ピ ー ク 電 流 が 現れ ， そ の 感 度 はメ チ ナ ニ ン

比 べ て 約
50 ％ 低 い ， 薄 層 フ 卩 一 セ ル を用 い る こ れらの定 量では， 設定電位1．2Vvs ． 　Ag ／ AgCl にお

て ， 流 液 と し て O ．01M リン 酸 塩 緩 衝 液
（ pH 　 3 ． O ） を 用 い て ， エレドイシソ開 連ペプ チドは　IOO 　pmvl

see 　 pmol ，ケ モタ ク ティックベプチドは 100pmo1 〜 600 　 pmol 　 e ： ） 範 囲 で 直 線 の 検量 線 を 与

る が ， そ れ 以上 の 濃 度 では 直 線か ら ずれ ， 電 極 表面 へ の 吸 諮 の 影 響 が 推 定 さ れ た
．

以 上 の 結 果 か ら

ル タ ン メ ト リ ー は 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ の 検 出 器として メチ オ ニ ン 及 びメ チ オ 」 ン 含 イ 」 低 分 子 量

プチ ド の 分忻 に 使

で き こ

が 1晦 か め ら れ た ． 1 緒 目 　硫黄
含 有 ア

ノ 酸には，
システイン（CyS ） ， シ スチ ン（GyS − CyS ）

． メ チ オニ
ソ（Mct ＞　など が あり ， こ れ ま で CyS ， 　

S − Cys に 聞 す る ボ
ルタ
ン

メトリ ーは 多く の報 告が出
さ
れ て いる1）

s ） ． 最
近B ・ abcc ら ・ ）， 　R ・ yn − aud ら

р ﾍ ， カ ー ボ ソ ベ ー ス ト
，

金 ， 白 金 電極 を 用い て M

の ボ ル タ ン メトリーについて 簡単 に 報 告 し て いる が

そ の 詳 細な 挙 動， 及び 定 量 性 につ い て は 報 告 さ れ
て

な い ． 又 Mct 含 有 ペプ チ ドのボ ルタ
ン メトリー に つ

｢ ての 報告は見 当
た
ら な い ．著者 らは ，生 体 成分 の微量

d 気 分
析
法 研 究 の ． 環 と し て

，
Met

と そ の 類 縁 化 合 物 で

る s一カ ル ボ キ シメ チ ル ーL 一 シ ス テイン ， プ 卩 ピ ル ス

フ ィ ド，及び エ レド イシン 閾 連 ペプ チ ド ，
ケ モ タ ク

ィ ッ
ク ペ プ チドな ど

のMct含有ベブチドに つ い
て ， サ

イ ク

潟 b ク
ボ

ルタ ンメ　ト リー 　 （
CV

）
，
微分 ．パ ル．スボ ー ラロ

ラ 7 イ ー （ DPP ） ・ 薄 層 フ ロ ー セ ル ． 電 解 （ TL
j によ る ， 　＊

島大 学 医 学 部 薬 品 分
析

化 学 教室： 広 島 県 広 島 市雨 　

区 霞 1 − 2 − 3 酸 化ボ ルタ ン メトリーに より， そ の

極 反 応 機 構と 定 量 性 及 びピーク 電位

ピーク 流

温度， pH 依存性など

に つ いて 検 討 し た ので こ こ に 報告 す る． 2 　 実 験

@2 ・ 1 試薬及 び試料 　標 準 試 薬 と し て ， 　 シ グ マ 社 の M

，　 メチオ ニ yスル ポ キ シ ド 　 （ Met −） 0 ） ， 東 京 化 成 の

チ オ ニ ン ス ル ホン （Met →02 ），プロピルス ル フ ィ ド

s 一 カ ル ボ キ シ メ チ ルー レシ ス テ イ ン （ SCM − Cy
j ，蛋 白質 研 究 奨 励会 の エ レ ド イ シ ン 関 連 ペ プ チ

（ERP ） ，ケ

タク テ ィ ッ ク
ペ プチ ド （ CP ）を 用い，外は試薬 特 級をその

ま用 い た ． 　2・ 2
装 　 置 　 作 用 電 植は， 東海カー

ボ
ン社 の 　

− 20 　 （ 直 径
3 ．】51nm で pH 　3 ． 0 マ ッ キノし

ン緩衝液1111． 4V ，30 分 闇 活 性 化 し たも の 6 ｝ ） を，対

に は 白金 板 ， 参 照 竃 極 はAg ／ AgCl （0 ・
1MK

） を 用 い た ． 　CV の 測 定 に は 扶 桑 312 型 ポ ー ラ

グ ラ

と同 321 型 電 位 ス キ ャ ナ ーを ，TLV 測 定には東 曹 EC 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

幸艮　 交 今 非 ，吉 田 ，升 島，玉 井 ： メ チ オ ニ ン 及 び 類 縁化合物 の 酸化 ボ ル タ ン メ F リー 331

3　糸Ili 果

3 。 1CV によ る Met の 検 出

　0．1M リ ン 酸塩緩衝液 に 比較 1−．て ，
　 O・OlitSi リ ン 酸塩

緩衝液を用 い る と ぎ， 残余電流 が 減少 して 酸化波 は 多少

鮮明に 観測
一
で き る．

Fig ．1 は ，
0 ．01M 　 Vv 酸 塩 緩衝液 （PH5 ・O）を用

い て の 25 °C に お け る CV 図 を示す．判 然 と し た 酸化

ピ ーク 電流 が 見 られ ず ， そ の 再還元波もな い 非可逆的 な

波形 で あ る が，（1」 〜1．3）Vvs ．　 Ag ／AgCl に 濃度依存

性 の あ る 酸化 電 流 が 認 め ら れ る ．Met 濃度 （O．2〜2 ．O）

mM の 範囲 で 検 討 し た結果 ，
　 pH 　5，

7
，
9 に お い て 直線

か らず れ わ ず か に 飽和 の 傾 向を 示 し た 検 量 線 が 得 ら れ

た．

1
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o
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♂
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Fig．1Gyclic 　v ・ltamm ・ 9・am ・f　Met

　 　 　 　 pll　5．0；　Scan　rate ：30　TlbS・「！s

　3・2DPP に よる Met の定量

　Fig ．2，　 Fig．3 に Met の DPP （パ ル ス 電圧 10　111V
，

掃引速度 20mV ／s
，

パ ル ス 間隔 o ・5s） と pH 　6，7，8 に

お け る 検 量線を示す． DPP を用 い る こ と に よ り ，
　 CV

で は 見 られ な か っ た 鮮 明 な ピ ーク を 観測 で きた ． pH

6
，
7

，
8 に お い て ，（0．1〜1．7＞mM の 濃度範四 で 検討 し

た 結果，直線か らず れ わ ず か に 飽和 の 傾 向を 示 した 検 量

線 が 得 ら れ，pH が高 い ほ ど プ ロ
ッ トの こ う配 は 大 きく

現れ た ，又 そ の 温度係数 は ， 室温付近 で （1〜2）％！deg

で あ り吸着 の 大 き い 影響があ る とは 考 え られ な い ． ピー

ク 電位 は pH が 高 い ほ ど 1pH 一当た り 3〔l　mV 負電位

に ずれ た。

3・3Met の 電解酸化生成物の検討

　Reynaud らo は ア ミ ノ 酸の 電解酸化 に つ い て 報告 し ，

Met は カ
ーボ ン ペ ース 1・電極 に お い て RSO3 一

を 生 成

す る こ とを推定 して い る ．

　　　ノ
Fig．2D 戯 1
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Fig．　3　Calibrat量on 　c しu
’
ve 　of 　NTct

　　　　pulse　 voltamnnetr ＞
，

　 　 　 　 − D −− PH 　6．〔）；　一
「］
− pH 　 7・【，；

b｝
・
　dlffellential

一●
−

pll 　 Is．〔〕

　0．lM リ ン 酸塩緩衝液 （pH 　6，0）5ml ｝こ Met 　IO　Fmol

を 加 え た 後 ，
ア ル ゴ ン で 脱気 し な が ら L2V で 5 時

間定電位電 解 を 行 い 生 成 物 の TLC を観測 した ．展開

溶媒 は ，
プ 卩 パ ノ

ー
ル ： 酢酸 ： 水 ＝4 ； 1 ： 1 で 検出試薬

に ニ ソ ヒ ド リ ン を 用 い ，
105DC で 短時間加熱 し 発色 さ

せ た．Rf 値は そ れ ぞれ，　 Mct （0．47），　 Met −
＞0 （  ．18），

Met → 02 （0 ．23） で あ り ， 電解生成 物を展 開 させ た結果，

Mct −
＞0 に 相当す る ス ポ ッ トが 確認 で きた ．又 充 て ん 剤

に ス ル ホ ン 化 ポ ー
ラ ス ポ リス チ レ ソ ポ リ マ

ーを 用 い た ，

直径 O ．75 ・ m ，長 さ 7・5 ・ m の カ ヲ ノ・を 用 い ，溶離液 は

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

332 LUNSE 【ct 　 KAGAKU Vol．31 （1982）

0・2N ク エ ン 酸緩衝液 （PH 　3．0）， 溶離液の 流速 0 ．3

ml ／m 且n と し ， ポ ス ト カ ラ ム に よ る 検出試薬 に o一フ タ

ル ア ル デ ヒ ド （2ex；340nm ，2em ＝450 　nm ） を 川 い た

高速液体 ク 卩 マ ト グ ラ フ （HPLC ＞を用 い て
，
　 L2V

，
24

時間定電位電解後 の 生 成物を 検索 した ．保持時間 （りは ，

そ れぞれ Met （20　mi11 ），
　 Met − ＞0 （4．4min ），

　 Met → 02

（5．5min ）で ，
　 Met の 定電位電解主生 成物 が Met → 0

で あ る こ と を 確認 した ．又 本 実験 に お い て ， RSOs 一
は

検出 さ れな か っ た，RSO ゴ の 生成 に は CH ．， 基 と S と

の 結合 が 切断 さ れ な け れ ば な らな い こ とか ら ，
こ の 反応

は 起 こ り難 い と考え る ．

　
一・

般に Me1 の 酸化 に は ，次 の 二 つ の 反応機構が 考え

ら れ る 7）
−
s｝．

　 　 COOH
　 　 　 　

II2N−〔】H −CH2CH2 −・S．一（］Ha 十 20H −＿ 》

　　　　9・ ・ H 　 ♀
　　H2N −CH −CH2CH

，
−S （】H3 ト

ーH
，
O 　I　2e −

　　
……一 ・一 ・一 ・…………………………（1）

　 　 COO 一
　 キ 　　　

H3N −CH −〔】H2GH2 −S−CH
』
−

　 　 COO −
　 　 　　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ・I
　　CH −CH ，CH2 −S−CH

，
十 2H 卜 ÷ 2e − …（2 ＞

　 　 　
．．

　　　　　　　　　／
　 　 　 　

＼ NH

　 TLC ，　HPLC 　の 結果よ り，
Met の 電解酸化 で 主 と し

て Met →O が 生成 し て い る．又 Mct と 同様 の 操作 で

Met −・｝O ，　Met → 02 の ボ ル タ ン メ ト リ
ーを 試 み た が ピ ー

ク 電流 は 認 め られな か っ た ．こ れ らの こ とか ら式 （1 ）の

反応機構が妥当 で あ る と 考 え る．

　な お ，Met の 類縁化合物 で あ る SCM −CyS （HOOC −

　 　 　 　 　 COOH
　 　 　 　 　 　 　

CH2 −S−CH2 −CH ・−NH2 ）も，
　 m 弓 M に お い て ，

1．3V に

酸化波が 見 らカ ， 鎖状 ア ル キ ル チ オ エ
ー

テ ル で あ る プ 卩

ビ ル ス ル フ ィ ド （CH3 −CH2CH2 −S−CH2CH2 −CHs ） の 酸

化 DPP で は ，10−6M
に お い て 1．15V に 酸化波が見

ら れ た ． ブ 卩 ピ ル ス ル フ ィ ドが 高感 度 で 測 定 で きた の

は ，　 ピ ー一
ク 電流 の 室温付近 で の 温度係数 が 一〇．8 ％ ／

deg て
’
あ る こ とか ら推定 さ れ る よ うに ， 電 極 表 面 に 強 く

吸着 した た め と考え る．こ の よ うに Met 以夕トの チ ォ エ

ー
テ ル で も同様 の 結果が得ら れ る こ とが 分 か ・1 た．

O．45ml ／min で の TLV に お い て Met は 100　pinol“−

5　nmol ま で は 直線性 の よ い 検 量線 を 示 し ， そ れ 以上

の 濃度 で は 直線 か ら ず れ た ．400pmo1 て
’
の c・v ・値 は

4・7％ で あ り， 再現性 の あ る結果が 得 られ た．

　3・5Met 含有 ペ プ チ ドの分析

　 Fig．4 は ERP （Lys
−Phe−lle−Gly −Leu −Met −NH2 ）

の DPP を 示す．図 に お い て Met と類似 の ピ ーク が確

認 で きる が ，
Mct の DPP と比較 して 1× 10 −3M の と

き約 50 ％ 感度 が 低 下 して い る ．同 様 の 結果 が ト リペ プ

チ ドで あ る CP （For−Met −Lcu −Phe ） tこ お い て も観測 さ

れ た ．こ れ は 拡散係数の 違 い な どの 影響 に よ る と考え

る．又 こ れ らの ペ プ チ ドは pH 　 4 以下 で の み 酸化電流

を 示 t ，pH 　 4 以 上 に な る と ピー
ク 電流 は 消減 し た．高

い pH で 酸化電流 を 示 さ な い 溶液も pH を 下げ る と再 び

酸 化電流 を与え る こ とか ら，
こ の 変化 は pH に 関 し て 可

逆的 で あ っ たが，高い pH で 酸化 を生 じな い 理 由は 今 の

段階 で は 不 明で あ る，電気化学的酸化を受け る ア ミ ノ 酸

と し て は ，Met 以 外 に ，
シ ス テ イ ソ ，シ ス チ ン ，ヒ ス チ ジ

ン ，チ 卩 シ ソ ， ト リ ブ トフ ァ ン な どが考え られ る が ，
ペ

ソ チ ドに な る と 吸 着に よ る 電 極特性 の 劣化 な どの 障害 が

生 じて ．CV に よ る 再現性 の あ る デ ー双 は得難 くな る．

　 　 　 　 　 　 L2　 　 ユ．4
一 ト

ー一一
ト

ー1．0　　　　　　0．8　V 　哩，s．　Ag 〆A 臼CI

　3・4TLV に よ る Met の 定 量

　Met の 竜 解 酸 化 は ， 0 ．01　M リ ン 酸塩緩衝液 （pH
3 ・0）中 で 900mV 以 上 で 起 こ る．設定電位 1．2V ，

流液 0．OIM リ ン 酸塩 緩衝液 （pH 　3 ．0） を 用 い ，流速

　
　

　
　
　
　

／

　
　

跚ー
⊥

de

Fig．41 ）iffe匸’cntial 　 puIse　 voltammogram ・ f　 Met

　　　　 and 　eledoisin
一

童
1elaIed

　peptide

　 　 　 　 p 正1　3．0；　　Scan　ralc ：20　nlV1 ド

　 こ れ ら の 物質を高速度 で 電極 表面 を流す TLV に 適川

L た 結果 ，
34 と 同 じ条 件 で ，

ERP は 100　pmol 〜800

pmol で ，　 Cp は IOO　plno1〜600　pmo1 の 範囲 で 直線的

な 検 量 線が得 られ た ．しか し こ れ ら の べ プ チ ドは 濃度 が

高 くな る と検 量線 の こ う配 は し だ い に 飽和 して ．電極 表

面 への 吸着 の 影 響を免れ な か っ た ．

4 　結 論

Mct は 、 0 ．Ol　M リ ン 酸塩緩衝液 を 用 い て 酸 化 DPF

N 工工
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を 取 る こ と に よ り，1・2V 付近 に 濃度依 存性 の あ る ピ ー

ク が 確認さ れ ，　TLV を適用す る こ とに よ り 100　Plnol

〜5n ・nol の 範囲 で 直線的 な 検量線が 得 られ ，
100　pmol

の オ ーダ ーで 定量 が 可能 とな る こ と ，
400pmo1 で の

c，v ．値 4 ．7 ％ と，そ の 再現性 が 良い こ とを認 め た ．又

こ の 電極反応は Met ．
》O の 生成 に よ る もの で あ る こ と

が 分か っ た ．

　ペ プ チ ド中 の Met の 検 出は ， 酸化電流 を与え る 他 の

ア ミ ノ 酸残基 を 含 ま な い
．
低分子量 ペ プチ ドに 関 し て は ，

pH 　4 以
．
ドで 可能 で あ り， 又

一
般 に Met に 限 らず鎖状

ア ル キ ル チ オ エ ー
テ ル は ，

L2V 付近 に 濃度依存性の あ

る 酸化電流 を示す こ とを認 め た．本法 ex ，
　IIPLC の 分離

系 と組み ・合わ せ て Met 及 び 関連化合物 の 微 量1定 量 に 応

川 で ぎる．
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　The　 oxidatlve 　 voltammetry 　 of 　 methionine （Met ）

and 　 related 　 compounds 　at　 a　 glassy　 carbon 　 electrode

was 　studied
，
　 and 　was 　applied 　to　the 　 microanalysis 　by

using 　a　thin −layer 臼ow 　cell （TLV ）．　 Met 　 showed 　 an

玉rreversib1e 　and 　ob 呂curcd 　oxidation 　peak　at 　about 　L2

Vvs ．　Ag ／AgCl （0．lmol 　l一ユ KCI ）．　 Amore 　distinct
Met 　 peak 　 was 　 observed 　 by　 thc 　 differentiaL　 pulse

polarography （DPP ），
　 and 　 tlle　 DPP 　 peak 　 was 　 shifted

toward 　less　positive　potentials　with 　increas正ng 　pH 　by

30mV ／pH 　over 　 tlle　 range 　 pH 　6 〜8．　 Acurvilineai ・

calibration 　plot　was 　obtained 　in　the 　concentration 　1
・
ange

from 　 O．1mmol 　 l− 1　 to　 L7mmol 　 l−l
　 of 　 Met ．　 The

main 　product 　of 　Met 　by　 a　 c 〔mtrolled 　 pote】itlal 　 ele （：−

t【
’
olysis 　 at　 L2V 　was 　 confirmed 　to　be　Met　 sulfexide

by 　TLC 　 and 　HP 上C ，　 The 　detection　limit　of 　Met 　by

TLV 　was 　 100　pmoi 　with 　 a　hnear　 ca 匠Ebration　plot　 m

the 　 range 　 from 　lOO　pmo 【 to　5　nmoi ，　 and 　the 　 c．　v ．

value 　was 　4．7 ％ （within
−・run ） at 　400　pmol ．　 Eledoisin

related 　peptide （ERP ） and 　chemotactic 　I，epti ｛［e （CP ），

those 　 c（，ntaining 　Met 　in　 their　 amino 　 a 【：id　 sequel 】cc
，

wc1
・
e　 not 　 electrochemlca ！ly　 oxidizcd 　at 　 pH 　over 　 4，

but　 at 　lower　pH 　 they 　showed 　peak 　 curl
・
cnt ．　For　lhe

determination 　of　 ERP 　and 　CP 　 by　 using 　TLV 　 at 　a

controlled 　potential　of 　L2Vvs ．　Ag ／AgCl 　in　 O．01　mol

卜 l　I）hosphate 　buffer　（P】…｛　3・〔｝）　the 　linear　calibradon

plot　was 　yielded　for　ERP 　of （100〜 800）pmol 　and 　for

CP 　 of （100〜 600）pmol ．　 At　higher　conccntrations 　the

plot　tended 　to　dcviate　from 　the 　 straight 　line　probably
due　to　the 　adsorptilm 　on 　the 　 electrode 　surface ・

　　　　　　　　　　　　　　 （Received　JalL　6，　1982）

　　 Kev ロ o   P 加 vrse8

ele α rochemical 　 determination　 of 　 methionine 　 and 　 re．

　lated　compounds 　 by　 thin −layer　now 　 cell 　 voltam ．

　 Inetry ；　diffe璽
’
ential 　pulse　voltammctry ・
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