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銅 （II）−1，
10一フ ェ ナ ン トロ リン錯イオン との 酸化還元

反応を利用す る シス テ イン の 吸 光光度定量法

森田み ゆき
O ＊

，上舘　民夫 ， 渡辺 　寛人
＊＊

（1991年 10月 24 日受理 ）

　銅 〔II）−1，10一フ ェ ナ ン トロ リ ン 錯 イオ ン と シ ス テ イ ン と の 酸化還元反応 で 生成す る 強 く着色 し た 銅一

（1｝−1，
10一フ ェ ナ ン トロ リ ン錯 イオ ン の 吸光度 の 測定か ら シ ス テ イ ン を 定 量 す る 方法 を開発 し た，90％

ジ メ チ ル ス ル ポ キ シ ド中 で 反応 は化学量 論的 に 進行し，生成 し た 銅（1）−1，10一フ ェ ナ ン トロ リ ン 錯イオ

ン の 吸光度 は 15 分間
一

定 で あ っ た ．検量線 は ，検出下限 で ある 5．0× 10
−
5
　mol 　dm

−
3
か ら 2，0× 正0

−
／s

rnol 　dm
−一

：1
の 範囲で 良好 な 直線とな っ た．8．〔｝× IO

− 4
　mol 　dm

− ll
シス テ イ ン の 1  回の 繰 り返 し 測定 の 相

対標準偏差 は 1％ で あっ た．又，本法を用 い て パ ー
マ 剤中の シス テ イ ン の 定量を行 っ た結 果 ，

エ ー
ル

マ ン 法に よ る 分 杤値 と よ く
一

致 した．

1 緒 言

　 チ オー
ル 基 を有 す る ア ミ ノ 酸 や タ ン パ ク質な ど の 定量

は，生 化 学，食品 化 学 あ る い は繊維化 学 な どの 分 野 に お

い て 重要で あ り，こ れ ま で に 種 々 の 測定原理 に 基づ く定

量 法 が 開 発 さ れ て き た
i〕．

　著者 ら は 先 に ジ メ チ ル ス ル ポ キ シ ド （DMSO ）中 の

銅 （II）
−1，1 一フ ェ ナ ン トロ リン （phen ）錯 イオ ン ｝［Cu−

（II）（phen）。］
2 ＋ iが 等 モ ル の 疎水性 チ オー

ル と反応 し

て ，強 く着色 した ［Cu （1）（phen ）。］
＋

を生成 す る こ と を

見い だ し，［Gu （1＞（phcn）。］　
＋

の 吸光度 の 測 定か ら疎水

性 チ オー
ル を 定量 す る 方法 を 報告 し た

2 ）3 ）．本研究 で

は，親水 憔 チ オール で あ る シ ス テ イ ン と ［Cu （II＞一

（phcn）。］
2＋

と の 酸化還元反応 を利用 す る シ ス テ イ ン の

吸 光 光 度 定量 法 を確立 し，そ れ を パ ーマ ネ ン トウ エ ーブ

用剤中の シ ス テ イン の 定量 に 応用 し た と こ ろ
， 良好 な 結

果を得 た の で 報告 す る．

2 実 験

　 2・1 試 薬

　試薬 は す べ て 市販の 特級品を特 に 精製 せ ず使用 した ．

水 は 蒸留後，イ オ ン 交換 処 理 し て 使用 し た ．［Cu （II）一

（phen）n］
？＋

の 調製に は硝酸銅〔II） と 1，IO一フ ェ ナ ン ト

ロ リ ン の
一

水和物 を使 用 し た．シ ス テ イ ン 標準溶液

（2．exIO
−
2
　mol 　dm

−
3
）は pH 　2．5 の 塩 酸／塩化 カ リウ ム

緩衝溶液 を用 い て調製 した．測定用 の シス テ イ ン溶液 は

標準溶液 を塩酸／塩化 カ リウ ム 緩衝溶液 （pH 　2．5）で 順

次希釈 し て 調製 し た．

　 シス テ イン を主成分 と す る コ
ー

ル ドニ 浴式パ ー
マ ネ ン

トウ エ
ーブ用剤 （以下 パ ー

マ 剤 と略記） は市販品を使用

した．

　2 ・2 装　置

　吸 収 ス ペ ク トル 及 び 吸 光 度 の 測 定 に は 島津製 マ ル チ

パ ーパ ス MPS 　2000型 分光光度計を 使用 し た．セ ル は

光路長 lcm の 石英 セ ル を使用 し た．

＊

北海道教育大学札幌分 校 ： oe2

　　い の 里 5 条 3丁 目 1番
＊ ＊

　北 海 道 大学 工学 部 ： 06 
　 8

．
亅
−
目

北海道札幌市北区あ

北 海道 札 幌市 北 区北 13条西

　2 ・3　操　作

　分析条件 の 検討 で は，水
一DMSO 混合溶液 を用 い て

［Cu （H ＞（phen）。］
2 −i

溶液 及 び シ ス テ イ ン 溶 液 を 調 製

し，そ れ ぞ れ IO　cm3 を 50　cm3 の バ イア ル 瓶 に 入 れ て

室温 で 反 応 を行い
， 反 応 5 分後の 444nm に お け る 吸光

度を測定 し た．最適銅（II）濃度及 び phen 濃度 の 検討を

除 い て ，［C ・ （II）（ph・ n ）n ］
2 ＋ V：　 1．0× ld

− 2m
・l　dmrr3 の

銅（II）及 び 4．OXIO
− 2

　mol 　dm
− 3

の phen を用 い て 調製

した．又 ， シ ス テ イ ン は LOXIO
−
3
　mol 　dm

−
3
の 溶液 を

使用 し た．

　シ ス テ イン の 定量 は 以下 の 操作 で 行 っ た ．DMSO 中
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で 銅 （ID 及 び phen の 濃度 が そ れ ぞ れ 1．OXl 『
2
　mol

dm
−
3
及 び 4．0× 10

−
2mol

　dm
−
3

に な る よ う に 溶解 し ，

［Cu （iI）（phcn ）n］
2 ＋

を調製 し た，［〔〕u （II＞（phen ）。］
2＋

を含む DMSO 　9．O　cm3 を 25　cma の バ イア ル 瓶 に 分 取 し

た．次 に
， 塩酸／塩化 カ リ ウ ム 緩衝溶液 （pH 　2，5）で 調

製 し た シ ス テ イ ン 溶液 LOcm
呂

をバ イア ル 瓶 に 入 れ，5

分間室温 で か き 混ぜ た．そ の 後，反応溶液 を石英 セ ル に

入れ，か ら試験液 を
．
対照 に して 444　nm に お ける吸光度

を測定 した．か ら試験液 に は シ ス テ イン 溶液の 代 わ りに

塩 酸 ／塩 化 カ リウ ム 緩 衝 溶 液 （pH 　2．5） を用 い た．

　パ ーマ 剤中の シス テ イン の 定量 で は
， 試料約 O．5　cm3

を分 取 し，ひ ょ う量 後，こ れ を 塩酸／塩化 カ リ ウ ム 緩衝

溶液 （pH 　2．5）で 1　．O　dma に 希釈 して 試料溶液 と した ．

こ の 試料溶液 の LOcm3 をバ イアル 瓶 に 入 れ
， 同様 な 操

作 に よ り ，
パー

マ 剤中 の シ ス テ イ ン濃度を定景 した．

3　結果及び考察

　3・1DMSO 一
水混合溶液の 最適組成 の 検討

　シ ス テ イ ン と ［Gu （II）（phen ）．］
u ＋

との 酸化 還 元 反 応

に お い て も，疎 水 性 チ オ ール の 場 合 と同 様 に 非水 溶媒 に

は DMSO を使用 した．い ま，疎 水性 チ オー
ル の 定量 で

は，疎水性チ オー
ル が 溶解し て い る ヘ キ サ ン と ［Gu −

（II）（phen）n］
2＋

が 溶 解 し て い る DMSO の 2 相 か ら成

っ て い る が ， シ ス テ イン の よ う な親水性 チ オール の 定量

に お い て は，反応溶液 は 水と DMSO の 混合溶液とな

る．従 っ て，シ ス テ イ ン （RSH ）と ［Cu （II）〔phen）n ］
2 ＋

と の 酸化還元反応 で 生成 す る ［Cu 〔1）（phcn＞n］
＋

の 吸光

度の 測定 か ら シ ス テ イン を定量する た め に は，次式 に 従

っ て ［Gu （II）（phen＞。］
2＋

が 化 学 量 論 的 に ［Cu （1）一

（phen ＞n］
＋

に 還 元 さ れ， か つ ， 生 成 し た

［Cu （1）（phen）n］
＋

が 安定 に 存在 す る 水 と DMSO の 混

合組成 を求め る必要が あ る．

2［Gu （II）（phen）t」］
u＋

十 2RSH −−

　　　　　　2［Gu （1）（ph・n ）n ］
＋

＋ RSSR ＋ 2H
＋

　 そ こ で，種 々 の 組成 の 水 ［塩酸／塩化 カ リウム 緩衝溶

液 （pH 　2．5＞］−DMSO 混 合溶 液 を 用 い て ，［Cu （II）一

〔phen）n］
2 斗．

及 び シ ス テ イ ン 溶 液 を 調 製 し，反 応 を 行 っ

た．各反応時間 に お け る ［Cu （1＞（phen ）。］
＋

の 生成量 は

444　nm の 吸光度 の 測定か ら 求 め t：　
’2）．　 Fig．1 に 示 す よ

う に ，DMSO の 容 量 比 が 90％ の 条件で ，吸光度は 15

分 間 一定 で あ っ た．こ の 条件 で の ［Cu （II）（phen）n 』
2 ＋

と シ ス テ イ ン と の 反応 の 化学景論 を確認 す る た め ，シ ス

テ イ ン溶液 の 代 わ り に等濃 度 の ア ス コ ル ビ ン 酸 溶 液 を調

o．4

3
　
　

　

2

0
　

　
　
　
　　
0

の
P
詔

邸

』

』

Oの
』

＜

0．1

00123

Reaction 　time ／min45

．

Fig．1　E飾 ci　 of 　 reaction 　 time 　 on 　 absorbance 　 in

aqucous 　DMSO 　solutions

DMSO ： 090 ％，● 80％，△ 70％，▲ 60％，口

40％， ■ 20％， ▽ 0％． Cu （II＞− LO × 10M2m ・l
dm

− 3

；phen
＝4，0× IO　 2

　mol 　dm
− 3

； cysteine ＝LO 　X

IO
− 3mol

　dm
− s

製 し て ， 同 様 の 操作 に よ り吸 光度 を 測 定 した．そ の結

果，二 電子還元剤で ある ア ス コ ル ビ ン 酸を用 い た場合，
・．．電 子 還 元 剤 で あ る シ ス テ イ ン を用 い た 場 合 に 得 ら れ た

吸光度 の 2倍 と な っ た ．従 っ て
， 90％ DMSO 中 で は シ

ス テ イ ン と ［Cu （II｝（phen）。］
u＋

と は 等モ ル ずつ 反応 し

て い る もの と 考え ら れ る．し か し，DMSO の 容景 比 が

減 少 す る に 従 っ て ， 反 応 初 期 に お け る

［Cu （1）（phen ）。］
＋

の 生 成量 が 減少 し，
．
又，反応時間 に

伴う吸光度 の 滅少速 度が 増大 して い る．こ の 原因 は水 の

容量 比 が 増大 す る に 従 っ て ，溶存酸素 に よ る ［Cu （1｝一

（phen ｝。］
＋

か ら ［Cu （II）（phen＞。］
2 ＋

へ の 再酸 化 が よ り

進行 す る た め と考え られ る，以上 の 結果 か ら，以下 の 検

討 に お い て 反応溶液 に は 容量比 90％ の DMSO 溶液を

使用 し， 吸光度 は 反応 5 分後 に 測定す る こ と に した ．

　3 ・2　最適測定条件の 検討

　pH の 影 響 ： 塩酸 ／塩 化 カ リ ウ ム 緩 衝 溶 液 （pH

1．0〜2．5）あ る い は ク エ ン 酸緩 衝 溶液 （pH 　2．O〜5．e＞を

用 い て 種 々 の pH の ［Cu （1！）（phen ）。］
2 ＋

及 び シ ス テ イ

ン 溶液 を 調製 した．次 い で ，種 々 の pH 条件 で 反 応 を

行 い ，吸 光度 の 測 定 を行 っ た，Fig．2 に 示 す よ う に pH

2 以上 で 吸 光度 は
一

定 に な っ た が，pH 　4 以上 で は 溶液

が 白濁 し た ．又 ク エ ン 酸緩衝溶液 を使用 し k 場合，反応

時 間 が 2 分 以 上 に な る と ［G ロ （1）〔phcn）n］
＋

か ．ら

［Cu （II）（phen）。］
2＋

へ の 再酸 化 が 始 ま っ た．従 っ て ，

N 工工
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Fig．2　Effect　of 　pH 　Dn 　absorbance

Cu σ1）三1．0× 10
．

2mol
　dm

−
3
； phen

＝4．0× 10
−
2mol

dm
− 3

；　 cysteine ；1．0× 10
− s

　mol 　dm
−

！

；　 DMSO ：

90％
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Fig．4　Variatbn　of 　 absorbance 　with 　copper （II）
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Fig．3　Effect　of 　phen　concentr 缸 ion　on 　absorbance

Cu （II）＝1．0× 10
− 1mol

　dm
− 3

；　cys しcine ＝ 1．0× 10
−

：a

mol 　dm
− s

；DMSO ： 90％

緩衝溶液 に は pH 　2．5 の 塩酸／塩化 カ リウ ム 緩衝溶液 を

用 い る こ と に し た ．

　phcn 濃度 の 影響 ： 銅 （II＞（LOXI 『
2mol

　dm
− 3

＞ に

対 す る phen の 濃 度 比 を 1〜8 の 範 囲 で 変化 さ せ て，

［Gu （II）（phen）n ］
2 ＋

を 調 製 し ， シ ス テ イ ン と の 反 応 を

行 い
， 吸 光 度 の 測定 を 行 っ た ．Fig．3 の 結 果 か ら，

phen 濃度 が 増大す る に 従 っ て 吸光度 は増大 し，濃度比

が 3 以 上 で 吸光度 は一定 と な っ た．そ こ で，最 適 phen

濃 度 は Cu2
−
＋

濃 度 の 4 倍 と した．

　銅｛II）濃度 の 影響 ： 銅 （II）濃度 を 1．0× 10
−

5
か ら

0．10　mol 　dm
−．
3

の 範 囲 で 変 化 さ せ て ［Cu （II）一

（phen＞n ユ
2＋

（［phen］／［Cu ］＝4）を調製 し，シ ス テ イ ン

と の 反応 を行 い ，吸光度の 測定 を行 っ た．Fig．4 の 結果

か ら，銅 （II）濃度 が 増 大 す る に 従 っ て 吸光度 は 増大

し，銅（ID 濃度 が シ ス テ イ ン 濃度 に 等 し く な る と 吸光

度 は
一

定 と な っ た．こ の 結果か ら も，等 モ ル の 銅（II）

と シ ス テ イ ン が 反 応 して い る こ とが 分 か る．以 上 の 結果

か ら シ ス テ イン の 検量線を作成す る際の 濃度範囲 を考慮

し て ，最 適 銅 （II＞濃 度 は 1．0 × 10
−

？　mol 　dm
− 3

と し

た ．

　混合比率の 影響 ： こ れ ま で の 検討 で は シス テ イ ン水溶

液 を DMSO で 10 倍 希 釈 し て シ ス テ イ ン の 90％

DMSO 溶液 を 調製し，更 に 90％ DMSO で 調製 し た

［Cu （II）（phen）。ユ
2 ＋

溶液 と 等量 混合 す る た め，反応溶

液中の シ ス テ イン 濃度は初濃度の 1／20 と な る．そ こ

で ，本法 の シ ス テ イ ン に 対 す る検出感度 を 向一ヒさせ る た

め ， DMSO で ［Cu （II）（phen ＞。］
2 ＋

を 調製 し， そ の 9

容 と シ ス テ イ ン 水溶液 1 容 を直接混合 す る こ と に よ

り，DMSO の 容量比 を 90％ に す る こ と に した．反応

溶液中 に お け る シ ス テ イ ン 濃度 は 初濃度 の 1／10 に な る

こ とか ら，得 ら れ る 吸光度 は 2倍 と な っ た ，こ の よ う

な 条 件 で 反 応 を行 っ て も，［Gu （1）（phen＞n ユ
＋

の 吸光度

及 び そ の 安 定 性 に 影 響 を与 え な か っ た．

　3 ・3 検量線

　以一ヒの 最適条件で シ ス テ イ ン の 検量 線 を作成 し た．検

量 線 は ，検 出 下 限 で あ る 5．0× 1 
一一5

　mol 　dm
− 3

か ら

2．0× 10
− 3

　mol 　dm
−

：1
の 範 囲 （最終 濃 度 で 5．0× 10

− 6
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mol 　dm
− Snv2 ，0× 10

− 4
　mol 　dm

−
3

の 範囲）で 良好 な直線

性 を 示 し た ．検 量 線 の 傾 き か ら 得 ら れ た ［Cu （1）一

（phen）。］
＋

の モ ル 吸 光係数 は 7000　dm3　m 。「
］
cm

．−1
と

な っ た．又，シ ス テ イ ン 濃度が 8，0× 10
− 4

　mol 　dm
−s

の

溶液の 10 回 の 繰 り返 し測定 の 相対標準偏差 は 1％ で あ

っ た．

　 3 ・4　共存物質 の 影響

　種々 の 物質 を シ ス テ イ ン 溶液 に 添加 して 反応 を 行い ，

吸 光 度 の 測 定 か ら そ れ らの 物 質 の シス テ イ ン に 対 す る 許

容濃度を求め た．共存物質の 許容濃度 は シ ス テ イン 単独

で 反応を行 っ た場 合 に 得られ る吸 光度 の 値に対 して，最

大 ± 5 ％ の 誤 差 を与 え る 濃度 と し た．

　遷移金属 は シ ス テ イ ン と錯体を生成 す る こ と か ら ， 種

種 の 遷 移 金 属 を シ ス テ イ ン 溶 液 （LO× 10
−
3
　mol

dm
− B

）に 添加 し て 反応 を 行 い，吸 光度 の 測定 か ら，各

金 属の シス テ イ ン に 対 す る 許容濃度 を求め た．シ ス テ イ

ン に 対 して Cd2 ＋

及 び Zn2 ＋
で は 100  倍，　 Ni2＋

及 び

Mn2
＋

は 400 倍，　 Fe3
＋

及 び Ag ＋
は 4 倍共存 し て も，

吸 光 度 の 変 化 は許 容 限 界 以 内 で あ っ た．こ れ ら の 金 属が

許容限 界以 上 に存在す る と，い ず れ の 金 属 に お い て も吸

光度 は減少した．こ の 原因は，シ ス テ イン が こ れ らの 金

属 と 錯体 を 生成 し，［Cu （II）（phen ）」
2 ＋

の 還 元 に 関 与

す る シ ス テ イン 濃度 が減少 す る た め と考 え られ る．

　3 。5 パ ーマ 剤中の シス テ イ ン の 定！

　パ ー
マ 剤 は 厚生省 の 告示 に 基づ くパ ー

マ ネ ン トウエ
ー

ブ用剤基準
4｝

に よ っ て 品質 の 基準 が 定 め られ て い る．例

え ば
“
シ ス テ イ ン を主成分 と す る コ

ー
ル ドニ 浴式 パ ー

マ

ネ ン ト ウ エ ーブ用 剤
”

の 場 合 は シ ス テ イ ン が

3．0− 7．5％，シ ス チ ン は 0．65％ 以 下 で あ る こ と が定 め ら

れ て い る．又，シ ス テ イ ン の 試験法 と して ，発色試薬と

して N一エ チ ル マ レ イ ミ ドを用 い る 吸光光度法
s）が 定 め

ら れ て い る．本研究 で は
’
市販の シ ス テ イ ン を主成分 とす

る パ ー
マ 剤中の シ ス テ イ ン の 定量 を本法及 び 親水性 チ

オ
ー

ル の 吸光光度定量法と して 広 く利用 され て い る エ
ー

ル マ ン 法
6 ）

で 行 っ た．エ
ー

ル マ ン 試薬 に は 5，5一ジ チ オ ビ

ス 〔2一ニ トロ
．
安息 香酸） を使用 し た．パ ー

マ 剤中の シ ス

テ イン 濃度 は 大 き い こ とか ら，2・3 の 操作手順 に 従 っ て

パ ー
マ 剤 を希釈して か ら定量 を行 っ た，そ の 結果，シ ス

テ イ ン 含 量 は本法 で は 7．1 重 量 ％，エ ー
ル マ ン 法 で は

7．0 重量 ％ と な り ， 両方 で 得 られ た 分析値 は よい 一
致 を

見 た．

　以上の 結果か ら，本法と従来 の 吸光光度定量法 との 検

出感度 を比較 す る と
， 検出感度 は N 一エ チ ル マ レ イ ミ ド

法 の 約 10倍向．上す る が，エ
ー

ル マ ン 法 の 検出感度 の 約

且／2 と な っ た．・一
方，繰 り返 し測定 の 精度 （相対標準偏

差 で 1％ ）は エ ー
ル マ ン 法 （相対標準偏 差 で 3％ ） と比

較して 大輻に 改 善 され た．パ ーマ 剤中の シス テ イン の 定

量結 果 か ら明 らか な よ う に，本法は 実用 分析法 と して も

十 分 応用 で き る もの と考 え る．
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　Anovel 　 spectrophotometric 　 method 　 was 　 developed　 ibr　thc 　determination　of 　cysteinc ．
This　method 　was 　based　on 　thc　stoichiometric 　rcdox 　reaction 　between　cysteine 　and 　a 　cop −

pe
’
r （II）complcx 　 wit111

，
10−phcnanthroline　in　90％ dimethyl 　 sul 長）xide 　 solution ．　 An 　in−

tenscly　colored 　copper （1）complcx 　was 正brmcd 　and 　the 　molar 　absorptivity 　or 　which 　 was

7000dm3 　mo 「
lcm − I

　at　444　nm ．　 Thc 　calibration 　curve 　was 　linear　over 　the　range 　from
the 　detection　limit　of 　5．0 × 10

−
5
　to　2．0 × 10

− 3
　mol 　dm

− 30
『 cystcine ，　 The　relative 　stan 一
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dard　 deviation　 of

．
ten 　 successive 　 determinations　 was 　 LO ％ at　 8．0× 10

− 4
　mol 　dm

−
30f

cysteillc ．　 This　mcthod 　was 　applied 　to　the　dctermination　of　cysteinc 孟n ．p巳 rmancnt 　wavc

solution ，

（Rcccived 　October 　24
，
1991）
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