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メ タン スル フ ィ ン 酸の 生 成 に基づ くヒ ドロ キ シル

ラジカル の高速液体ク ロ マ トグラ フ 間接定量

蒲生 　啓 百声， 坂 本　真紀
＊

（1994 毎三4 丿亅　且　日
・
受f里）

　 ヒ ド ロ キ シ ル ラ ジカ ル が ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ドとの 反 応 に よ っ て 生 成 す る メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸に 着目
し，こ れ と ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩 の カ ッ プ リ ン グ 反 応 に よ り生 成 す る ジ ア ゾ ス ル ホ ン を溶媒抽出後 ， 逆 相 分 配

HPLC に よ り 分離
・
検出 す る ヒ ドロ キ シ ル ラ ジ カ ル 間接定壁法を検討 した．メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸 ナ ト

リ ウ ム を標 準 試料 と して ，ジ ア ゾ ス ル ホ ン 検 出 σ）た め d）最適 条件 を検討 し t二結 果，0．5 〜1〔）× 10
’imM

の 濃度範囲で ジア ゾ ス ル ホ ン の ピー
ク 面積値 と の 間 に 直線関係が得 られ，検出下 限 は α25XlO

−．SmM

で あ っ た．本法 を，Fcnton 反応 に よ る ヒ ドロ キ シ ル ラ ジ カ ル の 発生系 に 応用 し た結果，過酸化水素濃

度 10〜200× lr
「
imM

の 範囲 に お い て，メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸巾来の ジア ゾ ス ル ホ ン の ピーク 面積値 と

の 間 に 良好 な 直線関 係 か 認 め られ
，

こ れ に よ り
， 80× ］O

−−lmM
の 過酸化水素 か ら 8．8× ］O

−
：lmM

の ヒ

ドロ キ シ ル ラ ジ カ ル σ）発 生 が 確認 され た．

1 緒 茜

　 ヒ ドロ キ シル ラ ジ カ ル （OH ラ ジ カル ） は，ス ーパ ー

オ キ シ ド陰 イオ ン ，過酸化水素，及び．重 項酸素 と 共に

活性酸素種 と して 知 られ，生体内 に お け る代謝，殺菌，

生理 活性物質 の 産生 に 関 与 す る
・
方で，DNA 損 傷 や発

が ん 性物質の 水酸化 に よ る 発 が ん
，

あ る い は 各種炎症 の

発現 に 人 き く か か わ る 化 学種 と し て 注 目 さ れ て き

た
噛 ．C）H ラ ジ カ ル は ，過 酸 化 水素 や ス

ー一
パ
ー一

オ キ シ

ド陰 イオ ン か ら 生 ず る 最終 の 活性型酸素で あ る と 言わ

れ ，生体内成分 に 対す る 反 応性 も高 く，短寿命で あ り，

定 量性 は も ち ろ ん ，特異 性 や 感 度 的 に 優 れ る 測 定 法 は い

ま だ確 屯 され て い な い．

　す な わ ち，吸光光度法 や HPLG に よ る もの に は，フ

．L ノ
ー

ル 類 の 水 酸化反応 に 基 づ き ，生成 す る カ テ コ
ー

1レ！l）　K）
ヒ ドロ キ ノ ン

41
を 検満 ケる 方 法 を始 め と し て ，数

多くの 測定法か 知 られ て い るが t い ず れ も
・
長
．
短 が あ

る．．・
方，ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （DMSO ） を用 い る

OH ラ ジ カ ル の 測定法 と して ，　 Russel反 応 に よ り 生 成

す る ホ ル ム ア 1レ デ ヒ ドの 検 出方法 が 報 告 さ れ て い る

が
f’〕，ホ ル ム ア ル デ ヒ ドが メ テ ル ラ ジ カ ル に 由来 diる た

め ，そ の 生成 量 が 不 IE確 で あ る う え，検出感度が 低 い な

どの 問 題 が残 され て い る．

‡

高知大学教育学部 ： 78〔｝ 高 知県 高知 市曙 町 2−5−1

　最近 Steincrら は，同 じ Russel反 応 に お い て 生成 す

る メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸 に 着目 し，こ れ と ジア ゾニ ウ ム 塩

との カ ッ プ リ ン グ反応 に よ り生成す る ジ ア ゾ ス ル ホ ン を

溶媒抽出後，比色定量 す る 方法を報告 して い る
6）．こ の

方法 は反 応 の 選 択性 に 優 れ，高感度検出 も期待 で き る

が，吸 光 光度 法 で は反応 に よ る 副生成物 や 系内の き ょ う

雑 物 と の 分離 が な さ れ な い た め ，定量性 に は 疑問が残 さ

れ て い る．そ こ で 著 者 らは，ジ ア ゾ ス ル ホ ン の 検出 に 逆

相系 HPLG を用 い る，　 OH ラ ジ カ ル の 聞接 定 量 法 の 確

立を図 っ た ．

　 と こ ろ で ，標品 と して の OH ラ ジ カ ル が 存在 しな い

限 り，OH ラ ジ カル 発 生 の モ デ ル 系 と そ の 発生量 に つ い

て は 常 に 問 題 と な る 点 で あ る が，少な く と もス ピ ン トラ

ッ プ法 に よ る ESR ス ペ ク トル E，　 OH ラ ジ カ ル の 発生

が 確認 さ れ て い る 反 応 系 を モ デ ル 系 と して 用 い る こ と は

妥当 で あ る．従 っ て 本研 究 に お い て も ， それ の 確認 を行

っ た Fcnton 反応及 び 過酸化水素 の UV 照 射 を OH ラ

ジ カ ル 生 成 の モ デ ル 系 と し て 選 ん だ ．次 い で，こ れ らの

DMSO 共 存 下 で の 反 応 を検 討 し，生 成 す る メ タ ン ス ル

フ ィ ン 酸 を ジ ア ゾ ス ル ホ ン と して HPLC 検出 し，そ の

定量値 よ v］ OH ラ ジ カ ル の 存在量 を推定 す る こ と と し

た ．

　 な お ，反応 に は Babbs ら の 方法
7
♪に 準 じて，最 もモ ル

吸 光係 数 の 高い ジア ゾ ス ル ホ ン が 得 ら れ る フ ァ ス トブ

ル
ー− BB 塩 を ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩 と して 用 い る こ と と し た．
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2 実 験

　2 。1 試　薬

　 メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸 ナ トリ ウム は Fairfield　CheTnical

製 ，フ ァ ス トブル ーBB 塩 （4一ベ ン ゾ イ ル ア ミ ノー2，5一ジ

エ トキ シ ベ ン ゼ ン ジ ア ゾ ニ ウ ム ク ロ リ ド1 は Sigma

製，DMSO 及 び硫 酸鉄 （II） は和光純薬製 を用 い た．過

酸 化 水 素 は ．
一
「

菱瓦 斯 化 学 製 を過 マ ン ガ ン 酸 カ リ ウ ム で 滴

定 後標 定 して 用 い た．そ の 他 の 溶媒 及び 試薬 は 市販 特 級

品を用 い た、

　2 ・2　装置及び HPLC 条件

　HPLC 装置 と して，送液 ポ ン プ LC一正OAD 型，紫 外

μ」
’
視 吸光 光 度検 出器 SPD −IOAV 型， カ ラ ム 恒 温 槽

CTO −6A 型 ，記録計 c・R4A 型 〔い ず れ も島津製作 所

製），及 び Rhcodvne 製 サ ン プ ル イ ン ジ ェ ク ター 7125

型 を用 い た．光反応装置 と し て 低圧 水銀 ラ ン プ げ リオ

ン 製） を 設置 し た 内部 照 射型 反 応 装置 〔シ ゲ ミス タ ン

ダー
ド商事製）を用 い た．

　 ジ ア ゾ ス ル ホ ン の 分 離
・
検出に つ い て は，逆 相 分 配

モ ード用 の ODS カ ラ ム 〔島 津 テ ク ノ リサ ー・チ製 STR −

ODSIIspm ，内径 4，6　mm ，長 さ 2．50　mm ） を ， カ ラ ム

温 度 40℃ で 用 い た．移動相 と し て ア セ トニ ト リル と水

と の 混 合 液 〔8 ；2，v ／v ） を，流 量 0．7ml ／min で 用 い

た．検出波長 は 420nm と し， 反応溶液 の 5 μ1を カ ラ

ム に 注入 し た，

　2・3　ジア ゾス ル ホ ンの 調製

　標品 と して の ジ ア ゾ ス ル ホ ン は，50　mM メ タ ン ス ル

フ ィ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 5　ml に，50　mM フ ァ ス トブ ル
ー−

BB 塩水溶液 5ml を 加え ，暗所室 温 に お い て 10分間反

応 させ，生成 した ジ ア ゾ ス ル ホ ン を水で 洗浄 しな が ら吸

引炉過 し，窒素気流
．
トで 乾燥 した もの を標品 と して 用 い

た．

　2 ・4 　定量操作

　標品 と し て の メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸 ナ トリ ウ ム 水 溶 液，

又 は メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸 を含 む 試 料   ．5ml に ，2M 硫

酸 を 〔｝．lml 加 え て硫酸酸性 と して，更に ブ タ ノ
ー

ル L〔｝

ml を加 え て ト分 に 振 り 混 ぜ ，ブ タ ノ
ー一

ル 相 0．4　ml を 分

取 し た．こ こ に 500mM 酢酸 ナ ト リウ ム 水溶液 O，5　ml

を加え て メ タ ン ス ル フ ィ ン酸 をナ トリウ ム 塩 と して 転溶

さ せ，そ の 水相 0．4　ml を 分 取 し，　 K｝mM フ ァ ス トブ

ル ー BB 塩 0．5ml を 加 え て ジ ア ゾ ス ル ホ ン を 生 成 さ

せ，最後 に ク ロ ロ ホ ル ム 0．5ml を加 え て ジア ゾ ス ル ポ

CHs −s〔）−CH3 　 十

　 （11

CHsSOOH 　　十

●OH 　　−一一一p −　　CH3SOOH 　　十　　・CH3

　　　　　　　馳。 、

○ 翫6 晦

　 　 　 HsCzo 　　c　3 ｝

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 OC2 日 5

− 〈》』《｝一 一

　 　 　 　 　 　 　 同5C20 　　　　　　 ｛41

Fig・　l　　Genera亘　scherrU ・
　fbr　 lhc 　fbr【llad 〔，n 　〔レf

methanc5u 臣 nic 　acid 　 amd 　diazx，s1 」lfそ川 e ．

（DDMSO （dimethyl　su “bxidc）；（2｝methanes ・・lfhl三c

acLd ；（3）diazon垂Uln 　sait ；（4）dkしzosuLfbne ．

ン を抽出 し，HPLC 用 の 試料 と した ，

　 2。5　0H ラジカ ル の 発生系及びメ タン ス ル フ ィ ン 酸

の 生成

　 Fent〔m 反 応 に お け る OH ラ ジ カ ル の 発 生 と メ タ ン ス

ル フ ィ ン 酸 の 生成 ：
．一

定濃度 に 調製 した 過酸化水素を含

む IOO　mM の DMSO 水溶液 1ln且 を、硫酸鉄 を 含 む

1（〕O　m ）vt の DMSO 水溶液 】ml 中 に 添加 し，生成 し た

メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸を 定 景 し た．

　過 酸化水素の uV 照 射 に お け る OH ラ ジ カ ル の 発 生

と メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸 の 生 成 ： 過 酸化水素 を 含 む 100

mM の DMSO 水溶液 に
， 低 圧 水銀灯 を用 い て．・定時 間

光照射 し，生成 した メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸を定量 した。

3　結果及 び考察

　本研究 に お け る OH ラ ジ カ ル に よ る メ タ ン ス ル フ ィ

ン 酸 の 生成 ， そ れ に 続 く ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩 との ジ ア ゾ ス ル

ホ ン の 生成反応を Fig．1 に 要約 した．す な わ ち，既知

濃度 の メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸 〔ナ ト リ ウ ム 媼〕標品 を 用

い，そ れ か ら 得 ら れ る ジア ゾ ス ル ホ ン を HPLG 士 の 基

準 クロ マ トグ ラ ム と した，一・
方，DMSO か ら OH ラ ジ

カ ル に よ っ て 生 成 する メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸 を測定 す る こ

と に よ っ て ，系 内 に 発 生 し た （）H ラ ジ カル の 濃 度 を 間

接的 に 定量 す る こ と が で き る と 考 え
， 初め に ジ ア ゾ ス ル

ホ ン の 吸光光度検出 に よ る 逆相系 HPLC と ，検出下 限

に つ い て 検討 し た ．

　 メ タ ン ス ル フ liン 酸 は，そ れ 自身で は ジ ア ゾニ ウ ム 塩

との 反 応収率 が 低い た め，一
度 ナ トリ ウム 塩 等 に 導 く必

要が あ る．従 っ て ，既 知 濃度 の メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸 ナ ト

リ ウ ム か ら得 られ る ジ ア ゾ ス ル ホ ン を 基準 ク ロ マ トグ ラ

ム と し て，以 F （，H ラ ジ カ ル 定量 の た め の 最適条件を
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Fig．2　Effect｛〕1
−
the 　extractkDn 　volume 　of 　bu1anol

ol1　 lhe 　fbrnlatjon　 of 　mcthanesulfinic 　 acid ．

Rcaction　 condit め ns ： ImM 　 sodium 　 methanesulfin ・

ate （0．5m 【），10mM 　lhst　blue　BB　s．　alt　 （O、5　ml 〕，　chlQ
−

roft）rm 〔O．5ml ）．　HPLC 　 condi 【ions： ‘：〔，lumn ，　STR −

ODS 　II （4．6　mm 　i．d．× 25〔〕mm ）； m り bilc　ph 己 se，　ace −

t・ ・ lt・il・ ／w ・ te ・ （8 ・ 2〕； 皿・ w ・・ t・，0．7mL ／min ； ・ ・ 1−

umu 　Iemperature ，4  ℃ ；dctcction，420 【】m

検討 し tz．

　な お ，Babbs ら の 報tt7｝で は ，ジア ゾ ス ル ホ ン の 吸光

光度定量法の 際，抽出 に 用 い る 有機溶媒 と し て トル エ

ン
ーブ タ ノ ール 混 合液 を用 い て い る が ，抽出効率 と ク ロ

マ トグ ラ ム トの き ょ う 雑成分を比較 し た 結果 か ら は，ク

ロ ロ ホ ル ム が 最 も高 い 抽出 効率 を 示 し，き ょ う雑 成 分 も

少 なか っ た の で，本実験 で は ク ロ ロ ホ ル ム を抽 出溶媒 と

して 用 い た ．

　実試 料 に 則 し た前 処 理 法 を 考慮 す る と，系内に 生成 し

た メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸 の 検出の た め に は，定量 操作 で 述

べ た 多段 階操作が 必 要 で あ る．比 色 定 量 法 と同様 に，ジ

ア ゾ ス ル ホ ン の 溶解性か ら 考え て，HPLG に お い て も

溶媒抽出操作 を省 く こ と は で きな か っ た．従 っ て ，こ こ

で は メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸 抽出時の ブタ ノ ー
ル 量 ，メ タ ン

ス ル フ ィ ン 酸転 溶時の 酢酸 ナ トリ ウム 濃度 及 び ジア ゾ ス

ル ホ ン 抽 出 時 の ク ロ ロ ホ ル ム 量 の 最適 条件 を 求 め た．

　3 ・1　ジア ゾ スル ホ ン標品 と ク ロ マ トグラ ム

　合 成 し た ジ ア ゾ ス ル ホ ン は，
tH −NMR ス ペ ク トル に

よ り 95 ％ 以 ヒの 純度 を有 す る こ と を確認 し た．又 ， 本

化合物 は ，ヒ記逆相系 HPLC で 保持時間 R．1 分 に 単
一

の ピー
ク を 与え た．
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’
ation   f　sodium 　 ace −

tatc 　 on 　 the 　 back 　 extra （：tion く｝f ヒhc 　 metha 【1じ su1 丘nic

acid 　in　butuno［，

Reaction　 condit 弖olls 　 and 　 HPLC 　 conditions 　 are 　 the

sanle 　as　hl　Fig．2．

　3 ・2　メ タ ンス ル フ ィ ン酸抽出時の ブタノ
ー

ル 量

　且 旧 M の メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸ナ トリ ウ ム 水溶液 0．5ml

を 用 い て，抽出 に 用 い る 至適 ブ タ ノ
ー

ル 量 を O．1− 2ml

の 容量範囲 で 検討 し た 〔Flg．2L そ の 結果，ジ ア ゾ ス

ル ホ ン の 最 大 ピー一ク 面 積 値 を 示 した ，lml を 用 い る こ

と と し た。

　3 。3　メ タ ン ス ル フ ィ ン酸 転溶時 の酢酸 ナ トリ ウ ム濃

度

　 lmM の メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸 ナ トリ ウ ム 水溶液 0．5ml

を用い て ，ブ タ ノール 抽出後 の メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸転溶

に 川 い る 至 適 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 濃度 を r，O〜　seO 　mM の 範

囲 で 検討 し た CFig．　fS）．そ の 結 果 ， 25可〕mM を超 え た

と こ ろで ジア ゾ ス ル ホ ン の ピー
ク 面積値 は ほ ぽ

一
定に 達

し た が
， 最大値 を示 し た 500 　mM を 用 い る こ と と し

た，

　3 。4　ジ ア ゾ ス ル ホ ン 抽出時の ク ロ ロ ホ ル ム 量

　lmM の メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸ナ トリウ ム 水溶液 0．5m ［

を用 い て，ジア ゾ ス ル ホ ン 抽出に 用 い る 至適 ク ロ ロ ホ ル

ム 量 を 検討 し た．Fig．4 に は，ク ロ ロ ホ ル ム 50　pl
− 2

ml の 容 量 範 囲 で 検 討 し た 際 の ジ ア ゾ ス ル ホ ン の 相対回

収率 を示 し た．こ こ で の 結果 は，溶媒量 を 少な くす る こ

と で ジ ア ゾ ス ル ホ ン の 濃縮抽出が 可 能 で あ る こ と を示 し

て い る が ，ク ロ ロ ホ ル ム 量 が O．lml 以 下 に な る と 回 収
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Fig．4　Effect　of 　the　 volume 　 of 　chlor   f｛）rm 　 on 　the

extractioll 　of 　diazosulfonc．

Reaction　conditions 　（except 　 for　volume 　of 　 chlQ −

roform ）and 　 HPLC 　 conditions 　 are 　 the　 same 　 as　 in

Fig．2．

率 が約 65％ ま で 減少 す る た め ，
0．5ml を ク ロ ロ ホ ル ム

の 至適容量 と した．

　3・5　メ タン ス ル フ ィ ン酸の 検出下 限

　以上 の 検討結果 に基づ い て，lmM の メ タ ン ス ル フ ィ

ン 酸 ナ トリ ウ ム 水 溶 液 O．5　 ml よ り 生成 し た ジ ア ゾス ル

ホ ン の ク ロ ロ ホ ル ム 溶液 （5　pl）の ク ロ マ トグ ラ ム を Fig．

5（b）に 示 した．ジ ア ゾ ス ル ホ ン標晶 の ク ロ マ トグラ ム

か ら は見 られ な い 反応副生物 と思わ れ る ピーク が 現 れ て

い る が ，定量 に は 影響 を与 え な い ．こ の ピー
ク 面積値

と ， ImM の ジ ア ゾ ス ル ホ ン 標品か ら得 られ る ピー
ク 面

積値 との 比較 に よっ て ，一連の 前処理を含 め た メ タン ス

ル フ ィ ン 酸か ら ジ ア ゾ ス ル ホ ン の 生成収率 が約 92 ％ で

あ る と算出 さ れ た ．

　更 に，メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸 ナ トリウ ム の 低濃度域 に お

け る 直線性 を検 討 し た結 果，O．5− 10 × 10
− 3mM

の 濃度

範囲 で ピーク面 積 値 と の 間 に 直線関係 が 認 め ら れ，検 出

ド限 濃度 は 0．25× 10
− 3mM

（S〆N ≡3）で あ っ た．

　3 ・6FentOn 反 応 に お け る OH ラ ジ カ ル の 検出

　従来か ら 知 ら れ て き た 次の 二 つ の OH ラ ジ カ ル 発 生

系に 適用 し，発生す る ラ ジカ ル の 定量 を試み た．過 酸化

水 素を発 生源 と す る Haber−Weiss 反 応 に 基 づ く OH ラ

ジ カ ル の 発 生系 に つ い て は ，既 に 多 くの 報 告例 が あ る の

で，そ れ に 従 っ て OH ラ ジ カ ル を 発生 さ せ，メ タ ン ス

（a） （b）

　　　　　 i　　　　　 　　　　 i

＿− a 」 L ＿＿　　 　　　 　　　　 　　し一

〇「
一

百
『一

『 　　　o「
一

ロ
ー

　 　 　 　 　 Retention　time 〆min

」⊥、

Hg ．5　Chromatograms 　ef 　the　diazosul ＆）nc 　derived

丘om 　 sodium 　 methanesumnate

（a ）diazosulbne　 synthesized ，（b）reac しion　 mixture ．

HPLC 　conditions 　are 　thc　same 　as 　in　Fig、2．

ル フ ィ ン 酸の 生成 に 基づ く ジア ゾ ス ル ホ ン の 検出を試 み

た．す な わ ち，過酸化水素濃度 を 1mM に 固定 し て ，

反応 に 用 い る 硫酸鉄 （Fe
？ ＋

）の 至適濃度 を求 め た と こ

ろ，4mM で ジア ゾ ス ル ホ ン の 最大 ピー
ク 面積値 を示 し

た の で ，以下 こ の 濃度比 に 基づ い て 検討 し た，

　同様 の 操作 に よ り，過 酸化水素の 低濃度域 に お け る 直

線性 を 検討 し た結 果，10〜200× 10
− 3mM

の 濃度範囲

に お い て ，OH ラ ジ カ ル の 発生に よ り生成した と考え ら

れ る メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸 宙 来 の ジア ゾ ス ル ホ ン の ピーク

面積値と の 間に 良好 な直線関係が 認 め られ た．

　こ の 結 果 を，先の 3・5 で 得 られ た 結果 と 共 に検 量 線

と し て Fig．6 に 示 し た． こ の 検 量 線 に よ れ ば，

80× 10
−
3mM

の 過酸化 水素か ら 8．8× 且0
−．
3mM

の OH

ラ ジ カ ル が 発生 す る こ と に な る の で，Fenton反応 に お

け る OH ラ ジ カ ル 発 生率 は 約 11％ と算出 され た．こ の

値 は
， 先の チ オ バ ル ビ ツ ール 酸法の 改良法

8）か ら得 ら れ

た 値 よ り も若干低値 で は あ る が ，そ の 理由 に つ い て は，

そ れ が吸 光光度法 で あ る と い う こ と や，反 応 に 用 い る 金

属橦 の 違 い 等 が．考え られ る．こ の 点 に つ い て は，測 定方

法の 違 い に よる 直接比 較等 ， 今後更 に 検討を加 え て い か

な け れ ば な ら な い ．

　3 ・7 過酸化水素の UV 照射 に お け る OH ラ ジ カル

の検出

　過酸化水素の DMSO 水溶液を用 い て ，低濃度域 に お

け る 直線性 を 検討 し た 結果 ，
10− 200× 103mM の 濃
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（
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（a ）relationship 　belwcen 　H202 　 concentration 　and 　di一

糺 zosu1 蔽me 　derived仕om 【hc　 reaction 　 of 　DMSO 　 and

・OH ，（b）relationship 　 between　
・OH 　 concen ［ration

and 　 diazosutfone　 deri、・cd 蝕orll　 sodium 　 mc ［hancsu1−

finatc

度範囲 に お い て ，OH ラ ジ カ ル の 発生 に よ り生成 した と

考え ら れ る メ タ ン ス ル フ ィ ン 酸由来 の ジ ア ゾ ス ル ホ ン の

ピーク 面積値 と の 間に 良 好 な 直線関係が 認 め られ た．

　 こ の 結果 を，先 の 3・5 で 得 ら れ た 結果 と 共 に 検量線

と して 示 した．こ の 検量 線 に よれ ば，8〔〕× 1〔厂 3mM
の

過 酸 化 水 素か ら フ．4× 10
．

：lmM
の OH ラ ジ カ ル が 発生

す る こ と に な るの で．過 酸化水素一DMSC ）水溶液の UV

照 射実験 に お け る OH ラ ジ カ ル 発 生率 は ，約 9．2％ と

見 積 も る こ と が で き る，

　な お，OH ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ
ーと して よ く使わ れ

て い る チ オ 尿素 を，反応系 に 濃度 O．5− 5mM の 範 囲 で

添加 した実験 で は ，い ず れ の 系に お い て も ジ ア ゾ ス ル ホ

ン の ク ロ マ トグ ラ ム 上 の ピー
ク は 観察 され ず

， OH ラ ジ

カ ル と DMSO と の 反応 が 抑制 さ れ る こ とが 観察 され

た．

　本法 は
， 操作手順等 で 比色定量法 よ り優れ る もの で は

な い が，被測定試料が比 色 定量法 に 比べ て 少量 で す む ば

か り で は な く，き ょ う雑成分 と の 分 離機能 が 備 わ っ て い

る点 で 優 れ て い る と 言 え る，更 に，感度的 に は 比 色 定量

法 と比べ て 約 ro倍程度が 高 い こ と が 分か っ た．

　以一．L，本研究 は 多段階に 及 ぶ 前処 理 を含 む ため ，操作

が煩雑 に な る が
， ジア ゾ ス ル ホ ン の HPLC 検出 を OH

ラ ジカ ル の 定量 に 応用 し た 例 と して は初 め て の 方法 で あ

り，検出の 選 択性及び感度 が 高 い こ と か ら，生 体試料等

へ の 応用 が期待 さ れ る ．
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　Indirect　liquid　chromatographic 　determination　of 　hydroxyl　radical 　based　on 　the

prOduction　of 　methanesulfinic 　acid ．　 Kciji　GAMoH　and 　 Maki　SAKAMoTo （Faculty　 of

Education
，
　Kochi　University

，
2−5−1，Akebono −cho ，

　Kochi・shi
，
　Kochi 　780）

　An 　indirect　Iiquid　 chromatographic 　determination　 mcthod 　fbr　thc　hydroxyl　radical 　in
an 　aqueous 　system 　was 　 dcscribed ．　Thc　method 　is　 bascd 　on 　the 　production　of

meth 跚 esu1 価nlc 　 acid 　 as 　the　 primary　product 　by　the 　 rcactjon 　 of 　hydroxy】 radical 　 with

dimcthyl　 sulfc 〕xide ．　Thc 　methanesumnic 　 acid 　fbrmed　was 　 couplcd 　with 　diazonium　salt　to
a 丘ibrd　thc 　diazosulfone　derivative，　which 　was 　detected　and 　equanti 儼cd 　by　rcvcrsed −phasc
tiquid　chromatography 　a1420 　nm ．　Thc　practical　conditions 　fbr　thc 　mcthancsu1 伽 ic　acid

detection　wcre 　optimized ，　Linearity　of　the 　mcthancsultinic 　acid 　formation　 was 　obscrved

hl　thc 　rangc 　from　O．5× 10
− 3mM

　to　lO× 1『 3mM ．　 To 　evahlatc 　this　meth て）d　tbr　 estimat 一
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ing hydroxyl  radical  production, two  modc]  systems,  including the  Fcnton reaction  and

ultravioLet  photolysis of  hydrogcn peroxide werc  studied.  The  theorctical  maximum  yieLd

of  hydroxyl radical  in the  systems  could  bc calcuLated  and  compared  to the  mcasured

dimethyl  sulfoxidc  oxidation.  
'1'he

 estimated  concentration  of  hydroxyi  rudicaL  from

80 × 10LSmM  of  hydrogen peroxide in the  Fention reaction  was  7.4× 10-3mM.  
Fl'hc

present method  may  prove usefu1  f}')r dctccting hydroxyl  radical  inN,oLverrient in biological

samples.

                                                    {Rcccived Apr'il 1, 1994)
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