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         ビ タ ミ ンの ポー ラ ロ グ ラ フ罪一

              舘       勇

 1.ボ ー ラ ログ ラ フ法 の概 要

 ボ ー ラ右 グ ラ フ ィ'(1㌔larography)と は,ボ ー ラ ログ ラ フ法 で 研究 す る電 氣化 學 部 門 の學

問 で あ る.而 して,ポFラ ログ ラフ法 とは,滴 下 水 銀 電 極 を 多 くの場 合 陰 極 と し,陽 極 には廣

い水 銀 面 の電 極,或 ひ は分 極 を起 さな い電 極,例 えば,甘 禾 電 極 或 い は硫 酸 水 銀 電 極 を 用 い て

電 解 を行 い,そ の場 合,電 解電 流電111'1曲線 を ボ ー ラ ログ ラ フ(Polarograph)と 膏 う装 置 で 白

働 的 に爲 眞 に撮 る方 法 で あ る.こ の よ うに して得 た電 解 電流 電 巫 曲 線 の爲 眞 を ボFプ ログ ラム

(Polξtrogram)と 呼 ん でお る.こ の ポ ・・一プ ログ ラム を考 察 して.溶 液 電 氣 化學 を研 究 す る學 問

が ボFプ ロ グ ラ フ・f一で あ る.                          第1
圓 ポーラログラフ撹 式圖

 ボ ー ラ ログ ラ フ法 で は,非 常 に鏡 敏 な橡 流 計,例

えば,そ の感 度 が10-～10『9A111P/mm/mと 言 う様

識 懇論 糠 、:騰爺矯  幽 、
                                 ぼ     ヘ                                ゴ
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源Bか ら, 白働 的 に廻1専す る ドラムUに 雀か れ た・一

様 な抵 杭 線A'B'上 を,滑 車0を す べ らせ て ゆ くこ とに よつ て 白働 的 に加 電 巫 を上 昇 させ て

ゆ く.或 る電 厘 で 電解 が 行 われ,電 流 が 流 れ る と,槍 流 計Gの 鏡Mが 振 れ る.す る と,光 源

Lの ス リツ トを通1光 の暗 箱 中 に巻 か れ た印 書 紙P上 で の 像Sが 移 動 す る.つ ま り楡 流 計 の

動 きが拙 か れ るわ け で あ る.両,こ の 印識 紙 を 雀 きつ け た筒 は,電 堅 を上 昇 させ て ゆ くド ラム

と同 時 に廻 傳 す る よ うに して あ るか ら,結 局,印 書 紙 の上 に は,電 流 電 堅 曲線 が 描 か れ るの で

あ る.

 ボ ー ラ ログ ラ ムの1例 を示 す と第2囲 の如 き もの で あ る.

 ボー ラログ ラ ムを精 査 す る こ とに よつ て,電 極 に於 い て起 る友 慮 を考 察 す る こ とが 出來 る.

 第2圖 に よつ て見 られ る通 り,電 氣 的 に還 元 され る物 質 が存 在 す る と,そ の 物 質 に とつ て特
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定 の電 位 で電 流 が 増加 し,そ の濃 度 に   ＼      第2圏

鷹 じて,そ の 電流 の強 さは一 定 に な る.   !10N『KNO3中 に於 ける10-「JN・-Pb(NO3)2の
                     ポーラログラム
印 ち,一 つ の段 階 を示 す.こ れ を私 達    陽極電位 、+O .2205 V。lt

は,「 ポ ー ラ ログ ラフ波 」 と言 つ てお・   検流計感度:漏(OJsx10-6Amp/mm/m)

る・そして・この一定になつアこ繍 を      ' 1 [

「摘 散電 流 」(Diffusion Cllrre11亡),或          '

い は 「飽 和 電 流 」(SatUratioll eUl・reIlt)        ・

な ど と言 つ て お る.俗 に,こ れ を 「波

の 高 さ」 と言 う.波 の高 さの ∠P分に達                   ・

した ときの聯 こn'e・ 「牛波電位」 ・・ ∫M
。鰍,縮) [1

(Half-wave Potentia])と 言 う.そ の  騨

灘1胡認管慧搬 鰻l      I
は「標準電解還元堅」(Stan・lard・】ect-    、-      1

・・1ytic・ed・cti・ ・p・t・・ti・1)と 呼 んti・ "'〃M竺 角1㌢2-`4 -lti%〃 認

この 電 位 は,可 逆 的 な酸 化還 元 系 の酸

化 還 元 電1・}(RedOX potρ11ti且1)に該 當 す る もので あ る.叉,波 の高 さ, EPち,横 散 電流 の大 き

さは,              '

       1d=・0,63 n. F. C.1)1/2、1n2〆3. ti/c'

で あ らわ され る こ とを,D. Ilkovic(1934)が 明 かtこした.(Id:旗 散 竃流 の 大 き さ, n:電 解 に

關 與 す る電 子 の数,F:フ ア ラデ ー恒 数, C:被 還元 物質 の濃 度, D:被 還 元 物 質 の櫨 散 恒 激,

m:滴 下 極 よ り毎 秒 流 出 す る水 銀 の重 量,t:滴 下 岡 隔 の時m)從 つて,與 え られ た 毛細 管 電極

で は,pn2/3. t「/6は一 定 で あ るか ら,一一・Xiの條 件 で はId;K 。 C(K:比 例1亘敷)と な り,濃 度 に

比 例 す るの で あ る. ひ

 ボ ー ラ ログ ラ フ法 で は,前 に述 べ た様 に,極 めて鏡 敏 な槍 流 計 を 用 い るの で,還 元 され る物

質 の濃 度 が,10-4～10-5i}fo]/Lで も,明 確 な波 を與 え る.從 つ て,極 めて 微量 の物 質 で も検 出

す る こ とが 出來 る.そ して,標 準 電 解 璽 に よつ て 定 性 し,波 の高 さに よつ て定 量 が 出來 るか ら,

廣 く,後 量分 析 に慮 用 せ られ てお る.ボ ー ラ ログ ラフ法 に於 い て は,金 属 を分 析 す る場 合,夫

々の イオ ンの 析 出電 位 が,0.1Volt位 の 差 を持 つ てお れ ば,化 學 分析 の場 合 の様 に,夫 々個 々

の成 分 を分 離 す る こ とな 媛 一 つ の溶 液 か ら同時 に定 量 す るこ とが 出來 る便 利 さが あ る.例 え

ば,激 種 金 屡 イオ ンの 混合 液 の ポFラ ロ グ ラ ムの1例 を示 す と第3圖 の様 で あ る.

 この 様 に,ポ ー ラ ログ ラ フ法 は,化 學 分 析,特 に,微 量 分 析 に,ス ペ ク トル法 と並 ん で廣 い

懸 用 の一 面 を持 つ てお り,現 今 にお い て は,金 属 並 び に合 金 な どの分 析 に實 用 化 してお る.微

量 分 析 の1例 として は,75番 の元 素 で あ るReniulnが マ ンガ ン羅 類 中 に存 在 す る こ とを,1926
                                          

年Heyrovsky等 が 本法 に よつ て稜 見 した こ とは、 Relliun1の 化 學 に とつ て 一 大貢 献 で あつ た・
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 ボーラログラフ法は,只 に,分 析化學上の                             第 3 圖

み な らす,電 極 反慰 或 い は・ 電 解 反慮 乃爺   金幡 イオ ンの林 雛のポー ラログラム

は酸化翫 反睡 燃 す・上・・有利鰍 蹴 欄 器 灘 撒 謡 聖納

方 法 で あ る・                  陽極電位:-o.1833 VolS

 本法 が公 表 せ られ たの は,1923年 で あっ て   検流計感度;%o(0・15×10噌6Amp/mm/m)

その創 始 者 はPragueの 」. lreyroVsky教    /'

授 と,元 本 研 究 所 員 の志 方 教 授 の爾 氏 で,ポ

"プ ログ ラフ とい う名 稻 の 提 案 者 は,實 に,

わが 志 方 博 士 で あ つ た の で あ つ て,い わば,

ボ ー ラ ログ ラフ法 の 稜 祥地 の 一・つ は,わ が 京

都 大學 で あ る といつ て も過 言 では な い の で あ  ・          '

る.                                        榊                                    Z
n-Zn

期 後諏 法によ硬 究が堺 各地で行は      口

れ,現 在 までにおそらくその研究報告は1000             NlしN,

以上1;・igつてお ると思はれる・繍 化學的な .   ＼clL。d

新 しい方法 として提案ぜられたポーラ・グラ      C評C"

・法・・貌 ボー・・グ… 一と呼e・"れ 渉 ジ 祷 砧1、 卸 一X、霧%

るべ き,電 氣 化學 の 一 分 科 の學 問 と して の 形              "  Vadt

態 を整 えた こ とに な つ た.戦 時 中 の欧 州 の}りこ

況,特 に,ポ 「 ラ ログ ラ フ イー の稜 祥地 で あ るPragueのJ. Ileyrovsky教 室 の朕 渉己を知 る

rliもな いが,載 前 よ り米 國 に於 い て は,1.M. Kolthoff, J.J. Lingane,0. H. NU1ler氏 等 が,

は な ぱ な しい活 動 を見 せ て お り,最 近 の 状勢 を見 て も,米 國 で は非 常 に盛 ん に,そ の 研 究 が行

わ れ てお る様 で あ る.

 私 達 の研 究 室 に於 いて は,志 方先 生以 來,主 として,有 機 化 合 物 を封 象 と して の ポ ー ラ ログ

ラフィ ー を行 つ て來 た・ そ して,い くつ か の研 究報 告 を も出 し,同 族 の被 還 元 性有 機 化合 物 の

間 に は,そ の還 元 璽 につ い て,「 磁 氣 的 陰 性 律」(Elec亡rOllega亡ivi亡y rulの が 成 立 す る こ とな ど

も明 か に した.そ の後 も引 績 き,種 々の有 機 化合 物 につ い て 研 究 を行 い,更 に,滴 下 水 銀 電 極

の理 論 的 な研 究 を も行 つ て お る.こ れ らに就 い て は,既 に報 告 した もの もあ るの で.本 日は,

私達 の研 究 室 に於 いて 行 つ てお る,ビ タ ミンの ボ'プ ログ ラ フイ ー の概 要 を述 べ,ボ'ラ ログ

ラ フ法 の慮 用性 の一 部 を御 紹 介 しよ う と思 ふ.

 皿.ビ タ ミンの ボ ー ラ ログ ラフ ィ ー

 ビ タ ミン の ポ ー ラP,グ ラ フィ ・一 }:つ い て は,こ れ まで に ビ タ ミンCに つ い て は,Kodi乙ek(1)

等(1938),φsterud(2)(1939), Kirk(3)(19斗1). 岡 田('1)(1943-44),ビ タ ミンBlに っ い て は,

工lerghφ)等(1938), Za111bottl(6)等(1939), Sarfori(7)等(1944), Lillgal♂)等 、1941),ビ タ ミン

B3【 二つ い て は ・ 郡(o'(1939)・Li・9・ne(s'等(1941)・ 舘(1の(1944)・ 二 ・ チ ン酸1こ つ い て は1

                   (逗Q)
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 舘(1])(1927),Linganc-(8)等(1941),パ ンFテ ン酸.及 び ビク ミ ンF6に つ い て は, Lillgane(8)

 1等(1941),ビ タ ミンEに つ いて は,Ii'vin(12)等1941), Ih"1・el(13}等(1942),ビ ク ミンKに つ

 い て は,IIershLel・9(12)等(1940)の 報 告 な どが提 出 せ られ てお る.し か し, f'b,fトの 研 究 につ いて

 も,1941年 迄 の報 告 で は,精 細 な研 究 は 殆 ん どな い様 で あ る.現 在 まで の所,私 達 の研 究 室 に

 於 い て は,ビ タ ミンBコ,B2, C及 び これ に 關連 して グ ル ク チ オ ン等 に つ い て,若 干 の 研究 を

行 つ た が,ビ タ ミンB.1に つ い て は,こ れ まで な され た ボ ー ラ ログ ラ的 な研 究 の 色 々 な手 段 を

 動 員 し,一 方,ビ タ ミ ン 埼 につ い て の 他 の化 學 的 な或 い は 生 化 學 的 な研 究 を と り入 れ る こ と

 に よつ て 複 雑 な ポ ー ラ ログ ラフ的 な現 象 を設 明 して ゆ き,そ して 又,そ の結 果 よ り,化 學 的 な

 或 い は 生 化 學 的 な性 質 を研 究 して ゆ くと云 う.ポ ー ラ ログ ラフ法 に よ る研 究 の 一 つ の興 味 あ る

 部 面 を示 す もの と思 は れ るカゾ、,こ れ を 主 と して 述 べ て み た い と思 う.

  (1) ビ タ ミンC及 び グ ル ク チ オ ン

  水 産講 漕 所 の岡 田郁 之 助 博 士 は,ビ タ ミン  』一一     第4圖     

一  一                巨 トマ ト果汁4 c.c.十PH=ZO緩 衝液2 cc,陽 Cのボー フ ロダ フフ ・f一を 可域 り詳 し く研 究   極1
.N H2SO↓ 硫酸水銀極(E=+O .385Volt)

 し,果 實 罐 詰 な どに つ い て ビ タ ミ1ンCの ボ ー   (波高 よbの ビタ ミンCの 定量di16.8mg%)

ラ 。グ ラ 。脚 、よ 碇 量 を實 用 化 し,ビ タ ミ 図PH-7・ ・糊 波中・於 ける・・-3M・1ビ …
                        ンC一ト10-3Molグ ル タチオ ン 陽極:1N H2

 ンC水 溶 液 の 室氣 酸 化 に封 す る安 定 剤 の探 索   SO.t硫 酸水銀極(E=+().382Volt)圖 にb一け

 な ど に慮 用 した.私 辻 の研 究 室 で も,野 村 男   る()内 の電 位は陽極電位を補正せ る電位

蹴 こ磐 誓霧罰響糠 皇,l l癬 鋤 ・捌  '
 の酸化波 しか與 えない.第4圖 にこの1例 を        1

示す.     剛 囹 郷騨輿
  一般に,有 機化合物の電解酸化還元には溶              1

懇讐欝難鱗1糊 騨
晶 羅 聾 繰 羅s↑l i一
察 す るの が 常 法 で あ る.

  ビ タ ミ ンCに つ い て,πb'-pll曲 線 を描 く と第5圖 の様 にな る.

  こ の結 果,π ・'と水'素イ オ ン濃 度 との關 係 は,

        衙'=偽+器1・(K・K・+K・ 〔il・〕+〔II・〕・)

 で あ らわ され る こ とが わか る.そ して,圖 に於 け る曲線 の屈 折鮎 よ り,2つ の 解 離指 数 と して

 1)K.1 = 6.8,pK2=11.8が 求 め られ る.叉,こ の曲線 よ り,還 元 型 ビ ク ミンCの 酸 化 に は2原

 子 の 水 素 が 關 與 す る こ とが推 定 せ られ る.そ こで,こ の 反 懸 は,

                    (11)
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   ア ス=ル ビ ン酸           第5圖

     _2H          ビタミンCの7vZ-PH曲 線

     =     ・1-・ ・.33・報"1571・9(・ ・K、・K、・H・・.・・H・・1・)

   ヂ ヒ ド ロア ス コル ビ ン酸

嚇 ・・デ・ド・ア・・ルビ・脚 焔 、

生成 を考えなければならない.し か       、、

… し・一 この煕{腿 的 で あk"+0・2ト

れば・デヒドロア期 ルビン酸の還 貼 クノ

元波 も脂 ラ・グ・・に偶 醜 け.竈

ればな らない・ しか し泊 勲 を用 膨    
。

いて も誠 いは・ビタ ミンC蝋1ド 峯
一〃  ・ ・↑

液 を自働酸化させた場合,或 いは酸             pKl
                                    介
イヒ酵素を用いて酸化 した場合,何 れ   望2             pK.

に就いても・酸化型の還元波はそ腸   グ ・2・・4 6 8 /0〃 、t4

れていない.こ れは,さ きに示 した                     ρ"
      ノ

反慮 が不 可逆 なた め か誠 い 呵 逆II勺で あ る として も・ 可 逆 的 轍 化 還 元 の酸 化 型(デ ・ ドヘ

ア ス コル ビ ン酸)よb更 に不 可逆 的 な酸 花 物 へ と攣 化 して い る爲 か,未 だ疑 問 の 鮎 で あ る.酸

化還 元 電 位 に よ る研 究 に於 い て も,ビ タ ミンCが 果 して 可逆 的 な酸 化 還 元 系 で あ るか は未 だ 議

論 の絵 地 が あ る・ ポ ー ラ ログ ラフ法 に於 丁 も・ さ きに述 べ た様 に,そ の還 元 型 の 酸 化 波 だ け し

か得 られ て い な い こ とや,そ の酸 化電1」k,例 えば・1)II = 7・0に 於 け る牛 波 冠 位 π・'、+O・2434

v・1tはB・rs・ ・kな どが,解 肉1恒数 よ り計 算せ るF。'=+0.066 v・1t(何 れ も水 素 瓦 斯 竃 極 規 準)

の他 に比 して 極 めて 陽 で あ る こ とな ど と共 に,今 後,更 に詳 し く槍 討 しな け れ ば な 穿,ない と考

え てお る.

 しか しなが ら,ボ ー ラ ログ ラフ法 で は,そ の還 元 型 の 酸 化 波 に よつ て ポー ラ ログ ラ フ的 に定

量 す る こ とが 出 來 る,そ こで,他 の 化學 的 な方 法 と同 じ様 に して,酸 化 型 ビ タ、ミンCを 化學 的

に還 元 して還 元 型 と し,そ の酸 化 波 に よつ て 定量 す る.こ の総 ビ タ ミンCの 値 よ り,還 元 型 の

み の値 を減 す る と,酸 化 型 ビ タ ミンCは 定 量 出楽 る.こ の 様 に して,果 汁,疏 茶,線 茶 な ど に

つ い て潔 足 すべ き結 果 を得 て お る。

 ビ タ ミンCと 同 じや うに,グ ル タ チオ ンにつ い て も,そ の 酸 化 還 元 電 位 が,N〔mstの 式 に當

て は ま らな い こ とか ら,そ の酸 化還 元 の可 逆 性 が疑 われ て きた ・ 私 蓮 の 研 究 室 で は最 近,黒 器

芳 郎 氏(キ リン ビ ール 株 式 會 耐)と 協 力 して,ボ ー ラ ログ ラ フ法 に よつ て この問 題 を研 究 して お

る.グ ル タチ オ ン は,ビ タ ミンCと 異 な り,1)IIの 杢 領 域 に於 いて,還 元 型 の酸 化 波 と,酸 化

型 の還 元 波 を得 てお る.し か し,キ ン ヒ ドロ ン等 に見 ら。れ る様 な可 逆 的 な酸 化 還 元 波 とその趣

きを 多少 異 に す る.こ れ につ いて は,陽 極 に於 け る水銀 イオ ンの 溶 出 と,SII基 との反 懸 な ど

を老 慮 しなが ら,詳 し く研 究 して お るが,グ ル タ チ オ ン と ビ タ ミンCは,そ の酸 化電 位 が 司成

                   (12)
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b異 なつてお るから,第4圖 に示す様に,極 めてよく分離 したポーラロラグラフ波を示す.そ

こで,爾 者が共存する場合の同時定量が可能である,化 學的には爾者混在する場合の分離定量

は困難硯 されているか ら.或 る濃度範團の資料については,こ の方法は極めて適當 と考えられ 曽

る.私 達はこれを用いて,ビ クミンC酸 化酵素のビクミン=ぐ酸化に封するグルクチオ ンの影響

などを観察 してお り,郷 千枝子女史(大 阪市立生活科學研究所)は,自 然物中例 えば,緑 豆も

やしなどについてビタ ミンCと 他の酸化還元物質 との分離定量の研究を行つて居 られる,
                                       L

 (2)ビ タ ミ ンB2           e

 ビ タ ミンB2に つ いて は,私 は 昭和11年 多少豫 備 實 験 を行 い,昭 和15年 よ リビ タ ミンB2の

純 品 に つ い て實 験 を行 つ た.(Lingane等 の 報告 も1941年 に稜 表 せ られ てお る故,殆 ん ど同時

に手 をつ けて い た わ け で あ る.)更 に,そ の 後.野 村 男次 君 も研 究 を行 つ た.こ れ らの結 果 に

よ る と,ビ タ ミンB2はpHの 全 領 域 に於 い て還 元 波 を示 し,そ の標 準 還 元 堅ntorはpl l=1

～9の 範 園 で は,

       πo・=πb+  ¥ In〔H+〕

で あ らわ され,例 えば,PH=7.0で は π・' = -O.445 voltで あ つ た・ しか しPH=9～12の 範

園 で は殆 ん ど1)IIに 影 響 せ られ す,例 えばpll= 9.0で は π・'=-O.565voltで あ つた.叉0.1N-

NaOH溶 液 中で は特 に陰 で, ri。t=-0.67g voltで あつ た.叉,ポ ー ラ ログ ラ ムの 波 高 とビ タ

ミンB2の 濃 変 との 關 係 は直 線 關係 で あ りp從 つて 定量 可熊 で,二 ・三 のB2製 剤 につ い て,

その 含 量 を測 定 し,漏 足 な結 果 を得 た・0.1N-HCl溶 液 中で アv一ク ラ ム プで 照 射 す る.とポ戸 プ

ログ ラ フ波 の 電 位 は約0.1v・lt陰 に傾 い た.こ れは, Lumjchromeと なつ た爲 と考 え られ る.

こ の こ とは,中 性 溶 液 中 で散 鼠 光 の影 響 に よつ て も認 め られ る故,中 性溶 液 に於 け るビ タ ミン

登2の 定 量 等 の實 験 には,充 分 光 の影 響 を考 慮 しな け れば な らない.

 術,酸 性 溶液 の ボ ー ラ ログ ラ フ波 の上 昇 部 分 に,小 さい極 大 波 が 現 れ て い た,最 近,森,泰

氏 及 び村 田希 久 博 士(大 阪 市 立生 活科 學 研究 所)は,こ れ を損 大 す る こ とに よつ て,2段 波 と

して 分 離 す る こ とに成 功 し,そ の機 構 につ い て.ビ タ ミンB2の セ ミキ ノン型 な ど と關 係 づ け

て老 察 され つ つ あ る.Brdicka(14)(15)(1941-42)・ も,こ れ につ い て還 元 物 質 の 吸着 な ど よ1)論

じて お・る.

 (3)ビ タ ミ ンBl

 ビ タ ミン1)1臨 酸 彌 を種 々のpH値 の緩 衝 液 に溶 解 し,そ の'f"一"プ ログ ラ ムを撮 影 して み る

と,酸 性 及 び 中性 溶 液 で は 一12V・1t附 近 よ リポ ー ラ ・グ ラ フ波 の上 昇 は 認 め られ るが,階 段

朕 の振 散 電 流 を示 さな い ・P!l=9.23よ リア ル カ リ性 で始 め て,典 型 的 な ボ 門 ラ ログ ラ フ波 が

2.OVolt近 くの電 位 で あ らわれ た, pH=11.08及 び12.38の 溶 液 で は極 大 波 を示 した・ これ ら

の 波 の波 高 は,ビ タ ミンEコ の濃 度 が大 に な る と高 くな るが,極 め て不 安 定 で 反覆 撮 影 を行 う

と毎 回 異 な る波 形 を 示 し,15～30分 闇 放 置 後 撮 影 せ る場 合の 影 響 駆 む しろ少 なか つ た・

 pll= 9.97の 綾 爾 液 に於 い て,ビ タ ミンBコ の溶 解 後 の ポ ー ラ ログ ラ ムの攣 化 を し らべ る と

30分 後 に於 て 明 瞭 な波 を示 し,1時 聞後 波 形 の攣 化 はあ つ た が波 高 は増 加 し,3時 間後 波 形 は

                    (13)
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再 び攣 化 し,後,8時 閥 後 まで 波 高 は漸 次減 少 して行 つ た,こ れ らの結 果 は,ビ タ ミンBエ は

アル カ リ性 溶 液 で は,ア ル カ リ と反 憲 して何 か 他 の物 質 に襲 化 し,こ の ものが ポ ー ラ ログ ラ フ

波 を示 す もの だ ら う と暗 示 させ た.
                                    コ

 Williams等(1935)は ビ タ ミン1'1の 電{・ヒ差滴 定 を行 い,そ の 滴 定 曲線 か ら,ビ タ ミンBl

盤 酸 藍 〔1〕 は,pHこ95に 方冬い て,ア ル カ リ3M・1を 吸 牧 して,チ ア ゾ ー ル核 を開 い て,可

逆 的 にThiol型 〔皿〕に な る こ とを示 した.

              CH3
      N==C-NH2・IICI I              N==C・]NII2

   叫1-C騨 ≦II意『GI欄 塾1融 ポCI、一。坐 、-CH,.、H,一。H

      N…CH  CI    ←  凸」H C占O§H
           〔1〕             〔D

 そ こで,PHこ923以 上 の ア ル カ リ性 の緩 衝 液 に現 れ る ボ ー ラ ログ ラ フ波 は〔Dの 化 合 物 に

よ る もの と考 え,そ の還 元 堅 及 び その不 安 定 さな どよ り考 慮 して,-SII基 の接 隅 的 な還 元 と

考 えた。 即 ち,ポ ・一プ ログ ラ フ法 で は 一SH基 を もつ 化合 物 は,

       -SII十e-一 一一〉一}-9'イーlr        (1)

       -S'十 ・II21♪;土一}くlr十()1{t    (2)

の 様 に して,ゆ る く結 合 す る 一SH基 のフk尋ζの析 出が 起 り,こ の もの の ポFプ ログ ラフ波 が

現 れ る こ とが 知 られて お る.そ して(2)の 反 懸 に よつ て 一SIIジ 辱は 補 給 せ られ る故,溶 液 の

綾 衝 作 用,ア ンモ ニ ウ ム イオ ンの存 在 な どでOII'が 除 か れ る と(2)の 反慮 は常 に左 に進 み,

              第6圖  ビタ ミンB1の 接鰯 還元波

          10-3Mel CoCI2・6H20[-10-IN-NH3-1-10-iN-NH4Cl溶 液

          !ltに10--3 Molビ タ ミンB1を 溶解す る.

          [工1は1部 分自動酸化した揚合

          匿1は 自動酸化を防正した揚合
          陽極;1-NKCI甘 尿電極     楡流計感度:%0

          

          
          

          

         
          

           l
         ゾ5  -∠8  -20
                               物 ∠'
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-SH基 は 常 に補 給 せ られ る.こ の 波 は,コ バ ル ト臨 を含 む,ア ン モ=ア ・盛 化 ア ンモ ニ ウ ム

緩 衝 液 の 中 に於 いて,更 揺 典 型 的 とな る.シ ス テ イ ン,シ ス チ ン,グ ル タ チオ ン及 び これ らを

含 む蛋 自 質 な ど は,10-・M。I C、)Cl。・611,(,+10-・N-N}r、+10-・N-XH。Cl(pH=9.50)な 鋼

成 の溶 液 で,コ バ ル ト析 出 波 の次 に,所 謂 「蛋 白波 」と呼 ば れ る極 大 波 を示 し,こ の 波 は上 記 の

様 に 一SII基 を もつ 化合 物,或 い は それ に還 元 し うる 一SS一 化 合 物 だ け に特 異 的 で あ る・ そ

して,そ の機 椿 も,さ き に述 べ た と全 く同 様 に,-SII基 の水 素 の析 出 と考 え られ てお り,こ

の こ とは,Prdickaに よつ て 詳 し く論 ぜ られ た.

 そ こで ・ ビ タ ミンP]に つ いて これ を行 つ た所,第6圖 〔1〕の様 な ポPラ ログ ラ ムが得 られ

た.こ の組 成 の 溶 液 で はpH=950で あ るか ら,ビ タ ミン1言1は 一SII型 化合 物 に攣 化 し,

こ の もの に よつ て,所 謂 「蛋 白 波 」の如 き特 異 な波 が 示 され た と解 し得 るわ け で あ る。

 この場 合,-O.55Voltに 一 つ の還 元波 が あ らわ れ たが,こ れ は,コ バ ル ト盤 を除 いた 液 即 ち

10-iN-NH3+10一1N-NII4Clの 溶 液,或 いは10"-2N-INTaOHの 溶 液 で も得 られ た.こ れは,後

に示欄 二・-SII型 化働 の一紛 が溶液中の酸素による碁轍 イヒで㈱ こ癌 一 型齢

物 の還 元 波 で あ る こ とが わか つ た.
                                    り

 Zima(1940)は,ビ タ ミンBlに 封 す るア ル カ リの作 用 で,無 色 のNa盤 を得 て,こ の もの

に構 造 式 〔皿〕を與 え た.こ の 無 色のNa瞳 を沃 度 で酸 化 す る と, Disulfide化 合 物 〔M)が 得

られ,こ れ を陥 酸 ・亜 鉛 で還 元 す る とビ タ ミンB.1に もど る こ とを知 り,ビ タ ミンP1に 於 て

は そのThiol型 〔ll )及 び1)isulfide型 〔M)の 聞 に,還 元 型 グル タ チ オ ン=酸 化型 グル ク

チ オ ン,シ ステ イ ンに シ ス チ ン と1司じ様 な酸 化還 元 系が 構 成 せ られ るこ とを示 した.

 そ こで,ア ル カ リ性 に於 い て,ビ ミンJllはTlliol型 〔fi )に なつ・てお る とす る と,グ ル タ

チ オ ンや シ ス テ イ ン と全 く同 様 に,そ の酸 化還 元 の ポ ー ラ ログ ラ フ波 が 得 られ なけ れ ば な らな

い.ビ タ ミンB1盤 酸 臨 を ア ル カ リ性 緩 衝液 に溶 し,硫 酸 永 銀 極 を 陽 極 と して電 解 を行 い,ボ

    H3C  N  NHn

      ＼/＼/      
C  C CHO SH(或 ひはNa盤)

      u l  l  l      
N  G  N  C

      YY＼ ピ ＼CH・・CH・・H
       HH2!   ,〔更】
            CH3

          ↓↑…

    恥CfYN㍗ 。。 1誌。翠
      凸 と 渋     占 己 長       

YY＼ ・一・一・一・一・一・/嵐 届
       HH・e。 。と。,d。,と 。、
              l   l              

CH20H CH,QH

                        〔1)

                    (15)
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                  第  7  11、',il

         巨llO-3Mklビ タミンB・(PH=10.Q綴 衝液)

         「埼10-3Molグ ル タチオ ン(PII=10。0叙 衝液)

         固10-nM(,1シ ステ イン(P正1-12.3鞭 液)

         陽極:Lと  1土 INKCI 甘オミ極, 1量  1三}二l lよ 1-NII2SO t 硫

         酸水銀極こE=1-0.389,+0.380Volt)  楡 流計感度:%

                    回 グンレタチオン

Fラ ログ ラム を撮 影 す る と,紘 流計 の零 鮎 の上 下 に,酸 化 波 及 び還 元 波 を得 た.例 えば,ア ル

カ リ性 溶 液 に於 け る これ らSII化 合 物 の ポFラ ログ ラ ム を示 す と第7圖 の様 で あ る.

 而 して,陽 極波(酸 化 波)が

       2RSII-→r{SSR、 一ト2i-1+一ト2v

な る酸 化反 懸 に よ る ものか,或 いは

       2}lgこlrg2++十2e

       Hg→ 十RSII-→11g(SR)十Ilt

の 如 き反 慮 に よ る もの が未 だ疑 卿iがあ る.(こ れ につ い て は,一 般 にRSH化 合 物 の水 銀 電 極 に

於 け る特 殊 性 と關漣 させ て,グ ル タチ オ ンに よつ て詳 し く梅 計 中 で あ る.) しか し,と もか く

も一懸,還 元 波 は 一SII化 合 物 の1'1働酸 化 して生 成 した 一SS一 化合 物 の還 元 に よ る もの と考

え られ る.こ の様 に,酸 化還 元 の爾 波 は キ ン ビ ド ・ン の場 合 の 様 な,可 逆 的 酸 化 還 元 波 と多少

趣 きを異 に しアこが,酸 化還 元 の夫 々の波 の電 位が極 めて 接 近 し蜀 こ とか ら も,可 逆 性 に富 む酸

化還 元 系 と考 え られ る,さ きに第6圖 〔1〕に示 し7こ 一 〇.55V・lt附 近 に現 れ た還 元 波 も,こ の

場 合 と比 較 して,自 働 駿 化 に よ る酸1ヒ物 の還 元 波 と湾 え る こ とが 出來 た.實 際,充 分 試 液 調製

に注 意 し,自 働 酸 化 を防 ぐ と,酸 化 波 だ けの ボFプ ログ ラ ム も得 られ,コ ・s'ルト盤 溶 液 の ポ ー

ラ ログ ラ フ波 も第6岡(2)の 様 に その波 高 は高 くなつ た.ビ ク ミンBlの 白働 酸 化 物 は1)isul-

fide型 で あ る と思 は れ るが,こ の もの は コパル 硯 卑溶 液 の ポ ー ラ ログ ラ フ波 を示 さな い,こ の

事 は,シ ス チ ン な どの 場 含 と異 な り,ビ ク ミンB1の 特 異 性 と思 わ れ るが,第6圖(1)で は一

                   (16)
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部 分,自 働 酸 化 を うけ(-O.55Valtの 波 の現 れ る こ とよbも 明 らか で あ る)そ れ だ け一SH型

の濃 度 が減 少 した 故,波 高 は低 くなつ て い た の で あ る.叉pll =r 11.0の 緩 衝 液 中で 酸 化 波 だ け

を得 る様 に注 意 して,ビ タ ミンB1の 濃 度 を攣 化 させ る と,濃 度 と波 高 とは よい比例 瀾係 にあ

る.從 つ て,こ れ に よつ てtビ タ ミンBコ の ポ ー ラ ログ ラ フ的 定 量 が 出來 る こ とにな る.

 私 達 は,ビ タ ミ ンB1の ア ル カ リ性 溶 液 の ボ ・一一プ ログ ラ フ波 を そのThiol型 に なつ た分 子の

一SII基 に よ る もの と したが
,更 に,こ の推 論 を確 め る爲 に,モ ノ沃 度 酪 酸 との 反慮 性 を吟 味

した.モ ノ沃 度 酷 酸 は

       R-SII十1・CH2・COOII == R・S・CH2.CC)OH十III

の 反 懸 に よつ て 一一S}1基 を不 活 性 に す る.そ こで,酸 素 を除 いた アル カ リ性 溶液 につ いて,ビ

タ ミンP1及 び モ ノ沃 度 酷 酸 を加 え,36"Cで1時 間 放 置後,ボ'プ ログ ラム を撮影 す る と,ア

ノtカ リ性綾 衝 液 に於 け る 一2.OVolt附 近 に現 れ た 不安 定 な 波 も.コ バ ル ト塵 溶液 の波 も,又,

ビ タ ミンPlの 酸 化 波 も,そ の 波 高 の 低下 或 い は潜 失 させ る こ とが 出 來 た か ら(第8圖)ア ル

カ リ性 溶 液 に於 け る 一SH基 の 存 在 は確 誰 せ られ た.

                   第  8  圖

  [工1画[到 ・10--3M・1ビ タ ミ ンB、(10-・M・I C・α,・6H、0,10」N-NII,,10-・N.NII、Cl溶 液)

  回LT1は 夫 々5×10-3 Mol,2×10-3Molモ ノ沃 度 酷酸 を含 み,36℃ で1時 間 反 慮 させ る.陽

   極;IN-・KCI甘 乖極    槍流 計感度=Y50

  園 固 回10-・M61ビ タ ミンB、(PH-il.o雛 液)

  [互1回 は夫 々5×10-3Mol, 1×10 Mo1モ ノ沃 度 酷 酸 を含 み,36℃ で1時 間 反 慮 させ る.陽

   趣1-NH2SO4硫 酸水 銀 極(E=+0.385Volt)   検 流 計 感度 ヒYIo

                                     垢/ゼ

 Z.ima等(1941)は,ビ タ ミン1≧1を 中性 溶液 で過 酸 化 水素 で酸 化 して,そ のDisulfide化 合

物 を得,こ の もの は,グ ル タ チ オ ン及 び シス テ イ ンに よつ て,次 の 様 に還 元 され る こ とを示 し

た.

       Disulfide型 ビ タ ミ ンBユ 十還 元型 グル タ チオ ン或 い は シ ステ イ ン

                    (17)



            化  研  講  演  集  第  十  七  輯

            一→ ビタ ミンB:十 酸 化 型 グル タ チオ ン或 い は シ スチ ン

 叉D五sulfide型 ビ タ ミシBコ が ビタ ミンBlと 全 く同 様 な生 理 的 な効 果 を有 す る こ と よb,

ビタ ミ ンBコ の 作 用機 構 につ い て,こ の酸 化 還 元反 慮 の重 要 性 を指 摘 した.私 達 も,.さ きに述

べ た様 に,ビ タ ミンBコ は アル カ リ性 溶 液 中 で は あ るが,こ の 酸 化 還 元 系 が極 め て 可 逆 性 に富

む こ と,叉,第7圖 に示 す様 に,ビ タ ミンB1の 酸 化 波 の 電 位 が,シ ス テ イ ン,グ ル タ チオ ン

の それ よ り陽 で あ る こ とよ り,シ ステ イ ン或 い はグ ル タ チ オ ンの 酸 化還 元 系 が ビ タ ミンBlの

酸 化 還 元 系 に封 し,還 元 的 な作 用 を示 す こ とを裏 書 き し,ポ ー ラ ログ ラ フ法 に よつ て もZima

等 の説 を意 義 づ け る こ とが 出 來 た と想、う.             '

 ビ タ ミンBコ が 生 髄 内 で果 して如 何 な る機 構 に よつ て,そ の 生 理 的 な 作 用 を螢 む もの で あ る

か は.極 め て重 要 な問 題 で あ る。 これ に封 しビ ク ミンBコ を一・一つ の酸 化 還 元 系 と考 え よ う とす

る試 みが な され,例 えば,Lil)mannは チア7" ,一ル核 の還 元 に よ る とす る一 つ の還 元 を示 した

が,そ の 可逆 性 の上 に大 い に難 貼 が あ る.而 るに,Zima等 の論 に よ る と,私 達 の ボt・・一ラ ・グ

ラ フ的 な研 究 か ら も,多 くの愛 當性 が認 め られ るの で,今 後,ビ タ ミンBlの 生 理 作 用 の機 構

の研 究 には 少 く と もDi.・ulfi(le型 ビタ ミンBコ は重 要 硯 され るで あ ら う と思 わ れ る。 岡 山讐 大

濱 本 英 次教 授 の研 究 室 に於 い ては,昭 和20年 頃 よ り,ビ タ ミンB1或 い は類 似 化合 物 の コ バル

ト塵 溶 液 に於 け る接 鰐 還 元 波 につ い て,ボ ー ラログ ラフ的 に研 究 を行 い,更 に,他 の 生 化學 的

な實 験 に よつ て,1)iSulfide型 ビタ ミンB:の 生理 的 な意 義 を實 諮 され つ っ あ る.(學 研,ビ タ

ミンB研 究特 別 委 員 會記 事 第8回 〔昭 和21年 〕 ～現 在)私 達 も, 更 に この 問 題 につ いてCo-

Carboxylase,(ビ タ ミンBl・ ビ ロ燐 酸 エ ス テル)或 い はDisulfidc型Rユ 結 晶(何 れ も武 田

藥 品 工業 研 究 所,渡 邊 厚博 士 の御 厚意 に よつ て恵與 を うけ る)な ど を用 いて,更 に詳 し く研 究

を進 め て 行 き たい と思 つ て お る,

 省,ビ タ ミンB1は,中 性 或 い は酸 性 臨 化 加里 非緩 衝 液 で は典 型 的 な ポ ー ラ ログ ラ フ波 を示

す.こ れ に つ い て は,ビ タ ミンB1盛 酸 臨 の泳 溶 液 に於 け る解 離 丁一衡 と關 係 づ け て論 じ,叉,

溶 液 の 緩 衝 能 に よ る影 響 な どを槍 討 した.叉,ビ タ ミンBコ は酸 素 の 極 大 波 を抑 制 す るか ら,

その表 面 活 性 な る こ とが知 られ た.こ れ らにつ い て は,本 日は鯛 れ な い こ とに す る.

 以 上蓮 べ た 研 究 は,主 として私 の研 究 室 の小 出眞 次 君 が やつ た域 績 で あ るが,私 達 の 研 究 室

で は,鈴 木 信 君 が,昭 和14年 來有 機 化合 物 の ポ ー ラ ログ ラフ イ 一一を行 い現 在 に及 ぶ が,最 近 ば

主 として,帥 原 富 民 君 と共 に ボー ラ ログ ラフイ ー の理 論 的 な研 究 を捲 當 し,塚 本 務 君 は.有 機

化合 物 の酸 化還 元 系 の 可逆 性並 び に その機 構 な どに關 して 研 究 を行 い,夫 々興 味 あ る結果 を學

げ て お る.

 以 上,之 を要 す るに,ポ ー ラ ログ ラ フ・f一 とは どん な こ とで あ るか,而 して,そ の 慮 用 例 と

して,ビ タ ミン の研 究 に如 何 に役 立 つ てお るか につ い て,私 達 の研 究 室 の小 さい仕 事 を御 紹 介

した の で あ るが,最 近 蛋 白 化學 に就 て,特 に その活 性 原 子 團 の 意 義 に關 し,ボ ー ラ ログ ラ フ法

は 可 成 り興 味 あ る實 験 を提 供 す るで あ ろ う と考 えてお る次 第 で あ る.(昭 和23年5月29B講 演)

 【註】 本文申 に示 された電位 は特に断つた場合 の他はすべて1規 定甘禾電極 規準であ る,

                    (18)
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