
パプラール製剤に含まれる白金および

パラジウムコロイ ドと溶存酸素および

ヒドロキシルラジカルの反応

京都工芸繊維大学大学院 生体分子工学部門
田嶋 邦彦   櫻井 康博   大石 俊恵

金折 賢二
安田女子大学 薬学部

森本 千恵
安田女子大学 家政学部

坂本 俊治

キーワード:パプラール製剤,白金,パラジウム,コ ロイ ド,水素,溶存酸素濃度 ,
ヒドロキシルラジカル消去活性,ESR,ス ピントラッピング

rEI

ヒドロキシルラジカル消去活性を維持あるいは

改善するために,抗酸化活性を備えた医薬品ある

いは食品などが注目され,それらの抗酸化活性に
ついて物理化学的な研究が継続されている

1～ 3)。

溶存水素によるヒドロキシルラジカルの消去反応

が注目を集めている
4)。

溶存水素とヒドロキシル

ラジカルの反応速度定数は6× 107M● s■程度で

あり,その反応速度は比較的遅いが,無毒な溶存

緒
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水素の血中投与あるいは吸引などによる供給が検

討されているD。 水素原子は溶存水素に比べてヒ

ドロキシルラジカルとの反応が速い に ～7× 109

M判 Sl)の ことが知られている。水溶液中で溶存

水素を水素原子に変換する機構として,白金ある

いはパラジウムなどの金属団体表面における水素

分子の吸着と水素原子への活陛化がある。白金お

よびパラジウムの金属コロイド溶液であるパプラ

ール製斉Jは原液 (3.OmL)中 にコロイド状の白金

0.6mgと パラジウム0.9mgを含み,コ ロイド表面

に吸着した水素によってヒドロキシリレラジカルを

Chernical・ Reactivity of Pd‐,and Pt―coHoid lnvolved in Papuraru to Solvated Oxygen and Hydroxyl

Radical
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消去する機能を有しているD。 パプラール製斉」の

Ptコ ロイ ドの粒径はおおよそ50A,Pdコ ロィ ド
の粒径はおおよそ100Aであり,その主な効能は
急性胃炎および胃粘膜損傷に対する効果である

8)。

パプラール製斉」は, ヒドロキシリレラジカルに対し

て優れた消去活性を有し,その重量あたりの消去
活性はビタミンCに匹敵する

9。

本研究では,パプラール製斉Jと ヒドロキシルラ
ジカルおよび溶存酸素との反応を研究し,それら
の反応におけるPtおよびPdコ ロイドの作用機序

を検討した。前者のヒドロキシルラジカルの消去

活性はフローインジェクションESR装置 (FI¨
ESR)3)を使用して検討した。さらに,後者の溶
存酸素との反応は,電気化学検出法による溶存酸
素濃度の時間変化を計測した。本論文では,Ptコ
ロイドがドロキシルラジカル消去活性について中

心的な役割を果たし,Pdコ ロイドはPtコ ロイド
の溶存酸素による酸化的な失活を抑制する作用を

有することを報告する。

1.試  薬
パプラーリレ製斉」の原液 (1.OmL中 にPdコ ロイド
0.3mg,Ptコ ロィドの白金0.2mg)を 開封直後に測

定に使用した。さらに,パプラール製剤の原料で
ある,単独のPdコ ロイド溶液 (0.6mg/mL)おょび
Ptコ ロイ ド溶液 (0.4mg/111L)を 測定に使用した。

パプラール製剤および両コロイ ド溶液は東洋厚生

製薬所から提供された。5,5_dimethyl-1‐ pyrrO_

line_1_Oxide lDMPO)は市販の試薬 (Labotech)

を精製せずにそのまま測定に使用 した。DMPO
および過酸化水素の水溶液は,超純水を使用して
大気中で調製 した。ESR信号の強度補正には
TEMPOL (2,2,6,6_tetramethyl‐ 4_hydroxyp―

iperidine― N― oxyl,和光純薬)をそのまま使用し
た。いずれの試薬及び測定溶液も測定の直前に所

定の濃度に調製した。

2.FI― ESR損1定および溶存酸素濃度の測定
FI― ESR測定 )こはTE‐ 100 型電子スピン共鳴装
置 (日 本電子)に改良型IPRITソ フトウエアと組

CJブ /2たαJ P/1θ″″2αεO′0,αれ′τたι′¢′y

み合わせてして使用した。FI‐ ESR測定システム

は高速液体クロマトグラフ分析用 (TOSOH)の
送液ポンプ, 6方切り替えバルブ,イ ンジェクシ

ョンバルブおよび扁平型石英ESRフ コーセル
(Wilmad)で構成され,これらを通常のHPLC用
のPEEKチ ューブ (外径1.58mm,内径0 13mm)

で接続した。光照射には,石英ガラスとテフロン
スペーサーで構成されるフロー型の照射セル

GEOL)を 使用し,紫外線照射には光ファイバー
式照射装置 (三永電機,UV-203S,150W)使 用
した
の
。DMPO/OHラ ジカルの濃度は,安定ラジ

カルであるTEMPOL(和光純薬)のESR信号強
度と濃度の検量線から評価した。また,磁場掃引
形式で観測するESR信号の強度補正には外部標準
試料として酸化マグネシウムに希釈したMn(II)イ

オンを使用し,磁場強度の補正にはMn(II)イ オン
由来のESR信号の低磁場から3本 目と4本目の分

裂幅 (8.69 mT)を 基準とした。なお,FI‐ESR
法における信号強度の実験誤差は±5%以内であ
る。溶存酸素濃度の測定にはTD‐51型微量溶存酸

素計 (東興化学研究所)を使用した。溶存酸素濃
度のゼロ点補正には亜硫酸水素ナトリウムの飽和

溶液を使用した。また,大気を連続的に通気した
超純水の溶存酸素濃度 (8.H mg/mL)を基準 と
して測定値を校正した。

結 果 と 考 察

1.Ptお よびPdコ ロイド溶液およびパプラール

製剤の酸素吸収挙動

パプラール製剤の主成分であるPtお よ費 dコ

ロイ ドと溶存酸素の反応を電極法で観測 した

(Fig.1-1)。 あらかじめ空気を通気した蒸留水

(1.2 mL)の 溶存酸素量ヤま約8.lmg/mLで あるが

水素ガスで置換した0.4mLの Ptコ ロイド溶液を加
えた混合溶液 (Pt,0.10mg/mL)の 溶存酸素濃
度は1分以内でほぼゼロに達した。このとき,Pt
コロイドが吸収した溶存酸素量は9.96mgで ある。

次に,同様にして0.4mLの Pdコ ロイ ド溶液を
1.2mLの空気飽和した超純水に混合すると ed,
0.15 mg/mL),溶 存酸素濃度は1分以内に3.6mg/

mLの一定値に達し,こ のPdコ ロイド溶液が吸収

験実
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した溶存酸素量は4.20mgで ある。この結果は,
パプラール製剤に含まれるPtコ ロイドはPdコ ロ

イ ドに比べて溶存酸素を効果的に吸収することを

示唆している。ここで比較のために,パプラール
製斉」の原液0.8mlを空気飽和した超純水0.8mLに

混合すると (Pdコ ロイ ド0.15mg/mL,Ptコ ロィ

ド01l mg/mL),混合から約1分以内に溶存酸素濃

度はほぼ0に達し,その時間変化は先に述べたPt
コロイ ドと類似していた。一般に,金属コロイ ド
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Figure l  Time dependence of solvated oxygen concentration(mg/mL)of colloidal sOlutions

observed before aeration(1-1)Pd colloid(A:Pd,0.15 mg/mL),Pt colloid(□ :Pt,

0.10 mg/mL),and papuraru(GD:Pt,0.10 mg/mL and Pd,0.15 mg/mL),and after

aeration(1… 2)× ,sunl of the oxygen consumption by Pd and Pt colloids.

The concentration of Pd and Pt c0110ids was equalto that of papuraru.

粒子の性質はその粒子径,表面状態および溶存水
素濃度等の影響を受けるため,PtおよdPdコ ロ

イドの酸素親和性を定量的に議論することは困難

である。ここで,パプラール製剤の主成分である
Ptおよ費 dコ ロイドの酸素親和性を比較する限

り,酸素吸収量のほとんどはPtコ ロィドに依存し
ていることが結論できる。

次に,これ ら単独のPdおよびRのコロイド溶
液の溶存酸素濃度が8.Omg/mLに 達するまで空気
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を充分に通気し,その後の酸素濃度の時間変化を
記録した (Figure l-2)。 単独のPtコ ロイド溶液

(0.lmg/mL)の 場合,酸素ガス通気を停止 した
後に。溶存酸素濃度は徐々に低下し,約 120秒後
に酸素濃度は約7.22mg/mLに減少した。他方 ,
単独のPdコ ロイ ド溶液 (0.15mg/mL)の溶存酸
素吸収はPtに比べて遅く,約 120秒後に溶存酸素
濃度は約7 70mg/mLまで減少した。これ らの酸
素飽和状態における酸素吸収は,前述の水素ガス
置換したコロイド溶液の酸素吸収に比べて特徴的

に遅い。興味深いことに,この遅い酸素吸収の挙
動は水素置換したPdコ ロイド溶液およびパプラー

ル製剤について観測された,1分以降の遅い酸素
吸収の挙動とほぼ一致している。これは,こ の遅
い溶存酸素の消費過程は,PtおよびPdコ ロィ ド
に比べて十分な溶存酸素が存在する場合に観測さ

れる現象である可能性を支持している。また,こ
の遅い過程の酸素吸収量はコロイ ド濃度に依存す

ることから (data not shown),金属コロイドが

溶存酸素を消費する可能性を示唆している。した

がって,こ の遅い溶存酸素の消費は金属コロイド
の酸化的な失活過程に関連した反応として考える

ことができる。

次に,パプラール製剤の2倍希釈溶液 (Pdコ ロ

ィ ド0.15111g/mL,Ptコ ロィ ド0.lmg/mL)につ
いても充分に空気を通気後の溶存酸素濃度の時間

変化を記録した (Figure l-2)。 測定開始から溶

存酸素濃度は単調に減少し,約 120秒後における
溶存酸素濃度は約7.15mg/mLで あった。溶存酸
素濃度の時間変化は単独のPtコ ロイド溶液の観測

結果に類似している。また,見かけの酸素濃度の

C′ ,4ゴια′Pたα″
“
αεO′Ogy αれどZた

`″
9′ッ

薬理と臨床 第 19巻第 6号 2009年H月

Figure 2 ESR spectrum observed for DIIPO/OH radical.

The downward arrow indicates the static field for FI― ESR measurements.

減少速度はPdが最も遅く (約 0.lmg/mL・ min),

Ptとパプラール製剤がほぼ等しく約0.5mg/mL・

minであった。試みとして,単独のPtおよびPdコ
ロイドの酸素消費量を加算して,パプラール製剤

と組成比が等しい仮想的な溶液の溶存酸素濃度の

時間変化をプロッ トすると (Figure l-2),そ の

酸素濃度は組成が同じパプラール製剤の観測結果

を有意に下回る傾向が認められた。これは,パプ
ラール製剤に含まれるPdと Ptコ ロイドは溶液中

で相互作用し,結果的に溶存酸素の吸収を抑制し
た可能性を示唆している。酸素吸収をコロイ ド金

属の酸化失活と考えると,この観測結果はパプラ
ール製剤で共存するPdコ ロイ ドは,Ptコ ロイド
の酸化失活を抑制する効果を有することを意味し

ている。

2.PtおよびPdコ ロイド混合比率のヒドロキシ

ルラジカル消書舌性

流通型電子スピン共鳴法 (FI‐ESR)によって ,
混合組成の異なるPtおよびPdコ ロィ ド混合溶液

のヒドロキシルラジカル消去活性を検討 した。

DMPOをスピントラッピング試薬 として使用 し,
DMPOの ヒドロキシルラジカルアダクト①MPO/
OH)のESR信号を測定対象 とした。過酸化水素
の紫外線照射で生成するヒドロキシルラジカルを

DMPO/OHラ ジカリレとして検出した。FiguFe 2に
示したESRスペクトルは,HPLCポ ンプから連続
的に送液する超純水 (1.OmL/min)に インジェク
ションバルブからDMPO(100μ M)と過酸化水
素 (500mM)の混合溶液 (以下,コ ントロール溶
液とする)を注入 (0.2mL)し ,反応溶液がESRセ
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Figure 3 FI― ESR signals of DⅣIPO/OH radical observed for each iniectiOn Of reaction mixture containing

DMPO(100 μM),H202(500 μM)and diluted(0.05%to l.0%)colloidal solutions.(3-1)FI¨ ESR
signal observed for control solution(A),and diluted colloidal solution of(Pt O.04 mg/mL,Pd O.3

mg/mL),B-1,0.03%;B… 2,0.05%;B-3,0.08%;B-4,0.10%;B-5,0.12%;B-6,0.15%;B-7,0.20

%;B… 8,0.30%;B-9,0.50%.(3-2)FI― ESR signal observed for control solution(A),and diluted

c01loidal solution of(Pt O.2 mg/mL,Pd o.06 mg/mL),C-1,0.005%;C-2,0.01%;C-3,0.03%,C¨ 4,

0.05%;C-5,0.10%,C-6,0.15%;C-7,0.20%;C-8,0.309`;C-9,0.50%. FI― ESR measurements
were conducted by following condition;microwave power lo mW,modulation width O.16 1nT,

amplitude 1000,time constants l.O ms,sampling interval l.O ms,and number of accumulation

1000.
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1510

ルに到達した時点で送液を停止して外部磁場を掃

引して記録した。ESR信号は強度比1:2:2:1の
4本線の微細分裂 (aH=aN=1.50mT)を示し,そ
の信号の線形と微細結合定数から,本ラジカルを
DMPO/OHラ ジカルと帰属した。次に,DMPO/
OHラジカルのESR信号の低磁場から2本 目のピー

ク頂点に磁場を固定し,HPLCポンプか ら超純水
を毎分1.OmLで連続的に送液しながら,イ ンジェ

クションバルブからコントロール溶液を注入する

と,DMPO/OHラジカリレの信号強度の時間変化曲
線が観測された (Figure 3-1)。 TEMPOLラ ジカ
ルのESR信号強度を基準として,コ ントロール溶

3-1
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Figure 4 1nhibitory curves of mixed solutions of Pd and Pt colloid.(4-1)圏 mixed solution composed of Pd

(0.3 mg/mL)and Pt colloid(0.o4mg/mL),◆ Pd(o.3 mg/mL)and Pt colloid(0.04mg/mL),and▲

Pd colloid(0.3 mg/mL)and Pt colloid(o.lmg/mL);(4-2)□ mixed solution composed of Pd(o.15

mg/mL)and Pt colloid(0.2 mg/mL),◇ Pd c0110id(o.15 mg/mL)and Pt colloid(o.2 mg/mL),and

∠ゝ Pd c0110id(0,3 mg/1nL)and Pt colloid(o.2mg/mL).The bottom horizontal axis cOrresponds to

the dilution(%)of these inixed colloidal s01utiOns.
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液のDMPO/OHラ ジカルの濃度 ([DMPO/OH]c)
は2.6μ Mと解析した。

あらかじめ水素ガスを通気したPdコ ロイド(o.3

mg/mL)と Ptコ ロイ ド (0.04mg/mL)の 混合溶
液を測定試料とし,空気で飽和した超純水で0.4%
から0.02%に希釈した測定溶液についてFI―ESR測

CJJκ Jεα′P″αp72αεOあgy α燿グτみι″9′ッ

定を行つた (Figure 3-2)。 純水で0.05%に希釈

したコロイ ド溶液を含むコントロール溶液をFI―

ESRシステムに注入すると,DMPO/OHラ ジカリレ
の信号強度はコントロールの約90%に減少した。

希釈率の低下につれて,DMPO/OHラ ジカルの強
度は段階的に減少し,最終的に希釈率力Ю.5%の溶
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液ではDMPO/OHラ ジカルの強度はコントローリレ

溶液の約25%に減少した。コロイド溶液を加えた

溶液のDMPO/OHラ ジカル濃度 ([DMPO/OH]s)
とコントロール溶液のDMPO/OH濃度 ([DMPO/
OH]c)と の比率(%)を縦軸に,コ ロイド溶液の希

釈率を横軸にとって抗酸化曲線をプロットした

(Figure 4-1,轟 :Pd O.3mg/mL,Pt O.04mg/mL,

◆ :Pd O.3mg/mL, Pt O.l mg/mL, ▲ :Pd O.3

mg/mL,Pt O.2mg/mL)。 いずれもコロイド溶液

もシグモイ ド型の線形を示し,見かけのID50値 は

それぞれ約0.14,0.2おょび0.25%で あり,Ptコ

ロイドの濃度増加につれてID50値が減少する傾向

が顕著である,これは,ヒ ドロキシルラジカルの

消去活性がPtの添加によって向上 した結果であ

る。さらに,抗酸化曲線の線形を比較すると,Pt

濃度の低下につれてシグモイ ド曲線がなだらかに

なる傾向がある。シグモイド曲線の線形は競争反

応の反応次数 Φ)に依存して変化する。

p・ OH+Aox=H20+P'Oduct   (1カ

たとえば,上式の反応ではp=2の シグモイド曲線

の線形は,p=1に比べてなだらかになることがシ

ミュレーション計算によって明らかである。Pdお

よびPtコ ロイド混合溶液の抗酸化曲線の線形は,

Ptの存在比率が低下するにつれて,見かけの反応

次数pが 1を上回ることを示唆している。実際に

Pdコ ロイド (0.3mg/mL)お よびPtコ ロイド

(0.04mg/mL)混 合溶液の反応次数pは約2と解析

された。 この結果は,PdおよびPtコ ロイドの抗
酸化活性機構を考えるうえで興味深い知見であ

り,今後の詳細な解析が期待される。

次に,同様の測定手順でPtコ ロイド溶液とPdコ

ロイド溶液の混合溶液 (Pt,0.2mg/mL,Pd,0.06

から0.3mg/mL)に ついてFI‐ESR測定を行い,そ

れぞれの抗酸化曲線をプロットした (Figure 4-2,

□ :Pd O.06mg/mL,Pt O.2mg/mL,◇ :Pd O.15

mg/mL,Pt O.2mg/mL, △ :Pd 03mg/mL, Pt

O.2mg/mL)。 組成の異なるコロイド溶液の抗酸

化曲線はほぼ重なり,ID50値は0.1%か ら0.12%の

範囲で一致した。この結果は Pdコ ロイドの濃度

号 2009年 H月 13 (403)

が増加しても見かけの抗酸化活性は,ほ とんど変

化しないことを意味している。また,抗酸化曲線

のシグモイ ド曲線の線形もPd濃度と無関係に一致

し,その線形から反応次数pはほぼ1と解析された。

PtおよJPdコ ロイド溶液の混合溶液のヒドロキ

シルラジカルに対する抗酸化反応では,Ptコ ロイ

ドが中心的な役割を果たしていることが明らかに

された。
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あらかじめ水素置換したPd,Ptコ ロイド溶液

およびパプラール製剤は,急速な溶存酸素を吸収
し,Ptコ ロイドの溶存酸素吸収量はパプラール製

剤にほぼ等しく,Pdコ ロイドを有意に上回る6さ

らに,3種類のコロイ ド溶液の水素を空気で置換

すると,金属コロイ ドの酸化的な失活に伴う遅い

溶存酸素濃度の低下が認められ,Ptコ ロイ ドは

Pdコ ロイドに比べて溶存酸素による酸化を受セリや

すい。また,パプラール製斉Jの溶存酸素吸収量と

単独のPtおよびPdコ ロイ ド溶液の酸素吸収量の

比較から,パプラール製剤に含まれるPdコ ロイド

はPtコ ロイドの酸化的な失活を抑制する効果を有

する可能性が示唆された。FI‐ESR法で評価した

PdおよびPtコ ロイドのヒドロキシルラジカル消

去活性の比較から,Ptコ ロイドの消去活性がPd

コロイ ドの活性を上回ることが判明した。さらに,

パプラール製剤のヒドロキシルラジカル消去活性

は単独のPtコ ロイドとほぼ等しいことから,パプ

ラーフレ製剤のヒドロキシリレラジカル活性は主にPt

コロイドに起因することが結論された。以上の結

果から,パプラール製剤の安定性と優れた抗酸化

活性は,共存するPtコ ロイドとPdコ ロイ ドに起

因することが半J明 した。

パプラール製剤,Ptコ ロイド溶液およ♂ dコ ロイ

ド溶液をご提供頂いた株式会社東洋厚生製薬所の築

地栄一社長に深謝します。
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