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Sunuuary 

Thc subcutancous injection of L嗣 cystcincto micc (thc avcrage bocly wcight of about 

20 g)， to which about 83μg of inorganic mercury ion hacl bccn aclministratccl， rcsultecl 
in rapicl excrction of me1'cu1'y outsicle the bocly. レCystcincwas injectecl to micc cvc1'y 

clay at a closagc of 5 to 15 mg pc1' Kg ・・・ 0.3-0.9 g レCysteinepe1' 60 Kg ... thc cl巴g1'ee

of thc excretion of mcrcury was the great巴st. The amount of exc1'ctccl mercury gave 

a maximum valuc in thc seconcl clay a氏巴rthc starting of thc i吋ection. I n the case of 

thc closage of 5 to 10 mg pe1' Kg， peaks of the exc1'etion werc observccl in thc thircl clay 

after thc starting of the injcction. Fm‘thcr， almost all amount of mcrcu1'y seemccl to bc 

cxc1'etecl from thc t1'cated micc in the s巴conddaγ01' in thc thircl day. Without the in幽

jection of L-Cystcine， the 1'ate of the cxcr叫 ionof me1'cu1'y from the trcated micc was vc1'y 

low. Only a slight amout of mcrcury was excreted naturally three weeks a丘町 theaふ

ministration of mercury. 

緒 言

Lーシステインが，水銀と反応する事実は， 吉くから知られている 1) したがって，レシステ

インを生体に投与することにより，生体内lζ取り入れられた水銀イオンを捕捉し，かつ，これを

迅速に生体外に排出することができるならば，水銀の解毒も可能である.そこで，我々はこの問

題を解決するため，この研究に着手した.

実験方法

1. 水銀の測定

ジチゾ、ン法と原子吸光法を使用した.

1-1 ジチゾン法2) による水銀定量用の標準曲線の作成

水銀剤として，塩化第二水銀水溶液を使用した.水銀イオン(以下 Hg2+と自書する) として

3-15μgを含む水溶液 lOmlを分液ロート i乙入れ，これに 2N硫綬 10ml，6N酢酸水溶液 2ml，お
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Tablc 1 Detcrmination of Hg2+ with Dilhizone 
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Fig. 1 Standard Curve of Hg2+ by Dithizonc Melhod 

よびクロロホノレム 3mlを加えて 1分間援とうした. っさにクロロホノレム問を抜き取り， 10ppm 

ジチゾ、ンを含むジチゾン・クロロホノレム混波 5mlを加え 1分間激しく振とうした.その後， 発

fちしたジチゾ、ンj簡の 510nmにおける吸光度を測定した.ブランクとして，試~':I と陀容iì1の脱イ

オン7J<を使用し，その後の操作は，試料の場合と会く悶様にした.実験の一例与を，表 lおよび関

llC示した. これらの結果から， 上記の条件において， 試料11τの Hg2+が 12μgまで O.D5lOnm  

と Hg2+のほとのfIGlCï~;:接関係が得られた.

1-2 原子i汲光法による水銀定iii: JtJ の探添 rIH;í~~の作成

J出iE53作所製の原子l汲光分光光皮日l'(AA-610S)を使用した.O.lppm Hg2+を合む楳添原淡か

ら， 1.0， 3.0， 6.0および 8.0ml分取し，これらに 9N硫酸淡淡 20mlを加え， Jß~イオン水で全

容を 100mlとした. その全溶液を， 原子i汲光装践の反応容器l乙移し，これに 596.11笠イヒ第一スズ

溶液 5ml を加えた後，循環法で定fました.ブランクは 9N 硫酸溶液 20ml とJß~イオン水安加え全
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Fig. 2 The Calibration Curve for Estimation of Hg叫

(̂tomic ̂bsorption Method) 



藤井・坂111・関村 L-システインによる無機水銀の解毒について 115 

容を 100mlとした後は，上記の方法と全く同じ操作を行なった.ブランク依を上記の定:lli:値から

し引いて探準i沿線、を求めた.水銀最と原子1吸光装授のレスポンスとの関係は悶 2!ζ示されてい

る.この実験の結果から， Hg2+は 0.8μgまで装置のレスポンスと Hg2+虫とのi協に直線関係が

得られた.

試料溶液の調製

試料lζ 漉1il1í駿 lOml を添加し， 111寺 t~日加熱処理をし， さらに硫酸1il1i駿混液(1: 1) lOmlを加

えて 11待問加熱分解を行なった.つぎに 6必過マンガン酸カリ溶液 lOmlを加えて30分間煮沸し

て有機物を分解した.その分解液に20労組酸ヒドロキシノレアミン溶液を加えて過マンガン酸カリ

安中和分解した後，その全容を 250ml!こした.それから 50mlを分取し， これに 9N硫酸溶液

20mlを加え， )院イオン水で 100mlとした後，その水銀合;設を原子吸光法によって定議した.

2. 

L-システインの標準繭線の作成

Lーシステイン(レCySH) の定泣は 2，6-dichloro-p-benzoq uinoneを用いる比色定f立法3) で行

なった.試料溶液(12.1~96.8μg の CySH を含む) 1.0mlを試験管にとり， O.lN 滋酸熔液を

加えて試料溶液の pHを3以下とした後に 2，6-dichloro-p-benzoquinone溶液 (l.Omg/mlエタ

ノーノレ)1.0mlを添加した.その後，試験管に経く栓をして 700C の湯浴中で30分間加熱した.

つぎに室温まで冷却し，濃硫酸 2mlを加え直ちによく振り混ぜて30分後に 510nmにおける吸

光度を測定した.プランクとしては，試料の代わりに O.lN硫酸溶液を加えた混合液を使用した.

この実験結*は表2および関 3!ζ示されている.この表2および関 3からわかるように，試料中

3. 

Dctcrmination of L-Cyslcinc by 2，ふDichloro-p-Benzoquinonc

48.4 36.3 24.2 12.1 

0.554 0.430 0.307 0.205 

96.8 84.7 72.6 60.5 

Tablc 2 
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の CySHが 96pgまでは 510nmにおける!吸光度と CySH況との間l乙夜線関係が得られた.

4. Hg2←と CySHの反応および Hg・CySH複合体の生成

Hg2+とCySHが，どのような条件下で反応するか安調べた. CySH は pH7.4 で~JI::箔:!ê強い

反応性を示すことを知ったのでぺ pH7.4，400Cで CySHと Hg2+を10分Iln反応させた.試料治

ir:支 (1.5flg/mlの Hg2トを合む)10mllζCySHを， 2.42， 4.84， 7.26， 9.68および 12.1mg添加

Tablc 3 Dctcrmination of Remaining Hg2+ a仇erRcaction of Hg2+ (15 !Ig) with Various 
Amounts of L-Cysteinc 

O 

2 

2.42 

2.10 

3 4 5 

9.68 

O 

6 

4.84 7.26 12.1 

15.45 1.35 0.90 O 

0> 

...':'l， 

4.84 7.62 
L-Cy出 ne(mg) 

9.68 12.1 

イト
判。，
ごと

Fig. 4- Amount of Hg2+ aftel・Tlでatmentwith Various Concentration of L-Cyst('ine 

100 

nu 
k
J
 

(
E
E
)
』

ou目
白
。
よ
町
田
ロ
コ

reddish violet 
O 。
Rfロ 0.43

While. 

m・~_...~.‘OQ-ーーーーー・ー岨圃即時。舟制

除~L一一一必ムZ
Fig. 5 Thin Layer Chromatogram of L-Cysteine and Hg-Cysteine Complex 

No.1じ 51μ110ぱfL.心.

No.2公 5μμ10ぱf:f沼主g伊"心CySHComp1ex Solution (ρ0.3 mgHgど2+and 

2 mg CySI臼町王町/mlり) 

Layer: Kieselge1 G (Typc 60) 

Solvent: トButano1:acetic acid:狂，0 (60: 20: 20) 

Detcction: 0.1 % Ninhydrin 
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し，さらに pH7.4の McIlvaine緩衝溶液 10mlを加え，粉末炭酸水素ナトザウムを添加して

pHを 7.41ζ調!縫い全i容設を 30mlとした後400Cで10分!日j反応させた.その溶液から 10mlを

分取し，ジチゾン法により米反応の Hg2+を求めた.その結果は表 3および犯14で示されている.

これらの結果から， Hg2+ 1ζ対し 111当過剰にCySHを添加した場合，jQt隊の Hg2+は，ほとんど

消失した.すなわち， Hg2←と CySHは反応して Hg心ySH複合体を生成したものと推定でき

る. それで，反応溶液をiih:J爵クロマトグラフィー (TLC)により検出した. 展開剤としては

nブタノールー酢酸水 (60: 20 : 20) ，検出はNinhydrinで行なった.標準機品 CySHの Rf値

と反応総液のそれとを比較した結果をI@5 rc示す. 間5で示されるように， No.1の CySHの

Rf値は0.43であったのに対し， No.2では同じ位till:rc，かすかな発色を認めたにすさず，政点

の付近lζ白赤色のスポットが見られた.このさド尖は， Hg2+とCySHが反応したため， CySH は

閥イ干の場所へ上昇しなかったものと考えられる. そして未反応の微抵の CySHが， 発色したも

のと考えられる. また Hg-CySH複合体は， この展開剤では， ほとんど移動しないようである.

5. Hg-CySH複合体の安定性

Hg2+ 25μglζCySH 2. 42mgを加えて， pHを7.41こ滋!践して全容iiiを pH7.4の McI¥vaine緩

衝溶液で 30mlとした後，この滋合液を 400C 10分間加滋し， ジチゾ‘ンを加えて米反応の Hg2+

を除去する処理を10臨くり返した長初の 1-41TI1までは，ジチゾ、ンJu'Iは Hg2+により赤色を!乏

したが，それ以後は内限的lこえま色が認められず， 8 ITII以後， ジチゾンJIo'iの 500nmにおける吸光

度は一定彼を示した.そこで，ジチゾンおIJW処理を10llilくり返し行なった波淡を，それぞれ pH

3，5，7.4および8.51ζz調整した.その溶液を 800C で 111年1m加熱した後冷却し，ジチゾン法にも

とづいて， Hg2+の定量を行なった.ブランクとしては，加熱処.flliをしない溶液を使用した.その

結果は表 41こ示されている.次lζ，潟!立を変えて， 400C で211年H'd， と記の溶液を力日誌ました場合

のおii来を表 5，ζ示す.五， 4とぷ 5，乙ノJミされるように， Hg-CySH絞合体は pH3-8.5の範問で 2

Tablc <1 pI-l-Stability 01' I-Ig-CystCillC COlllplcx 

131:王
c 
J 

0.029 

7.4 8.5 

O.D・5UOnm nu 
l
 

nu 
nv 

0.012 

I-Ig-Cystcinc COlllplcx solution was hcatcd for onc hour at 800C 

Tablc 5 pH繍 Stabilityof Hg-Cysteinc Complex 

pH 3 5 

0.006 

7.4 

0.000 

8.5 

O. D'500nm 0.01l 0.005 

I-lg-Cysteinc Complcx solution was hcatcdゐr2 hours at 400C 

HれHJ放ほしでも安定であり， *'1' rc pH 7.4付・近では 800C，1 II!J' ]I¥Jの}JU滋でも安定であることが示

された.さらに， 24， 48111J'1liJという長時11¥]， pH7.4で放践した場合の Hg-CySH後合体の安定

性を検討した.すなわち， J二泊とどなく!日j織に処犯した Hg-CySH後合体溶液に pH7.4の緩衝溶

液を加えて 40mlとし， 40"C， 10分11¥]加泌した後， 24， 4811!j: 1m政践し，その後日g2+の{i1!誌をジ

チゾン法により測定した. その結よ!;・は表 61ζぷされている. この去から Iljjらかなように pH7.4

では Hg-CySH複合体は， 4811寺1mという長時間にわたり安定であることが示された.また， Hg句

CySH複合体を誠製し，調製した Hg-CySH複合体を Zn-HCl法で還元分解して，その分解ネを
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Table 6 Slability of Hg-Cystcine Complcx仁:Iuringlncubation al pH 7.4 for 2'~ and 43 homs 

at 400C 

Timc (hr) 。 24 48 

O.D.叩 Onm 0.001 ハUnu 

n
H
v
 

n
u
 

0.005 

調べた.すなわち，前記の方法で調製した Hg-CySH援合体 10mll乙， 6N.l1，話機溶液を 5mlと亜

鉛粉末を加え，が11騰湯浴中で 3分間，還元分解処理を行なった.その後，ジチゾン・クロロホノレ

ム混液を加えて遊離の Hg2+を分離し，これを原子吸光法で定量した.この ZrトHCl法で遼元分

解して遊離した Hg2+の抵は前記の硫酸硝酸混液で分解した Hg2+最のわずか1.296にすぎなかっ

た.さらに比較実験として， CySH 6mg H: AsA 44mgを加え(モノレ比1: 5) AsんCySH複合体

を調製し， TLCで遊離の CySHが存在しないことを確認した後，上記 Zn・HCl法で還元分解し，

遊離した CySHを2，6-dichloro-p-benzoquinone法で定笠し，分解之容を求めたところ， 91.496と

いう大きな数依を示した.以上の実験から Hg-CySH複合体は，加熱処迎や長時間の放置処理に

よっても，ほとんど彩特をうけず， また通常の還元法では AsA-CySH複合体の場合と異なり，

ほとんど分解されないことがわかった.このことは Hg・.CySH絞合体が非常に安定な結合状態

にあることを推定させるものである.

6. 水銀定盤m分解装罷を使用した時の Hg2+の閤収率の測定

水銀定致用分解装ま!:(ま，杉山元医理器製作所製のパラゴンペットを使用した. Hg2+として， 0.1， 

0.3， 0.6および 0.9μgを含む試料を前記の処理方法で定量した. その場合，各試料を原子l汲光

法により遮接定量したものを CA)とした.つぎに，各試料をパラゴンペットを使用し加熱等の

処理を行なった後，原子l吸光法で定量したものを (B) とした.表 7および悶 6にその結来を示

す. 表 7，国 6から， Hg2+の回収率すなわち B/A><100は，いずれも9096以上で・あることが

わかった.その平均依は94.81忽であった.ζ の結果から回収Z容を 94.896として実験僚の補正を

行なった.

Tablc 7 Rccovcry 01' I-lg'+ aftcr Dcgradation in Paragonpct Apparatus 

Hg2+ (f1g) 0.1 0.3 0.6 0.9 

A 27.7 82.5 162.4 233.7 

27.0 76.6 149.9 221.1 

97.5 92.9 92.3 94.6 

A: Direct Determination 

B: Determination after Dcgradation in Paragonpct apparatus 

7. Hg2+を投与したマウス体内における Hg2+の分布ならびに CySH投与の影響

マウス(合，体主 20g前後) 5 Illiを3試験区l乙分けた.そして塩化第二水銀溶液 O.lml(82.8 

μgの Hg2+を含む)を 1関だけ皮下注射した区を No.lとした.別に上記と悶様lζHg2+を投

与したものに，さらに AsA-CySH複合体(濃度は前出)を含む溶液 O.lmlを Hg2+投与・の白か

ら7日間にわたり， 1fj: 13 1短!皮下注射したものを No.2とした.また無投与の試験誌を No.3と

した.試薬を投与してから一週間後H:，それぞれの試験践の動物から肝臓および体毛を採取した.
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Calibration Curves for Determination of Hg2+ by Atomic Absorption Method 

A: Nonc Degraclation of Samplc in Paragonpet Apparatus 

B: Determination o[託g2+after Degraclation ofSample in Paragonpet Apparatus 

0.8 0.2 。
Fig.6 

肝臓については，これに 596トワクロノレ酢酸溶液を添加し，ホモゲナイズし，遠心分離により残

波と上清部lζ分けた.その後，それぞれを硫酸硝酸混液で分解し分析に供した.Hg2+の分析法と

して，ジチゾン法と原子!吸光法を使用した.表8にその結果を示す.この実験結采によると，肝上

清部については， No.21ζは No.lの約 3培の遊離の Hg2+が存在することがわかった. これに

Changes of Hg2+ Content in Liver ancl Body I-Iair of Mouse 1吋able8 

Hg2+ (pg %) 
Samplc 
No. Body Hair 

Solicl mattcr 
。fLivcr

¥Vater cxtract 
from Liver 

126.5 225.6 4.26.3 

392.5 56.1 1252.0 2 

O 

No. 1 lnjcction of Hg2+ 

No. 2 Injection of Hg2+ ancl L-Cystcinc 

No.3 None hサection
Amount of Hg料 wasc1eterminccl with Dithizone 

56.1 O 3 

対し，ブランク (No.3) からは， Hg2+は検出されなかった.また肝残語互については， No.lや

No.2より No.3の伎を差し引くと No.2はほとんど零となり， No.lはこの実験では 170μg必

の値を訴した.すなわち， No.lでは Hg2+が組織に結合して王子在することを示しているが，

No.2では結合型 Hg2+ は存在しないものと考えられる.No.3 1ζ示される数値は， ジチゾン

法においてもっとも強く彩響を与える錦イオンの存在のため，おい値を示しているものと考えら
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れる. 以上の結果から，マウス lζ投与された Hg2+は AsA-CySH複合体の投与により，組織

に吸着されることなく，熔けている状態で存犯しているものと考えられる.おそらく， Hg2+は

CySHと複合体を生じて，溶けている状態で血液および体液中に存在するものと苦言えられる.

つぎに体毛の分析結果であるが，表で示されるように， No.2の 数依は No.1のそれの約 3倍

であった.そして No.3の数値は ほとんど零に等しい. したがって， No.1および No.2で

示される数伎は，水銀lζ由来するものと考えてよく， No.2の数値がNo.1のそれの 3倍であ

ったことは Hg2+が CySHの投与により，無投与の場合よりも迅速に体毛へ排出されたこと

を示すものであろう.つぎにマウスに Hg2+を投与した後， AsA-CySH溶液を 1B 3回投与した.

翌日， そのマウスの肝臓を 5%トリクロノレ百七酸溶液中でホモゲナイズし， 遠心分離により上清

部と残主主lζ分け， その Hg2+.註を誠べた.表 9はその結采を示す. 表 9で示される通り上清

'1、able9 Change of Hg2+ Content in Livcr and Bo向 Hairaftcr lnjcction 01" Hg2+ and L-

Cysteine 

Sample 
No. 

2 

No. 1 lnjection 01' Hg2十

vVatcr cxtra仁t
from Liver 

18.2 

25.1 

No. 2 lnjection 01' Hg2+ and L-Cystcine 

Hg2+ (μg%) 

Solid matter 
。fLiver 
122.2 

115.4 

Amount of Hg2+ was detcrmined by Atomic Absorption :tvlcthod 

Body Hair 

120.7 

252.3 

部分の Hg2+設は， ブランクに比べて， CySH投与のもののJjが多く主l乙，残法rjJの Hg2十

;抵は CySH投与のものが少なかった.このことは CySHの投与により， Hg2+は別:組織へのI汲

裁を妨げられて，溶存状態，おそらく Hg-CySH桜合体の形態、で俗芸正するからであろう.また全

体毛については， CySH投与のばが2倍以上の1'JI・W.監を示した. このことは， CySHを投与する

ことにより Hg2+は， Hg-CySH複合体の形態、lζ変えられ，迅やかに体外へ排出された結果であ

ろう O

8. ASA-CySH複合体の投与盤と Hg2+の体毛への排出との関係

すでに，人の場合には Hg2+は頭髪l乙排出されるという事実が知られている.そこでマウスの

場合も何様であるか喜子かを検討した結果，前述のように Hg2+は相当遺体毛に排出されるという

事実がわかった.そこで AsA心ySH複合体の効果をさらにくわしく知るため，つぎのような実

験をお・なった.すなわち，マウス(合，体設 20g) 5 践をー 1:8:として，ー怪から四区まで~n 日

自のみ認証化第二水銀溶液 O.lml(82.8μgの Hg2+を含む)を皮下投与した.ニi乏から閤区には，

さらに AsA心ySH複合体を含む熔波 (AsA75mg， CySH 50mg/50ml) O. 1mlをI日rc，ニ|ま 1国，

三i豆2間，四区 3回投与した.Hg2+から 1，3， 5， 7， 21日後lζ休毛をハサミで切り取りパラゴ

ンペットを用いて分解した後， f，本毛l:j1の討g2÷f誌を原子吸光法で定Jました. その結果lま表101乙ぷ

されている.表10を図示したものが凶 7である.この表10および隊17から明らかなように，一日

3 1m AsA-CySH複合体を投与したばでは， Hg2;投与後 2EJ自に他のばよりも表最の Hg2+の排

出がポされた.さらに， 二，三16:も Hg2ト投与後 3EI自には Hg2;の131:W:l査のピークが現われた.

そして二iぎから四jぎでは，その後 Hg2+の排出没は殺しく減少した. ζれに比べて Hg2+のみ

を投与した誌では， Hg2+投与後2IEJ討になって，わずかな Hg2+の排出が認められた.これらの
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Tablc 10 Excretion of Hg2+ in Body Hail 

Hg2+ (pgf100 g Body Hair) 

No. 
13a2 ysof Izサ町tionof CySH， AsA 

4 6 20 

120.73 151.11 186.05 。 29.96 

2 227.91 781.4G 316.59 90.76 21.14 

3 252.31 688.54 459.48 129.46 26.98 

4 718.43 51.40 14.82 

No. I~No. 4 1吋cctionof Hg2+ (4.1 mgfKg) in the First Day 

No.2 Injcction of AsA (7.5 mgfKg) and CySH (5 mgfKg)fEvcry Day 

No.3 Injection of AsA (7.5 mgJKgx 2) and CySH (5 mgJKgx 2)fEvery Day 
No. 4 Injection of AsA (7.5 mgfKg x 3) and CySH (5 mgJKg x 3) fEvery Day 

AsA: L-Ascorbic Acid 

CySH: L-Cysteine 
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Fig. 7 Excrction of Hg2+ in Body Hair 

No. I-No. 4 Injection ofHg2+ (4.1 mgJl沼)in the First Day 

No.2 Injection of AsA(7.5 mgJkg) and CySH(5 mgJkg)JEvery Day 

No. 3 Injection of AsA(7.5 mgfkgx 2) and CysH(5 mgJkg>く2)fEveryDay 

No. 4 Injection of AsA(7.5 mgJkgx 3) and CySH(5 mgJkgx 3fEvery Day 

事実は CySHが Hg2+の排出に効果を有することを示している.

考 察

上記の諸実験結果からつぎのことが言える.すなわち，マウスを使用した実験において， CySH 

を投与することにより， Hg2+は11干減への吸穏を妨げられ，おそらく CySHと複合体を形成して

体液中を循環し，すみやかに体毛へ排出されるものと考えられる.また， Hg-CySH複合体の安
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定性の実験からみて，その複合体は生体内の諸還元反応に対して非常に安定であると考えられる.

そのため，体内で託g2+が再び遊離状態になることはないであろう.すなわち， Hg-CySH複合

体は主主体内では，何らかの変化，あるいは各級織へ何らの影響も及ぼさないと考えられる.した

がって， Hg2+が体内に入った場合，遊離のチオーノレ化合物が存寂しないと，体遺佐lおよびその

他の体成分のチオーノレ基と強悶に総合することになる.そのため，非常に排出関難な結合状態に

なることが怒像される.よって，あらかじめ CySHを常時与えることにより，体内K遊離のチ

オーノレ基を存在させるならば，体内に取り込まれる Hg2+ (主として食物より由来する)は， 寵

ちにこの遊離の CySHと強屈な複合体を形成し，迅速に体外へ排出され，体組織のチオーノレ慕は

安全に保護されるものと考えられる.

総 括

著者等は，システインをマウス K投与(皮下注射)することにより，マウス体内lζ投与.された

水銀イオン(約 83μg)を体内へ迅速に排出させることに成功した.体重t1kg K対し毎日 5，10 

および 15mgのシステインを投与したが 15mgの投与，すなわち体重 60kgK換算して 0.9g

のシステインを投与した場合，水銀はもっとも早く排出され，そのピークはシステイン投与の翌

日であった.また 5およびlOmgの投与では，水銀の排出量のピークはシステイン投与から 2日

目であった.それ以後の経過は 15mgの場合と全く向様であり，ほとんど零となった.これらに

比較して，水銀イオンのみを投与した場合，その排出は非常に遅く紅白頃になって，かなりの排

出量を示した.

ζの稿を終わるにあたり，原子l汲光装置を使JHさせていただき，かつ滋々の御助言をいただいた佐賀県衛
生研究所技官， ;Jf:元孝氏IC感謝致します。
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