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先に著者はEhrlich腹 水癌細胞お よびAH-130腹

水肝癌細胞の ミトコン ドリアを正常な機能を営む状

態で分離する事 に成功 し1),そ の ミ トコン ドリアは

ADP/O比 も呼吸調節能 も正常 ラッ トあるいはマ ウ

ス肝のミトコン ドリアのそれ にほぽ近 く,又 ピ リジ

ンヌクレオチ ドの酸化還元反応 も正常 ラッ トミ トコ

ンドリアのそれ と殆ん ど変 る所 な く,さ らに ミ トコ

ンドリアエネルギー代謝調節 に 共 役 して 示 され る

low amplitude swelling2)も その度合 はひ くいが明 ら

かに認められる事を明 らかに した.し か し,こ の様

な正常な機能を保持 した腹水癌細胞の ミ トコン ドリ

アでは, Fe++, GSH+GSSG,ア スコル ビン酸等の薬

物で誘起されるミ トコン ドリア内での脂質過酸 化反

応は殆んど起らず,従 つてそれに伴 な う ミトコン ド

リア容積変化も殆んど認 められない事を 明 らかに し

3),こ の様 な特 異 性 は ミトコン ドリア膜 を 構 成 す

る脂質組成の変動に起因す ると考え られた.従 つて

この特異性の究明には ミトコン ドリア膜 の脂質組成

の分析が必要であると考 えられ るが, intactな ミ ト

コンドリアを大量 に分離 す る方 法の確立 にいたつて

ない現在,腹 水癌細胞 ミトコン ドリア 自体 の脂質組

成を分析する事 は極めて困難であ る.然 しミ トコン

ドリア脂質組成は多 くの場合細胞 自体 の脂質組成 に

近値を示すので,細 胞全体の脂質過 酸化反応 および

脂質組成について研究す る事は,少 なか らず ミ トコ

ン ドリア内での これらの現象を究明す る一 つの助 け

にな ると考え られる.本 論文では この様 な見解 の下

で, Ehrlich腹 水癌, AH-130腹 水肝 癌細胞 と ラ ッ

トやマウスの種 々臓器 におけ るFe++, GSH+GSSG ,

アスコル ビン酸等で誘起 され る脂質過酸化反応を比

較検討 し,さ らに一部 のものの脂肪酸組成 の分析を

行ない,癌 細胞では脂質過酸 化反応 が低下 し,そ れ

が高度不飽和脂肪酸 の減少に原因す る事 を示唆す る

結果 を得 たので報告す る.

実験 材料お よび方法

使用 した動物 はDDN系 マ ウス,お よび 白 鼠 で

これらの脳,心,腎,肝,脾 を断頭放血後直 ちに取

り出 し,冷 却 した0.15M KCl-0.02M Tris-HCl緩

衝 液(pH 7.4)に 入 れ,ポ ッターガ ラス ホモゲ ナ

イザーにてホモゲネー トを作 り,そ の一定量 をさ ら

に上記緩 衝液で稀釈 し,そ れ に一定量 のGSH+GS

SGや, Fe++や,ア ス コル ビン酸を 添加 し, 25℃

にincubate後 形成 された脂質過酸化物量 を 測定 し

た4) 5).

Ehrlich腹 水癌細胞 およびAH-130腹 水肝癌細胞

は移植後1週 間ない し9日 目の 細胞 をScholefied6)

の方法で分離 し,血 球の混入を除 き,テ フロンホモ

ゲ ナイザーにてホモゲ ネー トとし,上 記組織の場合

と同様な方法で脂質過 酸化反応を測定 した.な お測

定値 はTBA color反 応 によ る混 定 値 をホモゲネー

トmg蛋 白当 り形成 されたマ ロンアルデ ヒ ド(MA)

のモル数 で示 した.

ミトコン ドリアの分離は前報1) 3)と 同様であ る.

脂質過酸 化反応 の基質 とな る細 胞内高度不飽 和脂肪

酸組成 はFolchら7)の 方法に応 じ,総 脂質を抽 出,

 N2気 流 中で乾燥 し,そ れに20mlの3規 定NaOH-

ethanolを 加 え, 4時 間 リフ ラックスを行つて 完 全

鹸 化 し脂肪酸を分離 した.こ の脂肪酸 はN2気 流 中

で乾燥 し,ジ アゾ メタンにて メチルエス テル と して

ガス クロマ トグ ラフにて分析 した.用 いたガ スクロ

マ トグ ラフは島津 製モデルGe-IB型 の 水 素炎デ イ

テ クターを もつ高 感度 の装 置で,カ ラムは60～80メ

ッシュの10%のsuccinate polyesterを 使用 した.

蛋 白質量 の測定 はKjeldahl法8)に よつた.な お各

実験 に使用 した試 薬は総 べて試 薬特 級で,そ れ らは
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Fig. 1. Lipid peroxidation of various organs 

of rat by Fe++ (40ƒÊM). Fur the reaction re

fer to the second report3).

Fig. 2. Lipid peroxidation of cancer and liver 
cells in the presence of GSSG (3mM). and 
GSH (2.5mM).

For the reaction refer to the second report3).

いず れ も脱 イ オ ン水 に溶 解 して 使 用 した .

実 験 結 果

0.15M KCl-0.02M Tris-HCl緩 衝 液(pH 7.4)中

で ホ モ ゲ ナ イ ズ した 各 臓 器 の ホモ ゲ ネー トをFe++

と と も にincubuteし た 場 合,図1に 示 す 様 に 臓 器

によつて形成 され る過酸化脂質量 は異 る,即 ち形成

されたマ ロンアルデ ヒ ド量 は脳 にお いて最 も高 く,

肝,腎,心,脾 の順 に減少す る.又,形 成速度は反

応 初期にわづかの潜伏期が あり,そ れ に続いて約20

分 迄は急激で,そ の後 はゆ るやかで ある.こ れ らの

器 管に 比較 して, AH-130腹 水肝癌 細胞 やEhrlich

腹 水癌細 胞でのマ ロンアルデ ヒ ド形成量はは るかに

少 な く, 20分 迄 は殆ん どその形成を認めない.こ の

様 なFe++で 誘起 され る マロンアルデ ヒ ド形成 反

応 の傾 向はGSH (3mM)+GSSG(2.5mM)で 誘起

され る場 合に も観察 され る(図2).し か しEhrlich

腹水癌細 胞はFe++誘 起 の 場合 よ りやや マ ロンア

ルデ ヒ ド形成 は多いが, AH-130腹 水肝 癌細胞では

全 くその形成 は認め られない.

今,ラ ッテの各臓器について 種 々薬物 と25° で

incubateし た場合形成 され るマ ロンアル デ ヒ ド量を

mg蛋 白当 りで比較 す ると表1の 如 くであ り,臓 器

によつて処理 した薬物のマ ロンアルデ ヒ ド形成促進

作用が異つてい る事 が わ か る.即 ち, GSH+GSSG

による形成量 は一般 に各臓器を通 じて高値 を示 し,

脳で の形成量が最 も著 しく,次 いで腎,心 が高 いが,

肝で は最低値 の脾 に近い値 を示 してい る.こ れ に反

してFe++の 促進 作用 は脳 が 最 も高 く,肝,腎,

心,脾 の順 に低下 し,脾 臓で の形成 は極 めてわづか

で ある.又 アスコル ビン酸 の促進 作用 は肝 が最 も高

く,次 いで脳,腎,脾,心 の順 に小 さい.こ の様な

現象 は臓器 によりそれぞれ マロンアルデ ヒ ド形成の

機構が異な るか,又 は阻害剤,あ るい はantioxidant

の存在 によるかで あると考 えられ るが,そ の反応機

構は全 く不明であ る.

同 じ様な現象 は両腹水癌細胞 において も観察 され

る(表2).即 ち,こ れ らの 細 胞 ではマ ロンアルデ

ヒ ド形成はGSH+GSSGに よ り最 も高値 を示 し,次

いで アスコル ビン酸, Fe++の 順 に形成 促進 作用は

減弱す る.し か し,表1と 比較 して も明 らかな如 く,

Table 1. Effect of various reagents on the formation of lipid peroxide in various organs of 

rat (incubated for 80 min. at 25•Ž)

For the reaction refer to the second report3).
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Table 2. Effect of various reagents on the formation of lipid peroxide in cancer and liver 

cells (incubated for 80 min. at 25•Ž)

For the reaction refer to the second report3).

各薬物によるマロンアルデ ヒ ド形成量は常に正常臓

器のそれよ り低 く,特 にAH-130腹 水肝癌細胞 で

はラット肝細胞 と比較 して著 しい低値を示 している

事は注目すべきことであろう.こ の傾向は前報3)で

報告した癌細胞 ミトコン ドリアでのマロンアルデ ヒ

ド形成の度合 とよ く一致 してい る.ち なみ に今同一

ラット肝組織のホモゲネー トと,そ れ らホモゲネー

トから分離された ミトコン ドリアにつ いてFe++,

 GSH+GSSG,ア ス コル ビン酸添加 に よ るマ ロンア

ルデヒド形成量を比較 して見 ると表3に 示す如 く,

いず れの場 合で も蛋白量当 りの マ ロンアルデ ヒ ド形

成量 は ミトコン ドリアが高値 を示 してい る.し か も

細胞(表2)と ミトコン ドリア(第2編,表2)で

薬物 による脂質過酸化反応 促進の度合が異 なつ てい

る.

この様な脂質過酸化反応 の細胞 や薬 物に よる差 の

原因 は一つには この反応の基質で あ る脂肪 酸組成 の

変動が考 え られ る.今 マ ウスおよび ラッ ト肝,な ら

びにEhrlich腹 水癌 細胞 およびAH-130腹 水肝癌

細 胞の構成 脂肪酸を分析 して見 ると,表4の 如 くで

Table 3. Comparison of malonaldehyde formation of liver homogenate and liver mitochondria 

by various reagents at 25•Ž.

For the reaction refer to the second report3).

Table 4. Fatty acid composition of cancer and liver cells analy
zed by gaschromatography .F

or the reaction refer to the second report3) .
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あ る.即 ち,こ れ らの分析 値か らも明 らかな如 く,

腹水癌 細胞のC20: polyは 著 し く低値を 示 し,こ れ

が 脂質過 酸化反応低下 の原 因になつてい ると考 え ら

れ る.

考 察

脂質過 酸化反応の機構が 明らかにされ ていない現

在,こ こに得 られ た結果か らその機構 を論ず る事 は

困難 であ ろう.然 し,こ の反応が酵素的反応で ある

か 又は非酵素 的反応で あるかと云 う事 は極 めて重要

な 問題 であ り,そ れ について はい くつか考察 出来 る

結果が あ る.今 非酵 素反応 における脂質過酸化反応

を示す と次の如 くであ る.即 ち一般 に高度不飽和脂

肪酸 は非酵素 的 に自動酸化を行ない,そ の反応 は金

属 によ る触媒反 応 とラジカル反応 とが考え られてい

る.例 えば

… …(1)

(こ こでRHは 不飽和脂 肪酸)… …(2)

の様な金属イオンでの触媒反応で過酸化脂質が形成

される場合と, X線 照射その他過酸化物存在による

次の様なラジカル反応経過で過酸化脂質が形成され

る.

… …(3)

… …(4)

… …(5)

… …(6)

… …(7)

この場合OH・ はX線 照射で直接水 の分解で も形成

され る.脂 肪酸 自体が直接 ラジカルを形成す る場合

も考 えられ る.即 ち

… …(8)

… …(9)

… …(10)

これ らは何れ もR・ によ る連 鎖反応で過酸化脂質 は

経 時的 に形成 され る9) 10) 11) 12).

又,も し酵素的反応 とすれば,主 にlipoxidaseに

よ ると考え られ,そ の反応 は

… …(11)

の 様 にcis, cis, 1.4-pentadieneと 酸 素 とが 反 応 し

て 過 酸 化 脂 質 が形 成 され る.今 この 反 応 を 詳 し く書

くと,

の ラジカル反応 であ る13).し か も生体 内ではほとん

どの脂質 はcis型 でlipoxidaseの 反 応 は容易 に起 り

得 る.従 つ て,こ こに得 られた結果が 自己触媒や 自

動酸化 によるものか, lipoxidaseに よ るものかを決

定す る事 は大切な問題で あ る.

本実験で得 られ た結果 か らこの問題 を考察すれば,

先づ臓器 によ り薬物 の感受性が異 なる事 と, in vitro

の非酵素反応で形成 され る過酸 化脂質反応 が極 めて

ゆ るやかで あるの に反 して,細 胞 のホモゲネー トや

ミ トコン ドリアで反応が極 めてす みや かで あ る事が

この反応が単な る非酵素的反応で ない事 を示 す様 に

思わ れ る.し か し生 体 内 に はvitamin Eの 様な

antioxidantの 存 在 もあ り,又 逆 に ヘモ グロビン,

チ トクローム,そ の他ヘマチ ンの様な触媒作用を も

つ もの10)の存在 が数 多 く知 られて おり,結 論的 には,

この反応 を酵素 反応 であ るか否か決定す るに到 らな

い.

次に癌細胞 の脂質過酸化反応 の低下が これ ら酵素

活性 の減少 によるか又 は脂肪酸 組成によ るか と云 う

問題 に対 し,本 研究 で得 られた結果 は,少 な くとも

脂質過酸化反応 の基質 である高度不飽和 脂肪酸 の減

少 がこの原因 になつ ている事 を示 している.こ の組

織 ホモゲ ネー トの脂肪酸組成 の変化が そのまま ミト

コン ドリアで示 され るFe++等 に よ る脂肪過酸化

反応 の低下や膨潤度合 の低下 の原 因でな ると結論 出

来ない にして も ミ トコン ドリア脂質の変更 は充分推

察 出来 るし,そ れが膨潤低下 の原因 に関係 してい る

事 も考え られ る.

一般 に細胞 内膜構造 はlipo-proteinの ミセルで構

成 され11),こ れ ら膜 様物質中,脂 質含量は極 めて高

く,蛋 白量当 りにして見れば ホモゲ ネー トより ミト

コン ドリアの方がは るかに脂質含量は高い.従 つて

ミトコン ドリアの方が脂質過酸化物形成 度合が大 き

い事は理解 出来 るし,又 この反応 が脂質含量への依

存性 も大 きい事を示す と考え られ る.

この様な脂質過酸 化反応 は単に ミトコン ドリ アの

みな らずマイ クロゾームで も観察 され,そ の場合 は
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NADHの 酸化還元に共役 して 金属 イオ ンを 要求 し

反応が起 る.こ の場合 に も癌細胞での過酸 化反応 は

ほとんど示 されない事がErnsterら15)に よつて明

らかにされている.

又この様な脂質過酸化反応は一 般に細胞 分裂 が盛

んな組織で は特 に少な く10),癌細胞で特 に少 ない事

は細胞の増殖機構 と高度不飽和脂肪酸 の間に密接 な

関係がある事を示唆す るもので あり,今 後 この方面

の研究がさらに発展すれば癌細胞の特性を より明 ら

かに出来ると考え られる.

結 論

1)腹 水癌細胞(AH-130肝 癌, Ehrlich癌)お よ

び正常ラット,マ ウス各臓器のFe++, GSH+GSSG,

アスコルビン酸 による脂質過酸化反応を行ない次 の

様な結果を得た.

2)癌 細胞は正常な脳,肝 ,心,腎,脾 組織 に比

して過酸化脂質形成量が極めて少ない.

3)脂 質過酸化反応 は臓器 によ りその度 合を異 に

し,又 薬物 の種類 によつて,そ れ ぞれ過 酸脂質形成

度合を異にす る.

4)脂 質過酸化反応 はホモゲ ネー トよ り ミ トコン

ドリアの方 が著 しい.

5)過 酸化脂質形成 の度合 は臓 器の脂肪酸組 成 に

あ る程度左 右 され,癌 細胞で は特 にC20: polyの 不

飽和脂肪酸が減少 し,こ れが 脂質 過酸化反応低 下の

一 因になつてい る
.

6)以 上の実験結果から癌細胞より分離したミト

コンドリアの脂質過酸化反応やそれに伴なう膨潤度

合の低下について考察を加え,さ らにこの反応の酵

素依存性についても考察した.
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Studies on the energy metabolism of ascites tumor cells

III. Lipid peroxidation and the components of lipids

 from ascites tumor cells

By

Keiko NISHIKAZE

Department of pathology, Okayama University Medical School

SUMMARY

The mitochondria isolated from ascites tumor cells have a specific characteristic different 

from those isolated from normal liver cells, i.e. they do not react with ferrous ion, GSH 

with GSSG and ascorbic acid, showing no increase in lipid peroxide formation and no swelling. 

From the viewpoint that this characteristic of tumor cell mitochondria may be due to the 

specific liqid .compositions of mitochondrial membrane, the author tried to analyze the compo
nents of ligids of tumor cells comparing with those of brain, liver, heart, kidney and spleen 

from normal animals.

The following have been revealed;

1. The tumor cells are very low in peroxide formation in the presence of the reducing 

agents comparing to those from the normal tissues, though.the grade of peroxide formation is 
different in each tissues and by thee agents used, and is rather lower in homogenate than in 

intact mitochondria.

2. Chemical analysis revealed that the lipids from tumor cells is low in unsaturated 

fatty acid contents, especially C20-polyene contents than those from normal cells. This will be 

responsible for the low level in lipid peroxidation of the tumor cells.
3. On the basement of the these results discussions has been made on the lipid peroxida

tion of mitochondria of tumor cells and related mitochondrial swelling under the consideration 

of enzymic activities.


