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緒 言

我が国の大気汚染で工場 の固定発生源 による

硫 黄酸化 物(SOx),窒 素 酸化 物(NOx)に 対 し

て,近 年 は移動 発生源 によるNOxの 大 気汚染

が深刻化 してい る.

Shyら1,2)に よ りニ トロ トルエン工場近辺 にお

いて急性呼吸器疾患羅患率の高いこ とが指摘 さ

れてい る.一 方,二 酸化窒素(NO2)に よる血液

の変化 としてメ トヘモグロビン血症がある. NO2

は水 に溶 けると,硝 酸 と亜硝酸 となる(2NO2+

H2O→HNO3+HNO2).亜 硝酸塩 は単離 した赤

血球 に対 してメ トヘモグロビン形成作用 をもつ

が,こ の際H2O2の 発 生 を伴 う3).発 生 した微量

のH2O2に よってメ トヘモ グロビン化 が起 こる

かどうかは まだ充分 にわかっていない.し か し,

自酸化 によるメ トヘモ グロビ ンの増加 に関 して

は, H2O2が 関 係 している4).そ して,著 者は前

報5)に おいてアカタラセ ミアおよび正常マウス

溶血液 について,亜 硝酸 ソーダを添加 した場合

のヘモ グロビンからメ トヘモ グロビンの生成が

前者において高 いことによ りカタラーゼ がメ ト

ヘモグロビン生成 に抑制的 にはた らくことを認

めた.ま た,渡 辺,緒 方6)は 人 ヘモグロビンの

in vitroに お ける α-トコフェロールによるメ ト

ヘモグロビン生成の抑制 と,ネ ズ ミのin vivoに

お けるビタミンE投 与群 に亜硝酸 によるメ トヘ

モ グロ ビン生成 の抑制が認 め られたことを報告

した.

本報 では, in vitroに おいて,正 常およびアカ

タラセ ミアマ ウスか ら得た溶血液 に,ト コフ ェ

ロール類 およびアスコル ビン酸 を添加 し,こ れ

に亜硝酸ソーダ水溶液 を反応 させた場合,メ ト

ヘモ グロ ビンの生成 が抑制 されること,ま た,

そ れらの種類 と添加量 により抑制効果に差異 の

あることを認めた.そ して,ト コフェロールの

種類 による亜硝酸ソーダ添加時 のヘモ グロビ ン

よ りメ トヘ モグロビン生成の抑制効果 と,亜 硝

酸 ソー ダ添加時の ヨウ化 カリ水溶液 よ りヨウ素

が生成 され ることに対す る抗酸化能 とを比較検

討 したので報告す る.

実 験材料 および実験方法

実験材料:雄 の正常マウス(C3H/AnL CasCas)

お よ びアカタラセ ミアマウス(C3H/AnL CbsCbs)

[4～6週 齢,体 重25～33g]の 眼 窩静 脈 よ り採

血 し,抗 凝 固剤 としてヘパ リンを用いた.

トコフェロール類(以 後Toc.と 略 す)は, d体
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の α, β, γ, δお よびdl体 の α-Toc.の5種(す

べ て[株]エ ーザ イ製)で,活 性剤(Tween-80)

と蒸 留水にて乳化,希 釈 して用 いた.ま た, 1-

アスコルビン酸(以 後AsA.と 略 す,[株]和 光純

薬 工業 製)で,蒸 留水で溶解 し,希 釈 して用い

た.

実験 方法

1.溶 血液 の作製

両種マウスより約1mlず つ 数匹採血 し, 5倍

量 の生理食塩水で5回 洗浄 して赤血球 を得た.

この赤血球 を約10倍 量の蒸留水で溶血 した後,

 10,000rpmで60分 間遠 心分離 してゴース トを除

去 して得た溶血液の総ヘモグロビン量,メ トヘ

モグロビン量,カ タラーゼ活性度 を後述の方法

で測定 した.そ して,両 種マウス溶血液は1/10

M ph7.0リ ン酸緩 衝液 を用 いて, 0.4mg Hb/

mlに 調整 し実験 に用いた.

2.カ タラーゼ活性度の測定

Feinsteinの 過 ホ ウ素酸法7)に より20℃ で,

両 種マ ウスの溶血液のカ タラーゼ活性度 を定量

した.活 性度は過 ホウ素酸塩.単 位(Perborate

 Unit)で 表 した.

3.総 ヘモ グロビンおよびメ トヘモ グロビン量

の測定

Van kampen8)の 試 薬 を用 いた方法 で測 定 し

た.分 光光度計,記 録計は日立製(100-60型,

 056型)を 使用 した.

4.亜 硝 酸 ソー ダ添加時のヘモ グロ ビンよりメ

トヘモグロビン生成 とToc.類 とAsA.に よ

る抑制作用の測定

0.4mg Hb/mlに 調 整された溶血液 を1cmガ

ラ スセルに3ml採 り,分 光光度計 にセ ッ トし,

試 料側 の溶血液 に亜硝酸ソーダ水溶液(200mM,

 40μl)添 加 し,す ばや く攪拌 して反応 を開始 す

る.こ の時の,メ トヘモグロビン生成の増加 を,

 37℃, 630nmに おける吸光度 により経時的 に記

録 した.こ の時Toc.類 やAsA.を 添 加 してない

ものをコントロールと し, Toc.類 を終濃度で50

μg/ml～200μg/ml添 加 した もの, AsA.を25

ng/ml～200ng/ml添 加 したもの と比較 し,そ

れぞれ メ トヘモ グロビン生成の抑制効果 を検討

した.こ の測定 を行 う時,分 光光度計の試料側,

対 照側 ともに,同 濃度 の薬剤 を添加 した溶血液

をセ ッ トした.こ れはToc.類 で は乳化 したも

の を使用 してい るので分光光度計の 目盛 を0に

す る為 で,メ トヘモ グロビンの増加だ けを記録

す る為行 った操作で ある.

5.亜 硝 酸 ソーダ添加時の ヨウ化 カリの酸化 に

よるヨウ素 の生 成 とToc.類 とAsA.に よ

る抗酸化作用の測定.

1/10M pH6.8リ ン酸緩衝液 を用 いて10%ヨ

ウ化 カ リ水溶液 を調整す る(以 後KI液 と略す).

これ に1%可 溶化 でん粉水溶液 を添加(80μl/7

ml)し, 1cmガ ラスセルに3mlず つ とり,分

光光度計 にセ ッ トし,試 料側 に,亜 硝酸 ソー ダ

水溶液(5M, 200μl)を 加 え,す ばや く攪拌 し

反応開始 とする.こ の時酸化 され遊離 された ヨ

ウ素 がでん粉 と反応 し発色 した紫色 の吸光度 を

25℃ で, 563nmに お いて経時的 に記録 した.

この時, Toc.類 やAsA.を 添 加 しないもの をコ

ントロールとし, Toc.類, AsA.を 終濃度 で25

μM～200μMを 添加 したもの と比較 し,そ れぞ

れの抗酸化能 を検討 した.

実 験 結 果

1.亜 硝酸 ソーダによる正常 およびアカタラセ

ミアマ ウス溶血液のヘモ グロ ビンよ りメ ト

ヘモグロビン生成 とToc .類 お よびAsA.の

抑 制作 用

1-1両 種 マウス溶血液 のカタラーゼ活性度:

今 回使用 した正常 およびアカタラセ ミアマウス

溶血液の カタラーゼ量 は,正 常マ ウスが900±

88PU/gHbで ア カ タラセ ミアマウス100±17

PU/gHbの 約9倍 であった.

1-2 Toc.類 とAsA.添 加 時 の亜硝酸 ソーダ

によるヘモ グロ ビンよりメ トヘモ グロ ビンの経

時的生成曲線 とその解析: ① メ トヘモ グロ ビン

生成曲線.[図1. A～F-1, 2]は,横 軸 に時間

(分)を,縦 軸 には37℃ における630nmの 吸 光

度即 ち,亜 硝酸 ソーダにより生成す るメ トヘモ

グロ ビン量 を表 している.

亜 硝酸 イオンによ るヘモ グロビンの メ トヘモ

グロ ビン生成曲線 は,[図1, A～F-1:正 常 マ

ウス溶血液,図1, A～F-2:ア カタラセ ミアマ

ウス溶 血液]の コン トロール曲線 において,前

報5)の ご とく初期段 階では生成速度 が遅 く,そ
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の後 急速 に反応 し,ゆ るやかに反応 を終 るいわ

ゆ るSigmoidal curveと なる.そ して, 5種 の

Toc.類 は終濃度 で, 50, 100, 200μg/mlと な る

様 に,ま たAsA.で は同様 に, 25, 50, 100, 200

ng/mlと な る様 に添加 してメ トヘモ グロビン生

成 を抑制するのを記録 した.本 図で, Toc.類 お

よびAsA.は そ れぞれ差 はあるものの,そ の添

加量が増加す ると抑制効果 も増大 し,メ トヘモ

グロビン生成に要す る時間は延長 している. Toc.

類 やAsA.を 添 加 した場合 もメ トヘモ グロビン

生成曲線はほぼSigmoidal curveに 近 い曲線 を

示 した.し かし, Toc.類 で は,そ の添加量 が増

加 するにしたがって, Sigmoidal curveの 後 半

の傾斜 がゆ るや かにな り,メ トヘモ グロビン生

成速度,生 成量 とも減少 して くる.そ して, d-

α-Toc.やdl-α-Toc.で はSigmoidal curveを

Fig. 1 (A•`F 1, 2) Inhibitory effects of tocopherol derivatives (A-E) and ascorbic acid (F), on

 methemoglobin formation by nitrite ion from the hemoglobin in the hemo

lysates of normal (1: Nor) and acatalasemic (2: Acat) mice.
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示 さな くなった.こ れに対 しAsA.で は,そ の

添 加量 が増加してもSigmoidal curveの 後 半 の

立 ち上 が りの傾斜 はコン トロールのもの とあま

り変 らなかった.

② Toc.類 およびAsA.の メ トヘモグロビン生

成 に対する抑制のパ ラメーター: Toc.類 で は前

述 したが, d-α, dl-α-Toc.に お いてその添加

濃 度 が多 い場 合 メ トヘモ グロ ビン生 成 曲線 は

Sigmoidal curveを 示 さず,筆 者 が前報5)に お

いて用いた誘導期,メ トヘモ グロビン生成期 を

持 たない曲線 となっている.こ の為本実験 では,

 Betkeら9)が 亜 硝酸 ソーダで オキ シヘモグロビ

ンか らメ トヘモ グロビン生成す るにあた り,そ

の半分がメ トヘモ グロビンになるのに要す る時

間を測定 しているが,今 回はこの方法 を用いた.

つ ま り,そ れぞれの メ トヘヨグロビン生成曲線

において,メ トヘモ グロ ビンの50%生 成 までの

時 間を計測 し,コ ン トロールの それ を差 し引い

たメ トヘモグロビン50%生 成 の時間差 をToc.お

よびAsA.の メ トヘモ グロ ビン生成 に対す る抑

Fig. 2 (A•`F) Inhibitory effects of tocopherol derivatives (A-E) and ascorbic acid (F), on met

hemoglobin formation in the hemolysates of normal (N) and acatalasemic (A) mice 

by nitrite ion.

(Relation between the concentration of Toc. derivatives or AsA. and the time

 spending till 50% methemoglobin formation, and between the concentration and

 the induction time of methemoglobin formation)
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制 力 のパラメーター とした.ま た, Sigmoidal

 curveの 前 半のメ トヘモ グロ ビン生成が急激 に

増加す るまでの時間,す なわ ち誘導期 を,測 定

で きるものについて計測 し,[図2, A～E]に 付

随的に示 した.

1-3両 種 マウス溶 血 液 におけるToc.類,

 AsA.の 添 加量の差 とヘヨグロビンよりメトヘモ

グロビン生成 に対す る抑制 度 との関係:[図2,

 A～F]で は,横 軸 にToc.類, AsA.と もに添 加

終濃 度(μM)を 示 した.こ の時各Toc., AsA.

とも に分子量が異 なるので,最 初 に添加 した量

(50, 100, 200μg/ml)を それぞれモル濃度 に換算

し,図 上 に正確 にプロッ トした.縦 軸 には,左

側 にメ トヘモ グロ ビン50%生 成 に要す る時間で

コントロールとの時間差(分)を,右 側 に誘導期

の時間(分)で これもコントロールの それを差 し

引いて表示 した. Toc.類[図2, A～E]で は,

添 加量 の増加 とともにメ トヘモ グロ ビン50%生

成 時間即 ちメ トヘモ グロ ビン生成 に対す る抑制

力が放物線状 に増大するが, AsA.[図2, F]で

は,ほ ぼ直線的 に増加 している.

Toc.類 とAsA.の 添 加量では, 50～200μg/ml

に対 し25～200ng/mlで 約1000倍,モ ル濃度 で

も約500倍 と なって お り, Toc.類 と比 較 して

AsA.は 非 常に少量の添 加 量で効 果 を示 してい

る.し か し, AsA.は 水 溶性 であるの に対 して

Toc.類 は脂溶性 で,乳 化 して用 いたことも考慮

す る必要 があると考 える.

1-4 Toc.類, AsA.の ヘ モ グロビンよ りメ

トヘモグロビン生成 に対す る抑制作 用におけ る

正常マウスとアカタラセ ミアマウスの差異: ①Toc.

類: 5種 の いずれのToc.に おいても正常マ ウス

とアカタラセ ミアマ ウス溶血液のメ トヘモ グロ

ビン生成の抑制 力については明 らかに正常マウ

スの方 が大 きい.こ のことは,[図1, A～E]の

メ トヘモ グロビン生成の経時的変動 において も

認め られる.ま た,[図2, A～E]の メ トヘモグ

ロビン50%生 成 時間 と誘導期の時間においてそ

れぞれのToc.の 添 加濃 度で正常マ ウスの方 が

アカ タラセ ミアマ ウスよ り長いこ とが認 め られ

た.そ して図2で 正常マウスの実線 とアカタラ

セ ミアマウスの破線 との間隔 が, Toc.類 の添加

量の増加 に伴って開いてくることか ら, Toc.類

の添加量の増加 に伴 って正常マウスとアカタラ

Fig. 3 (A, B) Comparison of inhibitory effects of each tocopherol derivatives on the methemo

globin formation induced by nitrite ion.
(A) hemolysate of normal mice
(B) hemolysate of acatalasemic mice
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セ ミアマウスの メ トヘモ グロビン生成の抑制の

差 が大 きくなることを認 める.

②AsA.[図2, F]よ り,低 濃度 で正 常マウ

スがアカタラセ ミアマウスに比べて,わ ずかに

メ トヘモグロビン生成の抑制 が強かったが,全

体的 にはあま り大 きな差は認 めなかった.

1-5 Toc.類 の種類 によ るメ トヘモグロビン

生成の抑制 力の差 について:[図2, A～E]よ り

正常マ ウス溶血液 とアカタラセ ミアマウス溶血

液 とに分 けて各Toc.の メ トヘモグロビン50%生

成 時間の曲線 をとり出 し作図 した ものを[図3,

 A:正 常 マウス],[図3, B:ア カ タラセ ミアマ

ウス]に 示 した.正 常マウス溶血液におけ るToc.

類 の メ トヘモグロビ ン生 成に対す る抑制 力は,

 d-α>dl-α>d-β>d-γ>d-δ-Toc.の 順 であ

った.又,ア カ タラセ ミアマウス溶血液 におい

ては, d-α>dl-α>d-β=d-γ>d-δ-Toc.で

両種 マウスとも同様 の順序 を示 した.

Fig. 4 (A•`F) Inhibitory effects of tocopherol derivatives (A-E) and ascorbic acid (F) on the KI

 oxidation by nitrite ion.
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2.亜 硝酸 ソーダによるヨウ化カリの酸化 とToc.

類 お よびAsA.の 抗 酸化能:メ トヘ ヨグロ

ビン生成の抑 制 においてToc.類 の抑 制 力

の差は その抗酸化能によるものか どうかに

ついて亜硝酸 によるKIの 酸 化 をモデル と

して検討 した.

2-1亜 硝酸 ソ-ダ によるKI液 の酸化 曲線

の解析: KI液 を亜硝酸 ソーダで酸化 し,遊 離 し

たヨウ素 をでん粉 と反応 し,ヨ ウ素でん粉反応

による発色 の吸光度 を20℃, 563nmに おいて経

時的 に記録 した.

[図4, A～F]で 横 軸に時間を,縦 軸に563nm

の吸 光度 を示 した.

① Toc.類 を添加 した場合: Toc.類 で は,反

応 開始後,徐 々に吸光度 が上昇 し,一 定時間後

急激 にしか も直線的に反応が進 む.そ して添加

量 が増加す るに従って反応の始 ま りはゆ るやか

にな り,後 半の一定 の速度で反応 が進む部分 も

その速度が遅 くなる[図4, A～F].

② AsA.を 添 加 した場 合: AsA.で は一定時

間酸化 を完全 に抑制 した後,コ ン トロールとほ

ぼ同等の速度で反応 が開始 している為,反 応曲

線 の後半の直線部分 は,み なコ ン トロールの傾

斜 と同様 であった[図4, F].

Fig. 5 (A•`F) Inhibitory effects of tocopherol derivatives (A-E) and ascorbic acid (F) on the KI

 oxidation by nitrite ion.

(Relation between the concentration of Toc. and AsA. and the induction time)
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③ Toc.類, AsA.の 抗 酸化能 のパ ラメー ター

:[図4, A～F]に お いてKI液 が亜硝酸 に酸化

され,反 応 が急激 に開始す るまでの時間 を誘導

期 と考 え,反 応曲線 の後半の直線部分 を横軸 ま

で延長 し交 わった所の時間 を誘 導期 とし,抗 酸

化能のパ ラメーターに用 いた.[図5, A～F]は,

横 軸に, Toc.類, AsA.と もに終濃度(μM)を,

縦 軸には図4よ りもとめた誘導時間(分)を 表示

した.

2-2 AsA.お よびToc.の 種 類 による抗酸化

能の比較: Toc.類, AsA.の 添 加終濃度の増加

に伴いそれぞれの誘導時 間はほぼ直線的 に増加

している.こ の時各図の直線の傾 きがそれぞれ

の薬剤 の抗酸化能 と考 えられるので,[図5, A

～F]を ま とめて図6に 示 してみた. Toc.類 は

実線で, AsA.は 破 線 で表 した.そ れぞれの直

線の傾 きにより, d-α-Toc.>dl-α-Toc.>AsA.

>d-β-Toc.>d-γ-Toc.>d-δ-Toc.の 順 に抗

酸化能が強 いと考え られ る.こ れは, Toc.類 だ

けについて考 えると,亜 硝酸 ソー ダによるメ ト

ヘモ グロ ビン生成 に対す るToc.類 の抑 制 力 と

同 じ順序 であった.

3. Toc.類 の亜硝酸ソーダによるヘモグロビン

よりメ トヘモグロビン生成の誘導期でみ る

抑 制度 と亜硝酸ソー ダのKI液 酸化 による

ヨウ素生成 に対す る誘導期でみた抗酸化能

と の 相 関 関 係

[図2, A～F]に お い てToc.の 添 加 濃 度, d-

α, dl-α(116μM, 232μM)d-β, d-γ(120μM,

Fig. 6 Comparison of inhibitory effects of to

copherol derivatives and ascorbic acid

 on the KI oxidation.

(Relation between the concentration of

 Toc. and AsA. and the induction time.)

Fig. 7 Relation between the induction time of iodine formation from potassium iodine and that

 of methemglobin formation from hemoglobin.
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240μM)d-δ(124μM, 248μM)に お けるヘモグ

ロビンよ りメ トヘモ グロビンを生成す る時の誘

導期の時間 と,[図4, A～E]に おけ るKI液 よ

りヨウ素 に酸化 される時の誘導期の時間で前述

の濃度 に対応す る時間 を図上 よ り読み とり,両

者の対応す る点 を図7に 示 した.横 軸 には,亜

硝酸ソーダによるKI液 よりヨウ素への酸 化 時

の誘導時間(分)を,縦 軸 には亜硝酸 ソーダによ

るヘモグロビンよ りメ トヘモ グロビンを生成す

る時の誘導時間(分)を 示 した. KI液 酸 化時の

誘導時間に対応 する両種マウスの5種 のToc.で

2種 の濃度の各10点 を図にプロッ トした.こ れ

らの点につ いて,正 常マウス,ア カ タラセ ミア

マ ウスそれぞれ相関係数 および一次 回帰式 を求

め以下 の結果 を得 た.

正 常 マ ウ ス: y=0.13x-0.62

(相 関 係 数r=0.92)

ア カ タ ラ セ ミア マ ウ ス: y=0.11x-0.65

(相 関 係 数r=0.86)

(た だ しx:亜 硝 酸 ソーダによるKI液 よりヨ

ウ素への酸化時の誘導時間, y:亜 硝 酸 ソーダに

よるヘモ グロビンよ りメ トヘモ グロビンを生成

す る時 の誘導時間)

また,正 常マウス とアカタラセ ミアマ ウスの

一次回帰式の傾 きは正常マ ウスのそれの方が大

きかった.

考 察

近年大気汚染物質中の窒素酸化物の有毒性 が

問題 となって きて いる.高 濃度 の亜 硝 酸 イオ

ン10,11)あるいは, NO12), NO213)ガ ス によりメト

ヘモグロビンが生成 されることが報告 されてい

るがその生成機構 はまだ不明な点 が多いよ うで

ある.我 々は5)前 報 で,亜 硝酸 イオンによ り,

正 常マ ウス,ア カタラセ ミアマウス溶血液 で生

成するメ トヘモ グロ ビンの生成速度 に差 がある

こと,ま た,そ れにはカタラーゼが関与 してい

ることを述べた.前 述 したが,渡 辺,緒 方6)は,

人 のヘモ グロビンで α-Toc.が メ トヘモグロビ

ンの生成 を抑制 するとい うin vitroの 実 験,ま

たin vivoで ネ ズ ミのビタ ミンE投 与群 に亜硝

酸 によ りひ きお こされるメ トヘモ グロビン生成

に抑制 が認 め られたことを報告 してい る.今 回

の我々は正常およびアカタラセ ミアマウス溶血

液 を用 い,亜 硝酸 イオンによ りひきお こされる

メ トヘモ グロ ビンをToc.類(d-α, dl-α, d-β,

 d-γ, d-δ)ま た, AsA.で 抑 制す る実験 を行 い,

その効果 に差 を認めた.

ビタミンE(以 下Eと 略す)はEvans Bishop14)

によ り1922年 に みいだ され, Sure15)に よ りビタ

ミンEの 名称 をあたえ られた.そ して生体内に

おける抗酸化作用 を中心 とす る種 々の作用が報

告 され,注 目 される様 になっている.

E同 族体 としては,自 然界 に, α, β, γ, δの

トコフェロール とα, β, γ, δの トコ トリェノー

ルの8種 類のE作 用物 質が知 られている.そ し

て,そ の生物 活性 はそれぞれ異 な りα-Toc.を

100と す るとβ-Toc. 30; γ-Toc. 10: δ-Toc.は

1以 下で ある.ま た,ト コ トリエ ノールは トコ

フェロールに比べてはるかに活性 が低い.

また,天 然のd体,合 成のdl体 でもその活性 に

差 があり, dl-α-Toc.を100と す るとd-α-Toc.

は16616)で,こ れはEの 立体構造の違いによる

ものである.今 回の我 々の実験 で, Toc.の 種 類

の違 いによ り抗酸化作用 が異 なるが,ほ ぼこの

生物活性 と同様の活性順位 であった.ま た,ヨ

ウ化 カリ水溶液か ら亜硝酸ソーダによりヨウ素

を生 成 させ これをToc.類 に よって抑 制 する実

験 と正常および アカ タラセ ミアマ ウス溶血液の

ヘモ グロ ビンより亜硝酸 ソー ダによりメ トヘモ

グロビンを生成 し,こ れを抑制す る実験 とは,

各Toc.の 濃 度 を対応 させると,両 者 に相関関

係(正 常マウス: r=0.92,ア カタラセ ミアマウ

ス: r=0.86)が 認 め られ た.こ の ことよ り,

 Toc.類 の亜硝酸ソーダによるヘモグロビンよ り

メ トヘモ グロビンを生成す ることに対す る抑制

力は,ヨ ウ化 カリ水溶液 よ り亜硝酸 ソー ダの添

加 によるヨウ素生成 を抑制す る抗酸化能 とに相

関関係 があると考 えられる.ま た,一 次回帰式

の傾 きの差 は正常マウス溶液 とアカタラセ ミア

溶血液 に含 まれ るカ タラーゼ量 の差 によるもの

と考 えられる.す なわち,前 報5)で 述 べたカタ

ラーゼの差 による亜硝酸 ソー ダにひ きおこされ

るヘモ グロビンよりメ トヘモ グロ ビンの生成 の

差は, Toc.類 を添 加 した条件 下で も同様 で あ

った.し たがってカ タラーゼの存在 はメ トヘモ
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グロビン生成の抑制 に本質的 に関与 していると

考 える.

AsA.に つ いては,還 元 力もあり,抗 酸 化作

用 と言 えるかどうかわからないが, Toc.と 較 べ

てヘモ グロ ビンがメ トヘモ グロビンになるの を

非常 に少量 で抑制 した.

ビタ ミンEと 他物 質 との 共存 につ いてはin

 vitroに お いて,ビ タ ミンC17),グ ル タチオン18),

リ ン脂質19),ア ミノ酸類20)な どの化合物 とは相

乗的 な抗酸化作用があるのが認 められている.

例 えばビタミンCと の共存下 で,ビ タミンEが

作用 して,ラ ジカル を捕捉 し,そ の際生成す る

Eラ ジカルは ビタミンCと 反応 してEを 再生す

ると考 えられる.ま た, Eラ ジカルにビタミン

Cや グルタチオ ンを加 えた時ESRに よ りEラ

ジカルの消失 をみ ることが報告21)さ れ てい る.

この点 については今後検討 を進 めたい と考えて

い る.

カタラーゼが亜硝酸 イオンによるメ トヘモ グ

ロビンの生成を抑制することを前述 したが本実

験 でToc.類 を添 加 した時,正 常 およびアカタ

ラセ ミアマウス溶血液 の亜硝酸 イオ ンによるメ

トヘモ グロビン生成の抑制力がその添加量 の増

大 につれて より大 きく差 がで る.こ れは,生 体

内 カタラーゼがメ トヘモグロビン生成の抑制 に

本 質的に作用 してお り,こ れに対 してToc.類

が相加的 にはた らいていると推定 されるが,さ

らに検討す る必要 があると考 える.

結 論

亜硝酸 イオンによる正常,お よびアカタラセ

ミアマ ウス溶血液中のメ トヘモ グロビン生成 に

対する トコフ ェロー ル類,お よびアスコル ビン

酸の抑制作 用 を検討 し,以 下 の結果 を得た.

1.ト コフェロール誘導体 を添加 した場合 には,

 0～500μMの 終濃 度 において,濃 度の増加

にしたがい亜硝酸 イオ ンによるメ トヘモ グロ

ビン量の増加 を減少 させ る.そ して同一濃度

においては,ア カタラセ ミアマウスのメ トヘ

モ グロ ビン生成量 は正常マウスの それ より高

かった.

2.ア スコルビン酸の添加量は,終 濃度0～1.2

μMで トコフ ェロール類 と比較 して低濃度 で

亜硝酸 イオンによるメ トヘモグロビン生成 を

抑制 した.同 一濃度添加の さいの メ トヘモグ

ロビン生成の抑制 は,低 濃度 では,ア カタラ

セ ミアマ ウスよ り,正 常マウスの方が大 きい

が,ト コフェロール類 ほど差 が認 められなか

った.

3.ト コフェロール誘導体の亜 硝酸 イオンによ

るメ トヘモグロビン生制の抑制 力はd-α>dl-

α>d-β>d-γ>d-δ の順 に強 く,ト コフェロ

ールの生物学的活性 に一致 した.

ヨ ウ化カ リ水溶液 を用 いて行った トコフェロ

ール誘導体 の抗酸化能につ いての実験 において

も同様の順位で あった.

稿 を終 るにあたり,絶 えず御指導,御 校閲をいた

だいた岡山大学医学部公衆衛生学教室緒方正名教授

に深謝いたします.
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Inhibitory effects of tocopherol derivatives and ascorbic acid

 on the methemoglobin formation by nitrite ion in the blood

 of normal and acatalasemic mice
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The inhibitory effects of tocopherol derivatives and ascorbic acid on methemoglobin 

formation by nitrite ion in the bloods of normal and acatalasemic mice were examined. 

Methemoglobin formation by nitrite ion was inhibited by tocopherol derivatives at final 

concentrations ranging from 0 to 500ƒÊM. Methemoglobin formation in the acatalasemic 

blood was higher than that in the normal blood at the same concentration of tocopherol 

derivatives. The inhibitory effects of tocopherol derivatives on the methemoglobin formation 

in the bloods of both normal and acatalasemic mice were in the descending order of d-ƒ¿, dl-ƒ¿, 

d-ƒÀ, d-ƒÁ and d-ƒÂ. This is order coincides with the order of biological activity. Ascorbic 

acid inhibited methemoglobin formation by nitrite ion at the final concentrations ranging 

from 0 to 1.2ƒÊM. The inhibitory effect of ascorbic acid was markedly lower than that of 

tocopherol. Methemoglobin formation in the acatalasemic blood was slightly higher than 

that in the normal blood at the same concentration of ascorbic acid.


