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緒 言

ミ トコ ン ドリア膜 は,生 体 膜 と しては 特 異 な

構 造 を もつ が,脂 質 の 二重 層 を構 成す る リン 脂

質 は不 飽 和 脂肪 酸 を 多 く含 ん でい る1,2).生体 膜

に なん らか の障 害 が加 え られた と き,不 飽和 脂

肪 酸 が 過 酸化 を受 け,生 成 した 過酸 化 脂 質 が 周

囲 に存 在 す る 蛋 白質 を変性 させ た り,細 胞 の機

能 低 下 を もた らす3)が,こ れ らの 反応 機 構 につ

い ては 不 明 な点 が 多い .

著 者 は,全 身 照 射 ラ ッ ト肝 よ り分 離 され た ミ

トコ ン ドリア を用 い て 二 価 鉄(Fe(II))誘 導 脂

質 過 酸 化 反応 を調 べ,照 射 群 で は対 照(非 照 射)

に 比 して誘 導 時 間(lag)の 短 縮 とTBA反 応 物

質 生 成 の増 加 を観 察 したが,同 時 に測 定 を行 っ

た溶 液 中のFe(II)の 変化 は,脂 質過 酸 化 反応

(TBA値)曲 線 と相 対 的 な減 少 曲線 を得 た4).

Fe(II)誘 導 脂 質過 酸 化 反応 に伴 う誘 導 時 間 に

つ い て は,三 価 鉄(Fe(III))の 存 在 下5,6),又,リ

ン酸(Pi)の 存 在 下 で もlagの 短縮が み られ る こ

とが報 告 され て い る7).し か し,ア ス コル ビ ン

酸(Asc)誘 導 脂 質過 酸 化 反 応 に お い て は, Piに

よるlagの 延 長 がみ られ る こ とが 報 告 され てお

り7,8),各 種 条件 下 での ミ トコン ドリア の脂 質 過

酸 化 反 応 のlagは 変化 が み られ て い る.

本 論 で は,放 射 線 照 射 後 認め られ たlagの 変

化4)と 比 較 す る ため,ラ ッ ト肝 ミ トコン ドリア

(RLM)のFe(II)誘 導 脂 質 過 酸 化 反 応 に対 す

るPi, Ascの 影 響 につ いて, Fe(II)の 消 長 の 面

よ り解 析 を試 み た.

実験 材 料 及 び方 法

(1)実 験動 物:市 販 の呑 竜 系 ラ ッ ト(8～12

W)を 使 用 した.飼 料 は市 販 の 固 形 飼料(MF)

を与 え た.

(2)実 験 試 薬: Fe(II)と して は,硫 酸 第一 鉄

ア ン モニ ウム(片 山化学,特 級)を 実験 添加 直

前 に蒸 留 水 に 溶解 して 用 い た. Ascは 片 山化 学

製特 級 を, Piは リン酸 二 水素 カ リウム(特 級)

をpH 7.4に 調 製 し用 い た.

(3)実 験 方 法:ラ ッ トよ りのRLMの 分 離 調

整 は 前 報 に従 った4).

脂 質 過 酸 化 物 の 測 定(TBA反 応)と 反 応 液

中 のFe(II)の 定 量(Nitroso-PSAP法9))は,

前 報 の 如 く行 っ た4).反 応 液 と し て はKT液

(0.15M KCl, 0.01M Tris-Cl buffer, pH 7.4)

を用 い,反 応 温度 は25℃ で行 っ た. RLMは0.5

mg/mlの 蛋 白量 で実 験 し,反 応液2mlよ りのTBA

値(測 定 液3.25mlのOD532nm),反 応 液0.8mlよ

りのFe(II)値(測 定 液5mlのOD752nm)を 求 め

た4).蛋 白量 の 定 量 はBuiret法10)で 測定 した.

結 果

実 験1. RLMのKT反 応 液 中 にお け るFe
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(II)誘 導 脂 質過 酸 化 反応: Fe(II)(0.05mM)の

添 加 に伴 うTBA値 の変 化 は,測 定 開 始 後30

分 のlagの の ち急 激 な上 昇(burst)が み られ,

 60分 で一 定 値 に達 した(図1, a).こ れ に 対 し

Fig. 1. Effect of ascorbic acid in the abscence of 

phosphate on ferrous ion-induced mitochon

drial lipid peroxidation.

TBA-value: •›-•›, 0.05mM Fe(II); ƒ¢-ƒ¢, 0.5mM 

ascorbic acid; • -• , Fe(II) with ascorbic acid.

Fe(II)-value: •œ-•œ, Fe(II); •¡-•¡, Fe(II) with 

ascorbic acid.

反応 液 中 に 添加 し たFe(II)の 濃 度 変 化 す な わ

ちFe(II)値 の 変 化(図1, a')は,添 加 後 漸 次

減 少 し, 30分 よ り,よ り急 激 な 減 少が み られ た

の ち60分 に て基 底 値 を示 し, TBA値 の 増 加 と

Fe(II)値 の減 少 の 間 に相 対 的変 化 が み られ た.

実 験2. RLMのKT反 応 液 中 に おけ るAsc

誘 導 脂 質 過酸 化 反 応: Asc(0.5mM)の 添加 に

よ って 測 定 開始 され た 反応 にお け るTBA値 の

変 化 は, lag 30分 後 徐 々 に増 加 し,測 定 時 間 内

(120分)で は 常 に増 加 が 示 され た(図1, b).

実 験3. Fe(II)及 びAsc共 存 下 の脂 質 過 酸

化 反応: Asc(0.5mM)添 加 後 直 ちにFe(II)

(0.05mM)を 添加 し測定 開 始 され た 反応 は,実

験1, 2よ りもlagが 長 く,そ の 後TBA値 は漸 次

増 加 した(図1, c). Fe(II)(実 験1)及 びAsc

(実 験2)で み られ た 脂 質 過 酸 化 反 応 に 伴 う各

TBA値 に 比 較 して, TBA値 は 低 値 を示 す 時

間 的増 加 が み られ た. Fe(II)値 は,全 標 品 採取

後一 斉 定 量 を試み たが,反 応期 間 中ほ とん ど変

化 はみ られ なか っ た(図1, c').

実 験4. Pi存 在下 のFe(II)誘 導 脂 質過 酸化

反応: Pi(2mM)存 在 下 のFe(II)(0.05mM)添

加 で得 られ たTBA値 曲線 はlagが ほ とん どみ

られ ず,最 高 値 に達 した後,漸 次 減 少 した(図

2, a). Fe(II)値 は 添 加 後 急 激 な 減 少 を みせ

(図2, a'),実 験1と 比 較 し, lagの 短縮 と最

高TBA値 の増 加 及 びFe(II)の 減 少 速度 促 進

が 著 明 で あ っ た.こ の 際, TBA値 とFe(II)

値 につ いて,実 験1と 同様 相 対 的 変 化 が み られ

た.

Fig. 2. Effect of ascorbic acid in the presence of 
phosphate on ferrous ion-induced mitochon
drial lipid peroxidation.

TBA-value and Fe (II)-value: Same condition in 
Fig. 1..

実 験5. Pi存 在下 のAscに よる脂 質 過 酸化

反 応:反 応 測 定 時 間 内(120分)で のAsc(0.5m

M)添 加 に よ るTBA値 の増 加 は ご くわず か で

あ り(図2, b),実 験2(図1, b)の 結 果 と比較

し, Piの 著 しい 反応 抑 制 作 用 が み られ た.

実験6. Pi存 在下 のFe(II), Asc共 存 に よ

る脂質 過 酸 化 反 応:三 者 共 存 下 の 反 応 は, Asc

不 存在 下 のTBA値(実 験4)と 比 較 し,わ ず か

のlagが み られ た後,著 し いTBA値 の上昇が

示 され一 定 値 に 達 した(図2, c).得 られ た 最

高TBA値 はFe(II)単 独(図1, a)の そ れ の

3.15倍 で あ っ た.三 者 共 存下 に おけ るFe(II)

値(標 本 採 取 後 の一 斉 定 量)は,一 時 減 少 が み

られ た 後増 加 し一 定 値 に 達 し,そ の後 ご く僅か

の 減 少 継 続 が示 され た(図2, c').こ の 初期Fe

(II)減 少 時 間 は, lag時 間 とほ ぼ一 致 が 認 め ら

れ た.更 に,三 者 共 存 下 の 反 応 は, Asc存 在 下

のFe(II)誘 導 脂 質 過 酸 化 反 応(図1, c)と 比



二価鉄誘導脂質過酸化反応に関する研究 213

較 して 著 し く促 進 され た.し か し反応 開 始30分

後 のFe(II)の 減 少 値 は わ ず か で あ り,反 応 液 中

のFe(II)量 は 多 か っ た.

脂 質過 酸 化 反 応 後 のFe(II)の 一 斉 定 量 は,

実 験1～6と も反応 停 止 標 品採 取 後,長 時間 氷

冷 に て保 置 後行 っ た ため, Ascに よるFe(II)

へ の還 元 を考 え る と,経 時 時点 にお け る真 のFe

(II)値 を示 して い な い可 能性 が あ るの で,次 の

実験 を行 った.

実験7.実 験6(図2, c')に お け る同条 件,

即 ちRLMを 含 む反 応 液に, Pi(2mM), Asc

(0.5mM)及 びFe(II)(0.05mM)を 順 次継 続

して添加 し,反 応 開 始 後 そ れ ぞれ5, 10, 15,

 20, 25, 30及 び60分 時 の反 応 液 を氷 冷TCA液

に分 注 し反 応 を 止め,直 ちに 遠 沈5分 行 い,

反 応停 止後 各々 のFe(II)濃 度 測定 ま で の 経 過

時 間 を10分 と した.こ の ときのFe(II)値 の 割

合 を図3に 示 す.こ の 測 定 条件 下 でのFe(II)

値 の減 少 は15分 値 ま でみ られ, 55%以 上 の減 少

が 測定 され,実 験6の 反 応 時 にみ られ たFe(II)

値 の減 少(23%)よ り更 にFe(II)値 の 減 少 が み

られ た.最 低 値 以 後 わ ず か に上 昇 が み られ た の

ち, Fe(II)値 は,ほ ぼ 一 定 状 態 が得 られ,実 験

6と 同 様 の変 化 傾 向 が み られ た が,氷 冷 保 置 中

のAscの 還 元 度 合 を実験濃度 に関連 して 考 慮 し

なけ れ ば な ら ない こ とを示 す.こ の 点 を確 かめ

るた め次 の 実 験 を行 っ た.

Fig. 3. Change of Fe (II)-value in mitochondrial 

peroxidation. The Fe (II)(0.05mM) added 
was measured in the KT-medium involved 

phosphate (2mM) and ascorbic acid (0.5mM).

実 験8.図3の30分 後 のFe(II)減 少 時 に

TCA液 添 加 に よ り反 応 を停 止 させ た の ち,こ

の 時 間 を0分(45%)と して,氷 冷下 に お け る

Fe(II)の 変 動 を経 時 的 に150分 追 っ た.各 時

の測 定 まで の経 過 時 間 は10分 で あ る.こ の 結 果

(図4), TCA存 在下 でFe(II)へ の変換 が 徐 々

に起 って お り, 120分 後 では72%に な った.

Fig. 4. The reduction of Fe (II) under the keep
ing condition. Peroxidation was stopped 
by addition of TCA and then samples were 
kept in ice-cold water. Initial Fe (II)-

value was obteined at 30 minutes after 
peroxidation.

一 方
, RLMを 含 まな い反 応 液 に お いて, T-

CA液 中のAscの 還 元 力 をみ るため,氷 中及 び

室 温 に て 同 濃度 のFe(III)を 添 加 し, Fe(II)へ

の 経 時 的 変 化 及 び リン酸 添 加 時 のFe(III)の 変

化 を調 べ たが,こ れ らの条件 下 では直 ちにFe(II)

へ の100%の 還 元 が み られ た.

考 察

生体膜における脂質過酸化物の形成には種々

の 機構 が考 え られ3,11～13),金 属 特 に 鉄 の 関与 が

重要 で あ る と され て い る14,15)が不 明 の 点 も多 い.

著 者 の 教 室 では 一 連 の 二 価 鉄(Fe(II))誘 導 脂

質過 酸 化 反 応 の解 析 を行 な っ てお り6～8,16～18),著

者 は先 にX線 全 身 照射 後 のRLMに お い て は非

照射 の もの に 比 してlagの 短 縮 とTBA値 の増

加 を認 め,反 応が 起 り易 くな って い る こ とを 明

らか に した4).特 に このlagの 短 縮 は 反 応液 内

のFe(II)の 減 少 と相 関 し,照 射RLMでFe

(II)の 減 少(酸 化 過 程)を 促 進 す る因 子 の 存在 を

示 唆 した4).し か し,こ の 因子 の 本 体 は 明 らか

で な い.

RLMで みられるFe(II)誘 導脂質過酸化反応
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(in vitro)のlagは,種 々 の 条件 下 で変化 がみ

られ る が5,7,17),そ の際 のFe(II)の 動 向 は分 っ

て いな い.本 論 文 で は その 反 応 を, Pi及 びAsc

の 存 在 下 で, Fe(II)の 消 長 面 よ り検 討 した.

RLMのFe(II)誘 導 脂 質過 酸 化 反 応 は, TBA

値 曲線 に お い て,添 加 され たFe(II)の 量 に 応

じて一 定 のlagを もつ シ グモ イ ド曲線 を描 く.

 Fe(II)の 濃度 が 高 け ればlagは 延 長 され る4,5,

7).こ の 時, lagとFe(II)値 の 変 化(減 少)は

相 対 的 で あ り,添 加Fe(II)量 に対 してFe(II)

の あ る減 少 度合 即 ち相 対 量(比)(約1/3に 減 少)

が著 しいTBA反 応 物 質生 成(burst)開 始 に 必

要 で あ る4,6). Fe(II)減 少 曲線 は 溶 液 中のFe(II)

自動 酸 化 曲 線 か らみてRLMで 促 進 が み られ た

が4), burstの と きにはFe(II)減 少 が 更 に 促 進

され る. TBA値 曲線 とFe(II)値 曲線 の相対関

係 につ いて は 更 に 詳細 な研 究が 要 求 され る.

Fe(II)一 定 濃度 条 件下, Pi存 在 で 認 め られ

たlagの 短 縮はFe(II)減 少率 の 促 進 を伴 っ た.

 Piは, Fe(II)と キレー トす るこ とに よ り, Fe

(II)減 少 を速 めlagの 短 縮 に 寄 与 してい る と思

わ れ る.

脂 質 の 自動 酸 化 機構(開 始,連 鎖 拡 大,停 止)

に よ る過 酸 化 脂 質 の 生 成 は脂 肪 酸 ラ ジ カル の 生

成 に始 ま り,分 子 状 酸素 の吸 収 に よって 過 酸 化

物 が 形 成 され る3,13).本 実 験 の 場 合,直 接 的 に

はFe(II)と 膜 脂 質, Fe(II)と 酸 素 との 相 互 作

用 を考 慮 しな けれ ば な らな い.鉄 の 関与 す る脂

質過 酸 化 反 応機 構 は,種 々 の 条件 下 で, hydro

xy radical, superoxide, singlet oxygen等 の 活

性 酸 素 の 関 与 が考 え られ て い るが15,19,20,21),開

始 剤 と して は こ れ らの 活性 酸素 は関 係 な く22,23)

鉄-酸 素 分子 複 合 体(perferryl ion)が 重 要 で あ

る と さ れ る14,15,23～27). Pi(低 濃 度)存 在 下 高

TBA値 が得 られ た こ とは,単 にPiがFe(II)

減 少度 合即 ち相 対 量(比)に 関係 す るだ け で な く,

膜脂 質 を含 め た酸 素 複 合体 形成 に関 与 して い る

のか も しれ な い. RLMのFe(II)誘 導反応 に お

け る酸 素 の 吸収 は, lag時 に 若 干 の 促 進 が み ら

れ, burst時 に更 に 促 進 さ れ る7)こ とか らlag

時 の 活性 化 酸 素 が 脂 肪 酸 ラジ カ ルの 発 生 に寄 与

して い る と思 われ る. Piはlag時 の酸 素消 費を

促 進 す る7).又,本 実 験 系 に お け るEDTAの

効 果 は,添 加 時 で,著 しいTBA反 応物 生 成 時

(burst)中 で もTBA値 を停 止 させ る6,7)こ と

か ら, Fe(III)がTBA反 応物 生 成 に 関 係 してお

り28,29), Fe(III)錯 体 を含 め て考慮 しなけ れ ば な

らな い14).何 れ にせ よ, RLM存 在 下,膜 基 質

を含 め た これ ら複合 体 形 成 の 平衡 関係 が よ り保

た れ て い る時 間 がlagと 考 え られ るが, burst

(TBA反 応生 成 物 急 増)の 起 因は 明 らか で ない.

あ る一 定量 の過 酸 化 物形 成が 連 鎖 反 応機 構 に必

要 と され て い るが13,30,31), Feの 場 合,も しFe

(II)-活 性 化 酸 素 当 量 で一 定 の 過酸化 物が生 じる

とす れ ば, Fe(II)高 濃度 の方がlagが 長 い4)こ

とか ら,形 成過 酸 化 量 は 起 因 とは 考 え 難 い.

更 にPi存 在下 でTBA値 が 最 高 に 達 してか

ら減 少 が み られ る こ とは, TBA反 応 物 の 消 去

を考 えね ば な らな い. TBA反 応 物 の 主 役 は過

酸 化 物 か らの 二 次 産 物,マ ロ ン ジ ア ル デ ヒ ド

(MDA)32,33)と され る. RLMに はMDAを 消

去 す る防 御 能 力 が あ る34).し か しTBA反 応物

質 は単 にMDAを 意 味す るので は な く,鉄 ・Pi・

酸素 ・膜 脂 質 四者 間の 分 解 過 程 産 物 を 考 慮 しな

け れ ば な ら な い. MDAは 脂 質か らのTBA反

応 物 の一 部 で あ り35),又, TBA反 応 物 は 過 酸

化 に よる脂 質 分 解 量 の一 部 を示 す との 報告36)も

み られ る.

Asc誘 導脂 質過 酸 化 反 応 曲 線 はburstは み ら

れ ず 緩 や か に上 昇 した. RLMの 同 反応 は 非 酵

素 的 反 応 と云 わ れ るが37),そ の 反 応 で は鉄 イオ

ンの 存 在 が 必要 との報 告 もみ られ26), RLM内

在の 鉄 イ オ ン との 関連 か ら反 応 が促 進 され る と

も考 え られ る12).し か し,抽 出 した 脂 質 のAsc

単 独 に よ る反 応 もみ られ る38)こ とか ら, Ascの

酸化 に よ る それ 自身 の ラ ジ カ ル(tri-oxo radi

cal39))を 含め て,そ の ラジ カ ル反 応 に は 絶対 的

に 金属 は必 要 で な く,そ の 反 応 開始 機 構 はFe

(II)の そ れ と異 な る と考 え られ る. Pi存 在下 の

Asc誘 導 脂 質 過 酸 化 反 応 に お い てlagの 延 長 が

み られ る こ とは, Piが 単 に抗 酸 化 剤 と して働い

て い る と考 え られ て い る40). PiはRLMの 膨潤

をお こす40)こ とか ら, PiのFe(II)並 びにAsc

誘 導 の 反 応 に 対 す る相 反す る効 果 は,膜 構 築の

変 化 が 関 係 して い る と考 え られ る.こ の こ とは

Ascに よる反 応 はRLMに お いて は 熱処 理 した
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方 が 起 こ り易 い こ と7,8),膜 溶 解 剤処 理 で促進 が

み られ るこ と41),又,脂 質 単 独 よ り も蛋 白脂 質

複 合 体 の方 が 反 応 が 著 しい こ と42)な どか ら も示

唆 され る.

Asc存 在 下 のFe(II)誘 導 脂 質 過 酸 化 反 応 に

お いて 得 られ た結 果 で は,溶 液 中のFe(II)の

減 少は ほ とん ど 見 られ ず, TBA反 応 物 生 成 も

Asc単 独 に よ るそ れ よ りも低 くか っ た. Fe(II)-

Asc系 は過 酸 化 反 応 の適 当な モ デ ル と して 利用

され て い る21,34).この 場 合, Fe濃 度 は 低 く(例

えばAsc 0.1mMに 対 してFe 5μM), lagは 認

め て い ない.本 論 で実 験 され たFe(II)とAsc

濃 度 で は, AscはFe(III)をFe(II)に 還 元 す

る.両 者 共 存 の場 合,夫 々 の反 応 が相 殺 され,

 Fe(II)誘 導 反応 か らみ れ ば著 し く抑 制 され て い

る. Fe(II)誘 導 反 応 に はFe(II)減 少 の 相対 量

が な い とTBA値 のburstが 得 られ な い こ とか

ら, Fe(II)の 減 少 が 抑 え られ る こ とに よ り過

酸 化 反応 は 阻害 され る と考 え た.逆 にAsc反 応

か らみれ ば 大 量 のFe(II)は 抗 酸 化 剤 と い え,

先 のPi共 々Asc反 応 の 基 質 として の膜 構 築 と

の 関係 が 考 慮 され る. Asc反 応 はそ の 濃度 が 高

いほ ど速 く誘 起 され る7)こ とか らFe(II)の 還

元 にAscが 供 用 さ れ,過 酸化 反 応 に対 応 す る

Asc濃 度 減 少 が 単 に原 因 となっ て抑制 され て い

る と思 われ る.

本実 験 で 用 い られ た濃 度 のFe(II), Asc両

添加 に よ り抑 え られ た脂 質過 酸 化 反 応 にお い て,

 Pi共 存 で は著 しいlagの 短縮 と高TBA値 が

み られ た.こ の 時, Fe(II), Pi共 存 反 応 に 比

してlagは 長 い もの の,そ のlagに 相応 してFe

(II)の 早 期 減 少 がみ られ た.実 験 に 用 い られ た

三 者濃 度 間 で は, AscはFe(III)をPi存 在下 で

も還 元 し得 るが, RLM存 在 下 で は, FeとPi

の作 用 の 方 がAscに よ る還元速度 よ り速 い こ と

が示 され, Fe(II)減 少がTBA反 応 生 成burst

に必 要 な相対 量(比)ま で達 して い る とみ られ る.

この 系 に お け る脂 質 過 酸化 反応 の 主役 はFe(II)

で あ り,酸 素 複 合体 を加 味 しなけ れ ば な らな い24).

且 つ, Ascの 還 元 に よ るFe(II)の 増加 が 高

TBA値 の誘 因 に な って い る と考 え られ る. Fe

(II)の 減 少度 合 で示 され るburst誘 起の 非 酵 素

的 反応 機 構 につ い て はPiの 関 与 を含め て,各

錯体 形 成 等 に 関す る詳 細 な研 究 が 更 に要 求 され

る.

結 論

ラ ッ ト肝 ミ トコ ン ドリア(RLM)に お け る 二

価 鉄(Fe(II))誘 導 脂 質 過 酸 化 反 応 に 対 す る リ

ン酸(Pi),ア ス コ ル ビ ン 酸(Asc)の 影 響 に つ

い て,一 定 条件(RLM 0.5mg/ml, Fe(II)0.05

mM, Pi 2mM, Asc 0.5mM)の も とに, TBA

値 及 び溶 液 中 のFe(II)の 濃度 の 変化(Fe(II)

値)を 測 定 し,次 の結 果 を得 た.

1) Fe(II)誘 導脂 質過 酸化 反 応 で は, TBA

値 の増加 曲 線 とFe(II)値 の 減 少 曲 線 の 間 に相

対 的変 化 が み られ た.即 ち, Fe(II)値 が減 少 し

あ る一 定 量 比(約1/3に 減 少)に な る ま で反 応 の

lagが あ り,そ の後Fe(II)の 減 少促進 と著 しい

TBA値 の上 昇(burst)が み られ た.

2) Asc誘 導 脂質 過 酸化 反応 で は, lagの 後,

緩徐 なTBA値 の 増加 が 示 され た.

3) Fe(II), Asc共 存 下 に おけ る反 応 では,

 1), 2)の 場 合 よ りもlagが 長 く, TBA値 の

よ り緩 徐 な 増加 が 示 され,ま たFe(II)値 の 減

少 はみ られ なか った.

4) Pi存 在 下 のFe(II)誘 導 反応 では, 1)

の それ に比 し, lagの 短 縮 と最高TBA値 の 増加

が認 め られ る と ともに, Fe(II)の 減少 速度 の 促

進 が み られ た.

5) Pi存 在 下 のAsc誘 導 反 応 で は, TBA値

の増 加 は ご く僅 か で あ り, Piの 反 応 抑 制 作 用

が み られ た.

6) Fe(II), Asc, Pi共 存 に よる 反応 で は,

 4)と 比 較 し,わ ず か のlagの 遅 延 が み られ た

もののTBA値 の著 しい上 昇 が 示 され,一 定 値

に達 した.そ の最 高TBA値 は1)に 比 して3

倍 量 を呈 した. Fe(II)値 は一 時 減 少が み られ た

後,増 加 し,更 に一 定 の 減 少継 続 が 示 され た.

しか し, lag内 に お け るFe(II)値 初 期 の 減 少

度 合 は, TBA値(burst)に 必 要な相 対 量(比)に

達 して い る こ とが示 され た.

以上 の結 果 に 基づ き, Fe(II)の 関与す る過 酸

化 反 応 につ いて 考察 したが, Fe(II)の 減 少 度 合

とTBA反 応物 生 成 機 構 の 関連 に つ い て は更 に

詳 細 な研 究 が 要 求 され る.
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Ferrous ion-induced lipid peroxidation

Part II. Effects of phosphate and ascorbic acid on the induction 

period (lag) of ferrous ion-induced lipid peroxidation 

of rat liver mitochondria

Setsuo MORIMOTO

Department of Radiation Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. K. Aono)

The effects of phosphate (Pi) and ascorbic acid on Fe (II)-induced lipid peroxidation 

were studied in rat liver mitochondria (RLM) at 25•Ž The examination was conducted 

with RLM at a concentration of 0.5mg protein/ml, 0.05mM Fe (II), 2mM Pi and 0.5mM 

ascorbic acid. Peroxidation was detected by the thiobarbituric acid reaction (TBA-value), 

and the concentration of Fe (II) in the reaction mixture was determined simultaneously by 

the Nitroso-PSAP method.

Fe (II)-induced peroxidation had a lag period followed by a burst in the TBA-value and 

then held a moderate level. A slow decrease in Fe (II) content was observed during the lag 

period which was followed by a greater decrease that paralleled the burst in the 

TBA-value. The Fe (II) concentration at the initiation of the burst was one-third of the 

added Fe (II) concentration. The ascorbic acid-induced peroxidation had a lag period 

accompanied by a slow increase in the TBA-value. The Fe (II)•Eascorbic acid-induced 

peroxidation had a longer lag period than the ascorbic acid-induced one. The TBA-value 

increased more slowly, and the Fe (II) concentration was not reduced in this case. 

Peroxidation induced by Fe (II)•EPi had a shorter lag period and a greater TBA value than 

that by Fe (II). The Fe (II) content was reduced more rapidly with Fe (II)•EPi than with 

Fe (II) only. Ascorbic acid•EPi-induced peroxidation showed an elongated lag period 

compared with ascorbic acid only, and the TBA-value increased more slowly. Fe (II)•EPi•E

ascorbic acid-induced peroxidation had a slightly longer lag period than the peroxidation 

induced by Fe (II)•EPi, and had the highest TBA-value. Fe (II) content was reduced during 

the lag period, and then increased. Other experiments under this condition indicated that 

the rate of Fe (II) content reached the optimum level needed for the initiation of burst 

peroxidation.


