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序 論

脂質過酸化反応(Lipid peroxidation)は 生体

内では主 として不飽和脂肪酸 を多量 に含む生体

膜 で起 きる と考 えられてお り,そ の最終産物 と

して過酸化脂質(Lipid peroxide)が 生 成 され,

それは老化 と関係のある退行性 変化 の原因 とな

り,ま た動脈硬化 をは じめ,放 射線障害,白 内

障,未 熟児網膜症等 にも関係がある とされてい

る1)～3).

この脂質過酸化反応は ラジカル(Radical)に

よ り引 き起 こされるこ とが明 らかにされている

が,生 体内ではラジカルの中でもO2-(Superoxide

anione), ・OH(Hydroxyl radical), 1O2(Singlet

oxygen)等 が その主要 な原因 と考 えられている.

4)～6)この ラジカルによって引 き起 こされ る反応

は連鎖的に 起 こる もので,生 体 膜の不飽 和脂肪

酸 で起 これば膜構造の変化や それに伴 う膜機能

の障害が もた らされ ることが予期 され,い くつ

か の報告 もなされている7)～16).

生 物 は活性酸素 を細胞内でできるだけ生 じな

いような構 造 と機能に分化 しているが、それ で

もなお この機構 の不完全 さによって生 じて くる

活性酸素 に対 して、い くつ かの防御 機構 を備 え

てい る.生 物の最 も大 きな酸素障害の防御機構

は生 じた活性酸素 を反応性 の低 い3O2, H2O,

 ROHに 変 える酵素や細胞成分 である.例 えば,

代 表的な物 として,ス ーパー オキシ ドデ ィスム

ターゼ(Superoxide dismutase),カ タ ラー ゼ

(Catalase),グ ル タチ オ ンパ ー オ キ シダー ゼ

(Glutathione peroxidase),ト コ フ ェ ロー ル

(Tocopherol),カ ロ チ ノ イ ド(Carotinoid),尿

酸(Uric acid)等 が あ る.こ の 中 でSODはO2-

を 異 性 化 す る こ と で,カ タ ラ ー ゼ は, H2O2を

H2OとO2に 分 解 す る こ とで,グ ル タ チ オ ン パ ー

オ キ シ ダ ー ゼ は 過 酸 化 脂 質 の 分 解 へ の 関 与 で,

ト コ フ ェ ロ ー ル は ラ ジ カ ル と反 応 し て トコ フ ェ

リル ラ ジ カ ル(Tocopheryl radical)と 成 る こ と

で,カ ロ チ ノ イ ドは 一 重 項 酸 素(1O2)の 消 去 剤

と し て,尿 酸 は ヒ ドロ キ シ ル ラ ジ カ ル(・OH)

の 捕 促 剤,あ る い は1O2の 消 去 剤 と して,そ れ

ぞ れ 活 性 酸 素 依 存 の 反 応 を阻 害 す る た め に,重

要 な 働 き を し て い る と考 え ら れ て い る6),17)～19).

脂 質 過 酸 化 反 応 の 阻 害 を す る 物 質 に つ い て は,

こ の 他 に も,天 然 抗 酸 化 剤 と して, Gallic acid

(Tannin), Sesamol(Sesame), Quercetin,

 Gossypol(Cotton seed), Nordihydroguaiaretic

acid(Creosote bush, NDGA), n-Tritriacontan-

16, 18-dione(Eucalyptus leaf wax)等 の,合

成 抗 酸 化 剤 と して, Butylhydroxyanisole(BHA),

 Dibutylhydroxytoluene(BHT), Ethyl proto

catechuate, Propyl gallate(PG)等 の 報 告 が あ

り,医 学 や 食 品 化 学 の 分 野 で 注 目 さ れ て い る20),

21)

タ マ サ キ ツ ヅ ラ フ ジ か ら抽 出 さ れ た,ア ル カ

ロ イ ドで あ る セ フ ァ ラ ン チ ン(Cepharanthine)

は,従 来 白 血 球 減 少 症 な ど,広 く臨 床 面 で 使 用

され て い る 薬 物 で あ る が,こ の セ フ ァ ラ ン チ ン

が, in vitroの 実 験 に よ っ て,脂 質 過 酸 化 反 応

を 阻 害 す る こ とが, Inoue et al.22), Shiraishi et

 al.10), Aono et al.13), Nagatsuka et al.15)に よ

っ て 報 告 さ れ て い る が,そ の 阻 害 の 機 作 に っ い
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ては,充 分 な解 明が な され てい る とはい えな

い.

現 在 までになされている,セ ファ ランチ ンを

使 った研究 について,特 に生体 膜関係での報告

例 をみ ると, Lead acetateやLysolecithinに よ

る赤血球のK+遊 離に対す る阻害(Utsumi et al.)

23)
, Bilirubinに よ る赤血球のK+遊 離 に対す る

阻害(Yoshioka et al.)24),膜 流 動性 への影響

(Utsumi et al.)25), Snake venome, Phospholi

pase A2, LysolecithinやLead acetateに よ る

ミトコン ドリアの障害の抑制(Miyahara et a1.)

26)
,赤 血 球 の形 態変化への影響(Fujii, et al.,

 Sato et al.)27),28),血小 板凝集への影響(Watanabe

 et al., Kanaho et al., Watanabe)29)～32)と い っ

たように,こ の薬物が膜に何 らかの作用 を持 つ

こ とは確か であ ると思 われ る.こ れ らの ことか

ら,セ ファランチ ンによる脂質過酸化反応の阻

害は,セ ファランチンによる膜の修飾に よ り,

脂 質 と活性酸素 との反応が抑制 されるのではな

いか と推定 されているが10),15),こ れ を支持す る

実験結果 は今の ところ得 られていない.

本研 究は,リ ポソー ム,ミ トコン ドリア,ミ

クロゾーム等生体 膜におけ る脂質過酸化反応が,

 in vitroの 実 験 において,膜 安 定化作用 をもつ

と考え られ てい るアルカロイ ドの一種であ るセ

ファランチ ンに よって著 し く抑制 され ることが

報告 されて いることか ら,こ の阻害の機構 を明

らかにす る目的で, ① セフ ァラ ンチンの抗酸化

剤 としての働 きの有無 を,す でに報告 されてい

るい くつかの系 を使 ってSODや トコフェロール

との比較検討 し, ② 膜安定化作用 による過酸化

反応の阻害 とい う点 を明確 にす るために,脂 質

が膜構造 を取 らない系 での脂質過酸化反応 を行

い,セ ファランチンの影響 を検討 し,得 られた

結果について報告す る.

材 料 と 方 法

試薬: Xanthineoxidase, Superoxide dismu

tase, Nitroblue tetrazolium, Xanthine, p-nitro

sodimetylaniline, Dianisidine, Riboflavin,

 Catalase (Sigma chemical Co.), Egg L-α-

phosphatidylcholine (egg-PC),(半 井 化学薬品

K. K.), Cepharanthine(化 研 生薬K. K.),

 Nitroso-PSAP (2-nitroso-5-N-propyl-N-sulfo-

propylaminophenol hydrochloride),(同 仁 化

学 研 究 所)を 購 入,あ る い は 供 与 さ れ た もの を

使 用 し た.こ の 他,実 験 に は 全 て 特 級 の 試 薬 を

使 用 し た.

動 物:市 販 の オ リエ ン タ ル 固 型 飼 料(MF)を

用 い て 飼 育 し たWistar系 雄 ラ ッ ト(5-8週 令)

を 実 験 に 使 用 し た 。

リ ポ ソー ム の 作 製:有 機 溶 媒 に 溶 か し た 卵 黄

レ シ チ ン を フ ラ ス コ に 入 れ,室 温 に て 溶 媒 を窒

素 ガ ス を 流 して,除 去 し, 0.15M KCI-10mM

リ ン 酸 緩 衝 液(pH 7.2)を 加 え て(2mg Egg-

PC/ml),ボ ル テ ッ ク ス ミキ サ ー で か くは ん して,

作 製 し た.な お,セ フ ァ ラ ン チ ン を 含 有 した リ

ポ ソ ー ム を作 製 す る場 合 は,超 音 波 処 理(4℃,

 15分)後, 10,000rpm, 2分 間 の 遠 心 を行 い,

そ の 上 清 を,リ ポ ソ ー ム と し て 実 験 に 使 用 し た.

肝 ミ ト コ ン ド リア の 分 離:ラ ッ ト肝 ミ ト コ ン

ド リア の 分 離 はHogeboom et al.33)の 方 法 に 準

じて 行 っ た.

活 性 酸 素 の 測 定: O2-(Superoxide anion)の

測 定 は ニ トロ ブ ル ー テ トラ ゾ リ ウ ム(NBT,

 Nitroblue tetrazolium)法34),デ ィ ア ニ シ ジ ン

(Dianisidine)法 に よ り35), ・OH (Hydroxyl

radical)の 測 定 はp-ニ トロ ソ ジ メ チ ル ア ニ リ ン

(p-Nitrosodimetylaniline)法 に よ り36),過 酸 化

水 素(H2O2, Hydrogen peroxide)の 測 定 は

Ferrithiocyanate法37)に よ り行 っ た.

(1) NBT法; O2-生 成 系 に キ サ ン チ ン

(Xanthine)-キ サ ン チ ン酸 化 酵 素(Xanthine

oxidase)系 を 用 い てNBTの 還 元 の 阻 害 率 を

560nmの 吸 光 度 変 化 量 よ り算 出 し, O2-の 除 去

活 性 を25℃ 下 で 求 め た.反 応 液 は, 80×10-6M

 Nitroblue tetrazolium, 0.1mM Xanthine, 25

μg/ml Xanthine oxidase, 10mM Tris/HCl

緩 衝 液(pH 8.4)を 用 い た.

(2)デ ィ ア ニ シ ジ ン 法; O2-生 成 系 に リ ボ フ

ラ ビ ン(Riboflavin)-光 照 射 系 を用 い て デ ィ

ア ニ シ ジ ン の 吸 光 度 変 化 量(410nm)か ら, O2-

の 除 去 活 性 を求 め た.光 照 射 に は 蛍 光 燈20Wに

よ り,室 温 下 で 反 応 を 行 っ た.反 応 液 は, 2×

10-4M Dianisidine, 1, 3×10-5M Riboflavin,

 10mM Tris/HCl緩 衝 液(pH 7.4)を 用 い た.
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(3) p-ニ トロソジメチルアニ リン法; ・OH

生 成 系にキサ ンチンー キサ ンチ ン酸化酵素系 を

用いてp-ニ トロジメチルアニ リンの440nmの 吸

光度の変化か ら, ・OHの 除 去活性 を25℃ 下 で

求めた.反 応液は, 53.5×10-6M p-nitrosodi

methylaniline, 0.1×10-3M Xanthine, 25μg,

/ml Xanthine oxidase, 10mM Tris/HCl緩

衝 液(pH 7.8)を 用 いた.

(4) Ferrithiocyanate法; 25℃, 10分 間 の反

応後,残 存す るH2O2量 をFerrithiocyanate法

に より測定 した.反 応液は, 13.7×10-6M H2O2,

 10mM Tris/HCl緩 衝 液(pH 7.4)を 用 いた.

脂 質過酸化反応の誘導 と測定:脂 質過酸化 反

応は, 25℃ で 二価鉄で,あ るいは放射線照射 に

よって誘導 した.

(1)二 価 鉄:二 価鉄による脂質過酸化反応の

誘導は ミトコン ドリア を使用 した実験系では,

 0.15M KCl-10mM Tris/HCl緩 衝 液(pH 7.4)

中 で, egg-PCを 使 用 した実験系では,メ タノー

ル中で二価鉄(FeSO4(NH4)2SO46H2O)の 添

加 によ り行 った.

二 価鉄誘 導による ミトコン ドリアの脂質過酸

化 反応の測定 は,チ オバルビツール酸(TBA)

反応 に よ り行 った38).反 応 終了後,各 反応液 に

40%ト リクロロ酢酸(TCA)0.5m 1.5N HCl

 0.25ml, 2% TBA 0.5ml加 え,沸 騰水中で15

分 間処理 後,冷 却 し,遠 心 を行い,上 清につ い

て, 532nmと600nmの 吸光度の測定 を行いマ ロ

ンアルデ ヒ ド含量(MDA値)に 換算 して表 わ

した.な お,標 準物質 には1, 1, 3, 3,-テ トラエ ト

キシプロパ ン(1, 1, 3, 3,-tetra-ethoxypropane)

の加 水分解物 を用いた39).

二価 鉄誘導に よる, egg-PCの 過 酸化反応の測

定は,反 応液2mlに, 40% TCA 0.5ml, 1.5N

 HCl 0.25ml, 2% TBA 0.5mlを 加 えた後, α-

トコフェロール を含む メタノー ル3.0mlを 加 え

て, 80℃ で, 30分 間前加熱後,沸 騰水中で15分

間処理,冷 却 後,メ タノールを全量が10mlに

な るよ うに加 えて, 532nmの 測 定 を行 った.

(2)放 射 線:放 射線照射 による脂質過酸化反

応の誘導は,東 芝深部X線 照射装置(Cu 0.5mm

+Al 0.5mm, 69rad/min)を 用 いて, 25℃ 下,

 0.15M KCl-10mMリ ン酸緩衝液(pH 7.4)中,

あ るいはクロロホルム/メ タノール/水(Chl/

MeOH/H2O, 1/2/0.8)の 系 で,ア クロバ ット

ス ター ラーで攪拌 しなが ら行 った.

脂質過酸化反応の測定 は リポソーム系 につ い

ては上述の ミトコン ドリア と同 じ方法 でTBA

反 応 を行 った.ク ロロホルム/メ タノール/水 の

系の場合は,反 応液2mlに, 40% TCA 0.5ml,

 5N HCl 0.25ml, 2% TBA 0.5mlを 加 えた後,

 α-トコフェロール を含む メタノール3.0mlを 加

えて, 80℃ で30分 間,前 加熱後,沸 騰水中で15

分 間処理,冷 却後,メ タノールを全量が10mlに

な るように加 えて, 532nmの 測定 を行 った,

二 価鉄 の定量:二 価鉄の定量はニ トロ ソフェ

ノール試薬(Nitroso-PSAP)を 用 いて,行 っ

た.経 時的に反応液2mlを 取 り,こ れ に40%

 TCA 0.5mlを 加 えて反応 を停止 し,遠 心後上清

1mlに 対 してNitroso-PSAP溶 液(1mM Nitroso

-PSAP/0 .2Mリ ン酸緩衝液, pH 7/NaOH/H2O,

 V/V, 0.5/2.5/0.6/0.4)4mlを 加 えて, 752nm

の吸 光度の測定 を行 った40),41).

ラ ジ カルによる トコフェロー ルの酸化:ク ロ

ロホルム/メ タノール/H2O(1/2/0 .8)に,あ る

いは20mM HCl-95%エ タ ノールに溶か したセ

ファランチン,ト コフェロールをX線 照射(69

rad/min, 3h, 25℃)し,直 接に,あ るいは反

応液で希釈 してUVス ペ クトルの測 定 を行 った.

結 果

(1)放 射 線照射によって誘導 され るリポソー

ムの脂質過酸化反応 とセファランチ ンに よる阻

害: Table 1はX線 照射によって誘導 したEgg-

PCリ ポ ソームの脂質過酸化反応に対す るセファ

ランチ ン(Cepharanthine)の 阻害作用をMDA

の 生 成量か ら測定 したものであるが,セ ファラ

ンチ ンは, 50μMで34%の, 100μMで59%の 阻

害率 を示 した.一 方,抗 酸化剤 として知 られて

いる トコフェロール(α-Tocopherol)で は, 50

μMで83%と よ り)高い阻害率 を示 した.こ の反

応は, SODに よ る阻害 も認め られるこ とか ら,

この過酸化反応にO2-が 何 らかの関与 をして い

ることが推定 された.す でに報告 されている放

射線照射 による過酸化反応のセフ ァランチンに

よる阻害につ いては,ダ イズレシチ ンリポソー
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Table 1. Effect of cepharanthine on radiation

induced lipid peroxidation in egg-PC

 liposomes.

Liposomes were irradiated at a total dose of 124.2 Gy. 

Each value represents the average of two experiments.

ム を使 った60Co照 射 によるものがあるが13),こ

の場合の阻害率は, 50, 200μMで40%と なって

お り,こ の阻害率の違 いは実験系に よる もので

はないか と推定 した.

(2)二 価 鉄 によって誘導 され る脂質過酸化反

応 とセ ファランチ ンによる阻害: X線 照射に よ

って生成する活性酸素 にO2-, ・OH, 1O2等 が

考 えられ るが42),二 価 鉄によって誘 導される過

酸化反応にはこの ような活性酸素ばか りでな ぐ,

鉄 イオン と酸素 の複合体 で あ るPerferryl ion

〔FeO2〕2+やFerryl ion〔FeO〕2+な どの関与 も推

定 され てお り,放 射線照射 の場合 と異なる活性

酸素種に よって過酸化反応が誘導 されている可

能性があ る43)～47).セフ ァランチ ンは この ような

系において も過酸化反応 を阻害す ることが知 ら

れてお りすでに報告 されている10),13).

本実 験におけ る ミトコン ドリアを使った二価

鉄誘導に よる脂質過酸化において も, 5μM 26

%, 10μM 53%, 50μM 98%と い ったセ フ ァ

ランチ ンに よる定量的な濃度依存性の阻害が認

め られ た(Fig. 1).こ の 二価鉄誘導に よる脂 質

過酸化反応においては二価鉄 の減少が,過 酸化

の誘導に重要 であることが,す でに報告 されて

いるが40),41)この二価鉄の減少に対 してセ ファラ

ンチンが どのよ うな作用 を持つか検討 してみた .

そ の結果,予 期 された ようにセファランチ ンの

存在下では,こ の減少の速度 が,濃 度依存的に

Fig. 1. Effect of cepharanthine on lipid peroxida

tion in mitochondria and consumption of

 Fe2+.

Mitochondria were incubated in medium

 containing 0.15M KCl-10mM Tris/HCl

 buffer (pH 7.4) at 25•Ž in the presence of 50

ƒÊ M Fe2+. Concentration of malondialde

hyde formed and Fe2+ were determined

 spectorphotometrically. The methods are

 described in the text. (•›), Control; (•œ),

 Cepharanthine 5ƒÊM; (•¢), 10ƒÊM; (•£), 50

ƒÊ M.

阻害 され ていた(Fig. 1).こ の 阻害は二価鉄 と

セファランチ ンが直接 に,何 らかの反応 をした

ものでな く,セ フ ァランチンが膜系に作用 し,

そ のため に二価鉄 と膜系 との反応が抑制 された

ものであるこ とが,膜 系が存在 しない状態での

二価鉄 の減少がセフ ァランチンに よ り阻害 され

ないこ とか ら推定 された(Fig. 2).

(3)ク ロロホルム/メ タノール/H2O系 とメタ

ノール系での脂質過酸化反応 とセファランチン

の影響 につ いて:以 上の ようにセファランチン

が リポソームや ミトコン ドリア といった膜系で

の脂質過 酸化 反応 を阻害す ることは明らかであ

るが,脂 質が リポ ソー ムの ような膜構造 を取 ら

ない状態での脂質過酸化反応に対 してセファラ

ンチ ンが どの ような影響 を持つかは興味ある問

題 であ りその検討 を行 った.

Fig. 3は 脂 質を抽出に一般的 に用 いられてい

る,メ タノール/ク ロロホルム/H2O(v/v, 2/1/
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Fig. 2. Effect of cepharanthine on consumption of

 Fe2+.

Fe2+ (50uM) and cepharanthine (5uM) were

 added in medium 0.15M KCl-10mM Tris/

HCl buffer(pH 7.4) at 25•Ž in the absence of

 mitochondria. Concentration of Fe2+ was

 determined spectrophotometrically. (•›),

 Control (Fe2+); (•œ), Cepharanthine (Fe2++

Cepharanthine).

Fig. 3. Radiation-induced peroxidation of egg-PC

 dissolved in MeOH/CHCl3/H2O.

Egg-PC (2mg/ml) dissolved in MeOH/

CHCl3/H2O (V/V, 2/1/0.8) was irradiated

 at a dose rate of 0.69Gy/min at 25•Ž. Mal

ondialdehyde formed was determined spec

trophotometrically. The methods are de

scribed in the text. (•›), Control; (•œ), Irra

diation.

Table 2. Effect of cepharanthine and ƒ¿-tocopherol

 on radiation-induced peroxidation of egg

- PC dissolved in MeOH/CHCl3/H2O

Lipids were irradiated at a total dose of 82.8Gy. 

Each value represents the average of two experi
ments.

0.8)系 でのEgg-PCのX線 照射に よる過酸化

反応 を示 したものである.照 射 時 間 と と もに

MDA値 の 増加が認め られ, 4時 間 照射 で8nmol

/mg Egg-PCのMDA値 を示 した.

この系の中にセファランチ ンを添加 した もの

では,リ ポソームの系や ミトコン ドリアの系で

示 されたような強い阻害は認め られなかった.

一 方
,ト コフェロー ルを添加 した ものでは,こ

の ようなMDAの 生 成に対 してその濃 度依 存性

の強い阻害が認め られた(Table 2, Fig. 4).

この よ うな膜系以外 でのセフ ァランチ ンの作用

についてさらに検討す るため,メ タノール中で

のFe2+誘 導 による過酸化反応 に対す る影響 を検

討 した. Table 3はegg-PCのFe2+誘 導 に よる

過酸化反応 を示 したものである. 1mM Fe2+の

存在下, 0.181nmol/mg Egg-PCのMDAの 生

成が認め られた.こ の系の中に,セ フ ァランチ

ン,ト コフェ ロー ルを添加 した ものではTable

 3, Fig. 5に 示 す結果 となり,ト コフェロール

が強い阻害 を示す のに対 してセファランチ ンは

阻害 を示 さなかった.

以 上 メタノー ル/ク ロロホルム/H2O系 とメタ

ノー ル系 での過 酸化反応がMDA形 成 でみ る限

り,セ ファランチンが弱 い阻害 しか示 さず抗酸

化剤 としての働 きが ある トコフェロー ルが強い

阻害 を示 した ことは, ① セフ ァランチンは抗酸

化剤 としての活性 を もたないか,あ るいは弱 い

活性 であること, ② セファランチ ンが過酸化反

応を強 く阻害で きるのは,リ ポソームや ミトコ

ン ドリアの ように,脂 質が一定の構造 を取 る時

に見 られ ることの二点を示唆す るもの と思われ

た.し か し,こ の結果 のみによってセ ファラン
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Fig. 4. Concentration effect of cepharanthine and

 ƒ¿-tocopherol on radiation-induced peroxida

tion of egg-PC dissolved in MeOH/CHCl3

/H2O.

Percent of inhibition was estimated using 

MDA formed in egg-PC after 120min irra

diation. The methods are described in the

 text. (•›), Cepharanthine; (•œ), ƒ¿-Tocopherol.

Table 3. Effect of cepharanthine and ƒ¿-tocopherol

 on Fee+-induced peroxidation of egg-PC 

dissolved in MeOH.

Each value represents the average of two experiments.

チ ンの抗酸化剤 としての働 きを否定す るこ とは

で きない と思い,更 にい くつかの系で検討 を試

みた.

(4)活 性 酸素 とセファランチ ンの反応につ い

て: Fig. 6はNBT-キ サ ンチ ンーキサ ンチ ンオ

キ シダーゼ系を使用 してセファランチンやSOD

のO2-の 除去 活性 をみた ものであるが, SODに

はO2-の 除去活性 が認め られたが,反 応系にエ

タノール溶液 として加 えられたセファランチ ン

には全 く除去 活性が認め られなか った.こ の よ

Fig. 5. Concentration effect of cepharanthin and

 ƒ¿-tocopherol on Fe2+-induced peroxidation

 of egg-PC dissolved in MeOH.

Percent of inhibition was estimated using 

MDA formed in egg-PC after 20min incuba

tion. The methods are described in the text. 

(•›), Cepharantine; (•œ), ƒ¿-Tocopherol.

Fig. 6. Percent inhibition of nitorblue tetrazolium

 assay of different concentrations of super

oxide dismutase and cepharanthine using

 xanthine-xannthine oxidase system.

The methods are described in the text.

(•›), Superoxide dismutase; (•œ), Cepha

ranthine; (•¢), Liposome-cepharanthine.

うな現象は,セ フ ァラ ンチン含有 リポ ソームを

反応系に加 えた場合 で も同 じであ った.

こ れ と同 じ結果は,図 には示 さないが, O2-生

成系 として,非 酵素 反応系 を用 いたデ ィアニシ

ジン系 を使用 した実 験においても認め られた.
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Fig. 7. Percent inhibition of p-nitrosodimetylaniline

 assay of different concentrations of methanol

 and cepharanthine using xanthine-xanthine

 oxidase system.

The methods are described in the text.

(•›), Ethanol; (•œ), Cepharanthine.

Fig. 7は ・OH除 去 活性についてみたものであ

るが,す でに報告 されてい るよ うにエ タノール

にはその除去活性が認め られたが36),セ フ ァラ

ンチンには その除去活性は認め られなか った.

この他 に, H2O2除 去 活性 につ いて も検 討 した

が,カ タラーゼに認め られるような除去 活性が

セファランチンには認め られなか った.以 上の

ようにセフ ァランチ ンにはO2-, ・OH, H2O2

とい った活性酸素の除去活性は認め られ なか っ

た.

以 上の結果 は活性酸素測定系 を利用 してセフ

ァランチ ンと活性酸素 との反応 を解析 しようと

したものであるが,活 性酸素 とセファランチ ン

が反応 しているか どうか,更 にセファランチン

のUVス ペ ク トルの変化か ら,検 討 してみた.

 Fig. 8は リポソームにエ タノールに溶か した

セファ ランチ ンあるいは トコフェロール を添加

し, X線 照 射3時 間を行 った反応終 了後の メタ

ノール/ク ロロホルム/反 応液(v/v, 2/1/0.8)

中で のセファランチンとトコフェロールのUVス

ペ クトルを示 している,こ の系ではセファランチ

ン,ト コフェロー ル共に脂 質過酸化反応を阻害

す るのであるが, UVス ペ ク トルに著名 な変化

は認め られなか った.こ の原因については充分

な検討 を行 っていないが,こ の反応系での ラジ

Fig. 8. Sequential spectra of cepharanthine and ƒ¿

-tocopherol in liposome exposed to X-irradia

tion.

Ethanol solution of cepharanthine or ƒ¿

-tocopherol were added to the liposomes.

The samples were irradiated at a total dose

 of 124.2Gy. The methods are described in

 the text. A, Cepharanthine (20ƒÊM); B, ƒ¿

- Tocopherol (20ƒÊM).
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Fig. 9. Sequential spectra of cepharanthine and ƒ¿

- tocopherol dissolved in MeOH/CHCl3/H2O

 exposed to X-irradiation. Cepharanthine

 (100ƒÊM)and ƒ¿-tocopherol (100ƒÊM)were dis

solved in MeOH/CHCl3/H2O (V/V, 2/1.

 0.8) and irradiated at a total dose of 124.2

Gy. The methods are described in the text.

 A, Cepharanthine (100ƒÊM); B, ƒ¿-Tocopherol

 (25ƒÊM)

Fig. 10. Sequential spectra of cepharanthine and 

ƒ¿-tocopherol in acidified 95% ethanol ex

posed to X-irradiation.

Cepharanthine (100ƒÊM) and ƒ¿-tocopherol

 (100ƒÊM) were dissolved in 95% ethanol

 acidified with 20mM HCl and irradiated

 at a total dose of 124.2Gy.

The methods are described in the text.

A, Cepharanthine (100ƒÊM); B, ƒ¿-Tocophe

rol (100ƒÊM).
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カル による反応 自体 が低 いことと(MDA値 で

比較す る と, MeOH/CHCl3/H2Oの1/6程 度 で

ある),さ らに,ト コフェロールが リポソームの系

では酸化 されに くいことに よる と思われる.リ

ポソー ムの系で トコフェロールが酸化 されに く

いことは,す でにFukuzawa et al.が 報 告 して

いるが48),そ の結果 と一致す るものか もしれ な

い.し か し,ト コフェロールがO2-に よ って酸

化 され るこ とは,非 水溶媒系49),デ オ キシコ

ール酸 による ミセル系50)で 明 らかに されてお り,

その違 いについては今後尚解析が必要 と考 えら

れ る.

一方
,脂 質過酸化反応でセファランチンが弱

い阻害率 を示 した系 であるメタノール/ク ロロホ

ルム/H2Oで は トコフェロールは, Fukuzawa

 et al.48)が酸性 エ タノール, γ-線照射で報告 した

と同 じような酸化 によると思 われ る292nmの 吸

光度め減少(O. D.=0.168), 270nmの 吸 光度の

増加(O. D.=0.88)と い うUVス ペ クトルの著

明な変化 を示 したが,セ フ ァランチ ンでは400-

300nm, 280nm, 260nmで の 増加(O. D.=0.05

-0 .08)以 外は,吸 光度の減少は認め られなか っ

た. (Fig. 9A, B),こ の 変化が何に よるかは更

に検討す る必要 があ るが,も し照射に よって発

生 した活性酸素 による酸化によるものである と

して も,セ ファランチンの抗酸化剤 としての働

きは, MDA値 で み るかぎ り,こ の系の中での

脂質過酸化反応 をセファランチンが強 く阻害 し

ないこ とと, (Table 2, Fig. 4)考 え合 わせ る

と,抗 酸化剤及びラジカル捕捉剤 としての活性

が明 らかであ る トコフェロールに,比 較す る と

その活性は極めて弱 いもの と推定 された.

次 に トコフェロールが酸化 を受け るこ とが,

す でに報告 されている酸性 エタノール系48)を用

いて,セ フ ァラ ンチ ンのスペ ク トルの変化 を検

討 してみた. Fig. 10は 酸 性エ タノール中でのX

線 照射後の, UVス ペ ク トル を示すが,ト コフ

ェロールが酸化 による292nmの 吸 光度の減少,

 270nmの 吸 光度の増加 とい う著 明な吸収 スペ ク

トルの変化 を示すのに比較 して,セ ファランチ

ンは全 く変化 を示 さず,ク ロロホルム/メ タノ

ール/H2Oの 系 で見 られた,わ ずか の吸光度 の

増加 も認め られなかった.

以 上のように,ト コフェロールが酸化 を受 け

るような条件で,セ ファランチンのスペ ク トル

の変化は クロロホルム/メ タノール/H2Oの 系

以外では認め る事 はできなかった.

考 察

ビス コクラウリン型アル カロイ ドの一種 であ

るセファランチ ンによる,脂 質過酸化反応の阻

害が報告 されているが10),13),15),22),その 阻害機

構は依 然不明の ままであ る.最 近,こ の阻害機

構について, Nagatsuka et al.15)がセ フ ァラン

チ ンによる脂質過酸化反応の阻害 は,そ の抗酸

化剤 としての働 きによるものでな く,セ ファラ

ンチ ンが脂質の脂肪酸部分に入 り込んで,ラ ジ

カルの不飽和脂肪酸 に対す る攻撃 を防護す ると

いう考えを,リ ポソーム膜の流動性や透過性 に

対す る影響や ラジカル トラッピング作用 を持 た

ない とい う結果か ら,述 べているが,実 験的根

拠には乏 しく推定の域 を出ていない。

本実験 では,セ フ ァランチ ンの阻害作用 を考

える上 で,そ の脂質過酸化反応の阻害の報告が,

リポソーム,ミ トコン ドリア,ミ クロゾーム と

いった膜系 に限 られていることか ら,こ の よう

な系以外での脂質過酸化反応に対 しての影響に

興味 を持 ち検討 した.ま た, Nagatsuka et al.15)

が 否 定 した抗酸化剤 としての働 きも,彼 らが用

いた, 1, 1-diphenyl 2-picrylhydazyl(DPPH)

を使 う方法以外に,他 の系 で更に検討す る必要

があ ると考 え,い くつか の系 を用いて実験 を行

い,以 下の点を明 らかにす ることがで きた.

① セファランチ ンは,リ ポソームや ミ トコ

ン ドリア といった膜系での過酸化反応では強 い

阻害 を示す が,ク ロロホルム/メ タノール/H2O

や メ タノール といった溶媒系 での反応では弱 い

阻害 を示 した. (Table 2, 3).抗 酸 化剤である

トコフェ ロールが,こ の ような溶媒系の脂 質過

酸化反応 を強 く阻害す ること(Table 2, 3)か

ら考 えて,こ の結果は,セ フ ァランチ ンが,抗

酸化剤 として働 いて いる可能性が低 いこ と,ま

たこの ような系の中では,リ ポ ソー ムの系 と比

較 してセ ファランチン と脂質の相互作用 は,弱

いことが考えられ,そ のために過酸化反応 を阻害
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しない事 を示唆す るものであ ると考 えられた.

② セフ ァランチ ンは,ト コフェロールが酸化

によって示 したような著明なスペ ク トルの変化

を示 さなか った. (Fig. 9, Fig. 10).

これ らの結果か ら,本 実験では,セ フ ァラン

チ ンの脂質過酸化反応の阻害は,そ の抗酸化剤

としての 作用による ものでな く(?),膜 構造 を取

った脂質 とラジカル との相互作用 を膜構造 内で

のセファランチンの組み込みによ り阻害す る も

の と考 えている.こ の ことは, Nagatsuka et

 al.15)の考 えと相 反す るものではない.

抗 酸化及びラジカル捕 捉活性に依 らず,セ フ

ァランチ ンの脂質過酸化 反応の阻害 を,考 える

場合,膜 安 定化作用 とい うこ とが問題 になる.

序 論 で述べ たように,こ の作用に基づ くと思わ

れる多 くの報告23),～32)がな されている.し か しこ

の膜安 定化作用について も,そ の分子 レベルで

の解明は尚不充分で,過 酸化反応の阻害機構 を

考 える上 での充分な情報 を提供 しない.膜 と抗

酸化剤の相互作用に関 しては トコフェロールの

例があるが,こ れに して も, Lucy et al.51)の仮

説が提 出されて以後,明 らかな証明は されてお

らず,膜 安定化作用についての分子 レベ ルでの

解明には困難な点が 多い.し か し,膜 安 定化作

用 とい う機構による脂質過酸化反応の阻害 を,

解 明す るには,膜 物性に及ぼすセ ファランチン

の効果についての情報が必要 であ る.現 在まで

の報告 としては,膜 流動性に関す るものがあ り

15),25)
,セ フ ァランチンによって膜流動性 が低下

す るとされている.こ れに関係 して ピレン(Py

rene)を 用 いて,検 討 中であ り同様 な結果 を得

て いる.し か し,こ れ以外の,膜 物性 に対す る

セ ファランチ ンの影響についての報告 はな く,

今 後この分野での研究が注 目される.

結 語

① セファランチ ンはX線 照射に よって誘導 さ

れ るリボソームや, Fe2+に よって誘導 され る ミ

トコン ドリアの脂 質過酸化反応 を濃度依存的に

阻害 した.

② セファランチ ンは,ミ トコン ドリア存在下

でのFe2+の 酸 化速度 を抑制 したが,非 存在下で

の速度 を抑制 しなか った.

③X線 照射 によって誘導 されるクロロホルム

/メ タノー ル/H2Oの 系 やFe2+に よ って誘導さ

れるメタノール中での脂質過酸化反応はセファ

ランチ ンに よって阻害 されに ぐいが,ト コフェ

ロールはこれ らの反応 を濃度依 存的 に強 く阻害

した.

④ セフ ァランチ ンはO2-(ニ トロブルーテラゾ

リゥム法,デ ィアニ シジン法), ・OH(p-ニ トロ

ソジメチルアニ リン法), H2O2(Ferrithiocyanate

法)の 除去活性 を示 さなか った.

⑤X線 照射-ク ロロホルム/メ タノール/H2O

系, X線 照射-酸 性 エ タノール系で α-ト コフェ

ロールは酸化に よる著 明なUVス ペ ク トルの変

化 を示 したがセフ ァランチ ンはX線 照射-ク ロ

ロホルム/メ タノール/H2O系 で わずかの変化 を

示 したのみで, X線 照 射-酸 性エ タノール 系で

は全 く変化 を示 さなかった.以 上の結果か ら,

セ フ ァランチ ンの脂質過酸化反応の阻害作用は

膜脂質 内へのセフ ァランチ ンの組み込みがその

原因であると推定 した.
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Effect of cepharanthine on lipid peroxidation

Ikuo JOJA

Department of Radiation Medicine, Okayama Univeristy Medical School

(Director: Prof. K. Aono)

The effect of cepharanthine on radiation and Fe2+-induced lipid peroxidation was 

examined. Cepharanthine and ƒ¿-tocopherol inhibited radiation-induced lipid peroxidation 

of liposomes and Fe2+-induced lipid peroxidation of mitochondria. Cepharanthine reduced 

the velocity of Fe2+oxidation in the presence of mitochondria but not in the absence. 

ƒ¿-Tocopherol strongly inhibited radiation-induced peroxidation of lipid dissolved in MeOH/

CHCl3/H2O (v/v, 2/1/0.8) and Fe2+-induced peroxidation of lipid dissolved in MeOH. 

Cepharanthine, on the other hand, only weakly inhibited lipid peroxidation in the MeOH/

CHCl3/H2O system, and did not inhibit peroxidation in the MeOH system.

The change in the absorption stectrum of ƒ¿-tocopherol and cepharanthine by free 

radicals (X irradiation) was measured. The reagents were dissolved in 95% EtOH acidified 

with 20mM HCl and MeOH/CHCl3/H2O (v/v, 2/1/0.8). ƒ¿-Tocopherol exhibited a change in 

its absorption spectrum in both systems and seemed to be oxidized at a higher rate by 

radicals. However, cepharanthine did not exhibit a change in its absorption spectrum in 

acidified 95% EtOH exposed to X irradiation, and slightly exhibited a chang in its 

absorption spectrum in MeOH/CHCl3/H2O exposed to X irradiation. From these observa

tions, cepharanthine seemed not to exhibit a radical-trapping ability.


