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緒 言

近年脂質過酸化反応は生体膜の機能 と構造の

両面から,生 体内における種 々の重要 な役割が

注 目されている1)～10).著 者 の教室では,放 射線

障害の観点より組織,オ トガネラにおける脂質

過酸化反応に関す る研究が続け られ9)～12),特に

ミトコン ドリアにおける二価鉄(Fe(II))誘

導 脂質過酸化反応は,脂 質過酸化反応機構の解

析の一助 として究明されている9)～13).ミ トコン

ドリアにおけ るFe(II)誘 導 脂質過酸化反応は,

鉄 濃度に応 じて誘導期(lag)が 存在する13)～15)

が,ミ トコン ドリアよ り抽出された脂質におい

ても,あ る条件下では ミトコン ドリアのそれ と

同様に,誘 導期(lag)が み られ ることがわかっ

た.

著者は,第 一編でFe(II)誘 導 脂質過酸化反

応溶液中のFe(II)濃 度 が,三 価鉄(Fe(III))

の共 存下 でも選択的に定量可能であるこ とを明

告かに した16).そ こで第二編ではその事実 をも

とにし,ラ ッ ト肝 ミトコン ドリアか ら抽 出した

脂質 を用 いて, Fe(II)誘 導 脂質過酸化反応に

おけるFe(II)の 経 時的消長 とlagと の関係に

ついて,経 時的実験 を行 ない,そ の結果 をもと

に脂質過酸化反応開始のメカニズムにつ いて考

察 したので報告す る.

材 料及び実験方法

材料

動物:市 販の オ リエ ンタル固型飼料(MF)

を用 いて飼育 した呑竜 系ラ ッ ト8-12週 令 を使

用 した.

試 薬: Fe(II)は 硫 酸第一鉄アンモニウム(片

山化学工業K. K.)を 用 いた.チ オバルビツール酸

ソーダ(TBA)は(半 井化学薬品K. K.製)を 又,

 Fe(II)呈 色試薬 としてはNitroso-PSAP(2-

nitroso-5-N-propyl-N-sulfopropylamino phe

nolhydrochloride,,ド ー タイ ト試薬,和 光純薬

工業K. K.)そ の他の試薬は特級,水 は蒸溜脱イオ

ン水 を用いた.

方法

肝 ミトコン ドリアの分離:ラ ッ ト肝 ミトコン

ドリアはHogeboomの 方法に準じて分離した13).

脂 質の抽出:分 離 した ミトコン ドリアか ら

Folchら の 方法に準 じて脂質 を抽出 した17).抽

出後蒸発乾固 した総脂質試料 に99.5%エ タ ノー

ルを加 え,テ フロンホモゲナイザーを用いて溶

解,冷 凍室に保存 し実験に供 した.

脂 質過酸化反応の測定:脂 質過酸化反応は25

℃ でFe(II)濃 度0.05mMを 用 いて誘導 した.

実 験は次の反応系につ いて施行 した.即 ちi)

 KT液(0.15MKCl, 0.01M Tris-HCl緩 衝 液,

 PH 7.4)で の反応 を基準にK-リ ン酸(PH 7.4)

359



360 橋 本 啓 二

2mM存 在 下での反応, ii) KP液(0.15MKCl,

 0.01M Na-K-リ ン酸緩衝液)でPH 7.4と6.0で

の 反応, iii) KT液 でFe(III)が0.1mM(最 終

濃度)存 在す る条件 での反応, iv) KT液 でFe

(II)濃 度 を0.1mM(最 終 濃度)に しての反応,

 v) KT液 で脂質過酸化反応の経時測定中に

EDTA(0.5mM)を 加 えた条件下での反応,の

5系 である.

前 もって25℃ に保った各反応液39.8mlに 脂質

(4mg/ml)0.1mlを 加 えて10分 間温置 したの

ち, Fe(II)溶 液0.1mlを 加 え,総 量40mlと し

て反応測定 を開始 した.経 時的にその2.0mlを

採 取 し,氷 冷反応停止液(40%三 塩 化酢酸(T

CA)0.5ml)に 加 え氷 中に保存 した.各 経時標

品採取後TBA反 応分析では更に5NHCl 0.25

mlと2% TBA 0.5mlず つ加 え混合 し,沸 盪水

中で15分 間処理 した後,冷 却,遠 沈 し,そ の上

清について,島 津分光光度計(UV200)を 用 い

て532nmと600nmの 吸 光度 を測定 し, TBA値

はOD532-OD600で 示 した.

脂 質過酸化反応液中のFe(II)濃 度 の測定:

 TBA値 測 定 と同一反応系で同時操作 を行 ない,

経 時的に2.0mlを 採 取 し,反 応停止液(40% T

CA 0.5ml)を 加 え遠心 し,そ の上清 を標品とし,

第一報 の方法により測定 した16).即 ち1mM Ni

troso-PSAP 0.5ml, 0.2Mリ ン酸緩衝液2.5ml,

 1N NaOH 0.6ml,水0.4mlを,こ の順 に加え

4mlそ し,そ れ をA液 とす る.上 記の標品か ら

1mlを と り,そ れ をA液 に加え総量5mlと し,

す ばや く混和 し, 752nmでOD測 定 を行ないFe-

値 と した.

実 験 結 果

反応系i)で のFe(II)の 減 少の し方 を図1

に, Fe(II)の 減 少 とTBA値 の 関係 を図2に

示す.反 応系ii), iii), iv)で のFe(II)の 変 化 と

TBA値 の 関係 をそれぞれ図3, 4, 5に 示 す.

反 応系v)で のFe(II)の 変化 とEDTAを 加

えた時期な らびにTBA値 の変化 を図6に 示す.

KT液 中(基 質不添加)で はFe(II)で はFe

(II)の 減 少が認め られた.(図1)Fe(II)添 加

混合直後よ りFe(II)の 著 明な減少がみ られ,

その後漸減 し一定値 を示 した.一 方 リン酸 の存

Fig. 1. Fe(II) consumption in the medium of 

0.15M KCl-0.01M Tris-HCl buffer (pH 

7.4), with (•£-•£) or without (•¢-•¢) 

Pi

Fig. 2. Effect of Pi on consumption of Fe(II)

 and peroxidation of mitochondrial lipid 

under the condition with or without Pi. 

The incubations carried out in 0.15M

 KCl-0.01M Tris-HCl buffer (pH 7.4) 

with or without 2mM Pi (PH 7.4).

 Fe(II)-value and TBA-value are expres

sed as •£-•£ and •œ-•œ with Pi, and 

•¢-•¢ and •›-•› without Pi, respecti

vely.
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在下 では, Fe(II)は 非 添加 の場合よ りも急激

な減少 を示 し,そ の後漸減 し,一 定値 を示 した.

脂質量10μg/mlを 用 いての脂質過酸化反応に

おいて(図2)Fe(II)減 少 に伴 うTBA値 の

変化 をみると, KT液 中 では,混 合30分 後 にFe

(II)濃 度 がOD0.04と15%に 低 下 す るまでは

TBA値 の 上昇はほ とん どみ られず,そ の後30

分 後か ら40分 後にかけ,急 激な上昇がみられ,

 40分 後 以降では一定値 を示 した.こ れに対 し,

図2に 示す如 くリン酸の存在下では, Fe(II)

の 減少は脂質存在下 でも急激な曲線 として示 さ

れ,こ れに伴ってFe(II)濃 度が約15%に 低 下

する混合後5分 まではTBA値 は わずかな上昇

に とどまったが5分 後か ら20分 後にかけTBA

値 の急激な上昇,即 ちlagの 短縮が認め られ,

 20分 後 のピークはその後わずかに漸減がみ られ

た. Fe(II)単 独, Fe(II)と リン酸の共存下 い

ずれで も, Fe(II)濃 度 が同程度(約15%)に な

ってか ら,急 激なTBA値 の上昇がみ られ,そ

の立 ち上が りは同程度であ り,最 高TBA値 に

も有意差はみ られなかった.

反 応系ii)で の0.01Mリ ン酸緩衝液 中での脂

質過酸化反応 とFe(II)濃 度 変化(図3)で は,

Fig. 3. Consumption of Fe(II) and peroxidations 

of mitochondrial lipid under the conditions 

of 0.15M KCl-10mM Pi-buffer. Fe(II)

- value and TBA-value are expressed as 

•£-•£ and •œ-•œ at pH 7
.4, and 

•¢-•¢ and •›-•› at pH 6.0, respectively.

PH 7.4で は混合直後 よりFe(II)の 著 明な減少

がみ られ, 5分 後 には約8%に 減少 し,そ の後
一定値 をとった

.こ れに対 してTBA値 の 変化

は,混 合直後 よりlagが ほ とんどみ られずTBA

値 の 急激な上昇がみ ちれ, 10分 後 に ピー クに達

し,以 後わずかに漸減 した.一 方PH 6.0系 で

は, Fe(II)は 混合直後より著明に減少す るも

のの,そ の程度はPH 7.4に み られるほ ど急激

ではな く, 15分 後に約10%に 減 少 しその後わず

かに減少 し一定値 をとった.こ のFe(II)の 減

少に伴 うTBA値 の 変化は,混 合15分 後 までほ

とんどみ られず, 15分 ～20分 後 にかけ急激な上

昇がみ られ, 20分 後 以降はわずかに漸増す るも

のの,ほ ぼ一定 の値 を示 した.又,最 高TBA

値 はPHに よ って異なることが認め られた.

Fe(III)存 在下,反 応系iii)のFe(II)脂 質

過酸化反応 とFe(II)の 消長(図4)で は, Fe

(III)存在 条件でのFe(II)は 混 合直後よ り著明

Fig. 4. Effect of Fe (III) on consumption of Fe

 (II) and peroxidation of mitochondrial 

lipid. Measurement started by addition 

of Fe (II) (0.05mM) immediately after 

the addition of Fe (III) (0.1mM) in 0.15

M KCl-0.01M Tris-HCl buffer (pH 7.4).

 Fe(II)-value and TBA-value are expre

ssed as •£-•£ and •œ-•œ in the presence 

of Fe(III). TBA-value of control is o-o.

に減少し5分 後に27%に, 10分 後 には12%に,

 20分 後 には8%に な り,以 下わずかに漸減 し一
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定値 をとった. Fe(II)の 減 少に伴 うTBA値

の変化は,混 合5分 後からわずか な上昇がみ ら

れ, 10分 か ら15分 にかけ急激な上昇がみ られた

が,対 照 としてのFe(II)単 独系 では,混 合20

分 後 まで変化がみ られず, 20分 か ら30分 に かけ

急激な上昇がみ られ, Fe(III)に よるlagの 短

縮が明らかに認め られた.最 高TBA値 は,両

者 とも同 じであった.

Fe(II)濃 度(0.05mM)を 高濃度(0.1mM)

に して,誘 起 した反応(反 応糸iv)で の結果(図

5)で は, Fe(II)値 は,混 合直後か ら減少 し,

Fig. 5. Fe(II) (0.1mM)-induced mitochondrial 

lipid peroxidation (•›-•›), accompanied 

with Fe(II) consumption (•¢-•¢), in 

0.15M KCl-0.01M Tris-HCl buffer (pH 

7.4).

40分 で12%, 50分 で5%に 減 少 した.こ れに対

してTBA値 も混合40分 後 まではほ とんど上昇

はみられず, 40分 か ら50分 で 著明 な上昇がみら

れ,そ の後一定の値 を示 した.反 応系i)と 対

比 して明 らかに, Fe(II)濃 度の上昇 にともな

うlagの 延 長が認め られ,そ れがFe(II)の 消

費 と関連があるこ とが示 された.

Fe(II)誘 導脂 質過酸化反応時のEDTAに よ

る反応停 止実験(反 応系v)曲 線(図6)で は,

 Fe(II)の み では(反 応系i)と 同 じ),混 合 直

後 よりFe(II)の 著 明な減少がみ られ,そ れに

伴い15分 か ら20分 後 にかけTBA値 の急激な上

昇 と, 20分 以 後のTBA値 の漸増がみ られた.

混合後10分,す なわちTBA値 の上昇の全 くみ

られ ない誘導期中にEDTAを 加 える と,そ れ

Fig. 6. Effect of EDTA on Fe(II)-induced pero

xidation of mitochondrial lipid. EDTA (0.5

mM) are added at incubation time shown 

in Fig. by arrow. Fe(II)-value of control 

is expressed by •¢-•¢ and those after 

additions of EDTA immediately down to 

zero TBA-value of control is •›-•›, and 

that after first, second and third addition 

of EDTA are • -• , •¡-•¡, and

 •œ-•œ respectively.

以後のTBA値 の上昇はみられなかった. TBA

値が,誘 導期の終わりでわずかな上昇がみられ,

急激な上昇のみられる直前にEDTAを 加 える

と, TBA値 はほとんど上昇がみられず,以 後

の急激な上昇は全 くみられなかった.誘 導反応

開始後20分,す なわち, TBA値 の急激な上昇

が終わり漸増期へ移行する時にEDTAを 加え

ると,そ れ以後のTBA値 の変化はみられなか

った.こ れ らのことか ら,反 応が どのStageで

あろ うと, EDTAを 加 えるとTBA値 は,そ の

時の値の まま一定値 をとり,変 化はみ られない

ことが示 きれたが, Fe(II)値 は,三 実験群 と

もEDTAの 添 加 と同時に0値 を記録 した.

考 察

脂質過酸化反応の生成物は,マ ロンジアルデ

ヒ ド(MDA)と きれ18)～20),こ のMDAがTBA

と結合発色する といわれ てお り21),最 近 脂質過

酸化物の定量 としてのTBA反 応 は,生 成 され
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たMDA量 と してのその妥 当性が再考慮されて

いるが,少 な くともTBAと 反 応す る物質 を過

酸化脂質 としてTBA分 析 法は常用 されている.

脂 質過酸化 反応の機構は脂質の自動酸化の研

究により論議 され明らかにされて来た18)～20).脂

質過酸化反応は各種の基質,反 応 を促進す る物

質,及 び反応を阻害す る物質即 ち抗酸化物質の

有無について,反 応過程が討論されている9),22)

～28)
.更 に,生 体膜においては, TBA発 色 を利

用 して, NAD PH依 存29),30), super oxide依

存31)～34)等の酵素的反応や, ADP-Fe誘 導35),ア

ス コル ビン酸誘導36), Fe(II)誘 導14),37)等の非

酵素的反応による脂質過酸化反応が知 られてお

り.そ の反応過程について研究が続け られてい

て,い ずれの反応でも,微 量ではあるが,鉄 が

その反応に必須であるとされている28),38)～40).

本 実験では,ミ トコン ドリアのFe(II)誘 導

脂質過酸化反応 を例に とり,単 純化の 目的で ミ

トコン ドリアから抽出した脂質において,脂 質

過酸化反応の検討 を行なった.

今 まで ミトコン ドリアのFe(II)誘 導 脂質過

酸化反応についての解析に関する研究は多いが

9),12)～15),20),37),42)
,そ の 反応機構 については不明

の点も多い.そ の反応は熱処理 した ミトコン ド

リアにおいて もみ られ ることから,主 として非

酵素的反応 と考 えられている13),14).もち ろん,

膜 におけるFe(II)誘 導脂質過酸化反応は酵素

的要因 を考慮 しなければならない10).

ミ トコン ドリアの脂質過酸化反応には,誘 導

時間(lag)が 認 められlagの 有無について 多く

の報告 がな されている43)～45).油脂 の 自動酸化に

おいて もlagは その特徴 とされ46), lagの 延 長,

短縮は過酸化反応の活性の度合をあらわしてい

るもの と考えられ9),そ の 短縮は反応の促進 と

みることができる.又, lag内 に起る変化が連

鎖反応 の重要 な因子 を握 ってい る と考 えられ

10)
, lagの 起 因を究明することは,脂 質過酸化

反応の機構の解析につなが ると考 えられる.

本実験では,種 々の条件下いずれにでもFe

(II)減 少 中にはTBAの 発色はみられずlagと

して観察 され, Fe(II)濃 度 が充分に減少 して

か ら, TBA値 の 急激な上昇がみ られた.こ の

ことか ら, Fe(II)変 化 中のFe,並 び に中間生成

物の挙動 及びその中間生成物か らのMDAま で

の分解の二段階の反応形式 を考 えな くてはなら

ない47).又,反 応途中でFeの 強力なキレー ト

剤であるEDTAを 加 える と,そ れが反応過程の

どの段階であっても,そ れ以後のTBA値 の 増

加 はみ られなかった ことか ら, MDA形 成には

Fe(II)の 変化 のみでな くFe(III)が 必要 なこ

とが示唆 される.

Tappelら に よると48)金 属 イオンと脂肪酸に

よる脂質過酸化 反応式(レ ドックス反応)(1)(2)

ROOH+M+n→RO・+OH-+M+(n+1)-(1)

ROOH+M+(nH)ROO・+H++M+n-(2)

の うち,ア スコルビン酸誘導の脂質過酸化反応

では リノール酸やアラキ ドン酸が 自動酸化 をお

こしペンタンになることか ら,そ の際(2)式が優位

に進行す ると報告 している.し か し,レ ドック

ス反応(1)又は(2),又 は両者のうちどれが優先的

に起 こるかは,金 属触媒の種類に依存 し,そ の

周囲環境 に左右 され るといわれている46).空 気

中(O2存 在下)で は, Fe(II)が 強 力な還元剤

であるため(1)の 反応が(2)の反応 よりもはるかに

優先する とされてい る46).い ず れにせ よこれ ら

の反応開始が起こっ後は一連の 自動酸化反応過

程が続 くはずである.

脂 質の 自動酸化では,諸 種 の説が論ぜ られて

いる21),46),49),50)が,一般的にその反応は次の4

つ の連鎖過程に分け られている50).

第一 過程:反 応の開始

(基 質脂質RHよ り遊離基の生成)

第二過程:ヒ ドロペルオキシ ドの連鎖生成

(過酸化物価 の上昇)

第三過程:ヒ ドロペルオキシ ドの分解

(過 酸化物価 の減少 とカルボニル価の上昇)

第 四過程:反 応の終結

(二 量体の生成に よる分子量の増加)

本 実験 を中心に考 えると, lag期 は 第一過程

に相 当し, TBA値 は脂質過酸化反応における分

解物 である,カ ルボニル即 ちMDAを 測定 して

いるため,第 三過程に相当 している. Fe(II)

量 の減少はlag期 間 中にみられることか ら,少

なくとも基質に(1)(2)の反 応のいずれにせ よ遊離

基の生成が継続進行 している と思 われるがlag

中は この基質 ラジカルの生成のみに,と どまっ
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ていることが示唆 され る.

一 方
,抽 出脂質のFe(II)誘 導脂質過酸化反

応 をオキシメー ターで酸素の消費を測定す ると

lag中 僅 かの酸素消費がみられたの ち, MDA形

成 の際に急激な酸素消費がみ とめ られ る.(未 発

表)ミ トコン ドリアにおいても同様,酸 素の消

費 とMDAの 形成が時間的に一致 している15).

こ の ことか ら,第 二段階の反応は,一 部分はlag

に あ るとして も,大 部分は,第 三段階の反応 と

同時に進行 していると考 えてよい.

これ らのことを基準に考えれば,本 実験の結

果は主 として第一過程 と第三過程 を表 している

が,加 えられたFe(II)がFe(III)に ほ とん ど変

化 しきらない とTBA値 が 上昇 しないことから,

特 に実験2で 示 された如 く, Fe(II)高 濃 度で

はFe(II)の 減 少がアルカ リ溶液(PH 7.4)に

おけるFe(II)の 自動酸化,も しくは基質 として

の脂質 との反応に よるとしても,時 間的に遅 く

なるためlagが 延 長されている.こ れ らの こと

か ら,ラ ジカル発生の第一過程の反応 と次の過

程 との連鎖反応において, Fe(II)減 少 変化に伴

う何 らかの反応が強いポテンシャルをもって,

第二,第 三過程の反応(MDAの 形 成)を 阻止

している可能性が ある.

更に リン酸存在下のFe(II)誘 導 脂質過酸化

反応では, lagの 短縮がみ られ,又,リ ン酸存

在下の急激なTBA値 増加 時のFe(II)の 最 終

量には対照に比 して有意差がみ られず,反 対の

lagは リン酸の有無なかかわ らずFe(II)が 一

定濃度に低下するまでみられた.リ ン酸による

lagの 短 縮は高濃度で著明であったが, TBA値

は リン酸の有無や 濃度による影響はみられなか

った.こ れらの結果は,ミ トコン ドリアにおい

ての報告12),13)と一致 しているが,リ ン酸はFe

(II)の 変化 を促進する結果lagの 短縮 をきたす

ものと考えられる.又,リ ン酸存在下 の反応は

PHに よって影響 を受 けたがいずれの場合 も,

 Fe(II)の 減少 とlagの 相 関は同 じ傾向が認め ら

れた.

lagとFe(II)濃 度 の関係は更に詳細なFe(II)

濃度 の定量が求め られ, Fe(III)と の量的関係

を考慮す る14)と ともに反応式 を含めて種々の点

より究明が必要 であ る.

結 論

ラッ ト肝 ミトコン ドリアより抽出 した脂質 で,

 Fe(II)誘 導 脂質過酸化 反応 を, TBA反 応 によ

って測定 し,同 時に反応溶液中のFe(II)濃 度

を定量 し,そ の消長 と反応におけ るlagと の関

係について考察 した.

1)ミ トコン ドリアより抽 出した脂質において

も,ミ トコン ドリアと同様にFe(II)誘 導脂質

過酸化反応では,反 応の初期にlagが み られる.

2)反 応 溶液 中のFe(II)濃 度が微量にならな

いとTBA発 色 はみ られず,そ れまではlagが

観 察され る.

3)リ ン酸によるlagの 変 化はPHに よって異

な り,又,リ ン酸存在下でのlagの 短縮が認め

られたが,い ずれの場合 も2)と 同様のFe(II)

濃度 とlagの 関係が認め られた.

4) EDTAを 反 応途 中で添加すると, Fe(II)

は0値 を示 し,そ れ以後のTBA値 に は変動 が

みられない.

5)鉄 は主 としてFe(II)と して,一 部はFe

(III)と して反応開始,な らびに一連の連鎖反応

に関与 していると思われるが, Fe(II)の 存 在は,

 MDAの 形 成に阻害的に働 くことによ りlagを

維持 し,又, MDA形 成 にFe(III)と して関与

していると思われる.

6)こ れ らの実験結果 をもとに して, Fe(II)

誘導 脂質過酸化反応の初期のメカニズムに討論

を加 えた.
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Studies on ferrous ion-induced lipid peroxidation

Part II

Analysis of the induction period (lag) of 

ferrous ion-induced lipid peroxidation

Keizi HASHIMOTO

Department of Radiation Medicine, Okayama University

 Medical School, Okayama, Japan

(Director: Prof. M. Yamamoto)

The author measured simultaneously Fe(II)-induced peroxidation of lipid extracted 
from rat liver mitochondria by the TBA method and the concentration of Fe(II) added 
to the medium quantitatively using Nitoroso-PSAP reagent.

1) An induction period (lag) at the early phase of the reaction of Fe(II)-induced 
lipid peroxidation was observed as well as in mitochondria.

2) After most of the Fe(II) concentration had decreased, the TBA-value, after lag
time, increased sharply.

3) Phosphate added to the medium shortened the lag-time. The lag-time in the 

presence of phosphate varied with the concentration and pH. However, in each case, 
there was a correlation between the decrement of Fe(II) concentration and the length 
of lag time as described above.

4) By adding EDTA for various reaction times, Fe was chelated immediately, then 
the TBA value did not increase.

5) The results suggest: iron interacted with the chain reaction of lipid peroxidation, 
mainly as Fe(II) and/or partially Fe(III); Fe(II) maintains the lag as a inhibitory action 
to the resolution into malondialdehyde (MDA) from lipid peroxide; Fe(III) was required 
for the formation of MDA.

6) Using these results, the author discussed the mechanisms of Fe(II)-induced lipid 

peroxidation.


