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緒 言

放射線の生物作用の中で,そ の生化学的効果

として脂質過酸化反応の促進1)と酸化的リン酸

化の低下2)は一般によく知 られている事実であ

る.こ の両者は一見別の生物作用の如く考えら

れるけれども,生 体内での脂質過酸化反応は生

体膜系では特に著しく,膜 のもつ色々な生物活

性がそれを構成する燐脂質中の高度不飽和脂肪

酸の酸化反応によって生ずる脂質過酸化反応で

阻害される可能性が大きいことから,両 者は極

めて深い関係にあるものと思われる.此 の様に

考えれば,放 射線による酸化的リン酸化能の低

下はミトコンドリア膜の脂質過酸化反応と密接

に関係しているためによるという可能性が大きい.

目 的

以上の緒言において述べた見解に基づいて ラ

ッ ト肝 ミトコン ドリアの2価 鉄(F++)に よ る

脂質過酸化反応に伴 うミトコン ドリアのエネル

ギー転換反応阻害機構 を研究 し,生 体膜におけ

るK+区 画性 に対する安定化作用3.4)や 又 放 射

線による白血球減少症 に対 して治療作用のある5)

ビスコクラウ リン型アル カロイ ドの一種 である

cepharanthineがFe++に よる ミトコン ドリア

脂質過酸化反応の阻害 を減少 し,同 時に脂質過

酸化反応に対 して も強い阻害作用 を示す ことを

明 らかに した.ま たこの様な阻害作用は放射線

による生体膜の脂質過酸化反応に も見 られ,こ

れ ら反応機構 を解析 し得 られ た結果につ いて報
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告 す る.

材 料 と 方 法

ラ ット肝 ミトコン ドリアはHogeboom-Sch

neiderの 変 法6)に よ り藤糖密度 勾配による遠心

分離 にて分画 した.ミ トコン ドリアはまた必要

に応 じて0.15M KCl-10mM Tris・HCl (pH 7.4)

にて2回 洗浄 し実験に供 した.リ ボゾームは大

豆 レシチンを硅酸 カラム クロマ ト法にて分画 し,

多重 膜 リポゾームを0.15M KCl-10mM Tris・

HCI (pH 7.4)に て調製したが その方法は図1

に示 した.

脂 質過酸化反応はFe++及 び60Co照 射 に よ り

誘導 した.60Co照 射 は放医研装置(60Co2000キ

ュー リ-)に よ り調製されたリポゾームを室温

にて9.6Krad照 射 し0℃3時 間以内に実験に供

した.尚cepharanthineの 作 用は照射後の リポ

ゾームにcepharanthineを 添加 して測定 した.

ミ トコンドリアの機能は主 として閉塞型キュ

ベ ッ トを用いクラー ク型酸素電極により測定 し

た.ま た ミトコン ドリアのATP ase活 性 は遊

離す る無機 リン酸を高橋氏法7)に て測定 した.

脂質過酸化反応で形成されるマ ロンデ ィアルデ

ヒ ドはHunter等 のTBA反 応8)に よ り測定 し

た.蛋 白質はBSAを 標 準 とし,ビ ューレッ ト

法9)に て測定,ま た使用 した試薬はすべ て特級

であ り,ビ スコクラウリン型アルカロイ ドは化

図1　 60Co照 射のための多重膜 リポゾームの調

製法

研生薬K・Kの 恵与 によるものでアル コールに溶

解 して使用 した.

実 験 結 果

1. Fe++に よ る ミトコン ドリア脂質過酸化反

応 と酸化的 リン酸化能の低下

す でにHunter8)や 内 海等10)が示す様にFe++

に よ って ミトコン ドリアは脂質過酸化反応を起

こし,そ の膨潤を誘起す る.此 の膨潤の機構に

ついては尚明 らか にされていないが,こ のよう

な ミトコン ドリアではその酸化的 リン酸化能や

呼吸調節機構の低下が予期 される.図2はFe++

とincubateす る 前後の ラ ッ ト肝 ミトコン ドリ

アのエネルギー転換反応活性 の変化 を示す.(図

2挿 入)即 ちFe++添 加後に示される急激な酸素

消費は膜脂質過酸化反応に よるもので,過 酸化

反応を起こさない ミトコン ドリアで示 される高

い呼吸調節能(RCI)やADP/O11)比 は過酸化

反応 と共にState4呼 吸の増大に よってRCI

(呼吸 調節率)の 低下 とADP/O比 の低下 をも

たらす.(表1)

2.ミ トコン ドリア脂質過酸化反応に伴 う

ATPase活 性 の変動

Fe++誘 導の脂質過酸化反応に伴い,ミ トコン

ドリアの酸化的 リン酸化能や呼吸調節能が低下

す るこ とか ら,膜 脂質過酸化反応に より,エ ネ

ルギー転換反応の主役 を演ず る膜酵素 の一種

Mg++-ATPase活 性 に変動 がもた らされる可

能性が示唆 される.此 の様 な理由により, Fe++

に よって誘導され る脂質過酸化反応に伴 って,

どの様に ミトコン ドリアのATP ase活 性 が変

化す るかについて測定 を行った.

測定結果は図3に 示す如 く脂質過酸化反応に

よるマ ロンデ ィアルデ ヒド(MDA)形 成 に伴

いMg++-ATPase活 性 の著 しい亢進が認めら

れる.此 れに反 してDNP-ATPase活 性 はM-

DA形 成 には全 く関係 しない.(図4)即 ち,

潜 在ATP ase(latent ATP ase)が 活 性化さ

れ,合 成 されるべ きATP合 成 反応が分解 反応

が分解反応に傾 くこ とを示 しているものと言え

る.勿 論,こ の ときMDA形 成 が一定量以上に

なるまでは此の活性化は認められず,此 の活性

化にはMDA形 成 に伴 う膜構造変化が重要であ
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図2. Fe++に よる ラ ソト肝 ミ トコ ン ドリア の 酸 化 的

リン酸 化 能 及 び 呼 吸 調 節 能 の低 下

表1.種 々濃度のFe++添 加によるラット肝 ミトコ

ンドリアの酸化的リン酸化能 と呼吸調節能の

変化

実験条件は図2に 同じ

ることを示唆 している。

3. Fe++に よ るミトコン ドリアK+の 遊 出と

cepharanthineに よる阻害

Fe++添 加 に伴 うミトコン ドリア膜脂質過酸化

反応に伴い ミトコン ドリア膜のK+区 画性が低

下 し,ミ トコン ドリア内に存在す るK+が 遊出

する可能性がある.既 によ く知 られている如 く

ミトコン ドリァのATP合 成 能には内膜のイオ

ン区画性を必要 とし, Mitchellの 化学浸透圧説12)

に立脚すればH+や 陽イオ ンあ透過性亢進 はA-

TP合 成 能の低下 をきたす原因とな り得 る.ま

た,ATP合 成 能 にはH+の 透過 と共役したK+

の 区画性 も重要 であることも明 らかに されてい

る13).事 実 図5に 示す如 くミトコン ドリアはK

Fe++に よるMDA形 成 に伴 ってK+の 遊出が亢

進 され る.こ こでFe++の 添 加 されていない ミ

トコン ドリアで もK+の 遊出が認め られてい る

が,こ れはK+電 極 で反応後のK+を 測定す る

ため,ミ トコン ドリアをコリン溶液中に浮遊 さ

せ ているこ とによるものである.此 の様なFe++

に よ る ミトコン ドリアのMDA形 成 に伴 うK+

の遊出は膜安定化作用のあるcepharanthine3,4)

(ビ ス コクラウリン型アルカロイ ドの一種)存

在下に著明な抑制が認め られる.此 の研究 と関

連して著者等は既 に ミトコン ドリアをフォスフ

ォリパーゼA2処 理 してK+を 遊出 させ る場合

cepharanthineが 強 く阻害す ることを認めてい

る14)が本研究の結果 もそれ と極めてよ く一致す
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図3. Fe++に よ るラ ッ ト肝 ミ トコン ドリアのMg++

-ATPase活 性 の 変動

0.15M KC1-10mM Tris-HCI (pH7.4)の 溶

液 で2回 洗 滌 した ラ ッ ト肝 ミ トコ ン ド リア を0.

15M KCI-1OmM Tris-HCI (pH7.4) 5mM

Mg Cl2溶 液 中に25℃ に てincubateし70μM

 Fe++を 添加 した時 のMDA量 とMg-ATP ase

活性 の変 動 を示 す.

図4.ラ ッ ト肝 ミ トコ ン ド リア 中 に 形 成 さ れ るM-

DA量 とMg-ATP ase活 性 の 関 係

実 験 条件 は 図3に 同 じ

DNP-ATP aseは 反応 液 中に5×10-5M DNP

を添加 して示 され る.

潜 在ATPase活 性 を示す.

す る も の で あ る.

図5. Fe++に よるラット肝 ミトコンドリア内K+の

遊出促進とcepharanthineに よる阻害

調製されたラット肝 ミトコン ドリアを0.15M

 Choline-10mM Tris (pH 2.4)に て2回 洗滌

し,同 じ溶液中, 25℃ にてincubateし た場合

の溶液中のK+濃 度の変化を示す.

この溶液中ではミトコンドリア内K+は 遊出し

易いが,80μMのFe++で 脂 質過酸化反応を行

うとより遊出度合が促進される.こ れに対 して

cepharanthineは 阻害作用を示す.

4.Fe++に よ る酸化的 リン酸化活性の低下に対

に対す るcepharanthineの 阻止作用

CepharanthineがFe++誘 導 によるミトコン ド

リアのK+区 画性変化を阻止す る事 は,此 のア

ルカロイ ドがFe++に よるミトコン ドリアのエネ

ルギ.転 換反応阻害に対 して も阻止的に作用す

る可能性 を示唆する.こ の様な考 えに立脚 して,

Fe++に よる ミトコン ドリアのATP合 成や呼吸

調節能に対す るこのアルカロイ ドの作用につい

て検討 した.実 験結果は,表2に 示す如 くAD

P/O比 やRCIの 低 下 に対 してcepharanthine

は阻 止的に作用 し,又Fe++に よるMg++-ATP

 ase活 性 の亢進に対 しても阻害的に作用す る.

勿 論DNP-ATP aseに 対 してはFe++は 影 響 を

示 さず またcepharanthineも 作 用 しない.

5. Fe++に よ る ミトコン ドリア膜の脂質過酸

化 反応に対す るcepharanthineの 阻害作

用
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図6. Fe++に よ る ラ ッ ト肝 ミ トコ ン ドリア の酸 化 的 リン酸 化 能 の

低 下 に対 す るcepharanthineの 阻 止作 用

実 験 条件 は図2に 同 じ

cepharanthineは ア ル コー ル 溶 液 と し,反 応 液の1/2,000以

下 の量 を添 加 した.

表2. Fe++に よる ラ ッ ト肝 ミ トコ ン ドリア の 酸 化 的

リン酸 化能 や 呼 吸 調 節 能 の低 下 に対 す るcepha

ranthineに よる 阻止作 用

実 験 条件 は 図7に 同 じ

以上の様 にcepharanthineはFe++に よ るミ

トコン ドリア膜の脂質過酸化反応に伴 うエ ネル

ギー代謝の低下に対 して阻止的に作用す るが,

これが異なる膜安定化作用に よるものか否かを

検討 した.図6に 示す如 く, Few添 加 に伴 うミ

トコン ドリア膜の脂質過酸化反応は,酸 素消費

図7.　 ラ ッ ト肝 ミ トコ ン ドリア のATP ase活 性 の

Fe++に よる促 進 に 対 す るcepharanthineの 阻 止

作 用

実 験 条件 は 図3に 同 じ.

と平 行 す る が,こ の 実 験 に お い て 示 さ れ る如 く,
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cepharanthine存 在下 にはFe++添 加による酸素

消費 も著 しく阻害され る.こ の事は脂質過酸化

反応その ものに対 して もcepharanthineが 阻害

的に作用する可能性 を示唆する ものである.こ

の様な理由によりFe++に よるミトコン ドリア膜

で形成 されるMDAに 対 す るcepharanthineの

作 用を検索 した.結 果は図8に 示す如 くceph-

aranthineはFe++に よ る脂質過酸化反応に対 し

て強い阻害作用 を示 した.こ れらの結果は,Fe++

に よる ミトコン ドリアのエネルギー代謝活性の

低下はcepharanthineの 添加 により軽減するが,

それはcepharanthineの 膜安定化作用 と同時に

脂質過酸化反応阻害作用に よる事 を示唆す る.

図8.ラ ッ ト肝 ミ トコ ン ドリア のFe++に よ る脂 質

過 酸 化 反 応 とcepharanthineに よ る阻害.

調 整 され た ラ ッ ト肝 ミ トコン ドリア を0.15M

 KCI-10mM Tris (pH-7.4)に て2回 洗 滌 し,

100μM Fe++と 共 に25℃ に てincubateし た時 に

生 ず るMDAをTBA反 応 に て 測 定 した.

cepharanthineは 反 応 を初 め る前 か ら添 加 した .

6.60Co照 射 リ ボ ゾ ー ム の 脂 質 過 酸 化 反 応

に 対 す るcepharanthineの 作 用

予 備 的 実 験 の 結 果 に よ っ て, cepharanthine

はFe++の み な らずsuperoxideに 依 存 し た 脂 質

過 酸 化 反 応 に 対 し て も 阻 害 的 に 作 用 す る こ と を

明 ら か に し て い る.し か し,本 研 究 の 本 来 の 目

的 で あ る放 射 線 に よ る 生 体 膜 脂 質 過 酸 化 反 応 に

対 し て どの 様 な 作 用 を 示 す か を,60Co照 射 に よ

る レ シ チ ン リ ポ ゾー ム の 脂 質 過 酸 化 反 応 に 対 す

る影響 によつて検討 を加えた.そ の結果は図9

に 示す如 く,レ シチン リポゾームの60Co照 射

に よるMDA形 成 の増大がcepharanthineの 添

加に伴 って低下 させ られる事が明らかになった.

此 の際,リ ボゾーム膜にあらか じめcephara-

nthineを 組み込 まれた ものでも,又,リ ボゾー

ムに後か らcepharanthineを 添加 して も同様の

結果が示 された.

考 察

近年,脂 質過酸化反応 は生体老化 と関係 して

注 目されるようになり12),特 に放射線に よる加

令の促進 はDNAの 傷害 と並 んで重要な作用 と

考えなければな らな くなっている.こ の様な現

状において遺伝子に関係 した分子生物学の進歩

にお されて,放 射線による脂質過酸化反応はそ

れ程研究が進んでいないとい うのが現段 階の研

究状況であろう.し か し乍 ら,か な り古 くか ら

放射線照射に より生体 内ATP含 有 量が低下 し,

それが ミトコン ドリアの酸化的 リン酸化能の低

下によることが明らかにされている2).此 の 原

因は放射線照射赤血球 の溶血度合 の亢進や,K+

遊 出の亢進等 を考 え合わせ ると5),反 応 により

膜の物質区画1生が低下す る事 に基づ くものと解

釈すれば,か な り説明す るこ とが容易 となる.

事実K+を 含 む リン脂質 リボゾームにFe++を 添

加 し,脂 質過酸化反応を誘導す ると,リ ボゾー

ム内K+の 遊 出が起 こる.此 れと同 じことは分

離 ミトコン ドリアでも観察 され,脂 質過酸化反

応に伴い,ミ トコン ドリアのイオン区画性が低

下 し,酸 化的 リン酸化能が低下す るこ とが うか

がえる.本 研究で用いたビスコクラウ リン型ア

ルカロイ ドはこれ ら膜イオン区画性低下 を阻止

する様に作用することが明らかにされているが

此のFe++に よる脂質過酸化反応に伴 うK+遊 出

に対 して も阻害的に作用する.し か も全 く予期

されなか った脂質過酸化反応 まで も阻止される

ことが明 らかにな った.此 等の阻害度合 はce-

pharanthineの 濃 度に依存 して強 く示 されるけ

れ ども,種 々のビス コクラウ リン型アルカロイ

ドの中でhead to head型 のdiether結 合 をも

つ ものに共通 して此の様 な脂質過酸化反応阻止

作用が認め られる.
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図9.大 豆 レシ チ ン 多重 膜 リボ ゾー ム60Co照 射 に よ る脂 質過 酸化 反

応 とcepharanthineに よ る阻 害

実 験 方 法 に のべ た調 整 法 に て 作 っ た リボ ゾ ー ム を37℃ に て60Co

照 射 を行 い,0℃,3時 間 後 にMDAをTBA反 応 に て 測 定 した.

 cepharanthineは リ ボ ゾー ム の調 整 時に 添 加 して も調 整 後 添加

して も同 じ様 な 阻害 度 を示 す.

表3.ラ ッ ト肝 ミ トコ ン ドリア のFe++に よ る脂 質 過

過 酸 化 反 応 に 対 す る種 々 ビ ス コ クラ ウ リン型 ア

ル カ ロ イ ドの 阻害 作 用

実 験 条 件 は 図8と 同 じ

Head to Head型 のdiether結 合 を もつ ビ ス コ

クラ ウ リン 型 ア ル カ ロ イ ドに共 通 して 脂 質過 酸

化 反 応 阻害 作 用が 認 め られ る.

此のアルカロイ ドにはラジカルスカベ ンジャー

としての作用はな く,こ れが生体 膜を脂質過酸

化反応の受けに くい構造に修飾 しているこ とを

示唆 している.し か も予備的実験か らFe++の み

な らずsuperoxideや 他 の誘導物質に よる過酸

化反応に加 えて, 60Coの 放射線に よる過酸化反

応にも阻害作用が認め られる.此 のこ とは癌の

治療において我々が度々遭遇す るところの放射

線照射による白血球減少症が,此 のアルカロイ

ドによってかな り軽減される事 とも深い関係が

あることを示唆 しているもの といえる.今 後更

に此のアルカロイ ドの放射線照射に よつて起こ

る生体エネル ギー転換反応の低下に対す る作用

を検討 したい.
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結 論

分離 ミトコン ドリアの脂質過酸化反応に伴 う

ミトコン ドリア機能 の変化 を追求 し,そ の機能

変化 を阻止する薬物 としてビスコクラウ リン型

アルカロイ ドが作用す ることを明らかにした.

即 ち,

1. Fe++は ミトコン ドリア膜の脂質過 酸化反

応を誘起 しそれに伴 って酸化的 リン酸化

能 を低下する.

2. Fe++に よる酸化的 リン酸化能 の低下は,

膜 のイオン区画性 の低下に加えて,潜 在

ATP ase活 性 のn進 に よるものである.

3. Fe++に よるミトコン ドリアのイオ ン区画

性 の低下はcepharanthineの 様 なビス コ

クラウ リン型アル カロイ ドで強 く阻止さ

れる.

4. cepharanthineの この様 な作用はFe++に

よる ミトコン ドリアの酸化的 リン酸化能

低下 に対 しても阻止的に作用する.

5.こ の様なFe++に よるミトコンドリア機能の

低下 に対するcepharanthineの 阻止的作

用は膜安 定化作用に加えて脂質過酸化反

応の阻害作用に も依存 している.

6. 60Co照 射 による大豆 レシチン リポゾーム

の脂質過酸化反応に対 してもcepharan

thineは 阻 止的に作用する.

7. cepharanthineの 此 の様 な作用は ビスコ

クラウ リン(Biscoclaurine)型 ア ルカロ

イ ドのhead to head型 のdiether結 合

をもつ ものに共通 して認めめ られ る.

此の研究に際し御指導,御 協力を頂きました高知

医科大学生物学教室の.内海教授及び放医研生物部の

中沢博士に厚 く御礼申し上げます.
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During investigation of the changes in mitochondrial function accompanying lipid per

oxidation, it was found that a biscoclaurine alkaroid protected their functional changes. The 
results obtained were as follows:
1) Fe2+ induces lipid peroxidation of isolated mitochondria, resulting in deterioration of 
oxidative phosphorylation. 2) This deterioration relates to alteration in ion compartmentation 
of the mitochondrial membrane and an increase in latent ATPase activity. 3) This deterio
ration by Fe2+ in ion compartmentation of mitochondrial membrane is strongly protected 

by a biscoclaurine alkaloid, cepharanthine. 4) Cepharanthine also inhibits the mitochondrial. 
lipid peroxidation induced by Fe2+. 5) The protective effect of cepharanthine against deterio
ration in mitochondrial functions caused by Fe2+ depends on its inhibitive action on lipid 

peroxidation as well as on its membrane stabilizing action. 6) Cepharanthine inhibits the lipid 
peroxidation of soybean lecithine liposomes by 60Co-irradiation. 7) The action of cepharan
thine described above is common to head to head type of biscoclaurin alkaloids which have 
diether bonds.


