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脂質過酸化反応

緒 言

近年,脂 質過酸化物は,種 々の代謝調節1),細

胞毒 としての働 き2,3,4,5),放射 線障害6,7,8),細 胞

分裂機構8),老 化 加令 現象9,10)等 に おけ る重要

な因子 としての役割が注 目されている.し かし

生体内における脂質過酸化反応の機序には不明

な点も多く,反 応機構の解明をす ることは重要

なことである.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 質過酸化物

形成機構の解析の一環 として究明 され11,12,13)又,

生体膜機能解明の一手法として多用されている14,15)

Fe(II)誘導脂質過酸化反応では反応初期に誘導期

(lag)が 存 在 し11,13,15,16),種々 の 添加剤による

lagの 変 化一延長,短 縮などか ら反応の阻害促

進が検討されている.こ のlagの 長 さはFe(II)

濃度 に関係 し,高 濃度 で延長 され11),又,三 価

鉄(Fe(III))の 存 在下 でlagは 短縮され ることが

報告 されているが7,11), Fe(II)の 経 時的変化の報

告はみ られない.こ の点に注目して, Fe(II)の消

長 とFe(II)誘 導脂質過酸化 反応のlagと の 関係

に検討 を加えることは,反 応機序の解 明に何ら

かの示唆 を与 えるもの と考 えた.脂 質過酸化反

応におけ るFe(II)濃 度 の消長 とlagの 関 係 を検

討す るためには,溶 液中のFe(II)濃 度 の経時的

変化の観察が必要 であ り, Fe(II)の選 択的定量が

必要である と思われ る.そ こで著者はFe(II)の

高 感度かつ選択的な比色定量試薬 として最近報

告 されたニ トロソフェ ノール試薬 を用 い,反 応

液中のFe(II)濃 度 測定が 可能であるこ とを明 ら

かに したので報告する.

実験材料及び方法と結果

試薬:発 色試薬は ドー タイ トNitroso-PSAP

•k 2-Nitroso-5-(N-propyl-N-sulfopropylamino)

 phenolhydrochloride〕(和 光純薬工業K. K)34

mgを1N HClに 溶 か し,水 を加 えて100mlと

し, 1mM原 液 として使用 した.鉄 試薬は二価

鉄 イオン(Fe(II))と して硫酸第一鉄アンモニウ

ム塩(片 山化学工業K. K.)を,三 価鉄イオン(Fe

(III)として硫酸 第二鉄アンモニウム塩(半 井化学

薬品K. K.)を 使 用直前に水に溶解 し使用 した.還

元剤 として塩酸 ヒ ドロキシルア ミン(片 山化学

工業K. K.)を 用 いた.

そ の他の薬品 として トリクロル酢酸(TCA),

 KCL,リ ン酸一ナ トリウム,リ ン酸二ナ トリウ

ムは和光純薬工業K. K.製を,苛 性 ソーダ,ト リス

(ヒ ドロキシメチル)ア ミノメタンは片山化学

工業K. K.製を,塩 酸は半井化学薬品K. K.製を使用 し

た.

使 用 した試薬はすべて特級で,水 は蒸留脱イ

オン水 を使用 した.

吸光度,吸 収曲線の測定: Nitroso-PSAPに

よる鉄の定量はNitroso-PSAPとFe(II)の 錯体

による吸収波長OD752nm17,19)を 用 いた.こ の

波長帯はNitroso-PSAPの み ではほ とん どみ ら

れない.分 光光度計は島津分光光度計(UV-200

型)を 用いた.
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実験1:報 告 されたNitroso-PSAPに よ る鉄

の定量 においては還元剤が用 いられている19).

鉄 の酸化度合 の検討を目的 とす る実験のために

は,還 元剤があっては当然使用できない.実 験

1で は,還 元剤の添加,非 添加におけ る吸光度

変化 を測定液中1.6～2.0μM鉄 濃度範囲につい

て検討 した.

(方法) 1mM Nitroso-PSAP 0.5mlに0.2

Mpi-buffer(pH 7.0)2.5ml,還 元 剤 として1m

 MNH2OH・HClを 加 え,水 を加 えて総量4.9

mlに 調 整 し,こ れに吸光度測定時の終末濃度が

各濃度になるよ うに別に調整したFe(II)液 を0.1

ml加 え総量5.0mlと し,す ばや く混合 し,

 OD 752nmの 吸光度測定 を開始 した.(実 検1

のa)

対 照 として還元剤のかわ りに水を使用 して同

様操作測定 し, Fe(II)定量におけ る還元剤の影響

を比較 した.(実 検1のb)

(結 果)還 元剤使用の場合(実 験1のa)

の結 果は,表1-aに,使 用 しない場合(実 験

1のb)を 表1-bに 示 す.各 々の0.5分 測定

値 におけるFe(II)濃 度 とOD752の 関係 を図1に

に示す.本 実験の条件下では,還 元剤の有無に

かかわ らず実験に用いた鉄 濃度範囲では混合直

後では直線関係が得 られ,堀 口等の報告の如 く19),

 4.2×104の 分子吸光係数が得られ定量が可能なこと

が示 された.し か し,両 群 とも室温放置 した時,

時 間経過 とともに, Nitroso-PSAPと 鉄(II)の錯

体 によって発生 したOD 752nmの 吸光度(図5)

は変 化 した.表1-a, 1-bに 示 す如 く短時

間内では,若 干増加の傾向がみ られたが,そ の

後減少 した. 3時 間値 では還元剤無添加の場合

55%～90%値 に低下 し,著 しい退色が観察 され

た.還 元剤添加群において, Fe(II)が低 濃度で

はご く僅か退色がみ られたにす ぎず20μMの 高

濃度で も非添加での55%値 に対 し, 85%値 に と

どまった.

実験2:次 にFe(II)誘 導 脂質過酸化反応を測

定(Hunter等11)の 方 法)す る条件下でFe(II)

の定 量が可能か否かに関す る実験 を行なった.

通 常,反 応液 として0.15M KCl-0.01M Tris

 HCl buffer pH 7.4(KT液)が 用いられ,反 応停

止液 として溶液2mlに 対 して0.5mlの40%T

Fig. 1 Working curve obtained at 0.5 minuit 

after mix of various concentrations of 

Fe++ with (•›-•›) and without (•œ-•œ)

 reductant.

Table 1のa Change of absorbancy in the solution

 after mix of various concentrations of Fe++ with 

reductant.

CA液 が 加え られ る11,12)

(方法) 0.3M KCl-0.02M Tris-HCl buff

er(2倍 濃度のKT液)1mlに40% TCA0.5

mlを 加 えた液に吸光度測定時の終末濃度がそれ

ぞれの濃度になるようにFe(II)液 を加 え,さ らに

水 を加 えて総量2.5mlと した.こ れ をA液 とす

る.次 に1mM Nitroso-PSAP 0.5ml, 0.2M Pi
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Table 1のb Change of absorbancy in the solution

 after mix of various concentrations of Fe++ with

out reductant.

buffer 2.5ml, 1N NaOH 0.6ml,水 をこの順

に加 え,総 量4mlと し,こ れをB液 とした. B

液4mlにA液1mlを 加 え総量5mlと し,す ばや

く混和 し, OD測 定 を開始 した.

(結果) Fe(II)濃度 によるODの 変化を表2に

示す.こ の うち0.5分 値 を図2に 示す. TCA液 存

在下でFe(II)濃 度 とODの 間に直線関係が得 ら

れたが,分 子吸光係数はE752=3.14×104で 実

験1で 得 られた係数に対 して約75%に 低下 した.

又,実 験1と 同様に室温放置する時は,時 間経

過 とともに, Nitroso-PSAPと 鉄(II)錯体 による

OD752の 吸 光度は変化 した.表2に 示す如 く,

Fig. 2 Working curve obtained at 0.5 minuits 
after mix of various concentrations of

 Fe++ (in TCA-solution) into Nitroso-PSAP 

(in alkaline-solution).

Table 2 Change of absorbancy in the solution 
after mix of various concentrations of Fe++ (in 
TCA-solution) into Nitroso-PSAP (in alkaline-so
lution)

Fe(II)が1.6, 3.2μMの 低濃度では混合後1時 間

までは時間の経過に伴い120～105%に 増加 し,

その後退色傾向がみ られた.又, 20μMの 高濃

度では,混 合直後 より退色がみられ,時 間の経過

とともに退色 し,混 合3時 間では, 74%の 吸 光

度しか示さず著 しい退色がみられた.こ のように

その退色はFe(II)濃 度が大 きいほ ど著 しか った.

実験3: Fe(II)誘導 脂質過酸化反応はFe(II)→Fe

(III)の変 化に伴 ってひきおこされると考 えられて

いる20).そ こ でNitroso-PSAPとFe(III)と の反

応をみる実験を行なった.す なわち実験2のFe(II)

液 をFe(III)液に換 えて,同 じように実験 を行なっ

た.

(方法) 2倍 濃度のKT液1mlに40%TC

A液0.5mlを 加 えたのち吸光度測定時の終末濃

度がそれ ぞれの濃度 になるようにFe(III)液を加

え,さ らに水を加えて総量2.5mlに した.こ れ

をA 液́ とす る.前 述のB液4mlにA´ 液1mlを

加 え総量5mlと し,す ばや く混和 し, OD測 定

を開始 した.

(結果) Fe(III)濃度 とODの 関係 を表3に 示

す. 0.5分 値 と15分 値 を図3に 示す.時 間の経

過に伴いODは 僅かに上昇 した. 3時 間 後では

各濃度において5～8.5倍 と著 明な増加 がみ ら

れたものの, 0.5分 値 が0.004～0.013と 非 常に

低値で, Fe(III)濃度 が20μMで も僅か0.013で あ

り,混 合直後では,ほ とん どその発色はFe(II)

定量 実験の誤差範囲内に入る もの と考 えた.

実 験4: Fe(II)定量 におけるFe(III)混 在 の影響

を調べ る実験 を行な った.

(方 法) 2倍 濃 度のKT液1mlに40% TC
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Fig. 3 Working curve obtained at 0.5 (•›-•›)

 and at 15 (•œ-•œ) minuits after mix of 

various concentrations of Fe+++.

Table 3 Change of absorbancy in the solution 

after mix of various concentrations of Fe+++

A液0.5mlを 加 えたのち吸光度測定時の終末濃

度がそれぞれの濃度に よるようにFe(III)液 を加

え,次 いで吸光度測定時の終末濃度が8μMに

なるよ うにFe(II)液 を加 え,さ らに水を加えて総

量2.5mlと した.こ れ をA〃 液 とする.前 述の

B液4mlにA〃 液1mlを 加 え総量5mlと し,す

ばや く混和 し, OD測 定 を開始 した.

(結 果) Fe(III)濃度 と8μMFe(II)のODの 関

係 を表4に 示す.こ の0.5分 値 と15分 値 を図4

に示す. Fe(III)存在下でも一定濃度のFe(II)に 対

す るODは 一 定の値 を示 し, Fe(III)存在下の定量

が可能 なことが示 された.

実 験5:前 記実験群 の各溶液の蒸留水に対す

る吸光曲線を図5に 示す.

図5に は, 1: Fe(II)定量 試薬のみ, 2: Fe

(II)にて 発色 させ た もの(実 験1), 3: Fe(II)定

量試薬にTCA液 を加 えたもの(実 験2), 4:

 TCA存 在 下でFe(II)に て発色 させた もの(実 験

2)の 吸収曲線 を示 した.

定 量試薬吸収 曲線は420nmに ピー クがみられ,

Table 4 Change of absorbancy in the solution 

after mix of Fe++ (8ƒÊM) with various concent

rations of Fe+++.

Fig. 4 Working curve obtained at 0.5 (•›-•›)

 and at 15 (•œ•\•œ) minuits after mix of 

Fe++ (8ƒÊM) with various concentrations 

of Fe+++.

このピー クも鉄存在下では増加す る. Nitroso-

PSAPとFe(II)の 錯 体に よって示 されるなだら

かな752nm前 後 の ピー クは, Nitroso-PSAP試

薬 のみではTCAの 有 無にかかわ らず認め られ

ない.分 子吸光係数 の低下のみ らたTCA存 在

下の752nmの ピー クについてshiftは み られず

TCA存 在 下の 吸光 曲線の変化は認め得なか っ

た.

考 察

従来,溶 液中の鉄濃度を測定する方法は,種
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Fig. 5 Absorption spectra of Nitroso-PSAP and 
iron complexes (1): Nitroso-PSAP (2):

 Nitoroso-PSAP-Fe(II) complex (3): Ni
troso-PSAP in TCA solution (4): Nitro
so-PSAP-Fe(II) complex in TCA solution

lagが 延長す る11,13).又, Fe(III)の共 存において

反応の変化(lagの 短縮)が 認め られているが24,25)

その メカニズムについては不明の点が 多い.そ

こで著者は,ミ トコン ドリアのFe(II)誘 導 に よ

る脂質過酸化反応の解析の一還 として,反 応開

始におけるlagの 状 態 と,反 応液中のFe(II) 濃

度の変化 とを比較検討す る目的のため還元剤 を

使用せずにNitroso-PSAPを 用 いて反応液中の

Fe(II)のみが定量可能か否かについて検討を行な

った.

Nitroso-PSAP・Fe(II)錯 化合物の吸収波長は752

nm前 後 になだ らか なピー クとしてみ られ るが

その吸収度測定を行なってFe(II)の 定 量 を試 み

た.そ の定量に還元剤を使用 した ときその添加

順序を本実験の如 く施行する と混合直後か ら吸

光度の変化,即 ち退色が徐々には じまり,経 時

的に進行 し,そ の程度 はFe(II)が 高 濃度 にな る

ほ どその度合は大 きかったが表1-aに 示 す如

く低濃度においては反応混合後3時 間で もその

退色度は小 さい. Fe(II)の検量線 を混合直後0.5

分値 でグラフにす ると図1の 如 く実験濃度範囲

内では直線の検量線が得 られ,そ の分子吸収係

数 を求める と4.2×104で あ り,こ の値はNitro

Fig. 6 Resonance structure of Fe(II) complex of Nitroso-PSAP

種報告 されているが21,22),そ の 比色定量法21,22,

23)は発色剤がFe(II)やFe(III)と 反 応 し錯化合物 を

形成す る性質を利用 している.そ のためFe(III)

を還 元剤を用いてFe(II)に 還 元 し,既 存のFe(II)

と同時に定量す るものが 多い23).著 者 が本実験

で用いたNitroso-PSAPはFe(II)の 高 感度かつ

選択的な比色試薬の中でも水溶性 の高い もの と

して開発されたが17),通 常 の定量法 では還元剤

を用 いている18,19).一 方,ミ トコン ドリアのFe

(II)誘導 による脂質過酸化反応においては, Fe

(II)添加 後lag(誘 導期)が み られ11,13,15,16),そ

の反応の開始は濃度に依存 し,高 濃度Fe(II)で

so-PSAP開 発者の報告19)と一致 している.本 実

験では,還 元剤 として塩酸 ヒ ドロキシルア ミン

を使用 したが,堀 口等は還元剤にアスコル ビン

酸 を使用 し, 24時 間後で も退色はみ られないと

報告 している19).

一方
,還 元剤 を使用 しない場合には表1-b

の 如 く錯体 の発色の度合は時間の経過に伴 いそ

の退色度が著 しい.発 色調製液 とFe(II)を 含 む

液の混合後初期15分 値 までは発色の進行がみ ら

れ るもののその量は少なか ったが,そ の後著 し

い退色が観察された.特 にFe(II)が 高 濃度の場

合退色は著明で, 20μMの 時, 3時 間 後には約
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半分に退色 した.し か し,混 合直後の検量線は

測定濃度範囲内で還元剤添加の もの と変わ らず,

したがって分子吸光係数 は4.2×104が 得 られた.

還 元剤の有無にかかわ らず,そ の吸光度変化

がみ られ るこ とはNitroso-PSAP-Fe(III)の 化 学

的安 定度に起因するもの と考え られる.ニ トロ

ソ化合物 と金属 イオンの錯化合物には図6の 様

な構造が考え られてお り18),使 用 す る還元剤の

種類によ り錯化合体の とり得 る構造が異な るこ

とが考えられるが,松 原26)に よる とBath op

henanthroline等 の 発色剤 を用いた場合,還 元

剤が使用 されていなか った り,還 元力が不足し

ている時には,発 色剤 を加 えるこ とによ りFe

(III)の還 元が進行 し,時 間の経過 とともに発色量

が増加す るため充分 な量の還元剤が必要である

という. Fe(III)による発色の増加 は本実験で も示

された.ま た,岡 等21)の報 告によればFe(II)液

の ニ トロソR塩 での発色は時間 とともに吸光度

に変化がみ られ,こ れは, Fe(II)-ニトロソR塩 錯

化合物に組成が1:21:3の ものがあ り,光

線や加温によりあまり安 定でない1:2化 合 物,

準安定な1:3化 合 物,安 定な1:4化 合物へ

と変化するため と考えられている21).

いず れにせ よ本実験においては,発 色直後は

溶液中のFe(II)濃度 とFe(II)-Nitroso-PSAP錯 化合

体 による発色量との間には,還 元剤の有無にか

かわらず使用 した濃度範囲内では直線性がみら

れ,そ の分子吸光係数は4.2×104で あ り,還 元

剤なしでも混合直後ではFe(II)の 比 色定量にNi

troso-PSAPが 使 用に耐え うるこ とが明らかで

ある.

次 いで脂質過酸化反応液中のFe(II)の 定 量が

可能か否か を検討 した.脂 質過酸化反応の時間

的経過を実験す る際,そ の反応を停止す るため

TCAを 用 いる11).各 種 のFe(II)濃 度 をTCA

に加 えたものをNitroso-PSAP発 色反応液 と混

合 し,吸 光度変化 を追った時, TCA無 添 加 の

場合 と同様の退色がみ られたが,混 合直後の検

量線は実験に用いた濃度範囲内では直線性が得

られた.し か し, Nitroso-PSAP-Fe(II)錯 体の分

子吸光係数値はTCH存 在 下では, 3.14×104

と計 算され凡そ25%低 値 が得 られた.

松 原は26), Fe(II)液にTCAを 加 えた場合,両

者は結合 し発色 をおこすが,こ の時の発色は淡

く, Fe定 量 発色に要する最少必要 量の実験か ら

Fe(II)-TCA錯 化 合物は無視 し得る と報告 してい

る.一 方,堀 口等19)に よる と, Nitroso-PSAP

のFe(II)と の 反応 発色におけ る至適pHは5.5

～9 .5で あ る.一 方,脂 質過酸化反応液は停止

液 としてTCAを 用 いるため反応停止時強酸性

になってお り,こ れを中和す るためNitroso-

PSAP液 中 にNaOH液 を加 えた. Nitroso-P

SAPは アル カリで徐々に分解 し18), Fe(II)は ア

ル カリでは不安定でFe(III)に 変 化 し水酸化鉄 を

形成す る.し たがって実験2. 3. 4. 5.で は,試 薬

を加 える順序が変わるとFe(II)-Nitroso-PSAP

錯体 の吸光度合 とFe(II)濃 度 の間に直線関係が

み られない場合 もあ り,再 現性 も安 定 しない.

しか しこの場合に も24時 間後には吸光度は低下

す るものの発色が安定 し直線関係が得られた.

従 って本実験では, pHの 影 響 をさけ,水 酸化

鉄形成によるFe(II)濃度 とFe(II)-Nitroso-PSAP錯

体の直線関係阻害をさけるため,試 薬は実験直前

に調整 し,試 薬を加 える順序 も方法に述べたの如

く一定にして行なった.本 実験においては, TCA

を加 えて も発色の752nm前 後 の吸光 曲線の ピ

ー クには変化はみ られず, Fe(II)濃度 とFe(II)-Ni

troso-PSAP錯 体 との間に前述の如 く直線性が

得 られ, TCA存 在下 でもFe(II)の 定 量 は可能

である と考えた.し か し, TCA存 在 下の分子

吸光係数の低下の原因は更に究明を要す る.

次 に還元剤が存在 しない場合にFe(II)誘 導 脂

質過酸化反応はFe(II)か らFe(III)へ の 変化によ

って反応が開始 されるとされている20).そ こで,

上 記条件下でのFe(III)とNitroso-PSAPの 結 合

発色度合 を調べ たところ,混 合発色開始後では

ご く僅かの発色がみ られ,そ の後時間的経過 とと

もに増加 した. Nitroso-PSAP自 体 に弱い還元

能力があ り17),そ の 影響 が考 え られ るが, Fe

(III)濃度 と発色量の関係は表3の 如 くFe(III)の 増

加に もかかわ らず吸光度はわずかに上昇 してい

るのみで, Fe(III)は発色開始直後ではFe(II)の 発

色に対 して無視得 ると結論 した.こ の点 を確め

る目的でFe(III)存 在 下 でFe(II)の 定 量か否かに

ついて検討 した.そ の結果は,表4の 如 くFe

(III)の濃度 に関係 な くNitroso-PSAP-Fe(II)に よ
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る発色の吸光度は一定 で,短 時間内の時間経過

に伴 う吸光度変化はわずかであった.

したが ってFe(III)が 共 存す る場合には,前 述の

Fe(II)の み の退色 な らびにFe(III)の み の 吸光 度

の増加 と合わせ て,少 な くとも発色調整試薬 と

の混合直後に比色定量す ることが要求 され る.

結 論

鉄定量に用い られるNitrosoaminophenol誘

導 体のうち,水 溶性高感度比色試薬であるNi

troso-PSAPを 用 いてFe(II)誘 導 の脂質過酸化

反応液中のFe(II)の 選 択的定量に関す る実験 を

行ない以下の結果 を得 た.

1)還 元剤 を使用 しな くてもFe(II)の 定 量が

可能であ り,分 子吸収係数 として4.2×104

値 を得た.

2)脂 質過酸化反応停止液であるTCAの 存

在下で も一定の条件下ではFe(II)の 定 量が

可能であ り,分 子吸光係数 として3.14×104

値 を得た.

3) Fe(III)共存 下で も,そ の影響 をうけるこ

とな く, Fe(II)の 選 択 的定量が可能 であ る.
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Studies on ferrous ion-induced lipid peroxidation

 Part I

Quantitative analysis of ferrous ion in 

a system of ferrous ion-induced lipid peroxidation

Keizi HASHIMOTO

Department of Radiation Medicine, Okayama University 

Medical School, Okayama, Japan

(Director: Prof. M. Yamamoto)

The 2-nitroso-(N-propyl-N-sulfopropylamino) phenol (Nitroso-PSAP), one of the water

soluble derivatives of nitrosoaminophenol, is a very sensitive reagent for the spectro

photometric determination of Fe(II). Using Nitroso-PSAP reagent, the author investi

gated the conditions for determining Fe(II) quantitatively and selectively the system 

of Fe(II)-induced lipid peroxidation, and obtained the following results.

1) Fe(II) could be measured quantitatively without reductant. The Fe(II) complex 

had a molar absorptivity of 4.5•~104dm3 mol-1 cm-1 at 756nm.

2) Fe(II) could be measured quantitatively in the TCA solution removed from the 

reaction medium for lipid peroxidation. The Fe(II) complex had a molar absorptivity 

of 3.14•~104dm3 mol-1 at 756nm.

3) Fe(II) could be measured quantitatively and selectivily under conditions involving 

a mixture of Fe(II).


