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は じめ に

生体内脂質過酸化反応は生体膜における種々の機

能の調節ならびにその構築機構の代謝回転と密接な

る関係があることが明らかにされつつある1).脂質過

酸化反応は胎児組2),小 腸3),骨髄4),再生肝5),癌細胞

6)7)8)9)10)など幼若な細胞や分裂の盛んな細胞では極め

て弱いか又は欠損し細胞分裂制御機構との関連が検

討されてお り11),細胞 の代謝調節に重要な因子である

ことが予想され細胞の老化 との関係が考えられてい

る1)12).放射線で誘起されるラジカル反応が脂質過酸

化反応を通 じて生体膜構築成分である脂質タンパク

複合体のリン脂質構造に変化を起 し,生 体膜を損傷

することによ り細胞代謝に影響を及ぼす13)14)ことは

必然の事項と考えられる.放 射線の生体に吸収 され

た僅かのエネルギー線量と生体組織を障害 した大 き

さ(例 えば細胞死)を 比較考察 したとき,両 者間の

不一致 を解明するものは現在何も存在していないと

云って も過言ではないが放射線に対する細胞組織の

感受性は核酸の代謝レベルや正常の条件でのこれら

細胞組織の調節機構の程度に応じて増大 していると

もいえる.放 射線による生体内酸化が放射線の生物

学的作用の基盤にな りうる可能性があるとの考 えか

ら,そ の予想され うる各種生体内酸化15)16)の一 員と

しての脂質過酸化反応が生体の調節機構を通じて放

射線障害の一因とな りうることは必然であらう.

事実脂質過酸化物は動物に注射きれたとき細胞毒

として働き17)放射線障害類似の効果を示す8)19)2)そ

の機構は明らかでないが過酸化物が種々の酵素に対

して阻害効果を示す22)ことか らも放射線の生体にお

ける作用機序を考えるとき,放 射線にともな う脂質

過酸化反応の研究は重要な課題である.

放射線全身照射にともなう生体組織における脂質

過酸化物の生成については相反する報告がみられる.

 Horganら23)は マ ウス組織における脂質過酸化物生

成増加はみられないとし,一方Zhulanovaら24)は 脾

脂質に,又Furnicaら25)は 脳脾肝においてその増大

を認めている.又 全身照射後哺乳動物臓器における

脂質過酸化物の増加を測定可能な程度の効果を得 る

ためには,核 酸やタンパ ク質のin vitro照 射でその

効果を認知す るよ うな場合 と同様 に数干Rの 高

線量が必要なようである26)27).しか しながら一般に正

常組織には脂質過酸化物は存在 しないのが普通であ

る28)が,組織ホモジネー トや細胞分画をin vitroで

好気的に温置す ると脂質過酸化物の生成が認められ

る29)30)31).そして放射線照射動物の組織に脂質過酸化

物の生成促進が証明され3)4)23)26)29)32)又動物組織より分

離 された脂質33),組織 ホモジネー ト34),組織 分画成分35)

へ の放射線照射は脂質過酸化物の生成を促進するこ

とが明らかにされて来た.

このように放射線照射にともなう脂質過酸化物の

生成は多 くの場合温置における脂質過酸化物生成能

を中心として検討されている.こ の観点か ら最近致

死線量若しくはそれ以下の線量の放射線全身照射に

ともな う臓器における脂質過酸化能の変動について

Ichiら36)は ラ ットについて肝における上昇を除いて

ごく僅かと報告 し, Dawesら37)は マウス臓器におい

て肝ホモジネートで照射後3日 目でそれが最高値 を示

すことを報告 している.教 室の渡辺38)は放射線全身

照射後の48時 間目のラット臓器ホモジネー トの脂質

過酸化反応について研究 しているが,ホ モジネー ト

のまゝの温置では短時間内ごく僅かの脂質過酸化反
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応の促進がみ られるが, Fe〓添加の温置においては

より著 しい反応の促進がみ られ,放 射線照射にとも

な う脂質過酸化能の変化は拡大観察されることを明

らかにし,又 肝においてのみ線量依存性がみられる

ことを報告している.

しか し生体膜における非酵素的並びに酵素依存の

脂質過酸化反応の機構は充分明らかでな く,ホ モジ

ネー トレベルでは多くの因子が関與していることは

明 らかでありより簡易な細胞画分系での研究が望ま

れる.生 体膜としての ミトコンドリアは種々の呼吸

酵素と電子伝達中間体が配列し,電 子伝達中に起 る

ラジカル反応はミトコンドリア膜構成脂質の過酸化

反応を誘起するのに極めて都合がよい39).ミトコンド

リアの脂質過酸化反応の研究はその形態的変化との

関連において主 として行はれている40)41)42)43)がミトコ

ンドリア膜には脂質過酸化反応 の基質 と目される

高級不飽和脂肪酸23)38)44)45)含量が高 く46),又ミトコン

ドリアの機能 とこれ らリン脂質の密接な関係がみ

られ47)生体膜脂質過酸化反応の機構を解明する上

に好的材料 と考 えた.以 上の観点よ り第一編では

X線 全身照射に ともな うラット肝 ミトコンドリア

のFe〓 誘導脂質過酸化反応の変動について検討し,

第二編では構成脂肪酸の変動並びに抽出脂質画分の

過酸化反応を究明した.

第 一 編

X線 全身照射 に ともな うラ ッ ト肝 ミトコン ド

リアのFe〓 誘導脂質過酸 化反応 の変動 について

岡山大学医学部放射線医学教室(主任:山本道夫教授)
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緒 言

放射線によるミトコンドリアの変化は非常に鋭敏

に反応するといわれる48).形態学的にも放射線による

膨潤,ク リステの破壊像が観察されている49).これ ら

の変化は放射線特有の ものとして一般的な変化 と区

別することが出来ないが,し かしミトコンドリアは

その脂質の除去に際して電子伝達は抵抗性を示 し,

リン酸化能は感受性を示すことが明らかにされてお

り50),この ような感受性の差は ミトコンドリアにおけ

る呼吸機能への放射線の阻害作用にもみられる51)点

か らもミトコンドリアの構造と機能に関係して放射

線による脂質の動態は注目される.

Noyesら52)は 肝 当りミトコンドリアの数を調べ照

射後初期にその減少がみられ再び回復するという一

過性の影響を観察 した.同 様にHallら53)は 酸 化的

リン酸化能においても一過性の阻害がみられること

を報告 している.し かし肝の ミトコン ドリアに対す

る放射線の効果は結果が両立しており,阻 害を認め

るもの53)54)55),不変 というもの56)57)とがある.

放射線照射にともなうこのような相異なる結果は

実験条件の差 とも考えられるが,著 者は全身照射 ラ

ット肝よ りミトコンドリアを分離しその過酸化反応

を教室の渡辺38)が拡大観察 されるとしたFe〓 誘導反

応 において経日的に解析し肝ホモジネー トレベルの

変化が一分画であるミトコンドリアにおいても同様

観察しうるかどうかを通じて,放 射線の脂質過酸化

反応におよぼす効果を更に究明すると共に ミトコン

ドリアの脂質過酸化反応機構の解析 を試みた.ミ ト

コンドリアの脂質過酸化反応に対する放射線の影響

についての若干の報告58)59)60)がみ られるが詳細 はま

だ明らかでない.

本編では放射線全身照射にともなうFe〓 誘導脂質

過酸化反応の変動についてえられた結果を報告する.

材料および実験方法

(1) 実験 動物:市 販のOriental Co.製MF固 型

飼料と水とを自由に與えて飼育した呑竜系 ラット8

～12週 令 を使用 した.一 部の実験においては動物の

個体差をより少 くする意味で各群は同胎のラットを

用い比較検討 したがその詳細は各実験において附記

する.

(2) 放 射 線照射条件:東 芝製KXC 19型 深部X線 治

療装置を用いて照射を行った.照射は管電圧200kVp,
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管 電 流25mA,濾 過 板0.5mm Cu+0.5mm Al,焦

点 皮 膚 間 距 離50cm,線 量 率76R/minの 条 件 で行 っ

た.

(3) ラ ッ ト肝 ミ トコ ン ド リア(以 下RLMと 略)の

分 離: RLMの 分離 はHogeboom-Schneider法61)に

準 じて次 の 如 く行 っ た.即 ち ラ ッ トを断 頭 放 血 後 す

み や か に 開腹 し肝 を摘 出 し,直 ち に冷 却 した0.25M

シ ヨ糖, 0.003Mト リス-塩 酸, 0.0002Mエ チ レ ン

ジア ミン四酢 酸(EDTA) , pH 7.4(以 下STE液 と略)

に入 れ細 切 洗 滌 した.分 離 過 程 は こ とわ りの な い 限

り総 て0° ～4℃ の 条 件 下 で 行 った.使 用 し た 蒸 溜

水 は脱 イオ ン して 用 い た.又 経 時 的 変 化 を観察 す る

実験 に お い て はRLMを 同一 条 件 下 同 時 に分 離 し又

同時 に 反応 を測 定 す るた め 各群 の 各 ラ ッ トに 日 を異

に して照 射 した もの につ い て各 々別 の 遠 心 管 で 同 時

遠心 分離 を 行 つた.細 切 した 肝 は そ の10倍 量 のSTE

液 と と も に ル ー ズ なPotter型 ガ ラ ス ホモ ゲ ナ イ

ザ ー に て軽 くホ モ ジネ ー トした後 テ フ ロ ンホ モ ゲ ナ

イザ ー で上 下1回 宛 ホ モ ジ ネ ー ト した.

次 い で ホ モ ジネ ー トを100xg 10分 間遠 心 した.未

分 解 の細 胞 残 渣,核,血 球 等 を除 きそ の 上 清 液 を等

量 の0.34Mシ ヨ糖, 0.003Mト リス-塩 酸, pH 7.4

液 に重 層 し700xg 10分 間 遠 心 した.遠 心 後 上 層 液 の

み集 め5,000xg 10分 間遠 心 した.こ の遠 心 に よ り生 じ

た 中 間層(fluffy-layer)は マ イ ク ロ ソ ー ム等 の 混 入

を防 ぐ目的 で上 層 液 と共 に取 り除 き残 ったRLM層

にSTE液 を加 え駒 込 ピペ ッ トに て 攪 拌 洗 滌 し再 度

5.000xg 10分 間 遠 心 した. RLMは 再 び0.25Mシ ヨ

糖, 0.003Mト リス-塩 酸, pH 7.4(以 下ST液 と

略)中 で攪 拌 洗 滌 したの ち遠 心 した.反 応 測 定 開 始

直 前 にRLMは 更 に大 量 の0.15M塩 化 カ リ, 0.01M

トリス-塩 酸pH 7.4(以 下KT液 と略)に て 洗 條 し

同液 に浮 游 させ 実 験 に供 した.

(4) RLMの タンパ ク量 の測 定: RLMの タ ンパ ク量

は牛 血 清 ア ル ブ ミン(Armour Laboratories, Fra

ction V)を 標 準 と して ビユ ー レ ッ ト法62)に よ って

測 定 した.

(5) 脂 質 過 酸 化反 応 の測 定:脂 質 過 酸 化 反 応 の測 定

は 生 成 され た マ ロ ン ジ アル デ ヒ ド(以 下MAと 略)

を チ オ パ ル ビ ッー ル酸(以 下TBAと 略)法 に よ っ

て測 定 した.こ の場 合Hunterの 方 法40)に 準 じ て 行

った.又 同 時 実験 に お い て は 同一 タン パ ク量 の ミ ト

コ ン ドリア を 含 む 反 応 液(KT液)を10分 間37℃ で

前 もっ て温 置 した の ちFe〓(硫 酸 第一 鉄 ア ン モ ニ ウ

ム,片 山化 学 特 級,使 用 前 に蒸 溜 水 に溶 解)を 添 加

することによって反応の測定を開始 し,経 時的に反

応 を停止 してTBA法 にてTBA値 を測定した.即 ち

2mlの 反応液に対 して0.5mlの40%三 塩化酢酸(以

下TCA液 と略)と0.25mlの5N塩 酸 と0.5mlの

2% TBA液 とを混和,沸 盪水 中で10分 間加温し,

急 冷後遠心 して得た上澄液について532nmと600nm

の吸光度を島津分光光度計(UV-200型)で 測定し

た. TBA値 は532nmの 吸光度より600nmの 吸光度

を差し引いた0Dを1mgタ ンパク量当 りとして換

算したものである. MAの 定量は分子吸光系数E532

=1 .56×105cm2 m mole-163)を 用いてTBA値 よ り計

算した.

(6) 酸化的リン酸化能の測定:非 照射および照射後

3日 目のラット肝より各々同時に分離 した ミトコン

ドリア(塩 化カ リ液にて洗滌前)をST液 に攪拌し

た ものについて酸素消量をBioxygraph(給 水 化学

研究所製)を 用いて測定 した.反 応液 として0.15M

シヨ糖, 0.02M塩 化 カリ, 0.003M硫 酸マグネシウ

ム, 0.003M燐 酸 カリ, 0.01Mト リス-塩 酸, pH 7.6

を用いた. RLMは4mgタ ンパク量を用い全量2ml

で25℃ で測定した.各 呼吸基質添加後ADP 100μM

を添加してADP/0比 および呼吸調節能39)を算出 し

た.呼 吸基質としてはコハク酸,グ ルタミン酸,イ

ソクエン酸,(各 々3mM),ア ス コルビン酸(1mM)-

TMPD (0.1mM)を 用いた.

実 験 結 果

(1) X線 照射にともな う体重の変化:脂 質過酸化反

応は食餌の影響によって変化する38)が,放 射線照射

後のラットは当然栄養不全の状態が予想 される.こ

の栄養状態を推定するため体重の変化を観察 した.

実験ラット(250～2608) 2.5ヶ 月令の体重の変化は

非照射群では実験期間中の9日 間で約10%の 体重の

増加が認められた.こ れに対 して半致死線量と考え

られる650Rを 全身照射 したラット群では実験期間

中照射後3日 目に最大の減少がみられ,そ の後除々

に体重が増 し照射前に比 して9日 目で僅かなが ら増

加が認められたが,そ の増加は対照に比べてより少

いものであった.そ の経 日的変化の一例 を図1に 示

す.以 上のことは本実験群においても栄養不全の状

態を一応考慮す る必要があろう.

(2) X線 照射にともなう体重に対する肝湿重量の変

化:体 重の変化に比 しての肝湿重量の変化をみるた

めに一実験当 り同性6匹 宛使用し,個 体差をよ り少

くする目的で2～2.5ヶ 月令の同胎のものを用 いて
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Fig. 1　 Typical change of body weight of

 rat after irradiation at 650R.

Fig. 2　 Changes of liver-weight per body-weight of rats

 after irradiation at 650R. A (brothers), B (broth

ers) and C (sisters) were 250-260g, 215-225g

 and 150-160g of body weight on the day before

 exposure, respectively.

Fig. 3　 Relative mitochondrial yield per g of wet wei

ght of livers various days after exposure at

 650R. A, B and C are same groups in Fig. 2.

 Mitochondrial preparations were carried out

 in simultaneous procedures as described in
 "M
aterials and Methods". Recoveries of con

trol mitochondrial amount in A, B and C

 groups were 8mg, 11mg and 23mg from g of

 tissues, respectively.

Fig. 4　 Reaction curve of mitochondrial lipid peroxidation

 induced by ferrous ion (0.25mM) in the

 incubation mixture composed of 0.5mg of mito

chondrial protein per ml, 0.15M KCl and 0.01

M Tris-HCl, pH 7.4, at 37℃. Lag of the in

duction period was caluculated as mentioned

 in Fig.
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肝湿重量の測定を行った.実 験開始時の体重はA群

♂250～260g, B群 ♂215～225g, C群 ♀150～160g

で あ り,実 験開始時の体重差があまりないものを使

用 した.各 群それぞれ650R照 射後の肝湿重量対体

重の比は1日 目に若干増加し, 3日 目において最 も

減少する傾向がみられた(図2).こ の3日 目の減

少はその後増加回復がみられ照射前よりかえってそ

の重量比が増 し,そ の後照射1週 間経過後再度重量

比の減少が観察 された.こ れ らの結果よ り推察する

と1日 目は体重の変化が先行 し, 3日 目では体重よ

りも肝重量の変化が著 しく,又 体重に先行して肝重

量が変化することを示す もの と考えられる.こ のよ

うに全身照射によって肝は著 しく変動することが考

察 される.

(3) X線 照射ラ
ットよりの肝湿重量当りのRLMの

回収率:上 記の ような肝重量の変化にともなって

RLMの 変化をみるためRLMを 一定条件において

分離収集 した.勿 論肝よりの全RLMを 回収 したわ

けではないが本実験におけるRLM分 離条件下の回

収率をみると,各 実験群 において肝湿重量当 りの

RLMの 回収率はそれぞれ異なり,照 射後3日 目の

回収率が最大の傾向を示 し,そ の後その回収率は減

少 し,非 照射の回収率よりも悪かった(図3).以 上

の結果か ら肝重量の変化に比してRLM量 はあま り

変化 してないか もしくはRLMの タンパク量の増加

が考えられる.

(4) Fe〓誘導脂質過酸化反応における誘導時間(lag)

につ いて:全 身照射後経日的に分離されたRLMの

Fe〓誘導脂質過酸化反応を調べるにあた り,図4は

Fe〓 (0.25mM)に よ って誘導 された脂質過酸化反

応により生成 された脂質過酸化物を反応時間につい

てTBA値 としてあらわした反応曲線 である. Fe〓

誘導脂質過酸化反応においてはlagが み られる64)が

使用 したFe〓 濃度はより高濃度のためそのlagが か

な り長い. Fe〓無添加の ものではこの反応測定中は

TBA値 の変化はほとんどみられなかった.こ の場合

Fe〓添加後図の如 くゆるやかなTBA値 の上昇の後

(約70分 後)急 激な上昇(MA生 成率)が みられそ

の後ゆるやかになった.こ の結果よ りlagの 長 さを

図4に 示す如 く計算した.

(5) X線 照射にともなうRLMのFe〓 誘 導脂質過酸

化反応の変動: 650R全 身照射 したラット肝より分

離した ミトコンドリアにおいてその経 日的変化を検

討する目的で同一条件下別個に経 日的に照射 しRLM

の分離を同時に行い実験に供 した.図5に 示す如 く

Fe〓 (0.05mM)誘 導 の脂質過酸化反応 はlagの 変

動とTBA値 の上昇が観察 された.本 実験群(図5)

について照射後1日 目のRLMの 反応活性は対照に

比 してlagの 遅延傾向がみられたが,最 終TBA値

はあまり変化がみられなかった.こ のよ うに照射後

短時間内での反応においてはlagの 遅 延傾向が数多

く観察された. 3日 目ではlagの 著 しい短縮がみら

れ且TBA値 の上昇 も対照より高値が観察された.こ

れらの現象はその後日時をおってlagが 遅延 しTBA

値 の上昇率 も下降 した.全 般的にみてそれぞれの

RLMの 脂質過酸化反応における急激なTBA値 の上

昇率(MA生 成率立ち上 り)はほとんど同じ傾向(図

5)で あって対照との比較はさらに詳細な実験を要

するものと考える.

Fig. 5　 Ferrous ion (0.05mM)-induced lipid peroxi

dation of mitochondria prepared from livers

 of rats on the 1st (1D), 3rd (3D), 5th

 (5D), and 7th day (7D) after whole-body

 irradiation at 650R, and of non-irradiated

 (control) rats. Incubation were carried out

 in KT-medium at 37℃.

(6) Lagの 長 さとTBA値 との関係:以 上のように

Fe〓誘導脂質過酸化反応における照射の影響はlag

及 びTBA値 の変化として認められるがFe〓 (0.1mM)

誘導の脂質過酸化反応における反応開始後100分 の

TBA値 とlagを 図6に 示す.

前実験 と同様の傾向を示 し,照 射後3日 目の もの

でlagの 短縮 とTBA値 の 高値がえられた.こ のよ
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うにlagの 長 さの変化とTBA値 の変化とは逆比例

の関係が認められる.こ の反応曲線より観察 される

ようにTBA値 の差はその測定時により種々の値を

示すことから放射線の効果 を観察する場合TBA値

の変化よ りもむしろlagの 変化によってその効果を

みる方がより明瞭に表現できるものと考 えた.

Fig. 6　 Ferrous ion (0.1mM)-induced lipid peroxida

tions of mitochondria prepared from rat livers

 at various days after whole-body at 650R. TBA

 values (○-○) were measured at 100min after

 incubation in KT-mediumat 37℃, and the lag

 (●-●) of induction period was caluculated from

 reaction curve as mentioned in Fig. 4.

(7) TBA値 とX線 量との関係: 650R照 射 により経

日的に全身照射の効果が現われることからこれらの

変化が果して放射線依存性があるかどうかを明らか

にするため全身照射線量にともなうFe〓 誘導脂質過

酸化反応の変動を照射後3日 目のラット肝より分離

した ミトコンドリアを用いて検討した. Fe〓誘導脂

質過酸化反応はlagを 有するためどれくらいの反応

時間でTBA値 を測定するかによってかなりの量的

変化 が結果 される.図7はFe〓 (0.25mM)に よ っ

て45分 間 に生成されたMAをTBA値 で表わ したも

のであるが線量の増加に従ってTBA値 の増加が明

らかに認められる.

Fig. 7　 Dose responsibility of ferrous ion-induced lipid

 peroxidation of mitochondria prepared from rat

 livers on the 3rd day after whole-body irradi

ation. Incubations were carried out at 37℃ in

 KT-medium, and the reaction stared by addition

 of Fe++ (0.25mM), then sttoped at 45min.

Fig. 8　 Lag of the induction period of Fe++ -induced

 lipid peroxidation in mitochondria prepared

 from rat livers on the 3rd day after whole-

body irradiation at various doses. Incubations

 were carried out at 37℃ in KT-medium con

taining 2mMPi, and 0.25mMFe++ was used.

(8) LagとX線 量の関係:上 述の如 くlagの 変 化が

よりX線 の効果を量的に表わしていることから照射

後3日 目のRLMに ついてlagの 測 定を行った. Fe〓

誘 起の脂質過酸化反応におけるlagの 長 さはリン酸

の存在下その濃度に依存 して短縮 されることが明ら

かにされている64).図8の結果は図7の 結果に比して

lagが 短 いのは リン酸(2mM)存 在下で測定時間を

より短 くしたためである.こ の条件で種々の線量照

射後3日 目のRLMに ついてlagを 測定 した結果,

線 量の増加に ともな ってlagの 短 縮が認められた
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(図8).こ の 場合 もTBA値 とlagの 短縮について

逆比例の関係が認められる.

(9) MA生 成率とX線 量の関係:図4図5に み られ

る如 くFe〓 添加後lagの 後急激なTBA値 の上昇 が

みられる.同 一線量での経日的標品においてはその

上昇率の変化がみられず(図5),そ の比較は短間隔

の測定を要する.この点に留意してこの上昇時のMA

の時間当 りの生成量を照射後3日 目のRLMに つい

て検討したところ,図9に 示す如 く線量増加にとも

なってMA生 成率は高 く線量依存性が認められた.

(10) 酸化的 リン酸化能におよぼす影響:最 近の報告

によれば全身照射の肝 ミトコンドリアの酸化的リン

酸化能に対する効果は一過性の活性の低下がみられ

ている58)59).上記 のように3日 目の脂質過酸化反応に

対するX線 の効果がみられるこどから,本 実験の分

離条件での ミトコンドリアについて各呼吸基質存在

下の酸化的 リン酸化能を650R全 身 照射後3日 目の

ものについて対照と比較検討 した.表1に 示す如 く

コハク酸,グ ルタミン酸,イ ソクエン酸,ア スコル

ビン酸-TMPD各 基質下の呼吸調節能ならびにADP

/0比 は対照のそれに比 して有意の差はみられなか

った.こ のことは脂質過酸化能の上昇がみられる照

射後3日 目のRLMに おいて呼吸活性は正常 と変 り

ないことを示す.

Fig. 9　 Rates of malandialdehyde (MA) formation during

 Fe〓 (0.25mM)-induced lipid peroxidation in

 mitochondria prepared from rat livers on the

 3rd day after whole-body irradiation at various

 doses. Rates of the rapid formation after the

 lag period were measured in KT-medium at 37℃.

Table 1.　 Oxidative phosphorylation in mitochondria prepared from livers of control and

 irradiated rats with various substrates. Incubation systems were composed of 2mg of mito

chondrial protein per ml, 0.15M sucrose, 0.02M KCl, 0.003M MgSO4, 0.003M KH2PO4 and 0.01M

 Tris-HCl buffer, pH 7.6. All incubations were carried out at 25℃ in a system of 2ml, and oxygen

 uptake was measured by Bioxygraph. X-3D mitochondria were isolated from rat on the 3rd day

 after irradiation at 650R.

考 察

RLMのFe〓 誘導脂質過酸化反応はX線650R照 射

にともない一過性に照射後3日 目にその反応活性の

促進がみられる結果をえた.そ してその促進は線量

依存性が認められることから照射効果による変化 と

考えられる. Dawesら37)も マウス肝ホモジネー トで

照射後脂質過酸化物生成は3日 目で最高値になること

を報告している.本実験において全身照射後三 日目に

ラット肝重量の減少が認められるに もか ゝわ らず ミ

トコンドリアの収量は増加がみられたが,そ れ らが

経 日的変化をみせることからも肝ともども一構成物

質たるミトコンドリアにおいて も照射による生理的

変化がみ られることを示す.照 射による栄養不全は

体重の変化か らも予想 され飢餓にともなう脂質過酸

化反応の促進 も考えられるが,教 室の渡辺38)は肝 ホ
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モジネー トについて飢餓の効果はごく僅かで放射線

による反応の上昇が著しいことをみている. Noyes

ら52)はX線1.000R照 射 後肝 当 りの ミトコンドリア

の数は15分 で正常値の60%に 減少し6時 間で回復が

み られ,こ れが48時 間値まで同数であったことを報

告 している.こ のことか らミトコンドリアは一過性

に放射線障害を受けるがす ぐに正常に回復する能力

があることが示唆 されるが,本 実験において も時間

の差こそあれこのような回復能力が考えられ,肝 重

量と ミトコン ドリア収量との関係からミトコンドリ

アの回復が肝全体の回復よりも先行することを示唆

する. Yagoら65)は ラ ット腎 ミトコン ドリアのin

 vivoレ ベルの形態的考察より1.500R照 射 後3日 目

でその数が2倍 になることからミトコンドリアの増

殖 を示唆 している. Zichaら66)は1.400R全 身照射

のラット肝より分離 したミトコンドリアを温置する

とその脂質過酸化物生成は直後な らびに6時 間まで

促進がみられ12時 間で正常値にもどることを報告 し

ている.本 実験において1日 目のFe〓 誘導脂質過酸

化反応は逆に低下 して観察 される場合が多かった.

ミトコンドリアにおける酸化的リン酸化能は短時間

内に低下することが観察 されている58)59)が機能の低

下は本反応を低下さすのかもしれない.こ のことは

照射後3日 目の ミトコンドリアについての酸化的リ

ン酸化能において正常な ミトコンドリアとの間に差

はみられないことからも予想 される.ミ トコンドリ

アにおけるFe〓 誘導脂質過酸化反応はその機構の詳

細について明 らかにされてないが,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る64).正常な ミトコンドリアに

おいて0℃ で反応の増大がみられる40)64)ことか らも

非酵素的反応の可能性がある.又Fe〓 添加によって

その反応のlagが 短縮される40)ことか らもミトコン

ドリアにおける酸化還元反応が脂質過酸化反応に関

連していることは否定で きない.ミ トコンドリアか

らチ トクロムCを 抽出するとその ミトコン ドリアで

は過酸化反応がみ られない報告64)もあ り,又 ビタミ

ンE欠 動物のミトコンドリアにおいては呼吸の際脂

質過酸化物の生成 されることが報告68)されており過

酸化反応が電子伝達系と関係を有することが考 えら

れている.分 離 した ミトコンドリアへの放射線照射

で脂質過酸化物生成の増大がみられている14)が,酸

化的 リン酸化 においては20kRま で変化がなく100

～200kRで 阻害がみられるといわれる61)しか し全身

照射においては ミトコンドリアの酸化的 リン酸化能

は減少するものと理解され,呼 吸 リン酸化site別 の

放射線効果も報告がみ られ,特 にsite Ⅲが ダメージ

を受ける69)70)とされている. site Ⅲの チトクロム酸

化酵素は分離後他の呼吸酵素に比してより脂質過酸

化物が生成されるという報告71)もあ り,こ のことか

らも放射線誘起の脂質過酸化反応が ミトコンドリア

の呼吸活性と関連することが示唆 される.し かし本

実験でのアスコルビン酸-TMPD系 における呼吸能

に対照 と照射後3日 目のものとで差はみられなかっ

た.

最近Utsumi58)及 びKawasaki59)は ラ ット肝 ミトコ

ンドリアについて全身照射後 コハク酸基質下の酸化

的 リン酸化能は照射後短時間(3～6時 間)で 活性

低下を示す こと, 24時 間値では正常値にもどるこ

とを報告し,あ わせてFe〓+Fe〓 誘導脂質過酸化反

応は照射群で促進がみ られるものの24時 間で最高に

達 し48時間で正常値にもどることを観察し脂質過酸

化反応とリン酸化能との時間的ずれを報告している.

いづれの場合 も一過性の変化 として観察 されるが,

本実験の脂質過酸化反応の照射後の変化 との時間的

差は誘起剤 として用いた金属の差及び照射条件等実

験条件の差に起因す るのかもしれない.

脂質過酸化反応の解析は基質 としての高級不飽和

脂肪酸の量的 ならびに質的変動 と内在す る誘起因

子,阻 害因子(抗 酸化剤)と の三点より主 として行

われている.放 射線照射にともな う生体内脂質過酸

化反応は直接基質に放射線誘起のラジカルが反応す

るかどうかも問題であるが, Wills72)は その可能性

は少ないとみている.し か し以上の三点にからんで

①生体膜の脂質が照射のため変化 しより過酸化に感

受性を有するようになる, ② 構造の変化(conforma

tional change)に よって脂質が触媒され易くなる,

 ③ 照射によ り生体膜を過酸化反応より保護 していた

抗酸化物が破壊されて反応が促進 され易 くなる,等

の可能性が考え られる.構 成脂肪酸の照射による変

動は臓器 レベルで種々の報告27)73)もみ られ,生 体内

抗酸化変動についても報告26)37)があるが,ミ トコン

ドリアレベルでの照射にともなう変化58)74)の可 能性

については更に検討を要する.

脂質過酸化反応におけるlagは 油脂の自動酸化に

おいてもその特徴とされ,そ の機構について種々考

察 されている75)が, lagの 短 縮は脂質過酸化反応の

促進とみることが出来る.本 実験の照射効果 として

lagの 短縮が線量依存的にみられ且その時脂質過酸

化物生成量が増大することもみられた.最 近脂質過
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酸化物の定量としてのTBA反 応 は生成 されたMA

量 としてのその妥当性が再考慮 されている76)が, 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,今 後このlagの 起因を究明することが

脂質過酸化反応の機構の解析につながるとともに放

射線の生体膜障害の研究にも役立つ ものと考えられ

る.

生体内脂質過酸化反応については最近 ミトコンド

リアにおいてもNADPH依 存77), super oxide radical

依存78)のものが発見され注目されている.し かしい

づれの場合 も微量とはいえ鉄はその反応に必須のも

のであり,鉄 イオンが反応における重要な要素を握

っていると考えられ,本 実験でのFe〓 誘導脂質過酸

化反応の放射線による変化は単に非酵素的な反応だ

けではなく,酵 素的に起 りうる反応にも関連がある

もの と考えられる.又 本実験の結果か らミトコン ド

リアの機能が構造に先立って回復 していることも考

えられ,照 射にともなう脂質過酸化反応の促進は膜

回復に際 して一つの活性 として一過性に現われてい

るのかもしれない.こ れらの点については更に究明

されなければならない.

結 論

生体膜における放射線効果の研究の一環として又

脂質過酸化反応機構解析のためRLMに おけるFe〓

誘導脂質過酸化反応に及ぼすX線 全身照射の影響を

追求 し次の如き結果を得た.

1) 650R全 身照射後経日的(1～9日)に ミトコン

ドリアを分離し脂質過酸化生成能をTBA値 を指標

として測定 した結果 照射後3日 目の ミトコンドリア

において反応活性の促進の最高値がみられた.こ の

促進はlagの 短縮とタンパク量当りのTBA値 の上

昇の両者より明 らかにされた.こ の反応の促進は一

過性でその後漸次低下した.

2) 反応の最高値がえられた3日 目において体重の

低下がみられ更に体重当りの肝重量の低下と肝重量

当りの ミトコンドリアの収量の増加がみられた.こ

れらの変化 もTBA値 と平行 し一過性にみられた.

3) 照射 にともなうlagの 短縮, TBA値 の上昇,反

応速度の上昇について線量依存の関係がえられた.

4) 照射後3日 目の ミトコンドリアの各呼吸基質存

在下の酸化的リン酸化能は非照射のそれと比較して

有意の差はみられなかった.こ のことは構造よりも

機能が優先 して回復することも考 えられる.

5) これ らの結果より照射にともなうFe〓 誘導脂質

過酸化反応の促進変化は照射により起る要因によっ

てもたらされることが明らかでありその要因につい

て若千の考察 を行った.
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Studies on the lipid peroxidation in mitochondria of

 x-ray whole body irradiated rat liver

Ⅰ. Changeof Fe++ -induced lipid peroxidation of mitochondria

 isolated from rat liver after irradiation

Hiroshi WAKABAYASHI

Department of Radiation Medicine, Okayama University Medical School, Okayama, Japan

(Director: Prof. M. Yamamoto)

Lipid peroxidation of biomembrane is important in terms of the mechanism which are 
involved in the regulation and deterioration of their structure. To elucidate the behavior of lipid 

peroxidation in biomembrane after x-ray irradiation, the lipid peroxidation induced by Fe++ 
in mitochondria after whole body irradiation was investigated, and the results are presented 
as follows.

(1) Mitochondria were isolated from rat liver with the passage of day after 650R irradiation, 
and the change of Fe++ -induced lipid peroxidation was estimated by the TBA assay. Rates of 
the lipid peroxidation increased after irradiation and reached a maximum 3 days after irradi
ation, which was shown by shortening the lag of induction period and by the increase of TBA 
value per mg of protein. The increment of the activity was temporary and then the activity 

returned.

(2) On the 3rd day after irradiation, the rat was more light in weight, and the wet weight of 
liver per body weight and the yield of mitochondria per tissue equivalent were increased tran

sitorily in parallel with the change of the TBA value.

(3) The shortening lag period and the high rate of TBA value depend on the dose of whole 
body irradiation.

(4) The activity of oxidative phosphorylation of the mitochondria on the 3rd day after irradi
ation did not differ as compared with that of normal mitochondria.

(5) These results suggest that the change of Fe++ -induced lipid peroxidation of mitochondria 
after whole body irradiation is due to the irradiation. The factors in regulating the rate of lipid 

peroxidation were discussed.


