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要

目 的 :ウ シ網膜の脂質過酸化反応に対する抗酸化剤

の阻害効果を比較検討する。

方 法 :脂溶性かつ水溶性のいずれでも反応する鉄イ

オン,脂 溶性(AMVN),水 溶性 (AAPH)の 3種類のラジ

カル惹起剤を用い,抗酸化剤の効果を比較した。脂質過酸

化4勿 として phosphatidylcholine hydroperoxide(PC―

00H)を 高性能液体クロマ トグラフィ(HPLC)により測

定した.

結果および結論 :Troglitazoneは ,鉄 イオンまたは

AMVN惹起による網膜ホモジネー トの脂質過酸化反応
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約

を抑制する強い効果があったことから,特に膜内で作用

し quercetinは AMVNま たは AAPH惹 起 による脂質

過酸化反応を同様に抑制することから,膜 内だけでなく,

膜の外側でのラジカルスカベンジ効果を持つことが推定

された。本法は,抗酸化剤の総合的な酸化ス トレスからの

防御効果の評価に有効,か つ簡便なスクリーニング法で

あると考えられる.(日 眼会誌 104:466-470,2000)

キーワード:脂 質過酸化物,抗酸化剤,網膜ホモジネー

ト,Troglitazone,Quercetin

ウシ網膜ホモジネー トのラジカル惹起剤誘導脂質過酸化

反応に対する各種抗酸化剤の効果の比較
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Abstract
Purpose : To compare the effect of antioxidants by Fe and AMVN. Therefore, it may be effective

on radical-initiated peroxidation of retinal homog- for protecting against oxidative stress on the inner
enate. surface plasma membranes and subcellular orga-

Methods:Lipid peroxides in bovine retinal homog- nelle. Quercetin has radical scavenging effects on

enate were induced by 5 mM FeNO, (Fe), 25 mM 2, both sides of the membrane, because it prevents PC-

2' - azobis(Z, 4'- dimethylvaleronitrile) (lipid- soluble, OOH production by AMVN or AAPH. These results

AMYN) or 50mM 2,2'-azobis (2-amidinoprpane) di- demonstrate the usefulness of an in z;itro screening

hydrochloride (water-soluble, AAPH) and the pre- test that can accurately and rapidly determine the

ventive effects of antioxidants were measured. Phos- capacity of an antioxidant against lipid peroxidation
phatidylcholine hydroperoxide (PC- OOH) was ana- or oxidative stress. (J Jpn Ophthalmol Soc 104: 466-
lyzed with high performance liquid chromatography 470,2000)
(HPLC) as the endpoint biomarker.

Results and Conclusion : Troglitazone, an oral Key words : Lipid hydroperoxide, Antioxidant, Reti-

hypoglycemic agent, inhibited PC-OOH production nal homogenate, Troglitazone, Quercetin
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I緒  言

脂溶性抗酸化物質である vitamin E(VE)は ,細胞膜お

よび細胞内小胞器官膜中で発生するラジカルを捕獲 して

膜の障害を防いでいる.ラ ジカルを捕獲 した VEは VE

ラジカルとなり,再び,細胞外液中の水溶性抗酸化物質で

あるvitamin Cと ubiquinolに よって還元され,自 らは九

の VEに戻る 1)。 このように抗酸化物質は,生体内の脂溶

性または水溶性環境により,そ れぞれ作用が異なる。一

方,網 膜は,特 に視細胞外節で dOcosahexaenoic acidな

どの多くの高度不飽和脂肪酸を含み2),フ リーラジカル

が存在すれば容易に過酸化を受ける3).さ らに,網膜は光

の曝露や,多 くの酸素の供給によリフリーラジカルが発

生しやすい環境にある。したがって,フ リーラジカル反応

を抑制することが種々の網膜疾患の治療効果をもたらす

と考えられる.こ の 20年余 りの間に,加齢黄斑変性症
4),

糖尿病網膜症 5)～ 7),未
熟児網膜症 8)～ H),網

膜色素変性症
12)

の治療に抗酸化剤の投与が試みられている。

これまでに種々の抗酸化剤が網膜脂質過酸化反応に対

し,どの程度の抗酸化効果を持つのかを推測するための

れ υ″Ю assay法 が報告
13)ヽ 15)さ れている。今回は,さ らに

①脂質過酸化の指標として,細胞膜や細胞内小胞器官膜

に最も多く含まれるphOsphatidylcholine(ヒ トでは全脂

質量のうち32.l m01%)2)の 過酸化物〔phosphatidylcoline

hydrOperOxide(PC-00H)〕 を測定し,② ラジカル惹起薬

として水溶性,かつ脂溶性部分で反応する鉄イオン16),脂

溶性ラジカル惹起剤
17),水

溶性ラジカル惹起剤
18)を

使用

し,① 不飽和脂肪酸の多い網膜ホモジネートを用いて脂

質過酸化反応阻害効果を調べ,抗酸化剤の脂溶性,水溶性

における作用を推測する簡便スクリーニング法を開発し

たので紹介する。

II実 験 方 法

ウシ眼球を用いて網膜ホモジネー トを作製 した。屠殺

場からウシ眼を得て,氷で低温を保ちつつ,早急に研究室

に運び速やかにUedaら ")の方法に従って網膜を摘出し

た。始めにウシ眼球からanterior segmentを 切除 した。

残ったeye cupの 中の網膜を鋸子で剥離 し視神経乳頭

部で切除,摘 出した。摘出した網膜は重量を測定し,網膜

サンプルとして-80℃ の冷凍庫で保管 した。実験に際

し,網膜サンプルを解凍し,網膜重量の 5倍量の精製水を

加え,氷浴中で40W10sの 超音波 (Branson Sonifier cell

Disruptor 200)を 用いて細胞を破壊 し,網膜ホモジネー

ト(lo mg protein/ml)と して実験に使用した。

1.過酸化惹起反応および抗酸化剤添加実験条件

10 mlガ ラス試験管に網膜ホモジネート50 μlと ラジ

カル惹起剤 10 μlを加え,総量が 200 μlに なるように精

製水 (140 μl)を 加え,37℃ 水浴で 0,15,30,60,90分 ,ま た

は120分 間加温 した。ラジカル惹起剤 として,5mM
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FeN03と 80 mM ADPの 混 和 液 (鉄 イ オ ン)ヽ 25 mM

2,2'azobis(2,4 dimethylvaleronitrile)(AMVN),ま たは

50 1nN1 2,2'azobis(2-anlidinoprpane)dihydrochloride

(AAPH)の 3剤 を使用 した。また,抗酸化剤添加実験では

10 mlガ ラス試験管 に網膜ホモジネー ト50 μlと ラジカ

ル惹起剤 10 μl,ま たは各抗酸化薬 lo μlを それぞれ添加

し,総量 200 μlに なるように精製水 (130 μl)を 加 え,37

℃水 浴 で 60分 間加 温 し,50%inhibition concentration

(IC50)測 定用試料とした。また,経時的な観察実験では 0,

15,30,60,90分 ,ま たは 120分間の加温を行い,PC-00H

生成に及ぼす阻害の割合および経時的変化の測定用試料

とした.

2.抗 酸 化 剤

脂溶性化合物として vitamin Eは palm oilか ら抽出し

た もの (palm oilは tocophero卜 tocotrienol比 1:1.7,PO―

RIM Selanger,マ レーシア),catechin(Aldrich Chem.

Co.WN,米 国),(± )-5-[4‐ (6-hydrOxy 2,5,7,8,tetra―

Inethylchroman-2-ylnlethOxy)benzyl]-2,4 thazolidn―

edOne(trOglidazOne,三 共製薬)を 用い,溶媒には 99.5%

ethanolを用いた.水溶性化合物として自樺の木皮を原料

とする■avonoidの 一種である pycnOgenol(Kaire lnt'1.,

CO,米 国),uric acid(Sigma Chem.Co,MO,米 国),quer―

cetin(Sigma Chem.Co,MO,米 国)を 用い,精製水を用い

て試料を溶解 した。各抗酸化剤は最終濃度が 10-3_10-9

Mと なるように調整し実験に用いた。

3.PC‐ 00H測定

網膜ホモジネー トの中のPC-00Hは ,高性能液体 ク

ロマ トグラフィ(HPLC)を 使い,山 本 らn)の
方法で分析

した。過酸化惹起反応および抗酸化剤添加実験終了後に

試料 200 μlを 1.5 mlマ クロチュープに分取 し,2倍量の

ch10rOおrm/methanol[1/2(v/v),400 μl]溶液を加え,1分

間激しく混和し 12,000 rpmで 2分間の遠心分離操作の

後,chloroおrm層 に分取 した。分取 した chloroform層 10

μlを HPLC system(JASCO)で分離,定量 した。使用 した

カ ラ ム は silica c01umn(5um,4.6× 250 mm,Superco),

移動相にはmethano1/40 mM monobasic sodium phos―

phate(9:1,by volume)を用い,吸光度234 nmで測定を

行った。その網膜ホモジネー ト中の PC‐ 00H量 は,pmol

/mg proteinで 表した。

4.蛋 白 定 量

網膜ホモジネー ト中蛋白量はDC Protein Assay Kit

(BIO― RAD Co,米国)を用いて測定した。

5。 統計学的解析法

統計学的解析は,student'st― testを用いた。

III 結  果

1.ラ ジカル惹起剤の違いによる PC‐ 00H生成反応の

経時的変化 (図 1)

網膜ホモジネー ト中 PC‐ 00H量は鉄イオン添加によ
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図 1 ラジカル惹起剤の違いによるPC-00H生成反応

の経時的変化 .

縦軸 には網膜ホモジネー ト中PC-00H量 を,横軸 に

はインキュベーション時間を示 した.図 にはラジカル

惹 起 剤 と して 5 mM FeN03と 80mM ADP(○ ),25

mM AMVN(● ),50 mM AAPH(□ )を 用 いた場 合 の

PC-00H量 を示 した.5回 の実験結果から求めた各値

は平均値士標準誤差で表 した.

PC‐ 00H:phosphatidylcholineの 過 酸 化 物,AMVN:
azobis(2,4 dimethylvaleronitrile),AAPH:azobis(2-

amidinoprpane)dihydrochloride

り最初の 37℃ 水浴で 15分 間加温で急激に増加 し,90分

まで穏やかに増加 した。AMVNま たはAAPH添 加によ

り,網 膜ホモジネー ト中PC-00H量はそれぞれ 120分

後または 90分後まで経時的に増加 した。したがって,

PC-00H生成抑制反応実験は 60分 間のインキュベー

ション後に検討した.

2.ラ ジカル惹起剤による網膜ホモジネー ト中 PC―

00H増加に及ぼす抗酸化剤の効果

惹起剤の違いによる抗酸化剤の効果を比較するため,

網膜ホモジネー ト中 PC‐ 00H生成量を50%阻害する濃

度 (IC50)を 表 1に示 した.水 溶性かつ脂溶性下で反応す

る鉄イオンにより網膜ホモジネー ト中 PC‐ 00H量 は 37

℃で水溶中 60分間の加温により34.3± 2.2(平均値±標

準誤差)pmo1/mg proteinか ら346.2± 5.l pmo1/mg

proteinと 約 10倍 に増加し,脂溶性ラジカル惹起剤であ

るAMVNで は166.4± 2.9 pmo1/mg protein,水 溶性ラ

ジカル惹起剤であるAAPHで は198.3± 3.4 pmo1/mg

proteinと それぞれ有意に増加 した (p<0.01)。 そこで,鉄

イオンを惹起剤 として用いた場合には troglitazoneが 最

も高い効果を示 した。IC50は 0・ 3± 0.15(平 均値±標準誤

差)μMと なった。最 も阻害効果が低かったのは uric acid

で IC50は lmM以 上 となった。AMVNに よる PC-00H
生成に対 して も troditazoneが 最 も効果が高 く,IC50は

0.34± 0.27 μMで ,鉄 イオンを惹起剤 とした場合 に比べ

フラボ ノ イ ドで あ る quercetinを 用 いた場 合 ,IC50は

5。 10± 4.9μMと なった.一方,AAPHを 惹起剤 として用

いた場合には troglitazonは 阻害 しなかったが,他の抗酸

化剤は阻害 した .
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表 1 ラジカル惹起の違いによる網膜中 PC‐00Hに及

ぼす抗酸化剤の効果 (IC50)

…

…

…

Experimental
condition

鉄 イオン

(5mM)
AAPH
(50 mM)

AMVN
(25 mM)

Troglitazone

Quercetin
Vitamin E

Pycnogenol

Catechin

Uric acid

0.3± 0.15

44.0± 15.0

3.0± 0.5

10.0± 2.0

56.0± 12.0

)>100

)>100

7.1± 4.8

13.0± 6.0

9.8± 3.2

14.0± 8.0

17.0± 5.0

0.3± 0.3

5.1± 4.9

1.4± 1.0

2.3± 0.3

68.0± 5.0

ン>100

鉄イオン:5mM FeN03と 80mM ADPの混和液,AAPH:2,2｀

azobis(2-amidinoprpane)dihydrochioride,AMVN:2,2｀ azobis

(2,4 dimethylvaleronitrile),PC‐ 00H:phOsphatidylcholine

hydroperOxlde.

IC50(50%Inhibition concentration,μ M)数値はそれぞれ独立した

5回の実験結果から求め,平均±標準誤差で示した.網 膜ホモジ

ネート中 PC‐OOH(pmo1/mg protein)を 下記に不した.

やVithout
radical initiator

34.3± 2.2   22.2± 2.1   49.8± 2.2

With
radical initiator

346.2ニヒ5.1    198.3」 L3.4    166.4=2.9

（
■
●
ｏ
』
０

■
日
ヽ
一０
日
ｅ

●
０
０
，
９
ヽ

綱
　　
　
　　
　
一洲　　
　
　
　
　
¨̈
　　
　
　
　
　
珈

図 2 AMVN誘 導脂質過酸化反応 に及ぼす quercetin

またはtroglitazonの 効果.

縦軸には網膜ホモ ジネー ト中PC-00H量 を,横軸に

はインキュベー ション時間を示 した。図には 25 mM
AMVN単独 (○ ),25 mM AMVN+10-5 M quercetin

(□),25mM AMVN+10~5 M troglitazon(● )を加えた

場合の PC-00H量 を示した。5回 の実験結果から求め

た各値は平均値±標準誤差で表した。
**:p<0.01,*:p<0.05(vs.AMVN単

独 )

3.Quercetinと trogHtazoneの 抗酸化能の比較

AMVN誘 導脂質過酸化反応に対する quercetin,ま た

は troglitazoneの 効果について経時的に検討 した。90分

後 まで troglitazoneは 有意なPC-00H生 成抑制効果 (p

<0.01)を 示 し quercetinに 比べ阻害効果は著明であっ

た (図 2).

脂質過酸化惹起剤 として,AAPHを用いた場合には90

分後に querceinで PC-00H生成は 18%(p<0.05),trog―

litazoneで は 53%と なった (図 3).
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図 3 AAPH誘 導脂質過酸化反応 に及ぼす quercetin

または trOghazonの 効果.

縦軸には網膜ホモジネー ト中 PC-00H量 を,横軸に

はインキュベーション時間を示 した。図には 50 mM

単独 (○ ),50 mM AAPH+10-5 M quercetin(□ ),50

mM AAPH+10-5 M troglitazon(● )を 加 えた場合の

PC-00H量 を示 した。5回 の実験結果か ら求めた各値

は平均値±標準誤差で表 した。
**:p<0.01,*:p<0.05(vs AMVN単

独 )

IV考  按

生体の過酸化反応を抑制するためには,水溶性環境部

分でのラジカル反応,例 えば細胞質内の活性酸素が細胞

膜に到達する前に捕獲する方法と,脂溶性環境部分のラ

ジカル反応,例 えば細胞膜の中で発生した過酸化連鎖反

応を停止させる方法の 2種類がある。当然,脂溶性薬物は

細胞膜内に溶解しやすいが,細胞膜内にどれくらい到達

するかが問題で,生体に投与する前に,本実験のように細

胞膜やミトコンドリアなどの細胞内小胞器官膜を含むホ

モジネー トを用いたιれυ″rο の実験は重要である。

これまでは鉄イオンでラジカル反応を調べてきた報告

は多い.出血などにより組織内に存在する鉄イオンは 5',

水溶性でも脂溶性のいずれの環境でもすべて強い過酸化

反応を起こすので,その意味ではすべての過酸化反応と

いえる。しかし,生体内では通常膜成分が過酸化されるの

で,脂溶性環境で抗酸化作用を示す物質がより有効であ

る.ラ ジカル惹起剤として鉄イオンを用いた場合は trog―

litazone)>VE>pycnogenol>quercetin>catechin>uric

acid(UA),と なり,一方 AMVNで反応させた脂溶性部

分において も同様に,troghtazone>VE>pycnogenol>

quercetin>catechin>UAで ,両者は同じ傾向となった.

このことから,多 くの過酸化反応は脂溶性の反応を抑制

することが重要であり,こ の点では troglitazoneが最も

有効であると考えられる.Trogltazoneは α‐tocopherol

と構造が類似 しているので,フ ェノール環の水酸基が

oxygen radicalに 結合することで抗酸化効果を示 し,そ

の効果はα―tocopherolよ りもやや強いと報告
21)さ れて

いる.今回の結果は,こ れに一致するものであ り,ウ シ網

膜内 PC-00H生成に対する抗酸化作用は VEよ りやや
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強いことが確認された.

ICmの 値から生体内での有効作用を推測すると,10-7

Mか ら10-5Mく らいと概算される。今回の結果では,水

溶性環境 での troglitazoneの IC50は 100 μM(10-4M)以

上なので生体内では有効性がないと推測 される.し た

がって,troghtazoneは 膜にラジカルが到達する前にラ

ジカルを捕獲することはできずIrOglitazoneを 投与す

る場合は水溶性の環境で作用を示す quercetinな どの水

溶性抗酸化剤と併用する方が有用であると考える。単剤

で投与する場合には,水溶性でも脂溶性でもμMオ ー

ダーで作用 を示す quercetinや pycnogenolな どの■a―

vonoidが有効であろう.

さらに,今回の結果は PC‐ 00Hの測定にも特徴があ

る。これまで■hiobarbituric acid(TBA)法 で調べ られて

いたが,TBA法 は反応生成物であるmalondialdehyde

(MDA)量 に換算 して表示 されているのQ aldehyde+

sucrose,biliverdine glycoxalな どの比較的近い吸収波長

を持つ物質も同時に測定 して22),誤
差が生 じる可能性が

ある.こ れに対 し,PC-00Hの測定はHPLCを 用いて細

胞膜に最も多 く含まれる脂質であるPC-00Hを 試料中

から分離 し,共役ジエンの量を直接的に測定したもので

ある。ラジカル惹起剤により網膜ホモジネー ト中不飽和

脂肪酸の二重結合に挟まれた水素が引き抜かれ,脂 質過

酸化連鎖反応が開始される。この水素が引き抜かれた後

の共鳴構造を共役ジエ ンといい,230～ 235 nmの 紫外部

に吸収を持ち,脂 質が過酸化を受ける際の初期の変化を

測定するのに有効 とされている。過酸化脂質 (lipid hy‐

droperoxide)と その類似物質を測定するよりは,共役ジ

エンを測定した方がより正確に細胞膜脂質過酸化量を示

すことが可能となる。

体内の各組織の細胞は,常 にミトコンドリアや ミクロ

ゾームなどで産生されるフリーラジカルによる影響を受

け,細胞内各器官膜の脂溶性部分,水溶性部分で,過 酸化

による障害を受ける可能性がある。通常,フ リーラジカル

は生体内抗酸化物質 (例 えば glutathion,albumin)や 抗酸

化酵素 (例 えば superoxide dismutase,glutathion peroxI

dase,catalase)に より速やかに消去されている。しかし,

虚血後再潅流によるsuperoxideの 大量発生23),高血糖が

原因と考えられる抗酸化酵素の糖化などによる酵素活性

の減少
2)な どが起こり,そ の産生消去のバランスが くず

れることにより障害が増大する可能性はある。したがっ

て,酸化反応を抑制することによる治療効果が期待 され

る。しかし,フ リーラジカルによる細胞障害の機構は脂溶

性部分,水溶性部分で異なると考えられ,それぞれの場に

おける,よ り効率の良い抗酸化剤による防御システムが

必要になってくると考えられる。

したがって,今 回我々の試みた網膜組織内の過酸化脂

質量を測定する方法は,眼内組織において抗酸化剤の総

合的な酸化ス トレスからの防御効果の評価に有効な方法
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であると考えられる。
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