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食 品添加物 の マウス肝 リソゾー ム酵素活性

および酵素遊離におよぼす影響

中川 一夫,大 場 優 子,中 川 智重子

Alteration in the activity and the release of lysosomal 

       enzymes induced by food additives.
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1.は じ め に

 肝 リソゾームは,他 の動物組織や臓器に見 られるリ

ソゾームと同様に,多 種の加水分解酵素を含む細胞内

顯粒であるが,そ れ らの加水分解酵素 はリソゾーム内

に局在す るため細胞内の諸成分と直接接触することが

制限されてお り,通 常,そ の活性は頼粒外の物質に対

しては潜在的である。 しか し,リ ソゾーム膜の安定性

または透過性は種 々の化学物質により影響をうけるこ

とが知 られており,膜 の物理化学的性質の変化が リソ

ゾームの生理的機能に変化を もたらすことは想像に難

くない。

 食品中の常在成分のなかには リソゾーム系に影響を

もつ物質がい くつかあり,例 えば,ビ タ ミンAに は膜

の不安定化作用i)が,ビ タ ミンEに は安定化作用2)が

見 られ,こ れ らの作用が各物質の毒性または生理作用

の発現に関るとの推測がなされている。さらに,食 品

汚染物質 として 食品か ら検出されることのある γ一ヘ

キサクロロシクロヘキサ ンや有機 リン農薬あるいはア

フラトキシンB1な どにも,肝 リソゾーム酵素の穎粒

か らの逸脱を促進する作用のあることが報告されてお

り3咄,こ れ らの物質の毒性発現にも何 らかの関りが

あるのではないかとの推察がなされている。

 食品には非栄養的化学物質が多数含まれているが,

特に意図的に添加される食品添加物の使用にあた って

は,安 全性の観点か らの十分な検討が要求 される。上

記のビタ ミン類を除いて食品添加物の リソゾーム系へ

の影響をみた報告はほとんどないので,本 実験では,

食品関連化合物の リソゾーム酵素活性やin vztr・で

の酵素遊離に与える影響を検討 し,食 品添加物の安全

性を考える一助 とした。

II・ 実 験 方 法

衛生学第1研 究室

 実験動物にはddY系 雄性マウス(体 重25～30g)

を用い,断 頭屠殺後開腹 して 肝臓を 露出 し,門 脈側

より冷生理食塩水を還流 した後肝臓を分離 した。 リソ

ゾーム穎粒の分離ならびに顯粒か らの酵素遊離の方法

は,Fukuzawaら の記載2)を若干改変 して行った。す

なわち,テ フロンホモジナイザーを用いて肝重量の9

倍容の冷0.44Mシ ョ糖液で ホモジネー トを作製した

後,2,000×gで5分 間遠心分離を行 った。 上清をさ

らに13,000×gで10分 間遠心分離 して得 られた沈渣を

0.44Mシ ョ糖液に懸濁 した後,再 び13,000×9で10分

間遠心分離iした。次に沈渣を0.177MKCI含 有0,44

Mシ ョ糖液に懸濁 しリソゾーム穎粒標本と した。酵素

遊離実験は,上 記 リソゾーム懸濁液1.5m1,0.1Mト

リス塩酸緩衝液(pH 7.1)0.2ml,被 検化 合 物 溶 液

0.3mlか ら成る リソゾーム穎粒浮遊液を,37。Cで15

分間インキュベー トした後直 ちに氷冷 し,13,000×9

で10分 間遠心分離 して得 られた上清中の酵素活性を測

定することにより行 った。なお,脂 溶性の化合物はジ

メチルスルポキ シド(DMSO)5ｵ1に 溶解 して用い,

対照には同量のDMSOを 添加 した。また,上 記浮遊

液中に存在する酵素の全活性を求める場合は,被 検化

合物液とともに0.1°oト リトンX-100を 添加 してイン

キュベー トした後,酵 素活性を測定 した。

 酵素活性の測定は,Barrettら の記載6)に従 って行 っ

た。酸性 ホスファターゼ(APh)活 性の測定反応液は,

0.2M酢 酸緩衝液(pH 5.0)1.2ml,32 mM 4一ニ トロ

フェニル リン酸0.5mlお よび酵素液Q.3mlか ら成

り,37℃ で20分 間インキュベー トした。反応は冷1
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Fi忌.1. Effect of food additives on lysosomal enzyme activites of a rnouse liver. 

Each bar represents the mean土S.E.M.of four separate experirnents. 

Control value of acid phosphatase and s-N -acetylglucosaminidase activity was 

58.6::1:: 2.9 and 50.0土2.9nmoles/mg prot./min， respectively (n = 6). 

Significance: a， p<O.01; b， p<0.05 

Control % of 

溶化して用いた。

APh活性は 1mMグリチルリチンまたは0.1%コ

ンドロイチン硫酸ナトリウム添加により有意に抑制さ

れ， 1 mM  L-アスコルビン酸および 1mMエリソノレ

ビン酸の添加により著明な増加が見られた。一方，

NAcG活性は， 1mMグリチルリチン， 1mM Lーア

スコノレビン酸または 1mM エリソノレピン酸の添加に

より明らかに抑制された。しかし，デヒドロ酢酸ナト

リウム，ソノレピン酸カリウム，パラオキシ安息香酸プ

チlレ，チオ硫酸ナトリウム，亜硫酸ナトリウムーサッ

カリンナトリウム，コリンリン酸塩，没食子酸プロピ

lレ，ニコチン酸アミド，アセチノレコリン，アトロピン

硫酸塩， ヒオスチアミン， D アミグダリン，ヒスタ

ミン，チラミン，ジメチノレアミン， ヒスチジン，タウ

リン，グjレタミン酸ナトリウム，グリシン，アスノマラ

ギン酸ナトリウム， γーアミノ酪酸の各 1mM添加に

よっては，酵素活性はほとんど影響をうけなかった。

2) 食品添加物等のりソゾーム頼粒からの酵素遊離に

およぼす影響

まず，酵素活性に影響を与えなかった上記化合物

(ヒオスチアミンを除く)の肝リソゾームの頼粒から

の酵素遊離におよぼす影響について検討し，変動の見

られた物質についてのみ Table1に結果を示した。

値は無添加の場合に見られる13，000>くg上清中酵素活

Mトリス塩酸-0.4Mリン酸緩衝液 (pH8. 5) 2 mlを加

えて停止した後，波長 420nmで吸光度を測定し，

既知量の4ーニトロフェノーノレを用いて作製した検量線

と比較する乙とにより酵素活性を算出した。 s-Nーア

セチノレグノレコサミニダーゼ (NAcG)活性測定反応液

は， 0.3M NaCl含有0.3Mクエン酸緩衝液 (pH4.3) 

0.5ml， 15mM 4ーニトロフェニル-s-Nーアセチルグノレ

コサミニド 0.5mlおよび酵素液 0.5mlから成り，

370C で 20分間インキュベートした後， 0.5M炭酸緩

衝液 (pH10. 0) 1. 5 mlを加えて反応を停止した。吸

光度を波長 420nmで測定し， APh活性と同様に酵

素活性を算出した。

蛋白質の定量は Lowry らの方法7)に従って行い，

牛血清アルブミンを標準物質として用いた。なお，有

意差検定は Student'st-testにより行った。

実験結果

1) 食品添加物等のリソゾーム酵素活性におよぼす影

響

III. 

リソゾーム指標酵素として酸性ホスファターゼ

(APh)と s-NーアセチJレグjレコサミニダーゼ(NAcG)

を選び，両酵素活性に対する各種化合物の invUro添

加の影響を検討し，その結果を Fig.1に示した。酵

素標本は13，000Xg沈漬を0.1箔トリトンX-I00で可
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Table 1. Alteration in the release of acid phosphatase and s-N -acetylglucosaminidase from 

lysosomes by some compounds that have no effect on these enzyme activities. 

Enzyme Activity Released 

Compounds (ImM) (彪 ofControl土E.E.M.)

APh NAcG 

Control (no add.) 100 100 

Butyl p-hydroxybenzoate 290土22a 316土65C

Acetylcholine 103土 3 93土 2b

Atropine sulfate 112土 5 123土 6b

Each value represents the mean土S.E.M.offour separate experiments. APh， Acid phosphatase; NAcG 

s-N -Acetylglucosaminidase. 

Significance: a， pく0.01;b， p<0.02; c， p<0.05 

Table 2. Alteration in the release of lysosomal enzymes by the addition of food additives. 

Compounds 
EnzCyomrlet ActiSv.iE ty 
(% of Control土 M.)

(E1/Ez)土S.E.M.
Released (E1) Total (Ez) 

一一一一一一一一 一一一品一一一

Control APh 100 100 1 
NAcG 100 100 1 

L-Ascorbic acid (ImM) APh 189土23c 336::l::33a O. 56士O.07a
NAcG 67土 7c 100土 1 0.67土0.08c

Erythorbic acid (lmM) APh 205土23c 352土43b 0.60土0.09b

NAcG 71土 5b 97土 1c O. 74土0.06b

Glycyrrhizin (lmM) APh 258土 5c 48士 6a 5.27土0.41a

NAcG 23土 7a 81土 5c 0.30::l::0.lOa 

Sodium chondroitin APh 104土 7 88土 3C 1.19土0.06c
sulfate (0. 1%) NAcG 93土 2C 99土 1 0.94土0.02C

Each value represents the mean士S.E.M.offour separate experiments. 

APh， Acid phosphatase; NAcG， s-N -Acetylglucosaminidase 
Significance: a， p<O.Ol; b， pく0.02;c， p<O.05 

性を対照としそれに対する百分率で表わした。パラオ

キシ安息香酸ブチノレ (1mM)は APhおよび NAcG

の著明な遊離増加をもたらしたが， アセチルコリン

(1 mM)は NAcGの遊離を抑え， アトロビン硫酸塩

(1 mM)は NAcGの遊離を促進した。

次に，酵素活性に影響の認められたLーアスコノレビ

ン酸，エリソノレビン酸，グリチlレリチン， コンドロイ

チン硫酸ナトリウムの酵素遊離におよぼす影響を検討

し，得られた結果を Table2 Iζ示した。遊離酵素活

性 (E1)は，被検薬物を添加しない場合の上清中酵素活

性を対照としそれに対する百分率で示した。全酵素活

性 (Ez)は，酵素遊離反応時に各被検薬物とともにO.1 

%トリトンX-100を添加して得られた反応液を用いて

測定し， トリトンX-100のみ添加した対照液の酵素活

性に対する百分率で表わした。すなわち， Ezは薬物

の酵素活性自体への影響を示し，酵素遊離への影響は

El/Ezの値から明らかとなり， その値が1よりも大

きければ遊離を促進し， 1よりも小さければ遊離を抑

制したことを示す。

E1 とむとの比をとると，L-アスコノレビン酸また

はエリソルピン酸添加条件下では APhおよび NAcG

のいずれの E!/E2値ば対照よりも有意に小さくなり，

酵素遊離が抑制されているものと推測された。しかし，

グリチノレリチンまたはコンドロイチン硫酸ナトリウ

ムを添加した場合には， APhの EI/Ez値は対照より

大きくなり， NAcGの EI/E2値は小さくなった。乙

のととは，両化合物により APhの遊離が促進され，

NAcGの遊離が抑制された乙とを示すものと思われ，

両酵素は異った挙動を示した。

3) 脂溶性化合物の酵素遊離におよぼす影響.

Table 3は，脂溶性の高い食品添加物について同

様の検討を行い得られた結果を示す。

全酵素活性 (E2) は，ジプチノレヒドロキシトノレエン，

プチノレヒドロキシアニソ-}レ， ジフェニ-}レ，オノレト

フェニルフェノール，チアベンダゾーノレのいずれの化

合物の添加によっても変化は認められず，酵素活性自
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Table 3. Effect of lipid-soluble food additives on the release of Iysosomal enzymes. 

Compounds (0.3mM) 
(ZEof nzCyomne troAl±ctiSv.iEty M.) 

(EI/E2):1: S.E.M. 
Released (El) Total (E2) 

Control APh 100 100 1 
NAcG 100 100 1 

DibutyI hydroxy toluene APh 103土3 103:1:1 1. 00土0.03
NAcG 101+6 101土1 1. 00土0.06

Butyl hydroxy anisol APh 127:1:5b 110+3 1.16土0.04C
NAcG 132土6a 104+1 1. 27土0.05b

Diphenyl APh 94土3 104+1 0.91土0.03
NAcG 97:1:1c 102土1 0.95土0.01a 

o-Phenylphenol APh 110士5 102土2 1. 07:1:::0. 03 
NAcG 117土3a 97+2 1. 21土0.04b

Thiabendazole APh 97:1:2 99土1 1. 05:1::: 0.05 
NAcG 100土3 99土1 1. 01土0.04

Each value represents the mean:1:S.E.M. of four separate experiments. 
APh， Acid phosphatase; NAcG， s-N -Acetylglucosaminidase 
Signi五cance:a， pく0.01;b， pく0.02;c， pく0.05

体は影響をうけないものと思われる。しかし，酵素遊

離の指標である Et/E2値をみると，ブチノレヒドロキ

シアニソーノレ (0.3mM)は APhおよび NAcGの遊

離を促進するようであり，オノレトフェニノレフェノール

(0.3 mM)は NAcGの遊離を増加させ，さらにジフ

ェニール (0.3mM)は NAcGの遊離を抑制するとの

結果を得た。なお，データを示していないが，いずれ

の化合物も O.lmM添加では遊離にほとんど影響を

与えなかった。

IV. 考 察

今回検討した食品添加物等31種の化合物のうち，

APhまたはNAcG活性自体に影響を与えたのは， L-

アスコルピン酸，ヱリソルピン酸，グリチノレリチンお

よびコンドロイチン硫酸ナトリウムの 4種であり，い

ずれも食品添加物として使用されている。さらにとれ

ら4種の化合物は，肝リソゾーム頼粒からの酵素遊離

にも影響を与えるととが判明した。しかしながら，化

合物による酵素活性の増強または減弱作用と酵素遊離

量の増減との聞には一定の相関性は認められなかった。

具体的にいえば， L-アスコルビン酸やエリソルビン酸

は APh活性を増強し NAcG活性を抑制するが，両

酵素の遊離を抑制した。また， APhとNAcGが遊離

において同じ挙動を示すと限らず，グリチルリチンあ

るいはコンドロイチン硫酸ナトリウムが作用した場合

には，両酵素の遊離は相反した変化を示した。

乙の様lζ同ーの化合物に対してそれぞれの酵素が異

った挙動を示す原因の 1っとして，各酵素がリソゾー

ム頼粒内で異った存在様式をとっていることが推察さ

れる。したがって，酵素遊離の変動は「膜の安定化」

または「ぜい弱化」だけでは簡単に表現できない現象

であり，膜構造の変化だけでなく膜と酵素あるいは酵

素と化合物との相互作用を個別に考慮する必要があ

る。多くのリソゾーム酵素が糖蛋白質であることや，

膜上にとれらの酵素を認識し結合する酵素受容体が存

在すること，あるいは膜内の SH基と酵素分子内の

SH基との間での SS結合形成による活性調節の可

能性などはその考慮の対象となる要因であろう。

一方，酵素活性に影響が認められなかったアセチル

コリン，アトロピン，パラオキシ安息香酸ブチルや脂

溶性の高し1フ、、チルヒドロキシアニソーjレ，ジフェニー

ノレ，オノレトフェニノレフェノールも酵素遊離に影響を与

えることが明らかとなった口生理活性の知られている

アセチルコリンやアトロピンにより影響をうけるとと

は興味深いが，作用濃度が高くその生理作用に言及す

るζ とは困難である。

以上のようにいくつかの食品関連化合物がリソゾー

ム酵素の動態に影響を与える可能性が明らかとなった

が，これらの化合物がリソゾーム穎粒からの酵素遊離

に変化をもたらした機序については推測の域を出な

い。パラオキシ安息香酸ブチノレ，ブチルヒドロキシア

ニソーノレ，ジフェニーノレ，オノレトフェニノレフェノ-}レに

ついては，これらはいずれも脂溶性が高いととから，脂

質に富むリソゾーム膜にこれらの化合物が容易に移行

した後膜成分となんらかの化学反応をお乙して膜構造

や膜流動性などの性状に変化をもたらしたことが想像
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できる。リソゾーム膜の成分や構造は基本的には他の

生体膜と変らないが， ミトコンドリア膜などの他の細

胞内器官に見られる膜と著しく異なる点は，ステロー

ノレやスフィンゴミエリンに富み，むしろ細胞膜に類似

することが指摘されている 8)。しかし上記の化学物質

が膜内のどの脂質成分とどのような反応を起とすかは

不明である。

従来より生体膜系への薬物の影響を仰の灯。で検

索する方法として，溶血反応、の利用と並んでリソゾー

ム酵素の遊離を測定する方法が用いられてきた。その

理由は，遊離量の変動が単に膜成分や膜構造の変化を

示唆する情報をもたらすだけでなく，遊離変化自体が

毒性発現に関与する場合があるためと思われる。リソ

ゾーム酵素の基質となり得る生体成分は蛋白質， リン

脂質，複合糖質，核酸などであるが，すでに述べたよう

に酵素は通常頼粒内に封じ込められているのでこれら

の生体成分と接触することがなく，分解されない。分

解をうけるにはファゴリソゾームの形成などによりリ

ソゾーム頼粒内にとりこまれることが必吏で，とりこ

まれた後酵素の加水分解作用が作動すると考えられて

いるヘ しかし， リソゾーム膜の不安定化あるいは破

壊はとのような生理的調節機構の混乱を紹来し，逸脱

した酵素による無秩序な生体成分の分解が起乙るおそ

れがある。したがって膜の不安定化は生体にとって好

しくなく，細胞損傷の原因になると考えられているω。

リソゾーム膜に対して不安定化作用をもっ因子として

は，すでに挙げたビタミンAやサポニン類などの化学

物質のほかに，紫外線やX線照射などの物理的因子も

知られている。いずれの因子もリソゾーム膜の脂質成

分と化学反応をおとし膜を不安定化するものと考えら

ている1ヘまた，炎症の発症にはリソゾーム酵素の活

性変化や頼粒外遊離の増加等の動態変化が関与してい

と考えられており，ハイドロコーチゾンや非ステロイ

ド系の抗炎症薬にはリソゾーム膜安定化作用が認めら

れている。とのようにリソゾーム機能の変化が疾病の

原因になると思われる場合もある。

さて，本実験成績から食品に関係するいくつかの化

学物質が，z.n vUroではあるが， リソゾーム酵素活性

やリソゾームからの酵素遊離に影響を与えることが判

ったが，乙れらの変化が生体内でどのような意味をも

つかは，現時点ではわからない。用量反応性について

の検討や，本質的には， リソゾーム酵素のリソゾーム

内での局在性に関連した酵素活性調節機構ならびに細

胞内動態などについての解明が必要と思われる。
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v. 要約

雄マウスの肝臓から遠心法により分画したリソゾー

ム標本(13，000>くg沈誼)を用いて，酵素活性および

酵素遊離におよぽす食品添加物や他の食品関連化合物

の影響をか vztroで検討し以下の結果を得た

1) 酸性ホスファターゼ活性は L-アノレコルビ、ン酸

またはエリソルビン酸の各 1mM添加により有意に

上昇し，グリチルリチン (1mM)またはコンドロイチ

ン硫酸ナトリウム (0.1箔)の添加により抑制をうけ

た。一方，s-Nアセチノレグノレコサミニダーゼ活性は，

スコルビン酸 (1mM)，エリソルビン酸 (1mM)あるい

はグリチルリチン (1mM)の添加により抑制された。

2) リソゾーム頼粒からの酸性ホスファターゼの遊

離は，グリチノレリチン(1mM)， コンドロイチン硫酸ナ

トリウム(1mM)，パラオキシ安息香酸プチル(1mM)お

よび、ブpチノレヒドロキシアニソーノレ (0.3mM)の添加に

より増加し， L-アスコルビン酸 (1mM)，エリソノレビ、

ン酸 (1mM)の添加により減少した。一方，s-N-ア

セチノレグlレコサミニダーゼ、の遊離は，パラオキシ安息

香酸プチル (1mM)，ブチノレヒドロキシアニソーjレ(0.

3mM)，オノレトフェニlレフェノ-}レ (0.3mM)または

アトロピン(1mM)の添加により有意に増加し， Lーア

スコルビン酸(1mM)，エリソルピン酸(1mM)，グリチ

ノレリチン (1mM)，ジフェニーノレ (0.3mM)，コンドロ

イチン硫酸ナトリウム (0. 1彪)あるいはアセチノレコ

リン (1mM)の添加により抑制された。
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