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アス コル ビン酸 ス テ ア リン酸 エス テル を投 与 した

マウスにおける鉛毒性 の軽減
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Ameliorative effect of ascorbyl stearate ester-feeding on lead toxicity in mice

Megumi Ueki, Miyuki Yamanaka, Yasuko Watanuki, Kyoko Takimoto, 

Rie Matukura, Mayuko Okamoto, Tomomi Mohri, and Kazuo Nakagawa

  We aimed to evaluate roles of hepatic ascorbic acid in ddY strain mice after a single injection of 
lead acetate  (10  0 p mol/kg body weight, i.p.) . Lead decreased glutathione content, inhibited 

glutathione S-transferase activity, and increased calcium content in the liver four days after the 
injection. These lead-induced alterations were significantly antagonized by the treatment of mice 

with a diet containing 1 (w/w) % ascorbyl stearate ester (ASE) for three days before and four 

days after lead injection, whereas ascorbate content was largely elevated in the livers of animals 

treated with both lead and ASE. Furthermore, the production of NADPH was enhanced by not only 
lead injection but also ASE-feeding. These results suggest that ASE-feeding could ameliorate cell 

damage through the restoration of intracellular redox states.

1.は じ め に

 細胞内の酸化還元状態が特定の生体機能に影響を

与え,分 子内SH基 の酸化還元に よって酵素活性

や蛋白質の機能が修飾 され ることは よく知 られてお

り,た とえば,解 糖系やペン トース リン酸回路にか

かわ るい くつかの酵素の活性が変化する1)。また,

細胞内の酸化還元状態の変化は,正 常な細胞におい

て生理的に重要 な役割を果た しているだけでな く,

毒性発現機序においても重要と考え られる。水銀な

どの重金属イオ ンによるチオール/ジ スル フィド変

換を介 して酵素活性が阻害 されると,重 金属中毒症

状 の発現につながる。このようなところか ら,細 胞

内酸化還元反応が細胞内 シグナル伝達 として機能 し

ているとの考えが提唱されている1,2)0

 著者 らは既に,酢 酸鉛の急性的投与によ りマウス

肝 のグルタチオ ン量が減少 し,こ れを基質 とするグ

ルタチオンS一 トランスフェラーゼ活性 も低下する
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ことを報告 した3・4)。グルタチオ ン量 の減少は,還

元型 グルタチオ ンと結合 した鉛イオンの排泄を反映

したものと考え られ,重 金属 の解毒機構の一つとみ

なす ことができる。 しか し,細 胞内に高濃度で存在

する還元型 グルタチオ ンの減少は,細 胞内を酸化的

状態へと向かわせ,酸 化ス トレスによ り他の肝機能

に二次的な影響を生 じさせるおそれ もある。

 マウス肝においては,ア ス コル ビン酸は グルタチ

オンに比べると濃度は低い ものの重要 な水溶性還元

物質であ り,肝 細胞内で合成 も可能であるので,グ

ルタチオン量の低下 した細胞 では一層その重要性が

増す といえる。グルタチオ ンとアスコル ビン酸は酸

化還元連関を形成 し,細 胞内還元状態 の維持に寄与

していると考 えられている5,6)。従 って鉛負荷に よ

ってグルタチオ ン代謝 が変動す るだけでな くアスコ

ルビン酸代謝に影響が及ぶ ことも考えられる。また

アスコル ビン酸が鉛の尿中排泄を促進す るという報

告7)も あ り,ア スコル ビン酸の鉛解毒機構への関与

もうかがえる。本報告では,酢 酸鉛急性投与時にお

けるこれ ら水溶性還元物質 とNADPH産 生能 の変
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動を検討するとともに，外来性アスコルビン酸が肝

細胞内の酸化還元状態維持に寄与できるかという観

点から，脂溶性アスコルビン酸ステアリン酸エステ

ル (ASE)を含む飼料を投与したマウスを用いて酢

酸鉛投与の影響を検討した。

1I.実験方法

1.使用動物

実験動物は， ddY系雄性マウス(体重 30-35g) 

を日本エスエルシー(浜松)から購入した。温度

24:t20C，相対湿度 60:t10%，12時間(6 時~18

時)照明の環境に設定した飼育室で、飼育し， 3日間

以上予備飼育した後に実験に用いた。粉末飼料(オ

リエンタル酵母社製， MF) と水道水は自由に摂取

させた。

2.使用薬物

ASEはナカライテスク社(京都)から購入した。

ASEは粉末飼料に 1% (W/W)の割合で混ぜて与

えた。酢酸鉛は蒸留水に溶解し， 100μmo1/kg体重

を腹腔内投与した。

3.総ゲルタチオン(還元型ゲルタチオン+酸化型

ゲルタチオン)量の測定

肝臓の総グルタチオン量は，既報の酵素サイクリ

ング法3)により定量した。生理食塩水で還流した肝

臓を摘出，秤量し，テフロンホモジナイザーを用い

て 10mM  5，5'ーdithiobis(2・nitrobenzoicacid)でホ

モジナイズした。恒温水還流装置のついた日立ダブ

ルビーム分光光度計内のセルで反応を行い， 412 

nmでの吸光度増加速度からグ、ルタチオン量を求め

た。

4.総アスコルビン酸(アスコルビン酸+デヒドロ

アスコルビン酸+ジケ卜ゲロン酸)量の測定

辻村ら8)のジニトロフェニルヒドラジンを用いる

吸光度法により肝臓の総アスコルビン酸を定量し

た。この方法で測定したアスコルビン酸は，還元型

アスコルビン酸，デヒドロアスコルビン酸およびジ

ケトグロン酸を合わせたものである。肝臓を 5%メ

タリン酸でホモジナイズして得た磨砕液を試料と

し既報の手順に従い， 530 nmでの吸光度を測定

した。

5.力ルシウムの定量

肝カルシウム量の定量はオルトクレゾールフタレ

インコンプレクソンを呈色液とする既報の方法9)に

従い，カルシウム測定用キット(ヤトロン社製)を

使用した。肝臓に 2N HC104・1N NaOH(l : 1) 

液を加えてホモジナイズして遠心分離し，上清液に
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呈色試薬を混和した後波長 570nmで吸光度を測定

した。

6.ゲルタチオン S-トランスフエラーゼ活性の測

定

肝ホモジネート中のグルタチオン Sートランスフ

エラーゼ (GST)活性は，既報3)のとおり Asaoka

ら10)による o-dinitrobenzeneを基質とする吸光度

法によって測定した。

7. NADPH産生能の測定

基本的には NADPHの吸光度増加をみるグル

コース-6ーリン酸脱水素酵素活性の測定法に準じて

行ったが，この方法では反応生成物を基質する 6ー

ホスホグルコン酸脱水素酵素によって生じる

NADPHを排除できないので NADPH産生能とし

た。

肝臓を4倍量の 0.154M KC1・50mM  Tris緩衝液

(pH 7. 4) を用いてホモジナイズし， 10，000gで

20分間遠心分離して得られた上清を試料液とした。

恒温水還流装置っき分光光度計内のセルに， 0.25 

M Tris-HC1 緩衝液 (pH7 . 4) 1 . 0 m1， O. 1 M 

MgC12 O. 5 m1， 3 mM  NADP O. 1 ml，蒸留水0.7m1

および試料液 0.1m1をとって 300Cでプレインキ

ュベートした後， 0.05Mグルコース-6ーリン酸

0.1 m1を添加して反応を開始し，波長 340nmでの

吸光度の増加分から分子吸光係数 6，220M-l • 

cm一1を用いて NADPH量に換算した。試料液の

蛋白質量を Lowryらの方法11) により定量し，

NADPH産生能は nmol/mgprotein/minを単位と

して表示した。

8.ゲルタチオンレダクターゼ活性の測定

肝 10，000g上清中のグルタチオンレダクターゼ

活性の測定は吸光度法で行った。 1mM酸化型グル

タチオンを基質とし， 0.2Mリン酸緩衝液 (pH

7.0) 中で進行する反応で消費された NADPHの

吸光度を測定波長 340nmで記録し，分子吸光係数

6，220 M-l • cm-1を用いて NADPH量に換算する

ことにより酵素活性 (nmol/mgprotein/min)を求

めた。

ill.実験結果

1% (W/W) ASE含有飼料を 3日間投与した後，

酢酸鉛(100μmol/kg)を腹腔内投与し，更に 4日

間ASE含有飼料の投与を続けたマウスの肝臓の総

ク守ルタチオン量，総アスコルビン酸量， GST活性

およびカルシウム量を測定した結果を図 lに示し

た。
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既に報告した様に酢酸鉛投与により肝グルタチオ

ン量は有意に (p<0.05) 減少した。しかし， ASE 

単独投与群ではグルタチオン量に変化なく，しかも

ASEを前投与したマウスでは鉛投与によるグルタ

チオン量の減少も見られなくなった。一方，総アス

コルビン酸量は鉛単独投与や ASE単独投与の影響

を受けず，増加の傾向を示したにすぎない。ところ

がASEを前投与したマウスに鉛を投与すると総ア

スコルビン酸量は有意に (p<0.05) 増加した。グ

ルタチオンを基質する GST活性は鉛投与により低

下したが， ASEを前投与した場合には活性低下は

見られなくなった。またカルシウム量は鉛投与によ

り対照群の約5倍に増加したが， ASEを前投与し

たマウスでは約2倍の増加にとどまった。

細胞内のグルタチオンは圧倒的に還元型の占める

割合が多いが，還元状態の維持はグルタチオンレダ

クターゼ活性に負うところが大きい。またこの酵素

はNADPHを還元力供給源としているので，グ、ル

タチオンレダクターゼ活性と NADPH産生能に対

する鉛イオンのインビトロ添加の影響を検討した。

比較的低濃度(10-6~10-5 M)の鉛イオンの添加に

よりグルタチオンレダクターゼ活性は抑制され，主

GSH∞ntent 
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にグルコースー6ーリン酸脱水素酵素活性の抑制を反

映したNADPH産生能の低下が見られた(表 1)。

次に酢酸鉛あるいは ASE投与マウスにおけるグ

ルタチオンレダクターゼ活性と NADPH産生能を

検討したところ，グ、ルタチオンレダクターゼ活性に

は変動は見られなかったが， NADPH産生能は鉛

投与群， ASE投与群，および鉛と ASE併用投与

群のいずれにおいても上昇していた(表2)。

町.考 察

体内に入った鉛の解毒機構として，肝臓の還元型

グルタチオンが鉛との結合体を形成し，肝外への排

粧が促進される機構が考えられる。このことが原因

となってマウス肝臓のクやルタチオン量は鉛の急性的

投与後に減少するのであるが3)，グルタチオンはマ

ウス肝にあっては高濃度に存在する還元性物質であ

るので，急速なグルタチオン量の減少は細胞内の酸

化還元状態を酸化的状態へ導き，酸化ストレスが発

生する。しかし細胞内にはグルタチオンのほかにも

水溶性および脂溶性の還元性物質やラジカル捕捉剤

が多種類存在しており，化学反応や酵素反応によっ

て細胞内酸化還元状態の維持を行っている。さらに
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ロControl 図 Pb 図 ASE 白 ASE+ Pb 
図1 アスコルビン酸ステアリン酸エステル (ASE)摂取マウスに対する鉛投与の影響
1% ASEを含む餌を3日間投与した後，酢酸鉛(100μmoljkg，i.p.)を投与し， 4日後に肝グルタチ
オン (GSH)量，アスコルビン酸量，カルシウム量およびグルタチオンs-トランスフエラーゼ
(GST)活性を測定した。
*有意差検定は Student の t-test を用いて行い，危険率 p<0.05 を有意とした (n=3~6) 。
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表 1 試験管内添加した鉛イオンのグルタチオンレダクターゼ活性および NADPH産生能に対する影響

グルタチオンレダクターゼ活性

(nmol/mg protein/min::.tSE， n=3) 

NADPH産生能

(nmol/mg protein/min::.tSE， n=5) 

Contro1 

113::.t6.7 

15. 2::.tO. 5 

Pb2+ (10-6 M) Pb2+ (10-5 M) 

110::.t6.2* 102::.t7.0* 

14.8土0.5* 11. 9土0.4*

*有意差検定は Studentのpairedt-testを用いて行い，危険率p<0.05を有意とした。

表 2 アスコルビン酸ステアリン酸エステル (ASE)投与したマウスの NADPH産生能

に対する鉛投与の影響

NADPH産生能 (nmol/mgprot./min::.tSE) 

普通食十生食投与群(対照群)

普通食+酢酸鉛投与群

ASE食+生食投与群

ASE食+酢酸鉛投与群

31. 4::.tO. 8 

36.3士1.2* 

37.2士0.4*

39. 8::.t1. 8* 

l%ASEを含む餌 (ASE食)を 3日間投与した後，酢酸鉛(100μmol/kg，i.p.)を投与

し，その 4日後に肝NADPH産生能を測定した。

*対照群との有意差検定は Studentのt-testを用いて行い，危険率 p<0.05を有意とした
(n=5)。

Jl!(6lJfJ{]@[3(6 /p)[}rJ@[3/p)[}rJ(1].{](6 /p)(1].{][}rJW(1].:! 

I t> glyすgen
UPP-glucose←-glucose-1-p 
~ $ 
?吋…附 gl…-句 d一一一一+

D-glucuronate 
1... ..... - NADPH 

電I;'---;:>NADP+ 

L~gulonate 

EM在日空000柑同

fructose-6-p <r--一一一一 D-xylulose-5-p 

+ 
D-xylulose 

+ 
xylitol r貼
NADPH 

L-xylulose 

ヘ

eミ市 3-keto-L-gul∞ate
口ぷ立文おこorbate → 2，3-diketogulonate -;:> lyxonate， xylonate 
Glutathione reductase ↓ 

L-threonate， oxalate 

図2 アスコルビン酸の生合成とリサイクルに関連するウロン酸回路とベントースリン酸回路
GSH:還元型クツレタチオン;GSSG:酸化型グルタチオン

細胞内が酸化傾向にあるときには酸化型アスコルビン酸の一部はウロン酸回路に入り，解糖系の逆行

にのって還元型アスコルビン酸へ再生されることも可能である。
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これらの諸因子が相互に酸化還元連関を形成してい

ることが知られており 5，6)，細胞内親水領域に存在

するグ、ルタチオンとアスコルビン酸との間で行われ

る酸化還元反応や，疎水領域である生体膜内で酸化

されたビタミンEが親水領域のアスコルビン酸によ

って還元されるビタミン E再生反応は比較的よく

知られた例で、ある。従って，鉛投与によってグルタ

チオンが減少したとき，細胞内親水領域に存在する

もう一つの還元性物質であるアスコルビン酸の動態

がどのように変動するのか興味のあるところであ

る。

今回，酢酸鉛の腹腔内投与4日後において肝総グ

ルタチオン量が減少したとき総アスコルビン酸量に

は変化は認められなかったが， ASEを3日間前投

与したマウスに鉛投与を行いさらに ASE投与を4

日間続けると総アスコルビン酸は有意に増加しグ

ルタチオン量も正常値に回復した。しかし ASEを

単独投与した場合にはアスコルビン酸量に有意な変

化は認められなかった。鉛投与を受けていない対照

群のマウスの肝では， ASEの摂取により一時的に

増えたアスコルビン酸によってアスコルビン酸合成

反応がフィードパック阻害を受けたため，肝のアス

コルビン酸量は実質増えなかったので、あろう。とこ

ろが鉛投与を受けた後ではこのフィードパック阻害

がはたらきにくくなっていて， ASE由来のアスコ

ルビン酸やアスコルビン酸合成系の充進によって増

加したアスコルビン酸が，減少したグルタチオンを

補っていると考えられる。この推測と関係すると思

われる報告がある。すなわちマウス肝においては，

グルタチオン枯渇に伴う酸化ストレスによりグリ

コーゲン分解が促進され，グルコース代謝の分路で

あるウロン酸回路への六炭糖の流入が増加しさら

にその分枝であるアスコルビン酸生合成が高まるこ

とが報告されている12~15)。生じた酸化型アスコル

ビン酸は還元型グ、ルタチオンとカップ。ルして還元さ

れるが，他方，ウロン酸回路のパイパスを形成して

ウロン酸回路へ戻り，ベントースリン酸回路の糖と

相互変換を行いながらウロン酸回路を進み，アスコ

ルビン酸合成へ再利用される(図 2)ことも可能で

ある。アスコルビン酸合成が可能なマウス肝では，

ウロン酸回路を経由しfこアスコルビン酸の再生は重

要となる。

このことと関連して明かとなったもう一つの重要

な結果は，鉛および ASE投与に伴う NADPH産

生能の増加である。 NADPH産生にかかわり，ベ

ントースリン酸回路を律速しているグルコースー6-

- 19-

リン酸脱水素酵素活性は，細胞傷害をもたらす種々

の薬物投与によっても上昇することが知られてお

り，核酸合成に必要な五炭糖を供給するこの回路の

活性化は，傷害された組織の修復に寄与する補償的

な生体反応と考えられる。したがって鉛投与後にお

ける NADPH産生能の増加は，この修復系が活性

化されたことを意味している。

また，グルコースー6ーリン酸脱水素酵素は，細胞

内酸化還元状態により活性調節を受けることが知ら

れており1，2)，酸化ストレスに伴う混合ジスルフィ

ド形成が本酵素の活性化をもたらすと考えられてい

る。これによる NADPHの増加は細胞への還元力

の供給増加を意味する。最近明らかにされた Sa1-

veminiらの報告16)によると，細胞内のグルタチオ

ンプールの枯渇を起こすとグルコースー6ーリン酸脱

水素酵素の遺伝子発現が誘導され，やがて細胞内グ

ルタチオン量が回復した。鉛投与による NADPH

産生能の増加はグルタチオン量の低下に起因するの

かもしれないが， ASE投与時における NADPH産

生能の増加の機序を説明することは現在のところ困

難である。

グルタチオンとアスコルビン酸は共に細胞内では

還元型が大きな比率を占めており，相補的に還元型

の維持に寄与し合っている。たとえば，酸化型アス

コルビン酸の還元には還元型グルタチオンに依存し

た酵素反応が関与するが，これにより生じる酸化型

クゃルタチオンは， NADPHを補欠因子とするグル

タチオンレダクターゼにより還元型に復帰する。酢

酸鉛を腹腔内投与したマウスではグルタチオンレダ

クターゼ活性の低下は見られなかったことから，

NADPH産生能の増加は還元型グルタチオンの再

生を確保する。またウロン酸回路にかかわる酵素の

なかにも NADPHを補酵素とするものがあるので，

鉛を投与したマウスにおいて，とくに ASEを併用

投与した場合にみられる NADPH産生能の増加は，

還元型アスコルビン酸の合成に有利となる。

このように ASE投与によるアスコルビン酸量の

増加や NADPH産生能の充進は生体防御にとって

重要である。事実，還元型グルタチオンを基質とす

るGST活性は鉛単独投与によって低下したが，

ASE前投与により活性低下が阻止された。また，

鉛投与による細胞傷害によって上昇したと思われる

カルシウム量17)も， ASE前投与を行った場合に鉛

投与による上昇が大幅に抑さえられた。これらの結

果から， ASE投与は正常な動物においては細胞内

酸化還元状態に影響を与えないが，鉛投与後のグル
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タチオン量減少に伴う細胞内酸化傾向を阻止し，鉛

による細胞傷害を軽減することが示唆された。

v.要 約

ASE添加飼料を 3日間投与したマウスに酢酸鉛

(100μmol/kg)を腹腔内投与すると，肝臓の総アス

コルビン酸は有意に増加した。しかし ASEや鉛を

単独に投与した場合には変化は認められなかったこ

とから，鉛投与時にはアスコルビン酸合成反応のフ

ィードパック阻害は解除されているのかもしれな

い。一方，鉛投与により減少したグルタチオン量は，

ASEの併用投与により回復した。 NADPH産生能

は鉛イオンの試験管内添加で、は有意に抑制されたに

もかかわらず，鉛または ASEの単独投与により上

昇し， ASEと鉛の併用投与によっても上昇した。

傷害された肝組織の修復のためにベントースリン酸

回路が活性化されて NADPHの産生が増加しこ

の増加は ASE投与に伴うウロン酸回路を介したア

スコルビン酸再生系の活性化にも寄与する可能性が

ある。グルタチオン量の減少と並行して GST活性

も鉛投与により低下したが， ASEを投与したマウ

スでは鉛の影響は見られなくなった。細胞傷害の指

標ともいえる肝カルシウム量は，鉛投与により増加

したが ASE併用投与により増加が有意に抑制され

た。これらの結果は， ASE投与が細胞内酸化還元

状態の改善をもたらし鉛による細胞傷害を軽減し

ていることを示唆する。
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