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論 文 内 容 要 旨

1955年 金田らが不飽和脂質か ら誘導された過酸化脂質が変性脂質の毒性発現の原因である事を

報告 して以来過酸化脂質及びその他の有害二次産物の毒性 と毒性発現機構の研究がなされている。現

在までのところ変性脂質はその生成過程から構造的に三つのグループに分けられる。①自動酸化によ

る脂質過酸化物,② 分解二次産物(カ ルボニル化合物,エ ポキシ,ハ イドロキシ化合物等を含む),

③高温加熱時に得られる環状単量体,二 量体及び多量体である。これらのうちで毒性を示すと考えら

れるのは脂質過酸化物,環 状単量体,二 量体及び一部の分解二次産物である。これ らの急性毒性は下

痢,体 重減少を来し,脱 毛,浮 腫,出 血などを伴い遂に死亡に至 る。その作用機構 として呼吸系,解

糖系の阻害,細 胞分裂阻害などの研究がなされている。ミトコンドリアでは各種の酸化酵素の阻害が

夢こり,ま た多くの膜系破壊 も凝こる。またビタミンE欠 乏や放射線障害でおこる溶血,脳 軟化症,

筋ジス トロフィーなどの筋組織破壊,ラ イソゾームの破壊等 も酸化脂質の毒性 と考えられる。また最

"近
になつて過酸化脂質と老化現象との関係,動 脈硬化症,発 癌促進 との関係等,疾 病 との関係が議論

されるようになク,単 に狭い意味での急性ない し亜急性の毒性にとどまらず,経 口的に吸収されうる

ような,ま た生体内で生成するような微量に存在する過酸化脂質の長期的毒性も問題 とされるに至つ

たo

自動酸化脂質の経口投与で示される毒性は従来脂質過酸化物に依ると考えられていたが,脂 質過酸

化物そのものは腸管吸収されないと考えられている。注た脂質過酸化物の生成を示す指標は過酸化物

(POV)で あるが酸化脂質のPOVと その経口毒性は必ず しも相関しない事が示され,脂 質過酸化物

以外の腸管吸収をうける毒性発現物質の検討が必要 とされるようになつた。'

脂質変性の際,カ ルボニル化合物が多量に生成しカルボニル価は上昇するが,変 性油脂を白鼠に経

口投与するとカルボニル価は リンパ液中で増大し,肝 臓の中性脂質画分にはケト酸などの酸化分解物

が存在する事からカルボニ～レ化合物の吸収は容易である事が示された。このようなカルずニル化含物

の中でケ ト脂肪酸についての検討は少ないが,Koka七nurら によつて長鎖 ケト脂肪酸は食餌に少量

添加するとビタミンE欠 乏で診こるニワトリの雛の脳軟化症の発症を著 しく促進する事実が示されて

以来,特 に興味がもたれ るようになつた。このような長鎖ケ ト脂肪酸の生成については多くの報告が

ある。

本論文では変性脂質の全体の毒性発現上では脂質過酸化物のみならず,二 次分解産物のカルボニル

化合物が関一与する事を明 らかにすると共に,長 鎖ケ ト脂肪酸として12一 ケ トオレイン酸(以 下12

-KOAと 略)を 用いて過酸化反応促進効果 ,蛋 白質との反応性等を中心として検討を加え 」12-

KOAの 脳軟化症発症促進作用の機構及び変性脂質の経口毒性が過酸化物価と並行 しない部分の毒性
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発 現 機構 を解 明 し よ うと した。

脂 質 の酸 化 が一 定程 度 進行 し過 酸化 物 価 が 下降 を始 めた 時点 で は,過 酸 化物 価 と酵素 阻害度 は相 関

しない凄 を珪酸 カ ラム分 画法 に よつ て示 した。 又,化 学 的 処 理法 に よつ て カル ボ ニル 化合物 が α一

tocophero■ で は保護 しえ ない よ うな酵素 阻 害 をひ き澄 こす 事 を 明 らか に した。

ビタ ミンE欠 乏 で 澄 こる種 々の症 状 は,抗 酸 化剤 で あ るE量 の減 少 に よつ て生 体 膜 の主成 分 で ある

不飽和 脂 質 が酸 化 を うけ膜 が不安 定化 す る事 に依 るとい う考 え方 は 現在 も強 く,生 体 内の過 酸化 脂質

に よる毒性 は無視 で きな い。 長鎖 ケ ト脂 肪 酸 が少 量 で脳 軟 化症 発 症 を促 進す る事 か ら,12-KOA

がoiユ ーinrvater系 で 澄 こ る脂質過 酸 化 反応 を著 しく促進 する 事 を い くつ か の測 定 法 を用 いて示

した。基 質 及 び12-KOAはfree型,グ リセ リ ド型 のいず れ に澄 い て も効果 がみ られ る事,

aユbumin共 存 下 で も促 進効果 を示 した事 な どか らinvi▽oで も促進 効 果 を示 す可能 性 が示 唆 さ

れ た。12-KOAの 過 酸化 促 進 は,効 果 を有 しな い他 の脂 肪 酸 に比 べ てそ れ 自身 のfreθr組i-

ca1生 成 が容 易 で あ る事実 に よつ て説明 で きる。二 次 分解産 物 自 身の中 に酸 化 反応 促進 物 質 が 存 在

す る薯 は ・過 酸 化 脂 質全 体 の毒姓 を 考え る上 で意 義 あ る もの と思 われ る。

過 駿化脂 質 は一般 に腸 管 吸収 を うけ ない とされ てい たが,そ の分解 産物 の長鎖 ケ ト脂肪酸 は通常 の

脂 肪酸 と同様 な機構 に よつ て腸 管 吸収 を うけ る事及 び血液 や他 の組 織 内貯 留 が パル ミチン酸 に比 較 し

よ り長 い傾 向 に あ る事 を観 察 した。 ま た過 酸 化脂 質 は腸 壁 で分 解 を うけて ケ ト酸 等 の分解 産 物 の形で

体 内吸収 を うけ る事 や,組 織中 で 一 たん 生 成 した過 酸 化 脂質 が 水 溶液 中 で,ま た肝 や血 液 で分解 を う

けう際にはケ ト酸を生成する事が報告されて誇り,外 因性及び内因性の両方の環鎖ケ ト脂肪酸の生理

的作 用 の検 討 の必要 性 が 示 さ れた 。

.生体 成分 特 に蛋 白質 との化 学 的相 互作 用 の面 か ら過 酸 化 脂質 の 毒性 を究 明 し よう とい う試み は多 く

なされ てい る。 老 化や ビタ ミンE欠 乏 の際 多 く出 現す るceroi己 型 色 素 が 過酸 化 脂質 一蛋 白質 複 合

体 で あ る事実 は よ く知 られ,invitroで も過 酸 化脂 質一 蛋 白質 の相互 作 用 に よつ て 褐 色 重 合 体

様物 質 が 生 ず る事 が示 され た 。 この よ うな不 溶 性重 合 体 ばか りで な く温和 な条件 下 で の可 溶 性重合 体,

酵素 の重合 体 の生 成,リ ボ蛋 白質 や チ トク ロー ム σの傷 害等 もよ く知 られ て い る。更 にSH一 酵 素 を

中心 に活 性 阻害 の報 告 は 多い。 蛋 白質 と過酸 化 脂質 の強 固 な結合 に は ケ ト基 の関与 も示 され て い る事

等か ら12-KOAと 蛋 白質 との反応 性 につ い て検討 を加 え た。12-KOAは 他 の脂肪 酸 に比較 しグ ル

タチオ ンやaユDu皿ihのSR一 基 と著 しい反 応 性 を有 したが,こ の反 応 はfreeradicaユ を介

して い ない 事が判 明 した 。 更 に脂 質 過 酸化 物 の場合 と異 な のSH一 化合 物 と12-KOAの 付加 反 応生

成 物 を一部 含 む 事 が示 され た。 ま たalbu皿inと の強 い結合 性,ヘ モ グ ロビ ンの破 壊 作 用 も観 察 さ
曳

れ た。 後 者 で はそ の反 応 性 と?BA価 とは必 ず しも平行性 がな レ蕩 が示 され た。 以上 の よ うに12-

KOAはSH基 のみ な らず 蛋 白質 の他 の官 能部 位 とも反 応 してそ の機 能 を抑 制 す る事 が予想 された 。

次 に12-K:OAと 関連 脂肪 酸 の酵 素 活 性 に対 す る影 響 を観 察 した。 コ リンエ ステ ラー ゼや コハ ク酸'
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脱 水素 酵素 で は12-KQAは リノー ル酸 に比 べ よ 抄大 きな阻 害 度 を示 しだ 。他 方 トリプシ ンで は12

-KOAの 酵素 阻 害 は リノ ール酸 に比 べ小 で あ り
,12-KOAの 阻害作 用 が単 にdθtergθn七 作用

では ない事 が判 明 した 。 コ リン エス テ ラー ゼで は リノー ル酸 に よる阻 害 は α一tOCQphθroユ に よ

り完 全 に防止 さ れ た の に反 し,12-KOAに よる阻害 は防止 され な か つた。 この事 は12-KOAが 酵

素 蛋 白に対 し直接 的 に作 用 す る事 を示 してい る。12-KOAと リノール 酸を共 存 さ せ る と相乗 的 な阻

害 効果 を示 した 。 こ の場 合 に は α一tocophθroユ の共 存で一 部分 回復 した。 これ は12-KOAに よ

つ て リノー ル酸 過酸化 脂 質 の生 成が 澄 こ り酵 素 阻害 を起 す面 もあ る窮 を 示 して い る。これ らの事 実 は.

12-kOAの 脳 軟 化症 発症 促進 効果 が単 に過 酸 化反 応 促進 効 果 に依 るば か 如で な く,酵 素 な ど の蛋 白

質 へ の直接 作 用 の関一与 も予想 させ る。又,リ ノ ール酸 酸化 が一 定 程 度進 行 し過 酸 化物 価が 低 下 しは じ

め た酸 化脂 質 の場 合で も観 察 され たが,そ の酵 素阻 害 が α一tocopherO⊥ の共 存で も軽減 され な い

事 は過 酸 化脂 質 の毒性 発 現 に対 す る防禦 の面 か ら留意 しな けれ ば な らない 点 と思 われ る。 更 に これ ら

.の蛋 白質 に対 す る作 用 は コハ ク酸 脱 水素 酵素 ゐ ようにSH一 基 修 飾 に よる ものだ け で な く,コ リンエ

ろ テ ラー ゼ の 峯うにSH一 基 以 外 の ア ミノ酸 残基 に対 して も作 用 す る 事が 推測 さ れ た。

p-Ch■oromercuribθnzoateやHgGユ2の ような 水銀 剤 は.ミク ロゾ ーム の脂 質 過 酸 化反

応 を促進 す る。 同樺 にSH一 基 と反 応性 を有 す る12-KOAの 組 織 ホ モ ジ ネー トに 診け る過 酸 化 反応

に対 す る効 果 を検 討 した 。類 似 脂肪 酸に比 し,12-KOAの みが 著 しい促進 効 果 を示 したが,そ の機

構 はoiユ ーin-watθr系 で のfrθ θradicaユ 生 成 性 に依 る もの とは異 な る裏 が示 唆 さ れ た 。

即 ち膜 可 溶 化 剤Tween80の 添 加 で過 酸 化反応 は著 し く進 行 す るが,こ の二者 の効 果 は相 加 的 で は

な く,12-KOAの 作用 はTweθn80の 膜 可溶 化 剤 と しての性 質 に類 似 した膜 変 性 に 依 る も の と考

　　 け

え られ た。一 方12-KOAとFe+ア ス コ.ルビ ン酸,Twθen80とFθ+ア ス コル ビ ン酸 の共 存

は夫 々著 しい相 乗 的反 応 促 進 を示 した。 更 にUt⊥eyら が ミク ロゾ ーム を用 い て示 した よ うに,肝 ホ

什
モ ジ ネー トで もHgCユ2等 の 水銀 剤 に よ り過 酸 化反 応 は進 行 した 。煮沸 ホモ ジ ネ ー トを用 い る とFe

+ア ス コル ビン酸 添加 に よ る非 酵 素 的 過酸 化反応 の進 行 は著 しいが,12-KOAや 水銀剤 で は全 ぐ促

進 効果 を示 さなか つ た 。従 つ て新 鮮 ホ モ ジ ネー トで12-KOAは 水 銀 剤 と同様 に ミク ロ ゾー ムの膜構

造 を変 え る事 に よつ て基質 不飽 和脂 質 を露 出 させ,過 酸 叱反 応 の 進行 を著 し くす る事 を示 唆 して いる 。

福 沢 は ビタ ミンE欠 乏で は膜 構 造 の変 化 の結果,二 次的 に脂 質 過酸 化反 応 が 澄 こ る裏 を示 唆 した 。 ま

た1971年Wiユ ユsは 過 酸 化脂 質 が ミク ロゾー ムの膜 を 不安 定 化 させ る事 が ミク ロゾー ム の酵 素 の

活 性 を低 下 さ せ る事 を報 告 したが,上 記 の結 果 と考 え あわ せ二 次分 解産 物 も含 め て過 酸 化脂質 に よる

膜構 造変 性 は 毒性 発現 の上 で重 要 な点 と考 え られ る。
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審 査 結 果 の 要 旨

食 品 の変 質 の中 で 微 生 物 の関 一与 し な い い わ ゆ る化 学 的 変 質 は,油 脂 性 食 品 特 に不 飽和 脂 肪 酸 の 多

い 食 品 に 多 く起 り,中 毒 の事 例 も報 告 さ れ て い る。、

そ の原 因 とし て は,不 飽 和 脂 肪 酸 の 自働 酸 化 に よ り生 成 した 過 酸 化 物 が,蛋 白質 を非 特 異 的 に変

性 した り,SH一 酵 素 の活 性 を 低下 さ せ た りす る こ ≧に よる と考 え ら れて い た 。 しか し,外 因 性 の 「

過 酸化 脂 質 は 消化 管 か らほ とん ど吸収 さ れ な い こ とは事 実 で あ り,さ ら に脂 質 の変 敗 過 程 で過 酸 化

物 価 の変 動 と,動 物 に 対 す る 毒 性 とが平 行 しない ことも事実で ある。 した が つ て過 酸化 物 以 外の もの

で 変敗 油脂 甲 に あ る何 物 か が,同 時 に ある 程度 の 生 理 活性 を表 わ し て い る こ とκ:なる。

12一 ケ トオ レ イ ン酸 は上 記 変敗 油脂 甲 に も 出現 す る。 一般 に過 酸 化 物 の二 次 生 成 物 とし て カル

ボ ニル 化 合 物 は 多 い。12一 ケ トオ レ イ ン酸 を飼 料 中 に 混 入 し て投 与 す る と ビ タ ミンE欠 乏症 が 起

り易 い こ とが知 られ て い るoし か も,ケ ト酸 は 腸 管 か らか な り容 易 に吸 収 さ れ る』こ とが 判 明 し たo

そ'して さ ら に,12一 ケ トオ レ ィ ン酸 を不 飽和 脂 肪 酸 と共 存 さ せ て お く と,自 働 酸 化 が 著 る し く促

進 さ れ る とい う事 実 もあ るo

本 論 文 は以上 の 点 を基 礎 と して,12一 ケ トォ レ イ ン酸 の有 す る 生体 影 響 を検 討 し た もの で あ るo

先 ず 自働 酸 化 促 進 効 果 が 生 理 的 条 件 下 で も起 る こ とを確 が め,12一 ケ トオ レ イ ン酸 と安 定 フ リー

ラジ カルDP:PHと ρ反 応 性 か ら,12一 ケ トオ レ ィ ン酸 は 自身が ラ ジカ ル を作 りや す く,そ の た

め 自働 酸化 の ひ きが ね 的 役割 を果 た す こ と を明 らか に し た。

次 に12一 ケ トオ レ イ ン酸 が 類 縁 の酸 に 比 して 蛋 白 質 との結 合性 に富 む こ と,SH基 と特 異 的 に

結 合 す る こ とを見 出 し,コ リンエ ス テ ラー ゼや コハ ク 酸脱 水素 酵 素 な どを強 く抑 制 す る こ とを知 つ

た。 特 に これ らの 酵 素 は過 酸 化 物 に よつ て も阻 害 され る が,ケ ト酸 は過 酸 化 物 に よる阻 害 とは異 る

作用 機 構 す な わ ち,過 酸 化 物 に よ る阻 害 は 抗 酸化 剤 で 防御 で きる が,ケ ト酸 に よる阻 害 は防 げ な い

こ とな どが 判 明 したo

酵 素 蛋 白 に対 す る 直 接 作 用 は 同 時 に 生 体 膜 に 対 す る 作用 の あ る こ とを示 す もの で あ る。 ミク ロ ソ

ー ム に於 け る 脂 質 過 酸 化 は
,フ リー ラ ジ カル を介 して の非 酵 素 的 自働 酸 化 と,も う一 つ酵 素 的 過 酸

化 が ある 。Twθenな ど界 面 活 性 剤 は 膜 を こわ し後 者 の酵 素 的過 酸 化 を著 る し く尤 進 させ る。 アス

コル ビン酸 一鉄 は 前 者 の 自働 酸 化 を尤 進 す る。 こ こで1零 一 ケ トオ レイ ン酸 を
,ミ ク ロ'ソー ム の新

鮮状 態,加 熱 処 理 の状 態 の 両 方 に つ い て 用 い,前 記2つ の過 酸 化 経 路 との 関係 を し らべ た と こ ろ,

12一 ケ トオ レ イン酸 は 界 面 活 性 剤 や 水銀 化 合物 と同様 の類 別 す なわ ち ミク ロノ ー ムの 膜 構 造 を変

え る こ とに よつ て,膜 表 面 に 基 質 不 飽和 酸 を露 出 させ,過 酸 化 反 応 を促 進 させ る こ とが 結 論 づ け ら

れたo

以上 の 如 く本論 文 は 生化 学 的 に は脂 質 と生 体 成 分 との相 互 反 応,食 品 衛 生 化 学 的 に は 油 脂 性 食 品

の変 敗 と毒 性 の 因 子解 明 とい う意味 で,多 くの知 見 を得 た もの で あ り,学 位 論 文 と して の 価 値 ある

もの と認 め るo
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