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序 言島

地 球 上 の ほ と ん ど の 生 物 ほ 酸 素 な し で は 生 き て い け な い ｡ 生

物 は 酸 素 を 取 り 込 ん で 種 々 の 反 応 を 介 し て 生 体 保 持 に 必 要 な エ

ネ ル ギ ー を 得 て い る o し か し 酸 素 は そ の 化 学 的 性 質 か ら ､ 生 体

に 対 し て 好 ま し く な い 酸 化 反 応 を 起 こ す こ と も あ り ､ そ の 結 果

過 酸 化 脂 質 と 呼 ば れ る 物 質 を 生 成 し て ､ 生 体 に 悪 影 響 を 及 ぼ す

こ と が 明 ら か に な っ て き た ｡

脂 質 は 生 体 内 に お い て り ん 脂 質 と し て 細 胞 膜 や 細 胞 内 小 器 官

の 膜 の 重 要 な 構 成 要 素 と し て 存 在 し て い る ｡ り ん 脂 質 は F i g . 1

に 示 す よ う な 構 造 を 持 ち β 位 に は 不 飽 和 脂 肪 酸 を 含 む こ と が 多

く ､ そ の 存 在 に よ っ て 生 体 膜 の 流 動 性 や 透 過 性 と い う 特 性 が 発

揮 さ れ る ｡

/
C H
2

- 0

0
-

C H

＼
c 吋0

0
1l

-

P
-

0
-

X
暮暮

0

F i g . l . S t r u c t u r e o f p h o s p h o l i p i d s .

特 に 二 重 結 合 を 二 個 以 上 含 む 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 嫁 生 体 構 成 成

分 と し て だ け で は な く 必 須 脂 肪 酸 と し て 栄 養 学 的 に も 重 要 で あ

り ､ プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン の よ う な 生 理 活 性 物 質 の 生 合 成 の 前 駆

物 質 と し て も 重 要 で あ る ｡ し か し こ の 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 は 酸 化

を 受 け や す く ､ 生 成 す る 過 酸 化 脂 質 は 生 体 膜 の 破 壊 ､ 溶 血
1 )

､

動 脈 硬 化
.2 )

､ 糖 尿 病
3 )

､ 肺 疾 患 4 ) ､ 肝 疾 患
5 ) な ど に 関 連 し て い

る と 考 え ら れ て い る ｡ さ ら に 老 化
S )
や が ん

T )
_
の 発 生

･

に も 過 酸 化
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脂 質 が 関 与 し て い る と の 考 え 方 も あ る ｡

脂 質 の 過 酸 化 は 生 体 内 で も 生 体 外 で も 起 こ り 得 る ｡ 生 体 外 の

反 応 と し て は 分 子 状 酸 素 に よ る 自 動 酸 化 が 最 も 重 要 で あ る o
.
こ

の 反 応 は F i g ･ 2 に 示 す よ う な ラ ジ カ ル 連 鎖 反 応 で あ り ､ 開 始 反

開 始 反 応

成 長 反 応

停 止 反 応

R H → R ･

R . ＋ 0 2 → R O O ･

R O O ･ ＋ R H → R O O H ＋ R .

2 R ･ ー R - 良

R ･ ＋ R O O ･ ～ R O O R

2 R O O ･ 一 R O O R ＋ 0 2

F i g ･ 2 ･ M e c h a n i s m o f t h e r a d i c a l c h a i n r e a c t i o n i n t h e
a u t o x i d a t i o n .

応 ､ 成 長 反 応 ､ 停 止 反 応 の 三 段 階 に 分 類 さ れ る 8 ) ｡ 高 度 不 飽 和

脂 肪 酸 の 場 合 ほ F i g . 3 に 示 す よ う に 二 個 の 二 重 結 合 の 問 の ビ ス

ア リ ル 位 の メ テ レ ン 水 素 が 最 も 引 き 抜 か れ や す く ､

R l

R l

～ ′
しV J

R 2

R 2

- H ･

～

0 2
～

0 0 ･

R l

R l

R 2

R 2

酸 素 に よ る

R l - ( C H 2) 3 C H 3 , R 2 - ( C H 2) 6 C O O H

F i g ･ 3 ･ I n i t i a t i o n o f t h e a u t o x i d a t i o n o f l i n o l e i c a c i d
.

- 2 -



こ の 水 素 引 き 抜 き 反 応 が ラ ジ カ ル
■

連 鎖 の 開 始 反 応 で あ る ｡ 生 成

し た ラ ジ カ ル は よ り 安 定 な 共 役 形 の ア リ ル ラ ジ カ ル に な り ､ 酸

素 と 反 応 し て ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ラ ジ カ ル を 生 ず る ｡ ヒ ド ロ ペ ル

オ キ シ ラ ジ カ ル は 他 の リ ノ ー ル 酸 か ら 水 素 を 引 き 抜 き ､ 連 鎖 反

応 が 進 展 す る ｡ 生 成 す る ヒ ド ロ ペ ル オ キ ン ド は 高 度 不 飽 和 脂 肪

酸 の 場 合 は 二 重 結 合 が 共 役 し た も の だ け で あ る ｡ 例 え ば ､ 高 度

不 飽 和 脂 肪 酸 の な か で 最 も 構 造 の 簡 単 な リ ノ ー ル 酸 で は ア リ ル

ラ ジ カ ル と 酸 素 と の 反 応 点 は 2 ケ 所 で あ り ､ 生 成 す る 共 役 ジ ュ

ン ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド に は 4 種 類 の 異 性 体 が あ る ( F i g . 4 )
9 )

｡

13 1 2 1 0 9

CO OH

COO H
I

COOH

COOH

COOH

00H

00H

1 3

l l

00 H ＋

00 H ･

F i g . 4 ･ F o u r i s o m e r i c l i n o l e i c a c i d h y d r o p e r o x i d e s
l

p r e p a r e d

f r o m t h e a u t o x 土d a t 土o n o f l l n o l e 土c a c i d .

-

3
-



ま た 活 性 酸 素 種 で あ る
一 重 項 酸 素 に よ っ て も 不 飽 和 脂 肪 酸 は 過

酸 化 物 と な る が ､ こ の 酸 化 反 応 は エ ン 反 応 で 進 行 す る の で ､

垂 結 合 が 共 役 し て い な い 過 酸 化 物 も 生 成 す る 点 で 自 動 酸 化 と は

異 な る
1 8 )

o

生 体 内 で 過 酸 化 脂 質 を 生 成 す る 酵 素 と し て は リ ポ キ シ ゲ ナ ー

ゼ が よ く 知 ら れ て い る
1 1 )

｡ こ の 酵 素 は 植 物 界 に 広 く 存 在 し ､

近 年 動 物 か ら も 見 い 出 さ れ る よ う に な っ て き た
1 2 】

｡ 生 成 す る

ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 種 類 は 酵 素 の 起 源 ､ 純 度 ､ 反 応 条 件 に よ

っ て 同 一 基 質 か ら で も 見 な る ｡ こ の 酵 素 反 応 は 自 動 酸 化 と 同 様

の ラ ジ カ ル 反 応 で 進 む と 考 え ら れ て い る
1 3 )

｡ 他 に は プ ロ ス タ

グ ラ ン ジ ン 合 成 酵 素 で あ る シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 1 4 )
､ ス

ー パ

ー オ ヰ シ ド ( 0 言 ) 依 存 性 脂 質 過 酸 化 反 応 を 起 こ す キ サ ン テ ン

オ キ シ ゲ ナ - ゼ 1 5 ) お よ ぴ ミ ク ロ ソ ー ム 1 6 ) な ど も 知 ら れ て い

る ｡

過 酸 化 脂 質 と 総 称 さ れ る 物 質 は 狭 義 で は 脂 質 や 脂 肪 酸 の 過 酸

化 物 を 指 す が ､ 一

般 的 に は そ れ に 関 連 す る 種 々 の 化 合 物 群 を 含

む こ と が 多 い ｡ 過 酸 化 脂 質 は 毒 性 が 強 く 生 体 に 有 害 な 作 用 を 示

す こ と は 上 記 の 疾 患 と の 関 連 か ら も 多 数 報 告 さ れ て い る が ､ 実

際 に 生 体 に 対 し て 有 害 な 作 用 を 及 ぼ す 化 合 物 に つ い て の 研 究 は

極 め て 少 な い ｡ そ の 原 因 は 脂 質 過 酸 化 反 応 の
一

次 産 物 と し て 生

成 す る ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド が 不 安 定 で ､ さ ら に 酸 化 反 応 を 受 け

て ､ F i g . 5 の よ う に ア ル デ ヒ ド や 炭 化 水 素 を 始 め と す る 種 々 の

二 次 産 物 に 変 化 し や す く 1 7
)
､ そ れ ら の 分 離 や 精 製 が 困 難 で あ

っ た た め と 思 わ れ る ｡

従 来 過 酸 化 脂 質 の 毒 性 研 究 で は ､ 植 物 油 や 不 飽 和 脂 肪 酸 の 酸

化 混 合 物 を 動 物 に 投 与 し て ､ そ の 影 響 を 調 べ た も の が 多 か っ た ｡

ま た ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド を 単 離 し て も ､ さ ら に 異 性 体 レ ベ ル ま

で 精 製 す る こ と が で き な か っ た の で ､ 異 性 体 の 混 合 物 の ま ま 用

- ト



別d 8hyd e s , AIk a n e s , A はe n e s

tlyd r 8 Xy a Cids , K eモo a cids
･

E Rd 8P e r O Xid e s

Di n e r s
,
P o[y m e r s

Lipid
- -

- - - - - H yd r op e r o xid e s

F i g ･ 5 ･ S e c o n d a r y p r o d u c t s d e r i v e d f r o m l i p i d p e r o x i d e s .

い て 反 応 性 が 調 べ ら れ て き た ｡ ま た 過 酸 化 脂 質 は 不 安 定 で ､ 分

解 し や す い た め ､ 迅 速 な 単 離 法 の 確 立 が 望 ま れ て い た ｡ 近 年 高

速 液 体 ク ロ マ ト ダ ラ

体 の 分 離 を 始 め 種 々

リ ノ ー ル 酸 メ チ ル の

オ ヰ シ ド は H P L C

分 離 が 困 難 な 遊 離 リ

フ ィ
ー ( Ⅲ P L C ) が 急 速 に 発 達

の 生 成 物 の 分 離 が 可 能 に な っ J = 0

日 動 酸 化 か ら 生 成 す る 4 種 類 の と

を 用 い て 不 完 全 で は あ る が 分 離 さ

ノ ー ル 酸 の ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド で

E - L O O H お よ び 1 3 -

E
,
E

-

L O O Ⅱ の 分 離 が 報 告 さ れ た
1 9 )

0

製 し た リ ノ ー ル 酸 メ チ ル の ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド 異 性 体

( 9 E , 1 1 Z 卜 1 3 -

h y d r o p e r o x y
- 9

,
l l -

o c t a d e c a d i

r

e n o a l e]

し ､ 異 性

例 え ば､

ド ロ ペ ル

れ た
1 8 )

も ､ 1 3 - Z
,

そ し て 精

[ m e t h y l

を 用 い た

研 究 か ら ､ ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド は 酸 素 の 存 在 下 に お い て 異 性 化

反 応 を 起 こ す こ と が 見 い 出 さ れ た
2 8 )

. 著 者 は 過 酸 化 脂 質 の 反

応 性卑 研 究 す る 場 合 ､ そ の 基 本 構 造 で あ る 不 飽 和 脂 肪 酸 ヒ ド ロ

ペ ル オ キ シ ド の 化 学 的 性 質 を ま ず 解 明 す る こ と が 重 要 で あ る と

考 え
.
!= ｡

■

そ こ で 構 造 の 簡 単 な リ ノ ー ル 酸 の ヒ ド ロ ペ
.
ル オ キ シ ド

[ ( 9 Z , 1 1 E ト 1 3 -

h y d r o p e r o x y
- 9

,
1 ト o c t a d e c a d i e n o i e a c i d ] の

- 5 -



種 々 の 共 存 ガ ス お よ び 溶 媒 に 対 す る 性 質 を 検 討 し ､ 嫌 気 的 条 件

下 に お い て も 異 性 化 が 起 こ

正 常 な 生 体 に お い て は ､

抑 え ら れ て い る ｡ 例 え ば ､

酸 .素 の う ち ス - パ ー オ ヰ シ

る こ と を 初 め て 見 い 出 し た 2 1 ) 0

過 酸 化
･

脂 質 の 生 成 は 防 御 系 に よ っ

_
I

過 酸 化 反 応 の 開 始 剤 と な り 得 る 活 性

ド に は ス ー パ - オ ヰ シ ド デ イ ス ム 夕

- ゼ ( s o D ) が ､ 過 酸 化 水 素 や 他 の 過 酸 化 物 に ほ カ タ ラ ー ゼ

や ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と い う 酵 素 が 存 在 し 過 酸 化 反 応 を 抑 え て い

る o
一 方 生 体 内 に お い て 酵 素 系 で は な く て 強 い 抗 酸 化 性 や ラ ジ

カ ル 捕 捉 性 を 示 す 化 合 物 と し て は ビ タ ミ ン E ( α -

t o c o p b e r o l )

や グ ル タ チ オ ン の よ う な チ オ ー ル 化 合 物 が 知 ら れ て い る ｡ チ オ

ー ル 化 合 物 と 過 酸 化 物 と の 反 応 機 構 は 3 価 の 鉄 の 存 在 下 で シ ス

テ イ ン と T)A
/ - ル 酸 メ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド と を 用 い て 詳 し

く 検 討 さ れ て い る 2 2
- 2 + )

は 過 酸 化 物 由 来 の ア ル コ

す る が ､ 酸 素 が 存 在 す る

o シ ス テ イ ン は 嫌 気 的 条 件 下 に お い て

キ シ ラ ジ カ ル を 捕 捉 し て 付 加 物 を 形 成

と 過 酸 化 物 に 直 接 に は 作 用 し な く な る ｡

こ れ に 対 し て ､ ビ タ ミ ン E を 脂 質 過 酸 化 物 と 反 応 さ せ た 場 合 の

生 成 物 に 関 す る 報 告 は 少 な か っ た ｡ 単 離 同 定 さ れ た 生 成 物 と し

て は ､ 窒 素 気 流 下 で リ ノ ー ル 酸 メ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド と ビ

タ ミ ン E ま た ほ そ の モ デ ル 化 合 物 を 光 ま た は 3 価 の 鉄 の 存 在 下

で 反 応 さ せ ､ ク ロ マ ノ キ シ 基 が 付 加 し た シ ス お よ び ト ラ ン ス エ

ポ キ シ ド が 報 告 さ れ た
2 5 )

｡ し か し 生 体 内 は 決 し て 嫌 気 的 条 件

で は な い と 考 え ら れ る に も か か わ ら ず ､ 酸 素 の 影 響 な ど 詳 し い

検 討 が 為 さ れ て い な か っ た ｡ 著 者 は 2 価 鉄 存 在 下 に お け る ( 9 Z ,

1 1 E 卜 1 3 - h y d r o p e r o x y
- 9

.
l l -

o c t a d e c a d i e n o i c a c i d と tt: タ ミ ン

E モ デ ル 化 合 物 と の 反 応 を 空 気 中 と ア ル ゴ ン 中 で 比 較 検 討 し た ｡

そ の 結 果 ､ 分 子 状 酸 素 は ビ タ ミ ン E 類 の ラ ジ カ ル 捕 捉 反 応 に は

影 響 を 及 ぼ さ ず ､ チ オ ー

ル 化 合 物 と ほ そ の 反 応 性 が 異 な る こ と

を 明 ら か に し た 2 6 ) o

- 6 -



脂 質 過 酸 化 反 応 の 一

次 産 物 で あ
L

る ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド は 上 述

の よ う に 不 安 定 で 多 種 類 の 二 次 産 物 に 変 化 す る 1 7 ) ｡ 過 醍 化 脂

質 の 毒 性 が 何 に 由 来 す る の か に つ い て は ラ ッ ト な ど の 動 物 を 伺

い て 研 究 き れ て き た 2 7 ､ 2 8 )
o し か し 動 物 を 用 い た 実 験 で は ､ 投

与 物 質 が 毒 性 を 示 し た と し て も ､ 代 謝 や 分 解 な ど の 問 題 か ら 実

際 に 毒 性 を 発 揮 し た も の が 何 か を 明 確 に す る こ と が 難 し く な る

こ と も 考 え ら れ る ｡ 著 者 は 生 体 モ デ ル と し て 単 純 化 さ れ た 培 養

細 胞 を 用 い ､ 細 胞 致 死 を 指
,
棲 と し て 過 酸 化 脂 質 関 連 化 合 物 の 毒

性 を 検 討 し た ｡ 細 胞 と し て は ヒ ト 由 来 の 線 椎 茸 細 胞 お よ び 血 管

内 皮 細 胞 を 伺 い た ｡

ド お よ び そ の 分 解 か

べ た ｡ そ の 結 果 ､ リ

h y d r o x y
-

2 -

n o n e n a l ､

d e c a d i e n a l ( F i g . 6

リ ノ -

.
ル 酸 ､ リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ

ら 生 ず る ア ル デ ヒ ド に つ い て 細 胞 毒 性 を 詞

ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド ､ ( E 卜 4
-

( E , E 卜 2
,
卜 n o n a d i e n a l お よ び ( E ,

E ト 2 , ト

) が こ れ ら の 培 養 細 胞 に 強 い･毒 性 を 示 す こ

と を あ き ら か に し た 2 9 ､ 3 a )
0

00‖
Z p E

- 1 3 - L O O H

CH O

( E ′ E)
- 2
, 4

-

n o n
.
a d i e n a 1

COOH C H O

OH

( I) - 4 - h y a r o x y
-

2
-

n o n e n a 1

CHD

( E ′ E )
- 2
′
4 - d e c a d 土e n a l

F i g . 6 . S t r u c t u r e s o f c y t o t o x i c c o m p o u n d s .

と こ ろ で 毒 性 を 持 つ 化 合 物 が 実 際 に 毒 性 を 発 揮 す る に は ､ そ

の 化 合 物
■

の 生 成 量 が 重 要 な 因 子 で あ る と 考 え ら れ る ｡ そ こ で 高

度 不 飽 和 脂 肪 酸 を 自 動 酸 化 し て ､ そ の 混 合 物 中 で 実優 に 毒 性 を

- 7 -



発 揮 し て い る 化 合 物 の 検 索 を 試 み た ｡ 不 飽 和 脂 肪 酸 の 種 類 に よ

っ て 酸 化 反 応 の 進 行 が 異 な る た め ､ 4 0 ℃ で 3 日 間 酸 素 を 通 じ

る と い う
一 定 の 反 応 条 件 下 に お い て 生 成 し た 酸 化 混 合 物 に つ い

て 毒 性 を 検 討 し た o そ の 結 果 ､ リ ノ ー

ル 酸 の 場 合 そ の ヒ ド ロ ペ

ル オ キ シ ド が ､ ア ラ ヰ ド ン 酸 の 場 合 は (E ト ト h y d r o x y
-

2
-

n o n e n a l が 酸 化 混 合 物 の 毒 性 の 主 要 成 分 で あ る こ と を 確 認 し た ｡

本 論 文 で は ､ 第 1 章 で は リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド の 異

性 化 お よ び 分 解 へ の 気 相 や 溶 媒 の 影 響 に つ い て 述 べ ､ 第 2 . 章 で

は 生 体 内 に お い て 抗 酸 化 剤 お よ び ラ ジ カ ル 捕 捉 剤 と し て 機 能 す

る ビ タ ミ ン E (･ α -

t o c o p h e r o l ) の モ デ ル 化 合 物 で あ る

2
,
2
,
5

, 7 , 8
-

p e n t a m e t h y l c h r o m a n
- 6 -

o 1 に よ る リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ

ペ ル オ キ シ ド の 捕 捉 反 応 に つ い て 述 べ る o リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ

ル オ 車 シ ド お よ ぴ そ の 酸 化 分 解 か ら 生 成 す る ア ル デ ヒ
.
ド の 細 胞

毒 性 に つ い て ､ ヒ ト 線 維 芽 細 胞 に 対 す る 研 究 を 第 3 章 に ､ ヒ ト

麟 帯 静 脈 内 皮 細 胞 に 対 す る 研 究 を 第 4 章 に 記 述 し た ｡ 第 5 章 で

は 数 種 の 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 の 自 動 酸 化 物 の 毒 性 に つ い て 述 べ る ｡

- 8 -



本 論

第 1 章 リ ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド の 異 性 化 反 応

過 酸 化 脂 質 が 生 体 に と っ て 栄 養 学 的 お よ び 病 理 学 的 に 有 害 で

あ る と 数 多 く 報 告 さ れ て い る ｡ 過 酸 化 脂 質 と 呼 ば れ る 物 質 の う

ち 最 も 基 本 と な る 化 合 物 は 不 飽 和 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ ン ド で

あ る o こ の 化 合 物 の 化 学 的 お よ び 生 化 学 的 反 応 性 が 過 酸 化 脂 質

の 性 質 の 根 源 と な っ て い る と 考 え ら れ る ｡ し か し 脂 質 ほ ､ 分 子

レ ベ ル で 純 粋 な 形 と し て 単 離 し た り ､ 構 造 を 確 認 し た り す る こ

と が 遅 れ て い る 生 体 成 分 の 一

つ で あ る o 従 来 の 過 酸 化 脂 質 の 研

究 で は 脂 肪 酸 は 混 合 物 の ま ま 使 用 さ れ て い た の で ､ 生 成 す る 過

酸 化 物 も 単 一 構 造 で は な か っ た o 更 に 過 酸 化 物 は 不 安 定 で あ る

こ と も 精 製 を 困 難 に さ せ て い た ｡

近 年 ､ 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ( H P L C ) が 急 速 に 発

達 し ､ 不 飽 和 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル キ シ ド の 異 性 体 が 精 製 で き る よ

う に な っ た ｡ リ ノ
ー ル 酸 メ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ

.
ド の 位 置 異 性

体 の 分 離 が 1 9 7 5 年 に 報 告 さ れ
3 1 )

､ 次 い で 1 9 7 7 年 に は

立 体 異 性 体 の 分 離 が 報 告 さ れ た 1 8 ) ｡ こ れ に よ り 従 来 混 合 物 の

ま ま で 実 験 に 供 さ れ て

て 取 り 扱 え る よ う に な

著 者 は 不 飽 和 脂 肪 酸

よ び 異 性 化 に 興 味 を も

し て ､ 実 験 を 試 み た ｡

き た 過 酸 化 脂 質 が 純 粋 な 有 機 化 合 物 と し

っ た ｡

ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 性 質 の う ち 分 解 お

ち ､ ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 異 性 体 を 単 離

- g -



第 1 節 リ ノ
ー

ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 合 成 お よ ぴ 精 製

リ ノ ー ル 酸 を は う 酸 緩 衝 液 ( p H g . 0 ) 中 で ダ イ ズ リ ポ キ シ ゲ

ナ ー ゼ - 1 に よ っ て 酸 化 し 3 2 ) ､ シ リ カ ゲ ル カ ラ ム で ヒ ド ロ ペ

ル オ ヰ シ ド を 分 離 し た ｡ こ の ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド を .H P L C で

分 析 す る と 異 性 体 の 混 合 物 で あ る こ と が 判 明 し た ( F i g . 7 ) 0

i n j e c t

Ⅰ

Ⅱ
Ⅲ/

ム
1

3
B

o
-

6ら m i n

F i g . 7 . H i g h p e r f o r m a n c e l i q u i d c h r o m a t o g r a m o f l i n o l e i c

a c i d h y d r o p e r o x i d e s d e r i v e d f r o m t h e o x i d a t i o n o f l i n o l e i c

a c i d w i t h s o y b e a n l i p o x y g e n a s e
- 1 .

分 取 用 Ⅲ p L C カ ラ ム を 用 い て ピ ー

ク Ⅰ を 分 離 精 製 し た ｡ ピ ー

ク Ⅰ は 本 酵 素 か ら の 壬 生 成 異 性 体 と 報 告 さ れ て い る ( 1 3 S 卜

( 9 Z ･ 1 1 E ) - 1 3 - h y d r o p e r o x y
- 9

, l l
-

o c t a d e c a d i e n o i c a c i d ( Z , E -

1 3 - L O O ‡ ) で あ る
1 3 )
と 考 え ら れ た ( F i g . 8 ) ｡ 他 の ヒ ド ロ ペ

ル オ キ ･ シ ド 異 性 体 Ⅱ お よ び Ⅲ は 本 酵 素 反 応 で は 少 量 し か 生 成 し

な い の で 自 動 酸 化 に よ っ て 合 成 し ､ 酵 素 反 応 の 場 合 と 同 様 に 処

理 し て ピ ー ク Ⅱ お よ び Ⅲ に 相 当 す る 分 画 を 分 離 精 製 し た ｡

ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド と し て は F i g . 8 に 示 す よ う に ヒ ド ロ ペ ル

オ キ シ 基 の 付 く 位 置 が 9 位 と 1 3 位 の 二 点 が あ る ｡ さ ら に そ れ ぞ

れ 二 重 結 合 の 幾 何 異 性 に よ っ て 2 種 類 の 合 計 4 種 類 の 異 性 体 が

あ る が ､ ピ ー ク Ⅰ ､ Ⅱ ､ Ⅲ の 構 造 の 確 認 に は 質 量 分 析 法 ( M S )

- 1 0 -



‖ 0 0H

C OOH

( 1 3 S)
-

( 9 Z , l l E)
- 1 3 - h y d r o p e r o x y

- 9
,
l l - o c t a d e c a d i e n o i c a c i d

( Z , E
- 1 3 - L O O H)

C OO=

00H

( 9 E ′l l E) - 1 3 - h y d r o p e r o x y
- 9
,
1 ト o c t a d e c a d i e n o i c a c i d

( E r E
- 1 3 -

L O O H)

COOH

00H
(1 0 E , 1 2 Z 卜 9 - h y d r o p e r o x y

- 1 0 1 1 2 - o c t a d e c a a i e n o i c a c i d

( E r Z こ9 - L O O H)

C O O‖

00H

( 1 0 E ′1 2 E ) - 9 - h y d r o p e r o x y
- 1 0 , 1 2 - o c t a d e c a d i e n ｡ i c a c i d

( E , E
- 9 -

L O O H)

F i g ･ 8 ,
･ S t r u c t u r s s o f l i n o l e i c a c i d h y d r o p e r o x i d e s ･

- 1 ト



お よ び 核 磁 気 共 鳴 分 光 法 ( N M a ) が 有 効 で あ っ た ｡ ピ -

ク Ⅰ

Ⅱ ､ Ⅲ の 分 画 を N a B I 4 還 元 ､ メ チ ル エ ス テ ル 化 ､ 接 触 還 元 ､ お

よ び ト リ メ チ ル シ リ ル ( T M S ) 化 と 処 理 し て 得 た 7n e t h y l

t r i Tn e t h y l s i l i l o x y s t e a r a t e を M S で 分 析 し た ｡ ピ ー

ク Ⅰ お よ

び Ⅱ か ら の 誘 導 体 で は m / e 3 1 5 ､ 1 7 3 が ､ ピ ー ク Ⅲ か ら の 誘 導

体･ で は m / e 2 5 9 ､ 2 2 9 が 確 認 さ れ た こ と ( F i g . 9 ) か ら ､ ピ ー

ク Ⅰ お よ び Ⅱ は 1 3 - ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド で あ り ､ ピ ー ク Ⅲ は

9
-

ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド で あ る と 判 明 し た ｡ プ ロ ト ン ー N M R

(
1
H - N M R ; 2 0 0 M fl z ) に お け る オ レ フ ィ ン 性 プ ロ ト ン お よ

び ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ 基 の 付 加 し た 炭 素 の メ チ ン プ ロ ト ン の 結 合

定 数 の 分 析 お よ ぴ デ カ ッ プ リ ン グ 法 を 用 い て 二 重 結 合 の 幾 何 異

性 と 位 置 を 決 定 し た ｡ 従 来 リ ノ ー ル 酸 メ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ

ド の う ち
.
1 3 - Z

,
E -

､ 1 3
- E

,
E -

､ お よ び 9
-

E
,
Z - 異 性 体 の

1
H - N M

R ス ペ ク ト ル は 報 告 さ れ て い た が ､ そ れ ら の オ レ フ ィ ン プ ロ ト

ン の 帰 属 は 為 き れ て い な か っ た
1 8 )

o ま た ダ イ ズ リ ポ キ シ ゲ ナ

ー ゼ - 1 に よ り 生 成 す る 1 3 -

Z ,
E -

L O O H は 重 水 中 に お け る 測 定 が

O T M S

r y e 3 1 5

l
‾ ‾ 一 ‾ ‾

1

O T ⅣlS

rrV e 2 5 9

rr/ e 1 73

ユ3 !
J

l

. . ,E - _ l

rr/ e 22 9

; 9 ;
l

暮

. _ _ _ +

C O O C H 3

C O O C H 3

F i g ･ 9 ･ O r i g l n O f c h a r a c t e r i s t i c f r a g m e n t i o n s i n t h e m a s s

s p e c t r a o f t r i m e t h y l s i l y l d e r i v a t i v e s o f m e t h y 1 9
- h y d r o x y

-

s t e a r a t e a n d m e t h y 1 1 3 - h y d r o x y s t e a r a t e .

- 1 2 -



報 告 さ れ た が ､ 9 位 と 1 2 位 の シ グ ナ ル が 重 な り オ レ フ ィ ン プ ロ

ト ン の 完 全 な 解 析 は で き な か っ た 3 3 ) o 本 実 験 で 単 離 し た 各 ピ

ー ク 分 画 の 重 メ タ ノ ー ル 中 の 1 H -

N M R チ ャ ー ト の 低 磁 場 部

分 を F i g . 1 0 に 示 し た ｡ ピ ー ク Ⅰ の 分 画 は ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ 基

に 隣 接 し た 二 重 結 合 の プ ロ ト ン が 1 5 H z の 結 合 定 数 を 示 し た の で

E ( ト ラ ン ス ) で あ り ､ そ れ に 共 役 し た 二 重 結 合 は 1 1 ‡z の 結 合 定

数 を 示

ピ ー ク

数 を 示

l o b ) 0

し た の で Z ( シ ス ) で あ る こ と が 判 明 し た ( F i g . 1 0 a ) ｡

Ⅱ の 分 画 は 共 役 し た 二 重 結 合 の い ず れ も が 1 5 ‡z の 結 合 定

し た の で E E 異 性 体 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た ( F i g .

ピ ー ク Ⅲ の 9 - ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド ( F i g . 1 0 c ) は オ

レ フ イ ン 周 辺 の ク ロ モ フ ォ ア に 関 し て は 1 3 -

ヒ ド ロ ペ ル オ キ

シ ド と 同 様 で あ る と 考 え ら れ る こ と か ら ､ E E と E Z 異 性 体 の
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混 合 物 で あ る と 判 定 さ れ た ｡ F i g . 1 0 c 中 で ○ 印 を 付 け た シ グ ナ

ル は 9 - E
,
Z - L O O H に 由 来 す る と 考 え ら れ る も の で あ る o 叩 S お よ

び
1
H

- N M R の 結 果 よ り ､ 各 シ グ ナ ル は T a b l e Ⅰ の よ う に 帰

属 さ れ ､ ピ ー ク Ⅰ は ( 9 Z , l l E )
-

1 3 - h y d r o p e r o x y
- 9

,
1 卜

o c t a d e c a d i e n o i c a c i d ( Z , E - 1 3 -

L O O Ⅱ) ､ ピ ー ク Ⅱ は ( 9 E , l l E ) -

1 3 ･
-

h y d r o p e r o x y
-

9 , l l
-

o c t a d e c a d i e n o i c a c i d ( E , E - 1 3 - L O O H ) ､

ピ ー ク Ⅲ は ( 1 0 E ,
1 2 Z ) - お よ び ( 1 0 E , 1 2 E 卜 g -

h y d o p e r o x y
-

1 0 , 1 2
-

o c t a d e c a d i e n o i c a c i d ( E ,
Z - 9 T L O O E お よ び E ,

E - 9 - L O O H ) の 混 合

物 で あ る と を 同 定 さ れ た ｡

T a b l e =

P r o t o n c h e m i c a l s h i f t s o f H - 9 ～1 3 i n l i n o l e i c a c i d
h y d 工
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c
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3 4 )
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第 2 節 リ ノ
ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド の 異 性 化

T) / -

イ オ ン な

オ ヰ シ ド

解 ば か り

脂 質 ヒ
■
ド

し て 注 目

ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド は 不 安 定 で 熟 ､ 光 ま た は 金 属

ど に よ っ て 容 易 に 分 解 さ れ る
3 6 )

｡ 近 年 ､ ヒ ド ロ ペ ル

は 酸 素 存 在 下 に お い て ､ ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド は 酸 化 分

で な く 異 性 化 を も 受 け る こ と が 近 年 見 い 出 さ れ
3 7 )

､

ロ ペ ル オ ヰ シ ド の 化 学 的 不 安 定 性 を 示 す 現 象 の 一 つ と

さ れ た ｡ C h a n ら は リ ノ
ー ル 酸 メ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ

ド の 四 異 性 体 ( 1 3 - Z
,
E -

､ 1 3
-

E
,
E

-

､ 9
-

E
,
Z -

､ お よ ぴ 9
- E

,
E 一 異 性

体 ) を 単 離 ( 純 度 7 3 % ･以 上 ) し て 4 0
o

C に 加 熱 す る と ､ そ れ

ぞ れ の 異 性 体 は 異 性 化 を 受 け て 四 異 性 体 の 混 合 物 に な る こ と を

報 告 し た
2 8 )

o さ ら に 彼 ら は 酸 素 - 1 8 で 標 識

チ ル ヒ ド･ ロ ペ ル オ ヰ シ ド ( 9 - E
,
Z - 異 性 体) 杏

加 熱 し た 後 ､ 回 収 し た 原 料 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ

% 保 持 さ れ て お り ､ 異 性 化 で 生 成 し た 他 の 3

オ キ シ ド に は
1 8
o が い ず れ の 異 性 体 に も 約 5

し た リ ノ ー ル 酸 メ

4 0
o

C で 1 6 時 間

ド に は
1 S
o が 8 2

種 額 の ヒ ド ロ ペ ル

5 % 取 り 込 ま れ て

い た こ と か ら ､ F i g . 1 1 に 示 す よ う な 機 構 を 提 唱 し た ｡ そ し て

0 - 0 ･

I
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-
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L O
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l
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h y d r o p e r o x 土d e s 土n t h e p r e s e n c e o f o x y 9 e n ･
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嫌 気 的 条 件 下 で は ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 異 性 化 は 起 こ ら な い と

報 告 し た o ま た ､ S i n g l e t o n は
.

リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ L ド

( 1 3 - Z
,
E - L O O Ⅱ が 約 7 0 % の 混 合 物 ) を ヘ キ サ ン 溶 液 で 2 5

o

C

に 保 持 す る
一
と 異 性 化 が 起 こ り ､ そ の 異 性 化 は 温 度 や 濃 度 が 高 い

ほ ど 速 い と 報 告 し た 3 8 ' ｡ 著 者 は 嫌 気 的 条 件 下 に お い て 異 性 化

が 起 こ る か 確 か め る こ と が 不 安 定 な ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 反 応

性 を 検 討 や 保 管 に 重 要 で あ る と 考 え ､ 嫌 気 的 条 件 下 を 始 め と し

て 種 々 の 条 件 下 に お け
.
る リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド ( 1 3 -

Z
,
E - L o o n ) の 異 性 化 お よ び 分 解 を 検 討 し た ｡

種 々 の 溶 媒 や 共 存 ガ ス 下 に お い て リ ノ -

ル 酸 ヒ ド ロ ペ )J ォ ヰ

シ ド を 5 0
o

C に 加 熱 し た ｡ 経 時 的 に 2 3 4 n m の 吸 光 度 ( 昇 役

ジ ュ ン 構 造 に よ る ) の 変 化 お よ び H P L C に
･

お け る 各 ヒ ド ロ ペ

ル オ ヰ シ ド 異 性 体 の ピ ー ク 面 積 を 測 定 し た ｡ 異 性 化 ( Ⅰ ) . と 分

解 ( D ) の 割 合 は 次 式 に 従 っ て 求 め た ｡

I - ( l o o -

A )

D - A ＋ ( 1 0 0
-

A )

[ 全 L O O ‡面 積]
-

[ 原 料 L O O H ]

[ 全 L O O H 面 積 ]

[ L O O Ⅱ以 外 の 生 成 物 面 積]

[ 全 面 積]

A : 2 3 4 n m の 吸 光 度 の 減 衰 率

面 積 : H P L C に よ る ピ ー ク 面 積

- 1 7 -



地 竺坐 せ

キ シ ド の 異 性 化

脱 気 と ア ル ゴ ン ガ ス 導 入 を 4

気 に し た バ イ ア ル に ミ ニ ナ ー ト

で .飽 和 し た 5 0 m M リ ノ ー ル 酸

L O O 辻) / ベ ン ゼ ン 溶 液 を 加 え 5

- 5 回 繰 り 返 し て ア ル ゴ ン 軍 国

バ ル ブ を 装 着 し ､ ア ル ゴ ン ガ ス

ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド ( Z , E - 1 3 -

0
o

C に 加 熱 す る と ､ 異 性 化 が 起

こ り ､ I ,
E - 1 3 - L O O I お よ び E

,
E - 9 - L O O E が 生 成 し た ( F i g . 1 2 ) 0

Z
.
E - 1 3 - L O O E の 異 性 化 は 反 応 初 期 に 急 速 に 進 行 す る の に 対 し て ､

分 解 は 反 応 時 間 が 延 び る に 従 っ て 比 較 的 ゆ っ く り 増 加 し た (

F i g . 1 3 ) ｡ 異 性 化 生 成 物 を H P L C で 分 離 し ､ 1 H - N M 良

を 用 い て 同 定 し た . 従 来 z . E - 1 3 - L O O Ⅱ の 異 性 化 に お い て は 他 の

3 種 類 の 異 性 体 が 生 成 す る と 報 告 さ れ て い る 2 8 ､ 3 8 )
o 本 実 験 で

分 離 し た 9
-

L O O I 分 画 を
1 Ⅰ‡ - N M R で 調 べ る と E

.
Z

- 9 -

L O O E を 含

ま な い こ と を 示 し た ｡ こ の 結 果 は. 得 ら れ た 9
-

L O O H 分 画 を t r 卜

p h e n y l p h o s p h i n e で 還 元 し て も ､ ( 1 0 E . 1 2 E )
- 9 - h y d o x y

- 1 0
,
1 2 -

E , I
- 9 - L O O E

E
,
E - 1 3 - L O O H

＼

S b4( Z , E
- 1 3 - L O O K)

＼

＼

i n 3 e a t

㌔
2 0 4 0

m ュ n

F i g ･ 1 2 . H i g h p e r f o r m a n c e l i q u i d c h r o m a t o g r a m o f Z , I
- 1 3 -

L O O E i n c u b a t e d f o r 2 d a y s a t 5 0
o

C u n d e r a r g o n .

-

1 8
-



o c t a d e c a d i e n o i c a c i d し か 得 ら れ な い こ と か ら も 確 認 き れ た ｡

ま た E ,
E - 1 3 - L O O H は 同 条 件 下 で E , E

-

9
-

L O O Ⅱ に 異 性 化 す る が ､ そ

の 速 度 は Z , E -

1 3
-

L O O I よ り も か な り 遅 か っ た ( F i g . 1 4 ) o
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異 性 化 に 絶 す
ー_
亙 幽 虹墓

ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 ､ 種 々 の 溶 媒 中 古羊 お け る Z , E
- 1 3 - L O O Ⅱ の 異

.

性 化 お よ ぴ 分 解 の 経 時 変 化 を F i g . 1 5 に 示 し た ｡ ベ ン ゼ ン 中 (

○ ) で は 異 性 化 が 急 速 に 起 こ り ､ 6 時 間 後 に は 約 7 0 % が E , E
-

1 3 r L O O ‡ お よ ぴ E
.
E

-

9
-

L O O Ⅱ へ 異 性 化 し た が ､ 分 解 は ほ と ん ど 起

こ っ て い な か っ た ｡

が 増 加 し た ｡ ク ロ

が 急 速 に 起 こ り ､

し て メ タ ノ ー ル 中

の み が 起 こ っ た ｡

分 解 も い ず れ も あ

1 0 0
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'
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也
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c d

p i
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異 性 化 の 割 合 は そ の 後 徐 々 に 減 少 し ､ 分 解

ロ ホ ル ム 中 ( A ) で は 異 性 化 と 分 解 の 両 反 応

2 日 後 に は は と ん ど 全 て 分 解 し た ｡ そ れ に 対

( △ ) . で は 異 性 化 は は と ん ど 起 こ ら ず ､ 分 解

n
- プ ロ ピ ル エ ー
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異_ー盤上 地 艶 _響

異 性 化 が 急 速 に 起 こ る ベ ン ゼ ン お よ び 異 性 化 の 起 こ り に く い

n
- プ ロ ピ ル エ ー テ ル を 溶 媒 と し て 用 い ､ Z , E - 1 3 - L O O : の 異 性

化 と 分 解 に 対 す る 共 存 ガ ス の 影 響 を 調 べ た ｡ い ず れ の 溶 媒 で も

窒 素 雰 囲 気 下 の 結 果 は ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 の も の と 同 様 で あ っ た

( F i g . 1 6 ) ｡
一 方 ､ 空 気 お よ び 酸 素 雰 囲 気 下 で は ､ 酸 素 の 影

響 が 顕 著 に 現 れ た ｡ ベ ン ゼ ン 溶 液 で は ､ 酸 素 の 有 無 に か か わ ら

ず 異 性 化 の 初 期 速 度 は ア ル ゴ ン 中 ( ○ ) や 窒 素 中･ ( ㊨ ) と は ば

同 様 で あ っ た ｡ し か し 分 解 反 応 は 酸 素 の 存 在 で 促 進 さ れ ､ 1 日

後 に は Z , E
-

1 3
-

L O O Ⅱは は と ん

も 急 速 に 分 解 し た ｡ n
- プ ロ

す る ( △ ､ 空 気 ; A ､ 酸 素 )

が 促 進 さ れ た ｡
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異 性 化 に 対 す
_
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壁
_
T
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一
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ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で Z , E - 1 3 - L O O I の ベ ン ゼ ン 溶 液 に ラ ジ カ ル

捕 捉 剤 で あ る b u t y l a t e d h y d r o x y t o l u e n e ( B H T ) を 添 加 す

る ( ㊨ ) と ､ 異 性 化 は 完 全 に 抑 制 さ れ た が 分 解 は 生 じ た ( F i g .

1
.
8 ) . 異 性 化 反 応 の 進 行 し に く い n

-

プ ロ ピ ル エ - テ ル 溶 液

に ラ ジJ カ ル 開 始 剤 で あ る α
,
a -

a z o b i s i s o b u t y r o n i t r i l e ( A I

B N ) を 添 加 し た ( A ) が ､ 異 性 化 反 応 は 促 進 さ れ ず 分 解 の み

が 促 進 さ れ た ｡

O M

( C ‖3)3 C
＼ミ

. i

C H 3

B ‥T

C ( C H 3) 3

M ≡ c -

?
H 3

C
- N = N

-

t
C H 3

A I B N

?
H
3

C
-

C 苧 N

I
C H 3

F i g . 1 7 . S t r u c t u r e s o f b u t y l a t e d h y d r o x y t o l u e n e ( B H T) a n d

α . ct
- a z o b i s i s o b u t y l o n i t r i l e ( A = B N ) .

異 性 化 に 対 す る Z , E
-

1 3 - L O O ‡ の 濃 度 の 影 響 を 窒 素 雰 囲 気 下 に

お い て 1 0 か ら 1 0 0 n 軸の 濃 度 範 囲 で 調 べ た が ､ s i n g l e t o n が 報 告

し た よ う な 濃 度 依 存 性
3 8 )
は 認 め ら れ な か っ た o

Z
,
E - 1 3 - L O O Ⅱ の ベ ン ゼ ン 溶 液 を ア ン プ ル に 入 れ ､ 脱 気 ( 5 . 0

× 1 0
- 4
･ n n E g ) し て 封 入 し ､ 5 0

o

C に 加 熱 す る と 異 性 化 は 起 こ

っ た が ､ ア ル ゴ ン 写 囲 気 下 よ り も 少 な か っ た ｡ Z
,
E - 1 3 - ､L O O E を

ア ン プ ル に 入 れ ア ル ゴ ン 下 に 封 入 し て ､ 液 体 窒 素 申 ( - 1 g 5 . 8

b

c ) に 保 管 す る と 2 ヶ
,
月 後 で も 数 % し か 異 性 化 を 起 こ さ ず ､ し

か も 僧hと ん ど 分 解 し て い な か っ た o

-

2 2 -
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第 3 節 考 察

c h a n ら は
T
) ノ

ー ル 酸 メ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド が 酸 素 存 在 下

で は 異 性 化 を 起 こ す が ､ 嫌 気 的 条 件 下 で は 異 性 化 を 起 こ さ な い

と 報 告 し て い る
2 8 )

｡ し か し 著 者 は リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ

シ ･ド の 安 定 性 は 溶 媒 や 共 存 ガ ス に よ っ て 複 雑 な 影 響 を 受 け る こ

と を 見 い 出 し た ｡

z
,
E - 1 3 - L O O ‡ は ベ ン ゼ ン 溶 液 中 で は ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で も

E
,
E

-

9
-

L O O ‡お よ ぴ E ,
E - 1 3 - L O O : に 異 性 化 し た . 同 様 に E , E

-

1 3
-

L O O Ⅱを 処 理 す る と E , E
- 9 - L O O Ⅱ に 異 性 化 し た ｡ し か し E E 異 性 体

か ら E Z 異 性 体 へ の 変 化 は 観 葉 さ れ な か っ た ｡ こ れ ら の 実 験 結

果 お よ び p o r t e r ら

4 8 )
な ど か ら リ ノ

え た ( F i g . 1 9 )

て 生 成 し た ペ ル オ

ペ ン タ ジ ェ ニ ル ラ

に よ り 検 討 さ れ た 異 性 化 に つ い て の 機 構
3 9 ､

- ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ ン ド の 異 性 化 機 構 を 考

.
ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 水̀ 素 引 き 抜 き に よ っ

キ シ ラ ジ カ ル ① か ら 酸 素 が 脱 離 し て 生 成 す る

ジ カ ル に は ② お よ び ③ が 考 え ら れ る ｡ ラ ジ カ

ル ② の 9 位 に 酸 素 が 付 加 す る と ペ ル オ キ シ ラ ジ カ ル ⑥ が 生 成 し ､

再 び 酸 素 の 脱 離 お よ び 1 3 位 へ の 付 加 を 経 て ラ ジ カ ル ⑥ が 生 成 す

る ｡ ラ ジ カ ル ⑥ お よ び ⑥ が 他 分 子 か ら 水 素 を 引 き 抜 く と ､ そ れ

ぞ れ E
,
E - 9 - L O O 甘お よ び E

,
E - 1 3 - L O O I が 生 成 す る o 今 回 生 成 が 確

認 さ れ な か っ た E
,
Z - 9 - L O O l は ラ ジ カ ル ⑧ か ら 生 成 す る と 考 え ら

れ る が ､ ⑧ へ は ラ ジ カ ル ③ ま た は ⑦ を 経 由 し な け れ ば な ら な い ｡

し か し ① 一 ③ ま た は ⑥ 一 ⑦ と い う 変 化 は 立 体 化 学 的 に は 起 こ り

に く い ,と 考 え ら れ る ｡ こ れ は ニ ュ
ー マ ン 式 投 影 図 を 用 い た F i g .

2 0 に 示 さ れ る よ う に ､ ラ ジ カ ル ① か ら の 酸 素 の 脱 離 に お い て ､

ラ ジ カ ル ③ へ の 反 応 は ② へ の 反 応 と 比 較 す る と ア ル キ ル 基 R l

と 二 重 結 合 炭 素 鎖 と の 立 体 障 害 が あ る た め 進 行 し に く い と 考 え

ら れ る ｡

- 2 4 -
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慧如
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③

- 叫

中 一 響
R

H

2

-

①

0 2

- ”
R
2

③

R
l
- C H
3 (
C H
2 ) 4

-

; R
2
- -

( C H 2 ) 7
C O O fI ･

F i g .
2 0

.
A N e w m a n

'

s p r oj e c t i o n o f r a d i c a l ① ･

炭 素 ラ ジ カ ル と 酸 素 と の 反 応 は ほ ぼ 拡 散 律 速 で あ る こ と が 知

ら れ て お り 4 1 〉 ､ さ ら に E .

, Z
- ペ ン タ ジ ュ エ ル ラ ジ カ ル は 約 1 7 0

o

K 以 上 の 温 度 で E , E - ペ ン タ ジ ェ ニ ル ラ ジ カ ル に 変 わ り 得 る が ､

逆 の 変 化 は 4 2 0
o

K と い う 高 温 で さ え 起 こ ら ず 熱 力 学 的 に 大 き

な 違 い が あ る こ と
J 2 )
が 報 告 さ れ て い る ｡ 従 っ て E

,
Z - ペ ン タ ジ

ュ エ ル ラ ジ カ ル が E , E
- ペ ン タ ジ ェ ニ ル ラ ジ カ ル に 直 接 異 性 化 す

る 可 能 性 は 考 え ら れ る が ､ E , E
- ペ ン タ ジ ェ ニ ル ラ ジ カ ル が E

,
Z -

ペ ン タ ジ ェ ニ ル ラ ジ カ ル に 直 接 異 性 化 を 起 こ す こ と は 考 え に く

い ｡ 本 研 究 に よ っ て 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド が 嫌

気 的 条 件 下 で も 異 性 化 反 応 を 起 こ す こ と を 明 ら か に し た ｡ こ の

結 果 よ り 一 度 切 断 さ れ た 酸 素 は た だ ち に 溶 媒 中 に 拡 散 し て し ま

う の で は な く ､ あ る 程 度 溶 媒 に よ る か ご 効 果 ( c a g e e f f e c t )

が あ り ペ ン タ ジ ェ ニ ル ラ ジ カ ル の 付 近 に 留 ま っ て い る と 考冬 ら

れ る ｡′

異 性 化 は ベ ン ゼ ン お よ ぴ ク ロ ロ ホ ル ム 中 で は 急 速 に 起 こ る が ､

メ タ ノ ,
- ル お よ び n - プ ロ ピ ル エ - テ ル 中 で は 遅 い こ と が 見 い

出 さ れ た ｡ C h a n ら

が ､ 今 回 の 結 果 か

か っ た ｡ た だ し ク

知 ら れ て お り
4 3 )

､

は 溶 媒 の 極 性 が 異 性 化 に 関 連 す る と 示 唆 し た

ら は 単 純 に は そ の よ う な 関 連 は 見 い 出 さ れ な

ロ ロ ホ ル ム は ラ ジ カ ル を 生 成 し や す い こ と が

分 解 と 異 性 化 の 両 者 が 急 速 に 起 こ る の で は

-

26
-



な い か と 考 え ら れ た ｡ し か し ベ ン ゼ ン 中 で 異 性 化 が 急 速 に 進 行

す る 理 由 に つ い て は 明 ら か に で き な か っ た ｡ メ タ ノ ー ル は ヒ ド

ロ ペ ル オ キ シ ド と 反 応 し 得 る 4 3 ) の で ､ 異 性 化 反 応 よ り も 分 解

が 優 先 し て 進 行 し た も の と 思 わ れ た ｡ こ の よ う な 要 因 を 含 め て

考 え る と ､ や は り 非 極 性 溶 媒 中 で は 異 性 化 が 起 こ り や す い と 考

え ら れ た ｡

n
- プ ロ ピ ル エ ー テ ル 中 で は 異 性 化 や 分 解 が 遅 い の で ヒ ド ロ

ペ ル オ キ シ ド の 貯 蔵 用 溶 媒 と し て 薦 め ら れ る ｡ し か し ヒ ド ロ ペ

ル オ ヰ シ ド を 液 体 窒 素 中 で 保 管 す る と ､ 溶 媒 を 用 い な く て も 数

カ 月 間 ほ と ん ど 異 性 化 お よ び 分 解 を 起 こ さ ず に 保 持 で き た ｡ 従

来 の 希 釈 溶 液 に し て - 2 0 ℃ に 保 存 す る 方 法 に 比 べ て ､ 液 体 窒

素 を 用 い る こ の 方 法 は 簡 便 で 効 率 の よ い も の と 考 え ら れ る ｡

Z
,
E - 1 3 - L O O Ⅱ は n 一

件 下 で は 異 性 化 を 起 こ

行 す る の で ､ 酸 素 に よ

ラ ジ カ ル 捕 捉 荊 で あ る

化 が 抑 制 さ れ る 事 実 は ､

プ ロ ピ ル エ ー テ ル 溶 液 に お い て 嫌 気 的 条

さ な い が ､ 酸 素 の 存 在 下 で は 異
｢
性 化 が 進

り 異 性 化 が 促 進 さ れ る こ と は 確 実 で あ る ｡

B H T の 添 加 に よ り Z ,
E - 1 3 - L O O 拝 の 異 性

こ の 異 性 化 反 応 が ラ ジ カ ル 反 応 で あ る

こ と を 示 唆 し て い る ｡ 嫌 気 的 条 件 下 の n - プ ロ ピ ル エ - テ ル 溶

液 に ラ ジ カ ル 開 始 荊 で あ る A I B N を 添 加 し て も ､ 異 性 化 は 促

進 さ れ ず ､ 分 解 反 応 の み が 促 進 き れ た ｡ こ の こ と は 単 に ア ル キ

ル ペ ル オ ヰ シ ラ ジ カ ル を 生 成 す る だ け で は ､ 直 接 異 性 化 に は 連

結 し な い こ と を 示 し て

- 2 7 -



第 2 章 ビ タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物 に よ る リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル

オ ヰ シ ド 捕 捉 反 応

不 飽 和 脂 肪 酸 は 生 体 内 に お い て ､ り ん 脂 質 の 成 分 と し て 生 体

膜 .の 主 要 な 構 成 要 素 を な し て い る ｡ 現 代 分 子 生 物 学 で は 正 常 な

生 命 活 動 の 維 持 の 根 源 を ､ 細 胞 や 細 胞 内 小 器 官 を 区 画 し て い る

生 体 膜 に あ る と い う 考 え も あ る ｡ 生 体 膜 は 内 外 を 隔 て る コ ン パ

ー ト メ ン ト と し て の 役 割 に と ど ま ら ず 膜 自 身 に 多 様 な 能 力 を 保

有 す る ｡ し か し そ の 成 分 で あ る 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 が 酸 化 さ れ る

と ､ 生 体 膜 が 損 傷 を 受 け て 円 滑 な 機 能 の 発 揮 に 支 障 を き た し た

り ､ 他 の 生 体 成 分 と 容 易 に 反 応 す る ラ ジ カ ル や 二 次 産 物 に 分 解

し て ､ 細 胞 さ ら に は 組 織 に 傷 害 を 与 え る と 考 え ら れ て い る
4 4 )

0

生 体 内 に お い て 強 い 抗 酸 化 性 や ラ ジ カ ル 捕 捉 性 を 示 す 化 合 物

と し て ビ タ ミ ン E ( α - t o c o p b e r o l ) や チ オ ー ル 化 合 物 が 知 ら

れ て い る ｡ こ の ラ ジ カ ル 捕 捉 反 応 の 機 構 を 解 明 す る た め ､ ビ タ

ミ ン E ま た は そ の モ デ ル 十ヒ 合 物 と 過 酸 化 脂 質 と の 反 応 に お け る

生 成 物 の 分 析 が 試 み ら れ て き た
4 5 ‾ 4 7 )

. し か し 反 応 の 複 雑 さ ､

原 料 過 酸 化 脂 質 の 精 製 の 困 難 さ お よ び 不 安 定 さ な ど か ･ら 生 成 物

の 単 離 お よ び 構 造 の 決 定 は 一 部 し か 達 成 さ れ て い な い o そ の な

か で 最 も 詳 し く 検 討 さ れ て い る の は F e ( Ⅲ ) の 存 在 下
T) ノ ー ル 酸

ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド と シ ス テ イ ン と の 反 応 で あ る 2 2
‾ 2 4 )

. そ の

反 応 機 構 は F i g . 2 1 に 示 す よ う
1
に 酸 素 の 有 無 に よ っ て 経 路 が 大

き く 異･な る ( 実 線 が 酸 素 存 在 下 ､ 破 線 が 酸 素 不 在 下) ｡ こ の 反

応 で は ま ず シ ス テ イ･ ン に よ る F e ( Ⅲ ) の 還 元 か ら F e ( Ⅱ ) が 生 成 し ､

ヒ ド ロ ペ ') U オ ヰ シ ド が 分 解 さ れ る . 嫌 気 的 条 件 下 で は テ イ ル ラ

ジ カ ル ( C y S ･ ) は ､ 生 成 す る ア ル コ キ ン ラ ジ カ ル ( L 0 ･ )

を 捕 捉 し て 付 加 物 ( c y s L 0 ) を 生 成 す る ｡ し か し 酸 素 が 存

-

28
-
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-
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( d a s h e d l i n e s ) ｡
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F
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e
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c

e
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三言
n

｡ x y g e n

[ H . W . G a r d n e r a n d P . A . J u r s i n i c , B i o c h i m .

B i o p h y s . A c t a , 5 3 i , 1 0 0 ( 1 9 8 1 ) 】

在 す る と チ イ ル ラ ジ カ ル は 酸 素 と 反 応 し て ､ ア ル コ ヰ シ ラ ジ カ

ル は 捕 捉 さ れ な い ｡

ビ タ ミ ン E は 生 体 膜 に お け る 脂 質 過 酸 化 を 防 落 す る 物 質 と し

て 知 ら れ て い る
4 8 ,

｡ 従 っ て ビ タ ミ ン E が ラ ジ カ ル を 捕 捉 す る

機 構 に つ い て は か な り 注 目 さ れ て い る ｡ し か し ビ タ ミ ン E が い

か な る 機 構 で 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド と 反 応 し ､ ど の よ う な

化 合 物 が 生 成 す る か に つ い て の 報 告 は は と ん ど な く ､ 生 成 物 を

確 実 に 単 離 し た 報 告 は
一 例

ま た は F e ( Ⅲ ) の 存 在 下 で リ

( 異 性 体 の 混 合 物 ) と ビ タ

応 さ せ る と ､ シ ス
- お よ び

し か な い ｡ そ の 報 告 で は 窒 素 中 ､ 光

ノ ー ル 酸 メ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド

ミ ン E ま た は そ の モ デ ル 化 合 物 を 反

ト ラ ン ス
-

エ ポ キ シ 型 付 加 物 (

e p o x y c h r o m a n o x y
-

o c t a d e c e n o a t e s ) が 生 成 す る こ と が 見 い 出 さ

れ て い
'

る ( F i g . 2 2 )
2 =

｡ 著 者 は リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ

-

r2 9
-



シ ド の 異 性 体 を 精 製 し て ビ タ

い ､ 生 成 物 を 単 離 同 定 す る こ

て の 知 見 を 得 よ う と 試 み た ｡

R (R l
)
ズ♂ ㌧ ゴ

/
Rl ( R ,

( 1 5
-

L O O H/ 9
- L O O M ,

I

8 3 : 1 7)

R
l

ミ ン E モ デ ル 化 合 物 と の 反 応 を 行

と に よ っ て ､ そ の 反 応 機 構 に つ い

HO

R
2

i ) o r

F e C 1
3

C H
3
0 E ′ t7

2

R ( R l)

F i g . 2 2 . S t r u c t u r e s o f a d d i t i o n p r o d u c t s

b y d r o p e r o x 土d e a n d v 土t a m 土n E o r 土七s m o d e l

( 2 , 2 , 5 , 7 , 8
-

p e n t a m e t h y l c h r o m a n
- 6 - o 1 ) .

R
l
(良)

R 2

R
2

R = - ( C H 2 ) 4C H 3

R l
; - ( C H 2 ) 7

C O O C H 3

R 2
=

-

C H 3
0 r - C
1 6
H
3 3

o モ 1 i n o l e i ? a c i d

c o m p o u n d

【H . W . G a r d n e r , K . E s k i n s , G . W . G r a m s a n d

G . I . 工n g l e t t , L i p i d s . ヱ′ 3 2 4 ( 1 9 7 2 ) 】
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第 1 節 リ ノ
ー

ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド と ビ タ ミ ン E モ デ ル 化

合 物 と の 反 応

ダ イ ズ リ ポ キ シ ゲ ナ ー ゼ 1 1 に よ っ て 作 製 し た Z , E - 1 3 - L O O K

を メ タ ノ ー ル に 溶 解 し て 4
o

C に 冷 却 し ､ ア ル ゴ ン を 通 じ な が ら

ビ タ ミ ン E の モ デ ル 化 合 物 ( 2 ,
2

, 5 , 7 ,
8 -

p e n t a m e t h y l c b r o m a n
-

6
-

o 1 ) お よ び 過 塩 素 酸 第 一 鉄 を 添 加 す る と ､ す み や か に 反 応 が 進

行 し ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド は 減 少 し た ｡ 2 0 分 後 の 反 応 混 合 物 を

H P L C で 調 べ る と F i g . 2 3 に 示 す よ う に 多 数 の ピ ー ク が 観 察

さ れ た の で ､ こ れ ら の ピ
ー ク の 分 離 を 試 み た o ま た ビ タ ミ ン E

モ デ ル 化 合 物 ( F i g .
2 3 に お け る S M )

て い た が ､ ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の ピ ー ク

は 全 く 確 認 で き な か っ た ｡

′ ヽ

l

暮

I
ヽ
■
. ∫

巨
⊂〕

の

N

一

口
⊂:

ロ

慧T
C) ヽ -

′

U

【= 甘
⊂I r n
J ⊃ N
L

0
∽

J コ

<

A
ll

”

!
!
r .

I

l

l

.

I
,

I I

ⅤⅠ

S M
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は 反 応 混 合 物 中 に 残 っ

( 保 持 時 間 ; 3 4 . 5 分)

Ⅴ

F i g . 2 3 .

m 土Ⅹt u r e

0 1 0 20 50 LJO 50

Tl m e( ml n)

H i g h p e r f o r m a n c e l i q u i d c h r o m a t o g r a m s o f t h e r e a c t i o
n

r e s u l t i n g f r o m t h e a d d i t i o n o f F e ( = = ) t o a m i x t u r e o f

z
, ち - 1 3 ⊥L O O fl a n d 2 , 2 , 5 1 7 , 8

-

p e n t a m e t h y l c h r o m a n
- 6 - o l i n m e t h a n o l

u n d e r a r g o n ･ S M 1 2 1 2 ( 5 ( 7 1 8
-

p e n t a m e t h y l c h r o m a n
- 6 - o l ･
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ま ず 反 応 混 合 物 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム で 分 画 し ､ さ ら に 分 取 用

班 P L C カ ラ ム を 伺 い て 精 製 し た ｡ 単 離 同 定 さ れ た 生 成 物 を

F i g .
2 4 に 示 し た ｡ 反 応 混 合 物 に は 原 料 ヒ ド ロ ペ ル オ キ ン ド は

残 っ て い な か っ た が ､
ビ タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物 は 約 3 0 % 回 収

さ れ た ｡
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1 3 - L O O fl w i t h 2
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第 2 節 生 成 物 の 構 造 決 定

エ ポ キ シ 型 付 加 物

ピ ー ク Ⅰ の 化 合 物 は メ チ ル エ ス テ ル に 変 換 し て ､ H P L C [

M i c r o P a k S i
-

1 0 ; ヘ キ サ ン / エ ー テ ル ( 9 7 . 5
･

. 2 . 5
､
Ⅴ/ v) ] を

用 い る と ､ 3 個 の 分 画 ( ∫ a , I b , I c ) に 分 離 さ れ た (

F i g .
2 5 ) ｡

I a

巨
寸
M
～

＋J

⊂〉

(D

U

⊂

⊂!
.【⊃

L

C l
∽

J ⊃

a

Ib

I c

q O 50 60

Tl 柑e ( mュn)

F i g . 2 5 ･ S e p a r a t i o n o f m e t h y l e p o x y( p e n t a m e t
h y l c h r o m a n o x y )

-

o c t a d e c e n o a t e s b y h i g h p e r f o r m a n c e l i q u i d c h r o n a t o q r a p
h y ･

各 分 画 の ス ペ ク ト ル デ ー タ を T a b l e Ⅲ に 示 し た o い ず れ の 分

画 も U V ス ペ ク ト ル に お い て 2 8 3 お よ ぴ 2 8 9 n m に 吸 収 を 示 し､

タ ロ マ ノ キ シ 基 の 存 在 が 示 唆 さ れ た ｡ ま た M S で 珊/ e 5 2 8 に 分

子 イ オ ン ピ ー ク を 示 す こ と か ら ､ こ れ ら は n e t h y l e p o x y
-

-

3 3
-



T a b l e = = =

y i e l d s a n d s p e c t r a l d a t a o f m e t h y l e p o
x y ( p e n t a m e t h y ト

c h r o m a n o x y ) o c t a d e c e n o a t e s ｡

R *
R 之

終 R 2 終
R 2 終 R 2

l a I b l c

Y i eld ( %)
u v AE

t

.

o

l

tt
n m ( 6)

I R (C Cl .) c m
- I

M S m / e

1
Il ･ N M R

( C D Clユ) p p m

H ･ 9 a n d 1 0

H -l l

H -1 2

H ･1 3

4 .6

2g 3 s h (2 4 60)
2 8 9 (2 7 70)
1 7 4 5 ( C - 0 )
9 70 ( E - ol e点n)
9 0 0 ( tr a m s - ep o xid e)
5 2 8 ( M

＋

)
4 2 8 ( M

'
- C E
3( C H 2)4 C H O )

4 1 5 ( M
十

- c H
3( C H 2)4 C

I
H

o
j : H )

5 .5 S ( m , 2 印

4 .4 0 (d d , 0 .7 5 H , I - 8 .3 , 4 .9 fl z)
A)

3 .8 7 (d d , 0 .2 5 H , J = 5 .8 , 5 .6 H 2:)
a)

2 .9 3 ( dd , 1Ⅰ1 , J - 4 .9 , 2 .2 H z)

2 .6 9 (r n , l H)

】.2

2 8 3 s h ( 2 2 70)
2 8 9 (2 6 4 0)
1 7 4 5

8 9 5

5 2 8

4 2 8

41 5

5 .5 3 ( m , 2 H )
4 .2 5 (d d , l H , J - 8 .7 ,

6 .3 H z)

3 .0 5 (d d , 1 B , J ; - 6 .3 ,

2 .2 H z)
-

2
.
80 (d t , 1 H , J 買 5 .6 ,

2 .2 H z)

2 .I

2 8 3 s b (2 4 2 0)

2 89 (2 70 0)

I 74 5

9 70

8 9 5

5 2 8

4 2 8

41 5

5 .5 2 ( m , 2 H )
3 .81 (d d , 1 H , J =〒 6 .4 ,A
6 .2 H z)
3 .04 (d d , 1 H , J ; ‡ 6 .2 ,
2 .3 H z)
2 .7 9 (d t, l H , J = 5 .7 ,

2 .3 I血)

R
l
≡ C tI3( C B ユ)4 -; R z - 1 C t7 1) 7C O O C H 3; R O - 2

,
2
,
5
,7
,
8 - pe nt a m el hyl ch ro m a rl O Xy ･ a) Z ･/ E ･ ole 血 - 3 : 1 ･

( p e n t a.n- e t h y l c h r o m a n o x y ) o c t a d e c e n o a t e ( Ⅰ ) と 考 え ら れ た .

ま た 1
H 一 - N M R に お い て ∂ 2 .

6 g - 3 . 0 0 の エ ポ キ シ ド プ ロ ト ン

の シ グ ナ ル が 2 . 2 - 2 . 3 Ⅱz の 結 合 定 数 を 示 す こ と か ら ､ こ れ ら

の 生 成 物 が
‾
ト ラ ン ス エ ポ キ シ ド を 含 む

4 9 )
こ と が 確 認 さ れ た .

各 生 成 物 申 の エ ポ キ シ 環 ､ 二 重 結 合 ､ ク ロ マ ノ キ シ 基 の 位 置 は

M S に お け る フ ラ グ メ ン テ ー シ ョ ン パ タ ー ン お よ び
1
H I N M

- 3 4 1



R に お け る デ カ ッ プ リ ン グ 実 験 な ど に よ っ て 決 定 し た ｡ ま た

1
H

- N M R に お い て オ レ フ ィ ン プ ロ ト ン は 重 複 し て お り ､ 結

合 定 数 の 解 析 は で き な か っ た ｡ し か し I R に お い て E 二 重 結 合

に よ る 6 C H ( 面 外 ) が 9 7 0 c Tn
- 1
に 観 察 で き る か 否 か に よ り E

- z 異 性 を 決 め る こ と が で き た ｡ す な わ ち 分 画 I b は Z 異 性 体 ､

I c は E 異 性 体 で あ り ､ I a は 9 7 0 c m
- 1 の 吸 収 を 示 す が ､ そ の

強 度 が 弱 く E 異 性 体 と Z 異 性 体 と の 混 合 物 で あ る と 考 え ら れ た ｡

二 重 結 合 に 隣 接 す る メ チ ン プ ロ ト ン ( ク ロ マ ノ キ シ 基 の 付 け 根)

の シ グ ナ ル
.

は Z 異 性 体 ( I 也 ) と E 異 性 体 (

れ 6 4 . 2 5 と 3 . 8 1 に 分 離 し て 観 察 さ れ る ｡ 分 画

シ グ ナ ル は 6 4 . 4 0 と 3 . 8 7 に 観 察 さ れ ､ 各 ピ ー

分 画 I a ぱ E / Z 比 が 1 : 3 の 混 合 物 で あ る

エ

ノ

辛

は

ク

I c ) で ､ そ れ ぞ

I a に お け る 相 当

ク 面 積 の 積 分 か ら

こ と が 判 明 し た ｡

ポ キ シ 型 付 加 物 I b ､ Ⅰ c と I a と の 違 い は 1 1 位 - の ク ロ マ

キ シ 基 が 付 加 す る と き の 方 向 の 違 い に よ る ｡ 1 1 位 の ク ロ マ ノ

シ 基 と 1 2 位 の エ ポ キ シ 基 と の コ ン ホ メ ー

シ ョ ン ( 立 体 配 座)

1
H

-

N M R に お け る 結 合 定 数 の 値
5 功 , 5 1 )

お よ び シ リ カ ゲ ル

ロ マ ト グ ラ フ イ ー に お け る 移 動 速 度
5 2 ‾ 5 4 )

か ら ､ . 分 画 I a は

エ リ ス ロ ( e r y t h r o ) 異 性 体 で あ り ､ 分 画 I b と I c は ス レ オ

( t h r e o ) 異 性 体 で あ る と 考 え た ｡ 以 上 の 結 果 よ り
,
I a は

7n e t h y l t r a m s
- 1 2

,
1 3 -

e p o x y
-

e r y t h r o
- l l - ( 2 , 2 , 5 , 7 , 8 -

p e n t a
-

m e t h y l c h r o n a n o x y 卜 9
-

o c t a d e c e n o a t e の . ( 9 E ) 異 性 体 と

( 9 Z ) 異 性 体 の 1 : 3 の 混 合 物 ､ I b は m e t h y l ( 9 Z )
- t r a n s -

1 2
,
1 3

-

e p o x y
-

t h r e o
-

1 卜 ( 2 , 2 , 5 , 7 , 8
-

p e n t a m e t h y l c
J
h r o m a n o x y) -

9
-

o c t a d e c e n o a t e ､ I c は m e t h y l ( 9 E ) - t r a m s - 1 2
,
1 3 -

e p o x y
-

t h r e o
-

l l
- ( 2 , 2 ,

5
,
7

.
8 -

p e n t a m e t h y l c h r o m a n o x y ) - 9 -

o c t a d e c e n o a t e で あ る こ と を 明 ら か に し た ｡
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ヒ ド ロ ヰ シ メ ト キ シ 型 付 加 物

H P L C に お い て 1 8
- 3 3 分 で 溶 出 す る 分 画 か ら エ ポ キ シ 環 を･ .

含 ま な い 付 加 物 が 単 離 さ れ た ｡ こ れ ら の 生 成 物 は 全 て 水 酸 基 (

I R に よ っ て 確 認 ) ､ メ ト キ シ 基 (
1
Ⅲ - N M R ) ､ ク ロ マ ノ キ

シ 基 ( U V ) お よ び 二 重 結 合 (
1
H - N ” R ) を 含 む 脂 肪 酸 誘 導

体 で あ っ た ( T a b l e Ⅳ ) ｡ こ れ ら の メ チ ル エ ス テ ル は 全 て M S

に お い て m / e 5 6 0 に 分 子 イ オ ン ピ
ー ク を 示 す こ と か ら ､ Ⅰ の エ ポ

キ シ 環 が 溶 媒 の メ タ ノ ー ル に よ っ て 加 溶 媒 分 解 を 受 け た 化 合 物

で あ る と 推 定 さ れ た ｡ こ･ れ ら の ト リ メ チ ル シ リ ル ( T M S ) 化

誘 導 体 の M S が m / e 1 7 3 [ C H 3 ( C Ⅱ2 ) 4 C ‡( O T M S ) ] の フ ラ グ メ ン ト

イ オ ン ピ ー ク を 示 す こ と か ら ､ こ れ ら は 1 3 位 に 水 酸 基 が 付 い て

い る こ と
･

が 判 明 し た . I R に お け る 9 7 0
- 9 8 0 c n

‾ 1 の 吸 収 お よ び

1
H - N ” R に お け る オ レ フ ィ ン プ ロ ト ン の 結 合 定･数 ( 1 5 . 3 -

1 5 . 6 E z ) か ら 全 て の 生 成 物 が E
-

オ レ フ ィ ン で あ る こ と が 確

認 さ れ た o Ⅱ a ､ Ⅲ a ､
】

Ⅳ に つ い て
1 H - N M R の デ カ ッ プ リ

ン グ 法 お よ び 結 合 パ タ ー ン の 分 析 か ら 各 分 子 中 の 9 位 か ら 1 3 位

の プ ロ ト ン の シ グ ナ ル を 帰 属 す る こ と が で き た ( T a b l e Ⅳ ) 0

す な わ ち Ⅱ a は 9 - エ ン
､ Ⅲ a は 1 0

- エ ン そ し て Ⅳ は 1 1
- エ ン

化 合 物 で あ っ た o Ⅱ a と Ⅲ a は n / e 4 1 5 [ M
'

-

C R 3 ( C 江2 ) -

c 耳( O I ) C Ⅱ( O C ‡3 ) ] に フ ラ グ メ ン ト イ オ i
, ピ ー ク を 示 す の で ､

.
1 2

位 に メ ト キ シ 基 が 付 加 し た も の で あ り ､ Ⅳ の T M S 化 誘 導 体 は

n / e 2 4 3 [ C ‡3
1 ( C 技2 ) 4 C Ⅱ( O T M S ) C II = C Ⅱ( O C 技3 ) ] の フ ラ グ メ ン ト

イ オ ン ピ ー ク を 示 す の で ､ 1 0 位 に メ ト キ シ 基 が 付 加 し て い る ｡

こ れ ら の 結 果 か ら Ⅱ a は ( 9 E )
-

1 3
-

h y d r o x y
-

1 2
-

m e t h o x y
- 1 卜

( 2 ,
2

,
5

,
7

,
8 -

p e n t a 7n e t h y l c h r o n a n o x y )
- 9 -

o c t a d e c e n o i c a c i d で ､

Ⅲ a は ( 1 0 E ) - 1 3 - h y d r o x y
- 1 2 -

m e t h o x y
- 9 - ( 2 , 2 ,

5
,
7

,
8 -

p e n t a
-

m e t h y l c h r o m a n o x y )
- 1 (卜 o c t a d e c e n o i c a c i d で ､ Ⅳ は ( 1 1 E 卜 1 3

-
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h y d r o x y
- 1 い m e t h o x y

- 9 - ( 2 ,
2
,
5

,
7

,
8 -

p e n t a m e t h y l c h r o m a n o x y)
-

1 卜 o c t a d e c e n o i c a c i d と 決 定 さ れ た ｡ さ ら に Ⅱ a お よ び Ⅲ a に

は 立 体 異 性 体 と 考 え ら れ る 化 合 物 が そ れ ぞ れ 2 種 類 づ つ 得 ら･ れ

た が ､ ス ペ ク ト ル ヂ
-

タ の み か ら で は そ の 立 体 化 学 的 帰 属 は で

き な か っ た ｡

の 生

付 加 体 以 外 の 生 成 物 と し て は ､ 従 来 か ら 知 ら れ て い る リ ノ
-

ル 酸 の ヒ ド ロ キ シ 体 ( Ⅴ ) ､ オ キ ソ 体 ( Ⅵ )

モ デ ル 化 合 物 の パ ラ ヰ ノ ン 型 の 化 合 物 ( Ⅶ )

ク ロ マ ノ ー ル の 5 位 の メ チ ル 基 の 水 素 が メ

た 化 合 物 ( Ⅷ ) も 得 ら れ た ( F i g . 2 6 ) 0

0 =

C H 3 ( C H 2) 4

0
O H

( C H
2 )7 C O O H

C H
3
( C H
2
)i

H O

お よ び ビ タ ミ ン E

が 得 ら れ た ｡ ま た

ト キ シ 基 に 置 換 さ れ

( CH
2
)
7
C O O =

Ⅵ

H 2 0 C H 3

Ⅶ Ⅶ

F i g ･ 2 6 ･ S t r u c t u r e s o f p r o d u c t s o t h e r t h a n a d d u c t s p r o d u c t s

o f Z , E - 1 3 - L O O K a n d 2 , 2 , 5 , 7 , 8
-

p e n t a m e t h y l c h r o m a n
- 6 - o 1

.

- 3 8 -



第 3 節 捕 捉 反 応 へ の 気 相 の 影 響

ビ タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物 に よ る ラ ジ カ ル 捕 捉 反 応 に 対 す る 酸

素 の 影 響 を 調 べ る た め 空 気 中 に お け る 反 応 を 行 い ､ 酸 素 の 有 無

に お け る 生 成 物 の 種 類 お よ び 収 率 の 相 違 を 調 べ た ｡ T a b l e V に

示 す よ う に 生 成 物 の 種 類 に つ い て は ､

も 同 様 で あ っ た o 収 率 は リ ノ ー ル 酸 ヒ

ミ ン E モ デ ル 化 合 物 と の 付 加 物 ( I )

ル オ キ シ ド 由 来 生 成 物 ( Ⅴ ) ､ ( Ⅵ )

ロ ペ ル オ ヰ シ ド 豊 か ら 算 出 し ､ ビ タ ミ

成 物 ( Ⅶ ) ､ ( Ⅷ ) は 使 用 し た ビ タ ミ

い ず れ の 条 件 下 に お い て

ド ロ ペ ル オ キ シ ド と ビ タ

- ( Ⅳ ) お よ び ヒ ド ロ ペ

に 関 し て は 使 用 し た ヒ ド

ン E モ デ ル 化 合 物 由 来 生

ン E モ デ ル 化 合 物 量 か ら

算 出 し た ｡ ア ル ゴ ン 気 流 下 の 反 応 で は 付 加 物 の 収 率 は エ ポ キ シ

壁 ( i ) と 開 裂 型 ( Ⅱ ) - ( Ⅳ ) の 両 者 を 合 計 す る と 約 3 0 %

で あ っ た ｡ 酸 素 の 存 在 下 で も 付 加 物 の 収 率 や 生 成 物 の 種 類 に つ

い て は ア ル ゴ ン 中 で の 反 応 と 大 き な 差 異 は 認 め ら れ な か っ た ｡

T a b l e V

Y i e l d s o f r e a c t i o n p r o d u c t s o f Z , I
- 1 3 - L O O S a n d 2

,
2
,
5
,
7
,
8 -

p e n t a m e t h y l c h r o m a n - 6 - o l u n d e r a r g o n o r a i r .

c tm o s p he r e

p r odLJ C t

8dd u c t

(V )
,
(VI) (VI ‖ 一 (V ff1)

(I) (I II - (IV)

ok
0

H R

R
1 2

0 0

托
L

H H3 R

R
I

R2

H OCH ユ R

R
I

R
2

OCR
ユ

2

R
l D 【肘

良

R
I B

OH

2

R
l

HO
”2 0CHユ

0

C r o o n 7 .9 Z 22 .6 ‡ 1 0 .5 王 9 . 1 ‡

8 1 r 5 . 7 ‡ 2 0 .2 ‡ 5 . 8 ‡ 19 . 6 Z

R
1
- CH コ(Cr1 2)A

-

) 尺2
→ - (C”2)7 亡00H) RO - 2 , 2 - 5 , 7 , 8 - p e n tc m e thy l ch r oq x)n o xy .

- 3 9 -



第 4 節 考 察

F e ( Ⅱ ) 存 在 下 ､
I) ノ

ー

ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド と ビ タ ミ ン E

モ デ ル 化 合 物 を 混 合 す る と ､ e p o x y ( p e n t a m e t h y l c h r o m a n o x y ) -

お よ び h y d r o x y m e t h o 言 y ( p e n t a m e t h y l c h r o m a n o x y ) o c t a d e c e n o i c

a c i d s の よ う な 付 加 物 な ど が 得 ら れ た d こ れ ら の 付 加 物 の 生 成

機 構 を F i g . 2 7 の よ う に 考 え た ｡ ま ず ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド と F e

( Ⅱ ) と が 反 応 し て ア ル コ ヰ シ ラ ジ カ ル を 生 成 す る ｡ こ の ア ル コ

キ ン ラ ジ カ ル は 隣 接 す る 二 重 結 合 に 閉 環 し て Z
- ト ラ ン ス

ー エ

ポ キ シ ア リ ル ラ ジ カ ル に･ な り ､ こ の ラ ジ カ ル は E
- ト ラ ン ス ー

エ ポ キ シ ア リ ル ラ ジ カ ル と 平 衡 に あ る と 考 え ら れ る ｡ こ れ ら の

ラ ジ カ ル に ど タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物 か ら の 水 素 引 き 抜 善 反 応 で

生 ず る ク ロ マ ノ キ シ ラ ジ カ ル ( R 3 0 ･ ) が 付 加 し て エ ポ キ シ

型 付 加 体 ( Ⅰ ) が 生 成 す る ｡ 但 し ク ロ マ ノ キ シ 基 の 付 加 す る 方

匙 R 2

?
.

A

_
R 222 端

R

:
RS

R 2

/蛋於㌢2
貰≠準
R

屯
2
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Ⅰ

O C H 3
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R l

R l

1L

: ～

0 0 H
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F e( ⅠⅠ)
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R 2
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l
- C H

3(C H 手) .
-

,
R
ユ
ニ 1 C H 2) , C O O H ,

R
3
0 - 2 ･2 ･5 ･7 ･8 - p e nt a m et h ylc h r o m a n - 6 - o x y I V

F i g ･ 2 7 ･ P o s s i b l e r e a c t i o n p a t h w a y s f o r t h e f o r m a t i o n o f

t h e r e a c t i o n p r o d u c t s .
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何 に よ っ

( F i g . 2

受 け る と

る ｡ エ ポ

付 加 す る

て エ リ ス ロ 体 と ス レ オ 体 の 両 立 体 臭 性 体 が 生 成 し 得 る

8 ) ｡ こ れ ら

ヒ ド ロ ヰ シ メ

キ シ ア リ ル ラ

と 括 弧 内 に 示

か ら は 単 離 さ れ な か っ

ほ さ ら に メ タ ノ ー ル に よ る 加 溶 媒 分 解 を

ト キ シ 型 付 加 体 ( Ⅱ ) - ( Ⅳ ) に 変 化 す

ジ カ ル の 9 位 に ク ロ マ ノ キ シ ラ ジ カ ル が

し た 付 加 物 が 生 成 す る が ､ 反 応 混 合 物 中

た ｡ し か し こ の 付 加 物 の エ ポ キ シ 環 が 開

裂 し た と 考 え ら れ る 生 成 物 ( Ⅲ ) ､ ( Ⅳ ) が 得 ら れ た

反 応 系 に
一

時 的 に は 生 成 し て い る と 考 え ら れ る ｡

H

lいい0 . . .1
い･ H

こ と か ら

･ O R 3
J

∫

I
. 11
10

R 2 - -
_
- - ヰ■

H

H p ･

～

良

り ′

J

管
O R
B

R
2( H H

H

l 州 0

R 2

e r y t b r o

R 2

R 七b r e o

F i g . 2 8 . P a t h w a y p r o p o s e d f o r i n t r o d u c t i o n o f c h i r a l c e n t e r

土n 七o a d d u c 上 ( 工) .

G a r d n e r ら は F e ( Ⅲ ) 存 在 下 ､ リ ノ ー ル 酸 メ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ

ヰ シ ド ( 異 性 体 の 混 合 物) と ビ タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物 と の 反 応

か ら 1 H - N 班 R ス ペ ク ト ル を 基 に し て シ ス - お よ び ト ラ ン ス

- エ ポ キ シ ド を 得 た と 報 告 し て い る
2 5 )

o 本 実 験 で 著 者 は ト ラ

ン ス - エ ポ キ シ ド の み を 得 た ｡ こ の 差 異 の 理 由 は 明 ら か で は な

い が ､ F i g . 2 9 に 示 す よ う に ト ラ ン ス
- エ ポ キ シ ド は シ ス ー エ

ポ キ シ ド よ り 安 定 な コ ン ホ メ ー シ ョ ン の ア ル コ キ シ ル ラ ジ カ ル

を 経 て 形 成 す る と 考 え ら れ る の で ､ ト ラ ン ス
ー エ ポ キ シ ド の 坐

成 が 優 先
■

し た の で は な い か と 考 え た ｡

- 4 1 -
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b 土n d e r e d

R 2

R 2

G i s -

e p o x エd e

F i g . 2 9 . P a t h w a y s u g g e s t e d t o G i s - o r t r a m s - e p o x y a a d u c t s

t h r o u g h e 土亡b e r 亡b e h i n d e r e d o r e x t e n d e d c o n f o r m e r s o f t h e

a l k o x y r a d i c a l .

リ ノ ー ル 酸 の ヒ ド ロ ヰ シ 体 お よ び オ ヰ ソ 体 は ア ル コ キ シ ラ ジ

カ ル の 水 素 引 き 抜 き に よ り 生 成 し ､ パ ラ キ ノ ン 体 や メ ト キ シ ク

ロ マ ノ ー ル の 生 成 は 水 酸 イ オ ン や メ ト キ シ イ オ ン と の 反 応 か ら

生 ず る と 考 え ら れ る ｡

Z
,
E 1

1 3
-

L O O H と ビ タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物 と の 反 応 か ら の 生 成

物 は 分 子 状 酸 素 の 有 無 に よ っ て 変 わ ら な か っ た ｡ こ の 結 果 は ク

ロ マ ノ キ シ ラ ジ カ ル に よ る 反 応 は 分 子 状 酸 素 に よ っ て 影 響 を 隻

け な い こ と を 示 唆 し て い る ｡ こ の 知 見 は ビ タ ミ ン E ラ ジ カ ル お

よ び そ の モ デ ル
.

ラ ジ カ ル が 分 子 状 酸 素 と 反 応 し な い と い う E S

R の 観 察
5 5 )
と も 一

致 す る .

ビ タ ミ ン E と と も に 生 体 内 ラ ジ カ ル 捕 捉 剤 と し て 知 ら れ て い

る シ ス テ イ ン な ど の チ オ ー ル 化 合 物 は 酸 素 の 有 無 に よ り 反 応 経

路 に 大 き な 影 響 を 受 け る
5 6 )

. す な わ ち F e ( Ⅲ ) の 存 在 下 ､ リ ノ

-

4 2
-



- ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド と シ ス テ イ ン を 混 合 す る と ､ 嫌 気 的

条 件 下 で は ( Ⅳ ) に 相 当 す る 化 合 物
◆

が 得 ら れ る が ､ 空 気 中 で は

リ ノ
ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド 由 来 の ア ル コ キ シ ル ラ ジ カ ル は

シ ス テ イ ン に は 捕 捉 さ れ な か っ た ｡ こ れ ら の 結 果 は ビ タ ミ ン E

と チ オ ー ル 化 合 物

し て い る ｡ チ オ
ー

の に 対 し て ､ ビ タ

捉 性 を 発 揮 し 得 る

と の ラ ジ カ ル 捕 捉 反 応 に 差 異 が あ る こ と を 示

ル 化 合 物 は 酸 素 存 在 下 で は そ の 効 力 を 滅 ず る

ミ γ E は 酸 素 の 有 無 に か か わ ら ず ラ ジ カ ル 描

こ と が 判 明 し た ｡

- 4 3 -



第 3 章 リ ノ
ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド お よ び 関 連 ア ル デ ヒ ド

の ヒ ト ニ 倍 体 線 推 芽 細 胞 に 対 す る 毒 性

既 に 述 べ た よ う に 過 酸 化 脂 質 は 生 体 に 対 し て 有 害 な 作 用 を 及

ぼ す と 考 え ら れ て お り ､ 種 々 の 疾 患 の 危 険 因 子 と し て 注 目 さ れ

て い る
4 4 )

｡ し か し 過 酸 化 脂 質 と 呼 ば れ て い る 物 質 は 多 種 類 の

化 合 物 を 総 称 し て い る 場 合 が 多 い ｡ 過 酸 化 脂 質 の 毒 催 が 脂 質 過

酸 化 反 応 の
一

次 産 物 で あ る ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド に よ る の か ､ ま

た は ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド が さ ら に 酸 化 分 解 さ れ た 二 次 産 物 に よ

る の か に 関 す る 報 告 は ､ 関 心 が 高 い 割 に は 少 な い ｡ 過 酸 化 脂 質

に 関 す る 毒 性 化 合 物 の 解 明 は 病 理 学 的 に も 栄 養 学 的 に も 重 要 で

あ る と 考 え･ ら れ る ｡

過 酸 化 脂 質 関 連 化 合 物 の う ち 生 体 に 対 し て 毒 性 が 報 告 さ れ て

い る 化 合 物 と し て は ､ ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド
5 T ､ 5 8 )

､ 二 重 体 5
9 )

､

ア ル デ ヒ ド
6 0 ､ 6 1 )

､ ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ァ ル ケ ナ
ー ル ( 不 飽 和 ア

ル デ ヒ ド)
6 2 )
お よ ぴ ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ュ ポ キ シ ド

8 3 )
な ど が

あ る ｡

上 述 の 報 告 を 含 め ､ ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド な ど の 毒 性 は ､ 経 口

な
J
ど の 方 法 で 動 物 に 投 与 し て 検 討 さ れ る こ と が 多 か っ た o し か

し 投 与 化 合 物 が 毒 性 を 示 し た と し て も 動 物 を 用 い た 実 験 で は ､

代 謝 や 分 解 な ど の 生 理 的 機 能 が 関 与 す る 可 憶 性 が あ る た め ､ 毒

性 化 合 物 を 断 定 す る こ と が 難 し く な る こ と も 考 え ら れ る o

著 者 は 生 体 モ デ ル と し て 単 純 化 さ れ た 療養 細 胞 を 用 い て リ ノ

ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド お よ び そ の 関 連 ア ル デ ヒ ド の 毒 性 を

定 量 的 に 調 べ る 方 法 を 検 討 し た ｡ 種 々 の 疾 患 と の 関 連 か ら ､ 使

用 す る 細 胞 の 動 物 種 は ヒ ト 細 胞 が 好 ま し い ｡ そ こ で 培 養 ヒ ト 細

胞 の う ち
J
､ 取 り 扱 い の 容 易 な 線 ( 繊 ) 推 芽 細 胞 を 用 い て 実 験 を 試

-

4 4
-



み た ｡ 線 維 芽 細 胞 と は 動 物 の 体 内 の ほ と ん ど す べ て の 組 織 中 に

分 散 し て 存 在 す る 中 経 葉 由 来 の 細 胞 で ､ 一 般 に 培 養 下 で は 紡 錘

形 を し て い る ｡ 体 内 で は 臓 器 の 形 態 形 成 に 重 要 な 役 割 を 果 た す

細 胞 で あ る ｡ 本 実 験 に ほ 著 者 の 所 属 す る 東 京 都 老 人 研 究 所 で 樹

立 さ れ た ヒ ト 胎 児 肺 由 来 線 維 芽 細 胞 ( T i G - 1 )
6 4 )
を
l
使 用

し た ｡

-

4 5
-



第 1 節 ト リ バ ン プ ル ー 排 除 髄 お よ び 乳 酸 脱 水 素 酵 素 活 性 を 用

い る 細 胞 生 存 率 の 算 定

試 験 化 合 物 の 細 胞 毒 性 の 定 量 的 指 標 と し て 細 胞 の 生 存 率 を 用

い た ｡ エ タ ノ
ー ル の み を 添 加 し た 対 照 実 験 に お け る 生 存 細 胞 数

に 対 す る 試 験 化 合 物 の 添 加 実 験 に お け る 生 存 細 胞 数 の 比 率 を 相

対 的 生 存 率 と し た ｡ 試 験 化 合 物 を ウ シ 胎 児 血 清 ( F B S ) 含 有

イ ー グ ル 基 本 培 地 ( B M E ) に 加 え 細 胞 を 1 日 培 養 し た 後､ 生

存 細 胞 数 を 計 数 し た ｡ 細 胞 の 生 存 率 は デ ィ ッ シ ュ の 底 に 付 着 し

た 細 胞 に 対 す る ト T) バ ン プ ル
ー 排 除 試 験

6 5 )
お よ ぴ 乳 酸 脱 水 素

酵 素 ( L D H ) 活 性 測 定
6 6 ) を 併 用 し た o F i g . 3 0 に 示 す よ う

0

0

●

○

○

●

2 0 4 0 6 0 B D 10 0

T ryp a n Bl u e E x c[ u sio n ( % )

川0

3 8 0
ヽ -

■′■

A >

C , a

･ ≡ 6 0
+■ヽ

■一 ■

> ■

J ■ ■

”

”

喜 4 0
_ J

2 0

F i g . 3 0 . C o r r e l a t i o n b e t w e e n t r y p a n b l u e e x c l u s i o n a n d L D H

a c t 土Ⅴ土t y 土n c e l l s .
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に 細 胞 の ト リ バ ン プ ル
ー 排 除 率 と 細 胞 内 L D H 活 性 率 と は 良 い

相 関 を 示 し た ｡ 相 関 ほ サ ン プ ル 数 3
■

9 で y
: 0 . 9 5 Ⅹ ＋ 5 ･ 6 2

で あ り ､ 相 関 係 数 ( r ) は 0 . 9 9 で あ っ た ｡ こ の 結 果 よ り 細 胞

の 生 存 率 は ど ち ら の 方 法 で も 計 測 で き る こ と が 判 明 し た o

- 4 7 -



第 2 節 リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 自 動 酸 化 で 生 成 す る

ア ル デ ヒ ド の 同 定

リ ノ ー ル 酸 は 過 酸 化 を 受 け て 種 々 の ア ル デ ヒ ド を 生 成 す る こ

と が 知 ら れ て い る ｡ そ こ で リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド を 自

動 .酸 化 し て ､ 実 際 に 生 成 す る ア ル デ ヒ ド を 検 討 し た ｡ 反 応 混 合

物 を 2 ,
ト d i n i t r o p h e n y l h y d r a z i n e で 処 理 し て カ ル ポ ニ ル 化 合 物

を 黄 色 の ヒ ド ラ ゾ ン 誘 導 体 に し ､ H

化 は 酸 素 気 流 下 ま た は 5 % C 0 2 - 9

で 行 っ た が ､ 反 応 混 合 物 中 の ヒ ド ラ

の 場 合 も 大 差 な か っ

コ=

⊂⊃

亡)
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l

巾

た ｡ F i g . 3 1 に ､
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l
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○
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L n

P L C で 分 析 し た ｡ 自 動 酸

5 % 空 気 中 の 二 種 類 の 方 法

ゾ ン 誘 導 体 の 種 類 は い ず れ

5 % C 0 2 - 9 5 % 空 気 中

▼
l■l ●

l

l ■■■･ ■

▼
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I
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I

亡l}

1

■
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I
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I
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J
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r a m o f t h e 2 , 4 -

d i n i t r o p h e n y l h y d r a z o n e s o f c a r b o n y
l c o m p o u n d s f r o m t h e

a u t o x i d a t i o n o f Z ( I - 1 3 - L o o n f o r 3 d a y s i n a 5 % C O 2
- 9 5 % a i r

a t m o s p h e r e ･ A b b r e v i a t i o n s a r e s h o w n i n T a b l e V t ･
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で 3 日 間 自 動 酸 化 し た と き の カ ル ポ ニ ル 化 合 物 の ヒ ド ラ ゾ ン 誘

導 体 の H P L C を 示 し た ｡ リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 自

動 酸 化 か ら は 3 0 本 以 上 の カ ル ポ ニ ル 化 合 物 に よ る ピ ー ク が 確

認 さ れ た . そ れ ら の ピ
ー ク を H P L C を 用 い て 分 離 を 試 み ､

p e n t a n a l ､ b e x a n a l ､ ( E ) - 2 - b e x e n a l ､ ( E 卜 2 - b e p t e n a l ､ ( E ) - 2 -

o c t e n a l ､ ( E ) - 2 -

n o n e n a l ､ ( E , E ) - 2
,
4 -

n o n a d i e n a l ､ ( E .
E ) - 2

,
4 -

d e c a d i e n a l ､ ( E ) - 卜 h y d r o x y 卜 2
-

n o n e n a l ､ 9
-

o X o n o n a n o i c a c i d

の 1 0 種 類 の ア ル デ ヒ ド の 生 成 が 確 認 さ れ た ｡ 構 造 は 標 品 と の

H P L C に お け る 保 持 時 間 の 比 較 お よ び M S に よ っ て 同 定 し た ｡

各 ア ル デ ヒ ド の 構 造 は T a b l e Ⅵ に 示 す ｡ T a b l e 中 の 略 号 の 左 側

の 数 字 は ア ル デ ヒ ド の 炭 素 鎖 の 長 さ を ､ 右 側 の 数 字 は 二 重 結 合

T a b l e V =

s t r u c t u r e s o f a l d e h y d e s f r o m t h e a u t o x i d a t i o n o f Z r E
- 1 3 - L O O H ･

A l d eh y d e A b b r e vl q tl o n S t ru c t u re

P 8nt an al 5
- 0 ･ C H O

H ex a nal 6
-

0 川0

H ex enaJ 8 - 1 CH O

H ep t en a] 7
-

1 C打0

O ct e n aI 8 - 1 CH O

N on erLa( 9
- I CH O

N on adi8T)a] 9 -

2 印0

D e cadi enaI 1 0 - 2 C H 8

9
-

O x on Dn an ¢ic a cid 9
- a -

C o o n H O O C CR O

卜 tly d roxy M M al 9
-

1
- OH CH O

O H

- 4 9 -



の 数 を 表 し て い る ｡ 例 え ば 6 - 1 は 炭 素 数 6 個 で 二 重 結 合 を 1 個

含 む h e x e n a l を 表 す ｡ 分 子 内 の 二 重 結 合 は 全 て E ( ト ラ ン ス )

で あ り ､ ア ル デ ヒ ド の カ ル ポ ニ ル 基 と 共 役 し た 位 置 に あ る ｡ 9
-

o x o n o n a n o i c a c i d と ( E ) - ト h y d r o x y
-

2 -

n o n e n a l は リ ノ
ー ル 酸 ヒ

ド ロ ペ ル

生 成 す る

ナ - ル )

ヒ ド ( ア

オ キ シ ド の 9 ､ 1 0 位 間 の 二 重 結 合 の 酸 化 開 裂 に よ っ て

と 考 え ら れ る 化 合 物 で あ る ｡ 飽 和 ア ル デ ヒ ド ( ア ル カ

が 3 種 類 ､ 二 重 結 合 を 1 個 含 む α , β - 不 飽 和 ア ル デ

ル ケ ナ ー ル ) が 5 種 類 ､ 二 重 結 合 を 2 個 含 む α , β :

γ ,
∂ 一 不 飽 和 ア ル デ ヒ

ー

ド ( ア ル カ ジ ェ ナ ー ル ) が 2 種 類 の 合 計

1 0 種 類 で あ る ｡

-

5 0
-



第 3 節 リ ノ
ー

ル 酸 ､ リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド ､ リ ノ ー

ル 酸 ヒ ド ロ キ シ ド お よ び
■

リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ

ド 日 動 酸 化 混 合 物 の 細 胞 毒 性

ヒ ト 二 倍 体 線 推 芽 細 胞 を プ ラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ に 播 種 し て ､

1 0 % ウ シ 胎 児 血 清 ( F B S ) 添 加 イ ー グ ル 基 本 培 地 ( B ” E )

を 用 い て ､ C O 2 培 養 器 中 3 7
o

C で 培 養 し た ｡ ま ず ､ リ ノ ー ル

酸 ､ リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド ( Z , E - 1 3 - L O O I) ､

T) ノ
ー ル

酸 ヒ ド ロ ヰ シ ド ( Z ,
E - 1 3 - L o ‡) お よ ぴ

ヰ シ ド 自 動 酸 化 混 合 物 ( 5 % C 0 2 - 9

合 物 ) を 増 殖 中 の 線 維 芽 細 胞 に 5 - 5

養 し て 増 殖 阻 害 を 調 べ た ( F i g . 3 2 )

1 0 0

8 0

A

4

～
_

t n

亡=

B 60

4 )

く.I

3 e

4 0

20

0

リ ノ
ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ

5 % 空 気 中 で 反 応 し た 混

0 ” M で 添 加 し て 1 日 培

細 胞 へ の リ ノ ー ル 酸 ヒ

川 2 5

C o n c e nt ra ti o n ( p M )

5 0

F i g . .
3 2 ･

･

L e t h a l e f f e c t s o f l i n o l e i c a c i d ( ○) ′ i t s h y d r o p
e r o x i d e

( A ) . i t s a l c o h o l ( A ) a
n d a r e a c t i o n m i x t u r e ( ◎) f r o m t h e

a u 七o x 土d a 七土o n o 王 七h e h y d r o p e r o x 土d e o n h u m a
n d 土p l o 土d f ･i b r o b l a s t s

i n l o g a r i t h m i c g r o w
t h p h a s e ･

-

5 1 -



ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド の 影 響 は リ ノ - ル 酸 お よ び リ ノ ー

ル 酸 ヒ ド ロ

キ シ ド に よ る も の と 差 異 は 認 め ら れ な か っ た ｡ し か し ヒ ド ロ ペ

ル オ ヰ シ ド の 自 動 酸 化 混 合 物 は ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド 自 身 よ り も

明 ら か に 強 い 毒 性 を 示 し た ｡ こ の 結 果 は ､ 本 実 験 条 件 下 で は リ

ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド 自 身 は ､ 脂 肪 酸 の 表 面 活 性 剤 と し

て ▲の 毒 性
6 7 )
し か 持 た な い こ と を 示 し て い る ｡ し か し ヒ ド ロ ペ

ル オ ヰ シ ド が さ ら に 酸 化 を 受 け た 物 質 ( 脂 質 過 酸 化 反 応 の 二 次

産 物 に 相 当) 中 に は 強 い 毒 性 を 持 つ 化 合 物 が 含 ま れ て い る こ と

を 示 し て い る ｡ た だ し 血 清 濃 度 を o . 1 % に 低 下 さ せ て 実 験 を 行

う と リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド は 毒 性 を 示 し た ｡

- 5 2 -



第 4 節 リ ノ
- ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド の 自 動 酸 化 か ら 生 成 す

る ア ル デ ヒ ド の 細 胞 毒 性
･

リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 自 動 酸 化 に お い て 生 成 が 確

認 さ れ た ア ル デ ヒ ド を 増 殖 期 の 緑 綬 芽 細 胞 に 投 与 し
'

て 1 日 培 養

し ､ そ の 影 響 を 調 べ た ( F i g . 3 3 ) 0 p e n t a n a l ( 5 - 0 ) ､ h e x a n a l

( 6 - 0 ) ､ 9 -

o X o n o n a n o i c a c i d ( 9 - 0 - C O O tI) の よ う な 飽 和 ア ル デ ヒ

ド は 全 く 毒 性 を 示 さ な か っ た o 二 重 結 合 を 1 個 含 む ア ル ケ ナ -

ル は 5 0 〟 M に な る と 明 確 な 阻 害 効 果 を 示 し た ｡ そ の 効 果 は

( E )
- 2 - h e x e n a l ( 6 -

1) か ら ( E 卜 2 -

n o n e n a l ( 9 - 1) へ と 炭 素 鎖 が 長 く

一oo

5 0

> ､

た三
∽

⊂:

q)

亡⊃

=
c) 1 0
U

S
5

F i g . 3 3 .

6 - 0

5
-

0
,
9 - 0 - C O O H

6 - 1

T - 1

8
- 1

9 - 1

9 - 2

9 - 1
-

O H

1 0
- 2

0 1 0 2 5

C o n c e n t r a ti o n(LI M )

5 0

L e t h a l e f f e c t s o f t h e a l d e h y d e s f r o m t h e a u t o
x i d a t i o n

‾ ‾
こJ

ー ーーー
o f Z

,
E - 1 3 - L O O K o n h u m a n d i p l o i d f i b r o b l a s t s i n l o g a

r i t h m i c

g r o w t h p h a s e ･

- 5 3 -



な る に 従 っ て 強 く な る 傾 向 を 示 し た ｡ n o n e m a l の 4 位 に ヒ ド ロ

キ シ 基 が 付 い た ( E ) - 4 - h y d r o ‡ y
- 2 -

n o n e n a l ( 9 -

卜 O tI) お よ び 分 子

内 に 二 重 結 合 を 2 個 含 む ( E , E 卜 2 , 4
-

n o n a d i e n a l ( 9 - 2 ) や ( E , E ) I

2
,
4 - d e c a d i e n a l ( 1 0 - 2 ) の よ う な ア ル カ ジ ュ ナ ー ル は さ ら に 強 い

毒 性 を 示 し た . 例 え ば ､ ( E ,
E ) - 2

,
卜 n o n a d i e n a l ､ ( E ,

E 卜 2 , 4 -

CH O

OH

( ヱ) .
- 4 - h y d r o x y

- 2 - n o n e n a l

CH O

( E , E )
- 2
,
4 - n o n 革a i e n a 1 ( E , E )

- 2 , 4
- d e c a d i e n a 1

CH O

F i g . 3 4 ･ S t r u c t u r e s O f t o x i c a l d e h y d e s t o w a r d h u m a n

d 土p l o 土d 王土b r o b l a s t s ･

d e c a d i e n a l ま た は ( E ) - 4 - h y d r o x y
- 2 -

n o n e n a l を 2 5 jL M 投 与 し

て 1 日 培 養 す る と ､ 生 存 細 胞 数 は そ れ ぞ れ 約 5 0 ､ 1 0 ま た は

4 0 % に 減 少 し た o さ ら に ( E ,
E ) - 2

,
4 - d e c a d i e n a l や ( E 卜 J卜

h y d r o x y
-

2
-

n o n e n a l を 5 0 JL M 投 与 す る と 大 部 分 の 細 胞 が 死 滅

し た . 特 に ( E , E ) - 2 , 4
- d e c a d i e n a l は 今 回 検 討 し た ア ル デ ヒ ド の

な か で も っ と も 強 い 毒 性 を 示 し ､ 1 0 〟 M に お い て も 5 0 % 以

上 の 細 胞 が 死 亡 し た ｡

ア ル デ ヒ ド を 添 加 し た 時 の 細 胞 の 形 態 を F i g . 3 5 に 示 し た ｡

( A ) は エ タ ノ ー ル の み を o . 1 % 濃 度 で 1 0 % F B S 添 加 B M

E に 加 え て 1 日 培 養 し た 対 照 実 験 も の で ､ 全 く 影 響 は 認 め ら れ

な い . ( E )
-

卜 h y d r o x y
- 2

-

n o n e n a l を 2 5 〟 M 投 与 し た ( B ) で

は ､ 大 半 の 細 胞 が 死 亡 し て 丸 く な り ､ 生 き 残 っ た 細 胞 も 線 推 芽

細 胞 特 有 の 突 起 が 短 く な り ､ 空 胞 が 多 数 観 察 さ れ る な ど か な り

損 傷 を 受 け て い る こ と を 示 し て い る ｡

-

5 4
-



F i g . 3 5 . C y t o m o r p h o l o g l C a l c h a n g e s i n h u m a n d i p l o i d f i b r o b l a s t s

i n d u c e d b y i n c u b a t i o n w i t h e t h a n o 1 ( A ) a n d 2 5 u M ( E)
- 4 1 h y d r o x y

-

2 - n o n e n a l ( a ) 王o r 1 d a y a 亡 3 7
o
C
.

ウ シ 胎 児 血 清 ( F B S ) を は と ん ど 除 い た 0 . 1 % F B S 蘇 加

B M E 申 で 培 養 す る と ､ 細 胞 は 増 殖 は し な い が 代 ,
謝 は 維 持 し た

状 態 に と ど ま っ て い る ｡ こ の 状 態 の 細 胞 に ア ル デ ヒ ド を 添 加 し

て ､ そ の 毒 性 を 調 べ た ( F i g . 3 6 ) 0 ( E , E ) - 2
,
4 -

n o n a d i e n a l ･

( 9 - 2 ) ､ ( E , E ) - 2
, 4

-

m o n a d i e n a l ( 1 0 - 2 ) ま た は ( E ) - A - h y d r o x y
- 2 -

n o n e n a l ( 9 - 卜 O 拝) を 2 5 LL M 投 与 し て 1 日 培 養 す る と そ れ ぞ れ

約 7 5 ､ 9 0 ま た は ほ と ん ど 1 0 0 % の 細 胞 が 死 亡 し た ｡ ( E 卜

2
-

o c t e n a l ( 8 - 1 ) お よ び ( E ) - 2 -

n o n e n a l ( 9 - 1 ) も 若 干
.
の 毒 性 を 示 し

た ｡ し か し ( E ) - 2 - h e x e n a l ( 6 - 1 ) や ( E 卜 2
-

b e p t e n a l ( 7
- 1 ) お よ び

飽 和 ア ル デ ヒ ド は 全 く 影 響 を 示 さ な か っ た ｡

ア ル デ ヒ ド 化 合 物 は あ る 種 の 生 体 成 分 と 反 応 す る こ と が 知 ら

れ て い る
6 8 )

｡ も し ア ル デ ヒ ド が 培 地 中 の 成 分 と 反 応 を 起 こ し

て 急 速 に 消 費 さ れ る と ､ そ れ ら の 毒 性 は 実 際 よ り も 低 く 評 価 さ

- 5 5 -



1 0 0

5 0

> ヽ

ご巳
∽

⊂:
a )

⊂)

扇 lo
(⊃

求
5

1

9 - 0 - C o o 川
S - 0

,
6 - 0

.
6 - 1

7
- 1

8 - 1

9
- 1

9
- 2

10 - 2

9 - ト O ‖

D I O 2 5 5 0

C o n c e tr ati o n(LJ M )

F i g ･ 3 6 ･ L e t h a l e f f e c t s o f t h e a l d e h y d e s f r o m t h e a u t o x i d a t
i o n

o f Z
,
I - 1 3 - L O O K o n h u m a n d i p l o i d f i b r o b l a s t s ti n d e r g r o w t

h

a r r e s t e d c o n d 土t 土o n s ｡

れ る 恐 れ が あ る . こ の 可 髄 性 を 確 か め る た め ､ ( E ) - 卜 h y d r o x y
-

2 -

7t O n e n a l お よ び ( E ,
E ) - 2

,
卜 d e c a d i e n a l に つ い て 培 地 中 に お け

る 濃 度･変 化 お よ び 細 胞 の 生 存 率 を 経 時 的 に 調 べ た ( F i g . 3 7 ) 0

細 胞 を 含 ま な い 系 で は ､ ( E ) 一 卜 h y d r o x y
- 2 -

n o n e n a l は 0 . 1 %

ど ち S 添 加 B M E 中 ( □ ) で は 徐 々 に 減 少 す る だ け で あ っ た が ､

I 0 % F B ■S 添 加 中 ( 節 ) で は 急 速 に 減 少 し た ( 2 時 間 で 約

4 0 % に 減 少 ) ｡ こ の 減 少 速 度 の 違 い は 細 胞 が 存 在 す る 場 合 に

- 5 6
-



1 0 0

亡

. ≡

.
～
声 ヽ

” J -

-
● ■l ■● ■

言
y '

G

■さ d >

≡ =
a 5 0

O 4 >

4 } u
一

日

. き
I g

E

o } 付
I t )

a

3 e

(A )

F i g . 3 7 .

n o n e n a l

(ら)

1 2 18 2 4 0 1

C 州i y a ti o n P e ri od ( h r)

1 2 1 8 2 4

T i m e c o u r s e s f o r t h e d e c r e a s e i n ( I ) - 4 - h y d r o x y
- 2 -

( A ) a n d ( I , I)
- 2
,
4 - d e c a d i e n a 1 ( B) a n d f o r c e l l d e n s i t y .

も 同 様 に 認 め ら れ た ･( 0 . 1 % F B S 添 加 B M E ､ △ ; 1 0 % F

B S 添 加 B ” E ､ 底 ) o 細 胞 は 1 0 % F B S 添 加 B ” E 申 ( ㊨ )

よ り も 0 . 1 % F B S 添 加 B ” E 中 ( ○ ) の 方 が よ り 強 く 損 傷 を

受 け た o 他 方 ( E , E 卜 2 ,
卜 d e c a d i e n a l は 細 胞 を 含 ま な い 場 合､

0 . 1 % ( 口 ) お よ び 1 0 % F

お い て も 減 少 は 同 様 で 遅 か っ

れ の 培 地 申 ( o . 1 % F B S ､

ル デ ヒ ド は 急 速 に 減 少 し た ｡

B S 蘇 加 ( 圏 ) の い ず れ の 培 地 に

た ｡ し か し 細 胞 を 含 む 系 で は い ず

△ ; 1 0 % F B S ､ 息 ) で も ､ ア

細 胞 の 減 少 は 0 . 1 % ( ○ ) お よ び

1 0 % F B S 蘇 加 ( ㊨ ) の い ず れ の 培 地 で も 同 様 の 減 少 を 示 し ､

差 異 は 認 め ら れ な か っ た ｡

- 5 7 -



第 5 節 考 察

1 0 % ウ シ 胎 児 血 清 含 有 培 地 中 に お け る ヒ ト 二 倍 体 線 推 芽 細

胞 に 対 す る 実 験 で は ､ T) ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド は リ ノ
.

丁

ル 離 日 身 と 同 様 の 毒 性 し か 示 さ な か っ た ｡ こ れ ら の 毒 性 は 脂 肪

酸 の 表 面 活 性 剤 と し て の 作 用
6 8 )

に よ る も の と 思 わ れ た o し か

し リ ノ ' - ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド を 自 動 酸 化 し た 混 合 物 は リ ノ

ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド よ り も 強 い 毒 性 を 示 し た ｡ こ の 結 果

は 脂 質 過 酸 化 反 応 の 二 次 産 物 中 に 毒 性 化 合 物 が 生 成 し て い る こ

と を 示 喫 し た ｡ た だ し リ･ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド は 血 清

0 .
1 % 添 加-培 地 中 で は 強 い 毒 性 を 示 し た の で ､ 化 合 物 自 身 と

し て は 毒 性 を 持 っ が ､ 血 清 中 の 成 分 と 反 応 を 起 こ し て 減 少 し て

し ま う と 考 え ら れ た ｡

二 次 産 物 の う ち ア ル デ ヒ ド に つ い て ヒ ト 線 推 芽 細 胞 に 対 す る

毒 性 を 調 べ ､ ( E . E 卜 2 .
4

-

d e c a d i e n a l お よ び ( E )
-

4
-

h y d r o x y
-

2 -

n o n e n a l が 強 い 毒 性 を 持 つ こ と を 明 ら か に し た ｡ ( E , E 卜2 , j卜

d e c a d i e n a l は 増 殖 中 と 停 止 中 と の 両 条 件 と も 同 様 に 強 い 毒 性 を

示 し た o し か し ( E ト ト h y d r o x y - 2 -

n o n e n a l は 増 殖 中 よ り も 停止

中 の 方 が 毒 性 が 強 か っ た o S c a i f e は 類 似 の ト b y d r o x y - 2 -

p e n t e m a l が 増 殖 停 止 中 の 細 胞 に 対 す る よ り も 増 殖 中 の 細 胞 に 対

し ､ よ り 強 い 毒 性 を 示 す と 報 告 し て い る
6 9 )

｡ こ の 報 告 と 著 者

の 結 果 と は - 致 し な い よ う に 見 え る o し か し 使 用 し た ア ル デ ヒ

ド､ 細 胞 お よ び 培 地 な ど の 培 養.条 件 が 異 な る の で 厳 密 に 比 較 す

る こ と は 難 し い ｡ 特 に 試 験 化 合 物 の 安 定 性 が 毒 性 の 発 現 に 重 大

な 影 響 を 及 ぼ す と 考 え ら れ る o ( E ) - 4 - h y d o x y
- 2 -

n o n e n a l お よ ぴ

( E . E ) - 2
, ト d e c.a d i e n a l の 培 地 中 に お け る 濃 度 の

■
経 時 変 化 を 調 べ

る と ､ 化 合 物 の 種 類 に よ っ て 濃 度 変 化 が か な り 異 な る こ と が 判

明 し た . ( E ) - ト h y d r o x y
- 2 -

n o n e n a l は リ ノ
ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ

- 5 8 -



ヰ シ ド と 同 様 に 培 地 中 の 成 分 ､ 特 に F B S 中 の 成 分 と 強 い 相 互

作 用 を 持 つ た め に ､ F B S が 存 在 す る と 減 少 が 促 進 さ れ る o こ

れ は 細 胞 の 有 無 に か か わ ら ず ､ ア ル デ ヒ ド の 減 少 パ タ ー ン が 類

似 し て い る

関 し て は ､

B S 添 加 B

慶 の F B S

こ と か ら も 支 持 さ れ る ｡ そ の 結 果 ､ 細 胞 の 生 存 率 に

予 想 通 り 1 0 % F B S 添 加 B M E 中 よ り も 0 . 1 % F

M E 申 の 方 が よ り 強 い 傷 害 を 受 け た ｡ す な わ ち 高 波

が 存 在 す る と ( E 卜 4 - h y d r o x y
- 2 -

n o n e n a l は F B S 成

分 と 反 応 を 起 こ し て 減 少 し ､ ( E 卜 4
- h y d r o x y

- 2 -

n o n e n a l の 毒 性

が 結 果 的 に は 弱 ま る こ と が 判 明 し た ｡

脂 質 過 酸 化 反 応 の 二 次 産 物 中 に ヒ ト 線 推 芽 細 胞 に 対 し て 毒 性

を 示 す 化 合 物 ( 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド) が 生 成 す る こ と が 明 ら か に

な っ た ｡ ア ル デ ヒ ド の 毒 性 は 分 子 中 の 二 重 結 合 が 数 が 増 す と 強

ま り ､ ヒ ド ロ ヰ シ 基 が 付 加 す る と 一 層 強 ま っ た o ま 1= 同 族 化 合

物 間 で は ､ 炭 素 鎖 が 長 く な る と 毒 性 が 強 く な る 傾 向 を 示 し た

( h e x e n a ト ヰ n O n e n a l ､ n o n a d i e n a ト ヰ d e c a d i e n a l ) o 今 回 検 討 し

た 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド の 毒 性 の 強 さ は 以 下 の よ う な 順 序 で あ っ た ｡

h e x e n a l < h e p t e n a l < n o n e n a l < n o n a d i e n a l < d e c a d i e n a l ≦

b y d r o ‡ y n o n e n a l ｡

s c h a u e n s t e i n ら に よ れ ば ､ 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド (
.
ア ル ケ ナ ー ル )

は チ オ
ー

ル 化 合 物 と M i c h a e l 型 付 加 庶 応 を 起 こ し ､ 生 理 的 p H

に お い て も ､ 低 濃 度 で す ば や く 反 応 す る が ､ 飽 和 ア ル デ ヒ ド は

チ オ ー ル 化 合 物 に 対 し て 反 応 性 が 弱 い と 報 告 し て い る
6 7

'

)
. 特

に 4 - ヒ ド ロ キ シ ァ ル ケ ナ - ル は チ オ ー ル 化 合 物 と 急 速 に 反 応

し ､ 他 の ア ル ケ ナ - ル か ら 形 成 さ れ る 付 加 物 よ り も 安 定 な 付 加

物 を 形 成 す る
7 8 ､ 7 1 )

. 今 回 示 さ れ た ア ル デ ヒ ド の 線 推 芽 細 胞 に

対 す る 毒 性 も ､ そ れ ら の チ オ ー ル 化 合 物 に 対 す る 反 応 が 原 因 に

な る と も 考 え ら れ る ｡
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第 4 葦 リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド お よ び 関 連 ア ル デ ヒ ド

の ヒ ト 姉 帯 静 脈 内 皮 細 胞 に 対 す る 毒 性

ヒ ト 大 動 脈 に お い て ､ 動 脈 硬 化 の 進 行 の 具 合 と 動 脈 壁 中 の 過

酸 化 脂 質 含 量 と の 間 に は 強 い 相 関 が あ る と の 報 告 が あ る
7 2 )

0

動 脈 硬 化 の 発 症 過 程 は ､ ま ず 内 皮 細 胞 が 損 傷 を 受 け ､ そ の 部 位

へ の 血 小 板 の 凝 集 ､ 付 着 が 起 こ る ｡ 次 い で 申 膜 平 滑 筋 細 胞 が 内

皮 部 位 に 移 動 し て ､ 省 こ で 増 殖 を 開 始 す る o そ し て 泡 沫 細 胞 が

出 現 し ､

し か し そ

の 引 金 と

不 明 で あ

最 終 的 に は 動 脈 硬 化 巣 が 形 成 さ れ る と 考 え ら れ て い る ｡

の 生.化 学 的 な 基 礎 は 必 ず し も 明 確 で は な く ､ 特 に 発 症

な る 内 皮 の 損 傷 を 起 こ す 化 学 的 要 因 に つ い て は 長 ら く

っ た ｡

内 皮 の 損 傷 部 位 へ の 血 小 板 の 凝 集 や 付 着 を 抑 制 す る 物 質 と し

て プ ロ ス タ サ イ ク リ ン が 知 ら れ て い る が ､ こ の 物 質 の 生 合 成 は

過 酸 化 脂 質 に よ っ て 阻 害 さ れ る
7 3 ‾ 7 6 )

｡ ま た 平 滑 筋 細 胞 に よ る

L D L の 取 り 込 み な ら び に ア ポ 蛋 白 の 分 解 を 過 酸 化 脂 質 が 促 進

す る こ と も 報 告 き

む の で ､ 多 量 に 取

泡 沫 細 胞 は マ ク ロ

に よ っ て 変 性 し た

れ て い る
7 7 )

o i D L は コ レ ス テ ロ ー ル を 含

り 込 ま れ れ ば 当 然 泡 沫 細 胞 の 形 成 が 起 こ る ｡

フ ァ
ー ジ か ら も 形 成 さ れ

7 8 ､ 7 9 )
､ 過 酸 化 脂 質

i D L 捻 著 し く マ ク ロ フ ァ ー ジ に 取 り 込 ま れ

や す く な る こ と も 報 告 さ れ て い る
8 8 )

o こ の よ う に 過 酸 化 脂 質

は 動 脈 硬 化 の 発 症 に お け る 多 く の 段 階 に 促 進 的 に 関 与 す る と 考

え ら れ て い る ｡

リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド を ラ ッ ト

と 血 管 壁 を 覆 う 内 皮 細 胞 が 損 傷 を 受 け る こ

い る
2 8 ､ 8 1 ､ 8 2 )

o 培 養 ヒ ト 麟 帯 内 皮 細 胞 に

ル オ ヰ シ ド を 投 与 し て 電 顧 で 調 べ る と ､ 1

- 6 0 -

や ウ サ ギ に 投 与 す る

と が 既 に 報 告 さ れ て

リ ノ
-

ル 酸 ヒ ド ロ ペ

〃 M 投 与 で は 微 小 繊



維 ､ 微 小 管 ､ ピ ノ ソ ー ム ( 飲 作 用 胞 ) な ど の 細 胞 内 小 器 官 が 増

加 し ､ 5 〟 M 投 与 で は そ れ ら 小 器 官 ほ 減 少 し ミ ト コ ン ド リ ア の

電 子 密 度 が 著 し く 低 下 す る こ と が 観 察 さ れ た
2 )
｡ こ れ ら の 知 見

は 不 飽 和 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド お よ ぴ 関 連 化 合 物 が 動 脈 硬

化 の 危 険 因 子 と な り 得 る こ と を 示 唆 し て い る
B 3 )

.

著 者 は 不 飽 和 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド お よ び そ の 酸 化 か ら

生 成 す る ア ル デ ヒ ド に つ い て ､ 血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る 毒 性 ､ 特

に 損 傷 ( す な わ ち 致 死 ) に 興 味 を 持 っ た ｡ 使 用 す る 培 養 細 胞 と

し て ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 を 麟 帯 静 脈 よ り 酵 素 法 に よ り 単 離 し た ｡

血 管 内 皮 細 胞 の 確 認 は 血 液 発 固 第 V( 因 子 抗 原 へ の 蛍 光 抗 体 法 を

用 い て 行 っ た ( F i g . 3 8 ) o

の 継 代 培 養 が 難 し か っ た
e 4 )

皮 細 胞 増 殖 因 子 ( E C G F )

よ ぴ - パ t) ン を 含 有 す る h 4 C

系 培 地 と 略 称 ) を 使 用 す る こ

ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 は 最 近 ま で 長 研

が ､ ウ シ 胎 児 血 清 ( ど B S ) ､ 内

. 上 皮 細 胞 増 殖 因 子 ( E G ど ) お

D B - I 0 4 培 地 ( 以 降 M C D B

と に よ り ､ 継 代 培 養 を 可 能 に し ,

大 量 か つ 均 一 な 内 皮 細 胞 を 実 験 に 利 用 で き る よ う に な っ た ｡

F 土9 .
3 8

.
F l u o r e s c e n c e o f f l u o r e s c e l n l s o ヒh l o c y a n a t e ( F 工T C)

l a b e l l e d a n t i b o d y a g a i n s t f a c t o r V = = =
- r e l a t e d a n t i g e n ･

- 61
-



第 1 節 ア ー ル 液 中 に お け る ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 の 培 養

ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 は ウ シ 胎 児 血 清 ､ 増 殖 因 子 ､ ヘ パ リ ン ､ ア

ミ ノ 酸 ､ ビ タ ミ ン な ど の 多 数 の 成 分 を 添 加 し た 培 地 で な い と
.
拷

養 で き な い o し か し こ れ ら の 成 分 の な か に は リ ノ - ル 酸 ヒ ド ロ

ペ ･ ル オ キ シ ド と 反 応 し 得 る も の が あ る o 従 っ て ､ リ ノ ー ル 酸 ヒ

ド ロ ペ ル オ キ シ ド や 関 連 ア ル デ ヒ ド を こ の よ う な 培 地 中 で 培 養

し た 細 胞

が 困 難 と

著 者 は

ノレ コ ー

ス

こ と に よ

た c, ア ー

に 投 与 し て 細 胞 毒 性 を 調 べ る 場 合 ､ 信 頼 度 の 高 い 評 価

な る 可 能 性 が あ る ｡

ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 を ア ー ル 液 ( 有 様 化 合 物 と し て は グ

の み̀ を 含 有 す る C O 2 培 養 器 用 緩 衝 液
8 5 )
) を 用 い る

っ て ､ 培 地 成 分 に よ る 妨 害 を 排 除 し た 実 験 系 を 考 案 し

ル 液 中 で は 細 胞 は 増 殖 を 停 止 し て お り ､ 徐 々 に 細 胞 数

を 減 じ た o 径 時 的 に 生 存 細 胞 数 を ト リ バ ン プ ル ー 排 除 能 に よ り

計 測 す る と ､ 5 時 間 の 培 養 で は 8 0 % 以 上 の 細 胞 が 生 存 し て い

川0

′
■
ヽ

i
> lヽ

･

～

G
■=

芸 5 0

q 凸

”

3e

0 1 2 3 5 B

ITICub atl州 Tl m e ( h l)

2 4

′
l
ヽ

5 0
C l

_

▲- ■
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q J
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b ■

毒
Jコ
=⊃

q

E n

F i g ' 3 9 ･ R e l a t i v e d e n s i t y a n d d o u b
l i n g t i m e o f h u m a n e n d o t h e l i a

]

c e l l s d u r i n g 2 4 h r i n c u b a t i o n i n E a r l e
l

s o l u t i o n ･
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た が ､ 8 時 間 後 に は 約 6 0

に 減 少 し た ( F i g . 3 9 ) 0

系 培 地 に 交 換 し て 培 養 し ､

ヒ ス ト グ ラ ム に 示 す よ う に

% に な り ､ 2 4 時 間 後 に は 約 4 0 %

各 時 点 に お け る 生 存 細 胞 を M C D B

倍 加 時 間 を 調 べ る と ､ F i g . 3 9 中 の

3 0 分 か ら 2 4 時 間 の 培 養 に お い て

生 存 し て い た 細 胞 は い ず れ も 3 5 - 4 6 時 間 で あ り ､ ア ー ル 液

を 使 用 し な い 対 照 実 験 ( 4 3 時 間 ) と 差 異 は な か っ た ｡ こ の 結

果 は 各 時 点 の 生 存 細 喝 に は ア
ー ル 液 に よ る 影 響 が 全 く

ら ず ､ 正 常 な 細 胞 で あ る こ と を 示 し て い る ｡ 従 っ て ､

性 実 験 は ア
ー

ル 液 中 3 時 間 培 養 と い う 条 件 で 行 っ た o

ル 液 中 3 時 間 の 培 養 と い う 条 件 下 で は ､ リ ノ ー ル 酸 ヒ

オ キ シ ド は は と ん ど 分 解 せ ず ( 約 8 5 % 残 留 ) ､ し か

残 っ て お

以 後 の 葺

こ の ア ー

ド ロ ペ ル

も は と ん

ど 異 性 化 を 起 こ し て い な か っ た ｡ ま た ア ル デ ヒ ド 化 合 物 も は ア

ー ル 液 中 3 時 間 の 培 養 で は ､ ほ 占 ん ど 減 少 し て い な か っ た o

- 6 3 -



第 2 節 リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド お よ び 関 連 ア ル デ ヒ ド

の 毒 性 発 現 - の 培 地 の 影 響

リ ノ
ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド お よ び 数 種 の ア ル デ ヒ ド に

.
つ

い て ､ M C D B 系 培 地 と ア ー ル 液 の 2 種 類 の 培 地 を 用 い て 毒 性

発 現 - の 培 地 の 影 響 を 調 べ た ｡

M C ･D B 系 培 地 ま た は ア ー ル 液 に 1 0 - 5 0 〟 M 濃 度 の リ ノ

ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド を 加 え て 3 時 間 培 養 し た ｡ 細 胞 毒 性

は T) ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ペ
●

ル オ キ シ ド を 含 ま な い 対 照 実 験 に お け る

生 存 細 胞 数 に 対 す る 相 対. 的 な 生 存 率 と

A ) o M C D B 系 培 ∴地 で は リ ノ ー

ル 酸

5 0 〟 M で 投 与 し て も 全 く 毒 性 を 示 さ

液 中 で は T) ノ 丁 ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ

M 投 与 で 細 胞 は 約 4 0 % に 減 少 し ､ 5

少 し た . ( E , E ) - 2
,
4 - d e c a d i e n a l は M C

し て 哀 し た ( F i g . 4 0

ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド を

な か っ た ｡ し か し ア
ー ル

ド は 毒 性 を 示 し ､ 2 5 〟

0 〟 M で は 約 1 0 % に 減

D B 系 培 地 申 に お い て も

毒 性 を 示 し ､ 5 0 〟 M 投 与 で 細 胞 は 約 4 0 % に 減 少 し た ( F i g .

(A) (a)

1 0 0

80

事ヽ

:≡:
t
J)
E 6 0
■⊃

亡a

B 4 0
求

20

10 2 5

C o n ce nt ra tio n ( 州)

50 川 25

C o n c e nl r at
'

t8 n ( 州)

5 0

l o o

8 0

6 0

仙

2O

F i g . 4 0 . E f f e c t s o f t h e M C D B s y s t e m ( 0 ) a n d E a r l e
'

s s o l u t i o n

( ●) o n t h e c y t o t o x i c i t i e s o f a , E
- 1 3 - L O O K ( A ) a n d ( E . E ト 2 , 4 -

d e c a d 土e n a l ( a ) .
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4 0 B ) ｡ ア - ル 液 中 で は さ ら に 強 い 毒 性 が 発 現 し ､ 1 0 〝 M

投 与 で 細 胞 は 約 5 0 % に 減 少 し ､ 2 5 〟 M で は ほ と ん ど 全 滅 し

た o こ れ ら の 結 果 は 血 清 や 増 殖 因 子 を 含 む M C D B - 1 0 4 培

地 に よ り ヒ ド ロ ペ ル オ キ ㌣ ド や ア ル デ ヒ ド の 毒 性 が 弱 ま る こ と

を 示 す o 化 合 物 の 毒 性 を 短 時 間 に 検 討 す る に は ア ー ル 液 を 使 用

す る こ と が 好 ま し く ､ M C D B 系 中 に は ､ こ れ ら 化 合 物 と 反 応

し て そ の 毒 性 を 低 減 す る 成 分 が 存 在 す る こ と を 明 ら か に し た ｡

- 6 5 -



第 3 節 リ ノ
ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド お よ び 関 連 ア ル デ ヒ ド

の ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る 毒 性

ア ー ル 液 を 培 地 と し て 用 い て ､ リ ノ
ー ル 酸 ､ リ ノ ー ル 酸 ヒ

..
ド

ロ ペ ル オ キ シ ド お よ び 関 連 ア ル デ ヒ ド の ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 に 対

す .る 毒 性 の 定 量 化 を 試 み た ｡ 実 験 に 用 い た ア ル デ ヒ ド は 第 3 章

に 示 し た リ ノ ー

ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド の 自 動 酸 化 に お い て 生

成 が 確 認 さ れ た も の で あ る ( T a b l e Ⅶ ) ｡ そ れ ら の 化 合 物 を 投

T a b L e V = =

s t r u c t u r e s o f a l d e h y d e s f r o m t h e a u t o x i d a t i o n o f Z I E
- 1 3 - L O O f L

A l d e h y d e A b b r e vI Q t l o n S t r u c t u r e

P 帥t arlat■ 5 - 0 C u O

H ex 3 naJ 6
- 0 C H O

He x ena] 6
- 1 CRO

一 打ep t en aJ 7 -

1 C t(0

O ct e nal 8 - I CH O

恥Jlen a( 9 - I CN D

伽n adie nal 9 -

2 C H O

D ec adie na[ 1 0 - 2 CH O

9 -

O x o m na noic a cid 9
-

a
- C m H M O O C CH D

卜 nyd r 叩 nD ne naJ 9
-

､
l

-

O H CH O

O H

与 し て 3 時 間 培 養 し た と

リ ノ - ル 酸 は 5 -0 か ら 1

毒 性 を 示 す だ け で あ っ た ｡

オ ヰ シ ド は 強 い 毒 性 を 示

き の 細 胞 の 生 存 率 を F i g . 4 1 に 示 し た ｡

0 0 〟 M と い う 高 濃 度 に お い て 若 干 の

そ れ に 対 し ､ リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル

し ､ 5 0 % 致 死 濃 度 ( L C 5 匂) は 2 0

- 6 6
-



(A)

柑0

80

”
～
●■ 一

芸 6 0
亡⊃

～

a 4 0
辞

2 0

1 00

80

A
～

≡ 6 0
( : a

a 4O
演

2 0

= n oi ei c a cid

Z , E ′
- 1 3 - L o o 告

10 2 5 50

6 - 8

9 - 8 - = H
(B)

5 一口

10 0 0 川 25 50

C o n c e nt r ati 8 n ( p M )

(C)

8 - 1

ト1

6 - 1

9 - 1

9 -1 - O R

0 5 10 25 5 0

一o o

柑)

川 - 2 9 - 2

100 0 5 川 25 50 川O

C on c e nt r ati o n ( f LM )

F i g ･ 4 1 . L e t h a l e f f e c t s o f l i n o l e i c a c i d a n d Z
,
E - 1 3 -

L O O fI ( A) ,
s a t u r a t e d a l d e b y d e s ( a) , α ′β

- u n s a t u r a t e d a l d e h y d e s ( C) a n d
α .β: y , 6

- u n s a t u r a t e d a l d e h y d e s ( D) o n h u m a n e n d o t h e l i a l c e l l s
土n E a r l e

-

s s o l u 七土o n .
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LL M で あ っ た ( F i g .
塊 且 A ) 0 p e n t a n a l ( 5

- 0 ) ､ h e x a n a l ( 6 - 0 ) お

よ び 9
-

o X o n o n a n o i c a c i d ( 9 - 0 - C O O 技) の 飽 和 ア ル デ ヒ ド は 全 く 毒

性 を 示 さ

ア ル ケ ナ

ナ - ル の

n o n e n a l

で あ っ た

ル カ ジ ェ

な か っ た ( F i g . 4 1 B ) . α
, β - 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド (

- ル ) は 強 く ほ な い が 明 ら か な 毒 性 を 示 し た o ア ル ケ

4 位 に ヒ ド ロ ヰ シ 基 が 付 加 し た ( E ) - 4 - h y d r o x y
- 2 -

( 9 - 卜 O H ) は さ ら に 強 い 毒 性 を 示 し ､ L C 5 由 は 2 5 JL ”

く F i g .
4 1 C ) ｡ α

, β : γ ,
♂ - 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド ( ア

ナ ー ル ) も 強 い 毒 性 を 示 し ､ L C 5 8 は ( E , E ) - 2
,
4 -

n o n a d i e n a l ( 9 - 2 ) で 2 1 LL M ､ ( E , E ) - 2
,
4 - d e c a d i e n a l ( 1 0 - 2 )

で 9 LE M で あ っ た ( F i g . . 4 1 D ) . ( E , E ) 1 2
,
4 - d e c a d i e n a l を 投

与 し た と き の 内 皮 組 胞 の 形 態 的 変 化 を F i g . 4 2 に 示 し た ｡ 1 0

〃 M 投 与 で は 半 分 の 細 胞 は 死 亡

辺 か ら 縮 み 楕 円 形 に 変 形 し た ｡

が デ ィ ッ シ ュ か ら 剥 が れ る か ､

る の が 観 察 さ れ た ｡

し て お り ､ 生 き 残 っ た 細 胞 も 周

2 5 〃 M 投 与 で は 大 部 分 の 細 胞

ま た は 死 亡 し て 球 形 に な っ て い

F i g ｡ 4 2 . C y t o m o r p h o l o g l d a l c h a n g e s i n h u m a n e n d o t h e l i a l

c e l l s i n d u c e d b y i n c u b a t i o n w i t h e t h a n o l ( A ) , 1 0 1⊥M ( B )

a n d 2 5 1J M ( I , E ト 2 , 4 - d e c a d i e n a 1 ( C ) f o r 3 h r a t 3 7
o
C ･

- 6 8 -



でa b l e V 工工工

喜≡昌3 t
o

h喜I
Z

i

,

a

E

{
1

c

3

ei
L

1

0

s

O

.

H a n d u n s a t u r a t e d a l d e h y d e s t o w a r d h u m a n

C o m p o u n d L C
5 0
( p M )

Z , E
- 1 5 - L O O ‖ . 20

H ex e n Q l 〉1 00

‖e p t e n c]1 〉1 00

O c t e n o l 9 9

N o n e n Q l 75

H yd r o x y n o n e n cll 25

N o n q d i e n (】1 2 1

D e c cld i e n o l 9

c e 1 1 s a r e i n c lユb a t e d f o r 3 h r i n E a r l e
y

s s o l u t i o n

s u p p l e m e n t e d w i t h Z , E
- 1 3 - L o o 告 o r a l d e h y d e ｡

リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド お よ び 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド め

5 0 % 致 死 濃 度 を T a b l e Ⅷ に 示 し た ｡ リ ノ
ー ル 酸 お よ ぴ 飽 和 ア

ル ヂ ヒ F
'

L ほ 今 回 の 調
べ た 濃 度 範 囲 に お い て は 毒 性 を 示 さ な か っ

COOH

Z
, I

- 1 3 -

L O O K

C HO

00=

( E , E )
- 2
, 4

-

n o n 阜d i e n a 1

CH O

川

( ヱト 4
- h y a r o x y

- 2 -

n o n e n a 1

CU D

( I . I )
- 2
,
4 - d e c a d i e n a 1

F i g . . 4 3 こ S t r u c t u r e S O f t o x i c c o m p o u n d s t o w a r d h u m a n

u m b 土1 土c a l v e i n e n d o 七h e l l a l c e l l s .
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た の で 衰 に は 含 ま れ て い な い ｡ ( E 卜 2
- h e x e n a l お よ び ( E ) - 2 -

h e p t e n a l の L C 5 8 は 1 0 0 LL M 以 上 で あ り ､ 毒 性 は 弱 か っ た ｡

( E 卜 2 -

o c t e n a l お よ び ( E 卜 2
-

n o n e n a l は 若 干 の 毒 性 を 示 し た o

リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド ､ ( E ) - 4 - h y d r o x y
- 2 -

n o n e n a l ､

( E , E ) 1 2
,
ト n o n a d i e n a l お よ び ( E ,

E 卜 2 . 4
- d e c a d i e n a l は 強 い 毒 性

を 示 し ､ 特 に ( E ,
E 卜 2 .

4 - d e c a d i e n a l は 今 回 検 討 し た 化 合 物 の 中

で も っ と も 強 い 毒 性 を 示 し た ｡

-

7 0
-



第 4 節 リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド お よ び 関 連 ア ル デ ヒ ド

に よ る ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 の 増 殖 能 に 対 す る 影 響

ア
- ル 液 中 で

和 ア ル デ ヒ ド と

B 系 培 地 に 戻 し ､

る 様 子 を 調 べ た ｡

リ ノ -

ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド ま た は 関 連 不 飽

3 時 間 培 養 し た 時 点 に お け る 生 存 細 胞 を M C D

細 胞 が 毒 性 化 合 物 か ら 受 け た 払 傷 か ら 回 復 す

( E ) -

2 -

o c t e n a l お よ ぴ ( E . E ) - 2
,
卜 d e c a d i e n a l

を 用 い た 場 合 の 生 存 細 胞 数 の 径 時 変 化 を F i g . 4 4 に 示 し た ｡ ア

ー ル 液 に エ タ ノ ー ル の み を 添 加 し て 3 時 間 培 養 し た 対 照 実 験 に

お け る 生 存 細 胞 数 を 1 0 0 % と し て 表 現 し た ｡ 図 中 の 矢 印 の 時

点 で 培 地 を M C D B 系 に 交 換 し た ｡ 1 0 〟 M ( E ト 2 -

o c t e n a l

( ○ ) を 投 与 さ れ た 細 胞 の 大 半 は 増 殖 能 を 保 持 し て い た ｡ 2 5

〃 M 投 与 ( ㊨ ) の 場 合 に は ､ 培 地 を M C D B 系 培 地 に 戻 し て

2 4 - 4 8 時 間 後 に 徐 々 に 増 殖 が 再 開 さ れ ､ 生 存 細 胞 の
一

部 が

増 殖 能 を 回 復 し た こ と を 示 し た ｡ 5 0 〟 M ( △ ) お よ ぴ 1 0 0

j L ” ( 血 ) で ほ 細 胞 は 直 ち に 死 亡 す る こ と は な い が 増 殖 能 を 消

失 し て お り ､ M C D B 系 培 地 に 戻 し て も 徐 々 に そ の 数 を 減 じ た ｡

( E , E ) - 2 . 4
- d e c a d i e n a l と 培 養 し た 細 胞 は ､ 5 jL M 投 与 ( ◇ ) で

は 実 質 上 損 傷 を 受 け て い な い よ う で あ っ た ｡ 1 0 〟 M 投 与 ( ○)

で は 約 5
.
0 % の 細 胞 が 死 亡 し ､ 生 き 残 っ た 細 胞 も 増 殖 能 を 失 っ

て お り ､ 徐 々 に 死 亡 し て 減 少 し た ｡ 2 5 〃 M 以 上 の 投 与 で は 経

と ん ど の 細 胞 が 投 与 直 後 に 死 滅 し た ｡

リ ノ .

- ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド お よ び 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド を 投

与 さ れ た 細 胞 の 増 殖 能 を T a b l e Ⅸ に ま と め た ｡ 増 殖 憶 は 0 . 1 %

の エ タ ノ ー ル の み を 添 加 し た ア ー ル 液 中 で 3 時 間 培 養 し た 後､

M C D B 系 培 地 で 4 8 時 間 培 養 し た 後 の 生 存 細 胞 数 を 基 に し て ､

試 験 化 合 物 を 投 与 し た 実 験 に お け る 生 存 細 胞 数 を 比 較 し て 求 め

た ｡ T a b l e に は 対 照 実 験 に お け る 増 殖 能 を 1 0 0 と し て 表 し た ｡
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各 化 合 物 に よ り 内 皮 細 胞 の 傷 害 が 回 復 不 能 に な る 濃 度 を 以 下 に

示 す : ( E ,
E )

-

d e c a d i e n a l ､ 1 0 j L 柑; ( E )
- 4 - h y d r o x y

- 2 -

n o n e n a l ､

( E ) - 2
-

n o rl e 且 a l ､ ( E , E ) - 2
,
4 -

n o n a d i e n a l ､ Z
,
E

-

1 3
-

L O O I ､ 2 5 LZ ”;

( E ) - 2 -

o c t e n a l ､ 5 0 p ”; ( E 卜 2
-

h e p t e n a l ､ 1 0 0 jL 捕;

h e ‡ e n a l ､ > 1 0 0 〟 朗 o

( A )

2 0 0

> ヽ

～

レI

上=

4 )

亡 ユ

4 J

O

求

5 8

0 0

5 0

3 0

阜
24 ヰ8

ln c 曲 3ti o 口 Ti m e (h r)

( B)

2 0 0

> ヽ

･

-

a 15 0
E

■I

⊂:一

a 10 0

求

50

0

阜
24

I n cu b atio n Ti m e ( h r)

ヰ8

( E ) - 2 -

F i g . 4 4 . T i m e c o u r s e s o f a l t e r a t i o n i n t h e d e n s i t y o f h u m a n

e n d o t h e l i a l c e l l s i n c u b a t e d i n t h e M C D B s y s t e m a f t e r e x p o s u r e
lJ ?

t o ( ヱト 2 - o c t e n a l ( A ) a n d ( I , E ト 2 , 4 - d e c a d i e n a 1 ( a ) .
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T a b l e = X

R e l a t i v e g r o w t h c a p a b i l i t i e s o f h u m a n e n d o t h e l i a l c e l l s
e x p o s e d t o Z p E

- 1 3 - L O O H o r u n s a t u r a t e d a l d e h y d e s B

C o m p o u n d C o n c e n t r a t i o n ( p M ) R e l a t i v e g r o w t h c a p a b i l i t y ( % )

Z
p
E - 1 3 - L O O H

( E ト 2 - h e x e n a l

(
.

E ) - 2 - h e p t e n a 1

( E ) - 2 - o c t e n a 1

( E ト 2 - n o n e n a l

( E ) - 4 - h y d r o x y - 2 - n o n e n a l

( ,

E
,, 芦) - 2 , 4

- n o n a d i e n a l

( E ′ エト 2 ′4 - d e c a d i e n a l

1 0

2 5

5 0

1 0 0

1 0

2 5

5 0

1 0 0

1 0

2 5

5 0

1 0 0

1 0

2 5

5 0

1 0 0

1 0

2 5

5 0

1 0 0

5

1 0

2 5

5 0

1 0 0

1 0

2 5

5 0

0 0

5

1 0

2 5

5 0

0 0

7 6 ｡ 7 ±
1 7

｡
S ±

4 . 8 ±
0 . 1 ＋

0 ｡ 4

4
. 5

5 ｡ 1

0 . 1

1 2 2 ｡ 0 士 1 ｡ 0

1 0 6 . 3 ± 0 . 8

8 2 . l ＋
_
2 . 3

3 4 . 7 ± 2 . 7

1 2 2 .
2 ± 1 .

0

9 0 .
1 土 1 6 . 9

2 7 ｡ 8 ± 1 4 . 6

1 3 . 1 ± 2 . 3

7 7 . 4 ± 1 6 . 3

3 3 . 4 ± 7 . 0

l l . 1 ± 0 . 5

9 . 4 ± 0 . 2

5 1 . 3 ± 9 ｡ フ

9 . 9 ± 3 . 5

9- . 6 ± 1 . 8

7 . 5 ± 2 . 0

6 5 . 3 ± 2 . 0

3 9 ｡ 0 土 3 .
8

l l . 1 ± 5 . 3

0 . 9 ± 0 . 7

0 . 2 ± 0 . 2

8 2 . 2 t 8 . 7

1 6
.
6 土 6 . 1

4 . 7 士 2 . 4

l . 5 t 1 . 0

9 6 . 0 ± 1 2 .
3

1 7 . 3 ± 7 . 3

4 . 1 ± 1 . 8

2
.
2 ± 1 .

8

0 . 3 士 0 . 3

R e l a t i v e g r o w t h c a p a b i l i t y i s d e f i n e d a s t h e p e r c e n t c e l l d e n s i t y

o f a n a g e n t
- t r e a t e d c u l t u r e c o m p a r e d w i t h t h e c e l l d e n s i t y o f t h e

c o r r e s p o n d i n g c o n t r o l c u l t u r e a f t e r a 4 8 h r
-

c u l t i v a t i o n i n t h e

凹C D B - 1 0 4 s y s t e m ′ f o 1 1 o w i n g e x p o s u r e t o a g e n t s .
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第 5 節 化 合 物 の 官 能 基 に よ る 毒 性 の 差 異

炭 素 数 が 9 個 の 直 鎖 状 化 合 物 ( F i g . 4 5 ) に つ い て ､ 種 々 の

官 能 基 に よ る 毒 性 へ の 影 響 を 調 べ た

( a ) お よ び ア ル デ ヒ ド ( b ) ほ 全

ト ン ( c ) は 若 干 の 毒 性 を 示 し た ｡

酸 の 雨 宮 憶 基 を 含 む 9
-

o X o n o n a n o i c

( F i g ･ 4 6 ) o ア ル コ -

!
レ

く 毒 性 を 示 さ な か っ た ｡ ケ

ま た ア ル デ ヒ ド と カ ル ポ ン

a c i d ( e ) も 全 く 毒 性 を 示

さ な か っ た ｡ し か し 二 重 結 合 と ア ル デ ヒ ド の 両 方 を 含 む ( E 卜 2
-

n o n e n a l ( f ) は 明 白 な 毒 性 を 示 し た ｡ ( E )
- 2 -

n o n e n a l に ヒ ド

ロ キ シ 基 ( 普 ) や 二 重 結. 令 ( 也 ) が 加 わ る と ､ さ ら に 毒 性 は 新

著 で あ っ た ｡

C H 2 0 H

b

C

也

i

g

h

O H C

O H

ク′
′

ク
′
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′

ク
′
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第 6 節 贋 帯 静 脈 内 皮 細 胞 と 線 椎 茸 細 胞 に 対 す る リ ノ ー ル 酸 ヒ

ド ロ ペ ル オ キ シ ド お よ び 関 連 ア ル デ ヒ ド の 毒 性 の 比 較

細 胞 種 に よ っ て 毒 物 に 対 す る 感 受 性 が 異 な る こ と が 知 ら れ て

い る
8 6 )

｡ 血 管 内 皮 細 胞 と 線 推 芽 細 胞 と の 間 に 毒 性 化 合 物 へ の

感 受 性 に 差 異 が あ

ル 酸 ヒL ド ロ ペ ル オ

d e c a d i e n a l の 両 者

検 討 し た 化 合 物 の

4 5 JL ” ( 2 0 fL

る か 検 討 し た ｡ F i g . 4 7 に 示 す よ う に リ ノ ー

キ シ ド ( Z , E - 1 3 - L O O I ) お よ び ( E
,
E 卜 2 , 4

-

と も ､ 線 推 芽 細 胞 の 方 が 強 い 耐 性 を 示 し た ｡

L C 5 切 は 以 下 の 通 り で あ っ た : Z
.
E - 1 3 - L O O ‡ ､

” ) ; ･ ( E ) - 卜 h y d r o x y
- 2 -

n o n e n a l ､ 3 8 JL M

( 2 5 LL M ) ; ( E ,
EL) - 2

,
ト d e k a d i e n a l ､ 1 7 j L ” ( 9 J L M ) 0

括 弧 内 の 濃 度 は 血 管 内 皮 細 胞 に お け る 各 化 合 物 の L C 5 切 で あ る ｡

両 細 胞 種 の L C 5 a を 比 較 す る と ､ 血 管 内 皮 細 胞 の 方 が 感 受 性 が

高 か っ た が ､

川0

80

-

～
'

G
= 60
q ュ

亡:ユ

岩 4 0
求

2 0

そ の 差 は 約 2 倍 で あ っ た ｡

10 2 5

C o n c e nt r at ･i o n ( p M )

5 0

F i g . 4 7 . R e l a t i v e s e n s i t i v i t i e s o f e n d o t h e l i a l c e l l s ( o p e n

s y m b o l s ) a n d f i b r o b l a s t s ( c l o s e d s y m b o l s ) t o Z , E 1 1 3 - L O O K

( o a n d ◎) o r ( E . E ト 2 , 4 - d e c a d i e n a 1 ( △ a n d A ) .

-
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-



第 7 節 考 察

R o s s に よ り 提 唱 さ れ た ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 発 症 に つ い て の

"

動 脈 硬 化 の 傷 害 に 対 す る 反 応 説
”

に よ れ ば ､ ア テ ロ ー ム 性 動

脈 硬 化 性 プ ラ - ク ( 班 ) は 血 管 壁 を 覆 っ て い る 内 皮 細 胞 へ の 傷

害 に よ っ て 発 生 す る
8 7 )

｡ そ れ が 事 実 で あ る な ら ば ､ 内 皮 細 胞

へ の 化 学 的 傷 害 は 本 疾 患 の 発 生 に 極 め て 重 要 で あ る と 考 え ら れ

る ｡ 他 方 ､ 内 皮 細 胞 の 生 体 膜 に お い て+ 特 に 酸 化 的 ス ト レ ス に

対 す る 防 御 機 構 が 劣 化 し て い る と き に は ､ 脂 質 過 酸 化 が 起 こ り

や す い 状 態 に あ る と 思 わ れ る ｡ そ の よ う な 場 合 に は ､ 脂 質 過 酸

化 反 応 よ り 生 成 す る 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ 阜 シ ド や ア ル デ ヒ ド が

血 管 内 皮 細 胞 を 損 傷 す る 可 能 性 を 無 視 す る こ と は で き な い ｡ 動

脈 硬 化 の 危 険 因 子 を 検 定 す る よ う な 研 究 を 進 め る に は ､ ヒ ト 血

管 内 皮 細 胞 に 対 す る 脂 質 過 酸 化 物 の 細 胞 毒 性 を 定 量 的 に 算 定 す

る 手 段 が 必 要 で あ る ｡

従 来 ､ 動 物 を 用 い た 実 験 に よ っ て 過 酸 化 脂 質 の 傷 害 作 用 が 研

究 さ れ て き た が ､ こ の 種 の 実 験 で は 毒 性 を 正 確 に 評 価 す る こ と

は 難 し い ｡ 最 近 Ⅲe n n i g ら は 培 養 ブ タ 血 管 内 皮 細 胞 を 用 い て リ ノ

- ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド が 血 管 内 皮 細 胞 を 傷 害 す る こ と を 報

告 し て い る
8 8 )

o

,
し か し ブ タ 血 管 内 皮 細 胞 は ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞

と は 性 質 が か な り 異 な る ｡ 例 え ば､ ブ タ 血 管 内 皮 細 胞 は F B S

添 加 M 1 9 9 培 地 の よ う な 通 常 の 培 地 で 培 養 で き
8 9 )

､
エ
-j ジ

ン グ を 起 こ さ ず 無 限 に 増 殖 す る と の 報 告 も あ る
9 8 )

｡ ウ シ 大 動

脈 内 皮 細 胞 も 多 数 研 究 さ れ て お り ､ ど B S 添 加 F
- 1 2 培 地 な

ど で 培 養 さ れ て い る
9 1 )

｡ そ れ ら の 内 定 細 胞 と は 対 照 的 に ､ ヒ

ト 血 管 内 反 細 胞 は ゼ ラ チ ン ( ま た は コ ラ
ー ゲ ン ) で コ

ー ト し た

デ ィ ッ シ ュ で な い と 培 養 で き な い
9 2 )

o さ ら に 培 地 中 に F B S

は 勿 論 ､ 増 殖 因 子 ( E C G F や E G F )
‾
や ヘ パ リ ン を も 添 加 す

- 7 7 -



る 必 要 が あ る
9 3 )

｡ こ の よ う に ヒ ト と 他 の 動 物 種 の 血 管 内 皮 細

胞 の 性 質 に は 大 き な 違 い が あ る の で ､ 動 脈 硬 化 症 - の 危 険 因 子

を 検 討 す る 場 合 に は ､ ヒ ト の 血 管 内 皮 細 胞 を 用 い る の が 好 まLL .

い o 近 年 ま で ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 の 継 代 培 養 ほ 難 し か っ た
e 4 )

.
が､

著 者 ら は 増 殖 因 子 な ど を 添 加 し た M C D B 系 培 地 を 用 い る こ と

に よ っ て ､ ヒ ト 勝 帯 静 脈 内 皮 細 胞 の 継 代 培 養 を 可 能 に し ､ 大 量

か つ 均 一 な 内 皮 細 胞 を 実 験 に 使 用 で き る よ う に な っ た ｡

著 者 は 実 験 培 地 と し て ア
ー

ル 液 を 用 い る こ と に よ っ て ､ ヒ ト

血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る 種 々 の 化 合 物 の 毒 性 を 定 量 的 に 分 析 す る

方 法 を 考 え た o こ の 方 法･ に よ り リ ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド

や 関 連 ア ル デ ヒ ド を.. F B S や 増 殖 因 子 を 含 む 培 地 中 で 投 与 し た

場 合 ､ そ れ ら の 細 胞 毒 性 が 過 小 評 価

こ の よ う な 培 地 中 で は T) ノ - ル 酸 ヒ

ン な ど に よ り 容 易 に 分 解 さ れ るL で あ

ー ル 化 合 物 と の 反 応 に よ っ て 減 少 す

さ れ る こ と を 明 ら

ド ロ ペ ル オ キ シ ド

ろ う し ､ ア ル デ ヒ

る で あ ろ う ｡ 種 々

か に し た ｡

は 鉄 イ オ

ド は チ オ

の 化 合 物

の 細 胞 毒 性 を 評 価 す る に は ､ 培 地 の 選 択 が 重 大 な 要 素 に な る こ

と を 明 ら か に し た .
' 培 地 の 養 い に よ っ て 細 胞 傷 害 に 差 異 が 生 ず

る こ と は ､ キ サ ン チ ン
一 手 サ ン テ ン オ ヰ シ ダ ー ゼ 系 に よ る 美 顔

で 報 告 さ れ た こ と が あ る 9 4 ) . 今 回 の ア ー ル 液 を 用 い る ヒ ト 血

管 内 皮 細 胞 へ の 毒 性 の 評 価 法 は 動 脈 硬 化 へ の 危 険 因 子 の 検 索 に

有 用 と 考 え ら れ る ｡

著 者 は こ の ア ー ル 液 を 用 い る 方 法 に よ り ､ I) ノ
ー

ル 酸 ヒ ド ロ

ペ ル オ キ シ ド や 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド が ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 に 対 し て

強 い 毒 性 を 持 っ こ と を 示 し た ｡ ア ル デ ヒ ド の 中 で も ( E ) -

4
-

h y d r o x y
- 2 -

n o n e n a l ､ ( E , E ) - 2
,
4 -

n o n a d i e n a l お よ び ( E , E ) -

2 , 4
-

d e c a d i e n a l は 特一に 毒 性 が 強 く ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 は 急 速 に 傷 害 を

受 け た ｡ 5 0 - 1 0 0 JL M 濃 度 の ( E 卜 2 - h e p t e n a l ､ ( E 卜 2
-

o c t e n a l ま た は ( E 卜 2 -

n o n e れ a l を 投 与 し た 場 合 ､ 細 胞 は 直 ち に

- 7 8 -



死 亡 す る こ と は な い が 増 殖 能 を 失 っ た ｡ こ れ ら の ア ル デ ヒ ド は

細 胞 分 裂 を 阻 害 し て い る と も 考 え ら れ
･

る ｡ こ れ ら の 結 果 よ り ア

ル デ ヒ ド に 関 し て は ､ 分 子 中 に 二 重 結 合 が 存 在 す る こ と が 毒 性

発 現 へ の 必 須 条 件 と 思 わ れ る ｡ ア ル デ ヒ ド 類 の 毒 性 の 強 さ の 順

序 は ､
ヒ ト 線 推 芽 細 胞 に 対 す る も の と 同 様 で あ っ た が ､ i C 5 匂

で 比 較 す る と 血 管 内 皮 細 胞 の 方 が 感 受 性 が 約 2 倍 高 か っ た ｡

4 - ヒ ド ロ キ シ ア )} ケ ナ
-

ル の よ う な 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド は D

N A 合 成 ､ A N A 合 成 ､ 呼 吸 お よ び 解 糖 な ど の 生 体 機 能 を 阻 害

す る こ と が 知 ら れ て い る
6 7 ､ 9 5 ‾ 9 7 )

｡ 本 実 験 に お け る ヒ ト 血 管

内 皮 細 胞 に 対 す る 毒 性 の 作 用 機 序 は 明 ら か で は な い が ､ 不 飽 和

ア ル デ ヒ ド ( 特 に ヒ ド ロ ヰ シ ァ ル ケ ナ - ル ) が チ オ ー ル 化 合 物

に 強 い 反 応 性 を 持 つ
7 白 ､ 7 1 )

こ と か ら ､ 毒 性 は こ れ ら の ア ル デ ヒ

ド が 細 胞 中 の チ オ
ー

ル 含 有 化 合 物 と 反 応 す る こ と 右と よ っ て 起 こ

る 可 能 性 が 考 え ら れ る ｡

- 7 9 -



第 5 章 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 酸 化 物 の 細 胞 毒 性

不 飽 和 脂 肪 酸 は 二 重 結 合 が 多 い 程 過 酸 化 反 応 を 受 け や す い と

い う 報 告 が あ る
9 8 )

. 脂 質 過 酸 化 反 応 の 一 次 産 物 で あ る ヒ ド ロ

ペ ル オ ヰ シ ド の 安 定 性 や そ の 酸 化 分 解 か ら 生 成 す る 二 次 産 物 の

種 類 や 比 率 は ､ 原 料 と な る 不 飽 和 脂 肪 酸 に 依 存 す る ｡ 従 っ て 不

飽 和 脂 肪 酸 の 違 い に よ っ て 酸 化 物 の 毒 性 は 大 き な 影 響 を 受 け る

と 考 え ら れ る ｡ 第 3 章 お よ び 第 4 章 の 細 胞 へ の 毒 性 実 験 に お い

て
一

次 産 物 の 脂 肪 酸 ヒ F . ロ ペ ル オ ヰ シ ド や 二 次 産 物 の ア ル デ ヒ

ド が 毒 性 を 持 つ こ と. を 明 ら か に し た ｡ 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 が 過 酸

化 を 受 け た 場 合 ､ そ の 酸 化 物 の 毒 性 は 酸 化 混 合 物 中 に 生 成 す る

毒 性 化 合 物 の 畢 に 依 存 す る と 考 え ら れ る o 著 者 は 高 度 不 飽 和 脂

肪 酸 と し て T) ノ ー ル 酸 ､ T) ノ レ ン 酸 お よ び ア ラ キ ド ン 酸 を 用 い

て 自 動 酸 化 を 行 い ､ そ の 酸 化 混 合 物 の ヒ ト 腰 帯 静 脈 内 皮 細 胞 に

対 す る 毒 性 を 調 べ ､ そ の 毒 性 成 分 の 検 索 を 試 み た ｡

-

8 0 -



第 1 節 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 の 自 動 酸 化

リ ノ ー ル 酸 ､ リ ノ レ ン 酸 ま た は ア ラ キ ド ン 酸 の ベ ン ゼ ン 溶 液

に 触 媒 と し て 酢 酸 コ バ ル ト を 添 加 し 9 9 ) ､ 4 0
o

C に 温 め な が ら

酸 素 を 通 じ て 自 動 酸 化 を 行 っ た ｡ 排 気 は ジ ェ ト ロ フ ェ
ニ ル ヒ ド

ラ ジ ン 溶 液 に 通 し て 揮 発 性 カ ル ポ ニ ル 化 合 物 を 捕 捉 し た ｡ 酸 素

を 3 日 間 通 じ 経 時 的 に 過 酸 化 物 価 ( p o v )
1 8 臥 1 8 1 )

お よ び カ

ル ポ ニ ル 価 ( c o v )
= 2 ) を 測 定 し た ( F i g . 4 8 ) 0

3 00 0

′
■ ■
ヽ

b J)

; 200 0
ゴ.
ヽ■ 一 ′

>

a

日

l コr

F =

”

富 10 00
A

0

ち + ト C

0 1 2 3 8 1 2 3 0 1 2 3
.

R c a cti o n Tim e(d ay s)

F i g ･ 4 8 ･ T i m e c o u r s e s o f p e r o x i d e v a l u e ( P O V ; @ ) a n d c a r b o n y l
v a l u e ( C O V ; ○) 土n t h e a u t o x 土d a t 土o n o f l 土n o l e 土c a c i d ( A ) ,
1 i n o l e n i c a c i d ( a ) a n d a r a c h i d o n i c a c i d ( C) .

ア ラ ヰ ド ン 酸 は 3 種 の 脂 肪 酸 の う ち で 最 も P 0 V の 上 昇 が 速

く ､ 1 日 後 に は 最 大 に 達 し ､ 2 日 後 に は P 0 V ほ 低 下 し 始 め た ｡

リ ノ ー ル 酸 は 2 日 目 ま で P 0 V の 上 昇 は ゆ る や か で あ っ た が ､

3 日 目 に は 急 速 に 増 加 し 始 め た ｡ リ ノ レ ン 酸 は 1 日 後 に は P 0

v が か な り 上
.

昇 し た が ､ 2 ､ 3 日 目 は 上 昇 が に ぶ っ た o P 0 V

- 8 1
-



の 経 時 変 化 か ら 判 断 す る と ､ 本 反 応 の 日 動 酸 化 3 日 目 と い う 状

恵 は T) ノ ー ル 酸 で は 成 長 反 応 の 段 階 で ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 生

成 が 急 増 し 始 め た 状 態 で あ り ､ ア ラ ヰ ド ン 酸 で は ヒ ド ロ ペ ル オ

ヰ シ ド の 分 解 過 程 で あ る と 考 え ら れ た ｡ C 0 V は い ず れ の 脂 堺

酸 に お い て も 上 昇 し 続 け て い た が ､ リ ノ
ー ル 酸 の 日 動 酸 化 で は

他 の 脂 肪 酸 の 場 合 の 約 半 分 と 少 な か っ た ｡

了 時 の P 0 V な ど の 各 種 デ
ー タ を 示 し た .

終 産 物 の
-

つ で あ る 7n a l o n e d i a l d e h y d e な

t h i o b a r i t u r i c a c i d ( T B A ) に よ る T

T a b l e X に は 反 応 終

脂 質 過 酸 化 反 応 の 最

ど と 反 応 し て 発 色 す る

B A 値
1 8 3 )
は ､ リ ノ

-

ル 酸 の 場 合 著 し く 低 か っ ･ た ｡ ジ ニ ト ロ フ ェ
ニ ル ヒ ド ラ ジ ン に よ

り 捕 捉 さ れ た 排 気 中‾の 揮 発 性 カ ル ポ ニ ル 化 合 物 の ヒ ド ラ ゾ ン 誘

導 体 の 量 は リ ノ レ ン 酸 が 他 に 比 べ て 約 1 / 5 と 少 量 で あ っ た ｡

捕 捉 さ れ た カ ル ポ ニ ル 化 合 物 は い ず れ の 脂 肪 酸 に お い て も ､

f o r n a l d e h y d e ､ a c e t a l d e h y d e ､ p r o p i o n a l d e h y d e お よ ぴ

h e x a n a l で あ り ､ 大 き な 違 い は 認 め ら れ な か っ た ｡

T a b l e X

c h a r a c t e r i s t i c s o f a u t o x i d i z e d l i n o l e i c a c i d ( 1 8 :
2 ) , 1 i n o l e n

,

i c

a c i d ( 1 8 : 3 ) a n d a r a c h 土d o n 土c a c i d ( 2 0 :
4 ) ･

P u 柏
po 甘 CO V T B 免 D鞘P閃

一 甘R AP

tL eq/ g p eq/ g n m Ot/ m g m g

1 8
■
: 2

1 8 : 3_

20 :ヰ

1
.
99 0 71 0 4 2 189

225 0 ･ 134 O 875 36

21 叩 10 6 O 841 19卑

p o l y u n s a t u r a t e d f a t t y a c i
d ( P U P A ) w a s a u t o x i d i z e d f o r 3

d a y s

u n d e r o x y g e n a ヒ 4 0
o
C i n t h e p r e s e n c e o f C o ( 工工) I

- 8 2 -



C 0 V を 構 成 し て い る カ ル ポ ニ ル 化 合 物 の 種 類 の 違 い を 調 べ

る た め ､ 反 応 混 合 物 の ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ヒ ド ラ ゾ ン 誘 導 物 を H

㍗ L C で 分 析 し た ｡ リ ノ
ー

ル 酸 は 二 次 産 物 の 生 成 に 至 ら な い 状

態 で あ っ

4 9 A ) 0

成 物 に な

る と ア ラ

認 で き た

な か っ た

分 離 パ タ

と リ ノ レ

≡
⊂=

1= ⊃

I ,”

C V ?

■l ･･ →J

r q

む

u

E =

l q

J = l

i _

a

∽

J = 1

･ <

た の で ､ カ ル ポ ニ ル 化 合 物 の 生 成 は 少 な か っ た ( F i g .

リ ノ レ ン 酸 と ア ラ ヰ ド ン 酸 ほ と も に 二 次 産 物 が 主 要 生

っ て い る 状 態 で あ っ た が ､ カ ル ポ ニ ル 生 成 物 を 比 較 す

キ ド ン 酸 で 時(E 卜 4 - h y d r o x y
- 2 -

n o n e n a l ( 矢 印) が 確

( F i g . 4 = 9 C ) の に 対 し ､ リ ノ レ ン 酸 で は 生 成 し て い

( F i g . 4 9 B ) ｡ ま た 生 成 す る ア ル デ ヒ ド の H P L C

- ン は リ ノ
ー ル 酸 ( F i g . 3 1 も 参 照 ) ､ ア ラ キ ド ン 酸

ン 酸 と で は 異 な っ て い た ｡

(A )

○ 中
A 0

Iu (り
■
■

( B )

4 0
dP

■ヽ

o O q>
A
J

fり

R et e n ti o n Ti m e ( 打in)

( C)

芸 q ' dB 悪 霊

F i g ･ 4 9 ･ H i g h p e r f o r m a n c e l i q u i d
c h r o m a t o g r a m s o f

d i n i t r o p h e n y l h y d r a z o n e s o
f c a r b o n y l c o m p o u n d s f r o

m

a u t ｡ x 土d a t i o n o f l 土n o l e 土c a c i d ( A ) , 1 土n o l e n
l c a c i d

a r a c h i d o n i c a c i d ( C ) f o r 3 d a y s u n d e r o x y g e n a t
4 0
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第 2 節 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 酸 化 物 の ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る

毒 性

ヒ ト 婿 帯 静 脈 内 皮 細 胞 は 第 4 章 で 単 離

か し 本 実 験 で は ､ 細 胞 を コ ン フ ル エ ン ト

脂 / c m
2
) に し て 実 験 に 用 い た ｡ 2 5

の 酸 化 混 合 物 を 添 加 し た ア ー ル 液 中 で 3

ベ た o I) ノ
ー ル 酸 の 酸 化 混 合 物 は ､ リ ノ

か に 強 い 毒 性 を 示 し た ( F i g . 5 0 A ) 0

し た 細 胞 を 用 い た ｡
.
し

( 集 密 的 ; 約 1 0
5
細

〟 M の 脂 肪 酸 ま た は そ

時 間 培 養 し て 毒 性 を 調

- ル 酸 自 身 よ り も 明 ら

リ ノ レ ン 酸 の 場 合 は 逆

に 酸 化 混 合 物 の 方 が 酸 自 身 よ り も 毒 性 が 弱 か っ た

B ) . ア ラ ヰ ド ン 酸. で は ､ 酸 白 身 と 酸 化 混 合 物 と

認 め ら れ な か っ た ( F i g . 5 0 C ) ｡ 毒 性 を 示 し た

よ び 毒 性 成 分 が 含 ま れ て い る と 予 想 さ れ た ア ラ キ

川8

～

･

～

G
亡

a )

p

50
O }

くJ

演

A

川 2 5 50

F i g . 5 0

B

0 川 2 5 5 0

C o n c e nt r ati o n (l州)

( F i g . 5 0

の 間 に 差 異 は

リ ノ ー ル 酸 お

ド ン 酸 の 酸 化

C

0 1 0 25 5 0

L e t h a l e f f e c t s o f p o l y u n s a t u r a t e d f a t t y a c i d s ( o )
a n d a u t o x i d i z e d o n e s ( ㊨) o n h u m a n e n d o t h e l i a l c e l l s : ( A) ,
1 i n o l e まc a c i d ; ( 引 . 1 i n o l e n 土c a c i d ; ( C) ′ a r a c h l d o n 土c a c i d .
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混 合 物 に つ い て ､ 実 際 に 毒 性 を 引 き 起 こ し て い る 化 合 物 を 検 索

す る 目 的 で ､ カ ラ ム に よ る 分 画 を 試 み た ｡

山 敷地_盈+ 皇_勉_垂__ 旦_毒
性 化 合 物 の 検 索

リ ノ ー ル 酸 を 3 日 間 自 動 酸 化 し た 混 合 物 ( 2

を 投 与 し た と き の 細 胞 生 存 率 は 8 3 % で あ っ た ｡

5 〃 M 相 当 量 )

こ の 混 合 物 を

シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ( ヘ キ サ ン / エ ー テ ル ; 9 0 : 1 0
- 0 : 1 0 0 ､ v / v )

に よ り 6 分 画 に 分 け た ｡ こ れ ら の 分 画 の 相 対 重 量 お よ び 細 胞 壁

存 率 を F i g . 5 1 に 示 し た ｡ 最 も 強 い 毒 性 を 示 し た 分 画 4 を さ ら

に H P L C [ I m e r t s i 1 0 D S - 5 ; ア セ ト ニ ト リ ル / 水 ( - 3 0 : 7 (卜

I

～
ヽ
ヽ
ヽ

も

M f
'

xt .

1 2

( a . 3 10 .1 1 9 .2 29 .5 23 . 3

6 F r a c ti o n N o .

17 ･6 % W eight)

1 0 8

ー
l
●
■l J

∽

一芸

至 58
q J

u

衣

F i g ･ 5 l ･ L e t h a l e f f e c t s a n d r e l a t i v e w e i g h t s o f f r a c t i o n s

f r o m s i l i c a g e l d o l u m n c h r o m a t o g r a p h y o f a u t o x i d i z e d

l 土n o l e 土c a c i d .
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6 0 : i O - 1 0 0 : 0
-

/
- 1 0 - 3 0 - 5 0 -

､ Ⅴ/ v / m i n ) ; 9 0 m l / h r ; 2 1 5 n m ]

を 用 い て F i g . 5 2 に 示 す よ う に 9 分 画 に 分 け た o そ の 相 対 量 量

と 細 胞 生 存 率 を F i g . 5 3 に 示 し た ｡ 強 い 毒 性 を 示 し た 分 画 4 ･
-

6 は ス ペ ク ト ル デ
ー

タ か ら リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド で あ

る こ と が 判 明 し た o 分 画 4 - 5 も 主 要 成 分 は T) ノ
ー

ル 酸 ヒ ド ロ

rr
･

山 1
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f r a c t i o n 4 o f F i g . 5 l .
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loo

知

～

∽

Z=

CL >

広:a

= 5¢
¢

U

読

.
- 1

4
.

4 11 4 ･2 4 ･3 ヰ･4 4 1 5 ヰ16 4
･

7 4
･ 8 4 ･9 Fr a ct

'

t o n N Q .

( l 15 2 ･3 1 ･1 3 ･ = 7 ･0 3 3 ･9 1 2 12 2 1 ･8 7 ･1 % W eight)

F i g ･ 5 3 ･ L e t h a l e f f e c t s a n d r e l a t i v e w e i g h t s o f f r a c t i o n s
l

f r o m h i g h p e r f o r m a n c e l i q u i d c h r o m a t o g r a p h y o f t h e f r a c t i o n

4 o f F i g . 5 1 .

ペ ル オ キ シ ド で あ っ た ｡ 分 画 4 - 4 や 4
- 8 も 毒 性 を 示 し た が ､

か な り の 混 合 物 で あ っ た た め 毒 性 成 分 の 確 認 ほ で き な か っ た ｡

た だ し こ れ ら の 分 画 に は 前 章 で 見 い 出 し た 毒 性 ア ル デ ヒ ド は 含

ま れ て い な か っ た o 結 局 ､ 本 実 験 に お け る !) ノ ー ル 酸 酸 化 混 合

物 の 示 す 毒 性 は ､ 分 画 4 の 約 半 分 ( 分 画 4 - 5 お よ ぴ 4
-

6 ) こ

す な わ ち 全 混 合 物 の う ち 約 1 5 % の 攻 量 で 生 成 し た T) /
- ル 酸

ヒ ド ロ ペ ル オ キ ン ド に よ る も の で あ る こ と が 明 ら か に な っ た ｡

ま た 分 画 2 お よ び 3 は 原 料 の リ ノ
ー ル 酸 が 主 要 成 分 で あ っ た .

-
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ア ラ ヰ ド ン 酸 酸 化 混 合 物 申 の 毒 性 化 合 物 の 検 索

ア ラ ヰ ド ン 酸 を

細 胞 生 存 率 は 8 0

( ベ ン ゼ ン / エ ー

る
.
と ､ 分 画 5 の み

よ び 4 は 原 料 の ア

3 日 間 自 動 酸 化 し た 混 合 物 を 投 与 し た と きL の

% で あ っ た ｡ こ の 混 合 物 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム

テ ル ; 9 0 : 1 0
- 0 : 1 0 0 ､ Ⅴ/ v ) で 7 分 画 に 分 け

に 毒 性 が 認 め ら れ た ( F i g . 5 4 ) ｡ 分 画 3 お

ラ ヰ ド ン 酸 で あ っ た ｡ そ れ 以 外 の 分 画 は ほ と

ん ど 毒 性 を 示 さ な か っ た ｡ 分 画 5 を さ ら に H P L C [ I n e r t s i l

＼ ′
ノ

ノ

l ノ

＼
l ′

′
′
′

砂
†

陀ilt . 1 2 3 4 5 6 7 Fr a c ti o n N o .

( 0 ･9 0 ･5 39 ･3 12 ･5 1 2 ･6 28 ･3 5
･9 % w 柑 t)

川0

> ヽ

～

l/I

⊂=

む

J =
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50

u

読

F i g ･ 5 4 ･ L e t h a l e f f e c t s a n d r e l a t i v e w e i g h t s o f f r a c t i o n s

f r o m s i l i c a g e l c o l u m n c h r o m a t o g r a p h y o f a u t o x i d i z e d
a r a c h i d o n i . c a c i d .

O D S
-

5 ; ア セ ト ニ.
ト リ ル / 水 ( - 3 0 : 7 ( ト 8 5 : 1 5 - 8 5 : 1 卜 1 0 0 : 0

-

/

-

5
-

4 0
-

5 0 - 7 5 -

､ Ⅴ/ v / n i n ) ; 9 6 n l / h r ; 2 1 5 n m ] を 用 い て 1 1

分 画 に 分 け た ( F i g . 5 5 ) ｡ こ の う ち 強 力 な 毒 性 を 示 し た の は
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F i g . 5 5 . H i g h p e r f o r m a n c e l i q u i d c h r o m a t o g r a p h y o f t h e

f r a c t i o n 5 o f F i g . 5 4 .

分 画 5 - 2 で あ り ( F i g . 5 6 ) ､ こ れ は ス ペ ク ト ル デ ー

タ お よ

ぴ H P L C の 共 ク ロ マ

n o n e n a l ( 攻 率 ､ o .

4 も 毒 性 を 示 し た が ､

は 確 認 で き な か っ た ｡

ト グ ラ フ イ
-

か ら ( E ト ト h y d r o x y - 2 -

6 % ) で あ る こ と を 確 認 し た ｡ 分 画 5 一

畳 が 少 な く 混 合 物 で あ っ た た め 毒 性 成 分

他 の 分 画 は 全 く 毒 性 を 示 さ な か っ た ｡

- 8 9 -



100

A

～

∽

E

q ュ

≡ 50
(”

U

読

F i g . 5 6 .

一
一
′

. 5
･1 5 ･2 5

-

3 5
14 5

-

5 5 -6 5
-

7 5
-

8 5
-

9 5
-

10 5
-

l l F r a ct加n N o .

( 2 ･g 4 ･ = 9 ‖ 川 1 2 1 5 ･3 . 6 ･ - 3 5 ･8 1 3 ･2 . 0 ･ 4 % w eighり

L e t h a l e f f e c t s a n d w e i g h t s o f f r a c t i o n s f r o m

p e r f o r m a n c e l i q u i d c h r o m a t o g r a p h y o f t h e f r a c t i o n 5 o f

5 4 .

-

9 0
-

h i g h

F i g .



第 3 節 考 察

異 な る 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 を 同 程 度 の 酸 化 状 態 に 酸 化 す る こ と

は 困 難 で あ っ た た め ､
一 定 条 件 下 ( 4 0

o

C ､ 3 日 間) で 酸 化 し

て ､ そ の 混 合 物 の 毒 性 を 検 討 し た ｡ 脂 肪 酸 白 身 の 毒 性 も 種 類 に

よ っ て 異 な る こ と が 報 告 さ れ て い る
1 = ) の で ､ 酸 化 物 の 毒 性 は

原 料 の 脂 肪 酸 と 比 較 L な け れ ば な ら ず ､ 単 純 に 他 の 脂 肪 酸 と の

比 較 は 出 来 な い ｡ 今 回 の 酸 化 条 件 で は ､ 脂 肪 酸 酸 化 物 の 毒 性 の

強 さ は リ ノ ー

ル 酸 ､ ア ラ ヰ ド ン 酸 ､ リ ノ レ ン 酸 の 順 で あ っ た 0

分 子 中 の 二 重 結 合 が 増 加 す れ ば 当 然 酸 化 物 の 毒 性 も 増 加 す る で

あ ろ う と い う 予 想 と は 異 な る 結 果 で あ っ た ｡

不 飽 和 脂 肪 酸 は 二 重 結 合 の 数 が 多 い 程 酸 化 を 受 け や す い
9 8 )

の で ､ 同 - 条 件 下 で リ ノ ー ル 酸 ､ リ ノ レ ン 酸 お よ ぴ ア ラ キ ド ン

酸 を 自 動 酸 化 し た 場 合 ､ 酸 化 の 段 階 が 異 な る こ と は 予 想 さ れ た ｡

本 実 験 に お け る リ ノ ー ル 酸 の 過 酸 化 反 応 物 は ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ

ド の 生 成 が 増 加 し 始 め た 時 点 の 混 合 物 で あ り ､ そ の 主 要 な 毒 性

成 分 は リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド で あ っ た o こ の 碍 合 物 に

は 毒 性 ア ル デ ヒ ド は 含 ま れ て い な か っ た ｡ 二 次 産 物 が 主 要 部 分

に な る ま で 過 酸 化 反 応 が 進 行 し た 場 合 に は ､ そ の 混 合 物 の 毒 性

は 二 次 産 物 の 種 額 に 依 存 す る と い う 予 想 は ､ リ ノ レ ン 酸 お よ び

ア ラ ヰ ド ン 酸 の 酸 化 混 合 物 の 毒 性 実 験 か ら 支 持 さ れ た ｡ す な わ

ち リ ノ レ ン 酸 や ア ラ キ ド ン 酸 で は ､ 初 め に 生 成 す る ヒ ド ロ ペ ル

オ ヰ シ ド の 反 応 性 が 高 く ､ そ れ 自 身 が 毒 性 を 示 す 程 度 の 量 蓄 積

せ ず に 二 次 産 物 に 変 化 す る も の と 考 え ら れ る ｡ 実 際 ､ 別 途 合 成

し た ア ラ キ ド ン 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド は ､ リ ノ
- ル 酸 ヒ ド ロ ペ

ル オ ヰ シ ド と 同 等 の 毒 性 を 示 し た ｡ リ ノ レ ン 酸 の 酸 化 混 合 物 は

毒 性 を 示 さ な か っ た が ､ ア ラ キ ド ン 酸 の 酸 化 混 合 物 か ら 毒 性 成

分 が 分 離
.
さ れ た ｡ そ の 化 合 物 は 前 章 で ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 に 対 し
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て 毒 牲 が 認 め ら れ た 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド ､ ( E ) - A - h y d r o x y
- 2 -

n o n e n a l で あ っ た ｡

第 3 葦 で 示 し た よ う に リ ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 自 動

酸 化 混 合 物 も ア ラ キ ド ン 酸 の 酸 化 混 合 物 と 同 様 に 毒 性 を 示 しT= .

二 次 産 物 の 毒 性 が ア ル デ ヒ ド 化 合 物 に 依 る と こ ろ が 大 き い と 想

定 す る と ､ リ ノ
ー ル 酸 お よ び ア ラ キ ド ン 酸 と リ ノ レ ン 酸 と の 過

酸 化 反 応 に お け る 二 次 産 物 の 毒 性 が 著 し く 異 な る 原 因 の
一

つ と

し て ､ 二 重 結 合 の 位 置 の 違 い が 考 え ら れ る ｡ F i g . 5 6 に 示 す よ

う に リ ノ ー ル 酸 お よ ぴ ア ラ キ ド ン 酸 は メ チ ル 末 端 か ら

炭 素 ( u - 6 ) か ら 二 重 結 合 が 存 在 す る の に 対 し て ､

酸 は 3 個 目 の 炭 素 ( w
-

3 ) か ら 二 重 結 合 が 存 在 す る ｡

童 結 合 の 位 置 の 違 い は 二 次 産 物 と し て 生 成 す る ア ル デ

6 個 日 の

リ ノ レ ン

こ の ニ

ヒ ド の 種

額 に 大 き な 影 響 を 及 ぼ す と 考 え ら れ る ｡ 実 際 に リ ノ ー ル 酸 や ア

ラ ヰ ド ン 酸 に 比 べ て リ ノ レ ン 酸 か ら は 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド ( ( E 卜

4 - h y d r o ‡ y
- 2 -

n o n e n a l を 含 め た ア ル ケ ナ ー ル ) の 生 成 が 少 な い

と の 報 告 も あ り 1
7 )

､
こ の 考 え を 支 持 す る ｡ 実 際 に 本 実 験 に お い

て も リ ノ レ ン 酸 の 酸 化 混 合 物 中 か ら は ( E )
一 卜 h y d r o x y

- 2 -

n o n e n a l は 確 認 で き な か っ た ｡

山
一 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 1 7 1 B 1 9 2 0

( a ) HC f(
3

C O O

( b ) C E
3

C O O E

( c ) C O O tIC E
3

ヒ

F i g . 5 7 . S t r u c t u r e s o f l i n o l e i c a c i d ( a ) , 1 i n o l e n i c a c
.
i d ( b )

a n d a r a c h i d o n i c a c i d ( c ) .

結 局 ､ 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 の 酸 化 物 の 毒 性 は ､ 初 め に 生 成 す る

ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 安 定 性 や 反 応 性 お よ び 二 次 産 物 の 種 類 の

相 違 に 依 存 す る と 考 え ら れ る ｡
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結 語

最 も 構 造 の 簡 単 な 過 酸 化 脂 質 で あ る リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ

キ シ ド の 化 学 的 性 質 お よ び 反 応 性 を 検 討 し た . き ら に T) / - ル

酸 な ど の 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド お よ び そ の 酸 化

生 成 物 で あ る ア ル デ ヒ
.

ド の 培 養 ヒ ト 細 胞 に 対 す る 毒 性 を 検 討 し ､

以 下 の こ と を 明 ら か に す る こ と が で き た ｡

① リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 異 性 化

リ ノ -

ル 酸 を ダ イ ズ リ ポ キ シ ゲ ナ ー ゼ ー 1 を 用 い て 酸 化 し ､

主 生 成 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド で あ る ( 1 3 S 卜 ( 9 Z ,
1 1 E 卜 1 .3 -

h y d r o p e r o x y
- 9

,
l l -

o c t a d e c a d i e n o i c a c i d ( Z , E - 1 3 - L o o注) を H

P L C で 精 製 し ､ 化 学 的 安 定 性 を 調 べ た ｡ ヒ ド ロ ペ ル オ キ ン ド

の 分 解 や 異 性 化 は 溶 媒 お よ び 共 存 ガ ス に よ り 大 き な 影 響 を 受 け

た ｡ 酸 素 が 存 在 す る と ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド は 分 解 と 異 性 化 の 両

反 応 が 促 進 さ れ た ｡ 従 来 ､ ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド は 酸 素 が 存 在 し

な い 場 合 異 性 化 は 起 こ き な い と 報 告 さ れ て い た ｡ し か し ベ ン ゼ

ン や ク ロ ロ ホ ル ム 申 で は ア ル ゴ ン や 窒 素 気 流 下 に お い て も 異 性

化 が 起 こ る こ と を 見 い 出 し た ｡ ベ ン ゼ ン 中 で は ま ず 異 性 化 が 起

こ り ､ 初 期 に は 分 解 は 接 と ん ど 起 こ ら な か っ た ｡ し か し ク ロ ロ

ホ ル ム 中 で は 分 解 も 異 性 化 も 急 速 に 起 こ っ た o プ ロ ピ ル 干 ∵ テ

ル お よ び メ タ ノ ー ル 溶 液 で は ､ 酸 素 が 存 在 し な い 塊 合 に は 異 性

化 は 起 こ ら な か っ た ｡ 溶 媒 の 種 類 に よ っ て 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ

キ シ ド の 安 定 性 は 複 雑 な 影 響 を 受 け る こ と を 明 ら か に し た ｡ 漢

た 細 胞 毒 性 の 実 験 の 条 件 下 で は ､ 異 性 化 は 認 め ら れ な か っ た ｡

さ ら に Z , E -

1 3
- L O O ‡ を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で 封 入 し て 液 体 窒 素 中

に 保 存 す る と ､
■

2 ケ 月 経 過 し て も は と ん ど 分 解 せ ず ､ 異 性 化 ち

-
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数 % し か 起 こ ら な い こ と を 見 い 出 し た ｡

② ビ タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物 に よ る リ ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ

ド の 捕 捉 反 応

精 製 し た Z ,
E

-

1 3
-

L O O Ⅱ と ビ タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物

( ･2
,
2

,
5
,
7
,
8 -

p e n t a
一

刊 e t h y l c h r o 7n a n
- 6 -

o 1 ) と の 反 応 を 試 み た ｡

ア ル ゴ ン 気 涜 下 F e ( Ⅱ ) と 混 合 し ､ ビ タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物 が

ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド を 直 接 捕 捉 し た 付 加 生 成 物 と し て e p o x y
-

( p e n t a 7n e t h y l c h r o m a n o x y) o c t a d e c e n o i c a c i d s ( 競 何 異 性 体 ､

2 種 類 ; 立 体 異 性 体 ､ 4 ･ 種 類) お よ び h y d r o x y m e t h o x y ( p e n t a
-

m e t y l c h r o m a n o x y ) o c t a d e c e n o i c a c i d s ( 位 置 異 性 体 ､ 3 種 類)

を 単 離 確 認 し た ｡ エ ポ キ シ 型 付 加 物 に お け る ク ロ マ ノ キ シ 基 の

付 加 す る 方 向 に よ る エ リ ス ロ 体 と ス レ オ 体 の 両 立 体 異 性 体 の 生

成 お よ ぴ エ ポ キ シ 環 が 加 溶 媒 分 解 を 受 け た 付 加 物 の 生 成 は 今 回

初 め て 確 認 さ れ た も の で あ る ｡

酸 素 の 存 在 下 の 反 応 も 試 み た が ､

同 様 で あ

ー ル 酸 ヒ

素 に よ っ

抗 酸 化 剤

っ た ｡ こ の 結 果 ほ ビ タ ミ ン

ド ロ ペ ル オ キ シ ド 由 来 ラ ジ

て 影 響 さ れ な い こ と を 示 し

と し て 知 ら れ て い る チ オ ー

が ､ 酸 素 の 存 在 下 で は 全 く 効 果 を 示

い 相 藻 を 示 し ､ 生 体 内 に お け る ピ タ

生 成 物 は ア ル ゴ ン 気 涜 下 と

E モ デ ル 化 合 物 に よ る リ ノ

カ ル の 捕 捉 反 応 が 分 子 状 酸

て い る ｡ こ の 事 実 は 生 体 内

ル 化 合 物 の ラ ジ カ ル 捕 捉 性

さ な い と い う 報 告 と は 著 し

ミ ン E の 抗 酸 化 お よ び ラ ジ

カ ル 捕 捉 剤 と し て の 優 れ た 能 力 を 示 唆 す る ｡

③ リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド お よ ぴ そ の 酸 化 生 成 物 で あ る

ア ル デ ヒ ド の 細I 胞 毒 性

培 養 細 胞 を 生 体 モ デ ル と し て 用 い る こ と に よ り ､ 過 酸 化 脂 質

の 毒 性 判 定
■を 容 易 に し た ｡ 培 養 細 胞 と し て は ヒ ト 線 推 芽 細 胞 ま
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た ほ ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 を 用 い た ｡ ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 は 最 近 ま で

継 代 培 養 が 困 難 で あ っ た ｡ し か し 動 脈 硬 化 を 始 め と す る 血 管 系

疾 患 へ の 過 酸 化 脂 質 の 関 与 を 研 究 す る 場 合 に は ､ 他 の 動 物 で は

な く ヒ ト の 血 管 内 皮 細 胞 を 使 用 す る こ と が 重 要 で あ る ｡ 著 者 ら

は M C D B 系 培 地 を 使 用 す る こ と に よ り ､ ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 の

継 代 培 養 を 実 現 し た ｡ 培 地 に 血 清 な ど 種 々 の 成 分 が 含 ま れ て い

る 場 合 ､ 試 験 化 合 物 カラそ れ ら の 成 分 と 反 応 を 起 こ す と ､ そ の 毒

性 が 過 小 評 価 さ れ る 可 能 性 が あ る こ と を 明 ら か に し た ｡ 特 に ､

不 飽 和 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド は 血 清 含 有 培 地 中 で は 毒 性 が

か な り 繊 弱 化 す る こ と を 確 認 し た ｡ ア
ー ル 液 中 に ヒ ド ロ ペ ル オ

ヰ シ ド を 添 加 し て 培 養 す る と ､ ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド は 線 維 芽 細

胞 お よ び 血 管 内 皮 細 胞 の 両 細 胞 に 対 し て 毒 性 を 示 し た ｡ 脂 質 過

酸 化 反 応 の 二 次 産 物 の
一

つ で あ る ア ル デ ヒ ド に つ い て 毒 性 を 調

べ た と こ ろ ､ い ず れ の 細 胞 に 対 し て も そ の 分 子 内 に 二 重 結 合 を

含 む 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド が 毒 性 を 持 つ こ と を 見 い 出 し た ｡ 特 に ､

4 位 に ヒ ド ロ キ シ 基 が 付 加 し た ( E ト ト h y d r o x y - 2 -

n o n e n a l お よ

ぴ ( E , E ) -

2
,
4 - d e c a d i e n a l が 強 い 毒 性 を 示 し た . 二 重 結 合 を 2

個 含 む ア ル デ ヒ ド で あ る ア ル カ ジ ュ ナ ー ル に 毒 性 が あ る こ と は ､

本 研 究 で 初 め て 確 認 さ れ た ｡

ま た 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 の 酸 化 混 合 物 の ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 に 対

す る 毒 性 を 検 討 し た ｡ リ ノ ー ル 酸 お よ び ア ラ ヰ ド ン 酸 の 酸 化 混

合 物 に は 毒 性 が 認 め ら れ た が ､ リ ノ レ ン 酸 の 酸 化 混 合 物 は 毒 陳

を 示 さ な か っ た ｡ こ の 実 験 条 件 下 ､ リ ノ
ー

ル 酸 の 酸 化 混 合 物 中

の 主 要 毒 性 成 分 は リ ノ
ー

ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド で あ り ､ ア ラ

キ ド ン 酸 の 酸 化 混 合 物 中 の 主 要 毒 性 成 分 は ( E ト 4 - h y d r o x y
- 2 -

n o n e n a l で あ っ た ｡ こ れ ら の 結 果 は 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 の 酸 化 物

の 毒 性 は 脂 肪 酸 の 種 類 に よ っ て 異 な る こ と を 示 唆 し ､ そ の 原 因

は
一

次 産 物 で あ る ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 安 定 性 や 二 次 産 物 の 相

-

95
-



連 に よ る も の と 考 え ら れ た ｡

こ の よ う に 著 者 は 培 養 ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 を 生 体 モ デ ル と し て

用 い る 実 験 系 を 確 立 し た ｡ こ の 系 を 用 い る こ と に よ り ､ 従 来 分

子 レ ベ ル で は 不 明 確 な ま ま 扱 わ れ て き た 過 酸 化 脂 質 に つ い て ､

分 子 レ ベ ル に つ い て の 検 討 を 可 能 に し た ｡

- 9 6 -



調音 茜辛

本 研 究 に 対 し ､ 終 始 御 懇 篤 な る 御 指 導 ､

の 御 校 閲 を 賜 り ま し た 千 葉 大 学 薬 学 部 ､

御 鞭 違 お よ び 本 論 文

日 野 享 教 授 に 謹 ん で 感

謝 致 し ま す ｡

本 研 究 の 機 会 を 恵 与 き れ ､ 多 大 の 御 便 宜 を 賜 り ま し た 東 京 都

老 人 総 合 研 究 所 総 合 研 究 部 長 ､ 松 尾 光 芳 博 士 に 深 謝 致 し ま す ｡

ま た ､ 本 研 究 を 実 際 に 進 め る に 降 し ､ ヒ ト 線 推 芽 細 胞 を 提 供

し て 頂 き ま し た 本 研 究 所 ア イ ソ ト ー プ 研 究 室 本 田 修 二 氏､ ヒ ト

麟 帯 静 脈 内 皮 細 胞 を 提 供 し て 頂 き ま し た 同 研 究 室 加 治 和 彦 博 士

に 心 か ら 感 謝 致 し ま す ｡ さ ら に 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 の 自 動 酸 化 な

ど に 御 協 力 を 頂 き ま し た 同 研 究 室 中 野 俊 一 郎 氏 に 謝 意 を 表 し ま

す ｡

最 後 に ､ 本 研 究 に あ た り 御 助 言 を 頂 き ま し た 同 研 究 室 浦 野 四

郎 博 士 ､ 松 本 茂 信 博 士 に 厚 く 御 礼 申 し 上 げ ま す ｡
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実 験 の 部

本 研 究 に 使 用 し た 機 器 は 以 下 に 示 す と う り で あ る o

H P L C

M S

N 班 R

U V

I 良

V a r i a n

V a r i a n

W a t e r s

S b i m a d z u

8 5 2 0

5 0 2 0

P r e p L C / S y s t e m 5 0 0 A

L C - 6 A

S h il m a d z u
-

L E B 9 0 0 0 B G C - M S

J E O L J M S
-

I) Ⅹ3 0 4

V a r i a n X L - 2 0 0

C a r y 1 1 8 C

C a r y 2 1 9

J a s c o A
- 2 0 2

c e l l c o u n,t e r C o u l t e r C o ll n t e r Z B I

- g 8 -



第 且 茸 の 実 験

班 臥L エ旦二L 虹三L 土と

ド の 生 成

三 頚 フ ラ ス コ に リ ノ ー ル 酸 ( 2 . 8 0 g ､ 1 0 n m o l ) を 入 れ ､ 4 ℃

に 冷 却 し た 0 . 2 M は う 酸 緩 衝 液 ( p H 9 . 0 ､ 3 8 0 m l ) を 加 え て 撹 押

し て 乳 濁 液 に し た . ダ イ ズ リ ポ キ シ ゲ ナ ー ゼ ー 1 ( 4 . 7 2 n g ;

1 .
5 3 × 1 0

5
n n i t s / m g ) を o . 2 M は う 酸 緩 衝 液 ( 2 0 m l

し て 添 加 し ､ 4
o

C に 冷 却 し な が ら 酸 素 rL 6 時 間 通 じ.た ｡

酸 を 加 え て 酸 性 ( p H 3 . 0 ) に し ､ ク ロ ロ ホ ル ム / メ タ ノ

2 : 1 ､ Ⅴ/ v ; 2 0 0 n l X 3 ) で 抽 出 し た ｡

( 2 0 0 n l X 3 ) し ､ 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ

除 い た 後 ､ 減 圧 下 で エ
ー テ ル を 留 去 す る

が 得 ら れ た ｡ そ の 油 状 物 を シ リ カ ゲ ル カ

S i l i c A R C C - 7 ､ 1 0 0 g ;

Ⅴ/ v ) に よ っ て 溶 離 す る

( 4 6 . 3 % ) ･ が 得 ら れ ､

回 収 さ れ･た ｡ こ の ヒ ド ロ

M i c r o P a k S i
- 1 0 ; ヘ キ サ

抽 出 液 を 一 緒 に

ム で 乾 燥 し た ｡

) に 溶 解

次 に 希 塩

- ル (

し て 水 洗

乾 燥 剤 を

と 淡 黄 色 油 状 物 ( 3 . 0 4 g )

ラ ム ( M a l l i n c k r o d t ､

ヘ キ サ ン / エ ー テ ル ､ 1 0 0 : 0 - 5 0 : 5 0 ､

と リ ノ
ー

ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ ン ド 1 . 4 5 g

原 料 の リ ノ - ル 酸 1 . 1 9 g ( 4 2 . 7 % ) が

ペ ル オ キ シ ド を H P L C ( V a r i a n 5 0 2 0 ､

ン / エ タ /
-

ル / 酢 酸 ､
9 8 . 5 : 1 . 丘51 : 0 . 0 5 ､

Ⅴ/ v ) を 用 い て 精 製 し( 1 3 S )
- ( 9 Z , 1 1 E 卜 1 3

-

h y d r o p e r o x y
- 9

,
1 l -

o c t a d e c a d i e n o i c a c i d ( Z , E
-

1 3
- L O O Ⅱ ) を 得 た .

リ ノ
ー ル 酸 の 日 動 酸 化

丸 底 フ ラ ス コ に リ ノ ー ル 酸 ( 2 . 0 g ､ 7 . 1 m o l ) を 入 れ ､ 室 温

( 2 4 - 2 8
o

C )
･

､ 暗 所 で 3 日 間 撹 拝 し た o 酵 素 を 用 い た 実 験 と 同 様

- 9 9 -



に 処 理 し て 反 応 混 合 物 か ら ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド 分 画 ( 4 9 9 . 0 g ､

2 2 . 1 % ) を 得 た ｡ こ の 分 画 を さ ら に H P L C で 分 離 す る と z ,
E -

1 3 - L O O P ( 1 3 4 . 0 g) ､ ( 9 E , l l E ) - 1 3 - h y d r o p e r o x y
- 9

, 1 ト

o c t a d e c a d i e n o i c a c i d ( E
,
E - 1 3 - L O O H ; 7 7 ･ 2 g ) ､ ( 1 0 E , 1 2 Z ト キ

( 1 0 E ,
1 2 E ) - 9 - h y d r o p e r o x y

- 1 0
,
1 2 -

o c t a d e c a d i e n o i c a c i d ( E . Z -

9
-

L O O E と E , E
-

9
-

L O O II ) と の 混 合 物 ( 2 4 0 . 6 g ) が 得 ら れ た o N ”

R は t r i n e t h y l s i l a n e ( T ” S ) を 内 部 標 準 と し て 測 定 し た o

1 3
c - N M R の ス ペ ク ト ル デ - タ の う ち C - 4 - 7 の 帰 属 は 文 献

を 参 考 に し て 推 定 し た
●

1 9 5 - = 8 )
.

Z
.
E - 1 3 - L O O H :

1
Ⅱ - N 地R ( C D 3 0 1) ) 6 0 . 8 9 ( t , 3 E ,

∫ = 6 ‡z
,
I -

1 8 ) .
1 . 3 2 ( m ,

8 I
,
E 1 4

,
5
,
6 a n d 7 ) ,

1 . 8 0 ( n , 4 H , I - 4 a n d

l i ) ,
2 . 1 9 ( Tn , 2 H . 耳 - 8 ) ,

2 . 2 6 ( t , 2 技 , I : 7 ‡z
,
‡ - 2 ) ,

4 . 2 8

( n ,
l H

,
H -

1 3 ) , 5 . 4 5 ( d t ,
1 H

,
∫ - 8 a n d 1 0 I z

,
I - 9 ) ,

5 . 5 7

( d d , l I , J = 8 a n d 1 6 H z , ‡
-

1 2 ) ,
6 . 0 1 ( d d ,

1 H
,
I ; 1 0 a n d

l l Ⅱz , ll
- 1 0 ) ,

6 . 5 4 ( d d , 1 E , J : l l a n d 1 6 E z
,
H - l l ) ;

( C D C 1 3 ) 6 0 . 8 9 ( t ,
3 E , ∫ = 7 H z

,
‡

-

1 8 ) ,
I . 3 4 ( n , 8 I ,

Ⅱ - 4
,

5
,
6
,
a n d 7 )

,
1 . 6 5 ( m , 4 耳 ,

E - 3 a n d 1 4 ) ,
2 . 2 1 ( n

,
2 Ⅱ

,
I - 負) ,

2 . 3 7 ( t . 2 H , I = 7 I z , I - 2 ) .
4 . 4 1 ( q , 1 E , ∫ : 7 ‡z

,
Ⅱ -

1 3 ) .

5
. 5 2 ( d t , 1 I , I : 8 a n d l l l z , I

-

9 ) ,
5 . 6 0 ( d d , 1 I , ∫ = 7

a n d 1 5 Ⅱz
,
H - 1 2 ) ,

6 . 0 4 ■( t , l I
,
I - l l ‡z

,
‡ - 1 0 ) , 6 . 6 0 ( d d ,

1 I
,
I I l l a n d 1 5 H z

.
I - l l) ; ( C 8 D 6 ) 6 0 . 8 6 ( t , 3 Ⅱ , I = 6

H z . 文 一 1 8 ) , 1 . l l a n d 1 . 2 1 ( 7n , 8 ‡, I - 4
,
5

,
6 a n d 7 ) . 1 . 4 9

( n , 2 I
,
H - 3 )
,
,
1 . 7 0 ( m , 2 I , E

- 1 4 ) ,
2 . 1 0 ( m ,

4 H
,
I - 2 a n d 8 ) ,

4 ･ 4 2 ( n , 1 E , H - 1 3 ) , 5 . 5 7 ( n , 1 I
,
? - 9 ) ,

5 . 6 2 ( d d , 1 Ⅱ , J = 8

a n d 1 5 古z
.
Ⅱ - 1
_
2 ) , 6 . 1 2 ( t ,

l H
,
I : l l Ⅱz

,
a

-

1 0 ) ,
6 . 7 3

1 E
,
I = l l a n d 1 5 H z

,
I - l l ) .

1 3
c -

ⅣM R ( C D 3 0I)) 6 1 4 . 3

1 8 ) , 2 3 ･ 4 ( C - 1 7 ) , 2 5 . 8 ( C
-

3 a n d 1 5 ) ,
2 8 . 4 ( C -

8 ) , 2 9 . 8

- 1 0 0 -

( d d

( C -

( C
-



4 ) ,
3 0 . 0 ( C -

5 a n d 6 ) ,
3 0 . 4 ( C - 7 ) , 3 2 . 7 ( C - 1 8) ,

3 3 . 6 ( C -

1 4 ) ,
3 逢 . 8 ( C - 2 ) , 8 6 . 9 ( C - 1 3 ) . 1

r

2 9 .

･

1 ( C -

1 0 ) , 1 2 9 . 逢 ( C - l l ) ,

1 3 3 . 3 ( C - 9 ) ,
1 3 3 . 5 ( C - 1 2 ) ,

1 7 7 . 2 ( C - 1 ) . ( C D C 1 3 ) 6 1 4 . 0

( C -

1 8 ) , 2 2 . 9 ( C -

1 7 ) ,
2 4 . 7 ( C -

1 5 ) , 2 4 . 9 ( C - 3 ) . 2 7 . 7 ( C - 8 ) ,

2 9 . 0 ( C 一 連
,
5 a n d 7 ) ,

2 9 . 4 ( C - 6 ) ,
3 1 . 8 ( C - 1 6 ) ,

3 2 . 6 ( C - 1 4 ) ,

3 4 . 1 ( C - 2 ) ,
8 6 . 7 ( C - 1 3 ) , 1 2 了 . 冒 ( C - 1 0 ) ,

1 2 9 . 7 ( C - l l ) ,
1 3 1 . 5

( C -

1 2 ) , 1 3 3 ･ 6 ( C
-

9 ) .

.
1 7 9 . 2 ( C - i ) ; ( C 6 D 6 ) 6 1 i . 2 ( C -

1 8 ) ,

2 2 . 9 ( C - 1 7 ) ,
2 5 . 1 ( C - 1 5 ) , 2 5 . A ( C - 3 ) , 2 8 . 0 ( C - 8 ) , 2 9 . 2 ( C -

4 ) ,
2 9 . 3 ( C - 5 a n d 6 ) , 2 9 . 8 ( C - 7) , 3 2 . 2 ( C - 1 6 ) , 3 3 . 2 ( C 十

1 4 ) , 3 4 . 2 ( C
-

2 ) ,
8 6 . 6 ( C - 1 3) ,

1 2 8 . 3 ( C -

1 0 )
,
1 2 9 . 1 ( C - l l ) ,

1 3 2 . 9 ( C - 9 ) , 1 3 3 . 2 ( C - 1 2 ) ,
1 7 8 . 7 ( C - 1 ) . U V 入招富里H 2 3 4 n n

( 8 ,
2 ･ 6 3 x

.
1 0
4
) I

E
,
E - 1 3 - L O O E :

1
Ⅱ - N 地R ( C D 3 0 D ) 6 0 . 9 1 ( t ,

3 H
,
I - 6 E z , 正

一

1 8 ) ,
1 . 3 4 ( 孤 , 8 E , : - 4

,
5
,
6 a n d 7 ) ,

1 . 6 1 ( n , 柑 ,
E 一

等 a n d

1 4 ) ,
2 . l l ( n , 2Ⅰ壬, 正 一 8 ) , 2 ,

2 9 ( t , 2 E , 五 = 8 技z
,
正 一 2 ) ,

4 . 2 5

( m , 1 ‡
,
E

-

1 3 ) ,
5 . 5 0 ( d d . l il . I = 8 a n d 1 5 E z

,
H - 1 2 ) ,

5 . 7 6

( d t ,
1 E

,
∫ = 7 a n d 1 5 丑z

,
I

-

9 ) , 6 . 1 2 , ( d d , 1 I , ∫ ≡ 1 0 a n d

1 5 ll z
,
正 一 1 0 ) .

6 . 2 0 ( d d , 1 ‡ , I = 1 0 a n d 1 5 fl z
.
H - l l ) ;

( C D C 1 3 ) 6 0 . 9 0 ( t , 3 E , J ニ 6 E z
,
H - 1 8 ) ,

1 . 3 2 ( m , 8 H , エ
ー

丘 ,

5
,
6 a n d 7 ) ,

1 . 6 5 ( n ,
丘‡

,
‡

-

3 a n d 1 4 ) , 2 . 1 0 ( 帆 , 2 ‡, 正
一 8 ) ,

2 . 3 7 ( t , 2 I , I = 6 ‡z
,
江 - 2 ) ,

4 . 2 6 ( n , l 芯, 江
-

1 3 ) , 5 .
5 0 ( d d .

1 ⅠⅠ, ∫ = 8 a rl d 1 6 ‡z
,
エ ー 1 2 ) .

5 . 7 7 ( d t , l E ,
∫

‡ - 9 ) ,
6 . 0 8 ( d d , 1 ‡ ,

I = 9 a n d 1 5 E z
,
I

-

1 0 ) ,

J = 9 a n d 1 6 E z
,
エ ー 1 1 ) ; ( C 6 D 6 ) 6 0 . 8 5 ( t ,

I
-

1 8 ) , 1 . 1 0 a n d 1 . 2 1 ( n , 8 ‡ ｡ Ⅱ - 4
,
5

,
6 a n d

2 I , a
- 3 ) , 1 . 7 0 ( m , 2 E ,

Ⅱ
-

1 i ) ,
2 . 0 0 ( a , 2 Ⅱ .

= 8 a n d 1 5 ⅠI z
.

6 . 3 0 ( d d , l E ,

3 技
,
J = 6 ‡z ,

7 ) ,
1 . 4 8 ( m ,

I - 8 ) ,
2 . 0 9 ( t ,

2 ‡
,
∫ = 7 I z

,
I

-

2) ,
A .
3 6 ( t , 1 T , ∫ = 7 ‡z

,
冗 - 1 3 ) , 5 . 5 0 ( d d ,

l I
,
∫ = 7 a n d 1 5 E z ,

‡ - 1 2) , 5 . 6 3 ( d t . 1 I , ∫ : 7
-

a n d 1 5 Ⅱz ,

- 1 0 1 -



: - 9 ) ,
6 . 0 8 ( d d , 捕 .

∫ - l l a n d 1 5 I z
,
H - 1 0 ) , 6 ･ 3 0 ( d d , l il .

∫ ≡ l l a n d 1 5 E z , 荏
- l l ) .

1 3
c

-

柑 R ( C D C 1 3 ) 6 1 4 . 0 ( C - 1 8 ) ,

2 2 . 8 ( C - 1 7 ) ,

a n d 8 ) ,
3 1 . 8

1 2 9 . 1 ( C - 1 2 ) ,

1 7 g . 9 ( C - 1 ) ;

a n d 1 5 )＼ 2 g . 2

2 4 . 7 ( C - 1 5 ) ,
2 5 . 0 ( C - 3 ) . 2 9 . 0 ( C

-

4
,
5

,
6
,
㍗

( c - 1 6 ) ,
3 2 . 6 ( C -

1 i ) , 3 4 . 0 ( C - 2 ) ,
8 6 . 8 ( C - 1 3 )

.
,

1 2 9 . 3 ( C -

1 0 ) ,
1 3 5 . 2 ( C - l l ) .

1 3 6 . 5 ( C - 9 ) ,

( c 6 D 6 ) 6 1 4 . 2 ( C - 1 8 ) ,
2 4 . 9 ( C - 1 7) ,

2 5 . 4 ( C - 3

( c - 6 ) ,
2 9 . 3 ( C - 4 a n d 5 ) , 2 9 . 4 ( C - 7 ) ,

3 2 . 1

( c - 8 ) ,
3 2 . 9 ( C - 1 6 ) ,

3 3 . 1 ( C - 1 4 ) ,
3 4 . 1 ( C - 2 ) ,

8 6 . 6 ( C - 1 3 ) ,

1 3 0 . 2 ( C - 1 2 ) ,
1 3 0 . 3 ( C - 1 0 ) .

1 3 4 . 7 ( C
-

l l ) ,
1 3 5 . 8 ( C -

9 ) ,

1 8 0 . 3 ( C -

1 ) .

9 - L O O K :
1
丑 - Ⅳも柑 ( C D 3 0 D ) 6 0 . 8 9 ( t ,

3 ‡
.
∫ = 7 I z , E

-

1 8 ) ,

1 . 3 1 ( ” , 8 H . Ⅱ - 4
,
5

,
6 a n d 7 ) ,

1 . 6 0 ( 帆 ,
4 Ⅱ

,
H - 3 a n d 1 4 ) ,

2 . 0 8 - 2 . 2 0 ( n . 2 ‡ , I - 8 ) ,
2 . 2 7 ( t , 2 H ,

I = 7 E z
,
H - 2 ) ,

4 . 2 5

( 7B , 1 ‡ , : - 9 ) ,
5 . 丘5 ( Tn , ‡

一

旦旦) ,
5 . 4 7 ( d d . I - 8 a n d 1 4 I z ,

Ⅱ -

主且) ,
5 . 5 7 ( d d ,

'
J - 8 a n d 1 5 I z . ‡

-

主旦) , 5 . 7 2 ( d t ,
I = 7

a n d 1 4 ‡z .
E -

i i ) ,
6 . 0 1 ( t , I - 1 0 ‡ z

,
Ⅱ -

i l ) ,
6 . 0 6 ( t ,

∫ ≡

1 0 ‡z
,
R -

i l ) ,
6 . 1 8 ( d d , I I 1 0 a n d 1 5 I z

,
I -

皇ユ) , 6 . 5 4 ( d d ,

∫ ≡ l l a n d 1 5 H 女, H
-

i i ) ; ( C D C 1 3 ) 6 0 . 8 9 ( t ,
3 Ⅱ

,
∫ = 7 ‡左,

Ⅱ
-

1 8 ) I 1 ･ 3 1 ( n , 8 ‡ ･ E - 4 , 5 ･ 6 チn d 7 ) , 1
･ 6 4 ( n ･ 4 ‡ ･ I - 3 a n d

1 4 ) , 2 . 1 6 ( n , 2 I , E - 8 ) ,
2 . 3 6 ( t , 2ⅠⅠ, I = 7 ⅠⅠz

,
I - 2 ) ,

4 . 3 8

( n ,
1 ⅠⅠ,

1 5 li z
.

H -

主ユ) ,

9 - L O O I ､

苫 - 9 ) ,
5 . 5 6 ( Ⅷ ,

‡ - 1 0 a n d 土旦) ,
5 . 7 8 ( d t , I : 7 a n d

‡
-

主旦) , 6 . 0 5 ( m ,
1

-

1 2 ) ,
6

. 2 9 ( d d , I ≡ 1 0 a n d 1 5 E z
,

6 . 6 0 ( d d , J : 1 0 a n d 1 5 Ⅱz
,
I -

呈1) . 但 し､ は E . Z
-

は
ー
E

,
E - 9 - L O O ‡に よ る シ グ ナ ル で あ る o

1 3
c - N M R

( C I) S o l)) 6 1 4 . 3
,
2 3 . 5

.
2 6 . 0

,
2 6 . 3

.
3 0 . 1

,
3 0 . 2

,
3 0 . 5

,
3 2 . 5

,

3 3 . 6 , 3 3 . 8
,
3 4 ` 9

.
8 7 . 2

,
1 3 1 . 0

,
1 3 1 . 3

,
1 3 5 . 0 , 1 3 6 . 4 , 1 7 7 . 5 .

1 i n o l e i c a c i d : 1 Ⅱ - m R ( C D C 1 3 ) 6 0 . 9 2 ( t ,
3 I

,
I - 7 Ⅱz

,
I -

1 8 ) ,
1 . 3 5 ( m ,

1 4 II
,
I - 4

,
5

,
6 , 7 ,

1 5
,
1 6 a n d 1 7 ) ,

1 . 6 5 ( m ,

- 1 0 2 -



2 H
,
罪 - 3 ) ,

2 . 0 9 ( m , 4 E
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オ ヰ シ ド の 異 性 化

Z , E
-

1 3
-

ま た は E
,
E

-

1 3 - L O O H ( 7 . 8 m g ､ 2 5 LL m O l ) を 1 m l ミ ニ バ

イ ア ル に 入 れ ､ ミ ニ ナ - ト パ ル
′

ブ s c - 1 3 ( P i e r c e C h e m i c a l )

を 装 着 し た ふ た を ゆ る く 付 け ､ 三 方 コ ッ ク を 付 け た ビ ニ ー ル 袋 に

入 れ た ｡ 三 方 コ ッ ク の 一 方 を 真 空 ポ ン プ に つ な ぎ ､ 他 方 を ア ル ゴ

ン ( 高 千 穂 商 事 ､ リ サ ー チ グ レ イ ド ; 酸 素､ 5 p p m 以 下) ( ま た

は 窒 素 や 酸 素) ボ ン ベ に つ な い だ ｡ 脱 気 と ガ ス 導 入 を 4 回 線 り 返

し､ ア ル ゴ ン を 導 入 し た 段 階 で ふ た を き つ く 締 め て 袋 か ら 出 し た ｡ ･

ア ル ゴ ン で 十 分 に 飽 和 し た 溶 媒 ( o . 5 m l ) を シ リ ン ジ で 注 入 し て

I) ノ
ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド を 溶 解 し た o バ イ ア ル を 水 浴 で

5 0
o

C に 温 め な が ら ､ 経 時 的 に 反 応 混 合 物 を 採 取 し て ､ H P L t

お よ び 吸 光 度 ( 2 3 4 n m ; ジ ュ ン 吸 収 ) を 測 定 し ､ リ ノ ー ル 酸

ヒ ト ロ ペ ル オ ヰ シ ド の 異 性 化 と 分 解 を 観 察 し た ｡

脱 気 下 に お け る リ ノ ー

ル 酸 ヒ 仁旦
_

也

-

1 0 3
-



ア ン プ ル に Z
,
E - 1 3 - L O O H の 5 0 m 湖 ベ ン ゼ ン 溶 液 を 入 れ ､ 液 体 窒 素

で 凍 結 し て ､ 水 銀 拡 散 ポ ン プ で 脱 気 ( 5 . 0 × 1 0
- 4
1n m l g ) し た .

室 温 に 戻 し て ､ ベ ン ゼ ン 溶 液 を 融 解 し ､ 再 び 凍 結 し て 脱 気 し た ｡

こ の 操 作 を 5 回 線 り 返 し て ､ 凍 結 脱 気 し た 状 態 で ア ン プ ル を 封 じ ､

5 0 ℃ に 温 め た ｡ 反 応 申 ア ン プ ル を 順 次 開 封 し て ヒ ド ロ ペ ル オ キ

シ ド の 異 性 化 と 分 解 を 上 述 と 同 様 に し て 経 時 的 に 調 べ た ｡

第 2 章 の 美 顔

原 料 合 成

T
) ノ

ー

ル 轡 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド ( Z , E - 1 3 - L O O E ) の 合 成 は 第 1

章 と 同 様 に し て 行 っ た ｡ H P i C に よ る 精 製 に は ､ 官a t e r s 社 の 大

量 分 取 用 H P L C ( P r e p L C / S y s t e m 5 0 0 A ) を 用 い ､ P r e P a k - 5 0 0 /

S i l i c a カ ラ ム に ヘ キ サ ン / エ タ ノ ー ル / 酢 酸 ( 9 8 . 7 : 1 . 2 5 : 0 . 0 5 ､

Ⅴ/ v ) を 帝 都 液 と し て 用 い て 単 離 し た ｡ ビ タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物

( 2 , 芦, 5 , 7 ,
8 -

p e n t a 刊 e t h y l c h T O m a n
- 6 -

o 1 ) は N i l s s o n
1 8 9 )

の 方 法 に

よ っ て 合 成 し た ｡

班 土+

邑旦 _互_且 ∠ 二 _ 私 産

応

Z
,
E - 1 3 - L O O ‡ ( 1 . 1 2 g ､ 3 . 6 m o l ) お よ ぴ 2

,
2

,
5
,
7
,
8 -

p e n t a
-

7n e t h y l c h r o Ⅶ a n
- 6 -

o 1 ( 0 . 8 0 g ､ 3 . 7 7n n O l ) を メ タ ノ ー

ル ( 6 5 n l )

に 溶 解 し ､ ア ル ゴ ン を 通 t3 な が ら 水 浴 で 4 ℃ に 冷 却 し た o そ の 溶

- 1() 4 -



液 に ア ル ゴ ン 飽 和 メ タ ノ ー ル に 溶 解 し た 過 塩 素 酸 第
一

鉄

[ F e ( C l o d ) 2 ･ 6 琵2 0 ; 1 . 3 4 g ､ 3 . 7 T m O l ] を 滴 下 し ､ さ ら に 2 0

分 間 冷 却 し な が ら ア ル ゴ ン を 通 L: た o 次 に 減 圧 下 で 溶 媒 を 留 去 し ､

容 量 を 約 1 / i 0 に 濃 縮 し た o 残 留 物 に エ ー テ ル ( 4 0 7n l ) お よ

び 水 ( 2 0 m l ) を 加 え て ､ 振 塗 し た ｡ エ - テ ル 層 を 分 離 し て 無 水

硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し た 後 ､ 乾 燥 剤 を 除 去 し て エ ー テ ル を 留 去

し た o 残 留 物 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム に 掛 け ､ ヘ キ サ ン / エ ー テ ル (

5 : 1 - 1 : 2 ､ Ⅴ/ v ) で 溶 離 し た o さ ら に 各 分 画 を H P L C ( V a r i a n

5 0 2 0 ､ M i c r o P a k S 卜 5 ; ヘ キ サ ン / エ タ ノ ー ル / 酢 酸､

9 8 . 5 : 1 . 4 5 : 0 . 0 5 ､ v / v ) で 精 製 し ､ e p o x y ( p e n t a n e t h y l

c h r o 7n a n O X y ) o c t a d e c e n o i c a c i d s ( メ チ ル エ ス テ ル に 誘 導 し て 精

製 ) [ ( I a ) , 8 6 . 4 m g ( A . 6 % ) ; ( I b ) ,
2 2 . 逢 n g ( 1 . 2 %) ; ( I c ) ,

3 8 . 8 m g ( 2 . 1 %) ] ､ h y d r o x y m e t h o x y ( p e n t a n e t h y l c h r o m a n o x y 卜

o c t a d e c e r1 0 i c a i c d s [ ( 証 a) , 8 8 . 1 m g ( 4 . 5 %) ; ( Ⅱ b ) , 1 0 1 . 7 m g

( 5 . 2 % ) ;

( Ⅲ b ) ,

2 1 . 1 m g

1 6 . 0 m g

( Ⅱ c ) ,
i 5 . 1 n g ( 2 . 3 % ) ] ､ [ ( Ⅲ a) ,

8 2 . 3 n g ( 4 . 2 % ) ;

7 i . i m g ( 3 . 8 % ) ; ( Ⅲ c ) ,
2 8 . 6 m g ( 1 . 5 % ) ] a n d [ ( Ⅳ ) ,

( 1 . 1 %) 】､ 1 3 - h y d r o x y o c t a d e c a d i e n o i c a c i d [ ( Ⅴ ) ,

( 1 . 5 %)】､ 1 3 -

o X o
-

o c t a d e c a d i e n o i c a c i d [ ( Ⅵ ) . 9 2 . 0

Tn g ( 8 . 8 %) ] ､ 2
-

( 3
-

h y d r o x y
- 3 -

m e t h y l b u ト ト y l) - 3
,
5
,
6 - t r 卜

n e t h y 卜 1 , 4
-

b e n z o q u i n o n e [ ( Ⅶ ) ,
4 1 . 8 m g ( 7 . 1 %) 】 a n d 5

-

m e t h o x y
- 2

,
2

,
7 . 8

-

t e t r a m e t h y l c h r o m a n
- 6 -

o 1 [ ( Ⅷ ) , 1 2 . 4 Ⅷg

( 2 . 0 % ) ] を 得 た ｡ 原 料 の Z , E - 1 3 - L O O 毘 は 全 て 反 応 し て 残 っ て い
■
な

か っ た が ､ 2 , 2 , 5 . 7 , 8
-

p e n t a m e t h y l c h r o m a n
- 6 -

o l
J
は 3 0 . 8 % Bl 収 さ

れ た ｡ M S は メ チ ル エ ス テ ル ま た 放 そ の T M S 誘 導 体 に 変 換 し て

測 定 し た ｡
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- c 恥 ( C I 之) 4 C I ( 0 ) C ‡〕, 3 0 3 , 2 2 0
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1 0 5
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第 3 章 の 実 験

試 薬

T) ノ ー ル 酸 お よ ぴ ダ イ ズ T) ポ キ シ ゲ ナ - ゼ ー

1 は S i g n a

C h e m i c a l C o . か ら､ p e n t a n a l は 和 光 純 薬 か ら､ h e x a n a l お よ び

( E ) - 2 - h e x e n a l は A l d r ､i c h C h e m i c a l C o . か ら､ ( E ) - 2 -

h e p t e n a l ､

( E 卜 2 -

o c t e n a l ､ ( E 卜 2 -

n o n e n a l ､
. ( E , E 卜 2 , ト n o n a d i e n a l お よ び

( E , E ) -

2
,
ト d e c a d i e n a l は A l f ･ a P r o d tl

.
C t S J か･ら 購 入 し た ｡ リ ノ ー ル

- 1 1 2 -



酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド ( Z , E - 1 3 - L O O H ) は 第 1 章 と 同 様 に リ ノ
ー

ル 酸 を ダ イ ズ リ ボ ヰ シ ゲ ナ - ゼ ー

.
1J 処 理 し て 合 成 し た ｡ 分 取 用 H

P L C カ ラ ム と し て S S C - S i l i c a -

5 2 5 1 N ( 千 秋 科 学 ､ 5

JL m シ
T) カ ゲ ル ､ 径 2 0 … ､ 長 さ 2 5 0 Ⅷm ) を 伺 い た ( 溶 離 液 ; ヘ キ

サ ン / エ タ ノ ー ル / 酢 酸 ､ 9 7 . 5 : 2 . 4 5 : 0 .
0 5 ､ v / v ､ 流 速 ; 1 0 . 0 m l

/ m i n ) o ( E )
一

旦
-

h y d r o 富y
-

2
-

n o n e n a l は a c r o l e i n か ら 6 行 程 の 操 作

に よ っ て 合 成 し た ( 過
.
算 収 率 ､ 1 0 . 5 % )

l 1 8 ､ 1 1 1 )
｡ 9

-

o ‡ o n o n a n o i c

a c i d は オ レ イ ン 酸 の オ ゾ ン 分 解 に よ り 作 製 し た
1
-
1 2 )

o
I) ノ

ー ル 酸

ヒ ド ロ ヰ シ ド ( Z , E - 1 3 - L O X) は 相 当 す る ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド を

t r i p h e n y l p h o s p h i n e で 還 元 し て 得 た
1 1 3 )

o

ヒ ト ニ 倍･体 線 維 芽 細 胞 の 培 養

ヒ ト 二 倍 体 緑 綬 芽 細 胞 ( T I G - 1 ) は 本 研 究 所 に お い て 胎 児

肺 よ り 樹 立 さ れ た も の で
6 J )

､
7 0 P D L ( 集 団 倍 加 数)

､

程 の 寿 命

を 持 つ ｡ 実 験 に は 1 6 - 2 6 P D L の 細 胞 を 用 い た ｡ 1 8 % ウ シ

胎 児 血 清 [ F B S ; G r a n d l s l a n d B i o l o g i c a l C o . ( G I B C O ) ] を

添 加 し た イ ー グ ル 基 礎 培 地 ( B M E ; G I B C O ) を 加 え た 径 3 . 5 c n

プ ラ ス チ ッ ク デ ィ t

y

し て ､ C O 2 培 養 器

3 7
o

C で 培 養 し た ｡

L a b o r a t o r i e s ) に よ

シ ュ ( L u x S c i e n t i f i c C o . ) 中 に 細 胞 を 播 種

( 5 % C () 2 - 9 5 % 空 気 )
■
中 に 静 置 し て

継 代 培 養 は 過 一 回 o . 2 5 % ト リ プ シ ン ( D i f c o

り 3 7 ℃ で 1 0 分 間 処 理 し ､ 2 - 4 × 1 0
4

細 胞 / 容 器 に 播 種 し て 行 っ た ｡ 培 地 の 交 換 は 播 種 後 3 日 目 に･ 行 っ

た ｡

ヒ ト 二 倍 体 線 推 芽 細 胞 へ の リ■ノ ー ル 酸 ヒ ド ワ ベ ル
_
を
_
辛
_
旦
__
ど
_一
重
ー
土 壁
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連 ア ル ヂ ヒ
___
tfL 旦
_
量
_
盤j≡
__
壁

リ ノ - ル 酸､ リ ノ
ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド ( Z ,

E - 1 3 - L O O H ) ､

リ ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ヰ シ ド ( Z , E - 1 3 - L o ‡) ､ リ ノ
ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ

,

)y

オ ヰ シ ド 自 動 酸 化 混 合 物 ま た は 関 連 ア ル デ ヒ ド の 5 0 m M ユ タ ノ -

ル 溶 液 を 調 整 し た ｡ 自 動 酸 化 混 合 物 は 平 均 分 子 量 が 明 ら か で な か

っ た の で ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド と 同 一

と 仮 定 し て 希 釈 し た ｡ こ れ ら

の エ タ ノ - ル 溶 液 を o . 1 % ま た は 1 0 % F B S 添 加 B M E で 希 釈

し て ＼ 実 験 用 培 地 と し た ｡ 培 地 中 の エ タ

% 以 下 で あ っ た ｡ 継 代 培 養 で 播 種 し て 2

は 1 0 % F B S 添 加 B I M E と 交 換 し ､ 1

物 を 含 む 実 験 用 培 地 と 交 換 し て さ ら に 1

は 下 記 の よ う に .し て 決 定 し た ｡

細 胞 生 存 率 の 定

ノ ー ル の 最 終 濃 度 は 0 . 1

日 後､ 培 地 を o . 1 % ま た

日 培 養 し た 後 ､ 試 験 化 合

日 培 養 し た ｡ 生 存 細 胞 数

デ ィ ッ シ ュ か ら 培 地 を 除 き ､ り ん 酸 緩 衝 液 ( 2 m l) で 2 回 洗 浄

し ､ o . 2 5 % ト T) プ シ ン 溶 液 ( 1 n l ) を 加 え て 3 7 ℃ で 1 0 分 間 処

理 し た ｡ 次 に 1 0 % F B S 添 加 B ” E ( 1 n l ) を 添 加 し て ､ ピ ペ

ッ ト を 用 い て 懸 濁 液 に し た ｡ そ の 細 胞 懸 蘭 液 を イ ソ ト ン Ⅱ

( C o 尽1 t e r E l e c t r o n i c s ､ 8 7u l ) で 希 釈 し て C o u l t e r C o u n t e r

Z B I を 用 い て 計 測 し て デ ィ ッ シ ュ の 底 に 付 着 し て い た 細 胞 数 を 算

定 し た ｡

細 胞 懸 濁 液 の 一

部 を 採 り ､ 等 量 の 0 . 4 % ト リ バ ン プ ル ー 溶 液 を

加 え て 室 温 で 3 分,間 静 直 し た
6 5 〉

o 血 球 算 定 板 を 用 い て ､ 少 な く

と も 3 0 0 偶 の 細 胞 を 調 べ て 染 色 細 胞 と 非 染 色 細 胞 の 数 を 求 め た ｡

細 胞 の 染 色 排 除 能 は 計 測 さ れ た 全 細 胞 数 に 対 す る 非 染 色 細 胞 の 比

- 1 1 4 -



率 と し て 得 ら れ た ｡ 従 っ て ､ 試 験 化 合 物 の 添 加 実 験 後 の 細 胞 生 存

率 は デ ィ ッ シ ュ の 底 に 付 着 し て い た･細 胞 数 に 非 染 色 率 を 乗 ず る こ

と に よ り 算 出 さ れ る ｡ 相 対 生 存 率 は 対 照 実 験 に お け る 生 存 細 胞 数

と 誠 験イヒ合 物 添 加 実 験 に お け る 細 胞 数 と を 比 較 す る こ と に よ っ て

求 め た ｡

L 酸 脱 水 素 酵 素 活 性 の 検 定

乳 酸 脱 水 素 酵 素 ( L D ” ) 活 性 は N A D H 酸 化 法 に よ っ て 検 定

し た
6 6 )

｡ L D H を 測 定 す る 場 合 は ､ フ ァ ル コ ン マ ル チ ウ ェ ル プ

レ ー ト ( 2 c m
2
× 2 4 ､ B e c t o n D i c k i n s o n C o . ) を 用 い た o- 培

地 を 試 験 管 に 移 し ､ 細 胞 を ア - ル 液 ( グ ル コ ー ス を 含 む 緩 衝 液 ;

0 . 5 m l) で 3 回 洗 浄 し ､ 各 洗 浄 液 を 別 々 の 試 験 管 に 保 管 し た ｡ 次

に デ ィ ッ シ ュ の 底 に 付 着 し て い る 細 胞 に 0 . 1 % ト T) ト ン Ⅹ
-

1 0 0 /

り ん 酸 緩 衝 液 ( o . 5 m l ) を 加 え ､ 細 胞 を 溶 解 し た
1 1 4 )

｡ 培 地 ､ 洗

浄 液 ま た は 細 胞 溶 解 液 ( 5 0 〟 1 ) を U V キ ュ ベ ッ ト に 入 れ ､ 0 . 1 7

7n H N A D H / ト リ ス - E D T A 緩 衝 液 ( p Ⅲ 7 . 4 ､ 2 n l ) を 添

加 し て 混 合 し ､ 3 7
o

C で 5 分 間 加 熱 し た . 次 に 1 3 . 5 m 姐 ピ ル ビ ン

酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 ( 2 0 0 〟 1 ) を 添 加 し ､ 3 4 0 n m の 吸 光 度 の

減 少 速 度 ( △ A / 孤 i a ) を 測 定 し た ｡ 得 ら れ た 吸 光 減 少 速 度 と

N A D H の 3 4 0 n m に お け る 分 子 吸 光 度 ( 6 2 2 0 / n o t / c 7n) を
■

用 い て ､ 下 式 か ら L D H 活 性 を 算 出 し た ｡ 培 地 と 洗 浄 液 と の L D

H 活 性 の 合 計 は ､ 死 亡 し た 細 胞 か ら 細 胞 外 に 放 出 さ れ た L I) Ii 量

を 表 わ すo 0 . 1 % ト リ ト ン Ⅹ
-

1 0 0 / り ん 酸 緩 衝 液 中 の L D H 活

性 は 細 胞 内 L D H 量 を 表 す ｡ ま た 0 . 1 % お よ ぴ 1 0 % F B S 添 加

B M E の L D H の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 活 性 は ､ そ れ ぞ れ 1 . 4 お よ ぴ

1 0 5 U L D 刀 / l で あ り ､ ア - ル 液 に は L D H 活 性 は 認 め ら

- 1 1 5 -



れ な か っ た ｡

L D H

△ Å m i n
‾

1

6 2 2 0

7 2 3 5

2 2 5 0

5 0

1 0
6

( △ A a i n
‾ 1
) u / 1 ( 3 7

o

C )

望 山 エ _坐 _至

ヒ ド の 芝
,
4 - ジ ニ ト ロ

'

7 ェ
ニ ル ヒ ド ラ ゾ ン 体 へ の 誘 導

T
) ノ

- ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド ( Z , E - 1 3 - L O O E ; 2 8 5 m g ､ 0 . 9 1

約 o l ) の エ 夕 ) - ル ( 1 0 m l ) 溶 液 を 室 温 ､ 酸 素 気 涜 下 で 4 8 時

間 撮 拝 し た o ま た ほ Z , E
-

1 3
- L O O S ( 1 9 0 m g ､ 0 . 6 8 n m o l) の エ タ ノ

ー ル ( 5 n l ) 溶 液 を B ” E ( 9 5 m l ) に 懸 濁 さ せ ､ 5 % C O 2
-

9 5 % 空 気 下 ､ 畠 7 ℃ で 3 日 間 静 置 し た ｡ 反 応 混 合 物 を イ ソ オ ク

タ ン で 抽 出 し､ 抽 出 液 に 2 , い d i n i t o r o p h e n y l h y d r a z i n e 試 薬 壷 添

加 し た 1 1 5 ' o 混 合 物 を 室 温 で 1 時 野茂 辞 し た 後 ､ 有 機 層 を 分 離 し､

水 層 を 再 度 イ ソ オ ク タ ン で 抽 出 し た o 抽 出 液 を 一 緒 に し て 水 洗 し ､

無 水 硫 懐 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し た ｡ 乾 燥 剤 を 除 い た 後 ､ 溶 媒 を 真 空

下 で 留 去 し た ｡ ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ヒ ド ラ ゾ ン 誘 導 体 は E P L C [

S h i m a d z u L C
-

6 A ; I n e r t s i l O D S
- 5 ; ア セ ト ニ ト リ ル / 水 (

7 0 : 3 0 - 8 O : 2 0 ､ v / v ､ 2 1 0 Tn l / h r ､ 3 5 0 n n ] を 用 い て 分 離 し た ｡ 各

ヒ ド ラ ゾ ン の カ ラ ム 保 持 時 間 は 以 下 の 通 り で あ っ た : p e n t a n a l ,

1 6 . 6 ; h e x a n a l , 2 0 . 7 ; ( E 卜皇-

h e x e n a l , 1 9 . 3 ; ( E)
-

2
-

h e p t e n a l ,

2 4 .
0 ; ( E 卜 2

-

o c t e n a l
,
2 9 . 8 ; ( E) - 2 -

n o n e n a l , 3 6 . 9 ･
, ( E , E 卜 2 , 4 -

n p n a d i e n a l , 3 1 . 5 ; ( E , E) - 2
,
4 - d e c a d i e n a l

,
3 9 . 4 ; 9

-

o X o
-

- 1 1 6 -



n o n a n o i c a c i d
,
8 . 0 ; ( E ) - 4 - h y d r o x y

- 2 -

n o n e n a l
,
1 4 . 0 m i n . こ

れ ら の ヒ ド ラ ゾ ン は M S お よ び 標 準 品
.

と の 共 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

に よ っ て 同 定 さ れ た ｡

h e x a n a l : 姐S m / z 2 8 0 ( 朗
＋

) ,
2 0 6

.

( E ) - 2 - h e x e n a l : M S m / z 2 7 8 ( ㍍
＋

) , 2 3 5 .

( E ) - 2 -

o c t e n a l : M S m / z 3 0 6 ( M
＋

) , 2 3 5 .

( E 卜 4 -

h y d r o x y
- 2 -

n o n ? n a l : M S m / z 3 3 6 ( M
＋

) ,
2 3 7 .

( E ,
E 卜 2 ,

卜 n o n a d i e n a l : M S m / z 3 1 8 ( 朋
＋

) ,
2 6 1 .

( E .
E 卜 2 , A - d e c a d i e n a l : M S m / z 3 3 2 ( M

ヰ

) ,
2 6 1 .

蟹 地 中 の ア ル デ ヒ ド の 直 接 的 定 量 分 析

0 . 1 % お よ び 1 0 % F B S 添 加 B ” E 中 の ア ル デ ヒ ド を ジ ニ ト

ロ フ ェ ニ ル ヒ ド ラ ゾ ン に 誘 導 せ ず に 直 接 o D S 逆 柑 カ ラ ム を 用 い

た H P L C で 定 量 し た ｡ ( E ) - ト h y d r o x y
- 2 -

n o n e n a l の 定 量L に は ア

セ
′

ト ニ ト T) ル / 水 ( 5 5 : 4 5 ､ v / v ) ､ ( E , E ) - 2
,
4 - d e c a d i eJ n a l の 定 量

に は 同 混 合 液

で 流 し ､ ､ 2 3

く 直 接 Ⅲ p L

C
- R 3 A )

第 4 章 の 実 験

廷_ 塞

( 7 5 : 2 5 ､ v / v ) を 溶 離 液 と し て 用 い ､ 涜 速 4 2 m l / h r

5 n m の 波 長 で 検 出 し た ｡ 培 地 を 前 処 理 す る こ と な

C に 注入 し て ､ デ
ー

タ 処 理 装 置 ( 島 津 ､ c h r o n a t o p a c

を 用 い て ア ル ザ ヒ ド の ピ ー ク 面 積 か ら 定 量 し た o

ゼ ラ チ ン お よ び ヘ パ リ ン は S i g m a C h e m i c a l C o . か ら ､ 上 皮 細

- 1 1 7 -



胞 増 殖 因 子 ( E G F ) は C o l l a b o r a t i v e R e s e a r c h か ら 購 入 し た ｡

内 皮 細 胞 増 殖 因 子 ( E C G F ) は ウ シ 新 生 児 の 脳 か ら 単 離 し た

1 1 6 )
o ア ル デ ヒ ド を は じ め 他 の 物 質 は 第 3 章 と 同 様 に し て 入 手 し

た ｡

お よ び 培ヒ ト‡軒 甫

ヒ ト 肺 帯 静 脈 内 皮 細 胞 は J a f f e ら の 方 法
1 1 7 ) を 若 干 変 更 し て 単

離 し た ｡ す な わ ち 新 鮮 な ヒ ト 牌 帯 静 脈 に 0 . 1 % ト リ プ シ ン お よ び

o . o 2 % E D T A を 含 む り ん 酸 緩 衝 液 を 注 入 し ､ 3 7
o

C で 1 5 分 間

処 理 し た ｡ こ の

添 加 M C D B
一

得 ら れ た 各 液 を

し た 細 胞 を 1 0

n g / m l ) ､
へ パ リ

ト リ プ シ ン 溶 液 を 取 り 出 し ､ 等 量 の 1 0 % F B S

1 O 4 培 地 を 加 え た ｡ こ の 操 作 を 数 回 繰 り 返 し て ､

1 0 分 間 遠 心 分 離 ( 1 . 0 × 1 0
3
r p m ) し ､ 沈 降

% F B S ､ E C G ど ( 6 9 n g / ¶ 1 ) ､ E G ど ( 1 0

ン ( 1 0 0 〟 g / m l ) 添 加 M C D B
- 1 0 4 ( 以 降 M

C D B 系 と 略 称) を 入 れ た ゼ ラ チ ン コ ー ト 済 み プ ラ ス チ ッ ク デ イ

I

y シ ュ ( 5 c m ) に 播 種 し た ｡ C O 2 培 養 器 で 1 日 培 養 し た 後こ

再 度 M C D B 系 に 交 換 し て 初 代 培 養 と し た ｡ 細 胞 は 過 一 回､

0 . 0 2 5 % ト リ プ シ ン 処 理 ( 3 7 ℃ ､ 3 7n i n ) に よ っ て デ ィ ッ シ ュ

か ら 刺 し ､ 1 : .4 に 分 割 し て 継 代 し た ｡ 本 細 胞 は 約 6 0 P D L の

寿 命 を 示 し た ｡ 実 験 に は 7 - 1 6 P D L の 細 胞 を 用 い た ｡ 内 皮 細

胞 の 確 認 は 形 態 お よ び 血 液 凍 固 第 Ⅷ 因 子 抗 原 へ の 蛍 光 抗 体 法 に よ

っ て 細 胞 膜 表 面 に 存 在 す る 抗 体 を 検 出 す る こ と に よ っ て 行 っ た ｡

- L IB -
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静 脈 内 皮 細 胞 に 対 す る 毒 性

リ ノ ー ル 酸 ､ リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド お よ ぴ そ の 関 連 ア

ル デ ヒ ド の 1 0 0 m M エ タ ノ ー ル 溶 液 を 作 製 し た o こ の 溶 液 を ア ー ル

液 で 希 釈 し て 5 ､ 1 0 ､ 2 5 お よ び 5 0 LL M 溶 液 を 調 整 し た o エ タ ノ
ー

ル の 最 終 濃 度 は 0 ･ 1 %
.
以 下 で あ っ た ｡ 細 胞 を ゼ ラ チ ン コ ー ト し た

フ ァ ル コ ン マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト ( 2 c n
2
) に 4 × 1 0

3
細 胞 /

ウ ェ ル の 密 度 で 播 種 し た o 5 % C 0 2
-

9 5 % 空 気 中 ､ 3 7
o

C セ

3 - 4 日 培 養 し た 後 ､ 培 地 の 交 換 を 行 い ､ さ ら に 3 - 4 日 培 養 す

る と ､ 細 胞 は 2 - 4 × 1 0
4
細 胞 / ウ ェ ル に 増 殖 し た ｡ 培 地 を 試 験

化 合 物 を 含 有 す る ア ー ル 液 に 交 換 し て 3 時 間 培 養 し た ｡ 培 地 を 除

い た 後 ､ 細 胞 を り ん 酸 緩 衝 液 で 洗 浄 し ､ 生 存 細 胞 数 を 第 3 章 に 記

述 し た C o u l t e r C o u n t e r お よ ぴ ト リ バ ン プ ル - 排 除 試 験 に よ っ て

算 出 し た ｡

第 5 章 の 実 験

高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 の 自 動 酸 化

高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 ( 1 . 0 蛋 ) を ベ ン ゼ ン に 溶 解 し て

に 調 整 し て 三 野 フ ラ ス コ に 入 れ た ｡ 酢 酸 コ バ ル ト ( 5

し て 4 0
o

C に 温 め な が ら 酸 素 を 1 0 0 n l / m i n の 流 速 で 3

排 気 は 2 , ト d i n i t r o p h e n y l h y d r a z i n e 溶 液 を 通 し た .

0 . 1 M 溶 渡

m･g ) を 添 加

日 間 通 じ た ｡

反 応 中､ 過

酸 化 物 価 ( P 0 V ) お よ び カ ル ポ ニ ル 価 ( C 0 V ) を 測 定 し ､ 同

時 に H P L C ( S h i m a d z u ､ L C - 6 A ) を 用 い て 反 応 の 進 行 程 度

を 調 べ た q か ラ ム は I n e r t s i l O D S
- 5 を 用 い ､ 溶 離 液 と し て ア セ ト

- 1 1 9 -



ニ ト リ ル / 水 ( 3 0 : 7 0 - 1 0 0 : 0 ､ Ⅴ/ v ) を 用 い ､ 洗 速 9 0 m l / h r で 流

し ､ 波 長 2 1 0 お よ ぴ 2 3 5 n Ⅷ で 分 析 し た ｡ 反 応 終 了 時 に は ､ P 0 V ､

c o v の 他 に t h i o b a r b i t u r i c a c i d ( T B A ) 反 応 物 量 ､ ジ ニ
. ト

ロ フ ュ
エ ル ヒ ド ラ ゾ ン 誘 導 体 の 重 量 お よ び 細 胞 毒 性 を 測 定 し た ｡

反 応 混 合 物 申 の ア ル デ ヒ ド 化 合 物 の 種 類 は ヒ ド ラ ゾ ン 誘 導 体 に 変

換 し て か ら ､ 第 3 章 と 同 様 の 条 件 の H P L C を 用 い て 分 析 し た o

細 胞 毒 性 は 第 4 章 と 同 様 に ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 を 用 い ､ ア ー ル 液 中

で 3 時 間 培 養 し て 調 べ た ｡ 細 胞 に 投 与 す る 脂 肪 酸 酸 化 混 合 物 の 重

量 は ､ 原 料 の 脂 肪 酸 が
一

2 5 〟 M に な る 重 量 と 同 じ に し た ｡ 例 え ば ､

リ ノ ー ル 酸 と そ の 酸 化 混 合 物 の 場 合 は 7 . 0 〟 g / 孤 l ､ リ ノ レ ン

酸 と そ の 酸 化 混 合 物 の 場 合 は 6 . 9 〟 g / 孤 l ､ ア ラ キ ド ン 酸 と そ

の 酸 化 混 合 物 の 場 合 は 7 . 6 〃 g / 孤 l に 調 整 し て 投 与 し た ｡

過 酸 化 物 価 ( ㍗ 0 V ) の 測 定

[ 日 本 油 化 学 協 会 法]
1 8 ¢)

可 溶 性 デ ン プ ン ( 1 蛋 ) と 塩 化 ナ ト リ ウ ム ( 2 0 g ) を 水 ( 1 0
■

o

m l) に 溶 解 し て デ ン プ ン 溶 液 を 作 製 し た o 試 料 約 B m g ( 1 0 - 5 0

n g ) を ク ロ ロ ホ ル ム / 氷 酢 酸 ( 4 0 : 6 0 ､ Ⅴ/ v ; 3 5 Ⅶ1 ) に 溶 解 し ､

窒 素 を 通 じ て 空 気 を 除 去 し ､ 窒 素 気 涜 下 で ヨ ウ 化 カ リ ウ ム 飽 和 水

溶 液 ( 1 n l ) を 加 え ､ 窒 素 を 止 め て 直 ち に 激 し く 振 渡 し ､ 室 温 暗

所 に 5 分 間 静 置 し た ｡ 次 に 水 ( 7 5 m l ) を 加 え て 激 し く 振 渡 し ､

ヂ ン プ ン 溶 液
_ ( 1 7n l ) を 添 加 し ､ 0 . 0 1 Ⅳ チ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 適

定 し′､ ヂ ン プ ン に よ る 着 色 が 帝 失 す る 時 点 の 使 用 量 ( A ) を 求 め

た o 同 時 に 空 試 験 を 行 t･→ ､ そ の 時 の チ オ 硫 酸 ≠ ト T) ウ ム の 使 用 量

杏 ( a ) と し た ｡ P 0 V は 次 式 か ら 求 め ＼ら れ る ｡

- 1 2 0 -



( A -

a )
㍗ 0 V × 1 0

4
( 〟 e q / g )

B

ど : 0 . 0 1 N チ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム の 力 価 ( こ の 場 合 は 1 )

[ 塩 化 ア ル ミ ニ ウ ム を 用 い る 比 色 法]
1 8 1 )

無 水 塩 化 ア ル ミ ニ ウ ム ( 2 g ) お よ ぴ o r t h o -

p h e n a n t h r o l i n e

( 0 . 0 2 g) を ェ タ ノ ー
■
ル ( 1 0 0 m l ) に 溶 解 し て 塩 化 ア ル ミ ニ ウ ム

溶 液 を 作 製 し た . 試 料 B m g ( 約 o . 2 n g ) に 2 % ヨ ウ 化 カ リ ウ ム

/ エ タ ノ ー ル 溶 液 ( o . 5 m l ) ､ 塩 化 ア ル ミ ニ ウ ム 溶 液 ( 0 . 5 Tn l )

お よ び ヘ キ サ ン ( 1 m l ) を 加 え て 激 し く 振 達 し た 後 ､ 3 0 0 0 r p 7n で

3 分 間 速 J亡､ し て 水 層 ( 下 層) を 5 6 0 n m で 比 色 定 量 し た ｡ 空 試

験 を 並 行 し て 行 い ､ 比 色 測 定 の 対 照 に 用 い た ｡ 得 ら れ た 吸 光 度 を
I

ヨ ウ 素 酸 カ リ ? ム 標 準 液 を 用 い て 作 製 し た 検 量 線 に 適 用 し て ､ 活

性 酸 素 量 ( 〟 m o l 0 2 / g ) と し て 算 出 す る ｡

カ ル ポ ニ ル 価 の 測 定

[ フ ユ ニ ル ヒ ド ラ ゾ ン 誘 導 体 を 用 い る 比 色 法]

2
.
ト d i n i t r o p h e n y l h y d r a z i n e ( 0 . 2 5 g ) を 6 N 塩 酸 ( 1 0 0 n l )

に 溶 解 し て ､ フ ェ
ニ ル ヒ ド ラ ジ ン 溶 液 を 作 製 し た

1 1 4 )
｡ 試 料 B

m g ( 約 1

に 溶 解.し ､

時 間 激 し く

定 量 し た ｡

し ､ 次 式 よ

n g ) を ベ ン ゼ ン / イ ソ オ ク タ ン ( 1 : 1 5 ､ Ⅴ/ v ; 1 6 m l )

フ ェ
ニ ル ヒ ド ラ ジ ン 溶 液 ( 5 m l ) を 添 加 し て 華 温 で 3

撹 拝 し た ｡ 有 機 層 ( 上 層 ) を 3 3
■
7 n m に お い て 比 色

空 試 験 を 並 行 し て 行 い ､ 得 ら れ た 液 を 対 照 と し
L
T 便 慮

り C 0 V を 求 め た o 定 数 o . 8 6 4 は 生 成 が 予 想 さ れ る ア

ル ヂ ヒ ド の 標 準 品 の 1 LL n O l / 1 6 m l 溶 液 に よ る 3 3 7 n m の 吸 光

- 1′2 1 -



度 の 平 均 値 で あ る ｡

C 0 V

E 3 3 7

1 0
3
( 〟 e q / g )

0 . 8 6 4 × B

[ フ ユ ニ ル ヒ ド ラ ゾ ン 誘 導 体 の 塩 基 性 条 件 下 の 比 色 法]
1 8 2 )

試 料 B m g ( 約 1 m g ) を ベ ン ゼ ン ( 5 m l ) に 溶 解 し､ 0 . 0 5 %

2
,
卜 d i n i t r o p h e n y l h y d r a z i n e / ベ ン ゼ ン 溶 液 ( 5

リ ク ロ ル 酢 酸 / ベ ン ゼ ン 溶 液 ( 3 n l ) を 加 え ､ 3

に 加 熱 し た ｡ 室 温 ま で 放 冷 し た 後 4 % 水 酸 化 カ リ

ノ ー

ル 溶 液 ( 1 0 m l ) を 添 加 し て 発 色 さ せ ､ 1 0

m l ) ､ 4 . 3 % ト

0 分 間 約 6 0
o

C

ウ ム / 無 水 エ タ

分 後 4 4 0 n 孤

で 比 色 定 量 し た ｡ 空 試 験 を 同 時 に 行 い ､ 得 ら れ た ･ 液 を 対 照 と し て

使 用 し ､ 次 式 よ り C 0 V を 求 め た ｡ 定 数 o . 8 5 = ま 生 成 が 予 想 さ れ

る ア ル デ ヒ ド の 標 準 品 の 1 JL n O l / 5 Th l 溶 液 に よ る 4 4 0 n m の 吸

光 度 の 平 均 値 で あ る ｡

E 1 4 8

C 0 V

T B A の 拠

0
.
8 5 4

l 切 3 )

1 0
3
( 〟 e q / g )

試 験 管 に B m g ( 約 1 n g ) の 試 料 と 水 ( o . 3 m l) を 入 れ ､ 0 . 0 5

N 塩 酸 ( 3 n l ) を 加 え ､ 次 に 0 . 6 7 % t h i o b a r b i t u r i c a c i d ( T B

A ) 水 溶 液 ( 1. m l ) を 添 加 し て 混 合 し た ｡ 試 験 管 に ふ た を し て ､

9 5 ℃ で 3 0 分 間 加 熱 し た 後 ､ 流 水 に よ り 速 や か に 室 温 ま で 冷 却

し た . 1 5 % メ タ ノ,
-

ル 含 有 ブ タ ノ ー

ル ( 8 m l ) を 加 え て 振 渡 し ､

遠 心 分 離 ( 2 5 0 0 r p n ､ 1 0 分 間) し た 後 ､ ブ タ ノ - ル 層 を 取 り ､

5 3 5 n m で 比 色 定 量 ( i ) し た ｡ 1 0 n n o l / m g t e t r a e t h o x y
-

- 1 2 2 -



p r ? p
a n e / メ タ ノ -

ル 溶 液 ( o ･ 3 m l ) の 標 準 試 料 を 用 い て 同 様 の

操 作 を 行 い 吸 光 度 ( F ) を 求 め た o 過 酸 化 物 の 濃 度 ( T B A 値)

は 次 式 よ り 得 ら れ た ｡

f 1

T B A ニ
ー

× 1 0 × ( n m o I / m g )
F B

-

1 2 3
-
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