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In order to know Sex difference of sensitivity to peroxidation， we investigated α-tocopherol 

content， chitocrome P-450 activities and thiobarbitic acid reacting substance (TBARS) for 

enzymatic and non-enzymatic lipid peroxidation. 

Female was more sensitive to peroxidation under enzymatic lipid peroxidationtha:n male in 

liver Ms and kidney Ms. Male was more sensitive to peroxidationunder enzyma.tic lipid 

peroxidation than female in kidney Mt. 

Female was more sensitive to peroxidation under non-enzymatic lipid peroxidation than male 

in liver Mt and liver Ms. Male was more sensitive to peroxidation under non-enzymatic lipid 

peroxidation than female in kidney Mt and kidney Ms. 

There was no sex difference of sensitivity to peroxidation in heart Mt and heart Ms. 

緒百

組織の障害は，そこにおける過酸化脂質生成と大き

な関係のあることが知られている.また，生体内過酸

化生成系，分解系ともにに性差のあることが知られて

おり，過酸化脂質による障害にも性差のあることが予

想される.

我々は前報において，組織過酸化脂質生成の基盤で

ある雌雄ラットの肝臓，腎臓，心臓におけるミトコン

ドリア (Mt)とミクロソーム (Ms)の脂肪酸組成を分析

したところ，いくつかの組織の画分で性差が認められ

た.

そこで，本研究ではさらに指質の被過酸化性の性差

について検討するため，生体抗酸化剤であり1)，生体

膜を物理的に安定化する作用ももっ2)αートコフエ

ロールと，薬物代謝以外に NADPHとともに脂質の

過酸化を促進することが明らかにされている 3)チトク

ロム P~450 活性を測定した.さらに，生体内での過

酸化脂質の生成が， Fe3+のような金属イオンの存在

下で， MsのNADPH，チトクロム P-450レダクター

ゼやキサンチンオキシダーゼによって触媒される酵素

反応に共役したものと，金属イオン(Fe2+など)とア
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スコルビン酸などによって誘導される非酵素的なもの

に大別される 3)ことから， NADPHまたは鉄ーアスコ

ルビン酸(Fe-AsA)を加えて，インキュベートしたと

きのチオパルピツール酸反応物(TBARS)を測定する

ことにより，酵素的および非酵素的な脂質の過酸化に

ついて調べた.

実験方法

1 飼料

オリエンタル酵母KK製の標準試料MFを与えた.

飼料と水は自由摂取とした.

2 実験動物および飼育方法

SD種ラット， 4週齢の雄 6匹，雌 6匹を日本クレ

アKKより購入した.

飼育槽の温度は 23土1.OOC，湿度は 55::1:7%，明暗

サイクルは 12 時間(明期 8:00am~8:oopm) とし， 3週

間飼育した.

ネンブタール麻酔下で，腹部大動脈より脱血し，肝

臓，腎臓，心臓を摘出した.臓器は，実験に用いるま

で-20
0

Cで冷凍保存した.

3 Mtおよび Msの調整4)

操作中の脂質の酸化をできるだけ防ぐために，試料

を氷で常に低温に保ちながら処理した.

臓器 Ig当たり 9mlのホモジナイズ液(0.25Mショ

糖溶液:3mM トリス一塩酸緩衝液 (pH 7. 4) : 

O. lmMEDTA， 1:1:1)を加え， Potter-Elvehjem型ホ

モジナイザーですりつぶした.

ホモジネートを 700gで 10分間遠心し，上清をさら

に， 7000gで 10分間遠心した.沈殿は Mt画分とし

その上清をさらに， 105，000gで60分間遠心分離した

沈殿を Ms画分とした.

325nm) ，記録装置は， System instrements Co. 

Chromatocorder21を用いた.カラムは， TOSOH 

TSKgel Silica-60 4. 6ID x 250mm，移動層は，ヘキ

サン:イソプロピルアルコール:酢酸 (1000:6:5) ， 

流速は， 1. Oml/minとした.

5 チトクロム P-450活性の測定

アニリンヒドロキシラーゼ活性は， p位の水酸化に

よって生じる pーアミノフェノールをインドフェノー

ル法6)により定量して求めた.すなわち， Mtまたは

Msけん濁液に， EDTA: リン酸カリウム緩衝液

(pH 7.4)混液(1:2)，反応基質(塩酸アニリン)，水を

加えた.さらに， NADPH反応系(NADP，グルコー

ス-6ーリン酸，ク。ルコース-6ーリン酸デヒドロゲナー

ゼの塩化マグネシウム溶液)を加え， 37
0

Cで 15分間

インキュベートし，反応させた. トリクロロ酢酸を加

えて，反応を停止させ，遠心分離した.上清に，炭酸

ナトリウムとフェノールを加え， 370Cで30分間イン

キュベートした後，青色の発色の吸光度(630nm)を測

定した.このとき，酵素活性測定用(試料)，基質中に

微量に含まれている代謝物補正用，一定量の代謝産物

(p-アミノフェノール)を加えた検量線作成用の試験

液についても測定し，測定値の補正を行った.

アミノピリン Nーデメチラーゼ活性は，脱メチル化

を受けて，生成したホルムアルデヒドを Nash法7)で

測定した.反応基質(アミノピリン)を加え，アニリン

ヒドロキシラーゼ活性と同様の操作を行い，黄色の発

色の吸光度(412nm)を測定した.検量線作成には，モ

ノメチルジメチルヒダントインを用いた.Nash試薬

は，酢酸アンモニウム(150g/1)，アセチルアセトン

(2ml/l) ，酢酸(3ml/l)となるよう調整し， 1週間以内

に使用した.

6 酵素的および非酵素的酸化による TBARSの測定

4 α一トコフェロールの測定 Fe-AsAによる脂質過酸化は， Mtまたは Msけん

Mtまたは Msけん濁液に，ピロガロール・エタノー 濁液(2.5mgprotein/ml)に，終濃度として 50mMリ

ル溶液，内部標準として 2，2， 5， 7， 8ーベンタメチ ン酸カリウム緩衝液(pH7.4)， 400μM ADP， 20μM 

ル6ヒドロシキクロマン・エタノール溶液，水酸化カ FeCh， 450μM AsAを加えた.37
0

Cでインキュベー

リウムを加え， 70
0

Cで60分間ケン化した.冷却し トし， 0， 15， 30， 60， 120， 180分後の TBARSを測

エチルアセテート:ヘキサン(1:9)混液で激しく撹持 定した 8)

した後，遠心分離した.上層を窒素ガス下， 40
0

Cで NADPHによる指質過酸化は， Mtまたは Msけん

エパポレートし，ヘキサンで適当な濃度に希釈して， 濁液(1.5mg protein/ml)に，終濃度として 20mM

HPLC分析を行った 5) リン酸カリウム緩衝液(pH 7.0)， 40μM NADPH， 

HPLC装置は， TOSOH CCPS，検出器は， TOSOH 20mM ニコチンアミド， 90mM塩化カリウムを加え

FS-8010 Fluorescence detecter (Ex 298nm， Em た. 370Cでインキュベートし， 0， 5， 10， 15分後の
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TBARSを測定した 9)

TBARSの測定は， Ohkawa法を改変した方

法 10). 11)を用いた.

すなわち，試料液に，酢酸緩衝液(pH3.5)， SDS 

溶液， BHT溶液，水を加え均一化した液に， TBA試

薬を加えた.再現性を高めるために， 5
0

Cで 60分間

冷却した後， 100
0Cで60分間加熱した.水とブタノー

ル:ピリジン(15:1)混液で、激しく撹持した後，遠心分

離し，上澄液の蛍光強度(Ex 515nm， Em 553nm) 

を測定した.このとき，試料けん濁液にカ通えて水を加

えたもので対照をとり補正した.また，標準試料とし

て，テトラエトキシプロパンを用いた 12)

7 その他

タンパク質の測定は Lowry法 13)を，脂質量の測定

はFo1ch法 14)で抽出した後，重量を測定した.

統計処理は，各測定値の雌雄を比較する場合は， F

検定により等分散と判定されたとき T検定で，等分

散でないときは， Mann-Whitney検定を行った.

結 果

1 各組織Mt，Msのαートコフェロール量

肝臓では Mt，Msとも雌の方が有意に高かった.

(table 1.) 

腎臓では Mtは雌が高い傾向があり， Msは雄が有

意に高かった.

心臓では Mt，Msとも雌が高い傾向があった.

以上の結果は，前報で不飽和指数が高かった方が，

αートコフェロール含量も高く，生体内での抗酸化機

構のーっとして適応していることが示唆された.

2 各組織Mt，Msのチトクロム P-450活性

肝臓では Mtは，アニリンヒドロキシラーゼ活性，

アミノピリン Nーデメチラーゼ活性とも雌の方が有意

に高いか，高い傾向にあった. (table 2.) 

肝臓Msでは，チトクロム P-450活性は雄の方が，

高いことが報告されている 15)が，今回の結果はこれ

と一致した.

腎臓では Mtは，雌の方が，有意に高いか，高い傾

向があった.Msは，アニリンヒドロキシラーゼ活性

Table 1.αーtocopherolcontent of mitochondria and microsome in organs. 
(ng/mg lipid) 

Organ Mitochondria 
Male Female 

MicrOsome 
Male Female 

Liver 
Kidney 
Heart 

1.202:t0.288 1.957:t0.718* 
1.842:t0.228 3.253:t2.159 
0.922土0.473 1.240:t0.547 

1.023:t0.203 2.313:t0.315** 
3.667:t 1.220 2.488:t0.182* 
1.080:t0.229 1.410:t0.920 

Values are means:tS.D. of 6 rats. 
料 p<O.OlvS.male *p<0.05 vs.male 

Table 2. Cytochrome P-450 activities of mitochondria and microsome in organs. 
(nmol/min 'mg protein) 

Organ Mitochondria 
Ma1e Female 

Microsome 
Male Female 

Enzyme 

0.107:t0.038 0.175:t0.017料

2.220:t0.532 2.470:t0.640 

0.016:t0.004 0.029:t0.OO9* 
0.413:t0.145 0.677:t 0.614 

ND ND 
ND ND 

0.753:t0.124 0.490:t0.057** 
11.218:t1.881 6.041 :t2.484林

0.043 :t0.010 0.066:t0.018* 
2.252:t 1.915 0.582:t0.261 

ND ND 
ND ND 

Lever AHA 
ANDA 

Kidney AHA 
ANDA 

Heart AHA 
ANDA 

AHA: Ani1ine hydroxylase activity， ANDA:Aminopyrine N-demethylase activity 
Values are means:tS.D. of 6 rats. 料 p<O.OlvS.ma1e *p<0.05 vs.male 
ND: not detected 

円
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Fig. 1. TBARS in liver rnitochondria incubated 

with Fe-Ascorbic acid. 
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Fig. 3. TBARS in kidney rnitochondria incubated 

with Fe-Ascorbic acid. 

20 

.，...，. 15 
てコ
c. 

(f)一

'5 ~ 10 
~ E 
Lム」、、

←石

~ 50 

o 1530 60 
TIME 
(min) 

120 180 

Fig. S. TBARS in heart rnitochondria incubated 

with Fe-Ascorbic acid. 
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Fig. 2. TBARS in liver rnicrosorne incubated with 

Fe-Ascorbic acid. 
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Fig. 4. TBARS in kidney rnicrosorne incubated 

with Fe-Ascorbic acid . 
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は雄が有意に高く，アミノピリン Nーデメチラーゼ活 (18:2) ，アラキドン酸(20:4)，DHA (22:6)の多価不飽

性は雄が高い傾向にあった. 和脂肪酸の減少がみられ， Mtの脂質構造の変化や，

心臓は，Mt，Msの両活性とも測定感度以下であった. 機能の低下を招くという報告があり 18) 今回も

20:4， 22:6などの含量が高かった雌で、より TBARSの

3 NADPHによる脂質過酸化 増加がみられたので、あろう.また， Mtの膜は，外膜

肝臓Mtでは，雌雄とも NADPHによる TBARSの と内膜を形成しており，どちらも多価不飽和脂肪酸

増加はほとんど認められなかった 18:2，20:4， 22:6の割合に大きな差はない 19)が， Fe-

肝臓Msでは， 0分から 15分後までの TBARSの増 AsAによる脂質過酸化の促進をしているときに， Mt 

加はごくわずかであったが， 5， 10， 15分後に有意に の主として外膜に結合しているホスホリパーゼ A2

雌が高くなった(p<0.05). (PLase A2)が活性化されること，また内膜に結合し

腎臓 Mtでは，雌雄とも O分から 5分後での ていると思われる Mg2+-AT Paseも活性化されるこ

TBARSの急な増加がみられ， 5分から 15分後の増加 とが示されており 20)，21)， PLase A2によって Mtの

は緩やかであるが， 10， 15分後で有意に雄が高くなっ 膜リン脂質から不飽和脂肪酸が遊離して，機能の低下

た(p<O.05). が起こる可能性が考えられている.

腎臓 Msでは，雌雄とも O分から 15分後までの 以上より， Mtでは非酵素的脂質過酸化促進因子に

TBARSの増加はごくわずかであったが， 5， 10， 15 対して，雌の方が被過酸化性が高く，機能低下がおこ

分後に有意に雌が高くなった(p<O.05). りやすいと推察される.

心臓では，チトクロム P-450活性が測定感度以下 Msは，非常に多種多様な酵素を含んでいる画分で

であったことより， NADPHによる脂質過酸化の実 あり，そのなかでも種々脂溶性基質の酸化的代謝を行

験は行わなかった. うミクロソーム電子伝達系と呼ばれる脂質過酸化に深

く関連した酵素群をもっている.さらに，多価不飽和

4 Fe-AsA による脂質過酸化 脂肪酸を多く含んでいることから，容易に脂質過酸化

肝臓 Mtでは， 30分以後雌でTBARSが急激に増加 を起こし， TBARSの生成 22)，多価不飽和脂肪酸の減

し， 180分後には有意に雌が高くなった. (fig. 1.) 少 23)，膜流動性の減少 24)，膜の崩壊 23) ミクロソー

肝臓 Msでは，雌がやや高い傾向を示した. (fig. ム酵素の失活 23)などの現象が報告されている.

2.) Msでは，チトクロム P-450活性が雄の方が高かっ

腎臓 Mtでは， 60， 120， 180分後には有意に雄が たことから NADPHによる TBARSは，雄で高くな

高くなった. (fig. 3.) ることが推察されたが，反対の結果であった.これは，

腎臓 Msでは， 180分後には有意に雄が高くなった. 酵素的酸化においても，過酸化の基質になる多価不飽

(fig. 4.) 和脂肪酸の割合の方が重要であることを示唆している.

心臓では， Mt， Msとも経時的な TBARSの増加が 基質としての多価不飽和脂肪酸含量が TBARSの増

みられたが，性差は認められなかった. (fig， 5.， 加に影響することは， Hahnら25)，26)によっても示さ

fig. 6.) 

考察

れている.彼らは，フェノパルビタールをラットに投

与すると肝 Msにおける酵素的および非酵素的な脂質

過酸化が顕著に促進されることを認め，これがチトク

l 肝臓 ロム P-450活性の充進と Msでのホスファチジルコリ

Mtでは，鉄イオン，へムタンパク，アスコルビン ンの合成の充進による多価不飽和脂肪酸の増加による

酸などのフリーラジカルのイニシエーターによって脂 ものであると考察している.

質過酸化が促進される非酵素的な反応が主で， 以上より， Msでは酵素的，非酵素的脂質過酸化促

NADPH，チトクロム P-450レダクダーゼを必要と 進因子の両方に対して，雌の方が被過酸化性が高く，

する酵素的な反応はほとんど行われないと考えられて 過酸化脂質による障害も深刻であると推察される

いる 16)，17)が，今回の結果でも，雌雄とも NADPH

による TBARSの増加はほとんど認められなかった 2 腎臓

雄ラット肝の Mtにおいて， Fe-AsAによって Mt，Msとも多価不飽和脂肪酸の割合は雄が高く，

TBARSは顕著に高くなること，同時に，リノール酸 チトクロム P-450活性は雌の方が高かったので，
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NADPHによる TBARSの増加が， Mtで雄， Msで

雌が高いとし、う性差がみられた理由は明らかでない.

しかし，a-トコフェロール含量の高い方がTBARSの

増加が抑制されたことより，酵素的脂質過酸化促進因

子に対しては， αートコフェロールが性差に影響して

いるのかもしれない.

Fe-AsAによる TBARSが， Mt， Msとも雄で高く

なったのは，多価不飽和脂肪酸の割合が雄で高かった

ことと一致している.

以上より， Mtでは雄の方が被過酸化性が高く， Ms 

では酵素的脂質過酸化促進因子には雌が，非酵素的脂

質過酸化促進因子には雄の方が被過酸化性が高かった.

3 心臓

Mt， Msとも脂質の被過酸化性に関連する項目に有

意な性差は認められず，被過酸化性にも性差はないと

考えられる.

要旨

ラット各組織ミトコンドリアおよびミクロソームに

おける脂質の被過酸化性について検討するため， αー

トコフェロール量，チトクロム P-450活性，酵素的

および非酵素的酸化によるチオノミノレビツール酸反応物

(TBARS)を測定した.

酵素的酸化に対して，肝臓Ms，腎臓Msでは雌で，

腎臓 Mtでは雄で被過酸化性が高かった.非酵素的酸

化に対して，肝臓Mt，肝臓Msでは雌で，腎臓Mt，

腎臓 Msでは雄で被過酸化性が高かった.心臓 Mt，

心臓Msでは被過酸化性に性差はなかった.
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