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Tubulin presences universally in eucaryotic cells， and forms microtubules by self -assembly. 

Microtubules participate various cell functions. As cell membranes are composed of phos-

pholipid， lipid peroxides will be assumed not only to be taken in the body from foodstuffs 

but also to be produced in the biological system. sased on the roles of tubulin in cell， it 

is possibile that lipid peroxides make cell to deteriorate through the interaction with tubulin. 

The mechanism of cell deterioration has not yet been made c1ear. We have taken notice of 

OTPase activity of tubulin in order to make c1ear the interaction between lipid peroxides and 

tubulin. There are two steps of forming oligomer and forming microtubules. 

The relationship between the assembly and OTPase activity is not enough made clear. First， 

the efffect of magnesium ion on OTPase activity of tubulin is made c1ear in this paper. 

In the presence of only O.5mM magnesium ion， the appearance of OTPase activity was 

confirmed. It means that OTPase activity reveals in the step of oligomer formation. This 

activity， however， was very small. In order to make clear the effect of lipid peroxides， 

OTPase activity was examined at lOmM magnesium ion of the optimum concentration. Lipid 

peroxides were prepared from lecithin by photooxidation at 4
0

C. Lipid peroxides inhibited 

OTPase activity. This result suggsets that lipid peroxides give some effect on cell functions. 

緒 Eヨ 一方，食品から摂取された指質過酸化物は酵素など

のタンパク質に作用し，肝細胞の機能を低下させるこ

チュープリンは真核細胞内に普遍的に存在し，重合 とが知られているの.生体内で生成される脂質過酸化

により徴小管を形成する.形成された徴小管は，細胞 物の体内細胞への影響はまだ十分には解明されていな

の形態維持，細胞運動，神経伝達など様々な細胞機能 いが，細胞を劣化させると考えられる.

に関与している 1)2)3) 細胞膜がリン脂質より構成されていることから，過

酸化されたリン脂質がチュープリンと相互作用し，細

↑本研究の一部は1994年日本農芸化学会大会(東京: 胞機能に影響を及ぼしている可能性がある.著者らは

講演番号3Pa6)にて発表された. 現在までに，チュープリンへの脂質過酸化物の影響を

検討してきたの.
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チュープリンはα，sの2つのサブユニットから成

るタンパク質で， GTP*を結合している.チュープ

リンが徴小管を形成するとき，チュープリンに結合し

ている GTPはGDP**に加水分解される.チュープ

リンの微小管への重合は，オリゴマーの形成を経て徴

小管を形成する 2段階が考えられている.チュープリ

ンが徴小管を形成するときの GTPase活性はオリゴ

マー形成時に発現されるのか，それとも徴小管形成時

に発現されるのか，についての議論がある 6)7)8)9)

チュープリンは徴小管を形成してはじめて，細胞機

能に関与することから，細胞機能の発現と徴小管形成

との関係は深い.従って，徴小管形成を測定すること

は細胞機能を検討するうえで重要な意味をもっ.

徴小管形成を測定する方法としては多量のチュープ

リンを必要とする濁度法 10)や粘度法 11)が知られてい

る.しかしチュープリンは牛脳から僅か数十ミリグ

ラムしか精製出来ないため，少量のチュープリンで多

くの重合度測定実験を行う方法が求められている.

チュープリンの GTPase活性発現機構が明らかとなれ

ば，その測定方法により，徴量で短時間に多数の試料

が処理出来ることから， GTPase活性で重合度を検討

するのが適している.

チュープリンの重合には，マグネシウムイオンが不

可欠であり，低濃度のマグネシウムイオン(0.5mM)

ではオリゴマーまでしか形成されない 12) そこで先

ず，低濃度マグネシウムイオン共存下での GTPase活

性発現を， HPLCを用い， GDPの生成量を測定す

ることによって検討した.その結果，重合の全段階で

のGTPase活性発現が明らかとなった.次に，徴小管

形成，即ち，細胞機能発現への脂質過酸化物の影響の

指標として，最適マ グネシウムイオン濃度(10mM) 

において，チュープリンの GTPase活性に及ぼす脂質

過酸化物の影響を検討した.

材料と方法

1.材 事ヰ

された 13)14)15) 全ての行程を 40Cにて速やかに行っ

た.調製されたチュープリンは使用時まで， 1M Su-

crose， O. 1mM GTP及び 0.5mM MgChを含む

lOmM Phosphate Buffer (pH7.0)中で， -80
o

Cに

て保存した.使用時には Sucroseの除去並びに使用

Bufferへの平衡化のために，使用 Bufferで平衡化さ

れた Sephadex G -25 (m)によるパッチゲルろ過

(1. 0 x 7 cm column)を行った後， 15，000rpm， 4 'C 

で30分間遠心した 16) その後，更に，使用 Buffer

で平衡化されたSephadexG -25 (m)によるゲルろ過

( 1.0 x 15cm column)を行ったものをチュープリン

として用いた.チュープリン濃度は Em= 1 . 09ml 

mg-1 cm-1として求めた 17)

1-2.脂質過酸化物

細胞膜がリン脂質であることを考慮して，指質とし

てレシチンを用いた. レシチンは日清製油から提供さ

れたリポイド S100であった. レシチンに，光増感剤

としてメチレンブ、ルーの終濃度が0.004070となるよう

に加え， 10mg/mlにメタノールで溶解した.これを

低温室にて 10時間撹枠を行いながら 40cmの高さ

から 60Wのレフランプで光照射し過酸化させた.

その後，ディスポシル SL(ナカライテスク製)にてメ

チレンブ、ルーを除去，濃縮乾固した.調製されたもの

を脂質過酸化物として，使用 Bufferで 1.0mg/mlに

なるように溶解して用いた.一方，メチレンブルーを

加えず，光照射していないものを未酸化脂質とした.

2.方法

2-1.脂質過酸化物の確認及び純度検定

得られた脂質過酸化物の確認の為に，以下の 2つの

実験を行った.

先ず， 1.0mg/ml脂質過酸化物はメタノールで 50

倍希釈し，紫外吸収スベクトルを測定した.測定に

は，目立分光光度計 U2000を使用した.次に， TLC 

を行った. 1.0mg/ml未酸化脂質， 1.0mg/ml脂質過

1-1.チュープリ ン 酸化物をシリカゲル 60プレート (Merck社 No.Art

チュープリンは牛脳より調製した.牛脳は阪神食肉 5721)にスポットし，展開溶媒 (CHCI3 : CH30H : 

衛生検査所より入手した.チュープリンは硫安分別と H20 = 65 : 24 : 1， V /V /V)で展開した.展開終了

イオン交換を組み合わせた Leeらの方法により調製 後溶媒を飛散させ，ヨウ素法と炭化法で、検出を行った.

Abbreviation; 

* : Guanosine -5' -triphosphate 

**: Guanosine -5' -diphosphate 

*** : Electrochemical Detection 

純度検定は，寺尾らの方法による ODSカラム(コ

スモシールパックドカラム， 4.6mm I.D.x 150mm) 

を用いたHPLCで、行った 18)19). 溶出溶媒として CH30H

: H20=95 : 5 (V /V)を用い，波長233nmでの検出を

行った.
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HPLCでの ECD***の検出は， コスモシール

ODSカラム (4.6mmI. D. x 150mm)に通し，移動

相溶媒として 30mM LiCH3COOを含む CH30H:

H20 : CH3COOH=76 : 24 : 0.1 (V/V/V)を用い

た.この溶媒には常にヘリウムガスを流しておいた.

ECD検出時， Apply Vo1tは -300mVであった 20)

ECD検出には，医理化機器製アンベロメータ-1;985

を使用した. ECD検出は，ヒドロベルオキシドやヒ

ドロキシ誘導体が，電極上で電気化学的に還元されて

電極電流を発生することに基づいている.この方法で

はヒドロベルオキシ基そのものを直接検出するという

点で優れている.

また， POVも測定した 21)

2-2.チュープリンの GTPase活性の測定

チュープリンのみの微小管再構成は，高濃度のグリ

セリン共存下で行われるので，全てのアッセイ系でグ

リセリンを共存させた.アッセイ系は，チュープリン

濃度 1.0mg/mlでO.lmMGTP， 3.4M Glycerolを

含む IOmM Phosphate Buffer(pH7.0)中で行った.

反応液は基本 Buffer中にチュープリンと，設定濃度

のマグネシウムイオン (MgChを使用)および脂質過

酸化物を含んでいた.アッセイにはマイクロチューブ

を使用し，全量を 500μlとして行った.反応の開始は

アッセイ系を O.Cから 37.Cに加温することにより行

い， 15分， 30分後に 100μlの3NHCI04で反応を

停止させた.その後，遠心により除タンパクを行い

3N KOHで中和後， 117量の 1M K2HP04ー0.5M

CH3COOHを加え， -20.Cに保存した. GTPase活

性測定時にこれを解凍し，形成された沈殿を遠心で除

去後， HPLC用サンプルとした.コントロールは

チュープリンを加える前に 3NHCI04を加えておい

た.30分で反応を停止したのは， 37.C， 15分で

チュープリンはその重合がプラトーに達するからであ

る12).アッセイ系への添加順序は， MgCh，基本

Buffer，脂質過酸化物，チュープリンの順であった.

マグネシウム濃度依存性の検討を行う時は，先ず，

終濃度0.5mMあるいは 10mMMgChを加えた後，

基本 Bufferを加え，チュープリンを添加したものを

サンプルとした.脂質過酸化物の影響を測定する時

は，脂質過酸化物を加えた後，チュープリンを添加

し，実験を行った.

出器はUV-8020，ポンプはデュアルポンプCCPS，

インテグレーターとしてはクロマトコー夕、、21を用い

た.カラムはワイエムシイ製 ODSカラム (4.6mm

1. D. x 250mm)を用いた.移動相は， 0.2M 

K2HP04， O. 1 M CH3COOH， 4mM TBAP 

(Tetrabuthyl Ammonium dihydrogenphosphate)， 

pH6.5，を使用時に超純水にて 3/4倍に希釈し，フィ

ルターでろ過した後，脱気して使用した.流速は

1.0mllminで行い，検出波長は253nmであった.

2-4. GTPase活性計算

GTPase活性は，生成したGDPをHPLCにより定

量することによって測定した.GTPおよび GDPの

253nmでの分子吸光係数をいずれも 13，700として既

知濃度の GTPスタンダード溶液を調製した 22)

GTPase比活性の算出は， HPLCで得られた反応前

と反応後の GDPの面積を基に，絶対量既知の GTP

の面積と比較することによって行った.計算のため

NEC製パーソナルコンビュータ PC9801UMを用い

Tこ.

結果と考察

研究対象妥当性への考察

社会の高齢化にともない，細胞の老化や加齢の影響

に興味が持たれ始めてきた.我々は今までに，加齢に

伴う脂質過酸化物の増加や，老化脳での細胞の形態変

化に注目してきた.本研究は，チュープリンの細胞内

での機能および脂質過酸化物の生体中での挙動に着目

して，両者の相互作用を検討したものである.

食品中で生成された過酸化物を体内に摂取すると，

毒性が現れることはよく知られておりの，また，生体

中にも脂質が存在していることから，その過酸化物が

生体に何らかの作用を及ぼしていることが考えられ

る.生体での過酸化反応を考える時は，生体膜がリン

脂質であることにまず注目すべきである.事実，生体

試料から検出されるヒドロベルオキシドは， リン脂質

ヒドロベルオキシドである 23) ヒトでは動脈硬化症

患者，肝炎や糖尿病患者でホスファチジルコリンヒド

ロベルオキシドの濃度が高い24) そこで本研究では，

リン脂質過酸化物を研究対象とし， リン脂質としては

大豆レシチンを用いた.

赤血球膜の研究では，膜の内側から脂質の過酸化が

進行するらしいし加齢により脳や肝臓での過酸化さ

2-3. HPLC条件 れたリン脂質の蓄積が顕著で、ある 24) 膜の内側で生

HPLCJシステムは東ソー製であった.紫外可視検 成された脂質過酸化物が細胞質タンパク質と相互作用

n吋
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を起こす事は十分ありえる.チュープリンは細胞質中

にあって，機能的に重要なタ ンパク質であり，脳中に

最も多いタ ンパク質である.

これらの事実は，研究対象としてのレ シチンと

チュープリンの妥当性を証明している.我々は，

チュープリ ンと脂質過酸化物との相互作用を徴小管形

成に基づく濁度法で検討してきたの.今回，より徴量

でしかも短時間で検討できる方法として GTPase活性

測定を検討したので，それが有効であることを結果と

してここに示すものである.

Wavelength 

Fig. 2. Ultraviolet Absorption Spectra of Lecithin 

and Lecithin Peroxides. 

Absorbance was measured at 20μg/ml in 

methanol. 

0.000 
nm 200 

脂質過酸化物の確認と純度検定

Fig.lは脂質過酸化物の TLCの結果を示したもの

である.未酸化脂質はホスファチジルコリンのワンス

ポットが検出された.脂質過酸化物は，ホスファチジ

ルコリンのスポットの下に，光酸化されたことより生

じた二次生成物のスポットが見られた.

また，脂質の光酸化による変化を紫外吸収スベクト

ル的に検討した結果をFig.2に示している.この図に

示されているように光酸化によって 233nmでの顕著

な吸収増大が観察され，過酸化が確認された.

233nmでの吸収の増加は，主としてヒドロベルオキ

シドの生成によるものと考えられる 25)

Fig.3は，使用した試料脂質および脂質過酸化物を

HPLCにより分析したときの結果を表している.未

酸化レシチンでは9分のところにフォスファチジルコ

リンのピークが見られ， リン脂質としての純度が高い

ことが明らかとなった.他方，指質過酸化物では分析

開始2分のところにヒドロベルオキシドと考えられる

ピークが出現し，未酸化脂質にみられた9分のピーク

が減少した.また，光酸化レシチンの ECD検出にお

いても 2分のところにピークが認められた(Fig.4). 

ECDの特性から考慮、して， Fig.3での 2分のピーク

はヒドロベルオキシドであったことを意味している.

TLC， UVおよび 2種類の HPLCの結果から，レ

シチンを光酸化させると大部分がヒドロベルオキシド

となっていたことが確認された.

また， POV測定では，コントロールとして用いた

レシチンには反応が認められず，脂質過酸化物では値

が668meq/kgであった.

A B 
lodination 

• ー
A B 

Carbonation by Sulfuric Acid 

• 

r..-*.r.相公?

Fig. 1. Thin Layer Chromatography of Lecithin and 

Lecithin Peroxides on a Silica Gel Plate. 
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マゲネシウム濃度依存性

Fig.5は0.5mMMgC12存在下でのチュープリンの

OTPase活性を示している.反応時間の経過とともに

ODPの生成量の増加が観察され，明らかに OTPase

活性が発現されていることが確認された.この事実

は，オリゴマー形成段階ですでにOTPase活性が発現

されていたことを意味している.よって， Carlierらめ

の報告であるrOTPase活性は徴小管形成時に発現さ
れる」ではなく Doiらめの「オリゴマー形成時に

OTPase活性は発現される」を支持するものである.

本研究はまた，チュープリンとある物質との相互作

用をOTPase活性測定で検討することが可能であるこ

とを支持する最初の報告である.
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Fig. 3. HPLC Analyses of Lecithin and Lecithin 

Peroxides on an ODS Column Eluted with 

Methanol : Water 95: 5 (V IV) Containing 

30mM Lithium Acetate. 
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Reaction Time (min) 

。

Fig. S. OTPase Activity of Tubulin in the Presence 

of O. 5mM MgCh・

The reaction was performed in lOmM phosphate 

buffer， pH7. 0， containing 0.5mM MgCh， 

O. lmM OTP and 3. 4M glycerol at 37
0

C. Tubulin 

concentration was 1.0mg/ml. ODP produced 

was determined using an HPLC system. 
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Fig. 4. HPLC Analysis of Lecithin Peroxides on an 

ODS Column Eluted with the Buffer Described in 

Fig.3. 

l
o
o
-的
F

t
o
o
-
O
F
 

t
o
o
-
m
 

Detection was carried out by an electrochemical 

detector， Irika model L985， at -300m V . 
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0.5mM MgCb 10mM MgCb 
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Fig. 6. Effects of PO -Lecithin on GTPase Activity of Tubulin in the Presence of O. 5mM or lOmM MgCh・

The reaction was performed as described in Fig. 5. 

マゲネシウム濃度依存性と脂質過酸化物の影響

Fig.6は0.5mMまたは 10mMマグネシウムイオン

共存下で，指質過酸化物が 50μl存在しているときの

チュープリンの GTPase活性を示している.

少量の脂質過酸化物の添加は， GTPase活性を阻害

することも明らかになった.徴小管形成を指標とし

て，脂質過酸化物の影響を検討したとき，脂質過酸化

物は明らかに微小管形成を阻害した 5) ここでの結果

は，脂質過酸化物が，チュープリンのオリコずマー形成

段階で微小管形成を阻害していることを示すものであ

る.

チュープリンk作用する多くの薬剤の存在が知られ

ているおそれらの薬剤は，チュープリンに作用す

ることによって微小管形成に影響しているものと考え

られる.例えば，抗真菌剤として多くの薬剤が知られ

ているが 27) それらは真菌の徴小管形成を阻害する

ことによって真菌の生育を抑制して，薬効を発揮して

いると考えられる.

脂質過酸化物がチュープリンの GTPase活性を阻害

したことから，生体内で生じた脂質過酸化物もチュー

プリンに作用して徴小管形成に影響することが明らか

となった.このことは，脂質過酸化物は細胞の劣化に

幾らかの影響を与えることを示唆するものである.

以上の結果と，指質過酸化物が加齢とともに増加し

ていくことを考えると，細胞の老化と，細胞骨格系の

劣化との相関を考慮しなければならない.今後，社会

の高齢化にともなった研究を遂行することを念頭にお

いて，細胞骨格系と脂質過酸化物との相互作用につい

ての詳細なメカニズムを明らかにするとともに，細胞

の老化と脂質過酸化物との相関を検討してし、く予定で

ある.
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