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〈緒論)

生体膜に存在する不飽和脂肋酸は， conjugated diene hydroperoxide (CDHP) を経て，種々の

アルデヒドやケトン化合物を含む secondary products (S P)を形成し，これはさらに重合や分解をく

り返してmalondialdehyde (MDA) などを生成すると考えられている。

このような一連の脂質過酸化物は，各組織において酵素活性の低下をひきおとし，毒性を発現するだ

けでなく，突然変異原性を示すなど，生体に対して多くの影響をおよぼす乙とが知られており，動脈硬

化症など各種の疾病の誘因とされている。

一方，生体の老化に伴い各組織に沈着する 1 ipofusc in と呼ばれる老化色素は，脂質と蛋白質成分か

ら成る脂溶性の高い蛍光物質であり，生体組織において脂質過酸化物とアミノ化合物から形成されるも

のと考えられている。

Tappe 1 らは， 1 i pofusc in はMDA とアミノ化合物がシッフの塩基を形成した 1 -amino ー 3-

im ino -propene化合物 (R-N=CH-CH=CH-NH-R)であると報告しているが，生体における

MDAの存在は明らかでなく， 1 ipofusc in 生成については多くの問題点を残している。

本研究では 1 ipofusc i n 生成機序を解明するモデルとして，不飽和脂肪酸の過酸化物とアミノ化合物

から得られる蛍光物質を単離し，その理化学的性質および生成機序について検討した。

(本論)

第 1 章 mlcrosome における 1 ipofuscin の生成

ラット肝microsome における脂質過酸化物と 1 ipofuscin 生成の関連性について検討した。
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young rat からの microsome にくらべ， adult rat や鉄とアスコルビン酸を腹腔内投与して脂質

過酸化反応を促進させた young rat からの microsome では， TBA値が数倍に増加するとともに，

クロロホノレム・メタノーノレ (2 : 1) 混液で抽出される蛍光物質も 2.5 ー 3.0 倍に増加しており，蛍光

物質の生成が脂質過酸化物に依存している乙とが示唆された。

乙の蛍光物質をセファデックス LH20カラムクロマトグラフィーで分画したと乙ろ， lipofuscinを

含む蛍光 peak 1 のみが著しく増加しており，脂質過酸化物の増加に伴って生成する蛍光物質が 1 ipoｭ

fuscin である乙とが示された。

第 2 章 Secondary products によるへム化合物の分解

自動酸化したリノーノレ酸メチルエステノレから分離した SP は， rat 肝 microsome の Cytochrome

P-450 や市販のプロトへムを分解し，乙の作用は SP のもつアルデヒド化合物によるものと推察され

fこ o

第 3 章 ~alondialdehyde とアミノ化合物による蛍光物質の生成

Tappel らの報告に基づいて， ~DA とアミノ化合物による蛍光物質の生成条件などを詳細に検討し

た。 ~DA とアミノ化合物を 3 対 1 のモノレ比で=加え， pH4.0 -4.5 の時最も強い蛍光物質の生成が認め

られ， HP LC によって 1 本の強い蛍光 peak が検出された。

単離した蛍光物質は 3 位と 5 位にアノレデヒド基， 4 位にメチノレ基を持つ 1 ， 4 -dihydropyridine 

化合物であり，アミノ化合物によらず 388nm に特徴ある極大吸収波長を持ち，また励起波長 390 nm , 

蛍光波長 450 四n 付近の共通した蛍光スペクトルを示すとともに，それらの蛍光強度などが同じ値を示

したととから， 1, 4 -d i h y d r op y r i d i n e 化合物に共通した性質であると思われた。

第 4 章 指質過酸化物とアミノ化合物による蛍光物質の生成

自動酸化したリノーノレ酸メチルエステルから CDHP と SP を分離し，乙れにアミノ化合物を加えて

保温したととろ SP とアミノ化合物から励起波長 350 nm 蛍光波長 415 nm 付近に蛍光スペクトノレを

示す蛍光物質の生成が認められ さらに SP画分中のアノレデヒド化合物の関与が示された。用いるアミ

ノ化合物の種類iとより蛍光物質の生成量は異なり，リジンや脂肋族アミン化合物で高い生成量を示した。

第 5 章 Secondary products とアミノ化合物による蛍光物質の生成

リノーJレ酸メチノレエステノレの SP とアミノ化合物から生成する蛍光物質はHPLCで 2 つの強い蛍光

peak !乙分離された。乙の蛍光物質は，自動酸化過程においてTBA値が最高となる時期よりも，その

後TBA値が減少しはじめる頃から生成する乙とが認められ，自動酸化の初期に生成する SP化合物よ

りも， 乙れらが重合や分解をして新たに生じる化合物が蛍光物質の生成に関与する乙とが示唆された。

HP LC!C より SP を 3 画分に分離し，各画分の蛍光物質生成能を比較したと乙ろ. S P m 画分にお

いて著しく強い蛍光物質生成が認められ， S P 1 画分では全く生成しなかった。

一方，へム化合物分解能は spm 画分が最も弱く，蛍光物質の生成とへム化合物の分解に関与する

SP化合物は異なったものである乙とが示唆された。

SP とアミノ化合物から生成した蛍光物質は， 345 nm 付近に極大吸収波長を有し，その蛍光スベク

トノレや N~R，マススペクトノレの分析結果から， 1,4 -dihydropyridine 化合物であると思われた。
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SP やMDAから得られた蛍光物質の蛍光スベクトノレを比較すると， 1 ipofuscin の蛍光スペクトノレ

は SP のそれと類似しており また pH領域における安定性も 1 i pofusci n と SP による蛍光物質が類

似しているととから 生体における 1 ipofusc in は 脂質過酸化反応における SP とアミノ化合物から

生成するものと考えられる。

(結論)

脂質過酸化物とアミノ化合物から生成する蛍光物質の理化学的性質などを検討し，次の結論を得た。

1 )老化に伴う脂質過酸化物の増加は lipofuscin の生成を起し また Cytochrome P -450 活性

を低下させるなど，生体機能に多くの障害を与える。

2 )脂質過酸化反応において生じる TBA陽性物質には，アミノ化合物と反応して蛍光物質を生成する

ものと~ Cytochrome P -450 などを分解する 性質を異lとするこ種の SP が存在する。

3) MDA とアミノ化合物によって生成する蛍光物質は 励起波長 392 nm 蛍光波長 448nm の蛍光

スペクトルを持つ 1 ， 4 -dihydropyridine 化合物である。

4) S P とアミノ化合物から，励起波長 345 nm ，蛍光波長 415 nm の蛍光スペクトノレを持つ蛍光物質

が生成し，紫外吸収や NMRの測定の結果などから， 1， 4-dihydropyridine 化合物である乙とが

推察されたD

5) S P およびMDAとアミノ化合物から生成した蛍光物質の蛍光スペクトノレや安定性などを 1 ipo -

fuscin と比較した結果，生体における 1 ipofuscin はMDAよりも SP とアミノ化合物から生成す

る事が示唆された。

論文の審査結果の要旨

生体の老化i乙伴なって蓄積する L ipofuscin の生成機構について検討し，不飽和脂肪酸の酸化分解

物とアミノ化合物とから本物質から生成される乙とを明らかにした。また，不飽和脂肪酸の酸化分解物

の中に上記の Lipofuscin を生成するものと， Cytochrome P -450 などを分解して有害性を示すも

のとが混在しており，それぞれ異なった化合物である乙とを明らかにした口乙れらの結果は老化現象の

解明に基礎的な知見を加えたものといえ 薬学博士を授与するにふさわして研究成果であると判定した。
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