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研究成果の概要（和文）：NADPH-p450 reductase からの電子供与が，鉄貯蔵タンパクのフェリ

チンから鉄を還元遊離させた。培養細胞において局所麻酔薬のリドカインとプロカインは, 鉄
イオンの還元物質の一つである一酸化窒素合成酵素活性を阻害した。 
 
研究成果の概要（英文）：Nucleotide-dependent flavoenzyme (NADPH-p450 reductase) mobilized 

reductively iron from ferritin.  In cultured bovine aortic endothelial cells, lidocaine and procaine, local 

anesthetics, inhibited the activity of nitric oxide synthase which is one of reducing agents of iron. 
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１．研究開始当初の背景 
	 鉄イオンは、生命維持に不可欠で各臓器に

必須の金属イオンである。ヒトでは体内に約

3g 存在して 1 日に 1〜2mg を体外から吸収し

ほぼ同量を排出している。体内に取り込まれ

た鉄は貯蔵鉄と遊離鉄に分類される。そのう

ち貯蔵鉄は生体内の鉄の 2/3 以上を占め、フ

ェリチンあるいはヘモジデリンとして主に

肝臓に存在する。鉄はヘム合成の重要な素材

であり,	 フェリチンから遊離する鉄イオン

がヘム合成に関与する。	 

	 	 	 	 フェリチンは、24 個のペプチドから成るタ

ンパク質でその中心部に鉄が酸化の状態で貯

蔵されている。フェリチンから鉄イオンが遊

離するには、鉄が還元されて二価鉄になる必

要がある（Crichton	 RR,	 et	 al,	 Eur	 J	 Biochem,	 

164(3),	 

485-506,	 

1987）。しか

し,	 フェリ

チンから鉄

イオンが遊	 	 	 	 

離する際

の機序につ

いては不明

な点が多い。	 	 	 

	 	 	 	 	 	 過 去

の報告によると，鉄を還元する物質として，

FMN,	 FAD,	 dihydrolipoate,	 xanthine	 

oxidase,	 O2
-などが報告されている。著者ら

は様々な手法を用いて一酸化窒素（Nitric	 

Oxide:	 NO）を測定してきたが，NO も鉄イ
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オンの還元物質の一つである。これら還元

剤の細胞内濃度と鉄イオンの生体内での移

動率を考慮すると、他に強力な還元物質が

存在すると考えられ，広く生体内に存在す

る NADPH-cytochrome	 P-450	 reductase が還

元 物 質 の 一 つ で あ る と 考 え た 。

NADPH-cytochrome	 P-450	 reductase による

電子供与がフェリチン鉄の還元に寄与して

いるのではないかという仮説をたて研究を

行った。	 
	 
	 
２．研究の目的	 

	 NADPH-cytochrome	 P-450	 reductase からの

電子供与がフェリチン鉄の還元に寄与して

いるという仮説を立証し，局所麻酔薬の酸化

ストレスに対する影響を検討するために以

下の研究を行った。	 

(1) NADPH 存 在 下 ， フ ェ リ チ ン に	 	 	 	 	 	 

NADPH-cytochrome	 P-450	 reductase を作

用させ鉄イオンが遊離するか否かを検討

した。	 

(2) O2
-の関与について検討するため SOD を添

加し、遊離鉄イオンを定量した。	 

(3) 他の報告によると、buffer の pH 低下に

伴い鉄イオン遊離は増加することが予想

されるため（Funk	 F,et	 al,	 Eur	 J	 Biochem,	 

152(1),	 167-72,	 1985），同様の実験系で

pH を変化させて，フェリチンからの鉄イ

オン遊離に対する影響を検討した。	 

(4) Cyt	 C からの電子供与による鉄イオンの

遊離を検討した。	 

(5) Ferricyanideからの電子供与による鉄イ

オンの遊離を検討した。	 

(6) NO 合成酵素（NO	 Synthase:	 NOS）の鉄イ

オン遊離に関する影響を検討した。	 

(7) 培養細胞を用いて局所麻酔薬が NOS 活性

に与える影響を検討した。	 

	 
３．	 研究の方法	 
(1) 20mM	 phosphate	 buffer（3ml,	 pH	 7.4）

中 に フ ェ リ チ ン (2 μ M) ，
Batho-phenanthroline(20 μ M) ，
NADPH-cytochrome	 P-450	 reductase(10
μg)を添加した。Batho-phenanthroline
は、二価鉄に結合して赤橙色キレートを
形成することから鉄の定量試薬として用
いられている（D.	 Blair,	 et	 al,	 Talanta,	 
7,	 163,	 1961）。NADPH(100μM)を添加し
攪拌後、分光光度計（日立 U-3900）によ
り 535nm で吸光度を real	 time で測定し
た。10 分間の吸光度の変化量を求め、下
式により遊離した鉄イオンの濃度を求め
た。	 

ε535	 =	 22.1	 ×	 10-3/M/cm	 
(2) 1 の実験系に SOD(10μM)を添加し	 遊	 離

鉄イオンを定量した。	 
(3) 20mM	 phosphate	 buffer（3ml,	 pH	 6.4）

を使用し，同様の実験を行った。	 
(4) 同様の実験系において，Cytochrome	 

C(6.7μM)またはFerricyanide(2mM)を添
加して遊離鉄イオン量を比較した。	 

(5) 同様の実験系において NOS を作用させ遊
離鉄イオンを定量した。	 

(6) 仔牛大動脈血管内皮細胞を培養し，NOS
活性に対するリドカイン（1	 nM-1mM）と
プロカイン（1	 nM-1mM）の影響を検討す
る。NOS 活性の指標として，NO/O2-	 assay	 
(Kelm	 et	 al.,	 1997)を用いて NO 産生量
を測定した。	 
	 
	 

	 
４．	 研究成果	 
	 20mM	 phosphate	 buffer（3ml,	 pH	 7.4）中
に フ ェ リ チ ン (2μM),	 
Batho-phenanthroline(20μM),	 
NADPH-cytochrome	 P-450	 reductase(10μg)，
NADPH(100μM)を添加し、分光光度計により
535nm で吸光度を測定した（図 1）。	 
	 

	 10 分間の吸光度の変化量を求め，ε535	 =	 
22.1	 ×	 10-3/M/cm により遊離した鉄イオン
の濃度を求めた。その結果,	 2.71	 mM の Fe2
＋が遊離した。［Fe[CN]6］を含む鎖塩であ
るフェリシアニドを添加すると，Fe2＋遊離
は増加した（8.58	 mM）。cytchrome-C を添加
すると，Fe2＋遊離はより増加した（34.29	 mM）
(図 2)。同様の実験系に SOD(10μM)を添加す
ると，影響がみられなかった（2.55	 mM）。
20mM	 phosphate	 buffer（3ml,	 pH	 6.4）を使
用し同様の実験を行った。pH7.4 と比較して，
Fe2＋の遊離が増加した（3.23	 mM）。	 
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NADPH-cytochrome	 P-450	 reductase による鉄
イオンの還元について考えられる反応経路
を下記に示す（図 3）。	 
	 

	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	     図 3 
	 

	 
	 同様の系で誘導型一酸化窒素合成酵素
（NOS2）がフェリチンからの鉄イオン遊離に
対して与える影響について検討した。その結
果，NOS2 存在下で鉄イオン遊離が増加した
(図 4)。	 
	 
	 

	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 図 4	 
	 
	 

これは，NOS の基質である L-アルギニンを加
えることにより影響を受けなかった。	 
	 さらに，これらによる鉄イオン遊離は SOD
を添加することで影響を与えなかった。	 
	 
	 また，培養血管内皮細胞を使用し，産生さ
れた NO を測定した。ブラディキニンとアセ
チルコリンによって内皮型一酸化窒素合成
酵素（NOS3）を刺激した細胞において，局所
麻酔薬のプロカインとリドカインは NO 産生
を抑制した（図 5）。	 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 図 5	 
	 
リポポリサッカライドとIL-1βでNOS2を刺

激した細胞において，プロカインとリドカイ
ンは NO 産生を抑制した（図 6）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 図 5	 
	 
	 
	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 図 6	 
	 
以上から，鉄貯蔵蛋白からの鉄イオン遊離

には，NADPH-cytochrome	 P-450	 reductase お
よび NOS2 が還元物質として関与することが
明らかとなった。培養細胞において，NOS3 お
よび NOS3 により産生される NO は，局所麻酔
薬に抑制され，酸化ストレスに対する局所麻
酔薬の関与が示唆された。	 
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