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研究成果の概要：牛腎ミクロソームにスピントラップ剤 4-POBN、NADPH、ADP および FeCl3を添

加し、37℃で 60 分間反応後、高速液体クロマトグラフィー／電子常磁性共鳴／質量測定をした

ところ、ペンチルラジカルおよびヒドロキシペンチルラジカルが検出・同定された。このラジ

カル生成反応において、ミオグロビンが過酸化脂質からのフリーラジカル生成を促進すること

により腎毒性を発揮する可能性が示唆された。また、このラジカル生成反応において何らかの

フリーな鉄の関与も示唆された。 
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研究分野：総合領域 

科研費の分科・細目：健康・スポーツ科学、スポーツ科学 

キーワード：横紋筋融解症、急性腎不全、ミオグロビン、ラジカル、脂質過酸化、スピントラ

ッピング、EPR、ミクロソーム 

 
１． 研究開始当初の背景 
(1) 過剰運動によって骨格筋が傷害され、筋 
の融解壊死によって血中にミオグロビン
(Mb)やクレアチンキナーゼなどが漏出され
る。この骨格筋細胞の融解が高ずることによ
り、横紋筋融解症を発症し、さらに急性腎不
全に至ることがある。 
 
(2) 過剰運動による腎障害におけるフリー
ラジカルの関与についてはよく言われてい
るが、フリーラジカルの検出および同定に関
してはほとんど行われていない。 
 

２．研究の目的 

この過剰運動に伴う横紋筋融解症や急性腎
不全とフリーラジカルとの関連を明らかに
することを目的とする。 
 

３．研究の方法 

筋の融解壊死時に血中に漏出するミオグロ
ビンによる脂質過酸化反応に焦点をあて、 
(1) ミオグロビンと脂質との反応により生ず 
るフリーラジカルを HPLC-ESR 法および
HPLC-ESR-MS 法を用いて検出および同定を行
う。 
(2) 続いて、マイクロダイアリーシス・シス 
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テムによるフリーラジカルのラット生体内
検出へと進展する。 
フリーラジカルそのものの検出を行うこと
により、過剰運動に伴う横紋筋融解症や急性
腎不全とフリーラジカルとの関連を明らか
にする。 

 

４．研究成果 
(1)ラット脳ホモジネート／二価鉄／アスコ

ルビン酸反応溶液中に生成するフリーラジ

カルの検出・同定をおこなった。 

生体中のフリーラジカルの検出・同定に慣

れるために、ラット脳ホモジネートに二価鉄

およびアスコルビン酸を加えた反応溶液中

に生成するラジカルの高速液体クロマトグ

ラフィー／電子スピン共鳴（HPLC-EPR）法お

よび高速液体クロマトグラフィー／電子ス

ピン共鳴／質量分析（HPLC-EPR-MS）法によ

る検出と構造決定をおこなった。反応溶液の

EPR スペクトルを測定すると強いシグナルが

得られたが、反応溶液からラット脳ホモジネ

ートおよび二価鉄をそれぞれ除去すると、

EPR スペクトルは殆ど得られなかった。また、

反応溶液からアスコルビン酸あるいは EDTA

を除去した場合、EPR スペクトルのピーク高

はそれぞれ 35%と 54%に減少した。反応溶液

の HPLC-EPR 測定をおこなったところ、4 つの

強いピークが得られた。反応溶液からラット

脳ホモジネート、二価鉄およびアスコルビン

酸をそれぞれ除去すると、HPLC-EPR ピークは

殆ど得られなかった。また、反応溶液から

EDTA を除去すると HPLC-EPR ピーク高が減少

した。4番目の最も強いピーク（保持時間 33.7

分）について、HPLC-EPR-MS 測定を行ったと

ころ、２つのイオンが得られた（m/z 224 お

よび m/z 137）。この m/z 224のイオンは ethyl

ラジカルとスピントラップ剤（4-POBN）との

付加体に対応し、このイオンから(CH3)3C(O)N

が開裂した残りが m/z 137 のイオンに対応す

る。これらのことより、ラット脳ホモジネー

トに二価鉄およびアスコルビン酸を加えた

反応溶液中において ethylラジカルが生成さ

れたことがわかった。 

 

(2) Mbの腎毒性のメカニズムを明らかにする

ために牛腎ミクロソーム/NADPH 反応溶液中

のフリーラジカル生成に対するミオグロビ

ン添加の影響について検討した。 

 牛腎ミクロソームにスピントラップ剤

4-POBN、NADPH、Mb を添加し、37℃で 60 分間

反応後、電子常磁性共鳴スペクトル（EPR）

測定した。完全反応溶液の EPR スペクトルを

測定すると、トリプレット・ダブレットから

なる典型的な 4-POBN ラジカルアダクトの顕

著な EPR シグナルがみられ、反応溶液中にフ

リーラジカルが生成していることが明らか

になった。この反応溶液より、ミクロソーム

あるいは NADPH を除くと、EPR シグナルがほ

とんど見られなかった。一方、Mb を反応溶液

から除くと、EPR シグナル強度が減少した

(Fig.1)。以上のことから、Mb は牛腎ミクロ

ソーム/NADPH 反応溶液中のフリーラジカル

生成を促進することが分かった。完全反応溶

液に EDTA を添加すると EPR シグナルが消失

し、Mb 溶液に EDTA を添加しても可視吸収ス

ペクトルに変化がないことから、EDTA は Mb

のヘム鉄にキレートしないことがわかった。

このことから、この反応にフリーな鉄イオン

の関与が示唆された。 

 
Fig.1 牛腎ミクロソーム/NADPH 反応溶液の 

EPR 測定 

 

 

 過酸化脂質からのフリーラジカルの生成

に対する Mb の影響を検討するために、13-ヒ

ドロペルオキシドと Mb との混合溶液にスピ

ントラップ剤 4-POBN を添加し EPR スペクト

ルを測定した。この 13-ヒドロペルオキシド

はリノール酸と大豆リポキシゲナーゼとの

反応によりを得た。Mb を添加することにより、

顕著な EPR シグナルが観測され、Mb は 13-ヒ

ドロペルオキシド（過酸化脂質）からのフリ

ーラジカルの生成を触媒することがわかっ

た(Fig.2)。 

 



 

 

 
Fig.2  13-HPODE と Mb との反応の EPR 測定 

 

 以上をまとめると牛腎ミクロソーム

/NADPH 反応溶液中において Mb は過酸化脂質

からのフリーラジカルの生成を促進するこ

とにより腎毒性を発揮する可能性が示唆さ

れた(Scheme1)。 

 

 
Scheme1. 本研究で用いられた反応系に対す

るミオグロビンおよび何らかのフリーな鉄

の影響 

 

 

牛腎ミクロソーム/NADPH反応溶液にADP（

10mM）およびFeCl3（0.17mM）を添加した反応

溶液（牛腎ミクロソーム/NADPH/ADP/FeCl3反

応溶液）をHPLC-EPR測定したところ、P1（保

持時間29.4分）、P2（保持時間32.4分）および

P3（保持時間46.6分）の3つのピークが検出さ

れた。これらの3つのピークを質量測定する

と、P3については質量数266 m/zが、P2および

P1については質量数282 m/zが得られ、P3はペ

ンチルラジカル、P2とP1はそれぞれヒドロキ

シペンチルラジカルであると推定された

(Fig.3) 。別途合成したペンチルラジカルお

よびヒドロキシルペンチルラジカルの

HPLC-EPRの保持時間とP1, P2, P3の保持時間を

比較することによりP3はペンチルラジカル、

P2とP1はそれぞれヒドロキシペンチルラジカ

ルであると同定された(Fig.4)。  

 
Fig.3 牛腎ミクロソーム/NADPH/ADP/FeCl3

反応溶液と合成されたペンチルラジカルの

EPR測定 

 

 
Fig.4 牛腎ミクロソーム/NADPH/ADP/FeCl3

反応溶液と合成されたヒドロキシペンチル

ラジカルのEPR測定 

 

牛腎ミクロソーム/NADPH 反応溶液中のラ

ジカル種生成に対する、金属イオンの影響お

よび金属キレート剤の影響について検討し

た。牛腎ミクロソーム/NADPH 反応溶液に種々

濃度の種々の金属イオン（0、10、50、100μ

M）を添加し、EPR 測定をおこなった。添加し

た金属イオンは、モール塩、塩化銅、塩化亜

鉛、塩化鉄（Ⅲ）、塩化カルシウムおよび塩

化マグネシウムであった。モール塩では EPR

ピーク強度がわずかに増加し、塩化銅および

塩化亜鉛では減少した。塩化鉄（Ⅲ）、塩化

カルシウムおよび塩化マグネシウムでは変



 

 

化が見られなかった。 

牛腎ミクロソーム/NADPH反応溶液に種々

の金属キレート剤（100μM）を添加し、EPR

ピーク高の変化を調べた。添加した金属キレ

ート剤は、EDTA(エチレンジアミン四酢酸)、

NTA(ニトリロ三酢酸)、DTPA(ジエチレントリ

アミン五酢酸)およびDFO(デフェロキサミン

)であった。EDTA、DTPAおよびDFOを添加する

と、EPRシグナルは消失し、NTAを添加すると

、EPRピーク高が35.8%増加した。以上のこと

からこのラジカル生成反応において何らか

のフリーな鉄の関与が示唆された。 

マイクロダイアリーシス・システムによる
フリーラジカルのラット生体内検出につい
ては目下のところ成功しなかった。今後の課
題である。 
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