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過剰鉄投与雌ラット各組織における過酸化脂質の生成とα一トコフェロール量

村 上亜 由美 ・岸本 三香 子*・ 川 口真規 子*・ 松 浦 寿 喜*・ 市 川 富 夫*

(2000年8月31日 受付)

AyumiMURAKAMI,MikakoKISHIMOTO*,MaklkoKAWAGUCHI* ,

ToshikiMATSUURA*,TomioICHIKAWA*

鉄欠乏性貧血は、月経のある女性や妊婦において依然 として深刻な問題Dで あ り、さらに近年

では、若い女性 における過度な節食行動 による摂取エネルギーの低下 に伴 う鉄欠乏 も多 くみられ

るようになってきた2}。

これら鉄欠乏が起こりやすい要因の一つは、食物鉄、特に非ヘム鉄の吸収率の低さが挙げられ

る。 ヒトではヘモグロビン鉄の吸収3>はよいが、ヘムだけの場合ではかえって吸収は悪 くな り、

吸収のためにはグロビンその他のタンパ ク質分解産物が必要であるといわれている4)。また、ラ

ットでは非ヘム鉄の吸収が よいという報告5)があ り、小腸粘膜における非ヘム鉄吸収に関係 して

いる鉄結合能をもつタンパク質の存在なども明 らかにされている6恥。

鉄強化用食品のために開発 された新 しい食品素材である酵素処理ヘム鉄(HemeIronPreparation,

mP)は 、ヘモグロビンを酵素処理 してヘムの安定化 を維持するペプチ ドとヘム鉄の複合体 を取

り出す ことで、ヘモグロビンのヘム鉄含有量を高めた ものである。 しか し、 ヒトは鉄の排泄のた

めの特別な機能を持たないため、このような鉄強化食品の摂取などによる鉄の過剰摂取にともな

って、組織への鉄の蓄積による問題の起 こることが考えられる。

鉄の過剰摂取は生体内脂質の過酸化 を促進 し81、特 に多価不飽和脂肪酸の割合の高い生体膜 に

おける過酸化脂質の生成が促進 され、組織の機能障害を引 き起 こす9}。

我々はすでに、HIPの 吸収率や生体利用性 についてクエン酸鉄(FC)と 比較検討 したところ、HIP

はFCよ り、生体鉄利用性が低かったことを報告 した'°)。さらに、AIN-76で の基準量の100倍 量

という極めて過剰な量を投与 した条件下における、各組織脂質過酸化による障害性 について検討

した結果、HIPはFCよ り、単位鉄含量あた りの過酸化脂質量は高 くll}、抗酸化物質である α一

トコフェロール量は低かった12ヒとを報告 した。

本研究では、基準量の10倍 量とい う比較的緩やかな鉄の過剰投与条件下において も、HIPとFC

の脂質過酸化による障害性に差違があるかどうかを明らかにするため、各組織の鉄含量と過酸化

脂質量および α一 トコフェロール量の相関について検討 した。
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実験方法

1。HIPの 調 製

HIPは 、旭化 成㈱ よ り提 供 を うけ た。豚血 液 に血液凝 固防止 のため の クエ ン酸 を添加 した後、

遠心分 離 して得 た赤血 球 に水 を加 え溶 血 させ て、田Pの 原料 となるヘ モ グロ ビ ンを得 た。HIPは 、

これをアル カ リ変性 させ た後 、 アル カラーゼ(Novo社 の 市販 品)を 作用 させ グ ロビン タンパ ク

質 を分 解 し、限外 濾過膜(旭 化 成㈱ 製のSIPIO13ま た はSIP3033、 分 画分 子量6,000)で ヘ ム鉄が

強化 され た画分 とヘ ム鉄 を含 まない画分 に分 画 し、ヘ ム鉄 が強化 され た濃縮側 の画分 をスプ レー

ドラ イヤ ー法 に よ り粉末化 して得 た もので ある13鋤。

2.実 験 動物 および 飼育方 法

SD系 ラ ッ ト、4週 齢の雌24匹 を 日本 ク レア㈱ よ り購 入 した。飼 育槽 の温度 は23±1℃ 、湿 度

は55±7%、 明 暗サ イクルは12時 間(明 期8:00am～8:00pm)、 ま た、飼料 と脱 ミネラ ル水 は 自由

摂 取 と した。AIN-76で7日 間予 備 飼育 した後 、4群 に分 け実験 食 で15日 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 、肺臓 を摘 出 した。 これ らの試 料 は、澗

定 まで 一30℃ で冷凍保 存 した。

3.飼 料

AIN-76を 基 準 としたFC普 通食(3.5mgFe/foodlOO9)、 そ の10倍 量 の鉄 を加 えたFC過 剰 食(35・O

mgFe/foodlOO9)、FCに 替 えてHIPを 用 い たHIP普 通 食 とその10倍 量 を加 えたHIP過 剰 食 を調製

したQ(Tablel)

4.組 織 中の鉄含量

各 組織 をハサ ミで細 か く刻 み 、105℃ で3時 間乾燥 させ 、乾 燥重 量 を測定 した後、電 気炉(H工

TEMPOVENDR-22,YAMATOSCIENTIFICCO。,LTDぼOKYOJAPAN)を 用 いて550℃ で15時 間灰

化 させ、1N.HCIに 溶 解 した もの を試料 と した。鉄 含 量 は原子 吸 光光度 法15)(原 子 吸 光/炎 光共

用分 光分析装置AA-1型 、 日本 ジ ャー レル ・アッシュ)で 測定 した。
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5。 組 織 中の過酸化脂 質量 の測定

TBARSの 測 定 は、Ohkawa法 を改 変 した方法16)17)を用 い た。す なわ ち、 各組織 を重量 の9倍 量

の1。15%(w!v)塩 化 カ リウム溶液 でホモ ジナイズ し、 そのホモ ジナ イズ液1m1に 、0.2%(v/v)酢 酸

緩 衝 液(pH3.5)7.5ml、8.1%(w/v)SDS溶 液1ml、0.8%(w/v)BHT溶 液0.25m1、 水0.25mlを 加 え

均 一化 した液2mlに 、0.6%(w/v)TBA試 薬2mlを 加 えた。再現 性 を高 め るた め に、5℃ で60分

間 冷却 した後 、100℃ で60分 間 加 熱 した。水1m1と ブ タノ ー ル:ピ リジ ン(15:1)混 液5mlで 激

し く撹 搾 した後、遠 心分 離 し、上 澄液 の 蛍光 強度(Ex515nm、Em553nm)を 測 定 した。 こ

の と き、試料 け ん濁液 にか えて水 を加 えた もので対照 をと り測定値 を補正 した。 また、標準物 質

と して1,1,3,3一 テ トラエ トキ シプロパ ン(10mM)を 用 い た18)。

6.組 織 中の α一 トコフ エロール 量の測定

Uedaら 玉9}の方 法 を用 い た。す なわ ち、ホモ ジナイズ液0。4ml、6%(w/v)ピ ロ ガロー ル溶 液1m1、

内部標 準 と して2,2,5,7,8ペ ン タメチル ヒ ドロキ シクロマ ン ・エ タ ノール溶液(1.5～3μ9/ml)1

m1を 加 え、撹拝 した。60%(w/v)水 酸 化 カ リウム0.2mlを 加 え、70℃ で60rninケ ン化後 、10%(v/v)

エ チ ルアセ テー ト・ヘ キサ ン溶液3m1で 抽 出 し、N2ガ ス下 、40℃ 以下 で乾 固 した。 これ を、ヘ

キサ ンで適 当 な濃度 に希釈 しHPLC分 析 を行 った。HPLC装 置 は、TOSOHCCPS、 検 出器 は、

TOSOHFS-8010Fluorescencedetecter(Ex298nm、Bm325nm)、 記 録装 置は、SysteminstrementsCo.

Chromatocorder21を 用 いた。 カラムは、TOSOHTSKgelSilica-604.61D×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。

7.試 薬

鉄標準 液は、原子吸 光光度用(和 光純薬㈱ 製)を 用 い た。その他 の試薬 は、和光 純薬㈱ の特級

品 を用 いた。

8.統 計処理

測定値 につ いては、繰 り返 しの ある2元 配置分散 分析 を行 った。相 関関係 の検 定 は ピア ソンの

相関係数 を用 いた。

実験結果

1.飼 料摂取量 および体 重増加量

飼料摂取量 お よび、実 験開始時 の体 重、終 了時の体重 、体重増加 量 は、摂取鉄 の形態 や摂取量

による有意差 はみ られなか った(Table2)。 しか し、FCお よびHIP普 通 食群 の体重 増加 量 は55。7

±5.29と54.2±4.09で あ ったが 、FCお よびHIP過 剰 食群 は6L7±4.29と63.7±2・39で あ り・

FCお よびHIP普 通 食群 よ り約1 .1倍 高 い傾 向が み られ た。

2.各 組織 の湿重量 および組織 中の鉄含量

各組織の湿重量 は、摂取鉄 の形態や摂取 量 による有 意差 はなか ったが 、肝臓 で は、HIP普 通 食

群は9.3±0 .69、HIP過 剰 食群 は10.0±0.49で あ ったが 、FC普 通食 群 とFC過 剰 食群 は約10.59

と高 値傾向が み られた
。
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Table2.Foodintakeandbodyweigh冒nratsfedexperirne眈aldietsfQr15days.

Food
Intake
()

BodyWeight

n Initial

()

Final

()
m゚

,

a

g

G

く

3.5mgFe

35.OmgFe

FC623t9±10.2

HIP6235,3±9βO

FC6236.8±7.4

H裏P624t1±7.6

121,唾:ま:3.5

1209±2.8

12t1±3.2

12t7ゴ:2.6

176.8±8.255.7±5.2

凄75.0:ヒ5.854,2±4。0

182,8± フ26t7±4。2

185.3:ヒ3.163.フ ±2.3

Tabie3.ironGoncentrationinorgansofratsfedexperimentaldletsfor15days。

nLiverKidneyHeartL.ung
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FC6
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***

***

NS

67.5±7.2

56.3±2.8

68.9±1.9

56.O±3.3

*

NS

NS

118.8±1α4

117.7±5.5

115.2:ヒ7.7

106,5±6.8

NS

NS

NS

8ω ±3.7

65.2±4.7

745±2.壌

64.6±3.0

**

NS

NS

Valuesaremean±S.E.

***p〈0.001,**p〈0.01,*pく0.05,NS:notsig白i看cantlydl粁erence

FC:畜errlccltra乞e,田P:hemeironpreparaゼon

3.5拠gFe:c◎ntal謡ng3.5rngofironper1◎Ogfood

35.0齢gFe:containめg35.Omgofironper100gfood

過剰量 の鉄投 与 に よ り、肝 臓 で顕著 な鉄 の蓄積 がみ られ た(Table3)。 肝 臓lgあ た りの鉄 含量

は、FC普 通食 群 は115.○ ±9.2μgでHIP普 通 食 群 の43.0±5.毎gよ り、FC過 剰 食 群 は208。5±21.◎

μgでFC普 通 食群 の115。0±9.2μgお よびHIP過 剰 食 群 の99。6±10.9μgよ り高 値 を示 してお り、

FC食 群 ではHIP食 群 よ り、過剰 食群で は普 通食群 よ り有意 に高 値で あった。

また、 腎臓、肺臓 において も、組織1gあ た りの鉄 含量 が、FC食 群 で はHIP食 群 よ り有 意に

高値 であ り、組織 中の鉄含量 には摂取鉄 の形態 による差がみ られた。

3.各 組織 におけ る鉄含量 と過酸化脂 質量の相 関

肝臓19あ た りのTBARSは 、 過剰 食群 で普通 食群 よ り有 意 に高値 であ り、摂 取量 に よる差が

み られ た(Table4)。FC過 剰 食 群 の43.80±2。19nmolは 、FC普 通 食 群30.06±2.88nmolの 約1.5

倍 、HIP過 剰 食群の32.98±2.03nmdは 、田P普 通食 群23.89±1.87nmolの 約1.4倍 で あ った。ま

た、FC食 群 ではHIP食 群 よ り有 意 に高値 であ り、摂取 鉄 の形態 による差 がみ られ た。

腎臓 にお いては、過剰 食群で は普 通食群 よ り有意 に高値であ り、摂取量 に よる差が み られたが・

摂 取鉄の形態 に よる差 はみ られなか った。心臓 、肺臓 において は、摂取鉄 の形態お よび摂取量に

よる差 はみ られなか った。
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Table4.TBARS;norganso苧ratsfedexperimentaldietsfor15days,
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Table5.α 一t◎copherolcontentinorga胸sofratsfedexperimentaldletsfor15days.
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*

NS
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*

*
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Valuesaremean±S.ε.
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FC:ferriccl廿a土e,HIP:hemeironpreparation
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肝臓で は、顕 著 な鉄の 蓄積 がみ られたが 、鉄含 量 とTBARSの 相 関係 数 の検定 を摂取 鉄 の形態

別 に行 った ところ、FC食 群で はFO.7480(p<0.00ユ)、HIP食 群 ではr=0.6761(p<0.001)で あ

り、 どち らも組織1gあ た りの鉄 含 量 とTBARSに 有 意 な高 い相 関 がみ られた(Figure1)。 従 っ

て、肝臓 にお け る鉄の蓄積 は、組織 中の過酸化脂 質の生成 を促進す る こ とが示唆 された。 この と

き、HIP食 群 の 回帰直線 の傾 きは、FC食 群 よ りわず かであ るが有意 に大 き く(P<0.05)、 単 位 鉄

含量 あた りの過 酸化脂 質量 はHIPで はFCよ り高か った。 腎臓、心臓 、肺臓 につ い て、鉄 含量

とTBARSの 相 関係 数の検定 を摂取鉄 の形態 別 に行 った ところ、有意 な相 関はみ られ なか った。

4.各 組織 にお ける鉄含量 と α一 ト=1フ エロール 量の相関

肝臓、心臓 、肺臓 において、過剰食 群で は普 通食群 より有意 な低値 を示 した。 また、各組織 の

α～ トコフェ ロール量 は、HIP食 群 で はFC食 群 よ り有意 な低値 を示 し、摂 取鉄 の形 態 による有

意差がみ られた。肝臓lgあ た りの α一 トコフェ ロ7ル 量 は、HIP過 剰 食 群王4.86±1。55μ9で あ

り・FC過 剰食 群39 .48±2.59μ9の 約37%し か 含 有 されてい なか った。 その他組 織 での、HIP過

剰食群 のFC過 剰 食群 に対 す る α一 トコ フェロール 量の割 合 は、腎臓 で約69%、 心 臓 で約54%、

肺臓で約52%で あ った。
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肝 臓 にお いて、摂取鉄 の形態別 に鉄含量 とα一 トコフェ ロール量 の相関係数 の検定 を行 った と

こ ろ・組織19あ た りの鉄 含量 と α一 トコフェ ロー ル量 で は、HIP食 群 ではr=-0 .6576、FC食

群 で はr=-0.2611で あ り、有 意 な相 関はみ られ なか った が、鉄 含 量 の増加 に と もなって、α一

トコフェロール量 は減少 す る傾 向 を示 した(Figure2)。 ま た、HIP食 群 の回帰 直線 の傾 きは、FC

食 群 よ り有意 に大 き く(p<0.05)、mP食 群 で はFC食 群 よ り、鉄含 量の増 加 に よ り α一 トコフ

ェロール量 は よ り減少 した。

腎臓 お よび心臓 で は、有 意 な相 関はみ られ なか った。肺 臓で も、有 意 な相関 はみ られ なか った

が 、鉄 含量 の増加 に ともな って、α一 トコフェロール量 は減少 す る傾 向 を示 し、HIP食 群 で はFC

食 群 よ り、鉄含量 の増加 に よ りα一 トコフェロール量 は よ り減少す る傾向 を示 した。

Figur81CorrelationbetweenTBARSandironcontent;norgansofratsfedexperimentaldiet石or15days .

Sym籍 。1…p…e・t・ ・fdi・w・;Fp-・ ・m・lg・ 。・p(O),HIP-・ 。m・19・ 。・p(ロ) ,FC-。 ・・伽dg・ 。・p(●)・ ・dH【P-。 …1・ ・dg・ 。・p(國)f。 ・e・ch・ ・七Th
oImeswe田obtalnbyregresslonanalyslsofFO¶ormalgroup+FC-overloadgroup(…)andHiP-normalgrσupやHiP-overloadgroup(一)・
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Figure2Con・elatめnbetweenα 一tocopheroicontentandironcontenUnorgansofratsfedexperimentaldietfor15days.

Symbolsrepresentasfollows;FC¶omalgroup(0>,8P-n◎maigroup(口),FC-ove南adgroup(O)andHP-overbadgro叩(鯛)多oreachrat,

The師neswereobtalnbyregresslonanaiysis◎fFC-normaigroup÷FC-overloadgrouρ(…)andHfP-normalgroup+HΣP-overloadgroup(一).

考 察

前報11>において、鉄源 としてHIPま たはFCを 用い、SD系 雌 ラットにAIN-76を 基準 とした標

準量 またはそのユ00倍量の鉄過剰投与 を行い、各組織 における鉄含量 と過酸化脂 質量の相関関係

を検討 したところ、肝臓 のHIP食 群では有意な正の相関がみられ、肝臓のFC食 群、腎臓 と肺の

HIP、FC両 食群では、鉄含量の増加にともなって、過酸化脂質量 も増加する傾向 を示 した。ま

た、肝臓 における、単位鉄含量あた りの過酸化脂質量は、HIP食 群ではFC食 群 より有意に高値

を示した。各組織 における α一 トコフェロール量を測定 した ところ'2)、鉄の過剰摂取 により、組

織中の α一 トコフェロール量は有意に減少 し、また、HIP食 群ではFC食 群 より、組織 中の α一

トコフェロール量は有意に減少、または減少傾向を示 し、摂取鉄の形態 による差がみ られた。こ

れらの結果か ら、HIPはFCよ り、生体内脂質の過酸化を促進する鉄源であることを報告 した。

本研究では、基準量のユ0倍量 という比較的緩やかな鉄の過剰投与条件下においても、mPとFC

の脂質過酸化による障害性 に差違があるかどうかを明らかにするため、各組織における過酸化脂
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質量 とα一 トコフェロール量 を測定 した・その結果・過酸化脂質量は、肝臓 と腎臓 において、過

剰食群で普通食群 より高値 を示 し、肝臓において、HIP食 群では、FC食 群より有意な低値 を示 し

た。腎臓 においては、鉄の過剰摂取による組織への鉄の蓄積はみられなかったにもかかわらず、

過酸化脂質量は高 くなった。α一 トコフェロール量は、肝臓、心臓、肺臓において、過剰食群で

は普通食群 より有意な低値 を示 し、各組織 において、HIP食 群ではFC食 群よ り有意な低値 を示

した。

組織中の α一 トコフェロールは、鉄の過剰摂取やそれにともなう鉄の蓄積などの酸化ス トレス

に対 して抗酸化 ビタミンとして働 くことによ り、減少することが報告 されている2G》2ユ)。腎臓 にお

ける鉄の急性毒性 についてGalleanoら22、は、腎ホモジネー トにおけるTBARSの 有意な増加はみ

られなかったが、α一 トコフェロール量は有意 に減少 し、この ときスーパーオキシ ドジスムター

ゼ(SOD)や グルタチオンペルオキシダーゼ(GSH-Px)な ど抗酸化酵素に有意な変化はな く、α～ ト

コフェロールが特異的に減少 したと報告 している。 しか し、本研究での腎臓 においては、過剰鉄

によるα一 トコフェロール量の有意な減少はみられず、また、鉄が蓄積 していないにもかかわら

ず過酸化脂質量は高 くなった。 この理由は、尿 中の鉄含量が過剰食群では普通食群 より高値であ

ると予想 されることや、血漿鉄が過剰食群で普通食群 より有意に高値であったこど゜}から、尿中

や血中の鉄など、腎臓 における酸化ス トレスの増加に対 して、α一 トコフェロールによる抗酸化

機構が働かなかったためではないかと推察 される。

Lucesohら231は 、鉄投与によるラッ ト睾丸での鉄含量 とα一トコフェロール量、ユ ビキノンー

9量 、ユビキノンー10量 は負の相関を示 し、鉄含量 とTBARSに は強い正の相関があったと報告

している。本研究では対象としている組織や鉄源は異なってはいるが、肝臓 における鉄含量 と

TBARSに 強い正の相関を示 し、摂取鉄の形態別には鉄 含量とα一 トコフェロール量は負の相関

を示 した点において同様の傾向であった。

以上の結果 より、基準量の10倍 量過剰という比較的緩 やかな条件下であって も、100倍 量過剰

と同様の傾向を示した。すなわち、肝臓 における鉄含量 と過酸化脂質量には有意な高い相関がみ

られ、単位鉄あた りの過酸化脂質量はHIPでFCよ り有意 に高かった。また、HIPの 摂取 によっ

てFCよ りも各組織中の α一 トコフェロール量をより減少 させたたことから、比較的緩やかな負

荷であって も、田PはFCよ り、生体内脂質の過酸化 を促進する鉄源であることが明らか になっ

た。

要 旨

SD系 雌ラッ トを用いて、基準量のユ0倍量 という比較的緩やかな鉄の過剰投与条件下において

酵素処理ヘム鉄(HIP)と クエン酸鉄(FC)の 脂質過酸化による障害性 に差違があるかどうか を明ら

かにするため、各組織 の鉄含量 と過酸化脂質量および α一 トコフェロール量の相関について検討

した。その結果、鉄の過剰摂取による組織中のα一 トコフェロール量には摂取鉄の形態 による差
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違がみられ、mPはFCよ りα一 トコフェロール量を減少 させた。 また、肝臓 における、単位鉄

含量あた りの過酸化脂質量はHIPでFCよ り有意に高かった。比較的緩やかな負荷であっても、

田pはFCよ り生体内脂質の過酸化を促進する鉄源であることが明らかになった。
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