
脂質ラジカルとリポキシゲナーゼ作用

１． は じ め に

リポキシゲナーゼは，動脈硬化，虚血再灌流障害，がん

転移などの病態の誘導あるいは進展に重要な役割を演じる

酵素群である．これらの疾患は酸化ストレス疾患として認

識されており，フリーラジカルの関与が指摘されている．

このフリーラジカル産生に関わるのがリポキシゲナーゼで

ある．実際，ラジカルスカベンジャーであるプロブコール

やエダラボン（商品名ラジカット）が，各々動脈硬化や脳

梗塞における後遺障害を軽減することが知られている．し

かし，これらのラジカルスカベンジャーが標的とするラジ

カル種については特定されていないのが現状である．リポ

キシゲナーゼは，哺乳類から植物に至るまで，幅広く存在

する非ヘム鉄酵素であり，鉄を含む活性部位の構造は，種

に関係なく保持されている．また，アラキドン酸への酸素

の導入位置を別にするアイソザイムが複数存在する．リポ

キシゲナーゼ反応に関する研究は，長い歴史を有するが，

今なお解明されていない問題が，反応産物である脂質ヒド

ロペルオキシドの位置特異性および立体特異性を厳密に規

定している機序が確定していないことである．

２． 多価不飽和脂肪酸への酸素付加反応

リポキシゲナーゼの中でも最も研究が活発になされてき

た大豆リポキシゲナーゼ-１は，リノール酸の１１位のメチ

レンからプロトンを引き抜き１３位に酸素分子を導入し，

１３-ヒドロペルオキシオクタデカジエン酸（１３-HPODE）を

生成する．この反応の特徴は，リノール酸の１１S 位のプ

ロトンを引き抜き，反応産物は１３S -HPODEであることで

ある（図１A）．この事実は，プロトンを引き抜く方向とは

逆の方向から，酸素分子が C１３位の炭素中心ラジカルを

攻撃することを意味する．リポキシゲナーゼ反応の初段反

応では，プロトンの引き抜きにより，pentadienyl radical

（－・CH－CH＝CH－CH＝CH－）が生成する．不対電子は

C１３位と C９位に等頻度で存在することから，非酵素的に

酸素分子が無秩序に炭素中心ラジカルと反応する場合に

は，生成物は，９S -，９R -，１３S -および１３R -HPODEの４種

類が生成するはずである．

リポキシゲナーゼによるこの位置特異的な酸素付加反応

を説明するには，酸素分子が脂肪酸鎖に対する特定の空間

位置に固定されると考えるのが自然であるが，酸素分子が

活性中心のアミノ酸や鉄イオンに結合することを示す証拠

はこれまでのところ示されていない．現在提唱されている

有力な仮説としては，（１）構造遮蔽仮説，（２）酸素通路仮

説，（３）酸素ポケット仮説が挙げられる（総説参照１））．構

造遮蔽仮説では，pentadienyl radicalの近傍が込み合ってお

り，酸素分子は，一部露出した炭素中心ラジカルにのみ攻

撃ができるとするものである．酸素通路仮説では，酵素―

pentadienyl radical複合体の炭素中心ラジカルに酸素が到達

し得る通路があり，通路の先の炭素中心ラジカルに出会い

頭的に反応するとするものである．酸素ポケット仮説は，

酵素の活性中心と脂肪酸鎖の間に酸素が１分子入ることが

できるポケットが存在し，このポケットに近接する炭素中

心ラジカルに酸素が攻撃するとするものである．構造遮蔽

仮説を支持する結果としては，大豆１５-リポキシゲナーゼ

の活性中心の Ala５４２（活性部位に結合したリノール酸の C９

位に近接するアミノ酸残基）を Glyに置き換え，空間的に

ゆとりを持たせたリポキシゲナーゼにリノール酸を作用さ

せると，１３S -HPODEと９R -HPODEがほぼ等量生成するこ

とが示されている２）．これらの仮説は，反応産物の立体特

異性を説明するのに適した仮説ではあるが，他方で疑問を

投げかける結果も報告されている．アラキドン酸の

１３trans-アナログ体である５Z，８Z，１１Z，１３E ―２０．４ω７を
１２S -リポキシゲナーゼに作用させて生じる産物は本仮説に

よれば１２S -ヒドロペルオキシエイコサテトラエン酸（１２S -

HPETE）となるはずであるが，実際には共役トリエン構

造をとる heptatrienyl radicalの１４位に酸素が付加して生成

する１４S -HPETEなのである３）．

３． 脂質アリルラジカル周囲の空間的遮蔽状況

これらの仮説はいずれも，酸素分子が自由に脂質アリル

ラジカルを攻撃できる状況にないことを意味している．こ

れに対して，我々は，酸素分子に比べはるかに分子サイズ

の大きいニトロキシルラジカル３-carbamoyl-２，２，５，５-
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tetramethyl-３-pyrroline-N -oxyl（CmΔP）を用いて，リポキ

シゲナーゼ反応で生成する炭素中心ラジカルのトラップ解

析を試みた．嫌気的な条件下で，大豆１５-リポキシゲナー

ゼに，CmΔP存在下リノール酸と１３-HPODEを作用させ，

反応産物を LC-MS／MS-プレカーサーイオンスキャニング

法で解析したところ，９-CmΔP-ODEと１３-CmΔP-ODEがほ

ぼ等量生成することが明らかとなった４）．興味深いことに，

両産物の共役ジエン構造は共に cis／trans体であった５）．一

方，非酵素的にリノール酸の１１位のプロトンを引き抜い

て生じる脂質アリルラジカルをニトロキシルラジカルでト

ラップすると生成物は trans／trans体である．この結果は，

酵素―ラジカル複合体の炭素中心ラジカルをニトロキシル

ラジカルが直接トラップすることを意味する．

酵素―脂質アリルラジカル複合体のリポキシゲナーゼ中

の鉄イオンは Fe（�）であり，ニトロキシルラジカルが酵

素上のアリルラジカルをトラップすると，不活性型の

Fe（�）-リポキシゲナーゼが遊離する．Fe（�）-リポキシゲ

ナーゼを Fe（�）-リポキシゲナーゼに活性化する因子は，

リポキシゲナーゼ反応産物である脂質ヒドロペルオキシド

である６）．この活性化反応で，酸素中心ラジカルである脂

質アルコキシルラジカルが生じるが，分子内転移によりエ

ポキシド構造を形成すると共に，不対電子は炭素上に局在

し炭素中心ラジカルとなる．ニトロキシルラジカルはこの

炭素中心ラジカルをトラップし，９-CmΔP-１２，１３-エポキシ

オクタデカモノエン酸（９-CmΔP-１２，１３epoxy-OME）と１１-

CmΔP-１２，１３epoxy-OMEを生成する．すなわち，嫌気的な

条件下で，大豆１５-リポキシゲナーゼに，ニトロキシルラ

ジカル存在下リノール酸と１３-HPODEを作用させること

で，CmΔP-ODEと CmΔP-１２，１３epoxy-OMEが等量生成す

ることが明らかとなり，Fe（�）-リポキシゲナーゼ―

Fe（�）-リポキシゲナーゼサイクル反応が回転しているこ

とが明らかとなった．一連の１電子レドックスサイクル反

応を図１Bに模式的に示す．

ニトロキシルラジカル存在下，大豆１５-リポキシゲナー

ゼに α-リノレン酸および１３-ヒドロペルオキシオクタデカ

トリエン酸（１３-HPOTE）を作用させると，上記現象と同

様に CmΔP-オクタデカトリエン酸と CmΔP-１２，１３-エポキ

シオクタデカジエン酸が生成するが，興味深いことに，共

役トリエン構造を有する CmΔP-HPOTEの生成が認められ

た．また，この反応は有酸素下で起こり得ることが明らか

となった．この構造体が産生されるためには，リノレン酸

の C９位に酸素が付加し，生成したペルオキシラジカルが

C１４位のメチレンプロトンを引き抜き，C１６位に不対電子

が乗った炭素中心ラジカルが生成しなくてはならない（図

１C）．CmΔP-HPOTEはクロマトグラフィーにより単一

ピークとして検出されることから，この分子内転移はリポ

キシゲナーゼの活性部位で起こっていることが示唆され

た７）．この結果より，リポキシゲナーゼの活性部位は，多

価不飽和脂肪酸が隙間無く入り込む状況ではなく，かなり

自由にコンフォメーションを変化し得るゆとりある空間で

あることが推察される．

４． リポキシゲナーゼのレドックススイッチング

リポキシゲナーゼの関与が疑われている動脈硬化病変

部，脳梗塞障害近傍，がん原発部位は比較的低酸素下にあ

る．動脈硬化の誘導・進展では，リポキシゲナーゼの関与

が示唆されているものの，関連アイソザイムに関しては，

５-リポキシゲナーゼ，１５-リポキシゲナーゼおよび１２-リポ

キシゲナーゼのいずれを阻害しても動脈硬化の誘導・進展

が抑制される．では，これら酸化ストレス疾患を，リポキ

シゲナーゼを標的として制御するには，如何なる条件が必

要かを列挙してみる．（１）低酸素環境下でリポキシゲナー

ゼを不活化するが好気下では不活化しない，（２）いずれの

アイソザイムに対しても普遍的に作用する，（３）可逆的な

阻害機構である，（４）急性毒性のみならず慢性毒性が無い．

これらの条件から次のようなコンセプト，「慢性的な疾患

に対して，病変部以外でリポキシゲナーゼ活性を阻害する

ことなく，全てのアイソザイムの活性を抑制し，その一

方，炎症反応の収束期に産生される抗炎症性メディエー

ターの産生を抑制しない」を考えた．我々は，これらの条

件及びコンセプトを満たす機構として，低酸素下で，酵素―

脂質アリルラジカル複合体の炭素中心ラジカルをラジカル

スカベンジャーで１電子還元し，活性型 Fe（�）-リポキシ

ゲナーゼを不活性型 Fe（�）-リポキシゲナーゼに変換する

レドックススイッチング法の開発を目指して検討を試みて

いる．

これらのラジカルスカベンジャーのスクリーニング法と

して，酵素―脂質アリルラジカル複合体の炭素中心ラジカ

ルに対する，ニトロキシルラジカルとの競合作用を指標と

する方法を確立した．基礎検討として，一般的な抗酸化物

質に対して評価したところ，アスコルビン酸や α-トコ

フェロール，各種チオールには競合作用は認められないも

のの，エダラボンおよびプロブコールに競合作用が認めら

れた（図２）（投稿準備中）．動脈硬化誘導の酸化ストレス

仮説に基づき，内因性ラジカルスカベンジャーである α-

トコフェロールを用いた大規模臨床試験の結果が報告され
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ているが，残念なことに，α-トコフェロールが動脈硬化の

誘導・進展を有意に抑制するとの結果は得られていない．

これに対して，抗酸化作用を有するプロブコールが，動脈

硬化モデル動物において動脈硬化の誘導・進展を抑制する

ことから８），今回のスクリーニング結果との関連でたいへ

ん興味が持たれる．余談ではあるが，ニトロキシルラジカ

ルにこれら疾病に対する抑制作用が期待されるはずである

が，事実，モデル動物を用いた虚血再灌流障害などの酸化

ストレス病態に対して抑制効果が報告されている９）．ただ

し，ニトロキシルラジカルは「膜透過性スーパーオキシド

ジスムターゼ様物質」として作用していると考えられてい

る．

５． お わ り に

リポキシゲナーゼ反応における反応産物の位置特異性な

らびに立体特異性が，活性部位の脂質アリルラジカルを取

り巻くアミノ酸残基の立体障害に司られているとする仮説

に縛られてきた感がある．しかし，我々の結果は，この縛

りから大きく放たれるものである．また，酸化ストレス仮

説で悪玉と考えられているラジカル種として，ヒドロキシ

図２ 抗酸化剤によるリポキシゲナーゼのレドックススイッチング活性評価．
低酸素下，ニトロキシルラジカルによるリポキシゲナーゼ活性部位の脂質アリ
ルラジカルトラップ反応速度（k１）に対する，抗酸化剤と脂質アリルラジカル
との反応速度（k２）の相対比より，競合的阻害効果を評価する．ニトロキシル
ラジカル初期濃度とラジカル捕捉剤の初期濃度比［RS］i／［CmΔP］iを変えて，
ラジカル捕捉剤の非存在下におけるニトロキシルラジカル―脂質アリルラジカ
ル付加体生成量と存在下での付加体生成量の比 I を求める．x-y座標軸で，
log（［RS］i／［CmΔP］i）に対して log｛（１－I）／I｝をプロットすると直線式となり，y
切片から反応速度比 k１／k２を求めることができる．各種抗酸化剤について評価
したところ，アスコルビン酸や α-トコフェロールに活性は認められなかった
が，プロブコールおよびエダラボンに活性が認められた．
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ルラジカル，スーパーオキシド，脂質由来酸素中心ラジカ

ル等が挙げられてきた．これらのラジカル種を不活性化す

る内因性ラジカルスカベンジャーであるアスコルビン酸や

α-トコフェロールが酸化ストレス疾患の誘導を予防できな

いことに加え，これら疾患に有効なラジカルスカベン

ジャーの標的ラジカルが低酸素下におけるリポキシゲナー

ゼ―脂質アリルラジカル複合体であるとすると，これもま

た，古くからの“疾患とフリーラジカル”に対する知識の

縛りから大きく放たれることになる．リポキシゲナーゼの

活性を巧みに制御することで，動脈硬化，虚血再灌流障

害，がん転移といった，死因のトップ集団を走る疾病の予

防が可能になるかもしれないという夢を持ちながら，この

分野の研究を行っている．
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神経シナプスにおけるポンプ活性非依存的
なナトリウムポンプ

１． は じ め に

ナトリムポンプ（sodium pump，あるいは Na＋／K＋ ATP-

ase）は，原形質膜上に存在し，細胞内外のイオン濃度勾

配形成を司る中心的分子として古くから知られている．

ATP１分子の加水分解から得られるエネルギーを用い，イ

オン濃度勾配に逆らって３個の Na＋を細胞外に，２個の

K＋を細胞内に輸送することで，細胞内の K＋濃度を高く，

Na＋濃度を低く維持する．カルシウムポンプ（Ca２＋ ATPase）

やプロトンポンプ（H＋／K＋ ATPase）と同じ P型 ATPase

のタイプ２に属し，これらの分子と同様に二つの αサブ
ユニットと二つの βサブユニットが一つのポンプ分子を
構成する．そのイオンポンプとしての作用機序や機能の重

要性についての詳細はここでは割愛するが，近年この分子

がポンプ活性とは非依存的に，すなわちイオンポンプとは

独立した機能を有し細胞内の様々な生理現象を制御するこ

とが分かってきた．本ミニレビューでは，筆者らが発見し

た線虫（C. elegans）のシナプスにおけるナトリウムポン

プの新規機能に併せて，ヒト神経疾患に関しての最近の知

見と神経細胞死抑制に対する役割について議論したい．こ

れにより，六十年に渡る長いポンプの研究から得られてき

た概念を越えた，ナトリウムポンプの生体内，特に神経系

における役割についての理解が深まり，ナトリウムポンプ

遺伝子上の突然変異が引き起こすヒト神経疾患の発症原因

の解明に繋がれば幸いである．

２． 神経系におけるナトリウムポンプと線虫ポンプ変異体

のシナプス伝達異常

細胞内外のイオン濃度勾配形成を司る中心的分子である

ナトリウムポンプは，脱分極あるいは過分極などによりイ

オン濃度勾配変化の多い神経細胞の機能維持には必須の分

子である．ポンプの異常は強い神経機能の喪失を引き起こ

すが，多くの場合でイオン濃度勾配変化による膜電位形成

異常が原因と考えられてきた．しかしながら，その神経細

胞内での分布パターンなど，詳細な細胞・分子レベルでの

解析は近年までほとんどなされていなかった．最近

Hilgenbergらによって，哺乳類では四つあるナトリウムポ

ンプ αサブユニットのうち，脳特異的に発現している α３
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