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アロキサンとアスコルビン酸の反応系におけるアロキサンラジカル誘導活性酸素生成
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The diabetogenic action of alloxan is thought to be initiated by generation of reactive oxygen species (ROS). Ascor-
bate can be an antioxidant in a predominantly aqueous environment, such as plasma and extracellular ‰uids. We have
investigated the generation of ROS in the interaction of alloxan with ascorbate. Rapid oxygen consumption was ob-
served in the reaction system of alloxan with ascorbate. The oxygen consumption was suppressed by superoxide dis-
mutase and catalase, suggesting that superoxide and hydrogen peroxide could be generated in the reaction system. In ad-
dition, the generation of alloxan radical, an electron reductance of alloxan, and ascorbate free radical (AFR), an elec-
tron oxidant of ascorbate, was observed using electron spin resonance (ESR). Under anaerobic conditions, the ESR sig-
nal intensity of alloxan radical was signiˆcantly increased in comparison with that under aerobic conditions, whereas the
intensity of AFR was signiˆcantly decreased. These results suggest that alloxan radical and AFR were generated in the
reaction system of alloxan with ascorbate, and that the alloxan radical but not AFR reacted with molecular oxygen,
resulting in the generation of ROS.
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緒 論

近年，糖尿病や自己免疫疾患など多くの疾病や老

化現象の原因に活性酸素の関与が示唆されてい

る．1―4)反応性の高い活性酸素は，生体成分である

脂質，タンパク質，核酸などに非特異的に作用し，

生体に障害を与える．5)膵臓ランゲルハンス氏（ラ

氏）島細胞は，スーパーオキサイドジスムターゼ

（SOD）やカタラーゼなど抗酸化酵素の活性が他の

細胞に比べて低いことから，6,7)糖尿病発症におい

て，この活性酸素に対する高い感受性が関与する可

能性が推察される．

アロキサンは，活性酸素生成を介して，膵臓ラ氏

島 b 細胞を選択的に障害し，糖尿病を誘発す

る．8―10)アロキサンは穏やかな酸化剤であり，還元

型グルタチオン（GSH）やチオレドキシンなどの

生体内還元物質により容易に還元され，アロキサン

ラジカルやジアルル酸となる．11,12)著者らは先に，

GSHの存在下，アロキサンがアロキサンラジカル

に還元され，このアロキサンラジカルの自動酸化に

伴って分子状酸素（O2）が一電子還元され，スー

パーオキサイドラジカル（O･－2 ）が生成することを

報告した．13)生体内におけるアロキサンの還元に，

チオレドキシン―チオレドキシンリダクターゼ系や

チトクローム P-450 リダクターゼ系などが関与す

ることが示唆されているが，14,15)還元機構の詳細は

明らかではない．

アスコルビン酸は O･－2 ，過酸化水素（H2O2），ヒ

ドロキシルラジカル，一重項酸素のようなフリーラ

ジカルと反応し，アスコルビン酸ラジカル（ascor-

bate free radical: AFR）になる．16―18) AFRは他の物

質との反応性が比較的低く，AFR自身又はフリー

ラジカルと反応し，フリーラジカルのプロパゲーシ

ョン反応を終結させる．18)また，アスコルビン酸は，

a―トコフェロールのフェノキシルラジカルと反応
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し，a―トコフェロールを再生することにより，生

体のアンチオキシダント効果を増強させることが示

されている．19―21)これらの反応によって，アスコ

ルビン酸は活性酸素による障害から生体を防御して

いる．一方，Fe3＋ 又は Cu2＋ の存在下，アスコル

ビン酸はプロオキシダント作用を示す．22―25)これ

らの知見から，アスコルビン酸が活性酸素が関与す

る生体障害に対して，2つの対照的な特徴を有する

ことが示唆される．

アスコルビン酸の二電子酸化物であるデヒドロア

スコルビン酸（DHA）の多量投与は，ラットに糖

尿病を誘発する．26,27)この DHAはアロキサンと類

似のトリケトン構造を持つ．28) O･－2 生成に関与する

アロキサンラジカルは，アロキサンの連続する 3個

のケトン基の中央のケトン基の一電子還元により生

成する．DHAも同様に，ケトン基の一電子還元に

より AFRを生成することから，生体内におけるア

スコルビン酸の酸化還元反応が糖尿病の誘発に関与

している可能性が考えられる．

酸化剤アロキサンと還元剤アスコルビン酸の反応

により，アロキサンラジカルが生成する．29)すなわ

ち，アロキサンとアスコルビン酸が共存した（アロ

キサン―アスコルビン酸反応系）場合，以下に示す

4つの反応が惹起される可能性がある．１生成する

アロキサンラジカルにより O･－2 生成が惹起される．

２アスコルビン酸が，反応系で生成した O･－2 を直

接消去する．３アスコルビン酸がアロキサンラジカ

ルと反応し，アロキサンラジカルの自動酸化を阻害

することによって O･－2 の生成を阻害する．４アス

コルビン酸，AFR そして DHA の酸化還元反応に

より，O･－2 生成が促進する．本研究で著者らは，

アロキサン―アスコルビン酸反応系における活性酸

素の生成，及びアロキサンラジカルと AFRの生成

について検討した．その結果，反応系において迅速

な酸素消費が惹起されること，アロキサンラジカル

と AFRが共存すること，生成するアロキサンラジ

カルが活性酸素生成に関与することを明らかにし

た．以上のことから，アスコルビン酸はアロキサン

による活性酸素生成を間接的に促進することが示唆

された．

実 験 の 部

1. 試薬 アロキサンは東京化成工業株式会社

（東京）より，アスコルビン酸はキシダ化学株式会

社（大阪）より，GSH は和光純薬工業株式会社

（大阪）より，エチレンジアミン四酢酸ナトリウム

―第二鉄（EDTAFe3＋）は関東化学株式会社（東

京）より，Cu/ZnSOD (from Erythrocytes）とカ

タラーゼ（from Bovine Liver）は Sigma Chemical

Co. (St. Louis, MO, USA）より購入した．その他

の試薬は，市販特級品を使用した．

2. 実験手順

2-1. アロキサン―アスコルビン酸反応系 ア

ロキサン及びアスコルビン酸を，あらかじめアルゴ

ンガスで置換した 0.15 M NaClを含む 10 mMリン

酸緩衝液（pH7.4) (PBS）に溶解した．さらに約 5

分間アルゴンガスで置換し，実験に用いるまで氷冷

保存した．すべての実験に用いた PBS溶液の調製

には，ミリQ純水装置 academic A10（日本ミリポ

ア・リミテッド）によって精製した超純水を用いた．

2-2. 酸素消費の測定 アロキサン―アスコル

ビン酸反応系における酸素消費は，アスコルビン酸

を PBS溶液（最終容量 3 ml）に添加し，37°Cで平

衡化した後，アロキサンを添加して惹起した．溶液

中の溶存酸素量は，Clark 型酸素電極を装備した

ポーラログラフィー（Yellow Springs Instrument

Co., Inc., model 5300, USA）を用いて測定し，アロ

キサン添加後 1分間に消費された溶存酸素量を酸素

消費の初速度(mM O2/min）とした．酸素消費に対

する抗酸化酵素添加の影響を調べるため，あらかじ

め SOD (1000 U/ml），カタラーゼ（2000 U/ml），

又は両方を添加し平衡化した後，実験を行った．実

験におけるアロキサンとアスコルビン酸の濃度は，

表の脚注に示した．

2-3. 電子スピン共鳴装置（ESR）によるラジカ

ルの測定 アロキサンとアスコルビン酸，アロキ

サンと GSH又はアスコルビン酸と EDTAFe3＋ を

PBS溶液に添加し，37°C で 1分間インキュベーシ

ョンした後，反応系で生成するラジカルを，偏平石

英セルを用い，JESRE1X 電子スピン共鳴装置

（日本電子，東京）で測定した．ESR測定条件は以

下のとおりである：magnetic ˆeld 336.7 mT, micro-

wave power 1 mW, microwave frequency 9.450 GHz,

time constant 0.3 sec, gain 2000及び sweep time 0.5

mT/min．アロキサン―アスコルビン酸反応系にお

いて，アロキサンラジカルを測定するため，ˆeld



hon p.3 [100%]

833

Fig. 1. Oxygen Consumption in Reaction System of Alloxan
with Ascorbate

Experiments were carried out as described in ``Experimental Proce-
dure''. The concentrations of alloxan and ascorbate were 0.5 mM. Alloxan
and ascorbate were added at times as indicated arrows. Line a, alloxan alone;
line b, ascorbate alone; line c, alloxan and ascorbate. Typical results on an
experiment are shown, and similar results were obtained in above 12 experi-
ments.

Fig. 2. Dependence of Oxygen Consumption on Alloxan and
Ascorbate Concentrations

Experiments were carried out as described in ``Experimental Proce-
dure''. A: Various concentrations of alloxan were incubated without (○) or
with (●) 0.5 mM ascorbate. B: Various concentrations of ascorbate were in-
cubated without (○) or with (●) 0.5 mM alloxan. Each datum is the mean
±S.E. of three experiments.
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modulation width を 0.025 mT, AFR を測定するた

め，0.063 mTに設定した．アロキサンラジカルと

AFRの同時測定は，sweep time 1 mT/min, ˆeld

modulation width 0.025 mTに設定した．GSHによ

るアロキサンの還元により生成するアロキサンラジ

カルは，gain 1000, ˆeld modulation width 0.032 mT

に設定して測定した．アスコルビン酸と EDTA

Fe3＋ の反応により生成する AFR は，gain 1000,

ˆeld modulation width 0.040 mTに設定して測定し

た．嫌気的実験は，あらかじめ約 30分間アルゴン

ガスで置換した PBS溶液を用いて行った．実験に

おける各々の試薬の濃度は，図の脚注に示した．ア

ロキサンラジカル及び AFRの測定において，g値

は酸化マンガンマーカーを内部標準として用いて求

めた．また，ESR シグナル強度は，測定したいず

れのラジカルも顕著な誘電損失が認められないため

補正を行わなかった．

結 果

1. アロキサン―アスコルビン酸反応系における

酸素消費 アロキサンによる酸素消費に対するア

スコルビン酸の影響について検討した．Figure 1に

示すように，アスコルビン酸存在下，アロキサンを

添加すると直ちに酸素消費が惹起された（line c）．

しかしながら，アロキサン又はアスコルビン酸のい

ずれかを添加した場合，酸素消費はほとんど観察さ

れなかった（lines a and b).

Figure 2には，反応系において誘導される酸素消

費に対するアロキサン及びアスコルビン酸濃度の影

響を示した．一定量のアスコルビン酸（0.5 mM）

存在下，種々濃度のアロキサンを添加すると，アロ

キサン濃度に依存して酸素消費の初速度の増加が引

き起こされた（Fig. 2A）．種々濃度のアスコルビン

酸存在下，一定量のアロキサン（0.5 mM）を添加

した場合もまた，アスコルビン酸濃度に依存して酸

素消費の初速度の増加が引き起こされた（Fig.

2B）．これらの結果から，アロキサン―アスコルビ

ン酸反応系における酸素消費は，両化合物の相互作

用により惹起されることが示唆された．

Table 1には反応系において誘導される酸素消費

に対する抗酸化酵素の影響を示した．SOD又はカ

タラーゼの添加は，酸素消費の初速度を有意に低下

させた．SOD とカタラーゼを同時に添加した場



hon p.4 [100%]

834

Table 1. EŠect of SOD and/or Catalase on Oxygen Con-
sumption in Reaction System of Alloxan with Ascorbate

Additions Percentage of control

Control 100±3.9
＋SOD (1000 U/ml) 87.7±1.6

＋catalase (2000 U/ml) 73.3±1.2
＋SOD (1000 U/ml) and
catalase (2000 U/ml) 53.4±1.3

＋heat-denatured SOD 106.4±3.1
＋heat-denatured catalase 100.0±6.6
＋heat-denatured SOD and
heat-denatured catalase 106.4±4.2

The reaction system consisted of 0.5 mM alloxan and 0.5 mM ascorbate.
SOD and/or catalase were included from the beginning of the incubation.
Other conditions were the same as described in“Experimental Procedure.”
Each datum is the mean±S.E. of 3 to 7 experiments.p＜0.01 compared
with control.
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合，酸素消費の初速度は著しく抑制され，熱変性さ

せた酵素を用いた場合，酸素消費の初速度に対する

影響は観測されなかった．これらの結果から反応系

において O･－2 と H2O2 が生成する可能性が示唆さ

れた．

2. アロキサンラジカルと AFR の生成 アロ

キサンとアスコルビン酸は，それぞれ酸化還元反応

の過程でアロキサンラジカルと AFRになる．本研

究では，アロキサン―アスコルビン酸反応系におけ

るアロキサンラジカル及び AFR の生成について

ESRを用いて検討した．Figure 3A1及び 2に示す

ように，好気的及び嫌気的条件下，アロキサンと

GSH の反応により相対強度比 1：4：8：10：8：

4：1の 7本のピークからなる ESRシグナルが観測

され，その g値は 2.0052を示した．このシグナル

は，カップリング定数 aN＝aH＝0.045 mTの A3に

示したアロキサンラジカルのシミュレーションと一

致した．13)なお，嫌気的条件下，生成したアロキサ

ンラジカルのシグナル強度は好気的条件下と比較し

て有意に大きかった．Figure 3B1及び 2には，好

気的及び嫌気的条件下，アスコルビン酸と EDTA

Fe3＋ の反応によって得られた ESRシグナルを示し

た．このシグナルはほぼ同じ強度を示す 2本のピー

クからなり，その g値は 2.0054を示した．このシ

グナルはカップリング定数 aH＝0.186 mTの B3に

示した AFR のシミュレーションと一致した．30,31)

嫌気的条件下，生成した AFRのシグナルの強度は

好気的条件下と比較して有意に小さかった．Figure

3C1に示すように，嫌気的条件下，アロキサン―

アスコルビン酸反応系においてアロキサンラジカル

とは異なる不規則な 7本のピークからなる ESRシ

グナルが観測された．C2に示すように，好気的条

件下，嫌気的条件において観測された ESRシグナ

ルと異なる AFRに類似した 2本のピークからなる

ESR シグナルが観測された．C3に示すアロキサ

ンラジカルと AFRの合成シミュレーションは，C

1 に示した ESR シグナルと一致し，嫌気的条件

下，反応系においてアロキサンラジカルと AFRの

2つのラジカルが共存することが示された．しかし

ながら，好気的条件下，観測されたラジカル（C2）

は，シュミレーション（C3）と一致しなかったこ

とから，反応系中に存在する O2が，反応系で生成

するアロキサンラジカル又は AFRと反応すること

が示唆された．なお，アロキサンラジカルの左から

3番目の ESRシグナルピーク（Fig. 3A, closed ar-

row）は，AFR シグナルとオーバーラップしない

ことから，このピークの高さを反応系で生成するア

ロキサンラジカルの指標とした．また，アロキサン

ラジカルの ESRシグナルとオーバーラップしない

AFR の左側の ESR シグナルピークの変曲点まで

（Fig. 3B, open arrow)を AFR生成の指標とした．

Figure 4には，アロキサン―アスコルビン酸反応

系におけるアロキサンラジカル生成に対するアロキ

サン及びアスコルビン酸濃度の影響を示した．好気

的及び嫌気的条件下，一定量のアスコルビン酸

（0.5 mM）に種々濃度のアロキサンを添加すると，

アロキサン濃度に依存してアロキサンラジカルのシ

グナル強度が増加した．嫌気的条件下に観測された

アロキサンラジカルのシグナル強度は，いずれのア

ロキサン濃度においても好気的条件下と比較して有

意に大きかった（Fig. 4A）．種々濃度のアスコルビ

ン酸存在下，一定量のアロキサン（0.5 mM）を添

加するとアスコルビン酸濃度に依存してアロキサン

ラジカルのシグナル強度が増加した（Fig. 4B）．し

かしながら，添加したアスコルビン酸濃度が 4.5

mM以上の場合，アロキサンラジカルのシグナル強

度は有意に減少した．嫌気的条件下も類似した結果

が得られ，3 mM以上のアスコルビン酸を添加した

場合，アロキサンラジカルのシグナル強度は減少し

た．これらの結果から，過剰に存在するアスコルビ

ン酸がアロキサンラジカルと反応する可能性が示唆
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Fig. 3. ESR Spectra of Alloxan Radical and/or AFR
A: ESR spectra were observed when alloxan (1 mM) was incubated with GSH (0.5 mM) under anaerobic (1) or aerobic (2) conditions. The g-value was esti-

mated to be 2.0052. Simulated ESR spectrum (3) was best matched the experimental results using following parameters; hyperˆne coupling constant of aH＝aN＝

0.045 mT. B: ESR spectra were observed when ascorbate (1 mM) was incubated with EDTAFe3＋ (0.05 mM) under anaerobic (1) or aerobic (2) conditions. The g-
value was estimated to be 2.0054. Simulated ESR spectrum (3) was best matched the experimental results using following parameters; hyperˆne coupling constant
of aH＝0.186 mT. C: ESR spectra were observed in reaction system of alloxan (0.5 mM) with ascorbate (0.5 mM) under anaerobic (1) or aerobic (2) conditions.
Simulated ESR spectrum (3) was obtained when the spectrum A3 put together the spectrum B3. Other conditions were the same as described in ``Experimental
Procedure''. Typical results on an experiment are shown, and similar results were obtained in above 12 experiments. The closed arrows were indicated the determi-
nation site for the intensity of alloxan radical, and the open arrows were indicated that of AFR.
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された．また，嫌気的条件下に観測されたアロキサ

ンラジカルのシグナル強度は，好気的条件下と比較

して有意に大きかった．この結果から，アロキサン

―アスコルビン酸反応系で生成するアロキサンラジ

カルは，好気的条件下，反応液中の O2と反応する

可能性が示唆された．

Figure 5には，反応系における AFRの生成に対

するアロキサン及びアスコルビン酸濃度の影響を示

した．一定量のアスコルビン酸（0.5 mM）に種々

濃度のアロキサンを添加すると，アロキサン濃度

0.1 mMまで濃度に依存して AFRのシグナル強度が

増加した（Fig. 5A）．嫌気的条件においてもほぼ同

様な結果が得られ，過剰に存在するアロキサンは

AFRの ESRシグナルに影響を及ぼさなかった．嫌

気的条件下，観測された AFRのシグナル強度は，

0.015 mM以上のアロキサン濃度において好気的条

件下と比較して有意に小さかった．また，種々濃度

のアスコルビン酸に一定量のアロキサン（0.5 mM）

を添加すると，アスコルビン酸濃度に依存して

AFR のシグナル強度が増加した（Fig. 5B）．嫌気

的条件下，観測された AFRのシグナル強度は，い

ずれのアスコルビン酸濃度においても好気的条件下
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Fig. 4. Dependence of Generation of Alloxan Radical on Al-
loxan and Ascorbate Concentrations

The experimental conditions were as described in ``Experimental Proce-
dure''. The reaction was performed under aerobic (●) or anaerobic (○)
conditions. A: The reaction system was consisted of various concentrations
of alloxan and 0.5 mM ascorbate. B: The reaction system was consisted of 0.5
mM alloxan and various concentrations of ascorbate. Each datum is the mean
±S.E. of three experiments.

Fig. 5. Dependence of Generation of AFR on Alloxan and
Ascorbate Concentrations

The experimental conditions were as described in ``Experimental Proce-
dure''. The reaction was performed under aerobic (●) or anaerobic (○)
conditions. A: The reaction system consisted of 0.5 mM ascorbate and vari-
ous concentrations of alloxan. B: The reaction system was consisted of vari-
ous concentrations of ascorbate and 0.5 mM alloxan. Each datum is the mean
±S.E. of three experiments.
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と比較して有意に小さかった．また，データには示

さないが鉄キレート剤の EDTA，ジエチレントリ

アミン五酢酸及びメシル酸デフェロキサミンの反応

系への添加は，酸素消費及びアロキサンラジカルと

AFR 生成に有意な影響を及ぼさないことから，こ

の反応系に存在する微量な鉄はアロキサンとアスコ

ルビン酸の反応及び反応生成物に影響を及ぼさない

ものと推察した．

考 察

本研究で，アロキサン―アスコルビン酸反応系に

おいて，アロキサンラジカルと AFR及び酸素消費

が惹起されることを示した．アロキサンとアスコル

ビン酸の共存下，以下に示す反応が進行することが

考えられる．

alloxan＋ascorbate→ alloxan radical＋AFR (1)

alloxan radical＋ascorbate

→ dialuric acid＋AFR (2)

alloxan＋AFR

→ alloxan radical＋dehydroascorbate (3)

反応系においてアロキサンは一電子還元，アスコ

ルビン酸は一電子酸化され，アロキサンラジカルと

AFRが生成する（反応式(1），Fig. 3）．反応系にお

いて，アロキサンに比べて高いモル濃度比のアスコ

ルビン酸が存在した場合，アロキサンラジカルのシ

グナル強度が減少した（Fig. 4）．反応式(2)に示す

ように，アロキサンラジカル濃度が減少しジアルル

酸が生成するためには，過剰量のアスコルビン酸が

必要であったことから，アスコルビン酸はアロキサ

ンラジカルよりアロキサンと優先的に反応すること

が推察された．アスコルビン酸に比べて高いモル濃

度比のアロキサンが存在した場合，AFRのシグナ
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ル強度の変化は観測されなかったことから（Fig.

5），アロキサンと AFR の反応（反応式(3)）はほ

とんど進行しないことが推察される．以上のことか

ら，アロキサン―アスコルビン酸反応系において，

アロキサンとアスコルビン酸が反応しアロキサンラ

ジカルと AFRが生成することが示唆され，ESRを

用いたラジカルの測定結果（Figs. 3, 4 and 5）と一

致した．

好気的条件下，アロキサン―アスコルビン酸反応

系に SODを添加すると，酸素消費の初速度は有意

に低下した（Table 1). SOD は O･－2 の不均化反応

を触媒し，H2O2と O2を生成させる（反応式(4)）．

通常，O･－2 の自発的不均化反応の速度定数は，5×

105 M－1 s－1以下であるが，SODの添加によってそ

の速度定数は 2×109 M－1 s－1となる．32,33)このこと

から，反応系において SODの添加により，反応式

(4)が促進され，反応液中の O2 濃度がわずかに増

加し，酸素消費の初速度の低下が惹起された可能性

が考えられる．

O･－2 ＋O･－2 ＋2H＋→ H2O2＋O2 (4)

カタラーゼは H2O2を分解し，H2Oと O2の生成反

応を触媒する（反応式(5)）．

H2O2→ H2O＋1/2O2 (5)

カタラーゼを反応系に添加すると，酸素消費の初速

度は有意に低下し（Table 1），反応系において H2O2

が生成する可能性が示唆された．SODとカタラー

ゼを同時に添加した場合，SOD又はカタラーゼの

いずれかを添加した場合と比較して酸素消費の初速

度は著しく低下した（Table 1). SODとカタラーゼ

が共存した場合，反応式(4)と(5)による O2の生成

が促進し，結果として酸素消費が阻害されると推察

される．しかしながら，反応系で生成する活性酸素

種の同定及びその量について，さらに詳細に検討す

る必要がある．

著者らはアロキサンラジカルの自動酸化に伴い

O2 が一電子還元され，O･－2 が生成することを先に

報告した．13)このことから，アロキサン―アスコル

ビン酸反応系において生成したアロキサンラジカル

もまた，O･－2 を生成することが考えられる．さら

に，本研究における SODとカタラーゼ添加実験の

結果から，アロキサン―アスコルビン酸反応系にお

いて O･－2 と H2O2 が関与する可能性が示された．

そこで，アロキサン―アスコルビン酸反応系におけ

る O･－2 生成の機構について以下に考察した．

alloxan radical＋O2 alloxan＋O･－2 (6)

dialuric acid＋O2 alloxan radical＋O･－2 (7)

AFR＋O2 dehydroascorbate＋O･－2 (8)

好気的条件下，アロキサンラジカルのシグナル強

度は，嫌気的条件下と比較して著しく減少し（Fig.

4），アロキサンラジカルが O2と反応し，O･－2 を生

成させる可能性が示唆された（反応式(6)）．アロキ

サンの二電子還元物質ジアルル酸もまた O2を一電

子還元し，O･－2 を産生させることから，34,35)アロキ

サン―アスコルビン酸反応系における酸素消費にジ

アルル酸の関与が考えられる（反応式(7)）．嫌気的

条件下，過剰量のアスコルビン酸が存在した場合

（アロキサンとアスコルビン酸の濃度比が 1対 6以

上），アロキサンラジカルのシグナル強度は減少し

（Fig. 4），ジアルル酸の生成が進行したことが推察

される．好気的条件下，反応系で生成したアロキサ

ンラジカルは O2 と反応しアロキサンに戻るため

（反応式(6)），ジアルル酸まで還元するには，より

過剰量のアスコルビン酸が必要となる．実際に好気

的条件下，アロキサンラジカルのシグナル強度はア

ロキサンとアスコルビン酸の濃度比 1対 9以上で減

少した．一方，酸素消費の初速度は，濃度比 1対 9

以上においても増加した（Fig. 2）．以上の結果よ

り，反応系における酸素消費は主にアロキサンラジ

カル濃度に依存し，過剰量のアスコルビン酸が存在

した場合，アロキサンラジカルとジアルル酸両方の

濃度に依存する可能性が示唆された．一方，SOD

とカタラーゼは，キサンチンオキシダーゼ―ヒポキ

サンチン系を用いた活性酸素生成系に添加した場合

と比べて，アロキサン存在下における酸素消費を阻

害するために多量の酵素が必要であることが報告さ

れている．36)データには示していないが，著者らは

SOD又はカタラーゼのいずれかを添加した場合と

比較して，SODとカタラーゼの共存下，アロキサ

ンラジカルのシグナル強度が著しく減少したことを

観測した．このことから，アロキサンなどのキノン

化合物による酸素消費の阻害には，SOD とカタ

ラーゼの同時添加が有効である可能性が示唆される．

アロキサンとアスコルビン酸の構造が類似してい

ることから，28)アロキサンラジカルと同様 AFR の

自動酸化反応も O･－2 生成に関与する可能性が考え

られる．しかし，酸化還元電位が O2と O･－2 は 300
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mV 以下であるのに対し，AFR とアスコルビン酸

は 300 mV 以上である．37,38)それゆえ，反応系にお

いて AFR による O2 還元よりむしろ O･－2 が AFR

をアスコルビン酸に一電子還元することが強く示唆

され，反応式(8)はほとんど進行しないものと考え

た．以上のことをまとめると，アロキサン―アスコ

ルビン酸反応系における活性酸素生成のメカニズム

は，次のように 2段階の反応で説明できる．１アス

コルビン酸によりアロキサンはアロキサンラジカル

に還元される．２アロキサンラジカルは O2を一電

子還元し O･－2 を生成させる．しかしながら，アロ

キサン―アスコルビン酸反応系において生成した活

性酸素種の同定にはさらなる検討が必要であるだろ

う．

アスコルビン酸は，通常ヒト血漿中に 0.05±0.02

mM，ラット膵臓ラ氏島細胞中には 3.53±0.1 mM

含まれ，特にミトコンドリアと分泌顆粒画分に局在

化している．39,40)好気的条件下，アロキサン濃度に

対して，多量のアスコルビン酸が存在した場合でも

酸素消費が惹起されたこと（Fig. 2），生体内の酸

素濃度は比較的低いがアロキサンラジカルは分子状

酸素と迅速に反応することから，生体内においても

アロキサンがアスコルビン酸により還元され，活性

酸素生成を誘導し細胞障害を引き起こす可能性，さ

らにミトコンドリア内でこの反応が促進される可能

性が考えられる．著者らはアロキサンがラット肝ミ

トコンドリアの内膜透過性変化を誘導すること，41)

アロキサンによる培養膵臓 b細胞株 INS1 のミト

コンドリア障害がアポトーシスの誘導に関与するこ

とを報告した．42)今後，アロキサンによる膵臓ラ氏

島 b細胞障害のメカニズム，特に細胞内アスコル

ビン酸の関与について詳細に検討する必要がある．
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