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複素環であるピラン環，及びピリジン環をもつヒドロキ
シケトン化合物は強力な鉄キレート能をもつ。そのうちピ
ラン環のマルトール鉄複合体が活性酸素を生成し，アポ
トーシスを誘導することを以前に報告した1, 2）。ピラン化
合物と類似した性質をもつピリジン環のヒドロキシケトン
であるデフェリプロン（3-ヒドロキシ-1,2-ジメチル-4-ピリ
ドン）はその鉄キレート作用が地中海貧血，フリードライ
ヒ失調症などの治療に応用されているが，その副作用とし
て補助因子に鉄をもつアコニターゼを失活させることが報
告されている3）。一方，デフェリプロンを投与されたヒト
では血中の EPRシグナルが増強し，フリーラジカルを生
じていると考えられること4）もフェントン反応によりヒド
ロキシルラジカルを生じること5）も報告された。我々は今
回デフェリプロンの作用を検討し，アコニターゼの失活は

鉄の除去によるものではなく，マルトールと同様の活性酸
素生成によることを明らかにした。

材料と方法

試薬，実験材料
パン酵母，NADP 依存性イソクエン酸脱水素酵素－オ
リエンタル酵母。デフェリプロン－和光純薬。マルトール，
コウジ酸－カーク。NADP－ロシュ。

透過性パン酵母の調製
市販のパン酵母 1 g を 0.5 M ソルビトールを含む 0.2 M
リン酸緩衝液（pH 7.4）4 ml に懸濁し，2.5 ml のトルエン
を加えた。43℃で 2.5 分間加温後，遠心分離によって上清
を除き，0.5 M ソルビトールを含む 50 mMトリス・塩酸
緩衝液（pH 7.1）4 ml に懸濁した（以後この懸濁液を酵母
200 mg/ml とする）。これによって酵母は透過性を増しア
コニターゼ活性を細胞そのまま（in situ）で測定できるよ
うになる5）｡

アコニターゼの失活
上記の透過性パン酵母懸濁液 50 �l を 50 �M FeSO4，各
濃度のヒドロキシケトン化合物，1 mMアジ化ナトリウム
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Fig. 1  Hydroxyketone compounds with pyridine or pyrane ring
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（カタラーゼを阻害）あるいは 1 mM KCN（Cu/ZnSOD，
シトクロムオキシダーゼを阻害）を含む 40 mMトリス・
塩酸緩衝液（pH 7.1）0.95 ml に加えて酵母の濃度を
10 mg/ml とし 37℃にて 10分間加温後，800×gにて 5分
間遠心し，沈殿した酵母を 40 �l の 0.5 Mソルビトールを
含む 50 mMトリス・塩酸緩衝液（pH 7.1）に懸濁した。
これをアコニターゼ活性の測定に用いた。

アコニターゼ活性の測定
上記の酵母懸濁液5 �l を 5mMクエン酸，0.25 mM NADP，
4mM MgCl2，10 mU/ml NADP-イソクエン酸脱水素酵素
を含む 0.1 Mトリス・塩酸緩衝液（pH 7.8）1 ml に加えて
混合し，分光光度計を用いて 340 nmの吸光度増加を 2 分
間測定しこの時の酵母濃度を 1 mg/ml として反応速度を
算出した。

二価鉄イオンの自動酸化
0.1 mMの FeSO4 と各濃度のヒドロキシケトン化合物を
含む 10 mMトリス・塩酸緩衝液（pH 7.0）2 ml 中で 37℃
に加温し，この溶液 0.2 ml を各時間毎にマイクロプレー
ト上で 1 mMバソフェナンスロリンジスルフォン酸 0.1 ml
と反応させて，540 nmの吸光度をマイクロプレートリー
ダーにて測定した6）。

結　果

パン酵母アコニターゼに対するデフェリプロンの効果を
Fig. 2 に示す。デフェリプロン単独でもそこへアジ化ナト

リウムまたは 2価鉄を加えてもアコニターゼの活性には
まったく影響がなく，鉄とアジ化ナトリウムの両方を加え
た時にのみアコニターゼは失活したことからデフェリプロ
ン鉄複合体が過酸化水素を生成してアコニターゼを失活さ
せたと結論できる。デフェリプロンによる失活はシアンの
添加による影響を受けなかった（data not shown）。比較
のため 2.5 mMマルトールとコウジ酸の失活効果も示す。
これらの化合物は 2 mM以上の高濃度を加え，かつ 1 mM 
シアン化カリウムの存在下でのみ効果があった。マルトー
ルとコウジ酸はほとんど同程度の失活効果を示した。以前
1 mM以下の低濃度マルトールによる活性酸素生成とアコ
ニターゼの失活を報告したが 1, 2），コウジ酸も 2 mM以上
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Fig. 2   Eff ect of deferiprone, malltol and kojic aicd on the activity of aconitase in baker’s yeast. Yeast cells were permeabilized 
according to the method reported previously3). Permeabilized yeast cells (10 mg/ml) were mixed with compounds 
indicated in 40 mM Tris-HCl (pH 7.1). After incubation at 37℃ for 10 min, cells were collected by centrifugation at 
800×g for 5 min and suspended in 50 mM Tris-HCl (pH 7.1) containing 0.5 M sorbitol at the concentration of 200 mg/ml. 
Aconitase activity was determined by the coupling with NADP-isocitrate dehydrogenase, and the reaction mixture 
contained 5 mM citrate, 0.25 mM NADP, 4 mM MgCl2, 10 mU/ml of NADP-isocitrate dehydrogenase and 1 mg/ml of 
yeast. The increase in the absorbance at 340 nm was recorded.    *, 50 �M FeSO4 and 0.5 mM NaN3 added.
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Fig. 3   Eff ect of various concentrations of deferiprone on the 
activity of aconitase in baker’s yeast. Experimental condi-
tions were similar to those described in Fig. 2



― 34 ―

の高濃度添加により活性酸素生成能を示すことが明らかに
なった。
デフェリプロンによるアコニターゼ失活の濃度依存性を
示す（Fig. 3）。失活には 0.2 mM以上の濃度が必要である。
ヒドロキシケトン化合物は二価鉄イオンの自動酸化を促
進した（Fig. 4）。ピラン環，ピリジン環を有するヒドロ
キシケトン化合物が鉄イオンを結合して酸素との反応を促
進することが推測された。

考　察

以上の結果からヒドロキシケトン化合物と鉄の複合体は
酸素との反応性を増すことにより活性酸素を生成してアコ
ニターゼを失活させることが示された。これらの化合物の
細胞毒性は鉄との反応によって生じる活性酸素によるもの
と推測される。同じヒドロキシケトン化合物であってもピ
リジン環のデフェリプロンはピラン環のマルトールより強
力な活性酸素生成能を示すことが明らかになった。
ピリジン環を持つヒドロキシケトン化合物であるデフェ
リプロンは強力な鉄のキレーターとして鉄の吸収を阻害す
る働きを持ち，従来フリードライヒ失調症や地中海貧血の
治療薬に用いられている。その副作用として活性中心に鉄
を持つアコニターゼの鉄を結合・除去することによって本
酵素を失活させ好気代謝を抑制する可能性が報告されたが，
今回の結果からデフェリプロンのアコニターゼに対する作
用は鉄との複合体形成による活性酸素生成に基づくものと
推測された。これらの疾患は遺伝性であり，症状の進行を
阻止できても治癒は期待できない。従って治療薬剤は長期
に渡って使用することになり，その場合多少でも吸収され

れば，組織に対して活性酸素による酸化障害を来たす可能
性を考慮する必要があると思われる。
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Fig. 4   Eff ect of deferiprone, maltol and kojic aicd on the auto-
oxidation of Fe2+. FeSO4 of 0.1 mM was incubated in 
10 mM Tris-HCl (pH 7.0) at 37℃. Aliquot of 0.2 ml was 
mixed with 0.1 ml of 1 mM bathophenanthroline disulfo-
nate at the indicated time and the absorbance at 540 nm 
was recorded by microplate reader.  ◆, no addition ; ○, 
0.1 mM deferiprone; □, 0.2 mM maltol;  ▲, 0.2 mM kojic 
acid; added.


