
タイロン（4,5 ジヒドロキシ -1,3- ベンゼンジスルホン酸
二ナトリウム）は金属イオンのうち主に鉄とチタンの定量
に用いられる水に可溶な化合物である（Fig. 1）。培養細
胞に対して活性酸素特にスーパーオキシドの生成を抑制す
るツールとして用いられる�1‒4） 一方で細胞毒性を示す例と
して HL60（ヒト前骨髄性白血病）細胞に対して高濃度の
タイロンは DNA 断片化とアポトーシスを誘導することが
報告されている�5）。またオートファジーへの関連も示され
ている�6）。今回はタイロンの細胞毒性発現の解明を目的と
して，遷移金属存在下においてタイロンによる，活性酸素
生成の促進と抑制機構を透過性バン酵母のアコニターゼ活
性を指標に検討した。

実験方法

試薬，実験材料 ― パン酵母，NADP 依存性イソクエ
ン酸脱水素酵素はオリエンタル酵母（東京），タイロン，

ネオクプロイン（2,8- ジメチル -1,10- フェナントロリン塩
酸 塩 ） は 片 山 化 学（ 大 阪 ）， ト リ ス（Trizma base），
DPPH（2,2- ジフェニル -1- ピクリルヒドラジル）はシグマ
アルドリッチジャパン（東京），NADP はロシュ・ダイア
グノスティックス（東京）の製品をそれぞれ用いた。
還元力の測定 ― 0.1 mM CuSO4，0.5 mM ネオクプロイ

ン，10 mM トリス・塩酸緩衝液（pH 7.1）と各濃度のタ
イロンまたはアスコルビン酸を最終容量が 0.25 ml となる
よう 96 穴マイクロプレート上で混合し 456 nm の吸光度
をマイクロプレートリーダー SpectraMax M5（モレキュ
ラーデバイスジャパン，東京）にて測定した。
ラジカル吸収能 ― 安定なラジカル DPPH 0.2 mM と各

濃度のタイロンまたはアスコルビン酸を 100％エタノール
中で混合して室温に 10 分放置した後，その 0.25 ml を 96
穴マイクロプレートに移し，516 nm の吸光度をマイクロ
プレートリーダー SpectraMax M5 にて測定した。
低分子物質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
－45℃で 1 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。これによって酵母は低分子の
物質に対する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�7）｡ 酵母 1 g を 1 ml
と仮定し，以後この懸濁液を酵母 200 mg/ml として計算Fig. 1  �Structure of tiron
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Summary
Biological effect of tiron (4,5-dihydroxy-1,3-benzene disulfonic acid disodium), a water soluble compound used for 

the determination of iron and titanium, was analyzed in relation to the generation and scavenging of reactive oxygen 
species (ROS). Tiron reduced cupric ion and scavenged DPPH, stable radical. Tiron/iron or tiron/copper complex 
inactivated aconitase, the most sensitive enzyme to oxidative stress. The inactivation required sodium azide, inhibitor 
of catalase, suggesting that these complexes can generate hydrogen peroxide (H2O2) as a principal product. Ascorbate 
protected aconitase from the inactivation, whereas ascorbate/copper complex generated H2O2. Cellular damage by 
tiron can be explained by its transition metal complex-mediated generation of ROS.
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した。
アコニターゼ活性測定資料の調製 ― 上記の透過性パン

酵母懸濁液 50 μl を 50 μM FeSO4，Figs. 4－6 に示した各
濃 度 の 化 合 物，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 3
分または 10 分間加温後，800×g にて 5 分間遠心し，沈殿
した酵母を 40 μl 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。このとき各試料を同時に 3 本調製
して活性の平均値と標準偏差を算出した。

Dunnet 検定 ― JMP5.IJ（SAS institute inc）を用いて
各試料と対照の有意差を判定した。
アコニターゼ活性の測定 ― 上記の酵母懸濁液 5 μl を 

5 mM クエン酸，0.25 mM NADP，4 mM 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
UV1600（島津製作所，京都）を用いて 340 nm の吸光度
増加を 2 分間測定した。この時の酵母濃度を 1 mg/ml と
して反応速度を算出した。

Fig. 2  �Effect of tiron and ascorbate on the reduction of copper 
ion. Reaction mixture of 0.25 ml contained 10 mM Tris-
HCl (pH 7.0), 0.15 mM CuSO4, various concentrations of 
tiron or ascorbate, and 0.5 mM neocuproine-HCl. The 
mixture was incubated at room temperature, and the ab-
sorbance at 456 nm was recorded. □, tiron; ■, ascorbate 
added.

Fig. 4  �Effect of tiron/Fe complex on the activity of aconitase in baker’s yeast. Permeabilized yeast cells (10 mg/ml) prepared according 
to the method reported previously�7） were mixed with each compound 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 dehydro-
genase. 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. Error bars indicate Mean±SD (n = 3-6).

Fig. 3  �Scavenging activity of tiron and ascorbate on the DPPH 
radical. Tiron or ascorbate of various concentrations was 
incubated with 0.2 mM DPPH in a total volume of 1 ml 
ethanol for 30 min. Change in the absorbance at 516 nm 
was recorded. □, tiron; ■, ascorbate; added.
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結　果

タイロンは二価銅イオンに対してアスコルビン酸以上の
還元力を示したがある程度濃度を上げると効果が低下した

（Fig. 2）。またラジカル DPPH に対してはアスコルビン酸
以上の強い反応性を示し，強力な抗酸化能を示唆した

（Fig. 3）。
パン酵母アコニターゼの失活に対するタイロン／鉄の効

果を Figs. 4，5 に示す。タイロンは金属イオンの添加なし
でもアコニターゼを失活させたがその効果は二価鉄イオン
あるいはカタラーゼを阻害するアジ化ナトリウム�8） によっ
て増強されなかった。アジ化ナトリウムと鉄が共存するこ
とにより強力な失活効果が得られた。アスコルビン酸は鉄
の存在にかかわらずタイロンによるアコニターゼの失活を

解除した（Fig. 4）。タイロンによるアコニターゼの失活
は鉄の存在にかかわらず時間依存的（Fig. 5A）かつ濃度
依存的（Fig. 5B）であった。鉄による増強効果はある程
度高濃度（0.1 mM 以上）のタイロンを添加した場合に限
られた。

遷移金属として鉄の代わりに銅イオンを用いた時のアコ
ニターゼの失活を Fig. 6 に示す。この条件でアスコルビ
ン酸は銅イオンの還元を介して，活性酸素を生成し，アコ
ニターゼを失活させるが，タイロンはそれ以上に強力な失
活効果を示す。が，その一方でアスコルビン酸による失活
を解除した。

Fig. 5  �A. Time dependent inactivation of aconitase by tiron in the presence of NaN3. Experimental conditions were similar to those 
described in Fig. 4 except the incubation mixtures containing 1 mM NaN3 and incubationr time. ▲, No addition; ■, 0.4 mM tiron; 
□, 0.4 mM tiron and 50 μM FeSO4 added. B. Dose dependent inactivating effect of tiron in the presence or absence of FeSO4. 
Experimental conditions were similar to those described in A. ■, tiron; □, tiron and 25 μM FeSO4 added.

Fig. 6  �Effect of tiron/Cu complex on the activity of aconitase in baker’s yeast. Permeabilized yeast cells (10 mg/ml) prepared according 
to the method reported previously7） were mixed with tiron or ascorbate and 1 mM NaN3 in the presence or absence of CuSO4, 
and were incubated for 3 min at 37℃. Determination of the aconitase activity was similar to that of Fig. 4.
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考　察

アコニターゼは活性酸素に対して最も鋭敏に反応して失
活する。タイロン添加によるアコニターゼの失活に対して
アジ化ナトリウムによる失活効果の増強がないことからタ
イロンは単独でスーパーオキシドを生成するものと推測さ
れる。鉄との結合が強いことからアコニターゼの活性中心
にある鉄を攻撃するという可能性も考えられるが，その場
合二価鉄イオンの添加はアコニターゼを保護すると予想さ
れるにも関わらず全く効果がないことはタイロンによるア
コニターゼの失活がスーパーオキシド産生によるものであ
ることを示唆する。さらにタイロンは遷移金属存在下で過
酸化水素を生成することが明らかになった。タイロンは活
性酸素の消去あるいは生成阻害の機能が注目されてき
た�1‒4） 一方で細胞毒性も報告されており，その効果は強力
な鉄キレート能による鉄欠乏�5） あるいは活性酸素の生
成�6） と推測されている。今回の結果はタイロンの毒性がタ
イロン自体あるいはタイロン／金属複合体による活性酸素
生成によることを示唆すると考えられる。
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