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血清 SOD活性に関する基礎的研究
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Superoxid(021)playsvitalroleinanorganism. Superoxidedismutase(SOD)isaspecific

enzymeinscavengingsuperoxide. SODisnoticedinmedicalscience,buttherearefew reports

onserum SODactivity. Inmeasurementofserum SODactivity,therearevariousinhibitorsin

serum suchasalbumin,α2-maCrOglobulinandγ-globulin. Toinvestigatethemeasuringmethod

ofserum SODactivity,theauthoranalyzedserum bygel一Chromatographyandexaminedin月uence

byadditionoftheseinhibitorSandrelationbetweenserum SODactivityandthem. Serum SOD

activitywasmeasuredbymeansofnitrobluetetrazolium-Xanthineoxidasemethodandformic

acidassuspendingsolution,afterdialysis. Astheresultoftheseinvesigation,thereseemed

tobelittlein月uencebytheseinhibitorsinthismethod. ItwasfoundthatSOD activityof

manyseracouldbemeasuredatthesametimeandeasilywithoutin凸uenceofinllibitorinthis

method.

Keywords:activeoxygens,superoxidedismutase,scavenger

活性酸素,スーパーオキサイド ディスムターゼ,スカべ./ジャー

Superoxide(02-)は,生体に様々な障害を与える一

方,種々の生物活性や病的状態-････特に,炎症 1日 )3),

免疫 4), 発癌 5),制癌 6)7),動脈硬化8)などにおい

て,重要な役割を果たしている.このSuperoxideを特

異的に消去する生体内酵素が Superoxidedismutase

(SOD)である.SODは,1969年,Fridovichらによ

り発見されてから9),生体 〔生物)の各方面で検討され

ており,医学的には白血病細胞 10),癌組織 11),rheuma･

toidarthritis(RA)の関節液 1日 2)などでの SOD

活性の報告があり, また,臨床治療面でも,RAIL),

respiratory distress syndrome (RDS)14), muco-

cutaneouSlympllnOdesyndrome(MCLS〕15)などの疾

患に応用されつつある.本論文においては,血清 SOD

活性測定法およびその基礎的研究について述べる.

1. SOD測定法の原理

SOD は,Fig.1に示すような反応を触媒するため,

0;が基質となる･SOD測定は,概念的には,生成さ
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Fig.1 Dismutationreactionofsuperoxide
tnVIVO

れた H202量または 302量を測定すればよいが, 実

際には,0言は 10mol/min という非常に速い速度で

dismutateされるので,H202を測定するのは困難であ

る･従って ,測定に際して 021を連続的に産生する反

応系と,0;との反応性が非常に葛い化学物質 〔dete･

ctor)とが必要である･このため,0;産生系に,SOD

を添加して起こる場合の阻害度を利用して,SOD 活性

を求めることが一般的である.021の産生系としては,

酵素系,光化学系,化学系,電気化学系があり,中で

も, 酵素系としての Ⅹanthineoxidaseが多く利用さ

れる. この際の detectorとしては,nitrobluetetra一

三01ium (NBT),neotetrazolium(NT),cytochromeC

などが用いられる.

2. 血清 SOD活性測定法

著者は,superoxide産生系 として比較的扱い易い

Ⅹanthineoxidase系を用い,detectorとして NBTを

用いた.

1) 試 薬

Superoxide産生系には,

Ⅹanthineoxidase(SIGMA ChemicalCompany〕

hypoxanthine(KOHJIN CoHLtd)

TritonX-100(半井化学薬品)
EDTA (半井化学薬品)

NaH皇PO4･2H20,Na2HPO4･12H20 (和光純薬)

を使用した･

Detectorとしては,

NBT(SIGMA ChemicalCompany)

を使用した.

標準物質として,

superoxidedismutase(SIGMA ChemicalCom-

pany,purifiedfrom bovineblood)

を使用した.
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2) 実 験 法

NBT は,TritonX-100の存在下で,0;によって,

赤紫色の formazan に還元 される. この生成 された

formazanを 530mm の吸光度で測定した.

Fig.2に示すように,添加 SOD 濃度により, 吸光

度が異なるので,ある反応時間での吸光度を測定し,無

添加の場合との比較により阻害度を求め,SOD 活性を

決定した.

また,著者は,oxygen freeradiCalの scavenger

である,formicacidを加えることにより,この反応系

を完全に停止できることを兄い出した.この反応停止液

Fig.2 Inhibitionbysuperoxidedismutase

OD,.A

30 6OTTlin

Fig.3 ChangeofreductionofNETbyaddition
ofSOD

ReductionofNBT (production offor-

ma2;an)ShowsOD530.ThelineCshows

red11CtionofNBT byadditionofSOD
atthe startand Formic acid after

30min.
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を使用する ことにより,多数検体の測定が可能になっ

た (Fig.3).

また,この反応系において,反応条件を左右するNBT

畳,Ⅹamthineoxidase量,hypoxanthine量, および

反応停止液の formiCaCid量について検討した.

結果は TAblelに示す通りである.xanthineoxi-

daseは,0.1mlより0.2mlにした方が OD530は高

くなるが,NBTおよび hypDXathineは倍量にしても,

ほとんど変化がないため,ともに 0.2mlとした.lo劣

formicacidは 0.1mlで反応を完全に停止することが

できた.以上より,下記のような SOD活性測定法を確

立 Lナ二.

T乱ble1 Changeofproductionofformazan

byvaringamountsofNET,xanthine

oxidaseandhypoxanthine.

NET XanthineOxidase Hypoxanthine OD530

0.2ml 0.1 ml 0.2 ml 0.562

0.2 0.2 0.2 0.841

0.4 0.2 0.2 0.863

SOD 活性測定法

0.5M phosphatebuffer(pH 7.5)

1520/TritonX-100

1mM EDTA

2mM NBT

1

1

l
l
I

m

m

m

m

5

1

1

2

0

0

0

0

40pg/mlxanthineoxidase o.2ml

に Sample0,2mlを加えて,全量 1.3mlとする.

2mM hypoxanthine o.2ml

を加えて反応を開始,370C30分 incubateした後,戻

応停止液として,

lo劣 formicacid 0.1ml

を加えて,530nm における吸光度を求める.

精製 SOD(bovineblood)を sample〔0.2mD とし

て用いて,SOD量と阻害率との検量線を,あらかじめ

求めておく.血清は,それ自体 OD530に影響するた軌

この反応系で,sample(血清)を最初に加えた場合の

吸光度と反応停LL後に加えた場合の吸光度を比較 して,

阻害率を求める.

検量線での阻害率に相当する SOD量を sample(血

清)の SOD 活性とした.

3. 血清中の阻害 (干渉)物質の検討

血清測定の際, superoxide産生を促進するような干

渉物質が存在する. また,血清中には,albumin,r-

globulin,αrmaCrOglobulin などが SOD 様活性を看

すると されている16日 7). これらが SOD活性測定の際

に影響することが問題になる.このため,次の方法で干

渉物質の除去,阻害物質の影響を検討した.

1) 干渉物質の除去

血清を cellulosetubeに入310.05M リン酸緩衝液

中で12時間透析後に測定した. Cellulosetubeは分子

量 1万以下を透析により除去できる.Table2は, 荏

常児5名の血清を前述の方法により,透析前後で測定し

たものである.透析前の血清を削売系に加えると,血清

無添加の場合よりむしろ OD530は上昇するが, 透析後

では干渉物質を除去でき,SOD 活性が測定できること

がわかった.尚,透析前後で血清の容積,濃度はほとん

ど変化しなかった.

TzLble2 E#ectofdialysisonthemeasurement

ofserum SODactivity

Case AOD530 SOD(uglmI)beforediafysFs afterdialyslS

A 十131.5% -12.5% 20.0

日 +97.6 -6.9 ll.0

C +145.6 -8.2 13.1

D +131,2 -10.6 17.0

E +143.0 -9..3 14.9

2) 血清生白分画の SOD活性の検討

ヒト血清を gel-chromatographyにより,分子量別

の fractionに分け,各 fractio叫こおける SOD活性を

測定した.Fig.4-6は,前述の測定法で,血清 SOD

活性が高値を示した症例の血清 1mlを SephadexG-

200を充填 した 亡01umn(直径 1cm,長さ 62cm)で

gel-chromatographyを行った.

CaseF と caseG の gel一Chromatography では,

fractionNo.にして,No.50-58に,分子量にして,

30,000-50,000の所にほぼ単一の peakを認めた. こ

れは SOD に相当すると思われた.

精製 bovinebloodSOD(Sigma)の gel-chromatO-

graphyを Fig.7に示す.種属の違いはあるものの,
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Fig.4 SephadexG-200gel-chromatography(caseF)

Fig･5SephadexG-200geトchromatography(caseG〕
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Fig･.6 SephadexG-200gel-chromatography(caseH)

Fig.7 SephadexG-200gel-chromatograpby(bovineSOD)
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Fig.8 SephadexG-200geトchromatography(case∫)

ほぼ同じ位置に peakが認められた.

Fig.6は,2つの peakを有した特殊な例を示すが,

fractionNo.にして No.28-32と No.51-57に,

分子量にして200,000以上と30,000-50,000の所に,2

つの peakが認められた･第1の peakは,高分子域

にあり,voidvolumeと一致し,通常ここにみられる

aggregatedlgG や α2-maCrOglobulinと思われ,SOD

様活性を有するものの,純粋なSOD とは,考えられな

い.一方,第2の peakは,Fig.4,5および Fig.7

の peakと一致し,蛋白濃度が低下しているにもかか

わらず,高活性を有し,比活性 (活性/蛋白量)から考

えた場合,SODに相当すると思われる.また,SOD活

性低値の血清を同様の方法で検討したが,Fig.Sのよ

うにほとんど peakは認めなかった.

3) 阻害物質添加による影響

albumin,α2-maCrOglobulin(α2-MG),γ-globulin

(γ-glob)を下記の濃度に調整し,正常血清に1/10量お

よび1/5量を加えてその SOD活性の変化を検討したt

albumin 25g/dl(normalserum albumin

(human〕-alpha ミドリ十字)

α2-MG IOOOmg/dl(α2-maCrOglobul五n(human)

Behringlnst.)

γ-glob 2.5g/dl(Venoglogulin-Ⅰミドリ十字)

T乱ble3に示すように,1/10量の添加では,ほとんど
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Table3 ChangeofSODactivitybyaddition

ofinhibitorymaterials

Added materials ChangeofSOD-(ikeactivity

Albumin +1/.a(+2.5g/dr) 十4.4±5.7%

+1/5 (+5.0g/dl) +24.6±8.9%

02-Macroglobufin +1/ 10(+100mg/dl) 十0.2±4.4%

+1/5(+200mg/dl) -0.5±4.5%

7-Globulin +1/10(+250mg/dF) -0.7±3.4%

変化はみられなかったが,albumin1/5量添加 (+5.0

g/dl)によっては,SOD活性は,大きく変化した. し

かし,albumin5.0g/dlの変化は臨床的には, ほとん

ど存在し得ないことであり,一般的な臨床では,ほとん

ど無視できるものと判断した.

4) 血清各種輩白成分とと SODの関係

Albumin,α2-globulin,γ-globulinとの関係をみ

るため,血清 aibumin,α2-globulin,γ-globulin値

と血清 SOD活性との相関について検討した.荷,低

分子阻害物質に関しては,透析処理をして除去した.

対象は,無作為 に選んだ5才～15才の息児104名であ

る.
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a) albumin値と SOD 活性との関係 (Fig.9)

N-104,Rニー0.12,0.1<P<0.2であり,相関は

認められなかった.albumin値の高い症例は,SOD 活

性がむしろ低値の方に多くみられた.

b) α21glDbulin値と SOD活性との関係 (F弛.10)

N-104,R-0.14,0.05<Pく0.1であり,有意な相

関はみられなかった.
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Fig,ll RelationbetweenSOD and

r-globulin

C) γ-globulin値と SOD 活性との関係 (Fig.ll)

N-104,R-0.027,P>0.5であり,相関はみられ

なかった .

以上の検討より,血清 SOD活性測定の際のalbumin,

α2-maCrOgl･obulin,γ-globulinなどの阻害物質の影響

は,ほとんど無視できる ものであり,透析処理をすれ

ば, これ らのことを考慮せずに, 前述の方法で血清

SOD活性が測定できるものと判断した.

4.考 轟

生体に障害を与える Superoxide(02.)は,反応性が

強く,非常に速い速度で何らかの物質と反応してしま

うため,その実体を とらえることが難しい.1969年に

McCord とFridovichが初めて 02-を dismutateす

る酵素である SOD を発見してから9),その特性が明ら

かになった.細胞内生化学的反応や生物学的現象にこの

SOD の概念を導入することにより,02-あるいほそれ

から派生する活性酸素が関与していることがわかってき

た.活性酸素は,物理化学,生化学,放射線学,微生物

学,植物学,医学など広い範囲の重要な現象に関与して

おり,医学においてほ白血球の殺菌作用や酵素反応,脂

質の酸化,放射線障害,発癌,制癌,免疫,炎症,未熟
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児網膜症,白内障,動脈硬化などに深い関係がある.衣

症については,McCord,Babior,Oyanagiらが報告し

たようにl)2)a),組織を直接障害したり.血管透過性を

克進したりするなど種々の両で深い関係がみられてい

る.

一方 SODは,この 02Iを不活化するため,生体内で

は重要な役割を演じており,各臓静内や血液中での

SODの増加あるいは減少は,いろいろな疾患と関係し,

例えば,RA患者で関節液中の SO･D活性の低下 1)2),

染色体異常,特に 21tr玉somyでの白血球 ･赤血球中の

SOD 活性の上昇1即,腫蕩組織内での･SOD 活性の低

下11), 肝疾患における血清 SOD 活性の上昇 19), 管

不全患者での血清 SOD 活性の上昇20)などが報告さ

れている･また,治療面でも以前より使用されている

Orgotein投与による RA -の効果 13),未熟児の RDS

での bovineSOD 投与による bronchopulmomary

dyspIJasiaの発生予防14),MCLS患児に liposoma1-

SOD投与による coronaryaneurysmaの予防効果 15)

などで注目されている.

SOD 測定法は,McCord9),Beauchamp21㌔篠原22)

らが報告 している.McCロrdの方法では,Ⅹanthine

oxidase-cytochromec系を用いており,1分間当の

還元型 Cytochromecを測定しているため,多数の検

体測憩 こは困難である,Beauchampの方法では,著者

と同様 Ⅹanthineoxidase-N】∃T 系を用い,削志感度も

ng/mlまで測定可能と述べているが,反応停止液につ

いては触れていないので,多数検体の測定には用いにく

い･篠原の方法では,Ⅹantbineoxidase-NT 系を用い

ており,かなり微量まで SOD 活性の測定ができ,血

清 SOD活性測定には有用であるが,NT が水溶性に

乏しいこと,および反応停止液については詳しく触れら

れていないことで少し用いにくい.

また,血清中には SOD 様物質があること, および

血清 SOD は組織内 SOD と比べで微量であることな

どで, 今まで血清 SOD活性に関する報告は少なかっ

た.

著者は,今回の研究で,血清 SOD 活性測定の際に

は,SOD 様物質の影響は,ほとんどなく,これを考慮

することなしにiP.r:定することができること,血清を透析

処理後に使用すること,および,反応停止液の使用に

より,簡便にかつ多くの検体を同時に測定できること

など,血清 SOD 活性測定法の改良を行うことができ

た.
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5.結 語

血清 SOD活性測定法およびその問題点について検討

した .

血清 SOD活性は,血清を透析処理 した後,NBT-

Ⅹamthineoxidase系を用い,反応停止液として formic

acidを使用することで,比較的簡便かつ多数検体を同

時に測定することができた.また,血清中の阻害物質に

ついては,透析処理によりほとんど測定系への影響は

ないと思われた.筒,今後この方法により,一小児各種

疾患特に腎疾患や未熟児 ･新生児の疾患における,血清

SOD 活性を検討したことを稿を改めて報告したい.

稿を終わるにあたり,御指導と御校閲をしていた

だいた新潟大学医学部小児科学教室堺 薫教授に

深謝いたします.また,直接の御指導をしていただ

いた同浅見 直助教授,並びに種々の御助言や御協

力をしていただいた同医局員の皆様に厚くお礼申し

上げます.
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