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Abstract 

Paraquat (PQ) is an effective and widely used herbicide. However, there have been numerous 
fatalities, mainly caused by accidental or voluntary ingestion. The molecular mechanism of 
PQ toxicity is based on redox cycling and intracellular oxidative stress induced by PQ radical. 
Glutathione (GSH) dependent PQ radical scavenger (GPS) was found in pig liver and was 
identified as ferritin by using an amino acid sequence analyzer and MALDI TOF-MS. Ferritin is 
a cytoplasmic iron storage protein. Ferrous ion release from ferritin and the lipid peroxidation of 
microsome stimulated by PQ radical were inhibited by the addition of GSH in NADPH cytochrome 
P450 reductase system. On the other hand, the lipid peroxidation of liposome induced by Fe2+ ion 
released from ferritin was accelerated by the addition of GSH in the xanthine-xanthine oxidase 
system. GSH recovered the activity of xanthine oxidase inactivated by H2O2. Ascorbic acid (AsA) 
plays an important role in antioxidant activity. The hydrophilicity of AsA prevents the permeation 
into the membrane. Amphiphilic AsA derivatives (acetylascorbic acid; ACA, propionylascorbic acid; 
PRA, butyrylascorbic acid; BUA, hexanylascorbic acid; HEA) were synthesized by the reaction of 
AsA and vinyl compounds under catalysis of lipase. Amphiphilic AsA derivatives dispersed in 
erythrocyte membrane prevented the lipid peroxidation induced by 2,2’-azobis(2-amidinopropane) 
dihydrochloride (AAPH) which is a water-soluble radical initiator. Additionally, amphiphilic AsA 
derivatives effectively prevented the PQ toxicity by the scavenging PQ radical in NG 108 cells.
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1．はじめに

　パラコート（paraquat；PQ）は古くから酸化還元
試薬メチルビオローゲン（methylviologen）として生
化学領域で使用されてきた1-3）（図１）．1954 年，イギ
リスのインペリアルケミカルインダストリー社により
PQ の除草効果が見出され，今日まで世界中で大量に
使用されている4）．
　PQ の除草効果は次のような機構によるものと考え
られている5）（図２）．散布された PQ は葉内部に侵入
し葉緑体に達し，光化学系Ⅰから電子を１個受け取り
PQ ラジカルとなる．PQ ラジカルが O2 を１電子還元
した後に生じるスーパーオキシドアニオン（O2

-）が
葉緑体を攻撃する．このため，光合成が盛んな植物や
葉に光を受ける時間が長いほど除草効果は大きく，散
布後１〜３日で枯れ始める．土壌に落下した PQ は陽
イオンとして土壌粒子に強く吸着し，不活性となる．
このため，PQ は根から吸収されないので，雑草を枯
殺した直後に作物の種子を蒔いても害を受けないとい
う利点がある6）．
　PQ は土壌に結合していると，微生物分解も光分解
も受けない．特に強く吸着した場合は無期限に土壌に
残留する．年間の PQ の消失は約 10%であり，半減期
は 6.6 年と見積もられている．しかし，PQ の土壌へ
の吸着と安定性は土壌が酸性になるに従って低下する

（図３）．この為，酸性雨等による環境汚染は PQ によ
る河川や地下水の汚染を導く可能性がある．
　PQ はヒトや哺乳類に対しても強い毒性を示す．日
本では，PQ は 1965 年に『グラモキソン』という商

図１　パラコートの構造と酸化還元サイクル3）

図２　パラコートの除草作用の機構 5）

図３　粘度に吸着したパラコートの酸による溶出
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品名で発売された．『グラモキソン』は 24% PQ 水溶
液であったため，PQ 中毒事故が年とともに増加し，
1985 年頃ピークに達した．その後は，PQ 濃度を徐々
に下げ，現在は PQ5%，ジクワット 7%を含む『リブ
ロックス L』として販売されている．しかし，2000
年においても，農薬による中毒事故の 30%以上は PQ
よると報告されている．
　PQ の致死量は成人では 2 ～ 4g で，5%溶液であれ
ば 40 ～ 80 ml と言われている．中毒症状は直後に激
しい嘔吐，消化器官粘膜の糜爛と潰瘍が起こる．2 ～
3 日後，肝不全，腎不全，心原性ショックが急速に進
行する．1 ～ 2 週間後に間質性肺炎，肺線維症で死亡
する．致死率は 80%以上であり，治療法として，胃
や腸の洗浄，血液吸着副腎皮質ステロイドの投与等が
行われているが，有効な治療法が無いのが現状であ
る．
　PQ 中毒機構としてミクロソーム説 7,8）とミトコン
ドリア説 9）がある．ミクロソーム説は広く受け入れ
られており，次の様に考えられている（図４）．細胞
膜に結合したポリアミン受容体から細胞内に取り込ま
れ た PQ は ミ ク ロ ソ ー ム の 薬 物 代 謝 系 に 入 り，
NADPH と ミ ク ロ ソ ー ム に 結 合 し た NADPH Cyt 
P450 還元酵素により PQ は一電子還元されて PQ ラ
ジカルとなる 4）．PQ ラジカルは O2 を還元して O2

- を
生じ，自らは元の PQ に戻る．生成した O2

- およびこ
れより産生する活性酸素種（ROS）が PQ 毒性の本体
と考えられている．
　O2

- や PQ ラジカルはフェリチン内に貯蔵されてい
る Fe3+ イオンを Fe2+ イオンに還元し，フェリチンか
らの Fe2+ イオンの遊離を促進する．遊離した Fe2+ イ

オンは O2
- の不均化により生じる H2O2 と Fenton 反

応を起こし，ROS の中で最も反応生が高いヒドロキ
シルラジカル（・OH）が生じる．その結果，脂質過
酸化や酵素の失活が起こり細胞毒性を示す．
　一方，ミトコンドリア説は PQ がミトコンドリア外
膜に結合した後，NADH により PQ ラジカルに還元
され，ミクロソーム系と同様に・OH を生成してミト
コンドリア外膜を障害すると考えられている．この様
に，ミクロソーム説とミトコンドリア説は PQ 毒性の
出発点は PQ ラジカルの生成にあるという共通の機構
が考えられている．また，PQ ラジカル自身が PQ 毒
性に重要であるという報告も有る 10）．このため，還
元剤による PQ ラジカルの消去は有効な治療手段とし
て様々に試みられてきたが，未だ成功していない 11）．
　我々の研究室では，ブタ肝臓中にグルタチオン

（GSH）に依存して PQ ラジカルを消去する物質を見
出し，フェリチンであると同定した．また，生体内で
の強い還元剤であるアスコルビン酸（AsA）の両親
媒性誘導体を合成し，その PQ ラジカル消去による毒
性抑制作用を調べたので報告する．

2．�グルタチオン依存性パラコートラジカル消
去物質の同定

　図５に従ってマウス肝臓あるいはブタ肝臓からミク
ロソームを分画した．窒素バブリングによりミクロ
ソームと PQ を含む混合液から溶存酸素を除去した
後，NADPH を加え直ちに PQ ラジカルの電子スピン
共鳴（ESR）測定を行った 12,13）（図６）．PQ ラジカル
の ESR シグナル強度は時間と共に増大した．この反

図４　パラコートの細胞毒性機構7, 8）
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応系に生体内の還元物質である GSH または AsA を
加えたところ，AsA は PQ ラジカルを強く還元した
が，GSH はほとんど還元しなかった．次に，上清②

と PQ を含む混合液を調製し，同様の操作を行ったと
ころ，GSH 添加により PQ ラジカル生成が大きく減
少した（図６）．このことから，上清②には　GSH に
依存して PQ ラジカルを還元する物質（Glutathione 
dependent paraquat radical savenger; GPS）が含ま
れていると考えた．
　そこで，図７に従って GPS の精製を行い，TOF-
MS による分子量測定と一次構造を調べた．分子量測
定の結果はウマ脾臓フェリチンの分子量 20,061 Da に
対し GPS は 20,096 Da とほぼ等しい値を示した．ま
た，一次構造の結果はブタフェリチンと同じアミノ酸
配列であった（図８）．これらの結果から，GPS はブ
タフェリチンであると同定した．
　フェリチンは生体組織に広く分布する鉄貯蔵タンパ
ク質で，鉄は Fe3+ イオンとして貯蔵されている．フェ
リチンはフェロオキシダーゼにより Fe2+ イオンを
Fe3+ イオンに酸化してフェリチン殻内に取り込むた
め，酸化障害の防御に働く 14,15）．しかし，フェリチン
の Fe3+ イオンは O2

- や PQ ラジカルによって Fe2+ イ
オンに還元され非生理的に放出される．このため，
PQ 毒性は PQ ラジカルによるフェリチン鉄の遊離が
重要である 16）．

図５　�グルタチオン依存性パラコートラジカル消去物
質（GPS）の分画

図６　GPS の発見
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図７　GPS の精製

図８　GPS の一次構造と分子量
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3．�グルタチオンとフェリチンによるパラコー
トラジカル消去反応

　PQ ラジカル発生系として，NADPH cytochrome 
P450 reductase （NADPH-P450）系とキサンチン - キ
サンチンオキシダーゼ（xanthine-xanthine oxidase; 
X-XOD）系を用いた 17,18）（図９）．XOD の阻害剤であ
るアロプリノールやタングステンにより PQ 毒性が抑
制される 19）事から，PQ 毒性における XOD の関与に
関する多くの報告がある 20）．

　フェリチンは濃度依存的に PQ ラジカルを消去した
のに対し，Fe3+ イオンを含まないアポフェリチンの
場合，GSH を加えても PQ ラジカルの消去は起こら
なかった．
　GSH と フ ェ リ チ ン に よ る PQ ラ ジ カ ル 消 去 を
X-XOD 系 と NADPH-P450 系 で 比 較 し た と こ ろ，
X-XOD 系ではフェリチン単独に比べ GSH とフェリ
チン混合系は PQ ラジカル消去が抑制された．これに
対し，NADPH-P450 系では， GSH とフェリチン混合
系は PQ ラジカルを完全に消去した（図 10）．
　PQ ラジカルがフェリチン内の Fe3+ イオンを還元

図９　実験に用いたパラコートラジカル発生系

図10　フェリチンとグルタチオンによるパラコートラジカル消去
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し，フェリチンから Fe2+ イオンを遊離する事は既に
述べた．遊離した Fe2+ イオンをバソフェナントロリ
ン と の 錯 体 形 成 に よ り 測 定 し た．X-XOD 系 と
NADPH-P450 系について，好気的条件下と嫌気的条
件下におけるフェリチン鉄の遊離に対する GSH の影
響を調べた（図 11）．X-XOD 系の場合，好気的条件，

嫌気的条件の両方で GSH 添加によりフェリチンから
の鉄の遊離が増加した．一方，NADPH-P450 系では，
好気的条件下と，嫌気的条件下共に GSH 添加により
鉄の遊離が抑制され，特に好気的条件下では高濃度の
GSH により著しい抑制作用が見られた．
　次に，PQ ラジカルによる脂質過酸化に対する GSH

図11　パラコートラジカルによるフェリチン鉄遊離に対するグルタチオンの影響
　　　① 1.25 mM GSH, ② 2.5 mM GSH

図12　パラコートラジカルによる脂質過酸化に対するグルタチオンの影響
　　　① 1.25 mM GSH, ② 2.5 mM GSH



－ 110 －

の 影 響 を NADPH-P450 系 で は ミ ク ロ ソ ー ム を，
X-XOD 系ではホスファチジルコリンリポソーム膜を
用いて，チオバルビツール酸反応により調べた（図
12）．X-XOD 系では，好気的条件と嫌気的条件下に
おいて，GSH 添加により脂質過酸化が促進した．
NADPH-P450 系の場合，GSH 濃度に従って，脂質過
酸化は抑制された．脂質過酸化に置ける Fe2+ の影響

は大きく，フェリチン鉄の遊離と脂質過酸化における
GSH の影響は一致した．
　H2O2 による XOD 活性阻害は知られている 21）．そ
こで，XOD と H2O2 を混合し，窒素バブリングによ
り溶存酸素を除去した後，PQ ラジカル生成を吸光光
度法により調べた．H2O2 の添加により，PQ ラジカル
はほとんど生成しなかった．しかし，GSH を加えた

図13　H2O2 による XOD 活性阻害に対するグルタチオンの効果

図14　提案するパラコートの細胞毒性機構とグルタチオンの作用
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場合，XOD 活性は回復し，コントロールと同じ値に
なった．この H2O2 による XOD の不活性化は添加し
た GSH 濃度が大きくなるに従って強く抑制された

（図 13）．
　X-XOD 系でフェリチン鉄の遊離と脂質過酸化が
GSH により促進されたのは，好気的条件下で X-XOD
により発生した O2

- から不均化により生じた H2O2 が，
XOD を不活化したが，GSH 添加により XOD 活性が
回復した為と考えられる．
　以上の結果をまとめると，NADPH-P450 系では，
GSH は PQ ラジカルによるフェリチンからの Fe2+ イ
オンの遊離を抑制し，酸化障害を抑制する．これに対
し，X-XOD 系では，GSH は XOD を活性型に保つ為，
PQ ラジカルによるフェリチンからの Fe2+ イオンの遊
離を促進し，酸化障害が大きくなったと考えられる．
　これまでの実験で得られた結果より，PQ 毒性機構
は以下の様に考えられる（図 14）．少量の PQ が体内
に取り込まれた場合，NADPH-P450 系を介して PQ
ラジカルが生成する．その後，PQ ラジカルによる
O2

- 生成やフェリチンからの Fe2+ イオンの遊離が起こ
るが，これらの反応は生体内抗酸化酵素や還元剤に
よって正常な状態に回復する．しかし，PQ 中毒場合，
O2

- 生成が促進され，細胞は強い嫌気状態となる．ま
た，PQ ラジカルによるフェリチンからの Fe2+ イオン
の遊離も増大する．低酸素状態が続くと，ATP から
のヒポキサンチンへの変換とキサンチン酸化還元酵素
から XOD への変換を促進する 22）．この為，NADPH-�
P450 系によらない PQ ラジカルの生成と蓄積が起こ

り，その結果として，多量の O2
- の酸性による酸化障

害が誘発されると考えられる．このとき，GSH は O2
-

の不均化により生じた H2O2 による XOD の不活性下
を抑制し，更なる PQ ラジカルを生成する．

4．�アスコルビン酸誘導体によるパラコート毒
性の抑制

　図 15 に示す 4 種類の両親媒性 AsA 誘導体を合成
し，各誘導体のリポソーム膜浸透性をビタミン E と
の相乗作用によるリポソーム膜脂質過酸化抑制作用に
ついては既に報告した 23）．これらの AsA 誘導体を赤
血球膜に取り込ませた後，水溶性ラジカル発生剤 2,2’
-azobis（2-amidinopropane） dihydrochloride（AAPH）
による溶血の抑制効果を調べた（図 16）．その結果，
AsA 誘導体の脂溶性の大きさに従って溶血を抑制し
た．赤血球ではこれらの AsA 誘導体は膜内に留まり，
膜外で生じるラジカルを消去する事が分かった．
　さらに，AsA 誘導体による PQ 毒性抑制をマウス
神経芽細胞腫である NG108 細胞を用いて調べた．
AsA 誘導体は細胞毒性を示さず，また，細胞内に取
り込まれ分解されて細胞内 AsA が上昇する事が分
かった．
　PQ 処理２時間前に細胞に AsA 誘導体を添加する
前処理と２時間後に添加する後処理を行い，どちらが
より効果的に PQ 細胞毒性を抑制できるかを調べた

（図 17）．前処理では，３日後の細胞生存率はコント
ロールの 2 ～ 3 倍となり，最も脂溶性の大きい HEA

図15　両親媒性アスコルビン酸誘導体の合成



－ 112 －

図16　両親媒性アスコルビン酸誘導体による水溶性ラジカル発生剤 AAPH による赤血球の溶血の抑制

図17　両親媒性アスコルビン酸誘導体によるパラコート毒性の抑制
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は約 6 倍となった．一方，後処理の場合，3 日後の細
胞生存率は1.5～３倍と前処理に比べ低い値であった．
この抑制作用と　PQ ラジカル消去に関係があるかど
うかを調べる為に AsA について実験を行った（図
18）．細胞に PQ を加える 1，2 時間前と 30 分，1 時
間後に AsA を加えた場合について調べた．その結果，
PQ 添加前に AsA 処理するよりも PQ 添加後に AsA
処理した方が PQ ラジカルの減少は大きかった．

5．まとめ

１�）GSH 依存性 PQ ラジカル消去物質（GPS）はフェ
リチンであった．

２�）生理的条件下では，GSH とフェリチンにより PQ
ラジカルを消去できる．GSH はフェリチンからの
Fe2+ イオンの遊離を抑制する．一方，非生理的条
件（中毒が進行）下では，GSH はフェリチンから
の Fe2+ イオンの遊離を促進し，脂質過酸化を起こ
す．

３�）PQ 毒性機構は PQ ラジカル生成後細胞内は低酸
素状態になり，PQ ラジカルとフェリチンから遊離
した Fe2+ イオンの蓄積が起こるため，酸素の供給
後，酸化ストレスが急速に進行して，細胞障害を起
こすのではないかと考えられる．

４�）両親媒性 AsA 酸誘導体は脂溶性が大きい誘導体
ほど細胞内に入り，PQ ラジカルを消去して酸化ス
トレスの進行を抑え，PQ 毒性の抑制に働くと考え
られる．
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