
１．緒 言

生体内に存在する反応性が高い α, β－ジカルボニル化合

物の代表格はメチルグリオキサル（MG）であり，ジヒド
ロオキシアセトンリン酸やグリセロアルデヒド３－リン酸

の酵素的，非酵素的な脱リン酸化またはヒドロキシアセ

トンやアミノアセトンの酸化によって生成（Che et al，

１９９７，Kalapos，１９９９）し，グルタチオンを補酵素とす
るグリオキサラーゼによって，ラクトグルタチオンを中

間体として乳酸へと変換される（Thornalley et al，

１９９３）．もう一方のジカルボニル化合物，３－デオキシグル

コソン（３－DG）は図１に示すように，生体内や生体外で
のメイラード反応の中間体として生成する．グルコース

とアミノ基とのシッフ塩基の形成に始まり，後期糖化終

末産物（Advanced glycation end products: AGEs）を
生成する過程での中間産物であり，MGと同様に反応性
が高い化合物である．３－DGはアルデヒド還元酵素の基質
となり代謝される（McLellan et al，１９９４）．MGの生成
量は健常者で１２５µM/dayと推定されている（Che et

al，１９９７）．MGの血清濃度はインスリン依存糖尿病患者
で５－６倍，インスリン非依存患者で２－３倍上昇しているが

（McLellan et al，１９９４），３－DG濃度も糖尿病患者の血
清中で上昇していることが報告されている．これらの反

応性が高いジカルボニル化合物が糖尿病合併症の発症に

かかわる分子である可能性が高いと考えられている．

すでにMGや３－DGの高い反応性に起因する毒性につ
いての報告が数多くあり，これらのジカルボニル化合物

の存在はカルボニルストレスと呼ばれている．その作用

は，タンパク質の糖化や重合化を引き起こし，事実単離

した酵素に AGEが検出されたことから，生体内でもメイ
ラード反応が進行する根拠となった．またジカルボニル

化合物はアポトーシス（Denis et al，２００２，Kim et al，

２００４）や ASK１（Du et al，２００１），Plasminogen acti-
vator inhibitor－１（Uchida et al，２００４）などの遺伝子

発現を誘発する．糖尿病，アルツハイマー病，アテロー

ム動脈硬化症，通常の老化などの数多くの病理学的条件

下において，カルボニルストレスが組織損傷を引き起こ

３－デオキシグルコソンによるメイラード反応由来ラジカルの検出と性質

小林隆幸・安田孝之・柴田 均

Detection and Characterization of Radicals Derived from３－Deoxyglucosone
in Maillard Reaction

Takayuki KOBAYASHI, Takayuki YASUDA and Hitoshi SHIBATA

Abstract ３－Deoxygluconsne（３－DG）, an α, β－dicarbonyl compounds in phosphate

buffer, pH７．４with amino acids, produced different ESR spectra depending on the added

amino acids, by the use of３，５－dibromo－４－nitrosobenzenesulfonic acid（DBNBS）which

is suitable for spin trapping of carbon centered radicals.３－DG is known to polymerize pro-

tein, but added Lys promoted the dimerization of lysozyme by the involvement of radical

generation. As the formation and accumulation of α, β－dicarbonyl compounds is known

as carbonyl stress, we proposed that these radicals derived from amino acid via Maillard

reaction may contribute oxidative stress, main part of carbonyl stress.

Keywords: carbon centered radical, DBNBS, dicarbonyl compound, oxidative stress

Bull. Fac. Life Env. Sci. Shimane Univ.,１３：１９－２３, September３０，２００８

図１ ３－Deoxyglucosone（３‐DG）の構造，生成，AGE形成過程



すメカニズムに関与している（Baynes and Thorpe，
１９９９）．多くの悪性の病態，特にメラノーマ（悪性黒色症）

において，内因性のジカルボニル化合物が多くの遺伝子

発現や患部の転移に関係することが指摘されている．ジ

カルボニル化合物はタンパク質の Argや Lys残基と反応
してAGE化させるので，メラノーマ組織には多くのAGE
化タンパクが存在する．ジカルボニル化合物とミトコン

ドリアでの酸化ストレスがHsp２７を修飾することで抗－ア

ポトーシス作用に変化が生じる（Sakamoto et al，２００２，

Schalkwijk et al，２００６）．

酸化ストレスの発生が糖尿病合併症の発症に関与する

との報告が数多くある（Beisswenger et al，２００３，De-
sai andWu，２００８，Nakayama et al，２００７，Reddy and
Beyaz，２００６）．活性酸素以外のラジカル生成に由来する
酸化ストレス源として，MG由来ラジカルが注目されて
きた（Kalapos，２００８，Lee et al .，１９９８，Yim et al．

１９９５）．MGとアミノ酸によるメイラード反応において，
生成するラジカルを直接EPRで検出し，MGに由来する
２種類のラジカル種，すなわち２分子がクロスリンクした

ラジカル陽イオン，メチルグリオキサルラジカル陰イオ

ン，さらに好気条件下でのみスーパーオキシドアニオン

ラジカル（O２－）が生成するとの結論を導いている．しか
しながら，これらの実験は生体内では存在しないアルカ

リ域（炭酸緩衝液 pH９．５）で行われており，中性域では
ラジカルの生成は殆ど起こらないと明記されている．

我々は３－DGとアミノ酸とのメイラード反応において
ラジカルが生成する可能性についてスピントラップ剤を

用いたESR法において再検証した．生体に等しい中性 pH
領域においてシッフ塩基の形成後３－DG部分のラジカル
化を経由してアミノ酸部分がラジカル化する反応経路を

指摘し，このラジカル生成に基づくタンパク質の重合化

を検証し，さらにこの種のラジカルがジカルボニル化合

物に由来する酸化ストレス源となる可能性について考察

した．

２．材料と方法

［試薬等］リゾチーム，アミノグアニジン等の試薬は和光

純薬製を用いた．３－DGはDojinから購入した．MG
はシグマ製で，減圧蒸留してから使用した．スピントラッ

プ剤，DMPO（５，５－Dimethyl－１－Pyrriline－N－Oxide），
DBNBS（３，５－Dibromo－４－nitrosobenzene sulfonic
acid, Sodium Salt）は LABOTEC社から購入した．
[ESR測定条件］アミノ酸と３－DGが反応した際に生成す

る炭素中心ラジカルの検出は，１０mMリン酸緩衝液，pH
７．４，０．１mMDTPA，１０mMDBNBS，５または１０mM
３－DG，記載したアミノ酸の共存下で２０分間反応させ，
Power :４mW，Time constant :０．３sec，Amplitude :
８００または３００，Modulation width:０．１mT，Scan rate
:１０mT／２minの条件下，扁平セルを用いて JES－FA－１００
（JEOL）で ESRスペクトルを検出した．酸素系ラジカル
はスピントラップ剤に９０mM DMPOを，３－DG由来ラ
ジカルは１０mM DBNBSを用いた．
［タンパク質重合化条件］ １００mMリン酸緩衝液 pH
７．４，０．１mMDTPA，１０mM３－DG，２mg/mlリゾチー
ム，４０mM LysまたはProから構成された反応液を３７℃
で２４時間反応させた後，SDS－サンプルバッファーを等
量加えて５分間煮沸し SDS－PAGE用の試料とし，１２．５％
アクリルアミドゲルを用いて電気泳動後タンパク染色に

CBBを用いた．

３．結果と考察

１０mMリン酸緩衝液 pH７．４の条件下で，３－DGと各
種アミノ酸によるメイラード反応時におけるラジカルの

発生をスピン捕捉剤としてDBNBSを用いて検証した
（図２）．DBNBSは炭素中心ラジカルを検出するために
良く用いられる捕捉剤である（Filosa and English，
２００１，Khono et al，１９９１）．O２－やヒドロキシルラジカル
などの酸素由来ラジカルは捕捉剤としてDMPOが用いら
れる．アミノ酸を添加しないと２０分間程度の反応時間で

はDBNBSによって捕捉されるラジカルは検出されなかっ
たので，今回の測定条件下において，３－DG単独ではラジ
カル化しないと考えられた．反応系に Lys（図２－A），Trp
（図２－B），Arg（図２－C），Pro（図２－D）を添加するこ
とで，明確な ESRスペクトルが検出された．DBNBS
が捕捉した３－DG－Lys，３－DG－Trp，３－DG－Arg，３－DG
－Proに由来するラジカルの g 値は，それぞれ２．００６３，

２．００６５，２．００６４，２．００６３と計算された．すなわち共存さ

せたアミノ酸ごとに異なったラジカル種が生成している

ことが強く示唆された．３－DGと同類のジカルボニル化合
物MGとプロリンを反応させた場合に検出されるスペク
トルを図３－Aに示したが，g 値は２．００６３と計算され，３

－DGの場合に検出されたスペクトル（図２－D）と同じで
あった．また，ジカルボニル化合物からのラジカル生成

を検証中に，ジカルボニル化合物単独をアルカリ性にす

るだけで，DBNBSに捕捉されるラジカルが容易に生成
することを発見した．炭酸緩衝液 pH９．５において３－DG
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由来ラジカルをDBNBSによって捕捉したESRスペクト
ルを図３－Bに示した．このスペクトルは図２に示した一
連のものとは全く異なり，アミノ酸の関与がないので，３

－DGの骨格部分がラジカル化したことに由来したもので
あると考えられた．

メイラード反応過程において，NBTの還元が観察され
たことよりO２－の生成が指摘されている（Yim et al .１９９５，

Lee et al .，１９９８）．DBNBSでは酸素系のラジカルを捕
捉できないので，DMPOを用い，さらに生成したO２－が
不均化した過酸化水素をヒドロキシルラジカルに変換さ

せるために微量のCu２＋を共存させた場合に観察されるESR
スペクトルを図３－Cに示した．★印で示したDMPO－OH
に特有の４本のシグナルとともに，O２－に帰属されるシグ
ナルが観察された．嫌気条件下ではいずれのスペクトル

も全く検出されなかった（図３－D）ので，酸素が一電子
還元されO２－が生成し，O２－が Cu２＋を Cu＋に還元すると
ともに，過酸化水素に不均化し，Cu＋の作用によってヒド
ロキシルラジカルが生成することが確認された．またこ

れまでに報告したジカルボニル化合物とアミノ酸共存下

で生成するラジカルは嫌気状態にしてもそのESRスペク

トルに変化はなく生成量が僅かではあるが増加すること

が観察された．これらの結果は pH７．４の中性域でもジカ
ルボニル化合物とアミノ酸によるメイラード反応におい

て，好気・嫌気に関わらずアミノ酸部位でのラジカル化

が起こり，酸素の存在下ではO２－も生成することが明らか
となった．

ジカルボニル化合物によるカルボニルストレスにはタ

ンパク質の重合化が含まれる（Lee et al，１９９８，Kang，
２００６，Oya et al，１９９９）ので，中性域でのメイラード反

応によるモデルタンパク質の重合化と生成するラジカル

種の関与について検討した．１０mMリン酸緩衝液 pH７．４
に，重合化を検証しやすいモデルタンパク質としてリゾ

チームを加え，１０mM３－DG，４０mM Lysまたは Pro
の共存下で，３７℃，２４時間反応後，SDS－PAGEにより
重合化を調べた（図４）．Mは分子量マーカーであり，レー
ン１は化合物無添加の対照である．１０mM３－DGのみで
はわずかの二量体形成が認められるが（レーン２），４０mM
Lys添加で二量体の生成量は顕著に増加した（レーン３）．
同じ条件で嫌気にした場合，二量体形成への影響は認め

図３ MGと Proの反応で発生する炭素中心ラジカル，pH

９．５における３－DG由来ラジカル及び３－DGと Lysの反応時

に発生する O２－の検出

（A）１０mM Phosphate buffer（pH７．４），１００µM DTPA，１０

mM MG，１００mM Pro，１０mM DBNBS，（B）３－DG由来ラ

ジカル（１００mM carbonate buffer, pH９．５），（C）５mM３－

DG，５mM Lys，３００µM CuSO４，９０mM DMPO（★：ヒド

ロキシルラジカル），（D）（C）を嫌気条件下で測定した．

図２ ３－DGとアミノ酸の反応で発生するラジカル種の検出

１０mM Phosphate buffer（pH７．４），１００µM DTPA，１０mM

DBNBSを基に，以下の条件で反応を行った．（A）５mM

３－DG－５mM Lys，（B）５mM３－DG－１０mM Trp，（C）１０mM

３－DG－１００mM Arg，（D）１０mM３－DG－１００mM Pro.
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られない（レーン４）．３－DGと Lysを反応させた場合，
単量体のバンド幅広くなり，単量体自身へのなんらかの

作用が窺われた．１４Cでラベルされたグルコースから合成
した１４C－３－DGを用いた実験により，３－DGが反応過程に
おいてタンパク質に取り込まれないことを明らかにでき

たが，単量体に起きた変化の検証はできていない．Lys
の代わりに Proを添加した場合（レーン５），さらに嫌気
にした場合（レーン６）には二量体の形成およびバンド幅

が広くなることも殆ど観察されなかった．これらの結果

より，３－DG単独では二量体の形成が殆ど進行しない条件
下において，Lysの共存により生成する Lys由来ラジカ
ルはタンパク質を重合化する能力があるが，Pro由来ラジ
カルにはその能力がないことを示唆した．また，嫌気条

件下での実験から酸素由来ラジカルは重合化には殆ど関

与しないと結論された．

MGとAlaを反応させ，生成するラジカル種を直接EPR
法で解析したYimら（１９９５）の反応メカニズムによれば，
α,β－ジカルボニル化合物が遊離のアミノ基とシッフ塩基を
形成し，この塩基がジカルボニル化合物部位へ電子供与

することで，クロスリンクしたラジカル陽イオンとジカ

ルボニル陰イオンラジカルが生成する．前者がAGE形成
の前駆体となり，後者が酸素を一電子還元することでO２－

が生成する．加えたアミノ酸によって ESRシグナルが異
なりアミノ酸またはアミノ酸部位がラジカル化する可能

性と，この種ラジカルの生成量が酸素の共存によって僅

かながら影響を受けることを明らかにできたので，Yim
ら（１９９５）の反応メカニズムは一部修正される必要があ

る．遊離のアミノ酸ラジカルか３－DGが結合したラジカ
ルであるかについてはスピントラップ剤に結合した化合

物を分析中である．

SODのペルオキシダーゼ反応中間体はヒドロキシルラ
ジカル並みの強い酸化力を有し炭酸や重炭酸イオンをラ

ジカル化して炭酸ラジカル陰イオンを生成し，共存する

タンパク質を重合化する．そのメカニズムとしてタンパ

ク質表面に位置する Trpがラジカル化し，kynurenine
－typeの酸化を経て二量体化にいたるメカニズムが提案さ
れている（Zhang et al，２００４）．アミノ酸由来ラジカル

が Trpをラジカル化して同様の経路によってリゾチーム
が重合化したものと考えられる．

α,β－ジカルボニル化合物がストレス源となって，いろい
ろな病気の発症に関与する可能性が指摘されているが，

その酸化ストレス発現にアミノ酸との反応を介してアミ

ノ酸部位でラジカルが生成することを明らかにした．カ

ルボニルストレスを緩和する方法として，すでに糖尿病

治療に臨床的に使用されているアミノグアノジンのよう

にジカルボニル化合物を捕捉して無毒化する方法と

（Wondrak et al．２００６）アミノ酸由来ラジカルを捕捉す

る抗酸化剤の利用も効果がある可能性が出てきた．これ

までに認められている抗酸化剤の機能性は，主に酸素由

来ラジカルに対する消去能力に対して検証されており，

改めてアミノ酸ラジカルも含めた酸化ストレス源に対す

る幅広い抗酸化能力を検討する必要がある．

４．結 論

カルボニルストレスを引き起こす α，β－ジカルボニル化
合物のうちで，生体内で２番目に多く，糖尿病患者の血

液中での濃度が上昇している３－DGがメイラード反応の
基質となる際に生成するラジカル種について，炭素中心

ラジカルを効率よく捕捉するDBNBSを用いて検証した．
Lys，Trp，Arg，Proとのメイラード反応においてそれ
ぞれ異なる ESRスペクトルが観察された．３－DGがラジ
カル化した際のスペクトルとは異なっていたので，アミ

ノ酸部位がラジカル化している可能性を強く示唆した．

好気条件でのみスーパーオキシドアニオンラジカルの生

成が認められた．Lys由来ラジカルはモデルタンパク質の
重合化を促進したが，Pro由来ラジカルにはこの能力がな
く，それぞれのラジカルが持つ酸化能力に差がある可能

図４ ３－DGによる Lysozymeの重合化と Lysの添加による

促進

Lane１:１００mM Phosphate buffer（pH７．４），１００µM DTPA，２

mg/ml Lysozyme，Lane２: Lane１の条件に１０mM３－DGを添

加，Lane３: Lane２の条件に４０mM Lysを添加，Lane４: Lane

３を嫌気条件下で反応，Lane５: Lane３の条件に４０mM Pro

を添加，Lane６: Lane５を嫌気条件下で反応．
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性を指摘した．アミノ酸部位がラジカル化する反応機構

を提案した．
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