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ヘモグロビン酸化を用いた不飽和脂肪酸ならびに  

その酸化物の測定法に及ぼす酸の影響について  
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Effects of Various Acids on Assay Method of Unsaturated Fatty Acids  

and Their Oxidesin Marine Products Using Hemoglobin Oxidation  
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Summary  

In this report，effects of various acids on hemoglobin（Hb）0Ⅹidation wereinvestigated．It was  

furtherstudiedwhetherlactatecontainedinmarineproductswould affectanassaymethod of 

unsaturated fatty acids using Hb oxidation．The results are summarized as fo1lows；  
－l  

1）Decreases ofoxyhemoglobin（02Hb）peak at540nm were observed when various concentrations  

Oflactate more than 5 mM were added to bl00d suspension．Methemoglobin（MetHb）peak at630  

nm synthesized by addition oflactate changed gradually t0longer wavelength and finally reached  

650nm at high concentration oflactate（50mM）．Other acids（HCl，SuCCinate，and acetate）usedin  

the experiment gave similar results．In the case of unsaturated fatty acid（docosahexaenoic acid；  

DHA），however，the change of wavelength for MetHb was not observed，eVenthough DHA concent－  

ration wasincreased tolO．2mM and the reaction mixture was stood for 3 hr after addition．   

2）Hb changes by addition of acids occurred at pHlower than 4．Theinitialvelocity of decre－  

ase ofO2Hb peak at540nm was dependent on the decrease of pH．The pH of reaction mixture added  

With thelowest concentration of DHA at which Hb oxidation occurred，WaS6．9．   

3）No effect of a－tOCOPher010n Hb change was shown．   

4）A negative correlation between pH andlactate concentrationsin the samples extracted from  

marine products by ether was obtained as the following formula；y＝32．8－32．1Ⅹ，（r＝－0，716）   

5）The highestlactate concentration（34．9FLm0le／Tn2）in ether extracted sample from dry anch－  

0Vy WaSless than the highest thresh01d（102．6〟mole／mP）to make Hb change bylactate．  

It was concluded that aninfluence oflactate can beignoredin the method for measuring unsat－  

urated fatty acids and their oxidesin marine products by observing Hb oxidation．   

■■l   

しかしながら，本法の測定原理であるオキシヘモグロ  

ビン（02Hb）の酸化に酸類が影響を与えることが知ら  

れている3）ため，本法の導入にあたって魚介類に含まれ  

る酸類の本法への影響について把握しておく必要がある。  

特に魚肉中の乳酸生成は漁獲後促進される4）ため，乳酸  

の影響は重要である。   

本研究では，各種酸類のHbへの影響を調べその作用  

機作を不飽和脂肪酸によるHb酸化と比較した。また，  

魚介類の脂溶性分画中の乳酸含量の測定を行い，本法に  

よる不飽和脂肪酸の測定に乳酸の影響があるか否か検討  

した。  

はじめに  

魚介類に豊富に含まれる不飽和脂肪酸ならびにその酸  

化物は，オカグ酸をはじめとする二枚且の脂溶性毒のマ  

ウスを用いたバイオアッセイにポジティプな効果を示す  

ことが明かである1）。ヘモグロビン（Hb）酸化を応用  

した不飽和脂肪酸の簡易測定法は，これらの物質を迅速  

かつ簡便に脂溶性毒物と分別秋定する方法として考案さ  

れた2）。  
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実験材料ならびに方法  

各種酸（塩酸，酢酸，乳酸，コハク酸）は市販特級品  

を用いた。エイコサペンタエン酸（EPA）はすでに報  

告した5）純度92％のものを，ドコサヘキサエン酸（DH  

A）はSigma社の純度99％のものを用いた。抗酸化剤  

としてDLαトコフェロール（和光純薬工業社）を  

使用した。  

魚介類は，市販の新鮮魚介類（アジ；rrαCん昆化S  

ノ叩0花～c㍑S，キンキ；SeわαSとOJoわ昆S mαCrOCん∠r，カ  

ツオ；好α£sはぴOJluSpeJαm∠s，ヤリイカ；エog∠goわ才一  

噌0わJecたerよ，カタクチイワシ；且れgrα比′∠sノ叩0几∠cα，  

アサリ；月昆d∠£叩eS pん∠J∠タグ～几αm／れ），および干物  

′－（カタクチイワシ）を用いた0血球は羊保存血（コ‾ジ  

ン社）を用いた。  

1）酸類の調製  

酸類は蒸留水で適当な濃度に希釈した。  

2）魚介類からの脂溶性物質の抽出ならびに乳酸測定  

用サンプルの調製  

下痢性貝毒検査法6）に従い，アセトン，エーテルで脂  

溶性物質を抽出した。抽出物に1％Tween60含有の  

生理食塩水を加え，1mgあたり魚介顎の湿重量4gを含  

むようサンプルを調製し，PHを測定した。  

3）Hb変性試験  

リン酸緩衝食塩水（PBS，PH7．4）にて洗條後，2  

％に調製された血球浮遊液2mゼに酸0．1mβを添加し1時  

間室温に放置した後0．5mgを3mgの蒸留水にて溶血させ  

たもののHbスペクトルの変化を既報2）に従い分光光度  

計（Hitachi557model）にて測定した。DHA（1，  

‾ ∴   ■  

′＿．∴    ∴  
Hb酸化の初速度については蒸留水にて調製された0．3  

％の溶血液3mgに適宜希釈された酸を0．5m朗添加し，添  

加後の02Hbピークの（ス；540nm）減少を分光光度計  

（Shimadzu MPS－2000）にて測定した。EPAについ  

ては0．63～25mgを0．5mゼメタノールに溶かしたものに溶  

血液3mゼを加えpHを測定した。  

4）魚介類からのエーテル抽出サンプル中の乳酸濃度  

の測定  

酸素法7）により測定した。サンプルに乳酸脱水素酵素  

（LDH）ならびにニコチンアミドアデニンジヌクレオ  

チド（NAD）を加え，370c，30分反応させ，乳酸がピ  

ルビン酸に変化する際同時に生成するNADH量を340  

nmにおける吸光度差から求めた。   

結果  

1）各種酸類によるヘモグロビン変化について   

適宜濃度に希釈された各種酸類を血球に添加したとこ  

ろ，添加濃度5mM以上になるとすべての酸でオキシヘ  

モグロビン（02Hb）からメトヘモグロビン（MetHb）  

への酸化が認められた（Flg．1）。酸化の強さは塩酸＞  

コハク酸＞乳酸＞酢酸の順であった。乳酸を血球に添加  

した際の添加濃度の速いによるヘモグロビンスペクトル  

の変化をFig．2に示した。添加濃度5mMから変化が  

認められ，濃度の増加と共にオキシヘモグロビンピーク  

（540，578nm）に減少がみられた。同時に添加濃度5  

mMから12．5mMまでは630nmにメトヘモグロビンの新  

たなピークが生じたが，25mM以上になると新生ピーク  

の吸収波長が長波長側に移行し，50mMでは650nmに  

ピークが検出された。この傾向は他の酸類でも同様で，  

波長移行が観察された最低添加濃度は塩酸，コハク酸が  

5mM以上，酢酸が25mM以上であった。一方，DHA  

のHbスペクトルの変化はFig．3に示したとおり，す  

でに1．7mMでHb変化が生じ630nmに吸収をもつMetHb  

が生成されたが，このピークの吸収波長は10，2mMまで  

変化しなかった。またDHA添加後3時間までMetHb  

ピークの吸収波長の変化はみられなかった。   

オキシヘモグロビンピークの減少速度とpHの関係を  

HClならびに酢酸について調べたところ，これら酸類  

によるヘモグロビンの変化はpHと深く関係しているこ  

とが明らかになった。pH4以下になるとヘモグロビン  

；
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Fig．2 Hemoglobin spectra of red blood cell  

lhr after an addition of various concent＿  
rations oflactate．  
汀q  5mM as finalconcentration  

‥＝・・ 12．5mM  血  25m九4  

＋  50mM  

の変化が生じ，オキシヘモグロビンの減少初速度とpH  

の低下とに直線関係が認められた（Fig．4）。0．3％の  

溶血液に終濃度0．5～20，8mMのEPAを添加した場合，  

反応液のpHは6．9～5．4と高い値を示した。なお，0．5  

mMのEPAを添加し1時間放置した反応液で02Hbの減  

少が明らかであった。   

不飽和脂肪酸によるヘモグロビン酸化はαトコフェ  

ロールにより抑制されることが知られている8）ので，酢  

酸のHb酸化に対するαトコフェロールの効果につい  

て調べたが，25mM酢酸を添加した血球にα－トコフェ  

ロールを添加した場合，添加濃度0．5％まで何等効果は  

認められなかった。   

2）魚貝類からエーテルで抽出したサンプルのpHな  

らびに乳酸濃度   

エーテル抽出物に1％Tween含有生食を加え調製し  

たサンプルのpHならびに乳酸含量はTablelに示した  

とおりであった。生鮮魚介類のpHは3．2～4．4，乳酸含  

量は0～臥91／JmOle／mgであったが，イワシの干物で  

はpH3．0～3．1，乳酸含量は22．34～34，9〃mOle／mPであっ  

た。今回用いた14検体のpHと乳酸含量には有意な負の  

相関関係（Y＝32．832．1Ⅹ，r＝－0．716，p＜0．01）  

が認められた。  

508 84⊂】  き78 ら30  7（⊃ロ  

WaY011ngth  （nm）  

Fig．3 Hemoglobin spectra of red blood cell  
lh（－r rl．7mM as finalconcentration，  

－－r  5．1mM，－10．2mM）and 3hr（＝＝  

10．2mM）after an addition of various con－  

centrations of DHA，  
Blank represents as straight thinline．  
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Fig，4 Initialveloclty Of decrease of the O2Hb  
Peak at540nm as a function of pH after  

an addition of acetate（＝）and HCl  
（○・－・C））．  

Changes of opticaldenslty at540nm with  
time after an addition of acetate and HCI  

POSSeSSing various pH are representedin  

Smallfigures at the bottom right－hand  
COrner．  

－16－   



ヘモグロビン酸化を用いた不飽和脂肪酸ならびにその酸化物の測定法に及ぼす酸の影響について  

Tablel Lactate concentrations and pHsin ether extracted  

samples from various kinds of marine product 

Lactate concentration   
（〃mOle／mの  

Klnd of rish  

▼、－ ● 

－ 

5eわαβよ0∠0と）㍑S mαCrOCん∠r   

（fresh，Whole）  

エ0′ 
r  

打α孟S昆∽OnuSpeJαmZs   
（fresh，muSCle）   

（fresh，Viscera）  

‾‥ 
、  

（fresh，Whole）  

（fresh，Whole）  

（fresh，Viscera）  

（fresh，Viscera）  

（dry，Whole）   

（dry，Whole）   

（dry，Viscera）  

′－   

月昆d∠  

考察  

2％の血球浮遊液に各種の酸を添加した場合，濃度が  

高まると630nmに吸収をもつMetHbのピークが650nm  

に移行する現象が認められた。この変化はアスコルビン   

酸による血色素の分解反応過程で認められる現象3）と同  

様であり，650nmのピークは血色素の分解過程で生ず  

るベルドへモクローム9）と考えられた。一方，10．2mM  

′■のDHAを添加した場合，添加後3時間までこの様な  

MetHbピークの移行は認められなかった。この結果は，  

不食包和脂肪酸によるHbの酸化と酸によるHb分解とはそ  

の機序が異なることを示している。  

0．3％の溶血液に直接酸を添加する反応系を用い   

た実験結果（Fig．4）によると，酸によるHbの変化は   

pH4以下で起こりその変化はpHに依存していた。しか  

し，EPAをこの系に添加した場合，Hb変化が認めら   

れる反応液のpHは5以上であった事実，不飽和脂肪酸  

によるHb酸化は抗酸化剤（αトコフェロール）の使  

用により抑制される9）が，酢酸によるHb変化にはα－   

トコフェロールの効果がみられなかった事実は，不飽和   

脂肪酸によるHb酸化がpH低下によるものではなく，一  

方，酸類によるHb変化に活性酸素等による酸化反応の  

関与はないことを示している。   

今回測定した魚介類からのエーテル抽出サンプル中の  

乳酸含量とpHに負の相関関係が認められたことは，魚  

介類のエーテル抽出サンプルのpHが乳酸により調節さ  

れていることを示している。しかしながら，pH3．5，  

3．6を示した生鮮イワシのエーテル抽出サンプル2検体  

を同様に血球浮遊液に添加したもののpHはそれぞれ  

6．82，6．85であり，このpHの値から判断するとエーテ  

ル抽出サンプルを添加したHb酸化の測定系は乳酸の影  

響を受けないものと考えられる。なお，乳酸含量が最高  

値を示したイワシの干物（34．9〟m01e／mゼ）のエーテ  

ル抽出サンプルを2％血球浮遊液2mgに100甘か添加し  

た場合，乳酸の終濃度を求めると1．7mMとなる。この  

値はFig．1，2から判断するとHbを変化させうる濃度  

（5mM以上）ではない。以上の結果から，Hb酸化を利  

用した魚介類中の不飽和脂肪酸ならびにその酸化物の測  

定系に及ぼす乳酸の影響は無視してよいものと考えられ  

た。  

まとめ  

各種酸類のHbに及ぼす影響を調べ，Hb酸化反応を用  

いた魚介顎申の不飽和脂肪酸の測定系に魚介頬に含まれ  

・一IT－   
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る乳酸が影響を及ぼすか否か検討した。   

① 検討したすべての酸填で，添加濃度が5mM以上  

になると02Hbピークの減少が生じた。酸類の生成Met－  

Hbピークは濃度の増加につれその吸収波長が630nmか  

ら650nmに移行したが，不飽和脂肪酸の場合この様な  

MetHbピークの移行は認められなかった。   

② 酸によるHb変化はpH4以下で生じ，02Hbピー  

クの減少初速度はpHの減少に依存していた。一方，Hb  

変化が観察される最低濃度のドコサヘキサエン酸（DH  

A）を添加した反応液のpHは6．9と高かった。   

③ 酸によるHb変化にα一トコフェロールは何等効  

果を示さなかった。   

④ 魚介輯のエーテル抽出サンプルのpHと乳酸含量  

には負の相関関数（y＝32．8－32．1Ⅹ，r＝－0．716，p  

＜0．01）が認められた。   

⑤ 最も高値を示したイワシ干物のエーテル抽出サン  

プル中の乳酸含量（34．9〟mOle／mP）は，乳酸がHb変  

化を起こしうる閥値（102．6〟mole／mの以下であった。   

以上の結果から，魚介類中に含まれる乳酸の本法への  

影響は無視して良いものと考えられた。  
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