
5- アミノサリチル酸（メサラジン Fig. 1）は潰瘍性大
腸炎に対して使用される薬剤であり 1），抗炎症作用を持つ
と考えられる一方で，細胞毒性，特に DNA 損傷に由来す
ると考えられる抗ガン効果も報告されている 2）。5- アミ
ノサリチル酸の異性体 4- アミノサリチル酸（PAS Fig. 1）
は抗結核剤として用いられる 3）。今回，サリチル酸誘導体
の細胞毒性発現において活性酸素の関与を考え，これら化
合物の活性酸素生成能を金属イオンに対する反応性との関
連において検討した。

材料と方法

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，サリチル酸，4- アミ

ノサリチル酸，5- アミノサリチル酸は和光純薬，ジピコ
リン酸，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，バソフェナンスロリンジス
ルホン酸，トリス（Trizma base）はシグマ，NADP はロ
シュ・ダイアグノスティックス，DPPH（2,2- ジフェニル
-1- ピクリルヒドラジル）はカルビオケムの製品をそれぞ
れ用いた。
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℃で
2.5 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 4）。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，Fig. 5-7 に示した各濃度
の化合物，1 mM KCN（Cu/ZnSOD5），シトクロムオキシ
ダーゼを阻害 6））を含む 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 5 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
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Summary
5-Aminosalicylate (mesalazine) and 4-aminosalicylate (PAS) are used for treatment of ulcerative colitis and for tuber-

culosis, respectively. Biological effects of these compounds were analyzed in relation to the generation of reactive oxy-
gen species. 5-Aminosalicylate/iron complex inactivated aconitase, the most sensitive enzyme to oxidative stress. The 
inactivation required cyanide, an inhibitor of Cu/Zn SOD and cytochrome c oxidase, indicating that this compound 
can generate superoxide anion radical as a principal product. 5-Aminosalicylate stimulated the autooxidation of Fe2+ 
suggesting that this compound promoted the activation of dioxygen molecule by reduced iron. Salicylate and 4-amino-
salicylate were ineffective on aconitase activity and did not stimulate the autooxidation. Cellular damage by 5-amino-
salicylate can be partially explained by its transition metal complex-mediated generation of reactive oxygen species.

Fig. 1  Structure of salicylate derivatives.
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リプロンより強く（p ＜ 0.05），ジピコリン酸より弱かっ
た（p ＜ 0.05）。サリチル酸，4- アミノサリチル酸は全く
失活効果を示さなかった（Fig. 5）

5- アミノサリチル酸によるアコニターゼ失活は時間依
存性（Fig. 6），かつ用量依存性（Fig. 7）であった。なお

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。このとき各資料を同時に 3 本
調製して活性の平均値と標準偏差を算出し，Dunnet 検定
によって対照と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（シマヅ）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。
二価鉄イオンの自動酸化－ 0.1 mM FeSO4 と Fig. 4 に示

した各濃度の化合物を含む 10 mM トリス・塩酸緩衝液
（pH 7.0）2 ml 中で 37℃に加温し，この溶液 0.2 ml を経時
的に採取し 96 穴マイクロプレート上で 1 mM バソフェナ
ンスロリンジスルフォン酸 0.05 ml と反応させた後に
535 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社）にて測定した 7）。
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 Fig. 1 に示
した各濃度の化合物を最終容量が 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
イス社）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 Fig. 

2 に示した各濃度の化合物を 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（モレキュラーデバイス社）に
て測定した。

結果と考察

5- アミノサリチル酸は銅イオンに対してアスコルビン
酸と同程度の還元力（Fig. 2）を，DPPH に対してはアス
コルビン酸以上に強いラジカル吸収能（Fig. 3）を示した。
4- アミノサリチル酸とサリチル酸にはほとんど効果は見
られなかった（Fig. 2, 3）。この結果は 5- アミノサリチル
酸の薬理作用抗炎症作用を説明する基礎（炎症の原因とな
る免疫細胞由来のラジカルを消去）と考えられる。

二価鉄イオンの自動酸化に対して 5- アミノサリチル酸
は強力な促進作用を示したが，サリチル酸，4- アミノサ
リチル酸には酸化促進は認められなかった（Fig. 4）。

アコニターゼは活性酸素に対して最も感受性の高い酵素
であり活性酸素のセンサーとして利用できる 8, 9）。5- アミ
ノサリチル酸は鉄／シアン存在下でパン酵母アコニターゼ
を失活させ，活性酸素の生成を示唆した。この効果を以前
に報告したデフェリプロン 10），及びジピコリン酸 11）と比
較した。両者とも鉄酸化促進作用を持ち，かつアコニター
ゼを失活させるが，5- アミノサリチル酸の作用はデフェ
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Fig. 2  Reduction of Cu2+ by ascorbate and salicylate derivatives. 
Each compound was mixed with 0.15 mM CuSO4, 0.5 
mM neocuproin-HCl and 10 mM Tris-HCl (pH 7.0) on mi-
croplate. Absorbance at 456 nm was measured by plate 
reader. ◆ , ascorbate; ▲ , 4-aminosalicylate; ■ , salicy-
late; ● , 5-aminosalicylate added.

Fig. 3  Scavenging of DPPH radical by ascorbate and salicylate 
derivatives. Each compound was mixed with 0.2 mM 
DPPH in 100％ ethanol. Absorbance at 516 nm was mea-
sured. ◆ , 5-aminosalicylate; ▲ , salicylate; ■ , 4-amino-
salicylate; ● , ascorbate added.

Fig. 4  Effect of salicylate derivatives and dipicolinic acid on the 
autooxidation of Fe2+. FeSO4 of 0.1 mM was incubated in 
10 mM Tris-HCl (pH 7.0) at 37ºC. Aliquot of 0.2 ml was 
mixed with 0.05 ml of 1 mM bathophenanthroline disul-
fonate at the indicated time and the absorbance at 535 
nm was measured. ◆ , no addition ; ▲ , 0.2 mM salicy-
late; ■ , 0.2 mM 4-aminosalicylate; ○ , 0.2 mM dipicolinic 
acid; ● , 0.2 mM 5-aminosalicylate added.
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この失活効果は鉄／シアン存在下に特異的であり，鉄／ア
ジ化ナトリウムあるいは銅／アジ化ナトリウム存在下では
見られなかった（データは示していない）。

5- アミノサリチル酸／鉄複合体によるパン酵母アコニ
ターゼの失活は Cu/ZnSOD，シトクロム c オキシダーゼ
を阻害する KCN によって促進され，カタラーゼを阻害す
るアジ化ナトリウム 12）の添加によっては起きないことか
ら，この化合物による失活にはスーパーオキシドラジカル
の生成が関与するものと推測された。薬剤としてのメサラ
ジン（5- アミノサリチル酸）の抗炎症効果はこの化合物
自体がラジカル吸収能を持つことに由来すると考えられる
が，その一方でメサラジンの副作用あるいは抗がん効果は
鉄との共存により生成する活性酸素に由来する酸化傷害で
ある可能性が示唆された。
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Fig. 7  Dose dependent inactivating effect of 5-minosalicylate in 
the presence of 50 µM FeSO4 and 1 mM KCN. Experi-
mental conditions were similar to those described in 
Fig. 5. ◆ , 5-aminosalicylate ; ■ , dipicolinic acid.

Fig. 6  Time dependent inactivation of aconitase by 5-aminosalicy-
late/Fe complex in the presence of KCN. Experimental 
conditions were similar to those described in Fig. 5 ex-
cept incubation time. ◆ , No addition; ■ ,1 mM 5-amino-
salicylate added.

Fig. 5  Effect of dipicolinic acid deferiprone and salicylate com-
pound/Fe complexes on the activity of aconitase in the 
presence of KCN. Yeast cells were permeabilized ac-
cording to the method reported previously4). Permeabi-
lized yeast cells (10 mg/ml) were mixed with 50 µM 
FeSO4, 1mM KCN and each compound at the concentra-
tion of 0.4 mM in 40 mM Tris-HCl (pH 7.1). After incuba-
tion at 37ºC for 10 min, cells were collected by centrifu-
gation at 800 × g for 5 min and suspended in 50 mM 
Tris-HCl (pH 7.1) containing 0.5 M sorbitol at the concen-
tration of 200 mg/ml. Aconitase activity was determined 
by the coupling with NADP-isocitrate dehydrogenase. 
Reaction mixture contained 5 mM citrate, 0.25 mM 
NADP, 4 mM MgCl2, 10 mU/ml of NADP-isocitrate de-
hydrogenase and 1 mg/ml of yeast. The increase in the 
absorbance at 340 nm was recorded. Error bars indicate 
Mean ± SD (n = 3).
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