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学位論文内容の要旨

  フラピン含有モノオキシゲナーゼ(flavin-contammgmon00XygenaSe以下FMO）
は広い基質特異性を有する薬物酸化酵素であり、NADPH．依存的に主として含
窒素、含硫黄、含燐化合物を代謝する。窒素、硫黄を含む薬物は数多く存在し
イミプラミンやクロ少プロマジンも本酵素の基質となることが知られている。
また、ndOの関与する遺伝的疾患として、多量のトリメチルアミンが体内に
蓄積され、呼気中に排泄されるflshodorsyndromeが報告されており、FMOは
生 体 内 で 重 要 な 役 割 を 担 う 酵 素 と し て 位 置 付 け ら れ て い る 。
  本研究を始めた時点ではブ夕肝、ウサギ肝そしてウサギ肺のFMOのdDNA
が報告されているのみであった。実験動物として繁用されているラットやマウ
スからはそのdDNAは単離されていなかった。そこで本酵素の機能を明らかに
するためにラット、マウスFMOcDNAを単離した。さらに酵母を用いた発現
系を構築し、FMOによるパーキンソン病様症状誘発物質の代謝について検討
した。
  7週齢雄性SD系ラット肝、および7週齢雄性C57BI舶マウス肝より恥u
を調製し、これをもとにそれぞれラット肝およぴマウス肝cDNAライプラリー
を作製し、抗ラットFMO抗体を用いたイムノスクリーニングにより得られた
cI冫NA断片をプロープとしてスクリーニングを行った。その結果、ラット肝
cDNAライブラリーから完全長クローンRn竹1を単離した。マウス肝CDNA
ライプラリーからは完全長クローンは得られなかった。しかし、開始コドンを
含むクローンMF19と終止コドンを含むクローンMF9を連結することにより
完全 長クローンMFM01とした。Rnめ1、M恥め1ともにプタ鮒01、ウサギ
n竹1と82ワ。以上の高い相同性を示し、剛01フんミリーに属することが示さ
れた。
  本研究を開始した後、ヒト肝、プ夕肝、ウサギ肝そしてモルモット肺から
nめのdDNAが単離され、FMOが複数の分子種からなる酵素であることが明
らかにされた。そこでラットにおいて対応する分子種の単離を行った。まず、
報告されたcDNAの塩基配列をもとにPCR法によルモルモットn壇02、ヒト
FM03、FM04そして ウサギFM05のCDNA断片を単離した。恥舳2は肺に多
く存在する分子種であることからモルモットFM02cDNAをプロープとしてラッ
ト肺cDNAライプラリーから、そしてヒトFM03、R岨04そしてウサギFM05
cDNAをプロープとしてラット肝cDNAライプラリーからスクリーニングを行っ



た。 そ の結 果 、ウ サ ギFM05 cDNAをプ ロープとし て完全長ク ローンRFM05

を単 離 した 。 また ヒ トFM03 cDNAをプ ローブとし てラットFM03 cDNA断片
を3個を単離し、それらを連結することにより完全長クローンRFM03とした。
さら に FM02に つ いて は翻 訳領域を一 部含む約1200bpのcDNA断 片を単離し
た。ヒトFM04 cDNAをプロープとしたスクリーニングでは陽性クローンは得
られなかっ た。このこ とからFM04についてはラット肝においてその含量が
極めて低い のではない かと考えられた。以上の結果から、ラットにおいて
FM01、 FM02、 FM03、FM05フん ミリーに属 する分子種 が存在する ことを明
らかとした。

  次 に、 ラ ット お よぴ マ ウス の 各組 織 に おけ る RFM01、MFM01 mRNAの発
現をノーザンプロット分析により検討した。その結果、RFM01は主に肺、肝
臓、腎臓に発現しており、わずかではあるが´C燗k脳にも発現していた。また、
MFM01も主に肺、肝臓、腎臓に発現しており、わずかではあるが心臓、精巣、
脳にも発現 していた。 本研究により初めて、RNAレベ´レで脳にFMOが発現
してい・ることを明らかとした。
  単 離したRFM01、MFM01のコ ードする蛋白質を得るために、酵母を用いた
発現系の構築を行った。RFM01は無リン酸状態で誘導される酸性フオスファ
ターゼプロ モーター(PH05)をも つ発現ベク ターpAM82に 組み込み、組換え

発 現 プ ラ ス ミ ド pAMFMOを 、 MFM01は 発 現 ベ ク タ ー pAAH5に 組 み 込 み ，
組換え発現 プラスミド pMF5を 作製した。各組換え発現プラスミドを酢酸リ
チウム法により酵母AH22株に導入し形質転換酵母を得た。
  抗 ラットFMO抗体を用 いたウエスタンプロット分析およぴFMOの基質とし
て知られるチオベンズァミドとチオウレアを用いFMO発現酵母ミクロゾ―ム
の活性測定 を行った。 その結果、pAMFMO、pMF5導入酵母ミクロゾームにお
いて、FMO蛋白質が発 現しており、高い代謝酵素活性が認められ、FMOとし
ての機能を有していることを確認した。
  パーキンソン病は老化に伴い多発する運動障害を主症状とする脳の変性疾患
である。その原因はいまだ特定されていない。その原因のーつにMlyIP様の
神経毒が関与しているとぃう説がある。FMOが脳内に発現していることから、
神 経 毒 と ぃ う 点 に 着 目 し 、 パ ー キ ン ソ ン 病 様 症 状 誘 発 物 質 で あ る
l-methyl-4-phenyl-l，2，3，6-tetrahydropyridine (MlyIP)、脳内物質であルパーキンソ
ン病様症状誘発物質であるtetrahydroisoquinoline (TIQ)、N-methyl・nQ、
1．benZyllnQ、脳内物質であルパーキンソン病の発症を防御する可能性のある
1‐memyl一nQがFMOの 基質となるかどうか検討した。その結果、上記5種類
の化合物はFMOの基質となることが明らかとなった。また、nQ、
N→memyl11rIQ、1‐benZyl．nQ、1‐methyl‐，11Qを用いKm値を測定したところ
N．memyl体が最も親 和性が高い ことが示された。さらにマウスFM01発現酵
母ミ ク ロゾ ー ムに よ る実 験 では nQを 基 質 とし た とき の緬値 が435pMであ
ルラ ッ ト（ 32． O皿M）と は異なる値 を示し、ラ ットFM01のほうが マウス
FM01に比ベ11Qに対する親和性が高いことが明らかとなった。このごとはラッ
トFM01の ほう が マウ ス nわ1よ り11Qを 基 質 とし や すい （解毒に行 きやす
い）とぃうことであり、ラットよりも、マウス特にC57BI/6系マウスが神経毒
に対する感受性が高いため一般にパーキンソン病の実験動物として用いられる
ことと対応しており、ラットとマウスの神経毒に対する感受性の差がFMOの
神 経 毒 に 対 す る 親 和 性 の 違 い に よ る も の で は な い か と 考 え ら れ た 。
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フラビン含有モノオキシゲナーゼの毒性学的機能の

解析をめざして：分子生物学的アプローチ

  申請者はフラビン含有モノオキシゲナーゼ（以下FMO)の毒性学的な機

能を明らかにすることを究極的な目的とし、先ずラットおよぴマウスFMO

cDNAを単離した。得られたcDNAクローンをプロープとしてノーザンプロツ

ト分析を行った結果、FMOが脳内にも存在することを見いだした。そこで

FMOが神経毒性物質の代謝にどのように関わるかを調べるため、FMO cDNA

を酵母内に導入してFMO酵素を酵母に発現させ、発現酵素が外来性のある

いは生理的に存在するパーキンソン病様症状誘発物質を基質として代謝する

ことを明らかにした。本研究では分子生物学的あるいは遺伝子工学的な方泣

論を駆使し、従来知られていなかったFMOの新しい毒性学的な機能を明らか

にした点でユニークである。以下に詳述するようにきわめて優れた研究成課

であると評価される。

1)ラットおよびマウスFMO cDNAのク口ーニング

  ラットやマウスは代表的な実験動物であるが、興味あることにはこれらの

動物種のFMOに関してはほとんど研究されていない。そこでラットおよぴ

マウスFMO cDNAの単離を行い、ラットから3種（FM01、FM03、FM05）

を、マウスからFM01 cDNAを単離し、各分子種の一次構造を明らかにした。

これまでの例では同一フんミリーに属する分子種間の相同性は85%前後で

あったが、ラットFM01とマウスFM01の比較では94%とぃう高い相同性

を示した。またラットFM03とウサギFM03の相同性は84%であるのに対

し、ラットFM03とヒトFM03の比較では76％の相同性しか認められなかっ

た。 FMOの分類は”同一フんミリーでは80%以上の相同性が認められる”
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と定義されていたが、この結果から75%以上の相同性が認められれば｜司 -

ファミリーに属しているとぃえるのではないかと考えられる。またモルモッ

トFM02をプロープとしたスクーリーニングによルラット肺cDNAライプラ

リーから翻訳領域の一部を含むクローンが単離されていることから、ラット

においてもFM02ファミリーに属するFMOが存在することが示唆された。

ヒトFM04をプロープとしたラット肝cDNAライプラリーからのスクリーニ

ングによって対応するFM04のcDNAクローンは単離することができなかっ

た。このことは、今回用いたcDNAライブラリーにラットFM04 cDNAがほ

とんど含まれていなかった、すなわちラットにおいてFM04の発現量が極

めて低いのではないかと考えられる。

  明らかにされたFMOの一次構造を細菌のFMO（機能的にはまったく異な

る）と比較しても、両者間で類似性はほとんど認められなかった。薬物酸化

酵素としてFMOよりも詳しく研究されている、チトクロームP450の場合は、

その原型と思われる分子種が下等生物にも存在することが知られているので、

この点と対比させると、哺乳動物FMOが進化論的に最近出現した酵素であ

る可能性がある。さらにノーザンプロット分析により、FM01がラット、マ

ウスにおいて主に肺、肝臓、腎臓に発現していることを見いだした。この結

果はプ夕、ウサギの結果に対応するものであり、動物種に拘わらず肺、肝臓、

腎臓がFMOの主に存在する臓器であることを示している。さらに本研究に

よりわずかではあるがラットの心臓と脳においても、またマウスの心臓、精

巣そして脳においても発現していることを明らかした。脳内にFMOが存在

することから、その生理的意義を明らかにしていくことは極めて重要である

と考えられる。

2) FMOcDNAの酵母内発現系の構築と発現酵素の性質

  単離し たラットFM01、マウスFM01 cDNAクローンが確かにFMO蛋白

をコードするものか否かを確認すると同時に、どのような活性を有するのか

を明らかにするために酵母での発現系の構築を行った。酵母に導入された

cDNAにより酵母内に外来FMOが発現し、ラットFM01、マウスFM01が酵

素活性を有するFMOであることが示された。また、肝FMOのアクチベー

ターとして働くn-オクチルアミン、並ぴに、阻害剤として働くa-ナフチ

ルチオウレアに対し、酵母内で発現させたFMOも肝臓内に存在するFMO

と同様の挙動を示すことが確認された。このことから酵母を用いた発現系は

FMOの発現系に適していると考えられる。

  弖ユ酵母内に発現させたFMO tr:よる神餐童墜塑質の代謝

  FMOを発現する酵母のミクロゾームを用い、パーキンソン病様症状誘発

物質であるl-methyl-4-phenyl-l，2，3，6-tetrahydropridine (MPrP)、脳内物質で

あルパーキンソン病様症状誘発物質であるterrahydroisoquinoline (TIQ)、

N-methyトTIQ、1-benzyl-TIQ、さらにパーキンソン病の発症を防御する可能性
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のあるl-methyl-TIQの代謝について検討した。これら全ての物質がFMOの

基質となり、特にN―methyl-TIQが最も親和性が高いことが明らかとなった。

TIQの毒性発現メカニズムは脳内のN-methyltransferaseによりN-位がメチル

化されその後、モノアミンオキシダーゼB (MAOB）によルイソキノリウ

ムイオンとなルドパミン作動性神経に取り込まれ毒性を現すことによると考

えられている。FMOがN-methyl-TIQに対し最も親和性が高く、代謝物とし

てそのオキシド体を生じることは毒性発現を予防、っまり解毒として作用し

ていることを示唆するものである。

  また、ラ ットFM01とマウスFM01のTIQに対 するKm値を測定したと

ころマウス＞ラットとなった。－ー般にパーキンソン病の実験動物としてはラッ

トではなくマウス、主にC57BL/6系マウスが用いられる。C57BL/6系マウ

スにおいて神経毒性物質に対して感受性が高いためと考えられている。今回

の結果と照らし合わせると、この神経毒に対する感受性がFMO活性の違い

によるものではないかと考えられる。仮に、神経毒に対する感受性が実験

動物種間あるぃは系統間でのFMO活性の違いによるものであるとすれば、

パーキンソン病の治療薬の開発における実験動物の選択は慎重に行わなけれ

ばならない。

  FMOは食物中に含まれるホスフんチヂルコリンなどが腸内細菌によって分

解されて生ずるト゛リメチルアミンをN-酸化し、体外に排泄させる酵素では

ないかと考えられ注目されてきた。本研究では酵母に発現したFMOがトリ

メチルアミンを酸化することも証明した。白人やタイ人ではトリメチルアミ

ン酸化酵素の遺伝的な欠損者がおり、彼らは呼気からトリメチルアミンを排

出しその悪臭の故に社会から疎外され、犯罪を起こすなど社会問題を起こし

ている。本研究を基盤にして将来FMO酵素欠損者の遺伝子治療が可能にな

ることが期待される。

  以上、本研究ではFMOのcDNAクローニング、cDNAを用いた酵母における

発現系の構築、発現酵素による神経毒性物質の代謝と一連の先端的な研究成

果が得られた。分子毒性学的見地から極めて高度な研究と評価される。本論

文「フラビン含有モノオキシゲナーゼの毒性学的機能の解析をめざして：分

子生物学的アプローチ」に含まれる研究成果は薬学における基礎および応用

のいずれにおいても優れており博士（薬学）の学位を受けるに充分‾値するもの

と認めた。


