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    学位論文題名

アスコルビン酸欠乏によるモルモット肝チトクローム

P 450の分子種特異的変動に関する研究

学位論文内容の要旨

体内に取り込まれた薬物を含む外来性化合物は、主に肝臓において解

毒化される。しかし中には代謝され、より毒性の強い物質に変化する場

合もある。従って、肝臓における外来性化合物の代謝は、薬効や毒性を

決定する重要な因子のーつである。これらの代謝に関与する中心的な酵

素としてチトクロームP450（以下P450)が挙げられる。ヒトをはじめと

して各種動物の肝には複数のP450分子種が存在し、対応するアミノ酸

配列の相同性によりいくっかのフんミリーおよぴサブフんミリーに分類

され、「CYP」として系統的に表記されている。

  P450の発現は薬物等の外来物質やステロイドホルモン等の内因物質ば

かりでなく様々な栄養状態によっても変動する。著者はこれらの要因の

中でも極めて身近かに存在する栄養素のーつであるアスコルビン酸

(As A)を取り上げ、その欠乏がP450の発現におよぼす影響について研

究を進めた。

  研究にはモデル動物としてヒトと同様にAsA合成能を欠損しているモ

少モットを用いた。これまでの研究ではAsA欠乏による肝薬物代謝酵素

活性や総P450量の低下という現象面の変化にのみ焦点を絞ったものに

すぎなかった。そこで、本研究ではこのような現象の分子論的な基盤、

すなわち、P450の低下の詳細や個々のP450分子種の含量の変動につい

て検討し、以下のような結果を得た。

  1）AsA欠乏により全てのP450分子種の含量が一様に低下するのでは

なく、P450の分子種ごとに異なった変動パターンを示すことを明らか
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にした。すなわち、CYP2BおよぴCYP3Aの含量はAsA欠乏の影響を

受けなかったのに対し、CYPIA1およびCYPIA2の含量はAsA欠乏に

より顕著な低下を示すことを明らかにした。

  2）AsA欠乏によるCYPIA分子種(CYPIA1、CYPIA2)の含量の低

下の原因は小胞体膜の脂質の過酸化を介したCYPIA分子種の分解によ

るものでないことを明らかにした。

  3）AsA欠乏によりCYPIA1およぴCYPIA2のmRNA量は明らかに

低下し、CYP2BのmRNA量は変化しなかった。これらの結果は、対応

する蛋白質の含量の変化と良く一致した。すなわち、AsA欠乏による各

P450分子種の変動はmRNAレベルですでに決定されていることが明ら

かとなった。また、異なる4種のモルモットCYP3AのcDNAクローン

(CYP3A14、CYP3A15、CYP3A17、GP-14)を単離、解析することによ

り、モルモット肝ミクロゾーム中には複数のCYP3A分子種が存在する

ことを明らかにした。さらに、個々のmRNA量の変動を検討したとこ

ろ、CYP3A14およぴGP-14のmRNA量はAsA欠乏の影響を受けなか

ったのに対し、CYP3A15およぴCYP3A17のmRNA量は顕著な低下を

示し、同じCYP3Aサブフんミリーに属していてもAsA欠乏によって個

々の分子種が異なった量的な変動を示すことを明らかにした。

  このようにAsA欠乏によるP450量の低下とぃう漠然とした現象は、

全てのP450分子種の含量が一様に低下するとぃう単純なものではなく、

同じサプフんミリーに属する個々の分子種でさえ異なった変動パターン

を示し、複雑に変化すこと、すなわち、AsA欠乏によって代謝の全体像

というものは、複雑に変化し、代謝に影響を受ける薬物と受けない薬物

があることを分子レベルで検討することにより初めて明らかにした。

  近年、ヒトの栄養状態は改善したとぃわれるが、正常な機能を保つに

は十分でない潜在性AsA欠乏症のヒトがかなり存在するといわれている。

本研究で得られた結果が種を越えて当てはまるとするならば、AsAの潜

在的欠乏状態のヒトでも代謝の全体像とぃうものは、複雑に変化し、薬

物 の 薬 効、 毒性に 大きな 影響を 与える ことが 予想され る。
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    学位論文題名

アスコルビン酸欠乏によるモルモット肝チトクロー厶

P 450の分子種特異的変動に関する研究

  申請者は、潜在性ピタミン欠乏症の中でも最もその状態にあるヒトが多い

と考えられているアスコルピン酸を取り挙げ、アスコルピン酸欠乏が薬物の

薬 効や毒 性に 深く関 わる チトク ロー ムP450（以下P450またはCYP)

の発現におよぼす影響について研究を進めた。P450は肝ミクロゾームに

存在し、薬物や毒物の解毒を行うが、がん原性物質の活性化を行い発癌との

関係で注目を集めている酵素である。したがって、本酵素の量的な変動は薬

物などの解毒能だけでなく、がん原物質に対する発癌リスクにも影響をあた

える。従来の研究ではアスコルビン酸欠乏によって総P450含量ならぴに肝

薬物代謝酵素活性が低下するとぃう現象面の変化しか判明していなかった。

本研究では、分子レペルでのアプローチ、すなわちアスコ少ビン酸欠乏によ

るP450含量の低下の詳細や個々のP450分子種の含量の変動について検討

した。以下に詳述するように、今までの研究から数段高度な研究成果を示し、
極めて高い研究成果であると評価される。

  ！ ） 7冬三 坐竺 ン酸 欠乏に よる 薬物代 謝醸 塞萱壁 の低 下の原 因

先ず、アスコルピン酸欠乏による薬物代謝酵素活性の低下は、電子伝達酵

素であるNADPH-チトクロームP450還元酵素の活性の低下によるものでは

ないことを明らかにした。さらにイムノプロット分析や酵素活性の測定を行

なった結果、アスコルピン酸欠乏により各P450分子種の含量は分子種ごと

に異なった変化を示すことを明らかにした。すなわち、CYP2Bおよぴ

CYP3Aの含量は、アスコルピン酸欠乏の影響をほとんど受けなかったのに

対し、CYPIA1およぴCYPIA2の含量はアスコルピン酸欠乏により明らかに



低下することを示した。肝ミクロゾームにおけるP450含量の低下と共に

薬物代謝酵素活性の低下も認められたが、その低下の程度は用いた基質によっ

て異なっていた。

釜7墨呈)11Vン酸欠乏時における薬物代謝酵素活性の低下と脂質過酸化

  アスコルピン酸欠乏状態にあるモルモットの肝において脂質過酸化が顕著

に上昇していること、またNADPH依存的なラット肝ミクロゾームの脂質過

酸化を誘発させると特異的なP450分子種の含量のみが減少することに着目

し、アスコルピン酸欠乏によるCYPIA分子種の含量の低下が小胞体膜の脂

質過酸化に起因するCYPIA分子種の分解によるか否か、面vitroおよび血

vy0の両面から検討した。その結果、アスコルピン酸欠乏によるCYPlA分

子種の含量の低下の原因は脂質過酸化を介したCYPlA分子種の分解による
ものでないことを明らかにした。すなわち、面W的において脂質過酸化を促

進するとCYPlAの含量の低下が認められたが、モルモットにアスコルビン

酸欠乏食とともに脂質過酸化阻害物質であるトコフェロールを投与しても

CYPlA含量の低下が認められた。

！）-墨三坐 竺ン 酸欠乏 によ るP4塁 OcD変動のmRNAレベルでの検討

  アスコルビン酸欠乏による各P450分子種の量的な変動が、蛋白質発現ま

でのどの過程で調節を受けているのかを知ることはアスコルピン酸欠乏に

よるP450の減少を説明するうえで極めて重要である。そこでアスコルビ

ン酸欠乏時における各種P450分子種の発現のmRNAレベルでの検討を

ノーザンプロット分析により検討した。
  アスコルピン酸欠乏によりCYPIA1およぴCYPIA2のmRNA量は明らか

に低下し、CYP2BのmRNA量は変化しなかった。これらの結果は、対応す

る蛋白質の含量の変化と良く一致した。すなわち、アスコルビン酸欠乏に

よる各P450分子種の変動はmRNAレベルですでに決定されていることが明
らかとなった。

．4)モ坐垂ZトCYP3Aの分子種特異的変動

  4種類の抗ヒト（、´YP3A抗体を用いたイムノブロット分析の結果、他の動

物種と同様にモルモット肝ミクロゾーム中には複数の（ニYP3A分子種が存在

し、同じCYP3Aサプファミリーに属していてもアスコルビン酸欠乏によら

てそれぞれが異なった量的な変動を示すことが示唆された。そこでモルモッ

ト肝cDNAライプラリーより、CYP3Aファミリーに属する4種のcDNAク

ローンを単離した(GP-24、GP-21、GP-11およびGP-14)。この中でGP-24、

GP-21お よび GP-11は国際 命名 委員会 によ っでそ れぞ れCYP3A14、

CYP3A15およぴCYP3A17と命名された。CYP3A14、CYP3A15、CYP3A17
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およぴGP-14のアミノ酸配列の相同性は92.4ニ99.6%と極めて高い値を示し

た。一つの動物種におけるCYP3A分子種のアミノ酸配列の相同性が90%以

上である例はモルモットが最初である。このようなことから塩基配列やアミ

丿酸配列の違いだけから本研究で単離した4つのCYP3A分子種が、各々異

なるCYP3A分子種であると断定することは難しいと考え、CYP3A分子種の
誘導剤であるDexの投与や成長に伴う発現量の変化を検討した。その結果、

極めて高い相同性を示した4つのCYP3A分子種は、モルモットの肝に常在

し、それぞれが異なった発現様式を示すP450分子種であることが分かった。

  次にこれら4種のCYP3A分子種のmRNA量がアスコルビン酸欠乏により
どのような変化を示すかについて、Slマッピング法により検討した。その

結果、CYP3A14およぴCYP3A18のmRNA量はアスコルピン酸欠乏の影響

を受けなかったが、CYP3A15およびCYP3A17のmRNA量は明らかに減少

した。このように同じCYP3Aサブフんミリーに属していながらそれぞれの
分子種の発現はアスコルビン酸欠乏により異なる変動を示すことを明かにし

た。

  近年、ヒトの栄養状態は改善し、ビタミン欠乏症を呈するヒトの数は減少

している。しかし、潜在性ビタミン欠乏状態にあるヒトがかなり存在すると

いわれている。喫煙者は非喫煙者に比ベ血漿中のアスコルピン酸濃度が明ら

かに低くなり、喫煙者の半分以上が潜在的欠乏状態になっていることが知ら

れている。また、健康な人においても加齢・老化に伴って、体内のアスコル

ピン酸濃度は次第に低下する。特に病院食中に含まれるア丶スコルピン酸含量

が低いことから老人の長期入院患者の体内アスコルビン酸濃度は著しく低く

潜在的欠乏状態に陥っていることが問題となっている。現段階では、アスコ

ルピン酸欠乏に関して動物実験で得られた結果を直接ヒトに当てはめること
やヒトにおけるデータの蓄積がないためヒトでの予測をすることは困難であ

るが、高齢者に対する薬物療法が問題になっているなど臨床上大きな問題が

ある以上さらなる研究が期待される。

  以上、本研究ではアスコルピン酸欠乏によるチトクロームP450の変動
に関して高度な研究を展開し、大きな成果をおさめた。本論文「アスコルピ

ン酸欠乏によるモルモット肝チトクロームP450の分子種特異的変動に関

する研究」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。


