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緒 雷

グルタ チオ ン はグ ル タ ミ ン酸,
シ ス テイ ンおよびグリ シ ン から成る トリ ペ プ チ ド

で あり噸乳動物の み ならず, 動植物, 放生物に至 るま で抜く分布して い る｡ グ ル タ

チオ ン の生体内に お ける存在様式に は還元型グ ル タ チオ ン ( G S H ) と酸化型グ ル

タチオ ン ( G S S G ) とが知られて い る｡ また, 生体内グ ル タチ オ ンを基質として

利用する関連酵素系のうち, 如 レタチオ ン ペ ル オ キシダ ー ゼ ( G S H - P x ) は

G S H か らG S S G へ の 変換を触媒する｡ G S S G は生理学的に は不活性型で あり,

グ ル タ チオ ン還元酵素 ( G R ) に より G S H へ 変換して はじめて種々 の 生理活性を

発現する ｡

G S H の合成は T
- ダ ルクミ ル シ ス テイ ン合成酵素とグ ルタチオ ン合成酵素の両

者に より行なわれ る｡

一

方, 細胞内グ ル タ チオ ンは G S H ある い はG S S G として

細胞外 へ 放出され るが, そ の ままの形で細胞内 へ 取り込まれ ることはな い
l 〉

｡

グ ル タチオ ン の 分解に関して は, G S H が T - カ ル ポ 串シ ル 基の関与した ペ プチ

ド結合で あるため, 通常の ペ プチダ ー ゼで は水解されず, 専ら T - ダ ル クミ ル トラ

ン ス ペ プチダ ー ゼ ( T - G T P ) に より永解される ｡ そ の 分解段階としてもも はじ

めに T - ダ ル クミ ル基が離脱し之)
, 次いで ジ ぺ プチ ダ ー ゼ により シ ス テ イ エ ル グ 7)

シ ソ が関空し, 個々 の構成ア ミノ 酸になる
｡ γ - G T P は常備に最も高い活性が藤

められ
s )

, 本酵素を遺伝的に欠損して い る患者
4)

, また i n v i v o にお い て本酵素

活性を阻害しfL
.

動物屯デ )i ,
5 )

で は著明なグ ル タチオ ン尿症がみ られる ことか ら, グ

ル タ チオ ン豊の変動に は T - G T P 活性が直接大きく寄与するもの と考えられて い

る｡ 本酵素に関する従来の研究におい て , 成熟動物の 肝臓で は T - G T P 活性が極

めて低い こ七から
3 )

, 肝T - G T P に関して はほ とんど注目されなか っ た｡ しか し,

肝 T - G T P はヒトおよび動物の発達過程において 特異的な活性変動パ タ ー ンを示

し
, 胎生末斯に異常に高い 活性を示すことが報告さ叫て い る

B )
｡ これに関連して,

T a t e i s hi らは肝 G S H の生理的役割の
一

つ と して シ ス テイ ン の貯蔵型として の役

割
7 )

を提唱し, 胎生末期にみ られ る肝 T - G T P 活性の高騰は, 胎仔斯に不足する

1



シ ス テ イ ンを G S H から安定に供給するため で ある と報告して い る
8 )

｡ 従 っ て , 周

産靭に おける母体
一

胎仔間の T - G T P 活性の変動は G S H 代謝に大きな影響を及

ぼすもの と考えられ る
｡

一 方, 成熟動物に おける肝 γ - G T P の 誘導に関して は
,

種々 の葉物投与により見られる ことが報告されて い る
9 7 1 0 )

｡ 19 75 年 B a rt e l s ら
1 1 )

はリウ マ チ様関節炎で ア ミノ ピリ ン ( A M )
■を連用 して い る小兄 の 血清γ - G T P

活性が異常な高値を示すことから, ラ ッ トに A M を連続投与し活性変動を検討 した

とこ ろ, 肝 T - G T P の絵活性が約30 倍にも著増す るこ とを報告 した｡ こ の知見辻

フ ェ ノ バ ル ビ タ
ー

ル な ど他の誘導荊による肝 T - G T P 活性の 上昇が, 約 2 - 3 倍

に過ぎな い
9 = 0 〉

こ と と対比して極めて大きい ことを示 して い る｡ 従 っ て , A M 投

与時にみ られ るこ の 種な肝 T - G T P 活性の 激増 は, 肝 G S H 代謝機構に も大きく

影響を及ぼすこ とが予想され る｡

G S H は生体内非蛋自性S H 化合物の 大部分を占め, 哨乳動物の肝職は最も高い

組織の 1 つ で ある
1 之)

｡ ラ ッ ト肝 G S H 量は24 - 48 時間の 絶食に より約50 % まで減

少する
1 3 ) が, 決 して ゼ ロ に はならない ことから, ラ ッ ト肝に は代謝回転の異なる

2 つ の G S H プ ー ル の存在が提唱されて い る
l

?
)

｡

一

方, 絶食に よるこ の 様な肝

G S H 董の減少は ハ ム ス タ
ー

で は48 時間絶食条件下 におい て もみ られな い
1 5)

｡ こ

の ことは肝 G S H プ ー

ル の存在様式ある い は G S H 関連酵素系に よる G S H 制御轍

構にお ける種差の存在を示唆するもの で ある｡

絶食条件下 にお い て は, ア セ トアミ ノ フ ェ ン な ど種々 の黄物に よ る肝毒性が著し

く増強する 川 ことか ら, 薫物投与による肝毒性発現機構に は生体内肝G S H 董が

密接に関与して い る｡ 従 っ て, 肝 G S H の 調節機構および G S H 関連酵素系の生理

的役割の追求は, 葉物に よる肝毒性発現機構を解明する上で重要な課題と考えられ

る｡

一

方, 肝 G S H 関連酵素系として の グ ル タ チオ ン S
-

トラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ

( G S T ) および G S H - P x は, 生休内 G S H を基姿として異物の代謝過程にお い

て重要な投書陀 果たす ことが知られて い る. すなわち, G S T は異物ある い 払 ･そ

2



の 清隆代謝物 と G S H との結合を触察し, G S H 抱合体を生成する
1 7 ' 1 8 )

｡

G S H 抱合体は そ の まま尿中に排推されるか, γ - G T P , ジ ペ プチダ ー ゼ および

N
-

ア セ チ)i , トラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ の

一

連の酵素反応に より最終的にメ ル カ プ ツ ー

ル

酸 とな っ た後排滑される ｡ また, 生体内におい て異物が代謝されて生成する過酸化

物および過酸化脂質の還元に 娃 G S H - P x が優先的に件用する
1 9 )

｡

近年, 肝 G S T は 一

種類で はなく, 少くとも複数の アイ ソ ザ イ ム の存在が明らか

に な っ た葺0 ' 2 1 )
｡ さ らに G S H - P x におい て も, 従来の セ レ ン酵素の 他に セ レ ン

を含ま な い アイ ソザイ ム が存在することが確組され
之Z 〉

, それ はG S T の ある種の

アイ ソザイ ム と酵素化学的に同 一 で あるこ とが証明された
2 3 )

｡ また, ラ ッ ト肝に

おい て , これら G S T
2 4 ) および G S H - P x 活性

2 5 )
に は著明な性差がみ られるが,

そ の 性差発現機構および樹齢機構に つ い て未だ不明な点が多い ｡

上述の様に肝 G S H 代謝機構に は, 種々 の G S 打関連酵素系が密接に関与して い

る可能性が極めて 大き い ｡ さらに, そ の肝 G S H 代謝iも 関連酵素系の種差, 性差

に より大きく影響を受けるもの と推察される ｡ そ こで著者は次の杜な枚静を行い
,

興味ある新知見を得た｡

(1)成熟ラ ッ ト肝 T - G T P 活性は極めて低い ことに関して, それが腎酵素との 酵素

的性輩の 違い に よ るのか否かを明らかにする目的で , 成熟ラ ッ ト肝より T - G T P

を精製し,
そ の諸性質に つ い て検討した｡ さ らに

, 蛍光抗体法により肝 T - G T P

の細胞内分布を組織学的に換静した｡

(2) ラ ッ ト滞産期にお ける母体, 胎仔, 新生仔の 肝臓と腎臓, さ らに胎盤, 羊水およ

び子宮壁の r - G T P 活性の変動を比較検討した｡ また, これら各器官の r - G T P

の G S H 代謝にお ける生理的役割を換射した｡

(3) A M 投与によ るラ ッ ト肝 γ - G T P の 誘導機構を枚静した｡ さらに A M 投与時に

お ける G S H 関連酵素系に よる肝 G S H 代謝の 制御機構を提唱した｡

(4) G S H 関連酵素系によ る肝 G S H 代謝の制御機構払 ラ ッ ト,
マらス ,

モ ル セ ッ

トおよぴ ハ ム ス タ ー に おい て 違い があ るか杏かを比較検討した｡ さ らに毒性指標

3



の
一

つ と考えられ る脂質過酸化反応に対する G S H ある い は関連酵素系の 関与を

明らかに した｡

(5) G S H 関連酵素系の 申で , T - G T P , G S T および G S H - P x 活性 は, ラ ッ ト

肝におい て著明な性差を示 した｡ さらに, こ れら の酵素活性はG S H 登の 鋼好機

様に も重要な影響を及ぼすこ とを明らかに した｡

(6) ラ ッ ト肝 T - G T P , G S T およぴ G S H - P x 活性の 性差は, 性ホ ル モ ン に より

ど の様な鋼節を受けるかを検討した｡

m ラ ッ ト肝の G S T お よび G S H - P x は有機過酸化物に対して共通の酵素活性を

示すにもかかわらず, 全く異なる性差を示 した
｡ G S T 活性は雄性が高い の に対

し, G S H - P x 活性は噸性ラ ッ トが有意に高い ｡ こ の 両者の酵素活性の性差は

G S T , G S H - P x 各ア イ ソザイ ム の い ずれに起因する の か, 酵素化学的およ

び免疫化学的に 解明した｡

4



欝 且 締 ラ ッ 恥 肝 ダ .
F L / タ 争 舟 ン 柁 謝 よ

関 連 醇寧 素 系

グ ル タ チオ ン登の変動に直接影響を及ぼす因子として は, G S H 合成系酵素の 董

的変化と分解酵素で ある T - G T P 塙性が拳もぎられる｡ T - G T P 活性の臓器内分布

は腎臓に おい て最も高く
3 )

, 従らて そ の 生理的役割に関する研究も主として腎臓に

おい て なされてき た｡ T - G T P の G S 正代謝に おける建坪的意義と して,

M e i s t e r
之も) は本酵素が

叫

T - グ ル 夕 ミ)i , サイ ク)i ,

''

の
一

員として G S H と共役して

細胞外のア ミノ酸を細胞内に輸送するとい う仮説を提唱した (Fi g . ト1) ｡ しかし

ながら, γ - G T P 活性を ア フ ィ ニ チ イ ラ ベ ル により消失させた細胞は未処理の細

胞とア ミノ酸輸送能にお い て全く蒙がみ られな い こと2 7 ' Z 8 )
, さらに本酵素活性を
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遺伝的に欠損して い る患者の培養線堆芽細胞も正常なアミノ 酸輸送能を督す る こ と

が報告されて い る
4 , Z り)

｡
これら の事実札 M e i s t e r により提唱されて い る本酵素

の ア ミノ 酸共役輸送説と相容れな い 結果で あり, そ の 倣説の 正否をめぐ っ て 論争が

続い て い る｡

一 一

方, 肝 T
- G T P 活性は成熟動物におい て は極め て低い

3 )
に もかかわ らず, 胎

生末期
b)

, 肝窟
3 0 ) にお い て 異常な高値を示すこ とか ら, 本酵素は塔胎児性賓自の

性宴
3 1 ) を有し て い る o さらに血中の T - G T P は肝臓由来で ある

3 2 )
こ とか ら, 血

中 ト G T P 活性の 変動は臨床上, 肝障害ある い は肝塔診断の際の 有用 な マ ー カ ー

の
一

つ と して有望視されて い る｡ 従 っ て , 肝 T - G T P の生理機能を解明す る上で ,

そ の 局在性, 酵素約諾性質を腎酵素と比較検討する こと は重要と考え られる ｡ そ こ

で , 著者は成熟ラ ッ ト肝臓より T - G T P の精製を試み, 雨滴器に 由来する本酵素

の性質の 異同を酵素化学的, 免疫化学的に換討 した｡ また, ラ ッ ト に お い て 胎生末

期にみ られる T - G T P 活性の 高騰は肝臓に特異的な もの か否かを周産靭の母捧,

胎仔,
. 新生仔の各組織の T

- G T P 活性の 変動を詳細に検討 した｡ また, 胎生末靭

の肝 ト G
r

T P の成熟肝ある い は腎 ト G T P と の 性質上の異同に関 して 検討 した｡

成熟ラ ッ ト肝 T
l

- G T P 清性は A M 投与により著増する ことから, A M の誘導機

構を検討した ｡ さらに, A M 投与によ る他の 関連酵素活性の 変動を串追跡し, 得ら

れた結果から肝グ ル タ チオ ン 代謝における関連酵素系に よ る制御機構の存在を提示

した ｡
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興 乱 費 購 熱 ラ ッ 恥 肝 T - 仁ユ T P の 帝静遷蓬

よ を の 性 紫

且 - 且 - 且 成熟ラ ッ ト肝 T - G T P の精製法

紅葉験方法】

1 . 動物

s p r a g u e
- D a w l e y 系雄性ラ ッ ト (体重196 - 230 g) を用い た｡

2 . γ - G T P 活性の謝定

基質と して はL - T - ダ ル ク ミ)i , p
- ニ ト ロ 7 ニ 7) ドを用い , O r l o w sk i と 鮎i s t e r

の 方法
3 3 )

を若干改良した方法
3 4 )

により珊定した ｡ 酵素活性の 1 単位 (1 ll n it)

は37 ℃で 1 分間あたり1 p m o l e の p
- ニ ト ロ ア ニ 7) ンを生成するに要する酵素尊と

定義した｡ なお, 比活性は1 7n g 蛋白あたりの u n it 数で表示した｡

3 . 輩自定尊

書自量は L o w ry らの方法
3 5 ) により珊定した｡

4 . 使用した畷衝液

B uf f e r A ; 50 m M T r i s - HCl , p 朋 . 0

B uf f e r B ; 50 m M T r i s - E Cl , p E8 . 0 / 0 . 2 m M F)gC l 2/ 0 . 2 rn M C a Cl 之/ 0 .5 M N a CI

B u ff e r C ; 10 m M T r i告 - HC l , p E8 . 0

【実験結果】

肝T
- G T P の精製は下記の手簡に従 っ て行 っ た｡ 動物は頚動脈を切断し放血致

死後, 直ちに開腹 し i n s i t u に て1 .i5 % E Cl 溶液で海流して血液を除去した｡ 得

られた肝臓 (910 g) は冷 B u ff e r A を加え, P o tt e r - EI v e hj e m 型テ フ ロ ン ホ を ジナ

7



イザ
一

に より33 % ホ 号 ジネ -

トを鋼製 した ｡
ホ モ ジネ - トは 2 層のガ ー ゼ で渡過し

た弓乳 105 , 00 0 Ⅹg 30 分超遠心分離を行 っ た｡ 得られた沈鐘を B uf f e r A で再懸海し,

さら に最終濃度 20 m M に な る様に 2
-

メ ル カ プ ト エ タノ ー ル を加えた後, 肝垂董の

1/5 0 の パ パ イ ンを添加し茂拝しな がら, 37 ℃ 6 時間可特化 した ｡ そ の 後, 1 0 5 , 00 0 xg

6 0 分遠心 し
, 上清を可溶性両分と した｡ 次に, これを50 -

95 % 飽和硫安分画を行い ,

透析によ り腕塩後, S e p h a d e x G - 200 (4 . 2 x 7 6 c 皿) カ ラ ム タ ロ マ イ グラ フ イ
- 杏

2 回行い 活性両分を得た ｡ 次に, B u ff e r B で 平衡化した C o n . A - S e p h a r o s e 4 B

カラ ム に a p p l y し, B tlf f e r B で十分に洗 っ た後, 2 0 喝ノm l の α -

m e th y ト D -

g ly c o s id e を含む B u ff e r B で薄地させた ｡ 活性両分を集め, 濃縮後 B u ff e r C で平

衡化した D FJ A E - t e ll t11 o s e カ ラ ム に a p p ly した｡ B u ff e r C で 十分カ ラ ム を洗

っ た& , 0 .3 M N a Cl を含む B u ff e r C で特出し, こ こ で得られた活性画分を精製

T
- G T P 標晶と した ｡ T a bl e ト1 に は各精製段階にお ける絵活性, 比活性および

収率を示 した｡ なお, 最終標晶は, 比活性で約 450 倍に精製され, 回収率は13 % で

あ っ た ｡

T a b l e 1 - 1 P u r i f i c a t i o n o f y
-

g l u t a m y l t r a n s p e p t i d a s e f r o m

r a t ユ土v e r .

℡o t a l T o t a l S p e c i f i c

S t e p V o l u m e P r o t e i n Åc t i v i t y Åc t i v i t y y i e l d F o l d

( m 1 ) ( m g ) ( u n i t s) ( u n i t s / m g ) ( % )

三塁三三呈芸;g a t e

1 0 8 0

P a p a i n

t r e a t zTt e n t

5 0 - 9 5 亀

( N H
4
)
2
S O

4

S e p b a d e x G - 2 0 0

1 s 七

2 n d

9 2 0

2 0 0

6 2 1 0 0 1 5 9 . a

9 6 . 6

5 2 0 0

2 5 1L3 8 4

2 3 4 3 6

C o n A -

S e p h a r o s e 1 3

D E A 玉 - C e l l u l o s e 6

0 . 0 0 3 1 0 0 . 0 1 . 0

6 0 . 5

8 6 . 2 0 . 0 1 7

6 4 . 3 0 . 0 4 6

6 2
. 3 0 . 1 4 3

3 1 2 9 . 1 0 . 9 5 3

1 8 2 0 . 6 1 . 1 5 6

5 3 . 9 6 . 5

4 0 . 2 1 8 . 1

3 9 . 0 5 5 . 6

1 8 . 2 3 7 0 . 8

1 2 . 9 4 4 9 . 9
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i : 乱 - 2 精製肝 T - G T P と腎酵素との 免疫化学的比較

監実験方法】

1 . 抗体伸製

r - G T P 抗体の作製に はラ ッ ト腎より, 肝臓の 場合 と同様に パ パ イ ン で 可熔化

して得られた精製標晶を用いた｡
J こ の精製標晶は電気泳動的に ほぼ単

一

で あ っ た｡

また, そ の 比活性は130 4 .6 u n i ts/ m g 蛋白で あり, H u gh e y と C u r th o y s
3 も)

の 精製標

晶 (69 3 u n i ts/ m g 蛋白) に比べ 商い 活性を示した｡ 抗血清産生法は N o sh i r o と

O m u r a の方法
3 7 )

に準拠し, F ig . ト2 の様に行 っ た
3 8 )

｡

F e m a l e r a b b i t

` B

f
- 3 k g'

3 v e e k さ

T
A n t i g e n ( 1 . 5 n g p r o t . )
S u s p e n d e d w i t h F r e u n d

'
さ

c o m p l e t e a d j u v zL n t

Åd m i n i B t e r e d i n t o f o o t

p a d a n d t h e r o o t o f
t h e l e 9 B

1 w e e k

b
7

. t e r

h t i g e n ( 0 . 5 n g p r o t . )
8 u & p 8 n d e d i n 8 A l i n e

A d n i n i 8 t e r e d i n t o

e a r v e i n

i
恥 o l e b l o o d

℡r e a t e d & t 3 7 o

C ,
4 5 n i n

S t o o d a t 4 0

C o v e z n i g h t

C e n t r i f u g e d

S u p .

J
且n t i 8 e r q

P e l l e t

F i g ･ i - 2 S t a n d a r d p r o c e d u r e f o r p r e p ? r a t i o n o f y
- G y p

a n t i 畠e r un .

ま た, 抗血清より I g G の作製は N o s hi r o と O m u r a の方法
3 7 〉

に従い , 抗血清を

25 - 50 % 飽和硫安で 2 国分画 した後, D E Å E - c e 11 u l o s e カ ラ ム により v oi d に

熔出される分画を井特異的 Ig G とした ｡

一

方, T - G T P 特異抗体は杭血清を材料

9



として, C tl a t r e C a S a S の方縁
3 9 )

により作製した CNB r
一

括性化 S e p h a r o s e 4 B カ

ラ ム を用 い , i m m u n o ad s o r b e n t 接
4 0 ) に従 っ て 行 っ た (Fi g . 1 - 3) ｡

咋･
I

i..

t
i 軌 1

J
･) 工声J !I

'

j
･招

托 皿 油

I
2 を一 石(搾 飽 和 硫 安 分胸

( 2 固 処 増)

D E A 玉 C e l l Tl l o 8 e

El tl a 七e ( v o i d f r a c t i o n )

特 異 的 抗 体 柑 戴

S e p h a r o 8 e 一位

同 丑 の 水 を 加 え ､ m N & O H で p H l l
.
0

l l
.
3 に 保 ち ､ ゲ ル 2 倍 量 の 5 0 m g /血 1 C N B r

を 加 え る ｡

反 応 後 , 水 冷 0
.
1 姐炭 酸 ナトI) 如媛 衝 液

( p I柑
.
0) で 充 分 洗 浄 す る

｡

C y B r - & o t i v & t e d S e p h r o 8 e 4 B

水 冷 上 記 嬢 砺 波 中 . 抗 原 を 加 え

( 6 zn g ,
& ク神 様 辞 し恵 が ら

一

昼 夜 4
0
c

で 反 応 盲 せ る ｡

S e p h r o 8 e 4 B - A n t i g e n C o m p l e x

故 衝 化 食 塩 永 で 洗 静 し た 後 , 遊 離 碁 を

モ 桝 ミンで 故 換 し, カ ラ ム 忙 つ め る ｡

抗 血 清 を カ ラ ム に つ め る
｡

破 傭 化 食 塩 水 で 充 分 桝 を 洗 っ た 後 ､

0
.

1 7 u 抑 ソ E C l 破 衝 液 ( p 技2
.
3) で 帯 出 す る

直 ち忙 列 シシ蚊 林 液 ( Ⅰ瓜1 1
.

0) で 中 和 し, 沈 殿

物 は 遠 沈 して 除 く ｡

丑1 t b t e

F i g .
i - 3 P r o c e d u r e f o r p r e p a r a t i o n o f s p e c i f i c

a n t i b o d y a g a i n s t y
- G T P

.

2 . 阻害実験

肝臓また は腎臓の 精製 γ - G T P に種々 の 濃度の 抗体を添加し, 3 7 ℃で10 分間イ

ン キ ュ
- べ -

トし, さ らに 4 ℃で 1 晩放置手製 10 , 0 00 Ⅹg lO 分間速心 した｡ こ こ で

得られた上浦の r - G T P 活性を珊定し, c o nt r o l の I g G 存在下 の帝性を 100 と

して パ ー セ ン トで表示 した｡

3 . 蛍光抗体法による細胞分布

蛍光抗体法は N a k a n e らの 改良法
4 1 )

に従い , 以下 の様に行 っ た｡ 肝臓および腎

1 0



臓組織を液体窒素申で 凍結させ, ク 7) オ ス ダ ッ トで超薄切片 (厚さ6 p Tn) を作戟

した後ア セ ト ン で固定した｡ 次に, こ の切片に腎 r - G T P の 特異抗体を反応させ ,

過剰の特異抗体を洗浄により除去 した後, 抗ウサ ギ (ヤ ギ I g G )
-

フ ル オ ロ セ イ

ン C o mp l e x を反応させて結合した フ ル オ ロ セ イ ンを蛍光顕敏捷を用い て検錬した｡

なお, 抗ウサ ギ I g G ( ヤ ギ I g G )
-

フ ル オ ロ セ イ ン C o m p l e x は千葉大学医学部

附属環境疫学研究施設免疫研究馳 矢野明彦博士 (現, 信州大学医学部寄生虫学教

室) より御恵与頂い た もの を用 い た｡

4 . 肝細胞膜の単離

c o l e n a n らの 方法
4 2 )

に従 っ て ,
シ 訂 糖密度勾配遠心分画法により単離した ｡

5 . 腎近位尿細管刷子縁 (B r u sh B o rd e r M e m b r a n e ; B B M ) の 単離

B o o th と K e n n y の方法
4 3 ) に従 っ て , 腎皮質より遠心分画法に より単離 した ｡

6 .
シ ァ ル 酸の定登

W a r r e n の 方法
4 4 )

に従 っ て行 っ た｡

7 .
ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理

T - G T P 標晶を 10 m M C a C1 2 を含む100 m M A c e t a t e b u ff e r(P HS .5) で透析後,

1 m g 賓白あたり2 u ni t の ノ イ ラミ ニ ダ ー ゼを添加し37 ℃ 3 時間イ ンキ 3 1
べ - トし

た ｡ こ の } イ ラ ミ ユ ダ -

ゼ 処理後の γ∴ G T P 標本に はシ ァ ル 酸は披由されず,

a s i a l o 型に変換して い るこ とが確認された｡

【実験結果】

I g G および特異抗体を用い て, 7 - G T P の 阻害活性を比較した結見 F ig . ト4

か ら明らかな様に I g G と特異抗体でもも そ の 阻害度におい て著明な圭がみ られ た｡
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仁弓

1 0 20 3 0 40 5 0 60 7 0

A n t i b o d y ( n g p r o t e i n / m u o f
,

,
-

G T P )

F i g . i - 4 = n h i b i t i o n o f y
- G y p a c t i v i t i e s b y k i d n e y

y
- G T P = g G a n d s p e c i f i c a n t i b o d y .

また
, 抗腎 T I G T P 抗体は, O u c ht e r l o n y 法にお い て腎酵素および肝酵素に対

して単
一

の沈降線を示 し, 完全に融合した｡ こ の こ と は肝酵素は腎酵素と共通の抗

原決定基を有して おり, 免疫学的に は両者に差異が な い こ とを示して い る｡

さらに, 肝臓, 腎臓の精製酵素標晶に つ い て, ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理前 と処理後

に おける特異抗体に よる阻春慶を比較した (Fi g . ト5) ｡ そ の結果, ノイ ラミ ニ ダ

ー ゼ処理により, 肝, 脅γ - G T P 間の阻害率の 善が短絡した ｡ すな わち, シ ァ ル

酸尊の 城少に より肝 T - G T P は腎型 へ 近づくこ とが示唆された ｡ ま た, 肝臓と腎

臓から得た本酵素の シ ァ ル 酸含宴は, それぞ れ 143 .8 およぴ 50 .2 叩 0 1 e/ m g 蛋白で

あり, 肝酵素の方が腎臓の それより約3 倍高値を示 した｡ さ ら に
,

シ ァ ル 酸は急に

荷電 して い る ことから, 電気泳動上 におい て両者の 易動産が異なり肝酵素は腎臓に

比較 して , より陽極側に清性ピ ー

ク を示 した ｡ しかし, ノ イ ラミ ニ ダ ー

ゼ処理によ

り, 肝酵素の 活性ピ ー ク は腎臓の それと同
-

位置に移動 した｡
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S p u i fi c a n 叫 ( 叩 p m t e 蜘 o f y
べ記 P )

F i g ｡ i - 5 E f f e c t o f n e u r a m i n i d a s e t r e a t m e n t o n i n h i b i t i o n

o f k i d n e y a n d l i v e r y
- G y p a c t i v i t i e s b y s p e c i f i c y

- G y p

a n 七土b o d y ｡

O p e n s y m b o l r e p r e s e n t s l i v e r y
- G T P a n d f i l l e d s y Tnb o 1

≡主
d

誓言苫
c

土n d 土c a 七e s

土n c u b a 七e d

l e f t o v e r h i g h t

y
- G T P ｡ T h e e n z y m e a n d i t s a n t i b o d y w e r e

1 0 m 土n ｡ A f 七e r 七h e s e m 土Ⅹ七u r e s w e r e

a n d t h e n c e n t r i f u g e d a t 1 0
,
0 0 0 x g三… 弼

f o r 1 0 m i n ′ t h e a c 七土Ⅴ土七i e s o 王 七h e s u p e r n a 七a n t s w e r e

a s s a y e d . i m U o f k i d n e y a n d l i v e r y
- G y p a c t i v i t i e s a r e

0 . 8 5 n g a n d 9 8 0 n g p r o t e i n ,
r e s p e c t i v e l y , b e f o r e

n e u r a m i n i d a s e t r e a t m e n t l a n d 1 ｡ 3 9
.
n g l

J 4 9 7 n g p r o t e i h l ･

r e s p e c t i v e l y ,
a f t e r n e u r a m i n i d a s e t r e a t m e n t .

一

見 γ - G T P の組織内分布に つ いて
, 腎酵素は近位尿細管の醐子綾に局在す

る こ とが琴告されて い る
4 5 ) .

｡ しかし, 肝 T - G T P に関して はほ とんど の活性がミ

ク ロ ゾ ー ム 両分に 局在するという朝告
4 b )

, また細胞膜画分に局在する
1 0 )

という報

告もあり明確な結論は得られて い ない ｡ そ こで, 蛍光抗体法によ る肝, 腎 ト G T P

の細胞内分布を換謝 した (Ph ot o 1 - 1 , ト2) ｡ Ph ot o ト1 より明らかな様に, 腎

T - G T P もま近位尿細管に局在して い る ことが確藷された｡ また細胞分画法によ る

活性分布において も皮輩ホ モ ジネ - トと腎近位尿細管御子縁 ( B . B . M ) とで , そ

れぞれ 1 .4 1 と 14 . 11 u n it革/ m g 蛋白で あり B
. .
B

.
M に活性が局在して い るこ とが確

認された｡

一

方, 肝 T - G T P に関 して は Ph o t o 1 - 2 一 に示す様に, 細胞膜上 に明白

な ト G T P の 局在力予み られた｡ また, シ 諒 糖密度勾配法に よる細胞膜標品で は ホ

モ ジネ -

トレ ペ ル の約55 倍の 活性 (34 .4 m u n i t s/ m g 葉白) が線められた｡
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P h o t o i - 1 工J O C a l i z a t i o n o f r e n a l y
- G y p i n n o r m a l r a t s .

D : 遠位尿細管, p : 近位尿細管, G : 糸球体

P h o t o i - 2 L o c a l i z a t i o n o f h e p a t i c y
- G y p i n n o r m a l r a t s .
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胤 - 且 - ･ 詔 肝 T - G T P の Ki n e ti c s に よる解析

監実験結果凋

T - G T P は活性部位と して T - ダ ル クミ ル ペ プ チ ドと反応する d o n o r si t e お よ

びア ミノ酸,
ペ プチ ドを結合する a c c 印 t O r S it e の両者より構成されて い るこ と

が知られて い る
4 7 , 4 8 , 4 9 )

. そ こ で, 秤, 腎南野素の d o n o T 基質で ある T , -

g l u t a 悶如

p
-

ni t r o a n i lid e に 対する 鑑m 健を L i n e w e a v e r 胤 r k p l o t により求めた｡

さらに d o n o r 基質と競合的に括抗する a n th g h lti n ( ト T ･ - L -

g l u t a m y ト 2 - (2 -

c a r b o x y ph e n yl) b y d T a Z i n e)
5 0 )

に 対す る 髭i 健を Di x o n p l o t に より算出した

(T a bl e l ト2) ｡

T a b l e i - 2 K i n e t i c s o f y
- G y p f r o m k i d n e y a n d l i v e r i n r a t s ｡

p r o p e r 七土e s X 土d n e y 工一土v e r

R m f o r y
-

g l u t a m y l

p
- n 土t 工

･

O a n 土1 i d e

( ” )

K i f o 土
･

a n t h g l u 七i n

( ” )

1 ｡ 0 4 Ⅹ 1 0
- 3

l ｡ 3 5 Ⅹ 1 0
- 3

6 . 5 Ⅹ 1 0
- 6

5
｡ 5 冗 1 0

- 6

T h e v a l u e s o f K m f o r L
I

Y
-

g l u t a m y l p
- n i t r o a n i l i d e a n d K i

f o r a n t h g l u t i n w e r e d e t e r m i n e d b y L i n e w e a v e r - B u r k P l o t s

a n d D i x o n p l o t s
p

r e s p e c t i v e l y ｡

そ の 総見 T -

g l u t a m y l p
- n it r

･

o a n ili d e に 対す る見かけ上 のK m 構およびa nもh gl u t -

i n に対するH i 健は, 両酵素共ほぼ同じで あ っ た｡ 従 っ て, T - G T P の d o n o r s i t e

に対する親和性に つ い て は肝, 腎臓間に有意な貴の な い ことが明らか とな っ た｡
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勢 2 牽 ラ ッ ト 周 産 英国さこ お 古す る

T 一 仁言
r

甘
ー

P の 臓 鳶署 内 分 布 と

清 性 変 動

【実験方蔭】

I . 動物

s p r a g u e - D a w l e y 系噸雄ラ ッ ト ( 9 週令) を購入し, 噸雄を別々 に 1 ケ ー

ジに

2 - 3 匹入れ, 約 1 週間予備飼育した｡ そ の 艶 夕方敵 機
一

匹ずつ を交配し, 妊

娠は翌軌 膝栓の 有無を珊べ て 確認 した｡ また, 聴栓の存在が確趨された日を妊娠

第0 日 と した ｡ 妊娠ラ ッ トに つ い て縫目的に犠殺し, 帝王切開により胎仔, 胎盤,

子宮壁および羊水を摘由した｡ 同時に母ラ ッ ト の肝臓および腎臓も取り出した｡ な

お, 同腹の 胎仔の肝臓と腎臓はそれぞ れプ ー ル して用い た ｡ 以上 の 各組織 は1 . 15 %

K C = 容液で10 % ホ モ ジ泉 -

トに し活性測定に用い た｡ また , 胎仔肝水 母 ジネ - トを

105 , 00 0 Ⅹg 6 0 分速心 し, 捷連と上漕をそれぞれ膜結合性と可溶性 T - G T P 画分と

して実験に供 した ｡

2 . γ
- G T P 抗体に よ る阻害実験

反応液の組成払 各酵素輯液 (50 mu/ m l) 0 .2 5 nll , 挽腎 T - G T P I g G 0
.1 25 ml

さらに B S A 溶液を加え全量 0 .5 nll とし, それを 4 ℃ 1 晩 放置後 10 , 000 x g lo 於

間遠心 して得られた上滑の T - G T P 晴性を滑定した｡ 抗終によ る阻春慶は c o nt r o l

の Ⅰg G (0 .5 m g 蛋白) 存在下の 残存活性の パ ー セ ン トで表示 した｡

3 . ノ イ ラミ ニ ダ ー ゼ処理

胎盤 ト G T P および胎仔肝の膜結合性T - G T P は, 第 1 章の成熟ラ ッ ト肝

T - G T P の 場合と同級 ル ヾイ ン で 可溶化後, D E A R
-

S e p h ad e x カ ラ ム に より

部分精製 しセ用い た (比活性 ; 廃盤 T
- G T P ,

1

o
. 32 4 ; 胎仔肝膜結合性 T - G T P

■
,

7 ･ 23 U/ m g 蚤自) ｡ ま た, 胎仔肝可溶性 T - G T P は D E Å E -

S e p h a d e x により部分

1 6



精製した (比活性; 7 . 53 m U/ n g 賓自) ｡ 以上の各 T - G T P 襟品と成熟ラ ッ ト肝

T
- G T P 精製襟晶を 1 - 1 - 2 の 方法に従 っ て ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理した｡

且 - 2 一 且 妊娠靭および授乳期にお ける肝臓および腎 T - G T P

活性の変動

【実験結果】

Fi g . 1 - 6 に妊娠期間および授乳期間にお ける胎仔と新生仔の肝, 腎γ
- G T P

活性の変動を示 した ｡ これか ら明らか な様に, 腎γ - G T P 活性は成長に伴 っ て漸

S¢0
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F i g . 1 - 6 C h a n g e s i n y
- G T P a c t i v i t i e s o f r a t l i v e r a n d

k i d n e y d u r i n g d e v e l o p m e n t .

T h e l e f t a n d r i g h t o r d i n a t e s i n d i c a t e y
- G y p a c t i v i t i e s

i n t h e l i v e r ( ◎) a n d K i d n e y ( ○) . r e s p e c t i v e l y . y
- G T P

a c t i v i t i e s o f r a t l i v e r a n d k i d n e y d u r i n g d e v e l o p m e n t

w e r e m e a s u r e d i n h o m o g e n a t e s r a n g i n g i n a g e f r o m d a y
●

1 5 a n d 1 7 o f g e s t a t i o n t o l l w e e k s a f t e r b i r t h
l

r e s p e c 七土v e l y .
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次上昇したの に対し, 肝 T - G T P はth 生時に最大活性を示し, 成熟ラ ッ ト肝 レ ベ

ル の約30 倍の高値を示 した｡
しかし, 生後, 急速に活性は減少 し, 僅か 1 週間で 成

熟ラ バ 肝の レ ベ ル まで減少した｡ ま た, 新生仔肝にみ られ る生後急速な活性の低

下 吐 血申 T G T P 活性の経口駒減少とよく相関した ( T - 0 .87 3) ｡ こ の様な肝,

腎 T
- G T P )活性変動を両者の 割合で 示すとFi g . ト7 の様に なる｡ すなわ ち,

1 0 0

′
■■

ヽ

d P
5由

ヽ
■- 1

- 1

1 7 18 2 0 0 2 4 2 1

D a y o f D a y o f

g e s t a t i o n p a r t u r i t i o n l a c t a t i o n

F i g . 1 - 7 R a t i o o f s p e c i f i c a c t i v i t i e s o f

l i v e r a n d k i d n e y y
- G T P i n r a t s d u r i n g

d e v e l o p m e n t .

L i v e r ( 軸写) ′ K i d n e y ( □) .

胎生17 日目で は肝活性の方がむ しろ高い が成長に伴い , 肝活性の占め る都合 は減少

し
, 3 過令で 腎活性の1/ 1000 まで 減歩して しまう｡
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一

方, 母体のEf , 腎 T - G T P 清隆8j:, 妊娠期間および授乳期問い ずれもほとん

ど 一

定で有意な変勤 はみ られなか っ た ｡

乱 - 2 - 2 妊娠期間における胎盤, 子宮壁, 羊永の T - G T P 活性の変動

監実験結果】

F i g . ト8 に示す様に 羊水中の T
- G T P 活性は胎仔肝r

- G T P 活性の変動と同

様に, 胎生末期に高楼を示 した｡ しか し, 胎盤の γ - G T P 活性は逆に, 妊娠初期

に高く, 末期に な るに つ れて減少した｡ さらに子宮壁の T - G T P 活性は母体の

γ - G T P 活性を反映して
一

定で あ っ た ｡
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F i g ｡ 1 - 8 C h a n g
･

e s o f y
- G y p a c t i v i t i e s o f v a r i o u s

t i s s u e s d u r i n g p r e g n a n c y i n r a t s
.

P l a c e n t a ( A ) , u t e r u s w a l l ( ○) ′ a m n 土○七土c 王1 u 土d ( A ) ,

f e t a 1 l i v e r ( @ ) .
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且 _ 2 - 3 胎仔肝な らびに胎盤 T
- G T P のE i n e ti c s と免疫学的解析

こ実浪結果】

T ab l e ト3 に T -

gl u t a m y l p
-

n it r o a n ili d e に対するK m構および a n th g l u ti n に

対す る Ei 健を示したが,
い ずれも有意な善異はみ られなか っ たo

T a b l e i - 3 S o m e p r o p e r t i e s o f y
- G y p f r o m a d u l t

,
f e t a l

l i v e r a n d p l a c e n t a .

A d u l t l i v e r P e t a l l i v e r P l a c e n t a l

p r o p e r t i e s H ･ B ･
H

･
B ･ S o 1 ･

M
3
B

･

R m f o r y
-

g l tl t a m y l

p
- n i t r o a n i l i d e

( m M )

R i f o r a n t h g l tl t i n

( リ出 )

1 . 3 5 0 . 8 6

5 . 5 6 . 1

1 . 3 9 1 . 0

T h e v a l u e s O f X m f o r i -

T
-

g l u t a n y l p
-

n i t r o a n i l i d e a n d X i f o r a n t h g l u t i n

w e r e d e t e r m i n e d b y L i b - e a v e r
- B u r 汝 p l o t s a n d D i x o n p l o t s .

r e s p e c t i v e l y ･

T h e a b b r e v i a t i o n t l B e d i 5 ‡ A . a . , m e m b r a n e
- b o u r L d e n z y m e ･ S o l ･ ' s o l u b l e e n 2; Y m e

1 0

A

dP

8 0
ー

h
.P

･
l+

>
･
lJ

IP 6 0
U
”

rl

”
5
rO
●

諾 4 0

4)
仁;

o 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0

G G T a n t i b o d y ( n g/ m U )

F i g . 1 - 9 = n h i b i t i o n o f y
- G y p a c t i v i t i e s o f

f e t a l a n d p l a c e n t a ュ m e m b r a n e
- b o u n d

′
f e t a l

l i v e r s o l u b l e a n d a d u l t l i v e r m e m b r a n e
- b o u n d

e n z y m e s b y y
- G y p a n t i b o d y i n r a t s .

M e m b r a n e
- b o u n d : f e t a 1 ( 也) ′ p l a c e n t a l ( ◎) ,

a d u l t l i v e r ( ○) ,

･ f e t a l l i v e r s o l u b l e ( A ) .
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成熟肝で は可特性 T - G T P 活性はほとんど謎められな い が胎仔肝におい て は,

肝臓の 絵括性の約16 % を占め た｡ さらに, T - G T P 抗体に よ る阻書実験で は,

胎仔肝可溶性 γ - G T P の みが他の 膜結合性酵素に比較 して阻害程度が低か り た

(Fi g . 1 - 9) ｡

そ こで , 胎仔肝可溶性 T - G T P をノイ ラ ミ ニ ダ ー

ゼ処理により a s i a l o 終に し
,

同様な阻害実験を行 っ た (F ig . 1 - 1O) ｡ そ の結免 可特性 T - G T P は a s i al o 体

に変換すると阻害度が増強さ れ 膜結合性の それに ほぼ近づくこ とが組められ た｡

A)

4 0

y
- G y p a n t i b o d y ( n g/ 7n U )

1 00

I..
3

> 8 0
J J

･
r l

>
･

lJ

J J

0

r d
6 0

rJ

n l

5
r U

･
r l

U】

畠 40

1 0 0

dP

ヽ -

h
80

J . J

･
r I

>
･
r l

メ
U

d
8l

rl

”
5
r
O

･
r l

也

& 40

a)

2 4 0 6 0 8 0

y
- G y p a n t i b o d y ( n g / rn U )

F i g ｡ ト 1 o ( A ) エn h i b i t i o n o f m e m b r a n e - b o u n d y
- G y p

a c t i v i t i e s o f a d u l t l i v e r a n d p l a c e n t a b y ”
- G y p

a n t i b o d y b e f o r e a n d a f t e r n e u r a m i n i d a s e t r e a t m e n t .

C i r c l e s a n d t r i a n g l e s i n d i c a t e p l a c e n t a a n d a d u l t

l 土v e r
J

r e S p e C 七i v e l y ｡

( B ) I n h i b i t i o n o f y
- G T P a c t i v i t i e s o f f e t a l l i v e r

s o l u b l e a n d a d u l t r a t l i v e r b y y
- G y p a n t i b o d y

b e f o r eJ a n d a f t e r n e u r a m i n i d a s e t r e a t m e n t . C i r c l e s

a n d t r i a n g l e s i n d i c a t e f e t a 1 l i v e r s o l u b l e a n d

a d u l t l i v e r
,

r e s p e c t i v e l y .

O n b o t h ( A ) a n d ( B ) ･ o p e n
,

a n d c l o s e d s y Htb o l s チr e

f o r r e s i d u a l a c t i v i t y b e f o r e a n d a f t e r n e u r a m l n i d a s e

t r e a 七m e n 七
′

r e s p e c t 土v e l y .
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欝 3 牽 ア ミ ノ ピ Y} ン ′ 投 尊 さこ 』こ 一 迅 ラ -

源平 T
- 仁言 T P の 鏡 導 織 構

【実験方法】

1 . 動物および投与法

s p r a g u e
- D a N l e y 系雄性ラ ッ ト (体重120 - 1 60 g) を用 い た｡ 動物は無作為に 4 群

に 分け, 第1 群は c o n t r o l 群と して 5 % アラ ビ ア ゴ ム を 10 0 g 体重あたり 0 .5 m l

投与したo 第2 群は ア ミノ ピリ ン ( A M ) を 60 0 m g/ kg l 日 1 回20 日間連続投与 し

た｡ 第3 群と第4 群は各々
, アミノ ア ン チ ビ 7

) ン ( A A ) とア セ トア ミ ドア ン チ ビ

7
] ン ( A C ) を A M 600 m g/ kg 当最 すな わち, 5 25 と 635 m g/k g を同株に連続投与

したo なお, す べ て の薬物はき% アラ ビ ア ゴ ム に 懸親し, 経口投与した｡

最終投与2 蛸 間後に
チ

ラ ッ

'

†を犠殺し1 ･15 % K Cl で藩流して肝臓の血液を除去

した後, 直ちに肝臓 と腎臓を摘出し, 1 .15 % E Cl で ホ モ ジネ - トとして 実験に供し

た｡ 血清は犠毅前に 限度採血に より集軌 10 分間遠心 して血清を得た｡

2 . T - G T P 活性の珊定

T
･ - G T P 活性は l - 1 - 1 に 記した方法に より測定した｡

3 . 血中 G O T , G P T の 測定

G O T , G P T はヤ ト ロ ン社 (棄京) 製の キ ッ トを用い て 潮定 した｡

4 . 柄理組織学的検索

肝組織を10 % フ ォ ル マ 7) ン 固定後,
パ ラ フ ィ ン包理 し, 常法に より H

一

耳染色を

行 っ た｡
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1 - 3 - 且 肝, 腎 T
- G T P 活性に及ぼす影響

監実験結果】

アミ ノ ピリ ン ( A M ) は生休内におい て肝ミ ク ロ ゾ ー ム の薬物代謝酵素系に より

代謝され, アミ ノ ア ン チ ピリ ン ( A A ) となり, さ らに 了 セ テ ル化を受けア セ † ア

ミ ドア ン チ ピ リ ン ( A C ) まで代謝されるこ とが知られて い る｡ そ こで , A M と そ

の代謝物で ある A A ならびに A C の 連続投与によ る T - G T P 活性の変動を検討し

た｡ T a b l e ト4 に示す様に A M 投与群で は肝臓にお い て著明な r - G T P の誘導が

み られ c o n t r o l 群の 約13 . 1 倍に達した ｡ また, ･ A A 投与群で古ま約2 倍の 活性増加が

T a b l e i - 4 E f f e c t o f p r e t r e a t m e n t o f r a t s w i t h A M
P

A A

o r A C f o r 2 0 d a y s o n y
- G y p a c t i v i t i e s i n t h e w h o l e

h o m o g e n a t e s o f l i v e r a n d k i d n e y .

L i v e r y
- G ℡P a c t i v i t y R i d n e

m u m i t / m g

A

2 . 6 2 土0 . 3 1
a

2 4
. 9 0 ± 5 . ヰo

b

T r e a t r n e n t

C o n t r o l A

u n i t / g ( u n i t / w h o l e

ー G でP a c t まⅤまt

m g

_ 主 虹

0 . 4 8 6 土0 . 0 5 5 3 . 3 7 士0 . 3 8 4 . 1 4 士0 . 1 7

3 . 7 3 0 土0 . 9 2 0
C
4 4 . 2 0 土8 . 0 7

b
4 . 2 4 士0 . 4 1

o . 6 9 8 士0 . 1 0 7 6 . 6 8 土1 . 2 2
d

4 . 3 如 0 . 2 3

o . 5 1 9 土0 . 0 3 0 3 . 9 8 士0 . 3 3 4 .
3 b ±o . 1 7

g ( u n i t /

蜘

5 0 9 ±2 8 8 フ3 ±4 0

4 6 8 ±2 5 1 0 0 9 ±6 8

5 0 4 _
＋ 1 7 9 8 3 ±6 0

4 8 1 ±2 5 9 1 7 ±3 8

8

A M 8

A A I O 4 . 5 7 士 0 . 8 4

A C 7 3 . 6 4 * 0 . 3 1
d

a

払e a n 士 S . E: .

b
p < . o o l v s . c o n t r o l .

c

p <
. o l v s . c o n t r o l .

a
p < . o 5 v s . c o n t r o l .

み られ, A C 投与群で は活性の上昇は最も小さか っ た｡ これ らの 知見より, A M 投

与に よる肝 r - G T P の誘導は, A M 自身ある いもも 少くとも A A に変換され る前

の 代謝物によ る誘導効果に起因するもの と考えられ る｡

一

方, 腎 T - G T P に関 し

て古も いずれの 投与群でも有意な活性の変動はみられなか っ た｡
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且 - 3 - 2 血清 G O T , G P T および T - G T P 活性に対する影響と

病理組織学的知見

【実験結果】

A M およびそ の代謝物を20 日間連続投与する こ とにより, 血清 G O T および G P
′

r

は い ずれ の投与群でも増加辻藷め られず, 逆に減歩した｡

一

方, 血清 T - G T P 活

性は A M 投与群にお い て著明な上昇がみ られた (T a bl e 1 - 5)
･

｡ 肝ミク ロ ゾ ー ム 酵素

を誘導する ことが知られて い る フ ェ ニ トイ ン 5 1 )
,

エ タノ
ー

ル
5 2 ) を連続投与 した場

合も血清γ∴ G T P 活性の上昇が朝告されて い る｡ 従 っ て , 葦物投与に より肝 γ -

G T P 活性が上昇する際に , 血清 T - G T P 活性の 上昇を伴うこ とから, 血清 T -

G T P は肝ミク ロ ゾ ー ム 酵素の誘導時の壊れ た指標にな ると考えられて い る
5 3 )

｡

T a b l e i - 5 E f f e c t o f p r e t r e a t m e n t o f r a t s W i t h A M
,

A A

o r A C f o r 2 0 d a y s o n s e r u m y
- G y p a n d G P T a n d G O T

a c t i v i t i e s .

T r e a t m e n t y
- G T P G P T G O T

( m u n i t/ m l ) ( R a r m e n u n i t m l )

c o n t r o 1 8 1 . 2 9 ± 0 . 1 6
a

A 氾 8 4 . 0 9 ± 0 . 6 9
b

A A I O 2 . 6 8 ± 0 . 4 1
C

ÅC 7 1 . 6 4 ± 0 . 0 5

2 8 . 9 ± 1 . 5

2 4 . 4 ± 1 . 3
C

2 4 . 5 * 1 . 8

2 2 . 3 ± 1 . 9
C

1 2 2 . 0 ､
± 6 . 9

8 9 . 5 ± 7 . 1
b

9 1 . 1 ± 5 . 3
b

8 5 . 1 ± 5
.
9
b

a

b

C

M e a n ± S . E .

P く . 0 1 v s
. c o n t r o l .

P く
. 0 5 v s . c o n t r o l .

ま た, A M 20 日間投与後の ラ ッ ト肝臓の H -

E 染色によ る病理組織学的捜索で は,

特に異常は諌められなか っ た｡
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且 - 3 - 3 肝 ト G T P の細胞内分布

監実験結果】

Å M に よる肝 γ - G T P 活性の著増に関して , 細胞分画法による各細胞下両分と

シ ョ 糖密度勾配法によ る柵胞膜標品に つ い て各々 T
- G T P 活性を比較検討した

(T a bl e ト6) ｡ そ の 結鼠 細胞膜に局在する T - G T P がÅ M 投与により著明に誘導

されるこ とが明らかとな っ た
｡

T a b l e i - 6 S u b = e 1 1 u l a r d i s t r i b u t i o n o f h e p a t i c y
- G y p

a c t i v i t y a f t e r r e p e a t e d a d m i n i s t r a t i o n o f A M t o r a t s

f o r 7 c o n s e c u
-
t i v e d a y s .

S u b c e l l u l a r y
- G y p a c t i v i t y ( m U / m g p r o t e i n )

f r a c t i o n
C o n t r o A ha - t r e a t e d

F o l d

H o m o g e n a t e

M i t o c h o n d r i a

M i c r o s o m e s

C y t o s o I

P l a s m a m e m b r a n e

1 . 6 1 土 0 . 2 0
a

0
. 6 8 士 0 . 0 3

1 . 1 5 土 0 . 0 3

0 . 7 4 土 0 . 0 5

4 . 9 4 土 1 . 2 6

3 . 7 9 ± 0 . 4 8

1 . 2 0 i 0 . 0 5
C

4
. 9 2 ± 0 . 8 5

b

o . 9 6 ± 0 . 0 1
b

2 . 4

1 . 8

2 ; 3

1 . 3

9 6 . 8 5 i 2 4
.
5 9

b
1 9 . 6

E n 2: y m e a c t i v i t y w a s a 8 B a y e d 2 4 h r a f t e r t h e l a 畠t a d m i n i s t r a t i o n o f A M .

a

M e a n ±S ･ E ･
･ v a l u e s i n p a r e n t h e B e 8 r e p r e s e n t t h e n u m b e r o f a n i m a l s

u s e d .

b
p < o ･ o 5 v s c o n t r o l ;

C
p < o . o o l v s c o n t r o l .
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欝 盈 牽 ラ ッ 恥 肝 ダ ) レ タ ず
一

身 ニ/ 柁 翻 さこ

お 8 才 る 関 連 函寧 素 系 の 盤 理 的 殴 苔吋

【実験方法】

1 . 動物と投与方法

s p r a g u e - D a t41 e y 系堆性ラ ッ ト (10 5 - 170 g) を用い , 約1 週間の予備飼育手数 動

物は無作為に2 群に 分けた ｡ 第1 群は c o n t r o l 群とし, 他の 1 群は アミ ノ ピリ ン

( A M ) (600 rn g/k g) 投与群とした ｡ A M は5 % ア ラ ビ ア ゴ ム 蒋液に懸濁し
, 1 日

1 回経口投与した後, 最藤投与24 時間目に犠殺 した｡ 犠殺時間は肝 G S H の日 内変

動の 影響を避けるた 如こ午前9 暗から10 時の 間に 行 っ た｡ 血液は エ
ー

テ ル麻酔下,

眼底採血 により得た｡ 肝嘱は藩流溶血後, 直ちに冷1 .15 % K Cl にて20 % ホ モ ジネ

-

トと し,
蘇 - ゼ を通して渡適 した後,

一

部は ト G T P 活性,
シ ス テ イ ン養およ

び G S H と G S S G 豊潤定に用い た｡ 細胞下分画iま下記の 通り行 っ た｡

H o m o g e n a t e

7 0 0 xg 1 01 m i n

p p t .

( N u cl ei f r .)
S u p .

9 , 0 00 xg 2 0 nli n

pp t .

( Mi t o c h o n d ri a f r .)
S u p .

1 0 5
,
0 0 0 x g 6 0 m i n

( M i c r o冒.

p忘占f r .) ( C y

s

t .

u

s

p
占. f r .)

各分画の T - G T P 活性を珊定する と共に , G S H - P x 活性および T _ ダ ル ク

ミ ル シ ス テイ ン合成酵素活性は c y t o s o l 分画に つ い て 潮定 した｡
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2 .
G S H , G S S G 馨の 測定

肝グ ル タチ オ ン馨の定受払 E1 1 m a n により開発され たD T N B (5 ,5 - d i th i o
-

b i s
- (2 -

n it r o b e n z o i c a c id) 法
5 4 )

がよく知られて い る｡ 本法は n o n -

p r o t ei n S H

を定聾する方法で あり, 肝臓におい て は n o n
-

p r o t e i n S H 馨を肝 G S H 登とて 表

示する場合が ある ｡ しか し, 肝臓にお ける グ ル タチ オ ンは, 実際に はG S H の飽

G S S G として も存在する｡ 従 っ てi G S H とd s s G を特異的に しかも同時に珊

定で きる方法が要求され, そ れに応じて開発された の が flis si n と 封ilf に よ る蛍

光法
5 5 )

で ある｡ そ こで , 本実験で 辻 Eis s i n と Hi lf の 方法に準じて下記の様に

行 っ た｡ 20 % ホ モ ジネ - ト 4 ml に可及的速やかに冷 0 . 1 M T) ン酸
- 5 m M E D T A

(p H 8 .0) と 25 % メタ 7) ン酸 (3 . 75 : 1) 混合液 如1 を加え , 105 , 000 Ⅹg 30 分速心

級, そ の 上滑画分の G S H , G S S G 貴を価々 に筆先光度計により翻定した｡

2 0 % ‖o m o g e n a t e 4 m l

↓

↓
S u p

(些旦_ 旦呈互生且)

0 . 1 m l S u p

O .
9 nll BLJf f e r

いi x

O . l m l o f m i x t u r e

1 . 8 m l B u f f e r

O . 1 m l O P T s o一

↓
S t a n d f o r 1 5 m i n

a t r o o m t e m p

4 2 0 n m( E m i s s i o n)

3 5 0 n mi E x c i t a ti o n)

4 ml o f 0 . i M P h o s p h a t e
- 5 m M E D T A( p H 8 .

0)
- 2 5 % ‖P O

3
( 3 ･ 7 5 :1)

1 0 5 , 00 0 xg 3 0 mi n

(6 s s G a S S a

0 . 1 m l S u l⊃

0 . 0 4 m l 0 . 0 4 M N E M

i I

:…
＼

u b

r喜三言言
o

e忘p

2 0 - 3 0

↓o ･ 86 m l o f O ･ 1 M a

0 .
l ml o f mi x t u r e

1
.
8 ml 0 . 1 N - N a O H

0 . 1 ml OP T s o一

i
S t a n d f o r 1 5 m i n

a t r o o I¶ t e m D

m i n

O H

B u ff e r ; 0 . 1 ” N a -

p h o s p h a t e
- 5 m M

42 0 n m( E mi s s i o n)

35 0 n m( E x ci t a ti o n)

E DT A ( p H 8 . 0)

O P T s ol ; 1 0 m g o
- Ph t h a l al d eh y d e/ 1 0 m l i n M e O H
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3 .
シ ス テ イ ン量の珊定

ホ 号 ジネ - トに 4 倍量の冷5 % HC 10 . を加え, 2 ,8 00 Ⅹg 6 0 分速心後, 得られた上

清申の
`
シ ス テイ ン董を G ai t o n d e の 方法

5 b ) に準じて ニ ン ヒ ド7) ン試薬を用いて 珊

定した｡

4 . T
- G T P 活性の 潮定

ト1 - 1 に記 した方法により測定した｡

5 . r - ダ ル ク ミ ル シ ス テイ ン合成酵素活性の 謝定

G r iffi th らの 方法
5 7 〉 た従い

, 下記の 様に 行 っ た ｡ 反応液 ( 1 m l) は 0 .1 M

T ri s - R Cl b uf f e r (pfI 8 .2) , 5 m M A T P - N a , 20 m M 凹g Cl 之, 10 m M L -

s o di tl m

g l u t a m a t e ,

J

IO m M L - α -

a ni n ob u ty r a t e , 2 m M E D T A , 0 .0 2 m g B S A , c y l o s o l

とし, 反応開始は A T P 添加に より行い , 37 ℃15 分イ ンキ 且 べ - 卜した｡ 冷 10 %

T C A l ml 添加して反応を停止し, 遠心 して得られた上滑中の無機リ ン酸景を

Fi s k e と S ub b aR o 帥 -の方法
5 8 )

に より潮定した｡

6 . G S H - P x 活性の 潮定

P a g li a とV a l e n ti n e の 方法
5 9 )

を若干 改良して
” )

測定した｡ 反応液組成 ( 1 ml)

と して は, 0 ･1 M T ri s - H Cl b uff e r (p B7 .2) , 1 m M G S H , 0 .2 m M N A D P H ,

2 I U G S S G r ed u c t a s e , c y t o s o l を含み , これに 基質として 0 .25 m M 打2 0 2 あ

る い は 1 ･2 m M C u m e n e h y d r o p e r o x id e ( C H P ) を添加した｡ 活性は分子吸光係

数 6 ･ 22 ×10
3

m o I
- I

c m
- 1

を用い て 1 分間あたりに酸化され る N 阜D P H の n m o l e

数で表示 した｡
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且 一 塊 - 且 肝臓およぴ血発中グ)i ,タチオ ン登の変動

監実験結果】

A M 連続投与に よる経口的な変動として は, 15 日間連続投与により肝G S H 量は

有意に増加したが (T ab l e ト7) , G S S G 養および G S S G / G S H 比には有意な

変動はみ られ なか っ た｡

T a b l e 1 - 7 E f f e c t o f r e p e a t e d a d m i n i s t r a t i o n o f a m i n o p y r i n e

o n h e p a t i c r e d u c e d a n d o x i d i 2: e d g l u t a t h i o n e l e v e l s a n d

g l u t a t h i o n e r e d o x r a t i o i n r a t s .

A d m i n i s t r a t i o n e r i o d ( d a s )

二 t e m

1 5

C o n t r o l ( 1 0 ) A M ( 8) C o n t r o 1 ( 5 ) A M ( 4 )

G S H

n rr o l e/ rrg
■

p r o t

u rr D l e / g l i v e r

G S S G

r m l e / ” p r o t

u m つI e / g l i v e r

【G S S G】/ 【G S 甘】

m o l a r r a t i o

3 7 . 4 ±2
.
3

5 . 2 ±0 . 2

2 . 4 9 ±0 . 1 4

0 . 3 6 ±0 . 0 2

3 4
. 4 土1 . 5

5 .

■

3 ± 0 . 3

2 . 1 4 ±0 . 1 5

0 . 3 3 ±0 . 0 2

3 2 . 8 ±2 . 1

5 . 2 ±0 . 2

i . 7 8 ±0 . 0 7

0 . 2 8 ±0 . 0 1

3 9 . 5 ±1 . 0

6 . 2 土0 . 3

I

☆

1 . 9 6 ±0 . 0 3

0 . 3 1 ±0 . 0 1

0
.
0 7 0 ±0

. 0 0 2 0 . 0 6 2 土0 . 0 0 3 0 . 0 5 5 ±0 . 0 0 3 0
.
0 5 1 ±0 . 0 0 3

A l l v a l u e s i n d i c a t e m e a n ±s . E
.

N u m b e r s i n p a r e n t h e s i s a r e t h e n u m b e r s

o f a n i m a l s u s e d .

*
p < O i O l v s c o n t r o l

また, 肝 G S H 貴の 増加が縫められたA M 15 日間連続投与時におい て , G S H 合

成の練達酵素で ある
…

γ - ダ ル ク ミ ル シス テイ ン合成酵素活性に有意な変動はみ ら

れなか っ た (T ab l e ト8) ｡
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T a b l e ト 8 E f f e c t o f r e p e a t e d a d m i n i s t r a t i o n o f a m i n o p y r i n e

f o r 1 5 d a y s o n h e p a 七i c c o n t e n t s o f g l u t a t h i o n e a n d 七h e

a c t i v i t y o f y
-

g l u t a m y l c y s t e i n e s y n t h e t a s e ･

c o n t r o l ( 7 ) ÅM ( 1 0 )

G SⅠ1

r m ) 1 e / n v p r o t

l ∬旧1 e / g l i v e r

G S S G

r m l e / rTg P r O t

u m o l e / g l i v e r

2 5 . 1 _

＋ 1 . 9

4 . 1 ±n . 2

i . 9 6 f O . 1 4

0 . 3 2 ±0 . 0 2

y
- G l u - C y s s y n t h e t a s e

n m ) 1 e / 血 n/ rTg p r O t 2 4 . 7 ±i . 6

リrr O l e /tni Jl/g l i v e r 2 . 0 3 ±0 . 1 2

3 3 . 8 ±1 . 0 0 . 0 ユ

5 . 3 ±0 . 2 0 . 0 1

2 . 0 4 ＋
_ 0 . 0 5

0 . 3 2 ±0 . 0 1

2 6 . 4 ± 3 . 1

2
. 4 9 ±0 . 2 4

∩ . S .

∩ . S .

∩ . S .

” . S .

R e s u l t s a r e m e a n s ±s . E . n . s . : n o t s i g n i f i c a n t

F o r d e t a i l s ( s e e t h e l e g e r)a t o T a b l e = ･

一

方, 血発申の G S S G 喜ば, A M 投与により顕著に増加した (T a b l e ト9) ｡

T a b l e i - 9 P l a s m a l e v e l s o f r e d u c e d a n d o x i d i z e d

g l tl t a t h i o n e a f t e r r e p e a t e d a d m i n i s t r a t i o n o f

a m 土n o p y r 土n e f o r 1 5 d a y s .

C o n t r o l ( 5 ) Åm l n o p y r 土n e ( 5 )

G S E

n m o l e / m l

G S S G

n m o l e / m l

0 . 2 8 ±0 . 0 1

4 . 1 ±0 . 7

0 . 2 8 ±0 . 0 1

★

1 6 . 9 ±2
. 8

A l l v a l u e s
.

a r e m e a n s ! s ･ E ･ N u m b e r s i n p a r e n t h e s i s

a r e
､

t h e n u 一也 e r s o f a n i m a l s u s e d .

*
p < 0 ･ O I v s c o n t r o l F o r d e t a i l s

l
S e e t h e l e g e n d t o

T a b l e 工 .

3 0



且 - 過 - 2 T
- G T P 活性の 変動とシ ス テ イ ン登との相関性

監実験結果】

F ig . 1 - 1 1 はÅ M 投与によ る各細胞下両分の T - G T P 活性の変動を示した｡ ホ

モ ジネ - トに おける T
- G T P 活性は A M の 投与甘数に比例して増加した｡ さらに ,

そ の活性変動パ タ ー ン は検分蘭 のそ れに よく反映したが, ミ ト コ ン ド 7) ア分i軌 ミ

ク ロ ゾ ー ム 分画, c y t o s o l 分画で は, はとんど有意な活性変動はみ られなか っ た｡

8 0 0

$ 0 0

1 <

○

h
J J

⊂

O
U

L
4 < 4 0 0
0

dP

2 0 0

TI o m o g e n & t e N u c l e i 払i t o c h o n d r i A

⊂コ c o n t r o 1

雄 1 d a y

甑 s d a y s

% 1 S d & y s

M i c r o 与 O m e i

[ 盛
P o 8 t - h i c r

_
9

S O m 1 1

さ u P r n & t & n t

F i g . 1 - l l H e p a t i c s u b c e l l u l a r d i s t r i b u t i o n o f y
-

g l u t a m y l

t r a n s p e p t i d a s e a c t i v i t i e s i n r a t s

-

a f t e r a d m i n i s t r a t i o n o f

a m i n o p y r i n e f o r 1
,

5 a n d 1 5 d a y s .

y
- G y p a c t i v i t y w a s m e a s u r e d 2 4 h r a f t e r a m i n o p y r i n e

a d m i n i s t r a t i o n f o r i
,

5 a n d 1 5 d a y s . T h e a c t i v i t y o f t h e

c o n t r o l i n e a c h f r a c t i o n i s a s f o l l o w s
,

m e a n ± S . E .

( m u / m g p
r o t ) : 2 ｡ 0 4 ±0 ･ 1 0 ( n

= 1 0) i n h o m o g e n a t e s y 2 ･ 8 2 土0 ｡ 2 3

( n = : 1 0) 1 n n u c l e i
,

i . 9 1 ±0 ｡ 1 3 ( n
= 1 0 ) i n m i t o c h o n d r i a ,

2
｡
9 4 ±0

｡
2 1 ( n - 1 0 ) 土n m 土c r o s o m e s

′
0

.
7 8 ±0 ｡ 0 4 ( n = 4 ) 土n p o s モ ー

m i c r o s o m a l s u p e r n a t a n t ･ T h e h a l f b a r s a r e 1 S ･ E ･
*
p < 0 ･ 0 5

v s c o n t r o l
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また , A M 投与時にみ られ る肝 T - G T P 活性の 上昇と肝 シ ス テイ ン登の増加と

の間に は高い 相関性 ( γ - 0 .885 4) が認められた (F i g . ト1 2) ｡

′
- ■

ヽ

J J

O
H

払

打1

己
J J ＼

G Q)
a) r l

･ り O

E: ≡
○ ∈コ
U

､
･
･

ー

C)

仁
･

r l

a)

J J

帆

h
U

3

2

1

㊨

⑳⑳

㊨

@
㊨

㊨

r = 0 ｡ 8 8 5 4

1 2 3 4

Y
I G T P a c t i v i t y ( m u / m g p r o t )

F i g ｡ 1 - 1 2 R e l a t i o n s h i p b e t w e e n h e p a t i c y
- G T P a c t i v i t i e s

a n d c y s 七e 土n e c o n t e n t s a f t e r r e p e a t e d a d m 土n 土s t r a t i o n o 王
a m i n o p y r i n e t o r a t s .
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且 - 過 - 3 G S H
-

P x 活性に及ぼす A M 投与の 影響

【実験結果ヨ

T ab l e ト10 に示す様に , 1 2 0 苫 を基質とした場合に は単固投与の場合を除い て は

とんど活性の 変動はみ られなか っ た｡ それに対して , C H P を基質とした G S H -

p x 活性 は著明な増加を示した｡

T a b l e レ 1 0 E f f e c t o f r e p e a t e d a d m i n i s t r a t i o n o f a m i n o p y r i n e

o n h e p a t i c g l u t a t h i o n e p e r o x i d a s e a c t i v i t i e s i n r a t s
｡

A d m l n 土s t r a t 土o n e r i o d ( d
l

a s )

1 5 1 5

S u b s t r a t e C o n t ( 1 0 ) A 出( 1 0 ) C o n t ( 1 0 ) A M ( 1 0) C o n t ( 7) A n ( 1 0 )

リm O l e m ュ n g

Ch m e

h y d r o p ≡r o x 土d e

( 1 . 2 m M )

R y d r o g e n

芦 r O X i d e

( 0 . 2 5 rn M )

1 6 . 8 2 1 . 3 ★ 2 1 . 1

±0 . 9 ±0 . 9 ±0 . 9

7
.
7 1 1 . 8 ★ 1 0 . 3

±0 . 8 ±1 . 2 ±0 . 8

2 9 . 6 ☆ 1 8 . 6 2 7 . Z
★ ★

±0 . 8 ±0 . 8 ±1 . 1

1 0 . 9 8 . 3 6 . 6

土0 . 5 ±0 . 9 ±O
r

. 6

R e s u l t s a r e m e a n s ±S . E .

★
p < 0 . 0 1 ,

… p < 0 ･ 0 0 1 v s c o n t r o l

F o r d e t a i l s , s e e t h e l e g e n d t o T a b l e I ･
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第 5 牽 考 察

T - G T P の精製に関して は比活性の最も高い腎臓を用い た方法が多く報告され

て い るが, 肝臓から の 精勤こ つ い て は D i ng ら
b Z ) の 報告が あるのみ で ある ｡ 今l乳

用い た著者の方法は Di n g らの 方法に比較して より簡易で, しかも得られた精製標

晶の 比活性や収率の点で も壊れて い る｡ 肝酵素の d o n o r s tlb s t r a t e に対する

宜i n e ti c s の 解析の結果, E m 倍および 鑑i 倦は腎酵素の それ と同じで あ っ た｡ ま た,

免疫化学的検討に おい て も, 肝酵素と腎酵素は完全に融合した｡ しか し, 抗体阻害

実験におい て肝酵素の方が若干阻害され に くか っ た｡ こ の ことは γ - G T P の糖鎖

を修飾 して い る シ ァ ル酸の含董の苦によ ると考えられ, 事実ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理

後の肝酵素で は抗体阻害活性は腎酵素の それに ほ ぼ近づ い た ｡ これ らの知見か ら肝

ト G T P と腎†∴ G T P の相違点辻葦白部分の 一

次構造より は, む しろ修飾部位の

シ ァ ル酸含量の量的な景に起因することが推定され る｡

r - G T P は大部分が膜鍍金性で あるが, 可溶性の 形で存在する場合もあり, 例

えば胎仔肝で はそ の 上清申に含まれる酵素活性は肝臓申T - G T P の 絵活性の約16 %

にも達した ｡ 免疫学的検討から胎仔肝可塔性酵素は成熟肝酵素より, さ らに シ ァ ル

酸を多く含む分子種で ある と考えられる ｡ K o ttg e n ら
も3 '

はラ ッ ト の発達過程に お

い て肝 T
- G T P の分子形態として 2 種類あり, シ ァ ル 酸に富んだ胎仔型とシァ ル

酸董の少ない成熟型とに分類され る として い る｡ こ の様な シ ァ ル 酸含豊の 貴に基づ

く T - G T P の 分子多様性払 腎T I G T P 自体に関して も認められ, M at s ud a ら
” ,

は γ - G T P の b e t e r o g e n ei ty は シ ァ ル 酸含量の 違い に起因する ことを報告して い

る ｡

T - G T P の 同産靭に おける活性の変動パ タ ー ンは, 成熟動物 へ の 発達に伴 っ て

極めて興味ある知見を示 した
｡ 成熟動物で は腎臓の 酵素活性は肝臓の約1000 倍高い

が, 胎仔の 場合はむ しろ肝臓の 方が高か っ た○ ま た, 胎仔肝の 膜縫合性と可特性な

らびに胎盤 r - G T P は, すべ て成熟ラ ッ ト腎酵素と交善したことか ら, これ ら の
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T - G T P 放免疫学的に共通の抗原決定基を有 して い るものと考え られる ｡

T a t e i s hi ら
7 〉

披肝 G S H に 披シ ス テイ ン の
一

時的貯蔵型として の役割がある

とを示唆して い る ｡ ま た, 胎生末期の胎仔肝で は主と して蛋白合成の ためのメ チオ

ニ ン の 消費が増加するため, メ チオ ニ ンから シ ス タ チオ ニ ン経絡を弁して の シ ス テ

イ ン へ の転換が城少する｡ 従 っ て , 蜘建直前にみ られる胎仔肝 T - G T P 活性の 特

異的な上昇払 胎坪の シ ス テイ ン要求性の増加に対応して G S H の分解が促進した

もの と理解されて い る
8 )

｡ Fi g . ト8 より, 妊娠初期で は胎仔肝が未成熟の た軌

胎仔 へ の シ ス テイ ン供給 披主として 胎盤 T - G T P による G S H の分解に依存し,

妊娠末期に なる に つ れて G S H か らの シ ス テイ ン供給は胎仔肝r - G T P 自身によ

り行なわれ るものと推翻され る｡

一

方, 成熟ラ ッ トに ア ミノ ピ 7) ン ( A M ) を連続投与した場合, 肝 T
- G T P で

は著明な誘導がみ られたが, 腎 γ - G T P 活性はばとんど変動しなか っ た｡

腎 T - G T P は 一

般に誘導されにくく,
エ ポ キ シ樹脂の

一

種である E p idi a n 5 に

よる誘導の報告があるの みで ある
も5 )

｡ Å M 投与により肝 T - G T P 活性が著増し

た際に, 血液生化学的および組織学的所見におい て何ら肝臓の障害は緩められなか

っ たこと は, A M によ る肝 T - G T P の誘導は肝障害
”) ある い は肝簿

も7 〉
に伴 っ て

み られる活性上昇とは異質の もの で あると考えられる
｡

また, Å M 投与に よる肝 T - G T P 活性の 激増はシ 訂 精密度勾配法による細胞分

画の 実験結果より細胞膜に存在する r - G T P の誘導に起因することが明らかとな

っ た｡ 最近, T - G T P は細胞膜表面に存在しふ8 )
, そ の活性部位は細胞外脚に面

して い る
1 ) との 報告が ある ｡

A M 投与時にお ける細胞内G S H s t at u s . の変動で は, G S H 豊は有意に増加 し

たが, G S S G 喜は変化がみ られなか っ た｡ しかし, 血濃申G S S G 量は著明に増

加し, 肝 G S H - P x 活性は有意に上昇するの が詠められた｡ Si e s ら
= ' 7 0 ) によれ

ば, 海流肝におい て G S H - P x 反応の 促進に伴い 海流液中 へ の 明らかな G S S G

の放出がみ られる ことから, G S S G の 放出速度はG S H - P x の 反応速度に依存

3 5



する こ とを示唆して い る｡ さ らに濃琉肝を用い た実験に おい て A M 添加に よりG S H

および G S S G の細胞外 へ の放由が増加するこ とが報告されて い る
7 1 ' 7 Z )

｡ 従 っ て ,

T ab l e 1 -9 にみ られる A M による血濃申G S S G の増加は G S H -
･ P x 活性の冗進

に起因するもの と考えられ る｡ こ の様な A M 投与に よる G S H - P x の 促進に より

細胞内G S H 宴の 減少が考えられるが, 予憩に反して細胞内G S H 董は逆に 増加し

た ｡ こ の原因として 2 つ の 可能性が考え られ る｡ そ の 1 つ はグ ル タ チオ ン還元酵素

活性の A M によ る促進で ある ｡ しかし, 細胞内G S S G 登に は何ら変化がみ られな

い こ とから, こ の 可能性は少な い と考えられ る｡ 他の 可能性と して はγ - G T P の

関与で ある｡ J o n e s ら
7 3 ) は †- G T P の生体内基質はG S H で はなく G S S G で

あり, G S S G 代謝の最初の 段階娃 T - G T P に より触媒され ると報告して い る ｡

従 っ て, A M 投与により増加した細胞外G S S G は細 糊莫に局在する T - G T P に

より分解され,

■ シ ス テイ ン とな っ て細胞内に取り込まれる ものと推定され る｡ こ の

様な T - G T P の 機能は, h h n ら
1 '

が提唱 して い る様に T - G T P の生球機能は細

胞外G S S G の r e c l a m at io n で あるとい う仮説を支持するもの で あ る｡ T - G T P

次い で ジ ペ プチ ダ ー ゼ に より生成した シ ス テ イ ン は G S H の再合成に利用され る ｡

G S H の 合成におい て , そ の 材料で ある 3 種の アミ ノ酸の 申で シ ス テ イ ン の 肝内壌

度は他の 2 種に比較 して 1 桁低く10
- 4

M 程度で あり, しか もG S H 合成酵素系の シ

子ティ ン に対するみ か けの K n 健は 2 .5 ×10
- 3

M とされて い る
7 4 '

｡ 従 っ て , 成熟

動物で は シ ス テイ ン の 肝内濃度がG S = 合成反応 の 律遠因子と考えられ る ｡

J2a 上 の藷知見を絵合駒に考察すると, 成熟ラ ッ ト肝にお ける G S H 代謝に は

Fi g ･ ト13 の様な制御機構の 存在が推定され る｡
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解 2 締 ラ ッ 恥 ,

T 才
一

申 _ ス , 聴 J F 乱ノ 母 ッ 酔

お よ ぴ J ､ ふ ス タ ー さこ 凌ぎ 8 才 る

肝 グ ) ひ タ チ 舟 ユ ′ 柁 謝 の 礎 糞 と

関 連 酵 素 系

ア セ トアミ
.
J フ ェ ンやプ ロ ム ベ ン ゼ ン の様な種々 の 化合物 は肝 掛こおい て 清牲代

謝物に生捧内変換され そ れが蛋白に共有結合して肝壊死の原因とな るこ とが知ら

れて い る
7 引

｡ これに対して生捧は羊れら活性代謝物と G S 巧阜の反応に より抱合

体を生成して排推する防御機藤を備えて い る ｡ 異物と G S H との抱合体の 生成 は非

酵素的に ある い はグ)i ,タチオ ン S - トラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ ( G S T ) を介して行なわ

れる｡

一

方, ア セ け
r
ミノ ブ よ ン により惹起される肝毒性に は著明な種差がみ られ る｡

すなわち,
ハ ム ス タ

ー

や マ ウ ス は起こり易い 動物種で あるが, ラ ッ トや や ル モ ッ ト

は比較的抵抗性が高らいb '
｡ A ik a w a らはアセ トアミノ フ ェ ン の共有結合と脂質過

酸化との間に高い相関性がみ られる ことを報告した
7 7 '

｡ 事実, 脂質過酸化は細胞

障害の 指標の 一

つ と考えられて い る
7 8 '

｡ また, G S H は騰輩過酸化反応を強力に

阻害することが知られて い る
7 9)

｡ さらに, 肝ミク ロ ゾ ー ム にお ける脂輩過酸化反

応には著明な種差がみ られ ることが報告されて い る
8 0 )

｡ これ らの こ とより,

肝G S H 量結果物の毒性発現機構に おい て 重要な防御因子と考えられ るが , これま

で G S H 代謝の種蒙に関する報告はほとん どみ あたらな い ｡

生体内肝G S H 代謝系は弟1 縮で述べ た様に関連酵素系に より強く影響を受けて

い る
｡ さらに, 絶食により肝G S H 登が著しく減少する ことも知られて い る

1 3 , 1 5 '
｡

そ こ で, 本 掛こおいて はラ ッ ト,
マ ウ ス ,

ハ ム ス タ ー および モ ル モ ッ トに つ い て

肝 G S H と G S S G 董ならびに種々 の関連酵素活性を検討した｡ さ らに, G S H 代

謝系に及ぼす絶食の 影響も換静した. ま た, 脂輩過酸化反応の種差と G S H 代謝系

との相関性の有無に つ い て究明した｡
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(使用動物)

s p T a g u e - D a wl ey 系雄性 ラ ッ ト (体重約 200 g ) , I C R 系雄性 マ ウ ス

(体重約 30 g ) , H a rtl e y 系雄性 % ) レを ッ ト (体重約 350 g ) , G ol d e n 系礎性 ハ ム

ス タ ー (体重約 100 g ) を用いた｡ 各動物はすペ て使用前, 1 週間予備飼育した｡

また, 動物も胡干グ ル タチ オ ン登の 日内変動を避ける為に , 午前 9 時から10 時の間に

犠殺した｡
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輿 且 牽 肝 仁妄 S 若環 濠 の 種 発 と 仁言 S H 歯 成

お よ び 鎗 解 酵 素 構 性 と の 関 連 性

【実験方法】

1 . 肝 G S H と G S S G 董の測定

肝G S H および G S S G 董の珊定は第1 編第4 章と同様に行 っ た｡

2 . T - ダ ル クミ)i / シ ス テイ ン合成酵素活性の測定

弟1 縮第4 章に述べ た方法に準じて行 っ た｡

3 . T - G T P 活性の測定

肝ホ モ ジネ - ト申の r - G T P 活性を測定す る場合, そ の活性が低く しかもバ ッ

ク グラ ン ドが高い た め, 時に は正確な構が得られな い ことがある ｡ そ こで 著者 は下

記の 様な変法を用い る こ とにより正確な t r a n s p e p tid a ti o n 活性を求める ことが可能

である こ とを見由した｡

S qb s t r a t e b uf f e r A ; 5 0 m M T ri s
- HCl , 5 m M T -

gl u t a m y l p
- ni t r o a nil id e ,

20 m M G ly c y lg l y c i n e , 1 0 m M M g C1 2 , 7 .5 % N 柑K OL NP - 15(p B8 . 0) ｡

S tlb s t r a t e b uff e r B ; 5 0 n M T r i s
- HCl , 20 m M Gl y c y l g l y ci n e , 1 0 m M M g C I z ,

7 .5 % N IKXO L N P - 15 (p 哨 .0) ｡

反応停止発色試薬 ; 4 .76 m M p
- di m eth y l a m i n o c i n n a m al d e hy d e i n

50 % e th a n o l .

･ 0 . 36 N HCl - 2 ; 1 の混合液

B u ff e r A および B 格 1 m l) にサ ン プ ル ( ホ モ ジネ - = ) . 02 m l) を添加して 反応を

開始し, 37
o

c 30 分イ ン キ エ ペ - トする｡ 反応停止は反応停止発色拭葦3 m l を加えて

撹拝後, 室温で10 分か ら1 時間以内に 565 n m の 吸光度を謝定する｡ B uf f e r A と B の

吸光度の 差を P e a g e n t Bl a n k で補正 して t r a n s p e p tid a ti o n 活性とする ｡ こ の 方法

に お ける s t a n d a r d と して 軌 p - n it r o a ni li 屯e (6 .O m M i n l N - nC l) を用い る｡ 本

4 0



経で は, イ ンキ 且 べ - シ
.

諺 ン時間として40 分まで , 茸白登として 1 .O m g/ 反応液ま

で は直線性が組められた ｡ 酵素清隆1 t m it は1 分間あたり, 1 p m ol の p
-

n it T O a n ili n e の 生成登を示して い る｡

【実験結果】

T abl e 2 - 1 に示す様に, 48 時間絶食に より各動物におい て林重および肝重量の著

明な減少が藩められた｡ しか し,
ハ ム ス タ ー で は体重の減少は最も小さく有意な変

勤はみ られなか っ た｡ また, 肝 G S H 費で は著しい 種費がみ られ,
マ ウ ス , ラ ッ ト

ハ ム ス タ ー

, モ ル を ッ トの 頓に城少した｡ セ ル モ ッ トの G S H 登は マ ウ ス の約50 %

で あ っ た ｡ ま た, G S S G 登で は著明な種きはみ られ寧か っ た｡ さらに, 48 時間給

食するこ とに よる G S H , G S S G 登 へ の影響として は, ラ ッ ト マ ウ ス , モ ル モ

ッ トにお い て30 - 5 0 % の 減少が藷められたが,
ハ ム ス タ ー で 杖同条件下で肝G S H

登は減少せず, むしろ増加の傾向を示した｡

G S H の合成と分解に関与する律速酵素活性を検討 した結果, T - グ)i , タミ)I / シ

ス テイ ン合成酵素活性 はい ずれの 動物種において も, ほとんど有意な差はみ られな

か っ た｡ ま た, 4 8 時間絶食の影響もモ ル を ッ トにおいて減少した以外は著明な変動

は謎められなか っ た｡

一 方, T - G T P 活性はラ ッ ト,
マ ウ ス

,
ハ ム ス タ ー

で はほ

ぼ同じ活性を示したが, 絶食により マ ウ ス のみ著明に減少した｡ また, モ ル 尊 ッ ト

は他の動物種に比較して 2 桁高い 活性を示し, 絶食条件下で83: , さらに著明に活性

は増加した｡
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輿 望 牽 血 救 お よ び 鳳執着サ
ー

坤 仁言 S 丑環 濠 の

櫨 費

【実験方法】

脚十はラ ッ ト以外の他の動物櫨の 鴇色は, 直接阻濃か ら採取した｡ ラ ッ トの場合

は胆管に P E - 10 の チ 温
- プをカ ニ 且 レ - シ 諺 ン し, 初めの15 分間は捨て , その後

約20 分採集した｡ 血液 (1 .5
-

2 .O m l) 放下大勤取より採取し, 1 , 00 0 ロ/ ml へ パ 7)

ン 0 . 02 ml を含む ミク ロ キ ャ ッ プ に入れ, 10 , 000 Ⅹg 1 .
5 分速心して血丑を得た ｡

胆汁および血兜申の G S H 馨娃 H i s s i n と H ilf の方法
5 5 〉

を若干改良して下紀

の様に行 っ た｡

Bi l e ( 0 . l - 0 . 2 ml)

↓
Di l u t e d i n a r a ti o o f

l
･

･ l w i t h 5 % H
3
P O

4

1 0 ,0 0 0 xg 5 mi n

P一a s m a ( 0 . 5 m l)

L
'

o
･
5 ml

完
f

m琵琶JZ
1 0

4
-

1 0
,
0 0 0 x g 2 mi n

E a c h s u p ( 0 . 0 5 m l)

息
o ･ 45 ml o f 0 . 1 5 ” T ri s

- H Cl( p H 8 . 2) -

5 m M E DT A

Di l u t e d s a m pl e ( 0 . l m l)

与l ･ 8 m l o f O

5

･

エM

M

E

T

D;Å
S

- HCl ( p H 8 ･ 0 ト

i o ･ . ”. o f o -

ph th al a l d eh y d e

I n c u b a t e a t r o o m t e m p f o r 1 5 m i n

!
4 2 0 n m ( E mi s s i o n)

3 5 0 n m ( E x ci t a ti o n)
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【実験結果3

48 時間絶食によりラ ッ ト モ ル モ ッ トにおい て 腿汁申の G S H 鷺は約60 % 減少し

た｡

一 方, 血発申の G S H 量の 変動で は ハ ム ス タ
ー に おい て の み48 時間給食に より

著明な低下がみ られた (T ab l e 2 -2) ｡

T a b l e 2 - 2 E f f e c t o f f a s t i n g f o r 4 8 h o n t h e G S H

c o n c e n 七r a 七土o n s 土n p l a s m a a n d b 土1 e 土n s e v e r a ユ a n 土m a l

s p e c i e s .

G S t王 R a t 触 s e G ui n e a p i g H a m s t e r

B i l e

(rp m) F e d

F a s t e d

P l a £ m

(IT 朗) F e d

1 . 5 9 土0 . 2 5

0 . 6 4 土0 . 2 5

N .
D

. 0 . 0 2 1 ±0 . 0 0 2

★ ★★

L N . D . 0 . 0 0 9 ±0
.
0 0 2

N . D
.

N . D .

0 . 0 4 3 ±0 . 0 0 9 0 . 0 2 士0 . 0 1 0 . 0 3 8 ±0 . 0 0 2 0 . 0 2 5 ±0 . 0 0 4

P a s t e d 0 . 0 3 0 ±0 . 0 0 1 0 . 0 1 士0 . 0 1 0
. 0 4 4 ±0 . 0 0 6 0 . O 16 ±0 . 0 0 1

★

A l l v a l u e s r e p r e 監 n t m e a 出S
･ E ･ H f r c m f o u r t o f i v e e x 芦 r i rr e n t s .

★ ★★

p く0 ･ 0 5 , p
く0 . O l v s f e d a n i Jn a l s . N . D . ,

･

n o t d e t e r m ir 氾 d .
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解 3 牽 G S 丑甥 観 ぜ虹 還 元 酵 素 構 随 凍ぎ よ ぴ

抱 歯 酵 素 構 性 の 聴 貴 さこ 及 8 慧r す

絶 食 の 覇蒙 響

【実験方接】

G S H - P x 活性は欝1 編寮4 章に述べ た方法に準じて珊定した｡ また, G S T

活性は H abi g らの方法
2 0)

に 準じて 1 -

chl o r o
- 2 , 4 - d i n i七r o b e n z e n e ( C D N B ) 杏

基紫として珊定した｡ グル タ チオ ン還元酵素 ( G R ) 活性は 触s s ey と 削1 1i a m s

の 方法
8 1 )

に より珊定した｡

【実験結果】

各動物種にお ける G S T , G S H - P x および G R 活性は F ig . 2 - 1 に示した｡

これ らい ずれ の酵素活性に も著明な種差が経められ た｡ G S T 活性はを ル モ ッ トが

最も高く, 次い で ハ ム ス タ ー

,
マ ウ ス

, ラ ッ トの慣で あ っ た｡ 絶食によ る活性の変

動 は, ラ ッ トにおいて 若手減少する以外もも ほとん ど著明な変動は藷められなか っ

た｡

C H P を基質とした場合 の G S Ⅰト P x 活性で は マ ウ ス ,
ハ ム ス タ ー はラ ッ トあ

る い はを ル モ ッ トの 約2 倍の活性を示した ｡ しか しながら, H 2 0 2 を基寮と した場

合に はラ ッ ト マ ウ ス ,
ハ ム ス 9 ' 一

間で ほとん ど活性の善はなか っ た｡ また ,
モ ル

モ ッ トで は H 2 0 2 に対する活性は観め られなか っ た｡ さらに , 絶食によ る影響は マ

ウ ス にお い て著明な特性上昇を示した の に対し,
モ ル や ッ トで は減少した｡

G R 活性は ハ ネス ク ー が最も高く, 次い で q5 )i , を ッ ト ラ ッ ト マ ウ ス の噂で あ

っ た｡ ま た, 絶食に よる活性の変動として は マ ウ ス と ハ ム ス タ
ー

にお いて増加し,

ラ ッ トで は城少した｡
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R a t 加o u s e G u i n e a p i 9 壬I a m s t B r

F i g ･ 2 - 1 S p e c i e s d i f f e r e n c e i n h e p a t i c G S T ,

G S H - P x
.
a n d G R a c t i v i t i e s , a n d t h e e f f e c t o f

f a s 七ユ叩 f o r 4 8 h o n t h e i r a c 七土Ⅴ土七i e s 土n r a 七s
′

m i c e ( g u i n e a p i g s a n d h a m s t e r s .

■

T h e v e r t i c a l l i n e i n d i c a t e s s t a n d a r d e 土r o r .

a) P 〈O . 0 5
′ b ) p < 0 ｡ 0 1

,
v s . f e d a n i m a l s .

⊂ コ f e d a n i m a l , 蛭田 f a s t e d a n i m a 1 ｡ 1 ･

･ C E P
,

2 ; H
2
0
2

｡
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鱒 趨 牽 園静 寮 過 観 ぜ虹添藍 応 の 磯 澄 爵ニ 汲 各慧ご す

絶 食 収 ⊃ 影 響

監実験方法】

1 . 肝 S - 9 , ミ ク ロ ゾ ー ム の鋼製

肝臓を1 . 15 % KC l で港流溶血後, 冷1 . 15 % 鑑C l を用いて ,
マ ウ ス で は10 % ホ を

ジネ - トとし, そ の他の動物はすペ て20 % 凍 を ジネ - トとした｡ ホ を ジネ - トはガ

ー ゼ で液過後, 9 , 000 xg 20 分速心し, その上滑を S -9 分画とした｡ S - 9 分蘭はさ

らに105 , 0 00 Ⅹg 6 0 分速心 して得られた沈渡をミク ロ ゾ ー ム とした｡

2 . 脂輩過酸化反応

脂栄過酸化反応はN A D P H 生成系に よる酵素的方落と a s c o rb at e 系に よる非

酵素的方法の両者に つ いて 挽射した｡ 反応液 ( 1 m l) は0 . 1 M 村a , K - p h o s ph a t e

(p耳 7 .4) , 20 p M P es o . および0 .33 m M N A D P H 生成系から成り , S - 9 ある い は

ミ ク ロ ゾ ー ム (いずれも約1 . O m g 蛋白) を添加して 反応を開始し, 3 7 七 30 分イ ン

キ 浅 ペ - 卜した｡ なれ 0 . 33 m M N A D P H 生成系の組成は0 . 33 m M N A D P ,

8 m M G - 6 - P , 0 . 1 U G - 6 - P d e h y d r o g e n a s e および 6 m M 馳C l 2 と した｡ な

忠, 反応は冷 10 % ト7) ク ロ ル 酢酸を1 m l 添加して停止した｡ 10 分間遼心後,
. そ の

上滑 (0 . 5 ml) に0 . 67 % チオ パ ル ピ ッ
-

ル 酸 ( T B A ) 韓液を3 ml 加え, 95 ℃10 分

間煮沸した後 , 室温に戻し, T B Å反応生成物を 532 n n に七謝定した｡ 針ヨ如こは

分子吸光係数1 .56 × 1b 5
M

- 1
c m

- 1
を用い た

18 2 '
｡ 井酵素的脂質過酸化反応の壌食 机

上記反応液中の N A D P H 生成系を 0 . 5 m M a s c o rb at e に置きかえて同様に行 っ た｡

【実験結果】

T a bl e 2 - 3 に示す様に , 脂質過酸化反応 は各動物種問およぴ S - 9 とミク ロ ゾ
ー ム

間で著明なちが い がみ られた｡ ま た, N A D P H と 且s c o rb at e 依存性脂質過酸化
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反応の い ずれも各動物聴聞で著しい 善がみ られた｡ S - 9 で の脂質過酸化反応は酵素

l軌 罪酵素的ともに ハ ム ス タ ー 以外の動物種で はほとんどみ られなか っ た｡
ハ ム ス

タ ー

で は, ミク ロ ゾ ー ム で の糖質過酸化反応の約50 % で あ っ た｡ 48 時間給食により

S - 9 の糖質過酸化反応はラ ッ ト,
モ ル モ ッ トにおい て著明に促進した｡ すなわ ち,

ラ ッ トで は酵素杓, 非酵素的反応い ずれも80 倍増強され,
モ ル モ ッ トで は酵素杓お

よび非酵素的反応は各々 4 倍と70 倍に増加した｡
マ ウ ス と ハ ム ス タ ー

で は絶食によ

る影響はほとんどみ られなか っ た｡

一 方, ミク ロ ゾ ー ム の脂質過酸化反応はラ ッ ト

における井酵素杓反応を除い て 批 絶食に より S - 9 でみ られた様な著明な促進はみ

られなか っ た｡ こ の こと は脂質過酸化反応に対する絶食の 影響は, S - 9 とミ ク ロ ゾ

ー ム とで全く異質の もので ある ことを示唆して い る｡

T a b l e 2 - 3 T h e e f f e c t o f f a s t i n g f o r 4 8 h o n l i p i d

p e r o x 土d a 七土o n i n v 土t r o 土n h e p a t 土c s - 9 f r a c 七土o n s a n d
m i c r o s o m e s 土n s e v e r a l a n i m a l s p e c i e s .

h t ♪b u s e G ui 一児 a P l y tla m s t e r

m O e +岨〕A 3 0 m u

S - 9 王r a c tユo n

e n ヱy ZT a ti c

F e d 0
.
2 1 土0 . 0 9

F a s t e a 1 6 . 2 4 ±1
.
3 2

F e d 0 . 2 2 土Q . 0 8

n Q n e n Z y ZT R t i c

F a s t e d 1 7 . 9 8 土0
. 7 3

出i c r o s q m 巳S

色 n Z Y m ti c

F e d 1 7 . 9 8 ＋
_ i

.
6 2

F a s t e d 2 8 . 3 8 t O . 8 6

F e d 1 . 2 3 土0 . 4 4
n o n e n z y rr a t i c

F a s t e d 2 3
.
4 0土0 . 6 1

★★★

* * *

★★★

* * *

0 . 3 0 士0 . 0 3

0 . 3 0 士0 . 2 7

0 . 1 3 土0 . 0 4

0 . 1 3 土0 . 0 7

2 7 . 1 6 士2 . 9 3

2 9 . 7 3 土1 . 3 3

1 4
.
7 6 土4 . 6 5

1 5 . 6 8 士8 . 7 0

i
.
6 7 t O

. 9 6

6
.
7 7 t O . O 6

0
.
0 3 士0

. 0 1

2
. 0 0 ±0 . 7 4

1 3
.
5 4±0 . 8 2

1 5 . 7 2 土1 . 0 0

1 0 . 2 5 土1 . 2 2

1 3 . 5 6 士1 . 1 3

7r g

6 . 0 2 ±1 . 1 3

★ ★ ★ ★

1 0 . 6 5 土0 . 3 1

I

l l . 3 9±0 . 8 4

1 3 . 4 4 ±0 . 5 6

1 4 . 9 0 t O . 8 4

★ ★ ★★ ★

2 1 . 9 9 ±0 . 8 2

1 8 . 6 0 ±1 . 4 9

2 3 . 0 1 士1 . 1 0

A l l v a 1 偲 S S 加 rn e 肌 tS ･ E ･ 出 f z - f i v e e x E X2 r m t S .

☆

p
< 0 ･ 0 5

1

' *
p < 0 ･ 0 1 J

' * *
p < 0 . 0 0 1 v B 魚d a n i n R 1 8 .
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輿 5 牽 常 客

T a bl e 2 - 1 か ら明らかな様に , 肝 G S H 卦こは著明な種善が存在する ことが経め

られた｡ 肝 G S H は絶食により適やかに減少するが, 薄給飼に より数時間内に正常

値に回復する ことから , 肝 G S H は摂飼馨に依存すると言われて い る
7 4 )

｡ 本研究

にお いて , 48 時間絶食に よりラ ッ ト,
マ ウネ, モ アレモ ッ トで は50

-

60 % の G S H 城

少がみ られた｡ 絶食魚件下 に おいて も, 肝 G S H 馨が各動物硬間で明白に変動する

ことから考えて, G S H 馨の 種葦は単に動物の栄本状態に の み依存するもので はな

い ことが明らかとな っ た｡

一

方 , 肝 G S H 披種々 の葉物投与により減少する ことが知られて い る｡ D a vi s ら
” )

はア セ トア ミノ フ ェ ン投与に起因する G S Ⅰi の 減少程度は動物種により異なり,
マ

ウ ス ,
を ル を ッ ト, ラ ッ トに比較して,

ハ ム ス タ ー

で 最も顕著で , コ ン ト ロ ー ル の

約10 % まで減少するこ とを報告して い る ｡ さらに , ア セ トア ミノ フ 品 ン により惹起

され る細胞壊死とG S H の城少とに は高い 相関性がみ られるとして い る｡ また, ア

セ トア ミノ フ よ ン誘導性肝細胞壊死の程度と共有結合畳はG S tI が絶食に より城少

した場合に増強される ことが報告されて い る
1 い

｡

一 九 本研究に おいて48 時間絶

食条件下 , ラ ッ トの肝 G S H 畳は約40 % 城少した の に対し,
ハ ム ス タ ー で は変動 し

なか っ た｡ これ らの知見か ら絶食による G S Il の変動はア セ トア ミノ フ ェ ン の様な

薫物投申こよ る G S H の変化とは異な ることを示して い るo

Hi g a sh i ら
1 4 ) 払 肝 G S ‡Ⅰに は草城期の異なる 2 雀の存在様式があるこ とを朝

告して い る｡ さらに半減期の 短い G S H プ ー

ル は不安定型で , 絶食により影響を受

けシ ス テイ ン の貯職型として の 生理機能を有する ことを示唆して い る
7 )

｡ 従 っ て ,

本研究で み られ る G S H の種善および絶食に対する対応性の 違い から, G S H の プ

ー ル サイ ズある い は性質が動物穫閤で各々異なる可能性が考えられ る｡

一

方, G S H の胆汁お よび血中 へ の放出娃肝G S H 董の推持鋼節に おい て重要な

因子で ある｡ K a p l o wi t z ら
8 3 ) によれば, ラ ッ トに おける胆汁中 へ の G S H の放出
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は肝G S H 董と直接, 比例関係に あるとして い る｡ T abl e 2 - 2 に示す様に, ラ■ッ ト

で はモ ル 屯 ッ 一に比 べ 胆汁申に 2 桁も高い G S H 登がみ られるが, 肝 G S H 登で は

モリi / モ ッ トはラ ッ ト の 草書で ある｡ 苛リレ モ ッ トはラ ッ トに比較して著明に高い

T - G T
■
p 活性を有するために , i ) レモ ッ トにおい て は肝 G S H 豊の御節に は細胞

外 へ の G S H の放出よりはむしろ † - G T P による分解が重要な因子と考えられ る｡

また,

.サ ッ トと モ ル モ ッ ト
l

の胆汁申の G S H は絶食に より約60 % 減少したが, 血渡

G S H はほとんど変動しなか っ た｡ こ の こと 軌 絶食に より影響を受ける の は胆汁

中の G S H で あるこ とを示唆して い る｡

T ab l e 2 - 1 に示した様に , 各動物雀閤で食も低い 肝 G S H 塞がみ られた を ル を ッ

ト 臥 そ の原因と して T -

g l ut a m y l c y s t e i n e 合成静養活性が低 い こ とに加えて

r - G T P 活性が非常に高い こ
I

t に起因す ると考え られる ｡ さらに , ラ ッ トおよび

マ ウ ス で 杜絶食に より肝 G S H は50 - 60 yo 減少したが, こ の 場合ラ ッ トの

テー

g l ut a m y l c y s七ei n e 合成酵素活性と r - G T P 活性8ま絶食に よりほ とんど変動せ

ず ,
マ ウ ス で はγ - G T P 活性はむしろ減少した｡ これらの こ とか ら絶食によ る肝

G S H の城少に 妊食餌牲要因のみ ならずr - G T P 括性の変動が関与して い る可能

性が考えられ る｡

一

方, グ ル タチ オ ン関連酵素活性に関して は G S H - P x , G R および G S T 活性

に著明な種差がみ られた (Fi g . 2 - 1) ｡ ラ ッ ト肝備において は, G S H - P x に歩

くとも2 種の アイ ソ ザイ ム の存在が知られて い る
之2 )

｡ 1 つ はセ レ ン辞素 ( S e -

G S H - P x) で あり, 基質として有機過酸化物と同様に H 2 0 2 も利用する ことが出

来る｡ 他の 1 つ は セ レ ンを含まな い 非セ レ ン酵素 (n o n
- S e ⊥ G S H - P x) で あり,

これは H ヱ0 2 を基質とは しない ｡ モ ル モ ッ トにお い て H 2 0 2 た対する特性が菰めら

れ ない こ とは, S e - G S H - P x が存在しな い ことを示して い る｡ 事実, L a w r e n c e

と B u rk
8 4 )

も モ ル モ ッ トに はセ レ ン酵素が な い ことを報告して い る ｡

ハ ム ス タ ー は他の動物掛 こ比較して G S H - P xl と G R い ずれの活性も最も高い ｡

こ の ことは ハ ム ス タ ー にお ける G S H の 酸化還元速度 は他の動物程より速い こ とを
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示して い る｡ ま た,
マ ウ ス で 舶8 時間給食によりG S 甲

- P x と G R 両者の活性が

上昇 したこ とより, . G S H の酸化還元速度も促進されたものと考え られる｡

一

方,

ハ ム ス タ
ー

の G R 活性は絶食に より28 % 増加したが, G S H - P x 活性の変動はみ

られなか っ た｡ 従 っ て ,
ハ ム ス タ ー で は絶食条件下, 肝 G S H の城少がみ られ ない

の は,

一

部は G R 活性 の克進と血液中 へ の G S H の放出の抑笥剛こよる ことが考えら

れる ｡

一

般に , G S H は過酸化に よる組織障害に対して防御的効果を有して い る｡ すな

わ ち, G S H - P x の関与に より生成した H 2 0 z や有棟過酸化物を還元したり
B 5 )

,

G S T の 怖用により脂質過酸化に導かれる親電手性の中間体を輔促する
8 A )

｡

1 o u n e s と S i e g e r s
B 7 ) は肝 G S H 馨と勝家過酸化反応と は密接な関連性があり,

肝 G S H 馨が 1 m M 以下 に なると勝家過酸化反応は著明に促進され るとしてい る｡

一 方, L e v i n e
8 8 ) は G S H d e p l e t o r で ある P h o r o n e 投与16 時間後に肝G S H 畳は

c o n t r o l の67 % (5 . 6 m M ) に城少し, この時, 脂質過酸化反応は明らかに促進され

たと報告して い る｡ この ことは脂質過酸化反応にお いて , Y o u n e s と Si e g e r s
B ? ) が

提唱 した G S H l m M は必ずしも髄界洩度を示すもの で はな い こ とを示唆して い

る ｡ 本研究に おいて , S - 9 で の聴覚過酸化反応と肝G S H 貴との閤に相関性はみ ら

れなか っ た｡ また, 絶食条件下 , ラ ッ ト,
マ ウ ス , モ ル モ ッ トで は肝G S H 董の顕

著な減少がみ られた｡ こ の時, ラ ッ トと を ル モ ッ トで は脂質過酸化反応が著明に促

進されたが,
マ ウ ス で は変動がみ られなか っ た｡ こ の結果か ら, 絶食によ る脂質過

酸化反応の 促進は肝G S H の城少とは相関しない こ とが明らかで ある｡

s e
- G S H - P x は脂質過酸化反応を阻害する ことが胡告されて い る

B 9 パ 0 )
｡ さ

らに , B u rk ら
9 1 )

畔ラ ッ ト肝 c y t o s ol は脂質過酸化反応を阻害し, それは歩くとも

部分的に はG S T の ある種の アイ ソザイ ム に よるもので あ ると報告して い る
｡ 最近,

あ る種の G S T ア イ ソザイ ム が G S H - P x 清性をも有する ことが報告されて い る
9 2 )

｡

従 っ て , 絶食により肝G S H の著明な低下がみ られ るとこ ろの ラ ッ ト,
マ ウ ス , モ

ル モ ッ トで は i n v it r o の脂質過酸化反応の程度は, 肝 G S H 董よりむしろ,
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G S H - P x あるい 捻 G S T 活性の高低に起因すると考え られ る｡ 絶食 マ ウ ス で は,

S -9 の脂質過酸化反応の促進がみ られない の 軌 ラ ッ トより G S H - P x 活性が非

常に高い ことによるもの と思われ る｡

5 2



輿 詔 揃 う･ γ 恥 肝 ダ .3 R ･ J 伊 モ欝一

身 ニ′ 柁 謝 た

関 連 酔夢 轟 暗 陳 の 性 蒙

成熟ラ ッ ト肝にお いて 払 グ ル タチオ ン関連酵素系に著明な性差がみ られる こと

が知られて い る｡ G S H 馨の変動に影響する重要な因子で あ る T - G T P 活性 は噸

性の 方が雄性に比較して有意に高い 門 〉
｡

一

方, G S T に関して 比1 ,2 - D i chl o r o ヰ

ni t r o b e n z e n e ( D C N B ) に対する活性は雄性ラ ッ トが顕著に高いが, トch l o r o -

2 , 4 - d i n it r ob e n z e n e ( C D N B ) を基質とした場禽に は, ほとん ど性差がみ られ な

い
q 4 )

｡･ また, ある唖の G S T は G S H - P x 活性をも有することが知 られて い る

が
2 3'

, ラ ッ ト肝 c y t o s o l に おける G S H - P x 活性 は噸性の方が著明に高い
り5 , 9 ふ)

｡

ラ ッ ト肝c y t o s o l , の G S T に関して 軌 J ak ob y
一 派の精力的な研究による種々 の ア

イ ソ ザイ ム の同定
2 0 ' 2 1 )

に始まり, 次々 とそれらの ア イ ソ ザイ ム 間の性質の異同が

明らかに な っ てきて い る ｡ さ らに, G S T アイ ソザ イ ム の すべ て が同様に G S H - P x

活性を示す訳で はない ことも胡告されて い る
q 7 m '

｡ これらの知見から, ラ ッ
.
ト肝

c y t o s o l で み られ る G S T 活性の性差は特定の G S T アイ ソ ザイ ム に起因する可能

性が考え られ る｡ また, こ の 様な関連酵素系は肝G S H 代謝における重要な因子の

一

つ で ある ことから, G S H 関連酵素系の性差は肝G S H 代謝穐 掛こお い て も重大

な影響を及ぼ して い ると考え られ る｡ これまで , 肝 G S H 畳の変動に関する朝皆の

多くは雄性ラ ッ トに限定されてお れ 性差に関して はほとんどない
｡

著者は第1 締に おい て雄性ラ ッ ト肝に おける G S . H 代謝機構を明らかに したが ,

本編で は昭雄ラ ッ ト肝 G S H 代謝地溝に おける関連酵素系 へ の影響の 差異を明らか

に した｡ さらに,

.

ラ ッ ト肝グ ルタチ オ ン関連酵素活性の性差に対する性ホ)L ' モ ン の

影響を検討した｡ また, G S T および G S H - P x 礼 典通の ペ ル オ キ シダ ー ゼ清

性を有するにもかかわらず, 全く逆の性差を示 すことから, ラ ッ ト肝 c y to s ol に

お い て み られ る酵素活性の性景は, G S T と G S H - P x それぞれ どの アイ ソ ザイ

ム に起因するのかを詳細に検討した｡
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興 乱 費 噸 雄 予 ッ 恥 肝 仁妄 S 若倭 馨 お よ び

T - 仁芸 T P 清 隆 の 田 内 変 動

肝G S H は日内変動を示すことが知られて い る
9 9 ' ” 0 )

｡ そ こで, ラ ッ ト肝

G S H の 口内変動パ タ
ー ン におい て噸確聞で 差異があるか香かを検討した｡ さ らに,

G S H を生理的基質 として , そ の分解を触媒する T - G T P 活性に つ い て雌雄ラ ッ

t 閤で の 日内変動バ タ ー ンを同時に比較換静した
チ

T - G T P の G S H に対する触

媒反応様式に は a c c e p t o r として アミノ 酸ある い は ペ プチ ドが存在する場合と罪存

在の場合の 2 通りがある ｡ 前者は a c c ep t o r
-
8こ G S H か ら の T -

g l ut a m y l 基を転移

する, い わゆる t r a n s p e p tid ati o rl 反応で あ る ( I ) が, 後者の 場合に は H 2 0 を

a c c e p t b r と して G S H 娃グ ル タ ミ ン酸と シ ス テ イ ニ Jt , グ 7) シ ン に なる こ とから氷

解活性も有して おり, 時に は h yd r o l a s e 活性 (以前は g hlt a thi o n a s e 活性
1 0 1 ' 1 0 ヱ)

)

と呼ばれる ことがある ( Ⅱ) ｡

( I ) G l u
- C y s

- G l y ＋ A A (p e p tid e)

- T - G l u
- A A (p e p tid e) ＋ C y s

- G I P

( Ⅱ) G l u
- C y s

- G

､

1 y ＋ H 2 0 - G l tlt a m a t e ＋ C y s
- G ly

【実験方法】

1 . 肝G S H およぴ G S S G 豊の珊定

S p r a g u e
- D a w l e y 系噸雄ラ ッ ト (12 - 13 週令) を用い ,

' 8 時, 12 時, 1 6 時およぴ

19 時の各時刻に犠殺した後, 肝職を呼り出し港流溶血し, 冷 1 .15 % E Cl で2 0 %

ホ モ ジネ - トを鋼丑した｡ そ の後の操作は第1 編第4 章に述 べ た方法に準じて行い ,

肝 G S H およぴ G S S G 貴を珊定した｡

2 . 肝 T - G T P 活性の 謝定

ホ モ ジネ - 一にお ける肝 T - G T P 活性に関して , t r a n s p e p tid a ti o n 活性は帯2
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繍欝1 章に示した方絵に
.
より, また h y d T O l a s e 活性 は a c c e p t o r として の

gl y c y l gl y ci m e を除い た系に つ い て 同様に行い珊定した｡

監実故結果】

噸堆ラ ッ ト共, 肝 G S H は昼間にお い て高く, 夜になると減歩する口内変動を示

した (F i g . 3 - 1) ｡ また, どの 時聞帯にお い て も雄性の方が噸性よりG S H 蚤は高い

傾向を示した｡ 肝 G S S G 馨の 日内変動はG S H に比較して噸雄共 , 抵債で あ っ た ｡

2 0 0 0

1 7 5 0

′
‾
ヽ

1 5 0 0
h
¢
>

･
lJ

r l

●

ひ
＼

買1 2 5 0

ヽ■ ′
l

l o o°

4 0 0

3 0 0

2 0 0

1 0 0

* *

* *

e m a l e

M a l e

M a l e

G S H

G S S G
■■

ヰ ■ヰ ■ ■l ■■ ■ ■l ■■ ■ -
■■

8 ; 0 0 1 2 : 0 0 1 6 : 0 0 1 9 : 0 0

★

p く0 . 0 5 …
p く0

. 0 1 v s F e m a l e r a t .

F i g ｡ 3 - 1 D i u r n a l v a r i a t i o n s o f h e p a t i c G S H

a n d G S S G l e v e l s i n m a l e a n d f e m a l e r a t s .
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一

方, F i g . 3 - 2 に示す掛こ肝γ - G T P 清隆におい て は, 有意な田内変動はみ ら

れなか っ たが, 日中にお はる t r a n s p e p t id a ti o n 活性 は, 噸性ラ ッ トの方が雄性ラ

ッ トに比較して高い傾向にあ っ た｡ hy d r ol a s e 活性に関して は, どの時間帯におい

て も噸確聞で ほ とん ど貴はみ られなか っ た｡

2
. 0

′ ■
■
■l ■

O

J )

0
Ll
n l

●

b l

∈
＼

D
≡

ヽ
■ 一

′

1 . 0

℡r a n s p e p 七土d a s e

a c t 土Ⅴ土t y

F e m a l e

M a l e

H y 卓r o l a s e

a c t 土v i t

F e m a

M a l e

8 : 0 0 1 2 : 0 0 1 6 : 0 0 1 9 = 0 0

F i g ･ 3 - 2 D i u r n a l v a r i a t i o n s o f h e p a t i c y
- G y p

a c t i v i t y i n m a l e a n d f e m a l e r a t 畠.
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輿 望 牽 肝
.
仁言 S 瓦環 境首 よ ぴ r - 仁言

r

甘
､

P 清 性

の 随 意賢8 こ 及 8 慧
､

骨 組 : 鹿 の 覇泣 響

肝G S H 蚤は絶食という非生理的条件下で有意に減少するこ とが知られて い る｡

そ こで, 絶食条件下 にお ける肝グ ル タチ オ ン墓の変動と T - G T P 活性との関連

性を知る目的から, 噸雄ラ ッ トを用い て比較検討した｡

監実験方法】

1 . 動物

Sp r a g u e
- D a w l e y 系噸堆ラ ッ ト (12 - 1 3 過令) を用い た｡

2 . 肝グ ル タ チオ ン馨および T - G T P 活性の珊定

G S H および G S S G 登さらに γ - G T P 活性の測定は輿3 縮欝1 費と同様に 行

っ た｡ なお, 捻グル タ チオ ン豊は G S H ＋ 2 G S S G として表示した｡

3L. 肝 シ ス テイ ン畳の潮定

第1 編欝4 章に記した方法に より定馨した｡

【実験結果】

T ab l e 3 - 1 に は絶グ ル タ チオ ン董の絶食 (18 時間) による変動を示した｡ すなわ

ち, 絶食に より, 線グ ル タ チオ ン登披噸堆ラ ッ ト共, 著明に減少し, 噸性ラ ッ トの

方が雄性ラ ッ トに比し, 減少程度は大きく, 性貴 は絶食に より顕著とな っ た｡
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T a b l e 3 - i E f f e c t o f f a s t i n g f o r 1 8 h o n h e p a t i c t o t a l

g l u t a t h i o n e ( G S H ＋G S S G ) l e v e l s i n m a l e a n d f e m a l e r a t s ｡

艶a l e F e m a l e

F e d 2 0 5 0 士 1 6 7 ( 1 0 0 ) 1 7 5 0 ± 3 7 ･ 9 ( 1 0 0 )

P a s t e d 1 5 3 9 ± 9 4
*

( 7 5) 1 1 5 4 ＋ 4 9
･ 9

納
♯
( 6 6 )

v a l u e s r e p r e s e n t m e a n ± S E
, j ig / g l i v e r ｡

N u n b e r i n p a r e n t h e s i s s h o w s p e r e e n t ･

☆
p ( o . 0 5 dr * ･p く0 .

0 1 v s F e d g r o u p ･

♯ p く0 . 0 5 v s H a l e r a t占.

次に, こ の 様な絶食ラ ッ トにみ られ る絵グ ル タ チオ ン馨の城少払 G S H 豊ある

い は G S S G 豊の い ずれ の 変動に起因する の かを換謝した｡ T a bl e 3 - 2 は絶食ラ ッ

トにおける G S H 董およぴ G S S G 董の 変動を示したもの で あ る｡ G S H 豊は絶食

により噸雄ラ ッ ト共に著堺に減少 し, 噸性ラ ッ トにおい て , そ の 程度は大きく肝

G S H 董の 性差は絶食群に おい て顕著で あ っ た ｡

T a b l e 3 - 2 E f f e c t o f f a s t i n g f o r 1 8 h o n h e p a t i c G S H o r

G S S G c o n c e n t r a t i o n s i n m a l e a n d f e m a l e r a t s .

G S E ( p 9 ′g 蔓阜竺些 し G S S G ( p g / g l i v e r )

吐a l e F e れ l 1 e 托a l e F e m a l e

F e d 1 7 0 0 ＋ 1 6 5 ( 1 0 0 ) 1 5 3 4 ＋ 2 4 . 8 ( 1 0 0 )
ノ

3 5 0 ＋ 2 1 . 1 ( 1 0 0 ) 2 1 6 十 1 4 . 芸
★

( l o o )

P a s t e d 1 3 6 4 ± 9 2 ( 8 0 ) 9 8 9 ! 5 2 .

'

7
8 h 5 ) 1 7 5 ± 4

.8 8
( 5 0) 1 6 5 ‡ 6 . 6

#
( , 6 )

★
p く0 . 0 5 * *

p ( 0
.
0 1 v 8 h l e r a t .

8 p く 0 ･ 0 5 8 8 p く0 . 0 1 v 8 F e d 9 r O tl p .
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一 方, G S S G 馨は飽食群で は噸性ラ ッ トの方が雄性ラ ッ トに比較して有意に少な

い が, 絶食に よりいずれも減少し, 絶食鮮にお いて はG S S G 蚤の 性貴は組められ

なか っ た｡ この様な G S H 登および G S S G 馨の性差にお い て, 絶食による変動の

違い はG S H / G S S G 比で 払 より
一

層明らかで ある ｡ すなわ ち, T a bl e 3 - 3 に

示す様に, 雄性ラ ッ トで は絶食に よりG S S G 登が著明に城少し, G S H / G S S G

は約 1 .5 倍に なる ｡

一 方, 噸性ラ ッ トに おい て は絶食に よる影響 はG S S G 登に比

し, G S H 馨の方が大きく雄性ラ ッ トと は逆に G S H / G S S G は減少する｡

T a b l e 3 - 3 E f f e c t o f f a s t i n g f o r 1 8 h o n h e p a t i c

g l u t a t h i o n e r e d o x
■

r a t i o i n m a l e a n d f e m a l e r a t s .

艶a l e F e m a l e

F e d 4 ｡ 9 1 ＋ 0 ｡ 6 0
d ■■

F a s t e d 7 ｡ 7 8 ＋ 0 . 遵6
d ■■

* *

7 ｡ 1 8 ± 0 ･ 4 0
# #

♯
6 ｡ 0 3 ＋ 0 . 4 9

＋

☆ ☆
p < 0 ｡ 0 1 v s F e d g r o u p ｡

# p く0 . 0 5 尊♯ p く0 ｡ 0 2 v s 朗a l e r a t ･
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次に肝 T - G T P 活性の 絶食による変動を噸礎 ラ ッ トに つ い て披謝 した (T ab l e

3 - 4) . 肝 T I G T P 清隆における性差杜 絶食条件下 におい て
,

より顕著に施め

られた｡ すなわち, 絶食により雄性ラ ッ トで は体重あたりの γ - G T P 活性は有意

に城少したが, 雌性ラ ッ トのそれ は捧垂の著しい城少にもかかわらず活性の変動放

み られなか っ た ｡ こ の ことは比活性で比較する と, より
一 層明白に なり, 雄性ラ ッ

トの 肝丁∴ G T P 活性は絶食によりは とんど活性の 変動は緩められな い の に対 し,

噸性ラ ッ トにおい て は絶食により肝γ∴ G T P 活性の有意な増加が経められた ｡ こ

れ らの知見から, 絶食に よる肝G S H の 減少が噸性の 方が顕著で ある のもも 噸性肝

T - G T P 活性の 瓦達に起因するもの と考え られ, ラ ッ ト肝におけるグル タチ オ ン

代謝 と γ - G T P 活性との密接な相関が示唆された｡

T a b l e 3 - 4 E f f e c t o f f a s t i n g o n t h e t r a n s p e p t i d a t i o n a c t i v i t y
o f h e p a t i c y

- G T P i n m a l e a n d f e m a l e r a t s .

G G T P

Å c 七i v i t y

F e d

出a l e F e m a l e

F a s t e d

出 a l e
I F e m a l e

血ロ p e r . a . W . 2 3 4 4 ＋ 1 5 6 1 9 3 2 ＋ 3 9 B 1 7 8 3 ! 1 0 4
p

1 9 3 0 ＋ 1 3 0

★★

m ロ p e r g . 1 i v e r 2 0 9 ＋ 9 . 5 6 2 2 1 ＋ 3 6 ･ 6 2 0 8 ＋ 5 ･ 0 1 3 1 4 ＋ 6 ･ 7 7

★

m tJ p e r m g ･ p r o t ･ 1 ･ 1 0 ＋0
･ 0 7 8 1 ･

3 4 ＋0 ･ 2 5 7 0 ･ 9 6 ＋ 0 ･ 0 2 3 1 ･ 6 1 ＋0 ･ 0 9 3

★
p ( 0 ･ 0 5 * *

p < 0 .
0 1 v B H a l e r a t ･

8 P 〈O . 0 5 v s F e d g r o u p .

r
- G T P は t r a n s p e p t id a ti o n と by d r o l y t i c a c ti o n の両者を触媒する性輩を

有して い る ことか ら, a c c e p t o r 非存在下 にお ける T - G T P 活性 (h y d r ol a s e 活性)

に 及ぼす絶食の影響を噸雄ラ ッ ほ つ い て換静した (T ab l e 3 - 5) ｡ t r a n s p e p tid a ti o n

活性と は異なり, 絶食による活性の増加は藷められなか っ たが, b y d r o l a s e 活性も

噸性ラ ッ トの方が雄性ラ ッ トに比 べ より高い傾向にあ っ た｡

6 0



T a b l e 3 - 5 E f f e c t o f f a s t i n g o n t h e h y d r o l y s i s a c t i v i t y
o f h e p a t i c y

- G y p i n t h e a b s e n c e o f a c c e p t o r s u b s t r a t e

i n m a l e a n d f e m a l e r a t s ｡

F e d

84a l e F e m a l e

;

1 5 3 9 ＋ 9 2 . 1 9 0 7 ＋ 1 3 1

H y d r o l a s e

A c t i v i t y

m U p e r a . ” .

m ロ p e r 9 . l i v e r

F a 8 t e d

朋a l e

= = = 買 = = : = = = = =

1 4 6 4 ＋ 1 6 8

1 7 0 ＋ 1 6 . 1

0 . 7 8 ＋ 0 . 5 9

F e n a l e

～

1 0 5 0 ＋ 1 5 5

1 3 6 ＋ 3 7 .芸
☆
♯

0 . 8 7 ＋ 0 . 1 0

* *

1 3 8 ＋ 8 . 6 1 0 7 ＋ 1 8 . 4

m U p e r m g . p r o t . 0 . 7 3 ＋ 0
. 5 8 0 . 6 4 ＋ 0 . 1 0

如
p く0 . 0 1 v 8 比a l e r a t .

8 p く0 . 0 5 v さ F e d g r o u p .

さらに , グルタ チオ ン の T - G T P に よる分解代謝物で ある シ ス テイ ン の 豊的変

動を検討した (T a b l e 3 - 6) ｡ 絶食 ラ ッ トにおい て肝 シ ス テイ ン畳は噸性の方が雄性

より有意で 妊な いが高い傾向にあ っ た｡ ま た, 絶食に より磯雄ラ ッ トい ずれの肝シ

ス テイ ン登も有意に増加した｡

T a b l e 3 - 6 E f f e c t o f f a s t i n g o n h e p a t i c c y s t e i n e c o n t e n t s

土n m a l e a n d f e m a l e r a t s ｡

槻a l e F e m a l e

F e d g どO u p O 4 且7 名 士 0 ｡ 0 0 7 0 ｡ 1 9 6 皇 0 ｡ 0 1 0

F a s 恵e d g = o u p O ｡ 2 8 3 皇 0 ｡ 0 2 0
* *

0 ｡ 3 0 8 空 0 ･ 0 1 4
納

P m O e S

鮒
p く 0 ｡ 0 1 ･v s F e d g z: o u p ｡

-g ｡ 1 V e r

以上の結果より, ラ ッ ト肝 G S H 畳にお ける性差軌 絶食条件下において も明らか

に簸められる ことから, 単に摂飼蚤の違い に起因するもの で はなく, T - G T P 活性

が大きく寄与して い るもの と考え られる ｡
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興 3 牽 ラ ッ 恥 肝 ダ } 抄 タ i5軒
･ 身 ユ′ 柁 謝 轟

の 晩 発 遥ニ 週 頚計 費

【実験方法】

肝G S H 象 G S S G 養および複数の G S H 関連酵素活性を同
一

サ ンプ)i ,か ら短

時間内に珊定する場合払 下記の様な操作手帝で行 っ た｡ こ の様に して 得られた

G S H と G S S G 董ある い は n o n
-

p r o t e i n S H 登さ らに シ ス テイ ン登はいずれも

原注に従 っ て得られた健とはとんど同 じで ある (親善10 % 未満) ことが確絶 して い

る｡ これらの a s s a y の 申で , 歩くとも G S H と G S S G , シ ス テイ ンおよび n o n
-

p r ot e i n S H はサ ン プ)i , を鋼製した当 臥 可及的速やか に潮定した｡

L i v e r ( p e r f u s i o n )

i
2 0 % h o m o g e n a t e ( w i t h 1 . 1 5 % R C 1 )

陛
＋ C y s t e i n e

1 0 5
.
0 0 0 Ⅹg 3 0 m エn

s H 良 G S S G
5 5)

o n -

p r o t e i n S =
5 4 )

-

Gヂp
.

( c
f 6 )

2 - i )

r e l a t e d e n z y m e a c t 土Ⅴエ上土e s

2 0 )
s

‾ t r a
T≡

f e

干芭8亨
p e r o x i d a s e昌i

I

)
r e d u c t

予
s
冒7 )●

■
t

G S S G

S u p

匡
G S H s y n t h e s ュs

【実験結果】

T ab l e 3 - T に示す様に, 12 過令 ラ ッ トにおける肝 G S H 豊は雄性の 方が有意に高

健を示 したが, 7 過令ラ ッ トで は有意な性差はみ られなか っ た｡ また, こ の G S H

の変動 は n o n
-

p r o t ei n S H 貴に も反映さ れ 同様の 成績が得られた｡

一

方 , G S S G

董はい ずれ の過令にお い ても機嫌間で有意な差は詠められなか っ た
｡
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T a b l e 3 - 7 S e x
-

r e l a t e d d i f f e r e n c e s o f h e p a t i c

g l u t a 七h i o n e c o n t e n t s a n d r e l a t e d e n z y m e

a c t i v i t i e s i n r a t s .

7 w e e k s o f a e 1 2 w e e k s o f a e

二t e m

出a l e s F e m a l e s B4 a l e s F e m a l e s

( n 芸 1 0 ) ( n ヨ 1 0 ) ( n 王 1 0 ) ( n
= = 1 0 )

店丑王

l 雌 L e / g l 上v e r

店誌氾

tlⅧ D l た/ g li v e r

故 知 r 卵 ぬi n S H

r 抑 蜘 石打 血

p 淑ロコ晦佃 1 i w

y 胡 a c ti:v i 6 Y

納 p m t e 血

郷/g u w

Q 認トP5( 軸

榊 p EY dE e i n

C E P

H
2
0
2

(芸肝 a c ti v i tF

畑 棚 阿 波

q y 8 t B i J * ∝ 地 比

l 抑 D 叫 p r o t e i n

l 皿 0 1 e / g l 土曜 r

瀞 印 t hd 2 S i B I:a t e

r 部 D l 仙 喝 p r O t

Q ;S G 肋 a c ti v i t y

.
珊 0 1 e /b in /Ttq 国 光

a ,
･

p < 0
.
0 5 , b ;

a ; p く 0 ･ 0 5
.

e ;

5 . 84 土0 . 1 8

0 . 3 O * 0 . O 1

5 2 . S 史I . 3

a . 5 虫0 . 2

0 . 5 O i:0 ｡ 0 4

批 7

3 4 8 t 1 4

19 6土9

9 1 5土3 5

0 . 8 7 土0 . 0 3

0 . 1 4 土0 . 0 6

8 . 3 ±0 . 5

5 . 4 4 印 . 0 9

0 . 29土0 . 0 1

5 0 . 3 t 1 . 2

a . 故 0 . i

o . 83 i O ｡ 06
C

L 遜辻1O

5 45 i l B
C

3 8 ㍍ 16
C

8 4 4土25

1 . 2 3土0 . 0 5
C

o .
2 0 * 0 . O I

C

1 5 . 3 t O . 3
C

5 . 9 5 土0 . 2 1

0 . 3 8 土0 . 0 2

5 0 . O 女l . 0

8 . 8土0 . 3

O . 6 2土0 . 0 7

i 別姓】ユ

346土16

20 3土1 2

96 7土26

1 . 0 8 土0 . 0 3
f

0 . 1 9 土0 . 0 1

1 T . O とO . 3

6 0 . 1 土1 . 56

p < o ･ o l
l

C
l

･

P
< 0 ･ 0 0 1 v s 州a l e s

p < o ･ o l
r

f
･

･

p < 0 ･
0 0 l v s 7 -

w e e k o l d r a t s

5 . l o 主o . 1 5
a

0 . 3 5 ±0 . 0 3

4 嶋 . 6 土1 . i
b

･
e

7 . 7 t O . 2
b

0 . 79 * 0 . l l

1 3 7t 1 9

6 止土u
C q f

4 5 6土1 1
C . i

8 3 5土2 2
C

1 .
l lt O . O d

d

0 . 1 9 土0 . 0 1

1 5 . 3 i O . 3
C

4 5 . 5 土1 . 2 6
C

肝 T - G T P 活性に関して は, 7 週令ラ ッ V L におい て著明な軽費がみ られ, 職性 ラ

ッ トは雄性ラ ッ トに比し, 約 1 .7 倍の清性を示した｡ シ ス テ イ ン畳は7 過令ラ ッ ト

に おい て噸性が有意に高か っ たが, 12 過食ラ ッ トで は噸准間で糞 はみ られなか っ た｡

そ こで, 7 および12 週令ラ ッ トに つ い て 嘩雄肝 T - G T P 活性と シ ス テイ ン馨との

相関性を換謝したと ころ, F i g . 3 - 3 に示す様に相関係数γ
- 0 .4 29 (p く0 .0 1) で あ

り, 正 の相関が藷められた｡
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F i g . 3 - 3 R e l a t i o n s h i p b e t w e e n y
- G T P a c t i v i t i e s a n d

c y s 七e i n e c o n t e n t s i n r a 七 1 土v e r .

G S H - P x 活性は,
いずれの週令におい て も噸性 の方が有意に高か っ た｡ それ

に対し, G S T 活性は12 週令ラ ッ トにおい て C D･N B を基質とした場合, 雄性 の方

が有意に高く, 7 過令ラ ッ トでも同様の傾向を示 した｡ また, G S H 合成酵素活性

はい ずれ の週令ラ ッ トで も雄性の方が有意に高か っ た ｡
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勝 也 牽 r - 仁言
p

T 適P , 仁諒 S
r

T お よ び

仁言 S 置瑠 - P x 構 性 の 性 蒙 るこ

凌ぎ よ もま
■

セ打 陳 凍 } 乱ノ 聴 ユノ の 影 響

監実験方接3

I . 動物と投与方法

S p T a g u e
- D a wl e y 系噸性および雄性ラ ッ トを用い た｡ T e s t o s t e r o n e p r o p i o n at e

( T S , 5 喝 / k g) ある い は Es t r ad i ol b e n z o at e ( E D , 0 .5 喝
･

/ k g) を6 適令時

の ラ ッ トに 6 日間1 日 1 固皮下投与した｡ こ こで用い たT S および E D の投与用量

は K a t o ら
1 0 3 )

の胡告に従 っ て設定した｡ c o rlt r O l 群に 汝 コ
ー

ン油を同量, 同様

に投与 した｡ 性腺掃除は5 運命時に エ ー

テ ル 麻酔下で 行い
, 性陳掃除後14 日目から

6 甘聞上記と同様に T S ある い は E D を投与した｡ なお, 動物は凍)L J 号 ン の最終投

与24 時間後に犠殺した｡

2 . ト G T P , G S T および G S H - P x 活性の珊定

T - G T P 活性は弟2 縮第1 章に述 べ た方法に より, G S H - P x 活性は第1 編

弟4 章に述 べ た方法に準じて珊定した｡ また, G S T 活性は tlab ig らの 方法
2 0 )

に準じて 1 , 2 - Di c hl o r o
- 4 -

n i t r o b e n z e n e ( D C N B ) を基質として珊定した｡

臣実験結果】

Fi g . 3 - 4 に示す様に, 噸性ラ ッ ト肝 T
- G T P 活性は雄性の それに比し, 約1 .5 倍

高い 健を示した｡ しか し, 正常ある い は畢丸掃除雄性ラ ッ トに E D を投与すると ,

著明な活性の増加がみ られ, 正常噸性ラ ッ トの活性の約 1 小2 倍まで上昇した｡ ま た,

正常雄性ラ ッ トおよび畢丸掃除ラ ッ トに T S を投与して も ト G T P 活性の変動は

み られなか っ た｡

一

方, 噸性ラ ッ トの T - G T P 活性披 T S あるい はE D 投与に

より有意な変動はみ られなか っ た｡ それに射し, 卵巣掃除により約25 % の活性低
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下がみ られたが, 卵巌凍除＋ E D で 披正常噸性ラ ッ トの 活性 レ ベ ル まで 回復した｡

これらの知見から, 肝 T - G T P 活性披T S より娃む しろ主と して E D により制御

されて い ると考えられ る｡
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a c t i v i t i e s o f h e p a t i c y
- G y p

(
G S T a n d
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*
p < 0 ･ 0 5 1
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p < 0 ･ 0 1
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* * *
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･
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,

E D ; e s t r a d i o l

t r e a 七m e n 七 .
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一 方, G S T 清隆の牲ホ)i / を 3 / に よる影響に関して は, E D 投尊は正常雄性ラ ッ

トおよび畢丸輯陵ラ ッ トい ずれに おい て も著明な活性の低下がみ られたの に対し,

畢丸掃除ラ ッ トに T S を投与した場食に は活性の変動は隠とん どみ られなか っ た ｡

また, 噸性の G S T 活性8j:卵巣掃除に より上昇し, 卵巣掃除＋ T S 投与により, さ

らに増加したが, E D 投与で は逆に城少した (c o nt r o l群, 2 3 .87 ±0 .5 2 ; 卵巣掃除

群, 35 .8 0 ±1 .0 6 ; 卵巣摘陰＋ T S 群,
J4 2 .7 3 ≠2 .12 ; 卵鼻輪除 ＋ E D 群, 28

.8 0 ±

0 .8 5 mU/ 将 音白) ｡ これらの成績から, ラ ッ ト肝 G S T 活性の 性差発現もも 噸性ラ

ッ トの G S T 活性が E D に より抑翻されて い る ことが
一

因と考えられ る｡ 雄性ラ ッ

トの G S H - P x 活性は畢丸掃除およぴ E D 投与により著明に増加した｡

一

方,

T S 投与の影響に関して は T a b l e 3 - 8 に示す様に正常噸性ラ ッ ト, 畢丸掃除雄性

ラ ッ ト, 卵巣掃除職性ラ ッ = 1 ずれにお い て もT S 投与により, 有意な減少が み られ

た｡ この ことから, G S H - P x 活性に関して 披, T - G T P 清隆と同様, E D に

よる活性の瓦進がみ られたが, T S は逆に抑制的に伸用することが示唆された｡

T a b l e 3 - 8 E f f e c t o f t e s t o s t e r o n e a d m i n i s t r a t i o n o n t h e

G S H - P x a c t i v i t i e s i n n o r m a l f e m a l e
,

c a s t r a t e d m a l e a n d

o v a r i e c t o m i z e d f e m a l e r a t s .

･ r e a t m e n t 誓…諾芸蓋 c x m a l e O x f e m a l e

N o n e 3 3 6 . 1 f 1 5 . 1 2 2 0 ｡ 3 ±1 0 ｡ 壕 3 2 1 ｡ 9 ± 1 8
｡
9

T S 2 9 5 ｡ 9 ±1 1 ｡ 9 1 2 9 ｡ 3 ±1 5 ｡ 9 2 1 8 ｡ 8 ± 2 2 .
5

T h e v a l u e s a r 色 m e a n ±S ｡ E ｡ T h e a c t i v i t y o f G S H - P x

t o w a r d s H
2

0
2

i s e x p r e s s e d a s m U p e r m g p r o t e i n ･

以上の知見より, T - G T P , G S T および G S H - P x の い ずれの酵素活性も,

性癖 ル モ ン により明らかな翻節を受けて い ることが明らかとな っ た｡

6 7



興 5 牽 威唯 堆 ラ ッ 恥 肝 仁言 S
p

T お よ び

仁言 S 蒼環 - P x T F - ず ソ ザ - で ふ よ

隆 景

d s T は1 種類で なく, 少くとも複数の アイ ソ ザイ ム が存在するこ とはよく知ら

れて い る｡ B a bi g ら
2 0 , 2 1 )

は ラ ッ ト肝可淳性分画より, 各々 個々 の G S T アイ ソ ザ

イ ム を分離精製した｡ 彼等は C M -

c e ll u l o s e カ ラ ム の輯 か ヾタ ー ンか ら G S T 各

アイ ソザイ ム を A , B , C , D , E , および A A と命名し, 1 ig a n di n は G S T - B

と同
一

で あると朝告した｡ しか し, H a y e s ら
1 0 4 ) は C M - c e ll tll o s e カ ラ ム の溶出

条件を変え るこ とにより, 1i g a n di n と G S T - B とを別々 に 分離精製するこ とに成

功した｡ 現毘 ラ ッ ト肝 c y t o s o l 申の G S T は b a s i c な酵秦 (p I 7 .5 - 1 0 , 0) と

n e u t r al/ a c idi c

l

な酵素 (p 1 7 .5 以下) とに分類され, 前者に は 1i g a n di n ,

G S T - D
,

- C ,
- B ,

- A および - A A が含まれ る
1 0 5 ' 1 O も' l 叩

の に対し, 後者

は G S T - E および - M が知られて い る
l O 8 ' 1 0 9 ' 1 1 0 )

｡ N e u t r a l/ a ci di c な G S T に

関して は, ま だ不 明な点も多く, 明確な結論 は得られて い ない ｡

一

方,
G S T のサ ブ ユ ニ ッ ト構造に関してiも 免疫学的お よび基質特異性 の面か

ら Y a ( M r
- 22 , 000) , Y b ( M r

- 23 , 500) , Y b
'

( M r
- 23 ,5 00) および Y c

( M r
- 25 , 00 0) の 4 種が確憩され, G S T 各ア イ ソ ザイ ム はそれ らサ ブ ユ ニ ッ ト

の 組み合わせによ る 2 曇体で ある ことが知られて い る
1 1 l ' 1 1 ヱ)

｡ 最近, H a n n e r vi k

と J e n s s o n
l 川

はサ ブ ユ ニ ッ トに基づく新しい G S T 命名経を提唱した｡ すなわち,

サ ブ ユ ニ ッ ト Y a , Y b , Y b
'

および Y c を各々
, L , A , C およぴ B とする ことに

よ り, b a s i c な酵素で ある G S T - A ,

- B , 1i g a nd i n ,

- C ,

- D および - A A は

各々 A 2 , B L , L 2 , Å C , C 之 およぴ B ヱとなる ｡ さらに彼等は, 下記に示す

様に これ ら6 種の G S T は B L 型と A C 塑の免疫学的に異な る 2 群に分類され ると

して い る ｡
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そ こで , 本研究にお い て は G S T アイ ソザイ ム の名称は M a n n e r vi k とJ e n s s o n
l l l )

の命名法に準じた｡

G S T は, その触媒能に おいて ペ ル オ 車 シタ ー

ゼ活性を示す ことも知られて い る｡

それは, の ちにセ レ ン罪依存性G S H - P x (n o n
- S e

- G S H - P x) 活性で ある こと

が証明された
Z 3 )

｡ しかし, すべ て の G S T アイ ソ ザイ ム が n o n - S e - G S H - P x

活牲を有する訳で はな い
9 7 ' り8 )

｡ 組織中の G S H - P x 活性はセ レ ン酵素 ( S 針 G S

H - P x) と n o n
- S e

- G S H - P x の両者を含有する
2 之' 之3)

｡ s e
- G S H - P x は有械

過酸化物と H 2 0 2 の両者の還元を触媒するが, n o n
- S e

- G S H - P x はH 之0 之を

基質としな い
I 1 3 )

｡

第 3 編, 輿3 およぴ 4 章に おいて , ラ ッ ト肝 cy t o s ol の G S T および G S H - P x

括性に は著明な性差が み られ るこ とを示した｡ そ の中で, G S T 活性と G S H - P x

活性の 性差は全く逆で ある ことを見い 出した｡

そ こで 本章におい て 壮, ラ ッ ト肝 cy t o s o l で み られ る G S T 活性の性差は, ど

の G S T ア イ ソ ザイ ム に起因するかを知る目的で 各ア イ ソザイ ム に分離精製して詳

細に検討した｡ さらに,

■

G S H - P x 活性の性差はS e - G S H - P x ある い はn o n -

S e
- G S H - P x い ずれに由来するのか, また G S T 活性の性差と G S H - P x 活性

とに どの 様な関連性が存在するのかを検討した｡
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3 - 5 - A _
G S T および G S H - P 貰 活性の性貴にお ける基質依存性

【実験方法ヨ

1 . 動物

S p r ag u e
- D a wl e y 系噸礎ラ ッ ト( 7 過令) を用い た｡ 犠殺後, 直ちに肝臓を1 . 15 %

K Cl で港硫溶血後, 冷 1 .15 % E Cl で20 % ホ モ ジネ -

トを鋼製 した｡ ホ モ ジネ -

ト

は 9 , 00 0 Ⅹg 20 分速心 し, そ の 上漕をさ らに 10 5 , 000 Ⅹg 60 分遠心後, 得られた上滑

を c y t o s ol として以下 の 実験に用い た｡

2 . G S T および G S H - P x 活性の 滑定

G S T 活性および G S H - P x 活性はそれぞれ第2 締第3 章および第1 編第4 章

に 述べ た方法に より珊定 した.

【実験結果】

T a bl e 3 - 9 は噸雄ラ ッ ト肝 c y t o s o l の G S T 活性および G S H - P･Ⅹ 清性を示し

た ｡ D C N B を基質と した場合, 雄性ラ ッ トは噸性に比し, 約 1 . 6 倍高い活性を示

したが, C D N B に対する活性で は雌雄間で有意糞はみ られ なか っ た｡

C D N B の D C N B に対す る活性の 比は嘩性ラ ッ トの方が約1 . 5 倍高か っ た｡

一

方,

G S H - P x 活性は, H 2 0 2 と C H P い ずれの 基質を用い て も噸性の 方が約2 倍高

い 活性を示 した｡ さらに, C H P に対する活性と H z O 2 に対する活性の貴に おいて

も確性の 方が有意に 高か っ た｡
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T a b l e 3 - 9 T h e a c t i v i t i e s o f g l u t a t h i o n e S - t r a n s f e r a s e s

a n d g l tl t a t h i o n e p e r o x i d a s e s i n m a l e a n d f e m a l 色 r a t

l i v e r c y t o s o l ｡

s u b s t r a t e M a l e ( ”) F e m a l e ( F)
M /

F

C D N B

D C N B

C D N B/ D C N B

H
2
0
2
( 1)

C H P ( 2)

( 2 ) - ( 1)

9 2 7
. 3 ± 9 .

3

4 6 . 5 ± 1 . 0

2 0 ｡ 0 ± 0 ｡ 6

1 2 8 . 3 ± 9 . 3

2 0 9 . 3 ± 1 6 ｡ 9

8 1 ｡ 0 土 1 0 . 3

8 4 7
. 9 ± 3 0 . i

☆ ☆

2 9 . 8 ± 1 . i

☆ 女

2 8 . 6 ± 1 . 4

2 1 4 . i ± 7 . 7 * *

★ ☆

3 4 3 . 4 ± 1 4
. 9

*

1 2 9 . 3 ± 9 . 6

1 . 0 9

1 . 5 6

0 . 6 0

0 . 6 1

0 . 6 3

E n 2: y m e a c t i v i t i e s w e r e a s s a y e d a s d e s c r i b e d i n t h e t e 3( t , a n d

t h e f i g u r e s a r e e x p r e s s e d i n m u n i t s p e r m g o f c y 七o s o l i c p r o t e i n ･

V a l u e s a r e m e a n s 土 S . E . ” . f r o m f i v e a n i m a l s , w i t h e v a l u a t i o n

b y S t u d e n t
r

s t
-

t e s 七 ･

☆

p < 0 ･ 0 5 .

* *
p < 0 ･ 0 1 v s m a l e s ･

3 - 5 - 望 S e
- G S H - P 言 および n o n

- S e
- G S H - P x 活性の性貴

監実験方法】

肝c y t o s ol の G S H - P x は G S T 精製の際に繋周される affi ni ty カ ラ ム ク ロ

マ トグラ フ ィ
ー に より容易に S e - G S H - P x と n o n

- S e
- G S H - P x とに分離さ

れ る ｡ G S H -

a ff i ni ty Tn a 七r i x の 鋼製揺 Si m o n s キ V a n d e r J a g t の方汝
I 1 4 )

に

準じて 行い , 埼由は E o s k e l o らの 方法
1 1 5 )

で行 っ た｡ 方法の概略は以下 に示す通

りで ある｡
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E p o x y
- a c 七土v a 七e d S e p b a r o s e 6 B

% w a s h w i t h H
2
0

A
w a s h w i t h 4 4 m M N a

,
K -

p h o s p h a t e

( p H 7 .
0 )

S u s p e n s i o n

% b u b b l e w i t h N
2

g a s f; r 5 m i n

阜 a d d e d l O O m g / m l G S H ( p H 7 ｡ 0 )

S h a k e

S t a n d

( c a . 6 0 r p m ) a t 3 7 o

% w a s h w i t h =

阜1 H E t h a n o l a m i

王o r 4 b r

i w a s h w i t h O ･ 5

i w a s h w i t h O 1 5

C f o r 2 4 h r

2
0

n e

” K C l i n 0 . 1 M A c e t a t e

( p H 4 . 0 )

” R C l i n O ｡ I M B o r a t e

( p H 8 . 0 )

S u s p e n d w i t h s t a r t i n g
-

b n f f e r

s t a r t i n g b u f f e r : 2 0 m M N a
′
Ⅹ -

p h o s p h a t e ( ,p H 7 ｡ 0 )

c o n t a i n i p g 2 0 % ( Ⅴ/ v ) g l y c e r o I

E l u t i o n b u f f e r : 5 0 m M T r i s
- fI C 1 ( p H 9 ･ 6 )

c o n t a i n i n g 1 5 m M G S H ′

2 0 % ( v / v ) g l y c e r o l

【実験繕■果】

Fi g . 3 - 5 に示す様に , G S 日 -

aff i n ity カ ラ ム を用い る ことに より, G S H -

P x はS e
- G S ロ ー P x と n o n

- S e
- G S H - P x とに分離さ れ S e

- G S H - P x

は吸着されず, v oid 分画に回収された ｡ G S H 含有 b u ff e r で培地される G S T

分画 は C H P に対する活性を示したが, H 2 0 2 に対する活性は経められなか っ た｡

こ の知見は, 明らかに G S T は ペ ル オ キシダ ー ゼ 活性を有する ことを示 して い る ｡
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3 . 0

～

{ 2 .
0

:⊃

N

亡

㌔ 1
.
0

¢.

X

U

O .
0

8 . o

6 . O

.
. 1 4 . 0
E
＼

P

望2 . 0
a
U

O . 0

* C tl P

- ･ } 静 - ･ - E
2

0
2

- - - 0 - ･ ･ ･ . -

c D 村 B

･ l - ◎･ ○ ･
P O D c ” a

15 n M G S 甘

p n 9 . 6

i

一
Q 執

E
＼

2:

U
′ヽ

5 10 1 5 2 0

F r a c t i o n 7 7 u m b e r

0 . i

0
. ニ

0
.
0

F i g o
3 - 5 S e p a r a t i o n o f c y t o s o l i c G S H - P x i n t o S e

- d e p e n d e n t

a n d S e
- i n d e p e n d e n t G S Ⅰト P x b y G S H -

a f f i n i t y c o l u m n

c h r o m a t o g r a p h y .

A ff i ni ty カ ラ ム から得られた S e - G S H - P x と n o n - S e - G S H - P x 両分蘭

をそ れぞれ合 して , H z O z と C H P に対する活性を珊定した (T abl e 3 - 1 0) ｡ そ の

結果, S e
- G S H - P x は H 2 0 2 , C H P い ずれの基質に対して も噸牲の方が約2

倍高い活性を示し, n o n - S e - G S H - P x 活性に関して も噸性の方が高い ことが明

らかに な っ た｡

T a b l e 3 - 1 0 T h e a c t i v i t i e s o f S e
- d e p e n d e n t a n d S e

- i n d e p e n d e n t

G S H - P x s s e p 早r a t e d f r o m r a t h e p a t i c c y t o s o l b y G S H -

a f f i n i t y

c o l u m n c h r o m a 七o g
■

r a p h y .

S e - G S H - P x W o n
-

S e
-

G S R
-

P x ( G S T B )

s u b s t r a t e H a l e F e m a l e F / 紙 ▲ M a l e F e m a l e F / ”

( u n i t s / m g o f p r o t e i n )

c 肝 0
､

. 1 4 6 0 . 2 6 3 1 . 8 0 1 . 0 5 5 1 ･ 2 6 5

H
2

0
2

0 ･ 1 4 6 0 ･ 2 3 2 1 ･ 5 9 N ･ D ･ N ･ D ･

1 . 2 0

N . D . ,
A n o t d e t e c t e d .

M a l e a ･n d f e m a l e c y t o B O l
･ e q u i l i b r a t e d w i t h 2 0 Tn H p h o s p h a t e b u f f e r

( p H 7 . 0 ) c o n t a i n i n g 2 0 亀･ ( Ⅴ/ V) g l y c e r o l w a s m i x e d W i t h G S 封 - S e p h a r o s e

6 B m a t r i x
,

a n d f i l t r a t e d . S e
-

G S H - P x w a s O b t a i n e d i n t h e u n b o u n d

f r a c t i o n 豊 ･ A f t e r w a s h i n g 七h e m a t r i x
l

t h e e l u t i o n o f n p n - S e - G S H -

P x

( = G S T s) w a s c a r r i e s O u t b y 5 0 m 也 T r i さ - H C l ( p H 9 ･ 6 ) c o n t a i n i n g
1 5 m 凹

G S甲 a n a 2 0 % ( Ⅴ/ V ) g l y c e r o l .
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3 - 5 一 男 B a si c および N e u t r a l / a c i di c G S T 活性の性貴

【実験方法】

G S H -

affi ni ty カ ラ ム より溶出した G S T 分簡は溝縮後, 10 m M T r i s
- Ee l(p I 8 .0)

で透析し, そ の サ ンプ ル を D E - 5 2 (1 0 m M T r i s
- flCl , ptI 8 .0) に a p p ly した後, 10 m M

T r i s
-tICl(p H 8 . 0) で G S T 活性が藷められなくなるまで洗催した｡ こ の罪吸着画分

に 回状される G S T を b a s i c G S T とし, 吸着 した G S T は 100 m M R C l を含む

T r i s
- ICl(ptI 8 .0) で輯出 し, n e u t r al/ a c i di c G S T と した｡

【実験結果】

T a bl e 3 - 1 1 に示す様に, b a s i c G S T 活性は C D N B を基質とした場合, 噸性

の 方が高か っ f=

'

が, D C N B に対する活性で 披逆に雄性の 方が高か っ た｡ それ に対

して n e u t r a l/ a c idi c G S T は C D N B , D C N B い ずれ の基輩に対して も雄性の

方が高い 活性を示 した｡

一

方, C H P に対する活性で は b a s i c と n e u t r a l/ a ci di c

いずれの G S T におい て も噸性の方が高い こ. とが藷められた｡

T a b l e 3 - l l T h e a c t i v i t i e s o f b a s i c a n d n e u t r a l / a c i d i c

g l u t a t h i o n e s - t r a n s f e r a s e s f r o m r a t l i v e r c y t o s o 1 .

S u b s t r a t e

B a s i c t r a n s f e r a s e s N e u t r a l / a c i d i c t r a n s f e r a s e s

H a l e F e m a l e 出/ F 比a l e ノ F e n a l e 出′F

( I) n i t s / m 9 0 f p r o t e i n
･

)

C D N Zl e ･ 3 0 1 1 ･ 2 3 0 . B 4 1 3 . 5 0 8 . 1 2 1 . 6 6

D C N B O ･ 2 9 0 ･ 1 8 1 . 6 1 0 . 9 2 0 . 4 7 1 . 9 6

C II P l ･ 2 8 1 . 9 1 0 . 6 7
1

o . 2 7 0 . 3 9 0 . 6 9

G l u t a t h i o n e S - t r a n 8 f e r a B e S f r a c t i o n s e l u t e d f r o m G S E c o l u m n t e r e

d i a l y 2 e d a g a i n s t 1 0 m 班 T r i さ - = C l b u f f e r t p H 8 ･ 0 ･ T h e d i a l y z e d s a r n p l e

( 2 3 ･ O a n d 2 8 ･ 6 n 9 0 f p r o t e i n i n 7b a l e 8 a n d f e m a l e さ′ r e s p e c t i v e l y )
v a s a p p l i e d t o a c o l Ⅷ nA ( 2 ･ 6 耶 7 ･ O e m ) o f D エ ー 5 2 e q ti i l i b r a t e d a n d
e l u t e d W i t h l O 血比 ℡r i s - H C l b u f f e r r p i‡ B ･ 0 . T h e b a s i c t r a n s f e r a s e s

d i d n o t b i n d a n d e l u t e d i n t h e f l o w
- t h r o u g h f r a c t i o n s f r o m t h e

c o l t m n
･ T h e t r a n s f e r a 8 e 8 e l tl t e d b y i o 7 n H T r i 8

- E C l b tl f f e r (i) H 8 . 0 )
c o n t a i n i rl g 1 0 0 Tn n R C I w e r e n a m e d & S

,
-

n e t l t r & 1 ′a c i a i c
_

,
t r ,

a

^
n 8 f e r 甲 e軍 ･

7
1
4



3 - 5 一 塊 G S T アイ ソザイ ム のタ ロ マ トフ ォ
ー カ シ ソ グにお ける

溶出パ タ
ー

ン の 性貴

監実験方法】

3 - 5 - 2 に述べ た方法により, G S H -

a ff i ni 七y カ ラ ム から得られた G S T 両分を

沸縮後, 10 m M T ri s - H Cl (p H 8 .0) で 透析した｡ そ の サ ンプ ル をあらかじめ25 m M

ト1) エ チ)i , ア ミ ン(p H l l) で平衡化したタ ロ マ トフ ォ
ー

カ シ ソ グゲ ル P B E 118

( フ ァ ル マ シ ア フ ァ イ ンケミ カ ル) カ ラ ム (1 . O c m x 30 c m) に a p pl y した｡ 清出払

フ ァ ル マ ライ ト(p u 8 - 10 . 5) ( フ ァ ル マ シア , フ ァ イ ンケミ カ ル ; 80 倍に希釈し

pH 8 . 0 に鋼製 したもの)36 0 m l で行 っ た｡ 各分画の G S T 活性は C D N B を基栄とし

て珊定した｡ 且ci di c な G S T の 涼紐は1 M N a Cl を用い て行 っ た｡

【実験綾果】

噸雄ラ ッ ト肝c y t o s ol i c G S T のク ロ マ T フ ォ
ー カ シ ン グにおける韓出パ タ ー ン

を F ig . 3 - 6 に示す｡ 固か ら明らかな様に , 6 種の G S T アイ ソ ザイ ム の 特出パ タ

ー ン札 噸確聞で著しく異な るこ とが観められた｡ こ の 様な b a s i c G S T が溶出

した後, 1 M N a Cl で 溶出する G S T 活性両分を a ci di c G S T とした｡

タ ロ マ トフ ォ
ー カ シ ン グに よ る G S T 捻活性の回収率払 雄性で97 .4 % , 職性で

96 .9 % で あ っ た ｡ 各 G S T アイ ソ ザイ ム 両分の活性を噸雄間で比較する と T ab l e 3 - 12

に示す様に著明な善果がみ られた｡ B L 型の G S T 活性披職性の方が有意に高く,

中で もG S T - B L は雄性の 約5 倍の活性を示した｡

一

方, A C 塑の G S T は逆に

雄性の方が高く, G S T - A 2 8ま噸性に比較して 3 倍高い活性を示した｡ また,

N e u t r a l/ a c id i c G S T に関して は 3 - 5 - 3 に示した D E - 52 カ ラ ム の場合と同様,

雄性の 方が噸性に比し, 高い 活性を示すことが観め られた｡
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F i g . 3 - 6 S e p a r aLt i o n o f b a s i c g l u t a t h i o n e S - t r a n s f e r a s e s

o b t a i n e d f r o m a f f i n i t y c o l um n c h r o m a t o g r a p h y o n

g l u t a t h i o n e
- l i n k e d S e p h a r o s e 6 B o f m a l e a n d f e m a l e r a t s

b y c h r o m a t o f o c u s i n g .

T r a n s f e r a 畠e a c t i v i t y w a s m e a s u r e d w i t h C D N B a s s u b s t r a t e ｡

E q u a l a m o u n t s o f p r o t e i n s o f m a l e ? n d f e m a l e ( 4
･
9 1 m g )

w e r e l o a d e d o n t o t h e c h r o m a t o f o c u s l n g C O l u m n . T o t a l

a c t i v i t i e s w i t h C D N B o f m a l e a n d f e m a l e t r a n s f e r a s e s

a p p l i e d w e r e 2 9 . 7 a n d 3 7 . 9 u n 土七s , r e s p e c t 土v e l y ｡

T a b l e 3 - 1 2 D i s t r i b u t i o n o f m a l e a n d f e m a l e g l u t a t h i o n e

S - t r a n s f e r a s e a c t i v i t i e s o f e a c h i s o z y m e f r a c t i o n

s e p a r a t e d b y c h r o m a t o f o c u s i n g .

B a s i c G S T i 8 0 ヱ y m e B A c i d i c

L
2

B I J B
2

Å
2

且C C
2

G S T s

M a l e ( % ) 1 0 . 4 5 . 6 8 . 4 2 . 7

F e m a l e ( % ) 1 5 . 9 2 5 . 0

出 a l e

F e m a l e

8 ｡ 9 0
.
9

0 . 6 5 0 .
2 2 0 . 9 4 3 . 0 0

1 2 . 4 1 8 . 2 4 2 . 3

9
.
5 1 3 . 0 2 6 .

8

1 . 3 1 1 . 4 0 1 . 5 8

E a c h i s o z y m e f r a c t i o n o f t r a 甲 f e r a さe Z3 O b t a i n e d f r o m c h r o m a t o f o c u s i n g

a s s h o w rl i n F i g
･

･ 2 w a s p o o l e d a さ f o l l o w さ a n d m e a s u r e d t h e e a c h p o o l e d

t r a n s f e r a s e a c t i v i t y w i t h C D N B a s a 卓u b s t r a t e ･ ぬ 1 e = L
2
( F r N o 5 8 - 6 7 ) I

B L ( 6 8 - 7 6 ) I B
2
( 8 4 - 9 3 ) ･ A

2
( 9 9 - 1 0 7 ) , A C ( 1 1 3 - 1 3 3 ) I C

2
( 1 3 4 - 1 5 3 ) I A c i d i c G S T s

( 1 5 8 - 1 7 5 ) I F e m a l e : L
2
( 5 9 - 6 8 ) ∫ B L ( 6 9 - 8 2 ) , B

2
( 8 8 - 1 0 6 ) , A

2
( 1 0 8 - 1 1 4 ) ∫ A C

( 1 2 3 - 1 4 2 ) , C
2
( 1 4 3 - 1 6 4 ) , A c i d i c G S T s ( 1 6 5 - 1 7 1 ) ･ T o t a l r e c o v e r

･y o f t r a n s -

f e r a s e a c t i v i t i e s o f e a c h i s o 2: y m e f r a c t i o n s e p a r a t e d b y c h r o m a t o f o c u s i n g

f r o m m a l e a n dl f e m a l e w a s 9 7 ･ 4 % a n d 9 6 ･ 9 %
r

r e B P e C t i v e l y ･
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3 - 5 - 5 嘩雄ラ ッ ト肝 G S T サ ブ ユ ニ ッ トに関するⅩi n e ti c s によ る解析

臣実験方法】

雌蝶ラ ッ ト肝 c y t o s o li c G S T の C D N B , D C N B および G S H に対する

K m 健, V m a x 健を Li n e 鵬 a V e r - 缶u rk p l o七 に より求めた｡ さらに , 精製した G S T -

L 2 ,
- A C および - B 2 に つ い て も同様に E m 債, V m a x 檀を求めた ｡

監実験結果】

Fi g . 3 - 7 に示す様に, 雄性肝c y to s o l の G S T の D C N B に対する活性の V m a x

倍は職性の それに比し, 約 2 .5 倍高か っ たが, K m 健に つ い て 旺雌雄間で 菱披み ら

れなか っ た｡ C D N B に対する活性に関して 娃, 雌雄共に 1 o 糾 E m と hi gh E m が

得 られたや耳
, 磯雄費はみ られなか っ た｡

C D N B 溝度として0 ･2 5 m M 以上で は V ma x

健に おい て噸雄間で兼はみ られなか っ たが, 0 .25 m M 以下 で 揺雄性の･ V m a x は噸性の

それより明らかに高か っ た｡

一

方, G S H に対する V m a

､
Ⅹ 構は D C N B を用い た

場合に雄性の方が噸性に比し, 約 2 倍高か っ た｡ 基紫として C D N B ( 1 m M ) ,

D C N B ( 1 m M ) い ずれを用い た場合に も G S H に対する E m 構は噸堆共, 0 .15 2 m M

で あ っ た｡ こ の債は J ak ob y ら
1 川 〉 の D C N B ( 1 m M ) を用い た場合, G S H に

対する K m 健は 0 . 1 - 0 .2 m M で あ るという報告と近似して い る｡ これらの K m 値

に関する知見から, G S T の G S
■
H に対する結合部位の 方が, C D N B ある い は D

c N B の結合部位よりも親和性が高い ことが考えられ る｡ この ことは, G S T の生

理機能の 1 つ として G S H と非共有結合するこ とに よりG S H のr e s e r v oi r と して の

撒き
l = ) と関連ある可能性が示され る｡
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4

1/ V

E m ; 0 . 0 5 8 m 払

E m = 0 . 5 5 6 m 比

C D N B

l′S

1 - 2 0
-

1 5
-

1 0
-

5

5 0 0

1 / V

2 S O

R m 三

1 . 4 2 9 L n h

/

10

0

/

D CNB

l / S

-

5

1/ V

5 . 0

2 . 5 R m 王 0 . 1 5 2 m H

G S =

1 / S

-

1 0
-

5

2 0 0

1 0 0

1 ′Ⅴ

1 0

R m 王 0 . 1 5 2 m M

G S H

l / S

1 0 - 1 0 - 5 5 1 0

F i g 1 3 - 7 L i n e w e a v e r
- B u r k p l o t s s h o w i n g t h e e f f e c t

o f s u b s 七r a 七e c o n c e n t r a t i o n o n t h e r e a c 七土o n r a t e

o f m a l e a n d f e m a l e r a t l i v e r G S H S 一 七r a n s 王e r a s e

a c 七土v i t y .

u p p e r p a n e l : C D N B a n d G S H a s s u b s t r a t e v a r i a b l e s

r e s p e c t i v e l y ( t h e s e c o n d s u b s t r a t e c o n c e n t r a t i o n s

w e r e f i x e d a t i ru m ) . L o w e r p a n e l
･

. D C N B a n d G S H a s

s u b s t r
_
a t e v a r i a b l e s r e s p e c t i v e l y ( f o r t h e l e f t

g t a p h
r

･t h e G S H c o n c e n t r a t i o n w a s f i x e d a t 5 m M
,

f o r

…;≒≡;
g

t…き至三…
e

:……芋r…
c

:言…号
c

.

o

a亨
c

慧
f

a

a

i;
1

i
o

,等号…
s

e…g
x

r…望s…吉

G S T は Y a , Y b , Y b
'

, Y c サ ブ ユ ニ ッ トの組み合わせ に よる 2 量捧で あるこ と

か ら, C D N B およぴ D C N B に対する E m 倦はこれ らのサ ブ ユ ニ ッ トのK m 健

に対応す る ことが考え られる ｡ H a bi g ら
2 0 ' Z l )

に よれば, G S T - A と - C は C D N B

に対して 各々 0 . 06 と0 .1 m M の E m 健を示すの に対し, G S T - A A と - B は

0 .4 と0 .8 m M と比較的高い K m 植を表すと朝告されて い る ｡ T a bl e 3 - 13 か ら明ら

かな様に , C D N B を基賀とした場合, Y a に対する K m 健はY b の それと全く異

なる こ とが判明 した｡ Y c の C D N B に対する 払 および V nla X 健 はY a の そ れと

ほぼ近似した｡
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T a b l e 3 - 1 3 A p p a r e n t k i n e t i c p a r a m e t e r s o f v a r i o u s

i s o z y m e s o f p u r i f i e d b a s i c G S H S - t r a n s f e r a s e

c o m p o s e d o f e a c h d i f f e r e n t s u b u n i t i n r a t l i v e r .

C D N B - A c t i v i t y D C N B - A c t i v i t y

L
2
( Y a Y a ) A C ( Y b ¥ b

8

) ･ B
2
( ¥ c Y c) A C ( Y b ¥ b

′

)

R m ( n M ) 0 . 5 2 6

V m a x 5 . 0 0 0

( U n i t さ/ m g )

0 . 0 6 2

l l . 7 6 0

1 .
1 1 1 1 .

4 2 9

3 . 3 3 3 6 . 6 6 7

C D N B a 8 8 tl b 8 t r 亀 t e V a r i a b l e B W h e n G S 耳 c o n c e n t r 且t i o n 尊 W e r e f i x e d

a t 0 . 5 油紙 . D C 罰D 亀鑑 魯u b 8 t r 血 t ◎ V 亀r i 亀b l ◎8 W h e a G S !! c o n c e n t r a t i o n 8

w e r e f i x e d a t l 血的 .

これ ら の知見より, c y t o s o l の G S T におい て C D N B に対して得られた2 つ の K m

債は Y a (ある い は Y c) と Y b サ ブ ユ ニ ッ トの E m 懐に起因するもの と思われる ｡ そ

れに対して , D C N B に対する K n 健は Y b サ ブ ユ ニ ッ トのみ に対応するもの と

考えられ る｡
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3 - 5 一 転 噸雄ラ ッ ト肝 G S T の サ ブ ユ ニ ッ ト の 構成比の 違い と

免疫学的検討

【実験方法】

1 . S D S ポリ アク 7
) )レア ミ ドゲ ル 電気泳動法

L a e m m li の方法
1 1 8)

に準 じて , 12 .5 % ポ 7) ア ク 7) ル ア ミ ドゲ ル を用 い て行 っ た ｡

2 . 阻害実験

抗G S T - A C 抗体 はG S T - A C に対して は単 一 の 沈降線を示 したが , G S T - B L

とは交差しなか っ た｡ さ らに , 抗 G S T - B L 抗体 は G S T - A C とは交差せず,

B L に対して 単
一

の 沈降線を示 した｡ また, 活性阻害実験は下記の通り行 っ た ｡

すなわち, 噸雄肝 c y t o s o I P .0 3 m l (賓自尊 ; 雄性67 , 噸性 63 拍) と抗血清 0 . 01

- 0 .
2 m l を加え, さらに 10 m M N a

-

p h o s p h at e
- 0 . 9 如 N a Cl (pn 7 .4) にて 全姿

0 . 23 ml とした｡ 4 ℃
一

夜放置後, 1 2 , 0 00 r p m 5 分間遠心し, そ の上清に つ い て C D N B

に対する清性を潮定した｡ 抗休に よる阻害率は同登の c o n t r o l 血清存在下 で の活性

の パ ー セ ン トで表示 した｡

【実験結果】

3 - ㌃2 で述べ た G S H -

af fi m i ty カ ラ ム より得 られた G S T 分画を噸雄に つ い て

S D S - P A G E を行 っ た(Fi g . 3 - 8) ｡ そ の結果 , Y a , Y b , Y c サ ブ ユ ニ ッ トの 構成

比に おい て噸雄間で 明白な差異がみ られた｡ すなわ ち, 雄性で 披Y b が最も多く次

い で Y c , Y a で ある のに対 し, 噸性で は Y b が最も少なか っ た｡
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a)

9鵡 軸

$ 7 噸坤I i

l

i 3 @

3 0 砂

2 8 .1 伊

顎 望 東野 静

鯛 ,4 隅勾由由申か ･ 曲 p 戯 曲妙砂

旬 2 3

M a J e

Y ヒ Y b Y a

■

慧蓄曇慧

F e m a T e

@ i
< %

車甘 磯静

4 3 闇

3 ◎ 噸取盛砂l

丑@ ･骨
㌔静

Yc Y b Y a

F i g ｡ 3
,

- 8 S D S / p o l y a c r y l a m i d e
-

g e l e l e c t r o p h o r e s i s

o f t r a n s f e r a s e f r a c t i o n s o b t a i n e d a f t e r G S ‡ト

a f f i n i t y c h r o m a t o g r a p h y o f m a l e

h e p a t i c c y t o s o l i n r a t s ･

( a) E l e c t r o p h o r e s i s w a s c a r r i e d

1 2 . 5 % a c r y l a m i d e r e s o l v i n g g e l .

s t a n d a r d ,

･ 2 a n d 3 ,
m a l e ( 9 . 8 リg )

c y t o s o 1
′

r e s p e c 七土v e l y ; 4 a n d 5
′

a n d 王e m a l e

o u t b y u s i n g a

L a n e 1 a n d 6 ,

a n d f e m a l e ( 1 0 1 帽)
m a l e a n d f e m a l e

t r a n s f e r a s e s o b t a i n e d f r o m G S Ⅰト a f f i n i t y c o l u m n ,

r e s p e c t i v e l y ･ T h e Y a
l

Y b a n d Y c b a n d s a r e

i n d i c a t e d . ( b ) T h e d e n s i t o m e t r i c s c a n n i n g o f

L a n e s 4 a n d 5 w a s p e r f o r m e d a t 5 5 0 n m .
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ま た, 肝 c y 七o s o l における抗 G S T - Å C 抗体およぴ抗G S T - B L 抗恥こ

阻害活性で は雌雄間で 明らかな善がみ られた(Fi g . 3 - 9) ｡ 抗 G S T - A C 抗体

加に より, 雄性 c y t o s o l で は噸性より阻害程度は著明に大きか っ たの に対し

Lぎ.G S T - B L 抗鋳で は逆に噸性の 方がより強く阻蕃された｡

0 . 1 0 . 2

A n t i - ÅC a n t i さ e n J n ( n l )

0 . 0 5 o .

A n t i
-

B L a n t i 豊e r t l m ( m l )

1 0 0

e
3

〉
5 0

亡

0
･
r l

J J

･ ▼+

. q
･ ▼づ

.
⊂

⊂

H

1 0 0

9 0

8 0

d P

旨7 0

･ d

J l

･ J- I

I )
･ ^

J =

E:
=

F i g . 3 - 9 = rn m u n o t i t r a t i o n o f G S T a c t i v i t i e s f r o m m a l e a

f e m a l e r a t h e p a t i c c y t o s o l b y a n t i - G S T - A C a n d - B L

a n t 土b o d 土e s ｡

B o t h c y t o s o l f r o m m a l e s a n d f e m a l e s w a s d i l u t e d w i t h i

s o d i u rh p h o s p h a t e
- 0 . 9 % N a C 1

, p H 7 . 5 ｡ P o r t i o n s o f d i l u t e

c y 七o s o l ( 0 . 0 3 m l) w e r e 土n c u b a 七e d w 土t b 土n d i c a t e d

a n t i s e
モ

u m ( t o t a l v o l u甲e ･ 0 ･ 2 3 m l ) oァe r n i g h t a t 4
;

O

c!
u

;:
r e m a i n i n g a c t i v i t i e s i n t h e s u p e r n a t a n t s o b t a i n e d b y
c e n t r i f u g a t i o n a t 1 2 0 0 0 r p m f o r 5 m i n w e r e d e t e m i n e d

,

a c t i v i t y w a s m e a s u r e d w i t h C D N B a s a s u b s t r a t e . T h e d e

o 王 i n b i b 土七土o n o f 七h e a c 七i v 土七y b y t h e a n t i b o d y w a s e x p r

a s p e r c e n t a g e o f t h e a c t i v i t y r e m a i n i n g i n t h e p r e s e n c

c o n t r o l s e r u m f r o m a n o n i m m u n i z e d r a b b i t . T h e p r o t e i n

c o n c e n t r a t i o n s o f m a l e a n d f e m a l e c y t o s o l w e r e 6 7 v g a

u g , r e s p e c t i v e l y . 功 一

.
m a l e s ,

･
･ -

c ト ー

, f e m a l e s .
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3 - 5 - 7 G S T 活性の性菱の葉物抱合能および G S H 登に及ぼす影響

監実験方法】

I . G S H 抱合捧の定量

反応液の組成( 1 ml) は100 m M K -

p h o s p h a t e(p H 6 . 5) , 0 .5 m M G S H , 0 .5 打

C D N B および c y t o s o l(0 .L38 曙章自) とし 37 ℃イ ンキ 且 べ - ト彼の生成した:

(2 , 4 - di n it r op b e n y l) g l ut a tb i o n e を 340 n 何 で測定した｡ なお, D C N B - G

抱合捧の場合に は反応液( 1 ml) は10 0 m M Ⅰト p h o s p h a t e (p珂 7 .5) , 1 m M

G S H , 1 m M D C N B および c y t o s ol( 8 m g 蛋白) とし 37 ℃イ ン キ 且 べ -

I

級, 生成した抱合体を 345 n m にて潮定した｡

2 . G S H の定豊

圧応液中の G S H 董の測定は 5 , 5
∫

- di thi o bi s (ni t r o b e n z o a t e) とグJL , タチ コ

還元酵素によ る r e c y cl i n g 法
I 1 9 )

を用い て行 っ た｡ 本法は次甲様な反応によ弓

成する5 - th i o - 2 - n i t T Ob e n z o a t e( T N B ) を 412 n m にて珊定するもので る｡

2 G S H ＋ D T N B * G S S G ＋ 2 T N B

G S S G ＋ N A D P H ＋ H
十 G S S G r e d tI C t a S e

2 G S H 十 N Å D P
＋

S s r( / 6 S S G

N Å D P H ＋ H
＋ ＋ D T N B G S S G r e d tl C t a S e 2 T N B ＋ N A D P

十

本法 は E ll m a n 落と異なり, シ ス テイ ン の 過剰董で も影響されずG S H およ

G S S G に特異的で ある
I 1 9 〉

｡

反応液組成は 0 . 1 M N a
-

ph o s p h a t e
- 1 m M E D T A , p技 7

.0 , 0 .2 m M

N A D P H , 0 .6 m M 工) T N B および試料か らなり, G S S G r ed u ct a s e

l u n it 添加して412 n m で反応開始とし, 1 分間あたりの吸光度変化より求めた｡
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監実験結果】

G S T 活性の性善が G S H 抱合終生成董およぴ G S H 董などに どの 様な影響を及

ぼすかを検討した｡ F i g . 3 - 10 に示す様に, G S H 抱合体の増加に伴い
, G S H

豊の 著明な城歩が経噂的に み られた｡ そ こで , 噸雄肝 c y t o s ol と G S H お よび

D C N B 共存下, 抱合終生成董とG S H 減少量を換謝したとこ ろ, 雄性で は職性

に比し, 有意な抱合体の 生成と, それに伴い G S H 豊の減少が謎められた｡

①
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3 - 1 0 R e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e d e c r e a s e o f G S H a n d t h e

f o

d
m a t i o n o f G S H c o n コu g a t e S d u r i n g t h e i n c u b a t i o n .

■

T h e m i x t u r e c o n s i s t i n g o f 1 0 0 m 比 p o t a s s i u rq p h o s p h a t e

b u f f e r ( p H 6 . 5 ) , 0 . 5 m 比 G S H ′ 0 . 5 m M C D N B a n d c y t o s o l

m g o f p r o t e i n ) f r o m m a l e r a t l i v e r w a s i n c u b a t e d a t , 粒子
8

A t t h e i n d i c a t e d t i m e , t h e G S fI - C D N B c o n コu g a t i n g a c t i v i t y
■

a

巻
t

登岩e

c o n c e n 七r a 七土o n o 王 G S H w e r e d e 七e r m 土n e d .

m i x t u r e c o n t a i n i n g l o o m M p o t a s s i u m p h o s p h a t e

≡: c

f

三書芸t三d

P 五

a三
･

…与d
cチ

m 旭 G S H a n d c y t o s o 1 ( 8 m g o f p r o t e i n ) w a s

M a l e ,

･

⊂コ F e m a l e .
.V e r t i c a l l i n e

土n d 土c a 七e s S . E . f r o m f o u r r a t s .
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葦絡 6 牽 萄 . 蘇

ラ ッ ト肝 G S H 蚤は過食に より異なり, 12 過令で は雄性の方が噸性に比し有意に

高い ｡ また, 肝 G S H は日 内変動を示すことが知られて い る が
9 , l o o )

, 機嫌共 は

ぼ同 じ日内変動を示し, どの時間常におい て も雄性の 方が高い 傾向を示した｡ さら

に, こ の肝 G S H の 性差は18 時間絶食条件下に おい て も謎められる ことから,

肝 G S H 馨の性貴は単に食飼牲因子に起因するとは考え 掛 ､
｡ 絶食条件下で は, 肝

G S H 馨の性差と共に T - G T P 活性で の噸雄善が著明にな っ た (第2 章) ｡ この

絶食下でみ られる肝 T - G T P 活性の性差 札 t r a n s p e p t id a ti o n 反応において 顕

著で あるが, h y d r o l a s e 反応で は有意景はみ られ なか っ た｡ T - G T P の i n v i v o

にお ける生理機能はグ ルタ チオ ン分解酵素として の hy d r ol y ti c a c ti o n で あ る
】Z O , 1 2 1 )

と考え られて い たが, 最近 i n v i v o にお い て t r a n s p e p tid ati o n 反応も行うとの

知見
l苧2 ' 1 2 3 )

が報告されて い る｡

絶食時にみ られ る肝 r - G T P 活性の 性差札 肝 シ ス テイ ン畳に反映され,

肝 ト G T P 活性とシ ス テイ ン登との間 に極めて高い 相関性がみ られ る｡ ま た,

7 - 8 過令の比較的若い ラ ッ トで は肝 G S H 馨に は性差はみ られないが, 肝 T - G T P

清性および肝 シス テイ ン董は噸性の方が有意に高い ｡ これ らの知見か ら, 肝 G S H

の週令差に伴う性差に は肝 r - G T P 特性が大きく関与して い るもの と考えられ る｡

一

方, 関連酵素系の中で著明な性差は r - G T P , G S T および G S H - P x 活

性に おい て緩められ, 肝 T - G T P は噂性ラ ッ トの方が雄性ラ ッ トに比し著明に 高

い活性を示 した｡ さ らに
, 性ホ ル モ ン投与の実験から,

･

T - G T P はT S よりはむ

しろ E D に よる御節支配が大き い ことが示唆された｡ G S T 活性と G S H - P x 活

性は互 い に逆の性差を示 し, 性ホ ル モ ン の影響も異 っ て い た｡ すなわち, G S H - P x

活性に対して E D は促進的に作用 し, T S 辻抑簡約効果を示すことが考えられる｡

それ に対 し G S T 活性で は, 逆に活性の上昇, E D は活性の 低下を誘導するもの と

示唆される ｡
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G S T は基質時異性が広い 蛋白群で あ る｡ C D N B は種々 の G S T アイ ソ ザイ ム

に対して優れた基質で あるが, D C N B は ! b サ ブ ユ ニ ッ トを有する A C 型の アイ

ソ ザ イ ム に の み作用する と報告されて い る
Z O = 1 1 )

｡ T a bl e 3 - 10 に示す様に雄性ラ

ッ ト肝 G S T はD C N B に対する活性で は噸性ラ ッ トに 比し, 著明に高い が ,

C D N B に対する活性で はほとん ど噸雄貴はみ られな い ｡ こ の 知見はラ ッ トにおい

て 法, D C N
､
B に対する G S T 活性に性善がみ られると い う報告

2 4 ' l Z 4 ) と 一

致す

る｡

一

方, G S H - P x 活性は C H P およぴ H 之 0 2 い ずれの基質に対して も噸性ラ ッ

ト の方が高い (T a bl e 3 - 10) . L a w r e n c e と B u rk
Z 2 ) 揺 H 2 0 之を基質とした場合の

G S H I P x 活性は S e
- G

■
s H - P x を反映し, C H P に対する活性と H 2 0 z に対す

る活性の澄は n o n
- S e

- G S H - P x の 活性に対応すると報告して い る｡ 従 っ て ,

T a bl e 3 - 10 に示した結果は , G S H - P x 活性の性差は S e
- G S H - P x の み なら

ず n o n
- S e

- G S H - P x にもみ られる ことを示唆 して い る ｡ さらに , G S H - P x

活性の 性差に関して直接的な証拠を得る目的で a ff i n i t y カ ラ ム により S e
- G S H -

P x と n o n - S e - G S H - P x とに分離して検討 したとこ ろ, ラ ッ ト肝 c y t o s o l で

み られる G S H - P x 活性の 性差は主に S e
- G S H - P x に起因するが ,

一

部は n o n
-

S e
- G S H - P x にも依存する ことが明らかとな っ た｡ n o n

- S e
- G S H r P x は

G S T のあ る種の アイ ソ ザイ ム と同
一

である
b )

こ とから, G S H - P x 活性を示す

G S T アイ ソ ザ イ ム は噸性の方が雄性に比し高い と考え られ る｡

T a bl e 3 - 1 2 から明らかな様に , b a s i c G
.
S T に関して8も C D N B と C H P に

対す る活性は雌性の 方が高い が, D C N B に対する活性は逆に雄性の 方が高い
｡ さ

らに , H i n e ti c s によ る解析結果か ら, 噸礎肝G S T に は質的な違い がない ことが示

された｡ こ れら の事実は b a s i c G S T アイ ソ ザイ ム の 量的分布が, 雌雄聞で 明ら

かに異なる こ とを示唆して い る｡ F ig . 3 - 8 に示す様に , S D S
-

P A G E に おい て

G S T サ ブ ユ ニ ッ ト の 構成比が雌雄間で明らかに異なる こ とが判明した ｡

tl a l e s と N ei m s
I Z 5 ) は抗 G S T

-

B 抗体を用い て 免疫沈降反応に よる検討から准
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性ラ ッ ト肝 c y t o s o l の
_
G S T

-

B は噸性の それに比し, 少ない ことを報告した｡

しか し
, 彼等は R a bi g らの方法

2 0 )
により G S T

-

B を精製し, lig a nd i n は

G S T
-

B と同 一

で あると結論して い る ｡ 従 っ て , 彼等の成績はG S T -

B ある い

は 1 ig a n di n に関するもの で あり, 他の G S T ア イ ソザイ ム の性莞に関して 明確な

結納は得られて い ない ｡ 本研究において , ラ ッ ト肝 b a s i c G S T を6 種に分離す

るこ とに成功し, その タ ロ マ f･ フ オ
⊥

カ シ ン グに おけるそれらアイ ソザイ ム の溶出

パ タ
ー ン は機嫌聞で明らかな相異が経められた｡ そ の 中で , G S T -

B L と -

L z

の 活性は噸性に高い の に対して, A C 型の G S T アイ ソザイ ム は雄性におい て高い

活性が組められた｡ この こ とは G S T
-

B L と -

A C の抗体を用いた阻事実験に お

い て も確徹された｡

G S T が有する ペ ル オ キ シダ ー ゼ活性はY a と Y c サ ブ ユ ニ ッ トに起因する こと

か ら, 噸性の b a s i c G S T に関して C D N B および C H P に対する活性が雄性よ

り高い の は, 噸性の方が G S T
-

B L およぴ -

L ヱが多い ことに起因するもの と思

われ る｡

さ らに, 肝J C y t O S O l に おける D C N B 抱合体生成馨およびそれに伴うG S Ⅰi 豊の

減少は, 雄性ラ ッ トの方が噸性に比し有意に高か っ た｡ この事実は, ラ ッ ト肝

c y t o s o l にみ られ る G S T 活性の 性差は薬物の G S H 抱合髄および肝G S H 代謝と

に密接な関連性を有し, 生理的機能を考え る上で極めて重要な示唆を与えて い る｡
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紐 括

肝グ ル タチ オ ン代謝と関連酵素系との 関連性に つ い て , 第 1 縮で はラ ッ ト肝臓に

おける G S H 代謝の 御御機構, 寮2 編で はラ ッ ト マ ウ ス
,

モ ル モ ッ ト,
ハ ム ス タ

ー

にお ける肝 G S H 代謝系の 種差, また, 第3 編で はラ ッ ト肝 G S H 代謝および関

連酵素系の性差に関して検討した｡ これらを要約して 以下に示す｡

(1) 生体内グ ル タチ オ ン の 唯
一

の分解酵素で ある γ - G T P は
, 成熟肝におい て は

極めて低い活性を示すが, 細胞膜に局在して い る こ とか ら G S H ある い は

G S S G の局所的氷解清性はかなり高い と考え られる ｡ また, そ の酵素的性質.は

免疫学的検討および Ei n e ti c s の 解析から, 腎 T - G T P と違い はみ られず,

T - G T P を修飾して い る シ ア )i , 酸が多い 分子種で あるこ とが判明した｡

(2) 肝 ト G T P 活性の変動と シ ス テイ ン の 董的変化とに高い 相関性がみ られ たこ

とか ら, T - G T P 辻 G S H 董の変動に極めて重要な役割を担 っ て い る と考え ら

れ る｡

(3) ラ ッ ト周産靭にお ける胎盤および胎仔肝T - G T P は胎仔の G S H ある い はシ

ス テイ ン の不足を補給する目的で , 母体からの G S H を効率よく分解利用する も

の と示唆され る｡

(朝 成熟ラ ッ トにおける肝 T
- G T P の 著明な誘導 は細胞外に増加したグ)I / タ チオ

ン (主に G S S G ) を効率よく分解し, G S H の 車台成に利用する役割を果すこ

とが明らかにされた｡

(5) 肝グ ル タチ オ ン代謝および関連酵素活性に は著明な種差が謎められ,
ハ ム ス タ

ー は G S H の酸化還元速度が速い動物種で あり,
マ ウ ス において も絶食条件下に

r

おい て同様に G S 日の酸化還元速度が促進され る こ とが明らかにされた｡

(6) 肝臓にお ける脂質過酸化反応
,
8i 肝G S H レ ベ ル と は相関せず, む しろ

G S H - P x ある い は G S T 活性の 港禁過酸化反応にお ける生理的重要性が示唆

された ｡
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(7) ラ ッ ト肝 G S H 登の性澄は絶食条件下におい て も認められ ることか ら, 単に食

飼由来の因子に起因するもので はなく, む しろ T - G T P を中心とした関連酵素

系が重要な性菱発現因子で あるこ とが明らかに された｡

(8) ラ ッ ト肝 T - G T P , G S T およぴ G S H - P x 活性の 性差払 い ずれ も性ホ

ル モ ン に より澗御され る ことが明らかにされた｡

(9) ラ ッ ト肝 G S T および G S H ⊥ P x 活性の 性善は各アイ ソザイ ム を分離精製し

た結果, G S T および G S H - P x の各ア イソザ イ ム の 登的変化に起因する こと

が判明した｡

8 0) ラ ッ ト肝 G S T 活性の 性差臥 そ の G S H 抱合髄および G S H 登の変化にも顕

著な影響を示 した｡ こ の G S H 抱合の 際の G S H 減少は不可逆的なG S H の 変化

で ある｡ 従 っ て , もし G S H 抱合を受ける薬物ある い は代謝物が生休内に存在し

た場合に, 肝 G S H 董の変動に も明らかな性差を示すもの で あり, G S T 活性の

性差は肝グ ル タチ オ ン代謝に おい て重大な生理的重要性を有すると考え られ る｡
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掲 載 稚 苗志 田 轟訴:

1 . 第1 編, 寮1 章の 内容は, R e s . C o m n u n . Ch e m
.
P ath ol . Ph a T m a C Ol ‥

a2_

, 38 ト38 4 (198 1) に下記表恵で掲載された もの で ある｡

P u rif i c a ti o n o f li v e r g a m m a
-

g l u t a m y lt r a n s p e p tid a s e f r o m th e r a t
.

2 . 弟 1 鼠 第2 葦の 内容 払 L if e S c i ‥ 塾 83 - 49 1 (19 81) に下記義満で掲載

されたもの セある｡

Ch a ng e s o f g a m m a - g l u t a m y l t r a n s p e p tid a s e a c ti v it y i n th e r a t d u r i n g

d e v el o p m e n t a n d c o m p a r i s o n o f th e P e t al l i v e r , p l a c e n t aュ a n d a d u l t

l i v e r e n z y m e .

3 . 欝 1 鼠 算3 章の 内容披, I . Ph a r m a c o l . E x p . Th e r ‥ 221 , 79 5 -80 0 (1982)

に下記表題で

I n d u c 七i o n of h ep a ti c T -

g l u t a m y l t r a n s p e p tid a s e i n r at s b y

r e p e a t e d ad m i ni s t r a ti o n o f a m i r1 0 P y r i n e .

さ らに , D e v e l op m e n t s i n th e S ci e n c e a nd P r a c ti c e of T o xi c o l o g y , p p45 9
-

46 2 , (A .
臥 H a y e s , R . C . S c h n e ll a n d T . S . Mi y a ed s) , EI s e v i e r S c i e n c e

p ub li s h e r s B . V . (19 83) に下記表逝で掲載され たもの で ある ｡

I n d u cti o n of h e p a ti c T -

g l u t a m y l t r a n s p e p tid a s e i n r a t s by r e p e at e d

a d m i n i s t r a ti o n o f a m i n o p y r i n e .

4 . 草 l 締, 第4 章の 内容は, Lif e S ci
. , B! , 2 65 5 -2 66 5 (1982) に下記表題で掲

されたもの で ある｡

P e r t u r b a ti o n of h e p a ti c g l u t a thi o n e l e v el a n d gl u t a thi o n e
-

r e l a t e d

e n z y m e a cti v i ti e s b y r e p e a t e d ad m i n i s t r a ti o n of a m i n o p y ri n e i n r at s
.
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5 . 第 2 編の 内容 払 J
.

P h a r m
.

D y n ‥ 鮎 941 - 94 9 (1 983) に下記表瀬で掲載され

たもの で あ る｡

Sp e ĉ i e s dif f e r e n c e i ll g l ut a th i o n e l e v e l a nd g l u t a thi o n e r e l a t ed

e n z y m e a ct i vi ti e s i n r a t s , m i c e , g u i n e a p i g s a n d h a m s t e r s .

6 . 第3 編, 第3 葦の 内容払 J . Bi o ch e m
. , 壁, 3 3 - 36 (1 983) に下記表題で掲載

されたもの で ある ｡

S e 文
一

r el a t ed d iff e r e n c e

T

i n th e h e p a ti c g l u t a th i o n e l e v el a nd r el at e d

e n z y m e a c ti v i ti e s i n r a t s
.

7 ･ 寮3 鼠 寮 4 章の 内容は, R e s
･
C o m m u n

･
C h e m

. P a th o l . P h a r m a c ol ‥ 些,

2 25 - 232 (1 984) に下記麦類で 掲載されたもの で ある
.

Ef f e c t o f s t e r o id a l s e x h o r m o n e s o n th e s e 夏 -

r e l a t e d d iff e r e n c e s

i n th e h e p a ti c a c ti v i ti e s of T -

gl tlt a m y l t r a n s p e p t id a s e
, g l u t ath i o n e

S - t r a n s f e r a s e a nd g l ut a thi o n e p e r o x id a s e i n r a t s .

8 . 欝3 鼠 算5 葦の内容払 J . B i o ch e m . , に 下記表題で 投稿申で 奉る｡

S e x dif f e r e n c e i n th e s u b u n i t c o m p o s i ti o n of h e p a ti c g l ut a t hi o n e

S - t r a n s f e r a s e i n r a t s .
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,
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,
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