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耳= コ

近年､

エ ス テ ル 結合 ( - C O - 0 - ) お よ び ア ミ ド結合 ( - C O - N 正 一 ) を有

す る薬物( 医薬 ､ 農 薬な ど ) ､ 例えば プ ロ ド ラ ッ ク の 開発 が特発 と な り当該

物質 の 代謝 , 薬 効 ､ 毒 性な ど を評 価す る 上 で
,

エ ス テ ラ
ー

ゼ は 重要な 役割を

演 じ て い る ｡
エ ス テ ラ ー

ゼ の 関与 す る薬物代謝 の 研究 と し て
､ 古く ほ プ ロ カ

イ ソ ( K i s c h e t a l .

, 1 9 4 3 )
､

数種 の カ ル ポ ソ 酸 ア ミ ド の カ ル バ ミ ル グ ル ー

プ ( B a y e t a l . , 1 9 4 9 )
､ 抗 う つ 薬 で あ る イ ソ カ ル ポ キ サ ジ ド ( I S O C )

( s c h w a r t z , 1 9 6 0 ; 1 9 6 1 a ; 1 9 6 1 b ) な ど が あ り
､ 最近 で は ア セ ト ア ニ 1)

ド ( H a u g e n a n d S u t t i , 1 9 7 4 ; A r n d t e t al り 1 9 7 8 )
､

オ キ ザ ゼ パ ム エ ス

テ ル 類 ( M a k s a y e t a l . , 1 9 7 8 ) ,
ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン ( O s b i m a e t a l l ,

1 9 8 0 )
､

ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ( V i n i n g , 1 9 7 5 ; K tlh n a n d H e y m a n n ,

1 9 8 2 )
,

お よ び月旨質代謝( M e n t l e i n e t a l .

, 1 9 8 4 )
､

な ど に 関し て の 報告

が あ る .
こ れ ら の 薬物 ほ 代謝 され る尊 に よ り

, 例えば ア ト ロ ピ ソ ( M o o g

a n d K r i s c h , 1 9 7 4 ; A m m o n , 1 9 7 7 ) や
､

プ ロ カ イ ン ( C o h e n a n d O r 21 e C h ,

1 9 7 6 ; 1 9 7 7 ; S a t o h a n d M o r o i , 1 9 7 7 ) ほ そ の 薬理活性 を失 い
､

一 方 フ ェ

ナ セ チ ン ( B e r n h a m m e r a n d K r i s c h , 1 9 6 5 )
､

I S O C ( S c h w a r t z , 1 9 6 1 a

; 1 9 6 1 b ; G r e e n , 1 9 6 4 ) ほ活性化され るo こ れ ら の 加水分 解反 応 の 結果 と し

て
､ 多く の 薬物 は 解毒 ､ 排滑 - の 代謝 と な る も の の

,
フ ェ ナ セ チ ン で は メ ト

- モ グ ロ ピ ソ 血症 の 増加 r( II e y m a n n e t a l .

, 1 9 6 9 )
,

プ ロ カ イ ン で は ア レ ル

ギ ー

反 応 の 発 生 ( H e y m a n n , 1 9 8 2 ) と な る 事 も知 ら れ て い る . ま た プ ロ ド

ラ ッ ク で あ る ビ バ ア ン ピ シ リ ソ ほ ア ン ピ シ リ ソ に 加水分 解( H e y m a n n ,

1 9 8 2 ) さ れ薬 効 を 発 し ､ 更に
､

種 々 の 炭素鎖 把 よ り エ ス テ ル 化 し た サ リ チ

ル 酸誘導体 を
,

サ リ チ ル 酸 の プ ロ ド ラ ッ ク と する 研究 ( I n o Ⅶ e e t a l リ 1 9 7 9

ち ) も エ ス テ ラ ー ゼ と の 関連 で 行わ れ て い る ｡

薬物 の エ ス テ ル 結合 と
●

ア ミ ド結合 を 区別 し て そ れぞ れ特異 的 に 加 永分解 す

る 酵素 ほ 極め て 少な く ､ 今 日､
エ ス テ ラ ー

ゼ と ア ミ ダ ー ゼ の 間で は 厳密 な区

別 が な され て い な い
. 従 っ て

､
本研究 に お い て も エ ス テ ラ ー ゼ / ア ミ ダ ー ゼ

と し て 両 者を包 括 し
､ 非特異的 エ ス テ ラ

ー

ゼ と し て 扱う事 と し た ｡ 基質特異

-

1
-



性 の 低 い こ の エ ス テ ラ ー

ゼ は
､

そ の 局在部位 お よ び 基 質特異性 把 基 づ い て
､

コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ ( C h E ) と カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ ( C E a s e ) の 2 つ

に大別 され る . A l d r i d g e ( 1 9 5 3 ) 紘
,

こ の エ ス テ ラ
ー

ゼ を有機 リ ソ 化合 物

で あ る パ ラ オ キ ソ ソ に よ る 阻害 に 基 づ き ､ 有機 リ ソ 化 合物 を基質 と し加水 分

解す る A - エ ス テ ラ
ー

ゼ と
､ 有機 リ ン 化 合物 に よ り顕 著 把 阻害 され る B -

エ

ス テ ラ
ー

ゼ に 分 類 し
､ そ の 後､

B e r g T n a n n e t a l .

.
( 1 9 5 7 ) は

､ 有機 リ ソ 化

合物 を加水 分解 せ ず
､ 阻害も さ れな い C - エ ス テ ラ ー ゼ を追加 し た ( T a b l e

1 ) 0

T a b I e l エ ステラ
ー ゼのタイプの分類の基準

エ ステラ
ー

ゼのタイプ pa rao XO 凸 4
- c hl o roazerc u rib en zoa【e 基質還好性

との関係 またはH g
2 -

A
- エ ステラ

ー

ゼ

( アリルエ ステラ
ー

ゼ ､
ary 卜

e ste ras es )

B
- エ ステラ

ー

ゼ

( 力ルポキシル エ ステラ ー ゼ
､

c arb oxyL e ste ra ses )

基 質 阻害剤

阻害剤

C - エ ステラ
ー

ゼ

( アセチルエ ステラ
･ -

ゼ
､

ac ety ト
.

影響なし

e ste ra ses)

芳香族エ ステル

彩曹なし 胎肪族エ ステル

活性化剤 アセチルエ ステル

本研究 で 扱う カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ル
､

カ ル ポ キ シ ル ア ミ ド お よ び カ ル ポ キ

シ ル チ オ エ ス テ ル の 加水分解を 触媒す る 非特異 的 C E a s e ( E . C . 3 . 1 . 1 . 1 )

( H e y m a n n , 1 9 8 2 ) ほ
､

こ の 分 類に お け る B -

エ ス テ ラ ー

ゼ の 総 称 で あり
､

多 く の 晴乳 類 の 組織 に 分 布 し て い る o 中 で も 肝 臓に お け る 活 性が最 も高 く

( J u n g e a n d K r i s c h , 1 9 7 5 ; M o r o
'
i a n d S a t o h , 1 9 7 5 ; M o r o i a n d K tl g a ,

1 9 8 0 ) ､
そ の 他 ､ 腎臓 ( E r i s c h , 1 9 7 1 ; E c o b i c h o n , 1 9 7 3 ; B 6 c k i n g e t

- 2 -



a l . , 1 9 7 6 )
､ 腸 管L( K a m a t a n d P o r e , 1 9 7 2 ; F Ⅶk u d a e t a l .

, 1 9 7 8 ;

I n o u e e t a l .

, 1 9 7 9 ) お よ び脂肪組織( T s u j i t a e t a l . , 1 9 8 2 ) , 更に､ 脳

( E t o a n d S u z u k i , 1 9 7 3 ) お よ び 血清 ( C h o tld h u r y , 1 9 7 6 ) に も存在する .

ま た
､ 肝細 胞内 の 分 布は 主 に ミ ク ロ ゾ ー ム ( M B ) 膜 結 合 の 状 態 で 存 在 し

､

以下
,

ミ ト コ ン ド リ ア
､ リ ソ ゾ -

ム
､ 徴 の 順 に多く ､ 可溶性画 分 ( C y t o s o l )

に は は と ん ど存 在 し な い ( M o r o i a n d S a t o h , 1 9 7 5 ; B
.

6 c k i n g e t a l l , 1 9 7 6

; F tlk u d a e t a l . , 1 9 7 8 ; M o r o i a n d K u g a , 1 9 8 0 ) o C E a s e は そ の 特性中

心 に リ ソ 酸 化 さ れ る セ リ ソ を 有す る酵素 の 1 つ で あり( An g n s t e y n e t a l 一

,

1 9 6 9 ; K r i s c h , 1 9 7 1 ; D u d m a n a n d Z e r n e r , 1 9 7 6 ; H e y rn a n n , 1 9 8 0 ;

M e n t l e i n e t a l . , 1 9 8 4 ) ､
そ の 分子量ほ 1 8 万 ( J u n g e e t al l , 1 9 7 4 ) - 2 1

万 ( S a t o h a n d M o r o i , 1 9 7 2 ) で あ る と報告 され て い る o 肝 M s に存 在する

C E a s e が
,

フ ユ ノ パ ル ビ タ ー ル ( S a t o h a n d M o r o i , 1 9 7 3 a ; R a f t e l l e t

a l . , 1 9 7 7 ) や D D T ( S o n a w a n e a n d E n o w l e s , 1 9 7 2 ) に よ り酵素誘 導 され

る 事 ､
お よ び 3 - メ チ ル コ ラ ン ス レ ン ( R a f t e l l e t a l . ,

1 9 7 7 ) で は 誘導さ

れ な い 尊は す で に知 ら れ て い る尊 で あ る が
､ 最近

､
N o u s i a i n e n e t a l .

( 1 9 8 4 ) ほ
､ 発 癌 物質 で あ る ベ ン ツ ( a ) ア ン ト ラ セ ソ

､

ベ ン ツ ( a ) ピ レ γ

お よ び 3 -

メ チ ル コ ラ ン ス レ ン が
, 肝 M s で は なく ､ 肝 C y t o s o l に わず か に

存在す る C E a s e を 誘 導 し
,

そ の 誘 導が 発癌性 の 強さ に相関 す る とも報 告 し

て お り
､

こ の 分 野 に お け る C E a s e の 役割も 興味深 い
.

一 方 ､ 有機リ ソ 化 合物が C h E の 強力な阻 害剤 で あ る事は 周知 の 事 で あ る

が
,

こ の C h E よ り C E a s e ほ 有機 リ ン 化 合 物 に 対 し て さ ら に 感受 性 が 高

く ( D u B o i s e t a l . , 1 9 6 8 ; S lユ e t a l . , 1 9 7 1 ; C h e n e t a l . , 1 9 7 2 ;

M u r p h y a n d C h e e v e r , 1 9 7 2 ; S a t o h , 1 9 7 3 ; S a t o h a n d M o r o i , 1 9 7 3 b ;

M o r o i a n d K u g a , 1 9 8 2 )
､ 有機 リ ソ 化合 物が C h E と反応す る 前に C E a s e

は 有機 1) ソ 化合物 と 非可逆的 に結合 し
､

ス カ ベ ン ジ ャ
ー

と して作用し,
そ れ ら

を 取 除く( F o n n u r n a n d S t e r r i , 1 9 8 1 ) 薬 物 結 合蛋 白 と し て の 役割 り の あ

る 事 も知られ て い る ｡
こ の 事 実 ほ

､

エ ス テ ル 結合 を含 む異物 の 毒性を検索す

る 上 で C E a s e 活 性を 指標 とす る尊 の 有用性 を示 し て い る o

本研究 は
､

エ ス テ ラ ー

ゼ の 生 化学並 び 托薬理 学研究 の 一 環 と し て 実施 さ れ

-
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た も の で
､

肝 M s C E a s e の 有機 t) ン 化 合物 に よ る 阻害 と
､

そ の 阻害 に お よ

ぼす肝 C y t o s o l や N A D を主 とす る種 々 の 補 酵素添加 の 影 響
､
お よび そ の 作用

発現 の 詳細 な磯序を知 る 事 を 目的 と し て 実施 し た も の で あ る ｡

こ こ で 行 っ た 研 究内容 は
､ 次 の 5 項 目 に 要 約す る事 が 出来 る o

1) 有機 リ ソ 化合物 の 1 種 で あ る 0 -

エ チ ル 0
- パ ラ

ー

ニ ト ロ フ ュ エ ル フ

ュ エ ル フ ォ ス 7 オ ノ チ オ エ イ ト ( E P N ) に よ る C E a s e 阻害 に 対す る 肝

c y t o s o l 添加 の 影 響 ,
お よ び そ の 影 響 の 作 用 機 序 を知 る 目 的 で

､
絶食並

び に 非絶食 ラ ッ ト 肝 C y t o s o l や
､

種 々 の ビ リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド類 似体

を授与 し た ラ ッ ト 肝 C y t o s o l 添加 の 影 響を検 討 し た ｡

ま た
､

C y t o s o l 中 の ピ 1) ジ ン ヌ ク レ オ チ ド量 ､
M s 薬物代謝酵 素活性､

更 に
､

イ ソ キ ュ べ -

シ ョ ソ 混 液中 で の E P N o x o n 生成量な ど も 検討 し た o

2 ) ピ 1) ジ ン ヌ ク レ オ チ ド括抗物質 と し て 知 ら れ て い る 6 - ア ミ ノ ニ コ チ ン

ア ミ ド ( 6 - A N ) 投与 の ラ ッ ト 肝 C y t o s o l 添加 に よ り C E a s e の E P N に

ょ る 阻害 が増強さ れ た 尊 か ら ､
6 - A N の 薬 物代 謝酵 素 系 - の 影 響を知 る

目 的で
,

6 - A N 投与 時 の ア ミ ノ ピ t) ソ お よ び - キ ソ パ ル ビ タ
ー

ル の ラ ッ

ト 血 中濃度 お よ び 肝薬物代謝酵素 活性 の 変動 な ど を 検討 し た ｡

3 ) 次 に
､ 有機 1) ソ 化合物 に よ る C E a s e 阻害 に対 す る N A D の 作 用 に 注 目

し
､

ま ず種 々 の 有機 .) ソ 化 合物 に よ る C E a s e と C h E 阻 害 の 構 造 活性 相

関を検 討 し
,

更 に
､

N A D 添加 の 影 響 ､
0 Ⅹ o n 体 の 生成 な ど に つ い て も 検

討 を加 え た ｡

4 ) そ の 結果､
C E a s e の 有機 T) ソ 化合物 に よ る阻 害が N A D 添 加 に よ り増

強 され た 尊 か ら
､ 更 に

,
C E a s e と E P N と の 結合 ､

お よ び S fⅠ基 阻 害剤

添 加 の 影 響 な ど に つ い て 検討 し
､

ま た
､ 酵素材料 と し て 用 い た M s に対

す る種 々 の 前処理 の 影響 に つ い て も検討を加 え た .

5 ) N A D 添加時 に 見 られる C E a s e の 有機 リ ン 化合物 に よ る 阻害 の 増強 に ､

肝 M s 内在性 デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ の 関与 が考 え られ た ｡ そ こ で
､

種 々 の ビ リ

ジ ン ヌ ク レ オ チ ド類似体 の デ ヒ ト ロ ゲ ナ - ゼ に対 す る 補酵 素能お よ び

o x o n 体 の 生成 ､ チ ト ク ロ
ー ム P - 4 5 0 の 関与 な ど に つ い て検討 を加 え ,

最後 に
､

E P N の C E a s e 阻害 に対 す る N A D に よ る 阻害増強作用 に つ い て

-
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の 作用機序 を検討 し た ｡
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第層 編 有機臣1 ン絶食物 による 別 駈ボ単車]♭E ステラ - ゼ阻

害と肝 可溶性蘭骨添加 の 影響

既 述 の 通 り
､

カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ
ー

ゼ ( C E a s e ) ( E . C . 3 . 1 . 1 . 1 ) ほ
､

エ ス テ ル 結合や ア ミ ド結合 を加水分 解す る 基 質特異性 の 低 い 酵 素 で あ る ｡ 本

酵素 の 基質 と し て ほ
､ 緒 言 で 述 べ た 化合 物以 外VC

.
ト リ ア セ チ ン ( M u r p h y

a n d C h e e v e r , 1 9 7 2 )
､

プ ロ パ ニ デ ィ ド ( J u n g e a n d K r i s c h , 1 9 7 5 ) ､
α

( β) -

ナ フ チ ル ア ミ ド ( K a n e k o e t a l . , 1 9 7 9 )
､

な ども広 く用 い ら れ て い

る
｡ 本編 で ほ

､
モ ノ ア ミ ソ オ キ シ ダ ー

ゼ の 阻害剤 で あ り
､

そ の 主 代謝物 で あ

る ベ ン ジ ル ヒ ド ラ ジ ン ( B Z H ) が母 化合物 よ り 更に 強 い 薬 理 活性 を有す る イ

ソ カ ル ポ キ サ ジ ド ( I S O C ) ( R a n d a l l a n d B a g d o n , 1 9 5 9 ; S c h w a r t 2; ,

1 9 6 1 a ; 1 9 6 1 t) ; K o e c h l i n e t a l . , 1 9 6 2 ; G r e e n , 1 9 6 4 ) を
､

C E a s e の

基 質 と し て 用 い た ｡

I S O C ( 卜 ペ ソ ジ ル
ー

2
- 〔5

-

メ チ ル
ー

3
- ･ イ ソ キ サ ゾ リ ル カ ル ポ - ル 〕

ヒ ドラ - , M a r p l a n

⑧
) は

､ イ ブ ロ エ ア ジ ド ( M a r s i l i d
⑧

) よ り 強 い モ ノ

ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 阻害剤 と し て H o f f m a n n L a R o c h e 社 よ り 発 売 き れ た 抗

う つ 薬 で
, 狭 心 症 の 管 理 にも用 い ら れ て い る ( S c h w a r t 2: , 1 9 6 0 ; 1 9 6 1 a

; 1 9 6 1 b ; K o e c h l i n e t a l l , 1 9 6 2 ) o F i g ･ ユ
ー

1 に I S O C と
,

そ の 代 謝

物 B Z E の 構造式を 示 す.

0

(I
C ･b ･

t
C =

I
C

㌔

･b ･ N HL N H

= = N

0

/
C
[
C H

3

･ c H
之 局

I s o c a r b o x a z i d

h y d r o l y 七土c

N H
2

- N H - C H
2 局

B e n z y l h y d r a z l n e

F i g . 1 - 1 C h e m i c a l s t r u c t u r e o f i s o c a r b o x a z i d a n d

i 七s m e 七a b o 1 土七e
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本 編 で ほ
, 有機 リ ソ 系殺 虫剤 の 1 つ で あ る 0 - エ チ ル 0 - パ ラ

-

ニ ト ロ フ

ュ エ ル フ ュ エ ル フ ォ ス フ ォ ノ チ オ エ イ ト ( E P N ) ( D u r h a m e t a l . , 1 9 5 6

; H of f m a n a n d S i l e o , 1 9 8 4 ) ( F i g ･ 1 - 2 ) に よ る ミ ク ロ ゾ ー

ム ( M s )

C E a s e 活性 阻害 に つ い て
､ 肝 可 溶性画 分 ( C y t o s o l ) の 影響を知 る 目的 で

､

供餌条件 の 異な っ た ラ ッ ト を用 い て検討 し た o ま た 6 - ア ミ ノ エ コ チ ソ ア ミ

ド ( 6 - A N ) な ど ､ 種 々 の ビ リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド類似体投与 に よ る影 響 に つ

い て も検討 を加 え た ｡

○Ⅹ土d a 七土v e

S
d e s u l f u r a t i o n

◎十 o 恩 N ｡ 之 - ◎斗｡
一 隊 N ｡ 之

o c
2
H
5 0 C

2 = 5

E P N E P N o x o n

F i g . 1 - 2 C h e m i c a l s t r u c t u r e o f E P N a n d E P N o x o n

第 1 章 種 々 の前処理ラット肝 可溶性画分添加の影響

1 - 1 - 1 絶食 ､ 非 絶食 ラ ッ ト の 肝 可溶 性 画 卦 添 加 の 影響

く 実験 方法 >

本実験 で は
､ 体 重 2 0 0 - 2 5 0 9 の W i s t a r 系雄 性 ラ ッ ト を使用 し た . 飼料

ほ オ .) エ ソ タ ル 酵母 製 ､
M F を与 え

､ 飲料水 ほ
'

水道水 を摂取 さ せ た ｡ 絶食 ほ

実験前日夕 方 よ り 1 6 時間 と し
､ 水 は 自由摂取 と し た . 飼育 は 2 3 -

2 5
q

C ､

定 時照 明 ( 8 : 0 0 -

1 9 : 0 0 ) の 恒温 室 内 で 行 い
､ 少な く と も 1 週 間 の 予 備

飼 育 の 後 ､ 実験 に 供 し た .

肝 M s お よ び C y t o s o l の 調製 は
､

ラ ッ ト を頚 動脈切 断 に て 潟血 し
､ 開腹後

遺 や か に 下 大静脈 に カ ニ ユ
ー レ を挿入 し

､
1

.
1 5 多K C l 溶液 で肝臓を港流脱血

し
､

摘 出 し た . 肝臓 ほ 2 倍量 の 冷 1 . 1 5 9右K C l 溶液を加 え ､
テ フ ロ ン ペ ス ッ

-
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ル 付 ポ ッ タ -

塾 ホ モ ソ ナ イ ザ - で ホ モ ジ ナ イ ズ し た o 得ら れ た ホ モ ジ ネ - ト

を
､

9
,
0 0 0 × 5

､
4

o

C
､

2 0 分 間遠心分 離 し
,

上 清画 分 をさ ら に 1 0 5
,
0 0 0 × 5

､

4
o

C
､

6 0 分 間超遠心 分 離 を行 っ た ｡ 得 ら れ た 上浦 ( C y t o s o l ) ほ 直ち 把 -

7 0 ℃ 把保存 し ､
M s は グ 1) コ

-

ゲ ン ペ レ ッ ト と 分離 し た 後 ､ 冷 1 .1 5 帝K C l 溶

液 に て 洗 浄 し
､

再遠 心 分離 後
､

適 当量 の 1 . 1 5 解 K C l 溶液 に懸 濁 し
､

- 7 0
.

0

に 保存 し た o M s お よ び C y t o s o l ほ
､ 調製後 6 日 以 内 に 使用 す る尊 と し た ｡

M s お よ び C y t o s o l の 蛋 白定量 は
､ 牛血 清 ア ル ブ ミ ソ を 標準 品 と し

､

L o w r y e t a l . ( 1 9 5 1 ) の 方法 に従 っ て 行 っ た .

M s C E a s e 活 性 測 定 ほ
､

S a t o h a n d M o r o i ( 1 9 7 0 ; 1 9 7 5 ) の 方法 に 従

い
､

基質 で あ る I S O C ( Ⅱof f m a n n L a R o e b e ) よ り 生成 し た B Z H を エ
ー

ル

1) ッ ヒ 試薬 で 発 色後 ､ 分 光光 度計 ( 4 9 5 n m ) に て 行 っ た . ま た 活性測 定用 泡

液 は
､

M s 懸濁液 ( 蛋 白量 約 3 HL9 ) 0 .5 m 2
､

E P N 溶液( 最終濃度 1 × 1 0
‾

5
M )

( 和光純薬 ) ま た は 0 . 2 M ト リ ス
一

塩酸 緩衝液( ptI 8 .0 ) 0 . 2 5 HIB お よび C y t o
-

s o l ( 蛋 白量約 1 0 甲g ) ま た は 1 . 1 5 啓K C l 溶液 0 . 5 m A で あ り
､

3 7
o

C ､
1 0 分 間

プ レ イ ン キ ュ べ -

シ ョ ソ し
､

そ の 後 ､ 基 質 と し て I S O C ( 最終濃度 1 m M )

o . 2 5 訊e を 加 え 全 量 1 . 5 HLe と し
､

3 7 ℃
､

3 0 分 間反応を 続け た ｡ 以 上 の

C E a s e 活 性測 定法 を
､

F i g . 1
-

3 に ま と め た .

有機 リ ソ 化 合物と し て 用 い た E P N ほ
､

エ タ ノ
ー ル : プ ロ ピ レ ン グ リ コ

-

ル ( 1 : 8 ) に て 1 0 m M 溶液 と し
, 用 時 0 .2 M ト リ ス

一 塩酸 緩衝液 ( p H 8 ･ 0 )

に て 希 釈 し て 用 い た o

T ab l e 1
-

1 に
､

予 試験 と し て 実 施 し た E P N に よ る C E a s e の 阻害率を 示

す o こ の 結果 よ り本研究 に お け る E P N 添加濃 度 は
, 今後 ,

特 に記載 し な い

限り 最終濃匿 1 × 1 0
‾ 5

M と し た o

-
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過 _ _ _ _ - _ _

M i c r o s o m e s i n 1
.
1 5

o

/o K C I s o l n .

E P N o r B u f f e r
*

C y t o s o l o r 1 . 1 5 % K C I s o l n .

t

p r e i n c u b a 七土o n 3 7
0
c , 1 0 m 上n .

I

工

l

s o c a r b o x a z i d i n b u f f e r *

工 n c u b a 七i o n 3 7
0
c , 3 0 m l n .

J

冒: 2

5

5 芸王‡王
‾

≡T .

g

ぷ
○七

う
0 . 2 5 m l (1 0 m g p r o 七 .)

0 . 5 m 1 ( 1 m M )

'X '

0 . 2 M T r i s - H C l

b u f f
､

e r ( p H 8 . 0 )
1 5 % M e t a p h o s p h o r i c a c i d 2 m 1

S u p ･ 2 m l p p t .

｢
p

- D i m e t h y l a m i n o b e n z a l d e h y d e 1
. 5 m l

( E h r l 土c h r e a g e n 七)

S 七a n d f
､

o r
､

3 0 m 上n a 七 r o o m 七e m p ･

l

M e a s u r e d o n s p e c t r o p h o 七o m e 七e r

a 七 4 9 5 n m .

C a r b o x y l e s 七e r a s e a c 七1 v 土七y w a s s h o w n a s n m o l e s

b e n z y l h y d r a z i n e ( B Z H ) f o r m e d / m g p r o t e i n / 3 0 rn i n .

F i g ･ 1 - 3 A s s a y p r o c e d u r e o f c a r b o x y l e s t e r a s e a c t i v i t y

T a b l e 1 - 1

E f f e c t o f E P N o n r a t l i v e r m i c r o s o rn a l c a r b o x y l e s t e r a s e

a c 七土v 土七y i n v i 七r o

E P N C o n. c . C a r b o x y l e s t e r a s e a c t i v i t y % o f

( M ) ( n m o l e s B Z H / m g p r o t e i n /3 0 ra i n ) C O n t r O 1

N o n e

5 x l O
- 6

1 x l O

- 5

5 x l O
- 5

1 x l O
- 4

5 x l O
- 4

1 x l O
- 3

4 6 . 4 ＋ 4 . 8 1 0 0

4 4 . 6 ＋ 5 . 2 9 6 . 1

4 4 . 0 ＋ 4 . 9 9 4 . 8

3 6 . 9 ＋ 4 . 2 7 9 . 5

2 8 . 9 ＋ 3 . 8 6 2 . 3

6 . 9 ＋ 1 . 4 1 4 . 9

4 . 9 ＋ 0 . 6 1 0 . 6

T h e i n c u b a t i o n m i x t u r e c o n s i s t i n g o f 3 - 5

m i c r o s o m a l p e l l e t ,
5 x l O

- 6 M - 1 x 1 0
- 3 M

o f i s o c a r b o x a 2: i d a s a s u b s t r a t e i n 0 . 2 M

( p H 8 ･ 0 ) w a s i n c u b a t e d a t 3 7
O
c f ｡

T
3 0 m i n .

t h e m e a n ＋ S . E . f r o m t h r e e e x p e r i m e n t s .

- 9 -

m g p r o 七e 土n o f
■

七h e

o f E P N a n d 1 m M

T r i s - H C l b u f f e r

E a c h v a l u e 土s



く 実験 結果 >

T ab l e 1
- 2 ほ

,
E P N に よ る C E a s e 活性 阻害 に 対す る 絶食 ､ 非 絶食 ラ ッ

ト 肝 C y t o s o l 添加 の 影響 を示 し て い る ｡

E P N ( 1 × 1 0
‾

5
M ) 添加 で

､ 正 常 活 性 の 約 8 9 啓 とな っ た C E a s e は
､

そ

れ に 非絶食 C y t o s o l を添 加す る尊 に よ り約 9 帝 の 活性値 と な り
､

E P N . に よ

る C E a s e 括 性 阻 害 が 著 る し く増強 さ れ た ｡ ｢ 方
､

絶食 C y t o s o l 添加 で ほ ､

こ の 阻害増強作用 ほ 認 め られ な か っ た ｡

でa b l e 1 - 2

Eff e c t s o f r a t Ii v e r c y t o s o l o n E P N -i n d u c e d i n hibiti o n of fi v e r m i c r o s o m al c a r b o x yl e s t e r a s e

E P N C y t o s oJ a d d e d

＋

lr O n
- tr e a t e d

.
f e d

＋ n o n - tr e a t e d
.
f e d

十 n O n
- tr e a t e d . s t a r v e d

l )

C a ｢ b o x vl e s t e ｢ ∂s e a c ti v lt y

6 3 .7 土 3 .5

5 6 .
6 j = 3

,5

6 6 .9 土1 1 .8

5 .8 士 0 .5
★

6 2 .0 土 3 .5

c a r b o x yl e s t e r a s e a cti v it y i s s h o v v n a s n m ol e s b e n z y‡h y d r a zi n e f o r m e d / m g p r o t e i n / 3 0 m i n ･ 1 ) R a t s v v e r e

s ta r v e d f o r 1 6 h r p r1 0 r t O S a c rifi c e
,

a n d c y t o s o l w a s p r e p a r e d ･ T h e i n c u b a ti o n m i x t u r e c o n si sti n g o f

2

'

- 畠 m g p r o t eiバ o f t h e m i c r o s o m al
.

p ell e t
.
1 × 1 0- 5

M o f E P N
.
0 .5 m ‡ of c yt ｡ s ｡ L ( p r o t ei n a p p r o x 1

.

1 0 m g)

a n d 1 nr M of i s o c a r b o x a zid a s s

･
u b s tr a t e i n O ･2 M T ri s

I H
,
C l b uff e r ( p H 8 ･0 ) w a s i

.

n c u b a t e d a t 3 7
o

C f o r 3 0 m i n

f o H o w i n g 1 0 m i n
-

p r ei n c u b a ti o n i n th e a b s e n c e o f i s o c a r b o x a zi d . E a c h v al u e L S th e m e a n 士 S ･ E ･ f r o m 7- 8

e x p e ri m e n ts .

斗

P < 0
.0 1 v s . th e E P N a l o n e g r o u p .

-

1 0 -



1 - 1 -

2 N A D お よ び そ の 類 似 体 投 与 ラ ッ ト の 肝 可 溶 性 画 分 添 加

の 検 討

< 実験 方法 >

使用動物 ､ 飼育法 ､ M s お よ び C y t o s o l 調製法 ,
C E a s e 活 性 測 定法 は ,

1
-

1
-

1 に 従 っ て行 っ た. 6 - A N ( S i g m a ) は 生 理 食 塩水 に加 熱溶解 し
､

ニ コ チ ン ア ミ ド ( N ･ A
､ 和光純薬 ) お よ び β

-

N A D ( N A D
,

S i g m a ) ほ 生理

食 塩 水 に 溶 解 し
, そ れ ぞれ 等 モ ル と な る様 ､ 即 ち

､
1 5 m g / kg .

6 0 mg / k9

お よ び 7 3 n y / k 9 を ,
い ずれ も犠戯 1 6 時 間前( 絶食開始時) に 腹巌 内在射 し

た ｡

く 実験 結果 >

T a b l e 1
-

3 ほ
､

E P N に よ る C E a s e 活性阻昔 に対す る N A D お よ び そ の

類似体投与 ラ ッ ト肝 C y t o s ol 添加 の 影響を 示 し て い る｡

1
-

1
-

1 で 示 し た 絶食 ラ ッ ト 肝 C y t o s o l 添加 で は 認 め られな か っ た C E a s e

活性 の 阻害増強作用 ほ
､ 6 - A N 授与絶食 ラ ッ ト肝 C y 七o s o l の 添加 に よ'り , 正

常値 の 約 9 解 の 括性 と なり阻 害 増強 が 認 め ら れ た .

一 方, そ の 増強 は N A D

お よ び N . A 投与 で ほ 見ら れな か っ た ｡

-

l l
-



T a b l e 1 - 3

E f f e c t s o f l i v e r c y t o s o l o f r a t a d m i n i s t e r e d N . A
,

6 - A N a n d N A B o n E P N - i n d u c e d i n h i b i t i o n o f l i v e r

m 土c r o s o m a l c a r b o x y l e s 七e r a s e

Åd d 土t 土o n C a r b o x y l e s ヒe r a s e A c t i v i t y

N o n e

＋ E P N

＋ E P N ＋ S t a r v e d C y t o s o 1 ( ” . A ･ )

＋ E P N ＋ S ヒa r v e d C y 七o s o 1 ( 6 -

A N ･ )

＋ E P N ＋ S 亡a r v e d C y t o s o 1 ( N A l〕)

6 3 . フ ＋ 3 . 5

5 6 . 6 ＋ 3 . 5

7 0 . 2 ＋ 2
. 0

5 . 6 ＋ 0 . 4
★

7 2 . 6 ＋ 9 . 4

c a r b o x y l e s 七e r a s e a c 七土v i 七y w a s s h o w n a s n m o l e s B Z H

f o r m e d/ m g p r o t e i n / 3 0 m i n
:

N ･ A ‥ n i c o t i n a m i d e ( 6 0
T g /

完豊占(吉昌
P

ふ主クk…て
A

ぎ:…て;.

m

孟
n

a…E
l

三
o

a l

t

三…
a

T喜
d

…£三
5

m冨
g
aエ

k

.

g ,

sモ孟ヲ
. '

,

f r o m f i v e e x p e r i m e n t s ･

#

p < 0 ･ 0 1 v s ･ t h e n o n e

a d d i t i o n g r o u p A

1
-

1
-

3 N A D お よ び そ の 類 似 体 添 加時 の カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ

ー ゼ 活性 の 検 討

く 実 験方 法 >

使用 動物､ 飼 育法 ､
M s 調 製法 お よ び C E a s e 活 性 測 定 方 法 ほ

､
1

-

1
-

1

把従 っ て 行 っ た . C E a s e 活性測定用 泡液 は
､

1 -

1
-

1 に お ける C y t o s o l の

代 り に N A D お よ び そ の 類 似体 O 15 配A を添 加 し た . N A D
,

6 - A N
､

N . A
､

A T P ( 和光純薬 ) お よ び D - リ ボ -

ス
ー

5
- リ ソ 酸( S i g m a ) ほ

､ 所定 の 濃

度 とな る 様に水 に溶解 し
, 活性測定用 混液 把 プ レ イ ン キ ュ べ - シ ョ ソ 時 に 添

加 し た ｡

く 実験 結 果 >

F i g
. 1

- 4 ほ
,

E P N に よ る C E a s e 活性 阻害 に対 す る N A D お よ び そ の 類

似体添加 の 影 響を 示 し て い る ｡

-

1 2
-



N A D の 5 × 1 0
‾

6
M 添加 で C E a s e の 阻害増強が認 め ら れ

､
1 × 1 0

‾

4 M

で は プ ラ ト ー と な っ た o

一 方 ､
6

- A N
､
N ･ A

､
A T P お よ び D - リ ボ -

ス ー

5
- 1) ソ 酸 の 添加 で ほ そ の 作 用 は 認 め ら れ ず ､ 特 に N A D と 6 - A N の 結果

は
,

1
-

1
- 2 の 成績 と異な っ て い た o

1 0 0

′ ､

r 1

0

h

ヰJ

⊂

0

0

q J

0

翌 5 0

h
.ド
･
r
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◎ : E P N ＋ N . A

0 : E P N ＋ 6 - A N

A : E P N ＋ N A 工)

ロ : E P N ＋ A T P

A : E P N ＋ D - r l b o s e

- 5 -

p h o s

p h a 七e

0 7 6 5 4 3
- l o g ”

F i g . 1 - 4 c o n c e n t r a t i o n s o f N . A , 6 - A N
,

N A D , A T P a n d D -

r i b o s e

- 5 -

p h o s p h a t e

E f f e c 七s o f N . A
,

6 - A N
,

N A D
,

A T P a n d D -

r i b o s e
- 5 -

p h o s p h a t e o n E P N - i n d u c e d i n h i b i t i o n o f l i v e r

m l c r o s o m a l c a r
､

b o x y l e s t e r a s e a c 七1 v l 七y
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e
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- 7 M

- 1 x 1 0
- 3 M o f n i c o 七i n a rn i d e ( N . A )

,
6 -

a m i n o n i c o t i n a m i d e

( 6 - A N ) ･
M A D A T P a n d D -

r i b o s
?

- 5 - p h o s p h a t e a n d 1 m M o f

i s o c a r b o x a z i d a s s u b s t r a 七 e l n l o . 2 M T r i s
- H C l b u f f e r

( p H 8 ･ 0 ) w
?

s i n c u b a t e d a t 3 7
O
c f o r 3 0 m i n f o l l o w i n g

l O m i n
-

p r e l n C u b a t i o n i n t h e a b s e n c e o f s u b s t r a t e .

- 1 3 -



第2 章 肝 可溶性画分譲加によるカ ルポ尊シ ル エ ス テラ ー

ゼ の 有

機リン化合物による阻審の 増強作用 に対する薬物代謝酵

素系の 関与

1 - 2 - 1 ラ ッ ト 肝 可 溶性 画 分 中 の ど リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド量 の 検

討

< 実験方 法 >

使用 動物 お よ び C y t o s o l 調製法 は ､
1

-

1
-

1 に従 っ て行 っ た.
N A D ､ 6 -

A N お よ び N . A の 投 与 は 1 - 1 - 2 と同様 に行 い
､ 絶食 は 儀殺前 1 6 時 間と し

た ｡ C y t o s o l 中 の ど リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド の 抽 出お よ び 測定 は
､

K l i n g e n b e r g

( 1 9 7 4 ) の 方法 で行 っ た o 即 ち
,

N A D ( P ) は H C I O 4 抽出 し､ N A D ( P ) H

ほ ア ル コ ー

ル / K O I‡抽出 し ､ N A D ほ エ タ ノ
ー ル を

､
N A D P は グ ル コ ー

ス
-

6
- ]) ソ 酸( オ リ エ ン タ ル 酵母 ) を基質 と し

､
い ず れ も 3 4 0 n m に お け

る N A D ( P ) H の 生 成量 を測定 し た . ま た
,

N A D ( P ) fI は
､ グ 7) セ ロ

-

ル
-

3 - リ ソ 酸デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ ( B o e b r i n g e r M a n n b e i m ) あ る い ほ
､

グ ル タ ミ

ソ 酸デ ヒ ド ロ ゲ ナ
-

ゼ ( B o e h r i n g e r M a n n h e i m ) に て 酸化塑 と し た 後､
N A

D ( P ) と同様把測定 し た o

く 実験結 果 >

T ab l e 1
-

4 ほ
､ 絶 食あ る い は 非絶食 ラ ッ ト肝 C y t o s o l 中 の ビ リ ジ ン ヌ ク

レ オ チ ド 量 と
､

N . A
､

6
- A N お よ び N A D 投与 の 影 響 を示 し て い る ｡

肝 C y t o s o l 申 の ビ リ ジ ン 声 ク レ オ チ ド の 内
､

絶食 に よ り減少 を認 め た の は

N A D H と N A D P H で あ り
, 特 に N A 工) P H の 或少 は 顕著 で あ っ た ｡ こ の 減少

は 6 - A N の 投 与 に よ り 抑 制 さ れ ､ 6 - A N を投与 し な い 絶食群 に 比 べ 約

2 倍 の 値を示 し た ｡ N . A お よ び N A D 投与 で は 変 化 は な く ､ こ の 結果 は 1

-

1
- 2 の 成績 と 一 致 し た o

- 1 4
.

-



T a b l e 1 - 4

E f f e c t s o f n i c o t i n a m i d e ) 6 - a m i n o n i c o t i n a m i d e a n d N A B o n p y r i d i n e

n u c l e o 七土d e c o n 七e n 七 s 土n r a 七 1 i v e r c y 七o s o l

P r e -

P y r i d i n e n u c l e o t i d e c o n t e n t s

七r e a t m e n 七
打A D M A D P N A D H 打A D P H

N o n e ( f e d )

N o n e ( s t a r v e d)

N . A ( s 七a r ･ v e d )

6 - A N ( s t a r v e d)

M A D ( s t a r v e d )

8 . 4 ＋ 1 . 2

7 . 0 十 0 . 9

7 . 0 ＋ 1 . 3

5 . 4 ＋ 0 . 6
☆

6 . 1 ＋ 0 . 6

7 . 1 ＋ 1 . 1

4 . 8 ＋ 0 . 5

3 . 6 ＋ 0 . 8
,X ･

5 . 7 ＋ 1 . 1

6 . 2 ＋ 0 . 9

1 . 8 ＋ 1 . 3

0 . 2 ＋ 0 . 2

0 . 8 ＋ 0 . 4

0 . 5 ＋ 0 . 4

1 . 1 ＋ 0 . 8
■

2 2 . 4 ＋ 2 . 7

4 . 2 ＋ 0 . 6
＋ *

3 . 9 ＋ 1 . 3
･

…

9 ･ 0 ±
1

･ 6
…
#

6 . 1 ＋ 1 . 3 * *

R a t s w e r e s t a r v e d a n d c o n c u r r e n t l y a d m i n i s t e r e d i n t r a p e r i t o n e a l l y
6 0 m g / k g o f n i c o t i n a m i d e ( N . A ) ,

1 5 m g / k g o f 6 - a m i n o n i c o t i n a m i d e

( 6 - A N ) a n d 7 3 m g / k g o f N A D
･

1 6 h r b e f o r e s
?

c r i f i c e ･ r e s p e c t i v e l y ･

E a c h v a l u e i s t h e m e a n
± S ･ E ･ f r o m 7 - 1 0 a n l m a l s ･

≠
p く 0 . 0 5 a n d

せ ♯

p < 0 ･ 0 1 v s ･ t h e n o n - 七 r
･

e a 七e d
,

f e d g r o u p . # p く 0 . 0 5 v s . t h e n o n -

七 r e a 七e d , s t a r v e d g r o u p . P y r ユd i n e n u c l e o 七1 d e c o n 七e n 七s w e r e s h o w n

a s n m o l e s / m l o f c y t o s o 1 .

1 - 2 - 2 可 溶 性 画 分 添 加 時 の 肝 ミ ク ロ ゾ ー

ム 薬 物代 謝 酵素 清 隆

の 検 討

く 実験 方法 >

使用 動物 ､
M s お よ び C y t o s o l 調製法 は

､
1

-

1
-

1 に従 っ て 行 っ た . 薬物

代 謝酵 素活性 は
､ 基 質 と し て ア ミ ノ ピ 1) ン ( A M

,
A l d r i c h C h e m i c a l ) ､

エ チ

ル モ ル ヒ ネ( E M ､ 和光純薬 ) お よ び ア ニ リ ン ( A N
､ 和光純薬 ) を用 い た ｡

A M お よ び E M N - 脱 メ チ ル 化 酵素 活性 ほ
､ 酸化的脱 メ チ ル 化に よ っ て 生 成

し た ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を N a s h ( 1 9 5 3 ) の 方法 に よ り
,

ま た
､

A N 水酸 化酵

素活性 は 生成 し た p
- ア ミ ノ フ ェ ノ

ー ル を
､

I m a i e t a l . ( 1 9 6 6 ) の 方法

把 よ り
､

そ れ ぞれ 測定 し た o こ れ ら の 活性測 定用 混液 は
､

M s 懸濁液 ( 蛋 白

量 2
- 3 m g ) 0 . 1 HL2

,
E P N 溶液( 最終濃度 1 × 1 0

-

5
M ) 0 . 2 5 仇e

､
非絶食 ラ

ッ ト肝 C y t o s o l ( 蛋 白量約 4 m 9 ) ま た は 1 . 1 5 解K C l 溶液 o .3 m B
､ s K F 5 2 5

- A ( 最終濃度 1 m M ) ( S m i t h E l i n e & F r e n c h ) ま た は 水 0 .1 ulE を ､ 0 . 2

-

1 5 -



M ト リ ス 一 塩酸 緩衝 液 ( p fI 8 . 0 ) に て 0 . 9 DZe と し
､

3 7 ℃
,

1 0 分 間 プ レ イ ン

キ ュ べ -

シ ョ ソ し た . そ の 後 , 各基質 ( 最終 濃度 1 m M ) 0 . 1 nLe を加 え
､ 全 量

1 HLe と し
,

3 7 ℃
､

1 5 分 間反 応 さ せ た . な お
､

本 実験 ほ C E a s e 活性 に お よ

ぼす C y t o s o l 添加 の 影 響 を､ 薬 物代謝酵素活性 の 面 か ら検討 す る 事 を目 的と

す る 尊か ら
､

至適 p H
､ 緩 衝液な ど

､

一 部同酵 素活性測 定法( N a s h , 1 9 5 3 ;

I m a i e t a l .

,
1 9 6 6 ) と は 異 っ て い る o N A D P H -

g e n e r a t i n g s y s t e m も ､

比･較対照 群を除 い て 加 え て い な い
o

< 実験結果 >

T a b l e 1
-

5 は
､

C E a s e 活性測定条 件下 に お け る M s 薬 物代謝酵素活 性に

お よ ぼす 丑 P N
､

C y t o s o l お よ び S K F 5 2 5 - A 添加 の 影響 を示 し て い る .

対 照群 に お け る A M お よ び E M N - 脱 メ チ ル イヒ酵 素活 性 お よ び A N 水 酸化

酵素 括性 は
､

そ れ ぞ れ 0 ･5
､

0 ･6 お よ び 0 ･ O n m o l e s / mg p r o t e i n / 3 0 m i n

で
,

い ずれ も従来 報告 され て い る N A D P H -

g e n e r a t i n g s y s t e m が 加 え ら れ

て い る成績 ( P e s s a y r e e t a l .

, 1 9 8 2 ; E a w a b a t a e t a l l , 1 9 8 3 ; M a t s u b a r a

e t a l . , 1 9 8 3 ; H o r i e e t a l . , 1 9 8 4 ) よ り低 い 値 で あ っ た o E P N 添加 に よ

る こ れら 3 種 の 酵 素 括 性 ほ 変化 せ ず ､

一 方 , 非絶食 ラ ッ ト 肝 C y t o s o l 添加

で ほ
,

A M N - 脱 メ チ ル 化 酸素活性 が約 5 倍 に増 加 し
,

E M N - 脱 メ チ ル

化 酵素活性 も増 加傾 向を 示 し た ｡ ま た
, 薬物代謝酵素系 の 阻害剤 で あ る

S K F 5 2 5 - A ( M a t s u b a r a a n d T o u c h i , 1 9 7 7 ; L a s k e r e t a l . , 1 9 8 2 ) 杏

添加す る と
､

C y t o s o l 添加 時 に認 め られ た 酵素 活性 の 上 昇は 消失 し た .

-
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1
ニ

2
-

3 可 溶 性 画 分 添 加 時 の E P N o x o n 生 成 の 検 討

く 実験 方法 >

使用 数物,
M s お よ び C y t o s o l 調製法 ほ

,
1

-

1
-

1 に 従 っ て行 っ た ｡ 6
-

A N の 投 与法
, 絶食法な ど は

,
1

- 1 - 2 に従 っ て 行 っ た o 0 - エ チ ル 0 - パ

ラ
- ニ ト ロ フ ェ ‥ ル フ ェ エ ル フ オ ス フ ォ ネ - ト ( 革P N o x o n ) 生 成量測定用

混 液は
,

1
- ユ ー

1 で 述 べ た C E a s e 活 性測定用 混 液 を準 用 し た が
､ 定量感度

の 関 係か ら 5 倍 の ス ケ ー

ル と し ､
E P N の 濃 度 は 1 .5 × 1 0

-

5
M と し た . 皮

応 は 1 0 分 間 と し た ｡

E P N o x o n の 定 量 は
,

イ ン キ ュ べ -

シ ョ ソ 後 の 混液 を 直ち に 氷 冷 し
､ 同時

に 内部標準 物質 ス ク ア レ ン ( 関東化学 ) を含有す る エ チ ル =
-

テ ル 5 Hle を加

え
､ 振と う

､ 遠心分 離( 4 ℃ ) を 2 回線 り返 すo 無水硫酸 ナ ト 1) ウ ム に て 脱

水後
,

- 定量 の エ
ー

テ ル 層 を分 取 し
､ 約 3 0

o

C の 水 浴上 で 窒素 ガ ス を 吹き込

む 尊に よ り 乾固 し た o そ の 残蔭 に 1 0 0 F L ,e の ク ロ ロ ホ ル ム を加え て 溶解 し
､

そ の 1 f L L を ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ イ / 質量分 析計 ( G C / M S ) に 注入 し
､

マ ス

フ ラ グ メ ソ ト グ ラ フ イ ( M F ) を行 っ た . G C / M S / M F の 軌定 条 件お よ び

M F の 典型的 な ク ロ マ ト グ ラ ム を ､ F i g
. 1

-

5 に 示 す. な お
､

E P N o x o n の

標準 品 は
､

N e a l a n d D u B o i s ( 1 9 6 5 ) の 方法 を 若干 改 良 し
､

E P N の エ タ ノ

ー ル 溶液 に飽和 プ ロ ム 水 を 加え酸化 し
､

n
-

- キ サ ン 抽 出 ､ 薄層 ク ロ マ ト グ

ラ フ イ ( T L C ) に よ る 精輿 を 繰り返 す事 に よ り得た . T L C 上 ( F i g . 1
- 5 )

に お け る R f 値は
､

E P N 0 . 6 9 , E P N o x o n 0 .4 4 ( 展 開溶媒 ,

･

n
-

- キ サ

ソ : ク ロ ロ ホ ル ム : メ タ ノ
ー

ル = 7 : 3 : 1
､

E i e s e l g e 1 6 0 F 2 5 4 ､ M e r･c k ､

室 温 ) で あ り
､

純度 は
､

9 9 .8 5 啓 ( エ ス エ ス 製薬 で 分 析) で あ る .

-
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A p p a r a t: u s : S h l m a d z u
- L K B 9 0 0 0 B G C / M S

3

(
(

C o l u m n :

S h i m a d 2: u
-

P A C 5 0 0 M エD

% O V - 1 7 C b r o r n o s o r b W F 王P

8 0 - 1 0 0 m e s h ) , g l a s s

3 m m x 1 m )
c o l u m n 七e m p e r a t u r e : 2 4 0

0
c

工n J e c t i o n t e m p e r a t u r e : 2 4 0
0
c

2

芸9

5

:s
c

C o l u m n

S e p a r a 七o r 七e m p e r a 七u r e :

I o n s o u r c e t: e m p e r a t u r e :

E l e c t r o n e n e r g y : 7 0 e V

A c ( : e l e r a 七1 o rl V O l 七a g e : 3 . 5 k V

T r a p c u r r e n t : 6 0 1 ユA

C a r r i e r g a s .

･ H e ( 3 0 n 1 / m i n )
I o n i 2 : a t i o n : e l e c t r o n i m p a c t

E P N o x o n

E P N

I
l

い

,

::
.

j 1

1 t

I I
I I

1 1

I I

I I
I

I

ノ ＼

I .0

d J

= )

? 0 ･5

L
I
･･ ･･■

凸=

G a

E P N P E N o x o

ロ 1 2 3 4 Ti m e ( m i n)

F l g ･ 1 - 5

G C / M S / M F c o n d i t i o n s , t y p i c a l c h r
･

o n a t o g r
.

a m o f E P N a n d E P 帥 ⊃x o n a n d t h i n l a y
e r c h r o m a t o g r a m

く 実験結果 >

T ab l e 1
- 6 は

､ 範食お よ び 非絶食 ラ ッ ト の 肝 M s を酵 素材料 と し
､

6
-

A N 投 与 を行 っ た ラ ッ ト肝 C y t o s o l 添 加時 の イ ン キ ュ

･
べ -

シ ョ ソ 混液中 で の

E P N o x o n 生成量 を示 し て い る ｡

非 絶 食 ラ ッ ト M s を 用 い た 実 験 に お い て
,

E P N 添加 の み で は E P N o x o n

の 生 成ほ 認 め ら れ ず
､

そ れ に非 絶食 ラ ッ ト肝 C y t o s o l を添加す る事 に よ り
､

添加 し た E P N に 対 し て 約 1 9 葬 の E P N o x o n 生 成を認 め た . ま た
､

絶食 ラ ッ

ト 肝 C y t o s o l の 添加 で は
､ 約 4 帝と少な い 生成量で あ っ た .

一 方 ､
こ の 絶食

ラ ッ ト に 6 - A N を授与す る と ､
E P N o x o n 生 成量 は 約 1 3 啓と な り ､

そ れ ほ

S K F 5 2 5 - A の 添加 に よ り定量限界以下 とな っ た o こ れ ら の 成績 ほ
､

絶食

ラ ッ ト M s を酵素材 料と し た 実験 に お い て も 同様 で あ っ た が
､ 全体的 に 低 い

値 を示 し た ｡

-
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T a b l e 1 - 6

Eff e ct s o f Liv e r c yt o s ol o n t h e e n z y m a ti c f o r m a ti o n o f E P N = O f r o m E P N a d d e d t o f e d o r s t a r v e d

m l C r O S O m e S Of r a = i v e r i n v itr o

M s E P N C v t o s o l a d d e d

F e d

＋

十

＋

＋

＋

n o n
- tr e a t e d

,
f e d

n o n
- tr e a t e d

.
s t a r v e d

l )

6 - A N - tr e at e d ′ st a r v e d
2)

6 - A N - tr e a t e d
′
s t a r v e d ＋ S K F 5 2 5 - A

＋

＋ n o n
- tr e a t e d , f e d

s t a ( v e d ＋ n O n
- tr e a t e d

･
s th r V e d

l )

＋ 6 - A N - tr e a t e d .
st a r v e d

2 )

十 6 _ A N - tr e a t e d
.
st a r v e d ＋ S K F 5 2 5 - A

E P N = O f o r m e d

( × 1 0
M 6 M )

N .
D .

2 . 8 0 土0 . 5 5

0 .6 4 土0 .4 0
≠

･(話芸諾d ed)
< 0 .1

1 8 .7

』
. 3

1 .9 9 士0 .8 8 1 3 . 3

N . D . < 0 .1

N . D . < 0 .1

1
.
9 9 土 0 .2 6 1 3 .3

0 . 2 3 土 0 .0 2
=

1 .5

0 .8 3 土 0 .2 6
★

5 .5

N . D . < 0 .1

T h e i n iti al c o n c e n tr a t
.

t o n O f E P N a d d e d h e r e ＼〃 a s l ･5 ×1 0
- 5

M ･ T h e c o n c e n tr a ti o n s of c y t o s o l a n d S K F

5 2 5 - A u s e d w e r e 6 - 9 m g p r o t ei n i n 1 m l of i n c u b a ti o n m i x t u r e a n d 1 m M ･ r e s p e c ti v el y ･

1 ) R a t s w e r e

s t a r v e d f o r 1 6 h r p ri o r t o s a c rifi c e ･ a n d c y t o s ol v v a s p r e p a r e d ･

a d m i ni s t e r e d i n tr a p e rit o n e ally t o r a ts a t a d o s e o f 1 5 m g / k g 1 6

m e a n 土S . E . f r o m 3 e x p e ri m e n t s ･
N I D ･ : l e s s t h a n O

･
1 3 ×1 0- 7

M ･

tr e a t e d -
f e d -

g r o u p .

第 3 章 考 察

2 ) 6 - A m j n o ni c o ti n a m j d e ( 6 - A N ) w a s

h r b ef o r e s a c rifi c e . E a c h v aJ u e is th e

*

P < 0 .0 5 a n d
* *

P < 0
.
O I v s

.
t h e n o n -

有機 リ ソ 化合物 の 1 つ で あ る E P N に よ り 肝 M s C E a s e が 阻害さ れ る事 は

す で K: 緒言 で も述 べ た が
､

こ こ で ほ 本研究 に お け る E P N の 使用濃 度 を 決 定

す る 為 の 予 試験 を実施 し た ( でa b l e 1
-

1 ) ｡ そ の 結果 か ら
､

C y t o s o l の 影響

が認 め ら れや す い C E a s e 活性 を わずか に阻害す る 1 × 1 0
-

5 M を
､

E P N の

使用 濃度 と し た ｡

T a b l e 1
- 2 ほ

､ 本研 究 の 端緒 と な っ た 成 績 で あ る o 即 ち
,

E P N に よ り

釣 1 0 啓阻 害され る ラ ッ ト 肝 M s C E a s e は
､ 非絶食 ラ ッ ト の 肝 C y t o s o l 添加

に よ り苦 る し く( 約 9 1 9昌 ) 阻害さ れ
､ 絶食 し た C y t o s o l で は

､ そ の 阻害増

強 が認 め られ な か っ た ｡
こ の 事 か ら

､
ラ ッ ト肝 C y t o s o l 中 の 常在成分 が

､

c E a s e 活 性 阻 害増 強 把 関与す る 可能性が 示唆 さ れ た .
こ の 阻害増強 因子 は

､

食 餌由来 で あり
､

E ‡) N の 代謝 的活性化機構( J o h n s o n a n d D a b n , 1 9 6 6 ;

N o m e i r a n d D a u t e r m a n , 1 9 7 9 ; N o m e i r e t a l . ,
1 9 8 0 ; L a s k e r e t a l l ,

-

2 0 -



1 9 8 2 ) の 可 能性な ど を併せ 考 え た 結果､
ビ リ ジ ン 声 ク レ オ チ ド をそ の 候補

物 質 と推定 し た . そ こ で
､

N A D と そ の 類似体 を絶食 ラ ッ ト に投与 し ､ そ の

C y t o s o l を C E a s e 活 性測定用混液 に添加 し た ｡ そ の 結果 ( T a b l e 1 - 3 )
､

N A D お よ び N ･ A 投与 で は な ん ら影響 を認 め な か っ た が
､

6 - A N 投 与 で は

C E a s e の 阻害 増強を認 め た . こ の 6 - A N の 作用 ほ
､

F i g . 1
- 4 に 示 し た 様

に C E a s e 活性 測定用 混液 に
,

i n v i t r o で 添加 し た 時 に ほ 認 め ら れ ず
,

ラ ッ

ト に 投与 し た 場合 に の み
,

6 - A N の 作用 が 認 め ら れ た訳 で あ るo

一 方､
i n v i t r o で 阻害増強作用 が認 め られ た N A D の 作用 に つ い て は

､ 第

3 編 お よ び 第 4 編 に て 詳述 す る尊 と し
,

こ こ で は 6 - A N ･

の 作 用 把 つ き以下

に 述 べ る ｡

6 - A N を 投 与 し た 絶 食 ラ ッ ト 肝 C y t o s o l 中 の ビ リ ジ ソ ヌ ク レ オ チ ド畳

を
､ 非投与 - 非 絶食 群

､
非投 与 - 絶食群 お よ び N A D 投与 - 絶食群 と比 敬 し

て み た ( T ab l e t
-

4 ) ｡ 絶食 に よ り 4 穫 の ど t) ジ ン ヌ ク レ チ オ ド の 内､

N A D P H が苦 る し く減少 し ､ そ れ ほ 6 - A N 授与に よ り有 意に増加 し た . こ

の 増 加 の み で N A D P H 依存性 チ ト ク ロ
ー

ム P - 4 5 0 ( C y t . P - 4 5 0 ) 系 に よ

る E P N の 酸 化 的脱硫化反応( E P N o x o n の 生 成 ) ( J o h n s o n a n d D a b n ,

1 9 6 6 ; N o m e i r a n d D a u t e r m a n , 1 9 7 7 ; N o m e i r e t a l . , 1 9 8 0 ; L a s k e r e t

a l l

, 1 9 8 2 ) 杏 , す べ て 説明 す る 事 に ほ 多少難 点が見られ た の で
､ 次 に M s

薬 物代謝系 に つ い て 検討 を加 え た .

T a b l e 1
-

5 は
､ 肝 M s 薬 物代 謝 酵 素 活性 把対す る C y t o s o l 添加 の 影響を

示 し た も の で
､

A M N - 脱 メ チ ル 化酵素活性 の 増加や ､
T a b l e 1 - 6 に 示 し

た E P N o x o n 生成量 に お よ ぼ す C y t o s o l 添加 の 影響 ､ 更に
､

そ れら に 対す る

S K F 5 2 5 - A 添加 の 結果 ､ な どは
､

い ずれ も E P N に よ る C E a s e 阻 害 に 対

す る C yt o s o l の 作用 が
,

M s 薬物代 謝酵素系 の 関与 す る E P N の 代 謝 的活 性

化反 応 の 結果 で あ る尊 を示唆 し た ｡

以上 の 成績お よ び 考 察 に よ り
､

E P N に よ る C E a s e 活 性 阻害 に 対 す る 肝

C y t o s o l 添加 に よ る 阻害増 強作用 の 機序 と し て は
､

C y t o s o l の 中 の ピ t) ジ ソ

ヌ ク レ オ チ ド
,

特 に
､

E P N の 酸 化的脱 硫化反応 に 関与 する M s C y t ･ P -

4 5 0 ( C a s i d a , 1 9 6 1 ; N e a l a n d D u B o i s , 1 9 6 5 ; Y a n g e t a l .

, 1 9 6 9 ;

- 2 1
-



1 9 7 1 ; H i t c h c o o k a n d M u r p h y , 1 9 7 1 ; W o l c o t t a n¢ N e a l , 1 9 7 2 ;

L a s k e r e t a l . , 1 9 8 2 ) の 電子供 与体 で あ る N A D P H が
,

そ の 未 知 因 子 の

本体 で あ り
､

そ の N A D P H の 増加が C E a s e の E P N に よ る 阻 害を増強 さ せ た

と結論 し た ｡

一 方 ､
6 - A N 投与 ラ ッ ト 肝 C y t o s o l 添 加 に よ る C E a s e 活性 の 阻害増強 に

対 す る作用 機序 ほ
, 結果 と し て C y t o s o l 中 の N A D P fI 量 の 増 加 ､

E P N o x o n

生 成量 の 増加 お よ び S K F 5 2 5 - A に よ る そ の 消 失 を 認 め た も の の
､ 薬 物代

謝 系 - の 作用 は 明 確に ほ さ れ て い な い o

6 - A N の 薬物代謝酵素系 - の 関与 に 関 し て は 報告 が少 な く ( A c k e r m an

a n d L i b m a n , ユ9 7 7 ; C h a w al i t e t a l . , 1 9 8 2 )
､

未 だ
､ 未知 の 分 野 で あ る

と 考 え る . そ こ で 本 研 究 で ほ
､ 第 2 編に お い て 6 - A N の ラ ッ ト 肝 M s 薬物

代謝酵素系 - の 影響 を検討 し
､

そ の 後 に
､

新め て本 編 に お け る 6 -

A N 投与

ラ ッ ト 肝 C y t o s o l 添加 の 影 響 に つ い て 考察を行 う ｡

- 2 2
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第 2 編 6 - 野毛.
? ニ ヨテ ンアミドの 肝ミタm ゾ - ム薬物偲謝系

へ の 影響

第 1 縞 に て
､

6
-

ア ミ ノ ニ コ チ ン ア ミ ド ( 6
- A N ) が ラ ッ ト 肝可 溶性画 分

( C y t o s o l ) 中 の N A D P Ⅱ 量を 増加 さ せ
､

そ れ に よ り E P N o x o n 生 成量 を増

加 さ せ る審 な ど を報 告 し た ｡ 6
-

A N ほ ビ リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド 生合成 の 括抗

物質 で あ り
,

ま た
､

前駆物質 で もあ る ( J o h n s o n a n d M c C o l l ,
1 9 5 6 ;

D i e t r i c h e t a l .

, 1 9 5 8 ; A m m o n a n d S t e i n k e , 1 9 7 2 ; P r ak a s h a n d

B a o u e r , 1 9 8 1 ) . 即 ち
､

6
- A N は 生 体内 で 肝小 胞体 の グ ･1) コ ヒ ド ロ ゲ ナ -

ゼ に よ り N A D ( P ) に 取 込 ま れ ､
6 - ア ミ ノ N A D ( P ) と な り( E a p l a n ,

1 9 5 4 ; B r u n n e m a n e t a l . , 1 9 6 4 ; fl e r k e n , 1 9 7 1 ; K o l b e e t a l . , 1 9 7 1 ;

A m m o n a n d S t e i 血 e , 1 9 7 2 ; A m m o n e t a l .

, 1 9 7 3 )
､

対 A D ( P ) と 競 合的

反 応を 生 じ る 尊 ( B r u n n e m a n e t a l . , 1 9 6 4 ; C o p e r a n d N e Ⅶもe r t , 1 9 6 4 ;

C o p e r e t a l l

, 1 9 6 6 ; An m o n a n d S t e i n k e , 1 9 7 2 )
､ 更に

､
こ の 非 生 理的

N A D ( P ) は
､ 電 子 供与体と し て の 作用 を有 さ な い 事 ( B r ll n n e m a n e t a l . ,

1 9 6 4 ; S c h l a lld e r , 1 9 7 1 ; P r a k a s h a n d B a o tl e r , 1 9 8 1 ) な ど が 知られ て い

る ｡

一 方
､

6 - A N の 薬 物代謝系に 関 し て の 報告 は 少な く
､

A c k e r m a n a n d

I , e i b m a n ( 1 9 7 7 ) お よ び C h a w al i t e t a l . ( 1 9 8 2 ) は ､ 6 - A N が 肝 ミ ク

ロ ゾ ー ム ( M s ) の チ ト ク ロ ー ム P - 4 5 0 ( C y t . P - 4 5 0 ) 量 に 影響 を 与 え な

い 尊､

- キ ソ パ ル ビ タ ー ル ( H X ) の 睡眠時 間を延 長 さ せ る 事 ､
さら に ア ミ ノ

ピ 1) ソ ( A M ) N 一 脱 メ チ ル 化酵素活性をわずか に低下 さ せ る 尊 な どを報告 し

て い る も の の
, 未 だ こ の 分 野 に お け る研究 ほ 明確 で な い 部分 が多 い

o

本 編 で ほ
, 第 1 帝に て 推測 し た 6 - A N の 作 用 機序 を

一 層 明 確 な も の と

す る 目的で , 6 - A N の M s 薬物代謝 系 に お よ ぼす影響 に つ い て A M お よ び H X

の ラ ッ ト血 中渡度 ､
お よ び M s 薬物代謝酵素活性 の 面 な ど か ら検討 を行 っ た ｡
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第 一 垂 アミノピリンおよび へ キソ パ ル ビタ
- ル の偲謝におよぽす

6
- アミノニ コチンアミドの 影響

2
-

1
-

1 ア ミ ノ ピ リ ン の 血 中濃 度 に 関 す る 検 討

く 実験 方 法 >

本実験 で は
､ 体重 1 7 0 - 2 2 0 9 の W i s t a r 系雄性 ラ ッ ト を使用 し た o A M お

よ び そ の 代謝物 で あ る 4 - モ ノ メ チ ル ア ミ ノ ア ン チ ピ 1) ン ( M A A
, G o r o m a r u

e t a l . , 1 9 7 6 の 方法 に て 合成 ) ほ 5 0 軌稚g ､ ま た ､
6 - A N は 2 0 宵呪/ k g を

A M :( M A A ) 投与 の 1 5 時間前 に ､
い ずれ も生 理 食塩 水に 溶解 し腹庭内注射 し

た o 採血 ほ 所定 の 時間 ご と 把 ラ ッ ト を エ
ー テ ル 軽麻酔下 で 眼 窟静脈叢 よ り へ

パ 1) ソ 添加毛細 管 に て 行 い
､
遠 心 分離後 の 血祭 を

､
A M お よ び そ の 代謝物 の

定量に 供 し た ｡ 血祭 中 A M お よ び そ の 代謝物 の 定量法 は
､

M a t s u y a m a e t a l .

( 1 9 8 1 a ) の 方法 に従 い
､ G C / M S に て 行 っ た ｡ そ の 測定方法 を

,
F i g .

2 -

l 把 図 式 し
,

また
,

A M の 代謝経 路 ( G o r o m a r u e t a l ‥ 1 9 8 1 ) を F i g .

2 - 2 に示 す o

薬物動態 パ ラ メ
ー タ ー で あ る 血 中濃度 一

時 間曲線下 面 穣( A tT C ) は
､

0 -

1 8 0 分 の 血 祭中濃皮 よ り台形法( G i b a l d i a n d P e r r i e r , 1 9 7 5 ) に て求 め た .
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0 . 5 m l o f P l a s m a

2 m l o f 0 . 1 ”

s t a n d a r d( A M
,

M A A
,

A A ,
A c A A a n d F A A i n C H C 1 3 )

I
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.
; D o 七 r i a c o n 七a n e f o r F A A a s s a y ･
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2 - 1
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< 実験 結 果 >

F i g ･ 2 - 3
､

F i g ･ 2 -

4 お よ び T a b l e 2 -

1 は
､

A M お よ び M A A 投与後 の

A M
､

M A A お よ び そ の 代 謝物 の ラ ッ ト 血渠 中濃庇 お よ び A tJ C 忙 お よ ぼ す 6

- A N 授 与 の 影響 を示 し て い る o

A M 投与 ( F i g . 2 -

3 ) 後 の A M お よ び M A A の 血 渠中濃度 は
､

6 - A N 投与

に よ り A U C で 2 5 襲お よ び 1 5 帝淑少 し
､

更 に
､

4
-

ホ ル ミ ル ア ミ ノ ア ソ チ ビ

リ ン ( F A A ) の A U C も 5 3 % 減少 し た o
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-
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､
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2 - 1 - 2 - キ ソL / ミ
ル ビ タ ー ル の 血 中 濃 度 に 関す る 検 討

く 実験 方法 >

使用 動物 ､
6 - A N の 投与方法 お よ び 採 血法 ほ

､
2 -

1
-

1 に従 っ て行 っ た o

H X ( 帝国化 学 ) ほ
､

適当量 の I N N a O H に 溶解 し た 後､ 生 理食塩 水で 希

釈 し 1 0 0 mg / k9 腹 庭 内注射 し た o 血 渠中 H X お よ び そ の 代謝物 の 定量 は ､ F i g
.

2 -

5 に 示 し た 操 作法 に従 い
､ 血 渠か ら の 酢酸 エ チ ル 抽 出 ､

メ チ ル 誘導体化

な ど の 前処理 を行 い
､

F i g . 2
- 6 に 示 し た G C / M S / M F の 条 件 で 定 量 し

た . M F の 典型 的 な ク ロ マ ト グ ラ ム を F i g
. 2 - 6 に示 し ､

･

ま た
,

tI X の 代謝

経路 ( T o k i e t a l
. , 1 9 6 2 ) を

､
F i g . 2 -

7 に 示 す｡

R X
,

3 - O H - H X a n d 3 - k e t o _ H X

3 3 9£ ( w / v ) B r a i n

h o m o g e n a t e , 2 m 1

｢
1 0 % T r i c h l o r o -

a c e t i c a c i d . 2 m l

C e n t r i f u g e d

l

s

ド
P e r n a t a n t

･
3 m l

A d j u s t e d t o
p H 7 -

8

P l a s m a
,

1 0 0 p 1

R X A s s a y

G C / 凹S

呈 出

P l a s m a
,

1 0 0 んI1

｢
β - G l u c u r o n i d a s e / a r

､

y l s u f a t a s e i n

0
･ 1 IVZ a c e t a t e b u f f e r ( p H

2 m l

I

'

n c u b a t i o n ( 6 h r
,

3 7
0

c )

S h a k e n ( 1 5 m l n )

C e n t r l f
､

u g e d

l

E

l
t h y l a c e t a t e l a y e r

E v a p o r a t e d

P b t b a l l c a c i d

d i ま s o b u t y l e s t e r

i n m e t h a n o l
,

2 0 0 p I

P b e n y l t ･ r i m e t h y l

a m m o n i u m h y d r o x i d e

i n m e t h a n o l , 5 0 p l

4 . 5 ) ( 1 ＋ 1 0 0 ) ,

3 - 0 日 一 日X a n d 3 1 k e t o -

H X A s s a y

[
M e t h a n o l , 1 0 0 I ll

D i a z o m e t h a n e
.

2 0 0 JJ l

S t a n d ( 1 5 m i n )
l
E v a p o r a t e d

｢
B e n 之y l n - b u t y l p h t h l a t e

i n c h l o r o f o r m
,

1 0 0 J ll

G C / M S

F i g ･ 2 - 5 A s s a y p r o c ed u r e f o r li X
,
3 1 0 H - H X

, 3 - O H - H X c o nj u g at e a n d 3 - k et o
- H X i n b r a i n a n d

pl a s m a o r r at b y G C/ M S .
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(A)

Tjし223

J
･ -

･ ヽ
冊J 1 2 3 5

0 1 2 m i n

F i g .

l
＼

/
I

-
m I 1 2 38

i )

2 )

A p p a 一
-

a t u s

S b l n a d 2 . u
- L K B

Pl u l L I P l e ュo n

O p e r a t 1 0 r l a l

C o l u
m n

C o l u m n

3%

9 0 0 0 B s y s t e m G C - M S

d e t e c t o r

C o n d l t l o n

O V- 1 7
e h r o m o s o r b ” H P

g l a s s

t e m p .

エ nj e c t i o n t e m p

c o l u m n ( 3

( A ) 2 0 0

: 2 6 0

S e p a r a t o r - t e m p . : 2 6 0

I o rl i 2 1a t i o n S O t } r
l

C e t e tTt P .

C a r r i e r g a s ; h e l i u m
.

3 0

E l e c t r o rl e n e r g y : 7 0

A c c e l e r a t i o n v o l t a g e

T r
､

a p c u r r e n t : 8 0
い 九

I o n l Z a t i o n E l e 亡 t r
･

O n

e V

m
m 1 . d .

( B ) 2 2 0

2 9 0

m l/ m ュn .

k V

エT71 P a C t ( E I )

( 8 0 - 1 0 0 m e
s h l

i m )

( 81

i
i

0 1

＼ ノ ヽ

. _ . _ _ . _ _

” / I 2 33

m l z 249

2 3 ヰ m i n

2 - 6 T y pi c al m a s s fr a g m e n t o g r a m s o f H X a n d its m et a b o lit es o b t ai n e d b y G C/ M S a fte r

i n tr a p e ri to n e al i nj e c ti o n o f H X i n t o a r at .

( A) N -

m eth yl
- H X ( r n/ z 2 3 5) a n d p h th ali c a ci d dii s o b u t yl e st e r ( m / z 2 2 3) . H X c o n c e n tr ati o n

i n pl a sr n a w a s 1 6 ･4 p g/ m l ･

( B) N -

m e th yl
- 3 - O ff - H X ( m/ z 2 3 3) ,

N -

m eth yl
- 3 - k e to - H X ( m / z 2 4 9) a n d b e n zy l n

-b u tyl

p h th al a t e ( m / I 2 3 8) ･ S l o ∑ - H X an d 3 1k e to - H X c o n c e n tr ati o n s i n pl a s m a w e r e 5 0 .7 p d mi a n d

4 3 .2 〟d m l
,
r e s p e c ti v el y .

C9
)(
C H 3

C O N ‥

C O N
) c o

C H 5

H e x o b a r b i t a 1( H X )

N A D P H ＋0 2

m l C r O S O m e S

H Q

(A
主:

c

c

o

.

”

N

”

,

l
c o

C H 3 1

C H 3

3 - 0 日 一 日Ⅹ

F i g . 2 - 7 朋e t a b o l i c p a t h w a y s o f h e x o b a r b i 七a l

0

払 ^

, ｡ . N -+
-

c
,

H

C

:;昌
I

L
'
; c

-

C H 3

3 - k e 七○
- H X

0

s o l u b l e

f r a c t i o n

く 実験 結果 >

F i g . 2 - 8 お よ び T aも1 e 2
- 2 は

､ H X 投与後 の H X お よ び そ の 代 謝 物 の

ラ ッ ト 血 渠中濃度 お よ び A U C に お よ ぼ す6 - A N 授 与 の 影響 を示 し て い る o

6 - A N 投与 に よ り血祭 中 H X 猿度 は A U C で 約 4 0 9石渡少 し ､

一 方 ､
3 -

ヒ ド ロ キ シ - キ ソ パ ル ビ タ ー

ル ( i - o H - H X ) ､
3 - O H - H X 抱合体 ( 3 -

O H - fi x C o n 3
'

. ) お よ び 3 - ケ ト -

- キ ソ パ ル ビ タ
ー

ル ( 3 - K e t o
- fi x ) 演

- 3 0 -



皮 ほ
､

6 - A N 投与 に よ り
､

そ れぞれ 7 9乙 ､
3 0 啓お よ び 5 帝増加 し た .
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F i g . 2 - 8 Ti m e c o u r s e st u d i e s o n alte r ati o n of H X m et a b olis m b y 6 ･ A N tr e a t m e n t i n r a ts ･ R a ts w e r e

p r etr e a te d w ith 6- A N ( 2 0 m d k g ,
i .p .) 1 5 h r p ri o r to H X (l o o m s/ k g ,

i .p .) a d m i ni str a ti o n .

P l a s m a l e v els o f fi x a n d its r n et a b olit e s w e r e d et e r m i n e d b y G C/ M S ･

T a b l e 2 - 2 A U C of H X , 3 - O H - H X , 3 1 0 H I H X - C o nj u g a t e a ftd 3 -k e to - H X

aji e r t
'

nj e clio n of H X i n r a ts

A U C (p g
･ m l‾l

･ h r)

3 1 0 Ii - H X

6 - A N H X 3 - O H - E X C o nj u g at e 3 - k et o - H X

5 0 .9 士6 .1 12 1 .5 士4 .4 9 9 .2 士 4 .5 1 3 1 .0 土 5 .3

＋ 3 2 ･7 土 7 .1 1 3 0 ･1 士4 .5 1 3 l .0 士 1 1 .9 (
I

) 1 3 8 -0 土 8 .3

H X w a s a d m i n is t e r e d i n tr a p e rit o n e ally t o r ats a t a d o s e o f l o o m 亀/k g .

A U C w a s c al c ul a t ed b y th e tr a p e z oi d al r u l e f r o m ti m e z e r o to 3 h r .

E a c h v al u e is th e m e a n j= S .E . fr o m 5 a ni m al s . (
I

) : Si g nifi c a n tly d ifT e r e rlt f r o m H X al o n e

g r o u p ( p < 0 .0 5) .

-

3 1
-



2 - 1 - 3 へ キ ソ パ ル ビ タ ー

ル の 睡 眠 時 間 に 関 す る 検 討

く 実験 方法 >

使用動物 お よ び 6 - A N の 投与 方法 は
,

2 - 1 -

l に ､ H X の 投与方法 お よ び

脳 内 ､ 血 祭中 E X 濃度 の 測定方法 は
,

2 - 1
-

2 と同じ で あ る . 6 - A N の 投与

量 ほ
､

A c k e r rn a n a n d L e i b m a n ( 1 9 7 7 ) に従 し
.

､ 3 5 m g / k g も行 っ た o ま た
､

睡眠 時 間は 正 向反 射 の 消失 か ら回 復 ま で の 時 間 を測 定 し て 求 め た ｡

く実験結果 >

T a b l e 2 - 3 ほ
､

H X に よ る ラ ッ ト の 睡眠 時問 お よ び 覚醒時 の 脳内
､

血 祭 中

II X 濃度 に お よ ば す 6 - A N 投与 の 影響 を示 し て い る .

H X に よ る 睡眠 時間が 2 5 .4 分 で あ る の に対 し て
､

6 - A N 2 0 mg / kg 授与 で

は 3 2 .3 分
､

ま た･ ,
3 5 mg / kg 投与 で は 4 2 . 6 分 と ､ い ずれ も 6 - A N に よ り睡

眠時 間 の 延 長が認 め ら れ た ｡ ま た
､ 覚醒時 に お け る 脳 内お よ び血祭 中 H X お

よ び そ の 代謝物濃度 は
､

6 - A N 投 与 に よ る 影響 を示 さな か っ た o

- 3 2 -
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第 2 章 6 - アミノ = ヨテンアミド投阜ラット肝ミクm ゾ - ム 薬物代謝

酵素系 の検討

2 - 2 - 1 薬物 代 謝 酵 素 活 性 の 検 討

く 実験 方法 >

使用動 物お よ び 6 - A N の 投与方法 は
､

2
■

-

1
- 1 に

､
M s 調 製法 お よ び 薬

物代謝 酵素活性測定法 は
､ 第 1 編 に従 っ て 行 っ た

o 本実験 で は
､

A M お よ び

M A A N - 脱 メ チ ル 化酵素活性 を
､

2 - 1 - 1 に述 べ た G C / M S 法に よ っ て も

測定 し た c 活性測定 用 混液 の 組成 は
､

M s 懸滞液 ( 蛋 白畳 約 2 mg ) 0 .4 瓜g
､

o . 2 M l) ン酸 緩衝液( p H 7 .4 ) 0 .3 nle ( 添加実験 で ほ 6 -

A N を含む) ､ E D T A

( 最終濃度 1 m M ) 0 . ユ nle
､

N A D P H
-

g e n e r a t i n g s y s t e m 0 . 1 HLe お よ び基質

( 最終濃度 1 m M ) 0 . 1 舵e を 含 ん で い る .

く 実験 結果 >

T a b l e 2 - 4 は
､

1 m M の 6
-

A N を活性測定 用 混液 に添加 し た 時 の
､

M s

A M N 一 脱 メ チ ル 化 酵素 活性 お よ び A N 水酸 化酵素活性を 示 し て い る ｡

6
- A N は

, i n v i まr o 実験 に お い て は
､

い ず れ の 酵素活性 に も影 響 を与え

な か っ た ｡

T a b l e 2 - 4

I n v i t r o e f f e c t s o f 6 - A N o n h e p a t i c m i c r o s o rn a 1

d r u g m e t a b o l i 2 : i n g e n 乙 y m e a c t i v i t i e s i n r a t s

A d d i t i o n A m i n o p y r i n e ” - d e m e t h y l a s e A n i l i n e h y d r o x y l a s e

( H C 日 O n m o l e / m g p r o t / m i n ) ( p
- a m i n o p h e n o l n m o l e / m g p r o t / m i n )

N o n e 3 .
3 9 ＋

. 0 . 1 8 0 . 7 3 ＋ 0 . 0 7

6 - A N ( 1 m M ) 3 ･ 3 6 ± 0 ･ 2 1 0 ･ 7 8 ＋ 0 ･ 0 9

A M a n d 肌 A
.

w e r e u s e d i n a c o n c e

,

n 七 r a 七 i o n o f 1 A 1 0
- 3

M .

F i g u r e s r e p r e s e n t t h e m e a n
i

S ･ E ･ f r o m 1 4 e x p e r i m e n t s .
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T a b l e 2 - 5 は
､

6 ･ - A N を 投与 し た ラ ッ ト 肝 M s を用 い た 場合 の 各薬物代

謝 酵素活性 に つ い て
､ 正 常ラ ッ ト 肝 M s の そ れ ら と の 比 戟を示 し て い る o

6 - A N の 投与 に よ り
､ A M N - 脱 メ チ ル 化酵 素帝位 は

､
1 5 - 1 6 帝( G C

/ M S 法 に よ る 結果 も含む )
､

M A A N - 脱 メ チ ル 化酵素活性 ほ
､

2 8 - 3 8 帝

( 同) と ､
い ずれ も上 昇 し た ｡ な お

､ A N 水 酸化酵素活性 ほ
､

6 - A N 投 与 の

影 響 を は と ん ど 受け な か っ た
｡

T a b l e 2 - 5 E U e c ES Of 6 1A N tr e a t m e n ( of r a ts o n h ep a (i c m i c r o s o m al

d r ug
- m e ta b oli zi n g e n z y m e a cLiv iEi e s i n v itr o

E n z y m e C o n tr o l N 6 - A N

A mi n o p y ri n e N -d e m eth yl a s e (
2
)

( H C H O n m o l e s/ m g pr o t ei n/ mi n)

A m i n o p y rir le N - d e m eth yl a s e (
･'

)

( M A A n m o le s/ m g p r o tei n/ mi n)

M A A N- d e m e tb yl a s e (り
( H C H O n m o l e s/ m g p r o t ei n/ m i n)

M A A N - d e m eth yl a s e (
3

)

( A A n m ol e s/ m g p r o t ei n/ m i n)

A nili n e h yd r o x yl a s e

(p -

a mi n o p h e n o l n m ol e s/ m g

p r ot e in/ mi n)

3 .4 7 士 0 . 13 1 4

2 .3 5 士 0 .1 4 6

3 .
2 7 士 0 .2 4 10

2 . 7 2 A: 0 .2 2

0 .6 7 士0 .0 3

4 .0 2 土0 .2 0(
4

) 9

4 ･0 9 土0 ･2 8 (
J

) (
.

) 6

2 .7 1 土 0 .1 5 6

4 ･1 8 士0 ･ 17 (
ヰ

) 8

3 .7 4 土0 ･ 16 (
5

) 6

10 0 .7 6 士 0 .0 6

R a ts w e r e s a c rifi c e d 1 5 h r afte r i nj e c ti o n or 6 - A N ( 20 m g/ k g ,
i .p .) . E a c h v al u e i s th e m e ar l

士 S ･ E ･
,
a n d N i s th e n u m b e r of a n i m al s u s e d . (

1

): l n thi s c a s e
,
r ats w e r e s a c rirlC e d 2 4 h r a fte r

i nj e c ti o n o r 6 - A N (3 5 m 島/k g ,
i ･p .) a c c o rdi n g t o A c k e r m a n a n d L i e b m a n (1 9 7 7) . (

2

) : D e te r -

mi n e d b y N a s h
'

s m e th o d . (
3
): D ete r m i n e d b y G C/ M S . (

4

) : S ig nirl C a n tl y d i ff e r e n t fr o m th e

c o n tr ol ( p < 0 ･0 5) ･ (
5

): Sig nifi c a n tl y diffe r e n t fr o m th e c o n tr ol (P 〈O .O l).

A b b r e vi a ti o n s : M A A
,
4 -

m o n o m eth yl a m i n o a n ti p y r l n e ; ÅA
,
4 -

a 皿i n o a n ti py rl n e .

2 - 2 - 2 ミ ク p ゾ - ム 電 子 伝 達系 - の 影 響の 検 討

< 実験 方法 >

使用動物 お よ び 6 - A N の 投 与方法 は
､

2 -

1
-

1 に 従 っ て 行 っ た o C yt . P

-

4 5 0 量 の 測定 は O m u r a a n d S a t o ( 1 9 6 4 ) の 方法
､

C yt . b 5 量 の 測 定 ほ

T a k e s u e a n d O r n u r a ( 1 9 7 0 ) の 方法 に 従 っ て行 い
､ そ れぞ れ の 分 子吸 光係

-

3 5
-



数 と し て 9 1 m M
‾

1 ･

c m
‾

1 お よ び 1 8 5 m M
‾

1
･

c m
‾ l

を 用 い て算 出 し た .

N A D P fI C y t ･ c 還 元 酵 素 活 性は P h i l l i p s a n d L an g d o n ( 1 9 6 2 ) の 方法

に従 い
､ 活性測定用 混 掛 ま

､
0 .0 5 M C y t . c ( S i g m a )

､
1 m M K C N

､
5 0

F L M N A D P H ( オ 1) エ ソ タ ル 酵母 ) お よ び M s ( 蛋白量約 5 0 p 9 ) を含 み
､

0 ･ 3 4 M l) ソ 酸 - カ リ ウ ム 緩衝液 ( p H 7 . 6 ) に て 全 量 を 2 . O m P と し ､ 5 5 0 n m

に お け る 吸 光度 を測 定 し て 求 め た o N A D H - フ ･ エ
1) シ ア ナ イ ド( C y t . b 5 )

還 元 酵素活性 は 班i h a r a a n d S a t o ( 1 9 7 2 ) の 方法 に従 い
､ 1 m M フ ェ

t) シ ア

ン 化 カ リ ウ ム ( 和光 純薬 ) ､
o . 3 m M N A D Ⅱ ( オ リ エ ン タ ル 酵母 )

､
M s

( 蛋白量 約 5 0 F L 5 ) を含 み
､

全量 を O 1 1 M リ ソ 酸
-

カ リ ウ ム 緩 衝液( p H

7 . 5 ) に て 2 . O mLA と し
,

4 2 0 n m に お け る 吸光 度を測定 し て求 め た .

< 実験 結果 >

T a b l e 2 - 6 は
､ ラ ッ ト肝 M s 電子伝達系に お よ ばす 6 - A N 投 与 の 影響を

示 し て い る ｡

C y t ･ p -

4 5 0 量 は
､

6
- A N 投与 に よ り 対照 群 に対 し て 1 4 帝増加が 見ら れ

た が
､

C y t . b 5 量 ､ N A D P tI - C y t . c 遼 元 酵素活性 お よ び N A D H - フ ェ t) シ

ア ナ イ ド還 元酵素活 性 は変 化 し な か っ た ｡

T a b l e 2 - 6 El/ e cEs of 6 - A N o n h e p a zi c m L
'

c T
･

O S O f n al el e c tr o n tr a n sf e r s y s ( e m in r a t s

It e m N C o n tr o 1 6- A N

C yt o c h r o m e P - 4 5 0

( n m ol e s/ m g p r o tei n)

C yt o c h r o m e b
5

( n m ol e s/ m g p r o tei n)

N A D P H - C y t o c h r o m e c r e d u c t a s e

UL m O l e s/ m g p r o tei n/ r n i n)
I

N A D H -r e r ri c y a nid e r e d u ct a s e

UJ r n O l e s/ m g p r o tei n/ m i n)

1 1 0 . 74 士 0 ,0 3

6 0 .2 5 土 0 .0 4

6 0 . 1 2 士 0 .0 1

6 l ,93 j= 0 . 16

R a ts w er e s a c rirl C ed 15 h r a ft e r i nj e c ti o n o f 6 - A N (2 0 m d k g ,
i . p .) .

E a c h v al u e is th e r rl e a n 士 S . E
. , a n d N is th e n u m b e r o r a ni m al s u s e d .

(
I

) : Sig n irl C a n tl y d･i U e r e n t fr o m th e c o n tr ol( p < 0 .0 5) .

- 3 6
-

0 .8 4 士0 .0 2 (
1

)

0 .2 5 士0 .0 3

0 .1 3 士0 .0 1

2 .0 6 士0 .2 7



2
-

2
-

3 ア ミ ノ ピ 1) ン の 代 謝 反 応速 度 に 関す る検 討

< 実験 方 法 >

使用 動物 お よ び 6 - A N の 投 与方法は
､ 2

-

1 -

1 に
､

A M お よ び M A A N
一

脱 メ チ ル 化 酵素活 性測 定法 は 2 - 2 -

1 に 従 っ て行 っ た ｡ K m お よ び V m a 三 億

の 算 出 は
､

L i n e w e a v e r
- B u r k プ ロ

ッ ト ( L i n e w e a v e r a n d 玉u r k , 1 9 3 4 ) に

て 行 っ た ｡

< 実 験結果 >

T a b l e 2
-

7 は
､

A M ま た は M A A を基質 と し た 時 の N - 脱 メ チ ル 化反 応 紅

お け る K m 値 お よ び V m a x 値 に 対す る 6 - A N 投与 あ る い は 添加 の 影響 を示 し

て い る ｡

6
- A N 投与 に よ り

､
A M の K m 値 は 0 . 8 1 m M が o . 6 4 m M と約 3 0 摩滅少 し

､

M A A を基質 に し た 場合も約半分 の E m 値 で あ っ た . V m a x 値 は
､

い ずれ の 基

質 に お い て も大き な変動を示 さ な か っ た .

一 方 ､
o .1 m M お よ び 1 m M の 6 - A N 添加 で は

､
い ずれ の 基質にお け る E m 値

.

お よ び V m a x 倦 も変化を 認 め ず ､
こ の i n v i t r o で の 結果 は

､
2 - 2 -

1 に お け

る 6
- A N の 作用 と

一 致 し て い た ｡

-

3 7
-



萱毒豊喜
1

⊂〉

害意≡昔
I

買 r
r , ･ ≡ 亡

毒毒雪雲
O

I l l

cd

毒害墨書

署真書書I l ■I<

貞 ぶ召邑
l

暑章票薯
毒葛嘗室

毒音量蓋毒害

⊂h (つヽ

∩ つ M

｢ -

⊂)

勺
- 〃｢

Lr l Lr
)

く⊃ I
. D

寸 r rl

T ･ . 1
1 -

r ､

1 1′1

Lr ) Lr )

tJ
I

) -

l√) 寸

寸 寸

卜 ⊂)

○〇 CQ

こ) (≡)

-

ド

t〇ヽ

ロ｢

Ln

I. D

ト

⊂)

寸

～. D

⊂ヽ)

r rl

〔)0

⊂10

寸

寸

r
r l

▼ ･ { ■1

＼
.ロ

L n

～.亡l `コ＼
Lr ) ⊂)

寸 寸

- <
0 0 ～. D

(=) ⊂〉

′
■
ヽ ′

ー
ヽ

ヽ ー ー

^ J ～

= =
∈ ∈
-
{ ⊂〉

⊂) .i
) ヽ J

･≡z
g喜 ･s:喜喜l

～ ～

ト
1

L=

3 8

≡
E4
¥
也

≡
>

′
‾

ヽ

M
一

穴

也

≡
>

管
≡ヽ

_ - ′

≡
b4

∈
ヒd
一

議
･

a

≡
> ･

J ～
r 1

)

～

C 6

∈
>

曾
己
ヽ_ ′

′

≡
bd

～

亡
4J

≡
-

也
4)
L .～

～

O
l -

F L
l

i
<

=

=
i

レ
】

ヽ ■

≡
-

q
q )
～

Q
Q )
L 一

芸
下
＼
･○

■ ■

q
▼

l■▲

l ■ ■_

q
l ー

Q
L
～

E :

C )

t .)

T
～

.≡:

q )
⊂つ

良

息ヽ
▲

q)

≡
竜

去
｢

喜
‾

q

宅
Q

a
マ
ミミ
Q

叫

a
3
～

レ
I

U
'

c
q J

買

蛋

[＼

I
～

①

r l

J ⊃

(t]
【+



第3 章 考 察

6 - A N は 抗 ニ コ チ ン 酸お よ び抗 ニ コ チ ン ア ミ ド作 用 を 有 し ( J o h n s o n a n d

M e C oll , 1 9 5 6 ; A m m o n a n d S t e i n k e , 1 9 7 2 ; B i e li e k i a n d K r i e g l s t e i n ,

1 9 7 6 ) ､ ま た
､ 短 肢症 ､ 口 蓋 裂な ど の 催寄塑惹起物質 ( L a n d a ll e r 1 9 5 7 ;

C h a m b e r l a i n a n d G o l d y n e , 1 9 7 0 ; K r b
'

g e r e t a l . , 1 9 8 0 ; M c L a c h l a n ,

1 9 8 0 ; C h a m b e r l a i n ,
1 9 8 2 ) と し て も知 ら れ て い る物質 で あ る ｡ 6 - A N の

毒 性は 比戟的強く
､ 予 試験と し て 行 っ た ラ ッ ト の L D

5 ｡ 値( W i s t a r 系 堆 ､

腹腔 内注射､
7 日目 算出) ほ

､ 1 0 . 3 呼 / k9 ( 倍額限界 8 . 7 - 1 2 . 2 m g / k9 .
P

く 0 . 0 5 ) で あ っ た ｡ し か し な が ら ､
本 研 究 に お け る投与 後 1 5

-

1 6 時 間目

で の 死 亡 は
､

1 5 m g / k9 授与 で は 認 め られ ず ､
2 0 n y / k9 で 1 / 8 が 死 亡 し た

程度 で あり ､ 多く の 死 亡 例が 3 日目 - 7 日目 に 認 め られ る い わ ゆ る 遅延 性 の

毒性 で あ っ た ｡ 本研 究 把 お け る 6 - A N の 投与量 ( 1 5
- 2 0 m9 / k9 ) に関 し て

は
､

A c k e r m a n a n d L e ib m a n ( 1 9 7 7 ) が
､

3 5 D y / k 9 の 投与量を用 い て い る

事 も あり 過剰量 で は あ る も の の
､ 特 に問題 と ほ な らな い と判断 し た o

F i g
･ 2 -

3
､

F i g
･

. 2
-

4 お よ び T a b l e 2 - 1 に お い て
､ A M お よ び M A A の

ラ ッ ト 血 渠中濃度が 6 - A N に よ り減少 し
､

一 方 ､
A A

､
A c A A が 増加 を 示

し た 尊か ら ､ 6
-

･ A N は ､ M s C y t . p -

4 5 0 に依存す る A M - M A A
､

M A A

→ A A の 代謝 ( B a s t a n d N o o r d b o e k , 1 9 8 1 ) を促進す る 尊 が示 唆きれ た ｡ 同

様 の 成績 は
､ F i g . 2 - 8

､
T a b l e 2

- 2 に 示 し た H X を用 い た 血 渠中濃鹿実

験 で も認 め ら れ
､

6 - A N ほ
､

M s C y t ･ P -

4 5 0 の 関与す る f[Ⅹ → 3 - O H -

H X の 代謝( T o k i e t a l 一 , 1 9 6 2 ) を促進 し た もの と考えられた ｡ M a t s u y a m a

e t a l . ( 1 9 8 1 a ; 1 9 8 1 b ) は
､

パ ル ビ タ
ー

ル ナ ト リ ウ ム を投与 し た 所 ､
ラ

ッ ト 血中 A M 濃度 は 低下 し
､

M A A 濃度 は 増加 し
､ 更 に

､
A A ､ A c A A ､

F A A

の 各濃度 ほ変化 し な い 尊を報告 し て お り ､
6 -

A N の 作 用 と パ ル ビ タ -

ル の

作用 と は
､ 多少異 な る様 で あ る. そ こ で

､ 薬 物代 謝 系 に お よ ば す 6 - A N の

作 用 を検討 し た 成績 が
､

T ab l e 2 -

4 ､ T ab l e 2 - 5 お よ び T aも1 e 2
- 6 で あ

る ｡ 6 - A N は
, ラ ッ ト肝 M s の A M お よ び A N 代謝 に対 し て

,
それ が i n v i t r o

で 添 加さ れ た 時 に は 作用 を示 さず ､
6 - A N の 作用 が 直接的 な作用 で は な く

-

3 9 -



す で 把 糖 代 謝 の 面 な ど か ら 知 ら れ て い る 様 に
､ 生 体 内 で 6 - ア ミ ノ

N A D ( P ) ( K a
p
l a n e t a l l , 1 9 5 4 ; D i e t r i c h e t a l .

, 1 9 5 8 ; B r u n n e m a n

e t a l 一 , 1 9 6 4 ; C o p e r a n d N e u b e r t , 1 9 6 4 ; A m m o n a n d S t e i n k e , 1 9 7 2 ;

A m r n o n e t a l l , 1 9 7 3 ; P r a k a s h a n d B a o tl e r , 1 9 8 1 ) 忙 生 合成 さ れ た 結 果

の 作用 で あ る事 を示唆 し た ｡ 即 ち
､

B r l 皿 n e m a n e t a l . ( 1 9 6 4 ) は
､

6 - A N

を投与 し た ラ ッ ト 肝 に お い て 6
- ア ミ ノ N A D ( P ) の 生 合成 ほ 6

- 8 時 間 で

ピ ー

ク に 達 し
､

1 8 時 間後 に は 6
- ア ミ ノ N A D 量 は N A D の 2 0 解､

6
- ア ミ

ノ N A I) P 量 は N A D P の 4 0 - 8 0 多 を占め る 事 を 報告 し て い る o

一 方 ､
6 - A N の M s 薬 物代謝 酵素活性 - の 作用 の 特徴 は

､
T a b l e 2 -

5

に 示 し た A M お よ び M A A を基質 と し た N 一 脱 メ チ ル 化 酵素活性 の 成 績 お よ び

T a b l e 2 - 7 把 お け る A M 代 謝 の 私Tl 値 な ど か ら
,

A M - M A A の 代 謝 よ り

M A A → A A の 代謝 に
､

よ り 強く関 与 し て い る事 で あ る o こ の 事 は I g u c h i

( 1 9 8 1 ) お よ び M a t s tl y a m a e t a l . ( 1 9 8 1 a ; 1 9 8 1 b ) の パ ル ビ タ ー

ル に よ

る A M → M A A へ の 代謝 の E m 値 ､ V m a x 値 は 変化 し た も の の
､

M A A - A A

把 関 し て は 影響 を受け な か っ た とす る成績 ､ G r a m e t a l . ( 1 9 6 8 ) に よ る ア

ユ ノ バ ル ビ タ ー

ル 前投与 で A M - A A の V m a x 値 が 3 -

4 倍 に な り ､
K m 値 は

変 化 し な か っ た と の 報 告 とも異な る成績 で あ っ た . A M N 一 脱 メ チ ル 化 酵

素に は
､

2 種類 の ア イ ソ ザ イ ム が あり
､

2 つ の K m 値 を持 っ て い る と の 報告

( P e d e r s o n a n d A u s t , 1 9 7 0 ) ､ ま た ア イ ソ ザ イ ム は 3 種 で あ り ､ そ の 内 の

2 種は D D T で 誘導 され る が
､ 億 の 1 種 は デ ィ ル ド .) ソ で わ ず か に 誘 導 さ

れ る と の 報告 ( Åu s t a n d S t e v e n s , 1 9 7 1 ). も あ る . 6 - A N の M s 薬 物 代 謝

酵素系 - の 関与 は
､

い ずれ に し て も こ れ ら の パ ル ビ タ
ー

ル 類 に よ り誘 導 され

る酵素 と は 異な っ た ア イ ソ ザ イ ム が 関与 し て い る も の と思 わ れ る ｡ こ の 6 -

A N の 作用 に つ い て 更 に 検 討 を 加 え た の が
､

T a b l e 2 -

3 に 示 し た ラ ッ ト

把 お け る H X に よ る 睡眠 時 間 に お よ ぼす 6 - A N の 影響 で あ る o

一 般 に パ ル

ビ タ ー

ル 類 に よ る 薬物代謝酵素誘導 の 結果､ E X の 睡 眠時 間や ､ H X の 生物

学 的半 滅 期 が 短 縮 す る事は 聞知 の 尊 で あ る が
､

6 - A N の 投与 に よ る H X

の 睡眠時 間は 延 長 し
､

一 般的な薬物代謝酵素誘 導 の 結果 と ほ 異な っ た成 績 で

あ っ た ｡ こ の 事 ほ
､ A e k e r m a n a n d L e i b m a n ( 1 9 7 7 ) お よ び C b a w a l i t et

-

4 0 -



a l l ( 1 9 8 2 ) の 成績 と 一 致 し て お り
､

C o p e r e t al . ( 1 9 6 6 ) が述 べ て い る

様 に
､

H X に 対す る 脳 の 感受性 が 6
- A N に よ り高 め ら れ た 結果 で あ り , H X

の 代謝が 抑制 され た 尊 に よ る も の で ほ な い と考え られ た o

以上 の 結果 お よ び 考察 把 よ り ､ 6 - A N は 肝 M s の 薬物代謝系に 対 し て
､

/ i

ル ビ タ ー

ル 類 と は 異な っ た機 序 に て 酵素活 性な どを高め る 事が 明ら か と な っ

た o 6 - A N の 作用機 序 に つ い て は
､ 例え ば 6

- ア ミ ノ N A D ( P ) を用 い る な

ど の 更 に詳細 な検討 を行う 必要 が あ る が
､ 本化合 物 の 合成 ( 入 手) が 困難 で

あ る尊 か ら
､

こ れ 以上 の 検討 は 現段 階 で は 不 可 能で あ る｡

さ て
､ 第 1 編 に て 認 め られ た E P N に よ る 肝 M s C E a s e 括性阻害 に対す る

6
- A N 投与肝 C y t o s o l 添加 に よ る 阻害増強 は

､ 本 編 の 結果 よ り肝 M s 薬物代

謝 系, 特 に A M N 一 脱 メ チ ル 化反応 を上昇 さ せ る あ る種 の C y t . p - 4 5 0 量

を N A D P H の 増加 の 結果 と し て 6
- A N が上昇 さ せ

､
そ の 結果 E P N - E P N

o x o n の 反 応が 促進 され
､

C E a s e の 阻害増 強作用 が発 現 し た も の と の 結論を

得 た ｡

-

4 1
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第 3 編 有機す] ン絶食物 による 加 机ポ卑シ]り毘 ス テラ - ゼ 阻

審とN A D 添加 の 影響

有機 リ ン 系殺 虫剤 の 1 つ で あ る 0 -

エ チ ル 0 - パ ラ -

‥ ト ロ フ ェ エ ル フ

エ エ ル フ オ ス フ ォ ノ チ オ エ イ ト ( E P N ) に よ る カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ
ー

ゼ

( C E a s e ) 阻害 が
､ 飽食 お よ び 6 -

ア ミ ノ ニ コ チ ン ア ミ ド ( 6 - A N ) 投与絶

食 ラ ッ ト の 肝 可 溶性 画 分 ( C y t o s o l ) 添加 把 よ り増 強され ､ そ の 機 序 と し て

C y t o s o l 中 の N A D P H が 作 用 発 現 因 子 で あ る 事 ､ そ の N A D P H を電子供与

体 とす る肝 ミ ク ロ ゾ ー ム ( M s ) チ ト ク ロ
ー

ム P - 4 5 0 ( C y t . P -

4 5 0 ) が
､

E P N の 酸化 的脱硫 化反 応 を触媒 し ､ それ に よ り E P N o x o n の 生 成が 促進す る

事 な ど を第 1 編お よ び 第 2 編 に て 述 べ た . そ の 結果 ､
6 - A N 投与 C y t o s o l

添加 で 認 め ら れ た E P N に よ る C E a s e 阻害 の 増 強作用 が ､ N A D 投 与C y t o
-

s o l で は 見られ な か っ た 事 ､
N A D を添 加 し た 場 合 に は そ の 増 強作 用 が 見

ら れ た 事 ､ 更に
､

N A D の 類似体 で ほ そ の 作用 が見 ら れ な か っ た 車 ､
な ど か ら

N A D の 作用 忙 注目 し た ｡

周 知 の ご と く ､
N A I) ほ M s C y t . P - 4 5 0 系 に 対す る 電 子供与体 と し て の

作用 ほ な く
､ 電 子供与体 と し て は N A D P tI と N A D fI が知 ら れ て い る

( S a t o e t a l . , ユ9 6 5 ; O s h i n o e t a l . , 1 9 6 6 ; 1 9 7 1 ; H i l d e b r a n d t a n d

E s t a b r o o k , 1 9 7 1 ; I y a n a g i e t a l l , 1 9 8 1 ; H o d g s o n a n d D a u t e r m a n , 1 9 8 0

; R e i 血 e e t a l l , 1 9 8 1 ) ｡ 有機 リ ン 化合物 は
､

N A D P H と 分 子 状酸 素 の 存

在下 ､
M s C y t . P - 4 5 0 に よ り代謝的活性イヒ反 応を受 け ,

チ オ ノ ( P - S ) 塾

か ら フ ォ ス フ ェ
ー ト ( o x o n ) 塾 に代謝され 毒性 ( 殺虫 力) を発す る

( M u rp h y a n d D u B o i s , 1 9 5 7 ; 1 9 5 8 ; 0
'

B r i e n , 1 9 5 9 ; N e al , 1 9 6 7 a ;

1 9 6 7 b ) ｡ こ の 0 Ⅹo n 塑 有機 リ ン 化 合物 は P - S 塾 よ り P
＋∂

の 求電子 性が

強く
､

コ リ ソ ニ ス テ ラ -

ゼ ( C b E ) の 活性 中心 と結 合 し や す く ( 西 沢 ら
､

1 9 7 2 ) 母化合物 よ り 強 い 唯 一 の 活性代謝物 で あ る ( N o m e i r a n d D a tl t e r m a n ,

1 9 7 9 ; A b o u
- D o n i a e t a l . , 1 9 8 3 ) 番 な ど も知 ら れ て い る ｡

こ れら の 事 よ り本 筋 で は
､ 有機 リ ソ 化 合物 に よ る C E a s e 阻 害 に 対 す る

N A D 添加 の 影響 お よ び そ の 作 用機序 を知 る事を 目 的と し
､

種 々 の 有 機 リ ン

-
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化 合物 の 構造 と N A D の 作用 と の 関係 ､
C E a s e 材 料 で あ る 肝 M s の 種 々 の 前

処理 の 影 響 お よ び C E a s e と有機 リ ン 化 合物 と の 結合な どに つ い て 検討 を行

っ た ｡

第 1 章 N A D 漆カ鯛寺にみられる有機リン化合物によるカル ポキシ

]レエ ステラ - ゼ の 阻害増強作用

3
-

1
-

1 カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ と コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ の 有機

リ ソ 化 合 物 ､ E P N に よ る 阻 害 と N A D 添加 の 影響

< 実験 方法 >

本 実験 で は
､ 体 重 2 0 0 - 2 3 0 9 の W i s t a r 系雄性 ラ ッ ト を使 用 し た . 飼 育

法 お よ び M s 調 製法 ほ 第 1 備 に 従 っ て 行 っ た ｡ M s C E a s e 活性 邦定 は
､

イ

ソ カ ル ポ キ サ ジ ド ( I S O C ) を基質 と し た I S O C 水解酵素( I S O C a s e ) と

プ ロ カイ ン ( P R O C
, S i g m a ) を基質 と した P R O C エ ス テ ラ ー

ゼ ( P R O C a s e )

に つ い て 行 い
､

I S O C a s e は 第 1 縞 の 方 法 に従 っ て 沸 定 し , P R O C a s e

は
､

P R O C の 水 解 に よ り生 成す る p
-

ア ミ ノ 安息香酸( P A B A ) を 卸定す る

T i n g e t a l l ( 1 9 4 9 ) の 方法を 若干 改良 し た S a t o b a n d M o r o i ( 1 9 7 7 ) の

方 法 に従 っ て 行 っ た . こ れ ら の C E a s e 活性測定用 混液 の 組成は
､

M s 懸濁液

( 蛋 白量 約 3 m5 ) 0 . 2 5 仇2
､

E P N 溶液 ( 最終濃度 1 × 1 0
‾ 5

M ) ま た ほ 0 . 2

M ト I) ス 一 塩酸 緩衝液 ( p H 8 . 0 ) 0 .2 5 HLe
,

お よ びN A D ま た は 水 0 .2 5 耽B を ､

o . 2 M ト リ ス
一

塩酸 緩 衝液( p H 8 . 0 ) に て 全量 1
■

m2 と し ､
3 7 ℃ ､

1 0 分 間

プ レ イ ン キ ュ べ -

シ ョ ソ し
､

そ の 後､ 基質･( 最終 濃度 1 m M ) 0 . 5 耽2 を 加え
､

更 に 3 0 分 間反応 さ せ た o

コ リ ン エ ス テ ラ
ー

ゼ ( C h E ) 活性 は
､

V o s s a n d S a c h s s e ( 1 9 7 7 ) の 方法

に 若干 改 良を加 え た M o r o i e t a l . ( 1 9 7 6 ) の 方法 に 従 い
､ 生成 し た チ オ コ

1) ソ を 5 , 5
'

- ジ チ オ ビ ス
ー 2 - ニ ト ロ 安 息香 酸 ( I) T N B ) 試 薬( E l lr n a n

e t a l . , 1 9 6 1 ) で発 色後､
4 1 2 n m に て 吸光度を測定 し て 求め た ｡ な お

､ 用

-
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い た N A I) の 最終濃度 は
､

1 × 1 0
‾ 7

M -

5 × 1 0
- 4

M で あ る o

< 実 験結果 >

F i g
･ 3

-

1 は
､

E P N 陀 よ る C E a s e 活性 お よ び C h E 活 性 の 阻害 に対す る

N A D 添 加 の 影 響を 示 し て い る ｡

I S O C a B e と P R O C a s e の E P N m: よ る 阻害 ( E P N 非添 加時 の 約 ･

6 啓 )

は
､

5 × 1 0
-

6
M の N A D 托 よ り増 強さ れ

､
1 × 1 0

- 4

M で プ ラ ト ー に 達 し た ｡

I S O C a s e と P R O C a s e 把 対す る N A D の 作用 ほ 近似 し て い た ｡

一 方､
C h E

活性 は 5 × 1 0
‾ 4

M の N A D で も 非添 加 時 の 約 2 5 解 の 阻害増 強に留ま り
,

C E a s e と C h E と で は N A D に よ る 阻害増強作 用 に差が見 ら れ た
o

l o o

8 0

● J

⊂

d )

U

㌫
6 D

凸 .

⊂

○

:岩

_ a

宅 4 0
-

2 0

● ■
一

･ ･ ～
t S O C JL S e

一 < ト
p R O C 4 S e

一曲一 A C h E

_
_i ･

･
･ d[

′

′

壬

/

Jノ

⊥∫
-

0 7 6 5 4 3

N A D C o n c e n t r a ti o n ( - ] o g M)

F i g . 3 - 1 C h a n g e s i n t h e l i y e r m i c r o s o m a l

a n d a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e a c t i v i t i e s a s

N A D c o n c e n t r a t i o n s

■ c o n c e n t r a t i o n o f H A D a d d e d w a s r a n g i n g

c a r b o x y l e s t e r a s e

a f u n c t i o n o f

f r o m 1 x 1 0
- 7

M

t o 5 x 1 0
- 4

臥 C a r b o x y l e s t e r a s e a n d a c e 七y l c h o l i n
-

e s t e r a s e a c t l v l t i e s w e r e s h o w n a s p e r c e n t o f
-

c o n t r o I

V e r t i c a l l i n e s l n e a c h p o i n t l s 七h e m e a n 士 S . E . f r o m

f o u r o r m o r e e 3( P e r i m e n t s .

-
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3 - 1 - 2 種 々 の 有 機 リ ン 化 合 物 把 よ る カ ル ポ キ シ ル エ ス テ

ラ ー ゼ 阻 害と N A D 添 加 の 影 響

く 実験 方法 >

使 用 動物
､

M s C E a s e ( I S O C a s e お よ び P R O C a s e ) お よ び C h E 活

性 測 定法 は
､

3
-

1
-

1 に 従 っ て行 っ た o 但 し ､ N A D の 最終濃度 ほ 5 × 1 0
- 5

M

と し た . 用 い た 有機 リ ン 化合物名と そ の 構造式を
,

F i g . 3 - 2 に 示す ｡

F l g . 3 - 2

C h e m i c a l s t r u c t u r
･

e o f o r g a n o p h o s p h o r u s c o m p o u n d s

O r g a n o p h o s p h o r u s S t r u c t u r e

c o m p o u n d

X
R

R

1

2
>法- R

3

R
I

R
2

R
3

E P N

S u r e c 土d e

P a r a t h i o n

D 土a z 土n o n

M e t h y L -

p a r a 七h 土o n

F e n i t r o t h i o n

E P N o x o n

P a r a o x o n

M e t h y 1 -

p a r a O X O n

F e n 土七r o x o n

D D V P
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く 実験 結果 >

T a b l e 3 -

1 ほ
､

P - S 塾 有機 t) ソ 化合物 陀 よ る 2 種 の C E a s e と C h E 活

性阻害 把 対す る N A D の 影 響 を示 し て い る
｡

I S O C a s e で の N A D 添加 に よ る 阻害増強作用 は
､

E P N
､

シ ュ ア サ イ ド ,

パ ラ チ オ ン で 顕 著陀 見ら れ ､
メ チ ル パ ラ チ オ ン

､
フ ェ ニ ト ロ チ オ ン お よ び ダ

イ ア ジ ノ ソ で は
､

そ れ が小 さ か っ た ｡ P R O C a s e に お け る N A D の 作用 は
､

ダ イ ア ジ ノ ン を除 い て I S O C a s e で の 作用 に 近 似 し て お り
､

C E a s e の 基質

に よ る N A D の 作用 の 遠 い は 捻 と ん ど 見ら れ な か っ た ｡

一 方
､

C h E で の N A D の 作 用 は
､

ダ イ ア ジ ノ ン を 除 い て 全 体的 に C E a s e

は ど頗 薯 に は 認 め ら れ ず ､
C E a s e と C h E と で は N A D の 作用 発現 把 差 が 見

ら れ た ｡

F i g . 3
-

3 は
､

E P N お よ び E P N o x o n 忙 よ る C E a s e ( I S O C a s e : ) 阻青

陀 対す る N A D の 影 響
'
を示 し

､
T a b l e 3

- 2 は
､

E P N o x o n 以 外 の 0 Ⅹo n 塑 有

機 リ ンイヒ食物 忙対す る N A D の 作用 を示 し て い る ｡
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E P N で ほ 顕 著 に 認 め ら れ た N A D に よ る 阻害増強作用 は
､

E P N o x o n で は

全 く認 め ら れず( F i g
. 3 - 3 ) ､

ま た
､ 他 の 0 Ⅹ o n 塾 有 機 リ ソ 化 合物 に お い

て も
､

N A D の 作用 は
､

C E a s e お よ び C h E の い ずれ に お い て も 認 め ら れ な

か っ た ( T a b l e s
-
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3
- 1 -

3 精 製 カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ に 関
.
す る 検 討

く 実験 方法 >

使 用動物 お よ び C 玉】a s e ( 今 後 の 本研 究 は
, す べ て I S O C a s e を表 わす )

活 性測 定法 ほ
､

3
-

1
-

1 把従 っ て 行 っ た ｡ 本実験 で は
､ 酵素材料 と し て ラ ッ

ト 肝 M s と 精製 エ ス テ ラ
ー

ゼ ( カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ル 水解酵 素､
E . C

｡

3 ･ 1 ･ 1 ･ 1
､

豚 肝 臓 ､
B o e b r i n g e r M a n n b e i m ) を 用 い た ｡

く 実験 結果 >

T a b l e 3 - 3 ほ
,

ラ ッ ト肝 M s お よ び 精製 エ ス テ ラ ー ゼ の E P N に よ る 阻害と
､

N A D 添加 の 影 響を 示 し て い る｡

M s を 用 い た 場合 に 認 め ら れ た N A D の 阻害増強 作用 は
､ 精製 エ ス テ ラ

ー

ゼ

で は 全 く 認 め ら れ ず ､
N A D の 作用 ほ 酵素材料 と し て M s を用 い た 場合 に の み

認 め ら れ る 現 象 で あ る事 が 明ら か と な っ た ｡

T a b l e 3 - 3

E 什e c t s of N A D o n E P N -i n d u c e d i n hi biti o n of r a t ‥v e r m i c r o s o m al c a r b o x y[ e s t e r a s e a n d p u r e

e s t e r a s e [ n v itr o

A d diti o n

N o n e

E P N

E P N 十 N A D

C E a s e a ctL V l ty

6 5 .7 土2 .8

6 1
.
0 土3 ,3

9 . 2 土4 .6
*

P u r e e s t e r a s e a c ti vity

1 2 2 .1 土6 .3

1 0 0 .1 土4 .1

1 0 1 .0 土4 .6

A c ti viti e s o f m i c r o s o m al c a r b o x y( e s t e r a s e ( C E a s e) a n d p u r e e s t e r a s e (f r o m h o g ‥v e r m i c r o s o m e s
.
E ･ C ･

3 .1 .1 ,1 ) w e r e s h o w n a s n m ol e s B Z H f o r m e d / m g p r o te hl/ 3 0 m i n ･ T h e c o n c e n tr a tio n s of E P N a n d N A D

v v e r e l x l O
- 5 M a n d 5 ×1 0

- 5
M

,
r e s p e c ti v el y .

E a c h v al u e i s t h e m e a n 土S ･E ･ f r o m th r e e e x p e ri m e n ts .

♯

p < o .o 1 : st a ti s ti c a(ly si g nifi c a n t diff e r e n c e f r o m t h e E P N a d diti o n g r o u p ･

- 5 0 -



第 2 寮 監P N による劫 ルポ串シ ル エ ステラ - ゼ阻書のN A D による

増強伸周 におよぽす肝ミクm ゾ - ム前処理 の影響

3
- 2 - 1 加 熱 の 影 響

く 実験 方法 >

使 用 動物 お よ び C E a s e 活性軌定法 は
､

3 -

1
-

1 陀 従 っ て 行 っ た o 加 熱 処

理 ほ
､

M s を 活性測定用 泡液 托添加す る前 K: 4 0 ℃お よ び 8 0 ℃ で ､ 5 分 間前

処 理 し た o な お
､

8 0 ℃ で ほ M s C E a s e 清性 そ の も の が失宿す る事が 予 試 験

で 知ら れ て い る為 ､
こ の 茶托 ほ 活性測定時 托 精製 エ ス テ ラ ー

ゼ ( E . C .

3 ･ 1 ･ 1 . 1 ) を
､

0 . 0 8 3 U / T tlb e 添加 した o

く 実験結 果 >

F i g ･ 3 - 4 は
､ 加 熱処 理 M s を用 い た場合 の

､
E P N に よ る C E a s e 阻害 陀

対 す る N A D の 作用 を 示 し て い る｡

4 0 ℃ 前処 理 M s 把 お け る N A D の 作用 は 非 処 理 M s と 比 べ て同等 で あ っ た

が ､ 8 0 ℃前処理 に よ りそ の 作用 は 消失 し た
.

-

5 1
-
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: E P N a 一o n e

囲 : E P N ＋ N A D

( 1 0 0

( 9 2 . 2 )
( 9 3 ･ 2)

∫

c o n t r o I M s T r e a t e d a t 4 0
o

C T r e a t e d a t 8 0
o

C

( N o n e
- t r e a t e d ) M s M s

F i g . 3 - 4 E f T e c 七 o f p r e 七r e a 七m e n 七 o f l i v e r m i c r o s o m e s

b y h e a 七土n g o n 七h e H A D - i n d u c e d p o 七e n 七i a 七土o n o f
､

a n 七土 - c a r b o x y l e s 七e r
･

a s e a c t i o n o f
､

E P N

R a 七 1 1 v e r m 土c 工
､

O S O m e S W e r e p r e 七r e a 七e d a 七 4 0
0

a n d

8 0
0

f o r 5 m i n . T h e c o n c e n t r a t i o n s o f E P N a n d N A D

u s e d w e r e 1 x 1 0
- 5 M a n d 5 Ⅹ 1 0

- 5
M

?
r e s p e c 七i v e l y ･

3 - 2 - 2 コ ー ル 酸 に よ る 可 溶 化 の 影 響

< 実験 方法 >

使 用 動物 お よ び C E a s e 活性 測 定法 は
､

3 -

1
- 1 昨: 従 っ て行 っ た . 肝 M s の

可溶化 は I m a i a n d S a t o ( 1 9 7 4 ) の 方法 を若干 改 良 し ､ 0 . 1 M リ ン 酸 緩 衝

液 ( p H 7 ･ 6 ) 2 5 nte 中 に
､

M s 懸濁 液( 蛋 白量 約 2 mダ) ､
1 m M E D T A

､

2 0 啓 グ リ セ ロ
- ル

､
1 m M ジ チ オ ス レ イ ト ー ル お よ び 所定量 の コ ー

ル 酸 ナ

ト 1) ウ ム ( S i g m a ) を含 む 泡液 を調 製 し
､

0 ℃ ､
3 0 分 間放 置 し

､
そ の 後

1 0 5
,
0 0 0 × 9 ､

0 ℃
､

6 0 分超遠 心 分 離 し
､

ペ レ ッ ト ( p p t ) と上澄 ( s u p )

を得た ｡
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く 実験結果 >

T a b l e 3
- 4 は

､

コ ー ル 酸に よ り 可 溶化 した M s ( p p t と s u p ) を酵素材料

と し ､ そ の C E a s e 活性 の E P N に よ る 阻害 に 対す る N A D の 作 用 を 示 し て い

る
. p p t で は

､

コ ー ル 酸非処理 お よ び 0 . 0 5 mg 処理 で
､ N A D に よ る C E a s e

阻害増強作用 が 認 め られ た が
､

o . 2 mg お よ び 1 噸 の コ
ー

ル 酸処理 に よ りそ の

作 用 ほ 消失 し た ｡

一 方､
s u p で は 1 叩g の コ ー

ル 酸 処 理 に よ り N A D の 作用 が見ら れ
､

N A D

陀 よ る C E a s e 阻害増強作用 に 関与す る M s 常在成分 が
､

コ ー ル 酸 に よ り 可溶

化 さ れ る結果を得た ｡

T a b l e 3 - 4

Eff e c t s o f tr e a t m e n t o f [J
r

V e r m i c r o s o m e s w

'

th c h o( a t e o n th e p o t e n ti a ti o n of E P N ･j n d u c e d

i n hib iti o n o f c a rb o x y l e s t e r a s e b y N A D

C h ol a t e

a d d e d

( m g /
,

m g

p r o t e l n )

( n m 0-e s

c

B

a

Z

r

B
o

f
X

.

V::
S

e

t

d

e

/

r a

m

S

g

e a c ti v ltV

p r o t ei n/ 3 0 m 舌n)

P P t ･ s u p .

C o n tr o l E P N E P N ＋N A D C o n tr ol E P N E P N ＋ N A D

N o n e

0 .0 5

0 .2

1 .0

5 2
.
2 土3 .3

5 0 .5 土2 .6

4 0 .1 土8 .8

9 .9 土3 . 5

4 8 .6 土2 .5

4 6 .8 土2 .3

3 7 .4 土8 .1

7
.
9 土 3

.
0

1 2
.
0 土1 .4

.

l l
.
6 土1

.
7

o

2 B
.1 土5

.8

7
.0 土2 .3

2 7 .9 土 9 .8

5 3 .
6 土 1 .6

1 0 3 .3 土 4 .7

1 3 5 .9 土1 1 . 5

1 8 . 5 土 7 .1

3 3 . 5 土 6 . 3

8 6 .1 土 3 .5

1 3 2 .1 土1 0 .0

1 3
.
2 土 2

. 5

3 3 .3 土 6 . 9

8 2 .1 土 4
.
2

7 5
.
6 ニと1 5 .0

'

T h e c o n c e n tr a ti o n s of E P N a n d N A P u s e d w e r e 1 米l o
- 6

M a n d 5 ×1 0
- 6 M

.
r e s p e c ti v e[y . E a c h v al u e is

th e m e a n 土S -
E

･ fr o m fi v e e x p e ri m e n ts
.

.

P < 0 .
O l .

s t a ti sti c a (Iy sjg nifi c a n t diff e r e n c e f r o m e a c h E P N g r o u p .

3 - 2 - 3 透 析 の 影 響

< 実験 方 法 >

使 用 動 物お よ び C E a s e 活性泡定法 は
､

3 -

1
-

1 に従 っ て 行 っ た o M s の

透析 は 1 .
1 5 多K C l 溶 液に懸 濁 し た M s を シ

ー

ム レ ス セ ル ロ ー ス チ ュ
ー

ブ

( U n i o n C a r b i d e C o r p . ) に 入 れ
､

4 ℃
､

1 8 時 間透析 し た o

-
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く 実験結果 >

T a b l e 3
-

5 ほ
､ 非 透析 お よ び 透析 M s を用 い

､
C E a s e 活性 の E P N に よ

る 阻害 に 対す る N A D の 作用 を示 し て い る
｡

透析 に よ り C E a s e 帝位そ の も の も約 3 0 多失宿 した o N A D に よ る C E a s e 阻

害増強作用 は
､ 非透析時 ( 7 ･ 3 帝) 托 比 べ て か な り滅少 ( 6 7 . 2 帝) し て い る も

の の
､

そ の 作用 ほ な お残存 し て い る も の と思 わ れ た ｡

T a b l e 3 _ 5

E f f e c 七 o f d i a l y s i s o n t h e N A D - m e d i a t e d p o t e n 七i a t i o n o f

a n 七i - c a r b o x y l e s 七e r a s e a c 七土o n o ∫ E P N 土n v i 七r o

T r e a t m e n t A d d i t i o n C a r b o x y l e s t e r a s e %
a c t 土Ⅴ土七y

N o n e

D i a l y s i s

N o n e 7 0 . 2 1 0 0

E P N 6 5 . 7 9 3 . 6

E P N ＋ N A D 5 . 1 7 . 3

N o n e 4 7 . 5 1 0 0

E P N 4 4
. 6 9 3 . 9

E P N ＋ N A D 3 1 . 9 6 7 . 2

C a r b o x y l e s t e r a s e a c t i v i t y w a s s h o w n a s n m o l e s B Z H f o r m e d

/ m g p r o t e i n / 3 0 m i n . T h e c o n c e n t r a t i o n s o f E P N a n d N A B

u s e d w e r e 1 x l O
- 5 M a n d 5 x l O

- 5 M I r e S P e C t i v e l y ･ E a c h

v a l u e i s 七h e m e a n o f 七w o e x p e r i Tn e n t S .

3
-

2 - 4 N A D a s e 添 加 の 影 響

く 実験方法 >

使用 動物 お よ び C E a s e 活性測 定法 は
､

3
- 1 - 1 と同じ で あ る o N A D a s e

に よ る 前処畢削ま
､

0 . 4 m M の N A D お よ

′

び 5 -

5 0 mg の N A D a s e ( N A D ヌ ク レ

オ シ ダ ー

ゼ
､

E ･ C ･ 3 ･ 2 ･ 2 ･ 6
､ 仔牛牌臓 ､ S i g m a ) / 0 . 1 M リ ン 酸 緩 衝 液

( p H 7 1 6 ) 0 . 5 nle を 3 7 ℃ ､ 2 0 分 間反 応 さ せ た ｡ そ の 0 . 5 nLe を活性測定用 混
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液 に N A D 溶液 と し て 添加 し た ｡

く 実験結果 >

T a b l e 3 - 6 は
､

C E a s e の E P N に よ る阻害 に対 す る N A D a s c 前処理 N A D

添加 の 作用 を 示 し て い る o

N A D の 作用 ほ
､

N A D a s e の 添 加量 に 比例 し て 消失 し
､

5 0 n9 の N A I) a 告 e

処 理 で は 8 2 帝 の C E a s e 活性ま で 回復 し た ｡
こ の 結果 は

､
N A D の 類 似 体 を

活 性測 定 用 混液 に添 加 し た 時 N A D の 作 用 が 認 め ら れ ず､ N A D で の み そ

の 作用 が認 め ら れ た 第 1 編､
1

- 1 - 3 の 成績 を支持す る も･ の で あ る
.

T a b l e 3 - 6 E f f e c t o f N E D n u c l e o s i d a s e o n N A B - i n d u c e d

p o t e n t i a t i o n o f C E a s e i n h i b i t i o n b y E P N

☆

C E a s e

N A D a s e a d d e d

( m 9 )
N A B ( -

) N A D ( ＋)
R a t i o

* *

1 0

5 0

5 5 . 4 9 ± 6 . 3 7

5 4 . 4 8 ± 7 . 6 7

5 5 . 4 0 ± 5 . 1 0

5 8 . 7 4 ± 6 . 3 9

9 . 9 2 ± 0 . 8 4

1 0 . l l ± 0 .
9 3

1 2 . 4 0 ± 1 . l l

4 8 .
2 4 ± 3 .

0 0

0 . 1 7 9

0 . 1 8 6

0 . 2 2 4

0 . 8 2 1

C a r b o x y l e s t e r a s e ( C E a s e ) a c t i v i t y w a s a s s a y e d tl S i n g = S O C a s

s u b s t r a t e ･
☆ r m o l e s B Z H f o r m e d/ m g p r o t e i n / 3 0

T
i n ･

F i g u r e s r e p r e s e n t m e a n ± S . E . f r o m f i v e .e x p e r i m e n t s .

* *
N A D ( ＋) / N E D ( - ) .

- 55 -



3 - 2 - 5 セ 1) ソ 酵 素 阻 害 剤 の 影 響

< 実験 方法 >

使用 動物 お よ び C E a s e 活性軌 定法 は
､

3 -

1
-

1 と 同 じ で あ る｡
セ 1) ソ 酵

素 の 阻害剤 と し て フ ッ 化 フ ェ エ ル メ チ ル ス ル ホ ソ 酸 ( P M S F
,

S i g m a )

( s 11 1 t a t o s a n d M u r p h y , 1 9 8 3 ) を用 い
､ 所定濃度 と な る 様 C E a s e 活 性 測

定用 混 液陀
､

プ L , イ ソ キ ュ べ -

シ ョ ソ 時 忙添加 し た ｡ E P N お よ び N A D の 最

終 濃度 は
､

それ ぞ れ 1 × 1 0
- S

M
､

5 × 1 0
‾ 5

M で あ る .

< 実験 結 果 >

F i g . 3 - 5 は
､

N A D 陀 よ る C E a s e の 阻 害増強 陀 お よ ぼ す P M S F の 影 響

を 示 し て い る ｡

C E a s e 括性 は P M S F の 添 加 濃 皮 に 比 例 し て 失 格 し た が
､
N A D に よ る

阻害増強 作用 に 対 し て は
､

C E a s e 活性 が は と ん ど 消失 し た 1 × 1 0
‾ ヰ

M 陀 お

い て も 全 く影響 を与 えな か っ た . こ の 事 は
､

C E a s e の 失 活 と N A D に よ る 阻

害増強作 用 と が無関係 で あ る事 ､
お よ び M s 中 の 阻 害増強物質が セ リ ソ 酵 素

で は な い 事を示 唆 し て い た ｡
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- ･

ロ
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C o n t r o 一

E P N

E P N ＋ N A D

′
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ヽ

【=

●
r

E

⊂⊃

r y 7

ヽ
ヽ

＋J

⊂)

L

a

C 7 1

E
ヽ

ヽ

∽

a)

｢
■■■■■一

く⊃

∈

亡=
■
ヽ _ J ′

”

＋J

■
｢

■一

>

●
I
■■■■■■‾

J J

U

l甘

q J

U l

rロ

u J

U

5 0

0

Lz

古 - - I - 諺

+ づ
0 1 0

- 5

P M S F c o n ° . ( M )

1 0
- 4

F i g . 3 - 5 E f f e c 七 o f P M S F o n 七h e N A B - i n d u c e d p o t e n t i a 七i o n

o f a n 七i - c a r b o x y l e s 七e r a s e a c t i o n o f E P N

3 - 2 - 6 S H 基 阻 害 剤 によ る 影 響

< 実験方法 >

使用 動物 お よ び C E a s e 活性測 定法 ほ
､

3 -

1
- 1 に従 っ て 行 っ た o S H 基

阻害剤 は
､

N -

エ チ ル マ レ イ ミ ド ( N E M
､ 半井化学 ) ､

パ ラ ー

ク ロ ロ 安 息香

酸 第 2 水銀 ( P C M B
､ 和光純薬) お よ び モ ノ ヨ ー ド酢酸 ( I A A

､ 和光純薬 )

を 用 い
､

い ずれ も 0 . 2 M ト t) ス
一 塩酸 緩衝液( p E 8 . 0 ) 托 所定 量溶 解 し

､
プ

レ イ ン キ ュ ベ -

シ ョ ソ 時 に 添加 し た . ま た
､

M B の E P N あ る い ほ S E 基阻筈

剤 に よ る 前処理 の 実験 ほ
､

あ ら か じ め M s ( 蛋 白量 約 3 噸 ) を ､
E P N ( 1

m M ) あ る い ほ S Ⅱ基 阻害剤( 3 m M ) と 3 7 ℃
､

1 0 分 間反応さ せ た 後 ､
3

- 2

- 3 陀 従 っ て 透析 し
､

こ れ ら の 阻害剤 を 除去 し た ｡ ま た
､ 透析 に よ り失 活 し

- 5 7 -



た C E a s e 活性を補 う為 ､ 精製 エ ス テ ラ ー ゼ ( E . C . 3 . 1 . 1 . 1 ) を 0 .1 2 5 U

/ T u b e 活性軌定時 に 添 加 し た ｡

< 実験 結果 >

T a b l e 3
-

7 は
､

N A D に よ る C E a s e 阻 青 増 斡 作 用 に お よ ば す N E M
､

P C M B お よ び I A A 添 加 の 影響 を示 し て い る ｡

N A D 添 加 に よ り
,

E P N 単独 時 の 5 2
. 2 の 活性が 3 . 5 にま で 阻害 され た

C E a s e 活性 は
.

1 m M の N E M で 3 4 . 2
､

0 . 1 m M の P C M B で 4 5 . 6 の 活性 に

ま で 復し
､

N A D の 作用 は 消失 し た ｡ ま た
､

I A A は 1 血M 添 加 し て も N A D

の 作用 陀 影響を 与 え な か っ た ｡

T a b l e 3 - 7

E ff e c t s of s u lf h y d ryl r e a g e n t s o n th e N A D -

m e di a t e d p o t e n ti a ti o n o f a n tトc a rb o x yl e s t e r a s e

a c lj o n o f E P N i n vjtr o

S u】f h y d r y = e a g e n t

A d diti o n N o n e N E M P C M B

0 .1 m M 1 m M 0 .0 1 m M 0 .1 m M

l A A

0 .1 m M 1 m M

C o n tr o 1 5 8 .0 土3 .5 5 3 .
2 土 3 .3 4 0 .6 土1 .7 5 7 .4 土5 .0 5 2 .7 j = 4 .7 5 4 .6 土2 .7 5 1 .3 土 3 .5

E P N 5 2
.2 土3 .4 4 9 .1 土3 .2 3 8 .6 土1 .4 5 2 .3 土4 .7 4 7 .9 土 4 .7 4 9 .8 土 3 .0 4 6 . 5 土2

.8

E P N ＋N A D 3 .5 土0 . 5
★

3 .8 j = 0 .4
*

3 4 .2 土1 .7 6 .9 土2 .7
＋

4 5 .6 j = 5 .4 3 .3 j =0 .5
*

3 . 3 土0
. 6

＋

C a r b o x yl e s l e r a s e a c ti vi ty v v a s s h o w n a s n m o l e s B Z 卜1 f o r m e d / m g p r o t ei n / 3 0 m i n . T h e c o n c e n tr a ti o n s of

E P N a n d N A D u s e d w e r e l x l O
- 5 M a n d 5 ×1 0

1 5
M ,

r e s p e c ti v ely . E a c h v al u e is th e m e a n 土S . E . f r o m 3 - 5

e x p e r h e n ts . N E M : N -

e th yl m al ei m id e . P C M B : p
-

c h[ o r o m e r c u rb e n z oi c a cid
.

1 A A : i o d o a c e ti c

a cid .

＋

P < 0 .0 1 : s ta ti s ti c alL y sig n ifi c a n t d iff e r e n c e f r o m th e E P N al o n e g r o u p .

T a b l e 3 - 8 は
､

E P N お よ び S H 基阻害剤 で 前処 理 し た M s を 用 い た 場合

の C E a s e 括性 に対 す る N A D の 作用 を示 し て い る
｡

E P N お よ び E P N ＋ I A A 把 よ る 前処理 で
､

N A D に よ る 阻害増強作用 は

T a b l e 3
-

7 よ り は 減少 し た も の の
､

な お 認 め られ た o

一 方 ､
E P N ＋ N E M

と E P N ＋ P C M B 陀 よ る 前処理 で は
､ T a b l e 3 - 7 の 成 績 と 同様 に N A D の

作用 は 消失 し た o 即 ち
､

E P N に よ る 前 処 理 ( C E a s e の 阻害 ) ほ N A D の 作

用 に 影響 を受え な い 事
､

N E M お よ び P C M 王= ま影響 を与 え る辛が示 さ れ た ｡
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T a b l e 3 - 8

Eff e c ts o f p r e tr e a t m e n t o f (i v e r m i c r o s o m e s w ith E P N a n d s uJf hy d ryl r e a g e n ts o n th e N A D -

eff e c t

C a rb o x y [ e s te r a s e a c ti vity ( % o f c o n tr o l)
P r e tr e a t m e n t

E P N

E P N ＋N E M

E P N ＋ P C M B

E P N ＋l A A

C o n tr ol E P N

1 0 0 .0

1 0 0 .0

1 0 0 .0

1 0 0 .0

9 5 .6 土5 . 6

9 2 .8 土1 3 .3

9 2 .2 土2 7 .3

9 6 .0 土5 .9

E P N ＋N A D

3 5 .0 土1 1 .2
…

9 3 .4 土1 3 .3

9 2 . 9 土2 6 .6

7 1 .1 =ヒ8 .9
★

T h e m i c r o s o m e s v v e r e p r e tr e a t e d v vith E P N a n d s u げh y d ry L r e a g e n ts f o r 1 0 m i n a t 3 7
o

C . T h e c o n c e n
-

tr a ti o n s o f E P N a n d s u lf h y d ryl r e a g e n ts u s e d i n th e p r e tr e a t m e n t w e r e 1 m M a n d 3 m M
,

r e s p e c ti v e(y .

A ft e r di aJy sis
,
0 .1 2 5 U of p u r e e st e r a s e (E . C .3 .1 .1 .1 ) w a s a d d e d ”th e i n c u b a ti o n m ix tu r e of th e s e e x p e ri -

m e n t s . T h e c o n c e n tr a ti o n s of E P N a n d N A D u s e d i n th e a s s a y m i x t u r e w e r e l x l O
‾ 6

M a n d 5 )く1 0
- 6

M .

r e s p e c ti v e一y .
E a c h v a[ u e i s t h e m e a n j= S .

E
. f r o m th r e e e x p e ri m e n t s .

≠

P < 0 .0 5 a 向d
…

P < 0 .0 1 : s ta tis ti c ally

sig nifi c a n t diff e r e n c e f r o m e a c h c o n tr o l g r o u p .

尚 ､
M s C E a s e に 対 す る N E M 忙 よ る 阻害 ほ 非素食的 で あ り

､
I A A に よ る

そ れ は
､ 競合 的な も の で あ り( F i g . 3

- 6 ) ､ 両者 の 阻害形 式は 異な っ て い た ｡

E P N

K m( m M ) Vl n a X ( a b s o r
.

b a n c e )

o m M 0 . 1 1 7 0 . 3 2 5

1 巾 H 0 . 2 門 O . 2 5 8

3 m M 0 .
3 0 8 0 . 2 3 1

凸

○

㌔

-

:I

ヽ

N E M

0

1 /[･
l S O C】( n M

- i
)

5

KT Tl( m M ) v l n a X ( a b s o r b a n c e )

0 mJ4 0 . 1 1 7 . 0 . 3 2 5

1 m M 0 . 1 4 2 0 . 1 8 7

3 n M 0 . 1 8 5 0
. 1 0 2

. ー
2 0

凸

O
ヽ

>

､

0

J A A
0

1 /【l S O C ] ( 州

-

i
)

5

K ITl( r nM ) V m a x( a b s o r b a n c e)

0 n M 0
,
1 1 7 0 . 3 2 5

1 m M 0 . 1 之3 0 . 3 2 3

3 n M O . 1 4 0 0 . 3 1 8

O

(: )
㌔

～

>

ー

5 0

1 /[ I S O C ] ( Jn M

- i

)
5

F i g . 3 - 6 エn h i b i t i o n p r o f i l e o f c a r b o x y l e s 七e r a s e b y

E P N a n d s u l f h y d r y l r e a g e n t s

p u r e e s t e r a s e ( E ･ C ･ 3 1 1 ･ 1 ･ 1 ) w a s u
?

e d a s a n e n z y m e

s o u r s e . I n c u b a 七i o n m i x t u r 岳 w a s i n c u b a t e d a t

3 7 0
c f o r 3 0 m i n w i t h i n h i b i t o r s . V a l u e s o n t h e

o r d i n a t e a r e s h o w n a s a b 8 0 r b a n c e o f B Z H a 七 4 9 5 n m .

-
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第 3 牽 監野N o x o n の 生成およびカル ポ卑シル エ ステラ - ゼと

監野N あ 凱 ､ はN A D との 結合

3 - 3 - 1 N A D 添 加 把 よ る E P N o x o n 生 成 の 検 討

く 実験方法 >

使 用動物 お よ び C 丑 a s e 清性測定法 は
､

3
-

1
- 1 に

､
E P N o x o n の 定 量 法

は
､ 第 1 編陀従 っ て 行 っ た ｡ E P N o x o n は M s 中 の フ ォ ス フ 7 タ ー ゼ な ど の

A -

エ ス テ ラ ー

ゼ ( A l d r i d g e , 1 9 5 3 ) 陀 よ り 一 部分解 さ れ ( L a s k e r e t al l

,

1 9 8 2 ; A b o u
-

D o n i a e t a l . , 1 9 8 3 ) ､
ま た

､

一 部 ほ C E a s e の セ リ ソ 残基 と

結 合す る為 托 ､ 生 成 し た E P N o x o n 量を 正確 把 定量す る 目的 で本実験 で は
､

c E a s e の セ リ ン 残基 を マ ス ク す る P M S F ( 最 終凍度 1 m M ) と A - エ ス テ ラ

ー

ゼ の 阻菩剤 で あ る E D T A ( 最終濃度 4 . 5 × 1 0
-

5 M
､ 同仁薬化学研 )

( s h i s h i d o e t a l . , 1 9 7 2 ; S u l t a t o s a n d M u r p h y , 1 9 8 3 ) を
､

反 応混 液に

添 加す る実験も 加え た ｡

く 実験結果 >

T a b l e 3 - 9 は
､

C E a s e 活性測定用 混液中 で の E P N o x o n 生 成に お よ ぼ す

N A D 添 加 の 影響 と ､ そ の 時 の C 玉】a s e 括性を 示 し て い る ｡

E P N の み で ほ
､ 反応中 托 お け る E P N o x o n 生成量 は 定量限界以下 で あ っ た

の 忙対 し て ､ N A D を 添 加 す る と 添加 E P N の 2 . 3 帝 E P N o x o n が 生 成 し た o

そ の 時 の C E a s e 清性 は 1 3 . 3 帝 忙低下 し た ｡ P M S F と E D T A の 添 加 は
､

E P N o x o n 生 成量 を 3 . 1 啓 と 若干 多く し た .
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でa b l e 3 - 9

Eff e c ts o f N A D o n th e e n zy m a ti c f o r m a ti o n o f E P N o x o n f r o m E P N a n d c a r b o x yl e s t e r a s e

a c ti v lty

A d d iti o n

N o n e

E P N

E P N 十 N A D

E P N ＋N A D ＋P M S F ＋ E D T A

E P N o x o n

( M )

% C a ｢ b o x yl e st e r a s e

(E P N o x o n / E P N ) ( % o f c o n tr oり

N .D .

3 .5 × 1 0
- 7

2 .3

4 .7 ×1 0
- 7

3 .1

1 0 0 .0

8 5 .9

1 3 .3

T h e c o n c e n tr a ti o n s o f E P N a d d e d w e r e 1 .5 ×1 0
‾ ら

M i n 1 0 m l o f i n c u b a ti o n m i x t u r e f o r th e E P N o x o n

a s s a y a n d 1 x l O
- 6

M i n 1 . 5 m l of i n c u b a ti o n m ikt u r e f o r

.
t h e c a rb o x yJ e s t e r a s e a s s a y .

r e s p e c ti v ely . T h e

c o n c e n tr a ti o n s of N A D u s e d w e r e 7 .5 × 1 0
- a

M f o r th e E P N o x o n a s s a y a n d 5 ×1 0
‾ 6

M f o r th e c a r b o x y ト

e s t e r a s e a s s a y .
r e s p e c ti v e一y . P M S F a n d E D T A a d d e d w e r e 1 m M a n d 4 . 5 ×1 0

- 6
M , r e s p e c ti v ely . N , D .:

l e s s th a n 0 .5 ×1 0
- 7

M . E a c h v a( u e i s th e m e a n of t w o e x p e ri m e n t s . E P N o x o n w a s d e t e r m i n e d b y th e

G C - M S m e th o d .

3 - 3 - 2 カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ - ゼ と E P N と の 結合 に お よ

ば す N A D ( P ) 添 加 の 検 討

く 実験 方法 >

使用 数物 お よ び C E a s e 活性 測定法 ほ
､

3 -

1
-

1 に 従 っ て行 っ た o 本 実験

で は ビ リ ジ ソ ヌ ク レ オ チ ド と し て N A D の 飽 陀 N A I) P ( オ T) エ ソ タ ル 酵母 )

も 使用 し ､ 最終濃 度は い ずれ も 1 × 1 0
‾

6
M - 1 × 1 0

-

4
M と し た ｡

E P N と C E a s e と の 結 合 は フ ェ - ル ー
1 4

C 一 様識 E P N (
1 4

C - E P N ) を

用 い
､

C E a s e 活性 測 定用 混液 の E P N で お お よ そ 1 0
,
0 0 0 d . p . m . に 希釈 し

て 使用 し た ｡ 結合量 の 測定 は C E a s e 活性測定用 反応混液を 3 7 ℃
､

1 0 分 間

イ ン キ ュ べ -

シ ョ ソ し
､

I S O C ( 基質 ) を添加 せ ず直 ち 陀 1 5 啓 メ タ リ ソ 酸

2 瓜g で反応 を停 止 し た . 3
.
0 0 0 r ･ p . m . 1 0 分間遠心分離後 ､ 沈澱 物 に 再 び

同試薬 を加 え
､ 振 と う ､ 遠心分 離後 ､

そ の 沈澱物 忙 メ タ ノ
ー

ル 2 nze を加 え た .

こ の メ タ ノ
ー

ル で の 洗准 ､ 遠心分 離を 5 固練 り返し
､

メ タ ノ
ー ル 層 の 放射能

が認 め ら れな く な る ま で 洗源 し て 得られ た 沈澱物を
､

1 N N a O モI l m 2 で 8 0

℃ 加 熱溶解 し た . そ の 0 . 5 乱g に水 1 m e お よ び ア ク ア ゾ ル ( N e w E n g l a n d

N u c l e a r ) 1 0 n e を加え ､ 液体 シ ン チ レ
ー

シ ョ ン カ ウ ソ タ - ( B e c k m a n ,

m o d e l S L -

1 0 0 C ) に て 放射能を測定 し た .

- 6 1
-



< 実験 結果 >

F i g . 3
-

7 A は
､

E P N に よ る C E a s e 活性阻害 に お よ ぼす N A D お よ び

N A D P の 作用 を示 し
､

F i g . 3 - 7 B は
､

C E a s e と
1 4

C - E P N ( o x o n ) と の

潜含量 昨 お よ ぼす N A D お よ び N A D P の 影 響を 示 し て い る
｡

E P N 陀 よ る C E a s e 活性 阻害 ほ
､ N A D P 把 よ っ て も増強 され た が

､ その 程

度 は N A D に比 べ 1
/ 3

に留ま っ た ○

一 方 ､
C E a . s e と

1 4
c - E P N ( o x o n ) と の 結 合 量 ほ

､
N A D で は そ の 添加

量 の 増加 に 比 例 し て 増 加す る事 を認 め た が
､

N A D P で の 増加 は C E a s e 活性

の 阻寄増 強と同様 把 少 な か っ た .
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C o n c e n t r a ti o n s o f N A B a n d N A D P トI D g M )

Eff e c ts oi N A D a n d N A D P o n th e E P N -i n d u c e d i n h ibiti o n o f c a rb o x y! e s t e r a s e a n d bi n d i n g o f
1 4

C - E P N t o m i c r o s o m al p r o t ei n ･ [ n hi biti o n p e r c e n t o f c a r b o x y[ e s t e r a s e a c ti vity a n d a m o u n t o f
1 4

C -

E P N b o u n d t o m i c r o s o m a( p r o t ei n ( p m ol e s
- 4

C -

･b o u n d / m g p r o t ei n /1 0 m i n) a r e s h o w n i n A a n d B o f th e

fig u r e ･ T h e c o n c e n tr a ti o n o f E P N u s e d w a s 1 x l O
- 5 M ･ E a c h p o J n t i s th e m e a n of t h r e e e x p e ri m e n ts .

- ○ -

: N A D
,

- ㊨ -

: N A D P .

- 6 2 -



3 - 3 - 3 カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ と E P N と の 結 合 に お よ ば

す S H 基 阻 害 剤添 加 の 検討

< 実験方法 >

使用 動物 お よ び C E a s e 活性測 定法 は
､

3
-

1
- 1 陀

､

1 4
C - E P N とC E a s e

と の 結合 量 の 測定 は
､

3 -

3
- 2 昨: 従 っ て行 っ た .

な お S H 基阻害剤 の 最終鎮

定 は 1 m M で あ る ｡

< 実験 結果 >

F i g . 3
- 8 A は

､
E P N に よ る C E a s e 括 性 阻 害 に お よ ば す N A D お よ び

S H 基阻害剤添加 の 影響を示 し
､

ま た
､

F i g 1 3 - 8 B は
､

1 4
C - E P N と

C E a s e と の 結合 に お よ ぼ す N A D お よ び S Ⅱ 基阻害剤 の 影響を示 し て い る o

C E a s e 活性 の N A D に よ る 阻青 増 強作 用 に対す る N E M ､
P C M B お よ び

I A A の 影響 は
､

3 -

2
- 6 に 示 し た 結果 と 同様 で あ っ た .

一 方､
N A D 添加 陀 よ り非添加時 の 約 2 . 5 倍増加 し た

1 4
c - E P N ( o x o n ) と

c E a s e と の 結合量 ほ ､ N E M お よ び P C M B の 添加に よ り 全 く増 加 が 認 め ら

れなくな っ た ｡
こ の 結合実験 の 成績 ほ

, F i g
. 3 - 8 A に お け る C E a s e 活 性 の

成庸 と極め て 密接な 関係を 示 し た ｡

- 6 3 -
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w it h o u t N A P

w it h 柑A D

* * * *

A

* *
w it h o ut M A D

琵詔 : w it h N A P

N o n e N E W P C M B = A A

F i g ･ 3 - 8 Eff e ct s o f s u げh y d ry = e a g e n t s o n t h e N A D -

m e dia t e d p o t e n ti ati o n of a n tトc a rb o x y l e st e r a s e

a cti o n of E P N a n d bi n di n g of 1 4
C - E P N t o m i c r o s o m at

p r ot ei n ･ C a rb o x y l e st e r a s e a c ti vlt Y a n d a m o u n t o f
1 4 C - E P N b o u n d t o m i c r o s o m at p r o t ei n w e r e s h o w n

a s n m ol e s B Z H f o r m e d / m g p r o t ei n /3 0 m i n a n d

p m ol e
.

s
1 4 C - b o u n d/ m g p r ot ei n /1 0 m i n

,
r e s p e cti v ery .

T h e c o n c e n t ra ti o n s of E P N
･

N A D a n d s u 旧1 y d ry l

r e a g e n t s u s e d w e r e l x l O
- 6 M

.
5 ×1 0

- 5 M a n d l m M
,

r e s p e c ti v ely . E a c h c o[ u m n i s t h e m e a n 土S . E
. f r o m

t h r e e e x p e ri m e nt s .

＋

P < 0 . 0 5 a n d
* ＋

P < 0 .0 1 : s h o w e d

a st ati sti c ally slg nifi c a n t diff e re n c e fr o m t h e n o n e

a d d e d g r o u p .

3 - 3 - 4 カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ と N A D と の 結 合 の 検 討

く 実験 方法 >

E P N 陀 よ る C E a s e 阻害 に 対す る こ れ ま で 述 べ た N A D の 阻害 増強 の 作用

機 序 と し て
､

C E a s e と N A D と の 複合体 が 生成 し
､

それ に よ り E P N 陀 よ る

- 64 -



C E: a s e 阻害 の 増強が 生 じ る 可能性 を考 え
､ 本実験 を行 っ た ｡

1 4
C - N A D と C E a s e と の 結合量 の 測 定は

､
3 - 3 - 2 の

1 4
C - E P N を 用 い

た 実験 に準 じ た ｡

1 4
C - N A D は

､
カ ル ポ ニ ル

J 4
C - N A D と U - 1 4 C - N A D

を 使用 し
､

ま た 比戟 の 為 に
､

1 4 C -

ニ コ チ ン ア ミ ド (
1 4

c - N . A ) ( い ずれ も

A m e r s b a m ) も 用 い た ｡
こ れ ら を非標識 N A D あ る い は N . A で

,
お お よ そ

1 0
,
0 0 0 d . p . m . に希釈 ( 最終濃度 5 × 1 0

‾

5
M ) し

､
C E a s e 活性測定用 混液

に 加 え た ｡

< 実験 結果 >

T a b l e 3 -

1 0 は
､ 標識部位 の 異 な っ た 2 種 の

1 4
c - N A D と

1 4
c - N . A を用

い
､

それ ら の C E a s e と の 結合量を示 し て い る｡

T a b l e 3 - 1 0

B i n d i n g o f M A D a n d n i c o t i n a m i d e t o m i c r o s o n a l p r o t e i n

A d d i t i o n B i n d 土n g p e r c e n t

( r a d l o a c t 土v i 七y
p p 七

/ r a d l o a c 七土v i t y
l n i 七i a l

)

H A D ( C a r b o n y ト
1 4

c ) o . 3 0 ＋ 0 . 1 2

N A D ( U _

1 4
c ) o . 3 0 ＋ 0 . 1 3

N I c o 七1 n a m i d e ( C a r b o n y ト
1 4

c ) o . 2 4 ± 0 ･ 0 7

T h e c o n c e n 七r a 七i o n s o 王
､

H A D a n d n i c o t l n a m i d e u s e d w e r e

5 x 1 0
- 5 M ･ E a c h v a l u e i s t h e m e a n

i
S ･ E ･ f r o m t h r e e

e x p e r i m e n t s .

1 4
C - N A D と C 玉】a s e と の 結合量 は ､ 阻害増強作用 の 認 め ら れ な い N . A と

比 べ て ほ と ん ど 変 らず ,
N A D に よ る阻害増強作用 が C E a s e と N A D と の 結

合 の 結果生 じ る現象 で あ る と の 可能性 は 否定 され た ｡

- 6 5 -



第 卑章 考 察

第 1 編に お い て 見ら れ た 肝 M s C E a s e 活性 の E P N 把 よ る 阻 害が
､

N A D

添加 に よ り顕著 に増 強 され た 尊 に つ い て
､ 本 編 で は 詳細 な検討 を加 え た .

F i g . 3 -

1 お よ び T a b l e 3 - 1 陀 示 し た 様 に
､

ラ ッ ト肝 M s C､ E a s e お よび

C h E 活性 の 有機 1) ン 化合 物 に よ る 阻害 忙 対 し て
､

_

N A D は C E a s e 活 性阻 害 の

増強を 顕著 に 示 し た も の の
､

C h E 忙 対 し て は そ の 程度 が小 さ か っ た . こ の 事

ほ 先 托 M u r p h y a n d C h e e v e r ( 1 9 7 2 ) , S a t o h a n d M o r o i ( 1 9 7 3 b ) お よ び

M o r o i a n d K u g a ( 1 9 8 2 ) な どが 述 べ て い る C E a s e の 有機 リ ン 化 合 物 に 対

す る 感受性 ( 親和性 ) が C h E の そ れ よ り高 い と す る報告 と 一 致 す る 成 席 で

あり
､

0 Ⅹ o n 塾有機 1) ン 化合物 に よ る C h E 阻害 に よ る 毒 作 用 か ら
､

生体 を防

禦す る ス カ ベ ン ジ ャ
ー と し て の C E a s e の 役割( F o n n u m a n d S t e r r i ,

1 9 8 1 )

を考 え る 時 納得 出来 る も の で あ っ た
｡

N A D の 作用 ほ 有機 リ ソ 化 合 物 の ア ル

キ ル 基 の 違 い に よ り そ の 程度 が 異 な り
,

エ ト キ シ 基 を有す る化合物 の 方が

メ ト キ シ 基 を有す る そ れ よ り も 強 い N A D の 作用 を認 め た ｡ こ の ア ル キ ル 基

の 速 い に よ る N A D の 作用 の 差 に つ い て ほ
､ 有機 リ ソ 化 合物 と C E a s e と の 親

和性 の 差 ( M u r p h y a n d C h e e v e r , 1 9 7 2 ; C o h e n a n d M u r p h y , 1 9 7 2 ) ､
C y t .

P -

4 5 0
､ 恐 ら く P

-

4 5 0
p B ( L a s k e r e t a l l , 1 9 8 2 ) と の 結 合 の 差

( N o r m a n e t a l . , 1 9 7 4 ; U c h i y a m a e t a l . , 1 9 7 5 ; K am a t a k i a n d N e a l ,

1 9 7 6 ) ､
お よ び フ ォ ス フ 丁 タ - ゼ な ど の A - エ ス テ ラ ー ゼ 陀 よ る 有 機 リ ン 化

合 物 の 分 解( M a c kn e s s e t a l l , 1 9 8 3 ; S u l t a t o s a n d M u r p h y , 1 9 8 3 ) の 差

な ど の 面 か ら見 た 有 機 リ ン 化 合 物 の 構造 活性相関的 な差が 考え ら れ ､ 更 に
､

ア ル キ ル 基 の 炭素 鎖 の 速 い に よ るイヒ学的安定性 の 差 も考慮 し なければ な らな

い と思 わ れ る
. し か し な が ら こ の 詳細 托 つ い て

､
本研究 で ほ 検討 し て い な い

｡

F i g
. 3

- 3 お よ び T a b l e 3 - 2 は
､ 0 Ⅹ o n 塾 有機 リ ソ 化合 物 に対す る N A D

の 作用 を見た も の で
､

0 Ⅹo n 型 有機 リ ソイヒ合物 に よ る C E a s e 阻害 に 対 し て は
､

N A D の 作用 が 発 現 し な い 尊 を 明ら か と し た ｡

T a b l e 3 - 3 の 精製 エ ス テ ラ ー

ゼ を向 い た 成績 は
､ 以上 の N A D の 作 用 が

M s 存在下 で の み 認 め ら れ る現象 で あ る事 を 示 し て お り
､

こ の 事 か ら
､

N A D
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に よ る C E a s e の 阻害増強作用 ほ
､ M s 中 に存在す る未知物質( 未知因 子 ) の 共

存下 陀 お い て の み 発 現 する作用 で あ る事が 推察 され た o

第 1 章 に お い て 明ら か とな っ た 種 々 の P - S 型 有機 リ ソ 化合物 に よ る M s

C E a s e 活 性阻害 の N A D に よ る 阻害増強作用 ( 以 後 ､ 本 研 究 に お い て こ の

N A D の 作用 を
tt

N A D - 効果
”

と略 し て 称す る 事に す る ) に つ い て
､ 第 2 葦

で は
､

そ の 機構 を知 る 目的 で F i g . 3 -

4
､

T a b l e s
-

4
､

T a b l e 3
- 5 お よ び

F i g
･ 3

-

5
､

T a b l e 3 -

7 に 示 す実験を行 っ た o そ の 結果､
M s 内 在 性 の 未

知因子 は 熱 に不 安定 で ､
コ ー

ル 酸 に よ り可 溶化 され ､
セ リ ソ 酵素阻害剤 に よ り

阻 害 さ れず ､
さ ら に ,

N E M
,

P C M B な ど S モⅠ基 阻害 剤 で 阻 害 さ れ る 性

質 を 有 す る 尊 が 明 ら か と な っ た
｡ S H 基 阻害剤 の 内 I A A で ほ

､

tt

N A D -

効果
”

が 消失 し な か っ た 事に つ い て ほ
､

F i g . 3
- 6 に 示 し た 様 托

､
N E M 陀

よ る C E a s e 阻音型 式 と I A A の それ とが 異な る尊 か ら
､

M s 内在 性未知 因子

が 1 種類 で は な い 車 を示 唆 し た . ラ ッ ト 肝 M s C E a s e は N E M お よ び P C M B

托 よ り 阻害され な い ( M o r o i a n d S a t o h , 1 9 7 5 ) との 報告 と､
F i g . 3 - 5 に示

し た P M S F に よ る C E a s e 阻音 の 結果 お よ び T a b l e 3
- 8 の 結果 は

､

tt

N A D

- 効果
”

の 消失 に M s C E a s e の 阻害が直接関与 し て い な い 尊を示 し て い る.

以 上 の 諸知見 よ り
､

tt

N A D - 効果
''

を発 現す る M s 内在性未知因子 ほ
､

そ

の 作用 発現 に N A D そ の も の の 構造 を必要と す る ( 第 1 前 の F i g
. 1 - 4 お よ

び 本編 の T a b l e 3
-

6 ) あ る種 の 酵素 ､ 恐 ら く
､

そ の 諸性質 か ら M s 内在性デ

ヒ ド ロ ゲ ナ
-

ゼ で あ る車が推測 され た ｡

第 3 章ほ
､ ､

N A D - 効果
”

に つ い て 更に 詳細 な検討を加 え た も の で
,

T ab l e

3 - 9 は
､

E P N o x o n 生成量が N A D に よ り促進 され る事 を示 し て い る. こ の

事 と F i g . 3 - 3
､

T ab l e 3
- 2 に お け る 0 Ⅹ o n 塾 有機 リ ソ 化 合 物 に対 し て

tt

N A D - 効果
''

が 認 め ら れ な い 尊を 併せ 考え る と ､

¶

N A D - 効果
”

ほ
､

P

- s 塾有機 1) ソ 化合 物が o x o n 塾 陀変 換さ れた 結果生 じ た も の で あ る と推 察

さ れ る .
こ の 事 ほ

､
F i g . 3

- 7 A B の 結果 か ら も支持さ れ た o 即 ち
､

F i g ･

3 - 7 A B に お い て
､

tt

N A D - 効果
”

と
､

C E a s e と
l ヰ

C I E P N ( o x o n ) と の

結合 ほ よ く 一 致 し て お り
､

ま た
､

それ ほ N A D P よ り N A D に お い て 原著 把 認

め ら れ た o O x o n 塾有機 リ ソ 化合物 の C E a s e と の 結合 托 つ い て
､ C o h e n a n d
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M u r p h y ( 1 9 7 2 ) は
､

マ ラ チ オ ソ の 0 Ⅹo n 塾 で あ る マ ラ オ キ ソ ソ の C E a s e と

の 結合 が ､
C E a s e 活 性阻害と 良 い 相関性を 示 す事 を報告 し て い る

｡ 今 回 ､

N A D 添加 に よ り
1 4

c - E P N ( o x o n ) と C E a s e と の 結合量 が 増 加 し
､

そ の

時 の C E a s e 活 性 が そ れ と 逆 比 例 的 に 低 下 し た 事 は 彼 ら の 報告 と も 矛 盾

せ ず
,

T a b l e 3 - 9 に 示 し た E P N o x o n 生 成 の 結 果 と も 一 致 し て い た ｡

一 方,
こ の E P N o x o n と C E a s e と の 結合 ほ N E 如 お よ び P C M B で 阻 害 され

( F i g .
3 - 8 B )

,
こ の 結合実験 か ら も S H 基 を有す る未知因子 の 関与 が 示 さ

れ た ｡

こ れ ら の 結果 お よ び 考察 よ り
tt

N A D - 効果
”

発現 に 関与す る 酵 素 と し て

は
､ 活性中心 に S H 基 を 有 し

､
N A I) P よ り N A D を よ り 強く要 求 す る M s デ

ヒ ド ロ ゲ ナ
-

ゼ が 考え ら れ ､
こ れ に よ り 添加 し た N A D が N A D H に 変換 し

､

そ れ が c y t . p -

4 5 0 系 托 よ る E P N の 酸化的脱硫化反応を促進 し
､

E P N o x o n

生成量 を増加 さ せ る と仮 定 し た ｡

こ の 仮定陀 対 し て の 研究 ほ
､

tt

N A D
-

効果
''

の 作用 機序 と し て
､ 第 4 編

陀 て 詳述 す る o
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第 卑 編 有機リン椎骨物によるカ ルポ尊シ ル 毘 ス テラ - ゼ阻

審 の 悶A D による阻審増強伸周(
"

悶風D - 効農
門

) に

関する伸周磯序の 検討

第 3 偏 に お い て
. 有機 T) ソ 化 合物 に よ る 肝 ミ ク ロ ゾ ー

ム ( M s ) カ ル ポ キ シ

ル エ ス テ ラ
ー

ゼ ( C E a s e ) 活性 阻害が
､

N A D の 添加 に よ り著 る し く 増 強 さ

れ る尊 ､
お よ び そ の 増強作用 の 特徴 に つ い て く わ し く報告 し た . 周知 の ご と

く
､ 肝 M s チ ト ク ロ

ー

ム P - 4 5 0 ( C y t . p -

4 5 0 ) 依存 托 よ る チ オ ノ ( P - S )

塾 有機 リ ソ 化合物 の フ ォ ス フ ェ
ー ト ( o ‡o n ) 塾 有機 t) ソ 化 合 物 - の 酸 化 的.

脱 硫化 反応 ほ
､

打 A D ( P ) H と分 子 状酸 素 の 存 在下 で 促進 さ れ る膚 が知 られ

て い る が
､ 電 子 供 与体 と な らな い N A D の 作用 に つ い て は 明 確 に さ れ て い な

い
o 第 3 前 の 結果 よ り

､
こ の N A D に よ る C E a s e の 阻害増強 (

tt

N A D - 効

果
''

) の 作用機 構が 仮 定され
､

tt

N A D - 効果
''

の 引き 金 と し て M s 内在性 因

子 の 関与 ､ 更 に
､ そ の 未知因子 の 候補物質と し て M s 内在性長鎖デ ヒ ド ロ ゲ

ナ
- ゼ が考え ら れ た .

デ ヒ ド ロ ゲ ナ
-

ゼ の 多 く は
､ 細胞 の ミ ト コ ン ド リ ア あ る い は 可 溶性画 分

( C y t o s o l ) に 存在 ( G l e n n a n d V a n k o , 1 9 5 9 ; D e i t r i c h , 1 9 6 6 ; 削 t t e r ,

1 9 6 5 ; M a rj a n e n , 1 9 7 2 , 1 9 7 3 ) す る も の が多 い が
､ 近 年

､
M s に も存在す

る 事が 報告 され て い る ( E o i v u l a a n d K o i vu s a l o , 1 9 7 5 ; N a k a y a s u . 1 9 7 8

; L e e , 1 9 7 9 ) ｡ そ の 臓器 内分 布ほ 肝 に極 め て 多く ( 中安､
1 9 8 3 ) ､

K o i vu 1 a a n d E o i vu s a l o ( 1 9 7 5 ) に よ る ラ ッ ト肝細胞内 ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ

ゲ ナ
- ゼ の 分 布ほ

､
ミ ト コ ソ ド リ ア 4 5

- 5 0 啓 ､ M s 3 5 - 4 5 帝 ､
C y t o s o l

1 0 - 1 5 解 で あ り
､

T o t t m e r e t a l l ( 1 9 7 3 ) は
､

ミ ト コ ソ ド t) ア 3 5 96 ､

M s 2 6 啓 ､
リ ソ ゾ -

ム 2 0 9右
､ 核 1 0 帝 ､

C y t o s o 1 4 序 で あ る と報告 し て い る ｡

N a k a y a s u ( 1 9 7 8 ; 1 9 8 3 ) は
､

M s 内在性デ ヒ ド ロ ゲ ナ
-

ゼ ほ 膜 結 合 の 状

態 で 存在 し
､ 牌質代謝 把 よ る 代謝物 の 代謝 的解毒 作用 を行 う酵素 で

､ 主 把 長

鎖 ア ル コ ー ル や ア ル デ ヒ ド を 基質 と す る と報告 し て い る o 更托 そ の 特 徴 と し

て
､

1) 活性中心 に S H 基 を有す る
､

2) N A D P よ り N A D を主 な補酵 素 とす

る
､ 3) コ ー

ル 酸 に よ り 可溶化 され る
､

4 ) ア イ ソ ザ イ ム の 1 つ で あ る 長鎖 ア
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ル コ
ー

ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー

ゼ は
,

N E M に よ り阻害さ れ る が I A A で は 阻害 さ

れ な い
､

な ど も知 られ て い る ( L e e , 1 9 7 9 ; N a k a y a s u e t a l . , 1 9 7 8 ; 中安 ､

1 9 8 3 ) ｡ こ れ ら の 特徴 と
､ 第 3 縞 で得 た

tt

N A D - 効果
' '

の 特 徴 と ほ 一 致

す る点 が少 な くな い
｡

そ こ で
､ 本編 は

､
こ の M s 内在性長 銀デ ヒ ド ロ ゲ ナ

- ゼ と
tt

N A D
-

効果
”

と の 関連性 に つ い て
､

デ ヒ ド ロ ゲ ナ
-

ゼ の 阻害剤添加 の 影 響 ､
E P N か ら

E P N o x o n の 生 成 ､
M s C y t . P - 4 5 0 の 関 与 な ど の 面 か ら も 検討 を 加 え

,

{t

N A D - 効果
''

発現 の 作用機 序を 明確に す る事 を目 的 と し て 実施 し た ｡

第 1 章 肝ミクE] ゾ - ム内在性デヒドロゲナ - ゼ の 関与

4 - 1 - 1 N A D 類 似 体 に よ る
モー

N A D
一

効 果
”

と そ れ ら の 補 酵

素 能 と の 関連 性

く 実験方法 >

実験動物 お よ び C E a s e 活性測 定法 は 第 3 編 に
､

飼育法 お よ び M s 調製法 ほ

第 1 偏 に従 っ て行 っ た ｡ 用 い た N A D ( ♂
- N A D ) 類似体 は α - 打 A D ( S i g m a ) ,

3 - ア セ チ ル
ー N A D ( A e

-

p y A D
, S i g m a ) ,

3 - ア ル デ ヒ ド ー N A D

( p y
- A I A I) ､

S i g m a ) お よ び 3 -

ア ミ ノ
ー N A D ( A m

-

p y A D
､

S i g m a )

で あ り ､ そ の 構造式 を F i g . 4 - 1 に示 す o

本実験 で は
_

上記 N A D 類似体 の 補酵素能 を知 る為 ､ 基 質 と し て デ シ ル ア

ル デ ヒ ド( n - デ カ ナ - ル
､ 和光純薬 ) を 用 い

､
M s ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ

ナ -

ゼ 括性 を N a k a y a s u e t a l . ( 1 9 7 8 ) の 方法 に従 い 測定 し た ｡ 特 性 測 定

用 混液 は
､ M s 懸 濁液( 蛋白量 約 0 . 3 n 汐) 0 . 1 n12

､
N A D お よ び そ の 類 似 体

( 最終濃度 5 × 1 0
‾

4
M ) 2 0 jL L ､ デ シ ル ア ル デ ヒ ド ( 同 5 × 1 0

‾

4
M )

l o ll .e を 1 飾 T r i t o n X - 1 0 0 を 含む 0 .2 M ピ ロ リ ソ 酸 ナ ト l) ウ ム 後 衛液

( p H 9 . 0 ) 陀 て 全量 2 mte と し
､

分 光光度計 の 恒温 ( 2 5 ℃ ) セ ル 中 で 5 分 間

反 応さ せ
､

3 4 0 n m ( a - お よ びβ
- N A D ) あ る い は 3 6 0 n m ( A c

-

p y A D
､
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p y
- A I A D お よ び A m

-

p y A D ) に おける欧米変差 を測定 し求 め た . 尚 ､ 吸光

度 差 の 認 め ら れ た β - N A D と A c
-

p y A D の 分 子 吸光係数 ほ
､

お よ び 9 . 1 C m
‾

l
･

m o l e
‾ 1

で あ る .

将
x

…
L
N

k% N

N

)

u
c ”

2
0 P

b
竺

p

b
o

H 哲
/

O H O H O H O H

C o m p o u n d s

N A D - C O N 甘
2

A c
-

p y A D - C O C H
3

p y
- A I A D - C 刃O

九州 -

P y A D - N H
2

F 土g . 4 - 1

C h e m i c a l s t r u c t u r e o f W A D a n d i t s a n a l o g s

それぞれ 6 . 2 2

く 実験 結果 >

T a b l e 4 -

1 托 ほ
､ 種 々 の N A D 類似体 を用 い た 時 の

tt

N A D - 効果
”

を示

し
､

T ab l e 4 - 2 は
､

M s ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー

ゼ に 対す る N A D 類似体

の 補酵素能 を示 し て い る ｡

tt

N A D - 効果
''

は
､ β

- N A I) と A c
-

p y A D で の み 顕著 に 認 め ら れ
､

α -

N A D
､ p y

- A I A D お よ び Am -

p y A D は
､

1 × 1 0
‾

4
M 添加 で も作用 を示

さな か っ た
. デ ヒ ド ロ ゲ ナ

- ゼ に 対す る 補 酵 素 能 は
tt

N A D - 効果
''

と よく

一 致 し て お り
､

そ れ ほ β - N A D と A c
-

p y A D で の み 認 め ら れ
モt

N A D 一 効

果
”

と デ ヒ ド ロ ゲ ナ
-

ゼ に対す る補酵素能 と ほ
､ 密接な 関係 に あ る 尊が示 さ

れ た ｡
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T a b l e 4 - 1 E f でe c t o f M A D a n d i t s a ll a l o g s o n t h e

E P N - i n d u c e d i n h i b i t i o n o f c a r b o x y l e s t e r a s e

A d d 土七i o n C a r b o x y l e s 七e r a s e a c 七i v 土七y

C o n t r o l

E P N

E P N ＋ よ - M A D

E P N ＋ β
- N A D

E P N ＋ A c -

p y A D

E P N ＋ p y
- A I A D

E P N ＋ A m -

p y A D

5 Ⅹ

1 x

1 0
- 5

M)
1 0

- 4
M)

( 5 x 1 0
- 5

M)

( 5 x 1 0
- 5

M)

( 5
'

x 1 0
- 5

M)

( 1 x 1 0
- 4

M)

( 5 Ⅹ 1 0
- 5

M)

( 1 x 1 0
- 4 M )

6 7 . 7 十 2 . 0

6 3 . 5 ＋ 2 . 3

6 3 . 4 ＋ 2 . 1

6 2 . 2 ＋ 1 . 8

4 . 4

4 . 3

＋ 0 . 6 #

＋ 0 . 4 せ

6 3 . 4 ＋ 2 . 4

6 2 . 5 ＋ 3 . 1

6 3 . 7 ＋ 2 . 4

6 4 . 4 ＋ 2 . 4

C a r b o x y l e s t e r a s e a c t i v i t y w a s s h o w n a s n rn o l e s

B Z H f o r m e d / m g p r o t e i n / 3 0 m i n . T h e c o n c e n t r a
-

t i o n o f E P N u s e d w a s 1 x 1 0
- 5 M . N u m b e r s i n

p a r e n t h e s e s r e p r e s e n 七 七h e c o n c e n 七r a 七土o n s o f
､

e a c h H A D a n a l o g s u s e d ･ E a c h v a l u e i s 七h e m e a n

土 S . E . f r o m 七h r e e e x p e r i m e n t s .

せ
p く 0 ･ 0 1 : s h o w e d

a s 七a 七i s 七i c a 1 1 y s l g n i f i c a n 七 d i f T e r e n c e f r o m t h e

E P N a l o n e g r o u p ･

T a b l e 4 - 2 C o m p a r i s o n o f a l d e h y d e d e h y d r o g e n a s e

a c t i v i t y i n t h e e x i s t e n c e o f N A D a n d i t s

a n a l o g s a s a c o f a c 七o r

A d d 土七土o n
M i c r o s

.
o m a l a l d e h y d e

d e h y d r o g e n a s e a c t i v i t y

d J
- N A D

β
- M A D

A c -

p y A D

p y
- A I A D

A m -

p y A D

0 . 0

4 8 . 9 ± 1 . 2

1 9 . 9 土 1 . 2

0 . 0

0 . 0

A l d e h y d e d e h y d r o g e n a s e a c 七i v i 七y
w a s s h o w n a s

N A D H n m o l e s / m g p r o t e i n / m 土n . C o n c e n 七r a 七i o n s o f
､

N A D a n d f o u r M A D a n a l o g s u s e d w e r e 5 x 1 0
- 4 M ･

D e c y l a l d e h y d e w a s u s e d a s a s u b s 七r a 七e . E a c h

v a l u e i 芦 七h e m e a n j = S . E . f r o m 七h r e e e x p e r i m e n t s .
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4 - 1 - 2 N E M に よ る デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ 阻害 と
叩

N A D
一 効 果

”

お よ び E P N o x o n 生 成 と の 関 係

く 実験 方法 >

使用数 物 お よ び コ ー ル 酸 把 よ る M s の 可溶化 法 は 第 3 編 に
､

M s デ ヒ ド ロ ゲ

ナ
-

ゼ 活性卸定法 は
､

4 -

1
- 1 に 従 っ て 行 っ た o 第 3 編 に て

tt

N A D - 効果
”

を消失 さ せ る 事が知 られ た N E M ほ
､ 最終濃度 1 × 1 0

- 5
M -

1 × 1 0
-

3 M に

な る様 ､
C E a s e 活性測定 で は 0 ･ 2 M ト リ ス 一 塩 酸 緩衝液( p H 8 . 0 ) に 溶解

し
､

プ レ イ ン キ ュ べ -

シ ョ ソ 時 に添加 し た o ま た
､

デ ヒ ド･
ロ グ ナ

-

ゼ 活性測

定 で ほ
､

0 ･ 2 M ピ ロ リ ン 酸 ナ ト L) ウ ム 緩衝液 ( p H 9 . 0 ) に溶解 し ､ 基 質 添加

の 前 に活 性測定用混液 に添加 し た ｡

E P N o x o n 生 成 の 実 験は
､ 第 3 綴 ､

3
- 2 - 2 で 示 し た 可 溶化 M s の 上 澄

( s u p ) で の
tt

N A D - 効果
”

を更に 明確 な も の とす る 目的も含め
､ 酵素材料

と し て s u p を 用 い て 実施 し た ｡ N E M の 最 終濃度は 1 . 5 m M と し
､ 反 応開始時

に 添加 し た .

く 実験 結果 >

F i g ･ 4
- 2 は ､

tt

N A D 一 効果
”

と M s ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ 活性把

お よ ぼす N E M 添加 の 影響 を示 し て い る
o

N E M 添加量 の 増加 托 伴 い M s ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー

ゼ 活性 ほ 低下 し
､

一 方 ､

tt

N A D 一 効果
''

は そ れ 把 比例 し て 消失 し た . ま た
､

デ ヒ ド ロ ゲ ナ
-

ゼ を介さ な い N A D H 添加 に よ る C E a s e 阻害増 強作用 ほ
､

N E M 添 加 に よ り

影 響を受けな か っ た ｡

こ の 事 は
､

tt

N A D 一 効果
”

発 現 に M s 内在性 デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ が関 与 し て

い る事 を示唆 し た ｡
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F i g ･ 4 - 2 Eff e ct s of N - e t h yl m a] ei m id e o n t h e N A D -

eff e c t a n d m i c r o s o m al a ]d e h y d e d e h y d r o g e n a s e

a cti vit y ･
A cti viti e s o f c a Tb o x yJ e st e r a s e ( C E a s e) a n d

a ‡d e h y d e d e h y d r o g e n a s e ( A L D H ) a re s h o w n a s

n m ol e s of B Z H f o r m e d/ m g p r o t ei n/ 3 0 m i n a n d

･ n m o[ e s of N A D H f o r m e d / m g p r o t ei n / m i n . r e s p e c -

ti v eJy . T h e c o n c e n t ra ti o n s of E P N a n d N A D ( H) u s e d

w e re l x l O
1 6 M a n d 5 × 1 0

- S M
.

｢ e s p e c ti v eJ y . E a c h

p oi n t i s t h e m e a n of t h r e e e x p e ri m e n t s .

T a b l e 4
- 3 は

､

コ ー

ル 酸 で 可 溶化 し た M s を酵素材料 と し た 時 の
､

C E a s e

活性測 定用混液中 で の E P N o x o n 生 成量 に お よ ばす N E M の 影 響 を示 して い るo

E P N の み で ほ 定量限界以下 で あ っ た E P N o x o n 生 成量 は
､

N A D 添 加

( P M S F
､

E I) T A 添加 の 系も含む ) に よ り 0 . 9 - 1 帝 とな っ た
｡

こ の 値 は
､

第 3 編
､

3 - 3 - 1 で 述 べ た 可 溶化 し な い M s を用 い た 成溝 の 約
1
/3

で あ り
､

ま た
､

3 - 2 - 2 に お け る C E a s e に対す る N A D の 作用 程度 を 裏 付 け る 結 果

で も あ っ た o

一 方 ､
こ の N A D 添加 に よ り増加 し た E P N o x o n 生 成量 は

､

N E M 添加 に よ り定量 限界以下 と な っ た .
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でa b l e 4 - 3

E H e c ts o f N A D o n th e e n z y m a ti c f o r m a ti o n o f E P N o x o n f r o m E P N i n th e s u p e r n a t a n t of li v e r

m i c r o s o m e s a ft e r c h ol a t e tr e a t m e n t

A d d iti o n E P N o x o n f o r m e d (1 0
‾ 7 M ) % ( E P N o x o n / E P N ad d e d)

E P N N
. D .

E P N ＋ N A D 1 .2 8 土0 .1 5

E P N ＋ N A D ＋ N E M N . D .

E P N ＋N A D ＋ P M S F ＋ E D T A 1 .4 8 土0 ,1 2

E P N ＋ N A D ＋ P M S F ＋ E D T A ＋ N E M N . D .

0 .8 5

0 .9 9

N .D
.
: 一e s s th a n 0 . 5 × 1 0

- 7
M . T h e i niti al c o n c e n tr a ti o n o f E P N a d d e d w a s 1 .

5 ×1 0
‾ 6

M . T h e c o n c e n
-

tr a ti o n s o f N A D ,
N E M

.
P M S F a n d E D T A u s e d w e r e 7 .5 × 1 0

- 6
M

.
1 .5 m M . 1 m M a n d 4 .5 × 1 0

-

6 M i n

5 m [ of i n c u b a ti o n m i x t u re
.
r e s p e c ti v e (y . Li v e r m i c r o s o m e s w e r e s o l u biti z e d b y a d d iti o n of s o d i u m c h o】a t e

( 1 m g / m g p r o tei n) a t O
'

C f o r 3 0 rn i n .
E a c h v al u e i s t h e m e a n 土S ･ E ･ fr o m L o u ( e x p e ri m c n t s ･

4 - 1 - 3 ジ ス ル フ ィ ラ ム 添 加 の
tt

N A D
-

効 果
”

に 与 え る 影 響

く 実験方 法 >

デ ヒ ド ロ ゲ ナ
-

ゼ の 阻寄 剤と し て 知 ら れ る ジ ス ル ア イ ラ ム ( 和光純薬 )

( K i e d g a a r d , 1 9 4 9 ; G r ah a m , 1 9 5 1 ; S t r i p p e t a l l , 1 9 6 9 ; K i t s o n ,

1 9 7 5 ) は
､

1 × 1 0
‾

6 M -

1 × 1 0
‾

4
M と な る 様 ､

C E a s e 活 性測 定 用 混 液 紅

ブ レ イ ン キ ュ べ -

シ ョ ン 時 に添加 し た ｡

< 実験結 果 >

F i g . 4
- 3 ほ

､

tt

N A D ( I ) - 効果
”

把 対す る ジ ス ル ア イ ラ ム の 影響 を 示

し て い る ｡

対 照 お よ び E P N 添加 の 系 で の C E a s e 活性 は
､

ジ ス ル フ ィ ラ ム の 添加 量 托

伴 な っ て 低下 し た o そ し て
､

N A D お よ び N A D H 添加 に よ り見ら れ て い た 阻

害増 強作用 は
､

5 × 1 0
‾

5
M -

1 × 1 0
‾

4
M で 消失 し始め た o し か し

､
そ の 硝

l

失 は
､

C E a s e 活性 そ の も の の ジ ス ル ア イ ラ ム に よ る阻害 と 同程 度 と な っ て

し ま っ た 為 ､ 本実 験 よ り
tt

N A D - 効果
''

の ジ ス ル フ ィ ラ ム 托 よ る 消 失 ほ
､

そ の 傾向 と し て 認 め ら れ る も の の
､ 明 確に 述 べ る尊 ほ 出来な か っ た o
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F i g ･ 4 - 3 Eff e ct s of dis u!fira m o n N A D ( H) - m e dia t e d

p o t e n ti ati o n of t h e a n ts - c a rb o x yl e s t e ra s e a cti o n of

E P N . T h e c o n c e n t ra ti o n s o f E P N
.

N A D a n d N A D H

u s e d w e r e l x l O
‾ 6 M

.
5 ×1 0

- 5 M a n d 5 × 1 0
- 8 M

.

r e s p e cti v e‡y . E a c h p oi nt is t h e m e a n of t h re e e x p e ri -

m e n t S .

4
- 1 -

4 N A D ( H ) に よ る カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ 阻害 増 強

作 用 に お よ ば すデ ヒ ド p ゲ ナ
- ゼ の 基 質 添 加 の 影 響

く 実験 方法 >

M s に 存在す る長銀 ア ル コ ー ル デ ヒ ドロ ゲ ナ -

ゼ ( N A D
＋

ォ キ シ ド レ ダ ク

♂ -

ゼ ) ( L e e , 1 9 7 9 ) の 基 質 とな る セ チ ル ア ル コ ー

ル ( - キ サ デ カ ノ
ー

ル
､

東京化成 ) ほ
､ 所定 濃度 と な る様 ､ C E a s e 活性測定用 混液 に プ レ イ ン キ ュ べ

-

シ ョ ソ 時陀 添加 し た . 本実験 で の N A D ( H ) 添加濃度は
､

tt

N A D ( H ) - 効

果
”

- の セ チ ル ア ル コ - ル の 影響が 明瞭 とな る様 ､
N A D ほ 1 × 1 0

‾

5
M ､

N A D H ほ 5 × 1 0
‾

8 M と ､
こ れ ま で よ り低 濃度 と し た o

く 実験結果 >

F i g ･ 4 -

4 は
､

E P N に よ る C E a s e 阻 害 の N A D お よ び N A D H に よ る 阻 害
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増強作用 に お よ ば す M s デ ヒ ド ロ ゲ ナ
- ゼ の 基 質 ( ア セ チ ル ア ル コ ー ル ) 顔

加 の 影 響を示 し て い る ｡

セ チ ル ア ル コ
ー

ル 2 .5 × 1 0
‾

5
M 添加 に よ り

､
N A D の 作用 ほ 更に 強 い も の

とな っ た が
､

N A D H の 作用 は 特 把増 強 さ れ な か っ た ｡ こ の 事ほ M s デ ヒ ド

ロ ゲ ナ
ー

ゼ が そ の 基 質 を 利 用 し て N A D を N A D tI に 変換 さ せ
,
そ の 結果 ､

さら に
tt

N A D - 効果
”

を促進 さ せ た 可能性 を示唆す る も の で あ っ た o

E =

: 5 0

> A

'

S
ロ I

･

=
E 4 0

u ＼
r4

■

1 コ

■I

A J ∈

: = 3 0
■ ■

-

～

4
>

I

t4 N

書芸
2 0

A o

吉≡l o

C e t yl 3l E O h o暮

c o n c e n = a l i o n

⊂] : N = ¢

m : o .2 5 x l O
I

M

団 : 2 ･
5 X - √

5
M

- 5

N o n e t P N 【P N 十N A D E P N ＋N A O H

F i g . 4 - 4 Eff e ct s of c et yla‡c o h ol o n t h e N A D - e ffe c t .

T h e c o n c e nt r ati o n s of E P N
.
N A D a n d N A D H u s e d

w e r e l x l O
- 6

M
,
1 ×1 0

- 6
M a n d 5 ×1 0

‾ 8 M
.
re s p e c -

ti v ely .
E a c h c ol u m n is th e m e a n of t w o e x p e ri m e nt s ･

第 2 章
"

N A B - 効果
”

へ の肝ミクE3 ゾ - ムチトクn - ム P ･ 4 50 の 関与

4
-

2
- 1 S K F 5 2 5 - A 添 加 の 検 討

< 実験 方法 >

C y t . P - 4 5 0 の 阻害剤 で あ る S K F 5 2 5 - A ほ
､

C E a s e 括性測 定 用 混 液

に
､

プ レ イ ン キ ュ べ -

シ ョ ソ 時お よ び そ の 後 の 基質添加時 の 2 方法 で
､

い ず
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れ も 1 rn M ( 最終濃度 ) 添 加 し た
.

く 実験 結果 >

T a b l e 4
- 4 ほ

､

t t

N A D - 効果
''

陀 対す る S K F 5 2 5
-

A 添加 の 影 響 を示

し て い る ｡

プ レ イ ン キ ュ べ -

シ ョ ソ 時 托 S K F 5 2 5
-

A _ を添 加す る尊 に よ り
tt

N A D -

効果
”

は 消失 し た が
､ N A D - N A D 王i の 変換が す で に 終了 し て い る と 思 わ れ

る 基質 と の 同時 添加 で は S K F 5 2 5 - A の 影響 ほ 見 ら れな か っ た .

T a b l e 4 - 4

Elf e ct s o f S K F 5 2 5 - A o n N A D - m e di a t e d p o t e n ti a ti o n o f th e a n tトc ∂r b o x yl e s t e r a s e a c ti o n o F

E P N

A d diti o n

P r ei n c u b a ti o n l n c u b a ti o n

C a r b o x yl e s t e r a s e % o f
a ct M tv c o n tr ol

N o n e ( c o n tr o一)

S K ド5 2 5 - A

E P N

E P N ＋ N A D

E P N 十N A D 十S K F 5 2 5 - A

E P N ＋N A D

E P N ＋S K F 5 2 5 - A

IJ o n e

N o n e

N o n e

N o n e

N o n e

S K ド5 2 5 - A

M A D

5 2 . 4 よ7
.
2

4 6 .
7 ( n

= 2)

4 6 .2 土6 .0

9 .
4 土0 . 8

.

4 5 .8 土 3 .4

7 .2 土0 . 6
●

4 7 , 2 土4 .0

1 0 0 .0

8 9 .1

8 8 .2

1 7 .9

8 7
.4

1 3 .7

9 0 .1

Li v e r m i c r o s o m e s w e r e p r ei n c u b a t e d a t 3 7
●

C f o r 1 0 m i n w ith 0 .5 m l of T ri s
- H C I b u ff e r ( p H 8 .0) pl u s th e

a d d iti o n n s t e d i n th e t a bl e i n a lo t a‡v o[ u m e o f 1 .O m I .

.
A t t h e e n d o f p r ei n c u b a ti o n

.
0 , 5 m [ o f th e s u b str a l e

s ol u ti o n (is o c a rb o x ∂zi d
.
3 m M ) w a s a d d e d . T h e i n c u b a ti o n w a s c o n ti n u e d f o r a f u r th e r 3 0 m 舌n a t 3 7

●

C
.

a n d th e n e n z y m e a c ti vity w a s a s s a y e d . T h e c o n c e n tr a ti o n s o F E P N
.
N A D a n d S K F 5 2 5 - A u s e d w e r e

l x l O
‾ 6

M . 5 ×1 0
- B

M a n d 1 m M
,

r e s p e c li v el y . C 8 r b o x yl e s t e r a s e a c ti vit y i s s h o w n a s n m ol e s B Z H

f o r m e d/ m g p r o te i n/ 3 0 m i n ･ E a c h v aトリ e i s lh 6 m e a n 土S . E . f r o m t h r e e e x p e ri m e n ts .

'

P < 0 .0 1 . s ta tis ti c al一y

sig nifi c a n t dif r e r e n c 8 f r o m th e E P N -

a d d e d g r o u p .

4 - 2 - 2 K S C N に よ る チ ト ク ロ
ー

ム P
-

4 5 0 量 の 減 少 と

-t

N A D - 効 果
”

と の 関係

く 実験 方法 >

C y t ･ P - 4 5 0 量 の 測定 は
､

M s 懸濁液 ( 蛋 白量 約 3 n y ) 0 . 1 仇2
､

E P N 溶

液 ( 最終濃度 1 × 1 0
‾

5
M ) 0 . 2 5 Hle

､
N A D ( 同 5 × 1 0

-

5
M ) 0 . 2 5 n12 お よ

-

7 8
-



び 0 ･ 2 M ト リ ス
-

塩 酸 緩衝液( p H 8 . 0 ) 0 . 1 5 HLe を含む C E a s e 清性 測 定 用

混 液に
､ 種 々 の 濃度 の E S C N ( チ オ シ ア ソ 酸 カ ･) ウ ム

､ 半井 化学 ) 0 . 2 5 me

を 加え ､
3 7 ℃

､
1 0 分 間イ ン キ エ ペ -

シ ョ ソ し た . こ の 反 応液を 0 . 1 M リ ソ

酸 緩衝液( p H 7 ･ 4
､

2 0 飾 グ リ セ ロ
-

ル お よ び 0 ･ 2 帝 エ マ ル ゲ ソ 9 1 3 を 含

む ) に て
､

蛋 白量が約 1 mg / pLe とな る様 に希 釈 し
､ そ の 3 n!C を用 い

､ 第 2 編

の 方法 に 従 っ て 行 っ た . ま た
､

C E 早S e 活性 軌定実験 把 お け る E S C N の 添 加

は
､

プ L ' イ ン キ ュ べ -

シ ョ ソ 時 に行 っ た ｡

く 実験 結果 >

F i g ･ 4
-

5 は
､

tt

N A D - 効果
”

と M s C y t . P - 4 5 0 畳 に お よ ば す E S C N

の 影 響を示 し て い る
｡

"

N A D - 効果
”

は K S C N 添加量 に伴 な っ て 消失 し ､
0 .2 5 M 添加 で C E a s e

活性 は は ば 回復 し た ｡

- 方 ､
C y t ･ P - 4 5 0 量 ほ

､
K S C N の 増 加 に 従 い

tt

N A D - 効果
”

の 消失 と

比 例的 に滅少 し た .
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Eff e c ls o f K S C N o n th e N A D ･ eff e c t a n d c y t o c h r o m e P 1 4 5 0 c o n t e n t s . T h e c o n c e n t( ati o n s o f
E P N a n d N A D u s e d w e r e l x l O

1 8
M a n d 5 × 1 0

- 6
M

.
r e s p e c ti v e[y ･ E a c h p oi n t i s th e m e a n 士S .E

. f ro m

th r e e e x p e ri m e n t s .
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4
- 2 - 3 N A D ( H ) お よ び N A D P ( E ) 添 加 に よ る E P N o x o n

生 成 の 検 討

く 実験方法 >

実験動物 は 第 3 編に
､

E P N o x o n の 定量 ほ 第 1 編 陀 従 っ て 行 っ た ｡

< 実験 結果 >

F i g . 4
-

6 は
､

E P N に よ る C E a s e 活性 阻害 と ､ 活 性 測 定用 混液 中 で の

E P N o x o n 生 成に お よ ぼす N A D
､

N A D P
､

N A D H お よ び N A D P H 添加 の 影

響 を示 し て い る｡

E P N に よ る C E a s e 活性阻害 に 対 し て
､

N A D H お よ び N A I) P H ほ 強 い 阻

害増強 を示 し ､
1 × 1 0

-

5
M で は ぼ 1 0 0 啓阻害 し た . N A D ほ 前 者 よ り 弱 い

も の の 1 × 1 0
‾

4
M 添加 で

､
は ば 1 0 0 摩 阻 害 し た . し か し

､
N A D P は そ の

作用 が 帝く 5 × 1 0
-

4
M で も約 5 0 帝 の 阻 害 で あ っ た

｡

一 方 .
E P

; N o x o n 生成 に お け る こ れ ら 4 種 の ビ リ ジ ン 芦 ク レ オ チ ド の 作 用

ほ
､

C E a s e 活 性 に 対 す る 作用 と 良好 に 対応し て お り
､

E P N 昨: よ る C E a s e

活性阻害と ビ リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド依存性 の E P N の 代謝的 活性化 と が
､ 密

接 な 関係 托 あ る事を 更 に 支持 し た .
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Eff e ct s o f p y rid i n e n u cl e o tjd e s o n E P N -i n d u c e d i n h ib iti o n o f (i v e r m i c r o s o m al c a rb o x v l e s t e r a s e

a n d f o r m a ti o n o f E P N o x o n i n v itr o .
T h e i njlial c o n c e n t r a ti o n o f E P N a d d e d w a s 1 x l O

‾ 6
M i n 1 . 5 m l of

i n c u b a ti o n m i x t u r e f o r th e c a rb o xy l e s te r a s e a s s a y a n d 1 .5 ×1 0
- 6

M i n 1 m J of i n c u b a ti o n m i x t u r e f o r th e

E P N o x o n a s s a y .
E a c h p o i n t i s th e m e a n of th r e e e x p e ri m e n ts

.

第 3 章 考 察

第 3 縮 に お い て 推定 し た
tt

N A D - 効果
”

に 対す る
､ 肝 M s 内在性長鎖 デ ヒ

ド ロ ゲ ナ
-

ゼ の 関与 の 可能性 に つ い て
､

本 編に て 更 に検討 し た 結果 ､ 次 の 結

論 を得 た . 即 ち
､

1)
tt

N A D - 効果
”

と肝 M s 長銀 ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ

ー

ゼ に 対 す る N A D 類似体 の 補酵素能 と は 良好 に 一 致す る ( T a b l e 4 - 2 ) ､

2 ) N E M に よ る ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 括性 の 阻害 と
､

tt

N A D - 効果
”

の 消失 と は 良好 に 一 致 す る
､

3 ) デ ヒ ド ロ ゲ ナ -

ゼ を介す る N A D か らN A D H

- 8 1 -



へ の 変換を必 要 と し な い N A D Ii の 添加 の 系 で ほ
､

デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ 阻 害 の

影響を 受け な い ( 以上 F i g . 4
- 2 ) ､

4 ) M s 内在性長 銀 ア ル コ ー

ル デ ヒ ド ロ

ゲ ナ - ゼ の 基質添加 に よ り N A D の 作用 は 更 に 増 強され た が
､

N A D H の 系で

は 変化が 認 め ら れな い ( F i g . 4
-

4 ) ､
な ど で あ る ｡ こ れ ら は い ずれ も

tt

N A D - 効果
''

へ の M s 内在 性長 鎖 ア ル コ

∵
ル 又 ほ ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ

-

ゼ の 関与 を強く 示唆す る も の で あ る｡

F i g ･ 4
- 3 は

､

tt

N A D 一 効果
”

に 対す る ジ ス ル ア イ ラ ム 添 加 の 影 響 を 見

た も の で あ る o
ジ ス ル フ ィ ラ ム ほ

､
4 -

1
- 3 で 述 べ た 様 に デ ヒ ド ロ ゲ ナ

-

ゼ

の 阻害剤 で あ る と共 に
､

C y t ･ P - 4 5 0 系 の 阻害 剤 で も あ る ( S t r i p p e t a l . ,

1 9 6 9 ) . 更に
,

F i g ･ 4 - 3 の ご と く C E a s e 活性 も著 る し く阻害され て お り
､

こ れら 複数 の 酵素阻害 の 為 ､

tt

N A D 一 効 果
”

の 消失 を 明確 に 述 べ る 尊 は 出

来 な か っ た も の の
､

N A D 添加 の 系に お け る ジ ス ル ア イ ラ ム に よ る
tt

N A D 一

効果
”

の 消失程度が N A D Ⅱ 添加 の 系に 比 べ て わず か し か 大 で な い 尊 か ら ､
ジ

ス ル ア イ ラ ム に よ る
tt

N A D 一 効果
''

消失 は
､ 第 1 に C y t . P -

4 5 0 系 の 阻害 ､

第 2 に デ ヒ ド ロ ゲ ナ -

ゼ の 阻害 ､
の 両者 の 阻害 の 結果 で あ る と考え ら れ た .

第 1 章 の 成績 よ り
､

tt

N A D - 効果
”

- の M s 内在性長鎖 デ ヒ ド ロ ゲ ナ -

ゼ

の 関与が 明確 と な っ た の で
､ 第 2 章で は

､ そ の デ ヒ ド ロ ゲ ナ
- ゼ を 介 し て 生

じ た N A D fI を電 子供 与体 と し て 要求 する C y t . P -

4 5 0 の 関与 と
tt

N A D 一

効果
''

と の 関係 を検討 し た ｡

N A D H の C y t ･ P -

4 5 0 系 へ の 電子 供 与体 と し て の 作用 は
､

C y t . b
5 を 経

由 す る 系 と し て すで に 知ら れ て い る事 で あ る が
､ そ の 作用 は N A D P H の そ れ

よ り 2 0 - 6 0 帝少な い ( N a k a t s u g a w a e t a l .

, 1 9 6 5 ; L e e li n g a n d C a sid a ,

1 9 6 6 ; M o r e l l o e t a l l
, 1 9 6 8 ; H i t c h c o o k a n d M u rp h y , 1 9 7 ユ ; S h i s h i d o

e t al ･
･ 1 9 7 2 ) か

､ あ る い は 同等 ( C a sid a , 1 9 6 1 ; A g o s i n e t a l l ,

J
1 9 6 9 )

で あ る と す る説 と
､ 逆 に

■
N A D H の 方が N A D P H よ り 有効 で あ る と す る 報 告

( J o h n s o n a n d D a h n , 1 9 6 6 ) な ど､

一

致 し て い な い
｡

C y t ･ p -

4 5 0 の 阻害剤 で あ る
`
s K F 5 2 5 - A ほ

､

tt

N A D - 効果
”

を完全 に

消失 さ せ ( T a b l e 4
-

4 )
､

ま た C y t . P -

4 5 0 を C y t . P - 4 2 0 に 変換 さ せ る

( I m a i a n d S a t o , 1 9 6 7 ) K S C N の 添 加 も C y t
. P - 4 5 0 量 を減 少 さ せ

､

- 8 2 -



そ の 時
tt

N A D - 効果
''

は滅 少 し た ( F i g . 4
-

5 ) o こ れ ら の 事実 は
､

tt

N A D - 効果
”

に C y t . P - 4 5 0 が関与す る尊 を示 し て い る
.

F i g . 4 - 6 に 示 し た 成蹟 は
､

E P N の C E a s e 清性阻害 と､
E P N o x o n 生成

に 対す る C y t . P -

4 5 0 の 関与 を最終的 に確 認 し た 実 験 で あ り
､

こ れ ま で 把

得 ら れ た
tt

N A D - 効果
”

の 成凍 と の 矛盾 ほ 認 め ら れ な か っ た ｡ ま た
､

E P N

の E P N o x o n - の 交換 は
､

C E a s e 活 性 の 阻 害程 度 と そ の パ タ ー

ン に お い

て 近似 し て お り
､

こ の 事 は
､

C E a s e の 阻害が E P N o x o n に よ り 生 じ た 結 果

で あ る尊 を再確認 し た
｡

ま た
､

C E a s e の 阻 害増強作用 の 面
､

あ る い ほ E P N o x o n
･

の 生 成量 の 面 よ

り 見た C y t . P - 4 5 0 - の 電子 供与体 と し て の N A D P 王Ⅰお よ び N A D fI の 作用

は
､

は ば同等 ( わ ず か に N A D P E の 方 が大 ) で あ り
､ 先 に 述 べ た C a s i d a

( 1 9 6 1 ) お よ び A g o s i n e t al . ( 1 9 6 9 ) の 報告を支持す る も の で あ っ た ｡

以 上 の 結果 お よ び 考察 よ り ､ 有機 1) ソ 化合 物 に よ る 肝 M s C 五っa s e 特性阻書

陀 対 す る
､

N A D 添加 に よ り生 じ る阻害増強作用 (
tt

N A D - 効果
”

) 発現 の

作用機序 を F i g . 4
-

7 に 要約 し た .

E nd o9 e n O u S S ub str at e s N A P

y三
c

h

r

y

O

d

S

r

O

oTe

a

n

f

a s eY
M et ab olit e s N A D H

E P N o x o n 野 内 車卜

巨y
_

t

Eg
h
o
r
3 c

m

.

e

u?7 ed
M o n o o xy g e n a s e

L

E P N

i a

] S O C

rb o x yl e st e r a s e

B Z H

F i g . 4 - 7 S p e c u l a t i v e d i a g r a m o n 七h e p o 七e n t i a 七i o n o f

E P Ⅳ - i n d u c e d l n h l b 土七土o n o f
､

c a r b o x y l e s 七e r a s e b y N A D .

= S O C
,
= s o c a r b o x a z i d ; B Z H , B e n z y l h y d r a z i n e ;
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くt

N A D - 効果
”

の 作用 機序 は
､ 連結 し た 4 段階 の 反応 に よ り 進 行 す る .

即 ち
､

1) N A D ほ
､ 脂質代謝 に 関与す る 肝 M s 内在性長銀 ア ル コ

ー

ル お よ び

ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ( 恐 ら く複数 の デ ヒ ド ロ ゲ ナ
- ゼ ) と結 合 し

､

2 成分複合 体をま ず生成 し ､ そ の 酵素 ･ N A D に長鎖 ア ル コ ー

ル お よ び ア ル

デ ヒ ドが 結合 し
､

3 成分 複合 体 を形成 す る ｡
3 成分 複 合体 は 脱水素反 応を 受

け N A D は 還元 さ れ N A I) E と な り
､

解離さ れ る .
こ の N A D H 生 成 こ そが

､

tt

N A D - 効果
”

の 初発 段階 で あ る . 2) N A D H ほ
､

C y t ･ P
-

4 5 0 依存 の 有

機 リ ソ 化 合物 の 酸化 的脱硫イヒ反応 に 電 子 供与 体 と し て 利用 さ れ る
o

3 ) 生 成

成 し た 0 Ⅹo n 塾 有機 リ ソ 化合物 ほ
､

C E a s e の 活性 中心 托 あ る セ .) ソ 残 基 を
､

N A D 非添加時 よ り ､
よ り 多く リ ソ 酸化す る ｡ 4 ) そ の 結 果 C E a s e 阻 害 の 増

強作用 が発 現す る ｡

肝臓を 主 と す る 生 体内各臓器 に 分 布す る C E a s e は
､ 有 機 リ ソ 化 合 物 に よ

り リ ソ 酸 化さ れ る 一 方､
カ ル ポ キ シ ル -

不 テ ル を有す る マ ラ チ オ ン な ど に対

し て ほ そ れ ら を加水分解す る 作用 ( D ⅦB o i s e t a l . , 1 9 6 8 ; C o h e n a n d

E h r i c h , 1 9 7 6 ; F o n n u m a n d S t e r r i , 1 9 8 1 ,

'

M o t o y a m a e t al . , 1 9 8 4 ) &

も有す る事が知 ら れ て い る ｡
こ の 有機 l) ソ 化 合物 に よ る C E a s e の [) ソ 酸化 が

N A D 添加 把 よ り C h E に比 べ て 顕著 に認 め ら れ た 本研 究 は
､ 有機 リ ソ 化合物 の

毒性 を
､

有機 1) ソ 化合物 が C h E と結合す る前 に そ の 1) ソ 酸 と結合 す る事 に よ

･

り薬物結合蛋 白 と し て の
､ 場 合 に よ っ て は 有機 リ ソ 化 合 物 水 解酵 素 と し て

あ る程度軽減す る 作用 を持 つ C E a s e の 生 体内 で の 役割 を ､
M s レ ベ ル で 生 化

学的 に解明 し た も の で あ る ｡
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総 楕

ラ ッ ト 肝 M s 膜結合 性 C E a s e の 生化 学 的並 び に 薬理学的 研 究 の
一 環 と し

て
､

C E a s e の 有機 リ ソ 化 合 物に よ る 阻害 と
､

そ れ に お よばす ラ ッ ト 肝 C y t o
-

s o l お よ び N A D 添加 の 影 響 を検 討 し
､

そ れ ら の 作用機序を以 下 の 通 り 明ら

か に し た ｡

1 . 有機 リ ソ 化 合 物 で あ る E P N に よ る ラ ッ ト 肝 M s C E a s e 活性 の 阻害 ほ
､

肝 C y t o s o l の 添加 把 よ り顕著 托 増強さ れ た o そ の 作用機序 と し て
､

C y t o
-

s o l 中 に 存在す る N A D P H が
､

E P N の M s チ ト ク ロ ー Å P
-

4 5 0 依存性酸
-

化的脱硫化反 応 の 電 子供与体 と し て 利用 さ れ
､ そ の 結果

､
E P N o x o n 生 成

量 が増加 し
､

C E a s e 活性 の 阻害が増強さ れ た 事を 明ら か に し た ｡

2 1 絶食 ラ ッ ト の 肝 C y t o s o l を用 い た 場合
､

1 . に 述 べ た 現 象が認 め ら れ ず ､

6
-

A N 投与 絶食 ラ ッ ト の 肝 C y t o s o l の 添加 で は見られ た
｡

こ の 事か ら 6 - A N

ほ絶 食 に よ り 淡少 し た C y t o s o l 中 の N A D P H を増加 さ せ
､

そ の 結果
,

M s

薬物代謝酵素系が 促進さ れ た 尊 を 明ら か に し た .

3 ･ N A D の 添加 に よ り
､ 有機 リ ソイヒ合物 托 よ る 肝 M s C E a s e 特性阻害 の 顕

著 な増強作用 が認 め ら れ た
.

こ れ を
tt

N A D 一 効果
”

と称 し
.

こ の
<<

N A I)

一 効果
”

の 発 現機 序 を検討 し た 結果､
第 1 段階と し て 肝 M s 内在 性 長 鎖デ

ヒ ド ロ グ ー

ゼ が極 め て 密接紅関与 し て い る事 を明 ら か に し た . 即 ち
,

1) 肝 M s に 存在 す る N A I) 要求性 の 長鎖 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー

ゼ を介 し て N A D

が N A D H に変換 さ れ
､

そ れが
q

N A D 一 効果
”

の 引 き金 と なり ､
2) 有機 1)

ン 化合 物 の M s チ ト ク ロ
ー ム P - 4 5 0 依存性酸 化的脱硫化反応 に

､
こ の

N A D II が電 子供与 体 と し て利 用 さ れ る ｡ 3) 生 成 し た 0 Ⅹo n 塑 有機 t) ソ 化

合 物が
､

C E a s e の セ リ ン 残 基を よ り強力 に 1) ソ 酸 化 す る結果 ､ 4 ) N A D

非添加 時 と 比 べ て
,

C E a s e 括性阻害が増 強 され る ｡ 以上 1) - 4 ) 紅述 べ た

一 連 の 作用機序 に よ り
t'

N A D 一 効果
''

が発 現 し た も の で あ る事 を 明 ら か に

し た
｡
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