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緒 雷

薬物代謝の酵素反応としての 概念が195 0年代前半に生じて以来 ､ 黄物代謝酵素

に対する研 究が開始され た ｡ 195 8年B r odi e ら1
) は ､ 肝の ミ クロ ゾ ー ム(鮎) 蘭分申

に薬物を代謝する酵素蛍自の存在を認めた ｡ ま革同年 ､ 監1 in g e nb e r g
2 ' ならび に

G a rf i n k e1 3
) によ っ て ､ 肝朗s 申にCO 気相下で ジチオ ナイ トで 還元を行うこと により

舶O n E)付近に吸収鶴太を示す物質が存在することを認め ､
' '

co 結合性色素
' '

と呼ん

だ ｡ こ の 2 ? の
一 見無関係に見える事実が ､ 現在の薬物代謝酵素研 究の 発端とな

っ たので ある･ ｡ O n u r a とS at o は肝鮎 申の ヘ ム含量が ､ それ まで存在が知られ てい た

チ トクロ ー ム b 5 (b 5) の含量だけで は説明で きない こ とか ら ､ それを解明するため

に先に報告された異常なス ペ クトルを示すCO 結合性色素に着目し ､ 本物賛が ヘ ム

黄白である ことを明らか にし､ チトクロ ー ム ト45 0(P - 45 0) と仮に名付けた
4 )
｡ さ

らにC o o p e r らは5 ) ､ 副腎皮貴社s 中にもト45 0 が存在してい るこ とを確認し ､ 先に報

告され た17 α
-

ヒ ドロ キシプロゲス テロ ンの2 1 一

水酸化浦性のCO によ る阻害が 白負

光により解除され ､ その結果は肝鮎を用い た場合にも同様に認められることを示

し､ さらにCO は酸素と競合的に作用するこ とかち ､ P - 4 50 が酸素を滴性化す ること
J

により薬物 へ 酸素添加を行っ て い る事を示 し､ 王
L 4 50 が薬物代謝酵素で ある事を明

らか にした ｡

引き続くI m i とS at o 6 ) やS ch e n k E)a n らT ) による基寮差ス ペ ク トルの研究により ,

P
-

4 50 は基質と直接的に作用するこ と､ E r n s t e r とO r r e n i u s e ) やL u とC o o n 9 ) による ､

薬物代謝酵素な らびに浦佐の誘導､ あるい は部分精製標品を用い た再構成系での

詳細な検討の結果､ 舶D PF カヽらP - 45 0 へ の電子伝達は ､ 舶D PH
- チトクロ ー ム c (P 一

紙0) 還元酵素(F p 2) を経て行われる ことが示され た ｡ 専らにb 5 の本反応系 へ q) 関

与がnil d e b r a ndt とE st a b r o B k 1 8 ) によ っ て 報告され ､ 現在の ところ ､ さらに恥DH -

チ トクロ ー ム b 5 還元酵素 ( N且D H
-

フ ェ リシ ア ナイ ド適元酵素: F p t ) を加えたFi g .

0 - 1 ならびにF i g .0 - 2 に示す確なH s の電子伝達系とP - 4 50 の酸化 ｡ 還元サイクルが准

将され て い る ｡

P - 4 50 の分子多様性に つ い ては ､ 酵素誘導等の結果からも長い 間推察され て い た

が ､ それらの分散 ･ 精製は ､ P
-

45 0 の 不安定性の ため に困難を極めてい た ｡ しかし ､

王c h ik a 甘a とYJn a n O l l ) により ､ ト4 50 はグリセ リ ンで安定化される ことが報告され ､

- ト
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精製が可能となっ た ｡ 197 4 年にI 狙 i とS a t o により ､ フ ユ ノ バ)レビタ ー ル(PB) 前処

理ウサギ肝封s からP - 4 50 が精製されて以来1 2 ) ､ 現在まで の とこ ろウサギの場合 ､

S a t o の グル ー プにより13 種1 3 ) の ､ C o o 7I のグ ル ー プ により6種の異な っ たP
一 名5 0 が精

製されて い る1 4 ･ 1 5 ･ 1 8 ' ｡ ラ ッ トの場合 ､ L e vi n のグル ⊥プによ っ て10種のP - 4 50 が

精製されており1 T ･ 1 8 ･ 1 9 ) ､ マ ウス 2 砂 ･ 2 1 ) ､ モ ルモ ッ ト2 2 ) ､ ヒ ト2 3 ･ 2
1 )
､ ヒ ト胎

児2 5 ) 等からも種々 のP - 45 0 が精製され ､ P
- 45 0 の分子多様性が明らかとなっ てい る ｡

薬物代謝におい てラッ トで見られる性差はその代謝速度の遠い によることが示

され2 8 ) ､ 薬物代謝酵素の 性差につ い てト45 0 と基貴の親和性､ P - 舶0 還元速度等に

つ い て の比較検討の結果 ､ 性差発現にト4 50 の 質的な遠いが考えられて きた ｡ さ･ら

に近年､ 雌雄で各々 特有の ト4 50 の存在が経められ ､ 分離 ･ 精製され て い る2 T , 2 8

) が ､ これ らの報告が性差の全てを説明し得るもの で はない ｡

ラ ッ ト肝X s 申のⅠL 4 50 とF p 2 の分子比は10 - 2 5 : 1 である こと か ら2
9 )
､ 鮎 で の薬物
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代謝反応に 削サる律逮段階がP
一 紙0 で あるばかりで なく ､ 反応によ っ て はF p 2 が律

遮酵素とな っ て い るこ とも推察きれ
3 8 ･ 3 =

､ P
一 紙0 の各アイ ソザイム とFp 2 の 相互

作用が反応を制御する因子 となり得る可能性屯考えられる ｡

肝雄s の脂質過酸碓反応は ､ 薬物代謝酵素系に対して ､ 大き( 2 つ の 観点か ら重

要な反応と考えられ る ｡ 1 つ は脂貿通観 似こ伴うP
- 4 50 魔の低下で ある ｡ こ の 低下

につ い て は ､ P - 45 0 の 脂質過酸化反応の関与も含めて ､ その愛車削ま不明な点が多い ｡

もう 1 つ ほ ､ ぞの結果として生じる
■
代謝能の低下で ある ｡ その生理的機能の 低下

は ､
P - 4 50 還元適度の低下 によるもの と屯考えられて いる

3 2 )
｡

医薬品の 開発を行う際に ､ をの化食物に対する薬効の有無
一 安全性 ･ 代謝 ･ 排

出等につ いて 実験動物から得られ た結果をヒ トに外挿するのが現状で あるが ､ 実

験動物種問で も得られ る結果は異な っ て おり ､ その解釈は困難である ｡ ヒトを含

め た霊長鱗の薬物代謝酵素系に対する検 緋ま､ 未だ不充分で 為り ､ ゲッ 歯輯等で

行われて い る棟な生化学的アプ ロ
ー チに関する報告は少な い ｡ これからの 課潜と

して ､ ヒ トと繁用されて いる実験静物で示される遠いを明らか にしつ つ ､ 実験勤

物で 得られた結果に射 し明確な考察を加えなければならな いと考える ｡

以上の 様に ､ ト4 50 の分子多様性を考慮した時 , P
- 4 50 の アイソザイ ム間で の機能

の同異を明確にするこ とは極めて重要であると考える ｡ そこで著者はP
- 4 50 を中心

と した以下の検討を行い ､ いく つ か の新たな知見を得た｡

(1) H s で 騰貴過酸化反応を阻害するス ペ ルミ ン(S p D) がi n 甘i v o にお いて 同様な作用

を示 すか否か ､ またぞの 時のP
-

45 0 に対する作用につ い て検討した ｡

(2) 合成サイクリッ クポリアミ ン ( CP) も ､ S 叩 と同様 ､ 騰貴過酸化反応を阻者す

ることからその作用磯作をh を用い て検討した ｡

(3) 馳 の脂質過酸化反応に対するP
- 45 0 の重要性を明確にすると共に､ P4 50 アイソ

ザイム による脂質過酸化反応へ の関与の差異につ い て も ､ 精製P
- 450 を用い再

構成系により･検射 した ｡

(4) ア ニ リン(且y) 水酸化反応のアセ トンによる活性化作用を ､
P - 450 の還元速度に

及ぼす効果を中心に検討した ｡

(5) ラッ ト肝h の エ チルモ ル ヒネ(E瀬)対
一

腹メ チル化清健に見られる性差 に関して ､

F p 2 との作用を中心 に検討し ､ E 放の 代謝に関与するP
-

4 50 は雌雄間でF p 2 に射す

- 3 -



る親和性に差異が ある ことを明らか にした ｡

(6) 肝H s 中にはF p 2 に対する親和性が異なるP - 4 5O が存在することをF p 2 - S e p h a r o s e

4B カラムを用い た分触法により明らか にした ｡

(7) 実験動物とヒ トを結ぷ接点とな る ことを考え ､ 霊長類で あ るサル ( カニ クイザ

ル) 肝鮎 か らP - 45 0 ならびにF p 2 を精製し ､ ラ ッ トの壌晶と比較した ｡

(8) カニ クイザ ルのP
-

45 0
､
F p 2 を中心 に種々 の 実験動物間の差異につ い て ､ 免疫学

的手法を交えて此車検討した ｡

- 4 -



哉拓 且 顧帯 チ ト タ 芯詔 - ム P - J 製 缶 0 と=

腰静壁蟹 過 酸 甘臣ニ

生体内での 騰貴過酸化は近年､ 由内陣3 3 ) ､ アテロ ー ム性執脈硬化症うA ) ､ ハ ロ

ゲ ン化アル卑 ル等によ っ て惹尊起こされ る肝障嘗3 5 ) ､ ア ドリアマ イシ ン等によ

る心障害3 8 ) を初めとするさまぎまな疾患に関与するこ とが知られる磯にな っ て

きた ｡ をれに伴い生体内で の牌贋過酸化物の 生成 ､ ならびに消去系の重要性が指

摘され てきて い る ｡ 脂質過酸化反応として
一

般的に知られるの は ､ 開始 ｡ 連鎖 ･

停止 の 3 つ の反応か らなるラジカ ル連鎖反応であるが ､ 生体内ではさらに酸素の

晴性化も重要な因子と考えられており ､ ア ドリアマ イシ ン寺? ) ､ パラコ ー ト 粥 ) に

よ っ て惹き起こされ る脂質過酸偲反応は ､ 摘性酸素の 生成に依るもの と報告され

てい る ｡
一

方 ､ 生体内の過酸化物を低下させ る尚子として ､ グルタチオ ンパ ー オ

卑 シ
′
ダ ー ゼ(GS Hp x) の襟な消去系の酵 鄭 9 , や ､ 種々 の 生体内抗酸化剤の存在が知

られて いる ｡ それゆ えに､ 生体内の騰貴過酸化物は ､ さまざまな田子の愛執によ

つ て変化し､ 骨れ に対する防御系も各器官により ､ 同
一

で はない もの と思われる ｡

著者は先ず､ 生体内で の新たな過酸化騰貴網節因子としてポリアミ ン に藩目し

た o S 押 ､ ス ペ
.

Jレミ ジン(S p a) お よぴプ ト レッ シ ン(P ut) は､ 静物の みな らず細菌､

ウイル ス ､ 植物等 ､ 広範囲に分布しており ､ 最近､ 壌醸代謝 ､ 細胞増殖 ､ 蛮自合

成等に対する生理的機能が明らか にされ て発て いる4 匂) ｡ ポリアミ ン戴は ､ ラッ

トの場合胸線に最も多く分布し ､ つ い で肝 ､ 小腸､ 陣 ､ 肺､ 大腰等に比戟的多く

分布して いる 4 1 ) ｡ Ch a pJn a n n 4 2 ) 旺E H 対
一

腹メ チル化括健がS p E- ､ S p d添加により上

昇することを報告した ｡ さらに ､ Rit ad a らは 4 3二4 4 , ､ その 括偉の 上昇は ､ 触の脂

質過酸化阻害作用によりP - 4 50 を安定催させ る ことによるもの で ある ことを示し

た ｡ この i n 甘it r o での 作用が ､ i n 甘i v o にお い て も反映されるや否や は ､ ポ7) ア

ミ ンの生理的機能の解明に重要であると考え ､ 比較的ポリアミ ンが多量存在しか

つ 生体内での異物代謝の中心 的地位を占める ､ 肝の騰貴過酸化に対するポリア竜

ンの作用をP - 450 に対する作用を含め て枚射 した｡ 加えて ､ 合成ポリアミ ンに関

して ､ H s で の脹貴通酸化に対する作用につ い て考察した ｡

- 5 -



肘ま､ リ ン脂寅に富み その構成国子 で ある不飽和脂肪酸は脂質過酸偲の基寮と

なりうる ことから4 5 ) ､ 脂貿過酸化反応の重要恕噂の 1 つ と考えられ ､ また秦物

代謝能につ い ても ､ 観s の騰貴過酸化に伴う薬物代謝活性 ､ P
一

紙0 魔の低下が知ら

れて おり4 6 ) ､ その儀カを評価する上で もH s の騰貴過酸化の愛執は重要なもので

あると考え
'

られる ｡ 溺s の騰貴過酸化に対する薬物代謝酵素系の 閑阜につ い て は ､

p e 丘e r s o n と如s t 4 7
r

) およぴP ed e r s o n 4 8 ) らは ､ プロ メ ライ ンで可溶化したF p 2 に､

A DP - F e 3
･

等の 鉄 - キ レ - ト剤を添加すること により ､ 鮎DPH
一 誘起騰貴過酸化反応

が おこ るこ とから ､ F p 2 の抑与を明らか にした ｡ また ､ 精製したF p 1 も岡聴の 系で

過酸化反応を示すが ､ そa) 際にはEDT A
- F e 3 ' が必魔の 因子で あるこ とが示されて

いるれてい る4 8
)
｡ またP

一 舶0 の関与につ い て は ､ 0
'

B ri e n と鮎hi 瀕t ul a 4 9 ) はヶメ

ン ハ イ ドロ パ ー オキサイ ド( CHP)
一

頭起脂質過酸化反応にト4 50 が関与すること ､

E xt r o Jn とI ng e r E[a n - S u n db e rg
5 B ) 8ま舶D PH 一 誘起騰貴過酸化反応 にはP

-

舶0 が必要で

あるこ とを各々再構成系を用い て報告しで い る ｡
一 方 ､ 鮎D PH 一鹿追脂質過酸化反

応にはP - 4 50 は関与しな い と い う報告もある5 1 I ｡ 以上 の樺に難鯛旨貴通酸化反応 へ

のP
- 45 0 の 関与につ い て 紘 ､ P

-

4 5 0 ア イソザイム 間で の関与の差異 ､ さ らにその作

用模作を含め不明瞭な ままで ある ｡ 本論におい て著者は ､ M s ま 創ま､ 精製F p 2 ､

複数のP - 4 50 およぴリン脂質か ら成る再構成系により ､ 上述の2 点につ い て検討 し

た｡

- 6 -



輿 乱 牽 ラ ヴ 恥 肝 腰除塵饗 過 瞭 骨臨 旨= 凌ぎ 汲 を託｢ 瑠｢

ポ W ア ミミ ニノ a ) 腰夢 静

1 - 1 - 1 四塩化炭素授尊によるラ ッ ト肝臓貴通酸化物 ､ グル タチオ ン

な らびにポリアミ ン塵の経時的変動

監実数方法3

1 . 動物

s p r a 帥e D a w l e y(S D) 系雄健ラッ ト(体塵15 0
- 19 Og) を2亀土2

o

C の憶過重にて明暗

12 時間サイク ル下で飼育し､ 飼料(CE
- 2 ､ 日本ク レア社) およぴ水披自由に摂取さ

せ た ｡ 実験は､ 2 0 時間絶食した動物を用い て行っ た ｡ 四塩化炭素(CCl d) はc o r n

o i l で50 % ( Ⅴ/ v) 溶液とし ､
1 舶/ kg の 用愛で腹腔内投与した ｡

2 . 脂質過酸化物の 定畳5 2 )

肝臓貿過酸化物の定量は ､ 肝を封赦し1 . 15 % E Cl 溶液にて潅流後､ 同港 掛こて

2 0 % ホモ ジネ - トを作成し､ ガ
ー ゼで ろ過したもの100 j i lを試料とし､ チオパル

ピッ - ル酸法により ､ マロ ンジアルデヒ ド( 耶且) として ､ テトラメ ト卑シプロ パ

ンをス タ ンダ ー ドと して謝定した ｡

3 . グルタチオンの定量

道元型および酸化型グル タチオ ン(G S臥 G SS G) を各々 特異的にHi s 8 i n と頂ilf の
■

方法5 3 ) により ､ 20 % ホモ ジネ - ト2 . 0 劫1 を試料として ､ 蛍光法にて潮慶した ｡

4 . ポリアミ ンの定盤

肝内ポリア ミ ンは ､ 20 % ホモ ジネ
- トを0 .2 村 過塩素酸により抽出後､ チト レ

ンを内部帝準物寅と して ､ S p n ､ Sp d ､ P ut をF uj 加 o t o らの方法
5 4 ) に準じ高速液体

クロ マ トグラフ ィ ー により分赦し定量した｡

【実験結果】

F ig . ト1 にC Cl l 投与後の肝臓貴通酸化物と ､ GS H およぴG SSG 畳の経時的変動を示

- 7 -
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した ｡ 投尊5 時間後以降､ CC l 一投与による牌紫過酸化物の有意な増加が認められ

たが ､ 絶食により低下 した提SH のCC 1 4 投与によるさらなる低下は認められなか っ

た ｡ 一 方 ､ 肝内ポリア ミ ン類は ､ F i g . ト2 に示すようにCC l l により ､ 短時間の 間

にS p胡､ S pd 魔の低下が褒められ ､ 脂貿過酸化物との間に逆の相関関係が示された ｡

1
-

1
-

2 四塩化炭素投与ラ ッ トの 肝脂質過酸化物の 上昇におよぽす

ポリア ミ ン同時投与の影響■

【実験動物】

1 . 動物

sD 系雄性ラ ッ ト( 体重15 0
- 180 g) を用い･r= ｡ C C1 4 は c o r n o il で50 % 溶液(Ⅴ/管) と

し ､ 1]Dl/ k g の用量で皮下投与した ｡ B p 胡四塩酸塩は20 噂/kg ､ S p d 三塩酸塩を14 .6

n g/ kg ､ P ut ニ塩酸塩を9 .3 吋/k g の用量で腹腔内投与した ｡ また全ての 敢物に ､ モ

ノ アミ ン酸化酵素阻害作用を有するイブロ ニ アジドを5 畔/kg の 用量で 膿腔内投与

した｡ 投与は犠穀2 4 時間およぴ1 2 時間前の2 回行い ､ 動物は24 時間絶食 した ｡ 肝

H s は1 . 15 % K Cl 溶液にて潅涜 ､ ホモ ジナ
■
ィズを行いKi t ad a らの方法3 2 ' により調製

した ｡

2 . チ トクロ ー ム P
- 45 0 の定量ならびに貼DPH

- チトクロ ー ム c(P
-

45 0) 還元酵素

清性の謝定

ト4 50 は ､ 20 % グリセ リンおよぴ0 . 2 % エ マ ルゲン
ー 91 3(E - 91 3) を含む0 . 1H K p i

(p 耶 . 4) にて0 肌 r a とS at o の方法4 ) により分子吸光係数9 1 n H
- l
e 劫

- 1 を用い測定した ｡

F p 2 の清性はP hi lli p s とL a n g d o n の方法
5 5 ) により測定した｡

3 . グルタチオ ンパ ー オキシ ダ ー ゼ ､ グル タチオ ン レダクタ - ゼ晴健の謝定

G SH p x 摘性は ､ C HP を基貿としてL a 甘r B n C e とB u r k の方法
5 8 ) により､ グルタチオ

ン レダクタ - ゼ (GS J r ed) 活性は H a s s a y とW il li a 》S の方法5 7 ) により測定した ｡

4 . 蛋白の定量

蛋 削ま牛血清アルブ ミ ンをス タンダ ー ドとしてL o 甘r y らの方法5 8 ) により湘定し

- 9 -
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た ｡

【実験結果】

C C1 4 投与ラッ トにS p m ､ S p d またはP ut を同時投与する ことにより､ 全て のポT)

アミ ン投与群で ､ 肝臓貴通酸化物の低下が示されたが ､ S p 劫投与群で最も強( 育

意な低下が認め られ た(Fi g ･ ト3) ｡ これ は､ Ki t a d a ら4 3 ' のH s を用い たi n v i t r o で ､

S p n が最も強い阻害を示 したの と同様の結果で あり､ i n v it T O で示された騰貴過

酸化阻害作用が ､ i n v i v o におい ても見られ ることが明らかとな っ た ｡ 最も強い

阻害を示 したS p E[をC C l 一と同時投与した時のP 欄 0 ならびに G S 蜘 ､ GSH r e d括性､

G SH 畳の変動を調べ た ｡ S p 皿をC C1 4 と同時投与する ことにより ､ 脂貴通酸化物は対

照群の レベ ル まで低下して い た(Fi g . ト4) ｡ この 時､ CCl l 投与によっ て低下した

P - 45 0 豊の 回復は認められなか っ たと同時に ､ F p 28まC Cl d 投与 ､ S pEL併用によっ て

も全く変化しな っ か た(T a bl e ト1) ｡ また過酸化物の消去系と考えられるGS H p x 緒

性､ ならびにG SH r ed 滴性に もS p 如ま作用しな っ かた(T abl e ト2) ｡ さらに ､ S 印 が

肝 内GSH 畳を増加させ る事により騰貴準酸化物を低下させ て い る可能性が少ない

こ とが推察され た(T abl e ト3) ｡ Fi g . 1
- 58

.

= こ の時の肝内ポT) アミ ン盛を示した ｡

F ig . ト1 ､ F i g . ト4 カゝらも明らかな ように ､ C m 4 を皮下投与した頓食には ､ 腹腔内

投与の 場合に比べ 騰貴過酸化物の上昇の軽度は射い けれども､ この場合にもS p]b

の減少が示され た ｡ S p E[ を投与する ことにより ､ 肝内S 押 塵は ､ 射頼群 ､ CCI A 投阜

群に比べ 有意に増加して い た｡

1 -

1
- 3 ス ペ ル ミ ン投与による正常ラッ トの肝臓貴通酸化物の愛執

【実験方法】

1 . 動物

ラッ トはト ト2 と開襟の体重の もの を用い た ｡ S p 劫四塩酸塩は4 0 粥/ kg の用畳で

腹腔内投与した ｡ F p 2 の精製はSD 系雄性ラッ ト( 体重120
- 13 0g ) を用い ､ P Bを

0 . 1% 溶液にて 1 過問自由に摂取させた後 ､ 封s を鋼製 し酵素源とし七用い た｡

2 . 舶DPH -

チ トクロ ー ム c(P
-

4 50) 還元酵素の滑教

本酵素の精製に関する詳細は3 - 6 - 1 に示す ｡ 特製襟品は蛋白として 放ぼ単 一

で

- 1 ト
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T a b l e i - 3 E f f e c t o f s p e r rn i n e t r e a t m e n t o n h e p a t i c

g l u t a とh i o n e l e v e l i n c a r b o n 七e t r a c h l o r i d e t r e a t e d

r a t s

t] e p a t i c g l u t a ヒh i o n e c o n t e n t

R a t i o

T r e a ヒm e n ヒ R e d u c e d f o r m O x i d i 2: e d f o r m T o t a l

(1) m O I c !G Stl/ g L . ) (U m O l e G S S G/ g i . ) ( G S l[ ＋2 G S S G)

c o l l ヒr o 1 2 . 6 1 ＋ 0 . O t) 0 . 2 1 6 ＋ 0 . 0 0 3 2 . 9 8 十 0 . 0 5 0 . 0 8 6 ＋
.

0 . O O 2

c c 1
4

4 ･ 1 7 ＋ 0 ･ 2 1
C )

o ･ 3 0 2 ＋ 0 ･ O O 7
C )
4 ･ 7 7 ＋ 0 ･ O 7

C )
o ･ o 7 - 0 ･ 0 0 2

C )

c c 1
4
＋ S p e r m i n e 3 ･ 9 4 ＋ 0 ･ 2 3

C )
o ･ 3 1 2 ＋ 0 ･ 0 1 5

C)
4 ･ 5 G ＋ 0 ･ 2 4

C )
o ･ o 8 0 - ･ 0 0 5

S i g n i f i c a n ヒ d i f f e r e n c e f r o m c o n t r o l l C ) p < 0 . O O l

-

15 -



[コ

A

P ut

S p d

S p m

1 5 0 0

J
‾
ヽ

+

q)

>

. +

D ) 1 0 O O

ヽ

0

≡
⊂
ー

Q )

【=
-

≡
【8

> ､

O

E L

5 0 0

C o n tr oi C C 1
4

C C J
4

十

S p m

F i g ･ ト 5 E f f e c t o f s p e
.
r m i n e t r e a t m e n t o n h e p a t i c

p o l y a m i n e s c o n t e n t s･ i n c a t .b o n t e t r a c h l o r i d e r a t s

- 16 -



あり ､ 比油性は唾5 血豆息ノ噂で 患っ た ｡

3 ｡ リ ン勝貿の抽出と定盤

ラッ ト肝裾s の リン脂貿はF o l c h らの方凍5 9 )を= より待っ た ｡ リ ン脂館はB 紺七且昏t

の 方凍6 切) により ､ 無線リ ンとして定盤した｡

唾. i n 舶もT O における勝紫過酸化反応

反応液

W a ｡ 監p i( p 耶 .4)

Ph o s ph o l皇pi d

F e(WO O) 普

だDT 魚

島DP

F p 2

N 且DPH

80 沖瀬

Ex p . 1 ; 0 . 05 , E x p . 2 ;0 . 1 潜帥

0 . 22 讃封

0 . 1 牙粥

2 38雑

0 . 2 29 u nit

O . 2 冷視

0 . 5 劫1

上紀の反応液を鮎DP誠を添加すること により反応を押始し､ 37
o

C で10 分間反応

後 ､ B u e g e とA u st の方法6 1 ) により沸定した ｡

監実数結果】

CC 1 4 授与による肝S pJ8畳の 減少に伴う肝臓貿過酸催物の上昇に射し ､ S ? 静を投与

しS p n の減少を績うこ と により肝臓貴通酸化物の上昇が抑制された ｡ 次に ､ この

S p 瀞の 肝臓貿過醇化物低下作用が ､ 正常劾物にお いて も認められるかを検討した

(T abl e ト4) ｡ 轟からも明らかなように､ 正常ラッ トにS p 蒋を投与することにより ､

肝臓寅過酸化物は低下 し､ この 時もCC 1 4 投与ラ ッ トの 場合と同株に肝内S p油量は

増加してい た ｡ こ こ で得られ たS 押畳の増加と旺ぽ同じ条件下で S vi n 卵 n ち6 2 ) め

P
-

450 を含まな い騰貴過酸化反応の菅 デル系で のSp 魯の効果を襖射した(T a b l e ト

5) ｡ S p 加 0 . 1 担ぎ添加により ､ E x p . 1 で約2 謂 ､ E x p . 2 で約15% の 阻害を示し､ こ

-

1 7
-



T a b l e i
- 4 C h a n g e s i n h e p a t i c l i p i d p e r o x i d e a n

d p o l y a m i n e

l e v e l s a 王t e r t r e a t m e n t o f s p e r m i n e ヒo r a t s

T i m e a f t e r

( h r )

L i p i d p e r o x i d e

P o l y a m i n e c o n t e n t ( n m o l e / g l i v e r )

a d m i n i s t r a t i o n ･

( n m o l e / g l i v e r ) S p e r m i n
-
e s p e r m i d i n e p u t r e s

'

c i n e
A J A

J {
J -I- ■ r ヽ一 J ' V . ､ A ヽ‾ ' -

′ L . _ ヽ

0

0 . 5

1

3

5

7

2 3 1 . 0 ＋ 5 1 . 9

1 3 3 . 8 ＋ 1 3 . 4

1 3 7 . 8 ＋ 2 0 . 8

1 0 3 . 7 ＋ 1 2 . 7

1 5 8 . i ＋ 3 4 . 6

1 3 5 . 3 ＋ 2 3 . 0

1 0 4 6 ＋ 1 8

1 0 7 0 ＋ 4 4

1 2 2 2 ＋ 8 2
★ ★

1 2 9 3 ＋ 7 6

1 2 4 7 ＋ 8 1

1 2 1 2 ＋ 3 0
★ ★

9 7 7 ＋ 2 7

9 0 9 ＋ 2 7

9 0 2 ＋ 2 3

8 8 8 ＋ 4 8
★

7 5 9 十 5 3
★

8 1 6 ＋ 4 2

9 3 . 8 ＋ 0 . 9

9 3 . 3 ＋ 1 . 7

8 9 . 0 ＋ 4 . 7

9 1 , 6 ＋ 0 . 4

8 6 . 9 ＋ 0 . 6

8 了
.
5 ＋ 0 . 9

★ ★ ★

★ ★

怒a c b v a l u e r e p r e s e r l t S M e a n ＋ S . E . o b t a i n e d f r o m 4 a n i m a l s .

s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e f r o m
-

o t i m e g r o u p ,
･ *

p < o ･ o 5 1
* *
p
< 0 ･ O l r

* * '

p
< 0 ･ 0 0 1

-

1 8
-



T a b l e i - 5 I n h i b i t o r y e f f e c t o f s p e r m i n e o n N A D P H
-

d e p e n d e n t l i p i d p e r o x i d a t i o n b y r e c o n s t i t u t e d

s y s t e m

S p e r m i n e M a l o n d i a l d e h y d e f o r m a t i o n

( m H ) ( n m o l e/ m l / 1 0 m i h )

E x p . 1

E x p . 2

0 3 ｡ 6 0

0 ｡ 1 2 . 6 2 ( 2 7 ｡ 3 )

0 . 2 2 . 3 9 ( 3 3 ｡ 7 )

1 ｡ 0 1 . 8 9 ( 4 7 . 6 )

2 . 5 1
. 5 8 ( 5 6 . 1 )

0
. 6 . 2 9

0 . 1 5 . 3 1 ( 1 5 . 6 )

'0 . 2 4 ｡ 7 9 ( 2 3 . 9)

1 . 0 3 ｡ 6 2 ( 4 2 ｡ 5)

2 . 0 3 ｡ 3 7 ( 4 6 . 5)

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 t p e r c e n t i n h i b i t i o n

-

1 9
-



の様な低濃度のS p 遜によ っ て 亀脂質過酸偲阻害作用は明らか8= 経めら艶 ､ また系

に加える リン騰貴塵を増加きせ た場禽に は ､ S p初の阻番作周が鋸革ることが判 っ

た ｡

- 2 0 -
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輿 望 牽 三ミ タ 田 ゾ - ム 各= 凌ぎ 各骨 一愚 常 タ 芯詔 骨

- で タ V} ッ タ ポ W ア 三ミ ニノ ぜ ) 腰除塵饗 過

疎変骨旺 阻 審 軒醇原因 各= て p 恥 ヽ ｢ ご

監実験方法】

1 . i n vi t r o にお狩る脂質過酸化反応

モ デル系における反応液は以下の とおりで ある ｡

反応液

T ri s ･ H Cl(p H6 . 8) 2 50 遜溺

W aC 1 2 50 渦故

AD P 2 n 封

EDT A 0 . 1 汲賀

F e(NO B) 3 0 . 2 n封

Ph o s ph o li p id 1 . O 胡者

F p
2 0 . 0 16 u nit

WA DPH 0 . 1 n H

1 . 0 E[1

生成したマ ロ ンジアルデ ヒドは ､ チオパ ル ピッ
- ル酸によ っ て発色させ ､ 分子吸

光係数1 56 n封
- I
c 劫

- 1 を用いて算出した ｡

2 . サイクリッ クポリアミ ン

用い たC PをFi g . ト6 に示した ｡

【実験結果】

F ig . 1
- 6 に示したC P とS 叩 ､ S p d のH 朗旨貴通酸化反応に対する作用をFig . 1 - 7 に示

した ｡ 腹紫過酸化阻害作用 は ､ 2 , 3 , 3 ,3
-

, 2 , 3 , 4 , 3
-

, 3 ,3 ,3 ,4
- C P とS 叩 で強く

認められ ､ その 中で も2 ,3 , 3 , 3 - CP で最も阻害が強か っ た ｡ 最も強い阻嘗を示した

- 2 1
-



f [

･ c r12,63
”

ヤ
ーn ,

l
l
･

l N ＼ / N l l

( C rt 3) n 2

”) n
l
= n 2

- 3

n
3
= 4

3 , 3 , 4
- c y cti

'

c p ol y a m i n e

H

( c H
2
)
l

n
4

/ N

I c
t
H 2) n )

H N
N H

( c =
2
)
1
n

3
-

N
一( C = ユ)

n
ユ

/

H

(1) n l =

.
n 2 = n 3 = 3 , n 4 = 4

3
,
3
,
3 , 4

-

c y c一i c p ol y a m i n e

( 2 ) ”
)
= 2

,
n
2
= n
3
= n
.
= 3

2 , 3 , 3 ,3
- c y c li c p ol y a m i n e

( 3) n
.
= 2

,
n 2 = n 4 = 3 , n 3 = 4

2 , 3 ,4 , 3 - C y cli c p oL y a m j n e

F i g 1
- 6 X 1 1 u s t r a t i o n o f c y c l i c p o l y a m i n e s

- 2 2 -
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A
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2 . 5 5 . 0

P o ly □ m i n e , m M

7 . 5

F i g . i - 7 E f f e c t s o f m a c r o c y c l i c p o l y a m i n e s o n

N A D P王ト i n d u c e d l i p i d p e r o x i d a t i o n i n r a t l i v e r

■

m l C r O S O m e S

A s t a n d a r d m i x t u r e
■
f o r m i c r o s o l¶a l l i p i d p e r o x i d a 七i o n

c o n t a i n e d 8 0 m M N a
,
K -

p h o s p h a t e ( p I‡ 7 ｡ 4 )
0 .
3 3 m M N A D P , 8 1h M G l u c o s e

-

6
-

p h o s p h a t e ,

∫

.亨I
m

: nTt
c 1
2
･

o f g l u c o s e
- 6 -

p h o s p h a t e d e h y d r o g e n a s e a n d m i c r o s o m e s

( 0 .
5 5 m g p r o t e i n 畠) .

I n c u b a t i o n :- w a s c a r r i e d o u t a t

3 7
o
C f o r 1 0 m i n a e r o b i c a l l y i n 七h e p r e s e n c e o f

s p e r m i n e 仏) t 3 , 3 ,
･

4 -

c y c l i c p o l y a m i n e ( 圃) ′ 3 , 3 , 3 , 4
-

c y c l i c p o l y a m i n e ( E]) , s p e r m i d i n e ( A ) ,, 2 , 3 , 4 , 3
-

c y c l i c

p o l y a m i n e ( 歯) a n d 2 , 3 , 3 ,
･

3 -

c ☆c l i c p o l y a m i n e ( o ) .

- 2 3
-



2 , 3 ,3 i3
- C Pを用い て ､ その 阻害を経時的にみたのがFi g ･

_
且一 昭 轟る ｡ ポリアミ ン

添加湧度に依存L , た腺貿過酸偲阻害作周披､ 反応時開により変化することはなく ､

2 ,3 ,3 , 3
- CP による阻害は ､ 反応申に生成するラ甲カル生成物をトラ ップす ること

に よるもの で はない ものと考えられた ｡ T abl e ト6 に示すように ､ 2 , 3 , 3 , 3
- CP は ､

封s のF p 2 の清性を阻審することはなか っ た ｡ か つ ､ CH P
一 頭起脂寮液酸他反応も車

い ながらその阻害が示され ､ F p 2 により触媒されるモ デル系におい て も明 らかな

阻害作用を示 した ｡ C P の本作用発現磯序として ､ S p m におい て報告されて い る リ

ン騰貴 へ の相互作用
一4 ) に依るもの かを検射した ｡ H s のリ ン騰貴に対する作用を

見るために ､ 附こ抽出リ ン脂質を添加し､ 全リ ン騰貴と腐窯過酸化反応に対する

両逆数プロ ッ トをと っ たのが卓ig . ト9 で ある ｡ 2 , 3 ,3 ,3
-

CP の脂紫過酸化阻嘗は ､

リン脂質に対する完全な競合的阻害を示して いな か っ た ｡ ま た､ 鉄を系に添加す

ることにより ､ 2 , 3 ,3 ,3
-

CP の 阻害が著しく弱まり ､ 鉄100 〟減俸加時の阻者はS 押

と ほぼ同程度で あ っ た(Fi g . ト10) ｡

- 24 -
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F i g . ト 8 E f f e c t o f 2 , 3 , 3 , 3 -

c y c l i c p o l y a m i n e o n t h e

t i m e c o u r s e o f N A D P H - i n d u c e d l i p i d p e r o x i d a t i o n .

M a l o n d i a l d e h y d e f o r m e d w a s m e a s u r e d i n t h e p r e s e n c e

( 0 ｡ I m M ⑳ , O . 2 m M ⊂= o r a b s e n c e ( O ) o f 2 , 3 , 3 , 3
-

c y c l i c p o l y a m i n e .

-
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T a b l e 1
-

6 E f f e c t s o f 2 , 3 , 3 , 3
-

c y c l i c p o l y a m i n e o 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 a c t i v i t y , c u rn e n e h y d r o p e r o x i d e

i n d u c e d l i p i d p e r o x i d a t i o n a n d N A D P H
-

c y t o c
-

h r o m e c

s u p p o r t e d l i p i d p e r o x i d a t i o n i n r e c o n s t i t u t e d s y s t e m
★

A d ditio n

N A D P H ･ cy( o ch r o m e c

( P
1 4 50) r cd u c t a s c
a c【ivi【y

( u nit/ m g)

C u m e n c hy d r op e r o xid e

j nd u c e d lipid

p e r o xid a tio r)

( n m ol e M D ^ /n lg/ 机i n)

N A D P H ･ cyt o ch r o r n e I ( P
･4 50)

re d u c L a S e S u pp o rt e d

Jipid p e r o xid a【i o n i n

r e c o n s 山 ut e d sy st e m

(F L m Ol e M D ^ / u rlit/ m; n)

N o n e

2
,
3
,
3
,
3 1 C y clic p oly a mi n e

( 0 ･5 m M )
2
.
3
.
3
,
3 ･ C y cJic p oly a m i n c

( 1 .0 m M )
2
.
3
,
3 .3 ･ C y clic p oly a mi rL e

(2 ･O m M )

0 . 119 :亡 0 .00 4

0 . 118 3: 0 .00 3

0 .108 ± 0 .00 1

1 .218 ± 0 ,02 1

1 . u 6 i: 0 .0 20

1 .080 ± 0 ,O 17

0 .4 99 土 0 ,O16

0 ,4 22 ± 0 .015

0 .3 55 ± 0 .01 1

0 .199 ± 0 .00 1

■ Th e a s s a y mi x t u r e ( 1 m l) fo r c u m e n e hyd r op e r o xid e i nd u c ed lipid pe r o xid a tio n c o n (ai m e d 80 rn M N a , K -p h o sp h a t e

( p H 7 ･4) , 0 ･55 rn B Of ni c r o s o r m l p ro L ein s a n d O ･1 m M c u m e n e h yd ro p e r o xid e .

- 2 6 -
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解 芸整 蛍 雪 ヅ 恥 肝 蒐 タ 四 ㌔〆 - ふ の

園紛聾鷺 過 酷褒修臨 庶 応 恕 チ 恥 タ 芯詔 - ム

P - 一塾 点5 0

監実験者法ヨ

1 . * %

SD 糸雄性ラ ヴ ト( 体重1 舶 - 150 g) を用い ､ P 即ま0 . 1 % 水溶液として 1 遭問由由に

摂取させ ､ 詔
- メチ ル コ ラ ンス レン(粥C) は ､ 潮s を用い た実験の噂 創こは2 5 D g/k g の

用愛で 柑 問､ P 一 舶¢の神教の噂合には舶適g/ 細 の用意で 1 日溶きに4 固腹腰内攻

与した ｡

2 . チトクロ ー ムP - 4 5 0 の緒敬および拡体の作成

用 い たP 一 紙O の精製は監i t a d a らの方法飢 ‖ を若干改変し ､ P B前処理H 8 か ら P8

P 一 紙0 を ､ 批前処理 か ら裾C ト 舶8 1 ､ およびH C P -

4 組 2 を精製した｡ 感性日本白色

ウサギ(2 . 5
-

3奴g) を用い ､ 1 n 漁01 e のP - 4 50 をF r e u nd
'

s c o 謝p l et e adj u v a nt と1 ; 1

で墾淘させ ､ f o ot p ad に 1 週間おきに 2 固感作し ､ 抗体の生成を確絶した後 ､

3 n 胡0 1 e の P - 45 O を生理食塩水と1 : 1 で混合し耳静腰内に投与 し ､ 投与4 日後から

1 日おきに3 回 ､ 耳静脈から採血後 ､ 金血を採取 した ｡ 血液は37
o

C で1 時間処理を

行い ､ 4
o

C にて 一 晩放置後 ､ 坑血清を調製した ｡ Ⅰg G の分掛ま恥s h息ro と0 肌 r a の方

法6 5 ) により ､ 流血清を25 -5 0 % 飽和硫安にて分暫した後 ､ D E - 52 カラム の素通り

両分を集め ､ I 細分画とした ｡

3 . T 静D - パ ー オキ シダ ー ゼ活性の謝定

悶P D
-

パ ー オキシ ダ ー ゼ特性は ､ H ry c ay と0
'

B ri e nゐ方法6 8 , により1 . 5zB 那 肝存

在下にて沸虚した ｡

【実験結果】

T ab le ト7 ､ T abl e ト8 に ､ P8 およぴHC 前処理 ラッ ト肝H s の騰貴過酸化反応に対す

るP B P - 450 , H C P
- 4 4 8 1 , およぴ配 P - 4 48 2 の抗体の作用を示したもの である ｡ 托

s とI gG の反応は3 7
o

C で10 分間行 っ た
.
｡ I gG 無添加時の 反応は ､ p r eiz8 n u e のI g 郎こ依

- 29 -



T a b l e 1 - 7 E f f e c t o f a n t i P B P
- 4 5 0 Z g G o n N A D P H

-

o r C H P -

p r o m o t e d l i p i d p e r o x i d a t i o n i n P B p r e t r e a t e d r a t l i v e r

rn l C r O S O m e S

”D A f o r m a t i o n

A n ヒi - p B P - 4 5 0

I g G
N A D P fl G n p

n m o l e / m g / 2 0 m i n I

N o n e 1 7 . 2 3 1 0 0

0 ･ 5 m g 1 1 . 8 2 6 8 . 6

1 ･ O r ng 8 . 8 6 5 1 . 4
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l
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2
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1
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2
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.
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つ て阻害きれな か っ たが ､ 伺い た全てのP
- 舶0 の 抗体各= より鮒鹿野P H 一 所起脂質過酸

化反応の阻害がみられ た ｡ しか しなが ら ､ C 肝 一 舘起臓寮過酸化反応は ､ 鮎DPm の

場合と異なり ､ P
- 45 0 の抗体で阻啓されることはな か っ た ｡ こ の時P 一 舶0 のT 野D

-

パ ー オキシタ ー ゼ活性もまた ､ P 一名5 0 の抗体3 種により阻害されなか っ た(T ab 且e

ト9) ｡ また鮎D PH 一 頭起脂質過酸化反応は ､ F p 2 の抗体により強く阻害されたが ､

その 系にさらにP - 45O の抗体を棒加させ た場合､ 相加的な阻審は見られなか っ た

(T a bl ¢ ト10) ｡

- 3 2 -
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2
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解 一亀 牽 腰紛 館 過 酸 骨払 底 腐琵 へ の

チ 骨､ タ 芯コ -
･ ･ ･ ･ ム P 00 一生 5 0 の

寮 深 性

監実験方法】

1 . リン脂質の調製

再構成系に用い たリ ン牌熟ま､ レ1 - 3 の方法に
■
より抽出後､ アセ トン処理した

屯のを伺い た ｡

2 . チ トクロ ー ム b 5 の精髄

チ トクロ ー ム b s は w -

a Bli n o o c t y トS 印h r o s e J柑カラム にて分画した後 ､ S p at 冨

とSt r it t Eb a t t e r の 方法e 7 ) により精製した ｡ 精製襟品の比含量は 33 . 1 n E101 / 粥

で あっ た ｡

【実験結果】

P - 450 ､ F p 2 およぴリン脂貴からなる再構成系を用い ､ W AD P甲
一添寝脂質過酸化反

応におけるP
-

4 5O の重要性につ い て検討した(T a bl e ト1 1) ｡ P - 450 を含まな い 系で

の 脂質過酸化反応は0 .1 3 n 耶 1 e / 胡1/ EIi n で あ っ たの に対し､ P D P 一 舶0 あるい 披難C

P 一 朗8 2 を添加すること により ､ P D P
-

45 0 の場合約2 2倍 ､ 配 P - 舶8 1 の 場合約8 . 5倍

の 上昇がみられた ｡ P 一 紙0 と岡聴に ヘ ムを含む化合物またはF e う
＋ が ､ 再構成系で

ト4 50 と置き換わり藤るかを比較したのが管ab l e ユー 12 で ある ｡ P - 450 として は柑

P - 4 50 を用い た ｡ 鮎D 和
一 ならびにCH P 一

頭起脂質過酸化反応いずれの反応系におい

て も､ 他の化合物に比べ PZI P - 450 を加えた系の 狂うが高か っ た . また､ P
- 4 50 を

熱愛催させる ことにより ､ 反応性が約9 0 % 低下 し ､ へ ミ･ンと放ぼ同程度であっ た｡

S y i ng e n ら6 2 ) は ､ Fi g . 1 - 1 1 に示す俊哉を凍喝し ､ P - 4 50 はその連鎖僚階にのみ関

与すると報告して い るが ､ こ こで示 した結果か ら ､ P
-

4 50 はH s で の騰貴過酸化反

応全体に関与して いる ことが考えられた ｡

- 3 5 -
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解 添 車 チ 恥 タ 芯詔 - ふ P
- 一弘 缶 0 ア ーで ソ

ザ ーザ ふ を. = よ る 腰除塵鷺 過 酸 骨虹古= 謝 す

｡ る 虎 応 健 の 農 鼎

監実数方法】

1 . 酸素消費牽の測定

南構成系で の酸素消費量は ､ Cl a rk - t y p e e l
■
e c t r od

-

e 酸素電鶴を用い ､ 空気飽和

状態の37
o

C における溶存酸素塵2 15 jL 略 1 00 % と･し,. 垂れに対する消費量かち 卦

めた ｡

2 . 過酸化リ ン脂質の調製

H s か ら抽出したリン脂質を ､ 3 時間紫外線席射し､ 大気中に72 時間放置後 ､ 再

び1 叫 に従い リ.ン騰貴蘭分と して回収した ｡

3 . サクシ ニ ル チトクロ ー ム c の調製およぴス ー パ ー オキサイ ドアニ オン生成量

の測定

w o g u c hi らの方法
e B ' によりチトクロ ー

_
ム c をサクシ ニ ル化した後､ S 8 p h a de x

a - 2 5 カラム ､ DEA E - S e p h a c el l カラ本にて未反応のチトクロ
ー ム c を分離し､ サク

シ ニ ルチ トクロ ー ム c( SCC) を調教した ｡ ス ー パ ー オキサイ ドア ニ オン( 帽 ) は ､

s cc の還元 による55 0 n p の痕光度変化を､ 分子吸光度係数2 1 . 1 蛸
I l
肝
1 を用いて そ

の隼成畳を求め た ｡

4 . 舶D PE - パ ー オキシタ ー ゼ活性の湘定

恥D PR - )ヾ - オキシダ ー ゼ活性は ､ H ry c a y らの方法8貞) を若干改変し､ CH Pl .5 xI好､

舶D PHO . 2 )?封存在下にて3 40 n 初の吸光度の減少か ら潮定した ｡

【実験結果】

p B P - 45 0 ､ 批 P
- 4 4 8 1 およぴHC P - 4 48 2 を用い ､ 再構成系に加えるP

- 45 0 各アイ

I) サイム畳を変化させ たときの脂質過酸化をFig . ト12 に示した｡ いずれ のP
- 4 50

を用い た場合にも反応に対するト45 0 の要求性が明ちかとなっ た｡ 用い たいずれ

- 39 -
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の沸度におい て 亀P - 舶8 アイ ソザイ ム閤での 反応健は異なっ て おり､ 粥巳 P - 舶8 1》

P B P 一 紙0) 誠C P 一 朗8 2 の臓であっ た ｡ 拭8 の脂寮過酸他反応には ､ パ - 骨尊卑ダ
-

ゼ依存性の反応も示されてい ることから ､ その反応性 ､ い わゆる 柑P
-

誘起頗紫過

酸化反応において も､ P 一 紙0 アイ
ー

ソサイム により差異があるか につ いて襖謝した

(Fi g . ト13) ｡ C 肝 に対する親和性に各アイ ソザ イム で差異があることを考慮し ､

反応とC 肝洩度の 両道数プロ ッ トを示L , た ｡ 図か らも明らか に ､ その 反応性には

大きな適い がみられ ､ P 欝 P
一

紙O ≧蹴 P 一 朗8 2 》配 P 一 朗8 1 の贋で あっ た ｡ この時 ､

柑P に対する要求性にも大きな適いがみられ ､ 反応性の低か っ た肌 P
-

遵楓 e) 場合

のC HP に対する K n 健は約0 . 8 姐と極めてCH P に対する親和性が低いこ とが判 っ た ｡

以降､ 反応性の差異が顕著にみ られ た耶 P - 4 4 8 1 と竣C ト 舶8 2 を主8= 用い て検配し

た ｡ C HP - 誘起臓紫過酸化反応で見られた反応性の差異は ､ 用い るパ ー オキサイ ド

の確報による もの で はな か っ た ( T ab l e ト1 3) ｡ こ こまで ､ 舶DPH
-

､ 甜 ト瀦起騰

貴過酸化反応に対する反応性がP - 4 50 アイ ソザイ ム閤で異なることが明らか にな

つ たことか ら ､ 次にその反応磯作の 同異につ い て検討した ｡ S vi n g e n ら6 2 ) が ､ 騰

貴過酸化の開始剤として用い て い るA DP - F e 3
'

の添加効果を比敬したのが ､ T abl e

1 - 14 で ある ｡ 酸素消費畳を指襟とした場合にも触D PH 一 頭起騰貴過酸化反応に対

応して配 P 一 朗8 1 の消費量が最も多か っ た ｡ 且DP I

F e 3
＋

を系に添加した時の騰貴過

酸化促進の程度は ､ P
一

紙0 韓によって 同 一

で はなく ､ 批 P - 4 48 2 では釣3 倍の上昇

が経められたの に対し ､ 瀬C P - 4 48 1 で は1 . 85 倍と低く ､ をの此旺ADP
- F e 3 ･ 無涛加

の噂合は3 . 26 で あっ たの に射し､ ADP
-

F B 3
'

を添加することにより2 .0 とJl l きくな

為こ とが明らかとな っ た ｡ この結果は ､ 酸素消費量を指襟とした場合により顕著

であっ た ｡ 次に酸素の活性化に対する作用を比較するために ､ 種々 の活性酸素ス

カベ ンジャ ー およぴCO の 恥DPH - 誘起騰貴過酸化反応に対する効果をP 一名4 8 1 およぴ

P 一

朗8 2 で検討した( T &b 1 8 ト1 5) ｡ カタラ ー ゼで は ､ 丙酵素反応共に阻専が経め

られな か っ た ｡ ス ー パ ー オキサイ ドディ ス ムタ
ー ゼ ､ CO による阻害は凝C P - 44 8 1

で各々 87 およぴ6 2 % の阻審と ､ 虻 P - 棚 2 に比べ強い阻善が みB れ た｡ こ の こと

か ら ､ 肌 P - 44 8 1 で は活性酸素 ､ 時に0言 の生成畳が高い ことが考えられた ｡ 実際､

S CC の 還元を指標にして0言 生成量を潮定した時､ # C P - 44 8 1 では2 . 36 ､ HC P
- 44 8

2 で 杖0 . 36 n カ0 1 e/ ”-o l e P -

4 50 /3)i n と ､ #C P - 44 8 1 の方が釣5倍高かっ た ( Tla bl e 1

- 1串) ｡ それと陣逆にCH P
- 誘起騰貴過酸化反応性が高い耶 P

-

4 48 2 では高いT 肝D
-

- 4 ト
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頚拓 6 車 萄 寮

ポリア ミ ン ､ 特にS p 郎まin v iもro の 鮎騰貴過酸偲反応を ､ 反応の基貿となるT)

ン牌紫 へ 作周する ことにより強く阻害することが報告されて いる4 4 ､ T 耶 ｡ 一 方

C C且4 投尊によりポリアミ ン代謝系を促進させ ることも知られて い る? 1 ) ｡ ラ ッ ト

にC CI A を授尊する こと により肝のS p E[畳の低下に伴う脂紫過酸化の促進が認めら

れたが ､ この騰貴過酸化はS p諏を投草することにより､ をの 七昇が押倒され ､ こ

の時肝内 S p 胡畳も維持されて い た ｡ これらの こ とか ら ､ S p 迅はi n v ま甘8 におい ても

肝騰貴過酸化抑制作用を有することが判っ た ｡ その作用磯序につ いて ､ 先ずG SB

酸化 ･ 還元酵素系に着目L , た ｡ 本酵素系は ､ G SH とカッ プリ ングする ことにより ､

生体内過酸化物を対応す るアル コ ー ル体8= 還元 し ､ また ､ そこで 生じたG SS G は還

元系により ､ G S耶こ道元されるT 2 ) ｡ S p 淘は本酵素系ならび にGSH 畳に変化を阜える

こ となく ､ S p加の 脂質過酸化耕㈲作用発現には寄与して いない ものと考えられた ｡

C C1 4 投与により ､ 摘性代謝物の生成にともなっ てP
- 4 50 畳が低下することが知ら

れて い る7 3 ) が ､ こ のP - 4 50 の 減少杜S p想投与によ っ て回復することはなか っ た ｡

また､ 正常ラッ トにお いて 屯S p 潮の作用が見られたことから ､ 軸詔はト45 0 による

C C1 4 の清性代謝物の生成を抑制して い るもの で はない と推察された ｡ H s で認めら

れたと同様にS p潮で最も抑制作用が強く ､ 騰貴過酸化物の愛執はポリアミ ンの 中

で もS 押 の愛執と良く対応して い ることが明らかとなっ た ｡ 以上の 結果をまとめ

て考察すると ､ S p E[ の量的な面が最も重要と考えられ ､ i n vi v o で見られたS 押 の

騰貴過酸化抑制作用は ､ i n vit r o の系で示されて い る､ リン脂貿との 相互作用に

よるリ ン騰貴の保護作用丁匂〉 ､ 為るい 旺､ 最近報告された0富浦表作用7 4 ) による

可能性が推察され た ｡

い くつかの合成CP がH s 騰貴過酸化反応を阻嘗するととから 7 5 ) ､ こ の阻害機構

につ い て検討した ｡ Fi g . 1
- 6 に示したCP 頼の中で も ､ 2 ;3 , 3 , 3

- CP は0 . 1 血班滞加時で

約7 0 % の 阻害と ､ 最も強い 作用を示した ｡ その 効果は ､ 反応時間によっ て変化す

る事はなく ､ ラジカル ス カベ ンジャ ー としての作用によるもの で はな い と考えら

れた ｡ また騰貴に対する作用は ､ S p n に見られた様な完全な競合作用を示さず ､

か つ 鉄イオ ンの存在化でその 阻害作用が低下する ことか ら ､ 2 ､ 3 ､ 3 ､ 3 - C P の脂質過

酸化阻害作用は ､ 鉄イオンとのキ レ ー ト作用と宜s の リン騰貴へ の相互作用による
＼
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もの で ある ことが明ら かとなっ た ｡

鮎 で の 鮎D PH
一 誘起脂紫過酸化反応が ､ P B P

-

45 0 ､ H C P
一 朗8 1 および弼C P

一

朗8 2 の

抗体により明ら かに阻害され ､ B ai r d a)報告しf= P
- 45 は 本反応に関与しな い と h

'

う親5 . , は否定された ｡ PB 宮s のW AD PH
一 頭起脂質過酸化反応はFP 2 の 抗体を添加す

る ことにより阻害され たが ､ その 時さ らにP B P
- 4 50 の抗体を添加して も変化披露

められず ､ この反応にお い て はF p 2 ヰ P
- 45 0 の 電子伝達系が極めて 重要であるこ と

が推察され た ｡

再構成系を用い る ことにより ､ P
- 4 5O アイ ソザイム 間で の比較を含めた検討が

可能にな っ た ｡ CHP
一 頭起勝貿過酸化反応で報告され て いると岡聴に

4 9 '
､ N息DP H

一

頭起腸貿過酸化反応に患い て も､ P
1 450 は他の ヘ ム 化合物と拙戦しその 反応の特

異性が明らかとなり ､ その特異性はヘ ム蛮白と して の枚髄による ことが示きれた .

用い たP 叫5 0 アイ ソザイム により ､ NA DPH
- ならびにCHP

一

誘起脂質過酸化の 反応

性は異なり ､ 舶D PH
- の系で は耶 P44 8 1 ､ P B P

- 45 0 ､ H C P
一 朗8 2 の順に反応性が高

く ､ CJP の系で は 弧 P 瑚 8 2 ､ PB P
- 45 0 ､ 雑C P , 舶8 1 の 膿で あ っ た ｡ 両反応糸の遅

い は､ 舶D PH
一

頭起騰貴過酸化反応は ､ その 開始段階と連銀段階の 2 つ の段階共に

含む系で あり
6 2 )

､ C 肝
一 誘起脂質過酸化反応の場合は連鎖段階の系

4 9 ' で ある ｡ こ

れらの ことから ､ 2 つ の 段階 へ のP
- 45 0 アイ ソザイ ムの 関与が異なっ て いる こと

が考えられた ｡ 鮎D PH
一 誘起脂質過酸化反応の系に ､ 反応の開始段階に関与すると

考えられ て い る6 2 ,ÅD P
- F e 3 ･ を添加する ことに よる醜果は ､ CH P

一

誘起滑車過酸化

に対する反応性が高い 耶 P
一 朗8 2 で著しく､ 約3倍の措性上昇と1 . 9 倍の酸素消費

量の噛加が見られ[= の に対し､ 粥C P
- 4 48 1 で は添加効果は小さか っ た . 反応の 開

始期の 要求性が こ の種に異なり ､ その反応が ､ ス
ー パ ー オキサイ ドデイ ス ム タ -

ゼ ､ C O による阻害がH C P
- 44 8 1 で強く認められ ､ 0盲 の 生成畳も多か っ た ｡ 以上

の こ とか らP - 45 0 は､ 騰貴過酸化反応の重要な因子の 1 つ である ことが わか っ た ｡

その関与につ い てはP
1 45 0 アイ ソザイム 間で異な っ て い た｡ すな わち､ H CP

- 44 8 1

は騰貴過酸化反応の 開始段階で ある､ 酸素の措性化を含む横作により反応に関与

することが示され ､ またH C P44 8 2 で は ､ C 肝をはじめ とした過酸化物により連鎖

的に反応を引き起こすこと により関与することが示された ｡

- 4 8 -



輿 望 鰯 チ ト タ 芯コ - ム P
- 一生 5 0 と

N A 工) P H - チ 恥 タ 甘コ - ふ こ=

く P
- 一亀 岳 0 ) 過 元 酵 素

拭s の薬物代謝酵素系の末端酵素で為るP
- 鵬0 は ､ 鮎D 閃 か らの電子を主にF p 2 を

経て受け取り ､ 薬物の 代謝を行っ て い る8 ) ｡ P - 舶0 には多数の アイ ソザイ ムが存

在 し ､ 各アイ ソザイム盈は種々 の 誘導翻により特異的に大きく愛執する
7 8 )

｡ ま

た恥 でのF p 2 とト45 0 の畳的関係は ､ をの分子比は1 : 1O - 25 とP
- 45 0 がF p 2 に比べ か

なり多い ことも知られて い る2 5 ) ｡ 闇郎七とL u き8 ) は ､ 精製t J た2 種のP
- 鵬0 を食む再

構成系におい て3 ,亀
- ベ ン ツ ビレンの水酸化を行っ た場合､ P

- 4 50 がF p 2 を競合する

ことを報告した ｡ K a 弧t ak i ら
T 7 ) は ､ ベ ンズ フ ユ タミ ン ( DP h et ) 封

一

腹メチル化反

応につ い て再構成系で詳細に検討した結果､ 甜s ではP
- 鵬0 よりもむしろF p 2 が律速

酵素にな っ て い ると推論した ｡
一 方竣i 好a ら3 1 ) は ､ 精製したP - 45 0 やF p 之を封8 に再

結合させ たラ ッ ト肝H s を用い ､ B Ph 紙 阿
一 腹メチル化反応は､ 用いる班S によりをめ

律逮酵素は異なる可能性があるこ と ､ ま た再構成系で の結果か ら ､ ト舶 陀 F p e は

互 い に1 : 1 で作用し電子伝達を行 っ てい るこ とア8 ･ 7 9 ) を報告してい る ｡

この様に讃s で の代謝反応で の律逮酵素がP
- 45 0 アイソザイム の量的都合 ､ さら

に 那 p 2 とP
- 45 0ぬ分子比や ､ P - 4 50 の還元能力が愛執する革により変化するもの

と考えられる ｡ そこで本編で はP
-

45 0 とF p 2 の 相互作用 に着目した｡

アニリ ン(AW) はP
-

45 0 との 問で典型的なI I 型の基薦差ス ペ ク トルを示し ､ さ ら

にP - 4 50 還元速度を低下させ ることが知られて い る
8
ア
)
｡ またH s でのA神水酸化措性

は ､ エ チルイソ シ アニ ド8 1 ) ､ アセ トン8 2 ･ e 3 ) ､ 2 ､ 2
'

- ビビリジ ン8 4 ) ､ メチラボ

ン8 5 ) や シ アナイ ド8 6 ) の 様な物貿を添加するこ とに依り上昇する ｡ しか しなが ら ､

その効果は用い る動物や ､ 誘導耕の投与により異なり ､ Ⅰ脱 i とS at o
8 丁) は エ チル

イソ シ アニ ド添加によっ て も､ ウサギ肝封s の清性の上昇は改められないこ とを示

して い る ｡ A nd e r が 3 ) はアセ トアニ T) ド水酸化措性の アセ トン添加による上昇が ､

P B 前処理ラ ッ ト肝N s で はその作用が敢められ るの に射し ､ NC前処理ラ ッ ト肝鮎で

は認められずむ.しろ阻審作用が経めちれる ことを報告t , た ｡ これらの ことから､

-

4 9
-



㍗- 45 0 アイソザイ ム閣で ア セ トン に対する作用が異なることが考えられ ､ ぞの 差

異につ い て ､ P 一 紙0 とF p 2 との閤の作周を中心 に再構成系を伺い て検討した ｡

ラッ トの 薬物代謝能には著t , い性差が為る ことが知られており 2 8 ) ､ ぞれは敵

中の ト450 豊でみられる性差では説明不可能であるe B ､ 8 9 ) ｡ 現在まで ､ P - 45 0 と燕

物の親和性や薬物添加時のP
- 舶0 還元速度の増加の 雌雄問で の性差が燕物代謝滴

性の 性差を説明し得るとい う報告9 8 ) もある ｡ 最近 ､ 肝封s 申に壮健差発現に寄尊

するP
- 45 0 種が存在する可能性が考えられ ､ それらの分般 ･ 精製が行われた結果 ､

雌雄各々 に特有な P - 45 0 の存在が明らか にな っ た2 ? ) ｡ しか しなが ら ､ をれ らの

P - 4 50 種の みでは薬物代謝活性で 見られる性差の全てを就明しえる 屯の で はない ｡

E雑 封- 脱メチル化活性に着目した時､ EH添加により促進されるP - 4 50 遺元速度に

みられる性差と極めて よく対応する こと9 B ) ､ さらに雄s で はF p 2 が律逮酵素とな っ

て いる可能性も考えられる こと から 3 1 ･ 7 丁) ､ 基質依存の ト4 50 還元速度でみ られ

る性差が ､ P - 450 の基紫蘇合能力によるの か ､ またはP
- 鵬0 のFp 2 に対する親和性

に対する違いによる もの か を ､ 精製 したF p 空を雌雄肝Hs 腰申に再結合させ た時の

P - 4 50 道元速度､ およぴE雑 封一

腰メチ ル化活性の変動を中心 に比較検討した ｡ さら

に ､ 精製したF p 2 をH s に再結合した場合に見られ る種々 の 代謝晴性の上昇は ､ 用

い る基質により異なり ､ F p 2 の要求性が岡∵ で はない こと から 9 1 ) ､ 鮎 に存在する

P - 4 50 がF p 2 に対する親和性が同
一

で はない可能性が考えられ た ｡ そこで 引き続

き ､ F p 2 をリガ ン ドと したアフ ィ ニ チイ カラム クロマ .トグラ フ イ
- を雌雄ラッ ト

肝H s を酵素源として用い ､ F p 2 に対する親和性の異なるト45 0 の 分散を試み た ｡

- 50
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頚拓 乱 費 ア ニ リ ニ/ 水 面鞄簸ぜ臨 虎 応 の ア 璃芝 恥 ニ/

締 灘紺 勅 願

監実験方法ヨ

1 ｡ 実験動物

SD 系雄性ラッ ト(体重且00 - 12O g) を伺 い た｡ 抑 ま25 槻 此g の用塵で8 日間腹腔内

投与し､ P 酌ま0 ｡ 1 % 水溶液として3 日間由由に飲ませ た ｡

2 . チ トクロ ー ム P
- 45 0 の精製

P - 4 50 は ､ 王Ebai とS a t o の方法を改変したⅩa 恥 t a ki らの方法T 7 ) により緒紫した

( ト3 の PB P - 45 0 に対応するもので ある) ｡ P 一 朗8 は ､ 斑a s hi 那 加 とIzna i の方法9 2 ) 杏

改変して 精製した( ト3 の 批 P 朗8 2 に対応するもの で為る) ｡

3 . 再構成系にお けるア ニ リン水酸化括性の測定

女鹿 0 .5 泡1 申に ､ P - 4 50 またはP - 44 8
､
F p 2 ､ 15 〟g の ジラウロ イル レ3 -

フォ ス

フ ァチジル コ リン(DL 陀) ､ 2 劫放免肘､ NA DP H 一 生成系(0 . 3 紬潮 舶DP ､ 8 凋拭 グルコ ー ス

ー6 - リ ン酸 ､ 0 . 1 u n it グル コ ー ス
-

6 - リン酸脱水発酵索およぴ紬H 粥gC1 2 ､ 舶D PH
■

-

普. 8 .) およぴ1 0O 劫封 k p i( pH 7 . 25) を食む再構成系により ､ 3 7
o

C で15 分間反応を行

つ た ｡ 且N 水酸化滴性はI 弧 i らの 方法9 3 ) により ､ 精製したp - アミ ノ フ ェ ノ ー ル を

定量した ｡ C 肝依存の反応系で はF p 2 を含まず､ 対A DPH -

g . s . の か わりに1 . 5 E[H の

CHP を用いて潮定
･

した ｡

4 . その他

過酸化水素の生成は ､ Hil d e h r a ndt らの方法9 1 ) により潮定した｡ 鮎D PH による

P 一

時0 の還元はCO 存在下､ 嫌気的条件下にてDi e h l らの方法9 5 ) により軸足した ｡

【実験結果】

鞍s で のA対水酸化滴性の アセ トン添加による上昇が ､ HC 前処理すること により瀬

失する
･

こと 9 8 ) ､ H s や再構成系の結果より数種のP -

450 がAN 水酸化能を有して い る

ことが明らか にな っ て い る ことか ら8 8 ･ 9 7 ･ 9 e ' ､ ア セトンの添加効果がP - 4 50 アイ

ー5 ト



ソサイム により異なるこ とが考えられ た ｡ F ig . 2
- は P 一

紙O ま 創まP 一

朗8 を食む盈N

水酸化反応の 再構成系に ､ 1如まで の アセ トンを棒如した時の精髄の変化を示した ｡

丙酵素の アセ トンの作用は異なり ､ P
- 4 5O の場合には アセ トン棒加により滴性は

上昇し､ 0 .5 封アセ ト ン添加時に最も高い措健を示 した ｡
一 方 ､ P - 44 8 の場合には

p - 4 50 でみられたアセ トン添加による括性の上昇は ､ 用い た全て の洩度で露めら

れず､ む しろ活性は低下 した ｡ 同様の結果が2 ,2
'

- ビ ビリジ ンを用 い た場合にも

認められた ( D at a n o t s h o w n) ｡ A nd e r s とG a nt e r 9 9 ) はアセ トンの効果は清性酵

素の生成または基貴 へ の酸素の導入が嘩進されて い ること によるもの であると考

察して い る ｡ P
- 4 50 の酸化 ･ 還元 を介さないCHP 依存性の反応の 場愈に は ､ P - 450

にお い て もア セ トンや2 , 2
'

- ビビリジン添加による滴性の 上昇はみられな か っ た

( F ig . 2
- 2) ｡ T ab l e 2 - 1 にP - 45 0 とP 一 朗8 の道元速度の アセ トン添加効果を示

した ｡ ト4 50 の還元速度は ､ A N を添加する ことにより低下するが こ の低下はアセ

トンを加える ことにより消失した ｡ P
一 朗8 の場合にはAW ならび にアセ トン添加に

より ､
その還元速度は何ら変化を示さなか っ た ｡

酸素化型還元型ト4 50 の自動酸化 により生成されると考えられ てい る過酸化水

素がA対またはア セ ト ン添加により変動 し､
.

その酸素化型複合体の安定性が影響さ

れるや否やを検討した ( T ab l e 2
- 2 ) ｡ P

- 4 50 による過酸化水素の生成は アセ トン

添加により増大したが ､ 代謝物であるp - アミ ノ フ′ユ ノ ー ル と生成した過酸化水素

との比 はアセ トンの有無により変化しなか っ た ｡ W e r ri n g l o e r とR a 甘a n O 川 8 ) によ

れば､ F p 2 のP - 45 O還元能力はF 耶こよ っ て変化し ､ p H が低くなるに従い その 能力は

低下する ｡ F ig . 2
-

3 にP -

45 0 による且打水酸化反応に対するアセ トンの効果の p 削こ､よ

る変動を示した ｡ A N水酸化括性はpH カ言上が るに伴っ て 上昇したが ､ アセ トン津加

効果は逆に減少した ｡

- 52 -
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【実験方法】

1 . 動物

S D系雌雄ラッ ト(･10 過令) を用い た ｡

2 . F p 2 のH s へ の再結合

ト ト3 に紀したF p 2 を用い た ｡ F p 2 のX s へ の再結合はFi g .2
一 郎こ示す 配 恥 とC h o の

方法1 8 1 ) により行っ た ｡

3 . 脱メ チル化活性の 湘定

0 . 細1 申に約0 . 5 Elg の 鮎 ､ 1 00JDH N a ･ K p i( p H7 . 4) ､ 0 . 1 n H EDT A ､ 5 渦潮 EH ､ NA DP H
-

g . a . を含む反応液を用い3 r C で20 分間反応を行っ た ｡ 過酸化水素依存の 反応の場

合はNA D 円トg . s . の か わり に5 d 過酸化水素壷用い ､ 反嘩開始前に3 分間 ､ 3 7
o

C 下で

放置後3 分間反応を行 っ た ｡ N 一 脱メチル化浦性は生成するH C HO を対a sh の方法によ

り測定した ｡

【実験結果】

雌雄ラッ ト肝鮎 のN ADP H
-

または過酸化水素依存EH 封一 脱メ チル化油性を比較し

た ( T abl e 2 丁3 ) ｡ NA DPH を用い た場合には雄で雌に比べ 釣4 倍高い活性が認め ら

れたが ､ 過酸化水素を用い た吻合に は性差は緩められな か っ た ｡ この 結果は ､

EH 村一 脱メチル化活性に見られる性差旺 ､ 少なくと も雌雄間で のP - 4 50 畳の遠い に

よるもの で はなく ､ N A DP 肋 ヽらP - 45 0 へ の電子伝達能力の差異によるもの と考えら

れた ｡ この ことか ら､ 雌におい てはF p 2 が全体の反応系を遺 して の律逮酵素とな

つ て いることが考えられ た ｡ 次に雄ラッ ト肝H s から精製したF p 2 を h に再結合さ

せF p 2 量が増加した時に性差が どの様に変化するかを調べ た ｡ H 如こ再結合した

F p 2 を ､ その チトクロ ー ム C 道元活性で調べ たのがF i g .2
-

5 である ｡ 固か らも明ら

かなように ､ 雌雄肝H s 共に添加したF p 2 畳に依存した括性の上昇が艶められ ､ 再

- 5 8 -
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a d d . p u r i f i e d r e d u c t a s e
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o
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I
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i M p h o s p h a t e ( p H 7 o 4 )

l
R e c e n t r i f u g e a t 1 0 5 , 0 0 0 x g f o r

3 0 m 土n

)
R e s u s p e n d i n O ｡ 1 ” p h o s p h a t e

( p H 7 . 4 )

F i g . 2 - 4 F o r t i f i c a t i o n o f N A D P H -

c y t o c h r o m e c (.P
- 4 5 0 ) r e d u c t 畠s e

i n t o m i c r o s o m e s
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T a b l e 2 - 3 N A D P fI -
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- d e p e n d e n t

e t b y l rn o r p h i n e N
- d e m e t h y l a t i o n a c t i v i t i e s i n m a l e a n d

f e rn a l e r a t l i v e r m i c r o s o m e s .

M i c r o s o 7 n e S N A D P H - d e p e n d e n t h y d r o g e n p e r o x i d e
-

d e p e n d e n t

M a l e l 1 ･ 3 5 土 O 1 8 3 ( 4 ) 2 9 ･ 8 0 土 2 ･ 5 0 ( 3 )

F e m a l e 2 . 9 2 ＋ 0 . 2 8 ★ ( 4 ) 3 4 . 9 9 ＋ 4 . 6 9 ( 3)

R e s u l t s a r e e x p r e s s e d a s n T n O l e p r o d u c t f o r m e d p e r m i n p e r m g o f p r o t e i n

i n t h e f o r m o f rn e a n ＋ S I E ･
l

･ ヒh e n u m b e r o f d e t e r m i n a t i o n s i s g i v e n i n

p a r e n t h e s e s ･ エn c u b a t i o n m i x t u r e f o r h y d r o g e n p e r o x i d e
-

s u p p' o r t e d ” - d e m e -

ヒh y L a ヒi o n w a s a s d e s c r i b e d i n M A T E R I A L S A N D 凹 E T H O D S e x c e p t t h a t 5 m 凹

h y d r o g e n p e r o x i d e w a s u s e d i n p ･1 a c e o f N A D P 臼 -

g e n e r a t i n g s y s t e m ･
P r e -

i n c u b a ヒi o n w a s c o n d u c t e d f o r 3 m i n b e f o r e t h e a d d i t i o n o f h y d r o g e n p e r
-

o x i d e t o s t a r t t h e r e a c t i o n .

*

p < o . o o 1
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R e d u c t a s e a d d e d ( u n iV m g)

F i g ･ 2
- 5 F o r t i f i c a t i o n o f ･

m i c r o s o m e s w i t h p u r i f i e d

N A D P H -

c y t o c h r o r n e c ( P
- 4 5 0) r e d u c t a s e

M i c r o s o m e s w e r e s e p a r a t e d a n d p l a c e d i n

E a c h f l a s k w a s i n c u b a t e d a t 3 0
o
C f o r 2 0

a d d i t i o n o f v a r i o u s a m o u n t s o f p u r i f i e d

s p e c i f i e d i n t h e f i g u r e i n t h e p r e s e n c e

t h r e e f l a s k s .

m i n a f t e r

r e d u c t a s e

o f 0 . i ” N a
,

K -

p h o s p h a t e ( p H 7 . 4 ) . M i c r o s o m e s w a s i n c u b a t e d w i t h

c o r r e s p o n d i n g a m o u n t s o f b u f f e r a s c o n t r o l ｡ C o n t r o l

a c t i v i t i e s
-
o f N A D P H -

c y t o c h r o m e c ( P
- 4 5 0) r e d u c t a s e

o f m a l e ･

.

●

( o ) a n d f e m a l e ( ㊨) r a t l i v e r m i c r o s o m e s
w e r e O ･ 1 2 8 a n d 0

.
1 1 6 u n i t / m g , r e s p e c t i v e l y .
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結合の効率に性差は見られなか っ た ｡ F p 2 を再結禽させ たH s で の 機 材
一 腹メ チル化

浦性の雌雄間での 愛執を ､ 各々 の細島のF p 2 の晴性と甜 W
-

脱メ チル他油性に対する

両逆数プロ ッ トをとり比戟 した ( F ig . 2
- 6) ｡ F p 2 を鮎 に再結合させるこ とにより ､

雌雄共に滴性の上昇がみられ たが ､ その上昇の朝食は雌雄間で異なり､､ 雌の方が

大きく性差は減少した ｡ V n 柑 × で 比較した時 ､ 雄で6 . 25 ､ 雌で5 . 71 n ヵ0 王e / 淋g/ 葡i n と

ほとんど性差は摘発して い た ｡ ま たF p 仝に対する監D 億は雄で0 . O 65 ､ 雌で0 .5 u nit

/ 叫で あっ た｡ Gig o n ら
9 D ) は､ EH y - 脱メチ ル化滴性 の性差披 ､ EH 樺加によ っ て上

昇す るP - 4 50 還元速度でみられる性差と良く対応することを報告して い るこ とか

ら ､ F p 2 を再結合した鮎 のP
- 舶0 道元速度の変動を比較 した ( T abl e 2 - 4 ) ｡ E恕非

存在下におけるP
-

4 50 還元速度は ､ F p 2 を再結合させる ことにより､ 雌雄とも杜ぽ

同等の約1 .4 借上昇した ｡
一 方E H存在化におけるP - 45 0 還元速度は ､ 無地理H s で

は雄の方が雌の約2 倍程高く ､ E W 依存のP
- 45 0 の還元で は約3 . 3 倍の性差が見られ ､

これはT abl e 2 - 3 で示 した活性の性差によ.く対応し て い た ｡ F p 2 を再結合させるこ

■
とによる道元速度の上昇はEH 存在化で も認められ たが ､ こ の喝合には上昇の程度

には雌雄差が見られ ､ 雌で より上昇の程度が大きか っ た ｡ E H依存の ト45 0 避元速

度に見られ る性差は ､ 結果として3 . 5 倍から約1 . 4 倍と小さくなることが示された ｡

以上F p 2 を 附こ再結合させ るこ と により ､ 印 材一 成メチル化晴性の性差ぱかりで な

くト45 0 還元速度の性差も小さくなることが判 っ た ｡

- 62 -
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c yt o c h r o m e c( P
･4 5 0) r e d u c l a s e ( u n it/ m g)

F i g ｡ 2 - 6 D o u b l e r e c i p r o c a l p 1
･o t s o f 白t h y l m o r p h i n e

●

N
- d e rn e t h y l a t i o n a c t i v i t y a g a i n s t N A D P tI

-

c y t o c h r o m e

c ( P
- 4 5 0 ) r e d u c t a s e a c t i v i t y .

L i v e r m i c r o s o m e s w e r e s e p a r a t e d a n d p l a c e d i n f o u r
f l a s k s a n d ` o t h e r e x p e r i m e n t a l d e t a i l s a r e ､ a s

d e s c r i b e d i n F i g . 2 - 5 . E t h y l m o r p h i n e N
- d e m e t y l a t i o n

a c t i v i t i e s w e r e
T
e a S u r e d u s i n g m a l e ( ○ ) a n d f e m a l e

( @ ) r a t l i v e r m l C r O S O m e S f o r t i f i e d w i t h v a r i o u s
a m o u n t s o f r e d u c t a s e .

-
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T a b l e 2
- 4 E f f e c t s o f t h e a d d i t i o n o f N A D P H -

c y t o c h r o m e

c ( p - 4 5 0 ) r e d u c t a s e o n c y t o c h r o m e I
' -

4 5 0 r e d u c ヒi o n

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

R e d u c t a s e C v t o c h r o m e P - 4 5 0 r e d u c t i o n

H i c r o s o m e s S e 〉t

( u n i ヒ/ m g )
P r e s e n c e o f

C o n t r o l e ヒh y l m o r p h i n e D i f f e r e n c e

エn t a く: ヒ M a l e 0 . 2 2 9

F e r n a l e O . 1 4 7

凹a l e / F e m a l e

F o r t i f i e d M a l e

F e m a l e

M a l e / F e m a l e

( n m o l e c y t . P
- 4 5 0 r e d u c e d / Jn i n / m g )

1 7 . 5 0 3 6 , 8 3 1 9 . 3 3

1 1 . 8 3 1 7 . 4 4 5 . 6 1

3 . 4 5

i . 2 8 7 2 4 . 9 5 4 3 . 6 6 1 8 . 7 1

1 . 0 5 5 1 7 . S 8 3 0 , 8 2 1 3 . 2 4

1 . 4 1
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頚写こ3 車 N . 嵐 Ⅱ) 正平 瓦濠 - 単 打 タ 芯詔 - ム くニ

く :臣> - J 亀 蓋5 0 ) 適 元 酵 素 之ニ

瀦粗帝和
一

性 の 輿 恕 る チ 恥 タ 芯コ - ム

P -
･ i塾 5 0 の 分 離 ｡ 都 府

･

糟 聾縫

【菓敵方法】

1 . チトクロ - ムP - 4 50 の分敵 ･ 細分精製

F p 2 をリガ ン ドと したS 叩h a r o s ¢ 鯛 の調製は ､ C u at r e c a s a 8 の方法1 的
) により待

っ た ｡ F p 2 と親和性の 異なるP
- 45 0 の精製の方洩をF ig .2 - 7 に ､ 用いる横筋液を

号ab l e 2 - 5 に示した ｡

2 . 代謝活性の測定

反応液(0 . 5 E[1) は ､ 6 細H 監p i(p ?7 . 2 5) ､ 0 . 0 5 n 耶 1 e P
- 45 0 ､ 0 . 2 5 m E[01 e F p 2 ､ 25

i l l DLP C ､ 25 p g デオキシ コ ー ル酸 ､ O .1 E5抵 E D晋且､ 基貿 ､ 舶DP H -

g . 8 . から成り用

い た基貿溝度は ､ ビフ ェ ニ ルの2 . 5zn讃を除い て1 瀞封とした｡ 反応は3 r C で2 0 分待っ

た｡ ?
-

エ トキシ タマ T) ン(7
- EC)0 一 腹エ チル化清聴は舶t i o の方按1 8 4 ) により行っ

た ｡ ビフ ェ ニ ル の2 位およぴ4 位の 凍酸化精髄はJ oh n 8 O n らの 方津1 的 , により行ら

た ｡ F p 2 の 洩度は4 56 m 劫における分子吸光係数21 . 細親
- 1
c x r
l 柑 6 ) を用い瀕定した ｡

3 . S OS - ポリアクリル アミ ドゲル電気泳執

ゲル浅慮は7 . 5 % もしくは1 O % とし､ S OS
- ポリアクリルアミ ドゲル電気泳動

(s os
-

PA GE) は ､ L a e 劫劫1 i の 方法 川
7 ) により行っ た ｡ 者白はクマ シ ー プ'T) リア ント

ブル ー にて典色し､ 5 50 n 並の吸光度をスキ ャ ン ニ ングした ｡

【集散結果】

F ig .2
- 7 ､ T ab l e 2

- 5 に示した方法により ､ 雌雄肝H s を用いてF p 之に対する親和

性の異なるト45 0 の分散 ･ 部分精製を試みた ｡

コ ー ル酸による可溶化ならびに h)
-

a 力i n o o ct y トS 印 h a r o s e 4 B カラム へ の a p p ly は

Ⅰ阻 i とS a t o の方法
1 2 , により行 っ た ｡ R a 阻 t a ki らの方法1 8 8 , により ､ イオン強度

を10 d として洗浄後､ P - 4 50 を0 . 08 % E
- 913 ならび に0 . 2 % E - 913 により2 つ の両分

- 由一 .



R a t l i v e r m i c r o s o m e S

( s D s 七∫ a土 n )

c h o l a ヒe e x t r a c t i o n

4 B c o l t m

0 . 0 8 % E m u l g e n 9 1 3

e l u t e d f r a c 七土o n

( I
- f r a c t i o n )

l
E

W a s h e d

f r a c t i o n

( I
-

a )

A

8

N A D P ll - C y t o c h r o m e 望
S e p b a r o s e

〟 +

E

｢ F
E l u t e d

f r a c t i o n

( I
- b )

0 . 2 0 ! E m u l g e n 9 1 3

e l u t e d f r a c 七エo n

( = I
- f r a c t i o n )

D ､

( P
- 4 5 0 ) r e d u c t a s e

4 8 C O l u Ⅳ一

l
E

W a s h e d

l
F

E l u t e d

f r a c t i o n モr a (コセまo n

( 工ト a ) ( エト b )

★ E m u l g e n 9 1 3 w a s r e m o
v e d b y h y d r o x y l a p a t i t e c o l u m

c h r o m a t o g r a p h y

F i g ･ 2
- 7 S e p a r a t i o n a n d p u r i f i c a t i o n p r o f i l e .

c y t o c h r o m e p
- 4 5 0 h a v i n g a d i f f e r e n t a f f i n i t y

f o r N A D P H -

c y t o c h r o m e c (.p - 4 5 0 ) r e d u c t a s e f r o m

r a t l i v e r m i c r o s o m e s .
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T a b l e 2 - 5 B u f f e r s o l u t i o n s u s e d f o r t h e p u r i f i c a t i o n

o f c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 h a v i n g a d i f f e r e n t a f f i n i t y f o r

N A D P H - c y t o c h r o m e c (
'

P - 4 5 0 ) r e d u c t a s e f r o m m a l e a n d

f e m a l e r a t l i v e r m i c r o s o m e s

B u f f e r P o t a s s i u m G l y c e r o l

p h o s p h a t e

b u f f e r

( pll 7 . 2 5 )

S o d i u ln E m u l g e n D T T E D T A

c h o l a t e 9 1 3

K C l

m M ' p e r c e n t p e r c e n t p e r c e n t m M m l m M

A

a

C

1 0 0

1 0

1 0

1 0 0

1 0

1 0

2 0

2 0

2 0

2 0

2 0

2 0

0 . 6

0 . 6

0
.
5

0 . 4

0
.
0 8

0 . 2 0

0
.
2 0

0 . 2 0

1

1

1

1

1

1

1

1

2 0 0

D T T 言 D i t h i o t h r e i t o 1 , E D T Å; D i J3 0 d i 甘打I e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t a t e
R C 1 : p o t a s 8 i u m c h l o r i d e
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として溶出した ｡ 各画分を王､ I‡ f r a c 七皇o n と した ｡ こ こ で得られ た爾f T a C 七i o m に

はF p 2 活性は認められなか っ た ｡ 両f T a C 息i o n をb uff e T C で適祈後F p 2
- S e ph a r o s e

4 B カラ ム にa ppユy するこ とにより ､ 各々 のf r a c ti o n が さらに ､ カラム に束吸着の

a f r a c t i o n と20 0 mさ眠Cl により溶出されるb f T a Ct i o n に分散されることが判っ た｡

F ig . 2
- 88こ雄ラッ トのⅠおよぴII f r a c ti 8 n のF p 2

- S 叩 h a r o s e J柑カラム にお狩る溶

出パタ ー ンを示t / た ｡ 両f r a c t io n か らの ト45 0 の回収率は約80 % で あ っ た ｡ ト a

f r a c t i o n はトb f r a c t i o n に比べ 多量回収されたが ､ Ⅰトf r a c ti o n で は ､ ヱトa およ

ぴ Ⅰトb f r a ct i o n の 回収率は陳ぽ同じであっ た ｡ また雄ラッ トの ト a ､ I ト a

f r a c t i o n ヘ の 回牧草は雌に比べ 僅かに低く ､ 雄の トb･ f r a ct i o n ヘ の 回収率紋雌の

約2 倍で あっ た｡
一 方 ､ 全て のf r a ct i o n で a f r a ct i 8 n に比べ b f r a ct i o n の方が高

い 比含量を示 して い た(T a bl e 2
-

6) ｡ SDS
- PA BE の結果か ら ､ 雌雄の各f r a ct i o n は

い くつ かの貴白の存在が確寵され たが ､ 各々 のf r a c t i o n で ､ その 分子量は異な っ

ており ､ 雌雄の同じf r a c t i o n で も分子量は同
一

で はなか っ た( Fig . 2
- 9) ｡ 姓の4

種のf r a c t i o n を用い て ､ E 難封一 腹メ チル化措性を指標に ､ P - 4 50 のF p 2 に対する親

和性を比較するため に､ F p 2 の豊と両逆数プロ ッ トを取 りその監El億を深め比較し

たのがF i g .2 - 1O である ｡ こ こ か ら求めたF p 2 に対する見か けのKJP億は ､ トa ､ ト

b ､ Ⅰト a ､ Ⅰトb f r a cti o n で各々 0 ･ 2 08 ､ 0 ･ 0
'
2 4 ､ 0 ･ 2 25

.
, 0 ･ 0 83 J L 放で轟り ､ 明 らか

に a f r a ct i o n に比べ b f r a c t io n の 方が小さい債を示し､ b f r a ct i o n の 方がF p 2

に対する親和性が強い ことが括性を指標にした場合にも示 され た ｡ 7 - E C O 一 腹 エ

チル化汚性を指様にした場合にも ､ 億は異な るもの の ､ トb ､ 王ト･-b f r a ct i o n の方

が トa ､ トb f r a c t i o n に比 べ 小さなK B 億を与えることが判 っ た(F ig . 2
- l l) ｡ その

億は ､ トa ､ トb ､ Ⅰト a ､ I トb f r a c ti D n で各々 0 .6 7 2 ､ 0 . 32 8 ､ 0 . 37 8 ､ 0 . 25 4 jL 放

で あっ た ｡ 雌雄ラ ッ トか ら各々 得られ た4 種のf r a c t i o n の薬物代謝清性をT a bl e

2 - 7 で比較した ｡ 雄ラッ トの場合 ､ ト b f r a ct i o n でE# ､ コ デイ ン ､ BPh e t 耕一 脱メ

チル化活性､ ビフ ェ ニ ル4 位の水軟化括性が他のf r a c ti o n に比べ 高い活性を示し

た｡ 雌ラッ トの場合は雄の場合とこ となり ､ ト a f r a c t io n で 野h et ､ コ デイ ン好
一

脱メチル化活性で高い 括性を示した ｡ こ こで部分精製した並の トb ならび に王I - ら

f r a ct i o n の 触媒するE村 村- 脱メチル化措性は ､ 対応する雌のf r a c ti o n に比 べ2 - 3

倍高い括性を示 した ｡ 一 方 I ト a f r ac t i o n で は雌の 方が雄に比べ 約5 倍ほ ど高い

E H 打-

脱メ チル化括性を示した ｡

- 6 8 -
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T a b l e 2 - 6 P u r i f i c a t i o n o f c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 h a v i n g

d i f f e r e n t a f f i n i t i e s a g a i n s t N A D P H
-

c y t o c h r o m e

p - 4 5 0 r e d u c t a s e f r o m r a t l i v e r m i c r o s o m e s

M a)e

T o tal S p e cill C

P r o t ei n c o n te n t c o n t e n t R e c o v e r y

( m g) ( n m ol e s) ( n m ol e/ m g) ( % )

M ic r o s o m e s 12 39 .8 12 8 5 .7 1 . 04 10 0 ･O

S olu bili 之e d

oi:L
u

e

y

P

;
a

e

h%
n

i
a

n

.

I

:

a

:: B .

I

.
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節 一亀 車 萄 察

息W やアセ トアニ リ ドの代謝は ､ アセ トンを初めとするいく つ かの化合物により

括性他され
8 8 - 8 8 )

､ か つ 用いる謝s によりその作用は異なる 8 馴 と報告されてい る ｡

肝H s か ら精製した2磯のP
-

450 を伺い ､ P
-

4 5O アイ ソザイム によ っ て見附水酸他反

応に対するアセ トンの作用が異なることを明らかと した ｡ 近年フ ラボノイ ドの ベ

ンゾピ レン水酸化反応に対する精髄碓ならびに阻膏作用につ い ては ､ P - 45 0 アイ

ソザイ ム により異なり ､ また滴性化を示す喝合にはP - 舶0 のF p 2 に対するR E[億が小

さくな る革が報告されて い るこ とか ら1 8 9 ･ 1 1 9 ) ､ その作用磯作として ､ F p 2 を介

する電子伝達系に対する作用に着目した ｡ ト4 50 で示され たアセ トンによる活性

化作用は ､ F p 2 を介さな い 反応系で は認められな か っ た ｡ P - 45 0還元速度が促進さ

れることが明らか となり ､ その場合にも ､ 酸素化型P
-

450 複合体の安定性は変化

せず､ P - 4 50 の道元が促進され てい る系で はアセ トンの作用が帝まることか ら ､

こ の場合にはアセ トンがⅠ
L
45 0 に作用することにより ､ P - 45 0 のF p 2 に対する相互

作用に変化を起こず ことによりF p 2 か らの 電子伝達能力を高めたためと考えられ

た ｡

ラ ッ ト肝H s 薬物代謝活性で 見られる性養は ､ P - 4 5 0 畳やF p 2 で見られる性差e 8 ･

8 9 )
で は説明が不充分であり ､ 一 方その性差は基質添加により促進されるP - 4 50 の

道元能力の差によるという報告もある9 B ) ｡ また報告されて いる雌雄ラッ ト固有

の P - 45 0 で もE H 封一 版メチル化渚性には性差は経め られず､ 本汚性の性差を就明

し得ない 9 1 ) ｡ 本編で 明らか にな っ た襟に､ EH 対一 腹メチル 化滴牲は ､ 舶D Ph 一 俵存

の反応で は顕著に見られ る性差が ､ F p 2 と分子状酸素壷必要と しない反応糸で は

認められず ､ この ことはE 郎= 対する結合能の差異によるもの ではなく､ N AD PH カl

らF p 2 を経てP - 450 に電子伝達を行う能力の差によるもの と考えた ｡ 実際､ E封 W 一

腹メチル化活性やE H依存の ト45 0 適元適度の上昇にみ られる性差はHs 申のF p 2 畳を

増やすことにより ､ 小さくなる ことが判っ た ｡ ま た求め たF p 2 に対するK 苫催を比

較したとき雄で は 0 .0 65 u nit / 劫g で あり雌で は0 . 5 u ni t/ 叫と大きく異なり ､ か つ

T a bl e 2
-

4 に示した雌雄 鮎 のF p 2 の比滴性は0 .1 5 - 0 . 23 u nit / 甘g であることをあ

わせて考えた場合 ､ 雌H s での 反応はF p 2 が律逮酵素とな っ て い ると考えられ た ｡

以上の こ とから ､ h 中に存在するP - 4 50 で 放 対
一 腹メチ ル化反応に高い活性を有

- 7 5
-



するP
-

4 50 は
､ 雄の場食にはF p 2 に対する親和性の高いP

一 紙0 で為り ､ 雌で は逆 に

F p 2 から効率よく電子伝達を行うことが困難な ､ い わゆるFp 2 に対する親和性が低

い こ とが考えられ た ｡

F p 2
- S e p h a r o s e 4 Bを用い る ことにより ､ 雌雄ラ ッ ト肝拭s のP

一

舶0 は吸着薗分と

束吸着両分に分赦する ことが明らか とな っ た ｡ 雌雄ラッ トか ら各々 得られたトa ､

トb ､ Ⅰト a ､ Ⅰトb f r a c t i o n で のCO 還元型差ス ペ ク トル の吸収極大波長が放で 紘

4 50 .0 ､ 45 1 . 0 ､ 44 9 . 0 ､ 44 9 . 5 n Jn で あり雌で は4 50 .5 ､ 由8 . 5 ､ 舶8 .0 ､ 鵬8 . O n 過と僅

か ずつ で はあるが各f r a ct i o n で 遠いが経められ た ｡ またS DS
- P 舶E により求め た分

子量 ､ 種々 の 代謝活性等にも違い が認め られ ､ 各f r a ct i o n が異な っ たP
一 紙0 凍と

して分離されてい る こ とが判 っ た ｡ こ こでF p 2 に対するアブ イ ニ チイ カラム クロ

マ トグラフ ィ ー を行うことによ っ て得られた商分は ､ その代嘩油性を指壌にF p 2

に対するR E)債を求め た時にも ､ カラム クロ マ トグラム上 で の性質を反映して おり ､

H s 中には F p 2 に対する親和性の異なるP 1 45 0種が存在する革が明らかとな っ た ｡

E 捜好一 脱メチル化油性を雌雄の 各f r a c ti o n で比較すると ､ 雄で は ト b およぴ

II - b f r a c ti o n ､ いわ ゆるF p 2 に対する親和性の 高いP - 45 0 種で高い精髄が緩め ら

れ ､ 雌で は逆にa f r a ct i o n に高 い活性が認められた ｡ さ らにI ト a f r a ct i o n を雌

雄で比較すると ､ 雌の方が雄に比べ 釣5 倍高い浦性を示した ｡ こ のf r a cti o n は ､

F p 之
-

S 叩h a r o s e 4 B の束吸着画分で あり ､ F p 2 に対する親和性が償い ことか ら ､ 先

に示 した F p占を宜s に再結合させ るこ とにより減少す るE斑 N
一 脱メチル化活性に見

られる性差の 変動に ､ 雌雄のⅠトb f r a ct i o n の この遭いが少なくともをの 一 部が

関与して い るものと思われ た ｡

- 7 S
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解 語 潮蒔 カ ニニ ク ー
･で ザ .

? レ の チ ト タ 田 - ム

P - 一亀 農5 0 と N A D P H -

チ ト タ 四 - ム c く P
- 一亀 $ 0 )

遜 元 静 粛 の 欝静車線 ー な ち び を=

懸 れ ち 毅 申 } む と 甘ノ た 磯 義

薬物代謝の種差に つ い て は ､ 古くからi n 甘i v o での薬物投草葉駿を主と した研

究が行われてきた ｡ Q ui n n ら
1 1 1 ' は へ キソパ ル ビタ ー ルの 睡眠時問で みられ る磯

差と ､ その生物学的半減期との 間に簸めて高い 相関関係が為ることを報告し ､ そ

の 代謝速度の種差を示 してい る ｡ またクマリ ン
1 1占' やア ンフ ェ タミ ン1 1 3

'
の場合

には ､ その 代謝経路に種差がある ことが知られて い る ｡ この 様な代謝速度､ 代謝

経路で みられる種差につ いて ､ 197 0 年代以降決裁の薬物代謝酵素で あるP
-

舶0 を

含む拭s の電子伝達系につ い て のi n vi t r o で の研究が中心になり ､ 精製を食めた生

化学的な面か らの鮮柵な研究が行われる 掛こな っ た｡ 現在で 臥 車軸代謝酵素系.

が殆どの 実験動物確聞で畳的 ･ 賓的に異な っ て い るこ とが報告されてい る ｡
一 方 ､

これらの 種差､ 例えばS XF 5 25 A 等の秦物代謝阻害剤に対する作用や
1 = )

､ 薬物代

謝酵素の誘導期であるP B や 附こ対する誘導能が ､ ラッ トやウサギの 問で異なるこ

と等1 . 5 ' ､ 動物種間で この ように葦轟があ る ｡ 以上の ことか ら､ 得られた結果を

動物裡を越えて同等に評価する革は困難で あり ､ か つ それらの結濃か ら ヒトで の

薬効 ･ 考性を予測をすること には ､ 極めて危険性が伴っ て い るのが現状である ｡

動物と ヒ トとの間で正 しい評価を威し得るため に､ 先ず ､ 薬物代謝酵素系の敷物

種間で の明確な遠 い を示すことが重要であろう｡ P
一色5 0 につ い ては1970 年代前半

にその精製が可能 にな っ て以来
1 2 '

､ 助物種間で 比戟検討が可能になり ､ 現在で

はラッ トで系統によるP
-

450 も報告されて い る ｡ ま たヒトの場合で は､ デブ
T) ソ

キ ン ､ ス バル ティ ン ､ メ フ ユ ニ トイ ン等の 代謝が遺伝的因子 により制御されて い

ること ､ また人種差もおる ことが稽沸されて い る
1 1 6 J 1 7 ､ 1 1 B '

｡ しか しなが ら､

実験動物で示され る薬効 ･ 奇怪発現 ･ 活性代謝物の生成等の結果をヒ トに外押す

ることを考えた場合 ､ 現在におい七もその隔たりは大きいと首わぎるを得ない ｡

- 7 7 -



それ砂えにヒ ト以外の 霊長類 におい ての検討はぁ頚な もの であるが ､ 現在まで の

と ころ ､ 本酵素系に対する生化学的アブロ - チは殆どなされて い 如 1 ｡ ぞこで ､

薬物未処理 カニ クイザ ル (潔a c a c a i.r u s ) 肝凹s の薬物代謝酵素系の健紫を明らか

にするため に､ ど- 4 50 とF p 2 の精製を行い ､ さらにその精製襟品あるい はそれ に対

する抗体を用い ､ 数種の 実験敷物を用い て 内在性のP
-

4 50 とF p 2 に つ い て その額差

につ い て検討した ｡

- 7 8 -



顔等 乱 費 琳 物 癖昧 処 理 瀬 ニ タ ･ ･で ザ .
9R / 肝

三ミ タ 電設 ゾ - ム の 争 ト タ 芯コ - ム

P - J 亀 点5 0 の 欝静 観

監実験方法】

1 . 助物

雄性カニクイザル ( 体重3 .4 9 - 亀. 09 紬) を用い た ｡

監実験結果】

P - 450 の精製は先ずFi g . 3 - 1 に示す方法により行 っ た ｡ をの 時用い たb uf f B r を

T ab l e 3
-

1 に示 した ｡ 姐s はⅠ舶i とS a t o の方法
1 2 ) によりコ ー ル酸で可溶化後､

u
-

a n i 瑚O O Ct y トS 叩h a r o s e 4 B カラム にa p p ly した ｡ 如pl y した約70 % の ト4 50 が ､

o . o 8 % E - 913 により溶出された ｡ 溶出蘭分は20 % グT) セリ ンで3 倍に希釈した後 ､

b uf f e r E で平衡化したh y d r o x y l a p a ti t e カラム に吸着させ た後buff e r 耶こて溶出

した ｡ 溶出蘭分はb uff e r I にて透析棲 ､ D E - 52 カラム にa p p l y し ､ btJf f e r 王にて洗

浄することにより立身画を得た｡ こa) 時､ 地合盈は若干低下したが ､ S OS
- P 娼E8=

より検討した時ト4 50 と思われる亜白バ ン ドはよく分離されてい た ｡ この蘭分は

c H - S e ph ad e x C
- 5 0 カラム に& p p ly しb uff e r Lさとて溶出した ｡ ny d r o x y l ap at it e カラ

ムを用いて 界面括性剤で あるE - 9 13 を除去し最終精製篠品とした ｡ その 結束をま

とめ たの がT abl e 3 - 2 である ｡ P - 4 50 の比含量1 .4 n 3 Ol e/ 吋の掩8 から精製を開始し ､

最終精製壌晶として比食堂14 . 9 n 遜O l e/ xlg の ものを得た ｡

次に ､ 前述の方法を改変して複数のP - 45 0 の滞製を試み た｡ その方法なちびに

使用したb uf f e r種をFi g . 3
- 2
､
T a bl e 3 一 別こ示 した ｡ H y d r o x y l a p at it e カラム にて ､

b uff e r の イオ ン強度をか える事によりP
- 4 50 は 4 つ の蘭分に分離され ､ それぞれ

を溶出の順にP
-

45 0 卜 a ､ P
-

45 0 卜 b ､ ト45 0 卜 ｡ ､ ト45 0 卜 d と した ｡ D E
- 52 カラム に

おける挙動は ､ P - 450 卜 a ､ ト4 50 卜 c ､ P - 45 0 l - d 妊b uf f e r 耶こより回収され たの

に射し､ P - 4 50 卜 b はイオ ン強度を10 月叩こあげること により ( b uf f e r i) 溶出され

た ｡ 以 降､ 各P
- 450 共にFi g .3 - 2 に示す様にCH - S 叩h ad e x C

- 50 ､ h y d r o x y l a p a tit e

カラムクロマ トグラフィを行い最終将教額晶と した ｡ P
-

4 50 卜 8 ､ 卜 b はDE
- 5 2 カラ

ム溶出蘭分で単 一 な標品である ことが判明したためにC 針S e p h ad e 託 C
- 5 0 カラム を

-

7 9
-

I



M i c r o s o m e s

S o l u b i l i 21 a t i o n

w i t h

c h o l a ヒe

A)
- A m i n o o c t y I S e p h a r o s e 4 B

H y d r o x y l a p a t i t e (fl A )

F p
l

D E - 5 2

C M - S e p h a d e x

C 5 0

F p
2

C y t ･

.
b
5

H A

.

.

i
P - 4 5 0

F i g . 3 - 1 P u r i f i c a t i o n p l o f i l e o f c y t o c h r o m e P
- 4 5 0

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

話芸 芸芸
D

,芸詫言喜≡三言芸完e
b

き 芯試
s

… e ｡ u c t a s e
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T a b l e 3 - i U s e d b tl f f e r s f o r t h e p u r i f i c a t i o n o f c y t o c h r o rn e

P - 4 5 0 f r o m u n t r e a t e d m o n k e y l i v e r m i c r o s o m e s

B u f f e r P h o s p h a t e E
-

9 1 3
a
C A
)
E D T A

C
D T T
)
p M S F

e

( m M ･) p H ( % ) ( !) ( m 叫 ( m M ) ( m g / m 1)

A

a

C

D

E

F

G

H

ェ

∫

X

L

”

N

0

P

1

1

1

1

1

1

5

0 0

0 0

0 0

3 3

3 5

6 0

9 0

5 0

5

2 5

5 0

0 0

6 0

6 0

0 0

0 0

7 . 2 5

7 . 2 5

7 . 2 5

7 . 2 5

0 . 6

0 . 5

0 . 0 8 0 . 4

0 ｡ 2

7 . 4 0 . 2

7 . 4 0 .
2

7 . 4 0 . 2

7 . 4 0 . 2

7 . 4 0 . 2

7 . 2 5 0 . 2

7
.
2 5 0 . 2

7
.
2 5 0 . 2

･

7 . 2 5 0 . 2

7 . 4 0 . 2

7 . 4

7
.
4

0 . 1

1

1

1

1

1

1

0 . 1

0 . 1

0 . 1

0 . 1

A l l b u f f e r s u s e d h e r e c o n t a i n 2 0 亀 g l y c e r o l .

a ) E m u l g e n 9 1 3 , b ) C h o l i c a c i d ′ c ) E t h y l e n e d i a m 土n e
-

t e t r a a c e t l c a c i d . d) D i t h i o t h r e i t o l . e ) p h e n y l m e t h y ト
s u l f o n y l f l u o r i d e

- 8 ト



T a b l e 3 -

2 P u r i f i c a t i o n o f c y t o c h r o m e p
- 4 5 0 f r o m

u n 七r e a t e d m o n k e y l i v e r m i c r o s o m e s

p r o t e i n T o t a l c o n t e n t
:喜E
e

n…三三皇
c

R e c o v e r y

( m g ) ( n m o l e ) ( n m o l e / m g ) ( I )

M i c r o s o m e s

S o l u b i l i z e d s u p e r n a ヒa n t

A T n i n o o c t y l c o l u m n e l ロ a ヒe

H y d r o x y l a p a t i t e c o l u T n n e l u a t e

D E - 5 2 c o l u m n e ヱu a t e

4 1 5 . 3

コ5 5 . 5

8 4 . 5

1 4 . 8

1 2 . 2

C M - S e p h a d e x c o l u m n e l u a t e 4 . 9 8

H y d r o x y l a p a t i t e c o l u 7 TL n e l u a t e 2 . 4 8

5 8 4 . 5 .

4 了9 . 3

4 2 9 . 7

1 3 6 . 2

7 8 . 5 0

6 0 ･
. 5 7

3 6 . 9 3

1 . 4

1 . 4

5 . 1

9 . 2

6 . 4

1 2 . 2

1 4 . 9

1 0 0 . 0

8 2 . 0

7 3 . 5

2 3 . 3

1 3 . 4

1 0 . 4

6 . 3

- 8 2 -



M i c r o s o m e s

I
S o l u b i l i z a t i o n

w i 七h

c h o l a ヒe

l
A) - A m i n o o c t y I S e p h . 4 B

tr y d r o x y L a p a t i t e ( H Å) F
p 2

C y 七 ･ b
5

F p
l

r㌔
Fp
I

D E

7
5 2

H A

l
p

-

4 5 0
Ⅰ

-

a

D E - 5 2 D E -

5 2

C 山 一 S e p h

C
-

5 0

rI A H A

( I
p - 4 5 0

ト b
P -

4 5 0
ト c

D E - 5 2

C M
-

S e p h

C - 5 0

H A

f
P - 4 5 0

Ⅰ - d

F i g . 3 - 2 P u r i f i c a t i o n p r o f i l e o f c y t o c h r o m e 中
一 4 5 0

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

- 83 - -



T a b l e 3 - 3 U s e d b u f f e r s f o r t h e p u r i f i c a t i o n o f m u l t i p l e

s p e c i e s o 王 c y t o c h r o m e ど
- 4 5 0 王r o m u n t r e a 七e d m o n k e y l i v e r

m l C r O S O m e S

B u f f e r 詰
o

M冒
p b

詣
e E

て
9

%‡
3 C A

( % )

E D T A

( m 叫

D T T

( m M )

P M S F

( m g / m l )

A

a

C

D

E

F

G

II

I

∫

R

L

”

N

0

P

Q

R

S

T

U

V

W

X

Y

Z

1

1

1

1

1

0 0

0 0

0 0

3 3

3 5

1 5

8 0

9 0

5 0

5 0

5

1

2

2

5

0

5

5

0

7 5

1 0 0

1 5 0

1 0 0

1 5

7 . 2 5

7 . 2 5

7 . 2 5

7 . 2 5

7 . 4

フ .
4

7 . 4

7 .
4

7 . 4

7 . 4

7 . 4

7 . 4

7 . 2 5

7 .
2 5

7 . 2 5

7 . 2 5

7 . 2 5

7
.
2 5

7 . 2 5

7 . 4

6 0 7 . 2 5

6 0 7 .
4

1 0 0 7 . 4

1 5 7 . 2 5

5 0 7 . 4

5 0 0 7 . 4

0 . 0 8

0 . 2

0 . 2

0
. 2

0 . 2

0 . 2

0 . 2

0 . 2

0 . 2

0 . 2

0
.
2

0 .
'

2

0 . 2

0 . 2

0 . 2

0 . 2

0 . 2

0 . 6

0 . 5

0 . 4

0 . 1

0 . i

0 . 1

1

1

1

1

1

1

0 . 1

0 . 1

0 . 1

0 . 1

0 . 1

A l l b u f f e r s u s e d h e r e ご O n t a i n 2 0 % g l y c e r o 1
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用いな か っ たが ､ 不純物が認められ る場合には他の薗分と岡棟に地理することに

より不純物は除去きれた ｡ 兜に精製したP
-

4 50 は ､ P
-

舶0 卜 c に対応するもの で お

る ｡ 精製の結果をT ab l ¢ 3
一 郎こ示した ｡ Hy d r o x y l & p at it ¢カラム ス ッ テプで 4 つ の

p
一 紙0 顧分に分離したが ､ 回収されたP

-

45 0 はP - 鵬0 卜 c で最も多く1 弧 3 姻 8且¢で あ

り次い でP
-

鵬0 卜 b ､ P
一 紙0 卜 d ､ P

一旦50 卜 a の 膿であっ た ｡ 最終楯教壕品の飽食塵は

p 一 紙0 卜 a ､ P
- 4 50 卜 b ､ P

-

舶0 卜 cB ､ P
一 紙O l - d で各々 1 1 . 臥 lo .7 ､ 10 . 6 潜よぴ6 . ll

n 即1 e / カg であっ た｡

-

85
-



T a b l e 3 - 4 P u r i 臼 c a t l o n o f m u l t i p l e s p e c i e s. o f c y t o c h r o m e

P - 4 5 O f r o m
l
u n t r e a t e d m o n k e y l i v e r m i c o r o s o m e s

s t e p
p r o t e i n p - 4 5 0

S

≡
e

o≡三三三… R a t i o R e c Q V e r y

( m g ) ( n rn o l e ) ( n m o l e / r u g ) ( A )

M i c r o s o m e s

S o l u b i l i 2: e d

S u p e r n a t e

O c t y l a m i n Q
-

S e p h a r o s e 4 B

fl y d r o x y l a p a t i t e

8 0 rn H (

9 0 m E ･i (

1 5 0 m M (

1 5 0 Tl止1 ＋

卜 4 5 0
ト a
)

p - 4 5 0
ト b
)

p - 4 5 0
ト c )

0 . 1 ! C A

ど - 4 5 0
ト d
)

D E - 5 2

p - 4 5 0
ト a

p - 4 5 0

P - 4 5 0

P - 4 5 0

Ⅰ - b

I -

c

I - d

C H - S e p h a d e x C 5 0

p
- 4 5 0

ト c

p - 4 5 0
ト d

H y d r o x y L a p a t i t e

P - 4 5 0
I -

a

p - 4 5 0
ト b

p - 4 5 0
ト c

p - 4 5 0
ト d

8 2 2 . 4

6 6 5 . 9

1 4 5 . 2

1 0 5 2 _ 8

1 0 2 2 . 7

7 3 8 . 0

6 . 5 9 3 7 . 1

1 3 . 7 1 0 4 . 1

1 7 . 9 1 4 6 . 3

7 . 1 2

1 . 6 2

5 . 1 9

6 . 1 9

3 . 4 9

1 . 0 9

'

_ ★

0 . 4 4

2 . 1 4

1 . 4 6

0 . S 2

コ8 . 3

9 . 4

3 7 . 1

6 5 . 8

2 3 . 9

2 3 . 0

6 . 5

5 . 2

2 3 . 0

1 5 . 5

3 . 2

1 . 2 8 1 . 0 0

1 . 5 4 1 .
2 0 9 7 . 1

5 . 0 8 コ . 9 7 7 0 . 1

5 . 6 3 4 . 4 0

7 . 6 1 5 . 9 5

8 . 1 6 6 . 3 7

5 . 3 9 4 . 2 1

5 . 7 8

7 . 1 4

1 0 . 6

6 . 8 6

2 1 . 2

_
★

l l . 8

1 0 . 7

1 0 . 6

6 . l l

4 . 5 2

5 . 5 8

8 . 3 0

5 . 3 6

1 6 . 6

. _ .._ ★

9 . 2 0

8 . 3 9

8 . 2 7

4
.
7 8

3 . 5

9 . 9

1 3 . 9

3 . 6

0 . 9

3 . 5

6 . 3

2 . 3

2 . 2

0 . 6

0 . 5

2 . 2

1 . 5

0 . 3

' s i n c e c o n c e n t r a t i o n o f p r o t e i n w a s v e r y l o w , a c c u r a t e v a l u e s

c o u l d I1 0 亡 b e o b t a i n e d .

- 8 6 -



顛拓 望 車 軒静聾騒 乱′ 兜 チ 恥 タ 芯詔 - ム

P
- 一 亀 5 0 の ス ･ ′ 一見 ク ト ,? レ 的 特 惟

な ら ぴ 各= ℡ 骨 盤 の ぶ払確定

【実験結果】

樽製した 4 磯のP -

45 0 の絶対ス ペ ク トルをF ig . 3 - 3 に示した ｡ 用い たP - i5 0 の洩

度は P - 450 卜 a ､ P
一 舶0 卜 b ､ P

- 4 50 卜 c ､ P
- 4 50 卜 d セ各々0 . 66 ､ 0 . 53 ､ 1 . 15 ､ 0 . 53

JL常と し､ 20 % グリセ リン孝養下にて瀬定した ｡ ト 舶0 卜 b を除く3種のP
一 紙0 の 酸

化型絶対ス ペ ク トルは ､ 軸 r 朗帯の吸塀極大波長が 舶7 n 溜にあり ､ a 帯およぴβ帯

の廟広い吸収を5 65 およぴ5 35 n 却付近にもつ典型的な億ス ピン型の ス ペク トルを示

した｡ P - 4 50 卜 b で 娃 ､ 酸化型絶対ス ペ ク トル のS o r Bt 帯の吸収が39 0 n Ei付近に肩を

持ち4 15 n 懲に吸収粗大を示 し､ α 帯がβ常に比べ小さく滞失しつ つ 為ること から､

低ス ピ ン型と高ス ピン型の混合型の ス ペ ク トル であるこ とが判 っ た｡ ハ イ ドロ サ

ル フ ァイ トによる還元型の ス ペ クトルは ､ S o r et 帯の吸収粗大が舶8 - 4 14 n 軸と短

波長にシフ トが全て の襟晶で見られた ｡ C O過元型差ス ri クトル の吸収極大波長を

名標品で 比較した時､ P - i 50 卜 a ､ P
- 450 卜 b ､ P

- 4 50 卜 c ､ ト 鵬0 卜 d で各々 4 50 ､

舶7 .5
､
舶9

､
4 50 . 5 n EB と全て の襟品で 異なっ て いる ことが判っ た( Fi g . 3 - 4 ) ｡

こ こで精製した4 種のサ ルのP - 450 に対してS DS - PAG E を行っ た後いク ー マ シ ー プ

リリアン トブル ー による染色を した結果を示 したのがF ig .3
-

5 で ある ｡ 用い た全

ての襟晶が托ぼ単 一 なまで に精製されて いるこ とが明らか となっ た ｡ さらにこ れ

から算出した各襟品の 分子 量はP - 45 0 卜 a ､ ト4 5 0 卜 b ､ P
- 45 0 卜 c ､ P

- 45 0 卜 d で各々

50 OOO ､ 4 8O OO ､ 50 00 0 ､ 5 30O O であり ､ P
- 45 0 卜 a ､ とP

-

450 r -

c 妊同
一

であっ たが ､

他の襟品との 問で妊分子量が互 い に異な っ て い る事が明らかとなっ た｡

- 8 丁-
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節 ニき 車 チ ト タ 芯コ - ム P - J 亀 5 仁) ア ･ イ ソ

ザ -ず
'

J N
L
･

､ の 蒜3 鞠 ず
･

電 紛 争爵
J

性 の ぶ比車受

監楽験方法ヨ

1 . 再構成糸の 反応液組成

反応液の組成はテ ス トス テロ ン ( 悶) 水酸化反応の鳩舎を除き､ 0 .5 月1 申 ､

100 m 弧p i( pH ? . 4) .

I
25 メL g DLP C ､ 0 . 1 〟拭 P

- 鵬0
､
1 u n i t F p 2 ､ 0 . 1 n出 E DT 鳥､ 基貿

か ち成り ､ 舶D 和
一

g . s . を加えて1O 分間または2 0 分間反応を待っ た後､ 各々 の 油性

を測定した o 用い た基戟洩度は ､
7 - EC ､ B Ph e t は1 切H ､ A 桝､ E 酌ま5 加持､ A 酌ま2Jn瀬と し

た ｡

2 . テス トステロ ン水酸化油性の 測定

腎S 凍酸化油性の 反応液は ､
1 . の反応液を1 . 紬1 で作成し ､ TS の洩度は0 . 2 効討と

した o 反応は3 r C で15 分間行い ､ ベ ンゼ ン ( 5 m l) で抽出後 ､ 有機層4 .0 渦1 を分駁

し蒸発乾尉させ た ､ 残漕を5 0 JL l のイソプロ パノ - ル に溶解し測定就斜とした ｡

代謝物の分離 ･ 定量は高速液体クロ マ トグラフ ィにより待っ た｡ カラム はT SK

Si li c 盈
…

60 ( 車4 ,6 ×25 紬 畑) を伺 い ､ 展開溶媒 ( n - ヘ キサン ; ジタロ ル メタ ン :

ユ タノ - ル = 33 : 15 :2 . 5 ) を2 . 細1/ ni n の 洩盈で流す ことにより ､ 基質ならびに代

謝物を分淋し､ 2 40 n 軸にて測定し ､ 外務凄準凍により淀慶した ｡ 代謝物として守a

の2 α ､ 2 β ､
6 β ､ 16 α ､ 7 α ､ 16 α 水酸化体を塵慶した . 各々 の 水酸化体の溶出

時間は4 . 6 ､ 5 . 2 ､ 7 . 2 ､ 8 . 0 .

､
13 . 0 ､ 15 . 1 ､ 35 . 7 分であっ た ｡

3 . 舶D PH - チ トタロ - ム C ( P - 4 50) 道元酵素およびチ トクロ ー ム b 5

こ こで用 い たF p 2 ､ b 5 は ､ 共にラ ッ ト肝親s から各々 トト3 ならびに2
- 4 の方法に

より精製したもの で ある ｡

【乗数結果】

サルのP - 4 50 とラッ トの3種のP - 45 0 の弗物代謝能を示 したの がT ab l e 3 - 5 お よび

F i g . 3
- 6 で ある ｡ ラ ッ トのヨ健のP

- 4 5O は ､ 各々PB ト4 50 で はBP h e t 村
-

脱メ チル化

油性 ､ 批 P - 44 8 1 で はA射水酸化油性､ 比C P 一 朗8 2 で は7 - EC 0 - 脱 エ チル化括牲が高

一9 ト
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く､ その基寅特異性が明確であるの に射し ､ P
-

脚 卜 O T
.
は ､ こ こで 馴 1 た全て の

基質に対す る反応性は低く ､ 基質特異性 も不明瞭で 為っ た ｡ P
- 舶0 卜 a はE喝､ 息臥

BP h e t W - 脱メ
■
テル化活性な.

らぴに点W 水酸化活性が高く ､ P
- 4 50 卜 b で は7 - EC O

一

腹

エ チル化措性が特異的に高 か っ たが ､
P - 4 50 卜 d はP - 45 0 卜 c と岡林に低い清怪しか

得られなか っ た ｡ P
- 4 50 卜 ｡ とP - 45 0 卜 a で は明確な基貴特異性が示されなか っ たが ､

､ こ こで用い たの は異物として分額される物で ある こと から ､ 次 割こ生体内で め

生理的基質を考慮し､ T S水酸化能を調べ た (T abl e 3
-ら) ｡ P - 45 0 卜 c でTS の6 βな

らびに16 α 水酸化活性が認 められたが ､
6 β水酸化活性の 方が8 ･ 5倍高く ､ こ こ に

p
-

45 0 卜 c の 基寅特異性が明らかとな っ考｡ P
- 4 50 t -

a で は2 β水酸化滴健が務めら

れ た ｡ P - 4 50 卜 ｡ ､ P
- 4 50 l - d の場合代謝物と思われるビ ー タは経められなか っ た .

事物代謝反応申に妊 ､ 最大活性を示すためにb 5 を要求する喝食があることが知ら

れており. 1 g , 雄ラ ッ ト固有のP
- 450 で はプロ ポキシ ク マ リ ン0

- 脱プロ ビル化括性

でb 5 を添加すること により晴性が 上昇するこ とか ら
1 2 8 '

､ P
- 85 0 卜 b ､ ト45 0 卜 ¢

におい て もb 5 要求性があるや否やを検討した ｡ 7
-

E C 0
- 脱 エ チ ル化清性の 場合､

p - 45 0 で明らか なb 5 要求性が認められ ､ P
- 45 0 に対するb 5 の比が約2 の条件で約3 倍

の 滴性上昇が示されたが ､

- 方P
- 4 50 卜 b の場合にはb 5 要求性は艶め られなか っ た

( F ig ∴ト7 ) ｡ P
- 4 50 卜 ｡ によるT S6 β水酸化油性もまたb 5 添加により釣5 倍の滴健

上昇が認められ ､ 本反応につ い て もP
- 450 卜 c 時b 5 要求性があ革ことが示され たが ､

T S16 a 水酸化反応に対して はb 5 要求性は見られなか っ た ( Fi g . 3
- 8 ) ｡
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頚写 J 私 費 チ . 恥 タ 芯詔
- ふ P

-
一 塊 5 0 ア ー ザ ソ

ザ ーず 血 の 免 疫 学 的 磨払確定 襖 義朝
+

【実数方法】

1 . 抗体の作製

抗体の作製ならびにⅠ紳の分敵はト38こ示した方沫により待 っ た ｡

2 . ト ユ トキシ クマリン0 一 腹エ チル化括性に対するP
一

舶0 の 抗体による阻害実験

p - 4 50 とI gG を37
o

C で10 分間反応後 ､ 2
- 3 の 方法 により7 - EC 0 - 脱エ チ ル化減軽を

沸定した ｡

3 . チ トクロ ー ム ト4 58 アイ ソザイ ムの 定量

p
-

4 50 トb ､ ト4 50 ト ¢の 定量はG u e ng e ri c h らの方凍
1 2 1 )
に よる w e s t e r n bl o ト

p e r o x id a s e
-

a nti -

p e r o x i d a s e
-

s t ai ni n g ( 甘e S t 紺 n b l o トPAP
-

st ai ni ng) 法により行

っ た ｡

s DS - P 舶E ( ゲル洩度10 % ) 後 ､
ニ トロ セ ルロ ー スシ ー トに蛋白を転写 し､ 抗体

と反応させ た後､ パ ー オ キシダ ー ゼ染色を行い ､ 4 0由n 静の吸光度を沸定すること

により定量した ｡
■

標準曲線は ､ シ ー トごとに精製襟品を用い 作製した ｡

4 . アズ ト レオナム投与実数

雄性カニ クイザル ( 体重2 .9 2 - 5 . 35 kg) を用い1 群息匹とし ､ アズ ト レオナム

( AZT ) を40 ､ 15 0 ､ 3 00 ELg / kg ､ およぴセ フ ォ ベ ラゾン ( CP Z) を300 潜g/k g の用量

で1 日1 回4 週間静脈内投与を行っ た ｡

5 . p
-

ニ トロア ニ ソ ー ル 0
一 腹メチ ル化活性 ､ 馳D H

-

フ ェ リシ アニ ド還元酵素清聴

の湘歪

p
-

ニ トロ アニ ソ ー ル ( p - N O 2 AW l e) 0
一 腹メチ ル化括性はR a n a t a ki らの方法1 2 2 )

に より湘定した ｡

F p l の活性旺h i h a r a とS a t o の方法1 2 3 ) により柵定した ｡

ー9 8 -



監案駿結果】

p - 脚 卜 a ､ P
- 舶0 卜 b ､ P

- 舶0 卜 ｡ お よぴP
'

一 紙¢卜 d の触媒する7
-冨C O 一

腹エ チ)8,化

油性の a n ti P
一旦50 z - b Ⅰg 略 よぴ a n 舶 P

一 紙0 卜 c I g G添加による阻啓の有無を

Fi g . 3
- 9 に示 した ｡ 紬G無棒加時のP

一 紙0 卜 8 ､ P
- 4 50 ト b ､ ト 舶0 卜 c ､ P

- 舶0 = の摘

性は各々 1 .83 ､ 12 . 壕､ 0 . 2 8 ､ 0 . 紬 哉0 1 e / n zwo l e P
一 紙0/ 舶n で 為り これらの油性は

無感作ウサギより調製し たI gG 5OO p g渉加によっ て も変催しなか っ た ｡ A n ts

p
-

舶0 卜 ｡ I g G 滞加によっ て対応する抗原で あるP
- 舶0 卜 b の油性が特異的に阻害さ

れ た｡ 負n t i P - &5 0 卜 c王g G を添加L , た時 ､ P
- 鵬0 卜 b による晴健は殆ど阻者されなか

っ た｡ P
一 朗0 卜 8 ､ P

- 舶0 卜 d の油性は若干阻嘗され たが ､ P
一 朗0 卜 c に比べ弱い 亀

'

の

で あ っ た ｡ ラ ッ トの 弗物誘導健P
- 45 0 3 種を用いて野i g . 3

-

9 と岡林の検討をしたの

がFig .3
- 10 で 為る ｡ PB P - 450 の精髄が a n ti P 叫50 卜 bⅠ郎で 若干阻審が認められ た

が F ig . 3 - 11 でP
-

45 0 卜 b の油性が 削ぎ100 % 阻害された1 00 J 絹Ⅰg 幡 加時のP
-4 50 の

場合の 阻害は9 % と極めて 軌 ､もの であっ た ｡ 飽は全く阻蕃が認められなか っ た｡

恥 st e r n bl o トPA P -

S t ai ni m g法を用い てP - 45 0 確聞の免疫学的特異性を比敬した

( F ig . 3
-

ll) ｡ 杭血清はP
- 450 ト b ､ P

一 組0 卜 c ､ PB P
- 450 ､ 配 P 一 朗8 1 ､ お よぴ配

p 瑚 8 2 に対する5 種購を用い た ｡ 配 P
一

朗8 2 8= 対する杭血清はHC P
一

朗8 1 と包皮応

するこ とが示されたが ､ 他のP - 4 50 卜 b ､ ㍗
- 4 50 卜 c ､ PB PT

45 O ､
･ 耶 P 瑚 8 1 に対す

る坑血清は対応する抗原との み反応が見ら れ 各々 の免疫学的特異性が明確とな

つ た ｡

且ZT を連続投与するこ とによりP
-

45 0 豊の減少が認められ たが ､ b 5 畳 ､ F p l ､ お

よぴF p 2 の清性は変化しな か っ た (T a b al e 3
- 7 ) ｡ ･ま た､ この時の薬物代謝摘性

につ い て は､ TS6 β水酸化汚性で低下の傾向が蕗められた以外 ､ 変動は見られな

か っ た ( T abl e 3 - 8 , T abl e 3 ｢ 9 ) ｡ このP
- 45 O畳の減少が ､ ト舶0 卜 b あるいは

p - 450 卜 c の減少を伴 っ たP
- 4 50 の寮的愛執よる可能性につ い て ､ w e s t e r n

- bl ot
-

p Åp s t ai n i n g 凍により各アイ ソザイム の衰畳を行っ た ｡ 附 加
- 45 0 卜 b または

p - 45 0 卜 c の抗血清により各々
一 本の染色バ ン ドの みが経め られた ( Fi g ･3

- 12) ｡

各P
- 45 0 の定量を行 っ た結果をT a bl e 3

- 10 に示 した ｡ 対照群のP
- 4 50 卜 b 畳は

o .1 33 n血o l B/ 吋で あり ､ 全体の10 .5 % をL , めて い た ｡ P
- 4 50 卜 bむ紬Z T投与により愛

執しなか っ た ｡ 一 方P - 4 50 卜 c は対席群で0 . 朗 触zb Ol e / 噂と ､ 全体の42 % を占め て

い た ｡ また ､ P
- 45 0 卜 c はA ZT 投与により減少し ､ AZT 150 EIg m g 投与群で は対照群の
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54 % にまで 有意に減少 した o このP
- 鵬0 卜 c . の 減少の絶対馨は ､ 金棒のP - 4 50 魔の

減少 にほぼ対応して い た . P
-

4 5O 卜 c がT S6 β水酸化摘性を有すること ､ 為ZT4
'

:貨阜に

より凍描性が低下傾向が認め られ たことか ら､ こ こで寛厳した雨P
-

4 5 0 磯の 個々

の 億とT S6 β水酸化油性の個々 の儀 との間の相関関係を調べ た ( F i g . 3
- 13 ) .

P - 45 O 卜 c 泉とT S6 β水酸化描惟との 間に沸い相関がおるこ とが判 っ た ( r
= 0 . 886 ) ｡
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劫琴 5 牽 チ ト タ 芯コ - ふ P T 一 塊 5 0 の 槻

劫 = ク ー ･で ザ } レ ヂ
･

ト ク 芯認 -
･ ふ

P - 一生 5 0 を 申 ' m ､ と もノ て

3 - 5 - 1 実験動物の薬物代謝酵素系の 比較

g 実験方凍】

1 . 動物

動物は ､ SD 系ラッ ト ( 雄 : 体重34 0 - 37 0g もしく は180 - 2 OO g ､ 雌 : 体重2 ㈹ -

2 70 g) ､ 雄性マ ウス ( dd y 系 : 体重26 - 29 g ､ I C正系 : 体重27 - 33 g ､ 鮎L B/ C 系 : 体

重2 0 - 25g ) ､ 雄性舶甘 Z e a l a n d 白色ウサギ ( 体重1 . 7 - 2 . O k g) ､ 雄健ゴ - ル デ

ン ハ ム スタ - ( 体重1OO - 10 9g ) ､ 雄性H a rt l a y 系モ ルモ ッ ト ( 体重2 80 - 300 g ) ､

雄性リスサ ル ( 体重 : 87 0 - 89 0g ) ､ 雄性カ ニ クイザ ル ( 体重3 . 0 - 3 . 8k g) の も

の を用い ､ 絶食を行わずにH s を調製 した ｡

【実験結果】

各動物の封如こつ い てS DS - P 鵬E を行い比較した ( F i g . 3 - 14 ) ｡ 泳動に用い たH s は

ト4 50 として約6 p E10 1 e ずつ ap p l y した ｡ 全ての動物で ､ 分子量 450 00 - 6 00 00 の間

に P - 45 0 と思 われる複数のま白が碓琵されたが ､ 各動物で その放色の パ タ ー ンは

同
一

で はなく ､ 主たる黄白の分子量を比較すると ､ 雌性ラッ トで5 1000 ､ 雄性ラ

ッ トで5 20 00 ､ マ ウス で は系統間で 遠い はみられず､ 54 000 ､ ウサギが5 1000 ､ ハ

ム ス タ ー が4 800 0 ､ カ ニ クイザル およぴリスサルが50 00 0 と ､ 動物種間で異な るこ

とが判っ た ｡

サル を除い た動物のP
- 4 50

､
b s 含量ならび にF p l ､ F p 2 の汚性をF ig . 3 - 15 に ､ 代

謝括性をFig .3 - 16 ､ Fi g . 3
- 17 に示 した ｡ P - 4 5 0 ､ b 5 含量で は ､ マ ウス の系統差 は

見られな か っ た ｡ ウサギで P - 45 0 含量が高く ､ ハ ム スタ ー

でF p 2 の括性が高い結果

が得られ ､ L it t e r s t らの結果1 2 4 ) とほぼ同様であっ た ｡ 代謝措性を比較した時 ､

A N 水酸化活性を除く反応で ､ ラ ッ トの性差が確認され た ｡ ハ ム ス タ ー

で 州 ､ EH

N 一

脱メチル化括性､ トE C O
一

脱エ チル化活性が高か っ た ｡ p
- NO 2 A Nl e O 一 脱メチル

化摘性はモ ルモ ッ トで高か っ た ｡ こ の結果の 一 部はL it t e r s t の報告と 一 致してお

り ､ ,# 物代謝酵素系の含量
･ 活性､ あるい は薬物代謝措性の 性差 ･ 種差を確混で

- 1 10 -
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きた ｡ 霊長寮につ いて の 比較と して ､ オナガザル斜に属するカニ クイザ ル と ､

オマ 卑サル斜に属するリス ザル を伺い検討した結果をF ig .3
- 1 8 に示した ｡ P - 舶0 ､

b 5 禽塵はカニ クイザ ル の方がリスザル に比べ釣3 倍高く､ Fp 2 摘性も約2 .3 倍カニ

クイザ ルの方が高か っ た ｡ 代謝精髄におい て も､ カニ クイザルの方が全体的に高

( ､ これはP
- 4 5O 食草の適い によるもの と思われたがp

- WO 2 AN 且B O 一 腹メチル偲活

性で はカニ クイザルが ､ E増村
一

腹エ チル化清健で はリスザルが高く ､ ㍗- 4 5O 魔の み

で は差異を翰ずることは出来ず､ カ土クイサル ､ リスザル の問で もP
-

4 5B の賓的

差異があるこ とが推察された ｡

3 - 5 - 2 チトクロ ー ムP - 鵬0 の 種差 カ ニクイザルチトクロ ー ム ト4 5O

を中心として

【実験方法】

1 . 動物

3 - 5 - 1 と同じものを用 い た ｡ 雌雄リスサル ( 体重61 0 - 650 g) を加えて検討した ｡

2 . 抗体による阻書実駿

東如ま各抗体茸たは抗体が含まれて い る50 dHX pi ( p H7 . 4) を混合し､ 3 r C で且0 分

間反応後､ ぬ水酸化括性 ､ 7 - E C 0 - 脱エ チル化括性を反応時間を10 分間として ､

3 - 3 - 2 ､ およぴ2 - 3 に示 した方法により測定した ｡

【実験結束】

乗ず､ P - 4 50 ト b P
- 45 O 卜 ｡ と免疫学的に類似したP - 45 憎 が ､ 他の動物種におい

て も存在するや否や につ いて検討した ｡ 5 - 3 で精製したP
- 45 0 卜 b ､ P

- 45 0 卜 ¢ に対

する抗体をト3 に示した方法により調教し､ それらを用い て種々 の静物の招S を

p 一 柳 と して約6 p 丑0 1 e ずつ用い それ考SDS
-

PA GE 後 w e s t e r n
-

bl が卜PAさ st ai ni n g

法により比屯した(Fi g . 3 - 19) ｡ A) がP
- 45 0 トb に対する抗体により処理したもので

ある ｡ 雌性ラッ トで はP
- 45 0 I - b よりも小さい分子量のP - 4 50 が強く漁色されて い

るの に射し､ 雄性ラ ッ トで はP
-

4 50 卜 b よりも若干分子量の 大きなP
- 4 50 が強く漁

色され ､ P
- 4 50 卜 b の抗体と免疫学的に類似しf= P - 4 50 唖で ､ ラッ トの場合性差が

見られることが判っ た｡ マウス で 杖系統間で速いがみられず､ 3 本の染色バ ン ド

- 1 15 -
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が確認きれ た｡

P -
ー

4 5 O I -

c に対する抗体で処理 した屯の をB) に示 した . ウサギとハ ムス タ - で は .

～

P - 4 50 卜 ¢ と分子塞が輿な っ た染色バ ン ドがみられ ､ 飽は .

. 漁色の碑羽は凝る私の

の ､ 拭8ぎ同じRf 備をもつ頚自が確蕗された . ラ ッ トの 喝合､ 雌で は健か に欺飽き

れたにすぎなか っ たが ､ その染色バ ン ドは雄と 旺際同 じ位常にみられた . 雄ラ ッ

トでは ､ P
- 4 5O ト c とほ 野間 じ分子量をもつ 薄い 染色バ ン ドよりも僅か に分子登の

分子患の 小さい 強い漁色がみられ た ｡ マ ウス で はJ 雄ラッ トとは逆に I P - 45 0

卜 c より も大きな分子量を持つ ト45 0 が染色きれたが ､ その染色された2 本の 尊自

に系統差は見られな か っ た ｡ ウサギの簸包バ ン ド披2 本見ら れ その 小きい分子

量の 東白はマ ウス の大きな分子量の バ ン ドとほぼ同 じRf 傭を示 して い た . ハ ムス

タ - とモ ルモ ッ トは､ 他め動物と輿なり ､ ハ ム ス タ -･ で は錬い1 本の染色バ ン ド

と ､ わずか に/j ､ さい 分子量の薄い染色バ ン ドが 見られ ､ こ の貴自バ ン ドがモ ル モ

ッ トとほぽ同t= 分子量を分子量を示 して い た o こ の2 種の 動物は ､
P - 45 0 ト b の抗

体を用い た場合にも特異的で あり ､
互 い に同じ分子慶を示さない もの の各々4 哀

のバ ンドが確認された ｡

雌雄リスザルの H sを同様にSDS - PA GE ､ 甘e S t e r n
- b l o t

r

- P 肝
- St ai ni ng 法によりト

45 0 卜 b ､ ト4 50 卜 c の抗体により染色 したと ころ ､ 互 い の 精製標品と同じRf 傭を持

つ染色バ ン ドのみが確認され たこ とから ､ 各々 の P 1 50 を定慶したのがT a bl e 3 -

11 で ある ｡ Fi g . 3
- 1 8 に示 したようにリス サル はカニ クイザル の 約35 % のP - 45 0 を

含んで い るにすぎない にも拘らず､ 全体のP - 4 50 に対するP - 45 0 卜 b ､ P
-

45 0 l . …

G の

割合は ､ 雄で各々 1!嘩 ,

.
4 1 % とカニ クイザルと 旺ぽ岡硬の傭を示 し ､ か つ 雌雄差

は認められなか っ た ｡

P
-

4 50 卜 b で反応性の高い7 - EC 0 -

脱メチル化摘性が ､ P - 45 0 卜 b
.
の抗体によりど

の ように変化す考か考調べ た ( T a bl e 3
- 12 ) ｡ 用い た動物の 申でI g G を40 1 JJ g 添

加時にカ ニ クイザ ルで45 % ､ ウサギで6 5 % の阻害が見られたの を除き､ 他は弱い

阻害しか示さず､ P - 由o ト b ならび にそれ に免疫学的に類似したP - 4 5 憎 が ､ 各動

物のH s 申で トE
J
c o

一

腹 エ チル化反応にあまり関与 して いな い ことが示嘩された ｡

T S6 β水酸化活性におけるP
- 45 0 卜 c の抗体添加の 効果をFi g .畠

-

20 に示 した ｡

I g G 無添加時の各動物の6 β水酸化括性は ､ 雄性ラ ッ トが2 .7 6 ､ 雌性ラ ッ トが

0 ･2 25 n 耶 1 e/ 昭/ 舶 n であり ､ 性差が絡められ た ｡ またマウス ( I CR ) ､ ウサギ ､ ハ

- 1 18 -
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ム スタ ー

､ モ ル蟹 ッ ト ､ カ ニ クイザル ､ リスサ ル で各々 ､ 且. 88 ､ 2 . 22 ､ 6 . ? ¢､

ユ･ 27
､
唾 ･0 7 ､ 1 . 3 6 n EIO l e / 劫g/ 舶 蛇 本摘性も執物種により奥な っ て い た ｡ 盈) より ､

カニ クイザ ル ､ I) スサ ル の活性はO .7 因g王g G添加により1¢0 % に近い阻善がみ られ

る ことがわ か っ た ｡ またB) より､ 静物嘩により‡g G 添加効泉は若干異な っ 耶まい

る もの の ､ モ ルモ ッ トを除き75 % 以上の 強い阻害見られ ､ P 一 紙0 ト ｡ と免疫学的に

類似したP - 4 50 が ､ 多く の静物でT S6 β水酸化反応を行っ て い るこ とが示唆され た ｡

本活性はP - 4 50 卜 b の抗体によ っ て全く阻害されな か っ た ( D at a n o t sh o w n) ｡ き

らにT S16 a 水 酎ヒ活性は､ カニ クイザル ､ リス サ ル ､ ハ ム ス タ ー

､ モ ル 竜 ツ トで

㍗- 4 50 卜 ｡ の抗体によ っ て 阻害がみられたが ､ 他で は阻害がみ られなか っ た

( D at a n o t sh o 甘n) ｡

-
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解 噂5 牽 N 鬼 m P -

争 恥 タ 芯詔 - ふ 仁ニ

く P
-

一亀 添 0 ) 遜 元 酵 素 の 穂 轟

3 - 6 - 1 カ ニ クイザル ､ 蟹 ル 菅 ツ トおよぴラ ッ ト肝ミ ク田 ゾ - ムの射角DPH
-

チ

トムロ - ム c ( P - 鯛O) 遜元酵素の精製とその健寮

監実験方法3

1 . 静物

雌雄カニ クイザル ( 体重2 - 3k g) ､ 田a r tl e y 系雄性懸 ル電 ッ ト ( 体重35申g) ､

ノ

SD系雄性ラ ッ ト ( 1 0 過食) を用い た ｡

2 . N 且DP H - チトクロ ー ム c ( P - 45 0) 遜元酵素の精製

叫sを1 .5 % E -

9 13 により可溶化後 ､ Fie . 3 - 2 1右ご示 したY a s uk o c hi とぬst e r 1 2 8 ) め

変法により精製した ｡ 各ス テップの溶出b uf f e r をb uff e r A - C として示した ｡

【実験結果】

カニ クイザル ､ 竜 ルモ ッ トおよぴラッ トのF p 2 の精製の結果をT abl ¢ 3 - 13 ､

T ab l e 3 - 14 ､ T a bl e 3
- 15 に示した ｡ 精製襟晶の比活性はカニ クイザル ､ モ ル 菅 ツ

ト､ ラ ッ トで 各々3 O . 8 ､ 3 8 . 8 ､ 2 9 . 8 u n it/ 咽 であっ た｡ その酸化型の ス ペ ク トル

をFig .3 - 2 2 で此敬したが ､ フ ラビンに特徴的な3 80 n El ならびに舶O n 淘付近の吸収 に

3 種の壌品の 間に違い は見られなか っ た｡ 精製襟晶のSD S - P且GE の結果をFi g3 - 2 3 に

示 した ｡ こ こか ら求め た各襟品の分子量は ､ カニ クイザル ､ ラッ トでは78 , 00 0 で

あり ､ モ ルモ ッ トで は80 , 000 と3 確聞で 同 一 ではなか っ た ｡ また ､ カニ クイザル

のF p 2 では ､ 78 ,0 00 の蛋白以外に 5 8 , 00 0 と 2
.
0 ,O O8や2本の 貴自が確渡され た ｡

H a n i u ら1 2 7 ) はブタ肝瀬s のF p 2 には ニ ッ クが入 っ て い
.

るにもかか わらず､ 正常に近

い構造を保っ てい ると報告して おり ､ それらはS DS 処理することにより断裂し ､

80 , 000 と6 0 , 000 と2 0 , 000 の3 本の東自がSD S -

P且G E の結果得られ ており､ こ こで 見

られたカニ クイザルF p 2 の現象も､ サ ルと岡林の変化が起こつ て いるためと推察

さ叫た ｡ 果たモ ルモ ッ トのF p 空で 見られた釣7 O ,0 00 の蚤自妊 ､ プロ テア ー ゼによ

･ つ て消化されたF p 2 で ある ｡
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…
1

3 . , m 凹 T _

A M P)
b u f f e r C .

I 1 5 0 m 的 K p i b u f f e r p B 7 ･ 2 5

2 0 % G I y c e r o I

F i g . 3
- 2 1 P u r i f i c a t i o h p r o f i l e o f

N A D P H -

c y t o c h r o m e c ( P
- 4 5 0) r e d u c t a s e

f r o m l i v e r m i c r o s o m e s .
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T a b l e 3 - 1 3 P u r i f i c a t i o n o f N A D P H - c y t o c h r o m e c ( P
- 4 5 0)

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

P r o t e i n T o t a l S p e c i f i c R a t i o R e c o v e r y
a c t 土Ⅴ上土y a c t 土Ⅴ土七y

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

M i c r o s o m e s

S o l u b i l i 2: e d

s u p e r n a t a n 七

D E A E
-

S e p h a d e x 且
-

5 0

2
'

, 5
'
-

A D P
-

S e p h a r o s e 4 B

4 1 7 8 . 6

3 5 2 0 . 7

6 7 0 . 2

2 4
.
3

H y d r o x y l a p a t i t e 8 . 1

1 3 9 4 . 0 0 . ココ 1 . 0

1 3 9 4 . 0 0 . 4 0

7 4 3 . 6 1 . l l

6 3 4 . 6 2 6 . 1

2 4 9 . 5 3 0 . 8

( 2 5 . 8 - 3 0 . 8 )

1 . 2 0 1 0 0

3 . 3 6 5 3
.
3

7 9 . 1 4 5 . 5

9 3 . 3 1 7 . 9

T a b l e 3 - 1 4 P u r i f i c a t i ? n o f N A D P H
-

c y t o c h r o m e a ( P
- 4 5 0 )

土e d u c t a s e f r o m r a t l i v e r m i c r o s o m e s ｡

p r o t e i n

a c

T

t

o

i

t

v

a

i

l

t y ≡≡…;5ff冨
R a t i o R e c o v e r y

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

比1 c r o s o r n e s

S o l u b i l i z e d

s u p e r n a t a n t

D E A E
-

S e p b a d e x A
- 5 0

2
'

, 5
'
-

A D P
-

S e p h a r o s e 4 B

1 4 0 0 . 0 3 0 3 . 5 0 . 2 2 1 . 0

1 1 2 5
. 5 2 6 6 . 9 0 . 2 3 I . 0 5 8 7

. 9

6 6 .
2 9 5 . 0 1 . 4 4 6 . 5 5 3 1 . 3

1 . 6 6 1 . 2 3 8 . 8 1 7 6 . 4 2 0 . 2
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T a b l e 3 - 1 5 P u r i f i c a t i o n o f N A D P H -

c y t o c h r o m e c ( P - 4 5 0 )

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

■

p r o t e i n T o t a l S p e c i f i c R a t i o R e c o v e r y

a c t i v 土t y a c t i v 土七y

( m g) ( u n i t s ) ( tl n i t / r u g ) ( % )

比i c r o s o m e s

S o l u b i l i 2: e d

s u p e r n a t a n t

D E A R -

S e p b a d e x A
-

5 0

2
'

, 5
'
- A ロp -

S e p h a r o s e 4
B

1 4 8 6 . 0

1 2 4 1 . 5

1 1 8 . 2

フ . 2

B y d r o x y l a p a t i t e 6 , 8

9 2 9 . 8

9 1 6 . 7

6 9 4 , 8

2 5 2 . 5

2 0 2 . 8

0 . 6 3 1 . 0

0 . 7 4 1 . 1 8 9 8 . 6

5 . 8 8 9 . 3 9 7 4 . ブ

3 5 . 1 5 6 . 0 2 7 . 2

2 9 . 8 4 7 . 6 2 1 . 8
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F i g ･ 3
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i ,
' M o n k e y r e d u c t a s e , 2 ,
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3 ,
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●
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3
-

6
-

2 鮎D PH
- チ-トタ ロ - ム C ( P 一 紙0 ) 過元酵素の種差

監実験方法ヨ

ユ. . 動物

カ ニ クイザル ､ ラ ッ ト､ モ ルモ ヴ ト､ マ ウス ( ⅠCR) ､
ハ ム スタ ー は ､ 3 - 5 と同

株な物を用いた ｡ イ5 u ま雄健ビ
- グル犬 ( 体重釣10 kg) を ､ 雄性ブタは屠殺直後

に剥離したもの を用 い た ｡

2 . プ ロテア ー ゼ8= よる限定分解

α
- キモ トリプ シ ン ､ S t a p hy l o c o c c u s a u r e u s y 8 プ ロ テア ー ゼ ( V 8 プロテア ー

ゼ) によ る限定する分解は ､ 削1 1i a 那 らの 方津
1 2 8 ) に準じた ｡ 反応停止後のS DS

- PAG E は15 % アクリルア ミ ドゲ ルにて行っ た .

3 . ア ミ ノ酸分析法

グリセ リンを除ました精製襟品( 約20 0 p g) を6N HC l 下で ､ 24 ､ 4 8 ､ およぴ

7 2 時間加水分解後 ､ ア ミ ノ酸分析計 ( 日立835
-

lo 撃) で各アミノ酸を分離 ･ 定慶

した ｡

卑. O u c ht e r l o n y 免疫二 重砿散法

N o s hi r o と0 耶 r a の方法6 5 ) に従い ､ 室海にて待 っ た後､ a 換id o bl a c k にて 染色し

た ｡

5 . 抗体による阻害実験

F p 2 の抗体 卵 o s h i r o と
.
0 帆 r a の 方軒 5 ' により紬梨し ､ I gG 分薗を調製した ｡ 恥

を酵素源として 用い る場合に は ､ H s ( 0 .4 u n it /Jn l を2 5
o

C にて10 分間I gG と反応

させた復活性を謝定した ｡ 精製襟晶を用 いる喝食に姓 ､ 壕品( 0 . 4 u n it/ nl) と

I g 6 を混合し ､ 4
o

C 下で
一 晩放置後 ､

15 , 00 0 r p n で10 分間遠心を行い ､ その上滑の

滴惟を測定した ｡

【案験結果】

F p 2 の種差を先づ精製棲品にて比較した o α
-

キモ トリプシ ンまたはV 8 プロ テア

ー129
-



+ ゼ により限定分解儀SD忠
一

PAG E を待っ た結果がF i g .3 - 24 ､ F i g . 3
- 2 5 で ある . プ rl

テア - ゼ に よる処理 は4 O 分まで経時的に待っ た ｡ モ ル モ ッ トのF p 2 は ､ α - キモ. ト

リプシ ンにより分解され にくく ､ また他の2 樺の ペ プチ ドパタ - ンも岡
-

で はな

か っ た ｡ V 8 プロ テア - ゼを用い た場合には ､ 3 棟の額品間で の 差異が顕著に艶め

られ ､ これらの 間で の
- ･ 一

次構造の速いが明確とな っ た ｡ カニ クイザ ル のF p 2 の ア

ミ ノ酸組成をもとめ ､ 今まで報告されて い るウサギ ､ ラッ ト､ ブ タの それ と比僻

した ( T a b le 3 - 16 ) ｡ ラ ッ トのF p 2, と比 べ ると ､ A
-

s x ､ P r o ､ Ⅰ1 e で の組成の凄いが

示され ､ H et zg e r らの方法1 2 9 ) によりd iff e r e n c e i nd e x を求め たとき､ その値娃

4 . 12 で あり ､ こ こで示 した申でブタと チッ トの問で得られた4 . 23 に次い で 大きな

値であ っ た ｡ さら にラ ッ トおよぴカニ クイザルの F p 2 に対する抗体を作製し ､ 免

疫学的比戟を行っ た ｡ 3 種の 精製横品と2 種の抗体との間の 免疫交叉性を O u c h
-

t e rl o n y 免疫ニ 垂拡散法により調べ た結果､ 爾I 郎 に対する明確な沈降線は ､ 各々

対応する抗原とのみ認め られた ( Fi g .3
- 26 ) ｡ F p 2 の精髄の 両I gG 津加による敬啓

程度を比鞍t / たのがFi g . 3 - 27 で ある ｡ カ ニ クイザ ルF p 2 の抗体による阻啓は ､

5 0 JJ gl g G 津加により抗原の摘健は1 00 % 阻害されたの に対し ､ モ ル モ ッ トのF p 2 の

油性はこの時限害されず25 0 iL gl gG 添加時に約60 % 阻害が見られた ｡ ラ ッ トF 恥 の

括性は全く阻害されなか っ た ｡ ラ ッ トFp 2 の抗体による阻害もまた対応する抗原

に特異的であり ､ 1 畔Ig G 漆 加時におい て も､ カ ニ クイザ ルお よぴラッ トF p 空の括

催は約25 % 程度阻蕃されたにすぎなか っ た ｡ 種々 の動物の 肝恥 を用いて 同株に比

較した ( F i g . 3
- 2 8) ｡ カ ニ クイザル ､ ラッ ト､ モ ル モ ッ トで は ､ 精製聴品を用い

た場合と旺ぽ同様の 結果が得られた ｡ 興味潔い こ と には ､
マウス ､ ハ ム ス タ ー

で

はラ ッ トF p 2 の抗体により強く阻害され ､ ラッ トと 削ぎ同等の 阻番が見られた .

カ ニクイザ ル ､ ブタ ､ イヌ ､ で はその阻害は 軌 ､ もの であ ? た ｡ それとは逆に ､

カニ クイザルF p 2 の抗体を用 い た場合に姓 ､ ブタ ､ イヌ で カ ニ クイザル と同様､

強い阻害が認められ ､ ラiy ト ､ マ ウス ､ ハ ム スタ - の油性阻害は嚇か っ た ｡

- 1 30 -
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頚琴
p

7 車 萄 寮

肝封s のP
-

4 50 な らびにF p 2 の精製につ い て は､ ラッ ト ､ ウザギを初めいくつ か の

動物磯轟るい は ヒ トに関して ､ 薬物醜尊性 ､ 非誘尊性の報告が轟るa) に対L / ､ サ

ル に関して は ､ 放C前処理 カニ クイザルを伺いて ､ 1 種類のP - 鵬0 の精製が報告され

て い るの みである1 3 昏) ｡ 本編におい て ､ 薬物未処理 カニ クイザル肝餌細l ら､ 亀種

購のP
-

4 5O を精製し ､ か つ Fp 2 を精製しぞの髄質を明らか にした ｡ 滞教したカ ニ ク

イザ ルの4 凍のP 一 紙0 とラッ トのP B またはH C誘導健の3礎のP - 鵬0 の髄質につ い て

晋ab l e 3 -且?8こ要約した｡ P
一

紙0 ト b の酸化型絶対ス ペ クトル のS o r 8t 体の吸収は ､

3 90 n 題にぞ の吸収の厨がみ られ ､ 吸収鶴大波農は舶5 n 圏と通常の 低ス ピン型のもの

に比べ2 n)B短波長にシ フ トしてい た ｡ この390 n 漁村近の吸収はE - 9 13 を捧加するこ

とにより増加し､ ぞれ8= 伴い4 15 n 世の吸収は低下することが示された . P B P - 舶0 ､

P - 舶0 卜 c ではE - 9 13 添加によるスペ クトルの変化は寵められなか っ た ｡ D c n k ち1 3

1 ) はラッ ト肝粥s を用い 良薬敷か ら､ 非イオ ン性界面清性剤がI 型の基質差スペ ク

トルを示 すと報告してい る ことから ､ P
-

4 50 ト b はE -

9 且3 と基質結合部位または ヘ

ムと相互作用
I

し易い‡L 4 50 種で あるこ とが推察きれ た｡ またカニ クイザルの4 種の

P 一 紙0 は ､ その抗体を用い た結果から ､ ト45 0 卜 b ､ P - 45 0 卜 c の抗体を用い る羊と

により ､ 互 い に免疫学的に異なっ て い るこ とが判 っ た ｡ さらに ごれらは､ ラッ ト

の薬物誘導性の! L 450 磯 ( PE P - 4 50 ､ H C P
一 朗8 l ､ 推C P

一 朗8 2 ) と披異なっ て い た ｡

P - 4 50 ト b ､ P
- 4 50 卜 o の各々 を定量するこ とにより ､ P

- 鵬0 卜 c がカニ クイザル肝

H s の主なP - 450 であり全体の約4 剖を占めて い ること ､ リスサル におい て も､ をの

割合は岡准である ことが明ら かとな っ た｡ 点ZT 投与によるP -唾50 の減少披 ､ 特異的

なP - 4 50 卜 o の減少によるH s 申のP - 4 50 の質的愛執による ものであることが判っ た ｡

またP - 4 50 卜 c は讃s 申で管S6 β水酸化反応に強く関与してお,り生体内基費の代謝に

重要な役割を演 じて い る可能性が推察され た ｡ ここ で精製したト4 50 種を今まで

報告されて い るさまぎまなP - 4 50 との比較を試み たとき､ ト 鵬0 卜 c とRy a n らの報

告によるP
- 450 g

1 8 )
､ またはP

1 450 p c N , E 1 3 2 ) と類似の健紫を葡してい た ｡

何種難かの実験静物肝封S を用い て ､ P - 4 50 卜 b ､ ま たはP - 45 ◎卜 c の抗体との免疫

交叉性を調べ た結果､ 用い た全ての動物でP
- 4 50 卜 b ならびにP - 紙0 卜 c と免疫学的

に極めて頼似したP - 450 が存在する ことが明ら かとな っ たが ､ それ妊動物壌間で

-

1 3 ト



T a b l e 3 - 1 7 P r o p e r t i e s o f s e v e n f o r m s o f c y t o c h r o m e

P - 4 5 0 p u r i f i e d f r o rrl m o n k e y o r r a t l i v e r m i c r o s o m e s .

C y t o ch r o m e P - 4 5 0

p
- 4 5 0
ト a

P
-

4 5 O
=

- b
P

-

4 5 0
ト e

P
-

4 5 0
ト d

P B P
- 4 5 0 朗 C ト 4 4 8

1
M C ト 4 4 8

2

ヱn ヱ y m e 5 O u r C e T Tt O n k e y m o r lk e y m o n k e y m o n k e y

I n d u c e r

S p e (コ t r u m p e a k

( n m )
^ b s o l u t e

o x i d i 2: e d S o r e t 4 1 7

b a n d

C O - r e d u c e d

d l f f e r e n c e 4 5 0

S o r e ヒ b a n d

M o l e c u l a r

w e i g h t

S p e c i f i c

5 u b s t r a ヒe

5 0 ′ 0 0 0

B ph e t .
N l

,
A N

4 1 5 41 7 4 1 7

4 4 7 . 5 4 4 9 4 5 0
,
5

4 8 ′ O O O 5 0
,
C O O

7 - E C T S

5 3
′
0 0 0

r a t r a t r a t

P a Z4 C TI C

4 1 7 3 9 1 4 1 7

4 5 0
.

5 2 . 0 0 0

4 4 8 4 4 8

5 2
r
5 0 0 5 6

.
0 0 0

B p h e t 入N 7 -

E C

A b b r e v i a t i o n s ! p B ; p h e r 1 0 b a r b i t a l ( u c ,
I 3 -

m e t h y l c h o l a n ヒh r e n e 1 8 p h e ヒ ,
I b e n z p h e 七a n i n e 1

7 - 比
･

･ 7 - e ヒh o x y c o u m a r i n ' 州 7 a n i l i n e ( Å叫 a m i n o p y r i n e r T S T t e S t O S ヒe r o n e

-
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同 一 のP - 鵬0 が存在するとい うことで はない ことが ､ 各静物寝で分子塵は同 一

管

はなく複数の蛋白が磯路されたこと から推察される ｡ またラ ッ トにおい て は ､ 性

差も確認され ､ 両統俸と免疫学的に頼似したP
-

舶0 もまたラッ トの薬物代謝儀で

見られる性差に関与して い る可能性が推察され た｡

さらに､ P
-

450 卜 c の抗体により ､ カニ クイザル ぱかりで な( 優々 の動物の誠S に

お狩るT S6 β水酸化滴健が特異 軌こ駆寄され ､ Fi g ｡ 3
- 18 で確寵され た種々 の静物

のP - 450 が瀬s 申で本反応に強く関与して い ることは ､ T S が生体内物紫で菰ること

を考えた時､ 極め て興味深い ｡

G u e ng e ri c h ら1 3 3 ) はラ ッ ト､ ウサギ及び､ ヒトのF p 生抜免疫学的に輿忽ること ､

Wil li a EIS ら1 2 8 ) は ､ 虹ますのF p 2 はチッ トと異な ること等 ､ P
一 紙0 ばかりで なく

F p 2 にも種差が存在して い る ｡ ここ で精製したカニ クイザルF p 2 は､ ラッ ト､ およ

ぴ菅 ルモ ッ トのF p 2 とは免疫学的にも異なるこ とを明らかにした ｡ また府ニ タイ

サ ルF p 2 と免疫学的に類似した敷物礎として ､ ブタ ､ イヌが示されたが ､ ブタの

F p 2 に関しては ､ 甜a n i u ら1 2 7 ) S OS - P 舶E により分裂する2 本の蛮自の存在革も食め

て瀦似性が高い もの と思われた ｡
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総 括

狭義の草物代謝酵素であ るP - 4 50 アイ ソザイ ムの機能的差異に閲し ､ 弟且編で は

脂質過酸化とP
-

45 0 ､ 第2 腐で はF p 2 とP 一 舶0 の相互作用につ い て ､ 第3 蘇では霊長

類に属するカニ クイザル のP 一 舶0 ならび多= F p 2 を中心とした礎差 に関して検討 した

結果を以下に要約した ｡

1 . 生体内アミ ンの1 つ であるS p EIをラ ッ トに投与す るこ とにより ､ 肝の脂質過酸

化物が低下 し､ S p油が肝臓貴通酸化低下作用を有する ことが明 らかとな っ た ｡ こ

の作用 は正常およぴC Cl d 投与ラッ ト共 に認められ ､ P 一 名5 0 によるCC 1 4 の代謝的滴

性化作用をS p加が抑御するので はなく ､ むしろ反応 の基費となるリン脂質 へ の作

用が胸章過酸化抑御に重要な役割を演じて い ると考えられる ｡

2 . Ⅰn vi t r o のH s 騰貴過酸化反応は ､ 合成CP の リ ン騰貴 へ の作用と鉄との卑 レ ー

ト作用 により阻害さ れるこ とが判っ た ｡

3 ･ 肝H s の騰貴過酸化反応には ､ ト4 50 が重要な因子の1 つ で ある
.
ことを ､ 親s での

抗体を用 い た実験あるい は再構成糸で 明確にした ｡ またその作用磯作はト4 50 ア

イソザイム 間で 同
一

で はなく ､ 批 P - 44 8 1 に見られる酸素の活性化に強く作用す

るP - 4 50 種と ､ HC P - 4 48 2 で示きれる ､ 生成した過酸化物による連鎖的な反応に作

用するP
-

45 0 種が ある ことが判明した ｡

4 . アセ トンによるA封水酸化活性の上昇にはP
-

4 50 種により差異があるこ とが明

らかとなり ､ その 活性化杜､ アセ トンがP - 4 5 0 のF p 之からの電子伝達能力を高め ､

P 1 4 50 の還元適度を上昇させ ることによるもの と考えられた ｡

5 . ラ ッ トの印 材- 脱メ チ ル化括性に見られる性差の 一 部は ､ 雌雄問で本反応に

関与するト4 50 のF p 2 に対する親和性が兵なり ､ 雌におい て はF p 2 が律通辞寮とな
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っ て い るためと考え
-
られ た ｡

6 ｡
′

､F p 2
- S 叩h a r o s e 鯛 カラムを伺い ､ 雌雄ラッ ト肝誰s 中には ､ 野p 2 に対する親和

性の高いP - 舶0 轡と低いP
- 鵬0礎が存在すること ､ ならびにそれらの

-

軌まE裾 肘

- 脱メチル化清隆に見られ る性差に関与して いる ことを明らか にした ｡

7 . 薬物未処理 カニ クイザル肝輔S から ､ 性寮の異なる4 種のP
一

紙0 の精製に成功し

( P
-

舶0 卜 a ､ P
- 450 卜 b ､ P

- 舶0 卜 c ､ P
- 450 ト d ) ､ サルで のP - 4 50 の分子多聴性を

明確な屯のとした ｡ P
-

4 50 卜 ｡ 披カニ クイザルおよぴリス サルの 肝H 8 申の主たるP

一

節0寝であるこ とが明らかとなり､ カニ クイザ ル に且Z晋を投与する ことによるP
-

舶0 の減少はP - 45 0 卜 c の減少によることが判っ た ｡

8 . P - 4 50 卜 b なちびにP - 450 卜 c と免疫学的に類似したP - 4 50 が ､ 雄性ラ ッ ト､ マ

ウス ､ モ ル竜 ツ ト､ ハ ム ス タ ー

､ ウサギおよぴ感性ラッ トにも存在する こと ､ し

か しそれらは同 一

の もので はな い ことが示され た ｡ P - 4 50 卜 ｡ と免疫学的に類似し

たP - 450 カ}
.

､ 各動物種で特異的に6 β水酸化反応に寄与してい ることが判っ た ｡

9 . カ ニ クイザル肝放s のF p 全の精製に成功し､ その抗体を用い た免疫学的比較検

討の結果 ､ カニ クイザルのF p 2 は ､ ブタ ､ イヌ のF p 2 と類似しており ､
一

方ラッ ト

のF p 2 はマウス とハ ムス タ ー のFp e と嬬似して い ることが判っ た ｡
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掲 戟 雑 密森 田 線

1 . 第1 編 ､ 第1 車の内容旺 ､ T o x i c o且 . 細p l . Ph a T 弧 C 81 ｡ に下紀の黄濁で投稿* で

ある ｡

P o 且y a 瀞i n e l o w e r ¢d 払叩 a H C 且紬i d p e T O X i且¢ l e v e l i n T at s

2 . 第1編 ､ 第2 牽の 内容は ､ Bi o ch e 凱 Ph a T 胡a C O l . , 批 且65 8
- 16 6且(198 2)をこ下記の

表題で 掲載され たもの で 為る ｡

Ⅰnh ib it o r y a c t i o n o f 阻 C r O C y C li c p o l y a 想i n e s o n li p i息 p e m x i 由 息i q n i m

r a t li v ¢r 遡i c r o s o 油e S .

3 . 第2 編 ､ 第1 牽の 内容は ､ Di o c h e 凱 Ph a 柑 a C O l . , 3 2 ,3 15 ト3 155(19 88) に下紀の

表題で掲載きれたもので ある ｡

Ef f e c t of a c e t o n e o n a ni且i n e h y且r o x y l a七i o n by a r e c o n st ま七ut ed 8 y S 七e 凱

4 . 第2 編 ､ 第2 牽の 内容は ､ Di o ch e 凱 Bi o p hy s . R e s . C o m u n . , 9 7 , 1527
- 15 34

(198 0) に下紀の表題で掲載され たもの である ｡

S e x dif f e r e n c e i n N - d 柑 如h y l a ti o n a ¢七i 甘ity of 如h yl 笥O r P hi n e 且n r at

l i v e r E[i c r o s o n e 8 ｡

5 . 第2 編 ､ 第3牽の 内容は ､ B i o c h eJD . Ph a r ELa C O l . , 3 亀,1 84 6
- 1 849(1985) に下記の

表題で掲載されたもので ある ｡

S 印 a r at io n p a rt i al p u ri fi c at i o n a nd c h a r a
-

c t e T i z at i o n of c yt o c h r o 耶

P - 4 50 h a vi n g a diff e r e n t aff i n i ti e s f o r W AD 和
一

c y t o c h 印 B e P
- 45 O

r 8 d u c t a s e f r o 丑 r at l i v e r 舶c m s o 卦O S .
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6 . 策3 編 ､ 第1 章､ 第2 牽 ､ 第3 牽およぴ第名車の 内容の 一 部は ､ Bi o c h ℡凱 Bi o p 蜘

定e s . C o B3 凱 n . , 12 5 , 10 89
-且09 5(19 朗)を= 下記の褒鷹で掲戟きれ たもの で ある ｡

P u r if i c ati o n a n d p r o p e r ti ㊤s of c y t o ch r o 詔¢ P
-

舶O f T O 劫 u 舶T e a t e d 甲¢n奴e y

l i v e r 渦i c r o s o 過e S .

7 . 第3 編､ 第6章の 内容は ､ Bi o ch e B) . B i B p hy s . E e s . C o 油EI u n .
, に下記の表題で投

稿中で為る ｡

P u r if i c at i o n a n d c o 即 a r at i v e p r o p e r ti e s o f 鮎D PH
-

c y七o ch r o 題e P
一名50

r e d u c t a s e f r o 遡 源O nk e y a nd o th e r e 印 e rizB e n t a l a n i E[ al s .

- 1 44 -



撃計原因 文 献

i) B r o d i e , a . B . , .

G i l l e t t e ,
.
J . R . a n d L a D u

,
a . N

. ( 1 9 5 8)
Ån n ｡ R e v . B i o c h e m

‥
2 7 4 2 7

2 ) K l i n g e n b e r g ' 凹 . A ｡ ( 1 9 5 8 ) A r c h . B i o c h e m . B i o p h y s . , 7 5

3 7 6

3 ) G a r f i n k e 1 , D . ( 1 9 5 8 ) A r c h . B i o c h e n .
B i o p h y s . , 7 7 4 9 3

4 ) O m u r a , T . a n d S a t o , R . ( 1 9 6 4 ) J . 丘i o l . C h e m . , 2 3 9 2 3 7 0

5 ) C o o p e r r D . Y . , L e v i n , S . , N a r a s i m h u l u ( S . , R o s e n t a 1 , 0 .

a n d E s t a b r o o k
′
R
.
W . ( 1 9 6 5 ) S c i e n c e 1 4 7 4 0 0

6) = m a i , Y . a n d S a t o , A . ( 1 9 6 6 ) B i o c h e m . B i o p h y s . R e s .
C o rn m u n

. ,
2 2 6 2 0

7 ) R e m e r , H . , S c h e n k m a n , J . B ‥ E s t a b r o o k . R . W . , S a s a m e ,
H . , G i l l e t t e , J . A . , N a r a s i m h u l u , S . , C o o p e r , D . Y . a n d

R o s e n t a l
,
0 . ( 1 9 6 6) M o l . P h a r m a c o 1 .

,
3 1 1 3

8 ) E r n s t e r , L . a n d O r r e n i u s , S ｡ ( 1 9 6 5 ) F e d . P r o c . , 2 4 1 1 9 0
-

9 ) h u t A . Y . ･H . a n d C o o n , M . J . ( 1 9 6 8) J . B i o l . C h e m . , 2 4 3

1 1 3 1
‾

1 0) H i l d e b r a n d t , A . a n d E s 七a b r o o k ′ R . 机
■
( 1 9 7 1 ) År c b .

B i o c h e m . B i o p h y s . ,
I '1 4 3 6 6

l l ) Z c h i k a w a , Y . a n d Y a m a n o , Y . ( 1 9 6 7) B i o c h i m . B i p p h y s .

A c t a
′
1 3 1 4 9 0

1 2 ) 工m a i , Y . a n d S a 七o , R . ( 1 9 7 4 ) B i o c h e m . B i o p h y s . R e s .

C o m n u n .
,
6 0 8

1 3 ) 青山俊文 ､ 今井嘉郎 ､ 佐藤 了 (19 82)

1 4 ) C o o n ′ 臥 J . , v a n d e r H o e v e n ,

H a u g e n , D . A . ( 1 9 7 8 ) M e t h o d s

1 5) R o o p ′ D ･ R ･ ' P e r s s o n ' A . Ⅴ .

B i o l . C h e m ‥
' ､

2 5 6 1 0 7 0 4

生化学 51 83 4

T
.
A
‥
D a h l

′
S
.
a
.
a n d

E n z y rh o 1 ‥
1

'5 2 1 0 9

a n d C o o n
,
” . J . ( 1 9 8 1) J .

1 6) R o o p ' D . R . ' 出 o r g a n ' E ･ T ･ ' T a r r ' G ･ E ･ a n d C o o n ' 甲･ J ･
( 1 9 8 2 ) J . B 土o 1 . C b e m . ′

■2 5 7 8 4 7 2

1 7 ) R y a n , D . E . , T h o m a s , P . E . , R e i k , L . b4 . a n d L e v i n . W .

( 1 9 8 2 ) X e n o b i o t i c a ,
- -

1 2 7 2 7

-

145 -



1 8 ) R y a n l D ･ E ･ p Z i d a , S ｡
f
W o o d

,
A
｡
W
･ ,
T h o m a s

,
p ･ E

･ ,

L i e d e r
p
C ･ S ･ a n d L e v l n , W . ( 1 9 8 4 ) J . B i o l ｡ C h e m . , 2 5 9

1 2 3 9

1 9) R y a D , D ･ E ･ ･′ 早a m a n a t h a n , L . , = i d a , S . , T h o m a s , p . E . ,
H a n i u , 臥 ′ S h i v e l y ′ J .

( 1 9 8 5 ) ∫ . B まo 1 . C h e m ‥

2 0 ) H u a n g , 机 T . , W e s t l S ｡

B i o l
.
C b e m ‥

◆

2 5 1 4 6 5 9

E
･ l
l i e b e r , C ･ S ･ a n d L e v i n , w .

2 6 0 6 3 8 5

a
.
a n d I J U ′ Å

‾
. Y . H . ( 1 9 7 6 ) ∫ .

2 1) N e g i s h i , M ･ a n d N e b e r t , D . W . ( 1 9 7 7 ) J . B i o 1 . C h e m . ,
2 5 2 3 9 7 0

2 2 ) K i t a d a ' M ･ Y a m a 2: a k i , c ･ , H i r o t a , R . a n d X i t a g a w a , H ｡

( 1 9 8 0 ) B i o c h e m . B i o p h y s . R e s . C o m m u n .
,
9 3 1 0 2 0■
- ■

之3) R m a m t a k i , T . , S u g i u r a , 也 . ′ Y a m a 2; O e , Y . a n d R a t o , 良 .

( 1 9 7 9 ) B i o c h e m . P h a r m a c o 1 . ,
2 8 1 9 9 3
-

2 4) W a n g , P . , M a s o n , P . S . a n d G u e n g e r i c h ,
A r c h

.
B i o c h e m

.
B i o p h y s . ,

2 5) K i t a d a , 班 . , K a m a t a k i , T ,
K a t o

′
R
.
a n d K a n a k u b o , Y .

B 土o p b y s ‥ 2 4 1 2 7 5

1 9 9 2 0 6

= t a h a s h i , R . ∫

( 1 9 8 5 ) A r c h .

2 6) n a t o . R . ( 1 9 7 4 ) D r u g 也e t a b . R e v .
,
3 1

2 7) K a m a t a k i , T . ,
◆M a e d a , .K . , Y a m a z o

l
e
,
y .
,

F . P . ( 1 9 8 0 )

R i k i h i s a
,
T
. ,

B i o c h e m ｡

N a v a l , T . a n d
K a t o I R ･ ( 1 9 8 3 ) A r c h . B i o c h e m J B i o p h y s .

･

,

I

2 2 5 7 5 8

2 8 ) M a c G e o c h , C . , 1 4 o r g a n , E . T . . E a l p e r t , J . a n d
G u s t a f s s o n

,
J . - A

. ( 1 9 8 4 ) J . B i o 1 . C h e m . , 2 5 9 1 5 4 3 3

2 9) T h o 血a s , P ･
.

臥 , L u , A . Y . I . , R y a n , D . , W e s t , S . a . ,
K a w a l e r ' J . a n d L e v i n , W . ( 1 9 7 6 ) H o 1 . P h a r m a c o 1

. ,
1 2

7 4 6

3 0) W e s t ' S .
.
B . a n d L u

,
A
. Y . H . ( 1 9 7 2 ) A r c h . B i o c h e m .

B i o p h y s . , 1 5 3
p 2 9 8

3 1) M i w a ; G . T . ,
B i o l . J C h e m . ,

W e s t r S . ち . a n d L u , A .
Y
. fL . ( 1 9 7 8 ) J .

2 5 3 1 9 2 1

3 2 ) R i t a d a ' 机 ' = g a r a s h i , T . , R a n a t a k i , T . a n d R i t a g a w a , 冗 .
( 1 9 7 7 ) J p n .

J
.
P h a r m a c o l .

,

' '

2 7 4 8 1
-

3 3 ) B h u y a n ･ R ･ C ･ a n d B h u y a n
T
P ･ K ･ ( 1 9 8 4 ) C u r r e n t E y e

R e s =
■

3 6 7
●

- 1 46 - I



3 4 ) G r a v i n d p a . p H a r t m a n , S . I C l e rn m e n s e n , J . , J e n s e n , K . E .

a n d D a m ′ E ｡ ( 1 9 5 2) A c t a P a t h o l . M i c r o b i o l ‥ 3 0 1

3 5) R e c k n a g e l , R ｡ 0 ｡ ( 1 9 6 7) P h a r m a c o l . R e廿 . , 1 9 1 4 5
■ -

3 6) H y e r s , C . E . , 也
.

c G u i r e
,
W . P .

,
h i s s

,
R ｡ H

. ,
= f r i m

.
=
‥

G r o t 2: i n g e r , K . a n d Y o u n g , R . C ｡ ( 1 9 7 7 ) S c i e n c e , 1 9 7 1 6 5

3 7) H a n d a ′ R . a n d S a 七o ′ S . ( 1 9 7 5 ) G a n n ′ 6 6 4 3

3 8 ) B u s , J . S . p A u s t , S . D . a n d G i b s o n , J . E . ( 1 9 7 4)

B i o c h e m . B i o p h y s . R e s ｡ C o m m u n . p 5 8 7 4 9

3 9 ) L i t t l e , C . a n d 0
-
B r i e n , P . J . ( 1 9 6 8 ) B i o c h 占m .

B i o p h y s .

R e s .
C o Tn m u n

. ,
3 1 1 4 5

4 0) T a b o r , C . W . a n d T a b o r , I . ( 1 9 8 4 ) A n n .
R e v

.
B i o c h e m

=

5 3 7 4 9

4 1 ) J 且n n e , J . , R a i n a . A . a n d S i i m e s , 放 . ( 1 9 6 4 ) A c t a

P h y s i o 1 . S c a n d . ,
I

■6 2 3 5 2

4 2 ) C h a p m a n n ( 1 9 7 6) D r u g H e t a b ･ D i s p ･
' 旦 4 1 7

4 3 ) R i t a d a , M ‥ = g a r a s h i , 氏 . , H i r o s e , S . a n d R i t a g a w a ' fI .

( 1 9 7 9) B i o c h e n . B i o p h y s . R e s . C o rr m u n . ,
8 7 3 8 8

4 4) R i t a d a , ” . , N a i t o . Y . , = g a r a s h i , K ‥ H i r o s e , S . ,

Rla n a k u b o , Y
r

. a n d R i t a g a w a , a . ( 1 9 8 1 ) B i o c h e m .

p b a r m a c o 1 ‥ 3 3 4 8 7

4 5 ) H o c h s t e i n , p . a n d E r n s t e r , i . ( 1 9 6 3 ) B i o c h e m . B i o p h y s .

R e s . C o rn m u n ‥
' ●

1 2 3 8 8

4 6 ) L e v i n i W . , L tl , A . y . H . . J a c o b s o n , A . , K u n t z m a n , 虫 . ,

p p y e r , J . L . a n d 池c C a y ' P ･ B ･ ( 1 9 7 3) A r 血 ･ B i o c h e m ･

B i o p h女s . ,
' l

1 5 8 8 4 2
q ■
■
■ -

1■

4 7) P e d e r s o n , T . C . a n d A u s乍, S ･ D ･ ( 1 9 7 2 ) B i o c h e n ｡

B i o p h y s . R e s 一
t

C o rn n u n ･
'

● ■
坐 7 8 9

4 8 ) P e d e r s o n , T . C . , B u r g e , J . A . a n d A u 咋 . S J D ･ ( 1 9 7 3 ) J ･

B i o 1 . C h e m . ,L 12 4 8 7 1 3 4

4 9 ) O
I
B r i e h , P . J . a n d R a h i m t u l a , A . ( 1 9 7 5 ) J , A g r i c .

F o o d

C h e m ･
' 望 1 5 4

5 0) E k s t r b 叫
■

G . a n d = n g e r m a n
- S u n d b e r g , 加 . ( 1 9 8 4 ) B i o c h 色m ･

P h a r m a c o 1 .
,

' '

3 3 2 5 2 1
●
■
■1 -

-

1 4 7
-



5 1 ) B a i r d , .

A
.
a

. ( 1 9 8 0 ) ･ B i o c h e m ｡ B i o p h y s ｡ R e s . C o m n
. ,

` ■

9 5

1 5 1 0

5 2 ) 八木国夫 (1 9 79) 臨探検奪 担 11 5

5 3 ) H i s s i n ,
,
P . J . a n d Ⅰi i l f ,

.
求 . (1 9 7 6) A n a l . B i o c h e m

. ,
r 7 4

2 1 4

5 4) F u j i m o t o , R . , = g a r a s h i , R . , S c r e s p h a , R . D . a n d O k u i ,
R . ( 1 9 8 5 ) エn t . J ｡ C a n c e r ′

‥

3 5 8 2 1

5 5 ) P h i l l i p s , A . H . a n d L a n g d o n , R . G . ( 1 9 6 2 ) J . B i o 1 .

C h e m . , L2 3 7 2 6 5 2

5 6 ) L a w r e n c e , R . A .
a n d B u r k , A . F . ( 1 9 7 6) B i o c h e m .

B i o p h y s . R e s . C o rn m u n .
,

I '

7 1 9 5 2
■ ■
●■ ■ ■■ ●

5 7 ) M a s s e y , Ⅴ . a n d W i l l i a m s , J r . C . H . ( 1 9 6 5 ) J . B i o l .
C h e n

. ,
1214 0 4 4 7 0

5 8) L o w r y , 0 . tl . , R o s e b r a u g h , N . J . , F a r r , A . L . a n d

R a n d a 1 1 , A ..
J . ( 1 9 5 1 ) J . B i o l . C h e n . , 1 9 3 2 6 5

5 9) F o l c h , J . ′ L e e s , A . a n d S l o a n e
- S t a n l e y , G . H . ( 1 9 5 7) J .

B i o 1 . C h e m .
,
2 2 6 4 9 7

6 0 ) B e r t l e t t , G . A . ( 1 9 5 9 ) J . B i o 1 . C h e m . , 2 3 4 4 4 6

6 1 ) B u e g e , J . A . a n d A u s t , S . D . ( 1 9 7 8 ) M e t h o d s E n 2: y m O 1 . ,
5 2 3 0 2

6 2 ) S v i n g e n , a . A . B u e g e r J . A . , F r e d e r i c k , 0 . , O
I
N e a 1

,
F
.

0 . a n d A u s t
,
S . D

. ( 1 9 7 9 ) J . B i o 1 . C h e m . ,
■2'5 4 5 8 9 2

6 3 ) W i l l s , E . D . ( 1 9 6 9 ) B i o c h e m .
J
. ,
1 1 3 3 1 5

6 4) R i t a d a , 班 . S a k a m o t o . x . , R i k i h i s a , T . a n d R a n a k u b o , Y .

( 1 9 8 4) B i o c h e m .
P h a r m a c o 1 . , 3 3 3 9 7 1

6 5 ) N o s h i r o ′ M ･ a n d O m u r a ' T ･ ( 1 9 7 8 )
.
J
･
B i o c h e m

･ ,
8 3 6 1
▼■ ■■ ■■ 一

6 6 ) H r y c a y , E . G . a n d 0
-
B r i e n

,
p
.
J . ( 1 9 7 2 ) A r c h . B i o c h e m .

B i o p h y s . ,
-

1
'

5 3 4 8 0

6 7) S p a t z , L . a n d S t r i t t n a t t e r l P . ( 1 9 7 1 ) P r o c .
N a t 1 . A c a d .

S c i
. ,
'6 8 1 0 4 2

6 8 ) N o g u c h阜. 臥 . Y o s h i d a , T . a n d R i k u c h i , G . ( 1 9 8 3 ) J .
B i o c h e m ‥

‥

9 3 1 0 2 7

-

1 48 ｢



6 9 )

7 0 )

7 1 )

7 2 )

7 3 )

7 4)

7 5 )

7 6)

7 7 )

7 8 )

7 9)

8 0 )

8 1 )

8 2 )

H r y c a y , E ｡ G ‥ J o n e n p 托 ｡ G ･ , L u ' A ｡ Y . 凱 a n d L e v i n
,
W
.

( 1 9 7
_
5 ) A r c h ｡ B i o c h e m ｡ B i o p h y s ‥ 1阜S.

1 4 5

●

℡a d o l 土n l ∫

P a s q u a l i ,

5 5 0

P 凸s
”

, H .

B i o p h y s .
,

I g a r a s h i ,

K i t a g a w a t

B ‥ C a b r i n l , L ‥ L a n d i p L . , V a r a n 1 , E . a n d
●

p
. ( 1 9 8 4 ) B i o c h e m ｡ B i o p h y s ｡ R e s .

■C o m u n
り

an d P e g g , A . E ｡ ( 1 9 8 2 ) A r c h . B i o c h e m ｡

'

2 1 7 7 3 0
～

T . , S a t o h , T . , H o s h i , K . , U e n o , K . a n d

H
. ( 1 9 8 2 ) L i f e S c i . , 3 1 2 6 5 5

1 2 2

H e a d ( a . 1 朋 o o d y , D . E ･ , W o o ( C ･ H ･ a n d S m u c k L e r r E ･ A ･

( 1 9 8 1 ) T o x i c o 1 . A p p l .
P h a r n a c o 1 . , 2 8 6

v a n e l l a , A . , P i n t u r o , 氏 . , G e r e m i a , E . ,. T i r i o l o . P . ,

D
I
u r s o

,
G . , R i z 2: a , Ⅴ . , D i S i l v e s t r o . I . , G r i m a l d i , R ･

a n d B r a i , ” . ( 1 9 8 0 ) = R C S M e d i c a l S c i ｡ J 8 9 4 0

エg a r a s h i , K . , K a s h i w a g 1 , Ⅹ . ,
K a k e g a w a , T ･ ' H i r o 苧e ' S ･ ,

I

y a t s u n a m i , T ｡ a n d R i m u r a , E . ( 1 9 8 0 ) B i o c h i m .
B i o p h y s ･

Å c 七a ′ 6 3 3 4 5 7

s h i r a k i , H . a n d G u e n g e r i c h , F . P . ( 1 9 8 4 ) A r c h . B i o c h e m ･

B i o p h y s . .
-

2 3 5 8 5

R a m a t a k i , T . , I J e e , ” . C . , B e l c h e r p D . H ｡ a n d N e a 1 '

R ｡ A . ( 1 9 7 6 ) D r u g 比e t a b . D i s p . , 4 l o o

M i w a
(
G
.
T .
1
W e s t l

､

S ･ B ･ l
H u a n g l 出 ･ T ･ a n d L u t A ･ Y ･ H ･

( 1 9 7 9) ∫ . B 土o 1 . C b e m ‥

M i w a , G . T . a n d L u , A .

B i o p h y s ′
◆

2 3 4 1 6 1

G i g o n , P . L ･ l G r a m ' T ･

B i o c h e n .
B i o p h y s . R e s .

■

= n a l
t
Y . a n d S a t o ( R '

C o m m d n ･ '

'

Z i 8 0

A n d e r s ′ 比 . W .

8 3 ) A n d e r s , 出 ｡
W
.

8 4 ) A n d e r s , A . W ｡

8 5 ) L e i b m a n , R . C .

2 5 4 5 6 9 5

y . H . ( 1 9 8 4 ) A r c h .
B i o c h e m .

E .
一

a n d G 土1 1 e t t e ′ ∫ . R . ( 1 9 6 8 )

C o Ⅲ m u n ‥ 3 1 5 5 8

( 1 9 6 6 ) B i o c h e m . B 土o p h y s . R e s .

( 1 9 6 8 ) A r c h J B i o c h e m . B i o p h y s . . 1 2 6 2 6 9
t ■ ■ 1 - 1 ■ l■ ■

( 1 9 7 2 ) A r c h . B i o c h e m .
B i o p h y s . , 1 5 3 5 0 2

( 1 9 6 9 ) B i o c h e m .
P 申 r m a c o l ･ ' 1 8 2 5 6 1-

( 1 9 6 9) L l o L ｡
P h a r m a c o l .

,
5 1

-

1 舶 -



8 6) Ⅹa m a t a k i , T . , R i t a d a , ” . , C h i b a , K ‥ R i t a g a w a p f L .

= m a i , Y . a n d S a t o , A . ( 1 9 8 0 ) B i o c h e m .
P h a r m a c o l . , 2 9

1 1 4 1

8 7 ) = m a i , Y . a n d S a t o , R ｡ ( 1 9 6 8 ) J ｡ B i o c h e m . ,
6 3 3 8 0

8 8 ) 比a s r y , S . D . , C o h e n , G . 凱 a n d H a n n e r i n g , G ｡ J . ( 1 9 7 4 )

D r u g 加e t a b ｡ R e v .
,
2 2 6 7

8 9 ) R a t o , 衣 . , T a k a n a k a , A . a n d T a k a y a n a g i , z4 . ( 1 9 6 8 ) J p n .

J . P h a r m a c o 1 . , 1 8 4 8 2

9 0 ) G i g o n , P . I J . , G r a m , T . I . a n d G i l l e t t e , J . R ･ ( 1 9 6 9 )

払o l . P h a r m a c o 1 . ,
A 5 l o g

9 1 ) R i t a d a , 臥 , R i t a g a w a , 冗 . a n d K a m a t a k i , T . ( 1 9 7 9 )

B i o c h e m .
P h a r m a c o 1 . ,

I .

2 8 2 6 7 0
- I

9 2) H a s h i m o t o , C i a n d = m a i , Y . ( 1 9 7 6 ) B i o (コh e m .
B i o p h y s .

R e s . C o m n . ′
6 8 8 2 1
■
■ -

■

9 3 ) t m a i ,. Y . , = t o , A . a n d S a t o , R . ( 1 9 6 6 ) J . B i o c h e m . , 6 0
■ ■ l■ -

4 1 7

9 4 ) H i l d e b r a n d t , A . G . . R o o t s , I . , T j o e , h4 . a n d H e i n e m e y e r ,
G
. ( 1 9 7 8 ) M e t h o d s . E n z y m o 1 . ' 5 2 3 4 4

9 5 ) D i e h l , fl . , S c h a d e l n , J . a n d
■ U 1 1 i c h , Ⅴ . ( 1 9 7 0 ) H o p p e

-

S e y l e r
T
s z

.
p h y s i o 1 C b e m .

′
3 5 1 1 3 5 9

9 6) P o w i s , G . a n d B o o b i s , A . A . ( 1 9 7 5 ) B i o c h e m . P h a r m a c o l . ,

2 4 4 2 4

9 7 ) W a d a , F . , S h i m a k a t a , H . , T a k a s u g i , 臥 ,
L

R o t a k e p T . a n d

S a k a m o t o , T . ( 1 9 6 8) J . B i o c h e m . ,
6 4 1 0 9

9 8 ) L u , A . Y . H . ∫ J a c o b s o n , W . ,､
L e v i n

,
W .
,
W e s t

,
S . B . a n d

良 . R u n t 2: m a n , R . ( 1 9 7 2 ) A r c h . B i o c h e m . I) i o p h y s . , 1 5 3 2 9 4

9 9 ) A n d e r s , 加 . ” . a n d G a n t e r , J . E . ( 1 9 7 9) L i f e S c i .
,
2 5
-

1 8 8 5

l o o ) W e r r i n g l o占r, , J . a n d R a w a n o , .S . ( 1 9 8 0 )
--

B i o c h e m i s t r y ,

B i o p h y s i c s a n d R e g u l a t i o n o f C y t o c h r o m e P
- 4 5 0

''

( E d s .

G u s t a f s s o n
.
J
.

- A e t a 1 ) p p . 3 5 9 , E I s e v i e r , A m s t e r d a m

l O 1 ) 加i w a , G . T . an d C h o
,
A . A ( 1 9 7 6) L i f e S c i . . 1 8 9 8 3

1 0 2) N a s h , i . ( 1 9 5 3 ) B i o c h e m . J .
,
5 5 4 1 6

ー15 0 -



1 0 3 ) C u a t r e c a s a s , P ｡ ( ユ9 7 0 ) J ｡ B i o l ｡ C h e m ‥ 2 4 5 3 0 5 9
仰

■

1 0 4 ) A i t i o , A . ( 1 9 7 8 ) A n a 1 ｡ B i o c h e n .
,
8 5 4 8 8
▲■ ●■ ■ ■l ■l■

1 0 5 ) J o h n s o n , E ･ F ･
.

' S c h w a b ′ G ･ E ･ a n d H u l l e r
- E b e r h a'r d

,
U

･

( 1 9 7 9 ) B 4 o 1 .
.

P h a r m a c o l ‥ 1 5 7 0 8

1 0 6 ) F r e n c h , J ｡ S . , G u e n g e r i c h , F ｡ P ｡ a n d C o o n , H . J . ( 1 9 8 0 )

J . B 土o 1 . C b e m ‥
●

2 5 5 4 1 1 2

1 0 7 ) L a e m m l i , U . R . ( 1 9 7 0 ) N a t u r e , 2 2 7 6 8 0

l o o ) K a m a t a k i , T . , H a e d a , K . , Y a m a z o e , Y . , 出 a t s u d a ' N .■,

= s h i i , R . a n d n a t o , R . ( 1 9 8 3 ) M o 1 . P h a r m a c o 1 . , 2 4 1 4 6

1 0 9) H u a n g , A .
T
. ,
C h a n g ' R . i . , .

F o r t n e r ' J ･ G ･ a n d C o n n e y ′

A . I . ( 1 9 8 1 ) J . B i o l ｡
C h e m

. ,
2 5 6 6 8 2 9

i l o) H u a n g , 臥

R o o p I R . 1

1 0 8 9 7

l i l ) Q u i n n , P .

B i o c b e m .

T . , J o h n s o n , E . F ‥ b4 u 1 1 e r
-

E b e r h a r d , U . 1

c o o n , z4 . J . a n d C o n n e y , A ｡ a . ( 1 9 8 1) 2 5 6

G .
,
A x e l r o d

,
I . a n d B r o d i e , a . B . ( 1 9 5 8)

p h a r m a c o l ‥ 1 1 5 2

1 1 2) R a i g h e n , 臥 a n d W i l l i a n s , R ･ T ･ ( 1 9 6 1 ) a . ･ M e d ･

p h a r m a c e u 七 . C h e m ‥ 3 2 5

1 1 3 ) W i l l i a m s , A . T . ( 1 9 7 4 ) B i o c h e m .
S o c . T r a n s ･ ' 2 7 5 9

1 1 4 ) R a t o , R . , b n o d a , R . a n d T a k a y a n a g i , 臥 ( 1 9 6 9 ) J p n .

P h a r m a c o 1 .
-
∫
1 9 4 3 8

∫ .

1 1 5) A l v a l e s , A . P . , S h i l l i n g , G . a n d L e v i n , W ･ ( 1 9 7 0 )
J
｡

P h a r m a c o l ｡ E x p ｡ ℡b e r ‥ 1 フ5 4

1 1 6 ) 加 a h g
･

o u b
.
A .
,
I d l e . J . R . i L a n c a s t e r , R ･ a n d S m i t h , R ･

L . ( 1 9 7 7 ) L a n c e t , 2 5 8 4

1 1 7 ) E i c h e l b a u m ′ H . ( 1 9 7 9 ) C l i n .
P h a m a c o k i n e t . I 1 6 1 8 7

1 1 8 ) S b m i d , a . , B i r c h e r , J . , P r e i s i g , ･ R . a n d R 也p f e r ' A ･

( 1 9 8 5 ) C l i n . P h a r m a c o 1 . T h e r . ,
'

3 8 6 1 8
-

1 1 9 ) = m a i , Y . ( 1 9 7 9 ) J . B i o c h e m . ,
8 6 1 6 9 7

1 2 0 ) R a m a t a k i , T . , H a e d a , Ⅹ . , Y a m a 2: O e , Y . , N a g a i , T ･ a n d

R a t o , 氏 . ( 1 9 8 2 )
r

L i f e S c i . ,
■

3 1 2 6 0 3

1 2 1 ) G u e n g e r i c h , F . P . , Y a n g , P . a n d D a v i d s o n '
N
･
R
･ ( 1 9 8 2 )

B i o c h e m i s t r y '
l

生 1 6 9 8

- 15 l -



1 2 2 ) R a m a t a k i , T ･ , K i t a d a . 汎 ′ S h i g e m a t s u , H ｡ a n d K i t a g a w a ,
H . ( 1 9 7 9 ) J p n . J . P h a r rn a c o 1 ”

- '2 9 1 9 1

1 2 3 ) 必i h a r a , R . a n d S a t o ′ 革. ( 1 9 6 6) J . B i o c h e m .
,
6 0 4 1 7

1 2 4 ) L i t t e r s t , c . I J . , 出i m n a u g h , f: . G . , R e a g a n , 氏 . L . a n d
G r a m

′
T
. E . ( 1 9 7 5 ) D r u g 出e t a b . D i s p . , 3 2 5 9

1 2 5) L i t t e r s
.
t
,
C

.
I J

. ,
G r a m

,
T
.
E
. ,
H i m n a u g h , E . G ‥ E b e r , p .

L ･ ' E m m e r l i n g ' D . a n d F r e tl n d e n t h a 1 , a . I . ( 1 9 7 6) D r u g
M e t a b . D i s p . ,- 4 2 0 3

1 2 6) Y a s u k o c h i , Y . a n d 加a s t e r s , ら . S ｡ S . ( 1 9 7 6 ) J . B i o 1 .

C h e m
. ,

'

2 5 1 5 3 3 7

1 2 7 ) H a n i u , 班 . . I y a n a g i , T ‥ L e g e s s e , R . a n d S h i v e l y . J . E .

( 1 9 8 4 ) J . B i o 1 . C h e m . ,
I

-

2 5 9 1 3 7 0 3

1 2 8 ) W i l l i a m s , D . E . , B e c k e r , A . A .
,
P o t t e r , D . W . ,

G u e n g e r i c h , F . P . a n d B u h l e r , D . A . ( 1 9 8 3 ) A r c h .
B 土o c h e m . B l o p h y s ‥

■

212 5 5 5

1 2 9 ) 出e t 2:g e r , 臥 . S h a p i r o ′ M . ら . , b4 o s i m a n n , J . E ｡ a n d

V i n t o n
,
J . E . ( 1 9 6 8) N a t u r e ′ 2 1 9 1 1 6 6

1 3 0 ) 渡辺民朗､ 大町鉄雄､ 佐上郁子 ､ 藤井 博 ､ 藤原 徹 ､ 須崎百合子 (1 9 83)
”

第1 0 回環境汚染 とその トキシコ ロ ジ ー シシポジウム
”

p - 3 5

1 3 1 ) D e n k , H . , S c h e n k m a n , J . B . , B a c c h i n , P . G . , H u t t e r e r ,
F
･ , S c h a f f n e r ( F . m a d P o p p e r , I . ( 1 9 7 1 ) E x p . M o l .
p h a t h o l ‥ ■1 4 2 6 3

1 3 2) G u e n g e r i c h , F . P . , D a n n a n , G . A .
,
W r i g h t , S . T . ,

B I a r t i n
'
M
･
Ⅴ
･
a n d K a m i n s k y , L . S . ( 1 9 8 2 ) B i o c h e m i s t r y ,

2 1 6 0 1 9

1 3 3 ) G u e n g e r i c h , F ｡ P . , W a n g , P . , 比 a s o n , P . S . ( 1 9 8 1 )
B 土o c b e m i s t r y .

- 2 0 2 3 7 9

- 15 2 -



正誤表
I
g
r d d

W

p . ま

p . 3

p . 6

節. 2 2

p . 舶

p . 5 1

p . 5 6

p . 9 9

p . 1¢6

p . 1 18

下か ら1行田

上か ら10 行目

上 から9 行田か ち1 O 行目

表腰

上から2 行田か ら3 行目

上 から1O 行目

タイ トル 申

下から且0 行目

泰の 貌明文中

上か ら6 行目か ら7 行目

p . 1 18 上 か ら且3 行目

p . 14 2 上申ら6 行目

p ｡ 1 鵬 引用文献 23)

軍功a n O ゆ 嘗a 苅a n O

排艶 ゆ 排汲

示されて い るれて い る4
8 )
○ 示され てい

る 網 ) 令

Fi g ト6 ゆ F 皇臥 ト6

パ ー 浄キ曳ダ - ゼ ゆ パ - オ草堂+ダ - ゼ

P 舶島,a ヰ P 一

冬4 8 2

p 卿 X id c
ゆ p旦星0 Ⅹi d e

T ab al ¢ 3 -ヲ ゆ T abl e 3 - 7

仁o nt 甘Q l ヰ C o n七T O l

僅か に分子魔の盈豊熟糾＼きい漁色が見られ

た ｡ ヰ 健かをニ分子慶a) かきい 漁色)3 W b ゞ

見られ た ｡

放ぽ同じ分子盈を分子盈を示して い た｡ ヰ

を削雷同じ分子量を示して い た｡

金迩摩好男 ゆ 金魚保好男
旺m aznt ak i p

＋ R a EZat aki


