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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　　　Wlth　m1crosomal　ethanol　oxidizing　system　of　rat　liver，　its　intramicroson、al　distribution

was　studied　after　ultracentrifugation　（300，000×9，3hours）with　sucrose　density　gradient（Q・9to

1．7M），

　　　1．Disagreement　of　intramicrosomal　distributlon　of　the　activity　was　found　between　the

NADPH－02－dependent　ethanol－ox量dizing　activity　and　the　H202－generating　system－dependent　ac’

tivity・This　f｛nding　shows　that　a　part　of　the　NADPH－02－dependent　ethanol－oxidi乞ing　activity　of

microsomes　could　not　be　substituted　with．H202－generat三ng　system，

　　　2・The　pattern　of　the　distribution　of　H202－generating　system－dependent　ethano1－ox…dizing

activity　was　similar　to　the　distributlon　of　catalase　activity，’except　a　par亡ial　dissociation　of　the

pattern　near－by　1．5Msucrose．

　　　3．Aniline　and　pyrazole　inhibited　the　microsomal　NADPH－02－dependent　ethanol　oxidation勿

瞬γo，while　these　showed　little　inhibition　of　the　H202－dep母ndent　ethanQl　oxidation・

　　　4．Catalase’inhibitors，　azide，3－amino－1，2．4－triazole　and　cyanide，　inhibited　the．H202－dependent

ethano王oxidation　勿vitre，　while　did　no亡so　much　inhibit　the　NADPH－02－dependent　ethanol

oxidation．

　　　5，Addition　of　anilin．e　changed　the　pattern　of　the　distribution　of　NADPH－02－dependent

ethano1っxidizing　activity．　Pattern　of　the　distribution　of　aniline－sensitive　NADPH－02－dependent

ethanoレoXidi年ing　activity　was　similar　to．that．of　protein　distribution．

　　　．6．The　distribution　of　NADPH－02－dependent　ethanQI－oxiding　activity　after　addition　of　azide
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was　similar　to　the　di事tribution　of　aniline－sensitive　activity．

　　7．NADPH－02－dependent　H202－generac　ting　activity　in　microsomes　was　silnilar　to　the：distribu－、1ミ

tion　of　aniline－sensitive　NADPH・－02－depelldent　ethanol　oxicli；ring　activity，　of　aminopyrine　N－de－

me亡hylaSe　aCt’iVity〔⊃r　of　protein，

　　It　has．been．αmcluded　l：hat亡he　greater　1）al：し〔｝f　the　apparel〕t　NADPH－02＋－dependent　ethanol－

｛，xidation　is　covered　by　b〔〕th　the　amiline－sensitive　NADPH－（）2－dependent　ethano1　．　oxidation　and

ethanol　oxida亡i（⊃n　by　NADPH－02－dependent　H202－generation　plus　catalase，　The　mechanism　of

ani［ine・・sensitive　ethanol　oxidation　may　be　cQmmon　with　that　of　alliline　p－hydroxylation　in　hepatic

microsQmes．　Fur亡hermore，　it　was　suggeg．　ted　that　the壬12C）2・－Clependent　ethanol－oxidizing　activity

which　is　llot’inw，lved　in　catalase　mεly　exist　in　the　microsomβs・

　Orme－」ohnson・an〔1　／Ziegleri）にょって哺乳動物の　　　ている。・　1．　　　1．　．幽　　“．

肝ミクロゾームにNADPH－02依存のethanol（以　　　　こオ3に対しLie’berら2）6）1）1よ・．　c，atala・　se阻害剤によ

下アルコール）酸化酵素系の存在することが報告され　・　るNADPH－02依存のアルコール酸化活性の抑制と

て以来，このmixed－function　oxidationの機序に　　　catalase活性の抑制の間に，大きな差の認められるこ

ついて研究が進められてきている。とのミクロゾt－一・　tt　1：’と，．1ならびにアノし撤一ル連用ラツトでは，この肝ミク

ムのアルコール酸化酵素系は，NADを必要としない　　　ロゾームのアルコ　一一ル酸化活性が増加するのに対し，

ことから，アルコール脱水素酵素（alc。ho1：NAD　　　catalase活性には増加ク）みられないことをあげて，

oxidoredactase（L　1．　1，1））と区別されている。また　　　cataiaseの関与のない別の機構，すなわちmicroso一

肝ミクロゾームによるこのアル＝一ル酸化活性はin　　　mal　inixe’d－function　oxidaseが，その主体であると

vitroで，　SKF　525・A（β一diethylaminoethyl－di一　　主張している。しかしこれには，　catalase阻害剤が

Phenylace亡ate・HCI）1こよって抑制されず；azideあ　　　H202生成系活性を抑えないという前提，あるいは

るいはcyanideによって強く抑制される2）3）。一一方肝’　NADPH－02．依存のH202生成活性に，アルコール連

ミロゾームのいわゆる薬物代謝醒素系によるethoxy一　　用による増加がないという前提を必要とするが，これ

b5phenylのO－dealkylationはSKF　525－Aにより　　ttらの検討はなされていない。以上のごとく，肝ミクロ

強く抑えられるが，・．azideあるいはcyanideにょっ　　　ゾー・t・のアル＝一ル酸化の機序については，．意見の一

ては抑制されない2）a）。これらの報告は，肝ミクロゾ、　致をみていない。

一ムのアルコール酸化酵素系が，いわゆる薬物代謝酵　　　そこで今回，ラツト肝ミクロゾームのNADPH－－02

素系と同一のものでないという考えの根拠とされてい　　　依存のアルコール酸化酵素系の本質を明らかにするた

る。　　　　．　．　　　　　　　　　　　　．　め，アル：・一ル酸化酵素系活性およびcatalase活性

　Roachら3）1は／±ラツト肝ミ・クロゾ・・一．ムのアルコー　　　のミクPゾーム内分布の異同を乎がかりとし，これら

ル酸化酵素系において，添加H202はNADPH－02　　　と関連のある酵素系活性の分布，ならびに阻害剤によ

に代わりえないが，H202生成系はNADPH　O2に代　　　る影響を比較検討した。

わりうることを示してcatalaseの関与を示唆し，

mi・・…m・l　mi・・d－functi。。。xi，lat　eの1調与がほ　　　　　　轍方法

とんど問題にならないという見解を示した。また　　　爽験動物としては，体重150～2509のWistar系雄

Khannaら4）は，反応の初期においてのみ，　H202の　　　ラットを使用した。断頭後肝を摘出し，ただちに氷冷

添加がNADPH℃2に代わりうる．こと’を報告、してい　、　した0・15M　KC1液中に入れ，冷却後秤最した。肝は

る。これは，・ミクロゾームに含まれるcatalaseが添　　　4倍最の0・25M藤糖液あるいは0・15M　KCL液中で細

加したH2（）2をすみやかに消費するために生じた現象　　　切した後，テフロン軸頭の比較的ゆるい（クリアラン．

と考えられる。さらにIsselbacher　l　and．　Carter5）は　．　ス約O．　5　mm）・Potter型ホモジナイザー’でホreジネー1・

ミクロゾームへのcatalase添加の実験から，ミクロ　、　（20％）を調製した。このホモジネートを9，000×9，

ゾTムのcata玉aseがNADPH－－02依存のアルコ・rrル、　　10min遠心（T6minaga　90r，UV，　No　4　RotbD、しt　tそ．

酸化に関与し，その霊要な部分をしめるものと結論し　　、の上清を．105，000　x9，60〃min’　・（Hitach桝O　P，　RP
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40Rotσr）遠心してミクPゾームの沈澱をえた。これ　　　バイアルを55°C恒温槽中に20分以一ヒおき，バイアル

を0，25M藤糖液に分散（約40nlg　protein／mのして，　　　中のacetaldehydeが気液聞で平衡に達するのをまっ

ミクロゾP・ム分散原液とした。　　　　　　　　　　　　て，その気相の0．5認を用いた。acetaldehydeと内

　あらかじめ密度勾配作製装置（Automatic　density　　　部標準物質のピーク高比を求め，あらかじめ用意した

gradienter，　Hitachi　DGK－U）を用いて調製し，冷　　　標幣曲線から，　acetaldehyde濃度を錦：禺した。

却した薦糖連続密度勾配（0．9～1．7M）4meの上に，　　　　ガスクロマトグラフ運転の条件：カラムにはPEG醐

このミクロゾーム分散原液1認を積層し，300，000×　　　1500をコーティングした長さ457n・内径O・　57mllの

チ，180伽遠心（Hitachi　65－P，　RPS－65T　R・t・・）　G・1・yカラム（ステ〃ス毛細管カラム）を使用・

することによって，ミクロゾームを，subfractionate　　　温度1よそれぞれ，試料室50°C，カラム75°C，　FID

し，これをフラクシヨネ・一一ター（Density　gradient　　　pipe　60℃。窒素流嵐は40me／min，分割比よ：4。

fractionator，　Hitachi　DGF）で一一・fa適数ずつ15～40　　　水素流量は30me／min。検出器への空気圧2・0勿／cM2。

分画に分取した。各分画はKCI－tris－・HCI液（KC1　　気相試料のガスクPt　一？トグラフへの注入量はQ・5影。

0，！5M，　tris　20mM，　pH　7．4）で1．0または1．5認に　　　感度のattenuation　rangeおよびattenuationはと

希釈し，その0．5認を用いた。　　　　　　　　　　　　　もに1とした。

　アルコール酸化活性におよぼす阻害剤の影響を比較　　　　H202依存のアルコール酸化活性の測定において

した実験（表1）では，ミクPゾーム分散原液1容を　　　は，上述のNADPH　O2依存の酸化活性測定用の

KCI－tfis－HC1液2容で希釈したミクロゾ・・一ム液，あ　　　incubation　mediumを一一部かえて用いた。すなわち，

るいは3，　OOO　units／ne　catalase溶液の0．5媚を使用　　　NADP，　isocitrateおよびisocitrate　dehydrogenase

した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の代わりにglucose（4mM）およびglucose　oxidase

　NADPH－・02依存のアルコール酸化活性測定用の　　　　（1・1．3，4）（3　units）を用いた。

incubation　mediun18）は総量3．1meとし，0．33mM　　　　catalase活性の測定は，　H202の分解速度を分光的

NADP；8mM　sodium　isocitrate；8mM　ethanol；　　に測定する方法u）を一部改変して用いた。すなわち

1unit　isocitrate　dehydrogenase（1．1．1．42）；0．15　　　H202の紫外域における吸収極大は203mpにみられ

MKCl；5mM　MgCl2；50mM　tris－HCI，　pH　7．4お　　　るが，装置の感度および試料の状態を考慮して，今回

よびO．5η6submicrosomal分画（あるいはミクロゾ　　　の実験では210〃3μを用いた。またH202の添加量は

一ム液）を含有するように調整した。　　　　　　　　10mMとした。装鷹は，自記分光光度計（Hitachi

　インキュベーショソのための容器は，内容量26紹の　　　EPS－3T）に記録計i・（Hitachi　QpD－33）を付属させ，

バイアルを用い，ゴムキャップをし，とめ金をつけて　　　経時諦録した。必要に応じ，積分球付属装鷺を付属さ

用いた。イソキーzベーションは恒温槽（山本科学）中　　　せて用いた。

で37°C，10min，120回／minの振とうでおこなった。　　　aminopyrine　N－demethylase活性は基質amino『

イソキ．、ベーション後ただちに氷冷し，っついて2／sN　　　pyrineの酸化によって生ずるformaldehydeの量を

H2SO4（6μ9／ne　isobutanolを含む）Va　O．　Smeを添加　　　もって表わした。　aminopyrine　N－demethylase活性

することによって反応を停止させた。　　　　　　　　　の測定はNADPH－02依存のアルコ・一一ル酸化活性の測

　アルコー・・ル酸化活性は，生成acetaldehycle量を　　　定条件と同じ条件でおこなったnただし，基質には

測定して求めた。活性の単位は，上記の条件で1分間　　　ethanolの代わりにaminopyrine　2mMを用い，反応

に生成するft、　cetalclehydeの量をμmoles／Iomin／　　　の淳止にはH2SO4の代わりに1N　HCIO　・i　’1・　Oneを

fractionで表わした。　　　　　　　　　　　　　　　用いた。

　acetaldehydeの測定はガスクロマ】・グラフ（Hi－　　　　formaldehydeの定量はNash法12）を一部改変して

tachi　Perkin－Elmer　F6－D，検出器：FID，記録計：　　おこなった。すなわち，反応停止後，3，　OOO　rPm，5

Hitachi　QPD　33，0－1mV付属）を使用し，気液平　　　min遠心し，その上清1・0認にNash試液の2倍濃

衡法9）1°）を一部改変して用いた。すなわち，反応の停　　　度液1．Om6を加え，37°Cで30〃min発色させ冷却，

止を％NH2SO4でおこない，　Na2WO4の添加を翁　　　この液に，50v／v％ethano1液2・0認を加えた後、

略するとともに，，H2SO4の添加と同時にisobutanol　　　414甥μで吸光度を測定した13）。

3・　Optgを内部標準物質として添加した。反応停止後，　　　　ミクロゾームの蛋白量の測定にはLOWrYら14）の方
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法および280mFtの吸光度から求める方法（260脚の　　　の王例をFig．2に示した。両酵素活性のピークの位

吸光度も同時に測定し，核酸による影響を補正）15）に　　　置は一致しない。ただしFig．3は分画をあらくとっ

よった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　たため，みかけ上一致しているようにみえる。amino一

　試薬：catalase（h．ydrogen－peroxide：hydrog¢n－

peroxide　oxidoreductase　（1・11・1・6））　セよ　3・000　　　　5「財os

（Boehringer　Mannheim），　NADPはNADP・2Na　　　1・7－

85　％（enzymatically）（Boehringer　Ma：mheim），　　　　　catatase　o　　　　　　　200　　　　　　400

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ethanol
そのほかisocitrate　．3Na（Sigma），　tris（hydrox－　　　　oxldati。n　o　　　　　　　　o，1　　　　　　　02

ymethy1）7amino磁ethane（Sigma），　sodium　azide　　　Figure　1．　In亡ramicrosomal　1ocalizations　of　eth．一

　（和光），p画azole（東京化成），3－amino－1，2，4－　　　　anol－oxidizing　activity　in　the　rat　liver・

triazole（東京化成）の試薬を用いた。　sodium　cyanide　　　　Right：NADPH’generating　system　and　oxygen，

は分㈱薬・半井），anili…HCIは繍薬（和　蕪論蟹三1珊t’ng　system’　e…°；cata一

光），aminopyrineは局方品（三晃），その他の試薬　　　　Left：a，　b　and　c，　segments　of　smooth　endo一

はJIS特級試薬（和光純薬および関東化学）を使用　　　　plasmic　reticLLlurn；dand　e，　segments　of　rough

した。　　　　　　　’　　　　　　　　　．　　　　　　　　endoplasmic　reticulum；f・glycogen　peUβt・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ethanol　oxidizing　activity：μmoles　acetaldehyde

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　formed／10　min／fracti。n．
　　　　　　　　　　難成績　　　　　　，at，1、，e　a，ti。ity・μm。les　H、0、　c。。，um，d／mi。

　　1．アルコール酸化活性のミクロゾーム内分布　　　　　　／fraction・

…肝・ク・ゾームのNA－・臨な・び　ll，齢、鷲’臨諮s翻貿lnates　we「e
にH202依存のアルコール酸化活性およびcatalase　　　　　　　　　　　　　　・

活性のミクロゾ・・一ム内分布の1例tV．　Fig，1に示した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o－一一〇ethano置oxidatlon
H202依存のアル翼一ル酸化活性の分布は，　NADPHt　　　　　　　　　　　　　o　　　　　　　　。，1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　sucrose　　　　　　　　　　　　　　　　－－02依存のアルコール酸化活性の分布と一致しない。　　　　M

H202依存の酸化活性分布は，　lll｛糖0．25MとO．　9M　　　　O・25　　　　　　　　　　．、

の獺面の近く獣きなピー・，さら・・1．4M付近お　゜・9’　　　　儀、・、、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　e’s
よび1．6M付近にそれぞれ1つのピークを示してい　　　1“1“　　　　　．　　　　　　、の

る6．：れに対し，catalase活性は，蕉糖0．25Mと0．9　　　1，3・　　　　　　　　　　　　　　　’。’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’Mの境、界面付近および1・・6M付近に活性分布のピ　　　㌦5．　　　　　　　　　．x°夢

一クをもつが，1・4M付近にはピ・・一クを示さない。　　　　　　　　　　　　i’°

・の例では1・・一…M・…みら泌・しかし，・の活　　　　・．e．　am、no，，，、ne　、。m，、，yl。？li．n

性分布のピークおよびパターγは，蛋白質濃度分布　　　．
のピー・お・v’・…一ソ・は・かな・ず・・一蹴FIﾄ臨㍑膿：課』藷灘．霊鑑
い（分布のパターンについてはFig．3参照）。．　　　　　　activity　an　cl　aminopyr圭ne　N－demethylase　ac－－

　　2．薬物代謝酵素活性とアルコールのmixed－　’　　　　tivity’

　　　・・・・・・…x・d・・e活性　　　　潔紫譜鵬艦蹴逆潔盈1：
NADPH’O・締のアノレコール酸化灘とNADPH　py・i・・N－・Cl，m。・hy1、，。　a、ti。i・y（μm。les　f。rm．一

一〇2依存のam｛n。pyrine　N－demethylase活性の分布　　　　aldehyde／10　min／fraction），　o－…o，

T58　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌　VOI，20
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pyrine　N－demethylase活性の分布と，このアルコ　　　η切を添加し，　NADPH－02依存のアルコール酸化活

一ル酸化活性の分布とは，細かい点で異なる。すなわ　　　性の分布をみると（Fig．3），分布のパターソは，

ちピークの位置でみると，前者は後者に比し蘇糖低濃　　　aminopyrine　N幻emethyl訂se活性のそれに似てく

度側に，わずかにずれ，分布の・91x　一ンでは、後蒋は　　　る。いいかえれば，どatalase添加時のアルコール酸化

一般にピークの両側に肩を示す。　　　　　　　　　　　活性の分布とcatalas　e』木添加時めアルコール酸花活

　ミクロゾームの各分画にcatalase　1500　units（0，5　　性分布との間には，幽パターンのズレがみとめられる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　catalase添加時のアルコール酸化活性分布のパター
SUCfosほ

M　　　　　　　　　　　　目3　　　　　　ソを基準とすると，薦糖1．OMおよび1，・3M付近の2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　90．25

0，9「
　　，lt：1：，ll；

1・1冨

1侭
　　多爾礁
1’7－ @　　＿＿＿＿＿＿一　　　　．＿一　　　みると，sodium　azide（IOTe～10－4M）および3－
　　　　　　o　　　　　　　o・3　　　　　0　　10　　　　aniino－－1，2，4－triazole（2×10－2　M）においてはNA－

　　　　　　　　・繍：1瀦雛：P「°t’ln　D，H－。，鮪のアル。．，レ酸化の欄・・比・，脚，

Figure　3，　Effect　of　catalase　addition　on　intra一　　依存のアルコール酸化の抑制の方が有意に大きい。こ

　microsomal　distribution　of　the　NADPH－02一　　のことはsodium　cyanide（2×10一5M）でもみられ

　dependent　etllanol－oxidizing　activity・　　　　　　た（NaN310－5Mと同程度）。これに対し，　aniline

　ethanolToxidiZin9罫ctivity　（μmoles　acetalde’　　　（2×10圃8M）あるいはpyrazole（2×10一8M）による

盤鴇盤蹴c甑謡、翻ll㈱は，蹟揃アル：　．一；ル酸化にお附ほと
N－demethylase　activity（μmoles　formaldehyde　　　んどみられないけれども・NADPH－02依存の酸化系

　formed／10　min／fractidn），。……。；protein（mg　　において明らかにみとめられた。　aminopyr，ine（2×

／fraction），　O……②，　　　　　　　　　　　　　　10－sM）は、　NADPH℃2依存のアルコール酸化に対

　　　　　R，　　　　亀　　　　　　ヵ所においてパターソのズレが極大になる。

＼　
e”

ce．．，．．．　㍉　　　3・1騰剤の影響

　　“）　、　、　　肝ミク・ゾームのNADPH－・・依存のアル・一畷
’e”””° @　　．・♂圏゜　　　ボρ　　　化活性とH202依存の酸化活性におよぼす阻害剤の

　　　　　　．e’　　　　　　　　の
　　　　　ダ　　　　〆　　　　　影響をTable　1に示した。ミクロゾームによるアル
　　　　　P　　　　　　　　9
　　　　　ど　　　　　／f　　　　　　コール酸化活性の阻害剤による抑制の程度をしらべて

Table・1・　Effects　of　inhibitors　on　the　oxidation　of　ethanol　by　microsomes　or　catac　lase．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　per　cent　of　control　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

ethanol－oxidizing　systems

ifihibitors　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　microsomes　　　　　　　　　　　　　　　　　　　catalase

NADPH－02－－depencTent　H202－dependent　　H202．－dependent

none（contrQl）　　　　　　　　　　　100　　　，　　　100　　　　　　100

NaN8　　　　　　　　　　10－5M　　　　　　　47　　　　　　　　　11＊＊　　　　　　　11串＊

NaN3　　　　　　　　　　10一〇M　、　　　　　85　　　　　　　　　65＊　　　　　　　　67＊

3－amino－1，2，4－triazole　2×10一3M　　　　　　　76　　　　　　　　　49＊＊　　　　　　’37＊＊

a皿inopyrine　　　　　　2×10刷3M　　　　　　100　　　　　　　　　83＊　　　　　　　　76＊＊

anil｛ne　　　　　　　　2×10”8M　　　　　　　62　　　　　　　　　93＊＊　　　　　　　93＊＊

pyrazole　　　　　　　　2×10曽8M　　　　　　　70　　　　　　　　　98＊＊　　　　　　　96＊＊

Figures　are　the　mean　of　3　experlments．

＊：p＜0．05，NADPH－02・－dependent　vs．　H202－dependent．

＊＊：pく0。01，NADPH－02－dependent　vs．　H202－dependent．　　　　　　　　　　　　「「　　．
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「するよ・りも，H202依存のそれに対して，．より強い抑　　　したさいの，　NADPH－02依存のアルコール酸化活性

　制を示した。対照実験としてH202生成系に依存す　　　をaniline添加のない場合と比較すると（Fig．4），

　るアルコ・一一ル酸化活性について，catalase標品をミク　　　aniline添加によるアルコ、一ル酸化活性の分布の変

　ロゾーノ、の代わりに用い，cataIaseによるアルコール　　　化は，この図の例では，庶糖1・15M付近を中心にみ

「酸化活性をミクロゾームによるそれと比較した結果　　　られた。すなわち，この部分のアルコール酸化活性

　（Table　1．右），この両噺に対する阻害剤の効果は・　　　（NADPH－02依存4））はanilineによる抑制を，う

　ほぼ平行の関係を示した。　　　・1．　　　　　　　　　けやすいといえる。

　　ミ・クロゾーム者分画にaniline　2×10－sMを添加　　　　ミクロゾームの各分醐に，　sodiunl　azid¢5×10““6

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Mを添加したさいのNADPH－02依存のアルコール

　su。，。、。　　　　　　　　　0碑　　　　　　　　　酸化活性の分布は，　Fig．5に示すように，　azide添加

M
O，25

0．9一

1．1一

1．3一

1．5輪

1．7聯

　　　　「　　・…・aniline（＋）（一）一（＋）　　　　　　　』肝ミクロゾームのNADPH－02依存のアルコール酸

Fig。，。．4．　Effect。f　a’ Bili。，　additi。n。n　i・tra一　化の機櫛こついてのこれまでの諸学者の見解は2つの

　microsoma1’distribution　of　NADPI｛一　02－　de一　　　主張に大別される。前述のごとく1つは，肝ミクPゾ

　pendent　ethanol－oxidizing　activity・　．　　　　一ムのNADPH－02依存のH202生成をcatalase
「「e㌻hanol噂xidiziη9　activity　（μmoles　acetalde一　　　が利用して，アルコ、一ルを酸化するという見解であ

羅羅鞭韓藷濃’撫1農、d灘し躍鷲諜
　aniline，。一一一一。；catalase　activi亡y（μ1noles　H202　　　績およびアルコール連用ラ・ツト肝ミクPゾー一一一ムの酵素

　consutned－Ymin／f「acti°11）・‘．e－o・　　　　　’　　系活性に関する実験の成績にもとついて，　NADPH－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　02依存のアルコール酸化は，catalaseの関与とは別

　5ucr。se　　．　　　　　　　　　　　　　　”　　　 tc　　　　・　　…

　　　　tt　　　　　〒　　　　　　　　　　　　により，ピークの両側で強い抑制をうける。　azide添

　　　　㌦、　’気。　　　　　塒のピークの位蹴蛋韻肺のそれとほぼ徹す
　　　　　　　　も　　　　　　　
P：mいロ：lt　　　　　　　　り　　　　　　　　e

　　　　　ゴ　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ

r醐輝1　　t：　　　　　9　　1　　｝

　　　　＿　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　』an、，i，，雅、、n、、、n∴．、．1。、’°°　　・・　考・察

M

O．25

0．9一

1．1一

1．3幽

1．5一

1．7一

Ilrl中1中

勿
獣
llltltl）lll

　　　　　　　　　・　　　　　　　の機構，すなわちミクロゾームのmixed　functlon
』バ　　層　　　・Qxidas，による酸化であると搬している譜者は肝
騰ト・＼　　・ク・ゾームによる・ル・一・レ酸化の機構をさらに解

　　　隆詩激　明す灘騰欝臨、。成績，
　　　　　　’げ9　　　。ノ　　　　←　　著者の成績との相違
　　　　　　ノノ　　　　　　　　　t
　　　．●／●　。／°　　　　Roachら9）は3－arnino－1，2，4－triazeleが，肝ミ

！’ I／　　　・・ゾームのNAD・H－・・依存の・ル’・　tr－・・レ酸化・

♂／　　　　　　　　　　　　　　H202依存のアルコール酸化に対し，同程度の抑制を

0　　　　　　　　　0．2　　　　示すと報告している。しかし著者の今回の実験では，
　　　ethan°1°xidati°n　　　　3－ami。。－1，・2，・4－t。三。、。1，はNADPH－0、依存のア・レ

Figu「e　5　Effect　of　azide　addition　on　intra’　　　コール酸化に対するよりはH202依存の酸化に対して

　mic「osomal　dist「ibutやn．of　the　I区ADPH－02榊　　　より強い抑制を示した。この実験成績の差異は，彼ら

認n禽。㍊膿惣gl膿ξace，、lde－一の実験・9，　3－・m…－1，2・・4－・・・…1・を・・吻で投

　hyde　formed／10　min／fraction），・一一。；activity　　　与しているのに対し・著者の実験においてはこれを

　after　azide　addition，⑧一一一一e，　　　　．　　　　　　伽vitroの系に加・えたことによるものと思われる。
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　　　　　　　　　　　ラツト肝ミクロゾームのアルコール（ETHANOL）酸化酵素系

Lieberら6）の報告によれば，　in　vivoに投与され　　　アルコール酸化系の本体であるとする主張3）4）5）1°）に

たpyrazole（アルコール脱水素酵素阻害剤）は肝ミク　　　ついては，　H202生成系（glucose　oxidaseプラス

。ゾームのNADPH，－O，依存のア、レ・一ル酸化をほと　gl…se）使用時のミク・ゾームのア・レ・一・レ酸化活

んど抑えないが，H202依存のアルコール酸化を著し　　　性の分布が，　catalase活性の分布によく似ていること

く抑えるという。この報告は，著者のin　vitro添加　　　から，この系の関与も大きいものと考えられる。

による実験成績とは完全に相反するものであるが，こ　　　　　a・NADPH・－02依存のアルコール酸化系と

れもin　vivoとin　vitroの実験条件の差にもとつく　　　　　　　薬物代謝酵素系

ものと思われる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　catalaseの関与を含む「みかけ上」のNADPH－－02

　in　vive投与の場合には，薬物の直接の作用のみで　　　依存のアルコール酸化の活性分布は，　amin。pyrine

なく，二次的な変化も含めて観察していることが多い　　　N－demethylase活性の分布との間Vこ，ズレを示す・

ため，上記のような実験成績の相違が現われるのであ　　　しかし，catalase添加時のNADPH－－02依存のアルコ

ろう。　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一ル酸化活性分布，azide添加時の活性分布，および

　　2．ミク。ゾームのH，O、生成系　　　　anili・・添加による灘の変化のパターン1こ対しa一

　ラツト肝ミクμゾr・・ムの電子伝達系によるNADPH　　　minopyrille　N－demethylase活性の分布のパターソ

ー02依存のH，0，生成系の存在はほぼ間違いないど　　　はほぼ一一致する。このことは，「NADPH－02依存の

思わ泌が，この活｛生にっいての酵直幅明は説在　H・0・生成とcat・1…」の関与のない，「真のNADPH

のところ不可能である17）。ミクロゾームにcatalase　　　－02依存のアルコール酸化」の活性分布が，　amino一

を瀦したさいの，いわゆるNADPH－O、締のア　py・i・・N－d・me・hylase瀦の肺と，おおよそ一致

ルコール酸化活性のミクPゾーム内分布は，「真の　　　することを示している。
NADPH－－02依存のアルコ＿ル酸化（catalaseの関与　　　　また，肝ミクロゾ’一一・lsのcytochrome　P－450がア

しな・・）」・・，r脚・H－・・依存のH…生成灘」　・レ・一ル1・よ・て・ype囎似の・ペクトル変化（差

に依存するアル9　一一ル酸化が重なり合って形成された　　　スペクトル）を示す19）2n）こと，ならびにtype　Iの差

分布と考えられる。このことは，catalaseの関与によ　　　スペク1・ルを示すaniline2i）あるいはPyrazole22）によ

るH202依存のアルコ＿ル酸化を，　catalase阻害剤　　　って，　NADPH’一　0　2依存のアルコール酸化が特異的に

（、zid，，3－ami。。－1，2，4－t，iaz。1。，，y、nid，）がと　聯Uされる（卸）こと，さらに・anili・e　P一水酸化

くに強く抑制すること，およびNADPH－02依存のア　　　の活性がアルコール2°）23）やPyrazole22）によつてcol）1一

ル＝＿ル酸化活性の分布におよぼすazideの影響につ　　　petitiveに抑制されることなどから，　catalaseの関

いての実験成績からも麦持される。これらの実験成績　　　与のない「真のNADPH－02依存のアルコール嘩化」

は，肝ミクpaゾ＿ムの薬物代謝酵素系が，多くの薬物　　　は，薬物代謝酵素系による，　anilineのP一水酸化の機

を顯とするととも｝・，水を基質としてNADPH－O、　構と共通の機構1・よっておこなわ泌ものと叛られ

依存のH202生成をおこなうという考え18）を裏づける　　　る。　　　　　　　　　　　　　　　・

ものかもし紘い。　　　　　　　　　b・H・0・生成系プラスcat・1・s・　・Vこよる

　　3．肝ミク・淋ムのアルコール酸イヒに　　　　　　アルコール酸化　　　’
　　　関与する酵素系　　　　　　　　　　　　　　　　azide添加時のNADPH－－02依存のアルコール酸化

　今回の実験から，ミクロゾームによるNADPH－02　　　活性の分布とazide不添加時のその活性の分布との間

依存のアルコール酸化活性の中には，「H202生成活　　　には，そのパターンに大きなズレがみられる。「肝ミ

性とミク。ゾーム頒中のcat。laseの齢せ」で説　クPゾームの，　NADPH－0・依存のH・0・生成活性と

明できない活性の存在することが明らかである。こ　　　catalase活性」によって生ずるアルコールの酸化活性

れは，Lieberら6）の主張するように，「catalaseおよ　　　の分布が，このズレに相当するものとみなされる。ま

びNADPH－・02依存のH202生成」とは無関係な　　　た，　aniline添加時のNADPH－O・・依存のアルコール

「NADPH．．02依存の」アルコF－一ル酸化酵素系の存在　　　酸化活性の分布も，ほぼこれを示すといえる・・これら

を裏づけるものといえる。　　　　　　　　　　　　　　のことから，「みかけ上」のいわゆるNADPH－02依

一方，NADPH－O、依存のH，0、生成1誰と・at一　存のア・ル・一ル酸化活性は・「真のNADPH・0・依

、1、、eによるア，レコ、一ルの酸イヒが，ミクPゾームの　存のアル・一ル酸化活性」に，　rNADPH－Q・依存の
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松村理一郎

H202生成活性プラスcatalaseによるアルコール酸　　　chrome　P－450とtype　Iの差スペクトルを生ずる薬

化活性」が重なったものとみるのが妥当と結論されよ　　　物（aniline，　pyrazole）などの添加実験によって，

　う・。　．』　』　　　　　　　　　　　　　　　　　　　その性質が明らかにされた。一方の酸化系は，ミクP

　　　c・H202生成系と未知の因子による　　　　　　　　ゾームのmixed－function　oxidaseによるNADPH一

　　　　　アルコール酸化　　　　　　　　　　　　　　02依存のH202生成，およびこの生成H202をミ

　Fig．1にみられるH202依存のアルコール酸化活　　　　クロゾーム分画に含まれるcatalaseが利用してのア

性の分布とcatalase活性の分布の不一致については，　　　ルコールの酸化であり，他方の酸化系は，ミクPゾー

catalaseの関与のない・H202依存のアルコール酸化　　　ムによるNADPH－02依存のアルコールの蔵接の酸化

系（Peroxidase様活性）の存在が予想される。しか　　　で・その酸化機構はan’ilineのp一水酸化の機構と共

し，両活性分布のみかけ上の不一致をひき起すような　　　通と考えられるものであ’ると結論された。．さらに，

物質が粗画ミク・ゾームに含まれる可能性も否定でき　H・0、依存のア・レール酸化の・・1・・に，一部cat。1ase

ずその本体の解明は今後の問題である。　　　　　　　の関与しない活性の存在することを示唆する実験成績

　　4・肝ミクロゾームのアルコー一ル酸化酵素系　　　　　　もえられた。

　　　　をめぐる闇題

　in　vivoでは，肝細胞内に含まれるH202生成系，　　　　本論文の要旨は第45回日本薬理学会総会（1972

NADPH，　catalase，ミクロゾームなどの組み合わせ　　　　年4月27　El，・仙台）において発表したものであ

によ。て，ア7v・＝・一・ルが，肝でかなり酸化されるもの　　る・

と思われる。ただ，肝細胞内で生理的に，．どの機構が

どの程度，アルコールの酸化に関与するかは明らかで　　　　　　　　　　　　　文　　献

ない。．おそらく．cytosolのアルコール脱水素酵素（1．　　　1）Ornie：Johnson，　W，　H．　and　Ziegler，　D．　M，：Al－

L1・1＞による酸イヒに比し，これらによる酸化は小さ　　　　　　cohol　mixed　function　oxidase　activity　of

いであろう7）。9，000x9」：一清やホモジネートにおいて　　　　　mammalian　liver　microsomest　Biochem，　Bio．

は，アルコールの酸化によって生ずるacetaldehyde　　　　phys．　Res．　Commun．，21：78－82，1965．

は，可溶分画およびミトコンドV．アにより，速やかに　　　　2）Lieber，　C．　S．　and　DeCarli，　L，　M，：Ethanol、oxi一

消費される24）ため，acetaldehydeの生成活性から直　　　　　dation　by　hepatic　microsomes：Adaptive　in一

接それを測定することが困難である。それゆえ，どの　　　　　crease　after　ethanol　feedin9，　Science，162：

機構が，生理的なアルコール酸化に主役を演じている　　　　　917－918，1968，

かについては，直接に比較することができない。　　　　　3）』Roach，　M・K，　Reese，　W・N．，Jr，　and　Creaven，

　ラツト肝ミ、クロゾームのNADPH一砺依存のアルコ　　　　P．　J，：Ethano1、　oxidation　ill　the　microsomal

一ル酸化活性は・アル＝・・一ル連用時に増加する2）8）が，　　　　fraction　of　rat　liver，　Biochem．　Biophys，　Res．

同時にanilineのp一水酸化酵素活性も増加25）26）す　　　　　Commun・，36：596－602，1969，

る。このことは・前述・（考察3，a）の考察とも関速　　　　4）Khanna，　J．　M．，　Kalant，　H．　and　Lin，　G．；　Me－一

して・アルコ　一一ルの連用が・cytochrome　P－450との　　　　　tabolism　of　ethanol　by　rat　liver　microsomal

間にtype　Iに属する藻スペクトルを生ずる薬物に対　　　’　enzymes，　Biochem、　Pharmaco1．，19：2493＿

し，その代謝酵素活性の増加をひき起す可能性のある　　　　　2499，1970．

ことを予想させる。　　　　　　　　　　’　　　　　　　5）Isselbacher，　K，　J．　and　Carter，　E．　A，：Ethanol

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　oxidation　by　liver　microsomes：Evidence

　　1　　　要約　　　．　　・g・i・s・…p・rat・and　di，ti。、・，。、ym，．，y、．

　ラツト肝ミクロゾー・ムのア．ル＝一ル酸化酵素系活　　　　tem，　Biochem．　Biophys，　Res，　Cornmun，，39：

性のミクロゾーム内分布が，NADPH－02依存の酸化　　　　　・530－537，1970．

活性と・H202依存の酸化活性とで，異なることを　　　6）Lieber，C・S．and　DeCarli，L．　M：Hepatic　mi一

示し，2つの相異なるアルコール酸化機構が肝ミクロ　　　　　crosomal　ethano1－oxidizing　system，　ln　vitro

ゾー一一．ムに共存することを明らかにした。この2つの酸　　　　　characteristics　and、adaptive　properties　in
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