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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　デヒド（ACE）による直接の肝細胞障害8）9）などが論

　　　　L緒　Pt　　　　　　　　じられている。
　アルコ　一一ル性肝障害の成因に関しては，アルコール　　　　生体に投与されたEtOHは胃，小腸，結陽から速

（EtOH）Ei］体の肝毒性を重視する説と，アル＝一ル　　　やかに吸収され，90％以上が肝で代謝される。肝内で

摂取に伴う栄養障害が主因であるとする説が長い間対　　　EtOHはACEに酸化され，ついでアセテートへと段

立して来た。Lieberら1）は食餌｛竺1…困子の不足のない　　　階的に酸化される。アセテートは主に肝外組織に運ば

条件下でも，EtC）Hの投与量が多いさいにはラットに　　　れ，　acety1・C，，　Aに合成されてTCA　cycleに入り

脂肪肝の発生が確実にみられることからEtOHの肝　　　CO2とH20になる10）。　EtOH酸化の第一段階，すな

毒性を証明した。さらにヒヒにも同様に長期間，大最　　　わちEtOH－＞ACEは主にアルコール脱水素酵素

のEtOHを投与することにより，ヒトと類似の脂肪　　　（ADH，　Alcoho1：NAD　oxidoreductase，　EC　1．　L

肝，アルコール性肝炎および肝硬変を作成することに　　　L1）により触媒される。…部はnon－ADH　pathway

成功した2）。現在ではこれらの実験成績からEtOHそ　　　である，カタラーゼ（EC　1．11．　L　6）11）とnlicro－一

のものの肝毒性が重視されて来ている。EtOH二の直接　　　somal　ethanol　oxidizing　system（MEOS）12）により

的肝障害の発生機序に関しては，これまで数多くの説　　　酸化される。’ADH反応は，

明がなされている。生化学酌，薬理学的な面からも　　　　　　　　　　　ADI．l

EtOHの脂質過酸化作用3），　EtOHによるコラ＿ゲン　　　　　CH3CH20H十NAD＋；L’　CH3CHO十NADH十H＋

代謝回転の充進作用4）5），EtOH酸化に起因する細胞　　　で示される。　ADHは肝細胞可溶画分に局在する酵素

内代謝の乱れ6）7），代謝産物で毒性の強いアセトアル　　　で，これまでにカイネティクス，分子構造，アイソ
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ザイムなどが詳細に研究されている。この酵素がin　　　低くACEのほかに数多くのアルデヒドを基質としう

vivoでのEtOH酸化のkey　enzymeであることはほ　　　ることが報告された。その後ヒト19）、ウr；，　20｝，ラッ

ぽ闘違いないと思われるが・反応についてはNADH　　　ト21＞，マウス22）の肝からも精製され，肝のほか脳，

のNAD＋への再酸化が反応の律速段階と考えられ　　　腎，肺，心など2D23）に広く分布している二とが知られ

る13）・In　vitl’oで測定されたADH活性と・in　viv｛，　　ている。肝細胞内分布については二れまで，可溶画

でのEtOH代謝速度との問には梱関が認められな　　　分にのみ存在するとされて来た21）23）が，近年になって

い14）。ln　vitroでEtOHは肝ミクロゾームにより　　　：：i三としてミトコソドリア画分に局在することが明ら

NADPH，02依存の酸化を受け，　ACEになることが　　　かとなった。またミクロゾーム画分にもかなり高い活

証明されている15）。しかし，この系の反応機構につい　　　性が認められている24）25）？6）。Tottmarら25＞は，ラッ

ては以下の2つの見解があり・in　vivoでのEtOH　　　ト肝には少なくとも2つの特異性の低いNAD＋依存

酸化における役割についても意見の一一致をみていな　　　ALDH活性が存在する二とを報告している。いわゆ

い。一つはNADPH，02依存の肝ミクロゾームの　　　るenzyme王活性はACEに対するKmが10μM以下

mixed　function　oxidase　systemであるとする立　　　で，ミトコンドリァマトリックスに局在し，　enzyme

場12）で，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　II活性はACEに対するKmが⑪。9～1，7mMで，ミ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　MEos　　　　　　　　トコンドリア外膜，ミクロゾーム，可溶画分に認めら
　　CH3CH20H十NADPH十〇2十H＋一〉
　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　れる。
　　　　　　　　　　CH3CHO十NADP＋十2H20　　　　　　　　　．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　出・細胞内でのEtOH由来のACEの酸化の場につ
の反応式で示されImicros。mal　ethanol　oxidizing　　　いては，　ADH反応と岡様に細胞質で行われるものと

system（MEOS）と呼ばれている。もう一つは肝ミ　　　信じられて来たが，　ALDH活性がミト；ソドリアに

ク゜ゾームのNADPH・xid…により生じたH・0・　おいて著しく高いことカ・ら疑問が持たれて来ている。

と1同じくミクロゾームのカタラーゼ，あるいはほか　　　Grunnetら27）は分離ラ．ット肝細胞を用いた実験で，

のヘム蛋白がヵプルして過酸化反応が起き，EtOHが　　　ADHを介さないEtOH酸化によって生じたACEは，

酸化されるとする立場である11）。　　　　　　　　　　大部分ミト＝ンドリアで代謝されると報告している。

　　NADPH十〇2＋H＋一→NADP＋十H202　　　　　　　これらの事案から，　EtOH酸化のさいに産生される

　　H202＋CH3CH20H　一〉　CHsCHO＋2H20　　　　　　　ACEは，肝細胞内ミトコンドリァに局在するALDH

　In　viv〔｝での阻害剤あるいはinducerを用いた種　　　によって主に酸化されるものと思わ淑る。

々の実験から54）55），これらtlun－ADH　pathwayが　　　　ALDHはphenobarbitalなどのinducerによっ

EtOH酸化に果たす役割は大きくないと思われる。　　　て酵素活性が増加することが辛IIられている。　PhenO’－

Pyrazole処概ラットでは，　MEOSは体内EtOH酸　　　barbita1で増加するのは可溶画分の酵素で，ミトコン

化の20～25％を占めるといわれている16）。ADHの　　　ドリア画分の酵素活性は不変である。このpheno－

EtOHに対するKm値は2mM以下と低いのに対し　　　barbita1に対するレスポンスは遺伝支醜を受けてお

て，MEOSのそれは8～10nlMと高いこと16）から生　　　り，　single　autos〔，tnat　1　co’dominant　geneの存在が

体内でEtOH濃度が高い場合に，より大きな役割を　　　推測されている2u）29）・－i方・長期EtOH投与によっ

演ずるものと思われる。　　　　　　　　　　　　　　てもphenobarbitalと1・’ia　“t　・肝細胞滑1（fii小胞体の．増生

　EtOH酸化の第二段階すなわちACE－→アセテ　　　とミクロゾームの薬物代謝酵素の誘1尊がもたらされる

一1・への酸化はヨ三としてNAD＋依存アルデヒド脱水　　　ことが知られている30）3P32）。

素酵素（ALDH，　Aldehyde：NAD　oxidorecluctase，　　　EtOHの代謝産物であるACEはEtOHに比べて

EC　1．2．1．3）が触媒し，ほかにフラビソ酵素が関与．　　　毒性が強い。　しかし，　EtOH投与時の血1：P　ACE濃

する可能性が報告されている17）。ACEはALDHに　　　度はきわめて低く，同時に存在するEtOH濃度の約

より，つぎの様に酸化される。　　　　　　　　　　　1／1，aOOといわれている33）。　KorstenらSS）は，アルu－

　　　　　　　　　　　　ALDH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ルi－1「1毒患者と健康者に経静脈的に大星ク）EtOHを投

　　NAD＋十ACE十H20　一）acetate十NADH十H→‘　　　与して血中EtOH濃度を一定にし，経時的に1血中

　ALDHは1949年Rackerl8）によ1）初めてウシ肝から　　　EtOH，　ACE濃度を測定して，　EtOHの血中消失速度

精製され，NAD＋依存性であること，基質特異性が　　　には差がないこと，アルコール中毒患潜で有意に高い
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血中ACE濃度が持続することを認めている。　Ceder－　　　000xgで60分間遠沈し，上清をミトコンドリア画分

baumら8）は，慢性EtOH投与ラットの肝ミトコン　　　として酵素活性を測定した。前述のミクロゾー1、ど町

ドリアに酸化的リソ酸化の障害，Ca2＋吸収の抑制な　　　溶画分を含む上清を12，　eOO　x　9で15分間遠沈し，そ

どの機能的障害がみられること，in　vitroでACEの　　　の上清をさらに106，000　x　9で60分間遠沈して得た上

添加｝こよってミトコソドリァに同様な障害が認められ　　　清を，10mM　sodium　phosphateと2mM　mercap一

ることから，アルコール性肝障害におけるACEの役　　　toethanulを含む0．25M　sucrose溶液で3倍に稀釈

割を強調している。また，ACEはラット肝ミトコン　　　して可溶画分の酵素活性測定に使用した。1C）6，000×9

ドリアの脂肪酸酸化能をも低下させる34）。肝以外の臓　　　で60分間遠沈し可溶画分を得た後の沈査をSucrose

器でもACEにより，脳内アミン代謝35），心筋の蛋白　　　溶液に懸濁し，さらに106，000　x　9で60分間遠沈した。

合成能の抑制作用3s）が認められており，種々の坐体機　　　その沈査を当初肝重量の2倍蟄のsucrose溶液に懸

能に及ぼすAcEの中灘作用が明らかにされつつあ　　　濁して，　o．3％（w／v）sodium　deoxycholateで20分

る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　間処理し106，000×9で60分間遠沈後，上清を2倍量

　今回著者は，Wistar，　Long－EvansおよびSpr一　　　のsucrose溶液で稀釈してミクロゾーム画分の酵素

ague－Dawleyの3系のラットを用いて，肝細胞各分　　　標本として使用した。

画のALDHの長期EtOH連用に対するレスポンスに　　　　　　C．酵素活性測定

ついて研究し，また系統差の有無についても検討を行　　　　　1．ALDH活性の測定

なった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　著蓄らが以前に報告した方法37》に準じて行なった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　基質にACEを用い波長340nmでのNAD耳生成蓮度
　　　　1［・実験方法　　　　　　　　　　　　　　　　をHITACHI　EPS・3T型白記分：光光度計で測定した．

　　　A・実験動物　　　　　　　　　　　　　　　　　反応液は50mM　sodium　1〕yrophQsphate，　pH　8．8；

　13週令のWistar系（体重約250g），　Long－－Evans　　1、OmM　NAD＋；O．lmM　pyrazole；0．025－・5mM　ACE

系（約300g），　Sprague－Dawley系（約300g）雄ラ　　　と2μM　rotenoneを使用した。反応液量は計3．　OmI

ットを用い，食餌はオリエンタル祉製MF固型飼料を　　　である。反応は基質を入れて開始させ，25°Cで2分

与えた。対照群には水を，長期EtOH連用群では1｛｝　　間測定しその初速度を測定した。

％（v／v）EtOHのみを与えて，約3ケll間白llヨに飲　　　　　2．標識酵素活性の測定

用させた。実験条件を…・定にするため両群とも断頭屠　　　　　a．Monoamine　oxidase（EC　1，4．3．4）

殺前12時間絶食にして実験に供した。　　　　　　　　　　SchurrとLivneの方法38）により測定した。基質に

　　　B・肝細胞下分画法　　　　　　　　　　　　　　　benzylamine　hydrochlorideを用いbenzaldehyde

　断頭後肝を素早く摘出し，氷冷O．　16MのKCI溶　　　hydrochlorideの産生を波長250nmで測定した。反

液で洗い秤墨した。ついで4倍容の10mM・sodium　　　応液は50mM　potassium　phospllate　buffer，　pH　7．4

phosphate，　pH　7．　4と2mM　mercaptoethanelを含　　　；1mM　benzylamine　hydrochlorideに酵素標本を

む0，　25M　sucrose溶液を加え，　Pottar型Teflonホ　　　加え37℃，20分閻イソキ、tベートし，1．4％ZnSO4

モジナイザー（クリアランス0．1mm）を用い，上げ　　　と0。67N　NaOHで除蛋白を行ない，10，　OOO　rpm，10

下げ15回によりhomogeniz巳した。　homogenateを　　　分間遠沈しその上清について測定した。

700×9で5分間遠沈し，生じた上清をさらに4，500　　　　b．Glutatnate　clehydrogeiiase

耀で10分間遠沈し，沈査を〔｝，25M　sucrose溶液に　　　　　　　　（EC　1．4，1，3）

浮遊させミトコソドリア画分用とし，上清はミクロゾ　　　Tottmarら25）の方法に準iじて測定した。反応液は

一ムと可溶画分の分画に用いた。ミFコソドリア画分　　　50mM　potassium　P王iosphate，　pH　7．5；100mM　am一

用の懸濁液を4，500×9で10分間遠沈し，沈査をO．　25　　　monium　acetate；0，2mM　NADH；1mM　ADP；0，1

Msucrose溶液で懸濁し700　x　9で5分間遠沈し，　　％（v／v）Triton　X－100　t／：　7mMのα一〇xoglutarate

上清を4，　500　×　9で10分間遠沈した。その沈査を初め　　　を加えて吸光度を測定した。

の肝重量の2倍の量の0、16M　KC1溶液にTeflonホ．　　　　c．　NADPH－cytochrome　c　reductase

モジナィザーを用いて懸濁させ，0．3％（w／v）sodium　　　　　　　（EC　1．6．2．3）

deoxychQlateで20分間処理した。その浮遊液を106、　　　PhillipsとLangdonの方法39）で測定した。
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　各画分の蛋白量はLOwryら40）の方法によりbOvine　　　　　2．可溶画分

serum　albuminをスタソダードとして求めた。　　　　　　Fig．2は無処置Wlstar系ラット肝の可溶画分に基

　　3．ALDHのACEに対する見掛けのKm値は　　　質としてACEを用いた時のdouble　reciprocal　plot

｛｝．025－－5niMのACEを用いてLineweaverとBurk　　　である。明らかに異なるKm値をもつ2種類のALDH

41）の方法，Reiner42）の方法から求め，有意差検定は　　　の存在を示し，おのおのの見掛けのKm値は0．009

F一検定で行なった。　　　　　　　　　　　　　　　　　mM（10w　Km－enzyme）』と2．07　mM（high　Km－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　enzyme）であった。しかも，これらの酵素活性はミ

　　　　m・実験成績　　　　　　　　　トコソドリア画分の酵素瀦三に比べてかなり低い。ほ

　NADPH：cy　tochrome　c　reductase活性はミトコ　　　かの2系にっいても同様であった（Table　1，2）。

ソドリア画分に約9％，珂溶画分に約5％認められた。　　　　3．ミクロゾーム画分

Monoamine　oxidase活忙1三はミクPゾーム画分に約49　　　Fig．3はミクロゾーム画分のACE酸化のLine－

％，可溶画分に約0．5％認め，glutamate　dehydro－　　　weaver－－Burkプロットである。ミトコソドリア画

genase活性はそれぞれに約20％，10％認められた。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ptすなわち，本実験の細胞下分画法でミトコンドリアか　　　　Tz
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’E
らミクロゾームへの酵素の移行は，外膜で約49％，一“　　　’≧
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’i
トリックスで約20％であった。しかし，ミトコソドリ　　　　甚　　15

アとミクロゾP・ムの酵素の可欝画分へのcontamina－t　　　　9
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　）
tiOIIは少なかった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　農
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　δ
　　　A．ALDH浩性の肝細胞内局窪　　　　　　　　　　　l　　m

　　1．ミト。ンドリア醐　　　　　　
呈

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　りFig．1は無処概Wistar系ラット肝ミトコンドリア　　　署
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　EALDHのLi。。w，aver－B。，kプ。ットである．　ACE　　三　5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　）
に対し金く異なる見掛けのKm値を有する2種類の　　　　妻
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㌔
ALDHが存在し，一方はKm値0．013mM（10w　Km－　　　　一

　　⊥
／；jtll

　●

　　　　　，1　　　1
　　　　　　　ち　　　　　　　V：　V且◎Vロ

　　　　　ーIV：→V塞11ノ｛K：V冨＋KtIV：1｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・10　　　　　0　　　　　10　　　　　2e　　　　　30　　　　　40
enzyme），他方は゜・75mM（high　Km“enzyme）で　　　　［、。、。、d、h，d，］－1　t。。、・1

あった。ほかの2系のラットにっいても同様であり，

系統差・・論・れなか。た（・・bl…．　　　Fig’註、d瓢1濃鷺翻゜1，翻：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　fraction

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　管
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　毒

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　≧
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　鼻　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　E　　　　3
　　　　　⊥　　　　　　　　　　　　　　　　留

∠：　　　　　V：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　　　　　　　　　　！．　1　　　　　　　　　　　　　　　　m

　　　　　レニ∴篇刷　　　享1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　　　　　x
－10　　　　　　0　　　　　　10　　　　　　20　　　　　　30　　　　　　‘0　　　　　　　　曵

　　　　　　　［Ace・。ld，hyd、「11．M　l－1　　　　　－1°　　°　　1°　．2°　3°　　の
　　F、、．1．D。uble　reci，，Qca！P正。、　f。．、he　　　　［・・e…d・呵1・mM・’1

　　　　0xidatiQn　of　acetaldehyde　by　mito－　　　　　　　　　　　Fig．3．　Double　reciprocal　plot　for　oxida－

　　　　chondria　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tion　of　acetaldehyde　by　microsomes
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Tab崖e　1．　　　　　Apparent　Km　Values　of　Aldehyde　Dehydrogenases

　　　　　　　　　　　　　　　　　1｛itochondrial　fraction　　　　　　Soluble　fraction

St「ain

@L’q蜘st㎞ ?b篭雛盟，恥里雛濫瀞a1
Wi、t、，　　W・t・r（17）0・013土0・0040・75土O・・100・009土0・0032・07±0・671・92土0・54

　　　　　　　　　　EtOH　　（17）　　0。011土0，003　0．70土0。11　0．　011±0．004　1．92±0．85　1．92土0’54

L。ng－Eva。、　Wat・・（17）°・015±0・0030・60土゜・080・017土0・0051・18±0・041・05土・・17

　　　　　　　　　　EtOH　　（17）　　0．015土0．004　0．65土0．14　0．　016±0．005　1，33土0．16　1．13土0．31

Sp，ag。。．D。w1。y　Wat・・（15）°・°13土゜・°°3°・61土゜・°9°・°1・±・…5・・91土…7．1…土・・2。

　　　　　　　　　　EtOH　　（15）　　O．　OIO±O．005　0．73土O，09　0．　008土0．003　1．20土0．20　1．OO土0。18

The　value　is　shown　as　mean　value±standard　deviation．

The　number　of　animals　used　for　each　value　is三n　parentheses，

Appa．rent　Km：acetaldehyde　mM　saturating　NAD＋

Table　2．　Activities　of　Aldehyde　Dehydrogenases　after　Prolonged　Ethanol　Ingestien

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Mitochonadrial　fraction　　　　Soluble　fraction

Strain@Liq”lcl　1”gestl°n・翻，秘聖離鴇盈聖離畿肝a1

Wi，tar　　　W・t・・（17）　16・0±1・634・5土8・51・。±。・54・7土1・4　99・8±1・5
　　　　　　　　　　　EtOH　　（17）　　　14．9±2、9　35．7±4．6　　2，1土O，6＊＊　5．3：ヒ0．5　　99．3土7．9

’　L。ng－Eva。s　W・t・・（17）　13・6±L536・7±4・・81・5土。・26・3土2・・1・5・3±7・8
　　　　　　　　　　　　　　　　EtOH　　（17）　　　14，6±2．2　37．9±7，2　　1．5土0．4　　6．．1土O．9　　107。7土7，6

S，，。gue－D。w1，y　Water（15）　12・7土3・°38・6土5・71・6土゜・76・7土1・387・4土23・・7

　　　　　　　　　　　EtOH　　（15）　　　10．1±2，3　35．5土3，0　　1．9±O．6　　7．8±1．1＊　　92，1土6，4

The　value　is　shown　as　mean　value±standard　deviation．

The　number　of　animals　used　for　each　value　is　in　parentheses．

Enzyme　activity：mμmoles　NADH　formed／mg　protein／min

Low　Km－enzyme　activ晦：α05mM　acetaldehyde

High　Km－enzyme　activity：5mM　acetaldehyde－0．05mM　acetaldellyde

Microsomal　enzyme　activity：5mM　acetaldehyde
＊pく0．05，＊＊p〈O．01for　difference　between　control　and　ethano1－treated　rats

分，可溶画分と異なり直線であった。見掛けのKm値　　　系においては変伽よ調められなかった。すなわち，

は1．92mMで，ほかの2系についても同様であった　　　EtOHにより可溶画分酵素のレスポンスには系統差が

（Table　1）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　認められた。ミトコンドリア，ミクvゾーム画分の

　以上のごとく，ALDH活性の肝細胞下分布と各画　　　ALDH活性は長期EtOH連用により変らなかった

分のALDH活性には系統差は認められなかった。　　　　（Table　2）。

　　　B．長期EtOH連用に対する各画分酵素　　　　　　いずれの系においても，長期EtOH連用により，各

　　　　のレスポンス　　　　　　　　　　　　　　　　　画分のALDHの見掛けのKm値は変らなかった

　Wistar系ラットにおいてのみ，可溶画分の10w　　　（Table　1）l

Km－enzyme活牲が約2倍に増加した。ほかの2系に

おいては変化が認められなかった。Sprague－Dawley　　　　　　　W・考　　案

系ラットにおいてのみ，可溶画分のhigh　Km－en－　　　　　A・ALDHの肝細胞内局在について

zyme活性が軽度ではあるが有意に増加した。他の2　　　　この酵素は生体内で肝，脳，腎，肺，心などに広く
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分布しているが，特に肝に多く存在している2D23）。酵　　　zyme　II活性のそれよりも低く，少なくともカイネ

素濡性の肝細胞内分布に関して，これまで数多くの報　　　ティクスからはミトコンドリアのhigh　Km－－enzyme

告がなされて来ている。Bifttner23）およびDeitrich2i）　　は，他の画分のhigh　Km－－enzymeとは異なると考え

はラット肝細胞内のALDHの分布について研究し，　　　られる。

酵素活性のほとんどは可溶画分に認められると報告し　　　　以上，現在のところラット肝ALDHについては，

ている。Deitrich2i）はミトコソドリアとミクロゾーム　　　ACEに対するKm値を異にする少なくとも2つ以上

画分にも酵素活性を認めており，さらにゲル濾過法に　　　の酵素の存在が考えられ，ミトコソドリア画分，可溶

より，可溶画分の酵素とミトコソドリア画分の酵素が　　　画分そしてミクロゾーム画分に局在していることが確

異なることを示唆している。これに対しMarjanen43）　　　められた。

は，ALDH活性はラット肝の可溶画分には約20％し　　　　　B，長期EtOH連用によるH｝1；細胞内

か認められず，残り80％はミトコソドリア画分に局在　　　　　　　ALDHのレスポンスについて

すると報告している。BtittnerZ3）は基質として27mM　　　　Korstenら33）は，ヒトに経静脈的にEtOHを点滴

のACEを用い，　Marjanen43）は0．5mMのACEを　　　静注して血中EtOH濃度が約20mM（約100mg／dD

用いている。その後さらにShumとBlair44）は，ラ　　　以上の時は，血中ACE濃度はEtOHの血中濃度と

ット肝可溶画分から2種の異なったALDHを分離し　　　関係なく一定であることと，アルコー一ル中番患者

て部分精製し，それらが基質特異性，釜適pH，阻害剤　　　　（delirium　tremensと軽度肝機能障害のある）の禁

に対する態度を異にし，ACEに対する見掛けのKm　　　酒2週間以内の臨床実験におけるltlL中ACE濃度は

値はともにinMのri・　一一ダーであると報告している。　　　42・7±L2μMと健康者の26．5土1．5μMに比し有意に

しかし，これらのKm値はいずれもMarjanen4S）の報　　　高いことを報告している。このアルコール中毒患者に

告（10－5M以下）に比べ著しく高い。　　　　　　　　　　みられる高ACE血症発現の機序として，つぎの2っ

　Tottmarら25）は，ラット肝ALDHのカイネティク　　　が考えられる。1つは肝内ACE蔑生の増加である。

スから，少なくとも2つの特異性の低いNAD＋依存’　　畏期EtOH連用によりヒト，動物においてEtOHの

ALDH活性が存在することを報告している．いわゆる　　　1in中消失速度の促進が認められている46）47）。　EtOH酸

enzyme　I活1生は，　ACEに対するKmが10μM以下　　　化に主として関与するADHに関しては，長期EtOH

でミトコソドリアマトリックスに局在し，enzyme　II　　連用による活性の変化について一定の結論が出ていな

活性は、ACEに対するKmが0．9～1．　7tnMでミトコ　　　い48、が，　MEOS活性は誘導される16）49）。もう1つの

ンドリア外膜（20～3⑪％），ミクロゾ・…ム（70～80％）　　　機序としては肝のACE酸化能，とくにミ1・コンドリ

と可溶幽分（5％以下）に分布することを明らかにした。　　　アゐACE酸化能の低下が考えられる。すなわち、

この成績はその後，HortonとBarrett45），　Keivula　　　EtOH由来のACEの酸化に主として関与するミトコ

とKoivusaloら26）によりほぼ確認されている。　　　　　　ソドリアの10w　Km－enzyme活性の低下が考えられ

　今剛箸者は，基質0．｛〕25～5mMのACEを用いてラ　　　る。

ット肝細胞各分画のALDHのカイネティクスを検討　　　　畏期EtOH連用によるラット肝のALDH活性にっ

し，ACEに対してミトコソドリア画分でKm　O，013　　いては，現在までのところ一・一致した成績は得られてい

～O．　015mMおよび0．60～0．75mMの2つ，可溶画　　　ない。　Horton50）とHasumuraら9）1濫それぞれ26・4・

分で，Km　O，009～0，017mMおよびO．91～2，　07niM　　　60μMのACEを基質として長期EtOH投字ラット肝

の2つ，ミクロゾー2、画分でKm　1．0～1．　92mMの　　　ミトコンドリア画分のALDH活性を測定し増加する

ALDHを認めた。　Low　Km－ellzyme活1’llはミ1・コン　　　と報告している。彼らのいう酵素活性は著者の実験の

ドリア両分に局在し（89～94％），一都可溶画分にも　　　ミトコソドリア画分のIow　Km－enzyme活性に一致

存在した（6～11％）。High　Km－－enzyme活性はミ　　　すると思われるが，著者の成績ではいずれの系のラッ

トコソドリア（25～29％），可溶画分（3～5％）とミ　　　トにおいても変化が認められなかった。成績の異な

クロゾーム画分（66～72％）に存在した。著者の成績　　　った原因として，EtOHの投与量・期間などが考えら

はALDH活性の肝細胞内局在に関しては，　Tottmar　　れる。なお、彼らはミ1・　＝ンドリアのhigh　Km－en一

ら25）の成績とよく一致していたが，ミトコソドリア　　　zyme活性，可溶画分とミクロゾーム画分の酵素活性

画分のhigh　Km－enzymeのKm値がいわゆるen一　　については測定していない。一方，　Tottmarら5Dは5
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mMのACEを，　KoivulaとLindros52）は4．5mMの　　　由来のACEの酸化に主に関与すると思われるミトコ

propionaldehydeと0．5mMのACEを基質として，　　　ンドリアの10w　Km－’enzymeのレスポンスを検討し

長期EtOH投与ラット肝のミトコンドリア，ミクロ　　　た。また，　EtOH効果の系統蓬をみる目的で3系のラ

ゾームと可溶画分のALDH活性を測定した。前者は　　　　ットについて研究した。

対照群と差がみられなかったとし，後者は3画分とも　　　　A．ミトコンドリア画分のIow　Km－－enzyme，　high

低下したと報告している。しかし，これらは用いた　　　Km－enzyme活性は，いずれの系においても長期

基質濃度に問題があり，この基質濃度ではtotal　ac－　　　EtOH連用によって変化がなかった。

tivityを測定していることになる。著者の今圓の実験　　　　B．可溶画分の酵素活性はWistar系ラットにおい

は，0．05mMと5mMのACEを基質として用いて行　　　てのみ，長期EtOH連用により10w　Km－enzyme活

ない，Wistar系ラットとSprague－Dawley系ラット　　　性が約2倍に増加した。　S　prague－Dawley系ラット

の可溶画分の，それぞれlow　Km－enzymeとhigh　　　においてのみ，　high　Km－enzyme活1登1が軽度ではあ

Km－enzyme活性が有意にi二昇していた。　　　　　　　　るが有意に増加した。すなわち，　EtOHに対する可溶

　これらのALDH活性の変化が，　EtOH酸化由来　　　画分酵素のレスポソスには系統差が認められた。

のACEの酸化に及ぼす意義付けは難しい。最近，　　　　C．ミクPゾーム画分の酵素活性はいずれの系にお

Hasumuraら9）は低濃度（60μM）のACEを用いて，　　　いても変化がみられなかった。

長期EtOH連用ラットでは対照群と比べて肝ミト＝　　　　D．いずれの系においても，長期EtOH連用によ

ソドリアのACE酸化能が有意に減少していることを　　　り，各爾分のALDHの見掛けのKm値は変らなかっ

認めている。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た。　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　C．ALDH誘尊の遺像皮配について
　Deitrich28）とDeitrichら・o）は，ラットにpheno一　　　　本論文の要旨は1976年9月第11回，1977年6月

・…it・1搬与し一・Mのp・・p…ald・hyd・で　廻2回脚ル＝　’”’ル医学鰍｝こおい轍し

ALDH活性を測定すると，肝可溶画分の酵素活性が　　　　　稿を終るにあたり御指導，御校閲を頂いた小田

約10倍も上昇するが，ミトコンドリア画分では上昇が　　　　正幸教授に深謝致します。直接御指導頂いた富山

みられないことを認めている。この酵素誘導は遺伝　　　　医科薬科大学薬理学の中西頴央教授に深謝致しま

撒受けてお・，・h・gle　aut・・…1・・鯉・・n・　㌔F究、躰学継撚。御嚇。よ，手，。

9…の存在が考えられている・また系統eeが認めら　　った．御校1獺いた千葉茂俊教授ならびに種々の

れている。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　御援助を頂いた塩原ゑい子講師に深謝致します。

　EtOHも長期投与により肝の滑面小胞体の増生が認
められ，micr。、。ma11ni。，d－fun、ti。。。。id。、e　sys一　　　　文　献

temを誘導することが知られているが，この機序は　　　　1）Lieber，　C．　S．，　Jones，　D．　P．，　Mendelsol1，　J，　and

phenobarbitalとは異なると考えられている30）－32）53）。　　　　　DeCar1L　L・M．：Fatty　liver，　hyperlil）emia

　Ai　1．！　i］の長期EtOH投与ラッ］・の実験では，　Wistar　　　　and　hyl〕eruricemia　produced　by　prolonged

系ラットとSpragUe－LDawley系ラットの肝可溶画分　　　　alCQh（，1　ttc）11Sttllll）tiOll，　deSpite　aCleqUate　dietary

で，それぞれlow　Kni’一’enzymeとhigh　Km　enzyme　　　　　intake．　Trans．　Ass，　Amer，　PIlycns，76：289　一

活性の有意の増加がみられたが，LOng－Evans系ラッ　　　　　300，1963

トにおいては変化がなかったQすなわち，長期EtOH　　　　2）Lieber，　C．　S．，　DeCarli，　L．　M．　alld　Rubin，　E，：

投与によりラット肝可溶画分酵素のレスポンスには系　　　　　Sequential　production　of　fatty　Iiver，　hepati一

統差が認められたu　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tis，　and　cirrhosis　in　sub－human　primates　fed

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ethanol　with　adequa亡e　diets．　Proc．　NatL

　　　　V・結語　　　　　　Acad．‘　Sci．，72：437－441，ユ975
　アルコール性臓器障害とくに肝障害におけるACE　　　3）Di　Luzio，　N，　R。　and　Hartma11，　A．　D．：Rate

の役害1が注目されて来ているu　　　　　　　　　、　　　　　of　lipid　peroxidation　in　the　pathogenesis　of

　今回著着は，肝細胞各画分のKm値の異なる各AL　　　　the　ethano1－induced　fatty　liver．　Fed．　Proc．，

DH活性に及ぼす長期EtOH投与の影響，特にEtOH　　　　　26：1436－1442，1967
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