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論文内容の要旨

緒言

生体内に摂取されたエタノール(EtOH)はアセトアルデヒド(AcH) に代謝され， さらに酢酸にまで

至る経路で酸化される。 EtOH→AcH ， AcH →酢酸両者の酸化反応は， NAD を補酵素とするアルコー

ル脱水素酵素(ADH)，アルデヒド脱水素酵素(ALDH) により各々触媒され，これら 2 つの酵素に関す

る研究はアルコール代謝活性の最も高い肝臓について行われており，特に ADH に関しては以前から多

くの報告がある。

一方，摘出臓器や組織標品等を使った in vitro の実験結果から AcH は EtOH より毒性，薬理作用が

強いと考えられ，I)in vivo の知見としては嫌酒薬を投与されたアルコール症患者が飲酒時に感ずる不快

感，脈拍数上昇や幅吐感はEtOH ではなく， AcH の作用であることが知られている;) AcH は EtOH と同

様，生体内に非特異的に分布し，様々な作用を及ぼすため主たる AcH代謝器官である肝臓以外におけ

る動態を知ることは重要と思われるが 未だその報告は少ない。

そこでヒト来H織のうち，体中に占める割合が大きく，さらに新鮮な試料を得易い血液に着目したが，

従来血液中にはEtOH ， AcH を酸化する機構はないものと報告されていた 3バ)しかし，血中のAcH濃度

を測定する際除蛋白操作することよりも，高い回収率が得られるとの報告5) があり，血液中に何らか

のAcH代謝活性の存在が期待され，その可能性についての検討に着手した。

本論

第 l 章 ヒト血液のアセトアルデヒド代謝能

全血試料を EtOH 又はAcHとインキュベートすると， AcH のみの減少が認められ，血液を血築と赤
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血球に分離し， AcH代謝能の分布を次にみると赤血球にのみ活性が存在した。無傷赤血球にみられた

AcH伏謝能は溶血，透析処理により活性を失なうが， NAD添加により回復し，溶血試料を膜及び可溶

性画分に分離し，各々の活性をみると，可溶性画分中にのみ活性が認められた。赤血球可溶性画分中

のNAD依存性活性は SH阻害剤により阻害され，特にALDHの特異的阻害剤である disulfiram によ

る顕著な効果がみられ，ヒト赤血球中にALDH の存在することが強く示唆された。

第 2 章 赤血球アルデヒド脱水素酵素の精製と基礎的性質

1 .精製

赤血球中に存在すると考えられる ALDHの性質を知る目的で精製を試みた。イオン交換クロマトグ

ラフ，硫安分画，アフィニティクロマトグラフ，さらにゲルロ過クロマトグラフの段階を通じ，ポリ

アクリルアミドディスク電気泳動像で単一な蛋白にまで精製された。ゲルロ過クロマトグラフ， SDSｭ

ディスク電気泳動の結果から ALDH が 4 つの同一サブユニットからなる分子量約20万の蛋白であるこ

とが示されヒトアウマ7) 肝臓から精製された ALDH と分子性状の面での差異は認められなかった。

2. 基質特異性

赤血球ALDH は aliphatic aldehyde から aromatic aldehyde までの広範囲にわたるアルデヒドの

酸化能を持ち，補酵素に関しては NAD に対し親和性が高く， NADP に対するKm値は非常に高い値で、

あった。 aliphatic aldehyde である AcH と propiooaldehyde 2 つの基質濃度範囲を広くとり， doubleｭ

reciprocal plot をとると直線を示さず， propiooaldehyde に対しては 2 相性の，AcH では多相性の反

応性がみられた。 AcHの濃度域を 0~70μM， 0.8~ 20mMの 2 つにとると， Kmil直は 17及び、830μM と計

算され，赤血球ALDH が低濃度のAcH をも酸化しうると考えられた。

反応の多相性は上記 2 種以外の他のアルデヒド，補酵素に対しては認められず，使用した酵素標品

が均一なものであること，またヒト肝ALDH isozyme の一つである cytosolic ALDH(c-ALDH) も

同様の性質を持つこと 6) からこの種酵素に特有な性質と思われる。

3. ALDH 活性に対する 2 価カチオンの影響

赤血球ALDH は 2 価カチオンにより阻害を受け，すでに報告されている肝臓ミトコンドリア ALDH

の 2 価カチオンによる活性化7) とは全く異った性質を示した。使用した 2 価カチオン中， ALDH は Zo 2+

により最も強く阻害され，他のカチオン (Ca~+ Mg~+ M{+)とは異なり還元型グルタチオン (GSH) によ

る阻害の桔抗がみられることから， Zn2+ 阻害にALDH分子の SH基との相互作用が関与すると考えら

れる。

第 3 章 赤血球アルデヒド脱水素酵素の阻害機構

1 .抱水クロラール， disulfiram 阻害の阻害様式

抱水クロラールはアルデヒドに対し拾抗的にALDH活性を阻害し， Ki 値は170μM と計算された。一

方 disulfiram はより低濃度で顕著な阻害効果を示し，阻害様式はNAD に対する 000-competitive 

type であった。

disulfiram の濃度上昇に伴う ALDH活性の減少をみると， 50%阻害に達する disulfi ram量は酵素 1

分子当たり1. 1~ 1. 2分子で以後次第に感受性の低下がみられた。 disulfiram は diethyMithiocarbamate
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(DDC) 2 分子がdisulfide 結合したものであり SH基との強い反応性を持つ8) が ALDH阻害作用が急速

に完了し，かっ阻害された酵素が透析処理，高濃度GSHの添加によっても活性の回復がみられないこと

から， disulfiram阻害がDDC分子と ALDH分子の活性SH基との聞に非可逆性の強いmixed disulfide 

を形成し生起すると示唆される。

さらに各種濃度のGSH存在下 阻害効果を検討すると， disulfiram の 10倍量のGSH がALDH と共

存しでも活性は50%阻害され ALDHの活性基上の SH基がGSH に比して高い反応性を disulfiramlこ

対し有すると考えられた。

2 . in vitro における DDCの阻害作用

disulfiram の還元生成体である DDC は単独では in vitro で阻害効果を示さない。しかし低濃度の

horseradish peroxidase ， catalase 等のへム蛋白共存下， ALDH と DDC とのインキュベーションを

行うと顕著にALDH は阻害された。ヘム蛋白と DDC とのインキュベーション後ALDH を添加すると

先の条件に比して得られる阻害度が非常に低くなることから，ヘム蛋白が2DDC →disulfiram の酸化

過程を触媒し，生成された disalfiram が選択的にALDHの活性SH基と反応し，不活性化酵素が蓄積

すると考えられる。 in vivo においてはDDC は disulfiram と同程度のALDH阻害効果があり，両者共

に投与20~40hr に最大効果を発揮すること 8) が，先の非活性化酵素の蓄積によって説明されるかもし

れない。

第 4 章 赤血球アルデヒド脱水素酵素活性と飲酒後の生理反応との関係

AcH に起因する生理反応として顔面紅潮，脈拍数上昇等があげられる 2) が， ALDH 活性の変動は飲

酒後に出現する AcH量，ひいては上記の生理反応に影響を与えうる Y) 赤血球ALDH活性と飲酒後の

脈拍数上昇率との関係を検討すると，有意な負の相関関係(r = -0.73) が得られ特に顔面従潮者群の聞

で際立っていた。

最近日本人を含む東洋人の約半数がミトコンドリアに局在する ALDHisozyme(m-ALDH) を持たず

飲酒時の顔面紅潮等の反応の原因となることが報告された ~)m- ALDH は c- ALDH と共に肝臓中に見

出される 2 つの major isozyme の 1 つであり， AcH に対する高い親和性から生体内 AcH は主に m

ALDH により酸化されると考えられている J)

顔面紅潮者群聞で特にALDH活性と反応度との関係が見出されたことは， m-ALDH 欠損者の場合

AcH に対する生理反応度が赤血球ALDH活性に何らかの形で調整される可能性を示唆する興味深い知

見と考える。

結論

1 .ヒト赤血球中に新たに AcH代謝活性が見出され，この活性が可溶性画分中に存在する NAD依存

性のアルデヒド脱水素酵素であることが示された。

2 .赤血球ALDH を精製し，その性質を検討したところ，肝cytosol 中に存在する ALDH と同一の基

質特異性を示し，さらに 2 価カチオンにより阻害を受け， disulfiram等の SH基に作用する薬物に対

し，高い感受性のあることが明らかとなった。

3 . disulfiram の ALDH阻害は酵素蛋白活性基上の SH との非可逆的反応により生起し，生体内での
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disulfiram阻害機作の一つの可能性として disulfiram の還元生成物である DDC がヘム蛋白の存在

下ALDH を阻害することが示された。

4. 赤血球ALDH活性値と，飲酒後AcH を介して起こる生理反応の反応度との関係を検討したところ

両者間に有意な負の相関関係が得られ，これは赤血球ALDH活性が生体内AcH代謝に関与する可能

性を示唆する興味深い知見と思われる。
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論文の審査結果の要旨

本論文は，ヒト赤血球可溶性画分中にアセトアルデヒド脱水素酵素が存在することを発見し，当酵

素の各性質について明らかにし，飲酒後にアセトアルデヒドを介してわこる生理反応度との関係を検

討したもので，薬学博士の称号を与えるに値するものであると考える。
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