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論文内容の要旨

(緒論)

酸素は生体内では活性酸素として生体膜不飽和脂肋酸の過酸化をお乙し，その結果膜の破壊，代謝

機能の低下を来たし種々疾患を引きお乙すにいたる乙とが知られている。乙れに対し生体には GSH

Peroxidase (G S H -P x). super oxide dismutase (SO D) , cata lase , v i t. E などの酸素

毒防禦機構が存在する。

生体内常存物質 Ergothioneine(2-mercaptohistidine trimethyl betaine : Erg) は晴乳

動物では生合成されず食餌性に取り込まれ，各組織に広く分布蓄積する。しかし本物質は Erg f ree の

合成飼料で長期間飼育した rat でも欠損症状も認められず いまだに生理化学的な作用が解明されずに

残された生体内物質の一つである。もし基本的な作用が解明されればビタミン的な物質である。乙の問

題に取り組むに当ってその原因のーっとして精度よい定量法が確立されていなかったためと考え，まず

高速液クロによる感度よい Ergの定量を確立した。その結果，肝に最も含量が高い乙とから肝機能に及

ぼす影響について種々検討を加え，いくつかの新しい知見を得た。本研究はその過程で Ergが脂質の過

酸化防禦機構の一環を荷っている事実を見出し，その作用形式及び機作を明らかにしたものである。

基礎的検討と研究経過

1 )高速液体クロマトグラフィーによる Erg の定量

高速液クロおよび thiopropyl sepharose 6 B を用いて，生体試料中の Ergの特異分別定量法を

確立した。既知のいずれの定量法とも原理的に異なり，精度，再現性，簡便性迅速性にすぐれている。

感度は絶対値として pmole 単位の検出定量ができる。
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2) 生体内 Ergの動態及び存在型

3H -Erg投与後， 24 hr 後には 90 労が赤血球中にとり込まれるととが示唆された。 肝細胞内では

10-4 M含有されるが，その 60%が cytoso1 中K存在した。 aging 'r.よって肝，血中とも Erg 含

量は増加するが， Erg欠乏飼料飼育による欠損症状は認められなかった。高分子 Erg特異的な bind­

tng物質が血禁中に存在した。

3) rat 赤血球解糖系に及ぼす Erg の影響

in vivo , in vi tro投与により，ともに乳酸生成が促進された。

(本論)

第一章 Erg in vivo 投与による肝機能への影響

Erg i. P. 1 週間前投与によって rat の性差，週令，薬物代謝酵素系の induction の有無にかかわ

らず pentobarbita1 の睡眠時聞を短縮した。しかし肝 P-450 , pentobarbi ta 1 の水酸化活性，

am i nopyr ine の脱メチノレ活性には変化を認めなかった。 Erg free の精製飼料で飼育した Erg 欠之

rat 及び Erg添加飼料による Erg過剰 rat での検討の結果でも P-450 ， pentobarbi ta1 の代謝活性の

変化はなかったが，肝脂質過酸化は Erg欠之 rat で有意lζ大きい乙とを見出した。

肝障害に対する Ergの保護効果を検討する目的で~ ethionine 肝障害 rat を用いた。 Erg の前投与

により肝障害 rat の GOT ， GPT , 過酸化脂質は有意に減少する乙とを認め， Ergは過酸化脂質を抑

制する乙とにより肝を障害から保護する乙とが考えられた。

第二章 in vitro における過酸化脂質抑制機作

mouse 肝 homogenate 及び rnlcroso rne 過酸化脂質形成系への Ergの添加は著明な抑制作用を示し

た。加熱処理rnicrosome では Ergの乙の抑制効果があらわれない乙とから Ergの過酸化脂質抑制効果

は少なくとも enzymat ic な系と関連している乙とが示唆された口事実. Erg は mouse 肝 cytoso1 

GSH-px , Mn-SOD活性の促進， rat N AD P H cytochrome c reductase 活性の抑制など過

酸化脂質含有レベソレを抑制的に作用している事実を認めた。

第三章 過酸化物lとより形成される酸化型 Ergの GSH-px 系へのカップリング

各酵素活性に対する影響のうち，最も著明な見掛け上の GSH- px活性上昇機作について，さらに検

討を進めた。リン酸buffer中， Erg と過酸化合物 (H2 O2 , Curnenehydroperoxide) との反応により，

E培の極大吸収は減少すると同時に新たに 310 nrn ，乙吸収を生じるが， GSHを添加すると乙の吸収は

瞬間的に消失した。この際 310 nrn の吸収の大きさに比例して定量的に G55Gを生成していた。この結

果より Erg は過酸化物と反応して 310 nrn 'r.吸収を有する -5-5 ーに結合をもっ酸化型Erg (oxｭ

Erg) を生成し，これはG5Hを酸化すると同時にもとの環元型 Erg にもどる乙とを見出した。この事

実はG5H-px 活性測定系でGSH-px を含まない条件下確認した。

第四章 ox-Erg の調製及びそのGSH- px様作用の証明

化学的な方法により ox- Erg を別途に調製，単離して OX -Erg が GSH-px サイクルにカップリ

ングして GSH-PX 様の作用を示す乙とを確認した。なお ox- Erg は Erg の dimer である乙とを

FAB法による Mas で確認した。すなわち GSH-px活性測定系に ox-Erg を添加すると定量的に
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GSSG を生成する乙とを確認した。しかし ox- Erg 'l:対する GSSG生成比は 10 : 1 となった。

ox -Erg が dimer であるとすると， stoichiometric には問題は残るが，乙の点 Erg -G SH の

酸化還元 pot en t i a 1, 0 X - E r g の純度，進行した副反応などの詳細な検討を必要とする。しかし Erg

の過酸化脂質形成抑制作用機作は過酸化物により生じた ox-Erg が GSH-px様作用をあらわすため

である乙とを証明するものである。

以上， Ergの生理的役割を追求する目的で，まず高感度定量法を確立し，肝が生体で最も高濃度に

Ergを含有する乙とを認めた。乙の肝における作用を in vivo , in vi tro の実験で検討し， いずれ

も Ergは過酸化脂質形成抑制作用のある乙とを見出した。乙の作用機作として enzymat i c な系を介し

た作用である乙とを認めるとともに，とくに見掛け上著しい GSH-px活性の上昇は Erg が過酸化

物を還元分解するととにより Erg 自身 -S -S ー酸化体となり，生じた ox- Erg が GSH- px サイ

クノレにカップリングした非酵素的な作用に基づくものであるととを証明した。乙れらの機作により Erg

は過酸化物を分解して含有レベルを減少抑制するものである。

論文の審査結果の要旨

E rgoth ione ine の高感度定量法を確立し，肝が生体中で最も高濃度に Ergothioneine を含有する

乙とを認め，とれが過酸化脂質形成抑制作用のある乙とを見出し，その作用機作を検討し，過酸化物に

より酸化体となり，また非酵素的により安定な還元型にもどるとと，過酸化脂質消去の SH化合物とし

て特異な物質である乙とをその作用機作とともに明らかにした。よって，本論文が薬学博士の価値があ

るものと認める。
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