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論文内容の要旨

【目的】

慢性エタノール摂取により肝ミクロゾームのチトクローム P450 が誘導され，P450 を介するエタノ・ーノレ

酸化が冗進する乙とが知られている。 P 450 は多種の分子種より構成され，エタノーノレにより誘導される

P 450 アイソザイムとして Þ 450 IIE1 が， 実験動物ならびにヒトの肝より分離精製されている。 P450

. IIE1 は他の P450 分子種に比べ極めて高いエタノーノレ酸化活性を有し，その誘導はアセトアノレデヒド産出

を充進させるため，肝 P450 IIE1 の誘導はアルコーノレ性肝障害発症の一因と考えられるo しかしながら

慢性アルコール摂取時の肝 P450 IIE1 誘導の分子生物学的機序は未だ明らかでない。 本研究の目的は，

P450 IIE1 をコードするmRNA量をエタノール投与ノ\ムスター肝において検討する乙とにより， エタノ

ーノレ投与による肝 P450 IIE1 の誘導機序を明らかにするととにある。

【方法】

雄性ハムスター(体重80--100 g )，乙 10;;ぢエタノール含有飲料水を自由摂取法にて10日間投与しエタ

ノール投与群 (n=4 )としたロエタノーノレ投与は実験直前まで行い，無処置ハムスターを対照群

(n=4) とした。肝より超遠心法にてミクロゾームおよびポリゾームを，さらに後者より poly A十RNA

を分画し， P450 IIE1 ならびに P450IIE1 mRNAの解析に供した。抗 P450IIE1 抗体は精製 P450IIE1 を

家兎に免疫し作製した。 P450IIE1 c DNA は ， ﾀg t 11 ヒト肝 cDNA ライブラリーより抗ヒト P450IIE1

抗体陽性フアージを分離して作製した。作製した cDNAがヒト P450IIE1 cDNA と一致する乙とは， 制

限酵素地図ならびに DNA シークエンス解析により確認した。 PCR法lζて増幅した cDNA( 1.1 kb) をフ

ォトビオチン標識し，乙れをプローブとするハイブリダイゼーション法lとより P450IIE1 mRNA 量を検
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討した。また， jn vjtro translatjon 法にて poly A十 RNAを介して生成される P450IIE1 量を 35S

メチオニンの取り込みより求めた。肝ミクロゾームを用い， SDS-PAGE および抗ヒト P450IIE1抗体に

よるイムノブロットから P450IIE1 蛋白量を検討するとともに， ethanol oxjdatlon をガスクロマトグ

ラフィ一法， p-njtrophenol hydroxylatjon および benzphetamj ne N-demethyla t j on を比色法に

て測定した。

【成績】

① エタノール投与後の肝総 P450 量は対照群に比し有意の増加を示した。 SDS-PAGE上， 54kd の蛋

白として認められる P450IIE1 蛋自に一致する蛋白バンドの増強が，エタノール投与後に認められた。

抗 P450IIE1 抗体により P450IIE1 蛋白は単一の蛋白バンドとして検出され， エタノーノレ投与後の P45

OIIE1 蛋白バンドの明らかな増強が観察された。エタノーノレ投与後の肝 P450IIE1 量は，対照群iと比べ

約 2 倍lζ有意に増加していた。ミクロゾーム分画での ethanol oxjdatjon 及び p-njtrophenol hydｭ

roxylatjon 活性は，エタノーノレ投与群において対照群に比しそれぞれ 210 ~ぢ及び 270 ~ちと有意の増加

を示し，肝 P450IIE1 の誘導を反映していた。乙れに対し， P4501 IE1 非依存性の benzphet a m j ne 

N-demethyla t j on 活性には差を認めなかった。

② ハムスター肝ポリゾーム poly A十 RNA分画において，ヒト P4501 IE1 c DNA の60~ちに相当する C

DNA により1.9 kb の単一mRNAバンドが検出された。エタノーノレ投与後に，乙の P450IIE1 mRNAバ

ンドの明らかな増加が認められ，エタノーノレ投与後の P450IIE1 mRNA レベソレは対照群に比し 2 倍の有

意の増加を示した。エタノール投与後， poly A十 RNA分画での P450IIE1 生成量も対照群の 220~ぢ

に有意の増加しており，エタノール投与後の肝 P450IIE1 mRNAの増加を反映していた。

③ ハイブリダイゼーション法ならびに jn vjtro translatjon 法による検討にて得られたエタノール

投与後の肝 P450IIE1 mRNA量の増加は，免疫化学的ならびに酵素活性の検討より得られた肝 P450I1

El 誘導とよく一致していた。

【総括】

アルコーノレ性肝障害発症の一因と考えられる肝 P450IIE1 の誘導機序をヒト P450IIE1 cDNA及び抗ヒ

ト P450IIE1 抗体を用いて検討し，ハムスター肝ではエタノール投与により P450IIE1 生成をコードする

mRNAの増加を介して肝 P450IIEl が誘導され，エタノール酸化能の冗進に関与する乙とを明らかにした。

乙の乙とより，慢性アルコール摂取時の肝 P450IIE1 の誘導には P450IIE1 mRNAの合成の促進あるいは

分解の抑制が関与していると考えられた。今後ヒト P450IIE1 cDNAを応用してヒト肝における P450II

El 誘導の機序を解明する乙とにより，アルコール性肝障害の遺伝素因子としての P450IIEl 誘導を遺伝子

レベルで解析する乙とが可能になると期待される。
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論文審査の結果の要旨

近年のアルコール消費量の増大iとともない，アルコール性肝障害の頻，度は増加しており，その機序の解

明は臨床医学上重大な課題となっている。慢性飲酒時のエタノーノレ代謝には肝ミクロゾームでのエタノー

ノレ酸化が重要で、あり，その誘導lとともなうエタノーノレ代謝の冗進はアセトアルデヒド産出を増加させるた

め，アルコーノレ'性肝障害発症の一因と考えられる。

本研究は，エタノール投与により誘導され，かつ極めて高いエタノール酸化活性を有する P450 アイソ

ザイムである P450IIEl の誘導機序をmRNA レベルで検討したものであり，エタノール投与により P4501

IEl をコードする mRNAの増加を介して P450IIEl が誘導され，ミクロゾームでのエタノール酸化能が冗

進する乙とを明らかにした。

本研究の成果は，アルコーノレ性肝障害の病態解明に新たな知見をもたらすものであり，よって本研究は

学位に値すると考える。
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