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序論

生体内に取り込まれた生体外異物は主に肝臓において代謝され、生体外へ排泄される。

薬物代謝反応は官能基導入反応である第I相反応と抱合反応である第II相反応に大別さ

れる。第I相反応を担う主要な薬物代謝酵素はチトクロムP450（CYP）である。CYPは

薬物などの生体外異物のみならずステロイド、脂肪酸、プロスタグランジン等の内因性

化合物の生合成や代謝にも関与し、生理学的にも重要な酵素であるし2）。また、CYPは

変異原性物質や発癌物質の代謝的活性化にも関与する。CYPには複数の分子種が存在し、

スーパーファミリーを形成している3）。アミノ酸配列の相同性からファミリーおよびサ

ブファミリーに分類されているが、ヒトにおいて薬物代謝に関与するものは、ほとんど

CYP1，CYP2，CYP3，CYP4ファミリーに属する分子種である4）。薬物相互作用の発現

機構は一般に薬力学的相互作用と薬物動態学的相互作用に分類されるが、最も頻度が高

いものは薬物動態学的相互作用の中でもCYPによる代謝を介したものである。近年、

組換えヒトCYP発現系が入手できるようになったことをきっかけに、多くの薬物の代

謝にどのCYP分子種が関与するかが同定され、薬物相互作用の機序解明の研究が進め

られてきているZ5）。

 ヒトにおける薬物代謝酵素活性にはCYP活性に起因する大きな個体差が存在する。

CYP活性の変動をもたらす要因には薬物投与、喫煙、飲酒、食事などの外的要因と、性

別、年齢、栄養状態、疾病、遺伝的要因などの内的要因がある。その中でも個体差の程

度が大きく、医薬品による副作用発現に関わるのは遺伝的要因である⑤。その他の要因

による個体差はせいぜい数倍といわれている。ある薬物の代謝能の低いp00rm吻bo肱r

（PM）は正常な代謝能を有するextensiveme胞bo屹er（EM）の100分の1程度のクリアラン

スしか示さないこともあり、その代謝を触媒する酵素に変異を有する、または欠損して

いることが代謝能低下の原因であることが明らかにされてきている⑤。CYP分子種の中

で遺伝的多型の研究が最も進んでいるのはσ冊2胱とCYP2C19ηである。この2つの分

子種は臨床で使用されている多くの薬物の代謝に関与するため、薬物治療においてもこ

の遺伝的多型は考慮すべき問題として注目されつつある。

 たばこは全世界で使用されている代表的な嗜好品である。喫煙率が低下している欧米

と比較して、わが国における喫煙率は1997年において男性57．5％、女性14・2％とまだ

高い。タバコの煙中にはおよそ4，000種類以上の化学物質が含まれており、そのうち少

なくとも200種以上は有害作用を有するとされている靱。喫煙習慣の維持はたばこの主

成分であるニコチンに対する精神的、身体的依存によるg。ニコチンはアセチルコリン
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のニコチン様受容体アコニストであり、中枢神経系、心血管系、内分泌系に様々な作用

を及ぼす。喫煙によってニコチンは口腔粘膜、気道、肺から速やかに吸収され、その吸

収速度は静脈内投与に匹敵するほどと言われる1O）。喫煙直後に廿1エ中ニコチン濃度は

Cmaxに達するが、体内の様々な臓器に分布し、脳へも数秒で移行する。ニコチンはほ

とんど肝臓において代謝され、肺および腎臓での代謝はごくわずかである。哺乳動物に

おいて、吸収されたニコチンの70－90％は0一酸化反応を受けてコチニンヘと代謝され

る11）（Fig．1）。ニコチンからのコチニン半成は2段階の酸化反応であり、チトクロム

P450（α叩）によってニコチンー△一「（∫）一イミニウムイオンベと代謝され遺’14）、次にアルデ

ヒドオキシダーゼによってコチニンヘと代謝されるb）。コチニンはさらに酸化されて3一

一水酸化コチニンヘと代謝される16）。もう一つのニコチンの主要代謝経路は”一酸化反応

であり、ニコチン”一〇xideが生成する17）。ニコチンからのニコチン”一〇xide生成はフラ

ビン含有モノオキシゲナーゼ（FM0）によって触媒されることが報告されている1ム18）。

先に、ヒトにおける薬物代謝酵素活性に変動をもたらす内的要因として疾病、遺伝的

要因があることを述べた。本研究では受動喫煙としても多くのヒトが摂取し得るニコチ

ンの代謝の変動に及ぼす因子として、肝障害の影響と代謝酵素の遺伝的多型性について

検討を進めた。

肝臓は生体外異物の代謝を司る主要な臓器である。一般に肝障害時には薬物代謝能は

低下すると考えられるが、CYPに着目した場合、肝障害による影響の受け方は各分子種

によって異なる。また、一つのCYP分子種でも疾患の種類によっても異なる影響を受

ける凹）。これまで肝障害時におけるニコチン代謝の研究は行われていなかった。喫煙の

健康への有害性およびニコチンの依存性について理解し、肝疾患患者における喫煙をコ

ントロールするためにも肝障害時におけるニコチン代謝を理解することは重要である。

ニコチンの代謝にはCYPとFMOが関与するため、肝障害時におけるこれら2つの酵素

系の変化を同時に評価できる点でも本研究は興味深い。本検討では肝疾患モデルラット

を作成して、慢性肝炎および肝硬変時におけるニコチン代謝について検討し、肝疾患の

種類によってニコチン代謝への影響が異なるという見解を得た。ヒトにおける肝障害時

のニコチン代謝に外挿できる可能性を検討した。

 ニコチン〃一〇xideには。ゐ体と此㎜3体の光学異性体が存在する。その光学異性体選択

性にはヒトとラットの問に種差が認められている。すなわち、ヒトでは此㎜∫体のみが

生成するが17）、ラットにおいては両異性体ともに生成する20）。ヒトにおける此伽∫一ニコチ

ンM－oxide生成にはFM03が関与することが報告されているがn）、ラットにおける両異

性体の生成を触媒するFM0分子種の異同についての報告はない。また、両異性体の生
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成比について詳細な検討もなされていない。そこで、ラットにおけるニコチンのN一酸化

反応の詳細を明らかにすることを日的とした。本検討ではラット月『ニミクロソームを用い

てニコチンM－oxide生成の速度論的解析を行い、c必体および此狐体の生成比、ならび

にそれらの半成に関与するFMO分子種の異同について検討した。

 ヒトにおけるニコチンからのコチニン生成能には大きな個体差が存在することが報告

されている21’刀）。コチニン生成能低下とCYP2D6遺伝的多型との関連性も報告されてい

るが21）、コチニン半成をCYP2D6が触媒するか否かも明らかにされておらず、ニコチン

代謝多型のメカニズムは不明である。ニコチンからのコチニン生成に関与するCYP分

子種については、これまでいくつかの研究グループにより報告がなされてきたn一ユ4〕。し

かし、異なった加γ〃。実験系を用い、CYP2A6，CYP2B6，CYP2D6およびCYP2E1等

の関与が報告されたが、統一した見解は得られていなかった。また3㌧水酸化コチニン

については、ヒトにおける主代謝物である17）にも関わらず、その生成を触媒する酵素の

同定は行われていない。そこで、ニコチン代謝多型の原因を明らかにすることを目的に、

ニコチンの代謝に関与する酵素の同定を行った。本検討により、ヒトにおけるコチニン

生成にはCYP2A6が関与することを見い出し、また3I一水酸化コチニン生成にも

CYP2A6が関与することを今回初めて明らかにした。

 CW2λ6遺伝子にはこれまで2つの変異型が報告されているz）。第3エクソンに1ア

ミノ酸置換を有するCγηλ6”と第3，6，8エクソンが0㎜7と遺伝子変換を起こし

たCW2λ6γ2である。CYP2A6v1cDNAを発現させたミクロソームでは、ヘムを取り込

むことができず、CYP2A6に特異的な酵素活性であるクマリン7一水酸化酵素活性を有さ

なかったため、CW2λ6y7は活性を持たないことが示唆されているM）。しかし一方で、

CW2λ6”変異型をホモで有する被験者でもヘテロで有する被験者と同程度加γル0にお

けるクマリン代謝酵素活性を示したことが報告されており種）、CγP2λ6”の機能につい

ては明らかではない。またC㎜6v2は、活性を有さないα脳7遺伝子と遺伝子変換

を起こしたものであるため、活性の低下が示唆されているが、CW2λ6”が活性を有す

るかについても不明である。従って、これらの変異がCYP2A6の機能に及ぼす影響は

明らかではない。また、上記2つの変異型以外にも制限酵素∫∂cIおよび卵カIを用いた

ゲノムサザンプロット分析で多型が認められることが報告されている巧’％）。そこでニコ

チンの代謝多型とCW2λ6の遺伝的多型の関連性を検討し、コチニン生成能の低下が

CW幽6遺伝子の欠損に起因すること明らかにしたので以下に詳述する。
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第I章 ラット肝ミクロソームにおけるニコチンN㌧oxide光学異性体生成の速度論

的解析

第1節 緒言

ほとんどの哺乳動物においてニコチンは主に肝で代謝される刀’拠）。ニコチン代謝の主

要経路はσ酸化反応（コチニン生成）であるが、N一酸化反応もニコチンの生体変換の重

要なルートである刃）（Fig．2）。ニコチンの主なN一酸化反応生成物であるニコチンN’一0xide

は、1963年にウサギ肝S9とニコチンの反応混合物から初めて単離、同定された30）。そ

の後、加γ加0実験系31）に加えて加γル0においても、ヒトやその他の哺乳動物で同定され

たη’33）。ニコチン”一0xideには。色体とケ㎜∫体が存在し20’弘）、それらの分離は1970年に

初めてぺ一パークロマトグラフィーを用いて行われた35）。哺乳動物におけるニコチン

〃一〇xide生成には、ある種のCYP分子種が関与するとの報告もあるが％）、主にFMOが

触媒する事が報告されている皿’18）。しかしながら、ニコチンW’一0xide生成の速度論的解

析はほとんど行われていない。ニコチンW’一0xidc生成の光学異性体選択性には種差が存

在し、サルおよびヒトでは此刎∫体のみが生成するが12）、その他の哺乳動物では両異性体

が生成する18，凪洲）。Je㎜crら20）は雷菌類肝ミクロソームにおける両異性体の生成比を一定

のニコチン濃度における生成量から求めている。しかし。応体と此㎜∫体生成のKm値が

互いに異なるとすれば、用いる基質濃度によって生成比は異なることが考えられる。ま

た、種によりKm値が異なる場合、一定の基質濃度における加γ加0での生成比を比較

することにより種差を述べるには問題があると考えられる。そこで、本章ではラットに

おける両異性体の生成比を明らかにするため、肝ミクロソームを用いてニコチン

W’一〇xide光学異性体生成の速度論的解析を行った。また、両異性体の生成に関与する酵

素の異同について加γ加0で検討した。
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第2節 実験材料および方法

I－2－1実験材料、試薬および使用機器

（9一ニコチンはシグマより、G6－PおよびG6－PDHはオリエンタル酵母より購入した。

固相描出カラムはVarianのMEGABONDELUTC18を用いた。分析用薄層プレートはフ

ナコシのフナセルSFセルロース薄層プレート（10×20㎝）を、分取用薄層板はワット

マンの微結晶セルロースP膿F（20×20㎝，1，OOOμm）を用いた。その他の試薬は和光

純薬工業の特級または高速液体クロマトグラフィー用を用いた。雄性SD系ラットは埼

玉実験動物供給所より購入した。HPLC装置はボンブ（日本分光，PU－980）、デガツサー

（日本分光，DG－980－50）、オートサンプラー（東ソー，AS－8010）、UV検出器（日本分

光，UV－g70）、インテグレーター（日本分光，807－lT）を用いた。カラムはCAPCELL

PAKC11UG120（資生堂，4・6㎜D×250㎜，5μm）カラムを使用した。

I－2－2ニコチン”一0xideの合成

Tay1or＆Boyerの方法37）を一部改変し、以下の方法により行った。ニコチン300mgに

1O％過酸化水素2gを加え、遮光し室温で2日間放置した。これを固相抽出カラムに添

加し約200m1の蒸留水を流した後メタノール50m1で溶出し、5m1ずつガラス試験管に

分画した。各画分を1一ブタノール／2一プロパノール／25％アンモニア水（50：25：25，

v／v／v）の展開溶媒で薄層クロマトグラフィー（TLC）を行った。UV照射によ．りニコチン

W’一〇xidc生成の有無を確認し、ニコチン”一〇xideを含む画分をあわせてロータリーエバ

ポレーターで溶媒を蒸発乾固させた。残澄をクロロホルム／メタノール（2：1，v／v）の溶

媒に溶解し、必体と物3体を分離するために、分取用薄層プレートに添加し上述の展

開溶媒で展開した。αs体と腕3体に対応する部分の薄層をそれぞれかきとり、メタノー

ル20m1で抽出した。抽出後ロータリーエバポレーターで溶媒を蒸発乾固させ、少量の

エタノールに溶解した。この溶液にピクリン酸の飽和エタノール溶液を加え、数分間

80℃の水浴で加熱した後、放冷した。析出したピクリン酸塩を吸引ろ過により結晶を得

た。得られたピクリン酸塩をエタノールで再結晶を行った。

I－2－3合成ニコチン”一0xideの構造解析

合成した。ホーおよび物5一ニコチンW’一〇xideの質量をLCMSによりそれぞれ分析した

（サーモクエスト，∬0700）。TSI一五山si㎝mOdeで測定を行い、移動相は50％アセト

ニトリル、10mM酢酸アンモニウム、O．O05％トリフルオロ酢酸、流速は1m1／minとし

た。イオンソース250℃、べ一ボライザーg5℃、ディスチャージ1，200V、リペラ20V、

マルチプライヤー1，OOOVで分析した。

Cムーおよび物5一ニコチン”一〇xideをそれぞれ重クロロホルムに溶解し、NMRによる

構造解析も行った（日本電子，町NMRSYSTEM）。

I－2－4ラット肝ミクロソームの調製と蛋白定量

6

6週齢の雄性SD系ラット（200－2509）よりKam舳＆Kitagawaの方法38）に従いミクロ

ソームを調製し、速やかに一80℃で凍結後、使用時まで保存した。蛋白定量はBSAを標

準蛋白質としてLOwWらの方法39）に従った。

7



I－2－5血γ地0ニコチンW’一〇xide生成活性の測定 第3節 実験結果

 ラット肝ミクロソームを用いたニコチンW㌧oxide生成活性の測定は以下に示す方法で

行った。終濃度が50mMリン酸カリウム緩衝液（PH8．4）、NADPH生成系（O・5mM

NADP＋、5mMG6－P，5mMMgα2，1U／m1G6－pDH）、O．5mg畑肝ミクロソーム蛋白

質になるように精製水を加えて全量を450μ1とした。37℃で2分間ブレインキュベーショ

ンを行った後、ニコチンを50μ添加することにより反応を開始させた。インキュベー

ション後、氷冷したアセトンを500μ1加えて反応を停止させ、内部標準物質として5

nψ1カフェインを10μ1（50ng）添加した。3，OOOΨmで10分間遠心分離することによ

り除蛋白し、その上清に炭酸ナトリウム結晶約O．3gと2一プロパノール／ジクロロメタ

ン（1：2，v／v）溶液4m1を加え、10分間激しく撹幹した。3，OOOΨmで10分間遠心分離を

行った後、有機溶媒層を新しいガラス試験管にとり、40℃に加温した水浴中で窒素気流

下蒸発乾固させた。残澄に移動相50μ1を加えて溶解し、そのうちの20μ1をHPLCに

注入した。HPLCの移動相は7．5％アセトニトリル／O．01％酢酸／1mMヘプタンスルホ

ン酸ナトリウムを用い、イオンペアHPLC法により分離、定量した。カラム温度は35

℃、流速は1出m㎞で溶離液を260㎜でモニターした。定量は内部標準物質に対する

ピーク高さ比を用いた。

I－2－6血沈0ニコチン”一0xide生成活性の速度論的解析

最終ニコチン濃度O．05－1mMの範囲で、4個体のラット肝ミクロソームを用いて上述

の方法によりニコチン〃一〇xidc生成活性を測定した。跳i6－Ho危t6e p1otにより1相性ま

たは2相性の判定した。キネティックパラメータは非線形最小二乗法により求めた。

一I－2－7血㎡肺ニコチン〃一〇xide生成活性の阻害実験

CYPの阻害剤であるSKF－525A，FMOの基質であるナフチルチオウレアを終濃度O．1

mMまたは1mMになるように添加し、基質非存在下2分間37℃でブレインキュベート

して血㎡姉ニコチン”一〇xide生成活性に及ぼす影響を検討した。また、ラット肝ミクロ

ソームを一酸化炭素で2分間パプリングしたもの、または45℃で5分間インキュベー

トしたものを用い、I－2－5に準じてニコチン”一〇xide生成活性を測定し、それぞれの処置

の影響を検討した。

                   8

I－3－1合成ニコチンW’一〇xideの構造解析

I－2－2におけるニコチン反応液をI－2－5で述べたHPLC条件で分析したところ、cかニコ

チン”一〇xidcと征独∫一ニコチンW’一0xideの生成比は約1：4であり、Cas㎞anらの報告皿）と

類似していた。TLCにおける必体および庇㎜s体のRf値はそれぞれO．48とO．62であ

り、両化合物の分離は良好であった。また、TLCによる分離後の試料に互いの異性体の

混入のないことをHPLCで確認した。LC雌において、c心一および缶狐一ニコチン

〃一〇xidcのいずれにもlM＋H】十とlM－16rに対応するm／z179とm／z163のピークが認め

られ、McM㎞usらの報告η）と同様の結果が得られた。また、NMR分析においても必体

と缶㎜3体それぞれ既報12）と同様なチャートが得られた。以上の結果より、合成した後に

TLCで分離した化合物はそれぞれ。危一ニコチンW’一〇xideと吻｝ニコチン”一〇xideと決定

し、以下の反応における標品として用いた。

I－3－2 ラット肝ミクロソームにおけるニコチン〃一〇xide生成

 ラット肝ミクロソームにおけるニコチンからのニコチンW㌧0xide生成の代表的なイオ

ンペアHPLCクロマトグラムをFig－3に示す。カフェイン、c必一ニコチン”一〇xide、ニコ

チンそして庇郷一ニコチン”一〇xideの保持時間はそれぞれ16．O分、20．5分、23－0分、

28．O分であった。ニコチンO．1mMにおける必体および庇㎜∫体の生成はO・5m4m1ミ

クロソーム蛋白質存在下、インキュベーション時間30一分まで直線性が認められた（Fi＆

4A）。また、20分のインキュベーション条件下、ミクロソーム蛋白質濃度は1．O㎜g／m1

まで直線性が認められた（Fi＆4B）。そこで以下の検討では、インキュベーション時間を

20分、ミクロソーム蛋白質濃度をO．5m4m1としてニコチンW’一0xide生成活性を測定し

た。

一定量の必一および広㎜s一ニコチン”一0xideを混合液に添加し、インキュベートあるい

は抽出操作における安定性を調べた。Fi＆5に示した様に。ホ体、胸コ5体いずれもイン

キュベーション時間gO分まで安定であった。また、必体のみをインキュベートした後

に缶㎜3体は認められず、物8体のみをインキュベートした後でも必体は認められなかっ

た。従って、異性体間の変換は認められなかった。さらに、ニコチンヘの還元も認めら

れなかった。
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I－3－4 加γ加。ニコチンN’一〇xide生成活性に及ぼすCYPまたはFM0活性の阻害の
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ニコチン濃度O．1mM（Fig．7A）または1mM（Fig．7B）におけるニコチンN’一〇xidc生成活

性に及ぼすCYPまたはFM0活性の阻害の影響について検討した。ラット肝ミクロソー

ムにおけるC応体および此㎜5体の生成はナフチルチオウレア添加により、また、ミクロ

ソームの45℃熱処理により阻害された。SKF－525A添加および一酸化炭素処理は、高い

ニコチン濃度条件下においてもニコチン”一0xide生成に影響を及ぼさなかった。
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I－3－5 0b一ニコチンN’一〇xidc生成とヶ㎜∫一ニコチンN’一〇xidc生成の相関 第4節 考察

10個体のラット肝ミクロソームを用いてニコチン濃度0・！mMにおけるニコチン

N’一〇xidc生成活性を測定したところ、Fig．8に示したように。応体生成と征㎜∫体生成の

間に有意な相関関係が認められた（r＝O．862，ρくO．01）。
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ニコチンとその代謝物の測定にはこれまでイムノアッセイ法41）、GC－NPD法42∫、

GC州S法43）、HPLC－UV法ψ）、LC／MS法仙）など、様々な方法が報告されている。本検討

では、ニコチンとその代謝物が中程度の極性であること、ならびに簡便性から、逆相イ

オンペアHPLC－UV法を用いることとした。今回用いたイオンペアHPLC法による。広

一ニコチンN’一0xidcとケ㎜∫一ニコチンN’一〇xideの分離は良好であり、ニコチン非存在下に

おけるラット肝ミクロソームのインキュベーション混合物との比較から、内因性の來雑

物質は認められず定量性も良好であった。ニコチンは。ゴ∫一ニコチンN’一0xidcと征㎜∫一ニコ

チン”一〇xideの間に溶離する。それらの保持時間は近似しているため、基質としてのニ

コチンがインキュベーション混合液中に大量に残存していると、両ニコチン”一0xide光

学異性体のピークに重なり、定量が困難になることが考えられた。しかし、ニコチンは

窒素気流下ではほとんど揮発してしまうため、両ニコチンN’一〇xide光学異性体の定量の

妨げとはならなかった。ニコチンとは異なり、ニコチン”一0xideは揮発しないことを確

認した。〃γ加0嫌気的条件下45〕および血yル0における腸管内価）でニコチンW’一〇xidcはニ

コチンヘと還元されることが報告されている。しかし、本研究における好気的条件下で

はインキュベーションおよび抽出操作中に、C色体と腕3体のニコチンヘの還元反応は

認められなかった。また、両ニコチンN’一〇xide光学異性体間の変換も認められず、これ

はCashmanらによる報告皿）と一致する。従って、本検討においてラット肝ミクロソーム

でのニコチン”一〇xidc生成活性を再現性よく求めることができた。

 ニコチン濃度5mMでのラット肝ミクロソームにおける。か／此刎5一ニコチンW㌧oxide生

成比は約1．1であることが報告されている卿）。本検討では用いた全てのニコチン濃度

（O．05－1mM）においてヶ狐体生成活性よりも必体生成活性が優位であっむしかし・

c兆一／征狐一ニコチンW’一〇xidc生成比はニコチンの濃度によって異なり、ニコチン濃度が

高くなると。兆一／広㎜∫一ニコチン”一〇xide生成比は小さくなることが認められた。これは

ヶ㎜∫体生成のKm値がd∫体生成のKm値よりも大きいためであると考えられる・従っ

て、固有クリアランスは。ムー／此狐一ニコチン”一〇xide生成比の適切な指標となり得る。

速度論的解析により、ラットにおける。色体生成の固有クリアランスは此㎜∫体生成の固

有クリアランスより8．1倍大きいことが明らかになった。

 ニコチンNl－oxidc生成へのCYPまたはFM0の関与を明らかにするために、CYPまた

はFMO活性の阻害の影響について検討した。SKF－525AはCYPの代表的な阻害剤であ

り、ナフチルチオウレアはFMOの基質であるため、競合的阻害剤となる。一酸化炭素
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はCYPのヘム鉄へ配位することによりCYPを失活させる。FM0は熱に不安定な蛋白質

であるため、45℃、5分間の処置でほとんど失活するが、その条件でCYPは比較的安

定である。検討の結果、SKF－525Aの影響は認められず、Goπodらによるモルモット肝

S9での報告η）と一致した。また、一酸化炭素処理では影響が認められなかったが、ナフ

チルチオウレア添加または熱処理でほとんど活性が認められなくなった。この結果より、

ラット肝におけるニコチン〃一〇xidc生成にはCYPの関与はほとんどなく、この反応を

触媒しているのはFM0であることが確認された。予備的検討においでニコチンW’一〇xidc

生成活性を生理的条件であるpH7．4で測定したところ、pH8－4での活性値よりも低い

結果を得ている。これはFMOの至適PHが8．4である4ηためと考えられる。

 哺乳動物においてFMOがニコチンN’一〇xide生成に関与することが報告されてきた撮・18）。

FMOには分子種が存在し、現在報告されているのはFM01からFM05までであるが、

様々な種において、どの臓器にどの分子種が発現しているかはまだあまり明らかにされ

ていな・し）。これまで明らかになっているのは、ヒト肝におけるFM01，FM03，FM04、

ウサギ肝におけるFM01，FM03，FM04およびFM05、ブタおよびラット肝における

FM0！、ウサギおよびモルモット肺におけるFM02である㎎・49）。ニコチンN’一〇xidc生成

に関する分子種については、ブタFM01、ウサギFM02、ヒトFM03が光学異性体選

択的に触媒することが報告されている地50）。しかし、ラットにおいてはFM01以外のど

の分子種が発現し、どのFMO分子種が触媒するかは未だ明らかになっていない。Fig・8

に示したように。兆一および此狐一ニコチン”一〇xidc生成が有意に相関したことより、こ

れらの反応には同じFMO分子種が関与している可能性が示唆される。FMO分子種の詳

細な解析は今後の課題である。

 ニコチンN’一0xidc生成の光学異性体選択性には種差が存在することが報告されている。

醤菌類の肝ミクロソームにおいてヶ㎜∫一ニコチン〃一〇xide生成より。広一ニコチンW’一〇xidc

生成の方が優位であり、cゐ一／此㎜∫一ニコチン〃一〇xide生成比は1．1から10までと様々で

ある20）。それに対し、サルおよびヒト肝ではヶ㎜s一ニコチンN’一〇xidcのみが生成する舳）。

精製FMOによるd∫一／征㎜∫一ニコチンN’一〇xidc生成比は、ブタ肝FM0！では40／60、ヒ

ト肝FM03ではO／100と報告されている36）。そのため、ニコチンN’一〇xidc光学異性体選

択的生成における種差は、関与するFMO分子種またはその一次構造の違いによるもの

と考えられる。

第5節第I章のまとめ

 ラット肝ミクロソームにおける血γ加0ニコチンN’一0xidc光学異性体生成の速度論的解

析を行った。以下に本章で得られた結果をまとめる。

1． ラット肝ミクロソームにおける。メ∫一およびケ肌∫一ニコチンN㌧0xidc生成の

 Eadic－Hofstccp1otはいずれも直線性を示した。c応体およびヶ㎜∫体生成のKm値は

 それぞれO．240±0，069mM，1，524±0，95！mM、府1ax値はそれぞれ1・52±O・48

 ㎜o1／m釦in，！．19±O．74㎜oレm釦inであった。

2．ラット肝ミクロソームでは。応体がケ狐体より優位に生成し、固有クリアランス

  は此㎜3体に比べ。色体が8．1倍大きいことが明らかになった。

3．ラット肝ミクロソームにおけるd∫一およびケ㎜∫一ニコチンW’一0xide生成はナフチル

 チオウレア添加、ミクロソームの45℃熱処理により阻害されたが・SKF－525A添

 和および一酸化炭素処理による影響は認められなかった。

4．ラット肝ミクロソームにおける。心一ニコチンN’一0xidc生成と此狐一ニコチン

 N’一〇xidc生成の間に有意な相関関係が認められた（ア＝O．862，ρ〈O．01）。

以上より、ラット肝ミクロソームでは固有クリアランスの違いからd∫体が征㎜∫体よ

りも8．1倍優位に生成することが明らかとなった。Cお一およびケ㎜3一ニコチンW’一〇xide生

成には同じFMO分子種が関与する可能性が示唆されむ
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第II章 急性肝炎および肝硬変モデルラットにおけるニコチン代謝

第1節緒言

タバコの主成分であるニコチンはアセチルコリンのニコチン様受容体アコニストであ

り、さまざまな生理学的効果を発揮する。また、ニコチンは習癖性を有する。喫煙によ

りニコチンは肺から吸収され、速やかに血中から排泄される。その速やかな排泄は様々

な臓器への分布に加え、代謝によるものであることが報告されている51）。近年、ニコチ

ンの代謝に関する情報が得られるようになり52）、多くの代謝物が同定された51）。哺乳動

物におけるニコチンの主要代謝経路はG酸化反応（コチニン生成）とN一酸化反応（ニコ

チンNl－oxide生成）である（Fig．9）。コチニン生成はCYPにより、ニコチンN’一〇xidc生

成はFMOより触媒されることが報告され、ラットにおいてもニコチン”一〇xide生成の

光学異性体選択的生成にFMOが関与することを確認している（第I章）。肝臓は生体

外異物の解毒を司る主要な臓器である。一般に、肝障害時には薬物代謝能は低下すると

理解されているが、肝障害の代謝能への影響の程度は肝疾患の種類、また代謝される薬

物の種類によって異なる。肝障害患者が喫煙する場合もあり得るため、ニコチンの摂取

が考えられるが、肝障害のニコチン代謝への影響は明らかになっていない。ニコチン依

存性と喫煙の健康への有害性をよりよく理解するためにも、肝障害時におけるニコチン

代謝を明らかにすることは重要である。そこで、本研究ではニコチン代謝に与える肝障

害の影響を明らかにすることを目的とした。

 肝疾患モデルラットの作成のために使用される薬物には四塩化炭素53）、ガラクトサミ

ン皿）、チオアセタミド55）、ハロタン％）、エチオニン57）、アルコール58）などがある。四塩化

炭素は肝硬変を作成するために頻用されている轄）。ガラクトサミン、チオアセタミドの

単回あるいは慢性処置はそれぞれ急性肝炎、肝硬変の作成に使用される皿・55）。ハロタン

は肝炎を％）、エチオニンとアルコール処置はそれぞれ脂肪肝57）、アルコール性肝障害58）

を作成するために使用される。これらの中で、ガラクトサミンとチオアセタミドはそれ

ぞれヒトにおけるウイルス性肝炎および肝硬変に組織学的に類似した肝疾患を生じさせ

ることが報告されているため59・ω）、本研究において選択した。作成した肝疾患モデルラッ

トの肝ミクロソームを用いて、ニコチンからのコチニン生成およびニコチンN㌧oxidc生

成に及ぼす急性肝炎ならびに肝硬変の影響について検討した。
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第2節 実験材料および方法

II－2－！実験材料、試薬および使用機器

（∫）一コチニンとびガラクトサミンはシグマより、チオアセタミドとトランスアミナー

ゼCIトテストは和光純薬工業より購入した。ニコチンW’一〇xideはI－2－2で合成したものを

用いた。ヤギ抗ラットCYP1A1，CYP2B1，CYP2C11，CYP2E1抗体は第一化学薬品の

ものを使用した。ウサギ抗ラットCYP3〃抗体は昭和大学薬学部毒物学教室教授吉田武

美博士より御供与頂いた。ビオチン化抗ヤギIgG、ビオチン化抗ウサギIgGおよびスト

レプトアビジン結合ペルオキシダーゼ複合体はベクターより購入した。I㎜0bi10n膜は

ミリポア、電気泳動装置はアトーのAE－6500－W泳動漕とCR㏄SPOWER1000泳動電源

を使用した。吸光光度計は日立の228A形ダブルビーム分光光度計または島津のダブル

ビーム自記分光光度計UV－300を使用した。前章までに述べた試薬、動物、HPLC装置

の記載は省略した。その他の試薬は和光純薬工業の特級または高速液体クロマトグラフィー

川を用いた。
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II．2．2 ラットヘのガラクトサミンまたはチオアセタミドの投与

ガラクトサミンを滅菌した生理食塩水に溶解し注射液を調製しむ6週齢の雄性SD

系ラットを通常飼料で一週間予備飼育した後・W…らの方法54）に従い・400m44m吹・

を単同腹腔内投与することによりガラクトサミン誘発急性肝炎モデルラットを作成した・

対照群のラットは同等量の生理食塩水を腹腔内投与した両群ともに6匹ずつ処置しれ

投与・・時間後と・・時問後に尾静脈より採血を行い・肝ミクロソームめ調製のため・投

与。・時間後に屠殺した。また、チオアセタミドを滅菌した生理食塩水に溶解し注射液

を調製した。6週齢の雄性SD系ラットを通常飼料で一週間予備飼育した後、Kas出ara

の方法55）に従い、200mg／5m吹gを週3回8週間連続腹腔内投与することによりチオア

セタミド誘発肝硬変モデルラット作成した。対照群のラットは同等量の生理食塩水を腹

腔内投与した。両群ともに6匹ずつ処置した。最初の投与から4週間後と8週間後に尾

静脈より採血を行い、肝ミクロソームの調製のため、最終投与から24時間後に屠殺し

た。分離した血清は酵素活性測定まで一20℃で保存した。

II－2－3 血清トランスアミナーゼの測定

血清GOTおよびGPT値をトランスアミナーゼCII一テストを用いて測定しれ

II－2－4 ラット肝ミクロソームおよびサイトゾルの調製と蛋白定量

I．2．3に準じラット肝ミクロソームを調製し、速やかに一80℃で凍結後、使用時まで保

存した。同時に超遠心分離後の上清をサイトゾル画分として得・一80℃で凍結後・使用

時まで保存した。蛋白定量はI－2－3に準じた。

II．2．5CYP、チトクロムb5含量およびNADPH一チトクロム。還元酵素活性の測定

CYP含量はOm、、、＆S，toの方法・・）に従い、チトクロムb5含量はOmura＆Satoの方法

・・）に従って定量した。また、NADPH一チトクロム。還元酵素活性はPh皿ups＆Ll㎜gdonの

方法63）に従って測定した。

II－2－6血凶0コチニン生成およびニコチン”一〇xidc生成活性の測定

コチニン生成は以下の系をもちいて測定した。終濃度が50mMリン酸カリウム緩衝液

（pH7．4）、100μMニコチン、1mg／m1肝ミクロソーム蛋白質、3mg／m1サイトゾル蛋白質

になるように精製水を加えて全量を450μ1とした。37℃で2分間ブレインキュベーショ

ンを行った後、NADPH生成系を50μ1添加することにより反応を開始させた。37℃で

30分間反応させた後、氷冷したアセトンを500μ1加えて反応を停止させ、内部標準物

質として5n帥1カフェインを20μ1（100ng）添加した。3，OOOΨmで．10分間遠心分離す

ることにより除蛋白し、その上清に炭酸ナトリウム結晶約0．3gと2一プロパノール／ジ

クロロメタン（1：2，v／v）溶液4m1を加え、10分間激しく撹枠した。3，000rpmで10分間

遠心分離を行った後、有機溶媒層を新しいガラス試験管にとり濃塩酸を50μ1加え、40

℃に加温した水浴中で窒素気流下蒸発乾固させた。残澄に移動相100μ1を加えて溶解

し、そのうちの20μ1をHPLCに注入した。HPLCの移動相は6．O％アセトニトリル／

0．01％酢酸／1mMヘプタンスルホン酸ナトリウムを用いた。カラム温度は35℃、流速

は1曲mhで溶離液を260㎜でモニターした。定量は内部標準物質に対するピーク高

さ比を用いた。

 ニコチンW’一〇xide生成はニコチン濃度を100μMとしてI－2－5に準じて測定しれまた

速度論的解析はI－2－6に準じた。

II－2－7SDS－PAGEとイムノプロット分析

SDS－PAGEはLae㎜Hの方法帖）とGuengedchらの方法笛）に従い、厚さ1㎜、7．5％ア

クリルアミトゲルを用いた。イムノプロット分析は以下の方法により行った。

SDS－PAGE後、Tr㎜sferce11（Bi0－Rad）を用いアクリルアミトゲルより、蛋白質を

I㎜0bi10n膜に電気的（10V，30分間）に転写した。この際、濾紙、アクリルアミトゲル、

I㎜0bi1on膜は転写用緩衝液に浸して行った。次に、I㎜obi10n膜を3％スキムミルクー

O．1％Twcen20－PBS溶液に浸して、ブロッキングを12～14時間行った。抗ラット

CYP1A1，CYP2B1，CYP2C11，CYP2E1抗体はヤギに免疫したもの砧）、抗ラット

CYP3A2抗体はウサギに免疫したもの67）を使用した。抗ラットCYP1A1抗体はCYP1組

とCYP1A2、抗ラットCYP2B1抗体はCYP2B1とCYP2B2と反応するが、それらは

SDS－PAGEで分離可能である。抗ラットCYP2C11抗体はCYP2C6，CYP2C11と

CYP2C13と反応するため、抗ラットCYP2C11抗体と反応した蛋白質はCYP2Cと表記
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した。抗ラットCYP2E！抗体はCYP2E1とCYP2C！1、抗ラットCYP3〃抗体は

CYP3A！とCYP3A2と反応するが、それらはSDS－PAGEで分離可能である。1次抗体と

してヤギ抗ラットCYP！A1IgG，CYP2Bl IgG，CYP2Cll lgGはPBSで10，OOO倍希釈、

ヤギ抗ラットCYP2E1IgG抗体はpBSで20，OOO稀釈、ウサギ抗ラットCYP3A2抗血清

はPBSで！，000倍希釈した。2次抗体としてビオチン化抗ヤギまたはウサギIgG（PBS

で2，000倍希釈）を用い、さらにその検出としてビオチン結合ストレプトアビジン・ペル

オキシダーゼ複合体（PBSで2，OOO倍希釈）を用いた。発色はO．06％3，31一ジアミノベン

ジジン四塩酸塩で行った。I㎜obi10n膜上に発色したバンドをデンシトパターンアナラ

イザーEPA－3000（丸善石油化学）を用いて定量した。

第3節 実験結果

II－3－！急性肝炎および肝硬変モデルラットの作成

Tab1e2に示すように、ガラクトサミンを処置したラットでは12時間後に対照群と比

較して血清GOT値、GPT値が有意に上昇していた。この時点ですでに肝障害が誘発さ

れていることが考えられる。24時間後では血清GOT値、GPT値がさらに上昇していた

ため、肝障害がさらに進行したことがうかがえる。チオアセタミドを処置したラットで

は、4週間後に対照群と比較して血清GOT値は上昇傾向を示し、血清GPT値は有意な

上昇が認められた。8週間後では血清G0丁値、GPT値はいずれも有意な上昇が認めら

れた。

 屠殺直前の体重はガラクトサミン処置およびチオアセタミド処置いずれのラットにお

いても対照群と比較して有意に減少していた（Tab1c3）。相対肝重量はガラクトサミン処

置ラットでは対照群と比較して有意な減少が認められたが、チオアセタミド処置ラット

では対照群と比較して有意な増大が認められた。

 ガラクトサミン処置ラットの肝は対照群と比較してやや白味を帯び、病理学的には好

中球およびリンパ球の浸潤やクッパー細胞の増生が認められ、急性肝炎様の組織像であっ

た。チオアセタミド処置ラットの肝表面は肉眼的に穎粒状を呈し全体にやや肥大してお

り、組織学的には広範な繊維化と肝細胞の結節状再生肥大が見られ、明らかな偽小葉の

形成を呈し、小細分性ないし小結節性の肝硬変に類似した所見であった。急性肝炎モデ

ルラットにおける肝の萎縮、肝硬変モデルラットにおける肝の肥大は、それぞれ相対肝

重量の減少および増加からも確認された。
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以下、ガラクトサミン処置ラットを急性肝炎モデルラット、チオアセタミド処置ラッ

トを肝硬変モデルラットと表記する。

Tab1e2．Changes of GOT and GPT activities in sera of Ga1N－or TA－treated rats．

Treatment
GOT（Kamenunit）      GPT（Kamen㎜it）

12hr        24hr           12hr        24hエ

Contro1    103．3±  5．6  140．5±  4，5     47．1± 1，8

            ＊            ＊              ＊
Ga1N     601．0±167．0 1015．8±368．4    122．8±25，2

50．1± 1．2

217．6±85．9

4wk      8wk        4wk      8wk

                           †Contro1    121．5± 9，2    93．4± 4，0     27．3±0．7

TA       166．2±22．5   134．2±10．O＊＊   44．1±3．3＊＊

Va1ues are mean±SE（n＝6）．†n＝5．

㌻くO．05，＊㌻〈O．01compared with the contro1group．

Tab1e3．Effects of Ga工N or TA士reatment on body weight and

re1ative1iver weight in rats。

T。。・tm。。t B．d．w．i。・t（。） Live「wei・ht

                （41009 b．w．）

Contro1      214．8±2．8      4．34±O．14

            ＊＊             ＊
Ga1N       191．8±5．8     3．87土O．11

Contro1      451．7±12．4     2．88±O．08

            ＊＊＊              ＊＊
TA        326．8±23．2     4．58±O．25

Va1ues are mean±SE（n＝6）．b．w．：body weight．

ツくO．05，＊＊ρ〈O．01，＊＊＊ρく0，005compared with the contro1

9「oup・
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II－3－2CYP、チトクロムb5含量およびNADPH一チトクロム。還元酵素活性

急性肝炎モデルラットでは肝ミクロソームにおけるCYP、チトクロムb5含量および

NADPH一チトクロム。還元酵素活性はいずれも対照群と比較し差は認められなかった

（Tab1e4）。一方、肝硬変モデルラットではCYP含量が対照群の約34％まで減少した⑫

く0．01）。チトクロムb5含量も対照群の約48％まで有意に減少した⑦くO．05）。それに

対してNADPH一チトクロム。還元酵素活性は対照群と比較して有意な差は認められなかっ

た。

Tab1e4．Effects of Ga1N or TA treatment on CYP and cytochrome b5contents

and NADPH－cytochrome c reductase activity in rat1iver microsomes．

               Cytochrome
         CYPTreatment               b5

           （nmo1／mg Prot．）

NADPH－cytochrome c
   reductase
  （U／mg Prot。）

COntrO1      O．81±O．11    0．27±O．02

Ga1N       O．78±O．08   0．26±O．03

O．09±O．01

0．10＝！＝O．02

ContT01      1．05±O．14    0．40±O．06

            ＊＊              ＊
TA        O．36±O．06   0．19±O．02

0．10±0，02

0．10。1．O．01

Va1ues are mea口±SE（n＝6）．

㌢く0．05，＊＊ρくO．01compared with the contro1group．

II－3－3”γ地0コチニン生成およびニコチン”一0xidc生成

急性肝炎モデルラットにおけるニコチンからのコチニン生成（O．151±O．017

㎜0Mm〃mgprot・）は対照群（0，192・0，016nm0眈nin／mgprOt）と比較して有意な差は認め

られなかった（Fig．10）。それに対して肝硬変モデルラット（0，045±O．008moレmi〃mg

prot．）では対照群（O．220±0，036moVm〃mgProt．）と比較して有意な減少が認められた（ρ

〈0．O01）。ニコチンからのd∫一および征狐一ニコチンW∫一0xide生成は、急性肝炎モデルラッ

ト（O．386±0，！23，0，106±0，015nmOVmin／mgproし）では対照群（0，491±0，067，O．129±

0，025nmOVm㎞／mgprOt．）と比較して有意な差は認められなかった。それに対して肝硬変

モデルラット（O．096±0，0！6，O．063±O．004mo1／min／mg pr0し）では対照群（O．483±O．151，

O．182±0，163㎜o1／m〃mgprot．）と比較して有意な減少が認められた⑫〈O．005）。
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II－3－4 CYP各分子種の蛋白質発現量

雄性ラット肝ミクロソームにおいてはσm虹、CYP2B1，CYP3A2蛋白質の発現量は

低いため、抗ラットCYP1A1，CYP2B1，CYP3A2抗体はそれぞれCYP1A2、σ叩2B2，

CYP3A1のみを検出した。Fig．11に示すように、ガラクトサミン処置はラット肝ミクロ

ソームにおけるCYPlA2，CYP2B2，CYP2C，CYP2E1，CYP3A2蛋白質発現量に影響を

与えなかった。しかしながら、チオセタミド処置はCYP3”以外の分子種の蛋白質発

現量を有意に減少させた。チオアセタミド処置に対する対照群のCYP2B2および

CYP3A2蛋白質量はガラクトサミン処置に対する対照群より有意に低い結果が得られた。
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Tab1e5．Effects ofGa1N or TA treatment on kinetics ofnicotineM’一〇xidation in rat1iver microsomes．

α∫一nicotineM’一〇xidefomati㎝ r舳∫一nicot㎞e〃一〇xidefomati㎝

Treatment
Km
（mM）

   γmaX
（㎜oVmh／mgProt，）

Km
（mM）

   〆maX
（nmol／min／mg Prot。）

Contro1

Ga1N

0，228±0．020

0，208±0．006

1，698±O．181

1，105±0．210

0，887±0．091

0，779±0．077

1，119±0．104

0，764±0．121

Contro1Ga1N Contro1TA Contro1

TA

O．209±0．024

0，173±0．016

1，459±0，106

     ＊＊＊
0，278±0．011

0．824±O．086

0，635±O．156

1，929±O．257

     ＊＊＊
0，371±0．093
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第4節 考察

生体内における薬物の消失は肝疾患によってしばしば影響を受けることが報告されて

いる硯）。その主な原因の」つは肝ミクロソームの薬物代謝酵素の失活であると考えられ

ている69）。肝障害によってほとんどのCYP分子種の発現量は減少するが、影響を受けな

い分子種も存在する。また、CYP分子種の発現量および活性に与える影響は肝疾患の種

類によっても異なる19）。肝ミクロソームに存在するもう一つの主要な薬物代謝酵素に

FMOが上げられるが、CYPと比較しFMOはこれまで肝疾患による影響についてあまり

研究されていなかった。

 ニコチンの主要代謝経路はコチニンヘの0一酸化反応とニコチンN’一〇xidcへのル酸化反

応である。ヒトにおいてニコチンは70－90％がコチニンヘと代謝され、コチニンはさ

らに代謝されるため、コチニンの尿中排泄量は吸収されたニコチンの約10－15％であ

る。ま・た、ニコチンの約4％はニコチン”一〇xideへと代謝され、ほとんどそのまま尿中

へ排泄される17）。ラットではコチニンとニコチンN’一〇xideの排泄量はどちらも約10％ほ

どである冗）。ニコチンからのコチニン生成にはCYPが、ニコチン”一〇xide生成には

FMOが関与することが報告されているn’18）。本研究においても、ラットにおける。！∫一お

よび征㎜∫一ニコチンNl－oxide生成に同じFMO分子種が関与することを示唆する結果を得

ている（第I章）。そのため、ニコチンは肝障害におけるCYPとFMOの変化を同時に

評価できるよいプローブとなると考えられる。

 薬物代謝能は肝臓の組織学的な変化（急性肝炎、慢性肝炎、肝硬変など）だけでなく

肝障害の原因（ウイルス性、化学毒性、免疫学的）にも依存する。肝疾患は解剖学的な

所見によって定義される刀）。急性肝炎は肝細胞の壊死と急性の炎症によって特徴づけら

れ。慢性肝炎では、それらに加え繊維化も認められる。肝硬変は壊死も起こるが・広範

な繊維化と肝小葉の形成で定義される。本研究では肝疾患として・急性肝炎と肝硬変を

選択した。ガラクトサミンのラットヘの単同腹腔内投与は形態学的にヒトのウイルス性

急性肝炎に類似した肝障害を誘発することが報告されている59’η㌧ガラクトサミン誘発

急性肝炎のメカニズムは、肝細胞内においてガラクトサミンがUDP一グルコースを消費

してUDP一ガラクトサミンを生成して細胞内に蓄積するため、UTPが減少、欠乏し、こ

れによってRNA合成低下に基づく蛋白質合成阻害をきたし、肝細胞膜障害から細胞壊

死を惹起させるといわれている刀’74）。一方、チオアセタミドはDNA，RNA、蛋白質の合

成に影響を与えることにより肝毒性を有する75）。ラットヘのチオアセタミドの処置はヒ

トの肝硬変に組織学的に類似した肝硬変を誘発することが知られている60㌧そこで本研
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究では急性肝炎モデルラットの作成にガラクトサミンを、肝硬変モデルラットの作成に

チオアセタミドを選択した。

 血清トランスアミナーゼは現在、肝障害の指標の一つとして用いられている。肝細胞

カ櫛害され、トランスアミナーゼが逸脱することで血清トランスアミナーゼが上昇する。

ガラクトサミンやチオアセタミド処置により血清Gα「値、GPT値の上昇が認められた

ことより、肝障害の誘発が示された。これらの上昇はViscnらヌ）やAgu廿ら76）による報告

と類似している。チオアセタミド誘発肝硬変モデルラットにおける上昇の程度はガラク

トサミン誘発急性肝炎モデルラットよりも緩和である。急性肝炎では月『二細胞の壊死のた

め血清トランスアミナーゼは、急激に上昇するが、肝硬変ではむしろ蛋白質合成能の増加

による7η、というメカニズムの違いに由来すると考えられる。

急性肝炎モデルラットにおける肝の萎縮、肝硬変モデルラットにおける肝の肥大は、

それぞれ相対肝重量の減少および増加からも確認された。これらの結果は病理学的およ

び組織学的所見も含め、これまでの報告59’7刀と一致するものであった。

 ニコチンからのコチニン生成は2段階の酸化反応を経て行われる。ニコチンはまず

CYPによりニコチン△1一（∫）一イミニイウムイオンベと代謝され、さらにアルデヒドオキシ

ダーゼによりコチニンヘと代謝されるb151）。そのため、アルデヒドオキシダーゼの供給

のためにミクロソーム蛋白質に加えてサイトゾル蛋白質をもインキュベーション混合液

に添加した。コチニン生成は急性肝炎モデルラットでは対照群と比べて差が認められな

かったが、肝硬変モデルラットでは有意な減少が認められた。CYPはコチニン生畔の律

速酵素であるため岬、肝硬変モデルラットにおけるコチニン生成の減少はCYP活性の低

下またはCYP蛋白質の減少によるものと考えられた。コチニン生成の減少の程度と

CYP含量の低下の程度が類似していることからも、アルデヒドオキシダーゼ蛋白質の変

化の影響は少ないものと考えられた。CO差スペクトルにより求めた全CYP含量に減少

が認められたため、イムノプロット分析によりCYP各分子種ごとの発現量の変化を調

べた。肝硬変モデルラットにおいて、CYP1A2，CYP2B2，CYP2C，CYP2E1蛋白質発現

量の有意な低下が認められたが、CYP3〃蛋白質発現量は対照群と比して有為な差は認

められなかった。ラットではニコチンからのコチニン生成を触媒するのはCYP2B1また

はCYP2C11であることが報告されている凪刃）。CYP2B1は発現量が低いため、本検討に

おけるイムノプロットでは検出されなかったが、CYP2B2蛋白質量の顕著な減少が認め

られたことより、同じCYP2BサブファミリーであるCYP2B1蛋白質量も減少している

ことが予想される。またCYP2C11に関しては、用いた抗CYP2C11抗体がCYP2C11だ

けでなくCYP2C6およびCYP2C13とも交叉反応し、それぞれがSDS－PAGEにより分離
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不可能である。そのためCYP2C11のみの定量は不可能であったが・ラットのCYP2Cファ

ミリーにおいてCYP2C11は主要な分子種であることから・イムノプロットの結果より

CYP2C11蛋白質量の減少が示唆される。従って、肝硬変モデルラットにおけるコチニ

ン生成の低下はCYP2B！およびCYP2C11蛋白質の発現量減少によるものと考えられ乱

 肝硬変モデルラット作成にあたり、チオアセタミドを8週間にわたって慢性的に投与

しているため、その対照群のラットは15週齢であり、」方、ガラクトサミン誘発急性

肝炎モデルラットに対する対照群ラットは7週齢であ乱CYP2BおよびCYP3Aの発現

レベルは加齢により低下することが報告されている80）。そのため、対照群ラット間での

CYP2B2およびCYP3ん≧発現量の違いは週齢の違いによるものと考えられる。

 CYPが触媒する反応において、チトクロムb5は酸化反応に必要な第二電子を供給す

る。近年、チトクロムb5はCYPに結合し、電子緩衝剤として作用する・すなわち2つ

のヘム蛋白複合体が2つの電子受容体となり還元酵素との相互作用を必要としなくなる

ことが報告されている81㌧ニコチン代謝におけるチトクロムb5の役割はまだ明らかになっ

ていないが、肝硬変モデルラットにおけるチトクロムb5の減少はニコチンからのコ‘チ

ニン生成の減少の原因のひとつになっていることも考えられる。

 ニコチンからのd∫一ニコチンN’一〇xidc生成と吻∫一ニコチンN’一〇xid・生成は肝硬変モデ

ルラットにおいでどちらも有意に減少した。第I章で述べたように、両光学異性体生成

には同じFMO分子種が関与することを支持する結果である。速度論的解析から・Km

値は影響を受けず、㎞ax値が有意に減少したことからFMO蛋白質の発現量が低下した

可能性が示唆される。

 肝硬変がCYPに及ぼす影響は分子種によって異なることが本検討においても認めら

れた。Gu㎝gc叱hら19）はヒト肝硬変において、CYPlA2およびCYP2E1蛋白質量は低一ド

するが、CYP3A4蛋白質量は変化しないことを報告している。ラットを用いた本検討で

得られたCYP各分子種への影響の結果はヒトでの報告と類似している。ヒトでの肝障

害においてFMO蛋白質がどの様な影響を受けるかを検討した報告はなく・ラットでの

本検討との比較は困難であるが、肝障害のCYPおよびFMOの発現に及ぼす影響は種を

超えて同じである可能性が考えられる。従って、ヒトにおいても肝硬変ではニコチンか

 らのコチニン生成およびニコチンN’一〇xidc生成が低下していることが示唆され乱すな

わち、代謝能低下により血中ニコチン濃度が上昇し、ニコチンの薬理作用および依存性

が増大する可能性が考えられるため、肝硬変患者における喫煙には注意が必要である。
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第5節第II章のまとめ

ガラクトサミン誘発急性肝炎モテつレラットおよびチオアセタミド誘発肝硬変モデルラッ

トを作成し、肝ミクロソームを用いて加γ加0ニコチン代謝能を調べることにより肝疾

患のニコチン代謝に及ぼす影響について検討した。

1．肝硬変モデルラットにおいてCYP含量およびチトクロムb5含量の有意な低下が

 認められた。

2．ニコチンからのコチニン生成およびニコチンN’一0xidc生成は、急性肝炎モデルラッ

  トにおける肝ミクロソームでは対照群と差が認められなかったが、肝硬変モデル

  ラットでは有意な減少が認められた。

3．イムノプロット分析により肝硬変モデリレラット肝ミクロソームにおいてCYP1A2，

 CYP2B2，CYP2C，CYP2E1蛋白質発現量の有意な低下が認められ、CYP3〃蛋白

 質発現量には変化は認められなかった。急性肝炎モデルラットではいずれの分子

 種も対照群と差が認められなかった。

4．ニコチン”一0xidc生成の速度論的解析により肝硬変モデルラット肝ミクロソーム

  においてレ㎞aX値の有意な低下が認められた。

ニコチンからのコチニン生成およびニコチンW’一〇xide生成は急性肝炎では影響を受け

なかった。慢性肝炎、肝硬変、肝癌に比べ急性肝炎における薬物代謝の研究は少ないた

め、本研究は肝疾患における重要な情報を提供することができたと思われる。肝硬変に

おいてはコチニン生成もニコチン”一〇xidc生成も有意に減少することが明らかになり、

これらの代謝に関与するCYPおよびFMO分子種の発現量の低下に起因することが示唆

された。以上の結果から、ヒトにおいても肝硬変ではニコチン代謝能の低下により喫煙

後の血中ニコチン濃度が増大する可能性が示唆され、その依存性からも注意を促す必要

性が考えられた。

31



第III章 ヒト肝ミクロソームにおけるコチニン生成および31一水酸化コチニン生成

に関与するCYP分子種の同定

第！節緒言

タバコの主成分であるニコチンは中枢神経系、末梢神経系、心血管系、内分泌系など

においてさまざまな生理学的作用を有する。喫煙によりニコチンは肺から静脈内投ケに

匹敵する速度で急速に吸収されるといわれる1O）。ヒトにおいてニコチンはほとんど肝に

おいて代謝されるが、主な代謝経路はコチニンヘのCL酸化反応である。肺から吸収され

たニコチンの70－90％はコチニンヘと代謝され、コチニンはさらに31一水酸化コチニン

ヘと代謝される11）（Fig．12）。ニコチンからのコチニン生成は2段階の酸化反応であり、

ニコチンは肝ミクロソームに存在するCYPによりニコチンー△1一（∫）イミウイウムイオン

ベと代謝され、さらに肝サイトゾルに存在するアルデヒドオキシダーゼによってコチニ

ンヘと代謝されるB’局。これまでヒトにおけるコチニン生成にはCYP2A6・CYP2B6・

CYP2C9，CYP21）6，CYP2E1と様々なCYP分子種が関与することがいくつかの研究グ

ループにより報告されてきたが皿．1句、どの分子種が主要であるかは明らかになっていな

かった。31一水酸化コチニンはコチニンからの主要な代謝物であり、ヒト尿中にはコチニ

ンそのものよりも多く排泄される。ヒトにおける3一一水酸化コチニン半成は光学異性体

選択性が高く、ケ㎜∫体のみが半成される17）。31一水酸化コチニンはヒトにおけるニコチン

の主要な代謝物であるにもかかわらず16）、その代謝に関与する酵素はいまだ明らかにさ

れていない。

 ニコチンからのコチニン生成能の低いヒト、いわゆるPMの存在が報告され・また・

CYP2D6の遺伝的多型との関連を示唆する報告がなされている21’爆）。しかし、コチニン

生成の欠損の分子レベルでのメカニズムはまだ明らかになっていない。また・ニコチン

はベンツピレンなどの様々な化学発癌物質を有するタバコの習癖性に関与しているg㌧

ニコチンそのものには発癌性ないが、ニトロソ誘導体など一一部のニコチン代謝物は発癌

性を有する識）。そのため、発癌感受性との関連からもヒトにおけるニコチン代謝を理解

することは重要である。そこで本研究では、ヒトにおけるニコチン代謝の多型の原因を

明らかにすることを目的とし、ニコチンからのコチニン生成およびコチニンからの31

一水酸化コチニン生成に関与する酵素を同定した。

Nicotine

    刈dehyde
CYP？    oxidase
d、・二〆1

Cotinine 肋n∫一3㌧hydr・xyc・tinine

Fig．！2．Cotinineand舳㎜一3’一hydroxycotininefomationfromnicotincinhuma皿s．

第2節

III－2－！

実験材料および方法

実験材料、試薬および使用機器

 n狐一3㌧水酸化コチニンは米国R・J・RcynO1ds TOba㏄0CompanyのW・S・Ca1dwc11博士．

より、メフェニトインはサンド薬品より御供与頂いた。ヒトB一リンパ芽球様細胞発現

系ミクロソーム（G㎝test）は第一化学薬品の島田兵招博士より、←ト肝試料は北海道大

学医学部付属病院病理部の井上和秋助教授、同医学部第二病理学講座の長嶋和郎教授よ

り御供与頂いた。ヤギ抗ラットCYP1A1，CYP2B1，CYP2C6，CYP2E1・CYP3A2・

CYP4A1抗体は第一化学薬品のものを使用し、ウサギ抗ラットCYP2A1およびCYP2A2

抗体は大阪市立大学医学部化学研究室の船江良彦教授より御供与頂いた。その他の試薬

類は和光純薬工業等の特級、生化学用または高速液体クロマトグラフィー用のものを使

用した。前章までに述べた試薬等の記載は省略した。

m－2－2 ヒト肝ミクロソームおよびサイトゾルの調製と蛋白定量

II－2－4に準じた。
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HI－2－3CYP含量の測定 m－2－5 3㌧水酸化コチニン生成活性の測定

Joh㎜es㎝＆胱picrrcの方法騰）に従い、試料がヘモグロビン含量が高い場合の測定法を

用いた。ミクロソームの蛋白質量を1mg／m1になるようにCYP可溶化液［！00mMリン

酸カリウム緩衝液（pH7．4）、20％グリセロール、0．2％エマルゲン911］で希釈した。

一酸化炭素を30秒間バブリングさせ、2つのセルに分けてべ一スラインを補正後・試

料側にのみジチオナイトを少量添加し、400－500㎜間のスペクトルを測定した。CYP

含量の算出には分子吸光係数91㎡M．1・㎝一1を用いた。

III－2－4 コチニン生成活性の測定

終濃度が50mMリン酸カリウム緩衝液（PH7．4）、50μMニコチン・O・5mg／m1ミクロソー

ム蛋白質、3mg州サイトゾル蛋白質になるように精製水を加えて全量を450μ1とした。

37℃で2分間ブレインキュベーション後、NADPH生成系を50μ1添加することにより

反応を開始させた。37℃で反応させた後、氷冷したアセトンを500μ1加えて反応を停

止させ、内部標準物質として5n創μ1カフェインを10μ1（50ng）添加した。3，O00rpmで

10分間遠心分離することにより除蛋白し、その上清に炭酸ナトリウム結晶を約0．3gと

2．プロパノール／ジクロロメタン（1：2，v／v）溶液4m1を加え、10分間激しく撹枠した。

3，OOOrpmで10分間遠心分離を行った後、有機溶媒層を新しいガラス試験管にとり、40

℃に加温した水浴中で窒素気流下蒸発乾固させた。残澁に移動相50μ1を加えて溶解し、

そのうちの20μ1をHPLCに注入した。HPLC装置はオートサンプラー（1ヨ本分光，

AS－950）を用いた以外はI－2－1に準じた。HPLCの移動相は6．O％アセトニトリル／

0．01％酢酸／1mMヘプタンスルホン酸ナトリウムを用いた。カラム温度は35℃・流速

は1m1／mhで溶離液を260㎜でモニターした。定量は内部標準物質に対するピーク高

さ比を用いた。

 ニコチンは空気中でコチニンヘと自然酸化されるため、購入したニコチンにはコチニ

ンが約O．15％含まれていた。従って、反応混合液中のニコチン濃度を高くするとコチ

ニンの混入が定量上問題となるため、ミクロソーム蛋白質を含まない同様な反応混合液

をブランクとして調製し補正した。

終濃度が50mMリン’酸カリウム緩衝液（PH7．4）、50μMコチニン、0．5mg／m1ミクロソー

ム蛋白質になるように精製水を加えて全量を450μ1とした。37℃で2分問ブレインキュ

ベーション後、NADPH生成系を50μ1添加することにより反応を開始させた。37℃で

反応させた後、氷冷したアセトンを500μ1加えて反応を停止させ、内部標準物質として

5n以μ1アセトアニリドを10μ1（50ng）添加した。3，000rpmで10分間遠心分離すること

により除蛋白し、その上清に炭酸ナトリウム結晶を約0．3gと2一プロパノール／ジクロ

ロメタン（1：2，v／v）溶液4m1を加え、！0分間激しく撹枠した。3，O00rpmで！0分問遠心

分離を行った後、有機溶媒層を新しいガラス試験管にとり、40℃に加温した水浴中で

窒素気流一ド蒸発乾固させた。残澁に移動相50μ1を加えて溶解し、そのうちの20μ1を

HPLCに注入した。HPLC装置はbase－1ineadjuster（ユニオン，Uni－2s）を用いた以外は

III－2－4に準じた。HPLCの移動相は（A）1．5％アセトニトリル／0．01％酢酸／1mMヘプタ

ンスルホン酸ナトリウム、（B）20％アセトニトリル／O．01％酢酸／1mMヘプタンスルホ

ン酸ナトリウムを用い、以下の勾配条件により溶離させた。0％B：0－25分、0－40％B：

25－30分、40％B：30－41分、40－0％B：41－43分、O％B：43－65分。カラム温度は

35℃、流速は1m1／m㎞で溶離液を260nmでモニターした。定量は内部標準物質に対す

るピーク高さ比を用いた。

III－2－6 ヒト肝ミクロソームにおけるコチニンおよび3㌧水酸化コチニン生成の速

    度論的解析

 コチニン生成は基質であるニコチン濃度を10－1000μMの範囲でIII－2－4に準じた方

法で活性を測定し、Eadic－Hosft㏄p10tを行った。31一水酸化コチニン生成は基質であるコ

チニン濃度を25－1000μMの範囲でIH－2－5に準じた方法で活性を測定し、

Lincwcavcr－Burkp11）tを千j二った。いずれ一のキネティックパラメータも線形最小二乗法によ

り求めた。
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III．2．7CYP各分子種の基質、阻害剤および抗体による阻害実験

ニコチン濃度50μMでのヒト肝ミクロソームにおけるコチニン生成活性およびコチニ

ン濃度・・μMでのヒト肝ミクロトムにおける・一水酸化コチニン生成活性に及ぼす

CYP各分子種の基質または阻害剤の影響を検討した。α一ナワトフラボン㌣クマリン㌣

7．エトキシクマリン船）、メフェニトイン読）、トルブタミド路）、キニジン89）、クロルゾキサ

ゾン・・）、エリスロマイシンg1）をO．01－100μMの範囲で使用しれα一ナワトフラボンとキ

ニジンはジメチルスルホキシドに、他はメタノールに溶解し、反応混合液中の溶媒の終

濃度はO．1％以下になるようにした。これらの阻害剤を含む反応混合液を2分間ブレイ

ンキュベートし、NADPH生成系を添加することにより反応を開始させ・IIト｝4および

III－2－5に準じて活性を測定した。

 同様に基質濃度50μMでのヒト肝ミクロソームにおけるコチニンおよび3，一水酸化コ

チニン生成活性に及ぼすウサギ抗ラットCYP2A1抗体躯）の影響を検討した。ヒト肝ミク

ロソームを抗ラットαα2M抗体と水中1時間インキュベートした後、同様に活性測定

を行った。

m．2．8 ヒトB一リンパ芽球様細胞発現系ミクロソームを用いた活性測定

’ヒト㎝。。。、・…〃、・…A・、・Y・…、・・・…、㎝…、・・・…をそれぞ

れ発現させたヒトB一リンパ芽球様細胞発現系ミクロソームを用い、コチニン生成活性

および3一一水酸化コチニン生成活性を測定した。これらのミクロソームはそれぞれに特

異的な基質に対して蛋白質濃度は5mg側まで、反応時間は2時間まで直線性を示すこ

とが認められている（第一化学薬品、私信）。コチニン生成は1・Omg／m1ミクロソーム

蛋白質、3．Om4阯ヒト肝サイトゾル蛋白質をニコチン濃度50μMと60分問反応させて

活性を求めた。3㌧水酸化コチニン生成は1．Omg／m1ミクロソーム蛋白質をコチニン濃度

50μMまたは1mMと60分間反応させて活性を求めた・
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m－2－9 SDS－PAGEとイムノプロット分析

SDS－PAGEとイムノプロット分析はII－2－7に準じた。抗ラットCYP1A1，CYP2B1，

CYP2C亭、CYP2E1，CYP3A2，CYP4虹抗体はヤギに免疫したもの硫）、抗ラットCYP2A2

抗体はウサギに免疫したもの兜）を使用した。抗ラットCYP1A1抗体はヒトCYP1A1と

CYP1A2と同程度反応する。抗ラットCYP2B1抗体はヒトCYP2B6とCYP2A6と同程度

反応し、CYP2C9，CYP2D6，CYP2E1とも弱く反応する。従ってこの抗体と反応した蛋

白質をCYP2Bと表記した。抗ラットCYP2C6抗体はヒトCYP2C9とCYP2E1と同程度

反応し、CYP2A6，CYP2C8とも弱く反応する。しかしこれらの分子種はSDS－PAGEで

分離可能である。抗ラットCYP2E1抗体はヒトCYP2E1とのみ、抗ラットCYP3A2抗体

はヒトCYP3A4とのみ反応する。抗ラットCYP4A1抗体と反応したヒト肝ミクロソーム

蛋白質はα側Aと表記した。1次抗体はPBSで1，O00－10，000倍希釈した。2次抗体と

してビオチン化抗ヤギまたはウサギIgG（PBSで2，OOO倍希釈）を用い、その検出として

ビオチン結合ストレプトアビジン・ペルオキシダーゼ複合体（PBSで2，OOO倍希釈）を用

いた。発色はO．06％3，3’一ジアミノベンジジン四塩酸塩で行った。hmObi10n膜上に発色

したバンドをデンシトメーターQuickSαmR＆D（Hc1㎝a）を用いて定量した。

m－2－10 クマリン7一水酸化酵素活性測定

P鮒㏄らの方法以）により以下の方法で測定した。終濃度が25mMリン酸ナトリウムーカ

リウム緩衝液（PH7・4）・50μMクマリン・0・2mg／m1ミグpソーム蛋白質になるように

精製水を加えて全量を900μIとした。37℃で3分間ブレインキュベーション後、

NADPH生成系を100μ1添加することにより反応を開始させた。37℃で15分間反応さ

せた後、氷冷した15％（v／v）トリクロロ酢酸125μ1を加えて反応を停止させた。クロロ

ホルム2m1を添加して10分間激しく撹幹した。3，OOOΨmで10分間遠心分離した後、

有機溶媒層1m1を3m1の10mM水酸化ナトリウム／1M塩化ナトリウム溶液に添加し

て10分間激しく撹枠した。3，OOOΨmで10分間遠心分離した後、水層の蛍光を650－10

LC蛍光光度計（日立）を用いて励起波長371㎜、蛍光波長454㎜で測定した。
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第3節 実験結果

III．3．1 ヒト肝ミクロソームにおけるコチニン生成

代表的なHPLCクロマトグラムをFi＆13に示す。コチニン生成はm－2－4に述べたよ

うにブランクにおけるコチニン量を差し引いて補正した。ニコチン濃度50μMにおけ

るコチニン生成はO．2mg／m1ミクロソーム蛋白質および3．0mg／m1サイトゾル蛋白質存在

下で120分の反応時間まで直線性が認められた（Fi＆14川。また・ミクロソーム蛋白質

濃度は3．0mg／m1サイトゾル蛋白質存在下、1．0mg／m1まで直線性が認められた（Fig．

14B人サイトゾル蛋白質濃度は3．0mg／m1でコチニン生成はプラトーに達した（Fig．14C）。

従って、以下のヒト肝ミクロソームを用いた検討では0．5mg州ミクロソーム蛋白質濃

度、3．0mgノ制サイトゾル蛋白質濃度で60分間反応させてコチニン生成活性を測定した。

ヒト峠ミクロソーム16検体におけるニコチン濃度50μMでのコチニン生成活性を測定

したところ、約77倍という大きな個体差が認められた。
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IIト3－2 ヒト肝ミクロソームにおける3’一水酸化コチニン生成

コチニン濃度0．5mMにおいてO．2mg州ミクロソーム蛋白質存在下、反応時間60分

まで直線性が認められた（Fig．15A）。また、ミクロソーム蛋白質濃度は1．0mg／m1まで直

線性が認められた（Fig．15B）。従って、以下の検討では0．5mg／m1ミクロソーム蛋白質濃

度で反応時間45分とした。ヒト肝ミクロソーム20検体におけるコチニン濃度50μMお

よび1mMでの3，一水酸化コチニン生成活性を測定した。コチニン濃度50μMでは約27

倍の個体差が、コチニン濃度1mMでは約21倍の個体差が認められた。これらの2つ

の基質濃度での酵素活性では相関係数O．967と有意な（ρくO．001）相関関係が認められた

（Fig．16）。また、ヒト肝における3㌧水酸化コチニン生成はCYPの阻害剤である

SKF－525A、メチラポンおよびシメチジン添加（各々1mM）により85－100％の阻害が

認められた。
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HI－3－3 コチニンおよび3㌧水酸化コチニン生成のキネティックパラメータ

 ヒト肝ミクロソーム5検体におけるコチニン生成のEadic－Hofstecp10tは直線性を示し

た。Fig・！7はその代表的なプロットを示す（HL5）。Km値は95・3±39・2μM、レ㎞ax値は

154．1±100．5pmo1／mh／mgProteinであり、Km値、府1ax値および附ax／Km値における

個体差はそれぞれ約3倍、6倍、6倍であった（Tab1e6）。
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in human liver microsomes（HL5）。The concentration ofnicotine ranged

from1O to1OOOμM．

Tab1e6．購neticparametersforcotininefomation丘。mnicotinein
human livcr microsomes．

Number
Km      γmax
ωM） （Pmo1／min／mgProt．）

 γmaVKm
ψ1／min／mg Prot．）

 HL1
 HL2
 HL3
 HL4
 HL5
Mean±SD

 101．3

 156，8

 84，4

 49，3

 84，8

95．3±39．2

 96．8
 252，6

 46．0
 105．2

 269．6

154．1±100．5

 O．96

 1，61

 0，55

 2，13

 3，18

1．69±1．03
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 ヒト肝ミクロソーム3検体における31一水酸化コチニン生成のLincwacvcr－Burkp1otを

Fig．18に示した。Km値は234・5±46・4μM・府1ax値は37・2±4・！pmoひmin／mgP「otcin・

㎞ax／Km値は0．16±O．02μVmi〃mgProtcinであった（Tab1c7几
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Fig．18．Lineweaver－Burk p1ots for3㌧hydroxycotinine formation
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Tab1e7．Kinetic parameters for3㌧hydroxycotinine formation from

cotinine in human1iver microsomes．

       Km   γ㎞ax    1他ax／Km
Numbe「 @ψM）（Pm・1／mi・／mgP・・t．）ω／mi・／mgP・・t・）

 HL1     214．O

 HL2     201．9

 HL3     287．6

Mean±SD 234．5±46．4

32．7             0．15

 38．2            0．19

 40．7             0．14

37．2±4．1       0．16±O．02

III－3－4 コチニンおよび31一水I酸化コチニン生成に及ぼすCYP各分子種の基質、

    阻害剤および抗体添加の影響

Fig．19Aは各種阻害剤存在下、2つのヒト肝ミクロソームにおけるコチニン生成活性

の平均値を示している。CYP2A6の特異的基質であるクマリンはコチニン生成を強く阻

害した（IC50＝9．OμM）。CYP2B6の基質である7一エトキシクマリン、CYP2E！の基質で

あるクロルゾキサゾン、CYP3A4の基質であるエリスロマイシンによる弱い阻害が認め

られ、それぞれコントロールの60％、44％、54％まで阻害された。CYP1〃の阻害剤で

あるα一ナワトフラボン、CYP2C9の基質であるトルブタミド、CYP2C19の基質である

メフェニトイン、CYP2D6の阻害剤であるキニジンは100μMまで添加してもコチニン

生成に影響を及ぼさなかった。また、Fig．19Bはヒト肝ミクロソームにおける31一水酸

化コチニン活性に及ぼす各種阻害剤の影響を示している。クマリンはヒト肝ミクロソー

ムにおける3’一水酸化コチニン生成を強く阻害した（IC50＝2・4μM）。α一ナワトフラボン

（IC50＝6・6μM）とクロルゾキサゾン（IC50＝9．5μM）もクマリンには及ばないが阻害を示

した。7一エトキシクマリン、トルブタミド、メフェニトイン、キニジン、エリスロマイ

シンは100μMまで添加しても3，一水酸化コチニン生成に影響を及ぼさなかった。

抗ラットCYP2A1抗体は2．5mg／mgミクロソーム蛋白質においてコントロールの24％

までコチニン生成活性を阻害した（Fig－20A）。また、2．5mg／mgミクロソーム蛋白質に

おいてコントロールの31％まで31一水酸化コチニン生成活性を阻害した（Fig．20B）。こ

れらの阻害の程度はヒト肝ミクロソームにおけるクマリン7一水酸化酵素活性に対する阻

害と同等であった。
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m－3－5 コチニンおよび3㌧水酸化コチニン生成とCYP各分子種蛋白質量との

相関

 ヒト肝ミクロソームにおけるCYP1〃、CYP2A6，CYP2B6，CYP2C8，CYP2C9，

CYP2E1，CYP3A4およびCYP4Aの蛋白質量を測定した。ヒト肝ミクロソーム16検体

におけるコチニン生成活性はCYP2A6蛋白質量とのみ有意に（r＝0，663，ρ〈O．05）相関し

た（Fig．21A，Tab1c8）。また、ヒト肝ミクロソーム20検体における3’一水酸化コチニン生

成活性もCYP2A6蛋白質量とのみ有意に（r＝O．756，ρ〈O．01）相関した（Fig．21B，Tab1c8）。

CYP2A6蛋白質量の個体差もコチニン生成活性および3I一水酸化コチニン生成活性と同

様に認められた。

Fig．19．Effects of CYP inhibitors on（A）cotinine or（B）3’一hydroxycotinine

fomationsinhuman1ivermicrosomes．（●）α一Naphthonavone，（◇）coumarin，（▲）

7－ethoxycoumarin，（×）to1butamide，（■）mephcnytoin，（口）quinidinc・（○）

ch1orzoxazone，and（△）erythromycin werc uscd as sc1ective inhibitors of CYP1A，

CYP2A6，CYP2B6，CYP2C9，CYP2C19，CYP2D6，CYP2E1，and CYP3A4，
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Fig．20．Immunoinhibition ofcotinine or3一一hydroxycotininc formations in human

1iver microsomes．Effects of（●）anti－rat CYP2A1or（○）pre－immune sera on（A）

cotinine or（B）3’一hydroxycotinine formations．
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Tab1c8．Corre1ationsbclw㏄nimmunochcmica11ydctcmincdcontcntsofCYP
isofomsandcothincor31－hydroxycotinincfomationsinhuman1ivcrmicrosomcs・

1sofom   Antibody

      oCor［c1ation（7）

Cotinhefomation 3’一Hydroxycotinincfomation

CYP1A2
CYP2A6
   わCYP2B
CYP2C8
CYP2Cg
CYP2E1
CYP3A4
CYP4A
tota1P450

Anti－CYP1A1

Anti－CYP2A2
A皿ti－CYP2B1

Anti－CYP2C6

Anti－CYP2C6

Anti－CYP2El

Anti－CYP3A2
Anti－CYP4A1

一〇．471

   ＊0．663

0．106

0，153

－O．221

0．329

0．226

0．356

0．426

0，023

  ＊＊0．756

0．181

0，083

－0．308

0．200

0．188

0．409

0．256

0Speaman1sra血。om1ationcocfficient・
わMoIecu1arwei虫is51．O kDa．

＊ρ＜O．05．

＊＊ ﾏ〈O．01．

m．3－6 コチニンおよび3㌧水酸化コチニン生成とクマリン7一水酸化酵素活性との

    相関

ヒトCYP2A6活性の指標としてクマリン7一水酸化酵素活性を測定した・ヒト肝ミクロ

ソームにおけるクマリン7一水酸化酵素活性にも大きな個体差が認められ、上述のコチニ

ン生成、31一水酸化コチニン生成およびCYP2A6蛋白質量に認められた個体差と同程度

であった。クマリン7一水酸化酵素活性とCW2A6蛋白質量との間に相関係数0，943の有

意な（ρ〈0，001）相関関係が認められた。Fig・22に示したようにヒト肝ミクロソームに

おけるコチニン生成はクマリン7一水酸化酵素活性と有意に相関し（r：O・831・ρくO・01）・

31一水酸化コチニン生成もクマリン7一水酸化酵素活性と有意に相関した（r：0・8871ρく

0，001）。また、コチニン生成と31一水酸化コチニン生成は有意に相関した（r：O・735・ρく

O．01）。
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con㏄ntration was50μM．
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m．3η ヒトB一リンパ芽球様細胞発現系ミクロソームにおける酵素活性

ニコチン濃度50μMでのヒトB一リンパ芽球様細胞発現系ミクロソームにおけるコチ

ニン生成活性を測定した。CYP2A6が最も高い活性を示し（O．743pmo1／min／pmo1CYP）、

CYP2B6とCYP2D6が0，071，O．039pmo1／m〃Pmo1CYPと弱い活性を示した（Fig・23～。

その他の分子種はコチニン生成活性が認められなかった。CYP2A6発現系ミクロソーム

を周し）て速度論的解析を行ったところ、Km値は25・5μM・附1ax値は72・8

pmo1／mi11！Pmo1CYPであった（n：2）。

 コチニン濃度50μMでのヒトB一リンパ芽球様細胞発現系ミクロソームにおける31’水

酸化コチニン生成活性を測定した（Fig・23B）。その結果・CYP2A6のみが活性を示した

（O．063pmoVmin／Pmo1CYP）。また、データは示さないが・コチニン濃度1mMにおいて

も活性を測定したところ、CYP2A6のみが活性を示した（O・407pmoレ㎞n／pmo1CYPL

CYP2A6発現系ミクロソームを用いて速度論的解析を行ったところ・Km値は264・7μ二M・

吻ax値はO．395pmoVmin／pmO1CYPであった（n＝2）。
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第4節 考察

 これまでニコチンからニコチンーム工（5）一イミニウムイオンベの代謝には、ヒトCYP発

現系ミクロソームおよびヒト肝ミクロソームを用いた実験系によりCYP2A6，CYP2B6，

CYP2D6およびCYP2E！の関与が報告されていた皿一14）。しかしこれらの実験系では基質

であるニコチン濃度がO．5－30mMと非生理的に高いこと、コチニン半成を測定してい

るにも関わらず分析系にアルデヒドオキシダーゼを含まない、あるいはラットのサイト

ゾル蛋白質を使用している、などの問題点が見受けられた。そこで本研究では、よりヒ

トの生体内に近い実験条件を設定することを考慮し、相対的に低いニコチン濃度を用い、

同じヒト肝試料から分画したサイトゾル蛋白質を使用してコチニン生成活性を測定した。

1．2mgのニコチンを含有するタバコを30分間に1本ずつ3時間喫煙したとき、血漿中

ニコチンレベルは70ng／m1（O・4μM）以下と報告されている1o）。ヒトにおけるニコチンの

体内分布の報告はないが、ラットでは肝／血中ニコチン濃度比は約4であることが報告

されている52）。以上の見解と分析系の検出限界を考慮し、ニコチン濃度を50μMとした。

ニコチンー△「（∫）一イミニウムイオンからコチニンヘの代謝はアルデヒドオキシダーゼが触

媒することが報告されているb）。条件検討において、分析系にサイトゾル蛋白質を添加

しなくてもミクロソーム蛋白質のみでコチニン生成が認められた（Fig．14C）。これはニ

コチンー△「（5）イミニウムイオンからコチ三ンヘの代謝にはアルデヒドオキシダーゼ以外

にもミクロソーム由来の酵素が一部関与するという報告95）と一致する結果であった。本

検討においてはCYPによるニコチンー△1（3）一イミニウムイオン生成を測定することが目

的であるが、ニコチンー△「（3）一イミニウムイオンは非常に不安定で反応性に富む％）ため、

さらに反応したコチニンとして検出することとし、分析系に十分なアルデヒドオキシダー

ゼの供給源としてサイトゾル蛋白質を添加した。

 ヒト肝ミクロソーム16検体におけるコチニン生成はCYP2A6蛋白質量、CYP2A6に

特異的な酵素活性であるクマリン7一水酸化酵素活性と有意に相関した。また、I qト肝ミ

クロソームにおけるコチニン生成はクマリンおよび抗ラットCYP2M抗体によって特異

的に阻害された。これらの結果はニコチンからのコチニン生成を主にCYP2A6が触媒す

ることを示唆する。ヒトB一リンパ芽球様細胞発現系ミクロソームを用いた検討におい

てCYP2B6とCYP2D6はそれぞれCYP2A6の10分の1，12分の1の酵素活性を示した。

ヒト肝ミクロソームにおける全CYP含量のうちでCYP2A6，CYP2B6およびCYP2D6の

占める割合はそれぞれ平均4．O％、O．2％、1．5％であり、CYP2B6とCYP2D6の含量は相

対的に低いことが報告されているη）。また、CYP2B6をHcpG2細胞に発現させたミクロ
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ソ＿ムではコチニン生成の血便が…mMと報告されているB彩ってコチニン生成

に対する㎝…と・・・…の関与は低く、コチニン生成を触媒するのは主にCYP2A6

であると示唆された。ラットではCYP2Bファミリーはバルビツレートによって誘導さ

れる主な分子種である∬）。ヒト㎝…もバルビツレートによって誘導され得るが”）・

詳細は明らかになっていない。一方、バルビツレートを投与されたヒトの肝ミクロソー

ムではCYP2A6レベルが上昇していることが報告されている口㌧また・ヒト肝ミクロソー

ムにおいて㎝・A・レベルは・W…レベルとよく相関することが報告されて／・る旭㌦

CYP2A6とCYP2B6が同じ第19染色体に近隣して存在している101）ことからも、これら

の発現が協調して調節されている可能性も考えられてい乱従って・／、ルビツレート等

によってσ旺2B6が誘導されている条件下でも、σ冊2A6はコチニン生成を触媒する主

要な分子種であると考えられる。本検討でのヒト肝ミクロソームにおけるコチニン生成

のK血値（49．3，156．8μM）はBer㎞anらの報告皿乃（平均39．6μn＝9）と近似していた。

認められたK。値の個体差は・・…一チトクロム・還元酵素・チトクロムb・および脂

質などのCWをとりまく膜環境の差異によるものと考えられる。また、Ber㎞㎜らの

報告旭乃には2．7，297．O，341－3，808．5μMなどと、分布からはずれたK血値を有するミ

クロソームも存在し、彼らが考察するように、σ冊2A6蛋白質の一次構造が異なること

による個体差である可能性も考えられる。

 皿鋤炉3一．水酸化コチニンはヒトにおけるニコチンの主要な代謝物であるにも関わらず、

これまでその生成に関与する鱗の研究はなされていなかっえ。ヒHこおいて・㌧水酸

化コチニンは物8体が主であり（＞98％）、cゐ体はほとんど生成されないため、本研

究ではヒトにおけるコチニンから吻∫一3㌧水酸化コチニン生成に関与する酵素の同定を

行った。ヒト肝ミクロソームにおける31一水酸化コチニン生成のLheweavcトBurkp1otは

直線性を示し、また、ヒト肝ミクロソーム20検体におけるコチニン高濃度（1mM）での

酵素活性はコチニン低濃度（50μM）での酵素活性と有意に相関したことより・3㌧水酸

化コチニン生成は1つの酵素によって触媒されることが示唆された。コチニンからの

31．水酸化コチニン生成はNADPHおよびヒト肝ミクロソームの活性蛋白質に依存し・

CYPの阻害剤であるSKF－525A、メチラポン、シメチジンで阻害されたことから・CYP

 によって触媒されることが確認された・

  阻害実験においてσ冊2A6の特異的基質であるクマリンは3㌧水酸化コチニン生成を

 強く阻害した。また、クロルゾキサゾンによっても阻害が認められれクロルゾキサゾ

 ンはCYP2E1によって特異的に水酸化されるためgo）・CYP2E1活性のプローブとして用

 いられる1・・）。しかし、最近になってクロルゾキサゾンはCYP2E1だけなくCYP1A1によっ
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ても代謝されることが報告された10φ。CYP1Aの阻害剤であるα一ナワトフラボンも3㌧水

酸化コチニン生成を阻害した。そのため、σ冊2A6に加えてCYP1AとCYP2Eの関与の

可能性も考慮すべきと考えた。抗ラットCYP2A1抗体ヒよって認められた阻害結果から

も3一一水酸化コチニン生成におけるCYP2A6の関与は明らかである。その阻害の程度が

完全ではないのは、この抗体がヒト肝ミクロソームにおけるクマリン7一水酸化酵素活性’

に対しても同程度の阻害を示すことから、ラットとヒトのσ旺2A分子種の二次構造の

差異が原因と考えられる。

 ヒトB一リンパ芽球様細胞発現系ミクロソームを用いた活性測定では、高基質濃度にお

いてもCW2A6にのみ3㌧水酸化コチニン生成が認められた。CYP1AやCYP2E1の関与

は考えられず、従って、クロルゾキサゾンとα一ナワトフラボンは非特’ ﾙ的にσ冊2A6

活性を阻害する可能性が示唆された。CYP2A6発現系ミクロソームにおける3I一水酸化

コチニン生成のKm値（264・7μM）はヒト肝ミクロソームにおける値（234・5±26・8μM）

と近似していた。この結果もヒト肝ミクロソームにおける3’一水酸化コチニン生成を

α㎜A6が触媒することを強く示唆する。

以上、本研究によりヒト肝ミクロソームにおけるコチニン生成および3’一水酸化コチ

ニン生成を触媒するのはO㎜A6であることを．明らかにした（Fig．24）。

Nicoti11e

    刈dehyde
CYP2A6  oxidase

  Coti11ille              ルω㎜一3一一hydroxycotiI1iIle

Fi＆24．Cotidneand舳㎜一31－hyホ。xycod㎞ncfo㎜ationfromnicotineinh㎝㎜s．

 ヒトにおけるニコチンの消失半減期は2時間であるのに対し、コチニンの消失半減期

は20時間と、ニコチンに比べ約10倍長いことが報告されている10司。また、ニコチンの

全身クリアランスはコチニンの全身クリアランスの約16倍高い値を示すことが報告さ

れている10句。このようなニコチンとコチニンの体内動態の違いは、本検討において得ら

れたヒト肝ミクロソームにおけるコチニン生成の固有クリアランス（1．69全1．03μI

／min！mgprotein）が3’一水酸化コチニン生成の固有クリアランス（0．16±O．02μ血mg

protein）の約10倍高値を示したことを反映した結果であると考えられた。
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。。。。。。はアフラトキシン・1・・⑤やルニトロソジエチルアミン’o刀・タバコ関連ニトロソ

アミンである…11などの代謝的活性仙こも関与する！のため・CYP2A6雛の個

体差は発癌感受性と関連があることが考えら狐これまでヒHこおけるCW2A6活性

の血ガ、。代謝の指標としてクマリンが用いられてきた’Oいマ1」ンは化粧品の香料や

食品添加物、またリンパ水風感紘癌の治療薬として用いられて叱しかし・雷

菌類において肝毒性が認められたことから・米国では・…制こF洲こよって使用が禁

止された・1。ヒトには害はないとされているカ・・クマリンの使用はヒHことってあまり

好ましくないと考えられる。そ汕こ対してニコチンは喫煙者は常目寺摂取する化合物であ

る。一連の本研究により、ニコチンは㎝…によってコチニンヘ・さら。こ吋酸化

コチニンヘと代謝されることが明ら洲こなったことから・ニコチンはヒトにおける

CY吻A6の血ガ、o代謝能のプローブ薬として遺していると考えられる。

ヒト肝試料において㎝・…㎜・鼠蛋白質量およびクマリン林酸化酵素活性に

著しい個体差が報告されている洲。本検討でも・・・…蛋白質量・クマリンγ水酸

化酵素活性、コチニンおよび吋酸化コチニン生成鮒こ同様な個体差が認めら沈

㎝。。。は食事や薬物によって誘導され得る可能性が示唆されている皿）用えて

㎝独。に遺伝的多型が存在し、発現レベルの著しい多難の原因となっている可能性

も考えられる。・脳・γ・と・脳・1・の・つの変異体力・報告されている酬が・それ

らの機能についてはまだ明らかになって1帆そこで・次章ではCYP2A6の遺伝的多

型とニコチン代謝能との関連について検討した。

第5節 第m章のまとめ

ヒト肝ミクロソームおよびヒトB一リンパ芽球様細胞発現系ミクロソームを用いてニコ

チンからのコチニン生成およびコチニンからの3㌧水酸化コチニン生成を触媒するα叩

分子種の同定を行った。

1．ヒト肝ミクロソームにおけるコチニン生成および3I一水酸化コチニン生成は

  CYηA6蛋白質量、クマリン7一水酸化酵素活性と有意に相関した。

2．ヒト肝ミクロソームにおけるコチニン生成および3一一水酸化コチニン生成は、

  CYP2A6の特異的基質であるクマリンと抗ラットCYP2姐抗体によって特異的に

  阻害された。

3．ヒトB一リンパ芽球様細胞発現系ミクロソームを用いた活性測定で、コチニン生成

  はCW2A6に高い活性が認められ、CYP2B6とCYP2D6はその約10分の1の活

  性が認められた。31一水酸化コチ三ン生成はCY円A6にのみ活性が認められた。．

4，CYP2A6発現系ミクロソームにおけるコチニン生成および3㌧水酸化コチニィ生成

  のK血値はヒト肝ミクロソームにおけるそれぞれのKm値に近似していた。

以上の結果より、ヒト肝ミクロソームにおけるニコチンからのコチニン生成およびコ

チニンからの3㌧水酸化コチニン生成はどちらもCYP2A6によって触媒されることを明

らかにした。
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第1V章 ヒトにおけるニコチンの体内動態とCYP2A6の遺伝的多型

第1節緒言

 ヒトにおけるニコチンの代謝能には個体差が存在することが報告されている11巧。この

個体差は喫煙の程度によるものではなく、遺伝的多型によるものであることが示唆され

てきたが、その詳細は不明であった岬。ChO1ertOnら21）は124名の健常非喫煙者にニコチ

ンを経口投与し、尿中のニコチンおよびコチニン排泄量を測定している。ニコチン／コ

チニンの24時間尿中排泄量比を指標とした時、この比が頻度分布からはずれて高値を

示す被験者が5名存在した。遺伝的多型が知られている0W2D6の遺伝子型をこの5名

について判定したところ、5名の被験者全てがC”2D舳、αP2D鯛、CW2D6D，

0”2D現型のいずれかの変異型をホモで有することが示された。つまりニコチン代謝

能の低いヒトがCYP2D6のPMであったことから、ニコチン代謝の個体差とCYP2D6の

遺伝的多型とが関連づけられた。しかし、σ冊2D6の変異をホモで有する被験者であっ

てもニコチン代謝が必ずしも低いとは限らないとの矛盾も認められていた。その後

B㎝owitzら岬によって、ニコチン代謝能とCYP2D6遺伝的多型との関連について詳細な

検討が行われた。斗1名のσ冊2D6のPMと33名のEMについてニコチンの体内動態を

比較したところ、両群間に差が認められなかったことから、ニコチン代謝の個体差と

CYP2D6遺伝的多型には関連がないことが報告されている。一方、通常では摂取された

ニコチンの70－90％がコチニンヘと代謝されるのに対し、9％程度のみしか生成されず、

明らかにコチニン生成能を欠くヒトが存在することも報告されているn）。このようにヒ

トにおけるニコチン代謝能には個体差が存在するものの、そのメカニズムについてはこ

れまで明らかにされていなかった。

 本研究においてヒトにおけるニコチンからコチニン、コチニンから31一水酸化コチニ

ンヘの生成にCYP2A6が関与することを明らかにした。これまでに述べてきたように

CYP2A6の発現量や活性の個体差も大きい。従って、ニコチン代謝能の個体差と

CYP2A6活性の個体差との関連が考えられる。0WM6遺伝子には2つの変異型が報告

されている舳）。エクソン3にチミジンからアデノシンヘの一塩基置換によりロイシン

からヒスチジンヘの一アミノ酸置換を有するC〃以6〃と、エクソン3，6および8が

CW2λ7遺伝子と遺伝子変換したCW2λ6v2である（Fig．25）。0W2λ6”をワクシニア

ウイルスを用いてHepG2細胞に発現させたミクロソームでは、ヘムを取り込むことが

できず、クマリン7一水酸化酵素活性を有さなかったため、CW2λ6〃は活性を持たない
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ことが示唆されている必）。しかし一方で、0”幽6”変異型をホモで有する被験者でも

ヘテロで有する被験者と同程度の血γル0におけるクマリン酵素活性を示したことが報

告されており刀）、C炉心6〃の機能については明らかではない。またC〃2λ6γ2は、活

性を有さない0W以7遺伝子と遺伝子変換を起こレたものであるため、活性の低下が示

唆されているが、αPZ46γ2が活性を有するかについても不明である。また、上記2つ

の変異型以外にも制限酵素5acIおよび卵阯を用いたゲノムサザンプロット分析で多型

が認められることが報告されているz’％’1岬。そこで、本章ではヒトにおけるニコチン代

謝能の個体差と0㎜6遺伝子の多型性との関連を明らかにすることを目的とした。

5’

5’

5，

12  34   5   6 7 8 9

12 34  5  6789

L→H

12  34  5  6 7 89

典

3’CW2’46〃

3， CγP246γエ

3－CYPZ46γ2

Fig・25・刈1e1ic variants of the CγP2469ene・Exons are indicated by boxes・ ．

Lstandsfor1eucineandHforhistidine．B1ackboxesintheCγP246ソ2
a11eIe represent the exons invo1ved i11the gene－conversion event．This

figurewasreホawnfrom Femandez－SaIgueroec〃（23）．
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第2節 実験材料および方法 フェノール溶液：フェノールを1MTris－Hα（PH7．4）で平衡化後、8一ヒドロキシキノ

リンをO．1％、2一メルカプトエタノールをO．2％になるように加える

lV－2－1実験材料、試薬および使用機器

アセトアニリドと4，4㌧ジピリジルは東京化成工業、β一クルクロニダーゼはシグマよ

り購入した。HPLC装置はI－2－1に準じた。GC－NPD法による分析にはGC－9A（島津）、

C㎞omatocorder12（SIC）を用いた。

Lへ一PCRKitVer．2，TaqDNAポリメラーゼおよびT4DNAポリメラーゼは宝酒造より

購入した。T4ポリヌクレオチドキナーゼ、アルカリフォスファターゼは東洋紡より、

T4DNALigaseはNewEng1a皿d Bio1absより、ATPはファルマシアより購入した。シーク

ェンス反応には宝酒造のTaKaRaTaqCyde SequencingKitを用い、プローブのラベルに

はAmersh㎜のマルチプライムDNAラベリングシステムおよびAmersh㎝もしくは第一

化学薬品の放射性標識化合物1α一拠P1dCTPを用いた。制限酵素は宝酒造、東洋紡、ニッ

ポンジーン、第一化学薬品、Ncw肋g1㎜dBio1absのものを使用した。オリゴヌクレオチ

ドはグライナージャパンに合成を依頼した。バクトトリフトン、バクトイーストエキス、

バクトアガーはDIFC0、アガロースはGIBC0より購入した。X線フィルムは富士フィ

ルムよりRX一σを、ナイロン膜はSch1eicher＆Schue11よりNY皿納N－Nを、メンブレン

架橋には、STMTAGEN－EのUVS位ata㎞k町TM1800を使用した。DNA増幅にはMJ

RESEARCHのMi皿iCyc1erTMプログラムサーマルコントローラーPTC－150を使用しむ

電気泳動装置はBIOCRA町の泳動槽、Pん055泳動用電源を用いた。シークェンス反応

は島津のDNAS閃u㎝cer I）SO－1000を、液体シンチレーションカウンターは刈0kaの

LSC－5100を使用した。吸光光度計は日立のダブルビーム分光光度計U－2000を用いた。

その他の試薬は和光純薬工業、関東化学、シグマ等の特級または生化学用のものを使用

した。以下に、本章で用いた試薬及び培地の組成を示した。表示のないものは1リツ

トルあたりの濃度または量で示した。

フェノール／クロロホルム溶液：フェノールにクロロホルムを等量加え、1M

Tris－HC1（pH7．4）で平衡化後、8七ドロキシキノリンをO．1％、2一メルカプトエタノー’

ルをO．2％になるように加える

クロロホルム溶液：クロロホルムとイソアミルアルコールを2411（v／v）の比で混合

10×PCR緩衝液：100mMTris－HC1（PH8．3）、500mM塩化カリウム、15土M塩化マ

グネシウム

10X NE2緩衝液：100mMThs－Hα（PH7．9）、100mM塩化マグネシウム、10mM

Dπ、500mM塩化ナトリウム

10×NE4緩衝液：200mMT㎞一acetate（PH7．9）、100mM酢酸マグネシウム、10mM

㎜、500mM酢酸カリウム

10×H緩衝液：500mM耐s－HC1（PH7．5）、100mM塩化マグネシウム、10mMDπ、

1000mM塩化ナトリウム

1O×M緩衝液：100mMThs－HC1（PH7．5）、100mM塩化マグネシウム、10mM Dπ、

500mM塩化ナトリウム

10×TBE：Ths1089、ほう酸55g，EDTA9．3g

TE：10mMlThs－Hα（pH8－O）、1mM1EDTA 50X TAE：Ths2429、酢酸57．1㎞、O．5MEDTA（pH8．O）100d

SE：5mMTris－Hα（PH8．0）、50mME㎜rA，O．5％N一ラウロイルサルコシンナトリウ

ム

10×T4DNAポリメラーゼ緩衝液：330mMTris－ace制e（PH7．9）、660mM酢酸カリウ

ム、100mM酢酸マグネシウム、5mMDπ
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Denaturation緩衝液：20mMTris－Hα（PH9・5）、1mMスペルミジン・O・1mMEDTA IV－2－3血漿中ニコチンおよびその代謝物の定量

10×B1untendkinase緩衝液：500mMTris－Hα（PH9．5）、100mM塩化マグネシウム・

100mM2一メルカプトエタノール

10×T4DNAライゲーション緩衝液：500mMTris－HC1（PH7・8）、100mM塩化マグネ

シウム、100mMDTT，10mM1ATP，500μ9／m1BSA

2×W培地：バクトトリフトン16g、バクトイーストエキス10g、塩化ナトリウム
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30％アクリルアミド溶液：アクリルアミド29gとビスアクリルアミド1gを蒸留水

100m1に溶解した。

20×SSC：175．3g塩化ナトリウム、100－5gクエン酸ナトリウム・2水和物

50×D舳ardtls：Fioo皿2g、ポリビニルピロリドン2g，BSA2gを200m1の精製水

に溶解し濾過滅菌した。

1V－2－2血凶0ニコチン代謝能試験法

喫煙者である健常男子6名を対象とした。3日間の禁煙後、マイルドセブン（ニコチ

ンO．9mg含有）を1本4分間かけて喫煙させた。喫煙後10分、30分、1，2，4，6，24，

32，48時間に6m1づつ採血を行った。また、禁煙後2，4，6，24，32，48時間ごとの

蓄尿を採取した。試験に際し、試験担当医師が被験者に試験の目的、方法等について充

分に説明を行い、被験者本人の自由意思による同意を文書で得た。本試験は昭和大学臨

床試験審査委員会の承認を受けた。
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ニコチンの定量はKOganらの方法42）に一部修正を加え、以下の方法で行った。ヘパリ

ン採血した血液試料を3，000Ψmで10分間遠心分離することにより血漿を得た。血漿1

mIに0．5N水酸化ナトリウム溶液を50μ1と内部標準物質として20n帥14，4’一ジピリジ

ルを5μ1加えた。ジクロロメタン4m1を加えて10分間激しく撹枠し、3，OOO叩mで10

分間遠心分離した。有機溶媒層を新しいポリプロピレンチューブにとり、40℃に加温し

た水浴中で窒素気流下蒸発乾固させた。残澄に酢酸工手ル10μ1を加えて溶解し、’その

うちの1μ1をGCに注入した。ワイドボアカラム（∫＆WSCIEN’TIFIC，DB－1，O．53mmID

×15m）を用い、キャリアーガスはヘリウムを用いた。注入温度は250℃、オーブン温

度は75℃から3℃／㎞nの勾配で昇温した。

 コチニンと3㌧水酸化コチニンの定量はHarihamらの方法11⑤に一部修正を加え、以下

の方法で行った。血漿1m1にO．5N水酸化ナトリウム溶液を50μ1と内部標準物質とし

て20n助1アセトアニリドを5μ1加えた。ジクロロメタン4m1を加えて10分間激しく

撹幹し、3，000Ψmで10分問遠心分離した。有機溶媒層を新しいガラス試験管にとり、

酢酸を100μ1加えて40℃に加温した水浴中で窒素気流下蒸発乾固させた。残澁に移動相

50μ1を加えて溶解し、そのうちの20μ1をHPLCに注入した。HPLCの移動相は6．5％

アセトニトリル／0．01％酢酸／1mMヘプタンスルホン酸ナトリウムを用い、その他の

HPLC条件はm－2－4に準じた。             ．

IV－2－4尿中ニコチンおよびその代謝物の定量

ニコチンの定量は以下の方法で行った。採取した尿試料3m1に0．5N水酸化ナートリウ

ム溶液を150μ1と内部標準物質として20n帥14，4’一ジピリジルを5μ1加えた。ジクロ

ロメタン4m1を加えて10分間激しく撹幹し、3，OOOΨmで10分間遠心分離した。有機

溶媒層を新しいポリプロピレンチューブにとり、40℃に加温した水浴中で窒素気流下蒸

発乾固させた。残澁に酢酸エチル10μ1を加えて溶解し、そのうちの1什1をGCに注入

した。GCの分析条件はIV－2－3に準じた。

 コチニンと3㌧水酸化コチニンの定量は以下の方法で行った。尿試料2m1にO．5N水

酸化才トリウム溶液を100μ1と内部標準物質として20ng／μ1アセトアニリドを10μ1加

えた。ジクロロメタン4m1を加えて10分間激しく撹幹し、3，O00Ψmで10分間遠心分

離を行った。有機溶媒層を新しいガラス試験管にとり、酢酸を100μ1加えて40℃に加
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温した水浴中で窒素気流下蒸発乾固させた残澄に移動相50μ1を加えて溶解し・その

うちの・・μ1を・…に注入した。・…の鰯相は・：・…アセトニトリル／0・01％酢

酸／・。Mヘプタンスルホン酸ナトリウム・・：・…アセドニトllル／O・01％酢酸／1mM

ヘプタンスルホン酸ナトリウムとし、以下の勾配条件で分析した100％A（Om㎞）；100

相（・一・・凶）；・…（・・一・・m・）；・・一・…（・・一・・m・）；50－O％A（25－35min）；O－

100A（35－40min）。その他のHPLC条件はIV－2－3に準じた。

 ニコチンおよびコチニンのグルクロン酸抱合体はBcnOwitzらの方法n）に一部修正を加

え、以下の方法で行った。尿試料O．5m1に4．O N水酸化ナトリウム200μ1を加え、75℃

に加温したhea血gb10ckを用いてアルカリ加水分解した。脱抱合されたニコチンとコチ

ニンを上述の方法で定量した。

IV－2－5薬物動態学的パラメータの算出

血中濃度時間曲線下面積（AUC）を血中濃度データより最小二乗法（MULTI）で求めた。

台形法および消失速度定数を用いて無限時間まで外挿した値の合計とした。

IV－2－6末梢血ゲノムDNAの調製

ヒト末梢血よりゲノム…を以下の方法に従って釦製しむヒト末梢血・一…1を

ヘパリン採血し、一80℃で凍結保存した。自然解凍した後、氷冷下で0．2％塩化ナトリ

ウム刈．5mMEDTA溶液で洗浄し、6，500rpmで10分間遠心分離後・上清をパスツール

ピペットで除去してバッフィーコートのみを回収しむこの操作を3回繰り返し・得ら

れたバッフィーコートにTE1m1を加えて十分懸濁し・Ac㎞ase E（10mg／m1）を150μ1・

RN、、、A（10mg刷）を5μ1加え、さらにSEを2m1加えて緩やかに混和し、37℃で2時

間以上インキュベートした。等量のフェノール溶液を加え・室温で10字間緩やかに振

漫後、20℃、3，OOO叩m，10分間遠心分離して上清を回収した。次に等量のフェノール

／クロロホルム溶液を加え、同様の抽出操作を遠心分離後の中間層が見られなくなるま

で繰り返した。さらに、等量のクロロホルム溶液で抽出後・1／10倍容の3M酢酸ナトリ

ウム（pH5．6）、2．5倍容の冷エタノールを加え沈殿させ、得られたDNAをピペットで回

収した。得られたゲノムDNAをTE1OOμ1に溶解し、260㎜における吸光度を測定し

て定量した。同時に300㎜の吸収を基準として280㎜と260mの吸収の比を測定す

ることにより、蛋白質の混入の指標とした。
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W－2－7PCR－RFLP法による0㎜6遺伝子型の判定

Femandez－S創guemらの方法越）に一部修正を加え、以下の方法で行った。IV－2－6で調製

したゲノムDNA1μgに10×LA－PCR緩衝液II2．5μ1，10pm0ψ1のF4，R4プライマー

（Fig・26）をそれぞれ1μ1，2・5mMdNTPs4・0μ1、㎜一Taq DNAポリメラーゼ1μ1（1・25

U）を加え、滅菌精製水を加えて全量を25μIとし、ミネラルオイルを等量重層し、以下

の条件でαP2λ遺伝子全体を増幅するしA－PCR反応を行った。（1）94℃で1分、（2）98

℃で20秒、68℃で8分を14サイクル、（3）98℃で20秒、68℃で8分（1サイクル毎

に15秒延長）を16サイクル、（4）72℃で10分。反応終了後、一部を分取しEtBrを含む

1％アガロースゲルを用いて電気泳動を行った。

岨一PCR反応溶液2μ1に、10X PCR緩衝液2・5μ1，25mM塩化マグネシウム1・5μ1，

10pmoψのE3FおよびE3Rプライマー（Fig・26）をそれぞれ1μ1，2・5mMdNTPs2・5μ1

、滅菌精製水13．5μを加えて、全量を24μ1とし、3分間煮沸後、直ちに氷冷した。

TaqDNAポリメラーゼを｝1（1．25U）加えて全量を25μ1とし、さらにミネラルオイル

を等量重層し、以下の条件でC㎜のエクソン3を増幅する反応を行った。94℃で1

分、60℃で1分、72℃で1分を31サイクル。反応終了後、一部を分取しEtBrを含む

2％アガロースゲルを用いて電気泳動を行い、目的の位置に確認されたバンドを切り出

し、透析チューブを用いて回収した。得られたPCR産物5μ1に10×H緩衝液1μ1と

制限酵素〃θI12U（1μ1）もしくは10×NE2緩衝液1μ1と制限酵素X㎝I1U（1μ1）

を加え、全量を10μ1として37℃で2時間インキュベートした。反応後、2％アガロー

スゲルを用いて電気泳動を行い、遺伝子断片の位置を確認した。

以下に用いたプライマーの塩基配列を示した。

F4

R4

E3F

E3R

5’一CCTCCCTTGCTGGCTGTGTCCCAAGCTAGGC－3’

5■一CGCCCCTTCCTTTCCGCCATCCTGCCCCCAG－31

5，■GCGTGGTATTCAGCAACGGG・3，

51－TCGTCCTGGGTGTTTTCCTTC－3，

31mer

31㎜er

20mer

21mer

Fig．26にα脳6遺伝子の構造と用いたプライマーの位置および方向を示した。
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1V－2－8新規PCR－RFLP法の確立

IV．2．7で臥F4のプライマーを用いだしA－PCR産物を鋳型として、E3FとE4Rプラ

イマー（Fi＆26）を用いてIγ｝7と同じ条件でPCRを行い・CW2λ遺伝子のエクソン3

から4を含む遺伝子断片を得た（544bp）。以下にE4Rプライマーの塩基配列を示す。

E4R ； 51－TGCCCCGTGGAGGTTGACG－3． 19mer

 このPCR産物を制限酵素地ρIで消化し2％アガロースゲルで泳動し、消化されない

断片（544bp）と消化された断片（498bp）をそれぞれ切り出し、透析チューブを用いて分

取した。498bpの遺伝子断片をTE7μ1に溶解し、10×NE2緩衝液1μ1、”θI3U（1

μ1）およびX㎝I1U（1μ1）を加えて全量を10μ1として37℃で3時間インキュベートし

た。反応後、12％ポリアクリルアミトゲルまたは3．5％アガロースゲル電気泳動を行い、

遺伝子断片の位置を確認し判定した。

       12  34  5 6 7 8 9
    F4÷                 31 CWM6  5，
                           〈一R4
         E3F÷
           ÷÷           1kb
           E3R E4R            く←一〉

 Fig．26．Stmcture ofhuman CrPM6gene．The boxes represent exons．
 A∬ows indicate the1ocation md dhection ofphmers for LA－PCR or PCR．

1V－2－9pUCベクターへのサブクローニング

遺伝子断片の平滑末端化は以下の方法で行った。M2－8で調製した544bpと498bpの

遺伝子断片をそれぞれTE6μ1に溶解し、1・7mMdNTPs1μ1・10×T4DNAポリメラー

ゼ（1Uμ）1μ1，O．1％BSA1μ1，T4DNAポリメラーゼ（1Uμ1）を加え全量10μ1．とし・

37℃、5分間インキュベートした。TEを加え全量を200μ1にした後フェノール／クロ

ロホルム抽出を2回、クロロホルム抽出を1回行った。この上清に1／10倍容の3M酢

酸ナトリウム（PH5．6）と2．5倍容のエタノールを加え、一80℃にて30分以上冷却後・

15，0001pm，4℃で30分間遠心分離し、沈殿を70％エタノールで洗浄した。沈殿を乾

燥させた後、75μ1のDena航atiOn緩衝液（pH9．5）に溶解した。

 PCR産物の51末端にはリン酸基が付いていないため、以下の方法にてリン酸化反応

を行った。平滑末端化し、75μ1の影naturadon緩衝液（PH9・5）に溶解したDNAを2分
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問煮沸後、直ちに水中に放置した。ATP（50pmoψ1）1μ1，10X B1unt㎝dkinase緩衝液

10μ1、精製水12μ1，T4ポリヌクレオチドキナーゼ（10U仏1）2μ1を加えて全量を100

μ1にし、37℃で1時間インキュベーションした。TEを加え全量を400μ1にした後、

フェノール／クロロホルム抽出を2回、クロロホルム抽出を1回行った。この上清に

1／10倍容の3M酢酸ナトリウム（PH5．6）と2．5倍容のエタノールを加え、一80℃にて30

分以上冷却後、15，OOOΨm，4℃で30分問遠心分離した。沈殿を70％エタノールで洗

浄し、乾燥させた後、4μ1のTEに溶解することにより、挿入断片をそれぞれ調製した。

 pUC18ベクター20μgを制限酵素H加0IIで消化後、脱リン酸化処理を以下の方法に

より行った。1MThs－HC1（PH8・O）100μ1，1M塩化マグネシウム2μ1，10mM塩化亜鉛

20μ1，50mMスペルミジン40μ1、アルカリホスファターゼ（1U仏1）3μ1を加え精製水

で全量を200μ1とし、60℃で1時間インキュベートした。その後、精製水を加えて

400μ1とし、フェノール／クロロホルム抽出を4回、クロロホルム抽出を1回行った。

この上清に1／10倍容の3M酢酸ナトリウム（PH5．6）と2．5倍容のエタノールを加え、

一80℃にて30分以上冷却後、15，OOO呼m，4℃で30分間遠心分離した。沈殿を70％エ

タノールで洗浄し、乾燥させた後、30μIのTEに溶解した。

 平滑末端化し、リン酸化した遺伝子断片を、脱リン酸化処理したpUC18ベクターに

挿入するライゲーション反応は、16℃で16時間インキュベーションすることで行った。

反応溶液は、ベクターとインサートの量が1対3となるようにし、10Xライゲーショ

ン緩衝液2μ1，T4DNALigasc（400U仏1）1μ1を加え滅菌精製水で全量を20μ1とした。

 コンビテントセル懸濁液は以下の方法で作製した。大腸菌の終夜培養液600μ1を6m1

の2×Yr培地に植え、約2時間37℃で培養した。培養液を水中で急冷し、3，O00Ψm，

4℃で5分間遠心分離した。沈殿に10mM硫酸マグネシウムを3m1加え、ピペットで

穏やかに懸濁した。これを3，OOOΨm，4℃で5分間遠心分離し、沈殿に50mM塩化カ

ルシウムを3m1加えてピペットで穏やかに懸濁し、水中に20分間放置した。再度、

3，OOOrpm，4℃で5分間遠心分離して集菌し、50mM塩化カルシウム400μ1を加えて穏

やかに懸濁した。

 ライゲーション反応が終了したDNA溶液を、100μIのコンビテントセル懸濁液に添

加し、水中に30分間放置した。42℃で1分間のヒートショック後、室温で10分放置

し、2×YT培地を1m1加えて37℃で1時間培養した。培養液を3，000rpm，20℃、5

分間遠心分離して集菌し、2X YT120μ1に再懸濁した。これを、あらかじめ100mM

IPTGと2％X－Ga1各40μ1を塗布した2×YTampプレートに蒔き、37℃で一晩培養し

て形質転換体を得た。なお、宿主大腸菌にはTG1株または∫M105株を用いむ
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