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論 文 内 容 要 旨

緒言

1912年 にメイラー ド(Maillard)は、ビールの黄褐 色 の色素 が、糖とアミノ酸の反応(糖 化反

応 、グリケーション)に よって生成することをはじめて報 告した1)。この化学反応 は、メイラード

反応、またはアミノーカルボニル反応 と呼ばれ 、主 に食 品化学分野で研究されてきた。しかし

1979年 に、血糖 とヘモグロビンのグリケーション産物であるヘモグロビン へc(HbAlc)が 発見

され2)、生 体 内でメイラー ド反応が起こることが証明された。これを契機 に、生体 内のタンパク

質 のグ リケーション反応 が重視されるようになった。タンパク質のグリケーションは、アマドリ

化合物 の形 成までの初期 段階と、アマドリ化合物 の分解 からはじまる後期段 階か らなる。初

期 段階 は糖 濃 度 や 時間 に依 存 した反応 であるが 、後 期 段階 は様 々な後 期 反 応生 成 物

(Advancedglycatedendpr。ducts;AGEs)を 形成するため、複雑で不明な点が 多い3)。アマド

リ化合物やAGEsは 、活性酸 素を産生することか ら、生体膜脂質過酸化の原 因物質としても

考 えられ 、動脈 硬 化4》、糖尿病5}な どに関与すると推 定される。

リン脂 質 は 動 植 物 組織 や細 菌 に広く存 在 し、主 に生体 膜を構 成 している。1993年 に

Bucalaら は 、アミノ基を持 つホスファチジルエタノールアミン(PE)が タンパク質と同様にグリ

ケーションを受 けることを示唆 した6)。Lertsiriらは、ホスファチジルエタノールアミン(PE)と グ

ルコース とのメイラード反応 によって生成するアマドリ型糖化脂質(Amad◎ri-PE)(Fig.)の 同

定には じめて成 功し7)、この反応がヒト血漿で起 こることを証 明した7-9)。このAmad。 かPEは 、

鉄 イオンと共存すると活性 酸素を生じ、膜脂質過酸化を強く誘 発する ゆと共 に、糖尿 病性 網

膜症 に関与す る血 管新生を強く促進することがわかった11}。したがってAmad◎ri-PEは 、高血

糖を伴 う疾病 の増悪 化に関わると推定された。

この ような経緯 か ら、生体 内の脂 質とタンパク質 のグリケー ションはどちらが重 要なのか

が議論され 、世界 的 に注 目されている。そこで、この点の解 明を目的に本研 究を企 画 し、第

1章 で、脂 質とタンパク質のグリケーション速度 に着 目し、低密度リポタンパク質(LDL)を 用

いて、脂 質とタンパ ク質のグリケーション速度を比較 した。その結果、脂質 はタンパ ク質より

グリケーションを受けやすいことが、本研究ではじめてわかった。脂質グリケーションの阻害

で、膜脂 質過 酸化 の抑制が可能と考 えられ た。したがって本研究は、第1章 で脂質とタンパ

ク賓のグリケー ション速度 を比較 し、第2章 では、アミノリン脂質のグリケーション阻害物質を

検索し、第3章 では、見出した阻害物質の効果を動物実験 で評価しようとした。
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第1章 脂質とタンパク質のグリケーション速度の比較

【目的】タンパク質のグリケーションに関する報告 は 多い。このような経 緯か ら、「脂 質とタン

パク質のグリケーション速 度は どちらが重要 か?」 が常に議 論され ている。そこで、脂 質とタ

ンパク質のグリケーション速度 に着 目した。本章 では、血 中の脂質輸送 体である低密度リポ

タンパク質(low-densitylipoprotein;LDL)を 用いて、脂 質とタンパク質のグリケーション速度

を比較 し、脂質 はタンパ ク質よりグリケーション受 けやすいことを明らかにしようとした。

【方 法 】 ヒトLDLは 、超 遠 心 密 度 濃 度 勾 配 法 に よって調 製 した 。U)L(2mgpr。tein/mL)、

D-gluc6se(30mM)、D-gluc。se-1一[14C](111kBq)を1mLのPBS(ph◎sphatebufrerin

sehne)中 で反 応(37。C,0-72h)さ せた 。反 応 後 、Folch法 によって脂 質 画 分 とタンパ ク質 画 分

に分 画 した。タンパ ク質 画 分 は 限 外 濾過 膜(Centric。nP}us-20,Millip。re,Japan)に よって濃

縮 した 。脂 質 画 分 とタンパ ク質 画 分 の放 射 活 性(D-giuc◎se-1一[14C]由 来)は 、シンチ レー ショ

ンカウンター によって測 定 した 。脂 質 画 分 の リン脂 質 サ ブクラス はLC-ELSDに よって、タンパ

ク質 画分 のapoBタ ンパ ク質 はEl」SA法 によって定 量 した 。

【結 果 と考 察 】LDL(1mgprotein)あ たりの 脂 質(PE)と タンパ ク質(ap。B)の アミノ基 の 数 は 、

ほ ぼ同 数(137aminoresidue/LDLparticle)で あった(Table1-1)。 反 応24時 間 後 のLDL脂

質画 分 の放 射 活 性(D-gluc。se-1一[14C]由 来)は 、LDLタ ンパ ク質 画 分 に比 べ 、約2倍 高 値 で

あり、Amadori-PEの 生 成 をTLCに よって確 認 した(Flg.H,1-2)。 またこの ときLDL中 の

PEの み が 有意 に減 少 してお り、ほ かの 脂 質 、過 酸 化 脂 質 、apoBタ ンパ ク質 に 変 動 は認 め ら

れ なかった(Fig.1-3)。 以 上 より、脂 質 は タンパ ク質 よりグりケ ー ションを受 けや すい といえる。

したが って 、高 血 糖 状 態 にお ける膜 脂 質 過 酸 化 は 、タンパ ク質 グ リケー ションよ りもむ しろ脂

質グリケー ションによって惹 起 され る可能 性 が 示 唆 され た 。
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第2章 脂質グリケーション阻害試験方法の確立とその阻害物質

【目的】脂質グ リケーション阻害を評価 するためには、糖化脂 質が効率よく生成する反応 系

が必須である。このために、PEの 糖化条 件を詳細 に検討する必要 があった。そこで、温度 、

時間 、糖濃 度、pH、緩 衝液 の種類 、メタノール 濃度について検討 し、糖化脂 質が最も生成す

る条件を見 出し、これを利用 して脂質グリケ7シ ョン阻害物質を見出すことを目的とした。

【方 法 】PE(0。3mM)の 濃 度 を固 定 し、その 他 の条 件(グ ルコー ス濃 度 、温 度 、pH、メタノー ル

濃 度 時 間)を 変 え 、反 応 させ た 。F。lch法 によって脂 質を抽 出 し、シ ッフ塩 基 型 の 糖 化 脂 質

(Schifl」PE)と ア マドリ型 の 糖 化脂 質(Amad。ri-PE)をLC-ELSDに よって定量 した。脂 質グ リ

ケー ション阻 害 試 験 方 法 は 、PE(α3mM)と グ ルコー ス(500mM)を 含 む 、メタノー ル(30%リ

ン酸 緩 衝 液 を含 む,pH7.4)1mLの 反 応 系 に 、試 験 物 質 を添 加 し、37。Cで2時 間 反 応 させ 、

糖 化 脂 質 を測 定 した 。

【結果 と考察】 脂質グリケーションの反応 条件を検討した結 果(Fig.2-1)、 グルコース濃度を

500mM、 反応 温度 を37。C、pH74、 メタノール濃度 を70%と すれ ば、反応2。6時 間後に、

Amad。ri-PEの 前 駆体 であるSchi年PEの 蓄積が最大(Oj8mM)と なり、その後Schi作PE

の減少 に伴 って、24時 間 後か らAmad。ri-PEの 生成蓄積が認 められた(Fig。2-2)。 したがっ

て、SchiflLPEを 指標 として、この生成を阻害する成分を見出せ ば、脂質グリケーションの 元

進(Amad。ri-PEの 生成)を 阻害できると考えた。

次に、この反応 系を利用 してスクリーニングを行った結果(Fig.2-3)、 ビタミンB6群 の 中で

アルデヒド基を持つ ピリドキサ ール(PL)と ピリドキサール5'一 リン酸(PLP)が 、SchifF-PEと そ

の後 のAmadori-PEの 蓄積 を効果的 に阻害することを見出した(Fig.2-4)。PEの アミノ基 と

PLPの アルデ ヒド基 の脱水 縮合は新規 物質であるPE一 ピリドキサール5Lリ ン酸シッフ塩基

付加物を生 じ(Fig.2-5,2-6)、 この生 成速 度がPEの 糖化速度より速いため、競争的に脂質

グリケーションが阻 害された。また、このPE一 ピリドキサール5Lリ ン酸シッフ塩基付加 物が

生体内(ヒ トの赤血球 膜)に 存在することを、各種の機器分析で証明した(Fig.2-7)。 したがっ

て、ビタミンB6群 による脂質グリケーション阻害 という新たな機能を明らかにした。
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第3章 ストレプトゾトシン誘導型糖尿病モデルラットに対するピリドキサール5'一 リン酸 の脂

質グリケーション阻害効果

【目的】 活性型 ビタミンB6で あるピリドキサール5Lリ ン酸(PLP)の 、脂 質グリケーション阻

害作用を第2章 で見出した。ピリドキサール5'一 リン酸は、ロ角炎 、ロ唇炎 、舌 炎、ロ内炎 、

アトピー皮膚 炎、末梢 神経 炎などに対する抗炎症 作用が知られている。しか し、脂 質 グリケ

ーションの 阻害作用については全 く知 られていない
。そこで本章 では 、ピリドキサ ール5'一 リ

ン酸摂取 による脂 質グリケーションの阻害作用を、ストレプトゾトシン(STZ)誘 導 型糖尿 病モ

デルラットを用いて明らかにしようとした。

【方 法 】4週 齢Sprague-Dawley系 雄 性 ラットを、1週 間 予 備飼 育 し、試 験 飼 育 を開 始 した 。

実 験 群 は 、STZ群(STZ,n=9)、STZ+ピ リドキサ ー ル5'rリ ン酸 投 与 群(S丁Z+PLRn=9)、 対

照 群(C,n=6)、 対 照+ピ リドキ サ ー ル5Lリ ン酸 投 与 群(C+PLP,n=6)の4群 とした 。STZ群 と

STZ+PLP群 に は 、ストレプトゾトシン溶 液を腹 腔 内 投 与(70mg/kgbodyweigh之)し 、高 血 糖 を

発 症 させ た 。飼 育 期 間を10週 間 とし、自由摂 食 で飼 育 した。

【結果と考 察】 対照群と対照+ピ リドキサール5Lリ ン酸投与群に比 し、STZ群 とSTZ+PLP

群 は体重 が有意 に減少し、空 腹時血糖値とHbAIcが 有意に高 値であった(Table3-1)。 血

漿脂 質組 成は、対照群に比べSTZ群 は、PC、PE、TG、T-CHOが 有意 に増加し、STZ+PLP

群 は、PE、TG、T-CHOの み が有意に増加した(Table3-2)。 血漿TBARSを 測定した結 果、

STZ群 が最も高値を示し、STZ+PLP群 はSTZ群 よりも有意にTBARS値 が低値であった(Fig

3-1)。血漿 のPCOOH量 は、対照 群に比べSTZ群 、STZ+PLP群 が有意 に高値であったが 、

STZ+PLP群 のPCOOH量 は、STZ群 より低値であった(Rg.3-2)。 結論 として、ピリドキサー

ル5Lリ ン酸 の摂取による脂 質グリケーション阻害作 用を、ストレプトゾトシン(STZ)誘 導 型

糖尿病モデルラットにより評 価 し、ピリドキサール5Lリ ン酸の摂 取 は高血糖 状態 おける脂

質過酸化を阻害 することがわか った。この阻害機 構は 、脂 質グリケー ションの阻害 によるも

のと推定された。したがって、ピリドキサール5'一 リン酸 は、糖尿病合併症などの抑制 に有効

と考えられた。
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Table3-1Characteristicsoftheratsattheendofthestudy

Paramet馴s

Control

(n=6)

ConVoi+PLP

(n=6)

STZ

{"目9}

STZ+PLP

{"竃9》

Bodyweight,g

Bloodglucose,mM

365.Ot22.6

7.4tO.9

368.Ot19.4

8.5tO.3

176』:ヒ26.0禽

27.1t2.1

178.3t29.0

30.4t3.T

GlycatedHb, 10.7ｱ1.4 11.4f2.9 14.8t1.0* 唱7.4±1..4貨

C,indicatescontrol;PLP,pyridoxal5'一phosphate;andHb,hemoglobin.DataareexpressedasmeantSD.
,ρく0

.05vscontrolgroups。

Table3-2Phospholipids(PC,PE,SM,LPC),neutrallipids(TG,T-CHO)inplasma.

Parameters

Control

{炉6}

Control+PLP

《n冨6}

STZ

(n富9}

STZ+PLP

(n=9)

Phospholipids(nM)

PC 893.0ｱ158.3 927.5ｱ175.7 1815.7t718.0 1516.5ｱ734.0

PE 65.6ｱ10.2 68.1ｱ15.1 229.3ｱ75.2* 205.3-98.4

SM 162.1±28.8 164.8ｱ41.0 226.7t74.3 202.7ｱ90.8

LPC

Neutrallipids(mg/dl)

TG

T-CHO

236.9ｱ51.6

89.9t32.5

37.2ｱ15.3

268.7t53.9

102.2ｱ 9.2

30.9ｱ12.0

195.1ｱ69.0

475.5ｱ158.3

198.1t84.6

218.8ｱ84.0

390.5=ヒ176.2掬

170.6ｱ68.0

C,indicatescontrol;PLP,pyridoxal5'一phosphate;PC,phosphatidylcholine;PE,phosphatidylethanolamine;

SM,sphingomyeiin;LPC,lysophosphatidyicholine;TG,triglyceride;T-CHO,totalcholesterol,Dataare

expressedasmean士SD。,Pく0.05vscontrolgroups.
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総括

本研究は、脂質とタンパク質のグりケーション速度 の比較 し(第1章)、 アミノリン脂質のグ

リケーション阻害 物質を見 出し(第2章)、 この阻害効果を動 物実 験で評価すること(第3章)

を目的とした。

第1章 では 、脂質 とタンパ ク質のグリケーション速 度 に着 目し、低 密度 リポタンパ ク質

(1。w-densitylip。protein;LDL)を 用いて、脂質とタンパク質 のグリケーション速度を比較 、検

討 した。その結 果、脂質はタンパ ク質よりグリケーションを受 けやすいことを証 明した。

第2章 では 、脂質グリケーション阻害を評価するために、PEの 糖化条件(温 度 、時間、糖

濃 度、pH、緩 衝液 の種類 、メタノール濃度)を 詳細 に検討 し、糖 化脂 質が最も生成する条件

を見出した。これ を利用 して脂質グリケーション阻害物質を見 出すための反応 系を確 立した。

これを利用 してスクリーニングを行い、ビタミンB6群 のピリドキサール(PL)と ピリドキサール

5'一リン酸(PLP)が 、糖化脂質 の蓄積を効果的に阻害することを見 出した。その阻害機構 は、

PEの アミノ基とPLPの アルデヒド基の脱水縮 合は、新 規物 質であるP}ピ リドキサール5L・

リン酸シッフ塩 基付加物を生じ、この生成速 度がPEの 糖化速度 より速いため、競争的に脂

質グリケーションが阻害された。また、このPE一 ピリドキサー ル5Lリ ン酸シッフ塩 基付加物

が生体 内(ヒ トの赤血球膜)に 存在することを証 明した。したがって、ビタミンB6群 による脂 質

グリケーション阻害という新たな機能を明らかにした。

第3章 では 、第2章 で見出 したピリドキサール5'一リン酸 の脂質 グリケーション阻害作用を、

ストレプトゾトシン(STZ)誘 導型 糖尿病モデルラットを用いて検討 した。糖尿 病ラットにピリド

キサール5Lリ ン酸を経 ロ投 与すると、それを与えない群(STZ群)に 比べ有意 に、PCOOH

とTBARS値 が低下した。したがって、脂質グリケーションの阻害 により、膜 脂質過酸化が 阻

害できることを示唆した。しかし、ピリドキサー ル5Lリ ン酸 が、血 漿 中の糖化脂 質を阻害した

かどうか については不明である。

これらの結 果から、脂質のグリケーションはタンパク質のグ リケー ションよりも重要であり、

ピリドキサール類 による脂 質グリケーション阻害作用を初め て明らかにした。しかし、ピリドキ

サール類の脂 質グリケーション阻害作用 が、糖尿病などの疾病 に対 して有効であるか どうか

を判断するため には、ヒト介入試験などによる検討が必要 であろう。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

種 々の疾病 において血 液,臓 器,細 胞 を構成 してい る膜 リン脂 質 が過酸化 され,生 じた過酸化 リン

脂質(ホ ス ファチ ジル コ リンハイ ドロパーオ キサイ ド;PCOOH)が 細胞 障害 の原 因になる ことが明 ら

か に され てい る。例 えば,糖 尿病 患者の血漿PCOOH濃 度 は健 常者 よ り高い。近年,こ の膜 リン脂質

過酸化(PCOOH増 加)の 原因物質 が探 索 され,ア ミノ リン脂質 で あるホスフ ァチ ジル エ タノール ア

ミン(PE)が グ リケーシ ョン(糖 化)を 受 けて生成す るアマ ドリ型 の糖化脂質(Amadod-PE)が 発見

され た。Amadori-PEは,鉄 イオ ンと共存 して活性酸素 を生 じ脂 質過酸化 を誘発す る とともに,血 管

新生活性 を示す。したがって,高 血糖状態 下でPEが グ リケーシ ョンを受 けAmadod-PEに 変換 され ると,

これ が原 因で脂質過酸化 が起 こ り,疾 病 の増悪化 につ ながる と考 え られてい る。

本研究 では,こ の脂質 グ リケー シ ョンに興 味 を持 ち,こ れ が従来 か ら知 られてい るタンパ ク質の グ

リケーシ ョンよ り高血糖 下の細胞 障害に強 く関 わる と予想 し,は じめに,ヒ ト低密度 リポタ ンパ ク質

(LDL)を 用いて脂質 とタンパ ク質 のグ リケーシ ョン速度 を比較 し,生 体 内にお ける過酸化誘発 物質

としてのAmadori-PEの 重要性 を明 らかに しよ うとした。LDL脂 質 画分へ のD一 グル コー ス ー1-14Cの

取 り込 み量 を調べ た結果,こ れ は タンパ ク質(ア ポB)画 分への取 り込み量 よ りも高値 であるこ とが

わかった。LDL脂 質 画分のPEの ア ミノ基 とアポBタ ンパ ク質 のア ミノ基の総モル数が ほぼ同数 であ

るこ とか ら,脂 質 の グ リケー シ ョン速 度は タンパ ク質 のグ リケーシ ョン速 度 よ りも速い こ とを明 らか

に した。

生体 内にお ける脂質 グ リケー シ ョンの重要性が明確 になったため,次 いで,高 血糖 による細胞 障害

の予 防に向 けて,脂 質 グ リケー シ ョンを阻害で きる食 品成分 の検 索 を行 った。脂 質 グ リケーシ ョン阻

害 の評価 に は,PEか ら糖化脂質 が効率 よ く生成す る反応系 が必須 であ るが,こ の反 応系 の構 築 に成

功 した。この系 を利用 して,種 々の食 品素材 ・成分 を評価 し,ビ タ ミンB6群 の ピリ ドキサール リン

酸(PLP)は,脂 質 グ リケーシ ョンを効果 的に阻害 できるこ とを明 らかに した。その阻害 メカニズ ムは,

PEの ア ミノ基 とPLPの アル デ ヒ ド基の反応に よ り生 じるPLP-PE付 加物 の生成速度 が,PEと グル コー

スの グ リケーシ ョン速度 よ り早 いた め と考 え られ た。 このPLP-PE付 加 物 は,ヒ ト血 中(赤 血球膜)

に存在す るこ とを,4㎜Q猟PLC-MS/MS分 析で構造化学的 に証 明 した。PLPを 摂取 したス トレプ

トゾ トシ ン誘発糖 尿病 ラッ トでは,血 漿 のAmadori-PEとPCOOHの 有意 な低 下 が認め られ,PLPな

ど食 品成 分の脂 質 グ リケーシ ョン阻害 とい う新 たな機能 が示唆 され た。

本 論文では,脂 質 グ リケー シ ョンに興味 を持 ち,そ の生体内 にお ける重要性 と阻害物 質 を検討 した。

本研 究に よ り,脂 質 は,タ ンパ ク質 よ りグ リケー シ ョンを受 けや すい こ とがわか り,そ の阻害成 分 と

してPLPを 明 らかに した。

以上 のこ とか ら審査員一 同は,本 研究者 に博士(農 学)の 学位 を授 与す るに値す るもの と認定 した。
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