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論 文 内 容 要 旨

序

脂溶性 ビタミンの代謝な らびに生理作用に関 しては、近年目覚 ましい進展が見 られる。

ビタミンA(以 下VAと 略す)の 分野においても、視覚サイクル における役割および生殖

機能の維持だけでなく、糖蛋 白生合成系 における1ipidinter●ediateの 構成因子 として

もVAが 重要であることが明 らかになって きた。ま距、細胞の分化における役割 を介 して、

ガンに対するVA誘 導体の薬理学的効果な どが分子 レベルで解明されつつある。一方、

VAの 体内動態に関す る研究 も著 しく進歩 してお り、なかでもVA結 合蛋白(retinol

bindingprotein;以 下RBPと 略す)の 発見 と血中の転送形式の解明などは注 目すべ きも

のといえる。

食餌中のVAは 、腸管吸収 を受けだ後retinylpa1朧itateに 転換され、カイロミクロン

によって肝臓へと転送され る(Fig.D。 肝臓 はRBPを 合成 し、このretino1結 合体を分

泌するが、VAの 標的器官への供給は、 この合成、分泌の過程で調節されていると考えら

れる。まだ、余剰のVAはVA貯 蔵細胞である伊東縞胞に貯蔵される。血中では、甲状腺

ホルモンの結合蛋白の一つ として知 られるThyroxinebindingPrealbu羅in(以 下PAと

略す)とRBPが 、1:1の モル比でRBP-PA複 合体 として存在する。しか し、RB

Pが 独立 して肝臓で合成、分泌されたPAと 血管内で結合するかどうかは、必ず しも明ら

かではない。網膜 や生殖器官な どの標的臓器 においては、RBPそ のものに対す る細胞膜

レセプ ターが存在 し、これを通 してVAだ けが細胞内に摂取される。役 目の終わ ったRB

Pは 、腎臓において異化 される。細胞内 に摂取 されたVAの 転送には、細胞内RBP(以

下CRBPと 略す)が 関与 して いると考 えられ る。

この ように、VA代 謝 においてRBPの 果 たす重要な役割が示 されたが、RBP-PA

複合体の生理的意味に関 しては必ずしも明 らかでな く、また、ホルモン(Thyroxine:以

下T4と 略す)と ビタミンが共通の複合体によ り血中を転送 されるということは興味深 い

事実 と考 えられ る。大庭 らは、甲状腺機能 とRBP-PA複 合体の関連性につ いて検討を

行い、VA欠 乏時における甲状腺機能の低下、血中T4レ ベルの低下、PAと 結合 した

T4の 減少、およびThyroxinebindingglobulin(以 下TBGと 略す)と 結合 し炬T4

の増加を認めた。本研究では、 まずこの関係 を一層明 らかにす ることを目的として甲状腺

機能を変化させ彪時の血中蛋 白の変化を検討 し彪。すなわちラッ トを用い、食餌中のVA

レベルを変 え弛時な らびにヨー ド欠乏時の成長および血中VA濃 度 を検討 し、明 らかに甲

状腺機能 とVA代 謝が相互に大 きくかかわ りあっていることを確認 しだ(第1章)。

先 に述ぺ彪ように肝臓はVAの 貯蔵の場であ り、末梢へのVAの 供給をRBPを 介 して

調節 していると考 えられているが、この働 きを正常 は保つためには甲状腺機能の役割が重

要 と思われる。そこで、VAの 生体内動態を特 に肝臓を中心に追跡 し、VA欠 乏時のVA

の生体内分布 および甲状腺機能低下条件下 におけるVAの 動態 をlnvivoで 検討 した(第
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2章)。 さ らに、 肝臓 か らのVA分 泌 の実 態 につ いて、還 流法 を用 いてinsitu・ 実験 系

で検 討 した(第3章)。 以 下 、そ の概 要 を述 べ る。

第 1 章

一 生体内VAレ ベルと甲状腺機能 との関連 についての実験学的確認 一一一

第 重節 甲状腺機能と血中蛋白の変動

VA欠 乏条件下ではPAと 結合 したT4が 減少 し、逆にグロブ リンと結合 したT4が 増

加することが認め られている。この関係を確認する目的で、実験動物 をT4投 与群、PT

U(抗 甲状腺剤)投 与群の2群 に分け、甲状腺機能を実験的に変動させた時の血中蛋白の

変化をSephadexG-100の ゲルろ過パ ターンよ り観察 しだ。その結果、甲状腺機能 が低下

するとグ ロブ リンの割合が増加することを認めた。大庭 らの知見と考えあわせ ると、VA

欠乏におけるPAのT4結 合能の変化は、甲状腺機能の低下によ りグロブ リンの割合が増

加 したことに起因すると考えられる。

第2節 甲状腺機能とVA代 謝との関連性

第1節 の結果をさらに追究す る目的でラ ッ トを用い、VA欠 乏食、VA欠 乏食+低 ヨー

ド食という条件下で飼育 し、成長、血中T4、 および血中VAを 正常食の群 と比較検討 し

た。その結果、VA欠 乏+低 ヨード食群はVA欠 乏食群 に比べて成長も悪 く、血中VA濃

度 も28日 目で低下す ることが確認された。 ま彪甲状腺機能低下の条件がVAの 代謝を異

常にすることが示唆された。

発展途上の国 ぐにでは、VA不 足による盲 目とヨー ド不足による地方病性 甲状腺腫が社

会問題 とな ってお り、 しかもこの両者はしば しば併発 している。本実験の結果は、両症状

は互いに、他 をより悪化 させている可能性を示唆 している。

ま と め

甲状腺機能 が低下す るとグロブ リンの割合が増加す ることを認めだ。VA欠 乏動物にお

けるPAと 結合 したT4の 減少 とTBGと 結合 しだT4の 増加 は、甲状腺機能の低下に より

血中TBGの 割合が増加 しだことに起因すると考えられる。また、甲状腺機能低下の条件

がVAの 代謝 を異常にすることが示唆され、甲状腺機能がVA代 謝にかかわっていること
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を確認 した.

第2:章

一Invlvoに おけ るVAの 動態に関す る実験学的検討 一

第1節VA欠 乏状態におけるVAの 動態

VA欠 乏におけるRBPの 代謝 についてはすでに武藤 らの報告がある。すなわち、VA

欠乏では血中RBPが 低下 しているが、VAの 再投与によって5時 間以内にその レベルが

急速に上昇 し、29時 間以降は正常纏を維持す ることが認められた。RBPの 合成部位は

肝臓であ るが、このような、速やかな応答はむしろ肝臓におけるRBPの 合成 より分泌過

程 によるもの と考えられる。このようにVA代 謝においてRBPの 果す役割 は重要である。

そこで本研究では、このようなVAの 動態を把握するだめRBPの 免疫定量法を確立 し、

これを用いてラッ トRBPの 動態 を検討 した。

(1)RBPの 単 離精 製 お よび その抗 血 清 の調 製 につ いて の検討

ラ ッ トRBPは ヒ トRBPと 物 理 化学 的性 質 が よ く似て い るが免 疫交 叉性 はな い。 そ こ

で ラ ッ トを用 いて動 物実 験 す る場合 、 ラ ッ ト自身 のRBPを 精 製 す る ことが必 要 とな る。

これ まで の報告 で ラ ッ トRBPの 精 製 は、他 の 動物 と比較 してRBP-PA複 合 体 とアル

ブ ミンの 分離 が非 常 に困難 とされ て い る。 そ こで 、 この点 の改 良 を試 み た。す な わ ち、本

研 究 では アル ブ ミン を特 異 的 に吸着 す る31ueSepharoseCL-6Bに 着 目 して精製 す る こと

に した。 その結 果 、 プラズ マ647融1か らDEAEcellulose→SephadexG-75→Blue

SepharoseCL-63→SephadexG-100を 経 て 、10崩gの ラッ トRBPを 単 離 精製 す るこ と

に成功 しだ(Tablel)。 紫外 部 吸収 スベ ク トル 、蛍 光 スベ ク トル 、電気 泳動 お よび 免疫 学

的検討 よ り単一 の ラ ッ トRBPで あ るこ とが確 認 され た。BlueSepharoseCL-6B:を 用 いる

ことに よ りRBP-PA複 合体 が解 離 し、 アル ブ ミンを大 部分 除去 で きる ことが確 認 され

た。 これ まで 困難 とされて い捷 ラッ トRBPの 精製 を容易 と した 。引 き続 き精製 ラ ッ トR

BPを 用 いて抗血 清 を作製 し検 討 しだ結 果 、本 抗血 清 は ラ ッ トRBPの 定 量 に十分 使 用 し

うるこ とを認 め た。

(2)VA欠 乏 ラッ トの血中VAお よびRBPの 動態

VAの 生 体 内動 態 を追跡 す る 目的で 、VA欠 乏動 物 を作 出 し、 これ にVAを 一定 量投 与

して 回復 させ 、そ の後 の血 中 のVA,RBPの レベ ル を検討 した 。加 えて 、T4の レベ ル

の経 時的変 化 も検 討 す るこ とが 目標 であ る。本 研究 の 目的 か ら、実 験 開始 時の ラ ッ ト肝臓

中のVAレ ベ ル をそ ろえ る ことは必 須条 件 で あ った。 そ こで、3週 間VA欠 乏 食 で飼 育 し
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肝臓 中 のVAを 枯渇 させ だ後 、 す べての ラッ トに一 定量 のretiwlpaimitateを1回 投

与 し、翌 日か ら再びVA欠 乏 食 で飼 育 し、血 中VA、RBPお よび 甲状 腺ホ ル モ ン レベ ル

を測 定 した。 その結 果 、欠乏 動物 に対 してVAを 投 与 す ると、血 中VAお よびRBPレ ベ

ル は投与1日 目で速 や か に正常 値 まで に達 して い るの に対 し、 血中T4レ ベル は数 日かか っ

て徐 々に回 復 して い くことが観 察 され た(Fig.2)。 投与 したVAは 一度 肝臓 に取 り込 ま

れRBPと とも に血中 に分 泌 され る こ とが わ か って い るが 、上 に述 べ た とお りVAの 血 中

への 出 現 とそ のreSPQnseが 速 や か であ る ことが判 明 した。 これ に対 してT4レ ベ ル は緩

慢 なresponseを 示 す ことが 明 らか にな っだ 。VA投 与 に対 す るVAレ ベル のresponse

は 、shorttemの 反応 で あ り、 甲状腺 機能 に対 す る影響 はlongtermの 反応 で あ る こと

が わか る。な お 、再び 欠乏 に戻 す と、 この三者 は明 らか に低下 が 見 られ る ことか ら、 肝臓

か らのVA分 泌 に はそれ ぞれ 異な るプロ セ スでVA,RBP,T4が 関係 して い る こ とが

示 唆 され た。

(3)VA欠 乏動 物 の肝 臓中VAの:存 在形 態

余剰 のVAはretinylpalmita七eと して肝 臓 中の 伊東 細胞 に 貯蔵 され 、絶 えず 肝 実質

細 胞のretinolプ ール と動 的平衡 状態 にあ る と考 え られて い る。そ こでVA欠 乏 動 物の

肝 臓中 お よび 血 中のVAレ ベ ル を検討 した。 そ の結果 、欠乏 動物 の肝 臓 に おいて は 、わ ず

かな が らretino1が 存 在 して い る ことを認 め たが 、貯 蔵形 態 で あ るreもinylpalmitateは 認

め られな か った。 この こ とに よ り、 血中VA,RBPレ ベル が減 少 したと考 え られ る。

第2節 甲状腺機能低下条件下におけるVAの 臓器内分布および肝臓への取 り込み

と分泌

第1章 で述べ たように甲状腺機能は、VAの 肝臓への取 り込み、分泌 または標的器官へ

のVAの 受け渡 しに関与 していることが推測 される。そこで低ヨー ド食でラッ トを飼育 し

甲状腺機能低下状態としてVAの 動態を検討 した。

(1)甲 状腺機能低下条件下 におけるVAの 臓器分布 と標的臓器(と くに精巣)の 機

能的形態的変化

離乳直後の 晒star系 雄 ラッ トをヨード欠乏 およびヨー ド欠乏にさらに抗甲状腺剤

(propylもhlouraci1;PTU)を 投与す る条件下で飼 育 し、それ らの動物の血中T4レ ベ

ルの変動 とVAの 動態な らびに精巣組織の変化 について検討 した。(VAの 標的臓器 とし

て精巣 を選んだ理 由は、眼と並んでその発育と機能発現にVA依 存性が高 く、VA欠 乏症

では精細管数の減少、精上皮の変性 、精子形成の停止、副生殖腺の萎縮および性ホルモン

産生低下を起 こすことが知 られているか らである。)そ の結果、ヨー ド欠乏 および ヨード

欠乏+PTU群 は対照に比べて血中VAお よびRBPレ ベルには差が見 られなかった。 し

か し、VAの 標的臓器である精巣中のVAレ ベルはT4レ ベルが低下するに従 っ,て上昇 し
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RBPを 異化す る臓器である腎臓では逆に低下 し距。一方・精巣・精嚢腺および腎臓重量

は、ヨ ード欠乏群、ヨー ド欠乏+PTU群 で減少 し・精巣の組織所見では・間質が萎縮 し

精細管の直径が小さくな り精子形成能 も低下す ることが認め られた(臼g.3)。 以上のこ

とから甲状腺機能低下状態の動物では、VAの 標的細胞内の利用低下 をきたしていること

が示唆された。そのことが標的器官のVAレ ベル を高 くしているものと考えられる。血中

T4レ ベルと標的臓器のVAレ ベル との問には逆相関があ り、腎臓の場合は正の相関がみ

られだ(Fig.4)。

なお、血中の甲状腺ホルモンの中ではT3に は群間に差 は認め られなかったが、T4に

は大 きな差が認められた。

(2)甲 状腺機能低下条件下 における3H-retinolの 肝臓への取 り込み と血中代謝速

度

(1)で 、低T4状 態では組織におけ るVAの 利用速度の低下が示唆されたが、利用さ

れるVA量 を正確に把握す るためには、アイソ トープの使用が適当と考えられる。そこで

甲状腺機能低下条件における肝臓へのVAの 取 り込み、および標的器官へのVAの 分泌を

検討する目的で、低ヨード食で飼育 した動物に3H-retinolを 経口投与 し24時 間後の

radioactivityを 計測 した。その結果、肝臓中の3髄 一retinol量 は低ヨー ド食群で有意 に

低 く、血中、腎臓、精巣も低値 を示 した(Table2)。 このことか らVAの 肝臓への取 り込

みの低下が考え らた。 しか しなが ら、経 口投与では小腸を経由す るため、甲状腺機能低下

による腸管吸収の低下が関与 している可能性 も考え られるので、同様の実験を血管内投与

で行 った。 しか し、経口投与と同様の結果が得 られた。次に、投与後の3樋一retinolの 経時

的変化を検討 した(Fig.5)。 他の臓器 と比較 して肝臓への分布が圧倒的に高 いという事

実 とVAの 代謝、吸収の経路か ら考 えて、投与 し彪3H-retinolは 一旦肝臓 に取 り込 まれ

たのちRBPと ともに分泌され るが、そのRBPの 分泌量は低 ヨード食群で有意に低いこ

とが推定 され彪。 このことは、先の肝臓以外の臓器中のVAレ ベルが変動 したことと深

く関連 していると思われ拒。

(3)甲 状腺機能低下条件下におけ るRBPの 代謝

肝臓から分泌されたRBPの 代謝速度が低 ヨー ド食群でどの ように変化 しているかを検

討 した。精製 ラッ トRBPをIactoperoxydase法 によ り1251で ラベル して1251-R

BPを 作製 した。3髄 一rethol投 与実験 と同様の方法で動物 に投与 して経時的に採血 し、

RBPの 代謝速度を検討 した。その結果、血中、腎臓、精巣 とも低ヨー ド食群では有意に

高値 を示 し、代謝速度 が遅 いことが示唆され滝(Table3)。 血中1251-RBPの 経時的

変化では、対照群と比ぺて常に高値を示 した(Fig.6)5す なわち、臓器への取 り込みの活

性が低 く、腎臓での代謝も低 いことが推測された。一方、RBPの 代謝は甲状腺機能が低

下すると対照群 ここ比べて遅 くな り、それが標的器官で高値を示す結果 になると考 えられ る。

この ことは(1)に おける精巣、腎臓 におけるVAレ ベルを裏づけ るものと思 われ る。
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ま と め

VA動 態 を正確に把握する意味で、その結合蛋 白で あるRBPの 免疫定量 を目的と して、

ラッ トRBPをBlueSepharoseCL-6Bを 用いて単離精製 し、従来困難 とされて いたラッ

トRBPの 精製 を容易 とし彪。

VA欠 乏動物 のVA動 態の観察によ りVA投 与回復 に対す る血中VAレ ベルのresponse

はshorttemの 反応であり、一方T4レ ベルに対する影響 は10ngtemの 反応であること

がわかった。 また、再び欠乏に戻すと、VA,RBP,T4と も明らかに低下することか

ら肝臓か らのVA分 泌には、 この三者がそれぞれ異なるプロセスで、関係 していることが

示唆された。

甲状腺機能低下状態の動物では、VAの 肝臓への取 り込み量 が低下 し、肝臓か らのRB

Pに 結合 したVAの 分泌も低下することが示唆されだ。一方、RBPの 腎臓におけ る代謝

速度も低下することが明 らかとなっ距。VAの 代謝の特徴 として伊東細胞などの特異的貯

蔵組織のあることがあげ られ るが、この貯蔵組綾への取 り込み、および肝臓からのRBP

-VA複 合体の分泌に甲状腺機能が関与 して いることが考 えられる。

第3:章

一Insituに おけるVAの 動態に関する実験学 的検討 一

第2章 の実験ではVAの 肝臓への取 り込み および分泌の機序を解明するだめにVA欠 乏

動物、甲状腺機能低下動物を作出 した。生体 を供試する場合 は、関与す る要因が多 く代謝

された物質が更に代謝され ることもあって、条件が複雑 になる。VAの 取 り込み、貯蔵、

RBPやPAな どの結合蛋 白の合成、分泌な どVA代 謝の重要な部分は肝臓で行われてお

り、肝臓 におけるVA代 謝を調べる場合は肝還流法が最 も適当な系であると考え られ る。

これは肝臓を生体 とほぼ同 じ条件下 に保 って還流液を遣流する方法で、肝臓は少な くとも

2～3時 間は活動状態にあるので、生体におけるVA代 謝の究明ができる。

肝臓還流装置は大別 して摘出肝臓の還流を行 う 門iller型 装置 と、insi加 還流を目的

とする 門orti襯ore型(Fig.7)が あるが、本研究では肝臓綿胞 に与える損傷が極めてわず

かで還流肝の調製が容易である 岡orti㈹re型 装置を自作 した。遺流液 には種 々のホルモ

ン(特 にT4)や ビタミン(VA)な どの混入を防 ぐ彪めここ本研究では血液は用いず人工

血液 として開発中のFC-43Eロulsionを 使用 し彪。
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第1節VA欠 乏状態におけるVAの 肝臓への取 り込みと分泌

invivoの 動 物実験 にお いてVA(retiWlpal■itate)を 投 与 す る と血 中RBP,V

Aレ ベ ルが速 やか に上昇 し彪が 、機 構の 詳縞 につ いて は不 明な 点が 多 く残 され て い る。そ

こで第1章 と:同様の 方法 でVA欠 乏動 物 を作 出 し、そ の肝臓 を実 験 に供 した。 また還流 液

中 のVAは 微 量 で あ り、さ らにretinolとretinylpal威tateの 分 別定量 が必 要 で あ っ

だの で、VAの 定量 に は、HPLCを 用 い るこ とに した。 カ ラム はNucleocilC18を 使

用 し距。

還 流液50副 中 にretiWlpa1鵬it銚eを 投 与 して501U1d1の 濃度 に してお き、VA欠

乏動 物 の肝臓 と正常動 物 の肝臓 と を比 較 した。

retinylpa1旧itateの 取 り込 み に 闘 して は、VA欠 乏 肝、 正常 肝 と も速や か に(20分

以 内)取 り込 まれ る ことが明 らか とな った(Flg.8)。

肝 臓 か らのretinol分 泌 に関 して は、retinylpa1慶itateを 還流 開 始 時 に還 流 液 に添 加

しなか った正 常 肝 にお いて は、 ほ とん どretinolが 分 泌 され なか っだの に対 しretinyl

pal劇itateを 添 加 し距正 常肝 、VA欠 乏 肝 に おい て は、retlnolが 速 や か に分泌 され る こ

とが明 らか とな った(Fig.9)。 ま拒 、 この 正常 肝 とVA欠 乏 肝 との分 泌速 度 の違 いは、 肝

貯蔵VAレ ベ ル の違 い ここ起 因 す る と考 え られ る(Table4)。

retinylpa1圏itateを 添 加 し礎 正常 肝 の80-120分 のretinolレ ベ ル は約1201U/

dlで あ り、 それ 以上 は分泌 され なか っ た。 この値 は正常 ラ ッ トの 血 中VAレ ベ ル に相 当 し、

また添 加 したretinylpal顧tate量 よ りも多 くretlno1が 分 泌 され た こ とか ら、retinyl

pal胴itateは 肝臓 に対 して何 らか の機作 で シグナ ル を与 え、RBPに 結合 したretino1を 分

泌 させ 、 ラ ッ ト血中 の正常 慎 と同 レベ ル まで 引 き上 げ る ことが考 え られ る。生 体 内 で は、

血 中VAレ ベ ル は一定 で あ り恒 常 性 を保 って い るが 、血 中VAが シ グナ ル とな って 肝臓 が

VA分 泌量 を調 節 して い るこ とが考 え られ 、血 中VAレ ベル が一 定 に な るよ う制 御 されて

いる こ とが示 唆 され 滝。

ま 距、還流 液 中のVAの 形態 を確認 す る拒め 、SephadexG-100を 用 いて還 流 液 のゲ ル

ろ遍 を行 っ炬(Flg.10)。 分子 量 および免 疫 学的 検討 か ら、 還流 液中 のVAはRBP-V

Aの 形 を と ってお り、還 流液 中 にPAの 存在 量 が少 な いため 、RBP-VA-PAと い う

形 を と らな い こ とが 明 らか とな っ た。肝 臓 か らのVAの 分泌 機構 と しては、RBPは 独 立

して肝臓 で合 成 、分泌 され だPAと 血 管 内で 結合 す るとい う仮説 が 出 され てい るが 、本 実

験の 結果 はこれ をinsi加 系 で実 証 したこ とに な る。正常 、VA欠 乏 の いず れ の還流 液 に

お いて も大部 分 がRBP-VAで あ るとい う結 果 が得 られ 拒。

第2節 肝臓のVA分 泌に及ほす甲状腺ホルモンの影響およびその他の因子

甲状腺機能低下状態の動物では、肝臓へのVAの 取 り込み と分泌が低下す ることを第2
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章で明 らかにした。その原因 として末梢 における利用の低下によ り二次的に肝臓へのVA

への取 り込み、分泌が低下 したと考 えたが、T4が 肝臓へ特異的に作用 しVAの 肝臓内で

の代謝 を調節 している可能性も考 えられる。そこで肝臓のVA分 泌に及ぼす甲状腺ホルモ

ンの影響につ いて肝臓還流法を用 いて検討 し彪。 ま炬本章第1節 よりretinylpalmi捻te

は肝臓か らのretino1の 分泌を刺激 し促進す ることが明 らかとなったが、retinyl

pal旧itate以 外のVA分 泌促進因子に関 しても併せて検討 した。

(1)肝 臓のVA分 泌におよぼす甲状腺ホルモ ンの影響

正常動物 およびVA欠 乏動物 の肝臓を用いて還流実験を行 っ拒。T4を 生体 の値に相 当

す るように調整 し拒還流液を与えた群 と、T4無 添加の還流液を与えた群に分け、第1節

と同様の方法で肝臓のVA代 謝における甲状腺機能の関与について検討 した。

retinylpalmitateの 肝臓への取 り込みおよびretinolの 分泌 に関 して、正常肝、VA

欠乏肝ともT4の 影響 は見 られなか った(Fig.ll,Fig.12)。 この結果か ら、甲状腺ホルモン

はVAの 肝臓への取 り込みおよび分泌に対 して直接的には関与 していないことが明 らか と

な った。lnvivoで 観察 されだ甲状腺機能低下条件におけるVAの 取 り込みおよび分泌の

低下は、甲状腺機能低下 によって末梢のVA利 用が緩慢 とな り、このことによってフ ィー

ドバ ックコン トロールを受けだ結果、すなわち二次的な作用 により発現 しだものと考えら

れ る。

(2)肝 臓のVA分 泌に関与するその他の因子

アルコールの長期投与によって慢性アルコール中毒を起 こしだラッ トでは、肝臓中のV

Aが 正常動物 と比べ半減す ることが知 られている。そこでエタノールが肝臓か らのVA分

泌 に対 して影響があるのではな いかと考 え、還流60分 後にエタノールを還流液中4%と

なるように投与 した。その結果、エタノールには肝臓中からVA分 泌 を促進する作用のあ

ることが明 らかとなった(Fig.13)。 この結果は、invivoで の現象を説明す るのに重要な

知見であると考 える。

以上の結果か ら、還流液中にrethylpalmitate(VA)ま たはエタノール が含 まれな

い場合は、たとえ肝臓中の貯蔵VAが 正常 レベルでも、その分泌 は抑制されることが示さ

れた。 したが ってVAお よびエタノールは肝臓のVA分 泌を促す因子 として働 き、 これに

よって還流液中のVA(RBP-VA)の レベルを生体の レベルにまで引き上げることが

示唆された。

ま と め

肝 臓 はVA代 謝 の重要 な場 で あ る。 そ こで、 肝臓 にお け るVA代 謝 を検 討す るた めに肝

還 流 法 を用 い た。 まず 、VA欠 乏 肝 お よび 正常 肝に お けるretinylpal剛itateの 肝 臓 への
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取 り込 み につ いて検 討 し彪結 果 、両群 とも速 や か に取 り込 まれ る ことが 明 らか とな った。

肝臓 か らのretino1の 分泌 に関 して は、retiWIpal輌tateを 添加 しなか った正 常 肝 では

ほと ん どretino1が 分 泌 され なか っ だの に対 し、retinylpa1閾itateを 添 加 し距正 常 肝 、V

A欠 乏 肝 では、retinolが 速 や か に分 泌 さ れ だ。

また還流 液中 のretino1の 形 態 がRBP-VAで あ った ことか ら、RBPは 独 立 して肝

臓 で合 成、分 泌 され たPAと 血 管 内 で速や か に結合 す ると いう こ とが 明 らか とな っ た。

つ ぎに、肝 臓 のVA分 泌 に及 ぼ す 甲状腺 ホル モンの 影響 に つ いて検討 したが 、 甲状腺 ホ

ルモ ン は直接 的 に は、関与 して いな い ことが 明 らか とな った。 そ の他 の因 子 と してエ タノ

ール に着 目 し検討 した とこ ろ、分 泌 を促進 す る能 力 の あ ることが 明 らか とな った 。

VAや エ タ ノール が還流 液 中 に存在 しな け れば正 常 肝 ではVA分 泌 が抑制 され て い る状

態 にあ り、 これ らの 因子 は、肝 臓 のVA分 泌 の蓋 を何 らかの機 作 で あけ る働 きを して い る

と考 え られ る。以 上 の結 果 は 、VA欠 乏 動 物 の回復 実 験 にお いてVA,RBPの 血 中 レベ

ル が速 や か なresponseを 示 す こ とを説 明す る材 料 とな る。

要 条勺

Uistar系 雄 ラ ッ トを用 い 、VAの 体 内 動態 を検 討 した結 果 、以 下 の知見 が得 られ だ。

①VA欠 乏 におけるPAとT4と が結合 した複合体の減少は、甲状腺機能の低下によ り

血中TBGの 割合が増加 したことに起因すると考 えられ、まだ甲状腺機能の条件がVA

の代謝を異常 にすることが実験的に示 され、甲状腺機能がVAの 代謝 に大 きくかかわっ

ていることが確認 された。

②VAの 動態 を正確に把握す るために、RBPの 免疫定量 を目的 としてRBPの 単離精

製 およびその抗血清の調製 について検討 した結果、BlueSepharoseCL-6Bを 使用す るこ

とにより従来困難 とされていたラッ トRBPの 精製を容易 としだ。

◎VA欠 乏動 物 己ζお け るVA投 与 回復 に対 す る血 中VAレ ベル のresponseはshortter田

の反 応 で あ り、血中T4レ ベル に対 す る影響 は10ngtemの 反応 で あ る ことがわ か った。

な お、再 び 欠乏 に戻 す と血中VA,RBP,T4の 三 者 は明 らか に低下 が見 られ る こと

か ら、肝 臓 か らのVA分 泌 には それぞ れ異 な るプ ロ セ スでVA,RBPお よびT4が 関

係 して い る ことが示 唆 され 彪。

④ ① より甲状腺機能はVAの 肝臓への取 り込み、分泌、または標的器官へのVAの 受け
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渡 しに関与 していることが推測 されだ拒め、動物を甲状腺機能低下状態 にしてVAの 動

態 を検討 しだ。その結果 、標的器官におけるVA利 用の低下が明 らか となった。 また肝

臓ではVAの 取 り込みが低下 し、RBP-VAの 分泌 も低下すると考え られた。

⑤ 肝 臓 に お け るVAの 代謝 を調 ぺ る場 合 、肝 還流 法が 最 も適 当で あ る と考 え凹orti創ore

型還 流 装置 を 自作 し、insi加 で の肝 臓のVAの 取 り込 み、分 泌調 節 につ いて検 討 しだ。

その 結 果 、retinylpal嗣itateの 還 流液 へ の添 加 に よ り還 流液 中 のretino1量 を正 常 ラ ッ

トの 血 中 レベ ル まで引 き上げ るこ とが示 され だ 。 これ に よって血 中VAレ ベル が 肝臓 か

らのVAの 分 泌 を制御 し、血 中VAレ ベル の 恒常 性 を保 つ因 子 と して働 いて い る こ とが

示 唆 され た。

⑥ 還 流 液 中 に分泌 され るretino1の 形 態 がRBP-VAで あ っだ ことか ら、RBPは 肝

臓 か らRBP-VAの か だ ちで放 出 され だの ち 、PAと 血管 内 で複合 体 をつ くる こ とが

実証 され だ。

⑦ 還流実験 により、甲状腺ホルモンは直接的 に肝臓のVA代 謝に関与 しているのではな

く、末梢組織におけるVA代 謝の低下による二次的なものであることが推測 される。

⑧VAは 肝臓のVAの 分泌を何 らかの機作で促進 していることがわかった。なお、エタ

ノール にもその ような作用のあることを見出 し距。

上記 の 内容 をFig.14に まとめ て示 しだ。
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Table2. Effectsoflowiodineon3H-vitarinAlevelsinplas.a,kidney,testis

andliverat24hoursafteradministrationdirectlyintothestomach

Control LID

Plasma

c卿'晒lx10-3

Kidney

cp./gx10_3

Test丘s

c閃!8xlO-3

Liver

cpa/gx10_3

27.61ｱ4.16

136.33ｱ55.41

37.61ｱ6.55

784.53ｱ195.12

22.90ｱ4.05*

102.33ｱ27.11

35.31一1一6.72

583.27士195.97累

AllvalueslistedareSeanｱS.E.M.for10rats.
竃Pく0

●05co周pareduithcontrol。

Table3. Effectsoflowiodineon12511abeledRBPlevelsinplasma,kidney

andtestisa土29hoursafterad田inistration

Groups Plasma

cP■!●匿x10-3 躍 輪革 3
s
『

.1

1

t

x餓
T

c

Control

LID

98.6t13.7

226.0ｱ20.1'

22.9ｱ4.0

92.6圭11。7竃

10.5ｱ1.9

19.5ｱ2.8*

AllvalueslistedarereanｱS.E.M.for5rats.
xp<0 .001co.paredwithcontrol.
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58.9

12.89
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審 査 結 果 の 要 旨

ビタ ミンA(VA)は その 特 異 的 キ ャ リアた ん ぱ くで あ るretinol-bindingprotein(RBP)

に結 合 して 血 中 を転 送 され 標 的器 官 に 運 ば れ る。 しか る に血 中で は,RBPの 一 部 は 甲状 腺 ホ ル モ

ンの 結 合 た ん ぱ くの一 つ と して 知 られ るthyroxine-bindingprealbumin(PA)と1二1の モ ル

比 で 結 合 しRBP-PA複 合体 と して存 在 してい る。この こと は,甲 状 腺 機 能 がVA代 謝 と荷 らか の

か か わ りの あ ることを 示 唆 して いる。 この こ とに着 目 して す で に大 庭 らは,VA欠 乏 時 に お け る 甲

状 腺 機 能 の 低 下,血 中thyroxine(T4)レ ベ ル の 低 下 な どを 報 告 して い る。

著 者 は,ま ず 第1章 で こ の点 を再 確 認 す るた め の 実 験 的 な 検 討 を 行 い,明 らか に 甲状 腺 機 能 と

VA代 謝 が 相 互 にか か わ って い る こ とを示 した。 次 に,第2章 にお い て はVAの 生 体 内 動 態 を把

握 す るた め,ラ ッ ト血 清 か らRBPを 精製 す る とい う困 難 な 障 害 を 克 服 して その 抗 血 清 を作 製 し

RBPの 免 疫 定 量 法 を 確 立 した。 これ を用 い てVA欠 乏 ラッ トの 血 中VAお よ びRBPの 生 体 内動

態 を 追 跡 した 。 す な わ ちVA欠 乏 か らVA投 与 に よ る回 復 の 過 程 を 観 察 す る と,VAレ ベ ル の

responseは きわ めて 早 い の に比 べT4レ ベ ル の そ れ は 遅 い こ とが わ か った 。 また 更 に欠 乏 に戻

す と,VA,RB=P,:T、 と も明 らか に 低 下 す る こ とが わ か っ た。 欠乏 に戻 す とVA,RBP,T、 と

も萌 らか に 低 下 す る こ とか ら肝 臓 か らのVA分 泌 に は この 三 者 が そ れ ぞ れ 異 な る プ ロセ スで 関 係

していることが示唆された。

さて,第3章 において著者は肝臓を中心とす るVAの 代謝を検討するためMortimore型 還流

装置を自作 し,insituに おけるVAの 動態について検討 した。その結果VA欠 乏肝 および正常

肝のいずれもがretinylpalmitateを 速やかにとり込むとともに,こ のretinylpalmitateの 還流

液への添加が,肝 臓からRBP-VAを 分泌するメカニズムの鍵になっていることが明 らかにされ

た。肝臓から分泌されるretino1の 形態がRBP-VAで ありPAと 複合体をつ くるのは肝臓か ら

分泌されたのち血管内でつくられることが実証された。また,還 流実験 により甲状腺ホルモ ンは

直接に肝臓のVA代 謝 に関与 しているのではなく,二 次的なものであることも推測された。 なお

エタノールも何 らかの機作で肝臓中か らのVA分 泌を促すことがわかった。

以上のように本研究は ビタ ミン学の分野に新たな知見を加え寄与するところ大である。よって

農学博士の学位を授与するに充分な資格があると判定 した。
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