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論 文 内 容 要 旨

ドリコールは,イ ソプ レン単位が重合 し,か っ α位の飽和 したポ リプ レノールの総称であり,

生体内で遊離アルコール,リ ン酸エステルまたは脂肪酸 エステルとして広 く分布 している。これ

らのうち,ド リコールリン酸エステルは,真 核細胞のアスパ ラギ ン結合型糖蛋白生合成の過程で

糖一脂質中間体を形成 し,糖 の担体 として重要な役割を果た している。 ドリコールおよび ドリ

コール りン酸エステルの生合成や糖鎖生合成の機構に関する研究 は,現 在までに精力的に行われ

てきている。 しかしながら,こ れ ら化合物の疾患あるいは病態モデルにおける消長にっいては,

その微量分析の困難さから報告の数 は少ない。このため ドリコールおよび ドリコールリン酸エス

テルの生理学的意義を究明するうえに,信 頼度の高い微量分析法が必要とされている。

ドリコールの分析法 としては,UV検 出一HPLC法(HPLC/UV)が すでに報告 されてい

るが,こ れらの方法は,適 切な内部標準物質に欠けるため分析精度が低 いばか りか,血 漿中濃度

の測定にも感度が不十分である。一方,ド リコールリン酸エステルの分析法に関 しては,臓 器中

濃度をその鎖長の組成比を含めて測定する方法は,現 在までに報告されていない。

以上のような観点か ら,ド リコールと ドリコール リン酸エステルの微量分析法の開発に着手

した。

まず,臓 器中 ドリコール濃度を測定するため,新 規に合成 した2,2-didecaprenylethanolを 内部

標準物質とす るHPLC/UV法 を確立 した。っ ぎに血漿中濃度を測定するため,an七hracene-9-

carboxylicacidを 用いるプ レラベル化法で ドリコールを誘導体化す る,蛍 光検出一HPLC法

(HPLC/FL)を 開発 した。また,ド リコール リン酸 エステルの微量分析 には,リ ン酸基に

対する新規蛍光プレラベル化剤3一(9-an七hry1)一diazo-2-propeneを 合成 し,そ れを用 いHPLC/

FL法 を確立 した。

本研究では,こ れらの分析法を駆使 して,ド リコールおよび ドリコール リン酸エステルの再生

肝および化学発癌における経時的推移を考察 し,そ の生理的意義 についても考察を行 った。
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ドリコールの微量分析法の確立と生体試料中 ドリコール濃度の測定

ドリコールは,臓 器中にか なり高濃度に存在 してお り,そ の測定は従来より報告されている
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HPLC/UV法 で,検 出感度 は十 分 で あ る。 しか しなが ら,鎖 長 の異 な る ドリコール をHPLC

に よ る分 離分析 に付す とき,適 切な内部標準物質 の選択 が難 しく,そ のため分析法 の精度不足 が

問題 とされて きた。そ こで,内 部標準 物質 と して,2,2-didecaprenylethanolを 合 成 した。本化

合物 を ドリコール とと もにHPI.C分 析 に付 した ところ良 好な分 離が見 られ,内 部標 準物 質 と し

て適 切 であ るこ とが確 認 された。 この内部標準 物質を使用 した ドリコールのHPLC/UV法 は,

臓 器 中 ドリコール濃度 を測定す るのに十分 な感度 であ り,そ の検 出感 度 は100ng/tube(S/N-

10)で あ った。 また検量 線 も200-2000ngの 範 囲で良好 な直線 性 を示 した。 そ こで,本HPLC/

UV法 を用 い,ラ ッ トの臓器 中 ドリコール濃度 をその鎖長 の組 成比 も含 めて測定 した。

っ ぎに血漿 中 ドリコール濃度 の測定法 を検討 した。血漿中に ドリコールは極微量 に しか存 在 し

てお らず,こ の ため前述 のHPLC/UV法 よ り少 な くとも10倍 以 上高 感度 な分 析法 め開発 が必

要 で あ った。 そ こで ドリコール をanthracene-9-carboxylica℃idで 蛍 光 誘導 体化 す るHPLC/

FL法 を検討 した。 ドリコール は,an七hracener9-carboxylicacidと,七riphenylphosphinお よ び

az。dicarboxyhcaciddiethyles七erの 存 在下瞬時に反応 し,強 い蛍光 を示 す ことが確認 され た。

この誘導体 化反応 を利 用 した ドリコー ル のHPLC/FL法 の 検 出感 度 は,2ng/ml(S/N=5)

とHPLC/UV法 に比 して50倍 高感度 であ り,血 漿 中濃度 を測定す るのに十分 であった。

っ ぎに本 法を用 いて ヒ トの血漿 中 ドリコール濃度 を測定 した。健常人25歳 か ら60歳 の血漿中濃

度 は,加 齢 とともに低下 してお り,こ の関係 は相 関係数r=0.648,1%の 危 険率で有意 であ った。

ドリコール リン酸 エステルの微量分 析法の確 立と生体試料中 ドリコール リン酸エ ステル濃度 の

測定

ドリコール リン酸 エステルの分析法 は,そ れを脱 リン酸化 して ドリコール に変えHPLC/UV

法 で測定す る方法が従来 より行 われて いる。 しか しなが ら,臓 器 中 ドリコール リン酸 エステルは,

ド リゴールに比 して低濃度で あるため,こ の方法で は多量 の試料 を必要 と し,ま た分析精度 の点

で も問題 が ある。そ こで,臓 器中 ドリコール リン酸 エステル濃度 を精度 よ く,か っ少量 の試料 で

測定 で きるHPLC/FL法 を 検討 した。

まず ドリコール リン酸 エステル の リン酸基 に対す る蛍光 プ レラベル化剤3一(9-anthry1)一diazo-

2-propeneを 新 規 に合 成 した。 この試薬 を用 いて ドリコール リン酸 エステルの誘導体化 を検討 し

た ところ,リ ン酸基 に2個 のan七hroyl基 が導入 され,そ の蛍光強度 は,か え って弱 ま ることが判

明 した。そ こで,ド リコール リン酸 エステルのmonoanthroy1誘 導 体化 の条件 を検討 した。まず ド

リコール リン酸 エステルを ジア ゾメ タ ンで ジメチ ル体 と し,こ れ を≠θ7'一butylamineと70。 で10

時 間 加温 す ると,選 択的脱 メチル化 が進行 して ドリコール リン酸 エステルのモ ノメチル体が定量

的 に生成 した。ついで このモ ノメチ ル体 に,蛍 光 プ レラベル化剤3一(9-an七hry1)一diazo-2-propene

を反 応 させ ると,定 量的 に目的 とす る蛍光誘導体が生成 す ることが確認 された。
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この反応 を用 いた ドリコール リン酸エステルのHPLC/FL法 は,検 出感度20ng/tube(S/N

=5)と ,臓 器申濃度を測定するのに十分であった。検量線 も50-1000ng6)範 囲で良好な直線性

を示 し,精 度 も満足できるものであった。そこで本法を用いてラット臓器中 ドリコール リン酸エ

ステル濃度を,そ の鎖長の組成比も含めて測定 した。

ラッ ト再生肝モデルにおける ドリコールおよび ドリコール リン酸エステルの経時的推移

肝臓は他の臓器 と異なりきわめて旺盛な再生能力を持っ臓器である。このため ラットの再生肝

モデルは,短 期間に細胞の増殖機構および種々の生理的機能獲得を調べる系 として,し ばしば試

験に供せ られる。本研究では,こ のラット再生肝モデルにおける ドリコールおよび ドリコールリ

ン酸エステル濃度の経時的推移 を追跡 し,再 生肝におけるこれ らの生理的意義にっいて考察を加

えた。

再生肝モデルは,エ ーテル麻酔下肝臓を70%切 除 して以後20日 間観察 した。「肝臓 の再生は初め

の5日 間に速やかに行われ,11日 目には約90%が 再生 した。再生肝中 ドリコール濃度は,肝 臓部

分切除後3日 目までに減少 し,こ の後増加 して11日 目には最大値を示 した。この時,コ ントロー

ルとしたShamopera七ion群 では有意な変動が見 られなかったことより,ド リコールの経時的変

動は肝臓の再生に基づ くものであることが確認 された。一方,再 生肝中 ドリコール リン酸エステ

ル濃度は,肝 臓部分切除後1日 目に有意に低値を示 したのち,5日 目まで急激に増大することが

判明 した。この時も,コ ントロール群 には大 きな変動 は見 られなかった。また,ド リコール,ユ

ビキノ ン,お よびコレステロールの生合成 を調節する酵素HMGCoAreductaseの 活性 は,肝

臓部分切除後1日 目から上昇 し,5日 目まで有意に高値を示 した。この酵素活性の経時的推移は,

再生肝中コレステロール濃度のそれと極 めて良い一致を示 した。

以上のことより,再 生肝においては,ま ず細胞増殖に必須なコレステロールの生合成が上昇 し,

ついで ドリコール リン酸エステル,そ して ドリコールの生合成が上昇するものと考え られた。

ラッ ト化学発癌における肝臓中 ドリコールおよび ドリコールリン酸エステルの経時的推移

癌と ドリコールおよび ドリコール リン酸エステルの関係にっいては,種 々の癌細胞を用いた伽

〃〃6の 実験でその量的な変化が報告 ざれている。しかしながら,勿"勿oに おいて,癌 形成 に至

るまでの ドリコールおよび ドリコール リン酸エステルの経時的推移に関する報告はいまだ見 られ

ない。

本研究では,ラ ットの再生肝を利用 した化学発癌モデルを設定 し,前 癌病変(hyperplastic

nodules)の 発現に至 るまでの,肝 臓中 ドリコールおよび ドリコールリン酸エステルの経時的推i

移にっいて観察 した。化学発癌モデルとしては,イ ニシエーター単独,プ ロモーター単独および

イニシエーターとプロモーター両者投与の3群 を設定 した。またコントロール群 は肝臓部分切

除のみを実施 した。このモデルにおけるhyperplas七icnodulesの 発現率 は,イ ニ シエーターとプ
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ロモーター両者投与の群のみが極めて高 く,イ ニシエーター単独投与群では,か なり低いものの

若干 その形成が確認された。一方,プ ロモーター単独投与群 とコントロール群ではh抽erplastic

nodulesの 発現は全 く観察されなかった。肝臓中 ドリコール濃度 は,イ ニシエーター投与の2群

において,コ ントロール群およびプロモーター単独投与群 と比 して約i.5倍 高値を示 したが,そ

の経時的推移 はすべての群において差が見 られなかった。一方,肝 臓中 ドリコール リン酸エステ

ル濃度 は,イ ニシエーターとプロモーター両者投与の群のみが,他 の群 と異なった経時的推移を

とり,か つその鎖長の組成にも変化が見 られた。

これらの結果から,ラ ットの化学発癌モデルにおいて肝臓中 ドリコール量の増加が,化 学発癌

におけるイニシエーションの過程 となん らかの関係があり,ま た肝臓中 ドリコールリン酸エステ

ルの経時的推移の違いとその鎖長組成の変化が,癌 化における異常な糖鎖生合成と大きく関わ っ

ている可能性が示唆された。
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審 査 結 果 の 要 旨

本論文は,ド リコールおよび ドリコール リ.ン酸エステルの信頼度の高い微量分析法を開発 し,

これら分析法を駆使 して,ド リコールおよび ドリコール リン酸エステルの再生肝および化学発癌

における動態を明らかにすると共に,そ の生理的意義にっいて考察を行 つたものである。

ドリコールの分析 には,内 部標準物質を用いるHPLC/UV法 並 びにanthroy1誘 導体 とす る

プ レカラムHPLC/FL法 を開発 した。HPLC/UV法 の検 出感度 は,100ng/七ubeで あり,臓

器中 ドリコール濃度をその鎖長の組成比をも含めて測定するのに十分であった。また,HPLC/

FL法 の検出感度 は2ng/m1と,HPLC/UV法 に比 して50倍 高感度であ り,血 漿中 ドリコール

濃度を測定す ることができた。本HPLC/FL法 を用 いて,ヒ ト血漿中 ドリコール濃度 の加齢

に伴 う推移を追跡 したところ,血 漿中濃度 は加齢 と共に低下することが判明 した。

ドリコールリン酸エステルの分析には,新 規蛍光プレラベル化剤でmonoanthroy1誘 導体とする

HPLC/FL法 を開発 した。その検出感度は20ng/tubeで あり,臓 器中 ドリコール リン酸 エステ

ル濃度を,そ の鎖長の組成比をも含めて測定するのに十分であった。本法を用いてラッ ト臓器中

の ドリコールリン酸エステル濃度を測定 したところ,一 部臓器で ドリコールと ドリコール リン酸

エステルの鎖長の組成比が異なるという事実が判明 した。

っぎに,ラ ット再生肝モデルにおける ドリコールおよび ドリコール リン酸エステル濃度の経時

的推移を追跡 した。再生肝中 ドリコール濃度 は,肝 臓部分切除後3日 目までに減少 し,そ の後増

加 して11日 目には最大値を示 した。一方 ドリコールリン酸エステル濃度 は,肝 臓部分切除後1日

目に有意に低値を示 した後,5日 目まで急激 に増大 した。 これ らの結果 より,再 生肝においては

まず細胞増殖 に必須なコレステロールが増量 し,つ いで ドリコール リン酸 エステル,そ して ドリ

コールの生合成が上昇するものと考えられた。

さらに,ラ ット再生肝を利用 した化学発癌モデルを設定 し,前 癌病変の発現 に至るまでの,肝

臓中 ドリコールおよび ドリコール リン酸エステルの経時的変化にっいて観察 した。その結果,肝

臓中 ドリコール量の増加が化学発癌におけるイニシエーションの過程 となんらかの関係があり,

また臓器中 ドリコール リン酸エステルの経時的推移 と鎖長の組成の変化が,癌 化 における異常な

糖鎖生合成 と大 きく関わっている可能性が示唆された。

以上,本 研究 は ドリコール類の優れた微量分析法を開発 し,そ れによって従来不明の点が多

かった再生肝におけるその動態を明 らかにしたものであり,学 位論文 として十分価値ある内容と

認める。
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