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論 文 内 容 要 旨

生体内に取 り込 まれた脂溶性の薬物や毒物は,体 外への排泄が容易になるように"極 性化"へ

と向かう生体内変換を受ける。この極性化反応の最初の段階において中心的な役割を果たしてい

るのは肝小胞体に存在す るmixed-func七ionoxidase(MFO)に よる酸化反応である。 しかし,

この薬物酸化反応は,必 ず しも"解 毒化"を 意味 しておらず,と きとして薬物をよ り生理活性

の強い形 に変換す ることもある。有機 リン系の化合物の中で,リ ン酸部分に硫黄原子を含むチ

オ リン酸 エステル類 は,様 々な異性体のわずかな化学構造の差により,生 理作用や毒性が大 き

く異なるが,こ れら化合物の生理作用 もMFOと 密接 な関係がある。例えば,有 機 リン系農薬

para七hion(P=S)は,MFOに よ りP=S構 造 の酸化 的脱硫黄化 を受け,コ リンエステラー

ゼ阻害作用の強いparaoxon(P=O)と な るが,そ の過程で放出された活性型 の硫黄原子 は,

MFOの 中心的酵素cytochromeP-450を 破壊 し,薬 物代謝酵素活性を低下させることが知 られ

ている。同様 の作用 は,二 硫化炭素,thioacetamide等 のthiono-sulfur化 合物 にっいて も知

られているが,い ずれの場合も,他 のより強い生理作用の副作用 として薬物代謝酵素阻害作用が

発現するにす ぎない。

本研究の第一の目的は,低 毒性でかっ薬物代謝酵素阻害作用の強いチオ リン酸 エステルを検索

し,そ の構造活性相関を明らかにすることであった。また,そ れらの化合物が薬物代謝酵素系や

他の薬物 の薬効,毒 性に及ぼす影響を検討する過程でチオリン酸エステルと薬物代謝酵素系との

新たな関係が明 らかにされた。

1.チ オ リン酸アルキルエステルの薬物代謝酵素阻害作用

P=S型 有機 リン系農薬の化学構造か ら電子吸引性の脱離基 を取 り除 くか,あ るいはアルキル

基で置換することにより化合物の低毒性化が期待できる。そこで,以 下に示す4種 のチオリン酸

アルキルエステルのn-alkyl同族体をそれぞれ合成 し,肝 ミクロソームの薬物代謝酵素活性 に対

する作用をinvitro,invivoに おいて検討 した。
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各 化 合 物 をNADPHの 存 在 下,肝 ミク ロ ソ ー ム と共 に イ ンキ ュベ ー ト した と こ ろ,1型 及 び

H型 の トリア ル キ ル エ ス テ ル類 に明 らか なcア七〇chromeP-450低 下 作 用 が 認 め られ,作 用 の強 さ
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は,(1)ethyl>propyl>methyl>butyl及 び(H)ethyl>propyl>butyl>methylの

順 で あ った。

1型,II型 化 合 物 を ラ ッ ト腹 腔 内 に投 与 して肝 薬 物 代 謝 酵 素 系 の変 動 を調 べ た と こ ろ ,い ず れ

の 同 族 体 に もcytochromeP-450及 び薬 物 代 謝 酵 素 活 性 の 低 下 作 用 が 認 め られ た 。 作 用 の 強 さ

は,1型,II型 共 にe七hyl≧methyl>propyl>butylの 順 で あ っ た が ア ミノ ピ リ ン及 び ア ニ

リ ンに対 す る代 謝 活 性 の低 下 パ タ ー ンは,1型,1型 に よ って明 らか な差 が 認 め られ,阻 害 され

るcytochromeP-450分 子 種 が異 な る こ とが示 唆 さ れ た 。 ま た,1型 化 合 物 の 投 与 に よ って は

NADPH-cytochromecreductase活 性 の 上 昇 が認 め られ,H型 化 合 物 の 投 与 で は出 血 傾 向 を

伴 う強 い毒 性 症 状 が認 め られ た。

一 方
,皿 型,Iv型 の ジア ル キ ル エ ス テ ルに は,invivoに お い て も薬 物 代 謝 酵 素 阻 害 作 用 は認

め られ なか っ た 。

1型,H型 化 合 物 の薬 物 代 謝 酵 素 阻 害 作 用 は,薬 物 代 謝 酵 素 誘 導 剤phenobarbital(PB)の

前 投 与 に よ っ て 強 め られ,3-methy1-cholanthrene(3-MC)の 前 投 与 に よ って は弱 め られ る

こ と か ら,特 にPB誘 導 型 のcy七〇chromeP-450分 子 種 に対 す る特 異 性 が 高 い こ とが 明 らか に

な っ た 。

解 熱鎮 痛 剤 アセ トア ミノ フ ェ ンは,副 作 用 と して肝 障 害 を 引 き起 こす が,そ こに はcytochrome

P-450に よ る代 謝 活 性 化 が関 与 す る こ とが 明 らか に され て い る。1型 化 合 物 の 同 時 投 与 は,ア セ

トア ミノ フ ェ ン の肝 障 害 性 を 顕 著 に抑 制 し,そ の作 用 は,特 に1-Me及 び1-Etに 強 く認 め

られ たQ

以 上 の 結 果 よ り,1型 化 合 物 の 内 で は特 に低 級 同 族 体 で あ る1-Me及 び1-Etに は,inviv・

に お い て強 い肝 薬 物 代 謝 酵 素 阻 害 作 用 が有 り,こ れ ら化 合 物 は毒 性 も低 い こ とか ら薬 物 代 謝 酵 素

阻 害 剤 と して の有 用 性 が期 待 さ れ る 。

H.チ オ リ ン酸 ア ル キ ル エ ステ ル のNADPH-cytochromecreductase誘 導 作 用

NADPH-cytochromecreductaseは,MFOに お い て 調 節 的 な役 割 を 果 た す 酵 素 で あ る が,

1型 化 合 物 の投 与 に お い て 認 め られ た 本 酵 素 活 性 の上 昇 作 用 は,従 来 のthiono-sulfur化 合 物

に は見 られ な い新 しい生 理 作 用 で あ る。次 に,こ の作用 の機 構 に つ いて 検討 を加 え,化 学 構 造 と

の相 関性 を明 らか に した 。

1型 化 合 物 の投 与 に よ り低 下 した肝 薬 物 代 謝酵 素活 性 は,そ の後 回復 して平 常 時 を上 回 る よ う

に な る。 これ に 対 してNADPH-cy七 〇chromecreductase活 性 は,化 合 物 の投 与 後 速 や か に 上

昇 す る こ とか ら阻 害状 態 か らの 回復 に付 随 した現 象 で あ る と は考 え難 い 。

1型 化 合 物 に よ るNADPH-cy七 〇chromecreductase活 性 の 上 昇 は,蛋 白合 成 阻 害 剤cyclo-

hexim圭deの 投 与 に よ り抑制 され,ま た,活 性上 昇 前 後 でcytochromecに 対 す るK:m値 が 変 化 し
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ないことか ら酵素蛋白のdenovo合 成による酵素誘導現象であることが明 らかになった。

1型 化合物 の同族体は,い ずれ もこの誘導作用を持っが,作 用の強 さは,ethyl>propyl>

me七hyl>buty1で あ り,明 らかにアルキル鎖の炭素数 の影響を受 ける。Thiono-sulfur化 合物

である二硫化炭素にはこの作用が認め られなかったが,P-O型 の リン酸アルキルエステルであ

るtriethylphosphateに もこの誘導作用が認 め られ た。 このことか らNADPH-cytochrome

creductaseの 誘導作用は,リ ン酸あるいはチオ リン酸の トリアルキルエステル構造 に依存する

作用であることが示唆された。

一方 ,■ 型化合物 にもやはり同様の誘導作用が認められたが,作 用の強さはpropyl>methyl>

e七hyl>bu七ylであり,1型 化合物とはパ ター ンが異なる。H型 化合物には肝障害性が認め られ,

その肝薬物代謝酵素系に対する作用には,化 合物の持っ毒性の影響が強く現れていると思われた。

以上のことから,P-S型 チオ リン酸アルキルエステルは,薬 物代謝酵素系の阻害剤 としての

作用 と誘導剤 としての作用を合わせ持ってお り,肝 薬物代謝酵素系に対する作用 も従来の薬物代

謝酵素阻害剤 とは異なる特殊な情況を生み出す ことが明 らか となった。

皿.チ オ リン酸アルキルエステルの肝障害性

分子内にP-S-alky1構 造 を持っチオ リン酸 アルキルエステル類(下 図)は,こ れまでに知 ら

れて いない新 しいタイプの毒性を有す ることが近年Aldridge,Fukuto,Imamura等 によって

明らかにされてきた。 この毒性は,ラ ットにおいては,下 痢,口 鼻,眼 か らの出血,著 しい体

重の減少などの中毒症状を呈 し,3～22日 後に死亡す る"遅 延型毒性"で あり,コ リン作動性の

中毒ではないことが明 らかにされている。さらに,こ の中毒においては,肺 の障害が直接の死因

であることが明 らかにされたが,作 用機序にっいては不明な点が多い。薬物代謝酵素誘導剤や阻

害剤がこの毒性の発現を抑制することから,生 体内で代謝的に活性化され肺毒性を示すものと考

え られているが代謝活性化に関与す る臓器 は特定されていない。 また,OOS-Me(O)の 毒性

は,異 性体である1-Meに よって極めて特異的に抑制されることが知 られているが,そ の機構

も明 らかにはなっていないQ 声

本研究においては,H型 化合物 と極 めて構造 の類似 しているOOS-Me(O)型 化合物の肝障

害に注目し,OOS-Me(O)型 化合物の代謝活性化にはたす肝薬物代謝酵素系の役割 を明 らか

にす ることを試みた。また,1-Meに よる肝,肺 毒性の抑制作用にっいても検討を加えた。

OOS-Me(O)の 肝障害性 は,ラ ッ トに致死量近 くのOOS-Me(O)を 投与す ることによっ
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て初 めて認め られた。 この肝障害性 は・薬物代謝酵素阻害剤SKF-525A及 びpiper・nylbut・ 一

xideに よって抑制され ることか ら,肺 毒性 と同様,MFOに よる代謝活性化がその発現 に関与す

ることが示唆された。また,薬 物代謝酵素誘導剤PBが 肝障害性を増強するのに対 し3-MCは,

むしろ抑制する。この結果から,肝 においてOOS-Me(○)の 代謝活性化に関与す るcytochrome

P-450は,PB誘 導型 の分子種 であることが示 唆された。 また,OOS-Me(O)の 遅延型毒性

及び肺毒性は,PBに よって軽減 し,3-MCに よって増強されるという肝毒性 とは逆の様相を呈

した。

これ らの知見は,OOS-Me(O)の 致死毒性 は,肝 障害 に由来す るものではないことを示唆

する。また同時に,肝 毒性 と肺毒性は発現機構において似ているものの,互 いに独立 した現象で

あることを意味する。即 ち,肝 において生成されたOOS-Me(0)の 活性中闇体が肺に到達 し

て肺毒性を現すのではな く,肺 自身における代謝活性化が重要であることが示唆 される。肝に

おけるOOS-Me(O)の 代謝活性化 は,肝 自身にとっては有害な反応であるが,肺 に到達する

OOS-Me(O)の 量を低下させることで肺毒性を軽減 させ るとい う,言 わば生物個体にとって

は解毒的な意味を持っ代謝経路なのであろう。

また,OOS-Me(O)と 同時にその用量 の5%の1-Meを 投与す ると遅延型毒性及 び肺

毒性の症状は完全に消失 し,肝 障害も著 しく軽減 された。 このとき,1-Meの 投与によって,

OOS-Me(O)に よる肝GSHの 低下 も顕著に抑制 された。1型 化合物 の同族体 の中では,1-

Meと1-Etに おいて この作用 は特 に強 く,同 様 の作用がrMeや 二硫化炭素において も認

め られたが,P=O型 化合物 であるtrimethylpnosphateは この作用 を持 たなか った。 これ

らの知見 は,1-MeがMFQの 阻害剤 と して働 くため にOOS-Me(0)の 代謝活性化 を抑制

していることを示唆 しており,同 様の現象が肺のMFOに おいても期待される。

OOS-Me(O)は それ自身,cytochromeP-450の 低下作 用を持 たないが,invivoに おい

ては肝薬物代謝酵素活性を顕著に低下させる。この作用 は主に,肝 障害に起因すると思われるが,

1-Meに より肝障害が抑制された状況においてもあまり改善されず,そ の機序は明 らかではない。

00S-Me(○)と 同程 度 の毒 性 を持 っOSS-Me(O)と ○○一Me,S-Et(○)の 肝障害 性 は,

OOS-Me(O)と はかなり異な り,そ の強 さは,○ ○一Me,S-Et(O)〉OOS-Me(O)>OSS-Me(○)

であった。また,1-Meに よる抑制効果にも差が認め られ,肝 及び肺 におけるこれら化合物の

代謝様式あるいは活性化に関与するcytochromeP-450分 子種が異なることが予想される。

チオ リン酸 アルキルエステルの生理作用とMFOと の関係を考えると,共 通 してPB誘 導型の

cytochromeP-450分 子種によるこれら化合物の代謝活性化が高いが,わ ずかな構造の差が認識

されている ことを示す知見が随所 に認 め られ る。OOS-Me(○)に 対す る1-Meの 拮抗作用

は,1型 化合物の薬物代謝酵素阻害作用が最 も効果的に現れたものであると解釈できる。
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審 査 結 果 の 要 旨

医薬品は体内で化学変換をうけてその薬効を減 じたり,毒 性の発現することが多い。 したがっ

て薬物代謝活性が制御で きれば,医 薬品の有用性を高めることが可能である。

本論文 は,上 記の目的のため,ま ず薬物代謝反応を阻害する活性を持っ化合物を検索す ること

か ら研究を開始 した。その結果,O,O,O一 トリアルキルチオリン酸エステル(1型)と トリア

ルキルジチオ リン酸 エステル(II型)に は,invivo,invitroの いずれにおいても肝 ミクロソー

ムの薬物代謝活性を低下させる作用のあることを明 らかにした。この阻害機構は,エ ステル自身

の代謝嘩 程で生 じる物質がチ トクロムP-450を 分解するためであろうと繍 した・またこれら

トリアルキルエステル同族体の作用の強さは,invivoに おいてエチル〉 メチル〉プロピル〉 ブ

チルである。実際にこれらの化合物が,医 薬品の代謝を制御できるかを調べ るため,そ の投与

が,ア セ トア ミノフェンの代謝と毒性に及ぼす影響を検討 した。この結果,ア セ トア ミノフェン

の代謝物によって起るとされている肝毒性が顕著に抑制され,そ の作用の強さは,先 の肝薬物代

謝酵素阻害作用と相関 していた。

上記研究の過程で,H型 化合物にはそれ自体に極あて特徴的な生体障害が認められることがわ

かった。その主症状は眼,鼻,小 腸の粘膜か らの出血や肺水腫であり,投 与後長時間ののちに衰

弱 して死亡する。 しか しこれ らの症状は,小 量の1型 化合物を同時に投与すると完全に消失する

ことを明らかに した。 この結果は,H型 化合物の毒性発現には代謝変換が必要であり,1型 化合

物はこの代謝活性を特異的に阻害 しているものと考えられた。また∬型化合物の第一段階代謝物

と考え られる○,O,S一 トリアルキルチオ リン酸(1型 の異性体)が1型 化合物の投与で蓄積

していると推定される知見 も得 られている。

諸外国で も最近○,O,S型 エステルの毒性に関する研究が進められており,構 造不明の代謝

産物が遅延型毒性の発現に関与するものと推定されている。また1型 化合物はこの代謝物を産生

する代謝酵素に高い特異性で阻害活性を持っていると考えられる。

以上本研究 は,薬 物代謝酵素活性を調節する物質として トリアルキルチオ リン酸エステルを開

発 し,同 時に本化合物は,構 造類似の高毒性のチオリン酸エステル類の代謝を極めて特異的に抑

制 し,毒 性の発現を軽減することを明 らかにした。これらの結果はリン酸化合物の生理作用や毒

性機構の解明に役立っ知見であり,博 士論文として価値あるものと判定する。
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