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論 文 内 容 要 旨

緒 言

胆汁酸 の生 合成,代 謝 は,各 種肝胆道疾患 と関連 して重要視 され,そ れ らの機構 を明 らか にす る ことは

病 因を解明 し,病 態を解析 す るうえで重要 とされる。 胆汁酸生合成の最終 ステップである肝 ペルオキ シソー

ム画分 にお けるC27胆 汁酸 の側鎖切断反応 は,Zellweger症 候群,新:生 児 型adrenoleukodystrophyな

ど,小 児 にお ける先天性疾患 との関連 か ら注 目されて いる。 そればか りか,本 化合物のC17側 鎖構造 は生

体 内異 性化反 応で よ く知 られてい るイ ブプ ロフェ ン(lbu)な ど2一 ア リルプロ ピオ ン酸系抗炎症薬の部分

構造 とホ く一致 し,こ のため立体化学 を も含 めた本機構 の解 明が望 まれて いる。 しか しなが ら,C27胆 汁

酸 の25位 立体異性体 な らびにその生合成 中間体 の物理化学 的性質が酷似 し,し か も酵 素反応で は微 量 に し

か生成 しないため,そ れ らを測定す る ことが困難であ り,未 だその機構解明 には至 って いな い。そ こで,

安定 同位元素標識基 質を調製 し,こ れを用 いる トレーサー法 と,立 体異性体の相互分 離 に有利 な液体 ク ロ

マ トグ ラフィー(LC)あ るいはガスクロマ トグラフィー(GC)と,マ ススペ ク トロメ トリー(MS)と

を組 み合 わせ たハイ ファネーテ ッ ド測定法を用 い,・C27胆 汁酸 の側鎖切 断反応 の機構解 明に着手 した。

1.C27胆 汁酸 の β酸化 における24,25位 水素の脱離機構

3α,7α,12α 一trihydroxy-5β 一cholestan-26-oicacid(THCA)はCoAチ オエ ステ ルに誘導 され

た後,ペ ルオキ シソームのア シルCoAオ キ シダーゼによ って24,25位 の脱水素反応 を受 け3α,74,12

α一trihydroxy-5β 一cholest-24-en-26-oicacid(△24-THCA)へ と変換 され る。THCAに は化 学 的 に25

R体 と25S体 二種の立体異性体 が存在 し,い ずれか らも(24E)一 △24-THCAを 生 成す るが,そ の水素 脱離

機構 の解明 には至 って いな い。

一方 ,脂 肪酸の脱水素反応で は,重 水素標識基質 を用 いて機構解明が試 み られており,α 漉 一elimihation

で水素脱離 の進行 す ることが明 らかに されている。そ こで,重 水素標識体 の有用性 に着 目 し,ま ず基質 と

して24,25位 に立体特異 的 に重水素 を導入 したTHCAを 合成 した。 コール酸 よ り数工程で製 した(24の 一

△24-THCAを 重水素化 ジイ ミドを用 いる還元反応 に付 し(24R,25R)一 および(24S,25S)一[24,25-2H2]一

THCAを 調製 した。っ いで,こ れ らを基質 と し,ラ ッ ト肝軽 ミ トコン ド リア画分 とイ ンキ ュベ ー ト後,

胆汁酸 をペ ンタフルオ ロベ ンジル(PFB)エ ステルージメチルエチルシ リル(DMES)エ ーテル に誘 導 し,

[M-PFB]一 をモ ニタ リングイ オ ンとす るGC/SIMに て生成 す る△24体 の重水素保持 率を測定 した。 その

結果,25R体 で は5%,一 方,25S体 で は92%の24位 重水素が保持 されて お り,い ずれ もpro-Rの 水素

が立 体特異 的 に脱 離 して いることが判 明 した。 この ことか ら,THCAの24,25位 脱 水素 反応 にお いて,

25R体 は8:yルeliminationで,他 方,25S体 は脂肪 酸 の場合 と同様 απ謡eliminationで 反 応 が進 行 し,

両異 性体間で水素 脱離機 構の異 な ることが明 らか とな った。
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2.C27胆 汁酸 の25位 異性化 反応

THCAの17位 アルキル側鎖 と部分構造 の類似 する2一 ア リルプ ロ ピオ ン酸 系抗炎 症薬 で は,そ のCoA

チ オエステルが生体内でキ ラル変換す る ことが知 られてい る。 一 方,THCAか ら△24体 へ の変換 で は,

CoAチ オエス.テルが酵素反応 の基質分子 となる。 このため前述 の24,25位 水素 脱離 機構 の相 違 が,中 間

体 と して生成す るTHCACoAチ オエステルの異性化 に起因す る ことが推 測 され た。 そ こで,GC/MS

とLC/MSと を組 み合わせ ラ ット肝 ペルオキシソーム画分 におけるTHCAの 異性化反応 に検討を加えた。

きず,基 質 と して(25R)一 および(258)一THCACoAチ オエステルを混合酸無水物法 によ り合 成 した。

本化 合物 は分子 内 に解離能 に優 れる複数の リン酸基 を持 ってお り,分 子構造 を反 映す る特徴的 なイオ ン生

成 が期待 され るエ レク トロスプ レーイオ ン化(ESI)一MS分 析 に付 した。 その結果,ド リフ ト電 圧 を 一30

Vに 設定す る時,肌/g599に[M-2H]2一 が,一 方,一90Vで は 肌/21198に 分 子量 に相 当す る一 価 イ

オ ン[M-H]一 が相対強度の強 いイオ ンピー クと して認あ られ,そ の構造が よ く支持 された。

つ いで,(25R)一 また は(258)一THCACoAチ オエステルを用 い異 性化反応 に検討 を加 えた。す なわち,

15μMFAD存 在下100mMト リス担酸緩衝液(pH7.4)中,100μgの ラ ッ ト肝 ペ ルオ キ シ ソー ム画分

とイ ンキュベー トし,経 時的 に反応液4)一 部 を とり,こ れ に内標準物質 と して[3,7,12-1803]コ ール

酸 を加え,ア ルカ リ加水分解後,塩 酸酸性下酢酸 エチルエステルで胆汁酸 を抽 出 した。 その一部 をPFB

エステルーDMESエ ーテルに誘導 し,dC/SIM分 析 に付 し,△24-THCAの 生成量 を測定 す る とと もに,

他 の一部 を[M-Hrを モニ タ リングイオ ンとす るLC/大 気圧化学 イオ ン化(APCI)一SIM分 析 に付 し,

残存す る(25R)一 な らびに(25S)一THCA量 を測定 した。 その結果,い ずれの異性体 においても△24-THCA

の生 成 は反 応開始30分 まで直線 的に増大 し,異 性体間の変換速度 に明確 な差 は認 め られなか った。 これ に

対 して,異 性体比 は反応開始5分 後 にはほぼ1:1に 変化 してお り,い ずれの基質 にお いて も異性 化が素

早 く進 行 してい ることが判 った。 因みに,本 異 性化反応 の速度 は酵素蛋 白量 に依存 して増大 し,加 熱処理

条件 で は異性化 は全 く認 め られなか った。っ いで本異性化 の様相 を詳細 に検討 すべ く,限 定 したペル オキ

シソーム画分 を用 いて経 時的変化 を追跡 した。 その結果,反 応開始直後 よ り異 性化 が認 め られ,30分 まで

に ほぼ平衡 に達 し,し か も,そ の比がわずかなず らR体 に片寄 った傾向を示 した。以 上 の結果,(25R)一

および(25S)一THCACoAチ オエステルは,い ず れ もが ペルオキシ ソーム画 分 にお いて酵素 的 に異 性化

される ことが判 明 した。

本異性化 の様相 は,す でに報告 されて いるIbuCoAチ オエステルの異性化 と酷似 してお り,こ れ らの

異性化反応 が同一 の酵素 によ って触媒 されてい ることも推測 された。 そ こで,THCACoAチ オェ ス テル

の異性化反応 に対す るIbuCoAチ オエステルの影響 を吟 味 した。 す なわ ち,各 種濃 度 の(R)一 また は

(S).IbuCoAチ オ エステル存在下,(25R)一 あ るいは(25S)一THCACoAチ オエステルを先 と同一条件下,

ペル オキシ ソーム画分 とイ ンキュベー トし,25位 立体異 性 体比 を測定 した。 そ の結 果,(25R)一 お よび

(25S)一THCACoAチ オエステルいずれ において も,IbuCoAチ オエステル濃度 の増 大 とと もに異 性化が

抑制 され,モ ル比20の とき65～75%の 阻害率 に達 した。 さ らに,モ ル比30の(R)一 また は(S)一lbuCoA

チオ エステルを添加 し△24.THCAの 生成量を測定 したと ころ,25R体 か らの △2〃一THCAの 生 成 が25S体
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に比 し約1/10に 低下 した。 この結果,THCACoAチ オエステルの24,25位 脱水素 反応 で は25S体 が ア

シルCoAオ キシダーゼの基 質 とな ることが示唆 された。

3.C27胆 汁酸24,25位 脱 水素反応 における基質選択性

脱水 素反応 の基質選択性を精緻 に解析 す るには異性化酵 素の混入 していないア シルCoAオ キ シダー ゼ

が必須 とな る。そ こで まず,既 報 に準 じア シルCoAオ キシダーゼを精製 した。得 られ た精製酵 素 は比 活

性 が軽 ミ トコ ン ドリア画分 の約130倍 高 い価 を示す とともに,異 性化酵素活性が きわ めて低 く,脱 水素 反

応の基質選択性 を明 らか にす る上 で酵素 源 として十分使用 しうるものであ った。 ひきつづ き本酵 素を用 い,

180標 識THCACoAチ オエステル と非標識体の1':1混 合物 を用 い る トレーサ ー法 とLC/MSと を組

み合わせ,ア シルCoAオ キシダーゼの基 質選択性 に検討を加えた。 すなわち,(25R)一THCACoAチ オ

エステル と(258)一[3,7,12-1803]一THCACoAチ オエステルをそれぞれ単 独,あ るいは1:1に 混合後,

精製酵 素 とイ ンキュベー トし,△24体 の生成量をLC/APCI-MSに て経 時的 に測定 した。 その結 果,い

ずれの基 質を用 いそ も25S体 か らの△2〃体 の生成 が時間 とともに増大 し,25R体 か らの △24-THCAの 生 成

は認 め られなか った。 また,標 識体 と非標識体 の関係を逆 に した場合 も同様の結果が得 られ た。以 上 の結

果,THCACoAチ オエステルの24,25位 脱水素 反応で は,25S体 が基質 となる ことが判 明 した。

結 語

本研 究 にお いて,1)THCACoAチ オエステルの24,25位 脱 水素反 応 で は,24pro-Eの 水 素 が立 体

選択 的 に脱離 して(24E)一 △2〃一THCACoAチ オエステルを生成す る,2)THCACoAチ オ エステル がペ

ルオキ シソー ム画分 において25Rお よび25S体 いずれ もが酵素的 に異 性化反 応を受 ける,'さ らに3)ア シ

ルCoAオ キ シダーゼは25S体 に基質選択性 を示す ことを明 らかに した。 これ らの結 果 は,25位 立体 異性

化が胆汁酸生合成 において きわめて重要 な反応であ ることを示 した ものであ り,胆 汁酸生合成機構 に新 た

な知見 を加 える ことがで きた。
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審 査 結 果 の 要 旨

胆汁酸生合成 の最終 ステ ップであ る3α,7α,12α 一trihydroxy-5β 一cholestan-26-oicacid(THCA)

の側鎖切 断反応 は,肝 ペルオキシソーム画分 の β一酸化系酵素 により営 まれている。 本 研究 は,25位 に不

斉 中心 を持 つTHCAよ り一次胆汁酸であ るコール酸生合成過程 にお ける立体化学 に検 討 を加 え,以 下 の

新 しい事実 を明 らかに した ものであ る。

まず,側 鎖切断 の初発反応で あるアシルCoAオ キシダーゼによ る脱水素反応時 の24位 の水 素脱 離機 構

の様相 に吟味 を加 えた。 シス付加 で反応 の進行す るジィ ミ ド還元 によ り24,25位 に選択 的 に重 水素 を導入

した25R一 および25S-THCAを 合成 した。次 いで,こ れを基質 として用 い,反 応生成 物 で あ る△24-THCA

中 の重水素 の保持率 を負 イオ ン検 出GC/NICI-MSに て測定 し,い ずれ の基質か らもpro-Rの 水 素 が立

体特異的 に脱離 され,25R体 で はsッη一eliminationで,ま た25S体 で は α漉 一eliminationで 反応 の進 行

す る ことを証明 した。

すで にTHCAの 側鎖 と類似の構造 を持 つ2一 ア リルプロ ヒ.オン酸系抗炎症薬で は,酵 素的 に異性化 され

ることが知 られて お り,脱 水素機構 の違 いは,こ うした異 性化 の結果 とも考え られ る。 そ こで,25E一 お

よび25S-THCACoAチ オ エステルを新 たに調製す るとともに,キ ラル分離 と選択 的検 出に優 れ るLC/

APCI-MSを 用 いた高感度測定 システムを構築 して,ラ ッ ト肝 ペルオキシ ソーム画分 におけるTHCACoA

チオ エステルの異 性化反応 に検討 を加 え,25R体,25S体 いず れ もが極めて早 く酵素 的に異性化 され る こ

とを実証 した。'

引 き続 き,2一 ア リル プロピオ ン酸系抗 炎症 薬 イ ブプ ロフェ.ン(lbu)CoAチ オ エス テル を調 製 し,

THCAの 異性化 に対す る影響 を精査 した。 そ の結 果,IbuCoAチ オ エス テルの添加 量 の増大 に伴 って

THCAOoAチ オ エステルの異性化 の割合 の減少 す ることが判 明 した。 そ こで,30倍 モル量 のIbuCoA

チオエステルを共存 させ,異 性化反応を抑制 させた条件下で,25E一 および258-THCAを ペ ルオ キ シ ソ「

ム とイ ンキュベー トし,△24-THCAへ の変換量を測定 した ところ,25R体 か らの変換量 のみ が大 き く減

少す る ことが判 った。 この ことは,25S-THCAが アシルCoAオ キ シダーゼの特異的基質で あるこ とを示

唆 している。

そ こで,ス テ ロイ ド核上3,7,12位 に重酸素 を標 識 した25R,25S-THCAを 合 成 し,こ れ らを それ

ぞれ非標識 の25位 異性体 と1:1に 混合後,エ ピメ ラーゼ活性 を除 い た精 製酵 素 とイ ンキ ュベ ー トし,

△24-THCAの 生成量 をLC/APCI-MSに て経時的 に測定 し,25S体 か らの み △24体 の生 成 す るこ とを明

らか に した。

以上,本 研 究 はこれ まで明 らかに されていなか った胆汁酸生 合成過程 における側鎖切断反応 の立体化学

に吟味を加 え,コ レステロールよ り生成 した25R.THCAがCoAチ オ エステ ル に変換 され た後,酵 素 的

に25S体 に異性化 され,こ れが ペルオキ シソー ム画分 のア シルCoAオ キ シダ ー ゼの基質 とな って24E型

の △24-THCAに 誘導 される ことを初 めて証 明 した もので あ り,本 論文 は博士(薬 学)の 学位 論文 と して

合格 と認 め る。
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