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1.は じめ に

Long-EvansCinnamon(LEC)お よびLong-EvansAgouti(LEA)ラ ッ トは,と もにLong-Evans

ラ ッ トよ り分 離 され たmutantstrainsで あ る.LECラ ッ トは,生 後約4ヵ 月頃 に劇症 肝 炎 を発 生

し約 半数 は死亡 す るが,生 存 例 は慢性 肝 炎 を経 て約1年 後 に全 例 肝癌 へ移 行 す る肝 炎 ・肝癌 自然

発 生 ラ ッ トであ る.一 方,LEAラ ッ トは肝 病 変 を発 症 しない1)-3).わ れ われ は これ まで,両 ラ ッ

トをエ タ ノール添 加Lieber食 で飼 育 す る と2週 間以 内 に全 例 死亡 して しま うこ とを見 い出 した.

さ らに,肝 総 アセ トアル デ ヒ ド脱 水素 酵 素(ALDH)活 性 がWistarラ ッ ト に比 べ て有 意 に低 下 し

てい た こ とか ら,両 ラ ッ トに遺伝 的 なALDH遺 伝 子 異常 が存 在 す る こ とを推定 した4).そ こで今

回,エ タノー ル代 謝 に重 要 であ る と され る両 ラ ッ トのALDH,ア ル コー ル脱 水 素酵 素(ADH)の

酵 素 活 性 や遺 伝 子 構 造,さ らに エ タ ノー ル代 謝 系 路 の もう一 つ の重 要 な経 路 で あ るmicrosome

ethanoloxidizingsystem(MEOS>の 中心 的役 割 を呆 た すcytochromeP4502E1(以 下P4502E1)

の動 態 も検 討 した.

2.対 象 お よ び 実 験 方 法

6週 齢 のLEC,LEAラ ッ ト,お よ び 対 照 と し て 同 週 齢 のLong-Evansお よ びWistarラ ッ

トを 使 用 し た.

(1)血 中 ア セ トア ル デ ヒ ド,エ タ ノ ー ル 濃 度 の 測 定

ラ ッ トの 腹 腔 内 に エ タ ノ ー ル を2g/kgbodyweight投 与 し,経 時 的 に 内 頸 静 脈 よ り採 血

し,血 中 ア セ トア ル デ ヒ ドお よ び エ タ ノ ー ル 濃 度 を ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 測 定 し た5).

(2)肝lowKmALDH活 性 の 測 定

肝lowKmALDH活 性 の 測 定 は,肝 ミ ト コ ン ド リ ア 分 画 を 調 製 し,Sugataら の 方 法6)に

よ り測 定 し た.

(3)肝ALDH-2遺 伝 子 の 解 析

i)Polymerasechainreaction-restrictionenzymefragmentlengthpolymorphism(PCR-RFLP)

解 析:各 ラ ッ ト肝 よ りRNAzol⑪ を 用 い てtotalRNAを 調 製 し,す で に 報 告 さ れ て い る ラ ッ

トALDH-2遺 伝 子 のcDNA配 列7)か ら作 製 し た2種 類 の プ ラ イ マ ー(図1)を 用 い て 第

3エ ク ソ ン 内 の109塩 基 長 をreversetranscriptidase-PCR(RT-PCR)法8)に て 増 幅 し た.

次 に,RT-PCRで 増 幅 し たDNA断 片 をPrim。.1

→
制 限酵素D吻1お よびAvaIで 消化 し,

5%ア ガ ロー スゲ ルで電 気 泳動 した後,ALDH'2Exon3

エチ ジ ウム ブ ロマ イ ド染色 し,DNA断

片 の サ イズ を検討 した.

ii)塩 基 配 列 決 定:上 記 のRT-PCR産 物 を

pUC119vectorに 組 み込 み,E.coli(MV

1184>を トラ ンス フ ォー ム させ サ ブ ク

(-
Primer2

Primer1:5'ACCGTCAAOOOTTCCACG3'(203-220nt)

Primer2:5'GCGAGCCCAGCTGGAAG3'(295-311nt)

図1ラ ッ トALDH-2遺 伝 子(エ ク ソ ン3)検

出 の た め の プ ラ イ マ ー

ロー ン化 し,dideoxy法 を用 い て反 応 させ た.そ の後6%ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ルで 電

気 泳 動 し,ナ イ ロ ン膜 に転 写 してSequencinghighキ ッ ト(TOYOBO)で 発色 させ,全 核

酸 塩 基 配列 を決 定 した.
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(4)ClassIADH遺 伝子 第1イ ン トロ ン内 のTG配 列 の解析

Carrら9)は,ラ ッ トのclassIADH遺 伝 子 第1イ ン トロ ン内 にpurine/pyrimidine繰 返

し配列 領域 が存 在 し,そ の多様 性 に よ り,ADH活 性 が変 化 す る可能 性 を指摘 してい る.

そ こで わ れ わ れ は,LECお よびWistarラ ッ トの肝 よ りproteinaseK/phenol法10)で 高 分

子DNAを 調 整 した後,図2に 示 した2種 のprimerを 用 い,PCR法 で 第1イ ン トロ ン内

TG繰 返 し配列部 位 を含 む領 域 を増 幅 した.得 られ たPCR産 物 を6%ア ガ ロー スゲ ル で電

気 泳 動後,エ

チ ジ ウム ブ ロ

マ イ ド染 色 し,

バ ン ドの易動

度 を比較 検討

した.

Exon1

Primer1

→ レ

urine/Pyrimidine

Repeats
ExonZ

2kb

一

Primer2

PRIMERS

Primer1:5'-CAGAGCCGTGACAGATGCCAT-3`

Primer2:5'-CACAGCAATTGTATCCTTCTATC-3'

図2ラ ッ トclassIADH遺 伝 子 第1イ ン ト ロ ン 内TG繰 返 し 領 域 のPCR法

に よ る 増 幅

(5)エ タ ノー ル投 与 ラ ッ トにお け る肝P4502E1の 発 現

エ タ ノー ル投 与 前 お よび7日 後 に屠 殺 したLECラ ッ トよ り肝 を摘 出 した .P4502E1の

発 現 量 は,Ardiesら の方 法11)に 従 い肝microsome分 画 を調 整 し,そ の100μgをSDS一 ポ

リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳動 した後,PVDF膜 に転写 し,抗cytochromeP4502E1モ

ノク ローナ ル抗体(OXYGENE)を 用 い たWesternblot法 で検 討 した.

3.結 果

(1)エ タ ノール投 与後 の血 中ア セ トア ルデ ヒ ド濃 度変化(表1)

血 中 ア セ トア ルデ ヒ ド濃度 は,エ タ ノー ル投 与 後3時 間値 でLECラ ッ トが43.2±0.3μM

で あ り,Wistarラ ッ トの32.6±4.4μM
表1Wistarお 』よびLECラ ットにおける血中

に比べ 有 意(P〈0.05)に 上昇 してい た.ア セ トアルデヒ ド濃度

(2)エ タ ノー ル技 与後 の血 中エ タ ノー ル濃 度 ラット アセトアルデヒド濃度(μM)

変 化(図3)・.5i23(h・)

血 中 エ タ ノ ー ル 濃 度 は,エ タ ノ ー ル をWi、 、、,g.1±1.520.1±5.230.1±5」32.6±4.4

腹 腔 内 投 与30分 後 に 最 高 濃 度 に 達 し,そLEc13.8±2.。24.6±1.438.。 ±2.1*43.2± 。.3*

の レ ベ ル はLEC,Wistar共 に 約200 *p<0 .05,comparedtoWistarrats(Student'st-test)

mg/dlで あ り,両 者 間 に 差 は な か っ た.

そ の 後,両 者 の 血 中 エ タ ノ ー ル 濃 度 は と も に5時 間 後 ま で 漸 減 し た が,そ の 間 のLECラ ッ

トの 血 中 エ タ ノ ー ル 濃 度 はWistarラ ッ トの そ れ に 比 べ,有 意 に 遅 延 し て い た.

(3)肝lowKmALDH活 性(図4)

肝lowKmALDH活 性 は,Wistarラ ッ ト の3.91±0.35U/gliverに 対 し,LEAラ ッ ト

で は1.Ol±0.15U/gliver,LECラ ッ トで は0.08±0.lU/gliverと,そ れ ぞ れWistarラ ッ
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トの約26%,約20%と 減 少 してい た.
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図4Wistar,LEAお ・よ びLECラ ッ ト に お

ける肝lowKmALDH活 性

(4)ALDH-2遺 伝 子 解析

第3エ ク ソ ン内 の第67ア ミノ酸 残 基 を含

む 野 生 型 のALDH-2遺 伝 子 の 塩 基 配 列 は

CTCAGで あ り,制 限 酵 素D461で 切 断 し

得 る.そ こ で,RT-PCR法 に て増 幅 し た

DNA断 片 をD461で 切 断 した.図5に 示

す よ うにWistarお よびLong-Evansラ ッ ト

では,D吻1に よ って完全 に切 断 されたが,

LEAお よびLEAラ ッ トで は切 断 され ない

DNA断 片 が検 出 され た.

一 方
,同 部 位 を塩 基 配 列CTCGGGを 認

識 す る制 限酵 素AvaIで 切 断す る とLEA

お よ びLECラ ッ ト は 切 断 さ れ た が.

Wistarお よびLong-Evansラ ッ トで は切 断

され なか っ た.そ こで次 に,こ のPCR産

物 をサ ブ ク ロー ン化 し,そ の核 酸塩 基 配列

を決定 した.図6に 示 す ように,野 生型 す

な わ ちWistarお よびLong-Evansラ ッ トの

ALDH-2遺 伝 子 第67ア ミノ酸 残 基 は グ ル

タ ミ ン酸 を コー ドす るCAGで あ っ たが,

LEAお よびLECラ ッ トで は ア ル ギ ニ ンを

コ ー ドす るCGGと な っ て お り,ALDH-2

遺伝 子 のAか らGへ の 点突 然 変異 の 存 在

が確 認 された.
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図6Wistarお よ びLECラ ソトに お け る

ALDH-2遺 伝f(エ ク ソ ン3)の 塩 基 配 列
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「
(5)classIADH遺 伝子 第一 イ ン トロ ン内 のTG繰 返 し配列 の解 析

PCR法 によ りTG繰 返 し領域 を増幅 した.

得 られ たDNAフ ラ グ メ ン トを電 気 泳動 し

た 結 果 を 図7に 示 す が,Wistarラ ッ ト

(3匹)で は80bp長 で あ るの に対 し,検

討 し た8匹 のLECラ ッ トで は,す べ て

98bp長 で あ り,後 者 に18bpのinsertion

が あ る もの と考 え られた.

欝 。・ 、

!簾嚢 蓼___ll璽麟 齢
☆㌶獣_難

図7ラ ッ トclassIADH遺 伝 子 第1イ ン

トロ ン内Purine/Pyrimidine繰 返 し領

域 の 電 気 泳 動 結 果

(6)エ タ ノール投 与 ラ ッ トにお ける肝P4502E1発 現 量 の変 化

LECラ ッ トの エ タ ノー ル投 与 ク 日目 の肝P4502E1

の発現 量 をWesternblotで 検 討 した結 果 を図8に 示 す.

さ らにバ ン ドをデ ンシ トメー ター で半定 量 した と ころ,

投 与前 に比べ 約8倍 に増加 してお り,エ タ ノー ルに よ り

同酵素 の誘導 が認 め られ た.

4.考 察

LECラ ッ トは,肝 炎 ・肝 癌 を 自然 発 生 し,そ の病 因 と

して生後12～13週 齢 よ り,肝 組 織 中 に異常 蓄積 して くる銅

灘i縫
　 き 　

　蘂霧 　 寸
響 蟻

　 　 　 ヨ

灘 畿、
藝ゴ

図8エ タノール投与前後の

LECラ ット肝P450発 現

の変化

お よび鉄 に よ る代 謝 異常 に よる ラジ カ ル生 産 の惹起 が重 要視 され てい る12)-14).わ れ われ は

当初,エ タ ノー ル の肝癌 発 症 に与 える影 響 を検 討 す る こ とを 目的 と して,LECラ ッ トにエ

タ ノー ル を投 与 した が,LECラ ッ トの み な らず,対 照 と して用 い た肝 病 変 を全 く発 症 しな

いLEAラ ッ トも数 日以 内 に全例 死 亡 して しま った.さ らに,両 ラ ッ トにお いて肝 総ALDH

活 性 を測 定 した とこ ろ対 照(Wistarラ ッ ト)の 約4分 の1に 低 下 して い た こ と に よ り,

ALDHの 遺 伝 的異 常 が推 定 され た4).初 め に,LECお よびWistarラ ッ トの血 中 アセ トアル

デ ヒ ド濃 度 を測 定 した ところ,Wistarラ ッ トに比 べLECラ ッ トで は遅 延 して いた.次 に,

エ タ ノー ル代 謝 に最 も重 要 で あ る と され る肝lowKmALDH活 性 を測 定 した結 果,LECお よ

びLEA両 ラ ッ トの肝10wKmALDH活 性 は,対 照 のWistarラ ッ トに比 べ約4分 の1に 著減

して い た.そ こで,肝lowKmALDHの 遺 伝子 であ るALDH-2遣 伝 子 の異常 の有 無 につ き検

討 を加 え た.Carrら は アル コー ル を好 まな い ラ ッ トで あ るNPラ ッ トにお いて,ALDH-2遺

伝 子 第3エ ク ソ ン内 の コ ドン67番 目に点突 然 変 異 が存 在 す る こ とを見 い 出 し,同 部 位 の ア ミ

ノ酸 変異 がALDH-2活 性 に重 要 で あ る可 能 性 を指 摘 した15).そ こで,LECお よびLEAラ ッ

トのALDH-2遺 伝 子 第3エ ク ソ ン内 の塩 基 配列 を調べ た とこ ろ,同 様 に67番 目の コ ドンに

Gln→Aspへ の ア ミノ酸 置換 を伴 う点突 然変 異 を起 こ して い る こ とが明 らか にな った.こ の

よ うにstrainの 異 な る2種 の ラ ッ トに,AI,DH-2遺 伝 子 の 同部 位 に点 突 然 変 異 を起 こ して

い た こ とか ら,本 部位 が ヒ トのALDH-2遺 伝 子 第12エ クソ ンの487番 目の コ ドンがmutation

のhotspotで あ る よ うに16),ラ ッ トにお け るhotspotで あ る可能性 が考 え られ る.し か し,

前述 のNPラ ットはエ タノー ル投 与 に よ り死 亡 す る わけ で は な く,LECお よびLEAラ ッ トが

エ タノー ル投 与 後 に死 亡 した こ とが,ALDH-2遺 伝子 の異常 のみ で は説 明 で きない .さ らに
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LECラ ッ トの 血 中 エ タ ノー ル濃 度 は,エ タ ノー ル投 与5時 間 で もWistarラ ッ トの3.7倍 と

高 度 にエ タ ノー ル代 謝 が遅 延 してい た.こ の原 因 は肝 で の10wKmALDH活 性 の低下 に加 え

て,ADH活 性 が著 減 してい るため4)と 椎 定 され るが,エ タノール投 与初 期 の肝 で のエ タ ノー

ル代 謝 の20-30%を 担 う と され るMEOS活 性17)も 調 べ る必 要 が あ る と考 え られ た.そ こで

MEOS活 性 の主 体 をなす肝P4502E1の 発 現 をWesternblot法 で検 討 した ところ,エ タ ノー

ル投 与7日 目に は,P4502E1投 与前 の約8倍 に誘導 され た.

しか し実 際 に はエ タ ノール摂取7日 以 内 に3分 の2のLECラ ッ トが 死亡 してい る こ とか ら,

P4502E1が 誘 導 され る以 前 に死 亡 して しまっ たか,あ るい はそ の誘導 レベ ルがエ タノー ル

を代 謝 す るの に不 十 分 で あ る可 能性 が考 え られ た.と ころ でLECラ ッ トの死 亡原 因 には,

高 アセ トアル デ ヒ ド血症 が 寄与 して い る と推定 され,実 際 にエ タ ノール投与3時 間後 に血 中

ア セ トアルデ ヒ ド濃 度 は約40μMと 最 高値 を と り,投 与後5時 間 を経 過 して も30μMと 遷 延

して い た.す なわ ちLECラ ッ トで は,ADH,ALDH両 者 の活 性 の低 下 が 同時 に存 在 す る た

め に,死 亡 す る ほ どの高 アセ トアル デ ヒ ド血症 を来 たす と考 え られ る.

そ こで次 にわ れ わ れ は,ADH活 性 低 下 の原 因 を調 べ る 目的 で 同 ラ ッ トのclassIADH遺 伝

子 につ き検 討 を加 え た.ま ずclassIADH遺 伝 子 の 変異 を考慮 して,そ のmRNA配 列 を ダ

イ レク トシー クエ ンス法 で検討 した が,変 異 は見 い だ され なか った(未 発表 デー タ).

そ こで次 に,ADHの 転 写 に影 響 を与 え る第1イ ン トロ ンTGrepeat部 位 の変 異 の有 無9)を

検 討 した.そ の結 果,今 回検 討 したす べ て のLECラ ッ トで 同部位 に18bp長 のinsertionが

認 め られ た.Carrら9)は,マ ウス を用 い た検 討 で,ア ル コー ル嗜好 性 とADH活 性 の低 下 お

よび第1イ ン トロ ンのTGrepeatの 多型 性 が相 関す る こ とを報 告 して い るが,こ の部位 の変

異 がADH遺 伝子 の転 写 活性 に影 響 を及 ぼ して い る可 能性 を示 唆 してい る.他 の遣 伝 子 にお

い て,第1イ ン トロ ンが 転 写 を制 御 す る とい う報 告 はす で に α1(1)collagengenel8)や

4F2heavychaingene19)で 示唆 され てい る.

LECラ ッ トのclassIADHmRNAの 発現 はWistarラ ッ トの それ に比べ て低 下 してい る こ と

か ら(未 発 表 デ ー タ),LECラ ッ トに存在 す る第1イ ン トロ ンのTG繰 返 し配 列 の異常 が 肝

ADH遣 伝 子 の 転写 活 性 に影響 を及 ぼ して い る可 能性 が考 え られ た.し か し,そ れ を直接 証

明す る ため には,LECラ ッ トの第1イ ン トロ ンを含 め たclassIADH遺 伝子 のプ ロモー ター

活 性 に与 える影響 を調べ る必 要が あ る と考 え られ,現 在 検 討 中で あ る.

以 上,わ れ われ はLECラ ッ トにALDH-2geneとclassIADHgeneに 異常 が あ る こ とを明

らか に した が,こ れ らの異 常 がLECラ ッ トの発 癌 に リン クす るか否 か は不 明 であ る.し か

し,LECラ ッ トに は他 に も多 数 の遺伝 子 異常 や発 現異 常 が存在 す るこ とが報 告 されて い る.

例 えば ヒ トWilson病 の原 因遣伝 子 であ るp-typeATPasegene(htsgene)のdeletion20)や

metallothioneinmRNA発 現 異常21),transferrinの 調節 異 常22)な どで あ る.LECラ ッ トに存 在

す る多数 の遣 伝子 異 常 の本 態 はgeneticinstabilityに あ る こ とが推測 され る.
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