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新規な4量体カルボニル還元酵素DHRS4)に及ぼす
各種植物成分の影響
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Theinhibitoryeffectsofvariousplantcomponentsonthereductionof4-benzoylpyridine(4-BP)wereexamined,

usingthecytosolicfractionofpigheartastheenzymereactionsystemofanewtetramericcarbonylreductase.

Among41plantcomponentstested,severalflavonoidsandnaphthoquinonesexhibitedsignificantinhibitions

againstthereductionof4-BP,eventhoughanthocyanswerepoorinhibitors.
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我々の生活環境中には，アルデヒド基やケトン基を

有する様々な化合物が存在する．このようなアルデヒ

ド基やケトン基を有する化合物（カルボニル化合物）

は，生体内でタンパク質や核酸と不可逆的に結合し，

毒性発現を引き起こすことが指摘されている1．2)．し

かし生体内には，カルボニル化合物の毒性発現を防御

するための一つの手段として,カルボニル還元酵素(酵

素番号:EC1.1.1.184)と呼ばれるNADPH依存性の

酵素が存在する3.7)．すなわち，有害なカルボニル化

合物は，生体内においてカルボニル還元酵素により還

元反応を受け，アルコール代謝物となり，そのまま，

あるいは更に抱合反応を受けた後，速やかに体外に排

出される8-10)その結果として，生体はカルボニル化

合物の毒性から免れることになる．

一般に，カルポニル還元酵素は，分子鼠30,000-

35,000の単量体の酵素(CBR1)であり，種々 のケト

ンおよびアルデヒド類を還元する能力を有することが

知られている3)．しかし鹸近，ブタ心臓可溶性画分か

ら4-Benzoylpyridine(4-BP)を基質として単離・精
製されたカルボニル還元酵素（ブタ心臓カルボニル還

元酵素:DHRS4)">は新規な4逓体のカルポニル還

元酵素であり，種々のカルボニル化合物やキノン類を

還元する能力を有するとともに，生体内基質としてビ

*日本薬科大学

タミンAの中間体であるall-"河"sレチナールの還元

反応を触媒するなど，生体にとって重要な役割を担っ

ていることが指摘されている．

フラボノイド類は，植物成分として野菜，果物およ

び緑茶などに広く存在している色素の総称である．フ

ラボノイド類は椛物の色彩を豊かにしているのみでな

く，紫外線や病原性微生物などの傷害から身を守るた

めに植物が備えている生体防御機構の一つであると考

えられており，植物が自然環境の中で生存するための

重要な戦略の一端を担っている12)最近，フラボノ

イド類が多種多様な生理機能を有することが明らかに

なり，健康食品成分として注目されるようになってき

た．本化合物は，動脈硬化，癌，心臓病，糖尿病など

の生活習’慣病の原因因子であるスーパーオキシドラジ

カルやヒドロキシラジカルなどの活性酸素種を消去す

ることが実験的に証明されている'3)．しかし，フラ

ボノイド類はその有効性や有用性が注目されているも

のの，生体内に存在する種々の酵素や輸送担体（トラ

ンスポーター）に影響を及ぼすことも報告されており

14-20)その生体影響についてはまだ不明な点が多い

そこで本研究では，フラボノイド類を含む各種植物

成分の生体への影響を調べる目的で,DHRS4に対す

る各種植物成分の阻害効果を，基質として4-BPを．

酵素試料としてブタ心臓の可溶性画分を用いて検討し

た．

(23）
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実験方法

1.試薬

Glucose-6-phosphatedehydrogenase(G6PDH),

glucose-6-phosphate(G6P),P-NADPH,P-NADP̂

menadione,plumbagin,tannicacid,curcumin,

glycyrrhizicacid,4-BPは和光純薬社製のものを使用し
た．All-"画"sretinal,retinol,retinoicacid,kaempferol.

myricetin,morin,taxifolin,daidzein,(-)-EGCGはSigma

社製のものを使用した．Juglone,galangin,chrysin.

apigenin,naringenin､(-)-epicatechinはALDRICH社
製のものを使用した.LawsonはSigma-ALDRICH

社製のものを使用した.Fisetin,quercitrinは東京化

成工業株式会社製のものを使用した.(+)-Catechin,

genistin,rutinは金城順英博士（福岡大学薬学部）より

恵与されたものを使用した.Kaempferol3,4'-dimetyl

ether,quercetin3-0-gIucoside,cyanidin,cyanidin-3-0-

glucoside,cyanidin-3-O-rhamnoglucoside,pelargonidin.

delphinidin,malvidin,rubrocinerarin,chalcone,aurone.

des-0-methylicariin.ノ-stilbene,steroidsaponin,ellagic

acidは吉玉圃二郎博士（熊本大学理学部）より恵与さ

れたものを使用した．その他の試薬はすべて試薬特級

のものを使用した．

2．ブタ心臓可溶性画分（酵素溶液）の調製

ブタ心臓の組織を細片後，3倍量の0.15MKClを

含む0.01Mリン酸緩衝液(pH6.0)を加え，ホモジ
ナイザーを用いてホモジナイズした．得られた組織の

ホモジネートを105,000Xgで60分間超遠心分離し，
得られた上澄み液を可溶性画分とした．

3．阻害実験

0.1Mリン酸緩衝液(pH7.4).NADPH生成系(50

↓iMNADP̂I．25mMG6P,I.25mMMgCl2,0.05U/
mlG6PDH),0.1または0．2mM4-BP.酵素溶液お

よび各種植物成分からなる反応溶液を37℃で10分間

インキュベートし.100℃の熱湯中で酵素を失活させ

ることにより反応を停止した．反応溶液を3,500rpm
で10分間遠心分離した後，クロマトディスク(0.45

um)でろ過したものをHPLC用試料とした．生成し

た4-BP還元体はHPLC法により以下の条件で測定し

た．カラム.TOSOHODS-80TS(0.46cmx18cm):

温度，室温;移動相.20mMリン酸緩衝液(pH7.0):
メタノール=4.5:5.5(v/v).流速,0.5mL/min:波長，

340nm.

結果

ブタ心臓可溶‘性画分における4-BPの還元反応に対

する各種植物成分の阻害効果を比較した．今回検討し

た41種類の化合物をFig.1に示す．各種植物成分(50
uM)を酵素反応溶液に加え，阻害率を比較した．そ

の結果，これらの化合物の中でKaempferol(阻害率：
42.7±3.6％）およびMenadione(48.5±1.2%)が強

い阻害を示し,Apigenin(30.6±3.0%),Daidzein(28.4

2.8%).Plumbagin(38.3±0.5%).Juglone(31.8
±1.9％）およびAurone(30.6±2.1%)など他の化

合物も阻害効果が認められたが，いずれも阻害の程度

は弱いことが明らかとなった(Fig.2).

そこで次に，各種植物成分の濃度を100uMに上げ

て同様に実験を行った．その結果,Kaempferol(62.6
±3.2％）が最も強い阻害を示し，次いでFisetin(43.6

3.3%),Daidzein(42.3±2.1%).Pelargonidin

(41.1±0.5%),Galangin(37.3±4.7%),および

Naringenin(37.1±3.5%)などのフラボノイド類に

おいて濃度依存的な阻害率の増加が認められた(Fig.

3)．一方,Menadione(46.2±0.7%).Juglone(36.5

±2.4％）およびPlumbagin(38.5±1.1%)などのナ
フトキノン類においては50uMの場合と比較して濃

度依存的な阻害率の増加は見られなかった(Fig.3).
また.DHRS4の基質として知られているall-"ﾛ"sレ

チナールはいずれの濃度においてもほとんど阻害を示

さなかった(Fig.3).

考察

4-BPはブタ心臓可溶'性画分において主にDHRS4

によって還元されることが指摘されている．そこで

本研究では.DHRS4の酵素反応系としてブタ心臓

可溶性画分を用いて,4-BPの還元反応に対する各

種植物成分の阻害効果を検討した．その結果,41

種類の植物成分の中で，フラボノイド類の一つで

あるKaempferolが最も強い阻害効果を示した．ま

た,FisetinやDaidzeinなどのフラボノイド類や，

Menadioneのようなナフトキノン類にも阻害効果が認

められたが，単量体のカルボニル還元酵素(CBR1)

に対するフラボノイド類の阻害効果と比較して'8)，全

般的に阻害の程度は弱いことがわかった．さらに，26

種類のフラボノイド類による阻害効果の構造一活性相

関を調べたが，明確な知見は得られなかった．

以上の結果から,KaempferolとMenadioneのよう

なある種のフラポノイド類とナフトキノン類は，ブタ

心臓可溶‘性画分に存在するDHRS4に対して阻害効果

を示すことがわかった．しかし本研究において，ブタ

心臓可溶性画分に存在するDHRS4に対してこれらの

フラボノイド類やナフトキノン類以外に顕著な阻害効

果を示す植物成分を見いだすことができなかった．
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