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酸化的ス トレスに対する生体の新たな

防御機構 としてのビリルビンの機能の

解明とその栄養学的制御

堀 尾 文 彦(名 古屋大学農学部助教授)

緒 言

生体内には様 々な抗酸化物質あ るい はフリーラ

ジカルスカベ ンジャーが存在 し,生 体あ るいは細

胞 を活性酸素や フ リーラジカルに よる障害か ら防

御 している。 この中には,必 須栄養素(ビ タ ミン

C,ビ タ ミンE,ビ タ ミンA),生 体 内で生合成

され る物質(グ ル タチ オ ン,尿 酸 な ど),酵 素

(superoxidedismutase,catalaseな ど)な どが

ある。そ して,そ れ ぞれが特有の性 質を有 し,特

異的な局在 をして,そ の機能を発揮 している と推

定される。 しか し,上 記の抗酸化物 質においても

生体 内での抗酸化機能が明確に把握 されていると

はいい難 い。抗酸化物質の機能 はinvitroで の追

求が先走 り,最 も重要な生体 内での機能 につ いて

はまだまだ解明 され ていかなければな らないのが

現状であろ う。

我々は,生 体 内のほとんど全ての細胞種 で生合

成 される ビリル ビン(BR)が 生体 内抗酸化物質

として機能 している という新たな概念 を推論 し,

この実証 を試 みている。BRが 生体 内に近 い低酸

素濃度下では,ビ タ ミンEを しの ぐ抗酸化能 を有

してい ることは以前 よ り報告 され てい る1)。しか

し,生 体 を用 いた系で は,そ の証明 はなされてい

なかった。我 々は,哺 乳類の生涯 において最 も激

しい酸化的 ス トレス負荷 と考 えられ る出生時にお

いてBR性 の黄疸がみ られるこ とに着 目した。 こ

の現象は強力 な酸化的ス トレスに対 して,抗 酸化

能を有 するBRの 生合成 を増加 させた結果ではな

いか と推論 した。すなわち,BR生 合成系は酸化

的ス トレスに対す る生体 防御系で あり,BR自 身

は有効 な生体内抗酸化物質で はないか と考えてい

図1ビ リルビン酸化分解物で あるbiotripyrrin-a及 び ・bの構造
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る。BRは ヘム より生合成 されるが,こ の律速酵

素 はhemeoxygenase(HO)で あ り,そ の一 つ

のisoformで あるHO-1は 酸化的 ス トレス応答

タンパ ク質である ことが最近 注目されている。そ

して,細 胞内の酸化 的ス トレスの負荷状態のマー

カー ともな っている。

近年,山 口 ら2)によって ヒ トの尿中 に数種 のB

R酸 化分解物が存在 している ことが明 らかにされ

た。 その うちの2種 は,ト リピロール構造を持 ち,

biotripyrrin-aとbiotrippyrin-bと 命名 された。

その構造 を図1に 示 した。 また,BR分 解物 を認

識す る単 クロー ン抗体 も開発 され,生 体サ ンプル

中でのBR分 解物の定量が可能 となった。

本研究で は,第 一に,酸 化 的ス トレスの一つ と

考 えられ るエ ン ドトキシ ン投与 を行 った際におけ

るBR酸 化分解物の産生 の変動 と,BR生 合成系

の変化 を捕 らえる ことによ り生体 内抗酸化物質 と

してのBRの 機能を探求 した。第二 に,BR分 解

物 の産生 は生体内でのフ リーラジカル とBRと の

反応 の産物であ ると考 え,BR分 解物の産生増 加

がフ リーラジカルの産生 に よって引き起 こされる

疾患 の発症の代謝的予知 マーカーにならないか と

いう可能性 について検討 した。

1.酸 化的ス トレス負荷時の生体 内抗酸化物質 と

してのBRの 機能

〈目 的 〉

酸化的ス トレスの一つ と考え られ るエ ン ドトキ

シン投与 をラ ットに行 うと,血 中や各組織細胞内

の活性酸素が増加 すると考え られる。 この時の尿

中BR酸 化分解物 のレベル を測定 することにより,

BRの 生体 内抗酸化物 としての機能 を推定 した。

さ らに,我 々3)が初 めて栄養学 実験 に導入 した ビ

タ ミンC合 成不能 ラッ トを用いて,生 体内抗酸化

物質 と考 えらるビタ ミンCの 摂取 によ りBR酸 化

分解物の産生 が抑制 され るかについても検討 した。

肝臓 でのBR合 成系 の変動 について も検 討 した4}。

〈方 法 〉

遺伝的 にビタ ミンC(ア ス コル ビン酸:AsA)

合 成 能 を欠 損 したODS-od/od(ODS)ラ ッ ト

(9週 齢)を 用 いて,AsA無 添加 飼料 群(AsA

欠乏群)とAsA添 加(1,000mg/kg)飼 料群(AsA

摂取 群)を もうけた。ODSラ ッ トにおい て,外

見上 はAsA欠 乏症状の見 られ ない14日 間飼育の

図2LPS投 与後 の尿中 ビリルビン酸化分解物 レベルの変動。
AsA(+)は アスコルビン酸摂取群,AsA(一)は アスコル ビン酸欠乏群。
LPSはLPS投 与群,salineは 生理食塩水投与群。
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後,両 群 の 中 にエ ン ド トキ シ ン(lipopolysac-

charide:LPS)を 腹腔 内投与(1mg/kg体 重)す

る群 と生理食塩水 を投与す る群(対 照群)を もう

けた。 これ らの投与後,3,5,7.5,14,24時

間後にラ ットを屠殺 した。 この間,各 群 のラッ ト

の尿を経時的 に採取 し,そ のBR酸 化 分解物 のレ

ベル を特異抗体(rnAb24G7)を 用いたELISA2)

に よって測定 した。。

〈結果及 び考察 〉

図2にLPS投 与 後 の尿 中BRレ ベ ルの経 時的

変化 を示 した。AsA欠 乏群にLPS投 与 を行 うと,

尿中BR酸 化分解物 レベルの二峰性 の著 しい上昇

が観察 された。 この上昇 はAsAの 摂 取 に より顕

著に抑制 され た。 これ らの結果は,酸 化 的ス トレ

スの負荷 によ り生体内でBRの 酸化 的分解 が促進

し,そ の酸化 分 解 は生 体 内抗 酸 化 物 質 で あ る

AsAの 摂取 に よ り抑制 され る ことが明 らか とな

った。BRは 生体内で酸化的ス トレスの負荷 によ

り酸化的分解が促進 され ることが初 めて示された。

さ らに解析 を進 め,尿 中のBR分 解物 を分離 した

ところ,ラ ッ トの尿中 にもヒ トの尿 中に存在 する

biotripyrrin-a及 び一bが存在す る ことが明 らか と

な り,そ れ ら はLPSの 投与 に よ り増加 し,AsA

の摂取に よりその増加が抑制される ことが明 らか

となった。

BR生 合成 の律速酵素であ り,酸 化的 ス トレス

の負荷 に よりその発現 が誘 導 され るHO-1の 肝

臓での発現 の変動 を解析 した。図3に 示す ように,

AsA欠 乏群 ではLPS投 与 に よ りHO-1mRNAレ

ベル は急激 に上昇 した。 この上昇 もまた,AsA

の摂取 によ り明 らかに抑 制 され た。mRNAレ ベ

ルで観察 された各群 の変動 は,HO-1タ ンパ ク

量及びその活性 のレベルで も同様 に観察 された。

これ らの結果 は,BR生 合成系は酸化的 ス トレス

の負荷 に対応 して惹起 される経路 であ り,そ の結

果生合成 されたBRは 生体内抗酸化物質 として機

能する ことが推測 された。そ して,こ の経路の誘

導はAsAの 摂取 によ り抑制 され るこ とも明 らか

となった。

本研究 によ り,BRが 酸化 的ス トレス負荷時 に

生体 内抗酸化物質 として機能 している可能性が初

めて示 され,AsAと い う水溶性 生体 内抗酸化 物

質 と協調 して機能 しているこ とが示 された。

図3LPS投 与後 の肝臓homeoxygenase・lmRNAレ ベルの変動。
各群の表示 は図2と 同 じ。
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n.自 己免疫疾 患であるインス リン依存性糖尿

病の発症の予知マーカーと しての尿中BR

分解物の上昇

〈目 的 〉

インス リン依存性糖 尿病 モデルマ ウスで あ る

NODマ ウスの発症 過程 における膵 ラ氏島細胞 の

破壊 は、 ラ氏島細胞内に活性 酸素種やm化 窒素

が増加す るこ とにより起 こることが推定 されてい

る。 このような機構で引 き起 こされる膵 ラ氏島の

破壊 は、 リンパ球系細胞の浸潤を伴 い、 これは膵

島炎(insulitis)と 呼 ばれ てい る。我 々はNOD

マウスにsuperoxidedismutaseやcatalaseを 投与

する と膵島炎 の進行が抑制 される ことを報告 し5)、

この ことも上 記 の仮 説 を支 持 してい る。一方、

我々はビ リル ビン(BR)が 生体内で活性酸素 を

は じめ とする フリー ラジカルのスカベ ンジャー と

して機能 している と考 えて いる。本研 究では、N

ODマ ウスの膵 ラ氏島破壊の過程において このB

R分 解物 の産生増加が起 こるのではないか と考 え、

尿中のBR分 解物濃度 を指標 にして検討 した。 そ

して、尿中BR分 解物の濃度の上昇がNODマ ウ

スの高血糖発症 の予知マーカー として役立っので

はないか と考えて実験 を行った。

〈方 法 〉

実験動物

雌 のNODマ ウス12匹 を市販 固形飼料(日 本

農産工 業:MR13)に て飼育 し、6週 齢か ら27

週齢 まで毎週1回 の採尿 と摂食時血糖値 の測 定を

行 った。対照系統 として、C3Hマ ウス とICRマ ウ

スを用 いて同様の測定を行 った。

膵 ラ氏 島の単離

雌 のddyマ ウスを用 いて、 コラゲナー ゼ法 によ

る膵 ラ氏 島の単離 を行い、10%FCS含 有RPMI

1640培 地 で1日 培養後、無血清培地 に交換 して実

験を行った。

BR分 解物の定量

BR分 解物 を認識 す るmAb24G7Z'を 用 いた

ELISAに よ り、マ ウス尿中及 び培地 中のBR分

解物 を定量 した。尿中BR分 解物 レベ ルは尿中 ク

レアチニ ン濃度 に対す る相対値 として表現 した。

図4ddyマ ウス より単離 した膵臓 ラ氏島の培地中の ビリルビン分解物 の濃度。
alloxan(0.25mM,0.50mM),TNF-a(50ng/m1),IL-1(50units/m
1)を 培地 に添加 して,6時 間培養 した時 の培地 中のビ リルビン分解物の
濃度(10-'M)を 示 した。
cont:対 象群
・:対 象群 の値 に対 して有意(危 険率5%以 下)に 差があることを示 す。
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〈結 果>

ddyマ ウスの ラ氏 島を培養す ると、培地中 にB

R分 解物 が検 出 され、 その量 は経 時的 に24時 間

まで増加 す るこ とが明 らか とな った。培地 中 に

alloxan(0.25mM、0.5mM)あ るいは腫瘍壊 死

因子(TNF一 α)(50ng/ml)を 添加 して培 養(6時

間)し た ところ、培地中のBR分 解物量 は増加 し

た(図4)。

NODマ ウスの各個体における血糖値 と尿中B

R分 解物 レベルの経時的変化を比較 したところ、

27週 齢 ま で の 高 血 糖(200mgglucose/100dl

serum以 上)の 発症 の有無 にかか わ らず、9週 齢

か ら16週齢の間 にほ とん どの個体 において尿中B

R分 解物 レベルの上昇が観 察された。 そして、そ

の上昇 は高血糖の発症に先行 して現 れた。 その一

例 を図5に 示 した。対 照系統 であ るC3Hマ ウス

お よびICRマ ウスにおいて は、 そのよ うな9-16

週齢 に限 った尿中BR分 解物 の上昇 は観察 されな

かった。

〈考 察 〉

単離膵 ラ氏島の実験結果 か ら、膵 ラ氏島 はBR

分解物産生能を有する ことが明 らか となった。細

胞内 に活性 酸素 を発 生 させ るalloxanやTNF一 α

の処理 によってBR分 解物産生量 は増加 した こと

に より、BR分 解物 は細胞 内BRと 活性酸素 との

反応によって生成 された もの と推定 された。

NODマ ウスの9週 齢か ら16週齢 は膵島炎が顕

著に進 行する時期 と考え られ、本実験の結果 にお

いて膵 島炎の進行 と尿中BR分 解物濃度の上昇 と

の問に相 関性が示 された。尿 中BR分 解物濃度の

上昇 は、膵 ラ氏島細胞内でのフ リーラジカルの増

加 を指 し示 しているもの と考 えている。

NODマ ウスにお ける高血糖発症 の予知マー カ

ー としての尿 中BR分 解物 の妥 当性 を明 らか にす

るためには、検体数 をさ らに増 すことや血中の 自

己抗体 のレベルの変動 との比較 が必要で あると考

えられた。
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Bilirubin(BR)issynthesizedfromheme,andhasanactivitytoscavengefreeradicals

suchasreactiveoxygenspecies(ROS).Recently,BRoxidativemetabolites(BOM)were

isolatedfromhumanurine,andtwoofthemwerenamedasbiotripyrrin-aand-b.Inthis

study,(1)weinvestigatedthephysiologicalroleofBRasanantioxidantagainstoxidative

stress,and(II)weexaminedthepossibilitythatBOMinurinecouldbeametabolicmarker

topredicttheonsetofdiseasethatiscausedbytheproductionofROS.

(1)TheODSratthatisaratmutantwithahereditarydefectinascorbicacid(AsA)

synthesiswasintraperitoneallyinjectedwithlipopo正ysaccharide(LPS)whosetreatment

causedanoxidativestress.LPStreatmentmarkedlyincreasedBOMinurine,andthis

increasewassignificantlysuppressedbyfeedingascorbicacid.Hepatichemeoxygenase-

1,whichiscrate-limitingenzymeinbilirubinsynthesisandisknownasaproteininduced

byoxidativestress,wasmarkedlyinducedbytheLPStreatment.Thisinductionwasalso

suppressedbyfeedingascorbicacid.TheseresultsindicatedthatBRactsasaphysiological

antioxidantsynergisticallywithascorbicacidagainstoxidativestress.

(II)Insulin-dependentdiabetes(IDDM)isanautoimmunedesease,andseemstobe

developedbythedestructionofpancreaticisletscausedbytheproductionofintecellular

ROS.Nonobesediabetic(NOD)mouseisanmousemodelforIDDM.Theincreaseof

urinaryBOMwasobservedineachNODmousebetween9-week-oldand16-week-old

beforethedevelopmentofhyperglycemia.Thisresultsuggeststhepossibilitythatthe

increaseofBOMinurineisametabolicmarkerforpredictingtheonsetofIDDM.


