
九州大学学術情報リポジトリ
Kyushu University Institutional Repository

脳における多型性アリルアミン�-アセチル基転移
酵素(NAT2)の生化学的，分子遺伝学的及び生態遺伝
学的研究

小川, 昌宣
九州大学生体防御医学研究所臨床遺伝学部門

https://doi.org/10.15017/7237107

出版情報：福岡醫學雜誌. 90 (4), pp.118-131, 1999-04-25. 福岡医学会
バージョン：
権利関係：



118 福岡医誌 90(4) : 118-131, 1999 

原 著

脳における多型性アリルアミンNーアセチル基転移酵素 (NAT2)の
生化学的，分子遺伝学的及び生態遺伝学的研究

九州大学生体防御医学研究所臨床遺伝学部門（指導：鈴木友和教授）

小川昌宣

Biochemical, Molecular Genetic and Ecogenetic Studies. of 
Polymorphic Arylamine N-acetyltransferase (NAT2) in the Brain 

Masanobu 0GA w A 

Department of Clinical Genetics.(Director: Prof T. Su,zuki), Medical Institute of Bioregulation, 
Kyushu University, 4546 Tsuru~ihara, Beppu 874-0838, Japan 

Abstract Polymorphic arylamine N-acetyltransferase (NAT2) is a detoxification enzyme in the 

liver. The activity of this enzyme differs for each individual. The difference of this enzyme 
activity is determined by the polymorphism of this enzyme which is known as N-acetylation 
polymorphism, and is a representative pharmacogenetic trait. The expression of NA T2 is also 

seen in brain tissue. However, its role has yet to be elucidated. 
To clarify the role of NAT2 in the brain, I prepared recombinant NAT2 and examined 
whether or not.L-kynurenine could be an endogenous substrate of NAT2. The spectra-
photometric and high performance liquid chromatography analyses of the product of the acetyla-
tion reaction using the recombinant enzyme revealed that no N□-acetylkynurenine was produced 
by NAT2 from L-kynurenine. 
, The topographical expression of NAT2 in the brain was examined by the in situ hybridiza-

tiori technique. Hybridization was done using seven digoxigenin-labeled oligonucleotide probes 
on fresh frozen sections and on paraffin embedded sections of adult・ rat brain tissue. Th血gh
strong signals were observed on the nerve cells and ependym cells, no signals were detected on the 
glial cells and blood vessels. This finding suggests that the nerve cell-specific endogenous 

substrate of NAT2 thus exists in the brain, and that the exogenous arylamines are metabolized 
in ependym. 

Furthermore, the ecogenetic association of NAT2 and Alzheimer disease (AD) was assessed 
using the polymerase chain reaction-based restriction fragment length polymorphism technique 
for NAT2 genotyping. These results revealed the frequency of rapid acetylator phenotype to 

increase in the 11011-apoE c-4 carriers of late-onset AD (The odds ratio was 3.0, the 95% confidence 
interval was 1.3-7.3). This finding suggests that NAT2 polymorphism is one of the risk modify-
ing factor for late-onset AD in 11011-apoE c-4 carriers. 

はじめに

多型性アリルアミン N—アセチル基転移酵素

(polymorphic arylamine N-acetyltransferase ; 

NAT2)は，肝臓における薬物代謝，解毒酵素として

知られているso)1s)_NAT 2は単一遺伝子によって支配
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され，その変異によって生じる N—アセチル化多型は

薬物代謝速度の個人差を規定しており，代表的な薬理

遺伝形質である13)1sJ12)32).NATZは通常，生体内では

生成しないと考えられているアリ）しァミンやヒドラジ

ンを基質としている (Fig.l)．生体内にはもうひとつ

のアリルアミン N—アセチル基転移酵素，すなわち単

型性アリルアミンNーアセチル基転移酵素(NAT1)が

存在するが，発現量や基質特異性が異なっている35).

NAT2の基質には，アミノ基をもつ医薬品，例えばイ

ソニアジド，ヒドララジン，プロカインアミドや，ニ

トラゼパム，カフェイン，スルファサラジンなど体内

でアミノ化合物になるものがある．また，アリルアミ

ンの中にはベンジジンや 2ーアミノフルオレンのよう

に発癌性や細胞毒性を有するものも多く，食物や環境

汚染物質として生体内に取り込まれたこうした物質を

代謝する NAT2の多型は，発癌素因や神経変性疾患

感受性との関連性が予想され，生態遺伝学的にも注目

を集めている17)29)34)18)44)4)• 

NAT2は，肝臓の他にも脳，小腸，大腸，乳腺，皮

膚，肺，腎臓，子宮，卵巣など多くの臓器にも発現が

見られている10)27)．こうした臓器の中でも，脳組織にお

ける発現は特に興味深い．脳における NAT2は，その

活性がかなり高いことが報告されている36)ものの，そ

の生理的役割は明らかではない．外来性基質の代謝に

関与していること力ゞ予想される一方，血液脳関門の存

在を考えあわせた場合，内因性基質の存在も考えられ

る36)20>.NAT 2は脳において，この未知の内因性基

質，あるいは外来性基質の代謝に関与し，神経の病態

生理に影響を与えていることが考えられる．

著者は，脳における NAT2の役割を解明する目的

で，まずNAT2の内因性基質の候補としてトリプト

ファン代謝の中間代謝産物である Lーキヌレニン (L-

KYN) (Fig. 2)5)に着目し， NAT2の組み換え体蛋白

を調製して， N~-ァセチルキヌレニンの生成について

／ 
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Fig. 1 Acetylation of arylamine by NAT. 

検討した．また，ラット脳組織における NATの発現

分布を insituハイブリダイゼーションで検討した．さ

らに，著者は N—アセチル化多製が疾患感受性を規定

していると推定される神経疾患としてアルツハイマー

病(AD)48)28)をとりあげ， NAT2の遺伝子型タイピン

グによって両者の関連性を生態遺伝学的に検討した．

これらの検討により得られた知見をもとに，脳におけ

るNAT2の働きについて考察を行ったので報告する．

実験方法

Lーキヌレニン (L-KYN)のN-アセチル化

組み換え体NATの作製

制限酵素部位を組み込んだプライマー対によるポリ

メラーゼ連鎖反応 (PCR)によって 4種類の NAT

cDNA部分，すなわちラットアリルアルキルアミン

NATクローンA-1(ECZ.3.1.87; GenBank acces-

sion U 01343, NAT]• 13)，ラットアリルアミン NAT

クローン B-7(EC 2. 3.1. 5 ; GenBank accession 

U 01348, NAT2*21)，ヒト単型性アリルアミンNAT

クローンD-24(EC 2. 3. 1. 5 ; GenBank accession 

J 05255, NATI* 5)，ヒト多型性アリルアミン NATク

ローンD-14(EC 2. 3.1. 5 ; GenBank accession 

J 05255, NAT2*7B)35>1•>16) を増幅，回収した（遺伝子

型の記述は Vatsisらによる国際表記法49)に従っ

た．）．発現蛋白にヒスチジンタグを付与するように設

計された発現ベクターである PROEx™ HT発現シス

テム (GIBCOBRL, Cat. No. 10711-018) にcDNA

を組み込み，コンピータント大腸菌である DH5aを形

質転換した．この大腸菌を LB—アンピシリン (Amp)

寒天培地にまき，得られたコロニーをベクターのライ

ゲーション部位の前後の配列に相補的に設定したプラ

イマーを用いたPCRにかけ，適当な長さのインサー

トが確誇されたクローンを LB-Amp培地で培養した．

培養函体より抽出したプラスミドを制限酵素処理して

NAT遺伝子のインサートを確認した．このようにし

て得られた NAT発現大腸菌を LB-Amp培地で培養

し，IPTG処理後3時間で菌体を回収，超音波破砕処理

した上清をニッケル-NTGレジンカラムで精製，組み

換え体NATを回収した．回収した蛋白はSDS-

PAGEにょうて分子量を確認した．
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Fig. 2 Kynurenine pathway. 

The supposed formation of N~-acetylkynurenine is indicated by a dotted arrow. 

基質特異性の確認

回収した蛋白を酵素標品とし， NATの基質特異性

を確認するため，パラアミノ安息香酸(PABA)，スル

ファメタジン(SMZ),pーフェネチジン，プロカインア

ミド， トリプタミンなど基質として Nーアセチル化実

験をおこなった． Andresらの測定法3)に基づき，アリ

ルアミンの Schiff'sbase形成による 450nm吸光を測

定し，その減少をアセチル化の指標として利用した．

アセチル化の条件は，反応緩衝液 (20mM  Tris-

HCl, pHS.O, 20℃,1 mM  EDTA, 1 mMジチオエ

リスリトール(DTE),50μMフェニ］レメチルスルフォ

二］レフルオリド， lOμMロイペプチン）により lOng/

mlに希釈した酵素標品 50μ]に，アリルアミン溶液

(225 mM  Tris-HCI, 4. 5 mM  EDT A, 4. 5 mM  DTE, 

22.5mMアセチルリン酸，2.25U/mlホスホトランス

アセチラーゼ (BoehringerMannheim, Cat. No. 525 

995), 0.5-1. 0 mMアリルアミン）を 20μ1, 1 mMア

セチルCoAを20μI加え， 37℃で 1時間インキュベー

ションとした． 20%トリクロル酢酸を 50μI加えて反

応を停止，遠心後上清を呈色に供した．呈色反応は，

500 μIの5% (w/v)ジメチルアミノベンズアルデヒド

（アセトニトリ｝レ溶液）を加えて遠心し，室湿で 10分

インキュベートした．反応の際，アセチルCoAを加え

なかったものをブランクとして 450nmの吸光を測定

した．アセチル化能は次式により求めた．

(OD,sonmブランク—OD450nmサンプル） X12.8Xl06/イ

ンキュベーション時間（分） （nrnol/min/rill)3) 

また，同様の実験を L-KYNを基質としておこなっ



脳における多型性アリルアミンNAT 121 

た．

高速液体クロマトグラフィー-(high performance 

liquid chromatography ; HPLC)分析

HPLC分析は，日立製L-6200Intelligent Pump, L-

4200 UV-VIS Detector, D-2500 Chromato-Inte-

gratorによるシステムで，カラムはWakopak Wa-

kosiHI 5 C 18 RS（和光，内径4.6mm, 150 mm)を

用い，移動層は 0.1％トリフルオロ酢酸（アセトニトリ

ル濃度勾配0→ 40%/40分），検出は UV260nmの吸

光測定でおこなった．L-KYNを基質として，前述のよ

うにアセチル化反応をおこなった．反応停止後，遠心

し，その上清をろ過し， 20μIをHPLCに供した．人工

的に合成された N2ーアセチルキヌレニンと Naーアセ

チルキヌレニンをアセチル化の標品として用いた．反

応時間は最大24時間まで延長した．

脳における NAT2の分布

組織切片の作製

成熟SDラットをエーテル麻酔下に断頭し．摘出し

た肝臓，脳を直ちにジエチルピロカルボン酸 (DEPC)

処理水で洗い， 5mm厚に薄切し，液体窒素により急速

凍結した．シランコート処理したスライドグラス上に

5μm厚の新鮮凍結切片を作製した．切片は65℃の

ホットプレート上で乾燥した後，未固定のままプレパ

ラートボックスに入れて一80℃に保存した．同時にホ

ルマリン固定後，パラフィン包埋した切片も作製し，

37℃で一晩乾燥させた後，プレパラートボックスに保

存した．

プロープの調製

NAT2*21に対する 7種類のアンチセンスオリゴ

ヌクレオチドプローブを設定した (Fig.3)．各プロー

ブは 31-38bpの長さで互いに重複する部分を持たず，

NAT1*13の配列に対して 25％以上のミスマッチを

有するように設計された門それぞれに対して相補的

な配列をセンスプロープとして用意した．同様にして，

NAT1*13に対するオリゴヌクレオチドプローブも

作製した． DIGオリゴヌクレオチド・テイリングキッ

ト (Boehringer Mannheim, Cat. No. 1417 231)を用

いた 3'テーリング反応によってジゴキシゲニン—

dUTPラベルをおこなったものを以下の実験に用い

た．プローブの特異性は，NAT1, 2のcDNAをブロッ

トしたナイロンメンブレンに対するハイブリダイゼー

ションによって確認した．

RNA保存度の検討

スライドグラスに貼付した臓器切片を剥離し，

ISOGEN（ニッポンジーン， Cat.No. 311 -02501)に

て処理し， RNAを抽出した．この RNAサンプルから

ランダムプライマーを用いて逆転写をおこなった．

NATZのmRNAによって特異的に出現する 203bp 

のDNAを増幅するように 5'非翻訳領域と翻訳領域

とに設定したプライマーを用いて，変性温度92℃，ァ

ニーリング温度55℃，伸長反応温度74℃,30サイクル

でPCRをおこなった (Astec,PC-700). PCR産物は，

2％アガロースゲル電気泳動を行って確認した．

in situハイプリダイゼーション

未固定凍結切片とホルマリン固定パラフィン包埋切

片を用いて前述のプローブにて insituハイブリダイ

ゼーションをおこなった．パラフィン切片は，キシレ

ンで10分間透微して脱パラフィンした後， 99％エタ

ノールでキシレンを洗いおとし，以下99%,90%, 

70%, 30％のエタノールにより徐々に親水化した．

DEPC処理水で洗った後，プロテアーゼK溶液(1μg/ 

1mlとなるように 100mM  Tris-HCI, 50 mM  EDT A 

溶液で希釈し， 37℃で30分間自己消化した）で37℃,

5 -30分間処理した．処理後， DEPC処理水で軽く洗

ぃ， 4％パラホルムアルデヒドで10分間後固定を行っ

た． DEPC処理水で洗い，以下，順次70%,90%, 99% 

エタノールにより脱水処理を行い，風乾した後，ハイ

ブリダイゼーションに供した．凍結切片については前

処理はおこなわず，直接ハイブリダイゼーションに供

した．

ハイプリダイゼーション緩衝液の組成は， 4 xssc, 

50％ホルムアミド， 10％高分子デキストラン， 1 Xデ

ンハート液， 100μg/mlサケ精子DNA,250 μg/ml 

tRNA, 100 μg/ml poly A, 5 μg/ml poly dA, 10-100 

hg/mlプローブとした9)．37℃で16時間インキュベー

ションを行い， 4xsscにて室温での洗浄を 15分間，

2回おこなった後， 42℃に加温した 1xsscで15分

間， 2回洗浄した．検出反応はアルカリ性フォスファ

ターゼ標識抗ジゴキシゲニン抗体による発色反応を利

用した (Boehringer Mannheim, Cat. No. 1 093 

657)．すなわち切片を緩衝液1(100 mM  Tris-HCl, 
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150 mM  NaCl, pH 7.5, 20℃)で軽く洗い，緩衝液2

（ブロッキング剤を 0.5％になるように緩衝液 1に溶

解）で60分間ブロッキングをおこなった．アルカリ性

フォスファターゼ標識抗ジゴキシゲニン抗体溶液(150

mU/mlになるよう緩衝液1で希釈）で60分インキュ

ベートした後，緩衝液1で10分間2回洗った．緩衝液

3 (100 mM  Tris-HCI, 100 mM  Na Cl, 50 mM  

MgCl2, pH 9. 5, 20℃)で5分間インキュベートした

後，発色溶液(70%4 —ニトロブルーテトラゾリウム塩

のジメチルホルムアミド溶液45μ]と 50mg/ml 5 -

臭化ー 4 —塩化ー 3 ーインドールリン酸トルイジニウムの

ジメチルホルムアミド溶液35μ1を10mlの緩衝液3

に添加したもの）に浸し，暗所で一晩発色させた．緩

衝液4(lOmMTris-HCI, lmMEDTA, pH8.0, 

20℃)で発色を停止させ，クリスタルマウント

(biomeda co., Cat. No. M 02)で封入し，鏡検した．

アルツハイマー病 (AD) における N—アセチル化多

型

対象

筑波大学附属病院を受診した 80名の血縁関係のな

い日本人のAD患者52)を対象とした． ADの診断は，

NINCDS-ADRDAの診断基準に基づいてなされた汽

痴呆症状の発症年齢によって，晩発性と若年性とに分

類した．晩発性ADは60歳以降に発症した 53名（男

性5名，女性48名，平均発症年齢73.5土6.8歳）で，

そのうち 13名は病理解剖によって ADの病理診断を

受けた．若年性ADは60歳未満に発症した 27名（男

性 11名，女性16名，平均発症年齢52.4土5.5歳）で，

Probe No, sequences (5'lo 3') 

10名は病理解剖による病理診断を受けた．対照群は健

康な日本人257名（男性175名，女性82名，平均年齢

51.0土6.8歳）である．

Nーアセチル化多型の遺伝子型タイピング

インフォームドコンセントの後，末梢血を採取し，

白血球より SDSーフェノール法によりゲノム DNAを

抽出した39). AD患者のDNAサンプルの一部は，死

後，脳組織より抽出された．既に報告した方法1)に基づ

き， PCRにより NAT2の多型部分559bpを増幅し，

制限酵素Asp718, BamHI, Taqlにより多重消化し

た．4.5％アガロースゲル電気泳動にてDNA断片を分

離し，切断片長多型により NAT2の遺伝子型を決定

した．このようにして求められた遺伝子型から表現型

を推定した．すなわち，遺伝子型NAT2*4/*4を迅速

型， NAT2*4/*5B,NAT2*4/*6A, NAT2*4/*7B 

を中間型， NAT2*5B/*5B,NAT2*5B/*6A, 

NAT2*5B/*7B, NAT2*6A/*6A, ・ NAT2*6A/* 

7B, NAT2*7B/*7Bを遅延型とした．

アポリポ蛋白質E(ApoE)タイピング

上記DNAサンプルを用いて， Wenhamらの方法51)

に基づいて ApoEの遺伝子型タイピングをおこなっ

た．すなわち， PCRによって 227bpのDNAを増幅

し，制限酵素HhaIで消化し，20％ポリアクリルアミド

ゲル電気泳動により DNA断片を分離し，切断片長多

型から遺伝子型を決定した．

統計学的解析

有意差の検定はが検定によっておこなった． p<

0.05を有意差ありとした．オッズ比は 2X 2表を用い

て計算した．

B 2 AACCCAGCATCAACAATGTAGTCCTTTCCAC 
B 4 CCACTGCTGTACTTATTGGCTGGAGTGTTAAAG 
B 6 TTCAGTTAATTCTTCCAAGTCCAGTTTGTTCCTG 
B 7 TCCCCGCAATGGATGTTCAAGTTTTCAAAGG 
B 8.  TCACAACTTGATCAAAGATGACTTCTAAATTCAGCTC 
B 9 • GTCTGCAP.GGAACAAAATGATTTACTTGTAAACAAGGA 
B10 CTATAAGTGAGGGTGGAGCCAACCAAACAGT 

B6 B7 BB 

5'一4
B4 B2 

=--= 
NAT2*21 

Fig. 3 Probes used for in situ hybridization. 

B9 B10 

トー3'

The sequences of the seven probes are shown. Their positions on 
NAT2*21 are indicated by bars. 
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結果

L＿キヌレニン (L-KYN）のN-アセチル化

組み換え体NATの作製と基質特異性の確認

レジンカラムによって回収したヒト NAT酵素標品

の基質特異性を Table1に示す． NATl,NAT2両

方の基質となるプロカインアミドを基準として酵素活

性の比をとってみると， NATlでは PABA,NAT2 

では SMZが特異的な某質であることがわかった．こ

の結果は以前に報告されている各々の酵素の基質特異

性6)35)と一致しており，紀み換え体蛋白が正常に発現，

機能していると考えられた．ラットの組み換え体蛋白

についても同様に基質特異性の確認をおこなっ

た24)14)16)（データ割愛）．

L-KYNを基質として，吸光度の変化を観察したが，

明らかな変化は見られなかった (Table1). 

HPLC分析

HPLCにおけるしKYNの保持時間 (RT)は16.5

分， N-ーアセチルキヌレニンの RT は 18.0 分， Na—ア

セチルキヌレニンの RTは25.4分であった (Fig.4A, 

C,D). L-KYNを基質とした実験において， N-ーアセ

チルキヌレニンの RTに相当する位置にピークは見

いだされなかった (Fig.4B)．標品とした Nこアセチ

ルキヌレニンは，この測定条件において，20pmolまで

検出可能であった．アセチル化反応後の試料には，

RT=20分に小さなピークが出現したが，これはアセ

チル化反応後の全てのクロマトグラムに出現し，さら

に基質を加えないものにも出現するため，アセチル

CoAに由来するピークであると考えられた．

脳における NAT2の分析

逆転写PCR(reverse transcriptase-PCR ; RT-

PCR) 

凍結脳切片から抽出し，逆転写後， PCRをおこなっ

たRNAサンプルにおいて， 2％アガロースゲル電気

泳動によって，予想される大きさ (203bp)のバンドが

疇された（Fig.5)．逆転写をおこなわなかったもの

A RT=l6.46 

↓F 
10 20 30 

C RT=l8.06 

B
 

（ 
RT=16.51 しRf=2083

'I'"'』'"'l""""'I'
JO 20 30 

D I RT=25.39 

ゞ
'l"'"'"'l'""'"'I' 'l""""'l'"'""'I' 

10 20 30 
10 20 30 

Fig. 4 HPLC chromatograms of kynurenines. 
A. L-kynurenine 

B. kynurenine after acetylation reaction 
C. N-. N -acetylkynurenine 
D. Na-acetylkynurenine 
Neither N -acetylkynurenine nor Na-

acetylkynurenine were observed in the sam-
pie B. 

Table 1 Substrate specificity of recombinant N-acetyltransferases expressed from the cDNA of the 

human liver 

N-acetyltransferase activity (x 102 nmol/ng/min) 

cDNA 
Procaineamide 

p-Aminobenzoic 
Sulfamethazine Kynurenine 

expressed acid 

NAT2 
1.52 0.21 2:8.86 0.14 
(1) (0.14) (~5.82) (0.09) 

NATI 
3.17 29.64 1.64 0.15 
(1) （2:3.04) (0.52) (0.05) 

NAT2: human polymorphic NAT clone Dl4, NAT2*7B 

NATI: human monomorphic NAT clone D24, NAT1*5 
The ratios of the acetylation rate to that for procaineamide are indicated in parentheses. 
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ー 2
 
3
 
4
 

2l0bp..,.._ 
162bp→ 

Fig. 5 The RT-PCR products from extracted mRNA. 

1. Marker 2. mRN A from a brain section, RT (-) 

~ ヽ
amplified NAT2 
fragment (203bp) 

3. mRNA from a brain section, RT (+) 4. positive control (PCR product from cDNA) 

An amplified NAT2 fragment was only observed in lanes 3 and 4. 

ではこのバンドは出現せず， RNA由来のバンドであ

ることが示された．

in situハイブリダイゼーション

肝組織における観察では，肝細胞にびまん性かつ不

均ーにシグナルが認められた．肝小葉内のシグナルは，

門脈索周辺の肝細胞に強 く，中心静脈周辺の肝細胞に

は弱い傾向がみられた．シグナルは肝細胞の細胞質に

あり，核にはみられなかった (Fig.GA)．切片を RNase

処理したり，ラベルしていないプローブを用いること

によって，このシグナルは消失した (Fig.6B)．門脈

索自体や Kupffer細胞にはシグナルは認められな

かった．

脳における insituハイプリダイゼーションでは，凍

結切片においては，海馬の顆粒細胞層，大脳皮質の神

経細胞，脳室上衣細胞に強いシグナルが見られた (Fig.

7A,B,C)．一方，大脳白質部分にもシグナルが見られ

たが，このシグナルはセンスプローブを用いた場合に

も出現した（データ割愛）．

パラフィン切片においては，海馬の顆粒細胞層，脳

室上衣細胞に強いシグナルが認められた．血管内皮細

胞，間質細胞でのシグナルはみられなかった(Fig.7E, 

A: Hybridized with antisense probes. x 60 

F). 

これらのシグナルは，切片の RNase処理や，未ラベ

ルのプローブを用いることで消失した (Fig.7D). 

NATlに対するプローブを用いた場合も同様の結

果であった（データ割愛）．

アルツハイマー病 (AD)とNAT2多型との関連性

AD 患者群とコ ン トロール群における N—アセチル

化多型の推定表現型の分布と対立追伝子頻度を Table

2に示す．コントロール群の分布は，日本人において報

告されている分布に一致しており 13)1)4')，またハー

ディ ーワインベルグの平衡状態にあった．コントロール

群と晩発性，若年性いずれの AD群との間でも，表現

型分布にも対立遺伝子頻度にも有意差は認められな

かった．次に，晩発性ADのリスクファクターとされ

ている ApoEE4の存在の有無に留意して解析をおこ

なった．その結果を Table3に示す． A/JoEE4の保有

者においては，発症時期にかかわらず，コ ントロール

群との間で表現型分布に有意差を認めなかった．しか

し，ApoEE4非保有者の群においては，晩発性ADの

群で迅速型の表現型が多いことがわかった．この群に

B: Negative control. x 60 

Fig. 6 In situ hybridization for NAT2 in the rat liver 
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た`＇ヽ．

A : Hippocampus. x 25 B : Lateral ventricle. x 60 

ヽ

C : Brain cortex. X 60 D: Brain cortex (Negative control). x 60 

．．~・テ

E : Hippocampus. x 120 F : Lateral ventricle 

Fig. 7 In situ hybridization for NAT2 in the rat brain. 
A-D: Fresh frozen sections. E and F: Paraffin embedded sections. 

おける迅速型では，中間型，遅延型の表現型に比べて

オッズ比が 3.0に増加していた (95％信頼区間 (95%

CI) 1.3-7.3)．若年性AD群では，このオッズ比の増

加は観察されなかった（オッズ比 1.4,95% 

CI O. 5-3. 7). 

考察

N—アセチ］レ化多型は生態遺伝学的に興味深い形質

であるが，薬物代謝や発癌性変異原物質の代謝の観点

から，肝臓における酵素の役割ばかりに注目が集ま

り21)6)13)35)32)，その他の臓器におけるその働きの研究は

ほとんどなされていなかった．脳における NAT2の

発現は，その活性の高さから外来性のみな らず，特異

的な内因性のアリルアミンを基質とし，ニューロンの

機能あるいはそれを防御維持する上で重要な役割を担

ぃ，ある種の中枢神経変性疾患に対する感受性を規定
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Table 2 Acetylator genotype, predicted phenotype and allele frequency of NAT2 in the patients 

with Alzheimer's disease (AD) and controls. 

Acetylator phenotype Genotype 
Controls Late-onset AD Early-onset AD 

n=257 (%) n=53 (%) n=27 (%) 

Rapid NAT2*4/*4 111 (43.2) 30 (56.6) 10 (37.0) 

Intermediate NAT2*4/*5B 
3 J l゚16 l J 14 NAT2*4/*6A 79 117 

8 8 (30.2) 7 6 (51.9) 
NAT2*4/*7B 35 (45.5) 

Slow NAT2*5B/*5B 

゜ ゜ ゜NAT2*5B/*6A 4 1 

゜NAT2*5B/*7B 3 29 

゜
7 

゜
3 

NAT2*6A/*6A 12 (11.3) 3 (13.2) 2 (11.1) 

NAT2*6A/*7B 7 2 1 

NAT2*7B/*7B 3 1 

゜Allele frequency 
NAT2*4 0.660 0.717 0.630 

NAT2*5B 0.019 0.009 0.019 
NAT2*6A 0.222 0.160 0.222 
NAT2*7B 0.099 0.113 0.130 

No significant differences were observed between the controls and either group of AD. 

Table 3 The distributions of the acetylator phenotype in the late-onset AD, early-onset AD patients 
and the controls divided into carriers or non-carriers of the apoE E4 allele. 

non-s4 carrier s4 carrier 
Acetylator phenotype 

Controls Late-onset AD Early-onset AD Controls Late-onset AD Early-onset AD 

Rapid 90 18* 8 21 12 2 

Intermediate 97 6 ， 20 10 5 
Slow 24 2 2 5 5 1 

* : Significant difference was observed in the distribution of the acetylator phenotype between the 
controls and late-onset AD in non-s4 carrier. (p<0.05) 

していると考えられる．

NATには，種による基質特異性に差があり，同じ型

の酵素でも，その生体内における役割は異なっている

ことが推測される．例えば，ヒトにおいては NAT1も

NAT2もアリルアミンを基質とし，アリルアルキルア

ミンを代謝しない35)力ゞ ，ラットにおいては， NATIは

アリルアルキルアミンを代謝する能力を持つ16しまた，

遺伝子多型力ゞ広く知られているの枯，NAT2の方であ

るが，ヒトにおいて主に発現しているのは NAT2で

ある 35)のに対し，ラットにおいては NATIであ

る14)16)10)．このため，ラットにおける NAT2をヒトに

おける NAT2に相当するものであると単純に断じる

ことは，その生体内でのはたらきを正しく評価するこ

とに繋がらない．この観点から，著者はラットにおい

ては NATlとNAT2とを平行して検討することと

した．

Gaudetらは脳内における NATの内因性基質とし

て， L-KYNを想定した（キヌレニン仮説） 20l,L-KYN 

は L—トリプトファン代謝における古典的キヌレニン

経路の中間代謝産物である (Fig.2). L-KYNの投与

によって，髄液中のキヌレン酸やキノリン酸の量が増

加する 25)が，これらキヌレニンの代謝物質は NMDA

レセプターのアンタゴニスト，またはアゴニストとし

て作用し， AIDS脳症など炎症性神経疾患に伴う変動

が報告されている 41)31)38)42).NAT zによる N--アセチ

ルキヌレニンの生成があれば，この経路の調節機構と

して機能することが推定される．今回著者が行った

HPLCによる解析では， N-ーアセチルキヌレニンに相
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当する RT=l8分のピークは豚められなかった (Fig.

4B). NAT 1 5（ヒトの NAT1), NAT 1 13, NAT 2 

21（ラットの NATl,NAT2)でも同様であった．こ

のことから， L-KYNはNATの基質とはなり得ない

ことが示された．

アリルアミンの Shiff'sBase形成による発色反応は，

一定の濃度範囲内では基質による発色の度合いにほと

んど差がなく，簡便かつ迅速に酵素活性を比較するこ

とができる叫しかし，今回の L-KYNのように，アセ

チル化の有無が不明な華質の場合には，わずかな吸光

度の変化しか得られない場合，アセチル化に伴うもの

なのか，測定誤差なのかが判然としないため，あくま

でも既知の基質に対する簡便法として用いるべきであ

ると考えられた．

未固定凍結切片での insituハイブリダイゼーショ

ンは，固定や脱水のステップが省かれるため RNAの

保存度が良好で，シグナル量も多く得られる叫一方，

パラフィン包埋切片では，前処理の行程が多くなり，

その分切片の剥離脱落や RNAの分解が問題となって

くるが，器具や溶液を RNasefreeとすることや，注意

深い実験操作によって凍結切片よりも解像度の高い観

察を行い得る．この場合，プロテアーゼKによる処理

が必須となってくるが，著者の場合， 1μg/ml, 10-20 

分程度の処理によってバックグラウンドが減少し，核

に観察された非特異的なシグナルが消失するなど，良

好な結果が得られた．しかし，プロテアーゼKによる

処理は，組織の種類や固定の状態によって至適条件が

大きく異なるため，切片を作製する毎に十分な検討が

必要である．切片の厚さは，著者の場合，凍結切片で

5-10 μm,パラフィン切片で5μmで良好な結果が得

られた．また，ハイブリダイゼーション緩衝液への

10％程度の高分子デキストラン（分子量50万）の添加

は不可欠で，低分子（分子量5000)のものを添加した

り，あるいは全く添加しないものではシグナルは得ら

れなかった．

ラット肝凍結切片における実験では，門脈索周囲の

肝細胞に強いシグナルがみられ，中心静脈に向かうに

つれてシグナルが弱まってゆく傾向がみられた． これ

はパラフィン封埋切片を用いた Debiec-Rychterら10)

による実験結果とは逆の傾向であるが， Rappaportの

肝房 (liveracinus)の概念37)に従うと，流入する血液

に最も早く接する微小循環領域 (microcirculatory

zone) 1に相当する部分に多く，血液の流出路周辺に

あたる領域3に相当する部分に弱く発現していること

を示しており，著者の結果の方が合目的的な発現分布

であると考えられる．

ラット脳組織を用いた著者の実験では，脳室上衣や

神経細胞，特に海馬の顆粒細胞層を構成する細胞に強

いシグナルが見られた．間質部分でのシグナルも見ら

れたが，このシグナルはセンスプローブでも観察され，

非特異的なバックグラウンドと考えられた．パラフィ

ン包埋切片では，脳室上衣や神経細胞の胞体に一致し

てシグナルが観察されたが，血管内皮細胞や間質部分

でのシグナルは観察されなかった．この結果は

Debiec-Rychterらの実験の結果と一致している10)．

周知のように，脳には血液脳関門 (Blood-Brain 

Barrier; BBB)が存在しており，その本体は血管内皮

細胞と星状細胞のタイトジャンクションと，特異的物

質輸送であると考えられている 19)47)2)．BBBが存在す

ることによって，外来性のアリルアミンが脳実質内に

直接進入することは困難であり，神経細胞に特異的に

認められる NAT2の発現は，内因性の基質，特に神経

細胞に多く含まれるような基質の存在を示唆するもの

と考えられ，神経伝達物質の代謝に関与していること

も考えられる 36)20)• 

一方で，脳室上衣細胞にも強い発現が見られたこと

は注目に値する．髄液産生の場と考えられている脈絡

叢は有窓の血管内皮を有しており，さらに，脳の細胞

外液中のゼノバイオティクスは髄液中に移行すること

が報告されている 8)45)46)．細胞外液や血液中から髄液中

に移行したゼノバイオティクスは脳室上衣細胞に発現

がみられた NAT2により代謝される可能性が考えら

れ，また逆に，脳室上衣細胞はゼノバイオティクスに

対する代謝の場となっていることも示唆される．

今回は検討できなかったが，NAT2の発現部位とし

て，脳室周囲器官 (CVOs)も予想される． CVOsは血

管内皮細胞による BBBが存在しない部位であり，神

経内分泌機能を有すると考えられている 22)23)26)．ラッ

トの NATI*13, NAT2*21がクローニングされた松

果体もこの CVOsの一つである 16しまた， CVOsは薬

物や環境汚染物質などの外来性基質に直接接する器官

でもあるため，その代謝を担っている可能性もある．
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神経変性疾患と N—アセチル化多型との関連を明ら

かにする目的で，環境要因が発症に関与していると考

えられている ADにおける NAT2の多型の分布を検

討した． N-アセチル化多型と ADとの関連について

は， Steventonら48)やLaderoら28)によって既に検討

がなされており，関連性はないとされていた．しかし，

彼等がおこなった試験薬剤の経口負荷による血中濃度

測定法では， N-アセチル化多型の迅速型と中間型の識

別ができないなどの欠点がある11)32)44)．また一方で，

ADの分子遺伝学的研究の進展から，単一遺伝子の障

害による AD7)30)43)ゃ，アポリポ蛋白質E(ApoE)多

型が関与している ADが明らかとなってきた．特に晩

発性ADでは，ApoEc:4が疾患感受性を規定している

ことが報告されている40)52)．このため， ADのリスク

ファクターとしての N—アセチル化多型の検討におい

ては，より正確な遺伝子型タイピングの利用と ApoE

多型に留意した検討が必要である．

Table 2に示すように，コントロール群と AD患者

群とでは， NAT2の表現型分布，対立遺伝子頻度に，

有意差は認められなかった．しかし， ApoEc:4の有無

を考慮して検討した場合， ApoEc:4をもたない晩発性

AD患者群においては迅速型の表現型が多いことが示

された (Table3)．これは， NAT2がApoEc:4をも

たない晩発性ADの発症に関与している可能性を示

唆している．晩発性ADにおいては， ApoEc:4陽性の

者の頻度が多く4o)s2l,NAT 2多型による影響が検出さ

れにくかった可能性があり，今後のさらなる検討が必

要であると考えられる．

総 括

脳内での多型性N—アセチル基転移酵素 (NAT2) の

働きを生化学的，分子遺伝学的，及び生態遺伝学的に

検討した．まず， NAT2の内因性基質の候補としてL-

キヌレニン (L-,KYN)のN-アセチル化をラットとヒ

トの組み換え体蛋白を作製して検討した．酵素反応産

物の分光学的及び HPLCによる分析では， N~ーアセチ

ルキヌレニンの生成は観察されなかった．また，脳に

おける発現を insituハイブリダイゼーション法に

よって検討したところ，脳室上衣細胞と神経細胞，，特

に海馬の顆粒細胞層を構成する細胞に強い発現が認め

られた．さらに， NAT2 の多型によって生じるN—アセ

チル化多型とアルツハイマー病 (AD)の関連性を生態

遺伝学的に検討したところ，特定の患者群においては

N—アセチル化多型の迅速型が疾患の発症に関与して

いる可能性が示唆された．

以上の結果より，脳内における NAT2について以

下のことが結論される．

1. L-KYNがNAT2の基質である可能性（キヌ

レニン仮説）は否定的である．

2. NAT 2は，海馬の顆粒細胞層を構成する神経細

胞や脳室上衣細胞に強く発現している．

3. NAT2は，アポリポ蛋白質Ee4非保有者にお

ける晩発性ADの発症に関与していることが示唆さ

れる．
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