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研究成果の概要（和文）： 

近年、我々はアルコール脱水素酵素 ADH3 の体内アルコール（Alc）代謝への寄与を明らかに

した。そこで、本 ADH の血中 Alc 動態の性差、主要臓器における Alc およびアセトアルデヒド

(AcH)動態、Alc 感受性、さらに Alc 嗜好性における役割について、ノックアウトマウス（Adh1-/-、
Adh3-/-）を用いてAlc代謝の鍵酵素である ADH1 と比較検討した。その結果、ADH3 の Alc 代謝へ

の寄与には性差が見られ、雄では EtOH の投与量に依存して寄与の増大が見られるが、雌では中

等量（2-3g/kg）での寄与が大きかった。一方、Wild、Adh3-/-の両マウス種で見られた血中 Alc

動態の性差は肝 ADH1 活性の性差と Alc 体内分布率（γ）の性差によってほぼ説明が可能であっ

た。さらに、主要臓器でのAcH産生に関しては、ADH1 は肝および腎での寄与が見られたが、ADH3

は肝でのみ見られた。また、ADH3 は ADH1 と共に急性 Alc 中毒防御因子ならびに Alc 嗜好因子の

役割を果たすことがわかった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We have recently demonstrated that alcohol dehydrogenase 3 (ADH3) participates in 
systemic alcohol metabolism. In this study, we used ADH knockout mice (Adh1-/-, Adh3-/-) 
to investigate the role of ADH3 in sex-difference of alcohol metabolism, in the production 
of acetaldehyde in major organs, in alcohol sensitivity and in alcohol preference, 
comparing with ADH1, a key enzyme of alcohol metabolism. ADH3 showed a sex-different 
contribution to systemic alcohol metabolism, contributing dose-dependently in male, but 
at middle doses (2-3g/kg) in female. On the other hand, the sex-differences of 
pharmacokinetics of blood alcohol found in both Wild and Adh3-/- could be explained by 
the sex-differences of ADH1 activity in the liver and of alcohol distribution rate (γ). 
ADH1 contributes to acetaldehyde production in the liver and kidney, whereas ADH3 only 
in the liver. In addition, ADH3 was found to play as a protective factor for acute alcohol 
poisoning, and as an alcohol-preferential factor, together with ADH1.  
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１．研究開始当初の背景 

ヒトのアルコール（Alc）に対する生体反

応として、酩酊、アセトアルデヒド（AcH）

反応、Alc 中毒などの急性反応および臓器組

織障害、依存症などの慢性反応があり、さら

には、Alc 嗜好性も Alc 生体反応の一つと言

える。これらの Alc 生体反応の強弱（Alc 感

受性）は、性差および民族差を含む大きな個

人差があり、基本的にはエタノール（EtOH）

とその代謝産物 AcHの血中ならびに組織中に

おける濃度と暴露時間に依存する[1]。それ

故、EtOH および AcH の代謝速度ならびに組織

濃度分布は Alc感受性を制御する最も重要な

生体側の条件であり、それらを明らかにする

ことは Alcの生体反応の機序を解明するため

に必須と言える。 

体内でのAlc代謝は主にEtOH酸化のClass 

I ADH (ADH1)と AcH 酸化の ALDH2 で担われて

いる。ヒトにおいては、ADH1B ならびに ALDH2

のいずれにも活性を異にする遺伝子多型が

存在し、これらの多型が Alc 嗜好性、急性症

状、依存症ならびに臓器障害発症などに関係

することが知られている[1]。しかし、これ

ら遺伝的多型はその出現が民族特異的であ

り、Alc 感受性個人差の一般的な原因とはい

えない。一方、女性は男性より少ない飲酒量

および短い飲酒期間で Alc 依存症や Alc 性肝

障害などを発症する。Alc 感受性の性差の原

因として、血中 EtOH 濃度や EtOH 代謝速度な

どの性差が研究されているが、まだ一定の見

解は得られておらず、その血中動態性差の酵

素学的メカニズムも明らかではない。この

Alc 感受性性差の機序の解明は Alc 感受性個

人差のより普遍的な機序の解明につながる

ことが予想される[2]。 

ところで、体内の EtOH 代謝には ADH1 以外

の酵素系も寄与しており、その候補として

MEOS と catalase が長年議論されてきたが、

その酵素的実態は明らかではなかった。我々

は最近、哺乳類の臓器組織に普遍的に存在す

る ADH3 が体内 EtOH 代謝に投与量依存的に寄

与を増大させること、そして、ADH1 は逆に投

与量依存的にその寄与を低下させることを、

それぞれのノックアウトマウス(Adh3-/-、

Adh１-/-)を用いて明らかにした[3]。さらに、

Wild type マウスの Alc 代謝速度は ADH1 と

ADH3の両活性を反映するTotal肝 ADH活性と

相関すること[4]、そして、その代謝速度と

Total 活性はいずれも雌が雄より高く、マウ

スの血中 EtOH 濃度の性差と関係しているこ

とを見出した。 

 

２．研究の目的 

Alc 生体反応には大きな個人差があり、基

本的には EtOH とその代謝産物 AcH の血中な

らびに組織中における濃度と暴露時間に依

存すると考えられる[1]。従って、Alc 投与後

の血中ならびに各臓器組織における EtOH お

よび AcH の動態を知ること、さらに、それら

の濃度が ADHでどのように制御されているか

を知ることは重要と考えられる。そこで、既

に我々が Alc代謝に寄与することを明らかに

した ADH1 または ADH3 のノックアウトマウス

（Adh1-/-、Adh3-/-）およびイタリックに Alc

を投与して、これら ADH の血液 Alc 動態の性

差、急性 Alc 中毒ならびに Alc 嗜好性への寄

与を比較検討する。さらに、これら酵素の主

要臓器における EtOH および AcH 動態への寄

与をこれら臓器における酵素量を測定し比

較検討する。 

[1]Bosron W.F. et al.(1993) Seminars in 

liver disease, 13: 126-135. 

[2]Sato N. et al. (2001) Alcohol Clin Exp 

Med, 25: 40s-45s. 

[3]Haseba T. et al (2006) BBA, 1762: 

276-283. 

[4] Haseba T. et al (2003) Legal Med 5: 

202-211. 

 

３．研究の方法 

（１）使用動物種 

ノックアウトマウス（Adh1-/-、Adh3-/-）

は Burnham 研究所 (CA、USA)の Dr. Duester

から譲渡されたものを日本医科大学実験動

物管理室で飼育繁殖したものを用いた。Wild

型は C57BL/6(♀)と 129Svj(♂)のハイブリッ

ドを作成して系代飼育したものを用いた。 

（２）マウスの ADH 遺伝子型診断法 



 

ADH1 遺伝子に対する forward primer 

（ＴＡＡＧＴＣＴＧＡＡＣＡＧＣＧＧＴＧ

ＡＧ）と reverse primer（ＧＧＧＴＡＡＴ

ＴＡＡＣＧＧＧＴＣＣＡＡＣ）、また、ADH3

遺伝子に対する forward primer 

（ＴＧＧＡＣＴＣＴＡＡＣＣＴＧＡＡＧＡ

ＡＣ）と reverse primer

（TAAGAGATTCAGTCTCAA AG）、さらに、各 ADH

遺伝子をノックアウトするために挿入され

た PKG-neo 遺伝子に対する forward primer

（ＣＡＡＧＡＣＣＧＡＣＣＴＧＴＣＣＧＧ

ＴＧ）と reverse primer（ＡＣＴＴＣＧＣ

ＣＣＡＡＴＡＧＣＡＧＣＣＡＧ）をそれぞれ

合成して、ＰＣＲ反応条件を検討した。その

結果、94℃30 秒、55℃30 秒、72℃30 秒の 40

サイクルで PCR を行い、PCR 反応液を電気泳

動し、Neo primer 増幅産物（144bp）、ADH3 

primer 増幅産物（390bp 付近）または ADH1 

primer 増幅産物（400bp 付近）の有無を用い

て、各 ADH 遺伝子型を診断する方法を確立し

た。 

（３）肝 ADH 活性測定法 

肝を 6倍量の 5mM Tris buffer （pH8.5）

を用い氷冷下でホモジナイズし、その遠心上

清を ADH 活性測定用肝抽出液とした。肝 ADH 

活性は、基質 EtOH 濃度を 0.1 から 1000mM ま

で変化させながら従来の方法で行った。 

（４）臓器組織中の各 ADH 酵素量の測定法 

Wild 雄から各臓器組織を摘出し、6倍量の

5mM Tris buffer (pH8.5)を用い氷上でホモ

ジナイズし、その遠心上清を試料とした

（n=3）。マウスの ADH1 または ADH3 に特異

的な抗体(長谷場健、No.11470120 科研費成果

報告書、p99-143、平成１４年)をウサギに免

疫し、得られた抗血清を硫安分画さらには

nProtein A sepharose 4 Fast flow (GE 

Healthcare)で精製したものを用いた。なお、

各抗体の特異性の検定は肝抽出液に対する

ウエスタンブロット法によって行った。これ

ら各 ADH 特異抗体を用いて、各臓器組織中の

両 ADH タンパク量を ELISA 法で測定した。 

（５）急性 Alc 投与実験 

各 ADH 遺伝子型マウス（8～12 週齢の雄ま

たは雌）にそれぞれ 1、2、3、4、4.5、5g/kg

量の EtOH を腹腔内に投与し、尾静脈血中 Alc

濃度（ＢＡCT）、正向反射回復時間（ＬＯＲ

Ｒ）および死亡を経時的に測定した（ｎ=3～

5、5g/kg は n=10）。ＢＡＣの測定はヘッド

スペースガスクロマトグラフ（PerkinElmer

社製 9000）を用いた 

（６）心臓血ならびに臓器組織中の EtOH お

よび AcH 濃度測定法 

マウス♂に 4.5g/kg の EtOH を腹腔内投与 

し、投与後 0.5、2、4h のそれぞれの時間に

心臓血、肝、腎、脳、筋を採取した（各 ADH

遺伝子型マウスは各時間で n=4～7）。心臓血

は 0.3ml をシリンジで採取し、10mM tiourea、

0.5ｍM EDTA、8μM iso-butanol（AcH の内部

標準）、1mM n-propanol (EtOH の内部標準)

をそれぞれ含む 1.5 ml の冷過塩素酸溶液

（0.6N）に添加し、素早く 5秒攪拌後、0℃、

5000rpm、5 分で遠心し、その上清１ml をバ

イアル（15ml 容）に封入した。各臓器組織は

心臓血採取後直ちに摘出し、液体窒素で凍結

後、クライオプレス（MicroTeck Nition、千

葉）で 10 秒間 2回ホモジナイズし、其の粉

末 0.3g を 1.5ml の冷過塩素酸溶液に添加し

素早く 5～10 秒攪拌後、心臓血と同様に処理

した。 

（７）Alc 嗜好性テスト 

各 ADH 遺伝子型マウスを用いて、水と EtOH

水（5または 10% v/v ）の 2瓶選択法によっ

て Alc 嗜好性を一週間テストした。Wild、

Adh3-/-、Adh1-/-は 16.6±3.8 カ月齢のもの

をそれぞれ雄 34、20、12 匹、雌で 10、22、

32 匹を用いた。一つのケージには 5から 9匹

のマウスを入れ一週間当たりの水と EtOH 水

の減少量をそれぞれ計測し、１匹当たりの摂

取量を算出し、EtOH 水の摂取量を水、EtOH

水の総摂取量で除した値を Alc嗜好性の評価

値とした。 

 

４．研究成果 

（１）各 ADH 遺伝子型マウスの肝 ADH 活性と

その性差 

Wild ならびに Adh3-/-の肝 ADH 活性は雄雌

とも基質 EtOH が 3.8mM から 38mM の間でピー

クを示したが、両マウス種とも雌は雄の約

1.7 倍高かった。Adh1-/-型では、基質濃度が

75mM までは明らかな活性は雌雄とも見られ

なかったが、それ以上で雌雄差を認めない濃

度依存的な活性上昇がみられた。 
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（２）各 ADH 遺伝子型マウスの Alc 代謝動態

の性差 

Wild では、血中 Alc 濃度（BACT）は 4g/kg

を除く 1～4.5g/kg のすべての Alc 投与量で

雄が雌より有意に高かった（1、2g/kg：p＜

0.0001、3g/kg: p＜0.05、4.5g/kg: p＜0.001、

ANOVA）。その原因として、肝 ADH 活性の性

差（♀＞♂）による血中 Alc 消失速度(β値)

（図）および体内 Alc 消失速度(EDR)の性差

（♀＞♂：p＜0.05、ANOVA、2 と 3g/kg で p

＜0.01）が考えられた。 
（３）各 ADH 遺伝子型マウスの Alc 代謝動態 

Adh1-/-は、ADH1 を欠損するため、Wild な

らびに Adh3-/-に比べてすべての投与量にお

いて雌雄ともに有意に高い BAC を示した

（p<0.0001）。ADH3-/-の BACTは Wild に比べ

て、1、2g/kg の EtOH 投与では雌は高かった

が、雄は低かった（p<0.0005、ANOVA）。また、

3g/kg では、雌雄ともに Wild より低かった

（p<0.005、ANOVA）が、4g/kg では、雌雄と

もに Wild より高かった（p＜0.005、ANOVA）。

4.5g/kg では、雌は 4g/kg と同様に Wild より

高かったが、雄は逆に有意に低かった

（p<0.005、ANOVA）。このように Adh3-/-の

BAC は Wild との比較で、投与量ならびに雌雄

の複雑な関係が見られ、後述のごとく

Adh3-/-雄の投与量依存的なγ値の変化が示

唆された。 

 

ADH3 を欠損する Adh3-/-の BACTは 2，3，

4g/kg で雄が雌より有意に高かった（2g/kg：

p＜0.05、3、4g/kg：p＜0.0001、ANOVA）。そ

の原因は、Wild 同様雌の肝 ADH 活性が雄より

高く、β値（図）および EDR も雌が雄より高

い（p＜0.0001、ANOVA、3、4、4.5g/kg で有

意）ことが考えられた。なお、4.5g/kg では

BAC は逆に雄が雌より低かった（p＜0.0001、

ANOVA）が、その原因としては後述の 4.5g/kg

における Alc の体内分布率（γ値）の性差が

示唆された。 

Adh1-/-のβ値は全投与量の範囲で雌雄と

も Wild と比べて 1/3 から 1/4 の低値であっ

た。EDR 値もβ値とほぼ同様な結果であった。 

Adh3-/-のβ値は Wildと比べて雌雄とも有

意な差が見られ（p＜0.005、ANOVA）、雄では

3g/kg 以上での低下が顕著であり（交互作用

p＜0.005）、雌では 2，3g/kg で有意な低値が

見られ、ADH3 の Alc 代謝への寄与の仕方に投

与量依存の性差が認められた（図）。 

ADH1 を欠損する Adh1-/-の BACT は、Wild

および Adh3-/-と異なり、1、2、3g/kg で雌

が雄より高かった（p＜0.0001、0.005、0.0001、

ANOVA）。Adh1-/-では、肝 ADH 活性、β値お

よび EDRのいずれにも性差を認めなかったの

で、このマウス種における BAC の性差は、γ

値の性差が反映したものと考えられた（雌＜

雄、ｐ＜0.01、ANOVA）。なお、4g/kg では BAC

の性差がなくなったが、その原因として、

Adh1-/-におけるこの投与量でのγ値の性差

の消失によることが示唆された。 
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 γ値は Adh3-/-の雄および Adh1-/-の雌雄

で投与量依存的な上昇がみられた。特に、

Adh3-/-の雄では 4.5g/kg における特徴的な

増大が見られ（p<0.05、ANOVA）、大量投与下

での Alc 体内分布に ADH3 が何らかの関与を

することが示唆された（Adh3-/-雄：p＜

0.0001、Adh1-/-雄：p＜0.005）。なお、4.5g/kg

でのAdh3-/-雄のBACが Wildに比べて有意な

低下を示したが、その原因には Adh3-/-雄に

おけるγ値の特異的な増大が関係すること

が示唆された。 

 

（５）各 ADH 遺伝子型マウスの Alc 嗜好性 

Adh3-/- お よ び Adh1-/- の 5% ま た は

10%EtOH 水に対する Alc 嗜好性は、いずれも

Wild に比べて雄雌共に有意に低かった。この

結果は、ADH1 のみならず ADH3 も Alc 嗜好性

因子の役割を持つことを示す。 

（４）急性 Alc 中毒下における心臓血ならび

に臓器組織中の EtOH および AcH 濃度 

4.5g/kg の EtOH をマウスに投与し、4時間

後まで血中を初め各主要臓器中の EtOH およ

び AcH の濃度を測定した。心臓血（BACH）は

Adh1-/1 、Adh3-/-ともに 0.5h で Wild より

高く（p＜0.01、Students-t）、EtOH 酸化の停

滞が示唆された（図）。 

（６）各 ADH 遺伝子型マウスの急性 Alc 感受

性と急性中毒および中毒死 

EtOH 投与 4 ならびに 4.5g/kg 下での急性

Alc 中毒症状を対向反射消失時間（LORR）で

見たところ、Adh1-/-はいずれの投与量でも

雌雄ともに著しい延長を示した。また、

Adh3-/-も雌雄ともに両投与量下の LORRは有

意に延長した。5g/kg において、Adh3-/-およ

び Adh1-/-はいずれも雌雄ともにイタリック

に比べて高い死亡率を示した。この結果は、

ADH1 のみならず ADH3 も急性 Alc 中毒に対す

る防御的因子となることを示す。 

 （７）臓器組織中の ADH1 と ADH3 の酵素量 

ADH1 は肝１ｇで 2.15±0.75mg、小腸で肝

の約 1/2.4、腎で 1/4.3、肺で 1/5.8 であっ

た。その他の臓器では肝の 1/10 以下で、脳

と心では検出されなかった。臓器組織当たり

に換算すると肝は 3．08±1.35mg となり、小

腸は肝の１/3、腎 1/11 で、肝 ADH1 量は測定

した全臓器組織の量の約 64.3％に相当した。

一方、ADH3 は肝１ｇあたり 2.23±0.35mg で

ADH1 とほぼ同量認められ、肝に比べて、腎は

AcH 濃度に関しては、Adh1-/-は肝と腎で 4

時間までイタリックより低く（ｐ＜0.0001）、

ADH1がこれらの臓器でのAcH産生に寄与して

いることが示された。一方、Adh3-/-は肝で

のみイタリックより低く、ADH3 の肝における

EtOH 酸化が示された（図）。 
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1/4.5、心 1/6、胃 1/6.6、精巣・小腸１/8.3、

大腸 1/8.6、膵１/9.7 で、その他検査した全

ての臓器組織（肺、眼球、脾、筋、皮膚）で

肝の 1/16 以下の量が検出された。臓器組織

当たりに換算すると ADH3 は肝では 3．12±

0.48mg となり、小腸では肝の 1/10、腎 1/12、

大腸 1/26 で、肝 ADH3 量は全臓器組織の量の

77.8％に相当した。小腸と肺ではADH1がADH3

に比べて有意に多かったが、心、大腸、精巣、

脳では ADH3 が ADH1 に比べて有意に多かった。

以上の結果から、Alc 代謝への寄与が in vivo

で証明されている ADH1 ならびに ADH3 はいず

れも肝に局在し、肝が Alc 代謝の中心的臓器

であることが確認された。肝以外の臓器に存

在するADH１またはADH3はそれぞれその臓器

組織の生理的代謝を担うと同時にその場に

おける局所的な Alc代謝を担っていると考え

られる。これら両 ADH の各臓器組織における

分布の偏りとこれら臓器組織の Alc 感受性・

障害のされやすさとの関係は今後の研究課

題である。特に ADH1 の局在の認められない

脳および心のAlc性障害の臓器特異性とADH3

との関係は興味深い。さらに、現在、飲酒後

の Alc初回通過効果（First pass metabolism; 

FPM）は、胃の役割が大きいと言われている

が、胃の ADH 含量は肝に比べて、ADH1 で 1/62、

ADH3 で 1/39 と小さく、一方、小腸は ADH1 で

１/3 、ADH3 で 1/10 であった。従って、今回

の結果から、肝のみならず小腸の FPM への寄

与の可能性が示唆された。 
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