
Ebselen（2-Phenyl-1,2-benzoisoselenazol-3（2H）-one）は
セレンを含有し，強力な活性酸素消去能をもち�1），グルタ
チオンペルオキダーゼ様活性を示すことから抗酸化物質と
して実験的に使用される他，急性期脳梗塞に対する治療
薬�2），�，双極性障害にも応用が考えられている。その一方で
副作用として細胞毒性も報告されており SH 基の修飾がそ
の原因と想定されており，ebselen によるグルタミン酸脱
水素酵素（GDH）の失活とその SH 基修飾が報告されて
いる�3）。今回エネルギー代謝系酵素に対する ebselen の修
飾・失活作用を酵母細胞の酵素を対象として解析した。
SH 基修飾について ebselen とともに p- クロロマーキュ
リ安息香酸�4）（PCMB）による失活をあわせて検討した。
Ebselen と PCMB の構造を Fig.�1 に示す。

実験方法

試薬，実験材料－パン酵母，NADP 依存性イソクエン

酸脱水素酵素はオリエンタル酵母（東京），ebselen とト
リス（Trizma�base）はシグマ，NAD,�NADP はロシュ・
ダイアグノスティックス（東京），PCMB は東京化成の製
品をそれぞれ用いた。

低分子物質透過性パン酵母の調製�5）－市販のパン酵母
1�g を 0.5�M ソルビトールを含む 0.2�M リン酸緩衝液（pH�
7.4）4�ml に懸濁し，2.5�ml のトルエンを加えた。43-45℃
で 1 分間加温後，遠心分離によって上清を除き，0.5�M ソ
ルビトールを含む 50�mM�トリス・塩酸緩衝液（pH�7.1）
4�ml に懸濁した。これによって酵母は低分子の物質に対
する透過性を増しアコニターゼ活性を細胞そのまま（in 
situ）で測定できるようになる�5）｡ 酵母 1�g を 1�ml と仮定
し，以後この懸濁液を酵母 200�mg/ml として計算した。

試料の調製－上記の透過性パン酵母懸濁液 50�ml を各濃
度の Ebselen または PCMB，40�mM トリス・塩酸緩衝液

（pH�7.1）0.95�ml に加えて酵母の濃度を 10�mg/ml とし
37℃にて 5 分間加温後，800×g にて 5 分間遠心し，沈殿
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Summary
Ebselen,� a� selenium� containing� compound,� is� known� as� a� ROS� scavenger� under� the� experimental� conditions� and�

further� under� the� cerebral� infarction.� However,� ebselen� shows� some� cytotoxic� effects,� which� are� considered� to� be�
related�to�the�modification�of�sulfhydryl�groups�of�proteins.�In�this�report,�we�examined�the�effect�of�SH�modification�
by�ebselen�and�p-chloromercuribenzoate� (PCMB)�on�the�enzymes�of�energy�metabolism�in�permeabilized�yeast�cells.�
Ebselen� and�PCMB� inactivated� glyceraldehyde� 3-phosphate� dehydrogenase� and� alcohol� dehydrogenase� potently,� and�
NAD-isocitrate� dehydrogenase� and�malate� dehydrogenase� to� a� lesser� extent.� Inactivation� of� these� enzymes�may�be�
due� to� the�modification� of� sulfhydryl� groups� of� the� enzyme�protein.�Aconitase�with� a� SH�groups� in� the� active� site�
was�not�at�all� inactivated�by�ebselen,�but�potently� inactivated�by�PCMB.�Ebselen� inactivated�NADP-isocitrate�dehy-
drogenase�(NADP-ICDH)�and�glucose�6-phosphate�dehydrogenase�(G6PDH),�but�PCMB�that�caused�a�potent�inactiva-
tion�of� the� former�enzyme�showed�only�a� little� effect� on�G6PDH.�Glutathione� reductase�was� inactivated�by�ebselen,�
but�more�potently� by�PCMB.�Cytotoxic� effects� of� ebselen� can�be� explained�by� its� inactivation� of� the� glycolytic/oxi-
dative�enzymes�and� further�antioxidant� system.
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した酵母を 40�ml の 0.5�M ソルビトールを含む 50�mM�ト
リス・塩酸緩衝液（pH�7.1）に懸濁した。これを酵素活性
の測定に用いた。このとき各試料を同時に 3 本調製して活
性の平均値と標準偏差を算出した。

Dunnet 検定－ JMP5.IJ（SAS�institute�inc）を用いて各
試料と対照の有意差を判定した。

酵素活性の測定－上記の酵母懸濁液 5�ml�を各酵素反応
液 1�ml に加えて混合し，分光光度計 UV1600（島津製作
所，京都）を用いて 340�nm あるいは 412�nm の吸光度増
加を 30 秒間測定した。この時の酵母濃度を 1�mg/ml とし
て反応速度を算出した。反応液の組成は以下の通り。

Glyceraldehyde3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）�—��
20�mM�KPO4（pH�7.4）,�0.5�mM�Fructose1,6-bisphosphate,�
0.5�mM�ADP,�0.5�mM�NAD,�1�mM�NaN3,�1�mM�spermine.�
Alcohol dehydrogenase（ADH）�—�50�mM�Hydrazine-
glycine（pH�9.8）,�100�mM�Ethanol,� 0.5�mM�NAD,�1�mM�
NaN3.�Glucose 6-phosphate dehydrogenase（G6PDH）�—��
100�mM�Tris-HCl（pH�7.8）,�0.5�mM�NADP,�0.5�mM�Glucose�

6-phosphate,� 1�mM� spermine.�Glutathione reductase
（GR）�—�100�mM�Tris-HCl（pH�7.8）,�0.5�mM�Oxidized�glu-
tathione,� 0.5�mM�NADP,� 0.5�mM�Glucose�6-phosphate,�
0.2�mM�DTNB,�1�mM�spermine.�NADP-isocitrate dehy-
drogenase（NADP-ICDH）�—�100�mM�Tris-HCl（pH�7.8）,�
0.5�mM�NADP,� 0.5�mM� isocitrate,� 4�mM�MgCl2,� 1�mM�
spermine.� NADP-Glutamate dehydrogenase（NADP-
GDH）�—�50�mM�Hydrazine-glycine（pH�9.8）,�40�mM�glu-
tamate,�0.5�mM�NADP,�1�mM�spermine.�NAD-isocitrate 
dehydrogenase（NAD-ICDH）�—�100�mM�Tris-HCl（pH7.8）,�
0.5�mM�isocitrate,�0.5�mM�NAD,�1�mM�spermine,�1�mM�
NaN3,�4�mM�MgCl2,�1�mM�AMP.�Malate dehydrogenase

（MDH）�—�50�mM�Hydrazine-glycine（pH�9.8）,�40�mM�ma-
late,� 0 .5�mM� NAD,� 1�mM� spermine,� 1�mM� NaN3.�
Aconitase�—�100�mM�Tris-HCl（pH�7.8）,� 5�mM�citrate,�
0.25�mM�NADP,�4�mM�MgCl2,�0.1�U/ml�NADP-isocitrate�
dehydrogenase

結　果

Ebselen のエネルギー生成系に対する失活効果を検討し，
PCMB の 作 用 と 比 較 し た。 解 糖 系 酵 素 の GAPDH

（Fig.�2A）と ADH（Fig.�2B）は ebselen と PCMB の作用
により同程度に強力に失活した。両酵素とも SH 基をもつ
ことから�6，7）これらに対する ebselen の標的は SH 基である
ことが示唆された。

NAD 依存性脱水素酵素に対する ebselen と PCMB の効
果を Fig.�3 に示す。NAD-ICDH（Fig.�3A）と MDH（Fig.�3B）
はともに ebselen，PCMB により同程度に失活したが，
GAPDH と ADH に 比 較 し て そ の 作 用 は 弱 か っ た。

Fig.1

Ebselen PCMB
Fig. 1��Structure�of�ebselen�and�PCMB
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Fig. 2���Effects�of�ebselen�and�PCMB�on�the�activities�of�glycolytic�enzymes�in�per-

meabilized�yeast�cells.�Permeabilized�yeast�cells� (10�mg/ml)�prepared�ac-
cording�to� the�method�reported�previously�4)�were�mixed�with�each�com-
pound�in�40�mM�Tris-HCl�(pH�7.1).�After�incubation�at�37℃�for�5�min,�cells�
were�collected�by�centrifugation�at� 800×g� for�5�min�and� suspended� in�
50�mM�Tris-HCl� (pH�7.1)�containing�0.5�M�sorbitol�at� the�concentration�of�
200�mg/ml.�Enzyme�activities�were�determined�by�reaction�mixtures�de-
scribed�in�“Materials�and�Methods”�and�1�mg/ml�of�yeast.�The�increase�in�
the� absorbance� at� 340�nm�was� recorded.�Error� bars� indicate�Mean±
SD(n�=�6-30).�A,�GAPDH;�B,�ADH..�◆ ,Ebselen;�□ ,PCMB�added.
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Aconitase（Fig.�3C）は活性中心の鉄結合部位に SH 基を持
つ�8）�が，ebselen は殆ど失活作用を示さなかった一方，PCMB
は強力な失活を引き起こし，対照的な効果を示した。

NADPH 供給酵素に対する ebselen と PCMB の効果を
Fig.�4 に示す。NADP-ICDH（Fig.�4A）は ebselen と PCMB
によって同程度に失活し，標的は SH 基であることが示さ
れた。G6PDH（Fig.�4B）は ebselen によって著明に失活

したが PCMB は有意ではあるがきわめて弱い失活作用し
か示さなかった。NADP-GDH（Fig.�4C）の活性は低濃度
の PCMB によって上昇する傾向があった（5％水準で有
意）一方，ebselen によっては上昇せず 0.1�mM の ebselen
によって有意（5％水準）に低下した。

NADPH を利用して還元型グルタチオンを再生する機能
をもつ GR（Fig.�4D）は活性中心のフラビン結合部位に

Fig.3
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Fig. 3���Effects�of�ebselen�and�PCMB�on�the�activities�of�mitochondrial�enzymes�in�permeabilized�
yeast�cells.�Inactivation�of�enzymes�and�determination�of�enzyme�activity�were�similar�to�
those�in�Fig.�2.�A,�NAD-ICDH;�B,�MDH;�C,�aconitase.�◆,�Ebselen;�□,�PCMB�added.
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Fig. 4���Effects�of�ebselen�and�PCMB�on�the�enzyme�activities�of�NADPH�generating�and�antiox-
idant�enzymes� in�permeabilized�yeast�cells.�Experimental� conditions�were�similar� to�
those�in�Fig.�2�except�that�the�activity�of�GR�was�determined�by�the�increase�in�the�ab-
sorbance�at� 412�nm.�A,�NADP-ICDH;�B,�G6PDH;�C,�NADP-GDH;�D,�GR.�◆,Ebselen;�
□,PCMB�added.
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SH を持つ�9）�が，ebselen による失活効果は PCMB の作用
に比べて弱かった。

考　察

Ebselen はエネルギー生成系酵素，とくに解糖系酵素
（GAPDH,�ADH）に対して強力に失活効果を示した。呼吸
系酵素（NAD-ICDH,�MDH）に対する作用は解糖系酵素
に比べて弱かったが，失活を引き起こした。Ebselen の作
用は PCMB の失活効果とほぼ対応しており，これらの酵
素に対する ebselen の標的は SH 基であることを示唆して
いる。呼吸系酵素の中で，Aconitase は ebselen の作用を
殆ど受けない一方，PCMB により強力に失活する機構は
不明である。

抗酸化系に属する NADPH 供給系酵素の NADP-ICDH,�
G6PDH はいずれも ebselen により失活した。前者の eb-
selen 効果は PCMB による失活と同程度であり，SH 基の
修飾による効果を示唆する一方，G6PDH は PCMB によ
る失活を受けない。In situ において G6PDH として測定
される酵素活性は一部 6-phosphogluconate�dehydroge-
nase（6PGDH）の活性を含んでいる。G6PDH は SH 基を
1 個しか持たないが，6PGDH は複数の SH を持つので SH
修飾による失活は一部，こちらの酵素ではないかと推測さ
れる。NADPH を利用して還元型グルタチオン再生機能を
もつ GR は，PCMB より弱いが，ebselen により失活した。
以上の結果から ebselen は NADPH 生成の抑制を介して，
抗酸化系を阻害することが推測された。

Ebselen は解糖系を高度に阻害し，GR と NADPH 供給
酵素を失活させ活性酸素処理系を中等度に阻害することに
よって細胞毒性を示す可能性がある。一方，アコニターゼ
を含むミトコンドリア酵素に対する影響は小さいと推測さ
れた。
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