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緒 論

疫学の成果からヒトの癌の大部分は環境中に存在する化学物質にその原因があると考 えら

れるようになった。環境因子のなかでも食品 ・タバコなど経口的、経気道的に摂取する発癌

性化学物質の占める割合は80%以 上であるといわれている1)。発癌性物質の多 くは自身では

不活性な物質であり、生体内で代謝的に活性化されることが知られている2・3)。本来酵素は

生体を守るための機能即 ち、解毒的反応により深 く関わるはずであるが、 しばしば代謝過程

で不安定 な中間代謝物の生成がみられ、これらの代謝物が、タンパク質やDNA等 を攻撃する

ことにより毒作用 ・発癌性を発揮することが観察されている4・5)。この活性化には、チ トク

ロームP-450酵 素(P-450)が 重要な働きを示すことが明らかになってきている6)。このような

化学物質による発癌の機構を明らかにすることは発癌の予防に寄与 し、癌研究の重要な一端

を占める7)。

近年、発癌性物質の代謝的活性化に関与するP-450酵素に関 して重要な発見がなされてい

る。すなわち、P-450酵 素には多 くの分子種が存在すること8・9)、発癌性物質の代謝的活性

化においてそれぞれ特異的P-450分 子種が関与すること10-12)、更に発癌性物質が生体内で

それ自身を活性化するP-450分子種を誘導すること13・14)等が報告 されている。最近の分子

生物学的研究か ら、P-450酵 素は共通の祖先から分岐 したスーパーファミリーを形成 してお

り、それぞれのP-450分子種は遺伝子の塩基配列の類似性から、ファミリーとサ7a・ ファミ

リーに分けられ命名 されている15)。哺乳動物の肝臓には10種を越えるP-450分子種が存在 し、

動物種間で同一遺伝子 ファミリーに属するP-450酵素の1次 構造はかなり保存されており、

このような構造上の相同性はある程度基質特異性にも反映されると考えられてきた。例えば、

ベンツピレンに代表される多環芳香族炭化水素類及びアミノ醜熱分解物等の芳香族ア ミン類

の活性化反応においては、P4501A1及 び1A2酵素によるエポキシ化及びアミノ基の水酸化が重

要であるといわれている6)。 しかしながら、最近の研究では、発癌性物質の代謝的活性化及
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び不活性化 に関与するP-450分 子種に実験動物とヒトとに種差が見 られる例 も示 されている

9・16-18)
・例 を挙 げると辷・f1・t・・i・B16・代表 され る発癌性マイ・ トキ シン類及 び

benzo(a)pyrene-7,8-dio1等 の活性化はラットでは主としてP4502C及 び1A酵素に触媒される

が11)、 ヒトでは両化合物 ともにP4503A酵 素が活性化反応に関与する19)。 このように、実験

動物での結果が必ず しもヒトへの外挿にっながらない場合が認められ、化学物質の毒性発現

と生体内代謝の関係につきヒトでの詳細な検討が望まれている。 したがって、環境中に存在

する発癌性物質の代謝的活性化に関与するP-450分子種を明らかにすることは発癌性物質の

代謝的活性化機構を解明する上で重要なことと考えられる。他方、P-450酵 素が触媒す る反

応 は非常に多様であるにもかかわらず、広範な発癌性物質の活性化の研究が行われているの

に対 して、発癌性物質の代謝的不活性化におけるP-450酵素の役割 はあまり調べ られていな

いo

多数存在する発癌性物質のうちニ トロソ化合物は代表的な化合物群のひとっであり、その

特徴は環境中に広 く存在 し20)、その発癌性は極めて強いことである。更 にニ トロソ化合物

は生体内で も生成 し得 ることから、 ヒトの癌との関連が強 く疑われている21)。ニ トロソア

ミン類は強力な発癌性物質でこれまでに調べられたすべての実験動物に癌を発生 させる。 ま

た化学構造を変化させると魚類から霊長類にいたる広い動物種に対 して投与部位か ら離れた

多種多様な臓器に特異的に発癌させることも可能であり22)、さらに種特異性を持つ23)。 発

癌性 ニ トロソア ミン類は化粧品24)や食品中25)に検出され、日常の食品から摂取 している揮

発性ニ トロソ化合物の一日量は1-2μgと推定され、その主な摂取源として海産保存食品 ・保

存肉製品 ・酪農製品 ・ビール等が考えられている20)。タバコには多種類のニ トロソ化合物

が含まれており、ヒトの癌との関連に関する詳 しい研究が進行 している26・27)。また医薬品

や食品に含まれるア ミン類と唾液の硝酸に由来する亜硝酸が胃内で反応 してニ トロソアミン

類を生成すること蜘 られている28)・発癌性ニ ト・ソジァルキルア ミ噸(A'ACH2N-N・)の

多 くは生体 の代謝系で活性化 されて究極的な発癌物質に変換される29)。 この代謝的活性化
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ではニ トロソ基 に隣接 す るα位 炭素が水酸化 される経路が主 とな る と考 え られて い る。 α一

ヒ ドロキ シ体は化学的に不安定でアルデ ヒ ドを放出 して脱 アルキル化が起 こる。生 じたアル

キル ジアゾ ヒドロキ シ ド(RCH2-N=N-OH)は 、活性種 アルキル ジアゾニウムイオン(KCH2-N+≡

N)又 は窒素分子が脱離 して生 じたアルキルカチオ ン(RCHZ+)を 経由 して、DNAの アルキル化 を

引 き起 こし、癌化 の引 き金 となる。 しか しなが ら、ニ トロソジアルキルア ミン類 はアルデ ヒ

ド化合物 の検 出を指標 に してP-450酵 素による代謝が調べ られてい るが、 これ らの変異原性

は検出 され難 いため、生物活性を指標 とす る活性化酵素の検討 は十分 に行われていない。 こ

のよ うにニ トロソ化合物 の発癌研究 における位置づけは極 めて重要であるが、 これ らの生物

活性を発現す る上で主要な活性化代謝を触媒する酵素並びに代謝的活性化経路にっ いて は不

明 な点が多い。

プロパ ノールア ミン類 はゴム、洗剤、写真乳剤、化粧品及び医薬品 の製造過程で広 く使用

されている。そのニ トロソ化合物 として、N-nitrosobis(2-hydroxypropy1)amine(BHP)が こ

れ らのア ミン中 に存在す ることが報告 された30)。BHP及 び代謝関連化合物 は、それ らの標的

臓器に関 し著 しい動物種差が認め られている23・31輔45)。すなわ ち、 これ らの ニ トロソプ ロ

パノール ア ミン類 はハムスターに対 しては膵23・31-35) 、ラッ トに対 しては主 に肺23・35騨42)

に高頻度で癌 を誘発す る。小西 ら41・42)は、BHPに よるラットの発癌作 用が、非喫煙 者 の末

梢型肺癌 の基礎的情報 を与 える有用な実験 モデルであることを報告 している。 ヒトの肺癌は

急増 の一途で あり、化学物質による肺癌発生機構を明らかに し、その予防法を確立 す る こと

は重要 な課題である。

多数 知 られて いる発癌性物質のなかで も、比較的初期にその強力な発癌性が動物実験によ

り証明 され46)、 現在 もなお発癌機構の研究 に広 く使用 されるものに、い くっか のア ミノア

ゾ色素が あ る。 これ らの化合物 の発癌作用 の大 きな特徴 は、その発癌作用に動物種及び臓器

特異性 があることである。その代表的化合物であ り、食品添加物バ ターイエロー として使用

された こ ともあ るN,N-dimethyl-4-aminoazobenzeneは ラットに対 して非常に強 い肝癌誘発作
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用を持っが47)、 マウス肝 には弱い発癌性を示 し、ハムスター、モルモット、ウサギ、ニワ

トリ等には全 く発癌性を示さない48)。更に、アミノアゾ色素の中には、雌 より雄 ラットに

対 して強い発癌作用を持っもの49)や、生体に対 してP-450酵 素の誘導作用を持っもの50-52)

がある。一部のア ミノアゾ化合物の実験動物におけるP-450誘導能 と発癌性 との関係が議論

されているが、アミノアゾ色素類のヒトにおける活性化については不明な点が多 く、代謝的

活性化機序にっいてはよくわかっていない。

発癌性物質の優れたプレスクリーニング法であるAmesらの開発 した変異原性試験53・54)は、

哺乳動物の代謝酵素系をサルモネラ菌の実験系に加えることにより代謝的活性化過程を考慮

した変異原性の検出方法である。小田ら55)は、DNA損傷によって発現が誘導 されるumu遺伝

子(SOS遺 伝子のひとつ)を利用する突然変異原の検出方法であるumuテス トを確立 した。本法

で検出す るSOS反 応の結果は発癌性物質の発癌性並びにAmes法の変異原性の結果と良好な相

関関係を示 している56)。umuテ ス トに用いる標準試験菌株 はSalmonellatyphimurium

TA1535/pSK1002で ある。プラスミドpSK1002は、突然変異に関わるumuC遺伝子に転写 ・翻訳

の開始部を欠 くlacZ遺伝子を融合 したumuC"1acZ遺 伝子を持っており、形質転換法によって

Ames法 に用い られているサルモネラ菌TA1535に導入された。変異原物質によってSOS反 応が

誘発されると、umu遺伝子のプロモーター調節下にあるumuC"lacZ融 合遺伝子が発現す る。

その産物であるUmuC"LacZ雑 種タンパクはβ一galactosidase活性を持っので、これをSOS反

応の強さ即ち変異原性の強さの指標にすることが可能である。またアセチル転移酵素 の遺伝

子を持っプ ラスミドを更 に導入 した試験菌株 も開発され、発癌性芳香族アミン類等のDNA損

傷作用が高い感度をもって検出されている57)。 このumuテ ス トは発癌性物質の代謝活性化

機構を解明す るのにも優れた方法として注目されている。一方、細菌のDNAI害 ではなく、

実際の哺乳動物肝細胞による代謝的活性化と標的臓器のひとっとなる肝細胞のDNA障 害 に起

因する不定期DNA合 成(UDS)を 放射性チ ミジンの取り込み量として検出する肝細胞初代培養/

DNA修復テス ト58)も開発されている。
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以上のよ うな観点か ら、本研究では、環境中の化学物質による発癌機 構 におけ るP-450酵

素 の役割 を明 らかに し、ニ トロソア ミン類及びア ミノアゾ色素の代謝的活性化 における活性

化酵素 の動物種 差の解明を目的として、発癌性 物質 の優 れたプ レスク リー ニ ング法 で あ る

Ames法 、肝 細胞初 代培養/DNA修 復 テス ト又はumuテ ス トを用いてDNA障 害 を指標 に以下の諸

研究を行 った。一方、サルモネラ菌 に対 して強い直接変異原性 を示 し、発癌性 の疑 いか ら使

用禁 止 とな った食 品添加物furylfuramide(AF-2)59-61)の 生体内酵素 による不活性化 につい

て もあわせて検討 した。

第1章 で は、標的臓器 に動物種差の存在するニ トロソプ ロパノールア ミン誘導体 の変 異原

性発現 における条件検討 を行 い、各種動物及び ヒ トの酵素を用いた活性化 にっいて主にAmes

法 における変異原性活性を指標に検討 した。

第2章 では、ニ トロソ ジアルキルア ミン類の中で も強力な発癌性 を示 し、環境中か ら検 出

例 も多 いN-nitrosodimethylamine(NDMA)とN-nitroso(iiethylamine(NDEA)の 活性化代謝に

おけるラッ トP4502E1酵 素の役割をumuテ ス トを用いてDNA障 害 に伴 う生物活性 を指標 に検討

した。 試験菌株 には、アセチル転移酵素の遺伝子を持っプラス ミドを新たに導入 した菌株を

用い、 ニ トロソジアルキルア ミン類 の代謝的活性化経路の推定を行 い、新 しい考 え方 を提 示

した。

第3章 で は、 ア ミノア ゾ化合物の中か ら、ラッ トに対 して肝癌 を誘発 し、 しか もP4501A2

酵素を選択的に誘導す る3-methoxy-4-aminoazobenzene(3-MeO-AAB)を 取 り上 げ、らラ ッ トと

ヒ ト肝 ミクロゾームによる活性化をumuテ ス トを用 いて調べ、種 々のP-450酵 素による代謝活

性化 について検討 した。

第4章 では、発癌性物質のP-450酵 素 による不活性化の観点か ら、直接 変異原物質furyl-

furamideの ラ ッ ト及び ヒ トの生体内酵素 による代謝的不活性化をumuテ ス トを用 いて検討 し、

DNA障 害 を欠 く代謝物の検索 を行 った。
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第1章 発癌性ニ トロソプロパノールアミン誘導体の変異原性発現に関与

する各種動物及びヒト肝チトクロームP-450酵 素

第1節 緒 言

発癌試験 の優れた プレスク リーニ ング法であるAmesら の開発 した変異原性試験53・54)は 、

哺乳 動物 の代謝酵素系をサルモネラ菌の実験系に加 える ことによ り更 に代謝的活性化機構を

解明す るの にも優れた方法 として注 目されている。Fig.1-1に 今回用いたニ トロソプ ロピル

ア ミン誘導 体の構造式 と略号を示 した。N-nitrosodipropylamine(DPN)の β酸化体であ るニ

トロソプロパノールア ミン誘導 体の発癌性 はすでに明 らか にされてお り、標的臓器特異 性 に

著 しい動 物種差が知 られている31-45)。 これ らの変異原性 にっいては、ハムスター又 はラッ

トを用 いて一部検討 されているのみであり62-70)、 しか も変異原性陰性 とす る報告 もあ る

s7-70)
。 また他 の動物種及び ヒ トにっいては全 く検討 されていない。 しか も、いずれの場合
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にお いて も変異 原 性発 現 に関与す る代 謝 酵素 系 にっ いて は明 らか に されて い ないdそ こ で 、

9種 の ニ トロ ソ プ ロパ ノ ー ル ア ミン誘導 体 の発癌 作用 にお け る動物 種 差の成 因 を代 謝 的活 性

化 の観 点 か ら解 明 す る ことを 目的 と して 、生物 活性 と して のDNA障 害 をAmes法 又 は肝 細 胞 初

代 培 養/DNA修 復 テ ス トを用 いて検 出 し、 それ らの活性 を指標 に代 謝 的活性 化 に関 与 す る薬

物代 謝 酵 素 につ いて検討 した。 さ らにN-nitrosobis(2-hydroxypropyl)amine(BHP)`こ つ いて

は、発 癌条 件 で投 与 した際 のP-450酵 素 に及 ぼす影響 とその体 内動態 も調 べ た。

第2節 材 料 及 び 実 験 方 法

化 合 物:N‐nitros(崩methylamine(NDMA),N-nitrosodiethylamine(NDEA)及 びDPN,N-

nitrosodibutylamine(DBN)は そ れ ぞ れ和 光 純薬 及 び 東 京 化 成 工 業 よ り購 入 した 。[1-

14C]BHP
,BHP,N-nitroso(2-hydroxypropyl)(2-oxopropyl)amine(HPOP),N-nitrosobis(2-

oxopropyl)amine(BOP),N-nitrosomethyl(2-hydroxypropyl)amine(MHP) ,N-

nitrosomethyl(2-oxopropyl)amine(照)P),N-nitrosobis(2-acetoxypropy1)amine(BAP) ,

N-nitroso(2,3-dihydroxypropyl)(2-hydroxypropyl)amine(DHPHP),N-nitrosomethyl(2 ,3-

dihydroxypropyl)amine(MDHP)及 びH-nitroso-2,6-dimethylmorpholine(NDMM)は 森 ら71)、

Pourら31-34)、 及 びLijinskyら36-39)の 方 法 に準 じて 合 成 し、 それ らの純 度 はHPLCに よ り

99%以 上 で あ っ た 。glucose-6-phosphate、glucose-6-phosphatedehydrogenase友 びNADP+は

オ リエ ンタ ル酵 母 よ り購 入 した 。

動 物 及 び ヒ ト:雌 雄Wistarラ ッ ト(130-200g)、 雄 性ACIラ ッ ト(200-250g)、 雄 性Syrian

goldenハ ム スター(60-80g)、 雄 性ddyマ ウ ス(20-30g)、 雄 性 日本 白色 ウサ ギ(2kg)、 雄 性 ア カ

ゲザ ル(3.5kg)及 び 雌性 カ ニクイザ ル(2.3kg)を 用 いた。 ポ リ塩化 ビフ ェニ ル(PCB、6塩 化体

が 主 成 分 の 混 合 物)は500mg/kgを1回 、 ま たphenobarbital(PB)は80mg/kg/day、3-

7



methylcholanthrene(MC)は20mg/kg/dayを3日 間連続 して腹腔内に投与 した。BHPは3g/kgを

腹腔 内 に又 は0.2%水 溶液を飲料水 としてラッ トに投与 した。男女 の ヒト肝 のサ ンプルは、病

理学的な病変 を持たない部位を診断 の目的又は外科標本 とす るものか ら得た。

Salmonella/ミ クロゾー ムテス ト:Ames法 の液体イ ンキュベー シ ョン法54)を 用 いた。試験

菌株 はS.typhimuriumTA100を 用い、常法により調製 した肝、肺及び膵 の9,000g上 清(S9)、

NADPH産 生系 とニ トロソア ミン水溶液をプレインキュベーションす るこ とによ って行 った。

P-450阻 害剤は、S9混 液 に1-10mMmetyrapone又 は200μMα 一naphthoflavoneを 用 いた。

一酸化炭素の影響 は、一酸化炭素 ガスを1-2分 反応混 液中 に通 じて、 その後 プ レイ ンキ ュ

ベー トして調べた。

肝細胞初 代培養/DNA修 復 テス ト:Williamsら58)の 方法に準 じて、ACIラ ヅ トか ら単離 した

'肝 細胞を カバース リップ上 に定着 させ、水 に溶解 したニ トロソア ミンと[Me-3H]-thymidine

と共 に20時 間反応 させた。反応終了後、洗浄 したカバース リップを写真乳剤 に漬 け、14日 後

にオー トラ ジオグラムの核に取 り込まれた放射 能に由来す る粒状 の黒像(グ レイ ン)を 顕微鏡

下 に計数 した。

BHPの 体 内 動 態:ラ ッ トの血液、臓器及 び糞 の放射能は、各試料 を試料燃焼装置(ASC-113、

Aloka)で 処理 した後 、尿 と胆汁の放射能 は直接 シンチレー ターに溶解 して液体 シンチ レー シ

ョン計数装 置(LSC-651、Aloka)を 用 いて測定 した。呼気中の14CO2は エタノールア ミン溶液

に曝気 して補集 した。代謝産物の検索は、血漿、臓器S9及 び2塒 間尿並 びにそれ らの酢酸 エ

チル抽出物 をHPLC試 料 とした。抱合体の酵素水解 は、β一glucuronidase(Sigma,type田)

を用 いて37°C、24時 間 イ ンキ ュベー シ ョンす る ことに よ り行 った 。HPLCは 日本 分光

TAIROTOR-IIを 、 カ ラムはFinepakSILC18(4.6x250mm,日 本分光)を 、移動相 は
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acetonitrile-H20(3:7'、system1)又 はacetonitrile(system2)を 用 い た 。

そ の他 の 試 験 方 法:タ ンパ ク量 はLowryら72)、P-450含 量 は大 村 と佐 藤73)又 はJohannesen

とDepierre74)及 びaniline水 酸 化活 性 はGuengerick75)の 方 法 によ って行 った。

Table1-1.InhibitoryEffectsofOrganicSolventsontheMutagenicityofCar-

cinogenicN-Nitrosamines

TA100revertants/plateau

Control DimethylDimethylAcetone

sulfoxideformamide

95%Acetonitrile

Ethanol

NDMA
NDEA
MHP
MOP
MDHP
BHP
DHPHP
HPOP
BOP
BAP
NDMM

DPNb>
DBNb)

1046(100)
644(100)
871(100)
1126(100)
336(100)
314(100)
131(100)
797(100)
413(100)
1387(100)
904(100)

618(100)
290(100)

57(5 .)
85(13)
128(15)
sa(s>
87(26)
24($)
43(33)
403(51)
240(58)
848(61)
209(23)
323(52)

151(52)

o(o>
20(3)
45(5)
0(0)
ss(20>
0(0)
32(24)
279(35)
176(43)
920(66)
o(o>

5(0)
11(2)
9(1)
30(3)
56(17)
27(9)
26(20)
302(38)
198(48)
542(39)
2(0)

3(0)
o(o>
20(2)
o(o)
ss(zo>
o(o)
35(27)
293(37)
234(57)
921(66)
49(6)

8(1)
80(12)
0(0)
9(1)
67(20)
51(16)
30(23)
198(25)
146(35)
112(8)
57(7)

a)Thesolvent(100u1)wasaddedtotheSgmixturecontaining10mgofN-
nitrosamine.Thenumberofspontaneousrevertants(130)wassubtracted. _Valuesin
parenthesesshowthepercentagesofthecontrol.
b)ComparisonofactivitiesofDPN(3.9mg}andDBN(0.47mg)dissolvedin100ul
ofdimethylsulfoxideorin25%dimethylsulfoxide(control).

第3節 結 果

1.Ares法 と肝細胞初代培養/DNA修 復テス トの比較

NDMA,NDEA,プ ロピルア ミン誘導体及びDBNの 変異原性をAmes法 で調べた。Table1-1に は、
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試料 溶媒 と して推奨 されている5種 の有機溶媒76)と 水を用いた結果を示 した。予備試験 の結

果、一部 を除 き、基質濃度1-10mgとPCB処 置 ラッ ト肝S950-150μ1の 範囲で用量依 存性 が認

め られたので、基質10mg、S9150μ1の 条件で比較 した。NDMA、NDEA、MHP、MOP、MDHP、BHP

及びDHPHPは 水 を試料溶媒 にす ると明 らか な変異原性 を示 した のに対 し、dimethylSUI-

foxide、dimethylformamide、acetone、95%ethano1又 はacetonitrile100μ1共 存下では、

変異 原活性が消失 した。HPOP、BOP、BAP及 びNDMMの 活性 はこれ らの有機溶媒によって34-92%

の活性が阻害 された。水 に難溶性のDPNとDBNの 活性 もdimethylsulfoxideの 量 を25μ1に 減

らす ことに よ っていず れ も活性が約2倍 になった。Table1-2にDPNと そのβ酸化体 の肝細胞

初代 培養/DNA修 復試験 の結果を示 した。DHPHPを 除 く9種のニ トロソア ミン誘導体 は、陽性

コン トロールのNDEAと 同様 に、用量 に依存 して核 あた りのUDSgrain数 が増加 し、更 に100個

の細胞中、UDS陽 性を示す細胞数 も増加 して、本試験 においてDNA損 傷性が陽性 と判定 された。

これ らのことか ら、発癌性が既 に知 られている9種 すべての化合物 の変異 原性がAmes法 にお

いて検 出されたので、Ames法 を用いて検討を続けた。

5種 動物 肝S9共 存下 の9種 のニ トロソプ ロパノールア ミン誘導体は、BHPとDHPHPを 除 く7種

が陽性であ り、その活性 はいずれの場合 もlOmg用 量 まで直線的に増加 した。HPOPは 肝S9の 非

存在下 で も約40%の 活性 を示 した。Table1-3に 各種雄性動物 と ヒト肝及び肺 ミクロゾームの

P-450含 量を、Table1-4に 各肝及び肺S9に よるaniline水 酸化活性及びMHPの 活性化 の結果を

示 した。3検 体 の ヒ ト肝 のP-450含 量及びaniline水 酸化活性 は未処 置の各種動物のそれ らの

約1/5-1/10と 低 いものの、いずれ もMHPを 活性化 した。 ヒト肝 によるその他 のニ トロソプ ロ

パ ノー ルア ミン誘導体の活性化 は認め られなか った。また肺S9存 在下 の変異原性の うち、 こ

れ らによる活性化が認め られたのは、MHPのPCB誘 導 した動物の肺S9存 在下の変異原活 性 のみ

であ った。膵S9に よる活性化 はまった く認め られなか った。
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Table 1-2. Genotoxicity of  N-Nitrosamines in Hepatocyte Primary 
Culture/DNA-repair Test

 N-Nitrosamine DNA 
repaira)

Dose 
(M)

UDS grai 
nucleusb r/

% of UDS-

positive  cel  I  se)

DPN

BHP

HPOP

BOP

MHP

MOP

BAP

NDMM

DHPHP

MDHP

NDEA

Water

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

5 

5 

5

2 

2 

2 

5 

5 

5

x 

x 

x

x 

x 

x 

x 

x 

x

 lo-3 

 10-4 

10-5 

10-3 

10-4 

10-5 

10-3 

10-4 

10-5 

10-3 

10-4 

10-5 

10-3 

10-4 

10-5 

10-3 

 10-4 

 10-5 

 10-3 

10-4 

 10-5 

10-3 

 10-4 

10-5 

10-3 

 10-4 

10-5 

10-3 

10-4 

 10-5 

 10-4 

10-5 

10-6

 8.8±  5.8 
 2.9±  2.7 
 1.0± 1.5 
 5.7±  3.7 
 2.4± 1.8 
 1.3±  1.4 
 73.  9±12.  6 

 25.4±  9.2 
 3.3±  3.5 
  toxic 

 65.  5±15.  0 
 17.9±  8.7 

 12.7±  6.2 
 1.5± 2.3 
 0.1±  1.4 
 73.  9±13.  3 

 43.  1±19.  5 
 10.  9±  4.  9 
 14.2±  5.2 

 2.6±  2.8 
 -0 .2±  1.2 
 7.  9±  4.  6 

 1.5± 2.6 
 -0 .4±  1.4 
 1.7±  1.6 
 1.3±  1.4 
 -0 .2±  1.2 
 4.9±  3.3 

 1.4±  1.6 
 0.7±  1.4 

 17.  7±  7.  5 
 5.5±  3.8 

 1.9±  1.9 
 -0 .1±  1.4

62 

21 
 4 

46 

 8 

 3 

100 

98 

21 

100 

92 

88 

10 

 2 

100 

95 

82 

88 

15 

 0 

69 

 7 

 0 

 5 

 2 

 2 

40 

 6 

 0 

93 

49 

 7 
 0

a) +, induced DNA repair; -, failed DNA repair. 
b)  Mean±SD of triplicate coverslips. 
c) Cells with net counts of at least 4 grains/nucleus.
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Table 1-3. Cytochrome P-450 Contents in Liver and Lung Microsomes of Several 
Species of Animals and Human 

         PCB P-450 content  (nmoles/mg protein) 
          treatr 

Species mentLiver Lung 

Rat - 0.86 0.036 
     + 1.84 ** 0.071 * 

Hamster - 1.02 0.034 
     + 1.83 * 0.075 * 

Mouse -1.010.060, 
    +1.09 0.125' 

 Rabbit - 0.96 0.041 
Monkey - 0.95 0.081 
Human A 0.09  — 

 B 0.11  — 
 C 0.09  — 
 D — <0.012 

 E — <0.012 
 F — <0.012 

a) Animals were pretreated with a single i.p. injection of 500 mg PCB per kg body 
weight. 
Value represents means of three experiments; the standard deviations were <15 % of 
the mean values. Significantly different from the value for non-treated animal: 

 Op<0.01,  *p<0.05. 

Table 1-4. Monooxygenase Activities in Liver and Lung S9 of Several Species of 
Animals and Human 

 MHP ActivationAnilinep-hydroxylation 
Species PCB (TA100 revertantsui/plate) (pmoles/mg S9  protein/min) 

        treaty 
    mentLiver Lung Liver Lung 

Rat -  304 <130 49 7 
    + 871 ** 143 234 ** 14 

Hamster - 734 <130 165 40 
    + 1745 ** 132 217 ** 42 
 Mouse - 554 „ <130 96„30 

    + 861 ' 218 173” 32 
Rabbit - 529 <130 116 19 
Monkey - 440 <130 53 6 
Human A 188 — 11  — 

 B 238 — 14  — 
 C 174  — 13  — 
 D — <130 — 0.3 
 E — <130 — 0.5 
 F — <130 — 0.3 

a) Animals were pretreated with a single i.p. injection of 500 mg PCB per kg body 
weight. 
b) Assay was carried out at the 10 mg dose level. The number of spontaneous 
revertants (130) was subtracted. 
Value represents means of three experiments; the standard deviations were <15 % of 
the mean values. Significantly different from the value for non-treated animal: 

 **p<0.01,  *p<0.05.
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Table 1-5. Mutagenic Activities of N-Nitrosamines: Requirements for Enzymes and NADP+ 

 TA100 revertantsa)/plate 

Addition BHP HPOP BOP MHP MOP BAP NDMM DHPHP MDHP 

 Completeb)(control) 314(100) 797(100) 413(100) 871(100) 1126(100) 1149(100) 904(100) 132(100) 336(100) 
- S9  33  (11) 137 (17) 13 (3) 54 (6) KO 4 (0) 49 (5)  30  (23)  37  (11) 
+ cytosol instead of S9  96  (31) 157 (20) 192 (46) 121 (14) 125 (11) 115 (10)  90  (10)  38 (29)  75  (22) 
+ microsomes instead of S9 125 (40) 331 (42) 184 (45) 487 (56) 430 (38) 609 (54) 521 (58) 50  (38) 126 (38) 
+ microsomes and 0.25 units 199  (63) 505 (63) 293 (71) 552 (63) 684' (61) 709 (62) 583 (64) 84 (64) 191 (57) 

 G-6-P  DHase instead of  S9 
+  microsomes and cytosol 272 (87) 701 (88)  388 (94) 787 (90)  1031 (92) 1028 (89) 773 (86) 117 (89) 288 (86) 

 instead ofS9 
+ heated S9d/ instead of S9 29 (9) 141 (18) 184 (45) 57 (6) 128 (11) 43 (4) 8 (1) 43 (33) 28 (8) 
- NADP+ 5 (2)  143 (18) 226 (55) 76 (8) 125 (11) 39  (3) 31 (2) 31  (23)  70  (21) 

a) Assay was carried out at 10  mg dose. The number of spontaneous revertants  (130) was subtracted. Values in paren-
theses show the percentage of the control. 
b) Complete system contains liver S9 from PCB-treated rats and NADPH-genenating system and phosphate buffer (pH 7.4). 
c) K:killing. 
d) S9 was preheated in a boiling water bath for 10  min.



j^I^

Table 1-6. Effect of Inducers on Mutagenic Activities of N-Nitrosamines and  Microsomal  Cytochrome P-450 Content 

                                                                                Microsomal cyto-
                      TA100 revertantsa)/plate chrome P-450 

  content 
Species Inducers BHP HPOP BOP MHP MOP BAP NDMM DHPHP MDHP  (nmoles/ml) 

Rat None  69  (22) 353 (44) 187 (45) 326 (37) 103 (9) 237 (21) 342 (38)  56  (42) 163 (49)  4.56  (24) 
    MC  58  (19) 348 (44) 240 (58) 428 (49) 105 (9) 245 (21) 357 (39)  53  (40) 171 (51)  8.74 (47) 
    PB 301 (96) 609 (76) 348 (84) 970(111) 788 (70) 862 (75) 643 (71) 147(111) 258 (77)  16.73  (89) 
    PCB 314(100) 797(100) 413(100) 871(100) 1126(100) 1149(100) 904(100) 132(100) 336(100)  18.75(100) 

Hamster None  55  (19) 315  (36) 194 (56) 734 (42) 123 (70) 134 (40) 267 (18)  40  (31) 171 (50)  4.67  (23) 
    MC  59  (20) 339 (39) 211 (61) 756 (43) 132 (76) 141 (43) 284 (20) 46 (35) 158 (46)  9.34 (45) 
     PB 235 (80) 787 (90) 341 (99) 1794(103) 168 (97) 284 (86) 1427 (96)  142(108) 259 (75)  16.15 (79) 
    PCB  293(100) 869(100) 346(100) 1745(100) 174(100)  331(100) 1486(100) 131(100) 345(100)  20.55(100) 

Mouse None  17  (13) 350 (75) 185 (71) 530 (62) 154 (24) 215 (55)  453 (63)  57  (43) 156 (51)  6.98  (62) 
    MC  57  (43) 339 (72) 208 (79) 514 (60) 141 (22) 204 (52) 483 (67) 51 (39) 167 (54)  8.60  (76) 
    PB  137(104) 425 (91) 269(103) 937(109) 610 (94)  310 (80) 640 (89) 130 (99) 234 (76)  10.41 (92) 
    PCB 133(100) 468(100) 262(100) 861(100) 651(100) 389(100) 716(100) 131(100) 307(100) 11.32(100) 

a) Assay was carried out at 10 mg dose. The number of spontaneous revertants (130) was subtracted. Values in paren-
theses show the percentages of the activity obtained with liver S9 from PCB-treated animals.



2.P-450誘 導剤吸 び阻害剤の影響

Table1-5に ニ トロソプ ロパノールア ミン誘導体 のPCB処 置ラ ット肝S9、 ミクロゾーム及び

上清 画分 による活性化 の結果を示 した。上清 のみを加えた場合のコロニー数は 自然復帰変異

数 の約2倍 以 内 で あ った 。 ミク ロゾー ム及 び ミク ロゾー ム とglucose-6-phosphate

dehydrogenaseを 用 い ると、活性 はそれぞれS9を 用いた場合の40-60%及 び60-70%の 活性 を示

した。 ミクロゾームと上清を合わせると、活性はS9の 活性にほぼ一致 した。S9を 水浴上 で加

熱処 理す ると活性化 は阻害 され、また これ らの活性化反応はNADP+を 必要 とした。 したが っ

て、活性化反応 は主 として ミクロゾームに局在 し、補酵素と してNADP+を 要求 した。

雄性 ラッ ト、ハム スター及びマ ウス肝S9を 用 いた ときのP-450誘 導剤の影響をTable1-6に

示 した。3種 動物 にお、)てPCB又 はPB処 置す ることによって変異原活性 は顕著 に増 加 し、BHP

とDHPHPも 明 らかな活性 を示 した。 これに対 して、MC処 置ではいずれの場 合 も全 く効果 が認

め られなか った。

っ ぎにPCI拠 置動物 を用いて、補酵素要求性 とP-450阻 害剤の影響 を検討 した(Table1-7)。

NADP+を 反応混液か ら除 くと、BOP(35-45%の 減少)とHPOP以 外の変異原活性 はほぼ完全 に消失

した。一酸 化炭素 気相 中での プ レイ ンキ ュベー ションも変異原活性 を顕 著 に抑制 した。

metyraponelmMをS9に 添加す ると、32-92%の 阻害が認め られ、PB誘 導 した3種 動物において

も同様であ った。 これに対 して、 α一naphthoflavoneはPCB又 はM(拠 置 した動物 のいずれ の場

合 も阻害作 用 を示 さなか った。 また未誘導の5種 動物及び ヒト肝S9に より活性化 された ニ ト

ロソプロパ ノールア ミン誘導体 の変異原活性 に対す るNADP+の 影響 は、HPOPとMOPで は最高

50%の 阻害 が、 またBOPの 場合は全 く阻害作用が認め られなか ったことを除 いて、同様の結果

であ った。 さらに、 ラッ トとサルでの変異原活性、P-450誘 導剤 と阻害剤 の影 響 におけ る性

差 は全 く認 め られなか った。肝の場合 と同様 に、田PのPCB処 置肺S9に よる活性化 は、NADP+

を除 くか、一酸化 炭素気相中でイ ンキュベー ションす るか、又 はmetyraponeを 添加 す る こと

によ って陰性 とな ったが、 α一naphthoflavoneの 効果 は見 られなか った。
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Table 1-7. Effects of  NADP+ and Inhibitors on Mutagenicity of  N-Nitrosamines with 
Liver S9 from PCB-treated rodents 

                         TA100 Revertantsa)/plate 

N- Species  Controlb)  -NADP+ +Carbon +Metyra-  +a-Naphtho-
Nitrosamines monoxide pone flavone 

 BHP rat 314 (100) 9 ( 3)  31  ( 10)  60  ( 19) 306  ( 97) 
         hamster 293 (100) 18 ( 6)  85  ( 29)  67  ( 23) 301 (103) 

         mouse 133 (100) 13  ( 10) 25  ( 19)  33  ( 25) 137 (103) 
HPOP rat 797 (100) 151  ( 19) 335 ( 42) 311  ( 39) 749  ( 94) 

         hamster 869 (100) 165  ( 19)  365 ( 42) 365 ( 42) 817  ( 94) 
        mouse 468 (100) 150  ( 32)  243  ( 52) 271  ( 58) 454  ( 97) 

BOP rat 413 (100) 189  ( 54)  191  ( 55) 181  ( 52) 369 (106) 
        hamster 346 (100) 190  ( 55)  201  ( 58) 180  ( 52) 336  ( 97) 

        mouse 262 (100) 170  ( 65) 186  ( 71) 170  ( 65) 246  ( 94) 
MHP rat 871 (100) 87  ( 10) 305  ( 35) 305  ( 35) 819  ( 94) 

        hamster 1745 (100) 52 (  3)  733 ( 42) 681  ( 39)  1744 (100) 
        mouse 861 (100) 52 ( 6) 413 ( 48) 413  ( 48) 862 (100) 

MOP rat 1126 (100) 113  ( 10)  327  ( 29) 282  ( 25) 980  ( 87) 
        hamster 174 (100) 71 ( 41) 78 ( 45)  84  ( 48) 184 (106) 

         mouse 651 (100)  65  ( 10) 169  ( 26) 293  ( 45) 671 (103) 
 BAP rat 1149 (100) 34 (  3)  218  ( 19) 218  ( 19) 1218 (106) 
         hamster 331 (100)  43  ( 13) 116  ( 35) 149 ( 45) 332 (100) 
         mouse 389 (100)  51  ( 13) 169  ( 51) 187 ( 48) 377  ( 97) 

NDMM rat 904 (100) 27 (  3)  316  ( 35) 289  ( 32) 931 (103) 
        hamster 1486 (100) 45 ( 3)  52  ( 35) 476  ( 32)  1575  (106) 
         mouse 716 (100)  72  ( 10)  344 ( 48) 322  ( 45) 737 (103) 

DHPHP rat 132 (100) 30  ( 23)  38  ( 29)  38  ( 29) 144 (109) 
        hamster 131 (100)  30  ( 23)  29  ( 22)  25  ( 19) 144 (110) 
        mouse 131 (100) 31  ( 23)  25  ( 19)  38  ( 29) 135 (103) 

MDHP rat 336 (101)  64  ( 19) 131  ( 39) 118  ( 35) 339 (101) 
        hamster 345 (100)  58  ( 19)  98  ( 32) 109  ( 32) 352 (102) 
        mouse 307 (100)  49  ( 16)  80  ( 26) 120  ( 39) 306 (100) 

a) Assay was carried out at the 10 mg dose level. The number of spontaneous 
revertants (130) was subtracted. Values in parentheses show the percentage of 
the control. 
b) Control system contained liver S9, NADPH-generating system and phosphate buffer 

 (pH 7.4).
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Table 1-8. Effect of the Pretreatment of Rats with BHP on Mixed Function Oxidase in Rat Liver S9 

                             Days after a single ip injection of BHP Duration of treatment with 
                            at a dose of 3 g/kg body weight  0.2% BHP in drinking watera) 

                  Control 1 3 6 Control 6 Weeks 

P-450 contentb)  (nmoleOg protein) 0.86±0.13 0.79±0.02 0.80±0.07 0.85±0.06 0.67±0.02  0.69±0.03 
Aniline Hydroxylationc) 
(pmoles/mg S9  protein/min)  49:L2  51:L 2  54:L 3  52± 2 32± 3  38+ 1 
Mutagenic activityd) (TA100 revertants/plate) 

 BHP 27 15 25 24 35 27 
 DHPHP 31 33 32 37 31 30 
    HPOP 353 (100) 318  ( 90) 371 (105) 328  ( 93) 349 (100) 345  ( 99) 

    BOP 187 (100) 165 ( 88) 199 (106) 196 (105) 234 (100) 235 (100) 
    MHP 326 (100) 346 (106) 332 (102) 306  ( 94) 310 (100) 292  ( 94) 

    MOP 103 (100)  90  ( 87)  85  ( 83) 104 (101) 117 (100)  97  ( 83) 
    BAP 237 (100) 214  ( 90) 230  ( 97) 253 (107) 307 (100) 292  ( 95) 
    NDMM 342 (100) 323  ( 94) 356 (104) 321  ( 94) 373 (100) 371  ( 99) 
    MDHP 163 (100) 175 (107) 173 (106) 163 (100) 164 (100) 171 (104) 

a) Rats were killed at 12 weeks of age. 
b)  Microsomal  cytochrome P-450 content and c) aniline hydroxylase activity in S9 fraction. Values are means and SD 
for 3 experiments, except for the case of liver weight (individual errors). 
d) An N-nitrosamine (10  mg) was preincubated with liver S9. The number of spontaneous revertants was subtracted. 
Values in parentheses show the percentage of the control.



3.BIIPの ラ ッ トのP-450酵 素に対する影響 と体内動態

ラ ットにBHPの 発癌条件である3g/kgを 腹腔内投与す るか、飲料水 に混ぜて6週 間飼育 して、

その肝のP-450含 量 、aniline水 酸化活性及 び9種 のニ トロソプロパ ノールア ミン誘導体 の変

異原活性 に対す る影響を検討 したが(Table1-8)、 両投与経路 によるBHP処 置 はこれ らに対 し

て全 く効果 を示 さなか った。

発癌用量 の[1」4C]BHPを ラッ トに腹腔内投与すると、1時 間後 に血中濃度が ピー クを示 し(

生 物学 的半減期:3.9h)、 肺、肝、腎等の標的臓器に高い放射活性が分布 した。 しか し、投与

24時 間後 にはこれらの放射活性 はほとんど消失 した。その時の尿、糞及 び呼気中への排 泄 は

それ ぞれ投与 量 の90.8、5.5及 び3.2%で あり、胆汁排泄 も認め られた。そこで、尿 、血液及

び標的臓器 中の代謝産物 をHPL(琺 で検 索 した。Fig.1-2に は投与3時 間後 の血漿(A)と その酢

酸 エチル抽出物(B)の 代謝産物の クロマ トグラムを示 した。放射活性 ピークは6ピ ー ク認め ら

れ、その うち3ピ ークは標 品のBHP(IV)、HPOP(V)及 びMHP(VI)の 保持時間 と一致 した。
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Table1-9.DeterminationofBHPandItsMetaboliteinplasma ,tissueacrdurineby
HPLC

Peaka} %oftotalradioactivity

Plasma Liver Kidney Lung Urine
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a)RetentiontimesofpeaksIV,V,VIandVIIcorrespondtothoseofBHP ,HPOP,
MfiPandBOP,respectively,andpeakIcontainstheglucuronidesofBHPandHPOP .
n.d.,notdetected.

ピー ク1は 抽出物(B)に は認め られない ことか ら、β一グルクロニダーゼで加水分解後 抽 出 し

た ところ、BHP(ピ ー ク1の93.9%)、HPOP(3.9%)の2ピ ークが認められた。Table1-9に は肝 、

肺、腎及び24時 間尿 にっいて同様 に検討 した結果をまとめた。BOP(VII)は 腎においてのみ

検出 された。BHP、HPOPと これ らの グルクロン酸抱合体 の尿 、胆汁、糞中への排泄を経時的

に検討 した ところ、いずれの場合 も排 泄放 射能のほとんどが これ らによ り証 明された。

第4節 考 察

発癌性が既に証明されているニ トロソプロパノールアミン誘導体のinvitroで の活性化を

検討 した。Ames法 において、脂肪族及び環状ニ トロソアミンの変異原性を検出するには塩基

置換型の試験菌株が適 していること77-79)及びこれらの変異原性発現においても活性化能 に

動物種差があること80)が知 られている。本研究においては、塩基置換型TA100株 に対 して未

処置の5種動物肝S9存在下において7種の化合物が活性化され、PCB又 はPB誘導 した各種動物
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肝S9に よって9種 すべてのニ トロソプ ロパノールア ミン誘導体が明 らかな変異原性 を示 した。

Ames法 で試 料溶媒 として推奨 されているdimethylsulfoxide等 の有機溶媒 は、ニ トロソジァ

ル キルア ミン類 の変異原 性を顕著 に阻害す ることが明 らか とな った ことから(Table1-1)、

発癌性 ニ トロソプロパノールア ミン誘導体 の変異原性が検 出されないとす る報告67-70)に は

実験条件 に問題があったことが示唆された。現在多くのニ トロソア ミンの存在が知 られてい

るが、肝細胞初代培養/DNA修 復テストにおいてDNA損傷性を検討されている例は少ない81)。

ニ トロソプロパノールア ミン誘導体では、調べた9種 の うち8種 が誘導剤処置を してい ない ラ

ッ トの肝細胞にDNA損 傷性 を示す ことが判明 した(Table1-2)。
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ニ トロソア ミン類の変異原性発現においてはハ ムスター肝 の活性化能が優れている82,83)

とされて いる。Fig.1-3にLijinskyら23・35-39)に より発癌性の証明 されている8種 ニ トロソ

プロパノールアミン誘導体のハムスターとラットにおける発癌活性 と変異原活性 との関係を

図示 した。発癌活性はLangenbachら63)の 計算方法に従って、投与量の逆数で、変異原活性
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はPCI拠置動物肝S9存在下の10mg用量で表 した。ハムスターの場合は発癌活性と変異原活性

との間に相関性は認められなかった。Langenbachら63)も4化 合物にっいてサルモネラ菌

TA1535を 用いて同様に相関性の無いことを報告 している。それに対 して、ラットでは検 出さ

れる活性 もハムスターと同様に高 く、DHPHPを除 く7種化合物の変異原活性と発癌活性 とに高

い相関性が認められた(r・0.89、p〈0.05)。これらの結果から、9種のニ トロソプロパノール

ア ミン誘導体の変異原性一発癌性相関においては動物種差の認められないことが判明した。

さらにラッ ト肝S9を用いるAmes法による試験系はこれらのニ トロソプロパノールア ミン誘導

体の代謝的活性化を検討する上で優れていることが証明された。

発癌性物質の代謝的活性化 に関与するP-450酵素の役割の研究の初期の段階においては、

変異原性発現に関与する分子種は正常動物肝には少ない分子種であるMC誘導型のP4501A酵 素

とPB誘導型のP4502B酵 素の2種類と考えられており、P4501A酵素によって活性化される例が

多 く報告されていた84)。 これらのニ トロソゾロバノールア ミン誘導体の各種動物肝 による

活性化 に関与 す る酵素 は ミクロゾームに局在するP-450酵 素 であ り、そのなかで も、MC誘 導

型のP4501A酵 素 よりも、PB誘 導型のP4502B酵 素がいずれの動物 において も主要な役割 を果た

す ことが、Ames法 において誘導剤 と阻害剤 を用い る実験か ら示唆 された(Tables1-6,7)。 さ

らに未誘導の動物や ヒ トにおいて も阻害剤 の影響か ら生体の内因性 のP-450分 子種 の関与 が

推察 され た。 またBHPが 肝 ミクロゾームのP-450酵 素の誘導作用を持たない こと(Table1-9)

は、 これ らのニ トロソア ミン類 は発癌過程 におけ る長期の摂取 によって も誘導の必要 と しな

い常 在成分 であるP-450分 子種によって活性化 され ること並びにBHPが 単回投与 によって も生

体内で速 やか に吸収、代謝及び排泄 され、肺癌を高率に発生 させることとの関連 を強 く示唆

している。N-nitrosodiethanolamineの 活性化にはaIcoholdehydrogenaseの 関与を示唆す る

報告 もあ るが85)、 これ らのニ トロソプロパノールア ミン誘導体の活性化にP-450酵 素 の関与

の大 きいことは、これ らのalcoholdehydrogenaseに よるβ位 の酸化 よりも、P-450酵 素 によ

るα位 のmonooxygenase反 応 の方が代謝的活性化経路 として重要であることを示唆 してい る。
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ニ トロソプロパノールア ミンの肝外臓器S9に よる活性化では、MflPのPCB誘導動物の肺 によ

る活性化のみが認 められた(Table1-6)。 田P又 はMOPはいくっかのニ トロソプロパノールア

ミン誘導体の代謝物として検出されている86-89)。ニ トロソプロピルア ミン誘導体を投与 し

た ラッ ト又 はハムスターの標的臓器のDNA及びRNAの付加住成物の分析より、メチル化を引き

起 こす構造をした代謝物の生成が示唆されていること90-94)から、ニ トロソプロパノールア

ミン誘導体の肺癌発生作用発現において、肝による代謝的活性化が必要であり、メチル誘導

体柵Pへ代謝が重要であることを示唆 している。ニトロソプロパノールア ミン誘導体 による

発癌性の標的臓器には動物種差の存在することが従来から指摘されていたが、代謝活性化酵

素には、種差は認められず、P-450酵 素によるこれらの活性化機構 は類似す ることが考え ら

れる。以上のように現在の段階では、癌発生の種差を説明する実験的根拠は得られていない

が、一っの可能性として、肝臓において生成 した中間代謝物の、標的臓器における反応の違

いに起因することも考えられる。
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第2章 発癌性ニ トロソジアルキルアミン類の代謝的活性化における

ラット肝チ トクロームP4502E1酵 素の役割

第1節 緒 言

N-nitrosodimethylamine(NDMA)及 びN-nitrosodiethylamine(NDEA)は 環境中 に存在す る

強 力 な発癌 性物質 で あ り、実験動物や ヒ トのP-450酵 素によって代謝 され、アルデ ヒドや ア

ルコールが生成す ることが知 られている5,95)。 これ らの代謝的活性化 は、緒 論で も述 べ た

よ うに、主 に生体内で酵素的にα位炭素の水酸化がおこり、非酵素的な脱 アルキル化に続 い

て、反応性 に富むアルキル ジアゾ ヒドロキ シ ドを経て、アルキル カチオ ンとな ってDNA等 と

結 合す ると考 え られ てい る(Fig.2-1)6・29)。 このニ トロソジァルキルア ミン類が引 き起 こ

す発癌作用発現 においては、最初 に活性化 反応を触媒す る代謝酵素力撮 も重要 と考 え られ て

お り、反応 に関与す る酵素の解明を目的 とした研究が多 くな されてきた96-99)。 しか しなが

ら、分解生成物であ るアルデ ヒド体 を検出す るニ トロソジアルキルア ミンの脱 アルキル化反

Fig.2-1.MetabolicActivationofN-nitrosodialkylamines.
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応 についての研究 は、 ラット、 ウサギ及び ヒ トの肝 ミクロゾームチ トク ロームP4502E1酵 素

を用 いた報告が数多 くあるが100-102)、 ニ トロソジアルキルア ミン類 のAmes法 やその他 の変

異原性試験における生物活性が比較的弱いこともあ り、これ らが実 際 にP4502E1酵 素 によ っ

て活性化を受 けてDNA障 害 を引 き起 こした直接的な証拠 はほとんどない29・96-101)。 そ こで、

ラ ッ ト肝 ミクロゾームP-450酵 素のニ トロソ ジアルキルア ミンの活性化 における役割 をumuテ

ス トの新 しい試験 菌株S.typhimuriumNM2009を 用 いて検 討 した。 この 菌株 は、通 常 の

S.typhimuriumTA1535/pSK1002に0-acetyltransferaseの 遺伝子 を持っプ ラス ミドを導入 し

て作成 されてお り57)、 すでに多 くの研究か ら、ある種の発癌性芳香族 ア ミン類のDNA障 害 の

検 出 に優 れた菌株 で あ ることが証明されている。なおDNA障 害の強 さはSOS反 応の一部のUfiU

遺伝子 の発現量をβ一galactosidase活 性 と して求め られ る55・56)。 また α一ヒ ドロキ シ体 は

非 常 に不安定で あると考 え られてお り、そのモデル化合物 として酵素的加水分解で容易 にα

一ヒ ドロキ シ体を生 じるα一アセ トキシ体 にっいての研究21)が 発表 されてい るので、 このモ

デル化合物 を用いてニ トロソジアルキルア ミンの代謝的活性化機構の推定を行 った。

第2節 材 料 及 び 実 験 方 法

化 合物:第1章 で用 いた ニ トロソア ミン類 のほか、Dr.LisaA.Peterson(TheAmerican

HealthFoundation)よ り供与 されたN-nitrosomethylacetoxymethylamine(D)を 使 用 し

た 。P-450阻 害剤 と して用 いたdiethyldithiocarbamateと4-methylpyrazoleGま 片 山化学 より

購入 し、2-diethylaminoethyl-2,2-diphenylvalerate(SKF-525A)はSmith,Klein,and

FrenchLaboratoriesよ り供与 された。0-acetyltransferase阻 害剤のpentachlorophenol及

びacetylesteraseは それ ぞれ片山化学及びSigmaChemical(沁.よ り得 た。

酵 素 と抗体 の調製:雄 性Sprague-Dawleyラ ッ ト(日本 クレア)を用いた。P-450誘 導剤 は以下
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の 条 件 で 投 与 した 。phenobarbital(PB)80mg/kg(ip,0.9%NaC1)を5日 間;β 一

naphthoflavone(BNF)50mg/kg(ip,オ リブ油)を3日 間;isosafrole100mg/kg(ip,

Table2-1.ComparisonofRatandHumanP-450Enzymes

RatP-450 HumanP-450

NebertTrival
etal.a)name

Typical

substrates

NebertTrival

etal.name

Typical

substrates

lAl

lA2

c,MC-5

d,MC-1

benzo(a)pyreneIAl
arylaminesIA2

(Pl,c)
PA,P3,d

benzo(a)pyrene
phenacetin

2A1

2A2

a,UT-F

a2,UT-4

testosterone

ethoxycoumarin

2A6 2A6 eoumarin

2B1

2B2

b,PB-4

e.PB-5

7-ethoxycoumarin

2B6 (2B6,LM2) 7-ethoxycoumarin

2C6

2C7

2C11

2C12

2C13

k,PB-2

f

h,UT-2

i,F-2

g,UT-5

progesterone

testosterone

progesterone

2cs

2C9

2C10

(mp-12)
human-2
MP

tolbutamide

tolbutamide

2D1 db1,UT-7debrisoquine

2D6 DB,dbl debrisoquine

2E1 j,DM
　 の
nitrosamines 2E1 j,HLj

　 ロ
nitrosamines

3A1

3A2

pcnltestosterone

pcn2,PB-1nifedipine

3A3

3A4

3A5

3A7

HLp

NF,pcnl

pcn3

HFLa

nifedipine

4A1 LAl laurate

、)'Gene,y。b。1f,。mN,b,,t,t、1.15>

25



オ リブ油)を3日 間;dexamethasone50mg/kg(ip,オ リ ブ油)を4日 間;phenytoin100

mg/kg(ip,オ リ ブ油)を4日 間;valproicacid100mg/kg(ip,オ リ ブ油)を4日 間;

isoniazid100mg/kg(ip,オ リブ油)を4日 間;ポ リ塩化 ビフェ ニル(PCB、kanechlor

500)500mg/kg(ip,オ リ ブ油)を1回 。acetone及 びethanolは そ れ ぞ れ5%(V/V)及 び

15%(V/V)水 溶 液 を飲 料 水 と して6日 間与 え、別 に絶食(3日 間)群 も設 けた。肝 ミク ロ ゾー ム は

Guengerich75)の 方 法 に従 って調製 し、-80°Cに 保 存 した 。P-450酵 素 の精 製103)、 命 名15)及

び 抗 体 の調 製104)は 常 法 に よ り行 った。 ウサ ギ肝NADPH-P-450還 元 酵 素 及 び チ トク ロー ムb5

は そ れ ぞ れYasukochiとMasters105)及 び 谷 口 ら106)の 方 法 に よ り精 製 した。Table2-1に 本

研 究 で用 いた ラ ッ トの精 製P-450酵 素 の慣 用 名 とNebertら の 遺伝 子分 類 に よ る命 名 並 び に典

型 的な基 質 にっ いて ヒ トP-450酵 素 と対比 して ま とめた。

NDMAとNDEAのP-450に よ る代 謝 的活性 化NDMAとNDEAの ラ ッ ト肝P-450に よ る活性 化 は通 常 の

試 験 菌株S.typhimuriumTA1535/pSK1002で は な く、 この菌 に0-acetyltransferase遺 伝 子 を

導 入 して新 た に調 製 したS.typhimuriumNM2009を 用 いた。Fig.2-2にumuテ ス トの実験 方 法

の概略 を示 した。P-450酵 素 の酵 素源11・12)と して、 菌培養 液存 在 下 に肝 ミク ロ ゾー ム を最

終 濃 度2μg/mlと して 用 い た。精 製P-450酵 素 を用 い る再 構成 系 で は、 ミク ロゾー ム の代 わ り

に2nMP-450、50nMNADPH-P-450還 元 酵素 及 び7.5μML-a-dilauroyl-sn-glycero-3-

phosphocholine(DLPC)を 用 い 、チ トク ロー ムb5の 影 響 も調 べた。NDMA又 はNDEA2翩 と と も

に2時 間 反応 後 、発 現 す るβ一galactosidase活 性 をMiller107)の 方 法 に従 って 測 定 した 。 活

性 化 され た 化 合 物 に よ るumu遺 伝 子 の誘 導 はunit(β 一galactosidaseactivity)/min/mg

protein(又 はnmolP-450)で 表 した。NDMAの 脱 メチル化 反応 はNash108)の 方 法 によ り行 った 。

㎜ のaeetylesteraseに よ るSOS反 応 の誘 導:㎜ のacetylesteraseに よ る活 性 化 はo-

acetyltransferaseの 欠 損株 で あ るS.typhimuriumNM200057)を 用 い、S.typhimurium
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               Assay Method 

Incubation mixture (final volume, 1.0 ml) 

            Liver  microsomes  ----------- 0.002  mg 
         or Reconstituted system 

 P-450  -------------------- 2 pmol 
           NADPH P-450 reductase  --  0.5 unit 
 phospholipid  ------------- 5  jig 
 NADPH-generating system 

 NADP+  --------------------  0.125  gmol 
 glucose-6-phosphate------- 1.25  ttmol 
             G-6-P dehydrogenase  ------ 0.25 unit 
         Potassium phosphate 

         buffer (pH 7.4)   50  temol 
     Substrate   2  jemol 
         S.  typhimurium NM2009 

        (OD at 600nm,  0.75 ml 

Incubate at  37* for 120  min 

Terminate the reaction in ice-water bath 

Measure the  R-galactosidase activity and 
bacterial cell number (density at 600nm) 

Calculation  
 1000x(0D420-1.75 x  0D550) 

 ,43-galactosidase activity = 
 t  x  v  x  ODRA) 

          t: reaction time  (min), in this case t=15 
          v: dilution , in this case  v=0.1 

Specific gene expression by activated mutagens is: 

           umu  units/min/mg protein or  nmol P-450 

Fig. 2-2. Assay Method of Activation of  N-Nitrosodimethylamine and N-
Nitrosodiethylamine to Products Genotoxic in Salmonella typhimurium NM2009 
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TA1535/pSK1002とS.typhimuriumNM2009と 三者で比較 して調べた。標準的な反応条件 は、

菌培養液存在下に0.5mMNMAMAとacetylesteraseO.01mg/mlと した。2時 間の反応の後、

umu遺 伝子の発現量 を上記 と同様 に調べた。

第3節 結 果

1.㎜ とNDEAの ラッ ト肝 ミクロゾームによる活性化

NDMAとNDEAを 未処置又はisoniazid処 置 した ラッ ト肝 ミクロゾームとNADPH産 生系 と試験菌

株存在下 にイ ンキュベー ションし、umu遺 伝子の発現を調べた。NDMAとNDEAは 代謝 的活性化

を受 けてのみumu遺 伝孑発 現を誘導 した。(Fig.2-2)。 基質濃度 は2mMで 飽和 に達 し、 ミク
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Fig.2-2.EffectsofConcentrationsofMicrosomalProtein(A)andSubstrate(B)
ontheMetabolicActivationofNDMA(circles)andNDEA(triangles)byLiver

MicrosomesfromUntreatedRats(opensymbols)andfromRatstreatedwithIsoniazid

(closedsymbols).Thebasicincubationmixturewasused(seeMaterialsand
Methods):inA,thesubstrateconcentrationwas2mM;inB,2ugofmicrosomal

proteinwasused.
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ロゾーム量 は3μgま で活性化に上昇が見 られた。 しか し、NDEAの 活性 は ミクロヅ漏 ム量 が多.

い と低下 した。そ こで、以下の実験 では、齒基質濃度 を2mM、 ミクロゾーム量 を2μgと した。

またNDMAとNDEAの 活性は未処 置 ラットよりもisoniazid処 置 ミク ロゾー ムの方 が高か った。

見かけのNDMAの 活性化のKm値 は これ らの ミクロゾームにおいて0.7-0.8mMで あ った。

種 々 のP-450誘 導 剤で処 置 した ラッ ト肝 ミクロゾームのP-450含 量及びNDMAとNDEAの 活性化

並びにNDMAの 脱 メチル化及びアニ リン水酸化をTable2-2に 示 した。総P-450含 量 はPCB、PB、

BNF、isosafroleで 強 く誘導 され、またdexamethasone、ethanol、 絶食 、phenytoin及 び

valproicacidに よ って もかな り誘導 された。 これ らの ミクロゾームの うち、NDMAの 活性化

はisoniazid、ethanol、acetone処 置及び絶食 ラ ッ トにおいて最 も強 く誘導 された。 またPB、

Table2-2.CytochromeP-450ContentsandMonooxygenaseActivitiesinLiver
Microsomesofratsa)

Treatment

ofrats

P-450Activation

(nmol/mg(umuunits/min/
protein)mgprotein)

NDMA NDEA

NDMAAniline

l艦 舌勢一 翻181y囀
(nmol/血i11/(㎜ol/气 髓in/

mgprotein)mgprotein)

Untreated

PB

BNF

Isosafrole

PCB

Dexamethasone

Isoniazid

Ethanol

Acetone

Starvation

Phenytoin

Valproicacid

0

1

1

1

2

1

0

0

0

1

0

0

72

46

16

10

07

01

79

96

86

03

95

95

139

185

83

94

185

110

278

280

278

333

174

67

128

128

89

89

106

117

161

183

189

200

150

133

2

2

2

3

4

2

6

3

4

4

2

1

04

00

84

26

52

42

20

36

94

52

10

89

2

4

4

4

9

5

8

s

9

7

3

2

41

77

28

87

25

85

56

sa

94

04

49

90

a)Eachvaluerepresentsmeanofmeasurementsmadewiththreerats;thestandard

deviationswere〈15%ofthemeanvalues.

b)Monooxygenaseactivitiesweredeterminedwith2mMNDMA(N-demethylation)or5

mManiline(p-hydroxylation)withaproteinconcentrationofd.5mgprotein/ml.
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PCB及 びphenytoinに よ って も誘 導 され たが 、BNF、isosafrole及 びvalproicacidで は 活性 が

低 下 した。isoniazid、ethano1、acetone処 置 及 び絶 食 によ ってNDEAの 活 性 化 も誘導 された。

NDMA脱 メ チ ル化反 応 とaniline水 酸 化 もisoniazid、ethanol、acetone処 置 及 び絶 食 に よ って

誘 導 された 。PCB、isosafrole処 置 もNDMA脱 メ チ ル化 活性 を誘 導 し、PB、BNF、isosafrole、

PCB及 びphenytoinもaniline水 酸 化 活性 を誘導 した 。

種 々 の ミク ロ ゾー ム の これ らの活性 間 の相関 性 を調 べた(Table2-2)。 肝 ミク ロゾー ムに

よ るNDMAの 活 性 化 は 、 そ れ ぞ れNDEAの 活 性 化(r・0.87)、NDMA脱 メ チ ル 化(r・0.69)及 び

aniline水 酸 化(r=0.68)と 相 関 性 が認 め られた 。種 々 ミク ロゾー ムのNDMA脱 メ チ ル化 活性 と

aniline水 酸 化(r=0.88)の 間 に も良 好 な相関性 が認 め られ た。

Table2-3.CorrelationsamongP450ContentsandtheMonooxygenaseActivities

inLiverMicrosomesofRatsTreatedwithVariousChemicals

Correlationcoefficient(r)

NDMANDEANDMAAniline

N-demethy-p-hydroxy-

activationactivationlationlation

P-450-0.11

NDMAactivation

NDEAactivation

NDMAN-demethylation

一〇
.42

0.87

0.05

0.69

0.43

0.30

0.67

0.40

0.ss

2.P-450抗 体 と阻害剤の影響

これ らの誘導剤 の結果 は、NDMA脱 メチル化 やaniline水 酸化反応 と同様 に、NDMAとNDEAの

活 性化反 応 には ラ ッ トP4502E1酵 素が主要 な役割を果た していることを示唆 している。 この

ことをさらに確認す る目的で、 ラッ トP4502E1酵 素の特異抗体の影響 を調 べた(Fig.2-3)。

ラ ッ トP4502E1抗 体を含む血清を加 えると、isoniazid処 置肝 ミクロゾームによるNDMAの 活性

化、NDMA脱 メチル化及びaniline水 酸化活性 は殆 ど完全に阻害 された。未処置 ミク ロゾー ム
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ではP4502E1抗 体 の影響 は弱かった。

P4502E1抗 体 はNDEAのisoniazid処 置 ミクロゾー ムの活性化 も阻害 した(Table2-3)。 しか

し、 この抗体 の阻害作用は未処置 ラッ ト肝 ミクロゾー ムでは弱かった。最近NDEAの 活 性化 に

P4502A酵 素 の関与 を示 唆す る報告があるが109)、P4502A1抗 体 は未処置 ミクロゾームの活性

化に対 して調べた条件において影響 を及 ぼさなか った。

4-methylpyrazoleとdiethyldithiocarbamateは ラッ ト、 ウサギ及 び ヒトの肝 ミク ロゾー ム

P4502E1酵 素 が触媒 す る代謝反応の比較的選択的な阻害剤であ る101・110)。 これ らのNDMAと

NDEAの 活性化代謝反応 に対す る影響を調べた(Fig.2-4)。isoniazid処 置 ラ ッ トで はNDMAの

活性 化 と脱 メチル化 は4-methylpyrazole及 びdiethyldithiocarbamateに 顕著 に阻害 された。

未処置 ラッ トに対 しては、阻害作用はいず れ も50%以 下であった。
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       Table  2-4, 

        Microsomesa)

                  Effects of Antibodies on the Activation of NDEA by Rat Liver

                                Activation of NDEA 
                              (umu  units/min/mg protein)

        Serum                            Untreated 

                                  rats

                         (%)

 Isoniazid 
                                                   treated rats 

                                         (%)

       None 

 Preimmune 

      Anti P4502A1 

      Anti P4502E1

                      175±50 
 180±41 
 195±20 
 129±  32

                         (100) 
                         (103) 
                         (111) 
 ( 74)

 261±56 

                                  244±40 

 11±6

                           (100) 
 (  94)

                 ( 2)

 aAntibodies were added at a concentration of 0.2  tel  serum/ml of incubation mix-
ture. Values represent means of duplicate determinations and S.D. (range).

Fig. 2-4. Effects of 4-Methylpyrazole (0) and  Diethyldithiocarbamate  (•) on 
the Activation of NDMA and NDMA N-Demethylation by Liver  Microsomes from 
Untreated Rats (A,C) and from Rats Treated with Isoniazid (B,D). The control ac-
tivities in the absence of inhibitors are shown in Table 2-2.
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NDMAとNDEAの 活 性化 に対す る種 々のP-450阻 害 剤 の影 響 をTable2-4に 示 した。 未処 置 ラ ッ

トで は、SKF-525Aとpiperonylbutoxideは25uM用 量 にお い て弱 い 阻害 作 用 を示 した 。

isoniazid処 置 ラ ッ トに よ るNDMAの 活 性 化 はSKF-525Aに よ って約7眺 阻害 された が、 この濃 度

に お い て4-methylpyrazoleとdiethyldithiocarbamateに よ ってNDMAの 活 性 化 が95%阻 害 され

た 。NDEAもNDMAと 同 様 に、肝 ミク ロ ゾー ム に よ る活 性 化 はdiethyldithiocarbamateに よ って

顕 著 に阻害 された が 、4-methylpyrazoleの 阻 害作用 は弱か った 。

Table2-5.EffectofP-4501nhibitorsontheActivationofNDMAandNDEA

byRatLiverMicrosomes

Activation(umuunits/min/mgprotein)

M)MA NDEA

Inhibitors ControlIsoniazid-ControlIsoniazid-
ratstreatedratsratstreatedrats

(x>(x>cx>cx)

None152(100)
Metyrapone135(89)
a-Naphthoflavone175(115)
SKF-525A93(61)
Piperonylbutoxide70(46)
4-Methylpyrazole99(65)
Diethyldithiocarbamate114(75)

250(100)
215(86)
295(118)
73(29)

143(57)
3(1)
6(2)

122(100)

97(81)
56(45)

218(100)

155(71)
8(20)

Valuesrepresentmeansofduplicatedeterminationsinthepresenceof25

,uMconcentrationsofP450inhibitors.

2.精製 ラッ トP-450酵 素による活性化の再構成

NDMAのP4502E1酵 素 に よる活性化の再構成をNADPH産 生系の共存下NADPH-P-450還 元酵素 と

DLPCを 用 いて行 った(Fig2-5)。 活性 は精製P4502E1酵 素量 に依 存 した。次 に種 々の精製P-

450酵 素2pmolを 用 いて再構成 を行 った(Table2-5)。NDMAの 活性化においてはP4502E1酵 素が

最 も高 い活性 を示 し、つ づいてP4501A2,P4502B1及 びP4501A1で あ った。 他 の分 子 種
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(P4502A2とP4502C11)もNDMAの 活性化を触媒 したが、P4503A2酵 素の活性 は非常 に低か った。

NDEAの 活性化 もP4502E1とP4501A2が 速やかに触媒 し,つ いでP4502B1、P4502D1及 びP4501A1

の順であ った。

Fig.2-5.
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Table2-6.MetabolicActivationofNDMAandNDEAbyReconstituted

MonooxygenaseSystemsContainingVariousFormsofRatP450

P-450 Activation(umuunits/min/nmolP450)

NDMA NDEA

lAl

lA2

2A2

2B1

2B2

2C11

2D1

2E1

3A2

126

182

62

140

175

91

94

217

21

±

±

±

±

±

±

±

±

±

39

42

13

55

43

s

17

ai

4

67

128

11

83

28

17

83

156

44

±

±

±

±

±

±

±

±

±

19

42

s

24

10

5

31

22

20

ActivationofNDMAandNDEAinthepresenceofS.

NM2009wasdeterminedasdescribedinMethods.

typhimurium
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Table2-7.Effects°fCyt°chr°meb5(b5)°ntheActivati°n°fNDMA

andNDEAbyReconstitutedSystemContainingRatP4502Ela

ActivationofNDMAandNDEA

(umuunits/min/nmolP450)

NDMA

(%)
NDEA

(%)

Withoatb5

Withb5(4nM)

b5(8nM)

217±23-

288±19(133)

326±31(151)

167±19-

233±33(140)

265±26(159)

a)Rabbitlivercytochromeb5wasaddedtoareconstitutedsystem
containing2nMP4502E1.Valuerepresentsmeanoftriplicate
determinationsandS.D.

Levinら111)と 船江 ら112)はNDMAの 脱 メチル化反応 においてラッ トP4502E1酵 素の再構成 系

にチ トク ロームb5を 加 えると活性 の促進作用がみられ ることを報告 している。 そこでNDMAと

NDEAの 再 構成系 における活性化 に対す るチ トクロームb5の 影響を調 べた(Table2-6)。 両方

の反応 は チ トクロームb5を 加え ることによ って活性が上昇 した。促進効果が最大 とな ったの

はP-450と のモル比 が4の 条件 であ り、b5量 を増やす と活性 は低下 した。

4.㎜ のacetylesterase加 水分解によるSOS反 応の誘導

㎜ はニ トロソジアルキルア ミン類の活性化機構研究のためのモデル化合物であ り21)、

acetylesteraseに よ って加水分解 されて α一ヒドロキ シ体 となり、反応性 に富むアルキル ジ

ァゾヒ ドロキ シ ドが生 じる。ニ トロソジアルキルア ミンの活性化 が0-acetyltransferaseを

導入 した試験菌株で認 められたので、NMAMAが エステル結合切断後 に0-acetyltransferaseに

よって更 に活性化 され うるとい う仮説を検証す るため、㎜ のacetylesteraseに よ る活 性

化を調べた。試験 菌株 には0-acetyltransferase欠 損株であるS.typhimuriumNM2000も 用い
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NM2009(○,●),S.TyphimuriumTA1535/pSK1002(△,▲)andS.TyphimuriumNM2000(

口,■).Incubationswerecarriedoutinthepresence(●,▲,■)orabsence(○,

D,　 )ofO.01mg/mlofacetylesterase,andinducedumugeneexpressionwasdeter-

mined.Datarepresenttheumuunits/mlofincubationmixture.

て、TA1535/pSK1002及 びNM2009株 と比較 した(Fig.2-6)。acetylesterase非 存在下 では、

㎜ は用いた菌株すべてに弱 いSOS反 応 を誘導 したが、acetylesteraseO.Olmgを 反 応混液

に加 える といずれ も強い活性を示 した。最 も強 い活性が得 られたのは、予想 どおりNM2009株

で あ り、つ いでTA1535/pSK1002株 、NM2000株 の順 で あ った。pentachlorophenolは0-

acetyltransferaseの 阻害剤である113)。 この阻害剤のacetylesteraseと 試験菌株存在下で

の㎜ の活性化 に対す る影響 を調 べた(Fig.2-7)。S.typhimuriumNM2009株 を用い る系で

は、pentachlorophenolを 加 える ことによ り、活性が約50%阻 害 された。それに対 して、0-

acetyltransferase欠 損株(NM2000株)で はNMAMAの 活性の阻害作用 は認 められなかった。
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第4節 考 察

強力 な発癌性 ニ トロソジアルキルア ミンのNDMAとNDEAの 代謝 的活性化 にお ける ラッ トP-

450酵 素 の役割 を調 べた。P-450酵 素 によって代謝 された生成物のDNA損 傷性を新 しく開発 さ

れ た試 験 菌株S.typhimuriumNM2009を 用 い て検 出 した 。本 菌株 はS.typhimurium

TA1535/pSK1002に0-acetyltransferase遺 伝子を導入 して調製 された57)の で、発癌性 ア リル

ア ミン類やニ トロア レン類等に非常 に高感度である。今 までに多 くの種類のニ トロソア ミン

類 のSOS反 応 の誘 導 につい てTA1535/pSK1002株 又はNM2000株 を用 いて検討 されて きたが、明

らかな活性 は検出 されていなか った16)。 本研究でのニ トロソア ミン類 のSOS反 応 の誘導 はア
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セチル転移酵素活性が極 めて高 い検 出系を利用 した ことによって認 められた。NDMAとNDEAの

umu活 性 は2-aminofluorene等 の発癌性芳香族ア ミン程高 くはないが、発癌性芳香族炭化水素

の ジヒドロジロール体 の活性 にほぼ相 当 してい る16)。 ニ トロソア ミン類 はサ ルモネ ラ菌 の

変異 を引 き起 こし得 るが、その生物活性 は全般に弱い ことが報告 されている114・115)。 実際

に、 このよ うな系での低い変異原性の結果か ら、高率に代謝 されるNDMAの 脱 メチル化反応 は

この化 合物 の変 異原性発 現 に関係 しないと結論づける報告 もあるが116)、 その一方で、DNA

のメチル化 はNDMAの 脱 メチル化 に関連 していることが強 く示唆 されている117)。 したがって、

サルモ ネラ菌を用 いた高感度の変異原性試験はニ トロソジアルキルア ミン類の活性 化 の研究

において非常 に有用性 があることが判明 した。

新 しいS.typhimuriumNM2009株 がNDMAとNDEAの 活性代謝物に高い感受性を示す原因 は現

在のところ不明である。 ニ トロソア ミン類の代謝経路は、最初にP-450酵 素 によ って アルキ

ル基 が水酸化 され、アルキル ジアゾ ヒドロキシ ドが生成 し、引 き続いて極 めて反応性 の高 い

ジアゾニ ウムイオ ンを経て生体内の高分子 と結合す る6・29)(実際のカルポニウムイオ ンは溶

液中で は ほ とん ど単独 で存在 し得ない)118)。 ニ トロソア ミン類の活性化 にアセチル化反応

が関与するとい う報告はないが、NDMAとNDEAが0-acetyltransferaseを 過剰 に発現 させた菌

株 で 高 いSOS反 応 を誘 導 す る機 構 の ひ とっ に は、 ア ルキ ル ジア ゾ ヒ ドロキ シ ドが0-

acetyltransferaseに よ ってアセチル化 を受 け、続いてアセチル基 を失 い、非常 に反応性 に

富む ジアゾニ ウムイオ ン、更 にカルポニウムイオ ンとな ると考 えられ る(Fig.2-8)。 この仮

説を検証す るため に、acetylesteraseに よって酵素的加水分解 を受 けて α一ヒ ドロキ シ体 に

活性化 され、 アルキル ジアゾ ヒドロキシ ドとなって、種々の系で変異原性 を示す ことが知 ら

れているモデル化合物,21)を 用いて検討 した。その結果、NMAMAはacetylesteraseに よ

って活 性化 され、サルモネラ菌 に対 してSOS反 応を誘導 し、更に0-acetyltransferaseを 過剰

に発現 させたS.typhimuriumNM2009株 を用いて検出 された極めて高 いSOS反 応 の活性 は、0-

acetyltransferaseの 阻害剤pentachlorophenol6こ よって約50%阻 害 された(Figs.2-7,8)。 し
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か し、0-acetyltransferase欠 損株S.typhimuriumNM2000に おいて もDはSOS反 応を誘導

したことか ら、NMAMAの 活性化反応 においてアルキル ジアゾ ヒドロキ シ ドの アセ チル化以 外

の代謝経路 も否定 で きない。 この反応中間体においては、水酸基 よりもアセチル基 を遊離す

ることによって、アルキル ジアゾヒ ドロキ シ ドの分解をより促進す るものと推察 され る。

本研究 で得 られた以下 に述 べる結果か ら、強力な発癌性物質NDMAとNDEAは ラ ッ トP4502E1

酵素によってS.typhimurium刪2009に おいてDNA障 害を引 き起 こす代謝物 に活性化 され るこ

とが判明 した。は じめに、両化合物 は肝 ミクロゾー ムによって活性化 され、これ らの活性 は

ラ ッ トをP4502E酵 素 の誘 導剤であ るisoniazid、ethano1、acetone及 び絶食103・119)に よっ

て誘導 された。NDMAは 通常肝 ミクロゾームによって この試験系においてNDEAよ りも強 く活 性

化 され 、 この ことは、過去 のAmes/ミ クロゾームテス トにおいて報告 されている知見 と一致

しな117・120)。2番 目にNDMAとNDEAのisoniazid処 理 ラッ ト肝 ミクロゾー ムによる活 性化 は、
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ラッ トP4502E1抗 体並びに4-methylpyrazoleやdiethyldithiocarbamate等 のP4502E1酵 素阻害

剤によって阻害 された。未処置のラッ トではP4502E1抗 体 とこれ らの阻害 剤 によ って部分 的

は阻害 が認 め られ た ことは、 ミクロゾーム中の他 のP-450分 子種 もこれ らの活性化 反応を触

媒 しうることを支持 している。最後 に、精製P-450酵 素 を用 いるNDMAとNDEAの 再構成 系 にお

いて 、P4502E1酵 素が最 も高い活性を示 し、 これ らの活性はチ トクロームb5を 加える ことに

よ って促進 された。

本実験系 における ミクロゾー ムタ ンパク量 と基質濃度は、いままでに報告 されたAmes法 に

よ る変異原試験 の条件114・115・117)に くらべて極 めて低 い。反応混液中の ミクロゾームタ ン

パク量及 び基質濃度の至適条件 はそれぞれ2μg/ml及 び2祕 であ った(Fig .2-2)。 未処置及

びisoniazid処 置 ラッ ト肝 ミク ロゾー ムにお けるNDMAの 活性化反応のみかけのKm値 は約0.8

酬であ った。Yangの グルー プはラ ット肝 ミクロゾームにおけるNDMA及 びNDEAの 脱 アルキ ル化

反応 はそれ ぞれ15-20uM及 び40μMのKm値 を もっP-450酵 素が関与することを報告 してい る

96,97) 。 しか しなが ら、肝 ミクロゾームによる活性化 と脱 アルキル化反応では反応条 件が異

なる ことが考 え られる。

最近 、 ラ ッ トとヒ トのP4502A酵 素がNDMAの 活性化 には関与 しないが、NDEAの 活性化 に関与

するとい う知見がい くっかの研究室か ら報告 された109・120・121)。 しか しなが ら、本 研究 で

は、NDEAの 活性化に対 してP4502A1抗 体が阻害 しない こと(Table2-4)、 並 びに再構成系 にお

いて ラ ットP4502A2酵 素の活性が低か った こと(Table2-6)か ら、NDEAの 活性化反応 において

はラ ッ トP4502A1又 は2A2酵 素の寄与 は少ないことが示唆 された。

結論 と して、本研究では、NDMAとNDEAは ラッ ト肝 ミクロゾームのP4502E1に よってDNA障 害

を引 き起 こす代 謝物 に活性化 され る直接的な証明を行 った。本研究で用 いた ミクロゾー ムタ

ンパ ク量 は過去 の報告 と比較 して も極めて低 く、ニ トロソジアルキルア ミン類 による化学発

癌 におけるP4502E1酵 素の重要性が判明 した。 このサルモネラ菌 の実験 系 は高 い感受 性 を持

ち、 ニ トロソア ミン類 の活性化研究に有用である。 また、本研究 の結果、ニ トロソジアルキ
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ルア ミン類の活性化経路のひとっとして、反応中間体アルキルジアゾヒドロキシドがアセデ

ル化 を受けることによって更に反応性に富むジアゾニウムイオンを効率よく生成する経路が

存在することがはじめて示唆された。
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第3章 肝 癌 誘 発 物 質3-methoxy-4-a皿inoazobenzeneの ラ ッ トと ヒ トの

種 々 のP-450酵 素 に よ る 活 性 化

第1節 緒 言

多 くの発癌性物質 は肝 ミクロゾームチ トクロー ムP-450酵 素 によって活性化 され、発癌性、

変異原性又 はDNA損 傷性 を発揮す る4・5)。発癌性物質の代謝的活性 化 において はそれ ぞれ特

異的P-450分 子 種が関与 す ることが明 らかにされている10零12)。例えば、 ラッ ト及び ヒト肝

ミクロゾー ムではP4501A1と1A2が い くっかの発癌性 ア リルア ミンや芳香族炭化水素 の代謝 的

活性化及 び ジニ トロピレ ン類の不活性化において重要な役割をはた している10・16・17)。 し

か しなが ら、最近 の研究では、発癌性物質 の代謝的活牲化 に関与 す るP-450分 子種 に実験動

物 と ヒ トとの間で種差が見 られ る例 も発見 されてお り9・16扁18)、ヒ トではP4503A酵 素 と1A酵

素 の重要性が指摘 されている。強肝癌誘発物質 のア ミノアゾ色素 に分類 され る3-methoxy-4-

aminoazobenzene(3-MeO-AAB)はP-450酵 素 によって活性化 され、変異原性 を発揮す ることが

報告 されて いる51)。 出川 らは51・52)3-MeO-AABが ラッ ト肝 ミクロゾー ムのP4501A2酵 素 を選

択 的かつ強力 に誘導す ることも報告 してお り、3-MeO-AABは 自ら誘導 した特異的P-450分 子種

の基質 とな って活性化 され うるものと考え られている。 しか しなが ら、3-MeO-AABを は じめ

として他の ア ミノア ゾ色素 の活性化 に関与するP-450分 子種 はほとんど検討 されてお らず、

ヒ トでの知見 は全 くない。そこで、3‐MeO-AABの 活性化に関与す るラットとヒ トのP-450分 子

種 についてS,typhimuriumTA1535/pSK1002を 用いてSOS遺 伝 子発現 を指標に検討 した。

第2節 材 料 及 び 実 験 方 法

化合物:3-MeO-AABは 東北大学薬学部出川雅邦博士 より供与 された。
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酵素 と抗 体 の調 製3ヒ トの肝 のサ ンプルは肝切除を受けた癌患 者8人(HL-1、HL=2、HL-3、

HL-4、HL-5、HL-6、HL-SM、HL-ST)及 び事故死臓器提供者(HL-17、HL-28)よ り得た。 ヒ トと

各種誘導麹拠 置 した ラッ トの肝 ミクロゾー ムは第2章 と同様 に調製 した。 ラッ トとヒ トのP-

450分 子種 の精製 と命名は常法により行 った10・11・15・100・103・104・122・123)。ヒ トとラッ ト

のP-450酵 素の命名法にっいて は第2章 第2節 に示 した。 ヒ トのP4501A2はphenacetin脱 エチ

ル化 活性 を指標 に精製 されたP-450pAで ある122)。 ヒ トP4502E1はNDMAの 脱 メチル化反応やそ

の他の多 くの低分子化合物 を代謝す るP-450jで ある100)。 ヒ トP4503A4はnifedipine酸 化活

性 を指 標`・精 製 され・・DNAク ・一 ンの発現1・よって も確認 されたP-450NFで ある123・124).

日本人 の肝臓 か らS-mephenytoin4'一 水酸化活性を指標 に精製 され 、P450Mpと 命名 された酵

素 は2C酵 素 に分類 され、遺伝的多型が存在することが知 られているが、現在 ヒ トにおいて確

認 されているP4502C酵 素の遺伝子である2C8、2C9、2C10と の対応関係が未だ整理 されて いな

い125・126)。 そ こで、本研究で用いた ヒ トのP4502C酵 素はNebertら の命名法によらず、慣用

名P450柵 を使 うこととした。 これ らの酵 素の特異抗体 は、ウサギを用 いて各精製P-450酵 素

の抗血清 を得て、IgG画 分を調製 し、P-450抗 体 とした104・123)。

3一齢 削3の 活性化:S.typhimuriumTA1535/pSK1002を 主 に用 い、第2章 に準 じて行 った。

すなわ ち、標 準 的条件 は、菌培養 液共存下 にラ ッ ト又 は ヒ ト肝 ミク ロゾー ムを最終濃度

0.01mg/m1と した。再構成系で は ミクロゾームの代わ りに0.OluMP-450、0.05μMNADPH-P-

450還 元酵素及び7.5μMdilauroylphosphatidylcholine(DLPC)を 用 いた。また今岡 らの再

構成 の条件127)に 準 じて 、DLPC溶 液 の代 わ りにDLPC、dioleoylphosphatidylcholine及 び

phosphatidylserine(1:1:1)の リン脂質の混合物10μgを 用 い、 さらに コール酸100μgと ラ

ッ トチ トク ロームb5を 最終濃度0・02μMと した条件で も再構成 を行 った。イ ンキュベー ショ

ンは10刪3-MeO-AABを120分 間反応 させた後、第2章 と同様 にβ一galactosidase活 性 を求

めた。
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そ の他 の実 験 方 法:benzo(a)pyrene水 酸 化 活性 及 び7-ethoxyresorufin脱 エ チ ル化 活 性 は

NebertとGelboin128)及 びPoh1とFouts129)の 方 法 に準 じて測 定 した。aminopyrine、aniline、

benzphetamine、NDMA、erythromycin、ethylmorphine及 びpentoxyresorufinを 基 質 と して 、

ミク ロゾー ムの モ ノオ キ シゲ ナ ー ゼ活 性 を測 定 した75・108・129)。 ヒ トと ラ ッ ト肝 ミク ロ

ゾ ー ム中 のP-450分 子 種 の定 量 はSDS-PAGE/免 疫 化 学法(ウ エ スタ ンブ ロテ ィング)に よ って

行 った。

第3節 結 果

1.ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾー ムに よ る3一齢 柵 の活性 化

未処 置及 び種 々 の誘導 昂拠 置 ラ ッ ト肝 ミク ロゾー ム と3-MeO-AABをNADPH産 生 系 存 在 下 に イ

ンキ ュベ ー シ ョ ンしてS.typhimuriumTA1535/pSK1002に お けるDNA障 害 をβ一galactosidase

活 性 と して測 定 した。 用 い た種 々 の肝 ミク ロゾー ムはP-450含 量 及 び各 種 モ ノ オ キ シゲ ナ ー

ゼ 活 性 を 測 定 して 特 異 的P-450分 子 種 が誘 導 されて い る ことを確 認 した(Table3-1)。PBは

pentoxyresorufin脱 エ チル化 活性 、aminopyrine及 びbenzphetamine脱 メチ ル化活 性 を最 も強

く誘 導 し、BNFはbenzo(a)pyrene水 酸 化活 性 と7-ethoxyresorufin脱 エ チ ル化 活 性 を、並 び に

dexamethasoneはaminopyrine、erythromycin及 びethylmorphine脱 メ チ ル化 活 性 を強 く誘 導

した 。 第2章 に 示 した よ うに 、NDMA脱 メ チ ル化 及 びaniline水 酸 化 活 性 は、isoniazid、

ethanol、acetone及 び絶 食 に よ って 誘 導 され た 。phenytoinもbenzphetamineとethylmor-

phine脱 メ チ ル化 を誘導 した。

3-MeO-AABの 未 処 置 及 びPB処 置 ラ ッ ト肝 ミク ロゾー ムに よ る活 性 化 に おけ る タ ンパ ク量 と

基 質 濃 度 の影 響 をFig.3-1に 示 した 。umu遺 伝 子 の誘 導 は、 タ ンパ ク量 が0.01mg/mlま で 増 加

し、活性 は基 質濃 度0.02mM以 上 で は飽 和 した。
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Table 3-1. Cytochrome P-450 Contents and Monooxygenase Activities in Liver  Microsomes of Ratsa) 

Treatment P-450 Monooxygenase activity (product nmol/min/mg protein) 
of rats (nmol/ 

          mg Benzo(a)- Ethoxy- Pentoxy- Benz- Ethyl- Amino- Erythro- NDMA Aniline 
          protein) pyrene  resorufin  resorfin  phetamine morphine pyrine mycin 

Untreated  0.62  7.41  27.1  0.065  4.93  4.73  6.59  0.81  1.89  4.62 
PB  2.19  19.4  59.0  0.325  18.66  21.0 34.4  5.50  4.32  5.29 
BNF  1.41  32.4 333  0.056  3.84  3.47  8.57  0.88  3.44  4.13 
Dexamathasone 1.00 9.90 20.7 0.114 6.78 11.8 24.5 6.02 2.34 1.82 
Isoniazid 1.04  3.27  20.3 0.048  6.24  5.78 9.08  2.62 4.04  11.9 
Ethanol  1.08  5.65  45.1  0.074  5.50  5.32  9.15  2.73  4.25  12.8 
Actone  1.10  8.60  35.8  0.119  6.78  5.11  10.9  1.68  4.80  11.2 
Starvation  0.85  12.3  71.7  0.072  3.52  7.84  11.2  2.49  1.84  8.43 
Phenytoin  1.10  10.5  60.2  0.263  12.42  11.6 16.8 2.07  1.93 3.85 

 Valproic acid  0.88  10.3  44.4  0.173  9.31  7.84  11.6 2.00  2.57  4.03 

a) Each value represents mean of measurements made with three rats; the standard deviations were <15 % of 
the mean values.



Fig. 3-1. Effects of concentrations of microsomal protein (A) and substrate (B) 
on the metabolic activation of  3-Me0-AAB by liver  microsomes form untreated male 
rats (0) and from male rats treated with PB  (0). The basic incubation mixture 
was used (see Materials and Methods): in A, the substrate concentration was 0.02 
mM; in B, 0.01  mg of  microsomal protein was used.

Fig. 3-2. Effects of pretreatment of rats with various P-450 inducers on the meta-
bolic activation of  3-Me0-AAB by liver microsomes. Liver microsomes (0.01 mg) 
from untreated male and female rats and from male rats treated with various P-450 
inducers were incubated with 0.01 mM  3-Me0-AAB. Results are shown as means of 
duplicate determinations from pooled microsomes of 3-6 individual rats. Standard 
derivations (for assay) in each value were less than 15 % of means. Abbreviations 
used in this figure; M, untreated male rats; F, untreated female rats;  DEX, 
dexamethasone; INH, isoniazid; Et, rats treated with ethanol; Ac, rats treated 
with acetone; and  St, rats starved for 3 days; DPH, phenytoin; VPA, valproic acid.
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Fig.3-3.Lineweaver-BurkPlotsoftheBioactivationof3-MeO-AABbyLiver

MicrosomesfromUntreatedMaleRats(())orfromMaleBatsTreatedwithPB(●)
,

BNF(△),Dexamethasone(▲),Isoniazid(■) ,orPhenytoin([コ).

3-MeO-AABの 活性化 に対するP-450誘 導剤の影響をFig .3-2に 示 した。 ラッ ト肝 ミクロゾー

ムによる3-MeO-AABの 活性化 をPBが 最 も強 く誘導 し、次にBNFが 高 い活性 を示 した。 その他 の

誘導剤処 置 によ って も活性 は誘導 された。未処置では雄が雌よりも高 い値 を示 した。肝 ミク

ロゾー ムによる3‐MeO-AABの 活性化 とそれぞれのP-450含 量 との間に相 関関係 が認 め られた

(r・0.98、p〈0.01)。 見 かけのKm値 は各 ミクロゾームにおいて約6.3μMで あ った(Fig.3-3)。

2.eetyrapone、SKF-525A、 α一naphthoflavone及 びp-450抗 体 の影響

ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾー ムに よ る3-MeO-AABの 活 性 化 に対 す るP-450酵 素 の変 調剤 の影響 をFig .

3-4に 示 した 。metyraponeとSKF-525Aは 、PB、dexamethasone及 びisoniazid処 置 ラ ッ トの 活

性 化 を 少 し阻 害 した 。 α一naphthoflavoneはBNF処 置 ラ ッ トの活 性 化 を 強 く阻 害 した が、

dexamethasone処 置 ラ ッ トの活 性化 を促 進 した。 ラ ッ ト肝 ミクロ ゾー ム の多 くの分 子 種 に よ

る3-MeO-AABの 活 性化 を更 に確 認す るため に、 ウサ ギか ら調製 した精製P-450酵 素 の抗 体 の影
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Fig. 3-4. Effects of Metyrapone (0), SKF 525-A (s), and  a-naphthoflavone  (0) 
on the Metabolic Activation of  3-Me0-AAB by Liver  Microsomes of Untreated Rats 
(A) and Rats Treated with PB (B), BNF (C), Dexamethasone (D), or Isoniazid (E). 
The control activities in the absence of chemical modifiers were: untreated rats, 
167 (umu)  units/min/mg protein; PB-treated rats, 380  units/min/mg protein; BNF-
treated rats, 283  units/min/mg protein; dexamethasone-treated rats, 160 

 units/min/mg protein, and isoniazid-treated rats, 212  units/min/mg protein.

Fig. 3-5. Effects of  Anti-P-450 (IgG) on the  Bioactivation of  3-Me0-AAB by Liver 
Microsomes of Untreated Male Rats (A) and of Male Rats Treated with PB (B), BNF 
(C), Dexamethasone (D), or Isoniazid (E). Levels of uninhibited activities 
(without antibodies) are shown in legend to Fig. 3-4. Incubations were done in 
the presence of  preimmune antibodies  (^ or antibodies raised against rat P4501A1 

 (IP, rat P4501A2  (0), rat P4502B1 (A), human P4503A4  (^), or human P4502E1 ( 
A).
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響 を調べ た。典 型的な牙子種の含量が多い ミクロゾームを用いて抗体の影響 を検討 した とこ

ろ、抗 ラッ トP4502B抗 体 は未処置、PB処 置及 びisoniazid処 置 ラ ッ トの活性 を阻害 したが、
唱

BNF処 置 ラッ トには影 響 を及 ぼさなか った。それに対 して、抗 ラヅ トP4501A1又 は1A2抗 体 は

未処置及びBNF処 置 ラッ トの活性化を阻害 したが、PI拠 置又はisoniazid処 置 ラッ トの活性化

に対 す る阻害作用 は弱かった。また未処置 ラッ トの活性化のP4502C11抗 体による阻害 も確認

された。更 に、抗 ヒ トP4503A抗 体がdexamethasone処 置 ラッ トを、抗 ヒ トP4502E抗 体 が

isoniazid処 置 ラッ トの活性化をそれぞれ阻害 した。

Table3-2.MetabolicActivationof3-MeO-AABbyReconstituted

MonooxygenaseSystemContainingVariousFormsofRatP-450.

Suggestivenomenclature

accordingto

Nebertetal.

Purified
P-450a)

umugeneexpression

(units/min/nmolP-450)

lAl

lA2

2A2

2B1

2B2

2C6

2C11

2C12

2C13

2D1

2E1

3A2

MC-5

MC-1

UT-4

PB-4

PB-5

PB-2

UT-2

F-2

UT-5

UT-T

DM

PB。1

UT-1

UT-6

UT-8

167±33

105±15

27±1

144±9

133±16

59±4

37±1

17±13

67±2

58±14

42±2

36±1

47±4

54±9

30±4

3-MeO-AABmetabolizingactivitywasreconstitutedwithratP-450,NADPH-P-450

reductase,andDLPCinthepresenceofatesterstrainS.typhimurium

TA1535/pSK1002,andtheinductionofumugeneexpressionwasdeterminedas

describedintheMaterialsandmethods.Valuesrepresentmeansofduplicatedeter-

(range).minations±S.D.

a)Originalnomenclaturedescribedbylmaokaeta1.103,127)
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3.ラ ッ ト精製P-450酵 素による再構成

3-MeO-AABの 活性化 を精製 ラッ トP-450酵 素、NADPH-P-450還 元酵素及 びDLPCを 用いてNADPH

産生系共存下 に再構成 を行 った。3-MeO-AABを 活性化 してSOS反 応 を誘導 させ るには、P-450

酵素 とNADPH-P-450還 元酵素の両者が必要であ った。DLPCを 反応混液か ら除 くと活性 は約50%

低下 した。 ラッ トの15種 類 のP-450酵 素による再構成系での3-MeO-AABの 活性化 をTable3-2

に示 した。P4501A1が 最 も高 い活性を示 し、っいでP4502B1、P4502B2、P4501A2の 順であ った。

その他11種 のP-450酵 素 もそれぞれ低 いなが らも3-MeO-AABを 活性化 した。

4.ヒ ト肝 ミクロゾームによる3-HeO-AABの 活性化

ヒ ト肝 ミクロゾーム も3-MeO-AABを 活性化 してSOS反 応 を誘発す る代謝物に変換 したが、そ

れぞれの検体 の活性化には大 きな変動が見 られた(Fig.3-6)。 ヒ ト肝 ミクロゾーム個々の3-

MeO-AAB活 性化 と10検 体のP-450含 量 には相関関係があった(r・0.91、p〈0.01)。 これ らの ヒ ト

各個体の肝 ミクロゾームによる活性化 の平均値(55±30units/min/mgprotein>は 未処 置の

雌雄 ラッ トの平均値(66±40units/min/mgprotein)に 近 い値であ った。

100

11
v-
°

cO

Dc...E

ll
0

00.20.40,6

P-450content(nmol/mgprotein)

Fig.3-6.CorrelationbetweenSpecificP-450Contentsand3-MeO-AABMetabolizing

ActivitiesofLiverMicrosomesfromIndividualHumanSamples.
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Fig.3-7.EffectsofAnti-A-4501gGontheMetabolicActivationof3-MeO-AABby

LiverMicrosomesfromHumanSampleHL-28(A)andHL-4(B).Controlactivities

withoutantibodieswere;HL-28,87units/min/mg;andHL-4,39units/min/mg.In-

cubationsweredoneinthepresenceofpreimmuneantibodies(口),andofan-

tibodiesraisedagainsthumanP4501A2(・),humanP-450Mp(0),humanP4502E1

-)andhumanP4503A4(　 ).

ヒ ト肝 ミク ロゾー ム(HL-28、HL-4)に よる3-MeO‐AABの 活性化 に対 す る ヒ トP4501A2、

P450Mp、P4502E1及 びP4503A4抗 体の影響を調べた(Fig3-7)。 これ らの抗体 の特異性 にっい

て は確 認 がな され てい る16-19)。P4503A4及 びP4502E1抗 体 はP-450含 量の最 も高いサ ンプル

HL-28の 活性化 を30-40%阻 害 した。P450鯉 抗体 による阻害は約20%と 低 いが、IgG抗 体量 を40

mg/nmolP-450ま で増 やす と約40男の阻害が確認 された。P4501A酵 素の含量が比較的高 いサ ン

プル肌一4を用 いると、P4501A2抗 体 によって3-MeO-AABの 活性化が阻害 された。

5.ヒ トとラ ッ トのP-450酵 素を用 いた再構成系における3一齢 螂 の活性化に対する脂 質 の影

響

ヒ トP-450酵 素によ る3-MeO-AABの 活性化 をラットと同様にP-450酵 素、NADPH-P-450還 元酵

素及 びDLPCを 用 いて再構成系で調べた(Table3-3)。 ヒ トではP4501A2が 最 も高 い活性を示 し、
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っ いでP450皿 、P4503Aの 順であ った。DLPCの 代わ りに3種 の脂質 の混合物 とコール酸 を用 い

て再構成 を行 うと、 ヒトP4503A4及 び ラッ トP4503A2に よる活性化が強 く促進 された。同様 に

ヒ トとラッ トの2C酵 素では、約1.5倍 の活性 とな ったが、P4501A酵 素 では脂 質 を変 えて も活

性値に変化はなかった。

Table3-3.EffectofLipidComponentontheReconstituted3-MeO-AAB-metabolizing

ActivityinMonooxygenaseSystemContainingHumanandRatP-450s

umugeneexpression

(units/min/nmolP-450,%)

HamanP-450

LipidsP4501A2P4503A4P-450Mp

RatP-450

P4501A2P4503A2P4502C11

DLPC104(100)24(100)31(100)105(100)33(100)36(100)
Mixture125(120)79(329)44(142)110(105)76(230)58(161)

3-MeO-AABmetabolizingactivitywasreconstitutedwiththreeformsofhumanP-450

andthreeformsofratP-450,NADPH-P-450reductase,andDLPCoraphospholipid

mixtureasdescribedintheMaterialsandmethods.Intheexperimentswitha

畿p黜1,mixtuluded「 £纛,cyt°chr°meibedbylm、b50k、(1騨17遼nd鴇 欝 轟,s°diumch°lateesentmeansof

duplicatedeterminations.

6.P-450酵 素 によ る3-MeO-AABの 活 性 化 に対す るa-Naphthoflavoneの 活 性 促 進効 果

P4503A2又 は3A4に よ って 触 媒 され る反 応 は、 α一naphthoflavoneに よ って活 性 が促 進 され

る ことが報 告 され て い る12・16・18・19)。 ヒ ト及 び ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾ_ム に よ る3-MeO-AABの

活性化におけるP4503A酵素の役割を確認するため、 ミクロゾームと再構成系の両方で調べた

(Fig.3-8)。 α一naphthoflavoneは ヒ ト肝 ミク ロゾー ム及 びP4503A4とP4503A2に よ る活 性 化

を約2倍 に促 進 した。 またP450Mp及 びP4502C11に よる活性化 も促進 した。
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Fig.3-8.Effectsofa-NaphthoflavoneontheMetabolicActivationof3-MeO-AABby

HumanLiverMicrosomes(A),andbyReconstitutedSystemsContainingHumanP-450s

[B,P4503A4(●)andP-450Mp(○)].andRatP-450s[C,P4503A2(○)andP4502C11(

O)1.Thecontrolactivitiesintheabsenceofa-naphthoflavonewere93

units/min/mgproteinforlivermicrosomesand26units/min/nmolP-450forP4503A4-

system,31units/min/nmolP-450forP-450-system,33units/min/nmolP-450for

P4503A2-system,and36units/min/nmolP-450forP4502C11-system .Thereconstitu-

tionwasdonewithalipidmixtureandcytochromeb5asdescribedinMaterialsand

鶏ethods.

7.3→ 麁0-AABの0-acetyltransferaseに よるSOS反 応の促進

芳香族ア ミン類 の代謝的活性化経路 としてア ミノ基のN一水酸化、更にアセチル抱合 が考 え

られ てい る130・131)。3-MeO-AABのP-450酵 素 による活性化反応 において、アセチル転移酵素

の関与 を調べ るため、第2章 で用いた試験菌株0-acetyltransferase導 入株S .typhimロrium

NM2009、 欠損株NM2009株 及 びTA1535/pSK1002株 と比較 し、0-acetyltransferaseの 阻害剤

113)pentacholorpheno1の 影響 を調 べた(Table3 -4) 。3-MeO-AABは 肝 ミクロゾー ム非存在 下

で は 、 いず れ の試験 菌株 に お いて もSOS反 応 を 引 き起 こさなか った 。3-MeO-AABはS.

typhimuriumNM2009を 用 いるとTA1535/pSK1002株 を用いた場合の約3倍 の高 い活性を示 した

が、刪2000株 では活性が著 しく低下 した。NM2009株 を用い る系では、pentachlorophenolを
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加 えることによ り、3-MeO一舶Bの 活性化が約50毘阻害 された。それに対 して、TA1535/pSK1002

株では17%の 低下であ り、欠損株(NM2000株)で はの活性の阻害作用 は認め られなか った。

Table3-4.GenotoxicActivationof3-MeO-AABandEffectsofPentachlorophenolon
3-MeO-AABMetabolizingActivityinS.TyphimuriumNM2009,S.Typhimurium
TA1535/pSK1002andS.TyphimuriumNM2000.

Activationof3-MeO-AAB

(umuunits/min/mgprotein)

S.typhimuriumS.typhimuriumS.typhimurium

NM2009(%)TA1535/pSK1002(%)NM2000(器 〉

Control

pluspentacholor-
phenol(10/tM)

886(100)

451(51)

280(100)

232(83)

11(100)

11(100)

Controlincubationsweredonewith2.5uM3-MeO-AABandO.005mg/mlofliver

microsomesfromPB-treatedrats,andinducedロmugeneexpressionWasdetermined.

Valuerepresentsmeanoftriplicatedeterminations;thestandarddeviationswere

<15Xofthemeanvalues.

第4節 考察

弸 干癌誘発物質3-MeO-AABの ラ ット及 び ヒ ト肝 ミクロゾームP-450酵 素 による活性化 を調 べ

た。DNA損 傷性 はS.typhimuriumTA1535/pSK1002に おけるSOS反 応 を指標 にした。多 くのア

ミノアゾ色素 の代謝的活性化経路 としてア ミノ基のN一水酸化が考 えられている130・131)。

以下 に述 べ る結果か ら、3-MeO-AABは ラッ ト及 び ヒトの種々のP-450分 子種 によ って活性化

を触媒 されることが明 きらか とな った。すなわち、(1)3-MeO-AABの ラット肝 ミクロゾー ムに

よる活性化 は多 くのP-450誘 導剤によって増強 された(Fig.3-2)。(2)ラ ッ ト及び ヒトの種 々

の肝 ミクロゾームの総P-450含 量 と3-MeO-AAB活 性化能の間 に良好な相関関があ った(Fig.3-

6)。(3)P-450の 阻害剤又は促進剤であるmetyrapone、SKF-525A及 びa-naphthoflavoneが 予

想 どお り活性 に影響を与えた(Fig.3-4,8)。(4)数 種のP-450分 子種 の特異抗体が ミクロゾー
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想 どお り活性 に影響を与 えた(Fig.3-4,8)。(4)数 種のP-450分 子種の特異抗体 が ミクロゾー

ムによ る3-MeO-AABの 活性化 を阻害 した(Fig.3-5,7)。(5)3-MeO-AABの 活性 化 は ラ ッ ト及 び

ヒ トの数種の精製P-450酵 素を用 いて再構成 された(Table3-2,3)。

ラ ッ トにおいて3-MeO-AABの 活性化に関与す る主要 な分子種は以下の結果か ら、P4501A1、

1A2、2B1、2B2、2E1及 び3A2で あ った。すなわち、再構成系において最 も高 い活性 を示 した

のは、P4501A1で 、っいでP4502B1、2B2及 び1A2で あり、それぞれの分 子種の特異抗体が、PB

又 はBNF処 置 ラッ ト肝 ミクロゾームの活性化を阻害 した。 またラ ッ トP4502E1及 びP4503A2の

寄 与 は 、isoniazid処 置 ラ ッ トの 活 性 化 をP4502E1抗 体 が 阻害 した こ と、 並 び に

dexamethasone処 置 ラッ ト肝 ミク ロゾー ム とP4503A2に よる再構成系 によ る活 性 化 を α一

naphthoflavoneが 促進 し、脂質 の効 果 も認 め られたことか ら示唆 された。 しか しなが ら、

種々の典型的なP-450誘 導剤処置 ラッ ト肝の総P-450含 量 と3-MeO-AABの 活性化 とが相関性 を

示 した ことか ら、その他 の分子種の関与 も否定できない。

ヒ ト肝 ミク ロゾー ム中 に も3-MeO-AABを 活性化す る分子種が存在 した。 ヒ ト肝 ミクロゾー

ムでは主要な分子種 のひとつであるP4503Aが3-MeO-AABの 活性化に関与す ることは、P4503A4

酵素 によ る再 構成 系 におけ る活性化、 ヒ ト肝 ミクロゾームの活性化に対するP4503A4抗 体 に

よる阻害、並 びに再構成の際 の脂質組成12・19・127・132)に 活性化 が依存 す ること及 び α一

naphthoflavoneに よる ミクロゾー ム と再構成 の両者 の活性化 の促進作用 か ら判 明 した。

P450Mpは もうひ とつの ヒ ト肝 の主要分子種であるが、再構成系にお いて3-MeO-AABがP450Mp

に よ って活性 化 された こと並びにP450MP抗 体が ヒ ト肝 ミクロゾー ムの3-MeO一舶Bの 活性化 を

阻害 した ことか ら、3-MeO-AABの 活性化 に寄与する ものと考え られる。P4503A酵 素 の特 徴で

あ る再構成 の脂質 条件 とα一naphthoflavoneに よる促進作用が、P4503A酵 素程の活性上昇で

はないが・P450掘 において も認 められた。P4502C酵 素活性 の促進機構にっいて は更 に詳 細 な

研 究が必要 で あ る。 ヒ ト肝 ミクロゾームでは、P4501A2、2E1酵 素は組成比の小 さいP-450分

子種であ るが、多 くの発癌性芳香族 ア ミン類 やニ トロソア ミン類の代謝 に関与す ることが知
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活性化 を高 率に触媒 し、P4501A2抗 体 による阻害作用 もヒ ト肝 ミク ロゾー ムHL-4に よ る3-

MeO-AABの 活性化において認め られた。P4502E1酵 素の関与 も抗体 による ミクロゾーム阻害作

用か ら示 された。

3-MeO-AABの 多 くのP-450分 子種 による活性化は他の結果か らも明 きらかであ る。種 々 の ラ

ッ ト肝 ミクロゾー ムの活性化 においてKm値 が一致 したことは(Fig.3-3)、 この活性化反応は

ある特定の分子種のみによって触媒 されていないことを強 く示唆 している。 タンパ ク量 を増

や して も活 性 の低下 は認 め られず(Fig.3-1)、 α一naphthoflavoneの 促進作用 もP4503A酵 素

の寄与 と考え られ(Fig.3-4,7)、 しか もP-450抗 体を加えた場 合にいず れ も活性上昇 が認 め

られ なか った こと(Fig.3-5,7)を 考 え合わせると、3-MeO-AABが 多 くの位置に水酸化反応を

受 けて、全体 と して活 性化 と不活 性化 のバ ランスが複雑 に なる可能性 は考 え に くい。6-

nitrochryseneや3-amino-1,4-dimethyl-5H-pyrido[4,3-b]indoleの 活性化 において も反応に

化如す る関与す る単一のP-450酵 素 の特定 はされておらず16)、 この場合は酵素 の基質 特異性

の重 な りよ りも多段階 にわた る活性化機構 のためと考え られる。

出川 ら51)は 、酵素活性 と免疫化学的検討から、3-MeO-9ABが ラッ ト肝の選 択的かっ強力な

P4501A2の 誘導剤であることを報告 してい る。従来化学物質によって誘導 された酵 素 は、そ

の化合物 自身を特異 的 に代謝 して体外 に排泄 させ るものと広 く考え られて きた13・14)。3-

MeO-AABが 誘導能を持っP4501A2に 加えて幅広いP-450分 子種 によって活性化 され る ことは興

味深 い。出川 らの予備 実験で は、3-MeO-AABは 、PB又 はM(拠 理 ラッ ト肝 ミクロゾームによっ

て代謝 され、唯一 直接変異原性 を示すN-hydroxy-3-MeO-AABdこ 変換 され る ことが調べ られて

い る(未 発 表)。 本研 究 において も、3-MeO-AABは0-acetyltransferase導 入株においてSOS

反応の誘導 が顕著 に誘導 され、その高 い活性化 は0-acetyltransferase阻 害剤 によ り抑制 さ

れ ることが判明 した(Table3-4)。 これ らの ことか ら、3-MeO-AABは 種々のP-450酵 素 によ っ

て代謝 的活性化 を受けてN一水酸化体 とな り、サルモネラ菌体内でアセチル転移酵素 に よ って

更 に活性化 されていることが示唆 された。 この化学構造 においておそ らく同 じ窒素原子が多
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更 に活性化 されていることが示唆された。この化学構造においておそらく同 じ窒素原子が多

くのP-450酵 素によって代謝される原因が問題となってくる。現在までに他のア ミノアゾ色

素 にっいてはSOS反 応の誘導は検出されていなかった16)。 このことから、3-MeO一飴Bの反応

機構としては、オル ト位のメトキシル基が、アミニウムラジカルや他の正に電荷を帯びた中

間体を安定化させ、立体障害のない条件で酸素添加反応を受け易 くするために重要な役割を

はた しているものと推測される。 しかしながら、この機構については、現在わかっておらず、

P-450酵 素による外来性あるいは内因性の化合物の代謝における分子化学的な基礎を理解す

るために、今後 この重要な問題を解決する研究が必要である。
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第4章 直接変異原物質furylfuramideの ラ ッ トとヒ トのP4501A酵 素 によ

る不活性化

第1節 緒 言

Furylfuramide(Fig.4-1)は 、 日本において1964年 か ら1974年 まで保存料 の 目的で食 品添

加 物 として使 用 されていたが、い くっかの実験系で強 い変異原性を示す ことが報告 されて使

用禁止 とな った59-61)。 しか しなが ら、invivoの 実験では、 ラッ ト、マ ウス、 イヌ及 びサ

ルで の長期 投 与実験 にお いてfurylfuramide自 体 は発癌性 物質でない ことが示 されている

133-135)。furylfuramideが 実際 に発癌性 を示す と結論 づけるには、更 に詳細 な研 究 が必 要

で あるが、薬物 代謝酵 素 によるこの化合物 の代謝がfurylfuramideの 生物活性に大 き く影響

を与 えるもの と推測 され る。

Furylfuramideを 含む ニ トロフラン誘導体 は嫌気的に還元 されて、核酸 や タ ンパ クに共有

結合す る代謝物に変換 され、い くつかの実験系で変異原性 を発現することが報告 されている

136-138)。MurthyとNajaria139)はfurylfuramideを ラ ッ ト肝9 ,0009上 清 画分 とイ ンキュ

ベー シ ョンす ると変異原性が低下す ることを示 している。 この知見 はニ トロフラン誘導体が

酸化的 に薬物代謝酵素 によ って生物学的に不活性な形に代謝 される可能性を示唆 して い る。

そ こで 、furylfuramideが ラッ トとヒトの肝 ミクロゾームP-450酵 素 によって酸化的 に不活化

される可能性 についてumuテ ス トを用 いて検討 した。

02N

Fig.4-1.StructureofFurylfuramide
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第2節 材 料 及 び 実 験 方 法

化合物:furylfuramideは 和光純薬か ら購入 した。

肝 ミクロゾームの調製 とP-450酵 素の精製:ヒ トのサ ンプルは事故死 臓器提供者(HL-99)を 加

え、第2、3章 と同様 に ヒト及 びSprague-Dawleyラ ッ ト肝 ミクロゾームを調製 した。 ラッ ト

のP4501A1、1A及 び2B1酵 素の精製 は常法 に準 じ10・140)、 また ウサギ抗血清か らP-450特 異抗

体 を得た。それぞれのP-450含 量及び酵 素活性等 の潰掟 は第2、3章 と同様 に行 った。

2Agin(r3.4-dieethyli'idazo[4;5-f]quinoline(MelQ)の 代 謝的活性化:MeIQの 活性化 は第

3章 第2節 の3-MeO-AABの 場合 と同様 に行 い、S .typhimuriumTA1535/pSK1002共 存下 に基質

濃度を0.01mM、 タ ンパク量はP-450と してIOpmol相 当量の肝 ミクロゾームを用いて行 った。

Furylfura鵬ideの 肝 ミクロゾー ムによ る代謝的不活性化:100mMリ ン酸 カ リウム緩衝液(pH

7.4)、0.01-0。05nmolP-450相 当量 の肝 ミク ロゾー ム、0 .02nmolfurylfuramide及 び

NADPH産 生系 を用いて反応混液(0.25m1)を 調製 した。37°Cで 反 応後、100°Cの 水浴中で2分

間加熱 した。furylfuramide及 び代謝産物のumu遺 伝子の誘導は0.T5mlの 菌懸濁液 を加 えて

上記 と同様 に行 った。

代謝産 物 をHPLCで 分 析す る場合は、5mlの 反応混液 とした。umu試 験を行 う至適条件 の基

質濃度 は、代 謝産物の検索の目的には低す ぎるので基質濃度を上 げて実験 を行 った。褐色 ガ

ラス試験管 中で、50-100μMfurylfuramideを 用 い、反応停止 には2倍量のCH2C12を 加 え、代

謝物 は2倍 量 のCH2Cl2で2回 抽出 した。HPLC分 析 の結果、水層 には代謝物 は残 ってないなか っ

た。有 機層 を合 わせ、室温 にて窒素気流 中で溶媒 を留去 した。残渣 をCH30H(50μ1)に 溶解

さサ、 一部 をZorbaxoctadecylsilyl(C-18)カ ラ ム(6.2x80mm,Mac-Mod)に 注 入 した 。 カ ラ
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ムは22XCH30H水 溶液 で平 衡化 させたのち、はじめの5分 は溶離液組成 を変 えず、5-35分 にお

いてCH30Hを22%か ら100Xま で直線蜥濃度勾配 とした。溶離液は、Hewlett-Packard1040Aダ

イオー ドア レイ'ハ'R計(200-550nm)を 通 過 させ、40分 間記 録 した 。

第3節 .結 果

1.ヒ ト肝 ミクロゾームによるfurylfura覲ideの 不活性化

Furylfuramideを 好気的に加熱処理 又はそのままの ヒ ト肝 ミクロゾーム(HL-5)とNADPH存 在

下にインキsベ ー ションした。37°Cで 適 当時間反応 させた後、100°Cで2分 間加熱 し、氷浴

中 で 冷 却 した 。furylfuramideと そ の代 謝 物 が 示 すDNA損 傷 性 をS.typhimurium

TA1535/pSK1002を 用いて調 べたσFig.4-2に 示 したように、furylfuramideのDNA損 傷性 は乱
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Fig.4-2.EffectofIncubationTimeontheDeactivationofFurylfuramidebyHuman

LiverMicrosomes(sampleHL-5).Boiledmicrosomes(▲)orintactmicrosomes(△,

12.5pmolofcytochromeP-450;GL25pmol;()50pmol)wereincubatedwith20

pmoloffurylfuramideinthepresenceofanNADPH-generatingsystem.Afterin-

cubatingat37°Cforasuitableperiodsoftime,thereactionwasterminatedby

boilingat100°Cor2min.Thegenotoxicactivityoffurylfuramideanditsmeta-

boliteswasdeterminedasdescribedinMaterialsandmethods.
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反応時間及 び加える肝 ミクロゾームのP-450量 を増加 させ るに したが って、減少 した。 それ

に対 して、加熱処 理 した肝 ミク ロゾーム を加えて60分 間 インキュベー ションして もfury1-

furamideの 活性 は変化 しなか った。

Furylfuramideの 肝 ミクロゾー ムによる不活性化 における種々の基質濃度 とP-450酵 素量 の

与 える影響をFig.4-3に 示 した。furylfuramide自 身 は基質濃度に依存 してumu遺 伝子 を発現

させたが、肝 ミクロゾー ムによる代謝を受 けるとその活性が低下 した(Fig.4-3A)。 加熱処

理 した肝 ミク ロゾー ムは調 べたすべての基質濃度のfurylfuramideの 活性 に影響を及 ぼさな

か ったが、未処理の ヒト肝 ミクロゾームによって、いずれの基質濃度において も不活 性化 が

認 め られた(Fig.4-3B)。
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Fig.4-3.EffectsofConcentrationsofFurylfuramide(A)andCytochromeP-450(B)

ontheDeactivationofFurylfuramidebyHumanLiverMicrosomes(sampleHL-5).The

experimentalconditionsseelegendtoFig.4-1.InpanelA,boiledmicrosomes(▲

)orintactmicrosomes(△,12.5pmolofP-450;●,25pmolofP-450andO,50

pmolofP-450)wereincludedinthereactionmixture.InpanelB,differentcon-

centrationsoffurylfuramide(Oand●,40pmo1;△and▲,30pmol口and口,

20pmol;and巨]and■,10pmoloffurylfuramide)wereused.Opensymbols,with

boiledmicrosomes;closedsymbols,withintactmicrosomes.
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2.P-450酵 素阻害剤の影響

これ らの結果か ら、furylfuramideは 不活性代謝物へ変換 されてSOS反 応 の誘導が低下 して

い る もの と考 え られ る。肝 ミクロゾームによるfurylfuramideの 酵素的不活性化反応機構を

明 らかにす るため、P-450酵 素の阻害剤の影響 を調べた。空気を窒素又 は80%一 酸化炭素 に置

換 す る と、 ヒ ト肝 ミク ロゾー ムによる不活性化が阻害 されたことか ら、 この反応 にほP-450

酵素の関与が示唆 された(Table4-1)。 さらに、 α一naphthoflavoneが 不活性化を阻害 したが、

metyrapone及 びSKF-525Aは 作用 しなか った。

Table4-1.EffectsofCarbonMonoxide,a-Naphthoflavone,Metyrapone,

onCytochromeP-450-catalyzedDeactivationofFurylfuramideby

Microsomes

andSKF-525A

HumanLiver

Furylfuramide-inducedgenotoxicity

(umugeneexpression)

units X

Boiledmicrosomes
Intactmicrosomes
undernitrogen

underOO:02(8:2,v/v)

plasa-naphthoflavone
plusmetyrapone
plusSKF-525A

574

75

538

482

537

95

100

±

±

±

±

±

±

±

98

14

101

101

92

9

34

(100)
13
94
84
94
17
17

Furylfuramide(2Qpmol)wasincubatedeitherwithboiledmicrosomesorintact

microsomes(20pmolofcytochromeP-450)fromhumanliver(sampleHL-5).Whenin-

dicated,a-naphthoflavone,metyrapone,andSKF-525Awerepresentatfinalcon-

centrationsof12.5uM.Afterincubationat37°Cfor60min,themixturewas

cooledinanice-waterbath,andthenthegenotoxicactivityofthefurylfuramide

anditsmetaboliteswasdeterminedinS.typhimuriumTA1535/pSK1002asdescribed

inMaterialsandmethods.Eachvaluerepresentsthemeanofduplicatedetermina-

tions±S.D.(range).Nodecreaseingenotoxicitywasseenintheabsenceofthe

NADPH-generatingsystem.a-Naphthoflavonedidnotexertadirecteffectonthe

genotoxicexpressionand,inotherexperiments,hasbeenshowntostimulateorin‐

hibitcertaincytochromeP-450-mediatedreaetions.
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Table4-2.EffectsofPretreatmentofRatswithPB,MC,andDexamethasoneonLiver

MicrosomalDeactivationofFurylfuramideinAats

Furylfuramide-inducedgenotoxicity

(umugeneexpression)

units 器

Boiledmicrosomes

Untreatedrats

Intactmicrosomes

Untreatedrats

PB-treatedrats

MC-treatedrats

plusa-naphthoflavone
Dexamethasone-treatedrats

616±79

542±59

572±101

134±18

606±85

448±78

(100)

88

93

22

98

73

Furylfuramide(20pmol)wasfirstincubatedeitherwithboiledmicrosomesorin‐

tactmicrosomes(30pmolofP-450)fromvariouslypretreatedrats .Forother

detailsseethelegendtoFig.4-2.

ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム に よ るfurylfuramideの 不 活 性 化 に対 す るP-450誘 導 剤 の影 響 を

Table4-2に 示 した。M(拠 置 は ラ ッ ト肝 ミク ロゾー ムに よ る不活 性 化 を増 強 した 。 ヒ ト肝 ミ

ク ロ ゾ ー ム の 場 合 と 同 様 に 、furylfuramideのMC処 置 ラ ッ トに よ る不 活 性 化 は α一

naphthoflavoneに よ って顕 著 に阻害 された 。PB及 びdexamethasone処 置 した 場 合 の 影 響 は 顕

著 で は なか った 。

3.P-450酵 素の役割

以 上 の結 果は、MC誘 導性P-450酵 素がfurylfuramideの 肝 ミクロゾームによる不活性化 に関

与す ることを示唆 してい る。更 に確認する目的で 、 ヒ ト及 び ラ ッ ト肝 ミク ロゾー ムによ る

furylfuramideの 不活性化 に対す るラッ トP-450酵 素特異抗体の影響 を調べた(Table3-3)。

MC処 置 ラッ ト肝 ミクロゾームの不活性化 に対 しては、MC誘 導性分子種(P4501A1、P4501A2)の

両抗体が顕著 に阻害 したが、P4502B1抗 体 は作用 しなか った。 ヒト肝 ミクロゾー ムに対 して
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Table4-3.EffectsofAntibodiesagainstRatCytochromeP-450Enzymesonthe

DeactivationofFurylfuramideinHumanandAatLiverMicrosomes

Furylfuramide-inducedgenotoxicity

(umugeneexpression)

Ratmicrosomes Humanmicrosomes

units 男 units %

Boiledmicrosomes

Intactmicrosomes

pluspreimmune

plusanti-P4502Bl

plusanti-P4501Al

plusanti-P4501A2

608±20(100)

164±1527

175±2229

196±1932

444±1973

401±3266

570±56(100)

116±2220

141±3225

153±2927

197±5535

410±4872

Livermicrosomes(30pmolofP-450fromMC-treatedratsor20pmolofP-450from

humansampleHL-5)werefirstincubatedwithanti-P-4501gG(0.4mgofprotein)at

25°Cfor15min.DeactivationoffurylfuramidebylivermicrosomalcytoehromeP-

450WasdeterminedasdescribedinMethods.Valuesrepresentmeansofduplicate

determinations±S.D.(range).

は、P4501A2抗 体が ラ.jト と同様 に阻害 したが、P4501Al抗 体 はほとんど作用 しなか った。

ヒ ト肝 においては、 ラッ トP4501A2に 対応す る ヒ トP4501A2(phenacetin脱 エチ ル酵素 、

P450PA)は ヒ トP4501A1(arylhydrocarbon水 酸化酵素・P1-450)よ りも多 く発現 して いること

が報告 されて いる16)。furylfuramideの 不活性化 に ヒト肝P4501A2酵 素 が関与 す る ことを調

べ るため、用 いた ヒ ト7検体の酵素活性 の相関を検討 した。Fig.4-4に 示 したように、furyl-

furamideの 不活性 化 は ラ ッ トP4501A2と 免疫化学的 に反応 す るタンパ ク量 とよ く相関 した

(r=0.99)。7検 体のこのタ ンパク量 は、 ヒ ト肝P4501A2に よって触媒 され ることが知 られ てい

る12・16)McIQの 代 謝 的活 性化(r・0.89)及 びethoxyresorufin脱 エチル化反応(r・0.96)の 間 に

も良好な相関関係が認め られた。また ヒト肝 ミクロゾームによるfurylfuramideの 不活性 化

は ヒ トP4501A2抗 体 によ って も顕著に阻害 された ことも(Fig.4-5)上 記 の結果を支持 してい

る。
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FurylfuramidewasincubatedwithNADPH-fortifiedhumanlivermicrosomes(sample

HL-99)inthegeneralmannerdescribedunderMaterialsandMethodsinthepresence

oftheindicatedamountsofrabbitanti-hロmanP4501A21gG(●)orpreimmuneIgG

(Q).Theresultsareplottedasinactivationoffurylfuramide,withthe100

valuecorrespondingto21%decreaseinthegenotoxiρactivity.

Furylfuramideの 不活性化におけるP-450酵 素の役割 をさらに確 認す るために、精 製P-450

酵素 、NADPH-P-450還 元酵 素及 び脂質を用 いて再構成系での検討を行 った。驚いたことに、

NADPH-P-450還 元酵素 自身がfurylfuramideの 不活性化反応 を強 く触媒 したため(Table4-4)、

P-450分 子種 の役割の証 明はできなか った。
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Table4-4.InactivationofFurylfuramidebyNADPH-cytochromeP-450Reductasein

KeconstitutedSystem

Furylfuramide-inducedgenotoxicity

(units)

Boiledsystem

NADPH-P-450reductase

606±68(100)

178±9(29)

Furylfuramide(0.02nmo1)wasincubatedwithasystemcontainingO.01μMof

NADPH-P-450reductaseandDLPC.Valuesrepresentmeansofduplicatedetermina-

tions±S.D.(range).

4.Furylfuraaide代 謝物 の分析

Furylfuramideは 速 やかに代謝 されてその生物活性 を失 った。Fig.4-6に は代謝物のクロ

マ トグラムの一例を示 した(230nmの 吸収 による)。酵素非存在下 で調 べた ところ、出発物質

ピー クbに は少量 の ピークf及 びgが 混在 していた。NADPH-P-450還 元酵素存在下で は、基質は

完全 に消失 し、215nmで の検出を行 って も生成物 はほとんど検 出され なか った(NADPH。P-450

還 元酵素 を ご く少量にす る ピークaが痕跡程度検出された)。 ヒト又 はラッ ト肝 ミクロゾーム

を用 いると、 ピー クa、c、d及 びeが 検 出され基質bの ほとん どが代謝 され消失 した。

ミクロゾームによる代謝物の紫外部一可視 スペク トルをFig.4-7に 示 した。 これ らの生成

物 は同定 され ていな いが 、黄色の生成物aは 主要代謝物であるので更 に実験を続 けた。生成

物aの スペ ク トルは明 らかにfurylfuramide(b)と 異な ったので、反応混液の吸収 スペ ク トル

を直攤 掟 し(Cary210、 ベー スライン補正モー ド)、スペク トルの一例 をFig.4-8に 示 した。

酵素非存在下 では、furylfuramideの スペク トルの変化は認め られなか った。 しか しなが ら、

非 常 に少 量 の ヒ ト又 はラ ッ ト肝 ミクロゾーム もしくはウサギ肝NADPH-P-450還 元酵素 を加え

るとスペ ク トルは直 ちに2っ の極大点 を もっ ピークaに変化 した。 スペ ク トルの変化 か ら新 し

い化合物 の吸光係数を予測 した。 ヒ ト肝 ミクロゾーム存在下 にfurylfuramide濃 度 が60μMの

場合、350pmol生 成物/min/pmolP-450と 推定 された。NADPHをNADHに 置 き換 えると、同 じス
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Fig. 4-6. HPLC of Furylfuramide Products Formed by  Microsomal Enzymes. The peaks 
labeled with small  letters are discussed in the text and some of the UV spectra 
are shown in Fig. 4-7. All incubations were carried out for 10  min in the 
presence of NADPH-generating system in 5 ml of 0.1 M potassium phosphate buffer 
(pH 7.7) at 37  °C. In each case 40% of the CH2C12 extract was chromatographed, 
and the full absorbance scale (230 nm) was 0.15. The individual chromatograms 
were derived from incubations with (A) NADPH only, (B) purified rabbit liver 
NADPH-cytochrome P-450 reductase (0.8  nmol), or (C) human liver microsomes (sample 
HL99, 2.0 nmol cytochrome P-450).
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Fig.4-7.UV-visibleSpectraofMetabolitesofFurylfuramideFormedbyHuman

liverMicrosomes.ThespectraofseveralofthepeakselutedinpartCofFig.4-

6wererecordedusingadiodearraydetector:peaka(一 ・tR8・9min,fullab-

sorbancescaleO・27);peakb(・ ・。。,tR13・Omi瑪fullabsorbancescaleO・18);peak

c(一 一一一.tR21.2mi!しfullabsorbancescaleO.052);peake( _.」_.一 丿tR27.5min,

fullabsorbancescaleO.17)(absorbancescalesarenormalizedfordisplay).

ペ ク トル変化 が見 られた が、反応速度 はNADPHの 場合 の約5%に す ぎなか った 。 ウサ ギ肝

NADPH-P-450還 元酵素 を用いた場合 は、1900pmol生 成物/min/nmolred皿ctaseと 推定 された。

HPLCの 結 果、 ピークa、bの みが390nm領 域 に吸収を もっことがわか ったので、 ピークaの 減少

をスペク トル分析 によって求めた(415nmの 吸収 による)。 この条 件下で ヒ ト肝 ミク ロゾー ム

(HL-99)の ピー クaの 分解 速度は230nmol/min/nmolP-450で あ り、NADPH-P-450還 元酵素 によ

る分解速度 は790pmol/min/pmolreductaseと 推定 された。Fig.4-6Bに おいて、 ピー クaは

生成 して さらにNADPH-P-450還 元酵素 によって分解 されているものと推定 される。

NADPH-P-450還 元酵素が ピークaを還元 によって生成することが示唆 されたので、還元剤次

亜塩素酸 ナ トリウムによ り同 じ生成物ができる可能性について調べた。予試験 にお いて 、過

剰 の次亜塩 素酸 ナ トリウムはfurylfuramideを10分 以内に消失 させたが、生成物 はFig.4-6

の条件で、カラムに吸着 されず に溶 出 し、短波長領域の紫外部吸収が見 られた。
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Fig.4-8.ConversionofFurylfuramidetoMetabolitea .Furylfuramide(60μMin

O.1Mpotassiumphosphatebuffer,pH7.7)wasincubatedat37°Cintheabsence

(partA)andpresence(partB)of38nMrabbitliverNADPH-cytochromeP-450reduc-

tasewithanNADPH-generatingsystempresentinbothcases .Theabsorbancescale

wasO-0.2andspectrawererecordedevery100s.

第4節 考察

本研究 においてはニ トロフラン誘導体furylfuramideが ヒト及び ラットのP-450酵 素による

酸化的代謝によって生物活性が変化するか否かを調べた。以下に述べる結果か ら、 ヒト

P4501A2並 び にMC誘 導 性 ラ ッ トP4501A1及 び1A2がfurylfuramideをS .typhimuriam

TA1535/pSK1002に おいてumu遺 伝子を発現 しない代謝物に変換することが明 きらか となった。
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第1に 、furylfuramideは 、 ヒ ト及 び ラ ッ ト肝 ミク ロゾー ムに よ って 、反 応 時 間 、 基 質 濃 度

及 びP-450酵 素 量 に依 存 して 、好気 的 に不活 性 化 され た。第2に 、 ヒ ト及 び ラ ッ ト肝 ミク ロ

ゾー ムのfurylfuramide不 活 性 化代 謝 は一酸 化 炭素及 び α一naphthoflavoneに よ って 阻 害 され

た が 、metyraponeとSKF-525Aに は 阻害 され なか った 。第3に 、 ラ ッ トMC誘 導 型P-450酵 素 の

抗 体 が ヒ トと ラ ッ トの肝 ミク ロゾー ムに よる不活性 化 を 阻害 した。 さ らに ヒ トP4501A2抗 体

が ヒ ト肝 ミク ロゾー ムのfurylfuramideの 不 活性 化 を顕 著 に阻害 した。最 後 に、 ヒ ト7検 体 中

の免 疫化 学 的 に求 めたP4501A2量 がfurylfuramideの 不 活性 化活 性 とよ く相関 した。 こ の タ ン

パ ク量 は ヒ ト肝 ミク ロ ゾー ム にお いて ヒ トP-4501A2に よ って触 媒 され るこ とが知 られ て い

るMcIQの 代 謝 的活 性 化 並 び にethoxyresorufin脱 エ チ ル化 反応12・16)と も良 好 な相 関 関 係 が

あ った 。 最 近 、 ヒ トP4501A2は い くつ かの発癌 性物 質 、す な わ ち、McIQ、2-amino+methy1-

imidazo[4,5-f]quinoline、2-amino-3,8-di-methylimidazo[4,5-f]quinoline、3-amino-1-

methyl-5H-pyrido[4,3-b]indole、2-amino-6-methyldipyrido[1,2-a:3',2'-d]imidazole、

2-aminodipyrido[1,2-a:3',2'-d]imidazole.Z-aminoanthracene.2-acetylaminofluorene.

2-aminofluorene及 び4-aminobiphenylの 代 謝 的活性 化 に関 与す る主 要 なP-450分 子 種 で あ る

こ とが 報 告 され た12・16)。 こ の酵 素 は喫煙 や焼 け焦 げ を含む食 品 の摂取 に よ って誘 導 され る

こ とが報 告 され て い る142,143)。 本 研究 の結 果 は、 ヒ トP4501A2が 発 癌 性 物 質 の 代 謝 的 活 性

化 ば か りで な く、furylf皿ramideの よ うな変 異原 性物 質 の不活 性化 に も寄与 す る こ とを示 し

て お り、大変 興味 深 い。

P4501A1は ラ ッ トで はMCに よ って誘導 され る低 ス ピン型 のP-450酵 素 で、発 癌性 芳 香 族 炭 化

水 素 の活 性 化 に寄 与 して い る4・5)。 抗 体 に よ る阻 害 実 験 か ら、MC処 置 ラ ッ トに お いて は

P4501A2と 同 様 に、P4501A1の 関 与 も示唆 された。 用 いた ポ リクロー ナル抗体 は ラ ッ トの これ

らの分 子 種 と互 い に交 差 反 応 を示 すた め、P4501A1の 反 応 へ の寄 与 の証 明 に は さ らに詳細 な

研 究 が必要 で あ る。 しか しな が ら、 ヒ トで はP4501A1抗 体 は肝 ミク ロ ゾー ム に よ るfuryl-

furamideの 不 活 性 化 の阻害 作 用 が弱 か った。P4501A2抗 体 が ミク ロゾー ムのfurylfuramide不
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活性化反応 を強 く阻害 したので、 ヒ ト肝 ミクロゾームにおいては ラッ トP4501A222)に 対 応す

る ヒ トP4501A2(phenacetin脱 エチル化酵素)がfurylfuramideの 不活性化反応を触媒する主

要な酵素であることが示唆 された。 また実際に、 ヒ ト肝 ミクロゾー ムで は、P4501A1オ リゴ

ヌク レオチ ドプ ロー ブ とハ イブ リダイズす るmRNA量 及びラッ トP4501A1と 免疫化学的に反応

するタンパ ク量 も極めて低い レベルであることが報告 されている146・147)。

NADPH-P-450還 元酵素 自体 が脂質 との再 構成系において、furylfuramideを 強 く不活性 化す

ることを見 いだ した。 しか し、前述の とお り、P4501A2抗 体が著 しくヒトとラッ ト肝 ミクロ

ゾームによるfurylfuramideの 不活化 を阻害 し、 ヒ ト各検体によるこの不活性 化 が ヒ ト肝 ミ

ク ロ ゾー ム のP4501A2に 触媒 され る酵素反応 と良好 な相関性 を示 した こ とか ら、furyl-

furamideの 不活性化反応 にはP-450酵 素に依存 した酸化反応が関与 して いる ことが示唆 され

た。 また本研究ではNADPH-P-450還 元酵素 とミクロゾー ムのP-450酸 化反応 との代謝反応 の違

い も明 らかに した。

Furylfuramideの 反応生成物 にっいては不明であ り、現在 この問題 につ いての報告 もな さ

れてい ない。興味深い ことは、主要代謝物 が速 やかに更に代謝 され ることであ る。その反応

速度は少な くとも数百nmol/min/nmolP-450で あり、P-450酵 素のうちごく一部が機能すれ ば、

反応速度は もっと高 くな るであろう。NADPH-P-450還 元酵素を用 いた実験 か ら、明 らか に還

元 のみ によ って もfurylfuramideの 不活性化が起 こりことが明 きらかとな った。 この過程で

酸素が必要か どうかわか らないが、多分 ラ ジカル反応であると推測 される。 さらに不 明 な こ

とは、還 元酵素 とP-450酵 素の生成物 が同 じであるか否かである。少な くとも、Fig.4-6に 示

した代謝物 のひとつ ピー クaは両 システムにおいて生成す るもの と推察 され(Fig.4-7)、 こ

の化合物 の生成が速 い ことか ら、両方 において、は じめに生成す るもの と思われ る。 この化

合物 の構造 は不明であ るが、吸収 スペク トルか らニ トロ基を保持 していることが示唆 され る。

DNA付 加体 の検討や試験菌株のニ トロ還元酵素やアセチル転移酵素 の役割 が調 べ られて いな

いので、 この化合物 自体 が直接的なDNA損 傷性 を持っか否かはわか らない。
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ピークaの 生成 と分解速度か ら、 ミクロゾーム中のNADPH-P-450還 元酵素 の寄与率 を見 積 も

ることが可能である。 ウサギと ヒ ト肝 のNADPH-P-450還 元酵素の酵素活性は同様であ り148)、

ヒ ト肝 ミクロゾー ムにおける酵 素活性100nmolNADPH一 チ トクロー ムc還元/min/mgヒ ト肝 ミ

ク面ゾー ムタンパ ク149)、 分子量80,000105・148>、 酵素活性5x104nmo1チ トクロームc還

元/min/mgNADPH-P-450還 元酵素及 び0.5nmolP-450/mgヒ ト肝 ミクロゾームタ ンパク(実 験値

)の値か ら計算す ると、 ヒ ト肝 ミクロゾームタンパク当たり約0.025nmolNADPH-P-450還 元

酵素 とな り、 ミク ロゾー ム中では ピー クaの生成 と分解の うち還元酵素 による直接的な不活

性化はP-450酵 素の反応の約15-25%相 当分 にす ぎない。 この ことは、本研究で証明 したfury1-

furamideの 代謝的不活性化 におけるP-450酵 素の役割を支持 している。

Furylfuramideの 代謝研究か ら、 ピークaのDNA損 傷性 における本当 の役割 が明 らか にな っ

て いな い。 ラ ッ トに芳香族炭化 水素 を前処置す ると、umuテ ス トで調べた結果、肝 ミクロ

ゾームのfurylfuramideの 代謝的不活性化が劇的に増強 され るが、furylfuramideか ら生 じる

ピー クaの 生成 速度は変化 しなか った(Fig.4-7と 同様 にスペク トルか ら調べた)。 更 に、 α一

naphthoflavone(0.1mM)を 加 えて もヒ ト肝 ミクロゾームによるfurylfuramideの 変換速 度は

変化 しなか ったが、umuテ ス トにおいてはこの阻害剤の影響 は劇的であ った。 また ヒ ト肝 ミ

クロゾームで代謝 させる際にα一naphthoflavone存 在下 と非存在下 において、HPLCで 代 謝物

を検索 して も、415nmに おけ る吸収か ら速度論的解析 を行 って も、いずれ も代謝反応 にも差

は認め られなか った。 このよ うに、furylfuramideの 不活性化反応機構 について は、解 決す

べ き問題が残 ってい る。
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総 括 及 び結 論

第1節 総 括

ヒトの癌の原因の約80%以 上は発癌性物質によるものと考えられている。それらの多 くは

それ自身では不活性な物質であり、生体内で代謝的に活性化され、その発癌作用を発現する

ことが知 られている。 この発癌性物質の代謝的活性化には、チ トクロームP-450酵 素が最 も

重要な働きを示すが、近年、このP-450酵 素に関して重要な発見がなされている。すなわち、

P-450酵 素には多 くの分子種が存在すること、発癌性物質の代謝的活性化においてはそれぞ

れ特異的P-450分 子種が関与すること、並びに発癌性物質が生体内でそれ 自体が基質 となる

P-450分 子種を誘導す ること等である。更に最近の研究成果では、発癌性物質の代謝的活性

化又は不活性化に関与するP-450分子種に実験動物とヒトとに差異が見 られる例 も示 されて

いる。アフラトキ シンB1に代表される発癌性マイコ トキシン類及びベンツピレンー7,8一ジ

オール等の活性化は、ラットではそれぞれP4502C及 び1A酵素に触媒されるが、ヒトでは主 と

して両者 ともにP4503A酵素が活性化反応に関与する。このように、実験動物での結果が必ず

しもヒトへの外挿にっながらない場合が認められ、化学物質の毒性発現と生体内代謝の関係

にっきヒ トでの詳細な検討が望まれている。したがって、環境中に存在する発癌性物質の代

謝的活性化に関与するヒト又は実験動物のP-450分 子種を明らかにすることは癌研究の重要

な一端を占めることと考えられる。

多数存在する発癌性物質のうち、ニ トロソ化合物の特徴は、タバコ、化粧晶及び食晶等の

環境中に広 く存在すること、医薬品等に含まれるアミン類から生体内でニ トロソアミン類が

生成 し得ること、並びにその強力な発癌性には種及び臓器特異性があることが挙げられる。

しか しながら、なかでも強力な発癌性をもっニ トロソジアルキルア ミン類はP-450酵 素によ

っτ脱 アルキル化反応を受けることは知 られているが、その変異原性は検出され難いため、
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生物活性を指標とする活性化酵素の検討はなされていない。また発癌性物質のなかでも、比

較的初期にその強力な発癌性が証明され、近年その一部に動物肝のP-450酵 素の誘導作用が

証明されたア ミノアゾ色素がある。しか しながら、これらの発癌作用を発現する上で必要な

活性化反応を触媒する酵素にっいては不明な点が多く、代謝的活性化機序についてはよ くわ

か っていない。そこで、本研究では、環境中の化学物質による発癌機構におけるP-450酵素

の役割の解明を目的として、発癌性物質の優れたプレスクリーニング法であるAmes法 、肝細

胞初代培養/DNA修 復テス ト又はSOS遺伝子のひとっであるumu遺伝子の誘導を利用 したumuテ

ス トを用いてDNA(害 を指標に以下の諸研究を行った。

第1章 では、標的臓器に動物種差が知られているニ トロソプロパノールアミン類の各種動

物及びヒ トにおける活性化について主にAmes法における変異原性活性を指標に検討 した。第

2章 では、ニ トロソ化合物の中でも代表的なニ トロソジメチル及びジエチルア ミンのラット

P4502E1酵 素による活性化にっいて、umuテ ストを用いてDNA障害に伴う生物活性を指標に検

討 した。試験菌株には、アセチル転移酵素の遺伝子を持っプラスミドを新たに導入 した菌種

を用い、ニ トロソジアルキルアミン類の代謝経路の推定を行った。第3章 では、バターイエ

ローとして食品添加物に使用されたこともあるアミノアゾ色素類の中から、ラットに対 して

肝癌を誘発 し、しかもP4501A2酵素を選択的に誘導する3一メ トキシー4一ア ミノアゾベンゼンを

選び、この代謝的活性化におけるラット及びヒトの種々のP-450酵素にっいて、umuテ ス トを

用いて研究を行 った。第4章 では、発癌性物質のP-450酵素による不活性化に焦点を変えて、

保存料 の目的で食品添加物に使用されていたが、発癌性の疑いから使用禁止となったニ トロ

フラン化合物フリルフラミド(AF-2)の生体内酵素による不活性化 にっいて もumuテ ス トを用

いて検討 した。

ニ トロソプロパノールア ミン誘導体の一部 は環境中に検出され、その実験動物に対する発

癌作用は、 ヒトの有用な肺癌あるいは膵癌モデルであることが知 られている。これ らの活性

化機構をinvitroで 検討 した。肝細胞初代培養/DNA修 復テス トは、ラット肝細胞を用いて、
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DNA障 害が修復 され る際 に行われる放射性チ ミジンの核への取 り込 みを利用 してDNA損 傷性 を

検 出す る方法であるが、本法 においては、調べた9種 のうち8種 のニ トロソプロパノールア

ミン誘導体が、ラ ッ トの正常肝細胞にDNA損 傷性を示す ことが判明 した。Ames法 において は、

塩基置換型S.typhimuriumTA100株 に対 して5種 動物(ラ ッ ト、ハムスター、マ ウス、 ウサ

ギ、 サル)肝9,000g上 清(S9)存 在下において7種 の化合物が活性化 され、ポ リ塩化 ビフェニ

ル(PCB)又 はフェノバル ビタール(PB)前 処置 した各種囓歯類肝S9に よって9種 す べて のニ ト

ロソプ ロパノールア ミン誘導 体が明 らかな変異原性を示 し、酵素誘導 によって これ ら活性 も

明 らかに上昇 した。 ヒト肝S9に よ ってはメチルプロパノール誘導 体のみが活性化 された。

これ らの活性化反応 は、補酵 素と してNADPHを 要求 し、P-450酵 素の阻害剤である一酸 化炭

素及 びmetyraponeに よ って阻害 されたが、 メチ ル コランスレン(MC)の 誘導作用 及 び α一

naphthoflavoneの 阻害作用が認 められなか ったことか ら、反応を触媒する酵素は ミク ロゾー

ム に局在 す るP-450酵 素 であ り、MC誘 導型のP4501A酵 素よ りも、PB誘 導型 のP4502B酵 素

がいずれの動物 において も主要 な役割 を果たす ことが示唆 された。 さらに未誘導 の動物 や ヒ

トにお いて も同様 にP-450阻 害剤の影響が認め られ ことか ら、内因性のP-450分 子種の関与 も

推察 された。 また ジプロパノール誘導体が ラッ ト肝 ミクロゾー ムのP-450酵 素 の誘導 作用 を

持 たない ことは、これ らのニ トロソア ミン類 は発癌過程における長期 の摂取 によって も誘導

を必要 と しない常在成分であるP-450分 子種 によって活性化 され ること、並 びに この ジプロ

パ ノール誘導体が一回投与 によって も生体 内で速やかに吸収、分布、代謝及 び排泄 され、肺

癌 を高率 に発生 させることとの関連を強 く示唆 してい る。

ニ トロソプ ロパノールア ミン誘導体の肝外臓器S9に よる活性化では、メチルプロパ ノール

誘 導体 のPCB誘 導動物の肺 による活性化 のみが認 め られた。 ニ トロソプロピルア ミン誘導

体 を投与 した ラッ ト又 はハムスターの標的臓器 のDNA及 びRNAの 付加生成物の分析よ り、 メチ

ル化 を引 き起 こす構造 を した代謝物の生成 が示唆 されていることか ら、ニ トロソプ ロパ ノー

ルア ミン誘導体の肺癌発生作用発現 において、肝のP-450酵 素に よる代謝 的活性化 が必 要 で
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あ り、中間代謝物 と考え られるメチル誘導体の生成が重要であることを示唆 している。 これ

らによる標 的臓器 には動物種差の存在す ることが従来か ら指摘 されていたが、代謝活性 化酵

素 に は、種差 は認 め られず 、P-450酵 素によるこれ らの活性化機構 は類似することが考え ら

れる。以上のよ うに現在の段階では、癌発生の種差を説 明する実験的根拠 は得 られて いな い

が、一 っ の可能性 として、肝臓 において生成 した中間代謝物の、標的臓器における反応の違

いによることも考え られ る。

ラッ ト肝 ミクロゾームP-450酵 素のニ トロソジアルキルア ミンの活性化 にお ける役割 を明

らかにす るため、最 も代表的なニ トロソジメチルア ミンとニ トロソジエチルア ミンを取 り上

げ、umuテ ス トの新 しい試験菌株S.typhimuriumNM2009を 用いて検討 した。 この菌株 は、・通

常のS.typhimuriumTA1535/pSK1002に アセチル転移酵素の遺伝子を持 つプラス ミ ドを導入

して作成 されており、ある種 の発癌性芳香族ア ミン類のDNA(害 の検 出に優 れた菌株 で あ る

ことが証 明 され て いる。 ニ トロソジアルキルア ミンの活性化はラ ットをP4502E1酵 素の誘導

剤であ るイソニア ジ ド、エタノール及びアセ トン並びに絶食処置によって増強 され、 これ ら

に よる活性化 はP4502E1特 異抗体及びP4502E1阻 害剤であるジエチルジチオカルバメー ト又 は

4一メチル ピラゾールによって阻害 された。精製P-450酵 素の再構成系 においてはP4502E1酵 素

による活性 化 が最 も高 く、P4502E1酵 素反応の特徴であるチ トクロームb5の 活性促進効果 も

認め られた。今回の実験結果か ら、ニ トロソジメチルア ミンとニ トロソジエチルア ミンは、

ラ ット肝P4502E1酵 素 によ って活性化 され、DNA障 害を引 き起 こす ことが示唆 された。

ニ トロソ ジアルキル ア ミンの活性中間体 α一ヒ ドロキ シ体 は非常に不安定であると考 え ら

れ るため、酵素的加水分解で容易に α一ヒ ドロキシ体を生 じるα一アセ トキ シ体 がニ トロソァ

ミンの代謝 的活性化 のモデル化合物 として最近使われている。 この化合物 を用いてニ トロソ

ジアルキルア ミンの代謝的活性化機構の推定を行 った。このモデル化合物 は、エステ ラー ゼ

共存下 にアセチル転移酵素導入株での活性は極めて高 く、またその活性化 はアセチル転移酵

素阻害剤ペ ンタクロロフェノールによって阻害 された。それに対 して、アセチル転移 酵素欠
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損株(S.typhimurium刪2000)で の活性は導入株の場合の約30%と低 く、阻害剤あ影響も受け

なかった。このことは、ニ トロソジアルキルアミンのP-450酵 素による活性化反応において、

α炭素の水酸化によって生成する反応中間体アルキルジアゾヒドロキシドが、従来考えられ

ていた非酵素的に分解 されて生 じるジアゾニウムイオンによる活性化に加えて、アセチル転

移酵素によってその活性化がおこる経路も存在することが強 く示唆された。以上の結果から、

ニ トロソア ミン類による発癌作用の理解のためには、代謝の初発段階に活性化に関与するP-

450酵素の量あるいは性質が重要であることを示唆 している。

P-450酵 素による発癌性物質の活性化反応は、それぞれの化合物に特異的な分子種によっ

て触媒 されてお り、また癌化の初期に物質自身が基質 となりP-450酵素の生合成を促進し、

誘導 された分子種によって代謝的活性化を受けて発癌性を発揮すると考えられているもの も

ある。3一メ トキシ+ア ミノアゾベンゼンはラットP4501A2の選択的誘導剤であるが、その代

謝的活性化に関与する酵素は報告されていなかった。そこで、ヒ ト及びラットのP-450酵 素

の活性化 における役割を調べた。ラットでは種々の典型的なP-450誘導剤を前処置すること

によっていずれも活性が上昇 し、PB処置が最も高い活性を示 した。またラット及び ヒトとも

に特定の分子種の含量が多いと考えられるミクロゾームの活性化に対 しては、それぞれにP-

450阻害剤、促進剤並びにP-450特異抗体の影響が予想どおりに認められた。また ヒト及びラ

ッ ト肝 の各 ミクロゾームの3一メトキシー4一アミノアゾベンゼン活性化能と総P-450含 量の間に

良好な相関関係が認められた。精製P-450酵 素の再構成系によっても、各P450分 子種により

程度の差は認められるものの、いずれも明らかな活性化が認められた。以上の結果から、3一

メ トキシー4一ア ミノアゾベンゼ ンの代謝的活性化はヒトとラットともに非常に幅広いP-450分

子種(P4501A、2B、2C、2E、3A)に より代謝的に活性化 されることが明らかとなった。 このこ

とは、発癌性物質によって誘導された特異的タンパク以外の幅広い酵素によっても誘導剤自

身が代謝 されること示 しており、更にP-450酵素の基質特異性の広さを示すこととなった。

P-450酵 素による反応に引き続いて作用するアセチル転移酵素を導入 した先 の試験菌株 を用
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いて調べたところ、活性が更に上昇 し、他の芳香族アミン類 と同様 に、本化学物質がP-450

による代謝反応に引き続いてアセチル抱合を経て究極発癌物質に変換されることが示唆され

た。

P-450酵 素の広範な発癌性物質の活性化の研究に対 して、不活化への関与についての報告

はほとん ど見あたらない。 この点に注目して、直接変異原物質フリルフラミドのラット及び

ヒトのP-450酵 素による代謝的不活化を調べた。フリルフラミドは、 ヒト及びラット肝 ミク

ロゾームによって代謝的に不活性化された。この不活性化反応は、P-450阻害剤である一酸

化炭素及びα一naphthoflavone並びにP4501A抗体によって抑制された。ラットにP-450誘 導剤

を処置すると、MC処置によってのみ不活性化が促進された。 ヒト肝各検体のフリルフラミド

不活性化活性 とP4501A2酵 素量には良好な相関関係が認められた。再構成の検討時 に、フ リ

ルフラミドがNADPH-P-450還 元酵素1こよっても不活性化 されることが明らかとなった。これ

らの酵素による代謝産物をHPLCで検索 したところ、 ミクロゾームを用いると、4っ の未知

ピークが検 出されたのに対 し、NADPH-P-450還 元酵素の場合は、基質がほとんど代謝され、

1っ の代謝物 ピークaが痕跡程度検出されるのみであった。以上の結果をまとめると、 この

不活性化反応は主 として ヒト及びラットP4501A酵素により触媒 されDNA障害能を欠 く代謝物

に変換 され、一部は異なるメカニズムでNADPH-P-450還 元酵素によっても反応の進むことが

示唆された。P4501A酵 素は多 くの発癌性芳香族化合物の代謝的活性化反応を効率よく触媒す

ることが知 られており、本研究の結果は、P4501A酵素の新 しい側面を指摘することとなった。

第2節 結 論

近年ヒトを含む各種動物の肝 ミクロゾームを用いた研究から、環境中に存在する広範な発

癌性物質の代謝的活性化に種々のP-450酵 素が関与することが指摘されてきた。 しかしなが

ら、いくっかの物質の活性化機構には反応に関与する酵素の種類又は活性化への代謝経路に
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不 明な点 が多い。環境中の様 々な発癌性物質 の癌発生機構 の解明のためには、物質 の生体内

での代謝を理解す ることが重要であ り、今回、従来十分 に検討 されていない数種 の発癌 性物

質の ラッ ト及 び ヒトP-450酵 素 による代謝的活性化 を調べ、以下 の結論を得た。

1.ニ トロソプロパノールア ミン誘導体は実験動物に対 して肺又 は膵 に癌 を引 き起 こすが、

各種 臓器 を酵素源 とす るAmes試 験を用いて検討 した ところ、主 に肝 のP-450酵 素系 にお

いてのみ活性化 され ることが明 らか となった。 この ことは、ニ トロソプロパノール ア ミン誘

導体 の癌発生過 程 において肝のP-450酵 素の働 きによって生成 される中間代謝物の代謝が重

要であることを示唆 している。

2.ニ トロソジメチルア ミンとニ トロソ ジエチルア ミンの活性化 をアセチル転移酵素 を導

入 した試 験菌株 を用 い る方 法で調べたところ、両者ともラッ トP4502E1酵 素 によ り活性化 さ

れることが判明 した。 しか も、この活性化には反応中間体アルキルジアゾ ヒ ドロキ シ ドの脱

水反 応以外 に、アセチル化反応 によって も活性化 され ることが示唆 された。 この ことは、ニ

トロソジアルキル ア ミンの活性化機構の研究領域において新 しい展開 となることが考 え られ

る。

3.3一 メ トキ シー4一ア ミノアゾベ ンゼ ンは、 ラッ ト及び ヒ トの幅広 いP-450分 子種 によ り活

性化 され ることが明 らか となった。3一メ トキシー4一ア ミノアゾベ ンゼ ン自身は ラッ トP4501A2

の選択 的 な誘導 作用 を持つ が、 この結果は、発癌性物質によって誘導 された特異的P-450酵

素以外 の幅広 い分子種によ って も3一メ トキ シ。4一ア ミノアゾベンゼ ンが代謝 され る こと示 し

て い る。 このよ うに、3一メ トヰシー4一ア ミノアゾベンゼ ンにより誘導 され るP-450以 外 に もこ

の物質 自身 が代謝 され得 るとい う興味深 い知見が得 られた。

4.フ リルフラ ミドは強力な変異原性 を示すが、動物実験 における発癌性 はほとん ど報告

・ されて いない。そ こで、 この物質の生体 での代謝を調べた ところ、 ヒ ト及び ラッ トP4501A酵

素 によ りDNA障 害 能 を欠 く代謝物 に変換 されること、そ して、一部は異 なる機構でNADPH-P-
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450還 元酵素 によって も不活性化 されることが示唆された。今回の結果は、強力な変異原性

物質フリルフラミドが生体内酵素により、容易に不活性化 されることを示唆している。

このように環境中の化学物質による発癌作用を解明するためには、実験動物及び特に ヒ ト

におけるP-450酵 素の役割に関する理解が必要であり、本研究の成果はP-450酵素の発癌性物

質の代謝に関 して新 しい知見を加えることができた。
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