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第1章　緒論

本研究は，内分泌かく乱物質（ED（落；Endocrine　Disrupting　Chemicals）に対

する生体影響評価として，生体へのEDCs暴露量ならびに肝臓中の解毒酵素の

構造に及ぼす影響を電子常磁性共鳴吸収（EPR；elcctron　paramagnetic

resonance）法により検討を行ったものである。

EPRは，同義語として電子スピン共鳴（ESR；electron　spin　resonance）も使用

されるが，本論文ではEPRの表記に統一した。この理由として，　EPRの測定対

象は不対電子を持つ物質や遷移金属などの常磁性物質となるが，ESRと表記

すると測定対象は電子のみであると捉えられる懸念があるからである。

また，ペンタクロロビフェニル（penta　chlorobiphenyl）をPCBと略すのが一般

的であるが，本論文ではポリ塩化ビフェニル［類］（PCB［s】；polychlorinated

bipheny1［s］）と区別するためペンタクロロビフェニルをPeCBと略す。一方，　PCB

に続く「No．」は同族体での通し番号であり，本論文ではすべてIUPAC

（International　Union　of　Pure　and　Applied　Physics）によって提唱されたナンバリ

ングシステムを用い，番号のみで表記した。PCBsの構造式とIUPACナンバーに

ついては，本章の「内分泌かく乱物質とPCBs」および「PCBsの毒性評価と定量」

に記す。

内分泌かく乱化学物質は，生殖系をかく乱するホルモン様物質としてだけでな

く，催奇形性や発育不良などの様々な毒性を示す物質である。わが国では，内

分泌かく乱作用を示す，あるいは示すと思われる70種近くの化学物質をEDCs

とし，その疫学的調査，汚染状況，および毒性評価を行っている。それらEDCs

の中において近年，特に注目される化学物質の一つにPCBsが挙げられている。

このPCBsの工業的な製造は1972年に禁止されたものの，その高い安定性から

一4一



今なお環境中に遍在し，多大な生体影

響を引き起こしている。

一般に，「環境ホルモン」という言葉か

らヒトにおける暴露経路は汚染された大

気を呼気と共にとり入れたことによるもの

と考えられがちであるが，実際に多くの場

表1．わが国の一般的な生活環境からのダ
　　イオキシン類暴露状況円

経路　　大都市地域　　　中小都市地域

　　　pg／kg！day　　　　pg／kglday

食物　　0．26～3．26　　0．26～3．26

大気　　　　0．18　　　　　　0．15

水0．001　0．001
土壌　　　　0．084　　　　　　0．084

計0．52～3．530。50～3．50

合，汚染した食物を直接摂取することによる経口暴露であり，地域に大差なく，

大気からの暴露に比べて2～20倍程度にも達する（表1）［1】。また，最大の暴露

経路である食物において，食物別の摂取量を表2に示したが，その多くが畜産

食品や水産食品であることが伺える。この様な現状を踏まえると，PCBs等のダイ

オキシン類によって過度の汚染を受けた動物性食品を取り除くことは，我々にお

いて重要な課題であると考える。

しかしながら，現在のところPCBs等の検出には高度な技術に加え，時間がか

かり経済面においての負担が非常に高いなどいくつかの懸案があり，今後，より

シンプルな検出手段の開発ならびに改善が必要である。

本研究ではPCBsを暴露したラットを畜産動物のモデルとし，その暴露量を検

討する手段として肝臓のヘム錯体を指標にEPR法による検討を行った。この有

用な知見は我々が今後，さらなるPCBs等の汚染から免れる上で，大きな貢献を

もたらすものと考えられる。

我々の体内にはすでにある程度のPCBsが蓄積されている。　PCBsは生体内に

表2食物種類別のダイオキシンの摂取量1・1　　　　　　　　とり込まれると・そ

食物　　　　　東北A県　　　　　　関東B県　　　　　　関西C県
　　　pglday　　　　　％　　　　　　　pglday　　　　　％　　　　　　pg／day　　　　　％

肉5，9314．03
魚25．2159．63
野菜　　　1．27　　　3．00

旦ド　　　　　　　L89　　　　　447

7．64

23．69

5。42

2．42

16．74　　　　　　6．88　　　　　16．30

51．89　　　　　17。33　　　　　4LO7

11．87　　　　　5．02　　　　　11．90

5。30　　　　　　2．29　　　　　5．43

の性質として体内

から排泄されにくく，

また代謝を受けに

くい。その結果，長
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期にわたり様々な生体影響を引き起こす要因となる可能性がある。そこでPCBs

が生体にとり込まれた際に，解毒のメカニズムを解明することは，非常に重要で

あると考えられる。本研究では，肝臓におけるヘム錯体，すなわち肝解毒酵素に

注目し，EPR法による構造に及ぼす影響を検討した。これは，生体毒性のメカニ

ズムを解明していく上で，解毒酵素に及ぼすPCBsの影響を明らかにすることが

可能であると考えられ，非常に意義を持つであろう。

本研究において，PCB126の生体暴露量を評価する上で，　PCB126に起因す

るヘム錯体への影響を生体指標として，EPR法による検出手法の検討と共に，

PCB　126が示す生体…毒性メカニズムを解明する上でヘム錯体の構造に及ぼす

影響を解明することを目的とした。

1）EPR法

　1925年UhlenbeckとHoudsmitにより，電子の永続的かつ基本的性質の一

つとして電子スピンの存在が仮定された。この仮定により，電子，原子核，原

子および分子のスピン現象に関連するすべての理論は，矛盾なく理解され

た。しかしながら電子スピンが実際に観察されたのは，彼らの報告から20年

の歳月を経た1945年のことであった。Zavoisky［21は，遷移金属イオンの1つ

であるCu2＋を対象として，電子スピンの共鳴現象を観測した。その後の10年

間でEPR法の実験的理論［3】は確立され研究技術として応用されるに至っ

た。

　EPR法とは，電子スピンの低エネルギー状態から高エネルギー状態への

遷移を測定する方法である。原子や分子中の起動には，通常2個の電子が

存在し，互いに相反するスピン（自転運動）を行っており，これに外部から

磁場を加えると，スピン量子数に依存し電子が分裂する（ゼーマン効果）。こ

の時，2個に分裂した軌道のうち，1個にのみ電子が存在する場合には，電
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子は低エネル

ギー軌道に入り，

この状態の電

子に電場（高周

波エネルギー）

を与えることに

よって，高エネ

ルギー軌道へ

と遷移する。

EPR法は，この

遷移に伴うマイ

クロ波の吸収に

よる共鳴現象を

表3．EPR法の測定対象とその応用例

対象 不二電子の所在 代表的応用例

磁性体

金属

半導体

カラーセンター

気相のフリーラ

ジカル

錯体，無機化合物

高分子化合物

有機ラジカル

有機金属

金属酵素，金属
蛋白，血液

ビタミン，補酵素

血液成分，組織，

食品

化石，岩石

石炭，石油

宝石

磁性イオン中の3d，4f軌道

伝導バンド

伝導バンド，不純物準位

F，Uセンター

原子，分子の軌道

金属イオンのd，f軌道

重合系の生長ラジカル

非結合性軌道

HOMO，　LUMO，
伝導バンド

金属イオン，配位子，

結合活性酸素種

ラジカル

光，熱，圧力損傷位置

宇宙線損傷位農

C・，COO・，　VO2

C・，NO2，メラニン

YIG，磁気バブル記憶素子

アルカリ金属，Cu，湘

グラファイト，Si，　Ge

アルカリハライド結晶，

石英

H，N，02，　NO

Ti3＋，　VO2ウ，　M血2＋，　Fe3ウ

MMA，酢酸ビニル

DPPH，　TANOL，
スピンラベル剤

TTF塩，　TCNQ塩

HRP，ヘモグロビン，

フェレドキシン

ビタミンC，E，　K，　NADPH

メラニン，過酸化脂質

歯，人骨，貝，石英

石炭の風化，石油の変性

宝石の品質検査

観測する技術である［4，5j。

EPR法による測定対象は不対電子を持つものに限られるが，不対電子を

持つ物質は，それを持たない物質の数に比べて圧倒的に少ない。対象物質

が非常に制限されることでEPR法の選択性（sel㏄tivity）が高まる。また，本

来は不熱電子を持たないが，物理的または化学的な手段により対象物内に

下臥電子を保持させること（常磁性化）によって測定対象を拡げる手法も確

立された。表3には本来，不学電子を有するものをいくつかに分類したもの

を示し，表4に常磁性化させるための物理的・化学的手法について示した

［5】。

EPR装置は1，000　mT以下の磁場と，0．1　mT以下のマイクロ波変調磁場を

用いる。これらをエネルギーに換算すると，せいぜい104eV程度であり，測

定物質をエネルギー的に破壊することはない。したがって，EPR法は非破壊

一7一



表4．常磁性化法によってEPR対象となりうる物質とその具体的な方法

常磁性化法 具体例

物理的方法

　放射線照射

　光励起

　熱励起

　超音波照射

化学的方法

　化学合成

　酸化

　還元

　電気化学的酸化還元

　活性ラジカル種との反応

　スピンとラップ法

　スピンラベル法

　錯体形成

アミノ酸やタンパク質へ卿照射

ビタミン類へのβ照射

皮膚やその細胞の光照射

加熱によるタンパク質変性とラジカル発生

超音波処理によるタンパク質の変性とラジカル発生

医薬品に安定ラジカルを統合させ，その体内動態の検討

金属血症や金属タンパク睡中の金属イオンを酸化して常磁性化する

金属酵素や金属タンパク質中の金属イオンを還元して常磁性化する

金属酵素・金属タンパク質などの触媒活性と金属イオンの酸化状態

キサンチン酸化酵素系やFen！on系で発生させた・O｝や・OHと生体物質との反応

性
不安定活性酸素（・0｝，102，・OH）や・NOのトラップ剤による安定化

タンパク質や生体膜のスピンラベル化による構造解析

常磁性金属錯体をタンパク質や酵素に統合させ，構造解析する

的分析法であり［4】，本手法の大きな特徴である。

EPR法は定量性においても非常に高い検出感度を示す。原子核を対象と

するNMR（核磁気共鳴）法と比べると，かなり高感度であると推測されている

［6，7］。例えば，生体中の常磁性金属イオンやNO・102などのフリーラジカル

の検出が可能であり，実際に定量に用いられている［841】。このように，EPR

法はフリーラジカル・常磁性核種の定量性において非常に高感度であり，原

子吸収法や誘導結合高周波プラズマ分光分析法にも匹敵すると考えられて

いる。これらEPR法の特徴により，現在では学問体系の確立もなされ素材科

学分野での基礎研究を経て，医薬・生物学の分野に応用されるに至ってい

る。

2）内分泌かく乱物質とPCBs

　　1997年1月に米国大統領府科学技術委員会が環境保護局と共同で，

EDCsの定義を「生体の恒常性・生殖発生あるいは行動に関与する種々の

生体性ホルモンの合成、分泌、体内輸送、受容体結合し，そのホルモン作

用そのもの、あるいはそのクリアランスなどの諸過程を阻害する性質を持つ

外来性の物質」と提言した。また世界保健機構・化学物質安全性計画
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（WHOμPCS）では「内分泌系に変化を与え、無処置の生物もしくはその後

世代に、障害性の健康影響を与える外来性物質もしくはその混合物」として

いる［12］。

　ヒトの内分泌系は、甲状腺、卵巣、精巣などのホルモン産生臓器、そのホ

ルモン産生をコントロールする下垂体、さらに下垂体をコントロールする脳の

視床下部などがネットワークを構築し，血中のホルモン濃度やその周期性な

どを保持・調節している。

内分泌系の機能を阻害するEDCsの特徴の一つは、ホルモンが受容体

へ結合し生物活性を発現するメカニズムに介入しホルモンの作用を阻害す

ることである。ホルモン1分子が受容体1分子に結合して作用を発現するメ

カニズムを考えれば、EDCsが微量であっても生体に影響をおよぼす可能性

が考えられ，限りなく低濃度での障害性が問題となるのもEDCsの問題点

の特徴である。また、内分泌系のホルモンは受精卵から胎児へと発達・成長

を遂げる発生過程で，器官の形態形成や機能形成過程あるいは生後の成

長や性的成熟過程において重要な役割を果たしており、EDCsはこれらの

過程を阻害することが指摘されている。

環境庁において内分泌かく乱作用があるのではと疑われる化学物質として

67項目がリストアップされている。それら化学物質を用途・相互関連性をもと

に分類し表5に示した［12，13］。

表5においてAに分類される化学物質のポリ塩化ビフェニル（PCBs）は，近

年もっとも注目されるEDCsの一つである。　PCBsはビフェニルを鉄触媒下に

置き塩素ガスを導入して製造され，塩素化の程度により多くの塩素数の異な

った製品からなる。1921年，スワン社によって最初に製品化されると共に，モ

ンサント社がArochlorを，鐘淵化学工業がKan㏄hlorを製品化した。1972

年以降，その毒性から製造ならびに使用が禁止されるまで，全世界の累積
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表5．環境庁によって示された内分泌かく乱作用があるのではと疑われる化学物質

用途・相互関連性に基づく分類 主な化学物質

A　非意図的生成物，難燃剤，絶縁油等

B．助走・殺虫剤等，農薬
　1）カーバメイト系殺虫剤
　2）ジチオカーバメイト系殺菌剤

　3）有機塩素系殺虫剤
　4）合成ピレスロイド系殺虫剤
　5）ドリアジン系除草剤

　6）フェノキシ系除草剤

　7）その他

C．プラスチック可塑剤，樹脂関連物質
　1）プラスチック可塑剤

　2）樹脂関連物質
　3）スチレン

D．その他
　　1）スズ化合物

　2）紫外線吸収剤，合成中間体

Benzo（a）pyrene，　Polychlorinated　biphenyls，

Polychlorinated　dibenzoツーdioxins

Aldicarb，　Methomyl，　VinclQzolin

Mancozeb，ηneb，乃ram
Aldrin，　Oxychlordane，　DTr，　Endrin

Cypermethrln，　Esfenvalerate，　Permethrhl

Atrazine，　Metribuzin，　Slmazine

2，4－Dichlorophenoxy　acetic　add

Alachlor，　Amitroie，　Nitrofen，　Odachlorostyrene

Ph山alate，　Diethy旦hexyl　adipate

Bisphenol　A，　Nonylpheno1，」ρ一〇ctylphenol

Styrene

Thbutyltin　Bis（tributyltin）oxide

Benzophenone，4－Mtrotoluene

総生産量は100万トン以上であると推定されている［141。この理由として，

PCBsは1）不燃性であり加熱・冷却による変性がない，2）絶縁性に優れてい

る，3）化学的に安定で，酸・アルカリ変性を受けにくい，4）難水溶性であるが

有機溶媒によく溶けるなどの利点から，特に発電所や工場の電気設備に

おいて絶縁体として重宝されたことによるものである［15－18］。製造中止から

30年が経とうとするが，環境中や生体の脂肪組織中においてPCBsが容易

に検出されるのも，この安定性および脂溶性が要因である。

PCBsによる人的災害事例は少なくないものの，わが国では1968年，カネミ

倉庫会社で，熱媒体として使用していたPCBsのパイプ漏れによって直接ラ

イスオイルに，混入した油症事件が起きた［19】。また，カナダ，スウェーデン，

オランダでは環境中で生体濃縮したPCBsによって経口暴露を受けた母子

に，神経の発達障害，生長抑制がみられ，血中PCBs濃度が高いことが報告

されている［20－22】。

3）PCBsの相対毒性と定量

　PCBsの構造は図1に示したように2つのベンゼン環が1ヶ所で架橋され
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たビフェニル骨格に1～10個の塩素

が結合した非常に簡単な構造をとり，

塩素の結合数および結合位置によっ

て理論的に209種の化合物が考えら

3’　　2’ 2　　3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　4　　　　　　　　　　　　　　4

　　　　　　　　　　　　　　　　　C1刑　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C1η
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’　　6’　　　6　　5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図1．PCBsの基本骨格構造

れ，IUPACやBZ（BallschmiterとZe11が提唱）などのナンバリングシステムに

より塩素結合数の少ない方から順に209番までの番号が付けられている。

PCBsは，1架橋という点でポリ塩化ジベンゾーパラージオキシン類（PCDDs）

やポリ塩化ジベンゾフラン（PCDFs）の2ヶ所架橋と大きく異なり，このことは

PCBs種による毒性強度の違いに大きな影響を与える。すなわち，左右のベ

ンゼン環はこの架橋軸に関してフリーローテーションであり，そのため左右の

ベンゼン環が同一平面状に展開する場合がある。左右のベンゼン環が同一

表面上に展開するか否かは4ヶ所のオルト位に配位する塩素数に左右され，

その数が少なければ少ないほど平面構造をとるので，「同一平面」という意味

の数学用語の「コプラナー（co－planar）」を用い，コプラナーPCBs（α）一PCBs）

という呼称でよばれてきたが，近年ではオルト位に塩素がまったく配位してい

ないnon－ortho　PCBsをCo－PCBsと呼ぶ［23，24】。このCo－PCBsは他の

PCBsに比べ，平面構造をとることから生体内での代謝を受けにくく，生体内

に長く蓄積することから，その強い毒性が懸念されている［25－28】。特に，

3，3’，4，4’一tetra　clUorobiphenyl（PCB77），93，3’，4，4’，5－PeCB（PCB126），および

3，3’，4，4’，5，5’一hexa　chlorobipheny1（PCB169）は，その毒性がPCDDsや

PCDFsに匹敵して非常に高いことから，現在，ダイオキシン類に包含して考

えられている。

一般に，PCBsが生体内にとり込まれるとミクロソーム酵素（薬物代謝酵素）』

であるアクリルヒドロカーボンヒドロキシラーゼ（AHH）およびエトキシレソルフ

ィンー0一ジエチラーーゼ（EROD）が誘導される［29］。このP－450薬物代謝酵素誘

一11一



導能と毒性との関係を，毒性等価係数

として評価する［251。この際，基準として

ダイオキシン類で最も強い毒性を示す

2，3，7，8－tetra　chlorodibenzorρ一dioxhl

（2，3，7，8－TCDD）を1として，各同属体の

相対毒性（Toxicity　Equivalence　Factor：

TEF）を表す。すなわち，これらの毒性

の程度は酵素誘導能と比例するというこ

とから酵素誘導能を相対毒性の指標と

し，このTEFが環境影響評価の指針と

して利用されている［18，29，30］。1997

年，WHOによって再評価されたTEFの

一覧を表6に示した［31］。この表から

Co－PCBsの毒性強度が比較的高いこと，

PCBsにおいて塩素の結合位置によっ

表6．WHOによって提唱されたTEFの一覧

化学物質 TEF

PCDDs
2，3，7，8・TCDD

　1，2，3，7β一PeCDD

　1，2，3，4，7，8－HxCDD

　l2β，6，7，8－HxCDD

　1，2，3．7，8．9－HkCDD

　1．2，3，4，6，7，8－HpCDD

OCDO

PCDFs
2β，7，8－TCDF

　1，2β，7，8－PeCDF

2β，4，7，8－PeCDF

　1，2β，4，7β一HkCDF

　l，2，3，6，7，8。HkCDF

12β．7，8，9－HxCDF

2，3，4，6，7β一HxCDF

1，2，3，4，6，7，8－HpCDF

1，2，3，4．7，8．9－HpCDF

OCDF

Co－PCBs
3，4，4’5－TCB（81）

3，3’，4，4’，一TCB（77）

3β’，4，4’5－PeCB（126）

3β’，4，4’55’一HxCB（169）

PCBs
2ββ’，4，4’一PeCB（105）

2β，4，4’5－PeCB（114）

2，3’，4．4’5－PeCB（118）

2’β，4，4’5－PeCB（123）

2，3β’，4，4’5－HxCB（156）

2ββ’，4．4㌧5’一HxCB（157）

2，3’，4，4’55’一HxCB（167）

2，3β，，4，4’，5，5’一HpCB（189）

　
　
　
　
　
　
1

　
　
　
　
　
1
0
0

　
　
1
1
1
0
0

1
1
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

1
。
5
5
1
1
、
－
㎝
㎝
㎜

0
0
0
α
α
α
α
α
0
。
0
，

1
1
■

㎜
㎜
、
㏄

0
0
0
0 　

　
　
　
　
　
1

㎜
㎜
㎜
朧
㎜
㎜

α
　
0
0
0
α
0
α

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0内はIUPAC＃

て毒性の強度が大きく影響することがわかる。

Krishnanら［32］は，　MCF・7（ヒト乳ガン細胞）を用い17βエスタジオールが誘

導したprocathepshl　D（Ahレセプターはこのタンパクの阻害に関与）の阻害

効果を調べ，抗エストロゲン作用強度の指標とした。抗エストロゲン作用の強

さはPCBsでPCB126＞PCB　169，　PCB77＞PCB157＞PCB　105，　PCDDs，そ

してPCDFsで2，3，7，8－TCDD＞2，3，7，8－TCDF＞1，2，3，7，9－PCDF＞

1，3，6，8－TCDFの順であると報告している。また，　Steinberg【33】はC57BL／6雌

マウスに対するPCB126および2，3，7，8－TCDDの急性および亜慢性毒性を

hepatic　microsomal　enzyme（EROD）活性，免疫機能，その他のパラメータを

取り上げて比較検討し報告している。これらの研究はWHOで評価された
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TEFが非常に有効であることを示した。

哺乳類，特にヒトにおいてPCBsによる生体影響を考える上で，生体にとり

込まれた際のTEFと同様に，それら化学物質が等量経口投与された場合の

生体への取り込み量が検討される必要があるだろう。PCBsの分析方法とし

て最も一般的な方法は，図2に示したシリカゲルカラムクロマトグラフィーによ

るサンプル濃縮を経て，ガスクロマトグラフィー／質量分析（GC／MS）による分

析である［34，35］。本手法は質量分析を経ることで非常に高い分画能を示す

が，その反面，サンプル調製に費やす時間が大きいと共に，1サンプルにか

かる経費が非常に高いことから，簡便な検査法として用いにくいという点が指

摘されている。現在，多くの研究者によって，より簡便で安価な方法が模索さ

れており，とりわけ使用頻度の多いのがELISA（enzyme－lihked

immunosorbent　assay）による方法である。

Goksoyrら［36］は，ウサギチトクロームP－4501AI　IgGポリクローナル抗体を

用いたELISA法によって魚の環境調査および毒性評価した上で幅広いサ

ンプルに応用できるとする反面，サンプルが小さかったり少量の組織であっ

た時，サンプルの保存状態の悪さに　　　　　　　分析用資料

よる活性失活，および活性阻害物質

の存在によって測定が困難もしくは

不可能であることを報告している。そ

の他，Stankerら［37】によるダイオキシ

ンのモノクローナル抗体を用いた手

法やDomellyら［38］によるOhmicron

社製PCB　RaPID分析キットを用いた

免疫分析などがあるが，分析感度や

多くの内分泌かく乱物質との特異性　　図2・

溶媒抽出

脱水・濃縮

脱水・濃縮 多層シリカゲルクロマト

シリカゲルクロマト

濃縮

アルミナカラムクロマト 活蜘リカゲルカラムクロマト

濃縮

　　　㏄！MS測定

PCBsの一般的分析法のフロー［24】
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などの点でGCIMS手法と比べて問題が残されている［39］。

4）PCBsの毒性とP－450

　一般に，生体における発

達・性分化などの機構は，

多くの遺伝子とホルモンが

適切な量だけ1頂冠正しく働

くことによって制御される。

EDCsはホルモン様の作用

として，1）内因性ホルモン

同様な作用による発現過剰

（図3－A），2）内因性ホルモ

ンに反する作用による発現

阻害（図3－B），3）内因性ホ

ルモンや受容体の合成お

よび代謝の阻害（図3－C）に

大別される［40］。特に新生

A内分泌系過剰発現

内因Qモン

内分泌かく乱物質

◎

〉一図

◎→qΣ

受容体　　　核

　　　　DNA

タンパク↑＜一翻訳↑

↓一・

mRNA↑

B，内分泌系発現阻害

内因性ホルモン
　　〉

内分泌かく乱物質

　◇

　　←翻訳↓

受容体　　　核

　　　　DNA
／一・

mRNA↓

C．内因性物質阻害

内因Qモン

　　↑

◎
内分泌かく乱物質

　　図3．

〉一ゴ容体

／
因

タンパク↓《一翻訳↓

。轟

↓一・

mRNA↓

内分泌形に及ぼすEDC5の作用機序

児期・乳児期には，微量といえども上記の作用を示すEDCsが生体内に侵

入することにより，生殖腺の正常な性分化・発達を乱し，しかも生後何年も経

ってから予想もされない症状が発現する可能性が考えられる。

PcBsのホルモン様作用は，そのヒドロキシ体（4－hydroxy－2’，4’，6’一TcB，

4－hydroxy．2・，3・，4・，5・一TCB，4，4・一dihydroxy．2’．　chlorobipheny1など）によるエ

ストロゲン作用が認められ，活性強度はエストラジオールの1／42－1／90程度で

あると報告されている［41】。それに対し，内分泌かく乱作用の機序は，Ahレ

セプターを介したものであることが認められているが，PCBの3，3’，4，4’一TCB
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において抗エストロゲン作用という相反する作用があることも報告されている

【32］。

PCBsやダイオキシン類は甲状腺ホルモンの環境（構造および機能）に影

響を及ぼし［42－441，さらにミトコンドリアの機能に作用しATPの産生を傷害す

ることが知られている［45］。甲状腺ホルモンは一生を通して神経系の機能に

重要な働きをしており，胎児期あるいは新生児期の甲状腺機能障害は運動

機能障害および認知障害をもたらす。甲状腺ホルモンの恒常性の維持やミト

コンドリアの機能障害がある場合には，甲状腺ホルモンの環境を変動させる

ようなPCBsなどの内分泌かく乱物質に曝されることにより，認知，運動機能

や代謝障害を起こしやすくなる。疫学的事例では，アメリカで胎児期に膳帯

血や乳汁を介して高濃度のPCBsに曝された子供の甲状腺機能低下からの

知能低下が報告されている［46】。

一方，動物における急性毒性では，PCBsのうち代謝されにくい高塩素化

PCBsが一般的に強い毒性を有することが報告されており，ヒヨコやアカゲザ

ルを用いた研究では高塩素化のPCBsの中でも，塩素置換位置によって急

性毒性に差があることが認められている［47，48】。さらに，PCB77，　PCB　126や

PCB169などPCBsの毒性強度を試験した結果，オルト位に塩素置換のない

PCBsが強い急性毒性を示し，中でもPCB126は10　mg／kgの腹腔内投与で

ラット5屈すべてが6－8日で艶死するなど，強い急性毒性を有すことを示し

た［47】。また，低塩素化PCBsでも，その代謝物では高い毒性を有することが

報告されており［47，49】，比較的代謝されやすい低塩素化PCBsでも生体に

対する影響を無視することはできないであろう。

PCBsは一般に代謝されにくく，肝臓に貯留しやすい難代謝物質であるが，

少なからず肝小胞体で酸化的代謝を受け，この代謝には肝解毒酵素チトク

ロームP－450（P－450）が大きく関与している。
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P－450とは，活性中心にFeをもつ酸素添加酵素（オキシゲナーゼ）であり，

酸化還元反応を行うタンパク質の総称である。還元状態でCOと結合して

450㎜に吸収最大を示す色素であることからP－450（Pigment　450）と命名さ

れた【50】。発見当初，P－450は肝と副腎のミクロソームに見出されたが，高等

動物では腎臓，精巣，卵巣，小腸粘膜，肺，大脳，胎盤など体内のいろいろ

な臓器に分布していることが明らかとなっている。特に，肝ミクロソームの

P－450の量や種類は動物の種類，性別，年齢などの内的要因や，薬物投与

などの外的要因によってかなり影響を受けることが知られている【50］。

P－450はPCBsによって誘導される【29］。その機構は図4に示すように，生

体内にとり込まれたPCBsは受容体であるAhレセプターと結合し，事前に結

合していたHSP90が解離し，　Ahレセプター一PCBs結合物は核内に移行する。

移行した結合物は核内でAmtと呼ばれる転写因子とヘテロダイマーを形成

し，P－450などのpromoter／enhancer領域のxenobiotic－responsive　element

（XRE）に結合し転写を活性化することによってP・450が誘導される【40］。この

誘導されたP－450はPCBsを水酸化することによって解毒作用を行う。

　　　　　　噸　細胞膜一於F450は基質を選ぶこ

一一 m
舜

［

噛
」
「
一

＿細胞質

核

P－450遺伝子

　　　　　　　XRE
図4．PCBsによるP－450遺伝子の転写調節機構

となく酸素添加反応をおこし正常

細胞をも酸化する。難代謝性の

PCBsが肝臓中に蓄積していれば

P－450が誘導され続け，結果的に

PCBs暴露によって副次的に酸化

ストレスが引き起こされることが危

惧されており，現在，多くの研究

者によってその作用機序や，

PCBs暴露のバイオマーカーとし
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て0ガの産生，脂質酸化，DNA損傷などの酸化ストレスパラメーターについ

ての研究が盛んに行われている［17，51－57］。これらの結果は，

3，3’，4，4’，5，5’一HCB単独投与による血漿中サイロキシンレベルの用量相関的

な現象や，脳でのthyroxine　5’一deiodinase活性の増加に伴うサイロキシンレ

ベル低下による神経毒性の機序［58］に加え，新たに，脳内の酸化ストレスに

よる神経障害毒性という有力なメカニズムを示唆した。

本研究では，PCBs暴露動物のモデル系としてSprague－Dawleyラット（SDラッ

ト）にCo－PCBsの中で最も毒性の高いPCB　126を経口投与し，その肝臓のEPR

スペクトルの変化から暴露量の検討を行うと共に，肝解毒酵素P450sに及ぼす

影響について試験した。

第2章では，ヒトが80年間で被曝されるであろうと推定されるEDCsの総量と

毒性等価量のPCB126（3μ9／kg　bw／単回）を基準に投与量を定め，　SDラットに

経口投与し，投与24時間後の血清値の測定ならびにミクロソーム画分の

CYPIA1および1A2の検出を行った。第3章では，生体内ヘム錯体を対象に

PCB　126を投与したSDラットの脳，脾臓，腎臓，肝臓および，肝ミクロソームの

EPRスペクトルを測定した。この結果，　PCB126暴露の影響を見る上で肝臓の解

毒酵素P450が適切であることを明らかにすると共に，このP450が何らかの影

響を受け8値2．49の新規シグナルが出現することを見出した。この結果を受け，

第4章において，SDラットの肝臓を対象にPCB126と同様のEDCsであり

Co－PCBであるPCB169，もしくはダイオキシンで最も強毒性を示す2，3，7，8－

TCDDのEPRスペクトルについて検討を行うと共に，肝障害誘発物質である

3－metylcholanthrene（3－MC）を腹腔内投与，　carbon　tetrachloride（Cq）を尾静

脈投与したラット肝臓，また，妊娠ラットにPCB　126を経口投与し，その胎児およ

び子供における肝臓のEPRスペクトルについても検討した。8値2．49シグナルと
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PCB　126の投与濃度および肝臓蓄積との相関について試験した。得られた知見

は，PCB　126などのダイオキシン類に暴露した生体においてその暴露量を推定

する上で，EPRによる暴露量の推定のコンセプトを着想させるものであり，その

数値化を試みた。第5章においてPCB126を暴露したSDラットより得られた肝

臓を，強還元剤でありFeとの親和性が高い推methylimidazoleで処理し，結晶

場解析に基づく結晶場ダイアグラムによってP450の軸配位子を同定した。
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第2章　3，3’，4，4’，5・Pentachbrobipheny1を経口投与したSprague・Dawleyラ

　　　　ットの血清値および肝ミクロソー・ム画分におけるEthoxymesom6n・o・

　　　　deetyhlasおよびAcetanilide・4・hydmxylaseの検出

緒言

　ダイオキシン類として認

識されるCo－PCBsは，

1972年に製造が禁止され

て以来，環境中の汚染濃

度は徐々に低下を辿るも

のの，30年近く経過した

現在においても残留濃度

は高く，生体暴露の危険

性が指摘されている。わが

国の厚生労働省において，

ダイオキシン類の最大暴

　450

　400
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　300

豊25・

貫、。。

釜

　150

　100

　50

　0　　1977　1980　1983　1986　1989　1992　1995　1998（年度）

　図5．トータルダイエット試料由来のダイオキシン類に

　　　おける1日摂取量の経年変化

一◎一一Total

¥Co－PCBs

{PCDDs＋PCDFs

¥PCDDs
¥PCDFs

露経路である食物を指標に食事経由での1日摂取量の経年変化に関する疫学

的調査を報告した（図5）［59】。それによると，Co－PCBsの1日摂取毒性等価量

（TEQ／day）が1977年度以降の6回の調査（77，82，88，92，95，98年度）におい

て221．4，148．0，157．1，615，57．5，および90．O　PgTEQ／dayと，いずれの調査年

においてもPCDDsとPCDFsの合計値187．7，118．1，121．8，42．1，57．6，および

46．O　PgTEQ／dayと比較して高いもしくは同等である。また・Co－PCBsの

TEQ／dayが増加した1998年の調査では，このCo－PCBsの増加に起因して総摂

取量が増加する傾向に至り，あらためてα）一PCBsの生体影響力の強さが指摘さ

れた。
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　本研究では，Co－PCBsにおいて最も毒性の高いPCB　126を対象に，畜産動

物のモデルとしてSDラットを用い，その暴露量に関する検討，ならびに生体影

響に関する研究を目的とした。

　本研究におけるPCB　126の投与量について検討する上で，様々なダイオキシ

ン類に関する各種毒性試験において報告のある最少無毒性量（LOAEL：lowest

observed　adverse　ef応ect　leve1）もしくは最小影響量（LOEL：10west　observed　ef応ect

level）を参考に［59－76］，ヒトが一生で被爆するであろうと考えられる等価毒性量

（TEQ）を算出し，それに基づき，本研究の投与量を決定した。

　本章では，PCBs暴露によってパラメータに影響があるとして報告されている

血清値の変化について測定した［77－81】。また，解毒に対して重要な作用を示

すP450の一種であるCYPIA1とCYPIA2の誘導に関して，ウエスタンプロッテ

ィング法による抗体試験法により分析した［17，56，80，82－85］。すなわち，本研究で

定めたPCB　126暴露量が生体で引き起こす一般的な毒性影響について検討し

た。

材料

1）供試動物

　6週二一雌雄一SDラット（Crj：CD［IGS】，日本SLC株式会社）

2）供試試薬

　a）PCB　126暴露モデル動物作出ならびに剖検用試薬

　　・3，3’，4，4’，5－PeCB溶液

　　3，3’，4，4’，5－PeCB（Wellington　Laboratories社；純度＞99．99％）

　　コーンオイル（Hayashi　Chemicals社）

　　　体重当たりの総投与液量が同じ割合になるように，それぞれの投与条件

　　0．3，3．0，30，および100μg／kg　bw（body　weight）に適当量の最終濃度0．12，
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　1．2，12，および40μg／m1に，3，3’，4，4’，5－PeCBをコーンオイルにて十分に

　溶解した。

・1．15％（w／v）KCI緩衝液

　Potassium　chloride　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　11．5　g

　　蒸留水988．5mlで十分に溶解した。　pH調整は行わず，使用時まで4℃

　にて保存した。

b）ミクロソーム調製用試薬

・0．1mM　EDTAおよび20μM　2，6－di一∫一buty1－4－methylpheno1含有1．15％

　KCI溶液（EB－KCI）

　EDTA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．922　mg

　2，6－Di一∫一buty1－4－methylpheno1　　　　　　　　　　　　　　　0．4407　mg

　　1．15％KCI　100　m1で十分に溶解した。　pH調整は行わず，使用時まで

　4℃にて保存した。

c）ウエスタンプロッティング法による抗体試験用試薬

　・0．5MTris－HC1バッファー，　pH　6．8

　Tris　base　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6．O　g

　　上記成分を蒸留水で溶解し，塩酸にてpH　6．8に調整し，100　m1にメスア

　ップした。使用時まで4℃にて保存した。

　・トリスバッファー（TBS），　pH　7．6

　Ths　base　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　12．1　g

　Sodium　chloride　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　40．O　g

　　上記成分を蒸留水で溶解し，塩酸にてpH　7．6に調整し，5，000　mlにメス

　アップした。使用時まで4℃にて保存した。

　・TBS－Tween（TBS－T）

　Tween。20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．1　m1
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　上記成分をTBS（pH　7．6）バッファー99．9　mlで十分に溶解した。使用時

まで4℃にて保存した。

・リン酸バッファー（PBS），　pH　7．5

Di－sodium　hydrogen　orthophosphate，　anhydrous　　　　　　　　　11・59

Sodium　dihydrogen　orthophosphate，　hydrated　　　　　　　　　　2・969

Sodium　chloride　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5．84　g

　上記成分を蒸留水で溶解し，pH　7．6に調整し，1，000　m1にメスアップした。

使用時まで4℃にて保存した。

・電気泳動バッファー

Tds　base　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　12．12　g

Glycine　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　57．6　g

Sodium　dodecyl　sulphate（SDS）　　　　　　　　　　　　　　　　　　4．O　g

　上記成分を蒸留水4，000mlで十分に溶解した。　pH調整は行わず，使用

時まで4℃にて保存した。

・転写バッファー

T㎡sbase　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7．6　g

Glycine　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　36．O　g

Methanol　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　800　m1

　上記成分を蒸留水3，200mlで十分に溶解した。　pH調整は行わず，使用

時まで4℃にて保存した。

・10％（w／v）SDS溶液

SDS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10　g

　上記成分を蒸留水90mlで十分に溶解した。　pH調整は行わず，使用時

まで室温にて保存した。

・0．05％（w／v）Pyronin　Y溶液
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Pyronin　Y（Sigma社製）　　　　　　　　　　　　　　　　0・059

　上記成分を蒸留水99．95m1で十分に溶解した。　pH調整は行わず，使用

時まで室温にて保存した。

・ローディングバッファー

0．5M　Tris－HCI，　pH　6．8　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．O　mI

GIycerol　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．8　m1

10％SDS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．6　m1

β一Mercaptoethano1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．4　m1

0．05％Pyronin　Y　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．5　m1

　上記成分を十分に混和し，使用時まで暗所にて室温で保存した。調製し

た溶液は2週間以内に使用した。

・その他の抗体試験用試薬

　上記以外の抗体試験用試薬はRat　c）厘ochrome　P450　Lへ1もしくはIA2

ECL　Western　blotting　kit（Amersham　Pharmacia　Bioteck社）の標準試薬を

用いて行った。キット添付試薬の内訳は以下の通りである。

　一Molecular　weight　markers（MW）

　一Membrane　blocking　reagent（MBR）

　一Anti－rat　cytochrome　P4501A班A2　antibody（IA1πA2－antibody）

　一Anti－rabbit　Ig－biothlylated　apecies－spec遁。　whole　antibody（Ig－antibody）

　一Detection　reagent　1（DR－1）

　一Detection　reagent　2（DR－2）

方法

1）PCB126暴露動物の作出，および肝臓ならびに血液の採取

　　実験動物は体重約230g前後の6週齢のSDラットを用いた。　SDラットは
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　試験に用いる前に1週間の馴致期間を設けた。SDラットの飼育は，温度21

　±2℃，湿度55±5％に設定した実験室にて行い，試料として固形試料

　CE－2（日本クレア株式会社）および水道水を自由給与した。投与量が体重kg

　当たり2．5m1になるように調製したPCB126およびコントロール群のコーンオ

　イルは，ゾンデを用い経口からの強制投与を行った。投与回数は単回投与と

　4日間連続投与の2つの条件で行い，いずれも最終投与24時間後に剖検

　を行った。SDラットをクロロフォルムで麻酔し安楽死させた後，後大静脈より

　採血し，腹腔内より肝臓を摘出した。血液は直ちに遠心分離を行い血清画分

　を得て血清分析に供した。肝臓は直ちに1．15％KC1による還流洗浄を行い，

　重量を測定した後，ミクロソーム調製に供した。本論文で行った研究は麻布

　大学動物実験ガイドラインに従って実施した。麻布大学動物実験ガイドライン

　はOPRR（0伍㏄fbr　Prot㏄tk）n　fbm　Research　Rjsks）の承認を受けたものである

　（承認番号：A5393－01）。

2）血清値の測定

　　血清分析は，ディスクリート方式臨床科学自動分析装置COBAS　MIRAS

28－3408（Roche　Di禦stics　D融n社）を用い，総タンパク量（S－TP：se㎜

　total　protein），アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST：asp飢ate

　aminotrans勧ase），アラニンアミノトランスフェラーゼ（ALr：a㎞ine

　amlnot∬msfbrase），アルカリフォスファターゼ（ALP：alkahne　phosphatase），Y一グア

　ノシン5’一三リン酸（Y－GTP：Y－guanosine　5’一triphosphate），総コレステロール

　（Tch：total　cholesterol），トリグリセリド（TG：triglyceride），血清ビリルビン

　（T－Bi1：total　bilhubh1），および乳酸デヒドロゲナーゼ（LDH：レ1actate

　dehydrogenase）について測定した。

3）ミクロソームの調製

　　肝臓約4gを氷上にて2～8℃程度に保ちながらメス等で細かく切り刻み，
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　2－3倍量のEB－KCIにて十分に混和し後，ポッター型ホモジナイザー（IUCHI

　社）で1，200rpmで10分間の均質化を行った。得られた均質液を9，000×g

　で20分間遠心分離し上清を得た。得られた上清は超遠心で105，000×gで

　60分間の遠心を行い，赤色の沈査をミクロソーム画分として得た。ミクロソーム

　は次の実験に供試するまで一80℃にて保存した。

4）ウエスタンプロッティング法による抗体試験

　　適当量のミクロソームに0．5MT樋s－HCI（pH　6．8）を等量添加し，　Ultrasonic

　（Nissei社）で均質化を行った後，タンパク量の最終濃度が1．04　mg／m1となる

　ように同上のTds－HC1で希釈し調製した。タンパク量の測定はDCプロティン

　アッセイキット（Bio－Rad社）によるLowry法にて算出した。調製したサンプル

　93mlをローディングバッファー100　mlと十分に混和しSDS一ポリアクリルアミ

　ド電気泳動に供した。また，陽性コントロールとして3－MCによって肝障害を誘

　発させたSDラット肝臓より調製したミクロソームを用いた。

　　泳動用ゲルは濃縮ゲル4％，分離ゲル12％のプレキャストゲルレディゲ

　ルJ（Bio－Rad社）を使用し，ミニプロティアン3Cellシステム（Bio－Rad社）にて

　100Vで2時間の泳動を行った。なお，分子量マ

　ーカーにはECL　Westem　blotting　ldtの分子量マ

　ーカー（Phosphorylasc　b，97，400；Catalase，58，100；

　Alcohol　　dehydrogenase；　　39，800；　　Carbonic

　anhydrase，　29，000；　Trypshl　illhibitor，　20，100；

　Lysozyme，14，300）を用いた。泳動後，ミニトランス

　プロットシステム（Bio－Rad）により，ニトロセルロース

　メンブラン（Am。rsham　Pharmacia　Biot㏄h社）に転

　写した。次に，メンブランに転写したタンパク質を

　ECL　Western　blotting　kitのMBR固定試薬にて固

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図6抗体検出のフローチャート

1次抗体（P4501A1πA2）処理

@　　室温，1hτ

TBS－Tで洗浄

P0m×1，5m×1

2次抗体（Rabbit　Ig抗体）処理

@　　　室温，1hr

TBS－Tで洗浄

P0m×1，5m×1

S㍑ep厩d域B】［℃kit）処理

@　　室温，20m

TBS－Tで洗浄

P0m×1，5m×1

現像液処　による発色

@　室温，1m

ポラロイド　メラによる

@　　撮影
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　面した。固定したタンパクは図6のフローチャートの順に基づいて免疫染色し，

　ポラロイドカメラにて撮影した。

5）統計処理

　　すべての統計処理はMicroso丘Excelにて行った。血清値S－TP，　AST，

　ALT，　ALP，　Tch，　TG，　T－Bil，およびLDHは，採択域を98％に設定し棄却検

　定を行い，得られたデータの投与群ごとの平均値においてt検定による分析

　を行った。血清値Y－GTPは，データの投与群ごとの平均値においてt検定に

　よる分析を行った。

結果

1）実験動物

　　本研究のすべてのPCB　126投与条件において，実験動物が死亡すること

　はなかった。PCB126投与によるSDラットの体重減少および体重当たりの肝

　臓重量の増加は雌雄ともに見られなかった。解剖所見において，100μg／kg

　body　weight（μg／kg　bw）のPCB126単回もしくは4回投与ラットでは胃腔内残

　余物が少なく，試料の摂取量が低下していることが示唆された。

2）血清値

　　PCB126を単回投与したラットの血清値のS－TP，　AST，　ALT，　ALP，　Y－GTP，

　Tch，　TG，　T－Bn，およびLDHの値（平均±標準偏差）を表7に示した。なお，

　雌雄におけるデータの差が見られなかったので雄の血清値について示した。

　その結果，S－TP，　AST，　ALP，およびLDHにおいて，30μg／kg　bw投与群ま

　で各血清値は増加傾向を示し，100μ9，徽gbw投与群において0．3μ9／kg　bw

　投与群と同等レベルまで血清値が減少する傾向を示した。ALTおよびソーGTP

　値では30μg／kg　bw投与群においてのみ，　TcHおよびTG値では30μg／kg

　bw投与群以上において，それぞれの値が増加した。　T－Bi1はいずれの
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表7PCB126を経口投与した単回投与したSDラットのS－TP，　AST，　ALT，　ALP，
　　Y－GTP，　Tch，　TG，　T－Bil，およびLDH値（n＝8）

投与量

眺　　bw
認 AST

unMiter 棚
uniV髄ter

鯉
unit！1iter

PCB126

　0（Co慮ol）

　0．3㎎／㎏

　3．0匹9／kg

30μ9！㎏

1∞μ9／kg

2．70±0．72　　　　41．0±8．8

3．28±0．78　　　　56．3±10．2

3．60±0．51　　　　52．0±5．3

　　　ゆ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ
4。30±0．42　　　　77．2±9．8

3．40±0．06　　　　59．2±14．7

23．8±3．3　　　　　226．8±24．6

253±4。9　　　　2535±84．6

26．8＝ヒ3．3　　　　267．2±50．8

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ
38．3±3．1　　　　366．8±34。5

　　　　　　　　　■26，6±3．3　　　　273．0±17．2

投与量

　bw
Y－GTP

uni1／1iter

Tch

m　dl

TG
m　d1

T－BiI

m　dl

LDH
uni》lite1・

PCB126

　0（Con管ol）

　0．3μ9／kg

　3・0㎎！聴9

30μ9／kg

100μ9／翼9

0．13±0。05　　22．3±1．5

0．25±0．06　　　27．2±7．0

0．13±0．06　　　26．8±5．1

　　　　　　　　ゆ0．38±0．12　　36．5±1．7

　　　　　　　　ゆ0．25±0．06　　33．0±4．1

68．4±13．0　　　　0．16±0，026

52．0±15．3　　　　0．15±0．036

63．3±145　　　　　0．20±0．040

　　　　ゆ111。9±265　　　　　0．23±0．062

　　　　962±11．9　　　　　0．19±0．021

243，8±95．0

274．0±74．2

441．0±91．0

506．9±212．7

386．0±143．9

＊コントロールに対して危険率5％で有意差が認められたもの

　PCB126投与条件においても数値の変化は見られなかった。

　　各血清値においてコントロール群に対する各PCB126投与群における∫一

　検定を行ったところ，s－TP，　AsT，およびAL』rは30μg1倣g　bw投与群におい

　て，ALP，　Tch，およびTGは30μg／kg　bwおよび100μg／kg　bw投与群におい

　て，LDHでは3μg／kg　bwおよび30μg／kg　bw投与群においてそれぞれ有意

　差が認められた（ρ＜0．05）。Y－GTPおよびT－Bnではいずれの投与群におい

　てもコントロールに対して有意差は認められなかった。

3）PCB　126投与による肝臓でのCYPIA1およびCYPIA2の検出

　　図7にPCB126を0，0．3，3，30，および100μg／kg　bwで4日間連続経口

　投与したSDラット肝臓ミクロソーム品分におけるCYPIA1の誘導について示

　した。3－MCを20　mg／kg　bw条件で4日間連続経口投与したSDラット肝臓ミ

　クロソーム画分を陽性コントロールとしてレーンGに泳動した。その結果，3

　μg／kg　bw投与群以上で分子量約58，000にバンドを検出しCPYLUの誘導を

　確認した。PCB126の投与量に依存してバンド濃さが増す傾向にあった。また，

　PCB　126を単回投与した場合も3μ9／kg　bw以上でCYPIA1の誘導は確認で
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き，投与濃度が増す

につれその誘導量

（バンドの濃さ）も増

加した（データ省

略）。

一方，PCB126を

0，0．3，3，30，および

100μg／kg　bwで4日

間連続経口投与した

SDラット肝臓ミクロソ

ーム画分における

CYPIA2の誘導につ

97，400一

58，100一

39，800一

29，000一

A　　　B　　C　　　D　　E　　　F　　G

一58，000

図7PCB126を4日間連続で経口投与したSDラット肝臓ミ
　　クロソーム画分の抗体試験によるCYPLへ1の検出

　A：分子量マーカー（ELC－kiI）
　B：コントロール群（コーンオイル）

　C：0．3晒g刈kg　4回経口投与群

　D＝3μgl　kg　4回経口投与群
　E：30μg／kg　4回経口投与群
　F：100F9／kg　4回経口投与群
　G：3－MC（陽性コントロール）

いて図8に示した。そ

の結果，CYPIA1

の場合と同様，3

μg／kg　bw投与群以

上で分子量約58，㎜

97，400－

58，100一

にCPYIA2の誘導を　39’800一

確認した。単回投与　　2g，㎜一

試験には30μg／kg以

上でその誘導を確認

した（データ省略）。

考察

本研究では，

A　　B　　C　　D　　E　　　F　　G

一58，000

図8PCB126を4日間連続で経口投与したSDラット肝臓ミ
　　クロソーム画分の抗体試験によるCYP1A2の検出

　A：分子量マーカー（ELC。kit）
　B：3－MC（陽性コントロール）

　C：コントロール群（コーンオイル）

　D：0．3μg／kg　4回経口投与群

　E：3μgl　kg　4回経口投与群
　F：30μgl　kg　4回経口投与群
　G：100鉢gl　kg　4回経口投与群
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PCB　126を暴露したラットの体重および肝臓重量について測定を行ったが，いず

れの投与条件でもそれらに及ぼす影響はみられず，これはPCB126の投与量が

大量ではなく，また投与終了後24時間の比較的時間を置くことなく剖検を行っ

たことによるもの考えられる。種々の実験動物による試験においてPCBsを生体

に暴露すると，体重が減少すると共に一部の臓器が肥大することが知られている

が，PCB種によりその影響は異なるようである。　DeVitoら［621は，　TCDD，

PCB　126，　2，3，3’，4，4’一Penta　chlorobiphenyl（PCB105）　，　2，3’，4，4’，5－Penta

chlorobipheny1（PCB　118），2，3，3’，4，4’5－Hexa　chlorobipheny1（PCB156），もしくは

3，3’，4，4’，5，5’一Hexa　chlorobipheny1（PCB　169）を，　WH　Oに基づく毒性等価量に換

算しB6C3F1マウスに1週間当たり5回の条件で13週間経口投与した際の体重

当たりの肝臓，脾臓，胸腺，子宮，および肺の重量について報告している。

PCB126における総投与量は2．925～97．5μg／kgと，本研究の単総投与条件

量とほぼ同様である。その結果，PCB105，118，および156において13週間の

投与を経て，肝臓やいくつかの臓器で重量がコントロールに比べて2倍近く肥

大しているのに対し，PCB　126，　TCDDおよび169で臓器重量に変化がないこ

とを明らかにしており，本研究の投与条件下における結果と一致した。PCB　126

による体重減少や肝臓肥大等の生体影響は，非常に高濃度の暴露量で引き起

こされるようであり，Van　Bhgelenら［86］の報告では1日当たり7晒g／kgで13週間

連続暴露条件下で体重への影響はなく，同じく50μg／kg以上の条件下におい

て影響がみられるとしており（p＜0．05），Chuらの報告【80］では1日当たり10

μg／kgで13週間連続暴露条件以上において，肝臓／体重値がコントロールに比

べて高としている（p＜0．05）。

　PCBsやPCDDs等のダイオキシンが一定量暴露されると，主に肝障害の指標

となる血清値に変化がみられることが知られている。ヒトにおいて，Smithら［87】は

アメリカのBloomingtonの発電所で働く228人前ついてAST，　g－GTp，　TG，およ
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びTchが一般の人よりも高いことを，　Steinbergら［79］はジョージア州内の蓄電，

発電関連工場のワーカーでASTおよびALTが高いことを報告している。また，

ラットでは7．4μ9ノ辰gbwで2週間，飼料からPCB　126を経口投与したラットのALP，

AST，　TchおよびT－Bi1において，コントロールと比較して高い値を示す一方で（ρ

＜0．05），その差はわずかであったことが報告された［80】。本研究では，S－TP，

AST，　ALT，　ALP，　Tch，　TGおよびLDHで30μg／kg　bw／単二投与レベルにおい

てコントロールより高い値を示し（ρ＜0．05），一般的な肝障害に比べて差がわず

かであるというChuら［80】の結果とほぼ一致した。肝障害モデル動物作製に有機

溶剤の1つであるCqを用いる系が知られている。　PCB　126との毒性量の相関

は難しいものの，一般的モデル系での暴露量である1．3g仮g　bw／単回のCCレを

尾静脈投与した際に得られる血清値AST，　ALT，およびLDHの値はそれぞれ

225±39，98±34，および332±44unit仙terであり［881，肝・胆道疾患や急性肝

炎の顕著な指標となりうるASTおよびALT値は，表7に示した本研究結果より

もオーダーレベルで高く，PCB126による肝障害は比較的ないものと推察される。

いずれの血清値も，最も高い100μ9／kg　bw／単回投与条件の値よりも30μ9，辰9

bw／単二条件の値の方が低い値を示したが，これは100μg／kg　bw／単記が肝機

能自体を抑止する投与濃度であったものと推察される。一方，血清値変化の投

与量依存性であるがS－TPおよびLDHの0～30μg／kg　bw／七回の投与条件にお

いて，その傾向がみられるものの100μg／kg　bw／単回投与では一連の傾向が伺

えず，血清値を指標とするPCBs暴露量の測定は難しいものと思われる。

　既知報告［17，80，83－851と同様に，本研究のPCB　126投与条件においても，

SDラット肝臓でCYPIA1およびCYPIA2の誘導が確認された。　PCB　126高濃度

投与量である100μg，辰gbw量の4回投与でCYPL岨およびCYPIA2の誘導量

が増しており（図7，8），高濃度暴露量での投与量依存性について生体指標とし

ての可能性が示唆された。正常な状態であっても微量ではあるがCYPIA1およ
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びCYPIA2は肝臓中に存在することが知られている。しかし，本研究でのコント

ロール群やPCB　126低濃度暴露群でそれらのバンドが検出されなかったが，こ

れは抗体試験法における検出限界を下回ったことによるものと考えられる。図8

のDレーンや低濃度条件でのPCB126単回投与において，バンドが確認できな

かったことがCYPIA1もしくはCPYIA2の誘導がなされなかったとの結論には至

らないと考える。

　本研究で設定した投与量が実験動物を死亡させることなく，モデル暴露量の

試験において適当であることを認めた。また，P450sの誘導はPCB　126の高濃度

暴露条件においても投与量に依存した増加傾向を示し，この結果はPCBs暴露

量の定量として，生体内ヘムが指標となることを示唆するものであった。

要約

　本章ではPCBs暴露のモデル系として，ヒトが一生で暴露されるであろう総量

を算出し，その量を基準に50倍量を上限に短期間に暴露した際の生体影響に

ついて検討することを目的とした。

　PCB126を0．3，3．0，30，および100μg仮g　bw条件で単回もしくは4回経口投

与したSDラットを，　PCBs暴露モデル動物として供試した。投与終了24時間後

に安楽死させ血液および肝臓を採取し，血清値を測定し，肝臓中のミクロソーム

画分においてCYPIA1およびCYPLへ2を検出した。血清値ではS－TP，　AST，

ALT，　ALP，　Tch，　TG，およびLDHでPCB126投与による数値の変化がみられた

が，投与量依存的な変化はなかった。CYPIA1では3μg／kg　bw／単回もしくは0．3

μ9／kg　bw／4回投与条件以上で，　CYPIA2では30μ91儂g　bw／単回および3μ9／kg

bw／4回投与条件において共に誘導が確認され，それぞれの誘導量は投与濃度

に依存して増加する傾向にあった。

　すなわち，本研究で設定したPCBs暴露モデル動物の作出においてPCB126
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の投与量が適切であることを示すと共に，PCBsの暴露量を検討していく上で，

生体内ヘムであるP450が生体内指標となりうる可能性を示唆した。
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第3章　3，3’，4，4’，5・Pentacmombipheny畳を経口投与したSprague・Dawleyラッ

　　　　トの脳，脾臓，腎臓肝臓および肝ミクロソーム画分のEPRスペクトル

緒言

　P450sは多くの動植物組織カビ，酵母のミクロソーム，一部の動物組織のミト

コンドリア内膜に結合しているほか，ある種の細菌では可溶性の形で存在してい

る［50］。機能的には，各種のステロイドホルモン，胆汁酸，プロスタノイドの合成・

分解反応，脂肪酸のω酸化，ビタミンDの活性化反応など多岐にわたる生体物

質のほかに，無数の外来薬物や体内にとり込まれた環境汚染物質などの酸化

的解毒反応に関与し［50，89】，PCBsの暴露においてもP450sは誘導される。第2

章において計算したが，ヒトが一生で被曝するであろうと考えられる等価毒性量

を基準にPCB126（3μg／kg　bw）を経口暴露したSDラット肝ミクロソーーム画分にお

いて，ヘム錯体であるP450s（CYPIA1およびCYP脇2）が投与量に依存して誘

導されることを確認した。

　P450sによるPCBsの代謝は，4－mono　chlorobipheny1を投与したウサギ尿中

に，主として4’一ヒドロキシ体やグルクロニドの排泄がみられるとの報告により，既

知の脂溶性生体異物と同様に水酸化を受けることが初めて推察された【47】。そ

の後の研究により単一PCBの代謝研究が精力的に行われ，現在では以下に示

した事実が明らかとなってきた【90，91】。

　①4塩素化体以下の低塩素化PCBは，ほとんどすべてモノフェノール体に代

　　謝されるが，一部ではジフェノール体も生成される。

　②5および6塩素化PCBのあるものは，モノフェノール体に酸化されるが，そ

　　の速度はかなり遅い

　③7塩素化体以上の高塩素化PCBは，ほとんど代謝されない。

　④同じ塩素数を有するPCBでは，隣り合わせに未置換部があるものやオルト
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　　位に塩素置換を有するものの方が代謝されやすい。

　P450sはPCBsを水酸化し脂溶性物質から水溶性物質へと代謝，すなわち

PCBsを排出する過程で大きな役割を担っている。しかしながら，過度なP450s

の誘導は様々な酸化ストレスを引き起こす。PCBsの暴露によってそれらが最も

蓄積されるであろうと考えられる肝臓では，P450sの過度な誘導が活性酸素種を

多量に産生し発ガンに関与していると示唆されている［92，93］。また，誘導された

P450sによってキノン類が形成され，それが肝臓にダメージを与えているなどの

報告もある［941。魚類では，環境汚染による疾患のメカニズムは肝臓における活

性酸素種の過剰生成によるものであるとしている［52］。P450sは肝臓以外の臓器

に存在するが，脳でもPCBsの暴露によって誘導され，活性酸素や過酸化脂質

産生およびDNA損傷が誘導され，結果的に神経障害などを引き起こすことが

示唆されている［51，54，58，94，95］。その他，腎臓や脾臓においてもP450s由来の

活性酸素による酸化ストレスの可能性が示唆されている［56，57，96－98］。

　本章では，PCB126を経口投与したラットの脳，脾臓，腎臓，肝臓，および肝ミ

クロソームにおいてヘム錯体の，主に，P450sについてEPR法による検出を試み，

それらがPCB　126暴露の指標となるかを検討した。

　EPR法の対象はラジカルや遷移金属などの常磁性物質をもつ物質であり，

P450sはその1つである。ヘム鉄は＋1価～＋4価までの4つの酸化状態をとるが

［99】，EPR法で検出可能なのは＋3価の状態であり，　P450sも＋3価の状態をとり

うる。また，検出感度においても，EPR法は可視吸収スペクトル，赤外吸収スペク

トル，ラマンスペクトルや，同じ原理であるNMR等に比べて非常に高いことが知

られており［6】，本研究ではその利点に着目した。

材料

　PCB　126暴露モデル動物に関する供試動物および供試試薬については第2
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章の通りである。

方法

1）PCB　126暴露動物の作出，および各臓器の摘出

　　PCB　126暴露動物の作出方法および肝臓の摘出は第2章の記載に準じた。

　なお，PCB　126の投与回数はすべての実験を単回にて行った。脳，脾臓，お

　よび腎臓は摘出後1．15％KCI緩衝液中で十分に還流し，それぞれの重量を

　測定した後，EPR法に供試した。

2）肝ミクロソームの調製

　　肝ミクロソームの調製は第2章に準じた。

3）EPR測定

　a）サンプル調製および充填

　　　各臓器はメスを用いて適当なサイズ（3mm角程度）に細かく切り刻み，

　　2．5mlシリンジ（TERUMO社）に800　mg程度充填した。次に，充填専用の

　　注射針（310mm，φ1．8　mm，特注）を用いEPR石英サンプルチューブ

　　LST－5HS（LABOTEC社）に，体積量約600　cc（サンプルチューブ底面より

　　約5cm）のサンプルを気泡が入らないように留意しながら充填し，サンプル

　　チューブ専用キャップで密閉した後，液体窒素にて急速凍結を行った。な

　　お，凍結の際はサンプル膨張によるチューブ破損に注意しながら，チュー

　　ブ底面部より，徐々に凍結した。凍結したサンプルチューブは測定まで液

　　体窒素中にて保持した。

　b）装置設定および掃引

　　　本研究で用いたEPR装置JES－TE300（日本電子社）は図9に示すよう

　　に分光計ユニット（TE：日本電子社），励磁電源ユニット，　X一バンドマイクロ

　　波発振ユニット，電磁石，およびTEモードキャビティとデータ制御用パー
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ソナルコンピュータ（PC）

から構成される。EPR装

置は，解析用PCの電源

ならびに電磁石冷却水の

還流を確立し，次にTE

分光計ユニット（図9，A）

にある主電源にて装置全

体を起動する。起動後

TE分光計ユニットのタッ

今

　　　　．・F臨’

　魯

　㍉7＼、

・◆＼
　、6・！　　　　　　D
α●．

6　　　．曜「，．

b
　　　　　　　4

＼一　　　　　　E
　　ら　　　づ

　　　磁～∠　　　　　　　鷺

図9　EPR装置1肥S－TE300（日本電子社）

　A：TE分光計ユニット
　B：励磁電源ユニット
　C：X一バンドマイクロ波発振ユニット

　D：電磁石
　E；TEモードキャビティ

チパネル上に表示される自己診断結果で異常がないことを確認した後，

サンプルセッティング画面（SHF）に移行する。

　一方，データ制御用PCのMicros面Windows　98上にてEPR　analyzer

アプリケーションソフト（日本電子社）を起動し，MS－DOSモード上でEPR

analyzerが起動することを確認する。次に，　TEモードキャビティ（図9，　E）

に窒素ガスを循環させる（液体窒素条件下で測定の場合）。また，液体窒

素を満たしたデュワ内にサンプルチューブをセットし，TEモードキャビティ

にデュワをセットし，TE分光計ユニットのタッチパネルにてキャビティ状態

を調整する。調整後，データ制御PCから測定条件を設定する。

　脳および脾臓の測定条件を表8に，腎臓，肝臓，および肝ミクロソーム

表8脳および脾臓におけるEPR測定条件

　　　Paiameter
Tempemture（T）＊1

Frequency（Fr）＊1

Power（Pw）＊1

Cen重er　Field（Fd）＊1

Sweep　Widlh（SW）＊1

Sweep　Time（ST）＊1

Modulation　Width（MW）＊1

Time　Constan重TC＊1

Vahe

77．OK
9．11十！一〇．01GHz

10．00mW

310＋！一50・2，130＋／－50・2

4．O　min

O．32mT
O．3sec

：1蠣醜麟轍臨鐙のであり一般的な略語では三
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表9腎臓，肝臓および肝ミクロソームにおけるEPR測定条件

Pafameter V包1ue

Tbmpelature（T）＊1

Frequency（Fr）＊1

Power（Pw）＊1

Centef　Field（Fd）＊1

Sweep　Width（SW）＊l

Sweep　Time（ST）＊1

Modulation　Width（MW）＊1

Time　Constant　TC＊1

77．OK
9．11＋／－0．01GHz

10．00mW

300＋／－100＊2

4．O　min

O．32mT
O．3sec

ll！l難魏麟鷺鱗縫ものであり一般的な略語では帆

の測定条件を表9にそれぞれ示した。すなわち脳および脾臓は310±50

および130±50mTの磁場領域で，腎臓，肝臓，および肝ミクロソームは

300±100mTの磁場領域で測定した。

測定条件を設定した後，EPR掃引を開始し，測定結果をデータコンバ

ータによってwindowsプラットフォームのファイル形式に変換保存した。こ

一
A

冷却水の還流

データ制御用PC起動

EPR　I画yzer起動

EPR本体起動

一　〒 一一一一一一一一一一

サンプル調製

　サンプル装填および
sEモードキャビティの設定

測定条件設定

EPR掃引

データ取得

了一．一一一

EPR装置停止

iA

Frの設定

Gain設定

Phascコントローラ

ﾉよる位相調節

マイクロ波設定画面にて

}イクロ波出力の調節

掃引開始

：
B

測定待機画面に移行
ｪ定条件Pwを設定

Pdntコマンドによる

@データ出力

B’「’”

Job　selection画面にて

Phu重FmmA！Dを起動

Ascn　saveコマンドによる

@　データコンバート

測定条件設定画面にて

@Pw以外の設定

Job　sel㏄tion画面へ

TE分光計へ設定値の

@　　送信
Go　to　start！End

図11キャビティ状態の調節，測定条件設定，掃引，およびデータ操作

　　A：TE分光計タッチパネル操作
　　　B：データ制御用PCキーボード操作
　　　複数のサンプルを測定する場合は同一の操作を繰り返し行う

図10　EPR測定のフローチャート

　サンプル数が複数の場合は作業A
　を繰り返し行う。
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　の一連の作業のフローチャートを図10に示した。また，キャビティ状態調

　節，測定条件の設定からデータの取得ならびに保存までの詳細な手順を

　図11にフローチャートとしてそれぞれ示した。

　　図11のFrequency（Fr）の設定において，極端にマイクロ波位相がずれ

　る，マイクロ周波数の位相が逆転するなどの場合は，EPR本体のリファレン

　スアームをoffにした状態で周波数を可変した。位相調節においてはSHF

　画面上に表示されるV字型波形の左右が対称的になるように調節を行っ

　た。マイクロ波の出力はTE分光計のDET　CURRENTインジケータを指標

　に，Powerの増減によるマイクロ波の出力が安定することを確認した。不安

　定な場合はCoup㎞gパラメータ値を変更し，安定する状態を検索した。

　Couphngパラメータ値を変更した際は，再度，位相調節を行った。この時

　点でTE分光計のAFC　PHASEインジケータ，　AFC　BALANCEインジケー

　タ，およびDET　CURRENTインジケータが警告値（レッドゾーン）を示して

　いる際は，Fr値から設定しなおした。

　　データ制御用PCからの各パラメータの設定方法は，設定画面下に表

　示されるコマンドに準じて行った。

　　Gainの設定はTE分光計タッチパネルにて行い，特に説明がない限り

　波形のすべてが収まる最大値に設定した。

c）データ処理

　　EPR測定で得られたデータはCSV（co㎜a　se即te　value）形式のファイ

　ルであり，Micros面Excel（R）にてXLS（Excel　fne）形式へ変換した。

d）g値の測定

　　EPR法では共鳴位置を表すのに8値を用いる。共鳴条件を示す関係式

　は加＝8：β鼠。であり，「幻はPlanck定数6．626×10－34　Js，「β」はBohn孟子

　9．72×1σ34Jsを示す。また，「γ」は光の振動数すなわちマイクロ波周波数
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1

を，「110」は磁場強度を示す。よって9＝（解β）・（γ／飾）であり，8値は共

鳴時のマイクロ波周波数と磁場との比を表すものであり，したがって，マイ

クロ波の周波数帯が変化しても，共鳴磁場が変化しても，同一の試料に対

して8値は不変の値を示す［100－102】。

　8値の決定は，一般的には既知の標準物質を指標とする比較によって

行われる。代表的な標準物質としてDPPH（ジフェニルピクリルヒドラジル）

の8＝2。0036や2価のマンガン（Mn2＋）の低磁場側より3本目の8＝2．034，

同じく4本目の8＝1．981がある。また，近年ではコンピュータによる算出法

も可能となっている［101】。

　本研究では，サンプルが生体試料であることを考慮し，コンピュータによ

る8値の決定を試みた。また，生体中にMn2＋等の指標となる化学物質が

検出される場合は，それらを基準に8値の補正を行った。また，g値の誤差

を限りなく小さくするため，数値の決定を行う際は掃引幅が200mT以内の

データを用いた。これは広範囲の磁場での測定を行うとEPR装置の性能

に依存して磁場の変動が必ずしも正比例的に増加しないことによるからで

ある。

結果

1）脳のEPRスペクトル

　　コントロールおよ

　びPCB126100　A

　μg／kg　bw投与SDラ

　ット脳の低磁場領域B

　でのEPRスペクトル

8＝6，04

1

g＝4．30

1

を図・2に，同じくそ図1 G、野駕翻勤穿漂輩脳の騰領域での即Rスペクトル

　　　　　　　　　　　B：PCB126100μg／kg　bw投与群
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B

8＝2．03

1
　　　9；L93
　　　1

　　　　8＝191
　　　　18・1．89
　　　　　1

　　　　図13PCB126を経口投与したSDラット脳の高磁場領域でのEPRスペクトル

　　　　　　A：コントロール群（コーンオイル投与）
　　　　　　B：PCB126100いg！kg　bw投与群

の高磁場領域のEPRスペクトルを図13にそれぞれ示した。まず，低磁場領

域では正常ラットおよびPCB126投与ラットのいずれにおいても，8＝6．04に

ピークをもつシグナルと8＝4．30を中心にピークをもつシグナルの2つのシグ

ナルが検出された。なお，PCB　126を投与した脳のスペクトルではいずれのシ

グナルもその強度において，減少する傾向を示した。この傾向は30μg1仮gbw

投与条件以上でみられ，最大投与条件100μg／kg　bwでもシグナルは消失し

なかった。また，このシグナル変化において投与濃度との相関性は示されな

かった。

　一方，高磁場領域ではコントロールおよびPCB126投与群においていず

れも複数のシグナルを検出した。8＝2．16を中心にピークをもつシグナルと，8

＝2．08および2．01にヒ。一クをもつシグナルは正常な脳で検出されたが，

PCB126の投与によってその強度が増大した。また，8＝1．93を中心にピーク

をもつシグナルと8＝2。03，1．91，および1．89にピークは，正常ラットにおいて

痕跡レベルでのシグナルが確認できる程度であるが，PCB126の投与によっ

てそのシグナル強度が著しく増大した。なお，PCB　126が及ぼす影響は，い

ずれのシグナルも低磁場と同様に30μg／kg　bw投与条件以上で見られ，シグ

ナル強度の変化において投与濃度との相関は認められなかった。
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2）脾臓のEPRス　　　1＝σ03

　　ベクトル

　　PCB126を経　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　台

　口投与したSD　　　　　　　g．5釦
　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　ラット脾臓の低
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9＝4。34

磁場領域での・．■　㌦　　．1．1覇

　EPRスペクトル

　を図14に示した。　図14PcB126を経口投与したsDラット脾臓の低磁場領域でのEPRスペクトル

　　　　　　　　　　　　　一＝コントロール群（コーンオイル投与）

　その結果，8＝　　　＝：瓦器留糠2冷然

　5．80で交差し，8

　＝6．03，4．34，および4．06にピークを持つ3つのシグナルを検出した。g＝6．03

　のシグナルは正常ラットでも検出され，PCB126の投与によってそのシグナル

　強度が増大した。また，このシグナル強度はPCB126の投与濃度が増すにつ

　れて強くなる傾向にあり，PCB　126投与濃度とシグナル強度の相関を認めた。

　一方，8＝4．34および4．06シグナルはPCB126の投与による強度の変化はみ

　られなかった。

　図　15　に

PCB126を経口

投与したラット脾

臓の高磁場領

域でのEPRスペ

クトルを示した。

正常ラット脾臓

のEPRスペクト

ルでは8＝2．011

A
赫～…ﾖ）・＼　　　　　塁
　　　　　　　＼一へだ評　、
　　　　　　　｝　　∀’　　醜

互　ヘへ　　　旨～一一1
　　　　　　　＼　　　　　　　　　　　，＾　　　　］、
　　　　　　　〉眠へ！一＼　i［［
　　　　　　　　　　　　　　ヘ　　　　　　　ガ　　　　　　　　　　　　　　し　　　　　　　で　チ

無一誇＼　　　　∵〆㌧一梅一・
　　　　　　　＼＿＿　　　　‘へ／
　　　　　　　　　　・　／「㌔．∫、　　　　　1　！
　　　　　　　　　　、v　　　　＼’　、　　　　　　」　／
　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　∫一

　　　　　　　　　　　　　　、　　　／＾へ＿．…｛囲一一’
　　　　　　　　　　　　　　　しべ

　　台　　　　　　／
　　　　　　　　　　　　　　　睾Z・・1

図15PCB126を経口投与したSDラット脾臓の高磁場領域でのEH～スペクトル

　　　A：コントロール群（コーンオイル投与）

　　　3：PCB12630μglkg　bw投与群
　　　C：PCB126100μglkg　bw投与群
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　を中心に3本の超微細構造を示すシグナルが検出された。PCB126投与によ

　るこのシグナルへの影響は0．3および3μ9／kg　bwでは認められなかった（デ

　ータ省略）。一方，30μ9／kg　bw投与条件でシグナルの強度が弱くなり，

　100μ9／kg　bw条件下ではほとんど消失した。投与濃度とシグナル強度との相

　関において，30μ9／kg　bw以上の高濃度条件では若干のシグナル減少傾向

　がみられたものの，低濃度条件下ではそれは認められなかった。

3）腎臓のEPRスペクトル

　　PCB126を経口投与したSDラット腎臓の高磁場領域のEPRスペクトルを

　図16に示した。なお，低磁場領域でのEPRスペクトでは，弱いシグナルのみ

　で大きな変化はなかった（データ省略）。

　　腎臓の高磁場領域でのスペクトルも正常ラットおよびPC126投与ラットのい

　ずれにおいても非常に複数のシグナルが確認された。なお，どちらか片方の

　みで特異的に検出されるシグナルも検出されなかった。PCB126の投与によ

　る変化は8＝2．24を中心にピークをもつシグナルと8＝2．39および1．90にピ

　ークを持つシグナルで確認され，前者は3μg／kg　bw投与条件以上で，後者

　は30μg／kg　bw投与条件以上でそれぞれそのシグナル強度が増大した。い

8＝2．39
8＝2．24

A
1 1

8＝1．93

18＝1．90

B
1

C

D

B 1

832．44

1

8；2．01

図16PCB126を経口投与したSDラット腎臓の高磁場領域のE脈スペクトル

　　A：コントロール群（コーンオイル投与）

　　3：PCB12603μ創kg　bw投与群
　　C：PCB1263μ創kg　bw投与群
　　D：PCB12630μg月㎏bw投与群
　　E：PCB126100μglkg　bw投与群
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　ずれのシグナル強度の変化においても投与濃度との依存における相関は認

　められなかった。

4）肝臓のEPRスペクトル

　　PCB　126を経口投与したSDラット腎臓の高磁場領域のEPRスペクトルを

　図16に示した。なお，低磁場領域でのEPRスペクトではPCB126投与による

　一切のシグナル変化が認められなかった（データ省略）。

　　正常ラット肝臓のEPRスペクトルにおいて複数のシグナルを確認した。8＝

　2・24を中心にピーークをもつシグナルおよび8＝2．40にピークをもつシグナル

　は3μg，儂gbw投与条件以上で，8＝1．93にピークをもつシグナルは100

　μg／kg　bw投与条件でいずれもそのシグナル強度が弱まった。

　　一方，PCB126を投与したラット肝臓のEPRスペクトルでは，正常ラットで検

　出されたシグナルに加え，8＝2．49にヒ。一クをもつシグナルが3μgノ辰gbw投

　与条件以上で新たに検出され，投与濃度が増すにつれシグナル強度が増大

8昌Z409・2．24
1　　　1

8＝2・02

1

A
8＝1．93

1

B

C
　
　
　
　
　
D

　》’～へ尉 畔
　
ハ

E

8＝z49
1

1
8＝2。26

　　8＝1。87

図17PCB126を経口投与したSDラット肝臓の高磁場領域のEPRスペクトル

A：コントロール群（コーンオイル投与）

B：PCB1260．3粋g／kg　bw投与群

C：PCB1263μ9／kg　bw投与群

D：PCB12630μg／kg　bw投与群
E二PCB126100μ9∠㎏bw投与群
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　する傾向を確認した。また，8＝1．87にピークをもつシグナルは0．3μgノ辰gbw

　投与条件以上において，わずかであるがそのシグナル強度が増大した。さら

　に・PCB126を投与した肝臓のEPRスペクトルにおいて，新たに8＝2．26を中

　心にピークをもつシグナルが100μ91宝gbw投与条件で明らかに確認された。

　これは，0・3μ9／kg　bw投与条件以上でも9＝2．24のシグナルにおいて低磁場

　方向への歪みが生じ，全体のシグナル強度が低下し幅広いシグナルが出現

　する現象，すなわち9＝2．24と9＝2．26シグナルの複合型と思われるシグナ

　ルが検出された。

　　なお，9＝二〇2および9＝1．94にみられるシグナルについては後述する。

5）肝ミクロソームのEPRスペクトル

　　肝臓サンプルより調製した肝ミクロソームのEPRスペクトルを図18に示した。

　正常ラット肝臓でも検出される8＝2．40，2．24，および1．93のシグナルはミクロ

　ソーム山分でも同様に検出された。また，PCB　126投与群においても肝臓で

A
一
B

8＝2．40

1

C

D
一
E

1
8＝2．49

図18
　　EPRスペクトル

8＝2．24

1

8冨1・93

1

1
8＝1．87

　　　　　　8＝2．26
PCB126を経口投与したラット肝ミクロソームの高磁場領域の

A：コントロール群（コーンオイル投与）

3：pCB1260．3μg！kg　bw投与群

C：PCBI263μ9！kg　bw投与群
】）：PCB12630μg／kg　bw投与群

E：PCB126100μg！㎏bw投与群
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検出される8＝2．49，2．26，および1．87のシグナルが同様に検出され，また，

これらシグナルの変化の強弱に若干の差はあるものの，その傾向は同様であ

った。肝臓とミクロソームでの大きな違いは，肝臓で検出される8＝2。02シグ

ナルの強度が非常に弱いこと，肝臓で検出される8＝1．94のシグナルが消失

することの2点であり，PCB126投与によって引き起こされたg＝249，2．26，

および1．87シグナルに対する影響はまったく確認されなかった。

考察

　地球上には100種類を超える元素が存在するが，生物は主としてタンパク質，

核酸そして炭水化物などの有機化合物からなり，これらはC，H，0，　N，　S，およ

びPの6大元素から構成される。しかし，生物が生命活動を営むには6大元素

だけでは不十分であり，多種類の元素を必要とする。実際，生体においてほとん

どすべての元素が見出されている。しかし，これら元素の中でも，ヒトを含めた哺

乳動物の生存に不可欠とされる生元素は約30種類であり，そのうち，金属元素

はV，Cr，　Mn，　Fe，　Co，　Ni，　Cu，　Zn，　Sr，　Mo，　Sn，およびPbの12種類である。こ

の12種の金属元素において

常磁性を示し，かつ核スピン

をもつ元素はV，Cr，　Mn，　Fe，

Co，　Ni，　Cu，およびMoの8

種類に限られる。これらの元

素は生体内で種々の酸化状

態をとり，EPR法での検出の

対象となり得る［103】。

　X－bandにおける遷移金属

イオンの観測される8値分布

　10

　9

　8

　7

　6
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　　　　　　　　　磁場（mT）
図19X－b瓠dにおける遷移金属イオンの観測されるg値分布1104】

　　　v＝9．5kGHz
　　　8＝678．75／x（mT）
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を図19に示したが，ここからもわかるように，低磁場領域に検出されるFe3＋以外

の遷移金属は300mT前後に密集して検出される［104】。本章の図12および14

に示した低磁場領域で検出されたシグナルがわずかであるのに対して，図13，

15，16，17，および18で示した高磁場領域で検出されたシグナルが複数である

ことが理解できる。

　一方，鉄を含むタンパク質は，ヘムタンパク質と非ヘムタンパク質に分けられ

る［105】。ヘムタンパク質はPCB　126投与によって誘導されたP450sの他に・ヘモ

グロビン，ミオグロビン，カタラーゼ，ペルオキシダーゼ等があり，後者の非ヘムタ

ンパクは，鋲硫黄タンパク質であるフェレドキシン類やルブレドキシン類と，フェ

リチンやトランスフェリンなどの鉄含有タンパク質があり生体では多岐にわたって

存在している［105】。本章の各臓器においてもPCB　126投与によって，高磁場お

よび低磁場領域において様々な鉄含有タンパク質の発現が誘導もしくは抑制す

ると考えられる。

　脳の低磁場領域のEPRスペクトルにおいて8＝6．04と4．30にシグナルを検

出した。生体試料において低磁場領域で得られるシグナルはFe3＋であり，マイク

ロ波のエネルギーによって分裂した高スピン状態と中スピン状態であることが知

られているが［105，106］，8＝6．04は高スピン状態に，8＝4．30は中スピン状態に

当たると考えられる。また，この2つのシグナルはヘム錯体に典型的なEPRシグ

ナルであり，ヘムの立体構造における対称性が軸対称から斜方的に歪んだ場

合に分裂することに由来しており［107】，歪み率によって検出されるシグナルの8

値が異なる。既知の歪み率と図12の脳のシグナルとを比較するど検出された

ヘム錯体は哺乳類で検出されるカタラーゼに類似していることが示されるととも

に，同じく哺乳類で検出されるP450sとは異なることが示唆された【105】・一方・

高磁場領域でのEPRスペクトルにおいて8＝2・40，2・24，および1・93付近に典

型的なシグナルをもつP450sは検出されなかった（図13）。正常ラット脳の高磁
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場領域での8＝2．1付近のシグナルはMn5＋に由来する［108，109】，また，8＝1・9

付近のシグナルはCr3＋に由来するシグナルであると思われる［110－112】（図

13－A）。また，PCB　126を投与したラット脳のスペクトルにおいて強度が増した9＝

2．03，1．93，および1．91のシグナルは0㎞ishiら［113】やKingら［114】の報告にあ

るコハク酸デヒドロゲナーゼの鉄一硫黄中心のEPRスペクトルに非常によく類似

していた。コハク酸デヒドロゲナーゼはクエン酸回路や呼吸鎖において重要な酵

素の一つであるが，それとPCB　126暴露による因果関係は現在のところ不明で

あり，今後さらなる検討が必要であると思われる。

　PCB　126投与による脳内における神経障害毒性が，　P450s等によって多量に

産生される活性酸素が引き起こす酸化ストレスによるものであるとの報告を前述

したが，図12，13に示した低磁場および高磁場領域のEPRスペクトルにおいて

P450sと思われるシグナルは検出されなかった。一方で，低磁場領域において

カタラーゼであると考えられるシグナルを検出した。カタラーゼはH202を分子状

酸素（02）とH20に置換することを考えると，脳内における酸化ストレスの新たな

るメカニズムの可能性を示唆するものである。しかしながら，脳におけるEPRスペ

クトルはPCB　126暴露の指標とする点では不適切であると思われた。

　図14および図15にラット脾臓のEPRスペクトルを示した。低磁場領域で検

出された8＝5．80に中心をもつシグナルは酸化型ヘモグロビンの典型的な波形

を示しており，PCB126の暴露によってその量が増したことがわかる。すなわち，

活性酸素種による酸化的ストレスが生じたものと思われる。しかしながら，低磁場

および高磁場領域のいずれにおいてもP450sにみられる典型的な波形は，正常

ラット脾臓およびPCB　126投与群の脾臓のいずれにおいても検出されなかった・

これは，脾臓においてヘモグロビンが酸化を受けたのではなく・他の臓器にお

いて酸化を受けたヘモグロビンが脾臓にて検出されたことを示唆するものである・

一方，高磁場領域で検出された8＝2・011を中心にもつ3本の超微細構造のシ
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グナルは核スピンに影響して検出されるニトロシルヘム特有のシグナルであり，

由来はニトロシルヘモグロビン（NOHb）である。このNOHbは，動脈血において

酸素飽和度に依存して超微細構造を示すシグナル強度・形が変化することが知

られており，酸素飽和度が低下するとその強度が増し，酸素飽和度が上昇する

とその強度は減少を示す［115】。すなわち，図15において正常ラットでみられる

超微細構造がPCB126の暴露に伴って徐々に強度が減少し100μ9／kg　bw投与

条件で消失したことは，血中の酸素飽和度が増したことを示唆しており，この結

果は図14に示した酸化型ヘモグロビンのシグナル強度が増したことと一致する。

しかしながら，この現象はPCB　126の暴露のみに限らず，リポポリサッカライドなど

のサイトカインにおいて容易に引き起こされ，本章の目的であるPCB126の暴露

量の指標として用いるには難しいと思われた。

　腎臓の低磁場領域でのEPRスペクトルはシグナルがほとんど検出されず，結

果を省略したが，シグナルが検出されなかったことがFe3＋はまったく存在しないと

いうことを示しているわけではない。これは，本研究の測定温度である77Kよりも

さらに低温の液体ヘリウム温度（4K）付近で検出されるシグナルがあるからであ

る［107】。すなわち，液体窒素温度条件下において腎臓ではシグナルが検出さ

れなかったことを意味する。一方，図16に示した高磁場領域でのEPRスペクト

ルでは複数のシグナルが検出された。ラット脳のEPRスペクトルにみられたMn2＋

やC浄のシグナルの他に，g＝2．01付近にMo5＋に由来すると思われるシグナル

が検出された［116－118】。P450sに関しては，典型的なシグナル波形と非常に類

似した8＝2．39，2．24，および1，93にシグナルをもつP450（2．39種一P450）と，　g＝

2．44，2．24，および1．90にシグナルをもつP450（2．44種一P450）の2種P450sを検

出した。このことは8＝2．24付近のシグナルは少なくとも2種のP450sの複合的

なシグナルであると考えられ，2．39種一P450シグナルにおいて8＝2・39シグナル

が30μ9／kg　bw量のPCB126投与群以上でシグナル強度が増したのに対して・
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9＝2．24および1．93シグナルが3μ9／kg　bw量のPCB126投与群以上で強度を

増したのは，2．44種一P450のシグナル強度に起因しているものと思われる。すな

わち，2．39種一P450は30μ9／kg　bw量のPCB　126投与群以上で，2．44種一P450

は3μ9／kg　bw　PCB126投与群以上でそのシグナル強度が増大したものと考えら

れ，腎臓におけるP450sの誘導を認めた。しかしながら，どちらのシグナルもある

一定のPCB　126投与濃度以上で強度が増すものの，濃度に依存した強度の変

化は見出されず，腎臓の低磁場領域でのEPRスペクトルはPCB126暴露の指標

とする点では不適切であると思われた。

　肝臓および肝ミクロソームの高磁場領域でのEPRシグナルを図17および図

18に示した。肝臓においてはPCB　126を暴露させることによりP450sが誘導され

ることがすでに知られており［29，401，本研究の投与濃度においても誘導が起き

ることを第2章にて証明した。一般にP450sはミクロソーム画分中に存在すること

が知られており［56，80，83】，肝臓のサンプルと同時にミクロソーム画分における

EPR測定をも行ったが，　g＝2．02にみられるMo5＋のシグナル強度以外に両者に

おけるシグナルの大きな違いは認められなかったので，以後，肝臓サンプルを

対象にした実験について述べる。

　肝臓の高磁場領域でのEPRスペクトルは腎臓に類似しており，正常ラットお

よびPCB126投与ラットのいずれにおいても8＝2．1付近にMn＋2のシグナルを，

8＝2．02にMo5＋のシグナルを検出するとともに，8＝2．40，2．24，および1．93にシ

グナルをもつP450（2．40種一P450）のシグナルを検出した（図17－A）。これは第2

章の結果を裏付けるものである。一方，PCB　126を暴露したラット肝臓において

新たに8＝2．49，2．26，および1．87にシグナルをもつP450（2．49種一P450）を検出

した（図17－B～E）。腎臓における2種PCBsの2つ目の8値は共に2．24に中

心をもつシグナルであり，どちらか片方もしくは両方のシグナル強度が増すこと

によって，8＝2．24シグナル全体の強度が増した・肝臓では・一方の8値が8＝

一49一



2．24であるのに対し，もう片方が9＝2．26であり，2．49種一P450の強度が増すこと

により，結果的に2．24シグナルと2．26シグナルが複合し，シグナル全体がやや

幅広い波形を示すと共に，低磁場方向へ歪んでいることが見出された（図17－E）。

ここにおいて注目すべき点はPCB126暴露によって得られた2．49種一P450のg＝

2．49シグナルが投与濃度に依存したシグナル強度変化の傾向を示すと共に，

正常ラットにおいてこのシグナルがほとんど検出されないことがあげられる（図

17－A）。また，PCB126の投与量が増すにつれてg＝2．26付近のシグナルの歪

みが大きくなり低磁場方向へ移行していることからも，濃度依存性について相関

があることが推察される。

　本章において，PCB126を暴露したラットの脳，脾臓，腎臓，肝臓および肝ミク

ロソームについてEPR試験を行いP450sの誘導について検討すると共に，得ら

れたシグナル強度と投与量との相関について調べた。その結果，各臓器におい

て様々なヘム錯体は影響を受け，シグナルが変化して検出された。その中でも

特に肝臓のEPRシグナルにおいて，　PCB126の暴露による8値2．49の新規シ

グナルの検出を認め，このシグナルはPCB　126の投与量においてある程度の依

存性を示していた。これはPCBsの暴露量の定量において非常に大きな意義が

あり，肝臓のEPRスペクトルがPCBs暴露の生体指標となり得ることを示唆するも

のである。著者は次章において2．49種一P450の特異性について検討するために，

肝障害誘発物質，PCB　126以外のダイオキシン類を暴露した時のラットの肝臓

EPRスペクトルについて試験するとともに，濃度依存性について検討するため

2．49種一P450のシグナル強度によるPCB　126暴露量の定量性について試験した。

なお，本章において肝臓のEPRスペクトルにおける雌雄ラットでの差が無いこと

を認めたので（データ省略），以降の試験は可能な限り雄のSDラットを用いて実

験を行った。
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要約

　PCB126を投与したラットの脳，脾臓，腎臓，肝臓，および肝ミクロソームにつ

いてEPR試験を行った。

　脳のEPRスペクトルでは，　PCB126暴露によりカタラーゼと思われるシグナル

強度の減少が確認された。これは，PCBs暴露による脳内の神経毒障害に新た

なメカニズムの可能性を提案するものであった。脾臓の低磁場領域でのEPRス

ペクトルにおいて，PCB126暴露により脾臓中のヘモグロビンが酸化ストレスを受

け酸化型ヘモグロビンが増加することが示された。また，この結果は高磁場領域

でニトロシルヘモグロビンが減少することからも裏付けられた。しかし，脾臓にお

ける酸化ストレスは脾臓由来のP450sによるものではないことが示唆された。腎

臓のEPRスペクトルにおいて，　PCB126暴露によりP450sの誘導を確認した。脳，

脾臓，および腎臓において検出されたいずれのシグナルも，PCB　126投与量と

の依存性を示すものは認められなかった。

　しかし，肝臓のEPRスペクトルにおいて，　PCB126暴露による新規シグナル（g

＝2．49）の検出を認め，このシグナルはPCB　126の投与量に対してある程度の強

度依存性を示した。これは，PCB暴露量を定量する際の生体内指標として，肝

臓EPRスペクトルが有用であることを示唆するものであった。
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第4章　2．49種P450シグナルの特異性，ならびに，そのシグナル強度による暴露

　　　　量の検討

緒言

　PCB126は，ダイオキシン類として認識されるCo－PCBsであり，　Co－PCBsの中で

は最も強い毒性を示すことが知られている。第2章において，このPCB126をヒトが

一生で被曝されるであろうと考えられる等価毒正量（3㎎1kw　bw）を基準に経口投与

したラット肝臓で，P450sが誘導することを確認した。また，第3章において，誘導さ

れるP450は8値2．40，2．24，および193にEPRシグナルをもつ正常ラットのP450

と同時に，g値2．49，2．26，および1．87にEPRシグナルをもつ2．49種一P450が誘導

されることを明らかにした。

　P450sは動物組織のミトコンドリア内膜に存在し電子伝達系を介して様々な生体

機能面に関与しているほか，薬物代謝，すなわち生体異物の代謝に大きく関与して

いる【50，51】。ヒトを含む動物では，ウィルス，細菌，高分子有機化合物の生体異物な

どの侵入に対して，免疫による生体防御機構が働く。それに対し，比較的低分子の

有機化合物の生体異物では，それが水溶性の高い化合物であればほとんど変化を

受けないで速やかに尿中に直接排出される。一

方，脂溶性の生体異物は細胞膜を良く通過するた　　　　　　肝臓

め，腎臓の糸球体からろ過された後，尿細管から

血中に再吸収される（図20）［119】。したがって，脂

溶性薬物は体内に残留し，再吸収された脂溶性

の生体異物は肝臓に運ばれ，水溶性が増した物

質へと変化を受け尿中に排泄される。すなわち，

脂溶性の生体異物を酸化，還元，加水分解，およ

び抱合により水溶性の化合物に変える酵素系を

脂雛 雛性

「累ii彌

ヲ二

図20　生体異物である低分子有機化合物の

　　生体内排泄機構［l19〕
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薬物代謝酵素系と呼び，その酸化反応系の大部分をP450画面担っている［119】。した

がって，種々脂溶性の生体異物の暴露により，生体内の肝臓障害に起因して様々

なP450sが誘導される。

　本章では，SDラット肝臓をEPR解析に供しPCB126によって誘導された新規な

249種一P450の特異性について試験することを目的として，肝障害誘発物質および

他のEDCsを暴露した際のSDラット肝臓のEPR解析を行った。

　肝障害誘発物質にはCYPIA1誘導物質としても知られ，第2章の抗体試験に陽

性コントロールとして用いた3－MC【120－122］，そして肝障害誘発モデル系に古くから

用いられているcc』を用い［123－125］，　c㎞u血tratら［881の報告に基づき毒性量

を定め，それぞれ腹腔内投与した。EDCsは，　PCB126と同様のα）一PCBsでありダイ

オキシン類として認識されるPCB169と，ダイオキシン類において最も強い毒性を示

す2，3，7，8－TCDDをそれぞれ表6に示したTEFに基づき，前章のPCB126と等しい

毒性量を経口投与した。また，ヒトを含む哺乳動物においてPCBs等の暴露を妊娠

期間中に受けることによって胎児の催奇形生率が増すことが知られている。これは

PCBsが容易に胎盤を通過し，融和血を介し，胎児生体内に蓄積するものによるもの

である［40】。例として，PCB169を単回投与した妊娠ラットの子供において，妊娠率の

低下およびドーパミン量の低下を認めたり［126】，PCB77やPCB126を投与した妊娠

ラットの子供において，血漿中T4レベルの抑制が認められることが実験的に証明さ

れた【127】。そこで，妊娠したSDラットにPCB126を暴露し，その胎児および子供より

得た肝臓のEPRスペクトルについても検討を行った。

　前章において249種P450スペクトノレの8値Z49シグナルの醸が投与量に依

存して増す傾向が示唆された。そこで，EPRシグナル強度の数値化を試みPCB126

暴露量の定量性について検討を行うことを目的とした。なお，EPRによる定量性に

おいて，そのサンプルチューブの容積やサンプル量に依存してシグナル強度が影

響を受けることが知られている。そこで，肝臓中に検出されるMn2＋シグナルを指標
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に，目的シグナルの相対弓鍍を求めた。また，本研究の投与条件量におけるSDラ

ット肝臓中でのPCB　126の蓄積量を，　PCBsやダイオキシン類などEDCsの定量にお

いて一般的な分析手法であるガスクロマトグラフ質量分析（GC／MS）によって検討し，

EPR法と比較した。

材料

　特に言及しない限り第2章で使用したものと同じものを用いた。

1）供試動物

　6週齢雄一SDラット

　15週齢・雌雄一SDラット（CヰCDμGS］，日本SLC株式会社）

2）供試試薬

　a）PCB126暴露妊娠モデル動物作出用試薬

　　・3，3，，4，4，，5－PeCB溶液

　　3，3，，4，4’，5・PeCB

　　コーンオイル

　　　コーンオイルにて十分に溶解し，1．2μg∠㎞1に調製した。

　b）肝障害モデル動物作出用試薬

　　・3－MC溶液

　　3・methylcholanthren（3－MC：Sigma－Alddch社）

　　コーンオイル

　　　コーンオイルにて十分に溶解し，10㎎／回に調製した。

　　・CC転溶液

　　　四塩化炭素（（瓢：Sigma－Ald1允h社）

　　コーンオイル

　　　コーンオイルにて十分に溶解し，325㎎侮1に調製した。
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c）PCB　169暴露モデル動物作出用試薬

・3，3’，4，4’，5，5’一HCB溶液

　3，3’，4，4’，5，5’一HCB（New　Haven社）

　コーンオイル

　　コーンオイルにて十分に溶解し，12μg畑に調製した。

d）2，3，7，8－TCDD暴露モデル動物作出用試薬

・2，3，7，8－TCDD溶液

　2，3，7，8・TCDD

　コーンオイル

　　コーンオイルにて十分に溶解し，4．0μg！in1に調製した。

e）㏄／MS用試薬

　・標準試薬

　標準試薬としてPCB77，　PCB81，PCB105，PCB114，　PCB118，　PCB123，

　PCB126，　PCB156，　PCB157，　PCB167，　PCB169，およびPCB189を用い，いず

　れの標準試薬もWELLINGrON社（カナダ）より購入した。

　・分析試薬

　ヘキサン，アセトン，および無水硫酸ナトリウムは関東化学社製のPCB分析用

　を，ジクロロメタン，ジエチルエーテル，およびエタノールは関東化学社製の

　残留農薬試験用を，トルエンは関東化学社製のダイオキシン分析用をそれぞ

　れ用いた。塩酸および硫酸は和光純薬の試薬特級を用いた。シリカゲルは和

　光純薬製のワコーゲルS・1を用いた。

方法

1）PCB126を暴露した妊娠動物からの胎児および子供の作出

　　馴致ならびに飼育方法は第2章に述べた。交配は，15週齢の雌雄SDラット
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　を終夜同一のケージに同居させ，翌朝，雌SDラットの膣垢内の精子の有無を調

　べ，精子が確認された日を妊娠0日とした。PCB126は妊娠7日～21日までの

　15日間で，3晒9！kg　bwの投与条件量を1日1回，ゾンデによる経口投与を行っ

　た。妊娠動物を2群に分け，その内の1群は妊娠22日目に剖検を行い胎児を摘

　出した。さらに得られた胎児より肝臓を摘出した。もう1群は分娩を待ち，分娩確

　隔日を生後0日とし子供ラットを得た。得られた子供ラットは生後21日目に剖検を

　行い，肝臓の摘出を行った。剖検および摘出方法は，2章に述べた。

2）肝障害モデル動物の作出

　　馴致ならびに飼育方法は第2章に述べた。3・MCは20μg！㎏bwの投与条件

　で，CC』は0．65　g！㎏bwの投与条件でそれぞれ単魚腹腔内投与した。それぞれ

　投与24時間後に剖検し，肝臓を得た。

3）PCB169および2，3，7，8－TCDD暴露動物の作出

　　馴致ならびに飼育方法は第2章に述べた。PCB169は30μg！㎏bwの投与条

　件量で，a3，7，8－TCDDは0．3μg！kg　bwの投与条件でそれぞれ4回，ゾンデによ

　る経口投与した。それぞれ投与24時間後に剖検し，肝臓を摘出した。

4）PCB126を語誌もしくは4回暴露したモデル動物の作出

　　馴致，飼育方法，および投与条件量は第2章に述べた。投与回数は単二に

　加え，4回（1回／day）の条件で投与し，それぞれ投与24時間後に剖検し，肝臓

　を摘出した。

5）EPR測定

　　サンプル調製および充填・装置設定および掃引・データ処理・8値の測定は

　第3章，EPRの測定条件は表9に従った。また，以下に述べる「ベースラインの

　算出」および「8値2．49および2．40シグナル強度の数値化」は・MicrosD丘Exce1

　でテンプレートを構築することにより，自動処理を可能にした。

　a）ベースラインの算出
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　　EPR測定しWindowsファイル形式のデータに置換したCSVファイルの

　EPRスペクトルは4096点のデータより成る。そこで本研究では低磁場側，す

　なわちスペクトル左側の開始点を「1」に定め，高磁場側の終了点まで昇順にx

　軸数値をPohltとして定めた。　EPR装置のデータ解析用PCによって任意に算

　出されたy軸数値をV田ueとして定めた。

　　Point　2030～2130の間で最も高い堀ue値を示したPointをMnP㎜、とし，

　そのときの堀ueをMnV㎜、とした。同じくPoint　2030～2130の間で最も小さい

　Wue値を示したPo㎞tをMnP面とし，そのときの楠JueをMnV，血とした。次に

　MnP蘭、とMnP㎡。の平均をMnP㎝とし，　MnV㎜、とMnV曲の平均をMnV瓢と

　した。また，MnP伽から1085　point低磁場方向のPointをLePとし，　LeP値の

　±15Point間の堀ue値の平均をkVとした。

　　LePをx，　LeVをyとして得られる座標点Base1（LeE正eV）と，　MnP㎝をx，

　MnV㎝をyとして得られる座標点Base2（MnP㎝，　MnV㎝）を結ぶ直線を，肝臓

　EPRスペクトルのベースラインとした（図21一一線）。

b）8値2．49および2．40シグナル強度の数値化

　　8値2．49点からx軸へ垂線を下ろした際のベースラインとの交点までの

　　1、　滑1

ド箆1

、ノノ｝ @　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　レ

　　　　　　　　　　　　　1駈　　　・／、　　，＿
　　　　　　　　　　　　　　l　　　　　　　　　　　　　　　II　　　I　　　　　　　・ρ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　レ　　　！

　　　　　　　　　　　　　　I

　　　　　　　　　　　　　　lll　　　　　　4
　　　　　　　　　　　　　　ぼ

　　　図21PCB126を暴露したラット肝臓EPRスペクトルのベースラインおよび8値2．4g

　　　　　　および2．40シグナル強度
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　　Vぬe値をHAとし，8値2．40点からx軸へ垂線を下ろした際のベースラインと

　　の交点までのV』ue値をHBとした。　MhV㎜、とMnV血のV田ue値の差，すな

　　わちMn2＋の1本目のシグナル強度をHcとした（図21）。この際，　H！ノHcで求

　　められる値をSz49と定め8値2．49の相対シグナル強度とし，　H4Hcで求めら

　　れる値をSa船と定め8値2．40の相対シグナル強度とした。

6）㏄／MS分析によるPCB126の定量

　　㏄／Msのサンプル調製および抽出はLa㎎の方法［1281に従った。　PcB126の

　抽出はソックスレー抽出による脂肪抽出を行ない，次に，アルカリ鹸化処理による

　不純物の分解を行い，再び，ヘキサンによる抽出および濃縮後，G（ンMSに供試

　した。

　　㏄／MSの測定はMS伽ion　JMS－700（日本電子社）およびSPB－Octyle（50　m×

　α2㎜×0．お即）を用い，表10に示した測定条件でHR－SIM法により測定し

　た。

表10（PMS法における測定条件

　Pa㎜e厩
注入口温度

注入方法
イオン源温度

イオン化電圧

イオン化電流

分解能

測定方法

使用カラム

カラム温度

モニターイオン

　　　　　　　　　　　　V皿ue
250℃
スプリットレス（2min）

280℃
70eV
600晒A
＞8，000

HR51M
SPB卿（50m＊α2㎜ホ晒陣）
100℃¢min）一30℃加血一260℃（32㎡n）
PFK（292．9824，330．9792，366．9792，392．9760）

　　29191　　，Pe　　　25．8804，　　　　　359．84　　¶， 393．802’2

象1｝血CB：㎞d紐。⑩bψbe匹ジ

曝2Hウ（コ∋：hepねd」b卿obiphcπyl

結果

1）実験動物

　　本研究のいずれの生体異物暴露において，実験動物が死亡することはなか

　つた。また，妊娠中に暴露を受けたラットの胎児および子供において，生体形成
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　異常はみられなかった。

2）肝障害モデルSDラット

肝臓のEPRスペクトル

　　肝障害モデル動物と

　して3－MCを腹腔内投与

　したラット肝臓のEPRス

　ベクトルを図22－Bに，

　C（山を腹腔内投与したラ

　ット肝臓のEPRスペクトル

　を図22・Cに示した。また，

　スペクトル全体の強度は

　M112＋の1つ目のシグナ

　ルを基準に統一した。

3MCもしくはC（爆露ラ図22鷺寵藷壌畔モデ吻ト轍の匪Rスペクトル

　　　　　　　　　　　　　　　　　B＝3－MC暴露SDラット
　ット肝臓のいずれにおい　　　C：Cq矯SDラット

　ても，PCB126暴露によって検出される8値2．49における新規シグナルは検出さ

　れなかった。3－MC暴露群では，8値2．40シグナルの強度が正常ラットのそれに

　比べて強かった（n＝4）。またC（曝露群ではg値2⑳シグナルの醸は正常

　ラットのそれと比べて大差はないものの，波形が低磁場方向に広がるややブロー

　　ドなシグナルであった。

3）PCB169もしくは2，3，7，8」TωDを暴露したSDラット肝臓のEPRスペクトル

　　　PCB169を暴露したSDラット肝臓のEPRスペクトルを図23－Cに，

　　2，3，7，8－TCDDを暴露したSDラット肝臓のEPRスペクトルを図23－Dに示した。そ

　　の結果，2，3，7，8－TCDDを暴露したSDラット肝臓において・PCB126暴露によって

　　検出される8値2．49のシグナルが検出されると共に（図23－B・D）・9値2・26付近

8＝2．40

1

Mhハ

↓
A

B

C
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のシグナルが低磁場

方向ヘシフトする傾向

も同様に確認した。し

　かしながら8値2．40シ

　グナルではPCB126暴

　露と異なり，3－MC暴露

　によって得られた8値

　2．40シグナルに類似し

　たブロードなシグナル

　が検出された。

　　一方，PCB169を暴

　露したSDラット肝臓で

　は，PCB126と非常に　図おK別ωもしくは幅出①Dを4回経口投与したSDラット肝臓の離…
　　　　　　　　　　　　　　場領域でのEPRスペクトル

　類似しているが8値　　　盤輸痛貨轟蒜渦夏騒回投与）

　　　　　　　　　　　　　　C：PCB16930　Fg㎏bw14回投与群
　2．49にピークをもつシ　　　D・：P路丁①DO3國㎏M4回投与群

　グナルとは異なり，8値2．47にピークをもつシグナルを検出した。また，8値1．87

　に得られたシグナルはブロードであり，PCB126暴露したSDラット肝臓で見られ

　るシグナルと異なる波形を示した。

4）妊娠期間中にPCB126暴露を受けた胎児および子供SDラット肝臓のEPRス

　　ベクトル

　　妊娠期間中にPCB126を暴露し，妊娠22日目に得られた胎児の肝臓と，分娩

　し，生後21日目まで飼育した子供ラット肝臓をEPR法によって試験したところ・

　いずれのサンプルにおいても，そのEPRスペクトルにおいて8値2・49にシグナ

　ルを検出すると共に，8値2．26付近のシグナルが低磁場方向にシフトする傾向を

　明らかにした（データ省略）。得られたEPRスペクトルは図17－Eに示したPCB126

8；2・40

…

… 8＝2．24
A　　　　i　　　　題 1

＝
…

8＝1．93

…
…

1

B　　　　i

…
…
…
…

c　　　i1
i8＝a47

茎
＆
ヒ

…

D　　1　　　　8舞249

18＝L87

1
8呂λ26
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　を暴露したラット肝臓の

　EPRスペクトルの結果と

　一致するものであった。

5）8値2．49および2．40シ

　　グナル強度の数値化

　　図24にPCB126を単

　回投与したラット肝臓に

　おける翫4g値を左y軸に，

　s蜘値を右y軸にそれぞ

S■⑭

09

　00．8　．
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　　　一　　一　　　　　　　　　一　　一　　　　　一　　　　　　　　一　　　一　　　　　一　　　　　一　　L

O．1　　　　　　1．O

　　　PCB126暴露量

。

恥
2．0

響

　L8

L6

L4

　＿＿＿一．＿　1．2

10．0　　　　　100。0

　　　㎎〆㎏bw

図24PCBI26を単回投与したラット肝臓における暴露量による亀錦およ

　　び亀ωの変化

れ示した。x軸はPCB126の暴露量を対数目盛にて示した。なお，コントロール，

　0．3，3，および30μg！kg　bw投与群はn＝2の平均を，100μg／kg　bw投与群はn＝

　4の平均を示した。

　　亀4gの投与群ごとの平均および標準偏差はコントロールから順に0．375±0．14，

　0．366±0．022，0．43±0．014，0．692±0．036，および0．789±0．055であり3．0μg／kg

　bw投与条件以上でシグナル強度に影響がみられ，投与量に依存した傾向を示

　しながらその強度は増大した。一方，Sz⑲の投与群ごとの平均および標準偏差は

　コントロールから順に1．903±0．122，1コ74±0．023，1．59±0．19，1！712±0．033，お

嚇　　　　　　　　　　　　　　　　s鱒よび1．876±0．241であり，
0．9　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－1．8

　　　　　　　　　　　　　　　　◆　◆　　3．0晒g／kg　bw投与条件まで
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・1．70．8■

　　　　　　　　　　　　　　　　ロ“7　　　　　　　　　　■　　　　　、1みそのシグナル強度が減少す

a6　　　　　　　　　　　　　　　，15る傾向を示し，それ以上で

05　　　　　　●　　　　　　　　　　」14増大する傾向を示した。

α・ 氈@一◆　◎：款一1・図万にPCB・26を4回

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユα3ｿl　al　、ρ　1。。　、・α・投与したラット肝臓にお1ナる

　　　　　　　　PCBI26暴露量　　　　劇㎏㎞
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sz4g値を左y軸に，　s2⑪値を
　図25PCB126を4回投与したラット肝臓における暴露：量による鞠およ

　　び亀40の変化
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　右y軸にそれぞれ示した。x軸はPCB126の暴露量を対数目盛にて示した。なお，

　いずれの投与条件群もn＝4にて行い，その平均を示した。

　　S：≧4gの投与群ごとの平均および標準偏差はコントロールから順に0．364±

　0．045，0．416±0．099，0．44±0．076，0．82±0．087，および0．823±0．108であり，投

　与濃度の増加に伴ってシグナル強度が増大した。一方，S浦の投与群ごとの値

　（平均および標準偏差）はコントロールから順に1．697±0．301，1．405±0．27，

　1．589±0．126，1．658±0．211，および1．534±0．237であり，低濃度暴露量でシグ

　ナル強度が減少し，以降，投与濃度が高くなるにつれシグナル強度が増大する

　傾向を示した。しかし，Sz⑩でのシグナル強度の変化はいずれも大きなものでは

　なかった。

　　単回および4回投与のn＝3以上の投与条件群において採択域98％での棄

　却検定を行ったが，いずれのデータも母集団を外れるものはなく，また，EPRス

　ベクトルの視覚的なシグナル強度と，本研究で提案する数値化によって求められ

　たS24gおよびS2④の示す傾向はほぼ一致した。

6）㏄1MSによる肝臓中のPCB126の定量

　　PCB126を経口したラット肝臓中の残留量に関して，　G（ンMSによる分析結果を

　図26に示した。いずれのサンプルもPCB126を単回投与したもので，各群はn＝

3で行った。x軸は

PCB126の暴露量を対数

目盛にて示し，y軸は

G（ンMS分析による肝臓

中の残存量を示した。

　投与群ごとの平均およ

び標準偏差はコントロー

ルから1頂に1．49±031，

　09肝臓9

：
：
：
［

劇晦

讐・・Ol

董3001
1
：
：
1

0
0　　　　　　0．1　　　　　　1

　　　　　　　1℃B126経口投与量

　図26PCB126を経ロ投与したラット肝臓における蓄積量
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4．82±0．72，21．0±1．12，

225．37±16．2，および

628．3±39．6ng∠gであり，

残留率は0．3μg！kg　bwで

84．2％，3μg！kg　bwで

表11ラット肝臓における㏄1MSによるPCB126の定量

投与量（國㎏bw） 蓄積量（吻肝臓g）

0

0，3

3

30

100

1．49±031

4．82±0．72

21，0±1。】じヒ

225．37±162

628．3±39．6

象1肝臓の重量は湿重量

つ値の意味は平均士標準偏差

38．8％，30μ9／㎏bwで47．27％，100μ9／kg　bwで41．27％であった（表11）。また・

コントロールでも非常にわずかであるがPCB126を検出した。

考察

　P450sは原核生物，植物からヒトにいたる多岐の生体内に遍在し，脂肪族や芳香

族分子の水酸化に触媒作用をおよぼすb型ヘムタンパク質であり，様々な生体異物

の代謝に大きく関与している。また，P450sは多種の構造異性体が存在し，基質に

対し選択的に誘導されることが知られている［129－134】。

　誘導されるP450sはPCBsやダイオキシン類の種類，暴露量，および，動物種に

よって異なり，サブファミリーとしてCYPIA，　CYP2A，　CYP3A，　CYP4A，　CYPl　1A，

CYPIB，　CYP2B，　CYP2C，　CYP2E，およびCYP2Hなどの1種もしくは複数種が同

時に誘導されることが報告されており，誘導されたP450sをED（落暴露に対するバイ

オマーカーとすることが確立あるいは提案されている【135－157】。

　本章では前章において検出された2．49種P450のEDCSの種特異性について

試験し，このP450がPCB126のバイオマーカーとして適しているかを検討することを

目的として，肝障害モデルとして3・MCもしくはC（山を腹腔内投与したSDラットを，

また，PCB126以外のED（為としてPCB169もしくは2，3，7，8」TCDDをTEFに基づい

てPCB126との等価毒性量を経口投与したSDラットの肝臓についてEPR法に供し

た。その結果，3・MC，　CC』，およびPCB169ではシグナル強度や波形に影響はあ

ったものの2．49種一P450は検出されなかった。一方・2，3，7，8－TCDD投与群において
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PCB　126暴露と同様に8値2．49にシグナルをもつ2．49種一P450を検出した・3－MC・

C（L，およびPCB　169においても種々のP450が誘導されていることが報告されてお

り［153，158－1601，これら生体異物で誘導されずPcB126および2，3，7，8－TcDDでのみ

誘導されるP450の報告は現在のところなく，ある程度の基質特異性をもつことを明ら

かにすると共に，PCB126および2，3，7，8－TCDDの毒性の高いED（｝におけるバイオ

マーカーとして有効である可能性が示唆された。また，PCB　126とPCB169は共にコ

プラナーPCBsに属すが，　PCB169では8値2．47にシグナルをもつスペクトルが検

出され，8値2．49と同様にバイオマーカーとしての可能性を示唆するものであった・

また，妊娠動物においてPCBsは膀帯血を介して胎児生体内にも蓄積することが報

告されているが［40】，妊娠期間中にPCB126暴露を受けた胎児および子供SDラット

の肝臓において2．49種P450の検出が可能であることを明らかにし，　EPR法による

PCB126暴露動物の検出が広範囲において有効な手法であることを示した。

　上記の結果を踏まえ，PCB126暴露によって得られる8値2．49シグナルと，正常

ラットにおいても検出される8値2．40シグナルを数値化することによって，それらシ

グナル強度からPCB126の暴露量の定量性について検討した。まず，シグナルの強

度を決定する上で重要となる1つにEPRスペクトルのベースラインがあげられる。一

般に液体窒素温度レベルでの測定の場合，掃引中にデュワ内の液体窒素に空気

中の酸素が溶け込むことによってベースラインが右下がりに傾く［161】。そこで本研

究では，低磁場側の任意の30pointの平均と肝臓中のMn2＋シグナルの中心点を

結ぶことによって得られる直線をベースラインにすることによって補正した。次に，サ

ンプルチューブの違いによって生じるキャビティ内の容積変化がシグナル強度に影

響を与えるので［161】，生体内Mn2＋の1本目のシグナル弓鍍との対象シグナルとの

相対凶聞によってサンプル間の相関をもたせた。肝臓中のMn2＋はサンプル間にお

いてその量に大差がなく，Mnを含む飼料を与えた場合でも・EPRで測定可能な肝

臓中の2価のMn量は変化しないことが報告【8］されていることから生体内指標として
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十分であると判断した。棄却検定による統計処理においてデータのぱらつきが少な

いことを明らかにし，8値2．49および2．40シグナル強度の数値化が確かであること

を示すものである。

　以上の方法によって数値化した8値2．49シグナル強度であるSa49および8値

2．40シグナル強度であるS蜘暴露量の相関について検討した結果，翫4gにおいて

投与濃度に依存したシグナル弓鍍の増加が見られ（図24，25），これは㏄／MSによ

る肝臓中の蓄積濃度の分析結果と傾向が一致した（図26）。その一方で，総トータル

投与量が0．3μ91㎏bw以下でシグナル強度に変化は見られず（図25），また・総ト

ータル投与量が120μ9！㎏bwを越えた時点でシグナル弓鍍が上限に達し変化しな

いことを明らかにした（図25）。これらの結果から，EPR法によるPCB126蓄積量の定

量は，測定限界値がGC／MSに比べて高濃度であり，さらに，狭い範囲に限られるこ

となどから，推定にとどまる。しかしながら，EPR法は㏄／MS法に比べて非常に簡

便，迅速，かつ安価であると共に，試験による汚染範囲をサンプルチューブのみに

とどめることが可能であり，例えば，ヒトの最大暴露経路である動物性食品などの検

査等において，PCB126などEDαの暴露量の検討において有効な手法であると考

えられた。

　一方，PCB126および正常ラットのいずれにおいても，　Sλ⑳は低濃度投与条件で

明らかに減少傾向を示し，増加傾向を示したのは総トータル投与量が1．2μg！㎏bw

以上であった。通常，PCB126などの生体異物の暴露を受けると本研究の投与条件

レベルでは明らかに数種のP450sが誘導されており，亀⑳が増すと考えられる。

PCB126暴露によって誘導されたP450が仮に単一であり8値2．49のみにシグナル

を示すとしてもS2湘の減少は考えにくく，これらの結果はS二4gと亀湘に相関性が示唆

され，Sz4gの増加に伴いSz⑳が減少することが考えられる。すなわち，2．40種一P450

の一部もしくは多くが何らかの影響を受け2．49種一P450に変性した可能性を示すも

のであった。
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要約

　PCB126の暴露によってSDラット肝臓で検出された2．49種一P450の特異性につ

いて検討することを目的として3－MC，　CC』，　PCB169，および2，3，7，8－TCDDを投与

したSDラット肝臓についてEPR試験を行った。その結果，2，3，7，8－TCDDを投与し

たSDラット肝臓においてのみ8値249にシグナルを検出し，その特異性が非常に

高いことを明らかにした。また，妊娠期間中にPCB126暴露を受けた胎児および子

供SDラットの肝臓において2．49種P450を検出し，　PCB126暴露の検討において

EPR法が広範囲において有効であることを示した。

　8値2．49および8値2．40シグナル強度の数値化を試み，相対強度S㌧4gおよび

Sz⑳で示すことを可能とした。その結果，　PCB126暴露量に依存したSz4gの増加を認

め，この結果はGGMSによる定量の結果と傾向が一致したが，定量には至らなかっ

た。しかしながら，EPR法はヒトへの暴露経路として最も多いと考えられる動物性食

品などの検査において，PCB126などEDCsの暴露量の簡易的推定において有効

な検出法となり得ることを示唆するものであった。

　一方，Sz4gおよび亀⑳の相関性に関して，　S24gの増加に伴うS2湘の減少は，2．49

種一P450の由来がPCB126によって何らかの影響を受けた2．40種P450が変性して

生じたP450である可能性を示唆するものであった。
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第5章　結晶場解析ならびに結晶場ダイアグラムによる2．49種・P450の軸配位子

　　　　の同定

緒言

　P450sは脂溶性の生体異物の代謝に働き，基質を水酸化触媒する薬物代謝酵素

で，その本体はヘム鉄タンパク質である。P450sは，脂溶性の生体異物が生体内に

取り込まれると，主に肝臓において選択的に数種が誘導され，対象基質の水溶性の

促進に関与し，代謝を助ける。この薬物代謝系はPCBsやPCDDsなどのEDCsに

おいても同様のメカニズムであり，EDCsの種類によって種々のP450sが誘導される

ことが知られている［135－157】。本研究対象であるPCB126ではCYPlAやCYPlB

サブファミリーなどが誘導されることが報告されている【149，153，154】。しかしながら，

前章までのEPR解析によって検出された8値2．49にシグナルをもつ2．49種一P450

は，他のEDCs等の生体異物によるEPR試験の結果から基質特異性が高いことが

示されると共に，EPRスペクトルにおける新たなP450シグナルであることを示唆した。

しかしその一方で，亀4gおよび亀⑳の投与濃度に依存したパラメータ値の推移から，

この2．40種一P450と2．49種P450に相関性があることが示されると共に，2．40種一P450

がPCB126暴露によって何らかの影響

を受け2．49種一P450に変性した可能

性を前章にて明らかにした。本章では

EPR試験によって得られた結果をもと

に，PCB126がラット肝臓P450のヘム

の構造に及ぼす影響について検討す

ることを目的とし，結晶場解析および

結晶場ダイアグラムによる軸配位子の

同定を行った。
図27一μ磁3由来の（堺㏄㎞meP450・㎝の
　　結晶構造（罰d1血ら【162】の図を引用）
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　図27に示したのはSchlichtingら

【1621がX線構造解析によって明ら

かにした，P∫ε翅b〃の螂ρ麗肋由来

のCyt㏄hmme　P450cam（P450cam）

の結晶構造である。P450camは細

菌由来のP450であるので大量に調

製可能であることから，初めて結晶

構造が明らかにされたP450であり，

Ψ〆　鎚

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ペ　　／

　　　　　　　　　　　　　　　　　図28恥を中心金属にもつポルフィリンの構造模式図

　　　　　　　　　　　　　　　　　　黄色で示した矢印は恥の第5および第6配依座
　　　　　　　　　　　　　　　　　　青は鉄と配位している部位
　　　　　　　　　　　　　　　　　　黒はポルフィリンカン

後の多くのP450sの構造研究はこれに由来する【89】。また，ヒトなどの哺乳類でみら

れるP450sとほぼ同様の構造をとるものと推察されており，図28に示すようにヘムを

中心金属にもつポルフィリンを構成成分として含むタンパク質である。ヘム鉄タンパ

ク質の分光学的・磁気的性質は，主に，ポルフィリンのヘム鉄の電子状態およびヘ

ム鉄に対する面内配位子場と軸配位子場によって決定される。したがって，ヘムの

構造変化はそれらによって引き起こされる磁性を対象にEPR法によって解析するこ

とが可能となる。

　ヘム鉄は＋1価から＋4価までの4つの酸化状態をとり得るが，通常の酸化状態は

＋2価と＋3価であり【99】，EPRで検出可能な状態は3価（Fe3＋）の状態である。3価の

ヘムは高スピン，中スピン，低スピンの3つのスピン状態をとりうる。特に，低スピンの

ヘムは配位子場の対称性が立方　　　　　　　　9x　　gy

対称よりも低下しており，磁場の

影響をうけ結晶場分裂を起こし，

EPRスペクトルにおいて異方性

をもつ3つの8値が検出される

（図29）【163】。これら3つの8値

からFe3＋の配位子場の状態を評

　　　　　　　　　　　　　　図29ヘムタンパク質のEPRスペクトルにおける異方性【163】
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価することが可能となり，結晶場解析法としてTaylor［164】やBohan【165】など多くの研

究者によってその理論が展開され確立された。

　本章ではBohanの結晶場解析によるP450のヘム鉄の配位子を同定することを主

な目的とした。

　ヘム鉄の配位座に何らかの配位子が結合している場合，還元剤処理やLPS処

理を行うことによって配位結合に影響し，正常の場合と異なった変化が見られること

が考えられる。また，この変化がEPRスペクトルの波形に影響を及ぼす可能性が考

えられる。そこで，アスコルビン酸ナトリウム，アジ化ナトリウム等の還元性物質による

化学処理を肝臓およびミクロソームサンプルに直接添加した。LPS処理はPCB126

を投与したSDラット生体に投与した。それぞれ得られた肝臓およびミクロソームは

EPR法に供した。次に，　PCB126を投与したSDラット肝臓のEPRスペクトルと化学

処理をしたサンプルより得たEPRスペクトルの結果をもとに，　Bohanによって提唱さ

れた結晶場解析法による軸配位子の同定を試みた。

材料

1）供試試薬

　a）還元性試薬

　　　還元剤としてLアスコルビン酸ナトリウム，アジ化ナトリウム，亜ニチオン酸ナ

　　トリウムおよび1－methy㎞ida配ole（Me㎞）を用いた。試薬はすべてNacalai

　　tesque社の試薬特級もしくは同等のグレードのものを使用した。

　b）リポポリサッカライド

　　　リポポリサッカライド（L困，瓢）t》pe　O26：B6，　Sigma－Alddch社）

　　　生理食塩水で溶解し，100㎎∠㎞1の濃度に調製した。投与量は以下の実験

　　方法に記述した。
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方法

1）PCB　126暴露動物の作出および肝臓サンプルの調製

　　PCB126暴露動物の作出および肝臓サンプルの摘出については第2章に準

　じて行った。PCB126（100μ9！㎏bw）を4回投与した。必要であれば，肝臓からそ

　のミクロソーム三分を得た。

2）PCB126を暴露したラットのLPS処理

　　PCB126（100㎎！kg　bw／1回）もしくはC（恥（1．39！kg　bw／1回）をそれぞれSDラ

　ットに投与し，そのラットのL困処理はC㎞nuHt盗ら［88】の方法に基づき，投与

　20時間後にLPSを100μ9∠㎏bw／1回，尾静脈より投与した。剖検はLPS投与4

　時間後に行い，肝臓サンプルを得た。

3）肝臓およびミクロソームの還元剤処理

　　レアスコルビン酸ナトリウム，アジ化ナトリウムおよび亜ニチオン酸ナトリウムは

　最終濃度が1．0％（w〈のになるように直接，肝臓に添加した。Me㎞は20μ1（＞

　999％）を湿重量480μgの肝臓もしくはミクロソームに直接添加した（vlw）。いず

　れの試薬も添加後，十分に混和し，試薬を添加してから10分後にEPR法に供し

　た。

4）EPR測定および8値の決定

　　サンプル充填，EPR測定，および8値の決定は第3章に準じて行った。　EPR

　測定の条件は表9に基づいて行った。得られたEPRシグナルの8値はBoha11

　の結晶場解析［165】に基づいて処理した。

5）Bohanの結晶場解析に基づくg。，8y，8。の決定

　　　ハミルトンおよびゼーマンの公式をもとに，＆，8y，＆はそれぞれ

　　　　　　　8翼＝12（4－2・A＋B）（τ2。C－B）1

　　　　　　　8，＝阪τ2・A＋B）（r2・C＋B）1

　　　　　　　8、＝2（4－2・A＋B）（τ2・A－B）1
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　と展開された。このときA，B，　Cは係数である。

　　　　　　A3＋B2＋d＝κ

　とおき，この際の「幻を規格定数とよび，8，，9y，＆が同一のP450種由来のシグナ

　ルであるとき，「ん＝1」が成り立つ。すなわち，EPRスペクトルより特定した3つの8

　値より

　　　　　　淫＋B2＋（ヌ≒　1

　が成り立つ。

6）RhombicityおよびTetragon出tyの決定および結晶場ダイアグラム

　　上記5）において述べた係数A，B，　Cは

　　　　　　A＝（＆＋8y－282）／4（＆＋8シー＆）1ρ

　　　　　　　B・（8y＋＆）／2｛以＆・8ゾ＆）｝1ρ

　　　　　　　C・（8シー8k）／4（翫＋9ジ＆）1尼

　　と示すことができ，この時ヘム鉄における軸対称性の歪みを「μ」，斜方性の歪

　　みを「R」，電磁波の波長を「λ」とし，結晶場解析における二つのパラメータであ

　　るRhombicity（IR／めおよびTe㎎onaHty（1鹸1）は

　　　　　　　剛＝［・爵B2＋d・㈹・Bd／A）／τ2］ノτ以一旭・Bd／A）

　　　　　　　lR／叫＝1（2AC・τ2Bq／（（9一淫）／（蝸）1

　　で求める。

　　　ここで得られた「圃」をx軸に，「IR／μ1」をy軸にとり，　Blumbergと

　　Pejsach【166】によって報告された結晶場ダイアグラムにプロットし，軸配位子の

　　同定を行った。

結果

1）LPS投与ラット肝臓のEPRスペクトル

　　C（恥投与によって肝障害を誘発させたラットを・さらにLPS処理をして4時間
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後（Lpsを投与してからiNosが

誘導されるまでに要する時間）に

得られた肝臓のEPRスペクトル

を得たところ，図30に示すように，

正常ラット肝臓でみられるP450

のシグナル（8＝2．40，2．24，1．93）

を検出した。また，8値2付近に

P450が還元されて生じたP420

にNOが配位した，3本の超微細

ヨコ　ロピ　

1　8；2勿

8冨193

　　　　　　　　　L
　　　　　　N（》P420シグナル（g＝2付近）

図30LPS処理した肝障害モデルラット肝臓のBPRスペクトル

　構造をもつNO．P420のシグナルを検出した。この結果は，　C㎞u血tratら［881の結

　果と一致した。一方，PCB126暴露ラット肝臓のEPRスペクトルでは，　LPS処理に

　よって肝障害モデルラットの肝臓でみられたN（ンP420は検出されず，また，8＝

　2．49シグナルにおいても何の影響も見られなかった（データ省略）。このことから，

　2．49種一P450のヘム鉄にはNOより親和性の高い物質の結合が考えられる。

2）PCB126暴露ラット肝臓の還元剤処理によるEPRスペクトルの変化

　　100㎎！㎏bwの条件でPCB126を単回投与したラット肝臓を還元性物質のア

　スコルビン酸ナトリウム，アジ化ナトリウム，もしくは亜ニチオン酸ナトリウムで処理

　した。これらの還元性物質で処理した肝臓のEPRスペクトルにおいて，8値249

　シグナルへ及ぼす強度および波形における変化はみられなかった（データ省

　略）。

　　図31にMelmで処理したラット肝臓のEPRスペクトルを示したが・コントロー

　ル群で検出される8値2．40シグナルは，Me㎞処理によって消失し・新たに8値

　2．45にシグナルを検出した。また，8値1．93シグナルも消失し8値1・90に新たな

　シグナルを検出した（図31－B）。一方，PCB126を投与したラット肝臓をMelm処

　理したところ，コントロールと同様に8値2．40シグナルおよび8値1・93が消失し・
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8＝λ40

A

B

C

D
8＝245

8＝2．49

8＝1・90

　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M血み

　　　　図31M6㎞で処理した肝臓のEPRスペクトル
　　　　　　A　コーンオイル投与したラット肝臓
　　　　　　B：サンプルAをMdln処理した肝臓
　　　　　　C：PCB126100いgl㎏bwノ単回投与したラット肝臓
　　　　　　D：サンプルCをM疑m処理した肝臓

　g値2．45および1．90にシグナルがみられた。PCB投与によって検出される8値

　2．49シグナルは，イミダゾール添加によって出現した8値2．45シグナルと複合し

　たことによると思われる，8値2．45～2．49にはっきりとしないシグナルピークをもち，

　コントロールに比べてブロードなシグナルとなった（図31－D）。

　　コントロール群およびPCB126投与群のいずれの肝臓においても，　Me㎞処

理によって愉2＋シグナルの醸が増力ロした。これは，EPRサイレントなNhが

　Me㎞の還元性によって化学的な還元を受け，　EPRで測定可能な2価のMnに

　変わったことによるものであり，S血aiらの報告［8］と一致した。

3）PCB126暴露ラット肝ミクロソームのMelm処理によるEPRスペクトルの変化

　　100μ9！kg　bwの条件でPCB126を単回投与したラット肝臓より得たミクロソーム
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細分についてEPR測定を行い，そ

の結果を図32に示した。コントロー

ル群のミクロソームをMelm処理し

たEPRスペクトルでは，肝臓と同様

に8値2．40シグナルが消失し，8

値2．45に新たなシグナルを検出し

た（データ省略）。一方，PCB126投

与群のミクロソームをMe㎞処理し

たEPRスペクトルでは，肝臓サンプ

ルでハッキリしなかった8値2．45付

近のピークが明らかになり，Me㎞

処理によって出現した8値2．45シ

A

3

8＝2．40

1

　8冨245

8＝z49

8；2・24

1

　　　　　　　　　　　　　8＝226

図32M6㎞で処理した肝ミクロソームのEPRスペクトル

　A：PCB126100μg㎏bw1単回投与ラット肝ミクロソーム

　B；A＋M血処理

　グナルと，PCB126投与に由来する8値2．49シグナルが検出された。これは，

　Melmによって2．49種一P450の配位子が還元されなかったことを示すものであっ

　た。

4）2．49種一P450の結晶場解析および結晶場ダイアグラム

　　表12に結晶場解析結果を，図33にそれに基づいた結晶場ダイアグラムを示

表122．49種一P450の結晶場解析

＃◎1　サンプル　　　　　　　　　．　　　　　　　z　　　k　　　　　　　　　　　　Ref

1
2
3
4
5
6
7
8

コントロール群

PCB126投与群

コントロール÷Me㎞

P450PB砲

P450PB＋Me㎞

　　　　　　ロ　もP450PB＋nrO℃．㎜

P450PB＋metyrapone

P450Mn蝿

　
⑲
葡
姐
糾
㊨
娼
覗

Z
Z
Z
Z
Z
Z
Z
Z

餌
％
お
％
％
万
％
％

Z
つ
酬
Z
2
一
2
一
Z
∩
ム
Z

％
幻
9
0
侃
銘
9
0
舶
飢

雪
△
　
¶
1
　
1
△
　
1
　
1
■
　
¶
△
　
－
　
¶
ユ

㎜
㎜
㎜
㎜
㎜
㎜
㎜
脳

1
　
1
　
1
　
　
1
　
1
　
　
1
　
　
1
　
　1

6．670

5351

5。950

6359

5。457

5．849

5．716

6．081

0．446

0．504

0．4豹

0，426

0．602

α573

0．517

0408

襯
柵
熾Rufら【167】

Rufら【167】

Rufら【16η

Rufら【167：l

hIら168

81番号は図33と呼応
ηP45・肥・フェノバルrタール処理したラ・ト陥

・3且く）cami鵬：n幽鵬
陽P450Mn●：ミトコンドリアから調歯したP450
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琶
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葺
暮
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0

3PNg・㎝

7
●

6
●

3
0

4
●

P㎝即OP
／
8
9

－
O

0．35

　5．0　　　　　　　　　　　　　　　　5．5　　　　　　　　　　　　　　　　6。0　　　　　　　　　　　　　　　　6．5　　　　　　　　　　　　　　　　7。④

　　　　　　　　　　　　　Tetrago皿a量晦（1μ1λ1）

　　　　図332．49種一P450の第6配位座における結晶場ダイアグラムによる軸配位子の比較

　　　　　　○本研究結果
　　　　　　●参考データ（表12に呼応）

した。2．40種P450，2．49種・P450，および2．45種一P450（Me㎞処理に由来）のそ

れぞれの3つの8値は，8＝2．40，2．24，193，8＝2．49，2．26，1．87，および8＝2．45，

2．25，1．90の時，「κ」がそれぞれ1．0077，1，0014，および1．0051と「κ≒1」が成り

立った。この3つのg値より求まるRhombidtyおよび驚賃agonahtyは，2．40種

一P450で6．670と0．446，2．49種一P450で5．351と0．504，および2．45種P450で

5．950と0．489であった。

　x軸に艶tmgomHtyを，　y軸にRhombicityをとり，得られたデータを結晶場ダイ

アグラムにプロットしたところ，2．40種一P450，2．49種P450，および2．45種一P450の

いずれもBlumbergとPeisach【166】によって分類されたP群（第5配位座にシステ

イン残基のチオレート硫黄をもつ）に属した。さらに，P群は細分化されるが

【169，1701、2．40種一P450はPO群（第6配位座に酸素を配位原子にもつ）に・

PCB126投与群で検出される2．49種一P450およびMe㎞処理群で検出される2・45

種一P450は，ともにPN群（第6配位座に窒素を配位原子にもつ）に分類された。

したがって，2。49種一P450は第5配位座にシステイン残基のチオレート硫黄を有し・
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第6配位座に窒素を配位原子として有するP450であった。

考察

　ヘムタンパク質の磁気的性質は，ヘム鉄に対する面内配位子場と軸配位子場に

影響を受ける。EPR法においてヘム鉄は異方性をもつ3つのシグナルが観測される

が，この8値も面内配位子場や軸配位子場に影響を受けてその値が変化する。また，

得られる3つの9値から軸の歪みを表す2つのパラメータであるRhombicityと

Tdragona血yを算出し，ヘム鉄の軸配位子を特定することが可能であり，この理論は

Bohan［165】によって確立された。この理論に基づきすでに軸配位子が明らかである

様々なヘム錯体のRhombicityとTe血gonahtyが決定された。これら基礎的研究結果

はBlumbergとPe蛤ach［166】によって結晶場ダイアグラムとしてまとめられ，ヘム鉄タ

ンパク質は，ヘム鉄に対する軸配位子の種類によって大きく，C，　B，　H，0，およびP

の5群に分類された。すなわち，C，　B，　H，および0は第5配位子としてヒスチジン

残基のイミダゾールを有し，C群は第6配位子にチオエーテル硫黄を，　B群はヒスチ

ジンのイミダゾール窒素を，H群はNδ位のプロトンが解離または水素結合しているヒ

スチジンのイミダゾール窒素，0群は水酸化物イオンを有すヘム鉄タンパク質と分

類された。一方，P群は第5配位子としてシステイン残基のチオレート硫黄を有する。

本研究において検出されたいずれのP450も結晶場解析の結果，このP群に属し

た。

　P群はさらに細分化され，第6配位子にH20を有すPO群と，イミダゾールの窒

素を有すPN群に帰属する。本研究で検出した2．40種目P450はPO群に属し，

pCB126投与によって検出された2．49種一P450および，肝臓をイミダゾール処理して

得られた2．45種一P450はPN群に属すことを明らかにし起このことはPCB126暴露

によって正常なP450が李性を受け・第6配位子に窒素が配位していることを意味し

ている。肝臓において遊離した窒素源が存在する場合・窒素原子が酸素原子よりも
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ヘム鉄との親和性が高いことに起因し［171】，正常ラットにおいてP450が第6配位座

に窒素原子を有するPN群に属すことが考えられるが，この理論はコントロール群の

肝臓EPRスペクトルより得られた3つの8値（8＝2．40，2．24，1．93）に基づく結晶場解

析によって2．40種一P450がPO群に帰属すことから否定される。このことからP450に

おいて窒素原子の由来として考えられるのは，リシン残基のアミノ基の窒素かとヒス

チジン残基のイミダゾール基の窒素に限られる。一方，PO群およびPN群は共通し

て第5配座にシステイン残基のチオレート硫黄を有しており，ヘム鉄とチオレート硫

黄の親和性は非常に高い【1721。さらに，この親和力に起因したトランス効果によっ

て，ヘム鉄がシステイン残基のチオレート硫黄側に引き寄せられるため，ヘム鉄の

第6配位座に有する物質はヘムとの親和性が非常に高い物質に限られる。よって，

ヘム鉄との親和性がヒスチジン残基のイミダゾール基の窒素よりも低いリシン残基の

アミノ基の窒素が第6配位に有することはなく，このことはP450のモデル実験系の本

研究結果と一致する【161】。

　以上より，2．49種一P450は第6配位座に遠位ヒスチジン残基のイミダゾール基を有

することを明らかにした。すなわち，図34－Bに示した構造が推察された。これは

PCB126を投与したラット肝臓においてアスコルビン酸ナトリウム，アジ化ナトリウム，

（A）

の
》
N
　　＼！H
　　　O

　・、、　　　　，，N

　　＼Fざ＝

　　N　　　　　㍉N

s
、

⑥

CH2

　　　の
　　　》

　　N
　ロヘ　　　　ダハ
　～＞Fざ二．、

　Nl　’、N

　　　馬

　　　　CH2

図34休止状態のP450（2．40種一P450）と2．49種一P450の配位構造モデル

　　A：休止状態のP450（2．40種一P450）

　　B：PCB126によって誘導されたλ49種一P450
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およびMelmで処理した際に，8値2．49シグナルがまったく影響を受けなかったこと

（図32－B），また，PCB126を投与しさらにLPS投与したラット肝臓でNO－P420（P450）

のシグナルが検出されなかったこと（P450が誘導された状態でLPSを投与すると第

6配位座が還元するとともに，刺激を受けて産生されるマクロファージ由来のNOが

P450と結合する【881）から裏付けられる。

　P450は脂溶性の生体異物を水酸化することによって，その代謝に寄与する肝臓

薬剤代謝酵素である。P450の活性中心はポルフィリンのヘム鉄の第6配位座にあり・

NAD（P）Hに由来する2個の電子と分子状酸素を用いて一原子酸素添加反応を触

媒する［173・175】。しかしながら，PCB126の暴露によって誘導されたP450の一部も

しくは大部分は，構造変化を受け，第6配位子に遠位ヒスチジン残基のイミダゾール

の窒素を有したP450であり，この2．49種P450は薬剤代謝能が失活したP450であ

ることが考えられる。

　相対毒性が高いPCB126などCo。PCBsが強毒性を示す理由として，主にその塩

素配位位置に依存した代謝の受けにくさによる生体内蓄積が原因としてあげられる

［25，47，48］。また，Pa㎎ら［176】は，　CびPCBsの生体への影響力が強い理由として，そ

れらCo－PCBsによって誘導されるP4501AおよびP4501Bファミリーが，　P450sの発

現においてmRNAs転写レベルで阻害を受けることをPCB126およびPCB169につ

いて明らかにしている。本研究においては，PCB126によって誘導されたP450がそ

の軸配位子において変性を受け構造的に酵素活性を失っている可能性を明らかに

し，これはPCB126の毒性が高い要因として示す上で，新たな機序を提案するもの

である。

　さらに，PCB126によって誘導されたP450sのタンパク量と活性量は一致せず，相

対毒性をP450sによって評価する上で，　P450sの活性量の測定を伴わず・タンパク

の誘導量のみで試験することは評価法として不適切であること示した。

　　抗体試験においてP4501A1πA2がPCB126投与濃度に依存して誘導されること，
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EPR法においてPCB126によって誘導されるP450が，特異的な2．49種一P450であ

ることを示し，これらの結果はP450L岨／L犯と2．49種一P450の分子量が非常に近いこ

とを意味し，2．49種一P450がP4501Al／1A2の変性に由来する可能性を示唆するもの

であり，本研究結果であるrPCB126によるP450の構造変性」の結果を裏付けるもの

である。

要約

　前章においてPCB126の投与によってEPR法で新たに検出された2．49種P450

は，正常なラット肝臓で検出される2．40種P450が何らかの影響を受けて変性した可

能性が示唆された。本章では2．49種一P450の構造について試験することを目的とし，

PCB126を投与した後，　L困処理したラット肝臓のEPRスペクトルの変化，　PCB　126

を投与して得られた肝臓を還元剤処理した際のEPRスペクトルの変化，また，ヘム

鉄の異方性によってEPR法で検出される3っの8値に基づく結晶場解析を行なっ

た。その結果，2．49種一P450のヘム鉄の第6配位子として遠位ヒスチジン残基のイミ

ダゾールの窒素が配位しn・ることを同定した。これは誘導されたP450もしくは既

存のP450が，　PCB126によって構造的変化を受けヘム鉄の配位子が親和性の高い

窒素に置換し，P450の酵素活性が構造上失活した可能性を示唆し，これはPCB126

が肝臓において代謝されにくい要因として新たな機序を提案するものである。

一79一



第6章　総括

内分泌かく乱化学物質（endocrine　disrupting　chemic田s；EDCs）は，生殖系をかく乱

するホルモン様物質として働くだけでなく，催奇形性や発育不良などの様々な毒性

を示す物質である。わが国では，67種の化学物質をEDCsとしているが，世界中で

その疫学調査，汚染状況および毒性評価を行っている。EDCsの中で，近年，特に

注目される化学物質の一つにポリ塩化ビフェニル（polychlo血atcd　biphenyls；PCBs）

がある。PCBsの最大暴露経路はこれらに汚染された食品に由来する経口暴露であ

るので，PCBs汚染された食品を迅速に検出し流通から排除することはヒトの被曝を

防ぐと考えられる。また，PCBsの生体内安定性・解毒メカニズムを理解することは，

生体からのPCBsの排泄および代謝促進に有益な情報をもたらすであろう。

本研究では，PCBs投与したラットをPCBs暴露畜産動物のモデルとして，その際

の生体への影響を検討する手段として肝臓ヘム錯体を指標にした電子常磁性共鳴

吸収（EPR）法による解析を行った。　PCBsには最も毒性の高い3，3’，4，4’，5－penta

chlorDbipheny1（PCB126）を用いた。投与量は厚生省生活衛生局の研究報告データ

（1999年）に基づきヒトが80年間で被曝されるであろうEDCsの総量を算出し，等価

毒性量のPCB126（3μg！㎏bw）を定めた。すなわち，　PCB126を0．3，3．0，30，および

100μg∠㎏body　wei唇ht（㎏bw）量で単回もしくは4回経口投与したSprague　Dawley

ラット（SDラット）を，　PCBs暴露モデル動物として供試した。

　まず，短期間にその量で被曝した際の血清値変化およびチトクロームP450s

（P450s）の一種であるCYPIA1およびCYPIA2の誘導について検討した。　PCB126

を投与終了24時間後に安楽死させ血液および脳，脾臓，腎臓・肝臓を採取し・血

清値および肝臓中のミクロソーム画分のCYPIA1およびCYPLへ2を検出した。

PCB126投与により血清値は若干変化したが投与量に依存した変化はみられず・一

般的な肝障害でみられるような血清値の挙動は認められなかった・PCB126を3

一80一



μ9！kg　bw／単品もしくは0．3μ9！kg　bw／4回投与量以上でCYPL虹の誘導が・30

μ9刀㎏bw／雨蓋および3μ9！kg　bw／4回投与量以上においてCYPIA2の誘導が・各々

ウエスタンプロッティング法により確認され，誘導量は検出したバンドの濃さから

PCB126投与量に依存して増加する傾向にあった。

　PCB126を投与したSDラットの脳，脾臓，腎臓，肝臓および肝ミクロソームにおけ

るヘムタンパク質の解析をEPR法によって行った。脳のEPRスペクトルは，　PCB126

暴露によりカタラーゼと思われるEPRシグナルの減少が確認された。このことから・

PCBs暴露によって脳内に生じた活性酸素が消去されず酸化ストレスによって神経

毒障害が引き起こされる可能性が示唆された。脾臓では低磁場領域でのEPRスペ

クトルにおいて，PCB126暴露により脾臓中のヘモグロビンが酸化ストレスを受け酸

化型ヘモグロビンに変化し，結果的に高磁場領域でニトロシルヘモグロビンが減少

していた。腎臓のEPRスペクトルにおいて，　PCB126投与によってP450sに由来する

と思われる特異的な3つのシグナル波形と類似したシグナル波形を確認したが，

PCB126投与量に依存したシグナル強度の変化は認められなかった。脳，脾臓およ

び腎臓から検出されたいずれのEPRスペクトルも，　PCB126投与量とのシグナル強

度依存性を示すものは認められなかった。

　肝臓のEPRスペクトルにおいて，正常ラットおよびPCB　126投与ラットのいずれで

も検出されるシグナル（8＝2．40，2．24，1．93）と，PCB126投与によってみられるシグナ

ル（g＝2．49，2．26，1．87）の検出を認めた。両者のシグナルはP450sにみられる特異

的なシグナル波形を示すので，それぞれの由来から，以下，2．40種一P450および

2．49種P450と表記する。2．49種一P450はPCB126の投与量に対してシグナル強度

依存性を示した。これは，PCB暴露量の生体内指標として・肝臓EPRスペクトルが

有用であることを示唆するものであった。また，2・49種一P450のEPRシグナルは妊娠

期間中にPCB126暴露を受けた胎児および子SDラットの肝臓からも検出された・

　PCB126の暴露によりSDラット肝臓で検出された2・49種一P450の特異性について
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検討することを目的として，3一メチルコラントレン，四塩化炭素，3，3’，4，4’，5，5’一hexa

chlorobipheny1（PCB169）あるいは2，3，7，8－tetra　chlomdibenπ）ナdioxin

（2，3，7，8－TCDD）を投与したSDラット肝臓についてEPR解析を行った。その結果，

3一メチルコラントレン，四塩化炭素およびPCB169投与群のSDラット肝臓では2．49

種一P450は検出されず，≧3，7，8・TCDD投与群においてのみ9値2．49にシグナルを

検出した。このことから2．49種P450がいくつか特定のEDCsによって誘導されるこ

とを示唆した。一方，9値2．49および8値240シグナル強度の数値化を試み・肝臓

中のMnシグナルを指標とした相対強度Sλ4gおよびS蜘で表した。この結果，

PCB126暴露量に依存したSz4gの増加を認めると共に，　GαMSによる定量の結果と

傾向が一致し，被曝量の検討におけるEPR法の有効性が示された。すなわち，　EPR

法はヒトへの暴露経路として最も多いと考えられる家畜（哺乳動物）に関して，

PCB126などEDCs暴露の有無あるいは被曝量の簡易的推定における簡便な検出

法となり得ることを示唆するものであった。

　2．49種一P450の構造について検討することを目的とし，　PCB　126を投与しリポポリ

サッカライド（LPS）処理したラット肝臓のEPRスペクトルの変化，　PCB126を投与して

得られた肝臓を還元性試薬で処理した際のEPRスペクトルの変化，また，ヘム鉄の

異方性に由来して検出される3つのEPRシグナルのg値に基づく結晶場解析を行

なった。生体をLPS処理すると，マクロファージが刺激されNOが誘導されるのに伴

って，肝臓中にあるP450の6配位座がヘム鉄との親和性に依存してH20からNO

に置換される。すなわち，正常なP450の場合，8値2・0付近にN（＞P450特有の超

微細構造をもつEPRシグナルが検出されるが・2・49種P450ではこのNO－P450シ

グナルが検出されなかった。この結果より2．49種一P450のヘム配位座にNOより親和

性の高い物質が配位していることが示された。また・肝臓を適量の還元性試薬（アス

コルビン酸ナトリウム，アジ化ナトリウム，亜ニチオン酸ナトリウム，1一メチルイミダゾー

ル）で処理した際，P450のヘム配位座が還元を受けシグナル波形が変化することが
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考えられるが，2．49種一P450はいずれの還元性試薬処理においても8値2．49のシ

グナル波形において変化せず，この結果はLPS処理の結果を支持するものであっ

た。

　次に，2．49種一P450由来の3つのシグナル（8＝2．49，2．26，1．87）を用い・Bohan

（1977）によって確立された結晶場解析法に基づき2つの軸配位子同定パラメータ

ーであるrhombicityとtetragonahtyを求め，　BlumbergとPeisach（1971）によって確立

された結晶場ダイアグラムで分析した。正常ラットでみられる2．40種一P450は

rhombicityが0．446，　tetragom血tyが6．670でPO群（第5配位座にシステイン残基の

チオレート硫黄を有し，第6配位座に酸素を配位原子として有するヘム鉄）に帰属し

た。P450sは休止状態において第6配座にH20を有しているが，正常ラットで検出さ

れる2．40種一P450は結晶場解析の結果より，休止状態のP450であることを示した。

一方，PCB126投与に由来する2．49種一P450はrhombicityが0504，　tetragona血yが

5．351であるのでPN群（第5配位座にシステイン残基のチオレート硫黄を有し，第6

配位座に窒素を配位原子として有するヘム鉄）に帰属した。第5配位座にシステイ

ン残基のチオレート硫黄を有したP450sにおいて窒素原子の由来として考えられる

のはイミダゾールに限られ，2．49種一P450は第6配位子として遠位ヒスチジン残基

のイミダゾール基の窒素を有するP450であることを同定した。以上の結果は，誘導

されたP450もしくは既存のP450が，　PCB126の被曝によって構造的な変化を受け

ヘム鉄の配位子がH20から親和性の高い窒素に置換し，この構造ではP450の酵

素活性が失活していることを示唆するものであった。これはPCB126によるP450の

構造変性に伴った解毒酵素の不活化によるEDCs代謝の低下という新たな機序を

提案するものである。

以上，本研究はPCB126を投与したラット肝臓を対象にEPR法を用いて2・49種

一P450の存在を明らかにし，このP450がPCB126被曝の検出における生体指標とな
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ることを示した。また，結晶場解析により，2．49種P450はPCB126の被曝に起因して

構造変性をうけたこと明らかにしたものであり，この構造に起因したP450酵素活性の

低下が示唆された。
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