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緒言

生体にお ける化学物質の代謝反応の主なものにほ, 第 Ⅰ 相酵素による極性基の導入 と,

それに引き続き, 第ⅠⅠ相抱合酵素により代謝物の水溶性を高めて排雅しやすい形にする反

応とがある ｡ このうち前者の反応には , c y p による酸化
･ 還元反応や, カルポキシル エ ス

テ ラ - ゼ による加水分解反応が含まれる o また後者の抱合反応として , グルク ロ ン酸抱合,

硫酸抱合, アセ チル抱合, グルタチオ ン抱合などがよく知られて い るが, その ほかにも ア

ミノ酸抱合 ( グリシ ン , タウリ ン, グルタミ ン酸な どがカルポ ン酸と酸
-

ア ミ ドを形成す

る), リ ン酸抱合, s - メチル化反応な どがある ｡

一

般に代謝反応は 解毒方向に作用するが, 代謝反応に よる毒性の増強, すなわち代謝活

性化 ( m et a b oli c a cti v ati o n; bi o a cti v ati o n) され る事例が しば しば認 められる o 代謝活性化の例

と して , ベ ンツ【｡】ビレ ンに代表される多環炭化水素の C Y P に よる ジオ
ー ル エポキシ ドへ の

活性化反応が よく知られて い る ｡ こ の反応に より, ベ ンツ【｡】ビ レンはがん原性を示す代謝

物 へ と変換 される (1) ｡ 毒性を示す代細物は反応性に富 んで おり ,
一

般に反応性中間体

(r e a cti v e in t er m e di at e) と呼ばれて い る (2) ｡

第Ⅰ相酵素のみならず, 第ⅠⅠ相酵素による代謝活性化の事例も古くか ら知られてお り,

1 9 6 0 年代後半から, 2 - A A F に代表される発がん性芳香族アミ ンの 代謝活性化経路が報告さ

れて い る (3 ,4) o その後, 薬物代謝酵素の多様性が明らかに され る と とも
に, 代謝活性化に

関与する 分子種 に関する様々 な知見が得られ , 加熱食品やタバ コ 煙中に存在する発がん性

化合物な ど, 多く の化合物の代謝活性化に 関与す る分子種の 同定が行われて きた (5) a

薬物代謝酵素の多様性に関す る研究が進む
一

方で , 動物実験等で得られた知見の ヒ ト ヘ

の外挿や , ヒ トにおけるリス ク評価系の確立も試み られて い る (6
-9) ｡ 薬物代謝酵素におけ

る性差や種差の存在は古くから知られており (1 0) , 例えば, 最も ヒトに近
い動物種 と考え

られ るサルにおいて も, c y p の 関与する反応を含めて ヒトと大 きく開きがあり, 酵素に よ

っ て は 2 0 0 倍近く活性 が異なる (l l) o T r p
- P - 2 な どある種のがん原性物質の代謝活性化を触

媒する反応に も, 著しく種差の存在す る ことが認 められて い る (1 2 ,1 3) ｡ 種差の存在は , 化

合物の安全性を評価す る上で しばしば大きな問題 となり, 分子種 レベ ルで の解釈が必要と

な る ｡ すなわち, 代謝活性化 に よりある動物種特異的に毒性が発現する ような ケ
- ス で は,

関与する薬物代謝酵素の種差の検討が ヒ トへ の外挿にお いて重要なポイ ントとなる ｡

とこ ろで , エ
ー ザイ株式会社で 近年開発された M A O 阻害剤で あ る (5 R)

- 3i 2
-((1 S)

- 3 -

cy a n o
- 1 - h y d r o x y p r o pyl)b e n z o thi a z ol

- 6 -

yl]
- 5 - m et h o x y m eth yl

- 2 - o x a z olidi n o n e (E 2 0 1 1) は , 次に示

す構造の化合物で あり, M A O - A に対して選択性が高く ,
より副作用の少ない 抗うつ 薬を目

指して 開発された (1 4) ｡ M A O
- A の選択的かつ 可逆的な阻害剤では , 初期の M A O 阻害薬で

問題とな っ た肝毒性や, 三環系抗うつ 薬で見られる ような抗コ リ ン作用を ほ とんど示さな

い こ とが想定される D 実際, こう した懸念される副作用 に関す る検討 の結果, E 2 0 1 1 は 非
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可逆的な M A O 阻害剤とは異なり, 動物 へ の 連続投与によっ てもチラミ ン誘発の昇庄作用

の危険性が増加する こ とはなかっ た (15) ｡

N C+ ふ oc H3
9 H

E 2 0 1 1 の 化学横道

この ように, E 2 0 1 1 は選択的 M A O - A 阻害作用による抗うつ作用が期待で き る有用な薬剤

と考えられ 19 9 0 年代初めか ら鯨床試験導入 に向けて 一

連の非臨床試験が行われた｡ そ の

開発段階において , ラ ッ トを用い た 1 3 週間反復投与毒性試験を実施したとこ ろ, l o o 蛾

投与群の肝に, G S T - P 陽性小増殖巣 (変異細胞巣) の 増加が認められた o 小増殖巣は , 形態

学的特徴から規定され る変異肝細胞の集塊で あり, 周囲組織 へ の 圧排性の増殖はない が,

組織学的所見および組織化学的な染色性により, 周 囲の細胞とは 明瞭に区別される ｡ 増殖

した細胞は, 正常の肝細胞と比較して大型の ものも小型の ものもあり, 多形性を示す｡

一

般的に これらの小増殖巣は前がん病変と位置づ けられて おり (1 6) , 多くは可逆的と考えら

れ ているが,
一

部は肝細胞腺腰や肝細胞がんとい っ た腰癌性病変へ と移行する ｡

一

方, これまで に実施した
一

連の 変異原性試験で は, マ ウス白血病細胞由来の 細胞株( マ

ウスリ ンフォ ー マ L 5 1 7 8 Y 細胞) を用いた遺伝子突然変異試験の高用量で 陽性を示すなど,
一

部疑わしい結果は認められたものの, ラ ッ ト肝の U D S 試験で 陰性で あっ た こ とか ら, 紘

合的に E 2 0 1 1 が生体にお いてイ ニ シエ
ー

シ ョ ン活性を示す可能性ほほとんどないもの と判

断した｡
しか しながら, ラ ッ トで認められた変異細胞奥ほ前がん性の 病変で ある こ とか ら,

こ の病変の 解釈が ヒトヘ の 外挿およびリス ク評価におい て重要であると考えられた｡

ところで, 変異原性あるい は発がん性を持 つ 芳香族アミ ン類は, 通常 c y p あるい は F M O

に より N 一水酸化体に代謝され, 引き続き A T あるい は s T に より エステル化されて反応性に

富む ニ トレニ ウムイオ ンが生成する こ とが知られてい る (1 7
- 1 9) ｡

水酸化
¢一 N H R ー ¢ - N R - O H 空 L め- N R - ○ - A c (o r S ulf) ー ¢- N

O

R

ニルニ如 拙

変異原性/ 発がん性芳香族アミン類の代謝活性化

そ こで , E 2 0 1 1 の化学構造に着目 して , E 2 0 1 1 代謝物の
一

つ で ある脱炭酸体 (芳香族アミ

ン体) (2 0) が同様の機序で代謝活性化を受けて前述の肝毒性が引き起こされたという仮

説 を立て , 実験的に証明を試みる こ とと した ｡

- 5 -
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E2 0 1 1 戯炭塵体

E 2 0 1 1 の 脱炭酸による芳香族アミ ン体の生成

本論文は, 以下の 6 牽から構成され る ｡

まず第 1 章で は, 本研究を行うきっ かけとな っ た, E 2 0 1 1 の ラッ トにおける 1 3 週間反復

投与に よる毒性につ いて記載したo
こ こで は, E 2 0 1 1 の 3 0 および 1 0 0 m g n Eg を雌雄ラ ッ ト

に投与した際にみられた
一

連の変化, 特に肝の 変異細胞巣につ いて詳細に記述した o

第 2 章で は, 抱合酵素の関与する代謝経路を継続的に修飾 (阻害) した動物モ デルの確立

を試みた ｡ 最初に, 硫酸抱合およびグルクロ
r-

ン酸抱合を受ける化合物の代表と して , A P A P

をモ デル化合物と して選択し, A P A P , A P A p - S ul f および A P A P - G l u c の H P L C を用いた分析

条件を換討 した ｡ 次に, ラ ッ トに抱合酵素阻害剤の併用下で A P A P を 2 週間反復投与した

場合の , A P A P 代謝様式の 変化につ い て 明らか に したo

次に第 3 章では, 第 2 章で確立 した動物モデル を利用 して , 抱合酵素の i n viv o で の 阻害

が E 2 0 1 1 の毒性発現に与える影響を換討 した o そ の結果, E 2 0 1 1 によ る肝の変異細胞巣発

現に A T が大きく関与 して い る可能性が示唆された｡

第 4 章で は , 第 3 章の結果を受けて , さらに i n vit r o で A T による E 2 0 1 1 の 代謝活性化に

っ い て詳細に検討 した D 本章で は変異原性を指標 として , E 2 0 1 1 によ る肝毒性
へ の 関与が

示 唆され た脱炭酸体や , E 2 0 1 1 の 母核構造で あ る 6 - A B T な どの 化合物 につ い て , S ･

坤 hi m u ri u m T A I O O 株 とそ の A T 高発現株で ある Y G I O 2 9 株
を用い た Am e s 試験を行 い , 棉

造と変異原性との関連性を探 っ た ｡
また, E 2 0 1 1 代謝物の性質を代表す る化合物と して ･

最も シ ンプルな構造を持つ 6 - A B T を選択し, 代謝活性化の各段階に対する特異的阻害剤を

用い て代謝経路の検証を行 っ た｡

さ らに第 5 章で は, E 2 0 1 1 をラ ッ トに長期反復投与 した際の肝臓の変化につ いて 記載 し

た ｡ 第 1 章で記述した肝の変異細胞巣は , 1 3 週か ら5 2 週 へ と投与期間の延長に伴っ て に大

型化 した｡ また, 肝にお ける血管肉腫 の発現が認 められた こ とか ら, E 2 0 1 1 は発がん作用

を持つ こ とが示された ｡

最後に第 6 章で は, E 2 0 1 1 投与に よ っ て 認められた c y p 発現調節作用に つ い て記載 した o

こ こでは , E 2 0 1 1 の薬理作用 ( M A O - A 阻害) に基づく現象と考えられる血中 M E L レ
ベ ルの

変動と, c y p 発現レベ ルの変動との関係に つ い て考察 した o

- 6 -



第1 章 E 2 0 1 1 をラッ トに1 3 週間反復投与 した際の毒性学的変化

E 2 0 1 1 は, うつ 病の病態に関連が深い と考えられ る M A O - A に対して選択性が高く, より

副作用の少ない第三世代の選択的
･ 可逆的 M A O 阻害薬を目持して作られた化合物で あり,

in vit r o , i n viv o , ex vi v o の いずれにおいて も強力な M A O - A 阻害活性を示す (15) ｡

本章で は, E 2 0 1 1 の ラッ トにおける毒性学的プロ フ ァイルを把捉する目的で , 雌雄ラッ

トに E 2 0 1 1 の 3 0 ある い は 1 0 0 m g n Eg を 1 3 週間にわたっ て 経口反復投与した結果につ いて

記述したo

第1 節 E 2 01 1 の ラ ッ トにおける 1 3 週間反復投与毒性試験

夷枚方法

化合物

E 2 0 1 1 はエ
ー ザイ化学株式会社 (覗, エ ー ザイ株式会社, 鹿島事業所) にて合成した｡

H P L C 法における純度は 9 9 .4 % で あっ た｡

動物

4 週齢の雌雄 s D ラ ッ トを日本エ ス エ ルシ
ー 株式会社より導入し, 2 週間の検疫期間およ

び 1 週間の馴化期間の後, 体重による層別化法 で群分けを行 い , 7 週齢で実験に使用したo

動物は , ステ ン レス製ケ ー ジ
l

( w 3 0 5 × D 4 2 5 × H 2 0 0 mm ) に 1 ケ
ー ジ当たり最大5 匹収容

して , 温度 2 2 ±2 ℃ , 湿度 5 5 ±5 % , 照明時間 7 : 0 0 -

1 9 : 0 0 , 換気回数1 時間当たり 1 0 回

以上に設定した動物室で飼育した ｡ 飼料はオリ エ ンタル酵母工業株式会社製固型飼料 M F
T M

を,
一

飲水は , 井水 を次亜塩素酸ソ ー ダで殺菌後, 紫外線照射し自動給水装置にて, いずれ

も自由に摂取させ た ｡

試験デザイ ン

雌雄いずれも 3 6 匹の ラッ トを 1 2 匹ずつ 3 群に分け, 対照群と E 2 0 1 1 投与群を 2 群, 3 0

および 1 0 0 m g n ig 群を設定したo E 2 0 1 1 は o .5 % M C 水溶液を用い て , 5 m L k g の投与容量と

なるように, o . 6 および 2 % 懸濁液を調製した ｡
こ の投与換体を, 動物に 1 日 1 回, 1 3 週間

にわたり毎日, 胃ゾンデを用いて 強制経口投与 した｡ 対照群には, 媒体で ある 0 .5 % M C 水

溶液の みを投与した D

観察 , 測定および検査

投与開始日を 1 日目と起算し, 以下の観察 ,

･測定および検査 を実施した o
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(1)
- 般観察

動物の
一

般状態につ い て , 投与期間を通じて毎日観察 した ｡ 体重は, 投与開始 6 日前と

1 , 2 , 4 日目, およびその後週 1 回測定した｡ 摂飯量は, 1 , 2 , 4 日目およびその後週 1 回, ケ

ー ジ単位で摂餌畳 を測定し,
一

匹 当たりの値を算出した o

(2) 臨床検査

投与期間終了後, 動物を
一 昼夜絶食した後, ベ ン トパル ビタ

ー ル麻酔下で採血 して血液

学的検査お よび血液生化学的検査を行 っ た｡ 血液学的換査で は , 抗凝固剤として E D T A を

使用 して得られた血液につ い て , 多項目白動血球計数装置 s y s m e x ･ E - 3 0 0 0 (束亜医用電子

(株)) を用い て , 白血球数 ( W B C) , 赤血球数 (R B C) ,
ヘ モ グロ ビン濃度 (H b) , ヘ マ トクリ

ッ ト値 (H t) , 平均赤血球血色素量 ( M C H) , ･平均赤血球容積 ( M C V) , 平均赤血球血色素濃

度 ( M C H C) , 網赤血球数(r eti c ul o cy t e) および血小板数(P IJT)
を測定 した ｡ 血液生化学的

検査で は, 抗凝固剤と して ヘ パ リン を処理 して 冷却遠心 に より分離して得られた血衆に
つ

い て , 自動分析装置73 6 - 4 0 形 (㈱日立製作所) を用い て , アルカリ性ホス フ ァタ
- ゼ (A L P) ･

アラ ニ ンア ミノ トラ ンス フ ェ ラ
- ゼ (A L T; G P T) , ア スパ ラギン酸ア ミノ トラ

ンス フ エ ラ
ー

ゼ (A S T; G O T) , クレアチ ニ ンキナ
- ゼ (c K) , 総タン/ i ク (T P) , 尿 素窒素 (u N) , ク レア

チニ ン ( C R N N ) , グルコ
ー ス (G L U) , 総 コ レス テ

ロ ー ル ( T
- C h o) , リ ン脂質(p L) , トリ･グ

リセ リ ド (T G) , 無機リ ン (lP) , C a , N a , K および cl を測定 した o

また, 最終投与後, 動物を個別に代謝ケ
ー ジに収容 して 2 2 時間採尿 を行い, 尿量, 浸透

皮 , C R N N
■

, N a , K , Cl を測定した｡

(3) 剖検お よび病理組織学的観察

最終投与後, 動物を
一 昼夜絶食した後, 剖検を行い , 諸臓器組織を肉眼的に観察 した ｡

肝, 腎, 牌, 心, 肺, 脂, 下垂体, 甲状腺 (上皮小体を含む) , 副腎, 胸腺, 顎下腺 (香

下腺を含む) , 精巣, 卵巣に つ い て , 重畳を測定したo

上述の臓米および ハ
ー グ - 腺に つ い て は, 肉眼観察後 , 1 0 % 中性緩衝 ホル マ リン液中で

固定 して , 常法に従っ て パラ フィ ン包埋 した後, 光顕観察用の
へ マ トキシリ ン ･ エオ ジン

(H & E) 染色を施した組織標本を作成
して , 病理組織学的検査を行 っ た o さらに肝 につ い て ,

透過型電子顕微鏡によ る観察 も併せて行 っ たD

光顕による観察 の結果 (後述) , 肝に前腫療病変を示唆する所見が認 められた
こ とか ら,

ウサ ギ抗ラ ッ トG S T _ P 抗体を用い て ア ピジン
ー ピオチ ン化ペ ルオキ シダ

ー ゼ複合体 (A B C)

法に よる免疫染色を実施 した ｡ 3 個以上 の細胞か らなる G S T - P 免疫染色陽性の細胞を G S T - P

陽性小増殖巣と定義し, それ らの 数お よび面積を多目的画像解析装置 ( S PI C C A , Nip p o n

A vi o ni c s 社) を用いて測定 した o

結束
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一

般観察

投与期間を通 じて , 死亡は認められなかっ た｡ E 2 0 1 1 の 3 0 および 1 00 m gn (g の投与によ

り, 雌雄 いずれも数例で流起が認められた ｡ 投与前にも流起を示す個体が認められたこと

から, 検体の苦味に対する条件反射的なもの と考えられ 毒性で はないと判断した｡

Fig . 1 -1 に示す ように , 雄の 10 0 r n g A (g 投与群で は 10 日目以降に有意な体重増加抑制が認

められた . 雄の 3 0 m g k g 群および雌で は, E 2 01 1 投与による体重 へ の影響は認められなか

っ た ｡

60 0

5 0 0

ノ ､

(コ)

ご 4 0 0
良,.～叫ー_I′

ー

くっ)

a)

a
> ヽ

てコ

品 3 00

2 0 0

1 0 0

* *

* *

* *

* *

* *

* *

* * * *
川

柳

M a一e

* *

F e m a一e

ー6 1 2 4 1 0 1 7 2 4 3 1 3 8 4 5 5 2 5 9 6 6 7 3 8 0 8 7

D a y

F ig ･ 1 ･ 1 ･ B o d y w eig ht of m al e a n d f e m al e r ats t r e at e d wi th

E 20 1 1 at d o s e s o f 3 0 ( A ) a n d 1 00 (Pg) m g n (g o n c e a d ay f o r

1 3 w e e k s (8 7 d a y s) . C o n t r ol a n i m al s ( 0 ) r e c ei v e d v eh icl e .

T h e st atisti c al s lg nifi c a n c e of diff er e n c e in m e a n v al u e s

b et w e e n c o n t r ol a n d t r e at e d g r o u p s w a s s h o w n b y
*

由 < 0 ･0 5)
arld * * b < 0 ･0 1) , r e s p e cti v ely (D u n n ett

'

s t e st) .

摂餌量の推移に つ いて , Fig . 1
- 2 に示 した ｡ 雄の 1 0 0 m g侭g 群では, 投与開始の初期と 38

日目以降に 2 0 % 以下の摂餌量の 低下が認められ た｡ 雄の 3 0 m g 化g 群およ び雌の 1 00 m 封k g

群で は
一 過性の軽度な摂飯豊の 低下が認められたの みで あ っ た｡
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3 0

2 5

. { I

喜‡;q)
～

⊂

て)

0

0

1 ⊥ 1 0

M al e

F e m a一e

1 2 4 1 0 1 7 2 4 3 1 3 8 4 5 5 2 5 9 6 6 7 3 8 0 8 7

D a y

F ig ･ 1
･2
･
D aily

･f o o d i n t ak e o f m ale a n d f e m al e r at s t r e at e d

wi th E 2 0 1 1 at d o s e畠 o f 3 0 ( A ) a n d 1 0 0 ( I ) m 釘k g o n c e a

d ay f o r 1 3 w e e k s (8 7 d a y s) . C o n tr ol a ni m als (○) r e c eiv e d

v e h icl e .

臨床検査

血液学的検査 の結果 を,
T ab l e 1 - 1 に まとめた｡ E 2 0 1 1 投与 に起因する と考 えられる変化

として
,
1 00 m gn 'g 群 の雄で R B C , = B および H t の減少 と p L T の 増加が , 雌で W B C および

r eti c ul o c y t e の増加が認められた ｡ こ れらの変化の 生 じた機序は不明で あっ た
が

,
いずれ も

比較的軽度な変化で ある と考 えられた ｡

T a bl e I - 1 ･ H e m at ol o g y of r at s at t h e e n d o f 1 3
- w e e k r ep e at e d d o s e o f E 2 0 1 1 ･

M al e

G r o u p s (D 岱 e)
N o . of a ni r m ls

C b ntr o1 30 m 〆kg l 00 m g kg

12 12 12

F e JT nl a

C o ntr o1 3 0 m g /kg

1 2 1 2

1 00 r r画kg
12

5 0 ,6 ± 1 3 . 7
* *b

80 5 .3 j = 3 0 .8

1 4 .48 ± 0 .5 0

42 .8 9 A : 1 .2 9
＋a

1 7 .9 9 士 0 .3 8

5 3 .28 士 0 .9 8

3 3 .77 ± 0 .4 0

1 .4 6 A : 0 .4 9
* a

10 6 .16 j : 15 . 21

5 1 .5 ± 1 0 .4

9 31
.
8 土 4 7 .2

15
.
4 3 士 0 .5 4

46 .7 3 j = 1 .4 4

1 6 .6 0 a: 0 .69

5 0 .22 ± 1 .75

3 3 .01 士 0 .3 3

1 .5 3 士 0 .6 0

1 00 .4 2 ± ll .66

5 7 .7 士 1 2 . 4

9 3 1 .1 ± 5 1 . 2

15 .8 0 ± 0 .4 3

4 7 .23 a : 1 .41

17 . 00 士 0 .63

5 0 .8 1 ± 1 .7 6

33 .47 ±0 .3 2
* * a

1 .
4 1 ± 0 .3 8

10 7 .1 8 ± 9 .5 9

6 0 .3 士 1 3 .3

8 8 7 .1 ± 4 1 .O
事
a

14 .68 A: 0 .6 1
* *
a

4 4
.
3 6 士 1 .7 5 * *

a

1 6 .5 6 ± 0 .5 0

5 0 .0 3 ± 1 .1 4

3 3 .0 8 ± 0 .45

1 .6 4 ± 0 .6 2

1 25 .58 a : 1 3 .9 3
* #

33 .1 士 6 .9

8 18 .8 士 29 .6

1 4 .8 2 ± 0 .5 9

4 4 .13 ± 1 .4 4

18 .08 士 0 .6 1

5 3 .9 1 ± 1 .2 1

3 3 .5 8 ± 0 .5 8

1 .0 8 ± 0 .2 6

95 .8 2 ± 10 .& 6

4 7 .4 士 4 3 .I

8 2 3 .3 士 4 0 .7

1 4 .9 8 j = 0 .46

4 4 .1 4 ± 1 .1 3

18 .2 2 ± 0 .5 7

53 .6 8 j = 1 .6 4

3 3 .9 5 ± 0 .5 8

1 .18 ± 0 .28

10 3 .6 2 i : 19 .9 1

W B C Id
a
/”.L

R B C 10
4
/ p L

l 恥 d d L

E t %

M C H pg

M C V fL

M C H C %

R eti ctLl ∝ yte %

P L T 10
4
/[L L

D at a a r e m e a n ± S . D . v al u e s . Sig n ifi c a n tly diff e r e n t fr o
m C o n t r ol *@ < O 10 5) ,

* *

b < 0 ･0 1) b y

D u n rl ett ( a) a n d D u n n ett
- R a n ki n g (b) ･

ー 1 0 -



次に, 血液生化学的検査の結果を T able 1 -2 に示したo 雌の 1 00 m 釘k g で A L P の増加が認

められた｡ 肝毒性に 関連して , E 2 0 1 1 投与 により A L T や A S T の増加は認 められなかっ たが,

一

方, これら
･

の/てラメ 一 夕の減少が認められたo その他, 雄の 1 00 m g n (g 群で T P および

G L U の軽度の減少が , 雄の 3 0 , 1 00 m gn (g および雌の 10 0 m g 佃g 群で T
- C h o

,
P L および T G

の減少が認められた o また ,
雌雄 の 1 00 m g n ( g 群で N a , Cl は変動しなか っ たが, K の増加

が認められた｡

T a bl e i -2 . Bl o o d c h e m i s try o f r at s at th e e n d of 13
- w e e k r e p e at e d d o s e of E 201 1 ･

M ale F e m al e

G r o u p s ( D o s e) C o ntr o1 3 0 m g/kg 10 0 m grkg C o rltr O1 3 0 m g/kg 1 00 m g/k g

N o . oF a ni m als 1 2 12 12 12 1 2 12

A L P m U/ m L

^ L T m U/ m L

A S T

C K

T P

U N

C R N N

G L U

T - C h o

P L

T G

IP

C a

N a

K

m

m

g/

m

m

m L

m L

】L

I L

U/

U/

d L

g/d L

g/d L

g/d L

g/d L

d d L

m g/d L

m g/d L

m g/ d L

m g/ d L

m g/ d L

m g/ d L

孤 E q/ L

m E q/ L

2 0 5 .3 土 3 5 .4

3 7 .4 土 14 3

6 6 .5 ± 13 .5

16 3 .6 j : 65 .4

6 .5 4 土 O .1 8

1 4 .8 3 A : I .7 7

0 .3 2 8 士 () .0 2 8

1 4 9 .3 士 9 .7

5 0 ,3 士 6 .9

9 4 .3 ± 6 .4

6 4 .6 士 1 3 .7

5 .40 士 0 .5 9

1 0 .20 士 0 .2 4

1 4 3 .0 ± 1 .0

3 .73 士 0 ,2 9

Cl 血 E q/ L 10 7 .2 士 0 .8

17 0 .7 士 3 2 .6

2 5 .() 土 4 .9
糊 b

5 7 .4 土 6 .4 *
h

12 7 .7 士 5 8 .0

6 .3 8 土 0 .25

1 4 .9 3 土 1 .7 2

() .3 3 2

1 43 .3

土 0 .0 4 1

士 10 .8

39 .5 a : 8 .2
･ ･b

79 .3 士 7 .8 榊
4

45 .5 土 15 .0 *
b

5 .3 3 ± 0 .4 3

10 .l o ょ o .2 6

14 2 .2 土 1 .5

3 .8 7 ± 0 .2 4

10 7 .0 士 l .5

2 2 1 .3 士 7 2 ,0

2 1 .7 j = 3 .5 * *
b

5 6 . 1 士 4 . 7 ･ '
b

1 0 1 .7 士 2 1 .2
事 *l'

6 .23 ± 0 .27 叫
A

15 .7 8 士 2 .43

0 .3 3 0 士 0 ,07 4

13 5 .3 土 1 7 .3
* a

3 3 .5 ± 3 .7
* *b

7 5 .3 土 5 .9 榊
a

19 .7 j : 6 .8 * ･
t '

5 .7 4 士 0 .6 4

1 0 . ll ± 0 .2 3

1 4 1 .7 土 1 .3

4 .03 ± 0 .2 1 * 耕

1 0 8 .6 士 1 .6
* 札

11 7 .3 ± 2 8 .0

2 7 .6 士 7 .4

5 6 .2 ± 7 .3

8 6 .3 士 2 2 .6

6 .58 士 0 .40

16 .9 8 A : 1 .63

0 .3 7 8 士 0 .05 8

13 9 .0 ± 1 3 .5

67 .3 a : 12 .5

1 3 1 .1 士 2 l .7

2 1 .3 j : 8 .8

4 ,9 3 士 0 ,9 1

9 .98 士 0 .3 1

14 l .9 士 1 ,7

3 .92 士 0 .2 9

lo g .7 ± 2 .2

1 00 .4 士 3 7 .6

20 .1 士 5 .8
榊 b

5 2 .4 ± l l .8

90 .2 士 3 5 .8

6 .2 8 士 1 ,16

1 7 .44 士 1 .7 1

0 .35 2 j : 0 .03 9

14 6 .8 a : 1 8 .0

5 9 .5 士 1 2 .2

11 6 . 2 士 2 0 .8

3 2 .8 j: 5 0 .9

4 .76 A : 1 .l l

9 .9 2 士 0 .55

14 0 .9 ± 1 .5

3 .8 7 土 0 .3 3

10 8 .2 j : 1 L9

2 10 .9 土 7 3 .0
* *b

19 .9 a : 1 .7
＋*b

5 4 .3 士 5 .5

l oo .7 土 3 5 .8

6 .3 3 士 () ,2 6

17 .4 3 士 2 .3 7

0 3 6 1 士 0 .0 78

1 38 .9 士 9 .5

52 .7 土 6 .5 * *
払

10 1 .0 士 11 .2 榊
叫

1 2 .5 ± 3 .6
榊 b

5 .62 ± 0 .7 1

10 .02 士 0 . 19

14 0 .6 士 1 .4

4 .2 8 ± 0 .45 *
凡

10 9 .3 ± 1 .7

D at a a r e m e a n ± S . D . v al u e s . Sig nifi c a ntly diff er e Tlt fr o m C o nt r ol
*

G ) < 0 ･0 5) ,
* *

b < 0 ･0 1) b y
D u n n ett( a) a n d D u n n ett

- R a n k in g (b) ･

尿検査では, 尿量 , 浸透圧 , C R N N , N a , K , C l を測定したが, いずれ の 項目におい て

も E 2 0 1 1 投与に よ る変動 は認められ なか っ た ｡

剖検時肉眼所見お よび臓器重量

剖検時 の肉眼所見で は, 雌の 1 00 m g n (g 群の 1 例で ハ
- ダ ー 腺の萎縮が認められた以外

には, 何 ら異常は認められなかっ た｡

臓器重量を T a bl e 1 - 3 に示 した.
`
肝および腎重量の 増加が雌の 1 0 0 m g n ( g 群で顕著に認め

られた｡ 雄の 1 00 m g 侭g 群におい ても , 相対重量で 比較した場合これ らの臓器重量の増加

が認められた ｡ また , 甲状腺の 絶対および相対重量の低下が雄の 3 0 および 1 00 m g 化g 群で,

副腎の 絶対および相対重量の 低下が雌の 1 0 0 m g n (g 群で 認められたo その 他,
牌

,
心

,
肺

,

下垂体, 副腎, 顎下腺および精巣の 絶対重量が雄の 3 0 ない しは 1 0 0 m g n (g で変化したが,

いずれも体重 の変化 を反映した二次的な変勤で ある と考えられた｡
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病理組織学的所見

病理組織学的検査の結果 を, T a bl e ト4 に示 した ｡ E 2 0 1 1 投与に起因した変化 は, 肝お よ

びハ ー グ - 腺に認められたo 肝で は , 光顕的に, 1 0 0 m gn ( g 群の雌雄でび渡性に細胞の核肥

大が観察された (p h ot o 1 - 1 A お よび 1 - 1 B) ｡ これ らの核肥大の認 められた細胞では , 大小不

同とともに細胞核および核小体の大型化が特徴的で あっ たo また, 1 0 0 m 封k g 群で は細胞内

にコ レス 5
1 1) ン様針状結晶も認められた o 電顕による観察 の結果 (p h ot o 1 - 2) , こ れらの肥

大 した核で は辺綾部の ヘ テ ロク ロ マ チ ンは減少とユ
ー ク ロ マ チン の 増加 が特徴的であり,

明瞭な核小体を伴い 著明な肥大が認 められた o また, ほと んどの 肝細胞核におい て核小体

辺時化 (n u cl e ol a r m a rgi n ati o n) が認められる など, 超徴形態学的に増殖活性の克進ある いは

タンパ ク合成能の冗進を示唆する変化が確認された｡
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N ot e:
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; n eg ati v e , 十; p o siti v e .

a: w it h c ry st alli n e r o d s , si m s oid al .

その他 1 00 鵬 の雄 2 例と対照群の雄 1 例で ほ小増殖巣が認められた｡ この小増殖奥

ほ H & E 染色による観察 の結果, いずれも好酸性であっ た｡ 肝に認められた小増殖奥は前が

ん病変と位置づけられており, また
一 般に本週齢における増殖奥の発現頻度はきわめて低

い こ とから, 抗 G S T _ P 抗体を用いた免疫染色を行 っ たo p h ot o 1 -1 A および1 - 1 B (連続切片) に

示されるよう に, H & E 染色で認められた肝小増殖巣はす ぺ て G S T
-P 陽性で あ っ たが, H & E

染色で は明らかでなかっ た G S T - P 陽性巣も多数認められた｡ G S T - P 陽性小増殖巣の個別デ

∵ 夕および群平均を Fig . 1
- 3 に示 した｡ この変異細胞巣は, 放で は E 2 0 1 1 投与群と対照群に

差はなか っ たが, 雌の 1 0 0 m g n (g 群で対照群に比べ て数および面積の いずれにおいても増加

して いた ｡

ハ - ダ ー 腺でほ, 1 0 0 m g n Eg 群の雌放で腺房の萎縮が認められた (ph ot o 1
- 4 A ～ 1 - 4 C) o こ

の病変は , 腺房細胞の細胞質q) 空胞の減少, 上皮細胞の窟平化 腺房上皮の剥離および単

細胞壊死の増加な どに よっ て 特徴づけられ るもので あっ た｡
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Fig ･ 1
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- w e e k r ep e at ed d o s e

of E 2 0 1 1 . h di vid u al d at a a r e d ott ed a n d th e g r o tlP m e an s a r e Sh o wn b y c ol u m n s ･
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第2 節 考察

E 2 0 1 1 の毒性学的プロ フ ァイルを把握する目的で , 1 3 週間にわたりラッ トに E 2 0 1 1 の 3 0

および 1 0 0 m 〆k g を経口投与したo その結果, 投与に起因した死亡は認められなかっ たo
-

般観察で は流誕が認められたが, 毒性学的にあまり意味を持たないと考えられた ｡ また,

雄の 10 0 m g n ig 群で は, 体重増加抑制と摂餌盈の減少が認められた ｡ さらに, 雌の 1 001 m 納g

群で は臨床検査で A L P の増加が, 雌の 1 0 0 m g n(g 群で は剖検時の臓韓重畳測定で肝重畳の

増加が, それぞれ認められた ｡

この実験で放も特筆すべ き所見は, 肝の病理組織学的変化で あっ た ｡ 雌雄 いずれの肝細

胞にお いても, 核小体の 明瞭化と, 核不同形および核肥大, 雌で は G S T - P 陽性小増殖奥 (変

異細胞奥) の顕著な増加が認 められた｡ さらに超微形態学的観察において肝細胞の増殖活

性の先進あるい はタン ^
o

ク合成能の冗進を示唆する所見が認められたことから, 核肥大は

変異細胞奥の増加 と何 らかの関係がある もの と考えられた｡

肝発がん物質 として知られて い るチオ アセ トア ミ ドの ラ ッ ト ヘ の投与に より, A L T や

A S T の 増加などの肝毒性 (2 1) や, 肝細胞の核肥大が引き起こされ ること (2 2) が報告され

てい る ｡ チオアセ トア ミ ドによる肝萄性で ほ, 肝細胞の核肥大と D N A
`

の 二 倍体か ら四倍体

へ の シフ トや D N A 畳の増加との 関連性が認められて い る こ とから (2 1) , E 2 01 1 の場合もこ

う した D N A レベ ルで の 変動が引き起こ された結果, 前がん病変が引き起こ された可能性が

考えられた｡

今臥 G S T - P 陽性小増殖巣は雌で より顕著に認められたが, この 要因の
一 つ として E 2 01 1

の代謝における性差が考えられる ｡ すなわち, E 2 0 1 1 の脱炭酸またはそ れに引き続く代謝

過程において , C Y P 2 C l l/1 2 など性特異的な薬物代謝酵素(2 3 ,2 4) が関与 し, それが E 2 01 1

によ る肝毒性の性差の原 因となっ た可能性が考えられた o

なお, 本試験で認 められたもう
一

つ の興味深い所見は, 肉眼所見および病理組織学的検

査で認められたハ
-

ダ
ー

腺腺房の萎縮で あ っ た . こ れまで化学物質の 投与によりげっ 歯類

の ハ
- ダ ー

腺に毒性を引き起こした事例 ははとんど報告されて い ない (2 5 ,2 6) o R o d ri g u e z
-

c ol u n g a らは, 松果体ホル モ ン と して知られ る M E L の ハ ムスタ
ー へ の投与により, ハ - ダ

ー

腺の 病理組織学的な変化を引き起 こすこ とを報告して おり (2 7) , また, ある種の M A O

阻害剤の処置す る こ とにより, ラ ッ トや ヒ トで も松果体あるいは血中の M E L 濃度が上昇す

る こ とが報告されて い る (2 8
- 3 0) a E 2 0 1 1 の ラ ッ ト へ の投与によ っ て も血中 M E L 濃度が上

昇する こ とから (第 6 章, 第 2 節参照), ハ
-

ダ
ー

腺腺房の萎縮は革20 1 1 の薬理作用で ある

M A O 阻害作用 に基づき, 血中 M E L が上昇 した結果, 二次的に引き起こされた変化で ある

と考えられた ｡
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第3 節 小括

E 2 0 1 1 の毒性学的プロ フ ァイルを評価す る目的で , 1 3 週間にわたりラ ッ トに E 2 0 1 1 の 3 0

および 1 0 0 m g n (g を強制軽口投与したo

病理組織学的検査では, 肝細胞において核小体の顕在化を伴う核肥大が認 められ, 雌で

はさらに肝にお ける変異細胞巣 (前がん病変) の顕著な増加が認められた｡ こう した
一

連の

肝病変か ら, E 2 0 1 1 が発がん性を有す る可能性が危倶された｡

- 1 8 -



第2 章 A P A P の代謝様式を指標とした抱合酵素阻害動物モデルの確立

薬物の代謝経路が動物種に よっ て 異なる こ とはよく知られており, とくに種々 の抱令体

の生成には著しい種差が存在する Q 例えば, ブタでは硫酸抱合, イヌ ではアセチル抱合が

それぞれ欠損して い る (3 1) o また, ダルク ロ ン酸抱合能はネコ や G u n n ラ ッ トで低く,
こ

れらの動物種で ほフ ェ ノ
- ル専の毒性が強く現れやすい (3 1) とい っ たように , 種特異的な

代謝物に起因 して毒性が生じるケ
ー

ス もある o
こ のような場合, 当改代謝物の生成を抑制

する ことにより, 毒性の発現機序解明 へ の大きな事がかりが得られる と考えられる ｡

こう したことか ら, E 2 0 1 1 の 毒性解明へ の応用を念頭におき, 硫酸抱合とグルクロ ン酸

抱合を主たる代謝経路とする A P A P の 代謝様式を指標と して , 代謝阻害動物モデルの 作成

を行っ た｡ 最初に , H P L C を用いて A P A P お よび 2 種の A P A P 抱合体 (A P A P
-S ul f および

A P , ” - G l u e) の測定方法を確立した後, ラ ッ トにおけ
る A P A P 代謝物の血中動態を検討 し,

さらに これら 2 穫 の抱合酵素に対する阻賓剤を 2 週間反復投与して, 目的とする抱合反応

が継続的に抑制されるか どうか を確認 した｡

第1 節 ラッ トにおける血渡中 A P A P 代謝物の H P L C を用いた測定方法の検討

夷枚方法

化合物

A P A P は sig m a C h e mi c左1 C o 一 (S t ･ L o ui s , U S A ) より, β
- G および β- G /A S ほ B o e h ri n g er

M a n n h ei m G m b H (M a n n h ei m , G er m a n y) より, それぞれ購入 したo

動物

日本エス エ ルシ
ー 株式会社より導入 した s D ラッ トを, 雌雄各 2 匹ずつ 1 2 週齢で用い た｡

動物の飼育方法時, 第 1 章, 第 1 節に記載した ｡

試験デザイ ン

雌雄 1 匹ずつ に A P A P の 5 0 または 2 0 0 m g k g を経口投与した ｡ A P A P は , 2 0 m M ' g の投

与量 となるように , o .5 % M C 水溶液を用い て 0 ･2 5 および 1 % の懸濁液としたo A P A P 投与1

時間後に, ベ ントパ ル ビタ
ー ル麻酔下で腹大動脈より採血し, 遠心により血衆画分を得た｡

血 熟ま2 0 0 u L ずつ 3 本に分注して , 測定時まで
- 3 0 ℃ にて 凍結保存した｡

Ⅲp L C 条件

H P L C によ る分析は , N ak a m u r a らの方法 (3 2) に準じて , 以下の機器
を用い て行 っ たo

(1) H P L C in str u m e n t

- 1 9 -



システ ム コ ントロ ー

ラ
ー

ポ ンプ

オ - トサンプラ -

u v 検出米

恒温槽

(2) デ
ー タ処理機

C b ∫o m 礼t o p a c

S C L _1 0 A

L C - 1 0 A D

7 1 7

S P D - 1 0 A

C T O - 1 0 A

S hi m a d z u

S hi m a d z u

W 礼t er s

S hir n a d z u

S bi m a d z u

C R - 7 A S 血i m ad z n

(3) H P L C c o n diti o n

カラム : o D S カ ラム ( w a k o si1 5 C 1 8 , 2 5 0 × 4 .6 m i . d)

移動層 ･

･

a c et o nit ril e : 0 .0 5 M 硫酸ナトリウム (p H 2 .7 , リ ン酸で調整)
-

8 0 : 9 2 0

流速 : 1 .O m U 血n

検出 : u v 2 5 4 n m

温度 : S o ℃

住人畳 : 1 0 0 i^ L

サ ンプル処理

血渠サ ンプルの酵素処理および除タ ンパ クは , 以下 に示す方法に従 っ て 行 っ た ｡ なお ,

本節で は特に明記 しない限り, 緩衝液 として 7 5 血M 酢酸ナトリウム バ ッ フ ァ
ー

(p H 5 .0) 杏

用い た｡

2 0 0 tA L ずつ 小分け した血衆を動物ごとに 3 本用意し, それぞれβ- G 処理用, β- G /A S 処理

用, およ び酵素未処理用に割り当て たo す べ て の血渠に 8 0 0 tl L の緩衝液を加えた後, さ ら

にβ- G 処理用には 2 0 汁L のβ- G (緩衝液を用いて原液を 1 0 0 倍に希釈 した もの) , β
- G /A S 処

理用に はβ- G 也s ( 同様に 5 倍希釈), そ して酵素未処理サ ンプル に緩衝液 を 2 叫 L 加えて ,

よく混ぜた｡
こ の反応混合物を, 軽く浸透しながら 3 7 ℃ , 2 時間イ ンキ ュ べ

- 卜した o そ

の後, 各混合物 2 0 0 汁L と 4 0 0 LL L の 1 0 % 過塩素酸 (内部標準物質 (I .S .) として , th e o p h ylli n e

を 2 m g/ L 含む) を渥ぜたo
こ れを 1 1

,
0 0 0 ×g で 5 分間遠心 した後, 上 清を H P L C に供 した o

なお, β- G 凍は びβ- G /A S は , β- G 活性 として 1 U / m L (p ‥ トロ フ ェ ノ
ー ル -β- D - グル クロ

ニ ドを革質と した場合) を含むよう に希釈した ｡

デ ー タ処理

牧童線の作成は, 以下の手順 で行 っ た ｡

3 0 2 t^ g/ m L (2 m M ) の A P A P 水溶液を調製し, これをもとに 7 5 .5 , 3 0 . 2 , 7 .5 5 , 3 .0 2 お よび

0 . 75 5 叶g/h lL の各標準溶液を作成した o 次に, 各標準溶液 10 0 LL L と緩衝液 7 0 0 叶L , コ ント

ロ ー ル血衆 2 0 0 p L を混合し, 前述の酵素未処理サ ンプル 同様の過程で処理 し, H P L C にて

分析を行 っ たo A P A P の ピ
ー ク高さをⅠ. s .

の ピ ー ク高さで割り, 非線形最小二 乗法 ( プロ グ

ラム 名 .

I

M U L Tl) により回帰直線を求めた ｡

- 2 0 -



A P A P
,
A P A P - G l u c および A P A P - S ulf の各血簾中濃度は, す べ て A P A P (tA g/ m L) に換算して

算出した. 酵素未処理サンプル の A P A P 濃度を, 血衆申 A P A P 未変化体濃度としたo また,

β- G 処理したサ ンプル の A P A P 濃度から, 未処理 のサ ンプルの A P A P 濃度を引いたものを

A P A P - Gl u c 濃度とした o さらに, β- G /A S 処理したサ ンプル の A P A P 濃度か ら, β- G 処理し

たサンプルの A P A P 渡度を引いたものを A P A P - S ulf 浪度とした｡

結果

分析条件の設定

今回の H P L C 条件で A P A P , A P A P - G lu c , A P A P - S ulf およびⅠ.s . の溶出につ いて確認した o

その結果, 溶出時間の早い順に A P A ト Gl u c , A P A P - S ulf
,
A P A P そしてⅠ.S . で あっ た ｡ また,

移動相の 0 . 0 5 M 硫酸ナトリウム (p H 2 .7) の比率を増すことにより, 溶出時間の遅延が認め

られたため, コ ン トロ
ー ル血衆中の不純物ピ

- クと A P A P , A P A P - G l u e , j W A P
- S ulf あるい

は Ⅰ. s . の ピ
-

クが
一

致しない 条件を検討 し, 移動相の比率を最終的に a c et o mi tril e : 0 .0 5 M 硫

酸ナ トリウム (p H 2 .7)
- 8 0 : 92 0 とした｡

酵素処理 による抱合体か ら未変化体へ の変換

A P A P - G l u c お よび A P A P - S tllf の両代謝物ピ ー クが, β
- G および A S 処理する ことによっ て

末変化体ピ
ー ク に確爽に移行し, またβ

- G 処理 によっ て A P A P - S ulf が影響を受けない こ と

を確認 した o A P A P を 5 0 m g n (g 投与した個体の例を, Fig . 2 - 1 に示した ｡ 酵素未処理サ ン

プル では, Fig . 2 - 1 A に示すように 5 .2 分に A P A P - G l u e , 8 . 4 分に A P A P - S ul f, 1 0 ･2 分に A P A P ,

そ して 1 2 .2 分にⅠ.s . の 各ピ ー クが溶出したD 次にサ ンプルをβ- G 処理 した場合で は , Fig . 2 - 2 B

に示す ように, A P A P _ G lu e
-

の ピ
ー

クが消失し, A P A P - S ul f およびⅠ.s . の ピ ー クには影響せず,

A P A P の ピ
ー クが増大したo また, このサ ンプル をβ- G /A S 処理 した場合, Fig . 2 - 2 C に示す

ように , A P A P - G l u c と A P A P - S ulf の ピ
ー クが消失し, I . S .

の ピ ー ク には影響せ ず, A P A P の

ど - クが増大した｡ A P A P 5 0 m gn 'g を投与した個体と同様の結果 (酵素処理 によ る抱合体か

ら未変化体 へ の ピ
- クの移行) は, A P A P 2 0 0 m 帥g 投与 した個体につ いても確認する こ と

ができた｡

デ ー タ処理

A P A P 標準溶液の fIP L C 分析を行 っ た結果をもとに検量線を作成して各標準溶液の分析

を行 っ たとこ ろ , すべ てバ ラツキは 1 % 以内であり, さらに標準溶液の
一

部を q u ality c o n tr ol

サ ンプル として分析したと ころ, バ ラツキほ 5 % 以内で あり測定法は問題ないと判断した｡
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Fig . 2
･ 1 . (A ) C h r o m at o g r a m o f a c et a mi n o p h e n gl u c u r o nid e (A P A P

- G l u c) , a c et a mi n o p h e n s ulf at e

(A P A P
- S ulf), u n ch a n g e d a c et a mi n o p h e n ( A P A P) a n d in t e r n al st a n d a r d (Ⅰ･ S ･ , th e o p h ylli n e) i n n o n

-

e n zy m ati c ally
-t r e at e d r at pl a s m a c oll e ct e d 3 0 mi n aft er o r al a d mi nis tr ati o n of A P A P 5 0 m g n {g ･ ( B)

A 血er β-gl u c u r o mi d a s e -tr ea t m e n t of (A ) f o r 2 h r ･ A P A P
- G l u e w a s c o n v e rt e d t o A P A P a n d th e p e ak of

A P A P - G lu e di s a p p e a r ed w hil e th e p e ak of A P A P w a s in cr e a s ed ･ (C) A ft e r β
-gl u c u r o nid a s e/

a ryl s ul f at a s e
-t r e at m e n t of (A) f o r 2 h r ･ B ot h A P A P

- Gl u c a n d A P A P - S ulf w er e c o n v e rt e d t o A P A P

a n d th e p e ak of A P A P
- G l u e a n d A P A P - S tllf dis a p p e a r ed w hil e th e p e a k of A P A P w a s i n c r e a s ed .
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この検量線を用いて , ラ ッ トに A P A P 5 0 または 2 0 0 m 封k g を経口投与した 1 時間後の血

衆申各代謝物の濃度を計算し, T abl e 2 - 1 に示した｡

T a b l e i l l . Pl a s m a c o n c e nt r ati o n o f A P A P a n d it s at e s .

s e x
, m

D

s;
e

g,
A P A P A P A P - G l u e A P A P - S ulf T ot al

M al e

F e m al e

50

2 00

;9

4 .02 2 . 2 3

6 0 .4 5

9 .5 8

2 0 0 7 4 . 8 4

1 0 .2 4

2 9 .2 8

3 4 .8 5

3 .3 0 2 0 .9 3

3 5 .5 3

1 05 .5 3

3 3
.
81

2 2 .9 4 2 3 . 7 4 1 2 1 . 5 2

V al u e s a r e e x p r e s s e d a s A P A P u n c h a n g ed fo r m (汁g/h L) I

ー 2 3 -



第2 節 ラ ッ トにおける血妓中 A P A P の薬物動態

集散方法

化合物

本章, 第 1 節に記載 したo

動物

日本エ ス エルシ
ー

株式会社より導入 した s D ラ ッ トを, 雌雄各 7 匹ずつ 1 4 週齢で用いた｡

動物の飼育方法は, 第 1 章, 第 1 節に記載した o

試験デザイ ン

雌雄 ラ ッ ト各 2 匹ずつ に, A P A P I O , 5 0 または 2 0 0 m g k g を経口投与したo また , 雌雄各

1 匹ずつ を対照群 として 設定し, A P A P の代わりに媒体を経口投与 した o A P A P は, 1 0 m L 他

の投与量とな るように, o . 5 % M C 水溶液 を用い て 0 .1 , 0 .5 およ び 2 % の懸濁液を調製した｡

A P A P 単回経 口投与の 0 .5 , 1 , 1 . 5 , 2 お よび 4 時間後に , 無麻酔下で 頚動脈よ り 7 0 0 p L

採血 し, さ らに 2 4 時間後には ベ ン トパル ビタ -

ル麻酔下で腹大動脈 より全採血 した ｡ 遠心

により得られた血渠画分を 1 0 0 tL L ずつ 3 本に分注 して , A P A P お よび各代謝物の濃度測定

に供した (測定時まで, - 3 0 ℃ にて凍結保存した) ｡ 投与 2 4 時間後の 血衆の
一 部は, 肝毒性

検索の ため A S T および A L T 活性測定 に も用いた ｡

H P L C 条件

本章, 窮 1 節に記載した .

サ ンプル処理

酵素処理の際の ス ケ ー ル をそ れぞれ半量ずつ に した以外は , 本章, 第 1 節に記載した方

法に従い行 っ た ｡

デ ー タ処理

検量線用の A P A P 標準液濃度を変更 した (o .7 5 5
-

7 5 . 5 汁g/ m L
- 0 . 4 - 4 0 LLg/h A) 以外は,

本章, 第 1 節に記載した方法に従い行 っ た ｡

血渠申 A S T , A L T 活性

第 1 章, 第 1 節に記載した方法に より, 血凍中の A L P お よび A L T 活性を測定 した o

フ ァ
- マ コ キネテイクス ･ パ ラメ

ー タの算出法

A P A P お よび各代謝物に つ い て , 最高血衆中濃度を c m ax , そ の 際の 時間を T r n a x と したB
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また, 血衆中濃魔の A U C o _24h は , 2 4 時間まで の血衆中濃度を用いて台形法により小数点以

下
一 桁まで算出したo 測定値が検出限界以下の場合には, ゼロ を代入 したo

結果

血衆中英物濃度

A P A P
,
A P A P - G l u c および A P A P - S ulf の経時的に血凍中濃度推移をFig . 2

1 2 ( 雄) および 2
- 3

(雌) に, またフ ァ
- マ コ キネテイ クス . パ ラメ

-

夕を T abl e 2 - 2 に示したo

A P A P ト ー タル として の血凍中濃度は, 雌雄 ともほぼ用畳依存的に増えた ｡ 未変化体の

A U C は, A P A P を 1 0 , 5 0 および 2 0 0 m g n (g 投与した場合, 放で 1 . 8 , 2 2 .2 および 3 6 9 . 3 帽
･

h/ m L ,

雌で 3 . 4
,
5 3 .0 および 2 45 .4 帽

･

Ⅳm L を示 し, 雌雄いずれも投与量の公比以上に A U C が増加

した o A P A P - S ul f の A U C は, 雄で 2 2 .6
,
9 2 .9 および 2 65 .5 LLg

･ h/ m L , 雌で 15 .1
,
1 1 9 .0 お よび

2 5 3 . 1 帽
I

h/ m L を示 し, 雌雄いずれも 5 0 m g n (g 以上で頭打ち となっ た｡ さらに A P A P - Gl u e

の A U C は , A P A P を 1 0 , 5 0 および 2 0 0 m gn ( g 投与した場合, 雄で 1 .0 . 8 . 7 および 7 7 .4 t^g
･

hJ m L ,

雌で 1 ,4 , 2 5 . 0 および 1 4 0 . 1 帽
･

Ⅳm L を示 し, 雌雄いずれ も投与量の公比以上 に A U C が増加

して い る ことが示 された ｡

この こ とから, A P A P 5 0 m 封k g 以上の投与で は, 硫酸抱合が代謝酵素あるい は硫酸供与基

の い ずれかの レ ベ ルで 飽和 した結果, 未変化体ある い はグルタロ ン酸抱合体の割合が上昇

したもの と推察 された ｡ A P A P - G l u c の A U C を雌雄で比較した場合, い ずれの投与量におい

て も明らか に雌の方が高か っ た ｡

血簾中 A S T , A L T 活性

投与 24 時間後の血凍申 A S T および A L T 活性を測定した結果を, T a bl e 2 - 3 に示 した ｡ 2 0 0

m g nig の雄 1 例で , A L T がやや高い値を示 した ｡ 他の 2 0 0 m gn fg の 3 例で は A L T の顕著な

上 昇は認 められなか っ たもの の , こ の投与量で は軽度 の肝障害を起こ しうる可能性がある

こ とが示唆された｡
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I S u lf a n d A P A P - G l u e
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･

o m m al e r at s aft er a si n gl e o r al a d mi nist r ati o n of A P A P a t 1 0 , 5 0 o r 2 0 0 m g n (g ･
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i n t h e pl a s m a f r o m fe m al e r at s aft er a si n gl e o r al a d mi nist r ati o n of A P A P at 1 0 , 5 0 o r 2 0
0

m g n (g . R e s ul t s a r e e x p r es s e d a s m e a n v al u e ( n
= 2) ･
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T a bl e 2 ･ 2 ･ P h a r m a c o ki n eti c s p ar a m et er s a ft e r si n gl e o r al ad mi nist r ati o n of A P A P (1 0 , 5 0 o r 2 0 0

m g n (A) t o m al e a n d f e m al e r at s .

A T ot al A P A P

a 5
_

e

_

x

_ _____
(p

c

d

m

L ) 7
m

h)

-

,:gT
c

u

o

=
1 0

M al e 1 4 .1 0 .5 2 6 .5

F e m al e 1 4 .8 0 .5 2 2 .3

5 0
M al e 6 5 .4 0 .5 1 2 3 . 8

F e m al e 7 4 .5 0 .5 1 9 6 .8

2 0 0
M al e 1 2 7 . 0 1 .0 7 0 7 .1

F e m al e 1 9 0 . 6
'

0 .5 6 3 8 .4

B A P A P

& 3 L
_

(畠→ 竜)
-

(;gT
c

u

o

=
1 0

M al e 2 . 0 0 . 5 1 .8

F e m al e 4 .0 0 . 5 3 .4

5 0
M al e 1 7 .4 0 .5 2 2 .2

F e m al e 2 7 .8 0 .5 5 3 .0

2 0 0
M al e 7 3 .7 1 . 0 3 6 9 . 3

F e m al e 1 2 2 .8 0 .5 2 4 5 . 4

C A P A P - S u 作

㌫
__ _
竺
_________

( 畠〕 苛)
-

,:gT
c

u

o

=
1 0

M al e 1 1 .7 0 .5 2 2 . 6

F e m al e 9 .6 0 .5 1 5 . 1
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F e m al e 3 6 .6 0 .5 1 1 9 . 0

2 0 0
M al e 5 0 .9 0 .5 2 6 5 .5

F e m al e 4 0 . 3 1 .5 2 5 3 .1

D A P A P - G 山c

&
____ ______
( 品 旨 (:gT

c

u

o

=
1 0

M al e 0 .7 0 . 7 5 1 .0

F e m al e 1 .2 0 . 5 1 .4

5 0
M al e 5 .5 1 . 5 8 .7

F e m al e 1 0 .2 0 . 5 2 5 .0

2 0 0
M al e 3 0 .3 1 .5 7 7 .4

F e m al e 3 4 .8 1 . 0 1 4 0 .1
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T a ble 2 ･ 3 ･ A S T a n d A L T v al u es aft er s h gl e o r al a d mi ni s tr ati o n of A P A P (1 0 , 5 0 o r 2 0 0 Ⅰ喝収g) t o

m al e a n d f e m al e r a ts .

D o s e A S T A L T

壷壷 _ - エ _ _竺
C o nt r ol 15 6 3 9

A S T A L T

!垂 虹 些
12 5 3 5

1 0

5 0

2 0 0

1 3 5 3 5

1 0 4 3 8

M al e 95 3 5

1 3 5 4 6

1 1 0 3 4

15 4 7 0

F e m al e

8 4 2 9

9 3 3 0

1 41 3 7

1 5 3 3 5

1 2 4 3 5

9 0 3 1
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第3 節 ラッ トにおける抱合酵素阻害剤反復処置の A P A P 代謝様式 に与える影響

鼻枚方法

化合物

本章, 第 1 節に記載した化合物の ほか , s T 阻害剤と して D C N P (Fl u k a C 血e 血 e A G ; B u c k s ,

s w it z e rl a n d) お よび p c p (片山化学工業㈱; 大阪) , U D P - G T 阻害剤として ラ ニ チジン (Sig m a

c h e mi c al C o .; S t . L o u is , U S A) を使用した o

動物

日本 エス エル シ ー 株式会社より導入 した雄性 s D ラ ッ トを 2 1 匹, 8 週齢で用い た｡ 動物

の飼育方法は, 第 1 章, 弟1 節に記載した｡

試験デザイ ン

y 2 1 匹の 雄性ラ ッ トを 3 匹ずフ 7 群 に分け, 対照群 1 群と抱合酵素阻害剤の前処置群 を 6

秤 , すなわち D C N P (5 あるい は 1 0 m d k g , 腹腔内投与) , p c p (2 .5 ある い は 5 m g n (g , 腹腔内

投与) およびラニ チ ジン (5 0 ある い は 1 0 0 m g n (g , 経口投与) を設定 した ｡ 毎日, 動物に阻

害剤を前処置 した後, そ の 4 5 分後に A P A P 5 0 m gn (g を経口投与 した o 阻害剤 と A P A P はい

ずれも 1 日 1 回ずつ , 1 4 日間 にわたり投与した ｡ 対照群 には 阻害剤の代わりに腹腔内投与

の 媒体を前処置 し, その 4 5 分後に A P A P を経口投与した ｡

D C N P および p c p は , 少量 の エタノ
ー ル で溶解後, プロ ピ レ ングリコ

-

ル で希釈して ,

それぞれ 1 .0 あるい は 2 .0 % (D C N P) , 2 . 5 ある い は 5 . 0 % (P C P) 溶液と した ｡ ラ ニ チジンは ,

o .5 % M C 水溶液を用い て , 2 .5 ある い は 5 .0 % 懸濁液と した ｡ さ らに A P A P は , o .5 % M C 水

溶液を用いて , 5 m L n (g の 投与容量 となる ように , o .5 % 懸濁液と した .

なお , A P A P の投与量は本章, 第 2 節の結果よ り, 肝毒性の 出ない こ とが予想される 5 0

m g rkg を設定したo また抱合酵素阻害剤の投与量 は, 文献的に報告されて い る用量 (3 3
- 3 6)

を参考に設定した ｡

投与初日および 1 4 日目に, A P A P の投与 3 0 分後に無麻酔下で頚動脈より 8 0 0 LL L 採血 し,

遠心 により得た血衆画分をサ ンプル と した o サ ンプル は 1 0 0 叶L ずつ 3 本に分注して, A P A P

および各代謝物の濃度測定に供した (測定暗まで , - 3 0 ℃ にて凍結保存 した) o 最終投与の 2 4

時間後に得られた血簸の
一

部は, 血液生化学的検査にも用い た o

H P L C 条件

本章, 第 1 節に記載した ｡

サ ンプル処理条件

本章, 第 2 節に記載した o

- 3 0 -



デ ー タ処理

本章, 鮪 2 節に記載した｡

血液生化学的検査

第 1 章, 第1 節に記載した方法により, 血液中の A L P , A S T , A LT , C K , U N および c R N N

を測定 した｡ 各群とも に 3 例の測定値の平均値を算出 して表示 した｡

括鼻

血衆中英物渡度

T abl e 2 - 4 に京すよう に, 投与初日, A P A P - S ulf 生成に対する最も強い 阻寓は D C N P (1 0

m 〆k g) 処置により認 められ, 以下, p c p (5 m g n (g) , D C N P (5 m g n (g) , P C P (2 . 5 m 帥g) の順

に阻害率が小さくな っ た ｡ A P A P -S ulf の生成は, D C N P (1 0 m gn E g) の前処置に よ っ て対照群

の 4 2 % にまで低下した o

一

方, U D P - G T 阻害剤である ラ ニ チジ ン (1 0 0 m g 化g) の前処置に

より, A P A P - G l u c の 生成ほ対照群の 6 5 % に低下 したo A P A P - S ulf および A P A P - Gl u c に対す

る生成阻番作用は 1 4 日日にも同様に観察された こ とか ら, 2 週間にわた っ て毎日阻害剤を

前処置 した場合でも, 目的とする抱合反応が継続的に阻害され て い る こ とが確認された｡

D C N P あるい は p c p の 前処置に より A P A P - S ulf の 生成が減少した分, A P A P - Gl u c の生成

は約1 .5 倍に, 未変化体は2 - 3 倍に上昇した b しか し, ラ ニ チジンの前処置により A P A P - G h c

の 生成が減少して も, ラ ッ トで ほ血祭中 A P A P - G l u c の 占める割合がも とも と少ない こ とか

ら, A P A P - S ulf や A P A P の割合はは とんど影響を受けなか っ た ｡

血液生化学的検査

T a bl e 2 - 5 に示すように, 剖検時の血液生化学的換査の結果, D C N P (1 0 m g n (g) を投与し

た群 で, A S T が若干高い 値を示 したが ,
そ の他の項 目で異常はなか っ た ｡ また, 他の群で

は肝お よび腎毒性を示唆する変化は認められなか っ たo
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T a bl e 2 ･ 4 . E ff e ct s of v a ri o u s c oI 桝g atin g e n z y m e i n hibit o r s o n th e r ati o o f A P A P a n d it s

m et a b olit e s i n pl a s m a aft er r ep e at ed a d mi n ist r ati o n o f A P A P at a d o s e of 5 0 m 〆k g t o r ats .
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第4 節 考察

A P A P は, 解熱鎮痛薬として 幅広く用いられて い る薬物で ある o A P A P の ラ ッ トにおける

主代謝物は硫酸抱合, ヒトにお ける主代謝物はダルクロ ン酸抱合体で ある ことが知られて

い る (3 7) o これらの抱合体と未変化体の H P L C を用 いた測定は, 多くの研究者によっ て試

みられて い るが (3 2 ,3 8
- 4 4) , 中でも代謝物標品を用 い ない簡便な方法として, 抱合体を酵素

処理する (β- G ある い は A S とともにイ ンキ エ ペ - トを行う) ことで未変化体に変換し,

H P L C 上で定盤す る方法が報告されてい る (3 2 ,3 9) ｡ 本章で は, これらの報告を参考にして ,

モデル化合物として選択した A P A P の未変化体と 2 種の 抱合体 (A P A P - S ulf , A P A P - G l u e) 杏

H P L C 上で検出する系を確立する と ともに, A S T と A L T を指標と した肝毒性の認められな

い用量を選択した ｡ そ して , ラ ッ トに各抱合反応に特異的な阻寮剤(s T : D C N P および p c p ,

U D P - G T : ラ ニ チジ ン) の併用下で A P A P を 2 週間反復投与して , 目的とする抱合反応が抑

制されるか どうか を確認 した ｡ その結果, A P A P の硫酸抱合およびダルク ロ ン酸抱合は,

s T 阻害剤である D C N P および p c p , U D P - G T 阻害剤であるラ ニ チジ ンに よっ て, それぞれ

効果的に抑制された D また
,
こ の作用は 1 4 日日にも認められたこ とか ら, 2 週間にわたり

阻寮効果が継続 して い る ことが示されたo

これまで い く つ かの 研究グル - プによ り, 代謝的に毒性を示す化合物と, そ の活性化に

関与す る代謝酵素の阻害剤を併用 した結果, 毒性代謝物の 生成量が変化 して毒性作用が修

飾を受ける こ とが報告されて い る ｡ 毒性軽減の 例 として, P C P の 併用 により, マ ウス にお

ける 4 - ア ミノ ア ゾベ ンゼ ンによ る D N A 付加体量の減少や肝発がん作用 の抑制が認められ

た事例や (4 5) , マ ウス およびラ ッ トにおけるサ フロ
-

ル に よる発がん作用の抑制が認めら

れた事例が報告されて いる (4 6 ,4 7) o 逆に毒性増強の例として, フ ェ ノ
ー ル性の化合物であ

る ハ ル モ
-

ル の ラッ トにおける毒性(月旦汁う っ 滞) は, s T 阻害剤である D C N P によ っ て増

強されるが, こ の現象は, ハ ルモ
ー

ル の代謝経路のうち解毒方向 へ 働く硫酸抱合体の生成

を抑制した結果, 毒性本体で ある グルタロ ン酸抱合体の生成が優位にな っ たため と説明さ

れる (4 8) 0

しかしながら, こ の ような薬物代謝酵素阻害剤処置による毒性修飾の 実験は, 代謝経路

(代謝物) の変化を証明せずに, 現象の み論じて い る こ とが多い o
こ の 理 由の 一 つ として ,

i n viv o で 生成した毒性代謝物は不安定な場合が多く , 定量的な証明が 困難であるため
■
と考

えられる ｡ 本章で は , 文献的に種々 の毒性 へ の修飾効果が報告されて い る抱合酵素阻害剤

で ある D C N P , P C P あ るい はラ ニ チジンを動 物に前処置する こ とにより, モ デル化合物

(A P A P) の 代謝経路が確実に変化する こ とを定量的に証明した D こ の こ とか ら, 硫酸抱合体

やグル クロ ン酸抱合体が毒性本体( ある い は, 逆に主たる解毒代謝物) で あるようなケ
- ス

で は , 本章で確立 した動物モ デル を利用す る こ とによ っ て , 毒性発現機序解明に大きな辛

がかりが得られ ると考えられた ｡
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第5 節 小指

A P A P の代謝様式を指標と して , 抱合酵素の 阻害動物モ デル の作成を行 っ た o

D C N P , P C P ある い は ラニ チジンの反復投与により, s T あるい は u D P - G T を 2 週間継続

的に阻害する動物モ デルを確立する こ とに成功 したo また こ の時 に, A S T , A L T ある い は

u N 等の血液生化学的パ ラメ
- タ - を指標 とした肝毒性および腎毒性ほ伴わない こ とが示

された o
したが っ て , 抱合酵素が毒性発現に大きく関与す るケ

-

ス で は , 本章で確立 した

動物モ デルを利用する ことに よ っ て , 毒性発現機序解明に大きな辛がかりが得られる と考

えられた ｡
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第3 章 E 2 0 1 1 のラ ッ ト肝毒性に対する抱合酵素阻害剤の修飾作用

ラ ッ トにおける E 2 0 1 1 の主たる代謝経路は, オキサゾリ ン環の水酸化および o - 脱メチル

化で ある (1 5 ,2 0) ｡ その他の代謝経路として脱炭酸があり, 投与された E 2 0 1 1 の約 15 % が脱

炭酸体( 芳香族ア ミ ン体) ヘ と変換される (2 0) ｡ 変異原性あるい は発がん性を持つ 芳香族

ア ミ ン頬は, 通常 c y p ある い は F M O により Ⅳ+ 水酸化体に代謝され, 引き続き A T ある い

は s T により エス テル化されて 反応性に富む ニ トレ ニ ウムイ オンが生成する ことが知られ

て い る (1 7
- 1 9) ｡

そ こで本章で は, E 2 0 1 1 脱炭酸体 (芳香族アミ ン体) が変異原性/ 発がん性芳香族アミ ン

と同様の代謝活性化を受けた可能性を考えて , 前章で確立 した動物モデル を利用 して , 各

種抱合酵素阻害剤の前処置が E 2 0 1 1 による肝毒性発現に どのような影響を与えるか を検射

した o

第1 節 E 2 0 1 1 の ラッ トにおける 2 週間投与 による肝毒性と抱合酵素阻害剤による修飾

夷枚方法

化合物

E 2 0 1 1 (第1 章, 第 1 節) , D C N P , P C P お よびラ ニチジン (簾 2 章, 第 3 節) を使用 した ｡

動物

日本エス エル シ ー 株式会社より導入 した雌性 s D ラ ッ トを 2 0 匹, 8 週齢で用い た｡ 動物

の飼育方法は, 第 1 章, 第 1 節に記載した ｡ なお, 第 1 章, 第 1 節で E 2 0 1 1 による肝の変

異細胞巣が雌で顕著に認められたこ とから, 本節で は雌動物を用 いて 実験を行っ たD

試験デザイ ン

2 0 匹の雌性ラ ッ トを 4 匹ずつ 5 群に分け, 対照群 と E 2 0 1 1 投与群 を各 1 群ずつ と, 抱合

酵素阻害剤の 前処置＋ E 2 0 1 1 投与群を 3 群設定した｡ 第 2 章の結果より , 抱合酵素阻害剤

と して D C N P (1 0 m g n 'g , 腹腔内投与), p c p (5 m gn ig , 腹腔内投与) およびラ
ニ チジ ン (1 0 0

m g k g , 経口投与) を用 い たo 動物にい ずれか の阻害剤を処置した後, 4 5 分後に E 2 0 1 1 の 1 5 0

m g n 'g を経口投与した o 阻害剤および E 2 0 1 1 は い ずれも 1 日 1 回,
1 4 日間にわたり投与し

た ｡ 対照群お よび E 2 0 1 1 投与群 には阻害剤の代わりに腹腔内投与の 媒体を処置し, その 4 5

分後に E 20 1 1 (も しくは E 2 0 1 1 の媒体) を経口投与したo 投与検体の調製浩は, E 2 0 1 1 を第

1 章, 第 1 節に, 薬物代謝酵素阻害剤を第 2 章, 第 3 節に, それぞれ記載した ｡

ー 3 5 -



観察, 測定および検査

投与日を 1 日目と起算し, 以下の観察, 測定および検査を実施 した o

(1)
一

般観察

動物の
一

般状態につ い て , 投与期間を通 じて毎日観察した ｡ 体重および摂餌畳は , 1 , 3 , 8

お よび 1 4 日目に測定した｡

(2) 血液生化学的検査

第 1 章, 第 1 節に記載した条件で , 血衆中 A L P , A L T , A S T および T P を測定 した.

(3) 剖検および病理組織学的観察

最終投与後, 動物を
一 昼夜絶食した後, 剖検を行い , 諸臓未組織を肉眼的に観察 した ｡

さらに , 肝につ い て光顕観察用の H & E 染色を施 した組織標本を作製して , 病理組織学的検

査 を行 っ た o

清泉

(1)
一

般観察

投与期間を通じて , 死亡および
一

般状態の異常は認められなか っ た o

体重およ び摂蝕量の 変化を, T abl e 3 1 1 お よび 3 - 2 にま とめたo 8 日目より, D C N P 十 E 2 0 1 1

群で有意な体重の低下が観察 され たD 8 お よび 1 4 日日における E 2 0 1 1 単独投与あるい はラ

ニ チジ ン＋ E 2 0 1 1 群における動物の体重ほ , 対照群 に比べ て 1 0 % 程度減少したが, p c p ＋

E 2 0 1 1 群 の体重の推移ほ対照群 と同等で あっ た｡
また, D C N P ＋ E 2 0 1 1 群における摂餌畳は ,

3 およ び 8 日目.は対照群の半量程度, 1 4 日目に は約 3 分の 1 であ っ たが, E 2 0 1 1 投与群,

D C N P 十E 2 0 1 1 群および ラニ チジ ン ＋ E 2 0 1 1 群 にお ける摂餌量は , 3 お よび 8 日目は対照群

の 8 割程度, そ して 1 4 日目には対照群 と同程度で あり, 摂飯量 における変動が体重の変動

に ほぼ反映されて い ると考えられた ｡

(2) 血液生化学的換査

血液生化学的検査 の結果 を, T a bl e s -3 に示 した ｡ E 2 0 1 1 群 ,
p c p ＋ E 2 0 1 1 群あるい はラ ニ

チジン ＋ E 2 0 1 1 群では投与に起因 した変化は認められなか っ たが, D C N P ＋ E 2 0 1 1 群で A I X

お よび A S T の 上昇と, T P の減少が認められた ｡

(3) 剖検および病理組織学的観察

剖検時の 肉眼所見で は, D C N P ＋ E 2 0 1 1 群お よび p c p ＋ E 2 0 1 1 群の数例 で , 肝の各葉の相

互癒着や , 肝臓と腸管の癒着が認められた o
この所見は E 2 0 1 1 投与群 (抱合酵素阻害剤は

処置せ ず, 媒体の腹腔内投与 のみ) の数例で も認 められた ことか ら,
腹腔内投与の 物理的

刺激に基づくもので ある と判断 した ｡
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病理組織学的検査の結果を, T abl e 3 - 4 に哀 したo 対照群 (媒体の み投与) の肝では , 何ら

異常所見は認められなか っ た (p h ot o s - 1 A) o E 2 0 1 1 の単独投与により, 核小体の 著明な肥大

を伴う肝細胞核や , 細胞質の染色性の変化が認められた (p血o t o 3 -1 B) ｡ これ らの肝細胞の形

態学的変化は, E 2 0 1 1 を1 3 週間投与した場合とほぼ同様で あっ た ｡
これに対して D C N P 併

用群で は, 肝細胞の核肥大ほ E 2 0 1 1 単独投与に比べ てより著明であり, さ らに単細胞壊死

も認められた (p h ot o 3 - 1 C) o
一 方, p c p 併用群で は E 2 0 1 1 投与による病理変化は認 められ

なか っ た (p b ot o 3 - 1 D) ｡ ラ ニ チジン＋E 2 0 1 1 群で は, E 2 0 1 1 単独投与群 と所見の程度に差は

認 められなかっ た ｡ したが っ て , E 2 0 1 1 によ る肝毒性は D C N P の前処置によ っ て明らかに

増悪されるのに対し, p c p の前処置により抑制される こ とが明らか となっ たo なお, ラ ニ

チジンの E 2 0 1 1 に よる肝臓の病変に対する修飾作用は認められなか っ た｡
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第2 節 考察

2 週間にわたり毎日, 各種抱合酵素阻害剤の前処置後にE 2 01 1 の 150 m gik g を投与する こ

とに より, E 2 0 1 1 による肝毒性 へ の各抱合酵素の関与を検討した ｡

その結果, E 2 0 1 1 によ る肝毒性に対して , D C N P と p c p ( い ずれも s T 阻番剤) で全く異

なる修飾作用が認められた ｡ E 2 0 1 1 によ る肝毒性ほ D C N P の併用に より A I X お よび A S T

の上昇と T P の減少, 単細胞壊死を伴 っ て増悪したが ,
一

方 p c p の併用で は, 肝細胞核の

肥大等の変化は認められなか っ た ｡
この こ とは, p c P が s T 阻害作用に加えて A T 阻害作用

を併せ持つ こと (4 9 ,5 0) に起因 して おり, E 2 0 1 1 の毒性代謝物はア
セチル抱合体である と

考えられた｡ すなわち , D C N P の前処置で は, E 2 0 11 硫酸抱合体 (解毒代謝物) の生成が抑

制され, その結果 E 2 0 1 1 アセチル抱合体 (毒性代謝物) の 生成量が増えて肝毒性が増悪
し

たが, p c p の前処置で ほ A T も同時 に阻害するの で, アセ チル抱合体は生成せず, 毒性が

減弱したもの と考えられた D
また, ラ ニ チ ジン＋ E 2 0 1 1 群で は E 2 0 1 1 単独投与群と毒性に

差はなか っ た こ とか ら, E 2 0 1 1 の グルク ロ ン酸抱合体が生成して い ないか , 生成して も

E 2 0

'

11 の肝毒性には寄与して い ない こ とが推察 された o

なお , 抱合酵素阻害剤のみ投与した群ほ設定して いないが, 第 2 章で示 した よう にいず

れの 阻審剤を2 週間にわた っ て A P A P (用量が増える と肝毒性を引き起 こす) と併用した場

合に も, 血液生化学的/てラメ
一 夕 - を指標とした肝ある いは腎毒性が認められなかっ た こ

とか ら, 今田認められた肝毒性 へ の増強あるい は減弱作用は, いずれも各抱合酵素の 阻害

に基づき E 2 0 1 1 の 代謝経路が変化した結果, 生 じたもの と考えられた｡

今回の 2 週間とい う投与期間ほ, G S T -P 陽性肝小増殖巣を発現させ るに は十分で はなか

っ たた 軌 G S T _ P 陽性肝小増殖巣発生の 原因として E 2 0 1 1 の アセチル抱合体が関与して い

るか どうかは確認できなか っ た B しか しながら, 2 週間の 投与によ っ て も 1 3 週間反復投与

した場合 と同様に , 核小体の 肥大 を伴う肝細胞核の変化等が認められ, そ の尭現過程 に ア

セチル抱合体が大きく関与して い る ことが示 された こ とか ら, G S T - P 陽性肝小増殖巣の発

現過程においても, 同様にアセ テル抱合体が関与してい る可能性が推察された｡
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第3 節 小指

E 2 0 1 1 代謝物の
一

つ で ある脱炭酸体 (労番族アミ ン) が生成した後, 抱合酵素により代謝

活性化を受けるとい う収税に基づき, 各種抱合酵素阻賓剤が E 2 0 1 1 の肝番性に与える影響

を検討した ｡

そ の結果, E 2 0 1 1 の 1 5 0 m g n (g を 2 週間投与した際に認められた細胞核肥大に代表される

肝毒性は, D C N P 併用に より単細胞壊死 を伴っ て増啓する ことが示されたが , - 方, p e p

併用群では肝細胞核の肥大等の変化は消失した o この ことから, E 2 0 1 1 によ る肝萄性はア

セテル抱合体の 生成に起因する ことが示唆された ｡
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第4 章 変異原性を指標と した E 2 0 1 1 の代謝活性化経路の 推定

前章で は酵素阻害動物モデルを用いた in vi v o の検討を行
っ たが, 代謝活性化に関与する

酵素系をi n vit , o で再構築する こ とで , より単純化した環境
で毒性発現機序を検討する こと

が可能で ある D 中でも, Am e s 試験に代表される細菌 を用い た変異原性試験
は, 単に変異原

や発がん性物質の検出系として の使用目的に とどまらず, そ
の簡便性か ら発がん過程 にお

ける代謝活性化の機序解明にも応用 されて い る (5 1 ,5 2) o また, 近年で は,
ヒト肝調製物 と

の組み合わせや (5 1 ,5 3 ,54) , ヒトを含む様
々 な動物種の薬物代謝酵素の遺伝子を導入 した試

験薗株の樹立によ り (55 - 6 2) , 細菌 を用い た変異原性試験
の有用性は さらに高まっ て い る o

本章で は, E 2 0 1 1 およびそ の 関連化合物に つ い て A m e s 試験を行 っ た
｡ 前章で E 2 0 1 1 の

毒性発現過程で A T が大きく関与して い る こ とが示されたこ とか ら, 最初
に Am e s 試験の実

施条件として , A T を含む抱合酵素の添加方法に つ い て検討を行 っ た
o その結果, A T の菌

体外で の 添加は無効で あり, 菌体内で発現させ る必要が示唆された
こ とから, s ･ o p hi m u ri u m

T A I O O と, T A I O O に A T 遺伝子を持つ マ ルチ コ ピ
ー プラスミ ドを導入 し, 約 1 0 0 倍高い A T

活性を持つ 菌株で ある Y G I O 2 9 (6 3 ,6 4) を用 いて , E 2 0 1 1 お
よびその 関連化合物の変異原性

を比較検討 し, E 2 0 1 1 の代謝活性化経路の推察 を行 っ たo
さらに, E 2 0 1 1 脱炭酸体(芳香族

ア ミ ン体) と同様の 機序で代謝活性化
され る, 最も シンプルな構造の化合物と して 6

- A R T

を選択し, 代謝活性化の 各段階に対する特異的阻害剤を用いた代謝経路
の 検証 を行 っ た o

第1 節 硫酸抱合ある いはアセ テル抱合補酵素節力n による A m e s 試験

美妓方法

化合物

A T に より代謝活性化される化合物と して , T r p -P - 2 (6 5) を和光純薬工業珠式会社 (大阪)

より, また, s T に より代謝活性化 される化合物として , 9
- H M A (5 3) を L a n c a st er S y n th e sis

( h n c a s hir e , U K) より, それぞれ購入 したo s T 補酵素として P A P S , A T 補酵素と して a c et yl

c o A を, い ずれも sig m a C h e mi c al C o ･ (S t ･ L o ui s , U S A) よ り購入 した o
また, Am e s 試験で 陽

性対照化合物として よく用い られて い る 2 - A A を, 和光純薬工業株式会社 (大阪) より購入

した Q
さ らに, 最小栄養培地 (クリメディ ア A M

- N 培地) とフ ェ ノバ ル ピタ
ー ルおよびβ-

ナフ トブ ラボン処置した雄ラッ ト肝 s 9 (誘導 s 9) と, Am e s 試験用 c o f a ct o r I をオリ エ ンタ

ル酵母工業株式会社より購入 した o

その他, 日本エ ス エル シ
ー 株式会社より購入 した雌性 s D ラ ッ ト 3 匹より, 試験当日に ラ

ッ ト肝 s 9 を調製して (3 匹分をプ
ー ル), 非誘導 s 9 と して用い た ｡

- 4 2 -



使用菌株

米国カリフォ ル ニ ア大学バ ー ク レ ー 校 B r u c e N . Am e s 博士よりご供与いただいた, s .

昨hi m u ri u m T A I O O 株 (2 - A A ) と T A 9 8 株 (9
- H M A および T r p

- P - 2) を使用したo 各化合物に

つ い て , 検出感度が高い と考えられるい ずれか
-

方の薗株を選択した o

試験デザイ ン

Am e s らの方法 (6 6) を修飾した H ak u r a らの プレイ ンキ ュ べ
- シ ョ ン法 (3 7 ℃ , 2 0 分) (6 7)

に より, 酵素訴導の影響と, 添加 s 9 中に含まれる S T ある い は A T の影響を検討した｡ A T

あるい は s T に よ っ て代謝活性化される ことが知られて い る鵜型的な化合物につ い て, 研串

s 9 , 非所導 s 9 , 非誘導 s9 十S T 補酵素, ある い は非餅串s 9 ＋ A T 補酵素存在下で , A m e s 紙

験を行 っ た (s 9 申の S T 凍は び A T が機能する には, それぞれ繍酵素が必要) ｡ なお, いず

れ の系にも c y p 系の補酵素を添加 した｡

小試験管にリ ン酸 b u ff e r ある い は s 9 十 C Y P 系の補酵素(s 9 mi Ⅹ) を o .5 m L , 希釈済検体

溶液o . 1 m L , 蘭液 o .1 m L 加えて洩拝し, 3 7 ℃ , 2 0 分間プレイ ンキュ ベ
- シ ョ ンを行 っ たo

プレイ ンキ ュ べ
-

シ ョ ン後, ソ フ トアガ - を 2 m L 加え, 捜拝 してクリ メディ ア A M - N 培地

にまいた o ソフ トア ガ - が固ま っ た後, イ ンキ エ ペ 一 夕 - へ 入れ, 3 7 ℃ , 4 8 時間培凍し,

現れた復帰変晃コ ロ ニ - を計数したo

s 9 のタ ンパク濃度は , プ レイ ンキ ュ ベ
-

シ ョ ン時に 2 m g/ m L となる ように調整した b ま

た c y p 系の補酵素として , オリ エ ンタル酵母 工菜株式会社 (束京) より購入 した c o fa ct o r I

を用いた (s 9 mi Ⅹ 中濃度 と して , 1 0 0 m M リ ン酸バ ッ フ ァ
ー

(p H 7 . 4) , 8 m M M g C12 , 3 3 m M

K Cl , 4 m M N A D P H , 4 m M N A I) H , 5 m M G
- 6 - P を含む) ｡ さらに必要に応じて , S T の補酵素と

して 0 ･6 m M P A P S , A T の補酵素と して 1 m M A c et yl C o A および 1 m M D T T (酵素の 安定化剤)

杏, それぞれ加えた ( いずれも プレイ ンキ ュ べ
-

シ ョ ン時の濃度として表示 した) o

結束

Fig . 4 -1 に結果を示 した o A T により代謝活性化され る化合物として , T rp - P - 2 は所導 s 9

お よび非帝導 s 9 を用い た場合 いずれも変異原性を示 したが, そ の活性は誘導s 9 を用いた

方が約 1 0 倍高か っ たo

一

方, 非誘導 s 9 に s T 補酵素あ るい は A T 禰酵素を添加 した場合,

s T 補酵素の添加 に よる影響はなか っ たが, A T 補酵素の添加に よ っ て非誘導s 9 単独に 比べ

て 活性が約 1/5 に低下した｡

2 - A A は誘導 s 9 お よび非誘導 s 9 を用い た場合 の いずれも変奥原性を示 したが, 変異原性

は非誘導s 9 を用いた方が約 40 倍高かっ た｡ また T rp
- P - 2 と同様 に, 非誘導s 9 ヘ の S T 櫛

酵素の添加によ る影響はなか っ たが, A T 禰酵素の添加 により非誘導 s 9 単独に比 べ て変異

原性が約 1/3 0 に低下 したD

一

方, s T に より代謝活性化され る ことが知られて い る化合物として , 9 - H M A は誘導 s9

および非誘導 s 9 い ずれで も変異原性を示さなか っ たo 9 - H M A は非誘導 s 9 に s T 補酵素を
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添加 した場合に変異活性が検出されたが, A T 補酵素の添加 によ っ て は変異原性を示さなか

っ た｡

以上 の結果より, A T により代謝活性化 され る化合物は, A T 補酵素を菌体外に添加する

ことで , むしろ変異原性が低下 して しまう こ とが示された こ とから, A T を菌体内で作用さ

せ る必要性が示唆されたo その 一

方で , S T により代謝活性化され る化合物は , s T 補酵素を

菌体外から添加する ことにより, 効率よく変異原性を娩出で きる こ とが示された ｡
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Fig . 4
･ 1 . M u t a g e ni cit y r e s ult s of 2

- A A , T rp
- P - 2 a n d 9 1 H M A i n v a ri o u s m et ab oli c

a cti v ati o n sy st e m s e I 叩1o y ed i n 血e A m es t e st .
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第2 節 E 2 0 1 1 およびその 関連化合物の S .
typ hi m u ri u m を用いた A m e s 試験

臭腺方法

化合物

E 2 0 1 1 (鯖 1 章, 飾 1 節) と, エ
ー ザイ株式会社 創薬技術研究所にて合成した E 2 01 1 関

連化合 物 ( E R - 1 7 4 2 3 8 - 0 0
,
E R - 1 7 4 2 3 7 - 0 0

,
E R - 1 2 0 9 2 3 - 0 0 お よ び E R - 1 2 0 9 2 1 -00) , そ して

L a n c a st e r 杜より購入 した 6 - A B T (E 2 0 1 1 母核構造) を用 いたo それぞれの化学構造および純

度を T a bl e 4 - 1 に示 した ｡

T a b ) e 4 -1 ･ C h e mi c al s t e st ed i n thi s st u d y .

R . i:
N :)

R 2

C h e mi c al R I R 2 P u ri ty (% )
q

E 2 0 1 1
N C ､

-
ー
･ ノ

- ＼ J ､
/
Nr
v
t
v
O C H
｡

9 9 ･4

E R - 1 7 4 2 3 8 - 0 0

9 H

9 H

N C ･
＼
∨
/
へ ㌦ ＼

O H

/
丸

㍉
ノ
ノし/ ′ o c H 3

1 0 0

g H

E R - 1 7 4 2 3 7 - 0 0
N C
v ＼ 〉

/
:
＼

＼

- N H 2 1 00

E R - 1 2 09 2 3 - 0 0

使用薗株

0

/
N

,

○､
v
/
｡ C H ,

9 8 ･ 3

E R - 1 2 0 9 2 1 - 0 0

O H

/
′且
＼ 人 ノ ｡ C H 8 9 7 ･6

6 - A B T H - N H 2 > 9 8

S . o p hi m u ri u m T A I O O 株 (本章, 第 1 節), お よび国立衛生試験所変異遺伝部 能美健彦博

士よ り ご供与いただい た s . りp h i m u ri u m Y G I O 2 9 株を用 いた ｡ なお y G I O 2 9 は, A T 遺伝子

を持つ マ ルチコ ピ ー プラス ミ ドを T A I O O に導入 した菌株であり, 元株より約10 0 倍高い A T

活性を示すこ とが知られて い る (6 3 ,6 4) a

試験デザイ ン

プレイ ンキ ュ ベ -

シ ョ ン法で , S 9 mi x の存在下および非存在下 にて試験を行っ た｡ 実験

方法は, 第 4 章, 第 1 節に従っ たo
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鈷異

Fig . 4
- 2 に, E 2 0 1 1 , E R

- 1 2 0 9 2 3 - 0 0
,
E R - 1 2 0 9 2 1 - 0 0 , E R - 1 7 4 2 3 8 - 0 0 , E R

- 1 7 4 2 3 7 - 0 0 および 6 - A B T

の S . o p hi m u ri u m T A I O O ある いは y G I O 2 9 にお ける変異原性を検討 した結果を示 した ｡ 3 級

アミ ンで ある E 2 0 1 1 は ,
T A I O O およ び y G I O 2 9 い ずれの 試験薗株におい て も s 9 mi Ⅹ の有無

に関わらず変異原性を示 さなか っ た｡ また, 2 級アミ ンで ある E R - 1 7 4 2 3 8 - 0 0 ( E 2 01 1 脱炭酸

体) は, y G I O 2 9 におい て S 9 mi x 存在下で弱い ながら変異原性を示 した ｡ さ らに, E R
-

1 7 4 2 3 8 _ 0 0 が N - 脱アル キル した構造を持 つ , 1 級アミ ンの E R - 1 7 4 2 3 7 - 0 0 は, y G I O 2 9 におい

て S 9 mi x 依存的に強力な変異原性を示 した o

一

方, E 2 0 1 1 の R l 部分を水素原子 に置換した構造を持 つ E R - ユ2 0 9 2 3 - 0 0 は , y G I O 2 9 株で

s 9 mi Ⅹ の有無に関わらず陰性で あっ たが, E R - 1 2 0 9 2 3 - 0 0 の脱炭酸体で ある E R - 1 2 0 92 1 - 0 0

は , y G I O 2 9 株で S 9 mi x 依存的に弱い ながら変異原性が認 められた ｡
さらに, 6 - A B T ( E 2 0 1 1

の母核構造) は, T A I O O 株で は陰性で あっ たが, y G I O 2 9 で S 9 mi x 存在下, 変異原性が認

められた o 6 - A B T と前述 の E R -1 7 4 2 3 7 - 0 0 は い ずれも強力な変奥原 であるが ,
E R - 1 7 4 2 3 7 - 0 0

の 方が約 2 倍高い変異原性を示した こ とか ら, E 2 0 1 1 の R l 部分の アルキル側鎖は変異原性

の強さを修飾する効果 を有して い る こ とが示 されたo

以上の結果より, E 2 0 1 1 は脱炭酸に より変異原性を発現 し, さ らに 〃- 脱アルキルされる

こ とで , より強力な変異原 へ と変換され る こ とが示 された ｡ また, E 2 0 1 1 脱炭酸体(芳香族

アミ ン体) の変異原性 札 s 9 mi Ⅹ および A T 依存的な変異庶性の結果か ら, 最もシ ンプル な

構造で ある 1 級アミ ン (6
- ÅB T) に よ っ て代表 され る こ とが考えられた｡
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第3 】節 y G I O 2 9 抹で検出された 6 - A B T の変異原性に関与する要因の 検討

轟敬方法

化合物

6 - A B T (第 4 章, 第 2 節) および s T お よび A T 阻害剤と して の P C P (第 2 章, 窮 2 節) に

加えて , C Y P の 非特異的阻害剤として S K F -5 2 5 A , C Y P I A 阻害剤と して α - N F , F M O 阻害

剤として M T Z , そ して ラジカルスカ ベ ンジャ
- として M E L , M T Z お よび G S H をいずれも

s ig m a C h e mi c al C o . (S t . L o ui s , U S A ) より, 阻害試験用 a nti
- r at C Y P I A 2 抗体 (抗血清) を第

一

化学薬品株式会社(束京) よ り, それぞれ購入した｡

使用薗株

s . 坤h i m u ri u m Y G I O 2 9 株 (第 4 章, 第 2 節) を用い た o

試験デザイ ン

プレイ ンキ ュ ベ - シ ョ ン法で , S9 mi Ⅹ 存在下, 6 - A B T の変異原性が確実に把握で きる条

件下 (o .1 m g/pl at e) で , 種々 の阻害剤の影響を検討した｡

小試験管 に s 9 - 血Ⅹ を o .5 血L , 各阻害剤 (抗血清およ びコ ン トロ
ー ル用正常血清を除く)

の D M S O 溶液を o . o 5 m L , 希釈済検体溶液 o .o 5 m L , 菌液 o . 1 m L 加えて 捜拝し, 3 7 ℃ , 2 0

分間プ レイ ンキ ュ ベ
-

シ ョ ン を行 っ たo そ の後の操作は , 第 4 章, 第 1 節に記載 した方法

に従 っ た ｡

抗血清お よび正常血清に つ いて は , s 9 0 .0 5 I n L と抗血清ある い は 正常血清 o .o 5 Il血 を室温

で 3 0 分間反応させ, c of a ct o r を o .4 5 m L 加えた後, 希釈済検体溶液o .o 5 m L , 菌液 o .1 m L 加

えて捜拝し, 3 7 ℃ , 2 0 分間プレイ ンキ ュ ベ
- シ ョ ンを行 っ た ｡

対照群, 各阻害剤添加群それぞれ につ い て , 6 - A B T を添加 した億か ら添加 しない値を差

し引い た後, 各阻害剤添加群の値 を対照群の値で割っ て , 阻害率を算出 した o

培果

今向用い た阻害剤自身の変異原性に つ い て検討 した結果を, T a bl e 4 - 2 にまとめた ｡ (エ
ー N F

の 1 0 LL M および 1 m M は, c o nt r ol に対 して それぞれ 1 . 4 倍お よび 1 .7 倍 (疑陽性) で あ っ た D

また p c p の 1 r n M で は, 化合物の細胞毒性により測定不能で あ っ た o その他の化合物には ,

変異原性は認められなか っ た｡

6 - A B T の変異原性に対す る これらの阻害剤の影響を, T a bl e 4 - 3 にま とめた｡ 6 - A B T の変

異原性は, 非特異的 c y p 阻害剤で ある s K f - 5 2 5 A , C Y P I A の特異的阻害剤である α - N F お

よび c y p I A 2 抗胤 s T および A T の阻害剤である p cア, ラ ジカルスカベ ンジャ
ー

である

M E L により抑制されたが, 一 方 F M O 阻害剤で ある M T Z や , 別の ラジカル スカベ ンジャ
ー

で ある 山T N お よび G Sf = ま6 _ A B T の 変異原性を抑制しなか っ た o
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なお, 前述の ように α - N F の変異原性は綻陽性で あっ たが, E 2 0 1 1/A の変異原性に対 して

むしろ抑制的な効果を発揮した ことか ら, 目的通り c y p I A の阻害剤として 機能したと判断

したo

T a bl e 4 ･ 2 ･ M ut a g e ni city of i nhib it o rs t e st ed i n this st u d y i n S . o p h i m u ri u m Y G I O2 9 .

I n hibil o r C o n c e n tr ati o n R e v e rt a nt s e r 1 at e % of c o nt r ol

C o nt r oI

S K F - 5 2 5 A

α - N F

C Y P I A 2 a ntib o d y

M T Z

P C P

M E L

M T N

G S H

1 0 汁M

1 m M

I O トL M

l m M
a)

1 0 トL M
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I O 叶M
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1 0 lんM

l m M

1 1 7

1 3 7

7 8

16 4
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10 0

1 2 4

1 4 3

_
b)

9 9

1 29

1 2 4

1 3 8

1 4 0

1 3 4

1 1 7 .1

6 6 .7

1 40 .ヱ

1 70 .9

1 3 2 .5

8 5 .5

1 0 6 .0

1 2 2 .2

8 4 .6

1 10 . 3

1 0 6 . 0

1 1 7 .9

1 1 9 . 7

1 1 4 .5

a) S 9 p r ot ei n s u s pe n si o n (2 2 ･ 3 m g/ m L) w a s i n c u b at ed wi th th e a ntis e r u m at th e r ati o o f 1 :4 ( at r o o m
t e m p er attlr e) . b) C y t ot o xi c .

T a b l e 4 - 3
･ E ff e ct s of v a ri o u s i nhib it o r s t o w a r d s 6 - A B T m u t a g e nicity i n Y G I O 2 9 .

I n hibit o r s C o n c e nt r ati o n R e v ert a n t s e r l at e l n 血ibil o r r at e %

C o n t r oI

S K F -5 2 5 A

α - N F

C Y P I A 2 a ntib o d y

M T Z

P C P

M E L

M T N

G S H

1 0 汁M

1 m M

l o p .M

l m M
a)

1 0 叶M

l m M

I O 卜M

l m M

I O トL M

l m M

I O 汁M

l m M

I O 汁M

l m M

9 8 8

9 1 0

1 4 5

3 7 3

2 3 8

2 5 9

9 0 3

8 1 3

6 8 6

_
b)

9 1 1

5 4 1

8 6 9

1 1 1 8

1 0 1 8

9 0 8

88 .7

7 . 7

2 4 . 0

4 .4

l l .9

9 2 .2

7 9 .1

6 2 . 3

9 3 .2

4 7 . 3

8 5 .5

1 1 2 .5

1 0 0 . 8

8 8 . 9

a) S 9 p r ot ei n s u sp e n si o n (2 2 ･ 3 m g/ m L) w a s in 9 u b at e d wi th th e a n tis e ru m at t h e r ati o of 1 :4 ( a t r o o m
t e IⅥp e r at u r e) ･ b) C y t ot o x ic .
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第4 節 考察

A m e s 試験 へ の抱合酵素添加方法の検討で は , A T に より代謝活性化される化合物である

T 叩
- P - 2 の 変異原性は, 誘導 s 9 お よび非誘導 s 9 い ずれにお い て も検出されたが (誘導> 非

誘導) , A T 補酵素の菌体外
へ の添加 によ り活性の低下が認められた ｡ 2 - A A の変異原性も

T rp
- P - 2 同様, 誘導 s 9 および非誘導 s 9 いずれの存在下で も検出 され (誘導< 非誘導) , A T

補酵素の菌体外添加に より活性が低下したo

一 方で , S T に より代謝活性化される化合物で

ある 9 _ H M A の変異原性は , 誘導 s9 お よび非誘導 s 9 いずれ にお いて も検出されなか っ たが,

s T 禰酵素を菌体外添加する こ とにより検出された｡

これ らの結果は, s ait o らの N - O H - G l u - P - 1 を用い た実験結果 (6 8) と
一

致して おり, s 9

画分に含まれる A T と外部添加 した補酵素により生成した代謝物 (アセ チル抱合体) が不安

定であり, 菌体外で S 9 中に含まれ るタ ンパ ク等 と速やか に反応して しま っ たため,
菌体内

の遺伝子 D N A 近傍に到達せず, 傷害を与える こ とがで きなか っ たと推察 された (2 1 ,6 9 ,7 0) ｡

その.

一 方で , 菌体外で S T と外部琴加 した補酵素により生成した代謝物 (硫酸抱合体) は比

較的安定であり, 菌体内 へ 移行して遺伝子 D N A に傷害を与える時間的な余裕があっ た と考

えられた ｡ したがっ て, A T の 関与す る代謝活性化 の場合は , 菌体内でアセ チル抱合反応が

起こ る ような環境, すなわち菌体内で A T を高い レベルで発現させ る必要が考えられたが,

s T の 関与す る代謝活性化の 場令は, G l att らが報告して い る ように (5 3 ,7 1 ,7 2) , S 9 として の

s T の供給と菌体外 へ の禰酵素の添加 により, 目的の反応が行われる こ とが示 された｡

なお, 誘導 s 9 と非誘導 s 9 によ る変異活性の 強弱が T rp - P -2 と 2 - A A で異な っ て い たが,

これは萌導剤として用い たフ ェ ノ バル ピタ
ー ル と β- ナフ トフラボ ンによ っ て 誘導された薬

物代謝酵素が各変異原の 活性化 に関与する分子種で あるか , あるい は解毒方向に働くもの

であるか に よる と考えられた o

次に, E 2 0 1 1 関連化合物につ い て S . りP hi m u ri u m T A I O O 抹とそ の A T 高発現株であ る

y G I O 2 9 株を用い て変異原性 の 比較検討 (横道活性相関) を行い , E 2 0 1 1 の代謝活性化経路

の推察 を行 っ た ｡ そ の 結果, 3 級アミ ンで ある E 2 0 1 1 は い ずれ の菌株におい て も陰性であ

たが, 2 級アミ ンの E R - 1 7 4 2 3 8 - 0 0 (E 2 0 1 1 脱炭酸体) は y G I O 2 9 におい て S 9 血 Ⅹ 存在下で弱

い なが ら変異原性を示 し, 1 級アミ ンの E R - 1 7 4 2 3 7 - 0 0 は y G I O 2 9 におい て S 9 血 Ⅹ 依存的に

強力な変異原性を示 した o さらに E 2 0 1 1 の R l 部分を水素原子に置換した構造を持つ 化合物

の Y G I O 2 9 株における結果か ら, E 2 0 1 1 の R l 部分の アルキル側鎖は変異原性の強さを増強

す る効果を有して い る こ とが示 され た｡ したが っ て , E 2 0 1 1 は脱炭酸に より通常の A m e s

試験で検出できない 潜在的なイ ニ シ エ ー シ ョ ン活性を発現 し, さらに N 一脱アルキル され る

こ とで, より強力な変異原 へ と変換される ことが示 された o その 際, s 9 中に含まれる c Y P

と, y G I O 2 9 菌株で発現した A T が代謝活性化 に関与する ことが示 された b また, E 2 0 1 1 脱

炭酸体 (芳香族ア ミ ン体) の 変異原性は, s 9 血 Ⅹ および A T 依存的な変異原性の結果か ら,

最も シ ンプルな横道である 1 級ア ミ ン (6
- A B T) に よ っ て代表 される と考えられた ｡
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さらに , この 6 - A B T を用 いて
, 代謝活性化の各段階に対する特異的阻害剤を用 いた6 - A B T

代謝経路の検証を行っ た結果 , 6 - A B T の変異原性は, 非特異的c y p 阻害剤で ある SX F - 5 2 5 A ,

C Y P I A の 特異的阻害剤で ある α - N F および c y p I A 2 抗体, s T および A T の阻害剤で ある

P C P , ラ ジカルス カベ ン ジャ ー

で ある M E L により抑制されたが, 一 方 F M O 阻害剤で ある

M T Z , 別の ラジカル スカベ ン ジャ
ー

で ある M T N および G S H は6 - A B T の変異原性を抑制し

なかっ た｡ p c p の抑制効果は s T ない しは A T の 関与の関与を示唆するもので あっ たが, 本 .

章, 第 1 節の結果より, 9 - H M A のよう に S T を介して 変異原性を発現する化合物を A m ¢s

試験で 検出する場合 , 試験系に菌体外から補酵素を添加する必要がある ことから, s T の 関

与はなく, A T の 関与のみ で ある と判断した｡ したがっ て , 6 - A B T の代謝活性化経路は
一

般

的な芳香族ア ミ ンと同様, c y p (特に 1 A アイ ソザイム) による水酸化, A T による水酸基の

アセテル化 , そ して脱アセチル後の ニ トレ ニ ウムイオン発生の 3 段階を含むこ とが示唆さ

れ た｡

なお , 今回用い た阻害剤の うち, M T Z に よる明らかな変異原性の抑制効果が認められな

か っ た ことから, 6 - A B T の変異原性発現 には F M O が関与して い ない ことが考えられた｡ こ

の 結果は･ F M O が主 と して 芳香族 2 級 アミ ンの代謝活性化 に関与する とい う報告(7 3) と
一

致する と考えられた ｡ また, ラ ジカル スカ ベ ン ジャ
ー

のうち M T N および G S H に よる変

異原性抑制効果は認められなか っ たが, 一 方 で M E L による抑制効果 は認められて い る こ と

から
,
M T N および G S H が s . 抑 hi m u ri u m の 菌体内 ( D N A 近傍) に効果的に移行 しなか っ

たか , あるい はそ れぞれの ラジカルスカベ ンジャ ー が効果的に反応す る反応中間体が異な

つ て おり (7 4) , E 2 0 1 1 の 代謝活性化体 に対 して M E L の み有効であ っ たと推察 された ｡

以上 の 結果は, 第 3 章で 認められたif ” i v o の A T 阻害作用 に基づく肝毒性の抑制効果 と

一 致 し, E 2 01 1 代謝活性化 の 俊説 を支持する もの と考 えられた｡ すなわ ち, i n vit r o の細菌

を用 い た実験 により
,
E 2 0 1 1 は脱炭酸の後,

c y p I A , A T の 関与および ニ トレニ ウムイ オン

の 発生により変異原性 を発現する こ とが示唆さ れ こ の こ とが肝細胞の 核肥大や G S T - P 陽

性小 増殖巣とい っ た発がんと関連する肝毒性発現 に結びっ い た可能性が考えられた｡
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第5 ･節 小括

E 2 0 1 1 およびその 関連化合物につ い て , 抱合反応を考慮した変異原性試験を行い , E 2 0 1 1

の代謝活性化に つ いて検討を行っ た ｡

E 2 0 1 1 は脱炭酸により潜在的なイ ニ シ エ
ー シ ョ ン活性を発現 し, さらに N -脱アルキルさ

れる ことで, より強力な変県展へ と変換される ことが示された ｡ その際, c y p お よび A T

が代謝活性化に関与する こ とが示された｡
また, E 2 0 1 1 脱炭酸体 (芳香族ア ミ ン体) と同様

の性質を持つ と考えられる 1 級アミ ン (6 - A B T) の 変異原性発現には c y pI A , A T お よびニ

トレニ ウムイオン発生が関与する こ とが示 された ｡

この結果 は, 簾 3 章で認められた in vi v o の A T 阻害作用 に基づく肝毒性の抑制効果と
一

致し, E 2 0 1 1 代謝活性化の仮親を支持する と考えられた｡ すなわち , iT ” it r o の細菌を用い

た変異原性試験により, E 2 0 1 1 は潜在的に変異原性を有して い る ことが示唆されたが, こ

の こ とが肝細胞の核肥大や G S T - P 陽性小増殖巣とい っ た発がんと関連する肝毒性発現に結

び つ い た可能性が考えられた'o
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第5 章 E 2 0 1 1 をラ ッ トに長期反復投与 した際の肝臓の変化

E 2 0 11 の ラ ッ トにお ける 1 3 週間反復投与試験で は, 病理組織学的検査で肝細胞にお い て

核小体の顕在化を伴う核肥大が認められ 雌ではさらに変異細胞奥の顕著な増加が認めら

れたo この結果より , E 2 0 1 1 が発がん性を有する可能性が徹倶されたこ とから, E 2 01 1 をさ

らに長期間投与した際に, 前がん病変で ある変異細胞泉が腰痛化するかどうかを探っ た ｡

本章では, 雌雄 ラ ッ トに E 2 0 1 1 の 3 , 1 0 , 3 0 ある い は 1 0 0 m gn ig を 5 2 週間にわた っ て経

口反復投与した結果 につ いて記述した｡ また, 26 週間反復投与の時点と, 2 6 週間反復投与

後に 1 3 週間休薬を行 っ た時点で剖検を行い , 変温細胞奥の経時的な変化につ いて も詳細な

検討を行っ た ｡

第1 節 E 2 0 1 1 のラ ッ トにおける 5 2 週間反復投与による肝毒性

夷故方法

化合物

E2 0 1 1 (鮪 1 亀 窮 1 節) を用いた ｡

動物

4 週齢の雌雄 s D ラ ッ トを日本エ ス エル シ ー 株式会社より導入 し, 2 週間の検疫期間およ

び 2 日間の馴化期間を実施した後, 体重 による層別化法で群分けを行い , 7 週齢で 実験に使

用 した ｡ 動物の飼 育方法は, 第 1 章, 弟 1 節に記載した｡

試験デザイ ン

5 2 週間反復投与試験で は, 雌雄各 6 0 匹の 動物を 1 2 匹ずつ 5 群 に分け, 対照群と E 2 0 1 1

投与群を 4 群 , すなわち 3 , 1 0 , 3 0 および 1 0 0 m 納 g 群 を設定した. 2 6 週間反復投与試験

で は, 雌雄各 7 2 匹の動物を 1 8 匹ずつ 4 群 に分け, 対照群と E 2 0 1 1 投与群を 3 群 , すなわ

ち 1 0 , 3 0 , 1 0 0 m grk g 群 を設定した ｡ 2 6 週反復投与試験に用い た動物のうち, 各群 の 6 匹

につ いて は , 1 3 週間の 休薬期間を設 けた｡ E 2 0 1 1 の調製法は , 第 1 章, 第 1 節に記載した (た

だ し, 2 m L n ig の 投与容量 となる ように各懸濁液を調製 した) a

観察, 測定および検査

投与開始日を 1 日日と起算 し, 以下 の観察, 測定および検査 を実施した｡

(1)
一

般観察

動物の
一

般状態につ い て , 投与期間を通 じて 毎日観察 した｡ 体重は , 1 , 2 , 4 日目およびそ
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の 後週 1 回測定した . 摂餌量は , 1 , 2 , 4 日目およびそ の後週 1 回 ,
ケ ー ジ単位で前日セ ッ ト

した量から残餌量を差 し引い て計算 し,
一 匹当たりの 摂餌量 を算出した｡

(2) 剖検および病理組織学的観察

各投与期間および休薬期間終了後 , 動物を 一 昼夜絶食させて ,
ベ ン トパ ル ビタ ー

ル麻酔

下で採血 して致死させ た後, 剖検を行 っ た｡ 死亡例に つ いて は, 発見の 都度剖検した｡

肝につ いて , E & E 染色と ,
ウサギ抗 ラ ッ ト G S T -P 抗体を用 いた A B C 法による免疫染色

を施した組織標本を作製して ,
病理組織学的検査 を行っ た｡ G S T -P 陽性小増殖巣の測定法

は, 第 1 章, 第 1 節に記載した o

なお
,
1 0 0 m g n ig 群 の 数例で血管内皮細胞 由来と考えられる腰癌が認められたため, 確定

診断を得 るためマ ウス抗 ブタ ビメンチ ン抗体を用い , A B C 法 による免疫染色を実施した｡

結果

-

* # *

1 0 0 m g n (g 群で は, 実験期間中 (4 5 お よび 5 1 週 目) に 2 例の 雄が途 中死亡 した o 剖検の

結果 ,
いずれの個体にお い ても腹腔内出血 が認められた こ とから ,

肝臓に形成された血腫

の破綻に よる失血死 と考え られた ｡ そ の 他 ,
1 0 0 m g 化g の雌雄で軽度な体重増加抑制作用が

認められたが,

一

般状態およ び摂餌量 の変動は認められなか っ たo

対照群の雌 2 例 (2 3 および 3 0 週目) , 3 0 m g n ( g 群 の 雄 1 例 (1 6 週目) で も途中死亡ある

い は切迫屠殺例があっ たが, い ずれも自然発生的な腰療に起 因する もの と考 えられた ｡

剖検時肉眼所見

2 6 週間反復投与後の 剖検で は,
1 0 0 m g化g 群の 雌で肝 の 白色点あるい は白色斑が認め ら

れた ｡ これ らの病変は,
1 3 週間の 休薬によ り消失する傾向を示 した｡ 5 2 週間反復投与後の

剖検で は,
白色点や白色斑は 2 6 週間投与時に比較 して増加する傾向がみ られ, 特 に 1 0 0

m g n ( g 群 の 雌雄で は多発性 に認め られ た ｡

病理組織学的観察 ( 非腫癌性病変)

2 6 週間投与群 ,
2 6 週間投与＋1 3 週間休薬群 ,

および 5 2 週間投与群の 病理組織学的検査

の結果を,
それぞれ T a bl e 5 -1 - 5 - 3 に示した (途中死亡お よび切迫屠殺例 は除外 した) 0 2 6

および 5 2 週間反復投与 した 3 0 m g 化g 以上 の雌雄で ,
1 3 週間反復投与した際と同様に , 肝

細胞核の 肥大や, 肝細胞内お よびク ッ パ
-

細胞内の コ レス テ リ ン様針状結晶が認められた ｡

また
,
1 0 0 m gn (g の雌雄の肝臓で は, 肉眼的な白色点あるい は白色斑 に

一

致 して 変異細胞巣

が認められたo 変異細胞巣は,
2 6 週 間反復投与 の雌 の 1 00 m 釘k g 群 , 5 2 週間反復投与の雌

の 1 0 0 m g n Eg 群 と雄の 3 0 および 1 0 0 m g n ( g 群で , 対照群よりも高い 頻度で 発現 して い た.

一

方,
2 6 週間反復投与 ＋1 3 週間休薬で は, 雌 の 1 0 0 m gn ig 群で 対照群よ りも高い頻度で変
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異細胞巣が発現 しており, 前述の 2 6 週間の結果と合わせ て考える と, 変異細胞典は回復性

がないものと考えられた｡

T a b l e 5 ･1 ･ S u m m ar y o f hi st o p ath ol o g y fin di n g s o f r at s at t h e e n d of 2 6 - w e ek r ep e at e d d o s e of
E 2 0 1 1 .

M al e F e m al e

O rg a n s G r o u p ( m g/ k g) C o n tr ol l O 30 1 0 0 C o n tr ol l O 3 0 1 0 0
F i n di n g s G r a d e -

＋
-

＋ - 十 - ＋ -

十
-

＋ -

十
-

＋

N o . e. r a m L
-

rz e d

Li v e r

C ry s talli n e r o d s i n h e p at o c yte s

C ell a g g r eg a ti o n
zI

E rll ar g e d n u cl e u s o f h ep ato c y te s

Alt er e d c ell fわci

F o c al n e c r o si s

G r a n ul o m a

J 2 1 2 1 2 I 2

1 2 0 1 2 0 1 2 0 9 3

1 2 0 1 2 0 1 2 0 11 I

1 2 0 1 2 0 9 3 0 1 2

1 0 2 9 3 8 4 10 2

1 2 0 1 1 1 1 0 2 1 2 0

1 2 0 1 2 0 1 1 1 1 2 0

1 2

2 0

2 0

2 0

1 1

1 1

1 1

1 2 1 2 1 2

2 0 9 3 5 7

2 0 1 2 0 8 4

2 0 7 5 0 12

2 0 1 0 2 1 l l

2 0 1 2 0 1 2 0

0 2 1 0 2 1 1 1

T a bl e 5 ･ 2 ･ S u m m ar y o f hist o p ath ol o g y fi n d in g s of r a ts at th e e n d o f 26
- w e e k r ep e at e d d o s e of

E 2 01 1 w ith 1 3 w e e k s o f m ai n t e n a n c e .

M al e F e m a le

O rg a n s G r o u p ( m g/ k g) C o n tr o1 1 0 3 0 1 0 0 C o ntr ol 1 0 3 0 1 0 0

F i n di n g s G r a d e - ＋ - ＋ -

十
-

＋ - ＋ - ＋ -

＋
-

＋

N o . e x a m in e d

Li v e r

C ell a g g r e g ati o n
;l

E nl
･

d rg e d n u cl e u s o f h ep at o c yte s

A lt e r e d c ell fo ci

F o c al n e c r o si s

G r a l】ul o m a

β 6 6 β

6 0 6 0 6 0 6 0

6 0 6 0 6 0 5 1

4 2 5 1 4 2 5 1

6 0 6 0 5 1 6 0

2 4 2 4 2 4 0 6

∂ β 6 6

6 0 6 0 6 0 4 2

6 0 6 0 6 0 0 6

6 0 6 0 6 0 3 3

6 0 6 0 6 0 6 0

6 0 3 3 4 2 2 4

T a b l e 5 ･3 ･ S u m m a ry o f h ist o p at h ol o g y fi n di n g s of r at s at th e e n d o f 5 2
- w e e k r ep e at e d d o s e of

E 2 0 1 1 .

M a一e F e m al e

O rg a n s G r o u p ( m g/ kg) C o n tr o1 3 10 3 0 1 0 0 C o n tr o1 3 1 0 3 0 1 0 0

Fi n d i ng s G r a d e -

十
-

＋
-

＋
-

＋ - 十 -

＋
-

十
-

＋
-

＋ - ＋

N o . e x a m in ed

Li v e r

C r y st alli n e r o d s i n h e p a to c yt e s

C r y st alli n e r o d s i n K u pff e r
'

s c e】l

E nl ar g e d n t lCl e u s o f h e p at o c y te s

A lte r e d c ell f o ci

S i n g le c ell n e cr o si s

F o c al n e cr o si s

G r all ul o m a

H e m a n 1 0 S ar C O m a

J 2 J 2 J 2 ノブ 1 0

1 2 0 1 2 0 1 2 0 1 1 0 9 - 1

1 2 0 1 2 0 1 2 0 9 2 8 2

1 2 0 1 2 0 1 2 0 9 2 0 1 0

9 3 9 3 7 5 2 9 0 10

1 2 0 1 2 0 1 2 0 1 1 0 9 1

1 2 0 l l 1 12 0 9 2 10 0

4 8 4 8 5 7 0 1 1 7 3

1 2 0 1 2 0 1 2 0 1 1 0 9 1

ノブ J 2 1 2 J 2 12

ll 0 1 2 0 1 2 0 12 0 7 5

1 1 0 1 2 0 1 2 0 9 3 5 7

11 0 1 2 0 1 2 0 6 6 0 1 2

7 4 9 3 7 5 7 5 0 1 2

1 1 0 1 2 0 1 2 0 1 2 0 l l 1

1 1 0 l l 1 l l 1 12 0 1 2 0

3 8 4 8 4 8 6 6 1 ll

1 1 0 1 2 0 1 2 0 1 2 0 1 1 I

N o t e :
-

; n e g ati v e , ＋; p o siti v e ･

a: wi t h c ry st alli n e r o d s , sin u s oid al .

昼型堅遡豊 型 遡塵選旦進墜L

F ig ･ 5 - 1
-

5 -3 に , 単位面積当たりの G S T - P 陽性細胞巣の 数および面積, G S T - P 陽性細胞

巣1 個当たりの 面積の推移を示 した ｡ Fig . 5 - 1 に示すよう に
, 単位面積当たりの G S T - P 陽性

細胞巣の数は, 雄で は 2 6 週間反復投与後 , 2 6 週間反復投与後に 1 3 週間休薬を設けた場合,

そ して 5 2 週間反復投与後 いずれ にお いて も 3 0 m g k g で最も多く , そ れぞれ 1 c r n
2
当たり 5 .5 7 ,
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9 . 5 2 , 1 3 .5 8 個であり,
いずれ にお い ても 1 00 m g n ( g 群は対照群 より少なかっ たo こ れに対

して雌で は, い ずれの 投与期間におい て も, 1 0 0 m g n ig 群で 最も G S T
-P 陽性細胞巣が多く,

2 6 週間反復投与後, 2 6 週間反復投与後に 13 週間休薬を設けた場合, そ して 5 2 週間反復投

与後で それぞれ 10 .2 6 , 9 . 1 4 , 1 3 .1 8 個で あっ た｡ 雌雄い ずれも , 対照群も含めて ,
2 6 週間

から 5 2 週間 ヘ の投与期間が長くな るに つ れ G S T - P 陽性細胞巣が増加 したが , 休薬による

減少は認められなか っ た ｡ 単位面積当たりの G S T -P 陽性細胞巣は雌雄で 差はなか っ た｡

また
,
Fig . 5 -2 に示すように , 単位面積当たりの G S T -P 陽性細胞巣の面積は, 雌の 1 0 0 m 釘k g

群で 際だっ て高い値を示した ｡ 雌の 1 0 0 m 釘k g 群で は, G S T - P 陽性細胞巣は 26 週間反復投

与後 6 ,3 7 3 ×1 0
2

u m
2
/ c m
2
で あ っ たが, 5 2 週間 へ の 投与期間の延長 に伴い 5 7 ,1 2 3 ×1 0

2

”. m
2
/ c m
2

となり
,
1 0 倍近く面積が拡大 した o また 1 00 m g n ( g 群 の雌で は,

26 週間反復投与後, 1 3 週

間の休薬により, G S T - P 陽性細胞巣の 面積は約半分に減少 した｡ 雄で は,
2 6 週間反復投与

後 , ある いは 2 6 週間反復投与後に 1 3 週間回復期間を設 けた場合 , 対照群 を含めいずれの

群お いて も G S T - P 陽性細胞巣の 面積は 1 ,0 00 ×1 0
2

[L m
2
/ c m
2
以下で あり, 5 2 週間反復投与後

l$ 1 0 0 m g n (g 群で 5 ,2 8 6 × 1 0
2
u m
2
/ cr n
2
とな っ たが, こ の数値も雌の 2 6 週間反復投与で の 1 00

m g n ; g 群より低い 値であっ た o

G S T - P 陽性細胞巣 1 個当たりの面積は,
Fig . 5 -3 に示 すよう に , 雄で は 1 00 m 釘k g を 5 2

週間反復投与 して 明らかに他の 群よ り高くなる のに対 して , 雌で は 1 0 0 m g 化g を 2 6 週間反

復投与する ことにより , 明らかに他 の群よ りも高い 値を示 した ｡ 雌の 1 0 0 m g n ( g 群で は,

2 6 週間か ら 5 2 週間 ヘ の投与期間延 長に伴い , G S T - P 陽性細胞巣 1 個 当たりの面積は 4 9 0

× 1 0
2

u m
2
か ら 4 ,4 2 5 × 10

2

[L m
2
へ と約 1 0 倍に増大 した ｡ また , 1 3 週間の休薬により , 3 3 0

×1 0
2

p m
2
へ とわずかながら減少 したo
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N u m b e r of G S T - P ＋ f o ci

30

2 0

1 0

3 0

⊂:

○
こぶ=
()
a)
∽

L

d)
2 0

主
ヽl ･ -

O

～

∈
i2 1 0
L _

q)
∫)

≡
=

Z

3 0

2 0

1 0

M al e 2 6 W

0 1 0 3 0 1 0 0

M al e 2 6 W ＋1 3 W r e c o v e ry

1 0 3 0 1 0 0

M al e 5 2 W

0 3 1 0 3 0 1 0 0

F e m al e 26 VV

1 0 3 0 1 0 0

F e m a一e 2 6 W ＋1 3 W r e c o v e ry

●

●

I

0 1 0

F e m al e 5 2 V V

I

‡

I
●

●

●

●

I

3 0 1 0 0

●

●

●

I

0 3 1 0 3 0 1 0 0

D o s e ( m 9/ kg)

Fig ･ 5
･ 1 . N u m b e r o f G S T -P p o siti v e f o ci i n th e li v e r s e cti o n . I n d ivi d u al d at a ar e

p r e s e nt e d a s d o ts a n d th e g r o u p m e a n s ar e sh o w n b y c ol u m rlS .
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O c c u pi e d a r e a of G S T
- P ' f o ci

1 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0

6 0 0 0 0

4 0 0 0 0

2 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0

⊂:

. 9
～

U
a)
∽
L

萎
O

N

≡
j2
N

≡
= L

N

⊂)
ー

〉く

8 0 0 0 0

6 0 0 0 0

4 0 0 0 0

2 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0

6 0 0 0 0

4 0 0 0 0

2 0 0 0 0

M a一e 2 6 W

0 1 0 3 0 1 0 0

M al e 2 6 W ＋1 3 W r e c o v e ry

1 0 3 0 1 0 0

M al e 5 2 W

1 0 3 0 1 0 0

F e m al e 2 6 W

0 1 0 3 0 1 0 0

F e m a[ e 2 6 W ＋1 3 W r e c o v e ry

1 0 3 0 1 0 0

F e m al e 5 2 W

0 3 1 0 3 0 1 0 0

D o s e ( m 9/ k9)

Fig . 5
･ 2 . O c c u pi e d a r e a o f G S T

- P p o siti v e f o ci in th e li v er s e cti o n ･ I n di vid u al d at a

a r e p r e s erlt ed a s d ot s a n d th e g r o u p m e a n s a r e s h o w rl b y c ol u m n s ･
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M e a n a r e a of i n di vid u al G S T - P ＋ f o c u s

5 0 0 0

4 0 0 0

3 0 0 0

2 0 0 0

1 0 0 0

5 0 0 0

4 0 0 0

∽

= l

墨
3000

～

≡

N
1
20 0 0

⊂)
T
'' 1 -

〉く

1 0 0 0

50 0 0

4 0 0 0

3 0 0 0

2 0 0 0

M a一e 2 6 W

0 1 0 3 0 1 0 0

M al e 2 6 W ＋1 3 W r e c o v e ry

1 0 3 0 1 0 0

M al e 5 2 W

1 0 0 0 ;

1 0 3 0 1 0 0

F e m a一e 26 W

1 0 3 0 1 0 0

F e m al e 2 6 W ＋1 3 V V r e c o v e ry

0 1 0 3 0 1 0 0

F e m a一e 5 2 W

0

D o s e ( m g/kg)

Fig ･ 5
･ 3 ･ M e a n ar e a o f i n div id u al G S T - P p o sitiv e f o c u s i n t h e li v e r .
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挺星 幽
E2 0 1 1 の 5 2 週間反復投与により,

肝細胞由来の腰癌性病変 の発生は認められなか っ た ｡

しか しながら, 1 00 m g 鵬 群の雄 3 例 と雌 1 例 に 別
､ て , 肝の 非実質細胞由来の悪性腰療で

ある血管肉腫が認 められた (T ab le s
- 4) ｡ 病理組織学的に腰療組織は血液に富み , 類円形核

を有する 比較的大型の 紡錘形
- 多形性異型細胞から構成 され いずれの腰療において も細

胞質内に豊富なビメ ンチ ンを有する こ とが免疫組織学的に明 らかで あっ た こ とか ら ,
血管

内皮細胞 に由来す るもの と考えられた｡ また , 細胞分裂像が豊富 で周囲肝実質組織 へ の 浸

潤性増殖が著明で ある ことか ら ,
血管肉腫 と診 断された (p b ot o 5

- 1 および 2) ｡ 病理組織学

的検査で はじめて確認された比較的初期と考えられる血管肉腫では , 異型性を有す る艦癌

細胞が類洞壁 に沿 っ て単層ない し重層性に増殖する傾向を示 したが (p h ot o 5
-1 A ) , 肉眼的

に血腫 として捉えられた明らかな腫癌塊を形成す る血管肉腰で は, 繊細な繊維性結合織 を

伴い ながら乳頭状の 発育を示 した (p h o t o 5 -2) ｡

T a b l e 5 - 4 . I n cid e n c e of h errl a n g 1 0 S a r C O m a i n th e li v e r ･

D o s e m 2 6 V 2 6 W ＋1 3 1Ⅳ R 5 2 W

M al e 0 0/1 2

3

1 0 0/1 2

3 0 0/1 2

1 0 0 0/1 2

F e m al e 0 0/1 2

3

1 0 0/1 2

3 0 0/1 2

1 0 0 0/1 2

0/6

0/6

0/6

0/6

0/6

0/6

0/6

0/6

0/1 2

0/1 2

0/1 2

0/1 2

3/1 2

0/1 2

0/1 2

0/1 2

0/1 2

1/1 2
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ph o t o 5 - 1 . P o rti o n s o f e arly s t a g e o f h e m a n g i o s ar c o m a . ( A ) T h e dil at e d sin u s o id s a r e

li n e d b y si n gle
1 0 r m u lti-la y e r e d a ty p i c al pl e o m o r p h ic e n d o th eli al c ells I T h e t um o r c ell s

h a v e in v a d e d adj a c e n t p ar e n c h ym 1 tis s u e . a - E stai n X 5 0 ･ ( B) h m u n o hi st o ch e mi c al

d e m o n s tr ati o n o f vi m e n 血 .
A b u n d a n t vi 皿 e n ti n fil a m e n土s c a n b e fわu n d i n th e t u m o r c ells ,

× 5 0 .

p h ot o 5 -2 . A d v an c e d d e v el o p m e n t o f h e 江岨n g l O S a r C O m a fo u n d i n d e a d a ni m al w ith

h e m o p e rit o n e u m . T h e t um o r i s ch a r a c t e riz e d by p a pill a ry g r o w 也 w i th thi n fi b r o u s

c o n n e c ti v e ti s s u e , ×2 5 .
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第2 節 考察

雌雄 ラッ トに E 2 0 1 1 の 3 , 1 0 , 3 0 あるい は 1 00 m g 化g を 5 2 週間にわたっ て経口反復投与

するとともに , 26 週間反復投与の時点と, 2 6 週間反復投与後に 1 3 週間休薬を行っ た時点

で剖検を行い , 1 3 週間反復投与によっ て 認められた G S T - P 陽性細胞巣の経時的な変化 に つ

い て詳細な検討 を行っ た｡ その結果 , 雌雄で いずれにお い て も投与期間の 延長に より G S T -P

陽性細胞巣は増加 し, 大型化する ことが明らかとなっ た ｡ 5 2 週間反復投与 により肝細胞腫

療は認められなかっ たこ とから, G S T - P 陽性細胞巣の腰癌化にはさらに長期間必要で ある

と考えられた｡

一 方, 肝血管細胞由来の悪性腫癖で , 非常に浸潤性に富み, 致死的な腰疲で ある血管肉

腫が, 5 2 週間反復投与の 1 0 0 m g 化g 群で雄 1 2 例中 3 例 ( うち 2 例は 4 5 週および 51 週目に

途中死亡) , 雌 1 2 例中 1 例の肝で 認
rめられた ｡ ラ ッ トにお ける血管肉腫の自然発生頻度は

非常 に低く, s D ラ ッ トの場合雄 1 ,1 % , 雌 o ･6 % と報告されて い る (7 5) ｡ また, 血管肉腫は

生後 1 年以内にはほとんど発症せず (7 6) , 今回の試験に おける血管内魔の発生率が雄で

2 5 % , 雌で 8 .3 % で ある ことから, 明らか に E 2 0 1 1 投与に より発生したもの と考えられた｡

これ まで に血管肉腫を引き起こすこ とが知られて い る化学物質として は, 塩化ビニ ルや

批素などが知 られて い る (7 6) ｡ このうち特に塩化 ビニ ルは実験動物の みならず, ヒ トにお

いて も血管肉腫を引き起こす ことが報告されて いる (7 7
-7 9) . F r o m e nt らは, 塩化 ビニ ル に

よる発がんには, N - r a s A 遺伝子 の変異( コ ドン 13 : G G C
-

す G A C と, コ ドン 3 6 : A T A - C T A)

を伴う ことを報告して いる (8 0) ｡ また ,
B a rb i n らも同様に, 塩化ビニ ルに よる ラッ ト肝血

管肉鹿で , p 5 3 遺伝子の変異を確認 して い る (8 1) ｡ E 2 0 1 1 の 場合 , 第 4 章で示 したような

イ ニ シエ ー シ ョ ン活性を有する活性代謝物が肝実質細胞の み ならず血管内皮細胞で も生成

L , て ,
こう したがん遺伝子やがん抑制遺伝子の 変化 を介して , 血管肉腫 を引き起 こす原因

とな っ た可能性が高いもの と推察された｡
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第3 節 小結

E 20 1 1 の ラ ッ ト へ の 1 3 週間反復投与試験の病理組織学的検査で認められた変異細胞輿に

つ いて , さらに長期間投与 した場合に腫癌化す るかどうか探る目的で , 雌雄ラ ッ トに E 2 01 1

を 5 2 週間にわた っ て 経 口反復投与した｡

そ の結果, 肝細胞腫療の発生は認められなかっ たもの の
, 雌雄いずれも G S T - P 陽性細胞

巣は投与期間が長くなる に つれて数 ･ 面積ともに増加 し, 特に雌で著明で あっ た｡ 一

方,

肝血管細胞由来の悪性腫療で ある血管肉腫が
, 雄 1 2 例中 3 例 , 雌 1 2 例中 1 例の肝で認め

られたことから
,
E 2 01 1 は発がん性を有す る ことが示された｡
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第 6 章 E 2 01 1 による C Y P ダウン レギュ レ
ー シ ョ ン

化合物による毒性は, 大きく化学構造 に由来す るもの と, 薬効に起因するもの に分けら

れる ｡ 本論文で は,
これまで E 2 0 1 1 およびそ の 代謝物 (脱炭酸体) の 化学構造に着目 して

肝毒性の 機序を記述したが, E 2 0 1 1 の作用 を総合的に考える上 で は,
E 2 0 1 1 の 薬理作用で あ

る M A O 阻害作用に基づく影響も考慮する必要が ある｡

本章で は,
E 2 0 1 1 投与によっ て 認められた c y p 発現調節作用 につ いて記載 し, 原因と考

えられる い く つ か のパ ラ メ
- 夕を探 っ た ｡ 中で も, 特 に M A O - A 阻害に基づく血中 M E L レ

ベ ル の 上昇 と c Y P 変動 との関係が疑われた こ とから, E 2 0 1 1 単回投与 による血中 M E L レ

ベ ル の経時的変動に つ い て詳細 に検討 した｡

第1 臥 E 2 0 1 1 投与に伴う C Y P 変動とそ の要因と考えられる パ ラメ
ー タの変動

臭鹸方法

化合物および試薬

E 2 0 1 1 (第 1 章 , 第 1 節) を用 い た ｡ また
,
プ ロ テ ア

ー ゼ阻害剤 として ,
P M S F , a ntip 血 ,

1 e u p e p ti n お よび p ep st ati n を s ig m a C h e mi c al C o l (S t ･ L D ui s , U S A ) より購入
した｡

動物

7 週齢の雌雄 s D (I G S) ラ ッ トを 日本チャ
-

ルズリバ ー

(樵) より導入 し ,
1 週間の検疫期

間および馴化期間を実施 した後,
雌雄別々 に体重 によ る層別化法で 群分けを行い , 8 週齢で

実験に使用 した｡ 動物の 飼育方法 は, 第 1 章, 第 1 節に記載した｡

試験デザイ ン

雌雄 い ずれも 1 0 匹の ラ ッ トを 5 匹ずつ 2 群 に分 け, 対照群 と E 2 01 1 1 5 0 m g 化g 投与群を

設定 した ｡ E 20 1 1 は o .5 % M C 水溶液を用い て ,
5 m U k g の投与容量となるよ うに, 3 % 懸濁

液 を調製した｡ こ の 投与検体を, 動物に 1 日 1 回 ,
2 週間にわたり毎 日 , 胃ゾンデを用 い て

強制経 口投与 した｡ 対照群 には, 媒体の み を投与 した｡

最終投与の 6 時間後 ,
ベ ントパル ビタ ー

ル麻酔下で腹大動脈より全採血を行い , 動物を

致死させ た ｡ 採血 には抗凝固剤として ヘパ リン
･ ナトリウム を用い , 遠心分離によっ て 得

られた血祭を分注して , サイ トカイ ン濃度およびホル モ ン濃度測定に用 い た (測定暗まで ,

- 8 0 ℃ にて 保存した) . 動物の 致死後剖検を行 い , 直ちに肝嘩を摘出し,
その 一 部をウエ スタ

ンプ ロ ッ トによる C Y P 含量解析用 に , 別 の
一

部は肝中サイ トカイ ン量測定用 に, さらに別

の
一 部を c y p 遺伝子発現解析に用い た ｡
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観察, 測定および検査

投与開始日を 1 日目と起算し, 以下の 観察, 測定および検査 を実施した｡

(1)
一 般観察

動物の 一 般状態に つ いて , 投与期間を通じて 短日観察した｡ 体重は 1 , 2 , 3 , 7 , 10 およ

び 1 4 日目に測定 して , 動物 へ の検体投与容量の算出に用 い た｡

(2) 肝中 c y p タン/てク発現亀測定

剖検時に得られた肝臓より常法に従 っ て M s およびホモ ジナイ ズを調製した後, 1 w ell 当

たり M s タ ン/i クとして 1 p g (C Y P 各分子種) のタ ン/てク をアプライ して , 還元条件下で 奄

気泳動を行 っ た. 泳動終了後, s c hl ei ch e r & S c h n ell 社 ( K e e n e , N H ) より購入した ニ トロセ

ル ロ -

ス膜 (o .4 5 叶m N u cl ei c a cid a n d p r o t ei n tr a n sf e r m e di a) に トラ ンス フ ァ
-

して ウエ スタ

ン プロ ッ ト解析を行っ た.
一

次抗体と して , 第
一

化学薬品株式会社(東京) より購入 したイ

ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グ用 ラ ッ ト p 4 50 分子種 抗体 ( a n ti十r at C Y P I A l , C Y P 2 B l , C Y P 2 C l l ,

c y p 2 E l および c y p 3 A 2) を用いた.
一

次抗体の希釈倍率は,
いずれも 500 倍とした . 発色

は,
v e ct o r L a b o r at o ri e s

,
I n c . ( B u rli n g a m e , C A ) より購入したベクタステイ ン A B C

-P O ( ヤギ

Ig G あるいはウサギIg G) キ ッ トを用いて , A B C 法に より行 っ た｡ 画像解析 ほ, スキャ ナ
ー

で コ ン ピ ュ
ー タ へ 取り込んだ後 , N I H I m ag e V er 1 . 6 2 により数値化した ｡

(3) C Y P 遺伝子発現解析

G I B C O B R L ( M D , U S A) より購入 したトリ ゾル試薬を用い て ラ ッ ト肝 ト
ー タル R N A の抽

出を行っ た後 , 以下 に示すラッ ト c y p 3 A の各分子種特異的なプライ マ
ー を用 いて P C R 解

析を行 っ た ｡

C Y P 3 A l

C Y P 3 A 2

C Y P 3 A 9

C Y P 3 A 1 8

C Y P 3 A 2 3

β
- a cti n

f o r w ar d :

r e v e r s e :

f o r w a rd :

r e v e r s e:

f o r w a rd :

r e v er s e:

f o r w a r d:

r e v e rs e:

f o r w ar °:

r e v e r s e :

f o r w ar d :

r e v e r s e :

5
'
- A T C C G A T A T G G A G A T C A C - 3

'

5
'
- G A A G A A G T C C T T G T C T G C - 3

'

5
'
- C G A C T T G G A A C C C A T A G A C -3

'

5
'
- C A T G T C A A A T C T C C C T A A G C C - 3

チ

5
'
- G G A C G A T r C T T G C m C A G G -3

'

;

5
'
- A T G C T G G T G G G C T T G C C T r C -3

'

5
'
- G G A A A T r C G A T G T G G A G T G C -3

'

5
'
- A G G m G C C m C T C T T G C C - 3

I

5
'
- G G A A A T T C G A T G T G G A G T G C -3

I

5
'
- A G G m G C C m C T C T T G C C - 3

'

)

5
チ
- G C C A T G T A C G T A G C C A T C C A -3

'

5
'
- G A A C C G C T C A T T G C C G A T A G -3

ラ

逆転写反応及び p c R 反応は,
A B I P R IS M T M 7 7 0 0 S y st e m (P E A p pli e d B i o sy s t e m s) を用 いて
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実験 を行っ た ｡ 1 サ ンプルあたりの反応液の組成は以下の通りと した｡

1 2 .5 JJ L

1 I L L

l 〃L

O ･ 2 5 〃L

l / J L

2 ･5 〃L

X 〟 L

S Y B R G r e e n P C R M a st e r M i x

2 0 p m ol o f fb Ⅳ a r d P C R p ri m e r

20 p m ol o f f o r w ar d P C R p ri m e r

M u ltiS c rib e R e v er s e T r a n s c rip t a s e

R N a s e irlhib it o r

R N A s a m pl e (0 ･1 m g/ m L)
臥

計 2 5 /上L

上記組成の P C R 反応液 を 96 穴プレ
- トに添加 し, 反応を行っ た｡ 逆転写反応は 48 ℃ で

3 0 分行 っ た ｡ P C R 反応の 1 サイク ル における温度お よび反応時間は, 変性を 9 4 ℃ で 1 分 ,

結合を 56 ℃ で 1 分 , 伸張を 7 2 ℃ で 1 分にて行 っ た o また,
サイクル数は 4 0 で行 っ た.

p c R 反応後
,
各 c y p 3 A 分子種 m R N A 量に つ い て ,

A B I - 7 7 00 による算出されるそれぞ

れの数値化された蛍光強度 ( R n 値) 香, 内因性 の ハ ウス キ
- ビン グ遺伝子 で あるβ- アクチ

ン m R N A 発現量の R n で補正 した ｡

(4) サイ トカイ ンおよびホル モ ン量測定

剖検時に得られた血祭および肝臓を用い て ,
サイ トカイ ン と して Ⅰし1β, Ⅰし2 , Ⅰし6 およ

び T N F - α と , ホル モ ン として G H お よび M E L の 畳を測定 した (ホルモ ンは血祭中の み) ｡

肝臓は ,
y a m 弧 0 らの 方法 (8 2) に従 い , 摘出後直ち にプロ テ ア

- ゼ阻害剤 (2 r n M P M S F ,

1 p g/ m L a n tip ai n , 1 u g/ m L l e u pe p tin および 1 LLg/ m L p e p st ati D) を溶解 した 9 倍量の P B S で ホ

モ ジナイズ した後 ,
8 ℃

,
1 5
,
0 0 0 × g で 1 5 分速心して , 得 られた上 清をサン プル と した ｡ 血

祭およ び肝臓より調製したサ ンプル いずれも, 測定時まで -8 0 ℃ にて凍結保存 した ｡

血奨 中お よび肝申サイ トカイ ン (I L - 1β, I L -2 , I L - 6 お よび T N F -

α) 測定 には, B io S o u r c e

I n t e rn a ti o n al , l n c . ( C a m a rill o , C A) よ り購入 した C y t o s cr e e n T M I m r n u n o a s s a y Ki t ( R at I し1β,

Ⅰし2 , Ⅰし6 お よび T N F - cL) 杏, ま た血祭中ホル モ ン ( G H およ び M E L) 測定には ,
A m e rs h a m

p h ar m a ci a B i o t e ch 社 (B a c ki n g h a m s hir e , U K) よ り 購 入 し た R at g r o w th h o r m o n e

e n z y m ei m m u n o
- a s s a y (EI A) sy st e m および B B hl m a n n L a b o r at o ri e s A G 社 (A lls c h w il , S w it z e rl a n d)

より購入 した D ir e ct s aliv a m el at o ni n E LIS A を用 い て ,
い ずれも E L IS A 法に て測定 した｡

結果

肝中 c y p タンパク発現量

肝中 c y p アイソザイム の ウ エ ス タンプ ロ ッ ト解析の 写真を F ig . 6 - 1 に , 数値化 した結果

を Fig . 6 - 2 に , それぞれ示 した ｡ c y p 3 A 2 抗体と交叉す るタ ン/ i クの発現 は, 雄の E 2 01 1

投与群で は対照群 と比べ て 7 5 % に , 同様に雌で は 3 6 % に抑制された o
一 方

,
c y p I A l 抗体

と交叉す るタンパ クの 発現 は, 雄 の E 2 0 1 1 投与群で 対照群の 1 .8 倍,
雌で 1 .3 倍とい ずれも
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有意 に増加 した ｡ c y p 2 B l , C Y P 2 C l l および c y p 2 E l 抗体と交叉す るタ ンパクは, 雌雄い

ずれも E 2 0 1 1 投与に よっ て 変動 しなかっ た o

c y p 遺伝子発現解析

c y p 3 A 各分子種の遺伝子発現解析した結果 を, Fig . 6 - 3 に示 した ｡ 対照群の C Y P3 A l ,

c y p 3 A 2 , C Y P 3 A 9 , C Y P 3 A 18 および c y p 3 A 2 3 の m R N A 発現塵をβ- アクチ ンの m R N A 発

現塵で補正 した値を100 % として, E 2 0 1 1 授与群の値と比較したo E 2 01 1 投与により, C Y P 3 A 2

m R N A の発現塞は, 対照群と比較して雄で 38 % に低下し, 同様に C Y P3 A 9 は雄で 16 % , 雌

で 9 % iこ
,
C Y P 3 A 1 8 は雄で 1 4 % に

,
c y p3 A 23 は雄で 3 8 % に , 雌で 68 % に まで低下 した ｡ な

お, 雌雄 における C Y P 3 A l m R N A の発現と, 雌における C Y P3 A 2 および c y p 3 A 1 8 m R N A

の発現は, 対照群および E 2 01 1 投与群い ずれ においても認められなかっ た｡

サイ トカイ ンおよびホルモ ン畳測定

サイ トカイ ン (I L -1β, Ⅰし2 , IL -6 および T N F - α) およびホルモ ン (G H およ び M E L) 魔を

測定 した結果 を, Fig . 6
-4 凄は び Fig . 6 -5 に示したo 雌雄いずれにおい て も , 測定した肝臓

のサイ トカイ ン含量 はす べ て E 2 0 1 1 投与によ り有意に減少し, I L -1βは雄で対照群の 58 乳

雌で 6 5 % , I L -2 は雄で 5 7 % , 雌で 5 6 % , Ⅰし6 は雄で 4 2 % , 雌で 3 2 % , T N F -

α は雄で 4 4 % ,

雌で 3 7 % となっ た ｡ 血奨申サイ トカイ ン濃度は ,
いずれも検出限界以下で あっ た｡

血浜中ホルモ ン レベ ル につ い て ,
G H は雌雄 い ずれも E 2 0 1 1 投与群と対照群 との 間に差

は認められなか っ たが , M E L は E 2 0 1 1 を投与 した雄で 2 .5 倍, 雌で 4 倍と有意に上昇 した｡
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第 2 節 E 2 01 1 投与による血中メラトニ ン レベ ル の経時的変動

実験方汰

化合物および試薬

E 20 1 1 (策 1 章, 第 1 節) を用い た o また, 血液中 M E L 濃度測定に , Dir e ct s ali v a m el at o ni n

E LIS A (本章, 第 1 節) を用いた.

動物

6 週齢の雄性s D (IG S) ラ ッ トを日本チ ャ
ー

ル ズリバ ー

(樵) より導入 し , 2 週間の検疫期

間および馴化期間を実施した後 , 体重による層別化法で 群分けを行 い , 8 週齢で実験に使用

した｡ 動物の飼育方法 は, 第 1 車, 第 1 節に記載した｡

なお , ス トレス による血中 M E L 濃度の変動を避けるため, 実験前日まで約 - 週間にわた

り , 使用する動物に対 して損似的な経口投与や保定等ハ ン ドリ ングを行 い , 実験操作に起

因す る物理的刺激に馴化させた｡

試験デザイ ン

3 5 匹の ラ ッ トを 5 匹ずつ 7 群に分け, プレ採血群を 1 群と, 対照群と E 2 0 1 1 1 5 0 m g 侭g

投与群を 3 群ずつ (それぞれ投与後 1 , 3 お よび 6 時間採血群) を設定した ｡ E 2 0 1 1 は 0 .5 %

M C 水溶液を用い て , 5 m L n (g の投与容量 となる ように , 3 % 懸濁液を調製した o こ の投与検

体を, 胃ゾンデを用い て 動物 に単回強制経 口投与 した｡ 対照群 には, 媒体の みを傾向投与

した ｡ .

各採血時間 に動物をギロ チンにて 断頭 して , ヘ パリ ン処理 したチ ュ ー ブで 血液採取 し,

冷却遠心に よ っ て得 られた血祭画分 を得た｡ 血祭サ ンプル は, 測定時まで - 8 0 ℃にて凍結保

存 した｡

血中 M E L 濃度測定

本章 , 第 1 節に記載した｡

結果

E 20 1 1 の 1 50 m g 化g を雄 ラ ッ トに単回経 口投与 した後, 血中 M E L 濃度を経時的に測定 し

た結果を Fig . 7 - 6 に示した ｡ 投与前の M E L 血中濃度は 20 p g/ m L 程度で あっ たが ,
E 2 01 1 投

与の 1 時間後に 9 0 p g/ m L , 3 時間後に は 15 0 p g/ m L へ と有意な上昇を示した ｡ E 2 01 1 投与群

の M E L 血中濃度は ,
投与後 6 時間の 時点で も 9 0 p g/ m L と対照群に比べ て高い 値を示したo

これに比 べ て対照群で は, 投与前の健から 2 倍程度の変動範囲に とどま っ た｡
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第3 節 考察

ラ ッ ト へ の E 2 01 1 の 2 週間反復投与により , 雌雄いずれの肝において も c y p 3 A 2 抗体と

交叉性を示すタン ^
o

クが減少し ,
また c y p I A l 抗体と交叉性を示すタ ンパ クの上昇が認め

られた o 特に, c y p 3 A 2 は成熟した動物で は雄特異的なアイ ソザイム で ある ことから (83) ,

ラ ッ トで発現が報告さ れて い る各 c y p 3 A アイ ソザイ ム (84 -8 9) に つ いて , 雌雄それぞれで ･

m R N A の発現量を測定した｡ その結果, 程度 に違いは あるが, 対照群の雄で発明して いる

アイ ソザイム (3 A 2 , 3 A 9 , 3 A 1 8 および 3 A 2 3) と雌で 発現 して いるアイ ソザイム (3 A 9 およ

び 3 A 2 3) の す べ て が , E 20 1 1 投与により減少したことが明らか となっ た｡

ウ エ スタンプロ ッ ト解析で 認められた雌の C Y P 3 A 2 抗体と交叉 性を示したタンパクの実

体 は不 明であっ たが , 本実験で用いた抗体はポリク ロ ー ナル で あることか ら, ア ミノ酸配

列の類似した 3 A アイ ソザイ ム ( この 場合は 3 A 9 ない し 3 A 2 3) と交叉性 を示した可能性が

高い と考えられた ｡ 実際, これらの アイ ソザイム の m R N A は減少して おり, 対応す るタン

パ クも減少して いたもの と推察された｡ なお, 今回用 いた c y p I A l 抗体は c y p I A 2 とも交

叉性を示す こ とから, 雌雄の ラッ トで誘導された分子種は c y p I A l/2 の いずれで あるか,

あるいは両方のアイ ソザイム であるか不明で あっ た ｡

初期の M A O 阻害剤の 特徴として ,
ヒトで強 い肝毒性を引き起 こす こ とと, 他の薬物と

相互作用を引き起 こす こ とが知られ て い る (9 0) ｡ 前者は,
ヒドラ ジド系 M A O 阻害薬とし

て用 い られたイ ソ ニ ア ジ ドによる肝毒性に代表される ように , 部分で ある構造 ヒドラ ジ ン

のアセ テル化 に起 因し (9 1 - 9 4) , また後者は,
近年, 薬物相互作用 の原因として重要視され

て い る C Y P 活性の 阻害作用 (9 5 -9 7) に基づくと考 えられ る (98 ,9 9) ｡ 本章で は, c y p の

m R N A およびタンパ ク のいずれも減少して い る ことから, E 20 1 1 が初期の M A O 阻害剤と

は異なり,
c y p へ の 直接阻害で はなく , さ らに上流で C Y p の 調節を行 っ て いたこ とが確認

された ｡

次 に , 今回確認 された c y p 3 A ( m R N A お よびタンパ ク) 減少の機序解明と して , 局所由

なサイ トカイ ンおよびホルモ ンの変動 を検索した｡ そ の 結果 , 今 回検討 したサイ トカイ ン

(Ⅰし1β, Ⅰし2 , I L
-6 および T N F - α) は,

いずれも E 2 0 1 1 投与により雌雄の肝臓で 減少す るこ

とが示された ｡ 今回測定 した 2 種のホル モ ンの うち , 血中 G H 濃度は E 2 0 1 1 投与により変

動しなか っ たが,
血中 M E L 濃度は雌雄いずれにおい て も上 昇する こ とが示された ｡

サイ トカイ ンの 関与す る C Y P ダウン レギュ レ ー

シ ョ ン として は
, 肝毒性物質による炎症

性反応 と c y p ダウン レギュ レ ー シ ョ ンとの 関係 につ い て
,
1 990 年代初めから多くの研究者

に よ っ て 報告されて おり, ク ッ / ト 細胞からの Ⅰし1βや Ⅰし6 , T N F - c( と い っ た炎症性サイ

トカイ ンの 放出や ,
これ に関連した N O の生成が, c y p の変動 と密接に関わっ て い る こと

が判明して い る (1 0 0 - 1 0 2) ｡ また, 強力な T 細胞増殖因子として知られるⅠし2 は (1 03) , ラ

ッ ト肝培養細胞にお い て c - m y c の 発現を介 して 総 c y p 量を減少させ る ことが報告されて い

る (1 0 4 ,1 05) ｡ I L - 2 はまた
,
ラ ッ トの みならずヒト へ の 投与 によっ て も肝臓の C Y P 量の減

- 7 5 -



少させ る ことが知 られて い る (1 0 6) ｡

ホルモ ンの関与する C Y P ダウン レギ ュ レ
ー

シ ョ ン として は
,
G H による機序が よく研究

されて おり, 特に性特異的なアイ ソザイム の調節に関与する こ とが示されて い る (89 ,1 07 -

10 9) 0 F u m k a w a らは, C Y P の 性差 は, 性特異的な G H の 分泌パタ
ー

ンに依存して い る こと

を報告して い る (1 1 0) ｡ また, G H 以外の ホル モ ンと して , K o th ari らは松果体ホルモ ンで あ

る M E L が,
9
,
1 0 - ジメチノレ1

,
2 - ベ ンズア ントラセ ンによっ て 誘発される ラ ッ ト乳腺腫癖に対

して 抗がん作用を有する ことを報告し , そ の機序と して , M E L 投与 によっ て肝 G SⅠi レベ

ルおよ び G S T 活性の 上昇による保護作用 と , チ トク ロ ム b 5 および c y p 量の低下による代

謝活性化の減弱を挙 げて い る (1 1 1) ｡

以上の こ とから , 今回検索を行 っ たサイ トカイ ンおよびホル モ ン の うち , c y p 量を減少

させ る方向に作用す るパ ラ メ
ー タは M E L の みで あり ,

E 2 0 1 1 投与に よる C Y P 3 A ( m R N A お

よびタンパク) のダウン レギ ュ レ
ー

シ ョ ンは, M E L の 血中濃度上昇 に伴う変化で ある可能

性が高い と考えられた｡ そ こで , E 2 0 1 1 単回投与に よる血中 M E L 濃度の経時推移を検索し

たと こ ろ , 投与後 1 時間から上昇 し, 6 時間の 時点で も対照群 に比 べ て有意 に高い ことが示

されたo したが っ て , E 2 0 1 1 の 2 週間投与後 (最終投与の 6 時間後) に認められた M E L 血

中濃度の上昇は , 初回投与から毎 日繰り返 されて い たこ とが示唆された ｡
こ の こ とは , E 2 0 1 1

投与 に伴う C Y P 3 A の ダウン レギ ュ レ
-

シ ョ ンが, M E L を介 して い る可能性を支持す るも

の と考えられた ｡

E 2 0 1 1 に限らず, ある種の M A O 阻害剤は , ラ ッ ト (1 1 2 ,1 1 3) をはじめ , サル (1 1 4) や

ヒ ト (2 9 ,3 0 ,1 1 2 ,1 1 4) にお い て も松果体や血 中の M E L レ ベ ル を上 昇させ る ことが報告され

て い る ｡ この機序として は,
薬理作用で ある M A O 阻害 によ っ て セ ロ トニ ン (

- モ ノ ア ミ ン)

の酸化を抑制し, 代替的に M E L の 合成を冗進 させ るだけで なく ,
M E L 合成酵素活性を高

める こ とが考え られて い る (2 8 ,1 1 5 ,1 16) 0

M E L は他 にも ,
ラ ジカルスカ ベ ン ジャ ー 作用 に基づく抗変異原作用や抗がん作用 を有す

る こ とが知られて い る (1 1 7 -1 2 2) ｡ こ の こ とは ,
E 2 01 1 が代謝活性化 によ り発がん作用 を示

す 一 方で ,
M A O 阻害作用 に基づき血中 M E L 濃度が上昇 して ,

二 次的に肝 の保護作用 を発

揮して い る可能性が考え られたo M E L の ir ” it r o 抗酸化作用や i n vi v o 抗が ん作用の 実験で

用い られる用量はそれぞれ o .5 m M , 5 0 rrlg n ( g 程度 と高く , M A O 阻害剤に より変動 しうる

M E L 血中濃度からかけ離れて い る ｡ しか しながら, 季節的な M E L 血中濃度の わずかな変

化 によ っ て も,
がん原性試験 における対照群の 自然発生的な腫療発 生率が変化する ( M E L

血中濃度が相対的に高くなる冬場は, 腫療発生率が低下する) とい う報告か ら(1 2 3) , E 2 0 1 1

が構造的に発がん作用 を持ち ,

一

方で 薬理作用に関連した 二 次的な抗が んを持つ 可能性が

十分に考 えられた｡

そ の他にも, 臨床的に血管肉腫に対 して有効性の 認められて い るⅠし2 の肝中含量 の減少

や (1 0 3) , 芳香族ア ミ ンの代謝活性化に関与する ことが知られて い る C Y P I A 1/2 (5 ,1 3) の誘

導に より, 発がんの起 こる方向へ 傾い て い る こ とが明 らか に され , 総合的なバ ラ ンス によ
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っ て , 第5 章に記載 したような発がんが引き起こされたもの と考えられた ｡

核内に存在する レセプタ -

で , 構造的類似性を有する 一 連のス ー

パ
ー

フ ァ ミリ ー は, オ

-

フ ア ン レセプタ - と呼ばれて いるが , M E L はその 一 つ である R Z Rβや, R Z Rβの属する

R Z R/R O R フ ァ ミ リ
ー

に 対 して 高 い 親和 性 を持 つ こ と が知 られ て い る (1 2 4
- 1 2 6) ｡

R Z R /R O R (又 は脳以外 の臓器, 例えば末梢血, 肝, 平滑筋ある いは精巣･な どにも発現して い

る こ とが示されて い る (1 2 7 - 1 2 9) ｡ ラ ッ ト肝細胞核における M E L 特異的な結合部位の 存在 .

は, 他の研究者らによっ て も報告されて いる が, これが R Z R/R O R α と同
一

で あるかどうか

は不明で ある (1 3 0 ,1 3 1) ｡
一

方, 近年 c y p 3 A 誘導のメカ ニ ズム として , 核内オ - フ ア ン レ

セプタ ー

の
一 つ で ある P X R ( あるいは p A R) の関与が報告されて い る (1 3 2

- 1 3 4) ｡ E 2 0 1 1 の

投与により, M E L を介した誘導と逆の現象 (ダウン レギ ュ レ
ー

シ ョ ン) が m R N A レ ベ ルで

行われたが , 核内に M E L の結合 しうるオ ー

フ ァ ン レセ プタ ー が存在する事実は,
c y p の

誘導とダウン レギ ュ レ - シ ョ ンが非常に近い位置で相互に調節しながら行われて い る可能

性 を示唆して い た o
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第4 節 小括

E 2 0 1 1 投与 によっ て m R N A およびタ ンパ ク レベ ルで 認められた c y p 3 A ダウン レギュ レ

ー

シ ョ ンにつ いて , 機序 の検索を行っ たo この現象は E 2 0 1 1 の 薬理作用 ( M A O 阻害) に基

づく血中 M E L の 上昇に起因す る と考えられた ｡ M E L は抗がん作用も併せ持つ こ とから,

血中 M E L 濃度の上 昇は前章で認められた E 2 0 1 1 に よる発がん作用 とは相反する と考えられ

た｡ その他認められた, 肝臓における C Y P I A l/2 の 上昇や Ⅰし2 の減少は, いずれも E 2 0 1 1

による発がん に寄与して い ると考えられた ｡
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総括

選択的 M A O - A 阻害剤として開発中で あっ た E 20 1 1 の ラ ッ トヘ の 1 3 週間反復投与により,

肝臓に G S T - P 陽性変異細胞巣の増加が認め られた . こ の毒性は前がん病変と位置づけられ

ており,
ヒト へ の外挿やリスク評価の際に解釈が必要であると考え, 第ⅠⅠ相抱合酵素を中

心と した代謝的観点から肝毒性発現機序の解明を行っ た｡

各章で 得られた知見を, 以下にまとめた ｡

第 1 章では, 1 3 週間にわたり ラ ッ トに E 2 0 1 1 の 30 および 1 0 0 m gn ( g を強制経口投与して ,

E 20 1 1 の毒性学的 プロ フ ァ イル を評価した ｡ 病理組織学的検査で は, 肝細胞において核小

体の 顕在化を伴う核肥大が認められ, 雌で はさらに G S T - P 陽性細胞巣の 顕著な増加が認め

られた ｡ こうした
一

連の肝病変から, E 20 1 1 が発がん性を有する可能性が危供された｡

第 2 章で は,
A P A P の代謝様式を指標と して , 抱合酵素の 阻害動物モ デル の作成 を行 っ

た｡ D C N P
,
P C P あるい はラ ニ チジンの 反復投与により, S T ある いは u D P - G T を 2 週間継

続的に阻害する動物モ デル を確立す る ことに成功 した｡ また この時 に, A S T , A u
l

あるい

は u N 等の血液 生化学的パ ラ メ
ー

タ ー を指標と した肝毒性および腎毒性は伴わない こ とが

示された ｡ したが っ て , 抱合酵素が毒性発現 に大きく関与するケ
ー

スで は , 本章で確立 し

た動物モ デル を利用す る こ とによっ て , 毒性 発現機序解明に大きな手がかりが得られ ると

考えられた｡

第 3 章で は , E 2 0 1 1 代謝物の 一 つ で ある脱炭酸体 (芳香族アミ ン) が生成した後, 抱合酵

素により代謝活性化 を受ける と い う仮説 に基づ き, 各種抱合酵素阻害剤が E 2 01 1 の肝毒性

に与え る影響を検討 したo E 2 0 1 1 の 1 5 0 m g 佃g を 2 週間投与した際に認められた細胞核肥大

に代表される肝毒性は ,
D C N P 併用に より単細胞壊死 を伴っ て 増悪する こ とが示されたが,

一 方, p c p 併用群で は肝細胞核の 肥大等の 変化は消失した. この こ とは, p c p が s T 阻害

作用 に加えて A T 阻害作用 を併せ持つ こと に起因 して い るためで ある と考え られ ,
E 20 1 1

の代謝活性化過程 に A T が大き ぐ関与 して いる こ とが示唆された ｡

第 4 章で は, E 2 0 1 1 およびそ の 関連化合物につ い て , 抱合反応 を考慮 した変異原性試験

を行い , E 2 01 1 の代謝活性化 につ い て検討を行 っ た｡ E 2 0 1 1 は脱炭酸によ り潜在的なイ ニ シ

エ ー

シ ョ ン活性 を発現し ,
さらに N 一脱アルキルされる こ とで

,
より弓重力な変異原 へ と変換

される こ とが示された ｡ その際 ,
c y p および A T が代謝活性化に関与する こ とが示された｡

また
,
6 - A B T を用い た実験か ら,

E 2 0 1 1 脱炭酸体の 変異原性発現には c y p I A , A T および

ニ トレニ ウムイオ ン発生が関与する こ とが示唆された ｡
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第5 章で は,
E 2 0 1 1 の ラ ッ ト ヘ の 1 3 週間反復投与試験の病理組織学的検査で認められた

肝の変異細胞巣につ い て , さらに長期間投与した場合に腫癌化す るか どうか探る目的で ,

雌雄ラ ッ トに E 2 01 1 を 5 2 週間にわ た っ て経 口反復投与した ｡ そ の結果 , 肝細胞腫療の発生

は認められなかっ たもの の , 雌雄い ずれも G S T - P 陽性細胞巣は投与期間が長くなるに つ れ

て 数 ･ 面積と もに増加 し, 特に雌で 著明で あっ た o
一

方, 肝血管細胞由来の 悪性腰療で あ

る血管肉腫が,
1 0 0 m g 化g 投与群 の 雄 1 2 例 中 3 例 , 雌 1 2 例 中 1 例 の肝で 認められた こ とか

ら, E 2 0 1 1 は発がん性を有す る ことが示された｡

策 6 章で は,
E 2 0 1 1 投与 によ っ て m R N A お よびタン/ i クレベ ル で認められた c y p 3 A ダ

ウン レギュ レ
ー

シ ョ ン につ いて , 機序 の検索を行 っ た｡ この現象は E 2 0 1 1 の薬理作用 ( M A O

阻害) に基づく血中 M E L の上 昇に起因す る と考えられた ｡ M E L は抗がん作用も併せ持つ こ

とから, 血中 M E L 濃度 の上昇は前章で 認められ た E 20 1 1 に よる発がん作用とは相反する と

考え られたが, そ の 他 に認められた肝臓における C Y P I A l/2 の 上 昇や I L -2 の減少は,
い ず

れも E 2 0 1 1 に よる発がんに寄与 して い る と考 えられた ｡

以上の 内容か ら, E 2 01 1 による ラ ッ ト肝毒性の 機序は, 代謝物 の
一 つ で ある脱炭酸体 の

c y p によ る水酸化お よび A T に よ る エ ステ ル化, および ニ ト レニ ウムイ オンの生成 に由来

する と考え られ こ の
一

連の 反応 に より E 2 0 1 1 はイ ニ シ エ
ー

シ ョ ン活性を発現する こ とが

示唆された｡ E 2 0 1 1 の 代謝活性化 に重要な役割 を担っ て い る A T は, ヒト肝におい ても N A T l

および 2 として存在 してお り (1 3 5 ,1 3 6) , こ の うち N A T 2 はある種 の発がん性アリル ア ミ ン

の解毒や代謝活性化 に重要な役割 を担 っ て い る こ とから (1 3 7) , ヒトで も E 2 0 1 1 が A T

( N A T) によ っ て代謝活性化 され , ラ ッ トと同様に肝毒性 (発がん性 を含む) を引き起 こ す

可能性が十分考えられ た｡ また, 今後さ らに詳細なヒト ヘ の 外挿を行う場合 には,
ヒト c y p

アイ ソザイ ム (5 8 ,60 ,6 2) や N A T l お よび 2 (5 5 ,5 7 ,6 1) を発現させ た変異原性試験菌株の 利

用な どが有用で ある と考 えられた o

本研究で は,
E 2 0 1 1 の肝毒性発現機序解明の 事例を通じて , 毒性発現にお ける抱合反応

の役割を明らか に した ｡
こ こ で得られた知見は , 単に E 2 0 1 1 によ る肝毒性機序解明 にとど

まらず, 今後の 医薬品開発に も応用 可能で ある ｡ 特に, 構造 (E 2 01 1 の 場合 は, 潜在的な芳

香族ア ミ ン構造) に起因した毒性は , あらか じめ排除す る こ とが可能で ある ｡ 我々 は こ う

した研究を通じて 毒性に寄与す る構造 を見 つ けだ し ,
今後の 薬作りに役立てて い く必要が

あると考 えられた ｡
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杜 G l att: Bi o a ctiv ati o n o f m u t 呼 n s v ia s ulf ati o n ･ E A S E B J ･ l l , 3 1 4 - 3 2 1 (1 99 7)

R ･ K at o a n d T ･ K a m at aki: C yt o ch r o m e P
-4 5 0 a s a d et e r mi n a n t o f s e x diff e r e rl C e O f d r u g

m et ab oli s m i n t h e r at ･ X e n o bi o ti c a 1 2
,
7 87 - 8 0 0 (1 9 8 2)

R I K at o a n d Y ･ Y a m a z o e: S e x - sp e cifi c c y t o c h r o m e P 4 5 0 a s a c a u s e o f s e x
- a n d s p e ci e s

- r el at e d

di ff e r e n c e s i n d ru g
-t o xi cit y ･ T o x i c o l･ L ett ･ 6 4/6 5 , 66 1

-66 7 (1 9 9 2)

J ･ E ･ H a rk n e s s a n d M ･ D ･ R id g w a y: C h r o m o d a c ry o rr h e a i n l a b o r at o ry r at s: eti ol o g l C

c o n sid e r ati o n ･ L a b ･ A n i m ･ S ci ･ 3 0
,
8 4 1 -8 4 4 (1 9 8 0)

T ･ K aji m u r a , H ･ S at o h a n d M ･ N o m u r a: E ff e ct o f h y p e rp r o l a c ti n e m i a i n d u c e d b y n e u r ole p ti c

ag e n t , ti mi p e r o n e , o n p o rp hy ri n c o nt e n t o f m o u s e H ar d e ri a n gl a n d . J . T o x i c o l. S ci . 2 2 , 2 1 9
- 2 2 9

(19 97)

M ･J ･ R o d ri g u e z { olu n g a , C ･ F e m a n d e z , I ･ A n t oli n , C . R o d rig u e z , D . T oli vi a a n d A . M e n e n d e z -

P el a e z: C h r o ni c ad m i nist r ati o n o f m el at o ni n i n d u c e s c h a rlg e S i n p o rp h y ri r) s a n d i n th e his t ol o g y

o f m al e a n d f e m al e h a m s t er H ar d e ri a n g la n d : i n t er r el ati o n wi th t h e g o n a d al st at u s . J . P i n e al .

R e s ･ ll , 4 2 - 4 8 (19 9 1)

T IS ･ Ki n g , B ･ A ･ Ri ch ar d s o n a n d R .J . R eit e r: R e g u l ati o n o f r at p in e al m el at o ni n sy n th e si s: e ff e ct

of m o n o a mi n e o xid as e i n b ibiti o n ･ M o ll C ell･ E n d o c ri n o l･ 2 5
,
3 2 7 -3 3 8 (19 8 2)

D ･ L I M u rp h y , L ･ T a rn ar ki n , T ･ S u n d e rl a n d
,
N ･ A ･ G a r ri ck a n d R ･ M ･ C o h e n : H u m a n pl a s m a

m el at o ni n is el e v at e d d u ri n g tr e at m e n t w it h t h e m o n o a m in e o xid as e i n h ib it o r s cl o rg ylin e a n d

t r a n yl c yp r o mi n e b u t n o t d e p r e n yl ･ P sy?
h i a t r ･ R e s ･ 1 7

,
1 1 9 - 1 2 7 (1 9 8 6)

P ･ R I B i e c k , K ･

- H ･ A n t o n ill
,
R ･ B al o n a n d G ･ O x e n k r u g : E ff e ct o f b r o f ar o mi n e a n d p a rg ylin e o n

h u m a n pl as m a m el at o ni n c o n c e n tr atio n s ･ P r o g ･ N e u r o
- P sy ch o p h a r m a c ol ･ & B i ol ･ P sy c h ia t ･ 1 2 ,

93 - 1 01 (1 98 8)

G ･ D ･ O s w eil e r: F a ct o rs i n fl u e n c i n g t o xi city . I n : E . A . N ie gi n s ki , M . C a n n
,
A . G . D i n k el

,
P .J .

- 8 4 -



C a rl e y a n d J ･P ･ K l u g e ( e d s) T o x i c ol o g y ･ W illi a m s & W ilki rl S , P hil a d elp hi a , p p 27
-35 (199 6)

3 2 ･ J ･ N ak a r n u r a
,
S ･ B ab a

,
T ･ N ak a m u r a

,
H ･ S a s aki a n d J ･ S hib as a ki : A m eth o d f o r th e p r ep ar ati o n

of c alib r ati o n c u rv e s f o r a c e t a m i n o p h e n g lu c u r o nid e a n d a c et a mi n o p h erl S u lf at e ill r a b bit u ri n e

wi th o ut u s e o f a u t h e nti c c o m p o u n d s i n hig h
-

p e rf o r m a n c e liq uid c h r o m at o g r ap h y ･ J ･

P h a r m a c o b io - D y n ･ 1 0 , 6 7 3
-6 7 7 (1 98 7)

3 3 ･ M ･L ･ M ･ v a n d e P oll
,
R ･ B ･ Tijd e n s , P ･ V o n d r 丘c e k

,
A .P . B mi n s

,
D . K .F . M eij e r a n d J 且 N .

M e er m a n : T h e r ol e of s ulf ati o n i n th e m et a b oli c a cti v ati o n of N -h y d r o x y
- 4
'
一 触 o r o ヰ

a c et yl a mi n o b ip h e n yl ･ C a r cin o g e n e si s 10 , 2 2 8 5
-2 2 91 (1 989)

3 4 ･ G ･J ･ M uld e r a n d E ･ S c h olt e n s : P h e n ol s ulp h ot r a n sf e r a s e a n d u ri di n e dip h o s p h at e

gl u c u r o n yltr a n s f er a s e fr o m r at li v e r i n vi v o a n d i n vit r o : 2 ,6
-di c hl o r o - 4 - nit r o p h e n ol a s s el e cti v e

i n hibit o r o f s ulp h ati o n ･ B i o ch e m ･ J ･ 165 , 5 5 3 -5 5 9 (1 9 7 7)

3 5 ･ H ･ R o st e r
,
E ･ S c h olt e n s a n d G ･J ･ M u ld er : I n hibiti o n o f s ulf ati o n o f p h e n ols i n vi v o b y 2 ,6

1

di c hl o r o -4 - ni tr o p h e r) o 1: s ele ctivity of it s a cti o n i n r el ati o n t o o th e r c o q u g ati o n s i n t h e r at i n

vi v o ･ M e d ･ B i ol . 5 7
,
3 4 0 - 3 4 4 (1 9 7 9)

3 6 ･ S ･ A ･ R o g er s , K ･ C ･ G al e
,
J ･ F ･ N e w t o n

,
J ･ G ･ D e n t a n d T ･ B ･ Le o n a r d : I n hibiti o n b y r a nitidi n e of

a c et a mi n o p h e n
･c o q u g ati o n a n d its p o s sibl e r ol e i n r a n itidi n e p ot e n ti ati o n of a c et a m in o p h e n

-

i n d u c e d h ep at ot o xi city ･ J ･ P h a r m a c o l･ E x p ･ Th e r a p ･ 2 4 5 , 88 7 -8 9 4 (1 9 88)

3 7 ･ D ･ M ･ W o o d b u r y: A n alg e si c
- a n tip y r eti c s , a n ti

-in n a m m at o ry ag e n t s , a n d irlhib it o rs of u ri c a cid

s y n th e sis . I n , Th e p h a r m a c o lo g i c a l b a si s of th e r a p e u tic s , 4
')I
e diti o n . L .S . G o o d m a n a n d A .

G il m a n ( e d s) p p ･ 3 1 4 - 3 4 7 , T h e M a c M illa n C o m p a n y , L o n d o n (1 9 7 0)

3 8 ･ J ･ H ･ m l O X a71 d J ･ J u r a n d : D et e r mi n ati o n o f p a r a c et a m ol a n d it s m et ab olit e s i n u ri n e b y h igh -

pe rf o m l a n C e liq u id c h r o m
l

at o g r ap h y u s ln g 1 0 叩 al r S y St e m S ･ J ･ C h r o m a t o g r ･ 1 4 9 , 2 9 7
-3 1 2

(1 9 78)

3 9 ･ J ･ M ･ W il s o n
,
J ･ T ･ Sl att e ry , A ･J I F o rt e a n d S ･ D ･ N els o n : A n aly sis o f a c et a m i m p h e n m et ab olit e s

i n u ri n e b y h ig h
-

p e rf o r m a n c e liq ui d c h r o m at o g r a p h y wi th U V a n d a m p e r o r n e tri c d e t e cti o n . J .

C h r o m a t o g r ･ 2 2 7 , 4 5 3
-4 6 2 (1 9 82)

4 0 ･ J ･ M i n e rs
,
J ･ F ･ A d a m s a n d D ･J ･ B ir k et t: A si m p l e H P L C a s s a y f o r u riTl ar y p ar a C et a m Ol

rn et ab olit e s a n d it s u s e t o ch ar a ct e riz e t h e C 3 H m o u s e a s a m o d el f o r p a r a c e t a m ol m et a b olis m

st u d ie s ･ C lin ･ E x p ･ P h a r m a c ol ･ P h y sio l･ l l , 2 0 9
- 2 1 7 (1 98 4)

4 1 ･ P ･ C oli n a n d G ･ S ir o is : S i m ult ar)e o u s d et er mi n ati o n of t h e m aj o r m et a b o lit e s o f st y r e n e arid

a c et a mi n o p h e n , a n d of u n ch a n g e d a c et a mi n o p h e n i n u ri n e b y i o n
-

p alr ln g hig h
-

pe rf o r m a n c e

liq uid ch r o m at o g r a p h y ･ J ･ C h r o m a t o g r ･ 3 7 7 , 2 4 3
- 2 5 1 (1 986)

4 2 ･ V ･ 0 ･ B h a rg a v a , S ･ E m o d i a n d J . H ir at e : Q u a n tit atio n o f a c et a m i n op h e n a n d its m et ab olit e s in

r at p l a s m a aft er a t o xi c d o s e ･ J ･ C h r o m a t o g r ･ 4 2 6 , 2 12
-2 15 (1 98 8)

4 3 ･ D ･ 0 ･ S c ott , L ･ R ･ S o r e n s e n a n d C ･ E ･ L u nt e : I n vi v o mi c r o di al y s IS S a m pli n g c o u ple d t o liq u id

c h r o m at o g r a p h y f o r th e s t u d y o f a c et a mi l ” P h e n m et ab o li s m ･ J ･ C h r o m a t o g r ･ 5 06 , 4 6 1
-4 6 9

- 8 5 -



･

( 19 90)

4 4 . F . K a m ali a n d B . H e rd : Li q u id
-liq uid e x tr a cti o n a n d a n aly si s o f p a r a c et a m ol ( a c et a mi n o p h e n)

a n d it s m aj o r m et ab olit e s i n bi ol o gi c al f h id s b y r e v e r s ed
-

p h a s e i o n
-

p air C h r o rn at o g r ap h y ･ J .

C h r o m a t o g r . 5 3 0 , 2 2 2
- 2 2 5 (1 99 0)

4 5 . K . B . D el cl o s , E .C . M ill e r
,
J .A . M ill e r a n d A . Li e n : S u lf u ri c a cid e st er s a s m aj o r ulti m at e

el e ct r o p hili c a n d h e p at o c a r ci n o g e n ic m et ab olit e s of 4
- a m i n o a z o b e rl Z e n e a n d i ts N -

m e th yl

d e ri v ati v es i n i nf a n t m al e C 5 7 B L/6J x C 3 H /H e J F l ( B 6 C 3 F l) mi c e . C a r ci n o g e n e sis 7 , 2 77
12 8 7

(1 9 86)

4 6 . E . W . B o b e rg , E . C . M ill e r , J ･ A ･ M ill er , A ･ P ol a n d a n d A ･ Li e lp : S t r o n g e vi d e n c e fr o m st u die s

w it h b r a c h y m o r p hi c mi c e a n d p e n t a c hl o r o p h e n ol t h at l
'
-

s u lf o 6 x y s afr ol e i s th e m aj o r ulti m at e

el e ctr o p hili c a n d c ar cin o g e ni c m et ab olit e of l
'
- h y d r o x y s afr ol e i n m o u s e li v e r . C a n c e r R e s . 4 3 ,

5 1 63 - 5 1 7 3 (1 98 3)

4 7 . E ･ W . B o b er g , A ･ Li e m , E ･ C ･ M ill e r a n d J ･ A ･ M ill e r: I n hibiti o n b y p e n t a c hl o r o p h e n ol of th e

i niti atin g ar)d p r o m o ti n g a cti vi ti e s of 1
'
- h yd r o x y s afr ol e f o r th e f o r m atio n o f e n zy m e

- alt e r e d f o ci

a n d t u m o rs ill r at li v e r . C a r ci n o g eh e sis 8 , 5 3 1
- 5 3 9 (1 9 8 7)

4 8 . K . R . X rijg s h eld , 班 .J . R o st e r , E . S c h olt e r) s a n d G .J . M ul d e r: C h o le st ati c e ff e ct o f h a r m ol

gl u c u r o mi d e i n t h e r at . P r e v e n tio n o f h ar m ol
-in d u c e d c h ol e st a sis b y i n cr e a s e d f o r m ati o n o f

h ar m ol s ulf at e . J . P h a r m a c ol . E x p . Th e r a p . 2 2 1
,
7 3 1 - 7 3 4 (1 9 8 2)

4 9 . J . A . H ol m e
,
G . B ru n b o rg , J . A l e x a n d e r , B . T ry g g a n d C . Bj @ rrlSt a d : M o d ul ati o n o f th e

- m u t ag e r)ic eff e ct s o f 2
- a m i n o 1 3 - m eth yli mi d a z o【4 ,5 二f]q u in oli n e (I Q) a n d 2 - a mi rl O - 3

,
4 -

d i m eth yli mi d a z o[4 ,5
-

J] q ui n oli n e ( M eI Q) i n b a ct e ri a wi th r a t
-liv e r 9 0 0 0 X g s u pe r n at a n t o r

m o n ol a y e rs of r at h e p at o c yt e s a s a n a ctiv ati o n s y st e m ･ M u t a t ･ R e s ･ 1 9 7 , 3 9 -4 9 (1 9 88)

5 0 . H . Y a m a z aki , M . M i m u r a , Y . O d a , Y . I n ui , T . S hir ag a , K I w a s a k i, F . P . G u e n g e ri ch a n d T .

S h i m ad a: R ol e s o f diff e r e n t f o r m s o f c yt o c h r o m e P 4 5 0 i n t h e a cti v ati o n o f th e p r o m u t a g e n 6
-

a mi n o cr y s e n e t o g e n ot o x ic m et ab olit e s i n h u m a n liv e r mi c r o s o m e s ･ C a r ci o n g e n e sis 1 4 , 1 2 7 1
-

1 2 7 8 (1 9 9 3)

5 1 . A .S . W ils o n , D .P . W illi a m s , C . D . D a vis , M . D . T in gl e a n d B . K . P ar k : Bi o a cti v ati o n a n d

i n a cti v ati o n of a n at o xi n B l b y h u m a n , m o u s e a n d r a t li v e r p r e p a r ati o n s : e ff e ct o n S C E i n

h u m a n Tr1 0 n O n u Cl e a r l e u c o cy t e s . M u t a t ･ R e s ･ 3 7 3 , 2 5 7
- 2 6 4 (1 9 9 7)

5 2 ･ M ･ S a w ad a a n d T ･ K a m at a ki: G e rl e ti c ally e n g ln e e r e d c ells st ab ly e x p r e s s m g c yt o ch r o m e P 4 5 0

a n d th eir ap p li c ati o n t o m u t a g e n as s a y s ･ M u t a t . R e s . 4 11 , 1 9
-4 3 (19 9 8)

5 3 ･ H ･ G l att , A ･ S eid ･el, 氏. G . H a r v e y a n d M . W . 班 . C o u g ht ri e : A cti v ati o n o f b e n z yli c al c o h o ls t o

m ut a g e n s b y h u m a rl h s p ati c s ulp h ot r a n s f er a s e s . M u t a g e n e sis 9 , 5 5 3
1 5 5 7 (1 9 9 4)

5 4 ･ A ･ H ak u r a , S ･ S u z u k i a n d T . S at o h : A d v a n t a g e o f t h e u s e o f h u m a n li v e r S 9 in t h e A m e s t e st .

M u t at ･ R e s ･ 4 3 8
,
2 9 - 3 6 (1 99 9)

55 ･ D ･ M ･ G r a nt , P ･ D . J o s e p h y , H . L . L o r d a n d L . D . M o r ri s o n : S al m o n e ll a りp h i m u ri u m st r ai n s

- 8 6 -



5 6 .

5 7 .

5 8 .

59 .

60 .

6 1 .

6 2 .

6 3 .

6 4 .

6 5 .

6 6 .

6 7 .

6 8 .

e x p r e s s ln g h u m a n a ryl a mi n e N - a c e tylt r a n s f e r a s e s: m et a b olis m a n d m u t ag e ni c a cti v ati o n of

a r o m ati c a mi n e s ･ C a n c e r R e s ･ 5 2 , 3 96 1 -39 64 (1 99 2)

M ･ A nd o
,
Y ･ S hi n d o , M ･ F ujit a , S . O z a w a

,
Y . Y a m a z o e a n d R . K at o : A n e w S al m o n ell a t e st er

st r ai n e x p r e s sl n g a h a m st e r a c etylt r a n s fe r a s e sh o w s hi gh s e n siti vi ty f o r ar yl a mi n es . M u t a t . R e s .

2 92
,
15 5 -1 63 (1 99 3)

D ･ W ild
, W ･ F e s e r , S ･ M i ch el

,
H ･ L ･ L o r d a n d P ･ D ･ J o s e p h y: M et ab oli c a c ti v ati o n of h et er o c y cli c

a r o m ati c a mi n e s c at aly z e d b y h u m a n a ryl a mi n e N
- a c etyltr a n sf er a s e is o z y m e s ( N A T l a n d

N A T 2) e x p r e s s ed i n S al m o n ell a 妙 hi m u ri u m ･ C a r ci n o g e n e si s 16 , 6 4 3 -6 4 8 (1 99 5)
P ･ D ･ J o s ep h y , L ･S ･ D e B r mi

,
H ･ L ･ l ･ o rd , J ･ N ･ O ak

･
D ･ H I E v a n s , Z ･ G u o , M ･

- S ･ D o n s a n d F ･ P ･

G u e n g e ri c h : Bi o a c ti v ati o n of ar o Ⅲ- ati c am i n e s b y r e c o m bi n a nt h u m a n c yt o c h r o m e P 4 5 01 A 2

e x p r e s s e d i n A m e s t e s t e r st r ai n b a ct eri a: a s u b stit u t e f o r a cti v ati o n b y m a m m al i a n tis s u e

p r e p a r ati o n s ･ C a n c e r R e s ･ 5 5 , 7 99
180 2 (1 9 95)

P ･ D ･ J o s ep h y , P ･ G r u z a n d T ･ N o h mi .

I

R e c e n t a d v a n c e s i n th e c o n st ru cti o n o f b a ct e ri al

g e n ot o xi city a s s a y s ･ M u t a t ･ R e s ･ 3 86 , 1
- 2 3 (19 9 7)

A ･ C o n st a bl e , N ･ V a rg a , P ･ D ･ J o s ep h y , P ･ G u y a n d R ･J ･ T u r e s k y : E v al u ati o n o f E s ch e ric hi a c olt

D J 4 3 0 9 e x p r e s s in g h u m a n P 4 5 0 1 A 2 i n m u t ag e n icit y t e s ti n g o f c o m pl e x f o o d mi Ⅹt u r e s . M u t a t .

R e s ･ 4 4 2
, 7 9

-8 7 (1 9 99)

Y ･ O d a
,
H ･ Y a m a z aki a n d T ･ S hi m a d a: R ol e of h u m a n N -

a c e tylt r a n sf er a s e s , N A T l o r N A T 2 , i n

g e n ot o xi cit y o f nit r o a r e n e s a n d ar o m ati c a mi n e s in S al m o n ella & p h i m u ri u m N M 60 0 1 a n d

N M 60 02 ･ C a r cin o g efl e Sis 2 0 , 1 0 7 9
- 108 3 (1 99 9)

P ･ A ry al, K I Y o s hik a w a
,
T ･ T e r a s hit a , F ･P ･ G u e n g eri c h , T ･ S hi m a d a a n d Y ･ O d a : D e v el o p m e nt

of a n e w g e n o t o xi city t占st s y st er n wi t h S al m o n ella o p hi m u ri u m O Y I O O l/1 A 2 e x p r e ssi n g

h um a n C Y P I A 2 a n d N A D P 臥 P 4 5 0 r e d u ct a s e ･ M u t a t ･ R e s ･ 4 4 2
, 1 1 3

- 1 2 0 (19 9 9)

M ･ W at a m b e , M ･ I s hid a t e J r ･ a n d T ･ N o h mi : S e n siti v e m eth o d f o r d et e cti o n of m u t a g e ni c

nl tr o ar e n e s a n d a r o m ati c a mi n es : n e w d e ri v ati v e s o f S a l m o n ell a 妙h i m u ri u m t e s t e r str ai n s

p o s s e s si n g el e v at e d 0
- a c et yltr a n sf e r a s e l e v els ･ M u t a t ･ R e s ･ 2 3 4 , 3 3 7

- 3 4 8 (1 9 9 0)

能美健彦, 渡辺雅彦: ニ トロ ア レ ー

ン
, 芳香族アミ ンに高感受性 を示 す新しいサル モ

ネラ株の 特性 とそ の利用文献 変異原任就験 1 , 6 0 - 6 2 (1 9 9 2)

R ･ K at o a n d Y ･ Y a m a z o e :. M et ab oli c a cti v ati o n a n d c o v al e nt b in di n g t o Tl u Cl eic a ci d s of

c a r ci n o g e ni c h et e r o cy cli c a mi n e s fr o m c o o k e d f o o d s a n d a mi n o a cid p y r oly s at e s ･ J p n ･ J ･

C a n c e r R e s ･ 7 8
,
2 9 7 -3 1 1 (1 98 7)

D ･ M ･ M ar o n a n d B ･ N ･ A m e s: R e vis e d m et h o d s f o r t h e S al m o ll ell a m ut ag e ni cit y t e st ･ M u t a t ･ R e s .

1 1 3 , 1 7 3 -2 1 5 (1 9 8 3)

A ･ H a k u r a
,
H ･ M o c hid a , Y ･ T s u t s u i a n d K ･ Y a m at s u : M ut a g e n icity a n d c yt ot o xi city o f

n ap ht h o q u in o rle S f o r A m e s S a l m o n ell a t e st e r s tr ai n s ･ C h e m ･ R e s ･ T o x i c o l･ 7
,
5 5 9 -5 6 7 (1 9 9 4)

K ･ S ait o
,
A ･ S hi n o h a r a , T ･ K a m at ak i a n ･d R ･ K at o : M et a b oli c a cti v ati o n o f m ut a g e n i c N

-

- 8 7 -



h y d r o x y a ryl a m in e s b y 0
- a c etylt r a n sf e r a s e irl S a l m o n ell a 押 hi m u ri u m T A 98 ･ A r c h ･ B i o ch e m ･

B i o p h y s . 2 3 9 , 2 8 6
-2 9 5 (1 98 5)

69 . P . P at e rs o n a n d J . K . C hip m a n : A cti v ati o n of 2
- a mi n o - 3 一 皿 et h yli m id a z o (4 ,5プ) q ui n oli n e i n r at

a n d h u m a n h ep at o c yt e/S al m o n ell a m u t ag e ni ci ty a s s
ay s: th e c o n trib uti o n of h ep ati c c o nj u g a ti o n ･

M u t a g e n e sis 2 , 1 3 7
-1 40 (1 98 7)

7 0 . A . S u z u ki , H . K u s hid a , H . I w at a
,
M . W at a n ab e , T ･ N o h mi , K ･ F ujit a , F ･J ･ G o n z al e z a n d T ･

K arrl at a ki: E st ab lish m e n t o f a S al m o n ell a t e st e r st r ai n h ig h ly s e n siti v e t o m u t ag e ni c

h et e r o cy cli c a mi n es . C a n c e r R e s ･ 5 8 , 18 3 3
-1 8 3 8 (19 9 8)

7 1 . H . G latt
,
G . W erl e - S ch n eid e r , N . E n d e r s

,
S . M o n n erj ah n , J ･ P u dil, A ･ C zi ch , A ･ S eid el a n d M ･

s c h w ar z: 1 - H y d r o x y m et ylp y r e n e a n d it s s ulf u ri c a cid e st e r: t o x i c ol o gi c al eff e ct s i n vi tr o a n d in

vi v o
,
a n d m et a b oli c a s p e ct s ･ C h e m ･

- B ipl･ I n t ･ 9 2 , 3 0 5
-3 1 9 (1 9 9 4)

7 2 . H . G l att , K ･ P a u ly , H ･ F r a n k
,
A ･ S eid el

,
F ･ O e s ch , R ･ G ･ H a r v ey a n d G ･ W e rl e -S c h n eid er :

s u b st a n c e -d e p e n d e n t s e x diff e r e n c e s i n th e a cti v ati o n o f b
e rl Z yli c al c o h ol s t o m u t a g e n s b y

･h ep ati c s ulf ot r a n sf e r a s e s o f th e T at ･ C a r ci n o g e n e sis 1 5 , 2 60 5
- 2 61 1 (1 99 4)

7 3 . F . A . B el a n d a n d F . F . K a dl u b ar: M et ab oli c a cti v atio n a n d D N A a d d u ct s o f a r o m atic a mi n e s a n d

nitr o a r o m ati c h y d r o c arb o n s . I n : C . S ･ C o o p e r a n d P ･ L I G r o v e r ( e d s) C h e m i c a l c a r ci n o g e n e sis

a n d m ut a g e n e sis I . S p rin g e r
- V e rl ag , B e rlirl , P P 2 6 7

-3 2 5 (1 99 0)

7 4 . M . W A rld e r s: B i o a cti v ati o n m e c h a nis m s a n d h e p at o c ell ul a r d a m ag e ･ I n : I ･ M ･ A ri a s
,
W ･ B ･

J ak o b y , H . P o p p e r , D . S c h a c ht e r a n d D . A ･ S h afrit z ( e d s) T h e li v e r : B i ol o g y a n d P a th o b i ol o gy ,

s e c o n d E diti o n . R a v e n P r e s s , N e w Y o rk , p p . 3 8 9 -4 0 0 (1 98 8)

7 5 . G . M ･ Z wi ck e r
,
R ･ C ･ E y st e r, D I M ･ S ells a n d J ･ H ･ G a s s: S p o nt a n e o u s v a s c ul a r n e o pl a sr n s in ag ed

S p r ag u e
- D a w l ey r at s . T o x i c o l ･ P a th o l･ 2 3 , 5 1 8

-5 2 6 (1 99 5)

7 6 ･ H ･

- H ･ L ･ H o n g , T ･ R ･ D e v e r e u x , R ･ L ･ M el n ic k
,
C ･ R ･ M o o m a w

,
G ･ A ･ B o o r m a n a n d R ･ C ･ S ills :

M ut ati o n s of r a s p r ot o o n c o g e n e s a n d p 5 3 t u m o r s u p p r e s s o r g e n e in c ar di a c h e m a n g l O S
ar C O m a

fr o m B 6 C 3 F l mi c e e x p o s e
･d t o 1 ,3

- b u t adi e n e f o r 2 y e ar s ･ T o x i c o l ･ P a th ol ･ 2 8 , 5 2 9
-5 3 4 (2 0 0 0)

7 7 1 P ･ L ･ V i ol a
,
A ･ B ig otti a n d A ･ C a p u t o : O rlg O lr)g r e s p o n s e O f r at s k in , l u n g s a n d b o n

e s t o v i n yl

ch l o rid e . C a n c e r R e s . 31 , 5 1 6
- 5 2 2 (1 9 7 1)

7 8 . J . L . C r e e ch a n d M . N . J o h n s o n : A n gi o s a r c o r n a o f liv e r i n th e m a n u f a ct u r e of p oly v l n yl ch l o ri d e ･

J . O c c up . M ed . 1 6 , 1 5 0 - 1 5 1 (1 9 7 4)

7 9 ･ H ･ P o p p e r , C ･ M alt o ni a n d I ･J ･ S elik o ff : V i n yl c hl o rid e
-i n d u c ed h e p ati c l e si o n s i n m a n a n d

r o d e n t s . A c o m p a ri s o n . L i v e r 1 , 7
- 2 0 (19 8 1)

80 . 0 ･ F r o m e nt
,
S ･ B oivi n

,
A . B a rb i n

,
B ･ B a n c el , C ･ T r e p o , a n d M J ･ M a rio n : M ut a g e n e sis o f f a s

p r ot o
- o n c o g e n e s i n r at li v e r t u m o r s i n d u c e d b y v ln yl ch l o rid e ･ C a n c e r R e s 1 5 4 , 5 3 4 0

-5 3 4 5

(1 9 9 4)

8 1 . A . B a rbi n
,
0 . F r o m e n t

,
S . B oi vi n

,
M .

-∫. M ari o n
,
F . B elp o g gi , C . M alt o n i a n d R ･ M o □t e s a n o :

p 5 3 G e n e m u t ati o n p att e r n i n th e r at liv e r t u m o r s i n d u c e d b y v l n yl c hl o rid
e ･ C a n c e r R e s ･ 5 7 ,

- 8 8 -



82 .

8 3 .

8 4 .

8 5 .

86 .

8 7 .

88 .

8 9 .

9 0 .

9 1 .

9 2 .

9 3 .

9 4 .

9 5 .

1 69 5 - 1 6 98 (19 9 7)

T . Y a m a n o
,
L . A . D e Ci c c o a n d L ･ E ･ Rik a n s : A tt e m lati o n of c ad mi u m -i n d tl C e d li v e r l q u r y m

s e n e s c e n t m al e Fi sh e r 3 4 4 r at s: r ole of K u pff e r c ells a n d in n a m m at o r y c yt o ki n e s . T o xi c ol . A p p l .

P h a r m a c ol . 1 6 2
,
68 -7 5 (2 0 00)

S . I m a o k a
,
S ･ F ujit a a n d Y ･ F u n a e: A g e

- d e p e n d e n t e x p r e s si o n o f c yt o ch r o m e P
- 45 0 s i n r at li v e r .

B io c hi m ･ B io p h y s ･ A c t a 1 0 9 7 , 1 8 7
-1 9 2 (1 99 1)

K . N ag at a , F ･J ･ G o n z al e z
,
Y ･ Y a m a z o e a n d R ･ K at o ･ ' P u rifi c ati o n a n d ch a r a ct eri z ati o n o f f o u r

c at alyti c ally a ctiv e t e st o st e r o n e 6β
- h y d r o x yl a s e P

- 4 5 0 s fr o m r at li v e r mi c r o s o m e s : c o m p a ris o n

o f a n o v el f o r m wi th th r e e st ru ct u r ally a n d f u n cti o r) ally r el at e d f o r m s . J . B i o ch e m . 1 0 7 , 7 1 8
- 7 25

(1 9 9 0)

永 田 滑: ス テ ロイ ド 6β-水酸化酵素( c y p 3 A) の分子多様性 と遺伝子発現. 粛物戯腰

l l , 4 2 7
- 4 3 5 (1 9 9 6)

K .
N a g at a , N ･ M u r ay a m a , M ･ M iy at a , M I S hi m a d a , A ･ U r a h a s hi

,
Y ･ Y a m a z o e a n d R ･ K at o :

I s ol atio n a n d c h ar a ct e ri z ati o n o f a n e w r at P 45 0 ( C Y P 3 A 18) C D N A e rl C O din g P 4 5 0 6P -2

c at aly zi n g t e st o st er o n e 6P - a n d 1 6 α - h y d r o x yl ati o n s ･ P h a r m a c o g e n e ti c s 6 , 1 03
- 1 1 1 (19 9 6)

S . E .S . B r o w n
,
L . C . Q u att r o c h i a n d P .S . G u z eli a n : C h ar a ct e ri z ati o n o f a p r et r a n s c rip ti o n al

p ath w a y f o r i n d u cti o n b y p h e n o b arb it al of cy t o c h r o m e P 4 5 0 3 A 2 3 i n p r l m ar y C u lt u r e s o f a d ult

r at h e p at o cy t e s . A r ch ･ B i o ch e m . B i o p h y s . 3 4 2 , 1 3 4
- 1 4 2 (1 99 7)

W . Ja g e r , M . A . C o rr ei a , L . M . B o rn h ei m , A . M a h n k e , W ･ G ･ H a n st ei rl , L ･ Ⅹu e a n d L ･ Z . B e n et :

E t h y n yl e st r a di o トm e di at e d i n d u cti o n o f h e p ati c C YP 3 A 9 i n f e m al e r at s: ir n pli c a ti o n f o r

cy cl o s p o ri n e r n et a b olis m ･ D r u g M e t a b ･ D is p o s ･ 2 7 , 1 5 0 5
-1 5 1 1 (1 999)

M . K a w ai, S . M . B a n di e r a; T . K . H . C h a n g a n d G . D . B ell w a r d : G r o w th h o r m o n e r eg u l ati o n a n d

d e v el o p m e n t al e x p r e s si o n o f r at h ep ati c C Y P 3 A 18 , C Y P 3 A 9 , a n d C Y P 3 A 2 ･ B i o ch e m ･

P h a r m a c ol . 5 9 , 1 2 7 7
-1 2 8 7 (2 0 0 0)

菅原和信: 抗うつ 薬 と他剤との薬物相互作用 . 粛局 46 , 1 6 9 5 -1 7 00 (1 9 95)

J . M . W rig h t a n d J . A . Ti m b r ell: F a ct o r s aff e cti n g t h e m e t ab olis m o f[
14

q a c etylh y d r a mi e in r at s .

D r u g M e t a b ･ D i sp o s ･ 6 , 5 6 1
-5 6 6 (1 9 7 8)

∫. A . T i m b r ell, ∫. R . M it cb ell
,
W . 氏. S n o d g r a s s a n d S I D . N el s o n : Is o ni a zid b e p at ot o xi city : th e

r el ati o n s hip b et w e e n c o v al e n t bi n di n g a n d m et ab oli s m i n vi v o ･ J ･ P h a r m a c o l･ E xp ･ Th e r a p ･ 2 13
,

3 6 4 -3 69 (1 9 8 0)

B 且 L a u t e rb u rg , C . Ⅴ . S m ith , E . L . T o d d a n d ∫.良. M it cb ell: 0 Ⅹid ati o n o f b y d r a zi n e m et a b olit e s

f o r m e d fr o m is o n i a zid . C li n . P h a r m a c ol . 3 8 , 5 6 6
-5 7 1 (1 98 5)

E . P e r etti, G . K arl a g a nis a n d B . H . L a u t e rb u rg : A c et yl ati o n of a c e tylh y d r a zi n e , th e t o xi c

h l et a b olit e o f is o n i a zid
,
i n h u m a n s . I n hibiti o n o f c o n c o mi t a n t a d mi ni str ati o n o f is o ni a zid . I .

P h a r m a c ol . E x p I Th e r a p . 2 4 3
,
6 8 6 - 68 9 (1 9 8 7)

千葉 寛: チ トク ロ ー

ム P 4 5 0 を介 した薬物相互作用 . フ ァ ル マシ ア 3 1
,
9 9 2 - 99 6 (1 9 9 5)
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96 . 鎌滝哲也: 薬物代謝に関連する相互作用 . 粛物叡膚 11 , 2 82 - 2 85 (1 99 6)
■

9 7 . 仲佐啓詳, 北田光
一

: 2 . 薬物動態を決定する機能蛋白質 チ トク ロ
ー

ム P 4 5 0 . 刀 -

F/j #

# 4 2 , 7 4 6 -7 5 2 (2 000)

9 8 . P ･ M ･ B il a r)g e r a n d A ･ A tit s 6 - G b e a s s o r: T h e i r)h ibit o ry eff e ct o f m o T) O a m i n e o xid a s e i n hibit o r s

o n h ep a ti c m ic r o s o m al e n z y m e s y st e m s of r at li v e r ･ P h a r m a c o l･ R e s ･ C o m m u rL 13 , 8 1 9
-8 2 8

(1 9 8 1)

99 . U . S h ar m a
,
E .S . R o b e rt s a n d P . F . H o ll e n b e rg : I n a cti v ati o n o f c yt o ch r o m e P 4 5 02 B l b y th e

m o n o a m irl e O Xid a s e in hibit o r s R -

(＋d ep r e n y l a n d cl o rg yli n e ･ D r u g M et a b ･ D i sp o s ･ 2 4 , 669
-6 75

,

(1 9 9 6)

1 00 . T .J . C a rls o n a n d R . E . B illin g s: R ol e o f nit ri c o xid e i n t h e cy t o ki n e
- m e d i at e d r e g ul a ti o n o f

cy t o ch r o m e P
-4 5 0 . M ol l P h a r m a c ol･ 4 9 , 7 9 6

-8 0 1 (1 996)

10 1 . B . A le x a n d e r: T h e r ole o f nitri c o xid e in h ep ati c m et a b o h s m . N u t rit ･ 1 4 , 3 7 6
-3 90 (1 998)

1 0 2 . N . M il o s e vi c , H . S ch a w al d e r a n d P . M ai e r: K u p ffe r c ell
- m e di at e d d iff e r e n ti al d o w n -r eg ul a ti o n

. o f c yt o ch r o m e P 4 5 0 m e t ab olis 甲i n r at h e p at o c yt e s ･ E u r ･ J ･ P h a r m a c o l･ 3 6 8 , 7 5
-8 7 (1 9 9 9)

1 0 3 . 北村 聖: サイ トカイ ンの臨床応用 . I n : 疾患とのかかわりを探る サイ トカイ ンの最

前線 (平野俊夫 編), 株式会社 羊土社, 東京, p p ･ 1 7 4 - 18 7 (20 00)

1 0 4 . M . T in el , M .

- A . R o bi n , J . D o o st z a d e h , M . M a r at r at
,
F . B all et

,
N . F a rd el

,
J . E I K a h w aji , P .

B e a u n e , M . D a uj at , G . L a b b e a n d D . P e s s a y r e : T h e ih t e rl e u ki n
- 2 r e c ep t o r d o w n

- r e g ul a t e s t h e

e x p r e s si o n o f cy t o c h r o m e P 4 5 0 i n c ult u r e d r at h e p at o cy t e s ･ G a st r o e n t e r o lo gy 1 0 9 , 1 5 8 9
-1 59 9

(1 9 9 5)

1 0 5 . M . Ti n el
,
J . E lk a h w aji, M . A . R o birl

,
N ･ F a r d el , V ･ D e s c at oir e , D ･ H a o u zi, A ･ B e r s o n a n d D ･

P e s s ay r e: I n t e rl e u ki n
- 2 o v e r e x p r e s s e s c

- m y c a n d d o w n
- r eg u l at e s c yt o c h r o m e P

- 4 5 0 i n r at

h ep at o cy t e s . J . P h a r m a c o l･ E x p ･ m e r a p ･ 2 89 , 6 4 9
-6 5 5 (1 9 9 9)

1 0 6 . J . E lk a h w aJ
'

i
,
M . A . R o b irl, A . B e r s o n , M . T i 粥1, P ･ Le tt 6r o n , G ･ L a b b e , P ･ B e a u n e , D ･ Eli a s , P ･

R o u g l e r , B . E s c u di er , P . D u v ill a rd a r)d D ･ P e s s ay r e: D e c r e a s e in h ep ati c c yt o c h r o m e P 4 5 0 a ft e r

i n t erle u k in - 2 i m m u n o th er a p y . B i o ch e m . P h a r m a c ol . 5 7 , 9 5 1 1 95 4 (1 9 9 9)

1 0 7 . M . S hi m ad a , N . M u r ay a m a , K . N a g at a , H . H a sh i m ot o , H . I sh ik a w a a n d Y ･ Y a m a z o e : A

s p e cifi c l o s s o f g r o w th h o r m o n e ab olis h e d s e x
- d e p e n d e n t e x p r e s si o n o f h ep ati c c yt o c h r o m e

P 45 0 i n d w a rf r at s: r e v e r s al o f th e p r o fil e s b y g r o w t h h o r m o n e
-

t r e at m e n t ･ A r c h ･ B i o c h e m ･

B i o p h y s ･ 3 3 7 , 3 4
-4 2 (19 9 7)

1 08 . E . R as m u s s e n
,
B . A sk

,
N . Fi n n s tr6 m

,
A . S k o tt n e r - L u n di n a n d A . R a n e : I n s uli n -lik e g r o w th

f a ct o r 1 (I G F -I) e ff e ct s o n s e草
- s p e cifi c c yt o c h r o m e P 4 5 0 e n z y m e s i n n o r m al a n d

h y p o p h y s e ct o m i s e d m al e r at s . B io ch e m . P h a r m a c ol . 5 6
,
4 5 9 -4 66 (1 9 9 8)

1 09 . Y . E . Ti m sit a n d D .S . R id di c k : I n t erf e r e n c e wi th g r o w t h h o r m o r) e sti m ul ati o n of h ep ati c

c yt o c h r o m e P 4 5 0 2 C l l e x p r e ssi o n i n h y p o p h y s e ct o mi z e d m al e r at s b y 3
- m et h yl ch ol a n t h r e n e ･

T o x i c ol. A p p l. P h a r m a c ol . 1 63 , 1 0 5
- 1 1 4 (2 0 0 0)
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1 1 0 ･ T ･ F u r u k a w a
,
S ･ M a n ab e

,
T ･ W at a n a b e

,
S ･ S h ary o a n d Y ･ M o ri : S e x diff e r e n c e i n th e d aily

rh yth m o f h e p ati c P 45 0 m o n o o x y g e n a s e a cti viti e s i n r at s is r e g ul at e d by g r o w t h h o r m o Tl e

r el e a s e ･ T o xi c ol ･ A p pl ･ P h a r m a c ol ･ 161 , 2 1 9
- 2 2 4 (1 999)

1 1 1 ･ L ･ K ot h a ri a n d A . S u b r a m a ni ar): A p o s sibl e m o d u l at o r y i n凸u e n c e o f m el at o ni n o rl

r e p r e s e nt ati v e p h a s e l a n d II d r u g m et ab oli zi n g e n z y m e s i n 9 ,1 0
-di m e th y ト1 ,2

- b e n z a n th r a c e n e

i rld u c ed r at m a m m ar y t u r n o rig e n e sis ･ A n ti
- C a rlC e r D r u g s 3 , 62 3

-6 2 8 (1 9 92)

1 1 2 . G .F ･ O x e n k r u g , P .J . R eq ui nti n a a n d A . Y u w il e r: D o s e m o cl o b e mi d e sti m ul at e m el at o ni n

s y nt h e sis a s th e ot h e r s el e cti v e M A O
- A i n hibit o r s d o? J . N e u r al . T r a n s m . [S up p l .] 3 2 , 1 7 1 - 1 75

(1 990)

1 1 3 ･ G ･F ･ O x e n k r u g a n d P .J . R e q ui n tin a: T h e eff e ct o f M A O
- A i n hibiti o Tl a n d c old -i m m o bili z ati o n
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