
アミノ･アゾ色素の代謝活性化と変異原性

並びに発癌性との相関性に関する研究

1 9 8 3

木 村 晃 之



目 次

序 論

第 1 葦 ア ミ ノ ア ゾ色素 の 代謝活性化速匿 と発癌性

の 強 さ との 相関

A 1 $ 3
r

- M e t hy l
-

4
-

m e t hy l a m i n o a z o b e n z e n e

の N 位永酸化速度 の 測定及 びそ の基礎的

条件 の 検討

第 2 節 4
- M e t hy l a m i n o a z o b e n z e n e 誘 導体 の 合成

‾ - -

- - - - -
-

- I - - - - - - - - - - - - - -

2 1

第 3 節 ア ミ ノ ア ゾ色素の 代謝活性化速度 と発癌

性 の 強さとの 相 関

第 4 範 ア ミ ノ ア ブ色素 の 変異 原性 と発癌性との

相 関 - - - - - - - - - - - - - r- - - - - - - - -

--
- - - -

3 2

第 2 章 3
′

- M e t hy l
- 4 -

m e t h yl a m i n o a z ot x rl

'

z e n e

の N 位水酸化 に 関与す る酵素 の 同定

第 1 節 M i c r o s o m e で の N 位水酸化酵素VC 対す

る各種薬剤の 影 響

第 2 節 部 分精 製 した m i x e d f u n c ti o n a m i n e

o x i d a s e VC 対す る阻 害効果

3 7

- ー ー - -

3 9

-- - - I

5 0



第 3 章 M i x ed f u n c t i 皿 a m i n e o x i d a s e の 精 製と

ア ミ ノ ア ゾ色素 の 代謝

第 1 節 M i x e d f u n c t i o n a m i rl e O X id a s e の 精製

5 9

第'2 節 M i x e d f u rl C t i o n a m i n e o x i d a s e に よ る

14
0

-

4 - d i 皿 e t b y l a m i n o a z o b e n z e n e

及び 14
C

-

4
-

m e t h y l a m i n o a z o b e n z e n e

の 代 謝

第 4 章 各種抗体vc よ る N 位水 酸化及び変異 原性 に

対す る影 響
- - - - - - - - - -

-
- - -

-
- - - -

-
-

- 8 7

第 1 節 N 位水酸 化活性v c 対す る影響 - - - - - - - I

8 8

第 2 節 変異原 性 に 対す る 影響
- - - I - - - - - - -

-
-

-
-

1 0 0

第 5 章 結 論

謝 辞

文 献
- - - -

- - 一- - - - - -

-
- - - - -

A
- - - - - - - - - - 1 0 9



序 論

癌の 原 因と して は ､ 化学 物質 ､ ウ イ ル ス ､ 放射線 , 日光等 の 存 在が広

く知 られ て h る が ､ 疫学調査 の 結果 , 人間の 癌 の･8 0 啓以上が 化学物質

uc 起 因して ぃ る と推定され て h る o

ア ミ ノ ア ブ色素 は 肝癌を誘発す る事 で 有名夜 化合物 で あb , こ の 色素

の 発癌性 の 研究は 1 9 0 6 年 の F i s c h e r
1) の 研究壇 で さか の ぼ ら浸 ければ

覆 ら夜 h . 彼は ウ サ ギの 耳VC ス カ
ー レ ッ ト レ ッ ドを投与す る事 に よb ､

上皮細胞 の 異型性増殖 を誘発 させ た ｡ しか し､ これは 真 の 癌細胞 で は 夜

く ､
ス カ

ー レ ッ ト レ ッ ドを除くと消失 して しま っ た o 続 ぃ て 1 9 2 4 年

s c h m i d t
2) は ス カ

ー レ ッ ト レ ッ ドを経 口投与 し､ 肝臓 の 細胞 の 過 形成
●

を報告 して h るが ､ これ も癌細胞で は 夜 か っ た o さ らに 1 9 3 5 年佐 々 木

と 青 田 3) は ス カ
ー レ ッ ト レ ッ ドの 分 子 の

一

部で ある 2
′

, 3
-

d i m e t h y 卜

4 -

a m i n o a z o b e n z e n e ( o
-

a m i n o a z o t o l u e n e , O A T ) の経 口投 与に

ょb 肝癌の 誘発VC 初 め て 成功 した o 1 9 3 6 年木下 ⑳は 4 -

di m e t hy l am i n o
-

a z ｡t, e n z e n e ( D A B ) が O A T よ b も強 ぃ 発癌剤で あ る事 を示 した o

D A B の ラ ッ ト に お ける i n v i v o の 代謝を尿中排雅 で 調 べ た と こ ろ ､

そ の 大部分 は ア ゾ基 の 還元的 開裂 に よD 得 られ る p
-

フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ

ン 及び p
-

ア ミ ノ フ ユ ノ - ル の 抱合体 で あ る 5 )
.

こ の 代謝体は酸 によb

加水 分解 を受け
6)

､ こ れ は後 にN
-

ア セ チ ル 誘導 体と判 明 した
7) 8)

0 p
-

フ ェ エ レ ン ジア ミ ン 及び p
-

ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル が 尿中に排他さ れ る事 は ､

D A B が N 位脱 メ チ } L , 化 ､ ア ゾ還元 ､
ベ ン ゼ ン 瑳 の 水酸 化が 起 っ て ぃ る

事 を示 して ぃ る o さ らに少量 の p
-

ア ニ ニ レ ン ジア ミ ン の N
-

メ チ }t , 請

- 1
-



導体及び ア ニ リ ン も検出 され る o これ ら 3 種類 の 反応 の 内 ､ N 位脱 メ チ

ル 化反応 が 一 般には 先行 し て起 る
9)

o さ らに微量 の 4
′

- h y d r o x y
-

4
-

m e t h y l a mi n o a z o b e n z e n e ( 4
′

-

O H
- N A B ) ､ 及び 4

'
- h y d r o x y

- 4 -

a m i n o a z o b e rl Z e n e ( 4
′

-

O H
-

A B ) が 尿中 よ b 検 出さ れ た
10)

.

一

方,

壬血 e 11 e r と M i l l e r
l l) は肝 の ホ モ ジ ネ -

ト を用 h
､ 4

'
- h y d r o x y

⊥
4

-

d if n e t h y l a m i n o a z o b e n z e n e ( 4
′

- O H
-

D A B ) を検 出 した o これ ら代

謝体 の う ち h ず れが 発癌に重要 で あ る か が 調 べ られた o D A B の 発癌性

は リ ボ フ ラ ビ ン
1 2) 1 3) や銅 イ オ ン

1ヰ) 1 5) の 経 口 投与 に よb 抑制され ､ こ

れ は肝 の ア ブ還元酵素活性 の 上昇 に よ ると考え られ た
1 6) 17)

. こ れ は さ

らに還元 生成 物 で あ る p
-

ア ユ ニ レ ン ジ ア ミ ン ヤ p
-

ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル

に よ る発癌実験 によb 確か め られ た 18)
. D A B の 活性型 代謝産物 の同定

は M i 1 1 e r と M i l l e r
1 9) 2 0) の 実験 によ ると こ ろが大き h o 彼等は D A B

を投与 した ラ ッ トか ら取 b 出 した 肝 の 蛋白質 を酸性溶液 に懸濁す る と ど

ン ク 色に 夜 b ､ ア ル カ 1) 溶液 では 淡黄色 に覆 る事か ら､ こ の 蛋 白質には

ア ブ色素が結合 して h る 事 を示 し ､ 発癌性に お ける重要 性を示 した . こ

の 色素と蛋白質 との 結合体をア ル カ リ分 解 ､ も しくは ､ 蛋白分解酵素 で

処理 した と ころ , メ チ オ ニ ン せ た は チ ロ シ ソ とア ブ色素 の ア ミ ノ 基 の オ

･ L , ト位 2 1)
､ ま た は ア ミ ノ 基 の メ チ ' L, 基

2 2) を介して 結合 して h る 事 が わ

か っ た ｡

ア ミ ノ ア ゾ色素は 蛋白質とゐ結 合が 証 明さ れた最初 の発癌剤で ある o

蛋白零 - の 結合に よ っ て 癌化 が起 る機構に つ h て は P i t o t ヰおi d el b e r g e r
2 3)

の サ
ー

キ ッ ト理論 が あ る o こ れ に よ ると ､ J a c o b
- M o n o d

2 4) の ス キ
ー

ム

を基礎 に して 発癌剤の 1) プ レ ッ サ
ー

へ の 結合 によ っ て 蛋白質 の 誘導 ある

丁 2 -



h は 停止 が 不可 逆的 に起 る 事 が 合 理的 に説 明 で きた . しか し､ 仮説と し

て これが 考 え られ ると して も , 実際 には発癌剤 と蛋 白質と の結合 と発癌

との 関係 は 明確 で は 夜t ^
.

一 方 , n e o p l a s t i c t r a n s f o r m a t i o n は

s o m a t i c c e l l m u t a t i o n によると h う仮説をB a u e r
2 5) は提唱 した o こ

れ は核酸 の
一 次構造 の 変化をとも 覆 う の で ､

一 般に n e o p l a s t i c

t r a n s f o r m a t i o n が不 可逆的 で ある事 実 を説明 しや す h と h う優位 夜点

を持 つ . さ らに近年 に夜 D ､ 微生 物 に よ る m u t a t i o n は 発 癌性と定性的

に c . , r e l a t e す る 事か ら
2 6) 2 1) 2 8)

､ 核酸 と の 結合が重 要 で ある と考え

られ る様 に 怒 っ て きた ｡ しか し凌が ら､ I) A B の 結合の 大部分 は 蛋白質

で あ9 ､ 核酸 と の結 合は 1 9 6 3 年の M a r r o q u i n と F a r b e r
2 9) に待 た 貴

ければ 覆 ら浸 か っ た . 彼 等は 14
0 で 標識 され た D A B を経 口投与 し､ 肝

の R N A に放射 活性が ある事 を示 した .

2
-

A c e t y l a m i n o f l u o r e n e 等の ア ミ ン 類 の 活性化体が N 位水酸 化体

で ある事
3 0) ～ S S)

､ 4 -

m e t h y l a m i n o a z o b e rl Z e n e ( M A B ) には 発癌性 が

あ る の に ､ 4
-

a m i n o a z o b e n z e n e ( A B
,

) には発癌性 が 夜 山 草 か ら
1 8)

､

M A B の N 位水酸 化体が 結合 に関与す る と考え られ た が ､ 合成は 容易で

は 夜 か っ た ｡ そ こ で P o i r i e r 等 3 6) は N
-

b e n z o y l o x y
- M A B が i n

v i v o で 発 癌性 の あ る代 謝物 に変化す る と仮定 して ､ こ の 化合物 を合成

し ､ そ の 発癌性 を検討 した と こ ろ ､ N
-

b e n z o y l o x y
-

M A B は 発癌性 を有

し､ i n v i t r o で 蛋 白質 及び核酸 に結合す る事 が わか っ た . こ れ に よb ､

i n v i v o で は M A B の N 位水酸 化で 生成 した N
-

h y d r o x y
- 加A B ( N

-

o H
-

M A B ) の 硫酸 等の 抱合体が ア ミ ノ ア ブ色素の 究極 的夜 活性 体 で あ

ると考え られ た ｡ つ づ h て M A B の N 位永酸化体の 合成 が橋本 等
3 7)

､

-

3
-



K a d l u b a r 等
3 8)

2 つ の g r o u p に よb 可能 と夜 カ ､ i n v i t r o で N
1 0 H

- M A B が 畠u l f o t r a 11 S f e r a s e に よ b 活性化 を受け る事 を証 明 し
3 9)

､

ア ミ ノ ア ゾ色素の 活性 化 経路 を明 らか に した . さ らに近年 に夜 b ､ N -

b e n z o y l o x y
-

M A B の i n v i t r o 及び M A B の i n v i v o の 核 酸 と の 結

合 の 詳紳 が研 究 さ れ ､ g u a n i n e の 8 位 及び N 2 とア ミ ノ ア ゾ色素の 了 ミ

ノ 基及び 3 位 で の 結合 叫) 4 1)
､ 及び a d e n o s i n e の N

6
とア ミ ノ ア ブ色素の

3 位 で の 結合
4 2) が 証 明さ れ た .

以 上述 べ た ように ､ 発癌実験か ら始 っ た ア ミ ノ ア ブ色素 の 活性化 ､ 坐

体 高分 子 と の 反応機構は しだ h に解 明 され つ つ あ るが ､ ア ミ ノ ア ゾ色秦

の 発癌に 関 して ､ どの よう 夜因子 が そ の 強弱を決定 して h る の かに つ h

て は不 明 の ま ま 残さ れ て お b ､ こ れ を明 らか にす る 事 は化学発癌剤 の 宿

性 化機構 を知 る上 で重 要と考え られ る . これ を調 べ る には ､ 発癌性が 定

量的 に比戟 さ れ て h る
一

群 の 発癌剤 が存在す る必要が あ るが ､ この 点 に

閲 し ､ ア ミ ノ ア ゾ色素は 発癌性 の 韓 さが 定量的にわか っ て ぃ る 多く の

p r i m e r i n g の 誘導体 が存 在す る た め 1 8)
､ 活性化速度 と発癌性 の 強 さと

の 比較 が 容易 で ある ｡

そ こ で 本論 文に お h て は ､ 代謝速 匿 と発癌性 との 相 関性 を示 す代謝経

路 を明らか に し ､ そ こ で の 代謝活性化 に 関与す る 酵素 の 同定と定量 を行

覆 っ た o さ らに 発癌性 と変異 原性と の 関係 を代謝経路 と関連 して 考え て

み る こ とにす る o

-

, 4 -
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第 1 章 ア ミ ノ ア ゾ 色 素 の 代謝速度と 発 癌性 の 強 さ と の

相関

薬 品が そ の 薬 理効 果を表 わす場合 ､ そ の 薬 効を左右す る 因子 と して ､

吸収 ､ 代謝 ､ 排他 が考え られ る . 特に薬 品の 代 謝が薬 効 の 持続 に重要 夜

役割 を持 つ 事は 明 らか で あ る
4 3)

.

一 方 ､ 発癌剤に つL n て も ､ そ の 発癌性

の 韓弱を決 定す る 因子 と して ､ 代謝は 重要 で あ ると考え られ る ｡

B e n z o〔a〕p y r e n e ( B ( a ) P )
4 4) 4 5) , a f l a t o x i n B

4 6)
､ a c e t y 卜

a m i n o fl u o r e n e
4 7) 4 8)

､ n a p h t h y l a m i n e
4 9) S OL D A B 等 多くの 発癌剤

が 活性を発 現す る た めには 代謝活性化 を受け夜 ければ 覆 ら夜 h
. しか し ､

これ ら化 合 物は投 与さ れ た もの の す べ て が 活性化さ れ る わけで は 夜 く ､

代謝経路 の 大部分 は 不活性 化に関与 して h る 事 は 良く知 られ て h る o

D A B の 代 謝活性化経路 は ､ D A B の N 位脱 メ チ 'L , 化に よる M A B の

生成 ､ M A B か らの N 位水 酸化に よ る N
- O H

-

M A B の 生成 ､ N
- O H

-

M A B の 硫 酸抱合 に よb 活性化され る
一 方 , D A B ､ M A B の p ri m e

r i n g の 水酸化 ､ a z o 還元 ､ M A B か らの N 位脱 メ チ ル 化等 ､ 多く の

不活性化 経路が 存 在す る ｡ これ ら代謝経路 の 内 ､ どの 代 謝経路が 発癌悼

の 強弱を決定 して ぃ る か に つ t ^ て は ま だ 良くわか っ て h 夜 か っ た o しか

し夜 が ら､ こ の 活性 化経路 で で き る生 成体 の う ちN
- O H

-

M A B は 極

め て 不安 定 夜為 に ､ m i c r o s o m e を用 ぃ た実験系 で検 出さ れた例 は 夜か

っ た .
- 一 方 ､ a c e t y l a m i 1' O fl u o r e n e

5 1) 5 2)
､ n a p h t h y l a m i n e

5 3)
､ い

n i t r . q u i ll O l i n e N -

o x i d e
5 4) の 様 改 発癌剤 の N 位水酸 化体 は f r e 6

r a d i c a l と して 検 出が 可能 で あb , さ らに B ( a ) P の 代謝 体 で ある 6 -

- 5 -



h y d r o x y
-

B ( a ) P
5 5)

の ように不安 定で 通 常行われ る方法 で は検 出困

難 凌代謝 休も f r e e r a d i c a l と して E S R で 検 出可能 で あ る ｡ これ らの

事か ら､ M A B の場 合も 同様 に f r e e r a d i c a l として 検 出され る の では

夜 h か と 予 想 され た . そ こ で m i c r o s o m e 系 で の f r e e r a d i c a l 生 成

を調 べ
､ こ れたよ っ て N 位 水酸化速 度を定量 して ､ 発癌性 との 相由性を

検討 した ｡

- +

6
-



第 1 節 3
′

- M e t h y 卜 4 -

m e t h y l a m i n o a z o b e n z e n e の N 位永酸 化

速 度 の 測 定 及 び そ の 基 礎的 条 件 の 検 討

M A B 及びそ の 誘 導体 の N 位水 酸化速度は 現在ま で m i c r o s o m e 系 に

つ t ^ て 直接測定 さ れ た例は 夜.
h

o こ れ は N - O H - M A B が 極 め て 不安

定 夜 こ と に よ る と考え られ る . K a d l u b a r 等
3 8) は m i c r o s o m e 系 につ ぃ

て は ､ N - O H
-

M A B の 分 解産物 で あ る N
- O H

-

A B を定量 し､ こ れ

よb 二 級 7 ミ ン の N 位水酸 化速度 を求 めた . しか し夜 が らN - O H - A B

は上 記 の 経路 の ほ か ､ M A B よ b 酵素的 に生成 す る別 の 経路が あ る . す

覆 わちM A B の N 位脱 メ チ ル 化 によ る A B の 生成と ､ ひ き続き起 る N 位

の 水酸化 の 経路 が あb ､ そ の 為 ､ 正 確 夜 M A B の N 位水 酸化速度 の 定量

は不 可能 で ある ｡ そ こで まず種 々 の 誘導体 にも適用で き る m i c r o s o m e

系で の N 位水酸 化速 度の 定量法 を確 立 した o

〔方法〕 m i c r o s o m e の 調整 S p r a g u e
-

D a w l e y 系雄性 ラ ッ ト

( 体重 1 1 0 - 1 2 0 グ ､ 5 週令 ) に 3 r m e t h y l c h o l a n t h r e n e ( M C )

を 2 0 m 9 / k g ､ 腹艦内に 1 回投与 し ､ 2 4 時間絶食後 ､ 後頭部打撲によ

b 失神 さ せ ､ 賓静脈 よb 溶血 した o 溶血後腹 部を切 開 し下行大静痕よ b

氷冷 した 1 . 1 5 帝 K O l 溶 液にて 還 流を行t ^ よく血液を除L n て 肝を得 た o

これ を 1 . 1 5 啓 K C l 含 有 5 0 m M T r i s
-

H O l b u f f e r ( p H 7 . 5 ) で

h o m o g e n i z e し ､ 9 , 0 0 0 才 で 2 0 分 間遠心 分 離した . 遠 心分 離後そ の

上清 を1 0 5 , 0 0 0 ダ で 6 0 分 間超 遠 心 分 離を 行 h ､ そ の 沈澱 をさ ら把

上 記 b u f f e r で 良 く洗 っ た後に
-

7 5 ℃ で 保存 し､ m i c r o s o m e と して 用

L n た . 覆 お M C で 誘 導 して 得た m i c r o s o m e は以後 M O m i c r o s o m e と

- 7 -



記す . 蛋 白定量は L o w r y 等
5 6)

の 方法 に従 っ た ｡

M i c r o s o m e よ b の f r e e r a d i c a l 測定法 基 質濃度 は 1 0
- 4

M と

し ､ 5 0 m B の 5 0 血M T r i s
- H O l b u f f e r ( p H 7 .5 ) で m i c r o s o m e ,

N A D P H , 3 m M M g C 1 2 と 3 7 ℃ で 1 0 分 間加 温 した後 忙 ､ 5 0 nβの

b e n z e rl e で 2 回抽出 し ､ 真空 中 で 乾県 した ｡ これ を 0 . 4 仇B の b e n z e n e

に溶解 し､ 直径 5 m m の 石 英 試料管 に 入れ ､ 日本電 子製J E S
-

3 B X

E s 乱 s p e c t r o m e t e r で 測 定 した . 定量 は r a d i c a l の p e a k と t r o u g h

の 差 を M n
2 ＋

と の 比 と して 求 めた o これ は シ グ ナ ル の 積 分 値か ら得た ス

ピ ン 密度 忙比例 した .

N
-

O H
-

M A B 及 び N
-

O H
-

A B の 合成 N
-

O H
-

M A B は N
-

b e rl Z O y l o x y
-

M A B を P o i r i e r 等
3 6) の 方法 で 合成 した 後VC ､ 出川と

橋本
5 7) の 方法 忙 よD ､ K O H で 加水分 解 して得 た ｡ N - O H

-

A B は

s a t o 等
5 8) の 方法 忙 よb n i t r o a z o b e n z e n e を合成 し ､ a s c o r b i c

a c i d で 還元 して 得た ｡

〔結 果〕 3
′

-

M e
-

D A B 及び 3
′

-

M e
-

M A B を M C m i c r o s o m e と加 温

して 得 られ た f r e e r a d i c a l 壮 b e n z e n e 申 で 6 本 の b y p e r f i n e

s t r u c t u r e を示 した( F i g l - 1 ) ｡ これ は 3
′

- M e - D A B を用L ^ た 場

合 よb も 3
′

- M e
- M A B を基質 と した場合 の 方が ､ そ の 強度 は強か っ た .

こ の 6 本 の h y p e r f i n e s t r u c t u r e は N と H の Z e e m a n 効 果 を基礎に 次

の よ うに 解析 した . す 覆 わち ､ ぜ ず N で 分裂 した 3 本線 が ア ミ ノ 基 に 結

合 して h る メ チ } L, 基 の 3 個 の H に よ b 分裂 して 1 : 4 : 7 : 7 : 4 : 1

- ■8
-



E n z y m ic a u y f o r m e d E S R sig n al

L盲- e r m i c r o s o m e S

＋
3

.

- M e
- D A B

c

A N 柵 ◎ - Nく… H

H

…

Li v e r m i⊂r o s o m e S

＋
3

'

- M e
- M ÅB

乳N = ” - ◎ Nく
H

C H 3

F ig u r e 1 - 1 ･ E n z y m atic f o r m atio n of fr e e r a dic al fr o m

3
'

- M e - D A B a n d 3
'

- M e
- N A B .

の 6 本線 に 分 裂 した もの と 考え られ た( F i g 卜 2 ) .

一 方 ､ 3
′

-

M e
-

M A B よ D 生成す る と考え られ る N
- O H

-

A B は Z e e m a n 効果 に よb ､

N で 分裂 した 3 本 線が ア ミ ノ 基 の H に よ D 分裂 して 1 : 2 : 2 : 1 の 4

- 9
-



本 線に 分裂 す る と考え られ た . こ の 解析 の 妥 当性は i n t e r m e d i a t e

n e g l e c t d i f f e r i n t i a l o v e r l a p p i n g ( I N D O ) m o l e c u l a r o r b i t a l

法 を用 h て s p i ll C O u P l i n g を計算 して s i m u l a t i o n を行 っ て ( F i g 1

-

3 ) 確か め た .

一 方 ､ N - O H - A B 及び N O H
-

M A B を合成 し､

これ を b e ll Z e n e に溶か して得 られ る f r e e r a d i c a l の シ グ ナ ル と全く 一

致す る こ とに よb 確 認 した ( F i g 卜 4 ) . 以上 の 結果 ､ 3
′

-

M e
-

D A B

及び 3
′

-

M e
-

M A B よ b 得 られ た f r e e r a d i c a l は N - O H - 3
′

- M e
-

M A B と 同軍で きた o さ ら忙 N
- O H

-

M A B の p e a k 強 度は N
-

O H
-

A B の 約 4 倍 で あ っ た . ぜた ､ n i t r o s o a z o b e n z e n e は強t ^ 3 本線を示

すが ､ 代謝 で は得 られ 夜 か っ た ｡

こ の f r e e r a di c a l は F i g l
-

5 に 示す ように m i c r o s o m e に さ

らに 1 0 5
, 0 0 0 5 の 上清 画 分 ､ 5 血M A T P ､ 2 m M N a 2 S O 4 を 添

加 して 上清 の s u l f o t r a n s f e r a s e を活 性化 した場合 ､ そ の p e a k 強度 は

減少 し､ 上清 画分 を除くと回 復す る . ま た上 清画分 に 5 m M A T P ､

2 m M N a 2 S O 4 を加 え m i c r o s o m e と別 に反 応 させ ､ 後 で 加えて も ､ ほ

と ん ど影響が 夜 h .

こ の f r e e r a d i c a l は m i c r o s o m e よ b N A I) P H を除くと 生成 せず ､

6 0
.

C で 1 0 分 間 m i c r o s o m e を加熱 した 場合 生成 し夜L ^
. ま た光 の

i r r a d i a t i o n に よ っ て も生成 し夜 h ( F i g l
-

6 ) .

以上 の 様 に m i c r o s o m e で の M A B の N 位水酸化体 が測定 可能 と 覆 っ

た の で ､ こ の 詳細 夜 反応条件 を検討 した . 蛋 白量 は F i g ト 7 に 見 ら

れ る ように ､ 3
′

- M 早
-

I) A B を基 質忙 した場合 忙 は ､ M C m i c r o s o m e

で は 0 ･ 2 m g / n B 程度ま で 1i rl e a r i t y が 存在す る o

一 方 , 3
′

-

M e
- M A B

⊥ - 1 0 -
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” - O H - A B

” - O H - M A D

Nitr o s o
- A B

Fig u r e 1 - 4
. E S R sig n al s of a uth e ntic s a m ple of

N - O H - A B
.

N - O H - N A B a n d N itr o s o - A B

i n b e n z c t n e .

- 1 3 -



C o n く況ぬn E S R sig n al

M ic r o s o m e s

N A D P H

S u p e r n 東a nt

År P

- Mic r o s o m e s

- S u p e r n at a nt

Mic r o s o m e s

N A D P H

＋ P A P S

aft e r i n c u b atio n

Fig u r e 1 - 5 E ff e c
.
. o f s u けotr a n sf e r a s e o n f r e e r a dic al

fo r m a tio n f r o m 3 L M e - D A B
.

- 14 -



C o n d I
'

tio n E S R sig n al

3
一

- M e
- D A B i n B z

p h ot o
-ir 伯d ( 2 h r)

I n c u b ati o n w ith

Li v e r m ic r o s o m e s

(3 7
.

.

10
'

m J

'

n ･)

＋ N A D P H

- N A D P H

H e at - tr e at e d
●

m lC r O S O m e S

(6 0
o

. 10 m i n .)

Fig u r e ト 6 . C o n diti o n f o r f r e e r a d ic al f o r m a tio n .

-

1 5 -
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l

0 .5

p r ot . c o n c n .( m g / m l)
1 .0

F I
'

g u r e ト 7 ･ E 佃 ct of p r ot ein c o n c e nt r atJ

.

O n O n f r e e r a dic al

f o r m a ti o n .

を基 質と した 場合 には 0 ･ 1 m 5 / n B 以上 で は 1i n e a r i t y が 消失 した o そ

こ で 蛋白量は I) A B 誘導体 の場 合に は 0 . 2 軌 / 皿B 忙 ､ M A B 誘 導体の 場

合に は 0 ･ 1 m 5 / 仇B と した . 次 に i n c u b a t i o n t i m e 忙 よ る 影 響を調 べ た

と こ ろ ､ F i g l 1 8 に 見 られ る様 に 3 : - M e
-

D A B を基 質 と した 場
一

合

Ii n e a r i t y は 1 5 分ま で み られ ､ こ れは 3
′

- M e -
-

M A B を 用L ^ た 時 も

同様 で あ っ た o N A D P H に 対す る 濃 度 依存性 を F i g l - 9 に 示 す .

3
′

- M e
- D A B 及び 3

'
-

M e
-

M A B 共 に N A D P H 濃度 0 .2 5 m M で 飽和 した .

-

1 6
-
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〔考察〕 K a d l u b a r 等
3 8)

は N
-

O H
-

M A B を m i c r o s o m e 系 で 直接定

量する事が 出来 浸か っ たが ､ 著者は f r e e r a d i c a l を測定 す る事 に よ b N

- o H - M A B を m i c r o s o m e 系 で 直接定量す る事を可 能と した ｡

K a dl u b a r 等 の 方法は 酢酸 エ
チル 抽出物 を薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

で 分

離 した の で あ る が ､ N
-

O H - M A B の ように 不安 定 夜 化合物は ､ 彼等

の 方法 で は 定量が 不 可能 で あ る .

一 方 ､ f r e e r a d i c a l の 定量 は ､ 他 の

m e t a b o l i t e の 混在 は f r e e r a d i c a l を生成 し夜 L ^ か ぎb 妨害 し夜 h の

で 分 離 の 必要性が 浸 く ､ 素早 h 定量が 可能 で あb す ぐれ て h る .

3
′

- M e
-

I) A B の 代 謝 に お h て も N - O H - A B ヤ n i t r o s o a z o b e rl Z e n e

の 生 成が 考え られ た ｡ しか も n i t r o s o 体 は n a p h t b y l a m i n e で 見 られ る

様 に
5 3)

､ 強 h 3 本線 を示す . A z o b e n z e rl e の n i t r o s o 休も同様 に 強 h

3 本線を示 すが ､ 代謝 に よ っ て は得 られ夜 か っ た . 壇 た N
- O H

-

A B

も f r e e r a d i c a l を生成す る が ､ そ の 強度は N
- O H - M A B の 約 1 / 4

で あ っ た ｡

さ らに幸 夜 事 に は ､ 後 で 述 べ るが ､ D A B 及び M A B よ b
'
の N

- O H

I M A B の 生成量 に 比 べ 非常に 少夜 h o も し N
- O H

-

A B が 混 在 し て

t ^ て もそ の 割合は 5 藤前後 で あb 定量 に はほ と ん ど影響が 夜 か っ た 0

こ の f r e e r a d i c a l 生成 は , 得 られ た f r e e r a d i c a l が N
- O H

-

3
′

-

M e - M A B で ある 事か ら､ 3
′

-

M e
- D A B よ b の 代謝経 路は F i g l - 1 0

に 示す 経路 に よD 生 成す る事 がわか っ た . P r i m e r i rl g の 誘 導体 は

f r e e r a d i c a l の h y p e r f i n e s t r u c t u r e に影 響をあた え覆 ぃ の で ､ こ

の 方法を用 ぃ て 反応 速匿 と発癌性 と の 相関を検討す る事 が 可能 と 覆 っ た .

-

1 9
-
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第 2 節 4 - M e t h y l a mi n o a z o b e rl Z e n e 誘導体 の 合成

M A B 誘導体か らの N 位永酸化速度 を調 べ る 為 には各種 の M A B 誘 導

体が
,

必要 で あ る が , 3
′

-

M e
- 及び 4

′
-

N O 2
- 誘導体を 除 き 他 の 誘 導 体

の 合成 は 覆 さ れ て h 夜tJ I
o そ こで 壇 ず各種 M A B 誘導体 の 合成 を行 っ た .

〔方法〕 M A B 誘 導体 の 合成は M i l
.

1 e r & M ill e r
1 8) の 方法 に よ b 合

成 した o メ チ )i , 誘 導体 はそ れ ぞ れ o
-

, m
-

, p
- t o l u i d i n e を 2 当 量

の塩 酸存 在下 ､ 0 ℃ で 当量 の 亜硝酸 ナ トリ ウ ム で ジ ア ゾ化 した後 に ､ こ

れを 2 当量 の 酢酸 ナ ト リ ウ ム と 当量 の N -

メ チ ル ア ニ 1) ン を含 んだ 7 0

帝メ タ ノ ー ル 溶液 に 加え ､ N
-

メ チ )I, ア ニ 1) ン と c o u p l i n g させ る . こ

の 時 , こ の c o u p l i n g 反応は 了 ゾ結合を生成 せず t r i a z e n e を形成す る ｡

この t r i a z e n e を乾燥 後 , 3 当量 の N
-

メ チ ル 7 エ リ ン 及び 0 . 7 当 量 の

N
-

メ チ }t, ア ニ リ ン 塩 酸塩 を加え ､ 4 5 ℃ で 3 -

4 時間加温 し ､ N 2 の

発生が 夜 く覆 るま で 続ける . 反応後過剰 の 1 0 飾塩酸を加 えア ミ ノ ア ゾ

色素 を沈澱さ せ る . 沈澱を よく洗 っ た後 に ､ 1 N N a O H で 中 和 し ､ よ

く永 で 洗 ぃ
, これ を真 空 中 で 乾県 して ､ b e n z e n e

､
: 石 油 エ ー

テ } L , - 1 :

1 で 再結晶 を行 っ た ｡

ク ロ ル 及び ニ ト ロ 誘導体 はそ れぞ れ ク ロ ル ア ニ リ ン ､
ニ ト ロ ア ニ リ ン

を同様 に ジ 了 ゾ カ ッ プ 1) ン グ させ て 転移を行 う . T r i a z e n e よ D の 転移

に は タ ロ ル 誘導体 ､
ニ ト ロ 誘導体の 場合 そ れぞ れ 7 5 ℃ ､ 9 0 ℃ に温 度

を上 げて 行 っ た ｡
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〔結果〕 M A B 誘導体 は す ベ て M A B の 合成 方法に よb 合成 が 可 能で

あ っ た ｡ こ れ らの 合成 品の m e l t i n g p o i n t は ､ 2
′

- M e
- M A B ; 7 2 -

7 3 ℃ ､ 4
′

-

M e
-

M A B ; 9 8 - 1 0 0 ℃ ､ 2
′

- 0 1 - M A R ; 6 8 - 6 9

℃ ､ 3
′

-

C l -

M A B ; 6 5 - 6 6 ℃ ､ 4
′

- C l
-

M A B ; 1 1 1 - 1 ユ 2 .

◆
5

℃ ､ 2
′

-

N O 2
-

M A B ; 1 3 0 - 1 3 1 ℃ ､ 3
′

-

N O 2
-

M A B
･

, 1 5 7 - 1 5 8

℃ ､ 4
′

- N O 2
- N A B ; 1 8 7 - 1 8 8 ℃ で あD 展 開溶媒 と して b e n z e n e

を用 h た シ リ カ ゲ ,i , 薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 単 一

の s p o t が見 られ た o

こ れ を
1 3 C

1
-

N M R で分 析 した ( t a b l e 卜 1 ) .
1

1 3
(〕 -

N M R の C h e m i c a l s h i f t を テ ト ラ メ チ ル シ ラ ン を基聾 に して ､

そ の s h i f t を p p m で 表わ したも の で あD ､ これ は 置換基効果 を L e v y

と N e l s o n
5 9) の 方法 に よD 同定 した o

さ らに べ ン ゼ シ の o
-

, m
-

, p
-

置換 を K B r 法 に よD I R を測定 し

た と ころ 2
′

-

M e
-

, 2
′

- C l -

, 2
′

- N O 皇
-

M A B は 7 7 0 c m
-

1

v c オ ル ト

置換 , a 3 0 - 8 5 0 c n
‾

1
に パ

ラ置換 の 吸収 が 見 られ た . 3
′

-

M e
-

,

3
′

-

C l
-

, 3
J

-

N O 2
1

M A B で は 6 7 0 - 6 9 0 c m
1 1 及び 7 5 0 - 7 9 0

c n
～ 1

の メ タ置換 ベ ン ゼ ン の 吸収が 見 られ た . 4
′

一

位 の 置 換体はす べ て

8 4 0 c2n
‾ 1

附近 に パ
ラ置換 ベ ン ゼ ン の 吸収 が見 られ た .

ニ ト ロ 誘導体は

1 3 4 0 c m
T l

に ニ ト ロ の 吸収が 見 られ た .

-

2 2
-
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第 3 節 ア ミ ノ 了 ゾ色素の 代謝活 性化速度 と発癌性 の 強さ と の 相 関

現在 ま で に 発癌強度 と 代謝活性化速度 と の 相関性を定量的に 調 べ た研

究 の 報告 はみ られ 夜l ハ
｡ この 相 関性 を明 らか にす る事 は 発癌の 機構 を解

明す る上 で の 大 き夜 手が か b と 覆 る . しか し ､ 発癌剤は 互 h にそ の構 造

を異 忙 して h る場合 が 多く ､ そ れ らの 代謝 活性体 の 構造も大きく異覆 る ｡

構造 と活性 の 相関を考え る場 合 ､ 活性 化体 の構 造が類 似 した もの に つ h

て比 戟す る こIt が必要 で ある が ､ ア ミ ノ ア ゾ色素は こ の 要求を満足 しう

る数 少夜 h 化合 物群 の 一 つ で あ る . そ れ は 多くの 誘導 体が 合成 され ､ し

か もそれ ら の 発癌性が定 量的に 比較さ れ て h る こ と に よ る ｡ しか しア i

ノ ア ブ色素 の 代謝活 性化 経路 で 得 られ る化合 物 はほ と ん どが 不安定 夜 為

に ､ 従来 多くの 試み が 覆 され て き た に も拘 らず ､ 代謝活 性化 と発癌性 と

の 相 関を定量的 に 調 べ る事 紘 で き夜 か っ た . 著 者は 前節ま で 忙述 べ た よ

う に M A B の N 位永酸化体 の 定量法 を確 立す る こ とVC 成功 し ､ さ らに各

種 M A B 誘導 体を合成す る こ と が で きた . こ れ に よb 代謝活性化と発癌

性 に つ h て 構造活性相 国の 手法 に よD 検討 を加 えた .

〔方法〕 D A B 誘導体及び M A B 誘導体 よb の f r e e r a d i c a l 測定法

は 第 1 節 に 示 した ｡ D A B 誘導 体 よb の N 位脱 メ チ ル 化は生成す る M A B

誘 導体を高速液体ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

( H P L C ) で 分 離定量 した o 定量

に は そ れぞ れ の M A B 誘導体 の 検量 線を作 製 し ､ そ の p e a k の 高 さ を 用

h た o 反応液 は r a d i c a l 測定法 に用 h た 濃 度 を用 h 液量 1 ble で 行 っ た .

こ れ を b e n z e n e で 2 回抽 出 し､ 真 空 中 で乾 固 し､ 1 0 0 f L L の メ タ ノ
ー

ー
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}t' に溶解 し ､ そ の 2 0 FL ･e をH P L C で 分離 した o H P L C は 日本分光

製T r i r o t o r に N u c l e o s i 1 5 C 1 8 ( 4 . 6 × 2 5 0 冊m ) を つ けて 用 ぃ た o

溶出条件 は 8 2 . 5 啓 の メ タ ノ ー ル の 定組成溶 出で あb , 流量 は 0 . 8 n B /

m血と した .

〔結果〕 P h e n o b a r b i t a l ( P B ) 誘導及 び無処置の ラ ッ ト か ら得 た

m i c r o s o m e を用 ぃ た場合 ､ そ の s i g n a l i n t e n s i t y フが非常に 小 さく ､

発癌性 の 弱 h ア ミ ノ ア ゾ色素か らは 定量的扱 h が 困難 で あ っ た の で M (コ

mi c r o s o m e を用 ぃ た o M i l l e r & M il l e r
6 0) に よ b 報告され て h る

p r o m o t o r 無処 理 で 得 られ た 発癌性 ､ す 覆 わちI) A B の 発癌性を 6 と し

た場合 の 相対 的発癌 強度 を横軸 に ､ 発癌性 の あるI) A B 誘導体 よ9 の

f r e e r a d i c a l 生成量 を縦軸 にと る と ､ F i g l
-

1 1 に 示 す様 に , こ の

両者 に は極 め て 良好 夜 相 関性が 見 られ ､ こ の 時 の相 関係数( r ) は 0 . 9 2

であ っ た ｡ さ らVC 回 帰 直線 y
- 0 . 0 1 6 Ⅹ ＋ 0 . 0 8 が得 られ ､ こ の 回帰 直

線は y 軸 で 正 の 値で 交差 した .

一 方 ､ 非発癌性 と され てL ^ る 4
′

- N O 2
-

D A B ､ 2 - M e
- D A B ､ 4

′
- O H

-

D A B か らの f
.
f e e r a d i c a l 生 成 速

度は ､ こ の 回帰 直線 の y 切 片 y
- 0 . 0 8 よ D も小 さく 在 っ た ｡

D A B 誘導体か らの f r e e r a d i c a l 生成 に は 2 段 階 の 酵素反応 が必要

夜 た め ､ そ れ ぞ れ の 反応速度 と の 相関性 を検討 した o 第
一

段階 の 反応 紘

D A B の N 位脱 メ チ ル 化で あD ､ 第 2 段階の 反応は M A B の N 位永酸化

で あ息.

D A B 誘導 体 よ D の 脱メ チ ル 化速度 は H P L C で M A B 誘導体 を分 離

定量 した . そ の H P L C に よ る溶出 p a t t e r n の 例 を F i g l - 1 2 に示す .

- 2 5 -
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R e t e n t i o n t i m e ( R T ) 1 3 分 に M A B が 溶出 され る ｡ これ に よb

D A B 誘導体 の 脱 メ チ } L , 化速度を測 定 して 縦軸 に とb 発癌性 と の 相 関性

を調 べ た が ､ F i g l - 1 3 に見 られ る よ う に こ の 両者 に は相 関性は 見

られ 浸 か っ た ｡ 相関係数 は r ニ
ー

0 .1 3 で あ っ た ｡

⊥ 方 ､ M A B 誘導体 か らの N 位水酸化速度 と発癌性 との 相 関性を調 べ

た 結果 , 非 常に 良好 夜 相 関関 係が見 出さ れ た ( F i g l
-

1 4 ) . こ の 時 ､

相 関係数 は 0 ･ 8 4 で あ D ､ 回帰 直線 y - o . o 8 8 Ⅹ ＋ 0 . 3 0 7 が 得 られ た .

こ の 場合 も , -D A B 誘導体 で 見 られ た よう に , この 直線は y 軸と 正 の 値

で 交差 した .

一 方 ､ 非発癌性 と さ れて h る 4
′

-

N O 2 1 M A B の N 位水酸

化速度 は ､ 種 々 の 誘導体 の うち で も最もそ の 発癌性 の 強 h と され て h る

3
′

-

M e
- M A B よ D も大 きか っ た .

〔考察〕 w i s l o c k i 等
6 1) は究極 的発 癌剤 とみ 覆 され て h る N - O H

I

M A B の 硫 酸抱 合体 の モ デ ル 化合物 と して N
-

b e n z o y l o x y
-

M A B を

考え ､ こ の 誘導体 に よ る発癌性 を検討 した o そ の 結果発癌性 の 強さ はそ

れぞ れ の 前駆 体 であ る D A B 誘 導体 の発 癌性 と は 相関性が 夜く ､ 各種

N
-

b e n z o y l o x y
- M A B 誘導体 の 発癌性は ほと ん ど皆同程 度 で あ る事

を見 出 した ｡ こ れ は ア ミ ノ ア ゾ色素 の 発癌性 の 強 さ を決定す る も の が ､

u l t i m a t e f o r m の 反応性 で は 夜 く ､ u l t i m a t e f o r m を生成す る 段 階

に起 る代謝に 依存 して h る為 と思わ れた . 著者 の 実験 で は D A B 誘導体

よD の N
- O H

-

M A B 誘導 体生成 速度 ､ を か で も ､ M A B 誘導体 の N

位永酸化速度 が ア ミ ノ ア ゾ色 素の 発 癌性 の 強さ を規定 して ぃ る と結論で

き る o

- 方 ､ M a t s u m o t o と T e r a y a m a
6 2) は D A B の メ チ } L, 誘導体 を

-

2 8
-
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用 h て ､ そ の 脱 メ チ , i , 化速 度と発癌性 が 一 部相 関性が あ る と報告 して t ^

るが , 彼等 は メ チ ル 誘導体 の みを使用 して h る にす ぎず ､ さ らに統計処

理も して ぃ 夜 t ^ の で 信嶺性 に かけ る .

2
- M e

-

I) A B は投与後 P P で そ の 発癌性 を p r o m o t e した 場 合 に は

D A B と 同程 度 の 発癌性 を示 し
6 3)

､ D N A - の b i n d i n g は D A B よ b

も多く夜 る
6 4)

. と こ ろ が p r o m o t o r の 投与が を h 場 合 には 発癌性 は み

られ ず ､ 著者 の N
-

O H - M A B 生成速度測定 の 結果 か らみ て も発癌性

の 夜 h 事が 予 測さ れ る ｡ 発癌の 過程 は i n i t i a t i o n と p r o m o t i o n の 2

段 階 よP 夜 る と考え る の が 通例と 在 っ て h る 現在
6 5) 6 6)

､ 著者 の 実験は

こ の 両者を含ん だ c o m p l e t e c a r c i n o g e n と して の 発癌性を表 わす と考

え られ ､ 2 - M e
-

.
D A B は両作用 の うちi n i t i a t i o n 作 用 の み を 持 つ ア

ミ ノ ア ゾ色 素と思 われ た ｡

H i n o と K i t a g a w a
6 7) は A T P a s e

-

d e f i c i e n t i s l a n d の s c o r i n g

か ら i n i t i a t i o n の影 響 を測 定で

■

きる事か ら3
′

-

M e
-

D A B の d o s e を

変えて ラ ッ ト に授 与 し ､ そ の 影響 を調 べ
､

-

3
′

-

M e
-

D A B の 発 癌性忙 は

聞 値の存在す る 事 を報告 してL n る o 今 回著者 の 実験 でも 同様 忙 回帰直線

が 原点奇通 ら夜L ^ 事 か ら聞値 の 存 在を示唆して お力 ､ しか も これ は代謝

体の 畳も しくは 濃 匿 忙 よb 決 定され るも の で ある .

-
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第 4 節 ア ミ ノ ア ゾ色 素 の 変異 原 性 と発 癌 性 と の 相 関

N e o p l a s t i c t r a n s f o r m a t i o n は s o m a t i c c e l l m u t a t i o n で ある

と h う B a u e r
2 4) の 仮 説 ､ 発癌剤 の D N A - の 結合 と発癌性が 並行す る

事
6 8)

､ さ ら忙 b a c t e r i a によ る m u t a t i o n は D N A の 変化を伴覆 う事
2う28)

夜 どぁら ､ s a l m o n e l l a に よ る m u t a t i o n は 発癌の i n i t i a t i o n に対応

す る現象と考え られて ぃ る . そ こ で ア ミ ノ ア ゾ色素 の s al m o n e l l a にお

ける m u t a t i o n f r e q u e n c y と発癌性 と の 相関性を検討 した ｡

〔方法〕 s - 9 は p o l y c h l o r i n a t e d b i p b e n y l ( P O B ) ( K a 凸e C bl o r

K C -

5 0 0 ) 5 0 如 才を 3 日間 i . p 投与 し 一 晩絶食 後 ､ 致死 ､ 港流 し､ 2

倍 容の 0 . 1 5 M K (コl で h o m o g e n i z e した後 に ､ 1 0 ,
0 0 0 g で 1 5 分

間遠心分 離 を行 ぃ
､ そ の 上清 をS

-

9 と して 用 h た ｡ M u t a t i o n a s s a y

は s a l m o n e l l a T A 9 8 を用 h n o r h a r m a n e を添加 し ､ 長尾等
6 9) の 方

法 に従 h
､ そ の h i s t i d i n e 要求性株 を数え m u t a t i o n f r e q u e n c y を 求

め た ｡ ア ミ ノ 7 ゾ色素 の m u t a t i o rl f r e q u e n c y は 非常に 低 く 通 常 の 方

法 で は検 出 し難 h の で n o r h a r m a n e を加 えた . これに よD m u t a t i o n

f r e q u e n c y は 3
′

-

M e
- D A B で 1 0 倍以上に覆 っ た ｡

〔結果〕 D A B 誘導 体の m u t a t i o n f r e q u e n c y と発癌性 は F i g l -

1 5 に 示す様 に ､ こ の 両者 には 良好 凌相関性が 見 られ ､ そ の 相関係敬

は 0 . 8 3 で あ D ､ 回帰直 線 y
- 5 5 Ⅹ ＋ 1 4 2 フが得 られ た . この 直線は

f r e e r a d i c a l 生成速度 の 場合 に見 られ る よう に原点 を通 ら夜 か っ た o

-

3 2
-
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M A B 誘導体 の m u t a t i o n f r e q u e n c y と発癌性 と の 相 関性は F i g

1
-

1 6 に示 され る ｡ この 場合 も D A B 誘導体 の場 合 と 同様に 良好を

相 関性が 見 られ ､ 相 関係数 o . 7 6 ､ 回帰 直線 y
- 9 8 Ⅹ ＋ 4 9 5 が得 られ

た ｡

〔考 察〕 発癌性 と変異原性は 定性的 には 相関性を示す が ､ 定量 的に相

関性 を調 べ た報 告は 夜 く ､ 種 々 の構造 の 異 覆 る発癌剤 を 比戟 した場合 ､

そ の 相関性 は夜 h と h え る 7 0)
. しか しア ミ ノ ア ゾ色素 の 様 に構造が 類似

し ､ そ の u l t i m a t e f o r m の 構 造が 似 て h る場合 は , 今 回 示 した ように

変異 原性 と発癌性 に相 関性が得 られ る o

-

方 ､ A s h b y 等 7 1) は p r i m e

r i n g を他 の 芳香族 等で お きかえ た場 合 に は変異原 性 と発癌性vc は相関

性 が 見られ 夜 h と報告 してt ^ る . これ は p r i m e r i n g を 他 の 芳香 族 に

お き かえた 場合 には 別 の 活性化が 起 こ っ た為 と考え られ る ｡

M o r i 等 7 2) は 3
′

-

M e
-

D A B が D A B よ D も発癌性が 強く , 変異原性

が強 h の は 3
′

位 の メ チ } L, 基 が 水酸化を受けた 3
′

- h y d r o x y m e t h y
-

IIA B

の 変異 原 活性 が強t ^ こ とに起 因す ると考え たが ､ こ の 考えは 3
′

- M e
-

D A B 以外 に つ h て
一

般的に適用 で き るも
ノ
の で 夜 h 事は 明 らか で ある .

-

3 4
-
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〔小括〕

1 . 従来 m i c r o s o m e 系 で の 反応 で 直援M A B 誘導体 の N 位水酸化を

測定す る こと は で き 夜 か っ た が ､ f r e e r a di c a l を測定 す る事 に

よD ､ これ が 可能 と 覆 っ た .

2 ･

_
7 ミ ノ ア ゾ色素 の 発癌性は f r e e r a d i c a l 生成量 と 密接夜相 関性

を示 し ､ 各種 の M A B 誘導体 を合成 して N 位水酸化 を調 べ た 結果 ､

発 癌性 と相 関性 を もつ の は I) A B の 脱 メ チ ル 化 で は を く M A B の

N 位水酸 化で ある 事 がわ か っ た o さ らに代謝量に 起因す ると 思わ

れ る 聞値 の存 在を裏付けた ｡

3 . ア ミ ノ ア ゾ色素 の 変異原性 は 発癌性 と定量的 夜 相 関を示 した . こ

の よう 夜 相 関は現 在 ま で の と こ ろ ､ 他 の 化合物 で は 得 られ て h 夜

h .
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第 2 章 3
′ - M e t h y ト 4

-

m e th y l 甜 n i n o a z ob e n z e n e の

N 位 水 酸化 に 関 与 す る 酵素 の 同 定 .



第2 章 3
′

-

M e t h y 卜 4
-

m e t h y l a m i n o a z o b e ll Z e n e の N 位水 酸化

に 関与す る酵素の 同定

外因性 の 化合物 が生 体に取 D 込恐 れ て か ら排催さ せ るま で に ､ 多 くの

酵素に よ る代謝が 必要 で ある事 は 良く知 られ て h る . ま ず最 初 に ,

C y t o c h r o m e P - 4 5 0 ( C y t . P
-

4 5 0 ) 等によP 酸化も しく は還元 を受

けた化合物 は ､ そ の ま 壇 ､ も しく は g l u c u r o n i c a c i d , s u l f o n i c

a c i d 等 と抱合 さ れ 腎 よD 排推され る
4 3)

.

I) A B に お ぃ て も 多く の 代謝経路が 存 在 し ､ a z o 還元 ､ N 位脱 メ チ }t,

化 ､ N 位水 酸化 ､ p r i m e r i n g の 水酸化 ､ ア ミ ノ 基 の ア セ チ }L , 化反応 が

知られて h る ｡ A z o 還元 は ､ N A D P H を e l e c t r c h d o n a r と す る

N A I) P H
-

O y t o c h r o m e C r e d u c t a s e ( f p r )
7 3) 7 4)

､ C y t
,

･ P
-

4 5 0
75)

､

N A D H を e l e c t r c h d o n a r とす る C y t o c h r o m e b 5
7 6) に よb 起 こ る o

N 位脱メ チ ル 化は種 々 の C y t . P
- 4 5 0 分 子 種 に よ D 起 こ る 事 が

G u e n g e r i c h
”) に よ D ､ 又 m i x e d f u n c t i o rl a mi n e o x i d a s e ( M F A O )

に よ D 起 こ る事 が Z i e g l e r
7 8) によ b 示 さ れた o L e v i n e と L u

79) 80)

は D A B の 脱 メ チ )i , 化 は M O で誘導さ れ 易く ､ M A B の 脱メ チ }t, 化は

p B に よ D 誘導 さ れ 易 h ことを見出 した o さ らに彼等は p r i m e r i n g

の水 酸化は P B 忙 よ D 誘導さ れ易 h 事 を報告 してt ^ る o こ れ らの 反応

の ほと ん どが C y t . P - 4 5 0 の 種 長 の 分 子種 に よ b 起 る事 は 明 らか で

あ る ｡

一 方 ､ M A B の N 位水酸 化に つ h て は K a d l u b a r 等 3 8) の 報告が

あ る の み で あ る ｡ しか し彼等は 直接 N
- O H

- M A B を m i c r o s o m e 系

よ D 定量 せ ず ､ そ の 非酵素約分解産物 で ある N
- O H

-

A B を 阻 害薬

-

37
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を用 ぃ て定 量 し､ M A B の N 位水酸化速度を推測 して L ^ る ｡ しか し N -

O H
-

A B の 生成は N
- O H

-

M A B を通 らず M A B か らA B が生成 し ､

これ が酵素的 に N
-

O H
-

A B に を る別 の 経路 が存在す る. した が っ て

これ らに対 する 特異的 夜 阻害薬 で ある の か どうか 不明 で あD ､ 彼 等の 主

張す る よう に M F A O の み に よD M A B の N 位水 酸化 が 起 こ る の か どラ

か疑 問が 残 る ｡ そ こ で著者 は この 発癌性 を決定す る重要 夜酵素反応 であ

る N 位永酸 化に 関与す る酵素 をf r e e r a d i c a l 量 と して 定量 し ､ 種 々 の

誘導薬 ､ 阻害薬 の 影響を調 べ た ｡

- 3 8 -



第 1 節 M i c r o s o m e で の N 位永酸化酵素に対す る各種薬 剤の 影 響

o y t . p
- 4 5 0 の誘 導剤 と して P B 及び M C を ､ 阻害剤と して は

一

酸

化炭素( 0 0 ) ､ S K F 5 2 5 A ､
α -

n a p h t h o f l a v o n e ( a -

N F ) ､

m e t y r a p o n e ( M P ) ､
卜 ( 1 -

n a p h t h y l 卜 2
-

t h i o u r e a ( A N T U )

を用 h た . S E . F 5 2 5 A ､ M P は P B で 誘導さ れ た m i c r o s o m e に 対 し

韓 h 阻害効 果を示 し
81) 8令83)

､
α - N F は M O 誘導さ れ た m i c r o s o m e に対

しそ の 阻害効果 を表 わ し ､ P B で 誘導さ れた m i c r o s o m e で&j:活性 を上

昇させる
8 4 ) 85)

.
一 方 ､ A N T U は M F A O の 阻害剤 で あD O ･ 5 m M

_
で そ

の 活性を完全 に お さえ ､ ほ とん ど C y t . P
-

4 5 0 には 影響 をあた え 夜 h
亨サ

8 6)
. こ れ らの 阻害剤を用 h て M A B の N 位永 酸化酵素を 同定 で き ると

考え られ る ｡

〔方法〕 3
′

-

M e
- D A B , 3

′
- M e

-

M A B か らの
■
f r e e r a d i c a l 生成

量 は第 1 章第 1 節 に 示 した 方法 で 行 っ た ｡

.

P･ B は 6 0 喝/ k9 ( i ･ p ) を 3

日間連続投与 し､ 最後の 投与か ら2 4 時間絶食 し ､

.
M C の場合 と 同様 に

第1 章第 1 節に 示 さ れ た 方法 で m i c r o s o m e を得た o

M F A O は Z i e g l e r と P e t t i t
8 1) の 方法 に従 h

､ di m e t h y l a n i l i n e

( D M A ) の N -

o X i d e 生成 忙 よD 定量 した o

〔結果〕 3
′

-

M e
- D A B

, か らの f r e e r a d i c al 生成は P B に よ b 2 -

3 借上昇 し ､ M (コ で は 1 2 倍活性 が上昇 した ｡ 3
′

- M e
- M A B か ら の

f r e e r a d i c a l 生成 は M O 前投与で 4 - 5 倍 の 誘導が かか るが ､ P B で

- 3 9
-



は 阻害が か か る o これ らの誘導 剤の M F A O に対す る影響 は両 者共 に 阻

害 が か か るが ､ そ の 作用 は P B の 方 が よD 大き h ( t a b l e 2 - 1 ) .

E l e c t r o n d o n a r と して の p y r i d i n e n tl C l e o t i d e 要求性を t a b l e

2 - 2 に示 す . 3
′

-

M e
- M A B よ b の 1 段階 の 反応 で は N A I) P H ,

N A D H 共 に e l e c t r o n d o n a r と して 効果 的で ある が N A D P H の 方が

僅かVt そ の 効果が 強L ^
. 3

′
-

M e
-

D A B よ D の 2 段階 の 反応 に お ける両

c o
- f a c t o r の 作用 を比 べ る と ､ N A D P H の 方が N A I) H よ D も約 2

倍 良好 で あ る ム ま た 両者共存 下 で は 3
′

- M e
- D A B を用 h た場合 に は相

l

乗効果 が見 られ ､ 3
′

- M e
- M A B を用 h た場合 に は阻害 効果 が 見られ た .

c y

'
t . p - 4 5 0 の 阻害剤 で あ る C O に よ る阻害を F i g 2

-

1 に示 し

た . 3
′

-

M e
-

D A B フからの N
-

O H - M A B 生成 に対 し ､
C O / a i ,

- 1

の 時そ の 阻害は 約 4 0 啓 で あD ,
C O / a i r

- 1 9 の 時約 8 0 帝で あ っ た o

一

方 ､ 3
J

-

M e
-

M A B の N 位水酸化活性は C O / a i r
- 1 で 全 く阻害が か

か らず ,
0 0 / a i ,

- 1 9 の 時に若干 阻害の 傾 向は 示 した が ､ そ の 差は ほ

とん ど売 払
.

S K F 5 2 5 A に よ る阻害は 3
′

- M e
- D A B , 3

′
-

M e
-

M A B か らの

f r e e r a d i c a l 生成 に は影響をあた え 夜 か っ た ( F i g 2 - 2 ) . M P の

1 . 6 × 1 0
‾

5 M で は む しろ f r e e r a d i c a l 生成 を増強 した ( F i g 2
-

3) .

α - N F によ る阻害を F i g 2
丁 4 に示 した .

a -

N F で は n i t r o x i d e

r a d i c a l の 生成 を強く阻害 し ､
α - N F I O

‾ 4
M で 3

′
-

M e
- D A B よ

b の f r e e r a d i c a l 生成 を完 全に阻 害 した c 3
′

- M e
- M A B の f r e e

r a d i c a l 生成 は 約 8 0 多阻害 され た o こ の a
-

N F 濃度 に お h て M F A O

の 活性は D M A を基質 に した場合 ､ 阻害効果は 見 られ 夜 か っ た .

- 40 -
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M F A O の 阻害 剤 であ る A N T U は 0 . 5 m M で は 3
′

-

M e
-

D A B よ b

の f r e e r a d i c a l 生成 は約 9 0 藤阻害す る が 3
′

-

M e
-

M A B か らの f r e e

r a d i c a l 生成は 約 4 0 多阻害 され た の にと どま っ た . こ の 時 M F A O

活性は完全 に阻害 さ れた ( t a b l e 2
-

3 ) .

〔考察〕 A r o m a t i c a m i n e の N 位水酸化 忙 は 2 種類の 酵素 の 関与が

指摘さ れ て h る o An i n o f l u o r e n e の N 位永酸化 は ､ ラ ッ トで は ほ とん

どM C で 誘 導さ れ る C y t . P
-

4 5 0 で 起 こ るが ､ 豚 で は M F A O で もそ

の 活性 は 強く豚 の 肝 mi c r o s o m e の 活性の 約半 分 を占め て h る
8 8)

. 壇 た

n a p h t h y l a m i n e で も 同様 に C y t . P
-

4 5 0 及 び M F A O 忙 よ D N 位水

酸化が起 る
5 3) 8 9) 9 0)

o M A B の N 位水酸化反応 は M F A O のみ で 起D ､

c y t . p
-

4 5 0 で は 起 ら夜 h と K a d l u b a r 等 38) は 報告 して
.
h る ｡ 彼等は

ラ ッ ト肝 m i c r o s o m e の N 位永酸化は 2 - 〔( 2 . 4
-

d i c h l o r o
-

6
-

p h e n yl)

p h e n o x y〕
-

e t h y l a m i n e ( D P E A ) ､ C O に よ D 阻 害 さ れ 夜 h 事 ､

c u m e n h y d r o p e r o x i d e に よ b こ の 反応が 起 ら夜 h 事 ､ 精製 した 豚 の

M F A O に よ b N 位水酸化が 起 こ る 事 か ら､ ラ ッ ト の m i c r o s o m e の N

位永酸化酵素は M F A O であ る と結論 した o しか し凌 が ら､ O y t ･ P
-

4 5 0 に は種 々 の 分 子種が存 在 し､ 種 々 の 阻害剤は比戟的 分子 種 と して

の 特異性 を保持 して ぃ る .
- す 夜わ ち P B m i c r o s o m e で の 反応 は S K F

5 2 5 A ､ C O ､ M P で阻 害され 易く
8 1) 8 2) 8 3)

､
α -

N F で は 阻害は か

か らずむ しろ増強 さ れ る
8 4) 8 5)

､

一

方 ､ M C m i c r o s o m e は a
-

N F で

強く阻害 され る が ､ S K F 5 2 5 A ､ C O で は 阻害され にく h o こ の事

旺阻 害剤 を用 h る場 合注意され ね ば 覆 ら夜 h o 彼等は D P E A の 分 子特

- 47
-
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異性 を考慮 して h 夜 h ｡ 著者 の 結果 で は M (〕で 誘導され る事 ､
a -

N F

で阻害が か か る 事か らC y t . P
-

4 5 0 も
■
こ の. N 位永酸化 に 関与 して h る

と考え られ る o S K F 5 2 5 A ､ C O ､ M P で 阻 害 が か か ら 覆 ぃ の も

す べ て こ の 分 子種 特異性 に依 るも の と考え られ る . 壌 た N a s d e v 等
9 1) ち

ま た C u m e n h y d r o p e r o x i d e で 披 M A B の N 位永酸 化は 起 ら夜 山 草 を確

認 してt ^ るが ､ 著者 も これ は 確認 して h る ｡ しか し a c e t y l a m i n o f l u o r e n e

の ように C y t . P
- 4 5 0 に よ b N 位永酸化が起 こ る化合物 で も C u m e rl

h y d r o p e r o x i d e に よD N 位永酸化 され 夜 h 事 ､ C u m e n h y d r o p e r o x i d e

忙よ る 反応は 1 電 子酸化 で あ る の に ､ N A I) P H に よ る C y t . P
-

4 5 0

で の 酸化反 応は 2 電 子酸化
9 2) と h う差も存在す る事か ら､ C u m e n

h y d r o p e r o x i d e の 実験 で は 同定 で き 夜 h .

さ らに A N T U に よ る阻害が不完全 で ある 事 も ､ C y t . P
-

4 5 0 の 関

与をうか が わせ た ｡

ー 4 9
-



第 2 節 部 分 精 製 した m i x e d f u n c t i o n a m i n e o x i d a s e に 対 す る

阻 害 効 果

前節 で A N T U に よる N 位永酸化 の 阻害が 不完全 で あ る事 を報告 した .

こ の 現象が 他 の 酵素 の 関与に よ る為 か ､ あ る h は A N T U に よる阻害が

基 質 に よ っ て 異 怒 る為 に現われ るも の か検討す る為 に ､ M F A O を部分

精製 しO y t . P - 4 5 0 を除 h て A N T U に よ る阻害効果 を調 べ た .

〔方法〕 Z i e g l e r 等 9 3) が豚 で用 h た 方法忙 よD M F A O 葱 ラ ッ ト か

ら部 分精 製 した . そ の 方法を F i g 2 - 5 に 示す . T r i t o
'
n x

- 1 0 2 :

T r i t o n x
-

4 5 : T r i t o n x
-

4 5 s u c c i n a t e - 5 : 4 : 1 の 1 0 飾混

液 を 7 8
,
0 0 0 g の 沈澱分 画 の 0 . 2 5 M s u c c r o s e s u s p e n s i o n 1 0 0

m B 当 b 9 qLBカ口え 可溶 化 し､ そ れを 3 5 - 5 0 多飽和 の 硫安分 画 を行う .

以後 ､ 彼等 の 方法に よ ると p o l y e t h y l e rl e g l y c o l 分 画 ､ 2 回の I) E A R

-

c e l l u l o s e c o l u m n c h r o m a t o g r a p h y と続 くが ､ ラ ッ トか らの 酵

素 は 硫安 分 画 の 最 階ま で に大 部分 の 活性 葱失t ^
､ p o l y e t h y l e n e g l y c ol

分 画で は完全 に失活 した o そ こ で硫安 分 画 を部 分精製標 晶 と して 用 h た o

こ の 分 画 に は O m u r a と S a t o の 方法
9 4) に よ る 0 0 差 ス ペ ク ト ル で 見 る

か ぎD C y t . P - 4 5 0 の 混 入 の 形跡 は見 られ 貴か っ た .

〔結果〕 3
′

-

M e
-

M A B 及び D M A を基質と した場合 の 硫安分 画 - の

回収率 を t a b l e 2 - 4 に 示 した . Ⅰ) M A を基 質と し てそ の 回収率を調

べ ると約 2 0 啓回収 され て h た . そ れに も拘 らず 3
′

-

M e
-

M A B を基 質

-

50
-
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と した場合 には 1 0 帝以 下 で 参 っ た . そ の 時 の 精製度合は そ れ ぞ れ 7 倍 ､

2 倍 で あ っ た ｡

硫安分 画 で の 3
′

-

M e - M A B の N 位永酸化速度及び D M A N
-

o x i d e

生成 に対す る A N T U の 効果 を t a b l e 2 - 5 に示す . M C m i c r o s o m e

を用L ^ た場合 ､ 3
′

-

M e
-

M A B の N 位永酸化は 4 0 啓の 阻害 しか か か ら

夜か っ た が 部 分精製 した M F A O を用 ぃ た場合 に は A N T U に よ b 完全

に活性 は阻害 され た . I) M A N -

o x i d e 生成 は酵素の 分 画 にかか わb 夜

く完全 に阻害 さ れた o

さ らに t a b l e 2 - 6 に示 すよう に D M A の N 位の 酸 化は s u p e r o x i d e

d i s m u t a s e ( S O D ) に よ D どの 分 画ともに 3 0 - 4 0 虜阻害 書れ るが ､

3
′

- M e
-

M A B の N 位水酸化 は部 分 精製 した M F A O 分 画 で のみ 阻害 さ

れた ｡

〔考察〕 Z i e g i e r 等
9 3) の 方法 で は ラ ッ トか らの M F A O の 精製 は不

可能 で あb ､ 勝 と ラ ッ トの 本酵素の 安定性 に差が あ る事 が 示唆 さ れ た o

部分精製 した M F A O に対す る A N T U の 阻害は基 質に よ っ て 変 らず完

全で あ っ た ｡ 前節 で の 阻害 の 不完全さ は基 質に よ る阻害効 果 の 差 で は を

く ､ M (〕 m i c r o s o m e で の 他 の 酵 素の 関与 と考え られ る ｡ こ れ は前節 で

の a -

N F の 効果か ら考 えて M O で 誘導さ れ る C y t
. P

-

4 5 0 と 思 わ れ

る ｡

M F A O はそ の活 性 化酸素と して s u p e r o x i d e r a d i c a l が 関与す る

と考え られ て おb
9 5)

､ 著者 の実験 で も部 分精製 した M F A O 分画を用 h

た場 合 S 0 D に よ る 阻害が み られ た 事は こ の 事 を支持す る o
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M F A O と C y t
. P

-

4 5 0 の N 位 水酸 化 - の 関与を定量的 に調 べ るに

は ､ 種 々 の 抗体 に よ る 阻害 効果をみ る 必要 があ る と考え られ る o そ こ で

次 の 葦 に お L ^ て M F A O の ラ ッ トか らの精 製法 に関 して 報告す る .

-

5 6
-



〔小 括〕

1 ,

2 .

M C m i c r o s o m e 系に お け るM A B の N 位水酸化 に は従来

M F A O の み が働 らくと考 え られ て h たが C y t . P
-

4 5 0 も同

時 に関与す る こ と がわか っ た .

Z i e g l e r 等 の 方法 で は ラ ッ ト か らM F A O を精製す る事 は 出

来夜 か っ た ｡ これ 披 ラ ッ ト の 酵素 の 方が豚 の酵素よ D 不安定 夜

為 で あb ､ 著者は精 製法を改 良す る こ とに よb ラ ッ ト の M F A O

を精 製す る 事 が で きた ｡ これ を次の 章 に 記す ｡

-

57
-



第 3 章 M i x e d -f u n c t i o n a m i n e o x i d a s e の

精 製 と ア ミ ノ ア ゾ 色素 の 代 謝



第3 章 M i x e d f u n c t i o n a m i ll e O X i d a s e の 精製と ア ミ ノ ア ゾ色

素 の 代謝

1 9 5 3 年に M u e l l e r と M i 1 1 e r
9 6) は m a m m a l i a n の 肝ホ モ ジ ネ

-

ト 申 に N -

m e t h y l 化合物 の酸 化的 N 位脱 メ チ ル 化 に関与す る酵素 を見

出 した . こ の 酵素は m i c r o s o m e 分 直 に存在 し
9 7)

､ 活性化 には N A I) P H

及び酸素 を必要 とす る 8う 98) 99)
｡ こ の 反応は N

-

m e t h y l 化合物 を

al d e h y d e 及び相当 す る低級 ア ミ ノ - 代謝す る事 が Gi l l e t t e 等
100) め

研究 で 明 らか に さ れ た . こ れ らは M a s o n
l O l) 忙 よ る m i x e d f u n c t i o n

｡ Ⅹi d a s e も しくは H a y a i s h i
102) vE よ る m o n o o x y g e ll a S e と考え られ た ｡

T e r t i a r y a m i n e の 最初 の 酸化体は 当初 よくわか ら夜か っ た が ､

1 9 6 4 年 M c M a h o n と S u 1 1 i v a n
l O 3) は t e r t i a r y a m i n e の N 位 に あ

る m e t h y l 基 へ の 直接的 夜酸化 が 起 っ て N
- h y d r o x y m e t b y l 誘 導 体 を

形成す る と 指摘 した o この N - h y d r o x y m e t h y l 誘 導 体 は 容 易 に

s e c o n d a r y a m i n e へ 分 解す るo

一 方 ､ F i s h 等
1 0㊨ 及び Z i e g l e r と

p e t t i t
8う は最 初 の 酸 化は窒 素原子 に起9 , N

-

.
o X i d e を生成す ると 指

摘 した 0 年 に Z i e g l e r と P e t t i t は 肝 m i c r o s o m e 系で の 3 級 ア ミ ン の

2 級 ア ミ ン へ の 脱 メ チ ル 化 と同程度 の 速度 で D M A をそ の N
-

o X i d e へ

酸化する 事を示 した . これ が h わゆ る M F A O に よる反応 で ある o

一 方 ､

T e r a y a m a
l O 5) は ア ミ ノ ア ゾ色素を用 ぃ て ､ そ の N

-

o X i d e が鉄 イ オ ン
､

h e m

L
i n , h e m o g l o b i n の 存在下 で 容易に非酵素的に 2 級 ア ミ ン へ 変 る

事 を示 した . こ の N -

o X i d e を生成 す る酵素は S K F - 5 2 5 A ･ C O

で は阻 害が か か らず ､ これ は 明 らか に mi c r o s o m e 中に存在す るC y t ･

-

5 9
-



p
- 4 5 0 とは 異 浸る事 が Z i e g l e r と P e t t i t に よ b 示 さ れ た

1 0 6)
o こ の

酵素 は 1 9 7 2 年 に Z i e g l e r と M i t c h e l l
l O 7) に よ b 藤 の 肝 よb 精 製 盲

れ ､ 分 子 内 に 1 分 子 の F A D を含む fl a v i n e n z y m e で ある 事 が わか っ

た . この 酵素 は晴乳類
1 0 8) 1 0 9)

､ 鳥類 1 W )等の 肝 m i c r o s o m e に 存 在 する

ばか b で を く ラ ッ ト
1 1 1)

､
- ム ス ク

- 1 1 2) の 核膜 に も存 在す る .

M F A O の 生体 内で の 機能 は ､ 壇ず第 1 に c y s t e a m i n e を c y s t a m i n e

に ､ も しくは g l u t a t h i o n e を g l u t a t h i o n e d i s u l f i d e に酸化 す る 事

に よb , 蛋白質 の s
-

s b o n d の 再 構成に 関与 して 高次構造を保持す

る事 が あげ られ る
1 1 3)

o さ らに薬 物
.

1 1 4) 1 1 5)
､ 発癌剤

1 1 6) 1 17) の 代謝 に関

与 する ｡ 外因性 の 化合 物の 場合そ の 酸化は ア ミ ノ 基 も しくは -

S H 基 に

起 る . 3 級 ア ミ ン は N
.

-

o X i d e を生成す
.

る事 は前 に も述 べ た が ､ 2 級 7

ミ ン 及び 1 級 ア ミ ン で は N 位 の 永酸化が 起 こ る 1 1 8)
. 壇 た - S H 基 は ､

-

s o
-

基 へ と 酸化され る
1 1 9)

.

- 60
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第 1 節 M i x e d f u n c t i o n a m i n e o x i d a s e の 精 製

M F A O は現在ま で 豚肝 m i c r o s o m e よ D 精 製 され た の み で あ る ｡ 発

癌過程 に お け る代謝活性化 に 関与す る種 々 の酵素 の 役割 を調 べ る為に ､

発癌剤 の m u t a t i o ll a S S a y ､ 発癌実験 ､ 生体高分 子との b i n d i n g ､ 代謝

活性 化が 調 べ られ て ぃ る が ､ これ らはほ とん どが ラ ッ ト ,
マ ウ ス 等 の 小

動物 で 行われ て h る . 特 に ア ミ ノ ア ブ色素 の場 合 S p r a g u e
- I) a w l e y 系

ラ ッ トか ､ D o n r y u 系 ラ ッ トが 用 ぃ られ て h る o 種 身 の 代謝に お h て種

差 ､ 系統差 が存 在す る 事 か ら
4 3) 代謝 と毒性発現 を考え る 上 で 同

一

の 動

物種 督用 ぃ る必要 が ある . ア ミ ノ アブ色素の場 合 ､ S p r a g u e
- D a w l e y 系

ラ ッ ト を用 h る の は そ の 点 で 適当 と 思われ る . しか し凌 が らラ ッ トか ら

の M F A O は前章 に も述 べ た よ うに Z i e g l e r 等
9 3) の 方法 で は ､ そ の 不

安定性か ら精製 で き 夜 か っ た . そ こ で ラ ッ トか らの M F A O の 精製 を行

h ､ こ の 酵素に よる 代謝 - の 寄与 を調 べ る必要が ある .

N A I) P H
-

d e p e n d e n t 夜 f l a v i n 酵素 で ある N A D P H
- C y t ･ P

-

4 5 0 R e d u c t a s e ( f p T) は 2
′

, 5
′

- A D P S e p h a r o s e 4 B を用 h て 容

易に精製 で き る事 か ら
1 2 0)

､ 本酵素も 2
′

, 5
J

-

A 】) P S e p h a r o s e 4 B を

用 ぃ て 精 製が 可 能 と考え られ る o

〔方法〕 第 2 葦第 1 節 にも示 した よう に ､ M F A O は P B や M C に よ

D 誘導され 覆 ぃ ばか b か阻害が か か る の で ､ 無処置 の S p r a g u e
-

I) a w l e y

系雄性 ラ ッ ト( 体重 1 2 0 夢 前後 ､ 5 週令 ) を用 h た o M F A O 活 性 の

測定法は 第 2 葦 に 記 した o S o d i u m d o d e c y l S u l f a t e ( S D S )
-

- 6 1
-



p o l y a c r y l a m i d e g e l e l e c t r o p h o r e s i s ( P A G E ) は L a e rr m l i
1 2 1)

の

方法 に準 じ ､ s a m p l e は S I) S と混 和 した後 に加 熱せ ず に泳動 した ｡ 泳

劫後 l 0 啓酢酸
-

4 5 多 メ タ ノ ー ル で 2 - 3 時 間蛋 白を固定 した 後に ､

o . o 4 啓 c o o m a s s i e b r i l l i a n t b l u e R
-

2 5 0 の 1 0 飾酢 酸
-

4 5 飾

メ タ ノ ー ル 溶液 で
一

晩染 色 し ､ 1 0 啓酢酸
-

1 0 啓メ タ ノ ー

ル 溶液 で く

D 返 し脱染色を行 っ た .

〔結果〕 可 溶化及び 精製はす べ て 4 ℃ 以 下 で 行 っ た ｡ 可 溶化剤 は ､

s o d i u m c h o l a t e の 様 夜 i o n i c d e t e r g e n t で は阻害 され る の で
93)

､

n o rl i o n i c d e t e r g e n t を用 h る 必要 が ある o こ の 点 を含め 可溶 化剤を

検討 したが ､ T r i t o n x
1 1 0 2 : T r i t o n x

-

4 5 : T r i t o n x
-

4 5

s u c c i n a t e - 5 ‥ 4 ‥ 1 の 混合液 よD 優れ た 可溶 化剤は見 つ か ら夜 か っ

良 . しか し こ の 方法 で も上清 へ の 回 収率 は 低く ､ 不溶性 分 画 に ほと ん ど

活性が 夜 h 事 か ら､ 適 当 夜 安定化剤 を用 h る 必要性 が考え られ た ｡

T a b l e 3
-

1 に 2 0 藤 g l y c e r o l の 可溶化に対す る影響 を示 した . 2 0

藤 g l y c e r o l が存在 し夜 h 場合 に は上清 へ の 回収率 は 5 5 多 で あ るが ､

2 0 啓 g l y c e r o l が 存 在 した 場合 に は 回収率 は 9 5 多以上 で あ っ た . そ

こ で 可溶 化 ､ 精 製に対 し特に こ とわ ら恵 山 か ぎb b u f f e r に は 2 0 啓

g l y c e r o l ､ 1 m M E I) T A ､

.
1 m M d i t h i o t h r ei t o l ( D T T ) を加

え た . M i c r o s o m e を 2 0 - 2 5 野 / 珊B に 覆 る様 に 5 0 m M の T r i s
-

H C!l b u f f e r ( p H 7 . 5 ) に s u s p e n d し ､ 最終濃度が 1 蕗に 怒 る様 に

T r i t o n 混液 を加 え 3 0 分 間捜拝 した後 に ､ s u s p e n s i o n l O O nLe 当 D

5 0 野 の p r o t a m i n e s u l f a t e を加え 2 時間 ､ 7 8 , 0 0 0 ㌢ で 超 遠 心分

-

6 2 -
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離 した . そ の 上清 をあ らか じめ 0 . 2 藤 T r i t o n x
- 1 0 0 を含ん だ5 0 m M

T r i s
- H C l b u f f e r ( p H 7 . 5 ) で 平衡 化 した D E A E - S e p h a r o s e

c L - 6 B ( 2 . 6 × 2 6 c m ) に か けた o F i g 3
-

1 に 示 され る様 に M F A O

はす べ て v o i d v o l u m e に溶 出され るばか D で 夜 く 2 つ の p e a k にわか

れる . しか し凌が ら2 番 目 の p e ak は 蛋白分解 酵 素 阻害剤 で ある

p h e n y l m e t h a rl e S u l f o n y l f l u o r i d e ( P M S F ) の 添 加VC よ D 消失 し

た . B u f f e r の p H を書 らに 8 . 0 に 上昇 さ せ た が ､ M F A O は 吸着せず､

p H を 8 . 0 七 b u f f e r の 濃匿 を 2 5 m M に低 下 させ る と吸着 した . しか し

凌が ら c o l u m n フからの 回収率 は極端 に 低下 し約 3 0 啓で あ っ た ｡ そ こで

b u f f e r の 濃 度 を 5 0 m M ､ p H を 8 . 0 に して i s o
l
c r a c t i c 溶 出法 に よD

溶 出させ た ( F i g 3 - 2 ) . I s o c r a c t i c 溶 出の 場合大量 の 試料を扱う時

c o l u m n v o l u m e が 大き h 事が 必要 夜 た め
■
I) E A R

-

S e p h a r o s e C L -

6 B ( 5 × 3 0 c2n ) を用 h た o 0 . 2 帝 T r i t o n x
- 1 0 0 含有 5 0 m M T r i s

-

H C l b u f f e r ( p H 8 .0 ) で 溶出 さ せ る と f r 5 8 - f r 8 0 にM F A O が

溶出 され た o こ の M F A O 活 性の 高 h 分 画 ( f r 6 0 - f r 6 9 ) を集め最

終濃 度が 5 p M に 怒 る よう に F A D を加 え d i a f l o m e m b r a n e ( P M I O )

で 4 0 m B 以 下 に濃縮す る .

これ を こ の ま ま 2
′

, 5
′

-

A D P S e p h a r o s e 4 B に の せ て も半分 以上は

吸着 せずに溶 出さ れ るo そ こで 2 0 帝 g l y c e r o l , 1 m M E I) T A ･ 1 m M

I) T T を含 んだ蒸留水 を加え T r i s
-

H O l b u f f e r 濃度 を 4 0 m M に低

下 さ せ ､ これ を 2
′

, 5
′

-

A D P S e p h a r o s e 4 B ( 1 ･ 6 × 1 0 c 仇 ) に 吸 着

さ せ る . C o l u m n v o l u m e
_
の 5 倍容以上 の 1 m M I) T T , 2 0 蕗

g l y c e r o l , 0 . 2 虜 T r i t o n x
- 1 0 0 含有 5 0 m M T r i s

- H C l b u f f e r

- 6 4
-
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( p H 8 , 0 ) で 充分 洗L ^ 不要 夜 蛋 白及 び E D T A を除き ､ 充 分洗 っ た後 に

上 記 b u f f e r と 5 m M の 2
′

-

A M P を含 んだ上 記 b u f f e r 各 1 0 0 n B と で

1i rl e a r g r a d i e r l t を作製 し溶 出 した ( F i g 3 - 3 ) 0

M F A O の フ ラ ク シ ョ ン を集 め ､ 2 5 m M の p o t a s s i tl m P h o s p h a t e

b u f f e r ( K
-

P b u f f e r ) ( p H 8 . 0 ) で平衡 化 した h y d r o x y l a p a t i t e

c o l u m n ( 1 ･ 0 × 4 c nl ) に 吸着 させ た後 ､ 2 0 帝 g l y c e r o l , 1 m M I) T T

o . 2 帝 T r i t o n x
- 1 0 0 含有 2 5 m M K

-

P b u f f e r ( p H 7 . 0 ) で 洗

ぃ c o l u m ll の p H を替 る . そ こセ 5 倍容以上 の 2 0 藤 g l y c e r o l , 1 m M

D T T , 0 ･ 2 飾 T r i t o n x
-

1 0 0 含有 4 5 m M K - P b u f f e r ( p H 7 . 0 )

で 洗 ぃ ､ 続 h て b u f f e r の 濃度 を 6 0 m M に上昇 させ て溶 出さ せ た( F i g

3 - 4 ) . これ に よ D M F A O は S D S -

P A G E で 見 る か ぎD 単 一 の

p r o t e i n b a n d を示す ( F i g 3 - 5 ) o S 工) S
-

P A G E で の 分 子 量 は

F i▲g 3 - 6 に見 られ る様 に約 5 9 , 0 0 0 であ っ た . こ の 時 の 此 活性 ､ 回 収

率を t a b l e 3
- 2 に示 す . 恒】収率 は約 1 5 啓あE) ､ 此活性 披 m i c r o s o m e

に 比 べ 3 5 0 倍 に 夜D 4 3 0 n m o l / 野 / m血 で あ っ た o

〔考察〕 z i e g l e r 等 9 3) は豚 の 肝 よ 卯慧ぼ 同程度 の 回攻率 で M F A O

葱得 て h る . しか し彼等の 比活性は D M A 督基質と した場合 1 0 4 0 n m o l

/ m 5 / m由 1 0 7) 夜 の に対 して ラ ッ トか らの 酵素 は 4 3 0 n m o l / 7 W / m血 で あ

D 比活性 に 大 き夜差 が あ っ た o

一 方 ､ 分 子量は 豚 で 6 0 , 0 0 0 で あ カ は

C雷同
⊥ と考え られ る . ラ ッ ト の 酵素 は不安定 で あD ､ 豚 の ように安定 化

剤 覆 しで の 精製 は不 可 能 で あ っ た ｡ 壌 た D E A 玉ト S e p h a r o s e () L -

6 B に か けた時 ､ 2 5 m M へ とイ オ ン 強度 を低下 さ せ ると 回収 率が 低下

- 6 7
-

.
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f r o nt _ → ト

Fig u r e 3 - 5
.

S D S - P oLy a c ryl a m i d e g el e L e c t r o -

p h o r e si s of p u rifi e d M F A O . A b o ut

7 .5 p g o f p u rifi e d e n zy m e
.

w a s el e ct r o -

p h o r e s e d i n a l O
o

/ o g et c o nt ai ni n g

O .1γ｡ S D S .
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する事 か ら ､ か 夜 b イ オ ン 強度 に対 して 敏感 で あ る o Y a s u k o c h i と

M a s t e r s
1 2 0) は N A D P H

-

C y t . P
-

4 5 0 R e d u c t a s e の 精 製 に

2
′

, 5
′

- A D P S e p h a r o s e 4 B を用 h て h る が ､ これ は著者 の 場合 も

同様 に M F A O の 精製 に非 常に有効 で あ っ た o この c o l u m n は N A D P ＋

- d e p e n d e n t 凌 酵素 に対 し強 h a f f i n i t y を持 っ て h る の で ､ こ の 様 夜

酵素の 分 離に は 適 して ぃ た o 覆 お本 酵素は - 2 0 ℃ で 保 存 す るか ぎb 少

夜 く とも 6 ケ 月 間は 活性の 変化は見 られ 凌 か っ た ｡

- 73 -



第 2 節 M i x e d f u n c t i o n a m i n o x i d a s e に よ る
1 4

o - 4 -

d i m e t h y l a m i n o a z o b e rl Z e rl e 及 び
1 4

C - 4 -

m e t h y 卜

a m i n o a z o b e n z e n e の 代謝

ラ ッ ト の M F A O を用 ぃ て ア ミ ノ ア ゾ色素 の 代謝 を調 べ た 研究はぜ だ

覆さ れ て h
-
夜 h

. そ こ で ア ミ ノ ア ゾ色素の 代 謝体を H P L (〕で 分 離 して

定量法を確 立す ると共 に , M F A O に よ る
1 4 C) -

D A B 及 び 1 4
C

- M A B

の 代謝体 をM O m i c r o s o m e 系 の 場合と 比較 した o

〔方法〕 N A I) P H 0 . 5 m M , M C m i c r o s o m e 0 . 1 2b5 も し く は

M F A O l u n i t ( 1 n m o I D M A N
-

o x i d e f o r m e d / 包血) ､ に基質を

5 0 F L l の メ タ ノ ー ル に溶解 し最終濃度 0 . 1 m M に 怒 る よう に調整 ､ 以

上 を 5 0 m M T r i s
-

H (〕1 b u f f e r ( p H 7 _ 5 ) に溶解 さ せ 1 n e と した .

こ の i n c u b a t i o n m i x t u r e を 3 7
.

C で 1 0 分 間 i n c u b a t e した後 に 2 n B

の b e n z e n e で 2 回抽 出 し､ b e n z e n e 層 を真空甲で 乾燥 した ｡ 残澄を100

f
L l の メ タ ノ ー }t , に溶解 し ､ 9 0 FL l を H P L O で分 離定量 した . 分離

法 は 5 5 虜メ タ ノ ー ) i , で 1 分 間流 した 後に ､ 5 5 飾メ タ ノ ー ) i , か ら 9 0

啓メ タ ノ ー

ル ま で 3 2 分 間の 1 i n e a r g r a d i e n t に よ b m e t a b o l i t e を

溶 出さ せた . 流量 は o . 8 nlB / ぬ であD ､ 溶出液は 3 0 秒づつ 回収 し ､ そ

の 全 量を液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 定量 した .

1 4
C - I) A B ( 1 ･ 4 m C i / m m o l ) は N e w E e g l a n d 由u c l e a r , C o . L t d

よ D 購 入 した o

1 4
( ト M A B は 1 4

C
-

a n i l i n e 塩酸塩 ( 5 . 9 m C i / rr m ol)

を N e w E n g l a n d N u c l e a r , C o . L t d . よ D 手に 入 れ 第 1 章第 2 節 に示

-

7 4
-



した方法に よD 合 成 し ､ H P L C に よ D 分離精 製 した o

〔結果〕 M C m i c r o s o m e に よる
1 4

C
-

D A B の m e t a b o l i t e の 分 離

パ タ
ー

ン を F i g 3
-

7 に 示 す . P e a k a ( r e t e n t i o n ti m e (
-

R T ) ‥ 4

血 ) , p e a k b ( R T : 1 4 ぬ ) はま だ 同定 で き て L ^ 夜 h o P e a k c

( R T : 2 4 孤血) は N
-

O H
- A B , p e a k d ( R T : 2 7 m血) は 4

′
-

O H
-

M A B , p e a k e ( R T : 3 0 m血) 壮 A B , p e a k f ( R T : 3 2 m血 ) は

N
- O H

-

M A B , p e a k g ( R T : 3 4 血
.

) は 4
′

-

O H -

D A B , p e a k

h
,

( R T : 3 7 血 ) は M A B と 同定 さ れた o p e a k k ( R T : 4 4 血 ) 壮基

質のi) A B で あ る . Ⅰ) A B の m e t a b o l i t e の う ち a z o 還 元 に よ る 代 謝

体は R T : 2 0 血 ま で に溶 出され る が ､ b e n z e n e で は抽 出 で き 夜 か っ

た .

一 方 ､ 1 u n i t の M F A O によ る 代 謝体は F i g 3
- 8 に示 す よ うに

ほとん ど検出さ れ 夜 h
. しか し凌が らM A B ( p e a k h) と I) A B ( p e a k

k ) と の 間 に 2 つ の p e a k が 出現 した ｡ 本酵素 の み で は D A B フか ら

M A B へ の 脱 メ チ ル 化ははとん ど起 ら浸か っ た ｡

'

I n c u b a t i o n m i x t u r e

中に鉄が 2 n m o l 共 存す る と F i g 3
-

9 に 見 られ る ように M A B が 生成

する ｡ そ の 時同時 に N
1 0 H

-

M A B が 生成す る ｡ こ こ で用 h られ る鉄

は2 価鉄 ､ 3 価鉄 の どち らで もそれ ほ ど効果は変 らず ､ O y t ･ c の 様 夜

h e m e に野位 した鉄 で もM A B の 生成 咋はそ れほ どの 差は見 られ 夜 h o

こ の 時 の 代 謝量 を t a b l e 3 - 3 に示す . M C m i c r o s o m e で の 代 謝 体

の 大部 分は M A B で t o t a l の m e t a b o l i t e の 7 5 啓以上 で あD ､ M A B

か らの 代謝 を考え る と p r i m e r i n g の 永酸化 よD はるか に 多く ､ p r i m e

r i n g の 水酸化は 1 0 藤に もみた 夜 h
.

一

方 ､ M F A O で の 代謝 は鉄 の

-
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存 在下 で 壮 D A B の N 位 脱メ チ }L , 化が起 b ､ 鉄 の 非存在 下 で の N 位脱メ

チ ル 化に 比 べ 活性は 1 0 倍以上 に 夜 る .

1 4
C

-

M A B の M O m i c r o s o m e に お ける代謝 は F i g 3
-

1 0 に 示すo

M A B は M (コ m i c r o s o m e に よ D N - O H - M A B , A B , 4
′

- O H
-

N A B ,

一

N
- O H

-

A B へ と代 謝さ れ る .

一 方 ､ M F A O で は N
-

O H

- M A B O
-
みが 検出され ( F i g 3

-

l l ) ､ M A B か らの N
-

O H
- M A B

生成 に壮鉄 の 存 在は不要で あ っ た o こ の 時 の 代謝 量を t a b l e 3
-

4 に示

す ｡

M A B の M (コ m i c r o s o m e に よ る 代謝 の 主 意 産物壮 A B で あD ､ 全体

の 8 5 藤以上 を しめ る .

〔考察〕 M F A O は D M A で よ く知 られ て ぃ る ように 3 級 ア ミ ン の 場

合 按N -

o X i d e を生成 し､ 鉄 の 存在 下 ､ こ の N
-

o X i d e 壮 容 易 に 転 移

を起 し 2 級 7 ミ ン にを る o 著者 もM F A O が鉄 の 存 在 下 , I) A B 恵

M A B へ と代 謝する 事 を確 認 した ｡

一 方 ､ 2 級ア ミ ン の 場合 は鉄 の 存在

は必要 惹く ､ N
-

O H
-

M A B を生成す るが ､ A B へ の N 位 脱メ チ } L , 化

は観察 され 浸か っ た . M F A O に お ける I) A B の 代謝 に お h て M A B と

D A B の 問に 2 つ の 不 明の p e a k が 存在す るが ､ M F A O で は D A B の

N
-

o X i d e を生成す る事 か ら､ こ の 写 つ の p e a k の う ちどち らか はD A B

の N
-

o X i d e の 可能性 が あ る ｡

M O m i c r o s o m e 申 に 壮M F A O は約 1 . 2 u n i t / m g 存 在 す る 事 か ら､

D A B の N 位 脱メ チ ル 化 に お ける寄与は少 夜 h と思われ る が ､ D M A を

基 質 に した場 合 ､ m i c r o s o m e に政 c y t . p - 4 5 0 , C y t . b 5 等多くの

- 8 0 -



鉄が 存 在す る 事か ら ､ mi c r o s o m e に よ D 生成 した D M A の N
-

o x i d e

は容易 に脱 メ チ }1, 化 を受けN
-

m e t h y l a n i l i ムe に 怒 る . こ の 事 は

m i c r o s o m e に お け る M F A O の 量を充分低 く見積 る 原 因と を る はず で

あD ､ 精製 した 酵素か らD A B の 脱メ チ ル 化反 応 へ の 寄与 を定量的 に算

出する の は難 か し h . 同様に M A B の N 位水酸 化 - の寄 与は定 量 で きず ､

こ れ を行 うに は m i c r o s o m e で の 抗体 に よ る 阻害 を調 べ る 方が よ カ 正確

と考え られ る ｡

-

8 1
-
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〔小指〕

1 . M F A O が ラ ッ ト肝 m i c r o s o m e よD g l y c e r o l 存在 下 ､

D E A E
-

S e p h a r o s e C L
-

6 B , 2
′

, 5
′

-

A I) P -

S e p h a r o s e 4 B , h y d r o x y
l
l a p a t i t e c o l u m n を用 h て 精製

で きた ｡ 本酵素の 分 子量 は豚 の 酵素 と ほぼ同 じ5 9 , 0 0 0 で

あ っ た が 比活性は豚 の 酵素 よ D 低く約 1 / 2 . 5 で あ っ た .

2 . 精 製 した M F A O は D A B の N
-

o X i d e 生 成 能 が あ D ､

鉄 の 存 在 下 N 位脱 メ チ ル 化 を起す . さ らに本酵素 はM A B の

N 位水酸化 を起す ｡

ー 85
-
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第4 章 各種 抗体 に よ る N 位水 酸化 及び 変異原性 に 対 す る影響

前章ま で に M A B の N 位水酸 化には M F A O と O y t . P
-

4 5 0 の 両 酵

素が 関与す る 事 が わか っ た o C y t ･ P -

.
4 5 0 VE は種 々 の 分 子種 が存 在 し ､

s a t o 等
王2 2) は ウ サ ギ肝 mi c r o s o m e よ 9 1 3 種 の C y t . P

- 4 5 0 を 精

製 してL ^ る . ラ ッ ト 肝 m i c r o s o m e か ら絃 K u w a h a r a 等
1 2 3)

, K a m a t a k i

等
1 2 4)

, R y a rl 等
1 2 5) が 5 種 の C y t . P

-

4 5 0 を精製 してt ^ る . これ ら種

J& の 分子 種 は免疫 的 に区 別 出来 る も の も多く 1 2 6)
､ 多く の 発癌剤 の 代謝

及び変異 原性は免疫 抗体 を用 ぃ てそ の C y t . P
-

4 5 0 分 子種 の 寄 与 を定

量 で き る 事 か ら
1 2 7) 1 2 8)

､ M A B の N 位永酸化 へ の M F A O ､ C y t . P
-

4 5 0 の 関与を定量 的 に扱う に は抗体忙 よ る 阻害を調 べ るの が よD 正確

で あ る o 著 者壮 P B で誘 導さ れ る m a i n の O y t . P
-

4 5 0 ( P B
.

-

1 ) ､

M C で 誘導さ れ る r n a i n の C y t . P
- 4 5 0 ( M C - 1 ) ､ N A I) P H I C y t .

p
- 4 5 0 r e d u c t a s e ( f p T) ､ M F A O の 各種抗体 を作 製 しそ の 影 響

を調 べ た ｡

- 87
-



第 1 節 N 位 水 酸 化 活性 に 対 す る 影 響

第 2 葦 ､ 第 3 葦 に お L ^ て M A B の N 位水酸化 に 壮M F A O 及び C y t .

P
- 4 5 0 が 関与す る事 が わ か っ た . こ の N 位水酸化 に 関与す る酵素を

定 量的 に 調 べ る為に各種抗 体を用 h , そ の f r e e r a d i c a l 生成 及び第3

章 に 示 した H P L (コによる 分 離法 を用 h て N 位永酸化体 を定量 した .

＼

〔方 法〕 P B に よ D 誘導 さ れ る m a i n の O y t . P
-

4 5 0 ( P B -

1 , l o w

s p i n ) 及 び M C に よ D 誘 導さ れ る m a i n の C y t . P
-

4 5 0 ( M C
-

1 ,

l o w s p i n ) の抗体 はH a r a d a と O m u r a の 方法 に よ9 作製 した
1 2 9)

o

F p T の 抗 体 壮O m u r a と T a k e s u e の 方法に よ D 得 た
1 3 0)

. M F A O の

抗体 紘 ウ サ ギ の f o o t p a d 及 び背部 皮内 に合計 4 5 0 u n i t の 抗原を当量

の F r e u n d の c o m p l e t e a dj u v a n t と共 に投与 し ､ そ の 1 週 間後 よb 7

日 お きに 1 5 0 u n i t の 抗 原を 3 回耳静脈 よb 追 加免疫 した . 最終投与

か ら7 日 目陀 全血採血 し､ 血清 を 2 5 - 4 5 褒飽和の 硫安 分 画 し､

M F A O 抗 体 を得 た o C y t ･ P
-

4 5 0 及び f p T の 抗 体 の o
?

c h t e r l o n y

d
■
o u b l e d i f f u s i o n a n a l y s i s 壮 H a r a d a と O m u r a の 方法 に 従 っ た 12')

｡

M F A O の 場合 は d e t e r g e n t を 0 . 2 多 T r i t o n x
- 1 0 0 に 香え て 行 っ

た . C y t . P
-

4 5 0 及び f p T の抗体 に よ る反応 阻害は ､ まず mi c r o s o m e

と抗 体 を室 温 で 2 0 分 間 i n c u b a t e した 後 に ､ 基 質及び N A D P H を加

え 3 7 ℃ で 1 0 分 間 i n c u b a t e した . M F A O 抗体 の 場合 絃 m i c r o s o m e

を T r i t o rl 混 液 で 可溶化 した 後 忙抗体 と反応 させ ､ これ を 9 ,

.
0
.
0 0 牙 で

2 0 分 間 遠心 分 離 した後 に , そ の 上清 を用 h て 代謝 を調 べ た . B (a) p の

-
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永酸化は N e b e r t と G e l b o i n の 方法 に従 っ た
1 3 1)

o

〔結果〕 作製 さ れ た 4 種 の抗体は F i g 4 - 1 a . b に み られ る ように ､

互 に c r

.
o s s し凌t ^ o

M C mi c r o s o m e で の f r e e r a d i c a l 生成 に対す る f p T の 抗体の 影

響をF i g 4
- 2 に 示す . F p T 抗体で は M C m i c r o s ｡ m e に対 し約 1 5 倍

の 抗体 を加えた 場合 O y t . 0 の 還元活性を 8 5 飾阻害 した の に 3
′

- M e
-

M A B か らの f r e e r a d i c a l 生成 を 3 0 褒阻 害 した だけで あ っ た o ま た

こ の 抗体は M F A O 活性に は影 響が 夜か っ た . A n t i
-

P B
-

1 a n t i b d y

と a n t i - M (〕 - 1 a n t i b o d y に よ る阻害を F i g 4 - 3 に示す . A n t i
-

アB
- 1 a n t i b o d y 壮 M C m i c r o s o m e に お け る B ( a) P h y d r o x y l a t i o n

と同様 に 3
′

-

M e
-

M A B よ 9 の f r e e r a d i c a l 生成を阻害 し恵 山
o

一

方 ､

a n t i
- M C

-

1 a n t i b o d y は B (a) P h y d r o x y l a t i o n を 9 0 藤阻害す る

が ､ 3
′

- M e
- M A B か らの f r e e r a d i c a l 生成壮 3 5 褒 しか 阻害盲 れ 浸

か っ た ｡

An t i
- M F A O a n t i b o d y の 影響は F i g 4

-

4 に示 す . 2 0 啓 g l y c e r o l

存 在下 で は f r e e r a d i c a l 生成 は小 さ く定量 で き浸か っ た . 可溶イヒの 炭

階 で 2 0 藤 g l y c e r o l を除き a n t i - M F A O a rl t i b o d y の 効 果 を調 べ

る と ､ D M A の N
-

o X i d e 活性 は 8 5 藤巻 阻害され た . しか しこ の 可 溶

化 した m i c r o s o m e は元 の m i c r o s o m e に比 べ 活性が 低く約 1 / 2 で あ っ

た ｡ こ の 条件で 3
′

-

M e
- M A B か らの f r e e, r a di c

E

a l 生成は阻害されを

か っ た ｡

次 忙第 3 葦第 2 節 で 用 ぃ た 方法 に よD H P L C によ D m e t a b o l i t e を

-
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分離 し ､ 各種抗体 の 効果 を調 べ た . M C m i c r o s o m e に お ける N
-

O H

- M A B の 生成は a n t i
-

M C
-

1 a n t i b o d y に よ b 3 5 帝阻害 され る

が ､ a rl t i - P B - 1 a n ti b o d y で はは と ん ど変 ら恵 山
. 壇た A B の 生

成は a n t i - M C - 1 a n t i b o d y の みに よ っ て 5 5 飾阻害 さ れた . 4
′

-

o H
-

M A B の 生成は a n t i
-

P B - 1 a n t i b o d y 及び a lユt i
-

M C - 1

a n t i b o d y の 両者 で そ れ ぞ れ 2 0 藤 ､ 3 5 多阻害 さ れた o ま た N
1

0 H

-

A B の 生成は a n t i
-

M C -

1 a n t i b o d y で完全に阻害 され た( t a b l e 4
-

1 ) .

P B m i c r o s o m e
･ に 対す る 各種抗体 の影 響を t a b l e 4

-

2 に示 す .

A n t i - P B - 1 a n t i b o d y で は 隠と ん どの 活性 をお さえ られ 浸か っ た .

一 方 ､ a n t i
-

M C - 1 a n t i b o d y で の 阻害壮 N - O H
- M A R , A B ,

4
′

- O H
-

M A B の 生成 に対 し若干 の 影 響をあたえ る が ､ そ の 効果 は ､

M C m i c r o s o m e の 時 よD も 弱 h o

無処置 の m i c r o s o m e で は a n t i
-

P B - 1 a n t i b o d y , a n ti -

M C -

1 a n t i b o d y 共 に M A B の N 位永 酸化を阻害 し貴か っ た ( t a b l e 4 1
-

3 ) o ま た N
- O H

-

A B の 生成 に 対 して も こ の 雨抗体に よ る 阻害は同

程度 で あD 約 5 5 飾阻害 した . M A
.
B の p r i m e r i n g の 水酸化 ､ N 位

脱メ チ ル 化 に対 して は a rl t i
-

M C - 1 a n t i b o d y の 方が よD 強t ^ 効果

を持 っ て ぃ る .

〔考察〕 3
′

-

M e
-

M A B フからの f r e e r a d i c a l 生成 に 対 しM F A O 抗

体が 阻害効果を示 さ 浸か っ た の は可溶化段階 に おける M F A O の 失活 に

よD ､ m i c r o s o m e 中 で の f r e e r a d i c a l 生成 がみか け上 O y t . P
-

4 5 0

だけが 関与す る反応 に 夜 っ た 為 と思 われ る . A n t i
-

f p T a n t i b o d y に

-
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よ る f r e e r a d i c a l 生成阻害は 3 0 褒 で あD ､ a n ti
-

f p T a n t i b o d y

が C y t ･ P
- 4 5 0 の 電子伝達 系の t o t a l a c t i v i t y を阻害する事 か ら

1 3 2)
,

m i c r o s o m e 中に お ける C y t . P
-

4 5 0 系 の 関与壮 3 0 藤巻匿 と思われ

る o これ は a n t
,
i - P B

-

1 a n t i b o d y に よD 阻害 され ず ､ a n t i
-

M (〕

- 1 a n t i b o d y に よ っ て 3 5 帝阻害さ れ る辛か ら ､ M O m i c r o s o m e

中にあD ､ M A B の N 位水酸 化に 関与す る の はM C で 誘導 さ れ る O y t .

P
-

4 5 0 ( M (〕
-

1 ､ l o w s p i n ) で あ る . こ れ 壮同様 に H P L O に よ

る 分 離定量か らも示 唆 され た o

-

9 9
-



第 2 節 変 異 原 性 に 対 す る 影 響

第1 葦第 4 節に 述 べ た様 に m u t a t i o rl f r e q u e n c y と D A B 誘導体の

発癌性は相 関す る ｡

-

方 ､ 代謝 の う ち ､ M A B の N 位水酸化速度がそ の

発癌性と 相 関 し ､ こ れに 関与す る 酵素 の 同定 ､ 定量を前節ま で に報 告 し

た o そ こ で ア ミ ノ ア ゾ色素の m u t a t i o n に関与す る 酵素を定量 し ､ 発痛

過程 に お ける m u t a t i o n の 役割 を考 察す る ｡

〔方法〕 S - 9 に抗体を 加 え 3 0 ℃ で 2 0 分 間 i n c ti b a t e す る ｡

I n c u b a t e 後 ､ 発癌剤 ､ s a l m o n e l l a T A 9 8 奇 加え第 1 葦第 4 節 の 方

法 で m u t a t i o n f r e q u e rl C y を定量 した o

〔結果〕 F i g 4
-

5 に 示 さ れ る よ う 忙 a n ti
-

f p T a n t i b o d y に よ D

D A B , M A B , 3
′

-

M e
-

D A B ･ 3
′

-

M e
-

M A B の m u t a g e n i c i t y

は 9 0 帝前後 阻害さ れ る o こ の 阻害は a n t 卜 M C
-

1 a n t i b o d y に よ b

同様 に 強く現れ ( 8 9 - 9 7 啓) ( F i g 4 - 6 ) ､ a n t 卜 P B
-

1

a n t i b o d y で 壮は とん ど阻害さ れず D A B , M A B , 3
′

-

M e
-

D A B ,

3 - M e
- M A B で そ れぞれ 2 0 虜 ､ 5 帝 ､ 8 多 ､ 1 0 藤で あ っ た .

〔考 察〕 ア ミ ノ ア ブ色素の 変異原 性 にお ける代謝活性化は a rl t 卜 f p T

a n t i b o d y , a n t 卜 M ( ト 1 a n t i b o d y の 結 果か らほと ん どM C で 誘導

さ れ る m a i n の C y t . P
1

4 5 0 を経 由 して h る と考え られ る .

- 1 00 -
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〔小 括〕 ア ミ ノ ア ブ色素 の 発癌過程 で の 代謝活性化に お ける

M A B の N 位水 酸化 に 関与す る酵素はM F A O が 血 a i n で あ D C y t . P -

4 5 0 は m i n o r で あ る ｡ 特に M C で 誘 導さ れ る C y t . P
- 4 5 0 を経 由す

る p a t h w a y を持 つ に もか か わ らず ､ M C m i c r o s o m e 系 で す らC y t .

f
L 450 の N 位水酸化 - の寄与は4 0 感以 下 で あ っ た .

- 方 , ア ミ ノ ア ゾ 色 素

の変異原 性 は完 全 に C y t . P
-

4 5 0 にd e p e n d した反応 である尊から､
ア ミ ノ ア

ゾ色素 の 変異原性 の 活性化 壮発癌性 の そ れ と は別 の 経路 を通 っ て ぃ ると

考え られ る ｡

H a s h i m o t o 等
1 3 3) は A B が S - 9 存 在下 変異原性 を示す 事 を見 出 し

て お D ､ 壇 た N
- O H

-

A B が N
- O H -

M A B と 同様 に弓卓h 変異 原性

を示す事
1 3 4) 1 3 5) 1 3 6) や a n t i

-

M O
-

1 a Jl t i b o d y で 完 全 に阻害 さ れ る

の は N - O H
-

A B 以外に 夜か っ た 事 夜 どか ら変異原 性 に 関与す る

u l t i m a t e f o r m は N
- O H

-

A B で あ る と考 え られ る .

- 1 03 -
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第5 章 結 論

1 . ア ミ ノ ア ブ色素 の 発癌性 と 2 級 ア ミ ン の N 位永酸化速度 が きれ h 夜

対応 関係 を示 し ､ N 位水酸化体生成 が ､ 発癌反応 め律速 で あ る こ と ､

怒 らび に発癌に 必要 夜 N 位水 酸化体 の 生成量 に は聞値 の 存 在す る事

が わか っ た o

一 方 ､ 発癌性と 変異原 性と の 間に も平行 関係が 見 られ

た が ､ 活性化 に 関与す る 酵素が異 る 事 か ら ､ こ の 平行 関係披見か け

上 の もの で あD ､ 変異原性 の 場 合に は 1 級 ア ミ ン の N 位水酸化が 主

要 を活性化 経路 で ある こ とが わか っ た o 従 っ て 変異 原 性と 発癌性 の

イ = シ エ
ー

シ ョ ン が 密接 に関連す る と h う ー 般則は 7 ミ ノ ア ゾ色莱

に つ h て 壮正 しく 夜 h 事が わか っ た ｡

2 . ラ ッ ト肝 よD 初 め て M F A O 菅精製す る事 に成功 した . これ 仕分 子

量 5 9 , 0 0 0 で あ D 豚 の M F A O と ほぼ 同程 匿 で あ っ た が ､ 豚 の

M F A O に比 べ て著 しく不安定 で ､ こ の 事 が今 ま で 本酵素 の 精製 が

で きをか っ た 理 由で あ る . M F A O は 3 級 ア ミ ン の N
-

o X i d e 生成

に関与 し､ 鉄 の 存 在 下 容易に転移反応 を起 して ､ 2 級ア ミ ン と 怒る o

さ らに M F A O は こ の 2 級 ア ミ ン の N 位永酸化に 関与す る事 が わ か

っ た ｡

3 . 従来 ア ミノ ア ゾ色素 の 2 級 ア ミ ン の N 位永酸化披も っ ぱらM F A O の み

によると されて きたが ､ 阻害薬 と抗体 に よ る阻害実験 の 鮭果M F A O と

抄 t . P
- 4 5 0 の 両者が関与する事が 明らかにを っ た o この 場合, C y t ･ P

-

4 5 0 の うち､ P B 誘 導型の O y t . P
-

4 5 0 は全 く関与 せ ず ､ も っ ぱ ら

M C 誘導型 のみ が 関与す る事 も明らか に 怒 っ た .

- 1 0 5
-



謝 辞

本 研 究 に 関 して 終 始御 指 導 御 鞭 捷 を h た だ き ま した 国 立 が ん

セ ン タ
ー

研 究 所 生 物 物 理 郡 部 長 永 田 親 義博 士 ､ 同室 長 児 玉 昌彦

博士 ､ 埼 玉 県 が ん セ ン タ ー 研 究 所 所 長 田 頭 勇作 博 士 に 衷 心 よ D

感 謝 の 意 を表 しま す .

ま た , 本 論 文 提 出 の 機 会 を 与 え ら れ ､ さ らに 本 論 文 の 御校 閲

を 賜 わ D ま し た 千 葉 大学 薬 学 部 北 川滑 津 教 授 に 深 く 感 謝 致 しま

す ｡

さ らに 本 研 究 に 協 力 し て 下 さ h せ し た埼 玉 県 が ん セ ン タ
ー

研

究 所 生 化 学 部 米 川博通 博士 ､ 川 尻 要 博士 ､ 渡 辺 潤 子 壌 ､ 五 十 嵐

滋 之 氏 及 び 国 立 が ん セ ン タ
ー 研 究 所 生 物 物 理 部 井 上 富貴 子 嬢 ､

相 田 美 砂 子 嬢 に 厚 く御 礼 申 し上 げま す o

- 1 06 -



掲 載 雑 誌 日 銀

第 1 葦 第 1 節 の 内 容 壮 B i o c h e m i c a l P h a r m a c o l o g y j 迫 , 5 5 7 -

5 6 0 ( 1 9 7 9 ) に 下 記の 表題 で 掲載 さ れ た も の で あ る .

N i t r o x i d e R a d i c a l s G e n e r a t e d f r o m C a r c i n o g e ll i c A m i n o a z o

D y e s D u r i n g T h e i r M e t a b o l i s m i n v i v o a n d i n E n z y m a t i c

S y s t e m i n v i t r o .

第 1 葦 第 2 節及び 3 節 の 内容は C a r c i n o g e n e s i s 旦 , 1 3 9 3 - 1 3 9 6

( 1 ?=
8 2 ) に 下 記 の 表題 で 掲載 さ れた もの で あ る .

L

A ,
･

A (っo r r e l a t i o n o f t h e R a t e o f N
- H y d r o x y l a t i o n o f A m i n o a z o

D y e s w i t h t h e i r C a r c i n o g e n i c A c t i v i t y i n t h e R a t .

第 2 章 の 内容 は G a n n ヱ蔓, 5 5 - 6 2 ( 1 9 8 2 ) に 下 記 の 表題 で掲載 さ

れ たも の で あ る ｡

N - H y d r o x y l a t i o n E n z y m e s o f C a r c i n o g e n i c Am i n o a z o

D y e s : A P o s s i b l e I 血 V O I v e m e n t o f (コy t o c h r o m e P
-

4 4 8

第 3 章 の 内 容 は B i o c h e m i c a l a n d B i o p b y s i c a l R e s e a r c h

c o m m u rli c a t i o rl S 1 1 0 , 6 4 0 - 6 4 5 ( 1 9 8 3 ) に 下記 の 表題 で 掲載

され たもの で あ る ｡

P u r i f i c a t i o n o f M i x e d
- F u n c t i o n An i n e O x i d a s e f r o m R a t

L i v e r M i c r o s o m e s

-

1 07
-



第 4 葦第 2 飾 の 内 容壮 B i o c h e m i c a l a ri d B i o p h y s i c a l R e s e a r c h

C o m m u n i c a t i o n s ぶ迫 , 1 6 4 - 1 6 9 ( 1 9 8 2 ) に下 記 の 表題 で掲

載 盲れ た も の で ある .

P a r t i c i p a t i o n o f T h e M i c r o s o m a l E l e c t r o n T r a n s p o r t S y s t e m

i n M u t a g e n i c A c t i v a t i o n o f 4 - D i m e t h y l a m i n o a z o b e n z e n e , 4 -

M e t h y l a m i ll O a Z O b e n z e n e a n d T h e i r 3
'

-

M e t h y l -

D e r i v a t i v e s .

-

1 08
-



文 敬



文 献

1 )

2 )

3)

4 )

5 )

6 )

7 )

8 )

9 )

1 0)

l l )

1 2 )

1 3 )

1 4 )

1 5 )

1 6 )

1 7 )

1 8 )

F i 8 C h e r
,

a .
′

M u n c h . n e d
.

W o c h s c h r
. . 5 3 . 2 0 4 1 ( 1 9 0 6 )

S c h m i d t
,

” . a .
.

V i r c h o w
-
s A r c h . P a t h . m a t . , 2 5 3 , 4 3 2

( 1 9 2 4)

S a s a k i , T . a n d Y o 8 h i d a , T . , V i r c h o w
-
8 A r c h

.
P a t h .

A n a t . ,

3 3 & '
1 7 5 ( 1 9 3 5 )

K i n o s h i t a
'

R
･ , G a n n

, 里 ′ 4 2 3 ( 1 9 3 6 )■

S t e v e n s o n ,
E

. S . , D o b r i n e r , 冗 . . a n d R h o a d s , C . P . ,

c a n c e r R e s . , 2 ,

-

1 6 0 ( 1 9 4 2 )

M i l l e r
,

E
.

c
. ,

M i l l e r
, J .

A
. , S a p p . R . W . , a n d W e b e r , G . ” . ,

C a n c e r R e s ･ ' ヱ1 3 9 ( 1 9 4 7 )

A n d e r v o n t
,

H . a . , J . N a t 1
.

C n c e r = n s t
. , 1 0 . 9 2 7 ( 1 9 5 0 )

G r a b t r e e ,
a . G

. ,
B r i t . J . C a n c e r , 3 3 8 7 ( 1 9 4 9 )

M i l l e r , J . A . a n d B a u rn a n n , C . A . , C a n c e r R e s . ,

A

5 , 1 5 7 ( 1 9 4 5 )

H i l l e r ' J ･ A . a n d M i l l e r ' E ･ C ･ , C a n c e r R e s
, ユ, 3 9 ( 1 9 4 7)

M u e l l e r , G . C . a n d M i l l e r , J . A .
,

J . B i o 1 .
C h e m

. . 1 7 6 ,

5 3 5 ( 1 9 4 8 )

Ⅹe n s l e r , C . I
. ,

S u g l u r a , R
. ,

Y o u n g
.

′ N . F . . H a l t e r . C . R . .

a n d R h o a d s ' C ･ P ･ , S c i e n c e . a i l 3 0 8 ( 1 9 4 1 )

G r i f t e n , A . C . a n d B a u m a n n , C . A . , C a n c e r R e s
. ,

8
,

2 7 9

( 1 9 4 8 )

F a r e
,
G . a n d W o o d h o u s e , D . L . , B r i t . J . C a n c e r . 1 7 , 5 1 2

( 1 9 6 3)

H o w e l l ′ ∫ . S . . B r i t . ∫ . C a n c e r
.

1 2
′ 5 9 4 ( 1 9 5 8 )

Y a m a n e , Y . a n d S a k a i . K . , C h e m . P h a r m . B u l l .
,

1 7
,

2 4 8 8

( 1 9 6 9 )

Y a m a n e ,
Y

.
a n d S a k a i . X . , G a n n , 6 4 , 5 6 3 ( 1 9 7 3 )

M i l l e r , J . A . a n d M i l l e r , E . C . , J . E x p . N e d . . 8 7 , 1 3 9

( 1 9 4 8 )

- 1 0 9 -



1 9 )

2 0 )

2 1 )

ー2 2 )

2 3 )

2 4 )

2 5 )

2 6)

2 7 )

2 8 )

2 9 )

3 0 )

3 1 )

3 2 )

3 3 )

3 4 )

3 5 )

M i l l e r , E . C . a n d M i l l e r
,

J . A . , C a n c e r r e s . , 7 , 4 6 8

( 1 9 4 7 )

M i l l e r , E . C . , M i l l e r
,

J
｡
A

. ,
S a p p ,

A
. W .

a n d W e b e r
,

G
. ” . ,

C a n c e r R e s ･ ' 旦' 3 3 6 ( 1 9 4 9)

S c r i b n e r ,
J

. D . ′ H i 1 1 e r , J . A . a n d 凶i l l e r l E . C . , B i o c h e m .

B i o p h y s . R e s . C o m m u n . , 2 0 , 5 6 0 ( 1 9 6 5 )

H i g a s h i n a k a g a w a
,

T .
.

出a t s u m o t o
.

” . a n d T e r a y a m a , H .
,

B i o c h e m
.

B i o p y s . R e s . C o r n n u n . , 2 4 , 8 1 1 ( 1 9 6 6 )

P i t o 七 . H . a n d Ⅱe i d e l b e r g e r , C . , C a n c e r R e s . , 2 3 , 1 6 9 4

( 1 9 6 3 )

J a
■
c o b . F ･ a n d M o n o d ,

J
. ,

J
. H o 1

.
B i o l . , i . 3 1 8 ･ ( 1 9 6 1 )

B a u e r
,

K
.
H

. , ; . M u t a t i o n s t h e o r i e d e r G e s c h w u l s t - E n t s t e h u n g

J u l i u s S p r i n g e r , B e r l i n ( 1 9 2 8 )

H a n d e l , J . D . a n d G r e e n b e r g ,
J

. ,
B i o c h e m . B i o p h y s . R e s .

C o m u n
‥

3 5 7 5 ( 1 9 6 0)

S c h o e n t a l
,

A
. I N a t u r e , 2 0 9 , 7 2 6 ( 1 9 6 6 )

叫 e s ,
a

. N . , G u r n e y , i . G . , M i l l e r , I . A . a n d B a r t s c h ,
H

. ,

P r o c ･ N a t 1 ･ A c a d ･ S c i ･ . 壁 ′ 3 1 2 8 ( 1 9 7 2 )

H a r r o q u i n , F . R . a n d F a r b e r
,

E .
,

P r o c . A m . A s s o c . C a n c e r

R e s
. ′

4
.

4 1 ( 1 9 6 3 )

C r a m e r ′

J . B i o l .

M i l l e r ,

2 0 ′ 9 5 0

M i l l e r ,

J . W . , M i l l e r , J . A . a n d M i l l e r , E . C . ,

C h e m ･ 33 i ' 8 8 5 ( 1 9 6 0)

J . A . , C r a m e r . J . W . a n d M i l l e r
,

E . C . ′ C a n c e r R e s
. ,

( 1 9 6 0 )

J . A . , W y a t t , C . S , , M i l l e r . E . C . a n d fl a r t m a n n , A . ∫

C a n c e r R e s .
′

2 1
′

1 4 6 5 ( 1 9 6 1)

A n d e r s e n , R . A
. ,

E n'o m o t o , ” . . M i l l e r E . C . , A n d M i l l e r ,

J ･ A ･ ' C a n c e r R e s ･ ' 2 i ' 1 2 8 ( 1 9 6 4 )

B a l d w i n , R . ” . a n d S m i t h
,

W . R . D . ,
B r i t . J . C a n c e r ,

1 9 ,
4 3 3 ( 1 9 6 5 )

M i l l e r , E . C . , L o t l i k a r , P . D . . P i t o t , H . C . ,
F l e t c h e r

,
T . L .

a n d 比i 1 1 e r
,

J
. A . ′ C a n c e r R e s . , 2 6 1 2 2 3 9 ( 1 9 6 6 )

-

1 1 0
-



3 6 )

3 7 )

3 8)

3 9 ).

4 0 )

4 1 )

4 2 )

4 3 )

4 4)

4 5 )

4 6 )

4 7 )

4 8 )

4 9 )

5 0 )

5 1 )

p o i r i e r , i . A . , M i l l e r
,

J . A . M i l l e r , E ｡ C ･ a n d S a t o '
R ･

.

c a n c e r R e s
. , 2 7 , 1 6 0 0 ( 1 9 6 7 )

H a s h i m o t o ,
Y

.
a n d D e g a w a l M ･ '

K a d l u b a r , F . F . ,

R e s
. . 坐 , 1 1 9 6

K a d l u b a r
,

F . F . ∫

R e s ‥ 3 6 ′ 2 3 5 0

T a r p l e y , W . G ･ '

R e s . ′ 旦旦′
2 4 9 3

M i l l e r . I . A .

( 1 9 7 6 )

G a n n q 堕 ,
2 1 5 ( 1 9 7 5)

a n d M i l l e r ,
E . C .

,
C a n c e r

M i l l e r , J . A . a n d M i l l e 芋 ,
E ･ C ･ , C a n c e r

( 1 9 7 6 )

M i l l e r
,

J . A . a n d M i l l e r . E . C . , C a n c e r

( 1 9 8 0)

B e l a n d .
F

.
A .

t
T u l l i s I D ･ L ･ t X a d l u b a r

l
F ･ F ･ 1 S t r a u b . K ･

H
･

a n d E v a n s ,
F . E .

.
C h e m .

- B i o l . I n t e r a c t ･ , 生 ′
i ( 1 9 8 0 )

T u l l i s , D . L . , S t r a u b ,
K

. ” .
a n d X a d l u b a r ' F ･ F ･ ,

c h e m .

- B i o 1 . I n t e r a c t ･ , 三旦. 1 5 ( 1 9 8 1 )

北 川 晴 雄 ､ 野 口 鼎 久 ､ 伊 藤 隆 太

く す b の 代 謝 ､ 南 江 堂 ( 1 9 7 1 )

D e P i e r r e , J . W . a n d E r n s t e r l L . I
B i o c h i m ･ B i o p h y s ･ A c t a

'

4 7 3 , 1 4 9 ( 1 9 7 8)

w o o d , A . W . , e t a 1
,

J . B i o l . C h e m ･ ,
2 5 4 , 4 4 0 8 ( 1 9 7 9 )

y o s h i z a w a , H . I U c h i h a r a
l

R ･ t R a m a t a k i l T

R a t o , a . , U e n o
,

Y .
,

C a n c e r R e s ･ ,
4 2

,
1 1 2 0 ( 1 9 8 2 )

s c h u t ,
H

.
A . J .

t
W i r t h t P ･ J ･

a n d T h o r g e i r s s o n ' S ･
S

･ ,

M o l . P h a z n a c o 1 . . 1 4 , 6 B 2 ( 1 9 7 8 )

T a k e i s h i
,

冗 .
∫

0 k u n o - K a n e d a
l

S ･ a n d S e n o I T ･ '
M u t ･

R e s ･ ,

6 2 . 4 2 5 ( ⊥9 7 9 )

Ⅹa d l u b a r l F . F . I M i l l e r
l

J ･ A ･ a n d 比i 1 1 e r l E ･ C ‥

c a n c e r R e s . .
3 7 , 8 0 5 ( 1 9 7 7)

R a d o m s k i , J .
L

.
a n d B r i l l l E ･ 1 S c i e n c e l 1 6 7 1 9 9 2 ( 1 9 7 0 )

B a r t s c h , H . a n d H e c k e r
t

E ･ l B i o c h i m ･
B i o p h y s ･ A c t a

,

2 3 7 , 5 6 7 ( 1 9 7 1)

- 1 1 1
-



5 2 )

5 3 )

5 4 )

5 5)

5 6 )

5 7 )

5 8)

5 9 )

6 0 )

6 1 )

6 2 )

6 3 )

6 4 )

6 5 )

6 6 )

6 了)

6 8)

F l o y d , 氏 . A . , S o o n g ,
L . ”

.
a n d C u l v e r , P . L . , C a n c e r R e s . ,

並 1 5 1 0 ( 1 9 7 6 )

N a k a y a m a
,

T
･ , K i m u r a , T .

,
R o d a m a

,
” . a n d N a g a t a , T . ,

G a n n ' Z l ' 3 8 2 ( 1 9 8 2)

N a g a t a , T . , K a t a o k a . N . , = m a m tl r a . A . ′ K a w a 2: O e , Y . a n d

C h 土h a r a
,

G
‥ G a n n ′ 5 7 . 3 2 3 ( 1 9 6 6 )

N a g a t a .
T

. , T a g a s h i r a , Y . a n d R o d a m a
,

”
. .

: C h e m i c a l

C a r c i n o g e rl e S i s
, e d

. T s
'
o , P . 0 .

P a n d D i P a o l o ,
J

.
A .

,

p 8 7 D e k k e r
. N e w Y o r k , ( 1 9 7 4 )

L o w r y '
0 ･ H

. , R o s e rl b r o u g h , N . J . . F a r r , A . L . a n d R a n d a l l ,

r ･ J ･ , J ･ B i o 1 ･ C h e m ･
, ぷ泣.

2 6 5 ( 1 9 5 1)

D e g a w a , ” . a n d H a s h i m o t o
,

Y
. ,

C h e m . P h a r m . B u l l .
,

2 4 ′ 1 4 8 5 ( 1 9 7 6 )

S a t o , K . , P o i r r i e r , i . A . , M i l l e r
,

J . A . a n d M i l l e r , A . C . ,

C a n c e r R e s
. ,

2 6 1 6 7 8 ( 1 9 6 6)

L e v y , G . C .
a n d N e l s o n , G . L . , ,

･ C a r b o n - 1 3 N u c l e a r M a g n e t i c

R e s o n a n c e f o r O r g a n i c C h e m i c a l s , W i l e y
- = n t e r s c i e n c e ,

N e w Y o r k a n d L o n d o n ( 1 9 7 2)

J 4 i l l e r , J . A . a n d M i l l e r
,

E
. C .

,
A d v a n . C a n c e r R e s . ,

1 . 3 3 9 ( 1 9 5 3 )

W i s l o c k i t P ･ G ･

T
M i l l e r

,
J ･ A ･ a n d M i l l e r

, E ･ C ･
,

C a n c e r R e s .
,

3 5
,

8 8 d ( 1 9 7 5)

出a t s tlm O t O
,

”
.

a n d T e r a y a m a . fZ . , G a n n . 5 2 , 2 3 9 ( 1 9 6 1 )

Ⅹi t a g a w a
,

T
. ,

P i t o t , E . C . , H i l l e 土 . E . C . a n d M i l l e r , J . A . ,

C a n c e r R e s ･ ' 丑 1 1 2 ( 1 9 7 9 )

W a r w i c k , G ･ P ･ , E u r ･ J
･ C a n c e r , ま 2 2 7 ( 1 9 6 7 )

B e r e n b 工u m
′

= . a n d S h u b i k .
P

. .
B r i t .. J . C a n c e r .

主′ 3 8 3 ( 1 9 4 7 )

B e r e n b l u m ′ 工 ･ , Åd v ･ C a n c e r R e s
‥ 呈 1 2 9 ( 1 9 5 4 )

H i n o
'

0 ･ a n d K i t a g a w a , T ･ , G a n n , 望 . 6 3 7 ( 1 9 8 1 )

B r o o k e s , P . a n d L o w l e y , P . D . , N a t u r e , 2 0 2 , 7 8 1 ( 1 9 6 4 )

- 1 1 2
-



6 9 )

7 0 )

7 1 )

7 2 )

7 3 )

7 4 )

7 5 )

7 6 )

7 7 )

7 8 )

7 9 )

8 0 )

8 1 )

8 2 )

8 3 )

8 4 )

N a g a o I
H

･
Y a h a g 1 ( M ･ l E o n d a ' M ･ ' S e i n o ′

a n d S u g l m u r a
, T .

,
C a n c e r L e t t ･ . 旦' 3 3 9

s u g l m u r a l T ･ l : G e n e t i c T o x i c o l g y l e d ･

H o l l a e n d e r
,

A . , p 2 4 3 ( 1 9 8 2 ) P l e n u n P u b ･

A s h b y I J ･ l
L e f e r r e

l
P ･ A ･ I S t y l e s ' J I A ･ '

Y ‥ Ⅹa w a c h 土 ′ ℡ .

( 1 9 7 フう

F l e c k ′ R .
A . a n d

N e w Y o r k

C b a r l e s w o r t h ∫

J ･ a n d P a t o n
f

D ･ ･ H u t ･ R e s ･ ･ 9 1 ･ 6 7 ( 1 9 8 2)

M o r i ,
Y . , N i w a l T . 1 H o r i l

T
･

a n d T o y o s h i r R ･ l

c a r c i n o g e n e s i s . 主. 1 2 1 ( 1 9 8 0 )

B 早 r n a n d e 2: ,
P

. E . . G i l l e t t e
.

J . R
.

a n d M a a e l
.

P . ,

B i o c h e m . p h a r m a c o l ‥ 1 6 , 1 8 5 9 ( 1 9 6 7 )

R e t t e r e r
,

B
. ,

又o s s - M a n s e l 1 , P . , a n d D a v i d s o n . H . ,

C h e m .
- B i o l . エn 七e r a c t ‥ 2 1 8 3 ( 1 9 7 0 )

H e r n a n d e z ′ P . H . . M a 2: e 1 , P . a n d G i 1 1 e t t e ′ J . R . ,

B i o c h e m .
P h a m a c o 1 . , 1 6 , 1 8 7 7 ( 1 9 6 7 )

A u t r u p , H . a n d W a r w i c k , G . P . , C h e m
.

- B i o l .
工 n t e r a c t . .

1 1 ′ 3 2 9 ( 1 9 7 5 )

G u e n g e r i c h , F . P . , J . B i o 1 . C h e m . , 2 5 2 , 3 9 7 0 ( 1 9 7 7 )

宅i e g l e r
,

D . ” .
,

H c X e e
,

E . ” . a n d P o u l s e n , L . L ･ , D r u g

H e t a b . D i s p o s . . i , 3 1 4 ( 1 9 7 3 )

L e v i n e , W . G . a n d L u , A . Y . H . , D r u g M e t ･a b . D i s p o s . ,

& '
1 0 2 ( 1 9 8 2 )

L e v i n e , W .
G

. ,
D r u g M e t a b . D i s p o s . , 8 , 2 1 2 ( 1 9 8 0 )

G r u n d i n , 氏 . , H o l d e u s ,
P

. ,
W a d i

,
H . a n d O r r e n i u s , S . ,

C y t o c h r o m e p - 4 5 0 a n d b
5

′ e d ･ C o o p e r ′
■D ･ Y ･ , R o s e n t b a l ′

o
. , S n y d e r

,
A

.
a n d W i t m e r

,
C .

, p 2 5 1 ( 1 9 7 5 ) P l e n u m P u b ･

N e w Y o r k ,

tl i l d e b r a n d t , A . G . , B i o l o g i c a l H y d r o x y l a t i o n M e c h a n i s m s ,

e d .
B o y d

, G .
S

.
a n d S m e l l i e

,
R . ” . S ･ , p 7 9 ( 1 9 7 2 )

A c a d e m i c P r e s s ,.
N e w Y o r k ′

L e i b m a n
,

Ⅹ . C .
,

M o l . P h a r m a c o 1 ･ , 旦, i ( 1 9 6 9 )

W i e b e 1 ,
F

.
J

. ,
L e n t 2: , J . C . , D i a m o n d , L . a n d G e l b o i n

,

H . V . , A r c h . B i o c h e m B i o p h y s . ,
1 4 4

,
7 8 ( 1 9 7 1 )

- 1 1 3 -



8 5 )

8 6 )

8 7 )

8 8 )

.8 9 )

9 0 )

9 1 )

9 2 )

9 3 )

9 4 )

･9 5 )

9 6 )

9 7 )

9 8 )

9 9 )

K i n o s h i t a , N . a n d G e l b o i n . H .
Ⅴ

. , C a n c e r R e s . , 3 2 ,

1 3 2 9 ( 1 9 7 2 )

z i e g l e r r
D

.
”

.
a n d M i t c h e 1 1

1
C ･ H ･ , A r c h ･ B i o c h e m

･
B i o p h y s ･

1

1 5 0 . 1 1 6 ( 1 9 7 2 )

Z i e g l e r
,

D
.
”

.
a n d P e t i t , F . W . . B i o c h e m . B i o p h y s .

R e s .

C o m u n . ∫ 1 5 , 1 8 8 ( 1 9 6 4 )

F r e d e r i c k . C . a .
,

M a r s
,

J . a .
,

Z i e g l e r
,

D
.
” .

,
G u e n g e r i c h

,

F . P
.

a n d X a d 1 也b a r , F . F . , C a n c e r R e s . , 4 2 , 2 6 7 1 ( 1 9 8 2)

P o u l s e n , i . i . , M a s t e r s , a . S . S . a n d Z i e g l e r
,

D . ” . ,

X e n o b i o t i c a , 6 1 4 8 1 ( 1 9 7 6 )

● l

R a w a コ1 r i , R . , Y o n e k a w a ,
H

. , H a r a d a , N . , N o s h i r o , ” . ,

O m u r a
'

T
･

a n d T a g a s h i r a '
Y

･ , C a n c e r R e s ･ , 坐 . 1 6 5 2 ( 1 9 8 0 )

V a s d e v
′ S .

,
T s u r u t a ,

Y
. a n d O

I
B r i e n , P . J . , B i o c h e m .

P h a r m a c o l ･ ′ 主主. 6 0 7 ( 1 9 8 2 )

佐藤 了 ､

け

薬 物 代 謝 一 肝 小 胞 体 を 中 心 と し て
”

講 談 社 サ イ エ ソ テ ィ フ ィ ク ( 1 9 7 3)

Z i e g l e r , .
D . 班 . a h a P o u 1 s e n

,
i

.
i

. ,
M e t h o d s i n E n 2: y m O l o g y .

V o 1 . 5 2 , e d .
F l e i s e r , s . a n d P a c k e r , L . , p 1 4 2 ( 1 9 7 8 )

A c a d e m i c P r e s s J N e w Y o r k

o m u r a , T . a n d S a t o
.
R

. ,
J

.
B i o 1

. C h e m . ′
2 3 9 ,

皇3 7 0 ( 1 9 6 4 )

R a u k m a n
,

E . J .
,

R o s e n
,

G . ”
.

a n d K i t c h e l l ,
a . a

. ,

H o l .
P h a r m a c o 1 . , 1 5 , 1 3 1 ( 1 9 7 9 )

H u e l l e r , G . C . a n d 比i 1 1 e r , J . A . , J . B i o l . C h e m . , 2 0 2 ,

5 7 9 ( 1 9 5 3)

L a D u
,

a
.
t4

. I q u a d e t t e , L . E . ′ T r o u s o f , N . a n d B r o d i e
,

a . a
. ,

J I B i o 1 ･ C h e m ･ ' 旦壬旦. 7 4 1 ( 1 9 5 5)

C a s i d a , I . E . a n d S t a h m a m n
′

出 . A .
.

J . A g r . F o o d C h e m . ,

1 ,
8 8 3 ( 1 9 5 3 )

B a k e r . J . A . a n d C h a y k i n , S . , J . B i o 1 . C h e m . , 2 3 7 , 1 3 0 9

( 1 9 6 2 )

- 1 1 4 -



1 0 0 )

1 0 1 )

1 0 2 )

1 0 3 )

1 0 4 )

1 0 5 )

1 0 6 )

1 0 7 )

1 0 8 )

1 0 9 )

1 1 0 )

1 1 1 )

1 1 2 )

1 1 3 )

1 1 4 )

1 1 5)

1 1 6)

G i l l e t t e l I . A . I
B r o d l e

l
B ･ B ･

.
a n d L a D u l B ･ N ･ l

J . P h a r m a c o 1
.

E x p t 1 . T h e r a p ･ , 1 1 9 , 5 3 2 ( 1 9 5 7 )

M a s o n , H . S . . S c i e n c e ,
1 2 5

,
1 1 8 5 ( 1 9 5 7 L

H a y a i s h i
,

0 .
′

0 Ⅹ y g e n a s e , e d B a y a i s h i
,

0
･ . p 6 ( 1 9 6 2 )

A c a d e m
‾
i c P r e s s ,

N e w Y o r k

M c M a h o n , R . E . a n d S u l l i v a n
l

fl ･ R ･ l L i f e S c i ･ 1 3 1 1 6 7

( 1 9 6 4 )

F i s h ,
” . S . , J o b n s o n l N ･ M ･ 1 L a w r e n c e

l
E ･ P . a n d 王i o r n i n g

E I C ･

!
B i o c h i m

･
B i o p h y s ･ A c t a ･ , 2 1 , 1 9 6 ( 1 9 5 5 )

T e r a y a m a
,

, H
. ,

G a n n
,

5 5
,
1 9 5 ( 1 9 6 3 )

z i e g l e r , D . ” . a n d p e t t i t
,

F
.
H . , B i o c b e m . 5 2 9 3 2 ( 1 9 6 6 )

z i e g l e r
l

D ･ H ･ a n d M i t c h e l l l C ･
H

･ l
A r c h ･ B i o c h e m ･ B i o p h y s ･ '

迎 . 1 1 6 ( 1 9 7 2 )

G o l d , ” . S . ? n d Z i e g l e r , D . 帆 . . X e n o b i o t i c a , 呈 1 7 9 ( 1 9 7 3)

H l a v i c a , P . a n d R e h 1 , ” . ,
B i o c h e m . J . . 1 6 4 , 4 8 7 ( 1 9 7 7 )

p a n ,
H . P .

,
F o u t s I J ･ R ･ a n d D e v e r e u h T ･ R

･ r
L i f e S c i ･ ,

j ユ. 8 1 7 ( 1 9 7 5)

s u m . c . y . a n d X a s p e r J C ･
B

‥
B 土o c h e m i c a l ･ P h a r m a c o 1 ･

′

生 , 6 9 ( 1 9 8 2)

p a t t o n l S . E . ∫ R o s

l

e n
,

G ･ M ･ 1 R a u c k m a n t E ･ J ･ l
G r a h a m ' D ･ G ･ ,

s m a l l t a . a n d Z i e g l e r l D ･
H ･

l
M o 1 ･ P h a r m a c o 1 ･ '

1 8
,

1 5 1

( 1 9 8 0 )

p o tl l s e n , L . L . a n d Z i e g l e r l D ･ M ･ t A r c h ･
B i o c h e m ･ B i o p h y s ･ r

1 8 3 . 5 6 3 ( 1 9 7 7 )■

p r o g h l R ･ A ･ a n d Z i e g l e r l D ･
M ･

l
A r c h ･ B i o c h e m ･ B i o p h y s ･

'

1 8 0 , 3 6 3 ( 1 9 7 7 )

R l o s s ,
”

. W . I
C a r a g n a r o ( J ･ ( R o s e n ( G ･

H ･ a n d R a u c k m a n r

E
.
J

. ,
T o x i c o l . A p p 1 .

P h a rr n a c o 1
. , 6 4

.
8 8 ( 1 9 8 2 )

L o t L i k a r , P . D . , W e r t m a n
,

R . a n d L u h a , L . , B i o c h e m ･ J ･ ,

迎 . 1 1 3 7 ( 1 9 7 3)

- 1 1 5
-



1 1 7)

1 1 8)

1 1 9)

1 2 0)

1 2 1)

1 2i )

1 2 3 )

1 2 4)

1 2 5)

1 2 6 )

1 2 7 )

1 2 8 )

1 2 9)

1 3 0)

1 3 1)

T r o u g h .
R . A . , F r e e m a n

■

. P . C .一a n d F i n e s
,

R
‥

J . B i o 1 .

C h e m ･
, AB i ' 4 1 7 8 I( 1 9 e l)

Z i e g l e r . D . ” .
′ P o u 1 s e n , L . L . a n d M c K e e ,

. E . ” . ,

Ⅹe n d P i o t i c a ' i
,

5 2 3 ( 1 9 7 1)

P o u l s e n . i . L ･
, H y s l o p , R . ” . a n d Z i e g l e r , D . ” . ,

B i o c h e n ･ P h a r rn a c o l
･ . Z l , 3 4 3 1 ( 1 9 7 4)

Y a s u k o c h i ,

.
¥

.
A. a n d . M a s t e r s

.
, B . S . S . , J . B i o l . C h 占m . ,

2 5 1 ′
5 3 3 7 ( 1 9 7 6 )

L a e rn m l i' ,
. u i 2( ･ .･ N a t u r e , 三三ヱ′ 6 8 0 ( 1 9 7 0)

青山 俊文 ､ 今井 嘉郎 ､ 佐 藤 了 : 生化学 5 4 ( 1 9 8 2)

K u v a h a r a , S . , H a r a d a , ” . , O m u r a , T . a n d M a n n e r i n g , G . J . ,

H i c r o s o m e s , D r u g O x i d a t i o n s a n d D r u g T o x i c i t y . e d .

S a t e , .

A .
,

a n d X a t o ,
良

. , p 8 7 J a p a n S c i e n t i f i d s o c i e t i e s

P r e 卓 , T o k y o ( 1 9 8 2 )

Ⅹa m a t a k i , T , . Y o s h i 2: a W a , a . , Z s h i ,
Ⅹ

.
a n d R a t o , R . ,

M i c r o s o m e s , D r u g O x i d a t i o n s a n d D r u g T o x i c i t y ′ e d

S a t e , A . a n d X a t o , 氏 . . p 4 6 3 J a p a n S c i e n t i f i c S o c i e t i e s

P r e 告
.

T o k y o ( 1 9 8 2)

R y a n l D . B ･ l T h o

'

m a 白 , P ･ E ･ a n d L e v i n l W . 1 A r c h l B i o c h e m ･

B i o p h y s ･ !
2 1 6 1

2 1 2 ( 1 9 8 2 )

H a r a d a ･ N ･ a n d O m u r a . T ･ ' J ･ B i o c h e m ･ 旦旦. 2 3 7 ( 1 9 8 1)

R a w a コ1 r l , A . , Y o n e k a w a , a .
,

H a r a d a , N . N o s h i r o .

I

” . ,

l I I

O m u r a , T . a n d T a g a s h i r a , y . , c a n e
.
e r R 由 . ,

4 0 , 1 6 5 2 ( 1 9 8 1 )

● ●
●

W a t a n a b e
,

J .
′ k a w a コI r 1 ,

A
. ,

Y o n e k a w a .
,

N a g a o
,

” .
,

a n d

T a g a s h i r a
,

Y . ,
,

B i o c h e m . B i o p h y s . R e s . C o m m u n . , 1 0 4 ,

1 9 3 ( 1 9 8 2)

H a r a d a , N . a n d O m u r a , T . , J . B i o c h e m . , 8 9 ,
2 3 7 ( 1 9 8 1 )

O m u r a
, .

T
.

a n d T a k e s u e , S . , J .
B i o c h e m

. , 6 7 ,
2 4 9 ( 1 9 7 0)､

N e b e r t , D . W . a n d G e l b o i n
,

H . Ⅴ . , J . b i o 1 . C h e m . , 2 4 3 ,

6 2 4 2 ( 1 9
'
6 8)

-

1 1 6
-



1 3 2
.
) S a t o

･
R ･ a n d O m u r a , T ･

T
C y t o c h r o rn e ト 4 5 0 , R o d a n s h a ･ T o k y o ･

a n d A c a d e m i c P r e s s N e w Y o r k

1 3 3) H a s h i m o t o . Y . , W
.
a t a n a b e

,
H ･ K

,
a n d D e g a w a ' M ･ ′ G a n n '

望 . 9 2 1 ( 1 9 8 1)

1 3 4) Y a h a g i , T ･ ･ D e
亨

a W a
･ M ･

･
S e i n o

･
Y ･

･
h a t s u s h i m a ･ T ･ ･

N a g a o
,

” . , S u g l r n u r a , T . a n d H a s h i m o t o , Y ･ , C a n c e r ･ L e t t ･
'

1 , 9 1 ( 1 9 7 5 )

1 3 5) N a g a o
,

”
. , Y a h a g i , T . , E o n d a , ” . , S e i n o , ¥ ･ ,

Ⅹa w a c h i
,

T ･

a n d S u g i m u r a , T . , C a n c e r L e t t . , 3 , 3 3 9 ( 1 9 7 7 )

1 3 6 ) D e g a w a , M
･

. . S h o j i , Y . , M a s u k o ′ R ･ a n d H a s h i m o t o ,
Y ･ ,

C a n c e r L e t t . , ･8 . 7 1 ( 1 9 7 9 )

- 1 1 7 -



闇 富野 r町 岡 v
7 田

泌 頭濃 顔j 私 凍普 象
// 高唱食

3 i『田 ) 徳
?

足 り 首題 農耕者ア恥各藩 各

及 び
_
見

局 麓 凌 各 9 て

a;
､ ヽ ヽ て

二村 盈 息 孟 8
.%& >

A

き 如 T･ =

㍗

き j =} ■ヽ り ずギ 芝電 櫨 絶 と 痩 +密 接

び
小

て 塔
ふ

豊 ヒ 巧 キ 7警
.メ

数 に つ尊号 ヨ 謁
J と -

と a ヨ

A
う

ー 象凌 .b ヾ 軒 蹄) 赦 晶 こ 虹 に 一弓 フ て ､ ､ 盈 J か
■

･ 杏 綾
':

3 %
ぷ £昌

m に 轟 ､ 叶∂ 田 J 拳 た

シ シ ノか
l

沸
o

-

･

i し 汝 G )
一昔 d:

患｢恵 比 つ L ､ て 0 ' 軒 各 億 巧 詫 句

竜宮 之 星 田 で
･

シ ン ガ
ふ

ノ貯 - - a し 亀ニ ゑ 壇二法

す議 : と 宅こ る ジ藷 一 塊
･ &
y 定 ､ - 息 L Te i

妾 蚤 4 讃監 巨 もて

選月 塩 托 - 項蟹 v t ､ ､ 乾 し 箆 i ∴ こ ふ 忙 ガ し て も 環更 し 1

亀 J l る 鷹一意
～

に ) 罰 す 冨 - 吻 を 1 孟A
､ せ

こ と え 盈

ン叡

)i･
'

.
演

千 葉 大 学


