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N－ニトロソジアルキルアミンの単離肝細胞による代謝活性化，

肝細胞 DNA損傷および突然変異原性

長部まり子＊，鈴木恵真子＊，望月正隆，岡田正志＊

〔日本薬学会第104年会（1984年3月，仙台）で発表〕

〔目的〕 N－ニトロソジアルキルアミン (I）は生体内で代謝活性化され， DNAにアルキル化損

傷を与えて癌原性および変異原性を発現する。そこで，活性体である叶ヒドロキシニトロサミ

ン（II）の寄与をさらに確認するために代謝活性化系として単離肝細胞を用い， I（アルキル＝メ

チル， L チル，プロピル，プチル〉の代謝を調べ，生じた活性体による肝細胞DNAの損傷と菌

に対する変異原性を検定した。さらに，生体内で容易に IIに変換される αーヒドロベルオキシ体

(III）の肝細胞DNAに対する損傷と菌に対する直接的な変異原性も検討した。

〔実験〕 単離肝細胞はSprague心awleyラットをフェノパノレピタール前処理し， コラゲナーゼ

潅流法により調製した。変異原性試験は大腸菌WP2 uvr A/pkMlOlを用いAmes法に従ったo

DNA損傷の検定はアルカリ溶出法による Kohnらの方法に準じた。代謝率は基質の減少を高速

液体クロマトグラフィーで定量して求めた。単離肝細胞の懸濁液に菌と Iを加えて， 37°Cで一

定時間振滋後，代謝率，変異原性およびDNA損傷を検定した。

〔結果〕 Iは単離肝細胞で代謝活性化され，肝細胞 DNAに損傷を与え，その強さは基質濃度

と反応時間に比例した。代謝率はアルキル鎖の長い方が高いが， DNA損傷と変異原性はメチル

体が最も高し、。活性発現に代謝活性化を要しないmの肝 DNAに対する損傷はメチル体が最も
高かった。 IのDNA損傷と変異原性の強さはIから生じた IIの DNA損傷と変異原性，および

水溶液中での安定性からほぼ説明できた。

〔結論〕 N－ニトロソジアルキルアミンは単離肝細胞で活性化されて叶ヒドロキシ体を生じ，

肝細胞DNAに損傷を与えるとともに一部は菌体内に取り込まれて変異原性を示した。

＊ 東京生化学研究所

αーヒドロペJI,.オキシ環状 N－ニトロサミンの

脱酸葉化反応と興然変異原性

関口奈保子，望月正隆，岡田正志、＊

〔日本薬学会第104年会（1984年3月，仙台）で発表〕

〔目的〕 環状 N－ニトロサミンである N二ニトロソピロリジン（Ia）と N”ニトロソピベリジン

(lb）は環境および生体内に存在し，人痛との関係が疑われているo一方， N同ニトロソジアルキ

ルアミン (I）は代謝活性体の rヒドロキシ体σI）を経て活性を発現すること，および αーヒドロ
ベルオキシ体（III）が IIのよいモデルであることは既に明らかにした。そこで， IlaとIlbの性

質を知るために IllaとIllbを合成し，それらの脱酸素化反応と突然変異原性を検討したO
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〔実験〕 IllaはIaのリチウム化体の酸素化で合成し， IllbはlbをふBuOK存在下で酸素化し

て合成した。突然変異原性は代謝活性化系を用いない直接法で，サルモネラ TA1535 と大腸菌

WP2とWP2 her－を使用した。

〔結果〕 III aとIllbは Iの叶ヒドロベルオキシ体と同様，水溶液中では安定であるが，脱酸

素化剤の亜硫酸ナトリウム溶液中では容易に分解した。 IllaとIllbはDMSOまたは有機溶媒中

のトリフェニルホスフィンによっても脱酸素化された。脱酸素化でIlaとIlbを生じることは，

分解生成物としてそれぞれ， 4司ヒドロキシプタナールおよびιヒドロキシベンタナールを経た，
2－ヒドロキシテトラヒドロフランおよび2・ヒドロキシテトラヒドロピランを与えたことから推定

した。 IllaとIllbは強い直接的な変異原性を示し，その強さ（revertants/nmol）は Illa:3100 

(TA 1535), 850(WP 2), 2600(WP 2 her-), Illb : 240(TA 1535), lOO(WP 2), 620(WP 2 herつ
であった。

〔結論〕 環状 N－ニトロサミンである N司ニトロソピロリジンと N宇ニトロソピベリジンの rヒ

ドロベルオキシ体は代謝活性体である αーヒドロキシ体を経て分解し，直接的な突然変異原性を

示した。

＊ 東京生化学研究所

N－ニトロソジアルキルアミンの単離肝細胞による代謝：

in vivo代謝との比較

鈴木恵真子犬長部まり子叱望月正隆，岡田正志＊

〔日本薬学会第 104年会（1984年3月，仙台）で発表〕

〔目的〕 N－ニトロソジアルキルアミンの臓器特異的発癌は肝臓での一次代謝と標的臓器にお

ける代謝活性化に基づくと考えられる。そこで N－ニトロソジプチルアミン（III,R=Bu）と関連

化合物の代謝を単離肝細胞で検討し， invivoの結果と比較した。

〔実験〕 単離肝細胞は Sprague-Dawley雄ラット (6-8週令〉にブェノパルピタール (100

mg/kg）を3日連続腹腔内投与後，コラゲナーゼ潅流法により調製した。最終的に 1×107cells/ 

ml L 15に懸濁し，基質（終濃度： 1.66mM）を加え， OdC02(95 : 5）下， 37°Cで2時間まで

振議した。経時的に検体を採取し，除蛋白後，高速液体クロマトグラフィーまたはガスクロマト

グラフィーで定量した。

〔結果と結論〕 単離肝細胞での代謝は2時間までほぼ直線的に進行した。 Iから IIへの変換は

定量的だが， 1時間後の Iの残存率は n=l: 60%, n=2: 1.5%, n=3: 0%であった。同様に

IIIでの基質の残存率はR=Me:97%, Et: 96%, Bu: 83%, IVでは 70%で，肝臓に発癌性を

示す化合物は非肝癌性の I(n=2, 3）に比べ肝細胞で代謝を受けにくい結果を得た。 Ill(R=Bu) 

の単離肝細胞存在下での生成物としては， S9mixで反応したときと同様， w,w-l, w-2酸化体

を同定したが，さらに I(n=l）を同定し，単離肝細胞系の方が S9mixよりも invivoに近い代

謝物を与えることが明らかとなった。 IVからも invivoと同様の代謝物の生成を認めた。この様
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