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1．序論
  ヒトにおける発がんの原因の多くは環境中の化学物質への曝露であるといわれている．化
学物質による発がん（化学発がん）はいくっかの段階に分けて考えられている．その初期段
階（イニシエーション）においては化学物質により遺伝子の突然変異が誘発される．遺伝子
変異を誘発する化学物質（変異原物質）の多くは生体内で代謝的に活性化され，生じた活性
代謝物が遺伝子と付加体を形成して遺伝子変異を誘発する．
  変異原物質の代謝的活性化にはチトクロームP450 (CYP)が主に関与することが知られて
いる．CYPには性質や発現臓器分布の異なる多くの分子種が存在する．また，CYPの性質に
は種差が存在しており，同一のファミリーに属する分子種でも種間で性質が異なる場合があ
る．CYPの性質や発現臓器分布はヒトにおいて変異原物質が代謝的に活性化されるか否か，
また活性化される場合，どの組織で活性化されるかを決定する因子のひとっであると考えら
れるので，変異原物質の代謝的活性化に関与するヒトCYP分子種を同定することは変異原物
質 がヒトに おいて遺 伝子変異を 誘発するか否かを予測するために重要である．
  2‐フェニルベンゾトリアゾール(PBTA)類は国内の河川水より新規に単離された変異原物
質である．これらの化学物質はラット肝9，000“g上清画分に含まれる酵素により代謝的に活
性化され，サルモネラ菌TA98株を用いたAmes試験にて遺伝子変異を誘発した．PBTA類が
単離された河川には都市部や住宅地を流れるものもあり，流域周辺の住民がこれらの化学物
質に曝露している可能性が考えられる．しかしながら，これらの化学物質がヒ卜の体内で活
性化されて遺伝子変異を誘発するか否か，また，これらの化学物質がヒトにおいて発がんり
スクとなりうるか否かは不明であった．そこで，PBTA類のヒ卜における発がんりスクを予
測するため，これらの化学物質がCYPなどのヒトの薬物代謝酵素により活性化されるか否か
を解明することを目的とした．

2．ヒ卜CYPおよびNADPH-CYP還元酵素を同時に発現するサルモネラ菌TA1538株の樹立
  先ず，PBTA類のヒトCYPによる代謝的活性化を検討し，活性化に関与するCYP分子種
を同定するために，Ames試験に用いられるサルモネラ菌にヒトCYPを発現させ，それを用
いて変異原性試験を行った．PBTA類に感受性を示したTA98株の親株であるサルモネラ菌
TA1538株を宿主として選択した．11種類のヒ卜CYP (CYPIA1，CYPIA2，CYPIB1，
CYP2A6，CYP2C8，CYP2C9，CYP2C19，CYP2D6，CYP2E1，CYP3A4およびCYP3A5)の
それぞれと゛CYPが触媒活性を示すのに必要な電子を供給する酵素であるNADPH-CYP還元
酵素(OR)をサルモネラ菌TA1538株に同時に発現させることに成功した．サルモネラ菌
TA1538株に発現したヒ卜CYPはそれぞれの分子種の代表的な基質に対して触媒活性を示し
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た．さらに，樹立した菌株を用いて代表的な変異原物質（ベンゾ【ロ］ピレン，アフラトキシ

Bi，2‐アミノ-1-メチル-4-フェニルイミダゾH，5-b]ピリジンおよび2‐アセチルアミノフルオレ

ン1のヒトCYPによる活性化を検出した，活性化に関与したCYP分子種は過去の知見と概

ね一致した．以上，変異原物質のヒトC‾i/Pによる代謝的活性化を検出し，関与するCYP分

子種を容易に同定できる変異原性試験系の樹立に成功した．

3．ヒトCYPIA1およびN-アセチル転移酵素2によるPBTA類の代謝的活性化

  樹立したヒトCYPを発現するサルモネラ菌TA1538株を用いて，ヒトC、1PによるPB11A

類 の活 性化 を検 討し た． ベン ゼン 環 の4位の 置換 基がそれ ぞれ異なる6種類のPBTA類

（PBTA．1［‐N（C2也OCH3）2］’PBTA－2【‾N（C2H5）CM，PBTA．3【‐NH（C2出Oめ］，PBTA14卜NH2］’

PBTA‐5【IN（C240COCH3）2］およびPBTA16【ーN（C2H40め2］）にっいて検討した．検討した6種

類のPBTA類は全てサルモネラ菌に発現したヒトC1YPlAlによりほば特異的に活性化されて

遺伝子変異を誘発した，

  PBTA類はベンゾトリアゾール環に一級アミノ基が結合している構造的特徴からへテロサ

イクリックアミン mCA）類の一種であると考え られる．HCA類は，ヒ卜においてはCYP，

殊にCYPlA2による M水酸化，およびそれに引き 続くMアセチル転位酵素2刪AT2）による

〇‐アセチル化により活性化されると考えられている．著者はPBTA類の活性化にもまたヒト

NA1ヒが関与するか否かを検討し，これらの化学物質がヒトCYPlAlによる活性化に引き続

きNA12によルアセチル化を介して活性化されることを明らかにした．以上，班H・A類はヒ

卜 の薬 物代 謝酵 素に より 活性 化さ れ て遺 伝子 変異 を誘発することを明らかにした．

4． PBTA類によるCYPIA1の発現の誘導

  PBTA類の活性化にほぼ特異的に関与したCYPIA1は構成的には肝にほとんど発現しない
が，多環芳香族炭化水素(PAH)類などにより発現が誘導されることが知られている，著者
は，PBTA類がCYPIA1の発現を誘導する場合，PBTA類は誘導されたC、TlAlにより代謝
的に活性化される可能性があると考えた．そこで，PAH類によりCYPlAlの発現が誘導され
ることが知られているヒト肝がん由来HepG2細胞を用い，PBTA類がC1沖1Alの発現を誘導
するか否かを検討した．検討した3種類のPBTA類¢BTA．1，PBTA・2およびPBlA石）は全
てHepG2細胞においてCげ朋´遺伝子の転写を活性化し，CYPlAl耐水Aの発現を誘導した
（luMのときに溶媒対照の約1．9－5．6倍）．PBTA類によるCYPlAlの誘導機構は現在まで知ら
れているCYPlAlの誘導と同様の機構であった．さらに，PBlA石を混餌投与（400石00ppm）
されたラットの肝においてCYPlAlmRNAの発現量が対照の約2．4－3．5倍に上昇することを
見 出 し ， mvル Dに お い て PBTA類 が 肝 のCYPlAlを 誘導 す るこ と を 証明 し た，

5．まとめ
  本研究を通して以下の新規な知見を得た．
・11種類のヒトCYPのそれぞれとORを同時に発現するサルモネラ菌TA1538株を樹立し
  た．
・樹立した試験菌株を用いた変異原性試験により，PBTA類がヒトCYPIA1により活性化さ
  れることを明らかにした．PBTA類はCYPIA1による活性化の後にヒトNAT2によるアセ
  チル化 を介してさ らに活性 化され， 遺伝子変異を誘発することを見出した，
・PBTA類はヒト肝がん由来HepG2細胞においてCYPIAl mRNAの発現を誘導した．さら
  に．ラット肝においてもPBTA16によりCYPlAlmRNAの発現が誘導されることを明らか
  にした．
  以上の結果より，河川水より単離された変異原物質であるPBTA類がヒトにおいて
CYPlAlを誘導し，誘導されたの停1Alにより代謝的に活性化されて遺伝子変異を誘発し，
がんを引き起こす可能性が示唆された．
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学 位 論 文 題 名

河川水から単離された変異原物質2

―フェニルベンゾト1Jアゾール(PBTA)類のヒトにおける

発がんりスクの予測：ヒトCYPIAIの役割を中心として

  ヒトにおける発がんの多くは環境中の化学物質による遺伝子変異によると

言われている，遺伝子変異を誘発する化学物質（変異原物質）の多くは生体内

で代謝的に活性化されて遺伝子変異を誘発すると考えられている．ヒトにお

ける変異原物質の代謝的活性化にはチトクロームP450 (CYP)が主に関与する

ことが知られている．

  2―フェニルベンゾトリアゾール(PBTA）類は河川水より新規に単離された

変異原物質である．これらの化学物質はラット肝9，ooo冫くg上清画分に含まれ

る酵素により活性化され，サルモネラ菌TA98株を用いたAmes試験にて遺伝

子変異を誘発した．しかしPB1、A類がヒトの体内で活性化されて遺伝子変異
を誘発するか否か，またこれらの化学物質がヒトにおいてがんを誘発するか

否かは不明であった，そこで，PBTA類のヒトにおける発がんりスクを予測

するため，これらの化学物質がCYPなどのヒトの薬物代謝酵素により活性化

されるか否かを解明することを目的とした．以下に詳述するように，本研究

の成果は極めて優れたものであると評価される．

1．ヒトCYPおよびNADPH-CYP還元酵素を同時に発現するサルモネラ菌
TA1538株の樹立
  先ず，PBTA類のヒトCYPによる代謝的活性化を検討し，活性化に関与す
るCYP分子種を同定するための試験系として，PBTA類に感受性を示したサ
ルモネラ菌TA98株の親株であるTA1538株にヒトCYPを発現させた．11種
類のヒトCYP (CYPIA1，CYPIA2，CYPIB1，CYP2A6，CYP2C8，CYP2C9，
CYP2C19，CYP2D6，CYP2E1，CYP3A4およびCYP3A5)のそれぞれとCYP
が触媒活性を示すのに必要な電子を供給する酵素であるNADPH-CYP還元酵



素をサルモネラ菌TA1538株に同時に発現させることに成功した．樹立した

菌株を用いて代表的な変異原物質のヒトCYPによる活性化を検出した．活性

化 に 関 与 し た CYP分 子 種 は 過 去 の 知 見 と 概 ね 一 致 し た ．

2，ヒトCYPIA1および〃‐アセチル転移酵素2によるPBTA類の代謝的活性
化

  樹立したサルモネラ菌TA1538株を用いてヒトCYPによるPBTA類の活性
化を検討した，ベンゼン環の4位の置換基がそれぞれ異なる6種類のPBTA
類 (PBTA-1［ -N（ C2H40CH3）2］ ，PBTA-2［-N（C2H5）CN]，PBTA-3
【-NH(C2H40H)]，PBTA‐4［ーNH2]，PBTA-5 [-N（C2H40COCH3）2］およびPBTA‐6
［‐N（C2出OH）2］）にっいて検討した．検討した6種類のPB11A類は全てヒト
CYPlA1によ りほ ば 特異 的 に活 性 化さ れ て遺 伝子変異を 誘発した．
  PBTA類はベンゾトリアゾール環にアミノ基が結合していることからへテ
ロサイクリックアミン（HCA）類の一種であると考えられる．HCA類は，ヒ
ト においてはCYPlA2によりM水酸化され，さらにMアセチル転位酵素2
ばAT2）により〇―アセチル化されて活性化されると考えられている，申請者
はPBTA類の活性化にもヒトNAT2が関与するか否かを検討し，これらの化
学物質がヒトCYPlAlによる活性化に引き続きヒトNAT2により活性化され

ることを明らかにした．

3． PBTA類によるCYPIA1の発現の誘導
  PBTA類の活性化にほぼ特異的に関与したCYPIA1は構成的には肝にほと
んど発現していないが，多環芳香族炭化水素類などにより誘導されることが
知られている，申請者は，PBTA類がCYPIA1の発現を誘導する場合，PBTA
類は誘導されたCYPIA1により代謝的に活性化される可能性があると考え
た．申請者は3種類のPBTA類．(PBTA-1，PBTA-2およびPBTA-6)およびヒ
ト肝がん由来HepG2細胞 を用い，PBTA類(O.l-l pM)がCYPIAl mRNAの
発現を転写レベルで誘導することを明らかにした．PBlA類によるCYPlA1
の誘導機構は既知のCYPlA1の誘導機構と同様であった．さらに，PBTA‐6
を混餌投与（400‐600ppm）されたラットの肝においてCYPlAlmRNAの発現
量 が 対 照 の 約 2． 4・ 3． 5倍 に 上 昇 す る こ と を 見 出 し た ．

以上，本研究では，新規変異原物質PBTA類がヒトの体内で代謝的に活性

化されて遺伝子変異を誘発する可能性を示した．これらの結果はPBTA類が
ヒトにおいて発がんりスクになる可能性を示唆するものである，本論文『河

川水から単離された変異原物質2‐フェニルベンゾトリアゾ←ル(PBTA)類の

ヒトにおける発がんりスクの予測：ヒトCYPIA1の役割を中心として』に含
まれる研究結果は薬学における基礎および応用のいずれにおいても優れてお

り ， 博 士 （ 薬 学 ） の 学 位 を 受 け る に 充 分 値す る もの と 認め た ．


