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 Many  environmental  carcinogens  damage  DNA  at an  initiation step  in carcinogenesis,  and  Arnes test is a

short  term  screening  ef  pessible carcinogens.  Most  carcinogens  require  enzymatic  activation  through

exidation  by cytochrome  P450, which  metabolizes  promutagens to active  species  in the mutation  assay. Iron

(III) porphyrin  and  an  exidant  catalyze  the oxidation  mimicking  the metabolism  by cytochrome  P450. In

this study,  some  carcinegens  were  tested in order  to generalize  the use  of  the chemieal  models.  We

investigated tbe best conditions  for mutation  assay  with  the chemical  models.  The  activation  of  2-

aminefluerene,  benze[a]pyrene  and  tryptophan pyrolysates (Trp-P-1 and  Trp-P-2)  and  2-

acetylaminofluorene  (AAF) in mutation  assay  using  Fe(FsP)Cl  and  three  oxidants  ; tert-buty}

hydreperoxide (t-BuOOH), m-chloreperoxybenzoic  acid  CmCPBA), andmagnesiummonoperexy-

phthalate (MPPI') , Aromatic amines  displayed higher levels of  mutagenicity  with t-BuOOH,  whereas  the

pelycyclic hydrocarbon was  preferentially activated  when  mCPBA  was  used.  All promutagens  were

mutagenic  in the presence  of  Fe (FsP) Cl/MPF'r. Our  results  show  that this activation  system  will  be

generally usefu1  as  an  alternative  of  the conventional  assay  with  S9mix, and  a type of  mutagens  will  be able

to be estimated  frem the dLCference of  activity  in different models  used.

 On  the other  hands, the mechanism  of  rnetabolic  activation  ef  AAF was  investigated with Fe(FsP) C11t-

BuOOH.  A  major  product obtained  from  this reaction  was  2-nitro-9-fluorenone (N02F =
 O), which

showed  mutagenicity  on Salmonella tyPhimuri"m 
frA1538.

 During the oxidation  of  AAF  by the chemical

model,  the formation of  N02F  = O attended  with  a  decrease of AAb', which  was  analyzed  by HPLC.  In order

te estimate  the contribution  of  NO,F  = O  to the total mutagenicity  after  chemical  model  oxidation,

rnutagenicity  was  assayed  using  Salmonella mphimun'um YG7131  which  i$ deficient in nitroreductase,  and

the result  was  compared  to that in a  parent strain  Salmonella mphimun'um  TA  1538. The  mutagenicity  ef

AAF  decreased significantly  in Salmonella typhimuri"m YG7131,  which  suggested  that most  of  the

mutagenicity  derived from AAF  in the presence  of  the chemical  model  was  due te N02F  
=
 O  formed.

Funhermere, the amount  of  N02F  =:  O formed in the lncubation mixture  accounted  for the mutagenicity,

and  suggested  further that the mutagen  formed in the models  was  N02F  
=
 O.

Keywords  : Cytochrome  P450  rnodel,  metalleporphyrin,  metabelic  activation,  oxidation,

 2-acetylaminofluorene
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This paper was  presented at the 11th JEMS Annual Syrnposium at  the ABC  Hall, Tokyo, June 3rd 2000. The  Sympesium  entitled  ℃ hemical
Mechanisms of  Depression  and  Repression ei  Activity Itt Environmental Mutagenesis", was  organized  by Masataka  Mochizuki  and

spensored  by the Japanese Environrnental Mutagen Society.
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Fig．　l　 Mechanism　of　cytochrome 　P450 −catalyzed 　oxidation

変換 され て生体外 に排泄されるが，一
方で 代謝活性化 を

起 こ し毒性を発現す る こ とがある．代謝 に よ り親化合物

か ら予測で きない 毒性 を生 じる こ ともあ り，代謝機構 を

ふ ま え た研究 は重要で あ る（wright，1980）．生 体内酵素

を用 い た 代謝研 究 は ，酵 素系 を 含 む た め に 反応温度 ，

pH ，イ オ ン 強 度 な ど の 制 約 を 受 け る （Paolini　 and

Cantelli−Forti，1997）．また 酵素系 で は大量 の 基質を 用 い

る こ とが で きない こ と に加えて ， 生成 した代謝物が タ ン

パ ク 質 に吸着 されて 生成物を十分 に検 出す る こ とが で き

ず，代謝研究 におけ る限界 とな っ て い る．そ れ ら を 改善

す る 目的で ，タ ン パ ク質を含 ま な い 代謝系 の 開発が 重要

と なる （Mellnier，1994 ；Mansuy 　et　al．，1989）．酵素モ デ

ル は pH や 反 応 温 度 に影響 を受 けに くく， 取 り扱 い に 制

限 が 少 な い ．さ ら に 用 い る 実験動物 に よ る ロ ッ ト差 や 種

差の 違 い に よ る代謝能の 変化が なく，

．
淀 の 結果が 得 ら

れ る．こ の よ うに酵素 モ デ ル を用 い る こ とで さまざまな

反応条件を設定す る こ とが で き，不安定な反応中間 体 の

捕捉 や 微量代謝生成物の 単離が 可能 となり，詳細 な 代 謝

機構 の 解明 に 有 用 で あ る．

　代 謝 反 応 の うち最 も重 要なの が 酸化反 応で あ り，ミ ク

ロ ソ
ーム に含 まれ る cytochrome 　P　450が 中心 的な役割を

担 っ て い る．Cytochrome　P450の 作用 は一
原子酸素添加

酵素 で ，NADPH 由来 の 還 元力を利用 して 酸素原子を活

性化 し，その 結果 ，酸素原 子 が異物 に 導入 さ れ る こ とに

よ っ て水溶性 の 高い 化合物へ と変換す る （Sheldon，1994）
（Fig．1）．　 Cytochrolne　P　450 の 触媒サ イ クル で は休 止 状

態 の cytochrome 　P　450 に基質が導入 され る と，　 ・
電子還

元され て ポル フ ィ リ ン オ キ セ ノ イ ド中間体を生 じて 基質

を 酸 化 し ， そ れ 自 身 は 再 び 休 止 状 態 に 戻 る ．

Cytochrome　P　450の 活性中 ’L・で ある ポル フ ィ リ ン 鉄錯体

は酸化剤が 共存す る と直接酸素原 子 が 供給 され，す み や

か に 活性種で あ る ポ ル フ ィ リ ン オ キ セ ノ イ ド中 間体 を形
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Fig．2　Altema廿ves 　for　cytochrome 　P450

成 し基質を 酸化す る
“
ペ ル オ キ シ ドシ ャ ン 1・

”
を形成す る

こ と が 知 ら れ て い る （Groves 　et　 aL ，1979）．そ の

cytochrome 　P　450 を は じめ とす る 生体内の 酸化酵素 の 多

くが，ポ ル フ ィ リン 鉄錯体 を活性 中 心 に持 つ こ と とペ ル

オ キ シ ドシ ャ ン トを形成す る こ とか ら，ポ ル フ ィ リ ン 鉄

錯体 と酸化剤 か ら成 る 化 学 モ デ ル の 構築 を 目的 と し た

（Fig．2）．

　 こ れ まで は主 に N −nitrosodialkylamine の 代謝産物 で あ

る ア ル デ ヒ ドとア ル コ
ー

ル の 生成を指標に して，酸化 が

進 行す る 化 学 モ デ ル の 確立 を 行 っ た （Okochi　 and

Mochizuki ，1995）．さ ら に 変異原性発現 に 基づ く生 物活

性 を指標 に N −nitrosodialkylamine の 酸化を追跡 した と こ

ろ ，ア ル キ ル 化 剤 に 感受性 の 高い Salmonella　tyPhimu −

rium 　YG 　7108 で 4 種 の ア ル キ ル 基 （メ チ ル
，

エ チ ル ，プ

ロ ピ ル ，ブ チ ル ）を持つ N −nitrog．　odialkylamine の 変異原

性 が 発現 し，その 変異原性 が ア ル キ ル 基 由来で ある こ と

を 明 ら か に した（Okochi　ct 　aL ，1995 ；Okochi 　et 　al．，
1997 ）．つ ま り化学 モ デ ル に よ っ て N −nitrosodi −

alkylamine は 生体内 と1司様 に α
一水酸化経由で 代 謝 さ れ

る こ とが 示 され た．

　本研究 で は化学 モ デ ル を用 い た 変異原性試験 に お い

て ，反応溶媒や 酸化剤の 違 い に よ る 変異原活性 へ の 影響

を検討 したうえで ，
い くつ か の 変異原 を用 い て 変異原性

を検出 し，化学モ デ ル の 変異原性試験へ の 応用拡大を 凵

的 とした．さ らに化学 モ デ ル を用 い て 変異 原 の 酸化 機 構

を解明する こ とで 化学モ デ ル の 有用 性 を検 討 し た．

1．変異原性試験における化学モ デルの有用性

　化学 モ デ ル を代謝系と し て Ames 法 に 応用して い る研

究 はあ る もの の ，そ れ らの 方法 で は代謝活性化体 を溶媒

抽出 した後に 試験 を行 っ て い る ため に 中間体が安定な場

合 に 限 られ 操作 が 面倒 で あ る （Salmeen　et　a1．，1988 ；

Rueff　et 　al．，1992）．本研 究で は A エnes 法 に お い て 化学 モ

デ ル を 代謝酵素 の 代 わ りに用 い て ，化学 モ デ ル を含 ん だ

ままの 反応液を直接プ レートに添加 して 試験 した．本実

N 工工
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暫

験 に用 い た 化合物 の 構造 を Fig．3に示 した．

　1）変異原活性 へ の溶媒の影響

　変異 原 で あ る 2−aminofluorene （AF ）は 詳細 な反応 機構

が す で に 検討 さ れ て い る こ と に加え，容易 に 入予で きる

こ とか ら，本研究 にお い て条件を検討す る た め の 化合物

と して 選 ん だ．AF の 変異 原 性 発 現 機構は ア ミ ノ 基 が

cytochrome 　P　450 に よ り酸化 され て ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ノ

体 に な っ た後，ア セ チ ル 化 など の 抱合化 を受けて 究極 的

な活性体で ある N −acetoxy −2−arninofluorene とな りDNA

と反応す る （Heflich　and 　Neft，1994）．

　検 討 し た反 応溶媒 は 変異 原 を溶 か し，さ ら に 菌液 を 混

和 す る た め に CH
…｝
CN ，　 dioxane ま た は dimethyl −

formamide （DMF ）を 用 い た ．　 AF を 溶媒 （CH3CN ，

dioxane また は DMF ）に 溶解 し，　 Fe （F5P ）C150nmol ／

（CH3CN ，　dioxaneまた は DMF ）を試験管 に 分注 し，　 t−

BuOOH 　150nmol／リ ン 酸緩衝液　（pH 　7．4）を添加 して 反

応 開 始 と した，そ の 反 応 液 を イ ン キ ュ ベ ー
ト （25℃ ，1，3，

5，10，20min ）し た 後，　 Salmonellα typJtimun
’
um 　TA 　1538

と リ ン 酸緩衝液 　（pH7 ，4）の 混液 を加 え，さ らに ト ッ プ

ァ ガー
を手早 く加えて 最小 グ ル コ ース 寒天 培 地 に 様 に

広げた．こ の 寒天培地 を培養 し，出現 した 復帰変異 コ ロ

ニ
ー

を数えた．変異原活性 の 比較 は，各反応時間 （1，3，

5，10，　20　min）の なか で 最 も高い 活性を示した 時閲で の コ

ロ ニ ー
で 比 較 し た．CH3CN ，　 dioxaneまた は DMF の い

ずれ の 反応 溶媒 を用 い て も AF の 変 異 原 性 は発 現 し た が，

その 変異原活性 は CH3CN ＞ dioxane＞ DMF の 順 で あ っ

た（Fig．4A ）．溶媒 に よ る 反応性 の 違う原因 は，溶媒 に

よ っ て 生成す る酸化活性種 が 異なる こ とや 溶媒自身が酸

化活性種 と反応す る こ とな どが あげ られ る．DMF は生

体内の cytochrome 　P　450 に よ りN 一メ チ ル 基 の 酸化が報

告さ れて お り（lley， 1990），本研究に お い て も DMF は化

学 モ デ ル と反応す る ため に AF の 変異原性が 低 ドす る と

考えた．

2 ）変異原活性へ の 酸化剤の 影響

　化学 モ デ ル は用 い る 酸化剤 に よ り生 成 す る 酸化活性種

が 異なり，変異原 に 対す る 酸化力も異 な る （Guengerich

and 　MacDonald，1984）．そ こ で ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドと し

て t−BuOOH （Traylor　and 　Xu ，1990），過酸 と し て m −

chloroperoxybenzoic 　acid （mCPBA ）（Groves　et　al．，1981），

と magnesium 　monoperoxyphthalate （MPPI
’
）（Querci　and

Ricci
，
1989 ；Hof   ann 　et 　al．，1990）を 用 い て 変異原 性を

試験 した．酸化剤 の 違 い に よ る反 応 性 の 違 い を検討する

た め に ， 芳香族 ア ミ ン で ある AF と多環式芳香族炭化水

素で あ る benzo［a］pyrene （B［a ］P）を用 い て 検討 した．

　AF を用 い た場合 は い ずれ の 酸化剤 を用 い て も変異原

性 が 発現 し，そ の 変 異 原 活性 の 強 さ は t−BuOOH ＞

MPI71
’
＞ mcPBA で あ っ た （Fig．4B ）．　 AF に つ い て 最も

高い 変異原活性が 得 られ た 条件で ，Fe （Fr，P）Cl，ま た は

酸化剤を除 く系 で 変異原性 を 試験 した （Fig．4c ）．そ の

結果 ， Fe（F5P）Clまたは 酸化剤 を除 く系 で は 変異原性 を

発現せ ず，Fe（F5P）Clと酸化剤 が 共存 した系 の み で 変異

原性 を発 現 した．

　．一
方，B ［a ］P の 変異原 性試験 で は mCPBA とMPP ］「と

も明 らか に 変異原性 が 発現 した （Fig．5A ）．　 t−BuOOH を

用 い た系で は コ ン トロ ール で の コ ロ ニ
ー

数が 20 で ，B［a ］

Pで は最 も多い コ ロ ニ ー数が 90 で あ っ た の で ，わ ずか で

はあ るが 変異原 性 を発 現 した．B［a〕P につ い て 最 も高い

変異原活性が 得 ら れ た 条件で ， Fe（F5P）Cl， または酸化

剤を除 く系 で 変異原性 を 試験 し た （Fig．5B）．そ の 結果，
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　　　 150nmol ／phosphate 　buffer（pH 　7．4），20min ，規 CPBA

　　　（■ ）： 辮 CPBA 　500nmol ／dioxane，20min ，　MPPr （▲ ）；

　　　MPPT 　200nmo1 ／phosphate　buffer（pH 　7．4），20min

　　　 （B）Mutagenicity　of　B ［α］Pin　Salmoneila　typhim＃ 洳 陽

　　　TA1538 ，　BL α⊃P／CH ヨ
CN ，　Fe （F5P）Cl　50nmol ／CH3CN

　　　MPPT 　200nmQl ／phosphate　buffer （pH 　7，4），20min ；

　　　Complete （●），− Fe（F5P）Cl （△ ），− t−BuOOH 〔口）

Fe （F5P）Clま た は 酸化剤を除 く系で は変異原性 を 発現せ

ず，Fe （F5P）Clと酸化剤が 共存した 系で の み 変異原性 を

発現 した．

　同 じ基質 に 対す る酸化剤 の 活性 の 違 い は，ヒ ドロ ペ ル

オ キ シ ドと過酸を用 い た化学モ デ ル で は，酸化活性種が

違 うた め に異 な る変異原 が 活性 を発現 して い る こ とが考

え られ るが ， 本研 究 で は 変異原 を は じめ酸化生成物 を同

定 して い ない の で 反応機構 の 詳細 は わ からない ．

　3）種々の 変異原を用い た 変異 原 性発 現

　 こ れ まで の 結果 か ら，Fe（F5P）Cl／t−BuOOH が 芳香族

ア ミ ン 類 を 強 く活性化 し，Fe （F ，
P）Cl／mCPBA と Fe

（F5P）C1／MPPT は多環式芳香族炭化水素 を強 く活性化

し，変異原 に対する 酸化剤 の 特異性 が 認 め られ た，芳香

族 ア ミ ン 類 を 酸化す る Fe （F5P）Cl／t−BuOOH を用 い て ヘ

テ ロ サイ ク リッ ク ア ミ ン で あ る Trp−P−1 とTrp −P−2 の 変

異原 性 を試験 した．Trp−P−1 と Trp −P−2 もア ミ ノ 基 が 酸

化 さ れ て ヒ ドロ キ シル ア ミ ノ 体 を形 成 し た後 に 変異原性

を発現す る （Mita　et　al．，1981）．　 Fe （F5P）Cl／t−BuOOH の

反 応 溶媒 を 検討 した 結果 よ り，CH3CN ＞ dioxane＞

DMF の 順 に 変異原性が発現 した こ とか ら，そ の 優先順

位 と化合物 の 溶解性 に基 づ い て 変異 原 性を 試 験 し た．

Trp −P−1 は CH ，CN を用 い て 試 験 し た が ，　 Trp −P−2 は

CH3CN と dioxaneに は溶 解 しな か っ た た め DMF を用 い

て 試 験 した ．そ の 結果 は AF の 変異原 性試験 と 同 じ条件

で ，Trp−P−1 とTrp −P−2の い ずれ の 化合物 も変異 原 性 を

発現 した （Fig，6）．　 Trp−P−1で は 酸化剤 の み で も 変異原

性 を発現 したが，そ の 変異原活性は Fe（F5P）C1の 共存 に

よ っ て さ ら に増加 した．　Trp −P−2で は Fe （F ，
P）Clあ る い

は t−BuOOH を除 く系で は変異原性 を発現せ ず，　 Fe（瑞P）
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Fig．6　Mutagenicity 　 of 　Trp −P−1 （A ） and 　Trp −P−2 （B ） in

　 　 　 Satmonella卿 舟珈 ％瀚 刑 TA1538

　　　 （A）Trp−P−1／CH3CN ，　Fe （F5P）Ci　50nmol ／CH ヨ
CN ，　 t−

　　　BuOOH 　150nmol ／phosphate 　buffer （pH 　7．4），20mill ；

　　　 Complete（●），− Fe（F5P）CI （△ ），− t−BuOOH 〔［］〕

　 　 　 （B ）Trp −P−2／DMF ，　Fe （F5P ）Cl　50nmol 　DMF ，　t−BuOOH

　　　 150nmo レphosphate 　buffer（pH 　7．4＞，20　min ；C 〔〕mplete

　　　 （●），− Fe（FsP）Cl （△ 〉，− t−BuOOH （口）

Cl とt−BuOOH が 共存 し た系 で の み 変異原性 を検出 し

た，

　ま た ，芳 香 族 ア ミ ン 誘 導 体 で あ る 2−acetylamino −

fluorene（AAF ）は ア ミ ノ 基 が ア セ チ ル 化 され て お り，ア

セ トア ミ ド基 の N 一水酸化体を形成 して 変異原性 を発現

す る （Heflich　and 　Neft，1994 ）．AF で は Fe （F ，
P ）　Cl

50nmo1〃−BuOOH 　150nmolで 変異原性を検出で きたが，

AAF は AF と同 じ条件 で は 変異原性 を発現 し なか っ た．

そ こ で AAF の 量 を増 や す と 同 時 に化 学 モ デ ル の 量 を増

や し た 条 件 で あ る Fe （F5P ）Cl　250nmol ／t−BuOOH

750nmol で 検討 した と こ ろ，　 AAF は用量 に 依存 して 変異

原性を発現 した（Fig．7），また Fe （F ，P）C1あ る い は t−

BuOOH を除 く系 で は 変異 原 性 を発現せ ず，　 Fe（F5P）Cl

とt−BuOOH が 共存 し た系で の み AAF の 活性 を検出 し

た．AAF の 変異原 活性 は AF よ りも低 く，ア ミ ノ 基 に 比

べ て ア ミ ド基 の 方が 酸化 さ れ に くい た め に AAF の 変異

原 活性 が 低下 し た と考 え た．

　 こ れまで の 結果をTable　1に まとめ た．異なる 酸化剤

を用 い る こ とで 生成す る変異 原 が 異 な る可 能性もある も

の の ，種 々 の 変異原 は 濃度 に 依存して 変異 原性 を発 現 し

て お り，化学モ デ ル に よ っ て 酸化 され て 変 異 原 性 を発 現

した．Rueff らは種々 の 化学 モ デ ル を 用 い て 変異原性試

験 に 応 用 して い る が，反応液 を溶媒抽出 した 後 に 変異原

性を試験 して い る （Rueff　et　al，，1992）．そ の 結果 で は 芳香

族 ア ミ ン （AF，　AAF ）や ヘ テ ロ サ イ ク リ ッ ク ア ミ ン （IQ）は

t−BuOOH で 強 く活性化 さ れ，多環式芳香族炭 化水素 〔B

［a ］P，7，12−dimethylbellzo［a ］anthracene ，3−methyl −

cholanthrene ）は PhlO で 高い 変異原性 を発現す る こ と を

報告 して い る ．化学 モ デ ル と して t−BuOOH は 芳香族 ア
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Fig．7Mutagenicity 　of　AAF 　in　Sαlmonetlaむ，phimurium　TA 　／538

　　　AAF ／CH3CN ，　Fe 〔Fr，P｝Cl　250mnol ／CH ご二
CN ，彦一BuOOH

　　　750nmo1 ／phosphate　bu猛er 　（pH 　7．4），10min ；Colnplete

　　　 〔● ），　− Fe（F5P）C王 （△ 〕，　− t−BuOOH 　（：）

ミ ン や そ の 誘導体 を 活性化 す る の に 対 し，MPPT や

mCPBA は 多環式芳香族炭化水素 を よ り強 く活性化 し

た．本研究 で の 結果 は，Rueffらの 報告 と 変異原 に対す

る 酸化 剤 の 特 異性 が 同 じ傾 向 で あ っ た，Fe〔FrP）Cl，酸

化 剤 あ るい は 基 質 を除 く系 で は 変異 原 性 を発 現 せ ず ，化

学 モ デ ル が Sgmix の 代替 と し て 変異原性試験 に 応 用 で

きる こ とが わ か っ た．

2 ，化学モデルによる 2−acetylamino −

　　fluoreneの変異原性発現機構の解明

　 化 学 モ デ ル を 用 い て 代 謝 機 構 の 検 討 に 応 用 す る た め

に，化 学 モ デ ル に よっ て 変 異 原 性 を 発 現 した AAF か ら

変異原活性体 の 単離
・
同定 を試 み た．AAF は Millerらに

よ っ て 発が ん 物質の 代謝活性化 の 概念が確 iン1した 化合物

で あ り，現在 まで に詳細な代 謝機構 が 検討 さ れ て い る

（Miller　et　al．，1961）．

　反 応条件 は 変異 原 性試験 の 条件 （AAF 　500nmol ，　Fe

（F ，．　P）CI　250　nmol
，
　t−BuOOH 　750　nmol ）よ り も大 量 の 化学

モ デ ル を 用 い （AAF 　O．5mmo1
，
　Fe （F5P ）CI　O．06　mol

，
　t−

BuOOH 　15mmol ），さ らに 反応時間を2時聞 と 長 くして

AAF を酸化 させ て 変異原 を追跡 した．得 ら れ た反応液を

溶媒抽出 し た の ち オープ ン カ ラ ム クロ マ トグ ラ フ ィ
ーに

よ り分 離 し，得 られ た 各分 画 の 変 異原 活性 を検定 し，変

異原活性体 を単離 した．
iH −NMR ，　 IR，　 MS の 機 器 デ

ー

タ よ り，代 謝 を 必 要 と しな い 変異原 と し て 2−nitro −9−

fluorenone（NO2F ＝0 ）を同定 した （Fig．8）．

　 そ こで 変 異 原 性試験 の 条件下 で の NO 。F ＝0 の 生成を

検討する た め に，基質で あ る AAF と NO
，
F　
＝0 の 経 時

的 な 変化 を HPLC で 検討 した ．　 AAF は Fe（F5P）Clの み，

ま た は t−BuOOH の み の 存在 下で は減少 し な か っ た が，

Fe （F5P）Cl／t−BuOOH の 存在下 で は AAF 　500　nmo1 は 反応
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Table 】　Mutgenicity　of 　some 　mutagens 　activated 　by　Fe （F，
P）Cl　and 　oxidant

mutagen oxidant

Aromatic　amine
Polycyclic　aromatic

hydrocarbon

Heterocyclic　amines

N −Nitroso　compounds

AF，　AAFB
［a ］P

t−BuOOH ＞ MPPP

MPIYI）＞ mCPBA

Tny）−P−1，　Trp−P−2，　　　　 t−BuOOH
／V−Nitrosodiallrylamine　　t−BuOOH
蝕 yl

＝
methyl ，　ethyl，

　 　 　 propyl，　butyl

撫 1◎愈 轟 、

↓

Physical　properties

¶H −NMR ｛ppm ，　in　CDCI3⊃

　　　　 8．47−8．50（m ， 1H，
　Ar・H｝

　　　　8．40・8．45 （叫 1H ，
　Ar−H｝

　　　　 7．58．7．80 〔m ，4H ，
　Ar■H｝

　　　　7．42・7．49 （m ， 1H ，
　Ar・H）

lR（cm
’t
｝

MS

1714 ←C ＝ O ｝

152e，1338 （．NO2｝

m ノ乞　225

mp ．　　 221 ．0〜223 ．5 ℃

Fig．8　1dendncaUon 　of　NO2F ＝OfromAAF 　by　Fe（F5P）Cl〃−BuOOH

時間 に 依存 し て 221，5nmol （約 50％ ）まで 減少 した （Fig．

9A ）．変 異 原 性 試 験 の 結果 よ り，Fe （F5P）C1／t−BuOOH

で 変異原性 を発現 し
，
Fe （F5P ）CIまた は t−BuOOH を除

く系 で は 変異原性を発 現 し な い こ と と も 致 し た．また

Fe （F5P）Cl／t−BuOOH の 存在下 に お い て ，　 AAF か ら直接

的な変異原 と して 同定した NO2F ＝0 の 生 成 を観察 した

（Fig．9B ）．そ の 結果，　 NO2F ＝o の 生 成 は 反応時 間 に 依

存 して 増加し，減少 した AAF の うち NO2F ＝0 は 3．6％

を生 成 した．

　さ らに 化学 モ デ ル の 存在下 にお け る NO2F ＝0 の 変異

原性発現 へ の 寄与を観察する た め に，ニ トロ レ ダ ク ター

ゼ を欠損 した Salmonella　tyPhim％ rium 　YG 　7131 を用い ，

親株 で あ る Salmonella　tyPhim” rium 　TA 　1538 との 変異原

活 性 を 比 較 し た ．二 トロ レ ダ ク タ
ー

ゼ を 欠損 し た

Salmonella　tyPhimun
’
um 　YG 　7131は，ニ トロ 化 合 物 を ヒ

ドロ キ シ ル ア ミ ン に還 元 する こ とが で きない た め に 変異

原活性 が 低 下 す る （Yamada 　et 　al．
，
1997）．標品 で あ る

NO2F ＝0 は Salmonella　typhim” rium 　TA 　1538 に 比べ て

Salmoπ ella ちyPhim” rium 　YG 　7131 で 著 しい 変．異原活性 の

低下 が み られ ，NO2F ＝0 が活性化 され ず変異原 性 が 低

．一
ドした （Fig．10A）．同 様 に Fe （F5P）Cl／t−BuOOH に よ る

AAF の 変異原活性 もSalmonella　tyPhimurintm　YG 　7131に
お い て 著 しい 低下がみられた こ とか ら， 化学 モ デ ル の存

在下 に おける AAF の 変異原活性 の 大部分 が NO
，
F　
＝0

に よ る もの で あ る こ とが わ か っ た （Fig．10B ）．

　そ こ で Fe（F5P）C1／t−BuOOH に よ りAAF か ら生 成 した

NO2F 　
＝

　O 量 に対 して AAF の 変異原性 を プ ロ ッ ト し， 標

品 の NO2F ＝0 の 変異原活性 と比 較 した と こ ろ
， 両方 の

活性 は一
致 し，AAF の 変異原活性 は生成す る NO ，F ＝0

で 説明で きた （Fig．11）．

　以 ヒの 結果 よ り，Fe（F，
P）Cl／t−BuOOH に よ っ て AAF

は NO ，F　
＝

　O に 酸化 され る こ と を 証明 し，さ らに 化学モ

デ ル の 存在
．
ドに お け る AAF の 変異原活性 は NO2F ≡0

に よる 活 性 で あ る こ とが 明 らか に な っ た （Fig．12）．

　フ ル オ レ ン 環 の 9 位 の 酸化 は報告 され て お り，NO2F
の 9位酸化 は 線虫で あ る C．吻 g鯢 c2 で の 主 代謝経路 で あ

り， また ラ ッ ト肝 の ミ ク ロ ソ
ーム に よ っ て も生 成す る

（Pothuluri　et 　al．，1996 ；Cui　et　al．，1996）．ラ ッ トや ウサ

ギ の 肝 ミ ク ロ ソ
ー

ム を用 い た AAF の 代謝機構 で は ，　 AF ，

7−hydroxy−AAF ，　5−hydroxy −AAF ，　3−hydroxy −AAF ，　1一
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Fig．9　Decrease　of 　AAF （A） and 　increase　of　NO2F ＝0　（B）by

　 　 　 Fe （F5P）Cl／t−BuOOH 　AAF ／CH ：，CN ，　Fe （FsP ）Cl　250

　　　 nmol ／CH ：孝
CN ，　t−BuOOH 　750　nmol ／phosphate 　buffer（pH

　 　 　 7．4），25℃
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Fig．10　 Mutageniclty　of　NO2F ；0 （A ） and 　AAF 　w 正th　Fe （F5P）

　　　 Cl〃−BuOOH 　（B ）in　Salmonella　typhimurium 　TA1538

　　　 （● ）and 　Salmone〃α 甥）himun
’
um 　YG　7131　（▲ ）

hydroxy−AAF などが 知 られ て い るが ， そ の 1．1　rで フ ル オ

レ ン 環 の 9位 の 酸化で 2・acetylamino −9−fluoreno1と 2−

acetylamino −9 −fluorenoneが 生 成す る こ とが 報告 さ れ，

さ ら に 9位 酸化 は 主 代 謝 経路 で あ っ た （Smith 　 and

Thorgeirsson，1981 ；Lenk 　and 　Rosenbauer −Thilmann ，
1993）．つ まり化学 モ デ ル に よ る AAF の 酸化反 応 で は ，

生体内 と同様 に フ ル オ レ ン 環 の 9位 を酸化す る こ とが 示

さ れ た．

　
一

方 ，N 酸 化 に よ る ニ ト ロ 化 合 物 の 生 成 は ，

prostaglandin 　H 　synthase や peroxidaseを酸化酵素 と し

て 用 い た研究で ，AF か ら 2−nitrofluorene （NO2F ）の 生成

が 報告 され て い る （Boyd 　et　al．，1983 ；Boyd　and 　Eling，
1984）．Prostaglandin　H 　synthase に よ る AF の 酸化 で 変

異原 性 を発 現す る こ と が 確認され て お り，詳細な酸化機

構お よび 変異原性発現機構が検討 されて い る が，その 変

異原活性体 はニ トロ 化合物以外 の 酸化生成物とされ，特

に AF 由来 の フ リ
ー

ラ ジ カ ル と さ れ て い る （Boyd 　and

Eling，1985 ；Boyd 　et　al．，1985），また NO2F か ら生 体 内
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Fig．　ll　Correlation　of 　nlutagenicity 　of 　AAF 　by　Fe （F5P ）Cl〃−

　 　 　 BuOOH 　 with 山at 　calculated 　based　 on 　NO 。F ＝OfDrmed
　 　 　 under 　the　same 　condi 廿ons

　　　 Mutagenicity 　of　AAF 　in　the　presellce　of　Fe （F5P 〕Cl〃−

　　　 BuOOH 　（●），　 mu 砲genicity　of　2−n玉tro・9−nuorenone　（O）

en 。Hl 、。
艷 ◎ゆ ，。2

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0

　　AAF 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NO2F 瞿O

Fig．　12　 Fo  ation　of　NO2F ＝0 丘Qm 　AAF 　by　Fe〔F，，P）Cl／t−BuOOH

の 腸 内細 菌 に よ っ て AF を 経 由 して AAF が 生 成 し，

NOzF と AAF で は 同 じ DNA 付加体 を 形成 す る こ とが 報

告 さ れ て い る （MOIIer　et 　al．，1987 ；M611er　and 　Zeis董g，

1993 ；MOIIer　et　al．，1994）．　 AF と NOzF は それ ぞれ 酸化

還元 され て 変換す る 可 能性 が ある が ，
ア セ トア ミ ド基が

ア ミノ 基 に な る に はペ プ チ ターゼ が 関 与す る．化学モ デ

ル で はペ プ チ ターゼ等の 酵素は存在せず，酸化系に よ っ

て ア ミ ド結合 が 切断 さ れ る こ と を示 し た （Peng 　et　al．，

1995）．化学モ デ ル に よ る AAF の 酸化 に よ りア セ トア ミ

ド基 の 1＞一酸化 と フ ル オ レ ン 環 の 9 位 が 酸化 さ れ た

NO2F ＝0 を同 定 した こ と は ，
こ れ まで に 報告さ れ て お

らず，新規 酸化経路 で あ る．

結
五

ロ

一一一圏
口

　細菌の 突然変 異原性試験 の 代謝系 と して 化学 モ デ ル を

用 い た と こ ろ，変異原 で あ る 2−aminof ［uorene ，　benzo［α］

pyrene，トリプ トフ ァ ン 熱分解物 で あ る Trp−P−1と Trp−

P−2，2−acetylaminofluorene の 変異原性 を検出 し た．さ

ら に ポ ル フ ィ リン 金 属錯体，酸化剤 を 含まない 系 で は 変

異原性 は発現せ ず，化学モ デ ル の 共存下の み で 活性を検

出 した，こ の ように 変異原性試験 にお い て ，化学 モ デ ル

に よ っ て 変異原を活性化す る こ とが で き，化学 モ デ ル の

代 謝 代 替系 と して の 有 用 性 が 明 らか に な っ た．さ らに用

い る ポ ル フ ィ リ ン 鉄 錯 体 と 酸化 剤 の 酸 化 力 を制 御 す る こ

179

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Environmental Mutagen Society of Japan (JEMS)

NII-Electronic Library Service

The 　Environmental 　Mutagen 　Sooiety 　of 　Japan 　（JEMS ｝

とで あ ら ゆ る 変異原を
・
様 に 検出す る こ と も可能 と な

り，また逆 に構造あ る い は置換基 の 異な る変異原を選択

的 に 活性化す る化 学 モ デ ル の 構築 も期待 で き る．

　 化 学 モ デ ル に よ っ て．生 成 す る 変異 原 と代 謝 中 間 体 の 同

定 を行 うこ とで ，い ま まで 解 明 され て い ない 代謝過程 の

詳細な分子機構 を化学的 に 解明 した．化学 モ デ ル に よ る

AAF の 酸化経 路 と変異原性 発現機構 を解明 した ．　 Fe

（F．，P）Cl／t−BuOOH に よる AAF の 変異原活性 の 大部分が

2−nitro −9−fluorenone　1こ よ る もの で あっ た．化学 モ デ ル

を用 い る こ とで 酵 素 タ ン パ ク質 の 影響 を受 け ず大 量 の 基

質 を用 い て 反 応 を行 うこ とが で きた．さ ら に 容易 に 反 応

液中で の 酸化 生 成物を同定で き，化学モ デ ル が代謝研究

に応用 で きる こ とを示 した．純粋な化学触媒系 で ある化

学 モ デ ル が 代謝研究 に お け る反応機構 の 検討 に 有用 で あ

る と同 時 に，新規代謝経路の 発 見に つ なが る こ とが 明 ら

か に な っ た．
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