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Summary

　凸 erole 　of　human　cytochrome 　P450（CYP ）in　the　metabolic 　activation 　of　tobacco −related 　N 」nitrosamines

was 　examined 　by　Salmonella　mutation 　test　using 　genetically　engineered 　Salmonella　typhimurium（S，
む卿 吻 寓吻 挽 ）YG7108 　ceUs 　expressing 　CYP2A6　toge血 er　with 　human　NADPH £ ytochrome 　P450　reductase ．
Seven　tobacco −related ハLnitrosamins ，　vis．ハ1−n童trosoanabasirle，八Lnitroseanatabine ，ムLnitrosodiethylannine ，4
（methylnitrosamino ＞−1−（3−pyridyl ）−1−butanone，　N −nitrosenornicotine ，　N −nitrosepiperidine 　and 　N −
nitrosopyrrolidine 　were 　used ．　Interestingly，　CYP2A6 　was 　responsible 　for　the　mutagenic 　activation 　of

essentially 　all　tobacco−related 　1＞」n 孟trosamines　examined 　in　the　present　study ．

　Genetic　polymorphism   f　the　CVr『2二46　gene　appears 　to　be　the　m 町or 　factor　in　the　interindividual　variability

of　cancer 　suscep 廿bility．　We 　found　the　deletion　of 　the　whele 　C】？％ 6　gene （CVP2A6ik4C）as 　a　type　of　genetic

polymorphism 　in　Japanese，　and 　developed　a　gene 　diagnosis　method 　to　detect　the　varliant ．　Thus ，　we
evaluated 　the　relationship 　between　CYPa46 ★4C 　and 　the　susceptibility 　to　lung　cancer ．　The 　frequency　of
α 7『2A6 ★4C　was 　signMcantiy 　lower　in　lung　cancer 　patients　than　in　healthy　volunteers ，　suggesting 　that　the

subjects 　carrying　the　CVr？Z46★4C　alleles 　are 　resistant 　to　carcinogenesis 　caused 　by　N −nitrosamines 　because
of　reduced 　metabolic 　activation 　capacity ．

Keywords 　 Cytochrome 　P450，　lung　cancer ，　N−nitrosamine ，　tobacco 　smoke

緒 言

　環境中 に 分布す る 変 異 原 ・が ん原 物質 は 生 体 内 の 薬 物

代謝酵素 に よ っ て 代謝 的 に 活 性 化 さ れ る．生 成 した化 学

的に 反応性 の 高い 代謝 物 は 遺伝子 の 損傷 を 誘発す る．チ

トク ロ ーム P450 （CYP ） は，化学物質 の 代謝的活性化
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に関 与す る 主要な 薬物代謝酵素 で あ る ．CYP に は 多 くの

分子 種が存在 し，そ れ ぞ れ が あ る 程度重複 し た 基質特異

性 を示 し多 くの 変異原 ・が ん 原物質 を代謝的 に 活性化す

る．した が っ て ，それ ぞれ の CYP 分 子 種 の 性質や 発 現

量の 差異は，発 が ん に大 きく影響する と考え られ て い る．

多 くの CYP 分子種 に は遺伝的多型 が 存在す る こ とが 知

られ て い る．化学物質の 活性化 に 関与す る CYP 分子種

の 酵素活性 や 発現 量 を変化 させ る 遺伝的多型 は ，ヒ トに

お け る こ れ ら化合物の 発が ん リ ス ク を変化 させ る と考え

本稿 は 日本環境変異原学会 第29回大 会 シ ン ポ ジウ ム 1 「レス ポ ン ダ
ー

と ノ ン レ ス ポ ン ダー；遺伝的多型 と環境変異原研究」で 発表 され た，
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Fig，1　Structure　of　co −expression 　plasmid　for　human　CYP　and 　OR

ら れ る ．著者 らは こ れ ま で に ，CYP に お ける遺 伝 的 な多

型 の 研究を展開 し て きた．こ れ らの 研究の 中で ，日本人

に お い て CYpa46 遺伝子を完全 に 欠損す る個体が存在す

る こ と を見 い だ し た．CYP2A6 に よ り主として 代謝的 に

活性化 さ れ る化学物質は，こ れ らの 個体に お い て は まっ

た く活性化 され ず，発 が ん リス ク が低下 す る と期待さ れ

る ．

　以 ドに ，
CYP2A6 遺伝子 を 欠損す る 遺伝子多 型 の 化学

物質の 変異原活性化 と
， そ の 発 が ん リス ク に お ける 意義

に つ い て述 べ る．

1．A1一ニ ト囗 ソア ミン類の 変異原活性化に

　　おけるヒ ト CYP2A6 の 役割

　化 学 物質の 変異 原 性 を調べ る た め の 試験系 と し て ，

Ames 試験 が 頻 用 され て きた．　 Ames 試験 に お い て は
，

化学物質を代謝的 に活性化す るた め に齧歯類 の 肝 よ り調

製 した S9 を添加 して 行う．しか し CYP の 酵素活性 に は

種差が 存在す る た め，旧 来の 齧歯類 の 酵素 を用 い て得ら

れ た 結果を ヒ トCYP に外挿す る こ とは 困難 で あ る．そ

こ で 著者 らが 開発 した ヒ ト CYP を大腸菌 に 発現す る 技

術 （lwata　et　al．，1998）をAmes 試験 に用い るサ ル モ ネ ラ

菌株 に 適用 し，ヒ トCYP2A6 と NADPH −CYP 還 元酵素

（OR ） を同時に 発現す る サ ル モ ネ ラ 試験 菌YG7108株 を

樹 立 した （Kushida 　et　al．，2000）．サル モ ネラ 菌 YG7108

株 は ア ル キル 化された DNA よ りア ル キ ル 基 を 除去す る

修復酵素 で あ る ada お よ び ogt 遺伝子 を欠損す る た め ，

N 一ニ トロ ソ ア ミ ン 類 を含 む ア ル キ ル 化剤 に 対す る 感受

性 の 高 い 菌 株 で あ る （Yamada　et　al．，1995）．

　 CYP2A6 と OR の それ ぞ れ の cDNA を別 々 の tacプ ロ モ

ー
タ の 下流 に 連結 し，CYP2A6 お よ び OR の 同時発現 プ

ラ ス ミ ドを構築した （Fig．1）．構築した発現 プ ラス ミ ド

を エ レ ク トロ ポ レ
ー

シ ョ ン 法 に よ りサ ル モ ネ ラ 菌

YG7108 株に 導入 し た．サ ル モ ネ ラ 菌 YG7108 株 に お け

る CYP2A6 お よ び OR の 発 現 量 は，培 地 1L あ た り 156

nmol お よ び 179　nmol で あ っ た．　 CYP2A6 の 発 現 量 は，

ヒ トの 肝臓約 390g に 発現 して い る 量 に 相当 した．精製

した CYP お よ びOR を用 い た再構成系 に おい て ，　 CYP の

最大 の 酵素活性 は CYP と OR の 比率が ほ ぼ 1に おい て み
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Fig．　2　 Metabelic　activation 　of　NNK 　by　CYP2A6　expressed 　in　the

　 　 　 established 　S．敵ρhimurium　YG7108　cells

られ る との 報告がある （Taniguchi　et　al．
，
1979）．サ ル モ

ネ ラ菌 に お け る OR の 発現量 は，　 CYP2A6 が触媒活性 を

示すた め に十分で ある と考えられ た．そ こ で サル モ ネ ラ

菌 YG7108 株に発 現 した CYP2A6 が 触媒活性 を有す る か

否か を，CYP2A6 の 典 型的 な基質で あ る ク マ リ ン を用 い

て 検討 した．キ ネ テ ィ ッ ク パ ラ メ
ータ を算 出 した とこ ろ，

Km 値 は 0，72 μM ，　 Vmax 値 は 10．5　nmo1 ／min ／nmol 　CYP

で あっ た．こ れ らの 値は，ヒ ト肝 ミ ク ロ ゾ ー
ム や他 の 宿

主 に発現 した CYP2A6 を用い て得 られた結果 と概ね
・
致

した．

　樹 立 し た菌株を 用 い て ，た ば こ 煙中 に含まれ る こ とが

知 られ て い る 1＞一ニ トロ ソ ア ミ ン類 の 変異原活性化に お

ける CYP2A6 の 役割 を検討 した．具体的 に は樹 立 した サ

ル モ ネ ラ 菌YG7108 株を用 い て 変異原性試験 を行い ，　 N 一

ニ トロ ソ ア ミ ン 類 が CYP2A6 に よ り活性化 さ れ て 復帰変

異 コ ロ ニ
ー

数を 上 昇す る か否か を検討し た．たば こ 煙中

に 含 ま れ る 1＞一ニ ト ロ ソ ア ミ ン 類 と し て ， 1＞−

nitrosoanabasine （NABS ），N −nitrosoanatabine （NATB ），

ノV −nitrosodiethylamine （NDEA ），（4−methylnitro −

samino ）−1−（3−pyridyl ）−1−butanone 　（NNK ），1＞−

nitrosonomicotine （NNN ），
1V−nitrosopiperidine （NPIP ）

お よ び N −nitrosopyrrolidine （NPYR ）を用 い た．　
一
例 と

して NNK を被験物質 と して 用 い た 場 合 の 結果をFig，2

に示す．NNK は CYP2A6 に よ り活性化 さ れ 濃度依存的

に 復 帰 変 異 コ ロ ニ
ー

数 が 上 昇 し た ．CYP2A6 に よ る

NNK の 活 性 化 に お け る 最 少 陽 性 濃 度 は 0．451 μM ，

CYP2A6 の 変異原産生 能は 7．61　induced　revertants ／nmol

NNK ／pmol 　CYP で あ っ た （Table　1）．　 NNK の 変異 原 性

が 1 μM 以下の 低濃度 か ら検出 さ れ た 原因 と して ， 宿主

N 工工
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Table　lMC 　values 　for　activation 　of　tobaccG−related 　N −nitrosamines 　by　CYP2A6　and 　mutagen ・
producing　capacities 　of　CYP2A6

NABS　　 NATB 　　 NDEA 　　 NNK 　　　NNN 　　　NPIP　　 NPYR

Mca 12544 ．70 ．769　　　　0．451　　　　2L327 ．33 ．87

Mutagen−producing
　Capacitiyb

0．00751　　　0．16411 ．47 、612 ．82　　　　0．537　　　　4．15

，The　results 　were 　judged　as　positive　when 　the　ntrrnber 　ef 　colonies 　increased　linearly　wi血 耄he

　 concentration 　of　a　promutagen 　and 　reached 　a　level　twice 　as　high　as　that　obtained 　with 　a　vehicle

　 alone 　as　a　control ，　MC 　value 　of 　a　promutagen 　was 　de加 ed 　as　the　concentration 　ofthe 　chem 至cal

　 giving　PDsitive　result （μM ）．
b　’．Aslope　ofthe 　increase　ofrevertant 　colonies 　against 　the　increase　ofthe 　amount 　of 　promutagen

　 （nmol ）at 　arollnd 　MC 　was 　calculated ，瓢 e　slope　was 　then　d呈Vided　by　pmol　CYP　present　in　a
　 reaCtiOn 　mi 【tiユre ，

死
と して ア ル キ ル 化剤 に 対 して 高 い 感受性 を示す YG7108

株を用 い た こ と，また本試験系で は 変異 原 物質 は サ ル モ

ネ ラ 菌の 菌体内 で ヒ トCYP2A6 に よ り活性化 さ れ る の

で ，生 成 し た 化学的 に不 安 定 な代謝物 が 効率 よ くDNA

な どの 生 体成分 に結合 し変異を誘発 した こ とが 考え られ

る ．CYP2A6 は NNK 以 外 の 調査 したすべ て の た ば こ煙

中 に存在す る N 一ニ トロ ソ ア ミ ン の 活性化 に 関与 した

（Table　1）．

　こ れ らの 結果 は CYP2A6 が 喫煙者 に お ける 発 が ん の リ

ス ク に 関 係す る こ と を示 唆 す る．

2 ．CYP2A6iz ’

伝子欠損と肺がん リスクの関係

　著者 らは こ れ まで に，CYP にお け る 遺伝的 な多型 の 研

究 を数多 く展開して きた．こ れ ら の 研究の 中で ，日本人

にお い て C｝ip246 遺伝 子 を完全 に 欠損す る 個体が 存在す

る こ とを見 い ILiした （Fig，3）（Nunoya 　et　al．，1998）．ま

た ，見 い 出 し た CYP2A6 遺 伝 子 の 全 欠 損 変 異

（CyP246 ☆ 4C） の 遺伝 子診断法 を 開発 し ， 日本人 の 3〜

4 ％ が 欠損者 で ある こ と を明 らか に し た （Miyamoto　et
al．，1999）．上 述 の よ うに ，

　 CYP2A6 は た ば こ煙中 に 含ま

れ る 多くの N 一ニ トロ ソ ア ミ ン 類 の 変異 原活性化 に 関与

す る，CYP2A 　6 ”4C を ホ モ で 有す る 個体 に お い て は，
CYP2A6 に よ り代謝的 に活性化 され る た ば こ 煙 中 の N一ニ

トロ ソ ア ミ ン 類 が 活 性化 され ない た め
， 喫煙 に よる 肺が

ん の リス ク が低 下 す る と考え られ た．そ こ で 喫煙 歴 を有

す る肺が ん の 患者 にお い て CYP2A6 ’4C の 頻度が 健常入

と比 較 して 少ない か 否 か を検討 し た．喫煙 歴 を有す る 男

性 の 肺が ん 患者 392名お よ び 健常者 423 名 に つ い て 調査

した （ケ
ー

ス ，コ ン トロ ー
ル と も平均年齢 58歳）．少 な

くと も0，5pack／dayの 喫煙 を，1年以 ヒ続 け た ヒ トを 喫

煙者 と定義 した．そ の 結果 ， 喫煙歴を有す る 肺が ん患者

で は，cyp2 ”6 塚 C の 頻度が 対 照 と比 較 して 有意に 少な

い こ とを見 い だ した （Fig．4）．一
方，喫煙歴 の ない 肺が

ん 患者に お い て は ， CVP2A6 　
’4C の 頻度 の 健常人 に 対す

る 有意差 は 認め ら れ な か っ た （Fig．5）．続 い て，肺が ん

を組織学的 に分 類 して CI［P2A6 °4C の 頻 度 を調 べ た．肺

Exorl　No．1　2　　　 3　4

51

CYP2A6t プβ；Gene　conversion
to　CYP2A7in 　3LU 丁R

5678gl3
’

CYP2A6t4C （deletion）

3’−DTR

Fig．　3　Majorα P翊 6variants　fDuDd　inJapanese

が ん患者 392 名の 内訳 は ， 扁平 上皮が ん （sqcc ） 104名，

小細胞が ん （smcc ）49名お よ び非扁 平上 皮が ん と非小

細胞 が ん 239名 で あ る．興味深 い こ と に sqcc お よ び

smcc に お い て は，　 C｝CP2A6 − 4C は ，1 例も認 め ら れ な か

っ た．以 ヒの 知 見 は，た ば こ 煙中 に 含 ま れ る N 一ニ トロ

ソ ア ミ ン な どの 化学物質を CYP2A6 が ヒ 1・体内に お い て

活性化す る こ と を示唆す る．さ ら に CYP2A6 に よ っ て 活

性化 された物質が 肺 が ん ， 特に sqcc お よび smcc の 形成

に 関与する 可能性 を示唆する．

結 五
ロ

一一關一
口

　 ヒ トCYP2A6 と OR を 同 時 に 発現す る サ ル モ ネラ 菌

YG7108 株 を用 い た研究 に よ り ， CYP2A6 が た ば こ 煙中

に 含 まれ る 1V一ニ トロ ソ ア ミ ン 類 を代謝的 に 活性化す る

こ と を明 らか に した．日木人 の 3〜4 ％は CYP2A6 の 全

欠損者 （CYP2A6YC ）で あ る．著者 らは，喫煙歴を有

す る肺が ん 患者 に お い て は ，CYP246YC の 頻 度 が 健 常

人と比 較 して 有意に 少ない こ と を見 い だ し た．以 上の 知

見 を 総 合 す る と，CYP2A6 が た ば こ 煙 中に 含 まれ る N 一ニ

トロ ソ ア ミ ン な どの 化学物質を ヒ ト体内に お い て 活性化

し，肺がん を誘発する 可能性が 考え ら れた．

　以．ヒ本研 究 で は，CYP2A6 を例 と して変異原 ・が ん 原

物質 の 活性化 に 関与する 酵素 の 活性 が 発が ん リ ス クの
一

因 と な り得 る こ と を示 した ，変異 原 ・が ん 原 物 質 の 活性

化 に 関与す る 薬物代謝関 連酵 素 の 活 性 を選 択 的 に 阻害す

る こ とが で きれ ば
， 発が ん の 化学予防 が実現 で きる 可能
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性 が 考 え られ る．特 に CYP2A6 の 酵素活性 を強 力 か つ 選

択的 に 阻害す る化学物質 に よ り，N 一ニ トロ ソ ア ミ ン 類

に よ る発 が ん を抑制で き る と考えられ る．
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