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Abstract Our preceding studies reported using animal liver microsomes that 2, 2', 3, 4, 4',
5'-hexachlorobiphenyl (hexaCB) (CB138), a worldwide and persistent organohalogen pollutant, was
metabolized to two major hydroxy (OH)-metabolites, 3'-OH-CB138 (M-3) and 2'-OH-2,3,3',4,4',
5'-hexaCB (M-4), and two dechlorinated OH-metabolites (M-1 and M-2) in guinea pigs at much faster
rate than in rats and hamsters. In this study, the distribution of four CB138 metabolites to the serum
and liver 4 days after exposure and their fecal excretion were studied in guinea pigs administered with
CB138 intraperitoneally. 3'-OH-CB138 (M-3) was a major metabolite in the liver, serum and feces.
M-1 was observed as a minor metabolite in guinea pig feces. In contrast, trace amount of M-2 was
present in guinea pig serum. However, 2'-OH-2,3,4,3',4',5'-hexaCB (M-4) which was a major
metabolite in the in vitro system using guinea pig liver microsomes was not found in all tissues and
feces tested in this study. On the other hand, the exact chemical structures of M-1 and M-2 were
determined to be 6'-OH-2, 3, 3', 4, 4'-pentaCB and 4'-OH-2, 2', 3, 4, 5'-pentaCB, respectively, by
comparison of the retention time and mass fragmentation of the synthetic authentic samples in
GC-MS. From these results, it is suggested that the metabolism of CB138 in guinea pigs may
proceed by three pathways, a direct hydroxylation at 3'-position, and also the formation of 2',3'- or 3',
4'-epoxide and subsequent dechlorination and that three metabolites show the different mode of
distribution and excretion.
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は じ め に

ポリ塩素化ビフェニル（PCB）は，周知の通り，

カネミ油症の原因物質1)であるとともに世界的な

環境汚染物質2)としても有名である．PCB異性体

のうち，2, 2', 3, 4, 4', 5'-hexachlorobiphenyl
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（hexaCB）（CB138）は，2,2',4,4',5,5'-hexaCB

（CB153）や 2, 2', 3, 4, 4', 5, 5'-heptachlor -

obiphenyl（heptaCB）（CB180）とともに，生体へ

の残留性が非常に高い PCB異性体として知られ

ている．例えば，海棲哺乳動物の血液や脂肪組

織3)4)，ヒト母乳5)6)，ヒト血液およびヒト脂肪組

織5)7)~9)では，CB153 に次いで高濃度で検出され

る．一方，ヒト血液中では，これらの PCB異性体

とともに，4-hydroxy（OH) -2, 2', 3, 4', 5, 5',

6-heptaCB（CB187)，4-OH-2,2',3,4',5,5'-hex-

aCB（CB146)，4-OH-2,3,3',4',5-pentachlor -

obiphenyl（pentaCB）（CB107）などの PCB水酸

化体が比較的高濃度で検出されている10)~14)．

CB138 の 毒 性 は，3, 3', 4, 4'-tetrachlor -

obiphenyl（CB77），3,3',4,4',5-pentaCB（CB126）

および 3,3',4,4',5,5'-hexaCB（CB168）などのダ

イオキシン類（コプラナー PCB）に比べはるかに

弱いため，世界保健機関（WHO）がダイオキシン

類の毒性の強さを表わすために提唱している毒性

等価係数は設定されていない15)．しかしながら，

CB138は，CB153 と同様にチトクロム P450を含

む肝薬物代謝酵素の強い phenobarbital（PB）型

誘導能を有することから16)，何らかの生体影響が

危惧される．

これまでに CB138 代謝に関する報告はほとん

どなかったが，CB138 の代謝物と思われる

3'-OH-CB138がヒト血中や肝中から検出される

に至り11)~14)17)，少なくとも代謝を受けることが

判明した．また，ヒト肝では 3'-OH-CB138が特

異的に高濃度で分布していることが報告され

た18)．一方，当研究室では，CB138 の動物肝ミク

ロゾームによる in vitro代謝を調べ，１）ラット

では１種類，ハムスターでは３種類およびモル

モットでは４種類の代謝物が生成されること，

２）そのうち主代謝物は 3'-OH-CB138 および

2'-OH-2,3,3',4,4',5'-hexaCB（CB157）であるこ

と，３）モルモットが最も高い代謝活性を有する

こと，４）２種類の一脱塩素化 OH体（OH-pen-

taCB）も生成されること，さらに，５）これらの

生成は PB 前処理により著しく増加することを明

らかにした19)．そこで，本研究では，これまで不

明であった２種類の OH-pentaCB の化学構造を

明らかにするとともに，CB138 代謝物の生体内運

命を明らかにするため，代謝活性が最も強いモル

モットに CB138を投与し，投与後４日目の代謝

物の血液および肝への分布と４日間の糞中への排

泄を調べた．

実 験 方 法

１．実験材料

(1)CB138 および代謝物

CB138は Cadoganの方法20)で合成した．まず，

1,2,3-trichlorobenzeneおよび 2,4,5-trichlor-

oaniline を tetrachloroethylene で溶解し，さらに

isoamyl nitrite を加えて，110℃で 24 時間反応さ

せた．反応物はアルミナカラム（100 g，Merck）

およびシリカゲルカラム（65 g，Merck）で部分精

製した後，高速液体クロマトグラフィー（HPLC）

に付した．HPLC条件は次の通りである．カラム，

ODS カラム（250 × 20 mm i. d.，5 µm，YMC

製）；プレカラム，ODSプレカラム（20mm i.d.×

50 mm，YMC 製）；移動相，acetonitrile；流速，

4ml/min；検出波長，254 nm．なお，CB138 の純

度は電子捕獲型検出器付ガスクロマトグラフィー

（GC-ECD）による検討結果，最終的に 94.0%以

上であった．

CB138：MS(EI) m/z (relative intensity) 358

(100) [M+]，360 (193) [M++ 2]，362 (157) [M+

+ 4]，364 (63) [M++ 6]，366 (16) [M++ 8]，323

(32) [M+-Cl]，288 (89) [M+-Cl2].

(2)代謝物の合成

M-1（メチル化体）の予想代謝物として，

6'-Methoxy（MeO) -2, 3, 3', 4, 4'-pentaCB

（CB105）を合成する場合，2,3,4-trichloroaniline

と 3,4-dichloroanisole を合成原料として用い，

Cadoganの方法20)で行った．なお，3,4-dichlor-

oanisole は，3,4-dichlorophenol をアルカリ性条

件下，dimethyl sulfateの添加によりメチル化し

たものを用いた．一方，M-2（メチル化体）の予

想代謝物として，5'-MeO-CB105を合成する場合，

2,3,4-trichloroanilineと 2,3-dichloroanisole を，

また 5'-MeO-2,2',3,4,4'-pentaCB（CB85）を合

成する場合，2,3,4-trichloroanilineと 2,4-dich-

loroanisole を，さらに 4'-MeO-2,2',3,4,5'-pen-

taCB（CB87）を合成する場合，2,3,4-trichlor-

oanilineと 2,5-dichloroanisole を，合成原料とし

て用いた．得られたMeO体は CB138 と同様に，

アルミナカラムとシリカゲルカラムを用いて部分
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精製した後，HPLCにて精製した．

6'-MeO-CB105：MS(EI)m/z (relative intensi-

ty) 354 (100) [M+]，356 (152) [M+ + 2]，358

(100) [M++ 4]，360(34) [M++ 6]，362(6) [M++

8]，304(97) [M+-CH3Cl]，241(39) [M
+-COCH3

Cl2].

5'-MeO-CB105：MS(EI)m/z (relative intensi-

ty) 354(100) [M+]，356(148) [M++ 2]，358(96)

[M++ 4]，360(33) [M++ 6]，362(4) [M++ 8]，

304(5) [M+-CH3C l]，311(31) [M
+-COCH3]，

241(41) [M+-COCH3Cl2].

5'-MeO-CB85：MS(EI) m/z (relative intensi-

ty) 354 (100) [M+]，356 (154) [M+ + 2]，358

(107) [M++ 4]，360(32) [M++ 6]，362(6) [M++

8]，339(16) [M+-CH3]，311(29) [M
+-COCH3]，

304(7) [M+-CH3Cl]，241(37) [M
+-COCH3Cl2].

4'-MeO-CB87：MS(EI) m/z (relative intensi-

ty) 354 (100) [M+]，356 (138) [M+ + 2]，358

(118) [M++ 4]，360(34) [M++ 6]，362(4) [M++

8]，339(17) [M+-CH3]，311(35) [M
+-COCH3]，

241(46) [M+-COCH3Cl2].

２．動物の薬物処理

代謝実験は，Hartley系雄性モルモット（体重

約 300〜350 g）を５匹用いて行った．実験期間中

は，床敷き用ケージにて個別に飼育し，飼料 RC4

（オリエンタル酵母製）を，水とともに自由に摂取

させた．実験室は，温度 23.0± 0.5℃，湿度 60

± 5%に保持し，照明は 12 時間の暗期／明期サ

イクル（明期：7:00〜19:00）とした．CB138は

コーン油に溶解し，モルモット１匹あたり 10 mg

を腹腔内に投与した．投与後，糞を２日間ごとに

採取するとともに，４日目には頸動脈より全血液

を採取することにより屠殺した．血液は血清分離

剤（栄研製）で処理し，血清として得た．また，

肝は屠殺後直ちに摘出し，生理食塩水で灌流した

後，分析まで-80℃に保管した．なお，これらの動

物実験は動物実験研究倫理審査委員会の承認を得

た上で，「中村学園大学（含む短期大学部）におけ

る実験動物のための指針」を遵守し実施した．

３．代謝物の抽出

(1)糞中代謝物

糞は 60℃で 48 時間乾燥後，コーヒーミルで粉

砕した．乾燥糞の粉末 10 g に内部標準物質とし

て 2,2',3,3',4,5,5',6,6'-nonachlorobiphenyl

（CB208）を添加後，acetone-n-hexane（2:1，

v/v）で 16 時間，ソックスレー抽出器で連続抽出

した．次に代謝物をメチル化するため，得られた

抽出物を chloroformに溶解した．次に，この 20

分の１を採り，2M水酸化カリウム水溶液 2.5 ml

で懸濁した後，dimethyl sulfate を 0.5 ml添加し，

100℃で 60分間還流した．その後，chloroform で

抽出し，濃縮した後，n-hexaneに溶解したものを

GCサンプルとした．

(2)血中代謝物

血清 0.5 mlに CB208を添加し，0.5M硫酸 0.

25 ml 添 加 し て 酸 性 に し た 後，chlor-

oform-methanol（2:1，v/v）1 mlおよび n-hex-

ane 3 mlの混合溶媒で３回抽出した．また，抽出

物は diazomethane でメチル化した．

(3)肝中代謝物

肝臓 1 g に CB208 を添加して，Potter-Elveh-

jem ホモジナイザーを用いて acetone-n-hexane

（2:1，v/v）15ml でホモジナイズした．次に，脱

水するため，上清は硫酸ナトリウムカラム（12 g）

にかけた．また残渣は n-hexane 10 ml で２回ホ

モジナイズを繰り返した後，前述の硫酸ナトリウ

ムカラムにかけた．得られた抽出物は di -

azomethane でメチル化した．

４．分析機器

CB138 とその代謝物の分析は，GC-ECD およ

び質量分析計付 GC（GC-MS）により行った．な

お，これらの定量は，CB138 の検量線を用いて

GC-ECD により行った．GC-ECD の条件は次の

通りである．分析機器，ECD付 HP5890 Series II

ガスクロマトグラフ（Hewlett-Packard製）；カラ

ム，DB-1 フューズドシリカキャピラリーカラム

（30 m × 0.25 mm i.d.，0.25 µm 膜厚，J&W

Scientific製）；オーブン温度，230℃；注入口温度，

250℃；検出器温度，250℃；キャリアーガス，N2
（1 ml/min）．一方，代謝物の分子量は，GC-MS

2010（島津製作所製）を用いて，EI モードで測定

した．GC-MS 分析条件は次の通りである．カラ

ム，DB-1 フューズドシリカキャピラリーカラム

（30 m × 0. 25 mm i. d.，0. 25 µm 膜厚，J&W

Scientific製）；オーブン温度，70℃（1.5 min）-
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20℃/min- 230℃（0.5min）- 4℃/min- 280℃（5

min）；注入口温度，250℃；検出器温度，280℃；

キャリアーガス，He（1 ml/min）．

実 験 結 果

１．血中代謝物の検索

CB138 投与後４日目のモルモット血中の

CB138 およびその代謝物（メチル化体）の

GC-ECDクロマトグラムを Fig. 1Aに示す．未変

化体のCB138以外に，２本の代謝物ピークが，そ

れぞれ保持時間 15.1分および 18.9分に検出され

た．これらのピークは，既報19)の代謝物の保持時

間との比較から，それぞれ OH-pentaCB（M-2）

および 3'-OH-CB138（M-3）のメチル化体である

ことが確認された．

次に，これらの血中濃度を定量した（Table 1）．

定量には CB138 の検量線を用いた．その結果，

未変化体の血中濃度は，0.25 ± 0.05 nmol/ml

serum であった．これに対し，主代謝物の M-3

の血中濃度は，0.18± 0.07 nmol/ml serumであ

り，未変化体と同程度が検出された．一方，M-2

の血中濃度は，0.04± 0.01 nmol/ml serumとか

なり低かった．

２．肝中代謝物の検索

CB138 投与後４日目のモルモット肝中の

CB138 およびその代謝物（メチル化体）の

GC-ECD クロマトグラムを Fig. 1B に示す．

CB138 以外に，代謝物として 3'-OH-CB138

（M-3）のメチル化体のみが検出された．そこで，

肝中の未変化体およびM-3 の定量を試みたとこ

ろ，肝中濃度はそれぞれ 1.87± 0.35 および 1.26

± 0.09 nmol/g wet wt.であり，肝においても

M-3は未変化体に匹敵するほどの高濃度で分布

していた（Table 1）．なお，モルモット５匹の平

均肝湿重量を約 17 g として換算すると，４日目

の肝に分布する未変化体とM-3 の総量はそれぞ

れ投与量の 0.12％と 0.08％に相当していた．

３．糞中代謝物の検索

Fig. 1C に，CB138投与後２日間の糞中の未変

化体および代謝物（メチル化体）の GC-ECDクロ

マトグラムを示す．未変化体とともに２種類の代

謝物ピークが，保持時間 14.9分および 18.9分に

検出された．なお，これらは GC保持時間から，

それぞれ，既報19)の OH-pentaCB（M-1）および

3'-OH-CB138（M-3）のメチル化体と推定された．

次に，４日間で糞中へと排泄された未変化体およ

び代謝物（M-1 とM-3）を定量し，投与後２日間

および３〜４日間で比較した（Fig. 2）．

まず，未変化体の糞中への総排泄量は，投与後

２日間で 76.8 nmol，３〜４日間で 31.6 nmol で

あった．これに対し，M-3 の総排泄量は，投与後

２日間で 20.8 nmol，３〜４日間で 10.0 nmol で

あった．また，M-1 の総排泄量は，投与後２日間
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Fig. 1 Gas chromatograms of CB138 and the methylated
derivatives of CB138 metabolites detected in the
serum (A), liver (B) and feces (C) of guinea pigs
injected CB138 intraperitoneally.
IS, internal standard (CB208).

M-2
N.D.

1.87± 0.05

1.26± 0.09

(nmol/g wet wt.)
Liver

0.18± 0.07M-3

CB138
Compound

N.D., not detected.
Each value represents the mean± S.D. of five guinea pigs.

M-4

M-1

Table 1 Distribution of CB138 and its metabolites to the
serum and liver 4 days after CB138 injection to
guinea pigs

N.D.

N.D.
0.25± 0.05
(nmol/ml serum)

Serum

N.D.

N.D.0.04± 0.01

Fig. 2 Fecal excretion of CB138 and its metabolites in
guinea pigs injected CB138 intraperitoneally.
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で 11.3 nmol，３〜４日間でも 11.3 nmolと変わ

らなかった．このように，代謝物（M-3 および

M-1）の排泄量は，未変化体の半分以下であった．

なお，両代謝物の４日間の糞中排泄量は投与量の

ほんの 0.19％であった（データ未掲載）．

４．代謝物M-1 とM-2 の同定

今回 CB138 代謝物として，M-1 およびM-2が

微量ながら，それぞれ糞中および血中から検出さ

れた．そこで，これらの分子量を確かめるために，

各試料の抽出物を GC-MSに付した．その結果，

Table 2 に示すように，M-1 およびM-2 のメチル

化体はいずれも分子量 354を有することから，既

報19)と同様に，塩素が１個脱離した MeO-pen-

taCBであることが確認された．次に，予想代謝

物を合成し，両代謝物の同定を試みた．

まず，M-1（メチル化体）のマススペクトルを

みると，フラグメントイオン［M+-50］が強く検

出されたことから，M-1（メチル化体）は 2(2')位

に，あるいは 6 (6')位に MeO 基 を有する

pentaCB21)と推定された．そこで，予想代謝物と

して 6'-MeO-2,3,4,4',5'-hexaCB（CB105）を合

成し，GC-MS での保持時間およびマスフラグメ

ンテーションをM-1（メチル化体）と比較した結

果，いずれも完全に一致した．以上の結果から，

M-1は 6'-OH-CB105であると決定された．

一方，M-2（メチル化体）のマススペクトルで

は，弱いフラグメントイオン［M+-15］とともに

フラグメントイオン［M+-43］が比較的強く検出

されたことから，3(3')位あるいは 5(5')位にMeO

基を有する pentaCB21)と推定された．そこで，予

想代謝物として別途，5'-MeO-CB105 および

5'-MeO-CB85を合成し，GC保持時間を比較した．

しかしながら，いずれもM-2（メチル化体）と保

持時間が一致しなかった．次に，4'-MeO-CB87

を合成し比較したところ，GC-MS での保持時間

およびマススペクトルがM-2（メチル化体）とほ

ぼ完全に一致した．以上の結果から，M-2 は

4'-OH-CB87であることが明らかになった．

考 察

モルモットによる CB138 の代謝を調べたとこ

ろ，肝ミクロゾームを用いた in vitro代謝系とか

なり異なる代謝パターンを示すことが明らかと

なった．すなわち，in vitro代謝系では４種類の

代謝物が生成されたが19)，今回，in vivo代謝系で

はそのうちの３種類が検出された．主代謝物は

3'-OH-CB138（M-3）であり，血液，肝および糞の

すべてから検出された．他に，微量ではあるが，

２種類の OH-pentaCB（M-1，M-2）がそれぞれ

糞中と血中から検出された．

本研究では，上記２種類の OH-pentaCB の化

学構造が明らかとなった．予想代謝物を合成し，

GC-MS で比較したところ，M-1 と M-2はそれ
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M-3
100

100

[M+]
Mass spectral data

3883'-MeO-CB138 (M-3)*

Serum
Compound

-, not detected. *cited from the reference19).
CB85 (2,2',3,4,4'-pentaCB) ; CB87 (2,2',3,4,5'-pentaCB) ; CB105 (2,3,3',4,4'-pentaCB) ; CB138 (2,2',3,4,4',5'-hexaCB) ;
CB157 (2,3,3',4,4',5'-hexaCB).

2'-MeO-CB157 (M-4)*

M-2

Table 2 GC-MS data of CB138 metabolites and synthetic authentic samples

3545'-MeO-CB105
100

388

3545'-MeO-CB85
100

354

weight
Molecular

3544'-MeO-CB87

100

100388

Feces
100354M-1
100388M-3

Standards
1003546'-MeO-CB105
100

13.75

15.08

15.08
13.81

time (min)
Retention

Liver
100388M-3

10
-

[M+-50]

15.23
15.08
13.81
13.58
15.17
13.75

15.08

[M+-43]

155
-
-
7
5
97

7
84

8

-
40
35
29
31
-

33
-

34

38
39

8
17
16
-
-

5
-

5

7
18

[M+-15]

-



ぞれ 6'-OH-CB105 と 4'-OH-CB87であることが

示唆された．この事実から，モルモットでは３つ

の水酸化経路が同時に進行していることが示唆さ

れた．Fig. 3 にモルモットにおける CB138 の推

定代謝経路を示した．すなわち 3'-OH-CB138は

主として 3' 位の直接水酸化により，また，

6'-OH-CB105（M-1）と 4'-OH-CB87（M-2）は 2',

3'-epxide と 3',4'-epoxide を中間体とし22)~24)，

さらに脱塩素化が起こって生成されたものと考え

られる．

生成された３種類の代謝物はそれぞれ異なる分

布を示した．CB138投与後４日目では，主代謝物

の 3'-OH-CB138（M-3）は，血中でも検出された

が，肝で特に高濃度分布していた．この結果は，

Guvenius ら18)のヒト肝の報告とよく一致したが，

本代謝物がなぜ肝に蓄積しやすいかは不明である．

さ ら に，２ 種 類 の OH-pentaCB の う ち，

4'-OH-CB87（M-2）は微量ながら血中へと分布し，

一方，6'-OH-CB105（M-1）は容易に糞中へと排

泄されることが明らかとなった．これまで血中に

残留している PCB 代謝物は，共通して 4-OH-3,

5-dichlorobenzeneの構造を有しており，血中の

甲状腺ホルモン結合タンパク transthyretinと高

い親和性を示すことが知られている25)．

4'-OH-CB87（M-2）は，この条件を満たしている

ことから，transthyretinに結合し血中へ残留して

いるものと推定される．なお，モルモット肝ミク

ロゾームを用いた in vitro代謝系において主代謝

物の１つであった 2'-OH-CB157（M-4）は，今回

の in vivo 代謝系では，全く検出されなかった．

この理由は不明であるが，今回調べた血液，肝お

よび糞以外に特異的に分布しているのかもしれな

い．あるいは，代謝物が生体高分子と結合してお

り，抽出されなかったためかもしれない．この点

は今後の研究課題である．

今回，腹腔内投与された CB138は血液，肝だけ

ではなく，糞中にも高濃度で検出された．腹腔か

ら糞への排泄経路は，２つ考えられる．１つは，

腹腔内から，血液，肝，さらに胆汁を介して糞中

へ排泄される経路である．この場合，CB138は脂

溶性が高いことから小腸で CB138 のほとんどが

再吸収されると思われる．もう１つは，小腸上皮

細胞からの排出である．吉村と神村26)は，カネミ

油症の主たる原因物質の１つである 2,3,4,7,

8-pentachlorodibenzofuran（pentaCDF）が，ほと

んど代謝されることなく，毎日微量ではあるが，

胆汁を介さずに，ラット小腸管腔内に排泄される

ことを報告している．現在，小腸上皮細胞膜に存

在するトランスポーターの P 糖タンパク質

（MDR1）が種々の薬物の細胞外への排出を担っ

ていることが知られており27)，前述の pentaCDF

や本研究の CB138もMDR1 の基質になっている

のかもしれない．

前述のように，ヒト血中では PCB異性体とと

もに，代謝物の 4-OH-CB187や 4-OH-CB146が

検出されている．4-OH-CB146 はヒト血中で２

番目に多い PCB 代謝物であるが，もし CB138が

酸化されて，4,5-epoxide中間体を生成し，さら

に４位の塩素が５位に NIH 転位すると

4-OH-CB146 が生成されることになる28)．しか

しながら今回，CB138投与モルモットの血液，肝

および糞のいずれからも 4-OH-CB146は検出さ

れなかったことから，4-OH-CB146は CB138か

らは生成されないことが示唆された．

総 括

１．CB138 をモルモットに腹腔内投与し４日目

の CB138 代謝物の血液と肝への分布および糞

中排泄を調べた．３種類の代謝物（M-1，M-2，

M-3）が 検 出 さ れ，こ の う ち，M-3

（3'-OH-CB138）は血液，肝および糞中のいず

れでも最も多く検出された．

２．CB138投与モルモット血中から，未変化体お

よび 3'-OH-CB138 とともに微量のM-2が検出

された．肝中では未変化体と 3'-OH-CB138が
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Fig. 3 Postulated metabolic pathways of CB138 in
guinea pigs.
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高濃度で検出された．

３．CB138投与後４日間のモルモット糞中から，

未変化体および 3'-OH-CB138 とともに少量の

M-1が検出された．

４．M-1 および M-2 の予想代謝物を合成し，

GC-MS により比較したところ，M-1 と M-2

は，それぞれ 6'-OH-CB105 と 4'-OH-CB87で

あることが明らかになった．

以上の結果からモルモットでの CB138 の代謝

は 3'位への直接水酸化が主であること，また，一

部は中間体の 2',3'-epxideと 3',4'-epoxide を経

由して脱塩素化が起こること，さらに，これらの

代謝物は肝，血液への分布および糞への排泄がそ

れぞれ異なることが示唆された．
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