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Abstract

The mechanism of oxidative stress which is one of the major toxicities observed in 2,3,4,7,8-pen-
tachlorodibenzofuran (PenCDF) -treated mice was studied. Previously, we evaluated the dose-re-
sponse relationship on the wasting syndrome and oxidative stress elicited with PenCDF (0.3, 1.0, 5.0
and 10 mg/kg, once, p.o.). Of PenCDF doses examined, the wasting syndrome and oxidative stress
were most marked in 5 mg/kg. In disagreement with this, the hepatic ethoxyresorufin-O-deethylase
(EROD) activity which is a marker of aryl hydrocarbon receptor-dependent induction of cytochrome
P450 1a1 (Cyp1a1) was most significantly elevated at 0.3 mg/kg. To clarify this discripancy, in this
study, we determined the contents of Cyp1a1 and 1a2 protein. The content of Cyp1a1 was well
correlated with the EROD activity up to the PenCDF dose 1.0 mg/kg while the induction profile of
Cyp1a2 was not correlated with it. Although, at the PenCDF 5.0 mg/kg, the contents of Cyp1a1 and
1a2 protein were induced consistently, the EROD activity declined to the level far smaller than the
PenCDF dose 1.0 mg/kg. Further, the NADPH consumption was comparable among the PenCDF
dose examined. Instead, the hydrogen peroxide production was elevated in S9 fraction most markedly
by PenCDF dose 5.0 mg/kg. In agreement with this, the marker of hepatic injury, the serum AST and
ALT activities were also most elevated at the same dose. Therefore, it is possible that PenCDF elicits
oxidative stress and hepatic injury through the production of hydrogen peroxide via the mechanism
involving uncoupling of the P450s.
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は じ め に

1968 年，西日本一帯に発生した奇病，油症では，

皮膚症状や脂質代謝異常を始めとする多岐にわた

る障害が発生し，発生後 49 年以上経過した現在

もなお，多くの患者が苦しんでいる．油症原因物

質は，ライスオイルの加熱脱臭時の熱媒体として

用いられた polychlorinated biphenyl（PCB）およ

びその加熱により生じた非意図的生成物であるダ

イオキシン類であると考えられている1)．中でも，

2,3,4,7,8-pentachlorodibenzofuran（PenCDF）

は，油症患者の体内でのダイオキシン類としての

毒 性 指 標 である TEQ［Toxicity Equivalency

Quantity : 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin

（TCDD）換算量，TEF（Toxicity Equivalency

Factor）と存在量との積］が全体の約 70％と最も

高く，発症への寄与が最も高い原因物質と考えら

れている2)3)．動物実験では，高用量のダイオキ

シン類によって，体重増加抑制作用を特徴とする

消耗症（wasting syndrome），肝肥大および胸腺

や脾臓の萎縮などの発症が知られている4)．

ダイオキシン類の毒性には，aryl hydrocarbon

receptor（AhR）が関与することが，AhRノック

アウトマウス を 用いた 研 究から示唆されてい

る5)6)．ダイオキシンが細胞質の AhR に結合す

ると，AhRは核内に移行したのち，AhR nuclear

translocator と結合し，ヘテロダイマーを形成後，

標的遺伝子に存在する xenobiotic responsive ele-

ment に結合する．これにより，転写が活性化さ

れ，cytochrome P450（CYP）1A1 を始めとする

さまざまな酵素が誘導される7)．ダイオキシン類

は多面的毒性を示すが，中でも酸化的ストレスは

代表的な毒性の一つである8)9)．ダイオキシン類

により酸化的ストレスが惹起される機構としては，

複数の要因が考えられる．当研究室の先行研究で

は，ダイオキシン類の一種である coplanar PCB

は，活性酸素消去系である Se-dependent gluta-

thione peroxidase（GPx）や catalase を抑制する

ことにより酸化的ストレスを亢進させることが示

唆されている10)11)．一方，活性酸素生成系の亢進

を示唆する報告もある．例えば，薬物の酸化に関

わる P450 は，スーパーオキシドアニオンや過酸

化水素の生成も触媒する12)．これは，NADPH-

P450 還元酵素から P450 へ供給された電子が，薬

物の酸化に使われずに活性酸素種の生成／遊離に

転用される場合である（uncoupling 反応）．

TCDD処理により誘導された Cyp1a1 は，この反

応への寄与が大きいと考えられている13)．これ

以外にも，xanthine oxidase や NADPH-oxidase

などの誘導も酸 化 的 ス ト レ ス 亢 進 に 関与す

る14)15)．これらのことから，ダイオキシン類によ

る酸化的ストレス惹起には，活性酸素消去系の破

綻と生成系の亢進があり，PenCDFではどちらが

重要かは明らかではない．

著者らの先行研究において，PenCDFの毒性の

用量依存性を，C57BL/6J マウスにて PenCDF用

量 0.3，1.0，5.0 および 10.0 mg/kg（p.o.）にて検

討し た結果，Cyp1a1 の誘導の 指 標 となる，

ethoxyresorufin-O-deethylase（EROD）活性は，

PenCDF 0.3 mg/kg で最も顕著に誘導された16)．

一方，マウスに著しい体重減少や脾臓，胸腺の萎

縮を伴ったwasting syndrome を惹起する用量は，

これとは明らかに異なっており，PenCDF 5

mg/kg の高用量で最も顕著であった16)．また，

これと同じ用量において，脂質過酸化の指標であ

る thiobarbituric acid reactive substances

（TBARS）も著しく上昇させた16)．ダイオキシン

類中で最強毒性の TCDD は，雌ラットにおいて

wasting syndrome を引き起こすが，これは抗酸

化剤の butylated hydroxyanisol で抑制できる17)．

同様に PenCDFによるwasting syndrome におい

ても，酸化的ストレスの亢進が毒性発現に寄与す

る可能性は当然に考えられる．しかし，PenCDF

による EROD活性の誘導の用量依存性が，wast-

ing syndrome や酸化的ストレスの惹起作用のそ

れとは明らかに異なる理由は明らかではない．

TCDD で誘導された Cyp1a1 が酸化的ストレ

スの惹起に関与することが，Cyp1a2 ノックアウ

トマウスを使った検討で明らかにされている．す

なわち，TCDDによる TBARS の上昇に，野生型

と Cyp1a2 ノックアウトマウスで違いがない13)．

一方，著者らの先行研 究 では，P e n CDF0.3
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mg/kg で著しく Cyp1a1 が誘導されているもの

の酸化的ストレスの惹起は限定的であった16)．

従って，P e n CDF の場合には，AhR を介し た

Cyp1a1 の誘導だけでは，酸化的ストレスを十分

には説明できないと思われる．

これを支持する報告もある．すなわち，低用量

の TCDD（15 mg/kg，i.p.）を投与した雄性ラット

の肝臓ミクロゾームでは，過酸化水素の生成はむ

しろ未処理群より抑えられているが，TCDD等の

多ハロゲン化炭化水素を 2.5 mM添加することに

より過酸化水素の生成が増加すると言う18)．こ

のことから，TCDD処理ラット肝臓から単離した

ミクロゾームには，投与に由来する TCDD と誘

導された CYP1A1 が含まれているものの，外か

ら 2.5 mMの TCDD を添加しなければ CYP1A1

は過酸化水素の生成にほとんど関与しないことが

分かる．

本研究では，Cyp1a2 の PenCDF に対する親和

性 に着目し た．当教室に お け る先行研 究 で，

PenCDF がラットの CYP1A2 に高い親和性を示

すこと が 明らかにされている19)．つまり，

PenCDF は自ら誘導した Cyp1a2 に結合して自身

の毒性が低減された可能性が高い20)．著者らの

先行研究16) の成果と併せて考えると，PenCDF

はそれ自身が誘導し た Cyp1a2 が保持し得る

PenCDF濃度までは著しい毒性は回避され，その

キャパシ ティー を超えた ときに，wasting syn-

drome のような著しい毒性が引き起こされると

推定される．

そこで，本研究では，この仮説を検証すべく，

著者らの先行研 究 で得た試料16) を 用いて，

PenCDF 投与量と EROD 活性，Cyp1a1 および

Cyp1a2 タンパク質レベルの関係について調べた．

その結果，PenCDF 5 mg/kg では，Cyp1a1 およ

び 1a2 タンパク質の誘導性はほとんど変化してい

ないにも関らず，EROD活性が低下することが分

かったため，さらに，NADPH消費量についても

検討し，P450 の uncoupling 反応の亢進について

調べた．また，肝 障 害 のマーカー である 血清

aspartate transaminase（AST）お よ び alanine

transaminase（ALT）の活性についても調べた．

さらに，PenCDF処理マウスの肝臓組織中の過酸

化水素量も併せて定量し，PenCDF毒性発現への

酸化的ストレスの寄与について考察した．

実 験 方 法

1．PenCDF処理動物の試料

著者らは，既報にて C57BL/6J マウスを用い

PenCDF用量依存性の検討を 0.3，1.0，5.0 およ

び 10.0 mg/kg（p.o.）の用量にて行った16)．本研

究における PenCDF 処理動物の試料は，既報16)

にて著者らが調製し たもの を 用いた．なお，

PenCDF は既報に従い合成し21)，PenCDF の構

造と純度を確認の上使用した．動物実験は，すべ

て九州大学動物実験倫理委員会の承認を得て行っ

た．PenCDF用量依存性に関する実験は，九州大

学薬学研究院動物舎において行った．マウスは日

本クレア㈱より購入し，一週間の馴化ののち使用

した．ダイオキシン類に対して高親和性の AhR

を発現するマウス（C57BL/6J 系統）を使用した．

7 週令の C57BL/6J 系雄性マウス に P e n CDF

（0.3，1.0，5.0 および 10 mg/kg/5 mL コーン油）

を単回経口投与した．対照群には，コーン油を経

口投与した．投与 7日後に体重を測定したのち臓

器を採取した．

2．EROD活性の測定

摘出した肝臓を 3 倍量の 1.15％ KCl にてホモ

ジナイズした．これを 9,000×g で 20 分間遠心

分離し た．得られた上清（S9）分画を 用い，

Burke らの方法に従って22)，7-ethoxyresorufin

の O-脱エチル化反応により生じる resorufin の

蛍光を測定した（励起光，544 nm；測定光，590

nm）．

3．肝臓組織中の過酸化水素の測定

Pierce® Quantitative Peroxide Assay Kits

（Thermo-Fisher Scientific）を用いて測定した．

S9 サンプルをタンパク質濃度（2 mg/mL）とな

るように 1.15％ KCl で希釈し，その 100 mL を過

酸 化 水 素 定量に使用 し た．15 分間室温で イ ン

キュベートしたのち，560 nm の吸光度を測定し

た．測定時の室温は概ね 20 ℃〜25 ℃の範囲にあ

り，毎回の測定には過酸化水素（三徳化学工業㈱）

（30％，8.8 M）を milli Q 水で希釈して作成した

検量線を同時に測定した．過酸化水素濃度 0.031

M〜0.244 Mの範囲では良好な直線性があり，す

べてのサンプルは，この範囲内で定量した．

山 田 健 一 ほか７名60

（ 12 ）



4．NADPH消費活性測定

De Matteis らの方法23) に準じて行った．b-

NADPH 添加後の 340 nm の吸光度の変化を 37

℃にてU-3210 形自記分光光度計（HITACHI）を

用いて 5 分間スキャンした．NADPHのミリモル

吸光係数である 6.224) を用いて NADPH 消費量

を算出した．

5．ALTおよび AST活性の測定

アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼキッ

ト・アラニンアミノトランスフェラーゼキット・

トランスアミナーゼ CⅡ-テストワコー（和光純

薬工業㈱）を用いて，血清を測定した．ALTは，

基本的に 10 倍希釈にて測定したが，control 群は

吸光度が低かったため，5 倍希釈や原液を用いて

測定した．また，AST は，control 群のみ原液で

測定した．555 nm における吸光度を反応後 1 時

間以内に測定した．

6．SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis

（SDS-PAGE）およびWestern blotting

SDS-PAGE は La emml i の方法25) に従って

行った．SDS-PAGE 終了後のゲルを用い，Tow-

bin らの方法26)に準じて PVDF 膜にタンパク質

を転写し た．一 次抗体に，rabbit anti-rat P450

1A1 antibody27)，二次抗体に，horseradish pero-

xidase-donkey anti-rabbit IgG（GE Healthcare

社）を 用い，ClarityTM Western ECL Substrate

（BioRad 社）により ChemiDoc MP（BioRad 社）

を用いて Cyp1a1 および 1a2 のバンドを化学発光

法にて検出した．

結 果

PenCDF 処理マウス肝臓の S9 分画の相対的

Cyp1a1 および 1a2 タンパク質含量を Fig. 1 に示

す．Cyp1a1 は，0.3 mg/kg にて強く誘導され，

PenCDF 用量を上げても誘導の強さは同程度で

あった．一方，Cyp1a2 は，PenCDF 0.3 mg/kg

では誘導傾向が認められ，1 mg/kg 以上で有意な

誘導が観察された．PenCDF 用量を上げても誘

導の強さは同程度であった．著者らの先行研究の

図表16) よりデータを抽出し，PenCDF 投与量と

EROD 活性，並びに Cyp1a1 および Cyp1a2 含量

の変化 の 関係性 を Fig. 2 に示す．PenCDF 1

mg/kg までの用量では，EROD活性と Cyp1a1 含

量の推移は概ね一致した．PenCDF 1 mg/kg で

は，Cyp1a2 が強く誘導されているものの，EROD

活性の変動は Cyp1a1 含量の変動で説明できるこ

とから，EROD活性への Cyp1a2 の寄与が小さい

ことも分かる．一方，PenCDF 5 mg/kg では，

Cyp1a1 および 1a2 の含量はほとんど変化してい

ないにも関らず，EROD活性が低下している．既

報 で述べた ように16)，PenCDF 5 mg/kg では

TBARS の著しい上昇が起こっているという事実

から，P450 の uncoupling 反応が亢進したことは

十分考えられる．もし，そうであるならば，

EROD 活性と不相応な NADPH 消費量の増大が

予想される．

Fig. 3 に P e n CDF 処理マウス 肝 S9 分画の

EROD 活性を示す．ここに記載する実験では，

各々の群内のサンプル（S9 分画）を等量ずつプー

ルし，基質濃度を 4 mMとしてNADPH消費量測

定と同条件で EROD 活性を比較した．基質濃度

20 nMでの EROD活性（先行研究の図表参照)16)

の場合と同様に，4 mMにおいても PenCDF 0.3

mg/kg 処理群で最も活性が高かった（Fig. 3)．

PenCDF 0.3 mg/kg 群の活性は，Cyp1a1 阻害剤

である a-naphthoflavone により，終濃度 1.2 mM

および 2 mMでそれぞれ 90％および 97％阻害さ

れた（データ未掲載）．このことから，この活性に

は Cyp1a1 が主に寄与していることが示唆された．

Fig. 4 には 4 mM ethoxyresorufin 存在下での S9

の NADPH 消費量を示す．NADPH 消費量は本

研究で調べたどの PenCDF 投与量でも有意な上

昇が認められた．しかし，EROD活性の高さとは

一致しておらず，EROD 活性の上昇が大きくな

かった PenCDF 5 mg/kg でも，EROD 活性が最

も高かった PenCDF 0.3 mg/kg と同程度 の

NADPH が消費された．また，最高投与量の

PenCDF 10 mg/kg 投与群において，NADPH 消

費量が高い傾向にあったものの，PenCDF処理群

間で有意な差はなかった．

Fig. 5 に，PenCDF 処理マウス肝臓 S9 分画に

含まれる 過 酸 化 水 素 の量を示す．PenCDF 5

mg/kg 投与群において過酸化水素レベルが著し

く上昇していること が 明らかになった．10

mg/kg 群は上昇傾向を示したが，対照群との有

意な差は PenCDF 5 mg/kg 投与群のみに とど
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まった．PenCDF 5 mg/kg 群の過酸化水素レベ

ルは，他のどの用量を投与した群よりも有意に高

かった．AST およびALTは，肝細胞が破壊され

たときに血液中に漏出するので，これらの血清中

での活性は，肝障害マーカーとして用いることが

できる．Fig. 5 および 6 に，血清中のAST，ALT

活性に PenCDF が及ぼす影響を示す．血清AST

および ALT 活性は PenCDF 1 mg/kg 以上で有

意に増加し，著者らの先行研究16) に記載の体重

減少作用，TBARS 値の上昇同様に 5 mg/kg にて

最も影響が大きかった．
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Fig. 3 Effect of 2,3,4,7,8-PenCDF on hepatic EROD
activity of C57BL/6J mice
Mice were given an oral dose of PenCDF (0.3,
1.0, 5.0 or 10 mg/kg). EROD activity in the
pooled S9 fraction was used as the index of the
induction of Cyp1a1. Each value represents the
mean of triplicated assays. EROD activity in the
S9 was measured under the conditions in which
the final concentrations of NADPH and ethoxy-
resorufin were set at 130 mM and 4 mM, respec-
tively.

Fig. 1 Effect of 2,3,4,7,8-PenCDF on the
Cyp1a1 and 1a2 level in the liver of
C57BL/6J mice
Mice were given an oral dose of PenCDF
(0.3, 1.0, 5.0 or 10 mg/kg). Each value
represents the mean ± S.D. of 5 mice.
Protein expression levels of Cyp1a1 and
1a2 in S9 of liver were determined by
western blotting. Cyp1a1 (A) content
represents the relative Cyp1a1 content
in S9 of PenCDF 0.3 mg/kg group mice
(=100). Cyp1a2 (B) content represents
the relative Cyp1a2 content in S9 of
control mice (= 1.0). Significantly diffe-
rent from control (*, p ＜ 0.05 ; **, p ＜
0.01 ; ***, p＜ 0.001).

Fig. 2 Induction of EROD activity, Cyp1a1 and Cyp1a2 by
PenCDF
EROD activity is shown as a percentage to that of
0.3 mg/kg PenCDF-treated group which exhibited
the maximal value. Hepatic EROD activity
(pmol/min/mg protein; mean ± S.E.) in 0.3 mg/kg
PenCDF group was 32.6 ± 5.6. Similarly, the
contents of Cyp1a1 and Cyp1a2 are expressed as the
percentage to the maximal values in PenCDF (0.3
mg/kg) and PenCDF (1.0 mg/kg) groups, respec-
tively. Data were taken from Fig. 3 of Yamada et
al.16) and Fig. 1.
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Fig. 4 Comparison of NADPH consumption in the
hepatic S9 fraction of C57BL/6J mice treated
with PenCDF
Mice were given an oral dose of PenCDF (0.3,
1.0, 5.0 or 10 mg/kg). Total NADPH consump-
tion is shown. NADPH consumption was deter-
mined by comparing the change of absorbance
at 340 nm in the presence and absence of 175
µM NADPH. Ethoxyresorfin (4 mM) was used as
a substrate. Each value represents the mean ±
S. E. of 5 mice. Significantly different from
control (*, p＜ 0.05 ; ***, p＜ 0.001).

Fig. 5 Effect of 2,3,4,7,8-PenCDF on H2O2 pro-
duction in C57BL/6J mice
Mice were orally administered with
PenCDF once at a dose indicated. After 7
days, liver was removed and homogenized in
1.15% KCl. The S9 fraction was stored at
-80 ℃ until use. The sample was thawed
and an aliquot containing (200 m g protein)
was subjected to the assay at room tempera-
ture. The content of hydrogen peroxide was
determined by a commercial kit (Pierce
Quantitative Peroxide Assay : Aqueous
compatible formation). Each value repre-
sents the mean ± S.E. of 5 mice. Significant-
ly different from control (***, p ＜ 0.001).
Significantly different from PenCDF 5.0
mg/kg group (†††, p＜ 0.001).

Fig. 6 Effect of 2,3,4,7,8-PenCDF on AST activity in
serum of C57BL/6J mice
Mice were given an oral dose of PenCDF (0.3,
1.0, 5.0 or 10 mg/kg). AST activity in serum
was used as the index of liver injury. Each value
represents the mean ± S.E. of 5 mice. Signifi-
cantly different from control (*, p＜ 0.05 ; **, p＜
0.01 ; ***, p＜ 0.001).

Fig. 7 Effect of 2,3,4,7,8-PenCDF on ALT activity in
serum of C57BL/6J mice
Mice were given an oral dose of PenCDF (0.3,
1.0, 5.0 or 10 mg/kg). ALT activity in serum
was used as the index of liver injury. Each value
represents the mean ± S.E. of 5 mice. Signifi-
cantly different from control (*, p＜ 0.05 ; **, p＜
0.01 ; ***, p＜ 0.001).



考 察

本研究では，C57BL/6JJc1 系雄性マウスにおい

て，経口投与した PenCDF が酸化的ストレスを

惹起する機構を明らかにするために，EROD活性

と NADPH 消費量の 関係を調べる と ともに，

PenCDF 処理マウスの肝組織に残存する過酸化

水素を定量した．肝ホモジネートより得た S9 分

画は，約 2 年間に亘り超低温フリーザーに保存し

ていたが，PenCDF 5 mg/kg 群においては，組織

中に著しく高いレベルの過酸化水素を検出するこ

とができた（Fig. 5）．この群においては，Cyp1a1

含量およびNADPH消費量は，PenCDF 1 mg/kg

群と同程度であるにもかかわらず，EROD活性は

不相応に低かった（Fig. 3)．このことから，

ethoxyresorufin の酸化以外に NADPH が消費さ

れたことが示唆され，P450 反応の uncoupling が

起こり，過酸化水素が大量に生成したことが示唆

された．この群においては，脂質過酸化の二次生

成物質のmalondialdehyde を指標とする TBARS

も著しく上昇することを著者らの先行研究で示し

ており16)，この仮説の妥当性を支持している．一

方，PenCDF 5 mg/kg 群に比べれば低いものの，

PenCDF 10 mg/kg 群にも，TBARS 値は有意に

高かった16)．PenCDF 10 mg/kg と 5 mg/kg の二

群間では，Cyp1a1，1a2 のレベルはほとんど同じ

であるが（Fig. 1)，PenCDF 5 mg/kg の方にむし

ろ強い wasting syndrome が惹起されている16)．

これは，TBARS の値とも相関している16)．従っ

て，これら二群間のwasting syndrome の強さの

違いには，酸化的ストレスの違いの寄与が大きい

と考えるのは妥当である．

まず，PenCDF が 0.3 mg/kg では酸化的スト

レスはわずかであるのに，なぜ 5 mg/kg になっ

てから著しく亢進するのかについて考察する．こ

れは，Cyp1a2 が PenCDF に対して高い親和性を

示すことを基に説明できる．Fig. 2 に示す通り，

PenCDF 1 mg/kg と 5 mg/kg では，Cyp1a1 およ

び 1a2 の含量がほぼ同じである．しかし，EROD

活性は PenCDF 5 mg/kg で半分以下になってい

る．こ れ は，PenCDF 1 mg/kg で は，ま だ

Cyp1a2 と PenCDF の結合が飽和していないため

と考えることができる．既報によれば，Cyp1a2

は，electron sink と考えられており，Cyp1a1 から

の電子を受取り消去することができる28)．これ

を基に考えると，PenCDF 1 mg/kg では，Cyp1a2

が Cyp1a1 からの電子を受け取って，それが過酸

化水素生成に使われるのを防いでいる可能性があ

る．一方，PenCDFの用量が高くなった 5 mg/kg

では，Cyp1a2 が P e n CDF で飽和 し た ため，

Cyp1a1 からの電子を受取り消去する能力を失っ

てしまった と考えること が できる．低用量

TCDD で処理したラットの肝臓ミクロゾーム中

の CYP1A1 は，in vitro で過剰量の TCDD を添

加したとき過酸化水素を生成することが分かって

いる18)．従って，Cyp1a2 が PenCDFで飽和した

PenCDF 5 mg/kg 群の S9 においても，これと類

似した状況が生じたものと考えることができる．

PenCDF 5 mg/kg と 10 mg/kg の違いについては，

もう一つ別の機構を考える必要がある．それは，

Cyp1a2 との結合が飽和した後の余分な PenCDF

の運命である．上述の 機 構 の ように，過剰な

PenCDF が Cyp1a1 とともに過酸化水素生成に関

与することが示唆されるものの，生成した過酸化

水素によって，Cyp1a1 が一部不活性化されてし

まった可能性 である．3,3ʼ,4,4ʼ-t e t r a c h l o r-

o b iph e nyl（P C B77）を NADPH 存 在 下 に

CYP1A1 と長時間反応させると，CYP1A1 を不

活性 化 す ること が 知られている29)．P C B77 は

CYP1A1 の uncoupling を引き起こすとともに，

生成した過酸化水素が CYP1A1 を不可逆的に不

活性化して P420 にすることが示唆されている．

本研究の PenCDF 10 mg/kg 処理群でも同様のこ

とが起こっているのかも知れない．本研究では

western blotting により Cyp1a1 と 1a2 を別々に

定量しており，PenCDF 5 mg/kg 群と 10 mg/kg

群ではいずれも同程度であった．今後，S9 中の

P450 含量を測定して比較することや，Cyp1a1 や

1a2 の精製酵素を用いた再構成系，あるいは発現

系に PenCDF を添加するなどして検証する必要

がある．これらは，現時点では，多くの推論を含

むが，PenCDFにより引き起こされる酸化的スト

レスとwasting syndrome の関係を説明出来る可

能性がある．

ダイオキシン類による酸化的ストレスの惹起に

は，これ以外のメカニズムも想定される．その一

つには，ミトコンドリアの Cyp1b1 がある30)．本

研究では，EROD活性，NADPH消費量，また過
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酸化水素の測定には S9 分画を用いた．S9 はミト

コンドリアの混入を避けて調製しているものの，

TBARS の測定を行ったのはホモジネートに対し

てでありミトコンドリア分画も含んでいる．また，

ミトコンドリアで産生された過酸化水素が細胞質

に放出されれば，S9 分画に含まれていると思わ

れる．本研究で S9 分画に見出された過酸化水素

レ ベ ル の上昇の 一部が，ミ トコンドリ ア の

Cyp1b1 に由来する可能性は否定できない．

また，P e n CDF 処理マウス の 肝 臓 S9 では

NADPH 消費量が増加したが，その増加倍率は，

EROD活性の 1,000 倍以上であった．仮に，それ

がそのまま P450 反応の uncoupling 反応に使われ

たのであれば，PenCDF 0.3 mg/kg 群においても

著しいTBARS の上昇が認められたり，組織中に

過酸化水素の顕著な残存があってしかるべきであ

る．従って，S9 を使った場合に，P450 反応以外

にも NADPH が消費されていることも考慮する

必要がある．PenCDFは，サイトゾル酵素である

NADPH : quinone oxidoreductase 1（NQO1）を誘

導することが知られている31)．また，TCDDが，

過酸化水素の生成にも関与するNADPH-oxidase

のサブユニットの一つを誘導することが報告され

ている15)．Xanthine dehydrogenase は，SH基の

酸化的修飾32) あるいは，ミトコンドリアプロテ

アーゼによる部分加水分解33) により xanthine

oxidase となることが知られている．Xanthine

o x i d ase も過 酸 化 水 素 の 生 成 に寄与す る が，

TCDD が xanthine oxidase を誘導することも知

られている14)．但し，この反応には NADPH は

必要ないが，反応後に NADH が生成する．さら

に，ダイオキシン類は活性酸素消去系にも影響を

及ぼすことが分かっており，Se-dependent GPx

の反応にもNADPHが必要である．これは，ダイ

オキシン類で抑制されるので，NADPH消費量は

少なくなる方向に働く10)34)．また，過酸化水素の

分解に関与する catalase がダイオキシン類の一

つである PCB126 で著しく抑制されることも，当

教室の先行研究から示唆されている11)．PenCDF

高用量曝露による過酸化水素の肝組織内蓄積に，

これらの機構が複合的に関与している可能性は否

めない．

結 論

油症原因物質 PenCDF による過酸化水素生成

亢進，酸化的ストレス惹起とそれによる肝障害の

機構について検討した．

1．経口投与した PenCDF が酸化的ストレスを惹

起する機構を明らかにするために，EROD 活

性と NADPH 消費量の関係を調べるとともに，

PenCDF 処理マウスの肝組織に残存する過酸

化水素を定量した．PenCDF 5 mg/kg 経口単

回投与マウスの肝臓組織由来 S9 分画におい

て，高レベルの過酸化水素が検出された．

2．Cyp1a1 の誘導は，PenCDF 1.0 mg/kg までは

EROD 活性と相関したが，それより高濃度で

は相関しなかった．また，Cyp1a2 の誘導は

EROD活性とは相関しなかった．

3．EROD 活性は，PenCDF 0.3 mg/kg にて最も

活性が高かった．NADPH 消費量は，いずれ

の PenCDF処理群でも有意に高く，EROD活

性 の低い 5 mg/kg 群でも，活性 の 高い 0.3

mg/kg 群と大差なかった．

4．PenCDF 5 mg/kg 処理群では，EROD 活性は

NADPH 消費量と見合っておらず，uncou-

pling による過酸化水素の生成が起こったこと

が示唆された．

本研究では，PenCDF の Cyp1a2 への特異的な

結合による毒性軽減，また，そのキャパシティー

を超えた PenCDF 用量での Cyp1a1 の uncou-

pling が過酸化水素生成，酸化的ストレス惹起の

主たる原因であると推定している．この点の詳細

を明らかにするためには，S9 からの直接の過酸

化 水 素 の 生 成 に対す る，Cyp1a1 阻害剤や，

xanthine oxidase 阻害剤の影響等も更に検討して

いく必要がある．本研究の成績が，今後の油症患

者の毒性軽減につながることを期待する．
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