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第 I章 緒言

一般に有機化合物は、摂取されると生体内で代謝を うけ、母化合物より極性

の高い代謝物として尿および糞中に排池される。このような極性化反応は多くの

場合解毒反応と考えられていたが、近年、逆に母化合物より有毒な物質に変換す

ることも知られてきた 140 母化合物よりも反応性に富む代謝物は、 生理的条件

下でさえ容易に生体高分子と反応し共有結合を形成する。その結果、組織の壊死

やアレルギ一反応が生じたり、またDNAの損傷によりガンや奇形が発現する ごと

が明らかになってきた 4-60 すなわち、発ガン物質であるacetylaminofluorene

はN-水酸化とそれに続く硫酸抱合， benzo(α) pyreneはエポキシ化反応， cycasin 

は加水分解反応， 4-nitroquinoline N-oxideは還元反応とアシル抱合，dimethyl-

benzanthraceneは水酸化反応とそれに続く硫酸抱合などによって活性化されてい

る。また、 nitrosobenzene，4-nitrosobiphenyl， 2-nitrosofluoreneなどの

arylnitroso化合物もhydroxylamineと同様、活性代謝物であるごとが報告され

ている 7-9。 従って、医薬品を含む化学物質はその生体内代謝を按きにして毒作

用を論ずることは出来ない。著者は、との様な見地から薬物代謝を基盤として

sulfanilamideによるアレルギ一反応および phenacetinと sulfanilamideによ

る腎障害の発現機序の研究を行なった。

薬剤アレルギーという概念の基礎ができたのは免疫化学の発達によるもので

Landsteinerら 10-1 2 によって研究された人工抗原の構造活性相関の研究結果に

負うところが大きい。 彼らは、 p-aminobenzenearsenic acidをジアゾ化反応

で結合させたタンパクで質で、ウサギを免疫すると p-aminobenzenearsenic 

acidに対する抗体が生産されるごと、また、 2，4-dinitrochlorobenzeneなどの接

触性皮膚炎を起こす化学物質自体が直接モルモットを感作することを報告した。

すなわち、低分子化合物が抗原化するためには何らかの生体内反応が起り、その

結果、生体高分子と共有結合するごとが必須であることを明らかにした。薬剤ア

レルギーの発現機序については、薬剤jの生体内代謝が、複雑かっ不明な点が多か

ったため、これまでほとんどの薬剤でタンパクとの結合のメカニズムが判明して

いない。 1960年代以降、ペニシリンアレルギーにおける抗原性の分析が、

Levin13， Eisen14，真下 15，堀内ら 16. によって進められた。ペニシリンアレル

ギーにおける主な抗原は代謝過程で生じ たpenici110icacid残基とタンパクの

ε-NH2 基とのア ミド結合であると提唱されている。その他の薬剤jについては、

ピラゾロン系解熱鎮痛剤である アンチピリン， アミ ノピリンについて、大城 17
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占野ら 18の報告があり、パルビツレートについては、 Spector
19
，Chung

20
， 

佐藤ら 21の報告がある。しかしいずれの場合も、生体内での結合様式、抗原構造

あるいはそれに基づく抗原認識の問題については不明な点が多く残されている。

一方、サルファ剤アレルギーについては、これまで N
4ーアミノ基の水酸化体

である 4-hydroxylaminobenzenesulfonamide(4-HABSA)にモルモット皮膚感作力の

あるごとが Schwartz-Speck ら22によって見出された。その後の研究で、

4-HABSAに焦点を当てたものが報告されているが 23-25 、用いた本物質が不安定

性のためか確固たる結論には至っていないロ Fries ら26によって明らかにされた

sulfanilamideの新代謝経路として N
4ーアミノ基のアセチル化後の酸化経路があ

るが、この酸化過程の中間体としてアルデヒドの生成が示唆される。 Fig. 1にア

レルギ一発現との関連においてその代謝経路を網羅した。との図で、タンパク質

との結合が考えられる代謝物あるいは予想物質を*で示したが、 4一HABSA ととも

にこのアルデヒド体以外に，ニトロソ体，キノンイミン体も、サルファ剤におけ

るハプテンとしての役割を有しているかどうか、今後さらに研究が必要である。
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一方、薬物による腎障害については、近年薬物の種類の増加と大詰投与の傾

向により年々増加の傾向にある。腎臓は血流量が多く、しかも本来が排池器官で

あるため高濃度の薬剤にさらされ他の臓器よりも薬剤lの直接毒性を受けやすい。

解熱鎮痛剤である phenacetinは、腎乳頭部壊死や間質性腎炎を起ごすごとから、

ここ十数年間に腎障害に関して多くの報告が出されてきた 27-30
0
Phenacetin の

代謝については、 Fig. 2 に示す様な代謝経路が示されているが、いずれの代謝

物が腎障害における直接的な原因物質であるか未だ決定的な解明には至っていな

い。さらに sulfanilamideによる腎障害については、間質性腎炎や糸球体腎炎

など免疫学的機序が報告 31、32 されており、アレルギ一反応との共通性が予想さ

れる。そごで、 phenacetinおよびsulfanilamideの腎毒性発現機序を生体内代謝

との関連において解明するごとを試みた。

ノず3 k ず3 苧:;rH
/aωalllin山、 R=C6~06

グ3-d :ごとd mL 

N-hydroxyphenacetin N-hydroxyphenetidine 

Fig.2 Meta凶1icPathωays of Phenacetin 

kncx.vn me ta cロlicpathway 

一一-- unknc府nmetacロlicpathway 
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皮!台に高濃度

1-2時間では

Meehの式34)

腎臓，

皮膚への分布が投与後

こごで皮膚の重量は

肝臓，1-3時間で最高濃度を示し 、

とくに注目 すべき ごとは、

投与後各臓器の分布は、

に検出された。

肝臓の2.5-

Su1fani1amide皮膚アレルギーの発現機序第日章

より3.0倍と高いごとであった。Su1fani1amide の体内分布1 

このような皮膚への 35S-su1fani1amideの高濃度の分布は薬疹の発

また光線過敏症との関連性より興味がもたれた

算出した。

現部位が皮膚であること、

3)。

は
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sulfanilamideのアレルギ一発現機そこで、池の状態を知るごとが必要である。

序を調べるために体内分布， 排池について詳細に検討した。代謝，

2 
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の体内分布Su1fani1amide 1-2 

ラットにおける su1fani1amideの生体内分布を調べるために実験の部 (1)に

ILCi/mgの0.152 を合成した。記載した長瀬らの方法33に従い 35S-sulfanilamide

2匹としてspecific radioactivityを有する 35S-sulfani1amideをラットに1群

1 2時間後、2群は1時間後、1群は100 mg/kgを腹腔内に投与した。それぞれに

子、・、
6 、弘、

、
、.ト~、.

小腸，

放射能

(Fig. 

主として肝臓の

腎臓から尿中ヘ排

分布，代謝，排

血液を介して全身に分布し、

極性が増し、

薬物の吸収，

概要

生体内に取り込まれた薬物は、

薬物代謝酵素によって代謝を受ける。

池される。薬物の毒性、安全性を調べるためには、

その結果、

1-1 

E日
同，

に示したように、

腎臓，牌臓，

Table 1 

肺臓，

その結果、

尿，

皮膚の放射能を測定した。

血液中では1時間後に最高値に達し、

血液，3群は4時間後にそれぞれ殺し、

肝臓，

尿中では4時間後も増加した。は、

4 3 2 0.5 1 

Time after injecti∞ (hl 

Comparison of Radioactivity of 35S 

in skin and liver 

の代謝については既に多くの研究があり 26.35.36Fig.1に示

の

代謝中間体の存在については、未だ不明な

同定す るために予想される代謝物ある いは関連化合物を文献にしたが

これら合成品の機器分析の結

活性代謝物と指摘されて

in 1iver 

まず、

に示すように略記した 37-430

に記載した。

D 

すような代謝経路が考えられている。

in skin • 

2 Table 

Sulfanilamideの代謝
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Su1fani1amide 

Fig. 

Fig. 

実験の部 (1) 

概要

点が多く 、

い合成 し、

果は、

2. 

2-1 

Distribution of Radioactivity in Rat Organ after 
i.p. Administration of 35S-Su1fanilamide 

Each va1ue represents mean of 2 experiments. 
百1edose of 36S-su1fanilamide was 135，000 (cpm/mg) and the 
tota1 recovery was 89.2 % 
事Thesurface訂 eaof rat skin was calculated by using Meeh's formula 
as fo11ows: A(m2)=K' W2/3， K(Meeh's constant=0.091)ヲ W(body weight，kg). 
η1e weight of the skin was ca1cu1ated by the experimenta1 results 
(2.0 cm2 of skin =1.0 g). 

4 
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いる4一HABSAの血液中あるいは尿中排池の有無を確認することを目的として、

これまでのその結果、ラットにおける 35S-sulfanilamideの代謝を再検討した。
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モルモット，ラット，N1-acetylsulfanilamide(N1-ASA)の排池にはマウス，

4一HABSAについては(データーは示していない)ウサギで種差が認められた

企
Y

同

@
L
L
D
工

ヒトの尿中代謝物としてわずかではあるが定

ウサギでは検出でしかし、性的にジアゾ反応により検出できたと報告している。

きなかったと述べており不明確な点が多い。 ら36もまた200mg/bodyのWilliams 

4-N-acetylhydroxylaminobenzene-

p-amlno-

120 

(minl 

Ferrihaemoglobin Formation in the Blood after i.p. 
Injection of Sulfanilamide(SA) and 4一HABSAto Rats 

In vivo代謝2-2 

mmol/kgあるいは2mmol/kgのsulfanilamideをラットに腹腔内投与し、

In vitro代謝2-3 記載のごとく経時的に眼穿刺法により採血しEvelyn-Malloyi:去 44に実験の部 (2)

ラット肝ミクが、Thauerら23のinvitro代謝については、Sulfanilamide 投与後30分にメトヘモグロビンよりメトヘモグロビンの定量を行なったとごろ、

ロゾームのNADPH生成系でsulfanilamideから4一HABSAの生成をnitroso体とし血中に4一HABSAあるいは4-nitrosobenzensulfonamideの増加が見ちれ、

高濃度のメトヘモグロビンを検出した

をラットに腹腔内投与しメトヘモグロビンの生成が最大となる 30分後

にヘパリン存在下で採血し、

実験の部 (5)

する物質が検出

同じ系に赤血球を加えさらに、で検出した。て薄層クロマトグラフィー (TLC)30分後にを投与したときは、4一HABSA一方、の存在が示唆された。(4-NSBSA) 

4一HABSAの生成を間接的に証明しているとメトヘモグロビンイヒすることにより、sulfanilamide さらに、4) ( Fig. 

いくつかの分析

サルファ剤が不揮発性で

TMS化などの誘導体にする場

著者は直接的に4一HABSAの生成を証明するために、

では、ガスクロマトグラフィ-(GLC) 方法を検討した。

加熱によって分解しやすいこと。気化しにくく、と一致標品の4一HABSAー)出拍

イヌ，ラット，ら23均三、Rosenthal 

2-hydroxysulfanilamide(2-0H.SA)および

用量で投与したウサギにおいて4一HABSA，

sulfonamide(4-AHABSA) ， 

phenolを検出しようとしたが不成功に終ったと報告している。 90 60 30 15 。そこで著者らは、

Time 

4 Fig. 

3-hydroxy-in vitroにおいて

4-AHABSAの生成を検討した。

の生成、in vitroにおいて4-HABSA

sulfanilamide(3-0H.SA)および

ln VIVO， 

そごで、る。

で直ちにGSHを添加後酢酸エチルエステル (AcOEt)

記載のHPLCの条件で測定した結果、

2 mmol/kg 

微量の4一HABSA分解しやすいことなどの理由で、そのアルカリ性のために、メ入
口、1.125nmo14一HABSAでその生成量は血液1ml当たりれた。

( HPLC) 液体クロマトグラフィーそ乙で、を検出することは不可能であった。検HPLCの測定条件など種々検討したが、は抽出条件、4-NSBSA しかし、あった。

4-微量の窒素気流下で迅速に操作を行えば、よる測定条件を検討した結果、

も検出可能であるごとが分かった。

を添加して回収実験を試みたが回収で

の回収実験を再度行なっ

また血液に4-NSBSA

そこで血液を血清と血球に分離し4-NSBSA

ず、出することがで

HPLC?:去を用いてラット肝.そごで、HABSA きなカ亙った。

およびマウス肝，

4一HABSAの守成を酵素化学的に検

皮!脅ミクロゾームモルモット肝，

皮!存ミクロゾームにおけるsulfanilamideから

討した。

7 

皮膚ミクロゾーム，医又
同 .の結果かに還元されることが HPLC4-NSBSAは血球によって4-HABSA

6 

ら判明した。

たところ、



N4ー水酸化反応45ラット肝および腎ミクロゾームによる2-3-} 

記載の酵素源として用いるラット肝および腎のミクロゾームを実験の部 (3)

インキュベーション混液の組成および操作法についてまた，ごとく調製した 460

ミクロゾームのタンパク量インキュベーション時間，はsulfanilamideの濃度，

4-HAI3S八
に示したように測定条件を決定した。抽実験の部 (5)( Fig. など種々検討し

SA 

High Performance L i quid Chroma togram 
of Ex trac t from I nCubation Mixture 

数種の薬物代謝酵素誘導剤を実験の部 (3)

36.63 nmol/mg protein 

ラット肝と腎ミクロゾームに

おけるsulfanilamide N-水酸化活性の Kmf~ と Vmax値を Lineweaver-Burk plotより

(4)に記載した大村らの

controlと比較してP-448型の誘導剤で

の

同時に4一HABSA生成量が顕著に増加し

Vmax値が3.17nmol/mg protein/minであった。

によっ

その結果をTable3 

記載の方法で前処理した

4一HABSA

14 

ある3-methYlcholanthrene(3-MC)および3，4，5，3・， 4・-pentachlorobiphenyl

12 

型の誘導剤であるphenobarbital(PB) 

9 

腎の方が肝ミクロゾームより

Reccntion time (min) 

10 

に対しより高い親和性を有していることが判明した。

が増加し、

8 6 

また4一HABSA生成量を前述のHPLCにより求めた。

に示している。

4 

Vmax 値が

P-450(448) 

腎いずれも4一HABSA生成量は増加しなかった。

ラット肝ミクロゾームのcytochromeP-450量を実験の部

2 。

Sulfanilamide N-水酸化反応の至適条件のもとで、

肝では

P-450 
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Fig. 7 

Kmイ直が1.54 mM 

腎においてはPenCBによってのみ

腎と肝ミクロゾームでKm値を比較すると、

が増加し 、

肝においては
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C: extract from incubation mixture. 

。

P-450 

腎ではKm値が0.83mM 

また、

肝，

• 

0.35 0.20 

(448) 

•• 

しかし、

• 

すなわち、

( PenCB)によって、

A: synthetic 4-HABSA. 
B: sulfanilamide. 

その結果、

生成量も増加した。

sulfanilamide 

方法 47で、

一方、

Rf 1.0 

求めた。

/minで、

ては、

た。

Fig.6お

retention 

Effects of the Concentration of Sulfanilamide and Liver 
or Kidney Microsomal Protein and lncubation Time on the 
rormation of 4-HABSA 

8 

出物は窒素気流下で濃縮し、直ちにTLCおよびHPLCを行なったとごろ

に示される様に合成標品と一致するスポットが得られ、
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Table 3 Effects of Various Inducers on Su1fani1amide N~-HydroxY1ase Activity and 
Content of Cyt. P-450(448) in Kidney and Liver Microsomes of Rats 

Fig. 9 に示したように、 3-0H.SAと4一HABSA生成に及ぼすsulfanilamidcの濃

度， NADPH量， ミクロゾーム量およびインキユベーシヨン時間の影響を検討した

ところ、それぞれの生成量はすべてのfactorに比例して増加し、 f適pllはいずれ
も7.4であった。

4 -HABSA formed Content o/f mgcyt.P-450) (448) 
Pretreatment ( nmo1/mg protein/min ) ( nmo1/mg protein 

Kidney Liver Kidney Liver 

None 1.10:t0.18 19.91土 4.43 O. 090:t0. 017 0.711:t0.061 
PB 0.77:t0.12・ 20. 75:t 1. 76 0.041:t 0.013・ 1. 140:t0. 293・
3-MC 0.82:t0.50 42. 96:t10. 96・ O. 052:t0. 014・ 1.479:t0.178“ 
PenCB 3.91:t0.15・・ 40.73:t 5.59・ 0.197:t0.042・ 1. 699:t0.111・・

40 
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Each va1ue represents mean:tS. D. of 4 experiments. 
Significantly different from the control ( * p<0.05，料 p<O.OOl). 
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2-3-2ラット肝ミクロゾームによる 3位ー水酸化反応

3-0H'SAはウサギやヒトの尿中において検出され 35、アルカリ側のpHで、タン

パク質と容易に反応する。得られた結合体はウサギにハプテン特異的抗体を生成

させる事が報告されている 470 そごでラット肝ミクロゾームによるsulfanil-

amideの3位水酸化活性を実験の部 (6) に従って測定し、 N-水酸化活性と比較し

た。生成した3-0H'SA と4一HABSAはHPLCで

F ig. 8の様に分離溶出されるので、それぞ

れのピーク面積より検量線を作成し 3-0H'SA

0.0 1.5 3.0 0.0 1.5 3.0 

SA (mM) NAOPH (mM) 

山 F‘

6 7 a 9 
pH 

0.0 1.5 3.0 

Microsomes 
(mg prote in) 

o 10 20 30 
Time (min) 

」

un
 
a
 

H
n
 

D
g
e
 

n
u
-
h
u
 

A
A
令
し

町
内

n
 

-

O

 

A

e

 

s
m
 

，ta
‘・
・i

e
T
l
 

d
 

・
1
n
m
o
 

a--

1
A
&
L
 

・
1
a

n
L
U
 

a
u
 

f
c
A
 

'
i
n
F
a
 

u
l
-

F

、d
H

n
-
n
u
 

£
I
H
n
-

n
u
n
v
q
J
 

n
d
d
 

n
u
n
H
n
H
 

・
1
a
a

&
L
 an
A
A
 

r--nb 

&
L
白
」

n
D

n
H
φ
L
A
A
 

e
o
H
 

e
r
-

n
H
n
Y
A唱

。
c
l
e
 

a
h
 

e
m
t
 

h

o

 

+し

S
F
A

O

O

 

F
&
r
 

o
c
n
 

.，A
A

U
 

S
M
-
1
 

&

L

6

L

 

c
r
a
 

e
e
m
 

f
v
r
 

干
A

・
1

0

F
F』

z
t】
F
ド
a

nud 
F
b
 

.，A
 

F
a
 

Each point represents the mean of 2 eXDPrlmpn十q
0: 4-HABSA，・:3-0H'SA ー‘山...............:J

r--I 

3 

と4一HABSAを夫々分離定量した。

peaks: 1. 4-HABSA. 
2. 3-0ll'SA. 
3. sulfanilamide 
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また、実験の部 (3) 記載の方法で前処理したラット肝ミクロゾームを用いて

sulfanilamideのN-水酸化活性と 3位水酸化活性に及ぼす薬物代謝酵素誘将剤の

影響を調べた。その結果を Table 4にボした。 N-hydroxyl体である 4一HABSA

は3-MCで誘導され Vmax値はcontrolの約 1.6f~f を示したが、 PBでは誘導されな

かった。 一方、ベンゼン環の hydroxyl体である 3-0H.SAは 3-MC、PBのいずれ

によっても誘導され、それぞれ control の1.6，2.0倍のVmax備をぶした。

このごとは sulfanilamideの N-水酸化を触媒する静素とベンゼン環の水般化を

触媒する酵素が異なることを/1'している。また、 sulfanilamideの代謝により 4-

HABSA と3-0H.SAは同時に牛，成され、その't成比はおよそ 5:1の割合であった。

f i g. 8 HPLC Elulion Pattern of the 4一HABSA，
3-0H'SA and sulfantlamide 

1 0 
1 1 



Table 4 Effects of lnducers on 4-HABSA and 3-0H'SA Formation from Sulfanilamide 
in liver Microsomes of Rats 

4-HABSA formed 3-0H'SA formed 

Pretreatmcnt Km Vmax Vmax/Km Km Vmax Vmax/Km 
(mM) 何mol/mgprotein/min) (mM) (nmol/mg protein/min) 

Control 2.10:t0.31 45. 79:tlO. 98 21.64:t2.68 0.90土0.17 7.44:t1.12 8.33:tO.29 

ホホ 申ホ

PB 2. 46:t0. 69 58.21:t11.24 24.20土3.68 0.62:t0.07 11.99:t0.86 19.52土3.70 

ホ 申 車キキ ホホ申

3-MC 2. 28:t 0.24 73.66土 8.89 32. 69:t4. 44 0.80:t0.lO 14.71:t 1. 38 18.59:t1.23 

Each va1ue represents mean土S.D.of 3 or 4 experiments. 
Significantly different from the contro1( 寧 Pく0.02， 料 P<O.Ol， ホキホ P<O.OOl ). 

2-3-3 N4-AcetylsulfanilamideのN一水酸化反応と 4-hydroxylamino-

benzenesulfonamide(4一HABSA)のアセチル化

Acetylaminofluoreneは肝臓ガンを作る発ガン物質として知られているが 49、

その構造的関連性より 4-HABSAのアセチル体である 4-AHABSAについてもそのタン

パク結合性が指摘されてきた。しかしながらその生体内生成については

Williams36やFries ら26が検討してきたが、いまだ不明のままである。そごで、

sulfanilamideの主代謝物 である N4-ASAからのN-水酸化反応と 4一HABSAから

のアセチル化反応について何れの反応によって4-AHABSAが生成するか酵素学的に

検討した。肝ミクロゾームおよび 105，OOOXg上清の調製法は実験の部 (3) に記

載した方法で行なった。インキュベーション混液の組成およびHPLCによる測定条

件も実験の部 (7) に記載した。その結果、 Table5に示したように、 4-AHABSAの

in vitro生成はVmax/Km値について比較すると、 PenCB誘導の場合、 N
4
-ASAから

のN-水酸化反応の方が十HABSAのアセチル化より肝，腎ともに数十倍と高いこと

から、生理的条件下では前者の反応経路で進行すると考えられる。

1 2 

Table 5 
Comparison of Two Metabolic Pathways for the Formation of 4-AHABSA 

Km Vmax 
VIkflIaT1 x Metabolic pathway Pretreatment (酬) (nmol/mg protein/min) 

Li ver Kidney Liver Kidney Liver Kidney 

。血1
2
M
七一周
剛凹
F
円円

3ωntrol 5.05 5.41 5.10 1. 06 1. 01 0.20 

5.30 
PenCB 5.10 3.23 166.67 32.68 1. 64 

時間 }かNAαロし3 Contro1 0.17 N. D. 0.02 N. D. 0.13 。肌m…。
S02NHz AcC品卸2NHzPenCB 0.18 0.29 0.07 0.01 0.40 0.04 

Each value represents mean of 2-4 experiments. 

2-3-4 十HABSAから 4-nitrosobenzenesulfonamide(4-NSBSA) への変換

実験の部 (8) に記載した方法でNADPH存在下と非存在下における 4-NSBSAと

4一HABSAの変化を HPLCで追跡した。その結果、 Fig.lOに示したように 4-HABSA

はNADPH存在下では 60分まで安定であり、非存在下では不安定でそれと同時に

4-NSBSAが自動酸化で生成された。

一方、 4-NSBSAは NADPH存在下では急速に4-HABSAに還元され、非存在下で

は安定であった。ごの様に4一HABSAから 4-NSBSAへの酸化は非酵素的に生成する

ことが判明した。

1 3 
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一方、皮膚と肝臓におけるsulfanilamideのN"-アセチル化活性を調べ、

そのKm値と Vmax値を Table7に示した。 Vmax/Kmf直について比較すると、皮府

ではモルモットが、肝臓ではラットが最も高い値を示し、それぞれ 0.23，10.44 

であった。以上の結果、皮膚は肝臓と同じく代謝活性化反応と解毒反応の両方を

有していること、 N
4
- 水酸化反応では皮膚の方が肝臓よりも Vmax/Km値が高いこ

と、また、いずれの反応も種差があることなどが判明した。

O. 

>:~ 0.1 

¥〈
C 
0 
:::: y-、。-
~0.2~ 可一一。""" O. 
C I 、¥
41 I 、、
c I ~一HABSA ~ 
己 I (+NADPH) """ 

I .0 

0.1 

j.--.---. 
Liver Skin 

Speceies Km Vmax Vmax/Km Km Vmax VmaxJKm 
(mM) (nmol/mg protein/min) (mM) (nmollmg protein/min) 

Guinea pig 1. 55 1. 30 O. 84 O. 05 0.01 O. 23 
Rat O. 18 1. 92 10. 44 O. 22 0.01 O. 06 
Mouse 11. 00 2. 21 O. 20 O. 29 0.01 O. 05 

Table 7 Sp叫esDifferences in the r-Amylase Activity of Sulfanilamide 
in Li ver and Skin 105. 000 X g Supernatant 

120 o 10 30 60 120 0 10 30 60 

Incubotion Time (min) 

Fig. 10 HPLC Ana1ysis of Non-Enzymatic Conversion Products of 
4-HABSA or 4-NSBSA 

2-3-5 Su1fani1amideの皮膚における代謝 50

皮膚はアレルギ一発現部位であるにもかかわらず、肝臓やその他の臓器と比

較して皮膚における代謝研究はほとんど行なわれていない。そごでsulfanil-

amideの皮膚における代謝をモルモット，ラット，マウスで調べ、肝臓における

代謝活性と比較検討した。まず、皮膚と肝臓におけるsulfanilamideの N4-水酸

化活性を実験の部(5)記載の方法で測定し、その結果を Table6に示した。皮膚

ではモルモットのみに活性が認められ、 Vmax/Km値は27.29であった。肝臓では

ラットのVmax/Km値が最も高く 12.91で、モルモットの場合2.23であり、皮膚の

方が高い値を示した。

Each value represents mean of 2 or 3 experiments. 

3. Sulfanilamide代謝物および関連化合物による皮膚反応 51・52

3-1 概要

低分子の薬物が抗原化するためには生体内でタンパク質などの高分子と共有

結合する必要がある。 dinitrofluorobenzeneやpicrylchlorideなどの結合力の強

いものは薬物そのままの形で容易にタンパクと結合して完全抗原となり全身感作

をきたすが 53・54 、ごのように反応性に富んだものは常用薬剤jではあり得ない。

低分子薬剤jの過敏症の大部分を占めるものは薬剤jそのものではなく、その体内代

謝物によるものと恩われる。そこで、 sulfanilamideの場合も 14種の代謝物およ

び関連化合物の抗原性の有無をモルモットにおげる皮膚反応によって検討するこ

とを目的とした。

Table 6 Species Differences in the N4-Hydroxylase Activity of 

Sulfanilamide in Liver and Skin Microsomes 

Li ver Skin 

Speceies 同一

hn
 
m
 

Jf
 
n
 

p
u
 

出

m

m川

nM-

H
V
 
庁巴m
 

nv m
 
n
 

h
州

Km Vmax Vmax 

(mM) (nmol/mg protein!min) Km 
3-2 皮膚反応の条件検討

従来、 Schwarz-Speck22 および村田ら 55は光アレルギーの観点から

sulfanilamideのアレルギーには紫外線が必要不可欠と考え、 4-HABSAあるいは

sulfani1amideと紫外線照射による感作を行なっているが、著者らは sulfanil-

amideのinvivoおよび invitro代謝でsulfanilamideから4一HABSAの生成を

Guinea pig 2.30 

Rat 1.40 

Mouse 8，16 

0.06 

N. D. 

N. D. 

27. 29 2. 23 

12.91 

l. 83 

5. 12 

18. 12 

14. 97 

1. 58 

N. D. 

N， D. 

Each value represents mean of 2 experiments. 

N. D. : not detected 
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Dose response curve 3-4 
4一HABSA単独でsulfanilamideならびに紫外線照射は行なわず、証明したので、

1)0$(' 4，4'-̂Z0I3DSA に--)いて4-NSBSA 4一HABSA，次に高率、に陽性を示した
の3群記載の方法に従い動物をA，B，C実験の部 (9)すなわち、感作を行なった。

と

皮膚反応がごれら薬物に山;1ぐする

、‘•• 
，，
 m
 
m
 

f
l

、
に/1"すように濃度(%)と発亦の大きさ

このことより、

11 Fig. 

の聞に直線関係が認められた。

ことが判明した。

responseを調べた結果、
1% 4一HABSA生理食

生理3週間の休止期の後、

B群はl克sulfanilamide生理食塩水溶液、

C群は生理食塩水のみで感作を行なった。

A群はに分け、

塩水溶液，

食塩水を対照として各代謝物の 1%生理食塩水溶液で誘発を行なった。誘発試験

24時間後の皮膚反応を観察し発赤の直径で5段階に分類判定した。

saline 

SA 

(4一HABSA感作B群

皮府反応、の結果

A群 (sulfanilamide感作群)

B群の方がやや反応が強い傾向が見られた。

に示すように、

群)を比較すると、
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8 Table 

IV 阿川叫I 

Group A (SA) 

1 1I m IV V 

Each point represents mean of 3 or 4 
experlments. 
0・sulfanilamide;・， 4-NSBSA; 
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十

日

廿

土

+ 
+ 

+
+
土

十

+ 
+ 

+ 
土
土

土

十 4，4・-AZOBDSAはこれまでsulfanilamideの代謝物として検出されてはいないが、

この過粍でのタンパク結合および抗

と4-NSBSA

一般に低分子量の化学物質は単独で、

4一HABSA感作モルモッ卜で4-NSBSAおよび4，4・-AZOBDSAにより陽性反応をぶした

ととは皮膚における還元的関裂が考えられ、

原化も示唆された 0 ・方、 4-NSBSA のノjがよ

ヒトにおいて薬物アレルギ一反応を

4-Hydroxylaminobenzenesulfonamide(4一HABSA)の血中抗体庄牛a 能 56

概要

を比較すると、4一HABSA

り強い皮膚反応を示した (Fig.

4. 
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3-0H.SA 

および

は80克以上の陽性を示した。
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4一HABSA，

benzenedisulfonamide(4，4' -AZOBDSA). 
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sulfanilamide， 

十

土

一
件
H
廿
件

SA 

4.HABSA 
Nl_ASA 

N4一八SA
Nl，N4_DASA 
SA-COCH20H 

SA-COCOOI1 

2-0H-SA 

3-0H-SA 

4-AHABS八

4-DAHA13SA 

4-NSBSA 

4，4'-AZBDSA 

4，4'-AZOBDSA 

4，4'-HAZBDSA 

Salinc control 

誘発物質のうち、

pen i c i 11 i n 57 ， 動物実験においては薬剤単独感作の例として生ずる。80 acetylhydroxylaminobenzenesulfonamide(4-DAHABSA)の2種のacetyl体は60-

感

作の方法としてタンパク質のような高分子化合物と共有結合させたもので抗体を

7 

そこで、chloramphenico159などが知られているのみである。tetracyclin58， C群においては4-その他の代謝物はすべて陰性であった。

で20%擬陽性が認められた他はすべて陰性であった。

6 

克の擬陽性を示し、

NSBSA 



fT.t七させる }j法が行なわれている。すなわち人工抗原を作る方法としてジアゾ化

や酸クロリド化などの化学的処理を行ない、タンパク質と結合させる方法が用い

られている 60。しかし、ジアゾ化や酸クロリド化は生体内では起こり得ない。

そこで、 sulfanilamideについてもアゾ化合物による感作を行なわず、代謝物に

よる単独感作を試みた。すなわちモルモット皮膚反応の結果からもハプテンとし

てltiも吋能性の高い4-HABSAについて、 4-HABSA単独および生理的条件下で結合

させた 4一HABSA-タンパク結合体を用いてウサギ血中抗体の産生の有無を検討す

るととを日的とした。

4-2 4一HABSA単独感作

実験の部(1 0)記載の方法に従い、 10%4一HABSA'i:理食塩液と等量のFreund's

complete adjuvantで週 a 回、計13副ウサギに免疫した。毎週感作前に耳静脈よ

り採血し、 Ringtest61， Ouchterlony法61を行なったが、 12週までの感作によっ

ても血中抗体は検出されなかった。さらに高感度の感作赤血球凝集反応 (passive 

hcmagglutination :PHA) 62，63 により抗体の力価を測定した結果、 Table9に示

すように、 4-HABSA単独感作の場合は、 8-10倍希釈まで陽性を示した。用いた

3待の抗原すなわち4-HABSA-BSA結合体、 4一HABSA-RS結合体、 4-HABSA単独によ

り反応に若干の差はあるが、ほぼ同様の結果が得られた。 4一HABSA直接感作血球

で反応が陽性に出たことは、被検血清中に4一HABSAに対する抗体が存在している

ことを示唆した。

Table 9 Passive H四~lutination Patterns of the Serum Sensitized with 4-貼邸A

Rabbit 
antiserum 

NO.l 

NO.2 

Tanncd SRBC 
scnsitizcd with 

4-HABSA-BSA 

4-HABSA-RS 

4-HABSA 

none 

4-HAI3SA-BSA 

4-HABSA-RS 

4-HABSA 

none 

The readings wcrc grac1ecl as follows: 

2 4 6 

+十 1+ 1+ 
4十 十+ +十
1+ 1+ + 

十+ 1+ 十+
1+ 十+ 1+ 
十+ + + 

-tt. a reaction with Icss f¥.)lding or tightly agglutination; 
+， a reaction ¥¥'1tl1 a difIuse granular appcarance; 

Serum diluLioll 
、、ー-ーーーーーーーーーーーー!

8 10 

1+ 1+ 
十十 十十

+ 土

1+ 
1+ 
十

土， a reaction with a silghtly difIuse granular appearance; 
一， a negatlve reaction with the appearancc of a doughnut or ring. 

1 8 

20 40 80 

4-3 4-HABSA-BSA結合体感作

実験の部(10)記載の方法で調製した4一HABSA-BSA結合物 (10mg/ml)と同軍

のFreund'scomplete adjuvantで週一回、計4回免疫した。 一週日より Ring

testで陽性を示し、 4週目で32倍希釈まで陽性を示した。しかし、 Ouchterlony 

j去では、 4一HABSA-BSA結合体に対する沈降線は認られなかったので、さらに高感

度のPHA反応を行なった。その結果をTable10にまとめた。抗原として4-HABSA-

BSA結合体を用いたとごろ、かなり高力価を示したが、担体であるBSAに対して

も高力価を示した。担体をBGGに変えたものでは、力価は低いが明らかに|場件.を

示した。被検血清に担体であるBSAを添加し抗BSA抗体を除いた場合、すなわち

BSA吸収抗血清では60-240倍と力価は低いが陽性を示した。なお、ごの場合BSA

吸収抗血清にBSAを抗原として感作した血球で反応させると陰性であるから、

BSAに対する抗体はすべて除去されていることを示し、 BSA吸収抗血清のPHA反

応の結果は、ハプテンである4-HABSAに対する抗体のみであると判定した。

Table 10 Passive Hemagglutination Tests with Rabbit Antiserum to 4-臥邸A-邸AConjugate 

Antigens 

BSA 

4-HABSA-BSA 

4-HABSA-BGG 

Antisera 

Rabbit No. 3 Rabbit No. 4 
f一一一J 、一一一「

Before After 
absorption absorption 
with BSA with BSA 

4000 

16000 

40 

く15

60 

15 

〆ー一一ー~、ー一一一一ー、

Before After 
absorI?tion absorption 
with BSA with BSA 

16000 

32000 

160 

く15

240 

60 

以上、 4一HABSA-BSA結合体で感作すると抗体は、十HABSA単独で感作したよりも

PHA反応において高い力価を示した。弱いながらも十HABSA単独で血中抗体が産

生するごとが証明されたことは、前述のモルモット皮膚反応で 4-HABSAで陽性に

出た結果からと同様に、 sulfanilamide代謝過程で生成すると思われる十HABSA

がアレルギ一発現機序に関与しているごとを示唆している。本実験では、

sulfanilamide代謝物の中で、 4-HABSAのみを検討したが、他の代謝物、あるい

は関連化合物の中で、特に皮膚反応において 100%陽性を示した3-0H'SA，4-NSBSA 

および 4.4・-AZOBDSAの血中抗体産生についても検討の余地が残っている。

1 9 



f). Sulfanilamideおよび代謝物のタンパク結合性

5-1 概要

Su1fani1amideのN-水酸化体である4一HABSAはモルモット皮膚反応陽性で血

中抗体産生能も認められたので、 4-HABSAのタンパク結合性について検討を行な

った。しかし、この項で述べるように非酵素的にはBSA と結合しなかった。

そこで活性化にはさらに硫酸抱合、グルクロン酸抱合が必要なのか、あるいはま

た nitroso体 (4-NSBSA) への酸化が必要なのか否かについて検討を加えた。さら

にinvivoにおけるタンパク結合性の指標として生体成分であるグルタチオン

(GSH) との結合性を4一HABSA.4-NSBSAで比較検討した。一方、 3-0H'SAはキノン

イミンを経由してタンパク質と結合すると指摘されてきたが、その結合体につい

ての報缶はないので、 3-0H.SA とGSH との反応を検討し、その結合体の構造を追

;Rした。

5-2 4-HABSAのタンパク結合性

10ILM 4-HABSAと O.1ILM BSAをリン酸 buffer(pH4.0， 7.0， 10.0)中で 37oc 

24時間振嶺下インキュベー卜した。凍結乾燥後実験 (12)と同じ方法でアミノ酸分

析を行なった。常法 64に従い合成したdinitropheny1(DNP)-BSA結合体を同様の方

法で加水分解しアミノ酸分析したものを対照とした。その結果をTab1e11に示し

た。対照として用いたDNP-BSAはtyrosine(TYR)，1ysine(LYS) ，histidine (HYS) 

の減少が認められたが、 4一HABSAはcontro1BSAと比較していずれのアミノ酸の

減少も認められなかった(ただし、 pH 10の場合TYRが少し減少した)。

そこで、 4一HABSAがBSA と結合するためには硫酸抱合あるいはグルクロン酸抱合

などの活性化が必要か否かを検討した。 実験の部(11)に記載した方法で

4一HABSAのグルクロン酸抱合活性を調べたが4一HABSAはグルクロン酸抱合を受け

なかった。そこで次に実験の部 (12)記載の方法に従い硫酸抱合活性の測定と BSA

結合実験を行なった。その結果Tab1e12に示したように、 N-hydroxy-2-acety1-

aminofluorene(N-OH.2AAF)および N-hydroxy-phenacetin(N-OH.PH)を硫酸受容体

として用いた場合にはp-nitropheno1が遊離し硫酸抱合活性が認められた。

a 方、4-AHABSAでは N-OH.2AAFの約 1/3.5の弱い活性が認められたが、 4一HABSA

では全く活性は認められなかった。またBSA との結合実験では、 N-OH.2AAF，

N-OH.PHにおいては tyrosine(TYR)と1ysine(LYS) が減少したが、 4一HABSA，

4-AHABSAではこれらのアミノ酸の減少は認められなかった。従って、既に報告さ

2 0 

れているように、 N-OH.2AAFおよびN-OH.PHの活性化には硫酸抱合酵素の関与が

示されたが 65、4-HABSAの活性化には硫酸抱合は関与しないことが示された。

Tab1e 11 Binding of 4-HABSA to BSA 

BSA + 4-HABSA 

Amino acids Contro1 pH 4.0 pH 7.4 pH 10.0 DNP-BSA 

ASP 45 44 44 44 43 
百四 26 25 24 27 27 
SER 22 21 17 21 23 
GLU 63 62 67 64 61 
GLY 15 15 15 15 15 
ALA 38 38 39 39 38 
VAL 29 28 31 30 25 
MET 6 4 8 4 8 
ILE 11 10 13 10 11 
LEU 50 45 52 47 46 
TYR 16 16 15 10 10 
PHE 21 19 24 20 19 
LYS 49 47 46 48 33 
HIS 14 13 14 13 
ARG 19 20 21 19 18 

Each va1ue represents mo1ar ratio va1ue to 15 mo1es of glycine in BSA. 

Tab1e 12 Re1ationship between Su1fotransferase Activity and 
Cova1ent Binding of N-hydroxy Compounds to BSA 

p-Nitropheno1 re1eased 
Substrate 

Amino acids (mo1/BSA) 申

(nmo1/mg protein/min) TYR LYS 

None 16 61 

N-OH. 2AAF 0.500 13 60 

N-OH'PH 0.457 10 60 

4-AHABSA O. 143 16 61 

4-HABSA 16 61 

Each va1ue represents mean of 2 experiments. 
寧 Aminoacid is ca1cu1ated as molar ratio va1ue to 53 mo1es 
of asparatic acid in BSA. 一;not detected 

2 1 



5-3 4-Nitrosobenzenesu1fonamide (4-NABSA) のBSAとの結合

実験の部(13) に記載したように4一HABSA，4-NSBSAを一定量のBSAとともに

インキュベーションした後、そのBSAのアミノ酸分析を行なった。その結果を

Table 13に示した。また、アミノ酸分析の一例を実験の部(10)に示した。 ASPを

53.0 mol/BSAとして算出すると control(基質を含まない)， 4一HABSA，4-NSBSAを

加えた系ではLYSはそれぞれ 60.2::!:1.3， 59.6::!:3.4， 54.6::!:0.6 mol/BSA 

であった。以上の結果、 4一HABSAは非酵素的にはBSAと結合しないが、 4-NSBSA

はBSAの1mo1あたり約 5molの LYSと結合しているごとが判明した。

Table 13 Binding of 4-HABSA and 4-NSBSA to BSA 

Amino acids ( mol/BSA ) 
Substrate 

ASP LYS 

None 53.0 60.2:t 1.3 

4-HABSA 53.0 59.6 :t 3.4 

4-NSBSA 53.0 54.6 :t 0.6寧

Each va1ue represents mean :t s. D. of 5 experiments. 
Significantly different from the control (牢 p<0.001). 

5-4 Sulfanilamide，4一HABSAおよび4-NSBSA投与による肝および腎の

GSH量の低下

{験の部(14) に記載したようにE11mani去66を用い contro1 (saline)， 

sulfani1amide， 4一HABSA，4-NSBSA投与群のそれぞれの肝臓と腎臓中のGSH量を

測定しTable14に示した。 4-HABSA，4-NSBSA 投与群ではcontrol群と比較し、

肝臓，腎臓中のGSH量の減少が認められ、特に4-NSBSAでその減少は顕著であっ

た。この結果から、 4一HABSA. 4-NSBSAにGSH との結合性があり、両者の比較では

4-NSBSAの方が強いことが示された。十HABSAは肝臓，腎臓，皮膚ミクロゾーム

においてsu1fanilamideから生成するごとを既に明らかにしており invivoにお

いても血液中から検出されている。 4-NSBSAは代謝物として未だ検出されていな

2 2 

い。しかし、 4一HABSAから4-NSBSAへの酸化はFig. 10に示すように in vitro 

では非酵素的に生成するので生体内でも4一HABSAから4-NSBSAへの酸化が起句

GSHと同様に生体高分子に結合しハプテンとなるものと考えられる。

Table 14 GSH Content in Liver and Kidney of Rats after 
i.p. Injection of Sulfanilamide， 4-HABSA and 4-NSBSA 

Pretreatment GSH content ( umol/g wet weight ) 

None 
Sulfanilallide 

4-HABSA 

4-NSBSA 

Liver 

8.69 :t 0.38 
7.76土 0.98

7.20:t 0.92 
6.17 :t 0.50 ホ申

Each value represents mean :tS. D. of 4 rats. 

Kidney 

5.47土 0.57

5.25:t 0.28 
5.01 :t 0.05 
4.27:t 0.28事

Significantly different from the control(ホpく0.05，村 pく0.01). 

5-5 3-Hydroxysulfanilamide(3-0H'SA)とglutathione(GSH)との結合

5-5-1 概要

3-0H'SAはsulfanilamideを投与したウサギおよびヒトの尿中に検出され

た。 3-0H'SAはアルカリ側のpHでタンパクと容易に結合し、得られた結合体はハ

プテン特異的抗体を生成させるごとができると報告されている。しかしながら、

3-0H'SAのタンパク質との結合部位はキノンイミンを経由し、水酸基のオルト伎

であろうと推定されるが実証されてはいない。そこで、タンパク質の構成成分で

あるアミノ酸のモデル化合物としてGSHを用い、結合体の酵素的合成を行ないそ

の結合様式を検討した。また、 horseradishperoxidase/H202 およびラット肝

ミクロゾーム/buty1hydroperoxideによる 3-0H'SA-GSH結合体の生成反応を酵素

化学的に検討した。

5-5-2 3-0H'SA-GSH結合体の構造決定

実験の部(15)記載の方法と同様の方法で大量に酵素反応を行ない反応液を

凍結乾燥後、分取カラムと分析カラムを使ってHPLCで結合体の単離精製を行なっ

た。そのHPLCの溶出パターンをFig.13に示したが、新たに検出された 9分のピー

2 3 



3-0H'SA-uv吸収スペクトルを測定した結果 (Fig.14)、クが結合体と考えられた。
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290 nm これは3-0H'SAのGSH結合体は320nmに極大吸収スペクトルを示した。
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1O 2官1との結合により長波長シフトしたものと考えられる。次の吸収スペクトルがGSH
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FAB-massスペクトルの結果をFig.15に示した。

B で結合(MW=188)とGSH分子量は3-0H'SAに検出されたごとより、

とGSHの結合部位を明らかにするため3-0H'SA さらに、した分子量を支持した。
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[M+H J+ 

494 

[MW=493] 
のlH-NMR測(GSSG ) 標品のGSHおよび酸化型GSH16)。lH-NMRを測定した (Fig.

4 

2 

[M+Na]・
2.00-4.68 ppmのピークはGSHに由来するプロトンであると考えられ

6.90-7.52 ppmに3-0H'SAに由来するプロトンピークが検出された。

の実測値より 2個のプロトンはとも結合定数JHZとGSHの結合部位は、3-0H'SA 

互いにオルトカップリングしている事が判明した。従って、に8ppmであり、
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結合反応

実験の部(16).(17) に記載した方法でhorseradishperoxidase~H202 による

とGSHの結合反応における基質量，

3-0H.SAとGSHHorseradish pcroxidaseおよびミクロゾームによる5-5-3 

20 

A 

しかし、 GSH濃度の場合、

mM以上で・は逆に減少した。次に、

とGSHの結合反応、における

インキュベーション時間の検討を行なった。

3-0H.SA-GSH生成量は3-0H.SA量，

およびインキュベーション時間に比例して増加した。

mM以上では一定であった。
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3-0H. SA. に示したように、

また、

GSH量，

ション時間の検討を行なった。その結果、 Fig.17-a

僻素の各濃度に比例して結合体の生成量は増加した。

時間も 15分まで時間の経過とともに増加した。

成電はGSH濃度に比例して増加せずO.1 

肝ミクロゾーム/butylhydroperoxideによる3-0H.SA

法質量.

果、 Fig.17-bに示したように、
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ミクロゾーム

生成量はGSHしかし、電、

濃度に比例して増加せずO.1 

と結合することはinvitroにおいて酵素反応によってGSH3-0H.SA 以上の結果、
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が明らかになった。

考察6. 

35S-sulfanil-

amide の生体内分布をラット，ラ~ぞ，て~てジト，マウス-で調べたとごろ、

地の臓器と比較して皮膚への分布が顕著であり、薬疹の発現部位が主として皮府

である事からアレルギーとの関連性が示唆された (Table1， 

Su1fanilamideのアレルギ一発現機序を調べるためにまず

Sulfanilamideの活性代謝物であると指摘されているにもかかわらずその生

その4一HABSAの生

in vitro代謝を検討

腎

薬物代謝酵素誘導部j前処理したラ

sulfanilamide 2 mmo1/kgを腹腔内投与したラットの血液中において30分から

その結果、

肝では3-MCとPenCBで、

水酸化反応

の検出を行なった。

Fig. 

4)、

一方、

sulfanilamideの

60分に最高濃度13%のメトヘモグロビンが検出され (Fig.

N-水酸化反応 (4-HABSAの生成)は、

ではPenCBのみによって強く誘導された (Tab1e3) 

次に、

体内生成が不明確であるN-水酸化体 (4一HABSA)

7 2 

ットの肝および腎ミクロゾームを用い、

成量は1.125 nmol/m1血液であった。

その結果、した。
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(3-0H'SAの生成)は肝ミクロゾームにおいてPBと3-MCの両方によって誘導された

(Table 4)。 従って、誘導後のN-水酸化反応は3-MC誘導性P-450に依存し、 3位

水酸化反応は3-MCおよびPB誘導性の両P-450に依存しているごとが判明した。

また 35S-sulfanilamideの分布が高く、しかもアレルギーの発現部位である皮

膚においてsulfanilamideの代謝をラット，モルモット，マウスで比較検討した

結果、 N-水酸化活性はモルモッ卜のみに検出されアセチル化活性もモルモットで

番高かった (Table6，7) 。このことから、皮膚は肝臓と同様に代謝活性化反応

と解毒反応を有していることが判明した。 一方、 4一HABSAの酸化体である

4-NSBSAへの酸化は非酵素的に進行した (Fig. 10)。この様にsulfanilamideの

代謝で 4一HABSA，3-0H'SA， 4-NSBSAの生成を初めて定量的に示すことができた。

次に、これらの代謝物のハプテンの可能性を追求するためにsulfanilamideある

いは4一HABSAで感作したモルモット皮膚におけるsu1fanilamideの代謝物および

関連化合物による皮膚反応の誘発試験を行なった。その結果、 sulfanilamide，

3-0H.SA，4一HABSA，4-NSBSA，アゾキシ体 (4，4・-AZOBDSA)，アゾ体 (4，4・-AZBDSA)

で強陽性を示し、アセチル体である4-AHABSA，4-DAHABSAで擬陽性を示した。

とくに、 doseresponce curveでは4-NSBSAがもっとも強い反応を示した (Table

8， Fig. 11， 12)。さらに、高感度の感作赤血球凝集反応を用いて4一HABSA単独

あるいは4一HABSA-BSA結合体感作で得られたウサギの血清中に4一HABSAに対する

抗体を検出した (Table9， 10)。 そごで、 4一HABSAのタンパク結合性をBSAを

用いて検討した。非酵素的には明らかな結合性は認められなつかったので

(Tab1e 11)、グルクロン酸抱合や硫酸抱合による活性化系を検討したが、結合性

は認められなかった (Tab1e12)。しかし酸化体である4-NSBSAの場合 LYSとの結

合が示唆された (Tab1e13)。 従って、 4-HABSAと4-NSBSAは生体内で相互変換

するので4一HABSAは 4-NSBSAの型でタンパクと結合すると考えられる。

方， 3-0H'SAのハプテン体の可能性を明らかにするために、アミノ酸のモ

デルとしてGSHを、 一電子反応を触媒する酸化酵素のモデルとしてhorseradish

peroxidaseを用いて3-0H'SAとGSHの結合体を酵素的に合成した。 UV，TLC， 

HPLC. FAB-massおよび lH-NMR測定の結果、その結合体は1分子のGSHが3-0H'SA

の水酸基のオルト位に結合していることが判明した (Fig. 15， 16)。 さらに生体

内で peroxidase作用を有するミクロゾーム (P-450) を用い、 3-0H'SAと GSHの

結合反応を検討した結果、 invitroでも進行するごとが判明した (Fig. 17b)。

以上、 1) sul fani lamideのinvivo代謝， 2)in vitro代謝， 3)sulfanilamide 

2 8 

代謝物によるモルモット皮膚反応， 4) 4一HABSAによるウサギ血中抗体産生能，

5) 4一HABSAと 4-NSBSAのタンパク結合性および 6)3-0H'SAと GSHの invitro生

成反応などについて総合的に検討した結果、 su1fani1amideアレルギーにおいて

ハプテン体と考えられる代謝物は4一HABSA，4-NSBSA， 3-0H'SAなどであり、復数

のハプテン体が存在するものと考えられる。

2 9 



第III章 Phenacetinとsu1fani1amideの腎毒作用機序 67

1. phenacet i nの代謝

1-1 概要

解熱、鎮痛剤であるphenacetinは欧米では古くから使用されてきたが、腎乳頭

部壊死や間質性腎炎を起こすため、その慢性毒性が問題化されてきた 26-280

phenacetinの代謝については、既に多くの報告がある 68・69 0 Fig. 2に示すよう

に主代謝物は脱エチル体であるacetaminophenで、ごれがグルクロン酸抱合ある

いは硫酸抱合を受け尿中に排池される。そのほかに微量代謝物としてN-hydroxy-

phenacetinあるいはp-phenetidineなどが報告されているが、 phenacetinの副作

用の 一つであるメトヘモグロビン血症はごのp-phenetidineのN-hydroxy1体であ

るといわれている 70。現在、 phenacetin の activemetabo1iteは N-hydroxy-

phenacetin， phenacetin-3，4-epoxide， N-acetyl-p-benzoquinoneimineであると

いう報告もある 71. 72 。また、 p-aminophenolについては以前から腎毒性物質と

して知られているが、 phenacetinあるいはacetaminophenの代謝物であるか否か

については確定的ではない 73-7 5 。そごで、 phenacetinのinvitro代謝につい

てHPLCを用いて酵素化学的に検討を行ない、さらにそれらの代謝物について腎毒

作用の有無を検討した。

ト2 Phenacetin のN-水酸化反応

Phenacetin のN-水酸化活性と腎障害との相関性を調べるために、 まず N-

hydroxyphenacetinを Ca1derら69の方法で合成し、各種の薬物代謝酵素誘導部j

前処理ラット肝、腎ミクロゾームにおけるN-hydroxy1体の生成量と P-450量とを

比較検討した。薬物代謝酵素誘導剤前処理ラット肝，腎ミクロゾームの調製およ

びP-450量の測定は、 su1fanilamideの場合と同様に行なった。 HPLC法による

phenacetin N一水酸化活性の測定は実験の部 (18)に記載した方法で行なった。

その結果を示したのが Table15である。肝臓のN-水酸化活性はcontro1 と比較

すると 3-MCで10倍、 PenCBで約18倍と増加し腎臓でも3-MCで約2.5倍、 PenCBで、

9倍の活性の増加を示した。ごれと平行してcyt.P-450(448)量も約1.5倍から

3倍と増加した。これに反し、 PBでは肝の P-450量は増加するが、活性の方は

control と同程度で全く誘導されていなかった。この事からphenacetinのN-水酸

化は肝臓、腎臓ともに P-448依存性の反応であることが判明した。

3 0 

Tab1e 15 Effects of Various lnducers on Phenacetin N-Hydroxy1ase Activity and 
Content of Cyt. P-450(448) in Kidney and Liver Microsomes of Rats 

N-OH'Phenacetin formed Content of cyt. P-450(448) 
Pretreatment (nmo1/mg protein/min) (nmol/mg protein 

Kidney Liver Kidney Liver 

None 0.025土0.004 0.054土0.008 0.06:t0.01 0.72土0.13

PB 0.021土0.004 O. 055:t0. 005 0.05土0.01 1. 75 :t0.23林
3-MC 0.061土0.004ホ申 0.520土0.010ホホ 0.09土0.01申 2.01 :t0.26料
PenCB o. 220:t0. 012 キホ 0.947土0.137寧ホ 0.15土0.03申 1.87 :t0.13料

Each value represents mean:tS. D. of 3 or 5 experiments. 
Significantly different from the contro1( * pく0.05，料 pく0.01). 

1-3 p-Aminophenolの invitro生成

p-Aminopheno1の強い腎毒性が、 phenacetinの腎障害と関連あるか否かを調べ

るために、 phenacetinからp-aminophenolの生成を9000x g上清あるいはミクロ

ゾ-ムを用いたinvitro実験で検討した。しかし、その生成量が微量のためか、

不安定性のためか、あるいはタンパク質との結合のためか、ごの実験条件では検

出し得なかった。そごでPenCB前処理したラット肝臓ミクロゾームあるいは9000

Xg上清により phenacetinからacetaminophenを経由する反応(1 )→ (IV )と

phenacetinからp-phenetidineを経由する反応(II )→(皿)の 2つの反応につ

いて酵素化学的に検討を加えた。実験の部(19)に記載した各反応のインキュベー

ション混液の組成およびHPLC測定条件を用い、それぞれの生成量を測定した。

ラット肝ミクロゾームあるいは9000X g上清による phenacetinの各代謝経路の

Km値と Vmaxf直をTable16にまとめて示した。第一段階の反応である phenacetin

の脱エチル化(1 )と phenacetinの脱アセチル化(II )を比較した場合、 ( 1 ) 

の Vmax/Km値は(II )の Vmax/Km値の 11倍であるごとから、 ( 1 )の反応が

番進行しやすいことが分かった。ごのことは他の文献 69とも一致した。 次に

第二段階の反応であるphenetidineの脱エチル化(田)と acetaminophenの脱ア

セチル化 (IV)を比較した場合、 (田)の Vmax/Km値は (IV)の224倍と大きい

ことから(III )の反応が進行しやすい事が示された。 しかし、 p-aminophenol

の生成は、第一段階の反応に規制されるので、 ( 1 )→( IV)の反応で進行する

と考えられる。

3 1 
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Phenacetin → p-Phenetidinea) 

p-Phenetidine → p-Aminopheno1 a) 

Acetaminophen→ p-Aminopheno 1 b) 

Phenacetin → N-HydroxYphenacetin&) Ani1ine and工tsDerivatives Used for Rena1 Toxicity Test Fig .18 

薬物のN-水酸化反応と腎障害2-2 
Each Va1ue represents mean of 2 experiments. 
ηle reactions were performed in 1iver microsomes&) or 9000 xg supernatantb) • 

薬剤jアレルギーと同様に薬物の代謝活性化が

腎障害においてもその代謝物の

それぞれのN-hydroxyl体による腎障害の程度を腎

sulfanilamideおよびphenacetin

薬物による腎障害の場合にも、

に記

そこで、

腎毒性の指標としては、実験の部

BUN，尿中酵素活性および組織学的方法を用いた。

薬物投与前を対照(100%)として24時間後の変化率を%で表わしたも

概要2-1 

Table 17は、sulfanilamideの腎障害の発現機序において分子構とphenactin 著者らは、

のである。造と腎毒性の関係を調べるためにそれぞれの代謝物のうちとくにN-hydroxyl体に

両方の化合物の共通の骨格であ

るaniline関連化合物について総合的に検討を加えた。 phenacetinの誘導体につ

を含む16種の化合物をラットに静脈注射

(20) PhenacetinとSulfanilamideおよびそれらの関連化合物の腎毒作用2. 

に示したように、18 焦点、を当てる とともにFig.

Effects of Drugs on Urinary Protein Content，Urinary NAG Activity 
nd BUN Leve1 in Rats 

Number 
of 
anima1s 

Route of 
adminis-
tration 

Tab1e 17 
ら73カ5p-aminopheno1

毒性の程度と構造との関係を調べた。

パラアミノ基と水酸基の位置が腎毒性に関係

Calder 

の有無を光学顕微鏡で観察し、

の場合、

いては、

腎障し、

105:t 7 
121 :t 34 
127土 21
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157 :t 27 * 
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118土 12
122 :t 21 
183 :t 22 11< 

町R--

n
H
U
---

F

、U
一
+こ
Y

1
i

一r
o-aFU 

F
L
n
A
A
 

&
L
T
l
M川

n一
r

円
U
円

H
U

F
」一

町
均
一

1. p. 

。rlnary
Protein 

99土 6
61::t: 7 
79:t 17 
270土170
288土 78'" 
267:t 50寧
105:t 22 
214土 72

98:t 15 
153:t 17 
269土 51'" 

3 

Oral 

1. p. 

Control values of urinary protein，urlnary NAG activity and Bmare as follows;48.01±7.24 
mg/24h，45.57±10.94furlol of4-methyluElbeliferone l iberated/Ing creatinine/h，14.16土2.45
mg/dl serum. Each va1ue represents克contro1土S.D. ホSignificantincrease(pく0.05). 

136土 55
136土 40
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371土257
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Dose 
(mmol/kg) 

3 

1.0X1 
1.0x2 
2.0 x 1 
1.0x1 
1.0X2 
2.0 x 1 

1.1X2 
2.1 x 1 

1.0X1 
2.1 x 1 
2.1 x 1 

Drug 
p-aminopheno1 

さらに彼らは、 aminophenol，

近位尿細管壊死の程度と酸化還元

quinolと同程度の酸化還元電位を有する代謝物を生ずる化

必要であり、

重要性が示唆される。

毒性の指標を用いて比較検討した。

載したように、尿中タンパク，

メタの位置では毒性は低かった。オルト

その結果、

あり、
1. p. Sulfanilamide 

catecho1およひ。quinolによる腎毒性を観察し、

Ora1 

4-Hydroxyl-
aminobenzene 
sulfonamide 

Phenacetin 

N-Hydroxy-
phenacetin 

血清尿素窒素(BUN) ，馬尿酸

ごれに加えて腎臓に局在する酵

従来より尿タンパク，

によるクリアランスの測定が行なわれてきたが、

N-acetylglucosaminidase(NAG)およびa1kalinephosphatase(ALP) の尿中排

腎障害の程度を知る指標となりうるか否かを検討し

た。

2 

電位との関係を調べ、

合物に腎毒性が見られる事を報告した 760

腎毒作用の指標として、

3 

.を測定することにより、

素

准



両薬物のN-水酸化体において、投与量、投与方法による差はあるが、尿タンパク

尿中NAG活性， BUN共に顕著な増加が認められた。組織学的には、十HABSAの場

合、 Fig.19-Cに示すように、 48時間後の腎の切断像は対照 (B) と比較して髄質に

極度の萎縮が起り、空洞化が認められた。またこの時の腎臓切片の組織学的所見

は乳頭部の壊死が顕著で核の消失および細胞の崩壊が見られた。 (Fig. 19-A) 。

2-3 p-Aminopheno1および ani1ine誘導体と腎障害

phenacetinの活性代謝物と考えられたN-hydroxyphenacetinにおいて近位尿

細管の軽度の壊死が認められたが、 Fig. 20-Eに見られるようにp-aminopheno1

の方が低濃度でしかも強度であった。 酵素組織化学において、腎近位尿細管に

ロIffするN-acety1g1ucosaminidase(NAG)の酵素染色を対照 (Fig. 20-F)と比較し

たところ、対照はNAGの分布が均ーであるのに対し、 p-aminopheno1投与の場合

(Fig. 20-G) 、細胞壊死のため(左下部分)NAG酵素が減少し染色がまばらとな

った。 一方、 p-aminopheno1投与後の尿中タンパ夕、 BUN、尿中酵素 (NAG，ALP) 

活性の経時的変化を調べたと乙ろ、 Fig. 21に示すように、いずれの場合におい

ても投与24時間後に著しい増加が認められ、組織学的変化とよく一致した。

p-aminopheno1のオルト、メタ異性体は、同一条件では何らの変化も認られなか

った。この点 Calderらと同じ結果が得られた。 p一ch1oroani1ineの場合はいず

れの腎毒性指標にも変化は認められなかったが、肉眼的には腹水の異常増加があ

り、他の臓器障害が考えられ、パラ位の置換基によって腎臓との親和性が異なる

ことを示した。

3 4 

Fig. 20 

F ig. 19 Renal Papi llary Necros is 

A， Animals were killcd 24 h afLer adminisLraLion of 4 IfA13SA 
(2 mmol/kg， i.p.) and sections of kidney were stained 
with hematoxylin and eosin(lI.& E. XI00). 
s， Control rat kidney 
C， Kidney showing a big caviLy resulting from severe 
contraction of medura 

Renal Necrosis of the Proximal Convoluted Tubules 

D， Control rat (11. & E.， x 100). 
E， Animals were killed 24 h after administraLion of 
p-aminophenol (1 mmol/kg， i. p.) and sections of kidlley 
were stained with hemaLoxylin and eosin(II.& E.，xI00). 
F. Sections of kidney of control rat were incubated al 37 'c 
for 30 min in the solulion of 0.5 mM naphlhol AS-sl 
N-acetyl-8-D-glucosaminide and hexazonium pararosaniline 
(x 100) . 
G， Animals were killed 6 h after administration of p-amino-
phenol (1 mmol/kg， i. p.) and sections of kidney were stained 
histochemically 冒ith the same method as the control (x 100) 

3 5 
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Effect of p-Aminiophenol on Urinary Protein， Urinary Enzyme 
Activities and BUN in Rats 

(A) urinary protein(・-・}， BUN (・-・);(B) urinary NAG activity(・-・)， 
urinary alkaline phosphatase activity (・-・)were determined at various 
intervals after i.p.administration of p-aminophenol(l mmol/kg). 
Each point represents mean:t S. E. of 3 experiments. 
傘Significantlydifferent from the value at 0 time(pく0.05). 

Fig. 21 

による3，4，5，3'，4・-Pentachlorobiphenyl(PenCB)3. 

sulfanilamideとphenacetinの腎毒作用増強 67

概要

sulfanilamide のinvitro代謝研究においphenacetinおよび前章で述べた

および3，4，5，3'，4'-3-methy1cholanthrene(3-MC) 両薬物のN-水酸化活性がて、

との時P-448含量も増

P-448型の薬物代謝酵素誘導部jであ

胸腺，牌臓の萎縮，

pentachlorobiphenyl(PenCB)前処理により著しく増大し、

3-1 

PenCBについては、加することが判明した。

さらに軽度で

PenCBの酵素誘導と

典型的

それ自身の毒性として肝脂質の増加，

はあるが副腎や腎臓の萎縮をもたらす事が知られている 790

毒性との関係については、

り77. 78  

現在のところ統一的な知見は得られていない。

では肝臓では誘導されるが腎臓で

PenCBは腎臓のcyt.P-450(448)

によって惹起される腎障害における

とphenacetinのN-水酸化活性を増加させた。

前項で示したように

なcyt.P-450誘導剤であるphenobarbita1{PB)

6 

phenacetinおよびsu1fanilamide

3 

かつsu1fani1amide

前処理の影響を調べた。

しカ3るに、は誘導されない。

を誘導し、

そこで、

PenCB 



p-Aminophenol生成における薬物代謝酵素誘導剤前処理の影響3-3 薬物代謝酵素誘導部j前処理の腎毒作用への影響

PBの各薬物代謝酵素誘導剤で実験の部(3)記載の方法に従つ

3-2 

sulfanilamideともphenacetin， PenCB前処理によりにおいても、1n V1VO 3-MC， PenCB， 

組織学的にも近位尿細管壊死を生じたことはにBUNの有意な増加が認められ、を2mmol/Kg投与した場合の24時間後sulfani1amide トを前処理した後、てラッ

とくにN-水酸化活性の増大により前処理による薬物代謝酵素の誘導、PenCB 22に示されるようにFig. その結果、および尿中タンパク量を測定した。。)BUN 

N-hydroxyl体の生成量が増加したことが腎毒性の増強と関係あるごとを示唆して組織学的乙の時、BUNの顕著な上昇が認められた。PenCB前処理によってのみ、

の関についてはN-hydroxyl体の他にp-aminophenolphenacetin 一方、いる。薬物代尿中タンパク量については、にも近位尿細管壊死が観察された。

謝酵素誘導部l前処理の影響は認められなかった。

しかし、

p-aminophenolの代謝経路における与も考えられており 73-75，phenacetinからphenacetin投与の場合に一方、

は前章で述べたようにp-aminophenol PenCB前処理の影響を検討した。3 mmol/Kg投与により BUNの有意な増加が認められたPenCB前処理で、も、

一つはphenacetinから2つの経路を通って生成された。phenacetinから次の組織学的にも近位尿細管壊死が観察された。この時、(Fig.23)。

からphenacetin 他方はで、( IV ) 一→を経由する反応(1 ) 

を経由する反応(II ) 

acetaminophen 

腎

腎とも

18にTable 

IIIの反応の比活性はPenCB前処πu 
示したように肝ミクロソームにおいては 1， 

腎ミクロゾームに一方、10倍と増加した。3， 15. controlの理によりそれぞれ

19 

ごれによる腎障害の増大が示唆され

の約

ごれらの結果は明らかにPenCB前処理によってp-amino-

phenol の生成量が増加する事を示しており、

た。

凹は肝，

を補酵素としてミクロゾームで進行した。反応([v )は肝，

にミクロゾームでは進行せず、 9000X g上清酵素により進行した。

PenCB前処理によりそれぞれcontrolWは田

3倍に増加した。

反応おいても、

6 

πμ である。反応 1• 田ー・p-phenetidine 

ともにNADPH
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Effects of Pretreatment with Various lnducers on Kidney Damage 
Produced by Sulfanilamide 

Effects of PenCB Pretreatment on the Metabolic Pathways of 
Phenacetin in Li ver Microsomes or 9000 X g Supernatant 

Tab1e 18 

PenCB 
( nm01/mg protein/min ) 

Contr01 
( nm01/mg protein/min ) Metabolic pathway 
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kidney Liver Kidney Liver 

21. 78 

0.33 

195.22 

11. 72 

1. 13 

0.28 

13.13 

3. 73 

→ Acetaminophen81 

→ p-Phenetidine8 1 

Phenacetin 

Phenacetin II 

Fig. 23 
Effects of Pretreatment W1th PenCB on 
Kidney Damage by Phenacetin 

76.40 

56.00 

Each value represents mean of 2 experiments. 
ηle reactions were performed in 1iver microsomes81 or 9000 xg supernatantb1 . 

503.20 

72.80 BUN were determined at 24 h after phenacetin 
l3 mmol/kg，i.p.)treatment by the 
llrρase-indoohenol method. 
ii:rhiieFepresents meaは S.D.of 4 experiments: 
寧 Signi ficant iy different from the contro l(Pく0.05). 
口untreated. 図 PenCB.

13.60 

20.40 

寧

49.60 

51. 60 

モ可。
コ
銃

五:W
E 

z 
言l

p-Phenetidine → p-Aminophenol a) 

Acetaminophen→ p-Aminophen01 b} 

7
l
-nu 

W 

Phenacenn (mmollkg) 

8 3 7 3 



Effects of p-Aminopheno1 and p-Aminopheno1-GSH 

Conjugate on Rat B100d Urea Nitrogen(BUN). 
Table 20 

cysteine(CYS)との結合80およびとGSHp-Aminophenol 

概要

4. 

4-1 

phenacetin は以前から腎毒性物質として知られているが、p-aminopheno1 

の代謝物であるか否かは明らかではなかった。あるいはacetaminophen
BUN 

( mg/dl serum ) 
Number of 
anima1s 

Dose 
( mmol/kg ) Treatment phenacetinあるいはあるいは著者らの研究 67によりCa1derら69. 73 

in vitro代謝研究より明らかにされた。の代謝物であることがacetaminophen 
21 :t 2 12 Sa1ine モデル過酸化酵素のタンパク結合性を調べるために、p-aminopheno1 そこで、
39 :t 4 申申

21 :t 3 5 

1.0 

1.0 

p-Aminophen01 

p-Aminophen01-GSH 
またアミノ酸のモデルとしてGSHあるいはとしてhorseradishperoxidaseを、

Each va1ue represents mean土 S.D. of rats (5-12). 
Significant1y different from the control(料 Pく0.001). 

その結合様式を検討した。結合体の酵素的合成を行ない、を用い、CYS 

GSHおよびCYS結合体の構造決定

実験の部 (23)記載の方法に従

と

GSH結合体を得るために、

p-Aminophenol 

のp-aminophenol 

4-3 

p-Aminophenol投与による肝および腎のGSH量の低下

実験の部(14)に記載した E11man法 66を用いてsulfanilamideの場合と同様

の方法で p-aminophenol投与後の肝臓および腎臓中のGSH量を測定した。

その結果、 Table 19に示したようにcontrol群(何も投与しない)

4-2 

に示したように24 Fig. 反応混液のHPLCを行なった結果、い酵素的に合成した。に比較して腎

つのこれら313分に未知物質が検出され、9分，7分，p-aminophenol、4分にと結合すp-aminophenolが生体内のGSHこのことは、且が減少した。臓中のGSH

horseradish peroxidaseがない場合には生成しp-aminopheno1， GSH ピークはまたごのことを裏づけるデーターとしてp-amlno-るということを示している。

をそれぞれ分析カラム( 13分)4 とピーク(9分)3 ピークこの内、なかった。は全く増加腎障害の指標であるBUNphenol-GSH結合体をラットに投与した場合、

を用いてHPLCで単離精製した。(Table 20 )。contro1 値を示したせず

HPLC Elution Pattern of the 
p-Aminophenol/GSH Reaction 
Mixture after Incubation with 
Horseradish Peroxidase 

24 Fig. 

4 2 

PAP ; 
3 and 4， 

peaks: 1， 
2， unknown. 

3 

(
E
C

寸
旧
刊

)
ω
U
C
の
2
L
o
m旦
〈

Glutathione(GSH) Content of Liver and Kidney of 

Rats following i.p. Injection of p-Aminopheno1 
Table 19 

GSH content ( umol/g wet weight ) 

Kidney Liver Drug 

0.6 5.5 :t 0.4 8.7土None 

0.4ホ4. 1 :t 1.3 6.9 :t p-Aminopheno1 

Each va1ue represents mean 土 S.D. of 3 rats. 
Significantly different from the control(キ Pく0.05). 

o 10 20 

Retention time (min) 

。4 9 3 



FAB-massスペクトル測定の結果、ピーク 3は [M-H] -1023の分子イオンピーク

を示した (Fig. 25)。 さらに lH-NMRスペクトル測定の結果、 7.05ppmにただ 1本

のピークが得られ、 GSH3分子結合体であることが明らかになった (Fig. 26)。

しかし、 GSHの結合部位については、決定できなかった。

5OO 1131l1:l 

T1 

213 

TOSG  
SG 

15 

1B 
[MW=I024] 

5 

13 

門/7

一方、ピ ーク 4 について、 FAB-massスペクトルを測定したとごろ， [M+H] + 

415， [M+Na] + 437， [M+K]+ 453が検出され GSH 1分子結合体であることが判明

した (Fig. 27)。 さらに、 lH-NMRスペクトル測定の結果 (Fig. 28A) 、標品の

GSH， p-aminophenolのNMRの結果と比較して、 2.00から4.46ppm のピークは GSH

に由来し (Fig. 28B) 、6.70から 6.89ppmは p-aminophenolに由来する ごとが

分かった (Fig. 28C)o GSHの結合部位はp-aminophenolのベンゼン環のア ミノ基

に対し、オルト位(I )あるいはメタ位(II )の可能性が考えられた。(I )の

場合、プロトンa，b， C の化学シフトの値をベンゼン環プロトンの化学シフトに

対する置換基の影響に対する経験則からGSHの代わりにSCH3として計算すると、

それぞれ 6.21，6.29， 6.37 ppmであった。 実測した化学シフトは高敏場から

低磁場に a，b， C の順序であった。 一方、 ( II )の場合、 a'，b'， c'は 6.35，

6.15， 6.31となり、これらの順序は b'，C t， a となった。 さらに(I )の場

合、 6.70ppmと6.78ppmのピークはプロトン ースピン結合定数がお互いにオルト

(Jab=8Hz)であるので、 6.70ppmが a、 6.78 ppmが b と帰属された。また、

6.70 ppmと 6.89ppmはお互いにメタ位(Ja c = 3H z) であるので6.89ppmは c と

帰属された。しかし、 ( II )の場合ピークat， b t， C tはスピンープロトン結合定

数を適用するごとができなかった。 従って、 GSHは Fig. 280に示されるよう

にp-aminophenolのアミノ基のオルト位で結合している(I )と決定した。

1$3 1 213.13 

1SO 
[M-H] 
Hl23 

F ig. 25 FAB-Mass Spectrum of the Reaction Product(Peak 3) 
Isolated from the p-Aminophenol/GSH Reaction Mixture 
by the HPLC. 
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との結合により長波長

l分子結合体

はGSHp-aminophenol またuv吸収スペクトル測定の結果、

(PAP-GSH) PAP-(GSH) 3の方が

よりもさらに長波長シフトを示した (Fig.

3分子GSH結合体.シフトを示し、

020 

A 

29 

U.V. Spectra of the p-Aminophenol/GSH 
Reaction Mixture after incubation with 
Horseradish Peroxidase 

PAP PAP-GSH ; 3， PAP-(GSH) 3 ; 2， peak: 
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と同様の方法で酵素的に

HPLCにおいて 5分後に未知物質が検出され

[M+ H] + 

とCYS結合体についても GSH

に示したように、

p-aminophenol 

30 Fig. 

一方、

合成した。

NH今 VH-Cト~COOH
，，' ，人‘ r.Q. NH勾

(11) ~仁)}:s-CH.i:州HC.CH~CH~白‘
-6H--L O ・ ・と∞

229がFAB-mass測定の結果、ごのピークをHPLCで単離精製した。たので、

Fig. は1分子結合体であることが判明した検出されたごとより CYS

ppmのピー

のアミノCYSもまたp-aminophenol

に由来する 6.8から7.1p-aminophenol 

ごのごとより、

lH-NMR測定の結果、

クはGSH結合体と 一致した。

さらに
6.70 ppm 

lH-NMR Spectrum of the Reaction Product(Peak 4) 
Isolated from the p-Aminophenol/GSH Reaction Mixture 
by the HPLC 

6.75 6.80 6.85 6..90 

28 F i g. 

Fig. 基のオルト位に結合していると考えられる

lH-NMR spectrum is shown separately as follows: 
A) entire spectrum， B) the part responsible to GSH 
C) the part responsible to p-aminophenol， 
0) proposed structure of p-aminophenol-GSH conjugate. 
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GSH とによる p-aminophenolHorseradish peroxidae/ HzOz 4-4 

との結合反応
HPLC E1ution Pattern of the 
p-Aminopheno1/CYS Reaction 
Mixture after Incubation with 
Horseradish Peroxidase 

30 Fig. 

p-aminophenol-GSHの結合反応を酵素的

p-aminophenol-GSH結合体生成に及ぼすp-aminophenol.

およびhorseradishperoxidaseの影響を調べた。

に記載された方法で

すなわち

実験の部(21) 

に検討した。

Fig.33にその結果、

とperoxidaseの濃度に比例した。

HzOz GSH. 
m
L
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l
仏
〈
仏

必
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仏 p-aminophenol 示したように結合体生成量は、

結合体生成

またHzOz濃度は

しかしながら、

0.1 mM以上のGSHで一定であった。

Km値を求めると 0.4酬となった。

GSH濃度には比例せず、

0.4 mMで・最高生成量を示した。
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Hz 02 (mM) 

1.0 0.0 0.5 

GSH (mM) 
1.0 0.0 0.5 

PAP (mM) 

Effects of the Concentration of p-Aminophenol. GSH. 
HzOz and Horseradish Peroxidase on the Formation of 
PAP-GSH Conjugate 

Fig. 33 

b 

buty1hydroperoxideによる

CYSとの結合反応

Microsomes/cumenehydroperoxide. 

とGSHおよびp-aminophenol 

4-5 

p-aminopheno1-GSH結合体生成に及ぼに記載された方法で、実験の部(22) 

肝ミクロゾーム濃度およびインキュベーション時間の影GSH. すp-aminophenol.

GSH濃度に比例して増加した。生成量はp-aminopheno1.響を調べた (Fig.34)。

TMS 

-CH2-G 

C 

Km値はそれぞれ0.4mM. この図から得られたLineweaver-Burkplotより求めた

p-aminophenol-GSH結合体の生成がすべて

この生成反応が肝ミクロゾームの因子の濃度に依存していることを示しており、

によって進行することが明らかとなった。

これらの結果は、0.77 mMであった。
2 

lH-NMR Spectrum of the Reaction Product Isolated 
from the p-Aminophenol/CYS Reaction Mixture 
by the HPLC 
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Effects of the Concentration of p-Aminophenol. GSH 
and Liver Microsomal Protein and Incubation Time 
on the Formation of PAP-GSH Conjugate 

Fig. 34 

Effects of the Concentration of p-Aminophenol. CYS and 
Kidney Microsomai Protein and Incubation Tim-on the 
Formation of PAP-CYS Conjugate 

36 Fig. 
35) ，および腎ミクロとの結合反応を肝 (Fig.とCYSp-aminophenol さらに、

p-その結果、36) ，を用いてGSHの場合と同様の方法で検討した。ゾーム (Fig. 

aminophenol-CYS結合体の生成反応は肝および腎ミクロゾ-ムで進行した。

CYS，ミクロゾームのそれぞれの濃度と時間に比

そし

考察5. p-aminophenol， てその生成量は

Phenacetinおよびsulfanilamideによる腎毒作用をそれぞれのN-hydroxyl体腎ミクロゾームではその生成量が少なく p-amino-GSHの場合、例して増加した。

それぞれのN-hydroxyl体にお腎毒性指標を用いて比較検討した結果、について、CYS結合体が検出できたごとより腎臓pheno1-GSH結合体は検出できなかったが、

p-aminophenolは以前から腎

phenacetinの代謝物であるか否かは不明であった

phenacetinの代謝反応を酵素学的に検討するごとによ旬、

in vitroで証明した (Table16)。

一方、17)。いて顕著な腎障害が認められた (Table

毒物質として知られていたが、

においてp-aminophenolが生体高分子のSH残基と結合するごとが判明した。

phenacetinカ〉ら

ごれにより

であることが判明した。

と比較し

ともにBUNの顕著な増加が

control 

phenacetin 

組織学的にも近位尿細管壊死が観察された。

腎臓についての in vitro代謝実験においてもPenCBに

腎毒性は4-HABSAに依存するごと

の場合、sulfanilamide 

へのN-水酸化反応が誘導され、

一方、

よって4一HABSA
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phenacetin腎障害の原因物質の一つがp-aminophenol

薬物代謝酵素前処理の腎毒作用への影響を検討した結果、

PenCB前処理によってsulfanilamide，

23)、22 認められ (Fig.
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in vitro実験の結の腎障害への関与を比較すると、phenacetinとp-aminophenol
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果から、生成反応のVmax/Km値は p-aminophenolの方が高く (Table16)、実際の

腎障害の程度も p-aminophenolの方が強いごとからphenacetin腎障害に関与して

いるのはp-aminophenol と考えられる。 p-Aminophenolを投与したラットの肝臓

と腎臓中のGSH量を測定した結果、肝臓よりも腎臓中のGSH量の方がより強い減

少を示した (Tab1e19)。またp-aminophenol-GSH結合体を投与した場合、 BUNの

増加を示さないことから生体内ではGSHがp-aminophenol と結合し、解毒に関与

しているごとが判明した (Table20)。そこで、 p-aminophenolのタンパク結合性

を明らかにするためにp-aminophenol とGSHおよびCYSの結合体をhorseradish

peroxidase/H202 を用いて酵素的に合成し、その構造を検討した。その結果、

p-aminophenol-GSH結合体の構造についてはGSH3分子の場合はその結合部位は

明らかにすることができなかったが、 GSH1分子の場合はp-aminophenolのアミ

ノ基のオルト位にSH基を介して結合していることが判明した (Fig. 28D)。

また、 CYS結合体の場合は、 GSH1分子結合体の場合と同じであった (Fig. 32)。

さらに、 invitroにおける p-aminophenol-GSH結合体生成反応を酵素的に検討し

た結果、腎ではその生成量が少ないため検出できなかったが肝では検出できた。

また、 p-aminophenol-CYS結合体の場合は腎ミクロゾームでも検出され、その結

合体の生成量は肝の約1/2であった (Fig. 35. 36) 。

従って、 p-aminophenol は腎臓において生体高分子の求核的アミノ酸残基、

たとえばシステイン，メチオニン，ヒスチジン，チロシン，リジンなどと結合し

尿細管壊死を起こすものと考えられる。
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実験の部

( 1 )実験材料

35S-Sulfanilamideは長瀬らの方法33に従い、 acetanilideを出発原料とし、

35S-H2S04と無水酢酸でスルホンイヒした。常j去に従いスルホンアミドとし、

脱アセチル化後目的とする 35S-Sulfanilamide (SA)を得た。 35S-sulfani1amide

の放射化学的純度は n-butanol飽和アンモニアおよび n-butano1-酢酸一水

(4 : 1: 5)の2種類、の溶媒系による paperchromatography (PPC) ならびに

radiopaper chromatogramによって単一のピークを示すことから確認された。

ごのもののspecificradioactivityは 0.152 .Uci/mgで2π -Gasf10w counter 

ALKA FC-IE(係数効率 41 %)では135，000cpm/mgで、あった。 su1fanilamideは

市販品(和光純薬)特級を水から再結品してmp. 166-167 ocのものを使用したo

sulfanilamideの代謝物および関連化合物は常法あるいは文献記載の方法で合成

し、再結晶法によって精製した。すなわち、 N-acetylsulfanilamide (N1-ASA)37 

N4-acetylsulfanilamide(N4-ASA) 38， N1，N4-diacetylsulfanilamide (N1N4-

DASA) 37， 2-hydroxysulfanilamide (2-0H.SA) 39， 3-hydroxysulfanilamide 

(3-0H.SA) 39， 4-N-glycoloylaminobenzenesu1fonamide (SACOCH20H) 26， 4-N-

glyoxaloylaminobenzenesulfonamide (SACOCOOH) 26， 4-hydroxylaminobenzene-

sulfonamide (4-HABSA) 40， 4-N-acetylhydroxylaminobenzenesu1fonamide 

(4-AHABSA) 41， 4-N-diacetylhydroxylaminobenzenesulfonamide(4-DAHABSA)23， 

4-Nitrosobenzenesulfonamide(4-NSBSA) 42， 4，4・-azoxybenzenedisulfonamide

(4，4・-AZOBDSA)43， 4，4・-azobenzenedisulfonamide(4，4・-AZBDSA)43， 4，4'-

hydrazobenzenedisulfonamide (4，4'一HAZBDSA)42 以上14種の合成標品は、

融点，元素分析，赤外線吸収スペクトル (IR)， 紫外線吸収スペクトルによって

構造を確認した。ごれらの機器測定結果のデーターを一覧表に した (Table2) 。

phenacetinの代謝物および関連化合物のうち、N-hydroxyphenacetinは

Calder et al. の方法56、N-hydroxyphenetidineは Corcoranet a1.の方法72で

合成した。 Phenacetin，acetaminophen， p-phenetidine， p-aminopheno1， 

o-aminophenol， m-aminophenol， aniline， p-chloroanilineは市販の特級品ある

いは局方品を再結晶して用いた。 タンパク質はウシ血清アルブミン (BSA，

Fraction V， Armour社製)，ウシ y-グロプリン (BGG. Fraction II ，Armour社製)， 

およびウサギ血清 (RS)，メンヨウ血球 (SheepRed Blood Cel1，SRBCは)日本パイ

6 1 



3，4，5，3'，4'一

またの方法 79に従って合成した。

薬物代謝酵素の誘導部!として用いた

Saeki et a1. pentach10robiphenyl(PenCB)は

オテスト研究所製を用いた。

phenobarbital 

(PB)は第一製薬株式会社より購入した。酵素として用いたhorseradishperoxi-

および補酵素とて用いたnicotinamideadenine 300 uni ts/mg) (TypeIV ， dase 

より、Ltd. はSigmaChemical Co. dinucleotide phosphate reduced(NADPH) 

H202は和光純薬

酸化型グルタチオン (GSSG)はSigma

その他すべて試薬は市販の特級品を用いた。

メトヘモグロビンの定量

目艮穿束IJi去により経時的にあらかじめ

Evelyn-0.05 m1をとり以下

ラットに薬物を投与し、

ヘパリン加工したスピッツに採血した。

MalloYl去44に準じてメトヘモグロビン量を算出した。

Xg上清ならぴ

腎臓，皮膚ミクロゾームの調製法

動物はWistar系雄性ラット(体重150-200g)およびHartley系雄性モルモット

0.5 mg/l. 0 m1/kgの投はcornoilにj容かし、PenCB (体重400-600g)を用いた。

とsaline'こ溶かし、corn oil 3-MCとPBはそれぞれ1回腹腔内投与した。で量与

4日

間連続的に腹腔内投与した。

PenCB投与群は 5日目に3-MCと PB投与群は最後の投与から24時間絶食後撲

直ちに頚動脈より湾血し開腹した。肝動脈よりカニューレを入れ生理食塩

水で環流後、肝臓および腎臓を摘出した。 9000X g上清を得る場合は等張

4倍量を加えてホモジナイズした。 0.25 M ミクロゾームを得る場合はまた、

9000 

この上清を

沈殿物に最

再度

3-methy1cholanthrene(3-MC)はSigmaChemica1 Co.Ltd.より、

はキシダ化学より、butylhydroperoxide 

( GSH) • 還元型グルタチオン

より、

新鮮血

105.000 Xg上清、( 3 )動物の前処理と肝臓および腎臓 9000

に肝臓.

日あるいは

も投与しなかっ

KClの

で9倍量としホモジナイズした。

を加えホモジネートし、

15分間冷凍遠心分離した。

ミクロゾームの場合には、

次に上清を捨て、

KCl(l mM EDTAを含む)

cumenehydroperoxide， 

Ltd. 

エーテル麻酔下、

3 

saline 

Xg上清の場合にはこの上清を使用し、

60分間超遠心機にかけた。

初の半量となるように等張

ごこに得られたホモジネート混液を9000X g、

さらに

より購入した。

Chemical Co. 

(2 ) 

回、1日1

も

sucrose-Tris-HCl buffer(20 mM pH 7.4) 

105，OOOXg， 

トN 。。 α) c、4 ∞マ 守的ト∞ α)0 0>σ3 0>マ ト0 O>CD u)∞ U)~・ト0> ト円
∞【 O>ll) 0........ 0∞ 0>ト ........(") マト α3“3 ∞o ........0 C¥lC、』 。∞ トマ マω (")(") 

z -ー ・・ . . . . -・・ . .・
(")てr ママ c"')σ) (")か』 00  NC¥I ....... ....... ママ マω や唱。a 00  旧マ lOlO U)U) U)CD 
，・..ー・ ........ .・4 ............. ........・...... ........ .開園. -・...... ................ ................ ................ ........ .喧. __. ........ ............... ................ ................ .............. 

可3て3
。に
ーコ 0>0> 0')∞ト........ トマ 0>0') ∞マ α) (") CD lO CD ........α)ll) ー‘。J ll)α3 t-c、4 (")C") 0')か』
((1 0 0')α3 かJC¥I CD“3 CD∞ CD ....... σ)(") ひ~ll)ひJ C\I れIlO (")N てfC¥l C'、IC¥I (")ぱ) ll) ll) 0(") 
ιJμ.:X:: .. .. . . . . 

ママ|c、JC¥I ママ o:r可・ ママ ママ ママ 内向 ママ ママ・ ママ ママ (")σ3 C")(") (")(") 

*' トCD O')ll) CD(") CDC'、』 ∞山内 CD マCD Oll) 。∞何C¥I N"""" マo lOO> ll)CD ........亡コ
-ー・ CD 0') C、JC"') α)0 ∞o α)lO t-CD (")C'、』 (") C¥I (")ト・ r‘-ll) .......CD トマ てf....... 円。 H ∞ 
ω に〉 . . . . . . 
C ll) ll) ∞∞ てrω マ旧 CDCD ................ σ3σ3 ∞∞ ∞∞ .....・...... ママ ∞∞ 仁コ Eコ c、JC¥I C¥I-‘ 
〈 (")σ3 c"')σ3 ママ ママ ママ ママ・ (")σ3 (")(") (")(") ぜてr 寸マ的円 ママ ママ ママ

c/) c/) c/) c/) c/) U】 c/) c/) c/) c/) c/) c/) c/) c/) c/) 

.. ‘' ‘' 
.. 

((1 z Z Z Z Z Z z Z Z Z Z Z Z Z Z 

一 ‘' ‘' ‘・ -・ ‘・
コ 。 。 。 。 。 。 。 。 。 。 。 。 。 。 。
g 司. . 。圃 。 。ー 。 -・. ::e . . い z 司 z 国 出 出 出 国 出 国 出 出 民 出

。 . 
ι-J〉 tJ - u 

。圃
ー u 
. . . 四ー . .. .ー. 

μ喝 ι) u に3 u し〉 U u u ιJ u u 

::1 
:x::...!! 

>~ii 官屯 (") o ∞ C¥I u) α3 σ3 ひJlO t- F・4 lOt-、 Cコc") (コげ3 ..... ・
CD CD r、 ll) CD lO CD ll) CDσ3 CD CD ∞o CD(") (")N r、

コωぺ C¥I む4 c、』 Eも c、』 れ』 N E、』 C¥I C¥I C、4 E、』 C¥I (") かJ(") C'、J(") C¥I 

ω 

官民 8 E 
υ きに
((1 

E E L 

E 31 
2Eg  伺 ~ g 

を33 互 豆((1 E 
ω 包 1 悶

a 
S28E否2 吾s 石:宝 否 芸B 否s五E 

む

0. 喜B iz i 毛8 ~]I 〈

{ 司.
。

z £6( 日
句. . 

z 一
........ ....... 出 z z .~ .~ c/) 

+'ふS 。 。 u u u 。 。 。
ωc みB ふ' 出 u u +' +' みB

£ 島
伺

〉、 ω μJ ふ.)C¥I 仏1 弘I w w Z 
い〉 凶) z 出 ::g 出 民

) 

υー *' *' 
。 。 ...... 。 。 *' *' *' *' *' 

。
ω。 。 υ 帽

。 ゐJ ω みS ゐ.) 。 。 仁〉 Eコ Eコ
α:CIl LO 〈民 ll) μJ ::g Eコ μ』 μ』 ll) ll) ll) (") (") z 

。 .圃国‘ マ (0 ll) C¥I ll) 。 寸・ ll) 。 仁コ (") マ
∞ てt' α3 ...... ll) -ー・4 c、』 ll) CD N t- 0> ....... か』

ρ 
....... ....... ....... ト』 令晶 か』 ひ』 ....... ........ 。』 ........ か』 (") c、』

σ3 Cコ C¥I ll) c"') Cコ σ3 0') (") (") α3 亡〉 0> C¥I か』
a r、 てr ∞ ，ー‘・ げ3 -ー喝 N o:r tO ひ』 《。 lO α〉 ........ c、』
巨 -・4 _. _. 。』 ひJ か』 ふl ..... ・ ....... c、』 ....... .......亀 や晶 (") c、z

〈 〈

z V】 〈 CIl 

。 出 臼 c/) 口
V】 〈 。 〈 ロコ 口 ロコ
可コ v} z 。 〈 v} 。 国 N 

C 〈 〈 u u 〈 〈 v} ∞ 〈 N トJ 〈

コ 〈 c/) 〈 〈 口 v} c/) α3 〈 v} 〈 〈 ヱ
。 U】 国 v} v} 。 。 〈 z α3 
a 国 〈 〈 〈 司， u u z 同 出 〈 c/) 

巨 Z z Z 。 。 〈 口 Z マ マ マ。 〈 〈

u マ マ Z Z Z v} v} C¥I ぴ3 マ マ マ マ o:r o:r 

ωHU
に
つ

o
a
g
o
u

υ
吋

μω
£

μ
C
K
4
ω

匂.. 

0 

ω
司

ω
k内
4

伺
に
〈

-ω
リ

V
C
ω
g
ω
日
凶

の投与量で

corn oil は

80 mg/1.25 m1/kg 

control 

と20 mg/2_0 m1/kg 

た。

殺し、

HUCM則

的
リ

V
C
M
W
リ

V
ω
c
o
u

一
句

υ
4
ω
入
門
ム
仏

ひ4

ω
日

DMM

↑

沈殿に最初の肝臓分離後上清を除き、60分間超遠心機にかけた。x g. 105，000 

3 5 2 5 



および腎臓の重量と同量の0.1M phosphate buffer (pH 7.4) を加えホモジネー

トした。モルモット、ラット、マウスの皮膚のミクロゾーム調製の場合は、動物

用バリカンでメIJ毛、さらに除毛クリームで脱毛し、一夜放置後頚動脈より潟血し

皮膚の一部にハサミを入れ窒素ガスを通して筋肉と皮膚を切り離した。腹部と背

部の皮腐を切り取り、ハサミで細切後重量の5倍量の等張 KClを加え、ポリトロ

ンで 30秒x 4回ホモジナイズした。 その後の操作は肝臓の場合と同様に行な

った。また105，000 Xg上清酵素調製の場合、肝臓は重量の4倍、皮膚は3倍量

の0.1M phosphate buffer solution(pH 6.8)を加え、ポリトロンでホモジナイ

ズ後、 9000X g， 15分間冷却遠心し、さらに上清を105，000 Xg， 60分間超遠心

分離し、その上清を酵素源とした。以上の酵素の調製はすべて4ocで行なった。

(4) Cytochrome P-450の測定とタンパク質の定量法

ミクロゾーム調製後直ちに二波長分光光度計を用いて Omuraet al.の方法47

に準じてcyto.P-450量を測定した。 9000 X g上清およびミクロゾームの定量法

はFo1irγLowry?:去46に従った。標準タンパク質としてBSAを用いその検量線より

タンパク質量を計算した。

( 5) Sul fanilamide N-水酸化活性の測定

Su1fani1amideのN-水酸化活性の至適条件を種々検討した結果、肝あるいは腎

ミクロゾーム (3mg protein)、0.1M Na，K-phosphate buffer (pH 7.4)， 

3 ILmol NADPH， 3 ILmol EDTA， 30 ILmol MgClz. 9 ILmol SAと決定した。以上の組

成を含む全量3mlから構成される反応混液を3rc，20分間振渥下インキュベート
し、反応は酢酸エチルエステル (AcOEt) 5 mlを加えることによって停止させ、

sulfanilamideと反応生成物を AcOEt5 mlで2回抽出した。 AcOEt層を合わせ

窒素気流下で蒸発乾国後、残留物をメタノール (MeOH)に溶解し、漉過後高速液体

クロマトグラフィー (HPLC)の試料とした。 HPLCの測定条件は、カラムに逆相型

ラジアルパックCI8 を用い、 0.1M Na，K-phosphate buffer(pH 7.4) -MeOH(95: 

5， v/v) を溶媒として、1.0 ml/minの流速で、検出器の感度は 0.01-0.02で行

なった。 invivoの場合はカラムにTSKgel ODS-120Tを溶媒にHzO-MeOH (95:5， 

v/v)を用い測定した。 4-HABSAの生成量は、ピークの高さを計測し標準曲線より

求めた。標準曲線は4-HABSAの種々の濃度に対しピークの高さをプロットするこ

とにより作じられ、 2.5と100nmolの問で直線性を示した。インキュベーション混

5 4 

液からの4一HABSAの回収は約40%であった。 HPLCの後、残った抽出物をシリカ

ゲル 60Fz54(メルク社製)の薄層クロマトグラフィー (TLC) によって分析した。

展開溶媒はクロロホルムーアセトニトリル (7:3， v/v) で、検出試薬はエールリ

ッヒとペンタシアノアンミンフェロアート試薬 8Zを用いた。

( 6) Sul fani lamide 3一位水酸化活性の測定

インキュベーションおよび抽出操作は sulfanilamideN -水酸化活性の測定と

同じ条件で行なった。ただし、 HPLCの測定条件を次のように変更した。

すなわち、カラムに逆相型 InertsilODS-2 (5 ILm， 4. 6 X 250 mm，ガスクロ工業)

を用い、 50mM Na，K-phosphate buffer(pH 8.0)/acetonitri1e(98:2，v/v)を溶媒

として、 0.7ml/minの流速で行なった。ごの測定条件下で十HABSA，3-0H.SA， 

sulfanilamideはそれぞれ 9，10， 13分に分離洛出するので、 4一HABSAと

3-0H.SAの生成量を別々に作成した回収検量線より求めた。

(1) N4-Acetylsulfanilamide N -水酸化活性の測定

インキュベーション混液は肝あるいは腎ミクロゾーム (3mg protein)， 0.1 M 

Na，K-phosphate buffer(pH 7.4)， 3 ILmol NADPH， 300 ILmol NaF， 6 ILmol N4-

ASAを含む全量3mlから構成された。 37
0

C，好気的条件下で反応後、 AcOEt5 ml 

で反応を停止させるとともに、未反応の基質と生成物の抽出を行なった。 AcOEt

層を合わせ窒素気流下で蒸発乾間後、残留物をMeOHに溶解しHPLCの試料とした。

HPLCの測定条件はカラムがTSKgel ODS-120Tで溶媒は HzO-MeOH (8 : 2， v/v)の

系で流速 1.0ml/minで行なった。 4-AHABSAの生成量は、別に標品の4-AHABSAを

用いて作成した検量線より求めた。インキュベーション混液からの4-AHABSAの回

収率は約75克であった。(7ド p 63に追加

( 8) 4一HABSAの4-NSBSAへの酸化反応

0.5 mM 4一HABSAあるいは 0.5mM 4-NSBSAの 0.1M Na，K-phosphate buffer 

(pH 7.4)溶液を 37ocでインキュベートした。 NADPHの存在下と非存在 Fで各時

間毎に反応液にAcOEtを加え、未反応物および生成物を抽出し、窒素気流下で濃

縮後 HPLCにて4一HABSAと4-NSBSAを分離定量した。 HPLCは分離カラムにRadial

pak C1S(Waters)，溶媒にHzO-MeOH(7:3，v/v)，流速1.0 m1/min，検出波長 254nm

で測定した。
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( 9 )モルモット皮府反応

a )感作一Hart1ey系、雄性モルモット、 300-600gを 1群 5匹ずつA，B， 

Cの3群に分け、腹部を動物用バリカンでメIJ毛後、除毛剤で脱毛し、 1日後 A群

にl克sulfanilamide生理食塩液， B群に1克4-HABSA生理食塩液， C群に生理

食塩水のみをそれぞれ0.1mlず.つ左右の腹部に6日間連続皮内注液し感作を行な

った。

b )誘発-3週間の休止期の後、 3群のそれぞれにsulfanilamideを含む15

種の化合物のl克生理食塩液(水に難溶のものは有機溶媒による局所作用を避け

るため懸濁状態で使用した)を腹部に皮内注射し誘発試験を行なった。

c )判定一誘発試験の結果は、 24時間後の皮膚反応を観察し、発赤の直径で

5段階に分類判定した。すなわち、一， 0-1.0 mm; 士， 1. 0-2. 0田園; +， 2.0-

5. 0 mm ; + +， 5 . 0 -8. 0 mm; + + +， 8. 0 -1 5. 0 mm。

(1 0) 血中抗体の検討

a) 4-HABSAータンパク結合体の調製-4一HABSA生理食塩液 (10mg/m1)をBGG-

phosphate buffer(pH 7.4)溶液 (60mg/ml)または同量のウサギ血清(RS) ととも

に37
0

C，24時間振渥下でインキュベー卜した。次いで上記 bufferを用いて各反

応溶液を Viskingtubeに移入し、未反応の4一HABSAを除くために生理食塩水に

対し 3日間透析した。 Folin-Lowryi:去により内液のタンパク量を求め10mg/mlに

調製した。この化合物の化学的性質については、透析法およびSephadexcolumn 

によるゲル渡過の結果よ句非可逆的結合が考えられるが、結合量および結合様式

についてはいまだ不明である。

b )感作-4-HABSAによる単独感作の場合、 10克4一HABSA生理食塩液を同量

のFreund'scomplete adjuvant(Difco) と共に滅菌注射筒内で混和し、完全にエ

マルジョンとした。本感作物質1m1をあらかじめ脱毛、消毒したウサギ(雄性、

3-4 kg) の足蹴および腹部、背部等全身の皮内に週一回、計13-14回投与した。

また、 4-HABSA-BSA結合体感作の場合、 4一HABSA-BSA単独感作の場合と同様の方

法で週一回、計4回皮内注射により感作を行なった。

c )抗体の検索一毎週感作前に耳静脈より採血し、 Ringtestと

Ouchter1ony法60で抗体産生を追跡した。さらに最終感作1週間後に心臓穿刺で

全採血し、感作赤血球凝集反応 (Passivehemagglutination，PHA)61、62により抗

体の力価を測定した。 RingtestとOuchter1ony法は常法通り、 PHA反応はタン

5 6 

ニン酸処理したメンヨウ血球 (TannedSRBC) を用いるBoyden法にしたがった。

すなわち、 TannedSRBCを4-HABSA-BSA結合物あるいは十HABSAと3TC，30 min 

インキュベートし、赤血球に抗原をコーティングした。未結合抗原を吸引除去し

洗浄後、安定化のために1%正常ウサギ血清 (56oC， 30 min の非動化およびSRBCに

よる吸収を行なったもので)再懸濁し、血清濃度1.25 %とした。被険血清はあら

かじめ 56oC， 30 min加熱し非動化後さらにSRBCで吸収し、上記の1%一正常ウサ

ギ血清で段階的に希釈した。ごの被検血清0.5mlに感作赤血球(1.25%)をO.1 

ml加え、よく振り混ぜて室温 2時開放置後、再度混和して 4
0

Cで一夜放置後管底

判定を行ない、最終陽性の希釈倍数をもって抗体価(力価)とした。

( 1 1 ) UDP-グルクロン酸転移酵素活性の測定

インキュベーション混液はTritonX-IOOを終濃度0.25%と成るように加えて可

溶化した microsomesを酵素源として用い、 1mM UDPGA， 0.02-0.1 mM 4一HABSA，

5 mM MgC12を加え 75mM Tris-HCl buffer(pH 7.3)で全量1.0 mlとした。 37
0

C，

20分間インキュベートし、 6克TCAの添加で反応を停止し、遠心後上清の 1ml 

をacetyltransferase活性の測定法と同様、ジアゾカップリング法により未反応

の4一HABSAを540nmで比色定量した。 UDPGAを加えないものをコントロールとし

コントロールとの差によって結合量を算出した。なお標準品としてp-ニトロフェ

ノールを用いた。

( 1 2 )硫酸転移酵素活性の測定と BSAとの結合

インキュベーション混液は、酵素源としてラット肝臓 105，000x g上清 (2mg 

Protein )，硫酸基の供与体としてp-nitropheny1sulfate (1 mM)， 受容体として

N-OH'2AAF， N-OH'PH， 4-AHABSAおよび4一HABSAの各0.5mM，補酵素として3'，5'-

adenosine diphosphate(20 mM)にTris-HC1buffer (pH 8.0)， (100 mM)を加え、

total vo1ume 2.0 ml とした。 31oC， 5分間プレインキュベートし、 p-nitro-

pheno1の遊離を405nmの吸光度の増加を測定するごとにより求めた。 cova1ent

binding assayは上記インキュベーション混液に 1011MのBSAを加え、 37
0

C，15 

分間反応後、 SephadexLH-20のカラムにて精製し、 BSA分画を凍結乾燥した。残

i査を 6N HC1に溶かし、 110oC、24時間真空中で加水分解した。加水分解物を減

圧濃縮し 1/100N HC1に溶解し、漉過後、渡液の一定量 (10JL 1)をオルトフタル

アルデヒド (OPA) 試薬によるポストラベリングj去を用いてア ミノ酸分析を行なっ
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の添加で停止した。AcOEt 300 m1 10分間行なった後。C30 の添加で開始し、

分取カラム-50 ocで凍結乾燥した。残澄を少量の水に溶かし、水層は分離後、

3-0H'SA-GSH結合体を分取19 x 350 mm Waters)でu-100A， uBondasphere C18(5 

各アミノ酸標準物質の。-a1anineを内標物質として加え、アミノ酸の定量はた。

37にアミノ酸分析の一例を示した。Fig. 次のピーク面積より換算した。

スlH-NMR スペクトルおよびFAB-mass UV， 構造解析はTLC，

ベクトルにより行なった。

精製を行った。し、

HPLC Elution Pattern 
of Amino Acids 

37 Fig. 
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を用いて行なった。酢酸一水 (3:1 : 1) n-butano1-溶媒系は(Merck E.C.)を、

検出には

寸
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唱
司

0.1 M ニンヒドリン試薬 (0.3% acetone溶液)， (254 nm)， uv 
寸

門

.

小

的

0.1 M AgN03溶液から成るフェニルシステイン検出v/v)と一酢酸 (1:1， KZCrZ07 

に溶かし内部標準物質としてtetramethy1-99.96克)

試薬を用いた。

b) lH-NMR:試料を重水 (D，

を加え、

で。 M "" '今_.‘。. . . 
・，~ぞ、，..，.

JEOL GSX-500 FT-NMRスベクトロ室温で測定した。機種はsilane (TMS) 

メーターを使用した。

JEOL JMS-データーシステムを付けたJEOL JMA-3500 FAB-mass:機種は

DX300二重収束質量分析計を使用した。

c ) BSAとの結合4-NSBSAと十 HABSAおよび( 1 3 ) 

0.1 M phosphate あるいは4-NABSAのそれぞれ1mMを0.01 M BSAと4一HABSA

反応後のBSA分画24時間振渥下インキュベートし、37 oC， 中(pH 7.4) buffer 

との結合反応とGSHHorseradish peroxidase/HzOzによる 3-0H'SA( 1 6 ) 法とニンヒドリと同じ方法で加水分解しオルトフタルアルデヒド (OPA)(12) を

0.8 mM 0.4 mM 3-0H.SA. 3 ml中に全量ション混液は、標準のインキュベーン法により BSA分画のアミノ酸分析を行なった。

0.1 M Tris-HCl 0.6 units horseradish peroxidaseおよび0.4 mM H2 0 Z • GSH 

5分間でHzOzの添加によって開25 oC、buffer(pH 7.4)から構成された。反応はGSHの定量法( 1 4 )生体内

で漣過um) ミリポアフィルタ-(0.22 始し-50
0

Cで急速に冷却して停止された。

Ul)をただちにHPLCで測定した。

Wistar lmmol/kgを4-NSBSAの4一HABSAsulfanilamide， saline(control) ， 

HPLCによる測定は、した反応液の一定量(10 直ちに肝臓と腎臓2時間後断頭し、に腹腔内投与し、系雄性ラット(100-120g) 

溶媒にx 150 mm Waters)を用い、3.9 A， 5u-100 uBondasphere C18( カラムに冷の4.5倍量の0.1M phosphate buffer(pH 7.4)を加え、臓器重を摘出した。

2， (98: -MeOH に調製したもの)pH 6.0 を酢酸でbuffer(50mM Triethylamine 4克sulfo-ホモジネートの一定量に同量の却下ポリトロンでホモジナイズした。

0.01-0.02 検出器の感度は流速は0.7ml/minで、また、v/v)を用いて行なった。再びポリトロンでホモジナイスーした。冷却遠心後上清に

GSH量を求めた。412 nmの吸光度を測定し、

salicy1ic acidを加え、

Ellman's disu1fide reagentを加え、 結合体の生成量は別個に求めた標準曲線より算出した。

との結合反応とGSH

で行-なった。

( 1 7) Microsomes/buty1hydroperoxideによる3-0H'SA

標準のインキュベーション混液は、

精製および同定

実験の部(16)に記載したインキュベー

とGSH結合体の酵素合成，

3 OH'SA-GSH結合体を単離するために、

3-0H'SA ( 1 5 ) 

ml中に1mgラット肝ミクロゾーム全量

0.1 mM butylhydroperoxide 0.8 mM GSH， 0.4 mM 3-0H'SA， (1 mg protein)， 0.4 mM 反応混液は、すなわち、100倍スケールで反応を行なった。ション混液の

butylhydro-反応はbuffer(pH 7.4)から構成された。0.1 M Tris-HCl および0.4 mM HzOzおよび150units horseradish peroxidase 0.8 mM GSH， 3-0H'SA， 

AcOEt 4 mlを加えて反応20分間行なわれた。370C. peroxide の添加で開始され、HzOz で全量300mlとした。反応、を0.1 M Tris-HCl buffer(pH 7.4) からな句、
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を停止させ、 5分間振量抽出し未反応の3-0H.SAを除去した。残存した水層を

ミリポアフ ィルタ ーで議過し、議液の一定量 (10 jLl) を実験の部 (16)と同様の測

定条件でHPLCを行なった。

( 1 8) Phenacet in N-水酸化活性の測定

インキュベーション混液は、肝臓、腎臓ミクロゾーム (6mg protein) ，0.1 M 

Na，K-phosphate buffer(pH 7.4)， 6 jLmol NADPH， 300 jLmol KF， 9 jLmol KFを含

み、全量3.0m1から構成された。インキュベーションは、 37 ocで20分間好気的

条件下で行ない、 AcOEt5 m1によって停止させると同時に基質と生成物をAcOEt

で抽出した。 AcOEt層は窒素気流下で濃縮し、残漬をMeOH100 jLlに溶かし、

HPLCに注入した。カラムは JI慎相ラジアルパック CNカラムで溶媒は1mM FeC13-

1%酢酸-20%ジメチルスルホキサイドを含むMeOHを用いた。 流速は 1ml/min 

で、検出は波長 546nmで行なった。 N-hydroxyphenacetinの生成量は標準曲線

から、ピークの高さを測定することによって計算した。

( 1 9) Phenacetin の代謝活性

a) Phenacetin脱エチル化活性-インキュベーション混液は肝あるいは腎ミ

クロゾーム (6mg protein)、0.1M Na，K-phosphate buffer(pH7.4) ， 6 jLmol 

NADPH， 3 jLmo1 ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA)， 30 jLmol MgC12， 

6 jLm01 phenacetinを含む全量 3.0m1から構成された。インキュベーションは

3rc， 20分間好気的条件下で行ない、 AcOEt5 mlで反応停止と同時に抽出を行な

った。 AcOEt層は窒素気流下で濃縮し、残溢をMeOH0.1 mlに溶かし、その10

jLlを HPLC分析に用いた。 カラムは RadialPak C18 を用い、溶媒は 0.1M 

Na，K-phosphate buffer(pH 7.4) -MeOH (6:4， v/v) を流速 1ml/minで溶出し

た。

b) Phenacetin脱アセチル化活性一インキュベーション混液は、肝あるいは

腎ミクロゾーム (6mg protein)， 0.1 M Na，K-phosphate buffer(pH7.4) ， 6 jLmo1 

NADPH， 3 川 01印 TA，30 川 01MgC12， 6 jLm01 phenacetinを含む全量3.0mlから

構成された。 インキュベーションは、 3rc，20分間好気的条件下で行ない、

1.0 N NaOH 0.1 m1 と AcOEt5.0 mlの添加で反応を停止させた。 HPLC分析は

phenacetin脱エチル化活性の測定に用いた場合と同じ溶媒で、ただし流速 2.0

m1/minで検出器の感度は 0.005で行なった。

c) p-Phenetidine脱エチル化活性一インキュベーショ ン混液は、肝あるいは

6 0 

腎ミクロゾーム (3mg protein)， 0.1 M Na，K-phosphate buffer(pH7.4) ， 3 jLmol 

NADPH， 3 jLmol EDTA， 3 jLmol p-phenetidine-HC1塩を含む全量3.0mlから構成さ

れた。インキュベーションは、 37
0

C 20分間好気的条件下で行ない、 20克 tri-

chloroacetic acidの1mlの添加で反応を停止させ、除タンパクを行なった。

HPLCの分析のため、 Carpenterらの方法 83によって p-aminophen01を p-

hydroxylbutyranilideに転換した。すなわち、上清 1m1 と2mlの 0.1M Na，K-

phosphate buffer(pH7.4) の溶液に50 jLlの n-butyricanhydrideを加えた。

その溶液を直ちに撹梓し、室温で 1時開放置した。反応液を前もって活性化し、

洗浄した C18 Sep Pak (Waters Associates Inc.) を通過させ、スピッツを 3-

4 mlの水で 2回ゆすぎ、その水はSepPakを通過させた。 p-hydroxybutyr-

anilideを 4m1の MeOHで溶出させ、溶媒を蒸発乾固後、残漬を 0.1N NaOH 

と 0.1mlの 1M 酢酸に溶解した。 HPLCは MeOH-H20(1:1， v/v)を 1ml/min 

の流速でRadia1Pak C18カラムを用いて行なった。

d) Acetaminophen脱アセチル化活性ーインキュベーション混液は、肝あるい

は腎 9000xg上清の 1ml、0.1M Na，K-phosphate buffer(pH7.4) ， 30 jLm01 

MgC12， 9 jLmol acetaminophenを含む全量3.0mlから構成された。

インキュベーションは37 oC， 60分間好気的条件下で行ない、 20克 trichloro-

acetic acid 1 mlを加えて反応を停止させた。 acetaminophenから生成した

p-aminophenolを測定するために、 butyryl化と HPLC分析は p-phenetidineから

p-aminophenolへの脱アセチル化反応で用いられた方法と同じ方法で行なった。

(2 0 )腎毒性指標の検討

腎障害惹起の有無を調べるために、 Wistar系雄性ラット(体重 150-200 g) 

に薬物を 1-3mmo1/kg、腹腔内あるいは経口投与後、代謝ケージに入れ、 24時間

尿を集めた。尿中タンパク量は一部 Folin-Lowry法 46で、 一部燐タングステン酸

で沈殿させた後、その沈殿物をアルカリで溶解しビューレ ット法84で測定した。

尿中 creatinineはJaffe反応、 85で、尿中酵素である N-acety1g1ucosaminidase

(NAG) は蛍光法 86で、 alkalinephosphatase活性はKind-Kingi去87で測定した。

一方、別にラット をエーテル麻酔下限穿刺法により採血し 、血清尿素窒素 (BUN)

をurease-indophenoli去88で測定した。さらに、腎障害の有無を光学顕微鏡を用

いた組織学的方法と NAG活性による酵素化学的方法は常法 89，90 に従って検討し

た。

6 1 



( 2 1) Horseradish peroxidase/H202による p-aminophenolとGSHとの結合反

応

標準のインキュベーション混液は、全量 3ml中に 0.4mM p-aminophenol， 

0.8 mM GSH. 0.4 mM H202. 0.3 units horseradish peroxidaseおよび 0.1M 

Tris-HC1 buffer(pH 7.4) から構成された。反応は 25oc、1分間でH202の添加
によって開始し、-50

0

Cで急速に冷却して停止させた。以下、抽出操作および

HPLCの測定条件は実験の部(16) と同様の方法で行なった。結合体の生成量は別

個に求めた標準曲線より算出した。

( 2 2) Microsomes/cumenehydroperoxide， butylhydroperoxideによる

p-aminophenol とGSHおよびCYSと結合反応

原準のインキュベーション混液は、全量 1ml中に 1mgラット肝および腎

ミクロゾーム (1mg protein)， 0.4 mM p-aminophenol， 0.8 mM GSH， 0.1 mM 

cumenehydroperoxideおよび 0.1M Tris-HCl buffer(pH 7.4)から構成された。

反応はcumenehydroperoxideの添加で開始され、 37
0C，20分間行なわれた。

AcOEt 4 mlを加えて反応を停止させ、 5分間振渥抽出し未反応の p-aminopheno1

を除去した。 残存した水層をミリポアフィルターで漉過し、漉液の一定量(10

1L1)をHPLCで分析した。なおp-aminophenol とCYS との結合体生成反応の場合、

cumenehydroperxideの代りにbutylhydroperoxideを用いた以外は、 GSHと同様に

行なった。

( 2 3) p-Aminophenol とGSHおよび CYSとの結合体の酵素合成、精製

および同定

p-aminopheno1-GSHおよびp-aminoheno1-CYS結合体を単離するために実験の部

( 21 )に記載したインキュベーション混液の 100倍スケールで反応を行なった。

すなわち、反応混液は0.4mM PAP， 0.8 mM GSH(あるいは0.8mM CYS )， 0.4 mM 

H202および 300units horseradish peroxidaseからなり、 O.lMTris-HCl 

buffer(pH 7.4)で全量300mlとし、反応をH202の添加で開始し、 30
oC，10分間行

なった。以下、抽出操作およびHPLCによる測定は実験の部 (15)と同様の方法で行

なった。反応をAcOEt300 m1の添加で停止し、水層は分離後、 -50oCで凍結乾燥

した。姥湾を少量の水に溶かし、分取用カラム ILBondasphereC18 (5 1L-100 A， 

19 X 350 mm Waters)でp-aminophenol-GSHおよびp-aminohenol-CYS結合体を分取

6 2 

し、精製を行なった。構造解析は実験の部(15)と同様 TLC. UV， FAB-massスペク

トルおよび lH-NMRスペクトルによって行なった。

(機器)

酵素標品の調製はトミー冷却遠心機 modelPB-18 IIおよびベックマン L8M

分離用超遠心機を使用した。またHPLCはWaters液体クロマトグラフ (6000A型

ポンプ， 440型検出器， U6K 注入器)および島津 SPD-6AVを使用した。アミノ酸

分析はオルトフタルアルデヒド法に目立655型(蛍光モニター付)液体クロマト

グラフを、ニンヒドリン法にJEOLTLC 200Aアミノ酸分析計を使用した。酵素タ

ンパク量，尿中タンパク量，クレアチニン量， BUN量，アルカリフォスファター

ゼ活性，スルフォトランスフエラーゼ活性などは 目立 228分光光度計で測定し

た。分光蛍光光度計は目立 MPF-3型を使用した。組織学的検討は Nikon光学顕微

鏡およびヤマトミクロトームを用いた。

( 7ド 一方、4一HABSA-アセチル化活性の測定の場合、 インキュベーション混液

は、肝あるいは腎 105.000Xg上清(4mg protein). O. 5 mM acetyl CoA， 0.4 mM 

4-HABSA， 0.1 M Na， K-phosphate buffer (pH 6.8)を含む全電1.0 m1から構成され

た。 37
0C，20分間反応後 AcOEt5 mlで反応を停止させた。 以下の操作は (7) 

に記載したN4-AcetylsulfanilamideN -ノk酸化活性の測定と同一条件で4-AHABSA

の定量を行なった。
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