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【実験の部}

とで iodobenzeneとした。 I odobenzeneはKieselgel60 columnで精製し、 構造はEI

MS にて確認した(収率65 - 75%)0 lodobenzeneの縮合反応は Ullmannらの方法を

若干改良136)して行なった。 即ち PCB155 の場合は50凶のN ，N- dimethyIformamide

に2人6-住ichloroiodobenzene0.04 molを溶解し、 活性化したCu粉 14 gを入れ、 185 0C

にて加熱還流を行なった。 4 hr 後同量の Cu粉を追加しさらに 4hr 還流した。

反応溶液は放冷後蒸留水を加え、 クロロホルムで抽出した後 Kieselgel60 columnで精

製した(収率約50%)。 一方PCB153は溶媒を用いず直接iodobenzeneと Cu粉を

加熱撹祥し、 反応産物をクロロホルムで抽出、 精製した(収率約55%)。 構造はUV，

massおよび 1H-NMRスベクトルで確認し、 純度はガスクロマトグラフィーにより検定

した。 機器データは後に示す。

2 )  PCB代謝物の合成と精製

1) PCB153予想、代謝物の合成 (p. 73)および精製

全ての原料化合物は東京化成工業 (株)より購入し、 2人5-甘ichloroan日ineと対応

する phenolを用いて ColbertとL acy の方法日7)を必要に応じて若干改変して合成し

た(反応 A- E ) 。 典型的には aniline 1 gを濃塩酸5凶 と一晩撹祥することで

塩酸塩とし、O.4 gの亜硝酸ナトリウム飽和水溶液を滴下、 ジアゾ化を行なった。

別にpheno13 gを融点まで加熱することで溶解し、 これに氷冷したジアゾニウム塩

を30rninで滴下し、 120-1 80 oCにて数時間加熱還流を行なった。 放冷後、 少量

の蒸留水を加え、 クロロホルムにて抽出した。 さらに2NNaOH で逆抽出を行な

い、 濃塩酸で弱酸性としたのち、 再びクロロホルムで抽出した。 この有機層をで

硝で一晩脱水し、 溶媒を留去した。 減圧蒸留によって未反応のphenolを除去

し、 残澄はクロロホルムに溶解して薄層クロマトグラフィー( TLC)でphenol体の生

成を確認した後 Kieselgel60 column かプレパラティブTLC(p-TLC)で精製した。

機器データは 後に示す。

11) PCB155予想代謝物の合成 (p. 7 4)と精製

S- 1以外の化合物は2人6-甘ichloroanilineと対応するphenolを用いて 上記と同様に

ColbertとL acyの方法問で合成した(反応G - 1)0 S-1はCadoganの方法138)を若干

改変して合成した( 反応F)。 即ち aniline0.3 gと2人6-trichlorophenol 1 gの混合

物に少量の四塩化炭素を添加、500Cの水浴上で撹祥溶融し、 加熱 下0.15 mlの亜硝

酸 n-ブチルを滴下し N2ガスが発生しなくなるまで撹排した。 放冷 後、 四塩化

炭素を2凶追加しさらに一晩撹排した。 アルカリ抽出以降は上記同様に行なっ

た。 同じスケールにて数回行なった反応産物の抽出物を減圧蒸留し、 未反応の

phenol を除去した後、 Kieselgel60 columnに loadし n-hexaneにて副産物を溶出除去

した。 S-1はn-hexane-CHCb ( 3:1， v/v)で溶出した。 S-1以外の化合物は全

てp-TLCで分離精製を行なった。 機器データは後に示す。

111)合成水酸化体のメチル化

合成したフェノール性化合物は適量のアセトンに溶解し、 無水炭酸カリウム共存

下ジメチル硫酸を加え800C 2時間加熱還流することでメチル化を行なった。

反応 後アセトンを留去し、 蒸留水を加えて ジメチル硫酸を分解し、 メチル化体はn-

hexaneで抽出した。 ジメチル硫酸はナカライテスクより購入した。

3)補酵素および酵素

NADP ，NADPH は協和発酵工業(株)、 G-6-P はオリエンタル酵母より購入した。

G-6-PD ， adenosine 2'-phosphate， FMNおよび還元型G S H はSIGM A Chemical社より購入

した。

4)標準タンパク質

タンパク定量の標準タンパク質としてはSIGM A Chemical社より購入した bovine se

rum albumin ( BS A ， Fraction V)を用いた。

5 )カラム樹脂

1. 試薬

1) PCBの合成と精製

2人5-出chloroanili neおよび2人6- trichloroanilineは東京化成工業(株)より購入した。

KI ， N，N-dimethylformamide，亜硝酸ナトリウムは和光純薬工業(株)、 Cu粉は林純薬工

業(株)社製のものを用いた。 またKieselgel60はMERCKより購入した。

2人5， 2'， 4'，5 '-HCB ( PCB153) および2，4，6，2'， 4'，6'-HCB( PCB 155 )は2人5-および2人6-

trichloroanilineを出発材料とし、 常法により対応する iodobenzeneとした。 即ち、

仕ichJoroaniline0.06 molに濃塩酸0.3 molを加えて一晩撹持することで塩酸塩とし、 亜

硝酸ナトリウム0.07 molを少量の冷水にて飽和溶液としたものを30 minかけて滴下

後、 氷冷下さらに1時間撹排した。 これに0.07 mol の Kl飽和水溶液を滴下するこ
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Sepharose 4B、DEAE-Sephacel、 CM-Sephadex C-50、 2'，グー ADPSepharose 4Bおよび

Protein A Sepharose 4BはPharmacia Fine Chemicalsより、 DE-52は Whatman社より、

Bio- gel HTPは Bio- Rad社より購入した。 また、DEAE- 5PW は東ソー(株)より、

KB columnは高研(株)よりそれぞれ購入した。 俳Aminooctyl-Sepharose 4Bは

NishikawaおよびB戸on の方法139)に従って合成した。

6)その他

phenobarbital- Naは東京化成工業(株) 、testosterone， フェノール試薬はナカライテス

ク(株)より、 7α-OH，16αーOH，6ß-OH testosterone， estradiol-17ß， 2-0H， 16αーOH estradiol 

はSTERALOIDS社より、 androstenedione は和光純薬工業(株)より購入した。 16ß-

OHおよび2α-OH testosteroneは塩野義製薬の中野正行博士より供与されたものを用い

たO Benzphetamine hydrochlorideはU到ohn Co.の D r. Stiverより供与されたものを用

いた。 Ethoxycoumarin， cytochrome c (horse hea口) ，DLPCはSIG MA Chemicalネ土より

U mbelliferoneおよびSodium Bicinchoninateは同仁化学研究所より購入した。 ま

た、Phenyl甘imethyl-ammonium hydroxideおよびN，O-bis-(甘imethylsilyl)acetamideはGL

Science Inc.よりヒトコントロールミクロソームおよびCYP2B6発現系ミクロソーム

(比含量85 pmo1/mg protein)は、GENTEST 社の ものを第一化学(株)より購入した。

その他の試薬は市販の特級試薬を用いた。
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1) PCB 153予想代謝物の合成

*は代謝によって生成する可能性のある化合物を、 また[J内の 化合物は単離しな

かった化合物を示す。
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PCB153 ， expected metabolites and byproducts 1. 

'H-N恥1R (270 MHz， CDCl}) 

7.61 (s， H3 & H3') 
7.35 (s， H6 & H6') 

8 (ppm) 

Cl 

1) 2，4，5，2'，4'，5'-HCB (PCB 153) 

Cl 

PCB155予想、代謝物の合成

*は代謝によって生成する可能性のある化合物を示す。
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'H-NMR (270乱1Hz， CDC13) (500 MHz， CDCI3 ) 
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IC 

CI CI 

'H-NMR (270 MHz， CDC13) 

7.64 (s， H3') 
7.44 (s， H3) 
7.33 (s， H6') 
3.61 (s， OCH3) 

Ö (ppm) 

CI 

4) 6-methoxy-2，4，5，2'，4'，5'-HCB 
(Methylated S-2a) 

Hト

。CI 

3-Me出oxy-2，4，5，2'，4・，5'-HCB
(Methylated S-3a) 

� �IJ ξ�IJ 27Î!1 

m/z 

ε5白- - . どよS匂21白1'; ーヲ'"1、白

旬
、J
E 
む

� 
E 
2 

-c 
匂
旬〉』』
匂~ 、J

E巴
ャω

15r; 

CI CI 

6-Methoxy-2，4，5，2'，4'.5・-HCB
(Methylatcd S-2a) 388ml 

t
・
4

[M+-50] ;'. 

m/z 

U
U目、
巴

、
E-

4
q
匂
三』
匂~
』

民

'H-NMR (270 MHz， CDCI3) 8) 4-hydroxy-2，3，5，2'，4'，5'-HCB (S-3b) 5) 4-methoxy-2，3，6，2'，4'，5にHCB
(Methylated S-2b) 

7.60 (s， H3 ') 
7.35 (s， H6') 
7.20 (s， H6) 
6.16 (s， OH) 

Ò (ppm) 

OH Cl OMe CI 

CI 

388(Mヲ11

[M+-43] [�-15J di ! 

l� .L� .I..，� .�.. • �，�. llJL 1111�!j 
m/;之

4-恥1ethoxy-2，3，5，2'，4'，5'-HCB
(Methylated S-3b) 

M
U
E
也

、
E
2

4
q

宝『』
ミ
旬

匂

CI 

4-Methoxy-2，3，6，2'，4'，5'-HCB 
(Methylated S-2b) 苅8(附 1 1

:Jill1/ 
「い「

今、J4

 

M
 

i一-
M

F叶」;-

l'

」

旬
U
E
句

、
E
2

4
q
旬

、乙』
問団~
h

ik

Cl 

'H-NMR (500 MHz， C�C12) 

7.63 (s， H3') 
7.37 (s， H6・)
7.04 (d， H6， J=2.29 Hz) 
6.96 (d， H4， J=2.29Hz) 
3.94 (s， OCH3) 

Ò (ppm) Me 

9) 3-methoxy-2，5，2'，4'，ターPenCB
(Methylated S-4a) 

H3' 

O CI 

'H-NMR (270 MHz， CDC13) (500 MHz， C�Ch) 

7.65 (s， H3') 
7.44 (s， H6') 
7.30 (s， H6) 
3.56 (s， OCH3) 

7.62 (s， H3') 
7.42 (s， H6') 
7.27 (s， H6) 
3.58 (s， OCH3) 

Ò (ppm) 

CI 

6) 2-methoxy-3，4，5，2'，4'，5'-HCB 
(Methylated S-2c) 

CI 

3・恥1ethoxy-2，5，2'，4'，5'-PenCB
(Methylated S-4a) 

ー ，-'.・.3 ;l.' 

[M+-43] 

一 一叫 1‘ニ， "
m/.之

と5・，�' ! �-' 1コ、
LJ 

匂
U
円、
也

、
5

4
q

ぎ
と
qH
hw

匂

15(' 

CI 

l
ili--
titil-
-，

/
 

lhH
H

HUHM山

川… 
lj 

2-Me出oxy-3，4，5，2'，4'，5'-HCB
(齢1ethylated S-2c) 

hw
U
E
句

、
官
、司

ぬ
匂
地
ミh
q~
匂

ik

Cl 

� 
m/z 

円寸竹一ぶ l

- 77 -- 76 -



'H-NMR (270 MHz， CDCl3 ) 3) 2-methoxy-4ム2'，4'，6'-PenCB
(Methylated S-2a) 
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(Methylated S-4b) 
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2. 動物および動物処理

Beag]e犬はHazelton research animals Inc. (Cumberland， USA)で生産されたものを日本

医科学動物資材研究所(株)より購入し、パナファームラボラトリー ズ( 株 )で飼育 、

馴化の後8ヶ月齢で実験に供した。 Phenobarbital処理はDuignanらの方法制)にならっ

て行った。 最終投与後24 hrで pentobarbital麻酔下 、 頚部潟血を行って屠殺し、 肝

臓を摘出した。 肝臓は適当な大きさに切断したのち、生理食塩水にて洗浄を行い、

ドライアイスで急速凍結した 後 、実験まで - 80 ocに保存した。 2， 4，5，2'，4'，5' -HCB 処

理は上記方法に 基づいて phenobarbital前処理したイヌに 1/4オンスゼラチンカプセ ル

に充填した HCBを 100 mg/kg体重あて一回経口投与した。 Hartley系雄性モルモツ

トは日本エスエルシー(株)で生産、飼育されたもの(4週令)を クロダ実験動物 (株)よ

り購入し、 1週間の馴化の後実験に使用した。 Phenobarbital処理は80 mg/kgあて 5

日関連続投与を行なったo PCB 処理はコーンオイルに 溶解し、200 mg/kgあて 単回

腹腔内に投与した。 Wistar系雄性ラ ットはCharles River Inc. より購入 ( 5週令)し、

phenob紅bital処理は80mg/kgあて3日関連続腹腔内に投与した。

3. 肝ミクロソームの調製

常法により 0.25 M Sucrose buffer (pH 7.25)を用いて調製し、1.15%KClで洗浄を行っ

た。 代謝実験に供するミクロソームは10 mM Tris-HCl (pH 7.5) buffer -2 0% glycerol 

・0.1 mMEDTAに 懸濁し、 使用まで- 80 OCに保存したO 一方、酵素精製に用いる

ミクロソ一ムは夕ンパク濃度3 mg/rnl程度にな るように 0.1 Mp卯otas路悶S幻i山um ph加os叩phat臼e(句pH

7.2β均2お均5め)b加uf:伽fe知e訂r子は之ω2加0%勾gl恥y戸ce州rol叶l一lmME印DTA-l凶m MDηに懸濁し、 可 溶化の操作まで 氷中に

保存した。

4. タンパク定量

500倍 以上の希釈を要する高濃度 サンプルはLowryらの方法140) で、行ったが、 それ以

外のサンプルはBCA法川1)で行った。 BCA 法を行う場合SH試薬の妨害が著しい

ため、既報142)に従いサンプルをあらかじめヨー ドアセトアミドで前処理した後測定し

た。

5. ミクロソームにおけるPCB代謝
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代謝活性 測定用としては形状の同じ共栓遠沈管に肝ミクロソーム1 mgタンパク、

50μmol HEPES buffer (pH 7.5)、 PCB carrierとしての bovine serum albumin 0.8 mg、 基質

PCB-DM SO 溶液 2 0 ---- 40 nmol (16 ---- 32凶)を入れ、 最終容量が1 mlとな るように超純

水で 希釈し、25 oC 30 min preincubationを行った後、37 oCでさらに3 min preincubation 

を行った。 反応はNADPH生成系( NADP 0.5 mM， G-6-P 8 mM， M gC� 6 mM お よ

びG-6-PD 0.1 uniνml )の添加で開始し、30 min incubation後1.5倍容の CHC13-M eOH=2

: 1で 反応を停止した。 代謝物分取用としては基本的に上記反応 組成と同じであ

るが、 適宜50倍から 3∞ 倍のスケールアップを行い、 基質濃度および(あるい

は) NADPH生成系の組成を若干変更して行った。

6. PCBおよびPCB代謝物の抽出および定量

反応 溶液は反応、を停止後、 そのまま vortex mixerにて2min撹祥し、 ついで、2.5倍容

のn-hexaneを加え、 数秒間撹祥し、2，500 r. p. m. 5 min遠心することで得られる有機層

を分取することで代謝物および未変化体を回収した。 この操作をさらに2回繰り

返し、 ついで水層を n-hexaneのみで2回抽出し、 先の有機層に合わせ未変化体を完全

に回収した。 得られた有機層は減圧下 留去し、 少量のn-hexaneに再溶解した後、n

hexaneで平衡化したKieseigel 60 column (0.5 g)に applyした。 40倍容のn-hexaneで

未変化体を 溶出し、 ついで 80倍容のn-hexane-CHCI3= 19 : 1および9 : 1で順次溶出す

ることにより、 代謝物を完全に溶出した。 19 : 1お よび9 : 1画分全量の溶媒を完全

に留去後、2 hr の硫酸処理を行って定量を 妨害する生体成分を大部分除去し、 測定用

サンプルと た。 一方、排池物からの抽出は以下の様に行なった。 尿は5倍量のク

ロロホルムで振渥することにより遊離の代謝物を 抽出後、 水層に濃塩酸を加えて終 濃

度5%として沸騰水浴上で2時間加水分解し、 放冷後同様にクロロホルムで抱合体由

来の代謝物を抽出した。 糞は乾燥機で充分 乾燥した後細紛とし、 ソッ クスレー抽出

器を用いクロロホルムで 10時関連続 抽出を行なった。 定量は島津GC-3BEあるいは

Hewlett pack訂d 5890型ガスクロマトグラフを用い、絶対検量線法によりおこなった。

7. PCB153代謝物の単際

イヌ肝ミクロソームを用いたin vitro実験における 代謝物の単離については既報mに

記した。 一方、モルモット糞中からの代謝物単離は爽雑物が多いためカラム サイズ
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を大きくし、 典型的には5 cm x 60cmのKieselgel60 columnを使用した。 n-Hexane

で未変化体を溶出した後、 溶出溶媒をn-hexane-CH CI3 (19:1， v/v) に換え ることでGM-

3 が溶出し、 つ いで M-2，GM-l， M-3， M-lの)11真に洛出する。 GM-2はM-3 と M-lの

画分に被って浴出してく るので 、 M-3 ， M-lの 混入ができ るだけ少なくなる よう

fractionationに注意した。 また、 M-lはn・hexane-CH Cl3(19: 1， v/v)のままで 洛出が

遅い時は、 M-lのみの溶出となった際にn-hexane-CH CI3(9: 1， v/v) まで極性を上昇さ

せてた。 溶出画分は少量ずつ分取し、 逐次オンカラムメチル化を行ないながらガ

スクロマトグラフィーで モニターし、 代謝物を分別回収した。 GM・2画分に混入する

M-l およびM-3 はジメチル硫酸でメチル化 後、 Kieselgel60 columnのn-hexane

溶出画分において容易に除去 することができた。

8. 酵素活性測定法

1) Cytochrome P450含量

Omura-Sato 法問に従い CO・差スペクトルを測定して行った(ミリモル吸光係数 は

9 1  mM-1cm勺。

2) NAD PH-cytochrome P450 reductase活性

Omura-Takesue法l斜)により還元型cytochrome cの 5 50nmにおける吸収増加によっ

て測定した(ミリモル吸光係数 は21 . 1 mM匂m-1 )。 なお、 1 unitは250Cで 1 分間に

1同101の cytochrome cを還元する活性を示す。

3 )  Cytochrome bs含量

ミクロソーム での含量はOmura-Sato法143)に従いNADHで 還元し、 還元型一酸化

型スベクトルの測定により定量 した(ミリモル吸光係数は 18 5 mM-1cm-1 )。 一方

精製酵素の含量は酸化型の絶対 スペクトルを測定し、 そのSoret帯の吸光度から求め

た。 その際はミリモル吸光係数として 1 17 mM-1cm-1を用いた145)。

4) Benzphetamine N-demethylase活性

再構成系の反応 溶液にl mMとなる ように基質を加え、 反応後トリ クロ ル酢酸で

反応を停止し、 その遠心 上精に用時調製 したNash 試薬146)を加えて生成したホルム

アルデヒドを測定した。

5) 7-Ethoxycoumarin O-deethylase活性

Greenlee-Poland法叩)を改変して行なった。 基質 濃度は 125凶4とし、 反応後ト

- 84 -

リ クロ ル酢酸で 反応を停止した。 クロロホルム抽出画分を0.01N NaOH-l M Na Cl 

溶液 で逆抽出し、 生成した 7-hydroxycoumarinの蛍光を測定した。 (入ex 36 8 nm， Â.em 

456 nm) 

6 )  Testosterone hydroxylation/oxidation 活性

Yoshiharaらの方法148)に準じて反応を行なった。 分析はHPLCにODS-80TM カ

ラム(東ソー)を接続し、 カラム温度は 450Cに保って分析した。 溶出溶媒は A

液(水:MeOH:アセトニトリ ル=6 2:36 :2) 、 B液(水:MeOH:アセトニトリ ル=

30: 6 4: 6 )を用い、 リ ニアグラジエント(0-40min)によって分離した。 流速は0.7

ml/minとした。

7) Estradiol-17ß hydroxylation 活性

Hrycayらの方法附)を改変して行なった。 反応 後酢酸エチルで 停止し、 遠心後有

機層を分取し溶媒留去後、 残澄を MeOHに再溶解して試料とした。 分析はNova-

Pak C18 car仕idgeを装着した HPLC で 定量した。

使用した。

9. 酵素精製

1) Cytohrome P450 

移動相は30% tetrahydrofuranを

モルモット P450GP・1の精製はすでに当研究室において確立されて い る方法83)を用い

て行 った。 イヌP450の精製 は以下の ように行 った。 即ち肝ミクロソームを0.8 %

コー ル酸で可溶化 し、 得られた可溶化上清をro-aminooctyl-Sepharose 4 Bに付し、 0.5 %

の単一 Emulgen 9 13 濃度を含むbuffer で 溶出した。 次に溶出画分を hydroxylapatite 

(Bio-gel HTP) columnに吸着させ、 30 mM までの低リン酸濃度 で十分洗浄することに

よって選択的にmicrosomal epoxide hydrolase (mEH)と2C subfamily P450であるP4500L-

3 (CYP2C21)を溶出するできた。 Hydroxylapatite よりリン酸濃度 80 および 180mM

で溶出してく る画分を合わせ、 pH7.7の リン酸カリウム bu妊er で平衡化した D EAE-

Sephacel columnにapply した。 素通り画分には3弘A subfamily P刊450である P4“50仇Dし

(にCYP3 A 12わ)が溶出する。 一方、 Na Clを用いた0-I00mMまでの リ ニアグラジエント

により2B subfamily P450である P4500L-2(CYP2Bl l)を溶出した。 このカラム Step で

最も注意すべき点はイヌCYP2Bl lの場合はbufferへの0.2%程度のコー ル酸添加 が必

須であるのに対し、 モルモットP450GP-lの場合 はその必要がない。 イヌCYP2Bl 1は
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コール酸未添加のまま精製しようとすると、 このカラム 操作でほぼ100%失活する。

以上のように部分 分離した後、 P4500しI (CYP3AI2)は2回のKB column (0-0.35 M 

Sodium phosphateのlinear gradient， 50 min)によって、 またP4500L-2 (CYP2B 11)はC M

Sephadex (0-0.2 M KClのlinear gradient)とhydroxylapatite columnによって、 さらに

P45ÛOL・3 (CYP2C21)はDEAE-5PW (0-0.25 M Sodium acetateのlinear gradient， 55 min )に

よってそれぞれ電気泳動的に単一にまで精製された。

2) Cytohrome bs 

モルモットの場合はDEAE-Sephacel columnにおいてNaCl 濃度300mM で溶出 され

る画分をSephadex Cì-7 5 columnに付すことで容易に精製される。 イヌの場合も同様

であるが、 Hydroxylapatite column において低リン酸濃度においても CYP2C21 と同時

にか なり溶出されてくるので、 DEAE-5PW columnと、 つづくSephadex Cì-75 columnに

よっても単一にまで精製される。 脱エマルゲンはBio-gel HTPを用いて行った。

3) NADPH-cytohrome P450 reductase 

基本的にYasukochi & Mastersの方法150) �ご従ったが、 2'，5'-ADP-Sepharose 4B column 

からの溶出 はCìuengerichらの方法山)を参考にして行った。

10. N末端アミノ酸配列分析

精製した酵素は全て PVDF膜(Immoviron PSQ)にブロット し、 Applied Biosystems 

の473A 全自動プロテインシークエンサにより分析を行った。

11. 再構成系におけるPCB代謝

基本的に以下の組成で、行った。

Cytochrome P450 0.1 nmol 

NADPH-cytochrome P450 reductase 0.5 unit 

(Cytochrome b5 0.1 nmol) 

Dilauroylphosphatidylcholine (DLPC) 15 Jlg 

HEPES buffer (pH 7.5) 50 mM 

Bovine serum albumine 0.8 mg/ml 

PCB (DMSO soln 20μM 
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NADPH generating system NADP 0.5 mM 

Cì-6-P 8 mM 

MgC12 6 mM 

Cì-6-PD 0.1 unit/rr吐

final volume 1 ml 

但し、 P450としてCYP3A12を用いた場合はDLPCの換わりにphenobarbital処理モル

モット肝ミクロソーム より EberhartとParkinsonの方法152)に基づいて調製したlipid ex-

凶ctを同量 用いて再構成を行った。 Preincubation 、 反応開始、 停止および抽出は

はミクロソーム での代謝実験に準じて行った。 反応時間は20 分間とした。

12. 抗体の調製および精製

抗体の調製は常法に従い、 初回 は精製酵素 50-150μgをFreund complete adjuvant 

と1:1の比で混合し、 w/o emulsionとしてウサギfoot padに投与した。 2週間後、 初

回と同量の酵素をFreund incomplete adjuvantと混合し、 背部数十ケ所にブースター投

与した。 一週間後、 耳静脈より 採血し、 血清を分離後Protein A Sepharose columnに

てIgCìを精製した。 また、 上記免疫前に採血したものから 同様の操作を行って

preimmune IgCìを調製した。 IgCìは使用まで- 20 oCに保存した。

13. 抗体によるPCB代謝活性の阻害

抗体阻害実験はイヌ肝ミクロソームを用いて行った。 ミクロソームの代謝実験と

同様の組成 で行ったが、 最初にミクロソームとIgGのみで25 oC， 30分間incubationを

行った。 以下は全く同様に行った。

14. S H化合物によるPCB代謝活性の阻害

同じくミクロソームの代謝実験と同様に行ったが、 反応溶液中に還元型グルタチオ

ンを最終濃度 5 mMになるように添加した。

15. 薄層クロマトグラフィー(TLC， p・百.IC)

薄層板は Kieselgel 600およびWakogel B5-FMを3 : 1に混合後、 精製水で充分練
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合したのちガラス板に塗布して作製し、 120 oC 2 hr活性化して用いた。 展開溶媒

は特に断らない限りn-hexane: ethylacetate : acetic acid = 40: 10: 1を使用した。

PCB153予想代謝物の合成品の内 、 S-3aと S-3bの分離の際の p-TLC はn-hexane:

ethylacetate : acetic acid : ammonia soln. = 50 : 50 : 0.02 : 0.02 で行ーった。 スポット は

UVランプ(254 nm )で確認し、 フェノール性 化 合 物 はFolin -Ciocalteu試薬での呈色で

検出した。

16. ガスクロマトグラブイー(GC)

電子捕獲型 イオン 化検出器 (ECO)を接続した島津GC-3BE およびHewlett packard 

5890型ガスクロマトグラフを使用した。 カラム はGC-3BEには3 mm x 2.1 mのガラ

スカラムに1.5% silicone OV -17をコートしたchromosorb W (A W-DMCS)を充填したも

のを装着し、 一方HP 5890には0.25 mm x 15 mの OB -l capillary columnを装着した。

カラム温度はGC-3BEが250 0C、 HP 5890 は220 0Cに設定した。 いずれの機器でも

キャリアーガスとして窒素を用い、 流速はGC-3BEが40 ml/min、 HP 5890が1 ml/ 

minで行った。 フェノール性化合物を含む試料の場合は試料を適量のn-hexaneに溶

解し、 N，O-bis -(甘imethylsilyl )acetamideを加え、 80 oC 20 min反応させて シリル化する

か、 試料を適量の methanolに溶解し20% phenyltrimethylammonium hydroxideを加えて

注入口でメチル化して分析した。

17. ガスクロマトグラフィー ・ マススベクトロメトリー(GC-MS)

島津GC-MSQP -lωoを用いた。 カラムには3.3 mm x 1.1 mのガラスカラムに2%

OV-17をコートした Chromosorb W (A W -DMCS)を充填したものを使用した。 カラ

ム温度は2200C--- 2300C、 キャリアーガスはヘリウムを用い、 流速は35 --- 40 ml/minで

行った。 またイオン 化電圧は70 eVとした。

18. 分析機器

可視部または紫外部 吸光度および吸収スベクトルは、 目立ダブルピーム 3210型分

光光度計あるいは目立U -l100，200 -10型分光光度計を用いて行った。 蛍光測定 は、

目立650-10 ( S)型蛍光分光光度計を用いて行った。 高速液体クロマトグラフィー は、

タンパク質精製には東ソーマルチ ポンプCCPMに紫外可視検出器 UV -8010を接続し
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たものを用い、 ステロ イド代謝活性測定用には目立L -6200 intelligent pump に L -4200

紫外可視検出器を接続したものを用いた。 EI-MSスベクトルはJEOL D -300型を

イ吏用し、lH -NMRスベクトルはJEOL GX-270 (270 MHz)または Varian Unity -500 (500 

MHz)核磁気共鳴装置にて テトラ メチルシラン (TMS)を内部標準とし、 重クロロホル

ムまたは重ジクロルメタンを 溶媒にして測定した。

19. その他

SOS-polyacrylamide電気泳動( SD S-PAGE ) はLaemm1iの方法153)に従い、 場合に応じ

て 9%，10% および12.5%のゲルを調製して行った。
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