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Abstract

The in vitro metabolism of a 2,4,6-trichloro-substituted PCB, 2,2ʼ,4,4ʼ,6,6ʼ-hexachlorobiphenyl
(PCB155), was studied using rat, guinea pig and human liver microsomes, and human cytochrome P450
(CYP) isoforms. Three kinds of liver microsomes from untreated, phenobarbital (PB)-treated and
3-methylcholanthrene (MC) -treated rats and guinea pigs were also used. In rats, PCB155 was
metabolized to M1 by PB-microsomes with a remarkable high rate of 4.554 nmol/hr/mg protein, but
not by both untreated microsomes and MC-microsomes. In guinea pigs, both untreated microsomes
and MC-microsomes showed the M1-producing activity with rates of 0.056 and 0.060 nmol/hr/mg
protein, respectively, and the activity was increased to 3.5-fold of untreated microsomes by PB
treatment. GC-MS analysis demonstrated that the methylated M1 had the molecular weight of 388 and
almost completely agreed with a synthesized authentic 3-methoxy-PCB155 with regard to the
retention times and mass fragmentation. Of four human CYP isoforms, only CYP2B6 showed high
activity to form M1 at a rate of 0.702 nmol/hr/nmol CYP. These results suggest that the major
metabolite formed by PB-inducible CYP2B enzymes in rats, guinea pigs and human is 3-hyd-
roxy-PCB155, and that CYP2B6 plays the most important role in PCB155 metabolism in human liver.

PCB155 の in vitro 代謝 127

（ 69 ）

福岡医誌 112(２)：127―135，2021

Corresponding author : Nobuyuki KOGA
Faculty of Nutritional Sciences, Nakamura Gakuen University, 5-7-1 Befu, Johnan-ku, Fukuoka 814-0198, Japan
Tel : + 81-92-851-5415 E-mail : nobuyuki@nakamura-u.ac.jp



Key words : PCB155, metabolism, human, cytochrome P450

は じ め に

Polychlorinated biphenyls（PCBs）は，周知の

通り，代表的な世界的環境汚染物質で高残留性有

機汚染物質（POPs，persistent organic pollu-

tants）として有名である．PCB 異性体は理論的

に 209 種類あるが，このうち，塩素数が 5個以下

の多くのものは，肝臓で比較的容易に水酸化され，

胆汁を介して糞中へと排出される1)2)．一方，塩

素数が 6 個以上になると水酸化されにくくなり，

結果として長期にわたり体内に残留することにな

る．これらのうち，特に，2,4,5-三塩素置換ある

いは 2,3,4,5-四塩素置換の PCB 異性体は，ヒト

の血液，脂肪組織および肝臓において，高濃度で

検出されている3)~5)．また，Todaka らは，ヒト

健常者と油症患者の血液中 PCB 異性体の濃度を

調べ，いずれにおいても 2,2ʼ,4,4ʼ,5,5ʼ-hexach-

lorobiphenyl（hexaCB）（PCB153）が最も多く，次

いで 2,2ʼ,3,4,4ʼ,5,5ʼ-heptachlorobiphenyl（hep-

taCB）（PCB180）および 2,2ʼ,3,4,4ʼ,5ʼ-hexaCB

（PCB138）が多いこと，また，これらの PCB異性

体は，油症患者では健常者の 1.6〜2.2 倍多いこ

と，さらに，2,2ʼ,3,4ʼ,5,5ʼ,6-heptaCB（PCB187），

2,2ʼ,3,3ʼ,4,4ʼ,5-heptaCB（PCB170）および2,3,

3ʼ,4,4ʼ,5-hexaCB（PCB156）については，健常者

の 2.2〜3.9 倍多いことを報告した6)7)．

最近，当研究室では，2,4,6-三塩素置換の PCB

異性体である 2,2ʼ,3,4,4ʼ,5,6ʼ-heptaCB（PCB

182）の代謝について，ラットおよびモルモット肝

ミクロゾーム（Ms）を用いて調べたところ，いず

れの動物肝 Ms も主代謝物として 3ʼ-水酸化

（OH）体を生成すること，また，ラット肝Msに

よる 3ʼ-OH体の生成活性は，phenobarbital（PB）

前処理により顕著に増加すること，さらに，この

活性は，前述の 2,4,5-三塩素置換の heptaCB

（PCB187，PCB180，2,2ʼ,3,4,4ʼ,5ʼ,6-heptaCB

（PCB183））の場合に比べ，10〜50 倍高いことを

明らかにした8)．その後，2,4,6-三塩素置換 PCB

異性体の 2,2ʼ,3,4ʼ,5,6,6ʼ-heptaCB（PCB188）に

ついても検討し，その結果，PCB182 と同様に，比

較的容易に 3ʼ-OH体へと代謝されること，この生

成が PB前処理により著しく促進されることを明

らかにした9)．ところで，これらの 2,4,6-三塩素

置換の PCB 異性体は，ヒト組織中からほとんど

検出されていない．恐らく，PB 誘導性のヒト肝

cytochrome P450（CYP）により高い活性で水酸

化され，胆汁中へと排泄されたため，体内に残留

していないものと考えられる．

そこで本研究では，この点をさらに確認するた

め，左右対称で 2つの 2,4,6-三塩素置換ベンゼン

から成る 2,2ʼ,4,4ʼ,6,6ʼ-hexaCB（PCB155）につ

いて，in vitro 代謝を調べた．PCB155 の代謝につ

いては，これまでに，数報報告されているにすぎ

ない．1975 年 Goto らは，PCB155 投与ラット糞

中から主代謝物として，初めて 3-OH体を同定し

た10)．1980 年，Matthews らは，PCB155 を含む

4 種類の対称的な PCB 異性体をラットに静注し，

血液中および糞中における PCB とその代謝物の

動態を比較した．このうち，Fig. 1 に示した

PCB153 と PCB155 について見ると，① PCB155

は，高残留性の PCB153 より血中半減期が 3分の

1 と短いこと，② PCB155 の糞中への排泄量は

PCB153 より数倍多いこと，さらに，③ PCB155

および PCB153 はともに 3-OH 体が主代謝物で
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Fig. 1 Chemical structures of PCB153 and PCB155



あるが，その量はそれぞれ投与量の 12％および

0.3％を占めること，を報告した11)12)．このよう

な背景で，本研究では，ラット，モルモットおよ

びヒト肝Ms による in vitro 代謝の動物種差を調

べるとともに，ヒト CYP 分子種による代謝も検

討した．

実 験 方 法

1．実験材料

⑴ 試薬

2,4,6-trichloroiodobenzene，2,4,6-trichlor-

oaniline，2,4,6-trichloroanisole，N, N-dimethyl-

formamide，tetrachloroethylene および isopentyl

nitrite は，東京化成工業（東京）より購入した．

また，NADP，glucose-6-phosphate（G-6-P），

PB-Na 塩，3-methylcholanthrene（MC），G-6-P

脱水素酵素（G-6-PD）および 2-[4-(2-hydroxy-

ethyl) -1-piperazine] ethanesulfonic acid

（HEPES）は富士フィルム和光純薬（大阪）より

購入した．さらに，ウシ血清アルブミンは Sig-

ma-Aldrich 社（USA）から購入した．

⑵ ヒト肝MsおよびヒトCYP分子種

ヒト肝 Ms（10 名の男性肝 Ms を混合したも

の）およびヒトリンパ芽球様細胞由来の 4種類の

ヒトCYP分子種（CYP1A2，CYP2A6，CYP2B6，

CYP3A4）は，Corning 社（USA）より購入した．

⑶ PCB155 の合成

Ariyoshi らの方法13) で行った．すなわち，N,

N-dimethylformamide 50 mL に 2,4,6-trichlor-

oiodobenzene（0.6 g）を溶解し，活性化銅 14 g を

入れて 185℃で加熱還流を 4 時間行った．さらに

活性化銅を同量追加し，さらに 4時間加熱を続け

た．放冷後，反応液に蒸留水を加え chloroform

で抽出し，シリカゲル 60 カラム（70 g，Merck

製）および分取用HPLCで精製した．HPLCの分

析条件は以下の通りである．分析機器，高速液体

クロマトグラフ LC-10AT（島津製）；カラム，

Inertsil ODS-HL カラム（250 × 10 mm i.d.，5 mm，

GL Sciences 製）；ガードカラム，Inertsil ODS-HL

プレップガードカートリッジ（30 × 7.6 mm i.d.，

GL-Sciences 製）；移動相，acetonitrile；流速，4

mL/min；検出波長，254 nm．GC-MSの結果，分

子量 358 であり，同位体ピークから 6つの塩素が

置換されていることを確認した．収量は 23 mg

で，純度はほぼ 100％であった（データ未掲載）．

GC-MS の分析条件は次の通りである．分析機器，

GCMS2010（島津製）：カラム，DB-1 フューズド

シリカキャピラリーカラム（30 m× 0.25 mm i.d.，

0.25 mm膜厚，J&W Scientific 製）；オーブン温度，

70℃（1.5 min) - 20℃/min - 230℃（0.5 min) -

4℃/min - 280℃（5 min)；注入口温度，250℃；

キャリアーガス，He（1 mL/min)．

PCB155：MS (EI)m/z (relative intensity, %)：

358 (100) [M+]，360 (179) [M++ 2]，362 (147)

[M++ 4]，364 (62) [M++ 6]，366 (15) [M++ 8]，

288(70) [M+-Cl2].

⑷ 代謝物の合成

PCB155 代謝物として，3-OH 体を想定し，そ

のメチル誘導体 3-methoxy (MeO)-PCB155 の合

成を，Cadogan の方法14) で行った．すなわち，

2,4,6-trichloroaniline 1.0 g および 2,4,6-trich-

loroanisole 1.3 g を tetrachloroethylene 10 mL で

溶解し，さらに isopentyl nitrite 0.5 mL を加えて，

110℃で 24 時間反応させた．反応液は蒸発乾固後，

n-hexane で溶解し，アルミナカラム（50 g，

Merck 製）およびシリカゲル 60 カラムで部分精

製し，HPLC にて精製した．得られた予想化合物

の分析は，GC-MSにて行った．

3-MeO-PCB155：MS (EI）m/z (relative in-

tensity, %) : 388 (100) [M+]，390 (198) [M++

2]，392 (153) [M++ 4]，394 (65) [M++ 6]，396

(19) [M++ 8]，373 (59) [M+ -CH3]，345 (92)

[M+-COCH3]，275 (56) [M+-COCH3Cl2].

⑸ 実験動物と薬物処理

Wistar 系雄性ラット（体重約 200 g）12 匹，お

よびHartley 系雄性モルモット（体重約 280 g）を

12 匹用い，1群 4匹として，未処理群，PB前処理

群および MC 前処理群の 3 群に分けた．PB-Na

塩は生理食塩水に溶解し 80 mg/kg 体重/day の

用量で，また，MCはコーン油に溶解し 20mg/kg

体重/day の用量で，いずれも 3 日間腹腔内に投

与した．最終投与日の翌日に動物を屠殺して，肝

を摘出し，常法により肝Ms を調製した．なお，

これらの動物実験は中村学園大学動物実験委員会

による審査承認を得た上で，「中村学園大学（含む

短期大学部）動物実験に関する規定」を遵守し実

施した．ラットの屠殺に際しては，「中村学園大

学における動物実験のための指針」に従い，苦痛
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をできるだけ軽減するため，セボフルランで麻酔

後，頸動脈からの脱血により死亡させた．

2．肝Msによる代謝

40 mM PCB155（Dimethylsulfoxide に溶解）を，

NADPH生成系（0.33 mM NADP，5 mM G-6-P，

G-6-PD 1 unit），6mMMgCl2，動物肝Ms（1mg

protein）および 100 mMHEPES 緩衝液（pH 7.4)

とともに合計 1.0 mLとして，37℃で 60 min イン

キュベート後，反応液に chloroform-methanol

（2：1）1mLと n-hexane 3 mL を加えボルテック

スで振とう抽出した．ヒト肝Msの場合，0.5 mg

protein を用いて，その他すべてを 1/2 のスケー

ルで行った．抽出は 2回行い，有機層を合わせて

濃縮後，diazomethane でメチル化し，GC-ECD

および GC-MS に供した．GC-ECD の分析条件

は次の通りである．分析機器，GC-ECD（Agi-

lent 製）：カラム，DB-1 フューズドシリカキャピ

ラリーカラム（30 m× 0.25 mm i.d.，0.25 mm膜

厚，J&W Scientific 製）；オーブン温度，210℃；注

入口温度，270℃；キャリアーガス，N2（4.6

mL/min)．なお，代謝物の定量は，PCB155 の検

量線を用いて行った．

3．ヒト CYP分子種による代謝

40 mM PCB155 を，NADPH生成系（0.33 mM

NADP，5 mM G-6-P，G-6-PD 1 unit），6 mM

MgCl2および 100 mM トリス-塩酸緩衝液（pH

7.4）とともに合計 0.5 mLになるように，1.5 mL

プラスチックチューブの中に入れて 37℃の恒温

槽に固定した後，ヒト CYP 分子種（0.19〜0.45

mg protein）の添加により反応を開始した．60

min 後，chloroform-methanol（2：1）0.5 mL添加

により反応停止後，n-hexane 1.5 ml で抽出した．

これを 3回繰り返した後，有機層 3回分を減圧濃

縮し，diazomethane でメチル化後，GC-ECD に

供した．

4．その他

動物肝Msのタンパク質の定量は，Lowry らの

方法15) に従い行った．なお，標準タンパク質と

してウシ血清アルブミンを用いた．

実 験 結 果

1．PCB155 代謝物の化学構造

まず，PB 前処理ラット肝Ms により生成され

た代謝物M1（メチル化）の分子量を GC-MS に

より調べた．Fig. 2 に，分析結果を示した．

PCB155 は，保持時間 11.87 min に検出されたが，

これ以外に，代謝物と思われるM1（メチル化）が

保持時間 13.38 min に検出された．このピークの

分子量は 388 であり，PCB155 の分子量より 30 大

きかった．この結果から，M1（メチル化）は

3-OH 体のメチル誘導体であることが推定された

（Fig. 2）．次に，予想代謝物として，別途合成し

た 3-MeO-PCB155 と比較したところ，両者は

GC-MS における保持時間およびマスフラグメン

トパターンが，いずれもほとんど完全に一致した

（Table 1)．

2．ラット，モルモットおよびヒト肝 Msによ

る PCB155 代謝

PCB155 を，NADPH 存在下，好気的にラット，

モルモットおよびヒト肝Ms とともに，37℃，60

min 反応させ，代謝物の生成を比較した．なお，

ラットとモルモットの場合，未処理動物肝Msと

ともに，CYP誘導剤を前処理した動物肝Msを用

いて比較した．M1 の定量は，分析機器として

GC-ECDを使用し，PCB155 の検量線から行った

（Table 2)．

まず，ラット肝では，PB前処理Msでのみ，保

持時間 5.58 min に M1 が検出され，その生成活

性は，4.662 nmol/hr/mg protein と非常に高かっ

た．なお，未処理およびMC前処理Msでは代謝

物は全く生成されなかった．次に，モルモット肝

では，M1 の生成活性は未処理およびMC前処理

Ms においても検出され，それぞれ 0.056 および

0.060 nmol/hr/mg protein であった．また，ラッ

トと同様に，PB前処理Msで増加したが，未処理

Ms の約 3 倍と低いものであった（0.193 nmol/

hr/mg protein）．

一方，ヒト肝Ms でも，ラットおよびモルモッ

トと全く同じ保持時間にM1 が検出された（Fig.

3）．その生成活性は 0.292 nmol/hr/mg protein

であった．この値を，ラットおよびモルモットの

未処理 Ms と比較すると，ヒト＞モルモット＞
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Fig. 2 GC-MS analysis of the methylated derivative of a PCB155 metabolite formed by liver

microsomes of PB-treated rats

(A)Mass chromatograms (B) Mass spectra of PCB155 and M1



ラットの順であり，ヒト肝が最も高かった．

3．ヒト CYP分子種による PCB155 代謝

ヒト CYP 分子種のうち，CYP1A2，CYP2A6，

CYP2B6 および CYP3A4 を用いて，PCB155 代謝

を調べた．その結果，CYP1A2，CYP2A6 および

CYP3A4 では全く代謝物は見られなかったが，

CYP2B6 でのみ，ヒト肝Msと全く同じ保持時間

に，代謝物M1が検出された（Fig. 3）．また，M1

は GC-MS により，3-OH 体であることが確認さ

れた．次に，PCB155 の検量線を用いて定量した

ところ，CYP2B6 は 0.702 nmol/hr/nmol CYP と

かなり高い生成活性を示した（Table 3)．

考 察

本研究では，2,4,6-三塩素置換 PCB である

PCB155 の in vitro 代謝を調べた．その結果，

ラット肝Ms だけではなく，モルモット肝Ms お

よびヒト肝Ms でも，3-OH 体のみが生成された

（Table 1，Fig. 4)．しかしながら､各動物間で3-

OH 体の生成パターンは大きく異なっていた｡す

なわち，ラットでは PB 前処理Ms でのみ著しく

高い活性を示したが､一方，モルモットでは未処

理Ms でも低いながら活性が見られ，さらに PB

前処理により約 3倍に増加した｡次に，ヒト肝Ms

を未処理と仮定して，ラットおよびモルモットと

比較すると，3-OH 体の生成活性は，ヒト＞モル

モット＞ラットの順であった．この事実から，ヒ

ト肝は PCB155 代謝に関して，動物肝より 5倍以

上の高い活性を有していることが示唆された．

PCBの水酸化機構として，2つの経路が考えら

れている．1つは，PCB芳香環のC-H結合に，直

接酸素が挿入される経路である．本研究では，

ラット，モルモットおよびヒト肝ともに，3-OH

体しか生成されなかったことから，PCB1828) や

PCB1889) と同様に，直接水酸化で進行している

ものと考えられる．もう 1つは，エポキシド中間

体を経由し，塩素原子の NIH 転位を伴い進行す

る経路である．これまでにも，PCB15316)，3,3ʼ,

4,4ʼ,5-pentachlorobiphenyl （pentaCB）

（PCB126)17)，PCB18718) など主要な PCB異性体

でも報告されている．例えば，PCB126 投与ラッ

トの糞中から，4ʼ-OH-3,3ʼ,4,5,5ʼ-pentaCB が，

また，PCB187 代謝では､4ʼ-OH-2,2ʼ,3,3ʼ,5,5ʼ,

太 田 千 穂 ほか５名132

（ 74 ）

Table 1 Mass spectral data and retention times of PCB155 and the methylated M1

Compound
Molecular

weight

Mass spectral data (Relative abundance, %) Retention
time (min)
in GC-MS[M+] [M+-15] [M+-35] [M+-43] [M+-50] [M+-70]

PCB155 358 100 - 5 - - 74 11.87

M1 388 100 54 - 35 10 - 13.37

3-MeO-PCB155 388 100 53 - 34 9 - 13.37

-, not detected.

Table 2 Metabolism of PCB155 by liver microsomes of rats and guinea pigs, and human,

and the effect of CYP inducers on its metabolism

Animal
M1 formed (nmol/hr/mg protein)

Untreated PB-treated MC-treated

Rat N.D. 4.662 : 0.201 N.D.

Guinea pig 0.056 : 0.013

(100)

0.193 : 0.011

(345)

0.060 : 0.010

(107)

Human＊ 0.292 : 0.017

N.D., not detected.

Each value represents the mean : S.D. of four rats and guinea pigs.
＊The value represents the mean : S.D. of three determinations.



6-heptaCB や脱塩素化体の4ʼ-OH-2,2ʼ,3,5,5ʼ,

6-hexaCB が見つかっている．さらに，Ariyoshi

らは PB 前処理イヌ肝Ms による PCB155 代謝を

調べ，主代謝物の 3-OH体以外に，NIH転位の産

物と思われる4-OH-2,2ʼ,3, 4ʼ,6,6ʼ-hexaCB や

4-OH-2,2ʼ,4ʼ,6,6ʼ-pentaCB を報告した13)．この

結果は，PB前処理イヌ肝Msにおいて，直接水酸

化および epoxide 中間体を経由した水酸化を触媒

する複数の CYP が存在することを示唆している．

これまでに，PB 誘導性 CYP として，CYP2B

酵素が知られているが，今回の結果から，ラット

CYP2B119) およびモルモット CYP2B1819)20) が

PCB155 の 3-水酸化に強く関与していることが示

唆された．また，4 種類の代表的なヒト CYP 分

子種（CYP1A2，CYP2A6，CYP2B6，CYP3A4）

を用いた検討から，CYP2B6 だけが高い PCB155

代謝活性を有していた．ヒト肝の CYP2B6 含量

は，総 CYP 含量のうち，ほんの 1％以下である

が21)，全 CYPが関与する薬物代謝のうち，約 5％

に寄与しているといわれる22)．今回の結果から，

CYP2B6 は多くの薬物代謝反応のうち，PCB 異

性体のメタ位（3，3ʼ，5 あるいは 5ʼ 位）水酸化を

触媒しており，結果として PCB155 の体外への排

泄促進に大きく寄与していると思われる．一方，

CYP3A4 および CYP1A2 は，ヒト肝総CYP含量

のうち，それぞれ約 20％および 10％を占めてお

り21)，薬物代謝への寄与率の点では，非常に重要

なCYPとして知られている22)．しかし，両CYP

ともに PCB155 代謝には全く関与していなかった．

また，CYP2A6 はヒト肝の総 CYP 含量のうち，

約 5%を占めており21)，PCB異性体の 4位水酸化

に寄与していることが報告されているが23)24)，今

回 PCB155 代謝では，代謝活性を示さなかった．

最近，ヒトにおける PCB 代謝研究の 1 つとし
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Fig. 3 GC-ECD chromatograms of the methylated derivative of M1 formed by

human liver microsomes and by human CYP2B6

Table 3 Metabolism of PCB155 by human CYP isoforms

CYP isoform
M1 formed

(nmol/hr/nmol CYP)

CYP1A2 N.D.

CYP2A6 N.D.

CYP2B6 0.702 : 0.024

CYP3A4 N.D.

N.D., not detected.

Each value represents the mean: S.D. of three determinations.



て，in silico 分析におけるドッキングシミュレー

ションがヒトの各 CYP 分子種で試みられてい

る24)25)．その結果，CYP 分子種の活性中心と

PCB水酸化の標的部位との距離が 5Å以内である

場合，そのCYP分子種は，その PCBに対する水

酸化活性を示す可能性が高いとされる．現在，5

種類のヒト CYP 分子種（CYP1A1，CYP1A2，

CYP1B1，CYP2A6，CYP2B6）が，PCB代謝に関

与しうると推定されている．ただし，今回検討し

た PCB155 をはじめとする 2,4,6-三塩素置換

PCB異性体はいずれも残留性が低いことから，in

silico解析はなされていない．今後，in silico法に

より，2,4,6-三塩素置換 PCB異性体が，なぜ代謝

されやすいかという点が明らかになることを期待

している．

総 括

1．2,4,6-三塩素置換 PCB異性体の PCB155 につ

いて，ラット，モルモットおよびヒト肝Msに

よる代謝を調べた．また，4 種類のヒト CYP

分子種による代謝も調べた．

2．ラットでは，未処理およびMC 前処理Ms で

代謝物は全く生成されなかったが，PB前処理

Msでのみ，代謝物M1の顕著な生成が見られ

た（4.662 nmol/hr/mg protein)．一方，モル

モットでは，未処理およびMC 前処理Ms で

もM1 が生成されたが，いずれも 0.06 nmol/

hr/mg protein と低かった．また，PB 前処理

Msでは未処理Msの 3.4 倍に増加した．

3．ヒト肝Msでも，M1のみが生成され，その生

成活性はモルモット未処理 Ms の 5.2 倍で

あった．4 種類のヒト CYP 分子種のうち，

CYP2B6 のみが高い M1 生成活性（0.702

nmol/hr/nmol CYP）を有していた．

4．主代謝物M1は，GC-MSの結果，別途合成し

た標品との比較により，3-OH-PCB155 であ

ることが明らかになった．

以上の結果から，PCB155 は，PB 誘導性の

CYP 分子種（ヒト CYP2B6，モルモットCYP2

B18，ラット CYP2B1）により，容易に 3-OH体へ

と代謝されることが示唆された．
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