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Abstract

The in vitro metabolism of 2,2ʼ,5,5ʼ-tetrachlorobiphenyl (TCB) (CB52), 2,3ʼ,4ʼ,5-TCB (CB70) and
3,3ʼ,4,4ʼ-TCB (CB77) with liver microsomes of Chinese (CH) hamsters was studied and compared
with those of Golden Syrian (GS) hamsters. It has been revealed that GS hamster liver microsomes
produces two hydroxy (OH)-metabolites each from three TCB isomers and that phenobarbital (PB)
pretreatment mainly increased 3-OH-metabolite of CB52 and CB70, whereas 3-methylcholanthrene
pretreatment preferentially increased 4-OH-metabolite of CB52, CB70 and CB77. In this study, CH
hamster liver microsomes produced only 4-OH-metabolite from both CB52 and CB70 and their
metabolic activities were increased to about 4-fold of untreated microsomes by PB pretreatment.
However, CH hamster liver microsomes had no activity for CB77. In addition, coumarin 7-hydroxylase
activity, a characteristic activity of CYP2A enzymes, was also markedly induced by PB pretreatment.
As with the report of Fukuhara and others, immunoblot analysis of CH hamster liver microsomes
using anti-CYP2A14 antiserum confirmed that CYP2A14 was constitutive and PB-inducible. From
these results, it was suggested that CH hamster is a unique animal different from GS hamster in terms
of the mode of TCB metabolism and that CYP2A14 plays a major role as a 4-hydroxylase for CB52 and
CB70 in CH hamster liver.
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は じ め に

Polychlorinated biphenyls（PCBs）は，カネミ

油症の原因物質であるとともに，世界的環境汚染

物質としても知られているが，脂溶性が極めて高

いことから，経口摂取されると，その大部分は小

腸から吸収される．その後，肝臓に移行し，ここ

で主に薬物代謝酵素のチトクロム P450（CYP）に

より一酸素原子が添加され，水酸化（OH）体に変

換される．生成された OH 体の多くは胆汁を介

して糞中へと排泄される1)．一方，置換塩素数が

6〜7 個以上の PCBs は CYP による代謝を受けに

くくなり，血液，脂肪組織および肝臓などに高濃

度で残留することになる．

ところで，PCBs の水酸化には，現在，3つのサ

ブファミリーに属する CYP 分子種が関与してい

ることが明らかになっている2)．まず，CYP1A

酵素は，主に coplanar PCB，すなわち3,3ʼ,4,4ʼ-

tetrachlorobiphenyl（TCB）（CB77)3)，3,3ʼ,5,

5ʼ-TCB（CB80)4)，2,3ʼ,4ʼ,5-TCB（CB70)5)，な

どの para位の水酸化を触媒する．次に，CYP2B

酵素は，ortho位に塩素原子が 1〜4 個置換した

PCB，す な わ ち 2,2ʼ,5,5ʼ-TCB（CB52)3)6)，

CB705)， 2,2ʼ,4,4ʼ,5,5ʼ-hexachlorobiphenyl

（hexaCB）（CB153)7)，2,2ʼ,4,4ʼ,6,6ʼ-hexaCB

（CB155)8)，などのmeta（3，5，3ʼ あるいは 5ʼ）位

の水酸化を触媒する．さらに，CYP2A 酵素は，

meta-para位に隣接する 2つの水素原子が置換し

ている PCB，すなわち CB529)10)，CB705)，2,

2ʼ,4,5,5ʼ-pentachlorobiphenyl（CB101)11)，2,

2ʼ,3,4ʼ,5ʼ,6-hexaCB（CB149)12)，などの para（4

あるいは 4ʼ）位の水酸化を特異的に触媒する．

Chinese（CH）ハムスターの卵巣細胞は，バイ

オ医薬品（ワクチン，抗体などのタンパク質の医

薬品）の製造の際の宿主細胞として，非常に有名

である13)14)．特に，抗体医薬品を製造する場合，

約 80％の品目で本細胞が使用されている．これ

以外にも，遺伝学，栄養学，毒性スクリーニング

および遺伝子や組換えタンパク質の発現などの研

究においても，広く用いられている．しかしなが

ら，ラットやマウスに比べ，CHハムスターの薬

物代謝酵素に関する報告はほとんど見当たらない．

Fukuhara らは，Golden Syrian（GS）ハムスター

および CH ハムスターの肝薬物代謝酵素につき，

系統差を調べている過程で，phenobarbital（PB）

や 3-methylcholanthrene（MC）などのCYP誘導

剤に対する反応性が，両ハムスターで大きく異な

ることを見出した15)~20)．すなわち，発がん物質

aflatoxin B1の代謝活性化や 7-ethoxycoumarin

O-脱エチル化活性を調べると，GS ハムスターで

はMC前処理により顕著に促進されるのに対し，

CH ハムスターでは PB 前処理により促進される

ことを報告した．その後，彼らは CHハムスター

肝から，主要な PB 誘導性の CYP 分子種を精製

し，本酵素（CYP2A14 と命名）がCYP2A酵素の

特徴である coumarin 7-水酸化活性21) を有する

こと，また，前述の aflatoxin B1の代謝活性化や

7-ethoxycoumarin O-脱エチル化活性に強く関与

することを明らかにした22)．

我々はこれまでに，TCB 異性体，すなわち

CB52，CB70，CB77，CB80 につき，GS ハムス

ター肝ミクロゾーム（Ms）による代謝を調べ，
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Fig. 1 Chemical structures of CB52, CB70 and CB77 used in this study.



CB52 および CB70 は，PB 誘導性の CYP2B 酵素

により 3-OH 体へ，CB70, CB77 および CB80 は，

MC誘導性の CYP1A2 および CYP2A8 によって

4-OH 体へと代謝されることを報告した6)9)23)．

そこで本研究では，CB52，CB70 および CB77 に

つき，CH ハムスター肝 Ms による代謝を調べ，

既報の GS ハムスターと比較した（Fig. 1）．CH

ハムスター肝Ms として，未処理Ms とともに，

PBおよびMCで前処理した肝Msを用いた．

実 験 方 法

1．実験材料

⑴ TCBおよび代謝物

CB52 と CB70 は Hutzinger らの方法24) に従い，

また，4-OH-CB52 は既報23) に従い合成した．

3-OH-CB52 は吉村らの方法25)，すなわち，CB52

（200 mg/kg）をラットに単回腹腔内投与した後，

ラット糞から精製した．3-OH-CB70 と4-OH-

CB70 の合成は既報26) に従い行った．CB77 は

Nakatsu らの方法27) により，5-OH-CB77 および

4-OH-3,5,3ʼ,4ʼ-TCB（CB78）は，既報28) に従い，

合成した．

⑵ その他の試薬

PB（Na 塩）およびMCは和光純薬㈱（大阪）か

ら購入した．Glucose-6-phosphate（G-6-P）およ

びNADP+はオリエンタル酵母㈱（東京）より，ま

た，7-ethoxyresorufin（7-ER），resorufin，

coumarin，7-hydroxycoumarin および，G-6-P 脱

水素酵素は Sigma Chemical Co.（St. Louis，USA）

より購入した．トリメチルシリル（TMS）化剤の

N,O-Bis（trimethylsilyl）trifluoroacetamide は

ジーエルサイエンス㈱より購入した．その他の試

薬は最も高い純度のものを用いた．

⑶ 抗体

抗 CYP2A14 抗血清は，福原守男博士（国立健

康・栄養研究所）から供与された．抗ラット

CYP2A2 抗血清は，第一化学薬品（東京）から購

入した．また，抗ラットCYP1A1 抗血清は既報4)

に従い，調製した．

⑷ 実験動物の薬物処理

雄性のCHハムスター（体重約 20 g）を，それ

ぞれ未処理群，PB 前処理群およびMC前処理群

の 3群に分け，1群 3匹とした．PB-Na 塩は生理

食塩水に溶解し 80 mg/kg/day の用量で，一方，

MCはコーン油に溶解し 20 mg/kg/day の用量で，

いずれも 2日間腹腔内に投与した．最終投与日の

翌日に CH ハムスターを屠殺して，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の動物実験研究倫理審査委

員会の承認を得た上で，「中村学園大学（含む短期

大学部）における実験動物のための指針」を遵守

し実施した．

2．肝Msによる TCB代謝

CH ハムスター肝Ms による TCB の代謝は既

報5)に準じて行った．すなわち，40 mM TCB を

NADPH生成系（0.33 mM NADP，5 mM G-6-P，

G-6-P 脱水素酵素 1.0 unit），6 mM MgCl2および

ハムスター肝 Ms（1 mg protein）を 100 mM

HEPES 緩衝液（pH 7.4）とともに合計 1mLとし

て，37℃で 20 min インキュベートした．その後，

代謝物を chloroform-methanol（2 : 1）1mLおよ

び n-hexane 3 mL で 3 回ずつ抽出した．抽出液

は TMS 化後，GC-ECD に付した．各 TCB 代謝

物の TMS 誘導体の保持時間は次の通りである．

3-OH-CB52（8.27 min），4-OH-CB52（8.67 min），

3-OH-CB70（8.78 min），4-OH-CB70（9.08 min），

5-OH-CB77（11.37 min），4-OH-CB78（12.26

min）．なお，代謝物の定量は，各TCB の検量線

を用いて行った．

GC-ECD の条件は次の通りである．分析機器，

電子捕獲型検出器付きガスクロマトグラフ

HP5890 Series II（Hewlett-Packard 製）； カラム，

DB-1 フューズドシリカキャピラリーカラム（15

m × 0.25 mm i.d.，0.33 mm 膜厚，J&W Scien-

tific 製）；キャリアーガス，N2（1mL/min）；カラ

ム温度，200℃；注入口温度，250℃；検出器温度，

250℃．

3．その他

肝 Ms のタンパク質の定量は，Lowry らの方

法29) 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．また，総 CYP

含量，7-ER O-脱エチル化活性および coumarin

7-水酸化活性は，それぞれ Omura and Sato30),

Prough ら31) および Yamazaki ら32) の方法で測

定した．肝Ms の SDS-アクリルアミドゲル電気

泳動およびウエスタンブロッティングは，

CHハムスター肝によるTCB代謝 33
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Guengerich らの方法33) で行った．CYP タンパ

クの免疫染色に用いたコニカイムノステインキッ

トはコニカ㈱から購入した．

実 験 結 果

1．肝薬物代謝酵素に対する CYP誘導剤の影響

Table 1 には，CH および GS ハムスター肝Ms

中の総 CYP 含量，7-ER O-脱エチル化活性およ

び coumarin 7-水酸化活性に対する CYP 誘導剤

の影響を示した．まず総CYP含量は，GSハムス

ターでは，PB 前処理で未処理 Ms の 1.5 倍に，

MC 前処理で 1.9 倍に増加したが，CH ハムス

ターでは，PB およびMCのいずれによっても未

処理の約 3倍と有意に増加した．次に，MCで誘

導される CYP1A1 の特徴的な活性である 7-ER

O-脱エチル化活性を比較すると，GS ハムスター

ではMC前処理により未処理Ms の 16 倍に増加

したが，CH ハムスターでも同様に，MC によっ

て未処理Ms の 9.1 倍に顕著に増加した．さらに，

CYP2A 酵素の特徴的な活性である coumarin 7-

水酸化活性は，GS ハムスターでは PB 前処理で

未処理の 1.3 倍であったが，CHハムスターでは

PB により未処理の 4.6 倍に増加した．しかし，

両ハムスターともに，MC前処理により，それぞ

れ未処理の 21％および 52％と激減した．

2．CHハムスター肝 Msによる CB52，CB70

および CB77 の代謝

CH ハムスター肝Ms による TCB 代謝を調べ，

GS ハムスターの結果と比較した．Fig. 2 には，

CH ハムスター肝Ms による CB52 代謝物のGC-

ECD クロマトグラムを示した．その結果，未処

理，PB 前処理および MC 前処理の CH ハムス

ター肝Ms において，1 本の代謝物ピークがいず

れも保持時間 8.67 min に検出された．このピー

クは PB前処理により顕著に増加した．標準品と

の比較から，3-OH体（保持時間 8.27 min）では

なく，4-OH 体の TMS 誘導体と保持時間が一致

した．同様に，TMS 誘導体として，CB70 の3-

OH 体と 4-OH 体は保持時間 8.78 min と 9.08

min に，CB77 の 5-OH体と 4-OH体は 11.37 min

と 12.26 min に検出された．以下，各ピーク面積
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Table 1 Effect of CYP inducers on liver microsomal monooxygenases in CH and GS hamsters

CYP inducer
Total CYP content
(nmol/mg protein)

7-ER O-deethylase
(nmol/min/mg protein)

Coumarin 7-hydroxylase
(nmol/min/mg protein)

CH hamstera)

None
0.486 ± 0.027

(1.00)
0.063 ± 0.009

(1.00)
0.385 ± 0.047

(1.00)

PB
1.459 ± 0.339＊

(3.00)
0.124 ± 0.024＊

(1.99)
1.753 ± 0.480＊

(4.55)

MC
1.435 ± 0.153＊

(2.95)
0.572 ± 0.185＊

(9.13)
0.081 ± 0.012＊

(0.21)

GS hamsterb)

None
1.025
(1.00)

0.179
(1.00)

0.255
(1.00)

PB
1.502
(1.47)

0.114
(0.64)

0.341
(1.34)

MC
1.917
(1.87)

2.865
(16.00)

0.132
(0.52)

＊Significantly different from the control, p＜ 0.05.
a）Each value represents the mean ± S.D. of three CH hamsters and those in parentheses are the relative ratio

to the control.
b）The data were cited from our previous report23) and each value represents mean of duplicate determinations

of pooled microsomes from ten GS hamsters. Coumarin 7-hydroxylase activity represents mean of duplicate

determination of pooled microsomes from three GS hamsters.
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Table 2 Effects of CYP inducers on the metabolism of CB52, CB70 and CB77 by CH and GS hamster liver microsomes

CYP inducer

Metabolite formed (pmol/min/mg protein)

CB52 CB70 CB77

3-OH 4-OH 3-OH 4-OH 5-OH 4-OH

CH hamstera)

None N.D.
20.1 ± 3.3
(1.00)

N.D.
22.3 ± 4.2
(1.00)

N.D. N.D.

PB N.D.
68.0 ± 15.0＊

(3.38)
N.D.

83.0 ± 25.1＊

(3.73)
N.D. N.D.

MC N.D.
25.1 ± 2.8
(1.25)

N.D.
18.2 ± 0.4
(0.82)

N.D. N.D.

GS hamsterb)

None
6.3 ± 0.5
(1.00)

5.6 ± 0.3
(1.00)

5.9 ± 1.4
(1.00)

46.8 ± 2.1
(1.00)

N.D. N.D.

PB
20.1 ± 0.2＊

(3.19)
11.1 ± 0.3＊

(1.98)
40.7 ± 2.1＊

(6.90)
59.0 ± 2.3
(1.26)

0.9 ± 0.7 N.D.

MC
3.6 ± 0.4＊

(0.57)
15.2 ± 0.6＊

(2.71)
N.D.

96.4 ± 9.6＊

(2.06)
0.4 ± 0.1 3.6 ± 0.7

＊Significantly different from the control, p＜ 0.05. N.D., not detected.
a）Each value represents the mean ± S.D. of three CH hamsters and those in parentheses are the relative ratio to the control.
b）The data were cited from our previous reports5)23) and each value represents the mean of triplicate determinations of

pooled microsomes from ten GS hamsters.

Fig. 2 GC-ECD chromatograms of the trimethylsilylated derivatives of CB52
metabolite by liver microsomes from untreated (A), PB-treated (B) and
MC-treated (C) CH hamsters.



から生成量を算出した．

Table 2 に各 TCB 代謝物の定量結果を示した．

その結果，CB52 および CB70 は非常によく似た

代謝パターンを示した．すなわち，未処理，PB

前処理および MC 前処理のすべての CH ハムス

ター肝Ms では 4-OH 体のみを生成した．また，

この生成は PB 前処理により，CB52 で未処理の

3.4 倍，CB70 で未処理の 3.7 倍に顕著に増加し

た．一方，CB77 は，CH ハムスター肝Ms では，

全く代謝物は生成されなかった．これらの結果か

ら，CHハムスター肝Msによる代謝は，GSハム

スターと大きく異なり，CB52 と CB70 に対して

3-水酸化ではなく，4-水酸化を触媒すること，こ

れらの TCB 代謝活性は PB 誘導性酵素によって

触媒されること，CB77 に対しては代謝活性を示

さないことが明らかになった．

3．CHハムスター肝Msの免疫染色

CH ハムスター CYP2A14，ラット CYP2A2 お

よびラット CYP1A1 に対する抗血清を用いて，

CH ハムスター肝Ms 中の CYP2A14 タンパクの

検出を試みた．Fig. 3A に示すように，すべての

CH ハムスター肝Ms において，抗 CYP2A14 抗

血清と交差反応するバンドが 1本検出され，さら

に，このバンドは PB 前処理Ms で顕著に増加し

ていた．また，抗ラット CYP2A2 抗血清を用い

た場合にも同様に，PB 前処理Ms で濃いバンド

として検出された（Fig. 3B）．なお，抗ラット

CYP1A1 抗血清を用いた場合には，MC 前処理

Msでのみ，1本のバンドが検出された（Fig. 3C）．

これらの結果から，CYP2A14 は CH ハムスター

肝Ms において，構成的で PB 誘導性の CYP で

あることが確認された．

考 察

従来，PBは，ラット，マウス，GSハムスター，

モルモットおよびヒトなど，多くの動物肝におい

て，CYP2B 酵素を顕著に誘導する代表的な

CYP2B 誘導剤として知られている．これに対し，

Fukuhara らは，GS ハムスターと全く異なり，

CH ハムスター肝では，PB 前処理により，

CYP2B 酵素が全く誘導されず，その代わり

CYP2A 酵素が顕著に誘導されることを報告し

た18)20)．本研究において，CH ハムスターを PB

で前処理した際，最初の投与から 24 時間後も睡

眠作用が継続していた．この事実は，Fukuhara

らの報告と同様に，PB の代謝酵素（CYP2B 酵

素）が誘導されていない，あるいは極めて少ない

ことを示唆していると思われる．

今回，CH ハムスター肝 Ms による 3 種類の

TCBの代謝を調べたところ，CB52 と CB70 に対

し，4-OH 体のみを生成し，3-OH 体は全く生成

されなかった．また，この活性は PB前処理によ

り，4倍に増加した．さらに，このTCB代謝の誘

導パターンは，CYP2A 酵素の特徴的な活性であ

る coumarin 7-水酸化活性の誘導パターンとよく

一致していた．これらの結果から，CB52 と

CB70 の 4-水酸化酵素として，CYP2A 酵素の関

与が示唆された．さらに，抗 CYP2A14 抗血清を

用いた免疫染色の結果，PB 前処理により，

CYP2A14 タンパクが顕著に増加することが確認

された．Fig. 4 に，CHハムスターおよびGSハム

太 田 千 穂 ほか５名36

（ 36 ）

Fig. 3 Immunoblot analysis of liver microsomes from CYP inducers-treated CH hamsters with
antiserum against CYP2A14 (A), rat CYP2A2 (B) and rat CYP1A1 (C). Lanes Con, PB and MC
contain liver microsomes (10 mg protein each) from untreated, PB-treated and MC-treated CH
hamsters, respectively.



スターの CYP 分子種による TCB 異性体の推定

代謝経路を示したが，CH ハムスターにおける

CB52 と CB70 の 4-水酸化は，CYP2A14 によっ

て主に触媒されていることが示唆された．なお，

CYP2A14 は coplanar PCB の CB77 に対しては

代謝活性を有していなかった．

ヒト血中には，PCB異性体だけではなく，それ

らの PCB 代謝物である 4-OH 体も，高濃度で検

出されている34)．4-OH 体のうち最も多いのは，

4-OH-2,2ʼ,3,4ʼ,5,5ʼ,6-heptachlorobiphenyl

（CB187）で，次いで 4-OH-2,2ʼ,3,4ʼ,5,5ʼ-hexa-

chlorobiphenyl（CB146）や4-OH-2,3,3ʼ,4ʼ,5-

pentachlorobiphenyl（CB107）が多い．これらの

構造は，4位水酸基の両隣（3および 5位）に塩素

が置換されているのが特徴であるが，現在のとこ

ろ，これらの生成に関与するヒト CYP 分子種は

特定されていない．前述のように，PCBの 4位水

酸化を触媒できる CYP としては，ラット

CYP1A1，ラット CYP1A2 および GSハムスター

CYP2A8 が挙げられるが，CYP1A 酵素は主に

coplanar PCB を基質にしていることから，ヒト

CYP2A 酵素が最有力であろう．最後に，現在，

入手困難ではあるものの，このユニークな CHハ

ムスターを用いた検討により，今後，5 個以上の

塩素が置換された高残留性 PCB 異性体の代謝研

究がさらに進展することが期待される．

総 括

1．3 種類のTCB（CB52，CB70 および CB77）に

つき，CHハムスター肝Msによる代謝を調べ，

GS ハムスターと比較した．CB52 と CB70 の

代謝について，GS ハムスター肝Ms では，両

PCB から 3-および 4-OH 体が生成されたが，

CH ハムスター肝Ms では，両 PCB のいずれ

からも 4-OH 体のみが生成された．また，こ

の代謝活性は GS ハムスターではMC 前処理

で増加したが，CHハムスターでは PB前処理

により著しく増加した．一方，coplanar PCB

の CB77 は，CHハムスター肝Msにより全く

代謝されなかった．
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Fig. 4 Postulated metabolic pathways of CB52, CB70 and CB77 by CYP isoforms in CH
and GS hamsters. N/A, not applicable.



2．CH ハムスター肝Ms が有する CB52 と CB70

に対する 4-水酸化活性の CYP 誘導剤による

誘導パターンは，coumarin 7-水酸化活性のそ

れとよく一致していた．

3．抗 CYP2A14 抗体および抗ラット CYP2A2 抗

体を用いた免疫染色の結果，CHハムスター肝

Ms 中の CYP2A14 タンパクは，CB52 および

CB70 の 4-水酸化活性と一致して，PB前処理

により顕著に増加した．

以上の結果から，Fukuhara らにより報告され

た PB 誘導性の CH ハムスター CYP2A14 は，

CB52 および CB70 の 4-水酸化反応を特異的に触

媒することが示唆された．
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