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Abstract Previously, we have identified a large number of methylsulfonyl metabolites in tissues 
of mink treated with Clophen A50. Most of them were found to be derived from CBs with a 2, 
5-dichlorophenyl or a 2, 3, 6-trichlorophenyl ring. It is further necessary to investigate if CBs 
with a 2, 4-dichlorophenyl ring could be biotransformed to the sulfur-containing metabolites in 
animals. 
In the present study, 2, 2', 4, 4'-tetrachlorobiphenyl (TCB) was administered i.p. to rats, and 
liver, lung, kidney, adipose tissue and blood were analyzed for the unchanged CB and its 
metabolites. Both hydroxy and methylsulfonyl metabolites were detected in all tissues analyzed. 
Major metabolites were identified as 3-0H-2, 2', 4, 4'-TCB, 5-0H-2, 2', 4, 4'-TCB, 5-MeS02-2, 
2', 4, 4'-TCB and 6-MeS02-2, 2', 4, 4'-TCB. Total level of the four metabolites was estimated to 
be 1.5 μg/g wet weight in the liver, corresponding to similar level of the unchanged CB. The 
concentration ratios of 3-0H-to 5-0H-TCB and 5-MeSO.-to 6-MeS02-TCB were about 2: 3 
and 2 : 1, respectively, in liver and kidney. These results indicate that CBs with a 2, 4-dichloro-
phenyl ring can provide both hydroxy and methylsulfonyl metabolites that are retainable in 
tissues of rats. 

はじめに

ポリ塩化ビフェニル (PCB)の含硫代謝物の一つで

あるメチルスルホン体は体内残留性が高く，人間を含

む多くの哺乳動物の組織から検出，定量されてい

るs)9).PCB汚染の深刻なバルト海のアザラシの場合，

約30種のPCBーメチルスルホン体が残留PCBの約

1/20の濃度で脂肪組織に残留している10)ほか，肝臓や

肺組織には特定の構造を有するメチルスルホンが

PCBとほぼ同レベルで選択的に蓄積していることが

明らかになっている II)．最近，当教室でPCB混合物

(Clophen A 50)をミンクに投与したあとの組織内残

(31) 

留成分を分析したところ，野生動物中の組成と類似し

たメチルスルホン代謝物を確認し，それらは2,5-dich-

lorophenylまたは2,3, 6-trichlorophenyl骨格を有す

るPCBに由来していることを明らかにした．また， 2,

2', 4, 5, 5'-pentaCBをラットに投与すると，生体内で

3—および 4-MeS02 体が生成し，組織中に蓄積する 15).

そのうち 3-MeS02体は強力なフェノバルビタール型

の肝ミクロゾーム薬物代謝酵素誘導作用を示し，また

芳香族炭化水素水酸化酵素活性を投与量0.5μmo!/ 

kgで有意に上昇させることが分かった15)16)．こうして

2, 5ージクロロフェニル基を有する PCBの酵素誘導作

用には残留するメチルスルホン代謝物が深く関与して
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いることが示唆された．

一方， 4位に塩素置換したPCBは一般に代謝速度が

遅く，そのような異性体から含硫代謝物の生成，体内

分布に関する報告は少ない．水谷19)は2，2'，4,4'-

tetrachlorobiphenyl (2, 2', 4, 4'-TCB)のマウスにお

ける糞中代謝物として2種のメチルチオ体と 2種のメ

チルスルホン体を同定し，メチルスルホン体のみを肝

臓で検出している．またDarnerudら1)は3,3', 4, 4'-

TCBを投与した妊娠マウスの胎児にメチルスルホン

体が残留するのを確認している． PCBの水酸化体につ

いては糞中代謝物として多くの報告17)があるものの，

体内分布については十分に検討されていない．しかし

最近， 3,4-dichlorophenyl基を有する異性体から生じ

る水酸化代謝物が血液中に残留しやすいことがわかり，

それらの残留構造と毒性との関連性が注目されてい

る4)5)18>_

本研究では4位塩素置換を有する異性体の代謝研究

の一環として， 2,2', 4, 4'-TCB投与ラットの体内残留

成分の検索を行い，代謝物の組織残留性について検討

した．

実験方法

1.材料

動物はWistar系雄性ラット（体重約180g)を用

ぃ．屠殺前約18時間絶食させた．投与物質はパナセー

ト810に溶解し， 342μmol/kgを腹腔内に 1回投与し

た．投与96時間後に肝臓，腎臓，肺，脂肪組織，血液

を取りだし，分析試料とした．

2.試薬

2, 2', 4, 4'-TCBはUllman反応13)により合成し，そ

の構造は'H-NMRおよびEI-GC-MSにより決定し-

た． 3-Me0-2,2', 4, 4'-TCBは2,4-dichloroaniline 

と2,6-dichloroanisoleからCadogancoupling反応6)

にて合成し， 5-MeO -2, 2', 4, 4'-TCBは2,4-dich-

loroanilineと2,4-dichloroanisoleを用いて同反応に

より合成した． 5-MeSO.―2,2', 4, 4'-TCBの合成は既

報8)に従い， 6-MeS02-2,2', 4, 4'-TCBは2,4-dichlor-

oanilineと3,5-dichlorothioanisoleのCadogan反

応．つづいて酸化反応によって合成した．内標準物質

は3-MeS02―4-Me-2',3', 4', 5, 5'-pentaCBを用いた．

溶媒は残留農薬試験用または高速液体クロマトグラフ

ィー用を用いた．

, 3.試料の精製

1)抽出

既報1)に準じて試料の精製を行った．肝臓，腎臓，肺

(32) 

組織それぞれ約lgを内標準物質220ngを含むアセ

トン：ヘキサン(1: 1)混液30mlに加え．ポリトロン

ホモジナイザー (KINEMATICA)で2回抽出し，無

水硫酸ナトリウムで脱水’ろ過した．抽出液をヘキサ

ン溶液とし，それに約30mlのリン酸水溶液 (0.1M 

比PO.,0.9% NaCl)を加えて振り混ぜ，ヘキサン層

を取りだし，濃縮して残査（脂肪分）を秤量した．血

液はその約1mlを内標準物質を含むlMKOH／エタ

ノール (7:3)溶液4mlに加え， 50~60℃で約1時間

加温した．その後． 6M塩酸1mlで酸性としたあと．

ヘキサン： tertーブチルメチルエーテル (9: 1)の混液

5mlで3回抽出した後，濃縮して脂肪分を秤量した．

脂肪組織は肝臓などと同様にホモジナイザーで処理し

た後，濃縮し，そのまま脂肪量を測定した．

2)ゲルパーミェーションクロマトグラフィー

(GPC) 

Bio Beads S-X 3 (200~400 mesh,バイオラッド）

約50gをヘキサン：ジクロロメタン (1: 1)混液に加

ぇ，一晩膨潤させたものをカラム管(SR25/45,ファ

ルマシア）に充墳し，送液ポンプ (LC-6A,島津）か

ら流速4ml/minで同溶媒を流した．各抽出物は同溶

媒約1.5mlに溶かした液を 2mlのループを取付けた

サンプルインジェクタ (7725,レオダイン）でカラム

に導入し，約140~180mlの分画をフラクションコレ

クタ (FCV-lOOB,SCL-6A,島津）で分取した．分

画した液は濃縮後，ヘキサン溶液としGC/MSおよび

GC/ECD分析の試料とした．

4.定性，定量

1)ガスクロマトグラフィー／質量分析 (GC/MS)

代謝物の同定は日本電子JMS-AX505質量分析計

-JMA-DA5000装置を用いて， EIモードで測定した．

GCカラムにはDB-5(30mX0.25mm内径， J&W

Scientific Inc)を用い，スプリットレスで70℃(2min)

から 220℃へ20℃/minで．っづいて 280℃へ3℃/

minで昇温し， 30分間一定に保った．メチルスルホン

代謝物の定性は合成した代謝物のGC保持時間および

マススペクトルより行った．水酸化体についてはGPC

による溶出液をヘキサン溶液（約5ml) とし， lM

KOH／エタノール (7:3)溶液2mlで抽出した．分離

した水層に 6M塩酸1mlを加えて酸性にし，ヘキサ

ン：tertーブチルメチルエーテル(9:1) 10 mlで2回抽

出した．この液を濃縮し．ジアゾメタンのエーテル溶

液 (N-methyl -N'-nitro -N -nitrosoguanidineと

NaOH水溶液との反応により調製）を加え； 1時間放

置した後，GC/MSを測定し，スペクトルおよびGC保
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持時間を合成したメトキシ体と比較した．

2)ガスクロマトグラフィー (GC/ECD)

主な代謝物の定量はGPCによる精製後にメチル化

を行わずにGC/ECDで定量した．定量値は得られた

クロマトグラムの代謝物の内標準物質に対するピーク

面積比を求め，代謝物ビークと内標準ピークは同一量

で同一面積であると仮定して計算した．

結 果

Fig. lに2,2', 4, 4'-TCBを投与して4日後の肝臓

および肺組織の抽出物のGC/ECDを示す．未処理ラ

ットには見られないI,II, IIIおよびIVのビークが両

組織で確認された． GC/MS分析(Fig.2)の結果． Iお

よびIIのマススペクトルはそれぞれ質量数306の分

子イオンを与え，同位体存在比から 4塩素化の水酸化

体と推定された．両水酸化体の構造を確定するために．

II 

I 

し］
II 

| 

抽出物をジアゾメタンでメチル化した誘導体を合成標

準品と比較した． Table1に示すように， I,IIの誘導

体はともに M+-15(M+-CH,), M+-43 (M+-COCH8) 

およびM+-113 (M+-COCH,CI2)などのフラグメント

イオンを与えることからいずれも 3-MeO体である14)

と予想された．最終的に，合成した標準品のGC保持時

間との比較によって， Iは3-0H-2,2', 4, 4'-TCB, II 

は5-0H-2,2', 4, 4'-TCBに相当するビークであると

推定した．一方，III,IVのマススペクトルは質量数368

の分子イオンを与えるため， 4塩素化のメチルスルホ

ン体と推定した．IIIはM-35のイオンが基準ピークと

なる特徴的なフラグメントイオンを与えることから，

メチルスルホンのオルト位置換体と推定された．こう

して合成標品との比較により，IIIは6-MeS02―2,2', 4, 

4'-TCB, IVは5-MeS0.-2,2', 4, 4'-TCBと同定され

た．

(A) 

IV 

I IS 

(8) 

w 

こ
IS 

10 15 20 25 30mln 

Fig. 1 ECD gas chromatograms of extracts from liver (A) and lung (B) of rats treated with 2, 2', 4, 
4'-TCB. 

Table 1 Identification of methylated derivative of hydroxy metabolites (I and II) in liver 
of rats dosed with 2, 2', 4, 4'-TCB. 

GC retention time m/e Relative abundance (%) 
(relative to IS) M M-15 M-43 M-113 

I (methylated) 0.4499 320 78 20 22 10 

II (methylated) 0.4772 320 80 15 25 32 

3-Me0-2, 2', 4, 4'-TCB 0.4502 320 77 18 28 10 

5-Me0-2, 2', 4, 4'-TCB 0.4775 320 80 12 33 35 

IS: internal standard, 3-MeS0.-4-Me-2',3',4',5,5'-pentaCB 

(33) 
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Fig. 2 EI mass spectra of metabolites I, II, Ill and N in liver extract. 

Table 2 Concentrations (μg/g wet weight) of unchanged CB and its metabolites in tissues 

of rats treated with 2, 2', 4, 4'-TCB. 

compounds Liver Lung Kidney Adipose 

3-0H-2, 2', 4, 4'-TCB 0 46士0.11 0.12土0.05 0.21士0.09 ND 
5-0H-2, 2', 4, 4'-TCB 0.61±0.23 0.44土0.14 0.33土0.16 ND 

ratio (3-0H/5-0H) 0.75 0.27 0.64 

6-MeS0,-2, 2', 4, 4'-TCB 0.13士0.05 0.01土0.01 011土0.04 0.35士0.13

5-MeS0,-2, 2', 4, 4'-TCB 0.28土0.09 0.37土0.13 0.29士0.10 1.08士0.32

ratio (6-MeS0,/5-MeSO,) 0.46 0.03 0.38 0.32 

unchanged CB 1.34士0.42 1.30土036 1.00土0.33 113士41.7

total metabolites 1.48土0.48 0.94土0.33 0.94士0.39 1.43士0.45

ratio (unchanged CB/metabolites) 0.91 1.38 1.06 79.0 

Values are means士S.E. for four rats 

同定した 4種の代謝物の各組織中の残留濃度を

Table 2に示す．肝臓，督臓および肺組織では水酸化

体およびメチルスルホン体がほぽ同レベルで検出され，

代謝物の濃度の合計は未変化体の濃度とほぼ同じであ

った．一方，脂肪組緑には末変化体が 113μg/gの濃度

で残留し，その約 1/80に相当するメチルスルホン体が

(34) 
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残留した．しかし水酸化体は検出されなかった．血液

中には末変化体と同レベルの水酸化体 (O.OSμg/ml)

およびメチルスルホン体 (0.06μg/ml)が検出された

が，組織中の濃度に比べるとかなり低いことが分かっ

た．代謝物の濃度を異性体別にみると，肝臓および腎

臓で3-0Hーと 5-0H-TCBの残留比は約2:3,一方5

-MeS02―と 6-MeSO.-TCBの残留比は約2:1であ

った．肺組織では3-0H体，および6-MeS.02体の濃度

がかなり低かった．

考 察

ノンコプラナーPCBである 2,5ージクロロフェニル

基を有する PCB異性体は体内でメチルスルホン体と

して体内に残留し，多くの野生動物体内からも検出さ

れている．しかし， 4位に塩素置換したPCBから含硫

代謝物の生成の有無，体内分布については十分検討さ

れていない．本研究では2,4ージクロロフェニル基を有

する PCBがどの様な代謝物を与えるかを検索し，そ

の組織内残留性を検討した．その結果， 2,2', 4, 4'-TCB 

をラットに投与すると水酸化体およびメチルスルホン

体の両代謝物が組織から高濃度で検出された．その残

留濃度は2,3', 4', 5-TCB投与によって生ずるメチル

スルホン代謝物と比較すると， l/5~1/10の濃度（未発

表）であるが， 4-位塩素置換のPCBの与える代謝物と

しては予想以上に高い残留濃度であるように思われる．

水谷19)は2,2', 4, 4'-TCBをマウスに投与したとき肝

臓にメチルスルホンが残留し，その濃度は未変化体の

約1/80であると報告しているが，今回のラットによる

実験では末変化体の約1/3に相当するメチルスルポン

の肝臓内分布が認められた．

一方，水酸化体の体内残留性については十分検討さ

れていない．最近の2,3', 4', 5-TCBのラット体内動

態研究（末発表）では，水酸化代謝物の組織残留性は

低い．しかし，本研究で2,4ージクロロフェニル基を有

する PCBから代謝される水酸化体はメチルスルホン

体と同程度の残留性を有することが明らかとなった．

吉村ら21)22)はカネクロール400の成分の 1つである

2, 3', 4, 4'-TCBをラットに投与し，フン中代謝物とし

て3-0H-2,3', 4, 4'-TCBおよび5-0H-2,3', 4, 4'— 

TCBを同定している．本研究で検出された水酸化体の

構造も同じ置換体であることから， 2,4-ジクロロ置換

タイプのPCBはラット体内で共通の代謝過程を経て，

分布することが予想される．

最近， Bergmanら2)はアザラシやヒトの血液に

PCB水酸化体が選択的に蓄積していることを明らか

(35) 

にし．その構造上の特徴は4-0H-3,5-dichloroーまた

は3-0H-2,4-dichloro—置換を有すると報告している．

このような構造を有する水酸化体は血液中のチロキシ

ン結合タンパク質との相互作用によって毒性を生じる

ことが指摘されている4)5)．本実験で同定した3-0H-2,

2', 4, 4'-TCBもそのような構造上の特徴を有するが．

血液中への選択的な取り込みは見られなかった．しか

し，血液中の代謝物は未変化体と同レベルで検出され

た．

われわれは2,5ージクロロ置換タイプのPCBの与え

る代謝物のうち，3-MeS02体はフェノバルビタール型

の強力な酵素誘導能を有し，このタイプのPCBの酵

素誘導作用に3-MeS02体が重要な役割を果たしてい

ることを明らかにしている．水酸化体については， 2,

3', 4, 4'-TCBの代謝物である 5-0H-2,3', 4,4'-TCB 

の急性毒性は母化合物よりもはるかに強いことが山本

ら22)iこよって報告されている． 2, 2', 4, 4'-TCBは

PCB製品中の主成分ではない20)が．水酸化体および

メチルスルホン体が高濃度で組織に残留していること

は．このタイプのPCBの毒性発現にこれらの代謝物

が関与している可能性がある．

総 括

2, 2', 4, 4'-TCBをラットに腹腔内投与し．その代謝

物の組織内分析を行った結果， 2種の水酸化体および

2種のメチルスルホン体が肝臓，腎臓および肺組織か

ら検出された．その代謝物の構造はGC/MSにおける

合成標準品との比較の結果， 3-0H-2,2', 4, 4'-TCB, 

5-0H-2, 2', 4, 4'-TCB, 5-MeS02-2, 2', 4, 4'-TCBお

よび6-MeS0.-2,2', 4, 4'-TCBであると推定された．

組織のうち肝臓，腎臓および肺では両代謝物が未変化

体と同濃度で残留した．肝臓および腎臓では水酸化体

は3-0H:5-0H=2: 3,またメチルスルホン体は5-

MeS02 : 6-MeS02=2 : 1の残留比を示した．肺では3

-OH体および6-MeS02体の濃度は，かなり低かっ

た．一方，脂肪組織中には未変化体濃度の約1/80に相

当するメチルスルホン体が残留したが，水酸化体は検

出されなかった．血液中でも両代謝物が未変化体と同

濃度で検出された．本研究の結果， 2,4-ジクロロフェ

ニル骨格を有する PCBの代謝物の組織残留性は高い

ことが明らかになった．
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