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ア ニ リ ソ誘導体の メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン

( M e t H b) 形成と構造
一

括性相関

一 試験管内法に よ る検討
-

金沢大学医学部衛生学講座 (主 任 : 橋本和夫教授)

演 中 ま さ み

(平成4 年1 2月27 日受付)

ア ニ リ ン 誘導体は広く化学工業の 生産過程で取 り扱わ れ て い る 有機化学物質
で ある 一 九 人体に 後天性 メ ト ヘ モ グ ロ ビ

ン ( M e th e m o glo b i n , M e t H b) 血 症, 神経障害そ の 他の 有害作用を及ぼす
こ と が 知 られ て い る ･ 本研究 で ほ ア ニ リ ソ 誘導体 に お

ける M e t H b 形 成能 の 予測 を 目的 と して ,
肝代謝活性系 を用 い た 試験管内法 に よ り ′ 1 9 種類 の

パ ラ 位 ア ニ リ ソ 誘 導体 の

M e t H b 形成率を 調べ ,
こ れ と物理 ･ 化学的構造 との 相関を解析 した ･ そ の 結果 ,

M e t H b 形成率25 % に あた る ア ニ リ ソ 誘導体

濃度( M e t H b 25) は , ア ル キ ル 及 び
ハ ロ ゲ ソ 類な どの 同族体に つ い て は ･ 化学物質の 疎水性 をあ らわ す油

･ 水分配係数 lo g P と

の 相関性 が高く .
ま た

,
l o g P と水素結合性 の 有無をあらわ すダ ミ

ー 変数を 説明変数とする と , 全物質 で 有意 な相関関係が得 ら

れ た . M e t H b 25 は ま た , 立 体的置換基定数である M R , L とも高い 相 関性を 示 した ･

一 方 , 定性的に は化合物円の 電子吸引性部

位 の 存在の 場所 に よ り M e t= b 形成能が 高く な る傾向がみ られ た が ･ 電子的置換基定数
で あ る q と は 有意な 式は得 られ なか っ

た . 以上 の こ と よ り, 試験管内で の ア リ ニ ソ 誘導体の M e t = b 形成機構 で ほ , 置換基 の 疎水軋 立体効果 , 水素結合性 が活性

発現に 対 し重要と な る可 能性が 示 唆され ると とも に , 今後 こ れ ら の 構造特性か ら , M e t H b 形成能未知 の 物質に つ い て の 予測 の

可能性が開か れ た .

K e y w o r d s a n ili n e d e riv a ti v e s , i n vit r o , m e t h e m o g lo bi n , S
- 9 mi Ⅹ

, Q S A R

後天性 メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン ( M e th e m o gl o bi n , M e tH b) 血症ほ ,

血 球中に 存在す る M e t H b 還元系の 能力を越え て ,
M e t H b の 産

生を促すよ う な 化学物質 へ の 暴露 に よ りひ きお こ され る｡ 本症

を ひき お こ す代表的な化学物質 と して は 1 亜硝酸塩 ,
ア ニ リ ソ

系色素煩 ,
ア セ ト ア ニ リ ド

,
ス ル フ ォ ナ ミ ド , ニ ト ロ グ リ セ リ

ソ な ど多数知 られ て い る
1)

. こ れ らの うち とく に ア ニ リ ソ 誘 導

体に よ る M e t H b 血 症
2
およ び 神経障害性に つ い て ほ , 古くか ら

多くの 報告 がある . 当教室原田
恥 は

,
か つ て

, 各種 ア ニ リ ソ 誘導

体 と マ ウ ス 胎児由来線維芽細胞 B alb/ 3 T 3 と の 試験管内で の 直

接反応に よ っ て ,
ア ニ リ ン 誘導体の 毒性 が ,

一

般 に 化学物質の

生物活性を決め る 上 で 重要 と考え られ て い る疎水性 と , 高い 相

関を示 す こ と を 明 らか に した .
こ れ は

,
ま た ア ニ リ ン 誘導体の

皮膚障害貯
)4)
の 高 さ を示 唆す る結果でもあ っ た ､ 原 田は ま た ,

ア ニ リ ン 誘導体と ヘ モ グ ロ ビ ン と の 試験管内で の 反応の 結果生

じた M e t H b を , 導電点電気泳動法 で 分析 し , 誘導 体に よ る

M e t H b 形成能 の 差を 明 らか に した . しか し
,
こ の 研究 で は ア ニ

リ ン 誘導体の 代謝 に つ い て 考慮 しなか っ た た め , 試験物質の 構

造 と M et H b 形成 と の 間に 有意な相関関係を見い だ し得なか っ

た . 本研究は ,
ア ニ リ ソ 誘導体に おけ る M e t H b 形成 能の 予測

を 目的 と して ,
ラ ッ ト肝由来の 代謝活性系 およ び ラ ッ ト血液を

用い た試験管内法を用い て , 7 ニ リ ソ 誘導体の M e t H b 形成率

と 物理 ･ 化学的構造 との 相関分析を試み た . こ の 結果芳香族ア

A b b r e via ti o n s : D M S O , di m e t h yl s ulf o xid e ; M e t H b ,

ミ ソ は
,

一 般 に 試験管内で ラ ッ ト血 液と そ の ま ま 反応 させ て も

M e t H b 形成能を 示 さな い が , 肝由来の 代謝活性系 を共存 させ

る と M et H b を形 成する こ と が 明らか とな っ た . ま た 誘導体 の

M e t H b 形成能 と こ れ に 係わ る物理
･ 化学的構造因子 と の 相関

を重回 帰分析法 に よ っ て 検 討 し た . ま た 試 験管 内法 に よ る

M e t H b 形成能 を 生体内の 形成能 と比較す るた め ,
ア ニ リ ン 誘

導体 を ラ ッ ト腹腔内に 投与 し ,
一 定時間後 の 血 中 M e t H b 量を

測定 した . こ の 結果 . 両者の M e t H b 形成能の 間に 有意 の 相関

が得 られ , 生体 内の M e t H b 形成能推定の た め の , 試験管内法

の 有用性が示 醸 され た .
これ ら の 成蹟を 報告す る ･

材料お よび方法

Ⅰ . 被験物質

ア ニ リ ン 誘導体 と して ,
1 . ア ニ リ ン , お よ び そ の パ ラ 誘導

体で ある 2 . ♪
- ト ル イ ジ ン

,
3 . β- エ チ ル ア ニ リ ン , 4 ･ ♪- プ ロ

ピル ア ニ リ ン
,
5 . 介イ ソ プ ロ ピ ル ア

ニ リ ン
,
6 . 伸一プ チ ル ア

ニ リ ン
,
7 . ターフ ル オ ロ ア ニ リ ン ,

8 ･ ♪- ク P ロ ア ニ リ ン , 9 ･

♪
- ブ ロ モ ア ニ リ ン , 1 0 . クーヨ

ー ドア ニ リ ン
,
1 1 ･ ク

ー ア ミ ノ フ ェ

ノ ー ル
,
1 2 . ♪- ア ニ シ ジ ン ,

1 3 . ♪
- フ ェ ネ チ ジ ン

,
1 4 t ♪

- ア セ ト

ア ミ ノ フ ェ ソ , 1 5 . クーア ミ ノ
ベ ン ゾア ミ ド , 1 6 ･ ♪一フ ェ ニ レ ン ジ

ア ミ ン
, 1 7 . ♪

- ニ ト ロ ア ニ リ ン
,
1 8 . ♪

一 ア ミ ノ ベ ン ゾイ ッ ク ア ミ

ドメ チ ル エ ス テ ル ,
1 9 . ♪- ア ミ ノ ベ ン ゾイ ッ ク ア ミ ド エ チ ル

エ

m e t h e m o g lo bi n ; M R , m Ol ar r ef r a ctiv it y O x y H b ･

0 Ⅹyh e m o g lo bi n ; Q S A R , q u a n tit ativ e st r u ct u r e
-

a C ti vit y r ela ti o n s hip ; S D , S p r a g u e
- D a w l e y



ア ニ リ ソ 誘導体 の メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 形成

ス テ ル ( 図1) を 用い た . ア ニ リ ン の み 和光純薬 工業 (大阪) に

ょ り, 他 ほす べ て 東京化成工業(東京) よ り入 手 した ■

Ⅱ . 使 用動物

8 週令 S p r a g u e- D a w l e y 系 (S D) ラ ッ ト (体重 2 50 士10 g) を

S L D (静岡) よ り , 実験 の 数 日前に 購 入 し, 2 2 土2 . 0 ℃恒温室 で

固形飼料 ( M F , オ リ
エ ン タ ル 酵 札 束京) と水を 自由に 摂 らせ

て飼育 した .

Ⅲ . 採決方法

ネ ソ ブ タ
ー ル ( ダ イ ナ ポ ッ ト ,

大阪) 麻酔下 , 右心房 よ り ヘ パ

リ ン 処理 した 注射器 を 用 い て 行 っ た .

Ⅳ . H b 濃度測定 ( シ ア ン M e t H b 法)

ヘ モ グ ロ ビ ン テ ス ト ワ コ
ー (和 光 純薬 工業) を 用 い て ,

5 40 n m に お ける吸光度を測定 し, ヘ モ グ ロ ビ ン 濃度を 求め た .

Ⅴ . ア ニ リ ン誘導体 によ る M e t H b 形成反応

1 . 試験管法に お ける M e t H b 形成率 の 測定

O h ta ら
6}
の 方法を 参考に ,

H b 濃 度が 1 . 8 g/ dl に な る よ う

に
,
ラ ッ ト赤血 球懸濁液を調整 し(全 量2 ･ 5 m l) , これ に ラ ッ ト

肝由来の 代謝活性系 S - 9 mi Ⅹ C O -f a c t o r ( オ リ エ ン タ ル 酵母) 0 ･ 5

m l と ア ニ リ ン 誘導体溶液0 . 0 5 m l を 加えて 反応液 と し, こ れ を

37 ℃
,
3 0 分 間恒温槽に て 170/ m i n の 振 とう速度で イ ン キ エ

ペ ー

ト した .
ア ニ リ ン 誘導体溶液 (19 種煩) は , 最終濃度が0 . 0 5

,

0 . 1
,
0 . 5 , 1 . O m M と した が , 誘導体の 中 で , 精製水 に溶け ない

もの に つ い て は ,
2 0 % ジ メ チ ル ス ル ホ オ キ シ ド (di m e th yl

s u lf o xid e
,
D M S O ) (和光純薬工業) で 溶か した の ち , 反応液に 加

えた . な お
, 予備実験に よ っ て , 2 0 % D M S O に よ る M e t H b 形

成が な い こ と を 確か めた . 30 分の 反応後 , 反応液 2 m l を と り ,

これ に リ ソ 酸緩衝液 (0 . 2 7 7 % K H 2P O 4 , 0 . 2 8 9 % N a 2 H P O 4 .

0 .0 5 % T rit o n x l O O ; p H 7 . 8) 1 0 r n l を加 え , 1 0 ,0 0 0 × g , 1 0 分冷

却遠心 した . 遠心 に ほ 高速冷却遠心機 (20 P R- 5 日立 , 東京) を

用 い た .

2 . 生体に お け る M e t H b 形成率 の 測定

ラ ッ トに ア
ニ リ ン 誘導体溶液を体重 1k g あた り10 m l 腹腔内

投与 した . そ の 1 時間後に 血液 0 . 4 m l を 右心 房 よ り採血 し, こ

れ に リ ン 酸緩衝液 12 血 を加 えた .

VI . M e t H b 洪Ij 定 ( シ7 ン M e t H b 法)

1 . 2 . よ り得 られ た と清を 4 本 の ガ ラ ス セ ル に 3 m l ず つ 分

注 した . こ れ を N o . 1
～ 4 . と し , E v ely n & M a1l o y の 方 法

T)
に

従 っ て ,
N o . 1 . に は

_
上清の み , N o . 2 . に は10 % K C N (和 光純薬

工業) 2 滴 ,
N o . 3 . に は20 % K 3F e ( C N )6 ( 和光純薬工業) 2 滴 ,

N o . 4 . に は10 % K C N お よ び20 % K 3F e ( C N )6 2 滴ず つ を 加え て

R R

1 . ･ H l l . ･ O H

2 .
･ C H 3 1 2 . ･ O C H 3

3 . ･ C 2 H 5 1 3 . ･ O C 2 H 5

4 . . C 3 H 7 1 4 . ･ C O C H 3

5 . . C H - C H 3 1 5 . ･ C O N H 2

とH ｡ 1 6 . ･ N H 2

6 . - C 4 H 9 1 7 . ･ N O 2

7 . _ F 1 8 . - C O O C H 3

8 . . Ct 1 9 . ･ C O O C 2 日5

9 . ･ 8 r

l O . -l

F ig . 1 . C h e mi c al s t r u c tu r e s of a niIi n e d e ri v a ti v e s e x a mi n e d

i n th i s s t u d y . A l1 1 9 c o m p o u n d s a r e
P -

S u b stit u t e d

d e riv a ti v e s .

10 1 5

混和 し, 6 3 5 n m に お い て 吸光度を測定 した . 測定 に ほ200 - 2 0

型 ダブ ル ビ ー ム 分光光度計( 日立) を用い た . これ らの 値を用い

て
,
以下の 式 に よ り ,

M e t H b ( % ) を 求めた .

M e tH b ( % ) =
N o . 1 の 吸光度

-

N o . 2 の 吸光度

N o . 3 の 吸光度
- N o . 4 の 吸光度

Ⅶ . M e t H b 25 算出法

上 記に よ り求め た M e tH b (% ) を プ ロ ビ ッ ト変換 し, 被験物

質濃度の 対数値に 対する回 帰方程式を最小 2 乗法で求め , こ れ

か ら M e tH b 形成率25 % に 相 当す る被鹸物質 の 濃度 を算出 し

た .

Ⅶ . 構 造 一 着 性 相 関 (q u a n tit a ti v e s t r u c t u r e
-

a Ct ivi t y

r el a ti o n s h i p , Q S A R )

M e t H b 形成に 係わ ると考 え られ る QS A R パ ラ メ
ー

タ を化合

物側か ら検定 し, 選定 した . 疎水性 パ ラ メ
ー

タ の l o g P は [ じ

L O G P ] に よ り算出 し, 電子的 パ ラ メ
ー

タ の うち H a m m e tt の

q 以外 は [ M O P A C - P M 3] に よ り計算 した . H B は ダ ミ ー 変 数

と し, H B l は 水素受容性 の も の に 1 を 与え ,
H B 2 は 両 性

(水素受容性か つ 水素供与性) の もの に 1 を 与え, い ずれもそ の

他を 0 と した . M e t H b 形成率25 % に あた る ア ニ リ ソ 誘導体濃

度 ( M e t H b 25) と l o g P , H B , M R , L の 解析 は H a n s c h らの 方

法
8) に 従 い P A S A R 重 回 帰 分析 プ ロ グ ラ ム を 用 い て ,

F A C O M
,
M 36 0 R コ ン ピ

ュ

ー

タ
ー に て 行 っ た .

Ⅸ . 等電点電気泳動

M e t H b 形成磯序を解析す るた め , 1 m M p- ク ロ ロ ア
ニ リ ソ と

の 反 応 で 得 られ た M e tH b に つ い て 等 電点電気泳動 ( L K B

P A G プ レ
ー ト

, P H 3 . 5 ～ 9 . 5) を T o m o d a
2 4}
ら の 方法 で 行 っ

た .

X . 統計学的検討

M e t H b 形成率の ア ニ リ ソ 誘導体濃度対数値に 対する 回 帰式

の 直線性 の 検定に は , 分散分析法 を用 い た . 構造活性相関分析

の た め 垂回帰式の 有意性は F 検定 に よ っ た .
い ずれも P < 0 ･ 0 5

を有意と した .

成 績

l . S - 9 mi Ⅹ C O - f a c t o r 添加の 検討

O h t a ら の 方 法
6}
に 準 じ た S-9 m i x の 添 加 の 有無 に よ る

M e t H b 形成の 速 い を19 物質に つ い て 検討 し,
こ れ らの う ち P-

ク ロ ロ ア ニ リ ン を 用 い た 結果を図 2 に 示 した . S-9 m i x は , S D

ラ ッ ト の 肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム よ り得 られ た 代謝活性化酵素で あり ,

これ が添加さ れ な い 場合は , M e t H b 形成が ほ と ん どみ られ な

い が
, 添加 され る こ と に よ り ア ニ リ ン 誘導体 の 代謝が な さ れ

M e t H b 形成が 行わ れた (図 2) . た だ し , 被験19 物質中, P 7

ノ フ ェ ノ
ー

ル の み
,
S-9 m i x の 添加 に 関係 なく M et H b 形成 が

あ っ た (図 3) .

Ⅱ . ア ニ
l
) ン誘導体の濃度と M e t H b 形成率の 関係

ア ニ リ ソ 誘導体 の 濃度と M e t H b 形成率の 関係を P- ク
ロ ロ ア

ニ リ ン を例と して 図4 に 示 した . 横軸 に ア ニ リ ソ 誘導体 の 対数

を とる と M e t H b 形成率と の 間に 有意な 直線関係が得 られ た ･

1 9 種煩の ア ニ リ ソ 誘導体の うち p- フ ェ
ニ レ ソ ジア ミ ソ

, ク
ー ア ニ

シ ジ ン 以外 の17 種莱酌こお い ても同様な結果が得 られ ,
そ れぞれ

ア ニ リ ン 誘導体 の 濃度が 0 . 0 5 ～ 0 . 5 m M の 範 囲内で ア ニ リ ソ 誘

導体 の 濃度に 依存 して M e t H b 形成率も上昇 した ･

Ⅲ . 構造 一 着性相関
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本研究に 用い た ア ニ リ ソ 誘導体 の M e t H b 封 の 逆数 の 対数値

l ｡ g (1/ M e t H b 25) と , 疎水性 lo g P ∴電子的置換基定数
q P

･ 立 体

的置換基定数 M R , L , ダ ミ
ー

変数 ( H B) を表 1 に ま と め て 示

す . 本実験 で の 構造
一

括性分析 に よ っ て得 られ た 回 帰式 の うち

統計学的に 有意 とな っ た もの の
一 部 を次に 示 した ･

L o g (1/ M e t H b 25) = 0 ; 9 5 8 l o g P
- 0 ･ 0 0 5

n
= 1 5 , r = 0 . 7 0 7

,
S

= 0 . 7 6 6 , F = 1 3 ･ O

L o g (l/ M e t H b 25) = 1 . 5 9 5 l o g P + 1 ■ 5 45 H B
- 1 ･ 71 1

n
=
= 1 5

,
r
= 0 . 9 1 8 , S = 0 .4 4 8

,
F = 3 2 ･ O

L o g (l/ M e t H b 2S) = 0 . 1 4 7 M R + 0 ･1 3 6

n
= 1 4 , r = 0 , 8 69

,
S
= 0 . 3 8 9 , F = 3 6 ･ 9

L o g (1/ M et H b 25) = 0 .7 1 4 l o g P
- 0 ･ 6 2 5

n
= 1 3 , r = 0 . 8 2 3

,
S

= 0 . 3 3 2 , F = 2 3 ･ 0
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D o s e( m M)
Fi g . 2 . E ff e c t s of S-9 m i x o n M e t H b f o r r n a ti o n i n v it r o

w it h P
-

C hl o r o a n ili n e . M e t H b f o r m a tio n w a s s e e n o n yl

u n d e r th e p r e s e n c e of S
-9 m i x aft e r in c u b a ti o n a t 3 7 ℃ f o r

3 0 m i n . 0 p O w it h o u t S - 9 m i x , ●
-

● wi t h S- 9

m i x .

0 . 0

D o $ e( m 叫
Fi g . 3 ･ M e t H b f o r m a ti o n i n vi t r o wi h 担 m in o p h e n oI w ith

o r wi th o u t S - 9 m i x . M e t H b f o r m a ti o n w a s s a m e aft e r

i n c u b a ti o n a t 3 7 ℃ f o r 3 0 m i n u n d e r th e p r e s e n c e o r

a b s e n c e of S ･9 rn i x .

. 0 1 1 0

D o s e( m M )
Fig . 4 . D o s e r e s p o n s e r el a ti o n s h ip of M

e tH b f o r m a tio n i n

v it r o wi h P- C hl o r o a nili n e . D o s e r e s p o n s e r el a ti o n s hi p of

M e t H b f o r m ti o n i n v it r o wi h P
-

C hl o r o a niIi n e . M e t H b 25 W a S

d e t e r mi n e d a ft e r a P r o bit tr a n sf o r m a ti o n of p
-

C h lo r o a n ili n e

c o n c e n t r a ti o n . M e t H b 25 0f o th e r a n ili n e d e ri v a ti v e s w e r e

d e t e r m in e d i n t h e s o m e m a n n e r .

L o g (1/ M e tH b 25 ( vi v o)) = 0 . 3 4 2 l o g (1/ M e t H b 25 ( vi tr o)) + 0 ･ 1 5 6

･ ‥ 5

n = 1 1
,
工

= 0 . 5 2 6
,
S
= 0 . 4 3 8 , F = 3 . 5

式 1 , 2 , 3 , は試験管内法 に おけ る回 帰式 で あ り , 式4 は 生

体内法に お ける 重回 帰式 である . 式 5 は試験管内 と生体に おけ

る M e t H b 形成率の 間の 回 帰式である ▲ 式 1 と 2 は全物質に つ

い て
,
式3 ほ l - C O N H 2 を 除く 全物質に つ い て の 式 で ある ･ 各

式で , n は 分析 に 用 い た ア ニ リ ン 誘 導体 の 数 ,
r は 重相関係

数 , S は標準偏差 を示 す . こ れ らの 結果よ り化合物 の 疎水 性が

高く , 置換基が か さ高 い ほ ど , M e t H b 形成能が 大きく ,
また 置

換基が水素結合性基の 場合 に は , そ の 効果は 増大する こ と が示

唆 され た . 図 5 に 示す よ うに ,
l o g P に おい て は 試験管内法 , 生

体法 ともに 有意な結果と な っ て い る . た だ し
,

-

C O N H 2 は 立体

的パ ラ メ
ー タ ( M R , L) と の 相 関に お い て例外物質 と な っ て い

る . 試験管内 と生体内の 間の l o g P に お ける相関 は囲 6 に 示 し

た .

Ⅳ . 等電点電気泳動

試験管内法 で の M e t H b 形成能の 最も強い 化合物 の 1 つ で あ

る
, ♪- ク ロ ロ ア

ニ リ ソ と の 反応 で得 られ た M et H b の 等電 点電

気泳動 パ タ
ー

ン を 図 7 に 示 す . 対 照 コ ン ト ロ
ー ル と S-9 m i x

c of a c t o r を添加 しな い も の を おい た と こ ろ , 対照ほ オ キシ ヘ モ

グ ロ ビ ン ( o x yh e m o gl o b i n , O x y H b) が 多 く 認め られ る の に 対

し, P- ク ロ ロ ア ニ リ ソ を 添加 した もの は , O x y H b) か ら部分酸

化物や完全酸化物で ある M e t H b へ と 変化 して い る こ とが 明ら

か で あ っ た .

考 察

M e t H b 血 症 ほ , 赤 血 球 中の ヘ モ グ ロ ビ ン の ヘ ム 鉄 が 2 価

(F e
2 +

) か ら3 価 (F e
3 +

) に 酸化 され て M e t H b 含量が 異常に 増加

する疾患であ る . 赤血 球は M e t H b 形成 の 進行に よ り溶血 が引

き起 こ され , 赤血 球の 酸素運搬能が低下す る . こ の た め 組織呼

吸が 不十分 と な り ,
とくに 末梢部は低酸素症 を お こ し, そ の 結



ア ニ リ ン 誘導体の メ ト ヘ モ グ ロ ビン 形成

果, チ ア ノ
ー ゼ

, 貧血 , 頭痛, め ま い ,
呼吸困難な どの 症状 を

呈する
g)

.

本研究は ,
ア ニ リ ソ 誘導体19 種類に お ける M e t H b 形成能を

測定す るた め の 試験管内法 を確立 し ,
つ い で そ の 構造

･ 活性相

関の 検討 を行 っ た ･ 化学 物質に よ る M e t H b 形成機構 に つ い て

は , 図8 の S t e p l で 示 すよ うに ア
ニ リ ソ 誘導体を は じめ と す

T a bl e l . P h y si c o, C h e mi c al p a r a m e t e r s of a nili n
e

C o m p o u n d

1 .
A n ili n e

2 . p
- T ol uidi n e

3 . p
- E th yl a nili n e

4 . p
-

n
- P r o p yl a nili n e

5 . p
-i s o - P r o p yl a nili n e

6 . p
-

n
- B u t yl a nili n e

7 . p
- Fl u o r o a n ili n e

8 . p
- C hl o r o a nili n e

9 . p
- B r o m o a n ili n e

l O . p
-I o d o a n ili n e

1 2 . p
- A ni sidi n e

1 3 . p- P h e n e tidi n e

1 4 . p
- A r n i n o a c et o p h e n o n e

1 5 . p
- A mi n o b e n z a mi d e

1 6
, p- P h e n yl e n di a m i n e

17 . p
- N itr o a nili n e

1 8 . p
- A mi n o b e n z o ic a cid m e th yl e s t e r

1 9 . p
- A r n i n o b e n z oi c a cid e thl e st e r

l e n g th a n d v a rio u s wi d
th

s u b s tit u e n t f r o m i ts p oi n t

dir e c ti o n s . H B : i n di c a t o r

1 0 1 7

る 芳香族 ア ミ ン は , そ の まま で は M e t H b 形成能を もた ず ,
肝

そ の 他の 組織 に 存在する チ ト ク ロ
ー

ム P 4 5 0 に よ っ て代謝活性

化 され ,
N- 水酸化体 に な っ て 初め て 作用があらわ れ る

10)
～ 1 2'

･ こ

の こ とほ , 図2 で み られ る ように S-9 m i x の 有無に よ る形成能

の 違 い か らも裏付け られる . 次 に S t e p 2 と して ,
赤血球 内に 到

達 し た N 一 水 酸 化体 ほ 0 Ⅹy H b と の 共 役 酸化
13 ト 16)
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1 0 1 8

0 Ⅹid atio n) に よ り ,
N一水酸化体自身 は N O 体 に な る と と も に

O x y H b ほ H b
- F e
3 +

( M e t H b) と な る . 生成 した M e t H b お よび

N O 体 は M e t H b 還元酵素
m
に よ り再び H b O 2

,
N 一 水 酸化体に

還元 され る . ま た N O 体は グル タ チ オ ン (G l u t a thi o n e , G S H ) と

の 反応
-8}
で 非酵素的むこも N -

水 酸化 体に 還 元 され る . 再生 した

N 一 水酸化体 が再 び M e t H b 形成 を行 う こ とに よ り結果的 に 少量

の N一水酸化体の 存在下で M e t H b 形成が 赤血球内で繰 り返 され

る
1 g)2 q)

( 因 8) .

3

Q
ゝ

盲

忘
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"

q

≡
¢

≡
､

こ

晋
l

2

0

) o g (1/ M e t H b 2 5) k 7 Vitr o

F ig . 6 . R el a ti o n s h ip b e t w e e n l o g (1/ M e t H b 25) i n v it r o a n d

l o g (1/ M e t H b 25) i n v i v o . R e g r e s si o n e q u a ti o n , l o g (1/

M e tH b 25 ( v i v o)) = 0 .3 42 I o g (1/ M e t H b 25 (v it r o)) + 0 .1 5 6

( n = 1 l , r = 0 .5 2 6 , S = 0 .4 3 8 , F = 3 9) . N o . of e a c h p oin t

c o r r e s p o n d s t o th a t i n F ig . l .

e o n t r o l

e l止o r o a n i追n e ( S 9 十)

e o n t r o l + F e だri

C u O r O a n ili n e ( S 9 +) 十 F e ロ d

c t Ll o r o 朋 1ili n e ( S 9
･

) + F e r ri

d 山 o r o a n i追n e ( S 9 ･)

F i g . 7 . I s o el e c tri c -f o c u si n g el e c tr o p h o r e sis p a tte r n s o n a

p oly a c r yla mi d e g el pl a t e ( p H 3 .5 ～ 9 .5) of r a t h e m o gl o b i n

s ol u ti o n s
I
w h i c h w e r e i n c u b a t e d wi th a n ili n e d e ri v a ti v e s .

S 9 , S - 9 mi Ⅹ ; F e r ri, p O t a S Si u m f e r ri c y a n id e . R e m a rk a bl e

m e th e m o gl o b in f o r m a ti o n w a,
S Ob s e r v e d i n p

-

C h l o r o a n ili n e

wi th S
- 9 mi x . O x yh e m o gl o b in w a s cl占a r y ob s e r v e d

W ith o u t S
-9 m i x .

次 に 本研究 で 用 い られ た試験管内法 に よ り得 られ た 結果を
,

い く つ か の パ ラ メ ー タ を 用い て 解析 した構造 ･ 活性相関と , 試

験管内法と生体内法の 結果に つ い て の 活性
･

活性相関 に つ い て

考察す る . 回 帰式1 ほ , 試験 管内法で 得 られ た結果 を , 疎水 性

パ ラ メ ー タ と して の n- オ ク タ ノ
ー ル ー 水分配係数 lo g P を 用い

て算出 した もの で あ る . こ の 式 は , 化合物 の 疎 水 性 が 増す ほ

ど
,
M e tH b 活性 が高 ま る こ と を示 して い る . これ に 水 素結合性

の 有無をあ らわ す ダ ミ ー 変 数 を 加えたも の が 重 回帰式 2 で あ

り , 置換基 が水素結合性 (h yd r o g e n b o n di n g p r o p e r ty) の 場合
,

そ の 効果ほ 増大す る こ とを 示 唆す る結果と な っ た . しか し , こ

れ ら の 式 に お い て , ア ニ リ ン
, ♪- ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル

, ♪- ア ニ シ

ジ ン お よび ♪
- フ ェ ニ レ ン ジア ミ ン ほ例外物質 と して Q S A R 解

析 よ り除外 した . こ れ ら は 一 高濃度を 用い て も
,
M e t H b 形成が

み られ なか っ た ため で ある . こ の 理 由 と して , ま ずア ニ リ ン に

つ い て は
, 置換基 の 存在 しな い こ と が 影響 して い る と 考え ら

れ
, ♪- フ ェ ニ レ ン ジア ミ ン (- N H 2) は , そ の 疎水性の 低 さで理解

でき る . ♪
一 ア ニ シ ジ ン トO C H ｡) が非活性 とな っ た 原因は な お不

明で ある が
, 高活性め ♪- フ ェ ネ チ ジ ン トO C 2 H 5) と , 置換基の 電

子吸引性 を示 す 0
･

P ( H a m m e tt の 電子的置換基定数) の 値 に そ

れ ほ ど差 がなか っ た こ と か ら
,
置換基 の 立 体因子が関与 して い

る可能性 が考 え られ る . 図5 ( A) で 示 した よ う に
, ♪一フ ェ ネ チ

ジ ン
, ♪- ア セ トア ミ ノ フ ニ ノ ン , ♪

- ア ミ ノ ベ ン ゾイ ッ ク ア ミ ド

メ チ ル エ ス テ ル
, ♪

- ア ミ ノ ベ ン ゾイ ッ ク ア ミ ド エ チ ル エ ス テ ル

が 回 帰直線 よ り はず れ た . こ れ らは全 て クー置換基 が水 素結合性

を有 して お り , こ の こ と が ダ ミ ー 変 数を加 え る根拠 と な っ た .

♪- ア ミ ノ フ ェ ノ
ー ル に つ い て は

, 図3 の よ うに S-9 m i x の 添加

に 関係なく M e t H b 形成 が み られ た . こ れ は
, P- ア ミ ノ フ ェ

ノ ー ル が 生体内で の ア ニ リ ソ 誘導体の 活性代謝産物で あると の

報告
21 ト 24)
が あり , そ の た め に S-9 m i x 添加 の 影響 を受けな か っ

たも の と 考え られ る . 次 に 回 帰 式 3 ほ t
モ ル 屈 折 を あ ら わ す

M R を用 い て算 出 した式 で ある . こ れ は 置換基が か さ高 い ほ ど

M et H b 活性 が増大する こ と を示 して い る . 図 5 (B) で 示 すよ

うに
, 回 帰直線 か ら クーア ミ ノ ベ ン ザ ア ミ ド トC O N H 2) がほ ずれ

て い るが
,
こ れ ほそ の 疎水性 が低く (l o g P = - 0 . 25) , 作用部位

と考 え られ る ヘ ム 蛋白 の 疎水性 ポ ケ ッ ト
10)
に 到 達 しに く い た

め , 結果的 に 立 体田子 が直接活性発現に 寄与 しな か っ た こ と に

よ る と 考 え られ る . 回 帰 式 4 は , 生体 内で 得 ら れ た 結 果 と

Io g P の 関係を 算出 した 式で ある が , 試験管内法 と同様 , 有意 な

相関が得 られ た . しか し M R で は
, 試験管内法に 比 べ 相関係数

が低く な り, ま た試験管内法 で は活性 の 低か っ た ア ニ リ ン が比

較的高い 活性 をあ らわ して い る . これ ほ生体法で の 解毒機構 に

お ける 未知の 部分をあ らわ し, 今後 の 研究 , 検討の 必 要性 がう

か が わ れ た . ケイ ソ プ ロ ピ ル ア
ニ リ ン , ♪

- ア ミ ノ ベ ン ゾイ ッ ク

ア ミ ド メ チ ル エ ス テ ル
, クーニ ト ロ ア ニ リ ン は , 生体法で は 溶媒

自体の M e tH b 形成以外の 臓器毒性の 可能性が あるた め , 高濃

度 で ほ 使用できず低濃度暴露 とな っ た た め , 十分 な活性が得 ら

れ ず今回 の 解析 よ り除外 した . 回 帰式5 は ∴試験管内と生体内

で の 活性 ･ 活性相関であ る こ と が こ の 結果 は相関 が十分 とは い

えず ,
そ の 要因 と して ∴試験管内で使用 した血 液 の ヘ モ グ ロ ビ

ン 濃度が 生体内の 条件 よ りも低い こ と , 生体 内で の 代謝磯構の

複雑 な こ とな どが 挙げられる . しか し , M e t H b 形成機構で は ,

置換基 の 疎水 性 , 立体効果 , 水素結合性が活性発現 に 対 し重要

となる可 能性が 示 唆 され ,
M et H b 形成能未知 の 物質 に つ い て

の 予測 の 可能性 が開か れ た .
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図7 ほ ア ニ リ ン 誘導体に よ っ て 形成 され た M e t H b の 等電点

電気泳動像 で あ り , オ キ シ
へ モ ク ロ ビ ン か ら M e t H b に 至 る各

種中間産物 の 存在を 示 し て い る . こ れ に つ い て ほ ,
当教 室原

酢 の ア ニ リ ソ 誘導 体2 2 種 に つ い て 等 電点電気泳動 に よ る

M e t H b の 形成を 示 した 報告がある . また M et H b 形成を 化学物

質に よ る毒性の 指標 とする報腎
5 ト 27) も多 々 知 られ て い る ･

以t , ア ニ リ ン 誘導体の M e t H b の 形成と 構造
･ 活性相関に

ょ る 分析 を行 い ∴試験管内で の 誘導体 の 代謝 , 活性 ,
お よ びそ

れ に 及ぼ す構造因子 に つ い て 新 しい 知見 を得た . 今後更に 誘導

体の 種類の 追加 や , 実験条件の 変化 な ど検討を加 え る こ と に よ

り , 生体内の 予測に よ り有効な試験管内法の 確 立が 可能と な る

と考 え られ る .

結 論

M e t H b 血 症を 引き起 こす こ と で 知 られ て い る ア ニ リ ン 誘導

体( a nili n e d e ri v a ti v e s) の M e t H b 形成能 の 予測を 目的と して 肝

代謝活性系を用い た試験管内法を確立 した . ま た M e t H b 形成

能と物理 ･ 化学的構造と の 相関分析を お こ な い ,
以下の 成績を

得た .

1 . β 位 の ア ニ リ ン 誘導体は , 試験管内で ラ ッ ト 血液 に お
い

て
,
ラ ッ ト肝 代謝活性系 S-9 m i x 存在下 で M e t H b 形成 を示 し

た .

2 . ♪- ア ミ ノ フ ェ ノ
ー

ル の み ほ ,
S-9 m i x の 存在下 , 非存在下

で 同等 の M e t H b 形成 を示 した .

3 . p 位 ア ニ リ ソ 誘導体の M e t H b 形成能は , 疎 水性や 置換

基の 水素結合性, 立 体効果などの 特性 に 依存 して ,
これ ら と有

意な相関関係 が得 られ た .

4 . 生体内お よび 試験管内で の 誘導体 に よ る M e t H b 形成能

の 間 に 有意な相関関係 が得られた .

5 . 以上 の 成蹟か ら, 生体 内に お ける M et H b 形成能の 予測

の た め の 試験管内法 の 有用性を確認 した ,
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th e p r e s e n c e of h y d r o g e n
- b o n di n g s ub stit u e n t , pr Od u c e d m or e s lg ni丘c an t r el ati o n sh

ip s th an W ith l o g P al o n e M et H b al s o

sh o w e d a sl g n
i fi c a n t r el ati o n sh ip wi t h s te ri c p ar am et e rS S u C h as M L an d L ･

M et H b f b rm ati o n te n d e d t o b e g r e ate r w i th el e c
-

tr o n - W i th dr a w l n g S u b sti t u e nts al th o u gh th e r el ad o n ship w i th ♂ , a H am m ett
l

s c o n sta nt c h ar a ct eri zi n g th e el e ctr o n
- W i th dr a w -

1n g p O W e r , W a S n Ot St atisti c al1 y s lg ni缶c a
n t ･

r

m is st u d y sh o w e d M et H b f o rm 1n g p Ot e n C y Of p
-S ub s ti tu te d a mi 1i n e s w a s li n e ar -

1 y d e pe n d e n t o n t h e pr o pe rti e s o
f s u b sti t u e nt s , S u C h as h y d r o p h o b i city ･ St eric e 飴c t a n d

h y d r og e n b o n di n g p o te n cy ･
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s e e m e d t o b e u s e fu l i n as s e s sln g th e p o te n c y o f

M et H b f or m ati o n of ch e m ic al s .


