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ア ニ リ ン 誘導体 の 細胞毒性
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ア ニ リ ン 誘導体 は広く化 学工 業の 生産工 程 で 取り扱わ れ て い る有機化学物質で あ り
， 近年

．
ポ リ

ウ レ タ ン ． 合成 ゴ ム な どの 原料 と して ま す ます 生産量が増加 し つ つ ある ． 本研 究で は ，
こ れ ら化学物質

の毒性予滑法開発 の
一

環と して動物実験法 に か わ る 試験管内に お け る毒性試験 代替法 を試み た ． ア ニ リ

ン誘 導体24 種類 に つ い て
，

B a lb 1 3 T 3 培養細胞 へ の l o g E D 5。 と l o g A T P 5。は有意 な正 の 相関を示 した ．

L o g く11 E D J ＋ p o
－

くp 二 回帰係数
，

0
．

こ 電子 的置換 基定 掛 は
，

n
－

オ ク タ ノ ー ル ー 水分配係数 l o g P と

の関連性で 3 種 類 に 分類 で き
，
各々 l o g P の 2 次関数と して 表 され た ． ア ニ リ ン誘導体と ヒ トヘ モ グ ロ

ビン との 反応 で は
，
24 物質 中11 物質 に メ ト ヘ モ グ ロ ビン 形成と 2 物質 に ヘ モ グ ロ ビ ン の 変性 が み ら れ

た ■ B a lb 1 3 T 3 細胞 と初代培養肝細胞 と の共存培養くC O －

C ult u r eI で は
，
ア ニ リ ン誘導体の E D 5。が さ ら に

小 さ くな り
，

ア ニ リ ン誘導体が 代謝 を受 けて よ り 毒性の 強い 物質 に 変化す る可能性が 示 唆され た ． ア ニ

リ ン 誘導体と核 酸塩基 と の 結合性 は認 め られ な か っ た ．

K e y w o r d s a n il in e d e ri v a ti v e s
，

B alb 1 3 T 3
，

C y t O t O Xi city ，
m e t h e m o g l o bi n

，

Q S A R

ア ニ リ ン誘導体 は ， 染料 ，
プ ラ ス チ ッ ク

，
溶剤

， 殺

虫剤 ， 発色色素 と して 広 く化学工業 の 生産工 程 で取 り

扱われ て い る
l，

． これ ら ア ニ リ ン 誘 導体 の 健康 障 害性

に つ い て は
，

一 部皮膚障害性
2

や メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 血

症をお こ す こ とが 知 られ て お り
31

， 変異 原性 の 報告 も

ある
4I

． しか し
，

その 他多く の ア ニ リ ン 誘 導体 の 健康

障害性に つ い て は
，

な お 十 分 な知 見が 得 ら れ て い な

い ． ま た
，

ア ニ リ ン誘 導体の 毒性機序 に つ い て は ， 不

明な点が多く 残さ れ て い る ．

本研究 は
， 障害性未 知の ア ニ リ ン 誘導体の 毒性予測

法開発と毒性機序の解 明を目的 と し て
， 動物実験に 代

わる試験管内に お け る 毒性試験代替法 を試み た ． こ の

ため に
，

まず皮膚機能 や 障害 性研究 その 他に 広く 利用

さ れ る B al b1 3 T 3
，
Cl o n e A 3 1 く線 推芽 細胞1 を用 い

て
， こ れ に 及ぼ す ア ニ リ ン 誘導体自体 の 致死効 果 ，

お

よ び
，

エ ネ ル ギ ー 産生 系 へ の 作用 と
，

一

般に 化学物質

A b b r e vi ati o n s ニ A C D
，

a Cid cit r a t e d e x t r o s e

の生物活性を決 め る上 で 重要と考 え られ て い る疎水性

との 相関を調 べ た ． こ の 結果 ， ア ニ リ ン誘 導体 の毒性

は
，
電子 的効果 を考慮す る こ と に よ り疎 水性 と高 い 相

関 を示 す こ とが 明か と な り ，
その 毒性を疎水性 との 関

連で 考察し た ． この こ と は
，

また
，
生体 が曝露 を受 け

たと き に 皮膚吸収性が高 い こ と を示 して い る ． そ こ で

ア ニ リ ン 誘導体 が 体内 に 吸収 さ れ た の ち に 血 中に 入

り
，
血 液 と反応 をお こ す可能性 を考え て

，
ア ニ リ ン 誘

導体と ヒ ト ヘ モ グ ロ ビン と の 試験管内で の 反 応 を調 べ

た ． ま た ． 血 液 との 反応 の み なら ず
，
血 中の ア ニ リ ン

誘導体が 肝臓 へ 運ば れ
，

そ こ で 何ら か の 代謝 を受 け る

可能性も 十分 に 考 えられ る こ とか ら
，

ア ニ リ ン 誘導体

の 代謝産物の 作用 を知る た め に
， 上記 B alb J

I3 T 3 細胞

と ラ ッ ト の 初代培養肝細胞と の 共存培養 に お け る ， ア

ニ リ ン 誘導体の 致 死作用 を調 べ た ． 更 に
一

部の ア ニ リ

ン誘導体 に つ い て ， 変異 原性 に つ い て検 討 す る た め

A T P
，

a d e n o si n e t ri p h o s p h at e i D M E M
，

D ulb e c c o
，

s m o difi．ed E a g l e m e di u 町 D M S O ， di m e t h y l s u lf o x id e 三 E D T A
，

e th y le n ed i a m i n e

t et r a c etic a cid ニ m et H b
，

m et h e m o g l o b i n ニ O X y H b
， O X y h e m o gl o b in ニ P B S

， p h o s p h a t e b uff e r

S ali n e ニQ S A R
， q u a n tit a tiv e s t r u ct u r e － a C tiv it y r el a ti o n s h ip



2 3 4

に
， 核酸塩 基 との 反応性 を調 べ た ．

材料お よ び方法

I ． 試 薬及 び器具

ア ニ リ ン 誘導体 と し て
，

ア ニ リ ン
，

ニ ト ロ ア ニ リ ン

く0
－

，
m －

， p
－1 ，

フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン く0
－

，
m －

， p
－1 ， ト ル イ

ジ ン く0 －

，
m

－

， p
－1 ，

ア ニ シ ジ ン く0
－

，
m －

， p
－1 ，

ク ロ ロ ア ニ

リ ン く0
．

，
m

－

， p
－1 ，

ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル く0
－

，
m

．

， p
－1 ，

ア ミ

ノ 安息香酸く0
－

，
m

－

， p
－1 ， p

一 エ チ ル ア ニ リ ン お よ び p
－ プ

ロ ピル ア ニ リ ン く図 1 1 を東京化成工 業 く東京1 よ り入

手 し た ． こ れ らの 試験物質 は
，
水 に 溶 け に く い も の も

多い た め
，

ジ メ チ ル ス ル ホ オ キ シ ド くdi m et h yl
r s u lf o

－

x id e
，
D M S Ol く和光純 薬 ，

大阪1 を溶媒 と して 用 い た ■

A d e n o si n e t ri ph o s ph a t e くA T P ト測定 の た め に A T P

抽 出試薬 と A T P H E P E S 緩 衝 液 くと も に T u r n e r

d e si g n s ， U S A l を用 い た ． 化学発光 の 測定 に は ル ミ カ

ウ ン タ
ー ■ 1 0 0 0 帽 音医理 科器械 ， 東京1 を用 い た ． 培

養に は ，
3 5 m m デ ィ ッ シ ュ くF al c o n 社 ，

U S A l を使

用 し
， 共 存 培 養 に は ト ラ ン ス ウ ユ ル くC o st a r社 ，

U S A l を用 い た ．

王工 ． 培養細胞

B alb 1 3 T 3
，
C l o n e A 3 1 く線 維芽 細胞1 を A m e ri c a n

T y p e C u lt u r e C oll e ct o n くU S Al よ り 入 手 した ． 初代培

養肝細胞 の 調整 は
，
既 に 報告 され て い る方法

5，6一
に 基づ

き行 っ た ． 第 1 段階の湾流 に は
，

ハ ン ク ス 液 か ら カ ル

シ ウム イ オ ン くC a
2＋

1 を除き
，

エ チ レ ン ジア ミ ン 四酢 酸

くeth yl e n ed i a m i n e t e t r a a c e ti c a cid
，
E D T A H 和光 純

X 三

勤 を 加 え た 前 湾 流用緩 衝液 を用 い
， 第 2 段 階 に コ

ラ ー ゲ ナ
ー

ゼ く和光純 薬1 を加 え た コ ラ
ー

ゲ ナ
ー ゼ 溶

液 を用 い た ． ま た ， 細 胞洗 浄 剛 こ冷蔵 保 存 し た グル

ベ ッ コ 変法イ
ー グ ル 培地 くD u lb e c c o

，

s m o d ifi e d E a gl e

m e d i u m
，
D M E M H G i b c o 社 ，

U S A l に1 0 ％仔牛血清

くGib c o 社1 を 入 れ た血清 培地 を使用 し た ．

IIt ． 培 地

B alb 1 3 T 3 細胞 の 培養 に は
，

D M E M 溶 液 に 上 記

10 ％仔牛血清 を 入 れ て 血 清培地 と した も の を使用 し

た ． 初代培 養肝細胞 は
， 摘 出直後 よ り ，

上 記血 清培地

に デ キ サ メ サ ゾ ン くSi g m a 社 ，
U S A l lO．

8

M
，

イ ン

シ ュ リ ン くSi g m a 社1 2 x l OJ 9
M と ペ ニ シ リ ン ース ト レ

プ ト マ イ シ ン 溶液 くG ib c o 社1 5 万単位ノ5 00 m l を加 え

て使用 した ，

l V ．
ヒ ト ヘ モ グ ロ ビ ン溶液 の 調 整

ヒ ト ヘ モ グ ロ ビ ン は
，

日 本赤十字 セ ン タ
ー 金沢支部

よ り得 た ヒ ト A C D くa cid ci t r a t e d e x tr o s el 保存血 儲

血 後 3 別 を用 い て ，
T o m o d a ら

7，
の 方法 に よ り 調整

した ． 最終 ヘ ム 濃度 は 3 m M と し た ．

V ． 試験 物質の 培養細胞 へ の 曝露

継代維 持 して い る B al b J 3 T 3 細 胞 を ， 細 胞密度が

1 X l O
4
c ell sJ c m

2

と な る よ う 35 m m デ ィ ッ シ ュ に ま き ，

3 7
0

C
，
1 0 ％ C O 2 下 に て 培 養 し た ■ 試験物 質 は 100 ％

D M S O 溶 液に 溶解 した の ち
，
血清培地 に て 10 0 0 分の

1 に 希釈 し ，
で き る だ け D M S O 濃度 を薄く して細胞

へ の 毒性 が少 な い よ う に し た ． そ し て p H を正 確に

7 ．5 に 合わ せ た の ち ， 0 ． 2 叫 m メ ン プ レ ン フ ィ ル タ
ー

1 ．
H

2 ．
0 － N O z

3 ．
m － N O ユ

4 ． p
－ N O ユ

5 ．
0 － N I壬ユ

6 ． m － N H ヱ

7 ． p
． N H ヱ

8 ．
0 － C H 3

9 ． m － C H 3

1 0 ． p
－ C H 3

11 ． 0 － O C H 3

1 2 ． 汀ト O C H 3

1 3 ． p
－ O C H 3

1 4 ．
0 － C l

1 5 ． m － C l

1 6 ． p
－ C l

1 7 ． 0 － O H

1 8 ．
m － O Ii

1 9 ． p
－ O H

2 0 ． 0 － C O O H

之1 ．
m － C O O 鴇

Z 2 ． p
－ C O O H

23 ． p
－ C ヱ H 5

2 4 ． p
－ C 3 H 7

F i g ． 1 ． C h e m i c al st ru C t u r e S O f a n ili n e d e ri v a ti v e s e x a m i n e d i n th i s s t u d y ．

D e p e n d i n g o n s u b s tit u ti o n ，
2 4 d e ri v a ti v e s a r e p r e s e n t an d th e y a r e w i d el y

u s e d a s i n d u st ri al c h e m i c al s ．
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Fi g ． 2 ．

2 3 5

E ff e c t s of a nili n e d e ri v a ti v e s o n B a lbノ3 T 3 c e ll s i n c ult u r e a t 7 2 h o u r s a ft e r e x p o s u r e t o

くaJ c o n t r ol
，

to ．1 ％D M S OI ， くbJ a n il in e l O m M
， くcl o

－

ni tr o a nili n e l m M
，

O r くdl o －

ph e n yl e n e di a m i n e

O
－5 m M ． T h e n u m b e r o f c ell s e x p o s ed t o o

－

n itr o a nili n e a n d o
－

ph e n yl e n e di a mi n e w a s m u c h
d e c r e a s e d th a n th o s e of a nili n e e v e n th o u gh th ei r c o n c e n t r a ti o n w a s m u c h l o w e r th a n a n ili n e ．

S c a l e b a r
，
1 0 JL m ．
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に て ろ過滅菌 し ， 設定 した 5 濃度 に 希釈 した ． 希 釈に

は
， p H 7 ．5 の ろ過滅菌 し た0 ． 1 ％ D M S O を含む 血清培

地 を使 っ た ． 細胞播種15 時間後 ，
デ ィ ッ シ ュ 内の 培地

E D
5 0

L o g c o n c e n t r ati o n oT o －t OI uidi n eくm M I

Fi g ． 3 ． D o s e
r r e s p o n s e r el a ti o n s hi p of o

－ t Ol u idi－

n e ．
E D 5。 W a S d e t e r m i n e d a ft e r a P r o b it

t r a n sf o r m a ti o n o f c ell v i a b ilit y o f B al bノ3 T 3

c ell s ． E D 5。 V al u e s o f o t h 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 i n e d i n t h e s a m e m a n n e r －

を減圧 吸引 し
，

か わ りに 試験 物質 を溶 か した血清培地

を各濃度毎 に 2 デ ィ ッ シ ュ
， 各々 2 m l ず つ 入 れ ， 3 7

0

C
，
1 0 ％ C O 2 下 に て さ ら に 培養 を続 けた ． な お

，
コ ン

ト ロ
ー ル と して は

，
0 ． 1 ％ D M S O の み を含 む血 清培地

を 用 い た く図 21 ．

V王． 試 験物質の 50 ％致死 量 くE D 5J

細胞 を試験物質 に 曝露 して か ら72 時間後に ， 細胞 を

ph o s p h a t e b u ff e r s ali n e くP B Slく1 m M E D T A
，
0 －2 ％

グ ル コ
ー ス1 に て 2 回 洗 い

．
0 ． 0 5 ％ ト リ プ シ ン

くSi g m a 勧 0 ． 5 m l を入 れ 細胞 を はく 離 し
，
E D T A 及

び グ ル コ ー ス 共 に 含 まな い P B S E 以 下 P BS く
－

1 とす

るコ を 1 ． 5 m l を加 え て 2 m l と し
，
う ち 1 m l を取り出

し て0 ．2 ％メ テ レ ン ブ ル ー 溶液 1 m l と 混ぜ
，

ト
ー

マ 氏

血 球計算盤 く日本臨床器械 ，
東京1 に て 1 デ ィ ッ シ ュ 2

回
，

染色さ れ て い な い 細 胞数 を数 え ，
そ の 値 を その 濃

度 に お け る細胞生存 数 と した ． コ ン ト ロ
ー ル の細胞数

を100 ％と し て 各濃度 に お け る細胞生存率 く％1 を プ ロ

ビ ッ ト変換 し
，

そ の値が5 ． 0 と な る濃 度 を そ の 試験物

質 の50 ％致死 量くE D 5J と した く図 31 ． 上 記 の測定 を同

一

物 質に つ い て 少な く と も 2 回以上 繰 り返 しお こ な っ

た ．
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刊1 ． A T P の 抽出
， 定量 と A T P 50

VI ． で 残 っ た細胞 浮遊液 1 m l を
，

P B S く － 1 に てさ

ら に 1 x l O
4

c ell sl m l に な る よ う に 希釈 し
，

その 1 m l

を A T P 抽 出 試薬 く1 m lJ と A T P H E P E S 緩 衝 液

く1 m り の 入 っ た 試験 管 に加 え ， 正 確 に 1 分間
，

回転 振

畳器に て激 しく 振逢 して A T P 抽 出を お こ な っ た ． こ

の A T P 抽 出液 か ら A T P 量 を測定 した ． A T P の 定

量 に は
，

ル シ フ ェ リ ン ール シ フ ェ ラ
ー

ゼ 反 応8I
を用 い

た ． ル シ フ ェ リ ン は ル シ フ ェ ラ
ー ゼ

，
M g

＋ ＋

， 0 2，

A T P の存在下で 次の 反 応に よ り化学発光 を生 じる ．

ル シ フ ェ リ ン ＋ A T P
ル シ フ ェ ラ ー ゼ

M g
＋十

ル シ フ ェ リ ン ーA M P ＋P －Pi

ル シ フ ェ リ ン ーA M P ＋0 2

ル シ フ ェ ラ
ー

ゼ

オ キ シ ル シ フ ェ リ ン 十 A M P 十C O 2 十 光

こ の 発光量 は A T P の 量 に 依存 す る た め
， 発光量 を

23 7

測定 す る こ と で A T P の 量 を算出した
87

． こ の A T P 豊

か ら
，

A T P が 対照群と 比較 して50 ％に 阻害 され る 濃

度を A T P 帥 と した ． こ の 際に も コ ン ト ロ
ー ル と比 較 し

た各濃度 に お ける A T P 産 生 率く％I を プ ロ ビ ッ ト変換

して求 めた ．

用 ． 試験物質と と 卜 ヘ モ グ ロ ビン と の 反応条件 と分

析

22種 の 試験物質と ヒ ト ヘ モ グ ロ ビ ン との 反応 を調 べ

るた め
，

ヒ ト ヘ モ グロ ビ ン溶液 く最終 ヘ ム 濃度 3 m M ン

に 試験物質 く最終濃度 10 m M
，
1 ％D M S O 判 を 加え

，

3 7
0

C 恒温槽 に て 5 時間振逢 させ た ． 得 られ た ヒ ト ヘ

モ グ ロ ビ ン 溶液 は
，
T o m o d a ら の 方法

91
で 等竜点電気

泳動くL K B P A G プ レ ー

ト ， p H 3 ． 5 へ 9 ． 51 を行 い
，

そ

れ を二 波長 T L C ス キ ャ ナ ー C S ．9 3 0 く島津製作 所， 京

都I で ゲ ル ス キ ャ ン ニ ン グ く630 n m l し て
， オ キ シ ヘ モ

グ ロ ビ ン
， 部分酸化塾 ヘ モ グ ロ ビ ン 2 種 お よ び メ ト ヘ

モ グ ロ ビ ン形成量 を求め
，

こ れ ら 4 種の ヘ モ グ ロ ビ ン

T a bl e l ． S t r u c tu r e ， E D 5 0
，
l o g P

，
0

－

，
a n d H B o f a n ili n e d e ri v a ti v e s

C o m p o u n d s t r u c t u r e E D 5 0
aくm M I L o g P

h
q

c

H B l
d

H B 2
e

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

6

7

0
八

U

9

ハ
U

1

2

3

4

1

1

1

1
ュ

l

l

l

l

l

1

2

2

2

2

2

A nili n e

O
－ N it r o a nili n e

m － N i tr o a n ili n e

p － N it r o a nili n e

O － P h e n yl e n e d i a m i n e

m
－P h e n yl e n e di a m i n e

p－Ph e n yl e n e di a mi n e

O
－ T ol uid i n e

m
－ T ol u idi n e

p
－

T ol u id i n e

o
－ A n isid in e

m － A ni sidi n e

p
－ A n is id i n e

o － C h l o r o a n ili n e

m －C hl o r o a nili n e

P
－ C hl o r o a nili n e

O
－ A mi n o ph e n ol

m－A mi n o p h e n oi

P－A m i n o ph e n ol

o
－ A m i n o b e n z oi c a cid

N H 2 C 6 H 5 1 ． 8 58

N H 2 C 6 H 4 N O 2 0 ． 5 20

N H 2 C 6 H 4 N O 2 0 ． 3 61

N H 2C 6 日 4 N O 2 0 ． 3 22

N H 2C 6 H 4 N H 2 0 ． 01 4

N I1 2 C 6 H 4 N H 2 0 ． 1 2 1

N H 2 C 6 H 4 N H 2 0 ．t12 1

N H 2C 6 H 4C Iも 0 ． 1 49

N H 2 C 6 H 4C Iも 0 ． 1 89

N H 2 C 6 H 4C 托i O ． 2 0 1

N H 2 C 6 H 4 0 C H 3 0 ． 0 7 4

N H 2 C 6 H 4 0 C H 3 0 ． 3 O I

N H 2C 6 H 4 0 C H 3 0 ． 0 2 8

N H 2 C 6 H 4C l o ． 2 O8

N H 2 C 6 H 4C 1 0 ． 3 8 8

N H 2C 6 H 4C l o ． 1 2 8

N Ii 2C 6 汀1 0 H o ． 0 1 5

N H 2C 6 H 4 0 H o ． o 8 4

N H 2C 6 H 4 0 H くナ． 0 2くI

N H 2C ts H 4C O O H Ii ． バ83

m－A m i n o b e n z oi c a ci d N H 2 C 6 H 4C O O H 1 6 ， 6 3 1

P－A mi n o b e n z oi c a cid N H 2 C 6 H ．1C O O H 1 7 ．
4 9 1

p
－ E th yl a n ili n e N H 2C 6 H 4C 2 H 5 0 ． 2 3 0

p
－ P r o p yl a nili n e N H 2 C 6 H 4C 3H 7 0 ． 3 47

0

0

7

9

5

2

2

n

U

9

0
0

3

0
0

2

0
0

3

2

7

ワ
ノ

ー

ハ
ノ

ー

3

6

9

9

8

3

3

1

4

3

3

4

3

つ

1

9

1

9

史
U

q
U

6

1

1

n
ノ

ー

2

8

9

4

0

1

1

1

0

0

n
U

l

l

l

1

0

丁

ュ

l

l

l

ハ
リ

ハ
リ

n
U

l

n
U

O

1

2

一

一

一

一

一

L

一
一

一

一

一

一

山

0
0

1

0

0

6

6

6

7

7

7

7

2

7

っ
J

7

つ
J

r
ノ

ー

リ
リ

7

L

コ

7

5

5

3

7

7

7

6

1

6

1

0

1

2

1

2

2

2

2

つ
J

1

3

4

3

4

1

1

n
U

n
U

n
U

n
U

ハ

U

O

n
U

n
U

n
U

n
U

n
U

n
U

n
U

n
U

ハ
U

n
U

n
l ノ

n
U

n
U

O

ハ
U

O

n
U

n
U

O

l

l

1

0

0

0

0

n
U

ハ

リ

l

l

l

n
U

n
U

n
U

n
U

n
U

n
U

n
U

ハ
リ

ハ
リ

ハ
リ

n
U

O

n
U

O

ハ

U

l

l

l

n

U

O

n
U

O

n
U

n

U

n
U

n
U

n
U

l

l

l

l

l

l

n
U

n
U

a

E D 5 0 W a S d e t e r m i n e d b y P r o b it t r a n sf o r m a ti o n of c ell vi a bility ．

b
p r e p r e s e n t s n

－

O C ta n Ol－W a t e r p a r titi o n

C O e 伍ci e n t
．

e

o
－

r e p r e S e n tS a H a m m e t c o n s t a n t ．

d
－

e

H B r e p r e s e n ts h y d r o g e n b o n d i n g of a c ti v e site ．

H B l a n d H B 2 r e p r e s e n t h y d o g e n a c c e p t o r a n d a m p hi p r o ti c s u b s tit u e n ts
，
r e S p e C ti v el y ．



2 3 8

中の メ ト ヘ モ グロ ビン の 割合 を求 め た ．

朕
． 初代増毛肝細胞 に よ る 共 存培養

初代培養肝 細胞く図 41 は
，
B al b 13 T 3 細胞 と 同時 に

培養 し た ． I ． で 求め た ト ラ ン ス ウ ェ ル くC o s t a r 社ン

の 上段 に 初代培養肝 細胞 を 1 x l O
5

c e11 sノc m
2

播種 し
，

下段 に B alb 1 3 T 3 細 胞 を V ． と 同様 ．
1 X l O

4

c ell sI

c m
2

播種 し た ． 上 段 に 培地 を 1 ． 6 m l
，
下段 に は 2 ． 4 m l

で 全体 で 4 m l の 培地を入 れ た ． 試験物質 は ， 上 段 の 容

器内に の み 入 れ る た め
，

V ． と 同様 の 濃度に な る よ う

調整 し
， 細胞 へ の 添加直前に

，
す で に あ る 培地 を減圧

吸引 し ，
P B S 仁1 に て よ く洗 い

， 培地内 に 残 っ て い る

ホ ル モ ン の 影 響を除 い たの ち
， 初代培養肝細胞 に 作用

さ せ た ． そ の 72 時間後 に B a lb 1 3 T 3 細 胞 の 表 面 を

P B S く1 m M E D T A
，
0 ． 2 ％ グル コ

ー ス1 に て 2 回洗 い
，

0 ， 0 5 ％ トリ プ シ ン 0 ． 5 m l を 加 え細 胞 を は く 離 し
，

0 ．2 ％メ ナ レ ン ブル ー 溶液 を 0 ． 5 m l 加 え て よ く混 ぜ
，

その生細胞数 を ト
ー マ 氏血球計算盤 に て 1 デ ィ ッ シ ュ

2 回数 え ．
VI ． と 同様 に 50 ％致 死 量 C O E D 即 を 求 め

た ．

X
． 試験物質 と核酸塩基 との 試験管内 で の 反 応

ア ニ リ ン
，

0 ． ト ル イ ジ ン
， p

－ フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン
，

0
一 と p－ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル と核酸塩基 と の 試験 管内で

の 反応 を しら べ た ． 核酸塩基は
，
2 m M の 2

，
－ デ オ キ シ

ア デ ノ シ ン
，
2

，

ザ オ キ シ シ チ ジ ン お よび チ ミ ジ ン の燐

酸緩衝溶液 く0 ． 2 M
， p E 7 ． 01 を用 い た ． こ れ と

，
0 ． 1 ％

D M S O に 溶 解 し た 1 m M の 試 験物 質 を37
0

C で
，

S ol o m o n ら
1 DI

の 方法に 準 じ て
，

3 週間反応さ せ た ， 反

応後 の 溶 液 2 声1 を 薄層 ク ロ マ ト くシ リ カ ゲ ル70 プ

レ ー りく和光純薬1 に ス ポ ッ ト し ， イ ソ プ ロ パ ノ ー ルノ

水 く2 ． 3ノ1 I に て 常 温 で 展 開 し た ． 数 時 間 後
，

13 u c h a n a n
l り

の 方法 に 準 じ て0 ． 5 ％ シ ス テイ ン の硫酸溶

液く3 N ンを噴弄 した の ち
，
8 5

0

C
，
1 0 分間加熱 した ． 上 記

3 種 の 核酸塩基溶液 と0 ． 1 ％ D M S O 溶液 と を 同様 に

反 応 させ た試料 を対照 と した ．

X l ． 構造 一

活性相 関 くq u a n tit a ti v e s t ru C t u r e － a Ct ．

i v it y r el a ti o n s h i p ， Q S A R I

F i g ．
5 ． R el a ti o n s h ip s b e t w e e n l o gく11 E D 訂＋ p J a n d l o g P

．
A n ili n e d e r i v a ti v e s sh o w e d p a r a b o li c

r el a ti o n sh i p s b e t w e e n th e c y t o t o x i cit y a n d l o g P ． T h e t o x i cit y i n c r e a s e d f u rth e r w h e n th e

C O m p O u n d s h a d h y d r o g e n a c c e p t a bl e くA l o r a m ph i p r o ti c s u b s tit u e n t s く田1 th a n th o s e h a vi n g

n o n h y d r o g e n b o n d e r s く■J． A b r o k e n li n e r e p r e s e n t s th e n e c e s sit y o f f u r th e r r e fi n e m e n t b y a d di n g

th e n u m b e r o f a m ph i p r o ti c s u b s tit u e n t s w hi c h h a v e g r e a t e r l o g P v al u e th a n th o s e e x a m i n e d i n thi s

St u d y ．



ア ニ リ ン誘 導体の 細胞毒性

疎水性 を示 す n
－ オ クタ ノ ー ル ー水分 配係 数 l o g P

は ，
m

－

， p
一 フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 以 外 は H a n s c h ら の

r T H E L O G P D A T A B A S EJ
12ユ

を 用 い た ． m －

， p
－

フ ェ ニ レ ン ジア ミ ン に つ い て は
，

F ujit a の 報 告
1 斜

に

従 っ た ． 電子 的効 果 を示 す 電子 的置換 基 定数 げ の 値

は
，
H a n s c h らの 報 告

14

聴 従 っ 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

性く水素受容性か つ 水素供与性1 の も の に 1 を与 え
，

い

ずれ も残 り を0 と した ． E D 甜 と l o g P
，

J
，

の 解析

は，
H a n s c h らの 方法

151
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 お こ な っ た ．

X H
． 統計学的検定法

E D 5。 と A T P 幻 の 相 関は P e a r s o n の横率相関係数 を

用い た ．

E D 5。と C O E D 5。 の 平 均値 の 差 の 検 定 は
．

S t u d e n t
，

s

T a bl e 2 ． E ff e ct of a n ili o n d e ri v a ti v e s o n A T P

くa d e n o si n e t ri ph o s p h a t eI c o n t e n t of B alb1
3 T 3 c ell s

C o m p o u d A T P 50

a

くm M l

1 A nili n e

2 0
－ N itr o a n ili n e

3 m
－ N it r o a nili n e

4 p
－ N itr o a n ili n e

5 0
－ P h e n yl e n e di a mi n e

6 m
－P h e n yl e n e d i a m i n e

7 p － P h e n yl e n e di a mi n e

8 0
－ T ol uid i n e

9 m － T ol ui di n e

l O p
－ T ol uidi n e

ll o － A n i sid i n e

12 m
－ A ni sidi n e

13 p
－ A ni sid i n e

1 4 0
－ C hl o r o a nili n e

1 5 m －C hl o r o a n ili n e

16 p
－ C hl o r o a nili n e

17 0 － A m i n o p h e n o l

18 m－A m i n o ph e n ol

1 9 p
－ A mi n o p h e n o 1

2 0 0
－ A m i n o b e n z oi c a cid

2 1 p
－ A mi n o b e n z oi c a cid

22 p
－ A m i n o b e n z oi c a cid

23 p
－E th yl a n ili n e

2 4 p
－P r o p yl a nili n e

1 ． 8 9 8

0 ． 3 7 8

0 ． 2 7 1

0 ． 2 8 0

0 ． 0 3 0

0
．
3 7 0

0 ． 0 3 5

0 ． 5 7 6

0 ． 6 0 8

0 ． 2 2 8

0 ． 6 7 0

0 ． 3 8 3

0 ． 0 1 6

0 ． 7 0 6

0 ． 6 0 1

0 ． 0 9 7

0 ． 0 3 7

0 ． 2 4 0

0 ． 0 2 6

5 ． 6 1 4

1 1 ． 11 0

10 ． 3 7 0

．
b

a

A T P 5 0 W a S d et e r m i n ed b y P r o b it tr a n sf o r m a ti o n of
e x tr a ct e d A T P c o n te n t s ．

b ． e

N o t d e t e r m i n e d ．

2 3 9

ト検定を用 い た ． と も に p く0 ． 0 5 を有意と した ．

成 績

I ． ア ニ リ ン 誘導体 の 構 造 と細胞 致死 作 用 くR D J

と の 相関

本研究に 用 い た ア ニ リ ン 誘導体の 化学構造
，
E D 幻 と

化学構造 よ り示 さ れ る分配係数 くlo g P I ， 電子 的置換

基 定数くJl とダ ミ
ー

変数くH Bl を表1 に 示 す ． ア ニ リ

ン 誘導体の 合成の も とと な る ア ニ リ ン の細胞毒性 は ア

ミ ノ安息香酸 く0 －

， m
－

， p
一っ を除い た他の す べ て の 誘 導

体よ り も弱い
一 特 に

，
フ ユ ニ レ ン ジ ア ミ ン く0 －

， p
－I ， ア

ニ シ ジ ン く0
－

， p
－ンや ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル く0

－

，
m

．

， p
－I は そ

の 毒性が ア ニ リ ン と比較 して約2 0倍か ら1 3 0 倍 の 強 さ

で あ っ た ． ま た ， 置換基 の 位置が異 なる こ と で
，
同 じ

誘 導体 で も 生物酒性に 大 き な差が生 じて い る ．

本実験で用 い た ア ニ リ ン 誘導体 に つ い て お こ な っ た

構造 一 括性相関分析の う ち
， 有意 な相関の 得 られ た 3

種類の 重 回帰式 を以下 に 示 し
， 各式 の 括性 値 l o g く1ノ

E D d ＋ p げ くp は回帰係 掛 と分 配係 数l o g P と の 関

係 を 図5 に 示 し た ． こ れ ら はい ずれ も放物線 に 適合 す

る と考 えら れ た ．

1 一 化合物 ． り

1
，

8
，

9
，
1 0

，
1 4

，
1 5

， 1 6
，
2 3

，
2 4

l o g く1I E D J ニ
ー

1 － 1 9 4 くl o g Pl
2
＋ 4 ． 3 4 2 l o g P －

0 ． 6 97 J －3 ． 1 2

くn
ニ 9

，
r ニ 0 ． 8 9 1 ， S

ニ 0 ．2 0
，

F ニ 6 ． 4 2I

2 ． 化合物
． － ．

1
，

2
，

3
，

4
， 8 ， 9

，
1 0

，
1 1

，

1 2
，

13
，
1 4

，
1 5

，
1 6

，
2 3

，
2 4

l o g く1ノE D 5d ニ ー1 ．1 5 2 くl o g P1
2
＋ 4 ．1 33 l o g P －

1 ． 10 J ＋0 ．6 0 8 H B l －2 ． 89

くn
二 15

，
r

こ 0 ■ 89 2
，

S ニ 0 ． 2 2
，

F 二 9 ． 7 1ン

3 ■ 化合物． り

1
，

2
，

3
，

4
，

5
， 6 ， 8

，
9

，

10 ， 1 1 ， 12
，

1 3
，
1 4

，
1 5

，
1 6

，
1 7 ，

1 8
，
2 3

，
2 4

l o g く11 E D J ニ ー0 ． 3 2 8 くl o g P1
2
＋ 1 ． 3 0 1 l o g P －h

O ．8 04 J ＋0 ． 4 8 6 E B l ＋ 1 ．5 5 0 H王ヨ2u O ，6 2 2

くn 二 1 9
，

r 二 0 ． 8 8 7
，

S
二 0 ．2 7

，
F ニ 9 ． 6 41

こ こ で
， 化合物は表 1 の 番号で 示 し た ． ま た

，
n は

分析に 用 い た ア ニ リ ン誘導体の 軌 r は相関係数
，
S は

標準偏差 を示 す 一 3 式 は い ず れ も 有意 くp く0 ． 0 り で

あ っ た ．

H ． ア ニ リ ン誘導体 の 培 養細胞 に お け る エ ネ ル ギ
ー

塵生 系の 阻害 くA T P J と E D 帥 と の 関係

ア ニ リ ン 誘導体 の 培養細胞の A T P 産 生に 与 え る影

響 仏T P 印ナ を表 2 に示 し た ． A T P 5。 は 0 ． 0 2 6 m M か

ら 1 1 ． 1 1 m M ま で の 広 い 範囲 に わ た っ た ． l o g E D 5。 と

l o g A T P 瑚 と の 関係 を図6 に 示 し た ． 両者 の 相 関式 は．



2 4 0

l o g A T P 5。
ニ 0 ． 72 8l o g E D 50 ＋ 0 ．0 99 2

くr
ニ 0 ． 8 3 0う

で 有意の 正 の相 関関係 を示 した くp く0 ． 0 11 ． こ の 結 果，

い ずれ の ア ニ リ ン誘導体 に お い て も E D 別 に 比 較 して
，

A T P 50 が特 に 小 さく な っ て い る も の は な く
，

ア ニ リ ン

誘導体が エ ネ ル ギ ー 産生系を 阻害 し てい る と は 考 えら

れ な い
．

m ． 試験物質と と 卜 ヘ モ グ ロ ビ ン と の 反 応

試験物質と と 卜 ヘ モ グロ ビ ン との 反応 で得 られ た 等

電点電気泳動パ タ
ー ン を図 7 に 示 す ． こ の 泳動 パ タ

ー

ン か ら ，
ヘ モ グ ロ ビ ン は ア ニ リ ン誘 導体 に よ っ て酸化

さ れ く仔
計

月
2＋

1 2 や く庇
Z十

月
3＋

1 2 の よ う な半 分酸化型 ヘ モ

グ ロ ビ ン や
，

さ ら に 完 全酸化 型 ヘ モ グ ロ ビ ン く庇
3 十

月
3＋

I2 で ある メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン に 変 化す る こ と が わ

か っ た ． p
ニ ト ロ ア ニ リ ン

，
0

－

，
m

．

， p
－ フ ユ ニ レ ン ジ ア

ミ ン
，

0 一

，
m

－

， p －

，
タ ロ ロ ア ニ リ ン

，
0

－ ア ミ ノ フ ェ ノ
ー

ル
，

0 －

，
m

－

， p
－ ア ミ ノ 安息香酸 は 強い メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン

形成能 を示 した ． ま た
， p

． フ ェ ニ レ ン ジ アミ ン と ヘ モ

グロ ビ ン の 反応 で は
，

ヘ モ グロ ビ ン の 各バ ン ド間 に 不

鮮明な 泳動部分くテ
ー

リ ン グI が 出現 し
， p

－ ア ミ ノ フ ェ

ノ
ー ル に お い て は完全 に 泳動像が 乱れ た ． こ の こ とよ

り
，

こ の両者 に お い て は ，
ヘ モ グ ロ ビ ン の 変性が示 唆

され た ．

な お
， 各 ア ニ リ ン 誘導体 の メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 形成 の

割合 を表 3 に 示 す ．

I V ． 初 代培養 肝細胞 と の 共 存培養系 に お け る ア ニ リ

ン誘導体 の 細胞毒性

共存培 養に よ る ア ニ リ ン誘導体の C O E D 弘 を表4 に

示 した ． 図 8 に は
，

E D 5。 と比 較 した E D 5 。I C O E D 5。を

示 した ． 0
－

，
m － ニ ト ロ ア ニ リ ン

，
0

－

，
m

－ ト ル イ ジ ン
，

p
－ ア ニ シ ジ ン

，
0

－

，
m

－ ク ロ ロ ア ニ リ ン と m
一 ア ミ ノ フ ェ

ノ ー ル の E D 5 。 と C O E D 5。 は 有 意の 差 は な か っ た ．

0
－ と p

－ ア ミ ノ フ ェ ノ
ー ル の C O E D 5。は E D 5。よ り有意

に 大き くな っ た ． 残 りの 誘導体 は C O E D 6。 が E D 5。よ

り有意 に 小 さ く な り毒性が 強く な っ た こ と を 示 し た ．

また
，

0
．

，
m

－ ア ミ ノ フ ェ ノ
ー

ル に つ い て 培養濃 度と 細

胞抑制率 と の関係 を図 9 に 示 した ． 量 一反 応関係が 放

物線 と な り
，

ある濃度 を頂点 と して その 左右で抑制率

の 増加 が み られ る と い う 特徴が あ っ た ．

V ． 試験 物質 の 核酸塩 基 と の 反 応性

ア ニ リ ン
，

0
－ トル イ ジ ン

， p
－ フ ユ ニ レ ン ジ ア ミ ン

，

L o g E コ
50

F i g ． 6 ． R el a ti o n s h i p b e t w e e n l o g A T P 50 a n d l o g E D 弧 L o g

A T P 50 a n d l o g E D 50 h a v e a g o o d c o r r el a ti o n s hi p J S u g g e Sti n g

th a t th e d e c r e a s e o f A T P c o n t e n t i s n o t th e d i r e c t r e s u lt of

th e i n h ibi t o r y eff e c ts of th e t e st c o m p o u n d s o n e n e r g y

m e t a b o li s m b u t i s p r o b a b ly d u e t o th e e ff e c t o f c ell v i a bili ty ．

N u m b e r s i n fi g u r e i n di c a t e th e c o m p o u n d i n T a bl e 2 ．
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0
－

， p
－ ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル は

，
3 種 の 核 酸塩 基

，
2

，

－

デ

オキ シ アデ ノ シ ン
，

2
，

－デ オ キ シ シ チ ジ ン お よ び チ

ミ ジン との い ずれ の 塩基 に 対す る 反応 物も検 出され な

か っ た ．

考 察

ア ニ リ ン お よ び そ の誘導体は ， 各種 の色素や 工 業お

よ び医薬品生産 の出発物質と して
， 古 く か ら化学工 業

．
い

－

－ り

．

．

つ
J

q

On t

1

2

3

4

5

8

7

8

9

O

t
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卜I
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2

1
．
．

．

亡

卜J

ノ し
O X y H b m e t H b
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pl a t e くp H 3 ．5 へ 9 ．5J o f h u m a n h e m o gl o b i n

S Ol u ti o n s w h i c h w e r e i n c u b a t e d w i th a n il in e

d e ri v a ti v e s ． N u m b e r s i n fi g u r e i n di c a t e th e

C O m p O u n d i n T a b l e 3 ． R e m a rk a bl e m e th e m o
－

gl o b i n f o r m a ti o n w a s o b s e r v e d i n p
－

n it r o a n iト

i n e
， 0

．

，
m

－

， p
－

p h e n yl e n e d i a m i n e
，

0
－

，
m

－

， p － C hト

O r O a n ili n e
，

0
－

a m i n o p h e n ol ， 0
－

，
m

－

，
a n d p

－

a m i －

n o b e n z oi c a c id － E vi d e n t t aili n g o f h e m o gl o bi n

b e t w e e n th e m aj o r b a n d s w a s o b s e r v e d i n

p
－

p h e n yl e n e d i a mi n e a n d p
－

a m i n o p h e n ol
，

S u g g e st in g d e n a t u r a ti o n o f th e p r o t ei n ． A b n
－

O r m al s p o t くa r r o w I w a s a l s o o b s e r v e d ．

界で 広く 用 い ら れ て い る ． 近 年は
， 有機合成原料と し

て
，

とく に ポ リ ウ レ タ ン ． 合成 ゴ ム ． 殺虫剤 ． 防カ ビ

剤 ． 酸化防止 剤 な ど へ の 利用 も拡 大 し つ つ あ る
1，

．

一

方 こ れ ら誘導体 は
， 生産工 程 に お ける原料の 取 り扱 い

に 際 して
．
吸入

， 皮膚接触
， 経口摂取の 結果強 い 毒性

を生 じる こ と が 知ら れ て い る ． ま た
． 時に は 一 般家庭

で用 い られ る 製品の 誤用 に よ っ て
， と く に 小児な どの

中毒 を引き お こ す こ とも 知ら れ て い る
叫

．

本研究 は こ れ ら ア ニ リ ン誘 導体24種 に つ い て
，

そ の

毒性 を試験管 内に お い て検討 した ． これ ら誘導体 は
，

化学構造上
，

ア ニ リ ン に 置換基が 1 つ 付い た も の で あ

る が
，

そ の置換基の 化学 的性質に よ り生物活性 と して

の毒性 くE D d が 大き く異 なる ． 生物活性は主 と し て
，

疎水性 を も っ て 説 明さ れ る こ と は よ く 知 ら れ て い る

T a bl e 3
－ O x id a ti o n of h u m a n h e rn O gl o bi n b y a nili n e
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，
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が
17－

， 著者 は
，

とく に こ れ ら ア ニ リ ン 誘導体 の 疎 水性

と 電子 的効果 に 注目 し た ． す なわ ち
，

H a n s c h らが ，

化学構造の 生体 作用 に 関 す る モ デ ル か ら 了活性 を 分配

係数の 他 に 電子 的効果お よ び 立体 的効 果な ど で説 明 し

て い る
15，

よ う に ， 疎水性 を n
－ オク タ ノ ー ル ー水分配係

数 l o g P
，
電子 的効果 を げ

，
分子 内結合度 をあ らわ す

ダ ミ
ー 変数と して H B を用 い て検討 した ■ そ の 結果 ，

生物活性 と して の l o g く1J E D J ＋ p 6 は
，
l o g P と の 関

連性 で 3 種類 に 分類 で き ， 各々 l o g P の 2 次関数 く放

物 掛 と して説明 され た く図 5 1 ． す な わ ち ， ア ニ リ ン

誘導体が適 当な疎 水性 を有す る場合 は ， 作用 部位 へ の

輸送量ま た は作 用 部位 で の 生体成 分と の 疎水性相 互作

用 の効果が 増大 し ， 毒 性発現 に 関与 す る と 考 え ら れ

る ． と く に
，

重 回 帰 式 1 は ， 置 換 基 が メ チ ル 基

く
－

C H J ，
エ チ ル 基 く

－

C 2日d ，
プ ロ ピ ル 基 卜 C 潜り と塩

素 卜 Cりで あ り
，

こ れ ら は水素結合 を形成 しな い 置換
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－ 一 亡

a c o E D 50 W a S d e t e r m i n e d b y P r o b it t r a n sf o r m ati o n

。f B alb J 3 T 3 c ell vi ab ilit y ．

b ． c N o t d et e r m i n ed ． もく

0 ．0 5 v s ． E D 5 0 b y S t u d e n t
，

s t ．t e s t ．

基群の 集 ま りで ある ． 重 回 帰式 2 は 重回 帰式 1 に
，

ニ

ト ロ 基 く－N O d と メ トキ シ基 卜 O C H d の 置換基を も

つ ア ニ リ ン 誘導体が 加わ っ て い る ． こ の 両者 の置換基

は水素結合 を形 成す る置換基群 の た め
，

E B の係数が

正 の 係 数と な っ て ， 水素結 合を形成 しな い 重 回帰式1

よ り さ ら に 生物 活 性が 強 く な っ て い る と 考 え ら れ

る
叫

． 特 に ニ ト ロ 基 に お い て は
，
電子 求引性 の 性 質 を

持つ た め － N O 2 の 0 の 部 分に 電子 の プ
ー ル が で き ， そ

れが 生体成 分中 に 多く あ る H
＋

の 部分 と反応 して 水素

結合 を 形成 す る の で は な い か と考 え られ る ． また
， 重

回帰式 3 は ア ミ ノ 基く－ N H d と水酸基く
－

0 印 を置換

基と して 持 つ も の が さ ら に加 わ っ た も の で あ る ． こ れ

ら は電子 求引性 ， 供与性両方の 性質 を持ち
，

そ の点
，

ニ ト ロ 基く十N O カや メ トキ シ 塞 く－O C H J な どの 水素

受 容基 よ り も生 体成 分 と 水素 結合 し得 る 可 能性が 高

い ． そ れ は
，
H B l よ り H B 2 の係数が 大 き い こ とよ り

考 え ら れ
，

そ の た め 毒性 が さ ら に強 く な っ て い ると 思

わ れ る ． しか し ，
こ れ に 関 して は加 え ら れ た サ ン プル

数も 少な い た め
，

さ ら に 置換 基の種 類 をふ や して詳細

に 検討す る必要が あ る ．

A hl e r s ら
1 91

は
，
イ

ー ス ト菌 を用 い て
， 試験管内での

フ ェ ノ
ー

ル や ア ニ リ ン誘 導体 を含 む57 種 の化学物質に

つ い て
，

その 毒性 を分配係数l o g P の み よ り検討 して

い る が
，
本実験 に お い て 水素結合 の有無 も毒性の 強さ

に 大 きく 関与 して い る こ と が 明ら か と な っ た 一

紙胞 レ ベ ル の 毒性発 現 の機 序 と し て は
， 酵素 の逸

脱 ， 呼吸鎖の 抑制 ，
D N A 合成の 阻害 そ して 細胞 増殖

の抑制 な ども考 え ら れて い る
袖，

が
，
水素結合 が エ ネ ル

ギ ー 産生 系に 影響 す る可能性が 考 え られ たの で
，

この

系 の 障 害 と し て A T P 即 を 検 討 し た － こ の 結 果 ，

A T P 5。と E D 5。と の 間に は
， 高い 相 関関係を 示 し たく図

6 ト K e m p ら
2 い22－

も す で に 他の 化学物 質に つ い て 同様

の結果 を報告 し てい る ． しか し
，

どの 誘導体 に つ い て

も E D 5。 に 比 較 し て A T P 5。が 特 に 小さ くな っ て い る も

の は な く ． 水素結合 を お こ さ な い も の
，

お こ すも の
，

い ずれ の ア ニ リ ン誘 導体 も エ ネ ル ギ
ー 産生 系の 障害を

特 に お こ す も の で は な い と 考 えら れ た ．

ア ニ リ ン 誘導体が
， 構造一括性相関の 分析に より分

配係数 l o g P と の 高い 相関が 明 ら か に な っ た こ と か

ら ， 生体 が ア ニ リ ン 誘導体 の 曝露 を経皮的 また は経気

道 的 に 受 けた と き
，

す み や か に 体 内に 吸収 され る こ と

が 考 え られ る ．
こ の と き 第1 の 標 的臓 器は ，

ア ニ リ ン

誘導体 と直接接触 した 皮膚や 粘膜 の 部位と な るが
，
第

2 の 標的臓器 と して 血液 との 反応が 考 え られ る ． アニ

リ ン 誘 導体 に よ り メ ト ヘ モ グロ ビ ン 血症が お こ る こと

は よ く知 ら れ て お り
，

こ の メ トヘ モ グロ ビ ン 量を指標
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と して
，

生 物学的モ ニ タ リ ン グを試み よ う と す る報告

は多い
方 卜 均

． 本研究 に お い て も ， ア ニ リ ン 誘 導体 の メ

ト ヘ モ グロ ビ ン 形成 量 を 算 出 した く表 3 I ． し か し ，

N a g a s a w a ら
261 2 71

は
，

0
－ ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル が チ ト ク

ロ
ー ム C に よ り代謝 を受 け

， 他の 物質 に 変化す る こ と

を報告 して お り
，

また
，
T o m o d a ら

281
も ヒ ト ヘ モ グ ロ

ビ ン と 0
－ ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル と の 直接的 な反応 に よ り

，

0
－ ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル が ヘ モ グ ロ ビ ン に よ る 代謝 を 受

け
，

2 －アミ ノ フ エ ノ キ サ ジ ン ー 3 － オ ン に な る こ と

を報告 して い る ． こ の こ とか らア ニ リ ン誘 導体 の ヒ ト

ヘ モ グ ロ ビ ン と の反応 は
，
酸化還元 反応 だ け で な く

，

ヘ モ グ ロ ビ ン に よ る ア ニ リ ン 誘導体 の 代謝産物 の作用

も考慮 しな けれ ばな ら な い ． こ の代謝産物 は
，
等電点

電気泳動に て
，

ヘ モ グ ロ ビ ン の バ ン ド出現位置 よ りも

離れた と こ ろ に 異常 な ス ポ ッ トを も つ こ と で そ の存在

を知る こ と がで き る く図 り ． また
， p

－ フ ユ ニ レ ン ジ ア

ミン や p
一 ア ミ ノ フ ェ ノ

ー ル に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン の 泳

動像の 乱れ は ， ア ニ リ ン 誘導体 の ヘ ム タ ン パ ク へ の 強

い 変性作用 を示 し て い る ． こ れ ら の こ と か ら ， ア ニ リ

ン誘導体 と ヒ ト ヘ モ グ ロ ビ ン と の反応 を泳動像 をも っ

て検討す る こ と で
， 単 に メ ト ヘ モ グ ロ ビン 形成 を知る

0
れ

畠
O
U

も
明

白

24 3

の み で な く
，

ヘ モ グ ロ ビ ン に よ る ア ニ リ ン 誘導体の 代

謝作用 と ア ニ リ ン誘導体の ヘ モ グ ロ ビ ン の 変性作用 と

い う重 要な 知見が得 られ る こ とが 示 唆さ れ た ． なお
，

本研究 で 用い た ア ニ リ ン 誘導体22 種に つ い て の 等電点

電気泳動 に よ る メ ト ヘ モ グロ ビ ン の 形成 を示 し た報告

は現在 まで な く
， 新 しい 知見 と な っ た ．

以上 ， 血 液 を
， 体内 に 入 っ た ア ニ リ ン誘導体の 第 2

の 標的臓器 と 考え たが
，

血 中に 入 っ た ア ニ リ ン 誘導体

が さ ら に 肝臓 で の代謝 を受け たの ち の 生体作用 を
， 試

験管内で し ら べ る ため 初代培養肝細胞 との 共存培養法

を検討 した ． 初代培養肝細胞 を用 い た 共存培養 ほ ， 動

物実験に 対す る動物愛護の 立場 か らの 批判 や
， 強毒性

物質 を直接動物 に 投与 して 実験 する 場合に
，
実験関係

者に か か る 危険性 が大き い な どと い っ た理 由で
．
試験

管内に お ける 実験法と して ま す ま す重要に な っ て き て

い る ． 初代培養肝細胞 は
， 薬物代謝酵素の 低下 は多少

あるも の の種 々 の誘導剤 に て活性化す る こ とが で き
，

1 週間程度の 実験 で は試験管外 の肝臓と 同じ レ ベ ル の

薬物代謝活性 を持 つ
為I

と言わ れ て い る ．

肝臓に お ける化合物の 同化異化作用 は
， 化合物 の 解

毒 の みな ら ず場合 に よ っ て は逆 に 毒性 を強め る こ と も

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 1 7 1 8 1 9 2 0 2 1 2 2

N o ． o f c o m p o u n d s

F i g ． 8 ． R a ti o of E D 5。 t O C O E D 5。． C O E D 5。 W a S d e t e r m i n ed a ft e r a P r o bit

t r a n sf o r m a ti o n o f c ell v i a b ilit y o f B alb 1 3 T 3 c ell s c o － C ul tu r e d w i th p ri m a r y r a t

li v e r c ell s ． C O E D 50 a r e l o w e r th a n E D 5O i n m o s t of th e t e st c o m p o u n d s
，

S u g g e S ti n g th at m o st o f a n ili n e d e ri v a ti v e s w e r e b i o a c ti v a t e d b y li v e r c ell s ．

N u m b e r s i n fi g u r e i n d i c a t e th e c o m p o u n d i n T a b l e 4 ．
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あり
訓1

，
そ の 化合物の 変異原 性

，
発癌性 の 機 作 と も 密

接 な関係の あ る こ と が知 ら れ て い る
刷

． 特 に
， 芳香族

ア ミ ン の 代謝活性 に つ い て は
， 他 の 発 癌 性物 質 に 先

立 っ て渡辺
321

，
M ill e r

331
に よ り こ れ ま で 多 くの 研究が な

さ れ て る ． それ によ ると
，

ア ミ ン 類 は肝や 他の 組織の

P －4 5 0 に よ っ て芳香族環の 水酸 化 を 受 け ア ミノ フ ェ

ノ ー ル に な り活性化 され ，
こ れ が さ ら に N 一 水酸化 を

受 け ヒ ドロ キ シ ア ミ ン 水酸基が で き て よ り活性化 さ れ

る
32I

． 本実験に お い て
，

ア ニ リ ン が初代 培養肝 細 胞 と

の 共存培養に よ っ て よ り活性化 さ れ た が
， 他 の 誘導体

に お い て も 同様 の 知 見が 得 られ た ．

一 方
， 図 9 の 0

－ と

m
－ ア ミ ノ フ ェ ノ

ー ル に お い て は
，
主 な 代 謝産物 が 硫

酸 エ ス テ ル で ある
鋤 こ と か ら考え て ， ある 濃度以上 で
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L o g c o n e 帥 t r atlo n o I m － a m h o p h e n 叫 m 叩

Fi g ． 9 ． D o s e
－

r e S p O n S e r el a ti o n sh i p o f くA l o
．

a n d

くBl m
－

a m i n o ph e n ol i n v i a b lit y o f B al b 1 3 T 3

C e11 s c o
．

c ul t u r e d w ith p ri m a r y r a t li v e r c ell s ．

T h e s e t w o a n ili n e d e ri v a ti v e s s h o w e d p a r a b －

01i c r el a ti o n sh i p s b e t w e e n th e c y t o t o x i cit y a n d

C O n C e n t r a ti o n o f th e c o m p o u n d s ．

は肝細 胞は 解毒の 方向に働 い て い る と考 えら れ た ． し

か し
， 今回 の 成績で は 濃度が極 め て 低い 場合 に は

， 代

謝抱合の 速度が 遅くな り ，
ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル それ自体

の 毒性 に よ り ， 直接的 に 細胞毒性 を示 した も の と考 え

られ る ． こ の 点 に つ い て は
， 今後更 に検 討 を要す る ．

以上 の 結果
，
初代培養肝細胞 を用 い る研究法 は

，
ア ニ

リ ン 誘 導体 の代謝活性化 ま た は解毒の 模様 を知る 1 つ

の辛が か り と な り ， 試験管外 の 実験系 に 近 づ け る重要

な手段 と思 わ れ た ．

ア ニ リ ン誘導体 の 発癌性 に 関 し て は 多く の 報告 瑚

が あ る が
，

い ま だ に 成績 の
一 致 を み な い

31I
． 化学物質

の 発癌 性 を検討 す る と き
，
化 学物質 が蛋 白質 と核酸に

対 し て ア ル キ ル 化 反応 を お こ す こ と が 知 ら れ て い

る
泌I

． 親化合物 の ア ニ リ ン に つ い て は ， 発癌 性 は否 定

さ れ て
4l

， 蛋白質 の － S H 基 へ の 作用 が ない こ と も報

告さ れ て い る
粥

が
，

ト ル イ ジ ン につ い て は
， 発癌性 の

報告が あ る
瑚

． 本実験 に お い て 3 種の 核酸塩 基 と の 反

応 を ア ニ リ ン も含 め て 5 物質 に 限 っ て 調 べ た が
，

その

結果 ，
い ずれ も核酸 との 結合性 はみ られ ず発癌性 との

関連性 は確認 で き な か っ た ．

以上
，

ア ニ リ ン誘 導体 を用 い て動物実験の 代替法 に

つ い て検討 を お こ な っ た が
， 構造 一

括性相関 に よ る分

析 をお こ なう こ とで
， 毒性発現性 に 関す る ある程度の

予 想 の 通が 開 か れ た ． ま た
，
初代培養肝細胞 を用 いる

共存培養法 に よ っ て試験管外 の 方法 に か えて
， 試験管

内で毒性 の代謝活性 ，
お よ び解毒化 に つ い ての 知見を

得 た ． 今後 は培 養， 諸条件 を検討 し て さ ら に 試験管外

に 近 い 実験 系を確立 す る こ と が大切 と考 え る ．

結 論

有機 合成化学と して近 年用 途 の 拡大 し つ つ ある ア ニ

リ ン 誘 導体 くa n ili n e d e ri v a ti v e sン の 細 胞毒 性 を しら

べ
， 動物実験代替法 と し ての 有用性 を検 討 して

，
以下

の 成績 を得た ．

1 ． ア ニ リ ン 誘導体の 親化合物 ， ア ニ リ ン の 細胞毒

性 は
，

ア ミ ノ 安息青酸く0 一

，
m －

， p
－1 を除い た 他の ア ニ リ

ン 誘導体 よ り も 弱い ． 特 に
，

フ ェ ニ レ ン ジア ミ ン く0
．

，

p
－I ，

ア ニ シ ジ ン く0
－

，
m

－ナ と ア ミ ノ フ ェ ノ
ー ル く0 一

，
m

－

，

p
．1 は そ の 毒性 が親化合物 で あ るア ニ リ ン の 約20 倍か

ら13 0 倍 で あ っ た ． ま た
，
置換基 の 位 置 が 異 な る こ と

で
，

同 じ誘 導体 で も生物活性が 大 き く異 な っ た ． アニ

リ ン誘 導体 の5 0 ％細 胞致 死量 くE D 5d と分配 係数 lo g

P と の 関係は l o g く1ノE D 5J ＋ p J くp ニ 回席 係数，
J

こ 電子 的置換基定数1 が
，
l o g P の 2 次式 で 表さ れ ，

各々 の ア ニ リ ン 誘導体が 持つ 化学 反応性 の 特徴に より

3 つ の 有意な 重回帰 式が 導か れ た ．
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2 ． ア ニ リ ン 誘導体 の培養細胞 に お け る エ ネ ル ギ ー

産生 系へ の 障害くl o g A T P 5。ンと l o g E D 5。 と は 高い 相関

関係 を示 した ．

3 ． p
ニ ト ロ ア ニ リ ン

，
0 －

， m－， p
－ フ ユ ニ レ ン ジ ア ミ

ン
，

0 －

，
m－， p

一 タ ロ ロ ア ニ リ ン
，

0 － ア ミ ノ フ ェ ノ
ー ル

，

0
一

，
m

－

， p
－ ア ミ ノ安 息香取 は試験 管内 で 強い メ ト ヘ モ

グ ロ ビ ン 形成能 を 示 した ． p
－ フ ユ ニ レ ン ジ ア ミ ン と

p
． ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル は

，
ヘ モ グ ロ ビ ン の 変性 を お こ し

た ．

4 ． ア ニ リ ン
， p

－ ニ トロ ア ニ リ ン
，

0
－

，
m

－

， p
－ フ ユ ニ

レ ン ジ ア ミ ン
， p

－ ト ル イ ジ ン
，

0
－

，
m

一 ア ニ シ ジ ン
，

p
－ ク ロ ロ ア ニ リ ン

，
0－，

m －

， p
－ ア ミ ノ 安 息香酸 の 共存培

養系に お ける5 0 ％細胞致死 量くC O E D 5J は E D 5。と比 較

して有意 に小 さ く な り ， 初代培養肝細胞 と の 共存培養

によ っ て こ れ ら は細胞毒性が 増加 し た ．

5 ． ア ニ リ ン
，

0
－ トル イ ジ ン

， p
－ フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ

ン
，

0
－

， p
－ ア ミ ノ フ ェ ノ

ー ル と核 酸塩 基と の試験管内

での 結合性は み ら れ な か っ た ．

謝 辞

稿 を終える に 臨み
， 終始御指導と御校閲 を頂 きま した恩師

橋本和夫教授に深謝 い たします ． さ らに
， 御指 導 ， 御 助言 を

頂きました金沢大学医学部第
一

生化学教室友 田輝夫助 教授 な

らびに
， 京都大学農学部農芸化学藤田稔夫教授 に 厚 く御礼 申

し上 げます ． 研 究をお こなう にあたり御協 力頂 きま した 金 沢

大学 医療短期大学 3 年鮎川知子 と松本三穂 ， 本教室 の 出村 千

恵子， 鈴木貴子諸氏 な らびに
， 有益な御助 言を頂 き ま し た 本

教室の諸先生方に 深く感謝 い たします ．

なお
， 本 論文 の 要 旨 の一部 は ， T h e 19 89 I n t e r n a ti o n a l

C h e m ic al C o n g re s s o f P a cifi c B a s in S o cie ti e s く19 89 年
，

ホ ノ

ル ル1 に お い て 発表 した ．

文 献

り M a rL a h a n
，
S ． E ． ニ T o x i c ol o gi c a l C h e m i s t r y ，

1 st ed ．
， p2 1 1－230

，
L e wi s P u bli s h e r s

，
I n c ．

，
M i c hi g a n

，

19 8 9 ．

2 I 政本幸三
， 高瀬 吉雄二 皮膚 に 対す る化 学物質 の 作

軋 信州医誌 ，
3 5 ， 1 8 5 －1 93 く19 8 7J ．

り 二臥 n n
，
H ． F ．

，
F o r g e t

，
8 ． G ． 鹿 R a n m e y ， 臥

G
． こ H u m a n H e m o gl o b i n

，
1 s t e d ．

， p 3 3 6
－3 5 0

，
W ． B ．

S a u n d e r s C o m p a n y ，
P hil a d el p hi a

，
1 9 77 ．

4 I W il m e r
，

J ． L ．
，

K li g e r m a n
，

A ． D ． 鹿

E r e x s o n
，

G ． L ． ニ S i st e r c h r o m a tid e x c h a n g e

i n d u c ti o n an d c ell c y cl e i n h ib iti o n b y a nili n e a n d

its m e t a b oli t e s i n h u m a n fi b r o b l a st s ． E n v i r 。n ．

M u t a g e n ．
，
3

，
6 2 7 ．6 3 8 く1 9 81l ．

5 ナ B e r r y ， M ． N ． 及 F ri e n d
，

D
． S ． ニ H i g h

－

yi eld

p r e p a r ati o n o f i s ol a t e d r a t li v e r p a r e n c h y m al

2 4 5

C e11 s ． J ． C e ll ■ B i o l ．
，
4 3

，
5 0 6 －5 20 く19 6 9l ．

6 I L o n g ，
R ． M ． 及 M o o r e

，
L ． こ B i o c h e m i c a l

e v al u a ti o n o f r a t h e p a t o c y t e p r l m a r y C u lt u r e s a s a

m o d el f o r c a rb o n t et r a c hl o ri d e h e p a t o t o x i cit y こ

C o m p a r a ti v e s t u d i e s i n v i v o an d i n v it r o ． T o x i c ol ．

A p pl － P h a r m a c o l ．
，
9 2

，
29 5 －3 0 6 く19 8 8J ．

7 1 T o m o d a
，

A ．， T a k e s h it a
，

M ． 及 Y o n e y a m a
，

Y ． ニ C h a r a c t e ri z a ti o n o f i n t e r m ed i a t e h e m o gl o b i n

p r o d u c e d d u ri n g m e th e m o gl o b in r e d u c ti o n b y

a s c o rb i c a ci d ． J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 5 3 ， 7 4 1 5 －7 4 1 9 く19 7 8J ．

8 I K i y o t a n i
，
K ．

，
K a n a m o t o

，
Y ． 8 E M a t s u o

，
Y ． こ

F i r e fl y l u cif e r a s e a s s a y f o r a d e n o si n e tri p h o s p h a t e

i n c u lt u r e d c ell ． H i r o sh i m a J ． M e d ． S c i ．
，

3 3
，

2 7 9 ．2 8 5 く19 8 41 ．

9 I T o m o d a
，
A ．

，
M a t s u k a w a

，
S ．

，
T a k e sh i t a

，
M ．

及 Y o n e y a m a
，
Y ． ニ E ff e c t o f i n o sit ol h e x a ph o s p h a

．

t e o n h e m o gl o b i n o x i d a ti o n b y ni tril e a n d f e r ri c y
－

a n id e － B i o c h e m ． B i o p h y s ． R e s ． C o m m u n
．
，

7 4
，

1 4 6 9 －1 4 7 4 く1 9 77I ．

1 0I S o l o m o n
，
J ． J ．

，
F e d y k ，

J ．
，

M u k a i
，

F ． 鹿

S e g a l
，
A ． こ D i r e c t al k yl a ti o n o f 2

，
－d e o x y

． n u cl e o sid e

a n d D N A f oll o w i n g i n vit r o r e a c ti o n wi th a c r yl
－

a m id e ． C a n c e r R e s ．
，
4 5

，
3 4 6 5 －3 4 70 く19 8 5J ．

111 B u ch a n a n
，
J ． G ． ニ D e t e c ti o n o f d e o x y rib o n u

－

Cl e o sid e s o n p a p e r c h r o m a t o g r a m s ． N a t u r e
，

1 68
，

1 0 9 1 く19 5 り．

1 2I H a n s c h
，
C ． 鹿 Le 0

，
A ． こ S u b s tit u e n t C o n 如 a n t

f o r C o r T el a ti o n A n al y si s i n C h e m i s t r y a n d B i o l o
－

g y ，
1 st e d ．

， p l －3 3 9 W il e y I n t e r s ci e n c e
，
N e w Y o r k ，

19 7 9 ．

1 3I F uji t a
，

T ． ニ A n al y si s a n d p r e di cti o n o f

p a rtiti o n c o e ffi ci e n ts o f m e t a ． a n d p a r a
． di s u b s ti t ．

u t ed b e n z e n e s i n t e r m s o f s u b sti t u e n t e ff e c t s ． J ．

P h a r m
． S ci ．

，
7 2

，
2 8 5 － 28 9 く1 9 8 31 ．

1 4I H a n s c h ， C ．
，
L e o

，
A ．

，
U n g e r

，
S ． H ．

，
K i m

，
K ．

H ．
，

N i k ait a n i
，

D ． 鹿 L ei n
， E ． J ． ニ

り

A r o m a ti c
，，

S u b s tit u e n t c o n s t a n ts f o r s t r u c t u r e－a C ti v it y c o r r el a
－

ti o n s ． J ． M e d ． C h e m ．
，
1 6

，
1 2 0 7 － 1 21 6 く1 9 7 31 ．

1 5I H a n s c h ， C ． 8 E F uji t a
，

T ． こ P －－ 0
－

q 7r －

A n al y si s ■ A m eth o d f o r th e c o r r el a ti o n of bi ol o gi ，

C a l a cti vi t y a n d c h e m i c al s tr u c tu r e ， J ．
A m

． C h e m ．

S o c ．
，
8 6

，
1 6 1 6 ．16 2 6 く19 6 9ナ．

1 6I A r e n a
，
J ． M ． こ P o i s o n i n g ，

2 n d e d ．
， p 15 6 － 15 7

，

C h a rl e s C T h o m a s P u b li s h e r
，
Illi n oi s

，
1 9 7 0 ．

1 7I H a n s c h
，
C ． ニ Q u a n tit a ti v e st r u c t u r e

－

a C ti vi t y

r el a ti o n s hi p s i n d r u g d e si g n ． I n E
． J ． A ri e n s くed ．1 ，



2 4 6

D r u g D e si g n
，
1 st e d ．

， p2 7 1
－ 3 4 2

，
A c a d e m i c P r e s s

，

N e w Y o rk
，
1 9 7 1 ．

1 8J F u jit a
，

T ．
，

N i s hi o k a
，

T ． 及 N a k aji m a
，

M ． こ

H y d r o g e n
－b o n d i n g p a r a m e t e r a n d it s sl g n ifi c a n c e

i n q u a n tit a ti v e s t r u ct u r e
－

a C ti v i t y st u di e s ． J ．
M e d ．

C h e m ．
，
2 0

，
1 0 7 1 －1 08 1 く19 7 71 ．

1 9I A hl e r s
，
J ．

，
B e n 2Zi n g ，

M ．
，
Gi e s

，
A ．

，
P a uli

，
W ．

鹿 R o si c k
，

E ． こ Y e a st a s a n u n i c ell ul a r m o d el

S y S t e m i n e c o t o x i c o l o g y a n d x e n o b i o ch e m i s t r y ．

C h e m o s ph e r e
，
1 7

，
1 60 3 － 1 61 5 く19 8 81 ．

2 0I F r y ，
J ． R ． 息 B rid g e s

，
J ． W ． こ A n o v el m i x e d

h e p a t o c yt e
．fib r o bl a st c u lt u r e s y s t e m a n d it s u s e a s

a t e s t f o r m e t a b oli s m m e d i a t e d c yt o t o x i c e ty ．

B i o c h e m ． P h a r m a c o l ．
，
2 6

，
9 69 － 9 7 3 く1 9 7 61 ．

2 1I K e m p ，
R ． B ．

，
C r o s s

，
D ． M ． 鹿 M e r e d it h

，
R ．

W ． J ． ニ A d e n o si n e t ri ph o s p h a t e a s a n i n d i c a t o r o f

C ell ul a r t o x i ci ty i n v it r o ． F d ． C h e m ． T o x i c ．
，

2 4
，

4 6 5 ．4 6 6 く19 8 61 ．

2 2I K e m p ，
R ． B ． ， C r o s s

，
D ． M ． 良二M e r e d it h

，
R ．

W ． J ． ニ C o m p a ri s o n o f c ell d e a th a n d a d e n o si n e

t ri ph o s ph a t e c o n t e n t a s i n d i c a t o r o f a c u t e t o x i cit y

in v it r o ． X e n o bi o ti c a ，
1 8

，
6 3 3 －6 3 9 く19 8即．

2 31 P e r ei r a
，
M ． A ． 鹿 C h a n g ，

L ． W ．
ニ B i n d i n g o f

c h e mi c a l c a r ci n o g e n s a n d m u t a g e n s t o r a t h e m o g
．

l o b i n ． C h e m
．
B i ol ． I n t e r a c t ．

，
3 3

，
30 1 －3 0 5 く19 8 11 ．

2 4I A l b r e c h t
，
W ． 鹿 N e u m a r L n

，
H ．

－ G ． こ B i o m o
－

n it o ri n g of an ili n e a n d n it r o b e n z e n e ． H e m o gl o b i n

b i n di n g i n r a t s a n d a n al y si s o f a d d u c t s ．
A r c h ．

T o x i c ol ．
，
5 7

，
1 －5 く19 8 5I ．

2 5I Bi r n e r
，
G ． 鹿 N e u m a n n

，
H ．

－ G ． ニ B i o m o n it o
－

ri n g o f a r o m a ti c a m i n e s II ニ H e m o gl o bi n b i n d i n g

o f s o m e m o n o c y cli c a r o m a ti c a m i n e s ． A r c h ．

T o E i c o l
リ
6 2

，
11 0 ．1 15 く19 8 即．

2 6I N a g a s a w a
，
H ． T ． 及 G u t m a n n

，
H ．

R ． こ T h e

o x id a ti o n o f o
－

a m i n o ph e n o I s b y c y t o ch r o m e C a n d

C y t O C h r o m e o x i d a s e ．
I ． E n z y m a ti c o x id a ti o n s a n d

b i n di n g o f o x i d a ti o n p r o d u c t s t o b o v i n e s e ru m

alb u m i n ． J ． B i ol ． C h e m ．
，
23 4

，
1 5 9 3 －1 5 9 9 く19 5 9J ．

2 7I N a g 乱S a W a
，

H ． T
り

G n t m a n n
，

H ． R ． 及

M o r g a n
，
M ． A ． こ T h e o x id a ti o n o f o － a mi n o p h e n oI s

b y c y t o c h r o m e C a n d c y t o c h r o m e o x id a s e － II ．

S y n th e si s a n d id e n tifi c a ti o n o f o x id a ti o n p r o d u c ts ．

J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 3 4

，
1 6 0 0 － 1 6 0 4 く19 5 9I ．

2 8I T o m o d a
，

A ．
，

Y a m a g u c h i
，

J ．
，

E oji m a ，
lI ．

，

A m e m l y a
，

H ． 鹿 Y o n e y a m a
，

Y ． こ M e c h a n i s m of

O
－

a m i n o p h e n ol m e t a b oli s m i n h u m a n e r y th r o c y t e s ．

F E B S ． L e tt s ．
，
1 9 6

，
4 4 － 4 8 く19 8 61 ．

2 9I 市原 明二 肝細胞くラ ッ り ． 機能細胞の 分類と培

養く三 井洋 司， 高木良 三郎 ， 市原 明 ， 関口守正
， 松村

外志張 編批 第 1 版 ，
1 7 5 －1 9 1 貢

，
丸善株 式会 社

， 東

京
，
1 9 8 7 ．

3 0I E ri c s o n
，

A
．
C ． 鹿 W a l11 m

，
E ． ニ C yt o t o x i city

O f c y cl o p h o s p h a mi d e a n d a c r yl a m id e i n gli o m a

a n d n e u r o bl a st o m a c ell li n e s c o c u lt u r e d w ith li v e r

c ell s ． T o x i c ol ． L e tt ．
，
2 0

，
2 5l － 2 5 6 く19 8 41 ．

3 11 Y o s h i m i
，

N
． ， S u gi e

，
S ．

，
I w a t a

，
H ．

，
N i w a

，

K ．

，
M o ri

，
H ．

，
H a sh i d a

，
C ． 鹿 S hi m i 皿

，
H ． こ T h e

g e n o t o x i ci ty o f a v a ri e t y o f a nili n e d e ri v a ti v e s i n

a D N A r e p ai r t e s t w ith p r l m a r y C u lt u r e d r a t

h e p a t o c yt e s ． M u t a t ． R e s ．
，
20 6 ， 1 8 3二1 9 1 く19 8 81 ．

3 2ナ 渡 部 烈 二 発癌生 ． 毒性学 く吉村 英敏 編批 第5

版
，
2 4 2 ． 3 1 9 貢 ， 講談社， 東京 ，

1 9 8 4 ．

3 3I M ill e r ， J ． A ． こ C a r ci n o g e n e si s b y c h e m i c al s ニ

A n o v e rv i e w
－ G ． H ．A ． C l o w e s M e m o ri al L e c t u r e ．

C a n c e r R e s ．
，
2 6 ， 22 3 9 T2 2 4 7 く19 7 01 ．

3 4ナ E Y el o
，

C ． T ． A ．
，

Y e r st e e g h ， J ． F ． 軋 鹿

Bl a a u b o e r
，
B ． J ． 三 K i n e ti c s o f th e f o r m a ti o n an d

s e c r e ti o n o f th e a n ili n e m e t a b oli t e 4 －

a m i n o p h e n ol

a n d it s c o nju g a t e s b y i s ol a t e d r a t h e p a t o c y t e s ．

X e n o b i oti c a
，
1 4

，
4 0 9 ． 41 6 く19 841 ．

3 5I R o s e n k r a n 2Z
，
H ． S ．

，
K l o p m a n

，
G ．， C h a n k o n g ，

V ．
，
P e t － E d w a r d s

，
J ．

鹿 H ai m e s
，
Y ． Y ． こ P r e di c ti o n

O f e n v i r o n m e n t al c a r ci n o g e n s ニ a S t r a t e g y f o r th e

m id 1 9 80 s ． E n v i r o n ． M u t a g e n ．
，
6

，
2 3 1 －2 5 8 く198 4J ．

3 6I H ol b o o k ， D ． J ． J r ． ニ C h e m i c al c a r ci n o g e n e si －

s ． I n H o d g s o n E ． a n d G u th ri e F ． E ． くe d s ．1 I n t r o d u ．

C ti o n t o B i o c h e m i c al T o x i c ol o g y ，
1 st ed ．

， p3 1 0 －32 －

9 ， E I s e v i e r
，
N e w Y o r k

，
O x f o r d

，
1 9 80 ．

3 7I D e B ru i n
，

A ． こ B i o c h e m i c a l T o x i c o l o g y of

E n v i r o n m e n t a l A g e n t s
，

1 st ed ．
， p 9 1 2 ，

EI s e vi e rl

N o rth － H o ll a n d B i o ch e m i c al P r e s s
，

A m st e r d a m
，

1 9 7 6 ．

3 引 Gl e e n bl a t t
，

M ．
，

M i r vi sh
，

S ． 鹿 S o
，

B ． T ． ニ

N i tr o s a m i n e s t u di e s こ i n d u c ti o n of l u n g a d e n o m a s

b y c o n c u r r e n t a d m i n i st r a ti o n o f s o d i u m ni tril e a n d

s e c o n d a r y a m i n e s i n S wi s s m i c e ． J ． N a tl ． C a n c e r

h st
り
4 6

，
1 0 2 9 － 10 3 4 く19 7 い．



ア ニ リ ン 誘導体 の 細胞毒性 24 7

C y t o t o xici t y of An ili n e D e ri v a ti v e s A kihi s a H a r a d a ， D e p a r t m e n t o f H yg i e n e
，

S c h o o I of M e d ic i n e ， K a n a z a w a U n i v e r si ty ， K a n a z a w a 9 2 0
－

J － J u z e n M e d ． S o c ．

， 9 9 ，

23 3 － 2 47
一

り9 9 0I

K e y w o r d 畠 a n ili n e d e ri v a ti v e s
，
B a l bl 3 T 3

，
C y t O t O X i cit y ，

r n e th e m o g l o b i n
， Q S A R

A b s t r a c t

An ili n e d e ri v a ti v e s a r e w id el y u s e d a s i n d u s tri al c h e m i c al s a n d t h e i r p r o d u c ti o n i s

i n c r e a si n g y e a r b y y e a r ． I n t h e p r e s e n t st u d y ， a u S ef u l i n －

V i tr o s c r e e n l n g m e th o d w a s

e x a m i n e d f o r te s ti n g th e t o xi city of a n ili n e a n d i ts d e ri v a ti v e s as a n al te r n a ti v e t o i n
－

V i v o

t e s ts u si n g w h o l e a n i m al s ． I n t h e 2 4 a n ili n e d e ri v a ti v e s e x a m i n e d ， l o g E D 5。 くa 5 0 ％

i n hibi ti o n d o s e f o r v i a bilityl a n d l o g A T P 5 0 くa 5 0 ％ i n h ib i ti o n f o r A T P c o nte n tい o B al bl
3 T 3 c ell s h a v e a g o o d c o r r el a ti o n s h i p ． T h e a n ili n e d e ri v a－i v e s s h o w e d th r e e s t a ti s ti c a ll y

Si g n ifi c a n t p a r a b o li c r el a ti o n s h i p s b e t w e e n l o g く1ノE D 5 。1 ＋ p o
－

くp ニ a r e g r e S Si o n c o e ffi c i e n t，

0
－

ニ a H a m r n e n t c o n s t a n tl a n d l o g P くn
－ O C t a n O ト w a t e r p a r ti ti o n c o effi ci e n tl ． Is o el e c t ri c

f o u si n g p a tt e r n s o E h u m a n h e m o g l o bi n s o l u ti o n s i n c u b a t e d w it h a n ili n e d e ri v a ti v e s ， S h o w e d

n o t o nly m e t h e m o gl o bi n f o r m a ti o n i n m o st c o m p o u n d s， b u t al s o d e n a tu ra ti o n of

h e m o g l o b i n i n t w o c o m p o u n d s ． T h e a n ili n e d e ri v a ti v e s s h o w e d si g n ifi c a n t li v e r

m e t a b o li s m
－

m e d ia t e d c h a n g e s i n c y t o t o x i ci ty ，
W h e n th e s e c o m p o u n d s w e r e te s te d u si n g th e

C O －

C u l ti v a ti o n s y s t e m w ith p ri m a r y r a t li v e r c ells ． N o d i r e c t i n t e r a c ti o n o f n u cl e o si d e s w a s

O b s e r v e d f o ll o w i n g i n
－

V t r O r e a C ti o n w i th th e a n ili n e d e ri v a ti v e s ．


