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メ タ ク リ ル ア ミ ドの 肺腫瘍発生作用 に 関する研究

金沢 大学医学部衛生 学講座 く主 任 こ 橋本和夫教授J

松 田 晴 夫
く平成 1 年 3 月 1 日受付I

メ タク リ ル ア ミ ド くm e th a c r yl a m i d e
，

M T A l の 肺腫瘍発生作用 と そ の 機序 を明 ら か に す る た め

に
， 主 と して マ ウス を用い て検討 し た ． メ タ ク リ ル ア ミ ド は

，
1 日 1 臥 連続 5 回 腹腔内投与

，
また は

1 日お き ， 5 回腹腔 内投与 くい ずれ も 1 回 投与量 は 2 ． 3 5 m m oIJ k g 体 動 の の ち ， 6 ケ月間 の 観察期間中

に 肺腰痛の 発生 を見た ． す なわ ち
， 連 日投与群 で は57 匹 中16 匹 く30 ％I ，

1 日お き 投与群 で は38 匹 中8 匹

く21 ％ナで い ずれ も 食塩水の み投与 の 対照群 で の発生率く4引匹中 1 匹
，
2 ． 1 ％1 に く ら べ て 高か っ た ． 肺腰瘍

は直径 1 へ 2 m m で
，
発生 マ ウ ス の 半数が 1 偶 の み ， そ の 他で は 2 へ 4 個 が 観 察 さ れ た ， 組 織学 的 に

は
， 全例が 肺胞 H 型の 上 皮細胞 由来 の も の であ っ た ． 仁

1
C コ メ タク リル ア ミ ド投与後 の 組織 内放射 能の

分布 は
， 腎で 最も 高く ， 肝

，
血液

， 脾 ， 肺が こ れ に 続 い た ． 組織 中放 射能 の
一

部 は 蛋白 分画 に 見 出 さ

れ
， 結合率 は肺 で は 約 5 ％で あ っ た ． 3 種 の 核酸塩基す な わ ち ，

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 に た い す る メ タ ク リ ル ア ミ ドの i n v it r o に お け る ア ル キ ル 化反 応 は す べ て陰性で

あ っ た ． 内， 外因性化 学物 質の 代謝 に 関与 す る グル タ チオ ン ふ ア ラ ル キ ル トラ ン ス フ エ ラ
ー

ゼ活性 は
，

ジ ニ ト ロ ク ロ ロ ベ ン ゼ ン を基質 と し た場合 ．
マ ウ ス 肺 は肝 の 約 1 ハ0 の 活性 を 示 す の み で あ っ た が

，
メ

タ ク リ ル ア ミ ド を基質と し た場合 は
， 肝 の 約80 ％ の 活性 を示 した ．

マ ウ ス 肺 ミ ク ロ ゾ ー ム の P 4 5 0 活性

は肝 に く ら べ て 低 く
， 定量可能 限界以下 で あ っ た ． マ ウ ス お よ び ラ ッ ト肺 ミ ク ロ ゾ ー ム に お け る脂質過

酸化活性 に 対 して
，

メ タ ク リ ル ア ミ ド は
，
i n v it r o

，
i n v i v o とも に 影響 を及 ぼ さ な か っ た ． 以 上 メ タ ク

リ ル ア ミ ドの 生体内分布
，
結合性 ， 肺 に お け る代謝活性 ， な ら び に そ れ へ の影響 を調 べ た結果 ，

メ タク

リ ル ア ミ ド に よる 肺障害性 の作用 機序 と して
， 肺組織蛋白 と の反 応性 が関連 す る と推察 さ れ た ．

K e y w o r d s m e t h a c r y l a mi d e
，

m i c e
，
1 u n g

－

t u m O u r
，

m e t a b o lis m
，

m e C h a ni s m

o f a c ti o n

メ タ ク リ ル ア ミ ド くC H 2
ニ C C H 3 C O N H 21 くm e th a c q

r yl a m id e
．

M T A I は
，

ア ク リ ル ア ミ ドの 誘導体の 1 つ

で あ り ， 有機合 成化学 工業 に お い て
，
水溶性 ポ リ マ ー

や 共重合ポ リ マ
ー

の原料 と して
，
近年生産量か 増大 し

て い る
1I

． 親化合物の ア ク リ ル ア ミ ド は
，

人 や 実験動

物 で 末椅神 経 障害 を引 き 起 こ す こ と が 知 ら れ て い

る
213I

． こ の 神経毒性 は
，

ア ク リ ル ア ミ ド の 類似 物質 で

もい く つ か の報 告が な さ れ て お り ，
メ タ ク リ ル ア ミ ド

に 関す る も の と して は
，

ウ サ ギ
41

，
マ ウ ス

鍋

，
ラ ッ ト

乃

な ど に よ る報告が あ る ． H a sh i m o t o ら は
51

マ ウス で
，

メ タ ク リ ル ア ミ ドの神経毒性 は
，

ア ク リ ル ア ミ ド に 比

較 して ，
ロ

ー

タ ロ ッ ド法で約16 ％ で ある と して い る ．

ま た ，
H a sh i m o t o ら

即

は ， ウ サ ギ
，

ラ ッ トお よ びマ ウ

ス
， 特 に ウサ ギ で の 速 や か な経 皮吸収 性 を ， E

1 4

Cコ メ

タ ク リ ル ア ミ ド を用 い て 明ら か に した ． ア ク リ ル アミ

ド類 似物質の サ ル モ ネ ラ菌に よ る 突然変異原性 に 関す

る 最近の 研究 で は
，

い ず れ も 活 性が 認 め ら れ て い な

い
9I

．

一 方
，

グ リ シ ド ア ミ ド
，

N
，
N － 2 － グ リ シ ジル アク

リ ル ア ミ ド ， グ リ シ ジル メ タ ク リ ル ア ミ ドの 3 つ の エ

ポ キサ イ ド誘導体で は ， 1 また は 2 種の サ ル モ ネラ株

で 突然変異性 を示 した
9I

． 現 在 ， ア ク リ ル ア ミ ド の慢

性毒性 に つ い て は多く の 知見が ある が
抽

，
メ タ ク リ ル

A b b r e v i ati o n s こ D N C B
，

di nit r o c h l o r o b e n z e n 三 D T N B
，

d i －t h i o
－ bis － 2 － nit r o b e n z oic a cid ニ

G S H
，
r e d u c e d g l u t a th i o n e ニ G S T

， g l u t a t hi o n e －S － a r alk y lt r a n sf e r a s e ニ M T A
，

m et h a c r y l a m id －

e ニ P B
， p h o s p h a t e b uff e r ニ T C A

，
t ri c hl o r o － a C et ic a c id



メ タ ク リ ル ア ミ ドの 肺毒性

アミ ドお よ び
，

その 他の 誘導体 の 慢性影響 に つ い て は

まだ十分知 ら
．

れ て い なし1
． しか し

， 最近の 研究で は
，

アク リル ア ミ ド誘導体 に マ ウス 肺腰瘍形成が 確認さ れ

た
川

． そ こ で
，
今回は特 に ， メ タク リ ル ア ミ ド の 肺 に

対す る作用を 明ら か に す る た め に
， 以下 の研究 を お こ

なっ た ． す な わ ち ， ま ず．
メ タク リ ル ア ミ ド を マ ウ ス

に繰り返 し投与 した際 の肺腫瘍発現の 経 過を観察 し
，

っ い で マ ウ ス に お ける 亡
14

Cコ メ タ ク リ ル ア ミ ド の 肺
，

その 他の臓器 に お ける 分布
，

3 種の 核酸塩基 へ の メ タ

クリル ア ミ ド の i n vi v o で の 反応性 お よ びメ タク リ ル

ア ミ ドの マ ウ ス 肺 組織 に お け る i n v it r o お よ び i n

Yi v o で の 代 謝を調 べ た ． また
， 内， 外因性物質 の 代謝

に関与す る肺 ミ ク ロ ゾ ー ム P － 4 5 0 の活性 を肝 と比 較 し

た ．

一 般 に S H 反応剤 くH g C 1 2 な どI は
，
組織 の ミ ク

ロ ゾ ー ム と反応 して ， 脂質過酸化 に 対す る増 強反応を

お こす こ とが 知 られ て い る ． メ タク リ ル ア ミ ド は二 重

結合をも ち ，
S H 基 と 反応す る こ と が知 ら れ て い る の

で
121

，
こ の物 質に よ る肺 に お ける 過酸化 反応 へ の 影 響

を調べ た ． こ の た め
，

マ ウ ス お よ び ラ ッ トの 肺組織 ミ

ク ロ ゾ ー ム を調製 し
，

in v it r o お よ び i n v i v o で の反

応を観察 した ．

材料お よ び方法

王 ． 試 薬

メタ ク リ ル ア ミ ド は
，
非 放射性 くE a st m a n K o d a k

C o ．
，
U S A l お よ び 放射 性 く2 ，

3 －亡
14

Cコ メ タ ク リ ル ア ミ

ド
，
2 0ノノC iノm m oり 帽 本原子力研究所 ， 東海村1 を 用

い た ． 2
，

－ デ オ キ シ ア デ ノ シ ン
，
2

，
－ デ オ キ シ シ チ ジ ン

，

チミジ ン は い ずれ も 生化学用 く和光純薬 ，
大阪1 を

，
他

の試薬 はす べ て 特級 を用 い た ．

工工． 動 物

dd Y 系雄 マ ウ ス く静 岡実験動物
，
静 岡H 実験開始時

5 週齢1 お よび W i st a r 系雄ラ ッ トく静 岡実験動物 ，
静

剛 く実験開始時 5 適齢I を用 い た ． 実験中動 物 に は
，

水お よび 固形飼 料 M F くオ リ エ ン タ ル 酵 母
，
東京1 を自

由 に摂 らせ た ．

ItI ． 動物処理 法

肺腫瘍形 成実験 に は
，

マ ウス に 2 ． 3 5 m m olノk g 体重

く経口 L D 馳 の 1 ノ2 量I の メ タク リ ル ア ミ ド を生 食水

溶液と して
，

1 日 1 回 を 5 日 間連続 ，
ま た は

，
1 日 お

き 5 回 ， 腹腔 内に 投与 し た ． 週ま た は月 の 間隔 で 解剖

し
， 肺お よ び 他の 諸臓器 の 変化 を肉眼 的に 観察 し た ．

生食水の み を腹腔 内投 与 し た マ ウ ス を対 照 群 と し

た ．

工V ． 肺組 織の 光顕 的観察

肺組織 は燐酸緩衝10 ％ ホ ル マ リ ン 固定後 ，
パ ラ フ イ

42 9

ン切片と して
，

H － E 染色 に よ り光顕下で 観察し た ．

V ． E
l
でコ メ タ ク リ ル ア ミ ドの 体内分 布

1 JL C i1 10 g 体重く4 ． 7 JL m Oll 1 0 gl の 仁
14
Cコメ タク リ

ル ア ミ ド を生食水溶液と して
，

マ ウ ス 腹腔内に 1 回 投

与 した ． 3 0 分後に 開胸 し
，

ヘ パ リ ン処理 注射器で 左 心

室 よ り全 身の血液を 出来る だ け抜き 取っ た う え ． 諸臓

器を採取 した ． 各臓器重量を秤量 した の ち
，

一

部 く約

50 m gン を濾紙 カ ッ プくA l o k a
， 束京いこ計量 し

，
サ ン プ

ル オ キ シ ダ イザ
ー

くAl o k a
， 東京1 で 燃焼させ た ． 得ら

れ た サ ン プ ル を液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー L S

A n al y s e r くAl o k a
， 東京1 で 1 分間計測 したく計数効率

67 旬 68 ％1 ． 残 っ た 臓器 は
， 水 3 m l を加 え

，
P o tt e r ．

E I v e hj e m 型 ホ モ ジナイ ザ
ー

で ホ モ ジネ
ー

トと し た ．

これ に10 ％ ト リ ク ロ ル 酢 酸 くtri c h l o r o － a C eti c a ci d
，

T C A l を加 え ，
2

，
5 0 0 r p m

，
1 0 分間遠心 した の ち

． 沈淀

を再度 T C A で 洗浄 した ． 2 回 の 上 清を合 わせ
，

こ の

0 ． 5 m l をと っ て シ ン チ レ
一

夕 A C S I H パ ッ カ ー

ド ， 東

京1 10 m l を加 え ， 先 と同様 に 液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ

ウ ン タ
ー で 計数 した く計数効率90 ノ ー 9 1 ％1 ．

VI
． 核酸塩基と メ タ ク リル ア ミ ドの i n Yit r o で の 反

応

S ol o m o n ら
131

の 方法に 準 じ
，
1 3 m M の 2

，
一 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 の 燐

酸緩衝溶液く0 ． 2 N
， p H 7 ． 01 に 6 8 0 m M の メ タ ク リ ル

ア ミ ド を加 え
，
37

0

C で 反 応させ た ． 1
，

2 ， 5 ， 1 0過

後 に 反応液の 2 声1 を
，
薄層ク ロ マ トくシ リ カ ゲ ル7 0 プ

レ
ー

ト1 く和光純薬 ， 大阪1 に ス ポ ッ ト し
， イ ソ プ ロ パ

ノ
ー ルノ水く2 ． 3 川 に て常温 で 展開 し た ． 数時 間後 ，

B u c h a n a n の 方法
14，

に 準 じ
，
0 ． 5 ％シ ス テイ ン の 硫酸 溶

液く3 Nナ を粉霧 した の ち
，
8 5

0

C lO 分間加熱 した ． 対 照

物質と して
，

メ タ ク リル ア ミ ドの 代 りに アク リル ア ミ

ド を反 応さ せ た 試料 に つ い て も同様 の 測定を お こな っ

た ．

W
． 肺お よ び 肝臓 上 清お よ ぴ ミ ク ロ ゾ ー ム 分 画

0 ． 1 M 燐 酸 緩 衝液 くph o s p h a te b u ff e r
，

P B J くp H

7 ， 4ナ を用 い て マ ウ ス の 肺 お よ び肝臓 の 20 ％ ホ モ ジ

ネ
ー

ト を作 り ，
2

，
0 0 0 x g で3 0 分遠心 した の ち

，
上 清 を

12 0
，
0 0 0 x g で 1 時間遠心 し

，
上 浦くエ ン ザイ ム1 お よ び

沈漆の ミ ク ロ ゾ ー ム 分画 を得 た ．

Vln
．

グル タ チ オ ン S － ア ラ ル キ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー

ゼ くgl u t a th i o n e － S ． a r al k yl t r a n sf e r a s e
，

G S TI 測 定

1 ． 2
，
4 － ジ ニ ト ロ ク ロ ロ ベ ン ゼ ン く2 ，

4 －di ni tr o c h l o －

r o b e n z e n
，

D N C B l を基質と し た測定 ．

B o yl a n d と C h a s s e a u d の 方法
醐

に 準 じ ．
3 0 m M

D N C B
，
1 0 m M 還 元グ ル タチ オ ン くr e d u c e d gl u t a th －



4 3 0 松

i o n e
，
G S H l ， 0 ． 2 M P B くp H 6 ． 51 お よび エ ン ザ イ ム

1 0 メ1 を キ ュ ベ ッ ト 中で 25
0

C に て 反応 さ せ
， 基 質 －

G S B 結合物 の 形 成量を初速度 法 で 求 め た く測 定波 長

340 n 皿1 ．

2 ． メ タク リル ア ミ ド を基質 と し た測定 ．

1 0 m M メ タ ク リ ル ア ミ ド
，

1 m M G S H
，

お よ び

0 ． 1 M P B くp H 6 ．引 を加 え ， 3 7
0

C ， 6 0 分間 イ ン キ エ

ペ ー

ト した の ち
，
7 0 ％過塩素酸 を数滴 加 え ，

2
，
5 0 0 r p

－

m
．

1 0 分間遠 心 し ，
その 上 清 に 0 ． 2 M P B くp H 6 ． 51 お

よ び 4 0 m g ハ00 m l の 5
，
5

，
－ ジ チ オ ビ ス ー2 ． ニ ト ロ 安息香

酸く5 ， 5
，

－di th i o
－ bi s

－2 －

n i tr o b e n z o i c a cid
，
D T N B J を加

え
，

4 1 0 n m に お け る 吸光度 を測定 し た
用

．

工X
．

P ． 4 5 0 の 測 定

マ ウ ス 肺 ま た は肝 臓 に 4 倍 量 くW ノV l の 冷 却 し た

0 ．2 5 M シ ョ 糖液 を加 え ．
P o tt e r

－ E I v e hj e m 型 ホ モ ジナ

イ ザ
ー

で ホモ ジネ ー ト と し
，
2

，
0 0 0 x g 3 0 分遠心 後 ，

上

帯 を 1 20 ，0 0 0 x g で 1 時 間遠 心 し て
，

沈漆 の ミ ク ロ

ゾ
ー ム 分画 を得た ． こ の 分画 を 用 い て O m u r a 8 E S a t o

の 方法
糊

に 準 じ て P －4 5 0 量を 測定 した ．

X
． 脂質過酸化反 応の 測 定

191

1 ． i n
．

v it r o こ 正 常 マ ウ ス の 肺 ミ ク ロ ゾ ー ム 分画 に
，

最終濃度 10 m M の メ タ ク リ ル ア ミ ド を加 え
，

3 7
0

C
，

6 0 分間イ ン キ エ ペ ー 卜 し た の ち
，

そ の
一

部 に 2 0 ％

T C A
，
0 ． 6 7 ％2 － チ オ パ ル ピ ッ

ー ル 酸 を加 えた ． これ を

沸 騰 水洛 中で 1 0 分 間イ ン キ エ ペ
ー

卜 し た の ち
，

2
，
5 0 0 r p 皿 1 0 分間遠心 し ， そ の 上 清 中の マ ロ ニ ル ジ ア

ル デ ヒ ド形成量 を 535 n m で 比 色定量 した ． 脂質過 酸

化反 応の 陽性対照物質と して
．

メ タ ク リ ル ア ミ ド の 代

わ りに F e S O 4 7 H 2 0 を最終 濃度0 ． 3 m M で 加 え た試料

に つ い て
，

同様の 測定 をお こ な っ た ．

2 ． i n vi v o ニ 2 ． 3 5 m m oIJ
，
k g 体重 の メ タ ク リ ル ア ミ

ド を ，
マ ウ ス 腹腔内 に 5 日 間連 続投 与 した の ち

，
既述

の 方法で肺 ミ ク ロ ゾ ー ム を 調製 した ． こ の 試料 に つ い

て
．

上 記と 同様 の 方法で 脂質過 酸化 反 応 を測定 した ．

こ の場合，
メ タ ク リ ル ア ミ ドの 添加 お よ び37

0

C で の イ

ン キ エ ペ ー

トは お こ なわ な か っ た ．

X 王 ． 蛋 白定量

エ ン ザイ ム お よ び ミ ク ロ ゾ ー ム 分画の 蛋白定量は
．

L o w r y 法
201 に よ っ た ．

X r L 統計学的検定法

百分率 の 差 の検定 は
，
F i s b e r の 直接確率計算法 によ

り ， 多群 間の 平均値 の 差 の検定は
，

1 元 配置分散分析

後 D u n c a n の 多重比較法
21I

に よ っ た ． p く0 ．0 5 を有意

と し た ．

成 績

1 ． メ タ ク リ ル ア ミ ド投与 マ ウ ス に お け る 肺腫瘍発

生

表 1 は
， 食塩水 の み投与の 対照 群 ，

メ タ クリ ル アミ

ド を 1 日 1 回
，
連続 5 回腹腔 内投与群 ，

お よび 1 日お

き ，
5 回腹腔 内投与群 に お け る肺腫瘍発生率の経時変

化 を 示 す ． 対 照群 で は観 察6 ケ月目で 解剖 した20 匹中

に 1 匹 の み腫瘍 の 発 生 を 見 た ． 6 ケ 月 間の 総 発生率

は
，

1 ノ48 く2 ． 1 ％1 で あ っ た ． メ タ ク リ ル ア ミ ド5 回連

続投 与群 で は ， 3 過日 か ら
，
発生率 は少 な い が 腫瘍形

成 が認 め ら れ
，

6 ケ 月 で は16 匹 中に12 匹
，

6 ケ月間の

総発 生率は1 6ノ57 く30 ％1 と な っ た ． 1 日 お き 5 回投与

群 で は
，

2 ケ月 日で は じめ て発生が み られ
，

6 ケ月で

は 6 匹 中に 6 匹 ，
6 ケ月 間の総数 で は 8 ノ38 く21 ％1 と

な っ た ． メ タ ク リ ル ア ミ ド投与 2 群 の総発生率 は
，

い

ずれ も 対照群 の 発 生率と く ら べ て有意 に 高率で あっ た

くp く0 ． 0 11 ． な お ， 6 ケ月 間の 体重
，

お よ び 肺重量に

は ， 3 群間に 有意差 は な か っ た ．

工工
． 肺腫瘍 の 病 理 学的所見

肺 腫瘍 は
， 肉眼 的に は

， 肺表層部 に 観察 され る腫瘍

で
， 灰白色透 明感 を呈 し た ． 大 き さ は い ず れ も 直径

1 旬 2 m m の 小 型 で
， 発 生数は発生 マ ウ ス の半数が 1 個

の み
，

その 他 で は 2
ノ

ー 4 個が観察 さ れ た ．

組織学的に は ， 全例 が 肺胞 H 型 の 上 皮細胞 由来の腫

瘍で
，

ク ララ 細胞由来の 腫瘍発生 は み ら れ ず， 気管支

上 皮細胞の 異形成 ， 過形成も 認め ら れ な か っ た ． 腫瘍

の 組織像 を図 1 くa
，
bl に 示 す ．
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m ． 仁
1
でコ メ タ ク リル ア ミ ド投与後放射 能 の 臓器 内

分 布

表 2 は ，
マ ウ ス で の 仁

I

t コ メ タ ク リ ル ア ミ ド 1 回腹

腔 内投与後30 分 に お け る ， 臓 器 内放射 能 の 分布 を 示

す ． 全放射能 は腎で 最 も高 く ， 肝 ， 血液 ， 牌 ． 肺が こ

れ に 続t l た ． 神経系 ， 筋肉は比 較 的低値 で あ っ た ． 各

臓 器に お け る放射能の 蛋白結合 率を み る と
， 神経系 お

よ び 腎で 最 も高く
，
牌

，
心

，
肺 と続 い た ．

IV ． 核 酸 塩 基 に 対 す る メ タ ク リ ル ア ミ ド の i n

Y it r o で の ア ル キ ル 化反 応

図2 は
， 薄層 ク ロ マ トグ ラ ム の 1 例 を示 す ． 左 の 3

田

個の ス ポ ッ トは ア ク リ ル ア ミ ド
，
右 の 3 個 は メ タクリ

ル ア ミ ドの ， そ れ ぞ れ 3 種の核酸塩基 と の10 週間反応

後の 展 開像 で あ る ． 左の アク リ ル ア ミ ド は 2
，

－ デオキ

シ ア デ ノ シ ン
，
2

，
－ デ オ キ シ シ チ ジ ン と の 反 応生 成物を

み る が
，

メ タ ク リ ル ア ミ ドで は
，

3 種 い ずれ の 塩基に

対す る反 応物 も検出さ れ なか っ た ．

V ． D N C B を基質 と し た場合 の
，

マ ウ ス 肺およ び肝

の GS T 活性

表 3 は
，
肺 お よ び肝 に お け る

，
1 20

，
0 0 0 x g 遠心 上清

くエ ン ザイ ム1 の
．

D N C B を基質と し た 場 合の G ST

活性値 を示 す ． in v it r o で メ タク リル ア ミ ド く10 m 叫

Fi g ． 2 ． T h i n
－1 a y e r c h r o m a t o g r a m a ft e r a di r e c t r e a c ti o n o f 3 n u cl e o si d e s

くe a c h 1 3 m M l i n v it r o wi th a c r yl a m i d e く68 0 m M l o r m e th a c r yl a mi d e

く680 m M J a t 3 7
O

C
， p H 7 ．O f o r l O w e e k s ． T w o FL l o f e a c h r e a cti o n

mi x t u r e w a s pl o tt ed o n S ili c a
－ G e l

I

7 0 pl a te くW a k o ， J a p a nナ a n d

d e v el o p e d b y i s o p r o p a n oll H 2 0 く2 ．3 川 f o r s e v e r a l h o u r s a t r o o m

t e m p e r a tu r e ．
S p o t s a r e d e t e c t e d b y s p r a yi n g a 5 ％ s ol u ti o n of c y st ei n e

h y d r o c hl o rid e i n 3 N s u l ph ri c a ci d a n d h e a ti n g f o r 5 t o l O mi n a t 85
O

C ． a
ノ

ー
C ，

r e a C ti o n w i th a c r yl a mi d e 三d へ f
，

r e a C ti o n wi th m e th a c r yl a m id －

e ． a a n d d
，
2

，
－d e o x y a d e n o si n e i b a n d e

，
2

，

－d e o x y citi d in e i C a n d f ，

t h y m idi n e ニ g ，
a d d u c t o f a c r yl a m id e wi th 2

，
－d e o x y a d e n o si n e こ h

，
a d d u ct

of a c r y l a m id e w ith 2
，

－ d e o x y citi di n e ． N o a d d u c t i s d e t e c te d a ft e r

r e a cti o n w i th m e th a c r yl a m id e ．

T a bl e 3 ． G S T a c ti v it y i n m o u s e l u n g a n d li v e r w ith D N C B a s

s u b s t r a t e

G S T a c ti vit y くm M m i n．1
m g p r o t e i n，り
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亡
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メ タ ク リ ル ア ミ ドの 肺毒性

と60 分イ ン キ ュ ベ ー 卜 した
，

正 常マ ウ ス の 上 清
，

お よ

びメ タク リ ル ア ミ ド を 1 日 1 回連 日 5 回投与 した マ ウ

スの 上 清 ，
い ずれ の 場合 に も ，

G S T 活性 は
， 肝が

， 肺

の約10 倍の 値 を 示 した ■ i n vi v o で の メ タ ク リ ル ア ミ

ド投与群で は
，
両値と も i n vit r o に く ら べ て低下 が み

ら れた ．

Vl ． メ タ ク リ ル ア ミ ド を基質と した 場合 の
．

マ ウ ス

肺お よ び肝 の G S T 活 性

メ タ ク リ ル ア ミ ドの 肺 お よ び肝 に お け る被代謝活性

を知る た め
，

メ タ ク リ ル ア ミ ド を基質 と し た場合の
，

肺お よ び肝 の G S T 活性 を し ら べ た 一 表 4 に 示 す よ う

に D N C B を基質と し た場合 と同様 ， 肝 が肺 よ り強 い

代謝活性を示 した が
， 両者の 差は D N C B の 場合程 で

はなか っ た ． ま た i n v it r o と i n vi v o の 差 も認 め られ

なか っ た ．

Wl ．
マ ウ ス 肺 ミ ク ロ ゾ

ー ム の P ． 4 5 0 活 性

マ ウ ス 肺 ミク ロ ゾ
ー ム に お ける薬 物代 謝酵 素活性 を

調べ るた め
，
P ぺ50 量 を測定 した が

．
45 0 n m に 相 当す

る ピ
ー

ク は出現 しな か っ た ． 同時 に 測定 した肝 で は
，

0 ．3 72 n m o lノm g ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白で あ っ た ．

用 ．
マ ウ ス お よ ぴ ラ ッ ト肺ミ ク ロ ゾ

ー

ム に お け る 脂

質過酸化 に 対す る メ タ ク リ ル ア ミ ドの 影響

メタ ク リ ル ア ミ ドの 肺組織に お け る脂質過 酸化活性

へ の 影響 を調 べ るた め
，

マ ウス お よ び ラ ッ ト肺 ミク ロ

ゾ
ー ム に つ い て

，
メ タ ク リ ル ア ミ ド の 作 用 を i n

4 3 3

v it r o お よ び i n v i v o で 観測 した ． 表 5 に 示 す よ う に
，

メ タク リ ル ア ミ ド は マ ウ ス お よ び ラ ッ ト に お い て
．
i n

V it r p ，
i n v i v o とも に

， 肺 ミ ク ロ ゾ p ム の 脂質過 酸化

に 影響 を及 ぼ さ な か っ た ．

一 方 ． 陽性対照物質と して

用 い た F e S O 4 は
，
i n v itr o で マ ウ ス お よ び ラ ッ トと も

に強 い 脂質過酸化 の 増強作用 を示 した ．

考 察

ビ ニ ー ル 系ま た は アク リ ル 系化合物と称 され る化合

物群は
， 分子 中 に 所有す る二 重結合 の 活発 な化学反 応

性の た め
， 合成化学工業界 で 各種 反応の 原料 ，

中間体

お よび最終製品 と して 広く用 い ら れ て い る ．

一 方 ，
こ

の 種の 化合物 は
，

その 性質か ら生体 に 対 して も 障害性

が
一 般 に 強い こ と で 知 ら れ て い る ． そ の例と して

， 塩

化 ビ ニ ー ル モ ノ マ
ー 取扱者の 肝血 管肉腫

豊I

，
ア ク リ ル

ニ トリ ル 取扱者 の 肺癌
盟，

，
ア ク リ ル ア ミ ド 取扱者 の 多

発神経炎別1

，
その 他が あ る ．

今回取 り あげた メ タク リル ア ミ ド は ， 人 間お よ び 各

種実験動物で 神経障害性 を示 す こ とが 知ら れ てい る ア

ク リル ア ミ ド誘導体 の 1 つ で あ る ． 最近，
メ タ ク リ ル

ア ミ ドを含 めた ，
ア ク リ ル ア ミ ド誘導体の 中に マ ウ ス

での 肺腫瘍発生 の 報告が なさ れ
川

．
産業衛生上 の 新 し

い 課題が生 じ て い る ． 今回
，
著者は メ タ ク リ ル ア ミ ド

に よ る マ ウ ス で の 肺腫瘍発生 を経時的に観 察する と と

も に その 発生 機序 を明ら か に す る た めの 基礎的研究 を
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s u b s tr a t e

G S T a c ti v it y くp g h o u r－1
m g p r o t e i n－り

i n vi tr o
a

L u n g L i v e r

9 ． 7 6 士0 ． 5 6く3つ
C

l l ． 7 士4 ． 0 0く3う

1 n V I V O
b

L u n g L i マ e r

9 ． 8 8 士0 ． 3 3く3う 11 ． 8 士0 ．5 5く3う

a

n o r m a l r n i c e
b

m i c e t r e a t e d w ith M T A
C

m e a n 士 S Ij h l

T a bl e 5 ． L i pid p e r o x i d a ti o n b y M T A i n m o u s e a n d r a t l u n g m i c r o s o m e s

C o n c e n t r a ti o n o f m a l o n il di a ld e h y d e
a

i n v it r o l n V I V O

C o n t r o1 2 6 ． 5 士3 ． 3く5う
b

l O ． 5 士1 ．1く5つ

M T A 25 ． 0 士0 ． 3く5つ 10 ． 3 士1 ． 6くの

F e S O
l

l O 3 士44く5つ
ホ ヰ

C

i n v主t r o

8 ． 2 士1 ，0 2く5つ

8 ． 3 士0 ．7 3く5う

19 ． 7 士4 ． 5く5う
ホ 掌

a

p m ol r n g p r o t e i n
－ 1

x l O O
b

m e a n 士S Dくnl
C

n o t d e t e r m i n e d

中 瀬
p く0 ，0 1 v s ． c o n t r ol b y A N O V A f oll o w e d b y D u n c a n

，

s m ul ti pl e c o m p a ri s o n ．



4 3 4 松

書式み た ．

マ ウ ス 肺に お ける 自然発生性 の 肺 腫瘍形成 に つ い て

は
，
L i v i n g o o d

251

以来， 多く の 報告が あ る
26ナ

． こ の 自然

発生腫瘍 の 頻度 は ，
マ ウス の 系統 に よ り差が あ り ， 最

も高 率と され る A 系で は70 ％に も 及 ぶ が
，

C 5 7 B L 系

で は
，

1 ％に も達 し ない
むI

． こ の 腫瘍 は ま た
，

種 々 の

外的要因 ，
す な わ ち物理 学 お よ び化学 的要因 で 誘発 さ

れ る ． こ の こ と か ら
，

と く に A 系 マ ウ ス の肺腫瘍形成

を指標と した
，
化学発癌性 の検査法 が S hi m k i n

一 派

に よ っ て 提唱さ れ て い る
祖 柵

著者の 今回 の 研究で は ，
メ タ ク リ ル ア ミ ドが

，
正 常

対照群で は殆 ど自然発生を み な い d d Y 系 マ ウ ス で
，

肺腫瘍 を誘発 させ
， 発生率が経 時的 に 増大す る こ とが

明 ら か と な っ た ． こ の 腫瘍 は
， 組織学的 に はす べ て肺

胞II 型上皮 か ら な る腺腫で あ っ た ． しか し
，

A m a r al ．

M e n d e s
3 01

に よ る と
，

こ れ ら マ ウ ス の 自 然発 生性 肺腫

瘍 は
，

マ ウス の 年齢が 2 年以上 に な る と
， 約2 0 ％は悪

性化 に 傾く こ と が あり ，
こ れ は 最初腺腰 で発 生 した も

の か らの 変異 に よ る と 考え ら れ て い る ． K i m u r a
叫
は

，

H 型上 皮 に よ る腺腫か ら ， 乳頭腰に 変化 し
，
更 に 腺病

へ と進行 す る可能性 を示唆 して い る ． 今回 の研究で は

観 察期間を 6 ケ月 まで と した が
， 先 に お こ なわ れ た 1

年後の観 察くの結果1 で は
， 腺脛 の

一

部 に乳頭腫 の組織

像が み られ て お り
111

，
メ タ ク リ ル ア ミ ドに よ る 肺 腫瘍

に つ い て も
，
経時的な組織像 の 悪性 化の 可能性 が 考え

られ る ． メ タ ク リ ル ア ミ ドの 合 成上 で の 母体で あ る ア

ク リ ル ア ミ ド に つ い て は ， 皮膚お よび 肺 に お け る腰瘍

形成 の 報告が ある ． す な わ ち
，
I C R － S w i s s 系 マ ウ ス

で
t

l 週 当 た り 3 回 を 2 週間 ， 経 口 投与 く総投 与量

75
，
1 5 0

，
3 0 0 m gl k gl し た の ち

，
2 ． 5 FL g の 1 2 －

0
．

t et r a
－ d e c a n o yl p h o rb ol －1 3 －

a C e t a t e を過 3 回
，

2 0 週 間

皮膚塗布し た場合 ，
1 年後 に 約30 ％の マ ウ ス で 皮膚の

乳頭腫ある い は痛 が
．

ま た40 ％に 肺 の 腺腫 あ る い は癌

の 形成が 認め ら れ て い る
32l

． 同様 の 実験 を ア ク リ ル ア

ミ ドの 腹腔内投与で観 察す る と ， 肺 腫瘍発生 率が 有意

に 高 ま る こ とも 報告さ れ ， ア ク リ ル ア ミ ドが 肺腫瘍発

生のイ ニ シ エ
ー

タ
ー

と な り 得る と考 え られ てい る
33，

．

化学物質 に よ る肺腫瘍発生 の 病理 組織的研究 は古く

か ら比較 的多く の 報告が あ るが
，

そ の 生化学的発生機

序に つ い て は ， な お 不明 な点が 多く残 さ れ て い る ． 今

回著者 はま ず， 放射性 メ タ ク リ ル ア ミド を 用 い て
， 腹

腔内投与後の組織 内分布 と
，
放射能 の 蛋白分画 へ の 結

合率 を測定 した ． こ の結 果
，

メ タ ク リル ア ミ ドの 肺 に

お け る分布量 は腎
，
肝

，
血液 な ど に 続い て

， 比較的高

い 債 を 示し た ． こ の分布量の 中の 組織蛋白 へ の 結合率

は
，
大脳

，
小脳 ， な どの 神経 組織や 腎 ， 脾 な ど に く ら

ベ て低 い も の の
，

3 時間 で 約 5 ％ の 結 合が 認 め られ

た ． 外 来化学物質 と組織 蛋白 との 結合 の 意義 に つ いて

は
， 構造 蛋白の 失活 な どの他 に

，
遺伝子 発現の 調製障

害に も と ずく発 癌性 へ の 関与 が想定 さ れ て い る
叫

． 今

回 の 成績か ら ， 肺 で は未反応 の メ タ ク リ ル ア ミ ドも高

濃度で 残存す るが ， 組織蛋白の 機 能変化が起 こ り得る

こ と も示 唆 され た ． また
ト 家兎 に よる 放射性メ タクリ

ル ア ミ ド の皮膚接触24 時 間後の 組織蛋白結合率は
， 肺

で は肝 ，
血液 な どと 同様 ， 最 も高 い 値く約60 ％1 を示し

て い る
81

． こ の こ と か ら
，

マ ウ ス に お い て も
，

こ の物質

の 繰 り返 し投与の 場 合
，

更に 高い 結合 率の 可能性もあ

り
，
肺機 能 へ の 影響 が 少な く な い と 考 えら れ る ． 化学

物質 に よ る 腫瘍形成の 機序と して ， 核 酸に 対する化学

物質の ア ル キ ル 化反応が 知 られ て い る
誠I

． 親 化合物の

ア ク リ ル ア ミ ド に つ い て は
， 各種核 酸 塩 基 と の i n

v it r o に お け る結合性が 明ら か に さ れ
32I

，
こ れ と 動物の

皮膚 ， 肺 な ど に み ら れ る腫瘍形成 と の関連性が論じら

れ て い る
卸

． しか し
， 今 回 メ タ ク リ ル ア ミ ド に つ い て

，

3 種 の核 酸塩 基に 限フ て 調べ た結果 で は
， 結合性はみ

ら れ ず
，
腰瘍 形成と の 関連性 は確認 で き な か っ た ．

メ タ クリ ル ア ミ ドの 生体内代謝 に 関与す る と想定さ

れ る G S T 活 性 を ，
マ ウ ス 肺 お よ び 肝 に つ い て

，
in

vi t r o お よ び i n v i v o で 検討 した ． そ の 結果
．

D N C B

を基質 と した 場 合両 実験 系 と も に
，

肺 は 肝 に く ら べ

て
， 約 1 ハ0 の G S T 活性 を示 し た ． し か し ，

メ タ クリ

ル ア ミ ド を基 質と した場合 は肝 に く ら べ て
，

G S T 活

性 に は 大差が な く ， 肝と 同程度 に 代謝 さ れ る こ とが明

ら か に な っ た ．

一 方 ， 肺 組織 中の ミ ク ロ ゾ ー ム に存在

す る 薬物代謝酵素活性 を P 一 購0 の 濃度か ら 想定する こ

と を試 み た ． そ の 結果 ，
マ ウ ス 肝 で は

，
既報 の 文献

値
光一

に 近 い 濃度 が得 られ た が
，
肺 に お い て は ， 測定範

囲以 下 で あ っ た ． 肺組織 の P －4 5 0 活性 の 測定に つ い て

は
， 他 の 多く の 報 告も極 め て低 い 値

37，
ま た は

，
血液の

混 入 に よ る測 定妨 害珊
な どの 結果 を示 して い る ．

こ の

こ と か ら
，

マ ウ ス 肺に お け る メ タ ク リ ル ア ミ ドの ミ ク

ロ ゾ
ー ム 系に よ る 代謝は

，
か っ て マ ウ ス肝 で調 べ られ

た 活性
罪1

に く ら べ て低率 と考 え られ た ．

メ タク リ ル ア ミ ドの マ ウ ス 肺膿瘍形成 に 関与する 生

化学的機序 に つ い て更 に 検討す る た め に
， 肺の 過酸化

脂質反応 に 対 す る メ タ ク リ ル ア ミ ド の 影響 を調 べ た ．

一

般 に
，

不 飽和化合物 に は脂質過酸化 反応 の 促進効果

を示 す も の が 少な く な い
39－

． 生体 中で 生 成 す る過酸化

脂 質の 毒性や病 態に つ い て は 多く の 報 告が あ り
40，

．
最

近 は月旨質過酸 化 に よ る リ ン パ 系 組織 の 特 異的な 障害

と ，
こ れ に よ る 免疫機能の 低下お よ び 発癌 性な どの示

唆が な され て い る
相

． 過酸化脂質の 測定法 に つ い ては
，

l
一
一
一



メ タ ク リ ル ア ミ ドの 肺毒性

反応の特異性に 関し て多少の 問題は あ る が
， 感度 と操

作の簡便さ か ら
，
従来 か ら用 い られ て い る マ ロ ン ジ ア

ル デヒ ド法
相－

を用 い た ．
マ ウス お よ び ラ ッ ト肺 で の i n

vit r o お よ び i n v i v o
，

い ずれ の場合 に も
，

メ タ ク リ ル

アミ ドは脂質過酸化反応 に 影響 を及ぼ さ なか っ た ．

一

方，
陽性対照物質と して 用い た硫酸第 一 鉄 は こ の 反応

に対して 強い 促進効果 を示 した ■ し たが っ て
， 今回の

成績か ら ，
メ タ ク リ ル ア ミ ドの 過酸化脂質反応の 促進

によ る発癌性 へ の 関与 に つ い て は可能性 が少 な い と考

えられ た ．

以上
，

メ タ ク リ ル ア ミ ド の 肺 腫 瘍 発生 機序 に つ い

て， 各種の 生化学的検討 を お こ な っ たが ， 組織蛋白と

の結合性 に 関与す る 更に 詳細な検討が な お今後の 課題

と して 残され てい る ． 化学発癌 剤の 多く に つ い て
． 組

織蛋白の ア ミ ノ基 のカ ル ポ キ シ ル 基
，
S H 基

，
そ の 他

へ の アル キ ル 化作用 が 認 め られ て い る
咄

． メ タ ク リ ル

アミ ド に つ い て も ，
シ ス テイ ン

，
グル タ チ オ ン を 介し

ての蛋白 アル キ ル 化作用 の 可能性が あ る ． ま た ， 親化

合物の アク リル ア ミ ド
瑚
お よ び類似構造物の アク リ ル

ニ トリ ル
嘲

に つ い て も
，
i n vi v o の条件で 蛋白と の 直接

の 結合性が 報告さ れ て い る ． 前者 に つ い て は
， 動物 に

お ける発癌性が
，

また 後者に つ い て は
，

人 間
お，

お よ び

動物
瑚

に お け る発癌性が 報告さ れ て い る ． メ タ ク リ ル

ア ミド に つ い て も ， 今後蛋白と の 反応性 を 中心 に ， 肺

腫瘍形成機序解 明 の 可 能 性が ひ ら か れ る と 考 え ら れ

る ．

結 論

有機合成化学原 料 と し て 最近用 途 の 拡大 し つ つ あ

る
，

メ タ ク リ ル ア ミ ド くm e th a c r yl a m i d el の 肺腫 瘍発

生機序 を明 ら か に する た め
，

主 と して マ ウ ス を用 い て

検討し
，

以下 の 成績 を得 た ．

1 ． メ タ ク リ ル ア ミ ド は ， 1 日 1 回 ， 連続 5 回腹腔

内投与
，
ま た は

，
1 日 お き ，

5 回腹腔 内投与く1 回投与

量 はい ずれ も 2 ． 3 5 m m oIJ k g1 6 ケ月 間 の 観察 期間 中

に30 ％，
お よ び21 ％に 肺腰瘍 の 発 生 を みた ． 腫瘍は す

べ て肺胞 H 型上 皮細胞 由来の 腺腫 で あ っ た ，

2 ． 亡
1

q メ タ ク リ ル ア ミ ド投与後 3 時間 に お け る

組織内放射能 の 分布 は
，
腎

，
肝

，
血 液 ， 牌 ， 肺の 順に

高か っ た ．

3 ． 肺組織 分布量 の う ち約 5 ％の 放射 能が肺 の 蛋 白

結合性分画 に 認め ら れ た ．

4 ． メ タ ク リ ル ア ミ ド と 3 種の 核 酸 塩 基 と の i n

Vitr o で の結合性 は確認 され な か っ た ．

5 ． 肺上 清分画の グ ル タ チ オ ン ー S － ア ラ ル キ ル ト ラ

ン ス フ エ ラ
ー

ゼ くG S Tl 活性 は
，

ジ ニ ト ロ ク ロ ロ ベ ン

43 5

ゼ ン を基質 と し た場合
，
肝の 約1 ハ0 で

，
メ タ ク リ ル

ア ミ ド を基質 と した 場合 は ， 肝と ほ ぼ同 じ活性 を示 し

た ．
．

6 ． マ ウ ス 肺 ミ ク ロ ゾ ー ム の P －4 5 0 活性 は
，
肝 に く

らべ て低く
． 定量可能限界以 下 で あ っ た ．

7 ．
マ ウ ス肺 ミ ク ロ ゾ ー ム の脂質過酸化反 応 に 対 し

て
，

メ タ ク リル ア ミ ド は ，
i n v itr o

．
i n vi v o と も に 影

響 を及 ぼ さ な か っ た ．

8 ． 以上 の成績お よ び従来か ら の 知見か ら
，

メ タ ク

リ ル ア ミ ドの肺腫瘍形成磯序 と して 蛋白と の結合性 が

関与 しう る と 考え られ た ．
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