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はじめに

　Polychlorinated biphenyls （PCBs） は， ビ フ ェ
ニル骨格に1～10個の塩素が置換されたものの総
称であり，置換塩素数とその置換位置の違いから
理論上209種の異性体が存在するが1），わが国で
は1968年に発生したカネミ油症事件の原因物質と
して有名である。一方，世界的な環境汚染物質と
してもよく知られており，ヒト血液中から2,2',4,
4',5,5'-hexachlorobiphenyl（hexaCB）（CB153），
2,2',3,4,4',5'-hexaCB（CB138）および 2,2',3,4,4',5,
5'-heptachlorobiphenyl（heptaCB）（CB180） な ど
の PCB 異性体とともに，PCB 代謝物の4-hydroxy
（OH)-2,2',3,4',5,5',6-heptaCB（CB187），4-OH-
2,2',3,4',5,5'-hexaCB（CB146） お よ び 4-OH-
2,3,3' ,4' ,5-pentachlorobiphenyl（pentaCB）
（CB107）なども高濃度で検出されている2-5）。
　2007年，Linderholm らは油症発生から37年経
過した油症患者の血液を調べたところ，上記と同様
な PCB 異性体および PCB 代謝物を検出するととも
に，これまで健常者で全く報告されていない4'-OH-
2,3',4,5,5'-pentaCB（CB120）を新たに高濃度検出
したと報告した6）。このような特徴的な血中 PCB 代
謝物パターンが，油症患者において事件発生後約
40年も経過して観察されることは，PCB 類の毒性
発現機構を考える上で極めて興味深い。
　 生 体 内 で4'-OH-CB120は，Fig. 1に 示 す よ う な
２つの経路により生成されると考えられる。１
つ の 経 路 は，2,3',4,4',5-pentaCB（CB118） か ら
4',5'-epoxide 生成および NIH 転位を経由して生成
される経路である。Haraguchi らはすでに，CB118

投与ラットの血液中から主代謝物の4-OH-CB107と
ともに，ごく微量の4'-OH-CB120を検出している
7）。もう１つの経路は，CB120の4' 位に直接水酸化
される経路である。しかしながら，CB120の代謝
に関しては全く報告がなく，この経路の関与は不明
である。
　そこで，本研究では CB120から直接水酸化によ
り4'-OH-CB120が生成されるかどうかを確かめる
ため，CB120およびその予想代謝物として4'-OH-
CB120の合成を試みた。また，得られた CB120を
基質とし，ラット肝ミクロゾーム（Ms）による代
謝を試みた。
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Fig.1  Postulated pathways for the formation of 4'-OH-
CB120 in animals. 
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実験方法

１．試薬
　合成試薬の3,5-dichloroaniline，2,6-dichlorophenol
および亜硝酸ナトリウムはいずれも特級を和光
純 薬 工 業（ 大 阪 ） か ら，1,2,4-trichlorobenzene
お よ び 2,4,5-trichloroaniline は 特 級 を 東 京 化
成 工 業（ 東 京 ） か ら 購 入 し た。 ま た，HPLC 用
acetonitrile は関東化学（東京）から購入した。さ
ら に， 代 謝 実 験 で 用 い た phenobarbital（PB），
3-methylcholanthrene（MC） お よ び glucose-6-
phosphate（G-6-P）dehydrogenase は い ず れ も 特
級を和光純薬工業（大阪）から，NADP ＋ および
G-6-P は生化学用をオリエンタル酵母（東京）から
購入した。その他の試薬はできる限り高品質のもの
を用いた。

２．CB120の合成
　CB120は，Hutzinger の 方 法8） を 若 干 改 変
し て 合 成 し た。 す な わ ち，3,5-dichloroaniline 
1.14 g（7.036 mmol） を 濃 塩 酸 中， 室 温 で 撹
拌して塩酸塩とし，亜硝酸ナトリウム飽和水溶
液 を 滴 下 し た。 こ れ に acetonitrile で 溶 解 し た
1,2,4-trichlorobenzene 2.0 g を 加 え て，110 ℃ で
2時間反応させた。その後，chloroform にて抽出
し， こ れ を シ リ カ ゲ ル60（65 g，Merck 製 ） カ
ラム（内径 26 mm，ベット高 200 mm）にかけ，
n-hexane で溶出した後，HPLC による精製を行っ
た。CB120の純度は電子捕獲型検出器付ガスクロ
マトグラフィー（GC-ECD）および質量分析計付ガ
スクロマトグラフィー（GC-MS）により調べた。

３．4'-OH-CB120の合成
　4'-OH-CB120は，Hutzinger らの方法8） を 若 干 改
変して合成した。すなわち，2,4,5-trichloroaniline 
0.61 g（3.105 mmol） を 濃 塩 酸 中， 室 温 で 撹
拌して塩酸塩とし，亜硝酸ナトリウム飽和水溶
液 を 滴 下 し た。 こ れ に acetonitrile で 溶 解 し た
2,6-dichlorophenol 3.0 g を 加 え て，110 ℃ で ２
時 間 反 応 さ せ た。 そ の 後，chloroform に て 抽 出
し，次に2M NaOH で逆抽出を行い，塩酸で酸性
とした後，再び chloroform で抽出した。これを
シリカゲル60（65 g，Merck 製）カラム ( 内径26 
mm，ベット高200 mm）にかけ，n-hexane および
chloroform で溶出した後，HPLC に供した。代謝物
の純度は GC-ECD および GC-MS により調べた。

４．機器分析
　HPLC は島津製作所製（ポンプ : LC-10AT，検出
器 : SPD-10A）を用いた。HPLC 条件は次の通りで
ある。カラム，ODS-A（250 × 20 mm i.d.，5 μ
m 粒径，YMC 製）； 移動相，acetonitrile； 流速，4 
ml/min； 検出波長，254 nm。
　GC-ECD は Agilent 製の HP5890 Series II ガスク
ロマトグラフを用いた。GC-ECD の条件は次の通り
である。カラム，DB-1 fused silica キャピラリー
カ ラ ム（30 m × 0.25 mm i.d.，0.25 μm 膜 厚，
J&W Scientific 製）； オーブン温度，230℃； 注入
口温度，250℃； 検出器温度，250℃； キャリアー
ガス，N2（1 ml/min）。
　GC-MS は島津製作所製 GCMS-QP2010を用いて，
EI モードで行った。分析条件は次の通りである。
カラム，DB-1 fused silica キャピラリーカラム (30 
m × 0.25 mm i.d.，0.25 μm 膜厚，J&W Scientific
製）； オーブン温度，70℃（1.5 min）- 20℃ /min 
- 230 ℃（0.5 min）- 4 ℃ /min - 280 ℃（5 min）； 
注入口温度，250℃； 検出器温度，230℃； キャリ
アーガス，He（1 ml/min）。
　1H-NMR スペクトルの測定は日本電子製の JEOL 
GSX-500（500 MHz）を用いて行った。試料は，
chloroform-d に溶解し，tetramethylsilane を内部
標準物質として用いた。

５．CB120のラットにおける代謝
　Wistar 系雄性ラット（体重約200 g）を１群４匹
として，未処理群，PB および MC 前処理群の３群
に分けた。PB-Na 塩は生理食塩水に溶解し80 mg/
kg/day の用量で，MC はコーン油に溶解し20 mg/
kg/day の用量で３日間腹腔内に投与した。最終投
与日の翌日に屠殺して，肝を摘出し，常法9）により
肝 Ms を調製した。 
　 ラ ッ ト 肝 Ms に お け る CB120の 代 謝 は 既 報10）

に 準 じ て 行 っ た 。 す な わ ち ， 40 μM CB120　
（dimethylsulfoxide に 溶 解 ） を，NADPH 生 成 系
（ 0 . 3 3 m M  N A D P ， 5 m M  G - 6 - P ， G - 6 - P 
dehydrogenase 1.0 unit），6 mM MgCl2およびラッ
ト肝 Ms（1 mg protein）とともに100 mM HEPES
緩衝液（pH 7.4）中で，合計１ ml として，37℃で
60 min インキュベートした。その後，chloroform 
: methanol（2 : 1, v/v）1 ml および n-hexane 3 ml
で CB120およびその代謝物を３回抽出した。抽出
液は diazomethane でメチル化後，GC-ECD に供し
た。
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結果および考察

１．CB120 の合成および分離精製
　CB120の合成は，3,5-dichloroaniline および1,2,4-
trichlorobenzene を原料としたジアゾカップリング
法8）を用いて行った。この方法では Fig. 2に示すよ
うに理論的には CB120以外に，2,3,3',5,5'-pentaCB
（CB111）および2,3,3',5',6-pentaCB（CB113）が
同時に合成される。まず，反応液をシリカゲル60
カラムにかけ n-hexane で溶出したところ，PCB 異
性体はすべて100～500 ml の n-hexane 画分中に
溶出された。次に，この画分を濃縮した後，分取
用 HPLC に付した。その結果，Fig. 3に示すように
PCB 異性体と思われる３種類のピークがそれぞれ
保持時間35.2 min，39.3 min および43.2 min に検
出された。そこで，保持時間の早いほうから，そ
れぞれ S-1 ，S-2および S-3とした。次に，これら
画分の分子量を GC-MS で調べたところ，S-1，S-2
および S-3画分にはそれぞれ１種類，１種類および
３種類のピークが検出され，これらはいずれも分

子量324を有する pentaCB であることが示された。
そこで，S-3画分をさらに HPLC により，２つの画
分に分離した。すなわち，S-3のピーク頂上までを
S-3a 画分，ピーク頂上以降を S-3b 画分として分取
し（Fig. 3），GC-MS で再度調べたところ，S-3a 画
分に２種類，また S-3b 画分に１種類が存在してい
た（Table 1）。
　 さ ら に，S-1，S-2 お よ び S-3b の1H-NMR
ス ペ ク ト ル を 測 定 し た と こ ろ， い ず れ も3'，
5'-dichlorobenzene 環に置換された３個の水素原
子（2'，4' お よ び6' 位 ） お よ び trichlorobenzene
環に置換された２個の水素原子に由来するシグ
ナルが検出された。まず，S-1の7.134 ppm（2H, 
J=1.83Hz, d）のダブレットは H-2' および H-6' に，
7.439 ppm（1H, J=2.01Hz, t）のトリプレットは
H-4' に，7.359 ppm（2H, J=8.79Hz, d） お よ び
7.455 ppm（2H, J=8.79Hz, d）のダブレットはそれ
ぞれ H-4および H-5に帰属された。これらの結果か
ら，S-1は CB113と推定された。次に，S-2の7.132 

Fig.2　Synthetic procedure of CB120
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Fig.3　HPLC chromatograms of synthetic CB120 and its by-products

Mass fragment ion (%) a) Fraction Molecular 
weight [M+] [M+-35] [M+-70] 

Retention 
time (min) 

S-1 324 100 6 99 10.80 

S-2 324 100 4 85 10.40 

S-3a 324 
324 

100 
100 

4 
2 

72 
80 

10.36 
11.23 

S-3b 324 100 3 74 11.34 
a) Relative intensity is expressed as percentage of molecular ion.

Table 1　Mass spectral data and retention times of S-1, S-2, S-3a and S-3b
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ppm（2H, J=1.83Hz, d）のダブレットは H-2' およ
び H-6' に，7.431 ppm（1H, J=2.01Hz, t） の ト リ
プレットは H-4' に，7.436 ppm（2H, s）のシング
レットは２つの同等な水素に帰属された。しかし
ながら，このように２つの同等な水素を有するも
のは Fig. 2の３種のどれにも該当しなかった。恐ら
く，S-2は合成原料の1,2,4-trichlorobenzene に不純
物として含まれていた1,2,3-trichlorobenzene が，
3,5-dichloroaniline と反応してできたと考えられ
る。結局，S-2は3,4,5,3',5'-pentaCB であると考えら
れる。さらに，S-3b については，7.289 ppm（2H, 
J=2.01Hz, d）のダブレットは H-2' および H-6' に，
7.419 ppm（1H, J=2.01Hz, t）のトリプレットは
H-4'に，7.412 ppm（1H, s）と7.604 ppm（1H, s）
のシングレットは H-3および H-6として帰属された
（Fig. 4）。以上の結果から，S-3b が目的の CB120
であることが明らかとなった。そこで，CB120の
純度を GC で調べたところ，96.2％であった。ま
た，収量は，4.57 mg で，収率0.2％であった。な
お，S-3a 画分については２種類の pentaCB が混在

していたため，今回1H-NMR スペクトルの測定を
しなかったが，もし CB111が存在すれば1H-NMR
スペクトルにおいて，H-4および H-6のプロトンが
meta 位であることから，J=2Hz でダブレットにな
り，CB120と完全に区別できると考えられる。

２．4'-OH-CB120の合成および分離精製
　4'-OH-CB120の合成法として，2,4,5-trichloroaniline
お よ び2,6-dichlorophenol を 原 料 と し た ジ ア ゾ
カ ッ プ リ ン グ 法8） を 用 い た。 理 論 的 に は3'-OH-
2,2',4,4',5-pentaCB（CB99） お よ び4'-OH-CB120
が合成される。また，フェノールにおける ortho-
para 配 向 性 に よ り，4'-OH-CB120の 方 が3'-OH-
CB99より多く生成されると考えられる。反応液は
まず，シリカゲルカラムにかけ，n-hexane および
chloroform で溶出したところ，PCB の OH 体と思
われる化合物は n-hexane : chloroform（1 : 1）画
分に溶出された。さらに，この画分を濃縮した後，
分取用 HPLC に付した結果，保持時間18.4 min，
25.1 min および28.4 min に３つのピークが検出さ
れた。そこで，保持時間の早いほうから，それぞれ
P-1，P-2および P-3とした（データ未掲載）。
　まず，GC-MS を用いて，得られた P-1，P-2およ
び P-3画分の分子量を調べた。その結果，P-2と P-3
画分から，いずれも１本のピークが検出され，両
者とも分子量354 を有する mono-methoxy（MeO）
-pentaCB であることが判明した（Table 2）。とこ
ろで，MeO-PCB のマススペクトルでは経験則が
あり，フラグメントイオン [M+-15] が多い場合は，
MeO 基がビフェニル骨格の para 位，すなわち４あ
るいは4' 位に，一方，フラグメントイオン [M+-43] 
が多い場合は，MeO 基が meta 位，すなわち３（5）
位あるいは3'（5'）位に置換されていることが知ら
れている11,12）。そこで，P-2および P-3（メチル誘
導体）のマスフラグメンテーションを比較したとこ
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Fig.4　1H-NMR spectrum of S-3b.

Mass fragment ion (%) a) 
Compound Molecular 

weight [M+] [M+-15] [M+-43] [M+-50] [M+-115]

P-2 
(3'-MeO-CB99) 354 100 21 42 13 31 

P-3 
(4'-MeO-CB120) 354 100 78 39 － 33 

a) Relative intensity is expressed as percentage of molecular ion.

Table 2　Mass spectra of the methylated P-2 and P-3
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ろ，P-3はフラグメントイオン [M+-15] が非常に多
いことから，P-3が4'-OH-CB120であると考えられ
た。
　 次 に，P-3の1H-NMR ス ペ ク ト ル を 測 定 し た。
5.986 ppm（1H, s）のシングレットは OH 基の水
素，7.331 ppm（2H, s）のシングレットは対称的
な位置にある H-2' および H-6' として，7.399 ppm
（1H, s）および7.586 ppm（1H, s）のシングレッ
トはお互い para 位に位置する２つの水素，すなわ
ち H-3および H-6として帰属された（データ未記
載）。もし3'-OH-CB99であれば，H-5' と H-6' がお
互い ortho 位に位置するためダブレット（ J=8Hz）
となるが，これが見られないことからも，P-3が
4'-OH-CB120であることを支持している。なお，
4'-OH-CB120の純度は86.4％，収量は65.14 mg で
あり，収率は5.9％であった。

３．ラット肝ミクロゾームによる CB120の代謝
　合成した CB120を用いてラット肝 Ms による代
謝の予備的検討を行った。Fig. 5には，その代謝物
のメチル誘導体のガスクロマトグラムを示す。未
処理では代謝物らしきピークが全く検出されな
かった。しかし，PB および MC 前処理の場合で
のみ，代謝物と思われる２種類のピーク（M-1お
よび M-2）が，それぞれ保持時間13.05 min およ
び13.49 min に 観 察 さ れ た。 合 成 標 品 の4'-MeO-
CB120と比較した結果，M-2のピークと GC 保持時
間が一致した。この結果から，CB118からだけで
はなく CB120からも4'-OH-CB120が生成される可
能性が示唆された。今回，代謝物の定量には至らな
かったが，代謝物の生成量は非常に少ないことか
ら，CB120は代謝されにくいことも示唆された。

　1977年，黒木と増田らは油症患者の血中 PCB パ
ターンの特徴として，血中の2,3,3',4,4',5-hexaCB
（CB105）と CB118が健常者に比べ著しく低いこ
とを報告している13）。一方，三村らは油症原因油
中の PCB 含量を調べ，その結果，CB118は全 PCB
異性体のうち最も多く7.1～8.8% を占めているが，
CB120は全く検出されなかったと報告している14）。
これらの結果から，4'-OH-CB120の生成は CB118
の寄与が CB120より大きいことが推定されるが，
今後，ヒト肝を用いた検討が必要であろう。

総　　括

１．2,3',4,5,5'-PentaCB（CB120）の合成を行った。
3,5-dichloroaniline お よ び1,2,4-trichlorobenzene
を原料としジアゾカップリング反応後，シリカゲル
カラムと HPLC による分離精製を行い，最終的に純
度96.2％の CB120を4.6 mg 得た。

２．CB120の予想代謝物として4'-OH-CB120の合
成を試みた。合成原料として2,4,5-trichloroaniline
および2,6-dichlorophenol を用いてジアゾカップリ
ング反応を行った結果，理論通り2種類の PCB 水酸
化体（3'-OH-CB99，4'-OH-CB120）が生成された。
両者のメチル誘導体の GC-MS および1H-NMR の結
果より，それぞれ上記化学構造であることが決定さ
れた。得られた4'-OH-CB120は純度86.4％で，収
量65.1 mg であった。

３．ラット肝 Ms による CB120の代謝を調べたと
ころ，PB および MC 前処理ラットの肝 Ms により2
種類の代謝物（M-1および M-2）が生成され，M-2
の GC 保持時間が4'-OH-CB120のメチル誘導体のそ
れと一致した。この結果から，ラット肝において
CB120から，4'-OH-CB120が生成されることが示
唆された。
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Abstract

　Recently, 4'-OH-2,3',4,5,5'-pentaCB（CB120）have been 

2,3',4,5,5'-Pentachlorobiphenyl （CB120）とその予想代謝物の合成

Fig.5　Gas chromatogram of the methylated derivatives 
of CB120 metabolites formed by liver microsomes of 
PB-treated rats.
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detected newly in the blood of Yosho patients 37 years 
after exposure of Kanechlor 400. In this study, to elucidate 
the metabolic pathways for the formation of 4'-OH-
CB120, we tried to synthesize CB120 and 4'-OH-CB120. 
Both 3,5-dichloroaniline and 1,2,4-trichlorobenzene were 
used as starting materials for the synthesis of CB120. 
The diazo-coupling reaction products were purified by 
Silica gel 60 column chromatography and the preparative 
HPLC.  CB120 was obtained with 96.2% in purity and 
0.2%（4.57 mg）in yield.  On the other hand, 4'-OH-
CB120 was synthesized in a similar manner as CB120 
except using 2,4,5-trichloroaniline and 2,6-dichlorophenol 
as starting materials. The resultant 4'-OH-CB120 was 
86.4% in purity and 5.9%（65.1 mg）in yield. The 
metabolism of CB120 was examined using rat liver 
microsomes. Liver microsomes of phenobarbital-　and 
3-methylcholanthrene-pretreated rats metabolized CB120 
to a metabolite having the same retention time as 4'-OH-
CB120, suggesting that 4'-OH-CB120 can be formed from 
CB120 as well as from CB118 in animals.
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