
215

海洋生物由来の2,4,6-tribromoanisole の動物肝ミクロゾームによる
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はじめに

　われわれの身のまわりには，数多くの有機ハロ
ゲン化合物が存在している。例えば，医薬品をは
じめ，DDT や BHC などの有機塩素系農薬，また，
polychlorinated biphenyl（PCB）類やダイオキシ
ン類，さらには難燃剤の polybrominated diphenyl 
ether（PBDE）類，などがある。このうち，医薬
品を除く，農薬，PCB 類，ダイオキシン類および
PBDE 類は，いずれも環境汚染物質として有名であ
るが，特に脂溶性が極めて高く生体に蓄積しやすい
ことから，社会問題となってきた１）。
　最近，上記のものとは異なる種々の有機ハロ
ゲン化合物が，海洋生物の海綿類２－５），海藻類
６ － ９）， 魚 類10－15）， 貝 類７，10） お よ び 哺 乳 動 物16－

20）から報告されている（Fig. 1）。例えば，2000
年 Flodin と Whitfield ら は， 紅 藻 類 の イ ト グ サ
か ら2,4,6-tribromoanisole（TBA） や cresol 類 を
初 め て 報 告 し た６）。 そ の 後，Utkina ら は， 海 綿
類 か ら polybrominated dibenzo-p-dioxin で あ る
spongiadioxin を見出した２）。また，Vetter と Jun
は，魚類のタラから，2,4,6-TBA とともに 新規ハ
ロ ゲ ン 化 合 物 の PBDE 類 や Cl7-methyl-bipyrrole
（Q1） を 検 出 し た10）。 彼 ら は さ ら に， 貝 類 の
イ ガ イ か ら も，2,4,6-TBA，Q1，CH3O（MeO）
-PBDE 類および anisole 類を検出した10）。さらに，
Haraguchi ら は， 海 綿 類 の ザ ラ カ イ メ ン９） お よ
び鯨類のシャチやカズハゴンドウの組織18－20）か

ら，2,4,6-TBA，MeO-PBDE，2,2'-diMeO-3,3',5,5'-
tetrabromobiphenyl（BB80），Q1 お よ び Br4Cl2-
dimethyl-bipyrrole（DBP） を 検 出 し た。 最 近 で
は，地中海で捕獲された魚類のミナミマグロから，
2,4,6-TBA お よ び MeO-PBDE と と も に， 新 た に
polybrominated hexahydroxanthene（PBHD）類や
mixed halogenated monoterpene（MHC-1）類が報
告された15）。
　一方，このような海洋生物中の有機ハロゲン化合
物は当初，人為的なものが海洋へと移行し，さらに
海洋生物に蓄積したものであると考えられた。なぜ
なら，2,4,6-TBA は，ワインコルクの腐敗臭の原因
物質としても知られており21），また，PBDE 類も同
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Fig. 1  Chemical structures of halogenated 
compounds found in marine biota
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様に，家具類の難燃剤として世界中で大量に使用さ
れていたからである。しかしながら，その後，これ
らの有機ハロゲン化合物は，いずれも海洋微生物に
より産生され，食物連鎖を通して高等生物へ生体濃
縮されることが明らかになった８，22）。
　上記海洋生物のうち，海藻類，貝類および魚類は
食用として摂取する機会が多いことから，有機ハロ
ゲン化合物の人体影響が危惧される。しかしなが
ら，これらの生体内動態および生理活性（あるいは
毒性）はほとんど調べられていない。そこで本研究
では，2,4,6-TBA について，ラットおよびモルモッ
トの肝ミクロゾームによる in vitro 代謝を調べた。
また，その代謝物および数種類のハロゲン化フェ
ノール化合物について，抗酸化活性（DPPH ラジカ
ル消去活性およびリノール酸自動酸化阻害活性）を
調べた。

実験方法

１．試薬および薬物投与
　2,4,6-TBA，2,4,6-TBP，2,3,5-trichlorophenol
（TCP），2,3,6-TCP，2,4,5-TCP，2,4,6-TCP お よ び
2,6-di-tert-butyl-p-cresol（BHT）は東京化成工業（東
京）より購入した。また，NADP および glucose-6-
phosphate（G-6-P）はオリエンタル酵母（東京）よ
り，phenobarbital（PB），3-methylcholanthrene
（MC）および G-6-P 脱水素酵素（G-6-PD）は和光純
薬工業（大阪）より購入した。さらに，6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid
（Trolox®）はEMD Biosciences社（Darmstadt，ドイ
ツ）より，2-morpholinoethanesulphonic acid（MES）
は 同 仁 化 学 研 究 所（ 熊 本 ） よ り，1,3-diethyl-2-
thiobarbituric acid（DETBA） は ワ コ ー ケ ミ カ ル
（宮崎）より購入した。さらに，1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl（DPPH），リノール酸およびドデシ
ル硫酸ナトリウム（SDS）は和光純薬工業（大阪）
より購入した。
　Wistar 系 雄 性 ラ ッ ト（ 体 重 約200 g） お よ び
Hartley 系雄性モルモット（体重約300 g）は，九
動（佐賀）より購入した。12匹のラットおよびモ
ルモットをそれぞれ４匹ずつ３群に分け，未処理
群，PB 前処理群および MC 前処理群とした。PB
（80 mg/kg/day）およびMC（20 mg/kg/day）は，
それぞれ生理食塩水およびコーン油に溶解した後，
３日間腹腔内に投与した。動物肝ミクロゾームは，
PB あるいは MC の最終投与日の翌日に動物を屠殺
した後，直ちに肝を摘出し，常法により調製した。

２．動物肝ミクロゾームによる in vitro 代謝
　動物肝ミクロゾームによる2,4,6-TBA の代謝は
既報23）に準じて行った。すなわち， 40μM 2,4,6-
TBA（dimethylsulfoxide に 溶 解 ） を NADPH 生 成
系（0.33 mM NADP，5 mM G-6-P，G-6-PD 1.0 
unit），6 mM MgCl2お よ び ラ ッ ト あ る い は モ ル
モ ッ ト 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム（ １mg protein） と と も
に，100 mM HEPES 緩 衝 液（pH 7.4） 中 で， 合
計１mL として，37℃で５min インキュベートし
た。代謝物は，chloroform-methanol（2:1, v/v）1 
mL および n-hexane 3 mL を加えて抽出した。こ
れを３回行い，有機層を集めて濃縮し，N,O-Bis-
（trimethylsilyl）acetamide によるトリメチルシリ
ル（TMS）化を行った後，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 GC（GC-MS）により分析した。
　代謝物の定量は，2,4,6-TBA の検量線を用いて，
GC-ECD により測定した。その測定条件は次の通
り で あ る。 分 析 機 器，ECD 付 HP5890 Series Ⅱ
ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ（Hewlett-Packard 製 ）； カ
ラム，DB-1フューズドシリカキャピラリーカラ
ム（30 m × 0.25 mm i.d､0.25 μm 膜 厚，J&W 
Scientific 製）；オーブン温度，200℃；注入口温度，
250℃；検出器温度，250℃；キャリアーガス，N2

（1 mL/min）。
　代謝物の分子量は GCMS2010（島津製作所製）
を用いて，EI モードで測定した。その分析条件は
次の通りである。カラム，DB-1フューズドシリカ
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，280℃；キャリアーガス，He（1 mL/
min）。

３．DPPH ラジカル消去活性
　DPPH ラジカル消去活性は，既報24，25）に準じて
測定した。すなわち，25～125 μM ハロゲン化合
物（50％ ethanol に溶解）を200 μM DPPH 溶液，
５％ ethanol および50 mM MES 緩衝液（pH 6.0）
とともに合計4 mL として，室温で20 min 反応させ
た。その後，吸光度（525 nm）を測定し，濃度と
吸光度の関連を求めた。各ハロゲン化合物の DPPH
消去活性は，50％ ethanol のみを添加して同様に
操作したときの吸光度をコントロール（100％）と
して，その50％を阻害する各ハロゲン化合物濃度
（IC50）として算出した。なお，標準物質として
Trolox を用いた。
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４．リノール酸自動酸化阻害活性
　リノール酸を用いた自動酸化活性は，既報25，26）

に準じて測定した。まず，キャップ付遠沈管にリ
ノール酸１mg/mL　（99.5％ ethanol に溶解），125 
μM 各ハロゲン化合物（80％ ethanol に溶解）およ
び80％ ethanol を加えて合計40μL とし，好気的に
80℃で60 min 加熱した。その後，氷冷し，20 mM 
BHT，８% SDS，蒸留水および12.5 mM DETBA を
添加して総計４mL とした後，キャップを閉めて
95 ℃ で15 min 加 熱 し た。 氷 冷 後， 同 量 の ethyl 
acetate を添加して混合，撹拌した。その後，室
温で遠心分離（2,000 rpm，10 min）して得られ
た ethyl acetate 層について，蛍光強度（励起波長，
515 nm；蛍光波長，555 nm）を測定した。各ハ
ロゲン化合物の阻害率（％）は，80％ ethanol を
用いて同様に操作した時の蛍光強度をコントロー
ル（100％）として求めた。なお，標準物質として
Trolox を用いた。

５．その他
　ラットおよびモルモット肝ミクロゾームのタンパ
ク質の定量は，Lowry ら27）の方法を用いて行った。
なお，標準タンパク質として牛血清アルブミンを用
いた。また統計処理は，Student's t-test により危険
率５％以下（p ＜0.05）をもって有意差ありと判定
した。

結　　果

１．動物肝ミクロゾームによる2,4,6-TBA の in vitro
代謝

　ラットとモルモット肝ミクロゾームにより生成
された2,4,6-TBA 代謝物の TMS 化体の GC-ECD ク
ロマトグラムを Fig. 2に示す。ラットでは，未変
化体の2,4,6-TBA 以外に，代謝物と思われるピーク
（M-1）が，保持時間7.0 min に検出された。一方，
モルモットでは，M-1に加え，保持時間9.5 min に
代謝物と思われる新たなピーク（M-2）が検出され
た。次にラット肝ミクロゾームを用いてインキュ
ベーション時間の検討を行った。その結果，Fig. 3
に示したように，M-1の生成は反応後５min 間では
直線的に増加したが，その後頭打ちの状態となっ
た。そこで，以下の実験ではインキュベーション時
間を５min とした。
　次に，代表的な P450誘導剤前処理が2,4,6-TBA
代 謝 へ 及 ぼ す 影 響 を 調 べ た（Table 1）。 未 処 理
ラット肝の場合，M-1の生成は0.14 nmol/min/mg 
protein であったが，PB 前処理により，M-1は未処

理の約12倍と顕著に増加した。また，MC 前処理で
も M-1は，未処理の３倍に増加した。一方，未処
理モルモット肝の場合，M-1と M-2の生成量はそれ
ぞれ0.68と0.05 nmol/min/mg protein であったが，
PB 前処理により，M-1と M-2は，ラットと同様に，
それぞれ未処理の約４倍と約1.5倍に増加した。し
かしながら，MC 前処理により，M-1と M-2は，そ
れぞれ未処理の51％と11％まで激減した。

Fig. 3  Time course of M-1 formed by liver
   microsomes of PB-treated rats 
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Table 1  Effects of cytochrome P450 inducer on 
2,4,6-TBA metabolism by rat and guinea pig liver 
microsomes

Animal Treatment
Metabolite formed

（nmol/min/mg protein）
M-1 M-2

Rat None 0.142 ± 0.023 N.D.
（1.0）

PB 1.740 ± 0.502* N.D.
（12.3）

MC 0.382 ± 0.133* N.D.
（2.7）

Guinea pig None 0.675 ± 0.150 0.053 ± 0.020
（1.0）  （1.0）

PB 2.558 ± 0.282* 0.077 ± 0.016
（3.8） （1.5）

MC 0.342 ± 0.040* 0.006 ± 0.005*
（0.5） （0.1）

Each value is mean ±S.D. of four animals and the values 
in parentheses are the ratio to untreated animals. 
N.D., not detected.
* Significantly different from untreated animals
　（p ＜0.05）.

　さらに，代謝物の化学構造を明らかにするため
GC-MS にて分析を行った。その結果，Table 2に示
すように，M-1の TMS 化体は分子量400を有して
いた。この結果から，2,4,6-TBA が脱メチル化さ
れた2,4,6-TBP に TMS 基が結合したものと考えら
れた。そこで，予想代謝物として考えられる2,4,6-
TBP（標準品）の TMS 化体と比較したところ，分
子量400を有すること，フラグメントイオン［M+-
15］が強く検出されること，さらに GC-MS におけ
る保持時間（8.13 min）がいずれも完全に一致し
た。以上のことから，M-1は2,4,6-TBA が脱メチル
化した2,4,6-TBP であることが明らかとなった。な
お，M-2については生成量が少ないことから，今回
分子量を明らかにするには至らなかった。
 
２．DPPH ラジカル消去活性
　各ハロゲン化合物を DPPH ラジカルとともに

50％エタノール，MES 緩衝液中，室温で20 min 反
応させた。Fig. 4には，６種類の各ハロゲン化合物
25～125μM 添加時の吸光度曲線を示す。2,4,6- ハ
ロゲン化合物，すなわち2,4,6-TBA，2,4,6-TBP お
よび2,4,6-TCP は，今回使用した最大濃度125μM
でいずれも約10％程度の DPPH ラジカル消去活性
しか示さなかった（Fig. 4 A）。また，塩素置換位置
の異なる４種類の TCP，すなわち2,3,5-TCP，2,3,6-
TCP，2,4,5-TCP および2,4,6-TCP では，さらに活性
は低く，最大濃度125μM の場合で DPPH ラジカル
消去活性は，約５％程度であった（Fig. ４Ｂ）。な
お，標準物質 Trolox の IC50値，すなわち50％阻害
を示す濃度は45.1μM であり，既報25）と同程度の
強い活性であった。

３．リノール酸自動酸化阻害活性
　この阻害活性は，不飽和脂肪酸のリノール酸を加
熱して起こる過酸化反応に対し，化学物質を添加
し，その阻害活性（％）を調べるもので，生体内で
の挙動により近い反応と考えられる。実際には，リ
ノール酸の自動酸化により生成したアルデヒド体
を高感度な DETBA 法にて分析する。 Fig. 5に，各
ハロゲン化合物の結果を示した。まず，2,4,6-TBA
は，コントロールのリノール酸自動酸化を約20％
阻害した。一方，2,4,6-TBA 代謝物の2,4,6-TBP で
は，66％の強い阻害活性を示した。次に，４種の
TCP について調べたところ，2,4,6-TCP，2,4,5-TCP
および2,3,5-TCP は，40％前後の阻害活性を有し
ていたが，2,3,6-TCP は全く阻害活性を示さなかっ
た。なお，標準物質の Trolox は，リノール酸自動
酸化反応の85％を阻害し，既報25）と同様，強い阻
害活性を示した。

考　　察

　今回，ラットおよびモルモット肝ミクロゾームに
より2,4,6-TBA の代謝について調べた結果，2,4,6-
TBA はラットおよびモルモット肝ミクロゾームに
より，非常に速やかに2,4,6-TBP（M-1）へと脱メ
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Table 2  GC-MS data of the trimethylsilylated derivatives of 2,4,6-TBA metabolite and its authentic compound

Compound
Molecular 

weight
Mass fragmentation（%）a）

Retention
time（min）[M+] [M+-15] [M+-43] 

2,4,6-TBA 342 100   66 31 7.18
M-1 400 100 450 - 8.13

2,4,6-TBP 400 100 466 - 8.13
TBA, tribromoanisole; TBP, tribromophenol. 
a）Relative intensity is expressed as percentage of molecular ion.
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Fig. 4  DPPH radical-scavenging activity of three 2,4,6-trihalogenated phenols（A）and four trichlorophenols（B）
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Fig. 5  Inhibitory effect of trihalogenated phenols on the auto-oxidation of lioleic acid
  * Significantly different from control（p ＜0.05）.
Each bar represents the mean ± S.D. of triplicate determinations.
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チル化された。また，モルモットでは，M-1の生
成活性がラットに比べ数倍高いこと，および2,4,6-
TBP の他に，M-2を生成することから動物種差が明
らかになった。なお，M-2については微量であった
ため，化学構造を明らかにするには至らなかった。
次に，P450誘導剤を用いた結果から，2,4,6-TBA
の脱メチル化反応は，両動物ともに P450分子種の
CYP2B 酵素により，強く触媒されることが示唆さ
れた。また，ラットでは CYP1A 酵素も本反応を弱
いながらも触媒した。その代謝経路を Fig. 6に示し
た。一般に，CYP2B と CYP1A 酵素の関与を特定す
るのに，それぞれ7-pentoxyresorufin の脱ペンチル
化反応28）と7-ethoxyresorufin の脱エチル化反応29）

がよく用いられるが，本研究での2,4,6-TBA の脱メ
チル化反応は CYP2B 酵素の関与を特定するのに利
用できるかもしれない。

　ところで，phenol，cresol および triclosan 30）な
どのフェノール化合物は，抗生物質やサルファ剤
とともに，抗菌作用を有することが知られている。
このうち，塩素化フェノール化合物の triclosan は
わが国においては薬用石けんとして0.3％含有製
剤が手指や皮膚の消毒に使用されている。最近，
松原らは海綿類や海藻類が含有する2,4,6-TBP，
tetrabromocatechol お よ び2,2'-dihydroxy（diOH）
-BB80などの臭素化フェノール化合物が，グラム陽
性菌に対しては，triclosan に匹敵する強さの増殖
抑制作用を有することを明らかにした31）。本研究
では，2,4,6-TBP および４種類の TCP について，抗
菌作用とは別の生理活性として抗酸化活性を調べ
た。まず，DPPH ラジカル消去活性を調べたが，い
ずれのハロゲン化合物もほとんど活性を示さなかっ
た。ところが，リノール酸自動酸化阻害活性を調
べたところ，臭素化フェノール，すなわち，2,4,6-
TBP が66％の強い阻害活性を有していた。また，
TCP の う ち，2,4,6-TCP，2,4,5-TCP お よ び2,3,5-
TCP も40％程度の弱い阻害を示した。これらの結
果より，塩素化フェノールより臭素化フェノールの
方が強いリノール酸自動酸化阻害活性を有すること

が示唆された。
　われわれの研究室では，これまでに７種類の
フェニルプロパノイド類と６種類のフラボノイド
類の抗酸化活性を調べた結果，従来の報告と同様
に，caffeic acid，chlorogenic acid，luteolin および
eriodictyol などのカテコール化合物が DPPH ラジ
カル消去活性およびリノール酸自動酸化阻害活性の
いずれも高い活性を有することを示した25）。また，
ferulic acid や hesperetin のように，カテコール基
の３位がメチル化されると両活性が減弱されること
も示した25）。本研究での2,4,6-TBP や TCP はほとん
ど DPPH ラジカル消去活性を示さなかったが，こ
れはフェノール性 OH 基の片側あるいは両側に，塩
素や臭素が結合しているため，DPPH ラジカルとの
反応性が低下したためであると考えられる。
　最近，Koschier ら32）は，2,4,6-TBA についてラッ
トで毒性評価を行い，①2,4,6-TBA は生物学的利用
率が高いこと，②ラットにおける NOAEL（最大無
毒性量）は1,000 mg/kg body weight/day であるこ
と，③細菌に対する変異原性がないこと，を報告し
た。これらの結果は，2,4,6-TBA の毒性がかなり弱
いことを示しているが，一方，経口で28日間1,000 
mg/kg body weight/day を連続投与した場合，雄
ラットでのみ，腎重量と肝重量の増加を観察して
いる。彼らは，このような組織重量の増加を2,4,6-
TBA 投与に対する生体の適応反応と結論している
が，本研究の結果から，2,4,6-TBA の脱メチル化
代謝物である2,4,6-TBP の毒性の可能性も考えられ
る。この点は今後の課題である。

総　　括

１．海洋生物由来のハロゲン化合物の１つである
2,4,6-TBA のラットおよびモルモット肝ミクロゾー
ムによる in vitro 代謝を調べた。2,4,6-TBA は両動
物肝ミクロゾームにより速やかに脱メチル化され，
主代謝物として2,4,6-TBP（M-1）へと代謝された。
なお，モルモットでは，M-1の生成はラットの約５
倍と高く，さらに M-1以外に，微量代謝物として
M-2の生成もみられた。現在のところ，M-2の化学
構造は不明である。
２．2,4,6-TBA 代謝に及ぼす P450誘導剤の影響を
調べた。M-1の生成は，PB 前処理により，ラット
で未処理の12倍，モルモットでは約４倍に促進さ
れた。このことから，2,4,6-TBA の代謝には P450
分子種のうち CYP2B 酵素が関与することが強く
示唆された。また，ラットでは MC 前処理により，
M-1の生成が未処理の約３倍に増加されたことか
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Fig. 6  Postulated metabolic pathways of 2,4,6-TBA 
in animal liver
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ら，CYP1A 酵素の関与も示唆された。
３．2,4,6-TBA および５種類のハロゲン化フェノー
ルについて，DPPH ラジカル消去活性およびリノー
ル酸自動酸化阻害活性による抗酸化活性を調べた。
その結果，いずれの化合物も DPPH ラジカル消去
活性はほとんど見られなかった。一方，リノール
酸自動酸化阻害活性をみると，2,4,6-TBP が最も強
かった。
　以上の結果から，2,4,6-TBA は，動物肝ミクロ
ゾームにより速やかに脱メチル化されること，ま
た，主代謝物の2,4,6-TBP はリノール酸自動酸化反
応に対して比較的強い阻害活性を有することが明ら
かとなった。
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Abstract

  In vitro metabolism of 2,4,6-tribromoanisole
（TBA）, which is found in marine biota, by rat 
and guinea pig liver microsomes was studied and 
the anti-oxidative activity of its related compounds 
was compared. In both animals, 2,4,6-TBA was 
very rapidly demethylated to 2,4,6-tribromophenol
（TBP）and the formation rate in guinea pig liver 
microsomes was 5 times faster than that in rat 
liver microsomes. Phenobarbital pretreatment 
accelerated the formation of 2,4,6-TBP to 12-fold 
of untreated rats and 4-fold of untreated guinea 
pigs, suggesting an involvement of CYP2B enzymes 
in the demethylation of 2,4,6-TBA in both animals. 
The anti-oxidative activity of 2,4,6-TBP and four 
trichlorophenol（TCP）isomers such as 2,3,5-, 2,3,6-, 
2,4,5- and 2,4,6-TCP was compared. All compounds 
used in this study showed no DPPH radical-
scavenging activity, whereas 2,4,6-TBP inhibited 
auto-oxidation of linoleic acid with the highest 
activity of all phenolic compounds used.
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