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研究成果の概要（和文）：Ｎ-ニトロソ化合物はヒト体内でも生成する強力な発がん物質であり、ヒトがんの原因とし
て重要な位置を占める。活性酸素発生系を用いてＮ-ニトロソ-Ｎ-メチルペンチルアミンを処理して生成する変異原を
単離し、構造決定を試みたところ、環状構造をもつ変異原を単離したことから、Ｎ-ニトロソジアルキルアミンの新規
活性化経路を明らかにした。
一方、Ｎ-ニトロソ-Ｎ-メチルブチルアミンから生成した変異原Xの活性発現に至る経路の解明を目的とし、変異原Ｘの
基本構造をもつピラゾリン類を合成し、変異原性発現に及ぼす構造の影響を検討したところ、１位窒素原子の酸化が変
異原性発現機構に重要であることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Carcinogenic and mutagenic N-nitroso compounds exist in our environment and can be
 formed in human body. To elucidate the new activation mechanism of N-nitrosodialkylamines by reactive oxy
gen species, the reaction mixture with N-nitroso-N-methylpropylamine and Fe2+-Cu2+-H2O2-NO was fractionate
d, and a direct-acting mutagen which has a ring structure was isolated. It is indicated that N-nitrosodial
kylamines was activated by reactive oxygen species via new mechanisms. 
Moreover, to clarify the structure-activity relationship for the mutagenesis of the mutagen X derived from
 N-nitroso-N-methylbutylamine with Fe2+-Cu2+-H2O2-NO, pyrazoline analogues were synthesized and assayed fo
r their mutagenicity in Salmonella typhimurium TA1535. The data showed that the position of N-oxidation in
 the pyrazoline also affected on the mutagenic activity.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： ニトロソジアルキルアミン　活性酸素　代謝活性化　フェントン試薬　酸化　発がん

薬学  環境系薬学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 環境内に存在するＮ-ニトロソ化合物は、ヒト体
内でも生成する強力な発がん物質であり、ヒトが
んの原因として重要な位置を占める。Ｎ-ニトロソ
化合物のうち、Ｎ-ニトロソジアルキルアミンはシト
クロム P450 によりα-水酸化体が生成し、DNA
をアルキル化して生物活性を示す。本研究は、
酸化的代謝モデル系を用いて N-ニトロソジアル
キルアミンの酸化生成物および酸化中間体を同
定し、α-水酸化体以外の活性体の存在を明ら
かにすることで、環境内発がん物質であるＮ-ニト
ロソジアルキルアミンについて、詳細な活性化機
構の解明を目指す。 
本研究で得られた結果に基づき、環境内に
存在するＮ-ニトロソ化合物の発現に至る活
性化経路の抑制からがん予防の方策を検討
する。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究から、シトクロム P450 の
酸化的代謝モデルとして修飾フェントン試
薬を用いてＮ-ニトロソ-Ｎ-メチルブチルア
ミン (NMB) の酸化生成物および酸化中間
体を同定した。直接変異原として 5-メチル-5-
ニトロ-1-ピラゾリン 1-オキシド (変異原 X ; 
1a) を同定した。ブチル側鎖をペンチル基に
変えたＮ-ニトロソ-Ｎ-メチルペンチルアミ
ン (NMPe) からも、同様に 5-エチル- 5-ニト
ロ-1-ピラゾリン 1-オキシド (変異原 Z ; 1b) 
を変異原として同定した。(図 1) つまり、N-
ニトロソジアルキルアミンの活性化について、α-
水酸化体以外の活性体の存在を明らかにし
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
図 1  NMBおよび NMPeから変異原 Xと 

変異原 Zの生成 
 

 これらの変異原の生成機構についても検討
した。金属イオンと過酸化水素から生成した
ヒドロキシルラジカル (・OH) が、NMBと
反応すると一酸化窒素 (NO) ができ、その
NO が金属イオンの存在下でもう一分子の
NMB と反応することで直接的変異原が生成
することを明らかにした。(図 2) 
修飾フェントン処理によるNMBの変異原
性発現における変異原Xの活性への寄与を明
らかにするために、抽出物中に存在する変異
原 Xを定量し、合成した変異原 Xと活性を比

較したところ、反応抽出物のサルモネラ
TA1535 に対する変異原活性は別途で合成し
た変異原 Xよりも高く、変異原 X以外のさら
に強い直接的変異原の存在が明らかになっ
た。(図 3) 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2  NMBおよびNMPeのフェントン試薬に 

よる活性化機構 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3  ジクロロメタン抽出物の変異原活性 
▲：反応抽出物の変異原 Xを横軸にプ 
ロットしたときの CH2Cl2抽出物の活性 
●：合成した変異原 X 

 
本研究では、活性酸素とＮ-ニトロソジアル
キルアミンとの反応液中から変異原X以外の
直接変異原を単離・同定する他に、推定酸化
中間体からの活性化体の生成を検討するこ
とで、N-ニトロソ化合物のα-水酸化以外の
新たな活性化経路を証明することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1) 一酸化窒素の共存下、NMBおよび N-ニ
トロソ-N-メチルプロピルアミン (NMP) を
Fe2+-Cu2+-H2O2で処理し、有機溶媒で抽出し
た後、変異原性を試験した。抽出物を分画し、
得られた分画について変異原性を試験する
ことを繰り返し、最も活性の高い分画につい
て、変異原を単離し構造決定を試みた。 
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(2) 推定される活性中間体は、2-ニトロプロ
ペンとニトロイミン類との付加環化によっ
て合成を試みた。(図 4)  合成した化合物の
変異原性を試験することで、変異原 Xの生成
および新規変異原の生成機構を検討した。 
 
 
 
 
 
 
図 4  推定される活性中間体の別途合成経路 

 
 

(3) NMB から同定した変異原 X の変異原性
発現に至る経路の解明を目的とし、ピラゾリ
ン骨格をもつ類縁体を合成し、変異原性発現
に及ぼす構造の影響を検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) NMBをFe2+-Cu2+-H2O2-NOで処理し、有
機溶媒で抽出した後、シリカゲルカラムによ
る精製と変異原性試験を繰り返したが、分離
操作を繰り返すことで変異原の収量および活
性も低下し、最も活性の高い変異原を単離す
ることができなかった。 
そこで、NMB類縁体のNMPについて、生
成する変異原の単離を検討するために、フェ
ントン試薬処理によるNMPの変異原活性を
試験した。(図5)さらに、NO添加あるいは無
添加の条件下でもNMPの活性を試験した。
(図5) 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図5  様々な条件でNMPを処理した反応液か
ら得られた抽出物のサルモネラTA1535 に
対する変異原性発現 
▲：Fe2+-Cu2+-H2O2-NO 
■：Fe2+-Cu2+-H2O2 
●：Fe2+-Cu2+-NO 

 
いずれの条件においてもNMPは活性化し、
サルモネラTA1535 に対して変異原性を発現
した。その活性は、フェントン試薬にNOを添

加した修飾フェントン系で最も高く、さらに
H2O2が存在しなくても NO が存在すること
で活性化することが分かった。NO添加あるい
は無添加による変異原活性の変化の傾向は、
NMBの場合と同じであった。 
そこで、NMPを一酸化窒素の存在下におい
て修飾フェントン試薬で処理し、有機溶媒で
抽出して得られた粗抽出物について、カラム
クロマトグラフィーで分画した後に変異原性
試験を繰り返すことで、最も高い変異原活性
をもつ分画を得ることができた。その分画の
機器データを測定して構造決定を試みた。構
造を同定するには至らなかったものの、生成
した変異原が変異原 Xと同様に環構造を有
することが分かった。 
 
(2) 推定活性体を2-ニトロプロペンとニトロ
イミン類による付加環化により、別途合成を
試みたが目的物は得られなかった。いずれも
変異原が不安定であることが原因である。推
定活性中間体の合成では、ニトロイミンに長
鎖アルキル基や芳香環を導入することで、合
成しやすい化合物とし検討する必要があるこ
とが分かった。 
 
(3) 変異原 Xの変異原性発現に至る経路の解
明では、種々のピラゾリン骨格を有する化合
物を合成して (図 6)、変異原性を試験し、活
性発現に必要な部分構造を明らかにした。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 6 ピラゾリン類の合成 
 

出発原料に 1-ニトロプロパン (2b) を用い
て、塩基性条件下でホルムアルデヒドと反応
させて 2-ニトロ-1-ブタノール (3b) を合成
した。次いで、無水フタル酸を用いた脱水反
応により 2-ニトロ-1-ブテン (4b) を得た。ジ
アゾメタンを発生させ、4bとの環化反応によ
り 3-エチル-3-ニトロ-1-ピラゾリン (5b) を
合成した。続いて選択的な位置に N-オキシド
化する方法を検討した。ペルオキシ硫酸一カ
リウム(KHSO5 ; オキソン) を用いて、アセト
ンを加えて N-オキシド化すると変異原 Z 
(1b) と N-オキシド化された位置が異なる Z
異性体 (6b) が 99 : 1で生成し、1,1,1-トリフ
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ルオロアセトンを加えて－5℃で N-オキシド
化すると 1bと 6bが 15 : 85の割合で得られ
た。出発原料に 1-ニトロエタンを用いて同様
の方法で合成し、1aおよび 6aを得た。 

 
ピラゾリン 1-オキシド 1aと 1bは、構造をすで
に明らかにしているが、ピラゾリン 5a, 5bおよび
ピラゾリン 2-オキシド 6a, 6b は、本研究におい
て新規化合物として合成した。これら新規化合
物の構造は 1H NMR、13C NMRおよび高分解
能質量分析などの機器データから確認した。特
に変異原 X (1a) の位置異性体である 6aにつ
いては、X 線結晶構造解析により構造を決定し
た。 
 
(4) 上記 (3) で合成したピラゾリン類について、
サルモネラ TA1535に対する変異原性を試験し
た。(表 1)  
 
表 1 合成したピラゾリン類の変異原性発現 

Compounds Revertants/µmol 

1a  110000 

1b  4300 

6b  1900 

6a  370 

5b  19 

 
5 つのピラゾリン化合物のうち、N-オキシド
化されていない 5b は最も活性が低かったこ
とから、ピラゾリン骨格自身は変異原性発現
に関与せず、環内窒素がオキシド化されてい
ることが重要であることが分かった。また、
変異原 (1a, 1b) の変異原性は、N-オキシド
の位置が異なる異性体よりも高かったこと
から、ピラゾリン環の二つの窒素原子のうちニト
ロ基近傍の窒素原子の酸化が変異原性発現機
構に重要であることがわかった。 
生体内でフェントン反応は常に起こっており、
さらに炎症部位のマクロファージからは一酸化
窒素が生成している。つまり、修飾フェントン試
薬による酸化条件は生体内で十分に起こりうる
反応である。この条件に、N-ニトロソジアルキル
アミンが加わることで、非常に強い変異原を生成
する可能性を示した。その変異原は、これまでに
知られていたα-水酸化体ではなく、環構造をも
つ新たな活性化体であることを明らかにした。 
本研究で単離した変異原 X と変異原 Z がど
のように DNAを攻撃して、変異原性を発現する
かは興味深く、化学的反応性の研究も今後の重
要な課題である。 
本研究において、N-ニトロソ化合物の活性
化にはシトクロム P450 だけではなく、活性
酸素種も関与することを明らかにした。以上
より、抗酸化性化合物が N-ニトロソ化合物の
変異原性を抑制する可能性もあり、抗酸化性
化合物ががん予防に導く可能性を示した。 
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