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緒 言

過去において,染 料,有 機薬品その他の合成原料

として,ジ フェニルアミンが作業現場で広 く使用 さ

れており,ジ フェニルニトロソァミン(DPNA)の

生 成の可能性があることから, DPNA中 毒 の問題

が危惧されてきた.

1970年 代前半から,特 に食品分野においてニ トロ

ソアミンの存在と生成の確認に関する多 くの研究が

行われてきたが1)～3),最近,環 境大気および室内空気

中からも,多 い場合はppbレ ベルに達するニトロソ

アミンを検出したことが報告 され1)～6),注目されてい

る.そ して,こ れ らニ トロソアミン類は,発 ガン物

質としてのみでな く,肝 障害性中毒物質として,そ

の量は極めて微量であって も,長 期暴露により強い

人体影響を示す物質である.

ニ トロソアミン類の前駆体である各種2級 アミン

および亜硝酸塩は,生 活環境中に広 く存在し,こ れ

らからニ トロソアミンを生成する傾向は,特 に各種

産業現場でよく使用されている弱塩基性アミンに顕

著である21そ して,そ の生成速度は,ア ミンの濃度

と亜硝酸塩の濃度の2乗 との積で表わされる2).すな

わち,亜 硝酸塩またはNO2濃 度 が増大すれば,ニ ト

ロソアミンの生成 し易さは,著 しく増大することが

示唆される.ま た,空 気中,室 温,自 然光下 におい

て, NO, NO2と ジメチルアミンを接触 させ, Nジ メ

チルニ トロソア ミン(DMNA)の 生成を確認した報

告7)も 見 られ,大 気中で も2級 アミンと窒素酸化物

により容易にニ トロソア ミンが生成することが裏付

けられた.

最近の太気中における窒素酸化物濃度は,増 大の

傾向を示 しているが8),これによって,ニ トロソアミ

ン類がより生成 され易い状況 となったことが懸念さ

れる,こ のような背景から,ニ トロソアミン類の中

毒作用機序の解明は,重 要な問題 と思われる.

著者は,強 い慢性中毒作用を解明する手掛りの1つ を

得 る 目的 で, in vitroに お い て,ニ トロ ソ ア ミンの

ミ トコ ン ドリア膜 に 対 す る障 害 作 用 を検 討 し, 2～

3の 知 見 を得 た の で 報告 す る.

実 験 材 料 お よ び実 験 方 法

肝 ミ トコ ン ド リ アの分 画

体 重200g前 後 の ドン リウ系 ラ ッ トか ら肝 臓 を摘

出 し, Hogeboom Schneiderの 変 法9)で ミ トコ ン ド

リア を分 画 し,分 画 後, 0℃ で, 0.25M sucrose,

 3m M Tris-HCl buffer (pH 7.5)に 懸 濁 した も

の を実 験 に供 した.

試 薬 溶 液 の 調 製

N-Nitrosodimethylamine(DMNA), N-Nitroso

diethylamine (DENA)は,和 光 純 薬製 試 薬 特 級,

 N-Nitrosodibutylamine (DBNA)は 東 京 化 成 製,

 N-Nitrosodiphenylamine (DPNA)は 和 光 純 薬 製

を それ ぞれ 用 い,和 光 純 薬製 試 薬特 級 エ チ ル ア ル コ

ー ルに 溶 解 し, 0.05M～1Mの 範 囲 の必 要 な 濃 度 の

溶 液 を調 製 し,試 薬 溶 液 と した.

酸 化 的 リン酸 化 反 応 の 測 定

反 応 液(0.15M KCl, 10mM Tris-HCl buffer-

pH 7.5) 3.5ml中 に,リ ン 酸2mM,ミ トコ ン ドリア,

呼 吸 基 質Na-succinate 4mMを 添加 し,続 い て反

応 液 中 の ニ トロソ ア ミンの 最終 濃 度 が0.05, 0.075,

 0.1, 0.17mM等 々 とな る よ う試 薬 溶 液 を添 加 し,さ

らに リン酸 化 基 質ADP0.26mMを 添 加 して,反 応 温

度25℃ に お け る反 応 液 中 の 溶 存 酸 素 消 費 量 を ガ ル バ

ニ ー酸 素 電 極(給 水 化学 製)を 用 いて ,経 時 的 に測

定 し た.

呼 吸 調 節 能(R. C. I.)お よ びADP/O比 の 計 算

は, Chance, Williamsら の方 法10)で 行 な っ た.

K+遊 出 の測 定

反 応 液(0.25M庶 糖, 10mM Tris-HCl buffer-

pH 7.5) 3mlに ミ トコ ン ド リア を添 加 し,続 い て 反

応 液 中 の ニ トロソ ア ミンが, 1mM,等 々,必 要 濃 度

とな る よ う試 薬溶 液 を加 え て,反 応 温 度25℃ に お い

て,反 応 液 中 に 遊 出 して く る内 部K+を カ リウ ム電 極
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(Beckman社)を 用いて経時的.に測定 した.

実験結果

ミトコンドリアの酸化的 リン酸化反応に対するニ

トロソアミン類の作用

ミトコンドリアの酸化的 リン酸化反応に対するニ

トロソアミン類の作用を検討するため,反 応液中の

試薬最終濃度を0.17mMと し,肝 ミトコンドリアの

呼吸活性に対する各種ニ トロソア ミン類の作用を検

討 した結果をFig. 1に 示 す.な お,対照は,試 薬の溶

剤に使用するエチルアルコールを,反 応液中の最終

濃度が約0.86%と なるよう添加したもので,ミ トコ

ンドリアは,正 常な呼吸調節能(State 3/State 4

:5.0)を 示 した. Fig. 1か ら明 らかな如 く,ニ トロソ

ア ミンを添加 したものは,い ずれ も対照 に対 し,

 State 4呼 吸 を上昇 させ, ADP/O比 を低下 させる脱

共役作用を有することが認められた.こ の場合, R.

 C. I.の 方 が, ADP/O比 よ りも脱共役現象に対する

感度が高いことが認め られた.そ れ故R. C. I.を 指

標 として,次 の検討を行なった.

この脱共役作用を比較するため,添 加 した試薬の

種類ごとに呼吸調節能を求めると, Table 1の 結 果

を得た.この結果から,ニ トロソアミンは低濃度域(0.2

mM～1mM)に おいて,肝 ミトコン ドリアの呼吸調

節能に対 し,若 干の機能障害を示し,そ の障害作用

は, DMNA≒DENA<DBNA<DPNAの 順に大き く

なった.こ の順位は,こ れ ら化合物の水溶性に反比

例す る.す なわち,化 合物の脂溶性 とよく一致する

ことが示唆された.

Table 1. Effects of Nitrosamines on the

 oxidative phosphorylation of 

mitochondria.

また,ミ トコンドリアの酸化的 リン酸化反応に対

するニトロソアミン類の脱共役作用 と,添 加試薬の濃

度 との関係につ き検討を行ない, Fig. 2の 結 果を得

た.こ の結果から, DPNAお よびDBNAは,上 記脱

共役作用が,濃 度増加 とともに著しく増大するのに

対し, DMNAお よびDENAは,測 定 した濃度範囲内

(0.15mM溶 液)で は,脱 共役作用は始んど認め

られなかった.ま た, DPNA, DBNAの 脱共役作用

は, 0.1mMか ら0.2mMの 濃度範囲で急激に増大す

ることが認められた.

ミトコンドリアに対するニ トロソアミンのK+遊

出作用

ニ トロソア ミン中DPNA, DBNAは,ミ トコンド

リアのエネルギー転換系に対 し,脱 共役作用を示す

ことが認め られ,ミ トコンドリア膜に対する傷害作

用を有することが示唆 された.こ の傷害作用機序を

検討するため,ミ トコンドリア膜のK+区 画性に対

する作用を比較検討 し, Fig. 3の 結果を得た.

この結果から, K+遊 出はDPNAの 添加によって

最 も強 く, DBNAを 添加 した場合 も若干認められた

が, DMNA, DENA添 加 の場合においては, 1mM

濃度 では殆んど認められなかった, K+遊 出強度の順

位は,ミ トコンドリアの酸化的リン酸化反応に対す

る脱共役作用の順位 と良く一致している.

K+遊 出作用の濃度依存性をDPNAお よびDBNA

につ いて検討を行ない, Fig. 3-(B), Fig. 3-(C)の

結果を得た,こ の結果から, DPNAで は0.5mM以 上,

ま たDBNAで は約2mM以 上 の濃度においてK+遊 出

が強 く誘起 されることが認められた.

Fig. 1 The effects of nitrosamines on 

the oxidative phosphorylation of rat

 liver mitochondria.

Experimental conditions were described in 

method, except that the concentration of 

nitrosamines was 0.17mM and that of ethyl 

alcohol as control was 0.86 percent.
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Fig. 2 The effects of nitrosamines on the
 respiratory control and ADP/O ratio
 of rat liver mitochondria.

Experimental conditions were as same as in 
Fig. 1 except that various concentrations of 
nitrosamines were added. Respiratory control 
index (RCI) and ADP/O ratio were calculated 
by the method of Chance and Williams10)

考 察

ミトコンドリアの酸化的 リン酸化反応に対する脱

共役作用は, DMNA≒DENA<DBNA<DPNAの 順

に大きくなっており,こ の順位は,こ れ ら化合物の

脂溶性とよく一致していることが明 らかとなったが,

このことから,ニ トロソアミンの作用部位 としては,

ミトコンドリア膜の脂質にアルキル基またはフェニ

ル基が作用し,ニ トロソ基を外に向けていることが

推定される,長 谷川らは,ベ ンゾチオフェンのベン

ゼン環が膜に作用していることを指摘 している111が,

上記の推定とよく符合する.

ニ トロソアミン類の うち, DPNA, DBNAは 特 に

生体膜に親和性が強 く,ミ トコンドリア膜の障害,

 K+イ オン透過性の増大,脱 共役現象,呼 吸調節能の

低下等一連の膜の生物作用に障害をもたらす.ベ ン

ゼン,ト ルエン等の作用発現濃度が数mMで あるの

に対し, DPNA, DBNAは0.2mMの 低濃度で ミトコ

ンドリアの呼吸調節能に対する作用を発現する,こ

のことから,ニ トロソアミンの生体に対する傷害作

用が強いことが示唆され,ニ トロソア ミンは,生 体

膜に対して障害作用があることが,新 たに認められ

た.

結 論

ニ トロソアミン類の生体作用を解明す るため,生

体膜に対する作用,特 に ミトコン ドリアのエネルギ

一転換反応およびK+区 画性に対す るニ トロソア ミ

ン類の作用を検討し,以 下の結果を得た.

Fig. 3 Release of K+ from mitochondria by 

treatment with nitrosamines. Experimental 
conditions were described in method, except 
that the cocentration of nitrosamines was 
1mM in (A) and (B) various concentrations 
of DPNA and (C) various concentrations of 

DBNA.

1) DPNA, DBNAは,低 濃度域(約0.2mM溶

液)に おいて,肝 ミトコンドリアの酸化的 リン酸化

機能 を阻害した.

2) DPNA, DBNAは,ミ トコン ドリアの酸化的

リン酸化反応に対する脱共役作用が,濃 度増加 とと

もに著しく増大するのに対 し, DMNA, DENAは,

測定濃度範囲内(0～15mM溶 液)で は,脱 共役作用

は殆んど認められなかった.そ して, DPNA, DBN

Aの 脱共役作用は, 0.1mMか ら0.2mMの 濃度範囲

で急激に増大す ることが認められた.

3) ミトコンドリア内か らのK+遊 出は, DPNA,

 DBNAの 添 加によって観察 された.特 にDPNAの 添

加によるK+遊 出は強かった.し かし, 1mMの 濃度

のDMNA, DENAで は, K+遊 出は観察されなかった.
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4) ニ トロソア ミンによるミトコンドリア内か ら

のK+遊 出強度の順位は,呼 吸調節能の阻害度の順

位と良い一致を示 した.

5) 以上 の成績を総括すると,ニ トロソアミンは

ミトコン ドリア膜機能を障害 し,そ の障害作用はニ

トロソア ミンの化学構造によって変 り, DPNA, DB

NA, DENA, DMNAの 順 に作用が強いことが認めら

られ,発 ガン性や肝硬変の作用のほか,生 体膜機能

に障害作用を示すことが示唆された.
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Effects of nitrosamines on the mitochondrial membrane

Kunihiko ISHII

Department of Public Health, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Masana Ogata)

In order to clarify the biological toxities of nitrosamines, the effects of nitrosamines on 
the biological membrane, especially on the energy transfer reaction and on the K+ compart

mentation of mitochondria were examined.
The results obtained were as follows;

1) DPNA and DBNA uncoupled the oxidative phosphorylation of rat liver mitochondria at 

the low concentration (about 0.2mM solution).
2) Uncoupling activities of DPNA and DBNA to the mitochondrial oxidative phosphorylation

 were increased in accordance with the increase in concentration and showed a remarkable
 increase within the concentration range from 0.1mM to 0.2mM solution.

3) The release of K+ from mitochondria was induced by treatment with DPNA or DBNA,
 especially was accelerated by DPNA. However, it could not be induced by treatment of
 1mM DMNA or DENA.

4) The order of K+-release intensity induced by nitrosamines was corresponding to that of 
uncoupling activities of nitrosamines.

5) In conclusion, it was recognized that the functions of mitochondrial membrane were

 damaged by nitrosamines and their injurious effects were influenced by their chemical
 structures in the order of DPNA, DBNA, DENA and DMNA. This suggests that nitrosamines

 may have injurious effects on the function of the biological membrane, as well as their

 already recognized effects of carcinogenecity or liver injury (liver cirrhosis).


