
氏 名(本 籍)

学 位 の 種 類

学 位 記 番 号

学位授与年月日

学位授与の要件

たか はし おさむ

高 橋 省

薬 学 博 士

薬 第274号

昭和62年12月16日

学位規則第5条 第2項 該当

学 位 論 文 題 目 ジブチル ヒ ドロキ シ トルエ ン(BHT)の

出血致死 毒性 の特性 とその作用機構

論 文 審 査 委 員

(主 査)

教授 鈴 木 康 男 教授 橋 本 嘉 幸

教授 佐 藤 進

一88一



く　

論 文 内 容 要 旨

食品,プ ラスチ ック,ゴ ム,石 油 などの,劣 化,酸 化 を防 ぐ添加 物 と して広 く使用 されて いる

フェノール型酸化防止 剤 ジブチル ヒ ドロキ シ トルエ ン(BHT)の 毒 性 に関 す る報告 は多 く,と

くに顕著 な症状 は,肺,肝 臓,腎 臓 の機 能障害であ る。

著者 は,BHT摂 取 にみ られ る出血毒 性 に注 目 し,そ の特性 と作用機構 を明 らか にす るζ とを

目的 と して研究を行 った。 .

1.BHTの 出 血致 死効果 とその用量反応関係

Sprague-Dawley系 雄 ラ ッ トに0.58～1.44%のBHTを 含 む飼 料 を40日 間 与 え た 。BHTの

摂 取量が526mg/kg/day以 上 の ラッ トに出血 による死亡 が観察 され,死 亡率 は用量 に依存 した。

1.D50(40days)は760(669-864)Ing/kg/dayで あ った。死亡 ラ/ットには胸腔,腹 腔,そ の他 の器

官への大出血が認められた・また・生存動柳においても436mg/kg/day以 上の群で・精巣上体 ・

精巣 な どへの出血,お よびプ ロ トロ ンビン時問 の延長 が観察 され,出 血 の程度,プ ロ トロ ンビン

時間 の延長 もBHTの 用 量 に依存 した。 そ して低 プロ トロンビ ン血 症をひ きお こす最小用量 は14.7

mg/kg/dayで あ った。

2.種 々の酸化防止剤,BHT構 造 関連化合物の出血致死効果

ア リルア ミン型,オ キ シキ ノ リン型,フ ェノール型,ヒ ドロキノ ン型,ビ ス フ ェノ ール型,

トリスフェノール型な ど,そ れぞれの型 の酸化防止剤 の代表的化合物 にっ き,出 血効果 の有無 を

検討す るとと もに,構 造関 連化合 物 として,置 換 フ ェノール類 の効果 も検討 した。 その結果,

BHTに よ って惹起 され た出血致死 は,必 ず しも酸化防止 剤一般 に共通 した反応 で はなか った。

そ して特 に2,6位 に'θ7」一ブチル基,イ ソプ ロ ピル基 を有 す る置換 フェノール類(2,4,6一 七ri一

'θ7'一bu七ylpheno1,4一'67'一buty1-2,6-diisopropylphenol,2,6-di一'θ プ'一bu七ylphenolな ど,図1参

照)は,BHTと 酷 似 す る出血 をひ き起 した。

3.BHTの 代謝 と出血毒性

BHTの 主 要代謝経路 は4位 のメ チル基 の酸化 であ り,ヒ ドロキ シメチ ル,ア ルデ ヒ ド,カ ル

ボ ン酸 な どの生成 で ある。 しか しこれ らのいずれ の代謝 物 も,BHTそ の ものよ りはるか に弱 い

毒性 を示 した。従 って,B耳 丁そ の ものの組 織 中の濃度 が,出 血 毒性 にお いて直接 的 な意義 を有

す るもの と考 え られた。BHT摂 取 後 の ラ ッ ト肝臓 中 の代謝 産物 を調 べ ると,未 知 の代謝物 が比

較 的高濃度 で存在 した。ガ スクロマ トグラフィ,質 量分 析等 の結果 よ りこれ はキノ ンメチ ド型代

謝 物(2,6-di一'6プ'一buty1-4-me七hylene-2,5-cyclohexadienone,BHT-QMと 略 す,図2参 照)

で あ ると同定 した。
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図1.BHTお よ び 関 連 化 合 物 の 構 造 式

(1)BHT,(II)2,4,6-tri-tert-butylphenol,

(皿)4一'θ7'一bu七yr2,6-diisopropylpheno1, .

(IV)2,6-di-tert-butylphenol.
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図2.キ ノ ンメチ ド(V)の 構 造式 とBHTの 代 謝経 路

(1)BHT,(∬)BHT-alcoho1,(皿)BHT-aldehyde,

(IV)BHT-acid,(V)BHT-QM,(VI)BHT-thioether.
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4.BHT毒 性の種差,系 統差,性 差

ラット(Sprague-Dawley,Wistar,Donr興,Fischer系),マ ウス(ICR,ddY,DBA/c,

C3H/He,BALB/cAn,C57BL/6系),ウ サギ,ハ ムス ター,モ ル モ ット,ビ ーグル

犬,ニ ホンウズラに対するBHTの 毒性を比較 した。ラットはすべての系統で出血致死が見 られ,

雄 は雌 より高い感受性を示 した。また,マ ウスでは系統によって毒性の発現に差があ り,ddY系

マウスのみ精巣上体出血,皮 下出血が認め られた。モルモットでは脳内に出血が認められた。そ

の他 の動物では概ね影響を受 けなかった。投与後の各動物の肝臓中の活性代謝物BHT-QMを

分析す ると,毒 性が顕著 に認められるラットたのみ本物質が明瞭に検出された。

5.ビ タミンKに よるBHTの 出血毒性の抑制

BHTに よる出血 は,ビ タ ミンK1の 飼料への添加によ り抑制 された。また,BHT投 与 によ

り,血 液凝固反応のパ ラメータであるプロ トロンビン時間が明瞭 に延長 し,こ の効果 も,ビ タミ

ンK1の 同時投与,静 脈注射で顕著に抑制された。従 って,BHTに よる出血効果は,ビ タ ミン

Kの 消費を経 る欠乏が関与す るものと考えられた。

6.止 血機構(hemostaticbalance)に 対するBHTの 作用

BHTを 摂取 させると出血致死 に先行 して,種 々の活性が変化するものと考え られる。 これ ら

のうち,特 に,血 管透過性,血 小板機能,血 液凝固能,線 溶能,カ リクレインキニン系,補 体系

などに対す る作用を測定 した。その結果,も っとも明瞭かつ早い時期に生 じた変化 は,ビ タミン

K依 存因子(プ ロトロンどン,W,1X,X)の 低下であった。

BHTの 経口投与によってひき起 されるビタミンK依 存凝血因子低下 は,投 与後36～60時 間で ,

観察された。凝血因子の血中での半減期を考慮すると,投 与後24時 間前後をピークとして因子合

成阻害が生 じていると推測で きた。 この時間は肝臓中のBHT-QM濃 度が最大に達する時間 と

一致 した。

7.BHT代 謝物によるビタミンK依 存凝血因子低下作用の機構

血液凝固因子合成低下にはチ トクロムP-450に よるBHTの 活性化が必要 であることも推測

でき,活 性代謝物のひとっ と見 られるBHT-QMを 直接投与 した実験 により,そ の凝血因子低

下作用,出 血作用 も観察でぎた。

また,BHT-QMの 作用機構を明らかにするため,iRvitroに おいて,ラ ッ ト肝臓 ミクロゾー

ムのフィロキノン(ビ タミンK:i)エ ポキシ ド依存蛋白質 カルボキ シル化反応 に対 するBHT-

QMの 作用を検討 した。この結果BHT-QMは10噌4M前 後以上の濃度 で この反応 を阻害 した。

次に,そ の作用点を調べると,フ ィロキノンエポキシ ドレダクターゼの阻害反応であることが明

らかとなった。それ らの阻害濃度を考察す ると,invivoでBHTを 与えたラットの肝臓中に生

じるBHT-QM濃 度に匹敵 した。
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8.結 論

BHTに よるラットの出血致死効果 は,次 の過程で起 るものと考え られる。すなわち,体 内で

生 じたBHTの 活性代謝物(ギ ノンメチ ドもそのひとっである)は,ビ タ ミンK依 存血液凝固因

子の生合成を阻害 し,そ の結果,血 液凝固異常を生 じ,出 血が起 って死亡する。また,BHTの

毒性に関 して認め られる種差,性 差などは,キ ノンメチ ドなどの代謝物の生成の差によるものと

して説明ができる。
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審 査 結 果 の 要 旨

我が国で も広 く酸化防止剤 として使用され,食 品添加物 としても指定 されているジブチルヒド

ロキシトルエ ン(BHT)は,動 物実験の結果,肺,肝,腎 の機能障害をひき起 こす物質である

ことが明 らかとなった。本研究 はこれらの障害のうち,特 に出血毒性に注目 し,そ の毒性発現 の

特性と機構を明 らかにしようと したものである。

まずBHTの 毒性発現の動物種差を調べてみると,ラ ットが特に感受性が高いことが確認され

た。そのLD50(40日)は,7601ng/kg/dayで あり,ヒ トの許容摂取量の約1,000倍 である。この

出血毒性は酸化防止剤に共通 して認められる作用ではなく,限 られた化学構造の化合物において

のみみ られる性質であった。

この種差の生 じる原因を考え るたあlBHTの 代謝物 とその毒性 との関係を検討 した。その結

果,BHTの 代謝物 として報告 されているすべての化合物 は,BHTよ りも毒性が低い ことが明

らかになった。したがって毒性の発現に代謝物が関与するとすれば,未 知の化合物であることが

推測できる。BHTを ラットに投与 したのち,肝 中の代謝物を分析 してみると,新 らしい代謝物

が分離 され,こ れはキノンメチ ド型の化合物(BHT-QM)で あることが確認された。BHT-

QMは 毒性 も極めて高 く,本 化合物がBHTの 毒性発現 に密接に関係 しているものと考え られた。

動物種によってこのB正{T-QMの 産生が異なり,先 のBHTの 毒性の種差 も代謝活性 の違 いと

して説明できる。

さらにBHTお よびBHT-QMの 出血毒性発現 の機構を調べるため,ラ ッ トに これ ら化合物

を投与後,血 中の種々の血液凝固因子を測定 した。その結果,プ ロ トロンビン濃度が顕著に減少

していた。しかしこの低下は,フ ィロキノンの投与によっ七完全 に回復す ることから,出 血毒性

はフィロキノンの枯渇 によっている可能性が高い。BHT-QMはinvi七roで も肝 ミクロソーム

のフィロキノンエポキシド依存の蛋白カルボキシル化反応を強 く阻害す る。この反応の阻害機構

としては,BHT-QMの フィロキノンエポキシ ド還元酵素に対す る直接 の阻害であることを示

した。

以上 の結果 より,BHTは 肝で代謝 されて活性代謝物BHT-QMと な り,こ れが フィロキノ

ン還元酵素を阻害するためフィロキノンエポキシドが蓄積 しゴ分解する結果 フィロキノン濃度が

低下するものと考察 した。

本研究は化学物質の代謝と毒性に関 して重要な知見を加えるとともに,食 品添加物の安全性を

評価する上でも価値ある結果が得 られており,博 士論文に相当す るものと認める。
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