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研究成果の概要： 
 堺市で採取した大気浮遊粒子の変異原性および内分泌撹乱性（ダイオキシン受容体およびエ

ストロゲン受容体リガンド活性）を確認した。その主たる成分であるベンゾ（ａ）ピレン、１，

８̶ジニトロピレン、３，６̶ジニトロベンゾ（ｅ）ピレン、３－ニトロベンズアントロン、４－

アミノビフェニルの突然変異誘発機構を分子・細胞生物学的方法で調べ、それらに共通した細

胞周期特異的な DNA 損傷応答、および損傷に特異的な DNA ポリメラーゼの関与と突然変異
誘発性を明らかにした。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2005年度 4,800,000 0 4,800,000 

2006年度 3,800,000 0 3,800,000 

2007年度 3,800,000 1,140,000 4,940,000 

2008年度 3,000,000 900,000 3,900,000 

  年度    

総 計 15,400,000 2,040,000 17,440,000 

 
 
研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：環境学・放射線・化学物質影響科学 
キーワード：大気汚染、粒子状物質、環境変異原、がん、リスク 
 
１．研究開始当初の背景 
 我が国では大気中に浮遊する 10μｍ以下
の粒子状物質(PM)を大気汚染物質として環
境基準が定められているが、大都市域では基
準が達成されていない地点が多くある。米国
では 1997 年環境保護局(EPA)によって、粒径
2.5μｍ以下の微小粒子(PM2.5)を対象とす
る新たな基準が導入された。これは疫学研究
によって微小粒子濃度と推定死亡率や肺が
ん罹患率との間に有意な相関が認められた
ためである。そのため米国ではその健康影響
評価プロジェクトが進行している。一方、我

が国でも平成１２年度より環境省が曝露影
響調査や疫学的方法によるリスク評価を進
めている。文科省においても平成１３～１６
年度、特定領域研究「微粒子の環境影響」が
行われたが、環境工学的研究に限られた。こ
のような状況では、今なお微小粒子のヒトの
健康に対する影響は十分明らかにはなって
いない。微小粒子の主たる起源はディーゼル
車排ガスで、その主成分は炭化水素であるが、
組成は各国によって異なり複雑である。また
発がん性のみがその健康影響ではない。動物
発がん実験データをヒトへ外挿する上で、感
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受性の動物種差も明らかでない。最近ではカ
ーボンナノ粒子と呼ばれる 0.1μｍ以下の粒
子が肺胞より短時間で血流に入り、脳に蓄積
することが報告され、粒径とリスクとの関係
がいっそう複雑になった。このように今後さ
らなる研究が必要とされている。 
 
２．研究の目的 
 申請者らは日本国内（大阪）で大気浮遊
粒子をサンプリングして、その粒径分布と
その化学組成を分析し、微小（炭素）粒子
およびその主要成分の健康影響、特に変異
原性と内分泌攪乱性を、細胞生物学・分子
生物学的方法によって定量的解析・メカニ
ズム解析することを目的とした。具体的に
は次の４つのことを明らかにすることを目
標とした。 
（１）都市（大阪府堺市）における大気浮
遊粒子の粒径分布と化学組成、およびそれ
らの経時変化の解明。 
（２）微小粒子の突然変異原性、内分泌攪
乱性の定量的解析と新規成分の同定。 
（３）微小粒子主要成分によるヒト細胞と
マウス細胞における突然変異メカニズムの
解明、およびそのヒトとマウスにおける種
差の解明。 
（４）微小粒子のヒト健康リスク評価の試
み。 
 これらの研究結果は生理的薬物動態法に
よるリスク評価のパラメーターとなり、環境
基準の策定に役立ち、また大気浮遊粒子の発
生源での改善や、肺がん罹患率低下に貢献す
ると考える。 
 
３．研究の方法 
（１）大気浮遊粒子の採取と化学組成の分析 
 大阪府堺市の実大気についてロープレッ
シャインパクタで粒径別に分取した大気浮
遊粒子試料を２週間ごとに連続して採取し、
分析用試料を蓄積した。また、同時にハイ
ボリュームエアサンプラで粒径分離しない
フィルター試料を採取した。結果は
Chemical Mass Balance 法で解析した。採取
した大気微粒子の化学成分分析は必要に応
じて中性子放射化システム、蛍光Ｘ線分析
装置、PIXE 分析装置、イオンクロマト分析
装置、炭素分析装置等を用いて行い、粒子
粒径と化学成分との関係を求めた。 
（２）大気中微小粒子の突然変異原性と内分
泌攪乱性の測定 
 大気微粒子はジメチルスルホキシドに溶
解し、突然変異誘発能を、ヒスチジン要求性
からの復帰変異コロニー数を指標にしてサ
ルモネラ菌 TA98、TA100 、YG1024、YG1029
株を用いた Ames Test で調べた。変異原性に
ついて微小粒子の粒径別、年次ごとに調べた。
大気中微粒子およびその成分を２種類の内

分泌攪乱性、すなわちアリルハイドロカーボ
ンレセプター（Ahr）に結合する活性、およ
びエストロゲン受容体（ER）に結合する活性
について、出芽酵母を用いたレポーターアッ
セイ法で調べた。 
（３）大気中微小粒子主成分の突然変異特
性・突然変異機構の解析 
 成分解析によって明らかになった大気中
微粒子に特徴的な成分（ジニトロピレン類、
ニトロベンズアントロン類、ベンツピレン
類）について詳しく解析した。ＤＮＡ塩基配
列レベルでの突然変異特性を比較するため
に動物細胞と大腸菌で複製できるシャトル
ベクタープラスミドを用いた。さらに突然変
異機構を解析するために、ニトロベンツアン
トロン類、アミノビフェニル類による塩基付
加体が lacZ 遺伝子に部位特異的に１個だけ
入ったプラスミドを作成し、大腸菌および動
物細胞で複製させて損傷乗り越え DNA 複製
による突然変異機構を検討した。 
（４）大気浮遊粒子のリスク評価 
 大気に浮遊する土壌粒子に多く含まれる
重金属や塩素系有機化合物の中には神経毒
性を有するものが存在する。本研究では、in 
vitro blood brain barrier モデルを用いて、
これらの物質の血液-脳関門透過率を決定し、
生理学的薬物動態（PBPK）モデルに組み込む
ことで、脳への移行率を推定した。また神経
細胞Ｃ6, PC12, CCF-STTG1, NT2 等の培養細
胞を用いた細胞毒性試験等から、神経毒性リ
スクを評価する方法について検討した。 
 
４．研究成果 
 大気中に浮遊する粒径 2.5μｍ以下の微小
粒子(PM2.5)濃度は推定死亡率や肺がん罹患
率との間で有意な相関が認められている。微
小粒子の主たる起源はディーゼル車排ガス
であり、その主成分は多環芳香族炭化水素で
ある。 
 堺市で捕集した大気浮遊粒子の粒径分布
は2μｍ付近と10μｍ付近を中心とした２つ
のピークを持ち、変異原性は 2μｍ以下の粒
子が強かった。大気浮遊粒子には変異原性の
他に AhR 受容体に結合する活性と、弱い ER
受容体に結合する活性があった。すなわち大
気浮遊粒子は内分泌撹乱活性も有する可能
性が示された。季節ごとの推移では、単位大
気量あたりの変異原活性が冬に高く、夏に低
いことがわかった。このことは化石燃料の使
用量と大気の滞留が影響していると考えら
れた。 
 大気浮遊粒子中に近年発見された強力な
変異原物質 3-ニトロベンズアントロン（NBA）
をヒト細胞に処理し、DNA 中の NBA 付加体を
高速液体クロマトグラフ・タンデム質量計で
定量した。dG-C8-C2-ABA 付加体および
dG-C8-N-ABA付加体は107グアニン当たり100



 

 

~1000 個、dA-N6-C2-ABA 付加体は 10~100
個であった。また dA-N6-C2-ABA 付加体は損
傷部位でDNA 合成が停止しないことから、NBA
による突然変異誘発や致死にはほとんど関
与していないことがわかった。 
 NBAは主にがG→Tのトランスバージョンを
ひき起こした。これらの付加体はヌクレオチ
ド除去修復（NER）により修復されることが
わかった。グアニン付加体のうち、dG-N2-ABA
が突然変異に対する寄与度の高い付加体で
あり、dG-N2-ABA は大腸菌では SOS 誘導によ
って誘導される DNA ポリメラーゼ IV, V で
TLS されることがわかった。突然変異頻度は
低かった。 
 近年大気浮遊粒子中に発見された強力な
エームス試験陽性変異原物質 3,6-ジニトロ
ベンゾ e ピレン（3,6-DNB[e]P）の細胞に対
する遺伝毒性を 1,8- ジ ニトロピレン 
(1,8-DNP)と比較した。ヒト肝臓癌由来 HepG2
細胞に 3,6-DNB[e]P または 1,8-DNP を処理し、
姉妹染色分体交換(SCE)、小核誘導、γH2AX
誘導、突然変異誘発を調べた。3,6-DNB[e]P
はほぼ飽和濃度の１μg/mL 処理で、SCE、小
核、γH2AX を有意に誘導したが、そのレベル
はわずかであった。また突然変異誘発も起こ
すかどうかの境界レベルであった。一方、
1,8-DNP はいずれの指標によっても高くはな
いが有意に genotoxicity を示した。この結
果はヒトとサルモネラの種差を示しており、
ヒト細胞ではニトロ基が還元されにくく活
性体になりにくいために毒性が低いと考え
られた。 
 ４アミノビフェニル（4-ABP）がプラスミ
ドの p53 遺伝子コドン 248 配列のグアニンに
ある場合、TLS 率は 36%であり、強い DNA 合
成阻害が見られた。大腸菌では 80%が乗り越
えられるという以前の結果とは大きく異な
った。この結果は大腸菌とヒトとの生物種差
を反映しているものと考えられる。TLS され
たプラスミドのうち 4％に変異を生じていた。
変異のパターンはG→Tが最も多く見られた。
一方、コドン249配列のグアニンにある場合、
TLS 率は 77％であり、強い DNA 合成阻害は見
られなかった。また、変異誘発も 1%と低くな
ることがわかった。このように dG-ABP の TLS
は周辺配列に大きく影響を受けることがわ
かった。 
 in vitro blood brain barrier エンドサル
ファンについては 10μM において 0.47 ± 
0.09×10 3 cm/min と求められ、構築された
PBPK モデルでは血液脳分配率は 1.45 にて動
物実験データと良好に適合することが確認
された。また、神経細胞毒性試験の結果から
は、LC50 は 10~50μM と求められた。 
 エンドサルファンの一般人の血中濃度は
ND~0.6ng/L(=1.4×10-9μM)と報告されて
おり、この一般環境中エンドサルファンの曝

露による神経毒性リスクはきわめて低いと
推測された。 
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