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研究成果の概要（和文）：野生鳥類5種7検体の肝臓試料を硫酸もしくはゲル浸透クロマトグラフィー(GPC)で精
製した抽出液を、芳香族炭化水素受容体(AhR)介在活性の評価が可能なin vitroバイオアッセイに供試したとこ
ろ、すべての検体でAhRアゴニスト活性が認められ、とくに猛禽類のハヤブサやトビで高い活性値を示した。ま
た、硫酸処理抽出液よりGPC処理抽出液で高いAhRアゴニスト活性が検出されたことから、酸処理で消失するAhR
アゴニストの存在が示された。高速液体クロマトグラフィーを用いた詳細分画と機器分析から寄与物質の推定を
試みたところ、ダイオキシン類だけでなく多環芳香族炭化水素関連物質の肝臓蓄積が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study evaluated aryl hydrocarbon receptor (AhR)-agonistic activities in
 sulfuric acid (H2SO4)- or gel permeation chromatography (GCP)-treated liver extracts from 5 wild 
avian species by using in vitro bioassays. AhR-agonistic activities were observed in all the liver 
samples, especially with high activities in raptors such as falcon and black kite. The AhR-agonistic
 activities in GCP-treated liver extracts were higher than those in H2SO4-treated liver extracts, 
suggesting the presence of acid-labile AhR agonist(s). HPLC (high performance liquid chromatography)
-fractionation and instrumental analysis approach indicated the accumulation of not only dioxins but
 also PAH (polycyclic aromatic hydrocarbon)-related compounds, as possible AhR agonists, in the 
liver of Japanese wild birds.

研究分野： 環境化学

キーワード： 残留性未知物質　バイオアッセイ　機器分析　核内受容体　生物蓄積

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で構築したin vitroバイオアッセイと機器分析のアプローチ手法は、生物蓄積性を示す未知有害化学物質
を探索する上で有用なツールとなり得る。本手法により、日本に棲息する野生鳥類の肝臓にダイオキシン類や多
環芳香族炭化水素といった既知のAhRアゴニストだけでなく、AhRアゴニスト活性を示す未同定化合物が蓄積して
いることを示唆した研究成果は学術的にも重要である。従来のターゲット分析では見落とされていた生態リスク
が懸念される生物蓄積性化合物の可能性が高いことから、残留性有機汚染物質に関するストックホルム条約等の
要監視化学物質として検討すべき基礎データを提示することができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 日常生活の多様化にともない産業界で生産される化学物質種は増大しており、ケミカルアブ
ストラクトサービス(CAS)によると、すでに化学物質の登録数は 1 億種類を突破した。先進諸国
では、生物蓄積性や毒性を示す化学物質の法的な監視・管理体制を強化したが、網羅的な曝露リ
スク評価は実際に利用されている物質の一部にすぎない。またそれらの代謝・分解産物や副生成
物質等も法的規制の対象外であるため、潜在的な有害物質の種類や排出量は年々増加し、それら
に起因する汚染や生態影響が表面化する怖れもある。とくに、経済発展の著しい開発途上国では
不適切な廃棄物・排水処理等による環境汚染が今後深刻になる可能性が高い。しかしながら、環
境残留性未知物質の同定に関する研究はきわめて乏しく、生物濃縮性を明らかにしている研究
は存在しない。生活様式の多様化にともない、合成・使用される化学物質種は増大しており、そ
れら物質の環境中への放出・分解・残留・挙動、そして生物への曝露・蓄積を検証することは、
化学汚染のリスク管理にとって必須であり先見的な課題といえる。このように、環境残留性、生
物蓄積性、そして毒性を示す未同定の化学物質は自然界に多種存在することが予想されるが、そ
の実態はほとんど理解されていない。したがって、環境残留性・生物蓄積性未知化学物質を包括
的に探索・同定することは、多様化する化学汚染のリスク管理にとって喫緊の課題といえる。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、高分解能ガスクロマトグラフ質量分析計(GC-HRMS)および 2 次元ガスクロ
マトグラフ飛行時間型高分解能質量分析計(GC×GC-HRTOFMS)を用いた機器分析技術と細胞内
受容体介在活性の評価が可能な in vitro アッセイを駆使し、生物蓄積性未知有害化学物質の探索
を試みることにある。本研究では、生物蓄積性・細胞内受容体介在活性を有する残留性有機汚染
物質(POPs)の高濃度蓄積が認められた野生鳥類①に着目し、芳香族炭化水素受容体(AhR)アゴニ
ストの総活性評価と寄与物質の解明を試みた。 
 
３．研究の方法 
・試料 
愛媛大学沿岸環境科学研究センター(CMES)の生物環境試料バンク(es-BANK)に冷凍保存され

ていた国内の野生鳥類 5 種 7 検体（ハヤブサ 2 検体、オオタカ 1 検体、トビ 1 検体、アオサギ 1
検体、カワウ 2 検体）の肝臓試料を分析対象とした。 
・化学分析 
 肝臓試料の塩素化・臭素化ジベンゾパラダイオキシン/ジベンゾフラン類(PCDD/Fs・PBDD/Fs)
およびダイオキシン様ポリ塩化ビフェニル(DL-PCBs)の分析は既報②に従い、均質化・抽出した
後、硫酸処理および多層・活性炭分散シリカゲルカラムにより精製した。定性・定量には GC-
HRMS を用いた。 
・in vitro バイオアッセイ 
 AhR アゴニスト活性は、Dioxin Responsive Chemically Activated Luciferase eXpression (DR-
CALUX)に加え、用いた細胞系(H4lle-luc)での代謝が指摘されている多環芳香族炭化水素(PAH)な
どの昜分解性 AhR アゴニストの活性評価に適している PAH-CALUX③を併用し測定した。 
 鳥類の肝臓試料は Figure 1 に示すフローの通り、CALUX アッセイ用に前処理した。まず、凍
結乾燥後ホモジナイズし、アセトン/ヘ
キサン混合溶液で抽出した。得られた粗
抽出液を、硫酸処理・硫酸シリカゲルク
ロマトグラフィーもしくはゲル浸透ク
ロマトグラフィー (GPC)で精製し、
DMSO 転溶後、DR-CALUX および PAH-
CALUX に供試した。また、GPC で精製
した肝臓抽出液は、フラクションコレク
ターを連結した高速液体クロマトグラ
フィー(HPLC)で詳細分画し DMSO 転溶
後、PAH-CALUX により活性を測定し
た。各フラクションに溶出する活性寄与
物質は、同一 HPLC 条件で分析した標準
品(PCDD/Fs, DL-PCBs, PAHs)の保持時
間を基に推定した。 
 
４．研究成果 
（１）硫酸・GPC 処理抽出液中の AhR アゴニスト活性比較(DR-CALUX) 
 各鳥種の肝臓試料における硫酸処理抽出液と GPC 処理抽出液を、DR-CALUX により 3 重測定
した AhR アゴニスト活性値を Figure 2 に示す。GPC 処理抽出液に対する硫酸処理抽出液の活性
値の平均割合はそれぞれ、72% (ハヤブサ A)、70% (ハヤブサ B)、120% (オオタカ)、79% (トビ)、



66% (アオサギ)、76% (カワウ
A)、70% (カワウ B)であり、オ
オタカ 1 検体を除く 6 検体の
GPC 処理抽出液で高かった。
この結果から、国内に棲息す
る野生鳥類の肝臓中には硫酸
処理で消失するAhRアゴニス
ト活性物質が蓄積しているこ
とが示唆された。肝臓から検
出されたPCDD/FsとDL-PCBs 
(non-・mono-ortho PCBs)濃度
（PBDD/Fs は未検出）と先行
研究で報告された毒性等価係
数(TEF)④から毒性等量(TEQs)
を算出した結果、硫酸処理抽
出液中のAhRアゴニスト活性
と同等の値を示し、活性寄与
物質の大半は PCDD/Fs と DL-
PCBs であると考えられた。 
 
（２）PAH-CALUX による硫酸・GPC 処理抽出液中の AhR アゴニスト活性評価 
次に、GPC または硫酸で処

理した野生鳥類（DR-CALUX
の結果からハヤブサ・トビ・ア
オサギ・カワウの 4 検体）の
肝臓抽出液を、それぞれ PAH-
CALUX に供試した。肝臓試料
で観察されたルシフェラーゼ
誘導から、BaP に対する比活
性値として AhR アゴニスト活
性(BaP eq.)を算出した。その結
果、硫酸・GPC 処理したすべ
ての肝臓抽出液から AhR アゴ
ニスト活性が認められた
(Figure 3)。硫酸処理抽出液の
AhR アゴニスト活性はハヤブ
サで最も高く(290 ng BaP eq./g 
lw)、次いでトビ(100 ng BaP 
eq./g lw)、カワウ(86 ng BaP eq./g lw)、アオサギ(67 ng BaP eq./g lw) の順であり、GPC 処理抽出液
はハヤブサ(350 ng NaP eq./g lw) >トビ(140 ng BaP eq./g lw) >アオサギ(95 ng BaP eq./g lw) >カワウ
(79 ng BaP eq./g lw)であった。硫酸処理抽出液と GPC 処理抽出液中の AhR アゴニスト活性を比
較した結果、各検体における GPC 処理抽出液に対する硫酸処理抽出液の活性割合はそれぞれ、
84% (ハヤブサ B)、73% (トビ)、71% (アオサギ)、110% (カワウ B) であり、DR-CALUX の結果
と同様に、酸処理で消失する AhR アゴニストの蓄積が示唆された。 
 
（３）HPLC 分画による活性寄与物質の評価 
野生鳥類の肝臓に蓄積するダイオキシン類以外の昜分解性 AhR アゴニストを推定するため、

HPLC による詳細分画をおこない PAH-CALUX を用いて活性を評価した。主要な活性寄与物質
である PCDD/Fs と DL-PCBs（13 物質）に加え、米国環境保護庁(US EPA)が規制対象として指定
している PAHs 14 物質について、標品を用いて溶出パターンを分析した。Table 1 に示すように、
上記の既知 AhR アゴニストの溶出時間はオクタノール/水分配係数(log Kow)に依存する傾向が
認められた。 
ハヤブサとトビ肝臓のGPC処理抽出液をHPLCで分画し、各フラクション溶液を PAH-CALUX

に供試した結果、ハヤブサで活性値が検出下限値(LOD)を上回った画分は No. 51-53, 55-56, 59-60, 
67-68, 80, 89 であり、No. 51 で最大値を示した(Figure 4a)。標準物質(Table 1)の溶出パターンと比
較したところ DL-PCBs や PeCDF の溶出範囲と一致し(Figure 4b)、ハヤブサの肝臓に残留する
AhR アゴニスト活性物質の大半は塩素化ダイオキシン類であることが推察された。トビでも、
最も高い活性を示した画分は No. 51 であったが、溶出画分 No. 21- 89 の幅広い範囲で AhR アゴ
ニスト活性があり、塩素化ダイオキシン類だけでなく PAHs の溶出フラクション（No. 21 と No. 
36）にも活性が認められた(Figure 4)。これら 2 つのフラクションから検出された活性割合はそれ
ぞれ 4.4%と 5.8% BaP 1.25 µM であり、No. 51 と No. 52 を除く溶出画分の割合 (0%-2.7% BaP 1.25 
µM) よりも高く、PAHs 類縁化合物が肝臓に蓄積していることが推察された。標準物質の溶出パ
ターンから、No. 21 にはナフタレンとフルオランテンが、No. 36 にはベンゾ[k]フルオランテン



とベンゾ[b]フルオランテン、ベンゾ[a]ピレンが関与している可能性が考えられた(Table 1)。実際
に先行研究では、これらの PAHs が野生鳥類の肝臓から検出されたことが報告されている⑤,⑥。
しかしながら、本研究と同じ H4llE-luc 細胞株を用いて 24 種の PAHs を PAH-CALUX アッセイ
で AhR アゴニスト活性を評価した先行研究③では、ナフタレンとフルオランテンの BaP に対す
る比活性値 (Relative Potency: REP) は極めて低く、AhR アゴニスト活性は弱いと考えられる。こ
のことから、トビの肝臓抽出液におけるフラクション No. 21 で認められた活性は、ナフタレン
とフルオランテン以外の AhR アゴニストに起因している可能性がある。 
 

 
 



 
そこで HPLC の PAHs 画分をプールした溶液を、既報①,⑦の設定条件で GC×GC-HRTOFMS 分

析に供試した。得られた 2 次元トータルイオンクロマトグラムの干渉ピークから、活性に寄与す
る物質を複数抽出することは困難であったが、フィルタリング手法を用いて示性式が C15H12O で
ある物質の検出が明らかとなった。得られたマススペクトルをデータベースと照合したところ、
マッチファクターの高い化合物はヒットしなかったため、今後、物質同定と AhR アゴニスト活
性評価が課題となった。 
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