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研究成果の概要（和文）：大気環境中に存在する浮遊粒子（TSP）の曝露により、肺などの標的

臓器内に誘導される変異原性を、突然変異検出用遺伝子導入動物 gpt delta マウスへの気管内

投与により検出した。その結果、つくば市内で採取された浮遊粒子抽出物（Tar）の in vivo

変異原性は 0.76 x 10-5/mg と算定された。Tar の in vivo 変異原性の原因物質は同定されてい

ないが、いくつかの知見から、大気中には主要な変異原物質と考えられている多環芳香族炭化

水素以外にも強い変異原性を示す物質が存在すると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：We evaluated mutagenesis induced in the target organs, such as 
the lung, by exposure of total suspended particulate matter (TSP) in ambient air using 
a model transgenic rodent for detecting in mutations, named gpt delta mouse.  
Consequently, in vivo mutagenicity of TSP extract obtained in Tsukuba City was estimated 
as 0.76 x 10-5/mg.  Compounds causing in vivo mutagenisis in Tar have not been identified, 
but several observations suggest that any potent mutagens other than polycyclic aromatic 
hydrocarbons exist in ambient air. 
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１．研究開始当初の背景 

都市大気中の浮遊粒子には、ディーゼルエ
ンジンをはじめとした化石燃料の燃焼によ
り非意図的に生成されたベンゾ[a]ピレンや
ニトロピレン類など、細菌を用いたエイムス
試験で強い変異原性を示す多種多様な多環
芳香族化合物が成分として含まれている。こ
れらの多環芳香族化合物が体内に取り込ま

れるとゲノム DNAに結合して突然変異を引き
起こし、発がん作用等の有害作用を示すこと
は概念的にはよく理解されている。しかし、
実際の大気環境中に存在する浮遊粒子の成
分が、肺や精巣（精子）などの標的臓器で、
どの程度の変異原性（体細胞や生殖細胞での
突然変異頻度）の上昇を示すかは「実証的に」
明らかにされていない。この知見は環境から

機関番号：８２１０１ 

研究種目：基盤研究（B） 

研究期間：2009～2011   

課題番号：２１３９００３８ 

研究課題名（和文） 都市大気中の浮遊粒子成分が動物体内で示す変異原性と次世代影響の 

評価                     

研究課題名（英文） Assessment of in vivo mutagenicity and trans-generational effect

of compounds contained in suspended particulate matter in urban air

研究代表者 

青木 康展（AOKI YASUNOBU） 

独立行政法人国立環境研究所・環境リスク研究センター・副センター長 

 研究者番号：20159297 



 

 

被る肺がん等の健康リスク評価に必須であ
り、次世代影響のリスクを評価する上でも重
要な課題である。 
 
２．研究の目的 
変異原性検出用遺伝子導入マウス（gpt 

delta マウス；標的遺伝子・大腸菌 gpt 遺伝
子を載せたシャトルベクターをゲノム DNAに
導入したマウス）を用い、都市大気から採取
した浮遊粒子より得た抽出物（浮遊粒子抽出
物）などの試料が示す体内変異原性（in vivo
変異原性）を評価する。特に本研究では、実
際の曝露経路を想定し、試供化合物のマウス
への曝露は主に肺中への経気道投与により
行う。さらに、ディーゼル排気由来ナノ粒子
のマウスへの曝露など浮遊粒子曝露のモデ
ル実験も実施しつつ、大気浮遊粒子中の多環
芳香族化合物等が肺などの標的器官のゲノ
ム上で引き起こす突然変異の発生頻度や、突
然変異スペクトル（塩基置換の種類や欠失の
大きさなど突然変異の性質）の変化を明らか
にする。 

 
３．研究の方法 
(1)都市大気浮遊粒子抽出物の調製とエイム
ス試験 

2009 年夏季および冬季に、東京都内とつく
ば市内の国立環境研究所構内で大気浮遊粒
子(TSP)をハイボリューム・エアサンプラー
を用いて採取した。これらの TSP をジクロロ
メタンでソックスレー抽出して抽出物(Tar)
を得た。また当初の計画にはなかったが、タ
イ国バンコック市内で1989年に採取したTSP
についても同様に Tar(Bangkok)を得た。 

一部の Tar については、シリカゲルカラム
カートリッジを用いて、ヘキサン、ジクロロ
メタン/ヘキサン混液、酢酸エチルにより順次
抽出し、極性ごとに分画した。 
これらの Tar について、エイムス試験によ

り in vitro 変異原性を確認した。 
 
(2)Tar の gpt delta マウスへの気管内投与 
2009 年夏季および冬季に、国立環境研究所

構内で採取した TSP より得た Tar（NIES 
summer、および NIES winter)と、バンコック
市内の TSP から得た Tar(Bangkok)を、gpt 
delta マウス（9W、♂、1 群 5 匹）に気管内
投与した。用量は低用量群（L群、0.6 mg Tar 
in vehicle, 100μl)、高用量群（H 群、1.2 
mg Tar in vehicle, 100μl)とした。対照群
（ Control 群 ）には vehicle のみ (1%DMSO 
+0.05%Tween80 in PBS, 100 μl)を投与した。
気管内投与 2 週間後、肺を摘出し、-80℃保
存した。         
                                
(3) ディーゼル排気由来ナノ粒子（ディーゼ
ルナノ粒子）の gpt delta マウスへの曝露 

国立環境研究所内に設置されている曝露
装置内で、gpt delta マウスにディーゼルナ
ノ粒子(DNP)を１年間曝露（5時間/1 日、5日
/1 週）した。曝露濃度及び個体数(n)は以下
の通り：対照群（清浄空気、cont (n=4)）、
除粒子群（DeP 、100 μg/m3 の排気より粒子
を除いたガス成分(n=4)）、低濃度群（粒子濃
度 30 mg/m3 (n=3)）、高濃度群（100 μg/m3 
(n=4)）。 
                         
(4) ゲノム DNA 抽出、および gpt 変異体頻度
の測定と変異スペクトル解析 
マ ウ ス 臓 器 か ら RecoverEase DNA 

isolation kit (Stratagene)を用いてゲノム
DNA を採取した。Transpack (Stratagene)を
用いた in vitro パッケージング反応を行い、
ゲノムDNAからλEG10をファージ粒子として
回収した。ファージは大腸菌 YG6020 に感染
させ、6-チオグアニンとクロラムフェニコー
ルを含む培地上に播種し耐性となったコロ
ニー(gpt 変異体候補コロニー)を検出した。
検出したコロニーは、再度、6-チオグアニン
とクロラムフェニコールを含む培地上にス
トリークして、真の gpt 変異体を検出した。
回収したファージの一部は適宜希釈した後
YG6020 に感染させ、クロラムフェニコールの
みを含む培地上に播種し、耐性コロニー数を
計測して回収したレポーター遺伝子の総数
を求めた。変異体頻度（MF）は、真の gpt 変
異体数を回収したレポーター遺伝子数で除
して算出した。また、変異体 gpt 遺伝子は PCR
で増幅した後、DNA シークエンス解析を行い、
発生した突然変異の性質（塩基置換、欠失な
ど）を同定した。 
 
４．研究成果 
(1)都市大気浮遊粒子抽出物の in vitro 変異
原性 
東京都内４ヶ所、国立環境研究所構内１ヶ

所およびバンコック市内の大気からそれぞ
れ約 1 g の TSP を採取して、Tar を抽出し、
その変異原性をエイムス試験により確認し
た。 
東京都内、夏季、冬季とも地区により変異

原性に大きな差は認められず、TA100 (S9+)
系では 80-200 rev/mg TSP、1000-1600 rev/mg 
Tarであった。他のエイムス試験系（TA98 (S9+, 
S9-), TA100 (S9-), YG1024 (S9+, S9-)）に
おいても、地域により大きな違いは認められ
なかった。冬季の浮遊粒子状物質の変異原性
は、110-150 rev/mg 粒子状物質（TA100 (S9+)）
であり、夏季に比べて幾分低い傾向にあった。
（図１） 
バンコック市内については、TA100 (S9+お

よび S9-)の値が著しく高く、TA100 (S9+)で
は 1000 rev/mg TSP、6000 rev/mg Tar であ
った。（図 1） 



 

 

図１ 国立環境研究所およびバンコック市
内で採取した Tar の in vitro 変異原性
（rev/mg Tar） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(2) 都市大気浮遊粒子抽出物の in vivo 変異
原性 

国立環境研究所構内で夏季に採取した TSP
（NIES summer）から得た Tar を gpt delta
マウスの気管内投与したところ、肺の突然変
異頻度は用量に依存して統計的に有意に増
加した。最大用量（1.2 mg）では 1.5 x 10-5

になり、コントロール（0.4 x 10-5）と比べ
て約４倍の突然変異頻度の上昇が認められ
（図２）、Tar 単位重量当たりの in vivo 変異
原性上昇率は 0.76 x 10-5/mg と算定された。
また、最高用量のマウス肺中では多環芳香族
炭化水素（PAH）曝露により発現され、PAH を
代謝活性化するモノオキシゲナーゼ・CYP1A1
と CYP1A2 mRNA の誘導が認められた。都市大
気中の粒子状物質成分は肺内で代謝活性化
され、変異原性を示すことが明らかになった。 

さらに、NIES winter および Bangkok の Tar
についても同様に in vivo 変異原性を評価し
た。突然変異頻度は濃度依存的に増加する傾
向が認められ、最大用量（1.2 mg）では、0.47 
x 10-5/mg (NIES winter)、および 0.28 x 
10-5/mg (Bangkok)に上昇した。また、東京都
内で採取した TSP の Tar の in vivo 変異原性
も、これらの値とほぼ同様であった。Bangkok
の Tar の in vitro 変異原性は、東京都内や
つくば市内と比べて高かったが、in vivo 変
異原性はほぼ同様であった。in vitro 変異原
性を示す成分と in vivo 変異原性を示す成分
は必ずしも同一ではない可能性がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ NIES summer の Tar が肺で示す in vivo
変異原性（MF x 105） 
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NIES summer の Tar が肺で示す in vivo 変

異原性は、抽出物中の既知の高い変異原性を
示す変異原物質であるベンゾ[a]ピレン
（BaP）の値（1.7 x 10-5/mg）と比べても遜
色なく高かった。Tar 中の BaP 含量は 0.002%
程度であり、都市大気中には BaP 以外にも高
い in vivo 変異原性を示す化学物質が存在す
ることが示唆された。 
 
(3) 都市大気浮遊粒子抽出物の突然変異ス
ペクトル 
都市大気由来の Tarにより誘導された主要

な変異は G:C→A:T transition であった。ま
た、gpt 遺伝子上の突然変異ホットスポット
は、塩基番号 110, 115, 418 の G:C→A:T 
transition、および塩基番号 64 の G:C→T:A 
tranversion であった。これらの突然変異ホ
ットスポットは典型的なニトロアレーンで
ある 1,6-dinitropyreneの気管内投与やディ
ーゼル排気曝露による突然変異発生位置と
よく一致し、大気中浮遊粒子に存在する類似
成分が動物体内で突然変異を誘導すること
が示唆された。 
 
(4) ディーゼルナノ粒子の in vivo 変異原性 

大気浮遊粒子のモデル物質としてディー
ゼルナノ粒子(DNP)を長期曝露し、DNP が肺と
肝臓で示す変異原性を検討した。その結果、
肺の突然変異頻度は、対照(Cont)群、除粒子
(DeP)群に比べて、DNP 曝露により濃度依存的
に有意に増加した（低濃度(L)群 0.71ｘ10-5、
高濃度(H)群 1.65 ｘ10-5、図３）。しかし、肝
臓では DNP曝露による突然変異頻度の有意な
増加は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

図３ ディーゼルナノ粒子が肺で示す in 
vivo 変異原性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

また、DNP により誘導された主要な突然変
異は、G:C→A:T transition であり、その突
然変異ホットスポットは gpt遺伝子の塩基番
号 64 であった。このホットスポットは TSP
の気管内投与でも観察されるものである。浮
遊粒子の曝露による肺における突然変異誘
発に、DNP に含まれる成分が関与している可
能性がある。 

DNP 中に含まれる BaP など強い変異原性を
示す多環芳香族炭化水素の含量は、極めて低
いことが明らかにされている。ディーゼル排
気は酸化ストレスを誘導することが知られ
ているが、この酸化ストレス誘導と突然変異
誘導の関連は十分に明らかにされていない。
DNP に含まれる未知の変異原成分の同定は、
都市環境が健康に及ぼす影響を明らかにす
るうえで、重要な課題である。 
 
(5)大気浮遊粒子抽出物からの変異原成分の
分画 

シリカゲルカラムカートリッジを用いて、
Tar 成分を極性（ヘキサン、ジクロロメタン/
ヘキサン混液、酢酸エチル）ごとに分画した。
これらの変異原性を TA98 株及び TA100 株を
用いたエイムス試験に供したところ、既知の
ニトロアレーン、多環芳香族炭化水素及びそ
の酸化体よりも極性の強い画分（主として酢
酸エチル分画）から主な活性が認められた。
以上の知見から、大気浮遊粉じんの変異原性
には未同定の変異原物質の寄与が大きいこ
とが示唆された。今後その同定が必要である。 
 
(6)精子における in vivo 突然変異 

ディーゼル排気を曝露した gpt delta マウ
ス精巣で突然変異頻度の上昇が観察された
ことから、Tar を気管内投与したマウス精子
での突然変異発生の検出を試みた。しかしな
がら、突然変異を検出するのに十分な量のＤ
ＮＡを精子から抽出することができず、Tar
ばかりでなくモデル化合物である BaPの次世
代影響を評価することもできなかった。 

 
(7)大気浮遊粒子成分の肺がんリスクの評価 
NIES summer Tar 試料の in vivo 変異原性

はその用量反応のデータから 41.7 mg/MF 
(mutant frequency, 10-5)と算定される。In 
vivo 変異原性と TD50（50%の発がん率をもた
らす用量）は相関性の知見から、Tar の TD50
は 3.18 (mg/kg)/ 日と推定される。これを、
マウス個体当り（x 30 g/1 kg）に換算する
と 0.0954 mg/日となる。マウスの 1日換気量
は 0.0432 m3/日なので、TD50 を与える大気中
の Tar 濃 度 は 0.0954 (mg/day)/0.0432 
(m3/day) = 2.21 mg/m3と算定される。 

従って、NIES summer を採取した大気
（0.0052 mg Tar/m3）中の Tar による肺がん
の過剰発症率は 50% x 0.0052 (mg/m3)/2.21 
(mg/m3) = 0.11% = 1.1 x 10-3と算定される。 

Tar の利用効率(0.248)を考慮すると NIES 
summer の Tar による肺がんの過剰発症率は  
1.1 x 10-3 x 0.248 = 0.00027 (2.7 x 10-4)
と算定される。 
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