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研究成果の概要（和文）： 

純度が、6位に塩素が置換した一塩素置換体は96.7%、6位に塩素が置換した一臭素置換体は
97.2%、6,11-位と6,13-位に塩素が置換した二塩素置換体は94.6%のB[a]Pの塩素置換体及び臭素
置換体の標準物質を作製した。 
 これらのハロゲン置換体の、細胞に対する毒性、変異を起こす活性は弱かった。しかし、神
経発達に影響を及ぼす可能性を示唆する結果が見られた。存在量は極めて少なかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The standards of chlorinated and bromated benzo[a]pyrenes were produced by chemical 

modification. After purification, the purities of these compounds were 94.6% of 

mono-chlorinated B[a]P replaced on 6 position, 97.2% of mono-bromated B[a]P replaced on 

6 position, 94.6% of di-chlorinated B[a]P mixtures replaced 6,11- and 6,13-positions. 
These halogenated B[a]Ps showed weak toxicities on the cells and mutagenecities under 

the condition of metabolic activation. However, there were results of indicating the 

possibility of adverse effects on the nerve development process. The abundance was very 

little. 
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１．研究開始当初の背景 

現在の日本では、水道水に対して、水系感
染症の発生や拡大が起こらないように一定
の塩素が残留するように措置されている。し
かし、塩素が存在する条件下では、あらゆる

有機化学物質は、酸化作用や、塩素付加、塩
素置換の反応を受けることが予想され、トリ
ハロメタン類等の消毒副生成物と称される
有害化学物質が、塩素を添加することにより
非意図的に生成することもわかってきた。し
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たがって、浄水工程で塩素に接触する機会を
持つ条件下にある水道水では、これまで把握
できていない反応生成物質が生じているこ
とが考えられる。 

化石燃料の燃焼や種々の工業生産活動等
で発生した多環芳香族炭化水素類が環境中
に放出されて、最終的に水系に流入すること
が推測されている。この多環芳香族炭化水素
類が、消毒処理の工程で塩素と接触すること
により塩素反応生成物が生じる可能性が示
唆されている。従って、浄水処理では、溶存
態の多環芳香族炭化水素が消毒のための塩
素処理により塩素反応生成物が生じている
ことが推測される。多環芳香族炭化水素は Ah
受容体と親和性が認められることより、それ
らの塩素化合物はダイオキシン様の生理作
用を示すことが考えられ、その生物影響を明
らかにすることは重要な課題である。 
 

２．研究の目的 

本研究では、多環芳香族炭化水素の中で最
も存在量が多く、毒性も高いといわれている
ベンゾ[a]ピレン（以下、B[a]P と省略）が
消毒のための塩素処理により生じる塩素反
応生成物のヒトおよび生態系に対する影響
を明確にし、生態系に対する環境負荷の削減、
ヒトの健康影響リスクの削減の対策の一助
とすることを目的とする。 
現時点では市販品や抽出等の操作により入
手することが困難な多環芳香族炭化水素類
の一塩素置換体および二塩素置換体に焦点
をあてて、高純度の精製標品を合成する。こ
の精製標品を用い、有害指標として変異原活
性を微生物や培養細胞により評価する。一方、
個体発生・成長で最も重要な期間である発生
期・胎児期に対する影響を明確にするため、
正常な分化進行におよぼす影響を申請者が
確立した in vitro 分化誘導系を用いて検討
する。特に、発生期・胎児期の Ah 受容体の
生理作用が明らかになっていない現状を考
慮し、分化誘導系における遺伝子解析を通じ
て、検討を行う。   
さらに、環境水中や飲料水中に存在する多

環芳香族炭化水素類塩素置換体の実態を調
査し、曝露量評価を行う。 
 

３．研究の方法 

B[a]P の塩素及び臭素置換体の精製標品を
用い、NMR により標品の塩素もしくは臭素元
素が置換している正確な位置の決定を行っ
た。 
塩基置換型（マウスサルモネラ菌 TA100 株）

および塩基脱離型（マウスサルモネラ菌 TA98
株）の株を用いた Ames 試験を実施し、変異
原活性の評価を行った。また、細胞を用いた
染色体異常試験を行った。 
ヒト肝がん由来 HepG2 細胞及びマウス胎性

幹細胞を用いて、哺乳動物細胞に対する致死
作用、増殖に対する影響を調べた。 
我々が確立したマウス胎性幹細胞の分化

誘導系を用い、分化誘導過程や分化後の細胞
毒性を検討した。マウス幹細胞の分化誘導系
を利用して、分化の進行段階にしたがって特
異的に転写発現がおこる遺伝子と発現量が
増減する指標遺伝子を対象として、正常な分
化進行におよぼす影響を検討した。 

 
４．研究成果 

WHO飲料水水質ガイドラインで、飲料水を
介して経口摂取することに関してヒトへの
健康影響を考慮しなければならない水環境
中に存在する多環芳香族炭化水素類として
取りあげられているフルオランテン、ベンゾ
［b］フルオランテン、ベンゾ［k］フルオラ
ンテン、B[a]P、ベンゾ［g,h,i］ペリレン、
インデノ［1,2,3-cd］ピレンの6物質につい
て、塩素と反応することにより塩素置換体に
変化することを、固相抽出-ガスクロマトグ
ラフィー/質量分析法により明らかとした。
ベンゾ[a]ピレンとベンゾ[k]フルオランテ
ンは、一塩素置換体と二塩素置換体が生成し
、その他4物質については一塩素置換体のみ
が検出された。 
これらの結果から、多環芳香族炭化水素の

中で最も存在量が多く、毒性も高いといわれ
ているB[a]Pの塩素反応生成物に焦点を当て
、ヒトと生態系に対する影響について検討を
進めることとした。また、臭素が存在する可
能性を考慮し、臭素置換体も合わせて検討す
ることとした。 
しかし、現在、B[a]Pの塩素置換体及び臭

素置換体の標準物質を市販品として入手す
ることはできない。そこで、Dewhurstと
Kichenが報告している方法（F. Dewhurst and 
D. A. Kichen:Synthesis and properties of 
6-substituted benzo[a]pyrene 
derivatives, J. Chem. Sco., Perkin Trans, 
1, 710-712(1972)）にしたがって、B[a]Pの
塩素置換体及び臭素置換体を化学修飾し、分
取液体クロマトグラフィー/質量分析計によ
り分離精製した。 
溶媒再結晶法により抽出・濃縮・精製した

標品は、NMRにより一塩素置換体は96.7%、一
臭素置換体は97.2%、二塩素置換体は94.6%の
純度であることを確認した。検討した結果、
含有する不純物は再結晶に用いた溶媒であ
ると推定された。一塩素置換体は6位に塩素
が置換しており、一臭素置換体も6位に塩素
が置換していることがNMRによる解析で明ら
かとした。しかし、二塩素置換体は6,11-位
と6,13-位に塩素が置換した混合物として回
収され、両物質を分離精製することはできな
かった。 
本化学修飾方法は、他の多環芳香族炭化水



 

 

素類のハロゲン置換体の作製に適用できる
可能性が認められ、本合成法の導入確立は今
後の研究の推進に大きく寄与できると考え
られた。 

B[a]P一塩素置換体、二塩素置換体及び臭
素置換体の3種の精製標品とB[a]Pによる
10Mを最高濃度とした24時間曝露による結
果では、マウス胎性幹細胞及びHepG2細胞に
対して有意な細胞毒性を示さなかった。しか
し、溶存性B[a]Pを塩素処理した後、固相抽
出した標品を用いたHepG2細胞に対する5日
間の曝露においては、低濃度において有意な
細胞毒性が認められた。ガスクロマトグラフ
ィー/質量分析法におけるクロマトグラフで
は、B[a]P一塩素置換体及び二塩素置換体が
主要生成物として検出されており、その他の
ピークはほとんど検出されなかった。これら
の結果は、溶存性B[a]Pの塩素処理により、
B[a]P一塩素置換体及び二塩素置換体以外の
ごく微量の細胞毒性物質が生成することが
示唆され、今後の検討が必要である。 
微生物を用いた変異原性試験（Ames 試験）

では、３物質とも、代謝活性を行わない場合
にはほとんど変異原性を示さなかった。ラッ
ト酵素誘導肝ホモジネートによる代謝活性
化を行った場合には、塩基置換型の変異
（TA100 株）とフレームシフト型（TA98 株）
において、弱い変異原性を示した。３物質の
中では、臭素置換体が最も強い変異原性を示
した。しかし、代謝活性化を行った B[a]P に
比べ、強い変異原性は示さなかった。培養細
胞を用いた染色体異常の発生頻度を調べた
結果、代謝活性化を必要とした条件のみで弱
い染色体異常の誘導活性を示した。 
これらの精製標品を用い、マウス ES 細胞

の神経系分化過程への影響を調べた。
B[a]P-Cl と B[a]P-Br を約 70％以上の生存率
を示したそれぞれ21.2Mと 22.4Mの濃度で
暴露を行った結果、細胞および神経系分化に
対して形態的に曝露の影響がないことを光
学顕微鏡下で確認した。両物質を神経系分化
誘導過程で曝露した結果、外胚葉の神経細胞
特異的発現遺伝子マーカーとして選択した
Nestin、Musashi、NSE 遺伝子の発現パターン
が、抑制される傾向がみられた。特に、
B[a]P-Cl は、分化誘導開始後 10 日から 14 日
までの神経マーカーの mRNA 発現を B[a]P お
よび B[a]P-Br と比べてより強く抑制する傾
向が認められた。また，B[a]P-Cl は、10 日
から AhR, CYP1A1, CYP1B1、MAPK（ERK2）遺
伝子の mRNA 発現誘導を、B[a]P および
B[a]P-Br と比べて発現抑制が認められた。こ
れらの結果から、B[a]P-Cl は、B[a]P や
B[a]P-Br よりも強く、神経系分化過程で特異
的に発現する遺伝子や AhR シグナルや MAPK
シグナル伝達経関連遺伝子の発現に影響を
与え、神経発達に影響を及ぼす可能性が示唆

された。 
浄水で塩素置換体の存在は、高さの低いピ

ークは認められることもあるが、定量下限値
未満である結果が得られている。水道水の塩
素消毒の際や、下水処理水の放流の際に細菌
汚染を防ぐために塩素消毒を行う際に、存在
する B[a]Pが塩素に暴露されて塩素もしくは
臭素置換体が生成し、健康に対するリスクが
生じる恐れが想定されたが、本研究の結果ら
は大きなリスクがあることは示唆されなか
った。 
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