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研究成果の概要（和文）：東京都内で採取された大気浮遊粒子の抽出物（Tar）をgpt deltaマウスの肺内に投与して突
然変異誘発を調べ、さらに、Tar中の多環芳香族炭化水素（PAH）濃度を分析し、過去の浮遊粒子曝露の肺がん発症リス
クへの寄与を検討した。2010年試料のTar重量当たりの変異頻度は、対照群に比べ0.3 mgで1.5倍増加した。1980年試料
もほぼ同様の変異頻度の増加であった。2010年試料の投与は酸化ストレスが誘発するG>T塩基置換を有意に上昇し、突
然変異誘発への酸化ストレスの関与が示唆された。また、高発がん性のcyclopenta[c,d]pyrene等のPAH総体の発がん性
への大きな関与が示された。

研究成果の概要（英文）：We have intended to assess quantitatively the cancer risk of past-inhaled 
airborne particles suspended in air. We have collected particulate samples from air in Tokyo annually, 
and prepared the extracts of particulate samples (hereinafter tar). We administered tar intratracheally 
to gpt delta mice, and analyzed in vivo mutagenicity in the lung. At 0.3 mg of tar per mouse, the 
mutation frequency was 1.5 times that in the vehicle control with the 2010 sample, and the similar level 
of enhancement was also observed with the 1980 sample. The frequency of G>T base substitutions, which are 
induced by oxidative stress, was significantly higher than with the vehicle with the 2010 sample. These 
results suggest that oxidative stress contributes to enhanced mutagenesis in lung tissues exposed to tar. 
Analysis of tar indicates that polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) with high carcinogenic potency, 
eg. cyclopenta[c,d]pyrene, are major fractions in carcinogenic potency of whole PAHs.

研究分野： 毒性学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 日本人男性の肺がんの年齢調整罹患率は
10 万人あたり約 50 人と近年増加傾向にある
（がん研究振興財団「がんの統計」）。大気中
の浮遊粒子には多くの変異原物質が含まれ、
肺がんの原因の一つは、過去数 10 年間の大
気からの浮遊粒子曝露の影響と考えられる。
現在より高いレベルにあった過去の変異原
物質曝露の累積影響を考慮することで、現在
の発がんリスクの正確な評価が可能になる
はずであるが、過去の影響を考慮した健康リ
スク評価研究はほとんど行われていない。 

 
(2) 本研究班では、東京都内の定点で過去 30
年間以上大気浮遊粒子を採取し、超低温冷凍
庫内で保存してきた。この試料の抽出物が肺
中で示す変異原性や含有される変異原物質
濃度などの経年変化を明らかにし、過去の曝
露とその影響が現在に比べてどの程度高い
かを実証的に示すことで、過去の曝露が現在
の肺がん発症などの健康リスクに寄与する
程度の推定が可能になると考えた。 
 
２．研究の目的 
(1) 都市大気の浮遊粒子には、ディーゼルエ
ンジン排気等の化石燃料の燃焼により生成
するベンゾ[a]ピレンをはじめ多種多様な多
環芳香族炭化水素（PAH）やその誘導体が存
在する。これらの化合物の一部は強い変異原
性を示し、都市域での肺がんの原因の一つと
考えられており、また次世代への影響が懸念
されている。しかし、現時点で肺がんの発症
は、過去数 10 年にわたる変異原物質曝露の
累積効果によるものである。本研究では、都
市大気中の浮遊粒子から被る健康リスクを
定量的に評価するために、浮遊粒子の抽出物
が 体 内 で 示 す 変 異 原 性 （ in vivo 
mutagenicity）や、そこに含まれる変異原物
質の濃度の経年変化を明らかにする。これに
より、過去の変異原物質の曝露が現在の肺が
ん発症などの健康リスクにどの程度寄与し
ているかを評価する。 

 
(2) 本研究では、複数の化学物質の同時曝露
による影響を定量的に解析するための 2つの
手法、①混合物全体アプローチ (Whole 
mixture approach)：混合物まるごとの影響
を評価し、全体のリスクを推定する手法、お
よび②組成物アプローチ(Component-based 
approach)：混合物中の主要な有害作用を示
す成分を同定・定量し、混合物のリスクを評
価する手法を活用して、過去の浮遊粒子曝露
による健康に関わる影響が、現在の曝露影響
に比べてどの程度高いかを明らかにする。さ
らに、突然変異スペクトルなどを解析し、曝
露による影響の経年変化を解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) 都市大気浮遊粒子抽出物の調製 東京都
内の定点（1980 年から港区・旧公衆衛生院

構内、2001 年から新宿区・東京理科大学構
内）で 30 年間にわたりでハイボリューム・
エアサンプラーを用いて、6 日に 1 回の頻度
で、浮遊粒子を石英繊維フィルター上に採取
し、超低温庫内(-80℃)に保管してきた。また、
現時点での変異原物質のデータを得るため
に、サンプリングを夏季と冬季に行い、新規
に浮遊粒子を収集した。これらの浮遊粒子か
ら、ソーレックス抽出器等を用いて、ジクロ
ロメタンにより可溶性の炭化水素を抽出し、
この画分を浮遊粒子抽出物とした。 
 
(2) gpt delta マウスを用いた in vivo アッセ
イ系による浮遊粒子抽出物が生体内で示す
変異原性の評価（混合物全体アプローチ） 突
然変異検出用の標的遺伝子（大腸菌 gpt, 
guanine phosphoribosyltransferase）を導入
したマウス（gpt delta マウス、9 週齢♂）の
肺中へ、界面活性剤（0.05% tween-80 in 
Phosphate buffered saline, PBS）に溶解し
た浮遊粒子抽出物（最大 0.6 mg、1 群 5 個体 
3 用量）などの試料溶液を気管内投与した。
投与後、突然変異が発現する期間（2 週間）
飼育した後、肺などの臓器を採取し、超低温
冷凍庫に保存した。臓器から高分子状態で
ゲノム DNA を抽出し、λ ファージ・パッ
ケージング法により gpt 遺伝子を大腸菌に
回収した。変異体 gpt 遺伝子が回収された
大腸菌は 6-チオグアニン（6-TG）耐性とな
り、この 6-TG 耐性コロニーの発生頻度か
ら、試料が示す突然変異頻度（Mutant 
Frequency 、 も し く は Mutation 
Frequency）*を求めた。また、変異体 gpt
遺伝子の DNA 配列を決定し、gpt 遺伝子上
で高頻度に突然変異が発生する塩基（ホット
スポット）を同定し、ホットスポットでの突
然変異頻度の経年変化を調べた。 

*Mutant Frequency： 突然変異体頻度、
１個体から回収された変異体 gpt 遺伝子数
/Titer： Mutation Frequency； 突然変異
頻度、１個体から回収された gpt 遺伝子の突
然変異数/Titer 

 
(3) 1,2-ベンゾナフトキノン（1,2-NQ）肺内
投与により誘発された突然変異の解析 
1,2-NQ（PBS 50 µL に溶解）を gpt delta マ
ウス（9 週齢♂、1 群 5-6 匹）の肺内に 2 週
間の期間を空けて 2 回気管内投与した（低用
量群、1 回 300 ng；高用量群、1 回 600 ng）。
2 回目の投与 2 週間後に解剖して肺を得て、
(2)と同様に gpt 遺伝子上の突然変異を解析
した。 

 
(4) 浮遊粒子抽出物中の既知多環芳香族炭化
水素（PAH）類の含量分析とその経年変化の
解析（組成物アプローチ） 浮遊粒子抽出物
に含まれるベンゾ[a]ピレンなどの発がん性
が知られる PAH や、ニトロ化 PAH などの既
知の多環芳香族炭化水素類について、ガスク
ロマトグラフ/質量分析計などを用い定量し



た。 
 
４． 研究成果 
 
(1) Tar が示す変異原性（Ames 試験）の経年
変化 大気中の浮遊粒子濃度は 1980 年の
94.7 µg/m3と比べて、2010年には 35.8 µg/m3

に半減していた。大気体積当たりの Ames 試
験 に よ る 変 異 原 性 （ Number of 
revertants/m3）も TA98、TA100 ともに 1980
年に比べてほぼ半減した。また、ともに
S9(－)で高い変異原性が見られた。（雑誌論文
①） 

 
(2) Tar が gpt delta マウス肺内で示す変異原
性 本研究では、東京都内で 1980 年および
2010 年に採取された大気浮遊粒子の抽出物
試料（以下 Tar）を中心に肺内への投与によ
る突然変異の解析を進めた。 

1980 年試料： Tar の投与により Total 
Mutation frequency は増加したものの（0.3 
mg で 1.4 倍、0.6 mg で 1.6 倍）、有意な増加
ではなかった（図 1A）。Mutant frequency
の増加も同様に有意ではなかった。 

2010 年試料： Total Mutation frequency
は用量（最高用量）に依存して増加した。0.3 
mg の用量でのみ有意な増加であったが、対
照群に比べ 0.3 mg で 1.5 倍、0.6 mg で 2.1
倍増加した。G to T Mutation frequency は、
対照群 0.096 x 10-5に比べて、0.6 mg で 0.30 
x 10-5へと有意に増加した（図 1B）。Mutant 
frequency も対象群に比べて 2.4 倍増加した
が、有意な増加ではなかった（学会発表②）。 
なお、0.6 mgのタール量は1980年で46 m3、

2010 年では 124 m3の大気に含まれる量に相
当し、前者はマウスの約 3 年間の換気量に相
当する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 Tarを気管内投与した gpt deltaマウス
肺の突然変異頻度（学会発表②） 
 
さらに、大気中に存在する酸化ストレス誘

導能をもつ変異原物質である芳香族キノン
1,2-NQ が肺内で示す突然変異を解析した結
果、酸化ストレスにより特徴的に誘導される
突然変異である G to T transversion の発生
頻度が有意に増加していた（図 2）（学会発表
⑬）。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 1,2-NQ が肺中に誘導する突然変異発
生頻度（学会発表⑬） 
 
(3) Tar により誘発される突然変異ホットス
ポット（Mutation Hotspot） gpt 遺伝子上
で、1 群 5 匹のうち 3 匹以上のマウスに突然
変異が発生した塩基を突然変異ホットスポ
ットとした。（Fig. 3） 
2010 年試料： gpt 遺伝子の#64, #110, 

#115 塩基が G to A transition の突然変異ホ
ットホットであった。これらは、1,6-ジニト
ロピレンの突然変異ホットスポット（但し、
自然突然も発生し易い塩基）であったが。ベ
ンゾ[a]ピレンのホットスポットとは異なっ
た。さらに特徴ある突然変異として、#406 
(GAA)に G to T transversion が誘導され突
然変異ホットスポットとなっていた。 
1980 年試料： #64, #110 塩基が G to A 

transition の突然変異ホットスポットとなっ
ていた（学会発表②）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 Tar の気管内投与による gpt 遺伝子上
の突然変異ホットスポット（学会発表②） 
 
(4) Tar が肺内で示す変異原性に関する考察 
Tar の Ames 試験の結果、TA98 では S9(-)
の方が S9(+)よりも変異原性が高かったこと
（前述）、また、gpt assay により、1.6-ジニ
トロピレンと同じ塩基での突然変異ホット
スポットの誘発が確認されたことより、ニト
ロピレン類が都市大気浮遊粒子中の主要な
変異原物質である可能性が示唆される。 
また、1.2-NQ を投与した肺では、2010 年
試料と同様に、gpt 遺伝子の#406 塩基に G to 
T transversion が誘導され突然変異ホットス
ポットとなっていた（前述）ことから、Tar
曝露（特に 2010 年試料）による突然変異頻



度の増加に、1,2-NQ のような肺中で酸化ス
トレスを誘導する化学物質が関与している
と示唆される。 
 
(5) 高発がん性 PAH およびニトロ化 PAH の
大気中存在量の分析  発がん性が高い
semi-volatile な PAH で あ る
benzo[c]fluorene (BcFE), 
cyclopenta[c,d]pyrene(CPcdP), and 
benzo[j]fluoranthene (BjF) の大気中濃度を、
2011-2012 年に全国 11 都市で測定した。そ
の結果、BcFE は 0.16、0.23 ng/m3（夏季、
冬季）、CPcdP 0.13、0.29 ng/m3（BjF 0.13、
0.26 ng/m3と、BaP の 0.15、0.29 ng/m3と
比べて遜色のない濃度であった（図 4）。ユニ
ットリスクから換算すると、BcFE の発がん
リスクは夏季 6.8 倍、冬季 5.1 倍 BaP に比べ
て高かった（雑誌論文②、学会発表⑪⑯⑰⑱）。 
また、大気中のニトロ化 PAH の指標とな

る 1-nitropyrene の大気中の濃度を経時的に
調べたところ、1997 年に比べて、2007 年に
は概ね 1/4 に減少していた。ニトロ化 PAH
はディーゼルエンジン排気から多く排出さ
れていることから、2000 年の東京都におけ
るディーゼル排気規制は一定の効果があっ
たと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 全国 11 都市における大気中平均 PAH
濃度（冬季）（雑誌論文②） 
 
(6) 大気浮遊粒子に含まれる Tar の発がんリ
スク評価 経験的に体内突然変異の発生頻
度と発がん性には相関性があると考えられ
てきた。我々は、マウス肺内で化学物質が示
す変異原性（総投与量(Total dose) /Increased 
mutant frequency x 105：T/I）と生涯曝露に
より 50％の発がん率を示す用量（TD50）の
間には 

log TD50 = 1.81 log T/I – 0.194  
の相関性があることを見出した。マウスへ
2010 試料の Tar 0.3 mg を単回投与した際の
Increased mutant frequency x 105は 0.25で
あることから、マウスの体重を 0.03 kg とす
ると、投与量は 10 mg/kg であり、T/I は 40 
mg/kg となる。上記の相関式にあてはめると、
Tar の TD50 は 510 mg/kg/日と算定された。 

 
 本研究からTarが体内で示すTar重量当た
りの変異原性は、1980 年試料と 2010 年試料
では大きな差が見られないことが示された。

大気中の浮遊粒子濃度は概ね 1/2 に低下して
おり、大気中の浮遊粒子が体内で示す変異原
性も単位体積当たり 1/2 に低下しているもの
と予測される。発がんリスクも同様に低下し
ていると考えられる。 
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