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研究成果の要旨 

 強い変異原性を示した大阪府内および愛知県内の表層土壌中の主要な変異原物質が

3,6-dinitro[e]pyrene (DNBeP)など数種の化合物である可能性が高いことを明らかにした。また、

3,6-DNBeP は複数地域の大気粉じんからも検出され、環境中に広く分布していることが示唆された。

生体内メイラード反応を想定した、L-トリプトファン、グルコースおよび Fenton 試薬の反応液から

変異原物質を単離し、機器分析により、pyridoacridine 誘導体と推定した。炎症部位で生成する窒

素種である一酸化窒素とデオキシアデノシンが中性水溶液中で反応することにより、変異原性を有

する新規化合物デオキシアデノシン－ジアゾエイト誘導体を生成することがわかった。Ames 試験に

おいて極めて強い活性を示す 3,6-DNBeP がヒト肝がん由来細胞株 HePG2 に対し強く姉妹染色分体交

換（SCE）を誘発することを明らかにした。 
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総合研究報告 

 

１ 研究目的 

 ヒト発がんの多くが環境因子および内因性因子による

ものであることが指摘されており、これまでに多数の変

異・がん原物質が食品中や環境中から単離・同定されて 

きた。しかし、環境中の主要な変異・がん原物質の多く 

 

 

分担研究課題 

新規ニトロアレーン化合物の検索と生物活性 

生体内メイラード反応モデル系で生成する変異原物質の

検索 

生体内メイラード反応で生成する変異原物質の生物活性 

新しい変異原・発がん物質の構造証明と発生メカニズム

の解明 

内因性窒素酸化物の検索 

新規変異原物質の変異誘発機構 

 

 

 

 

 

 

 

は未だ構造が明らかにされていないと考えられている。 

また、生体内において生成する未知の内因性発がん物質

の存在も示唆されている。本研究の目的は、食品などを

含め、環境中に存在したり生体内において生成したりす
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る主要な新しい変異・がん原物質を検索し、分離・同定

するとともにそれらの生物活性や発生機構等を解明する 

ことである。また、それらの発生や曝露を防止するため

の基礎的資料を得ることで、ヒトがん発生の予防に貢献

する。 

 

２ 研究方法 

 大阪府および愛知県において採取した表層土壌のソッ

クスレー抽出法物について変異原性を指標として、各種

カラムを用い分画後、HPLC により変異原物質を単離した。

表層土壌中および大気分じん中の 3,6-DNBeP の精製条件

ならびにオンライン還元後 HPLC 分析する条件を検討し

た。本精製法および分析法を用い 3,6-DNBeP の定量分析

を行った。（渡辺）L-トリプトファンおよび D-グルコー

スの溶液にフェントン試薬を加え、一週間、37℃の条件

で反応させた反応液から液々分配法および各種カラムを

用い変異原物質を単離した。単離した変異原物質から単

結晶を得、機器分析を行った。本変異原物質の各種試料

からの抽出・精製条件ならびにエレクトロンスプレーイ

オン化タンデム質量分析（ESI/MS/MS）での分析条件を検

討した。（高村）フェントン試薬存在下、L-トリプトファ

ンと D-グルコースから生成する変異原物質だと予想さ

れた prydoacridine 誘導体合成のため、その基本骨格の

合成ルートを検討するとともに、さらに臭素化および臭

素置換基のカルボキシル基への変換により目的化合物を

合成する条件について検討した。（寺尾）中性条件下、37℃

でアミノ酸と各種カルボニル化合物を一定時間反応させ

た後、反応物の変異原性を試験するとともに各種カラム

クロマトグラフィーにより変異原物質の分離・同定を試

みた。（糠谷）種々の核酸構成分子と一酸化窒素およびパ

ーオキシナイトライトとの反応性について解析するとと

もに反応生成物について HPLC 等により分析した。また、

機器分析により生成した変異原物質の構造解析を行った。

（鈴木）2種類の 3-nitrobenzanthrone(NBA)の dG 付加体

を化学合成し、部位特異的にプラスミドに組込んだのち、

これを大腸菌内で複製させ、3-NBA 付加体の乗り越え DNA

合成(TLS)および突然変異スペクトルを解析した。

3,6-DNBeP の genotxocity について明らかにするため、

チャイニーズハムスター野生型細胞(CHO AA8)とそのヌ

クレオチド除去修復欠損細胞(CHO UV135 (ERCC1 欠損))

およびヒト肝がん由来細胞株 HepG2 細胞に対する姉妹染

色分体交換（SCE）誘発性を指標に調べた。（川西） 

 

３ 研究成果 

 大気中には多種類の変異・がん原物質が存在するが、

それらはやがて地表面に降下することから、変異・がん

原物質による大気汚染が進行している地域では表層土壌

もそれらによる汚染が進んでいると考えられる。強い変

異原性を示した大阪府及び愛知県の表層土壌の抽出物に

ついて各種カラムクロマトグラフィーを用い検討した結

果、含まれる主要な変異原物質は共通であると推測され、

強 力 な 変 異 原 物 質 で あ る 1,8-dinitropyrene と

3,6-dinitro[e]pyrene (DNBeP)が検出された。また、

3,6-DNBePの分布状況および発生源の解明を最終的な目

的として、表層土壌および大気粉じん中の 3,6-DNBePの

分析法について検討を行った。その結果、各抽出物中の

3,6-DNBePをカラムクロマトグラフィーで精製後、オンラ

イン還元し、蛍光-HPLCを用いることにより高感度で分析

可能であることがわかった。本分析法を用い京都府およ

び大阪府の表層土壌を分析したところ、すべての試料か

ら検出され（355～5,004 pg/g）であり、それら抽出物の

変異原性に対する 3,6-DNBePの寄与率は 17～31％であっ

た。また、京都市、大阪市および東京で採取した大気粉

じんすべてから検出され、137～1,238 fg/m3であった。

（渡辺) 

 メイラード反応はタンパク質またはアミノ酸のアミノ

基と還元糖のカルボニル基が非酵素的に反応し、シッフ

塩基を経由してアマドリ転位生成物に至る反応であり、

生体内でも同様の反応が起こることが知られている。そ

こで、生体内におけるメイラード反応に由来する変異原

物質の検索を行う目的で、強い変異原性を示したトリプ

トファン、グルコースおよびラジカル発生試薬の混合液

中に生成する変異原物質の単離・同定を試みた。その結

果、主要な変異原物質として S.typhimurium YG1024 に対

し S9 mix の存在下で 1,400 revertants/µg の活性を示す

化合物 Iを単離することができた。この活性は、加熱食

品中に含まれる変異・がん原物質 2-amino-1-methyl- 

6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine（PhIP）のそれと同

程度であった。また、ヒト尿中などの化合物 Iの分析法

の開発を試みた結果、HPLC により精製後、ESI/MS/MS を

用いることにより、非常に高感度で化合物 Iを定量分析

できることがわかった。（高村） 

フェントン試薬存在下、L-トリプトファンとD-グルコー

スとの反応により生成した化合物Iの別途合成経路を確

立するため、その基本構造であるprydoacridine誘導体の

全合成法について検討するとともにその 6位へカルボキ

シル基の導入法について検討を行った。その結果、

3,5-dinitroanilineを合成原料としてprydoacridineの
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5-amino誘導体を効率よく合成することが可能となった。

また、5-amino誘導体についてS9 mix存在下、YG1024 に

対する変異原性を試験した結果、260 revertant/μgの変

異原性を示した。臭素-ジオキサン複合体による臭素化に

より、5-amino-6-bromo誘導体 を効率よく合成できるこ

とがわかった。遊離アミノ基をアセチルアミノ基とした

のち、CO / Pd(OAc)2 / MeOHの系によりカルボキシルへ

の変換を試みたが化合物Iに相当する化合物を合成する

には至らなかった。今後、他の合成方法を検討する必要

がある。（寺尾） 

 トリプトファンおよびグルコースの溶液にフェントン

試薬を加えた生体内メイラード反応モデル系において反

応中間体として 3-indolylglyoxal、 anthranilic acid、

isatin 等が生成したことが予想されたことから、isatin

と各種アミノ酸の反応生成物の変異原性を試験した。そ

の結果、lysine との反応系で最も高い変異原性を示した。

isatin と lysine の反応液をブルーレーヨン処理後、

Sephadex LH-20 カラムによる分画、さらに ODS カラムを

用いて HPLC で分取し、変異原性試験を行った結果、変異

原物質は強い活性を持った微量成分であることがわかっ

た。また、生体内メイラード反応モデル系として、中性

条件下、37℃で L-トリプトファンと 4種類のカルボニル

化合物（D-フルクトース、DL-グリセルアルデヒド、グリ

コールアルデヒド、メチルグリオキサール）について反

応を行った。その結果、DL-グリセルアルデヒドとグリコ

ールアルデヒドの L-トリプトファンとの反応物により

変異原物質が生成することがわかった。（糠谷） 

 慢性炎症は、様々な器官で発がんの頻度を高めること

が知られている。炎症部位では各種免疫細胞が活性化さ

れ、一酸化窒素合成酵素や NADPH オキシダーゼなど様々

な酵素が誘導される。その結果、炎症部位では活性酸素

種に加え、一酸化窒素やパーオキシナイトライトなど

種々の活性窒素種が生成する。これら活性窒素種は生体

内に存在する種々のアミノ化合物と反応するため慢性炎

症による発がんリスク増加の一因であると考えられる。

これまでに明らかにされていない発がん機構を見出すこ

とを目的とし、種々の活性窒素種と生体内に存在する低

分子化合物の反応を解析した。デオキシアデノシンと一

酸化窒素の反応について検討を行った結果、新規変異原

物質であるデオキシアデノシンのジアゾエイト誘導体が

生成することがわっかった。この化合物は、酸性条件下

でデオキシアデノシンに亜硝酸イオンを作用させた場合

にも生成した。亜硝酸イオンは直接食品から摂取される

ばかりでなく、一酸化窒素合成酵素により生じた一酸化

窒素の自動酸化により生体内で生成される。紫外線に暴

露すると皮膚細胞中の一酸化窒素合成酵素が活性化され

ることが報告されており、ヒトが太陽光を浴びたときに

は、皮膚細胞中の亜硝酸イオン濃度は上昇していると考

えられる。亜硝酸イオンが太陽光線により引き起こす

DNA 分解反応について検討するため仔牛胸腺 DNA のリン

酸緩衝液（pH 7.4）を 6時間太陽光に曝した。ヒト皮膚

細胞中と同濃度の亜硝酸イオンの添加により、マロンジ

アルデヒド、アデニン、グアニン、シトシンおよびチミ

ンの生成が非添加時と比べ著しく増加することがわかっ

た。これらの結果は、亜硝酸イオンと太陽光の共存が DNA

損傷に関与することを示唆するものである。（鈴木） 

 近年、付加体など損傷を乗越えて DNA 合成(Trans- 

lesion DNA synthesis: TLS)する一群のポリメラーゼが

発見され、誤りがちな複製によって突然変異を生ずるこ

とがわかった。ディーゼル排出粒子、大気粉じんおよび

表層土壌中から検出された強力な変異原物質である

3-nitrobenzanthrone（NBA）が DNA 中に 1分子付加した

ときの大腸菌における TLS の頻度と突然変異誘発率（塩

基変化率）について検討を行った。2種類の 3-NBA の dG

付加体について調べた結果、どちらの3-NBA付加体もDNA

複製を強く阻害し、SOS 応答で誘発されるポリメラーゼ

Pol IV (UmuD'C)によって TLS されることが示唆された。

TLS したプラスミドの塩基配列を調べた結果、一方の付

加体では3.4%の確率でGからTへのトランスバージョン

を誘発したが、他方の付加体の場合はすべて Error Free

の TLS であった。強い変異原性を示した大阪府の表層土

壌中から、主要な変異原物質として分離・同定された

3,6-DNBeP は新規化合物であり生物活性など全く明らか

にされていなかった。そこで、3,6-DNBeP の genotxocity

について明らかにするため、3,6-DNBeP がほ乳類細胞に

対する姉妹染色分体交換（SCE）誘発性を調べた。その結

果、3,6-DNBeP はヒト肝がん由来細胞株 HepG2 に対し、

濃度依存的に SCE 数が上昇し、有意に(P ＜0.01)染色体

異常を引き起こすことがわかった。（川西） 

 

４ 倫理面への配慮 

 動物実験を実施する場合やヒト由来試料等を使用する

場合には、各研究者が所属する研究機関の倫理委員会の

承認を得たのち行った。また、組換え DNA 実験を行う場

合には、各研究者が所属する研究機関の委員会の承認を

得たのち規定に従って実施した。 
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