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論　文　内　容　の　要　　旨

　本論文は，芳香族炭化水素レセプター(ＡｈＲ)活性を示す，大気環境中における未知の多環芳香族化合物類(ＰＡＣs)の

探索と，いくっかのＰＡＣsによる代謝酵素誘導，ＤＮＡ付加体形成を調べた成果をまとめたものであって，序論，本論(５

章)，結論からなっている。

　序論では，研究背景，研究目的，論文構成について述べている。

　第１章では，11種類のＰＡＫsと７種類のPAQsなどのｏｘｙ-ＰＡＨs，および21種類のＰＡＨsによるＡｈＲを介したレポー

ター遺伝子発現誘導能を酵母とマウス肝臓ガン(HIL1)細胞を用いた方法で調べた。それによりＢ[α]Ｆ０,Ｂ[ろ]Ｆ０,Ｂ[,７]

FO, NCQ, ChQ, BAQなどのｏｘｙ-ＰＡＨsが, HlLl細胞の系でＢ[α]Ｐに対して0.025～0.37倍の活性を示すことを新たに

見出した。各方法においてＢ[α]Ｐ基準の誘導等価係数(ＩＥＦ)値に変化を生じさせる多くの要因を，文献データとの比較

により考察している。

　第２章では, HlLl細胞におけるＩＥＦ値と既存研究の分析データから，Ｂ[α]ＦＯやＢ[ろ]ＦＯのＡｈＲ活性がガソリン粉塵

や大気浮遊粒子抽出物の総活性の0.06％～1.3%に寄与することを見出している。さらに，道路粉塵とディーゼル粉塵の抽

出物のいずれ仏ＨＰＬＣによる分㈲は，ＰＡＨsの分画領域のほかに，より極性の高いｏｘｙ-ＰＡＨsの分画領域が活性に寄与

していることを見出している。

　第３章では, AhR活性が高いことが認められたＰＡＨ(Ｂ[α]Ｐ,Ｂ[α]Ａ,Ｃｈｒ,Ｂ[ろ]FA, B[剔ＦＡ,ＤＢ[ａ,h]Ａ,Ｎ[α]Ｐ)を

それぞれ塩化メチレン溶媒中でオゾン酸化し，その酸化混合物のＡｈＲ活性をHlLl細胞を用いた試験によって測定し，ほ

とんどの混合物の活性がもとの活性より減少し，Ｂ[α]Ｐの酸化混合物の活性はＢ[α]Ｐの活性と同程度であることを確認し

た。そこで，Ｂ[ａ]Ｐのオゾン酸化混合物を逆相分離し, AhR活性の高い分㈲を分取精製して, High-MSが286.063を示し

て酸素が３個含まれていることを確認すると共に２次元ＮＭＲ測定結果と合わせて，得られた物質が水酸化多環芳香族ラ

クトン構造を保持することを推定している。

　第４章では，５μＭのＰＡＣsに暴露されたHepG2における代謝酵素のｍＲＮＡの誘導を，リアルタイムＲＴ-ＰＣＲを用

いて測定した。 CYPs ｍＲＮＡは，Ｂ[λ]ＦＡ,ＤＢ[ａ,h]Ａなどで特に強く誘導され, 24 h以後も誘導されたが，Ｂ[α]Ｐの誘

導ははそれらよりやや少なかった。Ｂ[ろ]F, DB[αげ]Ａ,Ｎ[α]ＰのようなPAH, BAQ, NCQ, B[ろ]ＦＯのようなoxy-PAH

のCYPs ｍＲＮＡ誘導が確認されたが，ほとんどのＰＡＨのＡｈＲ活性はｏｘｙ-ＰＡＨsより高いことを明らかにしている。一

方, AKRICIはNCQ, B[α]Ｆ０,Ｂ[ろ]ＦＯなどのｏｘｙ-ＰＡＨの他，Ｂ[α]Ｐ,Ｂ[ゐ]ＦＡ,ＤＢ[ａ,h]Ａなどの強ＡｈＲ活性PAH

でも大いに誘導され, 24 h前後で誘導が下がる傾向と共に，ＰＡＨのほうがｏｘｙ-ＰＡＨより誘導に時間を要することを見出

している。 NQOl ｍＲＮＡは, BAQ, NCQ, B[α]Ｆ０,Ｂ[ろ]ＦＯのようなｏｘｙ-ＰＡＨにより多くのＰＡＨと同程度の誘導を

示し，経時変化は，ほとんどのＰＡＣに対して，６ｈから24hまでは急速に増大し，ＰＡＨsよりもｏｘｙ-ＰＡＨsで少し速く，

AKRICI, NQOl ｍＲＮＡいずれもが何らかの酸化物，あるいはＲＯＳ由来のEpRE活性を反映していることを示唆してい
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る。24hでどのＰＡＣも顕著なGSTMl ｍＲＮＡの誘導を示さず，Ｂ[ａ]Ｐ,Ｂ[ゐ]FA, DB[α,み]Ａ,ＤＢ[αげ]ＡのGSTMl

ｍＲＮＡはcontrolレペルより低く，またいくつかのＰＡＣに対してGSTMl ｍＲＮＡ誘導が高濃度暴露領域で減少すること，

いずれのＰＡＣに対しても12hまでの期間で減少傾向を示すことを確認している。

　ＡＰ-1を介するAKR ｍＲＮＡの誘導量を調べたが，高いＡｈＲ活性を示すＰＡＨで高い誘導傾向にあり，これらの抗アン

ドロゲン活性(内分泌攬乱性)を有する可能性を示唆している。

　第５章では，5μＭのＰＡＣsに24h暴露されたHepG2細胞における，安定型bulky ＤＮＡ付加体の生成を32p －ポスト

ラペル法を用いて測定したが，その生成はＢ[α]Ｐで顕著であるのに対し，他のＰＡＨの放射活性強度はいずれもＢ[α]Ｐの

20％以下であった。また，ｏｘｙ-ＰＡＨの中でＣＰＰＯがＤＮＡ付加体を形成することを初めて確認している。５μＭのＢ[α]Ｐ

暴露による付加体生成は，６ｈから増大し24hでピークとなり，その後減少しか。また，代表的なＰＡＨ暴露細胞における，

酸化的ＤＮＡ付加体をＬＣ-MS/MS法を用いて検出定量した。 24h後における8-ｏｘｏ-dGの生成は非暴露のcontrolと変

わらなかったが，これは培養細胞でのグリコシラーラーゼによる8-ｏｘｏ-dGの急速なＤＮＡ塩基除去修復に由来すること

を示唆している。一方，Ｂ[α]Ｐ,Ｂ[ろ]FA, B[剔ＦＡの暴露により生成される付加体s-dAは３日後に顕著に増加することを

確認している。

　結論では，本論文で得られた成果について要約し，今後の研究課題について述べている。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　本論文は，大気環境中においてＡｈＲ活性への寄与が高い未知の多環芳香族化合物類の探索と，多環芳香族化合物類に暴

露した細胞における, AhR活性などを介した代謝酵素誘導とＤＮＡ付加体の形成を調べたものをまとめたものであり，得

られた主な成果は次のとおりである。

　１．酵母とマウス肝臓ガン(HIL1)細胞を用いたレポーター遺伝子試験を用いて，20種類のｏｘｙ-ＰＡＨsと21種類の

　　ＰＡＨsのＡｈＲ活性を調べ，Ｂ[α]Ｆ０,Ｂ[ろ]Ｆ０,Ｂ[,７]FO,NCQ, ChQ, BAQなどのｏｘｙ-ＰＡＨsが, HlLl細胞の系で

　　Ｂ[α]Ｐに対して0.025～0.37倍の活性を示すことを新たに見出している。

　2. HlLl細胞を用いたＡｈＲ活性試験にける誘導等価係数(ＩＥＦ)値から，ガソリン粉塵や大気浮遊粒子抽出物中に含

　　まれる主なＡｈＲ活性物質の中で，Ｂ[α]ＦＯやＢ[ろ]ＦＯの寄与が0.06％～1.3%を占めることを確認している。また道

　　路粉塵とディーゼル粉塵の抽出物のいずれ払ＨＰＬＣによる分㈲において，ＰＡＨsの分画領域のほかに　ょり極性の

　　高いｏｘｙ-ＰＡＨsの分画領域がＡｈＲ活性に寄与することを見出している。

　３．Ｂ[α]Ｐのオゾン酸化物の中から, AhR活性の高い物質を単離し，スペクトルメトリーから水酸化多環芳香族ラクト

　　ン構造であることを推定している。

　４．ＰＡＨｓやｏｘｙ-ＰＡＨsに暴露されたヒト肝臓ガン(ＨｅｐＧ２)細胞による，６つの代謝酵素(３つのＣＹＰsパつのアル

　　ドーケト還元酵素, NQOl, GSTMl)の化合物，時間，濃度依存的なｍＲＮＡ発現を詳細に調べ，その誘導パターン

　　を見出している。

　５．５μＭのＢ[α]Ｐに24 h暴露されたHepG2細胞において，安定型bulky ＤＮＡ付加体生成が顕著であったo oxy-

　　ＰＡＨによるＤＮＡ付加体生成はほとんど報告されてこなかったが，本研究でＣＰＰＯによるその生成が初めて確認され

　　た。代表的なＰＡＨに暴露されたHepG2細胞における酸化的ＤＮＡ付加体生成を検出定量したが，どのＰＡＨにおい

　　ても8-ｏｘｏ-dGの生成量は非暴露のcontrolと変わらず，Ｂ[α]Ｐ,Ｂ[ろ]ＦＡ,Ｂ[刻ＦＡ暴露細胞によるε-dAは３日後に

　　顕著な増加が見られた。

　本論文は，大気環境中に存在するｏｘｙ-ＰＡＨsのＡｈＲ活性を新たに見出し，その寄与を把握・提示している。また，

ｏｘｙ-ＰＡＨsによるＡｈＲ活性や代謝酵素誘導，ＤＮＡ付加体形成をＰＡＨsのそれらの生体作用と比較した点に大きな特色が

あり，学術上，実際上寄与するところが少なくない。よって，本論文は博士(工学)の学位論文として価値のあるものと認

める。また，平成18年12月26日，論文内容とそれに関連した事項について試問を行った結果，合格と認めた。
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