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大気保健対策に係る基礎的実験的研究報告書の概要 
 
研究要旨 ラットを用いて胎仔期のディーゼル排出ガス暴露（全排出ガス暴露、除塵ガス暴露）が生後の免疫

機能、呼吸機能、肝臓解毒機能等に及ぼす影響を研究した。また、PM2.5 の健康影響指標として活性酸素生

成に着目してヒト血漿への粒子の直接的作用を検討した。 

 

第一章 病態発生に関する研究（次世代暴露への影響研究） 

Ⅰ．ディーゼル排出ガスの胎仔期暴露が免疫機能に及ぼす影響 

 生活環境の約 5 倍濃度の排出ガスに胎仔期暴露すると、仔の花粉に対する IgE 抗体価が上昇した。また、

妊娠ラットを野外飼育し、大気環境の影響について検討した結果、同様の結果を得た。 

Ⅱ．ディーゼル排出ガスの胎仔期暴露が生後の呼吸機能に及ぼす影響 

 ディーゼル排出ガスに妊娠期に暴露されると、胎仔の肺細胞増殖や機能分化に影響を与える遺伝子の発

現量減少や肺胞Ⅱ型細胞の機能分化遅延が起こり、生後の呼吸機能が低下する可能性が示唆された。 

Ⅲ．ディーゼル排出ガスのラット胎仔期暴露が肺機能に及ぼす影響 

 肺のクリアランス機能に着目し検討した結果、排出ガスに胎仔期に暴露されたラットではリンパ流の低下及び

肝リン脂質量の増加、また、生後 1 年の再暴露により肺重量増加が認められた。 

Ⅳ．ディーゼル排出ガスの胎仔期暴露が肝機能に及ぼす影響 

排出ガスを胎仔期に暴露されたラットにニコチンを腹腔内投与したところ、生後 6 ヶ月では尿中ニコチン代

謝物コチニン量の増加をもたらしたが、10ヶ月では減少した。肝臓の脂質代謝障害や解毒機能低下等の加齢

とともに生じてくる臓器障害の発生を早めることが示された。 

Ⅴ．ディーゼル排出ガスの胎児期暴露による免疫系への影響 

 妊娠ラットに排出ガスを暴露し、生まれた仔ラットの血清中サイトカイン IL-12 濃度を検討したが、排出ガス暴

露による有意な影響は見られなかった。 

 

第二章 大気中微小粒子の健康影響に関する研究 

Ⅰ．大気中微小粒子 PM2.5 のラジカル生成能について 

 PM2.5 により生成する活性酸素の検出方法として蛍光試薬を用いる方法を検討した。さらに Fe(Ⅱ)を標準物

質とした直線状の検量線から，間接的に PM2.5 による活性酸素種を定量することが可能となった。 

Ⅱ．大気中微小粒子 PM2.5 中の金属と血液成分との反応実験 

 活性酸素検出試薬である APF 及びHPF の性質の差異を利用してPM2.5から活性酸素種の生成を確認した。 

Ⅲ．大気中微小粒子暴露によるラジカル生成とヒト血漿への影響に関する基礎的研究 

 PM2.5によるラジカル生成量の季節変動を調べたところ、夏季に高く，冬季に低い傾向が見られた。またPM2.5

による血液への直接的影響を検討するため，ヒト血漿を用いた凝血反応時間モデルを作成した。 

Ⅳ．大気中微小粒子暴露によるヒト血漿の凝固反応への影響 

 都内で毎月採取したPM2.5試料によるヒト血漿の凝固反応を検討した。外因系凝固時間の月別変動は9月を

最低値とする変化を示したが、PM2.5 質量濃度の変動から予想されるパターンとは異なっていた。 

Ⅴ．ディーゼル排出ガス中の揮発性有機化合物、準揮発性化合物、アルデヒド類及び多環芳香族炭化水素

の分析 

ディーゼル排出ガス暴露チャンバー内の空気を採取し、炭素数 C2～C20 の揮発性有機化合物(VOC)、準揮

発性化合物（SVOC）、アルデヒド類及び 3 環～6 環の多環芳香族炭化水素(PAH)、合計 98 物質を分析した。

VOC、SVOC 及びアルデヒド類の分析では 62 物質が検出、PAH の分析では 12 物質が検出された。  

 

今後の課題  都内ではディーゼル車規制が進められていることから、大気汚染の状況変化に留意しなが

ら、排気微粒子除去装置（DPF）を装着して暴露実験を行い、生体への影響を検証する必要がある。気管支

ぜん息の誘発・増悪因子に関する研究を進め、実際の疫学調査へ応用していくことが今後の課題である。 
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大気汚染保健対策に係る基礎的実験的研究  

 

 都市の大気汚染の主要な原因として自動車排

出ガスが挙げられる。中でもディーゼル排出ガ

スによる汚染は、含まれるガス状成分及び粒子

状物質による健康影響の懸念から問題視されて

きた。また、近年は粒経2.5μm以下の微小粒子

成分(PM2.5)の及ぼす健康影響が危惧されてい

る。東京都では大気汚染保健対策事業の一環

として、昭和 62 年以降、都民を対象とした健康

影響調査（疫学調査）と平行して動物暴露実験

等により健康への影響の解明に向けた基礎的

実験的研究を実施してきた。本報告書は平成

15 年度から19 年度までの研究成果をまとめたも

のである。 

 

基礎的実験的研究における研究報告者 

東京都健康安全研究センター 環境保健部 

環境衛生研究科 

栗田 雅行、大山 謙一、大久保智子、 

斉藤 育江、榎田 隆一、福田 雅夫、 

矢口久美子、上原 眞一、 

渡辺 伸枝 （元 環境衛生研究科）、 

大沢 誠喜 （元 環境衛生研究科）、 

瀬戸 博   （元 環境衛生研究科） 

 

【研究目的】 

 都市の大気汚染の主な原因は自動車の排気

ガスであり、中でもディーゼル車によるところが

大きい。ディーゼル車の排出ガスには窒素酸化

物などのガス状成分及び発ガン性、変異原性が

認められる化合物を吸着した粒子状物質が含ま

れ、ヒトへの健康影響が危惧されている。当研究

科では、大気汚染保健対策事業の一環として、

疫学調査と平行して動物暴露実験を中心とした

研究を実施しており、これまでに排出ガスと発ガ

ンの関係、呼吸器系への影響などを調査してき

た。平成 12 年度からは妊娠時期に排気ガスに

暴露することによる母親及び胎仔への生体影響

についての研究を進め、生殖機能に及ぼす影

響、発生と分化に及ぼす影響などを検討した。

また、疫学調査に利用可能な健康影響指標の

開発も行ってきた。 

今回は、ディーゼル排出ガスとぜん息との関

係を考える際の基礎的な情報を提供する目的

で、ディーゼル排出ガスのラット胎仔期暴露によ

る仔への影響について、免疫機能及び呼吸器

機能などに関して検討を加えた。また、近年、問

題視されているディーゼル排出ガス中の粒経

2.5μm 以下の微小粒子成分(PM2.5)の健康影

響について、活性酸素種の生成に着目し検討

を行なった。 

  

【研究要旨】 

第一章 病態発生に関する研究（次世代暴露

への影響研究） 

Ⅰ．ディーゼル排出ガスの胎仔期暴露が免疫機

能に及ぼす影響 

スギ花粉感作に対する反応（15 年度） 

 これまでに、排出ガスを胎仔期に暴露すると仔

の花粉に対する IgE 抗体の上昇が起こりやすい

ことを報告した｡この実験に使われた排出ガス濃

度は、通常の都市部における濃度の約100 倍で

あった。本研究では、さらに低濃度の排出ガスを

胎仔期に暴露したラットの免疫機能に及ぼす影

響を検討した。通常の環境濃度の約 5 倍と概算

される排出ガスを胎仔期に暴露したラットにおい

て抗原量を増すと花粉に対する IgE 抗体価が上

昇した。また、妊娠ラットを野外で飼育し、通常

の大気環境の影響について検討した結果、同

様の結果を得たが、さらに繰り返し実験を行い、

再現性の確認が必要である。 

 

Ⅱ．ディーゼル排出ガスの胎仔期暴露が生後の

呼吸機能に及ぼす影響 （16 年度） 

胎仔期に暴露されたラットを用いて、胎仔肺
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の生化学的・形態学的検討並びに生後の呼吸

機能について解析した。ディーゼル排出ガスの

妊娠ラットへの暴露により、胎仔の肺で、細胞増

殖並びに機能分化に影響を与える遺伝子に関

する TGF-β1、 3 の発現量が変動した結果、胎

仔の肺胞Ⅱ型細胞の機能分化が遅延し、肺表

面活性物質の主成分であるリン脂質の合成が低

下することが明らかになった。また、肺胞虚脱と

気道過拡張が観察された。全排出ガス暴露群、

除塵群ともに同様の変化が見られたことから、排

出ガス中のガス状成分、あるいは 0.05μm 以下

の超微粒子の関与が考えられた｡本研究の結果

より、妊娠期にディーゼル排出ガスを暴露される

と、母体の内分泌環境の変化が起こり、間接的

にその仔の肺の発達段階に影響を与え、生後

の呼吸機能が低下する可能性が示唆された。 

 

Ⅲ．ディーゼル排出ガスの胎仔期暴露が肺機能

に及ぼす影響  (平成 17 年度) 

ディーゼル排出ガスを妊娠した動物に暴露

すると、次世代である胎仔にも影響が及び、生

後における加齢現象が早期に出現する可能性

を示唆してきた。しかし、排出ガスと加齢性変化

の係りに関してはこれまでほとんど研究されてい

ない。 

肺のクリアランス機能に着目し検討した結果、

胎仔期に排出ガスを暴露したラットではリンパ流

の低下及び肝リン脂質量の増加が明らかに認

められた。また、生後1 年における排出ガスへの

再暴露により、肺重量増加がみられた。これらの

ことから胎仔期における排出ガスの暴露は臓器

障害を発生しやすくすることが考えられた。 

 

Ⅳ．ディーゼル排出ガスの胎仔期暴露が肝機能

に及ぼす影響 （平成 18 年度） 

前年度に引き続き、排出ガスの胎仔期暴露と

加齢性変化の係りについて検討した。今年度は

肝臓の解毒作用に焦点をあてた。投与薬物は

ニコチンとした。排出ガスに胎仔期にのみ暴露

された生後 6 ヶ月、10 ヶ月のラットにニコチンを

腹腔投与し、血中・尿中コチニン量を測定した。

その結果、胎仔期に暴露されたラットでは成熟

期までは肝臓の解毒に関わる酵素が誘導され

やすいが、成熟期以降になると肝の解毒機能が

急速に低下することが示された。排出ガスの胎

仔期における暴露は、肝臓の脂質代謝障害や

解毒機能低下等の加齢とともに生じてくる臓器

障害の発生を早めることが示された。 

 

Ⅴ．ディーゼル排出ガスの胎仔期暴露による免

疫系への影響 （平成 19 年度） 

 ディーゼル車排出ガスの生体への影響を調べ

るため、妊娠ラットに排出ガスを暴露し、生まれ

た仔ラットの免疫系への影響を検討した。その

結果、サイトカイン IL-12 の血清中濃度は雌の

除塵群で高い傾向がみられたが、有意差はな

かった。一方、体重についてみると、雌では排

出ガス暴露群は対照群に比べ、体重が有意に

軽くなる結果が得られた。今後、さらに測定項目

を増やし、排出ガス暴露の免疫系への影響につ

いて検討をすすめる。 

 

第二章 大気中微小粒子の健康影響に関する

研究 

Ⅰ．大気中微小粒子 PM2.5 のラジカル生成能に

ついて：aminophenyl fluorescein (APF)を用いた

検出法による検討（平成 15 年度） 

大気汚染物質である粒径が 2.5 μm 以下の微

小粒子(PM2.5)による健康影響として、心臓血管

系に関する疫学的調査研究が増加している。こ

うした背景を踏まえ、生体影響への関与が顕著

であり、PM2.5 に含まれる遷移金属との関連が指

摘されている活性酸素種（ROS）のひとつである

ヒドロキシルラジカルを本研究の中心的な対象と

し た 。  ROS に 対 す る 特 異 性 が

dichlorofluorescein より高いとされる蛍光試薬
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aminophenyl fluorescein (APF)を用いて、PM2.5

の ROS 生成を検討した。また、典型的な遷移金

属として PM2.5 中に含まれる Fe(Ⅱ)の定量にお

いて、酸化されやすい Fe(Ⅱ)の性質によるモル

吸光係数への影響や試料の保存温度による影

響等について検討した。その結果、Fe(Ⅱ)を標

準物質とした直線状の検量線から、PM2.5 による

ROS 生成を定量することが可能となった。  

 

Ⅱ． 大気中微小粒子 PM2.5 中の金属と血液成

分との反応実験（平成 16 年度） 

ROS を検出するための蛍光試薬である APF と

やや性質の異なる hydroxyphenyl fluorescein 

(HPF) とを併用することにより、生体と密接な関

係がある過酸化水素や血清アルブミンと PM2.5 と

の関連を検討した。その結果、PM2.5 による

Ferrozine 溶液の呈色反応と、過酸化水素の添

加の有無による HPF の蛍光強度の差異から、生

体への影響が強いとされるヒドロキシルラジカル

の生成が PM2.5 によって生じることが示唆された。

また、APF と HPF との並行試験結果から、PM2.5

によって生じる活性酸素種は、ヒドロキシルラジ

カルの他に次亜塩素酸やペルオキシナイトライ

トが予測されたが、monochlorodimedon の吸光

度分析から次亜塩素酸でないことが示唆された。

さらに、生体における抗酸化物質モデルとして

のウシ血清アルブミンの添加量を増加させるに

伴い、PM2.5による蛍光強度の増加が抑制された

ことからも、PM2.5 によって活性酸素種が生成さ

れることが示唆された。 

 

Ⅲ． 大気中微小粒子暴露によるラジカル生成

とヒト血漿への影響に関する基礎的研究（平成

17 年度） 

PM2.5 に含まれる遷移金属として Fe(Ⅱ)をより

効率的に検出する試験条件を検討した。さらに、

実態把握の例として、大田区で採取したPM2.5に

よるラジカル生成量に相当する APF の蛍光強度

について、その季節変動を検討した。その結果、

PM2.5 によるラジカル生成は夏季に高く、冬季に

低い傾向を示したが、PM2.5 に含まれる V・Mn・

Fe・Co・Cu の遷移金属の増減と一致しなかった。

一方、PM2.5 による血液への直接的影響を検討

するため、凝血試験検査においてコントロールと

して一定の品質管理がなされているヒト血漿に

注目し、ヒト血漿への微小粒子暴露による凝血

反応時間モデルを検討した。その結果、都市大

気から採取された粒子状物質の標準物質である

SRM 1648（濃度 4 mg/mL）を、37℃で 30 分間ヒ

ト血漿に暴露することで、外因系及び内因系に

おける顕著な凝血時間短縮が生起され、それは

2 mg/mL の濃度においても短縮の傾向がみら

れた。 

 

Ⅳ． 大気中微小粒子暴露によるヒト血漿の凝

固反応への影響（平成 18 年度） 

実験に用いた SRM 1648 の溶液濃度を都内で

実際に観測される PM2.5 レベルまで下げて暴露

すると、ヒト血漿である Control Plasma Normal

（CPN）の凝固時間に明確な短縮がみられなか

った。そのため、血漿の活性率に注目して行っ

た暴露実験によって凝固時間の変化を確認し、

ヒト血漿モデルの感度を高めることができた。さ

らに、実験に用いる血漿を CPN から Verify 

Reference Plasma（VRP）に変更することにより、

検出感度をさらに上げることができた。実際の

PM2.5 の暴露影響をみるため、約 1 年間にわたり

足立区内において毎月採取した PM2.5 試料を用

いた。このときのPM2.5質量濃度は 8 月を最小値、

6 月と 12 月をピークとした変動を示した。PM2.5

に含まれる 21 元素濃度の変動は、Na・Mg・Ca・

Co・Agを除くと PM2.5質量濃度の変動と類似した

パターンを示した。採取した PM2.5 に 30 分間暴

露した75％及び50％活性のVRP血漿において、

その外因系凝固時間の月別変動は 9 月を最短

値とする変化を示したが、PM2.5 質量濃度の変動
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を反映していなかった。一方、同一試料の PM2.5

による APF の蛍光強度変化は 9 月をピークとす

る変化を示したが、PM2.5 質量濃度の変動を反

映していなかった。しかし、PM2.5 試料によるヒト

血漿凝固時間変化と APF の蛍光強度変化は対

称的であった。以上から、PM2.5 によって生起す

るヒト血漿の外因系凝固反応の短縮と蛍光強度

の増加は、PM2.5 質量濃度やそこに含まれる多く

の元素以外のなんらかの同一的影響を示唆す

るものであった。 

 

Ⅴ．ディーゼル排出ガス中の揮発性有機化合

物、準揮発性有機化合物、アルデヒド類及び多

環芳香族炭化水素の分析 

ディーゼル排出ガス暴露チャンバー内の空気

を採取し、炭素数 C2～C20 の揮発性有機化合物

(VOC)、準揮発性化合物（SVOC）、アルデヒド類

及び 3 環～6 環の多環芳香族炭化水素(PAH)、

合計98物質を分析した。VOC、SVOC 及びアル

デヒド類の分析では、チャンバー内空気から 62

物質が検出され、そのうち炭素数 C15 以下のガ

ス状物質については、全ガス暴露群(H 群)よりも

除塵群(ND 群)の方が濃度の高い物質が多かっ

た。最も高濃度に検出されたのは、硫酸ジメチ

ル(654μg/m3)、次いでホルムアルデヒド(647μ

g/m3)であった。また、PAH の分析では 12 物質

が検出され、H群の方がND 群よりも高濃度の物

質が多く、最も濃度が高かったのは、アセナフチ

レン(736ng/m3)、次いでフルオレン(623ng/m3)で

あった。 

 

【まとめ】 

 従来より、大気汚染物質による健康影響が指

摘されている気管支ぜん息は、発作性の呼吸困

難、ぜん鳴を特徴とする疾患で、気道過敏性、

炎症が要因となっており、長期患者では気道壁

リモデリングが不可逆的に進行している。また、

ぜん息の多くの患者は室内塵や花粉等のなん

らかの環境アレルゲンに対する IgE 抗体を持ち、

これらの病因アレルゲンに暴露されるとぜん息

発作が起こることから、ぜん息はアトピー性疾患

の側面もある。 

 今回は、ディーゼル排出ガスとぜん息との関

係を考える際の基礎的な情報を提供する目的

で、胎仔期にディーゼル排出ガスに暴露した場

合の生後のラットへ及ぼす影響等を調べた。本

研究で観察された多くの変化は、動物への高濃

度暴露実験の結果であるが、ぜん息の発作の

誘発や増悪因子になるものと推察された。すな

わち、胎仔期にディーゼル排出ガスに暴露され

た生後のラットのスギ花粉に対するアレルギー

抗体価上昇、肺の成長因子である TGF-β1、3

の遺伝子発現量の低下、肺リン脂質の低下等

肺表面活性物質の欠乏、肺クリアランス低下、

肺胞虚脱と気道過拡張、及び再暴露による肺重

量増加、並びに PM2.5 の活性酸素生成による

組織障害等は、気道過敏性、炎症の一因となる

可能性も考えられる。 

  【今後の課題】 

今回、ディーゼル排ガスの高濃度暴露実験

等により前述のような成果が得られた。一方、東

京都はディーゼル車に対して、排出ガス規制を

平成 15 年 10 月から実施し、排出ガス基準を満

たさないディーゼル車の走行を禁止している。

現在の都内の大気汚染の状況を実験に反映さ

せるため、今後は、排気微粒子除去装置（DPF）

を装着し、新しい排出基準に適合させた排出ガ

スによる暴露実験を実施する必要がある。実施

結果はこれまでの結果と比較し、DPF 装着の効

果を検証すると共に、DPF で除去できない成分

を明らかにし、それらの生体への影響を検討す

ることにより、気管支ぜん息の発作の誘発や増

悪因子に関する研究を進め、実際の疫学調査

へ応用していくことが今後の課題である。 
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第一章 病態発生に関する研究（次世代暴露への影響研究） 

 

Ⅰ．ディーゼル排出ガスの胎仔期暴露が免疫機能に及ぼす影響  

Ⅱ．ディーゼル排出ガスの胎仔期暴露が生後の呼吸機能に及ぼす 

影響 

Ⅲ．ディーゼル排出ガスのラット胎仔期暴露が肺機能に及ぼす影響 

Ⅳ．ディーゼル排出ガスの胎仔期暴露が肝機能に及ぼす影響 

Ⅴ．ディーゼル排出ガスの胎児期暴露による免疫系への影響 
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ディーゼル排出ガスの胎仔期暴露が免疫機能に及ぼす影響 
スギ花粉感作に対する反応 

 
 
研究要旨 

先に、胎仔期に排出ガスを暴露すると花粉に対する IgE 抗体の上昇が起こりやすいことを報告

したが、この時使用された排出ガス中の浮遊粒子状物質濃度は、都市部における浮遊粒子状物

質の約４割がディーゼル車由来であることを考慮すると約 100 倍であった。本研究では、排出ガス

の暴露濃度をさらに下げた低濃度暴露実験を新たに実施し、胎仔期における排出ガス暴露の免

疫機能に及ぼす影響の閾値について検討した。また、妊娠ラットを野外で飼育し、通常の大気環

境の影響について検討した。胎仔期に排出ガス暴露された場合、通常の生活環境の約 5 倍の濃

度による暴露条件においても抗原量を増すと花粉に対する IgE 抗体価が上昇した。また、野外暴

露実験でも同様の結果を得たが、さらに繰り返し実験を行い、再現性の確認が必要である。 
 

Ⅰ 研究の目的 
ディーゼル車からの排出ガスが、スギ花粉症

の発症に関与していることが注目されている。

石山らは、日光地方における疫学調査におい

て、花粉症発症率は花粉飛散数が同様な地

区においても自動車交通量の多少により異な

ること 1,2)、小泉は、いろは坂の自動車交通量

と日光地方の花粉症頻度とがあい伴って増加

していることから花粉症の発症に自動車からの

排出ガスが関与していることを示唆した 3) 。実

験的には、スギ花粉抗原を投与時にディーゼ

ル排出粒子を混合すると特異的 IgE 抗体の

産生が増強されたことから、ディーゼル車排出

粒子はアレルギー反応を増強するアジュバント

作用を持つことが報告されている 4-8) 。 
当研究科では、昭和 54 年以降、大気汚染

保健対策事業の一環として疫学調査と並行し

て動物実験を中心とした基礎的研究を実施し

ており 9,10)、平成７年度から、「ディーゼル排出

ガス暴露動物における生理学的及び病理学

的研究」として、主に呼吸器への影響を調査し

てきた 11,12)。平成 12 年度からは、特に、ディ

ーゼル排気ガスを妊娠動物に暴露し、母親並

びにその胎仔への生体影響について研究を

進め、母体の血中テストステロン濃度の上昇、

胎仔の生殖器形成の遅延が起こることを報告

した 13)｡ 
免疫機能の中枢的器官である胸腺はステロ

イドホルモンに対する感受性が高く、ステロイド

剤の投与は免疫機能の低下を起こす。特に妊

娠動物にステロイド剤を投与した場合、その影

響は母体ばかりでなく胎仔にも及び、胸腺上

皮細胞の機能を抑制し胸腺リンパ球の分化を

阻害することが報告されている 12-14)。これらの

ことから、排出ガスの妊娠動物への暴露、すな

わち胎仔期における暴露は、胎仔の免疫担当

臓器の発達を抑制することによって、アレルギ

ーを起こしやすい体質にする可能性が考えら

れた。 
ディーゼル排出ガスに胎仔期・哺乳期・

離乳後に暴露されたラットを用いて、スギ

花粉に対する免疫応答反応を比較し、排出

ガスに胎仔期に暴露されたラットは花粉症

を発症しやすい体質になること、離乳後に

おける暴露では花粉に対する IgE 価が対照群

と同様であること、また雌雄の仔ラットのスギ花

粉に対する反応に大きな違いはないことを報

告した。本研究では、排出ガスの暴露濃度を
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さらに下げた低濃度暴露の条件を新たに設定

し、 排出ガス暴露の免疫機能に及ぼす影響

の閾値について検討した。また、野外暴露実

験は、ヒトの疫学調査と 動物を用いた実験的

研究とを結びつける有効な手段であることから、

妊娠ラットを野外で 飼育し、通常の大気環境

の免疫機能に及ぼす影響について検討した。 
 

Ⅱ 実験方法 
１ ディーゼル排出ガス低濃度暴露実験 

１） 暴露方法・暴露条件 

 ディーゼル排気ガスの暴露は、図 1 に模式的

に示した方法で行った。暴露源として、排気量

309cc の小型のディーゼルエンジン（ヤンマー

ディーゼルエンジン NFAD-50-EX）、燃料には

軽油（JIS2 号相当,日本石油）を用い、回転数

2,600 rpm で運転した。その排気ガスを清浄空

気で希釈し、暴露チャンバー内に導入した。チ

ャンバーの容量は 1.6m3、 換気回数は 15 回

／時、換気容量は 405ℓ/min であった。全排気

ガス暴露チャンバーには希釈したディーゼル

排気ガスを導入した。除塵排気ガス暴露チャ

ンバーには、希釈排気ガスをヘパフィルター

（ATM 3QA,日本無機）に通し、0.05µm 以上の

粒子状成分を除去して導入した。対照群には

活性炭層（SX, HC-6:ツルミコール）とヘパフィ

ルターを通した清浄空気を導入した。各チャン

バー内の環境濃度は、粉塵濃度計（β線式質

量濃度計 BAM-102 型、SHIBATA）と、窒素酸

化物測定器（9841 型 Monitor Lobs Co.）で常

時モニターした。本実験で用いた全排気ガス

暴露群、除塵暴露群並びに対照群のチャンバ

ー内の暴露時間内平均粉塵濃度と二酸化窒

素濃度を表 1 に示した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
表１ 暴露条件 

  粒子状物質(mg/m3) 二酸化窒素(ppm) 

対照群  <0.01 0.02 

全排出ガス暴露群 中濃度群 0.17 0.10 

 低濃度群 0.10 0.05 

除塵排出ガス暴露群 中濃度群 <0.01 0.10 

 低濃度群 <0.01 0.05 
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２） 動物の暴露と免疫のスケジュール 
 図 2 に動物の暴露と免疫のスケジュールを示

した。72 匹の妊娠ラット(F344/DuCrj)を日本

チャールスリバーから購入し、実験はこれらの

妊娠ラット由来の仔ラットを用いて行った。実験

群 は 、 胎 仔 期 中 濃 度 全 排 出 ガ ス 暴 露 群

(MT-C-C)、胎仔期低濃度全排出ガス暴露群

（LT-C-C）、胎仔期中濃度除塵排出ガス暴露

群(MF-C-C)、胎仔期低濃度除塵排出ガス暴

露群(LF-C-C)、哺乳期中高濃度全排出ガス

暴露群(C-MT-C)、哺乳期低濃度全排出ガス

暴露群(C-LT-C)、哺乳期中濃度除塵排出ガ

ス暴露群(C-MF-C)、哺乳期低濃度除塵排出

ガス暴露群(C-LF-C)並びに対照群(Control)
の 9 群である。群の呼称は、胎仔期における暴

露状況（胎生 7 日目から出生まで）→哺乳期

における暴露状況（生後 2 日目から 17 日目ま

で）→その後の暴露状況の順に記載しており、

MT (Middle dose Total exhaust) は中濃度

全 排 出 ガ ス 暴 露 、 LT (Low dose Total 
exhaust) は 低 濃 度 全 排 出 ガ ス 暴 露 、 MF 
(Middle dose Filtered exhaust)は中濃度除

塵排出ガス暴 露、 LF (Low dose Filtered 
exhaust) は 低 濃 度 除 塵 排 出 ガ ス 暴 露 、 C 
(Clean air)は清浄空気の略称である。暴露時

間は午前 10 時から午後 4 時まで 1 日 6 時間、

週 5 日間行い、暴露日数は 12 日間であった。  
各群のラットは、温度 24±2℃、湿度 55±5%
に維持されたチャンバー内で飼育した。飼料

はラット用標準飼料を与えた (MF，オリエンタ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 ディーゼル排出ガス暴露とスギ花粉感作のスケジュール 

Control ； 実験期間中清浄空気下で飼育。生後 49 日目から 3,4 回花粉投与。  

MT-C-C & LT-C-C ； 胎生 7 日目から出生まで 高濃度・中濃度の全排出ガスに暴露

され、生後は清浄空気下で飼育。生後 49 日目から 3,4 回花粉投与。 

MF-C-C  & LF-C-C ； 胎生 7 日目から出生まで 高濃度・中濃度の除塵排出ガスに暴

露され、生後は清浄空気下で飼育。生後 49 日目から 3,4 回花粉投与。 

C-MT-C  & C-LH-C ； 生後 2 日から 17 日目まで高濃度・中濃度の全排出ガスに暴露

され、この期間以外は清浄空気下で飼育。生後 49 日目から 3,4 回花粉投与。 

C-MF-C  & C-LF-C ； 生後 2 日から 17 日目まで高・中濃度の除塵排出ガスに暴露さ

れ、この期間以外は清浄空気下で飼育。生後 49 日目から 3,4 回花粉投与。   

Control

哺乳期暴露 
MT C - - C 

C - LF - C 

C LT C

C - MF - C 

花粉投与 
49 63 77 91 

胎仔期暴露 
C MT - C 

C MF - C 
C LF - - C 

C LT - C 
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ル酵母)。仔ラットは生後 23 日目の離乳時まで

親ラットと共に飼育し、その後、同群の仔ラット

を雌雄に分け、無作為に 1 ケージ当たり 6-8 
匹収容して飼育した。 

生後 49 日目から 2 週間ごとに、スギ花粉を

抗原として腹腔内投与した。感作実験前と、3
回及び 4 回目感作の 5 日後にエーテル麻酔

下にて全採血した。花粉は一回につき粗抗原

量 と し て 5mg を 水 酸 化 ア ル ミ ゲ ル

4mg(Pierce,USA)とともに NaHCO3（0.125M，

0.3mL）に加え投与した。実験に使用した花

粉粗抗原は、タンパク 100µg につきスギ花粉

の主要抗原である Cry j 1、Cry j 2 を各々

26.7µg、2.7µg 含有していた。 
３） P-K 反応によるスギ花粉に特異な IgE

の測定  
スギ花粉抗原に特異な IgE 抗体価を高濃

度・中濃度暴露実験と同様に P-K 反応によっ

て測定した。スギ花粉抗原に特異な IgE 抗体

価を P-K 反応によって測定した。3 回あるいは

4 回花粉感作したラットから採取した血清を 2

倍段階希釈し、それぞれ 0.1mL づつ、日本チ

ャールスリバーから購入した 9 週齢の雄ラット

(F344/DuCrj)の背部皮内に接種した。48 時間

後にスギ花粉精製抗原である 0.5μg の Cry j  

1 と 0.25μg の Cry j 2（林原生物化学研究所）

の混合液 0.02mL を血清を接種した部位に皮

内注射するとともに、0.5%のエバンスブルー液

を 1mL 静注し、30 分後に出現する青いスポッ

トを皮膚の裏面から計測した。スポットの直径

5mm 以上のものを陽性とした。 
 
2. 野外暴露実験 
１） 動物の暴露方法  

日本チャールスリバーから購入した 3 匹の妊

娠ラット(F344/DuCrj)を、3 匹とも同一のステ

ンレスケージ入れ集合住宅三階のベランダに

設置した。妊娠 7 日目から 18 日目まで野外で

飼育した。飼料はラット用標準飼料 (MF, オリ

エンタル酵母)、飲料水は給水瓶で自由摂取と

した。野外暴露実験実施は平成 15 年の 4 月

14 日から 4 月 25 日まで 11 日間であった。こ

の後は、妊娠ラットを当研究センターの動物飼

育施設の前室（温度 24±2℃、 湿度 55±

5%）で飼育し、出産させた。仔ラットは生後 23
日目の離乳時まで親ラットと共に飼育し、その

後、同群の仔ラットを雌雄に分け、無作為に 1
ケージ当たり 6-8 匹収容して飼育した。 実験

はこれらの妊娠ラット由来の仔ラット（雌雄）を

用いて行った。  
２） 環境調査  
ア 窒素酸化物 簡易拡散法であるPTIO測

定法によって行った。本法は空気中のNOおよ

びNO2を捕集フィルター上に受動的に捕集し

て、比色分析により濃度を定量する方法である。

NOxのうち、NOは捕集剤であるトリエタノール

アミンに直接吸着しないため、PTIOによりNO2

に酸化してトリエタノールアミンに吸着捕集する。

よってNOx捕集エレメントには、NOが酸化され

たものと、元々のNO2が捕集される。一方、

NO2捕集エレメントには、NO2がトリエタノール

アミンに吸着捕集される。 NO捕集量はNOx
捕集量からNO2捕集量を差し引くことによって

求めた。PTIOによって測定した野外暴露期間

中の平均二酸化窒素濃度は0.032ppm、一酸

化窒素濃度は0.012ppmであった。 
イ PTIO測定法について 

ア）測定原理 本法は空気中のNOおよび
NO2を捕集フィルター上に受動的に捕集し

て、比色分析により濃度を定量する方法で

ある。サンプラーの分解写真を図３に示す。

NOは捕集剤であるトリエタノールアミン
に直接吸着しないため、PTIOによりNO2

に酸化してトリエタノールアミンに吸着捕

集する。よってNOx捕集エレメントには、
NOが酸化されたものと、元々のNO2が捕集
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される。一方、NO2捕集エレメントには、

NO2がトリエタノールアミンに吸着捕集さ

れる。NO捕集量はNOx捕集量からNO2捕

集量を差し引くことによって求める。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ NO、N02同時測定用サンプラー（分解写真） 

１：多孔栓、２：メッシュ、３：捕集エレメント、４：リング、５：テフロン板、６：ケ

ース（右側にも１から５のパーツを対称にセットする。図では省略した）、７：ホルダー 
 

イ）サンプラーの作製法と分析法 

1 捕集エレメントの作製試薬 

①  NO2吸収液（10％v/v TEA・アセトン
溶液）トリエタノールアミン（特級）

2mlをアセトン（特級）に溶かし、20ml
とする。 

②  NOx吸収液（30mg/ml PTIO・TEA溶
液） PTIO O.3gをNO2吸収液に溶か

し10mlとする。    
2 NO2及びNOx捕集エレメントの調整 

 直径14.5mmに打ち抜いたセルロース
繊維ろ紙（東洋No.50）をテフロン網上
に置き、マイクロピペットを用いてNO2

及びNOx吸収液50μ lをそれぞれのろ紙
上に担持させ、NO2及びNOx捕集エレメ
ントとする。    

3 分析試薬の調整 

①  スルファニル溶液 スルファニルアミ

ド（特級）80gをリン酸（特級）200ml

と水約700mlを混合した溶液に溶かし、
さらに水を加えて1000mlとする。冷暗
所に保存する。 

②  NEDA溶液 N－（1－ナフナル）エチ
レンジアミンニ塩酸塩0.56gを水
100mlに溶かす。冷暗所に保存する。 

③  発色試薬 スルファニル溶液10容と
NEDA溶液1容を混合し、用時調整する。 

④  NO2標準溶液 1000μg/mlのNO2－標
準原液を水で100倍に希釈し、さらに
その1、2、4、6、8mlをとり、それぞ
れを水で100mlにメスアップし標準液
（0～0.8μgNO2－/ml）とする。 

4 分析操作 

①  NO2及びNOx捕集部の捕集エレメント
を金網と共にピンセットで取り出し、

それぞれ25mlの共栓試験管に入れる。 
②  水8mlを加え、30分間抽出後、軽く振
り混ぜる。 

 

１  ２  ３  ２    ４  ５   ６ 

７ 
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③  これを2～6℃に冷却後、発色試薬2ml
を加えると同時に速やかに撹絆し、冷

却したまま30分間放置する。 
④  室温に戻し、波長545nm付近の最大吸

収波長で吸光度を測定する。 
⑤  暴露しなかった捕集エレメントについ

て同様の操作を行い、空試験値を測定

する。 
⑥  NO2標準溶液8mlを正確にとり、発色
試薬2mlを加え、同様の発色操作を行
い検量線を作製する。 

⑦  NOx溶液は、ジアゾカプリング反応と
同時に発色試薬によるPTIOの分解反
応が生じ、その後、さらに吸光度を経

時的に上昇させるような反応が起こる。

したがって、発色試料は短時間に分析

する必要がある。 
分析検体が多数（30検体以上）ある場合

は、対照セルに空試験試料液を入れ検体の

吸光度を測定する。     
ウ）暴露濃度と捕集速度の関係及びppb濃度

の算出 

暴露濃度c（ppb）と捕集速度v（ng/min）
はNO及びNO2と共に良好な正比例の関係

がある。これをc＝αvで表せば、 
傾きα（ppb濃度換算係数）の値は、温度
20℃．湿度70％のときαNO＝60，αNO2＝

56，となり、NO及びNO2の濃度（ppb）は
次式より求まる。  
NO濃度(ppb) ＝ 
αNO×（WNOX－WNO2）/t ×8×1000 

NO2濃度(ppb)＝αNO2×WNO2/t×8×1000 
 
ウ 浮遊粒子状物質 NWPS-35型サンプラ

ーにPM2.5用テフロン加工ガラス繊維フィルタ

ー（パルフレクスT60A20）を設置した。吸引流

量を毎分2.5リットルに設定し（柴田科学MP-
Σ500型）、浮遊粒子状物質を捕集した。本調

査では、平日2日間の測定値をもって、実験
期間中の平均暴露量に代えた。浮遊粒子状

物質の濃度は、0.0415mg/m3 そのうち

PM2.5は0.0318mg/m3であった。 
３） 免疫のスケジュール 

低濃度暴露実験と同様に、生後 49 日目か

ら 2 週間ごとに、スギ花粉を抗原として腹腔内

に 3 回及び 4 回目投与した。 
４） P-K 反応によるスギ花粉に特異な IgE

の測定  
スギ花粉抗原に特異な IgE 抗体価を低濃

度暴露実験の場合と同様の P-K 反応によって

測定した。 
 
Ⅲ 実験結果 
１ 低濃度暴露実験 
１） P-K 反応によるスギ花粉に特異な IgE
抗体価  
 図4にスギ花粉で3回あるいは4回感作した後

のP-K反応で測定したIgE抗体価の幾何学的

平均値を対数目盛で示した。花粉感作3回後

では、胎仔期に中濃度の全排出ガス・除塵排

出ガスに暴露されたMT-C-C、MF-C-C群と、

哺乳期に低濃度全排出ガスに暴露された

C-LT-C群のIgE抗体価は対照群に比べ有意

に高かった(各々P<0.05， 表2)。また、哺乳

期に中濃度の排出ガス暴露されたC-MT-C群

のIgE抗体価は対照群に比べ有意に低かった

(P<0.01, 表2)。 4回感作後のIgE抗体価は、

胎仔期に低濃度の全排出ガス・除塵排出ガス

に暴露されたLT-C-C、LF-C-C群では対照群

に比べ有意に高かった(各々P<0.05、P<0.01、

表2)。また、哺乳期に中濃度の除塵排出ガス

に暴露されたC-MF-C群では対照群に比べ有

意に高かった(P<0.05, 表2)。 
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２ 野外暴露実験 
１） P-K 反応によるスギ花粉に特異な IgE

抗体価  

図 5 にスギ花粉で 3 回あるいは 4 回感作し

た後の P-K 反応で測定した IgE 抗体価の幾

何学的平均値を対数目盛で 示した。花粉感

作 3 回後では、胎仔期に野外に暴露された

Field 群の IgE 抗体価は対照群と同等であっ

た(表 3)。 4 回感作後の胎仔期に野外に暴露

された Field 群の IgE 抗体価は、対照群に比

べ有意に高かった (P<0.05、表 3)。 

 

図 4  スギ花粉 3,4 回感作後の P-K 反応で測定した IgE 価 
● 個々のラットの IgE 価; ×群内の幾何学的平均値 
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表2　 P-K 反応で測定した IgE 価

Immunized three times  Immunized four times  
(n) log2 P-K IgE titers (n) log2 P-K IgE titers

Control 13 4.9 ± 2.2 10 5.6 ± 1.8

MT-C-C 9 6.8 ± 1.2 * 10 6.5 ± 2.4
MF-C-C 8 6.6 ± 0.7 * 7 6.3 ± 2.4

C-MT-C 8 2.6 ± 1.0 ** 10 6.4 ± 2.0
C-MF-C 6 4.3 ± 2.4 10 6.9 ± 1.3 *

LT-C-C 10 4.7 ± 2.7 10 6.9 ± 1.5 *

LF-C-C 8 5.9 ± 2.8 7 8.5 ± 1.0 **

C-LT-C 8 6.1 ± 0.4 * 7 6.4 ± 2.1
C-LF-C 7 4.7 ± 2.2 7 6.2 ± 1.9

Values are expressed as mean ± S.E.
* Different from Control , p<0.05; ** different from Control , p<0.01

表3　 P-K 反応で測定した IgE 価

Immunized three times  Immunized four times  
(n) log2 P-K IgE titers (n) log2 P-K IgE titers

Control 9 4.9 ± 1.3 11 6.2 ± 1.5

Field 6 4.8 ± 2.1 6 7.8 ± 1.7 *

Values are expressed as mean ± S.E.
* Different from Control , p<0.05; ** different from Control , p<0.01
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Ⅳ 考察 

ディーゼル排出ガスの胎仔期における中濃

度暴露では、三回感作後では IgE 価の上昇

がみられたが四回感作の後では対照群との差

が明らかではなかった。この結果は、前回の中

濃度暴露の場合と同様であり、実験の再現性

が確認された。暴露濃度は活性化した免疫反

応の持続に関与することが考えられた。 
低 濃 度 暴 露の 場 合 は、 三 回 感 作 後で は

IgE は対照群と同等であったが、四回感作の

後では有意に上昇していた。本実験で実施し

た低濃度暴露実験の濃度は、大気中 SPM 濃

度とディーゼル車排出ガスの寄与率（約４割）

から、通常の環境濃度の約 5 倍と概算される。

花粉に対する IgE 抗体の産生に関する胎仔

期暴露実験における濃度の閾値は、本実験の

条件よりさらに低いものと考えられた。 
野 外 暴 露 実 験の 結 果、 四 回感 作の 後に

IgE の有意な上昇がみられた。野外暴露実験

は、ヒトの疫学調査と動物を用いた実験的研

究とを結びつける有効な手段である。さらに実

験を繰り返し再現性の確認を行う必要がある。 
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図 5  スギ花粉 3,4 回感作後の P-K 反応で測定した IgE 価 
● 個々のラットの IgE 価; ×群内の幾何学的平均値 
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ディーゼル排出ガスの胎仔期暴露が生後の呼吸機能に及ぼす影響 
 
 
研究要旨 

東京都が実施した疫学調査では、交通量が多く、二酸化窒素および浮遊粒子状物質の濃度が高い地

区の住民は、それらが低い地区の住民に比べて、肺機能値が低い傾向があることが示されている。排出ガ

スの呼吸器に及ぼす影響について基礎的な研究が求められている。すでに、排出ガスに新生児期から暴

露された動物では肺の形成・成熟過程が障害を受けることをすでに報告した。本研究では、胎仔期に暴露

されたラットを用いて、胎仔肺の生化学的・形態学的検討並びに生後の呼吸機能について解析した。 
ディーゼル排出ガスの妊娠ラットへの暴露により、胎仔の肺で TGF-β1, 3 の発現量が変動した結果、

胎仔の肺胞Ⅱ型細胞の機能分化が遅延し、肺表面活性物質の主成分であるリン脂質の合成が低下するこ

とが明らかになった。全排出ガス暴露群、除塵群ともに同様の変化が見られたことから、排出ガス中のガス

状成分、あるいは 0.05μm 以下の超微粒子の関与が考えられた｡ 
本研究結果より、妊娠期にディーゼル排出ガスを暴露されると、母体の内分泌環境の変化が起こ

り、間接的にその仔の肺の発達段階に影響を与え、生後の呼吸機能が低下する可能性が示唆された。 
 
 
Ⅰ 目的 
 ディーゼル車からの排出ガスを妊娠期の動物に

暴露すると、次世代である胎児・子の生殖機能や

免疫機能に影響を及ぼすことを報告してきた 1,2,3)。

この原因として、排出ガスに暴露された妊娠動物

における内分泌機能の変調が胎児・子の諸臓器

の形成過程に作用するためと考えられた。 
東京都が実施した疫学調査では、交通量が多

く、二酸化窒素および浮遊粒子状物質の濃度が

高い地区の住民は、それらが低い地区の住民に

比べて、肺機能値が低い傾向があることが示され

ている 4)。肺の形成は胎仔期に始まり、肺胞形成

や肺機能の発達は生後8 歳ころまで続くこと、臨界

期に充分発達しない場合には未熟な肺構造のま

まで留まること、肺の形成・発達過程にはホルモン

も深く関与することが知られている 5,6,7,8,9,10,11)。汚

染濃度の高い地区に居住するヒトの呼吸機能の低

下には、肺の形成・発育期における大気環境が関

わっている可能性が考えられる。 
排出ガスに新生児期から暴露された動物では

肺の形成・成熟過程が障害を受けることをすでに

報告した 12,13)。本研究では、胎仔期に暴露された

ラットを用いて、胎仔肺の生化学的・形態学的検討

並びに生後の呼吸機能について解析した。 
 
Ⅱ 実験方法 
１ ディーゼル排出ガスの暴露  

ディーゼル排出ガス発生源として、発電用ディ

ーゼルエンジン（NFAD-6 型、ヤンマーディーゼ

ル、排気量 309cc）を用いた。暴露は、動物暴露チ

ャンバー内（内容量 1.6m3）で、妊娠 7 日目から 1
日 6 時間行った。対照群は、HEPA フィルター

（0.05μm、99.99%除去、日本無機）を通した室

内空気を、ソーダライム（和光純薬）と 2 種類の活

性炭（HC-6、SX ツルミコール）に通過させ、更に

HEPA フィルターを通しチャンバー内に導入した。

全排出ガス暴露群は、ディーゼル排出ガスを清浄

空気で希釈し、チャンバー内に導入した。除塵群

は、ディーゼル排出ガスを HEPA フィルターに通

過させ、チャンバー内に導入した。 
２ 暴露チャンバー内の環境測定  

各暴露チャンバー内の粒子状物質およびガス
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表 1 各群の供試動物数 

妊 娠 1 8 日 目 妊 娠 2 0 日 目 妊 娠 2 1 日 目

対 照 群 6  ( ♂ 2 3 ,  ♀ 3 1 ) 5  ( ♂ 1 7 ,  ♀ 2 6 ) 4  ( ♂ 1 8 ,  ♀ 1 1 )

全 排 出 ガ ス 群 6  ( ♂ 2 2 ,  ♀ 2 7 ) 4  ( ♂ 2 4 ,  ♀ 1 5 ) 4  ( ♂ 1 8 ,  ♀ 1 5 )

除 塵 群 6  ( ♂ 2 3 ,  ♀ 2 9 ) 4  ( ♂ 2 1 ,  ♀ 1 3 ) 5  ( ♂ 1 3 ,  ♀ 2 2 )

 

状成分の濃度測定には、粉塵濃度計（β線式質

量濃度計 BAM-102、柴田科学器械工業）と、窒

素酸化物測定機（9841、Monitar. Lobs. Co）を用

いた。粒子状物質および窒素酸化物濃度の平均

値は全排出ガス暴露群（粉塵濃度：1.73mg/m3, 
NO2 濃 度： 0.76ppm ） 、 除塵 群（ NO2 濃 度：

0.80ppm）であった。 
３ 胎仔肺の生化学的検査  
１） 実験動物 

45 匹のラット（F344/DuCrj）を、全排出ガス暴

露群、除塵群、対照群の 3 群に分け、妊娠 7 日目

からチャンバー内で 1 日6 時間暴露した。妊娠18, 
20, 21 日目に子宮から胎仔を取り出し、雌雄の判

別、胎仔の体重測定を行った後、氷上で肺を摘出

し重量を測定した。肺は直ちに‐20℃で凍結保存

した。胎生 18 日目の肺については、各妊娠ラット

の同腹仔を雌雄に分け、肺をプールし 3 分割した。

胎生 20、21 日目のラットについては個々の肺を 4
葉に分け同様に保存した。表 1 に実験に供した妊

娠ラットの数、並びに各胎齢の胎仔の総数を示し

た。一腹当たりの胎仔の数は 7-11 匹であった。 
２） リン脂質の定量 

 Bligh-Dyer 法を一部改変し肺の脂質を抽出し

た。リン脂質の定量は PL-EN カイノス（株式会社

カイノス、東京）で行った。 
３） グリコーゲンの定量 

 Shibko et al. （1967）の分画法 23)に準じ肺の

グリコーゲンを抽出した。グリコーゲンの定量はア

ンスロン法に従った。 

４） DNA およびタンパクの定量 

 Alfanso et al. （1996）の方法 21) に準じて

DNA、タンパクを分画した。DNA は Pico Green 
dsDNA Quantitation Kit（Molecular Probes, 
Inc., USA）を用い、Ex＝490 nm，Em＝530 nm 
の蛍光強度により定量した。タンパク量は DC 
Protein Assay（Bio-Rad, USA）を用い、700nm
の吸光度より求めた。 
４ RT-PCR による TGF-β1, TGF-β3 遺伝子

発現の解析 
１） 実験動物 
 胎生 16, 18, 19 日目の肺について、細胞増殖

並びに機能分化に影響を与える遺伝子（TGF-β
1, 3）の発現を RT-PCR により解析した。表 2 に実

験に供した妊娠ラットの数、並びに各胎齢の胎仔

の総数を示した。胎生 19 日目の除塵群について

は、PCR 産物の定量値が異常だったため今回の

解析から除外した。 
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妊 娠 ラ ッ ト数 胎 仔 数

対 照 群 3 3

胎 生 1 6日 目 全 排 出ガ ス 群 3 3

除 塵 群 3 3

対 照 群 3 6

胎 生 1 8日 目 全 排 出ガ ス 群 3 4

除 塵 群 3 4

対 照 群 3 4

全 排 出ガ ス 群 3 5
胎 生 1 9日 目

表 2 遺伝子発現実験に供した妊娠ラットの数と胎仔の数 

２） Total RNA の抽出と定量 
 肺を摘出した直後に、1.0mL の ULTRASPEC 
TM RNA（BIOTEX）を加えてホモジナイズし、チ

ューブに移して RNA の抽出まで -60℃で保存し

た。RNA の抽出は、0.2mL のクロロホルムを加え

15 秒間強く振り、氷上で 5 分間放置、12000g, 15
分間遠心した。水層を新しいチューブに移し、

RNA を沈殿させるために水層と等量のイソプロパ

ノール（和光純薬）を加え、氷上で 10 分間放置、

更に 12000g, 10 分間遠心した。沈殿を洗うために

1 .0mL の 75%エタノールを加え、撹拌、7500g, 5
分間遠心し、この操作をもう一度繰り返した後、引

圧下でエ タノールを蒸発させた。 100μL の

DEPC 水（製造元：株式会社日本ジーン）に沈殿

を溶かし、Total RNA とした。 
RNA の定量は Ribo Green RNA Quantitation 
Kit（Molecular Probes, Inc., USA）で行った。 
３） RT-PCR 反応 

 Total RNA の 2μg をテンプレートとして

RT-PCR を行った。反応試薬は TitanTM One 

Tube RT-PCR System（Roche Diagnostics）を

用い、サーマルサイクラー（Astec）を以下の条件

に設定した。 
1.  逆転写酵素反応 50℃, 30分間 
2.  逆転写酵素の失活 94℃, 2分間 
3.  テンプレート DNA の変性 94℃, 1 分間 
4.  アニーリング 58℃, 2分間 
5.  伸長反応 72℃, 3分間 
       （3から 5を 21サイクル） 
6.  伸長反応の終了 72℃, 7分間 
 PCR 産物は 2%アガロースゲルで分離し、

SYBR Green Nucleic Acid Gel Stain 
（Molecular Probes, Inc., USA）で蛍光標識し検

出した。使用した遺伝子のプライマー塩基配列以

下の通りである。 
  
 
 
 
 

PCR
産物(bp)

Forward 5'-CGAGGTGACCTGGGCACCATCCATGAC-3'
Reverse 5'-CTGCTCCACCTTGGGCTTGCGACCCAC-3'

Forward 5'-GCCATTAGGGGACAGATC-3'
Reverse 5'-CAGTATGTCTCCATTGGG-3'

405

TGF-β3 592

Gene Sequence of Primers

TGF-β1
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５ リアルタイム PCR による TGF-β1 発現量の

測定 
１） 逆転写反応 

1st cDNA 鎖の合成試薬は SuperScriptTM 
First-Strand Synthesis System for RT-PCR 
(invitrogenTM ) を用いた。20.0μL の PCR チ

ューブに、胎生 16, 18, 19 日目の肺から前述と同

様に抽出・調整した RNA の溶液を 500ng～1.0
μg 分取し、ランダムヘキサマー（50ng/mL）を1.0
μL、dNTPs（10mM）を 1.0μL それぞれ加え、

DEPC 水で液量を 10.0μL とした。サーマルサイ

クラーを70℃にセットし、10分間反応させた後、氷

上で 2 分間放置した。これをチューブ①とした。チ

ューブ②には、10×RT 反応バッファーを 2.0μL、

MgCl2（25mM）を 4.0μL、DTT（0.1mM）を 2.0
μL、RNaseOUT を 1.0μL、Super ScriptⅡを

1.0μL 加え RT プレミックスとした。チューブ①と

②を合し、42℃、50 分間の逆転写酵素反応の後、

70℃、15 分間で逆転写酵素を失活させた。 
２） リアルタイム PCR 

リアルタイム PCR の試薬は PCR 用キット、ライト

サイクラーTM DNA マスターSYBR グリーンⅠ（ロ

シュ・ダイアグノスティックス株式会社）を用い、

PCR 反応を行った。キャピラリーに鋳型 DNA 1μ

L、10×SYBR グリーン溶液 2μL、プライマーを

各々 1μL 、25mM  MgCl2 を 1.8μL 追加し

て終濃度 3mM とし、dH2O 13.2μL でトータル

20μL とした。ライトサイクラー クイックシステム 
350S（ロシュ・ダイアグノスティックス株式会社）を

用い、以下のとおりに条件で反応を行った。 
1.  初期変性 95℃, 10分間 
2.  アニーリング 58℃, 15秒間 
3.  伸長反応 72℃, 15秒間 
       （40サイクル） 
4.  伸長反応の終了 72℃, 7分間 
 

続いて GAPDH, TGFβ-1 の融解曲線分析を

行い PCR 増幅産物の同一性を確認した。陽性ス

タンダードから PCR 産物のコピー数を求め、

GAPDH で補正し比較定量した。GAPDH、TGF-
β1 のプライマー配列は以下の通りに設計した。 

 
 
６ 胎仔肺の形態学的検査 
 肺の形成過程のどの段階で影響を受けている

かを明らかにするため、胎生 14, 20 日目に肺の形

態学的観察を行った。胎仔は対照群・全排出ガス

群の各々の日数につき 2 匹の妊娠ラット由来であ

った。胎生 14 日目の肺で、気管支分岐の様子を、

実体顕微鏡（×40）で観察した。胎生 20 日目の肺

の切片をヘマトキシン－エオジン（H-E）染色し、

光学顕微鏡（×100）で観察した。また、胎生 21 日

目に帝王切開を行い自発性呼吸後の肺について

トルイジン・ブルー染色し組織学的検査を行った。

対照群・全排出ガス群・除塵群の妊娠ラット各 2 匹

から得た雄ラットを用いた。 
 
７ 呼吸機能の測定 

胎仔期にのみ暴露し（全排出ガスあるいは除塵

PCR
産物 (bp)

Forward 5'-GTTTGTGATGGGTGTGAAC-3'
Reverse 5'-CTTCTGAGTGGCAGTGATG-3'

Forward 5'-AAGGAGACGGAATACAGGG-3'
Reverse 5'-ATGAGGAGCAGGAAGGG-3'TGF-β1 154

Gene プライマー配列

GAPDH 169
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排出ガス）生後は清浄空気下で飼育したラット、常

時清浄空気下で飼育した雄ラットの生後 12 ヶ月後

の呼吸様式について写真 1 に示した装置（生体用

空気圧マルチセンサー）を用いて各群 6 匹につい

て測定した。 
８ 統計解析 

 各群の測定値について、スミルノフ・グラブス検

定を行い外れ値を棄却した。全ての値は相対平均

値±標準誤差で示した。対照群と暴露群の群間の

比較には、統計 JSTAT 6.9 for Windows を用い、

t-検定を行った。 
 
Ⅲ 結果 
１ 胎仔肺の生化学的検査 

 表 3 に雄胎仔の生化学的検査の結果を示した。

雄胎仔では、体重、肺重量は胎生 21 日目の全排

出ガス暴露群、除塵群ともに対照群に対して有意

に低かった（図 1,2）。胎仔 1 匹当たりの肺の DNA
量は暴露によって減少せず（図 3）、DNA 量に対

するタンパク量の比が、胎生 20 日目の全排出ガス

暴露群、除塵群とも、対照群に対して有意に減少

した（図 4）。DNA 当たりのリン脂質の量は胎生 21
日目に全排出ガス暴露群、除塵群ともに対照群に

対して有意に低下していた（図 5）。リン脂質の前

駆物質であるグリコーゲンは暴露により変化しなか

った（図 6）。 
 表 4 に雌胎仔の生化学的検査の結果を示した。

雌胎仔では、体重は胎生 21 日目の全排出ガス暴

露群、除塵群ともに対照群に対して有意に低かっ

た（図 1）。胎生 21 日目の肺重量は暴露によって

変化しなかった（図 2）。リン脂質が低下したのは胎

生 18 日目の除塵群、胎生 20 日目の全排出ガス

暴露群で、21 日目では差がなかった（図 5）。グリ

コーゲンは胎生 21 日目の全排出ガス群のみ低下

した（図 6）。 
 雌雄を比較すると、胎生 18-21 日目までグリコー

ゲンの量は雌の方が多く、リン脂質も多かった（図

5,6）。なお、暴露により胎仔の吸収の増加は見ら 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
れなかった。 
 

写真 1 生体用空気圧マルチセンサー 
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胎齢 雄胎仔

（日） 群 供試数

対照群 23 1.3 ± 0.07 35.1 ± 4.4 0.22 ± 0.04 14.4 ± 2.1 0.33 ± 0.21

全排ガス群 22 1.3 ± 0.11 34.8 ± 3.5 0.20 ± 0.03 18.3 ± 5.5 0.27 ± 0.10

除塵群 23 1.4 ± 0.10 * 34.4 ± 1.7 0.23 ± 0.07 18.5 ± 3.2 * 0.23 ± 0.07

対照群 17 3.4 ± 0.14 81.8 ± 5.2 0.56 ± 0.12 19.3 ± 3.9 0.77 ± 0.17

全排ガス群 24 3.3 ± 0.23 79.3 ± 6.0 0.62 ± 0.12 * 16.7 ± 3.7 * 0.74 ± 0.17

除塵群 21 3.4 ± 0.25 79.7 ± 5.9 0.60 ± 0.08 15.4 ± 2.4 ** 0.71 ± 0.15

対照群 18 4.7 ± 0.22 97.7 ± 5.1 0.57 ± 0.04 21.4 ± 2.9 1.12 ± 0.16

全排ガス群 18 4.3 ± 0.22 ** 87.7 ± 6.7 ** 0.59 ± 0.04 20.1 ± 1.9 0.94 ± 0.08 **

除塵群 13 4.5 ± 0.16 * 92.7 ± 6.2 ** 0.57 ± 0.10 21.0 ± 5.2 0.89 ± 0.17 **

20

21

値は平均値 ± 標準誤差で示した。　* p<0.05 v.s. 対照群; ** p<0.01 v.s. 対照群

(g) (mg) DNA(mg)  (μg/μg) (μg/μg)

ﾘﾝ脂質/DNAﾀﾝﾊﾟｸ/DNA1肺当たり

18

体重 肺重量

表 3 雄胎仔 生化学的測定結果 

表 4 雌胎仔 生化学的測定結果 

胎齢 雌胎仔

（日） 群 供試数

対照群 31 1.3 ± 0.09 33.0 ± 7.2 0.18 ± 0.04 18.2 ± 1.0 0.60 ± 0.20 7.9 ± 1.5
全排ガス群 27 1.3 ± 0.10 34.2 ± 5.1 0.15 ± 0.03 27.0 ± 3.3 ** 0.46 ± 0.25 6.2 ± 3.2
除塵群 29 1.3 ± 0.09 * 31.2 ± 2.1 0.14 ± 0.03 * 25.0 ± 5.2 * 0.37 ± 0.12 * 8.5 ± 4.5

対照群 23 3.2 ± 0.24 76.4 ± 5.8 0.30 ± 0.04 20.7 ± 5.4 0.84 ± 0.28 5.1 ± 2.7
全排ガス群 15 3.0 ± 0.15 * 71.1 ± 5.7 ** 0.28 ± 0.04 19.8 ± 5.2 0.68 ± 0.31 ** 5.3 ± 1.7
除塵群 13 3.2 ± 0.23 75.4 ± 7.6 0.28 ± 0.04 19.7 ± 2.8 0.76 ± 0.18 4.6 ± 2.0

対照群 11 4.4 ± 0.14 89.5 ± 7.0 0.21 ± 0.06 43.7 ± 13.3 1.51 ± 0.42 3.4 ± 1.9
全排ガス群 15 4.3 ± 0.16 * 86.3 ± 4.4 0.21 ± 0.03 39.0 ± 11.4 1.70 ± 0.80 2.0 ± 1.9 *

除塵群 14 4.2 ± 0.19 * 86.1 ± 6.2 0.23 ± 0.06 37.6 ±   8.0 1.99 ± 0.87 3.3 ± 1.5

肺重量 1肺当たり ﾘﾝ脂質/DNAﾀﾝﾊ゚ ｸ/DNA ｸﾞﾘｺｰｹ゙ ﾝ/DNA
(g) (mg) DNA(mg)  (μg/μg) (μg/μg) (μg/μg)
体重

値は平均値 ± 標準誤差で示した。　* p<0.05 v.s. 対照群; ** p<0.01 v.s. 対照群

18

20

21
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雄胎仔

** *

*

0

1

2

3

4

5

6

胎生18日目 胎生20日目 胎生21日目

体
重

 (
g)

対照群 全排ガス群 除塵群

図 1 胎生 18，20，21 日目 雌雄胎仔の体重 (g)  

値は平均値±標準誤差で示した。  
* p < 0.05 v.s. 対照群, ** p < 0.01 v.s. 対照群 
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図 2 胎生 18，20，21 日目 雌雄胎仔の肺重量 (mg)  

値は平均値±標準誤差で示した。 
 * p < 0.05 v.s. 対照群, ** p < 0.01 v.s. 対照群 
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図 3 胎生 18，20，21 日目 雌雄胎仔 1 匹あたりの肺の DNA 量 (mg) 

値は平均値±標準誤差で示した。 
 * p < 0.05 v.s. 対照群, ** p < 0.01 v.s. 対照群 
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図 4 胎生 18，20，21 日目 雌雄胎仔の DNA 当たりのタンパク量 (μg/μg) 

値は平均値±標準誤差で示した。  
*p < 0.05 v.s. 対照群, ** p < 0.01 v.s. 対照群 
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図 5 胎生 18，20，21 日目 雌雄胎仔のリン脂質 (μg/μg) 

値は平均値±標準誤差で示した。  
* p < 0.05 v.s. 対照群, ** p < 0.01 v.s. 対照群 
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図 6 胎生 18，20，21 日目 雌雄胎仔のグリコーゲン (μg/μg) 

値は平均値±標準誤差で示した。  
* p < 0.05 v.s. 対照群, ** p < 0.01 v.s. 対照群 
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２  RT-PCR に よる 胎仔 肺の TGF- β 1, 3 

mRNA 発現量の解析 
 胎生 16, 18, 19 日目の肺の、成長因子である

TGF-βの遺伝子発現を解析した結果、対照群に

比べて全排出ガス暴露群、除塵群では、TGF-β1, 
3 ともに発現が弱い傾向が見られた（写真 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

胎生 16 日目胎仔肺 TGF-β1, 3 の発現量の解析 

TGF-β3 

β-actin 

TGF-β1 

対照群 全排出ガス暴露群 除塵群 

胎生 19 日目胎仔肺 TGF-β3 の発現量の解析 

β-actin 

TGF-β3 

対照群 全排出ガス群 除塵群 

胎生 18 日目胎仔肺 TGF-β1, 3 の発現量の解析 

TGF-β3 

β-actin 

TGF-β1 

対照群 全排出ガス群 除塵群 

写真 2 RT-PCR による胎仔肺の TGF-β1, 3 mRNA 発現量の解析 
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３ TGF-β1 の発現量 

 リアルタイム PCR によって TGF-β1 の発現を定

量的に解析した結果、胎生 18 日目の全排出ガス 

群、除塵群ともに対照群に比べ TGF-β1 の発現

量が低下した（図 7 ）。 

  
 

 
 
４ 胎仔肺の形態学的検査  
胎生１４日目の肺を実体顕微鏡（×40）で観察した

ところ、気管支分岐の様子には違いが見られなか

った。 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7 胎生 16, 18, 19 日目 胎仔肺の TGF-β1 発現量解析 
値は平均値±標準誤差で示した。 * p < 0.05 v.s. 対照群, ** p < 0.01 v.s. 

* **

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

胎生16 日 胎生18 日 胎生19 日

R
er

at
iv

e 
de

ns
it

y
(T

G
F-

β
1 

/ G
A

PD
H

)

対照群 全排ガス群 除塵群

対照群 全排出ガス暴露群 

写真 3 胎生 14 日目の気管支分岐の様子 
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H-E染色後、光学顕微鏡（×100）で観察した。

赤くマークしたのが二次中隔の見られる箇所で、

暴露群で二次中隔がまばらであった。つまり肺胞

の形成が不十分な状態と言える。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

排出ガスに暴露された胎仔では、気管支分岐、

芽状突起の形成、肺胞上皮細胞の増殖等、肺胞

形成の初期段階には影響がみられないが、それ

に次ぐ肺胞上皮細胞への分化の段階で影響を受

け、肺表面活性物質の欠乏を起こすことが明らか

になった。自発性呼吸後の肺の組織学的所見で

は、肺胞虚脱と気道過拡張が顕著に認められた。 

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

写真 5 帝王切開によって自発呼吸させた後の肺（胎生 21 日目） 

対照群 全排出ガス暴露群 除塵排出ガス暴露群 

写真 4 胎生 20 日目の肺胞領域 

対照群 全排出ガス暴露群 
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５ 呼吸機能の変化 

 生後 12 ヶ月目の呼吸状況（20 秒間の呼吸数と

呼吸時の空気圧の動き）をチャートに示した。胎仔

期に暴露されたラットでは、呼吸時の体の動きが大

きい（努力して呼吸する）こと、時間当たりの呼吸数

が多い（一呼吸にかかる時間が短い）ことがわかっ

た。胎仔期後半の肺表面活性物質の欠乏は、出

生時における呼吸困難のみならず生後の肺の発

育を阻害し呼吸機能の低下を起こすことが示唆さ

れた。

 

 

 

 

Ⅳ 考察 
 この研究では、ディーゼル排出ガスの妊娠ラッ

トへの暴露により、胎仔の肺で TGF-β1, 3 の発現

量が変動した結果、胎仔の肺胞Ⅱ型細胞の機能

分化が遅延し、肺表面活性物質の主成分であるリ

ン脂質の合成が低下することが明らかになった。ま

た、全排出ガス暴露群、除塵群ともに同様の変化

が見られたことから、排出ガス中のガス状成分、あ

るいは 0.05μm 以下の超微粒子の関与が考えら

れた｡さらに、排出ガスに妊娠期に暴露されると、

次世代である胎仔の生後における呼吸機能の変

化を起こすことが示唆された。本研究の結果は、排

出ガスの暴露について従来とは異なる側面から解

析し、排出ガスの影響は直接吸入した動物のみな

らず次世代にも及ぶことを明らかにしたものであ

る。 
 胎生 7 日目からディーゼル排出ガスに暴露され

たラットで、胎生 18, 20, 21 日目に胎仔 1 匹当たり

胎仔期曝露と呼吸様式の変化 
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の肺のDNA量は減少しなかった。しかし、胎生20
日目に雄の暴露群の肺で二次中隔の形成が少な

く、胎生 20 日目で DNA 当たりのタンパク量が減

少し、胎生 21 日目にリン脂質の量が減少していた。

ラットの場合、呼吸器系の形成は妊娠 13-14 日目

から始まる。前腸の一部が膨隆し、ついで肺芽が

形成され先端が 2 分岐し左右の主気管支となる。

妊娠 15-18 日目は腺様期と呼ばれ、気管支の分

岐が続き終末気管支が形成される。細胞質には多

量のグリコーゲン顆粒とポリリボゾームが認められ

るが、ミトコンドリアは少なく、租面小胞体は小型で

細胞周辺部に散在している。この時点ではガス交

換に必要な構造はできていない。妊娠18-20 日目

は管状期と呼ばれ、気管支や終末細気管支の管

腔が広がり、終末細気管支が分岐し呼吸細気管支

を形成する。呼吸細気管支の終末に、肺胞管の原

基となる終末嚢が形成される。Ⅰ型細胞が出現し、

Ⅱ型細胞に分化する細胞が認められるようになる。

妊娠19日目から出生までは終末嚢期と呼ばれ、さ

らに多くの終末嚢と、終末嚢の壁に肺胞が形成さ

れる。この時期にはⅡ型細胞としての形態が整い、

肺表面活性物質の産生が盛んに行われ、グリコー

ゲン顆粒は消失する。生後は肺胞の増殖と伸展を

繰り返す。肺表面活性物質の主成分であるリン脂

質は肺胞Ⅱ型細胞の小胞体で合成され、ゴルジ

装置を経てラメラ封入体に蓄積する（付図）。この

過程は、肺表面活性物質を構成する特異的な成

分が他の成分と区別され、選択的に集積していく

過程である。成熟ラメラ封入体形成の前段階に、

多胞体、小型ラメラ封入体など未成熟な過程があ

る。ラットの胎生 18-21 日目は管状期から終末嚢

胞期にあたり、肺胞Ⅱ型細胞の分化、肺表面活性

物質の産生が行われている 5,6,7,8,9,10,11)。 
 以上のことからディーゼル排出ガスの暴露は肺

の細胞増殖に影響がないと考えられ、肺表面活性

物質を合成する肺胞Ⅱ型細胞の細胞内小器官の

分化が遅延し、肺表面活性物質の主成分であるリ

ン脂質の合成が低下したことが考えられた。 

 ディーゼル排出ガスに暴露されたラットの胎仔で

肺胞形成の遅延が起こった機序に関して、まず、

母体の内分泌環境の変化を介したディーゼル排

出ガスの間接的な影響が考えられる。 
 胎仔期にニトロフェンに暴露されたラットでは、肺

表面活性物質が低下し、先天性横隔膜ヘルニア

（CDH）が引き起こされる。CDH の場合、肺は形

成不全で気管支が伸展しないため、生後も肺胞の

機能分化が十分でなく、死亡率は高い。DNA 量

が減少したことから細胞数が減少し、タンパク／

DNA 比低下したことから細胞の大きさも小さかっ

た 14,15)。カドミウムに胎仔期に暴露されたラットの

肺は、リン脂質合成の前駆物質であるグリコーゲン、

肺表面活性物質の主成分であるホスファチジルコ

リンが減少し、これが呼吸窮迫症候群（RDS）の原

因となり、生後まもなく死亡する率が高い。DNA量

が減少したことから細胞は減少したが、タンパク／

DNA 比は暴露によって変化せず、細胞の大きさ

は影響を受けなかった 16)。ニトロフェン、カドミウム

の胎仔期暴露によって、肺表面活性物質の合成

が低下するメカニズムの詳細は報告されていない

が、これらの物質はいずれも内分泌攪乱作用を持

つことが疑われており、母体の内分泌の攪乱と、胎

仔の肺胞形成遅延、肺表面活性物質の不足に、

密接な関係があることを示唆している。 
 窒素酸化物は強い酸化力を持ち、生体内で容易

に膜を破壊し、ラジカルを発生する。これらのガス

状成分の酸化的ストレスにより、細胞が傷害され、

母体での内分泌環境が変化すると考えられた。窒

素酸化物、特に NO は、生体内でがチトクロム

P450 の鉄部分に結合すること、またはチトクロム

P450 の mRNA 発現を低下させることで、酵素活

性を阻害することが報告されている 17,18,19) 。ディ

ーゼル排出ガスを妊娠ラットに暴露すると血中テス

トステロン濃度が上昇すること 1,2) 、排出ガスのガ

ス状成分のうち、NO がアロマターゼを阻害したと

する報告 20) があり、これらの結果は母体でのテス

トステロンの蓄積がアロマターゼ活性の低下に基
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づくことを示唆している。我々が以前行った研究で、

妊娠ラットの卵巣アロマターゼ活性が低い傾向が

見られ 21) 、母体中に蓄積したテストステロンが肺

の成熟を遅延させたのではないかと考えられた。

また、ディーゼル排出ガス中に含まれる、多環芳

香族炭化水素類（PAHs）が抗アンドロゲン作用や

抗エストロゲン作用を持つとういう報告 22,23,24,25) も、

これらの物質の作用によって母体の内分泌環境の

変化を起こすことを示唆している。 
 肺の細胞増殖、機能分化に影響を与える遺伝子

に関し、TGF-β1, 3 の発現量を、腺様期である胎

生 16 日目の肺で検討したところ、暴露群ではこれ

らの遺伝子の発現が弱い傾向が見られた。さらに

ラットの腺様期にあたる胎生 16, 18 日目、および

管状期の初期である胎生 19 日目に、TGF-β1 の

mRNA を定量的に解析したところ、mRNA 発現

量が胎生 18 日目の全排出ガス群および除塵群で、

対照群に比べ低下した。胎生 19 日目においても

全排出ガス群では TGF-β1 の発現量の上昇は見

られなかったことから、ディーゼル排出ガスに暴露

によって TGF-β1 の発現は遅延するのではなく、

阻害されることが示唆された。TGF-β1 の発現量

は、ラットの腺様期に肺繊維芽細胞で最大となり、

妊娠後期に減少するが、このことは、TGF-β1 が

腺様期において肺胞上皮細胞の分化を促進する

という報告 24) と関連すると考えられた。ヒトの培養

胎児肺繊維芽細胞で、TGF-β1 は肺の弾性線維

である、エラスチンの mRNA の安定性を強めるこ

とが報告されている 26) 。TGF-β3 ノックアウトマウ

スの肺は、腺様期、管状期の始めまで形態学的に

異常でないが、終末嚢胞期で明らかに未熟である

と報告されている 27) 。TGF-β3 はそれ自身が肺

繊維芽細胞、肺胞上皮細胞の分化を促進すること

や、糖質コルチコイドの肺への反応性を増強する

ことにより、肺の成熟を促進すると考えられており、

アンドロゲンはその作用を阻害すると報告されてい

る 28,29) 。また、TGF-βとステロイドホルモンのクロ

ストークが研究されている。エストロゲンは核内レセ

プターを介して生理活性を示し、TGF-βはレセプ

ターキナーゼを介して転写因子Smadを活性化す

ることが知られている。Smad タンパクがエストロゲ

ンレセプターと相互作用し、TGF-βの作用を制御

し、エストロゲンレセプター活性を増強する。ディー

ゼル排出ガスに胎仔期に暴露されたラットでは、母

体のホルモン環境の変化を受け、TGF-β1, 3 の

発現が阻害され、ステロイドホルモンの核内レセプ

ターを介した生理作用と、TGF-βの Smad を介し

た情報伝達が負に調節され、肺胞Ⅱ型上皮細胞

の細胞内小器官の機能分化が遅延し、肺表面活

性物質の中心であるリン脂質の産生が低下したこ

とが考えられた。 
 また、ディーゼル排出ガスの暴露の胎仔への直

接的影響も考えられた。我々と同一の暴露条件下

で、母体へのディーゼル排出ガスの暴露により、

多環芳香族炭化水素（PAHs）は、全排出ガス暴

露群および除塵群で胎仔に移行することが報告さ

れている 30) 。PAHs の胎仔への影響については

報告されていないが、母体から胎仔へ移行した

PAHs により、胎仔肺の形成が阻害されたことが考

えられた。あるいは、生体内に吸収された PAHs
は，チトクロム P450 等により代謝されヒドロキシ

PAHs となり、さらに抱合体として尿中に排泄され

ることが知られているが、妊娠ラットの場合、代謝

物が胎盤を通じて胎仔に移行し、肺の形成に影響

を及ぼした可能が考えられた。今回の実験に際し

て、チャンバー内でのPAHs の測定を行ったところ、

2 環のナフタレンは除塵群でもフィルターで取り除

かれず、3 環の成分についても通過することがわ

かり 30)、これらが胎仔にどの程度移行し影響を与

えるのか検討する必要がある。 
本研究で得られた結果のうち、特にディーゼル

排出ガスに暴露された胎仔の肺のリン脂質には性

差があった。このことは、疫学的に、男児の方が女

児に比べ呼吸器疾患の罹患率が高いという調査

報告と関連する可能性もある。雄胎仔では胎生 18, 
20 日目は暴露による差がなく、胎生 21 日目の暴
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露群で肺のリン脂質が低下した。雌の胎仔では、リ

ン脂質が低下したのは胎生 18 日目の除塵群、胎

生 20 日目の全排出ガス暴露群のみで、21 日目で

は差がなかった。このことは胎生期に雄の精巣か

ら分泌されるアンドロゲンの影響で、雄の方が雌に

比べて肺の形成が遅延する 31,32,33) という報告と

関連しているのではないかと考えられた。雄胎仔

の精巣では胎生 15 日目頃からテストステロンが分

泌されている。また、胎生期の肺は、糖質コルチコ

イドレセプターが他の臓器に比べて多く存在して

いるが、アンドロゲンが糖質コルチコイドレセプタ

ーの感受性を低下させることも、雌に比べて雄の

方が肺の成熟が遅延する要因の一つである 34) 。

あるいは、アポトーシスの促進が雌で肺の成熟を

促す要因の一つとして考えられた。胎仔肺の

DNA 量は雌の方が低かったが、アポトーシスによ

るものと考えられた。Scavo et al. (2003) によれ

ば、正常な胎仔の肺は形態学的な成熟の過程で、

空気との接触面を広げるため妊娠後期にアポトー

シスが起こる。母体へのデキサメタゾン投与によっ

て、胎仔肺でのアポトーシスが促進され、DNA 量

が減少することが報告されている 35) 。 
 東京都によると、平成 14 年 10 月の大気中の浮

遊粒子状物質（SPM）は、住宅地での平均濃度で

0.036mg/m3、交通の激しい地域の平均濃度で

0.046 mg/m3 であった。平成 15 年 6 月の二酸化

窒素濃度は、東京都全域の平均値で 0.041ppm
であった。このうちディーゼル排出ガスの SPM（二

次生成粒子を含む）への寄与率は平均で 35%、

同様に窒素酸化物（NOx）への寄与率は平均で

51.2%であった。今回の暴露濃度は、環境中のデ

ィーゼル由来の SPM、および二酸化窒素の濃度

と比べ 100 倍程度高濃度であるが、ヒトの妊娠期

間を考慮すると累積暴露量として同程度と考えら

れる。本実験で得られた結果が必ずしも人間に当

てはまるものではないが、胎生期は種々の臓器の

形成過程にあたり、環境汚染によってその発達が

阻害される可能性は無視できない。人間では妊娠

30 週目頃に胎児の肺表面活性物質が産生され始

め、35 週目以降急激に増加する。胎児期に汚染

された環境に曝された児童では、肺表面活性物質

の欠乏によって肺胞形成が阻害され生後の呼吸

機能の低下が起こっている可能性が考えられた。 
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ディーゼル排出ガスの胎仔期暴露が肺機能に及ぼす影響 
 
 
研究要旨 

ディーゼル排出ガスを妊娠した動物に暴露すると、次世代である胎仔にも影響を及ぼし、生後における

加齢現象が早期に出現する可能性を示唆してきた。生涯健康で生き生きとした人生を過ごすためには、加

齢による臓器障害の発生をできる限り抑制し、健康寿命を長くすることが求められている。排出ガスと加齢

性変化の関わりに関してはこれまでほとんど研究されておらず、環境改善を推進する科学的根拠を提示す

る必要がある。 
本研究では、肺のクリアランス機能等に着目し検討した結果、排出ガスに胎仔期に暴露されたラ

ットではリンパ流の低下及び肝リン脂質量の増加が明らかに認められた。また、生後 1年における
排出ガスへの再暴露により、肺重量増加がみられた。これらのことから排出ガス胎仔期暴露は臓器

障害を発生させやすくしていることが考えられた。 
  

 
Ⅰ 目的 

ディーゼル排出ガスを妊娠した動物に暴露す

ると、諸臓器・機能の形成過程にある胎仔にも影

響を及ぼし、生後の生殖機能・免疫機能・呼吸

機能を低下させることを報告した。また、諸臓器

の機能低下の他、抗原侵入に対する過剰反応、

自己成分に対する抗体産生が上昇することが確

認された。これらの結果は、排出ガスの暴露は

いわゆる加齢現象とされている病態の発生に関

わっている可能性を示唆するものである。 
生涯健康で生き生きとした人生を過ごすため

には、加齢に伴って生じてくる種々の臓器障害

の発症を予防し健康寿命を長くすることが求め

られている。生体の機能は遺伝子のみならず個

を取り巻く環境因子によって決定づけられるが、

排出ガスの胎仔期あるいは哺乳期における暴

露は生体機能を不可逆的に損なう環境因子の

一つと考えられる。これまで報告されていない排

出ガスと加齢性変化の関わりを検討し、環境改

善を推進する科学的根拠を提示する必要があ

る。 
 排出ガス暴露は加齢性変化を加速させること

を明らかにするため、今年度は、クリアランス機

能に着目し検討した。すなわち、排出ガスに胎

仔期に暴露されたラットを用いて、リンパ流の計

測、肝の脂質代謝の測定、肺に吸入された排出

ガス中粒子状物質の沈着と残留について検討

した。  
 
Ⅱ 実験方法 
１ ディーゼル排出ガスの暴露 
 ディーゼル排ガス発生源として、発電用ディー

ゼルエンジン（NFAD-6 型、ヤンマーディーゼ

ル、排気量 309cc）を用いた。暴露は、東京都健

康安全研究センターの右写真に示したチャンバ

ー内（内容量 1.6m3）で、妊娠 7 日目から 1 日 6
時間行った。対照群は、HEPA フィルター（0.05
μm、99.99%除去、日本無機）を通した室内空

気を、ソーダライム（和光純薬）と 2 種類の活性

炭（HC-6、SX ツルミコール）に通過させ、更に

HEPA フィルターを通しチャンバー内に導入し

た。全排ガス暴露群は、ディーゼル排ガスを清

浄空気で希釈し、チャンバー内に導入した。除

塵群は、ディーゼル排ガスを HEPA フィルター

に通過させ、チャンバー内に導入した。 
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写真１ 暴露チャンバー 
 
２ 暴露チャンバー内の環境測定  

各暴露チャンバー内の粒子状物質およびガ

ス状成分の濃度測定には、粉塵濃度計（β線式

質量濃度計 BAM-102、柴田科学器械工業）と、

窒素酸化物測定機（ 9841 、Monitar. Lobs. 
Co）を用いた。粒子状物質および窒素酸化物濃

度の平均値は全排ガス暴露群（粉塵濃度：

1.73mg/m3, NO2 濃度： 0.76ppm） 、除塵群

（NO2 濃度：0.80ppm）であった。 
 
３ 実験動物 
 45 匹のラット（F344/DuCrj）を、全排ガス暴露

群、除塵群、対照群の 3 群に分け、妊娠 7 日目

から出産までチャンバー内で 1 日 6 時間暴露し

た。出産後（生後）は全群とも清浄空気下で飼育

し各時期に各々の実験に用いた。 
 
４ リンパ流の測定  
 胎仔期にのみ暴露し生後は清浄空気下で飼

育した仔ラットと常時清浄空気下で飼育した

9-13 週齢の雄雌仔ラットを用いた。①背部を剃

毛後、1%パテント・ブルー含有生理食塩水を皮

内注射し、リンパ管の出現時間の測定と分岐を

観察した。②スルファミン剤を腹腔内注射し、血

流中に排泄される初期時間をアルデヒド試薬に

よって測定した。 

  

写真２ 血圧測定装置 

 
５ 血圧測定 

リンパ流圧・流速には リンパ管の自律能の他、

血圧が大きく関与するとされていることから、胎

仔期に暴露されたラットの生後 12 週齢の血圧を

非観血式血圧測定装置（ソフトロン BP-98A）を

用いて各群 6 匹づつ測定した。 

 
６ 肝機能の測定  
１） 脂質代謝 

脂質の抽出：胎仔期にのみ暴露し（全排出ガ

ス・除塵排出ガス）、生後 12 ヶ月までは清浄空

気下で飼育、その後 3 ヶ月間全排出ガスに暴露

した雄ラット、並びに終始清浄空気下で飼育し

た雄ラットの肝臓を用いた。Bligh-Dyer 法を一

部改変し、肝臓の脂質を抽出した。すなわち、

肝臓に 0.01 Mのリン酸緩衝液（PBS； SIGMA、

St. Louis、MO）1.0 mL を加え、ポッター型ホ

モジナイザーでホモジナイズした。組織粉砕液

を 10 mL の共栓付き遠心管に移し、トータル

3.0 mLのメタノール（和光純薬）、1.5 mLのクロ

ロホルム（和光純薬）で洗い込んだ。共栓をして

2 分間撹拌し、続いて 10 分間室温放置した。

1.5 mL のクロロホルムを加え、30 秒間撹拌、更

に PBS 1.25 mL を加え、30 秒間撹拌した。

2500rpm, 5 分間遠心し、クロロホルム層をパス

ツールピペットで分取、濾紙（ADVANTEC、No. 
2S）を用いて濃縮用の試験管に濾取した（①
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液）。残った水層にクロロホルム 1.5 mL を加え

て撹拌、2500rpm, 5 分間遠心、濾過し、①液

に合した。これをもう一度繰り返した。適量のクロ

ロホルムで濾紙を洗い込み、抽出液の液量を揃

えた。抽出液をロータリーエバポレーターで約 1
時間かけて減圧乾固し、PBS 500μL に溶解さ

せた。 
２） リン脂質の測定 

リン脂質の定量は、PL-EN カイノス（株式会

社カイノス、東京）を用いた。本法は酵素法によ

る。検体液、標準液、試薬ブランク（イオン交換

水）をそれぞれ 20μL ずつ試験管に取り、反応

試液を 3 mL 加え、混和し、37℃、10 分間加熱

し た 。 石 英 セ ル に 移 し 、 分 光 光 度 計

（UV-2500PC、島津）で 500 nm の吸光度を測

定し、比色定量によりリン脂質量を求めた。 

３） 肝臓機能検査 
血中 TG, GOT, GPT の測定にはテストワコ

ー臨床検査試薬を使用した。血清サンプルはリ

ン脂質の分析に用いた胎仔期暴露群とその対

照群のラット並びに 9 週齢の若齢雄ラットから得

た。 

７ 肺の炭粉沈着量の測定・組織学的検査  
胎仔期にのみ暴露し（全排出ガス・除塵排出

ガス）、生後 12 ヶ月までは清浄空気下で飼育、

その後 3 ヶ月間全排出ガスに暴露した雄ラット、

並びに終始清浄空気下で飼育した雄ラットの肺

を用いた。なお、肺内炭粉量の測定方法につい

ては現在検討中である。 
 
Ⅲ 結果及び考察 
１ リンパ流の測定  

胎仔期に暴露されたラットでは、雌雄とも対照

群のラットに比べリンパ管の出現時間が遅く、ま

た、検出されるリンパ管網が少なかった。なお、

予備実験で 12 ヶ月齢のラットについても検討し

たが皮膚が厚くリンパ管の検出が困難であった。

加齢ラットのリンパ管流の検出は今後の課題で

ある。また、皮膚等の末梢のリンパ流と肺や肝臓

等中心部のリンパ流との相関についても検討を

要する課題である。 

 

  

 

 

写真３ １％パテント・ブルー皮内注射後のリンパ管出現観察 

対照群雄ラット 排出ガス胎仔期暴露群雄ラット 
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２ リンパ流を含めた血流循環機能測定  
末梢を含めた全身のリンパ流の速度を求める

ためスルファミン剤を腹腔内注射し、血流中に

排泄される初期時間を測定した。結果は予備実

験段階であるが、対照群では 19 分、胎仔期暴

露群では 32 分要した。

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 心拍数及び血圧 

写真４ １％パテント・ブルー皮内注射後のリンパ管出現観察 

対照群・胎仔期全排出ガス暴露群・胎仔期除塵排出ガス暴露群雌ラット 
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３ 血圧測定 
心拍数、血圧には暴露の影響はみられなか

った。上記した暴露群と対照群のリンパ流の速

度の違いに、血圧は関与していないことが明ら

かになった。 
４ 肝脂質代謝  

肝臓中のリン脂質含有量測定結果を下図に

示した。実験期間中清浄空気下で飼育されたラ

ット(C-C-C)に比べ、胎仔期に暴露されその後

清浄空気下で飼育されたラット(H-C-C)ではリン

脂質量が高く、胎仔期暴露は脂質代謝に影響

を及ぼすことが示唆された。また、実験期間中

清浄空気下で飼育されたラット(C-C-C)に比べ、

生後 12 ヶ月目までは清浄空気その後排出ガス

に暴露されたラット(C-C-H)ではリン脂質量が高

かった。胎仔期に暴露されその後清浄空気下で

飼育されたラット(H-C-C)に比べ、胎仔期に暴露

され生後 12 ヶ月目までは清浄空気その後排出

ガスに暴露されたラット(H-C-H)ではリン脂質量

が高かった。これらのことから生後の暴露は肝臓

の脂質代謝を低下させることが示唆された。肝

臓解毒機能について今後薬物代謝に係わる酵

素の測定等を行いさらに解析を行う。

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 肝臓中リン脂質含有量 
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５ 血液検査による肝臓機能測定 
血液検査の結果、暴露の影響は明らかではな

かった。しかし、除塵群の TG（トリグリセライド）

は対照群並びに全排出ガス群に比べやや高か

った。また、9 週齢の若齢ラットに比べると 15 ヶ

月齢のラットの方が高く加齢の影響が考えられ

た。 
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＊ 

＊ 

＊ 

６ 肺の炭粉沈着量の測定・組織学的検査  
胎仔期に全排出ガスあるいは除塵排出ガス

に暴露し、生後 12 ヶ月までは清浄空気下で飼

育、その後 3 ヶ月間全排出ガスに暴露した雄ラ

ット(H-C、並びに終始清浄空気下で飼育した雄

ラットの肺重量を下図に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
生後 12 ヶ月までは清浄空気下で飼育、その

後 3 ヶ月間全排出ガスに暴露されたラット

(C-C-H)の肺重量は、実験期間中清浄空気下

で飼育されたラット(C-C-C)に比べ有意ではない

が低い傾向がみられた。 
胎仔期に全排出ガスに暴露され生後 12 ヶ月

までは清浄空気下で飼育、その後 3 ヶ月間全排

出ガスに暴露されたラット(H-C-H)の肺重量は、

胎仔期に全排出ガスに暴露されその後清浄空

気下で飼育されたラット(H-C-C)に比べ有意に

高かった。 
胎仔期に除塵排出ガスに暴露され生後 12 ヶ

月までは清浄空気下で飼育、その後 3 ヶ月間全

排出ガスに暴露されたラット(ND-C-H)の肺重量

は、胎仔期に除塵排出ガスに暴露されその後清

浄空気下で飼育されたラット(ND-C-C)に比べ

有意に高かった。リン脂質量が高く、胎仔期暴

露は脂質代謝に影響を及ぼすことが示唆され

た。 
これらのことから、胎仔期における排出ガスの

暴露（全排出ガス・除塵排出ガス）は、肺のクリア

ランス能の低下を起こすため、生後直接排出ガ

スに暴露された場合、吸入した粉塵の排出能力

が低く、肺内に蓄積しやすいことが示された。今

後、炭粉量の測定、細胞数、タンパク量測定、

組織学的検査を行い、今回観察された肺重量

0 .23
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図５ 生後 15ヶ月目の各群の肺重量（単位はグラムで表示） 

＊: p <0.05 
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の変化が肺に蓄積した炭粉による障害であるこ

とを確認する必要がある。 

また、胎仔期に除塵排出ガスに暴露されその

後清浄空気下で飼育されたラット(ND-C-C)の
肺重量は、実験期間中清浄空気下で飼育され

たラット(C-C-C)に比べ有意に低かった。胎仔期

に全排出ガスに暴露されその後清浄空気下で

飼育されたラット(H-C-C) の肺重量は、実験期

間中清浄空気下で飼育されたラット(C-C-C)に
比べ低い傾向がみられた。すでに報告したよう

に、胎仔期における排出ガスの暴露は肺の形成

過程を阻害し生後における呼吸機能の低下を

起こす。これらのことから、胎仔期における全排

出ガスあるいは除塵排出ガスの暴露は、肺の形

成・発育を阻害し、生後も追いつくことなく継続し

ていることが考えられた。
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ディーゼル排出ガスの胎仔期暴露が肝機能に及ぼす影響 
 

研究要旨 
胎仔期における排出ガスの暴露は加齢現象とされている病態の発生に関わっている可能性がある。肝

臓は栄養分の分解、合成、解毒、貯蔵などを行う生命維持に不可欠な器官であり、肝臓の加齢に伴う機能

低下は種々の疾病の原因となる。しかし、排出ガスの暴露と肝臓の加齢現象に関する研究はなされていな

い。前年度、肝臓の加齢現象の一指標とされている脂質代謝について報告した。今年度は肝臓の解毒作

用に焦点をあて検討した。 
排出ガスに胎仔期にのみ暴露された生後 6 ヶ月、10 ヶ月のラットにニコチンを腹腔投与し血中・尿中コ

チニン量を測定した。対照群のラットの尿中コチニン量は生後 6 ヶ月、10 ヶ月とも同程度であった。胎仔期

に暴露されたラットの尿中コチニン量は生後 6 ヶ月では対照ラットの約二倍高かったが、生後 10 ヶ月では

対照群と同様であった。血中コチニン量には対照群と暴露群の間に違いはなかった。胎仔期に暴露された

ラットでは成熟期までは肝臓の解毒に関わる酵素が誘導されやすいが、成熟期以降になると肝の解毒機

能が急速に低下することが示された。 
排出ガスの胎仔期における暴露は、肝臓の脂質代謝障害や解毒機能低下等の加齢とともに生じてくる

臓器障害の発生を早めることが示された。今後、加齢に伴って著しく減少する蛋白質SMP30(Senescence 
Marker Protein-30／加齢指標蛋白質 30)等の定量を行い、排出ガスの暴露が肝臓の加齢性変化を加

速するメカニズムをさらに明らかにする必要がある。 
 
Ⅰ 研究の目的 

ディーゼル排出ガスを妊娠した動物に暴露す

ると、諸臓器・機能の形成過程にある胎仔にも影

響を及ぼし、生後の生殖機能・免疫機能・呼吸

機能を低下させることを報告した 1,2,3,4)。また、諸

臓器の機能低下の他、抗原侵入に対する過剰

反応、自己成分に対する抗体産生が上昇するこ

とが確認された 4)。これらの結果は、排出ガスの

妊娠した動物への暴露は、次世代である胎仔の

生後の様々な臓器の機能低下の他、いわゆる

加齢現象とされている病態の発生にも関わって

いる可能性を示唆している。 
肝臓は体の中で最大、最重量の臓器であり、

吸収した栄養分の分解、合成、貯蔵、解毒、腸

内の消化・吸収を助ける胆汁の生産などを行う

生命維持に不可欠な器官である。また、排出ガ

スに由来する化学物質など外来性有毒物質の

侵入に対しても解毒作用を行う主要な臓器であ

る。肝臓の代謝障害は高脂血症や動脈硬化な

ど種々の疾患の誘因となることが知られている。

また、解毒作用の低下は体内に吸収された化学

物質の毒性発現の閾値を下げる結果になる。肝

臓は加齢とともに、代謝障害、特に脂質代謝障

害が起こりやすくなり、また、病原菌に対する防

御能低下や有害物の解毒機能低下が生じること

が報告されている 5,6)。こうした肝臓の加齢現象

を加速する要因として食餌性カロリーの過剰摂

取が知られている 5,6)。二酸化窒素に暴露された

ラットでは肝臓機能が低下した報告 7,8,9)はあるも

のの加齢現象をターゲットにした研究はなされ

ていない。また、排出ガスなどの大気汚染物質

の次世代への肝臓における遅発性の生体影響

に関しては知見がない。 
排出ガスの胎仔期における暴露と肝臓の加

齢性変化の関わりについて研究を進め、胎仔期

に排出ガスに暴露されたラットの肝臓のリン脂質

含有量は、清浄空気下で飼育されたラットに比

べ高かったことを報告した。今年度は、排出ガス
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の胎仔期における暴露が肝臓の解毒機能に及

ぼす影響を明らかにするため、代謝経路や化学

構造についてすでに多くの研究報告 10,11)のある

ニコチンをモデルとして用いて検討した。 
 

Ⅱ 実験方法 
１ ディーゼル排出ガスの暴露  

ディーゼル排ガス発生源として、発電用ディ

ーゼルエンジン（NFAD-6 型、ヤンマーディー

ゼル、排気量 309cc）を用いた。暴露は、東京都

健康安全研究センターの写真 1 に示したチャン

バー内（内容量1.6m3）で、妊娠7 日目から 1 日

6 時間行った。対照群は、HEPA フィルター

（0.05μm、99.99%除去、日本無機）を通した

室内空気を、ソーダライム（和光純薬）と 2 種類

の活性炭（HC-6、SX ツルミコール）に通過させ、

更に HEPA フィルターを通しチャンバー内に導

入した。全排ガス暴露群は、ディーゼル排ガス

を清浄空気で希釈し、チャンバー内に導入した。

除塵群は、ディーゼル排ガスを HEPA フィルタ

ーに通過させ、チャンバー内に導入した。 
２ 暴露チャンバー内の環境測定  

各暴露チャンバー内の粒子状物質およびガ

ス状成分の濃度測定には、粉塵濃度計（β線式

質量濃度計 BAM-102、柴田科学器械工業）と、

窒素酸化物測定機（ 9841 、Monitar. Lobs. 
Co）を用いた。粒子状物質および窒素酸化物濃

度の平均値は全排ガス暴露群（粉塵濃度：

1.73mg/m3, NO2 濃度： 0.76ppm） 、除塵群

（NO2 濃度：0.80ppm）であった。 
３ 実験動物  

45 匹のラット（F344/DuCrj）を、全排出ガス

暴露群、除塵群、対照群の 3 群に分け、妊娠 7
日目から出産までチャンバー内で 1 日6 時間暴

露した。出産後（生後）は清浄空気下で飼育し

各実験に用いた。 
４ 肝解毒機能の測定  

ニコチン投与：滅菌生理食塩水で希釈したニ

コ チ ン（ Sigma-aldrich, Japan ） 0.1mg/mL, 
0.01mg/mL を各々2mL ネンブタール麻酔した

ラットに腹腔内投与した。ニコチンの投与量は、

ラットの LD50 (50-60mg/kg)の高濃度投与の

場合でほぼ 100 分の 1、低濃度投与の場合で

1000 分の 1 相当であった。所定時間経過の後、

膀胱から注射器を用いて直接採尿、腹大静脈

から採血した。尿中・血中成分の測定には下記

試薬を使用した。 
尿中ニコチン並びにその代謝産物の測定：試験

紙 NicCheck ⅠTest STRIPS (Mossman) 
尿 中 コ チ ニ ン 量 測 定 ： Urine Cotinine 
Microplate EIA (Cozart Bioscience Ltd. 
UK) 
血 中 コ チ ニ ン 量 測 定 ： Serum Cotinine 
Microplate EIA (Cozart Bioscience Ltd. 
UK) 
尿中クレアチニン測定：Creatinine Assay Kit 
(Cayman Chemical Company, USA)  
 

 
Ⅲ 結果 
実験Ⅰ 尿中ニコチン及びその代謝産物の

測定法の検討 
１ ニコチン検出試験紙による方法  

ニ コ チ ン 溶 液 0.1mg/mL あ る い は

0.01mg/mL を対照群、胎仔期全排出ガス暴露

写真 1 動物暴露チャンバー 
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群及び胎仔期除塵排出ガス暴露群のラットの腹

腔内に 2mL 投与し、60 分後に膀胱に蓄積して

いる尿を注射器で採取し、ニコチン検出試験紙

を用いて尿中ニコチンおよびその代謝産物を検

出した。 
ニコチン 0.1mg/mL (200μg) を投与された

全排出ガス暴露群(H)と除塵排出ガス暴露群

(N)のラットの尿では、写真2 に示したように試験

紙が赤色に色づき強陽性であった。対照群©の

ラットの尿は弱陽性であった。一方、ニコチン

0.01mg/mL (20μg) を投与されたラットの尿で

は、写真 3 に示したように着色が不明瞭で検出

不可能であった。

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真 2 ニコチン 200μg 投与 60 分後の尿中ニコチン及び 

その代謝産物の検出 

写真 3 ニコチン 20μg 投与 60 分後の尿中ニコチン及び 

その代謝産物の検出 

C H N 
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２ 尿中コチニン量 EIA キットによる方法 

ニコチン検出試験紙では検出不可能であっ

たニコチン 0.01mg/mL (20μg) を投与された

ラットの尿について、尿中コチニン量 EIA キット

を用いてニコチンの代謝産物の一つであるコチ

ニンを測定した。図 1 に示したように、対照群に

比べ胎仔期全排出ガス暴露群と胎仔期除塵排

出ガス暴露群の尿中コチニン量は約二倍であっ

た。ニコチン検出試験紙のニコチン、コチニンの

検出感度は各々5μg/mL, 2.5μg/mL, EIA
キットのコチニンの検出感度は 5ng/mLとされて

いる。ニコチンを投与されたラットの代謝速度を

検討する場合、EIA キットを用いる方法が有用

であることが示された。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

実験Ⅱ 尿中コチニン量測定時間の検討 
図 2 にニコチン 0.01mg/mL を 2mL 腹腔内

投与された 6 ヶ月齢雌ラットの EIA 法で測定し

た尿中コチニン排泄量の経時的変化を示した。

尿中のコチニンは、ニコチン投与 10 分後では

検出されず、15 分から 20 分後に著しく高くなり、

それ以降は比較的低い値で推移することがわか

った。ニコチンの代謝については、投与 20 分後

の尿を用いて比較検討する方法が良いことが示

された。
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酵素抗体法で測定した尿中コチニン量 
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実験Ⅲ  
１ ディーゼル排ガスを暴露したラットの尿中

コチニン排泄量 
図 3 に、胎仔期のみに全排出ガスあるいは除

塵排出ガスを暴露されたラット（妊娠している母

親ラットに暴露）並びに清浄空気下で飼育され

た対照群の雄ラット（各群6 匹）を用いて、生後6
ヶ月あるいは 10 ヶ月目にニコチンを腹腔内に投

与した場合の 20 分後の尿中コチニン排泄量を

示した。 
生後 6 ヶ月では、胎仔期のみに暴露されたラ

ット（全排出ガスあるいは除塵排出ガス）にニコ

チンを高濃度投与（200μg）した場合の尿中コ

チニン排泄量は、対照群に比べて有意に高か

った。また、ニコチンを低濃度投与（20μg）した

場合では、胎仔期に全排出ガスに暴露されたラ

ットの尿中コチニン排泄量は対照群・除塵暴露

群に比べて高かった。 
生後 10 ヶ月目は、暴露群と対照群との違い

が明瞭であった高濃度のニコチン投与実験を行

った。尿中コチニン排泄量は、両暴露群と対照

群の間に違いがなかった。時系列でみると、対

照群では生後 6 ヶ月目と同様の値であったが、

胎仔期暴露群（全排出ガスあるいは除塵排出ガ

ス）の尿中コチニン排泄量は生後 6 ヶ月目に比

べおよそ二分の一に減少していた。 
各ラットによって蓄尿量がことなることから尿中

のクレアチニンを測定し、クレアチニン補正後の

コチニン排泄量についても比較したが結果は上

記と同様であった。 
 
 
 
 
 
 

図 2 尿中コチニン排泄量の経時的変化 
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２ ラットの血中コチニン量 

図 4 に、胎仔期のみに全排出ガスあるいは除

塵排出ガスに暴露されたラット並びに清浄空気

下で飼育された対照群の雄ラット（各群 6 匹）を

用いて、生後 6 ヶ月あるいは 10 ヶ月目にニコチ

ンを腹腔内に投与した場合の 20 分後の血中コ

チニン量を示した。 

 対照群と胎仔期暴露群（全排出ガスあるいは

除塵排出ガス）の血中コチニンの量は生後 6 ヶ

月あるいは 10 ヶ月とも同様であった。また、ニコ

チンの投与量の影響はみられなかった。生後

10 ヶ月目におけるニコチン投与後の血中コチニ

ンの量は、生後 6 ヶ月目に比べて対照群と両暴

露群とも低かった。 
 
 
 
 
 
 

図 3 ニコチン 200、20μg 投与 20 分後のラット（6,10 ヶ月齢） の尿中コチニン量 
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Ⅳ 考察 

本実験では、胎仔期にのみ排出ガスに暴露（全排

出ガスあるいは除塵排出ガス）されたラットと実験期

間中清浄空気下で飼育された対照群のラットについ

て、肝臓のニコチンに対する解毒機能を比較検討し

た。ニコチンは吸収が速く、吸収されたニコチンは血

流に入り、主に肝臓内で大半が無毒であるコチニン

に変えられ腎臓から排泄される。ニコチンの生物学

的半減期は約2時間、コチニンは17時間とされてい

ることから 10,11)、受動喫煙の健康影響調査など日常

的な検査には尿中コチニンが指標として使われてい

る。 
胎仔期に暴露されたラットの生後6ヶ月目では、ニ

コチンを高濃度投与（200μg）した場合の尿中コチ

ニン排泄量は対照群に比べて有意に高かった。ニコ

チンの主代謝経路であるコチニンへの反応は薬物

代謝酵素チトクロム P450 の一分子種である

CYP2A6 が触媒する 10,11)。基本的な生体や生物細

胞の機能として暴露ないし吸収された化学物質を濃

度にあわせて排泄する能力をもっている。一方、戸

塚らは妊娠ラットを排出ガスに暴露し、その胎仔組織

中には多環芳香族炭化水素が有意に高かったこと

図４ ニコチン 200、20μg 投与 20 分後のラット（6,10 ヶ月齢） の血中コチニン量 
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から、排出ガスを直接吸入した母親ラットに取り込ま

れた化学物質は血流に入り、胎盤を介して胎仔に移

行し蓄積することを報告している 12)。チトクローム

P-450 系の薬物代謝酵素は脂溶性の高い化合物の

代謝に係わるが、基質特異性が低く非特異的に

種々の化合物を代謝することが知られており、多環

芳香族炭化水素もチトクローム P-450 系の酵素によ

って代謝される。これらのことから、胎仔期に排出ガ

スに暴露されたラットでは、体内に化学物質が蓄積

していることによって肝臓の解毒に係わる機構が発

達し、代謝酵素活性が高まりやすくなっていることが

考えられた。 
また、ニコチンを低濃度投与（20μg）した場合で

は、胎仔期に全排出ガスに暴露されたラットの尿中

コチニン排泄量は対照群・除塵暴露群に比べて高

かった。胎仔への多環芳香族炭化水素の蓄積量は

全排出ガスに暴露された場合の方が除塵排出ガス

に暴露された場合より高かった12)ことが関連している

と推察された。なお、コチニンの血中濃度は両暴露

群・対照群とも同様であったことから、ニコチンの腹

腔から血中への吸収には差はないと考えられた。 
胎仔期に暴露されたラットの生後 10 ヶ月目では、

尿中コチニン排泄量は対照群と同様であった。しか

し、10 ヶ月目の尿中コチニン排泄量を 6 ヶ月目と比

較してみると、対照群では生後 6 ヶ月目と同様の値

であったが、胎仔期に暴露された群の尿中コチニン

排泄量はおよそ二分の一に減少していた。肝臓は

加齢に伴って脂質代謝、特にリン脂質代謝が低下す

ることが知られている 5,6)。胎仔期に暴露されたラット

の生後 12 ヶ月目における肝臓のリン脂質含有量は

清浄空気下で飼育されたラットに比べ高かったことを

報告した。これらのことから、胎仔期に暴露されたラ

ットでは肝臓の加齢性変化が前倒しに進行し、肝臓

の解毒機能低下が生じていることが考えられた。解

毒機能の低下は体内に吸収された化学物質の毒性

発現の閾値を下げる結果になる。胎仔期に暴露され

たラットでは、加齢とともに発癌リスクが高まることも

推察される。また、発癌のみでなく、肝臓の代謝障害

は高脂血症や動脈硬化など種々の疾患の誘因とな

ることが知られており、胎仔期に起因する成人病とい

った概念が今後重要になってくると考えられる。 
生涯健康で生き生きとした人生を過ごすためには、

加齢による臓器障害の発生をできる限り低く抑え健

康寿命を長くすることが求められている。今後、加齢

に 伴 っ て 著 し く 減 少 す る 蛋 白 質

SMP30(Senescence Marker Protein-30／加齢指

標蛋白質 30)5,6,13,14,15)等の定量を行い、排出ガス暴

露が肝臓の加齢性変化を加速するメカニズムを明ら

かにし、環境改善を推進する科学的根拠を提示して

いく必要がある。 
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ディーゼル排出ガスの胎仔期暴露による免疫系への影響 
 

研究要旨 

 ディーゼル排出ガスの生体への影響を調べるため、妊娠ラットに排出ガスを暴露し、生まれた仔ラットの

免疫系への影響を検討した。その結果、サイトカイン IL-12 の血清中濃度は雌の除塵群で高い傾向が
みられたが、有意差はなかった。一方、体重についてみると、雌では排出ガス暴露群は対照群に比べ、

体重が有意に軽くなる結果が得られた。今後、測定項目を増やし、排出ガス暴露の影響について検討を実

施する予定である。 

 

Ⅰ 研究の目的 

 これまでに、妊娠した実験動物（ラット）にディー

ゼル排出ガスを暴露すると、胎仔の臓器、器官も

分化形成段階に排出ガスに間接暴露されることに

より、出生した仔はアレルギー反応を起こしやすい

体質になるなど免疫系を中心とした生体影響を受

けることを報告してきた 1,2)。しかし、これまでの実験

では検討した因子は特異的 IgE と胸腺ホルモンの

みであり、複雑な免疫系への影響を解明するため

にはさらに他の因子についても考察する必要があ

る。そこでサイトカイン（IL-4、IL-12、IFN-γ）など

他の因子についても測定を行い、排出ガスの免疫

機能への影響を解明することを目的として本研究

を行った。 

 

Ⅱ 実験方法 

１ 妊娠ラットへのディーゼル車排出ガスの暴露 

全排出ガス群： 

排気量 309cc の小型ディーゼルエンジン

(NFAD6)から排出するガスを、清浄空気で希釈後、

暴露チャンバー内に導入し、妊娠ラットに 1 日 6 時

間、週 5 日暴露し全排出ガス群とした。 

除塵群： 

ディーゼルエンジン排出ガスをヘパフィルター

（0.05 μm, 99.99%除去,日本無機）に通し、0.05 

μm 以上の粒子状成分を除去し、清浄空気で希

釈したガスを暴露した群を除塵群とした。 

対照群： 

清浄空気のみを暴露した群を対照群とした。 

各暴露チャンバー内の環境条件は表 1 に示した。 

 

 

２ 実験動物 

 妊娠 F344 ラット 9 匹を各群 3 匹に分け、妊娠 7

日目から 20 日目まで上記に示したそれぞれの条

件で暴露実験を行った。仔ラットは生後 3 週間まで

母ラットと共に清浄空気で飼育した。離乳後は、雌

雄を分け飼育し、生後 10 週で採血した。 

３ 血清中サイトカインの測定 

 血清中サイトカイン（IL-4、IL-12、IFN-γ）濃度

はELISAキット（BioSource International, Inc. USA）

を用いて測定した。 

 

Ⅲ 結果 

 IL-12 濃度は、雌の除塵群で高い傾向が見られ

たが、有意差はなかった（表 2）。ＩＬ-4、ＩＦN-γ濃

度は測定キットの検出限界（IL-4 2pg/mL、IFN-

γ 13pg/mL）以下であり、各群の差を比較するこ

とは出来なかった。また仔ラットの体重を生後10 週

で見ると、雌では全排出ガス群が対照群より少な

かった（表 3）。雄は全排出ガス群が 1 匹であること

から、比較はできなかった。 

表 1 各暴露チャンバー内の環境条件 

 粉塵濃度 NO2 

 (mg/m3) (ppm) 

対照群 - 0.02 

全排出ガス群 1.71 0.79 

除塵群 - 0.80 
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表 2 各群の生後 10 週の血清中 IL-12 濃度 

 雄（pg/mL） 雌（pg/mL） 

対照群 215±47 (n=10） 119±28 (n=10) 

全排出ガス群 212 (n=1) 124±17 (n=12) 

除塵群 201±43 (n=12) 140±23 (n=14) 

 

 

表 3 各群の生後 10 週の体重 

 雄（g） 雌（g） 

対照群 201±8 (n=10） 128±5 (n=10) 

全排出ガス群 192 (n=1) 119±6* (n=12) 

除塵群 195±7 (n=12) 126±5 (n=14) 

*：p<0.01 

 

Ⅳ 考察 

 アレルギー反応には免疫応答に関与する免疫

担当細胞のT細胞、B細胞が深くかかわっている。

T 細胞の 1 つにヘルパーT 細胞（Th 細胞）があり、

Th 細胞は Th1 細胞と Th2 細胞に分化する。Th１

細胞は、IL-12、IFN-γ、TNF-αなどを産生し、T

細胞や単球など貪食細胞の活性を高め、細胞性

免疫に関与する。Th2 細胞は、IL-3、IL-4、IL-5 な

どを産生し、液性免疫（抗体産生）に関与する。

IL-12、IFN-γは Th1 細胞の分化を制御し、IL-4

は Th2 細胞分化を制御し、IgE 抗体産生を増加さ

せる。したがって Th1 細胞より Th2 細胞が優位に

働き、Th1 とTh2 のバランスが崩れると、IgE抗体産

生が増加し、アレルギー体質になりやすいと考えら

れる。そこで、今回影響を受けやすい胎仔期に排

出ガスを暴露された仔ラットの血清中サイトカイン

を測定したが、暴露による影響は確認できなかっ

た。アレルギー反応は免疫に関する因子や血管透

過性など様々な要素が絡み合っておきている。今

後、測定項目（IL-1β、IL-2、胸腺ホルモンなど）

を増やし、また抗原を感作させる実験などを行う予

定である。 

 平成15 年10 月から“都民の健康と安全を確保す

る環境に関する条例”により首都圏では基準に適

合しないディーゼル車（トラック、バス）は走行出来

なくなり、所有者は適合車へ買換えるか、エンジン

に粒子状物質減少装置（DPF）を装着しなければ

ならなくなった。したがって、今後は全排出ガスで

はなく、DPF を装着したディーゼルエンジン排出ガ

ス暴露実験を行い、その影響を調べる必要があ

る。 
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第二章 大気中微小粒子の健康影響に関する研究 

 

Ⅰ．大気中微小粒子 PM2.5 のラジカル生成能について 

Ⅱ．大気中微小粒子 PM2.5 中の金属と血液成分との反応実験 

Ⅲ．大気中微小粒子暴露によるラジカル生成とヒト血漿への影響に関する

基礎的研究  

Ⅳ．大気中微小粒子暴露によるヒト血漿の凝固反応への影響  

Ⅴ．ディーゼル排出ガス中の揮発性有機化合物、準揮発性化合物、 

アルデヒド類及び多環芳香族炭化水素の分析 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 58 

大気中微小粒子 PM2.5のラジカル生成能について 
Aminophenyl Fluorescein (APF)を用いた検出法による検討 

 

 

研究要旨 

 大気汚染物質として近年注目されている粒径が 2.5 μm 以下の微小粒子(PM2.5)による健康影響について

は，心肺疾患に関する疫学的調査研究が増加し，その影響要因のひとつとして活性酸素種(ROS)への関

心が高まり，細胞や小動物を扱う実験的研究が増えつつある。しかし，この疫学的調査研究と実験的研究

の関連性をより明確にするため PM2.5 による ROS 生成量をモニタリングする研究はほとんどなく，その必要

性は高い。本研究の意図は，こうした疫学的調査研究が増加している背景を踏まえ，その作用機作解明へ

の実験的研究に通じる基礎資料とすることである。生体影響への関与がより顕著であり，PM2.5 に含まれる

遷移金属との関連が示唆されている ROS のひとつであるヒドロキシルラジカルを中心的な対象とした。電子

スピン共鳴法に比べより一般的な分析環境において定量できる方法として，dichlorofluorescein より特異性

が高く，開発されて間もない蛍光試薬 aminophenyl fluorescein (APF)を用いて，PM2.5 の ROS 生成を検討し

た。その結果，操作条件として，試薬調整時や採取したフィルター上から抽出する際は遮光が重要であり，

フィルターを浸潤するために添加するエタノールは ROS 生成を阻害することなどが判明した。これらの条件

により， Fe(Ⅱ)を標準物質とした直線状の検量線から，PM2.5 による ROS 生成を定量することが可能となっ

た。一方，PM2.5 の ROS 生成において重要な位置を占める PM2.5 中の Fe(Ⅱ)の定量では，Fe(Ⅱ)の酸化さ

れやすい性質によるモル吸光係数への影響や試料の保存温度の検討から，今回用いた方法より優れた定

量法を探る必要が明らかとなった。 

 

Ⅰ はじめに 

 粒子状物質による大気汚染が健康に与える悪

影響を対象とした疫学的調査研究は，肺がんや

心肺疾患の死亡率を扱った米国 6 都市調査

（Dockery et al., 1993）を代表のひとつとして，死

亡率・罹患率・救急外来者数などをエンドポイン

トにここ十年ほどの間に着実に増加している（de 

Hartog et al., 2003; Dusseldorp et al., 1995; 

Peters et al., 2001; Pope et al., 2002）。とくに近

年では，粒子状物質のうち粒径が2.5 μm以下で

ある微小粒子，いわゆる PM2.5 の重要性に注目

が集まり，また影響の視点が呼吸器の肺から循

環器の心臓に移動拡大して，さらには心電図・

心拍数・血液指標など心血管系に関する調査

研究が増えつつある（Dockery, 2001; Liao et al., 

1999; Pope et al., 2004）。しかし，死亡率はもと

より，心血管系への影響についてその作用機構

は依然不明のままであり，粒子状物質を起因と

するフリーラジカルなど酸化ストレスが要因のひ

とつとしてあげられている（Donaldson et al., 

2001, 2003）．反応性が高く生体関連でも重要な

ヒドロキシルラジカルやスーパーオキシドアニオ

ン な ど の フ リ ー ラ ジ カ ル は ， 活 性 酸 素 種

（reactive oxygen species：ROS）とも呼ばれ，都

市大気やディーゼル排気から採取された粒子

状物質によっても生成し，DNA の損傷との関連

でも報告されている（ Arimoto et al., 1999; 

Dellinger et al., 2001;  Donaldson et al., 1996, 

1997; Gilmour et al., 1996; Squadrito et al., 

2001）。 



 59 

 

 

 

都市大気中の PM2.5 には種々の金属元素が

含まれ，なかでも鉄はアルミニウムやカルシウム

と並ぶ量が含まれ，遷移金属としては最も多い

（Brook et al., 2002 ; Chan et al., 1999;  Chow 

et al., 1996 ; Kang et al., 2004; 栗田ら, 2003）。

また，粒子状物質中の金属による毒性について

は多くの報告があり（ Adamson et al., 2000; 

Costa & Dreher, 1997; Dye et al., 2001;  

Frampton et al., 1999），なかでも ROS との関連

（Ball BR et al., 2000; Ball JC et al., 2000; 

Donaldson et al., 2003; Frampton et al., 1999; 

Ghio et al., 1999; Gilmour et al., 1996; 

Goldsmith et al., 1998），とくに Fenton 反応に代

表される鉄と ROS との関連（Ball BR et al., 2000; 

Ghio et al., 1999; Gilmour et al., 1996）が指摘さ

れている。 

ROS のうちとくにヒドロキシルラジカルは，その

寿命も短いことから直接測定することは現状で

は無理であり，粒子状物質との関連で比較的よ

く用いられている測定方法は次の数種類である。

一つは，電子スピン共鳴(electron spin 

resonance: ESR, または電子常磁性共鳴:EPR と

も呼ばれる)装置を使用し，スピントラップ剤とし

て 5, 5-dimethlpyrroline-N-oxide(DMPO)などと

の反応生成から測定するもの（ESR スピントラッ

プ法という）で，粒子状物質との関連では以下の

方法に比べ多く報告されている（Dellinger et al., 

2001; Shi et al., 2003; Squadrito et al., 2001; 

Valavanidis et al., 2000）。二つめは，チオバル

ビタール酸（TBA）を用いた吸光光度法（Ball JC 

et al., 2000; Ghio et al., 1999; ）。三つめは，プ

ラスミド DNA と反応させコイル状になったもの定

量化する方法（Donaldson et al., 1996, 1997；

Gilmour et al., 1996）。また，細胞内DNA におい

てヒドロキシルラジカルの特異的損傷物質であ

る 8-hydroxydeoxyguanosine(8-OHdG)を検出す

る方法（Arimoto et al., 1999）。最後に，ラジカル

によって修飾基が変化して蛍光性をもつ物質と

なる蛍光試薬，例えば dichlorofluorescein(DCF)

などによる方法（Hung & Wang，2000）などがある。

このうち ESR スピントラッピング法はより直接的で

優れているが，ESR そのものがラジカル専用の

装置であり，分析機器の環境として分光光度計

などに比べあまり一般的ではない。ESR 以外の

方法は，どちらかといえば細胞など生体試料と

の関連で用いられことが多く，反対に疫学的調

査研究に用いれることはそれほど多くない。とく

に，蛍光試薬である DCF は薬品として入手しや

すく，また取り扱いもそれほど難しくないので，

食品など環境以外の分野でむしろよく使用され

ている。しかし，DCF は，ヒドキルラジカルをはじ

め，スーパーオキシドアニオンなど種々の ROS

によって蛍光する非特異性であり，その上最大

の欠点といえる自己酸化の程度が大きい性質が

O2
-
・ スーパーオキシドアニオン 1

O2 一重項酸素

HO・ ヒドロキシルラジカル H2O2 過酸化水素

HOO・ ヒドロペルオキシルラジカル LOOH 脂質ヒドロペルオキシド

LOO・ ペルオキシルラジカル HOCl 次亜塩素酸

LO・ アルコキシルラジカル O3 オゾン

NOO・ 二酸化窒素 Fe‐O2 complex

NO・ 一酸化窒素

ラジカル種 非ラジカル種

表 1  生体に関連する主な活性酸素種（服巻・池田, 2001を一部改変） 
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図 1  ROS による APF 試薬の構造変化（Setsukinai et al., 2003を一部改変） 

ある。それらを解決するため，新しい蛍光試薬と

して aminophenyl fluorescein (APF)

〔2-[6-(4’-amino) phenoxy-3H-xanthen-3-on 

-9-yl] benzoic acid〕が開発され（Setsukinai et al., 

2003），2003 年 8 月に第一化学薬品から市販さ

れた（長野ら，2003）。このような特性をもった

APF を用いて大気中微小粒子のラジカル生成

を扱った調査研究はこれまでになく，本研究に

より，APF を用いた定量方法を検討する意義が

ある。 

 大気汚染物質として注目される微小粒子 PM2.5

による健康影響について疫学的調査研究が増

加し，心肺影響を引起す要因の一つとして ROS

への関心がそれに応じて高まり，細胞や小動物

を扱う曝露実験が増えつつある中，PM2.5 による

ROS 生成量をモニタリングとして捉える研究は，

Shi et al.(2003)を除けばほとんどなく，疫学的調

査研究と実験的研究の関連性をより明確にする

調査研究の必要性は高い。本研究の意図は，

PM2.5 による健康影響を主題とした疫学的調査

研究が増加している背景を踏まえ，それらを支

持しかつその作用機作解明への基礎資料とす

るため，生体影響への関与がより顕著であり，

PM2.5 中の遷移金属などとの関連が示唆されて

いる ROS の一つであるヒドロキシルラジカルを中

心に扱い，ESR 法に比べより一般的な分析環境

において，DCF 法より特異性の高い定量法とし

て，開発されて間もない蛍光試薬 APF を用いて

PM2.5 のラジカル(ROS)生成を検討することであ

る。 

 

Ⅱ 材料と方法 

１ PM2.5 試料の採取 

 大気中微小粒子の試料採取には，粒径 2.5 

μm 以下の粒子を選別するインパクター（50％カ

ット特性）と捕集フィルターがセットされた一体型

の NILU フィルターホルダー（東京ダイレック社

製 PCI）を全天候型のシェルターに入れ使用し

た。本装置を本センター内の地上約５ｍの屋上

（３号館動物舎屋上）に設置し，毎分 20 L の流

量で 72 時間吸引する条件により平成 16 年 1 月

から 3 月の期間に試料採取した。捕集用のフィ

ルターは，テフロン材質で孔径 2 μm，直径 47 

mm のサポートタイプであるゼフロア（Pall 社製 

Zefluor）を使用した。試料採取前後のフィルター

は，ペトリスライド（Millipore 社製 PD15047）内に

一時的に保管にした。後述する保存時の温度

条件を検討する場合を除き，ＰＭ2.5 採取後のフ

ィルターは，以下の実験に基づく操作に直ちに

用いた。 
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２ 試薬及び器具 
 ROS の検出に用いた蛍光試薬は，第一化学

薬 品 社 製 の aminophenyl fluorescein (APF)

〔 2-[6-(4’-amino) phenoxy-3H-xanthen-3-on 

-9-yl]benzoic acid〕を使用した。ROS 発生や

Fe(Ⅱ)の定量に関連して用いた標準試薬として，

硫酸第一鉄，過塩素酸第一鉄，及び過塩素酸

第二鉄，そして APF の溶解や採取した微小粒

子の溶出に用いたリン酸緩衝液（ pH7.4） は

Aldrich 社製を使用した。過酸化水素は和光純

薬社製の原子吸光分析用のものを，エタノール

は関東化学社製の蛍光分析用をそれぞれ使用

した。また，Fe(Ⅱ)の比色定量においては，錯生

成 試 薬 で あ る 2-nitroso-5-[N-n-propyl-N- 

(3-sulfopropyl)amino]phenol (PSAP) （同仁化学

社製）を使用した。  

 採取したＰＭ2.5 試料を超音波抽出する際に用

いた，ポリプロピレン製の 15 ｍL 遠沈管（キャッ

プ付）は，Kendall 社製の金属フリーのものを使

用した。 

試薬の溶解や希釈，及び器具の洗浄などに

は，蒸留水を再度イオン交換した高純度水

（Milli-Q）を用いた。 

３ ROS の定量 

 採取した PM2.5のROS 生成量を定量することを

目的に，まずフィルター上から溶液に抽出する

操作から開始し，以下の手順に従った。なお，

従来は抽出の終了後に抽出液と蛍光試薬を混

合するのに対し，ここでは後述の理由から蛍光

試薬を抽出のための溶液として直接用いている。

N,N-dimethlformamide 0.47 ｍL に溶解した 1 

mg APF（濃度 5 ｍM 相当）を 100 μM 過酸化水

素を含む 0.1 M リン酸緩衝液中に希釈して最終

濃度 5 μm の APF 溶液を抽出操作の直前に調

製した。二連の実験とするため，PM2.5 採取後直

ちにフィルターを半分に裁断してそれぞれ別の

15 ｍL 遠沈管に入れ，この APF 溶液を 14 ｍL

添加して密栓し，暗所で超音波抽出を行った。

必要な抽出時間を明らかにするため，所定の時

間ごとに一部の抽出液をディスポーザルの

PMMA 製セミミクロセルにピペット採取し，励起

波長490 nm，蛍光波長515 nmで分光蛍光光度

計（日本分光社製 FP－777）により測定した。

APF が ROS により構造変化する図式は図１のと

おりである（Setsukinai et al., 2003）。測定は試料

ごとに３回行い，その平均値を使用した。比較の

ため，APF 溶液のみ（ブランク），未使用フィルタ

ーに APF 溶液を添加したもの（フィルターブラン

ク），及び APF 溶液に 1 μM の Fe(Ⅱ)，または

Fe(Ⅲ)溶液も併せて測定した。Fe(Ⅱ)は，過酸

化水素との反応により，式(1)に示すヒドロキシル

ラジカルが生成するため（Fenton 反応），標準物

質の役割とした。Fe(Ⅲ)は，式(2)に示すスーパ

ーオキシドアニオンが生成する（Henle & Linn，

1997）ため，比較の物質とした。 

Fe2+ + H+ + H2O2 → Fe3+ + H2O + O・  (1) 

Fe3+ + H2O2 → Fe2+ + 2H+ + O2
－・    (2) 

さらに，0 から 1 μM 程度の範囲内で Fe(Ⅱ)を標

準溶液として数種類用意し，上記と同様に蛍光

強度を測定して検量線を作成した。したがって，

PM2.5 等の ROS 濃度は，この検量線に基づき

Fe(Ⅱ)相当の濃度として求めた。ただし，本報告

では抽出時の経時的変化を重視したため，蛍光

強度の数値をそのまま記載し Fe(Ⅱ)相当の各

ROS 濃度を表示してないが，同時測定した1 μM 

Fe(Ⅱ)の蛍光強度からおよその ROS 濃度が判

断できるとした。 

 採取したフィルターの抽出液の妥当性を検討

するため，上記の APF 溶液の替わりに，高純度

水あるいはリン酸緩衝液で超音波抽出し，所定

の時間ごとに採取した抽出液と APF 溶液とを混

合してから，上記の蛍光強度を測定した実験に

ついても行った。しかし，これらを抽出液とする

方法は今後使用していく上で良好な結果でなか

ったので，ここでは高純度水の実験についてだ

けを結果に示した。また，操作条件において最
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図 2  超音波抽出に伴う 5 μM APF 溶液（100 μM H2O2 を含む）の経時的蛍光度変化 

終的に重要となった超音波抽出時などにおける

遮光の重要性についても，併せて結果の項で

記述する。 

４ Fe(Ⅱ)の定量 

 Fe(Ⅱ)は，粒子状物質に含まれていることが知

られている（Donaldson et al., 1996；Valavanidis 

et al., 2000；Shi et al., 2003）。そのため，前述し

た式(1)のとおりROS の重要な発生源のひとつで

あり，Fe(Ⅱ)を定量することはROS 生成を間接的

に把握することでもある。そこで，Fe(Ⅱ)を定量

するため，以下の操作を行った。ROS の定量操

作と同様，ここでも抽出液として発色試薬である

PSAP を直接使用した。 

二分割した採取後のフィルターを別々に 15 

ｍL 遠沈管に入れ，直前に調製した 500 μM 

PSAP 溶液を加え超音波抽出を行った。必要な

抽出時間を明らかにするため，所定の時間ごと

に一部の抽出液をディスポーザルの PMMA 製

セミミクロセルにピペット採取し，分光光度計（島

津製作所社製UV－2500PC）により756 nm の波

長を比色定量した。比較のため，PSAP 溶液の

み（ブランク），未使用フィルターに PSAP 溶液を

添加したもの（フィルターブランク），及び PSAP

溶液に 20 μM Fe(Ⅱ)を添加したものを併せて測

定した。また，標準溶液として 0 から 20 μM 程度

の範囲内でFe(Ⅱ)溶液を数種類用意し，同様に

測定して作成した検量線から Fe(Ⅱ)濃度を求め

た。 

加えて，Fe(Ⅱ)が酸化されやすいことから，

PM2.5 を採取したフィルターの保存温度を検討す

るため，フィルターを二分割してそれぞれペトリ

スライドに入れさらにアルミフォイルで包んで，片

方は室温で放置し，もう片方はマイナス 20℃以

下のフリーザー内に保管して，6 日間経過した

試料を使って Fe(Ⅱ)量を比較測定した。 

 

Ⅲ 結  果 

１ 遮光していない条件での ROS 量変化 

 2 試料の PM2.5 採取フィルターを各二分割した

もの，ブランクフィルター，及び 1 μM の Fe(Ⅱ)

溶液をそれぞれ入れた遠沈管に APF 溶液 14 

ｍL ずつを加え，APF 溶液のみを入れた遠沈管
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図 3  高純度水を用いた超音波抽出における各抽出時間の抽出液に APF 溶液を添加した直後の 

蛍光度変化（遮光した条件のもと） 最終濃度 5 μM APF（100 μM H2O2 を含む） 

（ブランク）とともに室温で超音波抽出した。この

抽出液を時間ごとに 1 ｍL ずつ採取してその蛍

光強度を測定した（図 2）。二分割した 2 試料の

計 4 つの蛍光強度（図 2 の試料 1a, 1b, 2a, 2b）

は抽出時間とともに急速に増加した。二分割し

た試料における蛍光強度の差は，試料1 が最大

4%弱，そして試料2 が最大20%弱であった。一方，

ブランク及びフィルターブランクは，試料に比べ

れば明らかに緩い傾きをもって直線的に増加し

ている。しかし，この相対的に緩やかな蛍光強

度の増加を，初期値(抽出 0 分)に対する最終的

な増加の割合としてみると，試料それぞれ30%以

上と 50％以上となり，小さいものではない。また，

抽出開始直後に 1 μM Fe(Ⅱ)の蛍光強度は 770

を示し，ブランクの初期値 305 に比べはるかに

高くなったが，その後ゆるやかな勾配に落ち着

いている。これは，APF 溶液を暗所で調製して

いないこと，そして抽出に使用した遠沈管がポリ

プロピレン製のため半透明であるものの，長時

間にわたる超音波抽出時に遮光していないこと

による APF の自己励起が原因と考えられる。そ

の理由のひとつは，1 μM Fe(Ⅱ)における抽出後

半の蛍光強度の傾きと，ブランク及びフィルター

ブランクにおけるそれとが非常に似通っているこ

とである。どちらもフィルター上の ROS 生成とは

ほとんど，あるいはまったく無縁であるため，増

加の勾配が互いに類似していると考えられる。と

りわけ，APF 溶液における蛍光強度の初期値が

300 以上であるのに対し，以下に示す遮光した

条件下における実験の場合（蛍光強度の初期

値は高々50 程度）に比べ，6 倍以上高くなって

いる。したがって， APF 溶液の調製時や時間を

要する超音波抽出の間など，可能な限り遮光し

た条件において ROS 定量を検討する必要があ

る。以下に示すすべての結果は，遮光した条件

において行ったものである。 

２ 高純度水抽出による ROS 量変化 

捕集したフィルターからの超音波抽出に APF

溶液ではなく高純度水を用いて，前述とおり遮

光して抽出を行い，時間ごとに抽出液の一部を

採取した後に APF 溶液と混合し，その蛍光強度

を測定した。ここでは，試料，フィルターブランク，

及びブランクについて，それぞれ 2 本の平均値

をプロットした（図 3）。抽出 10 分から 180 分まで



 64 

20

40

60

80

100

120

0 60 120

反応時間（分）

蛍
光
度

1μM Fe(Ⅱ）+100μM HP*

1μM Fe(Ⅱ）+ 10μM HP

1μM Fe(Ⅲ）+100μM HP

Blank

 

図 4  10 µM または 100 µM 過酸化水素の存在下で 1 µM Fe(Ⅱ)あるいは Fe(Ⅲ)と反応 
した 5 µM APF 溶液の蛍光度変化（遮光・静置条件） ＊HP：過酸化水素 

にかけ，3 者すべての蛍光強度がほぼ同様な傾

きで上昇している。試料の蛍光強度は，ブランク

とフィルターブランクに比べ高い値を示すが，抽

出の最後（抽出 180 分）でその差はむしろ小さく

なっている。全体としてグラフ変化に図 2 のよう

な滑らかさがない一因は，抽出液と APF 溶液の

混合による誤差と考えられる。したがって，試料

の蛍光強度に匹敵するほどのブランクやフィル

ターブランクの高い数値，及び APF 溶液との混

合によると思える誤差から判断すると，高純度水

を抽出に用いるのは適当でないと考えられ，材

料と方法で記載したとおり APF 溶液を直接抽出

液とし，以下の実験では使用した。 

３  ROS 量と反応時間，過酸化水素濃度，

Fe(Ⅲ)との関連 

 試薬調製や抽出などの操作過程において，遮

光の重要性や APF 溶液との混合誤差などの問

題点がこれまでに明らかとなった。ここでは，

PM2.5から生成する ROS に対して APF がどう反

応していくかを経時的にみるための理想モデル

として，Fe(Ⅱ)と過酸化水素による Fenton 反応

から生成するヒドロキシルラジカルと APF との反

応を追跡した。加えて，Fe(Ⅱ)に添加する過酸

化水素濃度による反応の違い，及び式(2)で示し

た Fe(Ⅲ)と過酸化水素による生じるスーパーオ

キシドアニオンと APF とが反応しないこと

（Setsukinai et al., 2003）についても検討した。 

  したがって，上記の 1)と 2)と異なり，超音波抽

出でなく静置した20 ｍL メスフラスコ内における

反応（遮光した条件）について，時間を追ってそ

の蛍光強度の変化を調べた（図 4）。Fe(Ⅱ)との

反応では，10 μM と 100 μM 過酸化水素どちらの

蛍光強度も APF との混合後すぐに上昇し，その

後ゆっくりと増加しながら反応時間120 分頃にほ

ぼ一定となっている。詳細にみると，混合直後か

ら 120 分までの蛍光強度の変化は，10 μM 過酸

化水素が 51.6 から 72.8 であるの対し，100 μM

の場合は101から114とより急速に増加して安定

化する傾向が強く，最終の蛍光強度も 100 μM

の方が約 1.6 倍高かった。一方，Fe(Ⅲ)とブラン

クとの反応では，時間経過に伴いどちらもやや

増加の傾向にはあるがその程度は大きくなかっ
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図 5  100 µM 過酸化水素を含む 5 µM APF 溶液で 4 時間にわたり超音波抽出 

したときの蛍光度に与えるエタノールの影響  *Eｔ：エタノール 

た。Fe(Ⅲ)の最終の蛍光強度もブランクに比べ，

大きく異なることはなかった。これらのことから，

過酸化水素濃度は 10 μM より 100 μM が適当で

あり， Fe(Ⅲ)による ROS 生成はほとんど無視す

ることができ，APF による蛍光強度測定には反

応に 120 分間以上が必要なことが明らかとなっ

た。 

４  ROS 生成におけるエタノールの影響 

 一般的に，疎水性であるテフロンフィルターか

ら捕集した試料を容易に溶出させるため，微量

のエタノールでフィルターを浸潤してから，高純

度水や水溶液で抽出する方法がある。しかし，

添加したエタノールによって，PM2.5 の ROS 生成

に影響があるか検討する必要がある。そこで，半

分にカットしたフィルターを浸潤させる程度の量

である140μLのエタノールをフィルター全体にな

じませ，すぐに APF 溶液を加えて，超音波抽出

した。そして，時間を追ってその蛍光強度の変

化について，エタノール処理をしていない APF

溶液と比較した。 

蛍光強度の経時的変化はここに示してないが，

これまでの図2 や図4 とほぼ同様であった。超音

波抽出 4 時間後の蛍光強度について比較した

ものを図 5 に示す。エタノールの添加によって，

すべてにおいて蛍光強度が添加しない場合に

比べ高くならなかった。その減少の程度は，1 

μM Fe(Ⅱ)の場合がとくに顕著で 60%弱，試料 1

と 2 で 10%弱，そしてブランクとフィルターブラン

クでともに約11%であった。したがって，抽出のた

めにエタノールを事前に添加することは，APF を

用いた実験系では不適であることが判った。 

５  ROS 定量の検量線 

 これまで試料であるフィルター上の PM2.5 に対

する超音波抽出に必要な時間とその ROS の生

成量との関係を主に把握するため，測定値とし

て蛍光強度について検討してきた。本テーマの

目標のひとつは，このROS の生成を定量的に把

握することであり，そのためには物差しとなる検

量線が必要であり，その一例を図 6 に示す。ここ

では，Fe(Ⅱ)の濃度が 1μM 以下で直線となる検

量線を示したが，これまでの実験では 5 μM 以上

になると直線的でなくなる傾向があり，試料の濃

度によっては希釈などの必要性が生じることが

判明している。 
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図 6  各濃度の Fe(Ⅱ)と反応した 5 µM APF 溶液(100 µM 過酸化水素を含む)の 
蛍光度による検量線 

 

６  Fe(Ⅱ)の定量及びフィルター保存条件 

 本報告では，PM2.5 の ROS の生成について

Fe(Ⅱ)を標準物質とした観点でみている。そこで，

実際 PM2.5 中にどれほどの Fe(Ⅱ)が含まれてい

るかを知ることは，ROS 生成に密接した発生源

を把握するだけでなく，それ以外の物質から起

因した ROS 生成を探る手掛かりともなる。そこで，

PSAP 試薬を用いて，ROS の定量と同様，超音

波抽出における経時的変化を検討した。併せて，

試料の保管条件が ROS 生成に影響するとの報

告もある（Hung & Wang, 2000）ことから，PM2.5 を

採取したフィルターを二分割しペトリスライドに入

れアルミフォイルで包み，片方は室温で，他方

はマイナス 20℃以下のフリーザー内にそれぞれ

6 日間保存した試料についても比較を行った。 

保存温度の異なる PM2.5 採取フィルターとブラ

ンクフィルター，及び20 μM Fe(Ⅱ)溶液を入れた

それぞれの遠沈管に PSAP 試薬を加え，PSAP

試薬のみを入れた遠沈管とともに密栓して超音

波抽出した。この抽出液を時間ごとに 1 ｍL ず

つ採取してその吸光度を測定した（図 7）。ブラ

ンク及びフィルターブランクの吸光度は，抽出

240 分までほとんど変化なく，保存温度に依存し

ていない。一方，試料 1 と 2 の吸光度は，抽出

30 分位まで急激に増加し，抽出180分以降はほ

ぼ横這いとなった。これらの吸光度における経

時的変化の様子は，保存温度に依存しないで

同様であった。しかし，室温で保存した試料は 2

試料ともその吸光度が，フリーザー内で保管し

た試料の吸光度に比べ明らかに低く，抽出直後

を除けば，試料 1 で 4.0～8.2％，そして試料 2

では 13～18％低下している。また，注目すべき

は 20 μM Fe(Ⅱ)の吸光度変化であり，抽出時間

が進むに従いゆるやかな勾配であるものの直線

的に減少（240 分で約6%）したことである。これは，

PSAP 試薬と Fe(Ⅱ)で生成した錯体のわずかな

不安定さを示す問題点と考えられる。 
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図 7  室温またはマイナス 20℃で 6 日間保存したフィルター上の PM2.5 試料を500 µM PSAP溶液

で超音波抽出したときの Fe(Ⅱ)相当の吸光度変化    ＊FRZ：－20℃保存 

 

 PSAP試薬におけるもうひとつの問題点と
して，検量線にかかわるものがある。今回の

条件における 0 µMから 20 µM範囲のFe(Ⅱ)
は，その吸光度との関係が良好な直線状の検

量線を示し，モル吸光係数は 2.1× 104 
dm3/mol･cmであった。しかし，PSAP試薬
を開発した斉藤ら（1981）が報告している
4.5×104 dm3/mol･cmに比べると半分以下で
あり，検討の余地を与えるものである。 
 

Ⅳ 考  察 

 大気中微小粒子 PM2.5 から生成するROS の定

量について，ESR による方法（Shi et al., 2003；

Valavanidis et al., 2000）に比べより一般的な分

析環境で実施でき， かつ DCF による方法

（Hung & Wang, 2000）に比べより特異的に ROS

と 反 応 す る 方 法 と し て ，  APF 蛍 光 試 薬

（Setsukinai et al., 2003）を用いて検出できること

がはじめて判明した。しかし，いくつかの考慮す

べき点も明らかになった。そのひとつは APF の

自己酸化についてであり，蛍光灯下で 2 時間半

放置した APF 蛍光強度の上昇（自己酸化）は 1

未満とする報告（Setsukinai et al., 2003）に対し，

日射や蛍光灯がある通常の環境下で行った本

実験において APF 溶液の蛍光強度は経時的に

上昇することが確認され（図 2），APF 溶液の調

製時や ROS 生成の反応時などにおける遮光の

重要性が明らかとなった。  

 もうひとつの問題点は，抽出液と反応時間に

関連する。日射や蛍光灯を遮光した条件下であ

っても，大気中微小粒子を採取したフィルター

から高純度水を使って超音波抽出し，APF 溶液

と反応させた試験では，安定した蛍光強度は得

られなかった（図 3）。そして，APF 溶液と標準物

質とした Fe(Ⅱ)溶液とによる理想的な反応モデ

ルにおける反応時間に関する実験結果（図 4）

から，図 1 に示す蛍光物質の生成には静置した

状態で 2 時間以上の反応時間が必要であり，

APF 試薬との混合直後では蛍光強度の不安定

さが明らかとなった。これら，蛍光試薬との混合

による希釈誤差と蛍光強度の安定性を考慮する

と，APF 溶液を直接抽出液としない高純度水な

どを用いた抽出操作方法は，遮光した条件でも

適当ではない。その結果，遮光した条件で APF
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溶液を直接抽出液とすることが，フィルター上に

採取した PM2.5 による ROS 生成を定量するため

に不可欠と言える。 

代表的なROSのひとつであるスーパーオキシ

ドアニオンは，式(2)に表した Fe(Ⅲ)と過酸化水

素の反応において生成する（Henle & Linn，

1997 ） 。一方，大気中の粒子状物質には，

Fe(Ⅱ)に比べ Fe(Ⅲ)が多く含まれているので

（ Donaldson et al., 1996 ； Valavanidis et al., 

2000；Shi et al., 2003），Fe(Ⅲ)と APF 溶液による

蛍光について検討した（図 4）。暗所で溶液を混

合し静置した（超音波抽出ではない）実験にお

いて，スーパーオキシドアニオンの生成による

APF との反応はほとんど無視できるレベルであり，

既報（Setsukinai et al., 2003）による APF の特性

を支持するものであった。したがって，広範囲な

種類のROS に反応するDCF に比べ，APF 試薬

は ROS をより特異的に定量できることが確認で

きた。 

 次に，抽出に用いる高純度水や APF 溶液など

の抽出液の添加に先立って加えるエタノールが，

ROS 発生に与える影響を検討した（図 5）。これ

は，微量のエタノールでテフロンフィルターを浸

潤した後に，高純度水などを加えて効率的に抽

出する方法の可否を考慮したからである。その

結果，ブランク，フィルターブランク，試料，そし

て Fe(Ⅱ)溶液のすべてにおいて，程度の差はあ

るがエタノールの添加によって APF の蛍光が阻

害されることが判明した。中でも Fe(Ⅱ)溶液を添

加している場合が，阻害の割合が最も大きかっ

た。エタノールの添加により，スピントラップ剤で

ある DMPO を用いた ESR 法ではヒドロキシルラ

ジカルが別のラジカルになり DMPO と反応して

阻害することが指摘されている（Shi et al., 2003；

Yamazaki & Piette, 1990）。本研究では DMPO

を用いてないが，APF との反応においてもエタノ

ールが ROS の生成を妨害していることが推察さ

れた。したがって，疎水性であるテフロンフィル

ターを用いる場合は，エタノールを使用しない

抽出法を選択する必要がある。 

 本テーマの目標は，大気中の微小粒子による

ROS 生成を定量的に把握することである。その

ためには，通常の分析法と同じく標準となる物質

が必要であり，測定によって得た強度とそれに

対応する濃度から表される検量線から未知濃度

を推定するのが一般的である。したがって，本研

究では，前述してきたように Fe(Ⅱ)溶液を標準

物質として，過酸化水素とのFenton 反応に基づ

いた APF の蛍光強度による検量線とした（図 6）。

一方，大気中の粒子状物質には Fe(Ⅱ)が含ま

れている（Donaldson et al., 1996；Valavanidis et 

al., 2000；Shi et al., 2003）。そこで，この Fe(Ⅱ)

量を把握することは，その ROS 生成を理解する

ための重要な証拠の一つとなることから，ここで

はPSAP試薬を用いたFe(Ⅱ)濃度の定量を試み

た（図 7）。PSAP 試薬は，都市大気中の PM2.5 に

おいて鉄と供に存在する銅・ニッケル・コバルト

（Brook et al., 2002 ; Chan et al., 1999;  Chow 

et al., 1996 ; Kang et al., 2004; 栗田ら, 2003）

が共存しても，影響をほとんど受けず感度が高

い試薬である(斉藤ら, 1981)。PSAP 試薬を抽出

液としてその吸光度の経時的変化と併せ，採取

したフィルターの保存温度（室温と－20℃以下）

についても検討した。その結果，Fe(Ⅱ)濃度を

代弁する吸光度変化の様子は，前述した ROS

生成の蛍光強度変化の様子におよそ近かった。

しかし，注目すべきは 20 μM Fe(Ⅱ)の吸光度変

化であり，抽出時間が進むに従い直線的にや

や減少した。また，本条件における検量線のモ

ル吸光度係数は，原著（斉藤ら, 1981）の半分以

下であった。これらは，PSAP 試薬と Fe(Ⅱ)とによ

って生成した錯体の不安定さを示すと考えられ

る。 

得られたもうひとつの結果は，室温で保存し

た試料は 2 試料ともその吸光度が，フリーザー

内で保管した試料の吸光度に比べ明らかに低く，
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その低下の割合は 4～18％であった。Hung & 

Wang(2000) は，採取 1 時間後における粒子状

物質の ROS に対し，同 115 時間後のそれは 27

から 38%であったとしている。Fe(Ⅱ)自体は反応

性が高く，空気中の酸素などで簡単に酸化され

てしまう。そのために，より温度の高い条件で長

期間の保存は避けらなければならないことをこ

れは示す。斉藤ら(1981)は，アスコルビン酸を

Fe(Ⅱ)の標準溶液における還元剤として添加し

ていることから，粒子中の Fe(Ⅱ)を定量すること

を意図していたとは思えない。その理由は，

PM2.5中には Fe(Ⅲ)が Fe(Ⅱ)より多く含まれてい

る（Donaldson et al., 1996；Valavanidis et al., 

2000；Shi et al., 2003）からである。標準溶液に

還元剤を用いない場合，20 μM Fe(Ⅱ)の吸光度

は 3 時間後に 55%減少したとする報告がある（橋

本, 1982）。ROS 生成を定量するために用いた

超音波抽出に 3～4 時間が必要であった本研究

結果を加味すれば，PSAP 試薬を使用する妥当

性が損なわれたといえ，さらに，吸光分光分析

に関する最近の総説（杉岡ら, 2004）において

Fe(Ⅱ)イオンの項に PSAP の記載はないことから，

他の定量法を今後検討する必要があろう。 

 今回，Fe(Ⅱ) とヒドキシルラジカルによる

Fenton 反応を取上げ，さらに Fe(Ⅲ)によるスー

パ ーオキシドアニオンを検討した。しかし，

Yamazaki & Piette(1990) は，Fe(Ⅱ)とヒドキシル

ラジカルとの反応には，Fenton 反応を含め 3 つ

の反応系の存在を指摘し，かつそのうちのひと

つの反応系で Fe(Ⅲ)が反応を阻害することを指

摘している。また，これらのラジカル以外に，

PM2.5 にはセミキノンラジカルが存在(Dellinger et 

al., 2001; Squadrito et al., 2001 )し，数ヶ月それ

は安定している(Squadrito et al., 2001)という報

告がある。その上，PM2.5 より粒径の大きい粗大

粒子，いわゆる PM2.5-10 との比較において，その

水溶性と不溶性物質のどちらがより生物活性を

低下させるか，まだ決着がついていない。ROS

に関する研究は古くからある一方で，粒子状物

質の ROS における比較的最近のテーマにおい

てまだ解決していない問題は数多く，さらに今

後の取組みが必要と思われる。 
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大気中微小粒子 PM2.5中の金属と血液成分との反応実験 
 

研究要旨 

大気汚染物質である粒径が 2.5 μm 以下の微小粒子(PM2.5)によって生成するフリーラジカルや活性酸素

種に着目した。これらは，最近報告が増加している心肺疾患に関する疫学的調査研究や実験的研究の主

要テーマのひとつである。しかし，疫学的調査研究と実験的研究の関連性をより明確にするために必要な

ことは，PM2.5 によるこれらの生成に関するモニタリング研究と考えられるが，実際に行われている調査研究

がほとんどないのが現状である。本研究の意図は，モニタリングへの応用を目指し，遷移金属が PM2.5 に含

まれてるいる事実を踏まえ，それによって生成するフリーラジカルや活性酸素種を蛍光試薬である

aminophenyl fluorescein (APF)と，APF とはやや性質の異なる hydroxyphenyl fluorescein (HPF)を併せて用

いることによって，生体と密接な関係がある過酸化水素や血清アルブミンなどの血液成分とPM2.5がどのよう

に関連するか検討することである。本研究の結果では，PM2.5 による Ferrozine 溶液の呈色反応と，HPF に

おける過酸化水素の添加の有無による蛍光強度の差異から，生体への影響が強いヒドロキシルラジカルの

生成が PM2.5 によって生じることが示唆された。また，APF と HPF との並行試験結果から，ヒドロキシルラジ

カルの他に次亜塩素酸やペルオキシナイトライトの生成が予測されたが，monochlorodimedon による吸光

度分析から次亜塩素酸でないことが示唆された。生体における抗酸化物質モデルとして採用したウシ血清

アルブミンの添加量を変え，PM2.5 による蛍光強度の変化を調べると，ウシ血清アルブミン添加量が増加す

るに従い，フリーラジカルや活性酸素種の生成を示す蛍光強度の増加が抑制された。これらの結果から，

ヒドロキシルラジカルを代表とするフリーラジカルや活性酸素種が PM2.5 から生成し，生体へ悪影響を及ぼ

すことが示された。 

 

Ⅰ はじめに 

 近年，大気汚染物質のひとつである粒子状

物質のうち，粒径が 2.5 μm 以下である微小粒子，

いわゆるPM2.5の重要性に注目が集まっている。

これは，粒子状物質の健康影響への視点が，呼

吸器としての肺から心臓をはじめとする循環器

に移行拡大しており，心電図・心拍数・血液指標

など心血管系に関する調査研究の増加にもみ

てとれる（Dockery, 2001; Liao et al., 1999; Pope 

et al., 2004）。心血管系への影響についてその

作用機構は未解明のままであるが，粒子状物質

を起因とするフリーラジカルや活性酸素種

（reactive oxygen species）による酸化ストレスが

要因のひとつとしてあげられている（Donaldson 

et al., 2001, 2003）。反応性が高く生体との関連

でも重要であるフリーラジカルや活性酸素種は，

生体内での発生だけでなく都市大気やディーゼ

ル排気から採取された粒子状物質によっても生

成 し ，DNA の 損傷 などが 報告さ れて いる

（Arimoto et al., 1999; Dellinger et al., 2001;  

Donaldson et al., 1996, 1997; Gilmour et al., 

1996; Squadrito et al., 2001）。代表的なフリーラ

ジカルであるヒドロキシルラジカルの生成は，

Fenton 反応として Fe(Ⅱ)と過酸化水素との反応

によることがよく知られている（式 1）。 

  Fe2+ + H+ + H2O2 → Fe3+ + H2O +OH・  (1) 

この他，生体影響との関連でよく知られている活

性酸素種を含め，表 1 に掲げる。 

一方，都市大気中の PM2.5 には種々の金属元

素が含まれ，なかでも鉄はアルミニウムやカルシ

ウムと並ぶ量が含まれ，遷移金属としては最も多

い（Brook et al., 2002 ; Chan et al., 1999;
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Chow et al., 1996 ; Kang et al., 2004; 栗田ら, 

2003）。また，粒子状物質中の金属とフリーラジ

カルや活性酸素種との関連（Ball BR et al., 

2000; Ball JC et al., 2000; Donaldson et al., 

2003; Frampton et al., 1999; Ghio et al., 1999; 

Gilmour et al., 1996; Goldsmith et al., 1998）のう

ち，とくに Fenton 反応に代表される鉄との関連

が報告されている（Ball BR et al., 2000; Ghio et 

al., 1999; Gilmour et al., 1996）。 

最近，フリーラジカルや活性酸素種の生成を

把握するために新たに開発された蛍光試薬で

ある aminophenyl fluorescein (APF)   

〔2-[6-(4’-amino)  phenoxy-3H-xanthen-3-on 

-9-yl] benzoic acid〕と hydroxyphenyl fluorescein 

(HPF)〔2-[6-(4’-hydroxy) phenoxy-3H- 

xanthen-3-on-9-yl]benzoic acid〕 （Setsukinai  

et al., 2003）が，2003 年 8 月に第一化学薬品か

ら市販された（長野ら，2003）。特に APF と HPF

では，表 2 に示すように蛍光試薬の特性が異な

り，両方を同時に用いることで活性酸素種のひと

つである次亜塩素酸等の検出が可能となった。

このような特徴をもった蛍光試薬を用いて大気

中微小粒子のフリーラジカルや活性酸素種の生

成を扱った調査研究はこれまでになく，本研究

によって検討する意義がある。 

大気汚染物質として注目される微小粒子 PM2.5

による健康影響について疫学的調査研究が増

加し，細胞や小動物を扱う曝露実験が増えつつ

ある中，心肺への悪影響を引起す要因の一つと

してフリーラジカルや活性酸素種への関心が高

まっている。しかし，PM2.5 によるフリーラジカル

や活性酸素種の生成をモニタリングとして捉える

研究は，Shi et al.(2003)以外にはなく，疫学的調

査研究と実験的研究の関連性をより明確にする

調査研究の必要性は高い。本研究の意図は，

平成15 年度に続き， PM2.5中の遷移金属などと

の関連が示唆されているフリーラジカルや活性

酸素種を対象とし，今年度の特徴として，蛍光

試薬であるAPF に加えてHPF を用い，生体と密

接な関係がある過酸化水素や血清アルブミンな

ど血液成分との関連から検討することである。 

 

Ⅱ 材料と方法 

１ PM2.5試料の採取 

 大気中微小粒子の試料採取には，粒径 2.5 

μm 以下の粒子を選別するインパクター（50％カ

ット特性）と捕集フィルターを共にセットできる一

体型のフィルターホルダー（柴田科学社製

NWPS－35HS） と吸引ポンプ（柴田科学社製

Σ－500）をシリコンチューブで最短距離でつな

ぎ，全天候型のシェルターに収容して使用した

（写真 1）。

表 1  生体に関連する主な活性酸素種（服巻・池田, 2001を一部改変） 

O2
-
・ スーパーオキシドアニオン 1

O2 一重項酸素

HO・ ヒドロキシルラジカル H2O2 過酸化水素

HOO・ ヒドロペルオキシルラジカル LOOH 脂質ヒドロペルオキシド

LOO・ ペルオキシルラジカル HOCl 次亜塩素酸

LO・ アルコキシルラジカル O3 オゾン

NOO・ 二酸化窒素 Fe‐O2 complex

NO・ 一酸化窒素

ラジカル種 非ラジカル種

 



 75 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

本装置を本センター内の地上約 5 ｍの屋上（３

号館動物舎屋上）に設置し，毎分 2.5 L の流量

で 72 時間吸引して試料採取した。捕集用のフィ

ルターは，テフロンで補強されたグラスファイバ

ー材質である直径 35 mm のもの（Pall 社製

T60A20）を使用した。試料採取前後のフィルタ

ーは，ペトリスライド（Millipore 社製 PD15047）内

に一時的に保管して，PM2.5 の質量濃度を得る

ため秤量を行った。  

２ 試薬及び器具 

 フリーラジカルや活性酸素種の検出に用いた

蛍光試薬は，第一化学薬品社製の 

表 2  蛍光試薬の特性比較（Setsukinai et al., 2003） 
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写真 1  全天候型シェルター内の一体型フィルタ

ーホルダーと吸引ポンプ 
 

Aminophenyl fluorescein (APF)及び hydroxy- 

phenyl fluorescein (HPF)を使用した。蛍光試薬

の溶解や採取した微小粒子の溶出に用いたリン

酸緩衝液（pH7.4）は Aldrich 社製を使用した。ま

た，Fe(Ⅱ)の比色定量において，標準溶液とし

て硫酸アンモニウム第一鉄６水塩 (モール塩) 

の 0.25 M 溶液（関東化学社製）を，錯生成試薬

である Ferrozine 

〔3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine-4', 

4''-disulfonic acid〕（Sigma 社製）を使用した。こ

の他，過酸化水素は和光純薬社製の原子吸光

分析用を，次亜塩素酸ナトリウムは

Sigma-Aldrich Japan 社製の 10%溶液を， 

monochloro-Dimedon (MCD)

〔2-chloro-5,5-dimethyl-1,3-cyclohexanedione〕

は Sigma 社製を，ウシ血清アルブミンは Merck

社製を使用した。  

 採取した PM2.5 試料を超音波抽出する際に用

いた，ポリプロピレン製の 15 ｍL 遠沈管（キャッ

プ付）は，Kendall 社製の金属フリーのものを使

用した。 

試薬の溶解や希釈，及び器具の洗浄などに

は，蒸留水を再度イオン交換した高純度水

（Milli-Q）を用いた。 

３ PM2.5からの抽出操作 

 PM2.5の採取後秤量して PM2.5 の質量濃度を求

め，直ちにフィルターを裁断して 15 ｍL 遠沈管

に入れ，後述する蛍光試薬や呈色試薬を 5 ｍL

添加して密栓し，暗所で 3 時間超音波抽出を行

った。その抽出液からディスポーザルの PMMA

製セミミクロセルにピペット採取し，後述する所

定の測定条件による蛍光強度や吸光度分析用

の試料とした。 

４ フリーラジカルと活性酸素種の定量 

 採取した PM2.5 によるフリーラジカルや活性酸

素 種 の 生 成 量 を 定 量 す る た め ， 

N,N-dimethlformamide 0.47 ｍL に溶解した 1 

mg APF または HPF（各濃度 5 ｍM 相当）を 0.1 

M リン酸緩衝液中に希釈し，最終濃度 5 μM の

APF または HPF 溶液の蛍光試薬として試験直

前に用意した。ただし，目的とする試験に応じて，

過酸化水素，ウシ血清アルブミンなどを所定の

濃度となるように蛍光試薬に添加して用いた。 

PM2.5 の採取フィルターを上記３）の操作手順に

よる抽出後，励起波長 490 nm，蛍光波長 515 

nm で分光蛍光光度計（日本分光社製 FP－

777）により蛍光強度を測定した。APF または

HPF がフリーラジカルや活性酸素種と反応し蛍

光を発する分子構造変化は，図１のとおりである

（Setsukinai et al., 2003）。測定は試料ごとに３回

行い，その平均値を使用した。PM2.5 による蛍光

強度の増減を比較するため，未使用フィルター

についても PM2.5 を採取したフィルターと同様に

処理し，蛍光試薬を添加しフィルターブランクと

して併せて測定した。さらに，0 から 1 μM 程度の

範囲内で Fe(Ⅱ)を標準溶液として数種類用意し，

上記と同様に蛍光強度を測定して検量線を作

成した。PM2.5 等のフリーラジカルや活性酸素種

の生成濃度は，この検量線に基づき Fe(Ⅱ)相当

の濃度として求めた。  
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図 1  ROS による蛍光試薬の構造変化（Setsukinai et al., 2003） 

 

５ Fe(Ⅱ)の定量 

 Fe(Ⅱ)は，粒子状物質に含まれていることが知

られている（Donaldson et al., 1996；Valavanidis 

et al., 2000；Shi et al., 2003）。そのため，前述し

た式(1)のとおりフリーラジカルや活性酸素種の

重要な発生源のひとつであり，Fe(Ⅱ)を定量す

ることはフリーラジカルや活性酸素種の生成を

間接的に把握することでもある。そこで，Fe(Ⅱ)

を定量するため，以下の操作を行った。採取し

た PM2.5フィルターに発色試薬を直接添加して

超音波抽出し，吸光度分析によって数種類の濃

度の Fe(Ⅱ)標準溶液による検量線から定量した。

前年度では，発色試薬として 2-nitroso-5- 

[N-n-propyl-N-(3-sulfopropyl) amino]phenol 

(PSAP) を用いたが呈色後の退色が判明したの

で，今年度は替わりに Ferrozine を使用した。す

なわち，PM2.5採取後のフィルターを 15 ｍL 遠

沈管に入れ，直前に調製した 40 μM Ferrozine

溶液を加え，３時間の超音波抽出後，分光光度

計（島津製作所社製 UV－2500PC）により 562 

nm 波長において測定した。  

６ 次亜塩素酸の検討 

 PM2.5 からの生成が予測された次亜塩素酸に

ついては，MCD を用いて検討した。このうち，

MCD との反応による定量については Carr & 

Winterbourn (1997) に従い，40 μM 濃度の

MCD 溶液を用いて上記３）の操作手順による抽

出後，290 nm の波長において分光光度計により

測定した。 

 

７ ウシ血清アルブミンによる試験 

抗酸化物質のモデルとしてウシ血清アルブミ

ンが共存する場合において，PM2.5 によるフリー

ラジカルや活性酸素種の生成に与える影響を

調べるため，APF 溶液にウシ血清アルブミンを 0

～0.14 g/L を添加して，上記４）の測定条件によ

る蛍光強度の増減を検討した。 

 

Ⅲ 結  果 

1 APF と HPF の比較 

 フィルター上に採取した PM2.5 試料を二分し，

ともに過酸化水素を含まない 2.5 μM の APF 溶

液と HPF 溶液でそれぞれ超音波抽出した。未

使用のフィルターについて同様に処理したコン

トロール群との蛍光強度を比較したものを図 2 に

示す。 

APF 溶液と HPF 溶液におけるコントロール群の

蛍光強度は，平均値±S.E（以下同じ）としてそ
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れぞれ 36.2±1.3，343.6±0.2 とベースになる蛍

光強度が APF より HPF の方が 9 倍以上高い特

徴があった。PM2.5 における蛍光強度は，同じ順

でそれぞれ 83.5±2.3，345.9±0.3 であり，コント

ロール群と比較して有意の増加が認められた。

この蛍光強度の増分が HPF に比べAPF の方で

はるかに大きかった理由は，表 2（Setsukinai et 

al., 2003）に示されているように，HPF にはない

APF の特徴であるところの次亜塩素酸等に対す

る反応と予想される。 

2 過酸化水素添加によるHPF溶液の蛍光強

度変化 

フィルター上に採取した PM2.5 試料に対して，

100 μM 過酸化水素を含まない 5 μM HPF 溶液

とそれを含む HPF 溶液それぞれによって抽出し

たとき，それらの蛍光強度を PM2.5 未採取フィル

ターであるコントロール群と比較した図を図 3 に

示す。過酸化水素を含まない HPF 溶液の場合

の蛍光強度は，コントロール群 632.4±0.9，

PM2.5試料 637.4±0.2 とわずかであるが有意差 

 

図2  APF / HPF 溶液 (H2O2 含まず) の蛍光度比較  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3  100 μM H2O2 添加による 5 μM HPF 溶液の蛍光度比較 
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がみられた(P < 0.05)。一方，過酸化水素を含む

場合の蛍光強度は，それぞれ 661.7±1.5 と

719.3±3.8 となり，その差がより一層顕著となっ

た (P < 0.01)。過酸化水素を添加したことによっ

て蛍光強度が増加した結果から，PM2.5に含まれ

る鉄などの金属，とくにFe(Ⅱ)と過酸化水素が反

応する Fenton 反応によるラジカル生成（ヒドキシ

ルラジカル）をHPF 溶液が捕らえたものと推測で

きる。 

3 蛍光試薬と Ferrozine 

 上記 2）の結果から，PM2.5 試料によるラジカル

生成の要因のひとつが Fe(Ⅱ)であると考えられ，

Fe(Ⅱ)と錯生成する Ferrozine の添加によって，

PM2.5 中の Fe(Ⅱ)がマスキングできないかどうか，

蛍光試薬である APF 溶液と HPF 溶液とのそれ

ぞれにおいて，100 μM 過酸化水素を含む条件

下で検討した（図 4，5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4  200 μM Ferrozine 添加による 5 μM APF 溶液(H2O2 含)の蛍光度比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5  200 µM Ferrozine 添加による 5 µM HPF 溶液(H2O2 含)の蛍光度比較 
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図中では200 μM Ferrozineを含まない蛍光試薬

による蛍光強度（各図の左側）と比較した。APF

溶液では，Ferrozine の有無にかかわらず，コン

トロール群の蛍光強度が60 前後であるのに対し

て PM2.5 試料のそれは約 112 と顕著に高いもの

の，Ferrozine の共存によってその増減が認めら

れなかった（図 4） 。また，HPF 溶液では，

Ferrozineを含まないHPF溶液による抽出では，

コントロール群の蛍光強度が 673.5±4.4 に対し

て PM2.5試料のそれが 691.5±1.9 と有意に高く

(P < 0.01)，Ferrozine を含む HPF 溶液では，そ

れぞれ645.2±0.7，665.3±5.3 とFerrozine によ

って蛍光強度のベースが平均の差で 30 近く下

降しているものの，PM2.5 試料の蛍光強度を顕著

に減少させる効果は APF 溶液の場合と同様に

認められなかった（図 5）。 

 一方，PM2.5 中の Fe(Ⅱ)を定量するのに

Ferrozine が使用できる可能性がある。そこで，

Ferrozineを0.1 μM及び0.01 μMリン酸緩衝液，

あるいは Milli-Q に溶解した溶液（200 μM）を抽

出液としてフィルター上の PM2.5 試料を抽出し，

562 nm の吸光度を比較した。その結果，吸光度

は先の順に，2 試料の平均で 0.126，0.102，

0.084 となった。しかし，それぞれの吸収スペクト

ルを比較すると，濃度の異なるふたつのリン酸

緩衝液を用いた場合は，どちらも最大吸収を示

すピークがなく（図6），Ferrozineによる定量では

pH7.4 のリン酸緩衝液はふさわしくないことが判

明した。 

このことから，図4 と 5 では蛍光試薬の使用条

件である 0.1 μM リン酸緩衝液中（pH7.4）で

Ferrozine を用いているが，Fe(Ⅱ)と錯生成する

Ferrozine の定量を検討する上で，蛍光強度へ

のFerrozineの影響とFe(Ⅱ)の定量を目的とする

Ferrozine 錯体の吸光度測定は，別条件で行な

う必要があることが判明した。

 

 

 

 

 

図 6  200 µM Ferrozine 溶液の吸収スペクトル比較 
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図 8  40 µM MCD による吸光度比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7  40 µM MCD 溶液の吸収スペクトル 

 

4 MCD による次亜塩素酸の検討 

 図 2 において，過酸化水素を加えていない場

合に APF 溶液ではコントロールに対し PM2.5 試

料の蛍光強度は大きく増加したが，HPF 溶液で

はわずかな増加であった。このことは，蛍光試薬

の特徴の違い，すなわち，APF には次亜塩素酸

やペルオキシナイトライトにも反応する性質があ

ることから（表 2），次亜塩素酸の生成があるかど

うか，40 μM 濃度の MCD を用いて検討した。 

 図 7 に，290 nm 付近を最大値とする 40 μM 濃

度の MCD の吸収スペクトルを示した。MCD は，

次亜塩素酸から塩素をとって結合するため，次

亜塩素酸が存在する場合は290 nm の吸光度が

減少する性質がある。しかし，PM2.5 試料と MCD

の反応では，過酸化水素の有無にかかわらず

290 nm の吸光度は，むしろコントロールに対し

増加していた（図8）。したがって，PM2.5試料によ

り吸光度が増加した原因は不明だが，PM2.5 試

料から次亜塩素酸の生成は確認できなかった。

このことから，APF 溶液による蛍光強度の増加

（図 2）は，ペルオキシナイトライトによる可能性

があるので，今後の検討課題としたい。 

5 血清アルブミン共存下の影響 

 血液中の主要成分として生理学的にも重要な

ひとつに血清アルブミンがある。ここでは，ウシ

血清アルブミンを生体モデルとして，PM2.5 試料

により生じていた蛍光強度増分にあたるフリーラ

ジカルや活性酸素種相当の生成量が，ウシ血

清アルブミンの共存下でどう変化するかを検討

した。 
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図 9  ウシ血清アルブミンの濃度変化にともなう 5 μM APF 溶液による蛍光度変化 

―■―PM2.5, ―●― control  

 

ウシ血清アルブミンがそれぞれ 0，0.014，0.054，

0.14 g/L 共存したとき，APF 溶液による蛍光強

度の変化を調べた（図 9）。その結果，共存する

ウシ血清アルブミン濃度が 0 g/L から次第に上

昇するにつれ，APF による蛍光強度は減少し，

0.14 g/L 以上のウシ血清アルブミン濃度では横

ばいの傾向が認められた。このことは，PM2.5 試

料から生成するラジカルが共存するウシ血清ア

ルブミンを阻害し，阻害できずに残った分が

APF と反応したものと考えられる。 

 

Ⅳ 考  察 

 大気中微小粒子 PM2.5から生成するフリーラジ

カルや活性酸素種の定量について，ESR による

方法に比べより一般的な分析環境で実施できる

方法として， APF と HPF のふたつの蛍光試薬

（Setsukinai et al., 2003）を用いた。そして，APF

と HPF の性質の違いから，PM2.5 から生成すると

思われるフリーラジカルや活性酸素種の特徴に

ついて，いくつかの焦点に絞り込むことができ

た。 

 その第1 は，HPF 溶液によるもので，過酸化水

素の有無によって HPF による蛍光強度の増加

が著しく増加したこと（図 3）。すなわち，コントロ

ールとの比較において PM2.5 の蛍光強度は，過

酸化水素が無くてもわずかであるが増加を示し

たのに対し，過酸化水素が添加されたことによっ

て，顕著に蛍光強度の増加が認められた。これ

は PM2.5中の Fe(Ⅱ)とのFenton 反応によるヒドロ

キシルラジカルの生成によるものと考察される。

過酸化水素は細胞毒性物質であり，生体内で

は通常そのレベルは酵素により最小限に抑えら

れているが，ヒト組織への過酸化水素暴露は，イ

ンスタントコーヒーや尿・呼気中にかなりの量が

含 まれ る の で 想 像 以 上 に 大 き い と さ れる

（Halliwell et al., 2000）。呼気を採取して分析し

た結果のレビュー（Mutlu et al., 2001）おいて，

呼気中の過酸化水素量が喫煙者は非喫煙者の
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5 倍多く，ぜん息患者では一秒量(FEV1)の減少

につれて呼気中の過酸化水素量が増加してい

る，その他，慢性閉塞気管支炎患者や急性肺

障害で呼気中に過酸化水素が検出されている

ことが報告されている。これらから，肺胞まで到

達される PM2.5が，過酸化水素と Fenton 反応に

よってヒドロキシルラジカルを生成することは十

分考えられ，しかもハイリスクグループの増悪因

子となりうることは見逃せない点である。 

 第 2 は，Fenton 反応における材料のひとつと

なる PM2.5 中の Fe(Ⅱ)についてである。この

Fe(Ⅱ)の定量については，平成 15 年度報告に

おいて PSAP を使用し定量が可能であったにも

かかわらず，時間経過に伴う退色が分かり，本

研究においては適当でなかった。しかし，PSAP

の替わりに Ferrozine を用いることによって退色

もなく定量が可能となった。しかし，蛍光試薬の

使用条件である 0.1 M のリン酸緩衝液では，波

長 562 nm 付近の最大吸収ピークを得ることがで

きず(図 6)，蛍光試薬の場合とは別条件として超

純水（Milli-Q）での抽出が必要であった。この

0.1 M リン酸緩衝液が Ferrozine に影響している

と考えられる結果がFerrozin によるFe(Ⅱ)のマス

キング試験であり，APF と HPF ともに Ferrozine

によるマスキング効果は認められなかった（図 4，

5）。このことは，次の実験報告を追認した。

Gibbs (1976) は，25 μM Fe(Ⅱ)と Ferrozine の吸

光度を6種類の緩衝液によるpHで比較し，一般

に pH3～6 が最良の結果を与えるだろうとしてい

る。また，Dorey et al. (1993) は，pH7.4 におけ

る硫酸第一鉄溶液による Ferrozine の効果が 30

分足らずで消失したとしている。 

 第 3 は，過酸化水素が添加されてない条件で，

APF と HPF 溶液による蛍光強度の増加を調べ

た試験である（図 2）。どちらもコントロールの蛍

光強度に対し有意となったが，HPF に対し APF

における増加が顕著であった。これは，その後

の試験であるHPF に過酸化水素を添加したもの

（図 3）において，過酸化水素の添加が Fenton

反応によるヒドロキシルラジカルの生成と予測さ

れる蛍光強度増加の結果と併せて考えれば，

APF の特性である次亜塩素酸かペルオキシナ

イトライト，あるいはその両方によると予測される。

そこで，次に次亜塩素酸の生成があるかどうか，

MCD による吸光度分析を行なった結果（図 8），

次亜塩素酸の生成がないことが確認された。し

たがって，今後の課題のひとつとして，ペルオキ

シナイトライトの生成を確認する問題が残る。 

 最後の焦点は，生体モデルとしてのウシ血清

アルブミンが，PM2.5 による APF の蛍光強度を減

少させたことである（図 9）。血清アルブミンは重

要な抗酸化物質で，そこに配位されるチオール

基は活性酸素種のひとつである次亜塩素酸の

生体内での標的とされている（Hu et al., 1993）。

血漿中のフィブリノーゲンはアルブミン，セルロ

プラスミン，トランスフェリンと同様，炎症から生じ

る酸化ストレスに対する補助的な抗酸化防御機

構として働く(Olinescu & Kummerow, 2001）。ま

た，BSA へのヒドキシルラジカルによる攻撃モデ

ルから，粥状動脈硬化プラークにおける蛋白質

酸化を比較した研究（Fu et al., 1998）など，血液

とフリーラジカルや活性酸素種との密接な関係

を調べた研究は少なくないが，血液と PM2.5 との

関係についてはまだ緒に就いたばかりである。 

 以上を踏まえ，より複雑である血液成分とPM2.5

によるフリーラジカルや活性酸素種との関連を

今後さらに検討していく必要があろう。 

 

Ⅴ 参 考 文 献 

Arimoto T , Yoshikawa T , Takano H , Kohno 

M : Generation of reactive oxygen species and 

8-hydroxy-2'-deoxyguanosine formation from 

diesel exhaust particle components in L1210 

cells. Jpn J Pharmacol  80(1): 49-54, 1999 

 

Ball BR , Smith KR , Veranth JM , Aust AE : 



 84 

Bioavailability of iron from coal fly ash: 

mechanisms of mobilization and of biological 

effects. Inhal Toxicol  12 Suppl 4: 209-25, 2000 

 

Ball JC , Straccia AM , Young WC , Aust AE : 

The formation of reactive oxygen species 

catalyzed by neutral, aqueous extracts of NIST 

ambient particulate matter and diesel engine 

particles. J Air Waste Manag Assoc  50(11): 

1897-903, 2000 

 

Brook JR , Lillyman CD , Shepherd MF , 

Mamedov A : Regional transport and urban 

contributions to fine particle concentrations in 

southeastern Canada. J Air Waste Manag Assoc  

52(7): 855-66, 2002 

 

Carr AC , Winterbourn CC : Oxidation of 

neutrophil glutathione and protein thiols by 

myeloperoxidase-derived hypochlorous acid. 

Biochem J 327 ( Pt 1):275-81, 1997. 

 

Chan YC , Simpson RW , Mctainsh GH , Vowles 

PD , Cohen DD , Bailey GM : Characterisation 

of chemical species in PM2.5 and PM10 aerosols 

in Brisbane, Australia. Atmos Environ 31(22): 

3773-85, 1997 

 

Chow JC , Watson JG , Lu Z , Lowenthal DH , 

Frazier CA , Solomon PA , Thuillier RH , 

Magliano K : Descriptive analysis of PM2.5 and 

PM10 at regionally representative locations 

during SJVAQS/AUSPEX. Atmos Environ 

30(12): 2079-112, 1996 

 

Dellinger B , Pryor WA , Cueto R , Squadrito 

GL , Hegde V , Deutsch WA : Role of free 

radicals in the toxicity of airborne fine particulate 

matter. Chem Res Toxicol  14(10): 1371-7, 

2001 

 

Dockery DW : Epidemiologic evidence of 

cardiovascular effects of particulate air pollution. 

Environ Health Perspect  109 Suppl 4: 483-6, 

2001 

 

Donaldson K , Beswick PH , Gilmour PS : Free 

radical activity associated with the surface of 

particles: a unifying factor in determining 

biological activity? Toxicol Lett  88(1-3): 

293-8, 1996 

 

Donaldson K , Brown DM , Mitchell C , Dineva 

M , Beswick PH , Gilmour P , MacNee W : Free 

radical activity of PM10: iron-mediated 

generation of hydroxyl radicals. Environ Health 

Perspect  105 Suppl 5: 1285-9, 1997 

 

Donaldson K , Stone V , Borm PJ , Jimenez LA , 

Gilmour PS , Schins RP , Knaapen AM , Rahman 

I , Faux SP , Brown DM , MacNee W : Oxidative 

stress and calcium signaling in the adverse 

effects of environmental particles (PM(10)）。 

Free Radic Biol Med  34(11): 1369-82, 2003 

 

Donaldson K , Stone V , Seaton A , MacNee W : 

Ambient particle inhalation and the 

cardiovascular system: potential mechanisms. 

Environ Health Perspect  109 Suppl 4: 523-7, 

2001 

 

Dorey C , Cooper C , Dickson DP , Gibson JF , 

Simpson RJ , Peters TJ : Iron speciation at 

physiological pH in media containing ascorbate 

and oxygen. Br J Nutr 70(1):157-69, 1993. 

 



 85 

Frampton MW , Ghio AJ , Samet JM , Carson JL , 

Carter JD , Devlin RB : Effects of aqueous 

extracts of PM(10) filters from the Utah valley on 

human airway epithelial cells. Am J Physiol  

277(5 Pt 1): L960-7, 1999 

 

Fu S , Davies MJ , Stocker R , Dean RT : 

Evidence for roles of radicals in protein oxidation 

in advanced human atherosclerotic plaque. 

Biochem J 333 ( Pt 3):519-25, 1998. 

 

Ghio AJ , Stoneheurner J , McGee JK , Kinsey 

JS : Sulfate content correlates with iron 

concentrations in ambient air pollution particles. 

Inhal Toxicol  11(4): 293-307, 1999 

 

Gibbs CR : Characterization and application of 

FerroZine iron reagent as a ferrous iron indicator. 

Anal Chem 48(8): 1197-1201, 1976. 

 

Gilmour PS , Brown DM , Lindsay TG , Beswick 

PH , MacNee W , Donaldson K : Adverse health 

effects of PM10 particles: involvement of iron in 

generation of hydroxyl radical. Occup Environ 

Med  53(12): 817-22, 1996 

 

Goldsmith CA , Imrich A , Danaee H , Ning YY , 

Kobzik L : Analysis of air pollution 

particulate-mediated oxidant stress in alveolar 

macrophages. J Toxicol Environ Health A  

54(7): 529-45, 1998 

 

Halliwell B , Clement MV , Long LH : Hydrogen 

peroxide in the human body. FEBS Lett 

486(1):10-3, 2000. 

 

Hu ML , Louie S , Cross CE , Motchnik P , 

Halliwell B : Antioxidant protection against 

hypochlorous acid in human plasma. J Lab Clin 

Med 121(2):257-62, 1993. 

 

Kang C , Sunwoo Y , Lee HS , Kang B , Lee S : 

Atmospheric Concentrations of PM2.5 Trace 

Elements in the Seoul Urban Area of South 

Korea J Air & Waste Manage Assoc 54（４）：

432-9, 2004 

 

Liao D , Creason J , Shy C , Williams R , Watts 

R , Zweidinger R : Daily variation of particulate 

air pollution and poor cardiac autonomic control 

in the elderly. Environ Health Perspect  107(7): 

521-5, 1999 

 

Mutlu GM , Garey KW , Robbins RA , Danziger 

LH , Rubinstein I : Collection and analysis of 

exhaled breath condensate in humans. Am J 

Respir Crit Care Med 164(5):731-7, 2001. 

 

Olinescu RM , Kummerow FA : Fibrinogen is an 

efficient antioxidant. J Nutr Biochem 

12(3):162-169, 2001. 

 

Pope CA 3rd , Hansen ML , Long RW , Nielsen 

KR , Eatough NL , Wilson WE , Eatough DJ : 

Ambient particulate air pollution, heart rate 

variability, and blood markers of inflammation in 

a panel of elderly subjects. Environ Health 

Perspect  112(3): 339-45, 2004 

 

Setsukinai K , Urano Y , Kakinuma K , Majima 

HJ , Nagano T : Development of novel 

fluorescence probes that can reliably detect 

reactive oxygen species and distinguish specific 

species. J Biol Chem  278(5): 3170-5, 2003 

 

Shi T , Schins RP , Knaapen AM , Kuhlbusch T , 



 86 

Pitz M , Heinrich J , Borm PJ : Hydroxyl radical 

generation by electron paramagnetic resonance 

as a new method to monitor ambient particulate 

matter composition. J Environ Monit  5(4): 

550-6, 2003 

 

Squadrito GL , Cueto R , Dellinger B , Pryor 

WA : Quinoid redox cycling as a mechanism for 

sustained free radical generation by inhaled 

airborne particulate matter. Free Radic Biol Med  

31(9): 1132-8, 2001 

 

Valavanidis A , Salika A , Theodoropoulou A : 

Generation of hydroxyl radicals by urban 

suspended particulate air matter. The role of iron 

ions  Atmos Env 34（15）: 2379-86 , 2000 

 

栗田雅行，大橋則雄，上原眞一：東京都内 6 地

点における大気中微小粒子PM2.5の有害元素に

ついて．東京東京都健康安全研究センター年

報 54:315-8,2003 

 

長野哲雄，瀬月内健一，浦野泰照：活性酸素イ

メージングプローブ．実験医学 21(15):2144-6，

2003 

 

服巻信也，池田久雄：生体における酸化ストレス

測定法．CARDIAC PRACTICE 12(4):371-8, 

2001 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 87 

大気中微小粒子暴露によるラジカル生成とヒト血漿への影響に関する基礎的研究 
 

研究要旨 

 大気汚染物質である粒径が 2.5 µm 以下の微小粒子(PM2.5)による健康影響については、呼吸器系にとど

まらず心臓血管系や神経系など全身への作用をテーマとした疫学研究が増加している。さらに、これらの

機構を解明しようと実験系の報告も増えつつあるが、未解明のままである。栗田は、PM2.5 による心臓血管

系への影響において重要な要因のひとつされるフリーラジカルであるヒドロキシルラジカルに注目し、PM2.5

によって生成することをこれまでに報告した。この検出には、最新の蛍光試薬である aminophenyl 

fluorescein (APF)と、APF とはやや性質の異なる hydroxyphenyl fluorescein (HPF)を併せて用いるものであ

った。ただし、PM2.5に含まれる遷移金属の代表としてFe(Ⅱ)を検討すると、蛍光試薬のみならずFe(Ⅱ)をよ

り効率的に検出する使用条件の再確認が必要となった。さらには、蛍光試薬による検出法によって、PM2.5

によるラジカル生成が実際にどう変化しているかを把握することも本研究の目的のひとつであることから、そ

の季節変動を検討した。その結果、PM2.5 によるラジカル生成は夏季に高く、冬季に低い傾向を示す結果

を得た。この結果は、今後も場所や期間を変えて確認していく必要がある。そして、粒子状物質が血液に

与える直接的な影響を把握するため、ヒト血漿への暴露による凝血反応時間を検討した。その結果、外因

性及び内因性凝血試験において 4 mg/mL 濃度の SRM 1648 を 37℃で 30 分暴露することで顕著な凝血

時間短縮が生起し、2 mg/mL 濃度でも短縮の傾向がみられた。これは、疫学研究で指摘されている微小

粒子が及ぼす血液への影響を裏付ける結果を示唆する。  

 

Ⅰ はじめに 

米国 6 都市調査（Dockery et al.，1993）は、大

気汚染物質のひとつである粒子状物質のうち、

粒径が 2.5 µm 以下である微小粒子、いわゆる

PM2.5 による健康影響の重要性を認識させるきっ

かけのひとつとなった。それ以来、疫学研究報

告は着実にその数を増すとともに、粒子状物質

による健康影響への視点が、呼吸器系から循環

器系に移行してきている。ごく最近の報告例とし

て、全米 51 都市、30 万人余りを対象としたコホ

ート研究（Pope et al., 2004）では、喫煙の影響を

除外した上で PM2.5 が 10 µg/m3 増加することに

よって、呼吸器疾患による死亡ではなく、主に循

環器疾患（心筋梗塞・心不全・不整脈・心停止）

による死亡とに強い関連があったとしている。ま

た、Dominici らによる報告（2006）では、1999 年

から 2002 年にかけて全米 204 都市における 65

歳以上の 1150 万人を対象に、循環器系及び呼

吸器系の疾患による 1 日あたりの受診数と PM2.5

との関連を評価したところ、その関連が最大であ

ったのは心不全で、同日の PM2.5 濃度が 10 

µg/m3 増加すると、リスクが 1.28％（ 95％CI 

0.78-1.78％）増加したとしている。この他、PM2.5

濃度が 25 µg/m3増加するとその 2 時間以内の

心筋梗塞を発症するオッズ比が 1.48 となる

（Peters et al., 2001）、また循環器系における指

標として頚部エコーによる内膜中膜比を用いた

疫学調査で、PM2.5 が 10 µg/m3 増加するとその

比が 5.9％増加した（Kunzli et al., 2005）などが

ある。さらには、微小粒子が循環器に及ぼす機

構を検証し、そのための手段を検討するために、

疫学者・心臓学者・毒性学者によるワークショッ

プが開催され、微小粒子が循環器に及ぼす機

構やその把握方法について、自律神経系への

影響、心筋細胞のイオンチャンネル変化、心筋

の虚血反応、内皮の機能不全・粥状化・血栓症

への引き金となる炎症反応が議論された（Utell 

et al., 2002)。これらが示すように、PM2.5 が循環
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器系に及ぼす影響をテーマとすることは最先端

の話題であり、解決への糸口を与えるための一

端を担うのが本報告の目標である。 

栗田は、PM2.5 が心肺系に与える影響の要因

として、Donaldson ら（2001, 2003）が指摘すると

ころの粒子状物質に起因するフリーラジカルとし

てヒドロキシルラジカルをとりあげてきた。ヒドロキ

シルラジカルの典型的な生成は、 Fe(Ⅱ)と過酸

化水素による Fenton 反応による。これらの背景

にある事実として、都市大気中のPM2.5には鉄や

銅などの遷移金属が含まれ（Brook et al., 2002 ; 

Chan et al., 1999;  Chow et al., 1996 ; Kang et 

al., 2004; 栗田ら 2003，2004）、加えて生体内で

生成する過酸化水素（Halliwell et al., 2000；

Mutlu et al., 2001）との反応が推測される。事実、

採取したPM2.5 に過酸化水素を添加することによ

りラジカルが生成することを栗田は平成 16 年度

報告書（栗田 2005）において報告してきた。本

年 度 は 、 こ れ ま で 用 い て き た 蛍 光 試 薬

aminophenyl fluorescein (APF)〔2-[6-(4’-amino)  

phenoxy-3H-xanthen-3-on-9-yl] benzoic acid〕

と hydroxyphenyl fluorescein (HPF)

〔 2-[6-(4’-hydroxy) phenoxy- 3H-xanthen- 

3-on-9- yl]benzoic acid 〕 （ Setsukinai et al., 

2003）の使用条件を効率化するために再検討し、

PM2.5 によるラジカル生成の季節変動を実際に

把握するための第一歩を踏み出すとともに、ヒト

血液に及ぼす影響を凝血という点から検討した。

具体的には、1) 蛍光試薬や呈色溶液などの溶

解において基本のひとつとなるリン酸緩衝液を

見直し、酢酸アンモニウムを取り上げたこと。2) 

蛍光試薬による検査方法を用いて、PM2.5 による

ラジカル生成の季節変動を捉えようとしたこと。

その際、都市大気中の粒子状物質であり、かつ

米国で認定された標準物質(「材料と方法」にお

いて記述)をひとつの外部尺度として取り上げた。

3) 疫学研究で多く指摘されている血液への影

響（Seaton et al., 1995；Peters et al., 1997; 

Koenig, 1998; Petrovic et al., 2000; Ghio et al., 

2000；Schwartz, 2001）を踏まえ、ヒト血漿に及ぼ

す影響をin vitroでより直接的に捉えるために凝

血反応に着目して検討したことである。この血液

への影響とは、Koenig (1998)が、高濃度のフィ

ブリノゲンや凝固因子Ⅶのような血液凝固因子

に起因する心臓発作や心臓麻痺のリスク増加に

粒子状物質が関与すると疫学的根拠から端的

に指摘していることを受けている。本研究は、凝

血反応の主要なふたつのルート、すなわち外因

性と内因性の血液凝固に着目した。本年度の報

告においては、本手法の妥当性を評価するため、

以下に示すヒト血漿（ここで用いたのは凝血反応

の精度管理に使用される検査用薬品）に粒子状

物質である前述した米国の標準物質を直接暴

露し、その凝固反応を検討したもので、これまで

に例をみないものである。 

 

Ⅱ 材料と方法 

１ PM2.5 試料の採取 

 PM2.5 の試料採取は、前年度の報告書（栗田

2005）で記述した方法と同様とした。要約すると、

粒径 2.5 µm 以下の粒子を選別する 50％カット

特性インパクターをつけた一体型のフィルター

ホルダー（柴田科学社製 NWPS−35HS）と吸引

ポンプ（柴田科学社製 Σ−500）を全天候型のシ

ェルターに収容して採取した。本装置を本セン

ター内の地上約 5 ｍの屋上（３号館動物舎屋

上）に設置し、毎分 2.5 L の流量で 72 時間以上

吸引して試料採取した。捕集フィルターには、テ

フロンで補強されたグラスファイバー材質である

T60A20（Pall 社製）を使用した。試料採取前後

のフィルターは、ペトリスライド（Millipore 社製

PD15047）内に一時的に収納し、20℃の恒温室

内に保管した。 

２ 試薬及び器具等 

１） 試 薬 

フリーラジカルや活性酸素種の検出に用いた
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蛍光試薬は、第一化学薬品社製の APF 及び

HPF を使用した。蛍光試薬の溶解や採取した微

小粒子の溶出には、1 M リン酸緩衝液（pH7.4，

Aldrich 社製）または 50％酢酸アンモニウム(和

光純薬社製)を所定濃度に希釈して使用した。

また、Fe(Ⅱ)の比色定量において、標準溶液と

して硫酸アンモニウム第一鉄６水塩 (モール塩) 

の 0.25 M 溶液（関東化学社製）を、その錯生成

試 薬 に は Ferrozine 〔 3-(2-Pyridyl)- 

5,6-diphenyl- 1,2,4-triazine- 4',4''-disulfonic 

acid〕（Sigma 社製）を使用した。試薬の溶解や希

釈、及び器具の洗浄などには、蒸留水を再度イ

オン交換した高純度水（Milli-Q）を用いた。 

血液の凝固試験試薬はすべて Axis-Shield 社

製である次のものを使用した。粒子状物質の暴

露対象モデルとしての 3.2％クエン酸ナトリウム

加 プ ー ル血 漿で あ るヒ ト標 準血 漿正 常域

（Control Plasma Normal）、凝血試験のひとつで

ある外因性凝血試験試薬に Nycoplastin、そして

も う ひ と つ の 内 因 性 凝 血 試 験 試 薬 に は

Cephotest を用いた。血液凝固試験における、ヒ

ト標準血漿の溶解や希釈などには、エンドトキシ

ン試験済のフィルター除菌水（Sigma 社製）を用

いた。また、内因性凝血試験試薬においては、1 

M 塩化カルシウム溶液（Fluka 社製）を使用し

た。 

２） SRM 1648 

上記 1)で採取した PM2.5試料との比較のため、

米 国 National Institute of Standards and 

Technology より提供される標準物質のひとつと

して都市大気中粒子状物質である Standard 

Reference Matter #1648(SRM 1648)を使用した。 

３） 器具等 

採取した PM2.5 試料を超音波抽出する際に用

いたポリプロピレン製の 15 ｍL 遠沈管（キャップ

付）は、Kendall 社製の金属フリーのものを使用

した。 

PM2.5 及びSRM 1648 の質量は、0.1 µg まで秤

量可能な上皿電子天秤(SC2-F， Sartorius 社

製)を用いて，20℃の恒温室内で秤量した。 

溶液等の pH 測定には、温度センサ内蔵の複

合電極を備えた pH 計(F-52，堀場製作所製)を

用いた。 

後述する PM2.5 試料中の元素濃度の分析で

は、鉄は誘導結合型プ ラズマ 発光分析法

（ ICP-AES ） に よ る 装 置 （ IRIS 1000 ， 日 本

Jarrell-Ash 社製）、その他の元素は誘導結合型

プラズマ質量分析法（ICP-MS）による装置（4500，

HP 社製）を用いた。 

凝血試験においては、滅菌済である 4 mL の

PS 製試験管（Sarstedt 社製）及びピペットチップ

（Biohit 社製）を使用した。 

３ PM2.5 からの抽出操作 

PM2.5 の採取後秤量して PM2.5 の質量濃度を

求め、直ちにフィルターを裁断して 15 mL 遠沈

管に入れ、後述する蛍光試薬や呈色試薬を 5 

mL 添加して密栓し、暗所で超音波抽出を行っ

た。その抽出液からディスポーザルの PMMA 製

セミミクロセルにピペット採取し、後述する所定の

測定条件による蛍光強度や吸光度分析用の試

料とした。 

４ フリーラジカルの検出 

採取した PM2.5 によるフリーラジカル生成の検

出には、 N,N- dimethylformamide 0.47 mL に溶

解した 1 mg APF または HPF（各濃度 5 mM 相

当）を試験直前にリン酸または酢酸アンモニウム

緩衝液中に希釈し、最終濃度5 µM のAPF また

は HPF 溶液の蛍光試薬として使用した。PM2.5

の採取フィルターを上記３）の操作手順による抽

出後、励起波長 490 nm、蛍光波長 515 nm で分

光蛍光光度計（日本分光社製 FP－777）により

蛍光強度を測定した。このとき、未使用フィルタ

ーを同様に処理してコントロールとし、併せて蛍

光強度を測定して比較し、試料との差を蛍光強

度増加量とした。測定は試料ごとに３回行い、そ

の平均値を使用した。 
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５ Fe(Ⅱ)の定量 

Fe(Ⅱ)は、粒子状物質に含まれていることが

知られ（Donaldson et al., 1996；Valavanidis et al., 

2000；Shi et al., 2003），Fenton 反応によるヒドキ

シルラジカル生成の重要な要因のひとつである。

そのため、Fe(Ⅱ)の定量には Ferrozine を使用し、

分光光度計（島津製作所社製 UV－2500PC）に

より 562 nm 波長において測定した。 

６ PM2.5 試料中の元素濃度分析 

PM2.5 に含まれる遷移金属のうち、バナジウ

ム・マンガン・鉄・コバルト・銅の各濃度について

は、2002 年6 月から2003 年3 月までの期間中、

毎月第 3 月曜日から木曜日の 3 日間にわたり大

田区内で採取し保存しておいた PM2.5 試料を用

いた。試料採取したフィルターを小片に裁断し

専用のテフロン容器に入れ、濃硝酸 5mL を加え

て、マイクロ波反応加速装置（MARS5，CEM 社

製）により 180℃で 15 分間分解した。分解後の

溶液を専用容器に密閉したまま3 日間室温で放

置 し た のち 、分 解液 をデ ィ スクフ ィ ルタ ー

（25HP020AN，ADVANTEC 社製）によりメスフラ

スコ内にろ過し、さらに高純度水を加えて 50 mL

に調整し、ICP-AES及びICP-MS 分析用の試料

とした。併せて、未使用のフィルターを同条件で

処理し、ブランクとした。なお、フラスコなど試料

調製に用いた器具類は、清浄なものを事前に

15%硝酸溶液に 3 日間以上浸潤させ、高純度水

で洗浄してから使用した。 

内 標 準 元 素 と し て イ ッ ト リ ウ ム を 用 い 、

ICP-AES では 10 µg/L、また ICP-MS では 1 

µg/L を含む 5%硝酸溶液として、その一定量を

ペリスタルポンプの回転と同期して試料に添加

する内標準法により、対象元素を定量分析した。

検量線によるこの分析値から総量を換算し、ブ

ランク値を差引きさらに総吸引量で除して、各元

素濃度（ng/m3）とした。 

７ 凝血試験 

ヒト血漿 1 バイアルに対し、試験直前にフィル

ター除菌水を 0.48 mL 加えて溶解後 15 分間室

温静置し、さらにコントロールにはフィルター除

菌水を、または暴露対象にはフィルター除菌水

に溶解した SRM 1648 をそれぞれ 0.12 mL 添加

した。この SRM 1648 溶解液は、60 mg を秤量し

て 3 mL フィルター除菌水を加えて攪拌し、5 分

間超音波処理したのちに再度攪拌して 30 分間

室温静置したものの中間層から 1 mL 採取し、所

定の濃度に希釈して用いた。 

外 因 性 凝 血 試 験 で は 、 1 バ イ ア ル の

Nycoplastin にフィルター除菌水 2 mL を試験直

前に加えて溶解後、37℃で10 分間加温しおき、

準備したヒト血漿 0.1 mL に対し、0.2 mL の

Nycoplastin を添加して、直後の凝血時間を測定

した。また、内因性凝血試験では、37℃で保温

したヒト血漿0.1 mL に対し、0.1 mL のCephotest

試薬を添加し、1回軽く攪拌してから37℃で6分

間インキュベートした。これに、フィルター除菌

水で 0.02 M に調整した 37℃の塩化カルシウム

溶液 0.1 mL を添加して、直後の凝血時間を測

定した。  

 

Ⅲ 結  果 

1 PM2.5 とリン酸緩衝液の pH 

粒子状物質の水溶液は、硫酸イオンや硝酸イ

オンに代表される酸性を示すことが知られてい

る。一方、蛍光試薬であるAPF やHPFの使用説

明書には pH7.4 の 0.1 M リン酸緩衝液で使用し、

それ以外では事前に検討した上で用いることが

明記されている。そこで、フィルター上に採取し

た PM2.5 を水とリン酸緩衝液で抽出した場合の

pH を比較した。その結果、水抽出の pH は、未

使用フィルターであるコントロールが 6.04、PM2.5

が 5.76 と弱酸性であるのに対し、0.1 M リン酸緩

衝液抽出のpH ではそれぞれ7.46 と7.48 と弱ア

ルカリ性で、緩衝液そのものの pH 値7.45 と同じ

であった。 

しかし、Fe(Ⅱ )定量に用いる試薬である
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Ferrozine をリン酸緩衝液で用いると、その吸収

スペクトルが平坦になることでこの組合せが適当

でないことが前年度の結果で明らかになってい

る。そのため、リン酸以外の緩衝液として酢酸ア

ンモニウムを取上げ、以下においてリン酸緩衝

液と比較検討した。 

2 酢酸アンモニウムにおける pH と吸光度 

リン酸緩衝液と酢酸アンモニウム緩衝液を用

いて濃度を変化させた場合のFe(Ⅱ)とFerrozine

との反応における pH と吸光度の変化を図 1 に

示す。 2 µM Fe(Ⅱ)水溶液の pH が 6.31 に対し、

2 mM Ferrozine 水溶液とそれとの混合液の pH

は 3.56 であった。緩衝液の濃度を高くしていくと、

リン酸あるいは酢酸アンモニウムの緩衝液濃度

が 0.05 Mでは、pHがそれぞれ 7.46 と 6.44 であ

り、緩衝液濃度を0.25M と5 倍にまで増加しても、

リン酸の場合は7.4 前後、酢酸アンモニウムでは

6.75 と微増はしても、pH はどちらもほぼ横ばい

であった（図 1A)。一方、Fe(Ⅱ)と Ferrozine との

錯体における最大吸収波長である 562 nm の吸

光度は、緩衝液濃度が増加するに従い、リン酸

の場合は 0.0396 から0.25 M の0.0192 と半分以

下にまで低下したが、酢酸アンモニウムでは

0.0395 から 0.0390 と一定であった（図 1B)。この

ことから、Fe(Ⅱ)と Ferrozine との反応における緩

衝液として、酢酸アンモニウムは、リン酸よりも

pH がやや低いものの吸光度の安定性という点

でより優れていた。 

3 酢酸アンモニウムにおける蛍光試薬 

蛍光試薬の使用書に明記されているリン酸の

代わりに酢酸アンモニウムを使用した場合につ

いて、Fe(Ⅱ)試薬による実験系と PM2.5 試料との

ふたつの系を検討した。 

一つ目の実験系として、酢酸アンモニウムに

溶解した HPF 溶液に Fe(Ⅱ)を混合し、さらに過

酸化水素を添加することによる蛍光強度の変化

を比較した（図 2)。実験に用いた薬品の最終濃

度は、酢酸アンモニウムから上記の順に 0.2 M、

5 µM、2.4 µM、2 mM とした。その結果は、過酸

化水素の添加の有無、及び Fe(Ⅱ)の添加にか

かわらず、pH は 6.78 から6.91 とほとんど変化が

みられなかった（図 2A)。しかし、蛍光強度の変

化を比較すると、過酸化水素を添加していない

場合は Fe(Ⅱ)の添加にかかわらず蛍光強度は

どちらも 1500 近くであるのに対し、過酸化水素

の添加によって蛍光強度は 1500 から 3200 へと

2 倍以上にまで増加した（図 2B)。このことは、過

酸化水素の添加により Fenton 反応が生じてヒド

ロキシルラジカルが生成したことによる蛍光強度

の増加を検知したと推測される。 

二つ目の系として、採取した PM2.5 試料 221 

µg（採取期間中の平均質量濃度 17.6 µg/m3）を

用いて、その蛍光強度を比較した例を図 3 に示

す。酢酸アンモニウムに溶解した APF 試薬によ

る蛍光強度は、コントロール 210 に対し PM2.5 試

料は 340 と明らかに増加した。また HPF 試薬に

過酸化水素を添加した場合は、コントロール 940

に対し PM2.5 試料は 960 とわずかではあるが増

加を示した。 

Fe(Ⅱ)試薬による実験系と実際の PM2.5 試料

による以上の結果から、使用書に指定されたリン

酸に替えて酢酸アンモニウムを蛍光試薬に用い

ても、蛍光強度の検出、すなわちフリーラジカル

の検出が可能であることが示唆された。 

4 PM2.5によるラジカル生成の季節変動 

保存しておいた PM2.5 試料を用いて、そのラジ

カル生成の季節的変動例を検討した。2002 年 6

月から 2003 年 3 月まで期間中、毎月第 3 月曜

日から木曜日の3 日間にわたり大田区内で採取

し保存しておいた PM2.5 試料を用いた。採取期

間中の毎月の質量濃度及び含有するバナジウ

ム・マンガン・鉄・コバルト・銅の各濃度を図 4 に

示す。フリーラジカルの生成に関連する遷移金

属であるバナジウム以下の5 元素とも、それぞれ

の濃度はオーダーや変動幅に違いはあるもの

の、夏季に濃度が低く冬季に高い傾向は、PM2.5 
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図 1  リン酸または酢酸アンモニウム緩衝液の濃度を変化させたときの 2 μM Fe(Ⅱ)

と 2 mM Ferrozine 混合溶液の変化 

                  A) pH, B) 562 nm における吸光度 
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図 2  2.4 μM Fe(Ⅱ)を含む 0.2 M 酢酸アンモニウムに溶解した 5 μM HPF 蛍光試薬と

2ｍM 過酸化水素の添加の有無による比較 

 A) pH,   B)蛍光強度 
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図 3  2005 年 12 月に採取した PM2.5試料（質量濃度17.6 μg/m3） を酢酸アンモニウ
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図 5  2002 年 6 月から 2003 年 3 月に大田区で採取し保存しておいた PM2.5 試料の 5 µM 
APF 蛍光試薬による検出変化  
A) 蛍光強度増加量 四角 左軸,  
B) 採取した PM2.5 試料の単位質量あたりに換算した蛍光強度増加量 ―○― 右軸． 
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 図 6  ヒト正常血漿を SRM 1648 の各濃度に 10 分または 30分 37℃でインキュベートしたと
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の質量濃度の季節変動とほぼ同様な変化を示

している。そして、同時に採取した PM2.5 におけ

るAPF 試薬の蛍光強度増加量、及びPM2.5の単

位重量あたりの蛍光強度の季節変動を図5 に示

す。ここでは、参考として 570 µg の SRM 1648 に

による蛍光強度の結果についても併記した。そ

の結果、蛍光強度増加量（図中の棒グラフ）は

夏季に高く冬季に低い傾向がみられ、これは

PM2.5 の単位重量あたりの蛍光強度（図中の折

れ線グラフ）でみても 7 月と 8 月における量の逆

転があるものの、季節の増減傾向は同様であっ

た。これらから、フリーラジカルなどによる蛍光強

度の増加は、単にPM2.5 の質量濃度や遷移元素

濃度とは関連しない他の要素が関連することが

予測される。 

5 ヒト血漿の凝血試験 

Nycoplastin 試薬を用いた外因性凝血試験に

おいては、SRM 1648 水溶液の 1・2・4 mg/mL の

各濃度への 10 分及び 30 分暴露による正常ヒト

血漿の凝固時間（3 試料の平均値）は、図6 に示

す結果となった。SRM 1648 の 10 分暴露におい

ては、この凝固時間は、コントロールと同じ 16.4

－16.6 秒であった。これに対し、同 30 分暴露に

おいては、コントロールの凝固時間 16.8 秒に比

べ、SRM 1648 の 2 mg/mL においては 16.3 秒と

凝固時間の短縮傾向が、そして 4 mg/mL にお

いては 15.0 秒と明確な時間短縮がみられた。 

一方．Cephotest 試薬を用いた内因性凝血試

験においては、外因性凝血試験と同じ暴露条件

で行い、図 7 に示す結果となった。すなわち、

SRM 1648 の 10 分暴露においては、コントロー

ルの凝固時間 32.9 秒に対し、SRM 1648 の 1・2 

mg/mL 濃度は、それぞれ 32.1・32.0 秒とわずか

ながら短い傾向にあり、4 mg/mL においては

26.4 秒と顕著な時間短縮がみられた。さらに、

同 30 分暴露においては、コントロールの凝固時

間 32.4 秒に比べ、SRM 1648 の 2 mg/mL にお

いては 30.3 秒と時間短縮が明瞭になり、4 

mg/mL では 26.6 秒と 10 分暴露と変わらないま

ま短時間の結果であった。 

 

Ⅳ 考  察 

栗田はこれまで、PM2.5 が心肺系に与える影

響の要因として Donaldson らが指摘した（2001, 

2003）粒子状物質に起因するフリーラジカルに

ついて、Donaldson らとは異なる手法により検討

してきた（栗田 2004，2005)。そして、検討を進め

る中で、用いてきた蛍光試薬の条件となるリン酸

緩衝液が、代表的なフリーラジカルであるヒドロ

キシルラジカルの生成において代表的な成分

であるFe(Ⅱ)を捕捉するFerrozineには適さない

ことが判明した。その理由は、吸収スペクトルが

平坦になること（栗田 2005）、リン酸緩衝液の濃

度に依存してその吸光度が直線的に低下する

ことによる（図 1B)。これを踏まえ、リン酸緩衝液

に替えて酢酸アンモニウムを用いた場合、蛍光

試薬への影響が無いことを、一つは Fe(Ⅱ)溶液

を用いた実験系（図 2）と、もう一つは採取した

PM2.5 試料を用いた系（図 3）の二つについて確

認し、緩衝液を替えてもこれまでどおり蛍光試薬

が使用できることが判明した。 

一連の本研究における目標のひとつは、蛍光

試薬を用いてより簡便に日々変化する PM2.5 に

よるラジカル生成を捉え、健康調査や疫学調査

への基礎資料を提供するための手法とすること

であった（栗田 2004)。この手法の確立は、室内

実験系だけでなく、実際の PM2.5 試料によるラジ

カル生成の挙動も把握しながら手法の妥当性を

検討していくことが実用面でも望まれる。そこで、

毎月第 3 月曜日から木曜日の 3 日間にわたり大

田区内で採取し保存しておいた PM2.5 試料のラ

ジカル生成の挙動を検討した。この PM2.5 試料

における毎月の質量濃度及びそこに含まれる遷

移金属としてのバナジウウム・マンガン・鉄・コバ
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ルト・銅の各濃度は、オーダーや変動幅に違い

はあるものの、夏季に濃度が低く冬季に高い傾

向でほぼ同様な変化を示していた（図4)。そして、

肝心なPM2.5によるAPF 試薬の蛍光強度増加量、

あるいは PM2.5 の単位重量あたりに換算した蛍

光強度は、夏季に高く冬季に低い傾向がみられ

た（図 5)。 

これに関連した数少ない報告をみてみると、

Shi とその共同研究者による報告(2003)では、夏

季 6 週にわたる PM2.5 試料について電子スピン

共鳴法によるヒドロキシルラジカル生成量を週単

位で比較し、週によって最大で約 3 倍異なる結

果を示している。また、Hung と Wang (2001)は、7

月から 9 月にかけて歩道で 115 時間にわたる微

小粒子(1－3.2 µm)の採取を繰返し、蛍光試薬と

し て は 恐 ら く 最 も 使 用 さ れ て い る

dichlorofluorescein を用いて測定した。そして、

過酸化水素換算量として 31 データを要約した

結果において、最小値と最大値に9 倍以上の違

いがみられる。これらの報告例と本研究結果とを

単純に比較することはできないが、微小粒子に

よるラジカル生成量の増減が小さくないことは明

らかであろう。 

さらに、図4 及び図5 を比較すると、APF 試薬

の蛍光強度増加量、とくに PM2.5 の単位重量あ

たりに換算した蛍光強度の変動は、PM2.5 の質

量濃度や含有する遷移金属濃度とは単純に対

応しないことが分かる。これは、鉄には 2 価と 3

価があるように遷移金属にはそれぞれ価数が数

種類あり、価数によってフリーラジカル生成への

関与が異なってくること、最近報告されている粒

子状物質中のキノン類のラジカル生成（Xia et 

al., 2004）などが関与しているかもしれないが、

現段階では不明である。栗田が行ったようなラジ

カル生成の季節変動を捉えた報告はほとんどな

く、さらには本研究で用いている蛍光試薬による

報告はこれまでのところまったくない。こうしたラ

ジカル生成量の季節変動が、PM2.5 の採取場所

や採取年度によってどの程度変化していくのか、

今後データの蓄積をしていく必要がある。 

本年度の報告から新たに加えた研究項目とし

て、ヒト血漿の凝固試験がある。これは、PM2.5 に

よるフリーラジカルの生成が生体影響である循

環器系に及ぼすきっかけとなる要因の一つと考

える（Donaldson et al., 2001; 2003）のとは対極

的に、PM2.5 によるより積極的な、直接的な作用

として凝血に注目したことによる。これは、疫学

研究において PM2.5 による血液の粘性増加が指

摘されたこと（Peters et al., 1997）や、濃縮した粒

子状物質をボランティアに暴露した実験におい

て、暴露前などに比べ血中フィブリノゲンが高く

なることが示されたこと（ Ghio et al., 2000; 

Petrovic et al.， 2000）などが背景の理由として

ある。しかし、血液の凝固をテーマとした報告例

の中には、積極的な結果が得られなかったもの

もある。60 歳以上の高齢者 112 人と PM10との関

連についての疫学調査報告（Seaton et al., 

1999）では、フィブリノゲンあるいは凝固因子Ⅶ

において変化はみられなかった。高齢者 1592

人のコホート調査において、粒子状物質濃度と

血漿フィブリノゲンとの相互作用を示す証拠は

得られなかった（Prescott et al., 2000)。とりわけ

動物実験について象徴的なものは、Health 

Effects Institute のレポートである Nadziejko ら 

(2002)によるもので、「暴露研究や疫学研究が大

気汚染に関連して血球数・血小板数・フィブリノ

ゲン濃度・因子Ⅶ濃度における変化を報告して

いるが、他のヒト対象実験やほとんどの動物実

験ではこのような変化を発見できてない」と要約

した上で、次の結果を報告している。すなわち、

濃縮した粒子状物質 300 µg/m3 をラットに 6 時

間暴露した実験で、血液凝固の 6 因子（血小板

数、血球数、フィブリノゲン・トロンビン‐アンチト

ロンビン複合体・組織プラスミノゲン活性化因

子・プラスミノゲン活性化阻害因子・因子Ⅶの各

濃度）に一貫した差異はみられなかったと結論
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している。 

これらの報告例のように、血液凝固を対象とし

た研究は容易でないことを考慮しつつ、本研究

の第一段階として PM2.5 の代わりに用いた SRM 

1648 による暴露実験を行った。栗田が今回得た

結果は、Nycoplastin 試薬を用いた外因性凝血

試験におけるプロトロンビン時間においても、か

つ Cephotest 試薬を用いた内因性凝血試験に

おける活性部分トロンボプラスチン時間におい

ても、4 mg/mL 濃度の SRM 1648 を 37℃で 30

分暴露することで顕著な凝血時間短縮が生起し、

2 mg/mL 濃度でも短縮の傾向がみられた（図 6，

7)。ただここで注意すべきは、これらの短縮した

凝固時間は、あくまでも正常域の範囲内である

というこで、逆に凝血試験の難しさが浮き彫りに

なる。加えて今回結果を示していないが、この暴

露時間を延長していくと、見かけ上凝血時間が

コントロール値に近づいて回復していくケースが

みられたことも凝血試験の難しさを象徴する。見

かけ上というのは、30 分より長時間暴露した場

合凝固した血漿はコントロールに比べ明らかに

流動性がみられるためで、この理由については

不明である。本研究では、通常は輸血のためな

どに行うスクリーニング検査として実施される凝

血検査手法を応用し、とくに精度管理のために

用いられる検査値が正常域にある品質管理され

たヒト血漿を暴露対象として用いている点が、従

来の報告ではみられない新しい視点である。今

後は、研究の第二段階として実際の PM2.5 試料

による凝血時間への影響や凝固因子との関連

を検討したい。 
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大気中微小粒子暴露によるヒト血漿の凝固反応への影響 
 

研究要旨 

 本研究は、PM2.5 による血液への影響を検討するため、一定の品質管理がなされコントロールとして凝血

試験に用いられているヒト血漿に注目し、PM2.5 暴露によるその凝固時間変化という視点から、PM2.5 による

直接的な影響を調べることを目的とした。Control Plasma Normal 血漿を用いた外因系及び内因系凝血試

験において、比較的高濃度の SRM 1648 を暴露することによって凝固時間の短縮がどちらの凝固系でも生

じることを前年度報告した。しかし、SRM 1648 の濃度を都内で実際に観測される PM2.5 レベルまで下げると

凝固時間の明確な短縮がみられないことから、本年度では血漿の活性率に注目して行った暴露実験によ

り、ヒト血漿モデルの感度を高めることができた。また、実験に用いる血漿を Verify Reference Plasma（VRP）

に変更することによって、検出感度をさらに上げることができた。次に、実際の PM2.5の暴露影響をみるため、

約 1 年間にわたり足立区内において毎月採取した PM2.5試料を用いた。このときの PM2.5 質量濃度は 8 月

を最小値、6 月と 12 月をピークとした変動を示した。PM2.5 に含まれる 21 元素濃度の変動は、Na・Mg・Ca・

Co・Ag を除くと PM2.5 質量濃度の変動と類似したパターンを示した。採取した PM2.5 に 30 分暴露した 75％

及び50％活性のVRP血漿において、その外因系凝固時間の月別変動は、9月を最低値とする変化を示し

たが、PM2.5質量濃度の変動を反映していなかった。一方、同一試料のPM2.5による活性酸素検出試薬であ

る aminophenyl fluorescein（APF）の蛍光強度変化は 9 月をピークとする変化を示したが、PM2.5質量濃度の

変動を反映していなかった。しかし、PM2.5 によるヒト血漿凝固時間変化と APF の蛍光強度変化は対称的で

あった（50％活性の場合相関係数 -0.87）。以上から、PM2.5 によって生起するヒト血漿の外因系凝固時間

の短縮とAPF蛍光強度の増加は、PM2.5質量濃度やそこに含まれる多くの元素以外のなんらかの同一的影

響を示唆するものであった。 

 

Ⅰ はじめに 

栗田は、大田区内の小学校で毎月採取した

粒径が 2.5 µm 以下である大気中微小粒子、い

わゆる PM2.5によって、活性酸素検出試薬である

aminophenyl fluorescein（APF）の蛍光強度の月

別変化が夏季に高く冬季に低い傾向があり、

PM2.5 質量濃度やそこに含まれる遷移金属元素

濃度の変化とは一致しないことを指摘した（栗田

2006）。また、ヒト血漿の凝固モデルを応用して、

PM2.5試料の代用として、米国 National Institute 

of Standards and Technology（NIST）が提供する

都 市 大 気 中 粒 子 状 物 質 で あ る Standard 

Reference Matter #1648(以下，SRM 1648)による

外因系及び内因系凝固時間の短縮を報告した

（栗田 2006）。これまでも粒子状物質による健康

影響のひとつとして血液の凝固系に注目し、濃

縮した大気粒子（CAPs）を使って、ボランティア

実験（Ghio et al.，2000；Petrovic et al.，2000；

Gong et al.，2003）や動物実験（Nadziejko et al.，

2002）が報告されているが、明確な結果が得ら

れていない。 

栗田は、これまでの知見を踏まえ、SRM 1648

ではなく東京都内で実際に採取した PM2.5 試料

によるヒト血漿モデルにおける凝固時間変化を

中心的に検討し、微小粒子による血液系へ影響

を知るためさらなる知見を得ることを本研究の目

的とした。 

 

Ⅱ 材料と方法 

１ PM2.5 試料の採取 

 PM2.5の試料採取は、前々年度の報告書（栗田

2005）で記述した方法と同様とした。要約すると、
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粒径 2.5 µm 以下の粒子を選別する 50％カット

特性インパクターを内蔵する一体型のフィルタ

ーホルダー（柴田科学社製 NWPS−35HS）と吸

引ポンプ（柴田科学社製 Σ−500）を全天候型の

シェルターに収容し、毎分 2.5 L の流量で 72 時

間以上吸引して試料採取した。捕集フィルター

には、テフロンで補強されたグラスファイバー材

質である T60A20（Pall 社製）を使用した。試料採

取前後のフィルターは、ペトリスライド（Millipore

社製 PD15047）内に一時的に収納し、20℃の恒

温室内に保管した。 

２ 試薬及び器具等 

１） 試 薬 

血液の凝固試験試薬は Axis-Shield 社製で、

凝血試験のひとつである外因性凝血試験試薬

に Nycoplastin、そして内因性凝血試験試薬に

は Cephotest を用いた。粒子状物質の暴露対象

モデルとして、同社の 3.2％クエン酸ナトリウム加

プール血漿であるヒト標準血漿正常域（Control 

Plasma Normal，CPN）と、結果の項目で後述す

る理由から Biomerieux 社の血液凝固能測定用

標準血漿 Verify Reference Plasma（VRP）を用い

た。血液凝固試験における、ヒト標準血漿の溶

解や希釈などには、エンドトキシン試験済のフィ

ルター除菌水と 0.9％生理食塩水（ともに Sigma

社製）を用いた。また、内因性凝血試験試薬に

おいては、1 M 塩化カルシウム溶液（Fluka 社

製）を使用した。 

フリーラジカルや活性酸素種の検出に用いた

蛍光試薬は、前年度までと同様に第一化学薬

品社製の APF とし、50％酢酸アンモニウム(和光

純薬社製)を所定濃度にまで希釈したものに溶

解して使用した。  

２） SRM 1648 

PM2.5 試料との代替えのため、米国 NIST より

提供される標準物質のひとつとして、ミズーリ州

セントルイスで採取された都市大気中粒子状物

質である Standard Reference Matter #1648(SRM 

1648)を使用した。 

３） 器具・分析装置等 

PM2.5 及びSRM 1648 の質量は、0.1 µg まで秤

量可能な上皿電子天秤(SC2-F， Sartorius 社

製)を用いて、20℃の恒温室内で秤量した。 

凝血試験においては、滅菌済である 4 mL の

PS 製試験管（Sarstedt 社製）及びピペットチップ

（Biohit 社製）を使用した。 

後述する PM2.5 試料中の元素濃度の分析で

は、Na、Mg、Al、K、Ca、 Fe、Zn は誘導結合型

プラズマ 発光分析法（ICP-AES）による装置

（IRIS 1000，日本 Jarrell-Ash 社製）、Ti、V、Cr、

Co、Mn、Ni、Cu、As、Se、Mo、Ag、Cd、Sb、Pb、

Ba は 誘 導 結 合 型 プ ラ ズ マ 質 量 分 析 法

（ICP-MS）による装置（4500，HP 社製）を用い

た。 

活性酸素検出試薬 APF による蛍光強度の測

定には、8 穴ごとのスプリットモジュールである

UV Star（Greiner Bio-One 社製）をプレートにし

て，Micro Plate Reader MTP-100F（コロナ電気

社製）により計測した。 

３ PM2.5 からの抽出操作 

PM2.5 の採取後秤量して PM2.5 の質量濃度を

求め、半分に裁断したフィルターを PS 製試験管

に入れ、フィルター除菌水または 0.9％生理食

塩水を 1 mL 添加して密栓し、暗所で 5 分間超

音波抽出し、よく攪拌したのち室温で 30 分間静

置し、さらに攪拌して試料とした。 

４ 血漿凝固試験 

試験直前、CPN 血漿または VRP 血漿 1 バイ

アルに対しフィルター除菌水を加えて溶解後 15

分間室温静置し、秤量した SRM 1648 または採

取した PM2.5 を 0.9％生理食塩水に溶解して添

加し、室温または 37℃で静置した。  

外 因 系 凝 血 試 験 で は 、 1 バ イ ア ル の

Nycoplastin にフィルター除菌水 2 mL を試験直

前に加えて溶解後、37℃で 10 分間加温してお

き、準備したヒト血漿 0.1 mL に対し、0.2 mL の
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Nycoplastin を添加して、直ちに凝固時間を測定

した。また、内因系凝血試験では、37℃で保温

したヒト血漿0.1 mL に対し、0.1 mL のCephotest

試薬を添加し、1回軽く攪拌してから37℃で6分

間インキュベートした。これに、フィルター除菌

水で 0.02 M に調整した 37℃の塩化カルシウム

溶液 0.1 mL を添加して、直ちに凝固時間を測

定した。  

５ PM2.5 試料中の元素濃度分析 

PM2.5 に含まれる各元素濃度については、

2002 年 5 月から 2003 年 3 月までの期間中、毎

月第 3 月曜日から木曜日の 3 日間にわたり足立

区内のある小学校校庭で採取し保存しておいた

PM2.5 試料を用いた。試料採取したフィルターを

小片に裁断し専用のテフロン容器に入れ、濃硝

酸 5mL を加えて、マイクロ波反応加速装置

（MARS5，CEM 社製）により 180℃で 15 分間分

解した。分解後の溶液を専用容器に密閉したま

ま3 日間室温で放置したのち、分解液をディスク

フィルター（25HP020AN，ADVANTEC 社製）に

よりメスフラスコ内にろ過し、さらに高純度水を加

えて 50 mL に調整し、ICP-AES 及び ICP-MS 分

析用の試料とした。併せて、未使用のフィルター

を同条件で処理し、ブランクとした。なお、フラス

コなど試料調製に用いた器具類は、清浄なもの

を事前に 15%硝酸溶液に 3 日間以上浸潤させ、

高純度水で洗浄してから使用した。 

内 標 準 元 素 と し て イ ッ ト リ ウ ム を 用 い 、

ICP-AES では 10 µg/L、また ICP-MS では 1 

µg/L を含む 5%硝酸溶液として、その一定量を

ペリスタルポンプの回転と同期して試料に添加

する内標準法により、対象元素を定量分析した。

検量線によるこの分析値から総量を換算し、ブ

ランク値を差引きさらに総吸引量で除して、各元

素濃度（ng/m3）とした。 

６ フリーラジカルの検出 

採取した PM2.5 によるフリーラジカル生成の検

出には、 N,N- dimethylformamide 0.47 mL に溶

解した 1 mg APF（5 mM 相当濃度）を試験直前

に酢酸アンモニウム緩衝液中に希釈し、PM2.5 の

採取フィルターからの抽出液に最終濃度 24 µM 

の APF となるように添加した。所定の時間経過

後、前述した Micro Plate Readerにより励起波長

490 nm、蛍光波長 530 nm で蛍光強度を測定し

た。 

 

Ⅲ 結  果 

1 CPN 血漿の活性率と SRM 1648 

前年度の報告では、SRM 1648 によって外因

系及び内因系ともにヒト血漿の凝固時間は短縮

した（栗田 2006）。しかし実験で用いた SRM 

1648 の溶液濃度は、明確な凝固時間短縮を生

じた場合 2 mg/mL 以上であり、現状の汚染レベ

ルと比べ高濃度であった。その理由は、後述す

る大気汚染度の比較的高い地点である足立に

おける PM2.5 質量濃度の最大値を上回る濃度で

ある 50 µg/m3 の大気を、本研究で用いている採

取装置により毎分 2.5 L で 3 日間採取すると

PM2.5 の総量は 0.504 mg であり、抽出に必要な

最少量の 1 ｍL に対して 0.50 mg/mL の溶液濃

度にしかならないからである。したがって、ヒト血

漿凝固時間の短縮を検出するための方策として

ヒト血漿における変更が必要となり、その具体的

方法としてヒト血漿の活性率に注目した。  

凝固対象としている CPN 血漿に対し、生理食

塩水を一定量添加して希釈し、活性率 100％、

75％及び 50％の血漿に対する 1.0 mg/mL 濃

度の SRM 1648 による凝固時間を検討した。実

験に用いた CPN 血漿の活性率の逆数（それぞ

れ 1，1.33，2.0）に対する凝固時間（秒）を図１に

示す。Nycoplastin 試薬による外因性凝固試験

では、ヒト血漿の活性率の逆数に対し、コントロ

ールと SRM 1648 ともに直線的な変化であり、活

性率の減少に依存して凝固時間の短縮が明瞭

にはみられず、ほぼ平行した結果を示した（図１

A）。一方、Cephotest 試薬による内因性凝固試
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験では、ヒト血漿の活性率の逆数に対し、コント

ロールとSRM 1648ともに直線的な変化ではあっ

たが、 SRM 1648 によって直線の傾きが小さく、

すなわち活性率の減少とともに凝固時間のコン

トロールとの差ががより大きくなった（図１B）。 

次に、今年度の主目的である都内で採取した

PM2.5 試料に対する凝固時間の短縮について、

前述した CPN 血漿の活性率との関係で検討し

たが、凝固時間の明瞭な短縮は認められなかっ

た（図表なし）。そこで、ヒト血漿自体を再考し、

結論的に CPN 血漿とは異なる VRP 血漿を用い

ることにした。VRP 血漿を採用したいくつかの理

由として、1 バイアル当たりの容量が２倍であるこ

と、血漿中の各種成分が判明していることがあり、

今後の実験の拡張性がより適していると考えた

からである。はじめに、VRP 血漿の基礎的性質

を把握するため、37℃で保温した際の活性率と

Nycoplastin 試薬による凝固時間の関係を検討

した（これ以降，結果に示す実験はすべて，VRP

血漿に対する Nycoplastin 試薬による凝固試験

である）。活性率 100％、75％、50％及び 25％

（逆数として，それぞれ1，1.33，2.0，4.0）に対す

る凝固時間を 37℃保温 10 分と 30 分とで比較し

た（図２）。活性率が下がる（図中ではその逆数

が上がる）に従い、凝固時間は長くなり、全体と

して直線的に増加し、かつ保温時間の長さによ

る差は認められない。そして、留意すべきものと

して、凝固時間の数値結果には表現されないが、

凝固の質的なみかけにおいて、活性率 25％で

は凝固の程度が低く（柔らかく）、本実験のように

凝固を目視している場合には活性率 25％のヒト

血漿を用いることはあまり適してない。そのため、

以降の実験では、活性率75％と50％を用いるこ

とにした。 

2 VRP 血漿の活性率と SRM 1648 

活性率が 75％と 50％の VRP 血漿に対し、

SRM 1648 の最終溶液濃度が 0～2.0 mg/mL の

範囲において37℃で30 分間インキュベートした

ときの凝固時間を検討した（図３）。SRM 1648 濃

度によるヒト血漿の凝固時間変化は、その活性

率により顕著に異なった。すなわち、ヒト血漿の

活性率 75％では、SRM 1648 の最終濃度が 0.1 

mg/mL を超える辺りから急激に凝固時間が短く

なり、1 mg/mL 以上で横ばいとなっている。一方、

活性率50％では、SRM 1648 の最終濃度が増加

するとともにおよそ直線的に減少している。凝固

時間のバラツキとして活性率 75％と 50％を比較

すると、50％の方がバラツキが大きい場合がみ

られるのが特徴的である。 

3 採取した PM2.5 の特徴 

以下の実験では、2002 年 5 月から 2003 年 3

月まで期間中、毎月第 3 月曜日から木曜日の 3

日間にわたり足立区内の小学校校庭で採取し、

保存しておいた PM2.5 試料を用いた。採取期間

中の毎月のPM2.5 質量濃度は図４のとおりである。

期間を通して僅差ながら最高値48.6 µg/m3 を示

したのは 12 月の試料で、続いて 6 月(47.5 

µg/m3)であった。試料中最低値を示した 8 月

(10.6 µg/m3)と、濃度としては中央値相当の 7 月

(29.7 µg/m3)には、通過径路が同一でないにし

ても東京都を台風が通過したことにより、内容は

不明だが特別な影響を受けたかもしれないこと

を特筆しておく。また、PM2.5 中に含まれる各元

素濃度は、機器分析の結果、図５の変動のとお

りで、元素濃度をレベルによって便宜上AからD

までの4 群に区分して示した。A群のNa・Ca・Mg

は 7 月に、A 群の Fe、C 群の V・Ni、及び D 群

の Se・As・Co は 6 月に、そして D 群の Ag は 9

月にそれぞれ最高値を示した。一方、最低値は、

Na・Mg・K・Se が 1 月、Co が同じ値で 11・12 月

に、それ以外である 21 元素中 16 元素が 8 月に

観察されている。採取期間中の変動パターンを

比較すると、K・Fe・Zn・Ni・Cr が PM2.5 の変動パ

ターンとよく類似しており、PM2.5 に対する相関係

数では、それぞれ 0.85・0.80・0.85・0.88・0.84 と

比較的高い値が特徴的であった。反対に、Na・
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Mg・Ca・Co・AgとPM2.5の相関係数は、それぞれ

-0.06・0.27・0.39・0.16・-0.01 であり、ほとんど相

関はみられなかった。これら 10 元素を除く 11 元

素と PM2.5 の相関係数は 0.50～0.78 の範囲内で

あった。 

4 PM2.5によるヒト血漿凝固時間への影響 

PM2.5 によるヒト血漿モデルの凝固時間変化へ

の影響を検討するため、上記3)と同じPM2.5試料

を 0.9％生理食塩水で抽出し、抽出液を活性率

75％と50％のヒト血漿と混合して37℃で30 分間

静置した後、それぞれのプロトロンビン時間を測

定し、3 回測定の平均値変動として図６に示した。

活性率 75％と 50％におけるコントロールの凝固

時間（平均±SD）は、それぞれ 19.0±0.3 秒と

24.2±0.8 秒であった。毎月採取した PM2.5 によ

るヒト血漿への影響として得られた凝固時間は、

活性率 75％に比べ 50％の変動幅が大きかった

が、コントロールの数値と同等かそれ以下であり、

９月にはどちらの活性率でも最短時間を示して

いる。これらから、PM2.5 はヒト血漿のプロトロンビ

ン時間を短縮させる作用を及ぼすことが明示さ

れた。 

次に、上記 3)で掲げた PM2.5 質量濃度と各元

素濃度がこの凝固時間との間にどの程度の相

関があるか検討すると、Al と 75％活性、50％活

性のそれぞれの相関係数が 0.65、0.63 と最も高

く、それ以外の元素とは相関係数の絶対値で

0.6 を超えるものはなかった。ただし、Na と Ag だ

けは負の相関を示した、（それぞれ 75％活性 

-0.36，50％活性 -0.27；75％活性 -0.27，50％

活性 -0.46）。これら正の相関を示した意義を考

えると、元素濃度が高いときに凝固時間がコント

ロールと同じ（正常値を示す）ことになり相関の

意味はなくなる。よって、元素濃度が高い方が

凝固時間が短くなる負の相関を取上げると、Na

と Ag のうち Na については、PM2.5 中の濃度より

ははるかに高い濃度である 0.9％生理食塩水を

凝固試験に用いていることを考慮すると、Na と

の相関の意義はなくなり、数値としては大きくな

いが Ag と凝固時間との間に唯一の関連が示唆

される。  

5 PM2.5による APF の蛍光強度への影響 

採取した PM2.5 からの抽出液と APF 試薬の混

合したものの蛍光強度が、室温の暗所に静置し

た時間の経過に伴いどのように変化していくか

を検討した（図 7）。混合後 3 分間と 10 分間では、

この蛍光強度に採取月の違いはほとんど認めら

れずほぼ平坦であり、時間の経過とともに蛍光

強度が全体的にわずか上昇しているだけである。

しかし、30 分経過すると、全体の蛍光強度が同

じように増加するだけでなく、採取月による違い

がみられるようになり、60 分経過ではその差異

が明瞭になって 9 月をピークとする形状が確認

される。 

次に、上記 3)で掲げた PM2.5 質量濃度と各元

素濃度がこの蛍光強度との間にどの程度の相

関があるか検討した。PM2.5 質量濃度あるいは各

元素濃度の上昇に伴い APF 試薬の蛍光強度も

上昇するため、正の相関が予測される。しかし、

正の相関を示したのは Na・Cd・Ag・Sb の 4 元素

だけで、相関係数はそれぞれ 0.06・0.07・0.71・

0.19 であった。すなわち、APF 試薬の蛍光強度

と Ag との間に他の元素とは異なる関連の強さが

示唆された。 

加えて、前述した 60 分経過した蛍光強度の

月別変動パターン（図 7）は、上記 4）で検討した

50％活性のヒト血漿凝固時間の変動が 9 月を谷

とするパターン（図 6）に対し対称性が認められ

る。このことから、各月の 50％活性のヒト血漿凝

固時間とこの蛍光強度における相関計数を算出

すると、-0.87 と比較的高い数値が確認された

（75％活性の場合-0.70）。したがって、ヒト血漿

凝固時間を短縮させる PM2.5 中の何がしかの成

分は、それに応じて蛍光強度をも増加させること

を示唆するものであった。
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図１  1.0 mg/mL 濃度の SRM 1648 に 37℃で 30 分暴露したヒト正常血漿（CPN）の活

性率の逆数とその時の凝固時間の関係 

      A Nycoplastin 試薬による PT 時間，B Cephotest 試薬による APTT 時間 
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図２  37℃10 分及び 30 分保温したヒト正常血漿（VRP）の活性率の逆数と

Nycoplastin 試薬によるプロトンビン凝固時間の関係（平均±SD，ｎ=3） 
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図３  50％及び 75％活性のヒト正常血漿（VRP）に対し 37℃30 分暴露し

たSRM 1648 濃度とNycoplastin 試薬によるプロトンビン凝固時間変化

（平均±SD，ｎ=3） 
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図４  2002 年 5 月から 2003 年 3 月に足立区で毎月採取した PM2.5質量濃度変化 
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図５  2002 年 5 月から 2003 年 3 月に足立区で毎月採取した PM2.5試料中の各元素濃度変動 
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図 6  毎月採取した PM2.5 試料を 37℃で 30 分暴露したときの 50％及び 75%活性のヒト正常血漿

における Nycoplastin 試薬によるプロトロンビン時間変動（平均±SD，n=3） 
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図７  毎月採取した PM2.5 試料に対する活性酸素検出試薬（APF）による経過時間別

の蛍光強度変化 
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Ⅳ 考  察 

血液の凝固線溶系は、心不全や脳梗塞へ発

展するものとして心臓血管医学においてその重

要性が指摘されており（Braunwald，1997；Brook 

et al.，2004）大気中の微小粒子による生体影響

における対象のひとつとして注目されている

（Ghio et al.，2000；Petrovic et al.，2000；Gong 

et al.，2003；Nadziejko et al.，2002）.しかし、血

液凝固線溶系に関連した血液の粘性、凝固因

子 VII やフィブリノゲンなどにおいて、現状では

PM2.5 による明確な影響が出てきていない。これ

らの研究はボランティアや動物における in vivo 

の研究であり、残念ながら今のところ疫学的調

査研究の裏付けとなっていない。本研究は、in 

vitro でより直接的で単純明快な PM2.5の実験を

デザインした。具体的には、プロトロンビン時間

検査においてコントロールやリファレンスとして

臨床で使用されているヒト血漿である VRP 血漿

をPM2.5 の暴露モデルとして応用し、その外因系

（組織因子径路）凝固時間の変化をもとに、

PM2.5 による生体影響の程度を比較した（図６）。

これまで使用してきた CPN 血漿に替えて用いた

VRP 血漿は、凝固因子などの成分が定量表示

されているだけでなく、実験の趣旨に沿ったより

感度が高いものであり、かつ活性率を工夫する

ことで粒子による影響をより明瞭化させた（図１

～３）。  

採取した PM2.5 試料の質量濃度は、採取期間

中 10.6～48.6 µg/m3 と変動幅が大きな変動パタ

ーンを示した（図 4）。また、そこに含まれる Na・

Mg・Ca・Co・Ag 以外のほとんどの元素濃度は、

PM2.5 質量濃度と比較的似た変動を示した（図

5）。そのことは、相関係数が 0.80 以上であった

K・Fe・Zn・Ni・Cr に典型的に認められる。このよ

うな特徴をもつ PM2.5 試料がプロトロンビン時間

に与える影響として、ヒト血漿凝固時間はコント

ロールの数値以下となる短縮を示し、端的には

9 月の採取試料で最短値となった（図 6）。加え

て、PM2.5 及びそこに含まれる元素の大気中濃

度と、この凝固時間との間における相関では、

見かけ上 Al 濃度と 75％活性血漿との間で相関

係数 0.65 を最高とし、それ以外では 0.6 以下で

あった。しかし、元素濃度の高低と凝固時間の

長短との関係を考慮し、PM2.5 の抽出に生理食

塩水を使用したことを考慮すれば、負の相関係

数を示す Ag に唯一注目すべきである。粒子状

物質にみられる Ag の主要な発生源は、廃棄物

処理場であるとされている（ 真室ら，1979；

Germani & Zoller，1994）。Ag が、血液凝固に直

接影響することは報告されてないが、いくつかの

興味深い報告がある。微小粒子中の Ag につい

ては、高分解能電子顕微鏡と組合わせた走査

透過電子顕微鏡像の X 線分析からデトロイト都

市大気中の Ag 粒子の大きさが 20 nm 以下であ

ること（Utsunomiya et al.，2004）が報告されてい

る。Takenaka ら（2001）は、15 nm の Ag 粒子をラ

ットに吸入暴露させ、暴露直後に Ag を血液中で

確認している。また、山中ら（2005, 2006）は、銀

イオンが大腸菌の細胞膜周辺（ペリプラズマ空

間）に存在する呼吸鎖酵素のチオール基と結合

するだけでなく、30 分で細胞質にまで到達し、リ

ボソームを失活しているとプロテオーム解析によ

り報告している。抗菌剤として使用されている Ag

（Lansdown，2006）の生体影響については代表

的 な 報 告 が い く つ か あ る （ ATSDR 1990 ；

Hollinger 1996）が、とりわけ Ag 微粒子と血液と

の関連についは安全性の確認がとれているとは

言えず、今後の知見の集積が急務である。 

一方、採取した同じ PM2.5 による APF 試薬の蛍

光強度の月別変化は、9 月をピークとする変動

を示した（図 7）。この 9 月をピークとする蛍光強

度変化と前述した 9 月を谷とする凝固時間の変

動（図 6）との対称性に注目し、この二者間の相

関を検討すると 50％活性血漿で相関係数-0.87
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と比較的高い数値となった。残念なことに、蛍光

強度を増加させる PM2.5 中の物質が、ヒト血漿の

プロトロンビン時間を短縮させる直接的な証拠

は現状ではない。しかし、本報告から得られた

限られた情報の中から総括すると、PM2.5 質量濃

度に依存しない PM2.5 中の何らかの成分が、そ

れは蛍光強度を増加させるもの（APF 試薬の特

徴（Setsukinai et al.，2003）から少なくともそれは

直接的にはスーパーオキシドアニオンでない何

らかの活性酸素種）で、かつ、血漿の凝固を短

縮させる成分で、生体に悪影響を与える可能性

があることを示唆する。栗田（2005）は、 PM2.5 に

よって APF 試薬の蛍光強度が増加するのをウシ

血清アルブミンが抑制することを報告した。アル

ブミンは重要な抗酸化物質（Halliwell, 1988）で、

そこに配位されるチオール基は活性酸素種の

標的とされている（Hu et al., 1993）。血漿中のフ

ィブリノゲンは凝固因子として不可欠であるだけ

でなく、アルブミン、セルロプラスミン、トランスフ

ェリンと同様、炎症から生じる酸化ストレスに対

する補助的な抗酸化防御機構として働くことが

報告されている(Olinescu & Kummerow, 2001)。

以上から、PM2.5 による健康影響のひとつとして、

血液凝固や活性酸素種との関連を今後さらに

研究していくことの重要性が支持されるものであ

る。 
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ディーゼル排出ガス中の揮発性有機化合物、準揮発性有機化合物、 
アルデヒド類及び多環芳香族炭化水素の分析 

 

研究要旨 

ディーゼル排出ガス暴露チャンバー内の空気を採取し、炭素数 C2～C20 の揮発性有機化合物(VOC)、

準揮発性化合物（SVOC）、アルデヒド類及び 3 環～6 環の多環芳香族炭化水素(PAH)、合計 98 物質を分

析した。VOC、SVOC 及びアルデヒド類の分析では、チャンバー内空気から 62 物質が検出され、そのうち

炭素数 C15 以下のガス状物質については、全ガス暴露群(H 群)よりも除塵群(ND 群)の方が濃度の高い物

質が多かった。最も高濃度に検出されたのは、硫酸ジメチル(654μg/m3)、次いでホルムアルデヒド(647μ

g/m3)であった。また、PAH の分析では 12 物質が検出され、H 群の方が ND 群よりも高濃度の物質が多く、

最も濃度が高かったのは、アセナフチレン(736ng/m3)、次いでフルオレン(623ng/m3)であった。 

 

Ⅰ 研究目的 

 ディーゼル排出ガス中には、多環芳香族炭化水

素(PAH)だけでなく、揮発性有機化合物(VOC)、

準揮発性有機化合物(SVOC)、アルデヒド類など、

ガス状成分を含む多くの化学物質が存在する 1,2)。

そこで、これらによる健康影響を把握するため、暴

露チャンバー内空気について、VOC、SVOC、ア

ルデヒド類及び PAH を分析し、ディーゼル排出ガ

スの化学的組成に関する知見を得ることを目的と

した。 

 

Ⅱ 研究方法 

 VOC、SVOC、アルデヒド類、PAH の各物質群に

ついて測定方法を検討した後、全ガス暴露群(H

群、粉塵濃度 1.3 mg/m3、NO2 0.6ppm)、除塵群

(ND 群)、コントロール群(C 群)の各チャンバー内空

気について、以下の方法で分析を行った。 

１ 暴露チャンバー内 VOC の測定 

 捕 集 管 に Carbotrap317(Carbopack-C/ 

Carbopack -B/Carboxen 1000、スペルコ製)を用い、

100mL/分の流速で 30 分間の空気採取を行った

(n=2、採取空気量：3L)。なお H 群のチャンバー内

空気を採取する際には、捕集管の前に石英フィル

ターを装着して粉塵を除去し、ガス状成分のみを

採取した。空気採取後の捕集管は、内部標準とし

てトルエン-d8 を 0.1μg 添加し、加熱脱着装置

(ATD-400、パーキンエルマー製)によりガスクロマ

トグラフ/質量分析計(GC/MS) (GC17A/GC5000、

島津製作所製)に導入し分析した。分析条件を表１

に示す。測定対象は炭素数 C2～C16 の化合物、56

物質とし、標準物質を用いて定量した。 

２ 暴露チャンバー内アルデヒド類の測定 

捕集管に Sep-Pack DNPH XPoSure (日本ウォー

ターズ製)を用い、H 群及び ND 群については

200mL/分の流速で、C 群については 1L/分の流

速で、30 分間の空気採取を行った(n=2、採取空気

量：H 群及び ND 群 6L、C 群 30L)。なお H 群の

チャンバー内空気を採取する際には、VOC と同様

に捕集管の前に石英フィルターを装着して粉塵を

除去し、ガス状成分のみを採取した。空気採取後

の捕集管はアセトニトリル 5ml で溶出し、試験管の

目盛りで 5ml にメスアップして分析用試料とした。

分析には高速液体クロマトグラフ(HPLC)(LC10、島

津製作所製)を用いた。分析条件を表２に示す。測

定対象はホルムアルデヒド～デカナールまでの 20

物質とし、標準物質を用いて定量した。 

３ 暴露チャンバー内 PAH 及び SVOC の測定 

 捕集剤には直径 47mm の石英フィルター

(2500QAT-UP、東京ダイレック製)及びオクタデシ

ルシリカゲル(ODS)フィルター(Empore Disk C18 

Fast Flow、3M 製)を用いた。石英フィルターは粒

子状物質採取用、ODS フィルターはガス状物質採



 117

取用とした。各フィルターはブランク低減のため、

石英フィルターは 400℃、３時間の加熱処理、ODS

フィルターはアセトンによる浸漬洗浄を行った。ま

た、空気採取中の NOx 及び SOｘ等による PAH の

酸化分解を防ぐため、酸化防止剤としてアスコルビ

ン酸を各フィルター１枚あたり 500μg 添加した。空

気採取は、石英フィルター１枚と ODS フィルター2

枚を重ねてろ紙ホルダー(EMO-47、GL サイエンス

製)にセットし(1 段目：石英、2、3 段目：ODS)、15L/

分の流速で 90 分間空気を採取した(採取空気量：

1000L)。空気採取後のフィルターは、石英フィルタ

ーと ODS フィルターを別の試験管に入れ、それぞ

れにアセトン 10ml を加えて 10 分間の超音波抽出

を行い、遠心分離した(2500rpm、10 分)。次に上清

５ml を濃縮管に取り、内部標準としてフルオランテ

ンｄ10 を 50ng 添加して、窒素気流下で 10 倍濃縮

し、GC/MS(GCMS-QP2010、島津製作所)の分析

用試料とした。分析条件を表 3 に示す。測定対象

は 3 環～6 環の PAH18 物質、SVOC は炭素数 C17

～C20 の脂肪族炭化水素 4 物質とし、標準物質を

用いて定量した。なお、GC/MS の検出モードにつ

いては、PAH は SIM モード、脂肪族炭化水素は

SCAN モードで分析した。 

 

Ⅲ 結果 

１ 暴露チャンバー内 VOC、SVOC及びアルデヒド

類の濃度 

 図 1 に ND 群チャンバー内 VOC の GC/MS クロ

マトグラムを示す。エタノール(C2)からヘキサデカ

ン(C16)まで、多種類の VOC が検出された。図中に

物質名を示したピークのうち、硝酸メチル(保持時

間４分のピーク)については、GC/MS のライブラリ

ー検索により硝酸メチルであることが推定されたが、

標準物質が入手できなかったため、確認・定量す

ることができなかった。 

図2 にND群チャンバー内アルデヒド類のHPLC

クロマトグラムを示す。多種類のアルデヒド類が検

出され、ホルムアルデヒド及びアセトアルデヒドなど

の揮発性の高いアルデヒド類が主な成分であっ

た。 

表４に VOC、SVOC 及びアルデヒド類の分析結

果を示す。数値は２回行った測定の平均値を表す

(C17～C20 の脂肪族炭化水素については 1 回の測

定値)。暴露チャンバー内からは 62 物質が検出さ

れた。それらのうち、炭素数C15以下の VOC、アル

デヒド類については、H 群、ND 群とも共通した物

質が検出され、H群よりもND 群の方が高濃度の物

質が多かった。ヘキサデカン(C16)～エイコサン

(C20)の脂肪族炭化水素については、いずれも ND

群よりも H 群の濃度の方が高かった。また、これら

の SVOC については、ガス状だけでなく、粒子状と

しても存在することが考えられたため、粒子状/ガ

ス状濃度を比較したところ、ほとんどがガス状として

検出された(表 6)。 

VOC の中で最も高濃度だったのは硫酸ジメチ

ルで、H 群：654μg/m3、ND 群：530μg/m3 であっ

た。その他、100μg/m3 以上の濃度で検出された

主な物質は、ノナン、デカン、トルエン、アセトン及

び酢酸であった。アルデヒド類では、ホルムアルデ

ヒドが最も高濃度で H 群、ND 群ともに約 600μ

g/m3、次いでアセトアルデヒドが約 350μg/m3、ア

クロレインが約 100μg/m3 であった。 

以上の結果より、ディーゼル排出ガス中には、

硫酸ジメチル、ホルムアルデヒド等、刺激性を有す

るガス状物質が高濃度に含まれていることが判明

した。 

２ 暴露チャンバー内 PAH 濃度 

 表５に暴露チャンバー内PAHの分析結果を示す。

暴露チャンバー内で検出された 12 種の PAH につ

いて、H 群と ND 群とを比較するとH 群の方が高濃

度に検出された物質が多かった。最も濃度が高か

ったのは、Ｈ群のアセナフチレンで 736ng/m3、次

いで H 群のフルオレン 623 ng/m3、フェナンスレン

538 ng/m3 の濃度が高かった。 

表 6 に PAH の粒子状/ガス状別濃度を示す。H

群の測定値について、粒子状及びガス状濃度を
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比較すると、3 環の化合物(アセナフチレン、アセナ

フテン、フルオレン、フェナンスレン及びアントラセ

ン)は、主にガス状として検出された。これに対し、

４～6 環の化合物及び酸素を有する 2～3 環の物

質(アントラキノン及び 1,8-ナフタル酸無水物)は、

主に粒子状として検出され、これらの物質は粉塵

に吸着して存在する割合が高いと考えられた。ま

た、コントロール群及び ND 群については、4 環の

物質のうち、フルオランテン及びピレンについては、

主にガス状として検出されたが、他の物質につい

ては、H 群と同様に、3 環の物質はガス状、含酸素

化合物は粒子状として検出された。なお、粒子状/

ガス状比を算出するにあたり、粒子状・ガス状のい

ずれかの濃度が定量下限値未満であった場合は、

定量下限値の 1/2 を用いて比率を計算した。また、

H 群については、粉塵濃度をモニターしており、空

気採取中の H 群の粉塵濃度平均値は 1.3mg/m3

であった。 

 

Ⅳ 考察 

今回の調査では、これまでディーゼル排出ガス

における報告がほとんど無い硫酸ジメチルが検出

された。硫酸ジメチルの測定法を検討した結果で

は、この物質は捕集管中での減少が早く、チャン

バー内の空気採取後、直ちに GC/MS 分析する必

要があることがわかった。また、標準物質の調製に

おける検討では、アルコールを希釈溶媒に使用し

た場合、硫酸ジメチルは溶媒と反応し、急速に濃

度が減少することも判明した。したがって、今後、

安定した捕集が可能な採取方法を検討するなどし

て測定法の改良を行い、排出ガス中の硫酸ジメチ

ルの実態を把握する必要があると考えられた。 

アルデヒド類の分析では、HPLC クロマトグラム

のアセトアルデヒドの近くに大きなピークが出現し

たが、標準物質の中には相当する保持時間の物

質が無かった。そこで追加実験を行ったところ、こ

のピークはアルデヒド類ではなく、捕集剤のシリカ

ゲルに含浸された DNPH(2,4-ジニトロジニトロフェ

ニルヒドラジン)がチャンバー内の酸化性ガスにより

分解し、生成した妨害物質であると推定された。 

今回の調査では、揮発性の高いC15以下の物質

については、H 群に比べ ND 群の方が濃度の高い

物質が多かった。したがって、これまで報告されて

きた除塵ガス暴露における動物への影響について

は、これらのガス成分の寄与が推察された 3,4)。 

 

Ⅴ 今後の課題 

 今回の調査で、ディーゼル排出ガス中には多く

の揮発性物質が含まれることが判明した。現在、首

都圏等の都市域を走行するディーゼル車には粒

子の排出規制が導入され、基準を満たさない車は

DPF を装着する必要がある。規制の成果として都

内大気中粒子状物質の濃度減少が報告されてい

る。しかし、DPF では粒子状物質を除去できるが、

ガス状物質の除去効果については不明な点も多

い。したがって、今後は実際に DPF を装着したデ

ィーゼルエンジンの排出ガスについても分析を行

い、装着の有無によるガス状物質の濃度比較を行

う予定である。 

また、今回、高濃度に検出されたガス状物質に

は、ホルムアルデヒド等、刺激性を有する物質が多

く含まれていた。そこで、これらのガス吸入時の肺

への影響を調査するため、ガス状物質についての

酸化ストレス能の検出手法を検討し、ディーゼル排

出ガス中で酸化ストレス能に寄与する物質の検索

を行う予定である。 

 今回検出された物質のうち、ディーゼル排出ガス

中に主に含有され、東京都内においては、他から

の排出の寄与が少ない物質として、ガス状物質で

は硫酸ジメチル、粒子状物質では 1,8-ナフタル酸

無水物 5)が推察された。したがって、これらの物質

については、ディーゼル排出ガスの暴露指標とし

て使用可能かどうかの評価を行うことが、今後の課

題と考えられた。 
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表１ VOC 分析用 ATD-400 及び GC/MS 条件 

ATD-400分析条件 

 オーブン温度     ：350℃ 

脱着時間       ：10min 

脱着流量       ：50ml/min 

２次トラップ     ：Carbopack-C +Carbopack-B+Carboxen 1000  

２次トラップ温度   ：30℃ 

２次脱着温度     ：350℃ 

２次脱着時間     ：5min 

２次スプリット比   ：１：10  

トランスファライン  ：200℃ 

バルブ温度      ：200℃ 

GC/MS分析条件 

 カラム        ：DB-1(30m×0.25mm i.d.、1μm) 

 カラム温度      ：40℃(3min)-12℃/min-220℃(2min)-20℃/min-300℃(1min) 

 キャリアーガス    ：He(カラムヘッド圧 40kPa) 

 インターフェース温度：250℃ 

 検出モード     ：SCAN(m/z 40-400) 

表２ アルデヒド分析用 HPLC 条件 

カラム  ：ZORBAX Bonus RP 4.6mm i.d.×250mm     

流速   ：1.0ml/min 

カラム温度：40℃ 

注入量  ：10μl 

検出波長 ：360nm 

移動相Ａ ：0.1%テトラヒドロフラン含有 50%アセトニトリル/水 

移動相Ｂ ：0.1%テトラヒドロフラン含有 80%アセトニトリル/水 

グラジェント条件  

Time(min)   A(%)     B(%) 

0  70      30 

14  70      30 

17   0     100 

26   0     100 

27  70      30 

35  70      30 
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表３ PAH 及び SVOC 分析用 GC/MS 条件 

 カラム        ：DB-1(30m×0.25mm i.d.、1μm) 

 カラム温度      ：90℃(2min)-15℃/min-300℃(12min) 

 キャリアーガス    ：He(カラムヘッド圧 70kPa) 

 インターフェース温度：250℃ 

  イオン源温度    ：260度 

 検出モード     ：SIM(PAH分析)あるいは SCAN(SVOC分析) 

                 

物質名 定量用イオン 確認用イオン 

アセナフチレン 152 153 

アセナフテン 154 155 

フルオレン 166 167 

フェナンスレン 178 179 

アントラセン 178 179 

フルオランテン 202 203 

ピレン 202 203 

ベンゾ(a)アントラセン 228 229 

クリセン 228 229 

ベンゾ(b)フルオランテン 252 253 

ベンゾ(k)フルオランテン 252 253 

ベンゾ(a)ピレン 252 253 

ジベンゾ(ah)アントラセン 278 279 

インデノ[123-cd]ピレン 276 277 

ベンゾ(ghi)ペリレン 276 277 

アントラキノン 180 208 

フェナントラキノン 180 208 

1,8-ナフタル酸無水物 198 154 
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     図 2 暴露チャンバー(ND 群)内アルデヒド類の HPLC クロマトグラム 
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    図 1 暴露チャンバー(ND 群)内 VOC の GC/MS クロマトグラム 
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表 4-1 ディーゼル暴露チャンバー内 VOC、SVOC 及びアルデヒド類分析結果     μg/m3 

  物質名 ｺﾝﾄﾛｰﾙ 全ガス 除塵  
脂肪族 ﾍｷｻﾝ 18.0 28.0 25.6  
炭化水素 ﾍﾌﾟﾀﾝ 0.75 10.0 14.2  
 ｵｸﾀﾝ 0.76 23.0 47.7  
 ﾉﾅﾝ 2.5 142 247  
 ﾃﾞｶﾝ 2.2 117 154  
 ｳﾝﾃﾞｶﾝ 1.0 53.4 81.8  
 ﾄﾞﾃﾞｶﾝ 0.74 31.4 58.6  
 ﾄﾘﾃﾞｶﾝ 0.72 18.5 41.7  
 ﾃﾄﾗﾃﾞｶﾝ <0.50 14.8 37.8  
 ﾍﾟﾝﾀﾃﾞｶﾝ <0.50 13.5 13.7  
 ﾍｷｻﾃﾞｶﾝ <0.50 15.7 4.9  
 ﾍﾌﾟﾀﾃﾞｶﾝ <0.50 20.7 2.8  
 ｵｸﾀﾃﾞｶﾝ <0.50 11.5 0.94  
 ﾉﾅﾃﾞｶﾝ <0.50 6.4 <0.50  
 ｴｲｺｻﾝ <0.50 3.1 <0.50  
 2,4-ｼﾞﾒﾁﾙﾍﾟﾝﾀﾝ 0.84 2.1 2.5  
 2,2,4-ﾄﾘﾒﾁﾙﾍﾟﾝﾀﾝ <0.50 3.6 7.2  
 ｼｸﾛﾍｷｻﾝ 13.9 8.1 8.0  
 ﾒﾁﾙｼｸﾛﾍｷｻﾝ 1.2 16.6 22.6  
 ﾍｷｾﾝ 11.9 44.8 86.1  
 ﾍﾌﾟﾃﾝ 1.0 52.6 110  
 ｵｸﾃﾝ 3.3 37.8 56.8   

芳香族 ﾍﾞﾝｾﾞﾝ 4.3 63.5 98.1  
炭化水素 ﾄﾙｴﾝ 11.4 115 120  
 ｷｼﾚﾝ 3.2 45.0 69.0  
 ｴﾁﾙﾍﾞﾝｾﾞﾝ 3.1 27.5 34.3  
 ｽﾁﾚﾝ 1.1 13.4 14.8  
 ｴﾁﾙﾄﾙｴﾝ 1.8 57.3 84.5  
 1,3,5-ﾄﾘﾒﾁﾙﾍﾞﾝｾﾞﾝ <0.50 11.4 15.4  
 1,2,4-ﾄﾘﾒﾁﾙﾍﾞﾝｾﾞﾝ 1.3 34.7 45.5  
 1,2,3-ﾄﾘﾒﾁﾙﾍﾞﾝｾﾞﾝ <0.50 12.4 17.9  
 1,2,4,5-ﾃﾄﾗﾒﾁﾙﾍﾞﾝｾﾞﾝ <0.50 3.7 5.1  
 p-ｼﾒﾝ <0.50 4.0 3.6  
 4-ｴﾁﾙ-1,2-ｼﾞﾒﾁﾙﾍﾞﾝｾﾞﾝ <0.50 6.0 7.2  
  ﾅﾌﾀﾚﾝ 1.9 46.3 69.1  
ｴｽﾃﾙ類 酢酸ｴﾁﾙ 13.7 3.0 1.6  
 酢酸ﾌﾞﾁﾙ <0.50 4.0 4.8  
  硫酸ｼﾞﾒﾁﾙ <0.50 654 530  
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表 4-2 ディーゼル暴露チャンバー内 VOC、SVOC 及びアルデヒド類分析結果     μg/m3 

  物質名 ｺﾝﾄﾛｰﾙ 全ガス 除塵   
ﾊﾛｹﾞﾝ類 ｼﾞｸﾛﾛﾒﾀﾝ 21.3 2.8 7.3   
 ｸﾛﾛﾎﾙﾑ 19.5 9.3 6.4  
 1,2-ｼﾞｸﾛﾛｴﾀﾝ <0.50 <0.50 <0.50  
 1,1,1-ﾄﾘｸﾛﾛｴﾀﾝ 0.78 <0.50 <0.50  
 四塩化炭素 3.1 <0.50 <0.50  
 1,2-ｼﾞｸﾛﾛﾌﾟﾛﾊﾟﾝ <0.50 <0.50 <0.50  
 ﾌﾞﾛﾓｼﾞｸﾛﾛﾒﾀﾝ 9.9 8.6 15.4  
 ﾄﾘｸﾛﾛｴﾁﾚﾝ 5.7 <0.50 <0.50  
 ｼﾞﾌﾞﾛﾓｸﾛﾛﾒﾀﾝ 3.4 <0.50 <0.50  
 ﾃﾄﾗｸﾛﾛｴﾁﾚﾝ 1.9 <0.50 <0.50  
 p-ｼﾞｸﾛﾛﾍﾞﾝｾﾞﾝ 1.7 4.8 4.6   

ｱﾙｺｰﾙ類 ｴﾀﾉｰﾙ 55.3 96.4 96.9   
 2-ﾌﾟﾛﾊﾟﾉｰﾙ 19.5 4.7 2.8  
 1-ﾌﾟﾛﾊﾟﾉｰﾙ 0.87 <0.50 <0.50  
 ﾌﾞﾀﾉｰﾙ 4.6 10.2 10.5  
 2-ｴﾁﾙ-1-ﾍｷｻﾉｰﾙ 0.71 0.81 1.4  

ｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ類 ﾎﾙﾑｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ 6.9 647 581  
 ｱｾﾄｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ 7.4 333 387  
 ﾌﾟﾛﾋﾟｵﾝｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ 0.56 73.1 88.4  
 ｸﾛﾄﾝｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ <0.50 16.8 22.2  
 ﾌﾞﾁﾙｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ <0.50 51.3 63.0  
 ﾍﾞﾝｽﾞｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ 0.94 19.7 24.1  
 ﾊﾞﾚﾙｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ <0.50 38.9 48.0  
 ｲｿﾊﾞﾚﾙｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ <0.50 <0.50 <0.50  
 ﾄﾙｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ <0.50 <0.50 <0.50  
 ﾍｷｻｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ <0.50 <0.50 36.8  
 2,4-ｼﾞﾒﾁﾙﾍﾞﾝｽﾞｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ <0.50 <0.50 <0.50  
 ﾍﾌﾟﾀｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ <0.50 <0.50 <0.50  
 ｵｸﾀｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ <0.50 <0.50 <0.50  
 ﾉﾅﾅｰﾙ 1.3 36.2 42.8  
 ﾃﾞｶﾅｰﾙ 1.2 15.9 19.0  
 ｱｸﾛﾚｲﾝ <0.50 99.6 116  
  ﾒﾀｸﾛﾚｲﾝ <0.50 72.6 84.3   
酸類 酢酸 10.3 111 202   
ｹﾄﾝ類 2-ﾌﾞﾀﾉﾝ 0.57 23.2 27.1  
 ｱｾﾄﾝ 12.4 114 153  
 ｼｸﾛﾍｷｻﾉﾝ <0.50 <0.50 <0.50  
  4-ﾒﾁﾙ 2-ﾍﾟﾝﾀﾉﾝ <0.50 0.69 <0.50   
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表 5  ディーゼル暴露チャンバー内 PAH 分析結果 ng/m3 

  物質名 ｺﾝﾄﾛｰﾙ 全ガス 除塵   
多環芳香族 ｱｾﾅﾌﾁﾚﾝ 1.6 736 51.7  
炭化水素 ｱｾﾅﾌﾃﾝ 10.0 20.3 37.2  
 ﾌﾙｵﾚﾝ 12.1 623 314  
 ﾌｪﾅﾝｽﾚﾝ 17.7 538 67.3  
3 環 ｱﾝﾄﾗｾﾝ <0.50 18.8 <0.50  

 ﾌﾙｵﾗﾝﾃﾝ 1.1 30.7 1.3  
 ﾋﾟﾚﾝ <0.50 64.6 1.1  
 ﾍﾞﾝｿﾞ(a)ｱﾝﾄﾗｾﾝ <0.50 2.1 <0.50  
4 環 ｸﾘｾﾝ <0.50 7.8 1.1  

 ﾍﾞﾝｿﾞ(b)ﾌﾙｵﾗﾝﾃﾝ <0.50 0.88 <0.50  
 ﾍﾞﾝｿﾞ(k)ﾌﾙｵﾗﾝﾃﾝ <0.50 <0.50 <0.50  
 ﾍﾞﾝｿﾞ(a)ﾋﾟﾚﾝ <1.0 <1.0 <1.0  
5 環 ｼﾞﾍﾞﾝｿﾞ(ah)ｱﾝﾄﾗｾﾝ <1.0 <1.0 <1.0  

 ｲﾝﾃﾞﾉ(123-cd)ﾋﾟﾚﾝ <1.0 <1.0 <1.0  
6 環 ﾍﾞﾝｿﾞ(ghi)ﾍﾟﾘﾚﾝ <5.0 <5.0 <5.0  

 ｱﾝﾄﾗｷﾉﾝ <1.0 64.1 <1.0  
 ﾌｪﾅﾝﾄﾗｷﾉﾝ <5.0 <5.0 <5.0  
含酸素 1,8-ﾅﾌﾀﾙ酸無水物 3.4 281 1.0   

 

表 6  ディーゼル暴露チャンバー内 PAH、SVOC の粒子状/ガス状別濃度(粒子状/ガス状比) ng/m3 

  物質名 ｺﾝﾄﾛｰﾙ 全ガス 除塵 
多環芳香族 ｱｾﾅﾌﾁﾚﾝ <0.50/1.6 (0.16) 1.3/734 (0.002) <0.50/51.7(0.004) 
炭化水素 ｱｾﾅﾌﾃﾝ <0.50/10.0(0.03) <0.50/20.3(0.01) <0.50/37.2(0.007) 
 ﾌﾙｵﾚﾝ <0.50/12.1(0.02) 2.4/620 (0.004) <0.50/314(0.0008) 
 ﾌｪﾅﾝｽﾚﾝ <0.50/17.7(0.01) 22.3/516 (0.04) <0.50/67.3(0.004) 
 ｱﾝﾄﾗｾﾝ - 3.5/15.3(0.22) - 
 ﾌﾙｵﾗﾝﾃﾝ <0.50/1.1 (0.27) 25.1/5.7  (4.4) <0.50/1.3  (0.19) 
 ﾋﾟﾚﾝ - 56.7/7.9  (7.1) <0.50/1.1  (0.23) 
 ﾍﾞﾝｿﾞ(a)ｱﾝﾄﾗｾﾝ - 2.1/<0.50(8.4) - 
 ｸﾘｾﾝ - 7.8/<0.50(31.2) 1.1/<0.50 (4.4) 
 ﾍﾞﾝｿﾞ(b)ﾌﾙｵﾗﾝﾃﾝ - 0.88/<0.50(3.5) - 
 ﾍﾞﾝｿﾞ(k)ﾌﾙｵﾗﾝﾃﾝ - - - 
 ﾍﾞﾝｿﾞ(a)ﾋﾟﾚﾝ - - - 
 ｼﾞﾍﾞﾝｿﾞ(ah)ｱﾝﾄﾗｾ - - - 
 ｲﾝﾃﾞﾉ(123-cd)ﾋﾟﾚ - - - 
 ﾍﾞﾝｿﾞ(ghi)ﾍﾟﾘﾚﾝ - - - 
 ｱﾝﾄﾗｷﾉﾝ - 64.1/<1.0 (128) - 
 ﾌｪﾅﾝﾄﾗｷﾉﾝ - - - 
 1,8-ﾅﾌﾀﾙ酸無水物 3.4/<0.50(13.6) 281/<0.50(1130) 1.0/<0.50 (4.0) 
脂肪族炭化 ﾍﾌﾟﾀﾃﾞｶﾝ - <0.50/20.7(0.01) <0.50/2.8  (0.09) 
水素 ｵｸﾀﾃﾞｶﾝ - <0.50/11.5(0.02) <0.50/0.94 (0.27) 
 ﾉﾅﾃﾞｶﾝ - <0.50/6.4 (0.04) - 
 ｴｲｺｻﾝ - 0.67/2.4 (0.28) - 
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項目      説  明
ＡＰＦ

活性酸素検出試薬であるaminophenyl fluoresceinの略称。
化学名は2-[6-(4’-amino) phenoxy-3H-xanthen-3-on -9-yl] benzoic acid。

CPN血漿
血液の凝固試験に用いられる標準血漿のひとつ。Axis-Shield社製のControl Plasma Normalの略称。

ＤＰＦ
Diesel Particulate Filter
ディーゼルエンジンの排出ガス中の粒子を減少させるフィルター装置。セルフクリーニング機能を組み込んだり、
触媒を添加することで一酸化炭素や炭化水素を減少させる装置もある。再生方式には、交互再生方式、連続再生
方式。間欠再生方式、添加剤再生方式等がある。

ＥＩＡ
Enzyme Imunoassayの略
酵素免疫定量法

ELISA
Enzyme-Linked Immunosorbent Assayの略。
酵素で標識した抗原や抗体を用い、試料中の抗原や抗体を検出・定量する方法。EIAと同義語に使われることが
多い。

ＨＥＰＡフィルタ
High Efficiency Particulate Air filter
エアフィルターの一種。粒径が0.3μmの粒子に対して99.97％以上の粒子捕集率を持つ。

HPF

活性酸素検出試薬であるhydroxyphenyl fluoresceinの略称。
化学名は2-[6-(4’-hydroxy) phenoxy-3H-xanthen-3-on-9-yl]benzoic acid。

IgE抗体
免疫グロブリンの一種で、マスト細胞に作用してヒスタミン等の脱顆粒を引き起こす。

IL-12

インターロイキン12。マクロファージなどから産生されるサイトカイン。分子量約70,000の糖タンパク質。ナチュラル

キラー細胞、T細胞からIFN-γの産生を誘導し、ナチュラルキラー細胞，T細胞の細胞傷害性を高め、ナイーブT細
胞に抗原提示細胞と共に作用してTh1細胞への分化を促進するなど、免疫反応に重要な働きをしている。

ＩＬ-4
インターロイキン4。Th2細胞、肥満細胞から産生されるサイトカイン。分子量約20,000の糖タンパク質。ナイーブT
細胞からTh2細胞への分化を促進する。IgE産生には必須のサイトカインである。

IFN-γ

インターフェロンガンマ。Th1細胞より産生されるサイトカイン。分子量約20,000の糖タンパク質。細胞性免疫の促進
に働く。抗ウイルス作用、免疫系に対する作用、細胞増殖抑制作用、マクロファージ活性化作用、ナチュラルキ
ラー細胞活性化作用、抗腫瘍作用などがある。

MCD

次亜塩素酸と反応する化学物質Monochlorodimedon〔2-chloro-5,5-dimethyl-1,3-cyclohexanedione〕の略称。

ＰＭ２．５
大気中の粒子状物質のうち大きさが2.5ミクロン以下のもの

RT-PCR

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction，逆転写ポリメラーゼ連鎖反応のことでRNAの証明に用いる。

ＳＭＰ30
Senescence Marker Protein-30，加齢指標蛋白質30．加齢に伴い著しく減少する分子量34,000Daのタンパク質で
ある．

SRM1648
アメリカ国立標準技術研究所（ＮＩＳＴ）が提供する標準試料（ＳＲＭ）のひとつでリスト番号1648であるミズーリ州セ
ントルイスで採取された都市大気中の粒子状物質

ＳＶＯＣ

Semi-volatile Organic Compounds
準揮発性有機化合物。WHOの定義では、沸点が240-260℃～380-400℃の範囲の有機化合物。VOCよりも沸点が
高く、蒸気圧は低い。

ＴＧＦ-β1,3

Transforming Growth Factor，形質転換成長因子．細胞を形質転換させ増殖を促進させる因子。

用　語　解　説

 



 127

ＶＯＣ

Volatile Organic Compounds
揮発性有機化合物。WHOの定義では、沸点が50-100℃～240-260℃の範囲の有機化合物。

VRP血漿

血液の凝固試験に用いられる標準血漿のひとつ。Biomerieu社製のVerify Reference Plasmaの略称。

アクロレイン
分子式：CH２CHCHO、分子量：56.07、CAS：107-02-8、沸点：52.5℃

【特徴】常温で黄色または無色の液体。揮発性があり、強い刺激臭を有する。不快な息の詰まるような臭気。光に
不安定。
【用途】主に栄養強化剤や飼料添加物、医薬品に使われるメチオニンの製造原料として用いられるほか、アクリル
酸エステル（アクリル繊維などの原料）の製造原料、繊維処理剤などとして使われる。
【毒性・影響】吸入：鼻、喉への刺激、咳、呼吸困難、眼：炎症、刺激、皮膚：痛み、炎症、経口摂取：腹痛、吐き気
【基準・評価】OSHA許容濃度：0.1ppm、NIOSH許容濃度：0.1ppm、短時間(15分以下)暴露：0.3ppm、ACGIH許容濃
度(天井値)：0.1ppm、IARC：グループ3(発がん性を分類できない)、1ppm=2.29mg/m3、環境省：「有害大気汚染物
質」、PRTR：第一種指定化学物質

アジュバント作用

抗体産生や細胞免疫の強化。

オッズ比

罹患率などある事象がおこる確率と起こらない確率の比（オッズ）について、対照となるグループ（非曝露群）の
オッズに対する患者グループ（曝露群）のオッズの比率をさす。

外因性凝血試験

２系列ある凝血を起こす仕組みのうち、外部刺激によって起こる（外因性）とされる仕組みで凝血を起こさせる試
験。

活性酸素種

酸素分子より活性の高い酸素をもつ分子の総称。広義にはフリーラジカルを含む場合もある。Ｒｅａｃｔｉｖｅ Ｏｘｙｇｅｎ
Ｓｐｅｃｉｅｓの訳でＲＯＳと略称される。

活性トロンボプラスチン時間

血液が凝固するときの内因系因子の異常を調べる検査に用いる凝固時間（秒）

感作

生体に特定の抗原を与え、同じ抗原の再刺激に感じやすい状態にすること。

凝固線溶系

生体がもつ血液が凝固するためのしくみと凝固した血液を溶かすためのしくみの両方をさす用語。

クリアランス

浄化，清掃。注目している臓器・場所等から外部への排除・除去。

クレアチニン
生体内で生成され尿中へ排出される。その尿中排出量は体重当たりほぼ一定しており食事性因子や尿量などに
はほとんど影響されない。

血漿の活性率

粉末化された血漿を所定の濃度になるよう精製水で溶解した場合を100％としたとき、さらに生理食塩水で薄めた
場合の、例えば２倍に薄めた場合は50％となる割合を示す。

コチニン

ニコチンの代謝産物。

サイトカイン
細胞が産生するタンパク質で、それに対する受容体を持つ細胞に働く。免疫、炎症反応の制御作用、抗ウイルス
作用、抗腫瘍作用、細胞増殖・分化の調節作用などがある。

心筋細胞のイオンチャンネル変化
心臓の筋肉細胞におけるその生理的変化を左右するカルシウムなどイオン量の変化。

スーパーオキシドアニオン

活性酸素でもありフリーラジカルでもある酸素原子２個からなる分子。

チトクロムＰ４５０

ミクロソームおよびミトコンドリアに存在し、主として薬物代謝を行う。
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内因性凝血試験

２系列ある凝血を起こす仕組みのうち、外因性でない（内因性）仕組みで凝血を起こさせる試験。

内膜中膜比

頚動脈など血管を形成する内膜と中膜の厚さの比で循環器系疾患の指標。高コレステロールなどで内膜は肥厚
する。

肺胞Ⅰ型細胞

肺胞に存在する扁平な上皮細胞で、呼吸機能をつかさどる。

肺胞Ⅱ型細胞

肺胞に存在する立方型の大型上皮細胞で、リン脂質を分泌している。

ヒドロキシルラジカル

活性酸素でもありフリーラジカルでもある酸素と水素からなる分子。鉄などと過酸化水素が反応して生成するフェ
ントン反応が有名である。

フリーラジカル

不対電子とよばれる反応性の高い電子をもった分子の一般名。

プロトロンビン時間

外因性による血液の凝固が血液中のプロトロンビンという物質がトロンビンに変化することによる検査において、
その凝固するまでに要する時間（秒）をさす。

ホルムアルデヒド
分子式：HCHO、分子量：30.03、CAS：50-00-0、沸点：-19.2℃
【特徴】刺激臭を有する無色の気体(窒息性)。水に可溶で35％～37%の水溶液はホルマリンと呼ばれる。
【用途】フェノール樹脂、尿素樹脂、メラミン樹脂の原料。防腐剤、繊維の縮み防止加工剤など、さまざまな用途の
材料として用いられる。
【毒性・影響】吸入：鼻、喉への刺激、咳、呼吸困難、ぜん息の引き金、動物で発がん性、眼：炎症、刺激、皮膚：炎
症、アレルギー症状
【基準・評価】OSHA許容濃度：0.75ppm、短時間(15分以下)暴露：2ppm、NIOSH許容濃度：0.016ppm、短時間(15分
以下)暴露：0.1ppm、ACGIH許容濃度(天井値)：0.3ppm、厚生労働省室内空気濃度指針値：0.08ppm、IARC：グルー
プ1(発がん性がある)、1ppm=1.23mg/m3、環境省：「有害大気汚染物質」、PRTR：第一種指定化学物質、医薬用外
劇物

リアルタイムPCR

ポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) による増幅を経時的（リアルタイム）に測定することで、増幅率に基づいて鋳型となる
DNAの定量を行なう。

硫酸ジメチル

分子式：(CH3O)2SO2、分子量：126.13、CAS：77-78-1、沸点：188℃(分解を伴う)

【特徴】無色の油状液体。タマネギに似た弱い悪臭を有する。冷時徐々に、熱または酸の存在により速やかに分解
する。分解生成物はモノメチル硫酸、硫酸、メタノールなどである。
【用途】フェノール類、アミン、チオールのメチル化剤として、有機合成に用いられる。
【毒性・影響】吸入：焦燥感、咳、頭痛、喉の炎症、眼：充血、痛み、かすみ、皮膚：痛み、炎症、水泡、経口摂取：腹
痛、焦燥感、痙攣、下痢、ショック、虚脱
【基準・評価】日本産業衛生学会：許容濃度：0.1ppm、 OSHA許容濃度：0.1ppm(皮膚)、 ACGIH許容濃度(天井値)：
0.1ppm、 IARC：グループ2A(おそらく発がん性がある)、1ppm=5.16mg/m3、環境省：「有害大気汚染物質」、米国、
イギリス、カナダ、韓国でPRTR対象物質

リンパ流
リンパ液の流れ。

海外の毒性評価機関
OSHA

Occupational Safety and Health Administration

NIOSH
National Institute for Occupational Safety and Health

ACGIH
American Conference of Government Industrial Hygienist

IARC
International Agency for Research on Cancer  


