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研究要旨 

 経気管肺内噴霧投与（TIPS）による試験法を用いた空気中の化学物質の吸入曝露に伴う毒

性評価のための in vitro 毒性試験について質量分析計を用いた活性カルボニル化合物（RCｓ）

の網羅的解析によって評価した。ヒト肺がん細胞 A549 に試行検体として 1,4-dioxane（dxn）を曝

露させた結果、対照群と比較して dxn 曝露による酸化ストレス由来の RCｓの生成が確認された。

Dxn 曝露によって高値を示した RCs には、強い細胞傷害性が報告されている glyoxal や

crotonaldehyde、2-hexadecenal が含まれていた。RCｓの生成を測定することで、酸化ストレスを

評価することが出来、また、化学物質曝露による毒性評価に利用することが出来ると考えられ

た。 

 

Ａ．研究目的 

 ラットによる経気管肺内噴霧投与（TIPS）による試験

法を用いた空気中の化学物質の吸入曝露に伴う毒

性評価に関して、化学物質曝露に伴い産生される活

性酸素種（ROS）や活性窒素種（RNS）に着目した。し

かし、ROS や RNS は半減期が非常に短く、それ自体

を安定的に測定することは難しい。そこで本研究で

は、ROS や RNS と脂質やタンパク質、アミノ酸、核酸

などの生体構成成分が反応し、生成された代謝物で

あるアルデヒドやケトン基を有する種々の活性カ

ルボニル化合物（Reactive carbonyl species; 

RCs）生成を質量分析計を用いて測定することで、

化学物質の酸化ストレスによる毒性評価を行っ

た。本年度は培養細胞を用いた in vitro における

RCs 産生を測定した。 

 

Ｂ．研究方法 

 ヒト肺がん由来培養細胞 A549 に 1,4-Dioxane (dxn) 

を 0, 100, 500, 1000 ppm になるように曝露し、24 時間

後に培養上清および細胞を回収した。そのうち、200 

L の培養上清から RCｓを含む脂溶性画分を抽出し

た。脂溶性画分は RCs と特異的に反応する dansyl 

hydrazine (DH)で誘導体化した。得られた RCs-DH

誘導体を LC/MS 解析試料とした。RCｓ-DH 誘導体

は、DH 誘導体に特徴的なフラグメントイオン m/z 

236.1 と い う 特 徴 的 な フ ラ グ メ ン ト を 利 用 し た

UHPLC/Triple TOF/MS により網羅的解析を行っ

た。 

（倫理面への配慮） 

本研究では、培養細胞を用いており、倫理面

で配慮が必要となるヒト検体や動物等は使用

していない。 

 

Ｃ．研究結果 

試行検体として dxn の A549 に対する in vitro 毒性

試験を酸化ストレスに伴う RCｓ生成解析によって評価
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した結果、培養上清中の RCｓは dxn 0 ppm で 406 

peaks、100 ppm で 377 peaks、500 ppm で 408 peaks、

1000 ppm で 396 peaks 検出された。また、dxn 曝露群

と対照群を比較すると、100 ppm では 377 peaks 中

142 peaks、500 ppm では 408 peaks 中 200 peaks、

1000 ppm では 396 peaks 中 205 peaks と dxn 曝露濃

度依存的に高値を示していた。対照群と比較して

dxn 曝露によって高値を示した RCs には、強い細胞

傷害性が報告されている glyoxal や crotonaldehyde、

2-hexadecenal が含まれていた。また、dxn 1000 ppm

曝露群では benzaldehyde が有意に増加していた。 

 

Ｄ．考察 

 A549 細胞において Dxn 曝露依存的な酸化ストレス

によって RCｓの生成が確認できた。このことから、化

学物質曝露による酸化ストレスを RCｓの網羅的解析

によって評価することができると考えられる。また、RC

ｓは化学構造にアルデヒド基やケトン基など DNA のア

ミノ基に容易に付加反応し、突然変異を誘導すること

で発がんを誘発することが知られている。今後は、化

学物質そのものの代謝物や DNA 付加体も含めて、in 

vitro、in vivo における毒性を評価する。 

 

Ｅ．結論 

 本研究では、in vitro 毒性試験の評価方法として酸

化ストレスに伴う脂質やアミノ酸酸化分解物である活

性カルボニル化合物（RCs）の網羅的解析法を用い

た。試行検体として dxn を用いた評価では、曝露によ

って生じた RCｓ生成を測定することが出来た。今後、

in vitro、in vivo 検体を用いて RCs 生成や DNA 付加

体などその他代謝物を測定することで、毒性発現機

序の一部が明らかとなることが期待される。 
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1．特許取得 

該当項目なし 

 

2．実用新案登録 

該当項目なし 

 

3．その他 

該当項目なし 

 

 

 

 


