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序

　本報告書は、2017 ～ 2019 年度の 3 年間にわたって実施した所内公募型提案研究 A「大気中の
有機粒子の各種毒性に対する発生源別寄与の解明」（課題代表者：伏見　暁洋）の研究成果をと
りまとめたものです。
　大気中に浮遊する直径 2.5 μm 以下の微小粒子状物質（PM2.5）は、呼吸の際に肺や気管などに
沈着しやすく、人の健康に悪影響を及ぼすおそれがあるため、大気環境の保全を考えるうえで非
常に重要な物質です。日本においては、PM2.5 の環境基準達成率は近年 80% 以上と良好なレベル
で推移していますが、世界保健機関によると、PM2.5 は健康にリスクをもたらす環境要因の中で
最も大きなものであり、世界中で毎年約 300 万人が亡くなっていると推定されています。大気中
の PM2.5 による健康リスクを低減するためには、その発生源や環境中の動態を理解することが重
要です。また、PM2.5 の化学組成はその発生源や採取地点によって異なることが知られているこ
とから、その毒性や健康影響の違いについても検討する必要があると考えられます。
　本研究では、これらの点に着目し、大気中の PM2.5 の毒性に対して寄与の大きい発生源を推定
するための手法を構築することを目標としました。具体的には、PM2.5 の毒性に大きく関与して
いると考えられる有機物の毒性に着目し、有機物を主体とする粒子（有機粒子）の主要な発生源

（ガス状物質が大気中で粒子化した二次有機粒子、自動車排気、野焼き排気、調理排気）を対象に、
化学組成と毒性（酸化能、炎症能、アリル炭化水素受容体（AhR）アゴニスト活性、DNA 損傷性）
を実験的に評価しました。また、大気中の PM2.5 試料も採取し、同様の方法で化学組成と毒性を
評価しました。そして、発生源と大気試料の分析結果を組み合わせた解析によって、大気 PM2.5

中の有機物が示す毒性に、どの発生源がどの程度寄与しているかを定量的に推定しました。その
結果、PM2.5 有機物の毒性に対して寄与の大きい発生源やその順位は、現在の環境基準の基礎と
なっている粒子質量に寄与の大きい発生源やその順位とは大きく異なることが明らかになりまし
た。本研究の結果から、大気中の PM2.5 へのより効果的な対策を検討する際には、粒子の質量だ
けでなく、その化学組成や健康影響・毒性も考慮することが望ましいと考えられます。
　最後に、本研究を進めるにあたり、研究所内外の多くの方々にご協力とご支援をいただきまし
た。ここに深く感謝いたします。

　　2021 年 3 月

国立研究開発法人　国立環境研究所　　　　　　　 

理事長　渡　辺　知　保　 
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1　研究の概要

1．1　研究全体の目的、目標、構成

　大気中の粒径 2.5 μm 以下の微小粒子（PM2.5）は人の健康に悪影響を及ぼすため、大気環境を保全する上で優先的に

対策されるべき重要な物質である 1-9）。しかし、PM2.5 の起源、生成プロセス及び環境中での挙動は複雑で完全には解明

されていない 10, 11）。PM2.5 の発生源に対して効果的な対策を立案するためには、PM2.5 の起源を明らかにする必要がある。

大気中の PM2.5 の発生源推定には、シミュレーションモデルのほか、ケミカルマスバランス（CMB）法や PMF（Positive 

Matrix Factorization）法等のレセプターモデルが世界中で用いられてきた 12-14）。金属元素等を用いたCMB法（元素CMB法）

は、自動車排気やゴミ焼却、重油燃焼、土壌等の発生源の寄与率を推定できるが、農作物残渣等の屋外焼却（野焼き）

や、調理等有機物を主成分とする発生源については推定精度が低い 14, 15）。一方、米国等では、主な PM 発生源について

の化学組成（発生源プロファイル）が網羅的に調べられ 16-22）、有機成分等を用いた CMB 法（有機 CMB 法）も実施さ

れ多くの知見を提供してきた 12, 23, 24）。

　PM の環境基準値は粒子の質量に基づいて定義されており、排出規制も粒子の質量あるいは個数に基づいて定められ

ている。したがって、粒子の質量濃度に対する発生源の寄与を推定する従来の発生源推定法は、粒子質量あたりの健康

影響や毒性が発生源によって異ならない場合には十分であると思われる。しかし、粒子質量あたりの酸化ストレス（毒

性指標の 1 つ）の強さが、採取する大気の場所や発生源（自動車排気ガスや多くの種類の二次有機粒子：SOA）によっ

て大きく異なることが近年明らかになってきている 25, 8）。粒子の化学組成は大気の場所や季節、発生源ごとに大きく異

なるため、粒子の質量あたりの毒性強度が異なることは不思議ではない。粒子のサイズや化学組成、そして発生源を考

慮して大気粒子の健康影響を評価することの重要性も指摘されているが 1）、発生源ごとの毒性の違いを直接評価に組み

込んだ例は少ない 26, 27）。

　そこで、本研究では、種々の大気 PM2.5 中の有機物による各種毒性に対する発生源別の寄与を明らかにすることを目

的とした。本研究では、この目的のため、有機 CMB 法と毒性評価を組み合わせた方法を提案した。図1に研究の全体

構成を、以下に本研究の目標を示す。

（目標 1） 有機粒子発生源 4 種（SOA、自動車、野焼き、調理）の発生源プロファイル（粒子質量に占める有機成分、

元素状炭素 EC、有機炭素 OC、元素、イオン成分の比率）の作成。

（目標 2） 有機 CMB 法により各種の大気有機粒子の質量に対する発生源別寄与を明らかにする。

（目標 3） 発生源及び大気中の微小粒子に含まれる有機物による毒性（酸化能、炎症能、AhR 活性、DNA 損傷性）の強

さを明らかにする。そして、発生源ごとの毒性強度を毒性の種類別に比較する。さらに、化学物質や発生源

PM 試料を用いて毒性の相加性の程度を検証する。

（目標 4） 大気有機粒子の各種毒性に対する発生源別寄与を明らかにする。
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1．2　研究の概要

1．2．1　大気・発生源試料の採取・化学分析・発生源寄与推定

　SOA、自動車、野焼き、調理の 4 種有機粒子発生源、及び寄与率の高い発生源が大きく異なると予想される 7 種類の

大気の PM2.5 試料を、国立環境研究所（NIES: National Institute for Environmental Studies）の施設等において、テフロン

フィルター及び石英繊維フィルターに採取した。発生源試料として SOA は植物起源 SOA（BSOA）3 種類、人為起源

SOA（ASOA）3 種類、自動車はディーゼル車 2 台で計 4 種類（DEP）、野焼き 4 種類、調理 4 種類の計 18 種類（各試

料 n=2）を採取した。大気試料は、7 種類（夏季・冬季東京両国、冬季川崎市沿道、秋季つくば、夏季辺戸岬、夏季富

士北麓、冬季中国北京市）の試料を各 n=7 程度採取した。採取・入手した大気試料と発生源試料に関して、粒子質量、

EC/OC、有機成分、元素、イオンの分析を行い、CMB に使用可能な発生源プロファイルを作成した。採取・測定した

発生源と大気 PM2.5 の組成を用い、有機成分を用いた CMB 法による起源推定を行った。発生源プロファイルは、本研

究で測定した発生源に関してはそのプロファイルを用い、それ以外の発生源については文献値を用いた。CMB 解析に

は主な一次粒子発生源のみを含め、OC 濃度に対する各発生源の寄与率を推定した。SOA に関しては、SOA 中の特徴

的な有機成分と SOA 質量との比（トレーサー法）を用いて、ピネン起源 SOA、イソプレン起源 SOA（植物起源）、ト

ルエン起源 SOA（TolSOA）及びナフタレン起源 SOA（NapSOA）（人為起源）の 4 種類の寄与濃度を推定した。

　採取した試料を分析した結果、発生源試料と大気試料は、いずれも概ね期待した濃度や化学的特徴を持っていた。有

機 CMB の結果、予想通り、大気試料の採取地点や季節によって、主たる発生源が異なることが示された。例えば、秋

の郊外（つくば）では、野焼きの寄与が突出して大きく、OC 濃度の約 50% を占めると推定された。つくばでは、農作

物残渣の野焼きが秋に頻繁に行われるため、妥当な結果だと思われる。夏の都心（両国）では、調理とナフタレン起源

SOA の寄与が高かった。一方、冬の都心（両国）では、夏に比べると、調理とナフタレン起源 SOA の寄与がやや下が

•
•
•
•

•
•
•
•
•

図 1　研究の全体構成
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り、野焼き、石炭燃焼、自動車排気の寄与が増えた。東京は自動車の交通量が多いほか、人為的排出が多様で大きいた

め、妥当な結果だと思われる。冬の沿道（川崎）では、OC 濃度の約 20% が自動車排気起因と推定された。この他、野

焼き、調理、石炭燃焼の寄与が高かった。なお、同じ場所で行われた他の研究でも、調理排気の寄与は本研究によるも

のと同レベルと推定されている。

1．2．2　大気・発生源試料の毒性評価

　テフロンフィルターに捕集した大気中及び発生源の粒子試料を有機溶媒（ジクロロメタンとアセトン）で抽出・ろ過

した後、ジメチルスルホキシド（DMSO）に転溶し、毒性を評価した。毒性評価は、細胞を用いたバイオアッセイ及び

化学アッセイにより行った。HO-1、Nrf2、DTT により酸化能を、IL-8 により炎症能を、PAH-CALUX により AhR 結合

活性を、そして umu 試験により DNA 損傷性（遺伝毒性）を評価した。毒性評価に際しては、まず毒性の定量性と定量

方法を検討し決定した。また、標準物質と発生源試料を用いて、毒性の相加性の検証試験を行った。

　PM 試料の OC 質量あたりの毒性応答は、発生源ごとに大きく異なることが確認された。酸化能（HO-1、Nrf2、

DTT）と炎症能（IL-8）の傾向は互いに類似していた。酸化能と炎症能に対しては、興味深いことに、NapSOA が一貫

して最も強い応答を示し、次いで、野焼き、DEP、TolSOA であった。BSOA と調理は一貫して非常に低い応答を示し

た。AhR 活性と DNA 損傷性（umu ＋S9）の傾向は、酸化能や炎症能とは大きく異なっていた。AhR 活性は、野焼き

が非常に強く、次いで、DEP、調理、NapSOA であった。TolSOA と BSOA の応答は非常に弱かった。DNA 損傷性（umu 

＋S9）は DEP サンプルで顕著に高く、BSOA と TolSOA が次に高かった。NapSOA、野焼き、調理の PM 試料は不検

出であった。このように、調理の排気粒子の毒性応答は、全ての評価項目において一貫して低いという興味深い結果で

あった。

　大気微小粒子の毒性応答は、北京の AhR 活性を除くと、概して発生源 PM 試料の中程度かそれ以下のレベルであっ

た。酸化能（HO-1、Nrf2、DTT）の傾向は互いに類似していた。炎症能（IL-8）の傾向は、酸化能とは少し異なっていた。

大気微小粒子試料の中では、都市部と沿道の試料が、概して強い毒性応答を示した。夏季のリモート地域（辺戸）の試

料の毒性応答は一貫して極めて低かったことは興味深い。この結果は、夏季に長時間（例えば 1 週間程度以上）大気中

でエイジング（酸化反応）を受けると、大気粒子の毒性が下がることを示している可能性がある。大気有機粒子の毒性

の推定値と実測値の比較結果も、この仮説を支持するものであった。夏季の森林内の PM 試料そして実験的に生成させ

た BSOA の毒性応答は概して低いことから、植物起源の一次粒子と二次粒子の毒性が比較的弱いことが示唆される。

1．2．3　各毒性に対する発生源別寄与推定

　有機 CMB 法により得られた発生源別寄与率に発生源の毒性強度を乗じ、大気有機粒子の各種毒性に対する発生源別

の寄与率を推定した。この結果に基づき、種々の大気有機粒子の毒性に対して寄与の大きい発生源を考察した。

　その結果、まず、酸化能（HO-1、Nrf2、DTT）と炎症能（IL-8）については、NapSOA の寄与が支配的であり、次い

で野焼き、自動車排気、TolSOA の順であった。AhR 活性は、野焼きの寄与が支配的で、次いで NapSOA、自動車排気、

調理の順であった。DNA 損傷性（umu ＋S9）は、自動車排気の寄与が支配的で、次いで野焼き、TolSOA の順であった。

これらの結果から、本研究で評価対象とした発生源の中では、NapSOA、野焼き及び自動車排気が、酸化能と炎症能に

対して重要な発生源だと推定された。一方、調理と BSOA の重要性は相対的に低いと推定された。

　本研究では、有機成分を用いた CMB 法と毒性データを用いて、大気有機粒子の様々な毒性に対する発生源寄与を推

定する新しいアプローチを提案した。その結果、有機炭素質量あたりの毒性応答は、発生源の種類や大気の地点・季節

によって大きく異なることが確認された。毒性応答に対する相対的な発生源寄与率は、粒子質量に対する寄与率とは著

しく異なった。さらに、それぞれの毒性応答に対して寄与の大きい発生源やその順位は、粒子質量に対するものとは異

なった。これらの結果から、大気粒子の環境基準や排出規制に従来用いられてきた、粒子質量のみに基づく評価方法で

は、粒子の健康影響・毒性を適切に評価できない可能性があると思われる。そして、本研究で提案した手法や結果は、

PM2.5 対策を検討する際に一定の指針を与えると思われる。
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2　研究の成果

2 .1　本研究で提案した有機粒子の毒性に対する発生源寄与推定法

　本研究で提案した、大気有機粒子の毒性に対する発生源寄与を推定するためのアプローチの概念を図 2に示す。ま

ず、従来法として有機 CMB 法を用いて、大気有機粒子の質量に対する発生源の寄与率を推定する（図2a）。次に、そ

れら発生源からの有機粒子の毒性を評価する（図2b）。最後に、これらの情報を掛け合わせ、大気有機粒子の各種毒性

に対する発生源別寄与率を推定する（図2c）。

　具体的な研究内容は次のとおりである。最初に、発生源解析に含めるべき主要な有機粒子発生源として、4 種類の発

生源（SOA、自動車排気、野焼き、調理）を選択した（表1）。これらの発生源は、有機 CMB 法によって郊外（茨城県

つくば市、2012 ～ 2013 年の年平均）の大気有機粒子に対して寄与率が最も大きかった 4 種である 28）。第 2 に、これら

の発生源から実験的に粒子を発生させ、微小粒子試料を捕集した。また、我々のアプローチを検証するため、主に関与

している発生源が異なると予想される場所・季節において大気中の PM2.5 試料を捕集した（表2）。第 3 に、発生源と大

気中の微小粒子試料の化学組成（元素状炭素：EC、有機炭素：OC、イオン成分、無機元素及び有機成分）を分析した。

そして、有機 CMB 法のための発生源プロファイル（OC に対する有機成分と EC の比率）を作成した。第 4 に、大気

有機粒子の質量に対する発生源寄与率を有機 CMB 法で推定した。第 5 に、発生源及び大気中の有機粒子試料の毒性試

験を行った。本研究で実施した毒性試験と人の健康影響とのあり得る関連性のイメージ図を図3に示す。さらに、毒性

強度（細胞・化学試験の応答）の相加性についても実験的な検討を行った。最後に、大気有機粒子の各種の毒性に対す

る発生源別寄与率を推定した。

HO-1

•
•
•

CMB

SOA: 

RgW03
14.6 ng tBHQ/μgOC

(
)( )

( )

(
)

RgW03
Means 6.2 μg/m3

Est 6.3 μg/m3
(b)

(c)

(a)

図 2　大気有機粒子の各種毒性に対する発生源別寄与の解明
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表 1　対象とした発生源微小粒子試料
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表 2　対象とした大気微小粒子試料
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2．2　サブテーマ1：大気・発生源試料の採取・化学分析・発生源寄与推定

2．2．1　目的

　本サブテーマでは、大気と発生源試料を採取し、化学分析と有機粒子（OA）質量に対する発生源寄与推定を行うこ

とを目的とした。具体的な目標は以下のとおりである。

（目標 1） 大気・発生源試料の採取

（目標 2） 有機粒子発生源 4 種（SOA、自動車、野焼き、調理）の粒子の組成分析。発生源プロファイル（OC に対する

有機成分と EC の比率）の作成。

（目標 3） 大気粒子の組成分析

（目標 4） OA 質量に対する発生源別寄与率の推定

2．2．2　方法

（1）発生源の微小粒子試料の採取

　4 種類の発生源において、典型的な条件（n ≈ 2）で実験を行い、そこから発生した微小粒子をテフロンフィルター及

び石英繊維フィルターで同時に採取した（表1）。対象とした主な発生源試料は、植物起源 SOA（BSOA）3 種類、人為

起源 SOA（ASOA）3 種類、ディーゼル排気粒子（DEP）4 種類、野焼き 5 種類及び調理 4 種類、計 19 種類である。各

発生源における試料採取時の様子を図4に示す。

図 3　本研究で行った毒性評価（細胞・化学アッセイ）と人の健康影響との関係に関するイメージ図
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　発生源粒子及び大気粒子を採取したテフロンフィルター（以下、「HVT フィルター」）試料は、特に明記しない限り、

住友電気工業（株）製テフロンフィルター（Poreflon、WP-500-50、203 × 254 mm、孔径：5.0 μm）、柴田科学（株）製

ハイボリウムエアサンプラー（HV-1000R、流量：580 L min－ 1）及び HVI2.5 インパクター 29）（オイルを塗布しない石英

繊維フィルター：Pallflex、HV-SF タイプ、130 mmΦ、PALL、East Hills、NY、USA を装着）を用いて採取した。サン

プリング後、HVT フィルターは試料表面を内側にして 2 つ折りにし、アルミホイルで包んだ後ユニパックに入れて密

封し、分析に供するまで、－ 80 ℃の冷凍庫内で保管した。

　発生源粒子及び大気粒子を採取した石英繊維フィルター（以下、「47Qz フィルター」）試料は、特に明記しない

限り、PALL 社製の石英繊維フィルター（Pallflex、2500QAT-UP、47 mmΦ、350 ℃で 1 時間空焼き処理）と WINS 

PM2.5 インパクター（オイル塗布なし石英繊維フィルター：Pallflex、2500AO、37 mmΦ、PALL を装着）を付けた

Rupprecht&Patashnick 社製ローボリウムエアサンプラー（FRM 2000、流量：16.7 L min－ 1）を使用して採取した。サン

プリング後、47Qz フィルターは、内面をアルミホイルで覆ったペトリディッシュに入れた後ユニパックに入れて密封

し、分析に供するまで、-80 ℃の冷凍庫で保管した。

　4 種類の発生源の発生やサンプリングの条件の概要を以下に示す。

　二次有機エアロゾル（SOA、Secondary Organic Aerosol）の粒子は国立環境研究所の光化学スモッグチャンバー（図

5）を用いて発生させた。光化学スモッグチャンバーの内壁は PFA コートされたステンレス製で、内容積は 6 m3 であり、

図 4　発生源試料採取の様子
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チャンバー内を真空排気することにより内部を清浄に保つことが可能になっている 30, 31）。各実験の前にチャンバー内を

空気精製器（堀場エステック製）によって発生させた精製空気で満たし、その後必要量の反応物のガスをチャンバー内

に注入した。チャンバーの温度、全圧及び相対湿度は、それぞれ 298 ± 2 K、 1019 ± 10 hPa 及び < 1% に制御した。光

照射実験では、キセノンアークランプ（1 kW × 19 灯）の光から Pyrex ガラスにより短波長紫外線（< 290 nm）をカッ

トしたものを模擬太陽光として照射した。反応物のガスの濃度は光路長 221.5 m の多重反射鏡と組み合わせたフーリエ

変換赤外分光光度計（FTIR、日本分光製 FT/IR-6800）によって測定された。SOA 粒子の全有機物量の全有機炭素量に

対する比率（OM/OC）は、飛行時間型エアロゾル質量分析計（ToF-AMS; Aerodyne Research 製、V- モード） 32）を用い

て測定した。標準型ToF-AMSデータ解析ソフトウェア（SQUIRREL）及び高分解能質量スペクトルデータ解析ソフトウェ

ア（PIKA）を用いて ToF-AMS のデータ解析を行った。

　実験条件についてまとめたものを表3に示す。本研究の毒性試験には数ミリグラム～数十ミリグラムの粒子サンプル

を必要とするため、チャンバー実験は高濃度条件のもとで行った。生物起源 SOA（BSOA）の前駆物質として α- ピネ

ンとイソプレンを 34）、また人為起源 SOA（ASOA）の前駆物質としてトルエン、1,3,5- トリメチルベンゼン（TMB）及

びナフタレンを用いた 35）。BSOA 粒子は低 NOx 条件のオゾン分解によって生成させた。この条件における生物起源有

機物の主な酸化剤はオゾン及び二次的に生成する OH ラジカルである。SOA 粒子の光化学的変質（エイジング）の効

果について調べるため、α- ピネン由来の SOA に過剰な OH ラジカルを曝露する実験も行った。エイジング実験ではオ

ゾン分解の開始から 1 時間後に 1 ppm の亜硝酸メチルを反応混合気体に添加し、その後に模擬太陽光を照射して亜硝酸

メチルの光分解により OH ラジカルを生成した。ASOA 粒子は NO2 存在下の光酸化によって生成させた。SOA 生成を

促進するため、初期に添加する NOx として NO ではなく NO2 を用い 36）、反応開始前に亜硝酸メチルを反応混合物に添

加した。

図 5　NIES 光化学スモッグチャンバーシステムの概略図 33）
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　AMS による測定結果から、本研究で生成した SOA の平均 OM/OC 比を決定した。α- ピネン、イソプレン、トルエン、

TMB 及びナフタレン由来の SOA の OM/OC 比は、それぞれ 1.5、2.1、2.1、1.9 及び 1.9 と決定された。OM/OC 比の測

定誤差はいずれの場合も± 0.03 程度であった。なお、α- ピネン由来 SOA の OM/OC 比は、エイジングしても変化しな

かった。

　SOA 粒子はテフロンフィルター（フロロポア、直径 =47 mm、孔径 =2 μm、住友電工、「47T フィルター」）に流量

16.7 L min-1 で捕集した。1 枚のフィルターには 0.378 ～ 3.840 m3 の体積の試料空気を通気し、1 回の実験につき 1 ～ 3

枚のフィルターを交換しながら用いた。フィルター捕集の間、チャンバー内に精製空気を流量 16.7 L min－ 1 で注入する

表 3	 SOA 生成のチャンバー実験に用いた化学反応、初期反応物濃度、捕集された SOAの質量、空気の捕集体積及び計算に
よって求められたチャンバー内で生成したSOA濃度
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ことで、チャンバー内を大気圧に保った。SOA を捕集した各フィルターは、捕集前後に電子天秤を用いて秤量し、そ

の質量差から捕集された SOA 質量を求めた。各フィルターの捕集期間におけるチャンバー内の SOA 質量濃度は、捕

集された SOA 質量と捕集された空気の体積から 137 ～ 3272 μg m－ 3 と算出された。SOA フィルターサンプルの毒性試

験のための前処理は、他のエアロゾル試料と同様の方法で行った。毒性評価と化学分析に十分な量とするため、同じ前

駆物質から生成した SOA のフィルター試料を 5 ～ 10 枚まとめて抽出した。α- ピネン、α- ピネン（エイジング）、イソ

プレン、トルエン、TMB 及びナフタレンを用いた実験で得られた SOA サンプルの全質量は、それぞれ 8.0、6.6、2.5、

13.9、10.6 及び 28.1 mg であった。

　2017 年 7 月～ 8 月に、酸化触媒付 3 L ディーゼル車と排気後処理装置を装着されていない 8 L ディーゼルエンジンを

使用して、ディーゼル排気試験を行った（表4）。ディーゼル車とディーゼルエンジンの両方に、市販の軽油（JIS 第 2 号、

硫黄分 <10 ppm）と市販のディーゼル潤滑油（10W-30）を使用した。3L ディーゼル車は、NIES 低公害車実験施設 37, 38）

内のシャシーダイナモメーター（明電舎製、東京）で試験した。車両は、4WD モードで半積載条件で JE-05 モード（日

本の排出ガス規制で使用される過渡運転モード、希釈空気流量：24 m3/ 分、希釈率：30、「DEP_3L-J」）と、ニュート

ラルギアでの無負荷モード（2000 rpm × 0 N m、希釈空気流量：15 m3/ 分、希釈率：8.7、「DEP_3L-2」）で堀場製作所

の制御システムを用いて試験した。希釈前後の排気ガス中のガス状化合物（一酸化炭素、二酸化炭素、酸素、窒素酸化

物、全炭化水素）及び希釈トンネル内の流量と温度を MEXA 7000D システム（堀場製作所）で連続測定した。

　8 L ディーゼルエンジンは、NIES ナノ粒子健康影響実験棟 39）のエンジンダイナモメーター（明電舎製）を用いて

試験した。エンジンは、堀場製作所の制御システムを用い、JE-05 モード（希釈空気流量：63 m3/ 分、希釈率：13、

「DEP_8L-J」）及び無負荷モード（2000 rpm × 0 Nm、希釈空気流量：66 m3/ 分、希釈率：8.4、「DEP_8L-2」）で運転した。

堀場製作所製 MEXA 7400D システムを使用し、希釈前後の排気ガス中のガス状化合物及び希釈トンネル内の流量と温

度を連続測定した。3 L ディーゼル車と 8 L ディーゼルエンジンの排気を、希釈トンネルから HVT フィルター（流量：

580 L/ 分）と 47Qz フィルター（流量：3 L ディーゼル車は 90 L/ 分、8 L ディーゼルエンジンは 16.7 L/ 分）に同時に採

取した。DEP の試料リストを表5、6に示す。

表 4　試験に用いたディーゼル車とディーゼルエンジンの主要諸元
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表 5　ディーゼル排気粒子サンプル（3	L ディーゼル車）
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　野焼き実験は、2018 年 7 月に NIES 低公害車実験施設周辺の屋外で、ステンレス製立方体型燃焼フード（体積：0.13 

m3）を用いて行った。燃焼フードの底面はほぼ完全に開いているため、フード内に底面から流れ込む外気を燃焼用空

気として利用した。 実験の器材や条件、対象とするバイオマスは、強制換気式燃焼フード 22, 40）を使用した我々の以前

の野焼き実験を参考に決めた。対象バイオマスは、農業残渣（籾殻、稲藁）と桜の小枝とした（表7）。籾殻と稲藁は

2017 年に国立研究開発法人農業・食品産業技術総合研究機構・農業環境変動研究センター（つくば市）の水田で生産

された水稲から採取したものを、同センターの林健太郎博士より提供を受けた。桜の木の小枝は、2017 ～ 2018 年に

NIES 構内の土や草の上に落ちていたものを収集した。

表 6　ディーゼル排気粒子サンプル（8	L ディーゼルエンジン）
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　籾殻（75 ～ 100 g、風乾）と稲藁（150 g、風乾物と加湿物）をステンレス製トレイの上に置き、前方から点火した。

籾殻の燃焼実験の際、籾殻だけでは着火しにくいため、燃焼促進剤として稲藁（80 ～ 100 g）を籾殻の下に敷いた。そ

して、稲藁に点火し、稲藁から出た煙が消えてから、PM 試料のサンプリングを開始した。稲藁の燃焼実験の際には、

屋外で自然に観察される風速（約 0.6 m/s）22, 40）を再現するよう構築した過去の実験の際と似た燃焼状態（燃焼時間、炎

の出方や煙の色等）になるよう、小さなステンレス材を藁の下に置くことで燃焼空気の供給量を調節した。桜の小枝（長

さ：約 100 ～ 200 mm、外径：約 10 mm）は、ステンレス製円筒型キャンプストーブ（外径：178 mm、Campfire; Solo 

Stove、Southlake、TX、USA）内で燃焼させた。

　野焼き実験の際、燃焼フード内で発生した燃焼排気は、燃焼フード天板の丸い穴（直径 110 mm）から大気中に排出

された。ステンレス製の排気ダクト（外径：103 mm、内径：101 mm、長さ：3 m）の先端を、燃焼フード天板の排気

口から 0.7 m（籾殻実験 No.2 の際は 0.4 m）上に設置した。排気ダクトの末端には特注ステンレス製アダプターを取り

付け HVI2.5 サンプラーに接続した。着火してから煙が出なくなるまで、野焼き実験で発生した粒子を連続的にサンプリ

ングした。表7に PM サンプル一覧とサンプリング条件を示す。HV サンプリングが開始されると、燃焼排気ガスが排

気ダクト先端から外気で希釈されながら吸引され、その希釈された燃焼排気粒子が HVT フィルターに捕集された。同

時に、47Qz フィルターサンプルも、排気ダクトの途中に差し込んだ銅管（OD：8 mm、ID：6 mm、長さ：1.4 m）を

通じて FRM で捕集した。比較対象用に、バックグラウンド大気もサンプリングした。希釈排気ガス中の二酸化炭素

（CO2）と一酸化炭素（CO）は、それぞれ VA3001CO2（サンプリングユニット：VS3001、ともに堀場製作所製）と

48iTLE-JCPAA（Thermo Scientific 製）を使用し、連続測定した。燃焼フード内の CO2 濃度を、もう一組の VA3001CO2

表 7　野焼き試料リスト
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及び VS3001（どちらも堀場製作所製）を使用し連続測定した。屋外大気による燃焼排気の希釈率は、希釈及び未希釈

の CO2 濃度から算出した。燃焼効率（Modified Combustion Efficiency: MCE）は、次の式、ΔCO2/（ΔCO2+ΔCO）に基づ

いて、希釈された CO2 濃度及び CO 濃度のモル比から求めた。

　調理実験は、野焼き実験に用いたものと同じ機材・場所で、2018 年 7 月に NIES 屋外で行った。表8に PM サンプル

一覧とサンプリング条件を示す。対象とした調理実験は次のとおりである。（1）野菜炒め（カセット式ガスコンロ）、（2）

フライドポテト（カセット式ガスコンロ）、（3）焼肉（牛肉・豚肉・鶏肉、カセット式ガスコンロ）、（4）焼肉（牛肉・

豚肉・鶏肉、炭火）。調理排気中の微小粒子の主な起源として予想されるのは、（1）（2）の場合は調理油、（3）（4）の

場合は食材（肉）である。調理油にはキャノーラ油（日清キャノーラ油、コレステロールフリー、飽和脂肪酸含有量：

7%、日清オイリオ社製）を使用した。カセット式ガスコンロの燃料には液化石油ガス（液化ブタン）を用いた。炭火

燃料には、備長炭とヤシガラ成型炭を用いた。調理実験（1）（2）では、排気ダクトの先端を燃焼フード天板の排気口

に接続した。調理実験（3）（4）では、排気ダクトの先端を、燃焼フード天板の排気口の上部 0 ～ 0.36 m の高さに設置

した。比較対象として、バックグラウンド空気、炭火バックグラウンドをそれぞれ捕集した。

（2）大気中の微小粒子（PM2 .5）サンプリング

　発生源解析に用いるため、7 種類の大気中の PM2.5 サンプル（各地点 n ≈ 7）を採取した（表 2、図 6）。両国の観測

地点は東京都心にあるため、冬季には人為起源一次有機粒子（APOA）が比較的大きく寄与する可能性があり、夏季

には人為起源二次有機粒子（ASOA）の寄与が相対的に高くなると予想された。両国の観測地点にはサンプリング上

の制約があったため、両国での HVT サンプリングと同じ日に、東京都江東区にある東京都環境科学研究所の屋上で

表 8　調理試料リスト
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FRM2025i（Thermo Scientific 社製）を用いて採取された、石英繊維フィルター試料の提供を受けた。川崎の観測地点

は、大型車の交通量が多い交差点 41, 42）に面しているため、冬季には自動車（自動車排気、ブレーキダスト、タイヤ摩耗

粉、道路巻き上げ粉じん等）が相対的に大きな影響を及ぼしていると思われる。つくばの観測地点は、東京郊外に位置

し、米や野菜等の農地が周囲に沢山あるため 43）、秋季には野焼きの寄与が相対的に高いと予想された。辺戸の観測地点

は、森と海に囲まれた人里離れた場所にあるため、夏季には、長時間エイジング（酸化）された粒子の寄与が相対的

に大きいと予想された。富士北麓の観測地点は、富士山頂から北へ 15 キロのところにあり、カラマツの深い森の中に

あるため、BSOA と BPOA の寄与が相対的に大きいと予想された。北京の観測地点は、中国北京市にあり、PM2.5 の濃

度が高く、人為起源の寄与が相対的に大きいと予想された。両国での HVT 試料の採取には、ハイボリウムエアサンプ

ラー（HV-700R、柴田科学）に PM2.5 分級装置（700 L/min 用、特注品、柴田科学）と粗大粒子捕集用フィルター（石英

繊維スリットフィルター、QR-100、ADVANTEC）を装着して用いた。スリットフィルターは 450 ℃で 2 時間加熱処理

した後、恒湿化後に秤量してから試料採取に用いた。

（3）PM質量と化学組成

　HVT フィルターと 47T フィルターで捕集した発生源と大気中の微小粒子試料を用いて、PM 質量、無機元素、イオ

ン種及び有機化合物を測定した。47Qz フィルター試料を用いて、EC、OC 及び TC を測定した。空焼きした石英繊維

フィルターは、大気中の水分を大量に吸収し、フィルター重量を安定させることが難しいため、石英繊維フィルター試

料の PM 質量は測定しなかった。

　HVT フィルターサンプルの PM 質量は、読取限度 0.1 mg の電子マイクロ天秤（LA130S-F、ザルトリウス AG 社、

Göttingen、Germany）を用いて秤量した。47T フィルター試料の PM 質量は、読取限度 0.1μg の電子マイクロ天秤

図 6　大気中微小粒子の採取地点の地図
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（UMX2、Mettler Toledo、Columbus、OH、USA）を用いて秤量した。これらのフィルターは、イオンバランサー（TAS-

182 NWM、TRINC 社、静岡、日本、または Electrode small、PRX U small SET、メトラートレド社）を使用し静電気を

除去した後に秤量した。二つ折りにしたテフロンフィルター試料は、温度21.5℃、相対湿度35%に保たれたチャンバー

（CHAM-1000、堀場製作所）内に 24 時間以上放置した後、秤量した。テフロンフィルター試料は、0.5 mg（HVT フィ

ルター）または 3 μg（47T フィルター）の許容誤差で繰り返し 2 回秤量し、それらの平均を測定値とした。フィルター

秤量結果に基づき得られたつくば、両国、川崎での大気中 PM2.5 の濃度は、同じ場所または近くの場所で大気中 PM2.5

自動測定機により測定された値よりも常に 20% 以上高かった。これは、テフロンフィルターのサンプル捕集面を開か

ずに恒量と秤量を行ったため、大気粒子の乾燥が不十分であったためと考えられた。そこで、これらのサンプルについ

ては自動測定機によって得られた値を PM2.5 濃度とした。

　無機元素（Be、Na、Mg、Al、Si、K、Ca、Ti、V、Cr、Mn、Fe、Co、Ni、Cu、Zn、As、Se、Sr、Mo、Ag、Cd、Sb、

Ba、Tl、Pb、Th、U）は誘導結合プラズマ / 質量分析（ICP/MS）により測定した。HVT フィルター試料は、中心から

放射状に 16 分の 1 の大きさにカットした後、超音波ヒートブロック法で処理した。超音波ヒートブロック法は圧力容

器酸分解法とは異なり、サンプルフィルターは分解せず、フィルターから粒子を脱着させ粒子のみを分解する方法であ

る。一部分解されずに溶液中に残った粒子は、ICP/MS 内で分解され、イオン化される。使用した ICP/MS はアジレン

ト・テクノロジー社製 7700x であり、測定手順は以下の通りである。（1）ヒートブロック容器にサンプルフィルターを

入れる。（2）10 mL の 1%HNO3 を加える。（3）超音波脱離（20 分間）。（4）ヒートブロック分解（80 ℃、1 時間）。（5）

超音波脱離（20 分間）。（6）ICP/MS へのサンプル注入。この分析法の分析精度は、アメリカ国立標準技術研究所（NIST）

の標準物質 2783（フィルター上の空気粒子）を使用して検証済である。

　イオン成分（F －、Cl－、NO2
－、NO3

－、SO4
2 －、C2O4

2 －（シュウ酸）、Na＋、NH4
＋、K+、Mg2 ＋及び Ca2 ＋）は、以前の

我々の研究 37）と同様の方法でイオンクロマトグラフィーにより測定した。HVT フィルター試料は、中心から放射状に

16 分の 1 の大きさにカットした後、10 mL の超純水（Milli-Q Labo システム、ミリポア社、Billerica、MA、USA）で

20 分間超音波処理した。メトローム社のイオンクロマトグラフ（IC850）と昭和電工社のカラム（Shodex IC SI-90 及び

Shodex IC YK-421）を使用した。

　有機化合物は、我々の以前の研究 22）と同様の方法で、ガスクロマトグラフィー / 質量分析法（GC/MS）で分析した。

HVT フィルターは、300 ～ 900 μg の OC が含まれるような大きさに放射状にカットし、分析に用いた。分析に十分な

サンプル量を確保するため、SOA 試料と辺戸試料は各々複数のフィルター試料を合わせて抽出・前処理して分析した

（表1、2）。フィルターサンプルは、同位体標識標準溶液をスパイクした後、ジクロロメタンとアセトンで交互に 20 分

間を 2 回ずつ超音波処理して粒子試料を抽出（計 4 回抽出）した後、ロータリーエバポレーターで溶媒を蒸発させた。

この抽出物を、親水性 PTFE シリンジフィルター（ポアサイズ：0.2 μm、Millex-LG、Millipore 社）でろ過した後、超

高純度窒素ガスを吹き付け、抽出物の容量を減らした。抽出物は 2 つに分け、そのうちの 1 つは 10% トリメチルクロ

ロシラン（TMCS）入り N,O- ビス -（トリメチルシリル）トリフルオロアセトアミド（BSTFA）（Fluka、Ronkonkoma、

NY、USA）を使用し、70 ℃、2 時間で誘導体化した。これにより、ヒドロキシ基とカルボキシ基がトリメチルシリル

エーテルとトリメチルシリルエステルにそれぞれ誘導体化される。この方法により、n- アルカン、多環芳香族炭化水

素（PAHs）、ホパン、ステラン、糖、ステロール等、91 の有機化合物を定量した。残りの抽出物は予備分析用に保存し

た。分析計には 6890GC（Agilent Technologies）と二重集束型質量分析計（GC-Mate II、日本電子）を使用した。GC の

注入口温度は 275 ℃でスプリットレスモードとした。GC カラムには DB-5MS（長さ：30 m、内径：0.25 mm、膜厚：0.25 

μm、Agilent Technologies）を使用し、キャリアガスとしてヘリウムガスを 1.0 ml/ 分で流した。GC オーブンは 80 ℃で

3 分間保持したのち、5 ℃ / 分で 300 ℃まで昇温し、25 分間保持した。GC/MS インターフェース部の温度は 320 ℃で、

電子イオン化法（イオン化電圧：70V、イオン化電流：300 μA、イオン源温度：280 ℃）によりサンプルをイオン化さ

せた。質量分析計は、質量分解能 1000、スキャンモード（m/z 35-500）で測定した。検出率を上げるため、n- アルカン、

PAHs、ホパン及びステランは、選択イオンモニタリング（SIM）モードでも分析し、その測定値を採用した。フィルター

ブランクの測定値の標準偏差から、測定値の不確かさを求めた。
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　炭素成分（EC、OC 及び全炭素：TC=EC+OC）は、熱分離・光学補正式炭素分析装置（Model 2001、Desert Research 

Institute、Las Vegas、NV、USA）を用いて IMPROVE プロトコル 44）で分析した。直径 8 mm に打ち抜いた石英繊維フィ

ルター試料を分析し、反射光を用いて分析中の OC の炭化を補正した。

（4）大気有機粒子の質量に対する発生源別寄与の推定

　大気中の有機粒子の質量濃度（OC 濃度）に対する一次粒子発生源の寄与を、EC と有機化合物の測定値に基づく

CMB レセプターモデルを用いて推定した。米国環境保護庁が開発したソフトウェア（CMB v8.2）45）を使用した。指標

物質（分子マーカー）には、発生源からレセプター（大気観測地点）へ輸送される間、安定で、反応や揮発が生じない

有機化合物を選択した。良好な結果を得るため、主要な発生源を全てモデルに含めた 13）。指標物質として選択したの

は、EC、ベンゾ（b）フルオランテン、ベンゾ（e）ピレン、インデノ（1,2,3-cd）ピレン、ベンゾ（ghi）ペリレン、ピ

セン、17α(H)-22,29,30- トリスノルホパン、17α(H)-21β(H)-30- ノルホパン、17α(H)-21β(H)- ホパン、炭素数 29 及び 31

の n- アルカン、レボグルコサン及びコレステロールの計 13 種類である。先行研究に基づき 12, 23, 24, 46, 47）、7 つの発生源プ

ロファイルを選択した。すなわち、ディーゼル車排気（DEP_3L-J、本研究）、ガソリン車排気 16）、野焼き（BB01、籾殻、

本研究）、調理（Cook04、焼肉×ガスコンロ、本研究）、植物片 18）、天然ガス 17）、石炭燃焼（工業用の瀝青炭と褐炭）48）

である。一般的に、各成分の計算濃度が実測濃度と 25% 以内で一致していれば、CMB の結果は許容できると考えられ

る。もし複数の発生源が多重共線性を示す場合には、感度解析を行い、適切な発生源を選択した。我々が作成した発生

源プロファイルに関しては、各発生源の中で、予備的な解析において、統計的に最も良い結果を示した発生源プロファ

イルを採用した。ガソリン車（有煙）16）と残渣油燃焼は、予備解析において、その寄与が無視できるほど小さかったた

め、その後の解析から省いた。大気試料については、各地点の 5 日分（辺戸は 2 コンポジット分）の測定値を平均化し、

CMB 解析した。サンプルから検出されなかったフィッティング成分は、CMB 解析から除外した。また、除外された

成分が発生源の主要な排出成分である場合には、その発生源も解析から除外した。CMB 解析の結果、負の寄与を持つ

発生源があった場合、その発生源を解析から省いて再計算した。今回使用した発生源プロファイルは、比較的古い発生

源を対象に作成されたものが多い。例えば、最近の自動車からの PM 排出係数は、主に排気後処理装置の影響で、旧式

車両に比べて格段に低くなっている。しかし、粒子の化学組成は新型車両も旧型車両と大きくは異ならないと考えられ

る。なお、北京の大気粒子試料については、推定された OC 濃度が実測 OC 濃度の 110% を超えたため、石炭（家庭で

の瀝青炭）燃焼 48）の発生源プロファイルも CMB 解析に含めた。

　CMB による一次粒子発生源の寄与率推定に加え、トレーサー化合物と SOA の質量比（トレーサー法）49）を用いて、

4 種類の SOA の濃度を推定した。4 種の SOA とは、ナフタレン起源 SOA（NapSOA）、トルエン起源 SOA（TolSOA）、
α- ピネン起源 SOA（Pin-SOA）及びイソプレン起源 SOA（Iso-SOA）である。NapSOA と TolSOA は、ASOA の一種

であると仮定している。Pin-SOA と Iso-SOA は原則、合計して BSOA として示す。NapSOA のトレーサーには、フタ

ル酸を用いた 50, 51）。フタル酸／ SOA 比には、本研究によって NO2 存在下で光酸化して得られた値 0.00822 を使用した。

TolSOA のトレーサーには、2,3- ジヒドロキシ -4- オキソペンタトン酸（DHOPA）を用いた 49, 51）。DHOPA/SOA 比には、

本研究によって NO2 存在下で光酸化して得られた値 0.00435 を使用した。Pin-SOA のトレーサーには、ピン酸と 3- メ

チル -1,2,3- ブタントリカルボン酸（MBTCA）を選択し 52, 53）、本研究で低 NOx 条件下でのオゾン分解と光化学エイジ

ングによって得られた値、（ピン酸＋ MBTCA）／ SOA 比 0.179 を用いた。Iso-SOA のトレーサーには、2- メチルテトロー

ル（2- メチルスレイトールと 2- メチルエリスリトールの和）を用いた 49, 54）。2- メチルテトロール／ SOA 比には、NOx

非存在下での OH 反応によって得られた値 0.141 55）を使用した。
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2．2．3　結果と考察

（1）PM質量と化学組成

　発生源 PM 試料と大気 PM 試料の主成分組成を図 7に示す。発生源試料と大気試料の両方について、十分な PM 量

（HVTフィルターあたり10 mg以上）を捕集できた。ただし、SOA試料についてはチャンバー容積の制約から一枚のフィ

ルターに大量の試料を採取することはできないため、同じ条件で採取した複数の試料を同時に抽出して化学分析と毒性

評価を行うこととした。また、辺戸の大気試料は PM2.5 濃度が平均約 3 μg/m3 以下と極めて低かったため、フィルター

への捕集量も少なかった。このため、複数の試料をまとめて抽出して化学分析と毒性評価を行うこととした。いずれの

試料も、概ね期待した濃度や化学的特徴を持っていた。本研究で得られた分析結果に基づき、新たに作成した発生源プ

ロファイルとして、代表的な有機成分の例を図8に示す。以下に、各発生源試料の概要を述べる。

(μ
g

m
-3

)
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OA

(T
ol

)

図 7　発生源と大気粒子の主成分濃度と組成
（a）発生源微小粒子の主成分組成、（b）大気微小粒子の質量と主成分の濃度、（c）大気微小粒子の主成分の組成
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（1．1）発生源PM試料

　α- ピネン、α- ピネン（＋エイジング）、イソプレン、トルエン、TMB 及びナフタレン起源 SOA の総質量は、それぞ

れ 8.0、6.6、2.5、13.9、10.6 及び 28.1 mg だった（表3）。有機分析の結果、植物起源 SOA（BSOA）試料ではピノン酸

や MBTCA 等の特徴的な成分が高濃度であり、人為起源 SOA（ASOA）試料ではフタル酸や DHOPA の濃度が高かった（図

8）。

　3L ディーゼル車の試験において、HVT フィルターに捕集された PM 質量は、JE05 モード（n=5）は 15 mg、2000 

rpm × 0 Nm モード（n=5）は 9.7 ～ 20 mg であった（表5）。8L ディーゼルエンジンの試験において、HVT フィルター

に捕集された PM 質量は、JE05 モード（n=10）は 18 ～ 46 mg、2000 rpm × 0 Nm モード（n=5）は 25 ～ 29 mg であっ

た（表6）。同一条件でも捕集された粒子質量が大きく異なる運転条件（3L ディーゼル車の 2000 rpm × 0 Nm モードと

8L ディーゼルエンジンの JE05 モード）の場合、PM 質量が平均値に近い試料を化学分析及び毒性アッセイに使用した。

DEP 試料のうち、8L エンジンの定常運転時（DEP_8L-2）は有機物が 80% 以上を占め、他の 3 条件では元素状炭素が

約 50% 以上を占めた（図3）。DEP 試料からは、ホパン、多環芳香族炭化水素（PAHs）、n- アルカンが高濃度に検出さ

れた（図8）。

　野焼き排出 PM 試料のうち、小枝の焼却時は元素状炭素が主体であったが、稲藁と籾殻の焼却時は有機物が主体で

あった（図3）。予想通り、レボグルコサンは全ての野焼き試料から高濃度に検出された。

　調理の排気粒子はいずれも有機物の比率が高い（最大 98%）ことがわかった（図3）。調理排気 PM 試料からはコレ

ステロールとオレイン酸が高濃度に検出された。
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図 8　新たに作成した発生源プロファイル（有機成分の例）
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（1．2）大気PM2 .5 試料

　各地点の大気 PM2.5 試料中の主な有機化合物の平均組成を図9に示す。秋の郊外（つくば）では、野焼きのトレーサー

であるレボグルコサンの濃度が高い。夏の都心（両国）では、人為起源 SOA（ASOA）のトレーサーであるフタル酸や

DHOPA の濃度が高い。冬の沿道（川崎）では、自動車排気のトレーサーであるホパンの濃度が高い。

（2）大気有機粒子の質量に対する発生源寄与推定

　有機 CMB 法によって推定した大気有機粒子の質量濃度（μgOC/m3）に対する発生源別寄与濃度を図 10に、寄与率

を図11に示す。予想された通り、測定地点や季節によって主たる発生源が異なることが示された。例えば、秋の郊外

（つくば）では、野焼きの寄与が突出して大きく、OC 濃度の約 50% を占めると推定された。つくばでは、農作物残渣

の野焼きが秋に頻繁に行われるため、妥当な結果だと思われる 22, 40, 43）。夏の都心（両国）では、調理とナフタレン起源

SOA の寄与が高かった。一方、冬の都心（両国）では、夏に比べると、調理とナフタレン起源 SOA の寄与がやや下が

り、野焼き、石炭燃焼、自動車排気の寄与が増えた。東京は自動車の交通量が多いほか、人為的排出が多様で大きいの

で、妥当な結果だと思われる。冬の沿道（川崎）では、OC 濃度の約 20% が自動車排気起因と推定された。この他、野

焼き、調理、石炭燃焼の寄与が高かった。なお、同じ場所で行われた他の研究でも、調理排気の寄与は本研究によるも

のと同レベルと推定されている（Fujitani et al.、in preparation）。
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図 9　大気中PM2.5 試料中の有機化合物の平均組成
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図 10　大気有機粒子の質量濃度（μgOC/m3）と毒性応答（μgOCあたり）の実測値及び発生源別寄与推定値
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図 11　大気有機粒子の質量濃度（μgOC/m3）と毒性応答（μgOCあたり）に対する発生源寄与率推定値
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2．3　サブテーマ2：大気・発生源試料の毒性評価

2．3．1　目的

　本サブテーマの目的は、発生源及び大気中の微小粒子に含まれる有機物による毒性（酸化能、炎症能、AhR 活性、

DNA 損傷性）の強さを明らかにすることである。そして、発生源ごとの毒性強度を毒性の種類別に比較する。さらに、

化学物質や発生源 PM 試料を用いて毒性の相加性の程度を検証することを目指した。

2．3．2　方法

　疫学研究によると、大気中の PM2.5 は、人の健康に、循環器や呼吸器への影響、がん、死亡等の悪影響を及ぼす 6, 9）。

酸化ストレスと炎症は、これらの疾病への移行状態であると考えられている 8）。本研究では、人の健康影響に関連し得

る毒性を評価するため、6 つの細胞アッセイと非細胞（化学）アッセイを選択した（図3）。具体的には、発生源及び

大気の微小粒子試料を対象に、ヘムオキシゲナーゼ -1（HO-1）の遺伝子発現、Nrf2 レポーター遺伝子アッセイ、及び

DTT 化学アッセイによる酸化能の評価、インターロイキン -8（IL-8）遺伝子発現による炎症能の評価、アリル炭化水

素受容体（AhR）アゴニスト活性、そして、umu 試験による DNA 損傷性の評価を行うこととした（図3）。

　PM 試料中の有機物による毒性応答を評価するため、毒性評価用にも、内標準物質を添加しないという点以外は、有

機分析で使用したのと同じ抽出・前処理法を用いた。すなわち、テフロンフィルター試料をジクロロメタンとアセト

ンで抽出し、ろ過する方法である。その後、抽出液をジメチルスルホキシド（DMSO）に再溶解してアッセイした。ま

た、全ての毒性評価アッセイを同一溶液で実施することで、試料前処理やフィルターごとの誤差が含まれることを避け

た。全ての PM 試料について、複数段階に希釈してアッセイすることで、用量応答曲線（Dose-response curve）を作成し、

適切な濃度範囲内で毒性応答を定量した。検討の結果、いずれの毒性アッセイにおいても、適切な曝露濃度範囲で実験

することで、濃度依存的な妥当な用量応答曲線が得られることが確認された。また、化学物質または PM 抽出物がポジ

ティブコントロール（陽性対照物質）と同様の用量応答曲線を示す場合、毒性をポジティブコントロール等量として表

すことで、曝露濃度と毒性は比例関係にあると考えられる。したがって、本研究では、毒性応答を全てポジティブコン

トロール等量として表現することとした。以下に各毒性アッセイの評価方法を示す。

（1）HO-1遺伝子発現解析

　酸化ストレス応答遺伝子発現アッセイには、アニック・クレモント教授（パリ第 6 大学アーマンクレソー病院）が

Sprague-Dawley 系ラットから採取した肺胞 II 型上皮細胞を SV40 により形質転換して樹立したラット肺胞上皮細胞

株（SV40-T2）を用いた 56）。細胞は、10% 牛胎児血清（FBS）と penicillin と streptomycin を含む DMEM 培地を用い

て、37 ℃、5%CO2 の CO2 インキュベーター中で継代培養し、細胞をプラスチックディッシュに播種して 24 時間培

養後に実験に供した。細胞傷害の指標となる細胞増殖抑制は、PM2.5 有機抽出物を DMSO 濃度が 0.1% になるように

各濃度に調整した DMEM 培地で 24 時間曝露後、Cell Counting Kit-8（DOJINDO）に置換し、マイクロプレートリー

ダー（POLARstar OPTIMA）で吸光度を測定して求めた。遺伝子発現解析は、細胞毒性を示さない濃度の PM2.5 有機

抽出物を 3 時間曝露した細胞から RNA を抽出し、Thermal Cycler Dice RT system（TakaRa）を用いて定量 RT-PCR を

行い、内部標準遺伝子の発現で補正して比較 Ct 法で相対定量評価した。酸化ストレスは循環器疾患やがん等の様々

な疾病の発症や進行に関与している。Keap1-Nrf2 系は酸化ストレス応答系であり、Nrf2 が核移行して、HO-1 等の

抗酸化酵素や NAD（P）H quinone dehydrogenase-1（NQO1）等の第 II 相解毒代謝酵素を誘導することで酸化ストレ

スによる細胞損傷を防御する。本研究では PM2.5 有機抽出物の生体内での酸化能を示す指標として HO-1 遺伝子発

現誘導を解析した。HO-1（Hmox1）のプライマーの配列は、5'-AGGTGCACATCCGTGCAGAG-3' （Forward: F）と

5'-TCCAGGGCCGTATAGATATGGTACA-3'（Reverse: R）を、NQO1（Nqo1）は 5'-TGGAAGCTGCAGACCTGGTG-3'（F）

と 5'-TTGTCATACATGGTGGCATACGTG-3'（R）を用いた。内部標準遺伝子 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

（Gapdh: Gapdh）は 5'-GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG-3'（F）と 5'-ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA-3'（R）を用いた。

各 PM2.5 有機抽出物の遺伝子発現誘導は、陽性対照として tert-butyhydroquinone（tBHQ）を曝露して得られた用量応答
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曲線の直線部分に各試料曝露による遺伝子発現を内挿し、tBHQ 等量（ng tBHQ/µg OC）として示した。また、HO-1 タ

ンパク生成は、6 時間曝露した細胞試料について、抗 HO-1 抗体（Oncogene Research Products）と抗α -tubulin 抗体を

用いて、ウエスタンブロットを行い、半定量的に誘導を確認した。

（2）Nrf2レポーター遺伝子アッセイ

　本研究では、Nrf2 酸化ストレス応答性組換え細胞 U2OS-luc（ヒト骨肉腫細胞 U2OS 由来）を用いるレポーター遺伝

子アッセイ法の Nrf2-CALUX アッセイを使用した 57）。この細胞は、酸化ストレスや親電子性物質に曝されると、Keap1

によって抑制されていた Nrf2 が活性化されて核内へ移行し、エンハンサー領域に存在する抗酸化剤応答配列（ARE、

antioxidant response element）に結合して、レポーター遺伝子であるルシフェラーゼ遺伝子を含む下流遺伝子転写の結果、

ルシフェラーゼを産出する。これにルシフェラーゼの基質であるルシフェリンを加えると、酸素存在下でルシフェリン

が酸化され、オキシルシフェリンと二酸化炭素になる際に生物発光を生じる。Nrf2-CALUX アッセイ法は、一連の曝

露試験を通じて生じる生物発光をルシフェラーゼ活性として測定して、酸化ストレス誘導物質や親電子性物質といった

Nrf2 活性化物質の定量を行う測定法である。

　Nrf2-CALUX アッセイ法における曝露試験は、細胞培養、播種、曝露及び測定の順に実施した。U2OS-luc 細胞は、

培養用培地を用いて、37 ℃及び 5%CO2 の条件で培養した。曝露試験を実施する際には、96well マイクロプレートに播

種して 24 時間培養した。t-butylhydroquinone（tBHQ）及び PM2.5 抽出物の細胞への曝露は、DMSO 溶液を培養用培地

に添加して調製した曝露用培地を、well 内で増殖した U2OS-luc 細胞に添加して実施した。曝露試験時の培地中 DMSO

の最終濃度は、1.0% になるように調製した。曝露 22 ～ 24 時間後、96well マイクロプレートから培地を取り除き、界

面活性剤を含む緩衝液でwell内のU2OS-luc細胞を溶解した。tBHQ或いはPM2.5 抽出物によって誘導されたルシフェラー

ゼを含む細胞溶解液に、ルシフェリンを添加して、ルミノメーターを用いてルシフェラーゼによる発光を測定した。

　本研究では、tBHQ の曝露試験で得られたルシフェラーゼ活性を対象として、二次曲線フィッティング（SigmaPlot 

14.0; Systat Software Inc、CA、USA）によって用量応答曲線を描いて検量線とした。PM2.5 抽出物の tBHQ 等量は、
tBHQ の検量線に PM2.5 抽出物のルシフェラーゼ活性を内挿して算出した。tBHQ 検量線の濃度範囲は、Nrf2-CALUX

アッセイで 0.020、0.040、0.060、0.20、0.40、0.60、2.0 µM/ マイクロプレート well とした。tBHQ 等量を算出する際の

PM2.5 抽出物のルシフェラーゼ活性値は、用量応答性を示す PM2.5 抽出物を対象として、PM2.5 抽出物のルシフェラーゼ

活性を DMSO 溶媒コントロールのルシフェラーゼ活性で除して得られるインダクションが 1.5 以上のルシフェラーゼ

活性値（細胞毒性を示さない）を採用した。

　PM2.5 抽出物の曝露試験は、独立した実験を少なくとも 2 回実施して、その平均値を採用した。上述の手順で試験を

実施した結果、操作ブランクは不検出であり、NIST SRM 1650b（ディーゼル粒子）抽出物の tBHQ 等量（n=2）は 53

及び 47 µg/mg-OC であった。

（3）DTT化学アッセイ

　Dithiothreitol（DTT）アッセイは二つのチオール基をもつ DTT を還元剤として用いて、溶液中に懸濁あるいは溶解し

た粒子と反応させることにより粒子の持つ酸化能を評価する無細胞アッセイの一つである 58）。DMSO 溶液を Tris-HCl

バッファー（Trizma base、pH 8.9、Sigma）で 200-80000 倍（OC 溶液濃度として 0.625 µg/ml ～ 0.25 mg/ml）に希釈し

て DTT アッセイに供した。その溶液に DTT （FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation）を 160 µM となるように添加

した。この溶液を 37 ℃の雰囲気で 15 分間反応させ、反応液を遠心分離し、その遠心上清 1 ml に 5,5＇- ジチオビス 2- ニ

トロ安息香酸（DTNB: FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation）を 320 µM となるように添加して反応を止めた。各

試料を200 µlずつ3つにとりわけ、96ウェルプレートに分注し、414 nmにおける吸光度をプレートリーダー（POLARstar 

OPTIMA、BMG LABTECH）で測定した。3 つの溶液試料の吸光度の値を平均し、DTT 濃度と吸光度の検量線から残

存 DTT 濃度に換算した。200 µl 中にはもともと 32 nmol-DTT 含まれていることになるが、残存 DTT 量を差し引いて消

費 DTT 量を算出した。さらにブランク試料値を差し引いた後、含有 OC 量で割って単位 OC 量あたりの DTT 消費量を
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算出した。これらの測定を各試料について二度行った。なお消費速度が速く 15 分以内で DTT を消費してしまう場合は

結果が過小評価になることを防ぐため、試料溶液の希釈倍率はブランク値を引く前の消費 DTT 量が概ね 28 nmol 以下

になるように調整した。

（4）IL-8遺伝子発現解析

　PM 試料の炎症誘導能はヒト由来マクロファージ系細胞株の U937 細胞を用い、炎症性遺伝子のインターロイキン 8

（IL-8）遺伝子の発現誘導を指標に解析した。細胞は JCRB 細胞バンク（国立研究開発法人医薬基盤・健康・栄養研究所）

から得て、10% 胎児牛血清（FBS）含有 RPMI-1640 培地で培養した。U937 細胞を 48 well plate に 1 × 105 cells/well で

播種し、翌日、各濃度の試料抽出物を添加した。対照はDMSOを使用し、DMSOの最終濃度は0.1%になるようにした。

3 時間曝露後、細胞を回収し、NucleoSpin RNA（MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG）を用いて total RNA を抽出した。

Total RNA は PrimeScript ™ RT reagent Kit （Perfect Real Time）（TaKaRa バイオ）を用いて逆転写した後、リアルタイム

PCR 法で IL-8 及び GAPDH 遺伝子の発現量を測定し、IL-8/GADPH 値を算出した。試料の IL-8 遺伝子誘導能は、IL-8

誘導の陽性対照である TNFα 相当に置き換えた後、OC 重量当たりに換算して求めた（pg TNF/μg OC）。細胞毒性につ

いては、96 well plateに細胞を3.3×104 cells/wellで播種し、IL-8遺伝子測定系と同じ条件で曝露後、Cell Counting Kit-8（同

仁化学研究所）で測定した。

（5）AhR結合レポーター遺伝子アッセイ

　本研究では、AhRリガンド応答性組換え細胞H4IIE-luc（ラット肝がん細胞U2OS由来）を用いるレポーター遺伝子アッ

セイ法の PAH-CALUX アッセイを使用した 59）。この細胞は、ベンゾ［a］ピレン（BaP）や 2,3,7,8-TCDD 等の AhR リ

ガンドを曝露すると、細胞内に取り込まれたリガンドが AhR と結合して Arnt と複合体を形成し、エンハンサー領域に

存在するダイオキシン類応答配列（DRE, dioxin responsive element）に結合して、レポーター遺伝子であるルシフェラー

ゼ遺伝子を含む下流遺伝子転写の結果、ルシフェラーゼを産出する。これにルシフェラーゼの基質であるルシフェリン

を加えると、酸素存在下でルシフェリンが酸化され、オキシルシフェリンと二酸化炭素になる際に生物発光を生じる。

PAH-CALUX アッセイ法は、一連の曝露試験を通じて生じる生物発光をルシフェラーゼ活性として測定して、BaP 等の

AhR リガンドの定量を行う測定法である。

　PAH-CALUX アッセイ法における曝露試験は、細胞培養、播種、曝露及び測定の順に実施した。H4IIE-luc 細胞は、

培養用培地を用いて、37 ℃及び 5%CO2 の条件で培養した。曝露試験を実施する際には、96well マイクロプレートに播

種して 24 時間培養した。この時、細胞培養に使用した培養用培地を BaP 及び PM2.5 抽出物の細胞への曝露は、DMSO

溶液を培養用培地に添加して調製した曝露用培地を、well 内で増殖した H4IIE-luc 細胞に添加して実施した。曝露試験

時の培地中 DMSO の最終濃度は、0.8% になるように調製した。曝露 4 時間後、96well マイクロプレートから培地を取

り除き、界面活性剤を含む緩衝液で well 内の H4IIE-luc 細胞を溶解した。BaP あるいは PM2.5 抽出物によって誘導され

たルシフェラーゼを含む細胞溶解液に、ルシフェリンを添加して、ルミノメーターを用いてルシフェラーゼによる発光

を測定した。

　本研究では、BaP の曝露試験で得られたルシフェラーゼ活性を対象として、二次曲線フィッティング（SigmaPlot 

14.0; Systat Software, Inc., CA, USA）によって用量応答曲線を描いて検量線とした。PM2.5 抽出物の BaP 等量は、BaP の

検量線に PM2.5 抽出物のルシフェラーゼ活性を内挿して算出した。BaP 検量線の濃度範囲は、PAH-CALUX アッセイで

0.010、0.10、1.0、10 nM/ マイクロプレート well とした。BaP 等量を算出する際の PM2.5 抽出物のルシフェラーゼ活性

値は、用量応答性を示す PM2.5 抽出物を対象として、BaP 10 μM/ マイクロプレート well のルシフェラーゼ活性に対する

百分率（ルシフェラーゼ・インダクション）が 5 ～ 25% になるルシフェラーゼ活性値（細胞毒性を示さない）を採用

した。

　PM2.5 抽出物の曝露試験は、独立した実験を少なくとも 2 回実施して、その平均値を採用した。上述の手順で試験を

実施した結果、操作ブランクは不検出であり、NIST SRM 1650b（ディーゼル粒子）抽出物の BaP 等量（n=2）は 1,600



─ 26 ─

及び 2,400 μg/mg-OC であった。

（6）umu 試験によるDNA損傷性試験

　吸光 umu 試験は S. tyhimurium TA1535/pSK1002 株を用い、基質にクロロフェノールレッド -β-D- ガラクトピラノシ

ド（CPRG）を用いて実施した 60, 61）。すなわち、凍結保存菌液を速やかに融解し、アンピシリン（最終濃度 50 µg/mL）

を添加した LB 培地（1 % Bacto-tryptone、0.5 % Bacto-yeast extract and 0.5 % NaCl）に摂取して 37 ℃、120rpm で 12 時

間前培養した。この培養液を TGA 培地（1% Bact-tripton、0.5% NaCl、0.2% glucose、アンピシリン（最終濃度 20 µg/

mL））で 100 倍希釈し、さらに 2 時間振とう培養した。得られた菌液と被験物質をマイクロプレートに入れてシールし、

プレート用ミキサーでよく撹拌した後、37 ℃で 4 時間、900rpm で振とう培養後、OD595 で菌懸濁液の生菌数を見積り、

OD595=0.1 になるよう、同培地で希釈し、さらに体積比 17% の 0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.0）を添加した。S9 mix に

よる代謝活性化試験においては、OD595=0.2 に調整し、17% の S9 mix を添加して菌懸濁液とした。

　この菌懸濁液と DMSO にヨウ化した披験試料を 96 穴マイクロプレート中で混合し、37 ℃ 900 rpm で 2 時間培養し

た後、OD595 を測定した。その後、各ウェル中の試験液 10 μl を別の 96 穴マイクロプレートに移し、Z 緩衝液（0.06M 

Na2HPO4、0.04 M NaH2PO4、0.01M KCl、0.001M MgSO4、1% SDS 及び 0.05 M 2- メルカプトエタノール）140 μl を加え、

0.1 M のリン酸緩衝液に溶解した CPRG 10 μl（4 mg/ml）を加え、37 ℃で 30 分間反応させた。これに 1M Na2CO3 100 μl

を添加して発色を停止させ、OD570 を測定し、β- ガラクトシダーゼ活性（umu unit ＝ OD570/OD595）を算出した。各試料

は 3 連で実施した。

　DNA 損傷性の判定は、用量依存性があり、溶媒対照の 1.5 倍から 2.0 倍までのものを疑陽性、2.0 以上のものを陽性

とした。試料に細菌毒性がある場合、高濃度区で umu unit が低下することがあり、そのような場合は適宜試料を希釈

して再試験した。環境試料の活性値は、同時に測定した 4- ニトロキノリン -N- オキシド（4NQO）、フリルフラマイド

（AF-2）当量に換算して表記した。

（7）毒性の相加性試験

　本研究では、大気中の OA の毒性に対する発生源別寄与を推定する手法を提案した。この方法は、特に、様々な発

生源に由来する OA の毒性応答が相加的であれば、よい結果をもたらすと思われる。そこで、我々は、大気中 OA の毒

性の相加性を、以下に述べる方法で実験的に評価した。第 1 に、全ての発生源試料、環境大気試料、及びポジティブ

コントロール等の標準試薬の用量応答曲線を作成した。第 2 に、2 つの標準試薬とディーゼル排気粒子（SRM1650b、

NIST）の抽出液と標準試薬の混合物の相加性を評価した。最後に、2 種類の発生源 PM 抽出物の混合物と 4 種類の発

生源 PM 抽出物の混合物の相加性を評価した。この最後の相加性試験に用いた発生源試料は、SOA 試料（NapSOA:

　ASOA3）、DEP 試料（DEP_8L-J: S04）、野焼き試料（籾殻：BB02）、調理試料（炭火焼肉：Cook06）である。相加

性試験のため、発生源 PM フィルター試料をそれぞれ有機溶媒で抽出した後、抽出液を混合した。2 種の発生源 PM

試料を用いた相加性試験では、同量の OC を含む 2 つの抽出液同士を混合した。対象とした発生源の組み合わせは、

DEP+SOA、DEP+野焼き、DEP+調理である。4種の発生源PM試料を用いた相加性試験では、各発生源PMの抽出液を、

つくばの大気粒子中の OC に対する各発生源の寄与率の相対比（SOA: DEP: BB: 調理 =45:30:15:10）62）で混合して評価

した。実験操作に起因する日間変動を避けるため、フィルター試料の抽出は全て同時に行い、各毒性試験において、全

ての抽出物（単一発生源試料と混合発生源試料）を同時にアッセイした。

2．3．3　結果と考察

（1）各種毒性の評価結果の全体像

　発生源と大気中微小粒子の各種の毒性応答（μgOC あたり）を図12に示す。PM 試料の OC 質量あたりの毒性応答は、

発生源ごとに大きく異なることが確認された。酸化能（HO-1、Nrf2、DTT）と炎症能（IL-8）の傾向は互いに類似し

ていた。複数の細胞・非細胞アッセイによる酸化能の測定結果の傾向が類似していることから、発生源の PM 試料には
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keap1 に直接反応する求電子剤が含まれることが示唆される。酸化能と炎症能に対しては、興味深いことに、NapSOA

が一貫して最も強い応答を示し、次いで、野焼き、DEP、TolSOA であった。BSOA と調理は一貫して非常に低い応答

を示した。AhR 活性と DNA 損傷性（umu ＋S9）の傾向は、酸化能や炎症能とは大きく異なっていた（図 12）。AhR

活性は、野焼きが非常に強く、次いで、DEP、調理、NapSOA であった。TolSOA と BSOA の応答は非常に弱かった。

DNA 損傷性（umu ＋S9）は DEP サンプルで顕著に高く、BSOA と TolSOA が次に高かった。NapSOA、野焼き、調理

の PM 試料は不検出であった。このように、調理の排気粒子の毒性応答は、全ての評価項目において一貫して低いとい

う興味深い結果であった。

　大気微小粒子の毒性応答は、北京の AhR 活性を除くと、概して発生源 PM 試料の中程度かそれ以下のレベルであっ

た（図12）。酸化能（HO-1、Nrf2、DTT）の傾向は互いに類似していた。炎症能（IL-8）の傾向は、酸化能とは少し異なっ

ていた。大気微小粒子試料の中では、都市部と沿道の試料が、概して強い毒性応答を示した。夏季のリモート地域（辺

戸）の試料の毒性応答は一貫して極めて低かったことは興味深い。この結果は、夏季に長時間（例えば 1 週間程度以上）

大気中でエイジング（酸化反応）を受けると、大気粒子の毒性が下がることを示している可能性がある。夏季の森林内

の PM 試料そして実験的に生成させた BSOA の毒性応答は概して低いことから、植物起源の一次粒子と二次粒子の毒

性が比較的弱いことが示唆される。

（2）HO-1遺伝子発現解析

　各 PM2.5 有機抽出物を 24 時間曝露した SV40-T2 の細胞増殖抑制 EC50 と 3 時間曝露時の酸化ストレス応答遺伝子（HO-1

と NQO-1 遺伝子）の発現誘導の tBHQ 等量を表9に示す。tBHQ 曝露による HO-1 遺伝子発現により、HO-1 タンパク

合成が誘導されることはウエスタンブロットにて確認した（図13）。細胞増殖抑制測定の有機抽出物の最高曝露濃度は

100 µgOC/mL であったため、この濃度までで EC50 値が得られなかった細胞増殖阻害の低い試料の EC50 値は 100 µgOC/

mL 以上とした（表9）。発生源試料では α ピネン由来 SOA と調理由来粒子の有機抽出物の細胞増殖阻害活性は低く、

酸化ストレス応答遺伝子発現誘導能も弱い傾向が認められた。一方、人為起源 SOA と野焼き粒子は細胞増殖阻害活性

が高く、酸化ストレス応答遺伝子発現誘導能も高い傾向であった。ディーゼル排気粒子は、細胞増殖阻害活性は低い

が、高い酸化ストレス応答遺伝子発現誘導能を示した。

　大気環境試料では、植物起源 SOA やエイジングが進んだ粒子が多いと思われる辺戸岬や富士北麓試料の細胞増殖阻

害活性は低く、酸化ストレス応答遺伝子発現誘導能も弱い傾向が認められた。都市部大気試料は、地点による違いはあ
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るが、概ね中程度の細胞増殖阻害活性と酸化ストレス応答遺伝子発現誘導能を示した。

　細胞は、毒性が強い活性酸素や生体内過酸化脂質等の代謝生成物に対する生体防御反応として酸化ストレス応答

を示すが、この生体応答制御に重要な役割を果たしているのが Keap1(Kelch-like ECH-associated protein)-Nrf2(NF-E2-

related factor 2) システムである。Keap1 は分子内のシステイン残基のチオール基が活性酸素や親電子物質のセンサー

として働き、Nrf2 を活性化する 63）。活性化した Nrf2 は核移行して HO-1 や Peroxiredoxin 等の抗酸化酵素や NQO-1 や

Glutathione-S-transferase 等の第 II 相解毒酵素を誘導する。発生源及び環境大気の各 PM2.5 有機抽出物がほぼ全て HO-1

遺伝子発現を誘導したことは、大気粒子に親電子物質が含まれる事を示すものであり、粒子の酸化ストレス応答遺伝子

発現誘導能は親電子物質の種類と量を反映していると考えられる。さらに、各粒子に酸化ストレス応答遺伝子誘導能が

認められ、それが細胞障害性と同様の傾向を示すことは、この解析が細胞への影響を評価する指標として有用であるこ

とを示している。



─ 29 ─

表 9　酸化ストレス応答遺伝子の発現誘導
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（3）Nrf2レポーター遺伝子アッセイ

　Nrf2 レポーター遺伝子アッセイにおける PM2.5 抽出物の tBHQ 等量を表10に示す。本研究の曝露濃度では、33 試料

の PM2.5 抽出物うち、BSOA3、調理 08、辺戸岬 01-03 及び辺戸岬 04-05 を除く 29 試料で顕著な用量応答が示された。

対象試料の中では、発生源試料の ASOA3（NapSOA）、野焼き 01（籾殻）及び野焼き 04（稲藁ドライ）のルシフェラー

ゼ活性誘導能が強かった。発生源試料の tBHQ 等量は、中央値が 30 µg/mg-OC、データ範囲が <1.8 ～ 250 µg/mg-OC で

あった。大気環境試料の tBHQ 等量は、中央値が 9.9 µg/mg-OC、データ範囲が <5.1 ～ 18 µg/mg-OC であった。発生源

試料では ASOA3 が、大気環境試料ではつくば 04 が、それぞれ最も高い tBHQ 等量であった。発生源試料の tBHQ 等

量は、種類別の平均値で比較すると、ASOA（112 µg/mg-OC）> 野焼き（57 µg/mg-OC）>DEP（41 µg/mg-OC）>BSOA

（9.7 µg/mg-OC）> 調理（3.9 µg/mg-OC）であり、ASOA、野焼き及び DEP で高い傾向であり、発生源によって tBHQ

等量が大きく異なることが確認された。大気環境試料の tBHQ 等量は、つくば（13.9 µg/mg-OC）> 富士（12.1 µg/mg-

OC）> 川崎（12.0 µg/mg-OC）> 両国（夏・冬、10.9 µg/mg-OC）> 北京（8.7 µg/mg-OC）> 辺戸（<5.1 µg/mg-OC）であり、

発生源試料間の違いに比べると、大気試料の採取地点や季節による tBHQ 等量の差は小さかった。
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表 10　発生源試料及び大気環境試料のNrf2 活性（tBHQ等量）及びAhR活性（BaP等量）
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（4）DTT化学アッセイ

　図 14に DTT アッセイの結果を示す。ASOA3（NapSOA）が最も高い結果となったが、他の VOC 由来の SOA は低

かった。燃焼発生源は、調理粒子以外は概ね同程度であり、SRM（DEP）も近いレベルであった。環境大気粒子は都市

で高い傾向にあり、燃焼発生源と同程度であった。Fujitani et al. （2017）64）と比較すると、抽出法（バッファー抽出）や

規格化した単位（PM ベース）が、今回の系と異なるが、BSOA1（α ピネンとオゾンの反応）の活性値は同程度であっ

た。SOA 粒子は PM の主成分が有機物であることに加えて、SOA は水溶性有機物が多く含まれており、バッファーで

抽出される成分がジクロロメンタン - アセトンで抽出される成分と同様であるからと考えられる。DEP_8L-2 に関して

は、今回のジクロロメタン - アセトン抽出による活性値の方が 7 倍程度高い。OC/PM=0.66 を考慮しても、ジクロロメ

タン - アセトンで抽出された成分が DTT 消費に強く関与していることが示唆された。

　図15に相加性試験の結果を示す。左の列が 2.5 µg-OC/mL（一部 10 µg-OC/mL）となるように溶液を混合した試料の

アッセイ結果（実測値）であり、右の列は各種試料の混合比と図14に示した結果をもとに計算した結果（理論値）で

ある。実測値は理論値と 30% 以下の誤差で一致し、桁が異なる等、著しく異なる結果にはならないことが確認できた。

4 つのケースのうち、特に SOA と DEP を混合した溶液の DTT 消費量が、個別に評価して足し合わせた場合と比較し

て大きくなる結果となった。このことから、試料を混合することで相乗的な効果が出ている可能性は否定できない（例

えば DEP に含まれる金属成分と SOA に含まれる有機成分の相乗効果等）。今後、試薬等を用いて単純な系で検証する

必要がある。

図 14　DTTアッセイの結果
エラーバーは繰り返し測定の標準偏差。SDがないものはn=1 の実験結果
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（5）IL-8遺伝子発現解析

　炎症反応の指標として、様々な炎症性遺伝子の測定があり得るが、最初に U937 細胞に SRM1650b 抽出物（DEP、10 

μgOC/ml）を曝露して幾つかの炎症性遺伝子を測定したところ、IL-8 遺伝子が強い誘導を示したことから、本研究では

IL-8 遺伝子を指標に炎症反応を測定することにした。また、長時間の曝露は様々な二次的、三次的な反応が起きて複雑

になってしまうことが予想され、試料間の比較が困難になることも予想されたため、初期応答が期待できる 3 時間に設

定した。

　まず、今回の研究で用いる様々な試料の IL-8 遺伝子誘導性が、どのような濃度依存的な変化を示すかが不明で

あったため、全試料の抽出物について IL-8 遺伝子発現の濃度依存性（5、10、25、50 μgOC/ml）を調べた（図 16、

17）。その結果、ほとんどの試料について濃度依存的な IL-8 遺伝子の発現誘導が認められた。これらは高濃度域まで

増加していくもの、10 μgOC/ml を境にプラトーあるいは増加率が弱くなる傾向が見られた。例外的に、Toluene 及び

Naphthalene 由来の人為起源 SOA（ASOA1、ASOA3）では、10 μgOC/ml 以上では IL-8 遺伝子の発現誘導が減少した。

なお、これと同条件で細胞毒性を調べた結果、一部の試料において 50 μgOC/ml で細胞毒性が見られたが、それ以外で

大きな細胞毒性は認められなかった（図 18）。以上の結果から、低濃度域と比べ、高濃度域では細胞毒性はそれほど高

くはないものの細胞反応性がプラトーに達していると思われ、10 μgOC/ml 以下の低濃度域では細胞毒性もなく試料の

炎症誘導能を評価するのに適していると考えられた。

　以上をふまえ、本研究では 5 μgOC/ml での曝露における IL-8 遺伝子発現誘導の値を、陽性対照である TNF 相当で換

算し、最終的に OC 重量当たりで算出した（図19）。発生源試料については、突出した IL-8 遺伝子誘導能を示したのが

人為起源 SOA で、特に Naphthalene 及び Toluene 由来 SOA で非常に高い活性が認められた。それ以外の発生源別の試

料では、野焼き試料が平均的に高く、次いで DEP、調理の順であった。一方、植物起源 SOA は非常に活性が低かった。

　次に、環境大気試料について解析した。大きく夏季と冬季で分けて見た場合、全体的に冬季に採取された試料の方が

夏季よりも高い傾向にあった。両季節において同一地点で解析したのは両国のみであったが、冬季の両国の方が夏季に

比べて活性は高かった。その他、冬季の川崎と北京、秋季のつくばでやや高めに出る一方、夏季の辺戸や富士の試料は

低い値であった。

図 15　DTTアッセイの相加性試験の結果（試料濃度 2.5	µgOC/mL）
＊印は 10	µgOC/mL。左：混合試料のアッセイ結果（実測値）。右：単一試料評価時の結果と混合比に基づき算出（理論値）
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--------------- --------------- --------------- ---------------

図 17　大気試料抽出物による IL-8 遺伝子発現誘導の濃度依存性

図 16　発生源試料抽出物による IL-8 遺伝子発現誘導の濃度依存性
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（6）AhR結合レポーター遺伝子アッセイ

　PAH-CALUX アッセイにおける PM2.5 抽出物の AhR 活性（BaP 等量）を表10に示す。本研究の曝露濃度では、33 試

料の PM2.5 抽出物のうち、BSOA1 ～ 3 及び ASOA2 を除く 29 試料で顕著な用量応答が示された。対象試料の中では、

発生源試料の野焼き 04（稲藁、乾燥）、野焼き 08（枝）、そして大気試料の北京 06 及び北京 07 の AhR 活性が強かった。

発生源試料の BaP 等量は、中央値が 590 µg/mg-OC、データ範囲が <1.8 ～ 43,000 ng/mg-OC であった。大気環境試料の

BaP 等量は、中央値が 4,500 ng/mg-OC、データ範囲が 19 ～ 37,000 ng/mg-OC であった。発生源試料と大気環境試料と

図 18　各試料抽出物による細胞毒性
縦軸は、溶媒対照の値を 100%とした時の細胞生存率
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図 19　各試料抽出物による IL-8 遺伝子誘導能
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もに、試料間で最大1,000倍以上の差が示された。発生源試料のAhR活性（BaP等量）は、種類別の平均値で比較すると、

野焼き（16,100 ng/mg-OC）>DEP（730 ng/mg-OC）> 調理（678 ng/mg-OC）>ASOA（235 ng/mg-OC）>BSOA（<1.8 ng/

mg-OC）であった。野焼きが、その他試料と比較して非常に高い傾向であり、発生源によって AhR 活性が著しく異な

ることを確認された。大気環境試料の AhR 活性（BaP 等量）についても、北京（30,500 ng/mg-OC）> 川崎（6,400 ng/

mg-OC）> つくば（5,300 ng/mg-OC）> 両国（4,480 ng/mg-OC）> 富士（215 ng/mg-OC）> 辺戸（33 ng/mg-OC）であり、

採取場所によって活性が著しく大きく異なった。

（7）umu 試験によるDNA損傷性試験

　吸光 umu 試験による DNA 損傷試験結果の用量依存性の例を図 20に示す。左図は非代謝活性（－S9）系における陽

性対照である。右図のような実試料の比活性は、陽性対照の傾きと実試料における傾きの比から、陽性対象物質換算と

して表記する。代謝活性（＋S9）系では、2- アミノアントラセン換算している。このような換算に基づき、各種実試

料を測定・定量した結果を表11及び表12に示す。発生源別試料で最も強い活性を示したのは－S9 系、＋S9 系のいず

れもディーゼル排気粒子であった。特に DEP_3L-2、SRM1650b（NIST 標準試料）が強い値を示した。二次粒子では、

－S9 系では強い活性は認められず、＋S9 系ではいずれの試料でも陽性を示した。野焼き試料は－S9 系でのみ陽性とな

るものがあり、調理試料からは DNA 損傷性は検出されなかった。大気試料では、北京の PM2.5 が高い活性を示し、次

いで沿道（川崎）と続いた。辺戸及び富士北麓試料からは DNA 損傷性は検出されなかった。
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図 20　umu 試験結果の例：－S9mix、左	4NQO、右	SRM1650b（DEP）の有機溶媒抽出物
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(-S9)
ng as 4NQO/μg OC

(+S9)
ng as 2AA/μg OC

BSOA1 (0.013) 0.48
BSOA2 < 0.03 0.46
BSOA3 < 0.25 2.6
ASOA1 <0.10 0.75

ASOA2 <0.09 0.37

ASOA3 <0.10 <0.29

DEP_3L-J 0.98 4.7

DEP_3L-2 4.6 9.3

DEP_8L-J 0.49 3.3

DEP_8L-2 0.22 0.98

SRM1650b1 1.7 5.5

SRM1650b2 1.9 4.4

BB01 <0.02 <0.74

BB04 0.23 <0.34

BB05 <0.02 <0.76

BB08 0.18 <0.32

BB09 <0.03 <0.69

Cook02 <0.09 <0.33

Cook04 <0.09 <0.32

Cook06 <0.11 <0.32

Cook08 <0.11 <0.33

調理

SOA

DEP

野焼き

分類 試料ID
umu試験

表 11　発生源試料抽出物のumu 試験結果（有機炭素質量あたり）

(-S9)
ng as 4NQO/μg OC

(+S9)
ng as 2AA/μg OC

Hd01-03 < 0.02 < 0.44

Hd04-05 < 0.05 < 0.43

Fuji02 < 0.02 < 0.44

Fuji03 < 0.02 < 0.44

Tk04 0.18 <0.28

Tk06 0.12 <0.69

RgS01 0.03 (0.27)

RgS06 0.04 (0.29)

RgW03 0.15 <0.73

RgW04 <0.15 <0.60

Ks02 0.14 0.4

Ks04 <0.11 <0.30

Pek06 0.39 <0.31

Pek07 0.3 0.3

Sol_Bk1 < 0.21 NA

Sol_Bk2 < 0.20 NA

Sol_Bk3 <0.03 <0.74

HVTbk1 < 0.22 NA

HVTbk2 <0.03 <0.75

47Tbk1 < 0.22 NA

47Tbk2 <0.03 <0.71

フィルターBL

沿道（川崎）

北京（中国）

溶媒BL

郊外（つくば）

東京両国
（夏）

東京両国（冬）

辺⼾岬

富⼠北麓

分類 試料ID
umu試験

表 12　大気試料抽出物のumu 試験結果（有機炭素質量あたり）
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　DNA 損傷性を調べる umu 試験では、発生源試料のうち調理試料は全て不検出となった。一方、DTT アッセイ等によ

る酸化能や炎症能が ASOA は高い。酸化ストレスは、DNA 損傷にも影響を与えることから、ASOA の DNA 損傷性も

高くなると予想されたが、異なる傾向を示した。図21に、ASOA3（NapSOA）の用量応答曲線を示す。高用量側では
umu unit の低下（毒性の発現）が見られた。そこで本試料については、さらに低濃度で再試験を実施したが DNA 損傷

性は検出されなかった。

　比較のため、BSOA3（イソプレン +O3）試料の用量応答曲線を図22に示す。この試料では、陽性と判断するほど傾

きは大きくないものの、むしろ高用量でも umu unit の低下が起こらず、おだやかに上昇する傾向が認められている。

　このように、BSOA と比較して ASOA は試験菌に対する毒性が強い傾向にあった。今回の報告では、ASOA 試料の

－S9系についてはいずれも陰性と整理してあるが、夾雑物の影響によりDNA損傷性を過小評価している可能性もあり、

引き続き検討する必要がある。

　ここまでの結果は、各試料の活性を抽出物の有機炭素質量あたりで示してある。これを PM 質量あたりで表した場合

を表13に示す。発生源試料ごとの強弱については、－S9 系において DEP_3L-J と DEP_3L-2 の順序が逆転したほかは、

ほぼ同様の傾向であった。
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図 21　ASOA3 の用量応答曲線
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─ 39 ─

　一方、大気試料では東京両国よりもつくばの方が若干高くなる等の違いがあった（表 14）。なお、この表から、大気

中の PM2.5 は、同じ質量であっても、DNA 損傷に対するポテンシャルが採取地点や採取時期によって大きく異なること

が明らかである。

(-S9)
ng as 4NQO/μg PM

(+S9)
ng as 2AA/μg PM

BSOA1 (0.0087) 0.32
BSOA2 <0.019 0.30
BSOA3 <0.12 1.23
ASOA1 <0.048 0.36

ASOA2 <0.048 0.20

ASOA3 <0.053 <0.15

DEP_3L-J 0.23 1.1

DEP_3L-2 2.3 4.7

DEP_8L-J 0.13 0.88

DEP_8L-2 0.16 0.71

SRM1650b1 0.39 1.3

SRM1650b2
BB01 <0.012 <0.46

BB04 0.11 <0.16

BB05 <0.012 <0.46

BB08 0.058 <0.10

BB09 <0.011 <0.26

Cook02 <0.041 <0.15

Cook04 <0.069 <0.24

Cook06 <0.073 <0.21

Cook08 <0.036 <0.11

調理

SOA

DEP

野焼き

umu試験
分類 試料ID

表 13　発生源試料抽出物の umu試験結果（PM質量あたり）

(-S9)
ng as 4NQO/μg PM

(+S9)
ng as 2AA/μg PM

Hd01-03 <0.0072 <0.16

Hd04-05 <0.012 <0.10

Fuji02 <0.0042 <0.093

Fuji03 <0.0065 <0.14

Tk04 0.045 <0.07

Tk06 0.034 <0.19

RgS01 0.0051 (0.046)

RgS06 0.0060 (0.044)

RgW03 0.021 <0.10

RgW04 <0.015 <0.06

Ks02 0.019 0.055

Ks04 <0.013 <0.03

Pek06 0.11 <0.09

Pek07 0.0 0.1

Sol_Bk1 < 0.21 NA

Sol_Bk2 < 0.20 NA

Sol_Bk3 <0.03 <0.74

HVTbk1 < 0.22 NA

HVTbk2 <0.03 <0.75

47Tbk1 < 0.22 NA

47Tbk2 <0.03 <0.71

フィルターBL

沿道（川崎）

北京（中国）

溶媒BL

郊外（つくば）

東京両国
（夏）

東京両国（冬）

試料ID
umu試験

辺⼾岬

富⼠北麓

分類

表 14　大気中 PM2.5 の DNA損傷ポテンシャルの地域差
（PM質量あたり）
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　一方、PM2.5 の環境基準は、大気中 PM の質量濃度で規定されている。そこで、大気中質量濃度（µg/m3）あたりの遺

伝毒性（変異原性）について、別途調べた。2012 年夏季及び 2014 年冬季に国内 4 地点（前橋、つくば、名古屋及び福岡）

においてインパクター付きハイボリウムエアサンプラーで採取し、－80 ℃で冷凍保存した PM2.5 試料を用い、TA98 株

及び TA100 株による Ames プレインキュベーション法で評価した 65）。計 64 試料の大気中 PM2.5 濃度と単位大気体積当

たり変異原性の関係を図23に示した 65）。このように、大気中 PM2.5 濃度と変異原性は相関するものの、同じ PM2.5 濃度

であっても活性は大きな幅を持つことが明らかとなった。

（8）毒性の相加性試験

　大半の標準化学物質、発生源試料、環境大気試料について、どの毒性評価項目も用量応答曲線は良好で用量依存的

であった。DNA 損傷性（umu 応答性）を例にとると、2 種類の化学物質の混合物、DEP 試料と化学物質の混合物では、

それぞれ相加性は良好であった。この相加試験は、2 つの溶液は umu 応答が同レベルとなる濃度同士を混合して試験し

た。その結果、umu 応答の実測値 / 理論値比は 1.12（4NQO と 1- ニトロピレン（1NP）の混合物）、1.10（4NQO と (Z)-

2-(furan-2-yl)-3-(5-nitrofuran-2-yl)prop-2-enamide(AF2)の混合物）、1.07（SRM1650bと4NQOの混合物）、そして0.96（SRM1650b

と 1NP の混合物）であった。

　例として、2 発生源混合 PM 試料と 4 発生源混合 PM 試料に対する毒性応答の理論値と実測値を図 24に示す。全般

的に、支配的な発生源が異なっても、毒性応答の実測値は理論値と比較的よく一致した。この実測値と理論値の比の平

均と標準偏差を表15に示す。なお、ここでは、各発生源試料の応答の検出率が低く、相加性を評価できなかった umu

応答性は示していない。残りの 5 種類の毒性評価項目に関して、毒性応答の実測値／理論値比は 0.92 ～ 1.39 の範囲で

あった。

　以上の結果をまとめると、全てのアッセイ系で毒性の相加性は良好であった。良好な結果が得られたのには、有機物

（有機抽出物）に焦点をあてたこと、実験間の変動を低く抑えるようコントロールしたことが一定程度関与したと思わ

れる。
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図 23　大気中 PM2.5 濃度と変異原性との関係
実線 : 回帰曲線、破線 :95 パーセンタイル
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表 15	 2 発生源混合 PM試料と 4発生源混合 PM試料に対する毒性応答の実測値 /理論値比の平均
と標準偏差
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図 24　2発生源混合PM試料と 4発生源混合PM試料に対する毒性応答の理論値と実測値
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2．4　サブテーマ3：各毒性に対する発生源別寄与推定

2．4．1　目的

　このサブテーマの目的は、大気有機粒子の各種の毒性に対する発生源別寄与を明らかにすることである。

2．4．2　方法

　サブテーマ 1 で得られた大気有機粒子の質量に対する発生源別寄与率にサブテーマ 2 で得られた各発生源の有機粒子

の有機炭素質量あたり毒性強度を乗じることで、大気有機粒子の各種の毒性に対する発生源別寄与を推定した。なお、

DNA 損傷性（umu +S9）に関しては、毒性応答の大半が検出限界以下であったため、検出限界の半分の値を用いて解析

した。

2．4．3　結果と考察

　大気有機粒子の質量濃度（μgOC/m3）と毒性応答（μgOC あたり）の実測値及び発生源別寄与推定値を図 10に示

す。酸化能（HO-1、Nrf2、DTT）と炎症能（IL-8）の全体的な傾向は、ここでも互いに類似していた。酸化能（HO-

1､ Nrf2､ DTT）、炎症能（IL-8）及び DNA 損傷性（umu ＋S9）に関しては、推定された発生源寄与の合計値は、実測値よ

りも概して大きかった。一方、AhR活性に関しては、試料によって、推定値の合計は実測値と同程度だったり、高かっ

たり低かったりした。

　大気有機粒子の質量濃度（μgOC/m3）と毒性応答（μgOC あたり）に対する発生源寄与率の推定値を図11に示す。各

発生源の重要度は大気試料を採取した場所や季節によって異なるが、結果の概要は次のようである。酸化能（HO-1、

Nrf-2、DTT）と炎症能（IL-8）には、NapSOA が最も大きく寄与しており、次いで野焼き、自動車排気、TolSOA の順

であった。NapSOA の寄与率は都心（両国）で高く、野焼きの寄与率は郊外（つくば）で高く、自動車排気の寄与率は

沿道（川崎）で高かった。調理と BSOA の寄与率は合計しても 4% 以下であった。

　AhR 活性に対して寄与の大きい発生源は、酸化能や炎症能の場合とは大きく異なると推定された（図11）。すなわち、

大半の大気試料において、野焼きの寄与が非常に大きかった。この主な原因は、野焼きの発生源試料の AhR 活性が非

常に高いためである（図 12）。全地点の平均に対して、NapSOA、自動車排気、調理の寄与率は、それぞれ数パーセン

トであった。TolSOA と BSOA の寄与率は合わせて 1% 以下であった。

　DNA 損傷性（umu ＋S9）に対して寄与の大きい発生源は、他の毒性応答の場合とは大きく異なる（図11）。すなわち、

自動車排気の寄与が辺戸と富士以外で支配的であった。この主な原因は、自動車排気の発生源試料の DNA 損傷性が高

いためである（図 12）。野焼きと TolSOA の寄与が比較的大きいケースもあった。一方、NapSOA、BSOA、調理の寄

与は比較的小さかった。

　大気有機粒子の質量濃度と毒性に対する発生源寄与率の比較を図25に示す。この比較から、興味深く、重要と思わ

れる特徴がいくつか見出された。NapSOA は、大気有機粒子の質量への寄与は大きくないが（10 ～ 40% 以下）、酸化

能や炎症能に対して非常に大きな寄与（40 ～ 90% 以上）を示した。一方、調理は、粒子質量には比較的大きく寄与す

るケースがあるが（最大 22%）、毒性への寄与は本研究で対象とした全ての毒性評価項目において一貫して小さかった

（最大 12%）。野焼きは、粒子質量に対する寄与率に比べ、AhR 活性に対する寄与率が一貫して非常に高かった。DNA

損傷性（umu +S9）については、自動車排気と BSOA の寄与が、粒子質量に対する寄与よりも一貫して大きかった。

BSOA は、DNA 損傷性以外の毒性応答への影響は非常に小さい（0.4% 以下）と推定された。

　大気有機粒子の酸化能、炎症能、DNA 損傷性については、発生源別寄与の推定値の合計が実測値よりも大半の試料

で高かった。これには、大気中でのエイジング（酸化反応）による大気粒子の毒性低下が影響している可能性がある。

他の原因としてあり得るのは、発生源試料（特に NapSOA）の代表性である。一方、AhR 活性の場合、推定値と実測

値は同程度で、しばしば実測値の方が高かった。これは、AhR 活性に大きく関与する PAHs 等の化学成分が大気中で安

定であるため、大気中でのエイジングの影響を受けにくいためかもしれない。
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2．5　まとめ

　本研究では、有機成分を用いた CMB 法と毒性データを用いて、大気有機粒子の様々な毒性に対する発生源寄与を推

定する新しいアプローチを提案した。その結果、有機炭素質量あたりの毒性応答は、発生源の種類や大気の地点・季節

によって大きく異なることが確認された。毒性応答に対する相対的な発生源寄与率は、粒子質量に対する寄与率とは著

しく異なった。そして、大気有機粒子のそれぞれの毒性応答に対して寄与の大きい発生源やその順位は、粒子質量に寄

与の大きい発生源やその順位とは大きく異なった。これらの結果から、大気粒子の環境基準や排出規制に従来用いられ

てきた、粒子質量のみに基づく評価方法では、粒子の健康影響・毒性を適切に評価できない可能性があると思われる。

　大気有機粒子の毒性に対する発生源寄与推定の結果、以下の知見が得られた。まず、酸化能（HO-1、Nrf2、DTT）

と炎症能（IL-8）については、NapSOA の寄与が支配的であり、次いで野焼き、自動車排気、TolSOA の順であった。

AhR 活性は、野焼きの寄与が支配的で、次いで NapSOA、自動車排気、調理の順であった。DNA 損傷性（umu ＋S9）は、

自動車排気の寄与が支配的で、次いで野焼き、TolSOA の順であった。これらの結果から、本研究で評価対象とした発

生源の中では、NapSOA、野焼き及び自動車排気が、本研究の毒性評価項目に対して重要な発生源だと推定された。一

方、調理と BSOA の重要性は相対的に低いと推定された。

　対象とした種々の地点・季節で採取した大気有機粒子の中では、都市部と沿道の試料が、強い毒性応答を示した。夏

季のリモート地域の粒子試料の毒性応答が、全ての毒性評価項目において一貫して非常に低かったことから、長時間

（例えば 1 週間以上）の大気中でのエイジング（酸化反応）が大気粒子の毒性を低下させることが示唆された。大気有

機粒子の毒性の推定値と実測値の比較結果も、この仮説を支持するものであった。大気中でのエイジングに伴う SOA

や燃焼生成粒子の毒性の変化が近年注目され、研究が行われてきているが 8）、その結論は一貫していないため、さらな

る研究が必要だと思われる。夏季に森林大気中で採取した粒子試料と実験的に生成した生物起源 SOA の毒性応答が低

umu (+S9)

図 25　大気有機粒子の質量濃度と毒性に対する発生源寄与率の比較
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かったことから、生物起源の一次粒子と二次粒子の毒性はいずれも比較的低いと考えられる。

　近年、大気中の粒子の毒性の指標として酸化ストレス（酸化能）が広く用いられており、特に、化学アッセイ法であ

る DTT 法が最もよく用いられている。また、ナフタレン起源 SOA（NapSOA）が他の VOC 起源の SOA よりも強い酸

化ストレスを引き起こすことが DTT 法によって最近報告されている 8, 66）。本研究では、NapSOA の酸化能（DTT 法だ

けでなく細胞アッセイ（HO-1、Nrf2）による）及び炎症能（IL-8）が非常に強いことを明らかにした。また、NapSOA

の酸化能と炎症能は、これまで重視されてきた DEP や野焼きよりも強いため、環境健康影響の観点から重要な発生源

だといえる。したがって、今後、NapSOA のような芳香族 VOCs 由来 SOA の前駆体や生成条件を変化させて、その毒

性や健康影響をさらに検討していく必要があるだろう。

　本研究で提案した手法によって、大気質を改善するための発生源対策を検討するうえで重要な知見を得ることができ

た。本手法は、毒性・健康影響に基づく規制政策に有用だと思われる。なお、本研究では、解析内容が複雑になりすぎ

るのを避けるため、大気微小粒子中の有機成分に焦点をあてた。しかし、将来的には、元素状炭素（すす）、金属元素、

無機塩を含む微小粒子全体の毒性、そしてそれぞれの化学成分ごとの毒性を評価することが重要だと思われる。
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