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Severalpolycyclicaromatichydrocarbons(EAHs)aretoxicubiqUitouscompounds，

whicharemainlyfbnnedtllroughimperfectcombustionofolganicmattds・Humansaredaily

exposedtoEAHsffomdieselexhaustparticulate，cigarettesmokeandmanyinClustrial

processes・ＨｕｍａｎｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏＥＡＨｓｉｓａriskfactorfbrthecaI℃inogenicityaswellas

endocrinedismption,whichisconnectedwitlltheirmetabolismrbestimatetheexposure

amountofEAHs,itistherefbrenecessarynotonlytOcharactelizedistributionandocculTence

ofEAHsintheenvironmentbutalsotoquantifi/availableandeffectiveEAHsinllumanbody

becauseEAHsllavemultipleexposureroutes・Thus，thebiologicalmonitoringofurinary

metabolitesofEAHsisusefilltoevaluatetheexposuretoEAHs,sinceOImAHsaremostly

conjugatedasglucuronidesandsulfatestobeexcretedSingleurinaryl-hydroxypyrenewas

popularlyusedasabiomarke工

First,I11avedevelopedtwoHPLC-FLmethods,fbrthedeterlniningunnaryl-OI亜yr

andz-OImeasbiomarlKe工Byusingthismethods,thesignificantdifIbrencesofurinarylevel
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oftwomarkerswerefbundbetweennon-smokerandsmokeエJapaneseandThaigroupFor

example,z5timesdifferentwereobservedfbrl-OHPyrinsmoker(T11ai＞Japanese)andl5

timesdifferentinnon-smoker(Thai＞Japanese)２－OImewasabettermarkerofexposureto

EAHsfiPomcigarettesmoking(Ｐ＜0.01;』apanese,Ｐ＜0.001;Thai)Next,multi-OHPAHs

metaboliteswereselectedtoplwidemorecomprehensiveprofileofexposuretoEAHs・

AnHPLCsilnultaneousdeterininatｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｆｔｅｎＯＩｍＡＨｓ，１－，and

2-hydroxynapthalenes（1‐and2-OmJap),Z-hydroxyfluorene(Z-OIme),1-,2-,3-,4-and

9-hydroxyphenanthrenes（1-,Ｚ-,3-,4-and9-OHPhe),３－hyClroxyfluoranthene(3-Frt)and

l-hydroxypyrene（1-OHPyr）hasbeendevelopedThesampletreatlnentinvolved

en=ymaticallyhydrolysisJfbllowingbytllemodificationofdoUble(Sep-PakC18andsilica）

solidpllaseextraction,elutionwithhexane/ethylacetate(9:1,Ｗ)andfinallyseparationon

HPLCcoupledwitllfluorescencedetection・Deuteratedl-OIⅡyrwasfIrstsyntllesizedby

CYP450andselectedasasuitableintemalstandardA1101mAHswereseparatewellonan

alkylalnidetypereversephasecolunm,exceptfbrcoelutedanalytes(1-and9-OHPhe).The

methodwaspreciseandaccumtefbrapplicationstudyb

ThedeVelopeClmethodwasappliedtoJapanesesU1.jectslivedKanazawacityand

ThaisuhjectslivedChiangMaiproⅥ､Ｃｅ（ruralvillagers，red-taxidriversand

trafIic-po1icemen).Theresults(meanconcentrationsofeachlOOImAHs)indicatedthatTl1ai

subjectsexposedtoEAHsatthehigherlevelthanJapanese・Andtlleirexposurelevelsalso

lligherinothercountries(Canada,T11eNetllerlands,Sweden)．

ⅢVＨＲＯＤＵＣｎＯＮ

Polycyclicaromatichydrocarbons(PAHs)aremajorenvlronmentalponutants,which

aretheriskfactorfbrcarcmogenicityandendocrinedisruptioninhuman､AfterEAHsenter

thebodythroughseveralroutes（inhalation,digestionanddemalpenetration）ｔｈｅｙａｌＣ
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readilyanCIpredonlinantlymetabolizedtohydroⅣEAHs(OImAHs)aswellasglucuronides

andsulfateS

ThebiologicalmonitolingOfthehｕｍａｎｅＸｐｏｓｕｒｅｔｏＥＡＨｓｉｓｖｅｒｙｉｍｐｏｌｔantto

reflecttlleeXposureleveLTherefbre,thisthesisproposedurinaryhydroxylEAHshaving2-4

ringsinllumanurineasusefillbiomarkers・Atthebeginning,ｔｗｏｌ皿LC-rLnlethodshave

beendevelopedtoquantifi/urinaryl-OHPyrandl-OIT1e・Themethoduseddeuterated

l-Omyrandl-OIrle,respectively〉asintenlalstandardDeuteratedl-OITyrandZ-OIT1e

wereseparatedwellpriortotheirnon-deuteratedonesonalkylanlide-typereversedphase

columns(C11apterlandZ).Themetllodswereusedtodetemlinetlleamountoftheminurine

ofJapaneseandThaisubjects(smokersandnoMmokers)(Chapter3)Finally9anHPLC-FL

methodfbrsilnultaneousdeterlninationoflOOImＡＨｓｈａｖｉｎｇＺ－，３－and4-ringsinurinehas

beendevelopedMUlti-biomarkersprovidesmorecolnprehensiveprofilesdataofEAHs,

exposureApplicationswereexaminedinThaisuhjects(ruralvillagers,red-taxidriversand

trafIic-policemen)(Chapter4)．

IＲＥＳＵＬｒＳＡＮＤＤＩＳＣＵＳＳＩＯＮ

Thedetectionlimitsofl-OHPyranｄ２－ＯＨＦ１ｅｂｙｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｅｄＨＰＬＣ－ＦＬ

ｄetenninationmethodswereLOandO・O3nlnol/Ｌ(S/N＝3),respectivelyThecolqjugatesOf

EAＨｓｉｎｕｒｉｎｅｓａｍｐｌｅｗｅｒｅｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄｔｏｆｔｅｅＯＩｍＡＨｓｆｂｒ２ｈｗｉｔｈ

l3-glucuronidase/arylsulfatase,thenOIⅢAHswerecleanedupsolidpllaseextractionusinga

Sep-PakC18cartridgeThemethodswereappliedfbrthedeterminationofulinary2-OIT1e

anｄｌ－ＯｍＰyrofsmolKersandnon-smokerswholiveClinJapanandThailandnot

occupationallyexposedtoMHs・Themeanconcentrationsofz-OIｍｅａｎｄｌ－ＯＨＰｙｒｏｆ

ｓｍｏｋｅｒｓ（Ｍ６ａｎｄｌ３ＺＩｍｏｌ/molcreatinine）weresignificantlyhighertllanthoseof

non-smOkers（0.13ａｎｄＭ１ＩＬｍｏｌ/molcreatinine)ForJapanesesuhjects,thedifIbrence

-458-



betweensmokersandnon-smokerswasmoresignificantofZ-OHF1ethanofl-OHP狐

suggestingthelalgerintakeaInountofEAHsinthevaporpllase2-OHFlewasnotclosely

linlKedwithsmokingintheThaisubjects,possiblybecausetllebackgroundlevelofthe

exposuretoEAHswasrelativelyhighinThaisu１.jectsHoweveI;thelalgevariationsin

individuals,ｂｏｔｈnon-smokerandsmokerwerefbund(ｎｂｌｅｌ)FinallyblOOImAHswere

selDaratedonanal町1amide-typereversedphasecolulnn,exceptfbrlとand

9-hydroxyphenanthreneswllichwerecoelutedFigurel).Thedevelopedmetllodshowed

goodlinearityofcalibrationcurves('2rangedftomO9g6toOgg9)IntrMndinterassaysof

unnesamplestreatedenzymaticallyshowedgoodreproducibility(RSD＜17％)Thelilnitsof

detection(S/N＝3)wereintherangefiomO・O5to321lgLThismethodwasusefilllyapplied

totlledeterminationofurinarytenOImAHsinThaisubjectsandtheresultindicatedthe

difIerencesofexposuretoEAHsinindividMlandbetweenthecountries．
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nublelUrinaryconcentrationsofZ-OHFIeandl-OHPyr(１mol/molcreatinine)inJapaneseandThaisubjccts

Ratio(SmokeImon-smoker）Non-smokerSmoker

Characteristic

ｍａｉ Japanese TTDaiJapanese JapaneseT11ai

Number

(Male）

Age,

Ｍｅａｎ（Range）

Z0HFle，

Me2n士ＳＤ二

ＣＶ(%）

Range

l-OHPyr，

Mean±ＳＤ・

CＶ（％）

Range

Ratio(2-01盃1e／

1-OHPyr）

１０

（10）

４８

(23-69）

７

（４）

３３

(22-51）

７

（５）

５４

(32-76）

６

（３）

３４

(26-47）

0.26±0.16*＊

６１．５

0.06-0.51

0.75±0.15**＊

２０

０．５０－１．０１

０．０４±0.02

５０

０．０１－０．０６

０．２２±0.15

６８

０．０５－０．４６

6.5３．４

０１２±0.13

１０８

0.02-0.45

3.03±1.91＊

６３

1.00‐５．７６

０．０６±0.08

133

0.01‐0．２２

0.91±0.59

６５

０．２０－１．７２

2.0３．３

2.2 0.25 0.67 0.24

､significantlydifferentfTOmnon-smOker(Ｐ〈0.05),｡｡significantlydiffCrcntfromnon-smoker(Ｐ〈0.01)，

“significantlydifferentfromnon-smoker(Ｐ〈0.001）
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学位論文審査結果の要旨

[審査経過］平成１６年１月２８日の第１回審査委員会で審査方針を決定した。基礎学力を確認し、各委員に
よる面接と諮問を行い、２月２日に口頭発表（最終試験）を行った。終了後に開催した最終審査委員会にお
いて協議した結果、次の結論を得た。

[審査結果]今日の大気汚染は、ぜん息や肺がんの増加を招き、内分泌撹乱作用との関連も疑われる等、深
刻化している。その原因物質の一つとして、石炭や石油等の化石燃料の不完全燃焼で発生する多環芳香族炭
化水素（ＰＡＨ）類が指摘されている。本研究は、ＰＡＨが体内で水酸化体（ＯＨＰＡＨ)、更にグルクロン酸や
硫酸抱合体に代謝されて、尿や胆汁中に排泄されることに着目し、尿中の一連のＯＨＰＡＨをバイオマーカー

とするＨPLC分析法を開発した。これにより、自動車排ガス、工場や暖房の排煙、タバコ煙、食物等の多
様な発生源に対応した個人のＰＡＨ曝露を正確に測定できるようになった。次いで、開発した方法を応用し

て、喫煙のバイオマーカーには１‐ヒドロキシピレンより２－ヒドロキシフルオレンの方が適すること、日本

の都市住民よりタイの山間部住民のＰＡＨ曝露量が著しく多く、これは後者が住居内で使用する薪の燃焼煙

に由来すると推定されること等の事実を明らかにした。本研究は、有用なＰＡＨの個人曝露評価法を提供し
ており、多方面でその活用が大いに期待できる。よって、本審査委員会は博士（薬学）に値すると判定した。
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