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研究成果の概要（和文）：中国において大気汚染の主要な発生源となっている石炭燃焼由来の有機汚染物質で，黄砂を
含め日本へ長距離輸送されている可能性が高いと推定される石炭燃焼マーカーとして含硫黄多環芳香族化合物(PASHs)
を提案し，尿中代謝物を生体指標（バイオマーカー）とする石炭燃焼煙の人体曝露評価法を開発することを目的とした
。代表的なPASHsの中からヒトへの曝露量が高いと予測できたdibenzothiophene (DBT)をマーカー候補とし，DBT投与ラ
ット尿中から代謝物を同定し，代謝経路を明らかにすることに成功した。同定された主代謝物をバイオマーカー候補と
し，実際にヒト尿試料から検出できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Polycyclic aromatic sulfur heterocyclic compounds (PASHs) are organic pollutants 
from coal combustion, which has become a major source of air pollution in China and are estimated to be a 
cross-boundary pollutant such as Asian dust. Urinary metabolites of PASHs as a biomarker for coal burning 
exposure were examined in this study. Dibenzothiophene (DBT) was predicted to have high exposures to 
humans in the tested PASH candidates. DBT metabolites from DBT administered rat urine were successfully 
identified and its metabolic pathway was elucidated. The analysis of human urine samples suggested the 
possibility of the metabolite excretion. It is concluded that the identified major metabolite is a 
convincing biomarker candidate for the biomarker of exposure to coal-burning smoke.

研究分野： 生体分析化学
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１．研究開始当初の背景 
中国をはじめとするアジア諸国は一次エ

ネルギーに占める石炭の割合が高く，世界の
石炭消費量は年々増加している。一方で，国
際がん研究機関は家庭用石炭燃焼による室
内汚染を発がん性がある（Group 1）としてい
るなど，不適切な石炭の使用は発がん物質等
の汚染物質を放出するため，ヒトの健康に対
する石炭燃焼煙の影響が懸念されている。石
炭燃焼煙曝露とその健康リスクとの関係性
を明らかにする上で，生体試料中の石炭燃焼
マーカー代謝物をバイオマーカーとして測
定することで個人曝露評価を行うモニタリ
ングは有効な手段である。これまでにヒト尿
中水酸化多環芳香族炭化水素やフッ化物を
バイオマーカーとしたモニタリングが行わ
れてきたが，いずれも石炭燃焼煙以外の曝露
経路を有することから石炭燃焼煙の曝露レ
ベルを正確に反映できるとは言い難く，十分
な個人曝露量評価には至らなかった。 
助成研究者らはこれまでに石炭燃焼マー

カー候補物質として含硫黄多環芳香族化合
物類（PASHs）の評価を行い，PASHs の中で
も 特 に ガ ス 相 に 多 く 分 布 す る
Dibenzothiophene（DBT）は大気中に高濃度に
存在することが期待され，各種燃焼粉塵中で
石炭燃焼煙中に高濃度で存在する点，大気中
総 PASH 濃度と相関のある点でも有用な石炭
燃焼マーカーになり得ることを明らかにし
た。この結果は，DBT の尿中代謝物が有用な
バイオマーカーとなり得る可能性が高いこ
とを示唆するが，DBT の代謝経路や尿中主代
謝物については明らかとなっていない部分
が多く，ヒト尿中から検出された研究例はな
い。そこで本研究では，DBT について in vivo
代謝実験を行い，尿中主代謝物候補物質を同
定，定量することでバイオマーカー候補とな
り得る代謝物の決定し，ヒト尿中に排泄され
る代謝物の検出を試みた。 

 
２．研究の目的 
(1) 代表的な PASHs の中から曝露量が高いと

予測できるマーカー候補を選択し，in vivo
実験により，尿中代謝物を同定し，代謝
経路を明らかにする。 

(2) 同定された主代謝物をバイオマーカー候
補とし，実際にヒト尿試料から検出する
ための分析法を開発して，尿試料中に排
泄された代謝物を同定する。 
 

３．研究の方法 
(1) 動物実験 
雄 Wistar 系ラットに DBT，あるいは重水素

化 DBT（DBT-d8）を 10 mg/kg 体重で腹腔内
投与し，24時間ごとに3日間蓄尿した（n = 3）。
コントロール群についても同様に蓄尿した
後，各尿試料を-30ºC で冷凍保存し，分析用
試料とした。 
(2) ラット尿試料の前処理と分析 
①DBT sulfoxide および DBT sulfone の分析 

尿試料はそれぞれ Sep-Pak plus C18 及び
Sep-Pak plus Alumina A カートリッジで固相
抽出の前処理を行った。得られた溶出液を減
圧乾固した後，DBT sulfoxide 分析用はメタノ
ールに再溶解し高速液体クロマトグラフ-タ
ンデム質量分析計（LC-MS/MS）に，DBT 
sulfone 分析用はトルエンに再溶解しスクロ
マトグラフ-質量分析計（GC-MS）による分
析に供した。 
②2-OHDBT および 2-OHDBT sulfone の分析 
尿試料はそれぞれ加水分解酵素による脱

抱合処理を行い，2-OHDBT 分析用は Sep-Pak 
plus C18 カートリッジで，2-OHDBT sulfone
分析用はトルエンによる液-液抽出の前処理
を行った。得られた溶出液および有機層を減
圧濃縮した後，トリメチルシリル（TMS）誘
導体化し，GC-MS による分析に供した。 
③還元処理した尿中 2-OHDBT の分析 
脱抱合処理を行った尿試料について三塩

化チタンを用いて還元処理を行った後，ヘキ
サンで液-液抽出の前処理を行った。得られた
有機相を減圧乾固した後，TMS 誘導体化し，
GC-MS による分析に供した。 
(3) ヒト尿試料の前処理と分析 
ヒト尿試料 5 mL に内標準物質として

2-hydroxyfluorene の 13C 標識体を添加し，凍
結乾燥した後，三塩化チタンを加えて還元し
た。ヘキサンで 3 回抽出して有機層を減圧乾
固してから 1,2-dimethylimidazole-4-sulfonyl 
chloride（DMIS-Cl）により誘導体化した。誘
導体化物を Sep-Pak plus Alumina A カートリ
ッジで固相抽出を行い，溶出液を濃縮して検
液とした。得られた 2-OHDBT の DMIS 誘導
体は，LC-MS/MS を用いてポジティブ ESI 法
でイオン化して SRM モードで分析した。 

 
４．研究成果 
(1) 候補化合物の選定 
石炭，木材，灯油，ディーゼル燃料の燃焼

に伴って発生する粉じん中の PASH 濃度から，
石炭燃焼時の PASH 放出量がディーゼル燃料，
灯油，木材などと比べて数十～数百倍高く，
差が明瞭であることを明らかにしている。ま
た，都市大気中 PASHs 濃度を測定した結果，
北京およびウラジオストクの冬季で石炭使
用量の増大に伴う大気中 PASHs 濃度の著し
い上昇が見られ，一方で年間を通して自動車
排ガスが主要大気汚染源である金沢では季
節間濃度変化はほとんど見られなかった。従
って，PASHs が有用な石炭燃焼マーカーにな
り得ることが強く示唆された。中でも DBT
（図 1）は大気中に特に高濃度に存在し，各
種燃焼粉塵中で石炭燃焼煙中に多く存在す
る点，大気中総 PASH 濃度と相関のある点で
最適な石炭燃焼マーカーであると考えられ
た。そこで，DBT を選択し，尿中主代謝物候
補物質の探索を行った。代謝酵素 CYP 1A1
による DBT の in vitro 代謝実験の結果から，S
酸化体のスルホキシドとスルホン，骨格に水
酸基が導入された水酸化体，水酸基の入った



S 酸化体を代謝物の候補化合物とした。 

 
(2) ラット尿中代謝物の同定 
①DBT sulfoxide 及び sulfone の同定 
尿中代謝物の同定は，非標識 DBT と重水

素化 DBT の投与結果について，保持時間及
び質量分析によるスペクトル情報を比較し
て行った。尿中主代謝物候補物質である DBT
の S 酸化体について同定を行った。DBT 
sulfoxide の同定は，固相抽出により尿試料を
前処理した後，LC-MS/MS で検出した。同定
には，フラグメンテーションが起こりやすく
定性能に優れるガスクロマトグラフ-質量分
析計（GC-MS）の電子イオン化（EI）法で行
うことが望ましいが，DBT sulfoxide は GC で
分析する際に熱分解することが知られてい
るため，LC-MS/MS を用いた。DBT sulfoxide
の硫黄-酸素結合は強く分極しており，高極性
化合物に有効なエレクトロスプレーイオン
化法（ESI）でのイオン化が可能であった。
DBT 投与後 24 時間蓄尿したラット尿試料中
の DBT sulfoxide について，プリカーサーイオ
ンを m/z 201.1（[M+H]+），プロダクトイオン
を m/z 183.9（[M-O]+）とした選択反応モニタ
リング（SRM）モードで分析したところ，標
準物質と保持時間の一致するピークが観察
された。そのピークについて，プロダクトイ
オンスキャン（EPI）モードで測定した結果
得られた MS/MS スペクトルは，標準物質の
スペクトルと一致した（図２）。重水素化 DBT
を投与したラット尿試料においても標準物
質のスペクトルと比較して重水素の 8 マス分
が付加したと推察される MS/MS スペクトル
が得られた。以上より尿中 DBT sulfoxide を同
定することに成功した。次に，DBT sulfone
について，固相抽出により尿試料を前処理し
た後，GC-MS で測定したが DBT 投与ラット
の尿中から検出されなかった。ラット肝ミク
ロソームによる代謝実験でも DBT sulfoxide
の 10%程度しか生成しなかったことから，尿
中への排泄量が少なかったと考えられる。 
②水酸化 DBT（OHDBT）の同定 

OHDBT は第二相でグルクロン酸抱合や硫
酸抱合を受けると推定できるため，まず加水

分解酵素であるβ-グルクロニダーゼおよび
アリルサルファターゼで脱抱合処理を行っ
た後，固相抽出により精製した。購入が可能
であった2-OHDBT標準物質をTMS誘導体化
し，GC-MS で高感度に検出できる m/z 272.0
（[M]+）および 257.0（[M-CH3]+）をモニタリ
ングイオンとする SIM モードで検出した。そ
の結果，双方のチャンネルで保持時間及び強
度比が標準物質と一致するピークが観察さ
れ，重水素化体投与の尿中からも質量数がシ
フトした同様のピークが観察されたことか
ら，2-OHDBT を同定した。加水分解酵素に
よる脱抱合処理を行っていないラット尿試
料について 2-OHDBT の分析を行ったところ，
DBT 投与，重水素化体投与共に不検出であっ
た。従って，検出された 2-OHDBT のほとん
どがグルクロン酸抱合体，あるいは硫酸抱合
体として尿中に存在することが推察された。 
③OHDBT sulfone の同定 

OHDBT 同様に，in vivo 実験で報告のある
2-OHDBT sulfone について同定を試みた。購
入可能な 2-OHDBT sulfone の標準物質がなか
ったため，過酸化水素を用いて 2-OHDBT を
酸化して 2-OHDBT sulfone を合成した。
OHDBT 同様，OHDBT sulfone も抱合化を受
けると推定できるため，尿試料は精製前に脱
抱合処理を行い，その後トルエンで液－液抽
出して有機層を濃縮してから TMS 誘導体化
し GC-MS で同定した。その結果，2-OHDBT 
sulfone の標準物質と溶出時間の一致するピ
ークが DBT あるいは重水素化体投与ラット
尿試料から検出され，主要なフラグメントイ
オンの強度比が標準物質と一致したことよ



り同定に成功した。 
④OHDBT sulfoxide の同定 

2-OHDBT sulfoxide が DBT から 2-OHDBT 
sulfone への代謝の中間体となり得ることか
ら，同定を行うこととした。定性能に優れる
GC-MS の EI 法を用いることが望ましいが，
DBT sulfoxide 同様，直接分析できない可能性
があるため，脱抱合処理した尿中 2-OHDBT 
sulfoxide を還元し，2-OHDBT として間接的
に検出した。尿中スルホキシド体の還元処理
で汎用的に用いられている三塩化チタンを
用いて還元した。この方法では 2-OHDBT 
sulfone は還元されないため，sulfoxide 体だけ
を特異的に還元できた。DBT 投与ラット尿試
料を還元処理し，ヘキサンで液－液抽出して
有機層を濃縮してから TMS 誘導体化し
GC-MS で 2-OHDBT を測定した。還元処理を
行うことで尿中 2-OHDBT が顕著に増加し，
2-OHDBT sulfoxide の存在が示唆された。コ
ントロールラットの尿中では還元操作を行
っても 2-OHDBT は検出されなかった。 
⑤尿中代謝物の定量 
同定に成功した代謝物のうち，定量可能で

あった DBT sulfoxide，2-OHDBT および還元
処理を行った尿中の 2-OHDBT について定量
を行った。還元処理を行った尿中 2-OHDBT
の定量値から還元処理を行わなかった尿中
2-OHDBT の 定 量 値を 差 し 引く こ と で
2-OHDBT sulfoxide の定量値を算出した。DBT 
sulfoxideと 2-OHDBTの 72時間総排泄量はそ
れぞれ 219.7 ± 138.5 ng，205.7 ± 49.5 ng と同
程度であったのに対して，2-OHDBT sulfoxide
は 2575 ± 520.9 ng であったことから
2-OHDBT sulfoxide の尿中排泄量は DBT 
sulfoxideおよび 2-OHDBTのおよそ 10倍程度
であり，DBT の主代謝物であることが推察さ
れた。いずれの代謝物も投与後 24 時間で最
も多く排泄され，その後は減少する傾向が見
られた。尿中代謝物の定量結果より，
2-OHDBT sulfoxide が DBT の尿中主代謝物で
ある可能性が示唆された。以上の結果より示
唆された，DBT の代謝経路を図３に示す。 
 
(3) ヒトにおける尿中 DBT 代謝物の測定 
①バイオマーカー候補の選定 
バイオマーカーとする代謝物は，対象化合

物が試料中により高濃度に存在することが
望ましく，還元処理を行った尿中の 2-OHDBT
と 2-OHDBT sulfoxide の 総 量 と し て の
2-OHDBT が最適な石炭燃焼煙曝露バイオマ
ーカー候補であると判断した。大気中 DBT
濃度と本代謝実験より得られた尿中への排
泄量を考慮すると，ヒト尿試料における還元
後の 2-OHDBT 濃度は数 pM レベルと推定さ
れ，分析可能であることから，ヒト尿試料を
還元して得られる 2-OHDBT が石炭燃焼煙曝
露のバイオマーカー候補として最も有力で
あると結論づけた。 
②ヒト尿中 DBT 代謝物の分析 
日本人男性尿試料 5 mL について，予め

2-OHDBT を添加した試料と内標準物質のみ
添加した試料について，凍結乾燥した後に還
元して DMIS 誘導体化を行って得られた反応
物を固相抽出して LC-MS/MS で測定した結
果，標準物質を添加しない試料で 2-OHDBT
のピークが確認でき，標準物質を添加した試
料では添加量のピークの増大が観察された。
夾雑物の影響で回収率が 20%以下となり，回
収率の改善と前処理法の再検討が課題とし
て残ったものの，三塩化チタンで還元処理を
行った尿中の 2-OHDBT を石炭燃焼煙曝露の
バイオマーカーとして用いることで，個人レ
ベルでの石炭燃焼煙の曝露評価を行うこと
ができる可能性が示唆された。 
 
以上をまとめると，本研究により以下の研

究成果を得た。 
(1) DBT の尿中代謝物候補である S 酸化体お

よび水酸化体の個々の分析法を開発し，
DBT 投与ラット尿中から代謝物を同定す
ると共に，DBT の代謝経路およびことに
成功した。 

(2) 尿中 DBT 主代謝物が 2-OHDBT sulfoxide
の抱合体であることを初めて明らかとし
た。 

(3) 還元処理を行った尿中の 2-OHDBT は，ヒ
ト尿中でも分析可能であることから，最
適な石炭燃焼煙曝露バイオマーカー候補
化合物と結論付け，実際にヒト尿試料か
ら該当のピークが検出された。 
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