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1．研究⽬的 
⼤気中の微⼩粒⼦状物質（PM2.5）は、肺の深部

に到達して様々な健康影響を引き起こすことが報
告され、PM2.5と各種疾患との関係が疫学研究によ
り確認されている。PM2.5の濃度が25µg/㎥上昇す
るに伴い、全死亡で1.16倍、⼼肺疾患死亡で1.25
倍、肺がん死亡で1.37倍増加することが報告され
ている。PM2.5の重量濃度及びPM2.5に含まれる有
機物質や⾦属類の測定による発⽣源や毒性の評価
が⻑い間⾏われてきたが、複合影響の結果として
の健康リスクを従来の測定項⽬だけで直接評価す
ることは困難である。PM2.5の健康リスクを総合的
に評価する指標の１つとして、活性酸素（ROS）
産⽣能（酸化能）の測定が⾏われるようになり、
その測定には、dithiothreitol（DTT）の消費（酸
化）を指標とするDTTアッセイがよく⽤いられて
いる。しかしながら、DTTアッセイは簡便である
ものの、試料濃度が低い場合や試料の活性が低い
場合に感度不⾜に陥り、試料の濃縮や多量の試料
を要求するため、⼤気汚染の評価で要求される時
間分解能を上げることが困難である。また、個⼈
サンプラーのような低流量で捕集量の少ない試料
には適⽤することができない。以上より、より⾼
感度な酸化能（ROS産⽣能）アッセイの確⽴が必要
である。本研究では、⾼感度で簡便なROS産⽣能評
価法を開発し、実環境で捕集したPM2.5試料の⽣物
化学的ROS産⽣能予測を⾏うことを⽬的とした。 
 

2．研究内容 
従来のDTTアッセイは、DTTを含むリン酸緩衝

液中に試験物質を添加して37℃でインキュベート
し、⼀定時間間隔で反応液を⼀部採取して酸性下
で反応を停⽌させた後、試験物質により酸化消費
された後のDTTの残量をdithiobis-2-nitrobenzoic 
acid（DTNB）を発⾊剤として波⻑412 nmにおけ
る吸光度を測定するものである。従来の消費され
ずに残存するDTTを測定する⼿法は、活性（ブラ
ンクとの差）が⼩さい試料では検出が困難になり、
アッセイ感度が低い原因となっているため、これ
までとは逆に酸化された基質を対象として検出す
ることによって⾼感度化を達成することとした。
さらに、基質酸化体をシグナルに変換する際に、
⾼感度化できる蛍光検出を利⽤することが望まし
く、基質を蛍光シグナルに変換するために、基質
酸化体を蛍光標識する⽅法を検討した。DTT酸化
体にはアルコール性⽔酸基しかなく、標識化が困
難であったため、本研究では標識化が可能な基質
としてDTTの替わりにdihydrolipoic acid（DHLA）
を使⽤した。DHLAは、DTTとほとんど同じ酸化
還元電位（DHLA: -0.32 V、DTT: -0.33 V）を有し
ており、DTTと同様に反応基質として利⽤できる。 

DHLAがDTTと同様に電⼦供与体（基質）とし
て機能するか確認するため、従来のアッセイ法に
おける反応基質をDHLAに変更し、代表的なROS
産⽣物質である9,10-phenanthrenequinone（9,10-PQ）
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をモデル物質とし、DHLAとDTTの消費を⽐較し
たところ、DHLAはDTTと同様に基質として⼗分
に機能することが分かった。未反応の基質は、そ
の後のアッセイ操作の過程で酸化される可能性が
あり、⾮特異的な基質の消費が起こると正しい結
果を得ることができない。また、未反応の基質を
無効化したとしても反応液中に残存しているとそ
の後の誘導体化において蛍光性の誘導体を⽣じる
可能性がある。未反応基質のチオール（SH）基を
化学修飾により無効化し除去するために、マレイ
ミド基とSH基との反応による基質の除去⽅法
を 検 討 し た 。 未 反 応 基 質 を 含 む 反 応 液 に
N-(2-aminoethyl)maleimideの⽔溶液を添加する
液相反応とマレイミド修飾シリカ粒⼦（SiliaBond 
Maleimide, SILICYCLE）を添加する固相反応を検
討した結果、SH基を化学修飾してから未反応試薬
やシリカ粒⼦、修飾基質を除去することができた。 

本研究では、従来の残存する基質を測定対象と
するのではなく、基質の消費（酸化⽣成物）を蛍
光として直接シグナル化した。DHLAの酸化⽣成
物であるリポ酸（LA）には蛍光性がないため、分
⼦内のカルボキシル基を誘導体化の標的とする蛍
光誘導体化を検討し、蛍光誘導体化試薬として
7-acetylamino-4-mercapto-2,1,3-benzoxadiazole
（AABD-SH）を選択した。AABD-SHはカルボキ
シル基を修飾でき、反応前の試薬の蛍光が微弱で
誘導体化して初めて蛍光を発する発蛍光試薬であ
り、バックグラウンド蛍光を考慮する必要がない
ことが最⼤の利点である。まず検出対象のLAの誘
導 体 化 物 を 同 定 す る た め 、 標 準 物 質 の LA を
AABD-SHを⽤いて誘導体化しAABD誘導体化LA
を同定することに成功し、その誘導体化物の極⼤
励起、蛍光波⻑は、それぞれ378 nmと525 nmであ
った。試料により消費された基質（DHLA）から
⽣成した酸化体のLAを蛍光のシグナルとして検
出し、時間−LA濃度のグラフにおける傾きから基
質消費速度を算出するまでのアッセイの全ステッ
プを確⽴できたため、実際のアッセイに適⽤した

ところ、基質消費に伴って時間依存的にLAの濃度
が増加し、消費速度を算出することができた。 

以上より、⼤気粒⼦の健康リスク指標として⽤
いられているROS産⽣能（酸化能）アッセイの反
応基質として従来のDTTの代わりにジヒドロリ
ポ酸（DHLA）を⽤い、⼀定時間試験物質と反応
させた後に酸化⽣成したリポ酸（LA）のカルボキ
シル基を蛍光誘導体化してその蛍光を測定するこ
とでLA⽣成量（ROS産⽣能）を算出する、新たな
⾼感度蛍光ROS産⽣能アッセイを開発することに
成功した。 
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