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【目的】
　近年、ビス フ ェ ノール A （BPA ）や ノ ニ ル フ ェ

ノール な どの 内分 泌 撹乱化 学 物質 に よ る ヒ トお よ

び生態系 に 対す る 汚染が 大 き な 社 会 問題 とな っ て

い る。水 中 に 放 出 され た こ れ ら化 学 物 質 は、．．lt下
水道処 理 場 で 塩素処 理 さ れ る こ と に よ り、 塩 素週

換体 を形成す る こ と、また 、生体内 に 吸 収 され た

場合、薬物代謝酵素に よ り化学構造 の 変化 が 起 こ

り、エ ス トロ ゲ ン 活性が変動す る こ とが 知 られ て

い る。
　
．一・

方、我 々 は 日常的 に、葉菜類、水道水よ り、
また 食品添加物と して 硝酸塩 お よ び亜硝酸塩 を 摂

り込ん で い る。硝酸塩 は 口 腔内 で バ ク テ リ ア の 作

用 に より還元 され 、亜硝酸塩 に 変換 され る。こ れ

ら亜硝酸塩が魚肉中の 二 級 ア ミ ン と胃内の 酸性条

件下 で 反応すると、変異 ・発がん物質で あ る ニ ト

ロ ソ ア ミ ン を生成す る と考 え られ て い る 。 ま た、
これ まで に 二 級 ア ミ ン 以 外の 化学物質が 酸性条件
下で 亜硝酸 と反 応 す る と 変異

・
発が ん 物質 を 生成

す る こ と も報告さ れ て い る。した が っ て、ヒ トが

内 分 泌 撹 乱 化 学 物 質 を 亜硝 酸 塩 と同 時 に摂 取 した

場合、胃内で 両者 が 反 応 して 変異 ・発が ん物質を

生 成 す る可 能 性が 示 唆 され る。
　 そ こで 、本研究 で は BPA に 着 目 して 酸性条件

下 で 亜硝酸塩 と反応させ、生成す る化学物質の 変

異原性およびエ ス トロ ゲ ン 様活性の 変動 を 調べ た。
さ らに、生 成物の 化学構造の 解析を試みた。

【方法】

　 BPA 　 lmM に 0．01 〜0．IM の 亜硝酸ナ トリウム

を加 え、pH3 〜5、37℃ で イ ン キ ュ ベ ートした。
次 い で、ス ル フ ァ ミ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶液 を 加 え

て 反応を停止 しし、S．typhimurium　TA98 およ

び TAIOO を用 い て、士Sgmix で Ames 法に よ り

半応液 の 変異原性を検定 した。最 も強 い 変異原性
を示 した反応液に 酢酸エ チ ル を加えて抽出 し、ICR
マ ウ ス に 経 口投与 した後、末梢血 に お け る小核誘
発能を検定 した。また、ESR ス ピ ン トラ ッ ピ ン グ

法 に よ り、反応液中の ラ ジ カ ル 生 成 の 有無 を調 べ

た 。 BPA と亜 硝酸薀 との 反応 生成物 につ い て 、緑

色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （GFP ｝遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ

MCF −7 細胞 に よ る レポーター
遺伝子発現試験およ

び Estrogen −R（α ）
−Competitor　Screening　Kit

をR］い て、エ ス トロ ゲ ン レ セ プ ター結 合 能 を 調 べ

た。さ ら に、反応生成物 の 化学構造 に つ い て は

LCIMS 、　NMR 、　IR 等の 機 器 分 析 に よ り検討 した 。

【結果 お よび 考察】

　 Ames 試 験 の 結果、　 TA98 お よ び TA 　100 株 い

ずれ に お い て も BPA と 0，1M の 亜硝酸塩を pH3 ．0、
60 分間で 反応 させ た と こ ろ、最 も強い 変異原性を

確認した。また、Sgmix 無添加で 変異原性を示 し

た こ とか ら、反応生 成物 が 直接変異原物質 で ある

こ とが 示唆され た。反応生成物を ICR マ ウス に経

口 投与 して 、末梢血 に お け る小 核誘発能 を検討 し

た と こ ろ 、 投与 48 時間後 で 強 い 小核誘発能が み

られ た 。 しか し、亜硝酸未 処 理 の BPA に は 小核

誘 発 能 は み られ な か っ た。次 に 反 応 生 成 物 か らの

ラ ジカ ル の 発生 に つ い て 、 ESR ス ピ ン ト ラ ッ ピ

ン グ 法 に よ り検 定 し た。未 処 理 の BPA に お い て

は ほ とん ど ラ ジ カ ル 発生 は認め られ な か っ た が 、

亜硝酸処理後の BPA で は強い ラ ジ カ ル の 発生 を

確認 した 。

　BPA と亜硝酸塩 と BPA との 反応 で 生成 した物

質の 化学構造を解明するため に 機器分析を行っ た。
反応液 に酢酸エ チ ル を加 えて 抽出後、HPLC で 分

画 した と こ ろ、主 に 2 つ の 生 成物を確認 した。そ

れ らの 化学構造を NMR 、　 LCIMS 、　 IR 等 に より解

析 し た と こ ろ 。 そ れ ら は 2−（4 −hydroxy−3−
nitrophenyl ）

−2・（4・hydroxy−　phenyl）　propane
｛3−nitrobisphenolA ，MW ： 273］お よ び 2，2−bis
（4・hydroxy ・3−nitrophenyl ）　　propane　　［3，3’・
nitrobisphenolA ，MW ： 318 ］で あ る こ とを確認

した。また、これ ら反応物の エ ス トロ ゲ ン 様活性

を検討 したと こ ろ、レ セ プ ター結合試験、レ ポー

タ ー遺伝子発現試験 の い ず れ の 試 験 に お い て も

BPA の エ ス トロ ゲ ン 様活性が 亜硝酸処理 す る こ と

に よ り 1／15 − ・1／30 に まで 低 下 した 。

　これ まで に BPA の 塩素処理 前ま た は 生体内酵
素 で 処理 した 後の 生成物の エ ス トロ ゲ ン様 活性 を

測 定 した 報告が あ るが 、 実際 に は ヒ トが BPA を

摂取 し た 場合、ま ず胃内 で 亜硝酸塩 と反応 す る こ

とが 考 え られ るが 現 在 まで に それ らに 関する報告

は み られ て い なか っ た。今 回 の 結 果 よ り、BPA と

亜 硝酸塩 が ヒ ト胃内酸性条件下 で 反応 す る こ と に

より、新たな変異原性物質が生成す る こ とが 明 ら

か に な っ た。し か し、亜 硝酸処理後 に BPA の エ

ス トロ ゲ ン 様活性 は 低下するとい う新たな知見も

得 る こ とが で きた。今後、BPA 以外 の 内分泌撹乱

化 学 物 質 の 亜 硝 酸 処 理 生 成 物 に つ い て も変異原性

お よ びエ ス トロ ゲ ン様 活性 の 変動を検討す る 予定

で あ る。
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