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　Two 　structural 　isomers，2，4−and 　2，6−diaminotoluene（DAr ）
differ　in　their　genotoxic　and 　carcinogenic 　properties，　Both
isomers　 were 　mutagenic 　in　the　Ames 　test，　however ，　 only

2，4−isomer　was 　mutagenic 　and 　carcinogenic 　in　rat 　livers．［n

this　study ，　their　ability 　to　induce　DNA 　adducts 　in　SD　rat　liver
was 　evaluated 　by 加 vivo 　DNA 　adductome 　analysis 　us 孟ng 　LC −
MS ！MS ．

　As 　a　results ，　although 　both　isomers　induce　DNA 　adducts ，
the　estimated 　amount 　were 　approximately 　50　times　larger　in
2，4−DAT 　than　2，6−DAT ．

　Interestingly，　the　presumed 　structures 　of　the　DAT −derived
DNA 　adducts 丘om 　their　m 〆z　were 　monoacethyl 　DAT −dG，
which 　are 　differed　from　the　 estimated 　structures 　from　the

metabolic 　activation 　pathway　of 　usual 　aromatic 　amines ．　Also，
this　finding　consists 　with 　the　fact　that　the　m4jor 　metabolites 　of

DATs 　in　rat　are 　their　N −acetylated 　form．

　These 　 results 　 suggested 　that　the　differences童n　thc

metabolism 　between　these　isomers　might 　cause 　the　differences
in　the　amount 　of 　DNA 　adducts 、

　構造異性体 で あ る 2，4一お よ び 2，6一ジ ア ミ ノ トル エ ン

（DAT ） は ，遺伝毒性 お よ び が ん 原 性 が 異 な る こ とが 知

ら れ て い る．両 化合物 と も Ames 試験 で 陽性 とな る が，
2，4−DAr の み が ラ ッ ト肝 に お い て 変異原性お よ び が ん原

性 を示 す こ と が 報告 され て い る．本 研 究で は ，こ れ ら二

つ の 異 性体 の SD ラ ッ ト肝 に お け る DNA ア ダ ク ト形成

能 に つ き、LC −MSIMS を用 い る ifl　vivo 　DNA ア ダ ク トー

ム 解 析法 に て検討 した，
　そ の 結 果，両 化 合 物 と も ラ ッ ト肝 に DNA ア ダ ク トを

形 成 した が，推 定 され る生 成 量 は 2，4−DAT が 2，6−DAT の

約 50 倍 で あ っ た．
　興味深 い こ と に，分

．
r一量 か ら推定 され た DAr 由来 の

DNA ア ダ ク 1・の 構 造 （monoacethyl 　DAT −dG）は，
一

般

的な芳香族 ア ミ ン の 代謝活性化経路か ら予想 され る もの

と は 異 な っ て い た ．また，こ の 事実 は，ラ ッ トに お ける

DArs の 主要な代謝物 が，　 N 一ア セ チ ル 体 で あ る こ と と一

致 した．
　以 上 の 結果 よ り，両化合物の ラ ッ ト肝 に お ける 代謝経

路 の 違 い が，DNA ア ダ ク ト形成量の 違い を生 む こ とが

示唆 さ れ た．
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　With　the　expansion 　ofuse 　ofnanoparticles
，
　the　development

of 　a　technique 　that　can 　eas 童ly　evaluate 　the　 safety 　bas　been
required ．　In　this　study ，　 we 　tried　to　establish 　a　method 　to

evaluate 　the　safety 　of 　silver 　nanoparticles （AgNPs ），　fbcusing
on 　the　intracellu亘ar　uptake 　of 　AgNPs 　and 　the　phosphorylation
ofhistone 　H3 （p−H3SlO ），

　Human 　 skin 　keratinocytes　cell （HaCaT ）and 　human
alveolar 　adenocarcinoma 　cell （A549 ）were 　exposed 　to　AgNPs ．
Remarkable 　p−H3SlOwas 　observed 　immediately　after 　the

treatment 　and 　last　up 　to　24　h，　The　intensity　of 　side −scatter
light（SS）in恥 w 　cytometry （FCM ），　was 　enhanced 　by　uptake
of 　AgNPs

，
　which 　was 　strongly 　dependent　on 　the　p−H3SlO ，

p−H3SlOwas 　suppressed 　by　removal 　ofAg 　ions，　and 　increased
in　the　cells 　treated　with 　AgNPs 　which 　exposed 　to　ultraviolet

light　and 　hydrogen　peroxide．　We 　expected 　that　the　Ag 　ions
released 　from　AgNPs 　taken −up 　in　cells 　were 　required 　fbr

p−H3S10 ．　These　results 　suggested 　that　both　jntensity　of 　SS　in

FCM （cellular 　uptake 　of 　AgNPs ）and 　p−H3SlOare 　impoパ ant

indicators　fbr　evaluation 　ofAgNPs ，
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Histone 　H3 の リン 酸化 を利用 した銀ナノ粒子

の 生体影響評価
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　ナ ノ 粒子 の 利 用 拡大 に 伴 い 、そ の 安全性 を簡単 に 評価

で きる手法 の 開発が 求め られ て い る 。 我 々 は、ナ ノ粒子

の 細 胞 内取 り込 み と、ク ロ マ チ ン 凝集や 遺伝子 の 転 写 活

性化 に 重要 な役割 をは た す ピ ス トン H3 の リ ン酸化 を指

標 と し、近年多用 され て い る 銀ナ ノ 粒子 （AgNPs ）の 生 体

影響評 価 を試み て い る 。

　 ヒ ト皮膚角化細胞 HaCaT 、ヒ ト肺腺癌細胞 A549 に 、
AgNPs （Size：＜ 100nm）を作用 す る と、　 H3 の リ ン 酸 化 が 強

く、持続的 に （
〜24h）誘導 され た 。 フ ロ ーサ イ トメ トリー

（FCM ）の 側 方散乱光 SS 強度 を用 い て 、細胞 内 の 粒 子 の

取 り込み 量 を調べ た とこ ろ 、 取 り込 み 量 と H3 の リ ン 酸

化 は 相 関 し て い た。また、H3 の リ ン 酸 化 は、　 Ag
＋
を 除

去す る こ と よっ て 抑制 され たの で 、細胞 内 に取 り込 ま れ

る こ と以外 に、細胞内に 取 り込 まれ た粒子か ら Ag
＋

が 放

出す る こ と も、そ の 誘 導 に は 重 要 で あ る と考 え ら れ た。
そこ で 、紫外線及 び過酸化水素処理 に よ り、AgNPs の 表

面 を酸化 し、AgNPs か ら の Ag
．1．
の リ リ

ー
ス 量 を 増 加 さ

せ た と こ ろ 、 H3 の リ ン酸化 の 誘導 の 上 昇が 確認 され た。
以 上 の 結果か ら、FCM の SS 強 度 を指標 と した粒 子 の 細

胞内へ の 取 り込 み と H3 の リ ン 酸化、両 方を測 定す る こ

とに よ り、AgNPs の 効 果 的 な影響 の 指標 と なる可能性が

考 え られ た。
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