
ペルフルオロオクタン酸の生体蓄積性の解析

　一代替化合物設計のための基礎的検討一

罪第38号

酒井　絢子



ペルフルオロオクタン酸の生体蓄積性の解析

　一代替化合物設計のための基礎的検討一

酒井　絢子



論文目録

本学位論文は下記の原著論文を基に作成され、城西大学大学院薬学研究科に

提出されたものである。

1

2

Tissue　distribution　and　hepatic　subcellular　distribution　of

perfluorooctaRoic　acid　at　low　dose　are　different　from　those　at　high　dose　in

rats，　B　iochem．　Pharm．　BuH．，　3　e：　in　press　（2007）．

Comparison　of　tissue　distribution　and　hepatic　subcellular　distribution　of

perfluorooctanoic　acid　between　acute　aRd　subchronic　exposures　in　rats．

MaRuscript　iR　preparation．



目次

略号　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　　i

総論の部

緒言　・・・・・・・…　　e・・・・・・・・・・・・・・・・…　　　1

第1章　極低用量暴露におけるP：FOAの組織集積性の解明および体

　　　　内動態

第1節

第2節

第3節

第4節

PFOAの組織分布における用量依存性　・・

P：FOAの肝細胞内分布における用量依存性

PFOAの体外排泄速度における用量依存性

少括および考察　・・・・…　　9・・…

　　　　　　4

　　　　　　8

　　　　　　9

eeeee　10

第2章　低用量28日間暴露：におけるPFOAの生体影響および体内分布

第1節

第2節

第3節

第4節

月刊蔵中における生体影響の用量依存性　・　　・・…

主要組織蓄積における用量依存性　…

肝および腎細胞内分布における用量依存性

少括および考察　・・・・・・・・・…

4
1
↓
Q
リ
ド
0

1
2
9
嗣
2

第3章　急性暴露と28日間暴露の生体影響および体内分布の比較



第1節

第2節

第3節

肝臓における生体影響の比較

肝細胞内分布の比較　…

少括および考察　・・…

ハ
b
（
V
Q
σ

9
臼
∩
δ
Q
σ

第4章　P：FOA体内濃度の飽和機構の検討

第1節

第2節

第3節

第4節

尿および糞中への排泄過程における用量依存性　…

繰り返し投与ラットにおけるP：FOAの体内動態　…

肝および腎臓における各種輸送担体mRNA発現量の用

量依存性　・・・・・・・・・・…　　．．．。．．．

少括および考察　・・・・・・・・・・・・・・…

4
ワ
鐸

◎
0
0
0

8
4
ム

∩
δ
4

第5章　PFOA類縁化合物ペルフルオロヘキサン酸（PFHA）の生

　　　　体影響および体内動態

第1節

第2節

第3節

第4節

P：FHA　28日間暴露における生体影響の検討　　・

繰り返し経口投与によるP：F且Aの生体蓄積性

PFHAの体外排泄速度の検討　　・・・・…

少括および考察　　・・・・・・・・・・…

ハ
◎
（
U
9
一
4

4
F
O
ド
0
ダ
0考察　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　　55

総括　・…　　9・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　　59

実験の部　・一・・…　　一一・一一・一・・・・…　　　61



73

74

O

◎

0

O

0

O

O

0

O

O

O

0

0

O

◎

O

0O

0

O

O

O

●

O

O

O

O

0

0

0

0

0

O

O

O

O

O

O

O

9

O

“

0

●

0

9

O

9

O

O

◎

0

O

O◎謝辞

用文献弓



略号

本論文中に使用した略号について以下に記載する。

AJHase　：　acyl’“CoA　hydrolase

AOX　：　acyl’CoA　oxidase

AUC　：　area　under　the　blood　concentration”time　curve

BSA　：　bovine　serum　a｝bumin

cDNA　：　cemplementary　deoxyribonucleic　acid

CLR　：　renal　ciearance

CLB　：　biliary　clearance

CLiver　：　liver　concentration

Cp　：　plasma　concentration

EDTA　：　ethylenediaminetetra　acetic　acid

FABP　：　Fatty　acid　binding　protein

HPLC　：　high　performance　liquid　chromatography

mRNA　：　messenger　ribonucleic　acid

MRP　：　mukidrug　resistance　associated　protein

OAT　：　organic　atnion　transporter

OAT”K　：　kidney－specific　erganic　anion　transporter

Oatp　：　erganic　anion　transporting　polypeptide

OCT　：　organic　cation　transporter

PCR　：　polymerase　chain　reaction

PFOA　：　perfluorooctanoic　acid

PFHLA　：　perfluorohexaneic　acid

・
¶
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reverse　transcription　coupled　polymerase　chain　reaction
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総論の部



総論の部

緒言

　ペルフルオロオクタン酸（PFOA）（Fig．）は、オクタン酸の炭素に結合した

水素がすべてフッ素に置換された化合物であり、特殊な物理化学的性質を持

つ1算3，62）。PFOAは極めて安定な化合物であり、生体内あるいは環境中でほ

とんど分解されない4・　5）。テフuンは焦げ付かない鍋やフライパン等様々な

用途に利用されているが、P：FOAはテフロン製造プロセスで乳化剤として使

用される。また、カーペットや家具、食品容器、皮製品用スプレー、靴、衣

類、塗料などに施される、防汚、棲油、および擾水処理剤にはIH，　IH，　2H，　2H一

ペルフルオロデカノール等が使用されている6）が、これらは環境中や生体内

で分解されPFOAを生じることが示されている7・　8）。また、　PFOAは他のフ

ルオロ化合物の製造原料としても使用されている。ペルフルオロ化合物は従

来安全な化合物であると考えられてきたため、化学工場からの排気、排水に

も含まれており、環境中に拡散しているものと考えられている9・・10）。

CF3CF2CF2CF2CF2CF2CF2COOH

Fig．　Chemical　strueture　of　PFOA

　OECDの統計によると、加盟国における年間生産量は38460　kg（1998年）

である。最近の研究から、世界各地に生息する野生動物11・12・59）（鳥類、水棲

哺乳類や魚類など）や水中13’21）からP：FOAやペルフルオロスルホン酸

（PFOS）が検出されており、これらのペルフルオロ化合物による環境汚染
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が広がっていることが明らかとなってきた22・23）。ヒトにおいては、1980年

代にフルオロ化合物製造工場労働者の血液中から高濃度の有機フッ素が検

出されることがはじめて報告された24）。その後の調査から有機フッ素化合

物がPFOAであるという報告がなされ、生体残留が序々に明らかになってき

た25，26）。PFOAプラント工場の退職者を追跡した調査から、　PFOAのヒト

における半減期が4．4年と非常に長いことが明らかになった25）。近年の分析

技術の進歩により、より微量の分析が可能となったことによって、一般のヒ

トの血液中および乳汁中からも微量のPFOAが検出されることが明らかに

なりつつあり、ヒトにおける残留性の高さが指摘されている27’31・・60，　61）。この

ように環境やヒトを含めた動物がペルフルオロ化合物に広範に汚染されて

おり、しかも長期に亘って残留することが明らかとなったため、ペルフルオ

ロ化合物のリスク管理が改めて問題となっている。P：FOAの生体への影響に

関しては動物実験：の結果から、この化合物が胎児の発育に影響を与えるとい

うことが報告されている32－34）。また、ヒトの疫学調査の結果から、PFOAに

暴露すると甲状腺機能不全や精巣がんのリスクが高まることが示されてい

、る35，36）。このような状況を受けて、P：FOAおよびP：FOSの米国における主

要製造元である3M社は2002年までに段階的にこれらの化合物の製造を中

止した。また、P：FOAやPFOS以外のペルフルオロ化合物についても、最終

代謝産物としてP：FOAやP：FOSとなる化合物があることも次第に明らかに

なってきており、これまでほぼ規制のなかったペルフルオm化合物が厳しい

制限下に置かれる状況になってきている。我が国においても、P：FOAによる

水質汚染が広がり、中でも大阪市とその周辺では高濃度で68）、住民の血中濃

度も高くなっている31）ことが報告されている。このような状況下において、

P：FOAに替わる化合物を開発することが急務となっている。では、どのよう

な化合物が望まれるのであろうか？代替化合物として不可欠の条件は生体
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残留性が低いことである。また、生体作用が弱いことも最低条件であろう。

生体残留性に関する従来の実験動物を用いた研究では、P：FOAの生体残留は

低く、血漿中の半減期は雄性ラットでは約7日、雌性ラットではわずかに2

時間と報告されてきた37）。マウスにおいても約30日程度である38）。ところ

が上述したようにヒトの推定半減期は約4年と非常に長い。このような差は

動物種差あるいは性差に原因があるものと考えられ、したがって動物実験か

らヒトの長期残留性のメカニズムを探ることは困難であると考えられてき

た39）。しかし、これまでに報告された研究内容を精査すると、動物実験にお

けるPFOAの体内動態研究は高用量暴露における情報に限られており4・・39“43）、

ヒトが暴露するような極低用量慢性暴露条件で体内動態を検討した例は全

くない。したがって、動物実験で観察される短い半減期は高用量暴露した場

合に限られる現象である可能性が考えられる。

　本研究では、極低用量では実験動物においてもPFOAの生体蓄積性が高い

という作業仮説を立てこれを検証することとした。：PFOAの生体残留性につ

いてその特徴を明らかにするために低用量、長期暴露条件を設定し、高用量

短期暴露の場合との詳細な比較を行い、前述の疑問の解答を得ることを目指

した。本研究の結果を利用すると、生体蓄積性が低く安全な代替化合物を分

子設計するにあたっての基準を明確にすることが可能になるであろう。また、

本研究は、生体に蓄積したPFOAを体外に強制排泄させる、すなわち解毒方

法開発に繋がる情報を提供できるものと考える。
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第1章　極低用量暴露におけるPFOAの組織集積性の解明

　　　　　および体内動態

　PFOAは極めて難代謝性化合物であることから、P：FOAの生体内蓄積はこ

の化合物の体内動態の影響を大きくうけるものと考えられる。まずはじめに、

極低用量のPFOAに暴露した場合の体内分布を検討することにした。従来最

も感度の高い定量法は：LC－MS∠MSを用いる方法であるが、検出感度は10

ppbオーダーである。放射標識PFOAを用いる場合にはsub　ppbオーダー

の検出が可能となる。化学合成した［1－14C］P：FOAには、不純物として含まれ

る炭素鎖長の異なるペルフルオロカルボン酸がPFOAと異なる挙動を示す

可能性が考えられた。そこで、本章では、放射標識したPFOAを使用するに

あたり純度検定を行ったところ、PFOA以外の不純物が多く混在しているこ

とが明らかとなった。そこで、［1－i4C］：PFOAを誘導体化した後、　HP：LCで精

製し、不純物のない高純度の［1－14C｝PFOAをほぼ100％得る方法を開発する

ことに成功した。

第1節　PFOAの組織分布における用量依存性

　PFOAをラットに0．1または40脚oykg体重で静脈内に単動投与し、投

与2時間後の組織分布を調べた（：Fig．1・1）。　PFOAを静脈内に単体投与後、血

漿中のPFOAの濃度変化を2一コンパートメントモデルにあてはめて解析し

たところ、投与初期の2時間が分布相であると考えられたため、投与2時間

で検討を行うことにした。0．1μmoykg体重を投与した場合、　PFOAの大部

分は肝臓、血液およびカーカス中で検出された。0．1纏no1／kg体重の投与群

では投与量の52％が肝臓に分布したのに対し、40μmol／kg体重の投与群で

xlg，
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血液、カーカス、小腸、肺、胃、副睾丸周辺脂肪組織および心臓などの月刊蔵

以外の組織に多く分布していた。肝臓へのPFOAの分布率は0．1～40μmo1／kg
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体重の範囲で投与量を増加させた場合、肝臓中濃度依存的に低下した（Fig．

1－2）。次に、様々な組織中におけるPFOAの濃度を示した（Table　1－1）。0．1

pmol！kg体重投与群では、血漿中のP：FOA濃度よりも肝臓中のPFOA濃度

は高かった。肝臓／血漿中P：FOA濃度比は0．1移mo1／kg体重の投与群で2．22

であり、40μmoレkg体重の投与群と比較して2．7倍高い値を示した。血液

容量および血漿容量はそれぞれラット体重の5．8％および3．1％と仮定して算

出した。また、血液中におけるPFOAのほとんどは血漿中に存在していた。
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Dose　（ptme］！kg　body　weight）

Tissue O．1 40

（nmoYg　organ）

Blood

Plasma

Liver

Kidney

Intestine

Testis

Spleen

Epididymal　fat

Heart

Lung

Brain

Stomach

Carcass

o．320　±　o．03e

O．610　±　O．060

1．350　　＝ヒ　　Q220　　＊

O．650　±　O．120

O．042　±　O．005

O．042　±　O．007

O．036　±　O．004

O．022　±　O．005

O．069　±　O．008

O．094　±　O．OIO

O．008　±　O．OOI

O．021

O．073

±　O．002

±　O．007

139．22　±

254．42　±

6．20

10．12

211．19　±　29．39　＃

191．99　±　26．92　＃＃

16．72　±

18．52　±

19．51 ±

8．28　±

31．41 ±

43．39　±

3．33

9．21

±

±

34．66　±

1．78

1．72

7．59

1．39

4．08

5．93

1．65

2．48

2．89

鱒

鱗

鱒

鱗

鱒

鮒

鱒
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第2：節　PFOAの肝細胞内分布における用量依存性

　肝臓はP：FOAの主要な蓄積臓器であることから、肝細胞内におけるPFOA

の分布を検討した。PFOAの塩形成を避けるため、カチオン性の試薬はO．25

Mショ糖溶液中には一切加えなかった。0．1μmo1∠kg体重の投与群では、

8000xg沈殿（未破壊細胞、核およびミトコンドリア含有画分）、18000xg

沈殿（リソソームおよびペルオキシソーム含有艦齢）、10500e　x　g沈殿（ミ

クロソーム画分）および105000xg上清（可溶性引分）の順に従ってPFOA

は分布した。対照的に40μmo1／kg体重の投与群では可溶性画分に最も多く

分布し、その割合は肝臓中のP：FoAの43％に達した（Fig．1－3）。105000・x

g上清画分へのP：FOAの分布率は、0．1～40　ptmol／kg体重の範囲で投与量

を増加した場合、肝臓中のPFOA濃度に依存して増加した（Fig．1－4）。
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第3節　PFOAの体外排泄速度における用量依存性

　極低用量暴露の場合におけるPFOAの生体蓄積1生をさらに検討するため

に、次にPFOAの体外排泄速度における用量依存性を調べた。　P：FOAの胆

汁クリアランスは、0．1pmol／kg体重の投与群では0．07　m：L／h∠kg体重であ

った（Fig．1・5A）。　PFOAの投与量を増加した場合、有意な差は認められなか

ったものの胆汁クリアランスは増加傾向を示した。Fig．1－2で示したように

肝臓中へのPFOAの分布率は肝臓中濃度依存的に低下していたことからも

わかるように、肝臓／血漿中のPFOA濃度比も用量依存的な低下が認められ

た（Fig．1－5B）。そこで、肝臓中から胆汁中へ排泄されるP：FOAを評価するた

めに、胆汁／肝臓中のPFOA総量比を算出し、異なる用量間で比較したとこ

9



ろ、肝臓中濃度依存的な増加が認められた（：Fig．1・5C）。40μmol／kg体重の

投与群は0。1μmo1∠kg体重の投与群と比較して3。6倍高い値を示した。一方、

PFOAの腎クリアランスは、0．1～40μmo1∠kg体重の異なる用量間で有意な

差は認められなった（：Fig．1－6A）。腎臓は肝臓とは異なり、腎臓／血漿中P：FOA

濃度比および床／腎臓中PFOA総量比にも異なる用量問での違いは認められ

なかった（：Fig．1－6B，c）。

第4節　小括および考察

　高用量暴露の場合に比べると、極低用量のP：FOA暴露群では静脈内投与2

時間後にPFOAが高い割合で肝臓へ分布することが明らかとなった。投与量

が増加し、肝臓中におけるP：FOA濃度が3nmo1／g肝臓以上になると、対

照的に血液およびその他の組織に多く分布するようになった。異なる用量間

における肝細胞内での分布は極低用量のPFOA暴露の場合には、高用量暴露

の場合とは著しく異なることが明らかとなった。肝臓中のPFOA濃度が3

nmol／g肝臓以下ではほとんどの：P：FOAは膜画講中に見出され、可溶性書

分中にはわずか3％しか存在しなかった。可溶性気分中へのPFOAの分布率

は肝臓中のPFOA濃度の増加に伴って増加した。この結果は、　PFOAが膜

画意、特に18000xg沈殿三分中の何らかの成分と結合する可能性を示唆し

ている。しかしながら、本実験では分画した沈殿を洗浄することにより

P：FOAが洗い出されることを避けるため、再度の遠心よる洗浄操作を行って

いない。したがって各日分は粗く分画したものであり他の笹分がある程度混

入していることが予想される。そのため、細胞内でPFOAが高親和性に集積

しているオルガネラの同定には至らなかった。PFOAの細胞内分布はHan

らによっても報告されている44）。H：anらの設定した投与量は25　mg／kg体

10
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重（約60μmo1／kg体重）であり、本研究で用いた投与量（40μmol／kg体

重）よりも高用量であった。しかしながら、肝可溶性画分中への分布率は本

研究結果が40％だったのに対し、Hanらの結果はわずか25％であった。一

方、600xg沈殿および6000xg沈殿画分へのPFOAの分布率の合計は

50％以上であった。本研究結果とHanらの研究結果の矛盾点に関する明確

な答えは今のところ見つかっていない。肝臓へのPFOAの分布率は投与量依

存的に低下することから、胆汁クリアランス値には異なる用量間で有意な差

は認められなかった。しかしながら、胆汁／月刊蔵中PFOA総量比には投与量

依存的な増加が認められた。肝臓中のPFOA濃度が増加するにつれ、血漿／

肝臓中のP：FOA濃度比は増加し、さらに可溶性画分への分布率も増加した。

また、肝臓から胆汁中へのPFOA排泄割合も増加した。これら一連の結果は、

肝可溶性画分中のPFOAが胆汁中への輸送や血漿中への排出を受けやすい

こと。また、PFOAの肝細胞内分布は組織分布の影響を強くうけることを示

唆している。対照的に、血漿／腎臓中のPFOA濃度比および尿／腎臓中のPFOA

総量比のどちらにおいても、異なる腎臓中のPFOA濃度間で有意な差は認め

られなかった。本章における検討から、極低用量のPFOAをラットに暴露さ

せた場合、肝臓への選択的な蓄積が認められ、高用量暴露の場合とは異なる

組織分布であることが明らかとなった。また、肝細胞内にはPFOAの高親和

性集積部位が存在し、この部位が飽和した場合に低親和性部位に分布するこ

とが考えられる。さらに、極低用量のPFOAを投与した場合、胆汁中への排

泄率が低かったことから高親和性集積部位に分布すると細胞内に貯留しや

すくなることが推測される。
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第2章低用量28日間暴露におけるPFOAの生体影響およ

　　　　び体内分布

　第1章での検討結果より、極低用量のPFOAを1回暴露した場合、高用

量暴露の場合とは異なる体内動態を示すことが明らかとなった。しかしなが

ら、現実においてヒトは微量のPFOAを長期間に渡って暴露しているものと

考えられる。本章では、ラットにPFOA含有飼料を28日間摂食させ、その

生体蓄積性および生体作用を検討した。

第1節　肝臓中における生体影響の用量依存性

　PFOA　O～200　ppmを含む粉末飼料を28日間与えたラットの体重および肝

重量に与える影響を観察した（Fig．2－1）。　PFOAの暴露濃度が高い群では対照

群に比べて体重がやや低い傾向があったものの有意な差は認められなかっ

た。肝重量および相対肝重量は対照群と比較して10ppm以上から濃度依存

的な増加が認められた。相対肝重量の最大値：は、200ppmのPFOAを与え

た場合で約6．8％であり、これは対照群の約2倍であった。次に、ラット血

漿中および肝臓中におけるPFOAの蓄積濃度を測定した（Fig．2－2）。血漿中

および肝臓中ともに、50ppmまでは用量依存的なPFOA濃度の増加が認め

られたがそれ以上の用量では増加が認められず、PFOA濃度は頭打ちを示し

た。PFOAのラットに対する代表的な作用にペルオキシソーム増殖作用があ

る45’49，63曜66）。P：FOAはペルオキシソームβ酸化活性の律速酵素であるアシル

CoAオキシダーゼ（AOX）やアシルCoAを脂肪酸とCoAに分解するアシル

CoAヒドロラーゼ（AHase）の活性を誘導することが報告されているδo）。そ

こでまず、PFOA反復暴露ラットにおける肝AOX活性に対する影響を検討

14
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した（：Fig．2－3）。肝臓中のAOX活性はP：FOAの用量依存的に増加し、200　ppm

摂取群における活性は対照群の約6．5倍となった。PFOA投与量と肝臓中の

P：FOA蓄積濃度の関係およびP：FOA投与量と肝AOX活性の誘導の関係には

類似の傾向が認められた。そこで、肝AOX活性と肝臓中のPFOA蓄積濃度

の相関関係を調べたところ、正の相関が認められた（y＝O．067X＋1．866，芦

0．963，P＜0，05．）（Fig．2－4）。肝臓のPFOA蓄積濃度は400　nmo1／g　liver付

近で頭打ちとなり、AOX活性は最大で33　nmo1／min／mg　proteinとなった。

P：FOAの用量依存的な生体影響をさらに検討するために、月刊蔵におけるAOX

およびアシルCoAヒドnラーゼのmRNA発現量を定量したところ用量依

存的な増加が認められた（：Fig．2－5A，B）。また、　PFoAはin　vitroでの実験系

において肝細胞内可溶性画分の約5％を占める脂肪酸結合タンパク質

（EABP、分子量14000）51）と脂肪酸の蛍光アナuグとの結合を競合的に阻害

するとことが報告されている52，53）。PFOAは脂肪酸であるオクタン酸のアナ

ログであることからPFOAもまた、肝細胞内でFABPに結合する可能性が

考えられる。そこで、肝臓における脂肪酸結合タンパク質のmRNA発現量

についても定量をおこなったところ、AOXおよびアシルCoAヒドロラーゼ

のmRNA発現量と同様に用量依存的な増加が認められた（Fig．2－5C）。また、

肝mRNA発現量と肝臓中の1）FOA蓄積濃度の相関関係を調べたところ、

AOX（0．051X　＋O．072，　r＝0．969，　P＜0．05．）、アシルCoAヒドロラーゼ

（0．034X＋0．205，　r＝　O．921，　Pく0．05．）および脂肪酸結合タンパク質（O．006X

÷O．991，r＝0．955，　Pく0．05．）のいずれも有意な正の相関関係が認められた

（Fig．2’6）．
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第2節　主要組織蓄積における用量依存性

　第1節で、PFOAを反復暴露させたラットの肝臓中では用量依存的な生体

作用が認められることを示した。この用量依存的な生体作用は、ラット体内

におけるPFOAの累積的な蓄積量を反映するものなのかどうかを確かめる

ために、PFOAを1ppm、10　ppmおよび50　ppmを含む粉末飼料を与ネた

ラットの血漿中のP：FOA濃度変化を経時的に調べた（Fig．2－7）。1ppm暴露

の場合には暴露日数の経過とともに血中濃度の増加が28日間にわたって認

められるのに対し、50ppm暴露の場合には、暴露7日目で血中濃度が飽和

に達した。また、10ppm暴露では14日目で血中濃度は飽和に達した。次に、
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ラットの主要組織中におけるP：FOA濃度を測定した（Table　2－1）。1ppmおよ

び50ppmの両群ともに血漿中よりも肝臓でPFOAの濃度は高かった。しか

し、PFOAの肝臓／血漿中濃度比は1ppm暴露群で2．33であり50　ppm暴露

群と比較して1．7倍高い値を示した。一方、PFOAの腎臓／血漿中濃度比は1

ppm暴露群で0．68であり、有意な差は認められなかったものの50　ppm暴

露群よりも低い値を示した。その他の組織では、P：FOAの異なる用量間にお

いて差は認められなかった（Table　2－2）。

丁我麟e24　Co簸ce麗r滋量。顯s　oぼ：P軍OA軌事納㎜羅露蟹董v躍沁魍s重長ss髄es　tw　r藏s　fedi

翻露戯醜co醜滋麟騒薯P］FOA鋪璽or　50聾醗

PFOA　dietary　level　（ppm）

Tissue 1 50
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第3節　肝および腎細胞内分布における用量依存性

　第2節の結果より、PFOAの生体蓄積1生は暴露用量により異なることが明

らかとなった。また、PFOAの主要蓄積臓器である肝臓と腎臓の組織蓄積性

は全く異なるものであった。そこで、次に肝臓および腎臓内の細胞内分布を

検討することにした（Fig．2－8）。1ppm暴露群の肝細胞内では、8000　x　g沈

殿（未破壊細胞、核およびミトコンドリア含有画分）、18000xg沈殿（リ

ソソームおよびペルオキシソーム含有二分）、105000xg沈殿（ミクmソー
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ム画分）および105000xg上清（可溶性画分）の順に従ってPFOAは分布

した。可溶性細分に分布したP：FOAは、肝臓中に存在するPFOAの17％で

あった。一方、5e　ppm暴露群の肝細胞内では、肝臓中のPFOAの55％が

可溶性画分に分布した。腎細胞内では肝細胞内で認められたような暴露用量

の違いによる分布の違いは認められなかった。細胞内におけるPFOAの高親

和性集積部位の存在は肝細胞に特異的なものである可能性が示唆された。
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第4節　小括および考察

　PFOAを28日間反復暴露させた場合、肝臓において用量依存的な生体作

用が認められることが明らかとなった。この生体作用は低用量暴露ではラッ

ト体内の血漿中および肝臓中の蓄積濃度に依存して増加した。経時的な

P：FOAの血漿中濃度変化は低用量暴露では直線的に増加するのに対し、暴露

量が増加するにつれ飽和するようになることが認められた。PFOAの生体へ

の蓄積性は用量依存的に異なることがあらためて明らかとなった。PFOAは

暴露量が低いほど血漿中から肝臓中へ取り込まれやすく、逆に高用量暴露に

なるほど取込み率が低下するのに対し、その他の臓器では暴露量による蓄積

性の違いが認められなかった。さらに、肝臓では暴露用量の違いによる細胞

内での分布が大きく異なった。したがって、肝細胞内にはP：FOAの高親和性

集積部位が存在し、この部位が飽和した場合に低親和性部位に分布すること

が反復暴露の場合においても考えられる。一方、腎臓中ではそのような分布

の違いは認められなかった。肝臓には、低用量暴露の場合、PFOAが選択的

に分布する機構が存在し、低用量で慢性的に暴露させた場合、肝臓へ選択的

に蓄積し、高用量暴露の場合とは異なる組織分布であることが明らかとなっ

た。
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第3章　急性暴露と28日間暴露の生体影響および体内分布

　　　　の比較

　第1章および第2章での検討より、静脈内単眼投与の場合においても、飼

料摂取による練り返し暴露の場合においても、低用量暴露では高用量暴露と

は異なる組織分布および肝細胞内分布を示すことが明らかとなった。さらに、

肝細胞内には：P：FOAの高親和性集積部位が存在し、この部位が飽和した場合

に低親和性部位にも分布することが予想された。高親和性集積部位への

PFOA飽和要因を考えた場合、単に暴露用量だけでなく、暴露様式も生体に

大きな影響を与えるものと考えられる。そこで本章では、急性暴露と28日

間暴露において、肝臓中のPFOAの蓄積濃度を揃えた場合の急性暴露と28

日間暴露の生体への影響を比較検討した。PFOAを腹腔内に単回投与し、3

日後のラットを急性暴露モデルとし、第2章で示した28日間暴露モデルと

比較検討した。

第1節肝臓における生体影響の比較

　暴露様式による生体作用の比較検討は、低用量暴露では、肝臓中のP：FOA

濃度が約25　nmoYg肝臓に揃うように急性暴露群の投与量を3μmo1∠kg体重

に設定し、また、高用：量暴露での比較検討は、肝臓中のPFOA濃度が約250

nmo1／g肝臓に揃うように急性暴露群の投与量を100　ptmo1／kg体重に設定し

て実験を行った（Fig．3－1）。月刊蔵におけるPFOAの生体影響を調べるための

指標としてAox活性を測定した（：Fig．3・2）。肝臓のAox活性は、低用量の

場合には急性暴露と28日間暴露で違いは認められなかった。対照的に、高

用量の場合には急性暴露群は28日間暴露群の約2倍であった。PFOAの生
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体影響をさらに検討するために肝臓中におけるAOX、アシルCoAヒドロラ

ーゼおよび脂肪酸結合タンパク質のmRNA発現量を定量した（Fig．3－3）。

AOXのmRNA発現量は活性での変化と同様に、高用量暴露の場合、急性暴

露：群は28日間暴露群よりも2倍高い値を示した。対照的に、低用量暴露の

場合は急性暴露群と28日間暴露群との間に違いは認められなかった。一方、

アシルCoAヒドロラーゼおよび脂肪酸結合タンパク質に関しては、低用量

群および高用量群のどちらの群においても異なる暴露様式間における

mRNA発現量に有意な違いは認められなかった。
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第2節　肝細胞内分布の比較

　低用量暴露の場合、肝臓中のPFOA濃度が約25　nmoYg肝臓に揃うよう

に腹腔内単回投与の投与量を3　pmol！kg体重に設定し、　PFOAの肝細胞内分

布を比較しだ（Fig．3－4）。肝臓／血漿中P：FoA濃度比は1ppmの28日間暴露

群が3μmo1∠kg体重の急性暴露群に比較して約1．2倍高い値を示した。また、

肝細胞内の105000xg沈殿には1PPmの28日間暴露群で23％のPFOAが

分布したのに対し、3脚。レkg体重の急性暴露群では15％のPFOAしか分布

しなかった。対照的に、IO5000　x　g上清には1ppmの28日間暴露群で17％

のPFOAしか分布しなかったのに対し、3Ptmo1／kg体重の急性暴露群では

25％のPFOAが分布した。また、8000xg沈殿および18000xg沈殿画分

へのPFOAの分布には違いは認められなかった。一方、高用量暴露の場合、

肝臓中のPFOA濃度が約250　nmo1／g肝臓に揃うように腹腔内単回投与の投

与量をIoo　pmoYkg体重に設定し：PFOAの肝細胞内分布を比較した（Fig．

3・5）。肝臓／血漿中PFOA濃度比は50　ppmの28日間暴露群および100

pmol！kg体重の急性暴露群ともに約1．3であり違いは認められなかった。さ

らに、細胞内分布においても両群ともに肝臓中のPFOAの55％が105000　x

g上清画分に最も多く分布し、その他の画分への分布率にも違いは認められ

なかった。
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第3節　小括および考察

　PFOAの生体蓄積機構…および生体作用は単にPFOAの蓄積濃度にのみ依

存するのではなくPFOAの暴露様式によっても大きく影響を受けることが

明らかとなった。本章での検討結果は肝細胞内におけるP：FOAの高親和性集

積部位には一定の飽和濃度が存在する可能性を強く示唆するものであり、低

用量暴露におけるP：FOAの生体蓄積性や生体作用は、単に暴露：用量や組織蓄

積濃度からだけでは正確には評価できない可能性が示唆された。
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第4章　PFOA体内濃度の飽和機構の検討

　第2章での検討より、飼料中のPFOA濃度が低い食餌を摂取したラット

の血漿中PFOA濃度は暴露日数の経過に従った増加が認められたのに対し、

P：FOAの高含有飼料を摂取したラットの血漿中PFOA濃度は暴露日数の経

過とともに飽和することが認められた。本章では、P：FOAの暴露用量の違い

による血漿濃度の飽和現象の有無は、ラット体内からの排泄過程に違いが生

じることによるという作業仮説をたて、この仮説を証明することを試みた。

第1節　尿および心中への排泄過程における用量依存性

　ラットを個別に代謝ケージに収容し、P：FOAを1ppm含む飼料からの暴

露量に相当する投与量として0．06mg（0．14　Fmol）lkg体重を、　P：FOAを50

ppm含む飼料からの暴露量に相当する投与量として3mg（7．14μmo1）／kg体

重を1日1回14日間、腹腔内に投与し、血液、糞および尿を採取してP：FOA

濃度を測定した。3mg／kg体重の投与群では投与日数の経過とともに、血漿

中濃度に飽和が認められるようになったのに対し、0．06mg／kg体重の投与群

では血漿中濃度に飽和は認められなかった（Fig．4・1）。ラットへの投与経路が

腹腔内であったことから、血漿中濃度の飽和の原因が消化管からのP：FOAの

吸収率が低いことによるものというよりは、むしろ体内からのP：FOAの排泄

が高いことによるものではないかと考えた。そこで、次に、尿中および壷中

へのPFoAの排泄率を求めた（Fig．4－2）。糞中からのPFoAの排泄率は、3

mg／kg体重の投与群では投与日数に関係なくほぼ毎日15％程度であったの

に対し、0．06mg／kg体重の投与群の糞中P：FOA濃度はすべて検出限界以下

（1nmo1／g糞）であった。一方、尿中からのPFOAの排泄率はどちらの投与
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群においても日数の経過とともに増加が認められた。しかし、3mg／kg体重

の投与群では0．06mg／kg体重の投与群と比較して投与初日から最終日まで

常に約2倍多く尿中から排泄した。本節での検討では、低用量暴露ラットに

おける糞中のPFOA濃度は定量値限界以下であったため用量依存的な変化

に関しては現時点では不明である。しかし、PFOAの主要排泄経路は尿中で

あり、胆汁中への排泄は少ないことがこれまでにすでに報告されているgと

から風41・57）、尿中からのPFOAの排泄は糞中からの排泄よりもPFOAの生

体内蓄積量を決定する上でより重要な因子であると考えられる。本節におけ

る検討から、高用量投与群で認められた血漿中P：FOA濃度の飽和は尿中排泄

率の増加が一因となることが明らかとなった。
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第2節繰り返し投与ラットにおけるPFOAの体内動態

　前節で認められたPFOAの尿中排泄率の増加がPFOAのクリアランスの

変化によるものであるかどうかを次に検討した。P：FOA　3　mg（7．24μmo1）／kg

体重を1日1回9日間腹腔内に繰り返し投与したラットに大腿静脈内から

PFOA　3　mg／kg体重を単回投与し、経時的に3時間まで尿、胆汁および血液

を回収し、P：FOA投与後30分間での腎クリアランス（CLR）および胆汁クリア

ランス（CLB）を求めた（Fig．4・3）。腹腔内繰り返し投与群の腎クリアランスは

非投与群の腎クリアランスに比較して約2倍高い値を示した。一方、胆汁ク

リアランス値は両群ともに約0．1m：L／h∠kg体重であり、繰り返し投与による

変化は認められなかった。
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第3節　肝および腎臓における各種輸送担体mRNA発現量の用量

　　　　依存性

　第2節で示したように、PFOAの繰り返し投与によって腎クリアランスが

増加することが明らかになった。腎臓に発現する各種輸送担体54＞の中には、

PFOAの尿中排泄過程への関与が推察されるものが存在する55）。本節では、

PFOAの主要蓄積臓器である肝臓または腎臓中に発現するorganic　anion

transporter　familyの3種（OAT1、2、3）、　oyganic　anion　transporting

polypeptide　familyの3種（oatp　1、4、　OAT一：K）、o望ganic　cation　transporter

familyの2種（OCT1、2）、　m撮もidrug　resistance　associated　proteinの2

種（MRP2、3）の輸送担体についてmRNA発現量を検討した。

　肝臓の血管蚕飼に発現しているoatp4の発現量は、　PFOA投与群では対照

群に比較して1．5倍高い値を示したものの用量依存的な変動は認められなっ

た（Fig．4－4B）。肝臓の血管側膜に発現が：確認されているMRP3はATP依存

的な一次性能動輸送体で細胞内から細胞外への汲み出しに働く輸送担体で

ある56）。MRP3の発現量は：P：FOAの投与量に依存して増加し、3mg／kg体

重投与群では対照群に比較して6．6倍高い値を示した（：Fig．4・5c）。一方、腎

臓中の輸送担体についてはP：FOAの投与による発現量の変動は認められな

かった（：Fig．4－6，4・7，4・8）。
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第4節　小括および考察

　本章における検討から、異なるP：FOAの暴露用量間で認められた生体蓄

積性の違いはP：FOAの尿中排泄率の違いによるものであることが明らかと

なった。本章で検討した輸送担体の中では、唯一MRP3の発現：量がP：FOA

投与により著しく増加した。MRP3は肝細胞および胆管上皮細胞の血管側膜

に局在しており細胞内から細胞外への汲み出しに働く輸送体である56）。この

MRI）3の発現が誘導されたラットでは、月刊蔵から血管側へのPFOAの排出

が充進している可能性が考えられる。高用量暴露群では血管側へ排出された

PFOAが増加することにより血流に乗って腎臓中へと取り込まれ、その結果、

尿中からの排泄が充進ずるものと考えられる。しかし、腎臓中の輸送担体の

発現量には、PFOA投与による変動は認められなかった。本章での検討では、

肝臓と腎臓に発現している全ての輸送担体を検討しているわけではないの

で、他の輸送担体についてもPFOAを輸送する可能性を視野に入れて今後検

討する必要がある。
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第5章　PFOA類縁化合物ペルフルオロヘキサン酸（PFHA）

　　　　　の生体影響および体内動態

　第1章から第4章までの検討結果より、低用量反復暴露は高用量反復暴露

とは異なる生体蓄積性、生体作用および体内動態を示すことが明かとなった。

PFOAの代替品開発においては生体影響を示さずにまた、低用量反復暴露の

条件下でも生体蓄積性を示さないことが条件といえよう。

　地球上のあらゆる場所とそこに生息する野生生物からPFOAやP：FOSが

検出されている。PFOAの代替化合物や代謝されてもPFOAを生じない化

合物の開発が急がれている。炭素鎖長がPFOAより一つ短いペルフルオロヘ

プタン酸はペルオキシソームβ酸化酵素の誘導能が低いことが報告されて

いる41）。また、OhmohらはPFOAよりも炭素鎖長がひとつ短いペルフルオ

ロヘプタン酸はPFOAに比べて尿中に排泄されやすいことを報告している

41・・57）。さらに、炭素鎖病が二つ短いペルフルオmヘキサン酸（PFHA）は肝

臓に蓄積しにくく、生体作用が認められないという報告はマウスにおいて以

前にもあった58）がこれまでラットにおいて系統的にそれを証明した例はな

かった。PFHAが上記の条件を満たす化合物であるならば炭素水素を含むペ

ルフル喰余化合物や最終代謝産物がP：FHAとなる化合物についても、生体

蓄積性が低ければ代替品候補化合物となり得るだろうと考えた。そこで、本

章ではPFHAは生体から排泄されやすく生体蓄積性が低い化合物であるも

のと考え、P：FHAをモデル化合物として0，50，500および1000　ppmの含有

粉末飼料を調製してラットに28日間反復暴露した場合における生体蓄積性

をPFOA暴露と比較検討することにした。
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第1節　PFHA　28日間暴露における生体影響の検討

　前章までの検討より、P：FOAには用量依存的な生体蓄積性および生体作用

が認められた。しかし、PFHAの生体蓄積量と生体作用との関係性について

はまだ情報が極めて乏しい。そこでPFHA　O～1000　ppmを含む粉末飼料を

28日間与えたラットの生体蓄積性および生体作用を検討することにした。い

ずれの暴露群においても、体重、肝重量および相対肝重量は、PFHAを含ま

ない対照群と比較して、有意な差は認められなかった（：Fig．5－1）。次にラッ

トの血漿中および肝臓中のPFHAの蓄積濃度を測定した（Fig．5－2）。最高暴

露用量の1000PPm摂取群においてもP：FHAの血漿中濃度は20　Rmol／m：L、

肝臓中濃度は10　nmel／g肝臓であり、PFOAとは異なり、PFHAには血液

および肝臓への蓄積性はほとんど認められなかった。生体への影響の指標と

して肝AOX活性（：Fig．5－3）、　AOX、　AHaseおよびFABPのmRNA発現量

を測定した（Fig．5－4）。肝Aox活性、およびmRNA発現量のいずれにおい

てもPFHAではPFOAとは異なり用量依存的な誘導は認められず、対照群

との間に有意な差は認められなかった。また、PFHA摂取期間中による血漿

中の濃度変化を調べたところ、50、500および1000ppmのいずれの群にお

いても摂取開始1日目が最も高く、摂取から7日目を経過するとむしろ低下

傾向を示した（Fig．5－5）。この結果よりPFHAは反復暴露した場合にも蓄

積性認められないことが明らかとなった。
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第2節繰り返し経口投与によるPFHAの生体蓄積性

　前節においてPFHAを含む飼料摂取による検討から、　PF：HAには用量依

存的な生体蓄積性がないばかりか、暴露日数の経過に伴い血漿中濃度が低下

することを示した（：Fig．5－5）。そこで本節では、：PFHA暴露後の血漿中濃度

変化をさらに短時間で検討することにした。ラットの飼料摂食量による影響

を排除するために、PHFAを強制的に経口投与した場合における血漿中濃度

変化を検討することにした（Fig．5・6，5－7＞。　PFHA　3　mg（9．55脚01）／kg体重

または60mg（191．08μmol）／kg体重を、さらにP：FOA　O．06　mg（0．14脚ol）
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／kg体重または3mg（7．14μmol）／kg体重を、1日1回7日間ラットに経口

投与した。投与初日および投与7日目には経口投与直後から経時的にエーテ

ル麻酔下でラット眼底より採血を行い、血漿中のPFHAおよびP：FOA濃度

を比較した。PFOAには繰り返し投与による蓄積が認められた。特に低用量

の場合には時間経過による累積的な蓄積性が認められた。一方、PFHAは、

投与後24時間までには血漿中からほぼ完全に消失することから、P：FHAに

は、繰り返し投与7日目においても累積的な蓄積性が認められなかった。
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第3節　PFHAの体外排泄速度の検討

　PFHAの尿中および胆汁中からの消失速度を評価するために腎および胆

汁クリアランスを求めてPFOAと比較した。ラットにP：FHAまたはPFOA

を静脈内に単回投与（48．63Ptmol／kg体重）し、経時的に5時間まで尿、胆

汁および血液を回収しクリアランスを求めた。クリアランス測定時の300分

後の血漿中濃1度（Cp3◎o蜘）、肝臓中濃度（CLi。，，）、血中一濃度時間曲線下面積

（afea　unde望the　plasm，a　con．centration－time　curve、　AUCe・300　min）、腎クリア

ランス（C：LR）および胆汁クリアランス（C：LB）をまとめた（Table　5－1）。
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P：FHAのCp3◎o曲およびCLi。，rは、PFOAの1／6および1／14の濃度であった。

一方、PFHAのCLRおよびC：LBはPFOAの350倍および2倍の値を示した。

これらの結果より、P：FHAの体外排泄速度はPFOAに比較して非常に速い

ことが明らかとなった。

T励猛e5－1　Co醗砂ar蓋s盤。ぼ趣e重ox蚤cok蚤鵬樋cs夢蹴a鵬e重¢rs　be重wee艶PFH：A　and

：PFOA置聰rats

Parameter PFHA PFOA
CP3eOmin

（nmoYmL）

CLiver

（nmoYg）

　AUCo－300　min

（pmol　“　min／mL）

　　CLR

（m　L／h／kg　b．w．）

　　CLB

（mL／h／kg　b．w．）

45．70　±　20．94　＊＊

14．80　±　6．80　rk＊

25．49　±　3．01　＊＊

85．54　±　25．19　＊＊

O．21　±　O．06　rk

270．10　±　16．94

211．30　±　67．80

84．36　±　7．15

O．24　±　O．21

O．11　±　O．02

　M：瓢erats　were　li。v誼輔ected　w量癒：PF：旺A　o虻PFOA離48μ㎜o亘／kg　body　we惚ぬ霊．

Vai腿es躍e　me我四一S彊）fbr　4　r舗s。＊ヲ棘，　S量gme澁㈱四温y　d瞳餓躍e通簸。猫PFOA

重ox蓋cok量目e額cs　p認r禽me重｛er　at禽P＜0。05　aendi　th　＊P＜0・001．
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第4節　小括および考察

　PFOAの腎クリアランス値が0．24　mL／h！：kg体重であったのに対して、

PFOAよりも炭素鎖長が二つ短いPFHAの腎クリアランス値は85　m：L／h∠kg

体重と、PF宜Aの尿中排泄速度は：PFOAに比較して約350倍と非常に速い

ことが示された。また、PFOAは1ppmを反復暴露した場合、時間経過に

よる蓄積が認められ、PFOA暴露から28日目のラット血漿中濃度は11

nmo1／m：しであった。これに対し、　PFHAは1000　ppm反復暴露した場合に

おいても時間経過による蓄積がないことよりも、むしろ、時間経過により血

漿への蓄積は低下しており、PFH：A暴露から28日目のラット血漿中濃度は

わずか20nmo1／mしであった。さらに、　PFH：Aは肝臓中への蓄積性もPFOA

に比較して低く、強い生体作用を発現することもなかった。しかし、PFH：A

（60mg∠kg体重）の繰り返し経口投与群では、7日目の投与直後の血漿中

濃度は初日の投与直後の血漿中濃度の約1／3であった。この傾向は、PFHA

含有粉末飼料による28日間反復暴露の実験においても認められた。これら

の結果は、PFHAの慢性的な繰り返し暴露はPFHAの排泄を充慶しする可

能性を示唆している。本章での検討結果より、PFHAはPFOAに比較して

生体蓄積性が低く、肝臓中における生体作用にもほとんど影響は認められな

かったことから、PFHAがPFOAの代替品候補化合物として備えるべき必

要条件を満たすことが明らかとなった。

54



考察

　本研究では、極低用量のP：FOAに暴露した場合、肝臓に優先的に蓄積する

こと、その際に膜油分に多く分布することを明らかにした。肝臓における

PFOA濃度が10－20　nmol／g肝臓を越えると可溶性画分に分布する割合が濃

度依存的に大きくなるが、その際には胆汁に排泄される割合もまた大きくな

り、肝臓／血漿濃度比が低下する。この結果より、Fig．に示すようなモデル

が考えられる。肝臓の臨画分にはPFOAに対して親和性の高い部位があり、

この部位が飽和すると可溶性画工に増加していき、可溶性画分に存在する

PFOAは血液中や胆汁中に移行しやすい。本研究では大まかな細胞分画を行

ったため、PFOAが結合しやすいオルガネラを特定するには至っていない。

実験結果からは18000xg沈殿に多く分布していることから、リソソーム

やペルオキシソームである可能性が考えられる。予備的な実験の結果として

in　vitroでPFOAを肝ホモジネートに添加した後、細胞分画を行った場合

にも、in　vivOとほぼ同様の結果が得られることから、輸送タンパク質など

が働いて特定部位に集積するのではなく、PFOA分子とオルガネラ中の分子

との間の親和性が高いのではないかと考えている。肝臓とは異なり、腎臓で

はP：FOA濃度が低い場合にも膜画分への選択的な集積が認められないこと

から考えて、肝臓に特異的に発現している分子が関与している可能性も考え

られる。PFOAが選択的に集積するオルガネラとそこに関与する分子の実体

を明らかにすることは、P：FOAの生体への影響を考える上で極めて重要であ

り、今後は特異的な結合分子の検索を進める必要がある。肝臓において

PFOAが結合する分子が存在することはHanらによって指摘されている

が、その親和性については言及されておらずまた、分子の特定には至ってい

ない44・　67）。次に、同程度のPFOAが肝臓に蓄積した場合でも、繰り返し暴
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露により蓄積した方が、より膜画分に分布する割合が高いことがあきらかと

なった。前述の仮説に基づくならば、繰り返しの暴露により、結合タンパク

質の誘導が起こっている可能性がある。

　高用量のP：FOAに繰り返し暴露した場合には、逆に生体への蓄積性が低

くなることが明らかになった。これまでの報告で実験動物におけるPFOA

の蓄積性が過小評価されてきた原因のひとつであると考えられる。生体への

蓄積性が低下する原因が尿中への排泄促進によるものであることが、第4章

の実験により示された。片倉らは、P：FOAは有機iアニオントランスポーター

を介して尿中に排泄される可能性を示唆した55）。肝臓から胆汁中へのPFOA

移行、血管側膜を介した血液からのPFOAの取り込みおよび流出についても

トランスポーターが関与している可能性も考えられる。この点に関して、本

研究においては第4章に示したように、肝臓では血管側膜に発現している

MRP3はP：FOAの暴露用量依存的な増加が認められた。高用量暴露の場合

には、MRP3の発現が充進したことにより、肝臓中から血液中へのPFOA

の流出が促進されている可能性も考えられる。しかしながら、MRP3が

PFOAを輸送するかどうかについてはまだ不明である。腎臓においては、数

種類の有機アニオントランスポーターを検討したが、繰り返し暴露により

mRNAが増加しているという事実は得られなかった。　PFOAの排泄を促進

する機構については、今後更なる検討が必要である。

　次に、PFHAは、繰り返し暴露しても生体への蓄積性が低いという結果か

ら、PFOAの代替品の候補となりうることが示された。　PFHAは界面活性

作用の特性などから、P：FOAの用途の一部を代替できることが、化成品製造

会社により報告されている（データは未発表）。PFHAが蓄積性を示さない

理由はその尿中への排泄のされやすさにあるということが第5章の結果より

明らかとなった。P：FHAがいかにして尿中に排泄されるかは興味深い問題で
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ある。PFOAの尿中への排泄には有機アニオントランスポーターが関与する

ことが示唆されているが、PFHAが同様の機構で排泄されるのかについては

まだ知見がない。ペルフルオロカルボン酸類の尿中排泄のメカニズムが明ら

かになり、輸送に関与するトランスポーター分子の特定ができれば、今後の

代替品開発にとって非常に重要な知見となるであろう。また、肝臓に蓄積し

ない理由についても、今後さらに検討していく必要があろう。前述したよう

に、P：FOAに関しては高親和性の結合分子が月刊蔵中に存在することが示唆さ

れる。このような分子に対してPFHAがいかなる特性を示すかを調べるこ

とで、肝臓に対する蓄積性の低さを裏付けることが出来るかもしれない。
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総括

本研究によって以下の諸点が明らかとなった。

1．ラットに：P：FOAを急性暴露させた場合、低用量ほど肝臓に選択的に蓄積

　　し、その場合における肝細胞内分布は膜面分に特に多く分布し、胆汁中

　　には排泄されにくいことを明らかにした。

2．ラットにPFOAを反復暴露させた場合、低用量ほど肝臓に選択的に蓄積

　　し、肝細胞内では膜露分に多く分布することを明らかにした。また、肝

　　細胞内で認められた用量依存的な分布の変化は腎臓では認められなかっ

　　た。

3．ラットにPFOAを急性暴露させた場合と反復暴露させた場合に、同程度

　　の肝臓中濃度に揃えて比較すると、低用量の場合には反復暴露させた場

　　合のほうがより月刊蔵に蓄積しやすく、また、肝細胞内では油画分に分布

　　することを明らかにした。一方、高用量の場合には急性と反復暴露の間

　　に違いは認められなかった。

4．ラットにPFOAを繰り返し暴露した場合の生体蓄積性について用量依

　　存性を検討したところ、低用量繰り返し暴露の場合とは異なり、高用量

　　を繰り返し暴露した場合には肝臓、血液ともに蓄積性が低下すること、

　　その理由として尿中への排泄が促進されることを明らかにした。

5　PFOAよりも炭素身長が2個短いP：FHAは慢性的に暴露しても生体内

　　にはほとんど蓄積せず生体影響が低いこと、その理由として尿中への排

　　泄が極めて速いために生体に残留しないことを明らかにした。

これまで、P：FOAの生体内運命を現実のヒトに近い極低用量暴露モデルを
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本研究用いて解析した例はない。本研究では、PFOAの低用量反復暴露は高

用量急性暴露とは著しく異なる体内動態を示すことを明らかにし、これまで

の実験動物で得られた値からではヒトにおけるPFOAの残留性を予測でき

ないことを明確にした。低用量の：PFOAを繰り返し暴露した場合、生体内へ

取り込まれだ：PFOAは肝臓に選択的に蓄積し、その原因は膜画分に高い親和

性を有する成分が存在するためであると考えられる。肝細胞内における高親

和性集積部位への分布の違いがPFOAの体内蓄積性または体外排泄速度に

どのような影響を与えるのかに関してはまだ不明な点が多い。今後、PFOA

が高親和性に集積するオルガネラを同定し、それに関与する分子を検索して、

高親和性の発現するメカニズムを解明していく必要がある。PFOAでの研究

から、代替化合物設計に関する最低条件を考察し、この考察を基に、P：FOA

よりも炭素手長が二つ短いP：FHAをPFOAと比べると、尿中への排泄が非

常に速いため、生体蓄積性が極めて低く、肝臓への生体影響も示さないこと

から、代替化合物としての最低条件を満たすことを示した。

　本研究によって得られた情報がヒトにおけるPFOAの高蓄積性のメカニ

ズムの解明と代替品候補化合物の分子設計のための基礎データとして利用

できるものであると考えている。
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実験の部



実験の部

第1章　試薬

　ペルフルオ雑事クタン酸（PFOA）はAldrich　Chemical　Company，　Inc．

（U．S．A，）から購入した。ペルフルオロヘキサン酸（PFHA）は東京化成から購

入した。ヘパリン注射液は武田薬品工業から入手した。ネンブタール注射液

は大日本製薬株式会社から購入した。ウレタンはシグマアルドリッチジャパ

ンから購入した。【1－i4C】ペルフルオロオクタン酸（55　mCi／mmol）は

BlyChem：Ltd．（Bellingha社、英国）に合成を委託した。ρBromophenacy1－8

は（Pierce、英国）から購入した。パルミトイルCoA、脂肪酸を除去した牛血

清アルブミンは（Sigma　Chemical社、米国）から購入した。トリトンX・　100

はナカライテスクから購入した。プロムアセチルメトキシクマリンはOhya

らの方法に従って合成した69＞。その他の試薬はすべて和光純薬の特級を使用

した。

第2章　実験動物と飼料

　Wistar　STラットは日本エスエルシー社から購入した。動物は入荷後1週

間馴化飼育し、正常な個体のみを実験に使用した。動物には水および固形飼

料（CE－2、日本クレア社）を自由に摂取させた。動物実験の取り扱いは、城

西大学生命科学研究センター動物実験規範に従って行った。

第3章　動物の処理
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　第1節　ペルフルオロ脂肪酸（PFCA）の投与

　1．1　静脈内投与

　［1－14C】P：FOAを0～40μmo1／kg体重になるように秤量し、等モルの1M

NaOH溶液で中和した後、ラット血清に溶解し、体重1kgあたりi・mしの

割合で投与した。

　1．2経口投与

　PFOAを0．06または3mg∠kg体重、　PFHAを3または60　mg／kg体重

になるように秤量し、等モルのlMNaOH溶液で中和した後、生理食塩水

に溶解し、体重1kgあたり2m：しの割合で投与した。

　1．3　腹腔内投与

　PFOAを0．06または3mg∠kg体重になるように秤量した後、プロピレ

ングリコール：水（1：1、v／v）に溶解し、体重1kgあたり1m：しの割合で

投与した。

　1．4　飼料による投与

　粉末飼料（CE－2、日本クレア社）にPFOAを0～200　ppm、PFHAを0～1000

ppmの割合で混合し、粉末飼料給餌器にて28日間自由に摂食させた。

　第2節臓器の摘出とホモジネートの調製

　エーテル麻酔下、下大静脈から血液を採取した後、肝臓、腎臓、肺、心臓、

脾臓、精巣、副睾丸周辺脂肪組織および脳を摘出した。血液を40C、900×g
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で15分間遠心分離して、血清を得た。肝臓の小片（2g）およびその他の各臓

器は9倍容の10mM　Tris－HC1緩衝液（pH　7．4）、1mM　EDTAを含む0．25　M

ショ糖溶液を加えてホモジナイズした。また、代謝ケージ収容により採取し

た糞は、秤重量の9倍容の蒸留水を加えてホモジナイズした。

第3節腎および胆汁クリアランスの測定

　9週齢のラットの腹腔にウレタン溶液（O．9g／3．6　m：L／0．9％NaCI溶液／kg

体重）を投与し、麻酔を施した。大腿部を切開し大腿静脈よりカニューレ

（S：P45）を挿入し、切開部を縫合した。次に、下腹部および上腹部を切開し、

膀…胱（SP　45）および胆管（SP　10）にカニューレを挿入し、切開部を縫合し

た。手術後、ラットをボールマンケージ（夏目製作所）に収容した。手術か

ら30分後にPFOAまたはPFHAをカニューレから急速静脈内投与した。

PFOA投与後30、60、120、180、240、300分後に尿および胆汁を採取し、

5、15、45、90、120、150、210、270、300分後に血液を採取した。P：FCA

投与後5時間までのAUCを求め、尿中および胆汁中への排泄量をAUCで

除して腎クリアランスおよび胆汁クリアランスとした。

　また、P：FOA（3　mg／mlVkg体重〉を9日間腹腔内投与したラットにおいて

は上記と同様の手術を行い、手術から10分後にサンプリングを開始した。

サンプリング開始後30分、60分後に尿および胆汁を採取し、0、30、60分

後に血液を採取した。その後PFOAをカニューレから急速静脈内投与した。

P：FOA投与後30、60、120、180分後に尿および胆汁採取し、5、15、45、

90、120、150、180分後に血液を採取した。P：FOA投与後2時間までのAUC

を求め、尿中および胆汁中への排泄量をAUCで除して腎クリアランスおよ

び胆汁クリアランスとした。
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第4節　細胞内分布の測定

　肝臓の一部および腎臓に9倍容の0．25Mショ糖溶液を加え、10％ホモジ

ネートを調製した。ホモジネートを4℃で8000×gで15分間遠心し、上清

と沈殿に分離した（9300　rpm、　RA－440ローター、クボタ6900／6910）。沈

殿には臓器重量の4倍容のショ糖溶液を加えてホモジナイズし、PFOAの定

量に供した。続けて、8000×g上清を18000×gで20分間遠心し、上清と

沈殿に分離した（14000　rp　m、　RA－440ローター、クボタ6900／6910）。沈殿

には臓器重量の2倍容のショ糖溶液を加えてホモジナイズし、PFOAの定量

に供した。18000×g上清については更に、105000×gで60分間遠心し、

上清と沈殿に分離した（39000即m、RP50T－440ローター、日立SCP70H／

48000　rpm、　S　100AT－6　u一ター、日立CS120・GX）。沈殿には臓器重量の2

倍容のショ糖溶液を加えてホモジナイズし、PFOAの定量に供した。各遠心

過程で生じた上清は一部採取し、PFOAの定量に供した。

第4章　P：FOAおよび［1－14C｝P：FOAの定量

第1節P：FOAの定量

　1．1　生体試料からのPFOAの抽出

　採取した生体試料（0．05～1．5m：L）をネジ付き試験管にとり、精製水を加

えて全量を1．5　mしとし、これに内部標準物質としてペルフルオロヘキサン

酸2nmo1を加えた。さらに、1M炭酸ナトリウム緩衝溶液（p：H　10）、0．5　M

テトラブチルアンモニウム溶液（pH　10）を各1m：L加え、よく撹絆後、10

分間超音波処理した。これにヘキサン：酢酸エチル（1：1、v／v）を4mL加
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え、3分間振とうした後、800×gで5分隊遠心し、上層を別のネジ付き試

験管に、移した。下層に再びヘキサン：酢酸エチル（1：1、v／v）を4m：L加

え、同様の操作を2回繰り返し、上層を先のものと合わせた。

　1．2　PFOAの誘導体化69）

　P：FOAの抽出液の溶媒を窒素エバボレーターで留溢した。さらに、べ≧ゼ

ン0．5mLを加え再び窒素工ベボレーターで溶媒を完全に留蝕した。残濱に

プロムアセチルメトキシクマリンアセトン溶液（2mg／m：L）を1mL加え、

よく撹搾した後70℃水浴で25分間反応させた。反応終了後直ちに氷冷し、

一3・0℃で保存した。

　1．3　HPLCによるP：FOAの分離、定量

　高速液体クロマトグラフィー（HP：LC）はしC　IOASおよび：LC6A（島津製

作所）を用いた。分離用カラムはYM　C－Pack：Pro　C　18（4．6×50　mm）を用い

た。糞中のPFOAの分析には4。6×100　mmの長さのカラムを用いた。カラ

ム温度は40℃に設定した。移動層にはアセトニトリル：水（140：60、v／v）

を流速0．8mL／minで用いた。検出には蛍光検出器（島津RF・10AXL）を

用い、励起波長を366nm、蛍光波長を420　nmとした。試料はHPLCに

注入する前に綿密濾過し、濾液10pLを分析試料とした。得られたクロマ

トグラムは、JASCO・BORWIN（日本分光）にて波形処理した。試料分析後

にメタノールを流速1m：L／minで10分間カラムを洗浄した。

　1．4　検量線の作成

　メタノールに溶解したPFOAを0．1～40　nmo1ネジ付き試験管にとり、内

部標準物質としてペルフルオロヘキサン酸メタノール溶液2nmolを加えた。
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生体試料と同様の方法でPFOAの抽出および誘導体化を行い、　HPLCで分

離し定量した。内部標準物質との面積比からPFOAの検量線を作成した。分

析試料中のPFOA量はこの検量線から求めた。

第2節　［1・14C｝PFOAの定量

　2．1［1・14C］PFOAの精製

　メタノールに溶解した［1・i4C］PFOAを5　ptmo1（275μCi）ネジ付き試験管

にとり精製水を加えて全量を1．5m：しとした。さらに、1M炭酸ナトリウ

ム緩衝溶液（p：H10）、0．5　Mテトラブチルアンモニウム溶液（pH：10）を各

1m：L加え、よく撹雪後、10分間超音波処理した。これにヘキサン：酢酸

エチル（1：1、v／v）を4m：L加え、3分間振とうした後、800×gで5分間

遠心し、上層を別のネジ付き試験管に、移した。下層に再びヘキサン：酢

酸エチル（1：1、v／v）を4mL加え、同様の操作を2回繰り返し、上層を

先のものと合わせた。［1－i4C］PFOAの抽出液の溶媒を窒素エバボレーターで

留去した。残渣にρBromophenacy1－8（0．1μmo1／mL）を50移：しおよびアセ

トニトリル450g：Lを加えて全量を500画とした。よく撹搾した後80℃水

浴で30分間反応させ、反応熱了後直ちに氷冷した。この反応溶液に乾直す

る直前まで窒素ガスをふきつけアセトニトリルを留去した。残渣にアセトニ

トリリルδ0排：L添加しHP：LCにて分離した。：HP：LCはしC6A（島津製作所）

を用いた。分離用カラムはYMC・Pack　Pro　C18（4．6×50　mm）を用いた。

移動層にはアセトニトリル：水（140：60、v／v）を流速。．8　m：wminで用

いた。検出には紫外分光光度計検出器（島津：SPD－6A）を用い、紫外波長を

260nmとした。得られたクロマトグラムは、　Smart　Chrom（ケーワイエー

テクノロジーズ社）にて波形処理した。HP：LCで分離されたPFOA両分のみ
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をメスシリンダーに回収した。これを1m：しずつネジ付き試験管に分注し、

10％：KOH／90％MeOH溶液0．5　m：L加えて80℃ヒーティングブロックで60

分間加水分解した。放置後、ヘキサン1m：L加え、3分間振とうした後、800

×gで5分間遠心し、上層を除去した。下層に再びヘキサン1mLを加え、

同様の操作を再度行った。下層に1MHCIO．75　mL加えて液性を中性にし

た後、下層に含まれるアセトニトリルを窒素エバボレーターで約10分間留

要した。下層に1M炭酸ナトリウム緩衝溶液（pH　10）、0．5　Mテトラブチ

ルアンモニウム溶液（pH　10）を各1m：L加え、よく撹豊後ヘキサン：酢酸

エチル（1：1、v／v）を2mL加え、3分間振とうした後、800×gで5分間

遠心し、上層を別のネジ付き試験管に、移した。下層に再びヘキサン：酢

酸エチル（1：1、v／v）を2mL加え、同様の操作を2回繰り返し、上層を

先のものと合わせた。抽出液の溶媒を窒素エバボレ順良ーで留去した後に残

渣に精製水2mL、6MHCI　lmL加え、よく撹搾後ヘキサンを2mL加え、

3分間振とうした後、800×gで5分間遠心し、上層を別のネジ付き試験管

に、移した。下層に再びヘキサンを2mL加え、同様の操作を2回繰り返

し、上層を先のものと合わせた。抽出液の溶媒を窒素エバボレーターで留議

した後に残渣に精製水2mL、6MHCI　lm：L加え、よく撹搾汁ヘキサンを2

m：L加え、同様の操作を再度行った。抽出液の溶媒を窒素エバボレーターで

完全に留漉した後に残渣にMeOH：H20（1：1、　v／v）を1mL加えて・30℃

で保存した。

　2、2　［1－14C］P：FOAの定量

　採取した生体試料をネジ付き試験管にとり、精製水を加えて全量を1．5

mしとし、これにキャリアーとして非放射性のPFOAを5nmo1を加えた。

さらに、1M炭酸ナトリウム緩衝溶液（pH　10＞、0．5Mテトラブチルアンモ
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ニウム溶液（pH　10）を各1mL加え、よく撹搾した後、10分間超音波処理

した。これにヘキサン：酢酸エチル（1：1、v／v）を4m：L加え、3分間振

とうした後、800×gで5分間遠心し、上層を液体シンチレーションバイア

ルに移した。下層に再びヘキサン：酢酸エチル（1：1、v／v）を4mL加え、

同様の操作を2回繰り返し、上層を先のものと合わせた。抽出液の溶媒を

100℃ホットプレート上で加熱して留去した後にトルエンシンチレー聖日／

Triton　X－100（1：1、　v／v）8m：Lを加えよく撹外し、液体シンチレーション

カウンター（アロカ社）で放射活性を測定した。別途、投与液の放射活性を

測定し、生体試料中に取り込まれたPFOA量を算出した。

第δ章　アシルCoAオキシダーゼ活性の測定

　Sma11らの方法によって測定した70）。パルミトイルCoAを基質として、

反応により生じた過酸化水素を定量した。過酸化水素を還元型の2㌧7’一ジク

ロロフルオレセインと共にカタラーゼ処理し、その際に生じる酸化型の

2’，7’一ジクロロフルオレセインを502nmで測定した。反応液は最終濃度で

50　pM　2’，7’・ジクロロフルオレセイン、40　U／m：Lペルオキシダーゼ、4mM　3一

アミノー1：H・1，2，4一アミノトリアゾール、0．2mg／m：L牛血清アルブミン、

o．02％トリトンx・　100、o．05　mM　パルミトイルCoA、20　mMリン酸緩

衝液（pH　7．5）および酵素源として肝臓のホモジネート約35　pgを含み最終

容量を1m：しとした。また、ホモジネート中のタンパク量は、：Lowryらの方

法に従って測定した。標準物質として牛血清アルブミンを用いた71）。
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第6章mRNAの定量

第1節　組織からのRNAの調製

　液体窒素で凍結し、一　80℃で保存してあったラット肝の小片（0．1g）から

RNeasy　Mini　K：it（Qiagen社、ドイツ）を用いて総RNAを抽出した。一方、

ラット腎組織からは芦MACS　mRNA　Isolation：Kit（Miltenyi　Biotec社、ドイ

ツ）を用いてmRNAを精製した。　RNA溶液の定量は抽出液の吸光度を波長

260nmで測定することにより行った（1A260　nm＝40μg／mL　RNA）。

第2節　RT－PCR法による逆転写反応

　逆転写反応はRNA　PcR　K：it（AMv）v硫2．1（タカラバイオ社）を用いた。

肝組織の総RNAの逆転写反応系には最終濃度で5mM　MgC12、1×RNA

PCR　buffer．　1　mM　dNTP　mix．　1　U／pL　RNase　inhibitor．　O．25　pM　Random

9mers、0．25　U／ptL　AMV逆転写酵素および500　ngの総RNAを入れ、最終

用：量が10　p：しになるようにRNase－free水を加えた。：PCRチュv・一・・一ブをサー

マルサイクラー（Gene　Amp　PCR　system　9700、　Applied　Biosystems社、

米国）にセットし、30℃で10分、42℃で30分、99℃で5分、5℃で5分間

反応させた。一方、腎組織のmRNAの逆転写反応系には最終濃度で5mM

MgC12．　1×　RNA　PCR　buffer．　1　mM　dNTP　mix．　1　U／ptL　R　N　ase　inhibitor，

0．125FM　Oligo　dT－Adaptof　Primer、0．25　U／μL　AMV逆転写酵素および

50ngのmRNAを入れ、最終用量が10μ：しになるようにRNase－free水を

加えた。PCRチューブをサーマルサイクラーにセットし、42℃で30分、99℃

で5分、5℃で5分間反応させた。生成したcomplementary　DNA（cDNA）
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は使用するまで一30℃で保存した。

第3節　リアルタイム：PCR法によるmRNAの定量

　肝組織A6X、　AHaseおよびFABPのmRNA定量には、　QuantiTect

SYBER　Green　PCR　Kit（Qiagen社、ドイツ）を用いた。2×PCR　master　mix

を12．5μ：L、各プライマーセットおよび標準遺伝子であるβ一アクチンのプラ

イマー（Table）は最終濃度が0．6μMになるように調製した。　AOX、アシ

ルCoA加水分解酵素および脂肪酸結合タンパク質のPCRと融解曲線の作成

はiCycler　IQ罫ea1噂me　detection　system（Bio－Rad社、米国）を用いて行っ

た。反応は95℃、15分で変性させた後、1サイクルが94℃で30秒、57℃

で30秒、72℃で30秒を50サイクル反応させた。一方、肝および腎トラン

スポーターのmRNA定量には、　SYBYR　Premix　Ex　TaqTM（タカラバイオ社）

を用いた。2×PCR　mast鯉mixを12．5μL、各プライマーセットおよび標準

遺伝子であるβ一アクチンのプライマー（Table）は最終濃度が0．8μMにな

るように調製した。PCRと融解曲線の作成は7500　Real　Time　PCR　System

（Applied　Biosystem社）を用いて行った。反応は95℃、10秒で変性させた

後、1サイクルが95℃で5秒目60℃で34秒を40サイクル反応させた。増

幅後、融解曲線を作成し単一の生成物であることを確認した。Tableに示し

たすべてのプライマーセットについてはmRNAが定量的に増幅することを

確認した。各遺伝子の発現量はcomparative　Ct法を用いて解析した72）。
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Tablie　P謡醗er　seq鵬髄。㊧麗sed奮or　exp鱒鑓蓋㊧麗s

Gene

GenBank

　　ID Primer　（5”3’）

AOX

AHase

FABP

oatp　1

oatp4

OAT　1

OAT2

OAT　3

OAT－K

NM　017340

NM　031315

BCO86947

L19031

AJ　271682

ABOO4559

L27651

ABO17446

ABO12662

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Ferward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

TTCGTGCAGCCAGATTGGTAG

CGGCrlVl）TGTCTTGAATCTTGG’

ACTACGACGACCTCCCCAAGA

TGGCCACGCAGGTAGrlYl）CA

CGGCAAGTACCAAGTGCAGAG
CTGACACCCCCrlS［1］GATGTCCT

CATGAGTGTAC［1］TCTCTCrl［VI）GG

ATTCTGCTGGGTCTTGCGrl］TGG

AACAAGCCATTTGCTGGCC

CATCCTGCCAGACAAGGTGAA

ACAAGCAAGGACAACCCGAA

AGACATAGCCAATCAAGGTGCC

GCAGCCTCCATCAACTACATCA

GCGCACAAGGAAGTAGACCATA

TGGAGGACCTGTGAMrGGAGAA

ATAGAACCAGCCAGCGTATGGA

TCGCArTVIXCTGCCTATCCrliTGTC

GCCTTTATTACACAGCCCCAGG
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　　　　　GenBank

Gene　ID
Primer　（5’”3’）

MRP2　X96393

MRP3　AFO72816

OCTI　UI7013

OCT2　D83044

6’actin　VO　1217

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

TCACGGCrM）CCrMCTGAGT

CTrlSCTTCCAGGACGAGAACG

TGAAGTTCAAAGACTCCCGCA

CCCAAGCGTACAGCTTCAGAA

ArM）GTGCTGCAGATGGTCTGC

TCAGCCTGAACACCATGAAGG

GGGACTGGTCAGCAAAGCAGGCTGGil）［IS

GC’］YISGGGTAGAATGGGCATCACCATGGCCT

TGCAGAAGGAGATTACTGCC

CGCAGCTCAGTAACAGTCC
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