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—シックハウス症候群を考慮した不定愁訴の分子実態の把握と 

情動認知行動影響を包含する新評価体系の確立—（H26-化学-一般-001） 

 

研究代表者 北嶋 聡 

 

国立医薬品食品衛生研究所・安全性生物試験研究センター・毒性部・室長 

 

研究要旨 

 実験動物による吸入毒性試験において病理組織学的な病変を誘発する暴露濃度は、人の

シックハウス症候群（ＳＨ）の指針濃度をはるかに超える濃度であることから、そこから

得た毒性情報を人へ外挿することの困難さが指摘されてきた。これに対し、先行研究では

平成 14 年「厚生労働省シックハウス問題に関する検討会」が掲げる物質をその指針値レベ

ルでマウスに反復吸入暴露（7日間）し、病理組織所見が得られない段階での遺伝子発現変

動を Percellome トキシコゲノミクス法により測定し、肺、肝において化学物質固有及び共

通のプロファイルを網羅的に捕えた。加えて、海馬に対し化学構造の異なる 3 物質が共通

して神経活動抑制を示唆する遺伝子発現変化を誘発したことから、これが人のＳＨにおけ

る「不定愁訴」の原因解明の手がかりとなる可能性が示された。 

 本研究は、反復暴露の結果の検証とその判定根拠の一般化を目指し、ＳＨレベルでの単

回暴露実験を実施し、①同一個体の海馬、肺、肝の遺伝子発現変動を解析し海馬神経活動

抑制の上流に位置する分子機序と肺・肝の関与の解明、②情動認知行動解析と海馬におけ

る神経科学的物証の収集による中枢に対する有害性の実証データと、遺伝子発現変動デー

タの突合による、遺伝子発現情報からの中枢影響に関する予見性の確認、を目的とする。

この際、脳が高感受性期にある子どもの特性に配慮した幼児期暴露－遅発性影響も検討す

る。加えて、ヒト気道上皮細胞系を用いた in vitro 解析系の構築を実施し、ヒトへの外挿

性の向上を計る。 

 平成 28年度は、テトラデカン（指針値：0.04 ppm）について、目標通りにＳＨレベル（0、

0.04、0.12 及び 0.40 ppm）での 2 時間単回吸入暴露を実施し（北嶋）、経時的に採取した

海馬を含む臓器サンプルの遺伝子発現変動を網羅的に解析した（菅野）。テトラデカン吸入

暴露時の海馬における解析は、7 日間反復暴露を含めて、はじめての解析となる。平成 26

年度実施のキシレンとパラジクロロベンゼン及び、平成 27 年度実施のホルムアルデヒドと

アセトアルデヒドとあわせ計 5 物質に共通して、テトラデカンにより海馬において、神経

活動の指標となる Immediate early gene (IEG)の発現の抑制（ホルムアルデヒドでは抑制

傾向）が、暴露 2時間直後の時点で指針値レベルの濃度から先行研究での反復暴露（7日間）
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での場合と同程度に観測され、海馬神経活動の抑制を示唆する所見が再確認された。この

抑制は、その 2 時間後には回復していた。したがって、化学構造の異なる 5 物質に共通し

て、少なくとも暴露 2 時間以内に IEG を抑制する共通因子が海馬に影響を与える事が示唆

された。検出される IEG 抑制の機序として、肺或いは肝から二次的シグナルとして IL−1β

が海馬に働く可能性が高いものと考えている。その理由は、肝・肺の連関解析から、6時間

/日×7日間反復暴露時の肺において、Il1b 遺伝子の発現増加が、化学構造の異なる 3物質

（ホルムアルデヒド、キシレン、パラジクロロベンゼン）に共通して認められたためであ

る。この 3 物質に加え、新たにテトラデカン（指針値：0.04 ppm）及びアセトアルデヒド

（指針値：0.03 ppm）についてＳＨレベル（テトラデカン：0、0.04、0.12 及び 0.40 ppm、

アセトアルデヒド：0、0.03、0.10、0.30 ppm）での 6時間/日×7日間反復暴露時の肺につ

いて解析したところ、Il1b 遺伝子の有意な Il1b 遺伝子の有意な発現増加を見いだし、この

事は、IL−1βが海馬に働く可能性を強く支持するものと考える。ＳＨレベル(0、1.0 ppm: 1.0 

ppm は指針値の 10 倍濃度)でのホルムアルデヒド 7 日間反復暴露期間中の IL-1βの血液中

濃度測定を検討したが（北嶋）、現行法では検出限界（1.03 pg/mL）以下であったため、今

後、より感度のよい測定法を検討する。 

 また、ホルムアルデヒドについては平成 27 年度、キシレンの場合と異なり、幼若期暴露

の際に情動認知行動の遅発影響が認められなかった。ホルムアルデヒドについては、別途

の実験において、マウス被毛への吸着が著しく、気流の弱い場合はほぼ完全に気中濃度が

ゼロになることを確認していることから、遅発影響が見られなかった原因として、母動物

の被毛に吸着され、離乳前の仔マウスが母体の被毛に鼻面を埋めていたことにより、幼若

動物に吸入されなかった可能性が考えられた。そこで離乳後（4 週齢）の個別飼いによる、

ＳＨレベル(0、1.0 ppm: 1.0 ppm は指針値の 10 倍濃度)でのホルムアルデヒド 7 日間反復

暴露を実施し（北嶋）、成熟後 12 週齢時に情動認知行動解析を検討したが（種村）、遅発影

響は認められず、この理由として、幼若期影響として検討するには 4 週齢では遅すぎる事

が考えられた。 

 他方、ヒト気道上皮細胞株を用いる in vitro 解析系において、現行の BEAS2B 細胞より、

炎症応答が正常細胞により近いといわれる HBE1 細胞においても、先行研究で見いだした微

生物関連物質(polyI:C)とホルムアルデヒドとの IL-8 遺伝子の発現増強作用を確認できた

（慶長）。 

 本研究の成果として、新規物質について、それらがＳＨの原因物質として問題となった

際に、少なくとも平成 14 年度の検討会が掲げる化学物質（ガス体 11 種）との生体影響の

異同は、網羅的な遺伝子発現解析により高精度に判定可能となった。今後は、ＳＨが疑わ

れる物質に本手法を適用し、肺、肝、海馬の毒性連関性を検討するとともに、情動認知行

動異常の分子機序に関わる共通因子の追加探索を行うことで、予測性の分子基盤を堅固な

ものとする。
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研究分担者    
慶長直人   公益財団法人・結核予防会 
        結核研究所 生体防御部      
           部長 
菅野 純   国立医薬品食品衛生研究所  
      客員研究員 
種村健太郎 東北大学大学院 農学研究科 
           動物生殖科学分野 教授  
 
Ａ．研究目的 
実験動物による吸入毒性試験において病

理組織学的な病変を誘発する暴露濃度は、
人のシックハウス症候群（ＳＨ）の指針濃
度をはるかに超える濃度であることから、
そこから得た毒性情報を人へ外挿すること
の困難さが指摘されてきた。これに対し、
先行研究では平成 14 年「厚生労働省シック
ハウス問題に関する検討会」が掲げる物質
をその指針値レベルでマウスに反復吸入暴
露（7 日間）し、病理組織所見が得られな
い段階での遺伝子発現変動を Percellome
トキシコゲノミクス法により測定し、肺、
肝において化学物質固有及び共通のプロフ
ァイルを網羅的に捕えた。加えて、海馬に
対し化学構造の異なる 3 物質が共通して神
経活動抑制を示唆する遺伝子発現変化を誘
発したことから、これが人のＳＨにおける
「不定愁訴」の原因解明の手がかりとなる
可能性が示された。 
本研究は、反復暴露の結果の検証とその

判定根拠の一般化を目指し、①同一個体の
海馬、肺、肝の遺伝子発現変動を解析し海
馬神経活動抑制の上流に位置する分子機序
と肺・肝の関与の解明、②情動認知行動解
析と海馬における神経科学的物証の収集に
よる中枢に対する有害性の実証データと、
遺伝子発現変動データの突合による、遺伝
子発現情報からの中枢影響に関する予見性
の確認、を目的とする。この際、脳が高感
受性期にある子どもの特性に配慮した幼児
期暴露－遅発性影響も検討する。加えて、
ヒト気道上皮細胞系を用いたin vitro解析
系の構築を実施し、ヒトへの外挿性の向上
を計る。 
従来の吸入毒性試験では、病理組織学的

変化が観測されないＳＨレベルの暴露の有

害性を、規制に向けて検証することが困難
であった。その様な極低濃度での有害性の
検証を可能とするために、本研究が提示す
る試験系の整備が必要である。本研究では、
人の「不定愁訴」に当たる脳機能所見が規
制決定の毒性情報として採用されるための、
バリデーションに耐える新評価体系を提案
する。また、肺・肝影響との連関性を明ら
かにする。これにより、急増中の新規物質
について、ＳＨレベルの低濃度域での中枢
影響を含む有害性を見落しなく検出可能な
吸入毒性評価系の構築が期待される。尚、
本法は従来法に比較し短期に少数の動物を
使用し動物実験に関する３Ｒに資するとと
もに、化学物質に共通する分子機構の開示
はカテゴリーアプローチの分子基盤を提供
するもので、今後、国際的にも貢献する内
容を有する。  
 
Ｂ．研究方法 
先行研究にて確立したＳＨレベルでの吸

入暴露条件及び、肺・肝・脳における遺伝
子発現経時データベースを基に、本研究で
は海馬での神経活動抑制が示唆されたホル
ムアルデヒド等３物質を主対象に、ＳＨレ
ベルでの暴露（成熟期及び幼若期）の後の
マウス個体の高精度な情動認知行動解析の
実施と海馬のタンパク発現変動などの神経
科学的物証の収集を行う。これと並行し、
上記 3 物質を含むシックハウス問題に関す
る検討会が掲げる物質につき、ＳＨレベル
での単回暴露実験を実施し、同一個体の海
馬、肺、肝の網羅的遺伝子発現プロファイ
ルを取得し、多臓器連関の解析及びデータ
ベース化を行う。独自開発になる教師無し
クラスター化法と既知機能クラスター化法
を基にしたインフォマティクス解析により
予測システム機能の精度を継続的に向上さ
せて行く。加えて、ヒト気道上皮細胞系を
用いた in vitro 解析系の構築を実施し、ヒ
トへの外挿性の向上を計る。そこで研究班
を次の４つの分担課題によって構成し研究
を開始した。シックハウス症候群レベルの
極低濃度吸入暴露実験の実施と研究の総括
（北嶋）、人への外挿にかかわる臨床的解析、
及びヒト気道上皮細胞系による毒性応答メ
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カニズムの研究（慶長）、吸入暴露影響の脳
を含む網羅的遺伝子発現解析、多臓器連関、
インフォマティクス解析（菅野）、及び、吸
入暴露影響の情動認知行動解析と神経科学
的物証の収集（種村）である。 
 平成 28年度は、トキシコゲノミクスに向
けてテトラデカンについて、また情動認知
行動解析についてはホルムアルデヒドの幼
若期暴露方法の再検討をおこない、離乳後
（4週齢）の個別飼いでの検討を実施中であ
る。以下に実験方法の概要を示す。 
 
トキシコゲノミクスのための吸入暴露実
験： 12 週齢の雄性 C57BL/6J マウスを対象
とした吸入暴露試験（4 用量、16 群構成、
各群 3 匹）を、先行研究での暴露条件であ
る 2時間単回暴露（2、4、8、24 時間後に観
測）及び、解析結果に応じて 22 時間/日×
７日間反復暴露（22、70、166、190 時間後
に観測）を実施する。採取組織は、肺・肝・
脳４部位（海馬、皮質、脳幹、小脳）とす
る。テトラデカン(tetradecane; 分子量
198.4、CAS No. 629-59-4、和光純薬工業)
は、先行研究と同じものを使用した。ガス
発生方法は、先行研究での検討を基に、テ
トラデカンはバブリングし気化させる方法
を用いて行った。濃度検知は、捕集管を用
いる方法で測定した。 
評価システムの構築：吸入暴露後、得られ
たマウスの海馬を含む脳 4 部位、肺及び肝
の mRNA サンプルにつき、当方が開発した
Percellome 手法（遺伝子発現値の絶対化手
法）を適用した網羅的遺伝子発現解析を行
った。4用量、4時点の遺伝子発現情報をす
でに開発済みの波面解析等を用いた教師無
しクラスタリング解析を行い、脳・肺・肝
の多臓器連関の解析及びインフォマティク
ス構築を進める。 
遺伝子発現プロファイル生成： 再現性、感
度、用量相関性、全遺伝子発現の網羅性を
考慮し、Affymetrix 社 GeneChip、Mouse 
Genome 430 2.0 を使用した。 
吸入暴露影響の情動認知行動解析と神経科
学的物証の収集：雄性マウス（成熟期[11
週齢]及び幼若期[2週齢]）を対象とした 22
時間/日×７日間反復吸入暴露（2 用量、6

群構成、各群 8 匹）を実施し、成熟期マウ
スの場合は、暴露終了日及び暴露3日後に、
幼若期マウスの場合は成熟後(12 週齢時)に、
オープンフィールド試験、明暗往来試験、
条件付け学習記憶試験等からなる行動解析
バッテリー試験を高精度に実施すると共に、
脳における組織化学解析・タンパク発現解
析により神経科学的物証の収集を行う。な
お、幼若期（[2 週齢]）マウスは哺乳動物で
あるため、母マウスと共に群飼いにより吸
入暴露を実施する。ただし、ホルムアルデ
ヒドの幼若期吸入暴露の際、遅発影響が認
められず、この原因として吸入暴露が不十
分であった事が考えられ、幼若期暴露方法
における課題が残った。すなわち母マウス
同居下の群飼いにより、ホルムアルデヒド
が被毛などに吸着してしまったことが考え
られた。そこで、母マウスとの同居が不要
で、個別飼いが可能となる条件下、できる
だけ若齢である 4 週齢の雄性マウスを用い
た検討（個別飼い）も実施する。 
ヒト気道上皮細胞系を用いた in vitro 解析
実験：吸入暴露実験との対応を取りつつ、 
ヒト気道上皮細胞株 BEAS2B に加えて、ヒト
気道上皮細胞株の中でも特に IL-17 の発現
応答性が良いと言われる株化細胞HBE1を浜
松医科大学第二内科、藤澤朋幸先生より供
与を受けて実験に用い、in vitro 暴露解析
実験を実施した。「刺激物質」は、外来性吸
入粉塵や微生物を代表する物質として、自
然免疫系が病原体（特にウイルス）を認識
する際のレセプターの agonist として知ら
れる Poly I:C（Sigma-Aldrich：P9582）を
選択した。複合影響実験では、細胞株を
25cm2 フ ラ ス コ で 培 養 し (5 × 105 
cells/flask)、90% confluent で、Poly I:C 
(10 μg/ml)存在下、24時間後にホルムアル
デヒド (10 μM)を添加3時間後に細胞を回
収し、遺伝子発現解析のための RT-PCR 及び
シグナル伝達分子リン酸化検出のための
western blotting に供した。培養上清に分
泌される生理活性物質については、
Bio-Plex サスペンションアレイシステム
（Bio-Rad：Bio-Plex200）を用い、27 種類
のサイトカイン等の生理活性物質（IL-1β, 
IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, 
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IL-8, IL-9, IL-10, IL-12(p70), IL-13, 
IL-15, IL-17, Eotaxin, FGF-2, G-CSF, 
GM-CSF, IFN-γ, IP-10, MCP-1, MIP-1α, 
MIP-1β, PDGF-BB, RANTES, TNF-α, VEGF）
を選択、同時測定を行う（27-plex GroupⅠ、
Bio-Rad：M50-OKCAFOY）。 
IL-1βの経時的な血中濃度測定：ホルムア
ルデヒドについて、ＳＨレベルの 22 時間/
日×７日間反復吸入暴露（2 用量[指針値の
10 倍濃度の 1 ppm、及び 0 ppm]、4 時点、
各群 4 匹）の際に、心臓採血により得た血
清について、IEG の転写を調節し得る候補分
子である IL-1βの ELISA 法による測定を
RayBiotech 社に委託し実施した（抗マウス
IL-1β抗体は ELM-IL1b（RayBiotech 社）を
使用）。採血の 4 時点は、22 時間/日×7 日
間反復吸入暴露の際の組織サンプル採取の
タイミングと同じく、暴露 22、70、166 及
び 190 時間後であり、暴露 190 時間後は、
暴露休止 24 時間後にあたる。 
 
（倫理面への配慮） 
 動物実験の計画及び実施に際しては、科
学的及び動物愛護的配慮を十分行い、所属
の研究機関が定める動物実験に関する規定、
指針を遵守した。 
 
Ｃ．研究結果 
C−１: ＳＨレベルの極低濃度吸入暴露実験
の実施（北嶋）： 
 平成28年度はテトラデカン（指針値：0.04 
ppm）について目標通りに極低濃度下（0、
0.04、0.12 及び 0.40 ppm）でのトキシコゲ
ノミクスの為のマウス 2 時間単回吸入暴露
実験（4 用量、16 群構成、各群 3 匹）を実
施した。また、ホルムアルデヒド（指針値： 
0.08 ppm）について、目標通りに極低濃度
下(0、1 ppm) での IL-1βの経時的な血中濃
度測定のために、22時間/日×７日間反復暴
露（2用量、8 群構成、各群 4匹）を実施し
た。加えて、ホルムアルデヒドについて、
目標通りに極低濃度下(0、1.0 ppm) での幼
若期暴露方法の再検討に向けた離乳後（4
週齢）の個別飼いによる情動認知行動解析
の為の 22 時間/日×7 日間反復吸入暴露実
験（2用量、2群構成、各群 8匹）を実施し

た。テトラデカンについては、98.8〜
102.5％の濃度で暴露でき、ホルムアルデヒ
ドについては、目標濃度に対し 97.5〜
118.3％の濃度で暴露できた。 
 
C−２:吸入暴露影響の脳を含む網羅的遺伝
子発現解析、多臓器連関、インフォマティ
クス解析（菅野）： 
 平成 28年度は、テトラデカン（指針値：
0.04 ppm）を対象とし、雄性マウスに極低
濃度下（0、0.04、0.12 及び 0.40 ppm）2
時間単回吸入暴露（4 用量、各群 3 匹、[暴
露 2、4、8、24 時間後に観測]）を実施し、
平成 26、27 年度と同様に、得られた脳、肺、
肝サンプルについて、我々が開発した
Percellome 手法（遺伝子発現値の絶対化手
法）を適用した網羅的遺伝子発現につき解
析した。  
 海馬では、平成 26 年度実施のキシレン
とパラジクロロベンゼン及び、平成 27 年
度実施のホルムアルデヒドとアセトアル
デヒドとあわせ計 5物質に共通して、テト
ラデカンにより、神経活動の指標となる
Immediate early gene (IEG)の発現が、2
時間の暴露直後において指針値レベルの
濃度から抑制され（ホルムアルデヒドでは
有意ではなく抑制傾向）、その程度は先行
研究での反復暴露（7 日間）と同程度であ
った。これにより海馬における神経活動が
抑制される事が示唆された。また、この抑
制は、2 時間後（暴露終了後 2 時間目）に
は回復していた。リバウンド現象は、一部
の IEG 遺伝子(Arc、Dusp1、Nr4a1 および
Ier2遺伝子)について暴露終了24時間後に
有意に認められた。したがって、化学構造
の異なる 5物質に共通して、少なくとも暴
露 2時間以内に IEG を抑制する共通因子が
海馬に影響を与える事を示唆する遺伝子
発現変化を誘発したことを示唆する。 
 本研究の成果として、急増中の新規物質
について、それらがＳＨの原因物質として
問題となった際に、少なくとも、平成 14
年の検討会が掲げる化学物質（ガス体 11
種）との生体影響の異同は、網羅的な遺伝
子発現解析により高精度に判定可能とな
ったものと考える。  
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 この IEG の抑制機序として、肺或いは肝
からの二次的シグナルとして IL−1βが海
馬に働く可能性が高いものと考えている
が、その理由は、肝・肺の連関解析から、
6時間/日×7日間反復暴露時の肺において、
インターロイキン 1β(Il1b)遺伝子の発現
増加が、化学構造の異なる 3物質（ホルム
アルデヒド、キシレン、パラジクロロベン
ゼン）に共通して認められたためである。
この点、3 物質に加え、新たにテトラデカ
ン（指針値：0.04 ppm）及びアセトアルデ
ヒド（指針値：0.03 ppm）についてＳＨレ
ベル（テトラデカン：0、0.04、0.12 及び
0.40 ppm、アセトアルデヒド：0、0.03、
0.10、0.30 ppm）での 6時間/日×7日間反
復暴露時の肺について解析したところ、
Il1b 遺伝子の有意な発現増加を見いだし
た。 
 今後は、ＳＨが疑われる物質に本手法を
適用し、肺、肝、海馬の毒性連関性を検討
するとともに、情動認知行動異常の分子機
序に関わる共通因子の追加探索を行う。 
 
C−３：吸入暴露影響の情動認知行動解析と
神経科学的物証の収集（種村）： 
 平成 27 年度はホルムアルデヒド(0、1.0 
ppm: 1.0 ppm は指針値の約 10 倍濃度)につ
いて、22 時間/日×7日間反復暴露を成熟期
のマウスに実施し、情動認知行動を 3 種類
の試験により解析した結果、暴露終了日で
は、キシレンの場合と同様に、空間-連想記
憶及び音-連想記憶の低下が認められた。一
方、暴露 3 日後での解析では、キシレンの
場合はこれらの低下は回復したが、ホルム
アルデヒドでは回復が認められなかった。
加えて、生後 2週齢から 3週齢時（幼若期）
にホルムアルデヒド(0、1.0 ppm)について
22 時間/日×7日間反復暴露を実施し、成熟
後12週齢時に情動認知行動解析を検討した
結果、遅発影響が認められず、この原因と
して吸入暴露が不十分であった事が考えら
れ、幼若期暴露方法における課題が残った。 
 そこで平成 28 年度はまず、ホルムアルデ
ヒドの幼若期暴露方法の再検討をおこない、
個別飼いにて吸入暴露を実施できる、でき
るだけ若齢の週齢を検討したところ、一般

状態の変化や体重減少が認められない 4 週
齢（28 日齢）を選択し、離乳後（4 週齢）
の個別飼いでの検討を実施した。具体的に
はホルムアルデヒドについて極低濃度下（0、
1.0 ppm）（1.0 ppm は指針値の 10 倍濃度）、
雄性マウス（[4 週齢]）について 22 時間/
日×7 日間反復吸入暴露実験（2 用量、2 群
構成、各群 8 匹）を実施し、成熟後([12 週
齢])の解析を検討したが、遅発影響は認め
られなかった。 
 
C−４：人への外挿にかかわる臨床的解析、
及びヒト気道上皮細胞系による毒性応答メ
カニズムの研究（慶長）： 
 平成28年度はヒト気道上皮細胞株を用い
る in vitro 解析系において、現行の BEAS2B
細胞より、炎症応答が正常細胞により近い
といわれる HBE1 細胞においても、先行研究
で見いだした微生物関連物質(polyI:C)と
ホルムアルデヒドとの IL-8 遺伝子の発現
増強作用を確認でき、キシレンを高濃度添
加した場合、polyI:C 刺激に関わらず、Il1
β遺伝子の発現増加が認められた。 
 
C−５: IL-1βの経時的な血中濃度測定（北
嶋）： 
 ＳＨレベルの吸入暴露期間中の、IEG の転
写を調節し得る候補分子である IL-1βの血
液中濃度測定を検討する為に、ホルムアル
デヒドについて極低濃度下(0, 1.0 ppm)、
22 時間/日×７日間反復暴露(2 用量、8 群、
各群 4 匹)の際に、経時的（4 時点）に心臓
採血により得た血清について、ELISA 法によ
る測定したところ、対照群、暴露群共に全
てのサンプルについて検出限界（1.03 pg/mL）
以下の濃度であった。 
 
Ｄ．考察 
 以上の通り、①同一個体の海馬、肺、肝
の遺伝子発現変動を解析し海馬神経活動抑
制の上流に位置する分子機序と肺・肝の関
与の解明、②情動認知行動解析と海馬にお
ける神経科学的物証の収集による中枢に対
する有害性の実証データと、遺伝子発現変
動データの突合による、遺伝子発現情報か
らの中枢影響に関する予見性の確認、以上 2
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つの目的につき検討した。 
 一つ目の目的の為に実施した遺伝子発
現変動解析では、ＳＨレベルの極低濃度の
2 時間単回吸入暴露により、ホルムアルデ
ヒド、キシレン、パラジクロロベンゼン、
アセトアルデヒド及びテトラデカンの 5物
質に共通して、海馬において神経活動の指
標となる IEG の発現が、暴露 2時間後に指
針値レベルの濃度から、また先行研究での
反復暴露（7 日間）での場合と同程度に強
く抑制され、海馬神経活動の抑制を示唆す
る所見が再確認された。この抑制は、その
後の観測点である暴露終了 2時間後には回
復していた。したがって、少なくとも暴
露 2 時間以内に IEG を抑制する共通因子
が海馬に影響を与える事が示唆された。 
 この IEG の抑制機序として、先行研究で
は、6時間/日×7日間反復暴露時の肝・肺
の連関解析において、化学構造の異なる３
物質（ホルムアルデヒド、キシレン、パラ
ジクロロベンゼン）に共通して発現増加が
認められ、また in silico でのプロモータ
ー解析 (Upstream analysis、Ingenuity 
Pathways Analysis)にて IEG の転写を調節
し得る Il1b 遺伝子を候補分子として報告
し、肺或いは肝からの二次的シグナルとし
てIL-1βが海馬に働きIEGの発現を抑制す
るという可能性を示唆した。3物質に加え、
新たにテトラデカン及びアセトアルデヒ
ドについてＳＨレベルでの6時間/日×7日
間反復暴露時の肺について解析したとこ
ろ、Il1b 遺伝子の有意な発現増加を見いだ
し、この事は、IL−1βが海馬に働く可能性
を強く支持するものと考える。 
 なお IL-1βの海馬内投与により、海馬依
存的な記憶に障害を与えるという報告
(Gonzalez P ら 、 Brain Behav Immun 
34:141-150,2013 )を見いだしており、この
ことから、IL-1βがIEGの発現抑制を介し、
情動認知行動異常、特に記憶障害を誘発す
る可能性が考えられる。血中の Il1b が血液
脳関門を通過できなければ、海馬に影響を
与える事が出来ない事となるが、この点、
血液脳関門を通過するという報告(Banks WA
ら、J Pharmacol Exp Ther  259(3): 988-996, 
1991)（トランスポーターは未同定）を見い

だしており、血中の IL-1βが海馬に影響を
与え得るものと考える。平成 28 年度は、こ
の候補分子の妥当性を検証するため、ＳＨ
レベルの反復吸入暴露時の、IEG の転写を調
節し得る候補分子 IL-1βの血液中濃度を経
時的に測定したが、対照群、暴露群共に全
てのサンプルについて検出限界以下の濃度
（1.03 pg/mL）であったため、今後、IL-1
βを濃縮する等、より感度の良い他の測定
法を検討する。 
 他方、2つ目の目的に向け実施した、情動
認知行動解析については、ホルムアルデヒ
ド幼若期暴露の際、情動認知行動異常が誘
発されなかった。この点、ホルムアルデヒ
ドを成熟期マウスに暴露した際の解析では、
暴露終了 3 日後でも学習記憶異常が認めら
れている事、またキシレン幼若期暴露後の
成熟期マウスでの解析では不可逆的に情動
認知行動異常が認められている事を考慮す
ると、ホルムアルデヒド幼若期暴露後、成
熟期に情動認知行動異常が認められる可能
性が非常に高く、これが認められなかった
原因として、ホルムアルデヒドの吸入暴露
が不十分であった事が考えられ、幼若期暴
露方法における課題が残った。成熟期マウ
ス（11 週齢）は吸入暴露の際、吸入暴露用
金網ケージに個別飼いにて実施しているが、
幼若期マウス（2週齢）の場合は、哺乳動物
であるため、本実験では金網ケージに、母
マウスと共に児マウスを群飼いにて実施し
ている。したがって成熟期の場合と異なり、
幼若期暴露の場合、この群飼いにより空気
の撹拌が不十分となり、ホルムアルデヒド
が十分に児マウスに到達しなかった可能性
が考えられた。したがって、キシレンの幼
若期暴露の場合でも、情動認知行動異常が
認められたとはいえ、児マウスへの暴露が
不十分であった可能性が考えられた。そこ
で平成 28年度は、幼若期マウスを個別飼い
にて吸入暴露を実施できる週齢を検討し、
離乳後（4週齢）の個別飼いでの検討を実施
し、ＳＨレベル(0、1.0 ppm: 1.0 ppm は指
針値の 10 倍濃度)でのホルムアルデヒド 7
日間反復暴露を実施し、成熟後 12週齢時に
情動認知行動解析を検討したが、遅発影響
は認められず、この理由として、幼若期影
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響として検討するには 4 週齢では遅すぎる
事が考えられた。 
 ヒト気道上皮細胞株を用いる in vitro の
解析系では、平成 28 年度は、BEAS2B 細胞よ
り、さらに炎症応答が正常細胞に近いと最
近になって報告された、ヒト気道上皮系の
細胞株 HBE1 細胞を用いて、発現増強作用及
び IL−1β遺伝子の発現変動についての検討
し、先行研究で見いだした微生物関連物質
(polyI:C)とホルムアルデヒドとの IL-8 遺
伝子の発現増強作用を確認でき、ヒト気道
上皮細胞株を用いる in vitro 解析系の実用
性が示され、肺を仲介した影響を含む人へ
の外挿性の向上を計ることが可能となった。
キシレンを高濃度添加した場合、polyI:C
刺激に関わらず、Il1β遺伝子の発現増加が
認められたことから、ヒトにおいてもこの
Il1βを介してIEGの抑制が誘発される可能
性が示唆された。 
 
Ｅ．結論  
 昨年度の研究により、指針値の 10 倍濃
度のキシレンの幼若期暴露の場合は、成
熟期に音-連想記憶の有意な低下が認めら
れ、遅発性に情動認知行動に影響すること
が明らかとなり、脳発達への有害影響が認
められた。この事から、ＳＨレベルの吸入
暴露であっても、ＳＨ関連物質暴露による
子どもの脳発達への影響が懸念された。一
方、ホルムアルデヒドの幼若期暴露の場合
は遅発影響が認められず、この原因として
吸入暴露が不十分であった事が考えられ、
幼若期暴露方法における課題が残った。そ
こで平成 28 年度は、幼若期マウスを個別飼
いにて吸入暴露を実施できる、離乳後（4
週齢）の個別飼いでの検討を実施したが、
遅発影響は認められなかった。この理由と
して、幼若期影響として検討するには 4 週
齢では遅すぎる事が考えられた。 
 また、ＳＨレベルでの 2 時間単回吸入暴
露により、キシレン、パラジクロロベンゼ
ン、ホルムアルデヒド、アセトアルデヒド
及びテトラデカンの 5 物質に共通して海馬
において、神経活動の指標となる IEG の発
現の抑制が、暴露 2 時間直後の時点で指針
値レベルの濃度から先行研究での反復暴露

（7日間）での場合と同程度に観測され、海
馬神経活動の抑制を示唆する所見が再確認
された。この抑制は、その 2 時間後には回
復していた。したがって、化学構造の異な
る 5 物質に共通して、少なくとも暴露 2 時
間以内に IEG を抑制する共通因子が海馬に
影響を与える事が示唆された。この IEG の
抑制機序として、肺或いは肝からの二次的
シグナルとしてIl1bが海馬に働く可能性が
高いものと考えているが、この事は第一の
目的である同一個体の海馬、肺、肝の遺伝
子発現変動を解析することによる神経活動
抑制の上流に位置する分子機序と肺・肝の
関与の解明、に対する成果と考える。また、
肝および肺に対しての毒性を示唆する遺伝
子発現変動が明らかとならないレベルの濃
度曝露が、肝あるいは肺からのシグナル分
子の放出を惹起し遠隔に位置する海馬の機
能に影響を与える「シグナルを介した毒性」
が捉えられたものと考察する。ホルムアル
デヒドについて極低濃度下、7日間反復吸入
暴露期間中の、IEG の転写を調節し得る候補
分子である IL-1βの血液中濃度測定を検討
したが、現行法では検出限界以下であった
ため、今後、より感度のよい測定法を検討
する。 
本研究の成果として、新規物質が、ＳＨ

の原因物質として問題となった際に、少な
くとも平成14年度の検討会が掲げる化学物
質（ガス体 11 種）との異同は、網羅的な遺
伝子発現解析により高精度に判定可能とな
った。今後は、ＳＨが疑われるガス状物質
に本手法を適用し、肺、肝、海馬の毒性連
関性を検討するとともに、情動認知行動異
常の分子機序に関わる共通因子の追加探索
を行うことで、予測性の分子基盤を堅固な
ものとする。 
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