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図 5. ホルムアルデヒドの発生装置 
  

    Photo 5 捕集管採気用ポンプ MPΣ-30、(柴田科学) 
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図 6 テトラデカン、アセトアルデヒド及びホルムアルデヒド暴露濃度の測定結果 
A: テトラデカン 2時間単回暴露の場合、B: アセトアルデヒド 6時間/日×7日間反復
暴露の場合、C: ホルムアルデヒド 22 時間/日×7日間反復暴露の場合（平均値±標準
偏差）。平均値をグラフ中に記載した。 



 227

厚生労働科学研究補助金（化学物質リスク研究事業、H26-化学-一般-001） 
平成 26年度〜28 年度 総合研究報告書  (研究分担者) 研究報告書 

「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」 
   研究分担者   慶長直人 (公財)結核予防会 結核研究所 生体防御部 部長 

   研究協力者   松下育美、土方美奈子 同部 

 

研究要旨 化学物質が気道を通じて吸入される場合、低濃度でも人体に有害な影響を与

えることが知られているが、どのような機構が背景にあるかは十分に明らかにされてい

ない。シックハウス症候群について、ヒトの細胞モデル系を構築することは、そのメカ

ニズムを知る上で重要な研究方法の一つと考えられる。ヒトの肺は常に外界の吸入粉塵

や微生物に曝されており、そこに吸入化学物質が加わった場合、相乗的に気道系の炎症

が惹起される可能性があり、我々はこれまでヒト気道上皮細胞株を用いて炎症応答に対

するホルムアルデヒド添加による in vitro での影響を中心に検討してきた。平成２６年

度は、ヒト気道上皮細胞株（BEAS2B 細胞）を用いた in vitro の炎症応答検出系により、

パラジクロロベンゼン、ダイアジノン、スチレン、テトラデカン、フェノブカルブの 5

種のシックハウス関連化学物質の複合的な作用が見られるか否かを in vitro 解析系によ

り検討した。平成２７年度、これまで指標としてきた炎症応答関連のサイトカインに加

え、実験動物による吸入毒性試験において遺伝子発現の変動が見られた因子(DUSP1)に

ついて、複合効果の有無を検討した。また、同様の実験動物による吸入毒性試験におい

て、吸入暴露後の情動認知行動の異常が認められたキシレンについては、動物モデルで

有意な遺伝子発現変化が報告された IL-1の変動についても検討した。その結果、IL-1
の発現量については、キシレンを高濃度添加した場合に、BEAS 細胞モデルで、IL-1 

mRNA の発現が上昇し、動物モデルと同方向の発現増強傾向が認められた。DUSP1 の発

現については、動物実験系では抑制の傾向が報告されているが、細胞モデルでは、むし

ろ高濃度の化学物質による増強効果が認められたものの、動物モデルでも細胞モデルで

も、化学物質曝露により変動しやすい炎症関連マーカーとして、IL-1と DUSP1 は注目

される。平成２８年度は、これまでヒト気道上皮系の細胞株として用いてきた BEAS2B
細胞より、さらに好中球性の炎症応答が正常細胞に近いといわれる HBE1 細胞による

実験系の構築を検討した。新規 in vitro 実験系を用いて、化学物質として、ホルムアル

デヒドの影響を検討した結果、毒性化学物質単独では高濃度で刺激しても IL-8 mRNA

の上昇は認められなかったが、poly I:C 刺激後は、IL-8 の濃度依存的な産生増強傾向が

認められた。これまでの検討から、化学物質の種類により、シックハウス症候群におけ

る炎症応答・発症機序が異なっていることが推測され、また、多種多様なメカ二ズムを

解析する為には、化学物質ごとに増強減弱する遺伝子発現マーカーを検索する必要があ

る。BEAS2B と HBE1 の二つの実験系を用いて、これらマーカーの相乗的炎症関連遺伝

子発現誘導に関わるシグナル伝達経路や転写メカニズムを解明していくことで、より結

果の信頼性が高まるものと期待される。 

 
A. 研究目的 
気道の細菌叢が最近注目されており、従

来、無菌と考えられていた下気道からも、

16S rRNA 解析により、微生物の存在が

注目されている。それら免疫／炎症応答

を惹起する際に、環境中に存在する因子
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（タバコや大気汚染物質、アレルゲンな

ども含まれる）と相互作用を起こして、

応答を修飾するものと考えられる。他臓

器の微生物叢もこの応答性に関与するこ

とが最近明らかになりつつあり、低濃度

の化学物質は、それ自体では生体に大き

な影響を与えないが、微生物叢の変化な

どによっては、炎症の増強などの有害な

効果をもたらす可能性が推察される。実

際に、ヒトの肺は常に、外界の吸入粉塵

や微生物に常に曝されており、吸入化学

物質が加わった場合、相乗的に気道系の

炎症が誘発される可能性がある。 
環境中の微量な化学物質に反応して精神

や身体の不調を引き起こす「シックハウ

ス症候群」に関連して指針に定められて

いる 13 種の化学物質のうち、我々はこれ

までホルムアルデヒドを中心に検討を重

ねてきた。気道上皮細胞の炎症応答に及

ぼす影響を検討するため、ヒト気道上皮

細胞株 BEAS2B を用いて、日常的な経気

道性のウイルス曝露などを念頭に置いた

poly I:C の低濃度刺激下での炎症応答に

対する化学物質添加による in vitro での

影響を定量RT−PCRで検出する系を確立

してきた。ホルムアルデヒドではさらに、

培養上清中のサイトカイン、ケモカイン

類を測定し、さらにシグナル伝達に関す

るタンパクのリン酸化について検討を行

ない、polyI:C による IL-8 遺伝子発現が

それら３つの主要なシグナル伝達系に依

存していること、特に JNK 系が IL-8 遺

伝子増強効果に関わっている可能性を示

してきた。 
これまで確立したヒト気道上皮細胞系に

よる poly I:C の低濃度刺激下での化学物

質添加による炎症応答への影響を検討す

る in vitro 実験系において、シックハウス

症候群関連 13 化学物質のうち、ホルムア

ルデヒド以外には、キシレン、クロルピ

リホス、トルエン、アセトアルデヒド、

４種類の化学物質の影響についても検討

してきた。 

本研究班の３年間のうち、平成２６年度

は、さらにパラジクロロベンゼン、ダイ

アジノン、スチレン、テトラデカン、フ

ェノブカルブの５種類の化学物質につい

て検討、IL-8 以外に分泌される生理活性

物質についても多項目、同時定量を行い、

poly I:C とホルムアルデヒドの複合効果

について検討した。 

平成２７年度、吸入曝露動物モデルとヒト

気道上皮細胞株を用いた細胞モデルにおけ

る炎症関連遺伝子発現の比較検討をはじめ

た。これまで指標としてきた炎症応答関

連のサイトカインに加え、実験動物によ

る吸入毒性試験において遺伝子発現の変

動が見られた因子(DUSP1)について、複合

効果の有無を検討した。また、同様の実

験動物による吸入毒性試験において、吸

入暴露後の情動認知行動の異常が認めら

れたキシレンについては、動物モデルで

有意な遺伝子発現変化が報告された

IL-1の変動についても検討した。 

平成２８年度は、これまでヒト気道上皮

系の細胞株として用いてきたBEAS2B細

胞より、さらに好中球性炎症応答が正常

細胞に近いといわれる HBE1 細胞による

実験系を構築、新規 in vitro 実験系を用い

た poly I:C と化学物質との複合効果につ

いて検討した。 

 
B. 研究方法 
 Ｂ. 研究方法 
「刺激物質」 
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。 

「化学物質」 
シックハウス症候群関連 13 化学物質の
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うち平成２６年度はパラジクロロベンゼ

ン（和光純薬工業：047-01315）、ダイア

ジノン（和光純薬工業：040-31891）、ス

チレン（和光純薬工業：191-08206）、テ

トラデカン（和光純薬工業：207-10705）、

フェノブカルブ（Sigma-Aldrich：45488）、

平成２７年度は、DUSP-1 の遺伝子発現の

変化を観察する目的には、パラジクロロ

ベンゼン（和光純薬工業：047-01315）、

キシレン（和光純薬工業 ：

244-00081）、クロルピリホス（Tronto 

Reseach Chemicals 社(株)：C425300）、ア

セトアルデヒド（和光純薬工業：

015-09576）、トルエン（和光純薬工業：

204-01866）、ホルムアルデヒド

（Polysciences Inc.: Cat No. 18814）の 6

種の化学物質を用いた。生理活性物質の

測定には、キシレンおよびダイアジノン

（和光純薬工業：040-31891）を用いた。 

平成２８年度はシックハウス症候群関連

13 化学物質のうち、これまでの検討から、

ホルムアルデヒド（Polysciences Inc.: Cat 

No. 18814）を用いて検討を行った。 

「細胞」 
これまでの検討から、ヒト気道上皮細胞

株の中で最も正常の細胞に近い応答性を

維持している安定した株化細胞として、

BEAS2B 及び、ヒト気道上皮細胞株の中

でも正常細胞に近い応答性を維持してお

り、特に IL-17 を発現する株化細胞とし

て、HBE1 細胞を用いた。 
「HBE1 細胞の培養条件の検討」 

(1) 培地の検討 
従来、HBE1 細胞を培養する際に用いられ

た培地 D-medium（最終濃度 10ng/ml 

Epidermal Growth Factor(Upstate 

Biotechnology:Cat#01-407) 、 4g/ml 

Insulin(Sigma: I-6634) 、 5g/ml 

Transferrin(Sigma: T-8158) 、 0.1M 

Dexamethasone(Sigma: D-1756)、 20ng/ml 

CholeraToxin(WAKO: 030-20621)、40g/ml

下 垂 体 エ キ ス ( 極 東 : 20200) 、

15mMHEPES(Sigma: H0887) 、 25mg/ml 

Plasmocine(Invivogen: #ant-mpt) 含 有 の

DMEM/F12(Sigma: D8062)）と、これまで

の実験でヒト気道上皮細胞株 BEAS2B

（ATCC:CRL-9609）を培養する際に使用

していた気管支上皮細胞用増殖培地

BEGM（三光純薬：CC-3170）を比較検討

した。 

(2) 培養容器 
25 cm2 コラーゲンコートフラスコ

（IWAKI：4100-010）若しくは、コラーゲ

ンコートなしの通常の細胞培養フラスコ

（Falcon: 35-3108）を用いた。 

「培養および刺激」 
HBE1細胞株を25 cm2フラスコで培養し 
(5 × 105  cells /flask)、90% confluent で、

poly I:C (1, 10 µg/ml) で 24 時間刺激後、

各化学物質を段階希釈して各々数段階の

濃度で 3 時間添加した後、細胞を回収、

total RNA を抽出した。 
「遺伝子発現解析の RT-PCR」 
細胞から RNA を抽出し、定量的 RT-PCR
を実施した。発現遺伝子 IL-8、IL-1βな

どの mRNA 発現レベルを測定した。 
1 µg の total RNA を random primer を
用いて逆転写反応を行い、反応液量の

1/20 を１PCR 反応に供し、IL8 など

mRNA 発現レベルを TaqMan Gene 
Expression Assay を用いた定量的

RT/PCR で測定した。内在性コントロー

ルには Human GAPDH を用い、 ΔΔCt
法で非刺激細胞での発現を１としたとき

の各細胞での相対発現量を算出した。 
「生理活性物質の測定」 
poly I:C と キシレンの複合効果について

は、培養上清に分泌される生理活性物質

を、Bio-Plex サスペンションアレイシス

テム（Bio-Rad：Bio-Plex200）を用いた。

対象は、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, 
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IL-6, IL-7, 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、同時測定した

（27-plex GroupⅠ、Bio-Rad：
M50-OKCAFOY）。 
 
（倫理面への配慮） 
個人に由来するヒト検体を用いておらず、

公に入手される細胞株のみを用いている。 
 
C. 研究結果 
 

「新規選択した化学物質と poly I:C の IL-8

遺伝子及び IL-1β発現への影響」 

平成２６年度は化学物質として、A: パラ

ジクロロベンゼン （ 10, 100, 1000μM）、

B: ダイアジノン (9.84, 98.4, 984 µM)、

C: スチレン (10, 100, 1000μM)、D: テ

トラデカン (10, 100, 1000 µM) 、E: フェ

ノブカルブン (10, 100, 1000 µM)を選択

し、BEAS2B 細胞株を poly I:C (10 µg/ml)

で 24 時間刺激後、各種化学物質を 3 時間

添加することにより、IL-8 mRNA の定量

を実施し、同様な効果が認められるか否

か、検討した。 

初めに poly I:C 刺激を加えない化学物質

単独でも、各物質の高濃度では、IL-8 

mRNA の上昇が認められたが、低濃度で

は明らかな効果が認められなかった。

poly I:C 刺激後も、テトラデカンを除き、

それぞれの化学物質の高濃度では、同様

な傾向が認められたが、低濃度では、濃

度依存的な増強効果は認められなかった

（図 1A, B, C, D, E）。 

 

図１A 

 

図 1B 

 

 

 

図 1C 

 

 

図 1D 

 

図 1E 

図 1 Poly I:C (10 µg/ml) 非存在（左）、存

在（右）24 時間後、(A) パラジクロロベ

ンゼン, (B) ダイアジノン, (C) スチレン, 

（D）テトラデカン, (E) フェノブカルブ

添加して、３時間後の IL-8 の遺伝子発現

量について、化学物質無添加を 1 とした

ときの相対発現レベル（３回の実験の平

均と±標準偏差）を表示した。 
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次に、動物モデルの肺において遺伝子発

現の差異が認められた IL1-についても

mRNA 発現量を指標にして、微生物関連

物質 (polyI:C) と各種化学物質との複合

効果が見られるか否かを確認した。

polyI:C 刺激に関わらず、高濃度のパラジ

クロロベンゼンを添加した場合には、

IL1- mRNA の発現が上昇した（図２）。 

 

 
図 2A 

 

図 2B 

 

図 2 (A) Poly I:C非存在、 (B) Poly I:C (10 

µg/ml) 存在下 24 時間、パラジクロロベン

ゼン添加後３時間の IL-1の遺伝子発現

レベル 

 
「生理活性物質の測定」 
 
微生物関連物質 (polyI:C)と化学物質との

複合効果が気道上皮細胞より分泌される

サイトカイン、ケモカインなどのタンパク

レベルにおいても見られるか否か、培養上

清中の生理活性物質の同時定量を始めた。

今回、刺激に用いた化学物質は、平成２５

年度に検討を行ったキシレン、クロルピリ

ホス、トルエン、アセトアルデヒドの内、

微生物関連物質 poly I:C 曝露により、ホル

ムアルデヒド以外で、IL-8 の遺伝子発現増

強効果の認められたクロロピリホスと、平

成２６年度に検討を行った IL-1の遺伝子

発現の上昇を含めて、効果の見られたパラ

ジクロロベンゼンを選択した。poly I:C 曝

露により IL-8や IL-1以外の多数のサイト

カイン・ケモカイン類が誘導されたが、化

学物質として poly I:C にクロロピリホスを

加えた場合には、poly I:C 単独に比べて、

多種類の免疫細胞に作用するケモカイン

である IP-10 の、明らかな産生増強効果が

認められた（図 3A）。一方、パラジクロロ

ベンゼンを添加した場合、poly I:C 曝露単

独に比べて、明らかな産生増強効果は認め

られなかった。 

同様のパターンが、好酸球性炎症に関与

するケモカインとして知られる RANTES

においても認められた（図 3 B）。 

 

 

図 3A 

 

図 3B 
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図 3 Poly I:C (10 µg/ml) 非存在（左）、存

在（右）24 時間後、クロロピリホス添加

３時間後の培養上清中の IP-10 量(A)、及

び RANTES 量(B) 

 

 
 
「吸入曝露動物モデルとヒト気道上皮細胞

株を用いた細胞モデルにおける炎症関連遺

伝子発現の比較検討」 

 
吸入曝露動物モデルにより得られた遺伝

子発現量に有意な変化が見られた

DUSP1 について、その遺伝子発現様式

を、ヒト気道上皮細胞株を用いた細胞モ

デルにおいて検討した。すなわち、DUSP1

の mRNA 発現量を指標にして、微生物関

連物質 (polyI:C) と各種化学物質との複

合効果が見られるか否かを観察した。化

学物質としては、動物モデルで使用され

た A: パラジクロロベンゼン （ 100, 

1000, 2000μM）、B: キシレン (10, 100, 

1000 µM)、C: ホルムアルデヒド (1, 10, 

100μM)、D: クロルピリホス（28.5,285, 

570μM）、E: アセトアルデヒド（50, 500, 

5000μM）、F: トルエン（10, 100, 1000

μM）を選択し、BEAS2B 細胞株を poly I:C 

(10 µg/ml)で 24 時間刺激後、各種化学物

質を 3 時間添加することにより、DUSP1 

mRNA の定量を実施した。 

その結果、パラジクロロベンゼン、クロ

ルピリホス、アセトアルデヒドでは、

DUSP1 の産生増強傾向が認められた。キ

シレンにおいては、この傾向は弱く、ホ

ルムアルデヒドにおいても、DUSP1 の発

現増強効果は弱かった。トルエンにおい

ては、DUSP1 の発現増強傾向は認められ

なかった。（図 4A, B, C, D, E, F）。 

 
図 4A           図 4B 

 

 
図 4C             図 4D 

 
 

図 4E               図 4F 

 

図４ Poly I:C (10 µg/ml)存在下 24時間後、

A: パラジクロロベンゼン 、B: クロルピ

リホス、C: アセトアルデヒド、D: キシ

レン、E: ホルムアルデヒド 、F: トルエ

ンを添加して、３時間後の DUSP1 の遺伝

子発現量について、化学物質無添加を 1

としたときの相対発現レベルを表示した。 

 
動物モデルで吸入暴露後の情動認知行動

の異常が認められたキシレン及び、IL-8 の

発現増強効果が微弱ながら認められてい

るダイアジノンについて、ヒト気道上皮細

胞株を用いる in vitro の解析系にて、微生

物関連物質 (polyI:C)と化学物質との複合

効果がインターロイキン8の産生以外にも

見られるかどうか、気道上皮細胞より分泌

される多数の生理活性物質の同時定量を

行なった。 

その結果、poly I:C 曝露によりヒト気道上

皮細胞株からは、IL-8 や IL-1以外の多数

のサイトカイン・ケモカイン類が誘導され

たが、化学物質として poly I:C にキシレン
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を加えた場合には、poly I:C 単独に比べて、

炎症性疾患において単球および T 細胞の

組織浸潤に関与するとされる MCP-1、及

び好酸球性炎症に関与するケモカインと

して知られる RANTES の産生増強効果が

微弱ではあるが認められた（図 5A、B）。

一方、ダイアジノンを添加した場合、poly 

I:C 曝露単独に比べて、明らかな産生増強

効果は認められなかった。 

 

図 5A 

 

 

 

図 5B 

 

図５  Poly I:C (10 µg/ml) 非存在（左）、

存在（右）24 時間後、キシレン添加３時

間後の培養上清中の(A) MCP-1 (B) 

RANTES 量 

 

 

また、吸入曝露動物モデルにより遺伝子

発現の有意な差異が認められたことより

昨年度測定対象とした IL-1の発現量に

ついては、タンパクレベルでは差がみら

れなかったが、mRNA については、キシ

レン、ダイアジノンどちらの場合も

polyI:C 刺激に関わらず、高濃度添加した

場合には、IL1- mRNA の発現が上昇した

（図 6A、B）。 

 

図 6A 

 

 

図 6B 

 

図６  Poly I:C (10 µg/ml) 非存在（左）、

存在（右）24 時間後、(A) キシレン, (B) ダ

イアジノン添加後３時間の IL-1の遺伝

子発現レベル 

 

DUSP1 についても、キシレン、ダイアジ

ノンどちらの場合も、高濃度添加した場

合には、DUSP1 mRNA の発現が上昇した

（図 7A、B）。 

 

図 7A 
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図 7B 

 

図７  Poly I:C (10 µg/ml) 非存在（左）、

存在（右）24 時間後、(A) キシレン, (B) ダ

イアジノン添加後３時間の DUSP1の遺伝

子発現レベル 

 
「HBE1 細胞を用いた新規実験系におけ

るホルムアルデヒドと poly I:C の免疫炎

症関連遺伝子発現への影響」 
 
培養条件は、検討の結果、BEGM 培地で

コラーゲンコートのフラスコで培養した

場合が細胞の増殖率及び細胞の形態とし

ては、適正であると考えられた（図８）、

以降の実験では、この培養条件で行った。 

 

図８ 

 

 

 

図８ 培養 4 日目、A: BEGM/コラーゲン

コート 、B: D-medium/コラーゲンコート、

C: BEGM/コラーゲンコートなし 、D: 

D-medium/コラーゲンコートなし 

 
化学物質の検討には、ホルムアルデヒド

添加による複合効果がこれまで明らかな

IL-8 及び動物モデルで有意な遺伝子発現

変化が報告された IL-1を指標に、検討

を行った。その結果、BEAS2B 細胞株を

用いた時と同様、poly I:C (10 µg/ml)で 24

時間刺激後、ホルムアルデヒド(0.01-10 

0µM) を 3 時間添加することにより、IL-8

の発現量がやや増強し、高濃度 (100 µM)

では、やや低下する傾向が認められた。

IL-1mRNA については、値がばらつき、

はっきりした傾向が認められなかった

（図 9A, B）。 

 

図 9A 

 

図 9B 

 

図９ Poly I:C (10 µg/ml) 存在下 24 時間、

ホルムアルデヒド (0.01 µM, 0.1 µM, 1 

µM, 10 µM, 100 µM) 添加後３時間の

IL-8(A)及び IL-1の遺伝子発現レベル 
 

D. 考察 
ヒト気道上皮細胞株（BEAS2B 細胞）を

用いた in vitro の炎症応答検出系により、

パラジクロロベンゼン、ダイアジノン、

スチレン、テトラデカン、フェノブカル

ブの 5 種のシックハウス関連化学物質の

複合的な作用については、poly I:C 刺激を

加えない化学物質単独でも、各物質の高

濃度では、IL-8 mRNA の上昇が認められ

た。poly I:C 刺激後も、テトラデカンを除

き、それぞれの化学物質の高濃度では、

同様な傾向が認められたが、低濃度では、

濃度依存的な増強効果は認められなかっ

た。このように化学物質の種類により、

シックハウス症候群における炎症応答・

発症機序が異なっていることが推測され

る。多種多様なメカニズムを解析する為

には、化学物質ごとに遺伝子発現マーカ

ーを検索することが必要であると思われ

る。 
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これまで確立したヒト気道上皮細胞系に

よる poly I:C の低濃度刺激下での化学物

質添加による炎症応答への影響を検討す

る in vitro 実験系において、シックハウス

症候群関連 13 化学物質のうち、9 種類の

化学物質の影響を検討してきたが、吸入

曝露動物モデルとヒト気道上皮細胞株を

用いた細胞モデルにおける炎症関連遺伝

子発現の比較検討の結果、吸入曝露動物

モデルにより遺伝子発現の有意な差異が

認められた IL-1の発現については、高濃

度のパラジクロルベンゼンにおいて上昇

がみられた。逆に、IL-8 遺伝子発現増強

効果の見られたホルムアルデヒドでは、

IL1- mRNA の産生増強の効果は確認さ

れなかった。実験動物による吸入毒性試

験において、吸入暴露後の情動認知行動

の異常が認められたキシレンについても、

IL-1の変動について検討した。キシレン

を高濃度添加した場合に、BEAS2B 細胞

モデルで、IL-1 mRNA の発現が上昇し、

動物モデルと同方向の発現増強傾向が認

められた。 
細胞内シグナル伝達系関連分子で、MAPK

活性化経路を負に調節する因子として機

能する DUSP1 の発現については、動物実

験系では抑制の傾向が報告されているが、

細胞モデルでは、むしろ高濃度の化学物

質による増強効果が認められた。 

これまでの結果から、化学物質の種類に

より、シックハウス症候群における炎症

応答・発症機序が異なっていることが推

測される。また、多種多様なメカ二ズム

を解析する為には、化学物質ごとにマー

カーを検索することが必要であると思わ

れる。これまでヒト気道上皮系の細胞株

として用いてきた BEAS2B 細胞より、さ

らに好中球性炎症応答が正常細胞に近い

といわれる HBE1 細胞による実験系を検

討した。このような in vitro 実験系を複数

の細胞株で構築することにより、より信

頼性の高い結果が得られ、炎症関連遺伝

子発現誘導に関わるシグナル伝達経路や

転写メカニズムなど分子レベルでの解析

になるものと期待される。 
 
E. 結論 
ヒト気道上皮細胞株を用いた in vitro 系

においては、微生物由来物質の存在によ

り、複数の化学物質の吸入曝露による有

害作用が増強される可能性を示しており、

化学物質のヒトへの影響を見る際の細胞

モデルとして有用と思われた。シックハ

ウス関連化学物質の種類により、シック

ハウス症候群における炎症応答・発症機

序が異なっていることが推測され、化学

物質ごとに増強減弱する遺伝子発現マー

カーを検索することが必要であった。

BEAS2BとHBE1の二つの実験系を用いて、

これらマーカーの相乗的炎症関連遺伝子

発現誘導に関わるシグナル伝達経路や転

写メカニズムを解明していくことで、よ

り結果の信頼性が高まるものと期待され

る。 

動物モデルで有意な遺伝子発現について、

細胞モデル、臨床との対比を行うことで、

より的確な評価系が構築されるものと思

われた。 
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分担研究課題：「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、 
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研究分担者   菅野 純  国立医薬品食品衛生研究所・客員研究員 
 
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。 
 本分担研究では第一の目的に向け、雄性マウスを対象としたＳＨレベルでの 2 時間単回
吸入暴露実験を実施し、肺・肝及び脳（海馬）の網羅的遺伝子発現プロファイルを取得し、
臓器毎及び臓器連関解析とそのデータベース化を行う。 
 本研究の成果として、キシレン（平成 26 年度実施、指針値： 0.2 ppm）、パラジクロロ
ベンゼン（平成 26 年度実施、指針値：0.04 ppm）、ホルムアルデヒド（平成 27 年度実施、
指針値： 0.08 ppm）、アセトアルデヒド（平成 27年度実施、指針値：0.03 ppm）及びテト
ラデカン（平成 28年度実施、指針値：0.04 ppm）について目標通りにＳＨレベル（キシレ
ン：0、0.2、0.7、2.0 ppm、パラジクロロベンゼン：0、0.04、0.12、0.4 ppm、ホルムア
ルデヒド：0、0.1、0.3 及び 1.0 ppm、アセトアルデヒド：0、0.03、0.10 及び 0.3 ppm、
テトラデカン：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、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。5物質に共通し
て海馬において、神経活動の指標となる Immediate early gene (IEG)の発現の抑制が、暴
露 2 時間直後の時点で指針値レベルの濃度から観測され、その程度は先行研究での反復暴
露（7日間）と同等であり、海馬神経活動の抑制を示唆する所見も再確認された。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。以上、本研究の成果として、急増中の新規物質について、それが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）の
生体影響との異同は、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。ここで
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。 
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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、
毒性試験から得た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、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。 
本分担研究では、上記第一の目的に向け、

雄性マウスを対象としたＳＨレベルでの先
行研究で設定した 2 時間単回吸入暴露実験
を実施し、肺・肝及び脳（海馬）の網羅的
遺伝子発現プロファイルを取得し、臓器毎
及び臓器連関解析とそのデータベース化を
行う。平成 26 年度は、キシレン（指針値： 
0.2 ppm）とパラジクロロベンゼン（指針
値：0.04 ppm）、平成 27 年度は、ホルムア
ルデヒド（指針値： 0.08 ppm）とアセトア
ルデヒド（指針値：0.03 ppm）、平成 28 年
度はテトラデカン（指針値：0.04 ppm）に
ついて検討した。 
アセトアルデヒド及びテトラデカン吸入

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。 
 
Ｂ．研究方法 
Total RNA の分離精製 
 マウス組織を採取後すみやかに RNA 
later (Ambion 社)に 4℃で一晩浸漬し、
RNase を不活化する。肝は 5mm 径の生検ト
レパンにより 3 ヶ所を各々別チューブに採
取した。肺は気管から RNA later を注入し、
RNase の不活化を促した後、採取した。脳は
摘出後、カミソリ刃にて正中で左右に切断
し左部について、小脳、脳幹、海馬及び大
脳皮質の 4 部位に分離後、各々別チューブ
に採取した。その後、RNA 抽出操作までは
-80℃にて保存した。抽出に当たっては、
RNAlater を除いた後、RNeasy キット（キア
ゲン社）に添付される RLT buffer を添加し、
ジルコニアビーズを用いて破砕液を調製し
た。得られた破砕液の 10 µL を取り、DNA
定量蛍光試薬 Picogreen を用いて DNA 含量
を測定した。DNA 含量に応じ、臓器毎にあら
かじめ設定した割合で Spike cocktail 
(Bacillus由来RNA 5種類の濃度を変えて混
合した溶液) を添加し、TRIZOL により水層
を得、RNeasy キットを用いて全 RNA を抽出
した。100ng を電気泳動し RNA の純度及び分
解の有無を検討した。 
 
遺伝子発現変動解析 
 全 RNA 5 µgを取り、アフィメトリクス社
のプロトコールに従い、T7 プロモーターが
付加したオリゴdTプライマーを用いて逆転
写し cDNA を合成し、得た cDNA をもとに第
二鎖を合成し、二本鎖 DNA とした。次に T7 
RNA ポリメラーゼ（ENZO 社キット）を用い、
ビオチン化 UTP, CTP を共存させつつ cRNA
を合成した。cRNA はアフィメトリクス社キ
ットにて精製後、300-500bp となるよう断片
化し、GeneChip ターゲット液とした。
GeneChip には Mouse Genome 430 2.0（マウ
ス）を用いた。ハイブリダイゼーションは
45℃にて 18 時間行い、バッファーによる洗
浄後、phycoerythrin (PE)ラベルストレプ
トアビジンにて染色し、専用スキャナーで
スキャンしてデータを得た。 
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 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は、 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。遺伝子発現変動を、
我々が開発した「RSort」を用いて、網羅的
に解析した。このソフトウェアは、各遺伝
子(probe set: ps)につき、用量、経時変化
及び遺伝子の発現コピー数を各軸とした 3
次元グラフにおいて、発現を表す平面につ
き凹凸を評価し、全ての ps を生物学的に有
意と考えられる順に並び替えるものである。
また、既知情報との照合によるシグナルネ
ットワーク及び遺伝子発現の制御因子の探
索は、Ingenuity Pathways Analysis (IPA) 
(Ingenuity Systems Inc.)を用いて行った。 
 
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）
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。 
ホルムアルデヒド（formaldehyde; 分子量：
30.03、CAS No. 50-00-0）は先行研究と同
じく、ホルムアルデヒド液 [ホルムアルデ
ヒド 37.3%、メタノール 7.4%含有、ギ酸含
量 0.04%以下]、和光純薬工業）を使用した。
キシレン(xylene; 分子量：106.2、CAS No. 
1330-20-7、和光純薬工業)は先行研究と同
じく、位置異性体である o-、m-、 p-体、及
び、構造異性体であるエチルベンゼンの混
合からなるキシレンを使用した。これは、
特定の位置異性体のみを必要量用意するこ
とが困難であることと、実際のヒト暴露を
想定すると市販の混合キシレンによる実験
が不適切ではないとの判断による。パラジ

クロロベンゼン(paradichlorobenzene; 分
子量 147.0、CAS No.106-46-7、和光純薬工
業) 、アセトアルデヒド(acetaldehyde; 分
子量 44.05、CAS No. 75-07-0、シグマ－ア
ル ド リ ッ チ ) 及 び テ ト ラ デ カ ン
(tetradecane; 分 子 量 198.4 、 CAS No. 
629-59-4、和光純薬工業)も先行研究と同じ
ものを使用した。 
 
（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、下記、

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。「国立医薬品食品衛

生研究所・動物実験等の適正な実施に関す

る規程（平成 27 年 4 月版）」。 

 

Ｃ．研究結果 

 以下に、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

及びテトラデカンについて、2時間単回暴露

の際の海馬、肝及び肺における解析結果を

示す。 

 

C-1：ＳＨＳレベルでのキシレン [2 時間単

回]暴露時の遺伝子発現変動解析（平成 26

年度実施）： 

 

C-1-1: キシレン [2 時間単回]暴露時の「海

馬」における網羅的遺伝子発現変動解析（平

成 26年度実施）： 

発現が有意(t検定での P値＜0.05)に増

加するものとして 4,390 ps、このうち目視

により生物学的な変化を反映すると判定さ

れたもの（Visually selected ps;ＶＳＰ）

として 255 ps が見いだされた。IPA による

検索では特定のシグナルネットワークは抽

出されなかった。また神経系の有害影響に

関係する遺伝子あるいはシグナルネットワ

ークとして、GABA 受容体(Gabrb2、Gabrb3)

遺伝子の発現増加が 24 時間に用量依存的
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に認められ、この事から抑制性神経伝達物

質 GABA 作動性ニューロンが活性化し、海馬

での神経活動が抑制される事が示唆された。 

 発現増加が認められる遺伝子の発現調節

因子の探索の為に、プロモーター解析(in 

silico) を、Ingenuity Pathways Analysis 

(IPA) (Ingenuity Systems Inc.)における

Upstream Analysis を用いて検討した。この

内、サイトカイン、ケモカインに関するも

のとして、Tgfβ1 が抽出されてきた。しか

し、Tgfβ1 の顕著な発現変動は、肺・肝と

もに、また先行研究を含む 3 つの暴露プロ

トコールともに認められなかった。 

 発現が有意(t 検定での P 値＜0.05)に減

少するものとして 4,160 ps、ＶＳＰとして

24 ps が見いだされた。IPA による検索では

特定のシグナルネットワークは抽出されな

かったが、神経活動の指標となる Immediate 

early gene (IEG)の発現が、2時間に指針値

レベルの濃度から、また先行研究での反復

暴露（[6 時間/日×7日間及び 22 時間/日×

7日間]）での場合と同程度に強く抑制され、

海馬における神経活動が抑制される事が示

唆された。具体的には、Fos、Dusp1、Nr4a1

及び Ier2 遺伝子の有意な発現減少、また

Arc、Junb、Egr4 及び Klf2 遺伝子の発現減

少傾向が認められた。また、これらの遺伝

子の発現抑制は、その 2 時間後の 4 時間の

観測時点には回復していた。先行研究にお

ける反復暴露の際に認められた、暴露休止

後の IEG 遺伝子発現のリバウンド現象は認

められなかった。 

この IEG の遺伝子の内、Fos 及び Dusp1

遺伝子の発現変動を図 1 に示す。図は下記

のように、各遺伝子につき濃度依存性、経

時変化、遺伝子発現量についての 3 次元グ

ラフとして示した。具体的には、縦軸(Z 軸)

に絶対値化した（細胞 1 個あたりのコピー

数）mRNA の発現量をとり、X, Y 軸にはそれ

ぞれ、投与用量と投与後経過時間をとり、

各条件の n=3 の平均値曲面で表示する。加

えてこの平均曲面の上下に標準偏差(SD)平

面（薄い色）を示す。 

 

 

 

図 1 キシレン 2時間単回暴露時の「海馬」

における IEG の内、Fos 及び Dusp1 遺伝子

の発現変動 

 溶媒群と投与群の間の有意差の検定を

Student の t 検定によりおこない P 値が

0.05 未満の場合を有意と判定し、図中に★

を付した。 

 いずれも同様な発現パターンを示した。 

 

 

 IEG 遺伝子を含む発現減少が認められる

遺伝子の発現調節因子の探索の為に、プロ

モーター解析(in silico) を、IPA における

Upstream Analysis を用いて検討した。この

内、サイトカイン、ケモカインに関するも

のとして、Tnf及びIl1βが抽出されてきた。

この内、Il1βは先行研究での 6時間/日×7

日間反復暴露の際に、肺・肝ともに増加が

投与後経過時間 発現量 

投与用量 

Fos 

 

Dusp1 
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認められたが 2 時間単回暴露の場合は３臓

器共に顕著な発現変動は認められず、また

Tnf の顕著な発現変動は、肺・肝ともに、ま

た先行研究を含む 3 種類の暴露プロトコー

ルともに認められなかった。 

 

C-1-2: キシレン [2 時間単回]暴露時の

「肺」における網羅的遺伝子発現変動解析

（平成 26年度実施）： 

 発現が有意(t 検定での P 値＜0.05)に増

加するものとして 2,345 ps、ＶＳＰとして

301 ps が見いだされた。肺の有害影響に関

係する遺伝子あるいはシグナルネットワー

クとして、酸化的ストレス、ユビキチン化、

グルタチオン代謝系が見いだされた。酸化

的ストレス関連遺伝子として具体的には、

Aox1(2 及び 4 時間、高用量)、Hmox1(2、4

及び 8時間、中・高用量)、Nfe2l2(2 時間、

高用量)、Prdx１(2、4 及び 24 時間、高用

量)、 Txnrd1(2、4 及び 8時間、高用量) 及

び Srxn1 遺伝子(2、4 及び 8 時間、中・高

用量; 24 時間、高用量)、またグルタチオ

ン代謝関連遺伝子として、Gss、Gsta4 、

Gsta2 (4 及び 8時間、中・高用量; 24 時間、

高用量)、 Gsto1(4、8 及び 24 時間、中・

高用量)、Gsta1(2 及び 24 時間、高用量; 4

及び 8 時間、中・高用量)、Gsta2、Gpx2(2

及び 24 時間、高用量; 4 及び 8時間、中・

高用量)遺伝子の発現増加が認められた。

IPA による検索でもこれらのネットワーク

が抽出された。したがって、ＳＨＳレベル

のキシレン 2 時間単回吸入暴露の肺におい

て、酸化的ストレスが生じている事が示唆

された。この内、Hmox1、Srxn1、Gsta4 及

びGpx2遺伝子の発現変動について図2に示

す。 

 

 

図 2 キシレン 2 時間単回暴露時の「肺」

における酸化的ストレス関連遺伝子 Hmox1

及び Srxn1 遺伝子、及びグルタチオン代謝

関連遺伝子Gsta4及びGpx2遺伝子の発現変

動 

 溶媒群と投与群の間の有意差の検定を

Student の t 検定によりおこない P 値が

0.05 未満の場合を有意と判定し、図中に★

を付した。 

 

 

 発現増加が認められる遺伝子の発現調節

因子の探索の為に、プロモーター解析(in 

silico) を、IPAにおけるUpstream Analysis

を用いて検討した。その結果、転写因子と

して Nfe2l2 (Nrf2)及び Atf4 が認められ、

酸化的ストレスは、Nrf2 あるいは Atf4 を

介して生じていることが示唆された。一方、

サイトカイン、ケモカインに関するものと

して、Tgfb1、Pdgf bb、Tnf 及び Il1βが抽

出されてきた。この内、IL1βは先行研究で

の 6 時間/日×7 日間反復暴露の際に、肺・

肝ともに増加が認められたが、それ以外の

各遺伝子では顕著な発現変動は、３臓器に

Hmox1 

 

Srxn1 

 

Gsta4 

 

Gpx2 
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亘り、いずれの暴露プロトコールでも認め

られなかった。 

他方、発現が有意(t 検定での P 値＜

0.05)に減少するものとして 2,151 ps、Ｖ

ＳＰとして 14ps が見いだされた。肺の有害

影響に関係する遺伝子あるいはシグナルネ

ットワークは認められなかった。IPA によ

る検索では特定のシグナルネットワークは

抽出されなかった。 

 

C-1-3: キシレン [2 時間単回]暴露時の

「肝」における網羅的遺伝子発現変動解析

（平成 26年度実施）： 

発現が有意(t検定での P値＜0.05)に増

加するものとして 836 ps、このうちＶＳＰ

として 154 ps が見いだされた。肝の有害影

響に関係する遺伝子あるいはシグナルネッ

トワークは認められなかった。IPA による

検索では特定のシグナルネットワークは抽

出されなかった。 

 発現増加が認められる遺伝子の発現調節

因子の探索の為に、プロモーター解析(in 

silico) を、IPAにおけるUpstream Analysis

を用いて検討した。その結果、サイトカイ

ン、ケモカインに関するものとして、Il1β

と Tnf が抽出されてきた。この内、IL1βは

先行研究での 6 時間/日×7 日間反復暴露の

際に、肺・肝ともに増加が認められたが、

Tnf 遺伝子では顕著な発現変動は、いずれの

暴露プロトコールでも認められなかった。 

発現が有意(t検定での P値＜0.05)に減

少するものとして 1,019 ps、このうちＶＳ

Ｐとして 120 ps が見いだされた。肺の有害

影響に関係する遺伝子あるいはシグナルネ

ットワークは認められなかった。IPA によ

る検索では特定のシグナルネットワークは

抽出されなかった。 

 

  

C-2：ＳＨＳレベルでのパラジクロロベンゼ

ン [2 時間単回]暴露時の遺伝子発現変動

解析（平成 26年度実施）： 

 

C-2-1: パラジクロロベンゼン [2 時間単

回]暴露時の「海馬」における網羅的遺伝子

発現変動解析（平成 26年度実施）： 

発現が有意(t検定でのP値＜0.05)に増

加するものとして 2,496 ps、このうち目視

による検討により生物学的な変化が示唆さ

れたＶＰＳとして 397 ps が見いだされた。

IPA による検索では特定のシグナルネット

ワークは抽出されなかった。また神経系の

有害影響に関係する遺伝子あるいはシグナ

ルネットワークとして、GABA 受容体

(Gabrb1、Gabrb2 及び Gabrb3)遺伝子の増加

が、24時間に用量依存的に認められ、この

事から抑制性神経伝達物質 GABA 作動性ニ

ューロンが活性化し、海馬での神経活動が

抑制される事が示唆された。 

 発現増加が認められる遺伝子の発現調節

因子の探索の為に、プロモーター解析(in 

silico) を、IPAにおけるUpstream Analysis

を用いて検討した。その結果、サイトカイ

ン、ケモカインに関するものは抽出されて

こなかった。 

 他方、発現が有意(t検定での P値＜0.05)

に減少するものとして 3,246 ps、このうち

ＶＳＰとして 19 ps が見いだされた。IPA

による検索では特定のシグナルネットワー

クは抽出されなかったが、神経活動の指標

となる Immediate early gene (IEG)の発現

が、2時間に指針値レベルの濃度から、また

先行研究での反復暴露（[6 時間/日×7日間

及び 22 時間/日×7 日間]）での場合と同程

度に強く抑制され、海馬における神経活動

が抑制される事が示唆された。具体的には、

Fos、Dusp1、Nr4a1 及び Ier2 遺伝子の有意

な発現減少、また Arc、Junb、Egr4 及び Klf2

遺伝子の発現減少傾向が認められた。また、

これらの遺伝子の発現抑制は、その 2 時間
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後の 4 時間の観測時点には回復していた。

先行研究における反復暴露の際に認められ

た、暴露休止後の IEG 遺伝子発現のリバウ

ンド現象は、Fos、Dusp1、Junb、Egr4 及び

Ier2 遺伝子については、24 時間に認められ

た。この IEG の遺伝子の内、Fos 及び Dusp1

遺伝子の発現変動について図 3に示す。 

 

 

 

 

 

図 3 パラジクロロベンゼン 2 時間単回暴

露時の「海馬」における IEG の内、Fos 及

び Dusp1 遺伝子の発現変動 

 溶媒群と投与群の間の有意差の検定を

Student の t 検定によりおこない P 値が

0.05 未満の場合を有意と判定し、図中に★

を付した。 

 いずれも同様な発現パターンを示した。 

 

 

  IEG 遺伝子を含む発現減少が認められる

遺伝子の発現調節因子の探索の為に、プロ

モーター解析(in silico) を、IPA における

Upstream Analysis を用いて検討した。この

内、サイトカイン、ケモカインに関するも

のとして、Il1βが抽出されてきた。Il1β

は先行研究での 6 時間/日×7 日間反復暴露

の際に、肺・肝ともに増加が認められたが、

2時間単回暴露時には３臓器ともに、顕著な

発現変動は認められなかった。 

C-2-2: パラジクロロベンゼン [2 時間単

回]暴露時の「肺」における網羅的遺伝子発

現変動解析（平成 26 年度実施）： 

発現が有意(t検定での P値＜0.05)に増

加するものとして 5,520 ps、このうちＶＳ

Ｐとして 231 ps が見いだされた。肺の有害

影響に関係する遺伝子あるいはシグナルネ

ットワークは認められなかった。IPA によ

る検索では特定のシグナルネットワークは

抽出されなかった。 

 発現増加が認められる遺伝子の発現調節

因子の探索の為に、プロモーター解析(in 

silico) を、IPAにおけるUpstream Analysis

を用いて検討した。その結果、サイトカイ

ン、ケモカインに関するものとして、Tgfb1

が抽出されてきたが、Tgfb1 遺伝子の顕著な

発現変動は、３臓器に亘り、いずれの暴露

プロトコールでも認められなかった。Il1β

は抽出されなかった。 

 他方、発現が有意(t検定での P値＜0.05)

に減少するものとして 702 ps、このうちＶ

ＳＰとして 3 ps が見いだされた。肺の有害

影響に関係する遺伝子あるいはシグナルネ

ットワークは認められなかった。IPA による

検索では特定のシグナルネットワークは抽

出されなかった 

 

C-2-3: パラジクロロベンゼン [2 時間単

回]暴露時の「肝」における網羅的遺伝子発

現変動解析（平成 26 年度実施）： 

発現が有意(t検定での P値＜0.05)に増

加するものとして 1,736 ps、このうちＶＰ

Ｓとして 228 ps が見いだされた。肝の有害

影響に関係する遺伝子あるいはシグナルネ

ットワークは認められなかった。IPA によ

る検索では特定のシグナルネットワークは

抽出されなかった。 

 発現増加が認められる遺伝子の発現調節

因子の探索の為に、プロモーター解析(in 

silico) を、IPAにおけるUpstream Analysis

を用いて検討した。その結果、サイトカイ

Fos 

 

Dusp1 
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ン、ケモカインに関するものとして、Tgfb1

が抽出されてきたが、Tgfb1 遺伝子の顕著な

発現変動は、３臓器に亘り、いずれの暴露

プロトコールでも認められなかった。Il1β

は抽出されなかった。 

 他方、発現が有意(t検定での P値＜0.05)

に減少するものとして 776 ps、このうちＶ

ＳＰとして 16 ps が見いだされた。肺の有

害影響に関係する遺伝子あるいはシグナル

ネットワークは認められなかった。IPA によ

る検索では特定のシグナルネットワークは

抽出されなかった 

 

 キシレン、パラジクロロベンゼンの両物

質について、海馬における IEG 各遺伝子の

発現減少の程度につき、2時間単回暴露の場

合と、6時間/日×7日間及び 22 時間/日×7

日間反復暴露の場合との比較したものを図

4に示す。例としてここでは、Fos 遺伝子に

ついて示す。2時間に IEG の発現抑制が、反

復暴露の場合と同程度に認められた。 

 

 

 

 

図 4 Fos 遺伝子の発現状況。キシレン（上

段）及びパラジクロロベンゼン（下段）に

ついて、「海馬」における IEG の内、Fos 遺

伝子の発現変動を、2 時間単回暴露時の場

合（左）と 6時間/日×7日間反復（中）及

び 22 時間/日×7 日間反復暴露（右）の場

合とを比較したもの 

 溶媒群と投与群の間の有意差の検定を

Student の t 検定によりおこない P 値が

0.05 未満の場合を有意と判定し、図中に★

を付した。縦軸（発現コピー数）のスケー

ルは同一に揃えた。 

 2 時間に、IEG 遺伝子は、指針値レベルの

濃度から、また先行研究での反復暴露での

場合と同程度に強く抑制された。 

 

 

C-3：ＳＨＳレベルでのホルムアルデヒド 

[2 時間単回]暴露時の遺伝子発現変動解析

（平成 27年度実施）： 

 

C-3-1: ホルムアルデヒド [2 時間単回]暴

露時の「海馬」における網羅的遺伝子発現

変動解析（平成 27年度実施）： 

 暴露群の発現が有意に対照群に比べて増

加した(t 検定での P 値＜0.05)439 ps のう

ち、ＶＰＳとして 60 ps 見いだされた。IPA

による検索では特定のシグナルネットワー

クは抽出されなかった。発現増加が認めら

れた遺伝子の発現調節因子の探索の為に、

プ ロ モ ー タ ー 解 析 (in silico) を 、

Ingenuity Pathways Analysis (IPA) 

(Ingenuity Systems Inc.) に お け る

Upstream Analysis を用いて検討した結果、

サイトカイン、ケモカインに関するものを

含め、抽出されてこなかった。 

 他方、発現が有意(t検定での P値＜0.05)

に減少するものとして 590 ps、このうちＶ

ＰＳとして 1 ps が見いだされた。IPA によ

る検索では特定のシグナルネットワークは

抽出されなかった。神経活動の指標となる

Immediate early gene (IEG)の発現は、暴

露 2 時間後に指針値レベルの濃度から、い

ずれも有意ではないが、発現減少傾向が認

められた。また、これらの遺伝子の発現抑

制傾向は、次の観測点である暴露終了 2 時
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間後には回復していた。先行研究における

反復暴露の際に認められた、暴露休止後の

IEG 遺伝子発現のリバウンド現象は暴露 24

時間後に有意に認められた。 

 

C-3-2: ホルムアルデヒド [2 時間単回]暴

露時の「肺」における網羅的遺伝子発現変

動解析（平成 27 年度実施）： 

 発現が有意(t 検定での P 値＜0.05)に増

加するものとして 136 ps、このうちＶＰＳ

として 5 ps が見いだされた。肺の有害影響

に関係する遺伝子あるいはシグナルネット

ワークは認められなかった。サイトカイン

としては唯一、Cxcl12 遺伝子の(暴露 24時

間後、高用量)の発現増加が認められた。 

 他方、発現が有意(t検定での P値＜0.05)

に減少するものとして 215 ps、このうちＶ

ＰＳとして 1 ps が見いだされた。肺の有害

影響に関係する遺伝子あるいはシグナルネ

ットワークは認められなかった。IPA による

検索では特定のシグナルネットワークは抽

出されなかった。 

 

C-3-3: ホルムアルデヒド [2 時間単回]暴

露時の「肝」における網羅的遺伝子発現変

動解析（平成 27 年度実施）： 

 発現が有意(t 検定での P 値＜0.05)に増

加するものとして 1,103 ps、このうちＶＰ

Ｓとして 69 ps が見いだされた。肝の有害

影響に関係する遺伝子あるいはシグナルネ

ットワークとして、グルタチオン代謝系が

見いだされた。Gstm4(暴露 24時間後、高用

量)、Gstm3(暴露 24 時間後、高用量)および

Gstm2(暴露 24 時間後、高用量)遺伝子の発

現増加が認められた。 

 他方、発現が有意(t検定での P値＜0.05)

に減少するものとして 687 ps、このうちＶ

ＰＳとして 1 ps が見いだされた。肺の有害

影響に関係する遺伝子あるいはシグナルネ

ットワークは認められなかった。IPA による

検索では特定のシグナルネットワークは抽

出されなかった。 

 

C-4：ＳＨＳレベルでのアセトアルデヒド 

[2 時間単回]暴露時の遺伝子発現変動解析

（平成 27年度実施）： 

 

C-4-1: アセトアルデヒド [2 時間単回]暴

露時の「海馬」における網羅的遺伝子発現

変動解析（平成 28年度実施）： 

 発現が有意(t 検定での P 値＜0.05)に増

加するものとして 961 ps、このうちＶＰＳ

として 35 ps が見いだされた。IPA による検

索では特定のシグナルネットワークは抽出

されなかった。発現増加が認められる遺伝

子の発現調節因子の探索の為に、プロモー

ター解析(in silico) IPAにおけるUpstream 

Analysis を用いて検討した結果、サイトカ

イン、ケモカインに関するものを含め抽出

されてこなかった。 

 他方、発現が有意(t検定での P値＜0.05)

に減少するものとして 485 ps、このうちＶ

ＰＳとして 1 ps が見いだされた。IPA によ

る検索では特定のシグナルネットワークは

抽出されなかった。 

 神経活動の指標となるIEGの発現は、Arc、

Fos、Dusp1、Nr4a1 および Junb 遺伝子につ

いて、暴露 2 時間後に指針値レベルの濃度

から、有意な発現減少が認められた。また、

これらの遺伝子の発現抑制傾向は、次の観

測点である暴露終了 2 時間後には回復して

いたが、先行研究における反復暴露の際に

認められた、暴露休止後の IEG 遺伝子発現

のリバウンド現象は暴露24時間後に有意に

認められた。 

 

C-4-2: アセトアルデヒド [2 時間単回]暴

露時の「肺」における網羅的遺伝子発現変

動解析（平成 27 年度実施）： 

 サンプリングは終了しており、今後解析



 248

する。 

  

C-4-3: アセトアルデヒド [2 時間単回]暴

露時の「肝」における網羅的遺伝子発現変

動解析（平成 27 年度実施）： 

 サンプリングは終了しており、今後解析

する。 

 

C-5：ＳＨレベルでのテトラデカン [2 時間

単回]暴露時の遺伝子発現変動解析（平成 28

年度実施）： 

 

C-5-1: テトラデカン [2 時間単回]暴露時

の「海馬」における網羅的遺伝子発現変動

解析： 

 発現が有意(t 検定での P 値＜0.05)に増

加するものとして 794 ps、このうちＶＰＳ

として 51 ps が見いだされた。IPA による検

索では特定のシグナルネットワークは抽出

されなかった。発現増加が認められる遺伝

子の発現調節因子の探索の為に、プロモー

タ ー 解 析 (in silico) を 、 Ingenuity 

Pathways Analysis (IPA) (Ingenuity 

Systems Inc.)における Upstream Analysis

を用いて検討した結果、サイトカイン、ケ

モカインに関するものを含め抽出されてこ

なかった。 

 他方、発現が有意(t検定での P値＜0.05)

に減少するものとして 839 ps、このうち目

視による検討により生物学的な変化が示唆

されたものとして 4 ps が見いだされた。IPA

による検索では特定のシグナルネットワー

クは抽出されなかった。 

 神経活動の指標となる Immediate early 

gene (IEG)の発現は、Arc、Fos、Dusp1、Nr4a1、

Junb、Egr2 および Ier2 遺伝子について、暴

露 2 時間後に指針値レベルの濃度から、有

意な発現減少が認められた。また、これら

の遺伝子の発現抑制傾向は、次の観測点で

ある暴露終了2時間後には回復していたが、

先行研究における反復暴露の際に認められ

た、暴露休止後の IEG 遺伝子発現のリバウ

ンド現象は暴露 24 時間後に、Arc、Dusp1、

Nr4a1 および Ier2 遺伝子については有意に、

Fos、Junb および Egr2 遺伝子については増

加傾向が認められた。 

 この IEG の遺伝子の内、Arc、Fos、Dusp1、

Junb、Nr4a1 および Ier2 遺伝子の発現変動

について図 5 に示す。図は下記のように、

各遺伝子につき濃度依存性、経時変化、遺

伝子発現量についての 3 次元グラフとして

示した。具体的には、縦軸(Z 軸)に絶対値化

した（細胞 1 個あたりのコピー数）mRNA の

発現量をとり、X, Y 軸にはそれぞれ、投与

用量と投与後経過時間をとり、各条件の n=3

の平均値曲面で表示する。加えてこの平均

曲面の上下に標準偏差(SD)平面（薄い色）

を示す。 

 

 

 

図 5 テトラデカン 2時間単回暴露時の「海

馬」における IEG の内、Arc、Fos、Dusp1 (上

段、左から)及び Junb、Nr4a1、Ier2 遺伝子

（下段、左から）遺伝子の発現変動 

 溶媒群と投与群の間の有意差の検定を

Studentのt検定によりおこないP値が0.05

未満の場合を有意と判定し、図中に★を付

した。 

 いずれも同様な発現パターンを示した。 
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C-5-2: テトラデカン [2 時間単回]暴露時

の「肺」における網羅的遺伝子発現変動解

析（平成 28 年度実施）： 

 発現が有意(t 検定での P 値＜0.05)に増

加するものとして 350 ps、このうちＶＳＰ

として 8 ps が見いだされた。肺の有害影響

に関係する遺伝子あるいはシグナルネット

ワークは認められなかった。IPA による検索

では特定のシグナルネットワークは抽出さ

れなかった。 

 他方、発現が有意(t検定での P値＜0.05)

に減少するものとして 104 ps、このうちＶ

ＳＰとして 7 ps が見いだされた。肺の有害

影響に関係する遺伝子あるいはシグナルネ

ットワークは認められなかった。IPA による

検索では特定のシグナルネットワークは抽

出されなかった。 

 

C-5-3: テトラデカン [2 時間単回]暴露時

の「肝」における網羅的遺伝子発現変動解

析（平成 28 年度実施）： 

 発現が有意(t 検定での P 値＜0.05)に増

加するものとして 807 ps、このうちＶＰＳ

として 46 ps が見いだされた。肝の有害影

響に関係する遺伝子あるいはシグナルネッ

トワークは認められなかった。IPA による検

索では特定のシグナルネットワークは抽出

されなかった。 

 他方、発現が有意(t検定での P値＜0.05)

に減少するものとして 561 ps、このうちＶ

ＳＰとして 6 ps が見いだされた。肺の有害

影響に関係する遺伝子あるいはシグナルネ

ットワークは認められなかった。IPA による

検索では特定のシグナルネットワークは抽

出されなかった。 

 

C-6： ＳＨＳ関連物質についての 6 時間/

日×7 日間反復吸入暴露における Il1b 遺伝

子の肝・肺での比較解析（平成 28 年度実

施）： 

 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−1

β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。。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、両物質共に 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。

ホルムアルデヒド、キシレン、パラジクロ

ロベンゼンおよびアセトアルデヒドについ

て、6 時間/日×7 日間反復暴露時の肺にお

ける Il1βの遺伝子の発現変動を図 6 に示

す。 
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図 6 ホルムアルデヒド、キシレン、パラジ

クロロベンゼン、テトラデカンおよびアセ

トアルデヒド n いつおいての 6 時間/日×7

日間反復暴露時の「肺」における Il1β遺伝

子の発現変動 

 溶媒群と投与群の間の有意差の検定を

Studentのt検定によりおこないP値が0.05

未満の場合を有意と判定し、図中に★を付

した。  

 テトラデカン及びアセトアルデヒドの場

合でも、発現増加が認められた。 

 

 

Ｄ．考察 

 以上の通り、ＳＨレベルの極低濃度の 2

時間単回吸入暴露により、平成 26年度実施

のキシレン、パラジクロロベンゼン、平成

27 年度実施のホルムアルデヒド、アセトア

ルデヒド、および平成 28年度実施の 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。アセトアルデヒ

ド及びテトラデカンについては、海馬にお

けるはじめての解析結果である。先行研究

では、6 時間/日×7 日間反復暴露の解析に

より、IEG の発現抑制は 6時間暴露直後に確

認され、その後の観測点である暴露終了 16

時間目では毎日のリバウンド現象を示唆す

る所見を得ていたが、平成 26〜28 年度の実

験により、IEG の発現抑制は 2時間暴露直後

でも十分に認められ、またこの場合、暴露

終了 2 時間後には回復することが見いださ

れた。暴露終了後 24 時間目までの間のリバ

ウンド現象は、キシレン暴露の際は認めら

れず、ホルムアルデヒド、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

ン暴露の際の一部のIEGで暴露終了24時間

後に認められた。この事から、IEG のリバウ

ンド現象は、暴露時間に依存する事が示唆

された。 

 平成 28年度（今年度）までのホルムアル

デヒド、キシレン、パラジクロロベンゼン、

アセトアルデヒドおよびテトラデカンにつ

いて、図 7に、IEG の遺伝子の内、Arc 及び

Dusp1 遺伝子の発現変動を示す。 

 

 

 

図７ ホルムアルデヒド、キシレン、パラ

ジクロロベンゼン、アセトアルデヒドおよ

びテトラデカン 2時間単回暴露時の「海馬」

における IEG の内、Arc(上段)及び Dusp1（下

段）遺伝子の発現変動 

 溶媒群と投与群の間の有意差の検定を

Studentのt検定によりおこないP値が0.05

未満の場合を有意と判定し、図中に★を付

した。 

 いずれも同様な発現パターンを示した。 

 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 
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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 IL−1β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。 

 

Ｅ．結論 

 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 1

β(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。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。また、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。 

 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、Ｓ

Ｈ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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(EUROTOX2014)(2014.9.9)Edinburgh, UK, 
poster 
 
Jun Kanno, Ken-ichi Aisaki, Satoshi 
Kitajima, Percellome toxicogenomics 
project as the 3R-toxicology and the 
foundation of in vitro- and in 
silico-toxicology, the 9th World 
Congress on Alternatives and Animal Use 
in the Life Sciences（WC9）(2014.8.27), 
Prague, Czech Republic, Oral 
 

相﨑健一、北嶋 聡、菅野 純、遺伝子発現
から見た毒性学―Percellome トキシコゲノ
ミクスの進捗―、第 36 回日本中毒学会総
会・学術集会(2014.7.25) 東京、シンポジ
ウム 
 
北嶋 聡、小川幸男、大西 誠、相磯成敏、
相﨑健一、五十嵐勝秀、高橋祐次、菅野 純、
シックハウス症候群レベルの極低濃度吸入
暴露時の海馬Percellomeトキシコゲノミク
ス－化学構造が異なる 3 物質の比較－、第
41 回日本毒性学会学術年会（2014.7.3）神
戸、口演 
 
菅野 純、相﨑健一、北嶋 聡、Percellome 
Project の進捗―新型反復暴露による慢性
毒性の予測に向けての分子背景の解析―、
第 41 回日本毒性学会学術年会 (2014.7.2)
神戸、シンポジウム 
 
北嶋 聡、種村健太郎、菅野 純、毒性の網
羅的把握のための遺伝子発現ネットワーク
描出と動的バイオマーカー抽出、第 41回日
本毒性学会学術年会(2014.7.2)神戸、シン
ポジウム 
 
 
G. 知的所有権の取得状況 

１．特許取得 
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２．実用新案登録 
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３．その他 
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厚生労働科学研究補助金（化学物質リスク研究事業、H26-化学-一般-001） 

化学物質の経気道暴露による毒性評価の迅速化、定量化、高精度化に関する研究 

—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— 

平成 26年度〜28 年度 総合研究報告書 

分担研究報告書 

 

分担研究課題： 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 

 

研究分担者   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 

 

研究要旨 

 本分担研究は、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、及び遺伝子発現変動データ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遅発性影響も検討する。 

 平成 26年度は、吸入暴露実験に対応した情動認知行動解析系の整備を行った後、キシレ

ン(0、2.0 ppm: 2.0 ppm は指針値の 10倍濃度)について、22 時間/日×7日間反復暴露をマ

ウス（成熟期）に実施し、情動認知行動をオープンフィールド試験、明暗往来試験、条件

付け学習記憶試験により解析した。その結果、暴露終了日に実施した際には空間-連想記憶

及び音-連想記憶の低下が認められたが、暴露 3日後に実施した際には全ての試験に有意な

変化は認められなかった。この結果から、キシレンの暴露による学習記憶異常は可逆的で

あったが、海馬に対する有害性が実証された。加えて、生後 2週齢から 3週齢時（幼若期）

にキシレン(0、2.0 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、音-連想記憶の低下が認められ、遅発性に情動認知行

動に影響することが明らかとなり、生後脳発達への有害性が示唆された。  

 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。以上の事は、海馬に対

する有害性を実証し、海馬での遺伝子発現変動データの予見性を確認したものと考える。

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、ホルムアルデヒド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ＳＨレベルでの 22時間/日×7日間反復暴露を実施し、成熟後の情

動認知行動解析を検討したところ、遅発影響は認められず、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。
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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、

毒性試験から得た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、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。 

本分担研究では、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、及び遺伝子発現

変動データ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遅発性影

響も検討する。 

 

Ｂ．研究方法 

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、幼若期マウス

は哺乳動物であるため、母マウスと共に吸

入暴露を実施する。尚、その前段階として

吸入暴露装置と行動解析装置を可能な限り

近接させることによって、行動解析時の混

交要因としての移動ストレスを軽減させる

ため、移動式の行動解析装置を整備した（行

動バッテリ-ユニット マウス２個体用：

Mobile-M2、小原医科産業）。 

 ただし、平成 27 年度（昨年度）に実施し

た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

なわち授乳中であり、母マウス同居下の群

飼いにより、ホルムアルデヒドが母マウス

の被毛などに吸着してしまったことが考え

られた。そこで、平成 28年度は、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。すなわち、ホルムアルデヒド[ホルム

アルデヒド液： ホルムアルデヒド 37.3%、

メタノール7.4%含有、ギ酸含量0.04%以下]、

和光純薬工業）の幼若期暴露方法の再検討

のために、離乳後（4週齢）の雄性マウスを

対象に、極低濃度下（0、1.0 ppm）（1.0 ppm

は指針値の約 10 倍濃度）、個別飼いによる

22 時間/日×７日間反復吸入暴露を実施し、

成熟後(12 週齢時)に情動認知行動解析（2

用量、6群構成、各群 8匹）を検討した。こ
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の際の 4 週齢という週齢は、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、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

た。予備検討の際、吸入チャンバー内にて、

2.5、3 あるいは 4 週齢にて金網ケージでの

個別飼い飼育を検討したところ、餌、水の

摂取は認められるものの、いずれも 3 日後

には著しい体重減少が認められた。この原

因として、この時期の児マウスでは体温調

節機能が不十分である可能性が考えられた。

そこで、トレイ交換時の騒音などのストレ

スによる食殺防止の目的で、排泄物を受け

るためのトレイ交換を無くすために、トレ

イ上にパルプ製床敷(パルマスµ)を、床敷と

金網ケージが密着するように敷いているが、

体温調節を支える為、更に金網ケージ内に

も敷き検討したところ、4週齢であれば個別

飼育が出来る事を確認した。 

 

（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 

 平成 26年度はキシレンを対象とし、極低

濃度下（0、2.0 ppm）（2.0 ppm は指針値の

10 倍濃度）、雄性マウス（成熟期[11 週齢]

及び幼若期[2週齢]）について、22 時間/日

×７日間反復暴露（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)に情動認知行動

解析を検討した。成熟期暴露の場合の解析

時点として、暴露終了日と暴露 3 日後の 2

つの時点を選択した。前者を選んだ理由は、

先行研究での海馬における遺伝子発現解析

から神経伝達の抑制を示唆するデータを有

しており、この時点であれば情動認知行動

異常が観察されると予想された為である。

具体的には、神経伝達の抑制を示唆する IEG

の発現低下は 22 時間暴露直後に、またその

次の観測点である暴露休止24時間後には逆

に発現のリバウンドが認められており、暴

露終了日中は、IEG が発現低下している可能

性が高いためである。他方、暴露 3 日後を

選んだ理由は、この時点が当方で多くの解

析データを有する遅発性の情動認知行動解

析のプロトコールでの測定時点である為で

あり、これらのデータとの比較解析が可能

となるためである。また幼若期マウスとし

て 2 週齢を選択した理由は、これも当方で

多くの解析データを有する遅発性の情動認

知行動解析のプロトコールでの暴露週齢で

ある為であり、これらのデータとの比較解

析が可能となるためである。 

 キシレンの成熟期暴露の場合の解析の結

果、暴露終了日の時点では、オープンフィ

ールド試験、明暗往来試験では対照群と比

較し有意な変化は認められなかったが、条

件付け学習記憶試験において空間-連想記

憶及び音-連想記憶の有意な低下が認めら

れた。一方、暴露 3 日後での解析では、全

ての試験項目で対照群と有意な差は認めら

れなかった。加えて、幼若期暴露後、成熟

期での解析の結果、条件付け学習記憶試験

において、音-連想記憶の有意な低下が認め

られた。 

 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
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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 は指針値の約 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])のマウスの情動認知行動について解析

した。その結果、対照群と比較し有意な低

下は認められず、遅発影響は認められなか

った。 

 

Ｄ．考察 

 平成 26 及び 27 年度の検討では、先行研

究での 7 日間反復暴露の際の海馬における

遺伝子発現解析から予見された情動認知行

動の異常を確認すべく、成熟マウスに対し

て、指針値の約 10倍濃度のホルムアルデヒ

ド（平成 27 年度）及びキシレン（平成 26

年度）の 22時間/日×7日間反復暴露後の情

動認知行動解析を実施した結果、暴露終了

日には、両物質共に、空間-連想記憶及び音

-連想記憶の有意な低下が認められたが、暴

露 3 日目には、ホルムアルデヒドの場合は

回復しないが（不可逆的）、キシレンの場合

は回復する（可逆的）ことが判明した。こ

の事は、本研究の第二の目的である海馬に

対する有害性を学習記憶異常として実証し、

海馬での遺伝子発現変動データがこの異常

に対する予見性を有することを確認したもの

と考える。  

 加えて、指針値の10倍濃度のキシレン（平

成 26年度）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（平成 27 年度）

の幼若期暴露の場合は遅発影響が認められ

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



 259

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、授乳期である

ため、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、離乳後

（4週齢）の個別飼いでの 22時間/日×7日

間反復吸入暴露を実施し、成熟後([12 週

齢])のマウスの情動認知行動について解析

したが、遅発影響は認められなかった。 

 この原因として、ホルムアルデヒドが吸

収されてしまっていることによる暴露量不

全を完全には否定できない。 

 さらに、幼若期影響として検討するには 4

週齢では遅すぎる事も考えられた。すなわ

ち、マウスにおいては、生後１-3 週齢が臨

界期に相当するとされており、シナプスの

刈り込みによる神経回路の調整がなされる

が、生後 4 週齢時の離乳期マウスでは、そ

の時期をほぼ終えたと考えられる。従って

離乳期マウスに対してのホルムアルデヒド

吸入暴露による中枢影響は、極めて限定的

であるか、一過性のものであることが推察

される。 

 

 

Ｅ．結論 

 先行研究での 7 日間反復暴露の際の海馬

における遺伝子発現解析から予見された情

動認知行動の異常を確認すべく、成熟マウ

スに対して、指針値の約 10 倍濃度のホルム

アルデヒド（平成 27年度）及びキシレン（平

成 26 年度）の 22 時間/日×7 日間反復暴露

後の情動認知行動解析を実施した結果、本

研究の第二の目的である海馬に対する有害

性を学習記憶異常として実証し、海馬での

遺伝子発現変動データがこの異常に対する

予見性を有することを確認したものと考え

る。  

 一方、ホルムアルデヒド（平成 27 年度）

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

22 時間/日×7 日間反復吸入暴露を実施し、

成熟後([12 週齢])のマウスの情動認知行動

について解析したが、遅発影響は認められ

ず、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。従って、幼

若期暴露影響については、母マウスの被毛

に吸着し易い化学物質については、今後、

再検討する必要があると考えられる。 

 本研究により、急増中の新規物質につい

て、少なくとも、平成 14年の厚生労働省シ

ックハウス問題に関する検討会」が掲げる

化学物質（ガス体 11種）との異同は、高精

度に判定可能となったものと考える。 
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