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揮発性有機化合物の胎仔期曝幕による仔マウスの

Thl､Th2型免疫応答のかく乱

山元 昭二 ･Tin-TinWin-Shwe･藤巻 秀和

独立行政法人国立環境研究所環境リスク研究センタ一高感受性影響研究室

要 約

胎児期､乳児期は化学物質に対して高感受性の時期であるとも云われており､多種多様な化学物質に

よる子供の健康影響とそのメカニズムを把握することは生体機能の正常な発達の観点から重要と考えら

れている｡本研究では低濃度 トルエンの胎児期曝露が仔マウスの全身および局所でのThl/rh2免疫応答

に及ぼす影響についてグラム陽性菌細胞壁成分ペプチ ドグリカン (PGN;peptidoglycan)との併用,非

併用下で検討した｡その結果､5,50ppm トルエンのみもしくはPGN刺激との併用曝露は血中や牌臓に

おいてThl及びTh2型免疫応答に関係するいくつかの免疫パラメーター (総 Ig抗体サブクラスの産生

レベルや転写因子TLbet,GATA-3,Foxp3のmRNA発現等)をかく乱することを明らかした｡

【キーワー ド】感染､低濃度 トルエン曝露､Thl/Th2バランス､免疫発達

はじめに

ヒトの乳幼児は､一日の多くを室内で過ごすた

め､VOC(ホルムアルデヒド､トルエン等揮発性

有機化合物)やタバコの煙､ダニ､カビなどの環

境因子に長時間曝される可能性がある｡さらに､

子供特有の活動や行動も環境因子を体内に多く

摂取する要因になり､例えば､子供の体重当りの

水や食物の摂取量は大人に比べて多くなること

や､指をくわえる行為などが環境因子を体内に多

く取り込む原因の一つにもなる (WHO,1986;Au,
2002)｡又､胎盤や母乳経由による取り込みも当

然考えられる｡特に胎児期､乳児期は化学物質に

対して高感受性の時期であるとも云われており

(HolladayandSmialowicz,2000)､VOC等を
含む多種多様な化学物質による子供の健康影響

とそのメカニズムを把握することは生体機能の

正常な発達の観点から重要と考えられている｡

芳香族炭化水素に属する有機化合物の一つで

あるトルエンは､溶媒として､ペンキ､塗料用シ

ンナー､多くの化学物質､印刷用インク､接着剤

等に用いられ､ヒト-の高濃度曝露では中枢神経

系に機能障害を引き起こすことが知られている

(Byrneeta1.,1991;Greenberg,1997). また､
近年はシックハウス症候群の原因物質の一つで

あるともいわれ､筆者の所属する研究室では､こ

れまでに成熟マウス-の低濃度 トルエン曝露が

免疫系および神経系をかく乱することを明かに

した (Fujimakieta1.,2007;Win-Shweeta1.,
2005)｡免疫系の器官形成は主に胎児期および出

生初期に 起こるが健康な子供の免疫パラメー

ターの基礎的なデータは不足している｡又､動物

実験において､妊娠マウス又は幼若マウスを用い

た トルエン曝露による免疫系-の影響に関する

報告は見当たらない｡

近年､小児の免疫発達は､Ⅰ型-ルパーT(Thl)

細胞とⅡ型-ルパーT (Th2)細胞の機能の関係

で議論され､その発達の過程では､Thl/Th2比の

均衡がとれた状態で発達していくことが重要と

考えられている｡通常､胎児期および新生児期の

免疫応答は Th2側に偏 り､成長にともなって

Thl/Th2バランスのとれたもの-と移行するが

(AdkinsandGuevara,2001)､この間のThl型
免疫応答の発達には生体を取り巻く多くの微生

物からの刺激が重要であることがわかってきた

(図 1)(Marodi,2006;Bottchereta1.,2000)a
又､いくつかの化学物質はThl/rh2バランスを

かく乱する可能性も示唆されている｡筆者らは､

マウス胎仔期のみの低濃度 トルエン曝露もしく

はペプチ ドグリカン (PGN:グラム陽性菌細胞壁

成分)刺激との併用曝露が仔マウスの全身または

局所での Thl/rh2免疫に及ぼす影響を明かにす

るために､妊娠マウスにトルエンおよび PGNを

曝露し､Thl及びTh2型免疫応答に関連する血中
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図 1Thl/Th2バランスの発達と細菌感染および

化学物質との関係
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1g抗体や碑臓 ･肺でのサイ トカ イン産生とその
mRNA 発現等への影響について解析 し報告 した

(Yamamotoetal"2009)O本稿ではその解析結

果について概説するa

材料および方法

動物はSIcBALB/C妊娠マウス (口木工.1エルシ

I)を用い､実験群として対照 (Oppm,新鮮ろ過

空気)群､5ppmトルエン曝露群､50ppm卜/しエ

ン曝露群､PGN曝露群､5ppmトルエン+PGN

曝露群､50ppmトルエン+PGN曝露群の計 6群
を設定した｡ トルエン曝露は トノしエン吸入曝露チ

ャンバー (産業医科大学環境管理学科内設置)を

用いて､新鮮ろ過空気または5ppm､50ppm濃度
の トルエンを妊娠14口目から出産前 日にかけて1

口当り6時間 (9時から15時)の5日間連続曝露

した (図 2)｡ トルエンガスは有機溶剤ガス発生

器によって発生させ､ろ過空気で希釈 したガスを

ステンレス ･ガラス製のチャンバーに導入 した｡

チャンバー内の トルエン濃度はガスクロマ トグ

ラフイ法によってモニターした｡ トルエン曝露期

間中､PGN刺激との併用群では妊娠マウスに黄色

ブ ドウ球菌由来のPGN (シグマアル ドリッチ社

製 :生理食塩水10mlにPGN 200pgを溶解)をネ
ブライザーで吸入曝露 (10分間/回､3回/過)し､

さらに出生 した仔マウスに100pgのPGNを生後
7口目から19日目までの間に計 5回 (1回/3日)､

腹腔内投与した｡生後21日目に､ベン トパルビタ

ー′レ麻酔下でそれぞれの仔マウスから血液､牌臓､

肺を採取して液体窒素で凍結させた後､-80℃設定

の超低温槽で保存 した｡血凍中の総IgE,IgGl,

IgG2a抗体産生レベルや肺臓 ･肺ホモジネー ト上

清中のサイ トカイン (IL-12,1nterferon(IFN)-Y,
IL-4,1L-5)産生量はELISA法によって測定した｡
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図2 トルエン曝露 とペプチ ドグリカン刺激の

実験スケジュール (YamamotoetaJ"J.

ToxICOl.Sci.,2009より改変)

また､牌臓 ･肺のサイ トカインや転写因子 TLbet,

GATA-3,Foxp3のmRNAの発現はリアルタイム

RT･PCR法によって解析 した｡

結 果

図3にはナイーブ-ルパーT細胞 (ThO細胞)か

らThl細胞-の分化促進に関与する転写因子

T-betと Th2細胞-の分化促進 に関与す る

GATA･3並びにエフェクターTh細胞活性化の抑

制に関与するFoxp3のmRNA発現結果を示したo

T･bet,GATA･3.Foxp3のいずれの転写因子も 5
ppm:Kは50ppm トルエン曝露によって対照群に
比′･て有意に減少 した｡ トノレエン+PGN 群では

PGN のみとの間に差はみられなかったO表 1に

は胎児期のみの 5ppm トルエン曝露並びにPGN

刺激との併用曝露の結果を示 したB血狭中の総 Ig
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図 3胎仔期 トルエン曝露後の幼若マウスの牌臓における転写因子の発現 (Yamamotoetal.,J.
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表 1胎仔期のみの5ppmトルエン吸入曝露による影
響

1-weekeXposureto5ppmtoluene
Toluenel) Tbluene+PGN2)

ThlTh20therThlTh20ther

血紫総ⅠgE → T
総ⅠgG1 ) 1
総ⅠgG2a ー 1

牌臓ⅠFN-γmRNA → →

ⅠLl2mRNA 一一 1

ⅠL-4mRNAⅠL-5mRNA -■ー ー

牌臓TLbetmRNA 1 ー

GATA-3mRNA 1 →

FoXp3mRNA 1 →

肺 ⅠFN-γ -■. 一一

ⅠL-12 ー ー

ⅠL-4 ー -..I

1)p<0.05,vs0ppmtoluene(control)
2)p<0.05,vs0ppmtoluene+PGN
I:増加,∫:減少,- :変化なし

抗体サブクラス (Th2系 ;IgE,IgGl､Thl系 ;

IgG2a)の産生や牌臓でのサイ トカイン (Thl系 ;

IFN･Y,IL-12､Th2系 ;IL-4,IL･5)mRNA発現､

肺でのサイ トカイン (IFN･Y,IL･12,IL･4,IL･5)
産生等については5ppm トルエン曝露による変化
はみられなかった｡しかしながら､牌臓での転写

因子については前述したように5ppm トルエン曝

露によって有意な減少が見られた｡5ppm トルエ

ン+PGN群では､PGNのみと比べて総 IgE抗体

産生レベルは増加し総 IgGlおよび総 IgG2a抗体
産生レベルは反対に減少した｡又､牌臓でのIL･12
mRNA発現が減少したOそれ以外の免疫パラメー

ターについては併用曝露による変化はみられなか

った｡表2には50ppm トルエン曝露並びにPGN
刺激との併用曝露の結果を示した｡50ppm トルエ

ンのみの曝露では､総 IgGlや総 IgG2aの抗体産
生 レベルの増加 と牌臓での転写因子 (Tbet,

GATA･3,Foxp3)mRNA発現の減少がみられた0

50ppm トルエン+PGN群ではPGNのみに比べ

て総 IgGlや総 IgG2aの抗体産生レベルの減少お
よび牌臓でのIL-12mRNAの減少が観察された｡

牌臓での IL･12以外のサイ トカインや転写因子

(tibet,GATAl3,Foxp3)のmRNA
発現､肺のサイ トカイン産生については影響はみ

られなかった｡

考 察

本研究では低濃度 トルエンの胎児期曝露が仔マウ
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表 2胎仔期のみの50ppmトルエン吸入曝露による
影響

1-weekeXposureto50 ppmtoluene
1bluenel) Toluene+PGN2)

T111Th20therThlTh20ther

血購総ⅠgE → ー

総ⅠgGl T 1

総ⅠgG2a T I

牌臓ⅠFN-γmRNA -1ー →

ⅠL-12mRNA → 1

ⅠL-4mRNAⅠL-5mRNA ー ー

牌臓TLbetnRNA 1 ー

GATA-3mRNA 1 ー

Foxp3mRNA 1 一一

肺 ⅠFN-γ ー )

ⅠL-12 → 一一

ⅠL-4 ー ー

ⅠL-5 ー ー

I)p<0.05,vS0ppmtoluene(control)
2)p<0.05,vS0ppmtolu.ene+PGN
I:増加,J:減少,- :変化なし

スの全身および局所でのThl/rh2免疫応答に及ぼ

す影響についてグラム陽性菌細胞壁成分 PGN と

の併用,非併用下で検討 した｡その結果､5,50

ppm トルエンのみもしくはPGN刺激との併用曝
露は血中や牌臓においてThl及びTh2型免疫応答

に関係するいくつかの免疫パラメーターをかく乱

することを明らかにした｡

トルエンのみの曝露による主な影響は､血衆中

総 IgG2a(Tb.1依存性)抗体産生レベルの増加と
牌臓でのThl型サイ トカインIL･12および転写因

子TLbet,GATA･3,Foxp3のmRNA発現レベルの
減少傾向ないし有意な減少であった,我々は以前

の研究で､成熟マウス-の低濃度 トルエン (50

ppm)の長期 (6ないし12週間)吸入曝露によっ
て気管支肺胞洗浄液中のマクロファージ数ないし

リンパ球数の増加よる気道炎症反応の変化とThl

型サイ トカインIFN-Y産生レベルの低下がみられ

たことを明らかにした (Fujimakieta1.,2007)O
本研究では､肺ホモジネー ト上清中のIFNYを含
むサイ トカインの産生レベルは各曝露群間で有意

な差はなかったけれども､牌臓において PGN 刺

激との併用曝露下でIL-12mRNA発現の減少傾向

がみられ､Thl型サイ トカインの発現レベルを抑

制方向に導くことが明らかになった｡IL･12は細

胞性免疫においてThO細胞のThl亜集団-の分化

ないしNK細胞や細胞傷害性T細胞の活性化にお

いて中心となる役割を演じることが知られている

本研究で低濃度 トルエン曝露はThO細胞からThl
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細胞またはTh2細胞分化を直接促進する二つの転

写因子 (TLbet,GATAl3)(Szaboeta1.,2000;Zhou
andOuyang,2003)のmRNA発現を抑制するだ

けでなくFoxp3のmRNA発現も抑制したoFoxp3
は制御性T細胞 (regulatoryTceu:Treg細胞)に

発現し (Lopeseta1.,2007)､Treg細胞の機能の
低下は直接的または間接的にアレルギーや自己免

疫疾患の リスクを高めることが知 られている

(Curotto de La血ille and Lafaille,2002;

Verhagenet31.,2006)Oしかしながら､本研究で

はFoxp3mRNAの低下がTLbetもしくはGATA･3
のmRNA発現の増加には反映されていないため､

一般に言及されているようなThlPrhBパラダイム

でこれらの実験結果を説明することはできなかっ

たD

トルエン曝露と PGN 刺激との併用による曝露

は､PGNのみに比べて､総IgE抗体産生レベルを

高め､反対に総 IgGl抗体や総 IgG2a抗体の産生

レベルを減少させた｡総 IgE抗体と総 IgGl抗体
は同じTh2系の抗体であるにも関わらず逆の反応

を示した｡この理由についてははっきり説明でき

ないが､胎仔期でのトルエン曝露と PGN 刺激と

の併用曝露は､仔マウスのThl/rh2免疫応答に関

係する血中のIg抗体サブクラスの産生レベルにつ
いても抑制もしくはかく乱する方向に導くことを

明らかにした｡
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