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研究成果の概要（和文）：FLG変異の有無と環境化学物質曝露によるアレルギー発症や酸化ストレスマーカー
8-OHdGへの影響を検討した。FLG変異保有割合は、アレルギーのケース群と対照群で統計学的有意差は認めなか
った。ダスト中DINP濃度が高いと湿疹のオッズ比が上昇、特にFLG変異のない群で認められた。8OH-dGによるフ
タル酸エステル類曝露とアレルギーの介在効果は認められなかった。ヒトマクロファージ様細胞株にDEHPとMEHP
を曝露し、マイクロアレイ網羅的遺伝子発現解析では、MEHP曝露がTLR4やIL2などの免疫応答に関わる受容体の
遺伝子発現上昇が認められ、MEHPと核内受容体PPARαとの親和性が認められた。

研究成果の概要（英文）：Association between environmental chemicals exposure on asthma and allergies
 and oxidative stress marker, 8-OHdG, and existence of FLG mutation were examined among 7 years old 
children. There was no difference on proportion of with or without FLG mutation between allergic 
cases and controls. When DINP levels in dust was higher, the risk of eczema increased, only those 
without FLG mutation. There was no significant association between FLG mutation, environmental 
chemicals and asthma and allergies, and 8-OHdG did not show any modifier effect on exposure and 
allergies. Studies of in vitro and in silico of DEHP and its 6 metabolites activation on PPARα/γ 
and PXR showed that DEHP and its metabolites have activities that differ from those of the parent 
compound. The results obtained from the microarray analysis suggest that DEHP and MEHP might affect 
the gene expression of THP-1 cells via PPARα and PXR.

研究分野： 環境疫学

キーワード： 環境化学物質　アトピー性皮膚炎　遺伝子　ハウスダスト　酸化ストレスマーカー
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１．研究開始当初の背景 
近年、喘息やアトピー性皮膚炎などのアレ

ルギー性疾患の増加が世界的に問題となっ
ている。臨床的に、アトピー性皮膚炎の病因
は、①皮膚のバリア機能異常、②免疫学的要
因、③環境、の複合要因が関与しているとさ
れる(清水宏 2011)。①のバリア機能につい
ては、表皮に発現し、角質の形成と皮膚の保
湿に重要な役割を果たすフィラグリンをコ
ードする遺伝子 FLG変異がアトピー性皮膚炎
患者の 25-50%にみられ(Irvine ら 2006)、皮
膚バリア機能の破綻に伴う慢性抗原刺激が
アトピー性皮膚炎の発症に極めて重要であ
ることが明らかになった。FLG 変異による皮
膚のバリア機能障害があると、容易にアレル
ゲンを角質層に取り込むことで感作が成立
しやすく、アトピー性皮膚炎が発症すると考
えられる(秋山 2010)。 
一方、③の環境要因については、様々な要

因の一つにフタル酸エステル類やリン酸ト
リエステル類がある。フタル酸エステル類は
ポリ塩化ビニルやプラスチックの可塑剤と
して、リン酸トリエステル類は難燃性可塑剤
として製品に含まれる。揮発性が低いため住
宅室内ではダストに吸着して存在する。室内
ダスト中のフタル酸エステル類濃度やリン
酸トリエステル類が高いと子どもの喘息や
アトピー性皮膚炎のリスクを上げ、その影響
は大人よりも子どもで大きいことを、我々は
既に報告している(Ait Bamai ら 2014; Araki 
et al., 2014)。さらに、フタル酸エステル
類と酸化ストレスマーカーとの正の相関に
より炎症反応が生じている可能性が示唆さ
れている（Ferguson ら 2012、Kim ら 2014）。 
加えて、DEHP は体内でいくつかの代謝物に

変化することが知られており、これらの化学
物質がヒト血中や尿中から高頻度に検出さ
れている。最近の研究により免疫系細胞には
他の臓器組織と同様に、化学物質と結合し遺
伝子発現制御を担う核内受容体（化学物質応
答性転写因子）が多数存在することが明らか
にされた。しかしながら、DEHP やその代謝物
の免疫系に及ぼす影響やそのメカニズムは
不明である。 
 
２．研究の目的 
①疫学研究で、学童の FLG変異保有とダス

ト中フタル酸エステル類、リン酸トリエステ
ル類曝露および酸化ストレスマーカー
8OH-dG への影響を明らかにする。 
②メカニズムとして、免疫系細胞に存在す

る核内受容体へのDEHPとその代謝物の作用、
また、作用を認めた核内受容体と DEHP 関連
化合物の相互作用、およびヒトマクロファー
ジ様 THP-1 細胞に対する DEHP 及びその主要
代謝物モノ-(2-エチルヘキシル)フタル酸
（MEHP）の曝露影響を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)研究対象者は、平成 13 年にリクルートを

開始し、妊婦 20926 人が登録した「環境と子
どもの健康に関する北海道スタディ」大規模
コーホートの 7歳児である。本研究では、平
成 26年 3月までに 7歳に達した児 7350 人の
うち、臍帯血、妊娠初期調査票、新生児個票、
ハウスダスト、尿が揃う対象を抽出した。 
児の保存臍帯血から DNA を抽出し、日本人

で同定された 11 個の FLG 変異 3321delA、
S1695X、Q1701X、S2554X、S2889X、S3296X、
K4022X、新規変異 X について Sanger 法によ
るダイレクトシークエンスを行った。 
曝露評価は、収集したダストサンプルから、

フタル酸エステル類 6化合物、リン酸トリエ
ステル類 11 化合物を GC/MS（SIM）にて分析
したデータを用いた。検出下限値以下の値は
半値を代入し、解析に用いた。また、ダニア
レルゲン Der p1 および Der f1 を ELISA 法で
測定し、その合計 Der1 を求めた。 
酸化ストレスマーカーの測定は、収集した

7歳児の尿を用いて、New 8-OHdG Check ELISA
キット（日本老化研究所）にて測定した。 
ア レ ル ギ ー の 定 義 は 、 7 歳 時 の

International Study on Asthma and 
Allergies in Childhood（ISAAC）調査票を
用いた。「喘鳴」「鼻結膜炎」「アトピー性皮
膚炎」のいずれかのある児(ケース群)と、性
と両親のアレルギー既往をマッチングさせ
たアレルギーのいずれもない対照群の各 221
人を対象とした。検出率が 50%以上の化合物
について、log2変換後、アレルギーへのリス
クをロジスティック分析で 8-OHdG との関連
を重回帰分析で検討した。アレルギーとの関
連は自宅の喫煙者の有無（2 値）と幹線道路
までの距離（≤50m と>50m の 2値）、8-OHdG と
の関連は児の性と BMI で調整した。 
 
(2)免疫系細胞に存在する核内受容体（12 種
類）に DEHP とその代謝物が作用するか否か
を in vitro レポーター遺伝子アッセイ法に
より検討した。DEHP とその代謝物：DEHP と
MEHP は Sigma Aldrich から購入した。MEHP
酸 化 代 謝 物 の 6OH-MEHP, 5OH-MEHP, 
5Oxo-MEHP, 5Cx-MEPP, 2Cx-MMHP はそれぞれ
合成して試験に供した。レポーター遺伝子ア
ッセイ法：CHO-K1 あるいは COS-7 細胞に核内
受容体（ER, ER, AR, GR, TR, PXR, LXR, 
PPAR, PPAR, PPAR, RXR, AhR）発現プラ
スミドとそれらが対応するレポータープラ
スミドを導入し、DEHP とその代謝物を各 24
時間反応させた後、ルシフェラーゼ酵素活性
を測定した。 
作用を認めた核内受容体と DEHP 関連化合

物の相互作用について in silico 分子結合シ
ミュレーションによりドッキングデータを
取得し比較解析した。分子結合シミュレーシ
ョン：化学物質（3D 構造）と核内受容体（結
晶構造）の分子結合解析ソフト AutoDock を
用いて、それぞれの結合エネルギー量を算出
した。 
ヒトマクロファージ様THP-1細胞に対する



DEHP 及びその主要代謝物モノ-(2-エチルヘ
キシル)フタル酸（MEHP）の曝露影響をマイ
クロアレイ遺伝子発現解析により調べた。マ
イクロアレイ解析：THP-1 細胞に DEHP、MEHP
（各 30 M）あるいは 0.1%DMSO を添加し、24
時間培養した。Trizol 試薬を用いて Total 
RNA を抽出し、さらに mRNA を精製した。約４
万個の遺伝子を搭載したアジレント社製マ
イクロアレイを用いて遺伝子発現解析を行
った。いくつかの変動遺伝子について、
RT-PCR 法を用いて mRNA 発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
①表 1に対象者の特徴を示す。性、両親のア
レルギー既往はマッチングしており、ケース
群、対照群とも女児が 61.5%、両親のアレル
ギー既往有りが 131 人（69.5%）だった。ケ
ース群におけるアレルギーは、喘鳴 106 人
（48.0%）、湿疹 133 人（60.2%）、鼻結膜炎 81
人（36.7%）だった。FLG 変異保有者はケース
群 18 人（8.5%）、対照群 15 人(7.4%)で差は
なかった。この他、児の体格に有意差はなか
った。コーホート参加時の両親の年齢はケー
ス群の方が若く、両親のアレルギー既往歴も
ケース群で多かった。だった。湿疹がある児
はない児よりも自宅の喫煙者（ETS）がいる
割合が多く、親のアレルギー歴が多かった。
FLG 変異の保有は男児よりも女児で多かった。
FLG変異のある児のケースは喘鳴6人（18.2%）、
湿疹 12 人（36.4%）、鼻結膜炎 7人（21.2%）、
だった。変異有の児は無い児よりも母の喘息
歴が多かった。自宅の特徴はケース群では自
宅が 2車線以上の幹線道路との距離が 50m以
内の家が多い傾向が見られたが(χ2検定ｐ＝
0.097)、その他の項目には差はなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 2に化学物質およびダニアレルゲンのダ

スト中濃度を示す。最も高濃度検出されたの
はフタル酸エステル類 DEHP で中央値（検出
率）はケース群・コントロール群それぞれ

1439.15 µg/g（100%）、1384.14 µg/g（99.5%）、
次いで DINP 63.91 µg/g（100%）、DnBP 135.62 
µg/g（1005%）、114.06 µg/g（100%）だった。
リン酸トリエステル類はTBOEP濃度が最も高
く 46.13 µg/g（94.6 %）、55.12 µg/g（95.6%）
だった。ダニアレルゲン Der1 量は、2.45 mg/g、
2.78 mg/g だった。いずれの項目にもケース
群と対照群に差はなかった。検出率が 50%未
満の DMP、DEP、DEHA、TMP、TEP、TNBP、TCP、
NP-4 はこの後の解析は実施しなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
表 3 に、曝露とアレルギーとの関連を示す。
DINP 濃度が 2倍になると、湿疹の OR(95%CI)
が 1.18(1.01-1.34)だった。また、FLG 変異
の有無で層別にすると、FLG 変異のある群で
TDCIPP 濃度が 2.7 倍になると、OR(95%CI)が
1.22(1.00-1.48）だった。その他のアレルギ
ーと曝露とに有意な関連は認められなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FLG 変異の有無で層別化したところ、変異

の あ る 群 で Der1 が 2 倍 に な る と
OR=0.41(0.20-0.85)とむしろリスクが有意
に下がった。変異がある場合は、幼少時から
湿疹などのが多く、症状発症を予防するため
に自宅環境を清潔に保つなどの対策が既に
取られているため、因果の逆転が起こった可
能性がある。一方、FLG変異が無い群ではDINP
濃度が 2 倍になると OR=1.25 (1.10-1.42)と
湿疹のリスクが増加した。DINP は、過去に実
施した戸建て住宅の調査でも、子どもの鼻結
膜炎のリスクを上げる関連が見られている
（Ait Bamai et al., 2014）。DEHP の代替物
質として使用量が増加している可能性が示
唆されており（Bizzari et al., 2013）、今

表2　フタル酸エステル類、リン酸トリエステル類およびダニアレルゲン量の分布
p-value

>LO D  (% ) 25% 50% 75% >LO D  (% ) 25% 50% 75%
D M P 24.4 0.14 0.14 0.14 24.1 0.14 0.14 0.14 0.941
DEP 25.3 0.34 0.34 0.71 21.8 0.34 0.34 0.34 0.415
D iBP 76.9 1.07 3.00 6.27 80.9 1.33 2.91 5.85 0.869
DnBP 95.0 22.41 40.45 94.77 99.5 23.78 42.83 80.73 0.757
BBzP 100.0 0.74 1.52 6.02 95.5 0.83 1.83 5.72 0.478
DEH P 100.0 965.43 1439.15 1980.44 99.5 931.98 1384.14 2009.65 0.950
DIN P 100.0 55.31 135.62 238.79 100 55.23 114.06 252.01 0.531
D EHA 45.2 0.37 0.37 9.35 53.6 0.37 0.37 8.24 0.500
TM P 0.9 0.20 0.20 0.20 1.8 0.20 0.20 0.20 0.408
TEP 30.3 0.07 0.07 0.18 30.3 0.07 0.07 0.15 0.383
TPP 83.3 0.23 0.36 0.62 83.3 0.22 0.36 0.54 0.412
TNBP 44.8 0.13 0.13 0.68 44.8 0.13 0.13 0.55 0.330
TCIPP 95.0 0.48 0.91 2.20 95 0.47 0.90 2.10 0.910
TCEP 84.2 0.35 0.75 1.98 84.2 0.36 0.74 2.02 0.877
TEH P 71.9 0.09 0.35 0.55 71.9 0.18 0.32 0.54 0.983
TBO EP 94.6 13.64 46.13 176.43 95.6 21.18 55.12 179.49 0.312
TD CIPP 62.4 0.14 0.55 1.69 62.4 0.14 0.43 1.71 0.445
TPHP 59.7 0.26 0.63 0.98 59.7 0.26 0.63 1.09 0.844
TCP 25.3 0.12 0.12 0.24 25.3 0.12 0.12 0.28 0.579
NP4 2.7 0.28 0.28 0.28 2.7 0.28 0.28 0.28 0.526
BHT 95.0 0.88 1.23 1.86 95 0.85 1.30 2.00 0.681
S_421 83.7 0.54 1.59 5.36 83.7 0.44 1.72 5.09 0.889
D er1 99.5 0.90 2.45 7.02 99.5 0.97 2.78 7.70 0.461

Case Control

Table 1対象者の特徴
p-value

Child characteristics

Sex Boys 85 38.5% 85 38.6% 1.000
G irls 136 61.5% 135 61.4%

Height at 7y 119.7 ±15.6 120.3 ±9.9 0.596
W eigth at 7y 23.0 ±3.8 23.0 ±4.0 0.979
BM I at 7y 15.8 ±2.0 15.7 ±1.7 0.489
Birth w eight (g) 3058.4 ±411.7 3049.4 ±430.4 0.823
gestational age (w eek) 38.2 ±5.3 37.9 ±5.9 0.619
First child Yes 106.0 48.0% 100.0 45.5% 0.444
Eczem a Yes 133 60.2% 0 0.0% <0.001
Rhino-conjunctivitis Yes 81 36.7% 0 0.0% <0.001
W heeze Yes 74 33.5% 0 0.0% <0.001
Any of FLG m utation no 194 91.5% 189 92.6% 0.719

Yes 18 8.5% 15 7.4%
Parental characteristics

m other age at entry 30.3 ±4.2 31.4 ±4.0 0.003
father age at entry 31.3 ±7.3 32.8 ±6.1 0.019
Parent allergy N o 89 40.5% 89 40.5% 1.000

Yes 131 69.5% 131 69.5%
M other allergy N o 130 59.1% 127 57.5% 0.772

Yes 90 40.9% 94 42.5%
Father allergy N o 156 70.9% 142 64.3% 0.154

Yes 64 29.1% 79 35.7%
M other sm oking no sm oker 170 76.9% 182 82.7% 0.275

quit sm oker 23 10.4% 15 6.8%
sm oker 28 12.7% 23 10.5%

Sm okers at hom e no 137 62.0% 146 66.4% 0.372
yes 84 38.0% 74 33.6%

Father sm oking no sm oker 84 38.5% 107 49.8% 0.062
quit sm oker 34 15.6% 27 12.6%
sm oker 100 45.9% 81 37.7%

Houhold incom e per year< 3 m illion 30 14.0% 24 11.6% 0.321
3-5 m illion 75 35.0% 72 34.8%
5-8 m illion 85 39.7% 79 38.2%
>8 m illion 22 10.3% 32 15.5%

n (%), mean±sd, median
(25-75% )

n (%), mean±sd, median
(25-75% )

Case (n=220) Control (n=221)

表3

OR OR OR OR
DiBP 0.98 0.90 1.06 0.96 0.86 1.07 0.99 0.91 1.09 0.98 0.89 1.09

DnBP 1.00 0.89 1.12 0.99 0.84 1.16 1.05 0.92 1.19 0.97 0.84 1.13

BBzP 0.99 0.91 1.07 0.99 0.89 1.11 0.99 0.90 1.08 1.11* 1.00 1.23

DEHP 1.00 0.85 1.18 1.25 0.95 1.63 1.01 0.84 1.22 1.13 0.89 1.44

DINP 1.02 0.91 1.14 1.02 0.88 1.18 1.18** 1.05 1.34 0.97 0.84 1.11

TPP 1.06 0.90 1.24 0.98 0.79 1.21 1.06 0.89 1.25 0.97 0.79 1.19

TCIP 0.97 0.88 1.08 0.99 0.87 1.14 0.94 0.84 1.06 1.03 0.90 1.17

TCEP 0.98 0.90 1.07 1.01 0.90 1.14 0.97 0.88 1.07 1.04 0.93 1.16

TEHP 1.05 0.88 1.26 1.05 0.88 1.26 0.99 0.85 1.15 0.94 0.78 1.13

TBEP 0.96 0.90 1.03 0.99 0.91 1.08 0.95 0.89 1.02 1.02 0.94 1.11

TDCPP 1.02 0.94 1.10 1.04 0.95 1.16 1.05 0.96 1.14 0.90 0.81 1.01

TPhP 1.01 0.87 1.18 1.07 0.87 1.33 1.05 0.88 1.24 1.02 0.84 1.25

BHT 1.02 0.86 1.22 0.98 0.78 1.23 1.03 0.86 1.25 0.92 0.74 1.15

S_421 1.01 0.94 1.09 0.98 0.89 1.08 0.99 0.92 1.08 1.05 0.95 1.16

Der1 0.99 0.91 1.08 0.99 0.88 1.12 0.98 0.89 1.08 1.03 0.92 1.16

Adjusted for ETS, distance from main road (2値）

いずれかのアレルギー 喘鳴

SVOC are log2 transformed, *p<0.05, **p<0.01

鼻結膜炎湿疹
95%CI 95%CI 95%CI 95%CI



後も健康影響を検討する必要がある。 
 尿中クレアチニン値で調整した酸化スト
レスマーカー8-OHdG 値はケース群、対照群い
ずれも中央値 8.80 ng/g Cr.で差はなかった。
8-OHdG 値は個々のアレルギーとして喘鳴、湿
疹、鼻結膜炎、および FLG変異の有無でも差
はなかった。7 歳児の BMI とは負の相関がみ
られた（Spearman’s ρ=-0.186, p<0.001）。
さらに 8-OHdG と曝露との関連について重回
帰分析を行ったところ（表４）、ケース群で
は DnBP 濃度と、対照群では TPP と TCEP が、
それぞれ 8-OHdG と負の相関を示した。FLG変
異で層別後は、いずれも有意な相関は認めら
れなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究では、酸化ストレス反応によって

8OH-dG が上昇することが環境化学物質曝露
とアレルギーとの関連において、介在要因に
なるのではないか、また FLG変異によってそ
の影響が異なるのではないか、という仮説を
示すことはできなかった。しかし、FLG 変異
保有者の人数が少ないことから、今後サンプ
ルサイズを増やすといった工夫により、さら
なる検討が必要と考える。 
本研究は横断研究であり因果の逆転が起

こる可能性がある事、またダスト中濃度は必
ずしも個人の曝露量を反映していない可能
性があることが限界である。 
 
②レポーター遺伝子アッセイ法を用いて
DEHP とその代謝物のヒト核内受容体 12 種類
に対する活性を調べたところ、DEHP は ER及
び PXR アゴニスト活性と ERアンタゴニスト
活性を示したが、その主要代謝物 MEHP は
PPAR/及び PXR アゴニスト活性を示した。
５種類の MEHP 酸化代謝物においては PPAR
アゴニスト活性のみが認められた。なお、レ
ポーター遺伝子アッセイ法によるスクリー
ニング試験の結果、核内受容体（AR, GR, TR, 
LXR, PPAR, RXR, AhR）に対する活性は認め
られなかった。このことから、７試験物質の
PXR 及び PPARアゴニスト活性を比較したと
ころ、DEHP が最も強く PXR を活性化し、MEHP
は最も強く PPAR/を活性化した。しかしな
がら、５種類の MEHP 酸化代謝物において

PPARアゴニスト活性はMEHPの活性よりも弱
く、以下の順位となった（MEHP > 6OH-MEHP > 
5Cx-MEPP > 2Cx-MMHP > 5Oxo-MEHP > 5OH-MEHP 
> DEHP）。さらに、DEHP とその代謝物につい
て PPARとのインシリコ分子結合データを解
析したところ、MEHP が最も強い親和性を示し、
上記レポーターアッセイの結果と良く一致
した。in silico 分子結合シミュレーション
の結果は、レポーター遺伝子アッセイ法によ
る結果と良く相関し、核内受容体アッセイ法
を補完できることを確認した。以上の結果か
ら、DEHP 代謝物の核内受容体活性パターンは
DEHP のパターンと異なり、MEHP の核内受容
体活性は MEHP 酸化代謝物に比べ強いことが
示唆された。このことから、個人的な DEHP
代謝能の違いも間接的に核内受容体応答に
影響すると考えられた。 
次に DEHP とその主要代謝物 MEHP を THP-1

細胞に曝露し、マイクロアレイを用いた網羅
的遺伝子発現解析を行った。約４万個の遺伝
子発現を調べた結果、DEHP あるいは MEHP 曝
露で上昇あるいは抑制された遺伝子約800個
をそれぞれ見出した（図１）。それらの中で、
DEHP と MEHP の何れの曝露でも IgE レセプタ
ー遺伝子の発現上昇を確認した。また、MEHP
曝露によりToll-likeレセプター４やインタ
ーロイキン２レセプターなどの免疫応答に
関わる遺伝子の発現上昇が認められた。特に、
核内受容体 PPARの活性化を介したと考えら
れる複数の遺伝子が 10 倍以上の発現上昇を
示した。両化合物による遺伝子発現はそれぞ
れ異なるパターンを示しており、核内受容体
への作用の違いを反映している可能性が考
えられた。 

図１ マイクロアレイ解析による変動遺伝
子のスクリーニング 
 
以上の結果から、免疫系細胞が DEHP や MEHP
に曝露された場合、遺伝子発現パタ－ンは異
なり、この影響は DEHP とその代謝物の核内
受容体活性能を反映していることが示唆さ
れた。さらに、生体における DEHP 代謝能の
違いも間接的に免疫系細胞の応答に影響を
及ぼし、アトピー性疾患に関連する遺伝子発
現に繋がると考えられた。 
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