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研究成果の概要（和文）：トリクロロエチレン（TCE）による全身性皮膚肝障害（hypersensitivity　
syndrome、HS）患者６７名、性と年齢をマッチさせたTCE HS-耐性controlとTCE非曝露controlそれぞれ６７名の
血清CYP2E1抗体を測定した。男性の TCE HS-耐性controlの血清CYP2E1抗体値は非曝露controlより高かったが、
患者との間に差が認められなかった。女性のTCE HS-耐性controlの血清CYP2E1抗体値もTCE非曝露controlより高
かったが、患者群とTCE非曝露群との差はなかった。喫煙と飲酒習慣はCYP2E1抗体値には影響を与えなかった。

研究成果の概要（英文）：We recruited 67 blood samples of trichloroethylene (TCE)-induced 
hypersensitivity syndrome (HS) patients, those of sex- and age-matched TCE HS-tolerant control and 
TCE non-exposed control, respectively. Serum CYP2E1 antibody was measured in each group using ELISA 
method. In men, the value of TCE HS-tolerant control was higher than that of TCE non-exposed 
control, while no difference was observed between the antibody levels of the former and patient 
group. In women, although the value of TCE HS-tolerant control was higher than that of TCE 
non-exposed control, that of patient group was lower than the TCE HS-tolerant control group, and no 
difference was observed between patients and TCE non-exposed group. Smoking and drinking habits did 
not affect TCE-induced serum CYP2E1 antibody in both sexes.

研究分野： 環境毒性学・健康科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
TCEによるHSはHLA-B*の遺伝子多型によって頻度が変わる。HLA-B*13：01はTCE HSの感受性遺伝子であり、この
多型が多い中国や東南アジアでの発生頻度が多い。しかし発生頻度が少ないとはいえ、わが国でも発症してい
る。これは作業環境のTCEをもっと低める必要性があると同時にHS発症のメカニズムを明らかにすることの重要
性を示す。この研究はHSがTCE曝露約28日後に発症することにヒントを得て、TCEによるHS発症のメカニズムが明
らかにすることが目的である。学術的に意義あることであり、予防につながるので社会的意義が大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

我々の中国広東省職業病防治院との共同の研究によって、トリクロロエチレン（TCE）によ
る全身性の皮膚-肝障害（過敏症症候群、hypersensitivity syndrome：HS）の実態が明らか
になってきた。この疾患は今まで報告されている量-反応関係が明らかな中枢神経系への影響
などとは発症経緯が異なっている。即ち、HSは曝露開始から平均約 28日で発症し、38℃以上
の発熱、肝炎、白血球や好酸球の増多（Nakajima et al 2003; Huang et al 2007; Kamijima 
et al 2007; 2008）、TNFαや IL10 などのサイトカインの上昇を伴い、ヒトヘルペスウイルス
6型（HHV6）の再活性化がみられることが多いなど、遅発性免疫性疾患である（Kamijima et al 
2013）。しかも患者の TCE 作業終了後の尿中代謝物トリクロロ酢酸の 95％予測区間の下限が
10mg/l と低いことから考えると（Nakajima et al 2018）、予防のためには TCE 曝露濃度の低
減化が必要と考えられる。加えて、この発症には HLA-B*13:01 遺伝子多型が関与することが
明らかにされてきた（Li et al 2007; Watanabe et al 2010）。しかし TCE 曝露と HLA-B*13:01
多型間、あるいは多型と HS 発症のメカニズムに関してはいまだ不明である。 
TCE の主な代謝酵素は CYP2E1 である。この酵素の触媒の下、抱水クロラールを経て、トリ

クロロエタノールとトリクロロ酢酸に代謝される（Nakajima 1997）。TCE による急性肝障害は
TCE から CH に代謝される過程にあることは解明されているが、活性代謝物について十分研究
されていない。Gilbert は（2010）「TCE による自己免疫性肝炎の原因として CYP2E1 によって
生成するジクロロアセチルリジン付加体」を上げていたので、申請者はこの付加体の検出を
平成 24 年～26 年の挑戦的萌芽研究で試みた。しかし該当する付加体をさがすことは出来な
かった。 
一方、TCE はモルモットのマキシミゼーションテストに陽性反応を示す（Tang et al 2008）。

このモデル動物と TCE HS 患者（5 名）の血清に CYP2E1 抗体に反応する 25kD と 50kD 付近
の蛋白が増えていることを発見した。プロテオミクス解析により、この蛋白は IgG であった
（平成 26～27 年度挑戦的萌芽研究報告書）。麻酔薬のハロタンは TCE と同じく CYP2E1 で代謝
され肝炎を引き起こす。この一因として CYP2E1 自己抗体の上昇があげられている（Eliasson 
and Kenna 1996）。このように CYP2E1 は代謝過程で自己抗体を作ると報告されているので、
TCE 曝露によっても「CYP2E1 に対する自己抗体が上昇する」という仮説を立てるに至った。 
 

２．研究の目的 
「TCE 曝露によって誘導される Hypersensitivity は CYP2E1 に対する自己抗体による」と

いう仮説を検証すること。 
 
３．研究の方法 
（1） 対象者 中部大学の倫理委員会の承認を経て行われた。申請者らは 15 年間の中国と
の共同研究によって、107 名の患者と 180 名の TCE 曝露対照者（TCE 曝露を 66 日以上受けた
が、疾病を発症していない健康労働者）の調査を行ってきた。これらに TRI 非曝露対象者（TRI
を使用していない健康診断受診者から選択）を加えて対象者を抽出した、2004 年から 2008
年中国広東省職業病防治院に入院した TCE HS 患者 67名、性・年齢（±2）でマッチさせた患
者発生および非発生 12工場で働く TCE HS-tolerant control および健診来訪者（TCE 非曝露
control）それぞれ 67 名を解析対象者とした。患者の採血は入院日に、TCE HS-耐性 control
の採血と採尿は作業終了時に行った。TCE 非曝露 control の採血は健診時に行った。性・年齢、
喫煙・飲酒習慣および TCE の使用歴は質問紙により調査した。 

 
（2） ヒト P450 の精製  

①  CYP2E1 細胞の抽出 
HepG2 細胞より mRNA を抽出した。その cDNA を template として LA-taq （TAKARA)を用

い、プライマー 5’-ATGTCTGCCCTCGGAGTCACCGT-3’、
5’-TGAGCGGGGAATGACACAGAGTTTGTAACG-3’で CYP2E1 遺伝子を増幅した。PCR 産物は 
pcDNA™3.1/V5-His TOPO® TA ベクターに組換え、クローン化した組換えベクター（CYP2E1 遺
伝子）を NIH3T3 細胞（マウスケラチノサイト）に導入し培養した。RIPA バッファーを用い
てヒト CYP2E1 を培養細胞から抽出した。 

  
② CYP2E1 蛋白の精製 

  細胞抽出液を anti-CYP2E1 と Protein A Sepharose™ CL-4B（IgG を特異的に補足する）に
混合して、免疫沈降し、anti-CYP2E1（rabbit）と anti-rabbit-HRP（horseradish peroxidase）
で視覚化し、CYP2E1 たんぱく質を精製した。精製したものがヒト CYP2E1 であることを、ベク
ターを導入していない細胞と比較することによって確認した。 

 
（3） 血清 CYP2E1 抗体測法  

ELISA 法（サンドイッチ法）を開発した。血清は 800 倍希釈後の検体を用いた。CYP2E1 抗
体に結合したHRP標識抗ヒトIgG をo-phenylenediamineで発色させ、490nmの吸光度を測定し、
この吸光度を抗体値とした。 

 



（4） 統計的検定 
得られた吸光度値の 3 群間比較は Tucky 検定を、2 群間の検定にはｔ検定を用いた。また

CYP2E1 抗体値誘導に与える因子の解析は TCE HS-tolerant control 群と TCE 非曝露 control 群
に対してマッチングを考慮した 2 元配置共分散分析で行った。いずれの解析も有意水準ｐ＜
0.05 を用いた。 
 
４．研究成果 
（1）CYP2E1 タンパク 
精製した CYP2E1 タンパクの電気泳動解析の結果を図 1に示す。市販の CYP2E1 タンパクのバ

ンドはぼやけていたが、我々が合成したタンパクは 50KD より少し上にはっきりと下バンドが認
められた。このバンドは、組み込まない細胞には確認されなかった。また、市販品よりは精製
度が高いと考えられた。 
 
               
 
 
 
 
 
 
 
 
                 A:合成 CYP2E1 タンパク 
                 B:市販 CYP2E1 タンパク 
                                   
 
                
 
 
 図 1 合成 CYP2E1 と市販 CYP2E1 のウエスタンブロット 
 
（2）ELISA による CYP2E1 抗体の検出方法の検討 
血清 200 倍から 1000 倍希釈で CYP2E1 抗体の測定を行った。この範囲内で血清の希釈倍数と

抗体値の log 変換値の間に良い直線関係がみられた、以後、血清 800 倍希釈のサンプルを使用
した。 
 
（3）HS 患者、HS-tolerant control、および TCE 非曝露 control 群の CYP2E1 抗体の測定結果 
男性と女性の結果を図 2と図 3に示す。男性において、TCE HS-tolerant control の CYP2E1

抗体は TCE 非曝露 control の 2.3 倍上昇していた。TCE HS 患者群の CYP2E1 抗体値は TCE 非曝
露 control より 1.8 倍高かったが、TCE HS-tolerant control との間に有意差は認められなか
った。女性においては、TCE HS-tolerant control の CYP2E1 抗体は TCE 非曝露 control の 2.7
倍上昇しており、女性の方が男性より誘導割合が高かった。しかし女性の TCE HS 患者群の
CYP2E1 抗体値は TCE 非曝露 control と変わらず、TCE HS-tolerant control より低かった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                                                   
図 2 血清 CYP2E1 抗体値（平均±SD,男性） 

* 2 群間に有意差あり（p < 0.05） 
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図 3. 血清 CYP2E1 値（平均±SD、女性） 

* 2 群間に有意差あり（p < 0.05） 
 

 TCE HS-tolerant control と TCE 非曝露 control の CYP2E1 抗体値を用い、CYP2E1 抗体値に与
える影響を解析した。CYP2E1 抗体値に影響を与える因子は TCE に曝露されることのみであり、
飲酒や喫煙習慣は影響を与えなかった。尿中トリクロロ酢酸濃度も影響を与えなかった。この
結果は男性のみならず女性においても観察された。患者の CYP2E1 抗体レベルに皮膚の病型によ
る差異は認められなかった。 
 以上の結果は、ハロタン肝炎と同様に、TCE HS 発症、特に肝障害発症に CYP2E1 抗体生成が
関わっている可能性を示す。 
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