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研究成果の概要（和文）：化学物質による制御性Ｔ細胞（Treg）誘導には核内受容体（Nr4a, AhR）の活性化を
介することが報告されている。細胞アッセイ系によりマイクロプラスチック（MP）に含有される化学物質の
Nr4a/AhR活性を測定した。Nr4a活性は検出されなかったが、UV吸収剤にAhRアゴニスト活性を検出した。AhR活性
を示したUV-PS及びUV-Pをマウスに経口投与し脾細胞Treg分化能を解析したところ有意な増加を認めた。これら
の作用は脾細胞を用いたin vitro試験でも再現され、選択的AhRアンタゴニストにより抑制された。以上の結果
は、MP含有物質がAhRを介してTreg誘導能を有することを示している。

研究成果の概要（英文）：As the activation of nuclear receptors (Nr4a and AhR) has been reported to 
induce regulatory T cells (Treg) differentiation, we screened Nr4a and AhR agonistic activity among 
chemicals derived from microplastics (MP) using cell-based transactivation assays. These chemicals 
did not have Nr4a activity, but several benzotriazole UV stabilizers showed AhR activity. We orally 
treated mice with UV-PS or UV-P and and studied the differentiation of regulatory T cells (Tregs) in
 spleen cells by flow-cytometry analysis. As a result, UV-PS and UV-P  significantly increased the 
population of CD4+-/CD25+-/Foxp3+ Tregs in the spleen. In addition, we found that the in vitro 
exposure of mouse splenocytes to UV-PS or UV-P as well as to TCDD significantly induced Tregs. 
Notably, the induction of Tregs was eliminated by co-treatment with an AhR antagonist, CH-223191, in
 each case. These results indicate that chemicals derived from MP possess the ability of Treg 
induction via AhR in splenocytes of mice.

研究分野： 毒性学、環境衛生学

キーワード： マイクロプラスチック　環境化学物質　核内受容体　アリルハイドロカーボン受容体　ベンゾトリアゾ
ール系UV吸収剤　制御性Ｔ細胞　免疫毒性

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
プラスチックは様々な製品の加工に使用されているが、難分解性であるため海洋を含めた地球規模での環境汚染
を引き起こしている。これらはマイクロプラスチック（MP）となり魚介類が摂取し、最終的にヒトが摂取するこ
とになる。特にヒトの糞便や血液からMPが検出されており、人体への影響が懸念される。MPは微細化することで
含有される化学物質が溶出しやすくなる。我々は、UV吸収剤としてプラスチックに添加されているベンゾトリア
ゾール類がAhRを介して癌発症等に関与する制御性Ｔ細胞の分化誘導を促進することを明らかにした。本研究
は、今後解明が急がれるMP由来化学物質の免疫毒性に関する先駆的研究と考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
使用済プラスチックが海洋汚染を引き起こし、マイクロプラスチック（MPs）として海洋生物
が摂取し、食物連鎖を介してそれらを摂取している人体への影響が懸念されている。プラスチ
ックには様々な添加剤が含まれており、それらの化学物質に人体が曝露されていることが報告
されている。最近の免疫研究において、感染症やがんの増悪化に関与する制御性Ｔ細胞(Treg)
の分化誘導が話題となっており、そのマスター遺伝子として転写因子 Foxp3 が注目されている。
Foxp3 の発現誘導には核内受容体 Nr4a や AhR の関与が考えられており、化学物質とこれら
の受容体との反応によりFoxp3活性化及びTreg誘導が引き起こされることが報告されている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、MPs 由来化学物質に焦点をあて、これらの化学物質が免疫制御系で重要な役
割を果たしている制御性Ｔ細胞（Treg）誘導への影響を明らかにすることにある。特に Treg
におけるマスター遺伝子 Foxp3 の発現に寄与する核内受容体 Nr4a や AhR に対する MPs由来
化学物質との反応性を調べることや、これらの活性を有する化学物質が生体内で免疫細胞中の
Foxp3 を発現上昇させ、Treg 誘導を引き起こすかを検証することが目的となる。 
 
３．研究の方法 
[1] MP 由来化学物質：プラスチック添加剤である可塑剤（フタル酸エステル類、ビスフェノー
ル類）、UV 吸収剤（ベンゾトリアゾール類、ベンゾフェノン類）、酸化防止剤（アルキルフェ
ノール類）、難燃剤（有機リン系、臭素系）の計 100 物質を測定に使用した。 
[2] Nr4a を介した転写活性化試験：Nr4a2 発現プラスミド及び Foxp3 プロモーター領域を含
むレポータープラスミドをヒト腎由来 HEK293T 細胞に導入後、化学物質を添加し 24 時間培
養した。細胞を溶解後、溶解液中のルシフェラーゼ活性を測定した。 
[3] AhR を介した転写活性化試験 1)：AhR レポーター細胞株である DR-EcoScreen 細胞を用い
て化学物質の AhR アゴニスト活性を測定した。 
[4] in silico 解析：計算プログラムソフト Molegro Virtual Docker を用いて、AhR リガンド結
合部位と化学物質との分子ドッキングエネルギーを算出することで評価した。 
[5] in vivo Treg 誘導試験：C57BL/6 マウスに化学物質を 3 日間経口投与し、脾細胞における
CD4+ CD25+ Foxp3+ Tregs の存在率をフローサイトメトリーにより解析した。 
[6] in vitro Treg 誘導試験 2)：C57BL/6 マウス脾細胞に化学物質を 24 時間曝露し、上記と同様
に解析した。 
[7] Treg 誘導抑制試験 2)：in vitro Treg 誘導試験で化学物質と選択的 AhR アンタゴニスト
（CH-223191）を共培養し、化学物質の Treg 誘導能における AhR の関与を調べた。 
 
４．研究成果 
 
（１）レポーター遺伝子アッセ
イ法を用いた MPs 由来化学物
質による Nr4a2 活性の測定 
Nr4a2 発現プラスミド及びそ
の応答配列を有するレポータ
ープラスミドを HEK293T 細
胞に導入し、Nr4a2 レポータ
ー遺伝子アッセイ法を確立し
た。既知アゴニストとしてヒド
ロキシクロロキン、インバース
アゴニストとしてCPT-11を使
用した。MPs 由来化学物質の
測定を行ったところ、Nr4a2
アゴニスト及びインバースア
ゴニスト活性を有する物質は
認められなかった。 
              図１ 試験に使用したベンゾトリアゾール系 UV 吸収剤の化学構造 
 
（２）DR-EcoScreen 細胞を用いた MPs 由来化学物質による AhR 活性の測定 
2,3,7,8-TCDD を陽性対照物質として MPs 由来化学物質の測定を行ったところ、図１に示すベ
ンゾトリアゾール類系 UV 吸収剤（BUVSs）14 物質のうち、UV-P、 UV-PS、UV-9 及び UV-090
の４物質に用量依存的な AhR アゴニスト活性を見出した（図２）。特に UV-PS は、他の３物
質に比べ 10 倍程度の強い活性を示した。BUVSs の AhR アゴニスト活性を表１にまとめた。 



 
表１ BUVSs・AhR 活性のまとめ 

図２ BUVSs４物質による AhR アゴニスト活性 
 
 
（３）AhR リガンド結合部位に対する BUVSs のドッキングシミュレーション 
マウス AhR の Ligand-binding domain 結晶構造
（PDB ID: 4M4X）に対する BUVSs のドッキング
シミュレーションを図３に示す。リガンド-タンパク
質複合体の安定的スコアエネルギー（Rerank Score）
を計算したところ、マウス AhR に対する親和性は
BUVSs の中で UV-PS が最も高いことを認めた。  
 
（４）マウス経口投与による Treg 誘導試験 
AhRアゴニスト活性を示したUV-PあるいはUV-PS
を C57BL/6N 雄性マウスに３日間経口投与したと
ころ、それぞれの脾臓中の CD4 陽性細胞における   図３ UV-PS と AhR リガンド結合部位 
Treg の存在比率がコントロール群に比べ有意に増加 
した（図４）。この Treg 誘導作用は UV-PS ＞UV-P であり、用量依存的であった（図５）。 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ マウス経口投与による UV-PS 及び UV-P の脾臓 Treg 誘導作用 
 

 
       図５ UV-PS 及び UV-P の用量依存的な脾臓 Treg 誘導作用（n=5） 



 
（５）マウス脾細胞を用いた Treg 誘導試験 
マウス脾細胞を用いた
in vitro 試験では、
UV-PS 曝露が UV-P 曝
露に比べて低濃度で
Treg を誘導することが
認められた（図６）。
UV-PS と UV-P をマウ
ス脾細胞に in vitro で
曝露し、Tregs 存在率を
調べた結果、 両物質は
有意に Tregs を誘導す
るとともに、in vivo 試
験と同様に UV-PS は
UV-P に比べて低濃度で            図６ UV-PS 及び UV-P の in vitro Treg 誘導作用と 
Tregs を誘導することが            AhR アンタゴニストによる抑制 
明らとなった。さらに、 
それらの誘導は選択的 AhR アンタゴニスト CH-223191 で抑制されることを認めた。以上の結
果より、プラスチック添加剤である UV-PS/-P は、AhR 活性化を介して Tregs 誘導を惹起し、
免疫系に対して抑制的に作用することが示唆された。 
 
（６）まとめ 
MPs の毒性学的研究は始まったばかりである。今回我々は、プラスチックに含まれる様々な添
加剤に着目し、それらの Nr4a や AhR に対するリガンドとしての作用について調べた。Nr4a2
に対する測定ではこれら添加剤の作用は認められなかったが、AhR に対する測定では UV-PS
が他の BUVSs に比べて顕著な AhR アゴニスト活性を有することが明らかとなった。特に強い
活性を示した UV-PS をマウスに経口投与し脾細胞 Treg 分化能を解析したところ有意な増加を
認めた。この作用は脾細胞を用いた in vitro 試験でも再現され、選択的 AhR アンタゴニストに
より抑制された。以上の結果は、MP に含有している UV 吸収剤が AhR を介して Treg を誘導
し、免疫系かく乱作用を有していることが推察され、我々は最近、上述した成果について報告
した 3)。また、我々の先行研
究において、BUVSs は日常
的なプラスチック製品に含
まれており、エストロゲン受
容体やアンドロゲン受容体
を介した内分泌かく乱作用
を有することを報告した 4)。
プラスチック添加剤の人体
への影響は、単独の化学物質
によるものではなく、様々な
化学物質によって複合曝露
される結果として引き起こ
されることを考慮すると、今
後も MP 由来化学物質の毒
性学的研究を推進していく
必要がある。 
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