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研究成果の概要（和文）：著者は地下水汚染物質・トリクロロエチレン(TCE)を飲水摂取すると、
それ自身が抗原となることなく、アレルギー反応が増悪化することを見出していた。本研究は

そのメカニズムに関してマウスを用いた in vivo 及び in vitro実験により、以下のことが解明さ
れた。(1)TCE 飲水曝露は抗原（卵白アルブミン）特異的な T 細胞増殖の亢進を介してアレル
ギー反応を増強させ、この T細胞増殖亢進には TCEによる IL-3分泌の増加が関与している。
(2)T細胞からの TNF-a 分泌の増加が直接的に炎症を増強させている。(3)TCE曝露は T細胞レ
セプターシグナルに対して直接的に作用し細胞増殖を亢進させる。 
 
研究成果の概要（英文）：The author had found that ingestion of trichloroethylene (TCE) as a 
groundwater pollutant from drinking water exacerbated allergy in rats and mice experiments. In this 
study, the mechanisms have been elucidated with mouse in vivo and in vitro experiments, as follows. 
(1) TCE ingestion from drinking water enhanced antigen-specific T cell proliferation, and the 
enhancement was associated with increase of IL-3 secretion. (2) Increase of TNF-a secretion from T cell 
directly enhanced inflammation. (3) TCE exposure enhanced T cell proliferation, and TCE acts as a 
potential T cell stimulator to accelerate the T cell receptor(TCR)-CD3-mediated signaling pathway. 
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１．研究開始当初の背景  
近年各先進国において、社会問題ともなっ
ているように、我が国においても気管支喘息、
アトピー性皮膚炎をはじめとするアレルギ
ー性疾患は増加の一途をたどっている。 

アレルギー疾患の患者数が急増した原因
には、遺伝的な要因と環境的な要因が関連す
ると考えられているが、近年は環境的な要因
が主に関連していると考えられている。これ
までの研究によって、ホルムアルデヒド、デ
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ィーゼル排気微粒子(DEP)等の環境化学物質
の中に直接抗原となることなく、免疫系に作
用し、アレルギーの発症に大きな影響を与え
ている可能性がある物質が明らかにされて
きている。ホルムアルデヒドは抗原特異的な
IgE抗体産生を増強させる作用があるとの報
告があり、DEP にはこのような IgE 抗体産
生を増強させる作用に加えて、IgG抗体産生
を増強させる作用や好酸球性の気道炎症を
増悪化させる作用、およびヘルパーT細胞の
機能バランスを崩す作用を示すという報告
がある(H.Fujimaki et al., Sci. Total Environ., 
270, 113 (2001), C. C. Dong. et al., Toxicol. 
Science, 88, 150 (2005), K. Sadakane. et al., J. 
Environ. Pathol. Toxicol. Oncol., 21, 267 (2002))。 
著者らは、地下水汚染物質として注目され

ていたトリクロロエチレン(TCE)やテトラク
ロロエチレン(PCE)に着目し、TCE や PCE
をラットに飲水曝露させると、これら自身が
抗原となることなく、Ⅰ型アレルギー反応が
増強される免疫修飾作用を見出し、報告した
(Toxicology, 243, 75 (2008), Immunobiology, 
213, 663 (2008), Regul. Toxicol. Pharmacol.,52, 
140 (2008)。 
著者らの報告は TCE の水道水質基準値レ
ベルで飲水した場合のアレルギー増強であ
り、水道水質基準値の見直しにも及ぶ可能性
がある。したがって単に新規な毒性発現を見
出したに止まらず、その作用メカニズムを解
明することが求められている。 

 
２．研究の目的 
本研究は、著者らがラットやマウスで見出
した地下水汚染物質 TCE の飲水曝露による
アレルギー反応増強の現象について、そのメ
カニズムが未解明のままであることから、マ
ウスを用いた個体、さらには細胞、分子レベ
ルでそのメカニズムを解明することを目的
としている。 

 
３．研究の方法 
(1) TCE飲水曝露による抗原特異的脾臓細胞
増殖の亢進作用 
雄性 BALB/cマウスに 0.03、3 mg/L TCE
を 2週間または 4週間自由飲水により曝露
し、飲水終了 2週間前、1週前に卵白アルブ
ミン(OVA)を 1回ずつ腹腔内投与することに
より免疫を行う。免疫終了後に脾臓を摘出し
て調製した脾臓細胞を用い、OVA または T
細胞マイトジェンであるコンカナバリン A 
(Con A)による刺激を加えて培養し、細胞内に
取り込まれた[3H]-チミジンを液体シンチレ
ーションカウンターにより測定する細胞増
殖試験を行った。 
 
(2) TCE飲水曝露による脾臓細胞のサイト
カイン分泌亢進作用 

雄性 BALB/cマウスに 2週間 0.03、3 mg/L 
TCEまたは蒸留水(対照)を飲水させた後、卵
白アルブミンで刺激を行ったマウスより脾
臓を摘出して脾臓細胞を調製し、96時間培養
した上清中の IFN-γ、IL-4、IL-3及び TNF-
αの濃度を ELISAキットを用いて測定した。 

 
(3) TCE飲水曝露による脾臓細胞プロファイ
ルに及ぼす影響 
雄性BALB/cマウスにOVAを抗原として、
アジュバントとして水酸化アルミニウムゲル
を用いて、免疫を行い、その際にTCEを同時
に2週間飲水により曝露した場合の脾臓細胞
についてフローサイトメトリーによる細胞プ
ロファイルの検討を行った。 
 
(4) TCE曝露が T細胞受容体(TCR)を介した
T細胞活性化に関わるシグナル伝達系に及ぼ
す影響の検討 
雄性 BALB/cマウスから摘出した脾臓より
得られたリンパ細胞に対してT細胞レセプタ
ー (TCR) を直接的に刺激する抗マウス CD3
抗体を用い、in vitro で TCE をリンパ細胞に
直接処理し、①その細胞増殖に及ぼす影響に
ついて[3H]-チミジンの取込みによる細胞増
殖試験を用いて検討するとともに、②T 細胞
サブセットによる影響の違いについてフロ
ーサイトメトリーによる解析を行った。さら
に、TCR-CD3 刺激伝達において重要な役割
を担っているLckのリン酸化についてウエス
タンブロットを用いて検討を行った。 

 
(5) TCEの飲水曝露による抗原免疫に伴うCD8+ 

T細胞の増加作用 
雄性 BALB/cマウスに 0.03、3 mg/L TCE
を 2 週間または 4 週間自由飲水により曝露
し、飲水終了 2 週間前、1 週前に OVA を 1
回ずつ腹腔内投与することにより免疫を行
う。免疫終了後に脾臓を摘出して調製した脾
臓細胞を用い、そのサブポピュレーションに
ついて、フローサイトメトリーにより解析を
行った。 
 
４．研究成果 
(1) TCE飲水曝露による抗原特異的脾臓細胞
増殖の亢進作用 
抗原特異的なリンパ細胞増殖を検討する
ために、OVAにより免疫を行ったマウス脾臓
細胞に抗原として OVA、または Con Aによ
る刺激を加えて、チミジン取込み法により細
胞増殖について検討を行った。2 週間飲水曝
露においては、3 mg/L TCE飲水曝露させた
マウスからの脾臓細胞で、対照である蒸留水
を飲水曝露させたマウスからの脾臓細胞と
比べて、OVAまたは Con Aで刺激した脾臓
細胞の増殖が有意に増強されることが確認
されたが、0.03 mg/L TCE飲水曝露では、顕



 

 

著な変化は認められなかった(Fig.1A)。4 週
間飲水曝露においては、0.03、3 mg/L TCE
飲水曝露させたマウス脾臓細胞で、対照と比
べて、OVAまたは Con Aの刺激した脾臓細
胞の増殖が有意に増強されることが確認さ
れた(Fig.1B)。また、データには示していな
いが、OVA/Alumによる免疫を行わなかった
場合には、OVA、Con A刺激による脾臓細胞
増殖の増強は確認されなかった。これらの結
果より、TCE飲水曝露によるリンパ細胞増殖
の増強は抗原による免疫を行った場合のみ
確認され、TCE飲水曝露による ACA反応の
増強には、抗原特異的な T細胞等のリンパ細
胞増殖の亢進が関連していることが示唆さ
れた。 

 
Fig.1 抗原特異的脾臓細胞増殖に及ぼす TCE 飲

水曝露による影響 
(A):2週間曝露  (B):4週間曝露 

 
(2) TCE 飲水曝露による脾臓細胞のサイト
カイン分泌亢進作用 

 

 
 
Fig.2  TCE飲水曝露による脾臓細胞からのサイ

トカイン産生に及ぼす影響  
(A):INF-g  (B):IL-4  (C):IL-3  (D):TNF-a 

 
2週間 0.03、3 mg/L TCEを飲水させたマ
ウスの脾臓細胞において、IL-3、TNF-α分泌
量が、対照と比較して有意に増加することが

確認された。IFN-γ、IL-4分泌量については
2 週間 0.03 mg/L TCE飲水曝露のみで対照
と比較して分泌量の増加が確認された(Fig.2 
A, B)。 
これらの結果から TCE 飲水曝露により、
脾臓細胞からの種々のサイトカイン分泌量
が増加することが示唆された。 
また、T 細胞からの TNF-a 分泌の増加に
より直接的に炎症の増強関与する可能性も
示唆された(Fig.2D)。TCEによる免疫機能へ
の影響はその曝露濃度により、影響が異なる
可能性が考えられる。 
IL-3は T細胞増殖に関与するサイトカイン
であるため、TCE曝露による抗原特異的な T
細胞増殖亢進には、IL-3分泌の増加が関与す
る可能性が示唆された。 

 
(3) TCE飲水曝露による脾臓細胞プロファイ
ルに及ぼす影響 
TCE曝露群で脾臓細胞中CD4陽性細胞、CD8
陽性細胞、CD3陽性細胞の増加が確認された
。このことからin vivoにおいてT細胞の分化に
対しても影響を与える可能性が示唆された。 

また未処置のBALB/cマウスから回収した
リンパ球細胞についてin vitroで抗CD3抗体
により刺激を行い、同時にTCEを処理したとこ

ろ、10-9M以上の濃度のTCE処理により、抗
CD3抗体刺激によるT細胞増殖の亢進が確認
された。またCD4、CD8陽性細胞を分取して
同様の検討を行ったところ、CD8陽性細胞で
より顕著な細胞増殖の亢進が確認された。 

以上のことからTCEはin vivoにおいて抗原
特異的なT細胞増殖の亢進に関与だけでなく、
T細胞レセプターシグナルに対して直接的に

作用し細胞増殖を亢進する可能性が示唆され

た。また、その作用はCD8陽性細胞において
より顕著である可能性が示唆された。    
 
(4) TCE曝露が T細胞受容体(TCR)を介した
T細胞活性化に関わるシグナル伝達系に及ぼ
す影響の検討 
①TCE処理によるTCR-CD3刺激を介したT
細胞増殖亢進作用 

TCEによる抗原特異的なT細胞増殖亢進作
用のメカニズムを検討するために、リンパ細
胞に対して TCEを直接処理し、T細胞レセプ
ター (TCR) 刺激を介した T 細胞増殖に及ぼ
す影響について検討を行った。抗マウス CD3
抗体により刺激を行うと同時に、脾臓細胞、
リンパ節細胞に TCEを処理すると、100 nM
以上の TCE 処理により脾臓細胞において有
意な T細胞の増殖亢進が認められ(Fig.3A)、
1 nM以上の濃度のTCE処理によりリンパ節
細胞においても有意なT細胞の増殖亢進が認
められた(Fig.3B)。T 細胞マイトジェンであ
る Con A で刺激を行った場合においては、



 

 

TCE 処理により、TCE 未処理群と比べて T
細胞増殖の程度に有意な差は認められなか
った(Fig.3C) 

 

 

 
Fig.3  抗マウスCD3抗体刺激を介した T細胞増

殖に TCEが及ぼす影響  
(A):脾臓細胞  (B):リンパ節細胞  
(C): ConA刺激したリンパ節細胞 

 
②TCE 処理による CD4+ または CD8+ T 細
胞のT細胞増殖亢進作用に対する影響の違い 

TCE 処理が T 細胞のサブタイプである
CD4+ または CD8+ T細胞の増殖に対して及
ぼす影響について検討を行った。その結果、
CD8+ T細胞においては 1 nM以上の濃度の
TCE 処理を行うことで、TCE の濃度依存的
に有意なT細胞の増殖亢進作用が認められた
(Fig.4A)。しかしながら CD4＋ T細胞におい
ては、1 nMの TCE処理でのみ有意な細胞増

殖の亢進が認められた(Fig.4A, B)。 
CD8+ T細胞においてより顕著な細胞増殖
亢進が認められた。 

 

 
Fig.4  TCE処理によるCD8+およびCD4+T細胞

の T細胞増殖亢進に及ぼす影響 
        (A):CD8+細胞  (B):CD4+細胞 
 
③TCE処理による CD8+ T細胞の TCR-CD3
刺激を介した Lckリン酸化増強作用 

Src キナーゼファミリーの 1つである Lck
は CD4及び CD8レセプターと関係しており、
Lck のリン酸化は、TCR-CD3 刺激伝達にお
いて重要な役割を担っている。そこで Lckの
のリン酸化について検討を行った。 

 

 
Fig.5  TCE処理による CD8+T細胞の TCR-CD3

刺激を介した Lckリン酸化増強作用 
        (A):CD8+細胞  (B):CD4+細胞 
 



 

 

CD4+ 及び CD8+ 細胞において、総 Lck
レベルには TCE 処理群と未処理の対照群で
有意な変化は認められなかった。しかしなが
ら、CD8+ 細胞においては、1 nM 以上の濃
度の TCE処理を行うことで Lckのリン酸化
が亢進していることが認められた(Fig.5A)。 
一方、CD4+ 細胞においては Lckのリン酸化
に対する TCE 処理による影響は認められな
かった(Fig. 5B)。 

TCR 刺激を反映する Lck のリン酸化状態
が、CD4+ T細胞と比べて CD8+ T細胞で顕
著に上昇していた。また、in vivo において
TCE 飲水曝露による免疫群の脾臓における
CD8+ T細胞、CD4+ T細胞の割合の増加が
認められた。これらのことから、TCEは TCR
刺激時に直接的に T細胞に作用し、その分化
及び増殖に影響することが示唆された。 
 
(5) TCEの飲水曝露による抗原免疫に伴う
CD8+ T細胞の増加作用 

 in vitroの検討で、TCE処理によるT細胞
増殖亢進作用は、CD4+ T細胞と比べて、CD8+ 
T 細胞で顕著に認められたことから、in vivo
で抗原免疫時におけるCD8+ T細胞の増加に
対する影響についても検討を行った。 
 

Table.1  TCEの飲水曝露による抗原免疫に伴
うCD8+ T細胞の増加作用 

 
 

OVAによる免疫を行ったTCE 3 mg/L飲水曝
露群で対照群と比べて、CD3+ 細胞の割合が有
意に増加していた(Table.1)。CD8+ 細胞につい
ては、OVAによる免疫を行ったTCE 0.03及び3 
mg/L飲水曝露群で対照群と比べてCD8+ 細胞
の割合が有意に増加していた(Table.1)。また、
CD4+ 細胞についても、OVAによる免疫を行っ
たTCE 3 mg/L飲水曝露群で対照群と比べて
CD4+ 細胞の割合が有意に増加していた
(Table.1)。一方、OVAによる免疫を行わなかっ
た場合においては、すべてのTCE飲水曝露群

で、CD3+、CD4+ 及びCD8+ 細胞のすべての細
胞割合に有意な変化は認められなかった
(Table.1)。 
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