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研究成果の概要（和文）：汎用難燃物質TBBPAは周産期にマウスに曝露すると、仔マウスのRSウイルスによる肺炎が増
悪化するとともに特異的にIL-24遺伝子の発現が上昇する。本研究では、免疫染色法でこのタンパク質の肺組織での発
現、特に肺胞マクロファージとその周辺での発現を確認した。そして培養マクロファージ細胞において、遺伝子とタン
パク質の両面からこの現象を再現した。さらにTBBPAの曝露によるウイルス感染細胞内でのIL-24タンパク質の上昇は初
期の感染防御因子であるTNF-alphaの産生減少に先立って見られ、この機序が病態の増悪化に深く関わっていると考え
られた。

研究成果の概要（英文）：To reveal effects of perinatal exposure to a brominated flame retardant TBBPA on t
he exacerbation of RSV-induced pneumonia, mechanism of action of IL-24 on RSV infection was investigated. 
 By immune histopathological analysis, increase of the expression of IL-24 was confirmed in the lung tissu
es of RSV-infected mice exposed perinatally to TBBPA. The expression of IL-24 was also found in RA264.7 ce
lls by real-time RT-PCR and western blotting in vitro. Although correlation between increase of IL-24 and 
decrease of a proinflammatory cytokine TNF-alpha was observed in the RSV-infected cells, direct interactio
n of them could not be revealed due to the failure of RNAi against IL-24 gene. Increase of IL-24 induced d
ue to TBBPA-exposure might affect the production of proinflammatory cytokine from macrophages, should resu
lt in disorder of immune system responding to RSV infection.
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１．研究開始当初の背景 
アジアで多く生産されてプリント基板や

ポリマー樹脂に汎用されているテトラブロ
モビスフェノール A（TBBPA）は乳幼児などの
発達期に影響し発育など健康被害を引き起
こす危険性が懸念されている。そのため、乳
幼児感染ウイルスである RS ウイルス感染マ
ウスモデルを用いて、免疫毒性評価を実施し
た。その結果、この物質は従来安全性が高い
と見積もられていたにも拘わらず、発達期暴
露により仔マウスの肺炎が非常に重症化す
ることを見出した。そして、TBBPA の作用点
を明確にする必要があり、同様に発達期暴露
後に RS ウイルスを感染させた仔マウスの肺
組織について、マイクロアレイを用いて網羅
的な遺伝子発現解析を行った。その結果、ウ
イルス感染時にのみTBBPA暴露で変動した遺
伝子をリストアップしたところ、多様な生物
活性が報告されているインターロイキン-24
（IL-24）の発現上昇が低用量から最上位に
見出された。 
 

２．研究の目的 
 汎用難燃物質TBBPAをマウスの発達期に暴
露させることで、仔マウスに免疫毒性が表れ、
RS ウイルス感染病態が重症化することが明
らかとなった。そして、その際に肺組織で
IL-24 の遺伝子発現が特徴的に上昇すること
が判った。本研究では、TBBPA による世代を
超えた RS ウイルス感染病態重症化のメカニ
ズムを解明するため、この IL-24 に着目して
TBBPA による発現上昇の機序ならびに感染病
態との因果関係を明らかとすることを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 TBBPA の周産期曝露実験： BALB/c マウス
（雄；8, 9 週齢、雌；6, 7 週齢）を感染実
験室内飼育ケージにて一週間馴化させ、交配
を行った。雌マウスは交配日より 11 日後
（GD10）から Soy-free 粉末食で TBBPA (100
～ 10,000 ppm)を調製して混餌投与した出産
後 21 日目（PND21）に離乳を行い、通常飼育
を行った。なお動物実験は、九州保健福祉大
学動物実験に関する規則に従って、安全面お
よび倫理面に配慮して適正に実施した。 
RS ウ イ ル ス 感 染 実 験 (in vivo) ：

Respiratory syncytial ウイルス (RSウイル
ス) A2 株はヒト咽頭ガン HEp-2 細胞で増殖・
取得した。4 週齢の仔マウスにキシラジン・
ケタミン混合麻酔液をマウス右大腿部に筋
肉注射し、麻酔下で RS ウイルス 3 x 10^5 PFU
を経鼻感染させた。感染 5日後に肺を無菌的
に摘出し、OCT コンパウンドに浸潤させなが
ら液体窒素中で急速凍結した。 
IL-24 免疫組織染色実験： ヤギ抗マウス

IL-24 モノクローナル抗体（R&D System）を
用いてABC法により肺組織の免疫染色を実施
した。なお、実施は㈱札幌病理総合研究所に
委託した。 

RS ウイルス感染実験(in vitro)： 培養マ
クロファージ細胞 RAW264.7 細胞を TBBPA と
共に 24時間培養し、その後 RSV A2 株を MOI=1
～2 の感染価で感染させてさらに培養し、各
種実験に用いた。IL-24 タンパク質の発現は
感染 3 日後に RIPA バッファーで溶解させた
のち、抗ヤギ抗マウス IL-24 モノクローナル
抗体を用いて、ベータアクチンを対照にウェ
スタンブロティングで解析した。IL-24 mRNA
量は、感染 2 日後から RNeasy Protect Mini 
Kit (QIAGEN Science)で RNA を抽出後、リア
ルタイム RT-PCR によりベータアクチンを対
照遺伝子として測定した。なお、IL-24 遺伝
子に対するsiRNAはコスモバイオ社に委託作
成し、導入時は 25 nM を基本として siQUEST
（Takara）を用いてトランスフェクションし
た。 
 

４．研究成果 
（１）TBBPA を周産期（妊娠 10 日目～離乳時）
に混餌投与で暴露（0, 10,000 ppm）し、仔
マウス（4 週齢）に RS ウイルス A2 株を経鼻
感染させ、肺組織に IL-24 の発現をタンパク
質レベルで確認するため、免疫染色法で検討
した。感染後 5日目において、ウイルス非感
染マウスでは抗IL-24抗体はほぼ陰性なのに
対して、RS ウイルス感染マウスでは、肺胞の
実質組織でマクロファージなど免疫担当細
胞が浸潤している領域にて陽性細胞が見い
だされた。そして、この陽性細胞は TBBPA 投
与群で顕著であった。この様に、マイクロア
レイによる網羅的遺伝子解析で見出したサ
イトカイン IL-24 について、肺組織において
タンパク質レベルで発現上昇を確認できた。 
 
（２）培養マクロファージである RAW264.7
細胞を用いて、in vitro での TBBPA 処理時に
RSウイルス感染細胞でIL-24の発現上昇がみ
られるか検討を開始した。リアルタイム
RT-PCR により IL-24 の遺伝子発現は非感染
より感染時に高く、TBBPA 10uM 処理では約
10 倍発現が上昇していた。同様の培養条件で、
タンパク質レベルの検討について抗IL-24抗
体を用いたウェスタンブロッティングで検
討した。その結果、RAW264.7 細胞においても
TBBPA 処理により IL-24 タンパク質の上昇を
確認できた（図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



（３）IL-24 の発現変動にリンクするファク
ターを調べるために、RS ウイルス感染マウス
（感染 1日後）の肺胞洗浄液（BALF）中のサ
イトカイン・ケモカインについてタンパクア
レイを利用して解析した。複数のサイトカイ
ンの変動が認められた中で、RAW264.7 細胞で
の検証が可能なTNF-alphaの抑制効果が顕著
であった。 
 
（４）RAW264.7 細胞に TBBPA を曝露して RS
ウイルスを感染させた。感染後 2 日目から
IL-24 の遺伝子発現上昇が顕著になるのに対
して、TNF-alphaは感染24時間以内に上昇し、
2 日後にはタンパク質レベルで抑制されてい
ることが判明した。これより、IL-24 は炎症
惹起の誘導物質ではなく作用物質として初
期の炎症を抑制することが示唆された。この
効果を確認するために IL-24 siRNA 導入を実
施して同様の試験を実施したが、RAW264.7 細
胞への siRNA 導入効率が低く、検証ができな
かった。 
 本研究期間を通じて、マウス肺組織を用い
た DNA マイクロアレイで見出した現象から、
免疫組織染色法によりタンパク質レベルで
RSウイルス感染病態におけるIL-24の標的～
マクロファージに発現作用することを見出
すことができた。そして、培養マクロファー
ジ RAW264.7 細胞を用いて、TBBPA 本体がリア
ルタイム PCR により mRNA レベルと抗 IL-24
抗体を用いたウェスタンブロット法で IL-24
タンパク質発現上昇に作用していることを
明らかとした。IL-24 の上昇と TNF-alpha の
抑制がリンクしていることを明らかにした
が、RNAi が本試験系では期待通りにワークせ
ず、IL-24 の感染細胞内での働きをさらにク
リアにすることができなかった。TBBPA は周
産期における作用ばかりではなく、成体マウ
スの RS ウイルス感染病態も悪化させ、特に T
細胞系の質的な変化をもたらせることも分
かってきた。この現象への IL-24 の関与も今
後検証していき、環境衛生分野における汎用
臭素化難燃物質の規制だけでなく RS ウイル
ス感染病理にも重要な情報を提供していき
たい。 
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