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研究成果の概要（和文）：本研究では、室内ダスト中に含まれる化学物質曝露がアレルギー疾患や発達障害の発
症・進展に及ぼす影響と腸内細菌叢の変化との関連性について検討した。アレルギー性喘息マウスに対する
TBEP、あるいはTDCIPP経口曝露により、いずれも軽微な肺炎症の亢進を認めた。次世代シークエンサーを用いた
糞便中腸内細菌叢解析では一部変化を認めたが、病態との明確な関連性はなかった。ラットに対するTBEPの発達
期曝露が抗不安薬Diazepam(DZP)の作用への影響を検討した結果、高架式十字迷路試験において、TBEP＋DZP群で
はDZPの抗不安効果が認められず、協調運動の障害が現れたが、腸内細菌叢の変化はなかった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the association between the progression of allergies and 
developmental disorders, caused by exposure to chemicals in house dust, and fecal microbiota 
alteration.
(1) We examined the effects of oral exposure to tris(2-butoxyethyl) phosphate (TBEP) and tris(1,
3-dichloro-2-propyl) phosphate (TDCIPP) using allergic asthmatic mice. Exposure to TBEP and TDCIPP 
exacerbated slightly allergic pulmonary inflammation. 16S rRNA sequencing showed partly alterations 
in microbial composition, but no clear association was observed between allergic responses and fecal
 microbiota changes.
(2) We examined the effects of oral exposure to TBEP on diazepam (DZP)-induced behavior and fecal 
microbiota in developing rats. Elevated plus-maze test indicated that the TBEP+DZP group attenuated 
anxiolytic action by DZP treatment and worsened motor coordination compared with the TBEP and DZP 
groups. However, no significant differences were seen in the fecal microbiota between any exposure 
groups.

研究分野： 環境医学、免疫毒性学、行動神経内分泌

キーワード： 室内ダスト　化学物質　アレルギー　発達障害　腸内細菌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
環境変化に脆弱な発達期におけるアレルギー疾患や発達障害の増加において、疾患の発症・進展に化学物質曝露
による腸内細菌叢のバランス失調が関連する可能性について検討した報告はこれまでほとんどない。本研究では
疾患と腸内細菌叢の変化との明確な関連性は検出できなかったが、低用量の化学物質曝露でも腸内細菌叢の変化
を一部認めたことから、今後は腸内細菌叢の変化も考慮した毒性影響評価を行っていく必要性を示した点におい
て学術的な意義がある。また、本研究の成果は、健康リスク管理に対して新たな情報を提供し、化学物質規制対
策への貢献が期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生体高次機能である脳神経系、免疫系、代謝・内分泌系の破綻は、様々な疾患を引き起こす要

因となる。近年、特に小児においてアレルギー性喘息、アトピー性皮膚炎等のアレルギー疾患、
不安障害や学習障害等の発達障害の患者数が世界的に増加していると言われている。 
アレルギー疾患や発達障害の発症・進展の原因はいずれも多因子性という共通性を有し、その

共通因子の一つに環境要因の変化も含まれる。特に、食環境・住環境、衛生環境の変化には環境
中の化学物質の増加や多様化が伴っており、化学物質曝露による両疾患との関連性を指摘する
報告も多い。室内環境における化学物質の曝露源は、室内大気よりもハウスダスト由来の割合が
高いとされる。特に、乳児から小児は、床付近での行動や Hand-to-Mouth 等により、成人と比べ
経口摂取による曝露濃度が高く、環境変化に対する脆弱期とも重なり、より化学物質の影響を受
けやすいと考えられている。 
 腸内細菌叢は、近年、喘息、肥満、ガン、炎症性腸炎、自閉症等、様々な疾患に関与すること
が指摘されており、治療への応用を含め、人々の健康維持における腸内細菌叢の役割が注目され
ている。一方、環境中の化学物質が腸内細菌叢に影響することが明らかになりつつあり、ポリ塩
化ビフェニル、ビスフェノール A、ヒ素等の曝露により、腸内細菌叢が変化することが報告され
ている。病態への関与も一部示唆されているが、生活環境において最も曝露の機会が多い室内ダ
スト中の化学物質の影響、加えて近年増加する疾患との関連性については、ほとんど検討されて
いない。 
 以上の背景を踏まえ、発達期における室内ダスト中の化学物質曝露が、腸内細菌叢のバランス
失調を引き起こし、脳神経系、免疫系、代謝・内分泌系のかく乱を介してアレルギー疾患や発達
障害の発症・進展を亢進する可能性があるのではないかという着想に至った。本研究により、化
学物質曝露による腸内細菌叢への影響を明らかにし、疾患の発症・進展への関与の可能性を示す
ことは、化学物質の新たな作用機序解明とともに、人々の健康維持への貢献も期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、環境変化に対して脆弱な発達期を対象とし、室内ダスト中に含まれる化学物質曝

露がアレルギー疾患や発達障害の発症・進展に及ぼす影響と腸内細菌叢との関連性について明
らかにする。加えて、機能性食品による腸内環境の正常化を介した疾患の予防・改善効果につい
ても検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 室内ダスト中の化学物質曝露がアレルギー性喘息に及ぼす影響 
①リン酸トリスブトキシエチル(TBEP)の混餌経口曝露による影響：5週齢の C3H/HeJ 雄性マウス
を用い、アレルギー性喘息モデルマウス作製のため、アレルゲンとして ovalbumin(OVA)を、5週
齢より隔週で計 4回、イソフルラン麻酔下で気管内投与した(OVA; 1 μg/50μL/animal)。OVA(-)
群には PBS(-)を投与した。実験群は、1) Vehicle 群、2) TBEP 0.02 μg/kg/day (TBEP-L 群)、
3) TBEP 0.2 μg/kg/day (TBEP-M 群)、4) TBEP 2 μg/kg/day (TBEP-H 群)、5) OVA 群、6) 
OVA+TBEP-L 群、7) OVA+TBEP-M 群、8) OVA+TBEP-H 群の 8群を設定した。TBEP の曝露量は、耐容
一日摂取量 (tolerable daily intake; TDI)である 2 μg/kg/day を TBEP-H 群とし、摂餌量に
基づき曝露用量相当となるよう作製した混餌飼料（日本クレア）を、5-11 週齢の間自由摂取さ
せた。OVA 最終投与 24 時間後、糞便を採取し DNA を抽出した。糞便中腸内細菌叢解析には、
Miseq(イルミナ)を用いて DNA シークエンスを行い、qiime および Galaxy(Hutlab web site: 
http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/）内の LEfSe を用いて、細菌叢の主座標解析およ
び各細菌叢の構成比等を比較解析した。OVA 投与 48 時間後、気管支肺胞洗浄液(BALF)中の細胞
数、肺組織における炎症関連分子のタンパク・遺伝子発現、血清中 OVA 特異的抗体産生量につい
て検討した。加えて、回腸、および結腸の炎症関連因子の遺伝子発現解析を行った。タンパク発
現は ELISA 法、遺伝子発現は Real-time RT-PCR 法(ΔΔCT法)を用いて測定した。回腸、結腸の
病理組織学的変化は、HE染色により定性評価した(粘膜の肥厚、過形成、炎症細胞浸潤、パイエ
ル板、粘膜下織の繊維化)。 
 
②リン酸トリス(1,3-ジクロロ-2-プロピル)（TDCIPP）の混餌経口曝露による影響：①と同様に、
OVA 誘発性喘息モデルを作製し、TDCIPP 混餌飼料を摂取させた。実験群は、1) Vehicle 群、2) 
TDCIPP 0.02 μg/kg/day (TDCIPP-L 群)、3) TDCIPP 0.2 μg/kg/day (TDCIPP-M 群)、4) TDCIPP 
2 μg/kg/day (TDCIPP-H群)、5) OVA群、6) OVA+TDCIPP-L群、7) OVA+TDCIPP-M群、8) OVA+TDCIPP-
H 群の 8群を設定した。TDCIPP は、耐容一日摂取量である 2 μg/kg/day を TDCIPP-H 群とし、摂
餌量に基づき曝露用量相当となるよう作製した混餌飼料を、5-11 週齢の間自由摂取させた。検
討項目は①と同様に実施した。 
 
③TDCIPP による喘息病態増悪に対する水溶性食物繊維グァーガム(GG)の抑制効果：①と同様に、
OVA 誘発性喘息モデルを作製し、TDCIPP は喘息病態に対する増悪傾向を認めた 2 μg/kg/day 相
当(②の TDCIPP-H 群)、GG は 1%となるよう TDCIPP とともに飼料に配合し、5-11 週齢の間、自由
摂取させた。OVA 投与 48時間後の肺の炎症性変化については①と同様に評価した。 
 



(2) 室内ダスト中の化学物質曝露が不安・学習障害に及ぼす影響 
①TDCIPP の経口曝露による影響：Sprague-Dawley 系ラットから作出された近交系 LAA 雄ラット
を用い、1-3 週齢まで TDCIPP を強制経口曝露した。実験群は、1) 溶媒を投与した Control 群、
2) 低用量 TDCIPP(2 μg/kg/day)投与群(LTD 群)、3) 高用量 TDCIPP(250 mg/kg/day)投与群(HTD
群)、4) 陽性対照として Flutamide(50 mg/kg/day)投与群(Flutamide 群)の 4群を設定した。不
安に関する行動の評価として、社会性を伴った遊び行動試験(4-5 週齢)と親和性行動試験(6-7 週
齢)、そして非社会性の高架式十字迷路試験(6 週齢)を実施した。学習に関する行動の評価とし
て、Y字迷路試験(9 週齢)を実施した。遊び行動試験では同群の同居かつ同性のラットをペアと
して用い、10 分間の sniffing、chasing、grooming を測定した。親和性行動試験では同群の同
居かつ同性の 2匹のラット（被験および同居ラット）および同群の非同居かつ同性のラット 1匹
（非同居ラット）を用い、透明塩化ビニル製チューブに入れた同居・非同居ラットあるいは空
チューブを被験ラットに 3 分間提示したときの接近時間を測定した。高架式十字迷路試験では、
2本の open arm、2本の closed arm、そして center から構成された十字型の黒色塩化ビニル製
の装置を用い、動物が 5分間自由に探索した時の各アームの滞在時間等を計測した。Y字迷路試
験では、3 本の arm と center から構成された Y 字型の灰色塩化ビニル製の装置を用い、各アー
ムへの侵入回数や滞在時間を計測した。行動実験を実施しない個体を別に用意し、上記の実験群
と同じ処置を行った 4群を最終曝露日に解剖した。またその前日に糞便を採取した。 
 
②TBEP の混餌経口曝露による影響：発達期の Wistar-Imamichi 雌ラット(3-6 週齢)を用いた。
TBEP を TDI 相当の用量で混餌(2 μg/kg/day、日本クレア)により 3週齢から曝露した。加えて
TBEP が抗不安薬である Diazepam(DZP)の作用に与える影響を調べるために、DZP(2 mg/kg)ある
いは溶媒を行動試験の 30分前に腹腔内投与した。一般的に、DZP は不安を低減させるが、副作
用として学習障害や協調運動障害を生じさせることが知られている。従って実験群は、1) 通常
飼料と溶媒(Control-Vehicle 群)、2) 通常飼料と DZP(Control-DZP 群)、3) TBEP 混餌飼料と溶
媒(TBEP-Vehicle 群)、4) TBEP 混餌飼料と DZP(TBEP-DZP 群)の 4 群を設定した。不安に関する
行動の評価として用いた高架式十字迷路試験(5週齢)では、実験①と同様の装置を用いた。動物
が 5 分間自由に探索した時の各アームの滞在時間等を計測した。学習に関する行動の評価とし
て用いた自発的物体再認試験(5-6 週齢)では、黒色アクリル製アリーナおよび 3種類の異なる物
体を使用し、既知物体と新奇物体を探索した時間を計測した。行動試験終了翌日に糞便を採取し、
その翌日に解剖を行った。加えて、回腸、結腸における病理組織学的変化は HE 染色により定性
評価した。 
 
４．研究成果 
(1)-① TBEP 単独群では、用量に関わらず肺炎症への影響は認められなかった。一方、OVA+TBEP
群では、OVA 群に比し BALF 中の好酸球数(図 1)およびリンパ球数、血清中 OVA-IgE、IgG1産生が
増加傾向を示した。この結果は、OVA+TBEP-H 群でより顕著であったが、いずれも OVA 群に対す
る有意な変化はなかった。肺組織中 IL-5 および eotaxin の遺伝子発現は、OVA 群に比し有意に
上昇した。これより、TBEP の経口曝露は、軽微ではあるがアレルギー性喘息における肺炎症を
亢進する可能性が示唆された。糞便中 IgA 値はいずれの群についても変化は認めなかった。次世
代シークエンサー(NGS)による糞便中腸内細菌叢の網羅的解析を実施した結果、門レベルで
OVA+TBEP-L 群において Bacteroidetes/Firmicutes 比が OVA 群に比し有意に増加し、用量依存的
に低下した(図 2)。また、有意な変化ではないが、TBEP 単独群でも同様の傾向を認めた。回腸、
および結腸の病理組織学的評価では、OVA 投与で回腸における炎症細胞浸潤、結腸の粘液細胞過
形成を認めたが、TBEP 曝露による顕著な変化は観察されなかった。肝臓における生体異物の排
泄に係る代謝酵素やトランスポーターの遺伝子発現変動を検討した結果、TBEP-M 群におい
て、cyp2b10、cyp3a11、mrp3 の有意な低下が観察されたが、その他の群で有意な変化は認
められなかった。 
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有意な変化ではなかった。これより、TDCIPP の経口曝露は、軽微ではあるがアレルギー性喘息
における肺炎症を亢進する可能性が示唆された。回腸、結腸の病理組織学的評価では、TDCIPP 群、
OVA+TDCIPP 群で炎症細胞浸潤を認めたが、有意な変化ではなかった。NGS 解析では、門レベルに
おける各群の有意な変化は認められなかった。 
 
(1)-③ TDCIPP、TDCIPP/GG 群では肺における変化は認めなかった。一方、OVA+TDCIPP、OVA+GG、
OVA+TDCIPP/GG 群は OVA 群に比し、肺における好酸球性の炎症が亢進する傾向にあり、
OVA+TDCIPP/GG 群でより強い傾向を示した。この結果は、OVA-IgE、IgG1産生とも並行していた。
回腸、結腸における有意な病理組織学的変化は認められなかった。水溶性繊維であるグァーガム
に関しては、グァーガム微粒子の産業曝露による喘息症状の増悪について数報報告されており、
アレルゲンとして作用する可能性が指摘されている。今回の検討では、グァーガム単独による変
化は認めなかったが、アレルゲンとの共存により病態を亢進する可能性が示唆される結果とな
り、研究計画時に想定していたアレルギー症状に対する抑制効果は認められなかった。 
 
本研究において、室内ダスト中に多く含まれる化学物質の内、近年臭素系難燃剤の代替物質と

して使用が増加しているリン系難燃剤 TBEP、および TDCIPP を選択し、アレルギー性喘息への影
響、および腸内細菌叢の変化と病態との関連について検討を行った。その結果、TBEP、TDCIPP い
ずれも、TDI レベルの用量でアレルギー性喘息を悪化させる傾向を認めた。NGS による糞便中腸
内細菌叢解析では、TBEP 曝露により、OVA の有無に関わらず、Bacteroidetes/Firmicutes 比が
低用量群で上昇し、用量依存的に減少する傾向を認めた。また、TDCIPP 曝露でも、軽微ではあ
るが同様の傾向を認めたことから、これらの化学物質は、低用量でも腸内細菌叢のバランスに変
調をきたす可能性が示唆された。既報では、Bacteroidetes 属がアレルギー患者で少ないことが
知られているが、最も増悪影響を認めた OVA+TBEP-H 群は OVA 群と同程度の割合であり、アレル
ギー病態と化学物質曝露による腸内細菌叢の変化との間に明確な関連性は見出せなかった。 
アレルギー疾患と腸内細菌叢との関連については、数種類の細菌が特定されている 1)-3）。また、

動物実験では、抗真菌剤の経口投与によりアレルギー性喘息が悪化し、腸におけるカンジダの
増殖と乳酸菌などの一部の細菌の減少が関与するとの報告がある 4）。本研究において、既報の
細菌の変動についても確認したが、TBEP、TDCIPP いずれの実験でも検出されなかった。しかし、
TBEP 曝露では Clostridium sensu stricto 13、Marvinbryantia の構成比の変動が病態と並行し
ていた。Clostridium sensu stricto 属は食物アレルギー患者の IgE 値と相関性を示すことが報
告されている 5）。以上の結果から、低用量の化学物質曝露でも腸内細菌叢のバランスに変化を生
じる可能性はあるが、アレルギー病態との関連性については、病態の変化と並行していた細菌の
移植や、化学物質曝露した動物の腸内細菌の無菌動物への移植等による検討が必要である。 

 
(2)-① 不安に関する行動評価の結果、社会性を伴う遊び行動試験と親和性行動試験、および非
社会性の高架式十字迷路試験のいずれにおいても TDCIPP の強制経口曝露による影響は認められ
なかった。学習に関する Y 字迷路試験の行動評価の結果、TDCIPP の経口曝露による影響は検出
されなかった。また、臓器重量や腸内細菌叢解析においても影響がなかった。TDCIPP は様々な
作用があると考えられているが 6)、本実験では特に抗アンドロゲン作用に注目し、その陽性対照
として Flutamide を使用した。しかしながら、いずれの行動試験においても有意な変化がみられ
なかった。これは各試験のアンドロゲン作用への依存が低い可能性を示唆する。また NGS による
糞便中腸内細菌叢の網羅的解析を実施した結果、門レベルの影響は認められなかった。 
 
(2)-② 高架式十字迷路試験における行動観察により、Control-Vehicle 群に対し Control-DZP
群で open arm 滞在時間が有意に長く、DZP 投与による抗不安作用が観察された (図 3)。一方、
TBEP-DZP 群では open arm 滞在時間が Control-Vehicle 群、TBEP-Vehicle 群と同程度であった。
これより、TBEPの経口曝露がDZPの抗不安作用を妨げる効果があるという可能性が示唆された。
また、TBEP-DZP 群では他の群と比較して高架式十字迷路からの落下数が有意に多かったことか
ら、協調運動の障害が認められた(表 1)。協調運動の障害は DZPの副作用の一つとされており 7)、
TBEP の経口曝露により DZP の副作用が生じやすくなる可能性が示唆された。自発的物体再認試
験では、TBEP の経口曝露の有無にかかわらず、Vehicle 群では新奇物体に対する選好性
(Discrimination index)が平均的に高く、DZP 群よりも学習・記憶能力が高い傾向を示したが、
選好性のばらつきによる個体差の影響により有意差は認められなかった。この個体差の原因の
一つとして既知物体に対する学習度合いが異なる可能性があったため、各群の見本試行におけ
る物体探索時間の違いや、見本試行の物体探索時間とテスト試行における新奇物体への選好性
との相関を調べたが、各群間において有意な探索時間の変化や相関は認められなかった。回腸、
結腸の病理組織学的評価では、Control-Vehicle 群以外の 3群で炎症細胞浸潤が観察されたが、
有意な変化ではなかった。肝臓の重量においても、各群間において有意な変化は認められなかっ
た。 
 



本結果は、室内ダスト中に多く含まれる化学物質の一つである TBEP が、抗不安薬として広く
使用されている DZP の作用に変化をもたらす可能性を示唆した。DZP の抗不安作用は、主に GABAA

受容体に作用することで生じると考えられ 7)、また GABAA受容体はプロゲステロンの調節を受け
ている 8)。プロゲステロンが作用する受容体に対して TBEP は何らかの作用を及ぼすことが示さ
れていることから 6),9)、TBEP が経口曝露されることにより GABAA受容体に作用する DZP の抗不安
作用に変化がみられたと考えられる。さらに DZP の副作用の一つである協調運動障害が TBEP の
経口曝露により顕著にみられたことから、TDI レベルの TBEP に曝露されたヒトが抗不安薬であ
る DZP を使用した場合、通常よりも抗不安作用が得られにくく、かつ副作用である協調運動障害
が生じる可能性が高まることが示唆された。本研究において、TBEP 曝露による腸内細菌叢の変
化は認められなかったことから、本動物モデルにおける影響への関与は低いと考えられる。しか
し、発達障害と腸内細菌叢の関連については、自閉症をはじめ関心が高まっており、今後一層多
種多様化するであろう化学物質曝露による健康影響を理解する上で、腸内細菌叢との関連を考
慮することは非常に重要と考えられる。 
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