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研究成果の概要（和文）：化学物質曝露による乳児から若年者までの健康影響に関する知見、特に環境汚染物質
による経世代的な免疫毒性影響に関する報告はほとんどない。本研究では、アレルギー誘発・増悪物質による次
世代への健康影響についての基礎情報の収集を行った。その結果、乳仔期における環境汚染物質の曝露は成人期
におけるアレルギー発症リスクを高めることを見出した。

研究成果の概要（英文）：There are few reports on the health effects of chemical exposure from 
infants to young people, especially on the transgenerational immunotoxic effects of environmental 
pollutants. In this study, we collected basic information on the health effects of allergen-induced 
and exacerbated substances on the next generation. As a result, we found that exposure to 
environmental pollutants in the early childhood increases the risk of developing allergy in 
adulthood.

研究分野：免疫毒性学

キーワード： 環境保健

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
化学物質が直接的なアレルゲンではないものの、花粉症、気管支喘息、食物アレルギー等のアレルギー疾患の患
者数が、幼児から若年者等を中心に増加傾向にあるとの調査報告 (厚労省報告; 平成20年3月) に対する実証デ
ータとなり、未解明な様々なアレルギー疾患等の病因解明に極めて重要な基礎的知見を提供すること、並びにそ
の予防と治療対策の一助になるものと確信される。さらに、長期間に亘る免疫毒性影響に関する知見の集積は、
国民の健康、特に乳幼児の健康リスクに対する予防医学的知見及び学術・医療・衛生行政等の分野への有益な知
見の提供が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 近年、化学物質の高濃度曝露等による顕在的な毒性発現に関する事例は、その法的規制や検
査体制の整備により減少傾向にある。しかし、最近の毒性研究では、従来の毒性試験では「無
毒」と評価されていた物質が、ヒトの高次機能に対する微弱なシグナルを検出できる毒性評価
法の開発も相まって、極低用量で生体恒常性攪乱作用を有することが多数報告されている。実
際、食物アレルギー、気管支喘息、アトピー性皮膚炎等に代表されるアレルギー疾患の患者数
は、先進国、都市部を中心に近年著しい増加傾向にあり、人々の健康や社会経済に著しい損失
をもたらしている。例えば、乳幼児期に発症したアトピー性皮膚炎が、なかなか完治しないま
ま成人まで持ち越すこと、並びにそれがアレルギー性鼻炎や気管支喘息の誘発因子になること
が知られている。申請者は、上記現象の原因を考慮した結果、この現象を「日本人の遺伝的素
因の変異説」で説明することには極めて無理があること、そして、その原因として、日常生活
の中に「化学物質等が氾濫している日本人のライフスタイルの変化」が最も説明しやすいもの
と考えた。事実、Takano らは、ダニアレルゲンを予め接種したマウスに、種々のプラスチッ
ク製品等の可塑剤であるフタル酸ジエチルヘキシルを投与した時に、アトピー性皮膚炎を増悪
させることを (Takano H et al, Environ Health Perspect, 2006)、同研究グループの Inoueら
も、医薬品や化粧品等の原料や重合防止剤として用いられているナフトキノンにおいてもアト
ピー性皮膚炎を増悪させることを報告している (Inoue K et al, Eur Respir J, 2007)。図１に示
すように腸管は粘膜バリアによって通常、種々のアレルゲンの透過を抑制しているが、そのバ
リア機能が、環境や食品中の化学物質等の作用によって一旦破綻すれば、過剰のアレルゲンの
透過・侵入を許すこととなり、その結果、免疫担当細胞がさらに惹起され、アレルギー増悪作
用を引き起こすものと考察した。そこで、我々は、新たに構築した in vitroハイブリッド検出
法を駆使して、様々な化学物質のスクリーニングを行ったところ、ダイオキシン類やベンゾ(a)
ピレン (B(a)P) 等の多環芳香族炭化水素等を始めとする環境・食品汚染物質が、上皮細胞バリ
ア機能を破綻させる現象を見出している。加えて、これら環境・食品汚染物質が腸管のバリア
機能を破綻させることで、アレルゲン等の生体異物の過剰な透過・侵入を許した結果、腸管免
疫攪乱作用を示すことを世界に先駆けて明らかにしている。 
 ところで、我々は、これら化学物質の曝露による、恒常性の「攪乱」や「破綻」が最も頻発
する時期を推定したところ、その時期は生体防御機構が脆弱かつ分化が活発な胎児〜乳幼児期
であり、「バリア破綻物質」≒「経世代免疫毒性物質」の可能性があると考察した。すなわち、
成人期以降においても食物アレルギー等の患者数が増加傾向にあることは、胎児〜乳幼児期に
おけるバリア破綻物質の曝露に起因している可能性が想定される。 
 
２．研究の目的 
 本申請課題では、化学物質による腸管バリア機能破綻を起因として発症する様々なアレルギ
ー疾患の解明を目指して、旧来の動物実験における投与量情報のみに由来した免疫毒性評価法
とは異なり、免疫反応に関与する標的臓器・組織中の化学物質の超微量分析法を基盤とした、
経世代的免疫毒性評価法を新たに考案し、アレルギー誘発・増悪物質による次世代的健康影響
の解明を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）マウスへの免疫 
 7 週 齢 の 雌 性 BALB/c マ ウ ス に 卵 白 ア ル ブ ミ ン  (OVA) 5 mg/kg と
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) との混液を 70日間毎日経口投与した。投与溶媒
は生理食塩水、エタノール、Tween20を 89 : 10 : 1の割合で混合した溶液を用い、コントロー
ル群は OVAのみを経口投与した。一方、8週齢の雌性 BALB/cマウスと 10週齢の雄性 BALB/c
マウスとを交配させ、出産翌日より、母獣に 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) を 4
週間毎日経口投与し、4週目で仔マウスを離乳させた。その後、2週間仔マウスを自然飼育し、
6週齢目に卵白アルブミン (OVA) 5 mg/kg を 70日間毎日経口投与することで免疫した。免疫
開始 1週間後より毎週、血液と糞便とを採取した。血液は 3,000gで 10分間遠心し、血清成分
を調製した。糞便はリン酸緩衝液で懸濁後、3,000gで 10分間遠心し、その上清を糞便抽出液
として用いた。 
 
（2）ELISA法による抗原特異的抗体価の測定 
 血清及び糞便抽出液中の抗原特異的な抗体価は enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) により評価した。OVAを Immuno plateに炭酸緩衝液 (pH 9.6) を用いて一晩インキ
ュベートすることで固相化した。ブロックエースを用いブロッキング後、適宜希釈した血清及
び糞便抽出液を添加し、室温にて 2時間反応させた。その後、HRP detection antibody (IgG、
IgA、IgE) を添加し、HRPの基質である TMB solution を加え反応させた。プレートリーダ
ーを用いて、主波長 450 nm、副波長 595 nmで吸光度を測定した。結果は吸光度を log 10の
力価として表した。 
 
（3）母乳中の TCDD量の定量 
 TCDD を投与した母獣が飼育する仔マウスから胃を摘出し、胃内の母乳凝固物を採取した。



母乳凝固物はアルカリ分解後、多層シリカゲルカラムクロマトグラフィー及び活性炭カラムク
ロマトグラフィーで精製し、 
GC-MSを用いて TCDD量を測定した。 
 
４．研究成果 
 モデル抗原として広く用いられている OVA と催奇形成等の経世代影響の報告がされている
ダイオキシン (TCDD) をモデル化合物として用いて、その混合投与による OVA特異的 IgG抗
体価及び IgA抗体価を測定した。マウスを用いた免疫試験においては、抗体産生能を増強する
ためにアラム等のアジュバントを投与する報告例は多いが、本検討、非投与のより自然な状態
で検討を行った。ところ、投与開始から 4週目までは血清中 OVA特異的 IgG抗体価に変化は
観察されず、5週目以降には TCDDの投与量依存的な OVA特異的 IgG抗体価の上昇が観察さ
れた。とりわけ、投与開始より 10週目において、コントロール群と比較して 50 ng/kg投与群
では約 220倍高い抗体価を示した。また、糞便中 OVA特異的 IgA抗体価はコントロール群と
比較して 50 ng/kg投与群では 3.3倍高い抗体価を示した。これらのことから、TCDDの経口
的曝露は経口免疫寛容を破綻させることで抗原特異的な抗体産生能を活性化し、免疫攪乱作用
を示す可能性が示唆された。一方、500 ng/kg TCDD投与群では血清中 IgGおよび糞便中 IgA
のいずれの抗体価も減少していることが観察された。この観察は、TCDDが直接免疫応答を抑
制していること、もしくは免疫応答に関与するリンパ球数を減少させていることを示唆するも
のである。 
 次に授乳期の母獣に TCDD を経口投与し、TCDD 曝露母獣により育てられた仔マウスにモ
デル抗原として OVAを用いて、10週間経口免疫した時の血清中 OVA特異的 IgG抗体価の変
動を測定した。その結果、興味深いことに免疫開始から 2 週目までは血清中 OVA 特異的 IgG
抗体価に変化は観察されず、3週目において、コントロール群と比較して 50、100、500 ng/kg
投与群の抗体価はそれぞれ、1.3、2.1、4.2倍と高い値を示した。その後、100、500 ng/kg投
与群の抗体価は上昇し、10 週目においてコントロール群よりそれぞれ 25.1、49.9 倍の高値を
示した。また、10週目の糞便中 OVA特異的 IgA抗体価においても、コントロール群のそれと
比較して 50、100、500 ng/kg投与群では、それぞれ 3.3倍、3.6倍、8.6倍の高い値を示した。 
 一般に、アレルギー疾患を持つ患者では血清中 IgE濃度が高値を示すことから、IgEはアレ
ルギー反応において中心的な役割を果たす抗体である。そこで、成獣曝露群及び授乳期曝露群
の、10週目の血清中 OVA特異的な IgE抗体価をそれぞれ ELISA法により測定した。その結
果、成獣曝露群では OVA特異的な IgE 抗体価は検出されなかった。一方、授乳期曝露群にお
いては、コントロール群及び 50 ng/kg投与群では OVA特異的な IgE抗体は検出されなかった
が、100、500 ng/kg投与群では、その抗体価はそれぞれ 0.56、1.0であり、投与濃度依存的な
抗体価の上昇が観察された。この観察は、TCDDの経母乳曝露が新生仔の免疫機能に異常を及
ぼすことで、新生仔にアレルギー症状を誘発する可能性があることを示唆するものである。 
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