
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２１年６月１５日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目：基盤研究(B) 

研究期間：2006～2008 

課題番号：１８３９０１８９ 

研究課題名（和文）  炎症反応による記憶機能分子かく乱に着目した化学物質に過敏な動物モ

デルの作成 

研究課題名（英文） Establishment of chemical sensitive animal model concerning 

modulation of memory-related function induced by inflammatory 

response 

研究代表者 

藤巻 秀和（FUJIMAKI HIDEKAZU） 

独立行政法人国立環境研究所・環境リスク研究センター・室長 

 研究者番号：００１２４３５５ 

 

 

研究成果の概要：本研究では、これまでに影響の見られない低濃度のトルエン曝露を行い記憶

機能分子が影響を受けやすい特性を持った過敏動物の開発を試みた。われわれの研究室でのこ

れまでの知見でホルムアルデヒドに鋭敏な C3H マウスを用いての抗原刺激の違いによる検討、

免疫系の T細胞が働けないヌードマウスでの反応の変化、組織適合抗原 H-2 遺伝子のみの異な

るコンジェニックマウスでの検討などによりトルエン曝露に対する過敏状態の誘導を検証した

結果、C3H 系の抗原刺激を受けたマウスがもっとも鋭敏な反応を示すことを突き止めた。 
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１．研究開始当初の背景 
低濃度の揮発性化学物質に曝露されること
がその発症に関わると考えられている「シッ
クハウス症候群」や「本態性多種化学物質過
敏症(MCS)」の発症機構解明のためには、有
用な動物モデルを用いて低濃度化学物質の
曝露を行い、IV 型あるいは V型に分類されて
いるアレルギー反応や高用量の曝露で見ら
れる傷害作用としての中毒学的反応と異な
る反応が誘導されるか否かを明らかにする
ことが急務と考えられている。また、MCS や
シックハウス症候群の疑いのある患者でア

レルギー性疾患の罹患率が非常に高いとい
う報告があることから、アレルギー性炎症反
応から神経性炎症反応を誘導すること、及び
その相互作用による可能性が一つの仮説と
して考えられている。 
 
２．研究の目的 

本研究では、化学物質の曝露によるアレルギ

ー性炎症反応と神経性炎症反応の誘導、およ

び記憶情報を蓄積させる過程でのかく乱の

機構を明らかにし、過敏症の解明に有用な動



物モデルを作成することを目指している。今

回の提案は、これまでの研究成果を発展させ

るために大脳辺縁系への影響と免疫系への

影響結果から抽出した炎症と記憶機能との

関連分子に絞って、低濃度化学物質の曝露に

よる炎症反応の誘導から記憶機能かく乱へ

のメカニズムについて解明し、過敏症解明の

ための動物モデルを提供することを目的と

した。 

 
３．研究の方法 
マウスを用い、トルエン曝露は昨年度と同様、
国立環境研究所の既存の曝露装置（柴田化
学）を用い、低濃度トルエンを毎回３０分間
曝露する。最初の週は３日連続で、その後は
週１回の割合で曝露を行い、１週、４週、８
週後に経時的に試料を採取する。さらに、ア
レルギー性炎症モデルへのトルエン曝露の
影響を調べてトルエンにより誘導される炎
症反応と比較するために、それぞれのマウス
を曝露前に OVA とアラム（アジュバント）で
免疫し、その後２週間おきに OVA の感作を行
う。神経性炎症の解析では、トルエン曝露終
了後、病理組織試料作成はマウスを麻酔して
採血を行い、灌流固定した後それぞれの組織
をホルマリン固定する。嗅球と海馬における
記憶分子としての NMDA 受容体、および炎症
性サイトカインの mRNA と蛋白レベルでの解
析用の試料は、マウスを麻酔し採血後直ちに
液体窒素で凍結する。リアルタイム RT-PCR
は、まず試料より BioRobot EZ-1 を用いて総
RNA を抽出し、総 RNA からの first-strand 
cDNA の 作 成 は 、 Invitrogen 社 の
SuperScript Rnase H-reverse Transcriptase
を用いた方法で行う。各分子 mRNA の発現評
価は、ABI Prism 7000 Sequence Detection 
System (Applied Biosystems Inc.)を用いて
行う。蛋白レベルの解析は、主に ELISA 法で
行う。アレルギー性炎症の解析では、経時的
に肺胞洗浄液や肺組織を採取し、炎症性細胞
の集積や炎症性サイトカイン産生について
組織学的、分子生物学的に検索する。 
 
４．研究成果 
18 年度は、大脳辺縁系と免疫系における過敏
状態を探るためのモデルを構築するため、低
濃度トルエン曝露による記憶にかかわる炎
症反応についてマウスを用いて解析した。そ
の結果、肺における炎症細胞の集積では、9 
ppm 曝露群でマクロファージ数の有意な増
加がみられた。RT-PCR による mRNA の発
現解析では、9 ppm 曝露群での IL-5ｍRNA
発現の増加、90 ppm 曝露における IFN-γｍ
RΝΑ発現の低下が認められた。抗原特異的
IgE と IgG1 抗体価においては、9 ppm 曝露
において有意な増加を認めた。ところで、神
経の成長、分化に働き肺における炎症にもか

かわる神経栄養因子について肺での働きを
検索すると、BDNFmRNA、及び NGF 受容
体 TrkAmRNA の発現低下がみられた。海馬
における記憶関連遺伝子の発現は、9 ppm ト
ル エ ン 曝 露 で 、 NMDA 受 容 体
NR2AmRNA,CaMKIVmRNA,及び CREB1
ｍRNA の発現増強が認められた。これらの
結果より、トルエンの低濃度曝露が、抗原刺
激をうけたマウスの獲得免疫系をより活性
化するとともに、肺における神経栄養因子の
調節系、海馬における記憶関連遺伝子の制御
系をかく乱していることが明らかとなった。 
19 年度は、神経ー免疫相互作用への低濃度ト
ルエン曝露の影響を探る目的で、免疫不全マ
ウスの記憶関連遺伝子へのトルエン曝露の
影響を検索した。リアルタイム RT-PCR の測
定の結果、野生型ではグルタミン酸受容体
NR2A,リン酸化酵素 CaMKIV,および転写因
子 CREB1 の mRNA 発現がトルエン曝露で
有意に亢進した。しかしながら、ヌードマウ
スのほうではトルエン曝露群と対照群とで
差はみられなかった。次に、CREB のリン酸
化についてリン酸化蛋白の測定を行ったと
ころ、トルエン曝露によるリン酸化 CREB の
増加が認められた。神経成長因子の NGF 
mRNA の発現にはトルエン曝露による影響
はみられなかったが、BDNF mRNA では
NR2Aなどと同じく野生型のみでトルエン曝
露による発現の亢進が認められた。これらの
結果より、免疫不全マウスでは神経過敏と思
われるトルエン曝露による記憶関連遺伝子
のかく乱はみられなかった。次に、トルエン
曝露による過敏状態への影響を調べるため
に、anti-CD4 抗体処理による T リンパ球欠
損がトルエン曝露によるかく乱に及ぼす影
響について検索した。その結果、海馬におけ
る反応にはいずれの変化もみられなかった
が、炎症反応指標の肺胞洗浄液における
BDNF 産生、血漿中での NGF 産生は、それ
ぞれトルエン曝露による増加が見られた。
anti-CD4 抗体処理はその増強を抑制した。
この結果は、トルエン曝露による神経成長因子

のかく乱にリンパ球が関与していることを示唆し

ている。 
20 年度は、免疫系の制御にかかわる H-2 遺伝
子群に焦点をあて、H-2 ハプロタイプの違い
がトルエン曝露による過敏状態にどのよう
な影響をもたらすのか解析する目的で、
C57BL/10(H-2b)と B10.BR(H-2k)マウスにト
ルエン曝露して記憶関連遺伝子の発現、免疫
炎症反応の誘導について解析した。その結果、
曝露による肺での炎症性反応においては、
B10.BR マウスにおいて総細胞数、マクロファ
ージ数の有意な増加がみられた。C57BL/10 マ
ウスに比べ、リンパ球、好酸球においても増
加傾向が認められた。肺胞洗浄液中のサイト
カイン、ケモカイン産生では、B10.BR マウス



では 9 ppm 曝露で、C57BL/10 マウスでは 90 
ppm 曝露で IL-1β産生の抑制がみられた。ま
た、B10.BR マウスでは 9 ppm 曝露で TNFα,KC
の産生が亢進したが、C57BL/10 マウスでは
90 ppm 曝露で KCの亢進が認められた。次に、
全身曝露チャンバーを用いて、0, 5, 50, 
500ppm トルエン曝露を６週間行い、脾臓にお
けるサイトカイン産生に関わる転写因子の
発現を比較すると、B10.BR マウスでは GATA3
と Foxp3の亢進がトルエン曝露でみられたが、
C57BL/10 マウスでは影響が見られなかった。 
神経性炎症では、鼻部曝露と全身曝露の実験
系で、嗅球と海馬における記憶分子としての
NMDA 受容体、および炎症性サイトカインの解
析を行ったが、いずれにおいても両系統のマ
ウスでトルエン曝露による変化はみられな
かった。 
以上の結果から、低濃度トルエン曝露の
C57BL/10 マウスと B10.BR マウスへの影響に
ついて、脳・神経領域での差はみられなかっ
た。免疫炎症反応では、C57BL/10 マウスに比
べ B10.BR マウスのほうでより低濃度で反応
の亢進が認められ、トルエンの影響について
H-2k 遺伝子複合体が感受性の亢進に関連す
る可能性が示唆された。 
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