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研究成果の概要（和文）： 
揮発性有機化合物の曝露研究で開発した動物モデルの有用性についてこれまでとは異なる化学

物質の曝露による高次機能における炎症反応の誘導を比較することで、過敏症の解明にとって

の有用性を検証し、新たなバイオマーカーを探索することを目的とした。その結果、トルエン

曝露の結果と同様に、乳仔期の低濃度ダイアジノン曝露は成長後の神経機能や免疫機能に影響

を与えることが明らかとなった。さらに、ダイアジノン乳仔期曝露では、高次機能により影響

出現時期に違いがみられるという新たな知見が得られた。 
  
 
研究成果の概要（英文）： 
Using the animal model developed by exposure research of volatile organic compounds, 
the effects of different chemical on inflammatory response in higher functions were 
investigated and compared to toluene for verification the usefulness of elucidation of 
hypersensitivity and searching new biomarkers. It was the same as that of the result of 
toluene exposure, diazinon exposure during neonatal period affects the nervous and 
immune functions in later life. Furthermore, the present study showed a new finding 
indicating that a different pattern of higher functions was found in neonatal diazinon 
exposure.  
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１．研究開始当初の背景 

われわれは、これまでの研究で揮発性有 
機化合物に感受性なマウスの系統について、
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野における炎症反応への影響を指標に検索

した。その結果、室内環境の指針値や労働安

全衛生法の管理濃度に近い値で過敏な反応

を示したマウスの系統を検出した。室内の揮

発性有機化合物など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、ホルムア

ルデヒドとトルエンの低濃度曝露に対して

過敏に反応する有用な動物モデルと考えら

れる。そこで、次に、その有用性や特性を明

らかにして、ヒト集団での疾患の解明につな

げ、予防することを目標にした。 
 
２．研究の目的 

開発した動物モデルの有用性について 
これまでとは異なる化学物質の曝露による

高次機能における炎症反応の誘導を比較す

ることで、過敏症の解明にとっての有用性を

検証し、新たなバイオマーカーを探索するこ

とを目的としている。 具体的には、 
(1) 従来の毒性学で扱う濃度域より低いレ

ベル（ホルムアルデヒドでは 80ppb,400ppb;
トルエンでは 5ppm, 50ppm）での曝露で影

響が見られた感受性系統のマウスを用いて、

室内汚染物質として殺虫剤などに用いられ

ている農薬で脳・神経―免疫軸がかかわる神

経性炎症反応およびアレルギー性炎症反応

の変動を探索し、これまでの揮発性有機化合

物の結果と感受性について比較検討する。 
(2) 高次機能をつかさどる脳・神経系と免疫

系において低濃度の揮発性有機化合物、農薬

の曝露により発現の亢進や増強が見られた

感受性指標についてその影響機構の解明、ヒ

ト集団へのバイオマーカーとしての有用

性・応用について検討する。 
 
３．研究の方法 

成体へのダイアジノン投与は、 

C3H/HeN マウスを用いて、0,0.05mg/kg, 

0.5mg/kg, 5.0mg/kg 体重の濃度で、週１回の

腹腔内投与を３－５回行って、影響を解析す

る。一部、TLR4 関与を探るため C3H/HeJ マウ

スを使用する。 

発達期投与は、0, 0.5mg/kg, 5.0mg/kg 体

重の濃度で、出生８日－１１日の毎日１回皮

下へ、４回連続投与を行って影響を解析する。 

神経系炎症反応の解析グループでは、ダイア

ジノン曝露終了後、嗅球と海馬の mRNA と

タンパク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。

定量的 real-time 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

なう。各サイトカイン mRNA の発現は、ABI 
Prism 7000 Sequence Detection System 
(Applied Biosystems Inc.)を用いて行う。サ

イトカイン・ケモカイン蛋白については、

ELISA 法により測定する。 
ダイアジノンを感受性が高い乳仔期の仔マ

ウスに投与後、8 週齢の成長期における海馬

機能への影響について新オブジェクト認知

(NOR)テストで学習行動への影響を確認す

るとともに遺伝子、タンパクレベルで解析す

る。また、トルエンの乳仔期曝露で海馬にお

いて鋭敏な反応のみられた神経栄養因子や

自然免疫で重要なトール様受容体経路につ

いてもダイアジノンの影響を調べ比較検討

する。 
免疫系炎症反応の解析グループでは、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免疫組織学的、あるいは

ELISA 法を用いて検討する。また、脾臓や頚

部リンパ節におけるサイトカイン、および転

写因子 mRNA の発現については、定量的

real-time PCR で検索する。他方、神経由来

の伝達物質は免疫系の組織でも調節、制御作

用を示し、その産生がみられることから、肺

や脾臓における NGF、BDNF、Trk A と Trk 
B の発現、及びサブスタンス P 産生について

も real-time PCR と ELISA 法で検討する。 
ダイアジノンを感受性が高い乳仔期の仔マ

ウスに投与後、８及び１２週齢の成長期に肺

や脾臓における影響を炎症性細胞の集積や

炎症性サイトカイン産生について遺伝子、タ

ンパクレベルで検討する。また、トルエンの

乳仔期曝露で鋭敏な反応のみられた神経栄

養因子やトール様受容体についても免疫臓

器におけるダイアジノンの影響を調べ比較

検討する。 
 

４．研究成果 

神経系炎症反応の解析結果 
４－１ VOC の研究で高い感受性を示した 
C3H/HeN マウスを用い、成体への低濃度の

ダイアジノン投与を行い、神経ー免疫軸での

炎症反応の誘導について検討した。その結果、

海馬における記憶情報の伝達系や神経栄養

因子の関連する情報伝達系ではダイアジノ

ン投与の影響はみられなかった。 
 
４－２ VOC の研究で高い感受性を示した 
C3H/HeN マウスを用い、発達期に低濃度の 
ダイアジノン投与を行い、成長期に神経機能 



について検討した。その結果、８週齢時に行 
った海馬機能に関連する新オブジェクト認 
知(NOR)テストでは、ダイアジノン曝露群で 
対照群に比べ新規認知機能の有意な低下が 
認められた(図 1)。移動速度には差は見られ

なかった。NMDA 受容体の mRNA 発現では

有意な差はみられていない。 
 

 
図 1. 新オブジェクト認知(NOR)テストの 
結果 (8 週齢) (**P < 0.01, *P < 0.05)。 
上図は、古いオブジェクトと新しいオブジェ

クトでの時間；下図は全体の時間の中で新し

いオブジェクトでの時間の割合 
 
４－３ダイアジノンを感受性が高い乳仔期

の仔マウスに投与後、成長期における海馬機

能への影響について新オブジェクト認知

(NOR)テストを用いて学習行動への影響お

よび関連する遺伝子レベルでの影響をさら

に詳しく解析した。その結果、乳仔期曝露後、

12週齢の時期にもNORテストによる認知能

力の低下が認められた(図 2)。遺伝子レベル

の検索では、８週齢時に CaMKIV,CREB1、
神経栄養因子 NGF の発現低下が認められた

が、12 週齢時には NGF 以外の指標では影響

がみられなくなり、回復が認められた。 

 
図 2. 新オブジェクト認知(NOR)テストの 
結果 (12 週齢) (*P < 0.05)。 
 
 
免疫系炎症反応の解析結果 
４－４ 成体へのダイアジノン投与では、肺

における炎症反応の誘導は認めなかった。し

かしながら、脾臓において Th1/Th2 バランス

に重要な転写因子のうち Foxp3と GATA3な

どの転写因子の発現抑制がダイアジノン投

与群で認められた。FACS によるリンパ球亜

集団の解析では、ダイアジノン投与の有意な

影響はみられなかった。さらに、トール様受

容体 TLR4 の発現が正常な C3H/HeN マウス

と TLR4 欠陥を示す C3H/HeJ マウスとの影

響比較で、ダイアジノンに対する転写因子発

現の応答性が異なることが明らかとなった。 
 
４－５ 発達期のダイアジノン投与による

脾臓における炎症反応の誘導では、３週齢時

に、脾臓、胸腺重量に変化はみられなかった

が、サイトカイン産生では、 IL-4, TNF-
α,GM-CSF で有意な抑制が認められた。と 
ころが、８週齢時になると、脾臓、及び胸腺

重量の増加が認められ、転写因子の GATA3
の発現増加がダイアジノン投与群で認めら

れた。肺における TNF-αや IL-1ß などの炎

症性サイトカインでは差はみられなかった。

これらの結果は、発達期の特定の短い時期で

のダイアジノン曝露が、成長後の免疫系機能



に何らかの障害作用を生じていることを示

している。 
 
４－６ 発達期の中の乳仔期のダイアジノ

ン投与による免疫系への影響のさらなる解

析では、投与後、12 週齢時には脾臓重量、

GATA3mRNA,及び TIgG1 の有意な増加が

認められた。TIgG2a には差はみられていな

い。肺においては、ダイアジノン投与群で

TNFα,TGFβなどのサイトカイン遺伝子の

有意な増加が認められた。神経栄養因子につ

いては、有意な影響がみられなかった。 
 

以上、トルエン曝露の結果と同様に、乳仔

期のダイアジノン曝露は成長後の神経機能

や免疫機能に影響を与えることが明らかと

なり、低濃度化学物質の曝露に対する感受性

期を考慮するときに、本動物モデルでの乳仔

期は感受性の鋭敏な時期と考えられる。 
まとめると、ダイアジノン乳仔期曝露では、

神経系への影響は８週齢時に強い反応を示

したが、免疫機能では 12 週齢時の方がより

強い影響を示し、高次機能により影響出現時

期に違いがみられるという新たな知見が得

られた。神経系バイオマーカー候補としては、

海馬における情報伝達系の因子、神経栄養因

子が挙げられ、免疫系では IgG1 抗体、Th2
タイプの転写因子が挙げられる。 
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