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研究成果の概要（和文）：トリクロロエチレン及び代謝物のトリクロロエタノール及びトリクロロ酢酸のマキシミゼー
ションテストを行った。トリクロロエチレンは雌雄で、トリクロロエタノールは雌において感作性が観察された。感作
されたモルモットの肝臓には炎症細胞浸潤を伴った壊死像が観察された。また、感作動物のALTやIFNγは感作されてい
ない動物より高かった。感作した動物の血清にはCYP2E1抗体と反応する25と50KDの蛋白が多く、プロテオミクス解析で
、IgGが増えていると推察された。ヒトCYP2E1発現細胞を作成し、患者と対照者の血清と反応させたところ、患者血清
にはCYP2E1に反応するIgGが増加している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： Trichloroethylene (TRI), trichloroacetic acid and trichloroethanol (TCE) 
maximization tests using guinea pigs (GPMT) were done. Sensitization to TRI was observed in males and 
females, whereas that to TCE was observed only in females. In guinea pigs with sensitization, focal 
necrosis with inflammatory cell infiltrations was observed in the livers at irregular intervals. In 
addition, serum ALT and IFNγ levels were higher in sensitized animals than those without sensitization. 
These findings were obviously observed in animals exposed to TRI. In serum of guinea pigs with 
sensitization, proteins having 25 and 50kD to react with anti-CYP2E1 were increased in animals with 
sensitization. Proteomics analysis showed that these proteins may be IgG. As a preliminary experiment, 
culture cells contained human CYP2E1 reacted with serum of patients with hypersensitivity and control 
workers. The reacted IgG to CYP2E1 appeared to be greater in the serum of patients than controls.

研究分野：社会医学
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１．研究開始当初の背景 
 職業的に使用されるトリクロロエチレン
のHypersensitivity（全身性皮膚-肝障害）は
中国南部の工業地帯に多いが、日本でも報告
されている。その特徴はトリクロロエチレン
に曝露され始めてから平均 30 日前後で発症
し、性差、年齢差がないことである。患者の
皮膚の病型は剥奪性皮膚炎、多形紅斑、
Stevens-Johnson症候群および中毒性表皮壊
死融解症の 4つに分類された。患者の殆ど全
員が肝障害を持ち、38℃以上の発熱、白血球
と好酸球増多が認められ、私たちの調査から、
6 型ヒトヘルペスウイルス（HHV6）の抗体
価が高い者が多いことが明らかとなった。 
そこで、2005 年からは入院患者のサイト
カインやHHV6（ヒトヘルペスウイルス 6）
の再活性化およびトリクロロエチレンの曝
露濃度を調査するために、入院初日の採尿と、
約 1 週間毎の採血を行い、患者の HHV6 の
再活性化を検討した。血液からキアゲンのキ
ットを用いてDNAを抽出し、HHV6のDNA
量を TaqMan 法にて測定した  。結果は
HHV6 DNA コピー数/アルブミン （Alb）
DNAコピー数に 106を乗じた数値で表わし、
50以上を再活性化ありと判断した。健康労働
者と患者の HHV6 再活性化、TNFα、IL10
の上昇について検討した。患者では 54.8%に
HHV6 の再活性化が見られたが、健康労働者
では 9.6％であり、明らかに患者の方が再活
性化している者が多かった。TNFαがカット
オフ値を超えていた者は患者群で 57.1%、健
康労働者で 7.2%、IL10のカットオフ値を超
えていた者は、患者群が 81％、健康労働者が
1.7%であり、それぞれ有意差が認められた。
このように健康労働者で HHV6 の再活性化
やサイトカインの上昇が見られる者は 10％
以下であり、TRIによる全身性皮膚-肝障害患
者に特徴的にみられることが明らかとなっ
た。 
 患者の血清中の TNFα、IFNγ、IL-1β、
IL-2、IL-4、IL-5、IL-6、IL10 を測定した。
IL-2 がカットオフ値を超えた者はいなかっ
た。IL-1βと IL-4、IL-5、IFNγがカットオ
フ値を超えた者はそれぞれ 1（3.6％）、2
（7.1％）、9（32.1％）、および 12名（42.9％）
であった。IL-6は 15名（53.6％）であった。
IL-10とTNFαがカットオフ値を超えた患者
はそれぞれ 28（100％）と 22 名（78.6％）
であった。一方、工場対照者の平均値に標準
偏差の 3倍を加えたカットオフ値を使用した
場合、IL-5、IL-6、IL-10、TNFα、IFNγ
のカットオフ値を超えた患者は 7（24％）、
16（57.1％）、23（82.1％）、22（78.6％）、
および 16 名（57.1％）であり、患者のサイ
トカイン値は工場対照群より明らかに高か
った。このように、患者群では、特に IL-10
と TNFαがカットオフ値を超えるものが多
く、これらがバイオマーカーとなる可能性が
示唆された。 
 また、HHV6の再活性化と TNFαの上昇に

は関連性が認められたが、IL-10 との間には
有意な相関関係は見られなかった。興味深い
のは、HHV6の再活性化者は剥奪性皮膚炎患
者に多く、多形紅斑患者は少ない点であった。 
 
２．研究の目的 
 雌雄のモルモットを用いて、トリクロロエ
チレンのマキミゼーションテストを行い、
Hypersensitivityのモデル動物を確立させる
ことが第一の目的である、ついで、皮膚・肝
臓・尿を採取し、トリクロロエチレンの代謝
を明らかにすると同時に、皮膚と肝臓の病理
解析を行う。肝臓あるいは血清のトリクロロ
エチレン代謝物-特異蛋白のプロテオミクス
解析し、抗原を明らかにすると同時に、その
プロテオミクス解析によって得られた蛋白
のアミノ酸構造を参考に抗体を作成する。作
成した抗体を用いて、トリクロロエチレン曝
露によるモルモットの特異抗原の解析を肝
臓と血清で行う。Hypersensitivity患者と健
康労働者の血清の抗原の解析を行うことに
より、その発現の差異を明らかにする。動物
における特異抗原と皮膚の障害（発赤）や肝
障害との関連を明らかにする。ヒトにおける
特異抗原とトリクロロエチレンの曝露濃度、
感受性因子であるHLA-B*1301、肝障害、皮
膚の病型等と、今まで収集した研究情報（ヒ
ト ） と の 関 連 性 を 明 ら か に し 、
Hypersensitivityの特異診断技術としての妥
当性を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) トリクロロエチレンによるマキシミゼ
ーションテストを行い、肝障害を伴った皮膚
障害動物を作成する。尿、肝、皮膚、血液を
採取し、肝臓と皮膚の一部はホルマリンある
いはパラホルムアルデヒドで固定をしてお
く。残りの組織、尿、血清は使用まで-80℃
で使用まで保存しておく。 
(2) プロテオミクス解析による特異蛋白の
解析：モルモットの肝臓や血清を用いて、
CYP2E1 抗体に反応するたんぱく質の同定を
行う。 
(3) トリクロロエチレン代謝の主要酵素ヒ
ト CYP2E1 と反応する患者血清中の抗体の検
索。 
 
４．研究成果 
(1) Hypersensitivity 動物モデルの作成 
 各群 10 匹の雌雄の Hartley モルモットを
使用した。Tang らの方法、即ち、OECD のガ
イドラインに従い、トリクロロエチレンとそ
の代謝物トリクロロエタノールおよびトリ
クロロ酢酸のマキシミゼーションテストを
行った。トリクロロエチレンの感作率は雄
70%、雌 90%、トリクロロ酢酸は雄 10%、雌 0%、
トリクロロエタノールは雄 20%、雌は 50％で
あった。トリクロロエチレン曝露群では、真
皮層に局所的に好酸球やリンパ球の浸潤が
見られた。トリクロロエタノール曝露群でも



同様な皮膚障害が見られたが、トリクロロエ
チレン曝露群に比べ軽度で、頻度も少なかっ
た。トリクロロ酢酸曝露群の皮膚は、ほぼ正
常であった。 
 トリクロロエチレン曝露は、雄の感作性動
物の血清中 IFN-γ、ALT および γ-GTP を上
昇させたが、トリクロロ酢酸曝露やトリクロ
ロエタノール曝露ではこのような現象は観
察されなかった。各曝露群の肝/体重比は、
対照群に比べ低値であり、トリクロロエチレ
ン曝露群の雄については、非感作性動物より
も、感作性動物の肝/体重比が明らかに低か
った。肝臓中の CYP2E1 の発現が対照群に比
べ、トリクロロエチレン曝露群は雄 1.9 倍、
雌 1.3倍、トリクロロ酢酸曝露群は雄 1.4倍、
雌 1.1 倍、トリクロロエタノール曝露群は雄
1.4 倍、雌 1.1 倍であり、それぞれの曝露に
よる誘導の程度に雌雄差が見られた。トリク
ロロエチレン曝露群の雄の肝臓では、中心静
脈周囲にリンパ球浸潤を伴う大きな巣状壊
死が、局所的に観察された(図 1)。トリクロ
ロ酢酸曝露群とトリクロロエタノール曝露
群では、肝臓の辺縁部の一部にリンパ球浸潤
や小脂肪滴が認められたのみであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図1 肝臓のHE染色 トリクロロエチレン 
 曝露群雄肝臓の HE 染色像。 
 矢印は巣状壊死を示す。 
 
(2）感作性メカニズムの解析 
 感作性の原因を明らかにするため、血清
5l に Ezapply(ATTO)を等量入れ、95℃ 5 分
加熱後、SDS-PAGE(5～20%, gradient gel)で
たんぱく質を分離した。ゲル中のたんぱく質
は SYPRO Ruby (Molecular Probes)で製造
元の方法で染色した。即ち 50％メタノ－ル、
7%酢酸溶液でゲルを固定後、SYPRO Ruby で
一晩染色、10％メタノ－ル、7%酢酸溶液で洗
った。染色されたバンドを UV 照射して トラ
ンスイルミネーターで可視化した。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図 2 雄モルモット血清の CYP2E1 による 
  免疫沈降分析 
Sensitivity0、1、2 は 1それぞれ 

  皮膚の感作性なし、1および 2を示す。 
 
 感作性動物(Sensitivity1と2)では25kDa、
27kDa および 50kDa の蛋白が増加しているこ
とが判明した。次いで 25KD と 50KD のバンド
を切り出し、LC/MS/MS（LC がナノフローLC
の Ultimate3000、MS がイオントラップ型質
量分析計の LTQ-XL サーモフィッシャーサイ
エンティフィック社製）でたんぱく質の同定
を行った。25KD と 50KD のバンドに共通して
検出されたのは IgG であった。他は皮膚-肝
障害に関連したたんぱく質は検出されなか
った。野生型および CYP2E1 ノックアウトマ
ウス血清も同時に分析したが、これらには、
25KD、50KD 付近の蛋白の発現は認められなか
った。 
 
(3) CYP2E1 と 25および 50KD 蛋白の交叉に関
する研究 
 Anti-CYP2E1 抗体に交差したのは IgG のみ
であったので、抗体を作成する研究方法を変
更した。トリクロロエチレンの主要代謝酵素
である CYP2E1 に反応する IgG が産生してい
る と 予 想 し た 。 ヒ ト CYP2E1 cDNA を
pcDNA3.1D/V5 His TA ベクターに組み替えて
HK293 細胞(ヒト腎臓がん）あるいは、
NIH3T3(マウスケラチノサイト）にベクター
を導入後、これらの細胞にヒト CYP2E1 の発
現を確認した。これらの細胞を 2名の患者お
よび 2 名の対照者の血清で試験的に反応後、
anti-Human-HRP 標識抗体を用いて化学発光
で視覚化し、対象の血清中にヒト CYP2E1 に
反応する IgG があるか否かの確認をした 。
これらの結果から、患者の血清には CYP2E1
に反応するIgGが多く発現している可能性が
示唆された。今後患者と対照者、あるいはモ
ルモットのマキシミゼーションテスト後の
血清を用いて、この研究を進展させ、
Hypersensitivity のメカニズム解明研究を
完成させたい。 
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