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研究成果の概要（和文）：近年、PM2.5 などの大気汚染による喘息やアレルギー性鼻炎の悪化が、統計調査や動物実験
によって示唆されている。大気汚染に含まれる化学物質によって、花粉・ダニなどのアレルゲンが、よりアレルギーを
起こしやすい形に変化したり、アレルギーに関与する細胞が影響を受けたりする可能性が考えられる。このような化学
物質によるアレルギーの悪化のしやすさを、採取した血液を使って簡単に調べる方法の開発を試みた。

研究成果の概要（英文）：Recently, exacerbation of asthma and allergic rhinitis due to air pollution has 
reported using epidemiologic data and animal experiments. It is possible that chemicals contained in air 
pollution modify allergen (ex. pollen, mite) to enhance antigenicity, or affect cells involved in 
allergy. In this research, we tried to develop a convenient method to estimate these exacerbation of 
allergy on personal level using peripheral human blood.

研究分野：環境生物学

キーワード： 化学物質の健康影響　アレルギー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  
 近年、黄砂やディーゼル排気粒子、PM2.5
等の大気汚染物質の健康影響が懸念されて
いる。特に大気汚染物質に直接触れる耳鼻咽
喉・呼吸器の疾患へ与える影響を調べている
疫学研究や動物実験は多い。例えば、
Kanatani et al. (2010)は、黄砂の日に小児の
喘息による入院が有意に増えることを報告
している。また、Ichinose et al. (2008)や
Jung et al. (2012)は、マウスの起動に黄砂と
アレルゲンを投与するとアレルギーの増悪
を引き起こすことを報告している。しかしな
がら人とマウスでは、特に免疫系、代謝系、
遺伝的多形の点で違いが大きく、アレルギー
や炎症など免疫に関わる反応に関してマウ
スと人で影響が異なる可能性がある。人に侵
襲敵な負担をかけずに化学物質の暴露影響
を調べる方法として、末梢血を生体外で刺激
して反応を調べる Ex vivo 試験が注目されて
いる。 
 末梢血への影響をそのまま気道への影響
と見ることはできないが、末梢血に含まれる
T 細胞、B 細胞、好塩基球、好酸球、好中球
は、炎症やアレルギーに関わる細胞であり、 
末梢血を用いて、大気汚染物質がアレルギー
に対する影響を調べることができると考え
られる。 
 Schober et al. (2006)や Lubitz et al. 
(2010)は、シラカバ花粉症患者を対象にアレ
ルギーの Ex vivo 試験である好塩基球活性化
試験を行い、シラカバ花粉症患者の好塩基球
において、大気粉じんに付着した脂溶性成分
やそれらに含まれると考えられる 16 種の多
環芳香族炭化水素（EPA-PAH）が、シラカ
バ花粉に対するアレルギー応答を増強した
ことを報告している。 
 本研究の予備実験として、スギ花粉症患者
の末梢血を用いて、好塩基球のスギ花粉に対
するアレルギー応答が、16 種の多環芳香族炭
化水素（EPA-PAH）によって増強されるか
どうかを検証したが、報告されているような
増強効果は見られなかった。 
 
２． 研究の目的 
 
(1) 捕集した大気粉塵の抽出物が好塩基球の

アレルギー応答に及ぼす影響 
動物実験では、粒子状物質を直接気道に投

与しているのに対し、末梢血や培養細胞の実
験では、大気粉塵に含まれている化学物質
（PAH など）を添加している研究例がほとん
どである。大気粉塵には様々な化学物質、金
属、最近などが含まれており、それらの複合
した影響を調べる必要がある。本研究では、
実際に黄砂時や PM2.5 濃度の高い日に 1 日
間の大気粉塵をフィルター捕集し、それらか
ら抽出した成分が、末梢血中の好塩基球のア
レルギー応答に影響を与えるかどうか、調べ
る。 

(2) アスピリンがアレルギー応答に及ぼす影
響 

大気汚染に関わる物質ではないが、薬剤や
食品に含まれるアスピリンがアレルギー反
応を増強させるという説がある。アレルギー
反応を増強させる物質の例としてアスピリ
ンによる好塩基球のアレルギー応答の増幅
を確かめる。 

 
(3) 大気汚染関連化学物質がアレルギー応答

に及ぼす影響と検査方法の開発 
低分子の化学物質そのものがアレルゲン

となる I 型アレルギーの例は稀である。大気
汚染に関連する化学物質がアレルゲンたん
ぱく質や細胞内外のたんぱく質を修飾する
ことによって、アレルギー応答への影響を及
ぼしている可能性が考えられる。大気汚染関
連物質のうち、特に免疫反応に影響があると
考えられる化学物質とアレルゲンとを共存
在下でインキュベートし、化学物質がアレル
ギー応答へ及ぼす影響を、抹消血を用いた体
外検査によって検討する。複数の被験者の末
梢血を用い、化学物質に対する個人の感受性
を評価する側定系を開発する。 
 
３． 研究の方法 

 
(1)大気粉塵の捕集と脂溶性成分の抽出及び
好塩基球活性化試験 
 金沢大学医学部 F棟屋上に設置したハイボ
リュームサンプラーを用いて 24 時間大気粉
塵をフィルターに捕集する。フィルターから
ジクロロメタンを用いて脂溶性成分を抽出
し、濃縮後、蛍光検出器付高速液体クロマト
グラフィー（HPLC）にて含まれる PAH（フル
オランテン、ピレン、クリセン、ベンツ[ｂ]
フルオランテン、ベンツ[ｋ]フルオランテン、
ベンツ[a]ピレン）を分析した。 

金沢に黄砂が飛来した日のフィルターか
ら抽出した成分を選び、ジクロロメタンをジ
メチルスルホキシドに置換した。これを大気
粉塵の抽出物として好塩基球活性化試験に
用いた。 
スギ花粉症の被験者 1名とアレルギーのな

い被験者 1 名の末梢血を 5mL ずつ採取し、
2500rpm、8分で遠心後、PBS で 2 回遠心洗浄
し（2500rpm、5分）、10％FBS 含有 RPMI-1640
培地 5mL に懸濁した。 
培養用の 5mLチューブ 5本(×2）に 1)PBS2

μL、2)スギ花粉抽出物（持田製薬 プリック
テスト用）1μL、3)大気粉塵の抽出物 1μL、
4)大気粉塵の抽出物 1μL＋スギ花粉抽出物 1
μL、5)抗ヒト IgE 2μL（ポジティブコント
ロール、終濃度 1μg/mL）を入れた。 
1)～5）のそれぞれに培地に懸濁した血球

懸濁液 50μLを入れ、37℃40 分、インキュベ
ートする。インキュベート後、PBS で 2 回遠
心洗浄し（2500rpm、5分）、200μLの PBSで
懸濁した。 
測定用の 5mL チューブに PE-抗 CD203c、



FITC-抗 CD63（Beckman Coulter 社）をそれ
ぞれ 2μL ずつ入れ、血球中の好塩基球を蛍
光染色した。CD203c は好塩基球のマーカーで、
CD63は好塩基球の活性化マーカーである。こ
れらのチューブにインキュベート後の血球
懸濁液 50μL を入れ、遮光して室温で 15 分
置く。その後、PBS で 2 回遠心洗浄した
（2500rpm、5分）。 

各測定チューブに溶血バッファー（塩化ア
ンモニウム溶液）3mLを添加し、37℃10分で
インキュベートし、赤血球を溶血した。その
後、PBS で 2回遠心洗浄し（2500rpm、5分）、
PBS200μLで懸濁した。 

フローサイトメーター（Becton Dickinson 
FACS Calliber）で、血球の散乱光、蛍光を
測定し、PE（CD203c）の平均蛍光強度、FITC
（CD63）陽性細胞の割合から、好塩基球の活
性化を解析した。 
 
(2) アスピリンがアレルギー応答へ及ぼす
影響を調べる好塩基球活性化試験 
スギ花粉症の被験者 1 名（食物アレルギー

なし）とアレルギーのない被験者 2 名の末梢
血を 5mL ずつ採取した。 
10mL チューブ 4 本(×3）に 1)PBS100μL、

2) 抗ヒト IgE 50μL（終濃度 200ng/mL）3)
アスピリン（アセチルサリチル酸）50μL（終
濃度 180μg/mL）4)抗ヒト IgE 50μL＋アス
ピリン溶液 50μLを入れた。 
1)～4）のそれぞれに末梢血 900μLを入れ、

37℃20分、インキュベートした。インキュベ
ート後、PBS で 2 回遠心洗浄し（2500rpm、5
分）、１ｍLの PBSで懸濁した。 
それぞれの 10mLチューブに PE-抗 CD203c、

FITC-抗 CD63（Beckman Coulter 社）をそれ
ぞれ 40μLずつ入れ、血球中の好塩基球を蛍
光染色し、遮光して室温で 15 分置いた。 
各チューブに溶血バッファー（塩化アンモ

ニウム溶液）10mL を添加し、37℃10 分でイ
ンキュベートし、赤血球を溶血した。その後、
PBSで 2回遠心洗浄し（2500rpm、5分）、PBS600
μLで懸濁した。 
フローサイトメーター（Becton Dickinson 

FACS Calliber）で、血球の散乱光、蛍光を
測定し、PE（CD203c）の平均蛍光強度、FITC
（CD63）陽性細胞の割合から、好塩基球の活
性化を解析した。 
1 サンプルについて 500 個の好塩基球で解析
した。同じ被験者について日をわけて 3回好
塩基球活性化試験をおこなった。 
 
(3) 大気汚染関連化学物質がアレルギー応
答に及ぼす影響を調べる好塩基球活性化試
験 
アレルゲンとしてスギ花粉抽出物 Cj、ダニ

抽出物 Df（コスモバイオ）を用い、化学物質
として、大気粉塵に多く含まれるピレン、参
加活性が高く、細胞応答への影響が大きいと
言われているキノン体の PAH である 9,10 フ
ェナントレンキノン、化学物質：大気粉塵中

に多く存在する４環の多環芳香族炭化水素
類（PAH）であるピレンと PAH のキノン体で
ある 9,10 –フェナントレンキノン（キノン体
の酸化活性が高く（小池, 2013）、細胞応答
に影響があると考えられるため。）、他に大気
汚染物質ではないが、単独で好塩基球の活性
化が報告されているアンモニウム過硫酸塩
（Pignatti et al., 2013）を用いた。 

被験者はスギ花粉症 9 名、ダニアレルギー
6 名（うち 5 名はスギ花粉症とダニアレルギ
ー両方）、アレルギーのない者 4名（計 14名）
を対象とした。被験者 1名につき末梢血 10mL 
を採取した。 
大気汚染関連の化学物質によるアレルゲ

ンたんぱく質の修飾効果を見るため、1.5mL
マイクロチューブにそれぞれ下記の 1)～13)
の試薬を入れ、10%FBS 含有 RPMI培地 900μL
を添加し混合して、37℃2 時間インキュベー
トした。 
1) PBS 100μL、2) IgE 100μL（終濃度

300ng/mL）、3) Cj  50μL ＋ PBS 50μL（終
濃度 750ng/ｍ L、 75ng/mL、 37.5ng/mL、
18.75ng/mL)、4）Df 50μL＋ PBS 50μL（終
濃度 750ng/ｍ L、 75ng/mL、 37.5ng/mL、
18.75ng/mL)、5）ピレン 50μL (溶媒 DMSO)+ 
PBS 50μL   （終濃度 7.5nM)、6）9,10-
フェナントレンキノン (溶媒 DMSO)（終濃度
7.5nM)、7）過硫酸アンモニウム (溶媒 H2O) 
（終濃度 7.5mM、3.75ｍM、1.5ｍM、0.75ｍM) 
8) Cj 50μL (終濃度 75ng/mL、37.5ng/mL) + 
ピレン 50μL、9) Cj 50μL (終濃度 75ng/mL、
37.5ng/mL) + フェナントレンキノン 50μL、
10) Cj 50μL (終濃度 75ng/mL、37.5ng/mL) + 
過硫酸アンモニウム (7.5mM)、11) Df 50μ
L (終濃度 75ng/mL、37.5ng/mL) + ピレン 50
μL、Df (終濃度 75ng/mL、37.5ng/mL) + フ
ェナントレンキノン、Df (終濃度 75ng/mL、
37.5ng/mL) + 過硫酸アンモニウム(7.5mM) 
1)～13)の計 28 本の混合溶液を 20μL ずつ

と、PE-抗 CD203c、FITC-抗 CD63（Beckman 
Coulter 社）各 5μL、末梢血 100μL を 5mL
チューブに入れ、37℃で 30 分インキュベー
トする。インキュベート後、各チューブに
EDTA含有 PBS100μLを添加し、反応を停止さ
せた。 
溶血剤 Optilyse C （Beckman Coulter）

500μLを各チューブに添加し、遮光、室温で
10 分間インキュベートした。停止液として
PBS 500μL を各チューブに添加し、遮光、
室温で 15 分インキュベートした。PBS 2mL
を各チューブに添加し、Vortexで混合した後、
遠心（1500rpm、3 分）し、上清をアスピレー
ターで吸引した。その後、PBS で 2 度、遠心
洗浄をおこなった。上清吸引後に残った細胞
を PBS 600μL に懸濁し、セルストレーナー
に通して、細胞より大きなゴミを取りのぞい
た。 
フローサイトメーター（Beckman Coulter 

Galios）で、前方散乱光、側方散乱光を測定
し、好塩基球が含まれる領域を選び、さらに
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フローサイトメーターで蛍光を測定するこ
とによって、好塩基球表面の CD203c、CD63
の発現を測定した。1 サンプルにつき、好塩
基球を 1000 個カウントした。好塩基球活性
化の評価は CD63+(%)（CD63 陽性細胞の割合）
と CD203cMFI（平均蛍光強度）を用い、
CD203cMFI は Stimulation Index = 
CD203cMFIsample / CD203cMFInegative controlを用い
て規格化した(McGown & Saini, 2013)。 
 
４．研究成果 
 
(1) 捕集した大気粉塵の抽出物が好塩基球

のアレルギー応答に及ぼす影響 
 大気粉塵の抽出物単独では、スギ花粉症の
被験者でも、アレルギーのない被験者でも好
塩基球の活性化は起こらなかった。また、ス
ギ花粉症の被験者の末梢血においては、スギ
花粉抽出物による好塩基球の活性化が見ら
れるが、スギ花粉抽出物と大気粉塵の抽出物
の両方を加えた場合と、スギ花粉抽出物のみ
を加えた場合に活性化にほとんど差がなか
った。この条件では、大気粉塵の抽出物によ
る好塩基球のアレルギー応答の増幅は見ら
れなかった。一日分の集塵フィルターからは
アレルギー応答に影響を及ぼすほどの化学
物質の量が得られなかった可能性がある。ま
た、溶媒の DMSO が細胞の応答を弱めている
可能性がある。 
 
(2) アスピリンがアレルギー応答へ及ぼす

影響 
アスピリン溶液単独では、3 名の被験者で

も好塩基球の活性化は起こらなかった。スギ
花粉症の被験者でもアレルギーのない被験
者でも、抗 IgEによる好塩基球の活性化が見
られるが、各被験者で抗 IgE とアスピリンの
両方を加えた場合と、抗 IgE のみを加えた場
合を比較すると、アレルギーのない被験者 1
名でアスピリンを加えた場合の方がわずか
に CD63陽性細胞の割合が高かった。CD203 の
平均蛍光強度についてはすべての被験者で、
アスピリン溶液添加の有無による違いはな
かった。アスピリンによってわずかにアレル
ギー応答の増幅が見られた被験者はアレル
ギーのない被験者であり、アスピリンによる
IgE 依存的なアレルギー応答への影響は、ア
レルギーの有無には関係していなかった。 

日を変えておこなった 3回の実験において、
アスピリンがアレルギー応答に及ぼす影響
の傾向については変わらなかったが、値のば
らつきが大きかった。原因として、アスピリ
ン溶液がサリチル酸に変わりやすく、不安定
なことと、もともと、アレルギー応答の大き
さに日による違いがあることが考えられる。 
  
(3) 大気汚染関連化学物質がアレルギー応
答に及ぼす影響と検査方法の開発 
 いずれの被験者でもピレン、フェナントレ
ンキノン単独では、好塩基球の活性化は起こ

らなかった。
それに対して、
14 名中 13 名
の被験者で、
7.5mM のアン
モニウム過硫
酸塩（AP）は、
単独で好塩基
球 の
CD203cMFI を
上 昇 さ せ た
（P<0.01、図
1）。今回の実
験条件の範囲
で濃度依存的
に CD203MFIの
上昇が見られ

た。 Pignatti 
et al. （2013）
で報告された
CD63 の応答は
見られなかっ

たが、プレインキュベートしたことや IL-3
を使用しなかったことなど実験条件が異な
るためと考えられる。また、AP は、アレルギ
ー応答に対する増幅効果は見られなかった。 
 スギ花粉症の被験者 9 名のうち、6 名でス
ギ花粉抽出物によるアレルギー応答（CD63陽
性細胞の割合の増加）がピレン（Prn）、フェ
ナントレンキノン（PQ）によって増幅された
が、増幅された濃度条件は被験者によって異
なり、全体では有意な差がなかった。図 2に
増幅が見られた例を示す。 

 
ダニアレルギーの被験者 6 名のうち、2 名

でダニ抽出物によるアレルギー応答（CD63陽
性細胞の割合の増加）がピレン（Prn）、フェ

図 1 PBS(左)と AP7.5mM
添加時(右)の CD203cMFI
の比較 

図 2 ピレン（Prn）とフェナントレン
キノン（PQ）による CD63 陽性細胞の割
合の上昇が見られた例 



ナントレンキノン（PQ）によって増幅された
が、増幅された濃度条件は被験者によって異
なり、全体では有意な差がなかった。 
 本研究の結果からは、ピレン、フェナント
レンキノンによるアレルギー応答の増幅が
一般的にあるとはいえない。好塩基球活性化
試験を用いた方法が化学物質の個人の感受
性を評価する測定系として使用できる可能
性はあるが、増強が見られた被験者について
の詳細な検討が必要である。また、大気粉塵
の分析と慢性咳嗽患者の調査から、血清 IgE
濃度の低い患者の方が大気粉塵中の遷移金
属の影響を受けやすいことが示唆されてお
り（Thao et al., 2016）、化学物質のアレル
ギーの増悪以外のメカニズムを考える必要
もある。 
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