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序

本報告書は，平成15～17年度の３年間にわたって実施した特別研究「有害化学物質情報の生

体内高次メモリー機能の解明とそれに基づくリスク評価手法の開発に関する研究」の研究成果

を取りまとめたものです。

近年，居住環境が原因と考えられる「シックハウス症候群」や「多種化学物質過敏状態」（い

わゆる化学物質過敏症）の増加が報告され，いずれも室内に存在している比較的低濃度の化学

物質が関与して健康を害していると考えられています。これまで，化学物質の健康影響につい

ては，化学物質の曝露による体内への蓄積あるいは代謝産物が，化学物質の毒性の発現をとお

して健康影響を誘導すると推測されてきました。しかし，最近の居住環境中にみられる低濃度

レベルの揮発性を有する化学物質で体調不良が誘導されることから，これまで明らかになって

いる毒性発現の機構では説明できない反応がおきている可能性が推察され，非アレルギー性の

過敏症とも考えられています。

このような背景のもとに，本研究では，過敏な感覚から連想される記憶機能に焦点を絞り，

揮発性の有害化学物質を低濃度で曝露したときの嗅覚から大脳辺縁系にいたる神経情報伝達系

の記憶機能かく乱のメカニズムと，免疫・アレルギー系を介した情報伝達と免疫記憶かく乱の

メカニズムを取り上げました。あわせて，それらの研究成果をヒトでの健康影響評価に結びつ

けるための新たな手法の開発も行いました。成果としては，（１）長期ホルムアルデヒド曝露に

より，海馬において記憶・学習にかかわるNMDA受容体発現が増強されることを明らかにしま

した。また，嗅球や扁桃体における情報伝達回路で，抑制系の増強が明らかとなりました。さ

らに，ストレス応答領域である視床下部からのホルモンの過剰産生が認められ，長期ホルムア

ルデヒド曝露が恒常的に記憶形成機構に変調を生じた可能性が示唆されました。（２）低濃度の

トルエンの長期曝露は，マウス海馬でNMDA受容体サブユニットNR2Bの発現増強を介して，細

胞内情報伝達回路のアップレギュレーションを引き起こすことを明らかにしました。（３）低濃

度のホルムアルデヒドやトルエン曝露では，免疫記憶機能への顕著なかく乱は認められません

が，神経成長因子の産生を介して神経系との相互作用を修飾していることが明らかとなりまし

た。（４）揮発性化学物質の体内動態に関して，マイクロ固相抽出法を用いて脳内での揮発性物

質を，簡便に短時間で検知する手法が開発できました。

本研究の成果を大気や室内環境中の揮発性有機化合物による健康影響の解明に役立てるとと

もに，さらに影響評価手法の開発や高度化によって健康リスク評価の推進に貢献したいと考え

ています。

本研究の推進にあたり，ご協力やご助言をいただいた研究所内外の多くの方々に深く感謝す

る次第です。

平成 18 年12月

独立行政法人　国立環境研究所

理事長　大　塚　柳太郎
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１　研究の目的と構成

1.1 研究の背景と目的

近年，「シックハウス症候群」や「多種化学物質過敏

状態」（いわゆる化学物質過敏症）の増加が報告され，

いずれも居住環境中に存在している比較的低濃度の化学

物質の影響が関与して健康を害していると考えられてい

る。我々の環境中にはダニ，カビ，花粉などの生物因子，

電磁波や紫外線などの物理因子も化学因子とともに存在

しているため，その真の原因については不明な点が多く

特定できていないが，化学物質のなかでは揮発性有機化

合物が何らかの関連を持っているといわれている。「シ

ックハウス症候群」の主な自覚症状は，皮膚，眼，鼻，

のどなどの皮膚・粘膜刺激症状，頭痛，めまい，全身倦

怠感などの不定愁訴であり，「多種化学物質過敏状態」

の症状としては，粘膜刺激症状以外に，消化器，循環器，

中枢神経，自律神経の症状や障害など多彩であり，アレ

ルギー疾患などとの臨床症状の類似点も見られている。

先進国の共通の悩みであるアレルギー疾患の増加と環

境中の化学物質との因果関係を示唆する科学的知見も多

く見られ，大気中のディーゼル排気粒子のような粒子状

物質の中に増悪をうながす物質の存在することが明らか

となっている。しかしながら，化学物質を曝露されるす

べての人々がアレルギー症状を示すわけではなく，アレ

ルギー素因を持っている人か，あるいはすでになんらか

の炎症の症状を示している一部の人々が影響を受けやす

いことから，遺伝的因子と環境因子との相互の関連が症

状悪化に重要と考えられている。

ところで，我々の体には，外界からの刺激に対して常

に体内の状態を健康な状態に保つために恒常性の維持機

構が備わっており，神経―免疫―内分泌間の連携が重要

な役割を担っている。中でも，記憶機能は，神経系と免

疫系に備わっている生命維持に必須の機能である。神経

系における記憶機能の中枢は大脳皮質と海馬であり，五

感から入った情報の統合と蓄積に重要な役割を果たして

いる。一方，免疫系における記憶機能はリンパ球により

維持されており，一度侵入した抗原情報が記憶され，２

度目以降の侵入には迅速に，かつ大規模に反撃できる体

制をととのえる働きをしている。神経系と免疫系は，記

憶機能以外にも，産生する情報伝達因子において共通の

因子がそれぞれの機能を制御していることが，近年明ら

かとなっている。リンパ球が，神経成長因子の受容体を

発現するとともに，神経成長因子を産生・分泌すること

が報告されている。逆に，脳内のグリア細胞は免疫情報

伝達物質として働くサイトカインを分泌して，脳内での

炎症にかかわっていることも明らかとなっている。

したがって，化学物質による情報伝達因子産生や記憶

機能のかく乱は，恒常性機構の維持にも大きく影響する

ことが考えられる。しかしながら，これまでの神経―免

疫―内分泌系への化学物質による曝露の影響は，環境中

の濃度よりはるかに高い濃度域での毒性評価が主であっ

た。化学物質の曝露による体内への蓄積あるいは代謝産

物が，化学物質の毒性の発現をとおして健康影響を誘導

すると考えられてきた。だが，最近の居住環境による健

康影響を評価するときに室内濃度レベルで報告されてい

る揮発性の化学物質による健康不良の誘導には，これま

で明らかになっている毒性発現の機構では説明できない

反応がおきている可能性がある。低濃度域での揮発性化

学物質の曝露による神経―免疫軸を中心とした機能への

影響については，国際的にも報告が非常に少ない。

そこで，我々は，低濃度域における化学物質の影響は，

化学物質を曝露したときに刺激情報としても認識され，

体内で情報として蓄積されていく過程（図１），あるい

はその情報の蓄積が神経系，免疫系で何らかの影響を誘

導し，遺伝素因と関連して恒常性の維持機構の破綻，あ

るいはかく乱として現れることを仮定した。

記憶機能についての検索は，神経，免疫に共通で生命

維持機能として重要なだけでなく，現実に問題となって

いる化学物質過敏症での集中力，記憶力の低下の解明に

もつながる。また，アレルギー反応の増悪に重要な記憶

産物であるIgE抗体の産生は抗体クラススイッチの機構

伝達物質�

中　　枢�

受容体�
蓄積・記憶�

例�例�

神経系　�神経系　�
＆　�＆　�

免疫系�免疫系�
海馬�
脾臓�

嗅覚系�嗅覚系�

呼吸器系�呼吸器系�
中枢�VOC

曝露�

グルタミン酸�
サイトカイン�
ケモカイン�

化学物質情報�

図１　化学物質情報伝達の模式図
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＊１シナプスの伝達効率の変化が長期間持続する性質。

図２　神経－免疫軸のかく乱を想定した図

のかく乱がかかわっていることを考えると，記憶機能に

ついての研究は化学物質の影響が鋭敏に現れる指標の検

索になりえる可能性も考えられた。

本研究では，神経―免疫―内分泌系の機能のなかで情

報の蓄積される記憶機構に焦点をあて，比較的低濃度域

での揮発性有機化合物に着目し，

１）嗅覚系を介した脳・神経系における情報伝達の過

程，および海馬を中心とした記憶にかかわる領域

での解析，

２）呼吸器系を介した免疫系リンパ性器官への情報

伝達，最終的な記憶産物としての抗体産生まで

の情報伝達経路における解析，

３）化学物質曝露後の脳内動態と環境中揮発性化学物

質濃度の実態把握を加味して神経―免疫系におけ

る記憶機能のかく乱作用を考察し，その健康リス

ク評価に役立つ指標や手法の開発を目的とした。

1.2 研究の構成

本特別研究では，居住環境における濃度が高いことが

報告され「シックハウス症候群」などとの関連が指摘さ

れているホルムアルデヒドとトルエンを主に用いて，揮

発性有機化合物（VOC）の脳・神経―免疫軸を中心とし

た情報の流れ（図２）を解明し，その影響を明らかにす

るために，以下の３課題をもうけて研究を構成した。

・脳・神経系における化学物質の影響解析および評価手

法の開発

化学物質の曝露による情報の取得，伝達，記憶とし

ての蓄積について，嗅覚と海馬における反応について

解析する。海馬は記憶や学習の中枢であり，記憶に関

与する神経細胞のシナプスの可塑性が＊１有機溶剤曝露

により影響を受けるとの報告およびシックハウス症候

群や本態性の化学物質過敏症の症状として集中力，記

憶力の低下がみられるという報告から標的の器官とし

て海馬を選択した。この海馬における神経細胞の生理

的機能変化，グルタミン酸作動性興奮性ニューロンの

量的変化および嗅球，扁桃体など脳の他の部位とのネ

ットワークの構造的変化，量的変化を明らかにする。

また，化学物質曝露による海馬等での変動がいかに記

憶・学習機能に反映するかを調べるための学習行動の

マウスモデルの構築を行う。

・免疫系における化学物質の影響解析

異物としての抗原情報の伝達，情報の蓄積産物とし

ての抗体産生について化学物質の曝露による影響を解

析する。

具体的には，免疫系における化学物質に対する特異

的記憶機能はリンパ球が重要な機能を担っているため

リンパ球を中心として検索する。化学物質の曝露後に

化学物質をハプテンとして認識した結果の特異抗体の

産生の有無，Bリンパ球，Tリンパ球亜集団の変動，

および細菌感染や抗原物質の投与に対する増強反応を

検索する。また，脳神経―免疫相互間での作用機構を

解析するため，化学物質を曝露したマウスの大脳辺縁

系や免疫臓器でのサイトカイン・ケモカイン類や神経

成長因子，神経ペプチドなどの動態を検索する。さら

に，リンパ球欠損動物への化学物質の曝露による神経

伝達物質の動きを検索する。

・体内動態の測定および曝露評価

揮発性化学物質の曝露による吸収，体内動態，

蓄積に関する新たな情報を得るための手法の開

発と検証を行う。

体内動態評価研究では動物実験と平行して，

まず，神経系などに影響を与える化学物質の動

態に関する文献調査および過敏症患者の居住環

境等の基礎調査を行い，被検化学物質の絞込み

を行う。また，投与された化学物質がどのよう

に脳神経系，免疫系に作用するのか明らかにす

るために，血液中や脳内での動態について曝露

動物を用いて高感度化学分析法により解析する。

海馬� 
抗 原�    

神�神�経�経�系�系�  

免�免�疫�疫�系�系�  

Th2 リンパ球�の 
活性化／不活性化� 

脾臓�

マクロファージによる貪食� 

肺�    記憶機能のかく乱メカニズム解析と�
評価試験法の構築� 

免疫応答のかく乱�   
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２　研究の成果

2.1 有害化学物質の曝露による脳・神経系における記

憶機能かく乱作用の解析

揮発性有機化合物などの化学物質の曝露による鼻粘膜

の刺激は，感覚細胞（嗅細胞）で受けとられ，その情報

は嗅球から大脳辺縁系を経由して高次の脳中枢へと運ば

れる。大脳辺縁系は大脳の中心である大脳新皮質の縁を

構成する部位の総称であり，海馬，梨状葉，扁桃体など

が含まれている。このうち，嗅球からの情報は，扁桃体，

梨状葉をへて大脳皮質嗅内野に届けられる。ここはさま

ざまな感覚の情報が統合される領域であり，その統合さ

れた神経情報は海馬へと入り，海馬から視床その他へと

情報が伝達される（図３）。化学物質曝露によるかく乱

情報が海馬内に入って増幅され，視床下部の神経活動を

ストレス対応へと増強させる可能性がある。記憶・学習

の中枢である海馬において明らかになったかく乱作用を

中心に成果をのべる。

2.1.1 長期ホルムアルデヒド曝露による海馬での記憶

機能変動解析

脳・神経系は化学物質の曝露に対して感受性が高い可

能性があり，低濃度のホルムアルデヒド曝露を行うこと

により神経細胞に毒性を示すか否かを検討した。

低濃度の長期ホルムアルデヒド曝露による海馬での神

経細胞への影響を解析するために，雌のC3H/HeNマウス

を用いて０, 80, 400, 2000ppbの濃度で６週間と12週間の

全身曝露を行った。嗅上皮，海馬，呼吸器での組織学的

変化を病理組織学的手法で調べたが，０ppbの対照群と

比べいずれの曝露群においても有意な変化はみられなか

った。次に，海馬における神経細胞の増殖や分化にかか

わる神経栄養因子の産生について各曝露群で検討した。

ELISA法により神経成長因子（NGF）と脳由来成長因子

（BDNF）の産生量を測定した結果，NGFとBDNFともに

変動はみられなかった。したがって，今回のホルムアル

デヒド曝露の条件は，脳内の領域の神経細胞に強い毒性

を示す濃度ではないと考えられた。

海馬は記憶・学習を司る中枢であり，記憶の成立のた

めに働く脳・神経系の最小ユニットはシナプスと考えら

れ，シナプス同士の結合の強度（すなわち，シナプスで

の興奮伝達の効率）のなかに，記憶すべきパターンが刻

印されることになる。あるシナプスで興奮伝達の効率が

高いことは，そのシナプスに入力した刺激に対して特異

的に興奮しやすい神経回路が作りあげられていることに

等しい。興奮性ニューロンが形成するいくつかのシナプ

スにおいては，シナプスでの興奮伝達の効率が，刺激の

受け取りのくりかえしによって長期にわたり増大すると

いう現象（長期増強，LTP）が観察される。この現象は

海馬において特に著しく，LTPこそがシナプスにおける

記憶成立の基本となる電気生理学的な事象であると現在

では考えられている。このLTPは海馬から作製したスラ

イス標本においても観察が可能であり，特定パターンの

人工的な電気刺激をシナプスに集中的に負荷すると，そ

れ以降のシナプス伝達の効率が30分～数時間にわたって

高いレベルを維持しつづける。本研究のように揮発性有

機化合物の吸入を嗅覚刺激ととらえて，その嗅覚情報が

どのように脳神経系に記憶されるかを調べる場合，揮発

性有機化合物の吸入を気道粘膜経由での生体への負荷と

とらえて，吸収された揮発性有機化合物が直接に記憶機

能に働きかけて影響を及ぼす可能性を最初に調べておく

必要があると考えた。そこで，400ppbホルムアルデヒド

の曝露による海馬全汎のシナプス伝達効率が変化する可

能性について電気生理学的手法を用いて検討した。

シナプス伝達効率を評価するために，２種類の項目を

調べた。まず，シナプスの伝達効率の基底レベルを評価

するため，シナプスにおける入力／出力関係を評価した。

ホルムアルデヒド曝露実験での２群における入力／出力

関係のグラフの解析では，対照群と曝露群間に有意な差

異は観察されなかった（図４）。つづいて，シナプスに

LTPを導入し，その増強の程度を評価した。400ppbホル

ムアルデヒド曝露と対照群とにおけるLTP増大のグラフ
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図３　化学物質吸入による情報かく乱



および解析結果において，２群間に有意な差異は観察さ

れなかった（図５）。2000ppbでも同様の結果であった。

以上の結果より，低濃度のホルムアルデヒドの長期曝

露によって，海馬の全汎的なシナプス伝達効率に影響は

あらわれないことが示された。言いかえるならば，低濃

度のホルムアルデヒドの吸入にともなう海馬の情報処理

をモニターする際には，海馬におけるシナプス伝達（す

なわち海馬の記憶機能）に対して化学物質が全汎的な影

響を与える可能性については，重要視する必要がないと

考えられた。

長期的なホルムアルデヒド曝露により海馬の情報伝達

回路が恒常的な変化をおこした場合に，神経伝達物質の

受容体の遺伝子発現になんらかの変化があらわれると仮

定した。シナプス伝達において，グルタミン酸は重要な

働きをしている神経伝達物質であり，その受容体はN-

methyl-D-aspartate（NMDA）型，a-amino-3-hydroxy-5-

methyl-4-isoxazole propionic acid（AMPA）型，カイニン

酸型に分類される。特に，NMDA型グルタミン酸受容体

を介した海馬における興奮性アミノ酸の神経伝達回路

は，シナプスの可塑性，記憶・学習機能，細胞生存など

に重要な役割を果たしている。中でもNMDA受容体サブ

ユニットであるNR2AとNR2Bは海馬に多く発現してお

り，これらのサブユニットの機能は学習行動やシナプス

の長期増強に密接に関連している。

我々はこのNMDA型グルタミン酸受容体の動きに着目

し，12週間の400ppbホルムアルデヒド曝露による海馬で

のNMDA受容体サブユニットNR2AとNR2B mRNAsの発

現をリアルタイムPCR法で検討した。その結果，ホルム

アルデヒド曝露群のNR2A mRNAの発現において有意な

増加を認めた（図６）。卵白アルブミン（OVA）を生物

因子の刺激として用いたモデルマウスにホルムアルデヒ

ド曝露を行い，神経情報伝達系のかく乱について検索し

た。その結果，OVAの刺激は，NR2A mRNAの発現を増

強し，ホルムアルデヒド曝露もまたNR2A mRNAの発現

増強に働くことが明らかとなった。しかし，OVAとホ

ルムアルデヒドとの相加作用はみられなかった。また，

ドーパミンの受容体であるD1とD2 ｍRNAsの発現では，

ともに曝露による有意な増加が認められた。なお，６週

間曝露ではNR2A,D1,D2 mRNAsの発現に影響はみられて

いない。これまでに，海馬におけるNMDA受容体サブユ

ニットNR2AはNR1とともにD1受容体との直接の相互作

用が見られるという報告があり，ホルムアルデヒドがま
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図７　ホルムアルデヒドを曝露したマウスの嗅球における
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さにこの相互作用をかく乱する可能性が示唆された。

NR2AのNMDA受容体サブユニットの欠如している変異

体マウスでは，海馬LTPと空間学習の減少が報告されて

いる。したがって，海馬におけるNR2A，D1とD2 mRNA

の発現に変化がみられたことは，低濃度のホルムアルデ

ヒド曝露による記憶形成機構に変化が生じた可能性を示

唆している。

2.1.2 低濃度ホルムアルデヒド曝露による嗅球，扁桃

体，視床下部での情報伝達のかく乱

記憶形成の場であり，情報蓄積の領域である海馬にお

いてホルムアルデヒド曝露によりその機能かく乱が明ら

かになったので，情報の受け取りから海馬にいたる神経

情報伝達回路での変動を探った。以降は，主に12週間曝

露における結果について紹介する。

低濃度長期ホルムアルデヒド曝露は嗅覚系において，

組織学的には顕著な影響はみられなかった。嗅上皮は，

直接外界からの化学物質と接触し，その情報の受け取り

に関与する領域である。嗅上皮の破壊や鼻腔の閉鎖は，

嗅覚系におけるドーパミン系を活発にすることが知られ

ている。

そこで，低濃度ホルムアルデヒド曝露によるドーパミ

ン合成系の変化について嗅球の糸球体で検討した。ドー

パミン合成にかかわるチロシン水酸化酵素（TH）陽性

神経細胞の数を免疫細胞化学的に検索すると，いずれの

ホルムアルデヒド曝露でも対照群の神経細胞数に比べ有

意な増加がみられた（図７）。TH陽性神経細胞の増加は

情報伝達系の抑制機構への影響を示唆している。という

のは，嗅覚系では，ドーパミン系は抑制機構に関与して

いる報告がみられるからである。そこで，匂い情報伝達

に重要な扁桃体とストレス応答に敏感な視床下部におけ

る神経細胞の動きについて免疫細胞化学的に検討した。

神経伝達の抑制に働く大脳辺縁系においてはカルシウム

結合タンパク質を含有しているGABAニューロンに注目

した。その結果，扁桃体においてはカルシウム結合タン

パクであるParvalbumin陽性ニューロンやCalbindin陽性

ニューロンの数の増加が低濃度のホルムアルデヒド曝露

でみられ，情報伝達の抑制系が活性化されていることが

明らかとなった。さらに，ストレスに対応する視床下部

における副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン（CRH）産

生について，長期ホルムアルデヒド曝露を行い検討した

ところ，視床下部でのCRH陽性神経細胞数が有意に増加

する結果を得た（図８a）。この結果は，ホルムアルデ

ヒド曝露がストレス応答系を亢進することを示してお

り，OVAを生物因子の刺激として用いたアレルギーモ

デルマウスにホルムアルデヒド曝露を行い，CRH分泌系

の相加効果について検索した。CRH陽性神経細胞数は濃

度依存的な増加ではなく，80ppbホルムアルデヒド曝露

群をピークとしたベル型の反応を示した（図８b）。こ

のことは，低濃度ホルムアルデヒド曝露がストレス応答

の増加につながり，しかも生物学的刺激によりもたらさ

れた情報との併用によりかく乱作用が修飾されることを

示唆している。なお，血漿中のコルチコステロン濃度は，

ホルムアルデヒド濃度に依存して増加傾向を示し，

2000ppbで有意な増加がみられた。

次に，400ppbホルムアルデヒド曝露したマウスの扁桃

体と視床下部での神経伝達物質受容体への影響について

RT－PCR法で検討した。NMDA受容体，ドーパミン受容

体，セロトニン受容体について測定した結果，扁桃体に

おいてはNMDA受容体のNR2A, NR2B mRNAsとドーパミ

ン受容体D1とD2 mRNAの発現増強,視床下部においては

セロトニン受容体5－HT1A mRNAの発現の増加が明らか

となった。扁桃体におけるドーパミン受容体D1とD2

mRNAの発現増強は，嗅球，扁桃体での免疫細胞化学的

な手法での結果，つまり情報抑制系の活動を示唆した結

果と合致するものである。

さらに，海馬から扁桃体，視床下部への情報伝達回路

を探るために，海馬を高周波電気処理して破壊したマウ

スに低濃度ホルムアルデヒドを12週間曝露して海馬を介

した影響を検索した。その結果，扁桃体においては，海

馬破壊によりホルムアルデヒドによるNR2B，D1と
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D2mRNAの発現がより亢進する結果が得られた。視床下

部では，5－HT1A mRNAの発現はより増強し，一方ドー

パミン受容体D2 mRNAの発現が抑制から増加へと変化

した。

これらの結果は，嗅覚からの化学物質曝露による刺激

反応が，神経伝達物質を介した情報伝達系を修飾して扁

桃体，海馬，視床下部などの大脳辺縁系に影響を及ぼし，

また，海馬からの扁桃体と視床下部への情報伝達が修飾

され，記憶情報回路にかく乱作用を生じている可能性を

示唆している。

2.1.3 長期トルエン曝露による海馬における情報伝達

系のかく乱

ホルムアルデヒド曝露による海馬での情報伝達系の変

化が，化学物質に特異的か，それとも他の化学物質に対

しても同様の作用を示すかどうかを検証するために，低

濃度50ppmトルエンを雌のC3H/HeNマウスに12週間曝露

して海馬におけるNMDA受容体発現系に及ぼす影響につ

いて検討した。50ppmのトルエン濃度は，日本産業衛生

学会での職業曝露の規制勧告値である。

一般に広く使われているトルエンは，神経毒を有する

化学物質としての特性を持ち，中枢神経系はトルエン毒

性の急性および慢性曝露の主要な標的器官と考えられて

いる。トルエンは，ヒトでは，睡眠，頻繁な頭痛，目苛

立ちと記憶障害の増加を引き起こす。

トルエンは吸入の後ですぐに脳血管門を通過すること

が証明されており，ニューロン活動と行動に関する影響

評価の報告では，NMDA受容体を介してシナプス伝達を

抑制する可能性を示唆した。

トルエンの動物曝露については，有機溶媒ガスジェネ

レータを使用することによってトルエン蒸気を発生させ

て，ステンレスとガラスのチャンバーに導入するのに必

要なガス濃度を達成するために，フィルターろ過した空

気でガスを薄めた。 全体の実験の間，定期的にチャン

バー内のサンプルを集め，ガス・クロマトグラフによっ

てトルエン濃度をモニターした。マウスへの曝露は，１

日６時間（10時～16時），１週間に５日間連続で，６週

間あるいは12週間行った。実験群は，フィルターろ過し

た清浄空気（0ppm）と50 ppmトルエンで全身曝露した

群を設定した。

NMDA型のグルタミン酸受容体NR1，NR2A，NR2B

mRNAの発現において，敏感なNR2 サブユニットが

NMDA受容体におけるアゴニスト活性を決定しているの

で，マウスの海馬組織で，NR2AとNR2B mRNAsの発現

を検討した。その結果，50 ppmのトルエンに12週間曝露

したマウス海馬では，清浄空気曝露と比較してNMDA受

容体サブユニットNR2B mRNAの発現が増加した（図９）。

６週間トルエンに曝露されたマウスでのNR2B mRNA発

現よりも12週間トルエンに曝露されたマウスの発現が著

しく増加した。しかし，６週間でのトルエンと清浄空気

に曝露されたマウス間では，NR2B mRNA発現の顕著な

変化は観察されなかった。一方，NR2A mRNA 発現では，

６週間ないし12週間トルエン曝露された群で対照群と比

べて差はみられなかった。

ニューロンのシナプス活動はいくつかの異なる細胞内

シグナル伝達経路を通してサイクリックAMP反応性結

合タンパク質（CREB）のリン酸化と遺伝子の起動につ

ながる。そして，主としてCREBのリン酸化に寄与する
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図８　ホルムアルデヒド曝露による無感作マウス(a)とアレルギーモデルマウス(b)の視床下部CRH陽性神経細胞の増加 *P<0.05
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ンの影響はほとんど研究されていない。 したがって，

我々はトルエンがCaMKIVのmRNA発現に影響するか否

かを調べた。清浄空気コントロール群と比べて，

CaMKIV mRNAの発現は50 ppmのトルエンに曝露された

マウスの海馬で顕著に増加した（図10）。これらの結果

は，50 ppmのトルエンの長期曝露は，マウス海馬で

NMDA受容体サブユニットNR2Bのアップレギュレーシ

ョンを引き起こすことを示している（図11）。NR2B受

容体サブユニットを過剰発現するトランスジェニックマ

ウスでは学習と記憶機能が向上することが知られ，

NMDA受容体機能でNR2Bサブユニットは不可欠な役割

を果たしている。一方，トルエンによる組み換え型

NMDA受容体の機能の抑制は，NR1/NR2Aレセプターよ

りトルエンに敏感なNR1/NR2Bレセプター依存で起こる

という報告がある。50ppmのトルエンの慢性曝露で

NR2B mRNA発現だけがなぜマウスの海馬で増加したか

について原因は不明である。しかしながら，NMDA

NR2B mRNA発現の上昇を示す我々のデータは，トルエ

のが，カルシウム/カルモジュリン依存性プロテインキ

ナーゼIV（CaMKIV）である。CREBは目標遺伝子のcis-

CREと結合して，神経伝達物質の放出を増強し，シナプ

ス同士の接続を拡大・増強する遺伝子の転写を引き起こ

す。選択的スプライシングを介してfosBの遺伝子から得

られるΔfosBは，転写制御因子ロイシンジッパー（bZIP）

ファミリーに属し，神経伝達物質によるシグナル伝達を

活性化したり，不活性化したりして働いている。

次に，我々は転写因子CREB－1の発現を調べた。海馬

におけるCREB－1発現は，低レベルのトルエンの慢性曝

露では，これまでのところ研究報告がない。我々は，慢

性的に50ppmに曝露されたマウスで海馬のCREB－1

mRNAの発現が増加しているかどうかを検討した。その

結果，CREB－1 mRNAの発現は12週間清浄空気にさらさ

れたマウスと比べて，12週間慢性的に低レベルのトルエ

ンに曝露されたマウスの海馬でかなり増加したことが明

らかとなった。 清浄空気曝露群と比べて，６週間トル

エン曝露したマウスの海馬CREB－1 mRNA発現において

は，高い傾向を示した。

そこで，我々はCREB－1とは反対に転写を抑制する機

能を有するCREB－2の発現を調べた。12週間（0.3293±

0.0443）トルエンに曝露されたマウスのCREB－2 mRNA

の発現が12週間清浄空気にさらされたマウスのものと比

べて２倍以上（0.1635±0.0263）増加していることを見

つけた。 しかしながら，６週間曝露したマウスでは

CREB－2発現の増加は観察されなかった。

ΔFosBは長期のニューロンの，また，行動の可塑性

の分子仲介として機能している。 FosB/DFosB mRNAの

発現は，12週間慢性的に50ppmに曝露されたマウス海馬

で有意な増加がみられた。

CaMKIVは，生体内で最も重要なCa2+依存のCREBキナ

ーゼであるが，CaMKIVの海馬での発現におけるトルエ
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図９　トルエンの長期曝露によるマウス海馬におけるNR2B
遺伝子の発現増強　＊P<0.05
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ン曝露がNR1/NR2B NMDA受容体によって媒介される流

れをより敏感にブロッキングしてシナプス活性の減少し

たことの修復作用に起因する可能性が考えられる。この

ように，我々の実験的システムでのNR2B mRNA発現の

アップレギュレーションはNMDA受容体複合体の活動に

依存して行われており，トルエンによるNR1/NR2B受容

体を介した興奮性シグナルの減少が起きたときに早急に

NR2B受容体を補うべく働く機構を示している。

CREB－1の変異や減少で長期記憶は，低下する。マウ

ス海馬でCREB－1 mRNA発現のトルエンによる増加は，

NMDA NR2Bを含む標的遺伝子のCRE－依存的な転写のア

ップレギュレーションとのかかわりを示唆している。

FosB/ΔFosBは，慢性の薬剤投与に対する脳の適応で重

要な役割を演ずると考えられており，我々のデータは，

FosB/ΔFosB mRNAの発現レベルが繰り返し50ppmのト

ルエンに曝露されたマウスの海馬でup-regulatedされた

ことを示す。

職業曝露における許容濃度の勧告値の50ppmのトルエ

ンを実験に使用したが，この低レベルの曝露さえ非常に

小さな体のマウスでは薬物乱用状態に類似する。

CaMKIVの変異体を表しているマウスは，CREBリン酸化

と海馬の長期増強機能に障害を示した。我々のデータは

低用量トルエンに慢性的にさらされているマウスの海馬

でCaMKIV mRNAの発現増加を示したが，このことは特

定のキナーゼ活性の要求を示している。

以上，低濃度のホルムアルデヒド曝露とトルエン曝露

による海馬における記憶情報伝達回路において，シナプ

スの可塑性に関与するNMDA受容体遺伝子の発現増強が

ともに認められた。しかしながら，そのサブユニットの

発現増強は，化学物質の違いによって異なることが明ら

かとなった。

2.2 有害化学物質曝露による免疫系における記憶機能

かく乱作用の解析

免疫系は，特異性と記憶という重要な機能を有して，

生体内に侵入した異物を認識，識別し貪食によって排出

するか，軽い炎症を誘導して排除する。それで除去でき

ないものは，抗体産生系を活性化して，分化・増殖した

活性化リンパ球や特異抗体の働きにより排除する。異物

が侵入したという免疫記憶があるおかげで，例えば，感

染については一度かかると二度とはかからない，あるい

は二度目の感染に対しては症状が軽くなるのである。こ

の記憶機構が化学物質に対して誘導されるか否か，ある

いは，化学物質が記憶機構のかく乱を生じるか否かに着

目した。以下に，免疫記憶情報の蓄積について，リンパ

球の分化・増殖反応，抗体産生を中心に研究した結果を

述べる。

2.2.1 長期VOC曝露の免疫記憶への影響

（１）VOCと感作性

免疫系において低分子の抗原性を有する物質は，ハプ

テンと呼ばれている。それは，単独では異物として認識

され抗体産生を誘導する経路の活性化につながらない

が，分子量の大きな体内のタンパク質に結合して異物と

してマクロファージに認識され，特異的な抗体産生を誘

導し，その抗体に結合が可能なものである。揮発性有機

化合物がハプテンとしての作用を有している場合には，

免疫系で認識され，その情報が伝達されることでリンパ

球の活性化や特異抗体の産生が誘導されると考えられ

る。

ホルムアルデヒドの場合，透析患者において透析チュ

ーブの滅菌に使用されたホルムアルデヒドに対する特異

抗体の検出が報告されているが，検出されないとの報告

もありハプテンとしての作用は不明である。

そこで，ハプテンとしての感作性について，室内での

濃度の高いホルムアルデヒド，トルエン，スチレンにつ

いてそれぞれ10％溶液でLocal lymph node assay（LLNA）

を用いて比較検討した。なお，陽性対照としてヒトでの

感作性が報告されているイソオイゲノール（IE）を用い

た。LLNAは，マウスでの局所リンパ節でのリンパ球増

殖反応を検出する方法で，皮膚感作性の化学物質の反応

を評価する方法として開発された。一方，呼吸器性の化

学アレルゲンについては血清中の総IgEの増加から評価

されている。Trimellitic anhydride（TMA）が後者の代表

である。

図12に示したようなスケジュールで感作実験を行い，

耳介の厚さ，リンパ節の重さ，増殖細胞を標識する

実　験　方　法�

耳 に 化 学 物 質 を 塗 布 �

Day 0 Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5

B r d U 投与� リンパ節採取�

耳介厚さ測定�

ELISA

図12 マウスの皮膚を用いた感作性評価の実験系
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BrdU投与によるリンパ球増殖反応の指標について測定

した。

その結果，耳介の厚さは対象としての溶媒（アセト

ン＋オリーブオイル）のみの群と比べてホルムアルデヒ

ドの投与により有意に増加した（図13a）。リンパ節の

重さは，IEの群のみで有意な増加がみられた（図13b）。

BrdUの投与によるリンパ球増殖反応では，IEが最も高

い値を示したが，他の投与群では溶媒の群と比べ差はみ

られなかった（図13c）。これらの結果から，皮膚の感

作性においては，ホルムアルデヒド，トルエン，スチレ

ンは，強い反応は見られないことが明らかとなった。

なお，血漿中のIgE抗体価においても差はみられなか

った。

（２）低濃度ホルムアルデヒド曝露と免疫記憶

低濃度ホルムアルデヒド（0, 80, 400, 2000 ppb）の長期

曝露による免疫系における記憶機能の変化についてマウ

スで検討した。免疫情報を受けたリンパ球は，細胞増殖

と分化を行い記憶リンパ球を産生すると同時に情報の蓄

積である抗体産生へと情報を伝達していく。ホルムアル

デヒドを長期曝露したマウスの脾臓細胞を用いたリンパ

球の増殖反応（Celltiter 96®Aqueous One solution cell prolif-

eration assay, Promega）を調べた結果では，メディウム

添加の状態で培養すると80ppb曝露でのみ有意な増加が

みられた（図14a）。ホルムアルデヒドを加えてのex vivo

での刺激に対して特異的な増殖反応は観察されなかった

（図14b）。LPSの刺激によるリンパ球での増殖反応でも，

曝露による増殖反応に有意な差はみられず（図14c），

ホルムアルデヒド曝露によるリンパ球増殖活性には顕著

な違いは観察されなかった。

異なる機能を持つリンパ球は表面抗原の発現が異なっ

ており，CD3分子はT細胞だけに見られ，そのT細胞の

中でもCD4分子をもっているものは抗体を作るための補

助的な働きをしているためにヘルパーT細胞といわれて

いる。また， CD8分子をもっているT細胞はウイルス感

染細胞を破壊したり免疫応答を抑制する働きを持ってい

る。抗原情報を受け取って抗体産生細胞に分化するB細

胞はCD19分子を表面に発現しています。表面抗原の発

現量の違いを指標にしてリンパ球の亜集団の分化への影

響についてホルムアルデヒド曝露後フローサイトメトリ

ー＊２によって検討した。その結果，今回の濃度でのホル
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図13 化学物質を塗布したマウスでの耳介の厚さ，リンパ節
重量，増殖反応による感作性評価　
＊P<0.05, ＊＊P<0.01 A+O: アセトン＋オリーブオイル，To:
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図14 低濃度ホルムアルデヒド曝露の脾臓リンパ球増殖反応への影響　＊P<0.05

＊２蛍光抗体で染色した細胞の流れにレーザー光をあて，蛍光を測定することにより細胞表面の抗原量を測定し，細胞の解析や分離する
手法。
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ムアルデヒド曝露では，脾臓リンパ球の分化に変化はみ

られなかった。

次に，抗原が侵入すると最終の記憶の産物として特異

抗体が産生され，その抗体の産生にかかわる細胞は記憶

細胞として長期にわたり保持される。身近な例としては，

スギ花粉を吸入して，その花粉に対するIgE抗体が産生

される状態になると，スギ花粉を認識する記憶細胞も免

疫臓器で待機している状態になる。そこで，毎年スギ花

粉に曝される時期になると記憶細胞が活性化して特異

IgE抗体を産生し，花粉症状を引き起こすのである。

低濃度ホルムアルデヒド曝露後に，マウス血漿中の総

IgEおよびIgG抗体価をELISA法で測定すると，ホルムア

ルデヒド曝露群と対照群との間に有意な差はみられなか

った。卵白アルブミン（OVA）を抗原として用いたア

レルギーモデルマウスにホルムアルデヒド曝露を行い，

抗原情報伝達系のかく乱について検索した。CD4分子を

有しているT細胞は，その産生するサイトカインの働き

や種類からTh1とTh2に分けられており，Th1細胞は感染

抵抗や炎症にかかわる働きを有しており，Th2細胞は抗

体産生を促進し，アレルギーの反応を増悪させると考え

られている。その結果，脾臓におけるアレルギー反応の

強弱を制御するTリンパ球のTh1/Th2バランスにかかわ

るサイトカイン産生や抗原特異的IgE，IgG1産生におい

てホルムアルデヒド曝露群と対照群との間で顕著な差は

みられなかった。ただし，肺胞洗浄液中のIL－1βの低下，

血漿中ケモカインのCCL2産生の低下，脾臓細胞からの

CCL2産生の亢進がホルムアルデヒド曝露により認めら

れた。これらの結果から，低濃度ホルムアルデヒド曝露

は，免疫記憶の情報伝達経路，少なくともリンパ球の活

性化，抗体産生の増強などを積極的に促進し，Th1/Th2

バランスをかく乱する作用は認めなかった。

（３）低濃度トルエン曝露と免疫記憶

低濃度トルエンの長期曝露による免疫メモリー機能へ

の影響を探るために，C3H/HeNマウスに50ppm濃度のト

ルエンで６週間，12週間の全身曝露を行った。６週間曝

露では，脾臓細胞を用いたリンパ球増殖反応，およびフ

ローサイトメトリーを用いたリンパ球亜集団の解析で有

意な差はみられなかった。また，血漿中の抗体価では，

曝露群と対照群との比較でIgE, IgGともに差はみられ

なかった。

12週間曝露では，呼吸器における変化として，肺を洗

浄して得られた液中の炎症性細胞の数に変化がみられ

た。マクロファージ数に有意な増加がみられたが，リン

パ球の数の増加はみられなかった（図15）。脾臓中のリ

ンパ球亜集団の変化についてフローサイトメトリーで解

析した。脾臓細胞中の活性化集団であるCD4+ CD44+

CD25+ とCD8+ CD44+ CD25+ T リンパ球の割合では有意な

低下が認められた（図16）。しかしながら，メモリー細

胞としてのCD4+ CD44+ CD25－ とCD8+ CD44+ CD25－ T リ

ンパ球には変化がみられなかった。

血漿中の抗体価では，トルエン曝露群で総IgEの有意

な上昇が観察された（図17）。他の総IgG1とIgG2aレベ

ルでも増加傾向が認められた。そこで，全身影響に重要

な脾臓でのサイトカイン・ケモカイン産生を網羅的に調

べるためにcytokine antibody arrayを用いて検索した。そ

の結果，曝露群で対照群に比べIL－13, IL－17, I－TACの産

生が顕著に増加していた。IL－13は，Th2タイプのTリン

パ球から産生され，IL－4非依存的にIgE産生を亢進させ

る働きを有している。IL－17は，CD4+Tリンパ球から産
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細胞数の増加　＊P<0.05
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生され，上皮細胞，血管内皮細胞や線維芽細胞からIL－6

やIL－8の分泌を促すことが報告されている。さらに，

I－TACは，インターフェロンγの制御に関与しているだ

けでなく，Tリンパ球の走化性にもかかわっている。こ

れらの結果，脾臓におけるTリンパ球の機能やIgE産生

にかかわる情報因子のかく乱がトルエン曝露により誘導

されている可能性が考えられる。以上，低濃度長期のホ

ルムアルデヒド，あるいはトルエンの曝露は，免疫記憶

系の情報伝達や抗体産生機能に軽度な影響は認めたもの

の，顕著なかく乱作用を示さなかった。

2.2.2 長期VOC曝露と抗原の感作による神経―免疫軸

のかく乱

神経―免疫間での相互作用は，神経細胞からのサイト

カインやケモカインの産生，あるいは，免疫細胞からの

神経栄養因子，神経伝達物質などの産生が報告されてき

たことから生体の恒常性維持のために重要な働きを担っ

ていると考えられている。また，化学物質過敏症やシッ

クハウス症候群では，神経系の疾患やアレルギー性の疾

患に類似している症状も報告され，揮発性化学物質によ

る神経―免疫軸でのかく乱機構を解明することが重要な

課題になってきた。そこでさきに報告した低濃度ホルム

アルデヒド曝露による海馬でのNR2A mRNA発現の増強

が抗原感作という免疫記憶系の活性化との併用でどのよ

うに変化するかを調べた。また，NMDA受容体の拮抗薬

MK－801を投与することによりホルムアルデヒド曝露の

影響がどのように修飾されるかを解析した。

その結果，抗原感作を併用して対照群と曝露群とを比

較するとホルムアルデヒド曝露群でNR2A mRNA発現の

増強が認められた（図18a）。拮抗薬MK－801投与は，ホ

ルムアルデヒド曝露によるNMDA受容体のNR2A mRNA

発現の増強を抑制する効果が見られた。NR2BmRNA発

現では大きな変化はみられなかった（図18b）。さらに，

ホルムアルデヒド曝露によるドーパミンD1とD2 mRNAs

の発現の増強は，MK－801投与により見られなくなった。

このことは，NMDA受容体の作用が，ドーパミン受容体
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作が加わると400ppbの濃度をピークとしたNGF産生の増

加が認められた。OVA抗原感作したマウス海馬の免疫

染色でも同様な結果が得られた（図19）。しかしながら

血中や肺胞洗浄液中のNGF産生は低下していた。脳内で

NGF同様に神経栄養因子として機能しているBDNFの産

生においては増強はみられなかった。NGF mRNAの遺伝

子発現では，80と400 ppbホルムアルデヒド曝露で有意

な増加が認められた。NGFの受容体であるTrk－Aと

BDNFの受容体であるTrk－BのmRNA発現を400ppbホル

ムアルデヒド曝露した海馬で調べると，Trk－A mRNAの

発現は顕著に増強したもののTrk－B mRNAの発現には有

意な差はみられなかった（図20）。

次に，NGFは神経系の発達や神経細胞の生存維持に関

与しており，アポトーシス＊３細胞死の制御に関連する分

子に影響を及ぼしている可能性が考えられた。アポトー
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の発現にも関連を持つことを意味している。さらに，転

写因子であるCREB1 mRNAの発現はホルムアルデヒド曝

露と抗原感作の併用で有意に増強したが，拮抗薬MK－

801投与はそれを抑制した。海馬においてはNR2AとD1

は直接の相互作用が報告されており，我々の結果はホル

ムアルデヒド曝露によるNMDA受容体への影響が抗原感

作により変化しD1の発現状態やシナプス内での転写因

子の働きに及ぶ可能性を示唆している。

NGFは，脳内ではアストロサイトなどから分泌され，

神経細胞の生存や分化に重要なタンパク質である。また，

アレルギー性炎症反応においても肥満細胞の活性化や炎

症細胞の遊走などにかかわっている。そこで，抗原感作

したマウスに低濃度のホルムアルデヒドを曝露して海馬

におけるNGFの産生をELISA法で測定した。ホルムアル

デヒドの曝露のみでは変化がみられなかったが，抗原感

図19 400ppbホルムアルデヒド曝露したマウス海馬における神経成長因子の免疫染色　OVA:卵白アルブミン
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図18 低濃度ホルムアルデヒド曝露と抗原感作したマウス海馬でのNR2A とNR2B遺伝子の発現変動とMK-801の効果　＊＊P<0.01

＊３細胞死の現象の一つ。遺伝子の働きによって，細胞質と核が凝縮・断片化して細胞が死滅する。
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図20 低濃度ホルムアルデヒド曝露したマウス海馬におけるTrk AとTrk B 遺伝子の発現の増加　＊＊P<0.01

図21 ＮＧＦとアポトーシスの関連

シスに関与するBcl－2ファミリー分子は，ミトコンドリ

アからのシトクロムC放出を制御することにより，アポ

トーシスの実行分子であるカスパーゼ３の活性を調節す

る。Bcl－2はシトクロムC放出を抑えてアポトーシスを抑

制する。反対に，BaxはシトクロムC放出を促してアポ

トーシスを促進する。培養神経細胞へのNGF添加はBcl－2

発現を増加させてアポトーシス細胞死を抑える一方，

NGFの枯渇はBaxの働きを増強してアポトーシス細胞死

を誘導することが知られている（図21）。

そこで，海馬におけるアポトーシス細胞死と海馬機能

に及ぼす400 ppbホルムアルデヒド曝露の影響をタンパ

クレベルで明らかにすることを目的として，OVA抗原

感作マウスおよび非感作マウスの海馬におけるBcl－2，

Bax， NR2AおよびNR2Bの発現に及ぼす低濃度ホルムア

ルデヒド曝露の影響をウェスタンブロット解析により検

討した。加えて，ホルムアルデヒド曝露とOVA感作に

よる海馬のアポトーシス細胞死への影響を検討するた

め，アポトーシス実行分子である活性化カスパーゼ３発

現細胞の定量免疫組織学解析を行った。

その結果，400 ppb ホルムアルデヒド曝露とOVA感作

群のBcl－2/Baxタンパク発現量比は，OVA感作対照群

（０ppb ホルムアルデヒド曝露）およびホルムアルデヒ

ド曝露非感作群の値よりも有意に高かった（図22）。一

方，ホルムアルデヒド曝露とOVA非感作群のBcl－2/Bax

タンパク発現量比の値は非感作対照群との間に有意な違

いはみられなかった。海馬の活性化カスパーゼ３免疫陽

性細胞は散在しており，その数は極めて少なかった。そ

して，活性化カスパーゼ３免疫陽性細胞数へのホルムア

ルデヒド曝露および卵白アルブミン感作の影響はみられ

なかった。NR2AとNR2B発現に関するウェスタンブロッ

ト解析の結果，海馬のNR2AおよびNR2B発現に及ぼすホ

ルムアルデヒド曝露とOVA感作の影響は認められなか

った。以上のように，卵白アルブミンによる免疫感作の

有無にかかわらず，マウス海馬のアポトーシス細胞死お

よびNMDA受容体タンパク発現に及ぼす400 ppb ホルム

アルデヒド曝露の影響はみられなかった。このことは，
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400 ppb ホルムアルデヒド曝露では細胞毒性はみられず，

海馬機能が維持されることを示唆している。前述のよう

に，400 ppb曝露はNR2AmRNAレベルを増加させる（図

６）。このmRNAの増加が，ホルムアルデヒド曝露下で

のタンパク発現レベルの維持に重要であると考えられ

る。卵白アルブミン感作マウスの海馬ではホルムアルデ

ヒド曝露によりBcl－2/Bax発現量比が増加した。Bcl－2は

アポトーシスを抑制し，反対にBaxはアポトーシスを促

進することから，低濃度ホルムアルデヒドによる細胞死

に対する海馬の防御機構が存在すると考えられた。

次に，本態性多種化学物質過敏状態と診断された患者

にアレルギー疾患の既往や合併が多いことがいくつか報

告されているので，揮発性有機化合物に対する過敏状態

の誘導に，免疫学的な過敏症としてのアレルギー反応と

共通性の高い生理学的メカニズムがかかわっている可能

性は無視できない。もし揮発性有機化合物に対する過敏

症の本態を神経系の記憶機能に由来する過敏反応ととら

えるならば，その病態生理学的な背景を調べるうえで，

免疫学的な記憶機能と神経学的な記憶機能との相互干渉

性についてあらかじめ検証しておく必要がある。この場

合の相互干渉性とは，免疫系，神経系の各記憶システム

が，たがいのシステムの機能に影響をあたえあう可能性

を意味している。

そこで，実験動物にアレルギーの状態を誘発して，そ

れが海馬の記憶機能にどのような影響をあたえるかを電

気生理学的手法で調べた。アレルギー誘発モデルとして，

OVA感作モデルマウスを用いた。マウスは８～12週齢

の雌C3H/HeNマウスを用いた。OVA感作群，対照群それ

ぞれ10匹を用いた。海馬の記憶機能の評価は，電気生理

学的手法で行った。その結果，OVA感作によって，海

図22 ホルムアルデヒド曝露マウスの海馬のBcl-2タンパク発現(A)，Baxタンパク発現(B)及びBcl-2/Baxタンパク発現量比(C)
＊P<0.05
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馬CA1領域のシナプス伝達効率の基底状態，およびLTP

の増大度に有意な変化は観察されなかった。400 ppbホ

ルムアルデヒド曝露を併用しても有意な差はみられなか

った。本研究より，免疫学的な記憶機能を活発に働かせ

て免疫学的な過敏状態へと生体を誘導した場合に，電気

生理学的にはその生体の神経学的な記憶機能は免疫学的

な変化の影響を受けにくく，免疫系の記憶機構は神経系

の記憶機構に対しての干渉性を持たないと考えられた。

以上，低濃度ホルムアルデヒド曝露による神経，免疫

系における記憶情報の蓄積について明らかになったこと

を図23にまとめた。なお，曝露期間中，くしゃみ様症

状が観察され，アレルギーモデルではより回数が増加し

た。海馬においては，シナプスの可塑性に重要なグルタ

ミン酸受容体NR2A遺伝子の発現は，低濃度ホルムアル

デヒド曝露で有意に増加しており，さらにドーパミン受

容体の発現増強も明らかとなった。また，低濃度ホルム

アルデヒド単独では免疫系の大きな情報伝達のかく乱は

認めなかったが，抗原刺激の付加による神経成長因子の

産生において増加や抑制が異なる組織で認められ，神経

―免疫ネットワークのかく乱作用が示唆された。しかし

ながら，タンパクレベルでの測定やLTPに関するCA1領

域での電気生理学的手法では変化はつかみきれていな

い。曝露終了からの時間差，あるいは抗原感作後の時間，

測定感度などまだつめなければならない問題はたくさん

残されているが，低濃度ホルムアルデヒド曝露が記憶形

成の機構に何らかのかく乱を生じた可能性が考えられる。

2.2.3 トルエン鼻部曝露による免疫記憶機能への新た

な影響解析

これまでは，低濃度化学物質の曝露による記憶機能へ

の影響評価ということで比較的長期間の曝露により研究

を行ってきた。しかしながら，より短期に，簡便な方法

で評価する必要性も高く，短時間の繰り返し曝露で，よ

り短期間に神経記憶系と免疫記憶系での情報伝達を評価

する方法の開発も重要と考えた。

そこで，鼻部曝露装置を用いより短期間での記憶機能

かく乱のための研究を行った。従来の感作性機能試験の

曝露条件を参考に，C3H/HeNマウスへトルエンの0，9，

90 ppm曝露を１日30分で３日連続行い，翌週から毎週１

回の割合で曝露を４回，７回，11回行い記憶機能のかく
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IgE, IgG1, IgG2aにおいて曝露による差はみられなかっ

た。７回の鼻部曝露では，総IgE抗体価は，トルエン曝

露群では濃度依存的に低下傾向がみられたが，OVA抗

原刺激を併用したトルエン曝露群では，濃度依存的に亢

進する結果を得た。抗原特異的なIgEとIgG1産生におい

ては，9 ppm トルエン曝露で有意な増加がみられたが，

90 ppmでは対照群と同じレベルであった（図25）。抗原

特異的IgG2a，および総 IgG2a抗体価では，変化がみら

れなかった。11回曝露では，総IgE, IgG1抗体価とも差は

みられなかったが，抗原特異的抗体価は上昇の傾向で，

抗原特異的IgG１抗体価は有意に増加したままであった。

神経栄養因子であるNGF量を血漿中で測定すると，ト

ルエンのみの曝露刺激では群間に差はみられなかった

が，OVA抗原刺激との併用では９ppmのトルエン曝露群

において有意な増加を認めた。脾臓における情報伝達に

かかわるサイトカイン遺伝子の発現では，OVA刺激と

トルエン曝露の併用でIL－4とIFN－γmRNAsの発現増強

がみられた。また，神経細胞や免疫細胞の成熟や増殖に

乱について解析した。また，獲得免疫系での記憶機能へ

の影響を検索した群では，曝露初日のOVA抗原とアラ

ム（アジュバンド）の投与，その後２週間おきにOVA

エアロゾル感作を行った。最終曝露の翌日に，ネンブタ

ール麻酔下で採血，肺胞洗浄，脾臓，嗅球，鼻組織の採

取を行った。肺胞洗浄液中のサイトカイン量はELISAキ

ットを用いて測定し，脾臓と嗅球でのサイトカイン

mRNAの発現はリアルタイムPCR法にて測定した。血漿

中の抗原特異的抗体価と総抗体価はELISA法により測定

した。

その結果，免疫系での情報の入り口である肺における

炎症性細胞の数について，肺胞洗浄液を集めて測定した。

総細胞数では変化はみられなかった（図24a）が，マク

ロファージの数では９ppmトルエン曝露群で有意な増加

が認められた（図24b）。マクロファージは異物情報を

最初につかんで，その情報をリンパ球に伝達し，抗体産

生系が始動する。記憶の最終産物としての血漿中の抗体

価においては，４回のトルエン鼻部曝露では血漿中の総
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かかわるケモカインであるCXCL12産生は，トルエン曝

露刺激では低下がみられたが，OVA抗原刺激が加わる

とトルエン濃度依存的に増加することが明らかとなっ

た。さらに，鼻部からのトルエン刺激情報が集まる嗅球

においては，トルエン曝露によりケモカインCCL2と

CCL3 mRNAsの発現が上昇し，特に抗原刺激が加わるこ

とにより前者の発現は有意に増加した（図26）。

以上，低濃度のトルエン鼻部曝露は，単独では免疫系

における情報の伝達には抑制的に作用する傾向であっ

た。しかしながら，抗原刺激との併用ではその情報の伝

達を増強する方向に作用し，神経系に関連する情報伝達

分子の動きも同様な傾向を示した。また，９ppｍのト

ルエン濃度をピークとした反応が観察された。

神経－免疫軸での情報交換におけるかく乱作用を調べ

るために，マウスを抗CD4抗体処理してTリンパ球の一

時的な欠損を誘導し免疫記憶の成立しない状態を作成し

た。トルエン曝露して神経成長因子や海馬でのサイトカ

インの産生について比較した。血漿中の神経成長因子

NGF産生はトルエン曝露で増加したが，リンパ球欠損マ

ウスでは増加がみられなかった。また，海馬における

IFN-γの産生はトルエン曝露による増加が見られたが，

トルエン曝露したリンパ球欠損マウスでは増加しなかっ
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た。ところが，海馬でのTNFα産生はリンパ球の欠損の

有無にかかわらず，トルエン曝露による増加が認められ

た。

以上の結果から，免疫記憶はトルエン曝露による神経

記憶の場での炎症反応の誘導においても関与しているこ

とが示唆された。

2.3 体内動態評価

2.3.1 脳内動態の解明

実験動物にトルエンを曝露した場合の脳内トルエン濃

度の測定については，トルエンを曝露した後，解剖して

脳を速やかに取り出し，ホモジナイズして有機溶媒で抽

出後，測定するという方法が報告されているが，この方

法では，同一個体を繰り返し測定することは不可能であ

る。また，トルエンが揮発性物質であるため，操作中の

トルエンの揮散は避け難く，MCSに関連するような数

ppmレベルの低濃度曝露の場合，解剖中の揮散などの誤

差は無視できない状況にある。一方，近年マイクロ固相

抽出法が開発され，その利用が広がっている。この方法

は，シリンジの先に担持された吸着剤に有機化合物を吸

着させ，熱脱着等の方法によりガスクロマトグラフで分

析するという迅速かつ簡易な手法である。

そこで我々は，脳を摘出することなく，Solid Phase

Microextraction（SPME）ファイバーを直接脳内へ挿入す

ることで脳内トルエンを吸着捕集する方法を開発した。

すなわち，カニューラをマウス脳内に挿入したまま頭蓋

に固定し，測定時にSPMEを挿入して覚醒下の動物の脳

内トルエンを非解剖的に直接検出する方法を開発した。

（１）トルエンの検出

試験に使用したSPMEファイバーは，StableFlex fiber

（10mm of length, 85 µm polydimethylsiloxane（PDMS）/

divinylbenzene（DVB）-coated, Supelco, Bellefonte, USA）

を使用した。SPMEは仕様書に従い，GCのインジェクシ

ョンポートにキャリアーガスを流しながら250℃で30分

以上加熱処理してから使用した。SPMEの前処理は各実

験の６時間前以内に行い，試験に使用するまでの間は加

熱処理したセプタムにファイバーの先端を刺し，活性炭

を入れたネジ口試験管内に保管した。実験ごとに同様に

処理したトラベルブランクSPMEを用意した。その値は

検出限界以下～0.025ngの範囲内であった。SPMEに捕集

したトルエンはGC/MSを用いて測定した。

（２）SPMEファイバーの選択

まず最初に，SPMEファイバーの選択を行った。予備

的に行った実験では，75 µm Carboxen/PDMSファイバー

（ファイバーコアはフューズドシリカ）を用いたが，マ

ウス脳内にファイバーを挿入中にマウスが動き，ファイ

バーが簡単に折損してしまった。今回の手法は無麻酔の

動物脳内から直接トルエンを吸着捕集する方法であるた

め，吸着剤部分のファイバーコアには曲げても折れにく

いStableFlexを使用する必要があった。StableFlexのファ

イバーは数種類市販されているが，前処理の温度が比較

的低くて済み，低分子の捕集に優れたPDMS/ DVBを選

択した。

（３）鼻部曝露濃度と海馬近傍トルエン量の関係

実験に供したマウスは，全ての実験終了後，脳を摘出

し，海馬CA1領域の20 µm厚の切片を作製し，顕微鏡で

カニューラの位置を確認した。図27にはその写真を示

す。ここに示したように，カニューラは海馬に挿入され

ており，SPMEはCA1近傍のトルエンを吸着しているこ

とが確認された。

鼻部曝露条件（トルエン濃度）と曝露終了直後におけ

るSPMEトルエン測定値の関係を図28に示す。曝露前の

SPMEトルエン測定値は0.07±0.05ng（n=7）であった。

0.9 ppmトルエン曝露直後に検出されたSPMEトルエン測

定値は0.04±0.02ng（n=6）となり，9 ppm曝露の場合に

は0.37±0.14ng（n=6），50 ppm曝露の場合に0.89±0.34

（n=6），90 ppm曝露の場合に1.39±0.50（n=6）であった。

0.9 ppm曝露の場合には，曝露前後における検出トルエ

ン量に差は確認されなかったが，9 ppm，50 ppmおよび

90 ppmのトルエンを鼻部曝露した場合には，曝露前後で

有意な差が認められ（p<0.05），曝露濃度の増加に応じ

図27 カニューラ跡の先端が海馬に位置している写真
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て海馬近傍からSPMEに吸着されたトルエン量は増大し

ていることが確認された。なお，得られたSPME測定値

が呼吸器経由であることを確認するため，人為的に呼吸

停止したマウスをコントロールとして同様に９ppmの鼻

部曝露に供したが，海馬近傍トルエン量は曝露前後にお

いて差が認められず，トルエン吸着量の上昇は認められ

なかった。以上のことから，海馬近傍から当該手法で検

出されたトルエンは，鼻部曝露で呼吸によって吸入され

たものが脳内に運ばれたものであるものと考えられた。

（４）曝露後の時間経過と海馬近傍トルエン量の関係

次に50 ppmのトルエンを鼻部曝露した場合におけるト

ルエン量の経時的変化について，SPMEによる吸着時刻

を独立して変えた実験を行った。得られた結果を図29

に示す。曝露直後にSPMEで採取測定した場合に0.89±

0.34 ng（n=6）であったのに対し，10分後に採取測定し

たマウスでは0.43±0.5ng（n=5），60分後に採取測定した

場合には0.10±0.12ng（n=6）となることが認められた。

60分後の採取測定では，SPME測定値は大幅に減少し，

非曝露群の場合（0.07±0.05ng）と同程度まで減衰して

いることが確認された。1700～5100 ppmのトルエンをラ

ットに鼻部曝露した場合の脳中トルエンの経時変化から

求めた半減期は56.2～69.9 minであると報告されている。

また，ラットに125から4000 ppmのトルエンを４時間吸

気曝露した場合の血中および脳内トルエン濃度の消長に

ついて，低濃度曝露の場合の方が半減期は短いことが示

されている。今回我々が行った50 ppmの曝露結果は，上

記のラットでの125ppmの曝露結果と近いものであった。

以上のように，本法は生きたままのマウス脳内トルエン

をSPMEを用いて検出した初めての報告である。

脳内の化学物質を非解剖的に検出する手法としては，

マイクロダイアリシスを用いた報告がある。このマイク

ロダイアリシスを用いてラットにトルエンを腹腔内投与

した場合の，脳内アセチルコリン濃度の変化を測定した

報告がある。この手法は，透析チューブへの吸着が少な

く，不揮発性である物質，すなわち極性化合物の測定に

は適しているが，トルエンのような揮発性の有機化合物

の測定には適さないものと考えられた。なお，今回開発

した手法の欠点としては，脳を摘出しないため，従来の

ような脳重量あたりのトルエン濃度を算出することには

不向きな点である。しかし，脳内での化学物質の消長，

すなわち半減期の算出などには有効な手法と考えられ

る。また，無麻酔で測定可能であるため，麻酔による影

響を除外した結果が得られやすいことや，トルエン吸着

時の僅かな時間（今回は２分間）以外の動物の拘束の必

要がなく，自由行動状態での飼育が可能であるなどの利

点もあり，脳内化学物質の消長と行動などの研究にも応

用可能であると思われる。

2.3.2 家屋内における揮発性物質の実測

近年，化学工業等の発展はめざましいものがあり，各
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種目的に応じた化学製品が生産され大量に使用されてい

る。これらの化学物質の種類も莫大な数にのぼっており，

住宅においても，様々な建築材料や家庭用品などが使わ

れている。建築材料から発散して室内空気中に含まれる

化学物質も多種類にのぼっている。また，省エネルギー

化に伴って，気密性の高い住宅が増加してきているため，

それらの室内空気中濃度が高くなる場合がある。さらに，

我々の生活のほとんどはこのような空間内で営まれてい

るため曝露時間も長くなっているものと考えられる。こ

のような状況下で，室内におけるある種の化学物質の曝

露が原因と思われるシックハウス症候群が健康影響問題

として現れてきている。

したがって，室内空気中の揮発性有機化合物の種類や

濃度およびそれらの曝露実態の把握や発生源の追及は，

当該疾病やその他の健康影響対策上極めて重要である。

一方，これまでに室内空気中の揮発性有機化合物の捕集

法としてはキャニスターによる捕集，吸着剤による捕集

などが主に行われているが，これらは採取容器が比較的

大型であったり，吸着剤のバックグラウンド揮発性有機

化合物量が高かったりするなどの難点が見受けられた。

そのため我々は，バックグラウンドの低い活性炭系の吸

着剤を入れたパッシブサンプラーを個人に携帯してもら

い個人曝露揮発性有機化合物濃度の測定に適用するなど

の検討を加えてきた。

今回は，最近の新築住宅の室内揮発性有機化合物の特

徴を調べるため，昨年新築された一戸建ておよび集合住

宅（マンション）の室内を対象に入居後から１ヵ月ごと

に１年間を通して，揮発性有機化合物を捕集しその挙動

を調べた。

（１）Uptake Rate および定量下限値

測定対象とした揮発性有機化合物33種に対するUptake

Rate （ng/ppb/hr）と，捕集時間を24時間と仮定した場

合の定量下限値（ppb）を表１に示してある。24時間捕

定量用 確認用
イオン イオン

脂肪族系化合物 ﾍｷｻﾝ
2, 4-ｼﾞﾒﾁﾙﾍﾟﾝﾀﾝ
ﾍﾌﾟﾀﾝ
ｵｸﾀﾝ
ﾉﾅﾝ
ﾃﾞｶﾝ
ｳﾝﾃﾞｶﾝ

芳香族系化合物 ﾍﾞﾝｾﾞﾝ
ﾄﾙｴﾝ
ｴﾁﾙﾍﾞﾝｾﾞﾝ
m, p-ｷｼﾚﾝ
o-ｷｼﾚﾝ
ｽﾁﾚﾝ
1, 3, 5-ﾄﾘﾒﾁﾙﾍﾞﾝｾﾞﾝ
1, 2, 4-ﾄﾘﾒﾁﾙﾍﾞﾝｾﾞﾝ
1, 2, 3-ﾄﾘﾒﾁﾙﾍﾞﾝｾﾞﾝ

有機塩素系化合物 ｸﾛﾛﾎﾙﾑ
1, 2-ｼﾞｸﾛﾛｴﾀﾝ
1, 1, 1-ﾄﾘｸﾛﾛｴﾀﾝ
四塩化炭素
1, 2-ｼﾞｸﾛﾛﾌﾟﾛﾊﾟﾝ
ﾄﾘｸﾛﾛｴﾁﾚﾝ
ﾃﾄﾗｸﾛﾛｴﾁﾚﾝ
ｸﾛﾛｼﾞﾌﾞﾛﾓﾒﾀﾝ
p-ｼﾞｸﾛﾛﾍﾞﾝｾﾞﾝ

エステル類 酢酸ｴﾁﾙ
酢酸ﾌﾞﾁﾙ

ケトン類 ﾒﾁﾙｲｿﾌﾞﾁﾙｹﾄﾝ
アルコール類 1-ﾌﾞﾀﾉｰﾙ
テルペン類 α-ﾋﾟﾈﾝ

ﾘﾓﾈﾝ

化学物質名 Uptake Rate 定量下限値 *
(ng/ppb/hr ) （ppb）

* 24 時間捕集の場合

157 156 19.56 0.13
143 157 18.97 0.10
143 141 19.79 0.22
143 157 19.89 0.18
143 157 10.07 0.14
143 157 18.70 2.52
143 157 14.49 2.84
178 177 17.10 0.48
191 192 10.77 0.15
191 106 10.03 0.46
191 106 19.80 0.25
191 106 19.39 0.17
104 103 15.39 0.48
105 120 19.40 0.18
105 120 18.52 0.18
105 120 18.57 0.20
183 185 13.51 0.19
162 164 11.43 0.09
197 199 13.88 0.06
117 119 15.08 0.13
163 162 11.71 0.08
130 132 14.19 0.04
166 164 15.87 0.08
127 129 19.65 0.06
146 148 19.00 0.18
161 143 19.82 0.73
143 156 17.31 0.30
143 158 19.17 0.11
156 143 19.18 0.31
193 169 11.13 0.14
168 167 18.59 0.11

表１　測定対象の32種のVOCと今回の検出下限値
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集の場合，ほとんどの物質は１ppb以下の濃度の測定が

可能であったが，デカンとウンデカンについては未使用

サンプラーのブランク値が高く，定量下限値は２ppb以

上と高かった。

（２）入居時の室内濃度

2003年１月に木造一戸建住宅（那珂郡）の最初のパッ

シブサンプリングを行った。測定結果を表２に示してあ

る。表２から，ヘキサン，ウンデカン，ベンゼン，トル

エン，ｐ－ジクロロベンゼン，酢酸エチル，メチルエチ

ルケトン，α―ピネンおよびリモネンの９種は10 ppb以

上の値を示し，比較的高濃度であることが認められた。

また，これらの揮発性有機化合物のうちトルエンおよび

α―ピネンは100 ppbを越える場合があること，換気の

吹き出し孔の近辺にあるキッチンではリビングやベッド

ルームでの測定値に比べて，幾分低い値を示すことなど

が明らかとなった。

今回測定した揮発性有機化合物32種のうち厚生労働省

が室内濃度指針値を定めている揮発性有機化合物は５種

類（キシレンはo－，m－，p－の合計を１種類とする）

であったが，指針値を越えていた揮発性有機化合物は，

トルエン（指針値70 ppb）および p－ジクロロベンゼン

（指針値40 ppb）であった。また，これらの室内揮発性

有機化合物濃度に比べて屋外の揮発性有機化合物濃度は

極めて低く，ほとんどの測定物質が定量下限値以下であ

った。屋外空気から検出された物質は数種（p－ジクロ

ロベンゼン，酢酸ブチル，α―ピネンおよびリモネン）

認められたが，これらの濃度は室内でも比較的高い濃度

を示しており，室内揮発性有機化合物の一部が室内の換

気により軒下に設置したパッシブサンプラーに影響を与

えたものと思われた。

（３）一戸建住宅における室内揮発性有機化合物濃度の

月別変化

一戸建住宅の揮発性有機化合物濃度測定において，入

居時に室内濃度指針値よりも高い濃度を示すものが認め

られたことから，同じ捕集地点で定期的（１回/月）に

揮発性有機化合物を吸着採取し，それらの経時変化を調

化合物 リビング キッチン　 ﾍﾞｯﾄﾞﾙｰﾑ(2F) 室内平均値 屋外1 屋外2 屋外平均値
ﾍｷｻﾝ 112.0 N.D. 111.24 116.60 N.D. N.D. N.D.
2,4-ｼﾞﾒﾁﾙﾍﾟﾝﾀﾝ 110.67 N.D. 110.78 110.73 N.D. N.D. N.D.
ﾍﾌﾟﾀﾝ 1N.D. N.D. 1N.D. 1N.D. N.D. N.D. N.D.
ｵｸﾀﾝ 112.95 10.42 113.55 112.31 N.D. N.D. N.D.
ﾉﾅﾝ 112.67 N.D. 1N.D. 1b2.67 N.D. N.D. N.D.
ﾃﾞｶﾝ 1N.D. N.D. 1N.D. 1N.D. N.D. N.D. N.D.
ｳﾝﾃﾞｶﾝ 190.0 14.3 187.7 164.0 N.D. N.D. N.D.
ﾍﾞﾝｾﾞﾝ 118.12 N.D. 110.4 119.26 N.D. N.D. N.D.
ﾄﾙｴﾝ 158 23.2 188 123 N.D. N.D. N.D.
ｴﾁﾙﾍﾞﾝｾﾞﾝ 112.54 N.D. 112.58 112.56 N.D. N.D. N.D.
m､p-ｷｼﾚﾝ 114.05 10.77 114.38 113.07 N.D. N.D. N.D.
o-ｷｼﾚﾝ 1v2.10 10.40 112.34 111.61 N.D. N.D. N.D.
ｽﾁﾚﾝ 1v1.41 N.D. 1N.D. 111.41 N.D. N.D. N.D.
1,3,5-ﾄﾘﾒﾁﾙﾍﾞﾝｾﾞﾝ 1v1.44 10.38 111.59 111.14 N.D. N.D. N.D.
1,2,4-ﾄﾘﾒﾁﾙﾍﾞﾝｾﾞﾝ 1v2.3 10.5 112.3 111.73 N.D. N.D. N.D.
1,2,3-ﾄﾘﾒﾁﾙﾍﾞﾝｾﾞﾝ 110.90 N.D. 110.97 110.93 N.D. N.D. N.D.
ｸﾛﾛﾎﾙﾑ 111.34 N.D. 1N.D. 111.34 N.D. N.D. N.D.
1,2-ｼﾞｸﾛﾛｴﾀﾝ 110.17 N.D. 110.24 110.21 N.D. N.D. N.D.
1,1,1-ﾄﾘｸﾛﾛｴﾀﾝ 110.15 N.D. 110.18 110.17 N.D. N.D. N.D.
四塩化炭素 1N.D. N.D. 1N.D. 1N.D. N.D. N.D. N.D.
1,2-ｼﾞｸﾛﾛﾌﾟﾛﾊﾟﾝ 1N.D. N.D. 110.22 110.22 N.D. N.D. N.D.
ﾄﾘｸﾛﾛｴﾁﾚﾝ 110.19 N.D. 110.21 110.20 N.D. N.D. N.D.
ﾃﾄﾗｸﾛﾛｴﾁﾚﾝ 1N.D. N.D. 110.16 110.16 N.D. N.D. N.D.
ｸﾛﾛｼﾞﾌﾞﾛﾓﾒﾀﾝ 1N.D. N.D. 1N.D. 1N.D. N.D. N.D. N.D.
p-ｼﾞｸﾛﾛﾍﾞﾝｾﾞﾝ 180.8 11.6 157.5 149.9 N.D. 0.33  1-
酢酸ｴﾁﾙ 116.3 N.D. 113.72 110.02 N.D. 6.24 1 -
酢酸ﾌﾞﾁﾙ 1N.D. N.D. 1N.D. 1N.D. N.D. N.D. N.D.
ﾒﾁﾙｴﾁﾙｹﾄﾝ 116 12.8 116 111.59 N.D. N.D. N.D.
ﾒﾁﾙｲｿﾌﾞﾁﾙｹﾄﾝ 117.47 1.11 117.19 115.26 N.D. N.D. N.D.
1-ﾌﾞﾀﾉｰﾙ 113.22 1.21 112.49 112.31 N.D. N.D. N.D.
α-ﾋﾟﾈﾝ 115 18.6 123 185.27 0.25 N.D. 1 -
ﾘﾓﾈﾝ 135.5 16.59 126.6 122.87 ND 0.42 1 -

表２　2003年１月の那珂郡の木造一戸建て住宅内およびその屋外での測定結果の例（単位 : ppb）
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べることとした。

得られた結果を図30（a,b,c,およびd）に示した。なお，

この図には１階のリビングおよびキッチンと２階のベッ

ドルームでの測定結果の平均値を測定物質群に分けて示

してある。図30から脂肪族系化合物７種のうちワックス

などに含まれているウンデカンが入居初期に64 ppbの高

い濃度を与えたが，経時的に減少する傾向にあった。ま

た，図30bの芳香族系化合物９種のうち，トルエンは入

居時に高い濃度（123 ppb）を示したが，５月に若干高

い値（75 ppb）を与えたものの月ごとに減少する傾向が

認められた。

図30cに示す有機塩素系化合物では，測定した９種の

うち p－ジクロロベンゼンは極めて高い濃度（約320 ppb）

を６月に与え，それ以降は月ごとに急な減少傾向を示し

た。この原因として６月の衣替え時期に p－ジクロロベ

ンゼンを含んだ防虫剤が使用された可能性が高い。

図30dには，エステル，ケトン，テルペン，アルコール

類など７種類の測定結果を示してある。これらの化合物

のうち，木材に含まれるα－ピネンが高い値を示した。

輸入パイン材を多く使用した住宅であったため，入居時

（１月）には高い値を示したが，その後，低下し，常時

換気設備をOFFとしていた５月に幾分高い値を示した

が，それ以降は月ごとに減少する傾向が認められた。

（４）集合住宅における室内揮発性有機化合物濃度の月

別変化

集合住宅においても月ごとの定期的な測定を行った。

得られた結果を図31（a,b,c,およびd）に示してある。

図31aから，脂肪族系化合物７種のうち比較的高い濃度

を示したものは，ワックスなどに使用されるノナン，デ

カンおよびウンデカンであった。一戸建住宅のウンデカ

ンは入居初期に高い濃度を示し，その後低下する傾向を

示したが，集合住宅の今回の場合は当該成分以外にノナ

ンやデカンも加わり，測定月後半からの濃度が少しずつ

上昇する傾向を示した。

図31bの芳香族系化合物９種のうち高い濃度を示した

のはトルエン，1,2,4－トリメチルベンゼン，m,p－キシ

レン，およびエチルベンゼンであった。このうちトルエ

ンおよび1,2,4－トリメチルベンゼンは入居時（４月）に

高い値を示し，それ以降低下する傾向にあった。トルエ

ンについては１月，２月および３月期に若干高くなる傾

向も認められた。この2種の揮発性有機化合物の挙動に

比べて，m,p－キシレンの場合は入居時には低い濃度を

示していたにもかかわらず，12月，１月，２月とその濃

度が上昇し，トルエンの初期濃度を上回る濃度を示すよ

うになった。一方，図31cの有機塩素系化合物の９種は

いずれも低い濃度で推移することが認められた。特に，

一戸建ての測定で高い濃度を示した p－ジクロロベンゼ

ンは，ほかの有機塩素系化合物の濃度とほとんど変化せ

ず当該化合物を含む防虫剤等は使用されていないものと

考えられた。
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図30 一戸建住宅におけるVOC濃度の経時的変化（平均値）
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図31dには，７種のエステル，ケトン，テルペン・ア

ルコール類の濃度を示してある。これらの化合物のうち

高い濃度を与えた物質は２種あり，有機溶剤として用い

られるメチルエチルケトンと木材成分であるα－ピネン

であった。これら２種は入居時（４月）には高い値を示

したものの経時的に大きく減少する傾向があることなど

を認めた。

今回の新築住宅室内の揮発性有機化合物の濃度測定結

果から，完成時において高い濃度を示した物質が月ごと

に減少する場合や別の要因，例えば防虫剤の使用などに

よりその濃度が高くなる場合があることなどが認められ

た。また，同時期の新築住宅であっても，その汚染揮発

性有機化合物の種類や濃度変化が大きく異なることが明

らかとなった。さらに，これらの住宅を利用する時間な

どは個人のライフスタイルによっても大きく異なること

が考えられる。

したがって，揮発性有機化合物の挙動とそれらへの曝

露状況とシックハウス症候群発症の問題性などを視野に

入れた調査を進めると共に，当該疾病の原因物質が明ら

かになるまでは揮発性有機化合物種の検索幅をさらに広

くしたような検討を進めていく必要がある。

2.3.3 嗅球・海馬における記憶機能の新たな評価手法

の開発

（１）光学的イメージングによる神経活動モニター手法

低濃度の揮発性有機化合物を吸入する時の嗅覚系での

脳神経の神経活動をリアルタイムにモニターする手法の

開発を試みた。一般に神経活動のモニター手法としては，

神経活動由来の電気信号を直接に検出する方法と，神経

活動に由来する細胞レベルの変化を光学信号に変換して

間接的に記録する方法に大別されるが，本研究では，後

者の光学的イメージングを実施した。光学的イメージン

グではin vitro（脳スライス，摘出脳）計測とin vivo計測

のいずれにおいても適用されるが，本研究では揮発性有

機化合物の曝露を計測系にくみこむ必要があるために，

in vivo計測を選択した。

本研究では，神経活動をモニターするうえで二種類の

蛍光色素（膜電位感受性色素；Voltage-sensitive dye

（VSD），およびカルシウム・プローブ）を用いた。VSD

は，神経細胞の細胞膜に取りこまれて，膜電位に応じて

蛍光を出す特性を変化させるので，神経細胞の電気的活

動（おもには樹状突起由来の集合電位の変化）をモニタ

ーできると考えられている。

カルシウム・プローブは細胞内Caイオンの濃度を反

映して蛍光強度を変化させるので，おもに神経の軸索終

末からの神経伝達物質の放出に先立つCaイオン流入を

モニターできると考えられている。

VSDイメージングに関しては，VSDの蛍光強度の変化

がきわめて小さいという難点があるが，近年のイメージ

ング素子（CCD，CMOS）の機能の向上により，膜電位

のミリ秒単位の変化を高い空間分解能でモニターする手
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図31 集合住宅におけるVOC濃度の経時的変化（平均値）
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法として，脳神経科学の分野でしばしば実施されるよう

になっている。Caイメージングに関しては，Caプロー

ブの蛍光変化が神経の電気的活動よりも時間的に遅れる

という欠点を持つが，VSDと比べて感度がきわめて高い

という利点がある。

１）実験手技

８～12週齢のC3H雄マウスを用いた。

各種麻酔薬（①ネンブタール，②ウレタン，③ケタミ

ン ＋ キシラジン）の腹腔内投与による麻酔をマウスに

ほどこしたうえで，マウスの頭蓋を傾斜式脳定位固定装

置（Narishige, SR－50）に固定した。海馬イメージングの

場合は，まず片側の大脳皮質を露出させ，海馬の背側に

位置する大脳皮質（頭頂葉，および側頭葉と後頭葉の一

部）を剥離して海馬背側面を露出させた。この露出面を

蛍光プローブ溶液で浸し，45分～１時間の染色を行っ

た。

人工脳脊髄液での洗浄後，イメージング・システム

（後述）を用いて，ハロゲン光照射による蛍光の変化を

１～６秒間計測した。VSDにはDi-4-ANNEPS，または

RH－795を用いた。CaプローブにはRhod－2を用いた。

本計測では，脳に負荷する刺激として電気刺激とトル

エン吸入刺激を用いた。電気刺激の場合，電極はステン

レス製の同心双極電極（直径120 µｍ）（FHC社，CB－

APC75）を用い，持続200 µ秒／振幅100 µＡの矩形波電

流を１パルス与えることで行った。電気刺激の場合は刺

激のタイミングを厳密に制御できるので，原則として電

気刺激時の計測では，データ収集を数回～数十回くりか

えして加算平均をとる方法を採用した。さらにVSDイメ

ージングの場合には，マウスの胸部より誘導した心電図

でR波を検出し，それを計測開始のトリガーとして１回

の計測のタイミングをあわせ，刺激ありの画像から刺激

なしの画像を差しひいたものを１回の計測として，それ

を加算平均した。この方法により，拍動にともなう脳の

機械的振動に由来する光学的ノイズを低減させた。

一方，トルエン刺激の場合は，定位脳固定装置に固定

されたマウスの鼻先に鼻アダプターを装着し，その側面

に簡易式鼻部ガス曝露装置（後述）を接続させて，ガス

を吸入曝露させた。トルエン曝露時の計測では，胸郭の

呼吸運動をひずみゲージでモニターしながら，蛍光変化

を１回ごとに計測した。

２）簡易式鼻部ガス曝露装置

２個の小型電磁弁ではさまれた部分に空気とトルエ

ン・ガスとの２流路を設置し，デッド・ボリュームを極

力小さくした２ガス切り替え式の噴き出し口を作製し

た。トルエン・ガスは，流路の小型チャンバ内にトルエ

ンを染ませた綿球を入れた状態で自然拡散により作製し

た。通気は電磁弁の上流でペリスタ・ポンプを用いて行

い，３m l／秒の流速を維持してマウスの鼻先のアダプ

タ内にガスを流入させた。電磁弁の開閉はイメージング

用ハードウェアからのデジタル信号で制御し，計測中の

任意のタイミングでガスの切り替えができるようにし

た。

３）結果：VSD イメージングー電気刺激時の海馬イ

メージング

先に述べた通り，各計測は心拍に同期させてスタート

し，刺激ありの計測（計測A）と刺激なしの計測（計測

B）を交互にくりかえし，１サイクルごとに｛画像A －

画像B｝を計算し，計10～20回のサイクルの加算平均に

より，最終的な画像を作成した。

その結果，海馬と同側の嗅球への刺激，および海馬台

の深層（海馬の歯状回への入力繊維が走る部分）への刺

激によっては，海馬の興奮を可視化することはできなか

った。

一方，海馬の歯状回への刺激後のCA3領域の興奮

（図32），ならびに，CA１領域への刺激後の海馬台領域

の興奮（図33）を可視化することには成功した。

しかしながら，トルエン吸入時の海馬画像を観察した

が，吸入のタイミングに一致した海馬背側面における電

位振動は観察されなかった。また，トルエン吸入の初体

験マウスと訓練マウスとで結果を比較したが，差異は認

められなかった。

４）カルシウムイメージング

海馬台への電気刺激によるCA3領域の興奮を可視化す

ることができた（図34）。VSDによる蛍光像は予想して

いた以上にその変化の幅がせまく，十分に感度の高い画

像を得ることはできなかった。今回の計測では，トルエ

ンの吸入を刺激とした場合には単一計測モードを選択す

る以外になく，神経興奮を画像としてとらえることはで

きなかった。一方，電気刺激による海馬の興奮の可視化

には一部成功した。ただし，その成功例のいずれの場合

も，基本的な海馬内神経回路（すなわち海馬の長軸に対

する横断面方向での回路）の下流の部分において，VSD

イメージングでは１個のシナプス，Caイメージングで

は１～２個のシナプスを介した興奮伝播がとらえられた
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にとどまった。

（２）オペラント学習法による匂い弁別能評価手法

においが記憶と結びつきが深いことは，経験的には誰

もが知っていることである。嗅覚系の特徴として，対象

物を認知するという神経の情報処理機構とともに，対象

物と情動を結びつける神経機構と強く結びつくことが挙

げられる。嗅覚は，体調の悪いときに一度だけ嗅いだに

図33 海馬のCA１領域刺激後のVSDイメージング像２
左より，刺激前の蛍光像，模式図，刺激後の蛍光像

図34 海馬のカルシウムイメージング像

図32 海馬の歯状回領域刺激後のVSDイメージング像１
左より，刺激前の蛍光像，模式図，刺激後の蛍光像
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おいを，後日再び嗅ぐと体調の悪かったときの嫌悪的な

感情が喚起される，といった強い結合を示す。これらの

情動は，まさににおいと記憶によるものといえるが，ヒ

トの情動あるいはにおいと記憶との関係に関する神経機

構は，ほとんど解明されていない。

本実験では，オペラント学習試験法＊４を用いてマウス

に行わせ，“においなし”に対しても“においあり”と

同様にレバーを押す反応を学習させた。はじめに，左右

二ヵ所にレバーが付いたオペラント実験箱（図35）の

中にマウスを入れ，あるにおいを刺激として提示し，

“においあり”と“においなし”を弁別する訓練を行っ

た。マウスには，“においあり”の場合はどちらか一方

のレバーを，“においなし”の場合は反対側のレバーを

押すことを要求した。“においあり”および“においな

し”に対するレバー押しが正解であれば報酬としてエサ

を与えた。弁別訓練が終了したあと，（a）新たなにおい

刺激を加え，“においあり”刺激を２種類に増やした。

弁別訓練で学んだにおい刺激と新奇のにおい物質両方に

対して，マウスが“においあり”のレバー反応を示すか

どうか（カテゴリー化できるか）を検討した。さらに，

（b）カテゴリーが構成されたあとに，第３のにおい物

質を加えてテストを行った。カテゴリー化が生じていれ

ば，第３のにおい刺激に対しても迅速に“においあり”

との判断が生じることが予想される。カテゴリー学習し

た動物を有害化学物質のにおい判定に使用することを想

定し，第３のにおいには有害化学物質の一つとされるリ

モネンを使用した。

１）方法

10週齢のオスのマウス（C3H）５匹を使用した。にお

い刺激として，コーヒー（インスタントコーヒー５gを

100 mlに溶解したもの，通常飲料として摂取する適度な

濃度である），ペースト状チーズ（スプレー缶に入った

チェダーチーズ，市販品），リモネン（10 mlの蒸留水に

スポイトで５滴たらしたもの）を使用した。1.5 mlのサ

ンプルチューブの底部ににおい物質をスポイトで１～２

滴たらしうえから綿花でふさぎ，視覚が手がかりになら

ないようにチューブ全体を紙で覆った。においなしのチ

ューブ（綿花のみ）も作成した。左右に二つのレバーが

ついているオペラント実験箱を使用し，マウスににおい

の有無によりレバーを区別して押すことを学習させた。

はじめに，インスタントコーヒーを提示し，においのな

い状態との弁別訓練を行った。マウスをオペラント実験

箱に入れ，訓練試行開始の合図（箱内のランプ点灯）後

に所定の位置にチューブを置いた。マウスに対しチュー

ブのにおいを嗅ぎ，においがある場合（正刺激）は“に

おいあり”レバーを，においがない場合（負刺激）はも

BA

レバー� 右レバーを押すマウス�

図35 オペラント実験箱
（Ａ側面より　Ｂ真上より）

＊４動物が自発的に環境に働きかけた結果，好ましい結果が得られた場合はその行動は強められ，逆に好ましくない結果であった場合に
はその行動は弱められるという性質を利用し，行動の変化をさぐる試験法。
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う一方のレバーを押す訓練を行った。においの有無をレ

バー押しで正しく判断した場合は報酬として14mgのエ

サ粒を与えた。不正解の場合は報酬なしで合図ランプが

消えて試行終了とした。２秒後再び試行開始のランプを

点灯し，次の試行を開始した。弁別訓練はコーヒーを正

刺激とし，正刺激と負刺激を各50試行ずつランダムに提

示した。弁別訓練は１日100試行を週５日間行った。次

に，正と負の刺激に加えてチーズを導入した。コーヒー

とチーズは各15試行，負刺激は30試行ランダムに提示し

た。最終の弁別テストとしてさらにリモネンを加え，コ

ーヒー，チーズ，リモネンを各10試行，負刺激を30試行

ランダムに提示し，実験を終了した。正答率が連続して

２日間75％になった時点を学習成立とみなし，次の段階

に進む，あるいは実験終了の基準とした。

２）結果

図36に，弁別訓練（A），カテゴリー学習訓練（B）

および弁別テスト（C）の結果を示した。左からコーヒ

ーとにおいなしの弁別訓練，次の19日間がコーヒーおよ

びチーズのカテゴリー学習訓練，最終の９日間がリモネ

ンの弁別テストにおける正答率を示している。弁別訓練

では基準（２日連続で75％以上の正答率）を満たすまで

に８日間を要した。訓練の初日と最終日（p=0.026）お

よび２日目と最終日（p=0.041）正答率に有意差が認め

られた。弁別訓練の２日までの正答率は50％であり，弁

別が成立していないため正と負刺激に対応するレバーを

区別せずに押している。その後，４日目には正答率が

75％に達し，急激に弁別が成立しつつあることが示唆さ

れる。ラットを使ったGo－NoGo法＊５によるにおいの弁別

実験においても，１日80試行を行った４日目から正答率

が上昇している。

においに対する弁別学習の成立には，一定の試行数を

必要とし，その後急速に弁別学習が成立する経過が考え

られる。次に新奇な刺激としてチーズを提示したところ，

正答率が減少し，再び基準に達するまでに19日間を要し

た。この結果は，単純な２種類の弁別とカテゴリー学習

の成立過程が異なり，カテゴリー学習においては徐々に

新奇刺激を“においあり”としてカテゴリー化していく

経過が予想される。しかしながら，最終的にはチーズに

対しても“においあり”レバーを押すようになり，にお

いを刺激とするマウスのカテゴリー学習が成立したとい

える。次のリモネンの弁別テストは，９日間で弁別学習

が成立し，この結果は，カテゴリー学習がいったん成立

図36 コーヒー，チーズを用いた弁別・カテゴリ-訓練およびリモネン弁別テストにおける正答率
コーヒーとにおいなし弁別訓練（a），コーヒーおよびチーズのカテゴリー学習訓練（b） および
リモネンを導入したコーヒー，チーズ，リモネンの弁別テスト（c） の正答率。１セッションの
値は，各動物の正答率の平均±標準誤差を示す。

（a） （b） （c）

＊５２種類の刺激を提示し，ある刺激のときにはレバーやボタンに対して反応する （Go反応）ことを要求し，正解すれば報酬としてエ
サを与える。もう一方の刺激を提示したときには，反応をしない（NoGo反応）ことを要求する。通常NoGo反応に対しては正解であ
っても報酬は与えない。刺激によって動物が反応する（Go）か反応しない（NoGo）かで，行動を評価する手法。
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すればたとえ新奇な刺激が加えられても単純な弁別学習

とほぼ同じ長さで弁別が可能になることを示唆するもの

である。

図37は，弁別テストに使用されたにおい刺激（コー

ヒー，チーズ，リモネン，においなし）の個別の正答率

を示している。個別の正答率は，弁別テストのもとでの

（個別のにおい刺激に対する正答数）÷（そのにおい刺

激の提示回数）×100で算出した。チーズは，弁別テス

トの９日間全てにおいて，また，コーヒーも初日を除く

全てにおいて75％の正答率を示した。一方，リモネンは

単純な弁別訓練と同じ日数で弁別が成立しているもの

の，テスト３，５，６日目の正答率はコーヒーおよびチ

ーズよりも有意に低く（p<0.05），ゆっくりした学習過

程を示した。“においなし”刺激は弁別テストの４，５

日目の正答率がコーヒーおよびチーズの正答率よりも有

意に低くなった（p<0.05）。「弁別する刺激がない」とき

に反応を喚起させることは動物実験では非常に難しいこ

ととされており，今回負刺激に対する正答率がほかの刺

激と比べて低いことも同様の状況であると思われる。弁

別テストにおいては，新奇刺激であるリモネンに対し

“においなし”という誤反応が生じるだけではなく，“に

おいなし”についても“においあり”のレバーを押す間

違いが生じていた。また，いったんリモネンを“におい

あり”とカテゴリー化すると“においなし”の反応も続

いて安定する現象が認められた。以上の結果から，一般

的なにおい混合物で弁別訓練を行ったマウスは，単一の

におい物質に対しても比較的短時間で弁別するようにな

ることがわかった。

（３）In vivo マイクロダイアリシス（微量透析）法を

用いた神経伝達物質評価手法

トルエンは記憶機能に影響する神経毒性を生じる化学

物質の１つである。学習行動は非常に面白い高次脳機能

で，海馬は学習と記憶に重要な脳の領域の１つであり，

神経伝達物質のグルタミン酸塩は，学習と記憶には不可

欠である。そこで，本研究の目的は，海馬における神経

伝達物質であるグルタミン酸を測定するためin vivo マイ

クロダイアリシス法をマウスモデルで確立することであ

る。

８週齢のBALB/c 雄マウスに，麻酔下で，海馬にガイ

ドカニューレを植え込み，ダイアリシスするまでに，

stylet（ダミープローブ）を入れておいた。測定日には，

styletをマクロダイアリシスプロープに交換し，ポンプ

からartificial cerebrospinal fluid（人工脳脊髄液）を流し

た。３時間の安定後還流液を30分ごとに採集した。そし

て，正常マウスにトルエン（150, 300 mg/kg）を腹腔内

投与し，海馬内灌流液を採集し，グルタミン酸産生につ

いてHPLC 法で測定した。

その結果，トルエンの腹腔内投与30分後にマウスの海

馬におけるグルタミン酸のレベルの急速な増加が認めら

れた（図38）。 また，他のアミノ酸神経伝達物質の測定

で，GABAとグリシンでは変動がみられなかったが，タ

ウリンのレベルの増加が認められた。

鼻部曝露，あるいは全身曝露装置とin vivo マイクロダ

イアリシス法を組み合わせることにより，リアルタイム

0

25
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75

100

1 2 3 4 5 6 7 8 9

なし� コーヒー� チーズ� リモネン�

図37 弁別テストにおける各刺激の正答率
４種類のにおい刺激（コーヒー，チーズ，リモネン，に
おいなし）の弁別テストでの正答率。それぞれのにおい
刺激の１セッションの値は，各動物の正答率の平均±標
準誤差を示す。

図38 トルエン投与による海馬内のグルタミン酸(A)とタウ
リン(B)の増加
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で海馬における神経伝達物質の動きと化学物質の曝露に

よる体内動態との関連，繰り返し曝露や連続曝露での神

経伝達物質の動き，あるいは，情報伝達回路との関連に

ついて新たな知見を提供できると考える。

In vivo マイクロダイアリシス法は，先のSPMEと組み

合わせると生きたままリアルタイムの神経伝達物質の動

きと化学物質の体内の濃度とを測定でき，化学物質の濃

度と神経伝達の情報の動きとの関連を解析する上で新た

な手法として展開できる。

2.4 まとめと今後の展開

本特別研究により以下のことが明らかとなった。

・海馬における興奮性アミノ酸の神経伝達回路は，シ

ナプスの可塑性，記憶・学習機能，細胞生存などに

重要な役割を果たしており，中でもNMDA受容体サ

ブユニットであるNR2AとNR2Bの機能は学習行動や

シナプスの長期増強に密接に関連している。低濃度

ホルムアルデヒド曝露の結果，海馬におけるNMDA

受容体サブユニットの発現が有意に増加することを

明らかにした。さらに，アレルギーモデルマウスに

ホルムアルデヒド曝露を行った結果，OVAの刺激

単独でも，NR2A mRNAの発現増強に働くことが明

らかとなった。一方，ドーパミンの受容体である

D1とD2 ｍRNAｓの発現では，ともに曝露による有

意な増加を明らかにした。したがって，ホルムアル

デヒド曝露により海馬におけるNR2A，D1とD2

mRNAの発現に変化がみられたことは，低濃度，長

期のホルムアルデヒド曝露が恒常的な記憶形成機構

に変調を生じた可能性を示唆している。

・低濃度ホルムアルデヒド曝露による嗅細胞からの情

報伝達系である嗅球，扁桃体でのGABAニューロン

の活性化，ドーパミンニューロン系への作用を明ら

かにした。また，海馬からの情報交換の場でもあり

ストレス応答領域である視床下部において，ホルム

アルデヒド曝露がそのホルモン情報伝達にもかく乱

を生じることを明らかにした。これらの結果は，嗅

覚からの化学物質曝露による刺激反応が，神経伝達

物質を介した情報伝達系を修飾して扁桃体，海馬，

視床下部などの大脳辺縁系に影響を及ぼし，また，

海馬からの扁桃体と視床下部への情報伝達が修飾さ

れ，記憶情報回路にかく乱作用を生じている可能性

を示唆している。

・低濃度のトルエンの長期曝露は，マウス海馬で

NMDA受容体サブユニットNR2Bの発現増強を介し

て細胞内情報伝達網のアップレギュレーションを引

き起こすことを明らかにした。

・低濃度長期のホルムアルデヒド，あるいはトルエン

の曝露は，それのみで免疫記憶系の情報伝達や抗体

産生機能には顕著なかく乱作用を示さなかったが，

抗原刺激の付加による神経成長因子の産生において

は異なる組織で変動を認め，神経―免疫ネットワー

クのかく乱作用を誘導していることが明らかとなっ

た。さらに，低濃度のトルエン鼻部曝露は，抗原刺

激が加わると免疫記憶の産物であるTh2タイプ優位

の抗体産生を増強することを明らかにした。

・揮発性化学物質の体内動態に関して，SPMEを用い

て脳内での揮発性物質を簡便に，短時間で検知する

手法を開発できた。同時に，生存している個体の脳

内での神経伝達物質の変動の検知にも成功した。ま

た，揮発性化学物質のにおいを弁別するマウス行動

モデルが作成できた。

以上の成果から，低濃度におけるホルムアルデヒド，

あるいはトルエン曝露は曝露期間の長期化により嗅覚か

らの情報伝達回路を介して海馬の記憶にかかわる機能分

子の活性化をみちびき，ストレス反応系としての視床下

部，下垂体でのホルモン分泌系のかく乱を生じると考え

られ，動物の学習・行動にもなんらかの変化がもたらさ

れている可能性が考えられる。

本研究で，これまで報告の見られていない低濃度のホ

ルムアルデヒド，あるいはトルエンの曝露によりその情

報伝達の経路，および情報の蓄積について解析した結果，

神経―免疫軸で記憶機能のかく乱作用が認められたの

で，このメカニズムの解明や明らかになった影響指標を

用いたヒトでの健康リスク評価に結びつけるための感受

性要因についての研究が今後は重要と考える。さらに，

免疫系の刺激が神経系の海馬や視床下部での機能に影響

する情報を伝えることが明らかになったことから，環境

中の生物因子と化学物質とがストレスとして増悪影響を

及ぼす研究を発展させる必要性が考えられる。

においに関する動物行動モデル作成に時間がかかり，

モデルでのにおい閾値の検証はできなかったが，低濃度

曝露の学習行動への影響の検証は今後必要と考える。脳

内での化学物質による情報伝達のかく乱が，どのように
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学習・行動に結びつくかヒトへの影響を評価する上でも

貴重な知見が得られる可能性があり興味ある研究課題で

ある。

化学物質の体内動態，とくに吸入曝露による動態を調

べる上で，これまで困難であった揮発性の化学物質を簡

便にとらえる方法が開発できたことから，ヒトへの応用

についてもさらにこの分野の研究を展開すべきと考えて

いる。
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Tin-Tin-Win-Shwe，山元昭二，藤巻秀和：マウスにおけるナノ粒子の気管内投与が自然免疫反応に及ぼす影響，第45

回大気環境学会年会，秋田，2004.10，同講演要旨集，557
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藤巻秀和，掛山正心：アレルギーモデルマウスへの低濃度ホルムアルデヒド曝露による海馬グルタミン酸受容体遺伝

子の発現変動，第34回日本免疫学会総会，札幌，2004.12，同学術集会記録，106

中島大介，Tin-Tin-Win-Shwe，掛山正心，藤巻秀和，後藤純雄：VOC曝露測定技術，低濃度揮発性化学物質の生体影

響に関するワークショップ，国立環境研究所，2005.1，9-11

Tin-Tin-Win-Shwe, Yamamoto S., Fujimaki H.:  Brain cytokine and chemokine mRNA expressions in mice intranasally instilled

with ultrafine carbon black, 3rd World Congr. Immunopathol. Respir. Allergy, Pattaya, 2005.2, Int. J. Immunorehabilitation, 7(1):

30

Yamamoto S., Tin-Tin-Win-Shwe, Fujimaki H.:  Synergistic effect of ultrafine carbon particles and staphylococcal cell wall compo-

nents early pulmonary inflammation, 3rd World Congr. Immunopathol. Respir. Allergy, Pattaya, 2005.2, Int. J.

Immunorehabilitation, 7(1):  33

Fujimaki H., Yamamoto S., Tin-Tin-Win-Shwe, Nakajima D., Goto S., Kunugita N., Arashidani K.: Suppression of IFN-g produc-

tion in mice exposed to low level toluene, 3rd World Congr. Immunopathol. Respir. Allergy, Pattaya, 2005.2, Int. J.

Immunorehabilitation, 7(1):  33-34

佐々木文彦，市川眞澄，嵐谷奎一，藤巻秀和：動物モデルを用いた病態に関する研究―とくに中枢神経と揮発性化学

物質，第17回日本アレルギー学会春季臨床大会シンポジウム，招待講演，岡山，2005.4，アレルギー，54(3/4)：248

Fujimaki H., Yamamoto S., Tin-Tin-Win-Shwe, Nakajima D., Goto S.: A stimulatory role of low level toluene inhalation in a mouse

model of allergy, 19th World Allergy Org. Congr., Munich, 2005.6, Allergy Clin. Immunol. Int.- J. World Allergy Org., Suppl. 1, 1

真鍋徹郎，内田勝美，吉澤秀治，中島大介，後藤純雄，矢島博文：木材の炭化条件と炭化物のVOC吸着能および物性

について，木質炭素学会　第３回研究発表会，東京，2005.6，同講演要旨集，39-40

中島大介，石井瑠里，影山志保，峯木　茂，陰地義樹，諸岡信久，後藤純雄：微生物由来の揮発性有機化合物

（MVOC）の遺伝子損傷性，第14回環境化学討論会，大阪，2005.6，同講演要旨集，752-753

藤巻秀和，Tin-Tin-Win-Shwe，Ahmed S.，山元昭二：環境化学物質による感染・アレルギーの修飾，第16回日本生体防

御学会学術総会，シンポジウム招待講演，東京，2005.8，同講演抄録集，33

Tin-Tin-Win-Shwe, 山元昭二，藤巻秀和：マウスにおけるナノ粒子の点鼻投与が神経－免疫応答に及ぼす影響，第12回

日本免疫毒性学会学術大会，東京，2005.9，同講演要旨集，73

藤巻秀和，山元昭二，Tin-Tin-Win-Shwe，塚原伸治，黒河佳香，欅田尚樹，嵐谷奎一：ホルムアルデヒド長期曝露に

おける神経情報伝達阻害剤による免疫情報の修飾，第46回大気環境学会年会，名古屋，2005.9，同講演要旨集，382

藤巻秀和，山元昭二，Tin-Tin-Win-Shwe，中島大介，欅田尚樹，嵐谷奎一，後藤純雄：低濃度トルエン鼻部曝露によ

る免疫応答の亢進，第46回大気環境学会年会，名古屋，2005.9，同講演要旨集，383

藤巻秀和：低濃度トルエン鼻部曝露によるアレルギー反応の増強作用，第55回日本アレルギー学会秋季学術大会，盛

岡，2005.9，アレルギー，54(8/9)：1139

Fujimaki H., Yamamoto S., Tin-Tin-Win-Shwe, Ahmed S., Nakajima D., Goto S.:  Modulated CXCL12 production in mice exposed

to low level toluene, Int. Cytokine Soc. Conf. 2005, Seoul, 2005.10, abstr., 69

Tin-Tin-Win-Shwe, Yamamoto S., Ahmed S., Nakajima D., Goto S., Fujimaki H.:  Role of T lymphocytes in toluene-induced

chemokine mRNA expression in mouse olfactory bulb, Int. Cytokine Soc. Conf. 2005, Seoul, 2005.10, abstr., 69
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Yamamoto S., Tin-Tin-Win-Shwe, Ahmed S., Fujimaki H.:  Effect of ultrafine carbon particles on lipoteichoic acid-induced early

pulmonary inflammation in mice,  International Cytokine Society Conference 2005, Seoul, 2005.10, abstr., 117

中島大介，Tin-Tin-Win-Shwe，掛山正心，藤巻秀和，後藤純雄：SPMEを用いたトルエン曝露マウスの脳内トルエンの

直接検出，平成17年度室内環境学会総会，北九州，2005.11，室内環境学会誌，8(2)：76-77

藤巻秀和：動物モデルから見た化学物質過敏症の病態解明，平成17年度室内環境学会総会，シンポジウム招待講演，

北九州，2005.11，室内環境学会誌，8(2)：38-39
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３　平成15～17年度特別研究セミナー・ワークショップ

１．平成15年７月14日（月） 坂部　貢（北里病院）「化学物質過敏症の現況」

２．平成15年７月24日（木） 長谷川眞紀（国立相模原病院）「わが国のシックハウス症候群」

３．平成15年12月16日（火） 嵐谷奎一（産業医科大学）「化学物質による室内汚染の現状」

４．平成16年６月８日（火） 高橋雄二（東大大学院医学系研究科）「哺乳類嗅球における匂い分子地図」

５．平成16年７月13日（火） 竹内直信（東大病院耳鼻咽喉科）「ヒトの嗅覚について」

６．平成16年９月17日（金） 市川眞澄（東京都神経科学総合研究所）「嗅覚・鋤鼻系の最新の戦略―記憶とのか

かわり」

７．平成16年11月25日（木） 福永浩司　（東北大学薬学部）「海馬の可塑性―分子メカニズム」

８．平成17年１月24日（月） 低濃度揮発性化学物質の生体影響に関するワークショップ (於：国立環境研究所)

所外参加者：嵐谷奎一（産業医科大学），安藤正典（武蔵野大学），白川太郎（京都大学），

長谷川眞紀（国立病院機構相模原病院），柳沢幸雄（東京大学），坂部　貢（北里大学），

内山巌雄（京都大学），欅田尚樹（産業医科大学），市川眞澄（東京都神経科学総合研究所），

佐々木文彦（大阪府立大学）

９．平成17年９月30日（金）―10月１日（土） 特別研究検討会

―環境因子と記憶メカニズムー

（於：国立大学法人東京大学大学院理学系研究科付属三崎臨海実験所）

10．平成18年２月28日（火）美津島　大（横浜市立大学大学院医学系研究科）

「In vivo microdialysis法を用いた脳機能の性差解析」
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