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は し が き

近年、建材や家 具に残 量 し、また室内 にて使用 され る生活用 品か ら揮発 し室内

空気質 を汚染す る化学 物質(VOC)に よる健康被 害が シ ックハ ウス症候群 、特

に多種類化学物質過敏 症 として知 られ社会 問題 となってい る。著者 らは、多種

類化学物質過敏症 ではア レル ギー類似 の症 状が前 面に出 るな ど免疫機構 が関わ

りを持 つ と言 われ てい ることか ら、室 内空気質汚染化 学物質 の代表 的な物質で

あ り、多種類 化学物質過 敏症の原因物質 として も最 も頻度 の高い フォル ムアル

デ ヒ ドをマ ウス に曝露 し、免疫学 的お よびア レル ギー反応 の変容 を中心 に生体

影響について検索 してきた。今 回、 フォル ムアルデ ヒ ドを曝露 したマ ウスの 中

枢神 経系において変動す るア レル ギー応答 を中心 とした生活性 因子 のmRNA発

現の変動 を観 察 した。 これ らの動物実験 の結果 をも とに、多種 類化 学物質過敏

症 として診 断 を受 けてい る患者 にお いて、免疫応答等 にかか わる因子 のmRNA

発現 を観 察 し、病態の解 明を試み た ものであ る。

その結果、動物実験 ではフォル ムアル デ ヒ ド曝露に よ りTh2細 胞 が減 少傾 向

とな り即時型 ア レル ギー誘発側 に偏 る免 疫傾 向が示 され 、ア レル ギー症状増強

の弱い変化 が認 め られ 、総 合的 に判断 して多種類化学物質過敏症 の病態形成 と

免疫機構 とのかかわ りが示唆 され た。一方 、多種類化学物 質過敏症患者 におい

てフォルムアルデ ヒ ド曝露マ ウスに見 られ た様 な変化 は確 認 できず 、実際 の ヒ

トにおいては多種類化学物質過敏症 の病態形成 にお ける免疫機構 の関与 につ い

て明 らか な関連 は見い だ され なかった。 これ らの事 は、それ ぞれ の個 体 に よっ



∀

て多種類化学物質過敏症 を含 む シ ックハ ウス症候群 の発症 の原 因 も異 なれ ば生

体反応 も異な り、一つの理論で病態 を説明す る事 が出来ない複雑 な疾 患群 で あ

るこ とを裏付 けるもので ある。今 までに多 くの研 究者 が これ らの問題 に取組 ん

できたが未だ解 明に至 らないのは こ うした理 由に よる もの と考 え られ る。 しか

し、最近、多種類化学物質過敏症 の病態形成 に 中枢 神経 系大脳辺縁系 の関与 が

示唆 され る中で、 フォル ムアルデ ヒ ド曝露マ ウスで海馬 お よび嗅球 においてホ

ルモ ンmRNAの 変動が観察 され るな ど、病態 の解 明につ なが る可能性 のあ る知見

も得 られ た。 今後、多種類化学物質過敏症 をは じめ シ ックハ ウス症候 群の病態

が解明 され、疾病 の予防 と患者 の症状 の緩和 がな され る 日が来 るこ とが待 たれ

る。

本研究は平成18 .年度～平成19年 度科学研 究費補助金基盤研究B(一 般)

(課題番号18390177)の 補助 によった。
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L序 論

新建材 や家具の製造工程 に広 く用い られ る揮発性 の 高い有機 化学物質(VOC)は 、

その一部が製品 に残留 し住居 内 におい て徐 々に放散 され室 内空気 を汚染す るこ と

が知 られてい る。一方 、省エ ネル ギー を 目的 と して開発 され た高気密 住宅 の普及 は、

効果的 な換気が な され ない場合 に、前述 のVOCに よる室 内空気 の汚染 を助長す る と

ともに、室 内空気 の滞 留 による湿度 の上昇 を来 た し、室内の結露 しやす さ とも相 ま

ってカ ビの発生 を もた らす。さ らに高湿度や カ ビの発生 は二次的 に室 内ダニの発 生

しやすい環境 となる。こ うした現代 の家屋 が持つ様 々な問題 に関連 して居住者 の健

康 が害 された ものをシ ックハ ウス症候群 と呼ん でい る。この うち原因 がVOC等 に よ

るもの を、特 に化学物 質過敏 症 と呼 び、化 学物質 を多用す る現代 にお いて特 に注 目

を集 めてい る。

最近、シ ックハ ウス症候群 の主要 な原 因 とな るフォル ムアルデ ヒ ドやVOCの 建材

等 での使用量制 限な どの対策が進 め られ 、放 散す る化学物質 量 を減 らす ことによ り

室 内空気質が改善 され 、新 規の患者発生 は比較的低 く抑 え られ る よ うにな った。一

方、多種類化学物質過敏症 の病 態 は、中枢神経 系 を中心 と した過敏 状態 が基礎 にあ

る とされ なが ら明確 に されず 、依然 と して多 くの患者 が困難 な生活 を強 い られてい

る。さて、シ ックハ ウス症候 群の患者 はア レル ギー疾患等 の免疫応 答 が関与す る疾

病の既往 を持つ者 が多い と言われてい る。かつ、神経 一内分泌 一免疫枢 軸 といわれ

るほ ど三者 が相互影響 を及 ぼ しあい複雑 系 と して生体 の恒 常性 が維持 され てい る

にも係 わ らず、シ ックハ ウス症候群 の病態 と免疫 関連疾患 について関連付 けた検討

がな されていない。生体機能維持 において神経 一内分泌 一免疫 系が重要 な役割 を担

う事 を考 える と、多種類化学物 質過敏 症の病態 を神 経系 にのみ追 うところに病 態が

明確 にで きない二因が あるのではない だろ うか。
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II.目 的

本研 究で はシ ックハ ウス症 候群 患者 の うち フォル ムアルデ ヒ ドが主体 となる化

学物質過敏 症 の者 を選 び、末梢血 リンパ球か ら抽 出 され たmRNAを も とに、患者 に

共通 して変動す る免疫指標や免疫応 答 にかかわ る因子のmRNA発 現量 について検索

を行な う。 さらに、代表 的な室内空気汚染化 学物 質で あるフォル ムアルデ ヒ ドを曝

露 したシ ックハ ウス症候群 のモデル としてのマ ウス において健康影響 を評価 す る。

以上 を総合 して、シ ックハ ウス症候 群、特 に多種類 化学物質過敏 症の病体形成 にお

け る免疫機構 の関与 について検討す るこ とを 目的 とした。

III.実 験 方 法

1.動 物実験

1)実 験動物

日本 ク レア株 式会社(東 京)よ り、米 国 トキシ コロジー ・プ ログラムで使用 が推奨

され てい る雌性B6C3F1マ ウスを購入 し、1週 間以上の馴化の後 に6週 齢か ら実験 に

供 した。実験 期間 を通 し、空気曝露 時間帯 を除いて、室温22±2℃ 、湿度55±5%、

人 工照 明にて暗期19-7時 、 明期7-19時 に管理 した動 物室内 に設置 したク リー ンラ

ック内のアル ミニ ウムケー ジにて飼 育 した。 マ ウスは週に2回 、床敷交換 を行 ない

健 康状態 を観 察す る と共 に、週 に1度 、体重 の測定 を行な った。各群5-6匹 とし

て飼育 した。

2)フ オルムアルデ ヒ ド曝 露

フォル ムアル デ ヒ ド水溶液(特 級、37%フ ォル ムアルデ ヒ ド溶液 、和光純薬 工業株

式 会社 、大 阪)の40倍 希釈液50mlを100m1の 枝つ き三角 フラス コに入れ 、空気でバ ブ

リング させ て発 生 させ たFAガ ス を空気 を用 いて段階希釈 し、内容 量40リ ッ トル の
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プ ラス チ ック曝 露 箱 に導 入 し、毎 時5-6回 換 気 にて マ ウス に 曝 露 した 。 曝 露FA濃

度 は500ppbに 設 定 した。曝 露 濃 度 の モ ニ タ リン グはFAカ ー トリッジ(Supelco、

LpDNPHS10、Belleponte,PA,USA)に 、1リ ッ トル/分 、15分 間 吸 引吸 着 後 、 ア セ

トニ トリル に て溶 出 させ 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー に て測 定 した 。 ま た 、 フ ォ ル ムア

ル デ ヒ ド検 知 器(理 研 計 器FP-30)に よ る簡 易 測 定 も併 用 した。 な お 、 コ ン トロー ル

群 に は フ ォル ム アル デ ヒ ドを含 ま ない 空気 を 同様 の 条件 にて 曝 露 した。 曝 露 時 間 は

午 前10時 か ら午 後6時 まで の8時 間 で 週6回 、6週 間 曝 露 した。

3)即 時 型 ア レル ギ ー 症 状 発 現 段 階 の 評 価

実 験 的 誘 発 即 時 型 ア レル ギー 反 応 の観 察 を 目的 と して 、フ ォル ム アル デ ヒ ド曝 露 ス

ケ ジ ュー ル に あ るマ ウス に 、曝 露 開始 か ら3週 お よび5週 目に100μLOVA-Alum混

合 液(PBSに て800mg/mlに 調 整 した 卵 白アル ブ ミン(OVA、 和 光 純 薬 、 大 阪)1m1と

Alumsolution(PIERCE社Imject●Alum)1m1を 混 合)を 腹 腔 内 投 与 し、6週 目に1%OVA

PBS液 の 噴 霧 吸 入 曝 露(Aeroneb社 、AeronebGo7030に て20分 間)を3日 間 続 け て行 った。

コン トロー ル に はPBSの み を投 与 して 同 じ処 理 を した 。3回 目の噴 霧 吸 入 曝 露 後 に 、

小 動 物 呼 吸 機 能 検 査 装 置(Neuroscience社 に よ る試 作機)に マ ウス を入 れ 呼 吸 数 、

起 動 抵 抗 を10分 間測 定 した 。 ま た 、OVA感 作 に よ るマ ウス の く しゃみ 等 の行 動 お よび

鼻 腔 部 付 近 に対 す る洗顔 様 動 作(preening)の 回数 及 び 時 間 につ い て 、 デ ジ タル ビ

デ オ カ メ ラ(SONY,PC-110)に て撮 影 した デ ー タ を後 日解 析 した。

4日 目にマ ウス を二 酸 化 炭 素 吸 入 に よ り安 楽 死 させ 直 ち にヘ パ リン処 理 した シ リン

ジ で 心臓 穿 刺 に よ り末 梢 血 を得 て 、 血 漿 を分 離 後 、 測 定 ま で一80℃ に保 存 。OVA特 異

的IgE抗 体 価 をELISA法 にて 測 定 した(大 日本 住 友 製 薬 、DSマ ウスIgEELISA(OVA))。

4)リ ンパ球分画の採取 ・調整

i)末 梢 リンパ球の調 整
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フ ォル ム ア ル デ ヒ ド曝 露 終 了 後 マ ウス を二 酸 化 炭 素 ガ ス深 麻 酔 下 にて 安 楽 死 させ 、

ヘ パ リン処 理 した シ リン ジで 心 臓 穿 刺 に よ り末 梢 血 を得 た。 末 梢 血 は1200rpmで5分

間 遠 心 し、 上 清 の血 漿 を除 い た 後 、 生 理 食 塩 水 にて 血 球 画 分 の浮 遊 液 を調 整 した。

これ らを実 験 群 ご とに プ ー ル し遠 心 管 に分 注 したLymphoprepTM(Axis-Shield社)の

上 に血 球 希 釈 液 を静 か に重 層 して 比 重 遠 心 分離 した(室 温 、2000rpm、20分 間)。 中

間層 の リンパ 球 お よび 単 球 か らな る末 梢 単核 細胞 群(PBMCs)画 分 を 回収 し、 充 分 量

の リン酸 緩 衝 液 ・生 理 食 塩 水(PBS)で 洗 浄 した。 この 後 、溶 血 剤(組 成:0.83%

NH3Cl/0.02MTris・HC1(pH6.8))に て 処 理 し赤 血 球 分 画 を 除 去 し、 洗 浄 後 に 細胞 浮

遊 液 を細 胞 濃 度1.0×107/mlに 調 整 し検 体 と した。

ii)脾 臓 リンパ 球 の 調 整

安 楽 死 後 の マ ウス か ら脾 臓 を摘 出 した。 脾 臓 組 織 は摘 出 後 直 ち に3m1の100U/mlペ

ニ シ リン、100mg/mlス トレプ トマ イ シ ン 、2mML一 グル タ ミン を添 加 したRPMIl640

培 養 液 中 に て滅 菌 処 理 を行 な った ス ライ ドグ ラス の フ ロス ト部 分 ど うしの 間 で 潰 し

た。 これ を21Gの 注射 針 の 付 い た シ リンジ で 数 回 吸 引 して リンパ 細胞 を単離 した。 さ

らに これ らの 細 胞 を溶 血 剤 で処 理 し赤 血 球 分 画 を 除 去 し、 洗 浄 後 に細 胞 浮 遊 液 を細

胞 濃 度1。0×107/mlに 調 整 し検 体 と した。

iii)リ ンパ 球 分 画 の 測 定

マ ウス の 末 梢 血 お よび脾 臓 か ら調 整 した リンパ 球 につ い て分 画 を フ ロー サ イ トメ

ー タ ー(BDFACSCalibur)に よ り解 析 した
。 リンパ 球 分 画 は表 面 マ ー カ ー 、CD4陽 性

細 胞(ヘ ル パ ーT細 胞)、CD8陽 性 細 胞(細 胞 傷 害性T細 胞)、 及 びCD45R陽 性 細 胞(B

細 胞)を も って 判 定 した。 さ らに、免 疫 バ ラ ン ス を判 定す る 目的 でTh1/2細 胞 を解 析

す る た め に 、イ ン ター フ ェ ロン ガ ン マ(IFN一 γ)お よび イ ンタ ー ロイ キ ン4(IL-4)の 細

胞 内サ イ トカ イ ン刺 激 誘 導 を お こな っ た の ち に 、 細胞 内標 識 を行 な い判 定 した。

脾 細 胞 浮 遊 液 に、 適 度 に希 釈 したFITC-CD4(BeckmanCoulterCo.,France))、
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FITC-CD8(BeckmanCoulterCo.)、FITC-CD45R(BeckmanCoulterCo.)の 各 蛍 光 標

識 抗 体 を加 え4℃ 、30分 培 養 した 。0.1%NaN3-PBSに て2回 洗 浄 した 後 、0.05%パ ラ ホ

ル ム アル デ ヒ ドPBSに て 固定 し、4℃ に て1晩 保 存 後 に、フ ロー サ イ トメー ター(FACS、

EPICSELITE,BeckmanCoulterCo.)で 各 蛍 光 抗 体 陽性 リンパ 球 の 比 率 を測 定 した。

細 胞 内 サ イ トカ イ ンの 刺激 誘 導 は 、細 胞 内 サ イ トカ イ ンの活 性 化 を5×106cell/ml

に調 整 した リンパ 球 をPhorbo112-myristate13-acetate(PMA,25ng/m1)お よび

Ionomycin(1μg/m1)に て4時 間培 養 して 行 っ た 。 これ らの 細 胞 をFITC標 識CD4特 異

的 抗 体 で 細 胞 膜 表 面 標 識 後 に 、CytofixCytopermkit(BD社)に よ り細胞 透 過 性 を充

進 させ て か ら、 そ れ ぞ れPE標 識IFN-y特 異 的Ig-G抗 体 お よびPE標 識IL-4特 異 的Ig-G

抗 体 にて 細 胞 内サ イ トカ イ ンの 細 胞 内標 識 を そ れ ぞ れ 行 った。 サ イ トカイ ン の 測 定

はFACSに よ り行 い 、CD4陽 性 細 胞 分 画 中のIFN-vお よびIL-4の 各抗 体 に よ る標 識 細 胞

の割 合 を測 定 した。

5)中 枢神経組織 の採取 ・調整

脳組織 は、大脳 、小脳、嗅球 、海馬 、脳下垂 体 に分割 し各組 織は数匹単位 でプール

して試料 と し、測定 に供す るまで 一80℃ にて保 存 した。

6)広 範 囲mRNA発 現 の 検 索

脳 組 織 中 のmRNA発 現 量 測 定 の た め に 、それ ぞ れ をTRIzol試 薬1mlに 浸 し、ポ リ ト

ロ ン型 ホモ ジ ェナ イ ザ ー に て組 織 を破 砕 し、ク ロ ロフ ォル ム お よび イ ソプ ロパ ノー ル

処理 に よっ てtotalRNAを 抽 出 した。 さ らに 、RNeasyMiniKit(キ ア ゲ ン社)に よ

りtotalRNAを 精 製 後 、260nmお よび280nmで の 吸 光 度 を測 定 し、RNA濃 度 を測 定 し

た(OD260/OD280>2.0)。totalRNAサ ン プル は 測 定 に供 す るま で 一80℃ に て保 存 した。

マ ウス各 組 織 か ら得 られ たtotalRNA5μgを そ れ ぞ れLowRNAInputリ ニ ア増 幅&

ラベ ル 化 キ ッ ト(ア ジ レン ト社)を 用 い て 、そ れ ぞ れCy3標 識cRNA(コ ン トロー ル 群)
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お よびCy5標 識cRNA(フ ォル ム ア ル デ ヒ ド曝 露 群)を 作 製 した。 標識 され たcRNAを

そ れ ぞ れ 等 量混 合 し、約20,000種 類 のマ ウス遺 伝 子(60merオ リゴ)を 搭 載 したMouse

オ リゴDNAマ イ ク ロア レイ(ア ジ レ ン ト社)上 に 競 合 ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン(65℃ 、

16時 間)さ せ た 。ア レイ を 良 く洗 浄 した 後 、ア レイ 解 析 用 ス キ ャナ ーGenePixT"'4000B

(Axon社)を 用 い て遺 伝 子 発 現解 析 を行 っ た。

7)PCR反 応 に よ るmRNA発 現 の 測 定

脳 組 織 中で 変 動 が観 察 され たmRNAに つ い て変 動 の 定 量 的確 認 を行 うた め に 、

SuperScriptTMFirst-StrandSynthesisSystem(イ ン ビ トロゲ ン社)を 用 い てtotal

RNA5μgか らcDNAを 調 製 し、 特 異 的 プ ライ マ ー に よ りPCR反 応 を行 い そ のPCR産 物

を ア ガ ロー ス ・ゲ ル 電 気 泳 動 し定 量 比 較 した 。

ま た 、末 梢 血 お よび 脾 臓 リンパ 球(約1×107個)にRNA抽 出試 薬TRIzolReagent(イ

ン ビ トロゲ ン社)1mlを 添加 し、ク ロ ロ ホル ムお よび イ ソプ ロパ ノー ル を用 い てtotal

RNAを 抽 出 した 。 これ らtotalRNA各1.0μgの 逆 転 写反 応 をReverseTranscriptase

M-MLV(RNaseH-)(宝 バ イ オ)を 用 い て行 っ た。 得 られ たIFN一 γお よびIL-4のcDNA

をLightCycler(ロ シ ュ社)に よ り増 幅 した。ハ ウス キー ピ ン グ遺伝 子 で あ る β一actin

遺 伝 子 の発 現 に 対 す る各 遺 伝 子 の発 現 比 率 を求 め、 コ ン トロー ル 群 とフォ ル ム アル

デ ヒ ド曝 露 群 で 比 較 した 。

2.多 種類化学物質過敏症患者での検索

1)調 査対象者

試験対象 とした多種類化学物質過敏症患者については、本研究費による研究期間に

集め られた症例数に限 りがあるために、解析の信頼性 を高めるために過去の研究取

組みで得た症例 も加えた。末梢血単核球のmRNA発i現量の解析には平成17年 、19年 に

北里研究所病院で多種類化学物質過敏症 と診断された20名 と、平成16年 に旭川医大
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産婦人科外 来(シ ックハ ウス外来)を 訪れ た患者2名 の計22名 を対象者 とした。健

常者 は既往歴 、家族歴 にア トピー疾 患の ない5名 であ る。そ の うちの女性4名 の末

梢 血単核球 か ら抽 出 したRNAを 等 量混合プール して、患者群 、健 常者 群 と比較す るコ

ン トロール と した。

また、血漿 中の活性物質測定 の対象者 として、平成16、19年 に北里研 究所病 院で多

種類化学物 質過敏 症 と診断 され た21名 と、 平成16年 に旭川 医大産婦 人科外来(シ ッ

クハ ウス外 来)を 訪れ た患者5名 の計26名 を対象者 と した。健 常者 は既往 歴、家族歴

にア トピー疾 患の ない12名 であ る。調 査対象 の多種類化 学物質過敏 症患者 の基本情

報 を表1に 示す 。

本研究の被験者 とな る多種類 化学物質過敏 症患者お よび健 常者 ボラ ンティア につ

いての、基本 的な情報 につい て 自記 式調査票(資 料1)に よって収集 した。

これ ら患者及 び健 常者 ボ ランテ ィアに対 して、主治 医ない し研究協 力者 か らと口頭

とで説明 を行 ない、文章(資 料2)に 署名 を得 ることでイ ンフォーム ドコンセ ン ト

を得 て、採血 、調査 票への記入 を求 めた。 なお 、同意取 り消 し書 について も手渡 し

た(資 料3)。 なお、多種類化 学物 質過敏症 患者お よび健 常者 ボ ランテ ィアでの検索

に際 して は、旭川 医科 大学お よび北海道衛 生研究所 にお いてそれぞれ倫理 委員会の

審査 を経て承認 を得 て実施 した。

2)血 液 の採取 および末梢血単核球 の分離

多種類化 学物 質過敏症患者お よび健 常者 ボ ランテ ィア静脈 よ り末梢血お よそ18m1

をヘパ リン リチ ウム入 り真 空採 血管(ベ ク トン ・デ ィ ッキ ンソン社)3本 を用 いて採

血 し、2000rpmで5分 間遠 心 した。 上清 の血 漿 を採 取 し生化学 的な検索 に供す るまで

一80℃にて凍結保存 した
。一方、血漿 を除 いた血球画分 に生理食塩 水 を10m1添 加 し血

球を浮遊 させ た。15mlプ ラスチ ック遠心 管 にLymphoprepTM(Axis-Shield社)5m1を 加

え、そ の上 に血液 浮遊液 を静 かに重層 して比重遠 心分離 した(室 温 、2000rpm、20分
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間)。 中間層の末梢血単核 球画分 を回収 し、過剰 量の リン酸緩衝液 ・生理食塩水(PBS)

で洗浄 した後 、末梢 血単核 球沈降塊 をmRNA測 定のた めの資料 とした。

3)RNAの 抽 出 ・精 製

i)RNAの 抽 出

得 られ たPBMCs(約5x107個)にRNA抽 出試 薬TRIzolReagent(イ ン ビ トロ ゲ ン社)

1m1を 添加 し、ク ロ ロホル ム お よび イ ソプ ロパ ノー ル を用 い てtotalRNAを 抽 出 した。

さ らに、RNeasyMinEluteTMCleanupKit(キ ア ゲ ン社)に よ りtotalRNAを 精 製 後 、

260nmお よび280nmで の 吸 光 度 を測 定 し、RNA濃 度 を測 定 した(OD260/OD280>2.0)。

totalRNAサ ン プル は使 用 す るま で 一80℃ に て保 存 した 。 なお 、 健 常者4名 か ら得 た

totalRNAを 等 量 混 合 し、 コ ン トロー ル 群 と して使 用 した 。

ii)RNAの 品 質評 価

精 製 したtotalRNA(1ｵg)をAgilent2100バ イ オ ア ナ ライ ザ(ア ジ レン ト社)を 用

い て 、品 質 を評 価 した。す な わ ち、RNAの18Sと28Sの ピー ク比 を求 め る こ とに よ りRNA

の分 解 が ほ とん ど進 ん で い な い こ とを確 認 し、 マ イ ク ロア レイ に よ る遺 伝 子発 現解

析 に用 い た。

iii)Cy3・Cy5標 識cRNAの 作 製 とDNAマ イ ク ロア レイ との 反 応 ・解 析

コ ン トロー ル 群 お よび 多種 類 化 学 物 質 過 敏 症 患者(あ るい は健 常者)か ら得 られ た

totalRNA2.5μgを そ れ ぞ れLowRNAInputリ ニ ア 増 幅&ラ ベ ル 化 キ ッ ト(ア ジ レン

ト社)を 用 い て最 初 に逆 転 写 反 応 でcDNAを 作 製 し、 つ ぎ にT7RNAポ リメ ラーゼ に よ

り増 幅 させ な が らCy3-CTPお よびCy5-CTPを 取 り込 ませ 、 そ れ ぞ れCy3標 識cRNA(コ ン

トロー一ル 群)お よびCy5標 識cRNA(患 者 あ るい は健 常者)を 作製 した。標 識 され たcRNA

(1ｵg)を そ れ ぞ れ 等 量 混合 し、 ヒ ト全 ゲ ノム(約4.4万 個)を 搭 載 した オ リゴマ イ

ク ロア レイ(HumanWholeGenomeOligoMicroarray、 ア ジ レン ト社)上 に競 合 ハ イ

ブ リダ イ ゼ ー シ ョン させ た(65℃ 、16時 間)。 ア レイ を6×SSC液(室 温 、10分 間)と
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0.1×SSC液(4℃ 、5分 間)で 洗 浄 した 後 、 ア レイ 解 析 用 ス キ ャ ナ ー-GenePix4000B

(Axon社)を 用 い て 遺 伝 子 発 現 の ス キ ャ ン 画 像 を 記 録 した 。 測 定 デ ー タ に つ い て ア

レ イ 解 析 ソ フ トGeneSpring(ア ジ レ ン ト社)に よ り、 ス キ ャ ッ タ ー プ ロ ッ トの 作 成

や ク ラ ス タ リ ン グ解 析 等 を 行 っ た 。

iv)逆 転 写 反 応

健 常 者 及 び 多 種 類 化 学 物 質 過 敏 症 患 者 か ら得 たtotalRNA各2.5ｵgの 逆 転 写 反 応 を

SuperScriptTMFirst-StrandSynthesisSystem(Invitrogen社)を 用 い て 行 っ た 。

v)定 量 的PCR

健 常 者 及 び 多 種 類 化 学 物 質 過 敏 症 患 者 のPBMCsか ら調 製 したcDNAを 鋳 型 と して 、・

9つ の 遺 伝 子;TNFα 一inducedprotein3、ICAM1、Dualspecificityphosphatase2、

CXCL2,3',5'-cyclicAMPphosphodiesterase,Angiotensin/vasopressinreceptor

(NLRP3)、CD83、NFkB-inhibitoryepsilon及 びGAPDHをABI7700(パ ー キ ン エ ル マ

社)に よ り増 幅 した 。 ハ ウス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 で あ るGAPDH遺 伝 子 の 発 現 に 対 す る 各

遺 伝 子 の 発 現 比 率 を 求 め 、健 常 者 とMCS患 者 で 比 較 した 。 各 遺 伝 子 を増 幅 され る た め

の プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ は 、BiosearchTechnologies,Inc.(Novato,CA,USA)

か ら購 入 した 。

TNFα 一inducedprotein3遺 伝 子 の 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー と し て5'

dgTACTgAgAAgTggCATgCATgA3'(F)及 び5'dTgTCgAgAAgTCCggAAgCT3'(R)を 用 い た 。

ま た 、 プ ロ ー ブ と して 、5'dFAM-CAATTgCCgTCACCgTTCgTTTTCA-BHQ-13'を 用 い た 。

ICAM1遺 伝 子 の 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー と して5'dgCgCACTCCTggTCCTgCT3'(F)及

び5'dCAggAggTgCTgCATgTCA3'(R)を 用 い た 。 ま た 、 プ ロ ー ブ と して 、5'

dFAM-CTCTgTTCCCAggACCTggCAATgC-BHQ-13'を 用 い た 。

Dualspecificityphosphatase2遺 伝 子 の 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー と して5'

dAACAggTAg99CAAgATCTCCA3'(F)及 び5'dgCTgTCCCgATCTgTgCTCT3'(R)を 用 い た 。
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ま た 、 プ ロ ー ブ と して 、5'dFAM-CAgggCCACCCTggTCgTAgACA-BHQ-13'を 用 い た 。

CXCL2遺 伝 子 の 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー と し て5'dCgCCCATggTTAAgAAAATCA3'(F)及 び

5'dCCAATAAgCTTCCTCCTTCCTTCT3'(R)を 用 い た 。 ま た 、 プ ロ ー一ブ と して 、5'

dFAM-TgCTgAAAAATggCAAATCCAACTgACC-BHQ-13'を 用 い た 。3',5'-cyclicAMP

phosphodiesterase遺 伝 子 の 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー と して5'dTTCAggCgTTCTTCTCCTAgACA

3'(F)及 び5'dTTgCCgATACAATTCCAAggA3'(R)を 用 い た 。 ま た 、 プ ロ ー ブ と して 、

5'dFAM-ATCgCATTCAggTCCCTTCgCAACATg-BHQ-13'を 用 い た 。Angiotensin/vasopressin

receptor(NLRP3)遺 伝 子 の 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー と し て5'dTgTgAAgTgCTgAAACAgCAgA3'

(F)及 び5'dCAgCTCAggCTTTTCTTCTTgAA3'(R)を 用 い た 。 ま た 、 プ ロ ー ブ と して 、5'

dFAM-CTCCTgCAgAACCTggggTTgTCTgA-BHQ-13'を 用 い た 。CD83遺 伝 子 の 増 幅 は 、 プ ラ

イ マ ー と して5'dggCAgAgAAACCTAAgTggCAA3'(F)及 び5'dAgCCAgCAgCAggACAATCT3'

(R)を 用 い た 。 ま た 、 プ ロ ー ブ と して 、5'dFAM-AgAgTgACAggATgCCCTgCACAgC-BHQ-1

3'を 用 い た 。NFkB-inhibitoryepsilon遺 伝 子 の 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー一と して5'

dCTggggCCTCATgAATCACT3'(F)及 び5'dAgCCCTCAgCAgCTggAA3'(R)を 用 い た 。

ま た 、 プ ロ ー ブ と し て 、5'dFAM-CAggTggACCAgCgTgTCTCCgT-BHQ-13'を 用 い た 。GAPDH

遺 伝 子 の 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー と して5'dCgACAgTCAgCCgCATCTT3'(F)及 び5'

dCAATACgACCAAATCCgTTgACT3'(R)を 用 い た 。 ま た 、 プ ロー ブ と して 、5'

dFAM-TTgCgTCgCCAgCCgAgC-BHQ-13'を 用 い た 。

4)血 漿 中 の 活 性 物 質 の 測 定.

末 梢 血 よ り分 離 す る 血 漿 に つ い て 、 必 要 に 応 じて 生 活 性 物 質 等 の 測 定 を 行 な う。

f
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IV.結 果

1.動 物 実 験

1)'卵 白 アル ブ ミン に対 す る即 時 型 ア レル ギ ー 応 答 の 評価

OVAに よる即 時 型 ア レル ギ ー を発 現 させ たHCHO曝 露 マ ウス の 呼 吸 器 に及 ぼす 影 響 は 、

小動 物 呼吸 機 能 検 査 装 置(Neuroscience社 に よ る試 作機)で 呼 吸 数 、起 動 抵 抗 を

10分 間測 定 した が、これ ら指 標 のHCHO曝 露 に よる変 動 は確 認 で き な か っ た(図1)。

OVA感 作 に よ るマ ウス の く しゃ み等 の行 動 は、 デ ジ タル ビデ オ カ メ ラ(SONY,

PC-110)に て撮 影 した デ ー タ を 後 日解 析 した。 行 動 観 察 で は10分 間 の観 察 時 間 中

にOVA曝 露 に よ る明 らか な く しゃ み は認 め られ な か っ た た め に 鼻 部付 近 に対 す る

洗顔 様 動 作(preening)の 回数 及 び 時 間 を計 測 した 。 対 照群 のpreeningの 平 均 回

数 お よび標 準 偏 差 は4.8±1.33回 、HCHO曝 露 群 は6.0±2.24回 、持 続 時 間 は コ ン

トロー ル 群 が62.7±20.7秒 、HCHO曝 露 群 は70.2±24.7秒 で あ った が 、 い ず れ も

有 意 で は なか った(図2)。

2)特 異 的 抗 卵 白ア ル ブ ミ ンIgE

実 験 的 に誘 導 した即 時 型 ア レル ギー 応 答 の 評価 の た め に 、血 清 検 体 を用 い て 卵 白

アル ブ ミン特 異 的IgE抗 体 価 をELISA法 に て 測 定 した。 空 気 曝 露 コ ン トロール 群

(nニ6)お よび フ ォル ム アル デ ヒ ド曝 露 群(n=7)の 卵 白アル ブ ミン特 異 的IgE抗 体 価

の 平均 値 ±SDは 、 そ れ ぞ れ145.4±113.8ng/m18お よび103.6±38.6ng/mlで あ

っ た。 両 群 間 の抗 体 価 に つ い て のt-testに よ る検 定 で は 有 意 差 はみ られ な か っ た

(図3)。

3)脾 臓 リンパ球分画

フォル ムアルデ ヒ ド曝 露 に よ り脾臓 リンパ球のCD4陽 性 細胞増加お よびCD8陽 性

細胞減少 どCD4/CD8細 胞比 率の上昇 を確認 した(図4、5)。
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4)免 疫バ ラ ンスの評価

i)脾 臓細胞 にお けるCD4お よびCD8細 胞陽 性率

曝露群で脾臓CD4細 胞 陽性 に対す るイ ンター フェロンY(IFN一 γ)陽 性細胞の低

下傾 向 と、IL-4陽 性細胞 の増加傾 向 を認 めた(図6)。

ii)脾 臓細胞 におけるIFN一 γお よびIL-4mRNA発 現 量

脾臓 細胞 にお けるIFN-ymRNA発 現量が有意 に抑 制 され る傾 向を認 めた。イ ンタ

ー ロイキ ン4(IL-4)mRNA発 現量 も低下 したが、IL-4/IFN-YmRNA発 現量比は曝

露群 で上昇傾 向が あった(図7)。

また、脾臓 細胞 におい てDNAア レイ法 にて網羅 的に遺伝 子発現変動 を解析 した結

果 、フォル ムアル デ ヒ ド曝露 に よ りコン トロール群 に比 して2倍 以上の発現 が誘導

され た遺伝 子が8個 、同 じく1/2以 下に発 現 が抑制 された遺伝子 も8個 認 めたが、

コン トロール群 に対す る変動倍率 が最 大で2.3倍 と0.44倍 であ り、大 きな変動 を

示す遺伝子 はなか った(図8、9)。 末梢 血単核球 にいて も大 ききな変動を示 す遺

伝 子は なかった(図10、11)。

5)中 枢神経系のmRNA発 現 の評価

フォル ムアルデ ヒ ド曝露 実験 におい て、脳 の重量 にはFA曝 露群 とコン トロール

群 との間 に差 は認 めなかった。

脳 よ り海馬 お よび嗅球 を分離 しtotalRNAを 抽 出 した。それぞれ のtotalRNAを

用 いてマイ クロア レイ解析 を行 った。各群 の海馬 ではFA曝 露 によ り2倍 以上の発

現誘導 された遺伝 子3個 と1/2以 下に発 現抑制 され た遺伝 子12個 が見 られた(図

12、13)。 嗅 球では フォル ムアルデ ヒ ド曝露 に よ り2個 の遺伝子 が発現誘導 され 、

7個 の遺伝子 が発 現抑 制 され た(図14、15)。 海馬 と嗅球 にお いてフォル ムアルデ

ヒ ド曝露 に よ り共通 して発 現誘導 され た遺伝 子 と して、プ ロラクチ ン遺伝 子が ある。

海馬 で2.3倍 、嗅球 で2.8倍 の誘導 が観察 され、RT-PCR法 によって、ハ ウス キー
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ピングの β一アクチ ン遺伝子 が フォル ムアル デ ヒ ド曝露 に よ り発 現 に影響 が無か っ

た事 を確認の上 で、プ ロラクチ ン遺伝子 が フォル ムアルデ ヒ ド曝露 に よ り両組織 で

発現誘導 され てい る ことを確認 した。

マ ウスの系統 に よるプ ロラクチ ンのmRNA発 現量 の差 について、無処置マ ウス に

おいて解析 した結果 、系統 間 にお いて大 きな差 があ るこ とと、個体差 が大 きい こ と

が確認 された(図16、17、18)。

2.多 種類化学物質過敏症 患者 での検 索

1)RNA試 料のRNAの 質の検 定

コン トロール群お よび多種類 化学物質過敏 症患者 、健 常者 の末梢血か ら調整 され

た末梢血単核球 由来totalRNAを バ イオアナ ライザ に よ り解析 した泳動パ ター ンの

一例 を図19に 示す。 ヒ トの新鮮組 織か ら抽 出 したtotalRNAの うち、最 も多量 に

存在 す る リボ ゾー ムRNAで 約2kbの 単一転写単位rRNA前 躯体 に由来す る28SrRNA

と18SrRNAの 存在 比率 が約2:1と なる ことか ら、 両者 の存在 比率 を もってRNA

の質(被 分解 度)を 判定 した。図 に示す ごとく、本研究 において被 験者 か ら得 られ

たRNA試 料 は殆 ど分解 され てお らず高品質 に保 存 され てい る事が確認 され た。

2)マ イク ロア レイ によるRNA発 現解析

代 表的なマイ クロア レイ のカ ラーイ メー ジ画像 を図20に 示 した。 赤 ・黄 ・緑 と

3色 に色分け され たス ポ ッ トが現れ、赤色 は コン トロール群 に比べ患者(健 常者)

で発 現が増加 してい る遺伝子 、黄 色は発 現量 に変化 の なかった遺伝 子、緑色 は患者

(健常者)で 発現 が抑制 され てい る遺伝 子 を表 してい る。

図21に 、コン トロール群 と多種類 化学物質過敏 症患者 の末梢 血単核球 由来total

RNAを 用 いて解析 したイ メー ジ画像 を個 々の遺伝子 の発 現強度 で表 したス キャ ッタ

ー プ ロッ トを示 した。縦軸 は多種類化学物質過敏 症患者 の蛍光強度(Cy5)、 横 軸 は
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コン トロール群の蛍光強度(Cy3)を 表 してお り、両者 で発 現 レベルが同 じ遺伝子

の場合 は右 上 が り45度 の直線 上に位 置す るこ とを意 味す る。 今回の解析 では、 コ

ン トロール 群 に対 して遺伝子発現倍 率が2倍 以 上の増加 あるい は0.5倍 以 下の減少

を示す場合 を変動遺伝子 とした(図 中45度 の直線 に平行す る2本 の線 が2倍 と0.5

倍 を示す)。

我 々の一連 の研 究の初期 の検索 において、変動遺伝子 の中で、健 常者9名 全 てで

変動せず 、多種類 化学物質過敏症患者16名 全 てで共通 して増加 ない し減少す る特

異的 な遺伝 子 を探 索 したが、該 当す る遺 伝子 は見 出 され なか ったが、半数以上の

MCS患 者 で コン トロール群 に対 して共通 して増加 ない し減少傾 向 を示 した遺伝子 の

抽出 を行 なった ところ、28遺 伝子(増 加傾 向:2遺 伝子 、減少傾 向:26遺 伝子)

を選び 出す ことがで きてい る(表2)。 そ こで 、比較的特徴 のあ る28遺 伝子 につい

て、陰性対象 と してハ ウス キー ピング遺伝 子で あるGlyceraldehyde3-phosphate

dehydrogenase(G3PDH)を 基準 として、多種類 化学物質過敏症 患者 お よび健常者の

個別遺伝 子発現 を解析 した ところ、全体 的に比較的強 く発現低 下が見 られ るIL-1

beta,epiregulin,chemokine(CCmotif)ligand4(CCL4),chemokine(CSCmotif}

ligand2(CXCL2)(35939,40163)な ど免 疫応答 の制御 にかかわ る遺伝子群 が比較的

大 きな変化傾 向が ある もの と して抽 出 され たが、それ らは健 常者 での発現 も数例 を

除 き低 下傾 向の者 が多い な ど、両群 間で際 立 った差 を認 めなかった。

そ こで、 当該28遺 伝 子 を解析 ソフ トGeneSpringで クラス タ リング解析 した結

果 を報告 したが、それ を図21に 示す。縦方 向は28遺 伝子 の発 現変動状況 について

「似たパ ター ンを示す被 験者」を集 めて クラス ター(ConditionTree)を 形成 させ、

横 方向 は28遺 伝 子の中で発 現変動状況 が 「似 たパ ター ンを示す遺伝子」 を集 めて

クラス ター(GeneTree)を 形成 させ た もので ある(図22)。 多種類化学物質過敏

症 患者 群 を遺伝子発 現が大 き く変動 した高変動群(MCS-a1,a2,a3,a6,k5,k1,k2,
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k3,k6,k4;10名)と 変 動 が 少 な い 低 変 動 群(MCS-a4,a5,t2,t6,t3,t4;6名)

に 分 割 可 能 で あ っ た 。多 種 類 化 学 物 質 過 敏 症 患 者 高 変 動 群 は 病 勢 が 強 い 段 階 に あ る

と解 釈 す る こ と も 可 能 で あ る た め 、高 変 動 群 と 同 じ く遺 伝 子 発 現 が 高 変 動 す る健 常

者 群(Health-a1,a2,a3)に お い てmRNA遺 伝 子 発 現 を 比 較 解 析 した と こ ろ 、 多

種 類 化 学 物 質 過 敏 症 患 者 群 で 変 動 す る 一 方 で 健 常 者 群 で 変 動 し な い 遺 伝 子 群 が 同

一 の ク ラ ス タ ー(GeneTree)に 属 す る こ とが 判 っ た
。 す な わ ち 、39947

(3',5'-cyclicAMPphosphodiesterase),32665(CD83),35650(unknown),2474

(IkB-epsilon),35939(CXCL2),19368(angiotennsin/vasopressinreceptor),

27(ICAM1),32207(unknown),30388(TNFalpha-inducedprotein3),36030(dual

specificityphosphatase2)の10遺 伝 子 が 抽 出 され た 。

これ ら10遺 伝 子 とハ ウス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 と して のGAPDHお よび β一ア ク チ ン に

つ い て 、健 常 者 お よ び 多 種 類 化 学 物 質 過 敏 症 患 者 の そ れ ぞ れ の 平 均 と個 人 デ ー タ の

比 較 した も の を 、 患 者6名 分 、 図23か ら図28に 示 す 。

3)RT-PCRに よ る詳細なmRNA発 現の解析

上述 の ごとく得 られた10遺 伝子群 か ら、2つ のunknown遺 伝子 を除 く8遺 伝子

について、詳 細な遺伝 子発 現 を定量 的に評 価す るた めに健 常者5名 と多種類化学物

質過敏症患者22名 の末梢血単核球 由来totalRNAを 用 いてRT-PCR解 析 を行 った。

結果 を図29か ら図36に 示す。 また、 図37に8遺 伝 子 につい て健 常者 と多種類化

学物質過敏症 患者 の平均値 をま とめた。

4)血 漿 プ ロラクチ ン濃度測定

フォル ムアル デ ヒ ド曝露 を行 なったマ ウスにおいて、海 馬及び嗅 球 にお いてプ ロ

ラクチンmRNA発 現が充 進 していた こ とか ら、化学物 質過敏 症患者 お よび健 常者 に

おいて末梢血 か ら分離 した血漿 にお いてプ ロ ラクチ ン濃 度の測 定 を行 なった。
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プ ロラクチ ンの末梢血血漿 中濃度 も患者 で高値 を示す傾 向があ った ものの有意

差 はなかった(図38、39)。

Y考 察

フォル ムアル デ ヒ ドを曝露 したマ ウスの 中枢神 経系 にお いて変動す るア レル ギ

ー応答 を中心 と した生活性 因子 のmRNA発 現の変動 を観察 した。 さらに、 これ らの

動物実験 の結果 を も とに、多種類化学物 質過敏 症 と診断 を受 けた患者 において、免

疫応答等 にか かわ る因子 のmRNA発 現 を観 察 し、病態の解 明を試み た

先ず、フォル ムアル デ ヒ ドを曝露 したシ ックハ ウス症候群 のモデル と してのマ ウ

ス において免疫応答 の変容 を観察す る ことを試 み、ついで化学物質過敏症 の病態形

成 の基盤 になる と考 え られてい る中枢神経 系において フォル ムアルデ ヒ ド曝露 に

よって意 義付 けでき る変動 を示す遺伝子 の発 現 を観 察 し、その 中に免疫機構 との関

連す る項 目を探索 し、化 学物 質過敏症 の病態 と免疫機構 との関連 を検討す る ことを

目的 して研 究 を行 なった。

卵 白アル ブ ミンに よって感 作 したマ ウス に対 して、卵 白アルブ ミン溶液 を噴霧吸

入 させ て即 時型 ア レル ギー応答 を誘発 し、マ ウスの前肢 に よる鼻部 をこす る動作 を

観察 して評価 を行な った。フォル ムアル デ ヒ ド曝 露群 において空気曝露 コン トロー

ル に対 して、鼻 部付 近 に対す る洗顔様動 作回数お よび持続 時間それぞれが増加 す る

傾 向が見 られ 、有意 差が なかった ことかた明 らか なア レル ギー症 状増 強の変化 とは

言 えない ものの即時型 ア レル ギー応答 の発 現が フォル ムアル デ ヒ ド曝露で増強 さ

れ る事が伺 える。

さて、生体 内にお ける免疫応答 の制御 において、免疫応答 を高め るCD4陽 性T細

胞 であ るヘルパー-T細 胞(Th)細 胞 と、免疫応 答 を抑制的 に制御す るCD8陽 性T細 胞

であ るサプ レッサー(Ts)細 胞 があ る。CD4お よびCD8細 胞の比率 は こ うした免疫
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バ ランスを反 映す る と考 え られ てい る。 さ らに、免疫応 答 の詳細 を制御 して いる

Thに 亜分画(Th1とTh2)が あ り、 よ り分化度 の低 いThO細 胞か ら分化す るこ とが

知 られ てい る。 これ ら2つ のTh細 胞分画 の うちTh1細 胞 は細胞性免疫成 立 に重要

な役割 を担 い、一方Th2細 胞 は抗 体産生 を誘 導 し液性免 疫成立 に重要 な役 割 を担 っ

てい る。これ ら2つ のTh細 胞 が産 生す る液性 因子(サ イ トカイ ン)は 自己Th分 画

への分化や増殖を高める一方で、他方への分化や増殖 を抑制することが知 られてお

り、両者 は対 立の上 にバ ランス を保 ってい る。 これ らのTh細 胞バ ランスはア レル

ギー応答 の発現 に も関与 してい る。す なわ ち、即 時型ア レル ギーが成 立す る ときに

はTh2細 胞が優 位 とな り、その際 にはTh1細 胞 が相 対的 に抑制 され た状 況 にあ る。

逆に言 うな らば、細胞性 免疫が起 こ りに くい状況 に置かれた個体 の生 体内で はTh1

細胞へ の分化 が減少 し、逆 にTh2細 胞が優位 とな る状況が生 まれ る。こ うした個体

では即時型 ア レル ギーす なわ ちア トピー性疾 患 の発症 、増悪 が起 こる とされてい る。

今 回の フォル ムアル デ ヒ ド曝露 を行 ったマ ウス で観 察 された免 疫応答 ・ア レル ギー

反応の結果は、 このTh細 胞バ ランス によって説 明で きるもの と考 え られ る。

マ ウス脾臓 リンパ球 の分画解析 及び免疫バ ランスの指標 とな るmRNA発 現の評価

か ら、フォル ムアルデ ヒ ド曝露 に よ り免 疫応答 を元進 させ るCD4細 胞 の増加 と抑制

す るCD8細 胞 の減 少、結果 としてのCD4/CD8細 胞 比率 の元進 が見 られ免疫応答 が高

まる状態 にあ るこ とを意味す る。さ らに、フォル ムアルデ ヒ ド曝 露 によ り遅延 型ア

レル ギーにバ ランス をシフ トさせ るIFN-ymRNA発 現の減少 が大 き く、結果 と して

IL-4/IFN一 γmRNA比 率が増大傾 向を示 し、 さらに細胞 内サイ トカイ ン標識 の結果

か らもThl細 胞 の減少 とTh2細 胞 の増加 が見 られ るな ど、免疫応答 が高 まる状態 に

加 えて即時型 ア レル ギー誘発側 に偏 る免疫傾 向が示 され る ことが判 った。

これ らの結果 を総合 的 に判断す るな らば、フォル ムアルデ ヒ ドを曝 露 したシ ック

ハ ウス症候群のモデル と してのマ ウスが、液性 免疫優位 、ア レル ギー反応 にお いて
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は同様 に関連抗体 の関与す る即時型 ア レル ギー を起 こ しやすい状態 にあるこ とを

示唆 し、化学物質過敏症 の患者 にア トピー な どの即 時型ア レル ギーの素因 を持つ場

合の多い こ との説 明 とな る と考 え られ る。

また、フォル ムアル デ ヒ ド曝露 によって、脳 内(海 馬 お よび嗅球)で のプ ロラク

チ ン産 生の充進 とい う新 しい知見 も観 察 され た、近年 シ ックハ ウス症候群 の発症機

序に嗅 球 一大脳辺縁 系が関与す る とい う報告 と符合 す る結果が得 られた。

次いで、動物実験 の結果 をふ まえて、多種類化 学物 質過敏 症 として診断 を受 けて

い る患者 において、免 疫応答等 にかかわ る因子 のmRNA発 現 を観 察 し、病態 の解 明

を試 みた。多種類 化学物 質過敏 症の診断 は、一般 の医療機 関で は困難 さが伴 うた め、

本研 究では北里研 究所病院 臨床 環境 医学セ ンターにて診断 を受 けた者 を対象者 と

して行 なった。 さらに、多種類 化学物質過敏症 を初 めシ ックハ ウス症候群患者 は梅

雨時期 、夏季 には症状 が増悪す る場 合が多 く、研 究のた めの検体 の採取 には適 して

いる反 面、具合 が悪 く受診す る こともま まな らない状 況か ら秋 か ら初冬 にか けての

検体採取 となった。

我 々が先行 の科 学研 究費補助金 を受 けて行 なったDNAア レイを用 いた網 羅的な

遺伝子発現 の解析研 究の成果 か ら、多種類化 学物質過敏症患者群 で変動す る一方 で

健 常者群 で変動 しない遺伝 子群 が同一 の クラス ター を形成す ることが判 った。この

うち不明 な遺伝子2つ を除いた、39947(3',5'-cyclicAMPphosphodiesterase)、

32665(CD83),2474(IkB-epsilon),35939(CXCL2),19368

(angiotennsin/vasopressinreceptor),27(ICAM1),30388(TNFalpha-induced

protein3)、36030(dualspecificityphosphatase2)の 遺伝子 は、免疫応答等

の制御 等に関与す る ものが多か った。シ ックハ ウス症候 群や多種類化学物質過敏症

の患者 には、ア レル ギー疾患 な どの併発 や既往 の在 る者 が多い ことが知 られ ている

ことか ら、これ らの遺 伝子群 が多種類 化学物質過敏症 と何 らかの関連 を有す る可能
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性 がある と考 え られ たが、マ ウスで見 られ た よ うな免疫 バ ランスの変 容な どを説 明

す ることは出来なか った。

多種類化 学物質過敏 症患者 の検 体採 取 と網羅 的遺伝 子発現解析 には手間 と費用

がかか るた めに単回の研究補助 事業 内で の成果 のま とめには、例数の制約 か ら限界

が あるた め、今回 は先行 して行 な った研究 を含 めた3年 余 の一 連の研 究で得 られ た

検体やデー タをま とめて解析 の供 し、そ の信頼性 を高 め るこ とを試み た。

8遺 伝子 につい て、詳 細な遺伝 子発現 を定量的 に評価す るた めに健 常者5名 と多

種類化学物質過敏症 患者22名 の末梢血 単核 球由来totalRNAを 用いてRT-PCR解 析

を行 った。何れの遺伝子発 現 において も健 常者(Health-H1604)で 高い傾 向 を認 め

た。Health-H1604は ア レイ解析 で用い たHealth-tO4で あ り、ア レイ解析 にお いて

も発現 が高い傾 向 を示 して いた。他の健 常者4名 の遺伝子 の発 現は、多種類化 学物

質過敏症 患者22名 とほぼ同程度 の発 現 を示 した。Health-H1904は 健 常者 の 中で常

に最 も低 い値 を示 した。一方 、MCS-H1912はNFκB-IEの 発現 を除 き他の7遺 伝子

で多種類化 学物 質過敏症患者 の 中で常 に最 も高い発 現 を示 した。MCS-H1702はNF

κB-IEの 発 現 を除 き他の7遺 伝子 で多種類 化学物 質過敏症患者 の 中で常 に最 も低

い発 現 を示 した。これ らの健 常者 群お よび 多種類 化学物質過敏 症患者群 のそれ ぞれ

最 も高い あるい は低 い発現 を示す者 が特 定の者 で ある こと、さらには両群 にお ける

遺伝 子発 現の分布 が重 な り合 うこ と、す なわ ち個体 に よる差が大 きい ことを考 える

と、検索 した8遺 伝 子 につ いて多種類 化学物 質過敏症 の病態 を説 明す るには不十分

である と思 われ る。

免疫 グ ロブ リン ・スーパー ファ ミ リーの一員で 単球/マ ク ロフ ァージ系の細胞 に

発現す るCD83遺 伝子 にのみ両群 との間で統計学的有意 差が認 め られ た ものの 、病

態 を有意 に説 明す ることは難 しい。

RT-PCR法 にて遺伝子 の発 現 を定 量的に解析 した結果 、健 常者4名 と多種類化学
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物質過敏症患者22名 でそれ ぞれ に一定傾 向の ある差が得 られ なかた ことか ら、 こ

れ らの8遺 伝子 が多種類化 学物質過敏症 の病 態の形成 にかかわる もの と判断 し、診

断のマー カー と して考慮す るこ とは難 しい と考 え られ た。マ イク ロア レイ解析 は、

ヒ ト全遺伝子 の発現 を網 羅的 に把握す る素晴 らしい方法 であ り、先 のア レイ解析の

結果は今回 のRT-PCR解 析 の結果 で も再現 されてい る。 しか しなが ら、見出 され た

遺伝 子が炎症反応 に関連す るた め非 常に発 現変動 を起 こ しやす い ともと考 え られ

る。検体 を得 た コン トロール群 につ いては対象者 を増やす ことで、遺伝子発現 の安

定 した レベル が得 られ る可能性 が ある。 しか し、多種類 化学物質過敏症 の患者 は、

年 齢幅が大 きい上に病勢 も一定で はない ことか ら、真 の病態 を説 明できる遺伝子発

現 を特定す る ことは相 当の困難 さが あろ う。遺伝 子の総数が数 万あるのに対 して の

検 索で抽 出 され た遺伝子 が10と い う確率 を考 える と、健 常者群 と多種類化学物質

過敏症 患者群 との間で有意 に変動 していた遺伝 子 として偶然 に これ ら10遺 伝 子が

抽 出 された可能性 は否 定できないで あろ う。

フォル ムアルデ ヒ ド曝露 を行 なったマ ウスにおいて、海馬及 び嗅球 においてプ ロ

ラクチ ンmRNA発 現が充進 していた こ とか ら、化 学物質過敏症患者 お よび健常者 に

おいて末梢血か ら分離 した血 漿 におい てプ ロラクチ ン濃度 の測 定を行 なった。

近年 、中神 経系が化学物質過敏症 の病態 の場 にな るこ とが示 され ているこ とか ら、

フォル ムアルデ ヒ ド曝露 をお こな った化学物 質過敏 症モデル を想 定 したマ ウスに

お いてDNAア レイ法 によって網羅 的 に遺伝子発 現 を検索 した。そ の結果海馬及び嗅

球 にお いてプ ロラクチ ンの発現 の充進 が認 め られ た。プ ロラクチ ンの発現充進が化

学物質過敏 症の発症の説明 には直接 結びつ かないが、化 学物質過敏症 においての 中

枢神 経 の関与の場が大脳 辺縁 系であ るこ とか ら特 に注 目され る。ただ し、マ ウスの

種差 に よってプ ロラクチ ンmRNA発 現 量 に大 きな差 があ るこ と、 さらに純系マ ウス

におい て も個 体差が大 きい こ とが判 明 し、観察 され た減少 につい て さらなる検討が
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必要 とされる。

化学物質過敏症患者でプロラクチンの末梢血血漿中濃度 を測定 した ところ患者

の一部に高値 を示す者があったものの、健常群 と患者群 との間には有意差は見 られ

なかった。

フォルムアルデ ヒド曝露をお こなった化学物質過敏症モデル を想定 したマ ウス

で行なった検証により、総合的に判断 して多種類化学物質過敏症 と免疫機構の問に

関連性が関与することが示唆 された。しか し、多種類化学物質過敏症患者において

フォルムアルデ ヒ ド曝露マ ウスに見 られた様な変化は確認できず、実際のヒ トにお

いては多種類化学物質過敏症の病態形成における免疫機構の関与について明 らか

な関連は見いだされなかった。これ らの事は、それぞれの個体によって多種類化学

物質過敏症を含むシックハ ウス症候群の発症の原因 も異なれば生体反応 も異な り、

一つの理論で病態を説明す る事が出来ない複雑 な疾患群であることを裏付けるも

の と考えられる。今までに多くの研究者がこれ らの問題に取組んできたが未だ解明

に至 らないの もこうした理由によるものと考えられる。しか し、最近、多種類化学

物質過敏症の病態形成に中枢神経系大脳辺縁系の関与が示唆 され る中で、フォルム

アルデ ヒド曝露マ ウスで海馬および嗅球においてホルモ ンmRNAの 変動が観察 され

るなど、病態の解明につながる可能性 のある知見も得 られた。今後、多種類化学物

質過敏症をは じめシックハウス症候群の病態が解明され、疾病の予防と患者の症状

の緩和がなされる 日が来 ることが待たれる。

VI.結 論

動物実験ではフォルムアルデ ヒ ド曝露によりTh2細 胞が減少傾向とな り即時型

ア レルギー誘発側に偏 る免疫傾 向が示 され、ア レルギー症状増強の弱い変化が認め

られ、総合的に判断 して多種類化学物質過敏症の病態形成 と免疫機構 とのかかわ り
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が示唆 された。一方、多種類化学物質過敏症患者 においてフォルムアルデ ヒ ド曝露

マウスに見 られた様な変化は確認できず、実際の ヒ トにおいては多種類化学物質過

敏症の病態形成 における免疫機構の関与について明 らかな関連は見いだされなか

った。
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1.序 論

新建材や 家具の製造工程 に広 く用 い られ る揮発性 の高い有機化 学物質(VOC)は 、

その一部が製 品 に残留 し住居 内において徐 々 に放 散 され室 内空気 を汚染す る こと

が知 られてい る。一方、省エネル ギー を 目的 と して開発 され た高気密 住宅 の普及 は、

効果的な換気が な され ない場合 に、前述 のVOCに よる室 内空気 の汚染 を助長す ると

ともに、室 内空気 の滞留 に よる湿度 の上昇 を来た し、室 内の結露 しやす さとも相 ま

ってカ ビの発 生 を もた らす。さ らに高湿度や カ ビの発生 は二次的 に室 内ダニの発 生

しやすい環境 となる。こ うした現代 の家屋 が持 つ様 々な問題 に関連 して居住者 の健

康が害 され た ものをシ ックハ ウス症候群 と呼んでい る。この うち原因 がVOC等 に よ

る もの を、特 に化学物質過敏症 と呼び、化 学物 質 を多用す る現代 にお いて特 に注 目

を集 めてい る。

最近、シ ックハ ウス症候群 の主要な原 因 とな るフォル ムアル デ ヒ ドやVOCの 建材

等での使 用量制限 な どの対策 が進 め られ 、放散 す る化学物質 量 を減 らす ことに よ り

室内空気質が改善 され、新規 の患者発 生 は比較的低 く抑 え られ る よ うにな った。一

方、多種類 化学物質過敏症 の病態 は、中枢神経 系 を中心 と した過 敏状態 が基礎 に あ

る とされなが ら明確 に されず 、依然 として多 くの患者 が困難 な生活 を強 い られ てい

る。さて、シ ックハ ウス症候群 の患者 はア レル ギー疾患等 の免疫応 答 が関与す る疾

病の既往 を持つ者が多い と言 われ てい る。かっ、神経 一内分泌 一免疫枢 軸 といわれ

るほ ど三者 が相互影響 を及 ぼ しあい複 雑系 と して生体 の恒 常性 が維持 され てい る

にも係 わ らず 、シ ックハ ウス症候群 の病態 と免疫 関連疾患 について関連付 けた検 討

がな され ていない。生体機 能維持 におい て神経 一内分泌 一免疫 系が重要 な役割 を担

う事 を考 え ると、多種類 化学物質過敏症 の病態 を神経 系 にのみ追 うところに病態 が

明確 にできない一因が あるの ではないだ ろ うか。
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IL目 的

本研 究で はシ ックハ ウス症候群患者 の うち フォルムアルデ ヒ ドが主体 となる化

学物 質過敏症 の者 を選び、末梢血 リンパ球か ら抽 出 され たmRNAを もとに、患者 に

共通 して変動す る免疫指標 や免疫応 答 にかかわ る因子のmRNA発 現量 について検索

を行 な う。さらに、代表 的な室内空気汚染化学物 質で あるフォル ムアルデ ヒ ドを曝

露 したシ ックハ ウス症候群 のモデル と してのマ ウス において健康影響 を評価す る。

以 上を総 合 して、シ ックハ ウス症 候群、特 に多種類化 学物質過敏症 の病体形成 にお

け る免疫機 構 の関与について検討 す るこ とを 目的 と した。

111.実 験 方 法

1.動 物実験

1)実 験動 物

日本 ク レア株 式会社(東 京)よ り、米 国 トキシ コロジー ・プ ログラムで使用が推奨

され てい る雌性B6C3F1マ ウスを購入 し、1週 間以上の馴化の後 に6週 齢か ら実験 に

供 した。 実験期間 を通 し、空気曝 露時間帯 を除いて、室温22±2℃ 、湿度55±5%、

人工照 明にて暗期19-7時 、明期7-19時 に管理 した動物 室内 に設置 したク リー ンラ

ック内のアル ミニ ウムケー ジにて飼 育 した。 マ ウスは週 に2回 、床敷交換 を行 ない

健康状態 を観 察す る と共 に、週 に1度 、体重 の測 定を行 な った。各群5-6匹 とし

て飼 育 した。

2)フ オルムアル デ ヒ ド曝露

フォル ムアルデ ヒ ド水溶液(特 級 、37%フ ォル ムアル デ ヒ ド溶液、和光純薬 工業株

式会社 、大阪)の40倍 希釈 液50m1を100mlの 枝 つ き三角 フ ラス コに入れ、空気 でバ ブ

リング させ て発生 させ たFAガ ス を空気 を用 いて段 階希釈 し、 内容 量40リ ッ トル の
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プ ラス チ ッ ク曝 露 箱 に導 入 し、 毎 時5-6回 換 気 にて マ ウス に 曝 露 した 。 曝 露FA濃

度 は500ppbに 設 定 した。曝 露 濃 度 の モ ニ タ リン グはFAカ ー一トリッジ(Supelco、

LpDNPHS10、Belleponte,PA,USA)に 、1リ ッ トル/分 、15分 間 吸 引吸 着 後 、 ア セ

トニ トリル にて 溶 出 させ 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー に て測 定 した 。 ま た 、 フ ォ ル ム ア

ル デ ヒ ド検 知 器(理 研 計 器FP-30)に よ る簡 易 測 定 も併 用 した。 な お 、 コ ン トロー ル

群 に は フ ォル ム アル デ ヒ ドを含 ま ない 空気 を同 様 の条 件 にて 曝 露 した。 曝 露 時 間 は

午 前10時 か ら午 後6時 まで の8時 間 で 週6回 、6週 間 曝 露 した。

3)即 時 型 ア レル ギ ー 症 状 発 現 段 階 の 評 価

実 験 的誘 発 即 時 型 ア レル ギ ー 反 応 の 観 察 を 目的 と して 、フ ォル ム アル デ ヒ ド曝 露 ス

ケ ジ ュー ル に あ るマ ウス に、 曝 露 開始 か ら3週 お よび5週 目に100μLOVA-Alum混

合 液(PBSに て800mg/mlに 調 整 した卵 白ア ル ブ ミン(OVA、 和 光 純 薬 、 大 阪)1mlと

Alumsolution(PIERCE社Imject●Alum)1m1を 混 合)を 腹 腔 内 投 与 し、6週 目に1%OVA

PBS液 の噴 霧 吸入 曝 露(Aeroneb社 、AeronebGo7030に て20分 間)を3日 間続 けて 行 っ た。

コ ン トロール に はPBSの み を投 与 して 同 じ処 理 を した。3回 目の 噴 霧 吸 入 曝 露 後 に 、

小動 物 呼 吸機 能 検 査 装 置(Neuroscience社 に よ る試 作 機)に マ ウス を入 れ 呼 吸数 、

起動 抵 抗 を10分 間 測 定 した。 ま た 、OVA感 作 に よ るマ ウスの く しゃ み 等 の 行 動 お よび

鼻腔 部付 近 に対 す る洗 顔 様 動 作(preening)の 回 数 及 び時 間 に つ い て 、デ ジ タル ビ

デ オ カ メ ラ(SONY,PC-110)に て 撮影 したデ ー タ を後 日解 析 した 。

4日 目にマ ウス を 二 酸 化 炭 素 吸 入 に よ り安 楽 死 させ 直 ち にヘ パ リン処 理 した シ リン

ジ で 心臓 穿刺 に よ り末 梢 血 を得 て 、 血 漿 を分 離 後 、 測 定 ま で一80℃ に保 存 。OVA特 異

的IgE抗 体 価 をELISA法 に て 測 定 した(大 日本 住 友 製 薬 、DSマ ウスIgEELISA(OVA))。

4)リ ンパ球分画 の採取 ・調整

i)末 梢 リンパ球 の調整
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フ ォル ム アル デ ヒ ド曝 露 終 了 後 マ ウス を 二酸 化 炭 素 ガ ス深 麻 酔 下 にて 安 楽 死 させ 、

ヘ パ リン 処理 した シ リン ジ で心 臓 穿刺 に よ り末 梢 血 を得 た。 末 梢 血 は1200rpmで5分

間 遠 心 し、 上清 の血 漿 を除 い た後 、生 理 食 塩 水 に て血 球 画 分 の浮 遊 液 を調 整 した。

これ らを実 験 群 ご とに プ ー一ル し遠 心 管 に 分 注 したLymphoprepTM(Axis-Shield社)の

上 に血 球 希 釈 液 を静 か に重 層 して比 重 遠 心 分 離 した(室 温 、2000rpm、20分 間)。 中

間 層 の リンパ 球 お よび 単 球 か らな る末 梢 単核 細 胞 群(PBMCs)画 分 を 回収 し、充 分 量

の リン酸 緩 衝 液 ・生 理 食 塩 水(PBS)で 洗浄 した 。 この後 、溶 血 剤(組 成:0.83%

NH3Cl/0.02MTris・HCI(pH6.8))に て 処 理 し赤 血 球 分 画 を除 去 し、 洗浄 後 に 細胞 浮

遊 液 を細 胞 濃 度1.0×107/mlに 調 整 し検 体 と した 。

iD脾 臓 リンパ 球 の 調 整

安 楽 死後 の マ ウス か ら脾 臓 を摘 出 した 。 脾 臓 組 織 は摘 出 後 直 ち に3m1の100U/mlペ

ニ シ リン、100mg/mlス トレプ トマ イ シ ン、2mML一 グル タ ミン を添 加 したRPMIl640

培 養 液 中 にて滅 菌 処 理 を行 な った ス ラ イ ドグ ラス の フ ロス ト部 分 ど うしの 間 で潰 し

た。 これ を21Gの 注 射 針 の 付 い た シ リンジ で 数 回 吸 引 して リンパ 細胞 を 単離 した。 さ

らに これ らの 細胞 を溶 血 剤 で 処理 し赤 血 球 分 画 を 除 去 し、 洗 浄 後 に細 胞 浮 遊 液 を細

胞 濃 度1.0×107/mlに 調 整 し検 体 と した。

iii)リ ンパ 球 分 画 の測 定

マ ウスの 末 梢 血 お よび脾 臓 か ら調 整 した リンパ 球 につ い て 分 画 を フ ロー サ イ トメ

ー ター(BDFACSCalibur)に よ り解 析 した
。 リンパ 球 分 画 は表 面 マ ー カ ー 、CD4陽 性

細 胞(ヘ ル パ ーT細 胞)、CD8陽 性 細 胞(細 胞 傷 害 性T細 胞)、 及 びCD45R陽 性 細 胞(B

細胞)を もって判 定 した。 さらに、免 疫バ ランスを判 定す る 自的でTh1/2細 胞 を解析

す る た め に、イ ン ター フ ェ ロン ガ ンマ(IFN一 γ)お よび イ ン ター ロイ キ ン4(IL-4)の 細

胞 内サ イ トカ イ ン刺 激 誘 導 を お こ な っ た の ち に 、 細 胞 内標 識 を行 な い判 定 した。

脾 細 胞 浮 遊 液 に、 適 度 に希 釈 したFITC-CD4(BeckmanCoulterCo.,France))、

一4一



FITC-CD8(BeckmanCoulterCo.)、FITC-CD45R(BeckmanCoulterCo.)の 各 蛍 光 標

識 抗 体 を加 え4℃ 、30分 培 養 した。0.1%NaN3-PBSに て2回 洗 浄 した 後 、0.05%パ ラホ

ル ム アル デ ヒ ドPBSに て 固 定 し、4℃ にて1晩 保 存 後 に、フ ロー サ イ トメー ター(FACS、

EPICSELITE,BeckmanCoulterCo.)で 各 蛍 光 抗 体 陽性 リンパ 球 の 比 率 を測 定 した 。

細胞 内 サ イ トカ イ ンの 刺 激 誘 導 は 、細 胞 内 サ イ トカ イ ンの 活 性 化 を5×106ce11/ml

に調 整 した リンパ 球 をPhorbol12-myristate13-acetate(PMA,25ng/ml)お よび

Ionomycin(1μg/m1)に て4時 間 培 養 して行 った 。 これ らの 細 胞 をFITC標 識CD4特 異

的 抗 体 で細 胞 膜 表 面標 識 後 に、CytofixCytopermkit(BD社)に よ り細 胞 透 過 性 を充

進 させ て か ら、そ れ ぞ れPE標 識IFN-Y特 異 的Ig-G抗 体 お よびPE標 識IL-4特 異 的Ig-G

抗 体 に て細 胞 内 サ イ トカ イ ンの 細 胞 内標 識 をそ れ ぞ れ 行 った 。 サ イ トカ イ ンの 測 定

はFACSに よ り行 い 、CD4陽 性 細 胞 分 画 中 のIFN-yお よびIL-4の 各 抗 体 に よ る標 識 細 胞

の割 合 を測 定 した。

5)中 枢神経組織の採取 ・調 整

脳組 織は、大脳、小脳 、嗅球、海馬、脳 下垂体 に分割 し各 組織 は数 匹単位 でプー・ル

して試料 と し、測 定に供 す るまで一80℃ にて保存 した。

6)広 範 囲mRNA発 現 の 検 索

脳 組 織 中のmRNA発 現 量 測 定 の た め に、そ れ ぞ れ をTRIzol試 薬1mlに 浸 し、ポ リ ト

ロン型 ホ モ ジ ェナ イ ザ ー に て組 織 を破 砕 し、ク ロ ロフ ォ ル ムお よび イ ソプ ロパ ノール

処 理 に よ ってtotalRNAを 抽 出 した 。 さ らに 、RNeasyMiniKit(キ ア ゲ ン社)に よ

りtotalRNAを 精 製 後 、260nmお よび280nmで の 吸 光 度 を測 定 し、RNA濃 度 を 測 定 し

た(OD260/OD280>2.0)。totalRNAサ ンプ ル は測 定 に供 す る ま で一80℃ にて 保 存 した。

マ ウス 各組 織 か ら得 られ たtotalRNA5μgを そ れ ぞ れLowRNAInputリ ニ ア 増 幅&

ラベル 化 キ ッ ト(ア ジ レ ン ト社)を 用 い て 、そ れ ぞ れCy3標 識cRNA(コ ン トロー ル 群)
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お よびCy5標 識cRNA(フ ォ ル ム アル デ ヒ ド曝 露 群)を 作 製 した。 標 識 され たcRNAを

そ れ ぞ れ 等 量 混合 し、約20,000種 類 の マ ウス 遺 伝 子(60merオ リゴ)を 搭載 したMouse

オ リゴDNAマ イ ク ロ ア レイ(ア ジ レン ト社)上 に競 合 ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン(65℃ 、

16時 間)さ せ た。 ア レイ を 良 く洗 浄 した後 、ア レイ解 析 用 ス キ ャナ ー-GenePixsM4000B

(Axon社)を 用 い て遺 伝 子 発 現 解 析 を行 った。

7)PCR反 応 に よ るmRNA発 現 の 測 定

脳 組 織 中 で変 動 が観 察 され たmRNAに つ い て 変 動 の定 量 的確 認 を行 うた め に 、

SuperScriptTMFirst-StrandSynthesisSystem(イ ン ビ トロゲ ン社)を 用 い てtotal

RNA5μgか らcDNAを 調 製 し、 特 異 的 プ ラ イマ ー に よ りPCR反 応 を行 い そ のPCR産 物

をア ガ ロー ス ・ゲル 電 気 泳 動 し定 量比 較 した 。

また 、 末 梢 血 お よび脾 臓 リンパ 球(約1×107個)にRNA抽 出試 薬TRIzolReagent(イ

ン ビ トロゲ ン社)1mlを 添 加 し、ク ロ ロホ ル ム お よび イ ソプ ロパ ノール を用 い てtotal

RNAを 抽 出 した。 これ らtotalRNA各1.0μgの 逆 転 写反 応 をReverseTranscriptase

M-MLV(RNaseH-)(宝 バ イ オ)を 用 い て 行 った 。・得 られ たIFN一 γお よびIL-4のcDNA

をLightCycler(ロ シ ュ社)に よ り増 幅 した。ハ ウス キー ピ ン グ遺 伝 子 で あ る β一actin

遺 伝 子 の発 現 に対 す る各 遺 伝 子 の発 現 比 率 を求 め 、 コ ン トロー ル群 と フォル ム アル

デ ヒ ド曝 露 群 で比 較 した 。

2.多 種類化学物質過敏症患者での検索

1)調 査対象者

試験対象 とした多種類化学物質過敏症患者については、本研究費による研究期間に

集め られた症例数に限 りがあるために、解析の信頼性を高めるために過去の研究取

組みで得た症例 も加えた。末梢血単核球のmRNA発 現量の解析には平成17年 、19年 に

北里研究所病院で多種類化学物質過敏症 と診断 された20名 と、平成16年 に旭川医大
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産婦人科外来(シ ックハ ウス外来)を 訪 れた患者2名 の計22名 を対象者 と した。健

常者 は既往歴 、家族歴 にア トピー疾患 のない5名 であ る。 その うちの女性4名 の末

梢 血単核球 か ら抽 出 したRNAを 等 量混合 プール して、患者群 、健 常者群 と比較す るコ

ン トロール と した。

また、血漿中の活性 物質測定 の対象者 と して、平成16、19年 に北里研 究所病 院 で多

種類化 学物質過敏症 と診断 され た21名 と、平成16年 に旭川 医大産婦人科外来(シ ッ

クハ ウス外来)を 訪 れた患者5名 の計26名 を対象者 と した。健 常者 は既往歴 、家族歴

にア トピ..__疾患 のない12名 で ある。調査 対象の多種類化学物 質過敏 症唐者 の基本情

報 を表1に 示す。

本研 究の被 験者 となる多種類化 学物質過敏症 患者お よび健 常者 ボ ランティ アにつ

いての、基本的 な情報 について 自記式調 査票(資 料1)に よって収集 した。

これ ら患者 及び健常者 ボ ランテ ィアに対 して、主治 医ない し研究協力者 か らと口頭

とで説 明を行 ない、文章(資 料2)に 署名 を得 るこ とでイ ンフォーム ドコンセ ン ト

を得 て、採 血、調 査票 への記入 を求 めた。 なお、同意 取 り消 し書について も手渡 し

た(資 料3)。 なお、多種類化 学物質過敏 症患者 お よび健 常者 ボ ランテ ィアでの検 索

に際 しては、旭川 医科大学お よび北海 道衛生研 究所 にお いてそれぞれ倫理委員会 の

審査 を経 て承認 を得て実施 した。

2)血 液の採取 および末梢 血単核球 の分離

多種類化学物質過敏症 患者 お よび健 常者 ボ ランテ ィア静脈 よ り末梢 血お よそ18ml

をヘ パ リン リチ ウム入 り真空採 血管(ベ ク トン ・デ ィ ッキ ンソン社)3本 を用い て採

血 し、2000rpmで5分 間遠心 した。 上清 の血 漿 を採取 し生化学 的 な検索 に供す るまで

一800Cにて凍結保存 した。一方、血漿 を除いた血球画分 に生理食塩 水 を10m1添 加 し血

球 を浮遊 させた。15mlプ ラスチ ック遠 心管 にLymphoprepTM(Axis-Shield社)5mlを 加

え、その上 に血液浮遊液 を静 かに重層 して比重遠心分離 した(室 温、2000rpm、20分
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間)。中間層 の末梢血単核球画分 を回収 し、過剰 量の リン酸緩衝液 ・生理食塩 水(PBS)

で洗浄 した後、末梢血 単核球 沈降塊 をmRNA測 定のた めの資料 とした。

3)RNAの 抽 出 ・精 製

i)RNAの 抽 出

得 られ たPBMCs(約5x107個)にRNA抽 出 試 薬TRIzolReagent(イ ン ビ トロゲ ン社)

lm1を 添 加 し、ク ロ ロホ ル ムお よび イ ソプ ロパ ノ ール を用 い てtotalRNAを 抽 出 した。

さ らに 、RNeasyMinEluteTMCleanupKit(キ ア ゲ ン社)に よ りtotalRNAを 精 製 後 、

260nmお よび280nmで の 吸 光 度 を測 定 し、RNA濃 度 を測 定 した(OD260/OD280>2.0)。

totalRNAサ ンプル は使 用 す る ま で一80℃ にて 保 存 した。 な お 、健 常者4名 か ら得 た

totalRNAを 等 量 混 合 し、 コン トロー ル 群 と して 使 用 した。

ii)RNAの 品 質 評 価

精 製 したtotalRNA(1ｵg)をAgilent2100バ イ オ ア ナ ライ ザ(ア ジ レ ン ト社)を 用

い て 、品 質 を評価 した。す な わ ち、RNAの18Sと28Sの ピー ク比 を求 め る こ とに よ り剛A

の 分解 が ほ とん ど進 ん で い な い こ とを確 認 し、 マ イ ク ロア レイ に よ る遺 伝 子発 現 解

析 に用 い た 。

iii)Cy3・Cy5標 識cRNAの 作 製 とDNAマ イ ク ロ ア レイ との 反 応 ・解 析

コ ン トロー ル 群 お よび 多 種 類 化 学 物 質 過 敏 症 患 者(あ る い は健 常者)か ら得 られ た

totalRNA2.5ｵgを そ れ ぞれLowRNAInputリ ニ ア 増 幅&ラ ベ ル 化 キ ッ ト(ア ジ レン

ト社)を 用 い て 最 初 に逆 転 写反 応 でcDNAを 作 製 し、 つ ぎ にT7RNAポ リメ ラ ーゼ に よ

り増 幅 させ な が らCy3-CTPお よびCy5-CTPを 取 り込 ま せ 、 それ ぞ れCy3標 識cRNA(コ ン

トロー ル 群)お よびCy5標 識cRNA(患 者 あ る い は 健 常者)を 作 製 した。標 識 され たcRNA

(1ｵg)を そ れ ぞれ 等 量 混 合 し、 ヒ ト全 ゲ ノ ム(約4.4万 個)を 搭 載 したオ リ ゴマ イ

ク ロア レイ(HumanWholeGenomeOligoMicroarray、 ア ジ レン ト社)上 に競 合 ハ イ

ブ リダイ ゼ ー シ ョン させ た(65℃ 、16時 間)。 ア レイ を6×SSC液(室 温 、10分 間)と
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0.1×SSC液(4℃ 、5分 間)で 洗 浄 した 後 、 ア レ イ 解 析 用 ス キ ャ ナ ー-GenePix4000B

(Axon社)を 用 い て 遺 伝 子 発 現 の ス キ ャ ン 画 像 を 記 録 した 。 測 定 デ ー タ に つ い て ア

レイ 解 析 ソ フ トGeneSpring(ア ジ レ ン ト社)に よ り、 ス キ ャ ッ タ ー プ ロ ッ トの 作 成

や ク ラ ス タ リ ン グ解 析 等 を 行 っ た 。

iv)逆 転 写 反 応

健 常 者 及 び 多 種 類 化 学 物 質 過 敏 症 患 者 か ら得 たtotalRNA各2.5ｵgの 逆 転 写 反 応 を

SuperScriptTMFirst-StrandSynthesisSystem(Invitrogen社)を 用 い て 行 っ た 。

v)定 量 的PCR

健 常 者 及 び 多 種 類 化 学 物 質 過 敏 症 患 者 のPBMCsか ら調 製 したcDNAを 鋳 型 と して 、

9つ の 遺 伝 子;TNFα 一inducedprotein3、ICAM1、Dualspecificityphosphatase2、

CXCL2,3',5'-cyclicAMPphosphodiesterase,Angiotensin/vasopressinreceptor

(NLRP3)、CD83、NFkB-inhibitoryepsilon及 びGAPDHをABI7700(パ ー キ ン エ ル マ

社)に よ り増 幅 した 。 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 で あ るGAPDH遺 伝 子 の 発 現 に 対 す る各

遺 伝 子 の 発 現 比 率 を 求 め 、 健 常 者 とMCS患 者 で 比 較 した 。 各 遺 伝 子 を 増 幅 さ れ る た め

の プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ は 、BiosearchTechnologies,Inc.(Novato,CA,USA)

か ら購 入 した 。

TNFα 一inducedprotein3遺 伝 子 の 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー と して5'

dgTACTgAgAAgTggCATgCATgA3'(F)及 び5'dTgTCgAgAAgTCCggAAgCT3'(R)を 用 い た 。

ま た 、 プ ロ ー ブ と して 、5'dFAM-CAATTgCCgTCACCgTTCgTTTTCA-BHQ-13'を 用 い た 。

ICAM1遺 伝 子 の 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー と して5'dgCgCACTCCTggTCCTgCT3'(F)及

び5'dCAggAggTgCTgCATgTCA3'(R)を 用 い た 。 ま た 、 プ ロー ブ と して 、5'

dFAM-CTCTgTTCCCAggACCTggCAATgC-BHQ-13'を 用 い た 。

Dualspecificityphosphatase2遺 伝 子 の 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー と して5'

dAACAggTAgggCAAgATCTCCA3'(F)及 び5'dgCTgTCCCgATCTgTgCTCT3'(R)を 用 い た 。
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ま た 、 プ ロー ブ と して 、5'dFAM-CAg99CCACCCTggTCgTAgACA-BHQ-13'を 用 い た 。

CXCL2遺 伝 子 の 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー と して5'dCgCCCATggTTAAgAAAATCA3'(F)及 び

5'dCCAATAAgCTTCCTCCTTCCTTCT3'(R)を 用 い た 。 ま た 、 プ ロ ー ブ と して 、5'

dFAM-TgCTgAAAAATggCAAATCCAACTgACC-BHQ-13'を 用 い た 。3',5'℃yclicAMP

phosphodiesterase遺 伝 子 の 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー と して5'dTTCAggCgTTCTTCTCCTAgACA

3'(F)及 び5'dTTgCCgATACAATTCCAAggA3'(R)を 用 い た 。 ま た 、 プ ロ ー ブ と して 、

5'dFAM-ATCgCATTCAggTCCCTTCgCAACATg-BHQ-13'を 用 い た 。Angiotensin/vasopressin

receptor(NLRP3)遺 伝 子 の 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー と して5'dTgTgAAgTgCTgAAACAgCAgA3'

(F)及 び5'dCAgCTCAggCTTTTCTTCTTgAA3'(R)を 用 い た 。 ま た 、 プ ロ ー ブ と して 、5'

dFAM-CTCCTgCAgAACCTggggTTgTCTgA-BHQ-13'を 用 い た 。CD83遺 伝 子 の 増 幅 は 、 プ ラ

イ マ ー と して5'dggCAgAgAAACCTAAgTggCAA3'(F)及 び5'dAgCCAgCAgCAggACAATCT3'

(R)を 用 い た 。 ま た 、 プ ロー ブ と して 、5'dFAM-AgAgTgACAggATgCCCTgCACAgC-BHQ-1

3'を 用 い た 。NFkB-inhibitoryepsilon遺 伝 子 の 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー と して5'

dCTggggCCTCATgAATCACT3'(F)及 び5'dAgCCCTCAgCAgCTggAA3'(R)を 用 い た 。

ま た 、 プ ロ ー ブ と し て 、5'dFAM-CAggTggACCAgCgTgTCTCCgT-BHQ-13'を 用 い た 。GAPDH

遺 伝 子 の 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー と して5'dCgACAgTCAgCCgCATCTT3'(F)及 び5'

dCAATACgACCAAATCCgTTgACT3'(R)を 用 い た 。 ま た 、 プ ロー ブ と して 、5'

dFAM-TTgCgTCgCCAgCCgAgC-BHQ-13'を 用 い た 。

4)血 漿中の活性物質の測定

末梢血より分離する血漿について、必要に応 じて生活性物質等の測定を行な う。
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IV.結 果

1.動 物 実 験

1)卵 白ア ル ブ ミンに 対 す る即 時 型 ア レル ギ ー 応 答 の 評 価

OVAに よ る即 時型 ア レル ギー を発 現 させ たHCHO曝 露 マ ウス の 呼 吸 器 に及 ぼす 影 響 は 、

小動 物 呼 吸機 能検 査 装 置(Neuroscience社 に よ る試 作機)で 呼 吸 数 、 起動 抵 抗 を

10分 間測 定 した が 、これ ら指標 のHCHO曝 露 に よ る変 動 は確 認 で き な か った(図1)。

OVA感 作 に よ るマ ウス の く しゃみ 等 の行 動 は 、 デ ジ タル ビデ オ カ メ ラ(SONY,

PC-110)に て撮 影 した デ ー タ を後 日解 析 した 。 行 動 観 察 で は10分 間 の観 察 時 間 中

にOVA曝 露 に よ る明 らか な く しゃみ は認 め られ な か った た め に 鼻 部付 近 に 対 す る

洗顔 様 動 作(preening)の 回 数 及 び 時 間 を計 測 した 。 対 照 群 のpreeningの 平 均 回

数 お よび標 準偏 差 は4.8±1.33回 、HCHO曝 露 群 は6.0±2.24回 、 持 続 時 間 は コ ン

トロール 群 が62.7±20.7秒 、HCHO曝 露 群 は70.2±24.7秒 で あ っ た が 、 い ず れ も

有意 で は な か っ た(図2)。

2)特 異 的抗 卵 白ア ル ブ ミンlgE

実 験 的 に誘 導 した 即 時 型 ア レル ギ ー応 答 の 評 価 の た め に、血 清 検 体 を用 い て 卵 白

アル ブ ミン特 異 的IgE抗 体価 をELISA法 に て 測 定 した。 空 気 曝 露 コ ン トロー ル 群

(n=6)お よび フ ォル ム アル デ ヒ ド曝 露 群(n=7)の 卵 白ア ル ブ ミン特 異 的IgE抗 体価

の平 均 値 ±SDは 、そ れ ぞ れ145.4±113.8ng/ml8お よ び103.6±38.6ng/mlで あ

っ た。 両 群 間 の抗 体 価 に つ い て のt-testに よ る検 定 で は 有 意 差 は み られ な か っ た

(図3)。

3)脾 臓 リンパ球分画

フォル ムアルデ ヒ ド曝 露に よ り脾臓 リンパ球のCD4陽 性 細胞増加お よびCD8陽 性

細胞減少 とCD4/CD8細 胞比率 の上昇 を確認 した(図4、5)。
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4)免 疫バ ラ ンスの評価

i)脾 臓細胞 にお けるCD4お よびCD8細 胞陽 性率

曝露群で脾臓CD4細 胞 陽性 に対す るイ ンター フェロン γ(IFN一 γ)陽 性細胞 の低

下傾 向 と、IL-4陽 性細胞 の増加傾 向を認 めた(図6)。

ii)脾 臓細胞 におけるIFN一 γお よびIL-4mRNA発 現 量

脾臓 細胞 にお けるIFN一 γmRNA発 現量が有意 に抑 制 され る傾 向を認 めた。イ ンタ

ー ロイキ ン4(IL-4)mRNA発 現量 も低下 したが、IL-4/IFN-ymRNA発 現量比は曝

露群 で上昇傾 向が あった(図7)。

また、脾臓 細胞 にお いてDNAア レイ法 にて網 羅的に遺伝 子発 現変動 を解析 した結

果 、フォル ムアルデ ヒ ド曝露 に よ りコン トロール群 に比 して2倍 以上の発 現が誘 導

され た遺伝 子が8個 、 同 じく1/2以 下 に発 現 が抑制 された遺伝子 も8個 認 めた が、

コン トロール 群 に対す る変動倍 率が最 大 で2.3倍 と0.44倍 であ り、大 きな変動 を

示す遺伝子 はなか った(図8、9)。 末梢血 単核球 にいて も大 ききな変動 を示す遺

伝子は なか った(図10、11)。

5)中 枢神経 系のmRNA発 現の評価

フォル ムアル デ ヒ ド曝露実験 にお いて、脳 の重量 にはFA曝 露群 とコン トロール

群 との間 に差 は認 めなか った。

脳 よ り海馬お よび嗅球 を分離 しtotalRNAを 抽 出 した。それ ぞれ のtotalRNAを

用 いてマイ ク ロア レイ解析 を行 った。各群 の海 馬 ではFA曝 露 に よ り2倍 以上の発

現誘導 された遺伝子3個 と1/2以 下 に発現抑 制 され た遺伝子12個 が見 られ た(図

12、13)。 嗅球で はフォル ムアルデ ヒ ド曝 露 によ り2個 の遺伝子 が発 現誘 導 され、

7個 の遺伝 子が発現抑制 された(図14、15)。 海 馬 と嗅球 において フォル ムアルデ

ヒ ド曝露 に よ り共通 して発 現誘 導 され た遺伝 子 として、プ ロラクチ ン遺伝 子がある。

海馬 で2.3倍 、嗅球で2.8倍 の誘 導が観 察 され、RT-PCR法 に よって、ハ ウスキー
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ピングの β一ア クチ ン遺伝 子が フォル ムアルデ ヒ ド曝 露 によ り発現 に影響 が無か っ

た事 を確認 の上で、プ ロラクチ ン遺伝 子が フォル ムアル デ ヒ ド曝露 によ り両組 織 で

発現誘 導 され てい るこ とを確認 した。

マ ウスの系統 によるプ ロラクチ ンのmRNA発 現 量の差 につ いて、無処置マ ウスに

おいて解析 した結果、系統間 において大 きな差 が あるこ とと、個 体差が大 きい こと

が確認 された(図16、17、18)。

2.多 種類化学物質過敏症患者 での検 索

1)RNA試 料 のRNAの 質の検定

コン トロール群お よび 多種類化 学物 質過敏症 患者 、健常者 の末梢血か ら調整 され

た末梢 血単核 球 由来totalRNAを バイオ アナ ライザ に よ り解析 した泳動パ ター ンの

一例 を図19に 示 す。 ヒ トの新鮮組織 か ら抽 出 したtotalRNAの うち、最 も多量 に

存在す る リボ ゾー ムRNAで 約2kbの 単一転写単位rRNA前 躯体 に由来す る28SrRNA

と18SrRNAの 存在 比率が約2:1と な る ことか ら、両者 の存在 比率 を もってRNA

の質(被 分解 度)を 判定 した。図 に示す ごとく、本研 究 において被 験者 か ら得 られ

たRNA試 料 は殆 ど分解 されてお らず 高品質 に保 存 され てい る事が確認 され た。

2)マ イク ロア レイによるRNA発 現解 析

代表 的なマイ クロア レイのカ ラーイ メー ジ画像 を図20に 示 した。赤 ・黄 ・緑 と

3色 に色分 け された スポ ッ トが現れ、赤色 は コン トロール群 に比べ患者(健 常者)

で発現 が増加 してい る遺伝子 、黄 色 は発現 量 に変化 のなか った遺伝子 、緑 色は患者

(健常者)で 発 現が抑制 され てい る遺伝子 を表 してい る。

図21に 、コン トロール群 と多種類化学物 質過敏症患者 の末梢血 単核 球由来total

RNAを 用 いて解析 したイ メー ジ画像 を個 々の遺伝 子の発現強度 で表 したスキ ャ ッタ

ープ ロッ トを示 した。縦 軸は多種類化学物 質過敏症 患者 の蛍光 強度(Cy5)、 横軸 は
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コン トロール群 の蛍光強度(Cy3)を 表 してお り、両者 で発現 レベル が同 じ遺伝子

の場合 は右 上が り45度 の直線 上 に位 置す る こ とを意味す る。今 回の解析で は、 コ

ン トロール群 に対 して遺伝 子発 現倍 率 が2倍 以上の増加 あるい は0.5倍 以下 の減少

を示す場合 を変動遺伝 子 とした(図 中45度 の直線 に平行す る2本 の線 が2倍 と0.5

倍 を示 す)。

我 々の一連 の研究 の初期 の検索 におい て、変動遺伝 子の 中で、健常者9名 全てで

変動せ ず、多種類化学物 質過敏 症患者16名 全 てで共通 して増加 ない し減少す る特

異的な遺伝 子 を探 索 したが、該 当す る遺伝子 は見出 され なか ったが、半数以上 の

MCS患 者 で コン トロール群 に対 して共通 して増加 ない し減少傾 向を示 した遺伝子の

抽 出を行 な った ところ、28遺 伝 子(増 加 傾 向:2遺 伝 子、減少傾 向:26遺 伝 子)

を選 び出す こ とが できてい る(表2)。 そ こで、比較 的特 徴の ある28遺 伝 子 につい

て、陰性対象 としてハ ウスキー ピング遺伝子 であ るGlyceraldehyde3-phosphate

dehydrogenase(G3PDH)を 基準 と して、多種類化学物質過敏 症患者 お よび健常者 の

個別遺伝子発 現 を解 析 した ところ、全 体的 に比較 的強 く発 現低下 が見 られ るIL-l

beta,epiregulin,chemokine(CCmotif)ligand4(CCL4),chemokine(CSCmotif}

1igand2(CXCL2)(35939,40163)な ど免疫応 答 の制御 にかかわ る遺伝子群が比較 的

大 きな変化傾 向が あるもの として抽 出 されたが 、それ らは健 常者 での発 現 も数例 を

除 き低下傾 向の者 が多い な ど、両群 間で際立 った差 を認 めなか った。

そ こで、 当該28遺 伝 子を解析 ソフ トGeneSpringで クラスタ リング解析 した結

果 を報 告 した が、それ を図21に 示す。縦方 向は28遺 伝 子の発現変動状況 につ いて

「似 たパ ター ンを示す被験者 」を集 めて クラス ター(ConditionTree)を 形成 させ 、

横方 向は28遺 伝 子 の中で発現 変動 状況が 「似 たパ ター ンを示す遺伝 子」を集 めて

クラス ター(GeneTree)を 形成 させ た ものであ る(図22)。 多種類化学物質過敏

症患者群 を遺伝 子発現 が大 き く変動 した高変動群(MCS-a1,a2,a3,a6,k5,kl,k2,
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k3,k6,k4;10名)と 変 動 が 少 な い 低 変 動 群(MCS-a4,a5,t2,t6,t3,t4;6名)

に 分 割 可 能 で あ っ た 。多 種 類 化 学 物 質 過 敏 症 患 者 高 変 動 群 は 病 勢 が 強 い 段 階 に あ る

と解 釈 す る こ と も 可 能 で あ る た め 、高 変 動 群 と 同 じ く遺 伝 子 発 現 が 高 変 動 す る健 常

者 群(Health-a1,a2,a3)に お い てmRNA遺 伝 子 発 現 を 比 較 解 析 し た と こ ろ 、 多

種 類 化 学 物 質 過 敏 症 患 者 群 で 変 動 す る 一 方 で 健 常 者 群 で 変 動 し な い 遺 伝 子 群 が 同

一 の ク ラ ス タ ー(GeneTree)に 属 す る こ とが 判 っ た 。 す な わ ち 、39947

(3',5'-cyclicAMPphosphodiesterase),32665(CD83),35650(unknown),2474

(IkB-epsilon),35939(CXCL2),19368(angiotennsin/vasopressinreceptor),

27(ICAMl),32207(unknown),30388(TNFclpha-inducedprotein3),36030(dual

specificityphosphatase2)の10遺 伝 子 が 抽 出 され た 。

これ ら10遺 伝 子 とハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 と して のGAPDHお よび β一ア ク チ ン に

つ い て 、健 常 者 お よ び 多 種 類 化 学 物 質 過 敏 症 患 者 の そ れ ぞ れ の 平 均 と個 人 デ ー タ の

比 較 した も の を 、 患 者6名 分 、 図23か ら図28に 示 す 。

3)RT-PCRに よ る詳細 なmRNA発 現 の解 析

上述 の ごとく得 られ た10遺 伝子群 か ら、2つ のunknown遺 伝子 を除 く8遺 伝 子

について、詳 細な遺伝子発現 を定量的 に評価す るた めに健常者5名 と多種類化 学物

質過敏症 患者22名 の末梢血 単核球 由来totalRNAを 用いてRT-PCR解 析 を行 った。

結果 を図29か ら図36に 示す。 また、図37に8遺 伝子 につ いて健 常者 と多種類 化

学物質過敏症 患者 の平均値 をま とめた。

4)血 漿 プロラクチン濃度測 定

フォル ムアルデ ヒ ド曝露 を行 な ったマ ウス におい て、海馬及 び嗅球 にお いてプ ロ

ラクチ ンmRNA発 現が元進 していた ことか ら、化学物質過敏症 患者 お よび健 常者 に

おいて末梢 血か ら分離 した血漿において プ ロラクチ ン濃度 の測定 を行 な った。
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プ ロラクチ ンの末梢 血血漿 中濃度 も患者 で高値 を示す傾 向があった ものの有意

差 はなか った(図38、39)。

V.考 察

フォル ムアルデ ヒ ドを曝露 した マ ウスの中枢神 経系 にお いて変動す るア レル ギ

ー応答 を中心 と した生活性 因子のmRNA発 現の変動 を観察 した。 さ らに、これ らの

動物実験 の結果 を もとに、多種類化学物 質過敏 症 と診断 を受 けた患者 において、免

齢疫応 答等 にかかわる因子のmRNA発 現 を観 察 し
、病態の解 明を試み た

先ず、フォル ムアルデ ヒ ドを曝露 したシ ックハ ウス症候群 のモデル としてのマ ウ

ス において免疫応答 の変容 を観 察す る ことを試 み、つい で化学物質過敏症の病態形

成 の基盤 になる と考 え られ てい る中枢神経 系 において フォル ムアルデ ヒ ド曝露 に

よって意義付 けで きる変動 を示 す遺伝子 の発現 を観 察 し、そ の中に免疫機構 との関

連す る項 目を探索 し、化学物 質過敏 症の病態 と免疫機構 との関連 を検討す るこ とを

目的 して研 究 を行 なった。

卵 白アルブ ミンに よって感作 したマ ウスに対 して、卵 白アル ブ ミン溶液 を噴霧 吸

入 させ て即時型 ア レル ギー応答 を誘発 し、マ ウスの前肢 による鼻部 をこす る動作 を

観察 して評価 を行 な った。フォル ムアル デ ヒ ド曝露群 において空気曝露 コン トロー

ル に対 して、鼻部付 近 に対す る洗顔様動 作回数お よび持続 時間それぞれが増加す る

傾 向が 見 られ 、有意差 がなか った ことかた明 らか なア レル ギー症 状増 強の変化 とは

言 えない ものの即時型 ア レル ギー応答 の発 現が フォル ムアル デ ヒ ド曝露 で増強 さ

れ る事が伺 える。

さて、生体 内にお け る免疫応 答の制御 において、免疫応答 を高め るCD4陽 性T細

胞 であ るヘルパー-T細 胞(Th)細 胞 と、免疫応答 を抑制的 に制御す るCD8陽 性T細 胞

であ るサプ レッサー(Ts)細 胞 があ る。CD4お よびCD8細 胞 の比率 は こ うした免疫
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バ ランスを反映す ると考 え られ てい る。 さ らに、免疫応 答の詳細 を制御 して い る

Thに 亜分画(Th1とTh2)が あ り、 よ り分化度 の低 いThO細 胞か ら分化す るこ とが

知 られ ている。 これ ら2つ のTh細 胞分画 の うちTh1細 胞 は細胞性免疫成 立 に重要

な役割 を担い 、一方Th2細 胞 は抗体産生 を誘 導 し液性免疫 成立 に重要 な役 割 を担 っ

ている。これ ら2つ のTh細 胞 が産 生す る液性 因子(サ イ トカイ ン)は 自己Th分 画

への分化や増殖 を高 める一方 で、他方 への分化や増殖 を抑制す ることが知 られ てお

り、両者 は対 立の上 にバ ランスを保 ってい る。 これ らのTh細 胞バ ランスは ア レル

ギー応答 の発 現に も関与 してい る。す なわ ち、即時型 ア レル ギーが成立す るときに

はTh2細 胞 が優位 とな り、そ の際 にはTh1細 胞 が相 対的 に抑制 され た状況 に ある。

逆に言 うな らば、細胞性免疫 が起 こ りに くい状 況 に置 かれ た個 体の生体 内ではTh1

細胞へ の分化 が減 少 し、逆 にTh2細 胞 が優位 とな る状況 が生まれ る。こ うした個体

では即 時型 ア レル ギーす なわちア トピー性疾患 の発 症、増悪 が起 こる とされ てい る。

今 回のフォル ムアルデ ヒ ド曝露 を行 ったマ ウスで観 察 され た免疫応 答 ・ア レル ギー

反応 の結果 は、 このTh細 胞バ ランスに よって説 明で きる もの と考 え られ る。

マ ウス脾臓 リンパ球の分画解析及 び免 疫バ ランスの指標 とな るmRNA発 現 の評価

か ら、フォル ムアル デ ヒ ド曝露 に よ り免疫 応答 を充 進 させ るCD4細 胞 の増加 と抑 制

す るCD8細 胞 の減少 、結果 としてのCD4/CD8細 胞 比率の元進 が見 られ免疫応答 が高

ま る状態 にあ るこ とを意味す る。さ らに、フォル ムアルデ ヒ ド曝 露 によ り遅延 型ア

レル ギーにバ ランス をシフ トさせ るIFN-ymRNA発 現の減少 が大 き く、結果 と して

IL-4/IFN-YmRNA比 率が増大傾 向を示 し、 さらに細胞 内サ イ トカイ ン標識 の結果

か らもThl細 胞 の減少 とTh2細 胞 の増加 が見 られ るな ど、免疫応答 が高 ま る状態 に

加 えて即時型 ア レル ギー誘 発側 に偏 る免疫 傾 向が示 され る ことが判 った。

これ らの結果 を総 合的 に判断す るな らば、フォル ムアルデ ヒ ドを曝露 したシ ック

ハ ウス症候群 のモデル として のマ ウスが、液性免疫優 位、ア レル ギー反応 におい て
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は同様 に関連抗体 の関与す る即時型 ア レル ギーを起 こ しやすい状態 にあるこ とを

示唆 し、化学物質過敏症 の患者 にア トピー な どの即 時型ア レル ギーの素因を持 つ場

合 の多い こ との説 明 とな ると考 え られ る。

また、フォル ムアルデ ヒ ド曝露 によって、脳 内(海 馬 お よび嗅球)で のプ ロラク

チ ン産 生の充進 とい う新 しい知 見 も観察 され た、近年 シ ックハ ウス症候群の発症機

序 に嗅 球 一大脳辺縁系 が関与す る とい う報告 と符合 す る結果 が得 られた。

次いで、動物実験 の結果 をふま えて、多種類化 学物 質過敏症 として診断 を受 けて

い る患者 において、免疫応 答等 にかかわ る因子 のmRNA発 現 を観 察 し、病態 の解 明

を試 みた。多種類 化学物質過敏 症の診断 は、一般 の医療機 関 では困難 さが伴 うた め、

本研究 では北里研 究所病院 臨床 環境医学セ ンターにて診断 を受 けた者 を対象者 と

して行 な った。さらに、多種類 化学物質過敏症 を初 めシ ックハ ウス症候群患者 は梅

雨時期 、夏季 には症状 が増悪す る場合が多 く、研 究のた めの検体 の採取 には適 して

いる反 面、具合 が悪 く受診す る こともま まな らない状 況か ら秋 か ら初冬 にか けての

検体採 取 とな った。

我 々が先行 の科 学研 究費補助金 を受 けて行 なったDNAア レイ を用いた網羅 的な

遺伝子発現 の解析研 究の成果 か ら、多種類 化学物質過敏症 患者群で変動す る一方で

健常者群 で変動 しない遺伝 子群 が同一の クラスターを形成 す るこ とが判 った。この

うち不 明な遺伝 子2つ を除い た、39947(3',5'℃yclicAMPphosphodiesterase)、

32665(CD83),2474(IkB-epsilon),35939(CXCL2),19368

(angiotennsin/vasopressinreceptor),27(ICAMl),30388(TNFalpha-induced

protein3)、36030(dualspecificityphosphatase2)の 遺伝 子は、免疫応 答等

の制御 等 に関与す るものが多か った。シ ックハ ウス症候群や 多種類 化学物質過敏症

の患者 には、ア レル ギー疾 患 な どの併発や既往 の在 る者 が多い ことが知 られ てい る

ことか ら、これ らの遺伝 子群 が多種類化学物 質過敏 症 と何 らかの関連 を有す る可能

一18一



性 が ある と考 え られたが、マ ウスで見 られ た よ うな免 疫バ ラ ンスの変容 な どを説 明

す ることは出来 なか った。

多種類 化学物質過敏 症患者 の検 体採 取 と網 羅的遺伝 子発現解析 には手 間 と費用

がかか るた めに単回の研究補助 事業 内での成果 の ま とめには、例 数の制約か ら限界

が あるた め、今回 は先行 して行 な った研究 を含 めた3年 余 の一連 の研 究で得 られ た

検 体や デー タをま とめて解析 の供 し、そ の信頼性 を高 める ことを試 み た。

8遺 伝 子 について、詳細 な遺伝子発 現 を定量的に評価 す るため に健 常者5名 と多

種類化学物 質過敏症患者22名 の末梢 血単核球 由来totalRNAを 用 いてRT-PCR解 析

を行 った。何れ の遺伝子発 現 におい て も健 常者(Health-H1604)で 高い傾 向 を認 め

た。Health-H1604は ア レイ解析 で用 いたHealth-tO4で あ り、ア レイ解 析 におい て

も発現が 高い傾 向 を示 していた。他 の健 常者4名 の遺伝 子 の発現 は、多種類 化学物

質過敏症患者22名 とほぼ同程 度の発現 を示 した。Health-HI904は 健 常者 の 中で常

に最 も低 い値 を示 した。 一方、MCS-H1912はNFκB-IEの 発 現 を除 き他 の7遺 伝 子

で多種類化 学物 質過敏症 患者 の 中で常 に最 も高い発 現 を示 した。MCS-H1702はNF

rcB‐IEの 発現 を除 き他 の7遺 伝 子 で多種類 化学物質過敏 症患者 の中で常 に最 も低

い発現 を示 した。これ らの健 常者群 お よび多種類化学物 質過敏症患者群 のそれぞれ

最 も高い あ るいは低い発 現 を示す者 が特定 の者 であ るこ と、さらには両群 にお ける

遺伝子発現 の分布 が重な り合 うこと、す なわ ち個体 に よる差 が大 きい こ とを考 える

と、検索 した8遺 伝子 について多種類化 学物質過敏症 の病 態 を説 明す るには不十分

である と思 われ る。

免疫 グ ロブ リン ・スーパー フ ァ ミリーの一員 で単球/マ クロフ ァー ジ系の細胞 に

発現す るCD83遺 伝子 にのみ両群 との 間で統計学的有意 差が認 め られた ものの、病

態 を有意 に説 明す ることは難 しい。

RT-PCR法 にて遺伝子 の発 現 を定 量的 に解析 した結果 、健 常者4名 と多種類化学
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物質過敏症患者22名 でそれぞれ に一定傾 向の ある差が得 られ なかた ことか ら、こ

れ らの8遺 伝子 が多種類 化学物質過敏症 の病態 の形成 にかかわる もの と判断 し、診

断のマー カー と して考慮 す るこ とは難 しい と考 え られ た。マ イク ロア レイ解析 は、

ヒ ト全遺伝子 の発現 を網 羅的 に把握す る素晴 らしい方法 であ り、先 のア レイ解析 の

結果は今回のRT-PCR解 析 の結果 で も再現 され てい る。 しか しなが ら、見出 され た

遺伝 子が炎症反応 に関連す るた め非常 に発現 変動 を起 こ しやす い ともと考 え られ

る。検体 を得 た コン トロール群 につい ては対象者 を増やす ことで、遺伝子発現 の安

定 した レベル が得 られ る可能性 が ある。 しか し、多種類化学物質過敏 症 の患者 は、

年 齢幅 が大 きい上 に病 勢 も一定では ない ことか ら、真 の病態 を説 明できる遺伝子発

現 を特 定す るこ とは相 当の困難 さが あろ う。遺伝 子の総数が数万 あるのに対 しての

検 索で抽 出 された遺伝子 が10と い う確 率 を考 える と、健常者群 と多種類化学物質

過敏症患者群 との間 で有意 に変動 していた遺伝 子 と して偶然 に これ ら10遺 伝子が

抽 出 され た可能性 は否定 できないであ ろ う。

フォル ムアル デ ヒ ド曝露 を行 なったマ ウス において、海馬 及び嗅球 においてプ ロ

ラクチ ンmRNA発 現 が充進 してい た ことか ら、化学物 質過敏 症患者お よび健常者 に

お いて末梢血 か ら分離 した血漿 にお いてプ ロラクチ ン濃度 の測定 を行 なった。

近年、中神経 系が化 学物質過敏症 の病態 の場 にな るこ とが示 されてい るこ とか ら、

フォル ムアルデ ヒ ド曝露 をお こなった化 学物質過敏症 モデル を想 定 したマ ウス に

おいてDNAア レイ法 に よって網羅的 に遺伝 子発現 を検 索 した。その結果海 馬及び嗅

球 におい てプ ロラクチ ンの発 現の元進 が認 め られ た。プ ロラクチ ンの発現充進が化

学物質 過敏 症 の発症 の説明 には直接結 びつか ない が、化学物質過敏症 においての 中

枢神経 の関与の場 が大脳辺 縁系で ある ことか ら特 に注 目され る。ただ し、マ ウスの

種差 に よってプ ロラクチ ンmRNA発 現量 に大 きな差が ある こと、 さ らに純系マ ウス

にお いて も個 体差 が大 きい こ とが判明 し、観 察 された減少 につ いて さ らな る検討が
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必要 とされ る。

化学物質過敏症 患者 でプ ロラクチ ンの末梢 血血漿 中濃度 を測 定 した ところ患者

の一部 に高値 を示 す者 が あった ものの、健 常群 と患者群 との 間には有意差 は見 られ

なかった。

フォル ムアル デ ヒ ド曝露 をお こな った化学物 質過 敏症モデル を想 定 したマ ウス

で行 なづた検 証 によ り、総合的 に判 断 して多種類化 学物質過敏症 と免 疫機 構の 間に

関連性 が関与す るこ とが示唆 され た。 しか し、多種類化学物 質過敏 症患者 にお いて

フォル ムアル デ ヒ ド曝露マ ウスに見 られ た様 な変化は確認 できず 、実際の ヒ トにお

いては多種類 化学物質過敏症 の病態 形成 にお け る免 疫機構 の関与 について明 らか

な関連 は見いだ されなか った。これ らの事 は、それぞれ の個 体に よって多種類化 学

物質過敏症 を含 む シ ックハ ウス症候 群の発症 の原 因 も異 なれ ば生体反応 も異 な り、

一つ の理論 で病態 を説明す る事 が出来 ない複雑 な疾 患群で あ るこ とを裏付 ける も

の と考 え られ る。今まで に多 くの研 究者 が これ らの問題 に取組 んで きたが未 だ解 明

に至 らないの もこ うした理 由に よるもの と考 え られ る。 しか し、最近、多種類 化学

物質過敏症 の病態 形成 に中枢神 経 系大脳 辺縁 系の関与が示唆 され る中で、フォル ム

アルデ ヒ ド曝 露マ ウスで海 馬お よび嗅 球 にお いてホルモ ンmRNAの 変動が観 察 され

るな ど、病 態 の解 明につ なが る可能性 のあ る知見 も得 られ た。今 後、多種類 化学物

質過敏症 をは じめシ ックハ ウス症候群 の病態 が解 明 され、疾病 の予 防 と患者の症状

の緩和が な され る 日が来 るこ とが待 たれ る。

VI.結 論

動物実験ではフォルムアルデ ヒ ド曝露 によりTh2細 胞が減少傾 向とな り即時型

ア レルギー誘発側に偏 る免疫傾向が示 され、ア レルギー症状増強の弱い変化が認め

られ、総合的に判断 して多種類化学物質過敏症の病態形成 と免疫機構 とのかかわ り
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が示唆 された。一方、多種類化学物質過敏症患者においてフォルムアルデ ヒド曝露

マ ウスに見 られた様な変化は確認できず、実際のヒ トにおいては多種類化学物質過

敏症の病態形成における免疫機構の関与について明 らかな関連は見いだされなか

った。
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表1調 査対象化学物質過敏症患

ID gender age geneprolactin
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表2 MCS患 者で増加あるいは減少傾 向を示した28遺 伝子のリスト
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0
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0
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㏄

38

14

20

66

82

16

65

93

45

94

16

41

37

2

3

8

1

7

7

9

9

9

0

6

9

0

0

1

2

2

4

5

5

5

8

9

0

2

3

1

1

1

1

1

1

2

2

2

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

4

4

4

Homosapiensintercellularadhesionmolecule1(CD54),humanrhinovirusreceptor(1CAM1),mRNA
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HomosapiensnuclearfactorofkappalightpolypeptidegeneenhancerinB-cellsinhbitor,epsilon(NFK副E)mRNA

Homosapiensinterleukin8(1L8),mRNA
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1整理番号 健 康 調 査 票

調査へのご協力をお願い します。以下の内容に御回答 ください。

氏名:年 齢:歳 性別⊥_」塾 女 記入日 年

資料1

月 日

記入方 法0、1、2な どの数字 に は"O"を 、 ア ンダー ライ ンに は記 入 を お願 い します 。

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10.

11.

0
∠

り
0

4

15.

農
U

7
〃

8

4
■
1

4
1
暫

4膠

あなたは何人兄弟姉妹の何番目ですか。 人兄弟姉妹の 番 目生まれ

婚姻状況0未 婚1既 婚2生 別3死 別

現在の家庭構成0独 居1家 族 と同居2知 人 と同居3ま かないつ き下宿

現住所(市 町村および町名 ・地域名まで)市 町村 ・ 、 年前か ら)

近所(100mほ ど)に 農地(田 畑)が あ りますか。0な い1あ る

近所で農薬の散布を目に した り、臭 いを感ず ることが あ りますか。0な い1あ る

近所(50mほ ど)に 交通量の多い幹線道路があ りますか。0な い1あ る(路 線名)

近所(100mほ ど)に 大きな工場 ・焼却場な どがあ りますか。0な い1あ る(ど んな工場)

引越 しをしたことがある場合、以前 に居住 していた地域(市 町村 および町名 ・地域名まで)

現在の前(市 町村 ・ 、 年間)

その前(市 町村 ・ 、 年間)

現在の住居形態は どの ようですか。(そ れぞれに、いずれかにO)

a)1木 造2軽 量鉄骨3コ ンク リー ト造

b)1一 軒家2下 宿 ・間借3ア パー ト、マンシ ョン

住居の床材質はどのようなものですか。(居 間、寝室など長時間過ごす部屋の床について、あるものはすべてO)

1板 張(フ ロー リング)2タ イル3ク ッシ ョンフロアー(ビ ニール製)4畳5じ ゅうたん

同 じ室内に植木の植物があ りますか。0な い1あ る(何 ですか)

炊事のエネルギーは何ですか。1電 気2ガ ス3そ の他()

風呂、給湯のエネルギーは何ですか。(どちらかにO)1電 気2ガ ス3石 油4そ の他()
τ蘇O)1FF式2煙 突式

住居の冬季の暖房(使 うものにO、 複数回答可)

1石 油2ガ ス3石W.T.4日 一5電 気暖房

(いずれかひとつにO)1FF式2煙 突式3吸 排気な し

住居の夏季のクーラーの使用。0な し1あ る

住居の換気はどのようですか。0自 然換気1部 屋個別換気扇換気2集 合強制換気

今までに新築後3年 以内の新築家屋 に居住 した経験は。0な い1あ る(_回)

ある方(何 年か ら何年頃ですか)

19.寝 具は何 を使 っていますか。1床 に直接布団2ベ ッ ド

20.1日 何回食事 をとりますか。1日(回 程度)

21.1週 間に何回、コンビニ弁当やオニギ リを食べますか。1週(回 程度)

22.1週 間に何回、カ ップ麺 を食べますか。1週(回 程度)

23.特 に好きで多 く食べるものがありますか。0な い1あ る(何 ですか

24.嫌 いな食べ物があ りますか。0な い1あ る(何 ですか

25.ア レルギーが起 こる食べ物があ りますか。0な い1あ る

(原因食品 症状

)

)

(原因食品 症状

)

)

26.普 段、飲食に用いる水 はどうしていますか。

0水 道水そのまま1水 道水 をフィルターで浄水2市 販のミ朽ルウオーター3井 戸水4湧 き水

裏 面 に つ づ く→



27.

28.

0
り

0

1

り
乙

り
0

4

『
0

り
∠

り
0

り
0

り
0

り
0

り
0

り
0

36.

37.

38.

39.

0

1

」
弓

」
弓

タバコを吸 いますか。0吸 わ ない、1吸 う(平 均i日 _一 、_生 固)、

2過 去に吸 ったが今は吸わない(平 均1日 _杢 、__一 間、 年前にやめた)

アルコールを飲みますか。0飲 まない、1飲 む

普段飲む量は1週(回 、何を 、 〈らい)

飲み会で飲む量は1月(回 、何を 、 〈らい)

アルコール を飲 むと赤 くな りますか。0な らない、1な る

父親 はアル コール を飲む と赤 くな りますか。0な らない1な る2わ からない

母親 はアル コール を飲む と赤 くな りますか。0な らない1な る2わ からない

ほぼ毎 日コー ヒー ・茶類を飲 む習慣があ りますか。0な い1あ る(何 を 、1日 杯 くらい)

普段使 う健康食品があ りますか。0な い1あ る(何 ですか)

普段使 う栄養補給剤が あ りますか。0な い1あ る(何 ですか)

今までにア レルギー疾患 と診断されたことが ありますか。0な い1あ る

(診断名 、いつ 年前、症状)

薬(薬 品)で ア レルギーが起 こった ことがあ りますか。0な い1あ る

(原因の薬 、いつ 年前、症状)

今までに化学物質過敏症 と診断されたことが ありますか。0な い1あ る

(原因 、いつ 年前、症状)

他に大きな病気 を した ことがあ りますか。0な い1あ る(ど んな病気で、いつですか。薬を使いま したか。)

(病名 、いつ 、薬)

(病名 、いつ 、薬)

手術な どで全身麻酔 をかけ られた ことがあ りますか。0な い1あ る

(何の手術 、いつ)

治療 を受 けた歯があ りますか。0な い1あ る 金属冠をかぶせた歯の本数(本)

家業 ・趣味などで室内で化学物質を使いますか。

0な い1あ る(何 ですか')

42.化 学物質や金属 を使 う趣味があ りますか。0な い1あ る

どんな趣味ですか(、 使 う物質)

43.仕 事先な どで化学物質や金属 を扱 いますか。0使 わない1使 う

どんな仕事 内容ですか(、 使 う物質)

44.住 居でペ ッ トを飼 っていますか。0飼 っていない1飼 っている2以 前に飼 っていた

どんなペ ッ トですか(、 《現在 ・昔》 年、 家の 《外 ・中》で)

(、 《現在 ・昔》 年、 家の 《外 ・中》で)

45.タ バコを吸 う同居人が いますか。0い ない1い る(人)2以 前にいた(人)

46.居 間や寝室で芳香剤を使 っていますか。0使 わない1使 う(ど んなものですか)

47.室 内で殺虫剤 を使 っていますか。0使 わない1使 う(ど んなものですか)

48.家 庭園芸な どで農薬 を使 うことがあ りますか。0使 わない1使 う(ど んなものですか)

49.今 までに新築 ・リフォーム間もない家を訪ね て、あるいは新車に乗って具合の悪 くなったことがあ りますか。

0な い、1あ る いつ頃 どのような状況で症状で したか

〕



資料2

シックハウス症候群の病態解明と環境化学物質の汚染実態に

関する研究協力同意書

私 は、旭川 医科 大学等 の研究班 が実施す る 「シ ックハ ウス症候群 の病 態解明 と

環境化学物質 の汚染実態 に関す る研 究」 につ いての説明文 を読 み、説 明者 か ら

必要 かつ適切 な説 明 を受 け、その趣 旨につ いて理解 しま した。以 下の条件 の下

に、 この調査 に協力す るために採 血や諸検査 を受 ける とともに、関連 の アンケ

ー ト調査 に協力す る ことに同意 します。

説 明を受けて理解した項 目(口 の中にご自分で!を 付 けて下さい)

口 研究に自分の意思で協力すること

口 いつでも同意を撤回できること

口 研究の方法

口 研究に協力する方法

口 費用負担が無いこと

口 遺伝子の解析を行うこと

口 希望があれば研究計画書を見ることが出来ること

口 研究協力者の利益および不利益

口 研究成果の公表について

口 解析結果をお知らせできないこと

口 研究後の検体などの取り扱いについて

ロ プライバシー(個人情報)を保護する方法

口 研究から知的財産権が生じた場合、その権利が協力者に属さないこと

研 究 協 力 へ の 同意(説 明 を受 けて理 解 した項 目の全 ての 口 に!を 記 入 され た方 は 、

裏 面の1、2、3、4、5の 「はい 」、「いい え」に ○ をつ けて、署 名 してくだ さい。

裏 面 に 続 く→



1.標 記研 究に協力 し、カルテの情報 、通 常の検 査結果、アンケート結果 を使用される

ことに同意 します。

はい いいえ 署名

2.提 供する血液試 料等が、免疫 、細胞増 殖、血管 の収縮 ・拡張の調整 に関与するm

RNAの 解析 に使用されることに同意します。

はい いいえ 署名

3.提 供する血液試 料等が、本研 究の遺伝 子の解析 に使用されることに同意 します。

はい いいえ 署名

3の 「はい 」に ○を付 け、署 名 され た方 は、4-1ま た は4-2の どちらか を選 択 肢 、「は

い」または 「い い え」に○ を付 け、署名 して 下 さい。4-1と4-2の 両 方 を記 載 す る必

要 はありませ ん。

4-1.本 研 究が終 了した時、速やかに試 料等 を廃棄 してください。

はい いいえ 署名

4-2.提 供する試料 等が、本研 究の遺伝子 の解 析 に使 用されるとともに、試料 等に余

分がある場合 、長期間保存され 、将 来、新たに計 画 ・実施される遺伝子の分析

を含 む医学研 究 に使用 されることに同意 します。

はい いいえ 署名

5.場 合 により、ご協力いただける方の居住 されている家屋 内外の環境測 定を行 わせ

ていただく場合 があります。環境測定 に関して御意 思をお示 し下さい。

環境測 定がなされる事 に同意します。

はい いいえ 署名

一
研究協力者名(試 料等提供本人)

説明者(外 来担当者)



資料3

研究全て、検体の使用、検体の保存についての中止請求

説明者(外 来担 当者)様

私は、研究全 て、検体 の使 用、検体 の保 存 につい て以下の よ うに 中止 したい の

で通知 します。(該 当す る項 目に○ を付 けて くだ さい)

1研 究 の全 てに関す る同意 を取 り消す。

2検 体 を遺伝子解析 に使 用す る ことを中止す る。

3検 体 の保存 を中止す る。

年 月 日

研究協力者氏名(自 署)

氏 名

下欄 には記入 しないで下 さい。

上記の、(研 究全 て、検体 の使用 、検 体の保存)を 中止す る申 し出 に対 して、検

体保存施設 であ る旭川 医科大学健康 科学講 座 に、デー タ、検 体の整理番 号 を連

絡 しま した。別紙 の通 り、(研 究全て、検体の使用 、検 体の保存)を 中止 した事

を確認す る文 章を受 け取 りま したのでお知 らせいた します。

整理番号

説 明者(自 署)

氏名

所属

電話FAX


