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1.序 論

森林等 の資源節約 と省 エネル ギーを目指 して、新建材の開発・普及、居住スペ

ースの気密化が導入 されて久 しい。 こ うした住居形態は、従来の 日本型の住居

と趣 を大きく異 にするものであり、住居内の湿度の上昇 とそれに伴 う結露、カ

ビの発生、ダニ等の衛生害虫の問題 をもた らした。 さらに、暖房、調理、喫煙

などにより発生する燃焼生成物、および新建材、家具類、防燃 ・防煙加工カーテ

ンやカーペ ッ ト、 ドライク リーニング済み衣類、 日常消耗品か ら揮発す る有機

溶剤、殺虫剤や室内芳香剤 ・消臭剤な ど、住環境、生活様式の変化 にともない、

住居、学校、公共施設、オフィスなどの空気質 を汚染す る化学物質の種類が増

加 した事が指摘 されている。

こ うした状況にあって近年、住宅や学校 ・公共施設の新築・改築後の室内空気

質の悪化に起因 して居住者 ・利用者 に種々の健康被害を訴える者が増え、 こ う

した状況をシ ックハ ウス症候群やシ ックスクール症候群などと呼び社会問題 と

なっている。特 に化学物質への長期間の極微量曝露、あるいは比較的高濃度の

曝露後に、大多数の ヒ トには何 らの健康被害をもた らさない程度の極微量の化

学物質曝露をきっかけとして生 じる非特異的で多彩な症状を呈するヒ トの存在

が指摘 され、喫急の対策が迫 られている。 こうした病像 に対 し多種類化学物質

過敏症(MultipleChemicalSensitivity、MCS)、 本 態性多種化学物 質過敏 状態

な どが提唱 され、その病態解明のための研究がは じまっている。

旭川 において2001年 に産官学共 同研究 グル ー プである 「化学物質過敏症患者

のための転地療養研究組織」が組織 され、その中核 を旭川シ ックハ ウス症候群

検討委員会 として旭川医科大学お よび旭川市が構成 した。本研究グループでは

化学物質過敏症患者が転地療養 によって症状が改善す るかについて検証するた



め、化学物質過敏症転地療養施設が2000年 竣工 され2002年 にシ ックハ ウス症

候群患者 の受入れを開始 した。2002年 か ら2004年 にか けて転地療養施設 に北里

研 究所病院臨床環境医学セ ンターにてシックハ ウス症候群 と診断 された患者12

名 を定期的(2ヶ 月ずつ2名)に 受入れ 、室 内空気 汚染揮発性化学物質の濃度が

非常に低い環境下に転地す るのみで一定の症状の緩和が見 られる事を確認 した。

これ らの成果を受けて、化学物質過敏症患者のための入居施設が各地に建設 さ

れている。 また、一般住宅や公共施設についても、ホル ムアルデ ヒ ドを無使用

あるいは低減 した建材が開発、使用 され る様になった結果、室内空気質を汚染

しシックハ ウス症候群の原因として最 も多かったホルムアルデ ヒ ドに起因する

症例の新規発生が減 るな ど、一見 してシ ックハ ウス症候群、化学物質過敏症の

問題は好転 したかに思われる。 これをもって、直近の新たな患者の発生が減っ

た こともあ り同疾患についての社会的な関心も薄れてい るようにも感 じられ る。

一方
、シックハ ウス症候群、化学物質過敏症の発症メカニズムや病態の解明

は進んでいな く、患者の健康回復 についても根本的な解決は図 られていない。

さらに、ホルムアルデ ヒ ドによる発症が少 なくなったとは言え、ホル ムアルデ

ヒ ドによってマスクされていた別の化学物質が存在 し、またホルムアルデ ヒ ド

の代替物質が用い られ るな ど、新たな原因化学物質による患者 の発生が危惧 さ

れているものの、社会一般 には一時期の関心の大きさは無い。

こうしたシックハ ウス症候群に対す る医学的研究、診断治療 に対す る関心の

薄 さは、シックハ ウス症候群の病態解明が遅々 として進まない事に加 え、症状

が 自覚症状中心であ り、かつ現在行い うる検査方法が神経眼科的検査 を中心 と

した自律神経系項 目な ど特殊施設を要す る検査 に限 られ、かつ原因化学物質を

特定す るためには化学物質等を可能な限 り除去 した環境下(化 学物質 的 ク リー

ンルー一ム)で の負荷試 験が必 要で あ り、一部の医療機関でなければ確定診断を



行えない現状にある事が大きな要因となっている。さらに生化学的検査法が無

いことなどにより我が国でのシックハウス症候群患者、化学物質過敏症の把握

すらもままならない状況にあることも影響していると考えられる。したがって、

シックハウス症候群、化学物質過敏症についての研究は、病態解明にとどまら

ず簡易な診断方法の開発研究も急務であると考えられる。

前述 したように、旭川医科大学は旭川市とともに旭川シックハウス検討委員

会を2001年 に設置し、産官学組織によりシックハウス症候群の転地効果を検証

するための共同研究グループを組織 した。その共同研究の場 となるシックハウ

ス症候群患者転地療養施設が旭川市内に2001年 に竣工し、2003年 からシックハ

ウス症候群と診断された患者を定期的に受け入れてきた。さらに2001年 に旭川

医科大学附属病院にシックハウス症候群患者外来が開設され、療養施設に入所

した患者を始め北海道内在住の患者が定期的に受診 している。 このように旭川

市はシックハウス症候群、化学物質過敏症患者の研究にとって有利な状況にあ

る事などが本研究の背景となっている。

皿.目 的

化学物質過敏症には特異的症状が無く、自律神経の変調に伴 う不定愁訴や精

神神経症状を初めとする多彩な症状が前面に現れる場合が多いものの、アレル

ギーや免疫応答が関与した症状や、呼吸、消化器、内分泌、感覚器、運動機能

症状なども同時に呈する者も少なくないなど、その病態解明は容易ではない。

また、症状の発現や程度には個人差が大きく、個々の患者であっても時間経過

によって症状が変化するなど、その診断には困難 さがともなう。現在、化学物



質過敏症の診断には、北里研究所病院の石川哲 らによって提唱 されている診断

基準があるが、自律神経系の変調症状を評価する神経眼科的理学検査など特殊

な検査が多いうえに、確定診断を行なうためには空気質を汚染する化学物質を

排除した化学的クリーンルーム内での当該原因物質への曝露検査が必須であり

特殊施設が必要となる。このように一般の医療機関において実施可能な生化学

的検査法などの客観的診断指標の無いことが、医療従事者にとって化学物質過

敏症の認知が進まない要因となっている可能性がある。そこで、患者に対する

侵襲の少なさと一般による受け入れられ易 さから、検査対象 とする生体試料す

なわちsurrogateと して末梢血を位置付ける。最初に末梢血から抽出されるm

RNAか ら得るcDNAを 用いて網羅的に、シックハウス症候群あるいは化学物質過

敏症患者群において変動する遺伝子群を検索し、それらの遺伝子産物を末梢血、

尿など非侵襲的に得 られるsurrogate中 に探索し、一般医療機関においても検

査が可能な診断検査法を確立する事を本研究の目的とする。

皿.研 究方法

研 究 対 象 患 者

研 究 対 象 と した化 学 物 質 過 敏 症(multiplechemicalsensitivity,MCS)患

者 と対 照群 と した健 常者 の採 血 年 月 ・性 別 ・年 齢 を表1に 示 した。

MCS患 者 は、我 が 国 に お い て最 も確 実 に シ ックハ ウス症 候 群 あ るい はMCSを 診

断 す る事 の 出来 る北 里 研 究 所 病 院 臨床 環 境 医学 セ ン ター にお い てMCSと 診 断 さ

れ た 男性3名 、女 性13名 の 計16名 で あ る。MCS患 者 か らの採 血 は 、2003年 春

か ら2005年 秋 ま で の 間 に行 な っ た。 な おMCS-a1,a2,a3,a4,a5,a6は 旭 川



表1調 査対象 のMCS患 者とおよび健常者 の採血年 月 ・性別・年齢

①MCS患 者(炉 ・16)② 健常 者(炉9)

SampleNo.Date SexAge Sa,mnleNo.Date SexAye

MCS-al

MCS-a2

MCS-a3

MCS-a4

MCS-as

MCS-a6

MCS-kl

MCS-k2

MCS-k3

MCS-k4

MCS-ks

MCS-k6

MCS-t2

MCS-t3

MCS-t4

MCS-t6

2004.FebFemale30

2004.FebFemale33

2004.MayFemale41

2005.FebFemale29

2005.FebFemale44

2003.SepMale29

2005.OctFemale49

2005.OctMale37

2005.OctFemale44

2005.OctFemale36

2005.OctFemale52

2005.OctFemale56

2004.NovFemale63

2004.NovMale34

2004.NovFemale71

2004.NovFemale40

Health-al

Health-a2

Health-a3

Health-kl

Health-k2

Health-k3

Health-t2

Health-t3

Health-t4

2004.FebFemale

2004.FebFemale

2004.FebMale

2006.JanMale

2006.JanFemale

2006.JanFemale

2004.NovMale

2004.NovMale

2004.NovMale

48

40

48

42

35

57

42

30

45

③コントロール群

SampleNo.Date SexAge

Health-cl

Health-c2

Health-c3

Health-c4

2004.JunFemale

2004.JunFemale

2004.JunFemale

2004.JunFemale

-
■

く
」

弓
」

0
6

4
.
5

《」

3

医科 大 学 病 院 産 婦 人 科 シ ッ クハ ウス 症 候 群 外 来 を訪 れ た 患 者 で あ り、MCS-k1,k2,

k3,k4,k5,k6,t2,t3,t4,t6は 、北 里研 究 所 病 院 臨 床 環 境 医 学 セ ン ター を

受 診 した 患者 で あ る。健 常者 は既 往 歴 、家 族 歴 に ア トピー 疾 患 の な い 男性5名 、

女性8名 の 計13名 で あ り、 そ の うち の女 性4名(Health-c1,c2,c3,c4)の

末 梢 血 単核 球(peripheralbloodmono-nucleuscells,PBMCs)か ら抽 出 した

RNAを 等 量 混合 して コ ン トロー ル 群 と した。 残 りの健 常 者9名(Health-a1,a2,

a3,k1,k2,k3,t2,t3,t4)に つ い て 、MCS患 者 と同様 に 遺 伝 子 発 現 解 析 を行

った 。 健 常 者 対 照 群 お よび コ ン トロー ル 群 は 、 研 究組 織 で あ る旭 川 医 科 大 学健

康 科 学 講 座 、北 里 研 究 所 病 院 臨 床 環 境 医 学 セ ン タ ー 、 北 海 道 立 衛 生 研 究 所 の職

員 ボ ラン テ ィア と した。



患者、健常者ボランティアの基本情報

本研究の被験者 となるMCS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。

倫 理問題への対処

本研究に被験者 として協力 され る、MCS患 者 及 び健康 対照 と してのボ ランティ

アには、主治医ない し研究協力者か ら文章(資 料2、3)に よる説 明を行 い、イ

ンフォーム ド・コンセン トを(資 料4)文 章 にて得 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5)。 本研究 の実施 に

際 して、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 を経て承認を得た。

外来受診および末梢血液の採取 ・検体処理

ヒ ト静脈 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 を分離 し生化学的な検索に供するまで一80℃にて凍結保存 した。血漿 を除

い た後の血球分画に生理食塩水 を5m1加 え血球 を再浮遊 させ た。15mlプ ラスチ

ック遠心管 に リンパ球比重分離液Lymphoprep四(Axis-Shield社)5mlを 分注 し、

その上 に血球浮遊液 を静 かに重層 したのち、室温にて2000rpm、20分 間遠 心 し

た。 比重遠 心分離後の 中間層に位置す るPBMCs画 分 を回収 し、過剰 量の リン酸

緩衝 生理食塩水(PBS)で 洗浄 してPBMCsペ レッ トを得 た。

RNAの 抽 出 ・精 製

得 られ たPBMCsペ レ ッ ト(約5×107個)にRNA抽 出試 薬TRIzolReagent(イ



ン ビ トロゲ ン社)1mlを 添 加 し溶 解 した 後 に、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、RNeasyMinEluteTMCIeanupKit

(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(OD260/OD280>2.0)totalRNAと して 十 分 な純 度 で

有 る事 を確 認 した。 抽 出 ・生 成 したtotalRNA検 体 はRNA発 現 の 確 認 ま で一80℃

に て凍 結 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 サ ンプ ル と した 。

RNAの 品 質 評 価 とcDNA作 成

凍 結 保 存 したtotalRNAサ ン プル を溶 解 後 に、 お よそ1μgを 用 い てAgilent

2100バ イ オ ア ナ ライ ザ(ア ジ レ ン ト社)に よ りRNA品 質 を評 価 した。RNAサ ン

プル の18Sと28Sの ピー ク比 とか らRNAの 分 解 が ほ ぼ無 視 し うる程 度 に あ る こ

とを確 認 後 に 、コ ン トロー ル 群 、個 々 の患 者 あ るい は健 常 者 か ら得 られ たtotal

RNA2.5μg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 て逆 転 写(reversetranscription)反 応 でcDNAを 作 製 した。

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 個 々 の患 者 あ るい は健 常者 サ ンプ ル か ら作 成 したcDNA

につ い て 、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 対 照 と して の健 常 者)を 作 製 した。Cy3標 識 され た コ ン トロール

群 のcRNA(1μg)とCy5標 識 され た個 々 の 患 者 あ るい は健 常者 対 照 のcRNA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(HumanWholeGenomeOIigoMicroarray、 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GenePix

4000B(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。

患者群において特異的に変動する遺伝子群の特定と生化学検査法の提案

DNAマ イクロアレイによる検索データをもとに、患者群において特異的に変動

する生物活性遺伝子群を抽出する。ついで、MCSに 特徴的な臨床症状および現在

実施されている理学検査結果と照合し合理的に説明可能な意義のある変動遺伝

子群を絞 り込む。絞 り込んだ遺伝子群について、生成される産物(蛋 白等の生

物活性物質)な い し代謝産物を末梢血、尿ない し分泌液などの比較的容易に採

取可能な検体中に見出す。既存の測定法が確立されている場合には、さらなる改

良について検討する。測定法が未確立の場合には、末梢血、尿ない し分泌液な

どの検体にて生化学的に測定可能な方法を考案する。

w.結 果

RNA試 料 のRNAの 質の検 定

コン トロール群 お よびMCS患 者 、健 常者 の末梢血 か ら調整 されたPBMCs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1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18S

rRNAの 存在比率 は約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 判定す る ことが出来 る。図1に 示す ごとく、本研 究 におい て

被験者か ら得 られた.,試 料 は殆 ど分解 され ていない高品質に保存 されてい

た事が確認 された。

PBMCRNA
頃

200

175

150

塁125

100

記75

50

2b

O

lo

図1

r

t71203139u4054eONm

Tithe(seconds)

バイオアナライザによるTotalRNAの 解析パターン

マイ クロア レイによるRNA発 現解析

コン トロール群(健 常者4名 の混合)のtotalRNAをCy3で 標識 し、MCS患

者16名 と健 常者9名 のtotalRNAを それぞれCy5で 標 識 して得 たcRNAに つい

て遺伝子発 現解析 を行 ったマイクロア レイのカラーイメージ画像の一例 を図

2に 示す。赤 ・黄 ・緑 の3色 のスポ ッ トの うち、赤 色は コン トロール群に比べ

個々の患者(な い し健常者)で 発現 が増加 した遺伝 子、黄 色は発現量に変化の



無かった遺伝子、緑色はコン トロール群に比べ個々の患者(な い し健 常者)で

発 現が抑 制 された遺伝子 を表す。
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図2ヒ ト全ゲノム ・マイクロアレイのカラーイメージ画像

mRNA遺 伝子の発現強 度 を表 したスキャ ッタープロッ トによる解析

PBMCs由 来totalRNAを 用 いて解析 した、 コン トロール群に対す るMCS患 者

の個 々のmRNA発 現 量を蛍 光強度 として表 したスキャッタープロッ ト・イメー

ジ画像を図3に 示 した。縦軸 は個 々のMCS患 者 の蛍光 強度(Cy5)、 横 軸は 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

は原点を通 り右上が り45度 の直線 上 に位置 し、直線 の上 にあるプロッ トはMCS

患者で発現の 高いmRNA遺 伝子 を、直線 の下にプ ロッ トされたmRNA遺 伝 子 は患



者で発現が低い事を意味 し、直線からの距離が大きいほどその程度が大きい。

今回の解析では、コン トロール群 に対 してmRNA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 として扱 うこととし

た(図 中、中央 の原 点を通 る45度 の直線 に平行す る上下2本 の線 が2倍 と0.5

倍 の発 現量 を示す)。 なお、発現強度 の極 めて低 いmRNA遺 伝 子群 は解析 か ら除

いた(図 中では、原点 に近いCy3蛍 光強度10以 下で、プ ロッ トされてい ない

部分に相 当する)。

図3に は、個々 のMCS患 者 にお けるコン トロール群 に対するスキャ ッタープ

ロット解析図を示 した。図3左 上 に示 したMCS-a1は コン トロール群 に対 して、

385個 の遺伝 子が発 現増加 、438個 の遺伝子 が発 現減 少 してい た。 同様 に、図

4に コン トロール群 に対す る個 々の健常者 の遺伝子発現パ ターンをスキャッ

タープロッ ト解析図 として示 した。健常者 においてもMCS患 者 と同様 に コン ト

ロー ル 群 に対 して遺伝 子発 現量の変動が認 め られ た。 図4左 上 に 示 した

Health-a1は コン トロール群 に対 して、487個 の遺伝 子が発現増加 、988個 の

遺伝子 が発現減少 していた。 図3、4か ら、ス キャ ッタープ ロ ッ ト解析図にお

いて、MCS患 者群 と健常者 群 の間で大 き く傾 向の異なるパ ターンは認められな

かった。また、いずれの群 において も、遺伝子発現の変動のあった遺伝子数の

多少、また変動の程度、発現の増加減少のいずれかの優位性、発現強度のパタ

ーンには大きな個人差がある事がわかった。

MCS患 者16名 と健 常者9名 のmRNA遺 伝 子発 現解析 の結果 、コン トロー一ル群

に対 して増減 を示 した変動遺伝子の数は、個人差はあるものの、MCS患 者 で150

～2003個 、健 常者 で118～1984個 で あ り、MCS患 者 と健 常者 の変動遺伝子数 に

差 は認 められなかった(表2)。
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表2MCS患 者及び健常者における変動遺伝子の数

①MCS患 者(n=16) ②健常者(炉9)

SampleNo.Unl)Down2)Tota1 Sa.mnleNo.Unl>Down2>Total

MCS-al

MCS-a2

MCS-a3

MCS-a4

MCS-as

MCS-a6

MCS-kl

MCS-k2

MCS-k3

MCS-k4

MCS-ks

MCS-k6

MCS-t2

MCS-t3

MCS-t4

MCS-t6

饗

欝

嶽

究

認

3。
箋

携

期

8

9

7

1

3

6

3

1

8

6

7

0

8

3

8

3

3

4

4

7

9

7

0

4

0

2

2

2

4

4

2

8

4

4

3

3

6

3

2

1

1

1

1

1

1

5

1

2

1

823

・ ・

XO2

610

11:

737

273

215

150

292

157

168

193

2003

253
.,

Health-a1487988

Health-a24921492

Health-a35191139

Health-k1243184

Health-k216199

Health-k384126

Health-t293471

Health-t3120260

Health-t43781

1475

1984

1658

427

260

210

564
.'

118

1)コントロール群 に対し2倍 以上に

発現増加 した遺伝子の数

2)コントロール群に対し0.5倍以下に

発現減少 した遺伝 子の数



MCS患 者に特異的に変動する遺伝子群の絞込みと変動状況

変動遺伝子の中で、健常者9名 全 てで変動せず 、MCS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。そこで、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 きた(表3)。

表3MCS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

GeneNo
7

2

4

6

9

3

9

5

7

9

8

2

0

9

9

8

3

7

5

0

4

0

9

7

7

3

8

2

2

68

47

39

23

12

47

65

16

19

36

08

03

67

04

38

14

20

66

82

16

65

93

45

叫

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

or

↑

↓

↓

↓

↓

↓

↑

↓

↓

↓

↓

↓

↓

↓

↓

1

↓

↓

↓

1

↓

↓

↓

↓

↓

↓

↓

Description

Homosapiensintercellularadhesionmolecule1(CD54),humanrhinovirusreceptor(1CAM1),mRNA

HomosapiensnuclearDNA-bindingprotein(ClD),transcriptvariant1,mRNA

HomosapiensnuclearfactorofkappalightpolypeptidegeneenhancerinB‐cellsinhbitor,epsilon(NFKBIE),mRNA

Homosapiensinterlei.icin8(ll_8),mRNA

HomosapiensputativeymphocyteGO/GIswitchgene(GOS2),mRNA

Homosapiensepiregulin(EREG),mRNA

Homosapiensdefensin,alpha3,neuセophil-specific(DEFA3),mRNA

Homosapienssignaltransducerandactivatoroftranscription6,interleukin-4induced(STATE),mRNA

Homosapiensinterleukin1,beta(ILiB),mRNA

Homosapiensinterferonregulatoryfactor5(IRF5),transcriptvariant1,mRNA

Homosapiensangiotensin/vasopressinreceptorAD/AVPmRNA,completecds

Homosapienschemokine(C-Cmotiflligand3(CCL3),mRNA

Homosapiensdualspecficityphosphatase2(DUSP2),mRNA

Homosapienshemoglobin,gammaA,mRWA(cDNAcloneMGC:225031MAGE:4732536),completecds

Homosapiensysoryme(renalamybidosis)(LYZ),mRNA

Homosapienstumornecrosisfactor,alpha-inducedprotein3(TNFAIP3),mRNA

Homosapienschemolcine(C‐Cmotiflligand4(CCL4),mRNA

Unknown

HomosapiensCD83antigen(activatedBymphocytes,immunoglobulinsuperfamiy)(CD83),mRNA

HomosapiensnuclearfactorofkappalightpolypeptidegeneenhancerinB‐cellsinhbitor,alpha(NFKBIA),mRNA

Homosapienstumornecrosisfactor(TNFsuperfamiy,member2)(TNF),mRNA

Unknown

Homosapienschemokine(C-X-Cmotiflligand2(CXCL2),mRNA

Homosapiensvjunsarcomavi四s170ncogenehomolog(avian),mRNA(cDNAoloneIMAGE:3606344),partialcds

Homosapiens3',5'‐cyclicAMPphosphodiesterasemRNA,3'end

Homosapienschemokine(C‐X‐Cmotiflligand2(CXCL2),mRNA

Homosapiensnuclearreceptorsubfamily4,soupA,member1(NR4A1),transcriptvariant1,mRNA

Homosaienscervicalcanoersessor-1mRNAcomletecds



そ こで、比 較 的 特徴 の あ る28遺 伝 子 につ い て 、コ ン トロール 群 に対 す るMCS

患 者 お よび 健 常 者 の個 別 発 現 比 率 を検 討 した。陰 性 対 象 と して ハ ウス キー ピ ン

グ遺 伝 子 で あ るGlyceraldehyde3-phosphatedehydrogenase(G3PDH)が 、MCS

患 者 、健 常者 の い ず れ の解 析 で も、殆 ど変 動 して い な い こ とを確 認 した うえ で 、

MCS患 者 お よび 健 常 者 の個 別 遺 伝 子発 現 を図5に 示 した。MCS患 者 群 の うち数

名 を除 い て、全 体 的 に比 較 的 強 く発 現低 下 が 見 られ るIL-1beta、epiregulin、

chemokine(CCmotif)ligand4(CCL4),chemokine(CXCmotif)ligand2

(CXCL2)(35939,40163)な どが 大 き な変 化 傾 向 と して 見 られ るが 、 それ らの健

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 ない 。



oo

lo

-

㎝

1
(O
一燗
O
●の
O
O
一)
盆

●0
鋸
偏眉
6
一
"
Ω
息
一G
F
彗
O
Z

o司

-0

1

㎝

創

1

0

(ロ
而
000
0
0
0
」9
00
皇
週
ξ
一
"
Ω
昌
罵
信
ヒ
O
Z

og

lo

-

㎝

釧

」1

0

(ロ
一〇
〇
〇〇
〇
〇
〇
需

`
9
舘
一℃
O
N
一補
信
ヒ
O
Z

肛

貿

1

㎝

餌

」■

0

(0
補
Oo陰
O
O
O
塗
●●
藝

零
"
●
坦
一〇
F
=
O
Z

oo

lo

-

㎝

加

1

0

(O
補
O
oo
O
O
O
覧9
●0
藍
9
`
一〇
〇
型
一〇
β
自
O
Z

oo

lo

-

㎝

1
(O
一〇
〇
〇〇
〇
〇
〇
≧
駈00
望
皿
一̀
鰯
U
¢
型
一〇
信
」」O
Z

001
ala2a3a4a5a6klk2k3k4k5k6t2t3t4t6ala2a3klk2k3t2t3t4

MCS患 者 健常者

27(ICAM1)

"＼!'～
.一

ala2a3a4a5a6klk2k3k4k5k6t2t3t4t6ala2a3klk2k3t2t3t4

MCS患 者 健常者

682(nuclearDNA-bindingprotein)

一 一一一_ノ ー 一 一 ノ ー 一 一 一 一
～

FilaNama

ala2a3a4a5a6klk2k3k4k5k6t2t3t4t6ala2a3klk2k3t2t3t4

MCS患 者 健常者

2474価B-e圃on)

_一く一
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図5G3PDHと リストアップされた遺伝子 の個人別発現変動
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ついで、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 を図6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。
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図6個 人別28遺 伝子のクラスタリング解析



MCS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,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 る こ とが 示 され た 。MCS高 変 動 群 はMCSに 関 連

す る病 勢 が 強 い 段 階 に あ る と解 釈 す る こ と も 可 能 で あ る 。そ こ でMCS高 変 動 群

と 同 じ く遺 伝 子 発 現 が 高 変 動 す る 健 常 者 群(Health-al,a2,a3)に お い てmRNA

遺 伝 子 発 現 を 比 較 解 析 した と こ ろ 、MCS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(dualspecificityphosphatase2)

の10遺 伝 子 が 抽 出 され た 。

V.考 察

多種類化学物質過敏症(MCS)や シ ックハ ウス症 候群 の診 断が、一般医療機関

においても可能な らしめる末梢血、尿な ど非侵襲的に得 られる検体を用いて実

施する生化学的検査法を確立す る事を本研究の 目的 とした。 目的達成のために、

MCS患 者群 にお いて変動す る遺伝 子群 を末梢血か ら抽出され るmRNAか ら得 る

cDNAを 用 いて網羅的 に検索す る事 を試 みた。

MCS患 者 の診 断 自体が困難 さを伴 うために、我が国のMCSの 診 断 におい て最 も

信頼 で きる北里研究所病院にておいてMCSと 診 断を受 けた患者16名(う ち6名



は旭川医科大学産婦人科 シックハ ウス外来受診者)を 被 験者 とす るな ど研 究の

質の管理 には十分配慮 した。しか し、MCS患 者 は症状 の発現や程度 には個人差が

大きく、対症療法ではあって も治療 を受けることや、原因化学物質な どの環境

要因の改善などによって個々の患者 においても時間経過によって症状が変化す

るのは当然のことである。こ うした変動があることを承知の上で、MCSの 病態 に

関連 が深 い と考 え られ る遺伝子群を追求 した。

16名 のMCS患 者 お よびDNAマ イ ク ロア レイ解析 を行 い、 コン トロール群検体

に対 して健常者検体で変動せずMCS患 者検体 の遺伝 子発i現が2倍 以上 あるいは

0.5倍 以 下を示 した変動遺伝 子 として網羅的に探索を試みた。しか しなが ら、MCS

患者 の全例 におい て共通 して変動す る遺伝子は無かったので、半数以上に共通

して変動す る遺伝子をリス トア ップ したところ28遺 伝 子(増 加傾 向:2遺 伝 子 、

減少傾 向:26遺 伝 子)が 見 出 され た。 これ らの遺伝子 には、インター ロイキン

(IL)1β 、IL-8、腫瘍壊死 因子(TNF)な どのサ イ トカイ ンや ケモ カイ ン(CCL3、

CCL4、CXCL2)が 含 まれ ていた。 シ ックハ ウス症候群やMCSの 患者 では、ア レル

ギー疾患 な どの免疫応答の関与す る疾患の併発や既往の多いことが良 く知 られ

ていることと符合す るものであり、 これ らの遺伝子群がMCS等 の病 態 と何 らか

の関連 を有す る可能性が高い と考えられた。

そ こで 、比 較 的特 徴 が あ りMCSと も関 連 が考 え られ た28遺 伝 子 につ い て 、

コン トロール 群 に対 す るMCS患 者 お よび 健 常 者 の 個 別発 現 比 率 を検 討 した 。陰

性 対 象 と したハ ウス キ ー ピ ン グ遺 伝 子 で あ るGlyceraldehyde3-phosphate

dehydrogenase(G3PDH)が 、MCS患 者 、健 常者 の いず れ の解 析 で も、 殆 ど変 動

してい な い こ とを確 認 した うえで 、個 別 遺 伝 子 発 現 につ い て 検 討 した。図5の

結 果 に示 した とお り、MCS患 者 群 の うち数 名 を 除 い て 、全 体 的 に 比 較 的 強 く発

現 低 下 が見 られ るIL-1beta、epiregulin、chemokine(CCmotif)1igand4



(CCL4),chemokine(CXCmotif)ligand2(CXCL2)(35939,40163),lisozyme

な どが大 き な変 化 傾 向 と して 見 られ る が 、そ れ らの健 常者 で の発 現 も数 例 を 除

き低 下 傾 向 を示 す 者 が 多 い な ど、両 群 間 で際 立 っ た差 は認 め られ なか っ た。ま

た 、発 現低 下 の程 度 が 弱 い な が ら もMCS患 者 群 で 比 較 的 揃 っ て低 下 が 見 られ る、

interferonregulatoryfactor5,IkB-alpha,3'5'-cyclinAMP,

phosphodiesteraseな ど も注 目に値 した が 、同様 にそ れ らの健 常者 で の 発 現 に

一 貫 性 が無 い な ど
、両 群 間 で 際 立 っ た 差 は認 め られ な か っ た。 一 部 、MCS患 者

群 の症 例t4が 、28遺 伝 子 か らMCS患 者 群 で 増 強傾 向が 観 察 され た2遺 伝 子 を

除 い た26遺 伝 子 にお い て 、全 体傾 向 と して発 現 の 減 少 が見 られ る 中 に あ っ て 、

18遺 伝 子 につ い て逆 に増 強傾 向 を示 し特 異 な変 動 パ タ ー ン を示 した。 症 例t4

は71歳 で あ り、 他 の被 験 者 に比 して 年 齢 が 高 か った こ とが 、 異 な っ た 変動 を

もた ら して い る 可能 性 も考 え られ る。

つ い で 、前 述 の28遺 伝 子 を解 析 ソフ トGeneSpringで ク ラス タ リン グ解

析 し、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 」、 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 それ ぞ れ ク ラ ス タ ー(ConditionTreeお よびGeneTree)を 形 成 させ た。MCS

患 者 群 が 高変 動 群 と低 変 動 群 に分 割 可 能 で あ っ た こ とは 、MCSの 病 勢 の 強 さを

反 映 してい る と解 釈 す る こ と も可 能 で あ る。そ こでMCS高 変 動 群 と同 じく遺伝

子 発 現 が高 変 動 す る健 常者 群 に お い て 比 較 した と こ ろ、MCS患 者 群 で 変 動 す る

一一方
、 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'℃yclicAMPphosphodiesterase)、

32665(CD83),35650(unknown),2474(IkB-epsilon),35939(CXCL2),

19368(angiotennsin/vasopressinreceptor),27(ICAM1),32207(unknown),

30388(TNFalpha-inducedprotein3),36030(dualspecificityphosphatase



2)の10遺 伝 子が抽 出 された。2つ のUnknown遺 伝 子 を含む これ らの10遺 伝

子 は全 て発現減少 の傾 向 を示 し、28遺 伝 子 の中で もMCS患 者 に特 に特異性 が

高い遺伝子群 であると考えられた。また、このクラスタ リング解析においても、

MCS患 者 症例t4は 他 の被験者 と異 な るクラス ターに属す ることが確認 された。

この事実は、シックハウス症候群やMCSに つ いて研 究す る際 に、年齢要 因につ

いても考慮 に入れる必要のある事を示唆す るものである。

さて、以上の28遺 伝 子、更 に狭 く選択 され た10遺 伝 子 とも、免疫機構 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MCS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MCSと 何 らかの関連 を有す る可能性 が あると考えられた。 し

か し、今回抽出 された遺伝子群が今回の被験者 となったMCS患 者 群 におい て、

MCSの 病態発 現 にお いて も中心 的な役 割を果た しているとは単純には考えられ

ない。MCSは 微 量化学物質等 の刺激 に よる知 覚神経系か らの入力が中枢神経系に

作用 し、非ア レルギー性の過敏反応 が引き金 となって起 こる一連の生体反応 に

よって多くの不定愁訴が現れるとい う説がある。なかで も、微 量の化学物質が

嗅覚器官に刺激 をもた らし嗅球を通 じて大脳辺縁系に神経刺激 が伝達 され影響

を及ぼ し、神経系の複雑系を経て神経線維、神経ペ プチ ド、サイ トカインな ど

を介 して神経 一内分泌一免疫枢軸に影響す る結果、多彩な症状を呈す るとの考

えが注 目される。神経、内分泌、免疫 に広 く渡る症状が同時に現れ る事を説明

す るには、微量化学物質曝露の初期の段階で起 こる生体影響 こそ共通すると考

えるのが妥 当であ り、この点で今回、MCS患 者 群 に見 出 され た遺伝 子群 はあま り

にも免疫系に関連が深いものに過ぎてい ると思われる。すなわち、MCS患 者 が微

量の化 学物質 に曝 露す る異によ り受 けた神経系のス トレスが、二次的あるいは

三次的に免疫系に影響 し今回の結果 を示 しているとも考えられる。すなわち、



今回の研究では、非侵襲的に得 られ るmRNA遺 伝 子発 現 を観 察で きるsurrogate

として末梢 血単核 球(PBMCs)を 採 用 した ところに限界が あった と思われる。一

方、MCSに 関連 して変動 す るmRNA遺 伝子群 の産 生産物 ない しそ の代謝物等を末

梢血等 に求めることは、血液が全身の組織 中をめ ぐり水溶性物質を運ぶ事 を考

えるならば妥当な選択 と考えられ る。MCS患 者 の嗅覚 な どの感覚器 、嗅神経 、嗅

球、大脳辺縁系などの組織をsurrogateと して、mRNA遺 伝 子発現 を検 索で きた

な らば、 よ りMCSに 関連 の大 きい遺伝 子が見 出 され、それを基にその産生産物

ない し代謝物等を末梢血等に求めたならば、大 きな成果が得 られ ることは間違

いないであろう。 しか しなが ら、現実的にそ うした組織は得 られ ようも無い。

我々の研究グループは、こ うした困難 さを克服するために、ホルムアルデ ヒ ド

(HCHO)を 曝露 したマ ウス において 、中枢 神経系、免疫系の組織 を得て、HCHO

曝露 によって変動す るmRNA遺 伝 子群 につ いてマイ クロア レイ を用いて網羅的な

解析 を行なっている。HCHO曝 露マ ウス(雄)に おいて、今回最終的 に選択 され

た10遺 伝子 の うち5遺 伝子 でPBMCお よび脾 細胞(主 には リンパ球)でMCS患

者同様 の発現減少が観察 され た。MCS患 者 やHCHO曝 露マ ウスで共通 に変動 した

遺伝子 が見出 されていることは注 目に値す ると考える。 こうした遺伝子群は、

どちらかといえば中枢神経系への影響が二次的ない し三次的に免疫系に作用 し

た結果であって、MCSの 発 症 と必ず しも関連 付 け られ ないものの、強い神経系へ

のス トレスにより変動するもの と考え られ、MCS診 断 の際のマーカー遺伝子 とな

り得 る可能性があろう。今回、MCS患 者 におい て共通 して変動 す る遺伝子群 とし

て抽出されたものについて、その生体因子産物を血漿 ・血清サンプル中に探 る

ことを検討 したが、組織・細胞内に発現するのみで血液中に現れない酵素や受容

体であった り、サイ トカイン、ケモカイ ンな ど血液 中にも見出 され るものの濃

度が低 く測定に適 さないものばか りであった。そのため、一般医療機関におい



ても測定 しうるMCS診 断のた めの検査法 の確 立 は出来 なかった。マ ウスなどの

実験からもMCS診 断のた めのマー カー遺伝 子 となる候補が見出 されてい るもの

の、貴重な血漿を用いて生化学的な検索をす るために、動物実験によって より

多くのマーカー遺伝子候補が得 られて後に満 を持 して測定に供すべ く、保管中

である。

w.結 論

MCS患 者 において共通 して変動す る遺伝子群 を抽出 したところ、免疫系に関連

した遺伝子群が得 られた。こ うした遺伝子群は、中枢神経系へのス トレス影響

が二次的ない し三次的に免疫系に作用 した結果であって、MCSの 発 症 と必ず しも

一次的 に関連付 け られない ものの、MCS診 断の際 のマーカー遺伝 子 とな り得 る可

能性があると考えられる。抽出された遺伝子について、その生体因子産物を血

漿 ・血清サンプル 中に探ることを検討 したが、測定に適 さないものばか りであ

った。そのため、一般医療機関においても測定 しうるMCS診 断 のための検査法

として用 い うるものの特定は出来なかった。ホルムアルデ ヒ ド曝露マ ウスにお

いての実験等か らも、MCS診 断 の際 のマーカー遺伝子 とな り得 る可能性のあるも

のを検索 し、今回保存 している血漿を用いて生化学的な検索を行な う予定であ

る。



健 康 調 査 票
(資料1)

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⊥______圭 目L歳 性別⊥_男 ⊥玄

整理番号:

記入日:一 旦
記入方法:0、1、2な との数字には"○"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

あなたは何人兄弟姉妹の何番目ですか。 人兄弟姉妹の

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

現住所(市 町村および町名 ・地域名まで)市 町村 ・

近所(100mほ と)に 農地(田 畑)が ありますか。

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。

近所(50mほ と)に 交通量の多い幹線道路がありますか。0な い1

近所(100mほ と)に 大きな工場 ・焼却場なとがありますか。0な い1

番目生まれ

3ま かないつき下宿

、

0な い1あ る

0な い1あ る

ある(路 線名

年前から)

ある(と 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 ・ 、

その前 ・ 、

年間)

年間)

19.寝 具は何を使 っていますか。

20.1日 何回食事 をとりますか。

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(

22.1週 間に何回、カップ麺を食べますか。1週(

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

10.現 在の住居形態はとのようですか。(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

11.住 居の床材質はとのようなものですか。(居 間、寝室なと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 ゆうたん

12.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)

13.炊 事のエネルギーは何ですか。1電 気2ガ ス3そ の他()

嘱a給 湯のエネルギーは何で朔 とちらかに○)1電 気 磯

。)4雪の儀2煙 突釜

15.住 居の冬季の暖房(使 うものに○、複数回答可)

12ス3W4-5電 気暖房

(いずれかひとつに○)1FF式2煙 突式3吸 排気なし

16.住 居の夏季のクーラーの使用。0な し1あ る

17.住 居の換気はとのようですか。0自 然換気1部 屋個別換気扇換気2集 合強制換気

18.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)

1床 に直接布団2ベ ッド

1日(____回 程度)

回程度)

回程度)

)

)

)

(原因食品 症状 )

26.普 段、飲食に用いる水はとうしていますか。

0水 道水その まま1水 道水をフィIII一で浄水2 市 販 のミ朽ルウオー9一 3井 戸水4湧 き水

嚢遡 ¢つづく鱒



27.タ バコを吸いますか。0吸 わない、1吸 う(平 均1日 _杢 、__jE固)、

2過 去に吸つたが今は吸わない(平 均1日____杢 、____笙 固、 年前にやめた)

28.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 、 くらい)

飲み会で飲む量 は1月(回 、何を 、 くらい)

29.ア ルコールを飲むと赤くなりますか。0な らない、1な る

30.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

31.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

32.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)

33.普 段使 う健康食品があ りますか。0な い1あ る(何 ですか)

34.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)

35.今 までにアしルギー疾患 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)

3G.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)

37.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)

38。 他に大きな病 気を したことがありますか。0な い1あ る(と 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)1

39.手 術なと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 、いっ)

40.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)

41.家 業 ・趣味なと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

とんな趣味ですか(、 使う物質)

43.仕 事先なとで化学物質や金属を扱いますか。0使 わない1使 う

と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

とんなペ ットですか(、 《現在⊥昔》______笙 、 家の 《外 ・中》で)

(、 《現在⊥昔》_____」E、 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 つていますか。0使 わない1使 う(と 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(と んなものZすか)

48.家 庭園芸なとで農薬を使うことがあ りますか。0使 わない1使 う(と んなものですか)

49.今 までに新築 ・リフオ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 いつ頃とのような状況で症状で したか

]



(資料2)

シックハウス症 態 日 ≡ へのこ のお い

最近、私たちの身の回 りの生活環境 中の化学物質による健康影響 の問題 が多 く取 り上 げられて

います。シックハ ウス症候群の潜在患者数は人 口の5%と も言われ るほど重要な病態である と認

識 されています。 しか し、シ ックハ ウス症候群の研究はまだ不十分 であ り、多 くの患者 さんが治

療法 も無いまま不 自由な生活 を強い られ てお り、また今後 も多 くの患者 さんの発 生が危惧 されて

います。そのため、日常生活の中で さらされ る化学物質による健康影響の調査や病態把握、診断 ・

治療法等の研究が強 く望まれています。

シックハ ウス症候群は 自覚症状が中心であるために実験動物 での研究ができません。そのため

患者 さんの診断、生活調査 と環境調査 などに頼 らざるを得 ない状況にあ ります。現在、旭川市郊

外にはシ ックハ ウス症候群患者用保養施設があ り、入居患者 さんの了解 ・協力 のもとに、旭川医

科大学 中心の研究チームによる症状の経過観察 と、症状 と環境のかかわ りを評価する体制が確立

されています。これ らの実績を踏まえて、「シックハ ウス症候群」の病態 の解明、治療方針の確立、

患者 さんが安心 して住 める環境や新たな患者 さんの発生を防止す るための基準作 りを 目指す 、総

合的な研究 を行 うこととな りま した。 その遂行 には関係分野の複合的研究体制が必要です。 そこ

で、旭川 医科大学を中心 とした医学的研究チー ムと、東京大学、横浜国立大学 の環境工学研究チ

ーム、さらには旭川市保健所お よび北海道衛生研 究所の連携体制が編成 されま した。

今回の調査では、旭川医科大学シックハウス症候群外来を受診された際に、通常の検査に

用いる以外に、研究用 として201ほ どの血液 をいただきます。また、シックハウス症候群の

発症には生活環境が密接に関連 します。そのため、生活環境を中心とした質問票にもお答え

いただきます。また、必要に応 じて御協力が得 られる方には、室内空気質の測定なども行わ

せていただく場合があります。ご提供いただきました血液は、シックハウス症候群 と関連が

あると言われる免疫検査、化学物質代謝にかかわる酵素活性の検査、シックハウス症候群は

個人差が大きいことからその素因を調べる検査、などを行います。素因の調査では遺伝子の

抽出がなされますが、研究者段階では得 られる結果 と個人名が結び付けられない配慮を行い

ます。具体的には、血液などのサンプル、質問票などは外来受診の段階で、整理番号を付け

て扱い、検査やデータのまとめを行う研究者には誰の結果であるかわからなくします。なお、

ご提供いただいた血液などのサンプルや調査票を、シックハウス症候群の病態解明以外の目

的に使用することは一切ありません。こうした配慮を行いますので、 ご協力いただいた皆様

へご迷惑をおかけすることはありません。

このような研究にご協力いただく場合には、研究に関する説明と、協力者の同意 「インフ

ォームド・コンセント」が必要とされています。 この説明書の内容をご理解された上で、研

究協力に同意 していただける場合には、「シックハウス症候群病態解明研究調査への協力同意

文書」にご署名下さい。なお、今回の研究に御協力されない場合でも、外来での診療等につ

き、不利となる扱いは一切受けません。シックハウス症候群で苦 しむ患者さん、国民全体の

健康 リスクを少 しでも減 らすことを目的とするこの調査に、 どうぞよろしくご協力下さいま

すようお願い申し上げます。



「シツ ハ の と環境 嵩 の' こ る こ る 一

1.研 究組織

研究機関名 研究者名 職 名

盤 旭川医科大学医学部 吉田 貴彦 教 授

分担墜 旭川医科大学医学部 石川 睦男 教 授

飯塚 一 教 授

高後 裕 教 授

吉田 晃敏 教 授

千葉 茂 教 授

千石 一雄 助教授

北里大学研究所病院 坂部 貢 セ ンター長

宮崎医科大学医学部 加藤 貴彦 教 授

東京大学大学院環境 柳沢 幸雄 教 授

横浜国立大学大学院 中井 里史 助教授

旭川市保健所 相 田 一郎 所 長

北海道衛生研究所 小林 智 科 長

墨 萱 旭川医科大学医学部 鳥本 悦宏 講 師

小島 貴志 助 手

2.研 究 目的

シックハ ウス症候群患者 について、通常の診療 をす るとともに、その病態解明に用いることが

できる新たな検査法の確 立を 目指 した基礎研究的な検査を実施 し、患者 さんの住居内 ・外 の空気

や飲料水中の化 学物質、温熱等 の物理 因子、精神 的ス トレス等 の心理因子 な どの環境因子 にっい

て測定 ・評価 を行います。患者 さんが示す個々の症状 と環境 因子の測定結果を比較検討す る事に

より、 シックハ ウス症候群の病態形成 に係 る可能性のある因子 を推定 し、患者 さんの治療 と再発

防止、 さらに公衆衛 生学的規模でのシックハ ウス症候群の発症の抑制に有用な知見 と技術 を集積

す ることを目的 とします。 これによ り、シックハ ウス症候群の治療法が進展 し、患者 さんの症状

が改善 されるこ とが出来るかもしれません。 また、新たにシックハ ウス症候群を発症す るこ とを

防止す る対策が立て られ るもの と考 えています。

3.調 査の方法と危険性なと

ご協力いただきたいことは、旭川医科大学 シックハ ウス症候群外来の受診の際に、通常の検査

に用いる以外 に研究用 として約20mlの 末梢血をいただ くことです。また、生活環境を中心 とした

質問票 について も記載 をしていただきます。 さらに、必要に応 じて協力が得 られる方に対 しては

別途 、居住室 内空気 ・飲料水な どの測定な どを実施 させていただ く場合があ ります。調査によっ

て、また結果か ら社会的に不利益 を被 ることはあ りません。外来 において診療のために行われる

診察 ・検査 ・投薬 などの費用 は通常通 りご負担願 います。研究のための血液の提供は無償であ り、

また検査 の費用等の ご負担はあ りません。研究の成果は多 くの方々の集団 としてのデー タとなっ

て始めて意味あいを持っ よ うにな ります。 また、研究段階で個人の方のデー タが診療 に対 して直

ぐに役立つ ものではあ りません。従いま して、個人の調査の結果はお知 らせす る事が出来 ません

ことをご理解下 さい。



4.検 査内容

協力患者 さんの了解の もとにいただきま した末梢血を用いて、 リンパ球 の種類 の解析 、免疫 グ

ロブ リン、各種サイ トカイ ン ・増殖因子mRNA発 現量の測定等の免疫学的な検査 、末梢 白血球の分

化程度の解析 、化学物質を代謝す る酵素についてmRNA発 現量 による測定、お よび症状の発現に

関連す る素因の解析のためDNAを 抽出 しPCR法 にて遺伝子の多型性パ ターンを解析 します。DNA

解析 の対象 は、既 に知 られてい る化学物質代謝酵素、免疫調節、血管 の収縮 ・拡張の調整、細胞

増殖の調整 などに関わる遺伝子の多型性 です。将来、新たに有望な遺伝子の多型 が発見 された場

合には、それ らも対象 となる可能性 があ ります。

5.健 康 に関して

末梢血の採血量は、通常の検査分 を含 めて も25mlほ どであ り、健康 に関 して全 く影響はあ り

ませんので、 ご心配はあ りません。献血 な どで採血 され る量は、少量の場合で200m1、 現在すす

められている多い 目の採血では400m1ほ どですので、それ に比較 して も特段多い量ではあ りませ

ん。また、採血方法は通常の方法でお こなわれ ますので、特別な危険はあ りません。

6.個 人情報の保護について

本研究では対象 となる疾病の病態 と発症の解析 に重点 を置 くことか ら、協力患者 さんの個人個

人のデータを素因や生活様式 と関連付 けて解析 されなければな りません。 しか し、個人名は外来

担当者のみが知 る事 とし、検体やデー タは整理番号を付けて扱 う事 としますので、外来担 当者以

外の研究者 にはどなたの検体お よびデー タであるかがわか らない状態で研究いた します。さらに、

調査研究が進み同じような素因や生活要因を持っ対象者のデー タが多 く集まれ ば、集 団の成績 と

して扱 われ る様 にな り、外来担当者 においてす ら個人が特定 され ることがなくな ります。

現在、シ ックハ ウス症候群の研究がその発端 にあ り、まだ個人情報の段階で対処 しなけれ ばな

らない状況にあ ります。こうした手法は、今では当然のことのよ うに考え られ ている、「塩分の取

りすぎは血圧 を高 くす る。」、 「喫煙 は肺癌 となる危険性 を増す。」 といった医学の医常識 を導き出

す ことに役立ってきました。 この様 な理 由で協力いただ く方の個人デー タを扱わ ざるを得ないこ

とを御理解いただきたい と思います。 しか しなが ら、研究班 としては協力 された方 に不利 となる

ことが一切無い ように細心の注意 を払い調査研究 をすす めることと致 します。

同意書の性格上の理由か らご署名が必要ですが、一般検査デー タ、血液検体な どのサ ンプルや

生活環境調査票には整理番号のみを付 して用いますので、研 究者段階では、個人が特定 され るこ

とは絶対 にあ りません。個人名な どが照合可能な資料 は外来カルテ と同意書のみ とな りますが、

カルテは大学附属病院が、また同意書 と協力者名簿は外来担当者が、それぞれ検査デー タや生活

習慣や住居環境 などのデー タな どの研究結果 と別個に厳重に管理いた します。

1λ 研究への協力に同意されない場合でも不利益を受けないこと

この研究への協力、すなわち血液検体 な どのサ ンプルや生活環境調査票等の提供は全 くのあな

たの 自由です。た とえ、 この研究への協力を断 られても外来担 当者は今後 の医療 に最善を尽 くし

ます。



8.調 査への協力の撤回について

この研究への協力の同意はいつでも撤 回できます。別紙の 「検体の使用 ・保存の中止請求書」

にて外来担 当者 にお 申し出下さい。その際 にも、外来担当者は今後の医療に最善を尽 くします。

ただ し、調査研究の結果が既に公表 され てい る場合は、研究結果の廃棄ができない ことがあ りま

すので、 ご了承下 さい。

9.解 析結果の公表

本研究 による成果は、学会発表 あるいは論文 として公表 され る場合 もあ ります。公表すること

によって初めて、多 くの人々に役立っ資料 とす ることが出来ます。本研究によって解 明された成

果が社会に還元 され ることにより、あなたは研究に協力 された一員 として、次世代の人々のため

に生活環境 の改善 に向けて貢献 され るこ とにな ります。

10.研 究に協力される方の人権に関すること

この研究への協力、すなわち血液検体 などのサ ンプルや生活環境調査票等の提供は全 くのあな

たの 自発的なものですか ら、 ご協力者 の方の意志を十分 に尊重 して研究を行います。 この研究に

っいて説明を求めたい ときは外来担当者までお 申し出下さい。 この研究の成果 は学会や学術雑誌

な どで公表 され る事があ りますが、ご協力 された方のプライバ シーは最大限守 られ、個人名 など
が公表 され る事 は一切 あ りません。外来担 当者 は、個人の氏名や全ての検査 の結果 を知 りうる立

場 にあ りますが、個人名や検査結果が外部 に漏れ るこ とはあ りません。 また、DNAな どは この研

究の 目的以外 に用 いられ ることは一切あ りません。提供いただいたDNAな どサ ンプル に余 りがあ

る場合 は保存 され ますが、 この研究の終了後 に、当研究に直接関わ らない第三者の立ち会いのも

とにすべて廃棄 されます。

11.そ の 他

この研究から知的財産権が生じた場合、その権利は協力者に属しませんことをご理解下さい。

12.協 力事項に関する問い合わせ先

研究代表者

旭川医科大学医学部健康科学講座 吉 田 貴彦

連絡先TEL/FAXO166-68-2402/2409

外来担 当者

旭川医科大学医学部産婦人科学講座 小島 貴志

連絡先TEL/FAXO166-68-2562/2569

旭川医科大学医学部第三内科学講座 鳥本 悦宏

連絡先TEL/FAXO166-68-2462/2469

様

説明者 医師 印(自 署 または記名 ・押印)



(資料3)

検査内容についての語句等の説明

「シックハウス症候群病態解明調査研究へのご協力のお願い」中の5.検 査 内容 で使 わ

れております語句 について、以下に補足的に説明をいたしましたのでご参考にして下さい。

さらにご質問がありましたら、外来の担当医にお尋ね下さい。

末梢血:

ヒトの血液のうち腕や足の四肢の静脈から採取した場合の血液を末梢血といいます。通常

では肘の内側から採取する事が多いです。それは肘の内側には皮膚に近い浅いところに比

較的太い静脈がある事と、その部分の皮膚には痛みを感ずる神経が少ないために採血用

の針を刺した時の苦痛が小さくてすむからです。肘静脈からの採血が困難な場合には、手

の甲などから行う場合もあります。

リンパ球の種類の解析:

ヒトの血液の血球成分 は、赤血球 、白血球と血小板に分けられますが、その白血球はさら

に穎粒球とリンパ球に分けられます。リンパ球は身体に侵入する病原体などを排除する機能

である免疫能を調節する役割を担ったり、抗体を産生する細胞に分化したり、直接に病原体

や身体に不利益な自己細胞(腫 瘍細胞 など)を攻撃 したりします。リンパ 球のうち、Tc(細 胞

傷害性T細 胞)やNK(ナ チュラル ・キラー一細胞)は 病原体 などの攻撃 の役割 、B細 胞 は分化

して抗体を産生する細胞となり、Th(ヘ ルパーT細 胞)は そうした応 答を促進 的 に調整 し、Ts

(サプレッサーT細 胞)は 抑制的 に調整する役割 を持 ちます。それらの細胞の数を測定する

と免疫機能の働きのバランスや強さを知る事が出来ます。

免疫グロブリン:

身体に侵入した病原体を排除する免疫機構には免疫細胞が直接に病原体を攻撃するタ

イプと体液に溶けた成分が働くタイプがあります。そのうち体液に溶けた成分が働くタイプの

免疫機構の主役となるのが免疫グロブリンです。免疫グロブリンは蛋白質なので蛋白質の分

類上の名前であるグロブリンと呼ばれますが、病原体などの外来異物の形状(抗原)に 「鍵と

鍵穴」との関係で結合して、その力を失わせる働きを持つので(免疫)抗体とも呼ばれます。

サイトカイン・増殖因子:

私たちの身体を構成する組織や細胞同士がそれぞれの増殖や分化、活性の調節に関わ

りあう事によって身体全体の機能が統合されて、私たちは一つの個体として生きていくことが

出来ます。それら細胞が作り出す増殖や分化、活性の調節にかかわる成分は主に蛋白質

で体液に溶けて他の細胞や組織に達して作用します。こうした成分をサイトカインあるいは

増殖因子と呼びます。



mRNA

生体を構成す る成分 の設計 図であるDNAか ら写 し取られて、細胞の中で 目的の物質(成

分)を 作る働 きを担うものをmRNAと いいます。個人の血液 細胞などから得られたmRNAの

量を調べると、その個人 における、そのmRNAか ら作 られる物質の量 が推 測できます。目的

の物質の量が極めて少なくて測定が困難な場合などに、かわりにmRNAを 測 定する事が一

般 的 に行 われます 。mRNAの 測定対象 となる成 分はどの個人 にも共通の物(ホ ルモンなど

が物 質 として誰でも同じであるように)で す ので、それ らを調 べても個人の特定にはつながり

ません。

酵素:

生体内において行われる生化学反応の過程を、触媒として働いて反応を進める役割をも

つ蛋白質を酵素といいます。酵素の働きは人によって微妙に差がある事が知られています。

それは、DNAか らmRNAに 写し取る段階やmRNAか ら蛋白質が合成される段階に差がある

場合と、設計図であるDNAに 微細な変異があるために起こる場合とがあります。

DNA

DNAは 遺伝子 の本体を成すもので、A(ア デニン)、T(チ ミン)、C(シ トシン)、G(グ アニン)

という4種 類の塩 基があり、それ らがつながって鎖状になったものを遺伝子といいます。遺伝

子が幾つもつながり折りたたまれて棒状になったものが染色体です。

遺伝子:

生体の構成成分の設計図であり、その生物の特性(体 質など)を子孫に伝える役割を担う

物を遺伝子といいます。遺伝子には生物として生きるために必要な成分を作る誰にでも共

通の部分と、顔立ちや性格などの個人ごとの違いを形作る個人に特異的な部分とがありま

す。人間の細胞には数万種類の遺伝子があり、それらを総称してゲノムと呼びます。身体を

構成する全ての細胞に同じゲノムが一式ずつ含まれています。遺伝子解析の研究が問題と

なるのは、ある遺伝子が特定のタイプ(多型性パターン)であると特定の病気が起こる可能性

が高い事が明確にされている場合で、遺伝子解析でそのタイプの遺伝子が見つかった人が

将来その病気になる可能性が高い事が事前にわかることです。しかしこのような例は極少数

の遺伝子にのみわかっているに過ぎません。今回の研究では、身体内で物質が代謝される

時に関わる酵素や、免疫や血管の収縮・拡張の調整、サイトカイン・増殖因子などの遺伝子

を解析するもので、これらの遺伝子のタイプが特定の病気に直結するものではありません。

したがって、今回の遺伝子解析からは個人が将来にどのような病気になるかなどはわかりま

せん。



(資料4)

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1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

ロ 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1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

年 月 日

研究協力者名(試 料等提供本人)

説明者(外 来担当者)



(資料5)

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。

一
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。

匝
説明者(自 署)

氏名

属

話

所

電 FAX


