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１４） 食品中に含まれるホルムアルデヒドが消化管粘膜

免疫機構に及ぼす影響

研究代表者　中木　良彦

【目　的】

　近年、国内外で違法な食品添加物や食品の偽装表示

などの問題が報道機関に取り上げられ、国民の食に対

する安全性への関心が高くなり、消費者に食品の安全

性を示す正確な情報提供が重要となっている。その中

で、食品添加物としての使用が禁止されている劇物の

ホルムアルデヒド（FA）は、食材の育成や加工の際に

様々な条件のもとで食品に含有する可能性があり、ま

た、無添加の自然食品中にも含まれることから安全性

の上で無視できない物質である。一方で、従来のFA

の毒性評価は鼻咽腔がんやシックハウスシンドローム

の危険因子として吸入曝露による研究が多く、他方で

経口曝露による消化管等への影響の報告は少数であ

り、安全性の検証は不十分であった。

　我々は低濃度FAを添加した飼料を実験動物に与え

た時に消化管、特に下部消化管において消化管内残渣

から高濃度の遊離FAを検出し、さらに遊離したFAが

消化管細菌叢の構成菌の減少をもたらし、局所の粘膜

免疫系に異常をきたす事を既に報告した１，２）。しかし

ながら、FAの経口曝露による詳細な腸内フローラの

変化、結果として起こる免疫機構の影響の詳細なデー

タは得られていない。

の発現を定量PCRにより検討した。定量PCRは、

Premium Total RNA（タカラバイオ）からrandom hexamer

を 用 い てcDNA合 成 後、TaqMan遺 Gene Expression 

Assaysを利用し、７５００ Real Time PCR System（ライフ

テクノロジーズ）により行った。

【結　果】

　胎生１５.５日胚体重比較の結果、WT胚、平均０.４２３g、

SD ０.０６１。ＫＯ胚、平均０.３７３g、ＳＤ ０.０４９、p＜０.０１

であり、ＫＯ胚がWT胚と比べ有意に軽く、成長遅延

の表現型が認められた。また、口蓋形成比較ではＫＯ

胚で口腔前部領域の口蓋棚融合遅延が確認された。こ

れは、同様に作成したWT胚では見られなかった。

　定量ＰＣＲによる遺伝子発現検討の結果、CL-K１遺伝

子は、胎生後期になるにつれ発現が高くなり、成獣肝

臓においてさらに高値を示すことを認めた。また、

CL-K１同様肝臓で合成され血中に分泌されるコレクチ

ンMBLは胎生１１日目にかけてCL-K１同様の発現増加

が見られるが、それ以降の発現増加は見られなかった。

【考　察】

　コレクチンCL-K１は、生体において様々な微生物と

結合し、感染防御に関与することが示唆されている

が、胎生期マウスは、無菌状態の母獣子宮内で着床後

の原腸形成と器官形成を行うため、胎盤を通じて母獣

免疫グロブリンの胎仔への移行はあるが、胎仔が積極

的に免疫分子を発現することはないと考えられている。

　しかし、マウスの胎生期におけるmRNA発現検討の

結果、CL-K１遺伝子が胎生１１日以降の器官形成期に発

現していることが明らかになり、ヒトの遺伝子変異の

報告同様、発生において器官形成に重要な役割を担う

可能性が推測された。

　胎生１５.５日ＫＯ胚では、同腹WT胚と比較し、低体

重の表現型を示し、さらに、ヒト３MC症候群で多く報

告されている、口蓋形成不全の症例もＫＯマウスで高

い頻度で見られたことから、マウスモデルは３MC症

候群の発症機序解析に有用であると考えられた。

　CL-K１はMASP分子と結合し、補体系を活性化する

ことで、自然免疫に関与している可能性が報告されて

いるが、器官形成期における機能は明らかになってい

ない。今後胎生期において、CL-K１が相互作用する分

子の探索も含め、その役割を解明していきたいと考え
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意に増加した（p＜０.０５）。また、小腸上皮間リンパ球

では有意ではないもののCD４陽性リンパ球の増加傾

向を認めた（p＜０.１）。B２２０陽性リンパ球は何れのリ

ンパ球でも両群間で差を認めなかった。小腸上皮間リ

ンパ球のmitgen刺激後の培養上清中のサイトカイン

分泌量は、曝露群でIL-４/IFN-γ比は両群間に差を認め

なかった。

【考　察】

　脾細胞のリンパ球subpopulationではFA曝露による

変化を認めなかったが、局所の粘膜免疫の最前線であ

る小腸上皮間リンパ球とパイエル板細胞では、

CD４/CD８比の有意な高値を示した。FA経口曝露によ

る腸内細菌の減少による免疫系への影響は局所の粘膜

免疫系で明らかとなった。しかしながら粘膜免疫系は

局所とはいえ、産生された免疫グロブリンは全身の血

管系を通じてhomingにより再度粘膜に戻り分泌され

る。このことはFA曝露による影響が、細菌の減少し

た下部消化管のみならず全身に及ぶ可能性を示唆する

が、今回の脾細胞リンパ球のsubpopulation解析結果か

らはホルムアルデヒドの経口曝露による影響は認めら

れず、消化管粘膜免疫機構への影響に限局する可能性

が示唆された。

　腸内細菌減少により即時型アレルギーが誘発されや

すいと報告３）されているものの今回の研究ではHelper 

T cellのType １/２バランスには影響を認めなかったた

め、FA経口曝露による小腸上皮間リンパ球からのサ

イトカイン産生については今後の詳細な解析が必要で

ある。
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　以上のことから、FA添加飼料を用いたマウスの経

口曝露実験を行い、食品中に含まれるFAの消化管へ

の影響について、免疫異常を中心に解析し、FA含有食

品の摂取による危険性について検討した。

【方　法】

　B６C３F１雌性マウスをFA曝露群とコントロール群

各８匹にランダムに分け、FA曝露群には曝露量が

１００mg/kg/dayになるように調整したFA添加飼料を、

コントロール群には通常飼料（FA無添加）を与えた。

曝露期間は５０日とした。FA投与実験期間終了後、安

楽死処置後に胃の幽門部直下を切断し下部消化管を取

り出し、小腸と盲腸の間を切断して小腸を摘出した。

小腸をハンクス液で洗浄後、ポリエチレンチューブを

用いて小腸を反転し、腸管腔側を露出し、５％FCSを添

加したハンクス液４５mlの入ったチューブに入れて４５

分間振とう後、ガラスウールカラムに通し、接着性の

細胞を除いた。カラムを通過した混濁液はパーコール

液を用いて繰り返し遠心分離し、上皮間リンパ球を精

製した。一方で脾臓および小腸パイエル板を切除し、

脾細胞リンパ球とパイエル板リンパ球浮遊液を調整し

た。得られた各々のリンパ球は蛍光抗体で表面抗原を

免疫染色し、フローサイトメトリーを用いてリンパ球

のサブ セットを解析した。また、helper T cellの

type１/２バランスについて上皮間リンパ球培養上清中

のIL-４およびIFN-γをELISA法にて測定した。各々

の結果はFA曝露群、コントロール群間で、Mann-

Witney U検定を行い、検定においてp＜０.０５を有意な

差があると判断した。

【結　果】

　各群の体重増加量には有意な差は認められなかっ

た。その他、飼育期間中における行動等に注目すべき

変化は無かった。また、肉眼的に外表に特記すべき変

化は見られなかった。

　脾細胞リンパ球のsubpopulation解析（リンパ球種類

毎の分布数を調べる）では、CD４陽性リンパ球、CD８

陽性リンパ球、および CD４/CD８比の何れもコント

ロール群、曝露群間に有意な差を認めなかった。一

方、小腸上皮間リンパ球およびパイエル板リンパ球の

subpopulation解析では、CD８陽性リンパ球が曝露群で

有意に減少し（p＜０.０５）、CD４/CD８比が曝露群で有
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