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特別研究「空中浮遊微粒子（�����）の心肺循環器系に及ぼす障害作用機序の解明に関する実験的研究」�

（期間　平成１１～１３年度）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

特別研究責任者：森田昌敏（平成１１年度），若松伸司（平成１３年度），小林隆弘（平成１２～１３年度）�

特別研究幹事：鈴木　明・高野裕久�

報告書編集担当：鈴木　明



　本報告書は平成１１年度から１３年度にかけて実施した特別研究「空中浮遊微粒子（�����）の心肺循

環器系に及ぼす障害作用機序の解明に関する実験的研究」をとりまとめたものである。

　国内の車の総台数は平成１４年度で７，４００万台に達し，昭和４２年度からの過去３５年間に３．５倍に増

加した。また，この増加と共にトラック，バスはもとより最近は自家用車からレクレーション用の��

車まで，燃料が安いため，ディーゼルエンジンを搭載する車が多くなってきた。ディーゼル車の微粒

子，���，���の排出量はガソリン車などに比べて著しく多い。そのため，年々単体規制の強化にもか

かわらず，大都市部の大気の汚染は一向に改善されておらず，また浮遊粒子状物質（���）の中に占

めるディーゼル車由来の微粒子（���）の割合が増加している。

　最近になって，粒径が２．５μ��以下の���，すなわち�����と心疾患による死亡率との間に非常に高

い相関性が存在することがアメリカやイギリスからの多くの疫学研究によって示され，その健康影響の

重大性がにわかにクローズアップされてきた。しかし，この両者間の因果関係の実験的証明はまだなさ

れておらず，その証明はこれからの研究にかかっている。そのため，�����と心肺循環器疾患との間の

因果関係を実験的に明らかにすることは微粒子汚染の健康影響をより明確にしうることになる。特に，

大気汚染が心臓・循環器系に及ぼす研究はこれまで，全くと言って良いほどなされていない。

　そこで，このような背景を踏まえ，本研究では日本の大都市部の�����の主要部分を占める���を

対象物質としてディーゼル排気の暴露実験と組織培養を含む��������の実験を組み合わせることにより，

その���の中の物質がどのような機序で心肺循環器系に障害を及ぼしているかを明らかにすることを

目的とした。このことにより，大都市部における�����（���）汚染を低減することの緊急性と重要性

を理解してもらう科学的知見を示し，環境保全のための科学的資料を提供したい。さらにディーゼル車

の燃費の良さは���削減に寄与する面があり，清浄なディーゼル車の開発普及は重要であるので，大

局的にみた環境保全のためにも現在のディーゼル排気の問題点を正確に把握報告し，�����（���）・汚

染の低減のためクリーンなディーゼル機関（エンジン）の開発をうながす助けとしたい。

　なお，本研究は，最終年度の平成１３年４月に，研究所の独立行政法人化に伴う大幅な機構改革に伴

い，重点特別研究の「�����・���研究プロジェクト（通称）」の毒性・影響評価研究チームに編入さ

れ，今後の研究は同プロジェクトの中で行われる予定である。

　終わりに，本研究を進める上で研究所外の方々の多くの御協力と御助言を頂いた。ここに，深く感謝

の意を表する。

平成１４年９月�

独立行政法人　国立環境研究所　　　　　　�

理事長　合　志　陽　一

序
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１�１　研究の目的と経緯

　近年，我が国の大気汚染は従来の硫黄酸化物（���）

や降下煤塵を中心とした固定発生源型汚染から大都市，

幹線道路沿いなどにおける二酸化窒素（���）や浮遊粒

子状物質（���）を主体とした移動発生源型汚染に移

りつつある。特に近年，ディーゼル車の増加が著しく，

大都市部の浮遊粒子状物質（���）と���の環境基準

の達成率は依然低い状態にある。

　特に，浮遊粒子状物質（���）の汚染は深刻である。

例えば東京都内の自動車沿道排気測定局（自排局）では

環境基準を満たしているところは少ない（平成８年度か

ら１２年度までの達成率は９．３～６３．４％）。また，東京都

内の���の総排出量は年間１万トン以上にもなり，そ

の約半分は粒径２．５μ��以下のディーゼル排気微粒子

（���＝�����）である。

　この���中の大部分を占める���（�����粒子）は

肺がんやアレルギー性鼻炎を起こすことはよく知られて

いる。また，先の特別研究で，���が実験動物に気管

支ぜん息様の病態を引き起こすことが明らかになった。

　一方，近年の日本人の死因は，１位ががん，２位が心

疾患，３位が脳血管疾患である。これらのうち，がんと

���あるいはがんと���との関連はよく研究されてお

り，年間１０００人近い人がディーゼル排気によって肺が

んで死亡している可能性が指摘されている。また，最近

になって，粒径が�２．５μ��以下の���，すなわち�����

と心疾患による死亡率との間に非常に高い相関性が存在

することがアメリカやイギリスからの多くの疫学研究に

よって示され，その健康影響の重大性がにわかにクロー

ズアップされてきた。しかし，この両者間の因果関係の

実験的証明はまだなされておらず，その証明はこれから

の研究にかかっている。

　そのため，�����と心肺循環器疾患との間の因果関係

を実験的に明らかにすることは微粒子汚染の健康影響を

より明確にしうることになる。特に，大気汚染が心臓循

環器系に及ぼす研究はこれまで，全くと言って良いほど

なされておらず，今後の重要な研究分野であることが指

摘されている。

　そこで，このような背景を踏まえ，本研究では日本の

大都市部の�����の主要部分を占める���を対象物質と

してディーゼル排気の曝露実験と組織培養を含む���

�����の実験を組み合わせることにより，その���の中

の物質がどのような機序で心肺循環器系に障害を及ぼし

ているかを明らかにすることを目的とした。このことに

より，大都市部における�����（���）汚染を低減するこ

との緊急性と重要性を理解してもらう科学的知見を示

し，環境保全のための科学的資料を提供する。

　本特別研究は平成１１年度から１３年度までの３カ年計

画でスタートした。本研究に先立って，昭和６３年度か

ら平成４年度の特別研究（仮の名称として；第一次

ディーゼル特別研究）の後半において，ディーゼル排気

発生装置を作成し，ディーゼル排気微粒子（���）を

手にすることができた。それまで���については発が

ん性と一部の抗体産生を増強すること以外，その毒性の

強さや，なぜ有毒なのかもわかっていなかった。そこで

まず，この���の毒性メカニズムから調べた。その結

果，���から多量の活性酸素が生成し，それらが肺に

損傷を与えることを生化学的，病理学的に明らかにし

た。

　その後，���のみを長期間にわたってマウスに繰り

返し気管内投与することによって，気管支ぜん息の基本

病態である　①気管支粘膜下への好酸球の浸潤を伴う慢

性気道炎症　②気管支での粘液の過剰合成，分泌　③気

道過敏性の亢進などに相当する病態が明瞭に発現するこ

とを示した。

　次に，アレルギー性鼻炎，肺がんの発症メカニズムと

食事因子の影響の解明および現実の生活の中ではヒトは

どのくらいの���を吸い込んでいるのかという個人曝

露量の推定等にかかわる研究課題について，平成５～９

年度に，特別研究「ディーゼル排気による慢性呼吸器疾

患発症機序の解明とリスク評価に関する研究」（仮の名

称として；第二次ディーゼル特別研究）を行い，その結

果，大都市部の浮遊粒子状物質（���）の中のかなり

の部分を占める���がアレルギー性のぜん息様病態を

増悪すること，そのメカニズムとして好酸球の浸潤に基

づくアレルギー反応の亢進が考えられることをマウスを

用いた実験的研究で見つけた。

　したがって，本研究は，前述の第一次，第二次の２つ

の特別研究で行った呼吸器系疾患およびアレルギー性疾

１　研究の目的と経緯
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患等の成果に基づき，最近の疫学的調査で重要視されて

いる循環器系に対する影響の解明と免疫系に対する影響

を解明することに主眼がおかれている。

　そこで，本報告では主に��あるいは���の心電図の

解析および薬理作用を中心とした循環器影響と，���

中に心臓あるいは血管に作用する物質があるか，あると

すればどのような化学物質か，について�������と���

�����の実験を交えて報告する。さらに，���の免疫系

に及ぼす影響，アレルギー性鼻炎，���による呼吸器

炎症の憎悪についての研究成果も述べる。また，その他

の健康影響として，��がマウスの雌性生殖器および第

２世代に対する影響についての研究成果についても記載

した。

　なお，本研究は，最終年度の平成１３年４月に，研究

所の独立行政法人化に伴う大幅な機構改革により，重点

特別研究の「�����・���研究プロジェクト（通称）」の

毒性・影響評価研究チームの研究に編入された。

１�２　研究の構成

　空中浮遊微粒子（�����）の心肺循環器系に及ぼす障

害作用を明らかにするためには，（１）�����（���）の

曝露を受けた動物の心電図解析をはじめとする電気生理

学的解析，および（２）心臓と肺の病理組織学的変化の

解析（�������実験），ならびにそれら組織にとって重要

な（３）各種構成細胞に対する�����（���）の影響を解

析（��������実験）する（図１）とともに，呼吸循環影

響に関する（４）肺胞マクロファージの反応や炎症反

応，鼻アレルギー反応等の免疫学的解析（�������実験）

を行い，ヒトのリスク評価に資する研究とした。

　以上のような観点にたって，本研究においては以下の

項目について実験を行った。

１）心電図による心筋および循環機能異常に関する電気

生理学的解析

２）心肺循環器系の病理組織と機能的異常の解析

３）�����（���）の薬理学的作用

４）���の構成成分による心臓，血管に対する作用

５）血管内皮細胞および気道上皮細胞等の培養細胞系に

及ぼす障害作用機序の解析

６）免疫系を介した組織障害作用の解析

１�３　大都市部における大気環境の現状ならびに粒子状

物質の現状について

（１）はじめに

　本節では大都市部における最近の大気環境について簡

単に紹介し，本特別研究が必要とされている背景の理解

に役立てたい。

　近年，大都市部の大気環境は改善されつつあるが，依

然として大きな問題を抱えている，この主な原因は自動

車の排気ガスによると考えられている。東京都内では

���総排出量の５～７割は自動車に由来しているとい

う。とりわけ最近は，燃料が安くて馬力があると言う理

由でディーゼル車が増えており，都市大気の主要な汚染

源になっている。

　ディーゼル車は自動車総数の約１１％に過ぎないが，

���の総排出量の約７５％を占めている。ちなみに，

ディーゼル車の���排出量は大型車になるにつれてガ

ソリン乗用車の２～３０倍になり，浮遊粒子状物質

（���）についてみるとガソリン乗用車の３０～１００倍も

多いという。図２には，先の特別研究で測定した，東京

都内の板橋区と世田谷区内の約８０地点における���と

浮遊粒子状物質（���）の相関を示した。この図から

わかるように，���汚染の高い所は���汚染も高く，

両者の間には高い相関性があることが認められた。この

ことから，���の主な汚染源は���と同じ自動車の排

気ガスであることが示唆された。なかでも後にも述べる

ように���の圧倒的部分はディーゼル車由来の微粒子

（���）である。

�

図１　�����・���の循環器影響の解析方法の模式図
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（２）大都市大気中の浮遊粒子状物質（���）と

ディーゼル排気微粒子（���）との関連について，�

　大気中の浮遊粒子状物質（���）は，図３に示すよ

うに，粗大粒子と微小粒子の二峰性に分布している。粗

大粒子の粒径は２．５～１０μ��であり土壌由来の物質が圧

倒的に多く，ヒトの健康に有害な物質の量は少ない。一

方，微小粒子は粒子が２．５μ��以下で�����とも呼ばれ，

主に自動車等から排出されたものである。東京都内で

１９８７年（昭和６２年）に測定された���の発生源寄与率

を図４の円グラフに示した。ディーゼル車由来の微粒子

（���）の割合は４１．３％で圧倒的に多い。ガソリン車由

来の���はわずかに１．４％で自動車由来粒子全体

（４１．３％＋１．４％＝４２．７％）の３．３％でしかない。さら

に，二次生成（１３．４％）とは���や���から光化学反

応によって二次的に生成した酸性微粒子であり，それら

の約７割近くは自動車由来であると言われている。ま

た，環境省の平成６年度のデータによる推計では，自動

車からの発生源別寄与割合は一般局で関東地方２２％，

関西地区で２７％であるが，自排局では４３％と高く，

ディーゼル車種別��排出割合もトラック８７％，乗用

車７％，バス６％となり，トラックからの排出が多いこ

とを示している。そのため，自動車由来の浮遊粒子状物

質（���）は過半数を越えるとみなされている。

　なお，東京都は，平成８年４月に「東京都浮遊粒子状

物質削減計画」を発表した。その中で，平成４年

（１９９２年）に測定された全浮遊粒子状物質（���）中の

自動車排出ガス由来の粒子は４７．７％で，二次生成粒子

は１８．２％と報告しており，図４の値を測定した後の５

年間で各々５％ずつ合計で約１０％増加していることを

示している。この結果を表１にまとめた。なお，表１に

は全浮遊粒子状物質（���）と，その中味を微小粒子

と粗大粒子に分けた値も示した。表からわかるように，

図２　東京都内各地域における屋外の���濃度と���
濃度との間の相関

� 相関係数（�）は０．８３であり両者の間には統計的
に意味のある非常に高い相関性が認められた。

図３　日本の大都市部における浮遊粒子状物質（���）
の２峰性分布

� 道路沿道の場合には，健康に悪影響を及ぼす微粒
子の���が多い。粗大粒子は土壌由来などの物
質が多く，健康に悪影響を及ぼす物質の割合は低
い。

図４　東京都内における浮遊粒子状物質（���）全体
に対する発生源寄与率（１９８７～８８年の測定デー
タ）
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自動車に由来する微粒子の割合は増加傾向を示してお

り，自動車台数も増加し続けていることを考えると，浮

遊粒子中の自動車排ガス由来粒子の割合はさらに増え続

けることが予測される。

　���等の微小粒子の中にはベンゾ〔�〕ピレンやニトロ

アレーンをはじめとする多くの発がん性物質や内分泌を

撹乱することが知られている物質，鉄や銅のような重金

属をはじめとする様々な有害物質が含まれている。この

微小粒子の平均粒径は，図３に示したように，０．５μ��

前後と極めて小さいため肺の奥の肺胞まで入り，その約

半分は肺内に沈着すると言われている。また，図５から

わかるように，これらの微粒子は，特にその中の���

は秋から冬にかけて多くなる傾向がみられている。

�

（３）ディーゼル排気微粒子（���）中の多環芳香族

炭化水素類とその他の化学物質について

　１）はじめに

　���は約千種類にも及ぶ様々な化学物質を含んでい

る。それらの中にはベンゾ〔�〕ピレン（���）に代表さ

れる多環芳香族炭化水素（����）やそれらのニトロ化

物であるニトロアレーンのような突然変異原や発がん性

物質として知られているものが多い。

　一方近年，ダイオキシンをはじめとする様々な環境ホ

ルモン（外因性内分泌撹乱物質）が動物の生殖器系に

様々な異常を起こすことが知られ，公衆衛生学的観点か

ら注目を集めている。そのダイオキシンの毒性はダイオ

キシンを受け止める「受容体」との結合によって発現す

ると考えられている。この発現によって，���のような

多環芳香族炭化水素等を代謝し，真の発がん物質に変え

る酵素が誘導されたり，奇形を起こしたり，性ホルモン

の合成に影響を及ぼすなど，様々な作用が発現すること

が知られている。

　このような報告に加えて，��曝露が雌マウスの生殖

器系の異常をおこし，さらに２世代目の子供の発育に影

響することを本研究で見いだした。このことは，ディー

ゼル排気が�環境ホルモン用の作用を有していることを

示している。

　２）���および大気粉じん（���）中の����とニト

ロアレーン濃度比較

　ディーゼル排気曝露装置の動物曝露チャンバー内での

表１　東京都内の浮遊粒子状物質の発生源寄与率

図５　東京都内の粗大粒子および微小粒子の発生源寄与
率とその季節変動
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捕集日を変えて５回サンプリングした���中の����と

ニトロアレーンの濃度を検討した。それぞれの����は

サンプリング時間の違いにより１．７倍から２．１倍の違い

が認められた。また，ニトロアレーンも１．５倍から２．５

倍の違いが認められた。これは，粒子濃度としては常に

一定であったが，燃焼条件の微妙な違いで����やニト

ロアレーンの生成の変化が起きることを示している。

　また，先の報告によると，上記の���と金沢市内の

大気中粉じん（���）中の����とニトロアレーン濃度

を比較した結果，国立環境研究所の���中のピレン

（���），ベンゾ［�］アントラセン（���），ベンゾ［�］

ピレン（���）等は大気中粉じん中の濃度より低めで

あった。一方，１�ニトロピレン（１���），１，３�ジ

ニトロピレン（１，３����），１，６�ジニトロピレン

（１，６����）および１，８�ジニトロピレン（１，８�

���）等は大気粉じん中のものより若干高めの傾向を

示し，個々の物質の濃度についてみると上記のような傾

向が認められたが，全体的にみると国立環境研究所の

���の化学組成は一般大気環境中の化学組成と類似し

ていると言える。このことは，多環芳香族炭化水素は

���あるいは大気環境中ともに類似していることを示

している。

　また，全粒子中に占める有機化合物の割合は����

（����������	
��
���

����）として表され，粒子の特性を

比較する上で重要な指標であり，����（��������

���������	
����
���

����������）法によって測定する

と，一般大気環境中の���の比率はおおよそ４０～５０％

といわれている。国立環境研究所のディーゼル排気曝露

チャンバー内の���の���の割合も����で測定する

と４８～５０％の間にあり，一般大気中の粒子特性と類似

したものであった。（東京ダイレック（株）の好意によっ

て行われた。）

　３）���中のアニオン濃度

　ダイオキシン生成の原因にもなる塩素イオンは�１．０６

～３．２０μ����程度含まれている。硝酸イオンは�４９．６～

９３μ����でサンプリング時間の違いで２倍ほどの違いが

あり，硫酸イオンは２３０～３７４μ����で，サンプリング時

間の違いで１．６倍くらいの差があった。また，���中の

硫酸イオンは硝酸イオンより２～３倍多い傾向であった。

　４）���中の金属類の濃度

　���中の重金属濃度を分析した。最も多い金属は

���������������	
����等の軽金属で続いて������������

������������	等の遷移微量金属が存在していた。これ

らの遷移微量金属はスーパーオキシド（���），過酸化

水素（����）等の活性酸素と反応して，最も活性の強

いヒドロキシラジカル（・��）を生成し，細胞組織に

重篤な傷害をもたらすことが既に示されている。

１�４　浮遊粒子状物質（SPM）および二酸化窒素

（NO２）の個人曝露量の推定に関する研究

　大都市部においては���と���が大気汚染の主要な

部分を占めている。中でも���汚染が深刻でその多く

の部分を占めているディーゼル排気微粒子（���）が

ヒトの健康にとって有害であることは推測される。そこ

で，都市部の住民はどのくらいの���や���を吸入し

ているのかを知ることは都市住民の健康影響を考えるう

えで重要であるといえる。この研究は，先の研究で行わ

れたものであるが，ここでは，その後の研究結果からわ

かったことを付け加え，要点をまとめた（田村憲治氏の

協力による）。

　６年間にわたって沿道周辺住宅の室内外で���と�

���濃度等の測定を行い（表２），それらの結果より，

次の結論を得た。

（１）���，���ともに道路からの距離減衰が認めら

れ，道路から５�と５５～１４０��とでは全平均で���で

は１５～１８％，���では約１５％であった（表３）。

（２）外気濃度と室内濃度との相関は，���では高く，

���では低かった。また，居間の���濃度は外気濃度

のおおよそ７０％に相当していた（図６）。���は居間濃

度と台所濃度の相関が高いことから，外気よりも燃焼器

具が使用される台所の影響を受けやすいことが示唆され

た。

（３）個人曝露濃度と外気濃度，室内濃度との相関につ

いては，���は外気濃度，居間濃度とも高い相関が認

められ，個人曝露濃度は外気濃度のおおよそ６０～７０％

に相当していた（図７）。また，外気と居間の間で相関

が高いのは２�１０μ��，２μ��以下及び��１０であった

（図８）。一方，外気あるいは居間の濃度と個人曝露量と

の間で相関が高いのは２μ��以下の粒子か��１０である

ことが判明した（図９）。

　さらに，���は居間との相関は高かったが，外気との

相関は低かった。もともと���は外気と居間濃度との

間に相関が認められるので，個人曝露濃度は，居間など

の室内濃度の影響が大きいと考えられる。
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表３　道路からの距離別平均���，���濃度

図６　外気と居間の総浮遊粒子状物質（���）濃度の相関

表２　沿道周辺住宅における空気汚染調査の概要
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（４）各測定場所での���と���濃度の相関をみると，

外気では高い相関が認められ，それらが同一の発生源

（自動車）に由来することが示唆された。居間濃度と個

人曝露濃度については���と���濃度の間に相関が認

められなかった。その理由として，���が燃焼器具を使

用する台所の影響を強く受けるためと考えられる。

（５）計算による個人曝露濃度と実測した個人曝露濃度

との間には，���，���とも高い相関が得られた。こ

のことは，在室時間が長い居間，寝室などの濃度が個人

曝露濃度と高い相関関係にあることから妥当と考えられる。

（６）これらの結果から，外気の個人曝露は���につ

いては高い相関があるが，���にはないことから，外気

の健康影響を論じるためには���の測定が，中でも�

２μ��以下の粒径の粒子濃度の測定が重要であることが

示唆された。

図９　外気と個人曝露の２μ��以下の浮遊粒子状物質
（��２）濃度の相関

図７　外気と個人曝露の総浮遊粒子状物質（���）
濃度の相関

図８　外気と居間の２μ��以下の浮遊粒子状物質
（��２）濃度の相関
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２�１　循環器への影響

２�１�１　はじめに

　ディーゼル排気（��），その粒子（���）および

�����の循環器系に対する影響に関する最近の研究を�

表４にまとめたが，��や�����の曝露と循環器影響との

関係を明確に示す報告は非常に少ない。

　これまで���は呼吸器系疾患の原因として注目され

ていたため，第一次，第二次ディーゼル特別研究におい

ても呼吸器疾患の解明が主なものであった。しかし，日

本においては，高齢者の増加や成人病などの心血管系疾

患の増加などを考えると，���の循環器系に及ぼす影

響を早急に明らかにする必要があると考えられる。

　さらに，�������ら（１９９３）によって，微粒子（�����）�

と心臓・循環器障害の関連が疫学的に報告されて以来，

アメリカをはじめヨーロッパ諸国において種々の研究が

開始されたが，���と強い関連を持っているのは現在

のところ日本だけである。しかし，中国，韓国や東南ア

ジアの開発途上国にも日本と同様な問題が生じる可能性

は極めて高いと言える。

　そこで，本研究では，���を対象物質としてディー

ゼル排気の曝露実験と動物の組織を用いた��������の実

験を組み合わせることにより，���が循環器系にどの

ような作用を持ち，さらに，その���の中のどのよう

な化学物質が循環器系にどのような障害を及ぼしている

かを実験的に明らかにすることを目的とした。

　また，どのような化学物質がどのように循環器系に作

用するかを見いだすことは大変な困難を伴う研究であ

る。これまでの多くの研究では，どのようにあるいはど

のような作用を持つかに焦点が当てられ，どのような化

学物質かには焦点が当たらなかった。これは，���中

に数百種類から数千種類の化学物質が混在することか

ら，その中から数十種あるいは数個しかない作用物質を

見つけることを困難だとあきらめている感じがあった。

　本研究では，あえてこの困難な作業にも手を触れるこ

ととした。これには２つの理由がある。第一は，優秀で

しかも粘り強い分析化学チームと共同研究が可能となっ

たこと。そして第二は，目的に沿ったバイオアッセイが

可能となったことである。はじめに，���溶液で生体

の全体反応をとらえ，その結果を分析チームに伝え，分

析チームは���を分析化学手法を用いて系統的に分画

２　研究の成果

表４　ディーゼル排気ガス，ディーゼル排気粒子，�����の循環器影響研究のまとめ
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し，バイオアッセイチームは，その分画を用いて心筋や

血管の作用を確認し，作用のあった分画を分析チームに

伝えると言う方法で何回も繰り返し，作用物質を含む分

画や細分画を絞り込むという方法をとっていった。

　次に研究成果について述べる。

２�１�２　ディーゼル排気（DE）吸入曝露ラットにおける

心電図記録および臓器の病理組織学的検索

（１）目的

　前節で述べたように，���の循環器に及ぼす影響に

関する研究は始まったばかりである。これまでに，

���は摘出心筋標本に対し収縮力を減衰させる作用を

有すること（�������������������１９９４）がわかっていた

が，本当に，���溶液中に心臓や血管に作用する物質

が存在するか疑問があった。その理由は，心臓および血

管は生体の中でも生命維持のために極めて重要な機能を

営んでいるため，中枢神経系，末梢神経系（機能的には

自律神経系，神経反射），さらに内分泌系などの多くの

調節機序が関与して，心臓と血管の状態を常に一定の状

態に保とうとするためである。そのため，循環器影響の

指標を適切に選ばないと，どこの影響を検索しているの

かわからなくなる恐れがある。

　そのような中で，前述の心筋標本の結果を確認するよ

うな実験を行い，共同研究者が���溶液の静脈内投与

によって不整脈および心停止が誘発されること（�������

��������１９９９）を報告した。この報告は，���溶液が心臓

に対する作用があることを強く示唆するとともに，心電

図の変化を有効な指標として使えることを示した。

　しかし，それらの実験では，���の曝露は臓器への

直接作用である静脈内投与などで行われている。現実的

に我々が���を体内に取り込むのは呼吸器系を介した

経路が一般的であるので，吸入曝露において循環器に対

し，どのような影響を持つのかを検討する必要がある。

そこで本節では，���の循環器に及ぼす影響を明らか

にするための第一段階として，チャンバー内で���を

含むディーゼル排気（��）に曝露させたラットの心電

図測定，体重測定，臓器重量測定および臓器の病理組織

学的検索を行い，���の吸入曝露による循環器系およ

び臓器への影響を調べることを目的とした。

　１）��の吸入曝露方法と曝露環境

　��の吸入曝露実験は国立環境研究所内に設置されて

いる大型吸入曝露システム（図１０）を用いて行った。

吸入曝露のためのチャンバーは４台使用した。各チャン

バー内の平均���濃度は粒子重量濃度として０．３，１．０

および３．０�����になるように設定しネズミの活動期で

ある夜１０時から明朝１０時までの１２時間曝露した�

（図１１）。これらの濃度は日本の���に関する環境基準

値０．１�����のそれぞれ３，１０，３０倍に相当する（実際

の曝露時間は１２時間なので，１日の平均曝露濃度はそ

れぞれ０．１５，０．５および１．５�����の濃度になる）。ま

た，これらとは別に対照として清浄空気のみの曝露も

行った（対照群）。吸入チャンバー内は温度２２±１℃，

湿度５５±１０％に維持し，換気回数は２５～３０回�時，

明暗周期は１２：１２とした。餌および水は自由摂取とし

た。曝露期間は最長で１２ヵ月であり，フィッシャー

�３４４ラットを用いた。また，曝露開始年齢は８週齢と

し，１ケージに５～６匹を収容した。なお，曝露実験を

２回行い，随時検査に供した。

　また，ここで使用したエンジン特性と希釈トンネルの

特性を表５と表６に示した。本実験中の主なガス成分の

濃度を表７に示した。曝露群で���濃度と��濃度が高

い値を示した。

　図１２は����測定装置で測定した曝露チャンバー内の

図１１　ディーゼル排気微粒子（���）濃度として
０．３�����（����３）群，１�����（����２）群およ
び３�����（����１）群の���濃度制御

図１０　ディーゼル排気ガス曝露システム
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粒径と粒子の重さ（質量）の関係を示した粒度分布図で

ある。これによると粒径の平均値は０．２８～０．３２μ��と

推定された。しかし，同じ装置で，粒径と粒子数の関係

を示すと図１３のように，粒子数は０．１μ��のいわゆるサ

ブミクロンより小さい粒子が多く出ていることが判明し

た。この両図は，軽くて小さい粒子が多く曝露チャン

バー内に入り，動物に曝露されていることを示している

（（株）東京ダイレックのご好意により測定した）。また，

当研究所のエンジン室と動物曝露チャンバーは約４０�

と離れているので，エンジン室の希釈トンネル末部と

チャンバー内で，粒子数と粒子径との関係について測定

した（同プロジェクト，長谷川就一氏の測定による）。

希釈トンネル部（エンジン室）では，ほぼ３０～４００��

の範囲で鐘形の分布を示し，最頻値は１００～２００��に

ありエンジン始動直後でも次の日の早朝（１２時間後）

でも大きな変化は認められないが，チャンバー部では，

分布範囲が５０～７００��と広く，最頻値の粒径が１５０～

３００��と経時的に大きくなることが判明した（図

１４，１５）。この理由として，長い導入管を通っている間

に，温度や湿度の変化によって粒子の凝集が起こってい

表５　本研究で使用した‘いすゞ’エンジンの特性 表６　希釈トンネルの特性

表７　ディーゼル排気（��）中の微粒子（���）およびガス成分の濃度

図１２　チャンバー内の粒径と質量の関係図 図１３　チャンバー内の粒径と粒子数の関係図

各濃度は３４週間の慢性曝露期間中の平均値±��で示した。
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ることが考えられた。また，この結果からだけでは，実

際の環境中のどのような曝露環境にあるか断定できない

が，将来的に，沿道などの曝露環境がより一層明確にな

れば，当てはめることも可能と推測される。

　２）心電図記録と臓器採材・検索方法

　心電図の測定は，曝露開始から１，３，６，９，１２ヵ月

後にチャンバーの搬出口で行った。１，３，６ヵ月曝露後

の測定は同一個体を経時的に記録した。ラットを無麻酔

下で，標準肢誘導（Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ）法を用いた（図１６）。

　１２ヵ月間の曝露を行ったラットで，上記の心電図記

録を終了したラットについて，各曝露群につき１０匹を

全身麻酔を施し，体重測定後に放血死させた。各臓器は

摘出後に重量を測定し，１０％緩衝ホルマリンにて固定

した。固定後の臓器は定法に従い組織切片を作製し，

��染色を行い，光学顕微鏡にて組織検索を行った。

（２）結果

　１）異常心電図波形および不整脈の出現

　各曝露群の心電図記録を行い，心電図波形および出現

間隔を詳細に観察したところ，異常心電図波形および不

整脈の出現が認められた（表８）。対照群に比べて，異

常心電図を示した個体数は３．０������群の３ヵ月曝露群

において有意に多かった（�＜０．０５）。また，１２ヵ月曝

露群では，異常心電図を呈した個体数は，０．３�����（�

＜０．０１）および３．０������群（�＜０．０５）で有意に多

かった（図１７）。本実験で認められた異常心電図のほと

んどは心室性期外収縮であったが，���群が脱落する

房室ブロックなども認められた。（図１８）。対照群で認

められた心室性期外収縮は，保定されているラットが急

激に身体を動かした直後に単発的に出現する性状のもの

であったが，��曝露群では，身体の動揺が出現してい

ないときにも心室性期外収縮を発現する個体が多く認め

られた。また，３．０������の曝露群で，���群の脱落を

図１４　エンジン室の希釈トンネル末部における粒径と粒
子数の関係

図１５　曝露チャンバー内における粒径と粒子数の関係

図１６　心電図記録の模式図
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伴う第Ⅱ度房室ブロック（図１９），徐脈および心室性期

外収縮を示すラットを認めた。心拍数は，１～６ヵ月の

曝露期間では各群に差は認められなかったが，９および

１２ヵ月曝露では，対照群に比べて曝露群の方が心拍数

が高く，９ヵ月曝露では０．３������曝露群，１２ヵ月曝露

では０．３������曝露群と３．０������曝露群にそれぞれ有

意な（�＜０．０５）増加が認められた（図２０）。

　２）体重および臓器重量の変化

　体重の変化に関しては１，３，６ヵ月曝露群，および

１２ヵ月曝露において，いずれも３．０������曝露群で対照

群に比べて有意な減少を示した（図２１）。

　各臓器重量を測定した結果，��曝露群の心臓重量が

対照群に比べて有意に増加していた（表９）。臓器重量

を体重比に換算した値では，３．０������曝露群の脳，心

臓，肝臓，腎臓，精巣，精嚢，凝固腺の臓器で有意な増

加が認められた。また，０．３������曝露群，１．０�����

曝露群でも一部の臓器で重量の有意な増加が認められた。

　３）心室壁の厚さの変化

　また，心臓については，冠状動脈に平行に心室壁の最

大部を切断し，左心室と右心室の室壁の厚さを測定し

た。左心室の壁の厚さは異常心電図波形および不整脈の

出現に差はなかったが，右心室の壁の厚さは曝露群で有

意に厚くなった（図２２）。

　４）肺および気管支の組織の変化

　剖検時の肺の肉眼写真を図２３に示す。組織学的検索

では，曝露群の肺胞内において多数の黒色粒子状物質お

よびそれらを取り込んだ肺胞マクロファージを多数認め

た。それらのマクロファージは肺全体に散在していた

が，��濃度が高い群ほど肺辺縁に集簇する傾向を認め

た（図２４）。肺における高度な炎症反応や水腫などはい

ずれの曝露群でもみられなかったが，０．３������および

１．０������曝露群の気管支粘膜上皮細胞には多層性の増

生と剥離がみられた（図２５）。

　５）動脈血��，ガス分圧の変化と肺におけるガス交

換能の変化

　安静時にカテーテル法によって採取した動脈血の��

とガス分圧の変化を図２６に示す。��は３��曝露で有

意に低下し，二酸化炭素濃度と酸素濃度は１��と３��

曝露群で有意に低下した。これらの��と動脈血ガス分

圧の変化は，肺による換気機能の低下を示唆した。そこ

で，次に，呼気ガス分析の酸素濃度と二酸化炭素濃度を

同時に分析し，肺における動脈血と肺胞間の較差につい

表８　��曝露による心室性期外収縮などの不整脈を示したラットの数と百分率

図１７　異常心電図を現した個体数
＊：��＜�０．０５�＊＊：��＜�０．０１は対照との有意差を示す。
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図１８　��曝露で観察された異常心電図
� �は心室性の期外収縮（矢印）を示し，�は不完全房室かい離を示す（心房と心室の収縮が連動

しない）。�����Ⅰ，Ⅱは心電図の標準肢誘導Ⅰ，Ⅱを示す。

図１９　��曝露で観察された第二度の房室ブロックで，正常な心電図は小さい波（�波：心房の放電）の
後に大きな電位（���波：心室の放電）が出るが，房室ブロックでは小さい波は出るがその後の
大きな波が出ない。これは心房と心室の間で電気刺激が阻止されたことを示す。

表９　��を１２ヵ月間曝露したラットの主要臓器の重量（�）
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て定法に基づき計算してみると，二酸化炭素の較差

（���������	
２）はコントロールと比較して，曝露群で高

い傾向を示し，高換気のとき０．３～３．０������群で有意

であった（図２７）。また酸素の較差（���������	２）は６０

回換気では有意差がなかったが，１２０回換気では，�����

�����������に曝露群で高くなり，０．３～�３．０�������群では

有意に高くなった。このことは，肺におけるガス交換機

能が低下していることを示し，動脈血の状態と一致し

た。これらの動脈血ガス分圧の変化は，換気回数が増加

するとガス交換機能が低下することを示し，矛盾する変

化ではないと考えられた。

（４）考察

　��に１，３，６，９，および１２ヵ月間曝露させたラッ

トの心電図を測定した結果，曝露群で異常心電図の発現

数の増加がみられた。その異常心電図のほとんどは心室

性期外収縮であり，曝露期間が延長するほど，この不整

脈の発現数および不整脈を発現する個体数に増加する傾

向が認められた。心拍数は曝露期間が長期化すると曝露

群において有意な増加が認められた。本実験における心

電図測定は，ラットを無麻酔下で保定した条件で行った

ことから，負荷心電図を測定している場合と同様の状況

と考えられる。対照群で認められた異常心電図は身体を

激しく動かした後に単発的に出現しており，これは激し

く抵抗したことで一時的な自律神経系緊張の変化がおこ

り，異常心電図が発現した可能性が考えられる。それに

対して曝露群では動揺していない状態でも異常心電図が

出現しており，��曝露によって異常心電図が発現しや

すくなった状態がつくられているものと考えられる。ま

た，１２ヵ月曝露群では第Ⅱ度房室ブロックを呈する個

図２０　心拍数の変化
� ＊は曝露群間で�＜０．０５の有意差を示す。

図２１　曝露ラットの体重の変化
� ＊は各群間で�＜０．０５の有意差を示す。（�）は

１，３，６ヵ月間，（�）は１２ヵ月間曝露。

図２２　心室壁の厚さの変化
� 曝露群の動物の右心室で心壁の肥厚傾向が見られる。
� ��は�＜０．０１で対照との有意差を示す。
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図２３　��を６ヵ月間曝露したラットの肺の外観

図２４　��曝露ラットの肺組織像（��染色）
� ３．０�����の曝露では，肺胞マクロファージが黒色の���粒子を体内に蓄積しているのが明確に

分かる（矢印）。
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図２５　細気管支組織像（��染色×４００）
� 清浄空気曝露では単層の繊毛を持った上皮がきれいに並んでいるが，０．３�����６ヵ月曝露で

は，上皮細胞は重なり繊毛は消失している。

図２６　安静時の動脈血中の��，二酸化炭素濃度，酸素
濃度の変化

� ��＜０．０５，���＜０．０１

図２７　肺におけるガス交換能の変化
� 二酸化炭素濃度，酸素濃度共に，肺胞空気と肺胞

動脈血との間の濃度の差を示す。したがって差が
大きいことはガス交換が十分行われないことを示
す。��＜０．０５，���＜０．０１
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体が認められたが，この房室ブロックは��間隔が徐々

に延長し���が脱落するタイプで，ヒトで言われる

����������型に相当するものと思われた。この個体は

房室ブロックを呈した後に，心室性期外収縮を多発し

た。房室ブロックや心室性期外収縮の原因としては，自

律神経系の亢進，もしくは心臓の形態的変化などが考え

られる（��������������１９９２，������������１９９８）。１２ヵ月

曝露個体は，年齢も１年を越えており，加齢による心臓

の機能的および形態的な変化も生じてくるため（�����

��������１９９８），異常心電図は加齢による影響も考慮すべ

きである。しかし，１２ヵ月��曝露後の心臓重量は対照

群に比べ有意に増加しており，組織学的検索では曝露群

の心臓に著しい変化は認められず，重量増加の原因は不

明であるが，��曝露が心臓の形態に影響を及ぼしたこ

とが推察される。対照群と比べ，��曝露群における心

拍数は増加しており，このことは��曝露群の交感神経

系の亢進が考えられる。これらの結果から，本実験にお

ける��曝露群の異常心電図は，��曝露が自律神経系

や心臓になんらかの影響を及ぼした結果生じたものであ

ると考えられた。

　��の１２ヵ月曝露後の体重は曝露群で減少を示し，特

に３．０������曝露群では著しい減少が認められた。

��������		ら（１９８９）も，本実験よりも濃度の高い��

ではあるが，チャンバー内で吸入曝露したラットの体重

の減少を報告している。臓器重量を体重比に換算した値

では，心臓をはじめとして肝臓や腎臓，生殖器系臓器重

量が，対照群に比べて有意に増加していた。曝露動物の

臓器重量の測定や組織学的検索に関する報告は少なく，

生殖器に関して若干の報告があるが，それらの結果もま

ちまちである。本実験では体重および臓器重量の変化か

ら，��曝露が全身臓器へ何らかの影響を及ぼすことが

示唆されたが，組織学的検索においては顕著な変化は認

められず，重量変化の原因に関しては不明である。

（５）まとめ

　��に１，３，６，９，および１２ヵ月間曝露させたラッ

トの心電図を測定した結果，��曝露群では異常心電図

の発現が増加していることが明らかとなった。その異常

心電図のほとんどは心室性期外収縮で，曝露期間が延長

するほどそれらを発現する個体数および異常波形の発現

数も増加する傾向が認められた。また，３．０������曝露

群のラットでは，第Ⅱ度房室ブロックおよび心室性期外

収縮が示された。心拍数は曝露群の方が多い傾向が認め

られた。さらに，��の１２ヵ月曝露後の臓器重量を測定

したところ，��曝露群の心臓重量が対照群に比べ有意

に増加しており，これらの結果から��曝露は心機能や

心臓形態に影響を及ぼすことが示唆された。また，臓器

重量を体重比に換算した値では肝臓や腎臓，生殖器系臓

器重量が，対照群に比べ有意に増加していた。これらの

結果から，��曝露は呼吸循環器系臓器を含む全身臓器

にも何らかの影響を及ぼすことが明らかとなった。

２�１�３　DEPの静脈内投与による血圧および心電図の変化

（１）目的

　前節における��の吸入曝露実験において，��に曝

露された個体は高頻度で異常心電図を発現した。このこ

とから，��もしくはその中に含まれる���が循環機能

に対し，何らかの影響を及ぼしていることが推察され

た。我々の生活において���を取り込むのは呼吸器系

を介した経路が一般的である。吸入によって取り込まれ

た���が循環器系に侵入するかどうかは証明されてい

ないが，���の循環器系への影響についてより詳細な

検討を行うため，���溶液を麻酔下のラットの静脈内

へ投与したときの血圧および心電図変化を観察した。

（２）材料および方法

　１）供試動物

　���の��������	
�ラット（２０～３０週齢，体重４１０�

～５１０�）を使用した。ラットは導入時に体重測定を行

い，１週間の検疫後，動物飼育室で飼育した。動物飼育

室は気温２２±１℃，湿度５０±５％，換気２５～３０回／

時，１２：１２の明暗周期（�７：００～１９：００）の条件で維

持されており，餌および水は自由摂取とした。

　２）心電図および血圧記録方法

　���の投与に先立って，ラットを麻酔薬で全身麻酔

した後，仰臥位に保定した。その後，調整された���

溶液を大腿静脈に挿入したカテーテルから２０秒間で投

与し，投与前後の心電図および血圧を同時記録した。心

電図は標準肢誘導ⅠおよびⅡにより，血圧は頸動脈に挿

入したカテーテルから測定した。

　３）���溶液の投与方法

　���溶液は５ ����　�（１２��������），５０����　�

（１２０��������）お よ び１６０����　�（３８４��������）

の濃度になるように生理食塩水を用いて調整した。これ
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らの���溶液は投与の直前に０．２２μ��のフィルターで

ろ過を行い，１個体当たり１�　�を２０秒間の速さで投与

した。対照群として���溶液の溶媒である����

�����８０（０．０５％）液を用いた。

　４）自律神経遮断薬の投与

　���が循環機能に及ぼす作用機序を検討するために，

���投与に先立って，副交感神経遮断薬であるアトロ

ピン（０．２５�����），または交感神経遮断薬であるプロ

プラノロール（０．５０�����）を投与し，前述と同様に

���投与による循環指標の変化を測定した。

　５）���採取方法

　���は前述の４��１型ディーゼルエンジン（������

�����������	
�
�），���������	（２７４０��），４気筒の稼動

により生じた排ガスを採取することで得た。エンジンは

市販のディーゼル燃料を用いて１５００回転，１０トルク

（��・�）負荷のもとで運転させた。

　６）���溶液の作成方法

　乾燥した���１８�を，０．１５％������８０を含むリン

酸緩衝液（���，��７．４）３０�　�に加え，１回につき３

分間の超音波破砕（最大出力の７０％）を２０回行い，遠

心分離後上澄み液を採取し，－７６℃に保存した。

（３）結果

　１）血圧の変化

　ラットの静脈内に���溶液を投与し，投与後１５分間

にわたり血圧および心電図を観察した。１２�����の

���溶液の投与では血圧に変化は生じなかったが，

１２０�����の投与では，一過性の血圧低下が認められた�

（図２８）。この血圧低下は収縮期および拡張期の両方で

認められ，投与開始から２５～３５秒後に最も低下し，お

よそ１分後には投与前の値に戻った。���濃度

１２０�����では，最大反応時に収縮期圧（���）で投与

前の９１％，拡張期圧（���）では８０．３％を示した�

（図２９）。投与開始から２５秒後における１２０�����投与

群の収縮期圧および拡張期圧の低下は対照群および

１２�����投与群に比べ有意な差が認められた（図３０）。

さらに，血圧の低下反応には，収縮期圧，拡張期圧とも

に濃度依存性が認められた（図３１）。

　２）自律神経の関与と血圧の変化

　上記の血圧反応に自律神経機能がどの程度関与してい

るかを明らかにするために，前投与薬としてアトロピン

（０．２５�����）の単独投与またはアトロピンとプロプラ

ノロール（０．５０�����）の複合投与によって，副交感神

経系および交感神経系の遮断を行った。アトロピン

（０．２５�����）投与後の���（１２０�����）投与では，

���単独投与時にみられた一過性の血圧低下は出現せ

ず，次第に血圧が上昇する傾向がみられた。また，アト

ロピンとプロプラノロール（０．５０�����）の前投与に

よっても同様の傾向が認められた（図３２）。

図２８　麻酔したラットに���溶液を静脈内に投与した
時の血圧変化

� ５０����　�の投与では一時的な血圧の低下が明確
に見られる。

図２９　���溶液（５０����　�������１２０�����）を投与し
たときの収縮期血圧と拡張期血圧の変化（この
データは平均±標準誤差を示す。）
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図３０　投与後２５秒時における血圧の変化
� 平均値±標準誤差で示し，�は��０．０５，��はｐ

＜０．０１での有意差を示す。
図３１　���投与後２５秒の時における収縮期血圧および

拡張期血圧と���溶液濃度の関係

図３２　副交感神経ブロック（�）あるいは副交感神経と交感神経を同時にブロック（�）した後に���
溶液を投与した時の血圧の変化

� 副交感神経をブロックすると���溶液を投与しても（�）のような血圧の低下は起こらない。ま
た，交感，副交感神経を同時にブロックすると，血圧の低下は起こらず，投与前より血圧が高く
なる傾向を示した。
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　３）異常心電図の出現

　また，１２０�����投与群６例に，���溶液投与直後の

１分の間に，単発的な心室性期外収縮の出現を認めた。

また，別の２例には房室ブロックと心室性期外収縮が出

現した（図３３）。房室ブロックは単発的な発生で，これ

は自然に消失し，心室性期外収縮は長時間断続的に出現

した。この心室性期外収縮は���溶液の溶媒である

����������８０（０．０５％）液を投与しても消失せず，ア

トロピン（０．２５�����）の投与により正常な心電図に回

復した。

　４）心拍数の変化

　���投与開始から１分間の心拍数はほとんど変化せ

ず，投与前に比べて約５％ほどの変化にとどまった�

（図３４）。

（４）考察

　���の循環器系に対する作用を明らかにする目的で，

麻酔下のラットの静脈内に���溶液を投与し，血圧と

心電図の変化を観察した。���溶液の投与により末梢

血圧の一過性の低下が認められた。���溶液の溶媒で

ある���������８０（０．０５％）では血圧の変化は認めら

れず，血圧の低下には���の濃度依存性の反応が認め

られた。血圧の変化は自律神経系の活動や末梢血管平滑

筋の収縮性および，心拍出量の変化などさまざまな原因

が考えられるが，���が心機能に何らかの作用を及ぼ

すとするならば，血圧に対しても影響があると考えられる。

　本実験から得られた血圧反応に関して，血管への直接

作用あるいは自律神経系を介する作用の有無を確認する

ため，交感神経遮断薬であるプロプラノロールおよび副

交感神経遮断薬であるアトロピンで前処置したところ，

いずれにおいても上述の血圧低下は出現しなかった。こ

のことから，���による血圧低下は自律神経系の作用

によるものと考えられた。しかし，���溶液投与開始

から１分間の心拍数は，投与前と比べてほとんど変化し

なかったことから，���は自律神経系のバランスを大

きく変化させる作用はないことが推察される。よって本

実験において観察された血圧低下は，���の心臓や血

管への直接的作用によるものと考えられる。さらに，ア

トロピン単独投与，またはアトロピンとプロプラノロー

ルの両方を前投与した後に���溶液を投与すると，軽

度ではあるが血圧の上昇が認められた。このことから

も，���の血管に対する直接的作用が強く示唆される。

　また，本実験において���溶液の投与によりさまざ

まな異常心電図の出現が認められた。���溶液投与直

後に認められた心室性期外収縮は，出現が投与直後であ

ることや，単発的な出現であったことなどから，���

の心筋への直接作用か，自律神経系を介した作用による

出現と考えられた。

　このように，���は心臓や血管に対し，直接的ある

いは自律神経系を介した作用があることが明らかとなっ

図３３　���溶液投与により出現した異常心電図（矢印で示す）
� 左は第二度の房室（��）ブロックを示し，右は心室性期外収縮を示す。両者とも，異常心電図

の発現時には血圧の上昇がなく（矢印），心臓は血液を押し出すことができない。
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た。しかし，本実験では麻酔下で影響を観察しているた

め，自律神経系の緊張の変化を的確にとらえることは困

難であると考えられ，���の自律神経系を介した作用

は抑制されている可能性も考慮する必要がある。

　本実験に用いた���溶液の濃度は５０����　������

（１２０�����）と非常に高い。大気中の���の吸入，ま

たは���溶液やエアロゾルを経口的に投与した場合，

肺に入った���が，どのような様式で肺胞��毛細血管壁

を通過し循環血流中に侵入するのかについての具体的な

証明はまだなされていない。しかし，���は化学変化

により活性酸素である���や���を産生し，さらにそ

れら活性酸素は血管内皮細胞や肺胞上皮を傷害するという

報告がある（��������������１９９３��������	
���������１９９５）。�

それゆえ，���は少なくとも組織傷害を通じて肺胞壁

を通過し，血管内に侵入することは可能であると考えら

れる。

　このようにさまざまな作用を持つと考えられる���

には，数百から数千種類の化学物質が含まれているとい

われている。本実験で得られた血圧の変化や異常心電図

の発現も，血管や心筋に対する直接作用か，もしくは自

律神経系を介した作用が疑われた。これらの作用機序を

解明するには，さらに詳細な検討が必要と思われた。

（５）まとめ

　���溶液の静脈内投与により血圧低下および異常心

電図の出現が認められた。それらは���の心臓や血管

に対する直接的作用，および自律神経系を介した間接的

作用によるものと考えられた。しかし，本実験における

自律神経遮断薬の効果から考えると，���の直接的作

用が強く推測された。一方，���は数千種類からの化

学物質から構成されているとも言われており，その化学

物質の中には，心臓や血管に対し直接的に作用する物質

が含まれている可能性が示唆された。

２�１�４　DEPの心血管系に対する薬理学的作用

（１）はじめに

　前節で，���溶液が循環器に作用することが判明し

た。そこで，���は毒性物質を持っているのか，ある

いは毒性作用を示すのかを，持っているとしたらその発

現容量はどのくらいなのかを，心電図を指標にして，よ

り詳細に薬理学的に明らかにすることを目的とした。

（２）材料および方法

　�������系雄モルモットを使用し，麻酔後に，���を

溶媒である����液に懸濁し，０．４ミクロンのフィル

ターでろ過した溶液をジギタリス法に従って累積的に静

脈内に投与を行い，標準肢法により誘導した心電図の変

化を検討し，毒性量と致死量を計算した。また，死亡時

に肺の病理組織を観察した。

（３）結果

　１）不整脈誘発濃度と致死濃度

　���懸濁溶液の累積投与によって不整脈が誘発され

た（図３５）。不整脈は心電図に異常な心臓の活動として

現れ，心房の電気的な刺激が心室に正常に伝わらないい

わゆる心房－心室電気伝導障害（���������）が出現し，

投与量の増加によって，より重度の伝導障害に陥り，最

終的には心活動の停止により死亡した（図３６）。このと

きの不整脈誘発濃度と致死濃度を計算してみると，不整

脈誘発濃度は７５．５３±１１．６５����　�で，致死濃度は

１３２．０±７．２２����　�であることが明らかとなった。

　２）病理組織学的変化

　死亡時の肺の病理組織像は図３７に示したように，肺

胞毛細血管内に���粒子が見られ，血管の外には浸潤

していないことが判明した。さらに，肺内の血管に軽度

の収縮とうっ血像が見られ，心・循環障害が生じたもの

と判断された。

図３４　５秒間当たりの心拍数の変化
� １２�����投与で減少傾向を示したが，有意な差は

なかった。
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（４）考察とまとめ

　モルモットを使用し，心電図を指標にして，ジギタリ

ス法による静脈内投与によって毒性量（���������	）と

致死量（��������	
�）を求めると，不整脈誘発濃度�

は７５．５３±１１．６５����　�で，致 死 濃 度 は１３２．０±

７．２２����　�であることが明らかとなった。これによる

と���の致死量は１３２�����であり，毒性成分が１０分

の１含まれていると仮定すると１３．２�����であり，毒

物の基準である３０�����以下を満たしていることにな

る。

　しかしながら，現段階では毒性成分の含有率が明らか

ではないので，化学物質の同定が必要になるかもしれな

い。いずれにしても今回の結果から考えると，���が

心臓機能に影響することと，���中に作用物質が存在

することが判明し，前節で述べた���の心臓・血管作

用の結果を強く支持するものである。図３６　���溶液を静脈内に累積投与した時の心電図の
変化（２）

図３７　静脈内に���を投与したモルモットの肺の組織像
� 肺胞の毛細血管のなかに���溶液が滲入し，

���粒子と肺のうっ血像が観察される。

図３５　モルモットに���を静脈に累積投与した時の心
電図の変化（１）

� �；投与前の心電図，�；不整脈発現時の心電図
（徐脈），��死亡直前の心電図（房室かい離）
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２�１�５　DEPの摘出血管標本および摘出心筋標本に対す

る直接作用

（１）目的

　前述したように，��の曝露実験や���の静脈内投与

実験によって，���が血管や心臓に対して機能的な変

化をもたらすことが示された。

　����������ら（１９９４）は，モルモットの心臓摘出標本

を用いて，���溶液が心筋の収縮力を減少させ（負の

変力作用），収縮回数を減少（負の変時作用）させるこ

とを報告した。一方，�����ら（１９９５）は，血管摘出標

本を用いて，���が血管の弛緩反応を鈍くすることを

報告し，そのメカニズムとして，���による血管内皮

細胞の��産生の減少，あるいは産生された��が���

のスーパーオキサイドと結合し，減少するためと考え

た。また，著者ら（���ら，２００１）は，培養したヒトの

肺動脈血管内皮細胞を用いて，���溶液による��産生

を証明している。このように，���の血管や心臓に対

する作用についての実験報告は少なく，その反応や解釈

にも統一した見解が得られていない。���が心臓や血

管に対してどのような作用を持つのかを明らかにするこ

とは，���の健康に及ぼす影響を明らかにする上で非

常に重要なことである。そこで本節では，心臓と血管の

摘出標本を用いて，���の血管および心臓に対する直

接的作用を明らかにすることを目的として実験を行っ

た。

（２）材料および方法

　本実験には���ラット（�３４４：���）雄，週齢７～

１０ヵ月，体重３４０～４１０�を用いた。ラットを��������

��������	
���（５０����������	
�）で麻酔し，動脈を切

断し放血した後，胸部大動脈を摘出した。胸部大動脈は

大動脈弓から約１��以降の末梢部分をリング状（輪）

に切り開き，標本とした。また，右心室の遊離壁を短冊

状に切り取り，心筋標本とした。標本はロックリンガー

液で満たしたオルガンバス（浴槽）内に吊り下げた。オ

ルガンバスは３７�℃に保ち，９５％��と５％���の混合ガ

スを供給した（図３８）。初期条件として血管には１�，

心筋には１．５�の負荷をかけ，約１時間，安定させた。

前の静脈内投与実験において���は血圧低下作用を有

することが明らかとなり，血管に対し弛緩作用があるこ

とが推察された。よって弛緩反応を明らかにするために

血管を収縮させる薬物であるフェニレフリン（以下��）

（１０���）にて血管を収縮させ，収縮が安定した時点で

���溶液を累積的に添加した。心筋は定電流型電気刺

激装置で，１��の電気刺激を行って単収縮を誘発し，

収縮が安定した時点で���溶液を添加した。���に含

まれるすべての成分を含んだ溶液（全分画混合：以下全

���分画とする）は，前述した方法と同様に作成した。

���溶液は薬槽内の濃度が０．１����　�，１����　�，

１０����　�になるように低濃度から高濃度へ順次段階投

与した。また，対照として���溶液の溶媒である����

�����８０（０．０５％）の添加を行った。血管および心筋

標本の張力測定はストレンゲージトランスデューサーと

ひずみセンサー用多チャンネル増幅器を用いた。

（３）結果

　１）全���分画の摘出血管標本に対する作用

　��の作用によって収縮中の血管に���溶液を

０．１����　�の濃度から段階的に投与したところ，高濃度

の１０����　�では明瞭な弛緩作用が出現した（図３９）。一

方，低濃度の０．１����　�では軽微な収縮が生じる場合が

あるほかは，弛緩反応は認められなかった。１����　�濃

度では収縮も弛緩反応も認められなかった。���濃度

１０����　�による弛緩反応は，作用後１時間以上経て��

投与前のレベルに至った。また，対照液である����

�����８０の投与では上記の弛緩ないし収縮反応は認め

られなかった。

　２）全���分画の摘出心筋標本に対する作用

　電気刺激（１��）によって一定の収縮振幅をもった

単収縮を繰り返す心筋に，���溶液０．１～１０����　�を

累積的に投与した際の記録図を図３９に示す。０．１����　�

図３８　心筋と動脈標本の薬物試験の実験模式図
� 材料：ラット（�３４４）胸部大動脈，右心室遊離

壁，初期条件：血管には１�，心筋には１．５�の
負荷をかけて約１時間安定させる。血管には��
（１０���）にて収縮させた後に���を投与。
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の濃度では収縮に変化は生じなかった。１����　�では振

幅に明瞭な減少が出現した。１０����　�では，いったん

振幅が増加した後，再び減少しはじめ，���１０����　�

作用の約２０分後には���作用前の収縮力のおよそ８％

にまで減少した。その後，単収縮が消失したままで，張

力レベルが著しく上昇した（以後，“強縮”と表現）。薬

槽内の���溶液をロックリンガー液で洗い流すと拍動

は再開したが，���作用前に比べて振幅は減少した。

（４）考察

　本章における実験結果によって，１０����　�の濃度の

��������	は，ラットの胸部大動脈を弛緩させる作用

を有することが明らかとなった。血管の弛緩作用を調べ

る場合，受容体作動薬あるいは���溶液による収縮に対

する抑制作用を観察することが一般的に行われている。

高濃度���溶液による収縮は，脱分極に基づく細胞外

����の流入に依存した平滑筋収縮を誘発するが，受容

体作動薬ではプロテインキナーゼ�など，多くの細胞内

情報伝達機構も動員される。本来は���と受容体作動薬

の両方の収縮に対しての弛緩作用を観察すべきである

が，本研究ではより多くの情報伝達機構が動員される

��収縮に対する弛緩反応を観察した。���による血管

の弛緩はムスカリン受容体，あるいはβ受容体への作

用，または血管内皮細胞における��の産生増加などが

原因として考えられる。一方，低濃度（０．１����　�）の

���の投与において，��収縮を軽度に増強する作用が

存在することも確認された。この成績は，２．１．３　の静脈

内投与実験において，副交感神経遮断薬であるアトロピ

ンと交感神経遮断薬であるプロプラノロールを投与した

後に���溶液（１２０�����）を静脈内に投与した場合，

軽度の血圧の上昇が出現したことと矛盾しない。このよ

うな収縮増強の機序に関しては血管内皮細胞で生成され

た血管弛緩因子の��が���が生じるスーパーオキサイ

ドと結合するために��の量が減少し，収縮を起こすと

いう説が有力である。本実験結果も自律神経系を介在し

ない血管に対する直接的な反応を示唆しているので，

��とスーパーオキサイドとの反応を推測させている。

　一方，心筋作用に関しては，心筋単収縮の抑制とそれ

に続く強縮が出現することが明らかになった。心筋の興

奮時にみられる脱分極および再分極過程では，����チャ

ンネル，���チャンネルや����チャンネルが働き，また

心筋収縮では�型����チャンネルを介した細胞外����

の流入過程や，それが引き金となって生じる小胞体から

の����の放出が関与している。本実験でみられた心筋

標本の強縮において，これらの興奮収縮連関がどのよう

に影響を受けるかについてはまだ明らかにされていな

い。また���は心筋細胞膜を損傷する可能性も考えら

れ，この点も含めて考慮する必要がある。これらの組織

標本を用いた実験結果から，高濃度の���の循環器系

に対する作用は，血管の弛緩と心拍動の抑制による血圧

低下ならびに心拍出量の減少をもたらすものと解釈され

る。

　これらの血管の弛緩作用は，２．１．３　で述べた���溶液

の静脈内投与による血圧の低下を裏づける結果であると

考えられる。また，一部の個体に心室性期外収縮や房室

ブロックの出現が認められていることから，���の心

筋直接作用との関連性が考えられた。心筋標本では高濃

度の���で強縮にまで至ったが，前述の心電図所見で

はそれほど激しい心機能障害を示唆する成績は得られて

いない。また，摘出血管に対する弛緩作用や心筋の強縮

作用は長時間持続したのに対し，静脈内投与による血圧

の低下は一過性であった。これは，生体内では���は

代謝作用を受け，血中の一定濃度を維持できないことが

一因と思われる。また，血圧の一過性の反応に関して

は，フィードバック機構による血圧低下の抑制が働いた

ことなども考えられる。

　ところで，���は千種類以上の物質から構成されて

いるともいわれているが，どのような物質が含まれてい

るのかなど，具体的な分析はまだされていない。本実験

で用いた���にも多数の物質が混入していることが考

図３９　��������抽出溶液の胸部大動脈（上段）および
心筋（下段）に対する作用

� 胸部大動脈は，低濃度（０．１��）では僅かに収
縮するが，高濃度（１０����　�）では弛緩反応を
示した。また，心筋は中濃度（１����　�）で収縮
力を減弱し，高濃度（１０����　�）で一時的に収
縮力を増加させるが，次第に減弱し，最終的に心
筋は固縮して収縮が止まった。
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えられ，そのためそれぞれの物質の相互作用が働き，反

応が相殺されたり不活性化していた可能性がある。血管

や心筋に対する反応が一定でないのはこれらが原因とし

て考えられた。よって，���の循環器に対する作用お

よび作用機序を解明するには，���全体ではなく，系

統的に分画したものを用いることが必要であると思われ

た。

（５）まとめ

　胸部大動脈と心臓の右心室壁の摘出標本を用いて，

���の 直 接 作 用 を 確 認 し た。血 管 は 低 濃 度

（０．１����　�）の���投与によって軽度に収縮し，高濃

度（１０����　�）の���では弛緩を呈した。心筋は���

濃度が１０����　�になると，振幅が徐々に減少するとと

もに，心筋全体が収縮（強縮）していく反応が認められ

た。これらのことから���は血管や心臓に対して直接

的な作用を持つことが明らかになった。���中の循環

器に対する作用および作用機序を解明するには，���

全体ではなく，系統的に分画したものを用いることが必

要であると考えられた。

２�１�６　DEP中のどのような物質が血管と心臓にどのよ

うな作用を持つか－化学物質の抽出と単離

（１）はじめに

　前節までの実験において，���は血管に対して弛緩

反応や心臓に対して強縮反応などの直接的な作用を持つ

ことが明らかになった。しかしながら，���中の循環

器に対する作用および作用機序を解明するには，���

全体ではなく，系統的に分画したものを用いることが必

要であると思われた。そこで，���溶液を系統的に抽

出し分画し，血管反応と心臓反応を指標に，さらに細分

画していく方法で，���中のどのような物質が心・血

管にどのような作用を持つのかを明らかにしようとし

た。

（２）方法

　���をヘキサン，ベンゼン，ジクロロメタン，メタ

ノールおよびアンモニアの５種類の有機溶媒によって極

性の異なる分画に分離した（図４０）。これらの分画のう

ち主要な５分画およびその細分画それぞれについて，前

節と同様に血管と心筋の摘出標本に対する作用の検索を

行った。

（３）結果

　１）５分画に対する心臓と血管の反応

　５分画のうち，血管に対してはヘキサンとベンゼン分

画では弛緩反応が，ジクロロメタン，メタノール分画で

は収縮および弛緩反応が認められ，アンモニア分画では

主に収縮反応が確認された。全���で認められた心筋

の強縮作用はヘキサン��ベンゼン，ジクロロメタン，メ

タノール分画で観察され，アンモニア分画では認められ

なかった。これらの結果から，血管の弛緩および収縮作

用はまだ広い範囲に分布しているが，心筋に対する作用

物質はアンモニア分画では認められなかったことから，

水に溶けにくい成分からなることが疑われた。このよう

に５分画で反応性の相違が認められたが，作用物質の存

在が推定された分画には，まだ数百種類の化学物質が混

在することや，血管や心筋の反応が多くの分画にまた

がって存在していることから，さらに細分化された分画

について作用を検討する必要があることが示唆された。

　２）５分画の酸，塩基，中性分画に対する心臓と血管

の反応

　そこで，有機溶媒によって分離された５分画のうち，

血管と心筋の両方に作用が認められたヘキサン，ベンゼ

ン，ジクロロメタンおよびメタノール分画をさらに酸塩

基抽出法により�����分画（酸性），中性分画および

����分画（アルカリ性）に分離し（図４１），それぞれ

の血管および心筋に対する作用を検索した。血管の弛緩

作用，および心筋への作用はヘキサンおよびベンゼン分

画の�����可溶分画，����可溶分画のみに存在した

（図４２）。ジクロロメタン分画では�����可溶分画，

����可溶分画では血管の収縮作用が，中性分画では弛

緩作用が認められた。メタノール分画においても

�����可溶分画，����可溶分画に収縮作用のみがみら

れ，明確な弛緩反応はいずれの分画にも認められなかっ

図４０　���の溶媒抽出法による主要分画とその構成割
合（北海道医療大学，林　英幸　１９９９）
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た。酸塩基抽出によって，有機溶媒抽出よりもさらに細

分化したことで，分画によって心臓や血管に対する作用

の有無や，反応性の違いがより詳細に確認された。しか

し，作用物質のある分画にはなお数十種類の化学物質が

含まれることが考えられた。

　３）ベンゼン����可溶画分の反応

　続いて，血管と心筋に対し両方に作用をもち，反応が

明瞭で，かつ分析化学的に性質をトレースしやすいベン

ゼン分画の����可溶画分に注目した。シリカゲル吸着

クロマトグラフィー法を用いて，ベンゼン分画の����

可溶画分をさらに１５分画に分離し，それぞれの分画に

おける血管および心筋への反応性の有無を確認した�

（図４３）。第１分画では血管に対し，弛緩反応のみが出

現した。第２～４分画では低濃度で収縮作用，高濃度で

弛緩作用が認められた。第５分画以降の分画において

は，収縮作用のみが確認された。これまでの実験でみら

れた心筋の強縮作用は，第２および第３分画にのみ認め

られた。これらの結果から，血管収縮作用に関してはま

だ広い範囲に存在しているものの，弛緩作用および心筋

に対し強縮作用を有する化学物質は，その性質により存

在部位が限られたと思われた。

　４）ベンゼン�����可溶画分の第３分画の反応

　そこでさらに，血管や心筋に作用を有する化学物質の

性状をさらに絞り込むために，血管および心筋の両方に

対し作用が認められた，ベンゼン�����可溶画分の第

３分画を，再度シリカゲル吸着クロマトグラフィー法を

用いて５つの分画（��������以下���と記す）に分離し，

さらに細かい分画に分離していった（図４４）。

　さらに細分画化を２段階進めた時点で，血管および心

筋作用をもつ化学物質の単離に成功した。ここでは仮称

とし�����物質とする。これらの物質については現

在，構造の決定や生物的反応の再確認が行われている

（図４５，４６）。

２�１�７　DEPから抽出，単離された化学物質Bの静脈内

投与による反応

（１）はじめに

　このように数段階の分離・精製を経て，���中の血

管および心筋作用物質の化学的性状が明らかになってき

た。そこで，全���の静脈内投与によって認められた

一過性の血圧低下が，これらの���から抽出・単離さ

れた化学物質（仮称�����）の影響であるかどうかを

確認するため，再びラットの静脈内投与実験を行った。

（２）材料および方法

　前述のとおりであるので省略する。

図４２　ベンゼン３分画溶液の血管に対する作用
� ３分画のいずれの溶液でも弛緩反応が観察された

が，����分画が反応が明瞭であった。

図４３　ベンゼン３分画溶液のの心筋に対する作用
� 酸性，アルカリ性分画液では心臓に対して強縮が

見られるが，中性分画は反応を示さない。

図４１　���の分画方法と分画過程
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（３）結果

　１）血圧の低下と異常心電図の出現

　前節で分離された化学物質�の静脈内投与実験では，

全���の静脈内投与実験のときと同様の，一過性の血

圧低下が認められた（図４７）。全���においては

１２０�����で血圧低下が認められたが，化学物質�では

より低濃度の４５�����で反応が出現した。さらに，全

���のときには明瞭ではなかった血圧上昇反応が，

５�����の投与によって認められた（図４８）。さらに，

全����投与時にみられたような一過性の心室性期外収

縮が認められた。

（４）考察とまとめ

　この低濃度で血圧が上昇し高濃度で血圧が低下すると

いう結果は，摘出標本を用いた実験における，低濃度に

おける血管収縮，および高濃度による弛緩作用といった

結果と同じである。ここで，血圧の低下反応が出現し

た。また全����投与時にみられたような一過性の心室

性期外収縮が認められた。これらの結果から，化学物質

�は全���と同様の生体反応を引き起こすこと，すな

図４４　���の抽出過程の系統図

図４５　���から抽出分離された化学物質（仮称；
������）の血管弛緩反応

� �は分離されなかったが，���の構造類似体であ
る。１０���は１０���モル濃度を示す。

図４６　���から抽出分離された化学物質（仮称；
����）投与後の��による血管の再収縮反応

� �は他の化学物質に比較して回復が遅いことを示
す。

図４７　���から抽出分離れた化学物質�（仮称）を麻酔
ラットの静脈に投与した時の血圧の変化

図４８　���から抽出分離れた化学物質�（仮称）を麻酔
ラットの静脈に投与後２５秒時における血圧の変
化

� 平均±標準誤差で示す。�は有意差を示す。
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わち生体に対し血圧低下や異常心電図の出現の原因とな

る物質を含んでいることが明らかとなった。

２�１�８　DEPから抽出，単離された化学物質Bの血管弛

緩作用および心臓強縮作用の特徴

（１）はじめに

　これまでの実験で，化学物質�が��曝露や���の静

脈投与実験で観察される現象を引き起こす一つの要因に

なっていることが明確になってきた。

　そこで，この化学物質�を使用して，作用機序につい

て検討した。

（２）実験材料と方法

　方法は前述のとおり，試薬として，スーパーオキサイ

ドをとらえて過酸化水素にし無害化する���とそこで

生じた過酸化水素を分解して水にするカタラーゼ，さら

に，血管内皮細胞から作られる血管弛緩物質の��の産

生を阻害する������を組み合わせて使用して，���

の弛緩反応のメカニズムを検討した。

（３）結果

　血管の反応を図４９に示した。この分画の１０�������　�

の化学物質�は単独で，強い弛緩反応を示すが，���

とカタラーゼの前投与によって，この弛緩反応は抑制さ

れた。さらに，������によって��の産生を抑える

と，弛緩の程度は小さくなった（図５０）。この反応は，

化学物質�による血管の弛緩に��が関与していること

と��が関与しない弛緩反応が存在することが推測された。

　一方，心筋に対しては，交感神経のレセプターをプロ

プラノロールとベラパミルで完全に遮断すると，収縮力

の軽度の減少が現れるが，そこに化学物質�を投与する

と，化学物質�による収縮力の減少と強縮は引き起こさ

れ，交感神経のレセプターは心筋の反応に関与していな

いことが判明した。（図５１）

　したがって，���の作用として，図５２に示したよう

に，���（米国の健康影響研究所）が提唱した作用模式

図に���の直接的な心臓と血管に対する影響を付け加

えることを提唱した。

（４）まとめ

　生理学的実験による���の生体および臓器への影響

の検索と，それに基づいた分析化学的手法による���

の分離・精製を組み合わせることによって，これまで不

明とされていた���の循環器系に及ぼす作用の性状な

図４９　���から抽出分離れた化学物質�（仮称）の血管
に対する作用

� 弛緩作用に活性酸素が関与しているか，あるいは
��産生による弛緩であるかを知るために，����カ
タラーゼ，��産生阻害剤の������を投与した。

図５０　���から抽出分離れた化学物質�（仮称）の血管
に対する作用

� 弛緩に影響する��産生をブロック（�＋カ＋��
����＋�（�）しても，弛緩が起きることを示す。

図５１　���から抽出分離れた化学物質�（仮称）の心臓
に対する作用

� 交感神経遮断薬であるプロプラノロールとベラパミ
ルを投与しても，減力作用と心筋停止を起こした。
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らびに循環器作用をもたらす化学物質群の性状が明らか

となった。

２�１�９　培養細胞系－血管内皮細胞に及ぼす傷害作用

（１）はじめに

　培養細胞を使用して，作用のよくわからない化学物質

の作用を判断することは，よく使用されている手段であ

り，実験系の簡素化や反応の純粋さにおいて優れている

実験方法と言える。

　前節までの�������と��������の実験で，���が血管内

皮細胞に作用して，血管を弛緩させることが判明した。

そこで，血管内皮細胞が実際に血管の弛緩因子である

��を産生するのか，また，その毒性はどのレベルなの

かを知る目的で，血管内皮細胞に対する障害作用につい

て検討した。

（２）材料と方法

　培養細胞はヒトの肺動脈内皮細胞（�����）を用い

た。数世代培養して増殖が安定した後，特別な培養液に

１５μ��，３０μ��の�����溶液に懸濁した���を入れて増

殖の過程を３日間観察した。さらに，内皮細胞で産生さ

れた��と���によって産生された活性酸素による細胞

傷害の仕組みを解明するために，活性酸素を結びつけて

過酸化水素にする���と過酸化水素を分解して無害な

水に変換するカタラーゼ酵素を使用した。

（３）結果

　���はヒトの肺動脈内皮細胞の成長を１５μおよび３０

μ��で抑制し，１日目から３日目で量�反応関係があっ

た（図５３）。また，１５μ��の���に５μ��の���あるい

は４００���　�のカタラーゼ（���）を入れると，１ない

し２日目の成長抑制は３０％ほど緩和され，���と���

を入れたものでは４０％ほど緩和され，���と���が内

皮細胞の傷害作用を減少させることが判明した�

（図５４，５５）。���を３０μ��に増やして，同様な試験を

すると，���と���が成長抑制を強く抑制した。

（４）考察

　１５μ��という少量の���でも，血管内皮細胞の増殖成

長を抑制するが，���や���が入るとその抑制作用が

緩和されること，そして���と���の混合液は成長抑

制をもっともつよく阻止することから，���が産生し

た活性酸素が���と���によって無害化され，内皮細

胞への傷害を減少させたことが考えられた。

　さらに，血管内皮細胞が産生する��の作用を考える

と，図５６のような���の血管内皮細胞への毒性のメカ

ニズムが考えられた。つまり，���が含有する金属類

図５２　循環器障害のメカニズムの想定図

図５３　���に曝露したヒトの動脈内皮細胞の成長曲線
１５μ����　�，３０μ����　�の���を１．５時間曝露し，
細胞の成長を観察した。�は０μ����　�との有意差
を示す。

図５４　���がヒトの動脈内皮細胞の生存に及ぼす影響
（△）は２時間，（□）は２４時間後を示す。�は曝
露前との有意差を示す。
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やキノン様化合物が酵素反応により，活性酸素を産生

し，この活性酸素は細胞内の���と���によって代謝

され無害な水になるが，一部の残った��ラジカルは細

胞に傷害を及ぼすと考えられる。一方，血管内皮細胞で

産生された��は活性酸素と結合したり，過酸化水素と

反応して毒性の高いパーオキシナイトライト

（�����）を生成して細胞傷害を起こすことが推測さ

れた。

２�１�１０　肺胞上皮細胞と肺微少血管内皮細胞，肺線維芽

細胞への影響

（１）はじめに

　ディーゼル排気粒子（���）の毒性を簡便に評価し，

心肺循環機能に及ぼす障害作用機序を解明するために，

培養細胞への���抽出物曝露を行った。肺胞に沈着し

た���粒子は，肺胞表面を覆うサーファクタント層に

吸着し，そのほとんどが肺胞マクロファージに貪食され

るが，���を構成する様々な化学物質や金属の一部は，

サーファクタント中に溶解する。これらの化学物質は肺

胞上皮細胞に傷害を与えることにより肺胞上皮細胞を通

過して，線維芽細胞や血管内皮細胞に傷害を及ぼす可能

性がある。そこで，培養肺胞上皮細胞，線維芽細胞，血

管内皮細胞への影響評価を行うこととした。

　一方，上皮細胞や線維芽細胞にとって，力学的情報を

伝える足場である細胞外マトリックスの存在は，細胞の

正常な形態・機能を発現させるために不可欠である。し

かしながら，これまでのプラスチック上での培養は，細

胞外マトリックスの機能を考慮しないものであった。�

図５７は，ラット肺胞上皮細胞を上皮細胞直下に存在す

る細胞外マトリックスである基底膜上（�）とプラス

チック上（�）で培養し，細胞骨格を比較したものであ

る。基底膜上では，細胞周囲を取り巻いてアクチンの束

が観察される。生体内の上皮細胞はこれと同じような細

胞骨格を示す。一方，プラスチック上では，肺胞上皮細

胞のアクチンはストレスファイバーを形成する。このよ

うな細胞の状態は，正常組織では観察されないことか

ら，正常状態の細胞機能を発現しているとは考えにく

い。そこで，���の細胞毒性評価を生体へのリスク評

価に外挿するために，細胞外マトリックスを考慮したよ

り生体に近い細胞培養系を作製し，���の細胞毒性評

価を行った。

（２）結果

　１）���抽出物の細胞毒性

　���抽出物の調整は���のジクロルメタン抽出物を

ジメチルスルホキシドに３００����　�の濃度に溶解した。

細胞は，ラット肺胞Ⅱ型上皮細胞，ラット肺線維芽細

図５６　細胞傷害のメカニズムの模式図

図５７　培養肺胞上皮細胞の細胞骨格像
� 肺胞上皮細胞を基底膜上（�）プラスチック上

（�）で１日培養後，ローダミン�ファロイジンで
染色し顕微鏡観察。

図５５　���とカタラーゼが���に曝露したヒトの動脈
内皮細胞の成長曲線に及ぼす影響

� （○）：対照，（菱形）；���＋���，（△）；���
＋カタラーゼ，（�）；���＋���＋カタラーゼ。
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胞，ラット肺微小血管内皮細胞を用いた。肺胞上皮細胞

と肺微小血管内皮細胞は，基底膜培養基質，または従来

培養であるⅠ型コラーゲンをコートしたプラスチック上

で培養し，培地に���抽出物を添加した。肺線維芽細

胞は，従来のプラスチック上での培養と結合組織を模し

てⅠ型コラーゲンゲルに包埋した場合の���抽出物の

毒性を比較した。

　ネクローシス型の細胞死は，各種分解酵素による組織

破壊や免疫反応の活性化を引き起こす。気管内投与で認

められるネクローシスの惹起は１００μ����　�以上で認めら

れたが，低濃度では影響の少ないアポトーシス型の細胞

死であった。���抽出物を２４時間曝露して生細胞数を

半減させる濃度（����）は，肺胞上皮細胞が基底膜上で

１００μ����　�，プラスチック上で４０μ����　�であり，肺毛細

血管内皮細胞が基底膜上で１００μ����　�，プラスチック上

で４０μ����　�であり，肺線維芽細胞がコラーゲンゲル中

で７５μ����　�，プラスチック上で３０μ����　�であった。し

かしながら，１０μ����　�で有意に細胞増殖を促進したこ

とから，微量の���抽出物曝露で肺の線維化が促進す

る可能性が示唆された。

　���による細胞毒性の原因のひとつとしてラジカル

による酸化が予測される。３種の細胞において抗酸化剤

である５��の��アセチルシステイン処理により���

抽出物曝露の細胞毒性が軽減した。

　以上の結果から，１）生体組織を模して基底膜やⅠ型

コラーゲンゲル中で培養した場合，従来のプラスチック

上での培養よりも���抽出物曝露に対する細胞の抵抗

性が強いこと　２）低濃度の���は肺線維芽細胞の増

殖を引き起こすこと　３）���による細胞障害作用機

序として酸化的ストレスが関与していることが示された。

　２）���抽出物の物質透過性への影響

　肺胞上皮細胞や肺毛細血管内皮細胞の細胞間接着構造

への傷害は，肺胞腔への血漿成分と外部から侵入してく

る細菌や抗原物質の透過性を亢進するとともに，���

に含まれる化学物質が血管を通過しやすくすると考えら

れる。そこで肺のバリアー機能の指標として，培養組織

透過電気抵抗を測定した。���抽出物の曝露は濃度依

存的に上皮細胞や内皮細胞層透過電気抵抗を減少させた

（図５８）。また，���曝露による物質透過性の亢進は，

基底膜上で培養した場合に軽減された。電気抵抗の減少

は炎症性サイトカインの添加では認められなかった。細

胞間接着構造を形成する��　�１に対する抗体で肺毛細

血管内皮細胞と肺胞上皮細胞を組織染色すると，基底膜

上で培養した場合に明瞭な接着構造が形成されること

と，���抽出物の曝露により接着構造が破壊されるこ

とが示された（図５９）。以上の結果から，１）細胞接着

構造が���による細胞障害作用の標的であり，２）物

質透過性の亢進を引き起こすことが示された。

　基底膜等の細胞外マトリックスの存在が，���抽出

物による細胞傷害の軽減に貢献していることが明らかに

なったことから，これまでの培養法では����値を低く

算出している可能性が示唆された。今後は，���によ

る酸化的ストレスが上皮細胞や内皮細胞の細胞間接着構

造に傷害を与えて物質透過性を亢進させ，細胞毒性を示

図５８　肺微少血管内皮細胞層の電気抵抗への影響
� 基底膜（白），線維状コラーゲン（斜線），プラス

チック（黒）上で培養し，���４時間暴露後の電
気抵抗値を測定し，曝露前の値と比較。

図５９　肺微少血管内皮細胞の細胞接着構造への影響
� 基底膜（�，�），プラスチック（�，�）上で培

養した肺微少血管内皮細胞に０（�，�）または
２５μ����　�の���抽出物を４時間曝露後，���１を
染色。
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すことを証明するとともに，細胞外マトリックス上での

培養細胞でのサイトカイン・ケモカインの産生の変化，

細胞接着分子の発現，抗酸化系酵素の誘導について検討

し，���が呼吸循環系に与える影響を評価する上で有

用なマーカーをさらに検索する必要があると思われる。

２�２　免疫系に対する影響

２�２�１　DEP曝露マウス由来肺胞マクロファージに関す

る免疫学的研究

（１）はじめに

　���が呼吸器系のみならず生殖器系にも影響を及ぼ

すことが報告されてきて世間の関心が高まってきてい

る。我々は，���と肺胞マクロファージの関係を知る

ために肺胞マクロファージを採取し，様々の性質を調べ

たので報告する。

（２）材料と方法

　１）３�����，１�����，０．３�����の濃度で４．５，５．５，�

６，７ヵ月曝露された���マウスを用いた。対照として

非曝露���マウスを用いた。

　２３ゲージエラスタ針を用いて麻酔を施した後，肺胞

洗浄により肺胞マクロファージを得た。貧食能，免疫染

色により９８％以上マクロファージであった。完全に細

胞質が黒くなった肺胞マクロファージ（＝���貧食マ

クロファージ）を計数した。

　貧食能は，����������５０μ����　�培養チャンバー（１

×１０５��　�）に加えて，一晩培養した後，�������������

染色を行い���貧食能の強さを判定した。

　また，肺胞マクロファージの活性化の程度を知るた

め，������により����１，����３抗原の発現程度を

調べた。

　サイトカインの定量は１×１０�の肺胞マクロファージ

を２４穴培養プレートにまき，１００μ�����を加え一晩培

養した。翌日培養上清を集め���１，���１２，�����αを

�����で測定した。測定キットは���������	
�����
�

������社製のを用いた。

　抗原提示能の検索では，正常���マウス脾細胞を得

て，培養シャーレにまき，６時間以上培養した後付着細

胞（＝マクロファージ）を除去した。１×１０�を９６穴培

養プレートにまきそこに，それぞれ���曝露マウス由

来５×１０�，１×１０�の肺胞マクロファージ，各種マイ

トゲン（��������	����
�����）を加え２日間培養し

た。３．７×１０����ウエルのトリチウムチミジンを加えさ

らに一晩培養後，セルハーベスターでグラスファイバー

上に細胞を集め，乾かした後ベータカウンタで測定した。

　同様に，���合成能，および��産生能を���を�

１×１０�にして９６穴培養プレートにまき一晩培養した

後，翌日１００μ��を採取して������試薬により��を測定

した。

（３）結果

　１）���貧食細胞数

　完全に黒くなった���貧食肺胞マクロファージは曝

露期間が増すとともに，有意に増加した。いずれの群の

肺胞マクロファージもよく���を貧食した。ほぼ完全

に赤く染色された肺胞マクロファージ（���貧食マク

ロファージ）を数えたところ有意差は認められなかった。

　２）肺胞マクロファージの活性化

　����１，����３抗原は曝露期間の短い群で強く染色

される傾向があったが，同じく有意差がなかった。

　３）サイトカイン活性

　���１，���１２，���は７ヵ月曝露群で有意に減少して

いた。４．５，５ヵ月群では差が認められなかった。

　４）���合成機能の低下

　抗原提示能実験では７ヵ月曝露群で有意に���合成

能が低下していた。とくに�����������	
�で目立った。

　各群の脾細胞を用いた���合成能実験について。

７ヵ月曝露マウスでトリチウムチミジンのとりこみが有

意に抑制された。次いで，６ヵ月曝露群で中等度に抑制

された。

　５）��産生能

　やはり，７ヵ月曝露群の肺胞マクロファージでかつ３

������曝露された群で��産生が有意に減少していた。

（４）考察

　我々は種々のパラメータを用いて肺胞マクロファージ

の性質を調べた。

　���を長期間曝露されたマウス由来の肺胞マクロ

ファージはサイトカイン産生，��産生が低下してい

た。しかも３������曝露群で顕著だった。これは���

が一定以上だと細胞に悪影響を与えることを意味する。

　また，脾細胞を用いた���合成実験では，やはり高

濃度���曝露群，長期間曝露群で有意にチミジンの取

り込みが抑制されていた。これは血中に何らかの抑制物
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質が増加していることを意味する。

２�２�２　DEP曝露マウスと結核感染との関係に関する基

礎的研究

（１）はじめに

　大気汚染に置かれた個体は抵抗性，免疫能が低下して

いると推定される。我々は，曝露期間，曝露量を考慮し

て得られた���曝露マウスが結核菌に感染されたとき，

どのように病態が変化するかを調べた。同時に

���������		
��
���
�関連抵抗性遺伝子である�������

����発現と病変形成との関係をも調べた。

（２）材料と方法

　１）マウス

　������������２雌マウスを曝露チャンバー内におい

て３�����の濃度で，１ヵ月，３ヵ月，６ヵ月，９ヵ月

曝露した。対照として，対応する週齢の合致した非曝露

マウスを用意した。����２マウスは��������感染抵抗

性であり，������マウスは��������感染感受性である。

　２）感染実験

　�３７��結核菌を１０６����１００μ��　�尾静脈から注射し

た。７週間後，マウスを解剖し，主要な臓器を摘出し，

ホルマリンにて固定した。型のごとくパラフィン包埋

し，��標本を作成した。また�������������染色を行い

結核菌を同定した。臓器の一部は������用に凍結保存

し，電子顕微鏡的検索のために２％グルタ－ルアルデヒ

ド固定をした。

　３）������

　脾臓における�����������発現を調べるために���

���を行った。詳細は割愛する。

　４）���

　主要な臓器における結核菌の存在を調べるために

���を行った。用いたプライマーは１９����抗原，

��６１１０である。詳細は割愛する。

　５）���合成実験

　脾臓から脾細胞を得て，培養してトリチウムチミジン

の取り込みを調べた。

　６）サイトカイン

　脾細胞を２４穴培養プレートで一晩培養した後，培養

上清を得た。�����により�����γ，�����α量を測定し

た。

（３）結果

　脾臓，肺病変に注目して病変の解析を行った。曝露

１，３ヵ月では対照と比べて病変に差異が見られなかっ

た。すなわち中心性壊死を欠如する肉芽腫が見られた。

６ヵ月，９ヵ月曝露マウスでは肉芽腫が不著明になり対

照群では芽腫が見られたのと対照的だった。������

�������染色でも曝露群により多くの結核菌が認められ

た（図６０）。

　�����������の発現を調べたが������������２感

染マウスで差異がみとめられなかった。

　�����γは９ヵ月曝露マウスで減少傾向にあった。

　トリチウムチミジンの取り込みは曝露期間が長いと少

し減少する傾向が見られたが，群間で有意差がなかっ

た。

　脾，肺組織を用いて結核の遺伝子診断を行ったとこ

ろ，曝露，対照マウスとも結核菌関連遺伝子産物が認め

られた。

（４）考察

　我々のデータから長期���曝露マウスは結核にかか

図６０　���のマクロファージに対する影響
� （�）：７ヵ月曝露（３�����）マウスの肺胞マク

ロファージ�６００，���染色，結核菌は赤く染ま
る。（�）は対照（清浄空気曝露）を示す。
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りやすいといえそうである。しかも肉芽腫形成が長期曝

露マウスで認めにくくなる。従って，大気汚染の程度の

ひどい地域では細菌による呼吸器感染に十分に注意を払

う必要がある。��������関連結核抵抗性遺伝子である

������������発現は曝露群，対照群で有意差が認め

られなかった。ヒト結核では別の抵抗性遺伝子が存在す

ると推定しても間違いではなかろう。現在のところ，そ

のような遺伝子はまだ見いだされていない。

　�����γは長期���曝露マウスで低下する傾向があっ

た。このサイトカインはマクロファージの活性化と関係

するので長期曝露マウスでは�����γ産生が低下するら

しい。�����γを産生するヘルパー�細胞，��細胞の機

能を調べる必要がある。

２�２�３　DEPのマクロファージ・リンパ球機能の障害

　���はラジカルや活性酸素の発生とともに，カーボ

ン粒子に結合している多種類の炭化水素類をはじめとす

る化学物質の作用により呼吸器その他の免疫系への影響

を介して，心臓や血管系への影響を誘導している可能性

が考えられる。そこで，���によるリンパ球，中でも�

リンパ球機能への影響について特異抗体処理によってそ

のリンパ球を除いた系に���を投与して�細胞亜集団

の変動や抗原提示細胞（マクロファージ等）との相互作

用について解析した。初回投与のために������マウス

を以下の６群に分け，投与はすべて腹腔内投与で行っ

た。�群：卵白アルブミン（���）抗原投与のみの群，

�群：抗��４抗体処理し���抗原投与の群，�群：抗

��８抗体処理し���抗原投与の群，�群：���抗原と

���投与の群，�群：抗��４抗体処理し���抗原と

���投与の群，�群：抗��８抗体処理し���抗原と

���投与の群。３週間後に，追加免疫として���抗原

のみを全群に投与して，その１週後に影響を検索した。

脾臓の細胞数においては，���投与による増加はみら

れず，特異抗体処理によっても�群で低下の傾向がみら

れたが他の群では変化はなかった。脾臓におけるリンパ

球亜集団の変動を初回投与から１週後と４週後に����

を用いて測定すると，１週後の結果では，特異抗体処理

による�リンパ球削除の効果がみられたが，���＋

���投与群と���投与群の比較では，��４と��８陽

性細胞の比率に差はみられなかった。４週後の結果で

は，それぞれ特異抗体処理群における比率の増加がみら

れたが，���＋���投与群と���投与群との間に差は

みられていない。これらの結果から，���投与は，リ

ンパ球亜集団の比率には大きな影響を及ぼさないことが

示唆された。

　次に，腹腔内での抗原提示細胞の数や細胞表面上の共

刺激補助因子の発現への影響について調べた。��抗原

陽性細胞は���投与で有意に増加し（�群），抗��４，

あるいは抗��８抗体処理によっても増加はみられた

（図６１）。共刺激補助因子である��８０と��８６陽性細胞

も���投与により顕著な増加がみられ，���による抗

原提示細胞の活性化が示唆された。しかしながら，特異

抗体処理によりあまり影響がみられなかったことから，

この活性化には，��４や��８�細胞はあまり関与して

いないことが示唆された。

　リンパ性器官である脾臓における活性化の指標として

のサイトカイン産生について検索した。それぞれの群か

ら脾臓細胞を取り出し��������で抗原刺激することによ

り誘導したサイトカイン量を測定した結果，アレルギー

産生の亢進に働く，いわゆる��２タイプの���４産生で

は，���投与により有意な増加がみられ（�群），抗

��４抗体処理群の比較でもその増加が認められた�

（図６２a）。抗��８抗体処理群では，さらに増強する結

果が得られた（�群）。アレルギー産生の抑制に関与す

る，いわゆる��１タイプの�����産生においては，抗

��４抗体処理群の比較で���による低下がみられ，抗

��８抗体処理群の比較でも低下の傾向であった�

（図６２b）。さらに，��０からの分化に関与する���２産

生では���投与により増加がみられた（図６２c）が，

抗��４抗体処理による有意な低下は���投与群で認め

図６１　���あるいは���＋���を投与したマウスの
腹腔内細胞数の変動
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られなくなった。��１タイプと��２タイプの互いの制

御に関与している���１０産生は，���による増加傾向が

みられ，抗��８抗体処理群ではより増加の傾向を示し

た（図６２d）。

　血漿中の抗体価について抗�������抗体価以外は

�����により測定した。���反応により測定した抗

�������抗体価は ���投与により有意に上昇し�

（図６３a），抗��４抗体処理により完全に抑制された。

総���抗体価においても���投与による有意な上昇が

みられたが，特異抗体処理群間には大きな影響はみられ

なかった（図６３b）。���投与による抗�������１抗体

価の上昇が観察され（図６３c），抗��８抗体処理によっ

ても顕著な上昇はみられた。ところが，抗�������２�

抗体価においては有意な差はみられなかった（図６３d）。

抗原特異的���３抗体価においては，���投与による上

昇が認められ抗��４抗体処理による阻害はみられな

かった（図６３e）。

　これらの結果から，���の投与は，マクロファージ

やリンパ球への影響を通じて局所での炎症の増悪に関与

し，血中での抗体レベルにも影響を与えることにより血

管系への障害にも関与する可能性が示唆された。

２�２�４　DEP中の化学成分による肥満細胞機能の障害

　肥満細胞は，従来のヒスタミン，キマーゼ，ロイコト

リエンなどのメディエーター以外にもインターロイキン

（��）�１，�３，�４，�５，�６，�８，�１０，������，������，�

����１，�����などのサイトカイン，ケモカインを

産生してアレルギー症状の発症のみならず免疫系の調

図６２　���あるいは���＋���を投与したマウスの脾臓細胞でのサイトカイン産生
� ������４，��������γ�，������２，������１０
� �����������������������	
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節，心血管系の組織リモデリングなどの作用にも関与し

ている。これまでに，マウス骨髄由来の培養肥満細胞を

用いて���の影響を検索したところ，���４や���６産

生を増強することを明らかにした。今回は，���成分

にふくまれるベンゾ〔�〕ピレンと１�ニトロピレンの肥

満細胞機能への影響について検討した。

　まず，細胞毒性の見られない濃度のベンゾ〔�〕ピレン，

あるいは１�ニトロピレンと肥満細胞を培養して上清中

への���４産生の誘導を調べたが，産生はみられなかっ

た。つぎに，肥満細胞刺激薬としてのカルシウムイオノ

フォア�２３１８７と肥満細胞を培養して上清中の���４を

測定した。図６４aに見られるように時間依存的に増加

がみられた。そこで，０．１，０．５，１．０μ����　�のベンゾ〔�〕

ピレンを加えてカルシウムイオノフォア刺激し３時間後

の���４産生を調べると，０．１と０．５μ����　�の濃度で有意

な増加がみられたが，１．０μ����　�のベンゾ〔�〕ピレンで

は差はみられなかった（図６４b）。次に，０．１，０．５，１．０

μ����　�の１�ニトロピレンを加えてカルシウムイオノ

フォア刺激し３時間後の���４産生を調べると１�ニト

ロピレンを加えたすべての群で増加が認められた�

（図６４c）。これらの結果から，ベンゾ〔�〕ピレンと１�ニ

トロピレンは低濃度で活性化した培養肥満細胞からのサ

イトカイン産生を亢進させることが示唆された。

２�２�５　ディーゼル排気粒子により誘導される肺胞マク

ロファージの遺伝子の解析

（１）はじめに

　疫学研究の結果から，大気汚染物質が呼吸器疾患の増

加と関連がある可能性が示唆されており，大気汚染物質

が生体に及ぼす影響についての総合的な評価が求められ

図６３　���あるいは���＋���を投与したマウス血漿中の抗体価の変動
� ��抗原特異的���������総���������抗原特異的����������抗原特異的�����������抗原特異的����
� �����������������������	
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ている。これより，簡便かつ迅速な毒性評価の手法と有

用な影響指標を見いだす必要がある。

　大気汚染物質として問題となっているディーゼル排気

は，アレルギー反応を誘発することが示唆されている。

また肺胞マクロファージは免疫系に重要な役割を果たし

ており，肺に侵入した異物の主要な標的細胞であると考

えられる。本研究は，ディーゼル排気粒子（���）に

付着した成分が生体に及ぼす影響を解明するため，遺伝

子レベルでの変化を検討することを目的とした。そこ

で，���抽出物が肺胞マクロファージの遺伝子の発現

に及ぼす影響について検討するため，４５０個の毒性にか

かわる遺伝子がブロットされた��������	
���
���		��

（�����������	
��	�	
��������������������）を用いて

解析を行った。

（２）結果

　動物は雄の��系ラットを用い，肺胞腔を洗浄するこ

とにより肺胞マクロファージを採取した。���抽出物

はジクロロメタンで抽出したものを使用した。肺胞マク

ロファージ（１×１０���　�）は，�����１６４０培地で２０時

間前培養した後，���抽出物（最終濃度：１０μ����　�）

または対照として����（最終濃度：０．１％）を加えさ

らに６時間培養した。これらの細胞から���を抽出し，

��������	
�������
������
���������
�（��������）

により，放射ラベルした����プローブを調製した。そ

のプローブを�����の膜に６８℃で一晩ハイブリダイゼー

ションさせた。膜に結合したプローブは，�����������

��������（����２０００�������������	
��
）を用いて映像化

し，対照群と比較して，���抽出物により発現が増加

した遺伝子を特定した。図６５，６６に示したように，

���抽出物への曝露は，肺胞マクロファージの�����

���������	１�（���１），���２��������	�
�������
�	
���２�

（�����２）���������	
���
�������������	��
�
����（����

�）�����（�）���������	�
���
������������
	�����������

������������（����）の遺伝子の発現を増加させること

が明らかとなった。曝露群におけるこれらの遺伝子の発

現強度は，対照群に対してそれぞれ６．１，１．６，１．４，�

１．９，２．３，２．１倍であった。発現の増加が観察された遺

伝子については，���抽出物の曝露濃度の変化による

����の発現強度の変化をノーザンブロッティング法

により解析した。

　肺胞マクロファージ（５×１０���　�）は，�����１６４０

培地で２０時間前培養した後，���抽出物（最終濃度：

２．５，５，１０μ����　�）または対照として����（最終濃

度：０．１％）を加えさらに６時間培養した。これらの細

胞から採取した���サンプルを，ホルムアルデヒドで

変性させたアガロースゲル（１％）を用いて電気泳動を

行 っ た 後，ゲ ル か ら ナ イ ロ ン 膜（����������

��������）へサンプルを転写した。���１，�����２，

�����，���（�）���������	�
���
�����の����を

検出するため，それぞれの放射ラベルした����プロー

ブを用いて膜にハイブリダイゼーションさせた。図６７

に示したように，���１および�����２，�����，���

（�）�　����������	
������������の発現は，���抽出

物の濃度依存的に増加した。１０μ����　�の���抽出物に

曝露した細胞における����の発現強度は，対照群に

対して，それぞれ７．２，３．１，２．３，２．８，１．５倍であった。

�

図６４　培養肥満細胞へのベンゾ〔�〕ピレンと１�ニトロピ
レンの影響

� ��＜０．０５　���＜０．０１
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（３）考察

　���抽出物の中には様々な有機化合物が含まれてお

り，それ自体の酸化作用も強いが，これらはマクロ

ファージの活性酸素の放出を誘導することも知られてい

る。これによりマクロファージは活性化され，サイトカ

インなどの産生が促進される。このような���抽出物

によって誘導された酸化ストレスに対しては，生体を守

るための抗酸化性の防御機構が必要であると考えられ

る。

　本研究による解析の結果，１０μ����　�の���抽出物へ

の６時間曝露は，肺胞マクロファージにおける���１��

�����２，����������　（�）　���������	�
���などの抗

酸化系酵素の遺伝子の発現を誘導した。炎症の初期段階

ではこれらの酵素が肺胞マクロファージにおいて誘導さ

れ，���による酸化ストレスに対する防御機構が作動

する可能性が示唆された。また１０μ����　�の���抽出物

への６時間曝露は，肺胞マクロファージにおける����
図６６　発現の増加がみられた遺伝子のハイブリダイゼー

ション・シグナルの拡大図

図６７　���抽出物に曝露したラット肺胞マクロファー
ジ の���１，�����２，��������（�）���������	
���������	
���

�の発現

� ノーザンブロッティング法によりそれぞれの遺伝
子の発現強度を定量化した。棒グラフは，���１
（�），�����２（�）�����（�），���（�）��������
��������（�），����（�）のβ�������に対する相対的
な遺伝子の発現強度を示している。

図６５　�����������	
��	�	
�������Ⅱにおけるラット肺胞
マクロファージの遺伝子の発現パターン
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遺伝子の発現も増加させた。これは���の修復と複製

に関わる因子であり，���の傷害やその他のストレス

により誘導されることが知られている。本実験で観察さ

れた����の活性化は，���抽出物による���の傷害

に対する修復と細胞増殖に寄与すると考えられる。

　また���１，�����２，�����，���　（�）　���������	

������，����の����の発現は，���抽出物の濃度

依存的に増加することが明らかとなった。これより，

���１などの抗酸化系酵素類や����は毒性物質に対す

る鋭敏な指標となる可能性がある．さらに�����

���������	
����
は，多くの遺伝子解析を簡便かつ迅速

に評価できる有用な手法であるといえる。

（４）おわりに

　���抽出物への短時間の曝露は，ラット肺胞マクロ

ファージの抗酸化系酵素および���の修復と複製に関

わる遺伝子の発現を誘導した。���のような毒性物質

に対する初期の反応では生体の防御機構が作動すると考

えられ，これらの因子は毒性影響の鋭敏な指標となる可

能性がある。

２�２�６　ディーゼル排気曝露が花粉症に及ぼす影響

（１）背景

　ぜん息，アレルギー性鼻炎，アレルギー性結膜炎など

アレルギー関連疾患が近年多くの国々特に工業化した

国々で増加しているといわれている。近年におけるアレ

ルギー関連疾患の増加傾向に関与する因子は多くある。

代表的なものは室内におけるダニやゴキブリなど，室外

における花粉などの大気中の抗原，食習慣，遺伝的な要

因，感染など，また，室内，室外における大気汚染物質

などがある。花粉症としてよく知られているものとして

くしゃみ，鼻水，鼻づまりといったアレルギー性鼻炎，

目の充血，目のかゆみなどのアレルギー性結膜炎があ

る。大気汚染とこれらのアレルギー関連疾患との間にな

んらかの関係があるかどうかが問題となる。アレルギー

性鼻炎と大気汚染との関係について，慈恵医大のグルー

プは東京都の大気汚染地区と岩手県の非大気汚染地域の

児童などのアレルギー性鼻炎の罹患率を比較した。大気

汚染地域の２９％に対し，非大気汚染地域では７％で

あった。また，大都市，工業都市，小都市および農業地

区におけるアレルギー性鼻炎の調査においても，大都市

が多くついで工業都市，小都市および農業地区の順であ

ることも見いだされた。これらのことは大気汚染地域の

方が非大気汚染地域よりもアレルギー性鼻炎が起きやす

いことを示唆している。

　一方，大気汚染濃度が高い東ドイツの方が低い西ドイ

ツに比較して喘息やアレルギー関連疾患の罹患率が低い

ことや，欧米諸国や日本において大気汚染濃度が経年的

に減少傾向あるいは減少後あまり変わらない状態にある

がアレルギー関連疾患は増加していることである。これ

らのことから，アレルギー関連疾患と大気汚染は関係が

ないとする見解がある。東西ドイツや経年変化の場合，

食事内容，住環境，衛生環境などが大きく変化してきて

いることを考えると，これらを含めた因子のなかにアレ

ルギー関連疾患の増加を説明できるものがあるものと考

えられる。しかし，同様の生活様式や住環境や衛生環境

下において大気汚染地域と非大気汚染地域を比べた場

合，大気汚染地域の方がアレルギー関連疾患の罹患率が

高いという結果が多いことも事実である。生活様式や住

や衛生環境が大きく違う地域や時代を比較する場合は交

絡因子の罹患率への寄与について十分な検討が必要と考

えられる。疫学調査の結果から，大気汚染物質はアレル

ギー性疾患の増加と関係がある可能性が考えられるが，

動物を用いた実験においても，大気汚染物質がほんとう

にアレルギー反応を起こしやすくするかどうか明らかに

することが重要である。そこで，自動車の排気由来の大

気汚染物質のなかでも問題となっているディーゼル排気

がアレルギー関連疾患の一つである花粉症に及ぼす影響

について検討した。

（２）ディーゼル排気曝露が花粉症様病態に及ぼす影響

　１）アレルギー性鼻炎

　アレルギー性鼻炎がディーゼル排気の曝露により増悪

するかどうかを，くしゃみや鼻汁分泌を指標として検討

した。雄のモルモットを用い清浄空気またはディーゼル

排気に５週間を曝露し，その間１週間おきに計６回抗原

である卵アルブミン（���）を点鼻投与し，投与後２０

分間に誘発されるくしゃみ回数および鼻汁量を測定し

た。図６８は抗原点鼻投与によるくしゃみ回数がディー

ゼル排気曝露下では清浄空気下より，粒子濃度に依存し

て増加することを示している。図６９は抗原点鼻投与に

よる鼻汁分泌がディーゼル排気曝露下では清浄空気下よ

り，粒子濃度に依存して増加することを示している。

　以上のことから，０．３および１．０�����の微粒子を含
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むディーゼル排気への曝露は鼻アレルギー反応を増悪さ

せることを示唆している。また，０．１�����の微粒子を

含むディーゼル排気への曝露はくしゃみ反応を増悪する

が鼻汁分泌には有意な影響がみられなかった。このこと

は，０．１�����の微粒子を含むディーゼル排気の鼻アレ

ルギー反応の増悪作用は弱いながらあることを示唆して

いる。

　２）アレルギー性結膜炎

　アレルギー性結膜炎に及ぼすディーゼル排気曝露の影

響を検討した。雄性モルモットを用い清浄空気または

ディーゼル排気に５週間曝露し，その間１週間おきに計

６回抗原である���を点眼投与し，アレルギー性結膜

炎の症状をスコア化し点数をつけた。また，６回目の抗

原投与の２４時間後に結膜における血漿の漏出を測定し

た。繰り返し点眼投与によるアレルギー性結膜炎の症状

を点数化すると清浄空気曝露群に比べ症状の点数が増加

した（図７０）。０．３および１．０�����の微粒子を含む

ディーゼル排気曝露下ではディーゼル排気の濃度に依存

して血漿の漏出が増加することが明らかになった�

（図７１）。また，０．１から１．０�����のディーゼル排気の

濃度に依存してアレルギー性結膜炎症状の点数が増加す

ること，０．３から１．０�����のディーゼル排気の濃度に

依存して血漿の漏出が増加することから，ディーゼル排

気曝露はアレルギー性結膜炎を増悪する作用があること

が明らかになった。

（３）ディーゼル排気曝露のアレルギー反応増悪作用の

機構

　ディーゼル排気の曝露が花粉症様の病態を増悪させる

機構として，鼻や結膜が刺激に対して過敏な状態にする

こと，アレルギー反応の元となる抗原に対する抗体産生

が亢進すること，好酸球の浸潤による炎症反応の増悪な

どが挙げられる。

　１）鼻および眼過敏

　ディーゼル排気曝露により鼻や結膜が刺激に対して過

敏な状態になるか検討すると，ディーゼル排気曝露群で

はアレルギー反応のとき放出されるヒスタミンによるく

しゃみの回数を指標とした反応性が亢進することが見い

図６８　ディーゼル排気曝露による繰り返し抗原投与によ
るくしゃみ反応の亢進

図７０　抗原の繰り返し点眼投与による結膜炎症状に及ぼ
すディーゼル排気曝露の影響

図６９　ディーゼル排気曝露の繰り返し抗原投与による鼻
汁分泌への影響

図７１　ディーゼル排気曝露が繰り返し抗原投与による
結膜への血漿漏出に及ぼす影響
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だされたが，ヒスタミンによる鼻汁分泌量を指標とした

反応性の亢進は見いだされなかった。

　同様にディーゼル排気曝露は結膜を刺激に対して過敏

な状態にするか検討した。ディーゼル排気に２８日間曝

露後ヒスタミンに対する反応性を静脈内投与した色素の

漏出を指標に検討すると，１および３�����のディーゼ

ル排気曝露群ではヒスタミンに対する反応性が亢進する

のが見いだされた。

　以上のことから，ディーゼル曝露は鼻粘膜や結膜の透

過性を亢進し，刺激が知覚神経に伝わりやすい状態や抗

原が侵入しやすい状態にすること，好酸球の上皮および

上皮下への浸潤数を増加させることなどが鼻や眼の過敏

が起きる要因となるものと考えられる。

　２）抗体産生の亢進

　ディーゼル排気曝露が抗原に対する特異的抗体産生を

亢進するか検討した。６回目の抗原を投与２４時間後の

血清中の���および���抗体価を受け身皮内アナフィラ

キシー反応により測定した。ディーゼル排気曝露が抗原

点鼻投与による���特異的���および���抗体価に及ぼ

す影響の結果を示している。ディーゼル排気粒子濃度に

依存した形で抗体価が増加し１．０������で有意に増加す

ることが見いだされた。点眼投与の場合も同様にディー

ゼル排気粒子濃度に依存した形で抗体価が増加し０．３�

１．０�����で有意に増加することが見いだされた。

　以上のことから，ディーゼル排気は粒子濃度に依存し

て抗原に対する特異的抗体の産生を亢進することが明ら

かになった。抗体産生が亢進する機構はインターロイキ

ン４産生の増加などを介し��２タイプの反応が亢進す

ることが報告されている。

　３）好酸球浸潤の増加

　好酸球の鼻粘膜上皮や上皮下への浸潤はアレルギー反

応の増悪につながることが報告されている。そこで抗原

の繰り返し点鼻投与による好酸球の鼻粘膜上皮や上皮下

への浸潤に及ぼすディーゼル排気曝露の影響を検討し

た。

　図７２は抗原の繰り返し点鼻投与による好酸球の鼻粘

膜上皮や上皮下への浸潤に及ぼすディーゼル排気曝露の

影響のこれまでの結果をまとめたものである。

０．１�����の微粒子を含むディーゼル排気曝露では有意

な差は見られなかった。０．３�１．０�����のディーゼル排

気曝露は抗原の繰り返し点鼻投与による好酸球の鼻粘膜

上皮や上皮下への浸潤を有意に増加させることが見いだ

された。

　図７３に鼻アレルギーを例に大気汚染物質の曝露が鼻

アレルギーに及ぼす影響とその機構についてまとめたも

のを示す。

（４）おわりに

　以上のことから，ディーゼル排気をはじめとした大気

汚染物質の曝露下に抗原が投与されるとくしゃみや鼻水

といった鼻アレルギー，結膜の充血等の眼のアレルギー

の症状を増悪させる。また，増悪作用の要因として鼻や

眼の過敏，抗体産生の増加，好酸球の浸潤の増加などが

示唆された。

２�２�７　ディーゼル排気微粒子による感染性肺傷害の増

悪とメカニズムの解明に関する研究

（１）はじめに

　これまでの多くの疫学研究は，大気中の浮遊粒子状物

質濃度の上昇と呼吸器疾患の有症率，有病率，死亡率

が，短い潜時で正の相関を示すことを報告している。こ

れらの疫学報告の特徴は，浮遊粒子状物質の呼吸器系に

対する健康影響が，特定の高感受性群に出現しやすいと

言う点にある。浮遊粒子状物質の影響を受けやすい高感

受性群は，気管支ぜん息，慢性閉塞性肺疾患，慢性気管

支炎，肺炎，糖尿病，免疫不全状態，高齢者，入院患者

あるいは老人施設入所者等を含む。われわれは，大都市

における浮遊粒子状物質の多くの部分を占めるディーゼ

ル排気微粒子（���）が，マウスの気管支ぜん息モデ

ルを増悪することを以前に示した。しかし，この実験結

果だけでは，浮遊粒子状物質が上記の高感受性群に対し

急性かつ重篤な健康影響をきたすことは，十分には説明

しきれない。一方，高感受性群としてあげた諸疾患を有

する個人は，感染症，特に細菌感染をしばしば被り，重

症化をきたすことがしばしば経験される。以上より，浮

図７２　ディーゼル排気曝露が鼻粘膜上皮および上皮下へ
の好酸球浸潤に及ぼす影響



―　４２　―

遊粒子状物質が細菌感染に関連する肺傷害に影響を及ぼ

しうるか否かを，実験的に明らかにする必要があると考

えるに至った。そこで，われわれは，���が細菌の毒

素である������������	�
���
（���）による肺傷害に及ぼ

す影響を，動物モデルを用いて検討した。また，���

の毒性影響発現のメカニズムを，動物とヒトの間で共通

あるいは類似するタンパクと遺伝子のレベルで明らかに

することを試みた。

（２）方法

　６週齢の���系雄性マウスを以下の４群に分けハロセ

ン麻酔下に気管内投与を行った。

　１）�������群（���や���を溶かすための溶液のみ

を投与：０．１�　�）

　２）���群（大腸菌由来細菌毒素：�１００μ���匹，

０．１�　�の�������に溶解）

　３）���群（２５０μ���匹，０．１�　�の�������に溶解）

　４）���＋���併用群�（３と４の併用，０．１�　�の

�������に溶解）。

　２４時間後に，肺の病理組織学的所見（��������	
��

���������染色），気管支肺胞洗浄液（����）中の炎症

細胞所見（���������染色），肺水分量（肺水腫の指標），

炎症の原因となるタンパク質であるサイトカインおよび

ケモカインの濃度（������法，�����������（��）�１β����

��������	
���	��
������	�����（��）��������	�
���	��

�������������	���
���（���）�１��������	�
���
�������

�����������	�（����１α）と血中の���������	
��������
��

��������	
����
��	（������）�１濃度を検討した。

（３）結果

　組織学的検討では，�������群（図７４）の肺には，特

に異常は認められなかった。���群では，粒子の沈着

と共に，血管や気管支の周囲に好中球という炎症をきた

す白血球の浸潤がわずかに認められた（図７５）。���群

では，より多くの好中球の浸潤が観察された（図７６）。

しかし，���＋���併用群では，非常に多くの好中球

が肺胞腔にまで浸出し，著明な出血や肺水腫も観察され

た（図７７）。

　次に，肺の浮腫性変化を定量的に比較検討するため

に，肺の水分量を各群の各個体において測定した。�

図７８に示すように，���の単独投与では，�������投与

に比較し有意な変化は見られなかったが，���投与によ

り肺水腫は�������群に比較し有意に増悪した。���と

���が共に存在すると，肺水腫はさらに顕著に増悪し，

���と���を各々２倍量で単独投与した場合に比較し

ても有意に高度であった。肺水腫の相乗的増悪は，�

１０μ���匹の���と４μ���匹の���を用いて行った実験

でも観察された。

　さらに，肺の炎症性変化を定量的に比較するために，

����中の細胞所見を検討した。図７９に示すように，

���単独投与ではほとんど好中球は見られなかったが，

���投与により�������に比較し有意な好中球増加が観

察された。���と���が共に存在すると，好中球の浸

出はさらに顕著であった。

図７３　ディーゼル排気曝露が鼻アレルギーを増悪させる機構
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　細菌毒素が，好中球から産生される「活性酸素」など

により肺傷害を起こすためには，サイトカインやケモカ

インあるいは細胞接着分子という炎症に関連するタンパ

ク質が重要な働きを演じている。そこで，これらのタン

パク質やその産生を誘導する遺伝子の変化を検討した。

����１αというタンパク質に代表されるように�

（図８０），炎症に関連するタンパク質は，�������群に比

較し���単独群でわずかに上昇し，���単独群で有意

な上昇が認められた。���＋���併用群では相乗的上

昇が認められ，肺水腫や肺の炎症のパターンと並行して

いた。遺伝子の変化もほぼ同様であった。

（４）考察と結語

　���は細菌毒素（���）による肺傷害を相乗的に増悪

した。肺傷害は，間質性肺水腫，肺胞出血を伴う好中球

性炎症であった。この増悪効果は，炎症性タンパク質の

上昇とよく相関した。

図７５　���投与群の肺組織像

図７４　�������投与群の肺組織像

図７６　���投与群の肺組織像

図７８　肺水腫の定量的比較

図７７　���＋���併用投与群の肺組織像

図７９　好中球性炎症の定量的比較
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　���１β，��，����１，����１α，�����１などの炎症

性タンパク質に対する抗体は，���による急性肺傷害を

効果的に抑制することが報告されている。���による

細菌毒素に関連する肺傷害の増悪作用においては，これ

らの炎症性タンパクの増加が中心的役割を果たしている

と考えられる。

　以上の結果より，大気中の浮遊粒子状物質の増加は感

染性の肺傷害を増悪する可能性があることが示唆され

た。本研究は，これまでの高感受性群の存在に言及した

疫学的知見に，少なくとも部分的に，実験的論拠を与え

うるものと考えられる。

２�３　生殖器への影響

　前の特別研究で，�������ら（１９９９）は，���濃度と

して１時間平均値が０．３，１．０および３．０�����の��を

１日１２時間ずつ１～１０ヵ月間���系雄マウスに吸わせ，

精巣の運動能力，精子産生能力および精巣の形態変化な

どを調べた。その結果，１日当たりの精子産生能力は

��の曝露期間につれて低下傾向を示し，６ヵ月目で最

も顕著になり，対照群の各々２９％，３６％および５３％

まで低下し，いずれの値も対照群より有意に低下した。

この精子産生能力の低下は，１ヵ月間清浄空気に戻すと

回復する傾向が認められているが，３．０������群ではな

お２９％低下していた。なお，体重，精巣重量，精巣状

態重量などに有意な低下は認められていない。しかし，

精巣組織の光学顕微鏡および電子顕微鏡による観察で

は，男性ホルモンを産生するライディッヒ細胞の形態異

常が観察されている。さらに，��吸入マウスでは，黄

体形成ホルモン（��）受容体の����の発現量も���

濃度に依存して低下している。これらの結果から，男性

ホルモンの合成能力が低下していることと��のホルモ

ン作用発現不全などが関与して精子産生能力が低下した

ことが示唆されている。

　��������と������（１９９９）は，��が成長期のラッ

トの生殖系，内分泌系に及ぼす影響を調べるため，粒子

濃度として５．６３�����（４．１�������，８．１������）の

濃度の総排気ガス（Ⅰ群）と粒子をフィルターで除いた

除粒子排気ガス成分（Ⅱ群）および清浄空気（Ⅲ群）に

ついて行った。血清中のテストステロンとエストラジ

オール濃度は，Ⅰ，Ⅱ群で有意に増加し，卵胞刺激ホル

モン（���）濃度は逆にⅠ，Ⅱ群でとも有意に低下して

いる。精巣重量は３群間で変化はないが，精子産生数と

精巣の透過性指標であるヒアルロニダーゼ活性は有意に

低下していた。���濃度と精子産生能力との間に直接

的相関が認められているが，精巣のライディッヒ細胞や

セルトリ細胞に形態学上の変化は認められていない。

　�����������	ら（１９９３）は，ヒトの精子に，試験管内

でフタル酸エステル類あるいは���抽出物を添加し，

精子の運動能力を２５％低下させるに要する濃度を調べ

ている。フタル酸エステル類の５分以内の即時的作用は

強くないが，精子と長時間接触させておくとジエチルへ

キシルフタル酸（������）とジエチルフタル酸

（����）の運動能力低下効果が強かった。しかし，

���抽出物はそれらの１�１０～１�２０量で同様の作用を

示しており，１０～２０倍も精子運動能力低下作用が強い

ことを示している。本実験は試験管内で精子と���抽

出物を直接接触させているので，影響が強く出る可能性

が高いが，吸入実験でも同様のことが起こるかどうかが

興味の焦点となっていた。

　そこで本研究では，まず��曝露が雄の生殖器系に及

ぼす影響の有無を検索するために��������３４４雄ラット

に高脂肪食を摂取させた後，８ヵ月間の��吸入曝露を

行った。その結果，精巣自体には影響がみられなかった

が副生殖腺重量の低下や血清テストステロン値の増加と

いった内分泌系に変化が観察された。次いで，��中に

は多くの多環芳香族炭化水素が含まれることに着目し，

����������	
������
	
�����（���）の感受性が高いとい

われている�５７���６�雌マウスを用いて，��による

生体影響として重要視される次世代への影響あるいは繁

殖機能に対する影響を明らかにするために，雌性生殖器

および繁殖機能に及ぼす影響について検討した。

　��吸入曝露は，��中の粒子濃度が０．３，１．０および

３．０������の３群と対照群（清浄空気のみ）をおき，曝

図８０　肺組織内のマクロファージ炎症性蛋白の濃度
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露期間は約４ヵ月間（午後１０時から午前１０時まで１２時

間�日，７日�週）とした。さらに次世代影響を調べる

ために上記の曝露終了後，曝露されていない１０週齢の

雄と一週間同居交配させた。

　その結果，母マウスの流産や娩出不全等の繁殖異常が

認められたが有意ではなかった。また，新生子の外貌異

常についても曝露群と対照群との間に有意な差はみられ

なかった。しかし，親の営巣行動の評点は，正常出産雌

の３．０���������群では有意に低下した。また，出生子

の体重変化は，成長するにしたがって雌雄ともに高濃度

曝露群で有意に減少した。雄子マウスは，３０日齢では

０．３���������群で生殖突起肛門間距離（���）が有意

に短くなった。一方，雌子マウスでは，７０日齢に�

お け る 頭 臀 長 の 有 意 な 短 縮（１．０���������群，

３．０���������群）が示された。一方，雌子マウスにお

ける腟開口時期については，０．３および１．０��������

群で有意に早まった。

　このように親の繁殖機能への影響については行動学的

な変化以外はほとんどみられなかったが，出生子に関し

ては臓器重量や腟開口時期の早期化といった次世代にわ

たる間接的な影響がみられた。そこで，このような��

の生体影響の根源と考えられているディーゼル排気微粒

子（���）を直接同系統の妊娠マウスに皮下投与した

際にどのような変化が現れるかについて詳細に検討する

ことにした。

　�５７���６�マウス雌１４５匹（１０週齢）を同系統同週

齢の雄と一週間同居交配後，妊娠８，１０，１２日目に

���抽出物（����）を皮下投与（計０．�００６，０．０６，�

０．６，６．０あるいは６０��������）して，生殖機能および

出生マウスの生後発育に及ぼす影響を調べた。交配後毎

日体重計測を行ったが，分娩までほぼ順調に体重が増加

したマウスは正常出産する一方，非妊娠マウスはごくわ

ずかな通常の体重増加しか示さないことから，妊娠と非

妊娠の区別が可能であった。また，妊娠後途中まで体重

が増加したが，ある時点で急激に体重が減少した個体�

は流産が生じたものとみなされ，����投与群に多�

かった。すなわち，０．００６，０．０６，０．６，６．０あるいは

６０��������の全曝露濃度で有意な流産率の増加が認め

られた。流産率は高用量投与群よりも低用量投与群に高

い傾向がみられた。����皮下投与群では出生子の体重

減少および雌マウスの腟開口時期に対する影響がみられ

た。この現象は上述した��の吸入曝露実験による成績

に類似した。また，特に低用量投与群で頭臀長に変化が

観察され，雄の副生殖腺重量の減少も低用量投与群でよ

り明瞭であった。これらの成績により，����の皮下投

与によって��の吸入曝露と同様に出生子（第二世代）

への影響，特に生後発達に異常が生じることが明らかと

なった。

　上述の流産や娩出不全などの生殖機能異常が生じる要

因には，子宮筋，胎盤および胎子の側における様々な因

子が考えられる。それらの一部として子宮筋の収縮感受

性の変化も挙げることができる。そこで，��あるいは

���曝露による子宮収縮反応の変化の有無を明らかに

するために以下の実験を行った。子宮収縮反応はオキシ

トシン（��）に対する収縮反応の相違を比較する方法

で行った。この実験においては，卵巣ホルモンの関与に

よる影響を考慮して，まず�５７��雌マウスを卵巣摘出

（���）群と卵巣非摘出（無処置）群に分け，それぞれ

��に１ヵ月間または４ヵ月間吸入曝露し，上記のマウ

スの子宮収縮反応を調べた。

　その結果，��４ヵ月間曝露の無処置群において，０．３

および３．０���������曝露群で有意な体重の減少が生じ

たが，子宮重量および子宮収縮反応には有意な変化は示

されなかった。しかしながら，３．０���������群で��

間滴下による収縮頻度の有意な減少がみられた。１ヵ

月���を吸入曝露させた���群において，０．３および

１．０���������群では有意な体重の増加が生じたもの

の，子宮重量には変化が認められなかった。しかしなが

ら，３．０��������群の��に対する子宮収縮反応は有

意に増加した。このように，卵巣存在下のマウスでは

��による��誘発子宮収縮への影響は見られなかった

ことから，卵巣機能が維持されている個体では��によ

る子宮筋影響が何らかの機序によって緩衝されている可

能性が示唆された。

　次いで，���マウスに����（０．００６，０．６あるいは

６０��������）を皮下投与した実験において，対照群と

比較して有意な収縮の増強が示された。その結果，非経

気道的に投与された個体においても���は子宮の��収

縮反応を増強することが明らかになった。さらに，

����を子宮筋に対して短時間または長時間直接作用さ

せたときの��収縮反応を検討した。その結果，���マ

ウスの子宮に����３×１０��～３����　�を滴下したとき

の投与直後および投与後の最大収縮反応は，����を滴

下しない標本と比べて有意な収縮の増加を示した。
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���マウスの子宮標本で��収縮反応を確認した後，

����（０．３����　�）を２４時間持続的に作用させたとき

の��に対する収縮反応は有意な変化を示さなかった。

以上の成績により，����は体内の血液循環を介して子

宮筋に対する収縮増強効果を与えること，その場合この

ような変化は内分泌系に対する影響のほかに����が直

接的にも子宮に影響する可能性が示唆された。このよう

な子宮筋収縮反応変化の詳細な機序は不明であるが，流

産や娩出不全などの生殖機能障害をもたらす一因となる

可能性は否定できない。����皮下投与では出生子の成

長にも影響を与えるなど次世代に及ぶ影響が生じること

も明らかになったことから，����あるいはその代謝物

質は胎盤を介して胎子へと移行するか，また母マウスの

生理学的状態の変化が発生段階にある胎子の細胞に何ら

かの異常を来たすことが推測される。

２�４　まとめと謝辞

（１）研究の目的

　近年，我が国の大気汚染は従来の硫黄酸化物（���）

や降下煤塵を中心とした固定発生源型汚染から大都市，

幹線道路沿いなどにおける二酸化窒素（���）や浮遊粒

子状物質（���）を主体とした移動発生源型汚染に移

りつつある。近年，ディーゼル車の増加が著しく，大都

市部の浮遊粒子状物質（���）と���の環境基準の達

成率は依然低い状態にある。特に，浮遊粒子状物質

（���）の汚染は深刻である。例えば東京都内の自動車

沿道排気測定局（自排局）では環境基準を満たしている

ところは少ない（平成８年度から１２年度までの達成率

は９．３～６３．４％）。また，東京都内の���の総排出量は

年間１万トン以上にもなり，その約半分は粒径２．５μ��

以下のディーゼル排気微粒子（���＝�����）である。

　最近になって，粒径が２．５μ��以下の���，すなわち

�����と心疾患による死亡率との間に非常に高い相関性

が存在することがアメリカやイギリスからの多くの疫学

研究によって示され，その健康影響の重大性がにわかに

クローズアップされてきた。しかし，この両者間の因果

関係の実験的証明はまだなされておらず，その証明はこ

れからの研究にかかっている。

　そのため，�����と心肺循環器疾患との間の因果関係

を実験的に明らかにすることは微粒子汚染の健康影響を

より明確にすることになり緊急性の高い重要な研究分野

であることが指摘されている。そこで，このような背景

を踏まえ，本研究では日本の大都市部の�����の主要部

分を占める���を対象物質としてディーゼル排気の曝

露実験と組織培養を含む��������の実験を組み合わせる

ことにより，その���の中の物質がどのような機序で

心肺循環器系に障害を及ぼしているかを明らかにするこ

とを目的とした。このことにより，大都市部における

�����（���）汚染を低減することの緊急性と重要性を

理解してもらう科学的知見を示し，環境保全のための科

学的資料を提供する。

（２）研究の概要

　本研究に先立って，昭和６３年度から平成４年度の特

別研究（仮の名称として；第一次ディーゼル特別研究）

の後半において，ディーゼル排気発生装置を作成し，

ディーゼル排気微粒子（���）を手にすることができ

た。そこでまず，この���の毒性メカニズムから調べ

た。その結果，���のみを長期間にわたってマウスに

繰り返し気管内投与することによって，気管支ぜん息の

基本病態である　①気管支粘膜下への好酸球の浸潤を伴

う慢性気道炎症　②気管支での粘液の過剰合成，分泌�

③気道過敏性の亢進などに相当する呼吸器系の病態が明

瞭に発現することを示した。

　次に，平成５～９年度に，特別研究「ディーゼル排気

による慢性呼吸器疾患発症機序の解明とリスク評価に関

する研究」（仮の名称として；第二次ディーゼル特別研

究）を行い，その結果，大都市部の浮遊粒子状物質

（���）の中のかなりの部分を占める���がアレルギー

性のぜん息様病態を増悪すること，そのメカニズムとし

て好酸球の浸潤に基づくアレルギー反応の亢進が考えら

れることを見つけた。

　したがって，本研究は，前述の第一次，第二次の２つ

の特別研究で行った呼吸器系疾患およびアレルギー性疾

患等の成果に基づき，最近の疫学的調査で重要視されて

いる循環器系に対する影響の解明とそれに関する免疫系

に対する影響を解明することに主眼がおかれている。

　そこで，本報告では，空中浮遊微粒子（�����）の心

肺循環器系に及ぼす障害作用を明らかにするために，

１．循環器に対する影響の解明研究として，（１）�����

（���）の曝露を受けた動物の心電図解析をはじめとす

る電気生理学的解析，および（２）心臓と肺の病理組織

学的変化の解析（�������実験），ならびにそれら組織に

とって重要な（３）各種構成細胞に対する�����（���）
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の影響を解析（��������実験）するとともに，２．呼吸

循環影響に関する免疫学的研究として，（４）肺胞マク

ロファージの反応，（５）鼻アレルギー反応および（６）

感染性肺傷害の憎悪とメカニズムの解明（�������実験）

の実験を行った。

（３）研究成果の概要

　１）循環器系に対する影響

　①ディーゼル排気（��）吸入曝露ラットにおける心

電図記録および臓器の病理組織学的検索

　���の循環器に及ぼす影響を明らかにするための第

一段階として，チャンバー内で���を含むディーゼル

排気（��）に曝露させたラットの心電図測定，体重測

定，臓器重量測定および臓器の病理組織学的検索を行

い，���の吸入曝露による循環器系および臓器への影

響を調べることを目的とした。

　��の吸入曝露実験は本研究所内に設置されている大

型吸入曝露システムを用いて行った。吸入曝露のための

チャンバーは４台使用した。各チャンバー内の平均��

濃度は０．３，１．０および３．０�����になるように設定し

た。これらの濃度は日本の���に関する環境基準値

０．１�����のそれぞれ３，１０，３０倍に相当する（実際の

曝露時間は１２時間なので，１日の平均曝露濃度はそれ

ぞれ０．１５，０．５および１．５�����の濃度になる）。また，

対照として清浄空気のみを吸入させるチャンバー内での

曝露も行った（対照群）。

　�．異常心電図波形および不整脈の出現

　��に１，３，６，９�および１２ヵ月間曝露させたラット

の心電図を測定した結果，曝露群で異常心電図の発現数

の増加がみられた。その異常心電図のほとんどは心室性

期外収縮であり，曝露期間が延長するほど，この不整脈

の発現数および不整脈を発現する個体数に増加する傾向

が認められた。心拍数は曝露期間が長期化すると曝露群

において有意な増加が認められた。��曝露によって異

常心電図が発現しやすくなった状態がつくられているも

のと考えられる。また，１２ヵ月曝露群では第Ⅱ度の房

室ブロックを呈する個体が認められたが，この房室ブ

ロックは��間隔が徐々に延長し���が脱落するタイプ

で，ヒトで言われる����������型に相当するものと思

われた。

　�．体重および臓器重量の変化

　体重は１，３，６ヵ月曝露群，および１２ヵ月曝露にお

いて，いずれも３．０������曝露群で対照群に比べて有意

な減少を示した。各臓器重量を測定した結果，１２ヵ月

曝露後の��曝露群の心臓重量は対照群に比べ有意に増

加しており，組織学的検索では曝露群の心臓に著しい変

化は認められず，重量増加の原因は不明であるが，��

曝露が心臓の形態に影響を及ぼしたことが推察される。

　�．心室壁の厚さの変化

　心臓について，冠状動脈に平行に心室壁の最大部を切

断し，左心室と右心室の室壁の厚さを測定した。左心室

の壁の厚さは異常心電図波形および不整脈の出現に差は

なかったが，右心室の壁の厚さは曝露群で有意に厚くな

り，心筋内の刺激の伝導の仕方が変化していることを推

測させた。

　�．肺および気管支の組織の変化

　組織学的検索では，曝露群の肺胞内において多数の黒

色粒子状物質およびそれらを取り込んだ肺胞マクロ

ファージを多数認めた。それらのマクロファージは肺全

体に散在していたが，��濃度が高い群ほど肺辺縁に集

簇する傾向を認めた。０．３������および１．０������曝露

群の気管支粘膜上皮細胞には多層性の増生と剥離がみら

れた。また，曝露群の肺門リンパ節において，黒色粒子

様物質の沈着を認めた。それ以外の臓器では顕著な変化

は認められなかった。

　�．動脈血��，ガス分圧の変化と肺におけるガス交

換能の変化

　安静時にカテーテル法によって採取した動脈血の��

とガス分圧を測定した。��は３������曝露で有意に低

下し，二酸化炭素濃度と酸素濃度は１������と３�����

曝露群で有意に低下した。これらの��と動脈血ガス分

圧の変化は，肺による換気機能の低下を示唆した。そこ

で，次に，呼気ガス分析の酸素濃度と二酸化炭素濃度を

同時に分析し，肺における動脈血と肺胞間の差について

定法に基づき計算してみると，二酸化炭素の肺胞動脈間

の差はコントロールと比較して，曝露群で高い傾向を示

し，高換気のとき０．３～３．０������群で有意であった。

また酸素の差も高換気では，��������������	
に曝露群

で高くなり，０．３～３．０������群では有意に高くなった。

このことは，肺におけるガス交換機能が低下しているこ

とを示し，動脈血の状態と一致した。これらの動脈血ガ

ス分圧の変化は，換気回数が増加するとガス交換機能が

低下することを示し，矛盾する変化ではないと考えられ

た。
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　②���の静脈内投与による血圧および心電図の変化

　��の吸入曝露実験において，��に曝露された個体

は高頻度で異常心電図を発現した。このことから，��

もしくはその中に含まれる���が循環機能に対し，何

らかの影響を及ぼしていることが推察された。そこで，

���の循環器系に対する作用を明らかにする目的で，

麻酔下のラットの静脈内に���溶液を投与し，血圧と

心電図の変化を観察したところ，���溶液の投与によ

り末梢血圧の一過性の低下が認められた。血圧の低下に

は���の濃度依存性の反応が認められた。また，この

血圧低下は交感神経遮断薬および副交感神経遮断薬で前

処置したところ，いずれにおいても上述のは出現しな

かった。しかし，このときの１分間の心拍数は，投与前

と比べてほとんど変化しなかったことから，本実験にお

いて観察された血圧低下は，���の心臓や血管への自

律神経を介する作用と血管に対する直接的作用によるも

のと考えられた。

　また，本実験において，���溶液の投与により吸入

曝露と同様の心室性期外収縮が出現し，これは���の

心筋への直接作用か，自律神経系を介した作用によると

考えられた。

　③�����（���）の心血管系に対する薬理学的作用

　前節で，���懸濁液が循環器に作用することが判明

した。そこで，���は毒性物質を持っているのか，あ

るいは毒性作用を示すのかを，持っているとしたらその

発現量はどのくらいなのかを，心電図を指標にして，よ

り詳細に薬理学的に明らかにすることを目的とした。

（１）不整脈誘発濃度と致死濃度

　　���懸濁溶液をモルモットの静脈に累積投与するこ

とによって，心房の電気的な刺激が心室に正常に伝わら

ないいわゆる房室ブロック（���������）が誘発され，

最終的には心活動の停止した。このときの不整脈誘発濃

度 は７５．５３±１１．６５����　�で，致 死 濃 度 は１３２．０±

７．２２����　�であることが明らかとなった。

（２）病理組織学的変化

　死亡時の肺の病理組織像に，肺胞毛細血管内に���

粒子が見られ，血管の外には浸潤していないことが判明

した。さらに，肺内の血管に軽度の収縮とうっ血像が見

られ，心・循環障害によるものと判断された。

　④���の摘出血管標本および摘出心筋標本に対する

直接作用

　前述したように，��の曝露実験や���の静脈内投与

実験によって，���が血管や心臓に対して機能的な変

化をもたらすことが示された。そこで，���が心臓や

血管に対してどのような作用を持つのかを明らかにする

ことは，���の健康に及ぼす影響を明らかにする上で

非常に重要なことである。ここでは，心臓と血管の摘出

標本を用いて，���の血管および心臓に対する直接的

作用を明らかにすることを目的として実験を行った。

（１）全���分画の摘出血管標本に対する作用

　血管を収縮させる薬物（��）の作用によって収縮中

の血管に���溶液を低濃度から段階的に投与したとこ

ろ，高濃度では明瞭な弛緩作用が出現した。一方，低濃

度の���の投与において，��収縮を軽度に増強する作

用が存在することも確認された。この成績は，前の静脈

内投与実験において，自律神経作用を遮断した後に

���溶液を静脈内に投与した場合，軽度の血圧の上昇

が出現したことと矛盾しない。一方，心筋作用に関して

は，心筋単収縮の抑制とそれに続く強縮が出現すること

が明らかになった。これらの組織標本を用いた実験結果

から，高濃度の���の循環器系に対する作用は，血管

の弛緩と心拍動の抑制による血圧低下ならびに心拍出量

の減少をもたらすものと解釈される。

　⑤���中のどのような物質が血管と心臓にどのよう

な作用を持つか

　これまでの実験において，���は血管に対して弛緩

や心臓に対して強縮反応などの直接的な作用を持つこと

が明らかになった。しかし，そこで，���溶液を系統

的に抽出分画し，血管反応と心臓反応を指標に，さらに

細分画していく方法で，���中のどのような物質が心・

血管にどのような作用を持つのかを明らかにしようとし

た。

　ま�ず，���をヘキサン，ベンゼン，�ジクロロメタン，

メタノールおよびアンモニアの５種類の有機溶媒によっ

て極性の異なる５つの分画に分離し，その後，酸・塩基

抽出など５段階，延べ８３分画について，前節と同様に

血管と心筋の摘出標本に対する作用の検索を行った。

　このバイオアッセイと細分画を繰り返し行うことに

よって，最終的に，血管・心臓作用を持つ細分画から５

種類の化学物質が抽出，単離された。この化学物質を



―　４９　―

�，�，�，�，�と仮の名前を付け，これらの化学物質

が，これまでと同様な作用を持つか確認する必要があっ

た。

　⑥化学物質�の静脈内投与による反応

　そこで，全���の静脈内投与によって認められた一

過性の血圧低下が，これらの化学物質の影響であるかど

うかを確認するため，再びラットの静脈内投与実験を

行った。前節で分離された化学物質�（���の代表とし

て）の静脈内投与実験で，全���の静脈内投与実験の

ときと同様の，一過性の血圧低下と心室性期外収縮が認

められた。よって，この化学物質�は全���の投与と

同様の生体反応を引き起こすこと，すなわち生体に対し

血圧低下や異常心電図の出現の原因となる物質であるこ

とが明らかとなった。

　⑦化学物質�の血管弛緩作用および心臓強縮作用の特徴

　この物質は，１０�����������　�の単独で，強い弛緩反応

を示すが，���とカタラーゼの前投与によって，この

弛緩反応は抑制された。さらに，������によって��

の産生を抑えると，弛緩の程度は小さくなった。この反

応は，血管の弛緩に��が関与していることと，��が

関与しない弛緩反応が存在することが推測された。心筋

に対しては，交感神経のレセプターを薬物で完全に遮断

しても，この化学物質�によって，収縮力の減少と強縮

は引き起こされ，交感神経のレセプターは心筋の反応に

関与していないことが判明した。

　⑧培養細胞系―血管内皮細胞に及ぼす傷害作用

　前節までの�������と��������の実験で，���が血管内

皮細胞に作用して，血管を弛緩させることが判明した。

そこで，血管内皮細胞が実際に血管の弛緩因子である

��を産生するのか，また，その毒性はどのレベルなの

かを知る目的で，血管内皮細胞に対する傷害作用につい

て検討した。

　その結果，���の血管内皮細胞への毒性のメカニズ

ムが考えられた。つまり，���が含有する金属類やキ

ノン様化合物が酵素反応により，活性酸素を産生し，こ

の活性酸素は細胞内の���と���によって代謝され無

害な水になるが，一部の残った��ラジカルは細胞に傷

害を及ぼすと考えられる。一方，血管内皮細胞で産生さ

れた��は活性酸素と結合し，過酸化水素と反応して毒

性の高いパーオキシナイトライト（������）を生成し

て細胞傷害を起こすことが推測された。

　⑨肺胞上皮細胞と肺微小血管内皮細胞，肺線維芽細胞

への影響

　���を構成する様々な化学物質や金属の一部は，

サーファクタント中に溶解する。これらの化学物質は肺

胞上皮細胞に傷害を与えることにより肺胞上皮細胞を通

過して，線維芽細胞や血管内皮細胞に傷害を及ぼす可能

性がある。そこで，培養肺胞上皮細胞，線維芽細胞，血

管内皮細胞への影響評価を行うこととした。

　その結果，１）生体組織を模して基底膜やⅠ型コラー

ゲンゲル中で培養した場合，従来のプラスチック上での

培養よりも���抽出物曝露に対する細胞の抵抗性が強

いこと　２）低濃度の���は肺線維芽細胞の増殖を引

き起こすこと　３）���による細胞障害作用機序とし

て酸化的ストレスが関与していることが示された。

　２）免疫学的影響研究

　①���曝露マウス由来肺胞マクロファージに関する

免疫学的研究

　���と肺胞マクロファージの関係を知るために肺胞

マクロファージを採取し，様々の性質を調べた。���

を長期間曝露されたマウス由来の肺胞マクロファージは

サイトカイン産生，��産生が低下していた。しかも３

������曝露群で顕著だった。これは���が一定以上だ

と細胞に悪影響を与えることを意味する。また，脾細胞

を用いた���合成実験では，高濃度���曝露群，長期

間曝露群で有意にチミジンの取り込みが抑制されてい

た。これは血中に何らかの抑制物質が増加していること

を示唆した。

　②���曝露マウスと結核感染との関係に関する基礎

的研究

　���曝露マウスが結核菌に感染されたとき，どのよ

うに病態が変化するかを調べた。結果から長期���曝

露マウスは結核にかかりやすいといえそうである。しか

も肉芽腫形成が長期曝露マウスで認めにくくなる。従っ

て，大気汚染の程度のひどい地域では細菌による呼吸器

感染に十分に注意を払う必要がある。



―　５０　―

　③���のマクロファージ・リンパ球機能の障害

　���はラジカルや活性酸素の発生とともに，カーボ

ン粒子に結合している多種類の炭化水素類をはじめとす

る化学物質の作用により呼吸器その他の免疫系への影響

を介して，心臓や血管系への影響を誘導している可能性

が考えられる。そこで，���によるリンパ球，中でも�

リンパ球機能への影響について特異抗体処理によってそ

のリンパ球を除いた系に���を投与して�細胞亜集団

の変動や抗原提示細胞（マクロファージ等）との相互作

用について解析した。また，肥満細胞への���成分の

影響についても検討した。その結果，���の投与は，

マクロファージや��４あるいは��８陽性�リンパ球へ

の影響を通じて局所での炎症の増悪に関与し，血中での

抗体レベルにも影響を与えることにより血管系への障害

にも関与する可能性が示唆された。

　④���中の化学成分による肥満細胞機能の障害

　���成分にふくまれるベンゾ〔�〕ピレンと１�ニトロ

ピレンの肥満細胞機能への影響について検討した。ま

ず，肥満細胞刺激薬としてのカルシウムイオノフォア

�２３１８７と肥満細胞を培養して上清中の���４を測定し

た。ベンゾ〔�〕ピレンを加えてカルシウムイオノフォア

刺激し３時間後の ���４産生を調べると，０．１と０．５�

μ����　�の濃度で有意な増加がみられた。次に，１�ニト

ロピレンを加えてカルシウムイオノフォア刺激し，���

４産生を調べると１�ニトロピレンを加えたすべての群

で増加が認められた。これらの結果から，ベンゾ〔�〕ピ

レンと１�ニトロピレンは低濃度で活性化した培養肥満

細胞からのサイトカイン産生を亢進させることが示唆さ

れた。

　⑤ディーゼル排気粒子により誘導される肺胞マクロ

ファージの遺伝子の解析

　これまでの研究から，大気汚染物質と呼吸器疾患の関

連性が示唆されており，大気汚染物質が生体に及ぼす影

響についての総合的な評価が求められている。しかしな

がら，大気汚染物質の曝露によりどのような因子が変化

するのかについての包括的な検討はなされていない。遺

伝子の発現レベルの変化はタンパクに比べて非常に鋭敏

であること，また���マイクロアレーは一度に多数の

遺伝子を解析することができることから包括的な検討を

行うのに適している。大気汚染物質の主要な標的となる

のは肺の構成細胞であると考えられることから，本研究

では，ディーゼル排気粒子（���）がラット肺胞マク

ロファージの遺伝子の発現に及ぼす影響を明らかにする

ことを目的とした。解析は４５０個の毒性にかかわる遺伝

子がブロットされた���マイクロアレーを用いて行っ

た。

　その結果，���抽出物の曝露は，抗酸化系酵素の

��������２����������������	
���
�	���	と���

の修復と複製にかかわる����遺伝子の発現を増加させ

ることを明らかにした。これより���に対する肺胞マ

クロファージの初期反応としては，生体の防御機構が作

動する可能性が示唆された。またこれらの因子は大気汚

染物質に対する鋭敏な指標となる可能性がある。

　⑥ディーゼル排気曝露が花粉症に及ぼす影響

　大気汚染物質がほんとうにアレルギー反応を起こしや

すくするかどうか明らかにすることが重要である。そこ

で，自動車の排気由来の大気汚染物質のなかでも問題と

なっているディーゼル排気がアレルギー関連疾患の一つ

である花粉症に及ぼす影響について検討した。��の曝

露は鼻アレルギー反応を増悪させることを示唆してい

る。また，��曝露はくしゃみ反応を増悪するが鼻汁分

泌には有意な影響がみられなかった。また，��の微粒

子濃度に依存してアレルギー性結膜炎症状の点数が増加

し，濃度に依存して血漿の漏出が増加することから，

ディーゼル排気曝露はアレルギー性結膜炎を増悪する作

用があることが明らかになった。

　以上のことから，ディーゼル排気をはじめとした大気

汚染物質の曝露下に抗原が投与されるとくしゃみや鼻水

といった鼻アレルギー，結膜の充血等の眼のアレルギー

の症状を増悪させる。また，増悪作用の要因として鼻や

眼の過敏，抗体産生の増加，好酸球の浸潤の増加などが

示唆された。

　３）ディーゼル排気微粒子による感染性肺傷害の増悪

とメカニズムの解明に関する研究

　過去の疫学研究は，大気中の浮遊粒子状物質濃度の上

昇と呼吸器疾患の有症率，有病率，死亡率が，短い潜時

で正の相関を示すことを示している。これらの報告の特

徴は，浮遊粒子状物質の呼吸器系に対する健康影響が，

特定の高感受性群に出現しやすいと言う点にある。興味

深いことに，高感受性群は，易感染性というキーワード
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を共有している。本研究では，大都市における浮遊粒子

状物質の多くの部分を占めるディーゼル排気微粒子

（���）が，細菌の毒素である������������	�
���（���）

による肺傷害に及ぼす影響を，動物モデルを用いて検討

した。

　���は細菌毒素（���）による肺傷害を相乗的に増悪

した。肺傷害は，間質性肺水腫，肺胞出血を伴う好中球

性炎症であった。この増悪効果は，炎症性タンパク質の

上昇とよく相関した。これらの炎症性タンパクの増加が

増悪メカニズムの中心的役割を果たしていると考えられ

る。

　以上より，大気中の浮遊粒子状物質の増加が，感染性

の肺傷害を増悪する可能性があることが示唆された。本

研究は，これまでの高感受性群の存在に言及した疫学的

知見に，少なくとも部分的に，実験的論拠を与えうるも

のと考えられる。

　４）リスク評価（ベンチマークの計算）に関する研究

　これまでの実験で得られた量��反応曲線から，リスク

評価のためのベンチマークについて計算した。

まとめ

　��あるいは���の曝露によって，ガス交換障害を主

とする呼吸機能の低下が起こり，それに伴い，動脈血液

中の酸素濃度の低下および二酸化炭素濃度の増加が起こ

ることが確認された。また，これらの変化は，心臓負荷

を増大させ，循環機能の低下をもたらすことが，右心室

壁の肥厚や不整脈の出現によって明らかにされた。さら

に，���曝露は，生体の免疫力を低下させ，細菌感染

を起こりやすくし，細菌の出す毒素を増悪させることが

判明した。細菌毒素による炎症の悪化は肺水腫や肺での

循環障害を引き起こすことから，心臓と血管の負荷を大

きくするため，循環器障害は極めて大きくなることが推

察され，��曝露は死亡率を高める重要な要因になりう

るものと考えられた。
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Ⅰ　研究の組織と研究課題の構成
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２００１１３９�１４４４「エンドトキシン研究」ディーゼル排気微粒子はエンドト
キシンによる急性肺傷害を増悪す
る

高野裕久，柳澤利枝，
市瀬孝道，定金香里，
吉川敏一

２００１１０３�１０８１１（２）アレルギー科スギ花粉による感作と環境因子藤巻秀和

２００１１１３�１２１２７０����������	
���
����	�����������	�
	���	�
�������	�
	

���������	����
��	
����������	��

������������	���
�����
���

���������	
��

��������	�
������
�	�

�����

２００１４８５�４９６１２４��������	���

���


��������

����������	４＋�������８＋���
����������	
����
���
���
�����

����������	
����	
���������������

���������	
�����

��

��������	�
������
�

２００１１８６７�１８７３１６４����������	
�����

��

���������

���������	�
	��
��

�����	���

�����������	
����������
��

����������	
�������
�
�	�������

��４＋�������８＋���������

���������	
�����

��

�������

２００１９２４�９２９３６臨床免疫ディーゼル排気吸入によるケモカ
イン産生パターンの変化

藤巻秀和

２００１２１�２６８職業アレルギー学会誌環境因子と免疫グロブリン―環境
化学物質と抗体―

藤巻秀和

２００１５２１３５治療学ディーゼル排気粒子とダイオキシン藤巻秀和
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年月開催都市名学会等名称題　　　　　目発　表　者

１１．４東　京第７０回日本獣医循環器
学会

ディーゼル排気微粒子の血圧に及ぼす影
響について

戸田典子，鈴木　明，
机　直美，
美留町潤一，
局　博一

１１．４東　京第７０回日本獣医循環器
学会

ディーゼル排気微粒子の循環器に及ぼす
影響について－異常心電図－

鈴木　明，戸田典子，
机　直美，
美留町潤一，
局　博一
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１１．９津第４０回大気環境学会年
会

スギ花粉点鼻投与マウスにおける上気道
免疫系へのディーゼル排気暴露の影響

宇井直也，藤巻秀和，
遠藤朝彦

１１．１０津第４０回大気環境学会年
会

ディーゼル排気微粒子による不整脈の出
現

鈴木　明，戸田典子，
机　直美，
美留町潤一，
嵯峨井勝

１１．１０津第４０回大気環境学会年
会

ディーゼル排気微粒子気管内投与による
気道収縮反応への影響

美留町潤一，
戸田典子，机　直美，
嵯峨井勝，局　博一，
鈴木　明

１１．１０津第４０回大気環境学会年
会

ディーゼル排気微粒子の心血管系に及ぼ
す影響

戸田典子，鈴木　明，
机　直美，
美留町潤一，
嵯峨井勝，局　博一

１１．１０津第４０回大気環境学会年
会

ディーゼル排気微粒子（���）投与によ
る流産について

机　直美，鈴木　明，
戸田典子，
美留町潤一，
渡辺　元，田谷一善，
局　博一，嵯峨井勝

１１．１０津第４０回大気環境学会年
会

ディーゼル排気微粒子（���）が�３４４雄
ラットの生殖器系に及ぼす影響

机　直美，鈴木　明，
戸田典子，
美留町潤一，
局　博一，渡辺　元，
田谷一善，嵯峨井勝

１１．１０京　都第７１回日本獣医循環器
学会

���の心筋および大動脈に及ぼす直接的
影響について

戸田典子，鈴木　明，
机　直美，
美留町潤一，
局　博一
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１１．１０広　島第４９回日本アレルギー
学会総会

スギ花粉点鼻マウスの頚部リンパ節中の
リンパ球分画に対するガス暴露の影響

宇井直也，藤巻秀和，
今井　透，森山　寛

１１．１１大　分第５８回日本公衆衛生学
会総会

ディーゼル排気微粒子（���）が�３４４雄
ラットの生殖器系に及ぼす影響について

鈴木　明，机　直美，
嵯峨井勝

１１．１２横　浜日本過酸化脂質フリーラ
ジカル学会第２３回大会

ディーゼル排気微粒子の��������における
ヒト肺動脈内皮細胞に及ぼす細胞障害作
用について：活性酸素類の役割の検討

白　兎詩，鈴木　明，
嵯峨井勝

１１．１２横　浜日本過酸化脂質・フリー
ラジカル学会第２３回大
会

老化動物の心臓内に生じる生物ラジカル
の計測と食品成分による消去作用の解析

細谷順子，鈴木　明，
熊谷嘉人，下條信弘，
井澤弘美，嵯峨井勝

１１．１２神　戸日本内分泌撹乱化学物質
学会第二回研究発表会

ディーゼル排気（��）が雄ラットの精巣
機能に及ぼす影響

机　直美，戸田典子，
美留町潤一，
嵯峨井勝，金　万洙，
渡辺　元，局　博一，
田谷一善，鈴木　明

１２．３北海道日本薬学会北海道支部
１１４例会

ディーゼル排気微粒子（���）中の内分
泌かく乱作用化学物質の検索

種田晋二，林　英幸，
阪田正勝，
佐久島明世，
関　興一，森　洋樹，
吉野　伸，鈴木　明，
嵯峨井勝

１２．４つくば第１２９回日本獣医学会学
術集会

ディーゼル排気微粒子（���）皮下投与
と流産について

机　直美，戸田典子，
美留町潤一，
渡辺　元，田谷一善，
局　博一，鈴木　明

１２．�４福　岡第１２回日本アレルギー
学会春季臨床大会

スギ花粉点鼻マウスへの���投与の影響宇井直也，藤巻秀和，
今井　透，森山　寛
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１２．６東　京第７２回日本獣医循環器
学会

���の胸部大動脈に及ぼす影響について戸田典子，局　博一，
鈴木　明

１２．７東　京第８回日本職業アレル
ギー学会総会

環境因子と免疫グロブリン藤巻秀和

１２．９浦　和第４１回大気環境学会年
会

ディーゼル排気および排気中ガス状成分
暴露がマウスの即時型アレルギー反応に
及ぼす影響

小林隆弘，遠藤直紀，
藤巻秀和，永井博弌，
田中宏幸，大塚不二雄
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１２．９浦　和第４１回大気環境学会年
会

高齢化に伴って増加する二酸化窒素曝露
による不整脈の出現

鈴木　明，戸田典子，
机　直美，
美留町潤一

１２．９浦　和第４１回日本大気環境学
会

ディーゼル排気（��）曝露期間の違いに
よる�５７��雄マウスの臓器重量の変化に
ついて

机　直美，戸田典子，
渡辺　元，局　博一，
田谷一善，鈴木　明

１２．９浦　和第４１回大気環境学会年
会

ディーゼル排気（��）を暴露させたラッ
トに出現した異常心電図について

戸田典子，鈴木　明，
局　博一

１２．９浦　和第４１回大気環境学会年
会

マウスにおけるディーゼル排気に誘発さ
れる血圧変動について

美留町潤一，
高野裕久，鈴木　明

１２．９浦　和第４１回大気環境学会年
会

ダニ抗原と���併用投与による気道炎症
のマウスの系統差について

市瀬孝道，定金香里，
高野裕久，嵯峨井勝

１２．９浦　和第４１回大気環境学会年
会

ダニ抗原誘発性気道炎症に対するホルム
アルデヒドの影響

定金香里，市瀬孝道，
高野裕久

１２．９浦　和第４１回大気環境学会年
会

ディーゼル排気暴露による������マウ
スの免疫応答修飾

藤巻秀和，宇井直也，
遠藤朝彦

１２．９浦　和第４１回大気環境学会年
会

大気汚染物質暴露によるマウスケモカイ
ン産生の亢進

藤巻秀和，宇井直也，
遠藤朝彦

１２．１０大　阪第１３０回日本獣医学会学
術集会

二酸化窒素急性曝露がラットの血圧に及
ぼす影響

鈴木　明，戸田典子，
机　直美，
美留町潤一

１２．１０大　阪第１３０回日本獣医学会学
術集会

ディーゼル排気微粒子（���）の心臓に
及ぼす影響について

戸田典子，机　直美，
局　博一，鈴木　明

１２．１０大　阪第１３０回日本獣医学会学
術集会

ディーゼル排気（��）吸入曝露マウスに
おける繁殖への影響

机　直美，戸田典子，
渡辺　元，田谷一善，
局　博一，鈴木　明

１２．１０東　京フォーラム２０００：衛生
薬学・環境トキシコロ
ジー

ディーゼル排気微粒子（���）成分のエ
ストロゲン作用

林　英幸，種田晋二，
佐久島明世，
関　興一，阪田正勝，
鈴木　明，吉野　伸，
嵯峨井勝，森　洋樹
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１２．１１宇都宮第６回エンドトキシン研
究会

ディーゼル排気微粒子はエンドトキシン
による急性肺傷害を増悪する

高野裕久，柳澤利枝，
市瀬孝道，定金香里，
吉川敏一
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１２．１２横　浜日本内分泌撹乱化学物質
学会

ディーゼル排気（��）曝露がマウスの子
の成長に及ぼす影響

机　直美，戸田典子，
渡辺　元，田谷一善，
局　博一，鈴木　明

１２．１２横　浜日本内分泌撹乱化学物質
学会

ディーゼル排気微粒子（���）のエスト
ロジェン作用

種田晋二，林　英幸，
佐久島明世，
関　興一，鈴木　明，
吉野　伸，鎌田和之，
阪田正勝，嵯峨井勝，
森　洋樹

１２．１２横　浜第５０回日本アレルギー
学会総会

マウスの杉花粉抗原に対する耐性誘導の
検討

宇井直也，藤巻秀和，
野原　修，今井　透，
遠藤朝彦，森山　寛

１２．１２横　浜第５０回日本アレルギー
学会総会

ディーゼル排気暴露の��ケモカイン産
生に及ぼす影響

藤巻秀和，宇井直也，
遠藤朝彦

１２．１２名古屋日本薬学会第３回市民衛
生薬学フォーラム

アレルギーと大気汚染物質藤巻秀和

１３．３札　幌第１２１回日本薬学会ディーゼル排気微粒子（���）のエスト
ロジェン作用２

種田晋二，林　英幸，
佐久島明世，
関　興一，鈴木　明，
吉野　伸，鎌田和之，
阪田正勝，嵯峨井勝，
森　洋樹

１３．４府　中第１３１回日本獣医学会学
術集会

ディーゼル排気（��）を吸入した母マウ
スから生まれた子の成長への影響

机　直美，戸田典子，
渡辺　元，田谷一善，
局　博一，鈴木　明

１３．４府　中第１３１回日本獣医学会学
術集会

ディーゼル排気微粒子（���）のエスト
ロゲン様作用物質（�������のアッセイに
て）

鈴木　明，机　直美，
戸田典子，局　博一，
渡辺　元，田谷一善

１３．４福　島第７１回日本衛生学会総
会

ディーゼル排気ガス曝露によるマウスケ
モカイン産生の亢進

藤巻秀和
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１３．５広　島第１６回日本�����学会
総会

ディーゼル排気微粒子（���）によるエ
ンドトキシン（���）惹起性急性肺傷害
の増悪

高野裕久，柳澤利枝，
市瀬孝道，定金香里，
吉川敏一

１３．５広　島第１６回日本�����学会
総会

���による���惹起性急性肺傷害の増悪
におけるサイトカイン，核内転写因子，
���レセプターの役割

高野裕久，柳澤利枝，
市瀬孝道，定金香里，
吉川敏一
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１３．８東　京第４回環境化学会ディーゼル排ガスと喘息・アレルギー高野裕久

１３．１０北九州第４２回大気環境学会年
会

ディーゼル排気（��）曝露による子宮収
縮への影響について

机　直美，戸田典子，
渡辺　元，田谷一善，
局　博一，鈴木　明

１３．１０北九州第４２回大気環境学会年
会

ディーゼル排気微粒子抽出物（����）
投与による子宮収縮への影響について

机　直美，戸田典子，
渡辺　元，田谷一善，
局　博一，鈴木　明

１３．１０北九州第４２回大気環境学会年
会

��������　マウスにおけるディーゼル排
気誘発性気道反応について

美留町潤一，
鈴木　明，
伊東喜久治，
日置恭司，丸山千佳，
大西保行
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１３．１０北九州第４２回大気環境学会年
会

モノクロタリン投与による肺高血圧が
���の気管内投与の毒性に及ぼす影響

美留町潤一，
鈴木　明，中島　徹，
鈴木忠男，小林隆弘

１３．１０北九州第４２回大気環境学会年
会

ディーゼル排気長期曝露がガス交換機能
に及ぼす影響

鈴木　明，戸田典子，
机　直美，
美留町潤一

１３．１０北九州第４２回大気環境学会年
会

微小粒子が病態モデル動物の循環器に及
ぼす影響

鈴木　明

１３．１０北九州第４２回大気環境学会年
会

病態モデル（���投与ラット）を用いた
��２．５の心電図および呼吸機能に及ぼす
影響に関する電気生理学的研究

鈴木　明，
美留町潤一，
飯島麻里子，
柳澤利枝，小林隆弘

１３．１０北九州第４２回大気環境学会年
会

���分各溶液の血管に対する作用（���
�����実験）

戸田典子，机　直美，
鈴木　明

１３．１０盛　岡第１３２回日本獣医学会学
術集会

��������トランスジェニックマウスにお
けるサイトカイン類に対するディーゼル
排気曝露の影響

美留町潤一，
鈴木　明，
伊東喜久治，
日置恭司，丸山千佳，
大西保行

１３．１０金　沢フォーラム２００１，衛生
薬学・環境トキシコロ
ジー

ディーゼル排気微粒子抽出物（����）
はオキシトシンによる子宮収縮を変化さ
せた

机　直美，林　英幸，
種田晋二，森　洋樹，
局　博一，鈴木　明

１３．１０金　沢フォーラム２００１，衛生
薬学・環境トキシコロ
ジー

ディーゼル排気微粒子（���）のエスト
ロゲン作用物質および抗エストロゲン作
用物質の検索

森　洋樹，種田晋二，
林　英幸，
佐久島明世，
関　興一，鎌田和之，
鈴木　明，阪田正勝，
吉野　伸，嵯峨井勝

１３．１０北九州第４２回大気環境学会年
会（分科会）

微小粒子の疫学的知見への実験的アプ
ローチはいかにあるべきか

高野裕久

１３．１０北九州第４２回大気環境学会年
会

ダニ抗原誘発性気道炎症に対するディー
ゼル粒子の増悪作用とサイトカイン類の
関連性について

市瀬孝道，定金香里，
高野裕久，柳澤利枝，
嵯峨井勝

１３．１０北九州第４２回大気環境学会年
会

病態モデル（���ラット）を用いた
��２．５気管内投与が呼吸循環機能に及ぼ
す影響

飯嶋麻里子，
丸山良子，柳澤利枝，
高野裕久，小林隆弘
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１３．１０北九州第４２回大気環境学会年
会

��２．５気管内投与が細菌毒素に関連する
肺傷害に及ぼす影響

柳澤利枝，高野裕久，
定金香里，市瀬孝道，
井上健一郎，
吉川敏一

１３．１０北九州第４２回大気環境学会年
会

ディーゼル排気微粒子のストレスタンパ
ク質����発現への影響

吉田成一，野口浩平，
小野なお香，
柳澤利枝，高野裕久，
武田　健

１３．１０福　岡第５１回日本アレルギー
学会総会

ダニ抗原による好酸球性気道炎症のマウ
ス系統差とディーゼル排気微粒子の影響

市瀬孝道，高野裕久，
柳澤利枝，嵯峨井勝

１３．１０福　岡第５１回日本アレルギー
学会

ディーゼル排気粒子の抽出物により誘導
されるラット肺胞マクロファージの遺伝
子の解析

小池英子，
平野靖史郎，
小林隆弘

１３．１０福　岡第５１回日本アレルギー
学会総会

スギ花粉感作マウスへの黄色ブドウ球菌
点鼻の影響

宇井直也，藤巻秀和，
山元昭二，野原　修，
今井　透，遠藤朝彦，
森山　寛

１３．１０北九州第４２回大気環境学会年
会

大気汚染のバイオマーカー（３）影響
マーカー（動物実験）

藤巻秀和

１３．１０北九州第４２回大気環境学会年
会

スギ花粉抗原感作とディーゼル排気曝露
によるマウスケモカイン産生の変動

藤巻秀和，黒河佳香，
宇井直也

１３．１２つくば第４回環境ホルモン学会ディーゼル排気微粒子（����）を投与
したマウスから生まれた子の成長に及ぼ
す影響

机　直美，戸田典子，
渡辺　元，田谷一善，
局　博一，鈴木　明

１３．１２つくば第４回環境ホルモン学会ディーゼル排気微粒子（���）から抽出
されたフタル酸エステルの子宮収縮特性

鈴木　明，机　直美，
林　英幸，戸田典子，
局　博一，田谷一善，
森　洋樹

１３．１２大　阪第３１回日本免疫学会総
会，学術集会

ディーゼル排気曝露によるマウス頸部リ
ンパ節でのケモカイン産生の亢進

藤巻秀和，黒河佳香

１４．３幕　張第１４回日本アレルギー
学会春期臨床大会

エンドトキシン（���）による肺内サイ
トカイン，ケモカイン産生に及ぼす
ディーゼル排気微粒子（���）の影響

井上健一郎，
高野裕久，柳澤利枝，
市瀬孝道，定金香里，
吉川敏一

１４．３幕　張第１４回日本アレルギー
学会春期臨床大会

エンドトキシン（���）による肺内サイ
トカイン，ケモカイン産生にディーゼル
排気微粒子（���）の構成成分が及ぼす
影響

柳澤利枝，高野裕久，
井上健一郎，
市瀬孝道，定金香里，
吉川敏一
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