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序 言

厚生労働省全国油症治療研究班・班長

九州大学大学院医学研究院・教授

九州大学病院油症ダイオキシン研究診療センター長

古 江 増 隆

Foreword

Masutaka FURUE

Chief of The Study Group for Yusho

(granted by The Ministry of Health, Labour and Welfare, Japan)

Professor, Faculty of Medical Sciences, Kyushu University

Director, Research and Clinical Center for Yusho and Dioxin, Kyushu University Hospital

Amass poisoning, involving at least 2200 individuals, occurred in Kyushu (Western Japan) in 1968. The

incident is called Yusho, oil disease, as it was caused by ingestion of rice bran oil that was contaminated

with Kanechlor-400, a commercial brand of Japanese polychlorinated biphenyls (PCBs). It was later found

that the rice oil had been contaminated with not only PCBs but also polychlorinated dibenzofurans (PCDFs),

polychlorinated quaterphenyls (PCQs) and others.

Yusho is, thus, recognized as a poisoning by a mixture of PCBs, dioxins and related compounds. For

more than 45 years, the patients have been suffering from various symptoms such as general malaise,

headache, acneform eruption, dark-brownish nail pigmentation, increased discharge from the eyes with

swelling of eyelids, pigmentation of oral mucosa, peripheral neuropathy, irregular menstruation in women.

A method for quantification of PCBs in the blood was developed after 1973, five years after the

outbreak of Yusho. The blood PCQs levels were then added to the diagnostic criteria of Yusho as a

relatively specific marker. Recent technological advancement allowed us to measure dioxins levels in 5 to

10ml of human blood samples. After the evaluation of validity, sensitivity and reproducibility of the blood

levels of dioxins, we added the blood levels of 2,3,4,7,8-penta-CDF (PeCDF) in the new diagnostic criteria

in Sep. 29th, 2004.

The clinical and basic observation and follow-up study of Yusho patients are extremely important not

only for supporting patients' health but also for understanding the potential prolonged effects of high level

exposure to dioxin-related chemicals in humans. In our follow-up study, Yusho consultants, established in

2002 and expanded in 2016, keep in touch with the patients by direct interview, by phone or by mail.

Various types of questionnaire were carried out by Yusho consultants. Statistical correlations were

analyzed between blood PeCDF levels and clinical/laboratory manifestations in addition to questionnaire

comments.

Patients with Yusho still complain various subjective and objective symptoms. Although definitive

therapy for Yusho has not been proposed yet, basic and clinical researches by us and others have revealed

that various phytochemicals and some Japanese Kampo drugs are potential candidates for treatments by

modulating aryl hydrocarbon receptors. Finally, we very much appreciate the contribution and

序言 49

（ 1 ）



participation of the patients in health examinations for follow-up of Yusho each year. I also deeply thank all

of the members of the study group and the Japanese Ministry of Health, Labour and Welfare for their

efforts to help and support patients' health and well-being.

Acknowledgement ; This work was supported by a grant from The Ministry of Health, Labour and

Welfare, Japan.

厚生労働省全国油症治療研究班の第 26 報告集を刊行することができましたことを大変うれしく思って

おります．平成 27 年度と平成 28 年度の研究成果ならびに関連分野の情報などをまとめております．油症

は 1968 年（昭和 43 年）に西日本一帯の広範囲な住民の方々が，熱媒体として使用されていた PCB の混入

した食用米ぬか油を摂取したことによって起こった食中毒事件です．その後，研究班によって PCDF な

どのダイオキシン類も混入していたことがつきとめられ，油症は PCB 類とダイオキシン類による複合中

毒であったことが証明されました．事件発生 5 年後くらいから PCB の血中濃度測定が可能になりました．

その後，PCQ も油症に比較的特異的に検出されることが判明し診断基準に加わりました．ダイオキシン

類は血中にごくわずかにしか含まれていないために，その定量は困難な状況でしたが，研究班内での技術

改良により少ない血液量で再現性のあるダイオキシン類測定が可能となり，2001 年（平成 13 年）は福岡県

の検診でパイロット的に測定を行い，2002 年（平成 14 年）以降は全国の検診で測定を開始しました．これ

らのデータを妥当性・精度・再現性などの面から解析しました．その結果，血液中 2,3,4,7,8-pentach-

lorodibenzofuran（PeCDF）値を診断基準に追補することが妥当と考えられ，油症診断基準（平成 16 年 9

月 29 日補遺）が新たに作成されました．

患者さんの健康管理と健康相談の窓口として，2002 年（平成 14 年）から油症相談員システムを立ち上げ

ました．油症相談員は検診での直接面接，電話や手紙による問診や相談受付などを行ないます．油症相談

員の活躍によって，従来よりも信頼性の高いアンケート調査を行なうことが可能となりました．2016 年

（平成 28 年）から油症相談支援員制度として充実拡大されました．油症に関する研究成果は油症ニュース

（http://www.kyudai-derm.org/part/yusho/index.html）にとりあげて，認定者の方々に送付しております．

こうして少しずつではありますが，認定者の方々との交流をさらに深めたいと思っています．現時点では

油症に著効する治療薬はありませんが，我々を含めた最近の研究によって，さまざまな野菜や漢方薬にダ

イオキシンの作用を抑制する効果が期待されることが明らかになってきました．毎年検診に参加いただい

ている認定者の方々に御礼申し上げますとともに，油症検診（http://www.kyudai-derm.org/yusho/index.

html）にお力添えをいただいている班員の方々，そして各県の行政の方々，厚生労働省担当課の皆様にも

深く感謝申し上げます．

謝辞：本誌は，厚生労働行政推進調査事業費（食品の安全確保推進研究事業（カネミ油症に関する研究））

研究課題名（課題番号）：食品を介したダイオキシン類等の人体への影響の把握とその治療法の開発等に関

する研究（H27 −食品−指定− 017）によって刊行されています．深く感謝申し上げます．
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Metabolism of 2,2ʼ,3,4,4ʼ,5,6ʼ-Heptachlorobiphenyl (CB182)

by Rat, Guinea Pig and Human Liver Microsomes

Chiho OHTA1), Yukiko FUJII2), Koichi HARAGUCHI2), Yoshihisa KATO3),
Osamu KIMURA4), Tetsuya ENDO5) and Nobuyuki KOGA1)

1)Faculty of Nutritional Sciences, Nakamura Gakuen University,

5-7-1, Befu, Johnan-ku, Fukuoka 814-0198
2)Daiichi College of Pharmaceutical Sciences, 22-1
Tamagawa-cho, Minami-ku, Fukuoka, 815-8511

3)Kagawa School of Pharmaceutical Sciences, Tokushima Bunri University,

1314-1 Shido, Sanuki, Kagawa 769-2193
4)5)Faculty of Pharmaceutical Sciences, Health Sciences University of Hokkaido,

1757 Ishikari-Tobetsu, Hokkaido 061-0293

Abstract

The in vitro metabolism of 2,2ʼ,3,4,4ʼ,5,6ʼ-heptachlorobiphenyl (CB182) by rat, guinea pig and
human liver microsomes was compared and the effects of cytochrome P450 (CYP) inducers,
phenobarbital (PB) and 3-methylcholanthrene (MC), on CB182 metabolism were examined. Only one
metabolite was produced by rat, guinea pig and human liver microsomes and the order of the activity
was rat (PB-treated)＞＞ guinea pig (PB-treated)＞ guinea pig (untreated, MC-treated)＞ human ＞
rat (untreated). Pretreatment of PB resulted in the remarkable increase of the metabolite in rats (1,370
pmol/hr/mg protein) and a slight increase in guinea pigs (27 pmol/hr/mg protein). In contrast, MC
treatment to rats and guinea pigs decreased M-1. By comparison of GC-MS data of the methylated
M-1 with a synthesized authentic sample, M-1 was determined to be 3ʼ-hydroxy (OH)-CB182. These
results suggest that 3ʼ-OH-CB182 is a major metabolite formed by PB-inducible CYP2B enzymes in
both animals and rat CYP2B enzymes possess much higher activity to hydroxylate CB182 than guinea
pig and human CYP2B enzymes.

Key words：PCB, metabolism, rat, guinea pig, cytochrome P450
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は じ め に

Polychlorinated biphenyls (PCBs)は，従来より

世界的な環境汚染物質として知られているが，高

い脂溶性のため，ヒトをはじめ多くの哺乳動物の

血液，脂肪組織および肝臓に高濃度で蓄積してい

る1)．そのため，PCBs は 2001 年のストックホル

ム条約において，代表的な残留性有機汚染物質

（POPs）の 1 つとして指定されている．PCBs の

中でも，塩素数が 6個以上で，2,4,5-三塩素置換

ベンゼンあるいは 2,3,4,5-四塩素置換ベンゼン

を有しているもの，例えば，2,2ʼ,4,4ʼ,5,5ʼ-hex-

achlorobiphenyl（hexaCB）（CB153)，2,2ʼ,3,

4,4ʼ,5ʼ-hexaCB （CB138）お よ び 2,2ʼ, 3,4, 4ʼ,

5,5ʼ-heptachlorobiphenyl（heptaCB）（CB180）は，

健常者血中に高濃度残留している2)~6)．また，油

症事件発生後 37 年を経過した油症患者の血液中

PCB 濃度を調べた結果，前述の CB153，CB138 お

よび CB180 に次いで，2,2ʼ,3,4ʼ,5,5ʼ,6-heptaCB

（C B187），2,2ʼ, 3,3ʼ, 4,4ʼ,5-h ept a C B（C B170），

2,2ʼ,3,4ʼ,5,5ʼ-hexaCB（CB146）が多いこと，さ

らに C B180，C B170 お よ び 2,3,3ʼ,4,4ʼ,5-h e x-

aCB（CB156)が，健常者の 2.2〜3.9 倍の高濃度

であることが明らかになった7)．これらの結果は，

上記 PCB 異性体が長期間ほとんど代謝されずに

体内に蓄積されていること，また，油症患者がこ

れらの PCB 異性体を健常者より多く摂取したこ

とを示唆している．

一般に，PCBs のうち，置換塩素数が 5 個以下

のものやメタ位とパラ位に水素 2個が置換された

ものは，肝 小胞体に局在す る チ ト ク ロ ム P450

（CYP）によって，比較的容易に水酸化され，主に

胆汁を介して糞中へと排泄される8)．一方，PCB

代謝物の 4-hydroxy（OH)-CB187，4-OH-CB146，

4-OH-2,3,3ʼ,4ʼ,5-pentachlorobiphenyl（pen-

taCB）（CB107）および 3-OH-CB153 なども血液

や肝臓から比較的高濃度で検出されている2)~6)9)．

この理由は，これらの PCB 水酸化体が，依然とし

て高い脂溶性を有しているため容易に排泄されな

いものと思われる．

ところで，本研究の 2,2ʼ,3,4,4ʼ,5,6ʼ-heptaCB

（CB182）は，GC-MSによる PCB異性体の一斉分

析（GC カラムとして長さ 60 m の DB-5 を使用）

の際，CB187 と保持時間が完全に重なること，ま

た，油症原因油中の含量は CB187 と合わせても

PCB全体の 0.1％以下と少ないことが報告されて

いる10)．実際，CB182 がヒト組織中から検出され

た と の 報告は見当たらないが，この事実は，

CB182 が比較的容易に代謝され体外へと排泄さ

れていることを示しているのかもしれない．しか

しながら，CB182 は，2,4,6-三塩素置換ベンゼン

と 2,3,4,5-四塩素置換ベンゼンから成る構造で

あることから非常に代謝されにくいと思われるが，

これまで代謝については全く報告がない．

そこで本研究では，CB182 が代謝されるか否か

を明らかにするため，ラット，モルモットおよび

ヒト肝ミクロゾーム（Ms）による in vitro 代謝を

調べた．また，代謝に関与する CYP 分子種を明

らかにするため，CYP 誘導剤の phenobarbital

（PB）および 3-methylcholanthrene（MC）で前処

理したラットおよびモルモット肝Msを用いて同

様に検討した．

実 験 方 法

1．実験材料

⑴ 試薬

2,4,6-trichloroaniline，2,4,6-trichloroanisole，

2,3,4,5-tetrachloroaniline，1,2,3,4-tetrachlor-

obenzene，tetrachloroethylene および isoamyl

nitrite は，東京化成工業（東京）より購入した．

また，NADP，glucose-6-phosphate（G-6-P），

phenobarbital（PB），3-methylcholanthrene

（MC），G-6-P 脱水素酵素（G-6-PD）および 2-

[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine］ethanesulfo-

nic acid（HEPES）は和光純薬工業（大阪）より購

入した．さらに，ウシ血清アルブミンはSigma-

Aldrich 社から購入した．

⑵ CB182 の合成

CB182 は Cadogan の方法11) で合成した．すな

わち，2,4,6-trichloroaniline 1.0 g および1,2,3,

4-tetrachlorobenzene 1.2 g を tetrachloroethy-

lene 10 ml で溶解し，さらに isopentyl nitrite 0.5

ml を加えて，110 ℃で 24 時間反応させた．反応

物はアルミナカラム（100 g，Merck 製）およびシ

リカゲルカラム（65 g，Merck 製）で部分精製し

た後，分取用HPLC で精製した．CB182 は，保持

時間 40.0 min に溶出された．得られた CB182 の

太 田 千 穂 ほか６名52
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純度は，97.4％で最終的な収量は 13.8 mg であっ

た．分取用 HPLC の条件は次の通りである．カ

ラ ム，ODS カラ ム（250 × 20 mm i.d.，5 mm，

YMC 製）；プレカラム，ODS プレカラム（50 ×

20 mm i.d.，YMC製）；移動相，acetonitrile；流速，

4ml/min；検出波長，254 nm．なお，CB182 の化

学構造はGC-MSにより決定した．

CB182：MS（EI）m/z（relative intensity，％）：

392（100）［M+]，394（202）［M++ 2]，396（198）

［M++ 4]，398（115）［M++ 6]，400（34）［M++ 8]，

357（33）［M+−Cl]，322（101）［M+−Cl2].

⑶ 代謝物の合成

CB182 の代謝物として，3ʼ-OH体を想定し，そ

のメチル誘導体 3ʼ-Methoxy（MeO)-CB182 の合

成を，Cadogan の方法11)で行った．すなわち，

2,3,4,5-tetrachloroaniline 0.5 g お よ び 2,4, 6-

trichloroanisole 0.5 g を tetrachloroethylene 10

ml で溶解し，さらに isoamyl nitrite 0.5 ml を加

えて，110 ℃で 24 時間反応させた．反応液は蒸発

乾固後，n-ヘキサンで溶解し，アルミナカラム

（50 g，Merck 製）およびシリカゲルカラム（50 g，

Merck 製）で部分精製し，HPLC にて精製した．

得られた予想化合物の分析は，GC-ECD および

GC-MS にて行った．GC-ECD の条件は次の通り

である．分析機器，ECD付 HP5890 Series Ⅱガス

クロマトグラフ（Hewlett-Packard 製）；カラム，

DB-1 フューズドシリカキャピラリーカラム（30

m × 0.25 mm i.d.，0.25 mm 膜厚，J&W Scien-

tific 製）；オーブン温度，230 ℃；注入口温度，250

℃；検出器温度，250 ℃；キャリアーガス，N2（1

ml/mi n）．得られた 3ʼ-MeO-C B182 の純度は，

99.4％で最終的な収量は 1.60mg であった．

3ʼ-MeO-CB182：MS（EI）m/z（relative in-

tensity）422（100）［M+］，424（228）［M++ 2]，

426（218）［M++ 4]，428（115）［M++ 6]，430

（36）［M++ 8]，407（46）［M+− CH3]，379（28）

［M+− COCH3]，372（18）［M+− CH3Cl]，309

（64）［M+− COCH3Cl2].

⑷ 実験動物と薬物処理

雄性のWistar 系ラット（体重約 200 g）および

Hartley 系モルモット（体重約 320 g）を，それぞ

れ未処理群，PB 前処理群およびMC前処理群の

3群に分け，1群 3 匹とした．PB-Na 塩は生理食

塩 水 に溶解 し 80 mg/kg/day の 用量で，一方，

MCはコーン油に溶解し 20 mg/kg/day の用量で，

いずれも 3日間腹腔内に投与した．最終投与日の

翌日に実験動物を屠殺して，肝を摘出し，常法に

より肝Ms を調製した．なお，これらの動物実験

は中村学園大学実験動物委員会による審査承認を

得た上で，「中村学園大学（含む短期大学部）動物

実験に関する規定」を遵守し実施した．

⑸ ヒト肝Ms

ヒト肝Msは，20 名の白人男性の肝臓から調製

されたもの を，BD Gentest 社（Woburn，MA，

USA）から購入した．

2．肝Msによる代謝

ラット，モルモットおよびヒト肝 Ms による

CB182 の代謝は既報12) に準じて行った．すなわ

ち，40 mM CB182 を NADPH 生成系（0.33 mM

NADP，5 mM G-6-P，G-6-PD 1.0 unit），6 mM

MgCl2 および肝 Ms（1 mg protein）を 100 mM

HEPES 緩衝液（pH 7.4）とともに合計 0.5 ml と

して，37 ℃で 60 min インキュベート後，反応液

に chloroform-methanol（2：1）0.5 ml とn-hex-

ane 1.5 ml を加えボルテックスで振とう抽出した．

抽出は 3 回行い，有機層を合わせて濃縮後，di-

azomethane でメチル化し，一部をGC-ECDまた

は GC-MSに付した．代謝物の定量は，CB182 の

検量線を用いて行った．

3．その他

肝 Ms のタンパク質の定量は，Lowry らの方

法13) に従い行った．なお，標準タンパク質とし

てウシ血清アルブミンを用いた．

合成した CB182 およびその予想代謝物の分子

量は，GC-MS 2000（島津製作所製）を用いて，EI

モードで測定した．GC-MS 分析条件は次の通り

である．カラム，DB-1 フューズドシリカキャピ

ラリーカラム（30 m× 0.25 mm i.d.，0.25 mm膜

厚，J&W Scientific 製）； オーブン温度，70 ℃

（1.5 min)− 20 ℃/min − 230 ℃（0.5 min)− 4

℃/min- 280 ℃（5 min）；注入口温度，250 ℃；

キャリアーガス，He（1 ml/min）．
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実 験 結 果

1．ラット，モルモットおよびヒト肝 Msによ

る代謝

CB182 を，NADPH 存在下，好気的にラット，

モルモットあるいはヒト肝Ms とともに，37 ℃，

60 min 反応させた．Fig. 1 には，ラット肝Msに

より生成された CB182 代謝物（メチル誘導体）の

ガスクロマトグラムを示す．未処理Ms と PB 前

処理Ms の場合，未変化体以外に 1種類の代謝物

（以下，M-1 とする）が保持時間 19.50 min に検

出された．また，モルモットの場合には，未処理，

PB 前処理およびMC前処理のいずれのMs でも

M-1 のみが生成された．さらに，ヒト肝Msでも

同様に，M-1 のみが生成された（データ未掲載）．

次に，各種動物肝Ms およびヒト肝Ms により

生成されたM-1 の定量を行った（Table 1）．M-1

の定量は CB182 の検量線を用いて行った．その

結果，ラットの場合，M-1 は未処理肝Msでは痕

跡程度しか生成されなかったが，PB 前処理 Ms

では 1,370 pmol/hr/mg protein へと顕著に増加

した．なお，MC前処理MsではM-1 は全く生成

されなかった．次に，モルモットの場合，未処理

Ms でも比較的高いM-1 生成活性を有しており，

その活性は 18.7 pmol/hr/mg protein であった．

また，PB前処理Msにより，有意ではないものの

1.4 倍に増加した．なお，MC 前処理Ms では未

処理Ms と同程度の活性を示した．一方，ヒト肝

MsのM-1 生成活性は未処理モルモット肝Msの

76％程度と低かった．
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Table 1 Metabolism of CB182 by liver microsomes of rats, guinea pigs

and humans and effects of CYP inducers on CB182 metabolism

Animal
M-1 formed (pmol/hr/mg protein)

Untreated PB-treated MC-treated

Rat B.D. 1,370 ± 162 N.D.

Guinea pig 18.7 ± 12.6 26.7 ± 11.7 17.7 ± 11.1

Human* 14.3 ± 2.0 - -

N.D., not detected. B.D., below detection limit. -, not done.

Each value represents the mean : S.D. of four animals.

*The value represents the mean : S.D. of triplicate determination.

Fig. 1 GC-ECD chromatograms of the methylated derivative of a CB182
metabolite formed by liver microsomes of untreated (A), PB-treated (B)
and MC-treated (C) rats

A) Untreated            B) PB-treated C) MC-treated 
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2．M-1の化学構造

M-1 の化学構造を決定するため，PB 前処理

ラット肝Msを用いて 100 倍のスケール（100 ml）

で代謝反応を行い，生成された代謝物を抽出後メ

チル化し，これを GC-MS に供した．その結果，

M-1 のメチ ル誘導体は，分 子量 422 であり，

CB182 の分子量よりm/z 30 多かった．この結果

から，M-1 は OH体であることが明らかとなった

（Table 2）．さらに，M-1 のメチル誘導体では，フ

ラグメントイオン［M+-15］（m/z 407)に加え，

［M+-43］（m/z 379）が比較的多く検出された．

この結果を既報のデータ14) と考え合わせると，

M-1 はメタ位，すなわち 3（3ʼ）位あるいは 5（5ʼ）

位に，OH 基を有することが推察された．次に，

M-1 のメチル誘導体の GC における保持時間と

マススペクトルを，合成標品と比較したところ，

3ʼ-MeO-CB182 とほぼ一致した．以上の結果か

ら，M-1 は，3ʼ-OH-CB182 であることが示唆さ

れた．

考 察

本研究では，2,4,6-三塩素置換ベンゼンを有す

る CB182 の in vitro 代謝を調べた．代謝酵素と

して，CYP 誘導剤の PB および MC 前処理した

ラットおよびモルモット肝 Ms，さらにヒト肝

Ms を用いた．その結果，ラット，モルモットお

よびヒト肝により，CB182 の代謝物が一種類生成

され，GC-MS での検討結果，3ʼ-OH 体であるこ

とが明らかになった．Fig. 2 に動物肝における

CB182 の推定代謝経路を示す．また，その生成量

はラット（PB 前処理)＞＞モルモット（PB 前処

理)＞モルモット（未処理，MC前処理)＞ヒト＞

ラット（未処理，MC前処理）の順であること，さ

らに，その生成は PB前処理ラットにおいて特に

顕著に増加することも明らかになった．

今回，CB182 の主代謝物 3ʼ-OH 体の生成活性

は，PB 前処理ラット肝Ms で，1,370 pmol/hr/

mg protein であったが，この活性の強さは2,4,5-

三塩素置換ベンゼンを有する CB180 の主代謝物

3ʼ-OH-CB180 の生成活性 73 pmol/hr/mg protein

（PB 前処理モルモット肝Ms)15) に比べ，19 倍も

高かった．当初，2,4,6-三塩素置換ベンゼンを有

する CB182 は，水酸化されにくいと考えられた

が，予想に反して，2,4,5-三塩素置換ベンゼンを

有するものより，はるかに水酸化されやすいこと

が明らかになった．また，CB182 以外に，2,4,6-

三 塩 素置換ベ ンゼン を有す る P C B と して，

CB148（2,2ʼ,3,4ʼ,5,6ʼ-hexaCB），CB154（2,2ʼ,

4,4ʼ,5,6ʼ-HexaCB），CB168（2ʼ,3,4,4ʼ,5,6ʼ-hex-

aCB），CB184（2,2ʼ,3,4,4ʼ,6,6ʼ-heptaCB）および

CB188（2,2ʼ,3,4ʼ,5,6,6ʼ-heptaCB）があるが，い

ずれもヒト組織中からほとんど検出されていない．
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Table 2 Mass spectral data and retention times of the methylated derivative of a CB182 metabolite and its synthetic

compound

Compound
Molecular
weight

Mass spectral data (Relative abundance, %) Retention
time (min)
n GC-MS[M+] [M+-15] [M+-35] [M+-43] [M+-50] [M+-70]

CB182 392 100 - 33 - - 101 13.34

M-1 422 100 47 - 27 14 - 15.53

3ʼ-CH3O-CB182 422 100 45 - 29 18 - 15.53

-, not detected.

Fig. 2 Postulated metabolic pathway of CB182 in animal liver
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この事実は，ラットと同様，ヒトでも容易に代謝

され，排泄されることを示しているのかもしれな

い．

一般に，PCB 水酸化の反応機構としては，直接

水酸化で進行する場合と，epoxide 中間体を経由

して進行す る場合の 2 つが考えられている8)．

CB180 や CB153 の 3ʼ-水酸化の場合，直接水酸化

機構と考えられる15)16)．一方，CB187 や CB138

の代謝では，塩素原子の NIH 転位や酸化的脱塩

素化が観察されることから，後者の epoxide 中間

体を経由していると考えられる17)18)．また，興味

あることに，有吉らは PB 前処理イヌ肝Ms を用

いて 2,2ʼ,4,4ʼ,6,6ʼ-hexaCB（CB155）の代謝を調

べ，その結果，3-OH体以外に，NIH 転位の産物

と思われる 4-OH-2,2ʼ,3,4ʼ,6,6ʼ-pentaCB および

4-OH-2,2ʼ,4ʼ,6,6ʼ-hexaCB が生成されることを

報告した．この結果は，イヌにおいては，直接水

酸化機構だけではなく，epoxide 中間体を介した

水酸化機構の両方で進行していることを示唆して

いる19)．本研究のラット，モルモットおよびヒト

肝 Ms による CB182 の代謝では，直接水酸化機

構で進行しているものと思われる．

今回，CB182 代謝が PB前処理で促進されるこ

とから，代謝酵素として，ラット CYP2B120)およ

びモルモット CYP2B1821) が主に関与しているこ

とが示唆された．一方，PCB 代謝に関与するヒト

CYP 分子種としては，これまでに，CYP2B622)23)

および CYP2A624)25) が報告されている．CYP2

B6 は，CB153 の 3-水酸化や2,2ʼ,3,4ʼ,5,5ʼ-hex-

aCB (CB146)の 3ʼ- 水 酸 化 を，また CYP2A6 は

2,2ʼ,5,5ʼ-t e t r a C B（C B72）や 2, 2ʼ, 4,5,5ʼ-pe n-

taCB（CB101）の 4-水酸化を触媒する．CB182 代

謝では，3ʼ-水酸化が進行したことから，CYP2B6

の関与が大きいと考えられるが，この点は今後の

課題である．

総 括

1．C B182 はラ ッ ト，モ ル モ ッ ト お よ び ヒ ト 肝

Ms によって，いずれも 3ʼ-OH-CB182 へと代

謝された．その活性の強さは，ラット（PB前

処理)＞＞モルモット（PB前処理)＞モルモッ

ト（未処理,MC前処理)＞ヒト＞ラット（未処

理，MC前処理）の順であった．

2．3ʼ-OH-CB182 の生成は，未処理ラットにおい

て痕跡程度であったが，PB前処理により，そ

の生成量は著しく増加した（1,370 pmol/hr/

mg protein）．一方，モルモットの未処理Ms

お よ び MC 前処理 Ms の 生 成活性は，18

pmol/hr/mg protein 程度であった．なお，PB

前処理により，有意ではないが，未処理の 1.4

倍に増加した．

3．以上の結果から，CB182 は，これまで検討し

てきた heptaCB の中で最も容易に代謝される

こと，また，PB誘導性の CYP2B 酵素によっ

て触媒されることが示唆された．
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Possible Mechanism of 2,3,4,7,8-Pentachlorodibenzofuran-induced

Oxidative Stress : Enhanced Production of Hydrogen Peroxide

and the Liver Injury
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Abstract

The mechanism of oxidative stress which is one of the major toxicities observed in 2,3,4,7,8-pen-
tachlorodibenzofuran (PenCDF) -treated mice was studied. Previously, we evaluated the dose-re-
sponse relationship on the wasting syndrome and oxidative stress elicited with PenCDF (0.3, 1.0, 5.0
and 10 mg/kg, once, p.o.). Of PenCDF doses examined, the wasting syndrome and oxidative stress
were most marked in 5 mg/kg. In disagreement with this, the hepatic ethoxyresorufin-O-deethylase
(EROD) activity which is a marker of aryl hydrocarbon receptor-dependent induction of cytochrome
P450 1a1 (Cyp1a1) was most significantly elevated at 0.3 mg/kg. To clarify this discripancy, in this
study, we determined the contents of Cyp1a1 and 1a2 protein. The content of Cyp1a1 was well
correlated with the EROD activity up to the PenCDF dose 1.0 mg/kg while the induction profile of
Cyp1a2 was not correlated with it. Although, at the PenCDF 5.0 mg/kg, the contents of Cyp1a1 and
1a2 protein were induced consistently, the EROD activity declined to the level far smaller than the
PenCDF dose 1.0 mg/kg. Further, the NADPH consumption was comparable among the PenCDF
dose examined. Instead, the hydrogen peroxide production was elevated in S9 fraction most markedly
by PenCDF dose 5.0 mg/kg. In agreement with this, the marker of hepatic injury, the serum AST and
ALT activities were also most elevated at the same dose. Therefore, it is possible that PenCDF elicits
oxidative stress and hepatic injury through the production of hydrogen peroxide via the mechanism
involving uncoupling of the P450s.

58

（ 10 ）

Corresponding author : Yuji ISHII
Laboratory of Molecular Life Sciences, Graduate School of Pharmaceutical Sciences, Kyushu University, 3-1-1 Maidashi, Higashi-ku, Fukuoka
812-8582, Japan
E-mail : ishii@phar.kyushu-u.ac.jp



Key words：Oxidative stress, Dioxins, PCDF, Cytochrome P450, Hydrogen peroxide, uncoupling,
Liver injury

は じ め に

1968 年，西日本一帯に発生した奇病，油症では，

皮膚症状や脂質代謝異常を始めとする多岐にわた

る障害が発生し，発生後 49 年以上経過した現在

もなお，多くの患者が苦しんでいる．油症原因物

質は，ライスオイルの加熱脱臭時の熱媒体として

用いられた polychlorinated biphenyl（PCB）およ

びその加熱により生じた非意図的生成物であるダ

イオキシン類であると考えられている1)．中でも，

2,3,4,7,8-pentachlorodibenzofuran（PenCDF）

は，油症患者の体内でのダイオキシン類としての

毒 性 指 標 である TEQ［Toxicity Equivalency

Quantity : 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin

（TCDD）換算量，TEF（Toxicity Equivalency

Factor）と存在量との積］が全体の約 70％と最も

高く，発症への寄与が最も高い原因物質と考えら

れている2)3)．動物実験では，高用量のダイオキ

シン類によって，体重増加抑制作用を特徴とする

消耗症（wasting syndrome），肝肥大および胸腺

や脾臓の萎縮などの発症が知られている4)．

ダイオキシン類の毒性には，aryl hydrocarbon

receptor（AhR）が関与することが，AhRノック

アウトマウス を 用いた 研 究から示唆されてい

る5)6)．ダイオキシンが細胞質の AhR に結合す

ると，AhRは核内に移行したのち，AhR nuclear

translocator と結合し，ヘテロダイマーを形成後，

標的遺伝子に存在する xenobiotic responsive ele-

ment に結合する．これにより，転写が活性化さ

れ，cytochrome P450（CYP）1A1 を始めとする

さまざまな酵素が誘導される7)．ダイオキシン類

は多面的毒性を示すが，中でも酸化的ストレスは

代表的な毒性の一つである8)9)．ダイオキシン類

により酸化的ストレスが惹起される機構としては，

複数の要因が考えられる．当研究室の先行研究で

は，ダイオキシン類の一種である coplanar PCB

は，活性酸素消去系である Se-dependent gluta-

thione peroxidase（GPx）や catalase を抑制する

ことにより酸化的ストレスを亢進させることが示

唆されている10)11)．一方，活性酸素生成系の亢進

を示唆する報告もある．例えば，薬物の酸化に関

わる P450 は，スーパーオキシドアニオンや過酸

化水素の生成も触媒する12)．これは，NADPH-

P450 還元酵素から P450 へ供給された電子が，薬

物の酸化に使われずに活性酸素種の生成／遊離に

転用される場合である（uncoupling 反応）．

TCDD処理により誘導された Cyp1a1 は，この反

応への寄与が大きいと考えられている13)．これ

以外にも，xanthine oxidase や NADPH-oxidase

などの誘導も酸 化 的 ス ト レ ス 亢 進 に 関与す

る14)15)．これらのことから，ダイオキシン類によ

る酸化的ストレス惹起には，活性酸素消去系の破

綻と生成系の亢進があり，PenCDFではどちらが

重要かは明らかではない．

著者らの先行研究において，PenCDFの毒性の

用量依存性を，C57BL/6J マウスにて PenCDF用

量 0.3，1.0，5.0 および 10.0 mg/kg（p.o.）にて検

討し た結果，Cyp1a1 の誘導の 指 標 となる，

ethoxyresorufin-O-deethylase（EROD）活性は，

PenCDF 0.3 mg/kg で最も顕著に誘導された16)．

一方，マウスに著しい体重減少や脾臓，胸腺の萎

縮を伴ったwasting syndrome を惹起する用量は，

これとは明らかに異なっており，PenCDF 5

mg/kg の高用量で最も顕著であった16)．また，

これと同じ用量において，脂質過酸化の指標であ

る thiobarbituric acid reactive substances

（TBARS）も著しく上昇させた16)．ダイオキシン

類中で最強毒性の TCDD は，雌ラットにおいて

wasting syndrome を引き起こすが，これは抗酸

化剤の butylated hydroxyanisol で抑制できる17)．

同様に PenCDFによるwasting syndrome におい

ても，酸化的ストレスの亢進が毒性発現に寄与す

る可能性は当然に考えられる．しかし，PenCDF

による EROD活性の誘導の用量依存性が，wast-

ing syndrome や酸化的ストレスの惹起作用のそ

れとは明らかに異なる理由は明らかではない．

TCDD で誘導された Cyp1a1 が酸化的ストレ

スの惹起に関与することが，Cyp1a2 ノックアウ

トマウスを使った検討で明らかにされている．す

なわち，TCDDによる TBARS の上昇に，野生型

と Cyp1a2 ノックアウトマウスで違いがない13)．

一方，著者らの先行研 究 では，P e n CDF0.3
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mg/kg で著しく Cyp1a1 が誘導されているもの

の酸化的ストレスの惹起は限定的であった16)．

従って，P e n CDF の場合には，AhR を介し た

Cyp1a1 の誘導だけでは，酸化的ストレスを十分

には説明できないと思われる．

これを支持する報告もある．すなわち，低用量

の TCDD（15 mg/kg，i.p.）を投与した雄性ラット

の肝臓ミクロゾームでは，過酸化水素の生成はむ

しろ未処理群より抑えられているが，TCDD等の

多ハロゲン化炭化水素を 2.5 mM添加することに

より過酸化水素の生成が増加すると言う18)．こ

のことから，TCDD処理ラット肝臓から単離した

ミクロゾームには，投与に由来する TCDD と誘

導された CYP1A1 が含まれているものの，外か

ら 2.5 mMの TCDD を添加しなければ CYP1A1

は過酸化水素の生成にほとんど関与しないことが

分かる．

本研究では，Cyp1a2 の PenCDF に対する親和

性 に着目し た．当教室に お け る先行研 究 で，

PenCDF がラットの CYP1A2 に高い親和性を示

すこと が 明らかにされている19)．つまり，

PenCDF は自ら誘導した Cyp1a2 に結合して自身

の毒性が低減された可能性が高い20)．著者らの

先行研究16) の成果と併せて考えると，PenCDF

はそれ自身が誘導し た Cyp1a2 が保持し得る

PenCDF濃度までは著しい毒性は回避され，その

キャパシ ティー を超えた ときに，wasting syn-

drome のような著しい毒性が引き起こされると

推定される．

そこで，本研究では，この仮説を検証すべく，

著者らの先行研 究 で得た試料16) を 用いて，

PenCDF 投与量と EROD 活性，Cyp1a1 および

Cyp1a2 タンパク質レベルの関係について調べた．

その結果，PenCDF 5 mg/kg では，Cyp1a1 およ

び 1a2 タンパク質の誘導性はほとんど変化してい

ないにも関らず，EROD活性が低下することが分

かったため，さらに，NADPH消費量についても

検討し，P450 の uncoupling 反応の亢進について

調べた．また，肝 障 害 のマーカー である 血清

aspartate transaminase（AST）お よ び alanine

transaminase（ALT）の活性についても調べた．

さらに，PenCDF処理マウスの肝臓組織中の過酸

化水素量も併せて定量し，PenCDF毒性発現への

酸化的ストレスの寄与について考察した．

実 験 方 法

1．PenCDF処理動物の試料

著者らは，既報にて C57BL/6J マウスを用い

PenCDF用量依存性の検討を 0.3，1.0，5.0 およ

び 10.0 mg/kg（p.o.）の用量にて行った16)．本研

究における PenCDF 処理動物の試料は，既報16)

にて著者らが調製し たもの を 用いた．なお，

PenCDF は既報に従い合成し21)，PenCDF の構

造と純度を確認の上使用した．動物実験は，すべ

て九州大学動物実験倫理委員会の承認を得て行っ

た．PenCDF用量依存性に関する実験は，九州大

学薬学研究院動物舎において行った．マウスは日

本クレア㈱より購入し，一週間の馴化ののち使用

した．ダイオキシン類に対して高親和性の AhR

を発現するマウス（C57BL/6J 系統）を使用した．

7 週令の C57BL/6J 系雄性マウス に P e n CDF

（0.3，1.0，5.0 および 10 mg/kg/5 mL コーン油）

を単回経口投与した．対照群には，コーン油を経

口投与した．投与 7日後に体重を測定したのち臓

器を採取した．

2．EROD活性の測定

摘出した肝臓を 3 倍量の 1.15％ KCl にてホモ

ジナイズした．これを 9,000×g で 20 分間遠心

分離し た．得られた上清（S9）分画を 用い，

Burke らの方法に従って22)，7-ethoxyresorufin

の O-脱エチル化反応により生じる resorufin の

蛍光を測定した（励起光，544 nm；測定光，590

nm）．

3．肝臓組織中の過酸化水素の測定

Pierce® Quantitative Peroxide Assay Kits

（Thermo-Fisher Scientific）を用いて測定した．

S9 サンプルをタンパク質濃度（2 mg/mL）とな

るように 1.15％ KCl で希釈し，その 100 mL を過

酸 化 水 素 定量に使用 し た．15 分間室温で イ ン

キュベートしたのち，560 nm の吸光度を測定し

た．測定時の室温は概ね 20 ℃〜25 ℃の範囲にあ

り，毎回の測定には過酸化水素（三徳化学工業㈱）

（30％，8.8 M）を milli Q 水で希釈して作成した

検量線を同時に測定した．過酸化水素濃度 0.031

M〜0.244 Mの範囲では良好な直線性があり，す

べてのサンプルは，この範囲内で定量した．
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4．NADPH消費活性測定

De Matteis らの方法23) に準じて行った．b-

NADPH 添加後の 340 nm の吸光度の変化を 37

℃にてU-3210 形自記分光光度計（HITACHI）を

用いて 5 分間スキャンした．NADPHのミリモル

吸光係数である 6.224) を用いて NADPH 消費量

を算出した．

5．ALTおよび AST活性の測定

アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼキッ

ト・アラニンアミノトランスフェラーゼキット・

トランスアミナーゼ CⅡ-テストワコー（和光純

薬工業㈱）を用いて，血清を測定した．ALTは，

基本的に 10 倍希釈にて測定したが，control 群は

吸光度が低かったため，5 倍希釈や原液を用いて

測定した．また，AST は，control 群のみ原液で

測定した．555 nm における吸光度を反応後 1 時

間以内に測定した．

6．SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis

（SDS-PAGE）およびWestern blotting

SDS-PAGE は La emml i の方法25) に従って

行った．SDS-PAGE 終了後のゲルを用い，Tow-

bin らの方法26)に準じて PVDF 膜にタンパク質

を転写し た．一 次抗体に，rabbit anti-rat P450

1A1 antibody27)，二次抗体に，horseradish pero-

xidase-donkey anti-rabbit IgG（GE Healthcare

社）を 用い，ClarityTM Western ECL Substrate

（BioRad 社）により ChemiDoc MP（BioRad 社）

を用いて Cyp1a1 および 1a2 のバンドを化学発光

法にて検出した．

結 果

PenCDF 処理マウス肝臓の S9 分画の相対的

Cyp1a1 および 1a2 タンパク質含量を Fig. 1 に示

す．Cyp1a1 は，0.3 mg/kg にて強く誘導され，

PenCDF 用量を上げても誘導の強さは同程度で

あった．一方，Cyp1a2 は，PenCDF 0.3 mg/kg

では誘導傾向が認められ，1 mg/kg 以上で有意な

誘導が観察された．PenCDF 用量を上げても誘

導の強さは同程度であった．著者らの先行研究の

図表16) よりデータを抽出し，PenCDF 投与量と

EROD 活性，並びに Cyp1a1 および Cyp1a2 含量

の変化 の 関係性 を Fig. 2 に示す．PenCDF 1

mg/kg までの用量では，EROD活性と Cyp1a1 含

量の推移は概ね一致した．PenCDF 1 mg/kg で

は，Cyp1a2 が強く誘導されているものの，EROD

活性の変動は Cyp1a1 含量の変動で説明できるこ

とから，EROD活性への Cyp1a2 の寄与が小さい

ことも分かる．一方，PenCDF 5 mg/kg では，

Cyp1a1 および 1a2 の含量はほとんど変化してい

ないにも関らず，EROD活性が低下している．既

報 で述べた ように16)，PenCDF 5 mg/kg では

TBARS の著しい上昇が起こっているという事実

から，P450 の uncoupling 反応が亢進したことは

十分考えられる．もし，そうであるならば，

EROD 活性と不相応な NADPH 消費量の増大が

予想される．

Fig. 3 に P e n CDF 処理マウス 肝 S9 分画の

EROD 活性を示す．ここに記載する実験では，

各々の群内のサンプル（S9 分画）を等量ずつプー

ルし，基質濃度を 4 mMとしてNADPH消費量測

定と同条件で EROD 活性を比較した．基質濃度

20 nMでの EROD活性（先行研究の図表参照)16)

の場合と同様に，4 mMにおいても PenCDF 0.3

mg/kg 処理群で最も活性が高かった（Fig. 3)．

PenCDF 0.3 mg/kg 群の活性は，Cyp1a1 阻害剤

である a-naphthoflavone により，終濃度 1.2 mM

および 2 mMでそれぞれ 90％および 97％阻害さ

れた（データ未掲載）．このことから，この活性に

は Cyp1a1 が主に寄与していることが示唆された．

Fig. 4 には 4 mM ethoxyresorufin 存在下での S9

の NADPH 消費量を示す．NADPH 消費量は本

研究で調べたどの PenCDF 投与量でも有意な上

昇が認められた．しかし，EROD活性の高さとは

一致しておらず，EROD 活性の上昇が大きくな

かった PenCDF 5 mg/kg でも，EROD 活性が最

も高かった PenCDF 0.3 mg/kg と同程度 の

NADPH が消費された．また，最高投与量の

PenCDF 10 mg/kg 投与群において，NADPH 消

費量が高い傾向にあったものの，PenCDF処理群

間で有意な差はなかった．

Fig. 5 に，PenCDF 処理マウス肝臓 S9 分画に

含まれる 過 酸 化 水 素 の量を示す．PenCDF 5

mg/kg 投与群において過酸化水素レベルが著し

く上昇していること が 明らかになった．10

mg/kg 群は上昇傾向を示したが，対照群との有

意な差は PenCDF 5 mg/kg 投与群のみに とど
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まった．PenCDF 5 mg/kg 群の過酸化水素レベ

ルは，他のどの用量を投与した群よりも有意に高

かった．AST およびALTは，肝細胞が破壊され

たときに血液中に漏出するので，これらの血清中

での活性は，肝障害マーカーとして用いることが

できる．Fig. 5 および 6 に，血清中のAST，ALT

活性に PenCDF が及ぼす影響を示す．血清AST

および ALT 活性は PenCDF 1 mg/kg 以上で有

意に増加し，著者らの先行研究16) に記載の体重

減少作用，TBARS 値の上昇同様に 5 mg/kg にて

最も影響が大きかった．
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Fig. 3 Effect of 2,3,4,7,8-PenCDF on hepatic EROD
activity of C57BL/6J mice
Mice were given an oral dose of PenCDF (0.3,
1.0, 5.0 or 10 mg/kg). EROD activity in the
pooled S9 fraction was used as the index of the
induction of Cyp1a1. Each value represents the
mean of triplicated assays. EROD activity in the
S9 was measured under the conditions in which
the final concentrations of NADPH and ethoxy-
resorufin were set at 130 mM and 4 mM, respec-
tively.

Fig. 1 Effect of 2,3,4,7,8-PenCDF on the
Cyp1a1 and 1a2 level in the liver of
C57BL/6J mice
Mice were given an oral dose of PenCDF
(0.3, 1.0, 5.0 or 10 mg/kg). Each value
represents the mean ± S.D. of 5 mice.
Protein expression levels of Cyp1a1 and
1a2 in S9 of liver were determined by
western blotting. Cyp1a1 (A) content
represents the relative Cyp1a1 content
in S9 of PenCDF 0.3 mg/kg group mice
(=100). Cyp1a2 (B) content represents
the relative Cyp1a2 content in S9 of
control mice (= 1.0). Significantly diffe-
rent from control (*, p ＜ 0.05 ; **, p ＜
0.01 ; ***, p＜ 0.001).

Fig. 2 Induction of EROD activity, Cyp1a1 and Cyp1a2 by
PenCDF
EROD activity is shown as a percentage to that of
0.3 mg/kg PenCDF-treated group which exhibited
the maximal value. Hepatic EROD activity
(pmol/min/mg protein; mean ± S.E.) in 0.3 mg/kg
PenCDF group was 32.6 ± 5.6. Similarly, the
contents of Cyp1a1 and Cyp1a2 are expressed as the
percentage to the maximal values in PenCDF (0.3
mg/kg) and PenCDF (1.0 mg/kg) groups, respec-
tively. Data were taken from Fig. 3 of Yamada et
al.16) and Fig. 1.
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Fig. 4 Comparison of NADPH consumption in the
hepatic S9 fraction of C57BL/6J mice treated
with PenCDF
Mice were given an oral dose of PenCDF (0.3,
1.0, 5.0 or 10 mg/kg). Total NADPH consump-
tion is shown. NADPH consumption was deter-
mined by comparing the change of absorbance
at 340 nm in the presence and absence of 175
µM NADPH. Ethoxyresorfin (4 mM) was used as
a substrate. Each value represents the mean ±
S. E. of 5 mice. Significantly different from
control (*, p＜ 0.05 ; ***, p＜ 0.001).

Fig. 5 Effect of 2,3,4,7,8-PenCDF on H2O2 pro-
duction in C57BL/6J mice
Mice were orally administered with
PenCDF once at a dose indicated. After 7
days, liver was removed and homogenized in
1.15% KCl. The S9 fraction was stored at
-80 ℃ until use. The sample was thawed
and an aliquot containing (200 m g protein)
was subjected to the assay at room tempera-
ture. The content of hydrogen peroxide was
determined by a commercial kit (Pierce
Quantitative Peroxide Assay : Aqueous
compatible formation). Each value repre-
sents the mean ± S.E. of 5 mice. Significant-
ly different from control (***, p ＜ 0.001).
Significantly different from PenCDF 5.0
mg/kg group (†††, p＜ 0.001).

Fig. 6 Effect of 2,3,4,7,8-PenCDF on AST activity in
serum of C57BL/6J mice
Mice were given an oral dose of PenCDF (0.3,
1.0, 5.0 or 10 mg/kg). AST activity in serum
was used as the index of liver injury. Each value
represents the mean ± S.E. of 5 mice. Signifi-
cantly different from control (*, p＜ 0.05 ; **, p＜
0.01 ; ***, p＜ 0.001).

Fig. 7 Effect of 2,3,4,7,8-PenCDF on ALT activity in
serum of C57BL/6J mice
Mice were given an oral dose of PenCDF (0.3,
1.0, 5.0 or 10 mg/kg). ALT activity in serum
was used as the index of liver injury. Each value
represents the mean ± S.E. of 5 mice. Signifi-
cantly different from control (*, p＜ 0.05 ; **, p＜
0.01 ; ***, p＜ 0.001).



考 察

本研究では，C57BL/6JJc1 系雄性マウスにおい

て，経口投与した PenCDF が酸化的ストレスを

惹起する機構を明らかにするために，EROD活性

と NADPH 消費量の 関係を調べる と ともに，

PenCDF 処理マウスの肝組織に残存する過酸化

水素を定量した．肝ホモジネートより得た S9 分

画は，約 2 年間に亘り超低温フリーザーに保存し

ていたが，PenCDF 5 mg/kg 群においては，組織

中に著しく高いレベルの過酸化水素を検出するこ

とができた（Fig. 5）．この群においては，Cyp1a1

含量およびNADPH消費量は，PenCDF 1 mg/kg

群と同程度であるにもかかわらず，EROD活性は

不相応に低かった（Fig. 3)．このことから，

ethoxyresorufin の酸化以外に NADPH が消費さ

れたことが示唆され，P450 反応の uncoupling が

起こり，過酸化水素が大量に生成したことが示唆

された．この群においては，脂質過酸化の二次生

成物質のmalondialdehyde を指標とする TBARS

も著しく上昇することを著者らの先行研究で示し

ており16)，この仮説の妥当性を支持している．一

方，PenCDF 5 mg/kg 群に比べれば低いものの，

PenCDF 10 mg/kg 群にも，TBARS 値は有意に

高かった16)．PenCDF 10 mg/kg と 5 mg/kg の二

群間では，Cyp1a1，1a2 のレベルはほとんど同じ

であるが（Fig. 1)，PenCDF 5 mg/kg の方にむし

ろ強い wasting syndrome が惹起されている16)．

これは，TBARS の値とも相関している16)．従っ

て，これら二群間のwasting syndrome の強さの

違いには，酸化的ストレスの違いの寄与が大きい

と考えるのは妥当である．

まず，PenCDF が 0.3 mg/kg では酸化的スト

レスはわずかであるのに，なぜ 5 mg/kg になっ

てから著しく亢進するのかについて考察する．こ

れは，Cyp1a2 が PenCDF に対して高い親和性を

示すことを基に説明できる．Fig. 2 に示す通り，

PenCDF 1 mg/kg と 5 mg/kg では，Cyp1a1 およ

び 1a2 の含量がほぼ同じである．しかし，EROD

活性は PenCDF 5 mg/kg で半分以下になってい

る．こ れ は，PenCDF 1 mg/kg で は，ま だ

Cyp1a2 と PenCDF の結合が飽和していないため

と考えることができる．既報によれば，Cyp1a2

は，electron sink と考えられており，Cyp1a1 から

の電子を受取り消去することができる28)．これ

を基に考えると，PenCDF 1 mg/kg では，Cyp1a2

が Cyp1a1 からの電子を受け取って，それが過酸

化水素生成に使われるのを防いでいる可能性があ

る．一方，PenCDFの用量が高くなった 5 mg/kg

では，Cyp1a2 が P e n CDF で飽和 し た ため，

Cyp1a1 からの電子を受取り消去する能力を失っ

てしまった と考えること が できる．低用量

TCDD で処理したラットの肝臓ミクロゾーム中

の CYP1A1 は，in vitro で過剰量の TCDD を添

加したとき過酸化水素を生成することが分かって

いる18)．従って，Cyp1a2 が PenCDFで飽和した

PenCDF 5 mg/kg 群の S9 においても，これと類

似した状況が生じたものと考えることができる．

PenCDF 5 mg/kg と 10 mg/kg の違いについては，

もう一つ別の機構を考える必要がある．それは，

Cyp1a2 との結合が飽和した後の余分な PenCDF

の運命である．上述の 機 構 の ように，過剰な

PenCDF が Cyp1a1 とともに過酸化水素生成に関

与することが示唆されるものの，生成した過酸化

水素によって，Cyp1a1 が一部不活性化されてし

まった可能性 である．3,3ʼ,4,4ʼ-t e t r a c h l o r-

o b iph e nyl（P C B77）を NADPH 存 在 下 に

CYP1A1 と長時間反応させると，CYP1A1 を不

活性 化 す ること が 知られている29)．P C B77 は

CYP1A1 の uncoupling を引き起こすとともに，

生成した過酸化水素が CYP1A1 を不可逆的に不

活性化して P420 にすることが示唆されている．

本研究の PenCDF 10 mg/kg 処理群でも同様のこ

とが起こっているのかも知れない．本研究では

western blotting により Cyp1a1 と 1a2 を別々に

定量しており，PenCDF 5 mg/kg 群と 10 mg/kg

群ではいずれも同程度であった．今後，S9 中の

P450 含量を測定して比較することや，Cyp1a1 や

1a2 の精製酵素を用いた再構成系，あるいは発現

系に PenCDF を添加するなどして検証する必要

がある．これらは，現時点では，多くの推論を含

むが，PenCDFにより引き起こされる酸化的スト

レスとwasting syndrome の関係を説明出来る可

能性がある．

ダイオキシン類による酸化的ストレスの惹起に

は，これ以外のメカニズムも想定される．その一

つには，ミトコンドリアの Cyp1b1 がある30)．本

研究では，EROD活性，NADPH消費量，また過
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酸化水素の測定には S9 分画を用いた．S9 はミト

コンドリアの混入を避けて調製しているものの，

TBARS の測定を行ったのはホモジネートに対し

てでありミトコンドリア分画も含んでいる．また，

ミトコンドリアで産生された過酸化水素が細胞質

に放出されれば，S9 分画に含まれていると思わ

れる．本研究で S9 分画に見出された過酸化水素

レ ベ ル の上昇の 一部が，ミ トコンドリ ア の

Cyp1b1 に由来する可能性は否定できない．

また，P e n CDF 処理マウス の 肝 臓 S9 では

NADPH 消費量が増加したが，その増加倍率は，

EROD活性の 1,000 倍以上であった．仮に，それ

がそのまま P450 反応の uncoupling 反応に使われ

たのであれば，PenCDF 0.3 mg/kg 群においても

著しいTBARS の上昇が認められたり，組織中に

過酸化水素の顕著な残存があってしかるべきであ

る．従って，S9 を使った場合に，P450 反応以外

にも NADPH が消費されていることも考慮する

必要がある．PenCDFは，サイトゾル酵素である

NADPH : quinone oxidoreductase 1（NQO1）を誘

導することが知られている31)．また，TCDDが，

過酸化水素の生成にも関与するNADPH-oxidase

のサブユニットの一つを誘導することが報告され

ている15)．Xanthine dehydrogenase は，SH基の

酸化的修飾32) あるいは，ミトコンドリアプロテ

アーゼによる部分加水分解33) により xanthine

oxidase となることが知られている．Xanthine

o x i d ase も過 酸 化 水 素 の 生 成 に寄与す る が，

TCDD が xanthine oxidase を誘導することも知

られている14)．但し，この反応には NADPH は

必要ないが，反応後に NADH が生成する．さら

に，ダイオキシン類は活性酸素消去系にも影響を

及ぼすことが分かっており，Se-dependent GPx

の反応にもNADPHが必要である．これは，ダイ

オキシン類で抑制されるので，NADPH消費量は

少なくなる方向に働く10)34)．また，過酸化水素の

分解に関与する catalase がダイオキシン類の一

つである PCB126 で著しく抑制されることも，当

教室の先行研究から示唆されている11)．PenCDF

高用量曝露による過酸化水素の肝組織内蓄積に，

これらの機構が複合的に関与している可能性は否

めない．

結 論

油症原因物質 PenCDF による過酸化水素生成

亢進，酸化的ストレス惹起とそれによる肝障害の

機構について検討した．

1．経口投与した PenCDF が酸化的ストレスを惹

起する機構を明らかにするために，EROD 活

性と NADPH 消費量の関係を調べるとともに，

PenCDF 処理マウスの肝組織に残存する過酸

化水素を定量した．PenCDF 5 mg/kg 経口単

回投与マウスの肝臓組織由来 S9 分画におい

て，高レベルの過酸化水素が検出された．

2．Cyp1a1 の誘導は，PenCDF 1.0 mg/kg までは

EROD 活性と相関したが，それより高濃度で

は相関しなかった．また，Cyp1a2 の誘導は

EROD活性とは相関しなかった．

3．EROD 活性は，PenCDF 0.3 mg/kg にて最も

活性が高かった．NADPH 消費量は，いずれ

の PenCDF処理群でも有意に高く，EROD活

性 の低い 5 mg/kg 群でも，活性 の 高い 0.3

mg/kg 群と大差なかった．

4．PenCDF 5 mg/kg 処理群では，EROD 活性は

NADPH 消費量と見合っておらず，uncou-

pling による過酸化水素の生成が起こったこと

が示唆された．

本研究では，PenCDF の Cyp1a2 への特異的な

結合による毒性軽減，また，そのキャパシティー

を超えた PenCDF 用量での Cyp1a1 の uncou-

pling が過酸化水素生成，酸化的ストレス惹起の

主たる原因であると推定している．この点の詳細

を明らかにするためには，S9 からの直接の過酸

化 水 素 の 生 成 に対す る，Cyp1a1 阻害剤や，

xanthine oxidase 阻害剤の影響等も更に検討して

いく必要がある．本研究の成績が，今後の油症患

者の毒性軽減につながることを期待する．
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2,3,7,8-Tetrafluorodibenzo-p-dioxinが思春期ラットに及ぼす影響：

ダイオキシン様急性毒性を指標とした解析

九州大学大学院薬学研究院 分子衛生薬学分野

人 見 将 也，武 田 知 起，山 田 英 之，石 井 祐 次

The Effect of 2,3,7,8-Tetrafluorodibenzo-p-dioxin on Pubertal

Rats : An Analysis Focusing on the Dioxin-like Acute Toxicity

Masaya HITOMI, Tomoki TAKEDA, Hideyuki YAMADA and Yuji ISHII

Graduate School of Pharmaceutical Sciences, Kyushu University

Abstract

It has long been believed that dioxins cause a number of acute toxicity such as body weight loss,
hepatotoxicity and immunosuppression due to binding to the aryl hydrocarbon receptor (AHR). To
propose provisions for these toxic effects, many researchers have challenged to identify the substances
which are antagonistic to the AHR action. As the results, several compounds including polyphenols
have been suggested to inhibit activation of AHR to ameliorate dioxin toxicity. However, none of them
dramatically show protective effects on the living body. Therefore, developing revolutionary agents
targeting the AHR remain to require for protecting our health from dioxin exposure. To address this
issue, we newly synthesized 2,3,7,8-tetrafluorodibenzo-p-dioxin (TFDD), the product which chlorine
atoms of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) are replaced with fluorine atoms. Unlike with
TCDD, a single oral administration of TFDD (1-1,000 mg/kg) to male pubertal rats hardly altered the
hepatic activity of cytochrome P450 1A1 which is induced by AHR activation both one and seven days
after treatment. In accordance with this, the suppression of body weight gain, hepatomegaly and
thymic atrophy were not observed by TFDD treatment. However, TFDD slightly increased the
weights of the lung and spleen, while the heart and kidney weights were slightly decreased by the
treatment. These results suggest that an oral administration of TFDD does not have any dioxin-like
acute toxicity, although some of tissues are influenced by TFDD at the higher doses.

Key words：Aryl hydrocarbon receptor (AHR), Dioxin-like acute toxicity, Pubertal rat, 2,3,7,8-Tet-
rafluorodibenzo-p-dioxin (TFDD), 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD)

は じ め に

カネミ油症の原因物質であるポリ塩化ジベンゾ

フランおよびポリ塩化ビフェニル類を含むダイオ

キシン類は，肝障害，免疫抑制，発癌プロモー

ションおよび消耗症など，生体に対して多数の毒

性を惹起する1)．事件発生から約 50 年が経過し

た現在も，未だに症状に苦しむ被害者は少なくな

い2)．また，ダイオキシン類は環境中への残留性

が高く，極めて高い生体蓄積性を示す化学物質で

ある3)．このため，環境中に排出されたダイオキ

シン類の除去は困難であり，ヒトを含む生態系に

対する慢性的な影響が危惧されている．これらの

ことから，ダイオキシン類曝露による健康被害の

治療及び予防法の確立は，油症患者に限らず，未

来を生きるヒトの健康を維持するために重要な課

題である．

ダイオキシン類による多くの毒性発現には，細
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胞質に存在する受容体型転写因子である芳香族炭

化水素受容体（aryl hydrocarbon receptor ; AHR）

が重要な役割を担うことが，AHR 欠損動物を用

いた研究により明らかにされている4)~6)．すな

わち，AHR はダイオキシン類との結合によって

活性 化 して核内へと移行し，cytochrome P450

（CYP）1A1 等の標的遺伝子の転写調節領域に存

在する xenobiotic responsive element への結合を

通して，発現誘導を引き起こす．AHR の作用は，

単に遺伝子の発現誘導を起こすにとどまらず，発

現抑制を受ける遺伝子も多数存在し，様々な遺伝

子の異常な発現状況をもたらす．変動遺伝子は数

百種類にものぼり，これらが複合的に毒性に寄与

すると考えられている7)~9)．従って，ダイオキシ

ン類への対策を考える上では，AHR 活性化とこ

れに基づく毒性に対して拮抗する物質を同定する

ことが重要である．これまで我々は，食品成分に

着 目 し た 取 り 組 み を 展 開 し，ge r a ny-

lgeranylacetone10)，curcumin11)，resveratrol12)

および cynaropicrin13) 等が生体内においてAHR

拮抗作用を示し，毒性を軽減する可能性を見出し

てきた．しかし，その殆どがバイオアベイラビリ

ティやAHRに対する親和性／特異性等に問題が

あり，満足できる効果を持つ物質の同定には至っ

ていない．従って，根本的な問題解決のためには，

新たな着眼点での取り組みが必要と考えられる．

ダイオキシン類に指定されている 29 種類の同

族体・異性体は，塩素の数や置換位置によって毒

性強度が大きく変化するが，これはAHRのリガ

ンド結合部位への 構造上の親和 性 に 依存す

る14)15)．すなわち，2,3,7,8-tetrachlorodiben-

zo-p-dioxin (TCDD)（Fig. 1）の 分 子サイズが，

AHR の結合ポケットに最もフィットし強い毒性

をもたらす．さらに，このサイズの適合性に加え

て，置換基であるハロゲン原子が持つ電子親和力

および電気陰性度等がAHRへの親和性に寄与す

ると言う16)．そこで本研究では，これら TCDD

の構造上の特徴に注目し，TCDDの塩素原子を全

てフッ素原子に置換した 2,3,7,8-tetrafluoro-

dibenzo-p-dioxin (TFDD)（Fig. 1）を新たに合成

した．フッ素原子は，塩素原子よりもサイズが小

さいためにAHRへの結合ポケットには寸法が不

足するが，塩素よりも高い電気陰性度を有すると

共に水素結合能を持つ．従って，TFDDはこれら

の分子間相互作用の違いによって，サイズ不足を

克服することで，高い親和性が担保される可能性

が考えられる．一方，TFDDは，マウス肝におい

て代謝されやすいことが示されている17)．すな

わち，TFDDがAHRへの結合能を維持し，ダイ

オキシン類よりも易代謝性であるならば，より低

毒性かつ選択的なダイオキシン拮抗剤として有望

である と考えられる．しかし，TFDD 自身の

AHR 結合持続力や活性化能力ならびに生体影響

に関しては，全く情報が得られていない．本研究

では，ダイオキシン毒性に対する新規拮抗剤の創

製を目指した取り組みとして，TFDD自身がダイ

オキシン様の急性毒性を惹起するか否かを検証し

た．具体的には，AHR 活性化によって誘導され

る CYP1A1 の酵素活性，ならびにダイオキシン

によって生じる体重増加抑制，肝肥大および胸腺

萎縮を指標とした．

実 験 方 法

1．実験材料

TFDD（purity：＞ 99％）は，林純薬工業株式会

社に委託して合成した．Corn oil は，味の素株式

会社の市販品を使用した．その他の試薬は，実験

に適した純度のものを使用した．TFDD は，100

mg TFDD/mL acetone 溶液として使用まで-30 ℃

に保存した．投与時に必要量 corn oil と混和した

のち，窒素ガス噴射にて acetone を留去した．
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Fig. 1 Structures of TCDD and TFDD.
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2．動物実験

全ての動物実験は，九州大学動物実験倫理委員

会の承認を得て行った．Wistar 系雄性ラット（4

週齢）は，九動株式会社（佐賀県鳥栖市）より購

入した．1 週間馴化させたのち，上記に従って調

製した TFDD（1，10，100 および 1,000 mg/kg/2

mL corn oil）を単回経口投与した．コントロール

群には，corn oil のみを同様に投与した．投与前

日から一日一回体重を測定し，投与 1日後（Day

1）および 7日後（Days 7）に解剖を行った．肝臓，

腎臓，脾臓，生殖腺，心臓，肺，胸腺および脳を

採取し，臓器重量を計測したのち，使用まで-80

℃に保存した．

3．Ethoxyresorufin-O-deethylase活性

採取した肝臓は，1.0 MTris-HCl（pH 7.4）を

用いてホモジナイズしたのち，4℃，9,000×g で

20 分間遠心分離した．得られた上清の総タンパ

ク質濃度は，Lowry 法18) にて測定した．Burke

らの方法19) に従って，肝臓における CYP1A1 の

酵素活性を測定した．

結 果

まず，TFDDが生体内においてAHR活性化能

を有するか否かを検討した．5 週齢の雄性ラット

に TFDDを 1〜1,000 mg/kg の用量で単回経口投

与したのち，投与 1 日後（Day 1）および 7 日後

（Days 7）に肝臓を摘出し，AHR活性化によって

高感度に誘導される遺伝子である CYP1A1 の酵

素活性を測定した．検討の結果，本研究で用いた

全ての用量において，CYP1A1 の活性変化は認め

られなかった（Fig. 2)．

そこで次に，TCDDの急性毒性として知られる

体重増加抑制，肝肥大ならびに胸腺萎縮を指標と

して，同様の TFDD 処理がダイオキシン様の毒

性を示すか否かを検討した．その結果，Day 1 お

よび Days 7 のどちらにおいても，TFDD投与に

よっては体重増加ならびに，肝臓および胸腺重量

に影響は観察されなかった（Fig. 3)．

本検討では，TFDDによる生体影響をより広範

囲に検討するため，肝臓および胸腺以外の臓器重

量も測定した．その結果，Day 1 においてはわず

かではあるが有意な腎臓および心臓の萎縮と肺の

肥大化が確認された（Fig. 4A)．また，Day 1 で

は 1,000 mg/kg のみで認められていた心臓の萎縮

が，Days 7 では 10 mg/kg でも認められるように

なった．加えて，わずかではあるものの有意な脾

臓の肥大が惹起された（Fig. 4B)．

考 察

本研究では，ラットへの TFDD 単回経口投与

が，ダイオキシンと同様にAHRを活性化し生体

毒性を示すか否かを検討した．種々の検討の結果，

ダイオキシンによって起こる CYP1A1 活性の誘

導，体重増加抑制，肝肥大ならびに胸腺萎縮のい

ずれも，TFDD 投与によっては全く認められな
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Fig. 2 Effect of TFDD and TCDD on the activity of hepatic CYP1A1

of male pubertal rats. Male pubertal rats at 5 weeks old were
orally treated with TFDD (1-1,000 mg/kg) or TCDD (60 mg/kg),
and their livers were collected 1 day or 7 days after the treatment.
The hepatic activity of CYP1A1 was analyzed by an ethoxyresor-
ufin-O-deethylase assay. Bars are the means ± S.E.M. of 3 rats.
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かった．本検討では，組織中の TFDD レベルの

測定には至っておらず，投与した TFDD が効果

を発揮するレベルに達していなかった可能性は否

定できない．事実，マウス腹腔内に TFDD を投

与した場合，24 時間後には肝臓中レベルが投与量

の 1〜2％程度にまで減少することが報告されて

いる20)．しかし，TCDD による体重増加抑制や

CYP1A1 発現誘導の 50％効果量は 10 mg/kg 前後

であり21)，TFDD はこれの 100 倍高用量を与え

たとしても殆ど影響を示さなかった．これらを合

わせて考えると，ラットへの TFDD の単回経口

投与ではダイオキシン様の急性毒性作用を有さな

いか，あるいは非常に弱いことが強く示唆される．

今後，投与後の組織中の TFDD 量を測定すると
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Fig. 3 Little effect on body weight gain and weights of liver and thymus of male

pubertal rats one day (A) and seven days (B) after TFDD treatment. Male
pubertal rats at 5 weeks old were treated with TFDD (1-1,000 mg/kg) or vehicle
alone, and their livers and thymus were weighed 1 day or 7 days after the
treatment. Each plot/bar represents the mean ± S.E.M. of 3 rats.
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共に，ダイオキシンとの併用実験を行い，AHR

活性化とこれに基づく毒性に対する拮抗作用を明

らかにしていく必要がある．

本研究では，TFDDが腎臓，心臓，肺および脾

臓において軽度な萎縮や肥大化を惹起することが

確認された．中でも心臓の萎縮は，投与 1日後で

は，最高用量のみであったが，投与 7 日後では，

より低用量でも観察され，影響が継続したことか

ら，TFDDは心臓に対して影響を与える可能性が

浮上した．これに関連して，フッ素化炭化水素は，

心臓 の 機能を 障 害 す ること が 報告されてお

り22)23)，フッ素化合物の中には心臓において酸化

的ストレスを亢進させ，ミトコンドリア機能障害

を惹起するものもあると言う24)．従って，TFDD

も同様の機構によって心臓に影響を及ぼす可能性

は否定できない．ダイオキシン毒性に対する新規

拮抗剤としての TFDDの有用性を担保するため，

引き続きこれらの組織への影響を明確にしていく

ことが重要である．

結 論

TFDDの単回経口投与は，1 mg/kg までの用量

ではAHR活性化作用を示す可能性は低く，典型

的なダイオキシン様急性毒性を示さないことが確

認された．一方，心臓等のいくつかの臓器重量に

変化をもたらしたため，引き続きこれらの影響を

詳細に検討する必要があると考えられた．
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Fig. 4 Effect on the organ weights of male pubertal rats one day (A) and seven days

(B) after TFDD treatment. Bars are the means ± S.E.M. of 3 rats. Significantly
different between the pair indicated : *p＜ 0.05.
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ベンゾピレンの末梢神経および脊髄感覚系シナプス伝達に

及ぼす作用に関する研究
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2)直方中村病院
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Effects of Benzo [a] pyrene on Conduction Velocity of the Rat Dorsal

Root and Synaptic Transmission in Substantia Gelatinosa (SG)

Neurons of the Rat Spinal Dorsal Horn
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Abstract

In the present study, we analyzed the effects of benzo[a]pyrene on conduction velocity (CV) of action
potentials (APs) generated by electrical stimuli applied to the dorsal root in acutely isolated rat dorsal
root ganglion (DRG) preparations using intracellular recordings. We also measured the effects of benzo
[a] pyrene on spontaneous excitatory and inhibitory synaptic responses (sEPSC and sIPSC) and
excitatory synaptic responses evoked by dorsal root stimuli in substantia gelatinosa (SG) neurons of the
spinal dorsal horn, which receive inputs predominantly from A d and C afferent fibers, using
patch-clamp recordings. In the present results, benzo [a] pyrene did not affect on resting membrane
potentials of Ab, Ad and C neurons. In addition, benzo [a] pyrene did not exhibit any effect on
conduction velocities of Ad and C fibers, but that of Ab fiber was significantly decreased. The
amplitude and frequency of both sEPSC and sIPSC in SG neurons of the spinal dorsal horn were not
affected. In addition, the synaptic responses elicited by stimulation of Ab, Ad and C afferents were not
changed by benzo [a] pyrene. From the present results, benzo [a] pyrene causes a change in the
conduction velocity of Ab but not Ad and C afferent fibers, suggesting that this change causes
paresthesia, such as numbness and loss of sensation. However, benzo [a] pyrene does not affect the
synaptic transmission in SG of the spinal dorsal horn.

Key words：benzo [a] pyrene, nerve conduction velocity, synaptic response, dorsal root ganglion
(DRG), substantia gelatinosa (SG) neuron

は じ め に

1968 年カネミ油症事件発生後 40 年以上経過し，

初期に認められた激しい症状は消退傾向にあるが，

現在でも痤瘡様皮疹などの皮膚症状，咳嗽や喀痰

過多などの呼吸器症状，しびれや頭重などの神経

症状，全身倦怠感などの全身症状など多彩な症状

が残存している．油症の原因となったカネミオイ

ル には Polychlorinated biphenyls (PCB), Polych-

lorinated quarterphenyls (PCQ) および Polychlor-

inated dibenzoflirans (PCDF) を含む dioxin 類が

混在していたこと が 明らかにされている1)．
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Dioxin 類化合物による複合中毒であるカネミ油

症患者では，約 6割に自覚的感覚障害が存在する

が末梢神経伝導速度検査や神経学的診察による客

観的な検査では末梢神経障害を示すものは 2割程

度であり，自覚的な症状と他覚的なデータには乖

離が見られる2)~4)．その原因として末梢神経伝

導検査やべッドサイドにおける末梢神経検査では

明らかな変化として捉えることが出来ない小さな

変化が自覚症状として表れている可能性が否定出

来ない．多くの患者が訴える手足のしびれ感や感

覚鈍麻の発生，自律神経失調症などの末梢神経障

害や中枢神経障害などの発生機序については未だ

明らかではないが，その原因の一つとして求心性

末梢感覚神経の異常が考えられた．そこで今回の

研究では，カネミ油症の発生原因の一つであるベ

ンゾピレンを経口投与して 7日後のモデルラット

を用い，後根付き後根神経節標本を作製し，神経

節細胞から細胞内記録を行い，末梢神経の静止膜

電位や伝導速度等を正常ラットのそれらと比較検

討した．また，脊髄後角におけるシナプス応答の

可塑的な変化について検討するため，脊髄スライ

スに後根を付した標本を用いて，膠様質の細胞か

ら自発性興奮性後シナプス電流（sEPSC），自発性

抑制性後シナプス電流（sIPSC），および第一次感

覚神経誘起 EPSC を測定してベンゾピレンの感

覚神経系に対する作用を検討した．

実 験 方 法

1）実験動物

4〜8 週齢の Sprague-Dawley（SD）系雄性ラッ

トを用いた．ラットは市販の飼料および水を自由

に摂取させ，動物舎の照明は 12 時間ごとに明暗

のコントロールし，室温と湿度は 22.0℃と 55 ±

5％の条件下で飼育した．1 週間の適応期間の後，

正常ラット群ではCorn oil を，ベンゾピレン群で

はベンゾピレン 0.3mg/kg，30mg/kg を 1回のみ，

経口投与器を用いて 200 ml を胃に直接投与した．

（倫理面への配慮）

動物の飼育および実験に関しては，熊本保健科

学大学動物倫理委員会の許可（登録番号 動 14

− 016）を得て行った．全身麻酔下にラットの後

根神経節を取り出し，直ちに過量のウレタンを腹

腔内に追加投与した後，心臓・大血管を切開して

失血死させたため痛みなどの侵襲は殆ど無い．

2）後根神経節標本の作製と静止膜電位･活動電

位記録

Corn oil 又はベンゾピレンをそれぞれ経口投与

し，7 日後にウレタン（腹腔内投与：1.2〜1.5

g/kg）麻酔下でラットから後根神経節に後根神経

を付した標本を作製した．後根神経節を覆う結合

組織を注意深く除去し，記録用チェンバーに設置

したシルガードに微細なピンで固定した．後根を

刺激用の吸引電極に設置した後，記録用チェン

バーを加温したKrebs 液（36 ± 1 ℃）で持続的に

灌流した．微小ガラス電極を用いて神経節細胞か

ら細胞内記録を行い，静止膜電位や後根刺激に

よって誘起された活動電位の振幅と伝導速度を調

べ，正常ラットから得られたものと比較検討した

（Fig. 1）．神経節細胞は Ab，Ag および C ニュー

ロンを含むため，各々のニューロンから記録を行

い正常ニューロンとの相違を観察した．細胞内記

録用電極は外径 1.5 mm，内径 0.86 mmのガラス

管（Model BF150-86-10；Sutter Instrument）を

パッチ電極作成機（Model P-97 ; Sutter Instru-

ment, Novato, California）にて作製した．使用し

たクレブス液の組成（mM）は，NaCl 117，KC1

3.6，C a C l2 2.5，MgC l2 1.2，NaH2 PO4 1.2，

glucose 11 と NaHCO3 25 からなり，95％ O2−

5％ CO2 ガスで飽和した．細胞内液は 4M potas-

sium acetate を使用した．すべての実験は 36 ±

1 ℃で行った．活動電位（AP）は，Axoclamp2B

（Axon Instruments/Molecular Devices, Sunny-

vale, CA）を用いてブリッジモードで増幅した．

そして，A/Dコンバータ（Digidata 1440A ; Axon

Instruments, Foster City, CA）によってデジタル

化し，PCLAMP10 ソフトウェア（Axon Instru-

ments/Molecular Devices）に より解 析 し た．

ニューロンから記録したデータの中で-50 mV 未

満の静止膜電位と振幅が 60 mV より小さい AP

は，本研究からは除外した．逆行性刺激（持続時

間 0.1 ms）は吸引電極を用いて行った．刺激強

度は，デジタル出力アイソレータ（SS-202J，日本

光電，東京，日本）でモニターした．伝導速度は

AP の潜時と後根の長さから算出した．

3）脊髄スライス標本の作製と後根刺激誘起シ

ナプス応答記録法

脊髄スライスの作製：成熟 SD 系雄性ラット

申 敏 哲 ・ 吉 村 惠76

（ 28 ）



（6〜8 週齢）をウレタン（腹腔内投与：1.2〜1.5

g/kg）で深麻酔後，腰仙部の椎弓切除を行った．

約 1.5〜2.0 cmの長さで脊髄を摘出し，冷却した

酸素飽和クレブス液（1〜3℃）に入れた．手術後

直ちにラットに過量のウレタンを腹腔内に追加投

与し，心臓・大血管を切開して出血死させた．実

体顕微鏡下で，硬膜やクモ膜，軟膜を除去した後

に，寒天ブロックに設けた溝に置き，マイクロス

ライサーを用いて厚さ約 600 mmの横断スライス

を作製した．後根を付した標本を得る場合には，

一側の L5 の後根を残し，他の前根や後根を全て

切除し，また温存した後根の周囲を除きクモ膜と

軟膜を除去した後に，厚さ約 650 mmの横断スラ

イスを作製した．このスライス標本を防振台に固

定した記録用チェンパー内のナイロンメッシュの

上に置き，EMグリッドで軽く固定した後，約 36

℃に 加温して酸 素負荷し た ク レブス 液 で灌流

（15〜20 ml/分）した．下から脊髄スライスに透

過光を当てると，実体顕微鏡下において脊髄後角

の膠様質は半透明なバンドとして容易に視認可能

であった．この膠様質ニューロンにブラインド・

ホールセル・パッチクランプ法を適用して膜電流

を記録した．パッチ電極内液の組成（mM）につ

いて，興奮性シナプス後電流（EPSC）を記録する

際 に は K-gluconate 135，KC1 5，CaCl2 0.5，

MgCl2 2，EGTA 5，HEPES 5，Mg-ATP 5（pH =

7.2）を，抑制性シナブス後電流（IPSC）を記録す

る際には Cs-sulfate 110，CaCl2 0.5，MgCl2 2，

EGTA 5，HEPES 5，TEA 5，Mg-ATP 5（pH =

7.2）を用いて行った．EPSC は-70 mV（Cl-チャ

ネル電流の逆転電位近く）の保持膜電位で IPSC

が記録されない条件下で行った．一方，IPSC は 0

mV（EPSC の逆転電位近く）においてEPSC が記

録されない条件下で行った．後根刺激誘起 の

EPSC を記録する際には，吸引電極を用いてアイ

ソレーターを介し刺激装置から持続時間 0.1 ms

の矩形波の電気刺激を与えた．局所刺激による

IPSC を記録する時には，EPSC のブロッカーで

ある CNQX（10 mM）存在下に記録電極の近く

（150 mm以内）に刺激電極を留置して電気刺激を

行った．これらの刺激は特別の場合を除き 0.2

Hz の頻度で行った．刺激電極は手動式マイクロ

マニュピレーターで目的とする位置に固定した

（Fig. 2)．

4）統計解析

データは，平均± SEMとして示した．グルー

プ間の有意性は一元配置分散分析（ANOVA）を
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Fig. 1 Three types of DRG neurons classified by conduction velocity and
stimulus intensity

A, Schematic representation of the intracellular recording. B, Typical traces
of action potentials elicited in Ab・type neurons (B). C, Typical traces of
action potentials elicited in Ad type neurons. D, Typical traces of action
potentials elicited in C type neurons.



し，事後検定として turkey 検定を用いた多重比

較を行った．なお有意水準は 5％（p＜ 0.05）と

した．

実 験 結 果

1）ベンゾピレン投与が体重に及ぼす影響

ベンゾピレン投与が体重変化に及ぼす影響を検

討した．Fig. 3 は corn oil 又はベンゾピレン投与

したラットの体重の推移を示す．最終測定時に，

各群 50 g 程度の増加を示し，各群間で有意な変

化は見られなかった．

2）ベンゾピレン投与が後根神経節に及ぼす影

響

後根神経節細胞から細胞内記録を行い，後根神

経節に存在する 3種類の大きさの細胞から静止膜

電位，自発性活動電位を記録した．いずれの線維

においても自発性の活動電位は記録されなかった．

次いで，後根刺激によって誘起される活動電位の

刺激からの潜時と刺激部位からの長さを指標にし

て伝導速度を算出した．正常ラット群では．Ab

線維の静止膜電位は-68 ± 1.7 mV でその伝導速

度は 20.9 ± 0.6 m/s であった．Ag線維は静止

膜電位が-68 ± 3.0 mV でその伝導速度は 8.8 ±

0.8 m/s であった．また，C線維の静止膜電位お

よび伝導速度はそれぞれ-71 ± 3.7 mV，0.8 ±

0.8 m/s であった．

次いで，ベンゾピレンを経口投与したラットか

ら摘出した後根神経節細胞を用いて同様の実験を

行った．その結果，0.3 mg/kg，30 mg/kg ベンゾ

ピレンを投与したラット群の静止膜電位には若干

の差が見られるものの有意ではなかった．次に伝

導速度を計測した．Ab線維の伝導速度では 0.3

mg/kg ベンゾピレン投与群で 15.8 ± 1 m/s（p

＜ 0.05），30mg/kg ベ ン ゾ ピ レ ン投与群では

13.3 ± 0.1 m/s（p＜ 0.05）で有意に正常ラット

群より遅かった．Ag線維の 伝導速度 では 0.3

mg/kg ベンゾピレン投与群で 8.3 ± 0.6 m/s，30

mg/kg ベンゾピレン投与群では 8.4 ± 0.4 m/s

で有意な変化は認められなかった．また，C線維

でも Ag線維と同様に 0.3 mg/kg ベンゾピレン

投与群で 0.8 ± 0.4 m/s，30 mg/kg ベンゾピレ
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Fig. 2 Schematic representation of the patch clamp recording in substantia
gelatinosa (SG) neurons of the spinal dorsal horn

A, Spontaneous excitatory and inhibitory synaptic responses (sEPSC and sIPSC)
in SG neurons. Aa, sEPSC. Ab, sIPSC. B, Excitatory synaptic responses evoked
by dorsal root stimuli in SG neurons of the spinal dorsal horn. The synaptic
responses elicited by stimulation of Ad (Ba), C (Bb) and Ad, C (Bc) afferents.



ン投与群では 0.9 ± 0.4 m/s で有意な変化は認

められなかった（Table. 1）．

3）ベンゾピレン投与が膠様質細胞の自発性

EPSC（sEPSC）と IPSC（sIPSC）シナプス

応答に及ぼす影響

脊髄後角において如何なる可塑的な変化が生じ

ているかを検討した．正常ラット膠様質細胞から

記録を行い，固定膜電位-70 mVで sEPSC の頻度

と振幅を 30 mg/kg ベンゾピレン投与ラットのそ

れらと比較検討したが，有意な差は認められな

かった．次 に膜電位 0 mV で sIPSC の比較を

行ったが，振幅および頻度には有意な差は見られ

なかった（Fig. 4)．

4）ベンゾピレン投与が後根誘起シナプス応答

に及ぼす影響

自発性応答に加えて後根刺激によって誘起され

る興奮性応答の発現率を調べた．3 種類の後根誘

起シナプス応答の発現率では正常ラット群，ベン

ゾピレン投与群ともに発現率に有意な差は見られ

なかった（Fig. 5)．また，有髄のAg線維や無髄

の C 線維刺激によって誘起される EPSC を膠様

質細胞から記録し，それぞれの振幅について検討
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Table 1 Comparison of electrophysiological properties between DRG neurons obtained
from Sham control and benzo [a] pyrene treated rats

RMP (mV) CV (m/s)
Sham Control

Ab neuron（n＝ 20） -68:1.7mV 20.9:0.6m/s

Ad neuron（n＝ 15） -65:3.0mV 8.8:0.8m/s

C neuron（n＝ 10） -71:3.7mV 0.8:0.8m/s
Benzo [a] pyrene

0.3mg/kg

Benzo

Ab neuron（n＝ 13） -66:2.6mV 15.8:1.0m/s*

Ad neuron（n＝ 14） -69:1.0mV 8.3:0.6m/s

C neuron（n＝ 11） -68:1.4mV 0.8:0.4m/s

30mg/kg

Benzo

Ab neuron（n＝ 15） -67:0.6mV 13.3:0.1m/s*

Ad neuron（n＝ 16） -71:3.7mV 8.4:0.6m/s

C neuron（n＝ 9） -69:2.2mV 0.9:0.4m/s

RMP, resting membrane potential ; CV, conduction velocity ; Mean ± S.E. ; *, p＜ 0.05

Fig. 3 The effects of benzo [a] pyrene on bodyweight

Sham Con, Sham Control ; Benzo, benzo [a] pyrene



した．Ag線維刺激によって潜時の短い EPSC が，

C線維刺激によって線維の長いEPSC が記録され

た．それぞれの振幅と潜時を正常ラットのそれら

と比較検討したが有意な差は認められなかった

（Table. 2)．

考 察

油症はポリ塩化ビフェニールおよびダイオキシ

ン類が混入したカネミオイルを摂取して発症した

複合中毒である．患者は痤瘡様皮疹，面飽，囊腫

などの皮膚症状，眼瞼浮腫や眼脂過多などの眼症

状，口腔粘膜や皮膚の色素沈着，痰や咳などの呼

吸器症状，しびれや頭痛などの神経症状，全身倦

怠感などの全身症状など多彩な症状を示した．油

症の発生から 45 年以上経過しているが，いまで

も何人かの患者が，ダイオキシン類特有の症状に
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Fig. 5 The effects of benzo [a] pyrene on synaptic responses elicited
by stimulation of Ab, Ad and C afferents

Sham Con, Sham Control ; Benzo, benzo [a] pyrene ; Mean ± S.E.

Fig. 4 The effects of benzo [a] pyrene on sEPSC and sIPSC

Sham Con, Sham Control ; Benzo, benzo [a] pyrene ; Freq,
Frequency ; Amp, Amplitude ; ns, no significance ; Mean ±
S.E.



悩まされている．これら患者の血液中ポリ塩化ビ

フェニールやダイオキシン類濃度は健常人に比べ

て高 濃 度 である1)．Di o x i n 類似化合物（P C B，

PCDF，dioxin 等）による神経障害は感覚神経障

害が主であり，末梢神経障害によるものと考えら

れている．油症患者の神経検査において，末梢神

経障害の客観的指漂であるアキレス腱反射の低下

を認める人数は発症時 34.8％，33 年後の最近は

17.4％と経時的に減少し，正常対照でのアキレス

腱反射低下率は 14.6％に近くなっている．一方，

自覚的感覚異常は発症時には 39.1％であったも

のが，33 年後の最近には 59.4％と増加している．

即ち，客観的に評価される末梢神経障害は改善し

ているのに，自覚的感覚障害は経時的に増悪する

という乖離が認められる．この乖離の原因として，

皮膚受容器の障害や中枢神経系レベルの変化が考

えられる5)~7)．カネミ油症患者では，神経のしび

れ感や感覚鈍麻の発生などの末梢神経障害および

中枢神経障害が多く報告されている4)．今回の実

験ではベンゾピレンを経口投与した 7日後のラッ

トを用い，後根付き後根神経節標本から末梢神経

の静止膜電位や伝導速度等を正常ラットのそれら

と比較検討した．その結果，ベンゾピレン投与

ラットの後根神経節のAb線維で伝導速度が有意

に低下している結果を得たが，Ag線維と C線維

では若干の差は見られたが有意差は無かった．し

かし，静止膜電位では群間有意な差を見いだすこ

とは出来なかった．Ab線維の伝導速度の緩徐化

は，末梢のしびれ感と関係が有る可能性がある．

Ab線維は Agや C 線維と比較して機械的な圧迫

によって機能障害を容易に起こすことが知られて

いる8)．末梢神経，特に太い感覚神経の伝導速度

の低下は感覚鈍麻やしびれと密接に関連しており，

正座時には太い線維から障害を受け，脚のしびれ

や感覚鈍麻を来す現象と類似する．これは油症患

者が訴えるしびれ感や感覚鈍麻と良く一致してお

り，それらは主に末梢神経の機能異常によって発

生している可能性が高いと考えられる．ここで問

題になるのはAb線維にのみ有意な変化が惹起さ

れ，同じ有髄のAg線維には何ら有意な変化が見

られなかったことである．この点についての検討

は電気生理学的な手法では明らかにすることは不

可能と考えられ，今後，神経化学的，分子生物学

的な手法を用いた解明が必要と思われる．所で，

今までの多くの基礎研究から末梢神経の異常は容

易に脊髄内での可塑的な変化を引きおこすことが

知られている．そのため脊髄内でも何らかの変化

が惹起されているものと考えられた．従って，本

研究では脊髄後角におけるシナプス応答の可塑的

な変化について脊髄スライスに後根を付した標本

を用いて検討した．しかし，sEPSC および sIPSC

いずれも有意な変化を見いだすことは出来なかっ

た．また，Ag および C線維誘起 EPSC の振幅に

も有意な変化はみられなかった．感覚異常は長期

に渡って持続すること，脊髄内では可塑的な変化

が見られないことから，末梢神経の伝導異常には，

Ab線維を包む髄鞘における異常，例えば脱髄な

どの関与が考えられる．もう一つの可能性は，今

回記録を行った膠様質細胞は主にAg と C線維の

入力を受けており，Ab線維からの入力は少ない．

実際に後根刺激によって誘起される興奮性応答の

発現率をみるとAb線維の応答がほとんど記録で

きない．そのためスライス標本を用いた実験では

Ab線維の伝導速度の低下による影響が少なく，

膠様質における可塑的な変化を捉えることが出来

なかった可能性がある．Ab線維は膠様質より III

層以下の深部に入力しているため，深層の細胞か

らの記録が必要と考えられる．今後，膠様質のみ

でなく深層の細胞からも記録を行い，脊髄内にお

いても異常が惹起されているか否かを詳細に調べ

る必要がある．

結 論

正常ラットとベンゾピレン投与ラットの後根神

経節細胞から細胞内記録を行った．その結果，A

b線維の伝導速度が有意に緩徐化していることを
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Table 2 The effects of benzo [a] pyrene on EPSC amplitude elicited by
stimulation of Ab, Ad, and C afferents

Sham control Benzo [a] pyrene
Ab neuron 53pA （n＝ 1） 43pA （n＝ 1）
Ad neuron 50:46pA（n＝ 30） 49:31pA（n＝ 18）

C neuron 39:35pA（n＝ 21） 42:32pA（n＝ 18）



見いだしたが，Agや C 線維には影響を与えな

かった．しかし，静止膜電位では全ての群で有意

な差を見いだすことは出来なかった．また，正常

とダイオキシン投与ラットの脊髄スライス標本を

用い，脊髄膠様質細胞から記録を行い，脊髄内で

の可塑的な変化を検討したが，少なくとも膠様質

細胞では有意な変化は見られなかった．今回の結

果からベンゾピレン投与はAb線維の伝導速度の

変化を起こし，しびれなどの感覚異常を引き起こ

す可能性が示唆された．
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Abstract

We developed an analytical method for accurately determining the concentrations of dioxins and
polychlorinated biphenyls (PCBs) in a blood volume of 5 g. Inter-laboratory cross-comparison is
available for maintaining the quality of dioxins and PCBs analyses. We carried out the cross-
comparison of dioxin and PCBs analyses in the blood with domestic analysis organizations. Two
cross-comparison studies each of dioxins and PCBs analyses were carried out from 2012 through 2015.
As a result, the findings of our analysis accorded well with the analyses of the other organizations. It
was found that our analytical method is sufficiently reliable.

Key words：cross-comparison, dioxins, PCB, blood

は じ め に

血液中のダイオキシン類およびポリ塩化ビフェ

ニル（PCB）は，土壌や大気などの環境試料や焼

却灰等と比べて低濃度であるため，特に微量分析

が求められる．また，血液を対象に分析を実施す

る機関は少なく，精度管理を実施する機会がほと

んどないのが現状であった．厚生省（当時）が

2000 年に公表した測定マニュアル1) では，50 g

以上の血液を必要とするため受診者への負担が大

きいことや，試験操作が煩雑である等の課題が

あった．そのため福岡県保健環境研究所（以下，
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当所）では血液 5 g を用いたダイオキシン類およ

び PCB 一斉分析法を開発し2)~4)，2002 年以降の

日常分析に用いている．この分析法の妥当性を検

証するため，2007 年より国内の分析機関と同一の

血液試料を用いたクロスチェックを実施してき

た5)．今回，2012 年から 2015 年までの４年間に

実施したクロスチェックの結果について機関間の

比較を行い，当所における血液中ダイオキシン類

および PCB の分析法の信頼性を検証した．

実 験 方 法

1．分析試料

厚生労働省により策定された「献血血液の研究

開発等での使用に関する指針」に基づき，日本赤

十字社から譲渡された血液を分析試料とした．こ

れを各年２種類ずつ国内の複数の分析機関に配付

し，ダイオキシン類（毒性等価係数（TEF）が設

定されている 29 異性体）または PCB（高濃度の

30 異性体以上）の測定を依頼した．配付した血液

試料の量は各機関から申請された必要量とした．

表 1 に各年の試料および測定対象項目を示した．

2．ダイオキシン類分析方法

当所における血液中ダイオキシン類の分析方法

は，既報2)3) の通り血液 5 g を秤量した後，凍結

乾燥処理を経て ASE による脂肪抽出を行い，硫

酸処理の後，硝酸銀シリカゲルおよび活性炭によ

るカラム精製を行う方法を用いた．他の分析機関

は各機関で通常行っている分析法を用いた（表 2）．

ダイオキシン類の毒性等量（TEQ）は，各機関の

定量結果（脂肪重量あたり）からWHO が 2005

年に発表した TEF（WHO 2005）を用いて各分析

機関が計算し，報告した．検出下限未満の異性体

は検出下限値の 1/2 をその濃度として計算した値

を集計に 用いた．機 関間の比較には変動係数

（CV）および Zスコアを用いた．CV（％）および

Zスコアの計算は次の式により行った．

変動係数

CV（％)=s / 2× 100

Z スコア

Z=(2,2) / s

2：各機関の分析結果

2：各機関の分析結果（2）の平均値

s：各機関の報告値（2）の標準偏差（SD）

3．PCB分析方法

当所における血液中 PCB の分析は，ダイオキ

シン類と同様の分析法を用いた2)4)．他の分析機

関は各機関で通常行っている分析法を用いた（表

3）．すべての機関が GC/MS による測定を行い，

得られた PCB 異性体別の検出下限，定量下限お

よび定量結果（全血重量あたり）を報告した．定

量下限未満の異性体の濃度はゼロとし，Total

PCBs 濃度や同族体ごとの濃度の集計は我々が

行った．機関間の比較には CV および Z スコア

を用いた．

（倫理面への配慮）

ダイオキシン類および PCB の測定にはプール

された血液を使用しており，個人を特定できるよ

うな情報は存在しない．また，本研究は福岡県保

健環境研究所倫理委員会による審査を受け承認さ

れたものである（受付番号第 28-3 号（1）平成 28

年 6 月 16 日承認）．

実験結果と考察

1．血液中ダイオキシン類濃度分析

血液中ダイオキシン類濃度測定のクロスチェッ

クは，2012 年に 7 機関，2014 年に 6 機関において

それぞれ 2種類の試料を測定した結果を比較した．

2012 年の血液中ダイオキシン類濃度の測定結

果を表 4 に示す．血液中脂肪濃度（重量％）の 7

機関の平均値は Sample 1 が 0.33％（範囲：0.28

− 0.38％），Sample 2 が 0.45％（範囲：0.35 −

0.51％）であり，機関間の CVはそれぞれ 14％お

よび 12％であった．Sample 1 の血液中ダイオキ

シン類濃度の 7 機関の平均値は，Total PCDDs：

1.9，P CDFs： 1.1，n o n-ortho P C Bs： 1.1，

mono-ortho PCBs：0.091，Total dioxins：4.1

pg-TEQ/g lipid であった．Sample 2 の平均値は，

Total PCDDs：2.8，PCDFs：10，non-ortho

PCBs：2.1，mono-ortho PCBs：0.30，Total

dioxins：15 pg-TEQ/g lipid であった．Sample 1

および 2 の Total dioxins の CV は 15％と 13％で

あった．Sample 1 および 2 の Total dioxins の X

管理図を図 1 に示す．管理限界線を Zスコア=±

2 とした場合，Sample 2 の機関 B が上部管理限界

線を超えていた．これは，機関 B の Sample 2 に

おける脂肪濃度（0.35％）が他機関（B を除いた

新 谷 依 子 ほか 12 名84
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平均値：0.47％）よりも 25％程度低かったことに

よるものと考えられる．Sample 1 においては同

様の傾向は認められず，何らかの原因により機関

B の Sample 2 における脂肪重量の測定に問題が

あった可能性がある．

2014 年の血液中ダイオキシン類濃度の測定結

果を表 5 に示す．血液中脂肪濃度の 6 機関の平均

値は Sample 1 が 0.41％（範囲：0.36 − 0.46％），

Sample 2 が 0.33％（範囲：0.23 − 0.42％）であ

り，機関間の CV はそれぞれ 12％および 19％で

あった．比較的高濃度であった Sample 1 の血液

中ダイオキシン類濃度の 6 機関の平均値は，Tot-

al PCDDs：6.2，PCDFs：18，non-ortho PCBs：

4.2，mono-ortho PCBs：0.61，Total dioxins：29

pg-TEQ/g lipid であった．比較的低濃度であっ

た Sample 2 の血液中ダイオキシン類濃度の平均

値 は，Total PCDDs：3.0，PCDFs：1.5，non-

ortho PCBs：1.5，mono-ortho PCBs：0.17，Total

dioxins：6.2 pg-TEQ/g lipid であった．Sample 1

および 2 の Total dioxins の CV は 5.1％と 20％

であった．Sample 1 および 2 の Total dioxins の

X 管理図を図 2 に示す．管理限界線を Zスコア=

± 2 とした場合，Sample 1，2 ともに管理限界線

を超えた機関はなかったが，Sample 2 の機関 B

における Total dioxins がやや高かった．機関 B

における Sample 2 の脂肪濃度（0.23％）が他機関

（B を除いた平均値：0.34％）よりも低かったこと

に起因する可能性が考えられる．
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図 1 機関別血液中ダイオキシン類濃度の X管理図（2012 年）
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図 2 機関別血液中ダイオキシン類濃度の X管理図（2014 年）

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

A B C D E F

Total dioxins 全機関平均

Z=2 Z=-2

機関名

血
中
濃
度
（

pg
-T

EQ
/g

 lip
id
）

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

7.0

8.0

9.0

10.0

A B C D E F

Total dioxins 全機関平均

Z=2 Z=-2

機関名

血
中
濃
度
（

pg
-T

EQ
/g

 lip
id
）

（ｂ）（a）



油症診断基準の一つである 2,3,4,7,8-PeCDF

濃度（脂肪重量あたり）について，当所の測定結

果の妥当性を確認するために Z スコアを算出し

た．各年の Sample 1 および 2 の Zスコアは 2012

年 が -0.78 お よ び -0.34，2014 年 が -1.1 お よ び

-0.84 と，いずれも |Z| ≦ 2 の範囲内であり良好な

結果であった．

2012 年および 2014 年に実施した血液中ダイオ

キシン類濃度測定のクロスチェックでは，どちら

も脂肪重量測定に由来すると考えられる機関間の

Total dioxins のばらつきが認められた．血液中ダ

イオキシン類の測定は脂肪重量あたりで評価され

ることが多く，脂肪濃度は抽出された脂肪重量を

測定することで算出される．数十mgの微量の脂

肪重量を正確に測定する必要があり，分析の際に

は細心の注意が必要である．脂肪抽出法の違い

（溶媒抽出およびASE抽出）による脂肪濃度の差

は今回特に認められなかった．

2．血液中 PCB濃度

血 液 中 P C B 濃 度 測 定 の ク ロ ス チ ェ ッ クは，

2013 年に 8 機関，2015 年に 6 機関においてそれ

ぞれ 2種類の試料を測定した結果を比較した．

2013 年の血液中 PCB 濃度の測定結果を表 6 お

よび表 7 に示した．参加 8 機関の Total PCBs 濃

度の平均値は Sample 1 が 440 pg/g-wet，Sam-

ple 2 が 400 pg/g-wet であり，分析機関間の CV

はそれぞれ 17％と 9.0％であった（表 6）．Sam-

ple 1 および 2 の Total PCBs 濃度の X 管理図を

図 3 に示す．管理限界線を Zスコア=± 2 とした

場合，Sample 1，2 ともに管理限界線を超えた機

関はなく，おおむね良好な結果であった．各分析

機関の PCB 同族体ごとの濃度についても比較し

た（表 6）．主要な同族体（PeCBs − OcCBs）濃度

の CV は PeCBs と HxCBs で 20％を超えたが，

HpCBs と OcCBs は比較的ばらつきは小さかった．

今回の配付試料では HxCBs が Total PCBs 濃度

に占める割合が最も大きい同族体であり，HxCBs

濃度の変動が Total PCB 濃度の変動に最も大き

く影響していると考えられる．また，3 機関は

MoCBs を，2 機関は DiCBs を，1 機関は NoCBs

と DeCB の定量を行っていなかった．これら同

族体を合計しても Total PCBs 濃度に占める割合

は低く，Total PCBs 濃度の測定にはほとんど影

響しないと考えられる．濃度が高かった上位 10

異性体で Total PCBs 濃度の 80％近くを占めてい

た．各機関の主要異性体の濃度についても比較を

行った（表 7）．なお，#180/#193，#163/#164 お

よび #182/#187 については未分離の異性体とし

て報告した機関があったため，合算値として集計

した．主要異性体の濃度および CVは表 7 に示し

た通りであり，中にはCVが 50％を超えている異

性体もあった．機関 Fの #146 は Sample 1，2 と

もに不検出と報告されていたが，他機関と比較し

て定量下限が高く設定されていたために不検出と

なり，ばらつきが大きくなったと考えられる．ま

た，血液試料の配付時に定量する異性体を「高濃

度の 30 異性体以上」とし，具体的な異性体を指定
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図 3 機関別血液中 PCB 濃度の X管理図（2013 年）

200

250

300

350

400

450

500

550

600

650

A B C D E F G H

Total PCBs 全機関平均

Z=2 Z=-2

機関名

血
中
濃
度
（

pg
/g

-w
et
）

250

300

350

400

450

500

A B C D E F G H

Total PCBs 全機関平均

Z=2 Z=-2

機関名

血
中
濃
度
（

pg
/g

-w
et
）

（ｂ）（a）



しなかったため，各機関がそれぞれ定量する異性

体を 32〜209 種選んでいた．その結果，今回の試

料で高濃度であった異性体を定量していない機関

があった．血液中に検出される PCB 異性体は 60

種程度であり，濃度の高い 30 異性体で約 90％以

上を占める6) が，機関間の比較のためには測定す

る異性体をある程度指定することも検討する必要

があると考えられた．

油症診断および検診において PCB パターン判

定 に使用される 3 異性体（#118，#153 お よ び

#156）濃度について，当所の測定結果の Zスコア

を算出した．Sample 1 における #118，#153 およ

び #156 の Z スコアはそれぞれ-0.23，-0.041 お

よ び -0.0032，Sample 2 が -0.99，0.17 お よ び

-0.31 と，いずれも |Z | ≦ 2 の範囲内であり良好

な結果であった．

2015 年の血液中 PCB 濃度の測定結果を表 8 お

よび表 9 に示した．参加 6 機関の Total PCBs 濃

度の平均値は Sample 1 が 970 pg/g-wet，Sam-

ple 2 が 520 pg/g-wet であり，分析機関間の CV

はそれぞれ 5.2％および 7.7％であった．Sample

1 および 2 の Total PCBs 濃度の X 管理図を図 4

に示す．管理限界線を Zスコア=± 2 とした場合，

Sample 1，2 ともに管理限界線を超えた機関はな

く，おおむね良好な結果であった．定量された同

定ピーク数は各機関により異なり，Sample 1 が

38〜102 本，Sample 2 では 33〜93 本の範囲であ

り，6 機関中 2 機関がMoCBs と DiCBs を定量対

象としていなかった．しかし，定量されなかった

異性体や同族体の Total PCB 濃度に占める割合

は低く，値のばらつきにはほとんど影響がなかっ

た．主要な PCB同族体（TeCBs − OcCBs）の濃

度を比較すると，比較的高濃度であった Sample 1

の TeCBs と OcCBs で 10％を超えたが，PeCBs

と HpCBs は 10％未満でよく一致していた．低濃

度 の Sample 2 でややばらつきが 大きくなり，

TeCBs，HpCBs およびOcCBsの CVは 11〜20％

を示したが，Total PCB 濃度の約 52％を占める

PeCBs と HxCBs の CV はそれぞれ 7.4％および

5.5％であった．分析機関ごとに高濃度の上位 10

種異性体を選んで濃度を総和した値は，Total

PCB 濃度の 72〜77％を占めていた．主要異性体

の濃度についても比較を行った（表 9）．なお，

#180/#193，#163/#164 お よ び #182/#187 につ

いては合算値として集計した．Sample 1 および 2

の PCB 異性体別濃度の CVは，#138 で 7.2 およ

び 8.8％，#153 で 8.9 および 7.6％，#156 で共に

10％，#163/#164 で 12 および 11％，#170 で 16

および 18％，#180/#193 で 6.7 および 9.9％等で

あった．濃度の高低に関わらず異性体種による違

いが顕著であり，特に#163/#164 および #170 の

ばらつきが大きかった．主要な異性体の CVにつ

いて，2013 年あるいは 2015 年の実施年ごとに

Sample 1 と 2 の結果を比較すると，CVの大きい

異性体は Sample 1 および 2 の間で共通していた

が，2013 年と 2015 年の結果を比較すると，異性

体種による傾向は特に認められなかった．

油 症 診断基準に おいて使用される 3 異性体
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図 4 機関別血液中 PCB 濃度の X管理図（2015 年）
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（#118，#153 および #156）濃度について，当所の

測定結果の Z スコアを算出した．2015 年に当所

で測定した Sample 1 の #118，#153 および #156

の Z スコアはそれぞれ-0.79，0.59 および-1.3，

Sample 2 が-1.4，-0.67 および-1.8 と，いずれも

|Z | ≦ 2 の範囲内であり良好な結果であった．

今回のクロスチェックにおいて，各機関からの

結果報告はエクセルファイルにより行われたが，

有効数字を指定しなかったため，異性体ごとに有

効数字 1桁で報告した機関や，エクセル上の書式

のみで桁揃えを行っていた機関など，それぞれ対

応が異なっていた．また，各機関からの報告は数

値のみであり，クロマトグラム等の生データの提

出を求めていなかったため，機関間のばらつきの

原因等について詳細な分析を行うことができな

かった．各機関からの結果報告の方法については

今後の検討が必要であると考えられる．

総 括

2012 年〜2015 年に血液中ダイオキシン類およ

び PCB 濃度測定のクロスチェックを２回ずつ実

施した．クロスチェックを実施した分析機関間で

測定値は概ね一致していたが，一部脂肪重量の測

定にばらつきが認められ，脂肪重量測定には注意

が必要であると考えられた．分析法の違いによる

血中ダイオキシン類および PCB 濃度の差は認めら

れず，当所における分析法の妥当性が確認された．
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2014-2016年度油症検診における血液中

ポリ塩化クアテルフェニルの分析
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Abstract

Concentration of polychlorinated quaterphenyl (PCQ) in blood is an important chemical diagnostic
standard in Yusho. In this study, we examined improvement of analytical method, and blood analysis
was performed using this method. New method made it possible to analyze more quickly than our
usual method. During the period of 2014 to 2016, a total of 143 bloods PCQ were analyzed. As a result,
PCQ was detected from a total of 19 persons, and the range of PCQ concentrations were 0.02-6.15
ppb. From the time course of the PCQ concentration determined in blood of Yusho patients, PCQ is
found not to be eliminated than PCB. The concentration of PCQ is an important knowledge for
diagnosis of Yusho-disease and it is thought that itʼs necessary to continuously analyze in the future.
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は じ め に

ポリ塩化クアテルフェニル（PCQ）は油症患者

が摂取したライスオイル中に高濃度に検出される

化合物であり，ポリ塩化ビフェニル（PCB）が加

熱媒体として使用される間に生成したと考えられ

ている1)．PCQ は魚からごく微量検出されるこ

とが報告されているが，健常者の血液ではほとん

ど検出されていない（平均で 0.02 ppb 未満)2)．

一方で，油症患者の血液では明らかに高濃度の

P CQ が 検出されている3)．これらの 知 見から，

1981 年に血液中 PCQ濃度が油症診断基準に追加
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された．PCQは，血液中濃度が 0.1 ppb 以上の場

合は「異常に高い濃度」，0.03-0.09 ppb が「境界

領域濃度」，0.02 ppb 以下が「通常見られる濃度」

とそれぞれ区分されている．

PCQ は PCB が二量体化した構造をしており，

結合部位の違いにより 6 種類の基本骨格がある

（Fig. 1)．さらに，置換する塩素の数や位置の違

いにより数十万という異性体が存在することが知

られており，個別に定量することは不可能である．

PCQの分析法は前田らにより PCQを完全塩素化

し骨格の異なる 6種類のオクタデカクロロクアテ

ルフェニル（ODCQ）として電子捕獲型検出器付

きガスクロマトグラフ（ECD/GC）で定量する方

法が確立されている4)．また，飯田らはキャピラ

リーカラムを用いた高感度分析法を開発し5)，芦

塚らは使用する血液の少量化と検査の迅速化を報

告している6)．当所ではこれらの報告を参考に

PCQの分析を行っているが，実験操作が長く，使

用する器具の洗浄など操作以外の工程にも時間を

要し，改良の余地があった．

今回著者らは，検査法の改良と，2014-2016 年

に行われた油症一斉検診における PCQ の分析結

果について報告する．

実 験 方 法

1．試料

2014-2016 年に行われた油症一斉検診における，

PCQの測定対象者 87 名（延べ 143 名）の血液に

ついて測定を実施した．

2．試薬・器具

ヘキサン，エタノール，ジエチルエーテル，ジ

クロロメタン，無水硫酸ナトリウムは関東化学製

の残留農薬試験・PCB 試験用を用いた．蒸留水

（ヘキサン洗浄品）は関東化学製の残留農薬試験

用を用いた．水酸化カリウム，酒石酸ナトリウム

二水和物，炭酸水素ナトリウムは和光純薬製の特

級を用いた．クロロホルムは和光純薬製の残留農

薬・PCB 分析用，硫酸は同社製の有害金属分析用，

20％塩酸は同社製の精密分析用を用いた．発煙硫

酸 25％（液状）はキシダ化学製の特級を用いた．

ノナ ンは CALEDON 製の Distilled in Grass グ

レードを用いた．五塩化アンチモンはアルドリッ

チ製の PCB 分析用を用いた．フロリジルは和光

純薬製のカラムクロマトグラフィー用であり，

5％ジエチルエーテル/ヘキサンを加え超音波で

20 分間洗浄し，130 ℃で 3時間活性化したものを

用いた．活性アルミナ 90（中性）はMERCK 製

であり，130 ℃で 3時間活性化後，精製水を 2％加

えよく混合したものを用いた．

ガラス器具や試薬は可能な限りダイオキシンフ

リーオーブン（アルプ製，KKD-45F 型）で 450℃，

4 時間の条件で加熱処理したものを用いた．血液

試料のアルカリ分解にはアドバンテック製の定温

乾燥機（DRN420DB 型）を用いた．

3．使用機器及び測定条件

使用機器及び測定条件を Table 1 に示した．

4．分析法

均一化した血液試料約 2 g を 10 mL の共栓丸

底試験管に秤量した．1.5 N の水酸化カリウム/

エタノール溶液 3.5 mL を加えよく混合した後，

30℃に設定したオーブンに入れ，終夜でアルカリ

分解した．次に，ヘキサン 2 mL を加え振とう抽

出し，3,000 rpmで 1 分間遠心分離した．ヘキサ

ン層を別の 10 mL共栓スピッツ管に移し，残渣に

再度ヘキサン 2 mL を加え振とう抽出，遠心分離

しヘキサン層を回収した．この抽出を合計 3 回

行った．集めたヘキサン層に蒸留水 2 mL を加え

撹拌洗浄し，3,000 rpm で 1 分間遠心分離した．

ヘキサン層は無水硫酸ナトリウム（1.5 g）を充填
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Fig. 1 Six basic skeletons of PCQ
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したパスツールピペットに通して脱水し，ヘキサ

ン 1 mL で 2 回洗い込んだ．ヘキサン溶液は窒素

気流下乾固し，ヘキサン 1 mL で再溶解した．続

いて，活性化したフロリジル（0.5 g），無水硫酸

ナトリウム（0.2 g）を積層したパスツールピペッ

トに負荷し，5％ジエチルエーテル/ヘキサン 1

mL で 3 回洗い込んだ後，さらに 4 mL で溶出し

た．溶出液を窒素気流下乾固し，ヘキサン 2 mL

に溶解させた．次に濃硫酸で 10％に希釈した発

煙硫酸を 1 mL加え，よく撹拌し，3,000 rpmで 1

分間遠心分離した．発煙硫酸層を取り除き，同様

の工程を発煙硫酸層が透明になるまで 3回程度繰

り返した．ヘキサン層をガラス製の反応管に移し，

ヘキサン 0.5 mL で 3 回洗い込んだ．硫酸処理し

たヘキサン層を窒素気流下乾固し，減圧下終夜で

乾燥した．次に，五塩化アンチモンを 0.5 mL 加

え，封管した後，200 ℃で 3 時間加熱し完全塩素

化した．室温まで冷却した後，開管し氷浴で冷却

しながら，クロロホルム 2 mL を加えてよく撹拌

した．さらに，冷却下 20％塩酸 0.5 mLを加え撹

拌し，さらに 20％塩酸 2 mLを加えてよく撹拌し

た．3,000 rpm で 1 分間遠心分離し，塩酸層を取

り除き，同様に 20％塩酸 2 mL で 2 回洗浄した．

同様の操作で，蒸留水 2 mL，5％酒石酸水溶液 2

mL，5％炭酸水素ナトリウム 2 mL，蒸留水 2 mL

の順で各 1回ずつ洗浄した．得られたクロロホル

ム層は無水硫酸ナトリウム（1.5 g）を充填したパ

スツールピペットに通して脱水し，ヘキサン 1

mL で 2 回洗い込んだ後，さらにヘキサン 4 mL

で溶出した．溶出液を窒素気流下乾固し，ヘキサ

ン 1 mL に溶解させた．この溶液を活性化したア

ルミナ（0.25 g），無水硫酸ナトリウム（0.2 g）を

積層したパスツールピペットに負荷し，2％ジク

ロロメタン/ヘキサン 1 mL で 2 回洗い込んだ後，

4 mL で溶出した．溶出液は 10 mL の先細スピッ

ツ管にとり，窒素気流下乾固した．ノナン 0.2

mLを加えて撹拌し，最終検液とした（Fig. 2）．

実験結果及び考察

1．分析法の改良，添加回収試験及び定量下限

値

分析法は芦塚らの報告をもとにさらなる簡便化

を試みた．簡便化を行う上ではまず，アルカリ分

解に着目した．これまで用いてきたアルカリ分解

は血液試料に高濃度塩基を加え加熱還流する手法

であるが，冷却管を用いるため一度に処理できる

件数が限られること，また，加熱中に突沸が起こ

りやすいなどの課題があった．これに対して，堀

らは血液中 PCB の分析におけるアルカリ分解の

温度を検討し，30 ℃で分解を行う低温アルカリ分

解法を報告している7)．そこで，PCQの分析にお

いても低温アルカリ分解法が適応可能と考えた．

30 ℃，終夜で ア ルカリ 分 解 を行った結果，

ECD/GC のクロマトグラムにアルカリ分解温度

の違いによる変化は見られず，低温アルカリ分解

法が適応可能であることが確認でき，これまでの

倍以上の検体を同時に処理することが可能となっ

た．使用する器具や無水硫酸ナトリウムはダイオ

キシンフリーオーブンを用いて加熱処理すること

により器具の準備にかかる時間を大幅に短縮する

ことができた．また，これまで最終検液はヘキサ

ン溶液としてきたが，溶媒の揮発による濃縮が懸

念されるため，1 日に測定する件数を制限してき

た．そこで，最終検液を高沸点のノナン溶液へと

変更し，長時間の連続分析が可能か検討した．そ

の結果，溶媒の違いによる定量値に違いは見られ
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Table 1 Measurement conditions of ECD/GC

Instrument Agilent 7890B（63Ni-ECD）

Capillary column
Quadrex 007-65HT
0.25 mm I.D.× 25 m，Film thickness0.1 mm

Column temp. 80 ℃（5min）-30 ℃/min-320 ℃

Inlet temp. 300 ℃

Detector temp. 350 ℃

Carrier gas Helium, 16 psi

Make up gas Nitrogen

Injection volume 4 mL



ず，長時間の連続分析でも溶媒の揮発による濃縮

は見られなかった．これらの改良を行うことで，

検査の全体的な効率を向上させることができた．

次に，分析法の精度を確認するため，PCQが検

出されていない保存血液（＜ 0.02 ppb）を用いて

添加回収試験を行った．添加回収試験では被験者

によって血液の成分組成が異なることを考慮して，

3 名の血液に対し，血液中濃度が 0.02 ng/g とな

るように PCQ 標準溶液を添加し試験を実施した．

その結果，回収率は平均 110.8％（100.1-127.2％）

で，良好な結果が得られた．

油症検診における PCQ 測定においては少なく

とも 0.2 ppb（血液中濃度換算で 0.02 ppb）を定

量できる精度が必要となる．そこで，定量下限値

付近の標準溶液を繰り返し測定し，推定検出限界

値を見積もった．その結果，99％信頼区間として

算出した推定検出限界値は 0.026 ppb（血液中濃

度換算で 0.0026 ppb）であり，油症検診に求めら

れる定量下限値は十分に満たしていると考えられ

た．また，ECD/GC で測定した 0.2 ppb 標準溶液

（血液中濃度換算で 0.02 ppb）のシグナルは十分

な感度（S/N比＞ 10）が得られており，検量線は

0.1-1.0 ppb の範囲で良好な直線性 を示し た

（Fig. 3）．

2．PCQ測定結果

2014-2016 年度に実施された油症一斉検診では

87 名（延べ 143 名）の PCQ 分析を実施した．そ
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Fig. 2 Analysis procedure of PCQ

Blood (2 g)
｜

Alkaline decomposition (1.5 N KOH/EtOH, Over Night)
｜

Extract with Hexane (2 mL ×3)
｜

Wash with Distilled water (2 mL×1)
｜

Dry over anhydrous Na2 SO4 (1.5 g)
｜

Concentrate under Nitrogen flow
｜

Florisil column chromatography (0.5 g)
Elute with 5% Diethylether/Hexane (7 mL)

｜
Concentrate under Nitrogen flow

｜
Dissolve in 1 mL of Hexane

｜
Wash with 10% Fuming sulfuric acid (a few times)

｜
Concentrate under Nitrogen flow

｜
Chlorinate with antimony pentachloride (200 ℃, 3 hrs)

｜
Dissolve in 2 mL of Chloroform

｜
Wash with 20% HCl aq. (2.5 mL×1.2 mL×2), 
Water (2 mL), 5% Tartaric acid aq. (2 mL), 
5% NaHCO3 aq. (2 mL), and water (2 mL)

｜
Dry over anhydrous Na2SO4 (1.5 g)

｜
Concentrate under Nitrogen flow

｜
Activated Alumina column chromatography
Elute with 2% Dichloromethane/Hexane

｜
Concentrate under Nitrogen flow

｜
Dissolve in n-Nonane (0.2 mL)

｜
ECD/GC analysis

Fig. 3 ECD/GC chromatogram of PCQ standard of
quantitation lower limit (0.2 ppb) and calibration
curve (0.1-1.0 ppb, 5 points).
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の中で PCQが検出されたのは 11 名（認定患者 1

名，未認定者 10 名）であり，血液中の濃度範囲は

認定患者で 5.49-6.15 ppb，未認定者で0.02-0.07

ppb であった．

次に，受診者の血液中 PCQ濃度を PCBパター

ン別に解析を行った．PCB パターンは 4 つに分

類されており，Aパターンは油症に典型的，Cパ

ターンは一般人と同様であり，BパターンはAパ

ターンと Cパターンの中間，BCパターンはBパ

ターンと Cパターンの中間（一般人との区別が困

難）とされている．各年度における PCB パター

ン及び PCQ 濃度のまとめを Table 2 に示した．

Aパターンの受診者は 1名（延べ 3回測定）でポ

ジティブコントロールとして毎年測定を行ってい

る認定患者であり，血液中 PCQ濃度は平均 5.78

ppb（5.49-6.15 ppb）と極めて高濃度であった．

B パターンや BC パターンの受診者は 12 名（延

べ 18 回測定）で，うち 2名（延べ 4回測定）から

P CQ が 検出された．血 液 中 濃 度は全て同じで

0.02 ppb であった．Cパターンの受診者は 74 名

（延べ 122 回測定）で，うち 8名（延べ 12 回測定）

から PCQが検出された．血液中濃度は平均 0.03

ppb（0.02-0.07 ppb）であった．

これらの結果から，典型的な油症患者では今も

なお高い PCQ 濃度が検出されることが示された．

一方で，PCB が B パターンのような一般人とは

異なるパターンを示す場合でも PCQ が検出され

ないまたは，検出されても低濃度である事例がほ

とんどであった．また，PCB が C パターンであ

るにも関わらず，PCQ 濃度が 0.07 ppb と比較的

高い濃度で検出される事例も見られた．

3．PCQの構造異性体割合の違い

ECD/GC で PCQを測定すると 5本のピークに

分離されて検出される（Fig. 4)．これら 5 本の

ピーク面積の比率は，原因ライスオイルから抽出

した PCQ スタンダードと血液から抽出したもの

とで異なることが測定上の知見として得られてい

る．すなわち，PCQ スタンダードのピーク面積

比率はおよそ，2,2ʼ-PCQ：2,3ʼ-PCQ：2,4ʼ-PCQ：

3,3ʼ-PCQ：3,4ʼ-PCQ＝ 1：2：1：1：1 であるのに

対して，血液中 PCQではおよそ 1：2：1：1：2 と

なっており，3,4ʼ-PCQ の比率が相対的に高く，

この傾向は PCQ が検出された全ての血液で認め

られた．このように比率が異なる要因を考察する

うえで，竹中らは 6 種類全ての骨格の PCQ を

ラットに経口投与し，その薬物動態について報告

している8)．その中で，それぞれの PCQ に対す

る，血中濃度-時間曲線下面積（AUC）と平均滞

留時間（MRT）はTable 3 に示す結果であり，骨

格の違いにより薬物動態が大きく異なる知見を得

ている．

また，Mochiike らは油症原因ライスオイルの

分析を行い，6 種類の骨格の異なる PCQ の異性

体割合が，2,2ʼ-P CQ：2,3ʼ-P CQ + 2,4ʼ-P CQ：

4,4ʼ-PCQ：3,3ʼ-PCQ：3,4ʼ-PCQ ＝ 9.2：57.8：

0.6：16.2：16.2 であり，4,4ʼ-PCQの比率が低い

ことを報告している9)．

これらの報告から，3,4ʼ-PCQ は原因油中に比

較的多く含まれ，他の構造異性体と比較し体内に

吸収されやすく，血液中に長く留まる性質を持っ

ている と考えられた．この ため，血 液 中 では

3,4ʼ-PCQ の割合が多く，油症原因ライスオイル

を摂取し，体内に PCQ が取り込まれた所見とし

て特徴的なものだと考えられた．一方で，4,4ʼ-

PCQ は AUC，MRT 共に最も値の高い構造異性

体であったが，原因ライスオイル中の含有量が低

いため，検出されにくいと考えられた．

4．PCB濃度と PCQ濃度の推移

ポジティブコントロールとして毎年測定を行っ

ている油症認定患者（1名）の PCB 及び PCQ濃

度の経年推移を Fig. 5 に示した．PCB 濃度は各

年に多少の増減があるが全体的に減少傾向を示し，

当初の 40 年間で約 80％の減少が見られた．しか

し直近 10 年間ではほぼ一定であり，減少傾向は

見られなかった．PCQ 濃度については当初の 30

年間で約 30％の減少が見られたが，PCB と比較

し減少速度がかなり遅いことが明らかとなった．

また，直近 20 年間ではほとんど減少傾向が見ら

れなかった．

油症原因ライスオイルには PCB よりも PCQ

の方が 0.89-3.46 倍多く含有しており，油症患者

は PCQ を多く摂取していたことが分かってい

る3)．一方で，油症検診の結果から血液中では多

くの場合 PCB 濃度の方が PCQ 濃度よりも数十

倍高濃度であることが分かっている．また，マウ

スに PCB や PCQ を経口投与した実験では吸収
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Table 2 Relationship between PCB pattern and PCQ concentration.

PCQ Conc.
(ppb)

PCB Pattern

2014 2015 2016

A B BC C A B BC C A B BC C

0.1 ＜ 1 1 1

0.02-0.1 1 3 2 3 1 6

ND（0.02 ＜） 2 2 50 3 1 34 1 5 26

Fig. 4 ECD/GC chromatograms of PCQ standard (A) and PCQ in blood (B).
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Table 3 AUC and MRT parameter of PCQ congeners8).

AUC (mg・hr/mL) MRT (hr)

4,4ʼ-PCQ 1.24 1,760

3,4ʼ-PCQ 0.111 159

3,3ʼ-PCQ 0.015 84.7

2,4ʼ-PCQ 0.022 52.8

2,3ʼ-PCQ 0.007 92.9

2,2ʼ-PCQ 0.041 64.0

Fig. 5 Time course of PCB and PCQ concentration in positive control blood.
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率は PCB の方が高く，PCQは 6日間で 96.7％が

排出されたことが報告されている10)．これらの

結果を総合的に考えると，PCQ は経口摂取して

もほとんどが吸収されず体外へ排出されるが，一

度吸収されると排出が困難な化合物と考えられた．

次に，この油症認定患者の PCB と PCQの濃度

比についてまとめた結果を Table 4 に示した．樫

本らは油症原因ライスオイル暴露後 11 年が経過

した油症認定患者の血液中 PCB：PCQ 比は平均

100：34 であり，健常者では平均 100：＜ 1 であっ

たことを報告している3)．本研究で測定した暴露

後約 17 年経過時の油症認定患者の PCB：PCQ比

は 100：32 であり，報告値と同様であった．また，

濃度比の経年変化を見ると両者の比率は徐々に近

づき，現在ではほぼ 1：1 になっていることが分

かった．このことは，Fig. 5 の考察と同様に両化

合物の排出速度の違いによるものと考えられる．

また，2014-2016 年度の油症検診で PCQ が検

出された受診者の PCB：PCQ 比をまとめた結果

を Table 5 に示した．PCB：PCQ 比は平均 100：

6.3 であり，油症認定患者と比較すると割合が低

いが，健常者とは異なる比率であった．受診者の

小木曽 俊 孝 ほか８名100
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Table 4 Time course of concentration ratio of PCB and PCQ in patient.

Year
PCB Conc.
(ppb)

PCQ Conc.
(ppb)

PCB：PCQ Ratio

1985 26 8.3 100：32

1986 25 8.1 100：32

1987 31 8.5 100：27

1988 32 9.4 100：29

1991 17.5 7.4 100：43

1992 19.3 7.7 100：40

1993 25.9 7.3 100：28

1994 24 7.2 100：30

1996 13.5 6.4 100：47

1997 9.0 9.0 100：100

1999 13.3 5.7 100：43

2000 13.8 5.3 100：38

2001 11.4 5.1 100：45

2004 5.8 4.2 100：72

2011 6.9 3.9 100：57

2013 7.9 5.4 100：68

2014 5.8 5.7 100：99

2015 5.9 5.5 100：93

2016 6.0 6.2 100：102

Conc. : concentration

Table 5 Concentration ratio of PCB and PCQ in ten of Yusho-suspected persons.

Age
PCB

Pattern
PCB Conc.
(ppb)

PCQ Conc.
(ppb)

PCB : PCQ Ratio

A 46 C 0.31 0.02 100：6.5

B 55 C 0.25 0.07 100：28

C 57 B 0.46 0.02 100：4.4

D 57 C 1.2 0.05 100：4.2

E 59 C 1.0 0.05 100：4.8

F 62 C 0.65 0.02 100：3.1

G 71 C 0.88 0.03 100：3.4

H 73 C 1.0 0.02 100：2.0

I 76 C 0.54 0.03 100：5.5

J 89 B 2.4 0.02 100：0.85

Conc. : concentration



1 名（Table 5 の B）は PCBパターンが Cパター

ンで，PCB：PCQ比は 100：28 と PCQの割合が

高い事例であった．一方で，J のように PCB パ

ター ン が B パター ン で P C B：P CQ 比が 100：

0.85 と低い事例も見られた．PCB は高齢になる

ほど濃度が高くなる年齢との相関が報告されてい

るが11)，PCQ については年齢との相関があると

は考えられなかった．PCB：PCQ 比についても

年齢との相関は確認できず，さらなる調査が必要

であると考えられた．

総 括

PCQ 分析法の改良では，低温アルカリ分解法

を新たに用い，器具の加熱処理など分析法全体を

見直すことで迅速化を行うことができた．

2014-2016 年度に実施された油症一斉検診受診

者 87 名（延べ 143 名）の PCQ検査を実施した結

果，11 名（延べ 19 名）から PCQが検出された．

PCB パターンが B パターンや BC パターンのよ

うに一般人とは異なるパターンが見られる場合で

も，0.1 ppb を超える高い濃度は検出されなかっ

た．

典型的な油症認定患者の PCQ 濃度経年変化を

見ると，若干の減少傾向が見られるものの，油症

発生後まもなく 50 年が経過するという今日でも

高濃度に残留していることが分かった．このこと

から，血液中 PCQ 濃度は PCB や PCDF 濃度と

同様に油症診断を確実なものとする化学的知見と

して重要な役割を有すると考えられた．

様々な臨床的知見と PCQ などの化学的知見を

長期的かつ総合的に解析することは，油症認定患

者ならびに検診受診者の健康状態を把握し，症状

緩和のための知見となり得るため，今後も継続的

に調査を行っていくことが重要であると思われる．
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Development of Solvent-Cut Large-Volume Injection System using

Deans Switch Type SilFlow for Dioxin Determinations in Blood
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Abstract

We developed solvent-cut large-volume injection system (SCLV) using Deans switch type SilFlow in
dioxins measurement of human blood. The SilFlow worked in the same mechanism as the conventional
SCLV for dioxins measurement, showed high reproducibility in dioxins measurement of the standard
solution and the control sample. Since the SilFlow has very small dead volume as compared with the
conventional method, the influence of contamination is small, and the handling is easy. In this study, we
proved that SilFlow is available for an alternative to SCLV in blood dioxins analysis.

Key words：Yusho, Dioxin, SCLV, SliFlow

は じ め に

1968 年に発生した油症はポリ塩化ビフェニル

（PCB）およびダイオキシン類による複合中毒事

件である．事件から 40 年以上経過した近年でも，

2012 年 9 月に「カネミ油症患者に関する施策の総

合的な推進に関する法律」が施行され，同年 12 月

に油症診断基準に「同居家族の油症患者に関する

条件」が追補され，油症を取り巻く環境は大きく

変遷している．

Polychlorodibenzofuran (PCDF)は毒性が高く

油症の主な原因物質であり，2004 年に血液中の

2,3,4,7,8-pentachlorodibenzofuran (2,3,4,7,8-

PeCDF）値が油症診断基準に追加され，油症検診

において血中ダイオキシン類の測定が行われてい

る．

ダイオキシン類測定では高分解能ガスクロマト

グラフ質量分析計（以下，HRGC/HRMS）が使用
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されている．戸高らは SGE 社製ソルベントカッ

ト 大量注入シ ス テ ム（以下，SCLV）を備えた

HRGC/HRMS を用いて高感度なダイオキシン類

測定を実現させ，少量の血液からのダイオキシン

類の測定を可能とした1)．さらに，戸高らはアイ

スティサイエンス社製胃袋型インサート付大量注

入装置（以下，LVI）と SCLVを組み合わせ（以下，

LVI-SCLV），装置への注入量を 20 倍に向上させ，

血中ダイオキシン類測定のさらなる簡略化，高感

度化を可能とした2)．上記したように，SCLV は

油症検診における血中ダイオキシン類測定のキー

デバイスの一つである．

LVI-SCLV では，下記の 4 つの工程で試料を

MS に導入する仕組みになっている．① LVI に

より導入された試料はプレカラムで保持され，②

GC オーブンの昇温により，プレカラムにダイオ

キシン類を保持させたまま大量な溶媒や低沸点化

合物をパージラインから排出させる．③パージラ

インを閉止し，ダイオキシン類をコールドトラッ

プへ導入する．④すべてのダイオキシン類をコー

ルドトラップした後，パージラインを開放し，プ

レカラムに残存した夾雑物を排出する．同時に，

オーブンを降温させ，コールドトラップを解除し，

再度，オーブンを昇温することでダイオキシン類

をMS部に導入する．しかし，LVI-SCLVシステ

ムではキャピラリーカラム等の接続箇所が多く，

漏れの可能性が高く，漏れが生じた場合，その原

因を除去することに多くの労力を必要とする．ま

た，SCLVが販売中止となっているため，血中の

ダイオキシン類を高感度に測定するには，SCLV

に代わる代替システムが必要である．

Deans Switch は圧力バランスによるバルブレ

ススイッチであり，複数のカラムを用いた分析，

特定成分のハートカットや GC 分取，および 2つ

のカラムへの流路切り替えに利用可能である3)4)．

近年，半導体技術の応用によってガスクロマトグ

ラフに利用可能なマイクロフローデバイスが開発

されている．Deans Switch 型のマイクロフロー

チャネルデバイスも販売されており，その応用例

も報告されている5)．我々は，Deans Switch 型マ

イクロフローチャネルデバイスとして Fig. 1 に

示すような Trajan 社製の Deans Switch 型 SilF-

low（以下，SilFlow）を使用し，SCLVと同等な血

中のダイオキシン類の高感度測定が可能か検討し

た．

実 験 方 法

1．試薬

ダイオキシン類分析に使用した有機溶媒および

その他の試薬類は関東化学社製のダイオキシン類

分析用を用いた．活性炭カラムは，ナカライテス

ク社から購入した活性炭と無水硫酸ナトリウムを

混合し，調製された．ダイオキシン類分析のク

リ ー ン ア ッ プ スパイ ク と して毒 性等価係数

（TEF）を持つダイオキシン類の13C12-ラベル化

体を 用いた．これらは Wellington Laboratories

社から購入した．シリンジスパイクとして1,2,

3,4-tetrachlorodibenzo-p-dioxin-13C12（Welling-
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Fig. 1 Deans switch type SilFlow
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ton Laboratories 社製）を用いた．さらに，ダイ

オキシン類の定量用標準物質としてWellington

Laboratories 社製混合標準溶液を用いた．また，

コントロール試料として日水製薬社製の精度管理

用凍結プール血清，L-コンセーラ II を使用した．

2．分析方法

ヒト血中のダイオキシン類の抽出，精製は戸高

らの報告に従って実施した1)．試料約 5 g を精秤

し，クリーンアップスパイクを添加し，高速溶媒

抽出により血液からダイオキシン類を抽出した．

抽出液を硫酸処理，硝酸銀シリカゲルカラムによ

り精製した．次いで，活性炭カラムにより不純物

を除去し，トルエンによりダイオキシン類を分画

した．溶出したトルエンを濃縮し，シリンジスパ

イクを添加し，約 200 mL のトルエン溶液を測定

検液とした．

ダイオキシン類濃度測定には高分解能ガスクロ

マトグラフ質量分析計（HRGC/HRMS），HP6890

（Agilent Technologies 社製)/Autospec Premier

（Waters 社製）を用いた．GC 注入口には胃袋型

インサートを用いた大量注入装置であるアイス

ティサイエンス社製の LVI-S200（以下，LVI）を

使用した．また，ソルベントカット大量注入法と

して LVI および SilFlow を結合させたHRGC/

HRMS の測定システム（以下，LVI-SilFlow）を

用いた．LVI-SCLV では，プレカラムには SGE

社製の BPX-5（φ 0.25 mm × 7 m，膜厚 0.25

mm），分析カラムには SGE 社製のBPX-Dioxin-I

（φ 0.15 mm × 30 m）を使用した．ダイオキシ

ン類の測定条件を Table 1 に示す．ダイオキシン

類測定では，測定検液 100 mL を LVI に導入し，

分解能 10,000 以上で定量した．

結果および考察

1．LVI-SilFlowと LVI-SCLV（従来法）の比

較

Fig. 2 に LVI-SilFlow の概略図を示す．LVI-
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Fig. 2 Principle of LVI-SliFlow system
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Table 1 Condition of LVI, SilFlow, and GC/MS

PTV conditons

PTV LVI-S200 (AiSTI science Co. Ltd.)
Purge time 1 min
Vent flow 300 mL/min
Programmemed temperature Rate Temperature Hold

1st 120℃ 1 min
120 ℃/min 290 ℃ 20.3 min

GC conditions

Gas chromatograph Model 7890A (Agilent Technologies Ltd.)
Pre-column BPX-5 (SGE Ltd.)

(7 m × 0.25 mm I.D. × φ 0.25 mm)
Analytical column BPX-DIOXIN-I (SGE Ltd.)

(30 m × 0.15 mm I.D.)
Carrier gas He
Oven temperature Rate (℃/min) Temperature (℃) Hold (min)

160 4.5
1st 20 300 12
2nd 70 195 0.5
3rd 3.5 300 1.5

Inlet pressure Rate (kPa/min) Pressure (kPa) Hold (min)
469 4.5

1st 302 620 18.5
2nd 112 508 1
3rd 3.73 620 1.5

Auxiliary pressure #1 Rate (kPa/min) Pressure (kPa) Hold (min)
445 4.5

1st 333 610 18.5
2nd 128 482 1
3rd 4.25 690.5 1.5

Auxiliary pressure #2 Rate (kPa/min) Pressure (kPa) Hold (min)
443.5 4.5

1st 333 610 18.5
2nd 128 482 1
3rd 4.27 610

MS conditions

Mass Spectrometer AutoSpec Premier (Waters Co. Ltd.)
Ion source temperature 280℃
Ionization voltage 28 eV
ionization current 750 mA
Ionization mode EI +
Accelerating voltage 8 kV
Resolution ＞ 100000

Monitor ion
(m/z)

Native Labeled
TeCDDs 319.8965 321.8936 331.9368 333.9339
PeCDDs 353.8576 355.8546 365.8978 367.8949
HxCDDs 387.8186 389.8156 399.8589 401.8559
HpCDDs 423.7767 425.7737 435.8169 437.814
OCDD 457.7377 459.7348 469.778 471.775
TeCDFs 303.9016 305.8987 315.9419 317.9389
PeCDFs 339.8597 341.8568 351.9 353.897
HxCDFs 373.8207 375.8178 385.861 387.858
HpCDFs 407.7818 409.7788 419.822 421.8191
OCDF 441.7428 443.7398 453.783 455.7801
TeCBs 289.9224 291.9194 301.9626 303.9597
PeCB 323.8834 325.8804 335.9237 337.9207
HxCB 357.8444 359.8415 369.8847 371.8817



SilFlow では，装置に注入された試料は先に述べ

た LVI-SCLV と同様に 4 つの工程を経てMS 部

に導入される．

LVI-SilFlow システムにおいて 0.0025 ng/mL

のダイオキシン類標準溶液を 100 mL 注入して得

られたマスクロマトグラムと，LVI-SCLVシステ

ムにおいて得られたマスクロマトグラムを Fig. 3

に示す．なお，Fig. 3 では測定対象のダイオキシ

ン類で最初に検出される tetrachlorobiphenyls

（TeCBs），診断基準に使用されている pentach-

lorodibenzofurans（PeCDFs）および最後に検出

される octachlorodibenzofuran（OCDF）のマス

クロマトグラムを示した．両システムの比較が容

易なように同じ m/z のマスクロマトグラムを並

列して記載した．Fig. 3 に示すように両システム

とも同様なマスクロマトグラムが得られた．一般

的なキャピラリーカラムでは，測定対象物質の中

で 3,4,4ʼ,5-tetrachlorobiphenyl（以下，PCB81）

が最も早くプレカラムから溶出し，OCDFが最後

に溶出する．SCLVでは，プレカラムから溶出す

る PCB81 から OCDF までを分析カラムへ導き，

それ以外の夾雑物は系外へ排出される．Fig. 3 に

示すように両システムとも同様なマスクロマトグ

ラムが得られたことから，SilFlow でも SCLV と

同じ機構で作動していることが分かった．両シス

テムでは大量な溶媒を注入しているため，溶媒蒸

気が質量分析計の真空度に影響を与える可能性が

あるが，両システムとも真空度の変動が非常に少
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Fig. 3 Mass chromatograms of TeCBs, PeCDFs, and OCDF
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なく，SilFlow においても溶媒カットが機能して

いることが分かった．

SilFlow の流路の内壁は高不活性化処理されて

おり，ダ イ オ キ シ ン 類 が吸着し にくい．また，

Sliflow ではデッドボリュームが非常に小さい構

造となっており，キャピラリーカラムとの接続に

は金属製フェラルの SilTite が使用されているた

め，コンタミネーションのリスクが低減された．

さらに，SilTite FingerTite により手締めで簡単

に接続が可能であり，SCLVと比較して接続部分

が少なく，測定システムでの漏れのリスクが低減

された．

2．LVI-SilFlowを用いた標準物質およびコン

トロール試料中のダイオキシン類測定にお

ける再現性の評価

我々は，血中ダイオキシン類の測定において 1

バッチあたりコントロール試料を含む 24 試料を

同時に抽出，精製を行い，HRGC/HRMS で分析

している．その際，毎回，標準物質およびコント

ロール試料をHRGC/HRMS で測定し，解析結果

から各測定の妥当性を評価している．ここでは，

LVI-SilFlow システムを用いて 8バッチの血中ダ

イオキシン類を測定したときの各バッチの標準物

質の相対感度係数（以下，RRF）を Table 2 に，各

バッチのコントロール試料の測定結果を Table 3

に示す．なお，コントロール試料の濃度は，脂肪

量測定における誤差を除外するため，湿重量ベー

スで算出した．

血液中のダイオキシン類測定暫定マニュアル6)

では，RRF の変動は前回の測定時と比較して±

20％以内であることと規定されている．Table 2

では，8 バッチの標準物質の測定結果から得られ

た各同族体の RRF の平均値も示し，各測定にお

ける RRF は平均値と比べ−10.5％〜12.5％の範

囲内にあり，± 20％以内であった．したがって，

SilFlow においても再現性良くダイオキシン類の

安定な測定が可能であった．

Table 3 では 8 バッチ分のコントロール試料の

測定結果に加えて，各同族体の平均値，標準偏差

（SD）および相対標準偏差（CV）を示す．血液中

のダイオキシン類測定暫定マニュアルでは，二重

測定の結果は各同族体の実測濃度と実測濃度の平

均値との差が 50％以内であることを要求してい

る．Table 3 に示すように各同族体の CV は最小

で 4.1％，最大で 12.1％であり，SilFlow でも再

現性の良い血中ダイオキシン類測定が可能であっ

た．SilFlow ではハートカットのタイミングのズ

レにより PCB81 およびOCDF濃度が減少する可

能性があるが，これらの同族体においても変動は

小さかった．また，TEF を持つダイオキシン類

の総濃度および毒性等価量（TEQ）の相対標準偏

差はそれぞれ 3.0％および 3.2％であり，高い再

現性を示した．また，このコントロール試料は戸

高らが LVI-SCLV で測定し報告したものと同様

であり，その ダ イ オ キ シ ン 類 濃 度は 0.063 pg-

TEQ/g であり2)，今回我々が 報告し た 濃 度

（0.067 pg-TEQ/g）と同等であった．以上のこと

から，SilFlow はこれまで使用してきた SCLV に

代替可能であり，血中のダイオキシン類の測定に

適用できると考えられる．

総 括

Deans Switch 型 SilFlow を使用し，SCLVと同

等な血中のダイオキシン類の高感度測定が可能か

検討した．血中のダイオキシン類測定において

Deans Switch 型 SilFlow は，従来から使用してい

る SCLVと同様な機構で作動し，標準物質および

コントロール試料の測定でも再現性の高い結果が

得られた．SilFlow は従来法と比べて，非常に小

さいデッドボリュームのため，コンタミネーショ

ン の 影 響 が 小さく，取り扱いも容易であり，

SCLVの代替として適用可能であることが証明で

きた．
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油症における甲状腺機能の検討
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Thyroid Function in Patients with Yusho
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Abstract

To investigate chronic effects of polychlorinated biphenyls (PCBs) and polychlorinated dibenzofur-
ans (PCDFs) on thyroid functions, serum concentrations of thyroid stimulating hormone (TSH),
triiodothyronine (T3), thyroxine (T4) and free T4 were studied in serum of 197 patients with Yusho and
42 control subjects in 2015. Serum levels of T3 were decreased in patients with Yusho compared with
controls. A significant relationship between concentrations of PCB in the blood and serum levels of T3

was observed, while there was no correlation between blood PCB concentrations and TSH, T4 or free
T4 levels. Serum levels of T3 were significantly decreased in the subjects with high PCB concentrations
compared with those with low PCB concentrations. Furthermore, serum levels of T3 were significantly
decreased in the subjects with high 2,3,4,7,8-pentachlorodibenzofuran (PeCDF) concentrations
compared with those with low 2,3,4,7,8-PeCDF concentrations. We conclude that serum T3 levels
decrease in patients with Yusho, and it may be associated with PCBs and 2,3,4,7,8-PeCDF in the
blood.

Key words：Yusho, thyroid function, PCB, PCDF

は じ め に

1968 年 4 月頃よりポリ塩化ビフェニル（PCB）

混入ライスオイル摂取により北部九州を中心に発

生した油症では，原因油の分析から油症の原因物

質としてポリ塩化ジベンゾフラン（PCDF）の毒

性影響が大きいと考えられる1)2)．PCDF は，狭

義のダイオキシンであるポリ塩化ジベンゾ-パラ-

ジオキシン（PCDD）およびコプラナー PCB とと

もにダイオキシン類と総称され，これらの物質の

毒性は細胞質に存在する芳香族炭化水素受容体

（Ah受容体）を介すると考えられている3)．油症

発生以来 40 年以上が経過し種々の症状は軽快し

ているが，重症例においては体内の PCB 濃度が

今なお高く血中 PCB の組成には未だに特徴的な

パターンが認められ，慢性中毒に移行していると

推定される4)~6)．2001 年度より福岡県油症一斉

検診においてダイオキシン類の測定が開始され，

油症患者では未だに血中 PCDF 濃度が高値であ

り，PCDFの体内残留が推測される7)．

近年，PCB，ダイオキシン類が内分泌撹乱物質

として正常なホルモン作用を撹乱し，生殖機能の

油症における甲状腺機能の検討 111
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阻害，悪性腫瘍の発生，免疫機能の低下等を引き

起こす可能性が指摘されている8)9)．油症患者に

おける甲状腺機能については油症発生 16 年後の

1984 年度福岡県油症一斉検診において対照者に

比べトリヨードサイロニンおよびサイロキシンの

上昇を認めることが報告されている10)．さらに，

1996 年度福岡県油症一斉検診では血中 PCB 濃度

が高値の油症患者において抗サイログロブリン抗

体が高頻度に認められた11)．抗サイログロブリ

ン抗体は慢性甲状腺炎や Graves 病などの自己免

疫性甲状腺疾患に高率に出現することより，油症

患者では甲状腺機能の経過を注意深く追跡する必

要があると考えられた．

今回，2015 年度福岡県油症一斉検診において油

症における甲状腺機能の経過を追跡するために甲

状腺機能検査を行い，油症原因物質である PCB

お よ び 2,3,4,7,8-pe n t a c h l o r o d i b e n z o f u r a n

（PeCDF）の甲状腺機能に対する慢性的影響につ

いて検討した．

対象および方法

2015 年度福岡県油症一斉検診の受診者 245 例

にアンケートによるインフォームドコンセントを

実施し，甲状腺機能検査に同意が得られた 239 例

を対象者とした．採血は午前中の空腹時に行った．

甲状腺機能検査と して甲状腺刺激ホル モ ン

（TSH），トリヨードサイロニン（T3），サイロキシ

ン（T4）および遊離サイロキシン（Free T4）は電

気化学発光免疫測定（Electrochemiluminescence

Immunoassay：ECLIA）法（エクルーシス試薬

TSH，エクルーシス試薬 T3，エクルーシス試薬

T4Ⅱおよびエクルーシス試薬FT4，ロシュ・ダイ

アグノスティックス社）によりモジュラーアナリ

ティクスE170（日立ハイテクノロジーズ社）にて

測定した．

PCB の測定は福岡県保健環境研究所，福岡市保

健環境研究所，北九州市環境科学研究所および北

九州生活科学センターで，2,3,4,7,8-PeCDF の

測 定は福 岡県保健環境研 究所で行った．血 中

PCB 濃度は 2015 年度福岡県油症一斉検診におい

て測定した 239 例の測定値を用い，血中2,3,4,7,

8-PeCDF 濃度は 2015 年度福岡県油症一斉検診

に最も近い時期に測定した 2012 年度 21 例，2013

年度 73 例，2014 年度 69 例，2015 年度 76 例の計

239 例の測定値を用い，TSH，T3，T4および Free

T4 との関連について検討した．

結果は平均±標準偏差（mean ± S.D.）で表し，

平均値の比較については t 検定で，異常値の出現

頻度の比較はc2 検定で行った．

結 果

2015 年度福岡県油症一斉検診を受診し，甲状腺

機能検査に同意が得られた 239 例の内訳は女性

132 例，男性 107 例，平均年齢は 63.4 ± 14.9

（8-96）歳であり，油症患者 172 例，油症発生当時

に油症患者と同居し，カネミ倉庫製の，PCB等が

混入していた当時の米ぬか油を摂取した油症患者

（同居家族）25 例，未認定患者 41 例，観察者 1例

であった．血中 PCB 濃度と年齢の間に有意の正

の相関（r=0.5479，P ＜ 0.001）を，血 中 2,3,

4,7,8-PeCDF 濃度と年齢の間に有意の正の相関

（r=0.3524，P＜ 0.001）を認めた．

同居家族を含む油症患者 197 例について観察者

を含む未認定患者 42 例を対照者としてTSH，T3，

T4および Free T4の異常値の出現頻度について検

討した．TSH 値の上昇は油症患者 13 例（6.6％），

対照者 5 例（11.9％）に，低下は油症患者 4 例

（2.0％），対照者 2例（4.7％）に，T3 値の上昇は

油症患者 2例（1.0％），対照者 3例（7.1％）に，

低下は油 症患者 6 例（3.0％），対照者 2 例

（4.8％）に認め，いずれも出現頻度に差をみな

かった．T4 値の上昇は油症患者，対照者ともに

みられなかった．T4 値の低下を油症患者 19 例

（9.6％）と最も多く認めた が，対照者 2 例

（4.8％）と出現頻度に差をみなかった．Free T4

値の上昇は油症患者 1 例（0.5％），対象者 1 例

（2.4％）に，低下は油症患者 5例（2.5％），対照

者 1例（2.4％）に認め，いずれも出現頻度に差を

みなかった．TSH，T3，T4 あるいは Free T4 の

いずれか 1項目以上の異常値を認めたものは油症

患者 35 例（17.8％），対照者 11 例（26.2％）であ

り，出現頻度に差をみなかった．そして，TSH値

の上昇およびFree T4 値の低下を認める甲状腺機

能低下症は油症患者に 4 例（2.0％），対照者に 1

例（2.4％）が認められ出現頻度に差をみなかった．

また，TSH 値の低下および Free T4 値の上昇を

認める甲状腺機能亢進症は油症患者にはみられず，

対照者の 1例（2.4％)に認められた．
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油症患者 197 例および対照者 42 例の甲状腺機

能について検討した（Table 1）．TSH値は油症患

者において 2.56:1.76 mIU/ml と対照者 7.32:

31.66 mIU/ml に比べ低い傾向を認めたが両群間

に差をみなかった．T3 値は油 症患者に おいて

1.09:0.18 ng/ml と対照者 1.21:0.34 ng/ml に

比べ有意の低下を認めた（P＜ 0.05）．T4 値は油

症患者 7.71:1.28 mg/dl，対照者 7.99:1.54 m

g/dl であり，Free T4 値は油症患者 1.21:0.16

ng/dl，対照者 1.22:0.25 ng/dl であり，ともに

両群間に差を認めなかった．

2015 年度福岡県油症一斉検診受診者 239 例に

ついて血中 PCB 濃度と甲状腺機能の関連につい

て検討した（Table 2）．血中 PCB 濃度と TSH値

との間に相関はみられず（r=0.053），T3 値との

間に有意の負の相関を認めた（r=− 0.206, P＜

0.005）．血中 PCB 濃度と T4 値（r=− 0.065），

Free T4 値（r=− 0.108）との間に相関をみな

かった．

血中 PCB 濃度 1.0 ppb 以上の 95 例を PCB 高

濃度群，血中 PCB 濃度 1.0 ppb 未満の 144 例を

PCB 低濃度群として両群間の甲状腺機能につい

て検討した（Table 3）．PCB 高濃度群の平均血中

PCB 濃度は 1.72:0.87 ppb ，PCB低濃度群の平

均血中 PCB 濃度は 0.52 ± 0.26 ppb であった．

TSH 値は PCB 高濃度群において 4.79:21.05 m

IU/ml，P C B 低濃 度群に おいて 2.47:1.91 m

IU/ml と両群間に差をみなかった．T3 値は PCB

油症における甲状腺機能の検討 113
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Table 2 Correlation coefficients between TSH or thyroid hormone

levels and PCB concentration in blood

r

TSH 0.053

T3 − 0.206*

T4 − 0.065

Free T4 − 0.108

*P＜ 0.005.

Table 3 TSH and thyroid hormone levels in subjects with high and low PCB

concentrations

No.

PCB concentration

≧ 1.0 ppb
95

＜ 1.0 ppb
144

TSH (mIU/ml) 4.79:21.05 2.47:1.91

T3 (ng/ml) 1.06:0.16* 1.15:0.25

T4 (mg/dl) 7.81:1.22 7.73:1.40

Free T4 (ng/dl) 1.19:0.18 1.22:0.19

*P＜ 0.001 vs. blood PCB concentration ＜ 1.0 ppb.

Table 1 TSH, T3, T4 and Free T4 levels in patients with Yusho and in controls

No.
Yusho

197
Controls

42

TSH (mIU/ml) 2.56:1.76 7.32:31.66

T3 (ng/ml) 1.09:0.18* 1.21: 0.34

T4 (mg/dl) 7.71:1.28 7.99: 1.54

Free T4 (ng/dl) 1.21:0.16 1.21: 0.25

*P＜ 0.05 compared with controls.



高濃度群において 1.06:0.16 ng/ml と PCB低濃

度群 1.15:0.25 ng/ml に比べ有意の低下を認め

た（P＜ 0.001）．T4 値は PCB 高濃度群において

7.81:1.22 mg/dl，PCB低濃度群において 7.73:

1.40 mg/dl，Free T4 値は PCB 高濃度群において

1.19:0.18 ng/dl，PCB低濃度群において 1.22:

0.19 ng/dl であり，ともに両群間に差をみなかっ

た．そして，油症が発生した 1968 年および以前

に誕生した 2015 年度福岡県油症一斉検診の受診

者 212 例について血中 PCB 濃度 1.0 ppb 以上の

95 例を PCB 高濃度群，血中 PCB 濃度 1.0 ppb 未

満の 117 例を PCB 低濃度群として両群間の甲状

腺機能について検討した（Table 4）．PCB 高濃度

群の平均血中 PCB 濃度は 1.72:0.87 ppb，PCB

低濃度群の平均血中 PCB 濃度は 0.59:0.24 ppb

であった．TSH 値は P C B 高 濃 度群に おいて

4.79:21.05 mIU/ml，P C B 低濃 度群に おいて

2.64:1.93 mIU/ml と両群間に差をみなかった．

T3 値は P C B 高 濃 度群に おいて 1.06 : 0.16

ng/ml と PCB低濃度群 1.11:0.19 ng/ml に比べ

有意の低下を認めた（P ＜ 0.05）．T4 値は PCB

高濃度群において 7.81:1.22 mg/dl，PCB 低濃

度群に おいて 7.73:1.36 mg/dl，Free T4 値は

PCB 高濃度群において 1.19:0.18 ng/dl，PCB

低濃度群において 1.20:0.17 ng/dl であり，とも

に両群間に差をみなかった．

2015 年度福岡県油症一斉検診受診者 239 例に

ついて血中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度と甲状腺機能

の 関連について検討し た．血 中 2,3,4,7,8-

PeCDF濃度と TSH値（r=− 0.009），T3 値（r=

− 0.078），T4 値（r=− 0.007），Free T4 値（r=

− 0.066）との間に相関をみなかった．

血中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度 30 pg/g lipids 以

上の 95 例を血中 2,3,4,7,8-PeCDF 高濃度群，

30 pg/g lipids 未満の 144 例を低濃度群として両

群間の甲状腺機能について検討した（Table 5）．

血 中 2,3,4,7,8-P e CDF 高 濃 度群の 平均血 中

2,3,4,7,8-P e CDF 濃 度は 192.8 : 212.9 pg/g

lipids，低濃度群の平均血中 2,3,4,7,8-PeCDF濃

度は 13.6:6.9 pg/g lipids であった．TSH 値は

2,3,4,7,8-PeCDF 高濃度群において 2.62:1.80

mIU/ml，2,3,4,7,8-PeCDF 低濃度群において

3.90:17.16 mIU/ml と 2,3,4,7,8-PeCDF 高濃

度群に高い傾向を認めたが両群間に差をみなかっ
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Table 4 TSH and thyroid hormones levels in subjects with high and low PCB

concentrations, born in or before 1968

No.
PCB concentration

≧ 1.0 ppb
95

＜ 1.0 ppb
117

TSH (mIU/ml) 4.79:21.05 2.64:1.93

T3 (ng/ml) 1.06: 0.16* 1.11:0.19

T4 (mg/dl) 7.81: 1.22 7.73:1.36

Free T4 (ng/dl) 1.19: 0.18 1.20:0.17

*P＜ 0.05 vs. blood PCB concentration ＜ 1.0 ppb.

Table 5 TSH and thyroid hormone levels in subjects with high and low

2,3,4,7,8-PeCDF concentrations

No.
2,3,4,7,8-PeCDF concentration

≧ 30 pg/g lipids
95

＜ 30 pg/g lipids
144

TSH (mIU/ml) 2.62:1.80 3.90:17.16

T3 (ng/ml) 1.07:0.16* 1.14:0.25

T4 (mg/dl) 7.62:1.26 7.86:1.37

Free T4 (ng/dl) 1.21:0.17 1.20:0.19

*P＜ 0.005 vs. blood PCB concentration ＜ 30



た．T3 値は 2,3,4,7,8-PeCDF 高濃度群におい

て 1.07:0.16 ng/ml と 2,3,4,7,8-PeCDF 低濃

度群 1.14:0.25 ng/ml に比べ有意の低下を認め

た（P ＜ 0.005）．T4 値は 2,3,4,7,8-PeCDF 高

濃度群において 7.62:1.26 mg/dl，2,3,4,7,8-

P e CDF 低濃 度群に おいて 7.86:1.37 mg/d l，

Free T4 値は 2,3,4,7,8-PeCDF 高濃度群におい

て 1.21:0.17 ng/dl，2,3,4,7,8-PeCDF 低濃度

群において 1.20:0.19 ng/dl であり，ともに両群

間に差をみなかった．

考 察

甲状腺機能への PCB の影響については PCB を

投与した実験動物に甲状腺機能低下や甲状腺腫が

みられることが報告されている．PCB（Aroclor

1254）を投与したラットに125I-T4を投与すると対

照に比べ血中125I-T4 値が速やかに低下し，胆汁

中に主としてグルクロン酸抱合を受けた125I-T4

の排泄が増加することが報告されている12)．そ

して，PCB投与による血中 T4 値の低下は下垂体

の TSH分泌を促進し，血中 TSH値の上昇により

甲状腺重量の増加が認められることが報告されて

いる13)．さらに，PCB を投与したラットやmar-

moset monkey において甲状腺ろ胞細胞の腫大，

過形成，甲状腺ろ胞の縮小などの組織学的変化が

報告されており14)15)，血中 TSH 値の上昇による

ものと考えられる．しかし，PCB の投与による甲

状腺機能低下や甲状腺の組織学的変化は可逆的な

ものであり，投与中止により改善することが報告

されている16)． PCB 投与による甲状腺の機能低

下および組織学的変化は，PCB の投与中止により

改善する急性あるいは亜急性中毒症状と考えられ

る．また，PCB による甲状腺機能低下の機序とし

て PCB や PCDF の水酸化体と T4 との構造類似

性による T4 結合蛋白質への結合が阻害されるこ

とが報告されている17)．

油症患者における甲状腺機能に対する慢性的影

響について，油症発生 16 年後の 1984 年度福岡県

油症一斉検診において油症患者 124 例と対照者

43 例を比較し油症患者に T3 値および T4 値の有

意の上昇を認めることが報告されている10)．そ

して，油症発生 28 年後の 1996 年度福岡県油症一

斉検診において油症患者 81 例を対象に甲状腺機

能を検討し，TSH値の低下を 2例（2.5％）に，上

昇を 7例（8.6％）に，T3 値の低下を 1例（1.2％）

に，T4 値の低下を 1例（1.2％）に，上昇を 1例

（1.2％）に認めた11)．血中 PCB 濃度が 3.0 ppb

未満の油症患者 40 例と 3.0 ppb 以上の 41 例の甲

状腺機能異常および甲状腺自己抗体の出現頻度を

比較し TSH 値，T3 値および T4 値には差をみな

かったが，血中 PCB 濃度が 3.0 ppb 以上の油症

患者に有意に高頻度の抗サイログロブリン抗体の

出現を認めた．抗サイログロブリン抗体陽性者の

血中 TSH値は陰性者に比べ高く，血中 TSH値の

上昇を認める抗サイログロブリン抗体陽性者では

原発性甲状腺機能低下症に陥る頻度が高いとの報

告がみられる18)19)．血中 PCB 高濃度の油症患者

において抗サイログロブリン抗体を有意に高頻度

に認めることより，甲状腺機能の経過を注意深く

追跡する必要があると考えられた．そして，油症

発生 34 年後の 2002 年度福岡県油症一斉検診にお

いて油症患者 115 例を対象に甲状腺機能検査所見

を検討し，TSH値，T3 値あるいはT4 値のいずれ

か 1 項目以上の異常を認めたものは 20 例

（17.4％）であり，TSH 値の低下を 6 例（5.2％）

に，上昇を 13 例（11.3％）と最も多く認め，T4 値

の上昇を 1 例（0.9％）に認めた．TSH 値の上昇

を認めた 13 例では全例 T3 値および T4 値は正常

であり潜在性の甲状腺機能低下状態と考えられ

た20)．

油症における甲状腺機能の経過を追跡するため

に 2015 年度福岡県油症一斉検診受診者 239 例に

おいて甲状腺機能を検討した．同居家族を含む油

症患者において対照者に比べ T3 値の有意の低下

を認めた．そして，血中 PCB 濃度と T3 値の間に

有意の負の相関を認めた．また，2015 年度福岡県

油症一斉検診受診者 239 例において血中 PCB 濃

度 1.0 ppb 以上の群では 1.0 ppb 未満の群に比べ

T3 値の有意の低下を認めた．T3 値は加齢ととも

に低下することが報告されている21)．血中 PCB

濃度と年齢の間には正の相関を認めることより

PCB 高濃度群における T3 値の低下は加齢による

可能性も考えられる．しかしながら，油症が発生

した 1968 年以前に誕生した 212 例についての甲

状腺機能の 検討に おいても血 中 P C B 濃 度 1.0

ppb 以上の群では 1.0 ppb 未満の群に比べ T3 値

の有意の低下を認めた．PCB の T3 に対する慢性

的影響については，2011 年度福岡県油症一斉検診
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を受診した 190 例について甲状腺機能検査を行い，

血中 PCB 濃度と T3 の間に有意の負の相関を認

め，血中 PCB 濃度 1.0 ppb 以上の群では 1.0 ppb

未満の群に比べ T3 の有意の低下を認めた22)．今

回の検討においても血中 PCB 濃度と T3 値の間

に有意の負の相関 を認め，P C B 高 濃 度群では

PCB低濃度群に比べT3 値の有意の低下を認めた

ことより，その機序は不明であるが PCB の T3に

対する慢性的影響が示唆される．

血中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度と甲状腺機能の関

連について血中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度と TSH

値，T3 値，T4 値，Free T4 値との間に相関をみな

かったが，血中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度 30 pg/g

lipids 以上の高濃度群において 30 pg/g lipids 未

満の低濃度群に比べ TSH 値，T4 値および Free

T4 値は両群間に差をみなかったが，T3 値は2,3,

4,7,8-P e CDF 高 濃 度群に おいて 2,3,4,7,8-

P e CDF 低濃 度群に比べ有意の低下を認めた．

2,3,4,7,8-PeCDF の T3に対する慢性的影響が示

唆される．

2015 年度福岡県油症一斉検診受診者における

甲状腺機能の検討において油症患者において対照

者に比べT3 値の有意の低下を認め，血中 PCB 濃

度と T3 値の間に有意の負の相関を認めた．そし

て，血 中 P C B 濃 度あるいは血 中 2,3,4,7,8-

PeCDF 濃度が高値の 2015 年度福岡県油症一斉

検診受診者において T3 値の低下を認めた．しか

しながら，油症患者における T3 値の基準値未満

の低下は対照者と出現頻度に差をみなかったこと

より血 中 P C B 濃 度あるいは血 中 2,3,4,7,8-

PeCDF 濃度が高値の油症患者に認められる T3

値の低下の多くは潜在性のものと考えられる．

PCB および 2,3,4,7,8-PeCDF の T3 に対する慢

性的影響が示唆されるがその機序は不明であった．

油症患者における甲状腺機能の追跡およびさらな

る検討が必要と思われる．

総 括

2015 年度福岡県油症一斉検診の受診者 239 例

（油症患者 172 例，油症患者（同居家族）25 例，未

認定患者 41 例，観察者 1例）において甲状腺機能

検査としてTSH，T3，T4 および Free T4 を測定

した．同居家族を含む油症患者 197 例において対

照者 42 例に比べ T3 値の有意の低下を認めた．

そして，血中 PCB 濃度と T3 値の間に有意の負の

相関を認めた．また，福岡県油症一斉検診受診者

において血中 PCB 濃度 1.0 ppb 以上の群では血

中 PCB 濃度 1.0 ppb 未満の群に比べ T3 値の有

意の低下を認めた．1968 年以前に誕生した福岡

県油症一斉検診受診者についても血中 PCB 濃度

1.0 ppb 以上の群では血中 PCB 濃度 1.0 ppb 未

満の群に比べ T3 値の有意の低下を認めた．血中

2,3,4,7,8-PeCDF 濃度と TSH 値，T3 値，T4 値，

Free T4 値との間に相関をみなかったが，2,3,4,

7,8-PeCDF濃度 30 pg/g lipids 以上の群において

2,3,4,7,8-PeCDF濃度 30 pg/g lipids 未満の群に

比べT3 値の有意の低下を認めた．
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The Progress of Excretion Rate of Dioxin-Like-Compounds in Yusho
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Abstract

Yusho, the mass food poisoning, occurred in western Japan in 1968. PCBs and dioxin like compounds
such as PCDDs and PCDFs were detected as causal chemicals of Yusho. The Yusho Study Group has
conducted annual check-ups for Yusho victims for more than 45 years. Measurement of blood
concentration of dioxins became possible on 2002. In this paper, we report the latest findings of the
Yusho study regarding the half-lives of dioxins, and discuss the prospects for study of dioxin half-lives
in Yuhso victims.

Key words：Yusho, Dioxins, Half-life,

は じ め に

1960 年代のカネミ油症事件，1970 年代の台湾

Yu-Cheng と，食品中に混入したダイオキシン類

による健康被害が発生している1)2)．当初は PCB

が原因と考えられていたが，研究の結果，現在で

は，2,3,4,7,8-PeCDF が原因であると考えられ

ている1)~5)．原因物質であるダイオキシン類は，

いったん体内に取り込まれると排出されにくく，

長期に亘り健康被害が持続している．

体内に取り込まれたダイオキシン類の排泄速度

は，濃度や体内総量に比例して代謝・排泄される

ものと想定されることから，半分になるまでの期

間を半減期として評価している．1 年間で減少す

る割合の逆数に定数をかけたものが半減期である．

筆者らのグループは，油症患者におけるダイオ

キ シ ン 類 の排出速度 に 関 す る 研 究 を行ってき

た6)~8)．その結果，既存の研究とは，排出速度が

異なることを報告してきた．本論文では，我々の

グループが行ってきた排出速度の研究について，

解説を行う．
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既 存 の 研 究

ダイオキシン類（Dioxins and dioxin-like com-

pounds）は，ポリ塩化ジベンゾパラジオキシン

（PCDD），ポリ塩化ジベンゾフラン（PCDF），ダ

イオキシン様ポリ塩化ビフェニル（DL-PCB）の

総称である．これらは塩素で置換された 2つのベ

ンゼン環という共通の構造を持ち，類似した毒性

を示す．

ダイオキシン類は，化学的に安定しており，工

業的に利用されていた．その後，油症事件を含む

いくつかの事件などを踏まえて，ダイオキシン類

の毒性が明らかになり，その使用等が規制される

ようになったが，規制されるまでの間には，環境

中にダイオキシン類は放出されていた．

体内のダイオキシン類の量（体内負荷量）は，

油症事件のように，一時期な暴露だけではなく，

PCB 類を生産する現場などの従業員も暴露され

ていた．そして，体内のダイオキシンは徐々に排

出されていく一方で，食事などを通して，環境中

から新たに体内に摂取されていた（図 1）．

排出の半減期は，事故などで大きな暴露を受け

たすぐ後では，2 年程度の半減期であり，その後

は，7 年程度 の半減期 である と 報告されてき

た10)~12)．

二つの半減期グループ6)

2001 年より，油症一斉検診において，血中ダイ

オキシン類濃度を計測している13)．ダイオキシ

ン 類 の計測 期間が，既存研 究 に お け る半減期

（7〜10 年）を超えたことより，安定的に半減期が

推定できると考えられた．このことから，油症の

各患者における血中ダイオキシン類濃度の変化率

（半減期）の推定を行った．

各油症患者を血中濃度別に濃度の変化率（半減

期 の逆数）の 分布を確認し た．図 2（C h emos-

phere 2009，Fig. 4 (C)）は，油 症 の 診断基準

【50 pg/g・l ipi d】よりも高い，100〜200 pg/g・
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図 1 ダイオキシン類の摂取と排出の模式図

体内食事等 排泄

図 2 2,3,4,7,8-PeCDF 血中濃度 100〜200 pg/g・lipid の患者
の濃度の変化率（半減期）の分布



lipid の範囲の患者の濃度の減少率を示している6)．

今まで報告されていた，7〜10 年を示す患者のグ

ループと，ほとんど減少していない患者のグルー

プの二グループが存在した．

濃度の変化は，排出による減少の影響だけでは

なく，摂取による増加の影響も受ける．また，体

重の変化は，濃度を求める分母の変化となるので，

濃度の変化にも影響を与える．さらに，測定値は，

測定誤差の影響を受ける．一般人は摂取の影響に

より油症診断基準まで上昇する可能性は少なく，

油症の診断基準よりも高い濃度の患者では，摂取

の影響による濃度を維持しているとは考えにくい．

また，一定濃度で推移しているグループでは，摂

取の影響があるとも考えられるが，一定量の摂取

がなければ，この推移は発生しないと考えられる．

しかし，2,3,4,7,8-PeCDF を油症の診断基準を

超える量に維持するほどの量を定常的に摂取する

ことは困難であり，摂取の影響であるとは考えに

くい．他の要因もいくつか想定できるが，二つの

グループが生み出されるような外的要因は存在し

ない．

以上の事から，半減期が二つのグループに分か

れた要因として，濃度の変化率は，個人毎に（あ

るいは内因的に）異なっているものと推察された．

半減期と症状の関係7)

以前の論文において，血中ダイオキシン類の半

減期については，7〜10 年の半減期を示すグルー

プと，ほとんど濃度が変化しないグループが存在

することを示した6)．これらの違いを決定する要

因を見つけ出すために，体の状態（自覚症状や診

察所見，検査データ，生活習慣等）と半減期の間

の関係を求めることを行った．

その結果，表 1（Chemosphere 2013，Table 2)7)

のように，「赤血球の数」「黒色面皰」「マイボーム

腺からのチーズ様物質圧出」「杉アレルギー」「骨

密度」「男性」「喫煙」「全身倦怠感」「色素沈着」

が，半減期と関係が強いという結果が得られた7)．

油症特有の症状としては皮膚・眼科症状があり，

杉アレルギーや赤血球も含まれていた．「黒色面

皰」は皮脂との関連があり，「マイボーム腺からの

チーズ様物質圧出」は目脂との関連があり，「杉ア

レルギー」は，咳・痰などと関連がある．皮脂，

目脂，痰など，体液を体外に排出する際に，その

体液に含まれる脂質に含まれる形で，ダイオキシ

ン類が排出されることが想定された．さらに，性

と年齢による半減期の違いでは，図 3（Chemos-

phere 2013，Fig. 2)7) のように年齢とともに半減

期が伸びていく傾向が見られた7)．

半減期の延長8)

血中ダイオキシン濃度の半減期に 2つのグルー

プが存在していた（Chemosphere 2009)6) が，時

間経過に伴い，半減期の分布の変化の有無や，変

化の状態を確認した．

図 4（Environmental Health 2015，Fig. 3（C))8)

は，2015 年論文で同様の検討を行ったものである

が，顕著なダイオキシン類濃度の変化があった濃
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表 1 個人の症状に基づく，2,3,4,7,8-PeCDF濃度の変化率の推定

Items correlated with a high excretion
rate (shortened PeCDF half-life)

F-value
Equation to estimate the rate of
change (x indicates an item)

p value R squared

1 Increased red blood cell cournt 6.607 0.1577034-0.0004599・x 0.01232 0.08738

2 Black comedones 5.243 -0.001301-0.026198・x 0.02510 0.07061

3
Positive results for viscous secretions
from the meibomian glands

4.701 -0.006176-0.027205・x 0.03359 0.06379

4 Cedar pollen allergy 4.421 -0.036677-0.015482・x 0.03914 0.06022

5 Increased bone mineral density 3.960 0.0129792-0.0007208・x 0.05056 0.05428

6 Male sex 2.791 -0.08383 + 0.02491・x 0.09931 0.03888

7 Smoking status 2.741 -0.01588-0.02062・x 0.10230 0.03821

8 General fatigue 2.500 -0.05342-0.01971・x 0.11840 0.03497

9 Past pigmentation 2.159 -0.08726 + 0.02774・x 0.14630 0.03034



度群における半減期の変化を示している8)．白い

棒は，以前（2009 年）の論文6) で求められた半減

期を示している．半減期が 7〜10 年のグループと，

無限大の半減期を有するグループが存在していた．

黒い棒は，この論文（2015 年)8) で新たに推定し

た 濃 度 の変化率（半減期）である．半減期 が

7〜10 年のグループが減少し，ほとんど排出しな

い無限大の半減期のグループが増加していた．

7〜10 年のグループの人数が減少し，無限大の

半減期のグループの人数が増加していたというこ

とは，半減期が延長していることを示している．

グループの中心となる半減期が移動しているので

はなく，二つのグループの人数が増えたり，減っ

たりしていた．単純に半減期が徐々に伸びている

のではなく，急激に半減期が伸びていく可能性を

示していた．

しかし，グループとしての評価をしており，患

者個人の変化を評価しておらず，異なる患者を評

価している可能性を否定できなかった．

濃度変化の変化9)

松本らの 2015 年論文では，患者全体として，半

減期のグループの状況の変化を報告している8)．

しかし，各患者が，どのように変化をしているか

は評価できていなかった．そこで次の研究では，

環境中のダイオキシン類の濃度が減少しているこ

とを前提に，摂取量の変化を含めて定式化し，各

患者の濃度変化の変化を確認した．濃度の変化率
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図 4 2,3,4,7,8-PeCDF 血中濃度 100〜200 pg/g・lipid の患者の濃
度の変化率（半減期）の分布の経年変化

図 3 性と年齢による，半減期の推定値



は，半減期の逆数である．濃度の変化率の変化を

計算することで，半減期の変化を評価することが

できる．

表 2（Environmental Health 2016, Table 2）は，

血中 2,3,4,7,8-PeCDF の濃度別の，濃度変化の

割合と，濃度変化の変化割合を示している．高濃

度の患者で，半減期が伸びていることが示され

た9)．

これまでは，半減期が伸びていることの原因と

して，食事などからの摂取によって定常状態へ近

づいていることが原因と考えられてきた．濃度の

低い患者の半減期が食事などからの摂取によって

半減期が伸びていることは，定常状態に近づいて

いることで説明可能である．しかし，高濃度の患

者においても，半減期が伸びているが見つかった．

これは，食事などからの摂取では説明することは

できず，何らかの作用により，半減期が伸びてい

ると考えられる．

ま と め

ダイオキシン類の排出半減期は，従来は，15 年

を超えないと推定されてきた14)15)．しかし，我々

の研究の結果，半減期は伸びていく傾向があり，

半減期が 100 年を超えるようにゆっくりと排出す

る患者も存在していた．

この結果は，今までには報告されていない結果

であり，その主たる要因が何であるかは特定され

ていない．今後，その要因を明らかにしていくこ

とが必要である．
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油症の治療―歴史と展望―

九州大学病院 油症ダイオキシン研究診療センター

三 苫 千 景

Therapeutic Strategies for yusho

―History and Outlook for the Future―

Chikage MITOMA

Research and Clinical Center for Yusho Dioxin, Kyushu University Hospital, Fukuoka, Japan

Abstract

The Yusho incident is an unprecedented mass food poisoning that occurred in the western area of
Japan in 1968. The causal rice bran oil contained a various dioxins and dioxins-like compounds
(dioxins). No less than 2,000 people took orally the oil, and have suffered from characteristic
mucocutaneous manifestations associated with non-specific systemic, respiratory, and neurological
symptoms since its onset. Nowadays, the severe symptoms seen in the acute phase had faded in the
majority of the patients ; however, there are the patients who have still suffered from various
symptoms probably caused by dioxins retaining in the body. The Yusho Group has been researching
effective treatments for Yusho patients. Several clinical trials that could accelerate the excretion of
dioxins from the body had failed to relieve symptoms of yusho. Dioxins-induced toxicity is considered
to be induced by activation of aryl hydrocarbon receptor (AHR) signaling pathway. It has been
revealed that a variety of phytochemicals and herbal extracts possess biological activities that
suppress AHR activation, which suggests that these chemicals might be promising candidates of
therapy for Yusho patients. We here describe the history of therapeutic strategies for Yusho patients
and discuss prospects for treatments.

Key words：yusho, kampo, aryl hydrocarbon receptor, keishibukuryogan

は じ め に

1968 年，福岡や長崎を中心に西日本一帯に発生

した油症は，発生後約 50 年が経過したが，現在も

なお，多くの患者が苦しんでいる．原因となった

食用ライスオイルには，加熱脱臭時の熱媒体に含

まれていた polychlorinated biphenyl（PCB），高

熱下で新たに生成された polychlorinated diben-

z o-p-d i o x i n（P CDD）類 や po lyc h l o r i n a t e d

dibenzofuran（PCDF）類などダイオキシン類似

化合物（以下，ダイオキシン類）が含まれていた1)．

その中でも PCDF 類に属する 2,3,4,7,8-penta-

chlorodibenzofuran（2,3,4,7,8-PeCDF）は，油

症患者の体内でのダイオキシン類としての毒性指

標である TEQ（Toxicity Equivalency Quantity :

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin（TCDD）換

算量，TEF（Toxicity Equivalency Factor）と存

在量との積）が全体の約 70％と最も高く，発症へ

の寄与が最も高い2)3)．しかし，血液中のダイオ

キシン類はごく微量であるため，患者血液中の濃

度を精確に，再現性をもって測定することは長年

困難であった．2002 年に検診時に採取した患者

検体を用いて高分解能ガスクロマトグラフィー/

高分解能質量分析（HRGC/HRMS）により血液中
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ダイオキシン類濃度を測定できるようになった4)．

そ の 後 の 油 症 班 の 解 析 に よ り，血 液 中

2,3,4,7,8-PeCDF 濃度は皮膚粘膜症状など油症

に特徴的な症状の有無と関連していることが明ら

かになった5)6)．油症発生当初，脂溶性のダイオ

キシン類の排泄促進を期待して様々な治療法が行

われた．体外への排泄量が増加した治療法もあっ

たが，残念ながら症状の改善には至らなかった．

ダイオキシン類の毒性作用はその大部分が aryl

hydrocarbon 受容体（AHR）を介して生じてい

る7)8)．また，転写因子 nuclear factor-erythroid

2-related factor-2（NRF2）はAHR活性に続き，

もしくは単独に活性化し，ダイオキシン類による

酸化ストレス反応に拮抗する抗酸化作用を発揮す

る9)10)．そこで，AHR 活性を抑制する薬剤が油

症の治療にとって有効ではないかと考えられ，基

礎的研究が進められている．ここで，これまでの

治療の変遷，ダイオキシン類の毒性機構の知見，

今後の治療法の展望について述べる．

1．ダイオキシン類排泄の試み

ダイオキシン類は脂溶性で，生体内で代謝され

にくく長期間にわたり高濃度で残存する．このダ

イオキシン類を体内から排泄する，もしくは毒性

のない代謝物に変換するのが理想的な治療法とい

える．PCDF 類を実験動物に投与して生体内の

代 謝 を調べた 研 究 では，約 70％の 2,3,4,7,8-

PeCDF が小腸で再吸収され，肝臓に高濃度でと

どまっていた11)．他の研究でも，糞便中に排泄さ

れる PCDD 類や PCDF 類は摂取量の 1/3 から

1/2 にすぎず，一度取り込まれたダイオキシン類

は生体内に長期間残存することを示している12)．

基礎的研究では，パラフィン12) やスクアレン

が配合された飼料13)14) によりラットの糞便中の

PCB 量が増加したという研究報告がある．そこ

で，油症班でもスクアレンや charcoal bead をダ

イオキシン類に曝露したラットに経口投与したと

ころ，対照群と比べて糞便中 の 2,3,4,7,8-

PeCDF 量が 2 から 5 倍に増加した15)16)．ついで

カネミ油を投与したラットに対して食物繊維が含

まれた飼料（10％米ぬか繊維，5％コレスチラミン，

1％スクアレン）を含む飼料を 8から 21 日投与し

たところ，対照群と比べて糞便中の2,3,4,7,8-

PeCDF 量は 4 倍増加し，PCDD 類の排泄量も増

加した17)．コレスチミド，コレスチラミンはとも

に高脂血症に対する薬剤である．コレスチミドを

投与したラットでは，2,3,4,7,8-PeCDF の吸収

は抑制されたが，再吸収は抑制されなかった18)．

油症患者には発生当初よりいろいろな治療法が

行われてきた．1970 年代，油症患者を対象に絶食

療法も行われた19)．絶食療法により神経症状の

改善をみたが，油症の主たる症状である皮膚症状

には変化がみられなかった．1990 年代，少人数の

患者を対象に米ぬか繊維，コレスチラミンを投与

する臨床試験が実施された20)．コレスチラミン

4 gを含む米ぬか繊維を 1日 3回，1もしくは 2週

間投与したところ，2,3,4,7,8-PeCDF や1,2,3,

6,7,8-hexachlorodibenzofurans の排泄量は増え

たが，症状の改善はみられなかった．続いて 37

名の油症患者を対象にコレスチミド 3 g，6ヵ月間

投与する臨床試験が実施された．そのうち 9名が

便秘と腹部膨満感により途中で脱落した．しかし，

血液中 PCB/ダイオキシン類濃度は変化しなかっ

た21)．このようにダイオキシン類排泄を促し，さ

らに油症患者の症状を改善する薬剤は現在までの

ところ見つかっていない．

2．ダイオキシン類毒性の知見

1980 年代より実験動物を用いてダイオキシン

類の毒性の検証が行われてきた．ダイオキシン類

曝露によりwesting syndrome，癌化，胎児奇形

が生じることは古くより知られている22)．その

後，AHR が欠損したマウスが TCDD8)に曝露す

ると，その毒性の大半が消失したという研究結

果8) より，ダイオキシン類の毒性はAHR を介し

た生物学的反応であることが明らかになった．

AHR は免疫細胞，皮膚の表皮細胞など様々な細

胞に発現し23)24)，さらにリガンド，細胞特異的に

毒性のみならず，分化25)，色素産生26)，免疫反応

の修飾27) など多彩な生物学的反応を誘導するこ

とが明らかになった．

AHR のリガンドは多種多彩である．ダイオキ

シ ン 類だけ でなく，多環芳香族炭化 水 素

（polycyclic aromatic hydrocarbon, PAH）である

ベンゾピレン7)などの環境汚染物質，生体内に存

在するインドール［indol-3-carbinol，3,3ʼ-diin-

dolylmethane and indolo[3,2-b]carbazole]28) や

トリプトファン代謝産物である 6-formylindolo
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[2,3-b]carbazole（FICZ)29)も AHR のリガンド

である．これらのリガンドが結合すると，細胞質

内の AHR は核内へ移動し，arylhydrocarbon re-

ceptor nuclear translocator (ARNT）と結合し

AHR-ARNT-リガンドの複合体が形成される．

この複合体は様々なAHR標的遺伝子の発現調節

部位に結合し，遺伝子の転写が促進もしくは抑制

される23)．代表的な標的遺伝子は薬剤代謝酵素

である cytochrome P4501A1（CYP1A1）で，他の

CYP 遺伝子も同様に化学物質を代謝し，活性酸

素（reactive oxygen species, ROS）が産生され酸

化的ストレス反応が生じる30)．その一方，抗酸化

ストレス反応の中心を担うのが転写因子の nuc-

lear factor-erythroid 2-related factor-2（NRF2）

である31)．AHR シグナル経路と独立して，もし

くは協調してリガンド依存性に NRF2 シグナル

経路が活性化する9)10)．

3．抗酸化食物成分

代謝，排泄されにくいダイオキシン類にさらさ

れている油症患者に対する治療は長期間に及ぶた

め，治療法の選択には留意を要する．フラボンや

フラバノールが動物実験において TCDD の毒性

から生体を防御することは古くから知られてい

る32)．他にもAHRのアゴニストもしくは拮抗剤

として働く phytochemical の報告が相次いでい

る33)34)．また，AHRの活性を介してNRF2 シグ

ナル経路を活性化する食物性植物成分があること

も明らかになった．アーティチョークの主成分，

シナロピクリン35) やウチワサボテンの主成分36)

がそうである．動物実験においても，ポリフェ

ノー ル の 1 種ク ル ク ミ ン37) やレ ス ベ ラ ト ロ ー

ル38) は TCDD に よっておこる westing syn-

drome を抑制した．

さて，古来中国より伝わった複数の生薬が配合

された漢方方剤はどうであろうか．油症患者にみ

られる全身倦怠感，皮膚症状，神経症状，呼吸器

症状に対する効能を有する漢方方剤，その生薬が

ヒト表皮細胞においてベンゾピレンによる AHR

活性を抑制するかどうか検証したところ，桂枝茯

苓丸とその主成 分 シ ン ナ ム ア ルデヒドが強く

AHR活性を強く抑制した39)．

4．臨床試験

油症患者を対象に実施された最初の漢方方剤の

臨床試験では，油症特有の症状（全身倦怠感，皮

膚症状，呼吸器症状，神経症状）への効能を期待

して，麦門冬湯，荊芥連翹湯，牛車腎気丸，補中

益気湯の 4 種の方剤が投与された40)．27 名の油

症患者（女性 11 名，男性 16 名）が参加し，2種の

方剤を半年ずつ内服した．投与前後の自覚症状

（visual analogue scale, VAS）と生活の質（quality

of life, QOL）を SF-3641) で 評 価し た．24 名

（92.6％）が試験を完遂した．そのうち麦門冬湯

は呼吸器症状とQOL のうち活力（vitality）を他

の方剤と比べて有意に改善した．一方，補中益気

湯の投与により身体的機能と vitality が障害され

た．なお，どの方剤も投与前後で血液中 PCB/ダ

イオキシン類濃度は有意に変化しなかった．

先に述べた基礎的研究の結果39) をもとに，油

症患者を対象に桂枝茯苓丸の臨床試験を行い，現

在解析中である．短腕非盲検試験であるためその

解釈に慎重にならないといけないが，投与前後で

一部のVAS，QOL の改善がみられており，治療

法の一つになるかもしれない．

お わ り に

油症が発生して約 50 年が経過した．一斉検診

で血液中ダイオキシン類濃度を測定することがで

きるようになり 15 年あまり経過した．脂溶性の

ダイオキシン類の排泄促進は容易でなく，生体内

に残存するダイオキシン類の毒性をいかに抑制す

るかが，有効な治療法につながる．今後もダイオ

キシン類の毒性，生体内での動態の検証を継続す

ると同時に，ダイオキシン類受容体を介した生物

学的反応を抑える薬剤の探求に努めたい．
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References，の順で記すものとする．ただし，短報の場合は，この区別をつけなくともよい．図，表の標題，説明文

は，英文とすることが望ましい．

３．和文原著には英文の抄録を，欧文原著には和文抄録を付けることとし，それぞれ本誌印刷１ページ以内とする．

４．和文は現代かなづかい，平がなまじりの横書きとする．外国語は typewriter を使用するか，あるいは block letter

で鮮明に記すことが必要である．

５．数字は算用数字を用い，度量衡の単位は，cm，mm，μm，nm，g，mg，μg，ng，ml，dl，μl，cm2など，一般的

に用いられる略字を使用する．

６．原稿の第１ページには，標題，著者の所属（必要あれば指導者名付記），著者名のみを記し，印刷所要部数を赤で付

記する．ランニングタイトルを 20 字以内（欧文の場合は 40 文字以内）で鉛筆で付記する．

７．引用した文献は末尾に一括して番号を付けて記載し，その順序は引用した順とする．著者名は全員併記する．本

文の引用箇所には上付きで1)2)と記す．なお総説等の場合，重要なものについて５〜10 程度に○をつけて読者の便宜

を図る．記載の形式は次の例による．

1) 雑誌の場合：著者名．論文表題．雑誌名．巻：最初最終頁，発行年．とする．

原著の first and middle name の省略のピリオドは用いない．

(例) Hatch TP, Miceli M and Silverman JA : Synthesis of protein in host-free reticutate bodies of Chlamydia

psittaci and Chlamydia trachomatis. J. Bacteriol. 162 : 938-942, 1985.
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3) 分担執筆の場合：著者名．章の表題．編者．書名．第何版．最初最終頁，発行者．発行地．発行年．

(例) Yamada Y : Far-storing cells, In Yamakawa I (ed) : Structure and Function of the Liver. 1st ed. pp. 188-202,
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