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序 言

厚生労働省全国油症治療研究班・班長

九州大学病院油症ダイオキシン研究診療センター長・准教授

� 学

Foreword

Gaku TSUJI

Chief of The Study Group for Yusho

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

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

Amass poisoning, involving at least 2300 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 contaminatedwith not only PCBs but also polychlorinated dibenzofurans (PCDFs),

polychlorinated quaterphenyls (PCQs) and others.

Yusho is, thus, recognized as a poisoning by amixture of PCBs, dioxins and related compounds. For 50

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. The blood polychlorinated

quarterphenyls (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 10 ml 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 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 patientsʼ 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 some Japanese Kampo drugs such as Keishibukuryogan and Orengedokutou are potential candidates

for treatments by modulating aryl hydrocarbon receptors. Finally, we very much appreciate the

contribution and participation of the patients in health examinations for follow-up of Yusho each year. I also

deeply thank all the members of the study group and the JapaneseMinistry of Health, Labour andWelfare

for their efforts to help and support patientsʼ health and well-being.
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この度，厚生労働省全国油症治療研究班の第 28 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 31 年度と令和 2 年度の研究成果ならびに関連分野の情報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 PCB（ポリ塩化ビフェニル）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（ポリ

塩化ジベンゾフラン）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．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-pentachlorodibenzofuran（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，桂枝茯苓丸や黄連解毒湯といっ

た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（21KA2003）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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Aryl hydrocarbon receptorからみた油症の病態と治療開発 2020

1)九州大学病院 油症ダイオキシン研究診療センター
2)九州大学大学院医学研究院 皮膚科学分野

3)九州大学大学院薬学研究院 細胞生物薬学分野
4)福岡市立こども病院 周産期センター産科

古 江 増 隆1)2)，石 井 祐 次3)，月 森 清 己4)，� 学1)2)

Pathogenic Implication of Aryl Hydrocarbon Receptor for

Yusho and Its Therapeutic Approach 2020

Masutaka FURUE1)2), Yuji ISHII3), Kiyomi TSUKIMORI4) and Gaku TSUJI1)2)

1)
Research and Clinical Center for Yusho and Dioxin, Kyushu University Hospital,

Fukuoka 812-8582, Japan
2)

Department of Dermatology, Graduate School of Medical Sciences, Kyushu University,

Fukuoka 812-8582, Japan
3)

Division of Pharmaceutical Cell Biology, Graduate School of Pharmaceutical Sciences,

Kyushu University, Fukuoka 812-8582, Japan
4)

Department of Obstetrics, Perinatal Center, Fukuoka Childrenʼs Hospital,

Fukuoka 813-0017, Japan

Abstract

In 1968, more than 2,000 peoples were exposed to high concentrations of dioxin-like compounds by

eating rice bran oil contaminated with 2,3,4,7,8-pentachlorodibenzofuran (2,3,4,7,8-PeCDF),

polychlorinated biphenyls, and polychlorinated quaterphenyls. These Yusho (oil disease in Japanese)

patients have been suffered from various symptoms such as general malaise, chloracne,

hyperpigmentation, sputum and cough, hyperesthesia or numbness of extremities since then. The

blood concentrations of 2,3,4,7,8-PeCDF, major causal agent for toxicity, are still very high in many

Yusho patients even now. Dioxins exert their major toxicity by binding and activating aryl

hydrocarbon receptor (AHR) and subsequent generation of reactive oxygen species (ROS). In addition,

recent studies have revealed a pathogenic role of AHR in manifestation of various Yusho symptoms.

Moreover, medicinal agents which inhibit AHR activation and ROS production (antioxidative AHR

inhibitor) may be applicable for the treatment of Yusho patients. In this review, we summarize current

topics on Yusho and its therapeutic approach with special reference to AHR.

Key Words : Yusho, aryl hydrocarbon receptor, chloracne, dioxin, 2,3,4,7,8-pentachlorodibenzofur-

an, reactive oxygen species, nuclear factor-erythroid 2-related factor-2, treatment

は じ め に

福岡県，長崎県を中心とした西日本で，高温で

加熱して精製していたカネミ米ぬか油（カネミ

油）に，熱媒体として使用されていたカネクロー

ル（KC-400）が混入して食中毒事件（以下，油症）

が発生した1)．1968年のことである．KC-400は

polychlorinated biphenyls（PCBs）製品であった

AHRと油症 61
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が，汚染したカネミ油には PCBsに加え PCBs が

高熱化学反応によって変化して新生した polych-

lorinated dibenzofurans（PCDFs），polychlorin-

ated quaterphenyl（PCQ），polychlorinated

dibenzodioxins（PCDDs）などのダイオキシンお

よびダイオキシン類化合物（以下，ダイオキシン

類）も高濃度に含まれていたことが油症治療研究

班（以下，油症班）によって明らかにされた2)3)．

すなわち高濃度の PCBs やダイオキシン類を摂食

することでヒトに発生した中毒症状が油症だった

のである2)3)．

個々の有機塩素化合物の毒性は毒性相対比

（toxic equivalent ; TEQ）として算出される［すな

わち毒性が最も高い 2,3,7,8-tetrachlorodiben-

zo-p-dioxin（2,3,7,8-TCDD）を基準値；1 とし

た時の毒性等価係数（toxic equivalency factor ;

TEF）にその化合物の濃度を乗じたもの）]4)5)．

油症の場合，PCDFsとくに 2,3,4,7,8-pentach-

lorodibenzofuran（2,3,4,7,8-PeCDF）の TEQが

高く，汚染したカネミ油の総 TEQ の 77％を

PCDFs が，58％を 2,3,4,7,8-PeCDFが占めてい

る6)．ちなみに 2,3,7,8-TCDD の TEF ; 1 に比

較すると，2,3,4,7,8-PeCDFの TEFは 0.3であ

りその毒性は高い5)．汚染油中に高濃度に含まれ

ていた PCBsの TEF はかなり低いため，PCBs

による毒性すなわち TEQs は低値だったわけで

ある．

発生当時，高濃度で混入していた PCBsの血中

濃度を測定することは可能であったが，油症の毒

性を特徴づけている 2,3,4,7,8-PeCDFの血中濃

度を高い再現性をもって測定することは困難で

あった．しかしその後の油症班の分析技術の進歩

によって可能となり7)，2004 年から2,3,4,7,8-

PeCDFの血中濃度が油症診断基準に追加された．

油症では，全身�怠感，頭重・頭痛，腹痛，手足

のしびれ・疼痛，関節の腫脹・疼痛，咳嗽・喀痰，

眼脂過多（マイボーム腺分泌過多）などさまざま

な症状がみられた（図 1)8)9)．中でも特徴的だっ

古 江 増 隆 ほか３名62
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図 1 現在の油症班（班長：� 学）の取り組み

油症は 1968年に発生したダイオキシン類による食中毒である．主たる原因

毒性物質は 2,3,4,7,8-pentachlorodibenzofuran（2,3,4,7,8-PeCDF）で

あったことが明らかになっている．50 年以上経過した 2020 年現在でも多く

の患者の血中には高濃度の 2,3,4,7,8-PeCDFが検出される．発生当時には

塩素痤瘡や色素沈着などの特徴的な皮膚症状が発症したことが知られてい

る．●は油症班の現在の取り組みをリストアップしている．◎は油症班が

これまでに刊行した刊行物を示す．すべてホームページからダウンロード

できる．



たのは痤瘡様皮疹（塩素痤瘡）や皮膚粘膜の色素

沈着であった8)~10)．検査値では血中トリグリセ

リド上昇などを認めた11)．発生当初から油症班

による検診が継続され，これらの臨床症状と

PCB・ダイオキシン類血中濃度との関連性が報告

された12)13)．

現在の油症班の主な研究内容を図 1 に示した．

長年にわたる学術的報告は，本誌の特別号として

隔年に刊行され，2019 年には第 27集が発刊され

ている．また書籍として「Yusho」（英文），「油症

研究 30 年の歩み」，「油症研究Ⅱ」が九州大学出版

会から刊行された．Journal of Dermatological

Science 誌から Supplement として「Long-term

effects of polychlorinated biphenyls and dioxins in

humans-Lessons from Yusho」も刊行された．油

症に関するすべての書籍は，ホームページからダ

ウンロード可能である（https://www.kyudai-de

rm.org/part/yusho/index.html）．また九州大学

病院油症ダイオキシン研究診療センターの取り組

みについてもホームページを参照いただきたい

（http://www.yusho.hosp.kyushu-u.ac.jp/）（図 1）．

カネミ油症は塩素痤瘡などの特徴的な症状に加

え，血中 PCBs や PCQsの性状や濃度，血中2,3,

4,7,8-PeCDF濃度を基準に総合的に診断されて

きた．2012 年には，「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」が制定され

（https://elaws.e-gov.go.jp/search/elawsSearch/

elaws_search/lsg0500/detail?lawId=424AC1000

000082#D），その付帯決議として油症発生当時に，

油症患者と同居し，カネミ倉庫製の，PCB等が混

入していた当時のカネミ油を摂取した方で，現在，

なんらかの心身の症状を有している人も認定され

るようになった．また付随する指針として，「ダ

イオキシン類の生物学的毒性の解明及び症状の緩

和並びにダイオキシン類の排泄促進その他の治療

方法の開発等のため更なる調査及び研究の推進」

が油症班に求められている（https : //www.mhlw.

go. jp/stf/seisakunitsuite/bunya/0000139996.

htm l）．2020 年 7 月 7 日現在，認定者 2,049 人

（うち生存者 1,285 人），同居家族認定者 305 人

（うち生存者 283人）となっている．

油症に関する初期および最新の知見は，すでに

増田義人14)，内 博史15) ならびに三苫千景

ら16)~18)の総説に詳述されている．本稿の目的

は，その後の臨床研究や基礎研究の成果を含めて

油症研究の最新の情報を紹介し，併せてダイオキ

シン受容体とも称される芳香族炭化水素受容体

（aryl hydrocarbon receptor ;AHR）に主眼をおい

て油症の病態と治療に迫ることである．

1．AHRとその役割

化学物質受容体である AHRには，PCB・ダイ

オキシン類をはじめとして，環境汚染物質あるい

はタバコ煙に高濃度に含まれるベンゾピレン，ポ

リフェノールやフラボノイドなどの植物成分，皮

膚や腸管微生物叢の代謝産物，トリプトファン紫

外線代謝産物，薬剤など様々な化学物質が結合す

る19)~21)．定常状態の AHR は，シャペロン蛋白

群［heat shock protein 90 (HSP90), hepatitis B

virus X-associated protein 2 (XAP-2), p23］そし

て c-Src と複合体を形成し細胞質内に存在する

（図 2)19)22)~25)．リガンドが結合すると，AHRは

c-Src のリン酸化と並行して複合体から解離しな

が ら 核 内 移 行 し，AHR-nuclear translocator

（ARNT）と 2 量体を形成し，標的遺伝子内の

xenobiotic response elements（XREs）に結合する

ことで，標的遺伝子の遺伝子発現を制御する．実

に様々な遺伝子群が AHRの標的遺伝子に含まれ

るが26)，そのなかでも化学物質代謝酵素である

cytochrome P450 1A1（CYP1A1），CYP1A2 や

CYP1B1は AHR活性化に伴って特異的に発現さ

れることが知られている19)22)~27)．CYP1A1 や

CYP1B1はリガンドを分解代謝するのであるが，

その際に活性酸素（reactive oxygen species ;

ROS）が産生される19)23)（図 2）．トリプトファン

紫外線代謝産物やフラボノイドが比較的すみやか

に代謝される一方で28)~30)，TCDDなどのダイオ

キシン類はその安定した構造から代謝されづらく

大量の ROS が持続的に発生することになる19)31)．

実際に油症患者では，尿中あるいは血中の酸化ス

トレスマーカーは健常人に比べて高値であ

る32)33)．ROS による酸化ストレスは細胞の

DNA，蛋白，脂質を障害し，炎症性サイトカイン

を放出させる23)31)34)35)．TCDD による ROS 産

生は AHR や CYP1A1をノックダウンした細胞

では消失することから，AHR-CYP1A1軸に依存

していることがわかる36)．ちなみに AHRの遺伝

子発現には核内転写因子である NF1C の多型性
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が関与することが明らかになっている37)．

TCDDによって細胞内に発生した ROS を中和

すべく，抗酸化システムが作動しなければ細胞は

死滅してしまう．確かに TCDD-AHRシグナル

は，nuclear factor-erythroid 2-related factor-2

(NRF2）という転写因子を活性化し，NAD(P)H

quinone oxidoreductase 1 (NQO1)などの様々な

抗酸化酵素群を発現亢進させ，ROSの産生を抑制

する38)39)．化学的に安定な TCDD は持続的に

AHR を活性化するため，NRF2-NQO1軸が作動

しても ROS産生が上回り，細胞は酸化ストレス

状態に陥るのだろうと考えられる23)31)．

AHR は上皮細胞，間葉系細胞，血液細胞など

あらゆる細胞が発現している19)23)25)27)31)．AHR

をノックアウトしたマウスでは，TCDDによるさ

まざまな毒性反応がみられないことから，AHR

はいずれの細胞においてもダイオキシン類の毒性

発現に欠かせない受容体であると考えられ

る40)41)．そのため人体においても，PCB 血中濃

度や PeCDF血中濃度と相関する油症に特有な臨

床症状は，AHR受容体の持続的な活性化おそら

くは酸化ストレスが誘因である可能性が高い．

2．AHR活性化からみた油症の臨床症状

1）塩素痤瘡と色素沈着

塩素痤瘡（chloracne）と色素沈着（hyperpig-

mentation）は PCBやダイオキシン類高濃度曝露

者にみられる特徴的な皮膚症状である．塩素痤瘡

は油症ではもちろんのこと10)，1976 年に台湾で

発生した PCBsおよび PCDFs 複合汚染食中毒で

ある Yucheng42) や 1979 年にイタリアのセベソ

の工場爆発によって発生した TCDD空気汚染事
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図 2 ダイオキシン類は aryl hydrocarbon receptor（AHR）を活性化し酸化ス

トレスを誘導する．

定常状態の AHR は，シャペロン蛋白群そして c-Src と複合体を形成し

細胞質内に存在する．ダイオキシン類が結合すると，AHRは c-Src のリ

ン酸化と並行して複合体から解離しながら核内移行し，AHR-nuclear

translocator（ARNT）と 2 量体を形成し，標的遺伝子内の xenobiotic

response elements（XREs）に結合することで，標的遺伝子の遺伝子発現

を制御する．実に様々な遺伝子群が AHRの標的遺伝子に含まれるが，

そのなかでも化学物質代謝酵素である cytochrome P450 1A1（CYP1A1），

CYP1A2や CYP1B1は AHR活性化に伴って特異的に発現されることが

知られている．CYP1A1や CYP1B1はリガンドを分解代謝するのであ

るが，その際に活性酸素（reactive oxygen species ; ROS）が産生される．

ダイオキシン類はその安定した構造から代謝されづらく大量の ROS が

持続的に発生し細胞毒性を発揮する．



故43)~45)でも報告されている．50 年以上経過し

た現在でも油症患者の血中 PCDFs濃度は一般人

よりも高値であり，2015 年の報告でも塩素痤瘡の

重症度と血中 PCBs濃度あるいは血中 PCDFs濃

度とは正の相関を示し，色素沈着は血中 PCBs濃

度との正の相関を認めている10)．

Suskind による塩素痤瘡の組織像の詳細な継時

的解析によると，毛囊開口部および脂腺導管部の

角化による角栓形成に始まり，次第に脂腺細胞の

皮脂産生がとまり脂腺細胞が表皮角化細胞化し，

脂腺が消失し囊腫形成が起こるとされる46)（図

3）．最近の様々な研究成果は，ダイオキシン類に

よる AHRの活性化が上記のような塩素痤瘡の組

織像を引き起こす可能性が高いことを示唆してい

る47)48)．基底層で分裂した表皮角化細胞は，基底

層を離れ有棘細胞，顆粒細胞そして角質細胞へと

分化し，角質細胞と角質細胞間脂質が皮膚のバリ

ア機能を維持する．この表皮細胞の最終分化の過

程で，表皮細胞は特に顆粒細胞においてインボル

クリン，ロリクリン，フィラグリンといった様々

なバリア関連蛋白質を発現し，cornified cell en-

velopeを形成し正常な角質細胞への分化が誘導

される．AHR はこれらの様々なバリア関連蛋白

質の発現を亢進させることによって表皮細胞の角

化を促進させる49)~57)．ダイオキシン類も AHR

を介して表皮角化細胞の分化を著明に促進させる

ことが知られている（図 3)58)~60)．AHR は脂腺

細胞にも発現している61)．脂腺は毛囊に開口し，

脂腺細胞で構成される．脂腺細胞は表皮角化細胞

が皮脂を産生分泌するように分化した細胞である

が，TCDDの投与によって脂腺細胞の AHRが活

性化されると皮脂分泌能は抑制され，脂腺細胞が

表皮角化細胞様に形態変化することが示され

た61)（図 3）．脂腺細胞が表皮角化細胞化生する
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図 3 ダイオキシン類による塩素痤瘡および色素沈着の発生機序

AHR が活性化されると表皮細胞の角化が亢進する．ダイオキシン類は AHR を過剰に

活性化させるため，角化が異常に亢進し毛囊開口部や脂腺開口部の角化・閉塞が発生す

る．脂腺細胞は表皮細胞が皮脂を分泌するように分化した特殊な細胞であるが，AHR

の過剰な活性化は，脂腺細胞の皮脂分泌を阻害し脂腺細胞の表皮細胞化生を誘導するた

め脂腺細胞は萎縮消失する．脂腺が消失した毛囊は毛囊開口部の角栓形成も相まって

囊腫化し塩素痤瘡が発生する．

色素細胞（メラノサイト）はメラニン色素を産生している．AHR が活性化されると色

素細胞によるメラニン産生能が亢進し色素沈着が発生する．



ために実質的に脂腺は萎縮消失してしまい空洞化

し内部に角化亢進による角化物が堆積し角栓が形

成され，次第に囊腫構造を形成し塩素痤瘡が発生

すると考えられる61)．TCDDによる表皮角化亢

進は明らかに AHR依存性であり AHRの活性化

を抑制すると角化亢進はみられない62)．

以上のことより，正常状態では AHR は表皮角

化細胞の角化を促進しバリア機能を維持している

のであるが，高濃度のダイオキシン類曝露では

AHR が長期間過度に活性化されることにより，

毛孔部や脂腺開口部の異常な角化亢進それに伴う

角栓形成が起こる．脂腺細胞の脂腺への分化は止

まり，脂腺細胞が表皮角化細胞化してしまい，脂

腺細胞の萎縮消失，同部の囊腫化が起こり，典型

的な塩素痤瘡に発展すると考えられる（図 3）．ダ

イオキシン類を投与されたサルの眼瞼マイボーム

腺にも，表皮角化細胞化生が生じ最終的に囊腫化

が起こることが報告されている63)．追記である

が，表皮細胞が産生する interleukin（IL)-24は

フィラグリンの産生を抑制し皮膚バリアを低下さ

せることが知られている64)．IL-24は AHRの標

的遺伝子の一つであり AHR が活性化させるとそ

の発現は亢進する65)．すなわち AHRの活性化は

IL-24を産生させて角化亢進を抑制するような作

用を示しながらも，結果的には角化亢進を強く推

し進める作用を示すことになる．また AHRの遺

伝子多型によって IL-24 の産生量が制御されてい

ることも明らかになっている65)．

色素細胞も AHR を発現している48)66)．ダイ

オキシン類によって AHR が活性化されると，色

素細胞のメラニン色素産生が亢進し，色素沈着が

発生すると考えられている（図 3)48)66)67)．実際

に油症の色素沈着は，PCB 血中濃度や2,3,4,7,

8-PeCDF血中濃度と相関している13)68)~71)．ま

た油症患者妊娠中の胎児曝露の症例でも色素沈着

が認められている72)．タバコ煙中の汚染物質に

よる AHR活性化はヒト色素細胞の色素産生能を

増強させ，この作用は紫外線 B照射との相乗効果

が認められる73)．皮膚内のトリプトファンは紫

外線 B のエネルギーによって 6-Formylindolo

[3,2-b]carbazole (FICZ）に変化し，AHRを強く

活性化することが知られている28)35)．PM2.5 と

皮疹を調査した疫学調査によると，PM2.5 の高

濃度暴露群では日光曝露部位（顔面や手背）の老

人性色素斑の発生頻度が有意に高いことが報告さ

れている74)．PM2.5 中にも AHR を活性化する
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図 4 ダイオキシン類による咳・痰およびしびれ・疼痛の発生機序

油症では咳・喀痰の増加や末梢のしびれ・疼痛が発生した．AHR が活性化されると気

道上皮細胞によるムチン（MUC5AC）産生が亢進する．これが咳・喀痰の増加につな

がったのではないかと思われる．

また脊髄後根神経線維の中でも，ダイオキシン類は Ab線維（太めの神経線維）の伝導速

度を緩徐化させることがわかっている．これが末梢のしびれや疼痛に関与している可

能性がある．



環境汚染物質が数多く含まれていることか

ら66)67)，AHR活性化が色素細胞を活性化し色素

産生を増強することで色素沈着が発生すると考え

られる．

2）咳嗽や喀痰の増加

油症患者では咳嗽や喀痰が高頻度にみられ，

PCB 血中濃度や 2,3,4,7,8-PeCDF 血中濃度と

相関している69)71)．気道上皮細胞にも AHR は

発現しており，ダイオキシン類によって AHR が

活性化されると，気道上皮細胞の ROS 産生に

伴ってMUC5AC（ムチン成分）の産生亢進がお

こる75)~77)（図 4）．このことが咳嗽や喀痰の原因

の一つではないかと思われる．自動車工場勤務者

201名と近隣在住健常人 222名の肺機能検査結果

では，努力性肺活量や 1秒量は PCDDs/PCDFs

曝露量と負の相関を示し，曝露量が増加すると肺

機能検査は悪化することが報告されている78)．

喫煙と chronic obstructive pulmonary disease

（COPD）とは強い関連性がみられることから，た

ばこ煙中のダイオキシン類による AHR活性化と

COPDの関連性を指摘する総説もみられる79)．

3）手足のしびれ・疼痛

手足のしびれや疼痛もいまだに多くの油症患者

を悩ましている症状の一つであり，PCB血中濃度

や 2,3,4,7,8-PeCDF血中濃度との関連も認めら

れている68)71)．べンゾピレンを経口投与して 7

日後のモデルラットの後根神経付き後根神経節標

本を用いた検討では，Ag線維や C線維の伝導速

度には影響を与えなかったが，Ab線維の伝導速

度を有意に低下させることが報告された80)（図

4）．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

線維や C線維と比較して直径が太く，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81)．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80)．ま

た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

ると推定されている80)．興味深いことに，AHR

は b-catenin の産生を制御することで間接的に髄

鞘の構成蛋白である myelin 発現量に影響を与え

ることが報告されている82)．また Neurofilament

の発現は神経の分化や変性と関与しているとされ

るが，TCDD は AHR を介して神経線維による

Neurofilament の発現を増加させる83)．

4）血中トリグリセリド上昇

油症では脂質の血中濃度異常が高頻度にみられ

た84)85)．特に血中トリグリセリド値上昇は，血中

PCBs濃度と相関していることが明らかにされて

いる84)85)．肝細胞も AHR を豊富に発現してお

り，TCDD によって AHR が活性化されると

CYP1A1を発現し，CYP1A1 の発現によって肝

細胞内の lipid droplet の産生が有意に亢進するこ

とが報告されている86)．逆に，AHRノックアウ

トマウスでは，血中トリグリセリド値が有意に減

少する（Biljes2015)87)．どうして AHRの活性化

が肝細胞内ひいては血中のトリグリセリドを増加

させるのかの全容は明らかになっていないが，一

つの可能性として肝細胞内の 17b-estradiol (E2）

の分解促進があげられる88)（図 5）．17b-estra-

diolは sterol regulatory element-binding protein-

1c（SREBP-1c）を抑えてトリグリセリドの新生

を抑制し，脂肪酸のb酸化を促進する peroxisome

proliferator-activated receptor alpha（PPAR a）

の産生を増加させる88)89)．ベンゾピレンが投与

されると AHR が活性化され，肝細胞内で

CYP1A1が産生される．CYP1A1は 17b-estra-

diolを分解代謝するので，肝細胞内で 17b-estra-

diol値が減少し，トリグリセリド産生が亢進する

ことになる88)．非アルコール性脂肪肝疾患

（non-alcoholic fatty liver disease ; NAFLD）は，

非アルコール性脂肪肝，非アルコール性脂肪性肝

炎（nonalcoholic steatohepatitis ; NASH），あるい

は肝硬変，肝細胞癌へと進展することから最近注

目されている90)．NAFLDの発症病態は AHR活

性化で引き起こされる脂肪代謝異常と類似性が高

いのではないかと推測されている88)91)．

5）睡眠障害

24時間体内リズム，いわゆる体内時計は睡眠と
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覚醒，体温変動，ホルモン分泌などさまざまな生

体反応を調節している92)~94)．約 24時間周期の

ヒトの体内時計機構の分子調節機序は複雑である

が，基本的にはいくつかの蛋白質群が互いにその

産生を制御しながら行われている92)~94)．体内時

計の調節中枢は視交叉上核（suprachiasmatic

nucleus ; SCN）である．ごく単純化すると，SCN

神経細胞が発現している BMALと CLOCK は 2

量体を形成し，PERと CRYを発現させる．PER

と CRYは 2 量体を形成し，BMALと CLOCKの

発現を抑制する．この周期が基本的な体内時計を

決定している92)~94)．一方，SCN 神経細胞は

AHR も普遍的に発現している94)95)．脂溶性の強

いダイオキシン類は脳血管バリアを通過し脳内に

も到達しうる．興味深いことに AHR は BMAL

蛋白とも 2 量体を形成するため，BMAL/CLOCK

量を低下させ，BMAL/CLOCKと PER/CRYに

よる体内リズム形成を撹乱する94)95)．

このような基礎的研究報告を背景に，油症患者

でも体内時計に変調が生じなんらかの睡眠障害が

発生している可能性が疑われた．140名の油症患

者を対象に睡眠に関する対面アンケート調査が行

われた結果，その 51.8％に中等度から重度の睡眠

障害を認め，30.7％に restless leg syndromeを認

めた96)．また 2,3,4,7,8-PeCDF血中濃度が高い

と睡眠の質は有意に低下し，restless leg syn-

dromeは有意に高頻度であった96)．

6）関節痛と関節包炎

油症や台湾 yucheng では関節炎，関節包炎が

高頻度にみられた9)69)71)97)．AHRと関節炎との

関連性は十分に解明されていないが，AHR を介

した ROS産生が軟骨細胞の apoptosis を誘導す

ることがその一因ではないかと考えられる98)99)．
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図 5 ダイオキシン類による高トリグリセリド血症の発生機序

肝細胞では Sterol regulatory element-binding protein-1c（SREBP-1c）がトリグリ

セリドの産生を増加させ，peroxisome proliferator-activated receptor alpha（PPAR

a）が脂肪酸b酸化を促進することによって肝細胞内脂肪酸の蓄積を減少させている．

女性ホルモン 17b-estradiolが SREBP-1cを抑制し，PPARaの機能を亢進させるこ

とによって肝臓によるトリグリセリドの産生を低下させていると考えられる．肝細

胞も AHR を豊富に発現している．AHR が活性化されると cytochrome P450 1A1

（CYP1A1）などの化学物質代謝酵素が特異的に発現誘導される．CYP1A1は 17b

-estradiolも分解するため，17b-estradiol の肝細胞内濃度が低下し，トリグリセリド

の産生が結果的に亢進すると思われる．



油症患者の特に男性で運動能力の低下がみられた

が，骨粗鬆症の頻度への影響は見られていな

い100)101)．

7）免疫反応

AHR は T helper 17（Th17）細胞および T

regulatory（Treg）細胞の分化増殖に深く関与し

ている27)102)．マウスでは AHR は Th1 細胞や

Th2 細胞には発現されず，Th17 細胞に強く，

Treg 細胞には弱く発現されている103)．AHR

ノックアウトマウスでは，Th1や Th2細胞の分

化は影響されず，Th17細胞における IL-22 の産

生が特異的に抑制される103)．AHR を一過性に

活性化すると，確かに Th17細胞への分化に傾き，

そして IL-22が産生される（Th22への分化誘導）

ようになる104)．一方，TCDD で持続的に AHR

が活性化されると，Treg 細胞数が AHR依存的

に増加したことから105)，リガンドの種類によっ

て AHR は異なる免疫反応を惹起しうる可能性が

ある．

最近の研究では，油症患者ではTreg 細胞数に

は影響はみられないが，Natural killer（NK）細胞

数が増加し，活性化 NK細胞が産生する cytotox-

icT lymphocyte-associated antigen-4（CTLA-4）

の血清中濃度も増加し血中 PCDF濃度と正の相

関を示すことが報告されている106)．油症患者で

は血中の IL-17，IL-23，IL-1b，TNF-a濃度は高

値であり，なんらかの炎症状態にあることが想定

される107)．一方，その生物学的意義は不明であ

るが，好酸球や好塩基球の遊走を司る Chemo-

kine（C-Cmotif）ligand 5（CCL5）の血中濃度は

油症患者で有意に低下している108)．実際に表皮

細胞にベンゾピレンを加えると AHR 依存性に

CCL5 の産生が抑制されることから，CCL5は明

らかにAHRの標的分子の一つである108)．

マウスの実験系では，ダイオキシン類などに

よって AHR が過度に活性化されるとアトピー性

皮膚炎を増悪させる可能性が指摘されたが109)110)，

油症患者のアトピー性皮膚炎の生涯有病率は

8.8％（56/638名）であり111)，我が国の有病率112)

よりはむしろ低値であった．また血清 IgE値も

油症認定者と健常者との間に差がなかった111)．

セベソコホートでは TCDD暴露の母親から生ま

れた児の皮膚炎の頻度はむしろ低値であり，母親

の推定 TCDD曝露量と逆相関していることを報

告している113)．またこの研究では喘息，鼻炎の

頻度も一般人と有意差を認めていないことか

ら113)，ヒトでのダイオキシン類曝露はアレル

ギー疾患の発症頻度に影響を与えない可能性が高

い．

8）死因調査と発癌

ダイオキシン類の毒性は動物種によって異なっ

ている．ヒトはマウスやラットに比べるとダイオ

キシン類に対して抵抗性で，ヒト AHRの活性化

にはマウス AHR を活性化する 10 倍濃度の

TCDD が必要とされる114)115)．マウスの系統に

よってもその感受性はかなり異なるし，抵抗性の

低いモルモットに比べるとハムスターは約 1,000

倍ダイオキシン類抵抗性を示すといわれる114)115)．

これは動物種ごとにダイオキシン類が AHRに結

合する親和性が異なったり，AHR活性化後の標

的遺伝子群の発現パターンが大きく異なることが

関連していると思われる115)116)．ダイオキシン類

の長期的な人体影響を知るためには，動物モデル

のみではなくヒトにおける疫学調査が重要となる

ゆえんである．

1961 年〜1971 年のいわゆるベトナム戦争では，

TCDDが混入した除草剤（Agent orange）が大量

に散布され広範囲高濃度の TCDD汚染が発生し

た．当時軍役についた韓国軍人の 1992 年〜2005

年の死因調査では，Agent orange の推定曝露量

と全癌による死亡が相関していた．また個別の癌

死亡率では，胃癌，小腸癌，肝癌，喉頭癌，肺癌，

膀胱癌，甲状腺癌，慢性骨髄性白血病が Agent

orange の推定曝露量と相関していた117)118)．ま

た心筋梗塞，慢性閉塞性肺疾患，肝硬変などの肝

疾患による死亡率も Agent orange の推定曝露量

と相関していた118)．

1968年に発生した油症では，2007 年（発生 40

年後）時点での詳細な死因調査が行われた．その

結果，男性において全癌，肺癌，肝癌の死亡率が

一般人よりも有意に高いことが明らかになっ

た119)．一方，その他の疾患での死亡率には有意

差はなかった119)．油症と類似の汚染物質によっ

て 1979 年に発生した台湾 Yucheng の 2008 年

（発生 30 年後）時点での死因調査では，全癌，循

環器疾患，筋結合織疾患による死亡率が一般人に
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比べ有意に高かった120)．油症と Yuchengのメタ

解析では，男性で全癌，肺癌，心疾患，肝疾患に

よる死亡率が有意に高く，女性では肝癌による死

亡率が有意に高かった121)．油症患者の 1968年の

ダイオキシン類汚染油曝露後からの生存率を調べ

た解析では，一般人と比較して有意差はみられて

いない122)123)．

AHR は発癌や癌進展を促進するあるいは抑制

するといった膨大な報告が様々な癌細胞で報告さ

れている124)~127)．油症および Yuchengの死因調

査の結果から，高濃度暴露者で数十年の経過をみ

ると，特に男性で癌による死亡率を高める傾向が

明らかである．後述するように油症では女性の方

が男性よりも 2,3,4,7,8-PeCDF血中濃度が高い

ことを考えると10)128)，男性は女性よりも発癌に

関してはダイオキシン抵抗性が低いことが示唆さ

れる．

9）周産期異常と継世代影響

母児間の重要なバリアとして機能する胎盤にも

AHR は豊富に発現されている129)．ダイオキシ

ン類は胎盤を通過し胎児に移行する130)~132)．各

汚染物質の胎盤通過性はそれぞれ異なり，油症で

問題となる毒性の高い 2,3,4,7,8-PeCDF（TEF

＝0.3）の胎盤通過性はむしろ低く，毒性の低い

1,2,3,4,6,7,8-HeptaCDD（TEF＝0.01）のそれ

は高かったと推定されている130)．また皮膚全体

に色素沈着がみられた胎児（胎児油症と称され

る）では，そうではない胎児に比べると，母児と

もに 1,2,3,6,7,8-HexaCDD（TEF＝0.1）が有意

に高値を示した131)．母体血と胎児におけるダイ

オキシン類濃度を調べてみると，母体血のダイオ

キシン類 TEQs を 100 とすると，胎盤は 81.5，臍

帯血は 37.2，胎脂は 53.2，胎便は 18.2，羊水は

9.2であり，胎脂や胎便にかなり排泄されている

ことが明らかになっている132)．

母児間のダイオキシン類の移行には経胎盤性に

加え，経母乳性移行がある．実際に，1988年から

1991 年に健常者 9人，油症患者 2人の母乳中のダ

イオキシン類を計測した結果，健常人 9人の母乳

中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度は 8.5 ± 3.1 pg/g-

lipids であったが，2人の油症患者のそれはそれ

ぞれ 309.6± 71.2，745.9± 52.9 pg/g-lipids と

極めて高値を示し，2,3,4,7,8-PeCDF が母乳中

に高濃度に排泄されていることが分かった133)．

胎盤に AHR が豊富に発現されていることから，

ダイオキシン類高濃度暴露である油症では妊娠お

よび分娩への影響が懸念される．実際に，油症発

生年（1968 年）を念頭に，1958〜1967 年，1968〜

1977 年，1978〜1987 年，1988〜1997 年にわけて

妊娠分娩に関するイベントを解析してみると，油

症発症前（1958〜1967 年）に比べ，油症発症後 10

年間（1968〜1977 年）では，人工中絶と早産が有

意に高頻度であり，有意差は見られなかったもの

の自然流産や死産の頻度も高かった134)．また人

工中絶，早産，自然流産，死産の発生頻度は，母

親の分娩時の PeCDF血中濃度推定値と有意に相

関していた134)．また油症母親の分娩時の

PeCDF血中濃度推定値が高いと，児の出生時体

重は有意に減少したことも明らかになってい

る135)．セベソコホートでは母親の TCDD推定曝

露量と，児の出生時体重の減少，自然流産，胎児

発育，妊娠期間との関連性は見出されていな

い136)137)．妊娠に対する影響は，Yuchengコホー

トで死産の増加，セベソコホートでは懐妊期間の

延長がみられている138)~140)．

高濃度の PCBやダイオキシン類に暴露した親

から生まれた児（F1）あるいはその次世代（F2）

では，男 ⁄ 女性比が低下する（女児に比べて男児

が少ない）ことが，マウスでもヒトでも報告され

ている141)142)．セベソコホートでは F1 児の男 ⁄

女性比の低下がみられたと報告されている143)．

台湾 Yuchengコホートでは男 ⁄ 女性比の低下は

みられない144)とされたが，その後の報告では 20

歳未満でダイオキシン類に暴露した父親から生ま

れた児の男 ⁄ 女性比は低下することが報告され

た145)．動物実験の結果をまとめた報告では一定

の結論を出すには至っていない146)．最近のマウ

スでの研究報告では，TCDDに暴露した雄マウス

がもうけた F1 仔の雄 ⁄ 雌性比は有意に低下し，

この低下は AHRノックアウトマウスではみられ

ないことから，雄 ⁄ 雌性比の低下は AHR依存性

であるとしている147)．精巣上体尾部の精子は

AHR を発現しているが，X 染色体，Y染色体の

保有数には差がないことから，AHR活性化が何

らかの機能的な修飾を精子に与えることによって

雄 ⁄ 雌性比の低下が引き起こされていると推察さ

れている147)．油症患者の調査では，ダイオキシ
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ン類に暴露した母親および父親ごとの，F1児と

F2児の男 ⁄ 女性比には有意差を認めなかったが，

20歳以下でダイオキシン類に暴露した母親から

生まれた F1児では男 ⁄ 女性比の低下傾向を認め

（P＝0.06），F1女から生まれた F2児では男/女性

比が有意に低下していた（P＝0.02)148)．ダイオ

キシン類の継世代影響については Viluksela らの

総説がある149)．

セベソコホートでは TCDDに暴露した母親の

卵巣機能と推定 TCDD曝露量の間に関連性をみ

いだしていないが150)，TCDDに暴露した母親か

ら生まれ母乳で育った男児の精子は，そうではな

い男児に比べて総数や運動能が有意に低下してい

た151)．台湾 Yuchengコホートでは，ダイオキシ

ン類に暴露した男性の精子の形態異常，精子数の

低下，ハムスター卵への貫通能力の低下などが認

められている152)153)．妊娠ラットに TCDD

（TEF＝1）あるいは 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-

furan（TCDF, TEF＝0.1）を投与した時の胎仔の

精巣のコレステロール産生能やステロイド産生能

はTCDF投与群に比べ TCDD投与群で明らかに

低下している154)．これらの結果から，ダイオキ

シン類の高濃度暴露は精子になんらかの影響を与

えることは確かなようである．

Seveso Womenʼs Health Study によれば，セベ

ソコホートにおける歩行速度，coin flipping，

reach down test，握力，digit spanや spatial span

などの神経認知および運動能力と推定 TCDD曝

露量との間に有意な関連をみとめていない155)．

また TCDDに曝露した母親から出生した児のコ

ホートである Seveso Second Generation Health

Studyでは，母親の推定 TCDD曝露量と児の 2nd

to 4th digit length ratio, reverse learning/set-

shifting, memory, attention/impulsivity, あるいは

non-verbal intelligence との有意な関連も認めら

れていない156)157)．一方，母親の推定 TCDD曝

露量と女児の body mass index（BMI）は逆相関

をしたが男児の BMI にはそのような傾向はな

かったこと，男児では母親の推定 TCDD曝露量

が高いと metabolic syndromeが有意に発生しや

すいという結果であった158)．また，母親の推定

TCDD曝露量が高いと児の血中 free triiodothyr-

onine（T3）値が有意に低下していることから，胎

児期の高濃度暴露が年月を経て甲状腺機能に影響

を与える可能性を指摘されている159)．台湾

Yuchengコホートでは，Yucheng母親から出生

した児の functional magnetic resonance imaging

はコントロール児に比べ異なった脳所見を示すこ

とを明らかにしている160)．また Yucheng母親か

ら出生した児は右耳の低周波域の聴覚障害が起こ

りやすく，それは母親の出産時の推定2,3,4,

7,8-PeCDF濃度に関連していた161)．

10）動物モデルによる周産期および継世代影響

継世代影響は油症患者でも懸念されているが，

現時点では次世代コホートを形成することが困難

でその詳細解析は容易ではない．油症班では動物

実験モデルが有用と考え積極的に研究を推進して

いる．ダイオキシン類は高用量では，発ガン性な

どの一般的毒性を示すが162)，これに比べてはる

かに低い用量で次世代への影響を及ぼす163)．妊

娠ラットをダイオキシンに比較的低用量で暴露す

ることにより，出生児に生殖器官の萎縮164)およ

び交尾行動障害164)165) などの性未成熟が生じる．

これは，成長後にまで障害形質が残るため問題が

大きい163)．脳の雄型への性成熟は，周産期に胎

児の脳が適切なレベルの女性ホルモンに暴露する

ことにより引き起こされるが，女性ホルモン

estradiol の合成には男性ホルモンの供給が必要

である166)．実験動物の性分化の概要は古くより

理解されていたものの，その詳細は未だ十分に明

らかになっているとは言えない．ダイオキシンを

用いた研究は，そのメカニズム解明につながるも

のと期待される．動物モデルを用いた次世代影響

に関する知見は，すでに山田英之ら167) ならびに

武田知起168)の総説に詳述されている．本項では，

その後の成果を含めて動物モデルによる周産期お

よび継世代影響を概説する．

一般的な毒性を示すよりも比較的低用量のダイ

オキシン（TCDD 1 mg/kg 経口）を母体暴露され

た雄胎児では，男性ホルモンであるテストステロ

ンの精巣での合成が低下し，その血中濃度が著し

く低下する169)．これは胎児期の脳下垂体ホルモ

ン黄体形成ホルモン（luteinizing hormone, LH）

の低下作用を介して引き起こされ，胎児期に LH

様ホルモンであるウマ絨毛性ゴナドトロピン

（equine chorionic gonadotropin, eCG）を補充する

ことで成長後の性未成熟が正常へと回復す

AHRと油症 71

（ 13 ）



る170)171)．すなわち，妊娠 15日目（Gestational

day15 ; GD15）にダイオキシン暴露した母ラット

より生まれた児は成長後，交尾行動障害を惹起す

るが，eCGを投与すると正常レベルに戻る．また

雌児においては，甘味嗜好性がダイオキシン母体

暴露により低下するが，eCGを投与すると正常レ

ベルに戻る171)．この影響には用量依存性があ

る172)．

ダイオキシン母体暴露による臨界期の雄児の

LH 低下作用には，脳下垂体における h istone

deacetylase（HDAC）の誘導によるエピジェネ

ティックな影響が関わっており，HDAC1,5及び

7が LHb発現低下と同時期である出生前後にお

いて誘導される173)．交尾行動障害には，出生後

の gonadotropin releasing hormone （GnRH)の低

下も重要であり，GnRHの補充により性行動障害

も正常レベルに回復する174)．また，ダイオキシ

ン高感受性の C57BL6 と低感受性の DBAマウス

では，周産期の児の LH低下作用は共通している

ものの，DBAマウスでは同じ影響を観察するた

めにより高用量のダイオキシンが必要であっ

た175)．母体暴露による胎児の LH低下作用には

用量依存性があるが，ラットにおける検討では，

ダイオキシン類中最強毒性である，TCDD（TEF

＝1.0）と油症の主要な原因物質である2,3,

4,7,8-PeCDF（TEF＝0.3）を比較したところ，

後者の relative potencyは，約 0.02であり，次世

代毒性で捉えた場合，TCDDと同じ影響を及ぼす

には TEF で見積もられるよりも遥かに高用量が

必要であった172)．このことは，TEF が主に，

AHRを介した CYP1A1 の誘導作用を基にして設

定されていること5)によると考えられる．ダイオ

キシン類は CYP1A1 および CYP1A2を誘導する

が，CYP1A2へ 2,3,4,7,8-PeCDFが高親和性で

結合することが本研究班の先行研究で分かってお

り176)，肝の CYP1A2が 2,3,4,7,8-PeCDF を留

める働きをしていると推定されている．事実，2,

3,4,7,8-PeCDF は，他のダイオキシン類より母

獣の肝臓に蓄積しやすい177)．このことは，

Cyp1a2欠損マウスではダイオキシン類の肝臓へ

の蓄積が起こらないことから支持される178)．油

症患者においても，PCDD類と PCDF類では，児

への移行性が異なっており，PCDF 類の移行は

PCDD類に比べて低いことが示唆されている179)．

ダイオキシンの毒性発現に AHR が重要な役割

を示すことは既に述べたが，これらの後世代毒性

への AHRの寄与について，AHR欠損ラットを

作製し180)，検証に用いた．AHR欠損ラットの表

現形には，ダイオキシン次世代毒性で見られるそ

れと幾つかの共通点がある．特に，胎児期の LH

については，ダイオキシン投与をしていない

AHR欠損ラットにおいても有意に低下しており，

AHR欠損ラットでは出生，成長後に性行動障害

が観察され，AHR自身が性成熟に重要な働きを

有することがわかった181)（図 6）．このことは，

AHR がステロイドの合成調節など，恒常性維持

に重要な役割をもっていることを示唆し，周産期

において高親和性のリガンドであるダイオキシン

の存在下にその働きが撹乱され，障害性がインプ

リントされると推定される．低用量ダイオキシン

母体暴露によって起こる児の LH 低下作用は，

AHR 依存的であることも確認された181)．上述

のように，ダイオキシン母体暴露による胎児期の

LH低下作用は，LH様ホルモン eCG を胎児に直

接補給することにより正常に回復するが170)171)，

この実験は侵襲的であり，油症患者にそのまま適

用することは現実的には難しく，より安全な方法

を考えることが課題である．一方，胎児期に視床

下部においては，TCA サイクルの必須補酵素a-

リポ酸レベルが低下しており，ATP含量も低下

している169)．これに対し，a-リポ酸の母体への

投与により，ATPは正常レベルに戻り，LHレベ

ルが回復し，テストステロンレベルも通常レベル

に戻すことが出来る169)．

妊娠ラットがダイオキシンの暴露を受けること

により，上述の性未成熟に加え，出生児に低身

長・低体重182)183)，学習記憶能力障害184)185)およ

び社会行動の低下186) などに代表される成長遅延

が生じる．また，Yusho および Yuchengにおい

て出生した子供において低体重135) や認知発達の

遅延187)等が示唆されている．低用量ダイオキシ

ン母体暴露（GD15, TCDD 1 mg/kg，経口）では，

児に発育障害が惹起される188)．その機構には，

児の成長ホルモンおよび甲状腺ホルモンの低下作

用がある188)189)（図 6）．また，母体側要因として，

プロラクチン低下による育児能力減退作用があ

る190)（図 6）．成長ホルモンの低下作用は，胎児

期に顕著である188)．成長ホルモン低下作用は，
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特に雄児の場合は母体のコルチコステロンレベル

の低下に起因し，これには，母における代謝酵素

の変動が関係すると推定される188)．母へのコル

チコステロン供給により児は成長障害から回復す

る188)．また児における甲状腺ホルモン thyroxin

は，出生直前（GD21）および離乳時期（Postnatal

day21 ; PND21）に一過性の減少が惹起された189)．

この要因として，GD20 および GD21 において母

体の thyroxineが低下していることが挙げられ，

同時に観察された下垂体の甲状腺刺激ホルモン

（TSH）の上昇は，これによる正のフィードバッ

クによると考えられる189)．母体では GD20 にお

いて複数の UDP-グルクロン酸転移酵素（UGT）

分子種の誘導が認められることから188)，母体に

おける thyroxine レベルの低下は，その抱合に関

与する UGTの誘導によると推定される．また，

離乳児の thyroxine レベルの低下は，児における

UGTの誘導が関与すると思われる188)．

母体側の要因としてのダイオキシンによる育児

能力減退作用は，AHR依存的であり，プロラク

チンの母体への補給によって改善される190)．ま

た，これにより，出生児の学習記憶能力の低下も

改善され，正常レベルに戻すことができる．里親

実験から，この育児能力低下は児がダイオキシン

母体暴露を受けたか否かには影響されず，母体側

に原因がある．母体側のプロラクチンの低下には，

transforming growth factor-b1（TGF-b1）の誘導

作用の寄与が大きい190)．但し，ダイオキシン毒

性発現に関わる AHR について考えると，ヒト

AHR は，ダイオキシン高反応性の C57BL6マウ

スよりも，むしろダイオキシン低反応性の DBA

マウスのそれに類似していることが分かってい

る191)．また，Wistar系ラットは C57BL6マウス

と遜色のないダイオキシン次世代毒性への感受性

を示す172)175)．従って，基本的な毒性発現機構は

共通するとしても，これらの結果をそのままヒト

に適用することには，慎重であるべきである．一

方，近年の出生コホート調査からは，ダイオキシ

ンがヒト次世代の性特異的機能に与える影響が無

視出来ないとの指摘もある154)192)~194)．

油症患者では，高レベルのダイオキシン類に暴

露していることから，経胎盤および母乳から次世

代に移行したダイオキシン類によって継世代影響

が起こる可能性，および遺伝子の変異を伴わない

AHRと油症 73
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図 6 ダイオキシンによる臨界期の次世代影響および周産期の母体への影響（まとめ）

プロラクチン（文献 190），成長ホルモン（GH）（文献 188）および黄体形成ホルモン

（LH）（文献 181)への影響．プロラクチンおよび LHは，文献 190 および文献 181 の

グラフィカルアブストラクトより改変して掲載．



エピジェネティックな影響を及ぼす可能性を注視

していく必要がある．台湾 Yuchengコホートで

は，Yucheng母親から生まれた児の DNAmethy-

lation を調べた結果，aryl hydrocarbon receptor

repressorや CYP1A1を含む 11 の遺伝子の DNA

methylationが母親の妊娠時推定ダイオキシン類

推定濃度と関連を示したことから，児の DNA に

何らかの影響が生じる可能性を指摘している195)．

3．ダイオキシン類血中濃度の推移

ダイオキシン類の耐容一日摂取量（tolerable

daily intake ; TDI）は現在 4 pg-TEQ/kg/dayで

ある14)．発生当時の油症患者の一日摂取量は 10m

g-TEQ/Kg/day と推定されており，モルモット

半数致死量が 1 mg/Kg であることを考慮すると，

桁違いに大量のダイオキシン類を摂取したことに

なる14)．当時の高濃度曝露油症患者の血中濃度

は，60,000pg-TEQ/g-lipidsにものぼったと考え

られる14)．また多くのダイオキシン類の血中半

減期は，発生当初から 14〜15 年後までの間では

2.4〜4.1 年であった14)．台湾 Yucheng でも油症

と同程度のダイオキシン類曝露がみられたが，油

症に比べると 2,3,4,7,8-PeCDFの曝露量は少な

い14)．2004 年ウクライナの元大統領 Victor

Yushchenko氏が純粋な TCDD を用いて毒殺さ

れそうになった．塩素痤瘡をはじめ油症とまった

く同様の症状が出現したが，彼の TCDD血中濃

度は 108,000 pg/g-lipids に達した196)197)．体内

に摂取されたダイオキシン類は AHR を介して産

生された CYP1A1, CYP1A2やその他の経路によ

り代謝され一部が体外に排泄される．たとえば

PCBs はその種類によって CYP1A1 との親和性

が異なることがわかっている198)．

油症発生後，毎年油症検診が行われ，PCBs，

PCQs そして 2004 年からは測定技術の進歩に

よって 2,3,4,7,8-PeCDFの血中濃度も測定して

いる．しかし当初順調に低減すると想定されたダ

イオキシン類血中濃度は予想に反し下げ止まりを

示したのである．油症の毒性の大半を占める

2,3,4,7,8-PeCDF の血中濃度を 2002 年の採血

でみてみると，油症認定者 279人の平均値；標準

偏差；最大値；最小値は 192；252；1,890；3.1

pg/g lipids であり，一般人 127人の 17；6.6；37；

5 pg/g lipidsに比べると，明らかに高濃度残留し

ている油症認定者が存在していることが分かっ

た199)．すなわち油症患者の 2,3,4,7,8-PeCDF

血中濃度の平均値はいまだに一般人の 10倍以上

であり，なかには異常な高値を維持している患者

も存在していた199)．同時に各汚染物質群の総

TEQに占める割合を比較してみると，油症患者

では PCDFs ; 64.8％，Dioxin-like PCBs ; 23.1％，

Mono-ortho PCBs ; 15.5％，PCDDs ; 12.1％，

Non-ortho PCBs ; 7.6％であったが，一般人では

Dioxin-like PCBs ; 45.1％，PCDDs ; 33.3％，

Non-ortho PCBs ; 25.7％，PCDFs ; 21.6％，

Mono-ortho PCBs ; 19.4％であり，油症認定者で

は総 TEQにしめる PCDFの割合が高い傾向が持

続していた199)．2004 年に測定した PCBsの血中

濃度では，hexaCB-156，hexaCB-157，hepta-

CB-181，heptaCB-189 の血中濃度は一般人のそ

れに比べそれぞれ 3.4，3.8，3.9，3.8倍高値であ

ることが報告されている200)．

2,3,4,7,8-PeCDF血中濃度の半減期は発生当

初から 14〜15 年後までの間では 2.4 年であった

が14)，2002 年（発生から 34 年後）の測定で一般

人平均値（17 pg/g lipids）よりも最大で 100倍以

上（1,890 pg/g lipids）も高い油症患者がいること

から，半減期が長期化していることが疑われた．

その後，半減期の測定が多くの油症患者で行われ

た201)~203)．油症患者 327 例の 2001 年〜2006 年

の測定結果の解析では，男女ともに各人の半減期

は大きくばらつき，半減期 7年以下の群もあれば，

半減期が 40 年以上に及ぶ群も存在した201)．その

後，2002〜2010 年の 395例の測定値解析結果では，

半減期が 40 年以上に及ぶ群がさらに増数してい

た202)．環境中の 2,3,4,7,8-PeCDF 摂取の影響

も考慮するために環境中に多い octachlorod i-

benzodioxin（OCDD）の減衰と比較しながら解析

した結果，環境中の 2,3,4,7,8-PeCDF 摂取が油

症患者の 2,3,4,7,8-PeCDF血中濃度に与える影

響は無視できる範囲内であり，油症患者の2,3,

4,7,8-PeCDF血中濃度の低下速度は非常に遅く

なっているかあるいはもう低下しない患者もいる

ことがわかった203)．マイボーム腺からの粘調分

泌物が多い患者や重症の黒色面皰を有する患者で

は，2,3,4,7,8-PeCDF血中濃度の半減期の短い

患者が多く，このような患者ではマイボーム腺や

皮脂を通して体内の 2,3,4,7,8-PeCDF が積極的
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に排泄されている可能性がある204)．

4．油症の治療

油症発生後 50 年以上が経過した現在でも，多

くの油症患者の体内に毒性の高い2,3,4,7,8-

PeCDF が高濃度に残留している．実際に現在で

も全身�怠感，呼吸器症状（咳・痰），末梢神経症

状（しびれ），皮膚症状（塩素痤瘡）の症状の強さ

と血中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度は正に相関す

る10)15)16)68)69)．そのためダイオキシン類の排泄

を促進するあるいはダイオキシン類の毒性を緩和

する対策はきわめて重要である．

1）ダイオキシン類の排泄を促進する対策

ラット，サルおよび油症患者剖検の解析から，

経口投与された PCBs や 2,3,4,7,8-PeCDF は脂

肪組織や肝臓に蓄積することがわかってい

る63)205)~208)．さらに PCBs は肝臓よりも脂肪組

織に，2,3,4,7,8-PeCDF は脂肪組織よりも肝臓

に集積しやすい208)．しかもほとんど代謝分解さ

れない209)．油症の主たる原因物質と考えられる

2,3,4,7,8-PeCDFの肝蓄積性は，血清トリグリ

セリド値上昇210) や肝癌による死因の増加119) を

引き起こした可能性が高い．

PCBs は胆汁中にも排泄されることが知られて

いるが，肝内に蓄積された 2,3,4,7,8-PeCDF は

胆汁中には排泄されず，血液中から微量ながら小

腸壁を通して糞中に排泄されるがその多くは再吸

収されてしまう209)211)213)．腸管吸収されづらい

脂肪性物質や薬剤を経口投与すれば，これらの物

質に PCBs や 2,3,4,7,8-PeCDF は溶け込みしか

も再吸収は少ないと考えられるので，PCBs や

2,3,4,7,8-PeCDF は糞中へより多く排泄され，

体内蓄積量は減少すると考えられ，最も根本的な

治療薬となる可能性がある．

ラットを用いたダイオキシン類排泄モデルでは，

流動パラフィン213)，スクワラン212)214)，活性

炭209)，陰イオン交換樹脂であるコレスチラミ

ン209)の経口投与がダイオキシン類の排泄を促進

することが報告された．ヒトにおいても陰イオン

交換樹脂であるコレスチミドを投与すると PCBs

血中濃度が低下することが報告された215)．また

経腸非吸収性脂肪食品である olestra の経口投与

によって TCDD や PCBsの血中濃度を低下させ

うることが報告されている216)~218)．しかしなが

ら，そのダイオキシン類血中濃度の低減効果は低

く，個体差があり，実際にこのような物質の経口

投与を年余にわたり長期的に継続できるかどうか

という懸念が残る．

6人の油症患者にコレスチラミンを 6ヶ月間投

与する臨床試験を行ったところ，6人中 2人のみ

で糞便中の PCDFの排泄が増加した219)．その後，

ラットにおいて食物繊維（米ぬかファイバー）が

コレスチラミンによるダイオキシン類排泄作用を

増強することが分かったため220)221)，油症患者 4

人および台湾 Yucheng患者 8人に米ぬか線維と

コレスチラミンを 2週間投与する臨床試験が行わ

れた．糞便中の PCBsと 2,3,4,7,8-PeCDFの排

泄量は増加したが，臨床症状の改善はあきらかで

はなかった222)~224)．その後行われたコレスチミ

ド内服臨床試験では，観察期間 6ヶ月，投与期間

6ヶ月のクロスオーバー試験が行われた．同意の

得られた 36名中，9例はコレスチミドによる便秘

や腹部膨満感によって試験中止となり，1例は最

終採血日に来院せず採血が得られなかったため，

26名を解析した．その結果，コレスチミドによる

2,3,4,7,8-PeCDF血中濃度の低減効果は確認で

きなかった225)．これらのダイオキシン排泄剤の

投与は便秘や腹部膨満感を発生させやすく，すで

に高齢となりつつある油症患者ではいずれにして

も長期間の投与継続は困難である．

2）ダイオキシン類の毒性を緩和する対策

ダイオキシン類は AHR を持続的に活性化し

CYP1A1を過剰発現させ大量の ROS を産生させ

る19)23)31)．この酸化ストレスがダイオキシン類

の毒性の多くを担っている19)23)31)．ROSによる

酸化ストレスを中和するには，NRF2を活性化し

抗酸化酵素群を誘導すればよい38)39)（図 7）．仮

に，AHRの活性化を抑制し一方で NRF2 の活性

化を誘導するような薬剤があれば油症に対する対

症療法として有望と考えられる47)．多様な植物

性化学物質にはこのような特性を有する化合物が

存在する20)．漢方薬は植物性化学物質の宝庫な

ので，株式会社ツムラより漢方方剤の提供を受け

その活性のスクリーニングを開始した．

その結果，桂枝（シナモン）およびその主活性

物質である cinnamaldehyde に，AHRの活性化を
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阻害し，NRF2 の活性化を誘導する高い効果があ

ることがわかった226)（図 7）．そこで桂枝を含む

漢方薬を再度スクリーニングしたところ，ツムラ

桂枝茯苓丸が最も AHRの活性化を抑制し一方で

NRF2 の活性化を誘導した226)．油症患者では今

でも多くの患者で全身�怠感，しびれなどの神経

症状，塩素痤瘡などの皮膚症状，咳・痰などの呼

吸器症状がみられるため，桂枝茯苓丸の 3ヶ月内

服試験が行われた18)．2重盲検試験ではないとい

うバイアスはあるものの，全身�怠感，皮膚症状，

呼吸器症状は有意に改善し，SF-36 を用いた

quality of life（QOL）の評価でも身体的側面，精

神的側面そして役割・社会的側面のすべての

QOLスコアが有意に改善した18)．桂枝茯苓丸の

効能効果は，月経不順，月経異常，月経痛，更年

期障害，血の道症，肩こり，めまい，頭重，打ち

身（打撲症），しもやけ，しみ，湿疹・皮膚炎，に

きびなどであり，このような症状を有する油症患

者に桂枝茯苓丸の処方を薦めている．

その後，さらなる漢方方剤のスクリーニングを

行った．その結果，オウゴンそしてその主活性物

質の一つである baicaleinも AHR活性化を抑制

し NRF2 活性化を誘導する高い効果があること

がわかった24)．Baicaleinは Src のリン酸化を抑

制することによって AHR が細胞質内から核内に

移行するのを阻止することで AHRの活性化を抑

制していることが分かった24)．さらにオウゴン

を含む漢方薬の中でツムラ黄連解毒湯がこの 2重

活性（AHR抑制 NRF2亢進）を保持しているこ

とを明らかにした24)．黄連解毒湯の効能効果は，

鼻出血，不眠症，神経症，胃炎，二日酔，血の道

症，めまい，動悸，更年期障害，湿疹・皮膚炎，

皮膚のかゆみ，口内炎であり，このような症状を

有している油症患者には黄連解毒湯を投与するこ

とが望ましいと考えられる．

また油症患者の全身�怠感，しびれなどの神経

症状，塩素痤瘡などの皮膚症状，咳・痰などの呼

吸器症状に対して，補中益気湯，牛車腎気丸，荊

芥連翹湯，麦門冬湯を用いた臨床試験も行っ

た227)．その結果，油症に伴う咳・痰の呼吸器症状

には麦門冬湯が有用であることがわかった227)．

残念ながら，麦門冬湯に含まれるどのような化合

物が有効成分であるのかの特定には未だ至ってい

ない．
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図 7 油症に対する治療薬の開発

ダイオキシン類は AHR を活性化し CYP1A1産生させる．CYP1A1はダイオキ

シン類を分解しようとするがその過程で大量の reactive oxygen species（ROS）

が産生される．ROSによる酸化ストレスがダイオキシン類による毒性発現の大

きな要因となる．植物由来の漢方方剤の中には，ダイオキシン類によるAHR活

性化を阻害する一方で，抗酸化システムの代表的な転写因子である nuclear fac-

tor-erythroid 2-related factor-2（NRF2）を活性化し抗酸化酵素群の発現を誘導

し酸化ストレスを中和させる能力の方剤が存在する．そのような方剤のスク

リーニングの結果，ツムラ桂枝茯苓丸とツムラ黄連解毒湯が「AHR活性化は阻

害し，NRF2は活性化する」ことが明らかになった．油症患者で両剤の保険適応

症状を有している方には，治療薬として積極的に推奨している．



油症患者さんたちに配布している「カネミ油症

の手引き―症状と治療について―」（https://ww

w.kyudai-derm.org/kanemi/index.html）には，ダ

イオキシン類の毒性を抑制する（すなわち抗酸化

作用を有する）可能性がある食物とその成分も記

載されており，厚生労働省が健康増進のために掲

げている成人 1日あたり平均 350g以上の野菜摂

取を薦めている．野菜に含まれる抗酸化成分を油

症の治療に少しでも応用しようという考えからで

ある．我々の最近の研究では，大葉（シソ）の匂

い成分である perillaldehydeも強い AHR抑制化

NRF2 活性化作用を有していることから228)，生

の大葉を積極的に食事に取り入れてもらうように

広報している．

お わ り に

1968年に発生したダイオキシン類中毒である

油症の主たる原因汚染物質 2,3,4,7,8-PeCDF は，

経年的に排泄され 50 年後の現在は健常人のレベ

ルまで低下すると想像されていた．しかし現在で

も高濃度残留している患者は数多く，しかも一生

涯高値を維持することが確実になってきた．そん

ななかで，全身�怠感，塩素痤瘡とその瘢痕，し

びれ，咳・痰などの症状に難渋している患者も多

い．化学兵器でもあるダイオキシンの体外排泄促

進剤の開発は不可能と思われる．一方，ダイオキ

シン受容体である AHR の研究は急速に進み，

AHRの活性化を抑制することでダイオキシン類

による酸化ストレスを緩和することは可能な時代

となった．さらにこの研究分野は，他の疾患とく

に免疫系疾患の病態解明と治療法の開発にも加速

的に応用されつつある．油症の治療研究がますま

す深化発展することを期待したい．
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Abstract

Since 1985, blood concentrations of polychlorinated quaterphenyls (PCQs), which are congeners that

accumulate in the bodies of typical Yusho patients in the same way as PCBs, have been monitored by

the Study Group for Yusho. We present here the tendencies and characteristics of blood PCQ

concentrations in subjects examined for a possible diagnosis of Yusho from FY 2009 to 2019. The peak

patterns of PCBs in the blood tended to be close to those of a typical Yusho patient as the blood PCQ

concentration increased. The result of the secular change of PCQ concentration in a typical Yusho

patient, suggested that lipophilic PCQ congeners were hardly excreted even in high-exposure cases.

Almost all of the blood PCQ concentrations in subjects born after the rice oil poisoning incidentwere as

with those of healthy individuals. Therefore we concluded that PCQ congeners had hardly transferred

fromYusho patients to the next generation. The usefulness of blood PCQ concentration as a diagnostic

criterion for Yusho is still unchanged, and a continuous follow-up survey will be important in the

future.
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Introduction

A mass food poisoning occurred in western

Japan in 1968. The incident is called Yusho, or oil

disease, as it was caused by the ingestion of rice

oil contaminated with polychlorinated biphenyls

(PCBs). Polychlorinated quaterphenyls (PCQs) are

among the typical chemical substances contained

in high concentrations in the patients poisoned in

the incident, and these are believed to have been

unintentionally generated when PCBs were used

as a heating medium1). PCQs are rarely detected

at trace level in the blood of healthy individuals2).

On the other hand, PCQs were specifically

detected in the blood of Yusho patients in 19813).

For this reason, a Yusho Study group, created by

The Ministry of Health, Labor and Welfare of

Japan, added PCQ concentrations in the blood to

the diagnostic criteria for Yusho in 1981, and the

concentrations have served as characteristic and

useful information on Yusho. The criteria for

blood PCQ concentrations in Yusho diagnoses are

an�Abnormally high concentration�of 0.1 ng/g

or more and a�Normal concentration�of 0.02

ng/g or less ; 0.03 to 0.09 ng/g between the two

is regarded as the�Boundary region concentra-

tion�.

According to previous reports4)~6) that analy-

zed the tendencies and characteristics of blood

PCQ concentrations in subjects examined for a
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possible diagnosis of Yusho in Fukuoka Prefec-

ture from FY 1999 to 2008, the blood PCQ

concentrations of the typical Yusho patient

decreased more gradually from the start of

measurement. Therefore, itwas obvious that PCQ

congeners were gradually excreted from the

body, but the degree of excretion decreased year

by year. Moreover, itwas considered a future task

to verify whether or not PCQs were transferred

to the generation born after 1989 from the

viewpoint of the health effect on children, while

PCQs were detected in the blood of subjects born

before the 1968 incident6).

The PCQ analytical method in blood was first

developed by Maeda et al. 7). This method

consists of both the chemical derivatization of

PCQs to octadecachloro quaterphenyls (ODCQs),

which are completely chlorinated forms, and the

determination of ODCQs using gas chromatogra-

phy with an electron capture detector (GC-ECD).

After that, the PCQ analyticalmethod in the blood

was improved, achieving higher sensitivity8),

higher speed4), and greater efficiency9). Current-

ly, each institution conducts PCQ inspections

according to the improved analytical method. In

addition, the quality control of analytical methods

has been required recently to ensure the reliabil-

ity of inspection results.

In this study, we attempted to investigate the

tendencies and characteristics of blood PCQ

concentrations in subjects examined for a possible

diagnosis of Yusho from FY 2009 to 2019. First, to

control the quality of the analytical method, the

methodʼs accuracywas confirmed using a positive

control sample of PCQs. We then analyzed the

relationship between the blood PCQ concentra-

tions of the subjects and their peak patterns of

PCBs (PCB patterns), which were closely related

to the severity of clinical symptoms of Yusho

patients10), as well as the secular change of the

blood PCQ concentrations in a typical Yusho

patient. Finally, we reported the results of our

investigation of the blood PCQ concentrations of

subjects born after 1968.

Materials and Methods

1．Materials

The following were obtained from Wako Pure

Chemical Industries : potassium hydroxide for a

guaranteed reagent, 30% fuming sulfuric acid for

Wako 1st grade, sulfuric acid for analysis of

poisonous metals, 20% hydrochloric acid for a

super special grade, (+) -sodium tartrate dihy-

drate for a guaranteed reagent, sodium hydrogen

carbonate for a guaranteed reagent, chloroform

for residual pesticide/PCB analysis, and n-nonane

for analysis of dioxins. Ethanol and n-hexanewere

used for analysis of dioxins (Kanto Chemical).

Distilled water with a n-hexane wash was

residual pesticide analysis grade (Kanto Chemic-

al). Anhydrous sodium sulfate, diethyl ether, and

dichloromethane, manufactured by Kanto Che-

mical, were used for the residual pesticide/PCB

analysis. Antimony (V) chloride was PCB analysis

grade (Sigma-Aldrich).

Florisil (particle size : 150-250 mm) for column

chromatography (made by Kanto Chemical) was

previously activated at 130℃ for 3 hours and used.

Alumina 90, Activated, Neutral (70-230 mesh) for

column chromatography (made by Merck Milli-

pore) was previously added to distilled water to

2% after activation at 130℃ for 3 hours and used.

2．Equipment

Electric analytical scale : AG285 (Mettler Tole-

do)

Oil bath : EO-200RD (AS ONE)

Electric drying oven : DRN420DB (ADVAN-

TEC)

Centrifuge : 2410 (Kubota)

GC-ECD : 7890B (63Ni-ECD)(Agilent Technolo-

gies)

3．Samples

PCQs were analyzed in a total of 1838 blood

samples collected from subjects examined for a

possible diagnosis of Yusho across Japan by the

Study Group of Yusho from FY 2009 to 2019. In
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2011 we prepared the positive control sample

used for quality control, and the stocked sample

was distributed to the other institution before the

start of annual PCQ inspections. Since the positive

control was reprepared in 2018, the new lot was

used in from 2018 on.

4．Preparation of test solution

The test solution was prepared according to a

previous report4)9). Approximately 2 g of a well-

mixed blood sample was accurately weighed in a

10 mL round-bottom test tube. After adding 3.5

mL of 1.5 N potassium hydroxide/ethanol and

mixing well, the mixture was heated in a water

bath at 80℃ for 1 hour. After cooling to room

temperature, 2 mL of n-hexane was added and

extracted by shaking. The extract was centri-

fuged (3,000 rpm, 1 min) and the n-hexane layer

was collected in another test tube. This extraction

was performed a total of three times. The

recovered n-hexane layer was washed with 2 mL

of distilled water and centrifuged (3,000 rpm, 1

min). The n-hexane layer was dehydrated by

passing it through a Pasteur pipette filled with

anhydrous sodium sulfate (1.5 g), eluted with 2

mL of n-hexane, and combined with the above

solution. This solution was dried under a nitrogen

stream and redissolved in 1 mL of n-hexane,

loaded onto a Pasteur pipette filled with anhyd-

rous sodium sulfate (0.2 g) /florisil (0.5 g), and

eluted with 7 mL of 5 % diethyl ether/n-hexane.

The eluatewas dried under a nitrogen stream and

dissolved in 2 mL of n-hexane. This solution was

added to 1mL of 10% fuming sulfuric acid, and the

mixture was stirred well and centrifuged (3,000

rpm, 1 min), after which the sulfuric acid layer

was discarded. This operation was repeated until

the sulfuric acid layer became transparent. The

n-hexane layer was recovered and concentrated

to dryness, and then the solvent was completely

distilled off with a vacuum desiccator. After 0.5

mL of antimony (V) chloride was added and the

tubewas sealed, itwas heated at 200℃ for 3 hours

to completely chlorinate. While the tube cooled in

an ice bath, 2 mL of chloroform was added and

stirred well, and then 0.5 mL of 20% hydrochloric

acid was added and mixed. Further, 2 mL of 20%

hydrochloric acid was added, the mixture was

stirred and centrifuged (3,000 rpm, 1 min), and

then the hydrochloric acid layer was discarded.

This operation was performed a total of three

times. Subsequently, the chloroform layer was

washed in the order of 2 mL of distilled water, 2

mL of a 5％ aqueous (+)-tartaric acid solution, 2

mL of 5％ aqueous sodium hydrogen carbonate,

and 2 mL of distilled water. The chloroform layer

was passed through a Pasteur pipette filled with

anhydrous sodium sulfate (1.5 g), eluted with 6

mL of n-hexane, and combined with the above

solution. This solution was dried under a nitrogen

stream, redissolved in 1 mL of n-hexane, loaded

onto a Pasteur pipette filled with anhydrous

sodium sulfate (0.2 g)/alumina (0.25 g), and eluted

with 6 mL of 2% dichloromethane/n-hexane.

Finally, the eluate was dried under a nitrogen

stream and then dissolved in an appropriate

amount of n-nonane (usually 0.2 mL) to prepare a

test solution.

5．GC-ECD conditions

Capillary column : Quadrex 007-65HT (0.25

mm I.D.× 25 m, film thickness 0.1 mm) ; tempera-

ture program : 80℃, hold for 1 min and 30℃/min

to 320℃, hold for 30 min ; inlet temperature :

300℃ ; injection method : Pulsed splitless ; injec-

tion volume : 4 mL ; Carrier gas : Helium ; Detector

temperature : 350℃ ; Makeup gas : nitrogen.

6．Quantification of PCQ by absolute calibra-

tion curve method

Five nanograms of PCQ standard was taken

and the operations were performed after com-

plete chlorination, as described in section 4. A

standard solution for the calibration curve of

ODCQs corresponding to a PCQ concentration of

2 ng/mL was prepared by dissolving in 2.5 mL of

n-nonane. The ODCQ standard solution (corres-

ponding to 2 ng/mL as PCQs) was appropriately
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dilutedwith n-nonane to prepare ODCQ standard

solutions (0.1, 0.2, 0.5, and 1 ng/mL as PCQs) for

the calibration curve. Each standard solution was

measured under the analysis conditions detailed

in section 5, and a calibration curve was created

using the total area of the five peaks obtained

from each standard solution. The concentration of

PCQs was calculated by interpolating the total of

the peak areas obtained by measuring the test

solution prepared according to section 4 into the

created calibration curve.

7．Quality control

The positive control was analyzed in parallel

with the PCQ inspection by two institutions (A

and B) from FY 2011 to 2019.

Results and discussion

1．Standard curve

Typical gas chromatograms of ODCQ isomers

obtained by completely chlorinating the PCQ

standard are shown in Fig. 1 : (a) maximum

concentration on the calibration curve (2 ng/mL

as PCQs) and (b) concentration corresponding to

the lower limit of quantification (0.02 ng/g) (0.2

ng/mL as PCQs). As shown in Fig. 1, five peaks

were obtained from six ODCQ isomers. The

created calibration curve is shown in Fig. 2. The

correlation coefficient (R2) of this calibration curve

was 0.9999 in the range of 0.1-2.0 ng/mL as

PCQs, and good linearity was obtained.

2．Quality control

To confirm the accuracy of the PCQ analytical

method, the positive control was analyzed in
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Fig. 1 The gas chromatograms of six skeletal types of

perchlorinated PCQs (ODCQs)

Peak 1 : 2,2ʼ-ODCQ, Peak 2: 2,3ʼ-ODCQ, Peak 3 :

2,4ʼ-ODCQ, Peak 4 : 4,4ʼ-ODCQ + 3,3ʼ- ODCQ,

Peak 5 : 3,4ʼ-ODCQ

a) ODCQ standard (2 ng/mL as PCQs)

b) ODCQ standard (0.2 ng/mL as PCQs)

c) Sample blood of a typical Yusho patient

Fig. 2 PCQ calibration curve

The concentration range was 0.1-2.0 ng/mL (five

points). The correlation coefficient (R2) was 0.9999

in this range, and good linearity was obtained.



parallel with the samples from FY 2011 to 2019.

As mentioned above, the reprepared positive

control was used in FY 2018 and 2019. Table 1

shows the PCQ concentrations in the positive

control for each year. The average concentrations

in the positive control from FY 2011 to 2017 were

as follows : institution A, 1.6 ± 0.19 ng/g (rela-

tive standard deviation (RSD), 11.6%) and institu-

tion B, 1.6± 0.15 ng/g (RSD, 9.1%), which were

almost the same. This accuracy reached the

target value (RSD ＜ 15%)11). The average PCQ

concentrations of positive control in FY 2018 and

2019 were in good agreement between the two

institutions. On the basis of these results, this

analytical method was considered to be robust

and to have excellent reproducibility.

3．PCQ measurement results

The blood PCQ concentrations of a total of 1838

subjects were measured from FY 2009 to 2019.

Fig. 1 (c) shows an example of a gas chromato-

gram of a Yusho patient with a high blood PCQ

concentration. Five peaks were obtained as in the

standard solution.

A total of 323 blood samples from subjects had

PCQ above the lower limit of quantification (0.02

ng/g). Table 2 shows the total number of subjects

by blood PCQ concentration levels and PCB

patterns. Chromatogram patterns of blood PCBs

were classified into four types : Type A, typical

Yusho pattern ; Type C, pattern commonly

observed in healthy individuals ; Types B and BC :

intermediate patterns between Types A and C10).

A total of 20 subjects had a blood PCQ concentra-

tion of 1 ng/g or higher (concentration level 4), and

all of their PCB patterns were Type A or B. At

each PCQ concentration, the ratio of combined,

Type A and B patterns to the total were 65% at

PCQ concentration level 3, 29% at level 2, and 27%

at level 1. The higher the PCQ concentration, the

higher the ratio tended to be. When the blood PCQ

concentration was below the lower limit of

quantification (PCQ concentration level 1), many

cases (67%) had the Type C pattern. On the other

hand, in some cases PCQs were not detected even

when the PCB pattern was Type A or B.

The boxplot in Fig. 3 shows the distribution of

blood PCQ concentrations by PCB pattern (Types

A, B, BC, and C) for a total of 323 subjects with

PCQs above the lower limit of quantification. The

average concentrations of PCQs by PCB patterns

were as follows : Type A, 1.2 ng/g ; B, 0.33 ng/g ;

BC, 0.17 ng/g ; C, 0.08 ng/g. Itwas found that the

higher the average PCQ concentration, the closer

to the pattern of a typical Yusho patient. This

result was similar to the distribution of PCQ

concentrations in Yusho diagnoses in Fukuoka

Prefecture in FY 2004 and 2005 reported by
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Table 1 Analytical values of positive control in FY 2011 to 2019 inspections at each institution

Lot 1

Institution
PCQ conc. (ng/g) Average

(ng/g)

SD＊1

(ng/g)
%RSD＊2

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

A 1.6 1.5 1.3 1.8 1.7 1.8 1.8 1.6 0.19 11.6

B 1.6 1.7 1.5 1.5 1.9 1.6 1.5 1.6 0.15 9.1

Lot 2

Institution
PCQ conc. (ng/g) Average

(ng/g)2018 2019

A 1.6 1.3 1.5

B 1.4 1.4 1.4

The positive control was newly prepared in 2018 (Lot 2).
＊1 : Standard deviation
＊2 : Relative standard deviation ; SD/Average× 100



Ashizuka et al. 4)5). The medians of PCQ concen-

tration by PCB patterns were as follows : Type A,

0.22 ng/g ; B, 0.22 ng/g ; BC, 0.06 ng/g ; C, 0.04

ng/g. The concentrations of Types A and B were

about four times that of Type BC and six times

that of Type C. On the basis of these results, it

was considered that the blood PCQ concentra-

tions were related to the PCB patterns and still a

characteristic information on Yusho patients.

4．The secular change of PCQ concentrations

in a typical Yusho patient

To understand the secular change in the blood

PCQ concentrations of Yusho patients, we

observed the time trend of PCQ concentrations in

the blood of a typical Yusho patient (PCB pattern :

Type A), from FY 1986 to 2019 (Fig. 4). The blood

PCQ concentrations tended to decrease between

FY 1986 and 2004, but did not decrease after FY

2004 and instead fluctuated between 3.9 and 8.8

ng/g. This fluctuation might not be the result of

new exposure from the outside or biosynthesis in

the body, but rather of PCQs accumulated in the

body being transferred to the blood due to weight

loss or changes in physical condition resulting

from medical issues unrelated to Yusho, causing
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Table 2 Total numbers of subjects classified by PCQ concentration level and PCB pattern in the FY 2009 to 2019

inspection

Conc.Level PCQ conc. (ng/g)
PCB pattern

No Pattern＊ Total
A B BC C

1 ND（＜ 0.02） 153 256 85 1,015 6 1,515

2 0.02≦，＜ 0.1 27 29 27 107 0 190

3 0.1≦，＜ 1 19 55 15 24 0 113

4 1≦ 15 5 0 0 0 20

＊PCB was not detected above the lower limit of quantification, so PCB patterns could not be analyzed.
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Fig. 3 Boxplot of PCQ concentrations of subjects according

to PCB patterns in the FY 2009 to 2019 inspection

The mark�×�means the average value of each

pattern.

The bar in the box indicates the median of each

pattern.



the apparent blood PCQ concentration to change.

Even now, about 50 years after this food poisoning

incident, it is presumed that PCQs absorbed in the

body due to the large amount of exposure at that

time are still present in the blood and remain

without being excreted. These results also

suggested that lipophilic PCQ congeners were

hardly excreted even in high-exposure cases, the

same as with a previously reported congener in

blood, 2,3,4,7,8-pentachlorod ibenzofuran

(PeCDF)12).

5．PCQ concentrations in subjects born after

1968

To verify the presence or absence of the

transition of PCQs to the next generation, we

investigated the blood PCQ concentrations from

FY 2009 to 2019 in subjects born after 1968. A

total of 455 blood samples were obtained from

subjects born after 1968. Of these, 359 were taken

from subjects born between 1969 and 1989, and 96

blood samples were taken from subjects born

between 1990 and 2009. Table 3 shows the

inspection results of 4 cases in which the blood

PCQ concentrations were detected above the

lower limit of quantification. The years of birth

ranged from 1970 to 1975, and the PCQ concentra-

tions ranged from 0.02 to 0.04 ng/g, which were

almost the same as those of healthy individuals.

From these results, we concluded that PCQ

congeners had hardly transferred from the Yusho

patients to the next generation born after 1968.

Finally, the usefulness of blood PCQ concentra-

tion as a diagnostic criterion for Yusho is still

unchanged, and a continuous follow-up survey

will be important in the future.

S. Tamaki et al.96

（ 38）

Table 3 The analytical results of sample bloods obtained from subjects born after 1968

and who showed PCQ concentrations above the lower limit of quantification.

Subject Year of inspection Year of birth PCQ conc. (ng/g)

A 2009 1970 0.04

B 2015 1972 0.02

C 2015 1975 0.02

D 2016 1970 0.02

Fig. 4 The secular change of PCQ concentration in a typical Yusho patient (PCB pattern :

Type A)

Fiscal years without dots are years when no inspection was conducted.
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（和文抄録）

2009-2019 年度の油症検診における血中の

ポリ塩化クアテルフェニルの濃度と傾向

佐 藤 環1)，小木曽俊孝1)，上原口奈美2)，戸 髙 尊2)，平 川 博 仙1)，

堀 就 英1)，梶 原 淳 睦2)，香 月 進1)，古 江 増 隆3)，� 学4)

1)福岡県保健環境研究所
2)公益財団法人 北九州生活科学センター

3)九州大学大学院医学研究院 皮膚科学講座
4)九州大学病院 油症ダイオキシン研究診療センター

本研究では，厚生労働省油症研究班が実施した 2009 年から 2019 年度の油症検診における受診者の

血中ポリ塩化クアテルフェニル（PCQ）濃度の傾向及び特徴を把握することを目的とした．検査に用

いた PCQ分析法の精度は良好な結果であり，本分析法は再現性に優れた頑健な方法であることを確

認した．2009 年から 2019 年度の油症検診で採取したのべ 1838名の血液試料中の PCQ濃度を解析し

た結果，血中 PCQ濃度レベルが高いほど，PCBパターンは油症患者のパターンに近いことが示され

た．また，1986 年から 2019 年度にかけて，典型的な油症患者の血中 PCQ濃度の経年傾向を観察した．

測定開始から約 14 年間見られた減少傾向は，2004 年度以降見られず，血中 PCQ濃度は 3.9〜8.8

ng/gの間で変動していた．事件発生から約 50 年経過した現在でも，大量の暴露によって体内に吸収

された PCQは血中に存在し，排泄されずに残留していることがわかった．ライスオイルによる食中

毒事件発生後（1969 年以降）に出生した検診受診者の PCQ濃度は，検出しないまたは健常者と変わ

らない濃度レベルであり，次世代への PCQの移行はほとんどないと考えられた．血中 PCQ濃度の油

症診断基準としての有用性はいまだに不変であり，今後も継続的な追跡調査が重要である．

キーワード：ポリ塩化クアテルフェニル（PCQ），血液，油症
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Abstract

We established 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 FY 2016 to 2019.

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，高い微量分析

技術が求められる．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

必要とするため被験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

め筆者らの福岡県保健環境研究所（以下，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

血液中ダイオキシン類と PCBのクロスチェック 99

（ 41 ）

Correspondence author : Yoriko SHINTANI

Fukuoka Institute of Health Environmental Sciences, 39 Mukaizano, Dazaifu, Fukuoka 818-0135, Japan

E-mail : shintani@fihes.pref.fukuoka.jp

福岡医誌 112(２)：99―109，2021



常分析に用いてきた．一方，血液を対象に分析を

実施する機関は限られており，精度管理を実施す

る機会がないのが現状であった．これらのことか

ら，血液中ダイオキシン類および PCB 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)6)．今回，前報に引き続き 2016 年か

ら 2019 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ので報告する．

実 験 方 法

1．分析試料

厚生労働省が策定した「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．血液試料の配付量は

各機関から申請された必要量とした．表 1 に各年

の分析対象化学物質および参加機関数を示した．

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

乾燥処理を経て高速溶媒抽出装置（ASE）を用い

て脂肪抽出を行い，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）．全機関が高分解能GC/

MS（GC/HRMS）を用いて測定を実施した．各分

析機関は定量結果（脂肪重量あたり）とダイオキ

シン類の毒性等量（TEQ）を算出して報告し，

TEQ への換算には，WHOが 2005 年に発表した

TEF（WHO 2005）を用いた．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/HRMS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当研究所

で実施した．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 30-7 号平成 30 年 11

月 5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，2016 年および 2018年に 6機関がそれぞれ

2種類の試料を測定した結果を比較した．

2016 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 6

機関の平均値は Sample 1 が 0.43％（範囲：

0.32〜0.53％），Sample 2 が 0.48％（範 囲：

0.40〜0.58％）であり，脂肪抽出法として ASE

を採用した機関（Aおよび F）は暫定法を採用し

た機関（B，Cおよび D）よりも脂肪濃度がやや低

い傾向にあった．Sample 1 の血液中ダイオキシ

ン類濃度の 6機関の平均値は，Total PCDDs：6.5，

PCDFs：8.8，non-ortho PCBs：5.5，mono-ortho

PCBs：0.64，Total dioxins：21 pg-TEQ/g lipidで

あった．Sample 2 の平均値は，Total PCDDs：

3.8，PCDFs：1.7，non-ortho PCBs：2.7，
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mono-ortho PCBs：0.25，Total dioxins：8.4

pg-TEQ/g lipidであった．Sample 1 および 2 の

Total dioxins の CV は 18％と 19％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 1，2 ともに管理限界線の範囲を

超える機関はなかった．

2018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 0.32％（範囲：0.28〜0.37％），

Sample 2が 0.33％（範囲：0.27〜0.40％）であり，

機関間の CV はそれぞれ 10％および 17％であっ

た．脂肪抽出にASE 法を採用した 2機関（C，F）

における脂肪濃度は平均値を下回っていたが，全

体のばらつきの範囲内にあり，顕著な差は認めら

れなかった．Sample 1 の血液中ダイオキシン類

濃度の 6 機関の平均値は，Total PCDDs：1.5，

PCDFs：0.75，non-ortho PCBs：0.59，mono-

ortho PCBs：0.071，Total dioxins：2.9 pg-

TEQ/g lipid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：2.3，

PCDFs：4.8，non-ortho PCBs：1.4，mono-ortho

PCBs：0.25，Total dioxins：8.7 pg-TEQ/g lipid

であった．Sample 1 および 2 の Total dioxinsの

CV は 19％と 26％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．
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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（2016 年）

(a) Sample 1 (b) Sample 2

図 2 機関別血液中ダイオキシン類濃度の X 管理図（2018年）

(a) Sample 1 (b) Sample 2



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 2016

年が 0.085 および 0.082，2018 年が 1.5 および

0.15 と，いずれも |Z| ≦ 2 の範囲内であり良好な

結果であった．

2016 年および 2018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，ASE

による脂肪抽出を行った機関で脂肪濃度がやや低

い傾向がみられたが，脂肪重量あたりの血液中ダ

イオキシン類の測定に与える影響は小さく，測定

値は概ね一致していた．

2．血液中 PCB濃度

血液中 PCB 濃度測定のクロスチェックは，

2017 年および 2019 年に 6機関がそれぞれ 2種類

の試料を測定した結果を比較した．

2017 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 6機関の Total PCBs濃

度の平均値は Sample 1 が 640 pg/g-wet，Sam-

ple 2 が 1,000 pg/g-wet であり，分析機関間の

CV はそれぞれ 17％と 7.7％であった（表 6）．

Sample 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

えた機関はなかった．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
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図 3 機関別血液中 PCB濃度の X 管理図（2017 年）

(a) Sample 1 (b) Sample 2

図 4 機関別血液中 PCB濃度の X 管理図（2019 年）

(a) Sample 1 (b) Sample 2



族体（TeCBs− OcCBs）濃度の CV は TeCBs，

PeCBsおよび OcCBs で大きくなる傾向が認めら

れた．今回の配付試料では HxCBs および

HpCBs が Total PCBs濃度に占める割合が大きく，

これらの同族体濃度の変動が Total PCB 濃度の

変動に大きく影響していると考えられる．また，

2機関はMoCBsおよび DiCBsの定量を行ってい

なかったが，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．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）．濃度が高かった上位 10 異性体で Total

PCBs濃度の 69〜82％を占めていた．主要異性体

の濃度および CV は表 7 に示した通りであり，

Sample 1，2 ともにCVが 20％を超えた異性体は

PCB146 および PCB198/199/201であった．同様

に 15％を超えた異性体は PCB138および PCB170

であった．

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（PCB118，153 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 および 2 の PCB118，153

および 156 の Zスコアはいずれも |Z| ≦ 2 の範囲

内であった．しかし Sample 1 における PCB118，

153 および 156 の Zスコアはそれぞれ 1.9，0.092

および 1.6，Sample 2が 1.8，-1.2 および 0.81 と，

PCB118の Zスコアが大きい傾向が認められた．

2019 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 440 pg/g-wet，Sam-

ple 2が 430 pg/g-wetであり，分析機関間の CV

はそれぞれ 8.1％および 15％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．主要な PCB

同族体（TeCBs− OcCBs）の濃度を比較すると，

Sample 1 の TeCBs，PeCBs および HpCBs で

10％を超えたが，HxCBsと OcCBs は 10％未満で

良好な結果であった．Sample 2では Total PCBs

と同様に主要な PCB同族体もややばらつきが大

きく，TeCBs，HxCBs，HpCBsおよび OcCBsの

CVが 10％を超えていた．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 74〜85％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）．一

部の異性体では CV が 20％を超える結果となっ

た（Sample 1 の PCB194，Sample 2 のPCB180/

193，PCB138，PCB170，PCB157）．

油症診断基準において使用される 3 異性体

（PCB118，153 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．2019 年に当所

で測定した Sample 1 の PCB118，153 および 156

の Zスコアはそれぞれ−1.4，−1.4 および−1.7，

Sample 2が−1.4，−1.5 および−1.6 と，いずれ

も |Z| ≦ 2 の範囲内ではあったが他機関と比較し

て測定値が低めに出る傾向が認められた．

総 括

2016 年〜2019 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

施したところ，分析機関間の測定値は概ね一致す

る良好な結果が得られた．また分析機関間の分析

方法の違いによる血液中ダイオキシン類および

PCB濃度の差はほとんど認められず，当所におけ

る分析法の妥当性が確認された．ダイオキシン類

濃度測定では，脂肪重量のばらつきによる定量値

への影響は少なかったが，脂肪重量は定量値の主

たる変動要因であるため，測定操作には細心の注

意が必要である．
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,
B
,
E

3
溶
媒
振
と
う
抽
出
/
ア
ル
カ
リ
分
解
→
硝
酸
銀
シ
リ
カ
ゲ
ル
カ
ラ
ム
精
製
→
D
M
S
O
処
理
→
活
性
炭
シ
リ
カ
ゲ
ル
/
ア
ル
ミ
ナ
カ
ラ
ム
精
製
→
G
C
/
M
S
測
定

E
D

表
3
各
機
関
の
血
液
中

P
C
B
分
析
法

N
o
.

分
析
フ
ロ
ー
概
要

2
0
1
7
年

2
0
1
9
年

1
エ
タ
ノ
ー
ル
/
ヘ
キ
サ
ン
溶
媒
抽
出
（
飽
和
硫
酸
ア
ン
モ
ニ
ウ
ム
添
加
）
→
多
層
シ
リ
カ
ゲ
ル
カ
ラ
ム
精
製
→
G
C
/
M
S
測
定

A
,
B

A
,
C

2
ア
ル
カ
リ
分
解
/
ヘ
キ
サ
ン
溶
媒
振
と
う
抽
出
→
多
層
シ
リ
カ
ゲ
ル
カ
ラ
ム
精
製
→
G
C
/
M
S
測
定

C
B

3
ア
ル
カ
リ
分
解
/
溶
媒
振
と
う
抽
出
→
シ
リ
カ
ゲ
ル
カ
ラ
ム
精
製
→
D
M
S
O
処
理
→
G
P
C
精
製
→
G
C
/
M
S
測
定

D
D

4
高
速
溶
媒
抽
出
（
A
S
E
)
→
硫
酸
処
理
→
カ
ラ
ム
ク
ロ
マ
ト
精
製
→
G
C
/
M
S
測
定

E
,
F

E
,
F

表
4

血
液
中
ダ
イ
オ
キ
シ
ン
類
濃
度
測
定
結
果
（
2
0
1
6
年
）

分
析
機
関
ご
と
の
測
定
値
（
p
g
-
T
E
Q
/
g
li
p
id
）

6
機
関
の
集
計

A
B

C
D

E
F

M
e
a
n

S
D

M
in

M
a
x

C
V
(
%
)

S
a
m
p
le

1

T
o
ta
l
P
C
D
D
s

8
.
0

4
.
0

6
.
5

5
.
7

6
.
5

8
.
1

6
.
5

1
.
5

4
.
0

8
.
1

2
4

T
o
ta
l
P
C
D
F
s

1
1

5
.
8

9
.
2

8
.
6

9
.
5

8
.
4

8
.
8

1
.
8

5
.
8

1
1

2
0

T
o
ta
l
n
o
n
-
o
r
th

o
P
C
B
s

6
.
7

4
.
8

5
.
4

4
.
6

6
.
1

5
.
6

5
.
5

0
.
7
9

4
.
6

6
.
7

1
4

T
o
ta
l
m
o
n
o
-
o
r
th

o
P
C
B
s

0
.
7
3

0
.
4
9

0
.
6
3

0
.
5
6

0
.
7
5

0
.
6
8

0
.
6
4

0
.
1
0

0
.
4
9

0
.
7
5

1
6

T
o
ta
l
d
io
x
in
s

2
7

1
5

2
2

1
9

2
3

2
2

2
1

3
.
9

1
5

2
7

1
8

脂
肪
濃
度
（
%
)

0
.
3
8

0
.
5
3

0
.
4
7

0
.
5
0

0
.
3
8

0
.
3
2

0
.
4
3

0
.
0
8
2

0
.
3
2

0
.
5
3

1
9

試
料
採
取
量
（
g
)

5
.
5

9
.
6

1
1

3
0

5
1

5
.
6

S
a
m
p
le

2

T
o
ta
l
P
C
D
D
s

5
.
0

2
.
5

3
.
4

3
.
6

3
.
7

4
.
7

3
.
8

0
.
9
3

2
.
5

5
.
0

2
4

T
o
ta
l
P
C
D
F
s

2
.
0

1
.
2

1
.
5

1
.
8

2
.
1

1
.
8

1
.
7

0
.
3
3

1
.
2

2
.
1

1
9

T
o
ta
l
n
o
n
-
o
r
th

o
P
C
B
s

3
.
2

2
.
2

2
.
3

2
.
2

3
.
2

3
.
0

2
.
7

0
.
4
9

2
.
2

3
.
2

1
9

T
o
ta
l
m
o
n
o
-
o
r
th

o
P
C
B
s

0
.
2
7

0
.
1
9

0
.
2
2

0
.
2
2

0
.
3
0

0
.
2
8

0
.
2
5

0
.
0
4
2

0
.
1
9

0
.
3
0

1
7

T
o
ta
l
d
io
x
in
s

1
0

6
.
0

7
.
3

7
.
8

9
.
2

9
.
5

8
.
4

1
.
6

6
.
0

1
0

1
9

脂
肪
濃
度
（
%
)

0
.
4
1

0
.
5
8

0
.
5
5

0
.
5
3

0
.
4
0

0
.
4
3

0
.
4
8

0
.
0
7
9

0
.
4
0

0
.
5
8

1
6

試
料
採
取
量
(
g
)

5
.
6

9
.
4

1
1

3
0

5
0

6
.
1
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表
5

血
液
中
ダ
イ
オ
キ
シ
ン
類
濃
度
測
定
結
果
（
2
0
1
8
年
）

分
析
機
関
ご
と
の
測
定
値
（
p
g
-
T
E
Q
/
g
li
p
id
）

6
機
関
の
集
計

A
B

C
D

E
F

M
e
a
n

S
D

M
in

M
a
x

C
V
（
%
)

S
a
m
p
le

1

T
o
ta
l
P
C
D
D
s

1
.
2

1
.
8

2
.
1

1
.
3

1
.
1

1
.
6

1
.
5

0
.
4
3

1
.
1

2
.
1

2
9

T
o
ta
l
P
C
D
F
s

0
.
5
7

0
.
7
2

0
.
7
7

0
.
8
5

0
.
8
2

1
.
4

0
.
7
5

0
.
1
1

0
.
5
7

0
.
8
5

1
5

T
o
ta
l
n
o
n
-
o
r
th

o
P
C
B
s

0
.
5
5

0
.
5
8

0
.
7
6

0
.
5
7

0
.
4
8

0
.
8
9

0
.
5
9

0
.
1

0
.
4
8

0
.
7
6

1
7

T
o
ta
l
m
o
n
o
-
o
r
th

o
P
C
B
s

0
.
0
7
2

0
.
0
7
9

0
.
0
7
9

0
.
0
6
5

0
.
0
5
8

0
.
0
8

0
.
0
7
1

0
.
0
0
8
9

0
.
0
5
8

0
.
0
7
9

1
3

T
o
ta
l
d
io
x
in
s

2
.
4

3
.
2

3
.
7

2
.
8

2
.
4

4
.
0

2
.
9

0
.
5
5

2
.
4

3
.
7

1
9

脂
肪
濃
度
（
%
)

0
.
3
1

0
.
3
3

0
.
2
9

0
.
3
3

0
.
3
7

0
.
2
8

0
.
3
2

0
.
0
3
3

0
.
2
8

0
.
3
7

1
0

試
料
採
取
量
（
g
)

1
0

6
.
9

6
.
0

5
1

9
.
6

5
.
7

S
a
m
p
le

2

T
o
ta
l
P
C
D
D
s

1
.
7

1
.
5

3
.
5

2
.
9

2
.
1

2
.
0

2
.
3

0
.
7
6

1
.
5

3
.
5

3
4

T
o
ta
l
P
C
D
F
s

3
.
7

3
.
7

6
.
7

5
.
4

3
.
9

5
.
3

4
.
8

1
.
2

3
.
7

6
.
7

2
6

T
o
ta
l
n
o
n
-
o
r
th

o
P
C
B
s

1
.
2

1
.
2

1
.
9

1
.
5

1
.
1

1
.
4

1
.
4

0
.
3
1

1
.
1

1
.
9

2
2

T
o
ta
l
m
o
n
o
-
o
r
th

o
P
C
B
s

0
.
2
3

0
.
2
5

0
.
3

0
.
3

0
.
2

0
.
2
3

0
.
2
5

0
.
0
3
9

0
.
2
0

0
.
3
0

1
5

T
o
ta
l
d
io
x
in
s

6
.
9

6
.
7

1
2

1
0

7
.
2

8
.
9

8
.
7

2
.
3

6
.
7

1
2

2
6

脂
肪
濃
度
（
%
)

0
.
3
4

0
.
4
0

0
.
2
7

0
.
2
7

0
.
3
7

0
.
3
1

0
.
3
3

0
.
0
5
5

0
.
2
7

0
.
4
0

1
7

試
料
採
取
量
（
g
)

1
0

6
.
9

6
.
0

5
1

9
.
5

5
.
6

表
6

血
液
中

P
C
B
濃
度
測
定
結
果
（
同
族
体
別
，
2
0
1
7
年
）

分
析
機
関
ご
と
の
測
定
値
（
p
g
/
g
-
w
e
t）

6
機
関
の
集
計

A
B

C
D

E
F

M
e
a
n

S
D

M
in

M
a
x

C
V
（
%
)

S
a
m
p
le

1

T
o
ta
l
M
o
C
B
s

0
0

0
.
0
9
8

0
N
/
A

N
/
A

0
.
0
2
4

0
.
0
4
9

0
0
.
0
9
8

T
o
ta
l
D
iC
B
s

0
0
.
4

0
.
5
4

0
N
/
A

N
/
A

0
.
2
3

0
.
2
8

0
0
.
5
4

T
o
ta
l
T
ri
C
B
s

1
.
9

1
.
4

1
.
7

0
1
.
8

8
.
6

2
.
6

3
.
1

0
8
.
6

1
2
0

T
o
ta
l
T
e
C
B
s

1
8

1
4

1
6

1
0

1
7

4
6

2
0

1
3

1
0

4
6

6
5

T
o
ta
l
P
e
C
B
s

5
0

5
2

4
7

3
3

5
0

8
4

5
3

1
7

3
3

8
4

3
2

T
o
ta
l
H
x
C
B
s

3
0
0

2
8
0

2
7
0

2
3
0

2
4
0

3
2
0

2
7
0

3
7

2
3
0

3
2
0

1
4

T
o
ta
l
H
p
C
B
s

2
4
0

2
3
0

2
2
0

2
1
0

1
9
0

2
6
0

2
3
0

2
4

1
9
0

2
6
0

1
1

T
o
ta
l
O
c
C
B
s

5
4

5
9

3
7

5
1

4
9

8
3

5
6

1
5

3
7

8
3

2
8

T
o
ta
l
N
o
C
B
s

5
.
1

5
.
8

5
.
4

0
4
.
8

9
.
4

5
.
1

3
.
0

0
9
.
4

5
9

D
e
C
B

3
.
4

3
.
3

3
.
1

3
.
0

3
.
1

5
.
2

3
.
5

0
.
8
6

3
.
0

5
.
2

2
4

T
o
ta
l
P
C
B
s

6
7
0

6
5
0

6
0
0

5
3
0

5
6
0

8
2
0

6
4
0

1
1
0

5
3
0

8
2
0

1
7

S
a
m
p
le

2

T
o
ta
l
M
o
C
B
s

0
0

0
.
0
9
4

0
N
/
A

N
/
A

0
.
0
2
3

0
.
0
4
7

0
0
.
0
9
4

T
o
ta
l
D
iC
B
s

0
0
.
3
0

0
.
3
9

0
N
/
A

N
/
A

0
.
1
7

0
.
2
0

0
0
.
3
9

T
o
ta
l
T
ri
C
B
s

1
.
7

1
.
3

1
.
6

0
1
.
7

1
6

3
.
6

5
.
9

0
1
6

1
6
0

T
o
ta
l
T
e
C
B
s

2
2

1
9

2
2

1
5

2
3

4
2

2
4

9
.
3

0
4
2

3
9

T
o
ta
l
P
e
C
B
s

6
4

6
8

6
3

4
3

6
7

9
0

6
6

1
5

4
3

9
0

2
3

T
o
ta
l
H
x
C
B
s

5
0
0

4
8
0

5
0
0

4
5
0

4
3
0

5
0
0

4
8
0

3
2

4
3
0

5
0
0

6
.
6

T
o
ta
l
H
p
C
B
s

3
8
0

3
9
0

3
4
0

3
7
0

3
3
0

3
9
0

3
6
0

2
4

3
3
0

3
9
0

6
.
6

T
o
ta
l
O
c
C
B
s

7
8

8
7

5
9

8
5

7
9

1
0
0

8
2

1
4

5
9

1
0
0

1
7

T
o
ta
l
N
o
C
B
s

7
.
3

8
.
6

7
.
8

0
7
.
7

1
1

7
.
0

3
.
7

0
1
1

5
2

D
e
C
B

3
.
9

3
.
5

4
.
2

0
3
.
6

5
.
2

3
.
4

1
.
8

0
5
.
2

5
2

T
o
ta
l
P
C
B
s

1
,
1
0
0

1
,
1
0
0

1
,
0
0
0

9
6
0

9
4
0

1
,
2
0
0

1
,
0
0
0

7
9

9
4
0

1
,
2
0
0

7
.
7

N
/
A
:n
o
t
a
v
a
il
a
b
le
.
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表
7

血
液
中

P
C
B
濃
度
測
定
結
果
（
主
要
異
性
体
別
，
2
0
1
7
年
）

分
析
機
関
ご
と
の
測
定
値
（
p
g
/
g
-
w
e
t）

6
機
関
の
集
計

A
B

C
D

E
F

M
e
a
n

S
D

M
in

M
a
x

C
V
(
%
)

S
a
m
p
le

1

P
C
B
-
1
5
3

1
5
0

1
4
0

1
3
0

1
2
0

1
2
0

1
3
0

1
3
0

1
3

1
2
0

1
5
0

9
.
7

P
C
B
-
1
8
0
/
1
9
3

1
1
0

1
0
0

9
9

9
6

8
5

1
1
0

1
0
0

9
.
1

8
5

1
1
0

9
.
1

P
C
B
-
1
3
8

5
2

5
4

4
6

5
2

4
7

7
4

5
4

1
0

4
6

7
4

1
9

P
C
B
-
1
8
2
/
1
8
7

5
0

5
1

5
4

4
4

4
3

5
8

5
0

5
.
9

4
3

5
8

1
2

P
C
B
-
1
7
0

3
4

3
0

2
1

3
4

2
9

4
4

3
2

7
.
3

2
1

4
4

2
3

P
C
B
-
1
6
3
/
1
6
4

3
5

3
0

3
4

2
5

2
1

3
5

3
0

5
.
6

2
1

3
5

1
9

P
C
B
-
1
1
8

2
5

2
4

2
2

2
1

2
3

3
1

2
4

3
.
5

2
1

3
1

1
4

P
C
B
-
1
4
6

2
4

2
0

1
7

1
8

2
1

3
7

2
3

7
.
1

1
7

3
7

3
1

P
C
B
-
1
9
8
/
1
9
9
/
2
0
1

1
8

1
9

1
1

1
4

1
6

2
5

1
7

4
.
9

1
1

2
5

2
8

P
C
B
-
1
9
4

1
5

1
7

9
.
3

1
4

1
6

2
8

1
7

6
.
1

9
.
3

2
8

3
7

S
a
m
p
le

2

P
C
B
-
1
5
3

2
3
0

2
2
0

2
3
0

2
0
0

1
9
0

1
9
0

2
1
0

1
8

1
9
0

2
3
0

8
.
8

P
C
B
-
1
8
0
/
1
9
3

1
7
0

1
7
0

1
5
0

1
7
0

1
5
0

1
6
0

1
6
0

1
1

1
5
0

1
7
0

7
.
0

P
C
B
-
1
3
8

8
7

9
2

8
5

9
5

8
6

1
2
0

9
5

1
5

8
5

1
2
0

1
6

P
C
B
-
1
8
2
/
1
8
7

7
0

8
0

8
0

6
9

6
6

8
0

7
4

6
.
5

6
6

8
0

8
.
8

P
C
B
-
1
7
0

6
1

5
5

3
6

6
0

5
5

6
6

5
6

1
0

3
6

6
6

1
8

P
C
B
-
1
6
3
/
1
6
4

5
8

5
2

6
2

4
8

4
2

5
2

5
2

7
.
1

4
2

6
2

1
4

P
C
B
-
1
5
6

4
4

4
2

4
3

4
0

3
8

4
4

4
2

2
.
5

3
8

4
4

6
.
0

P
C
B
-
1
4
6

3
6

3
0

3
2

3
0

3
5

5
1

3
6

7
.
9

3
0

5
1

2
2

P
C
B
-
1
1
8

2
7

2
8

2
7

2
4

2
5

3
2

2
7

2
.
7

2
4

3
2

9
.
9

P
C
B
-
1
9
8
/
1
9
9
/
2
0
1

2
4

2
8

1
5

2
5

2
6

3
3

2
5

5
.
7

1
5

3
3

2
3
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表
8

血
液
中

P
C
B
濃
度
測
定
結
果
（
同
族
体
別
，
2
0
1
9
年
）

分
析
機
関
ご
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油症患者における体脂肪率推定式の作成と半減期の再検証
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Half-Lives of Dioxin-Like-Compounds

in the Blood of Yusho Patients
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Abstract :

Since dioxins are fat-soluble, the total amount of dioxins in the body is estimated by multiplying the

concentration per lipid by the amount of body fat. The formula commonly used to estimate body fat

mass was created nearly 30 years ago. Late-stage elderly patients, such as patients with oil disease,

were not included in the development of this formula. In this study, we created a formula to estimate

body fat percentage based on the measured value of body fat percentage in the Yusho annual

check-ups. Body fat percentage increased in women until their late 60s and inmen until theirmid-70s,

but then tended to decrease. Using this formula for estimating body fat percentage, we verified two

studies with half-lives published so far. The first study reported the existence of a group of

approximately 10 years reported so far and a group of infinite half-lives with almost no emission. The

second study was conducted in the same way as the first study, at a different time, but the number of

people in the group of about 10 years decreased and the number of people in the group with infinite

half-life increased. When that was done in the study using the new formula for estimating the body fat

percentage, the same conclusion was obtained, although there were some differences.

Key words : Yusho, Dioxins, Half-life, body fat

は じ め に

1968年に，北部九州を中心に食用油の製造過程

で混入したダイオキシン類による健康被害（食中

毒）が発生した1)2)．当初は PCBが原因と考えら

れていたが，研究の結果，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
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れると排出されにくく，長期に亘り健康被害が発

生する．ダイオキシン類の排出速度は，体内負荷

量（体内の総量）に比例して排出されることを想

定して，半分になるまでの期間を半減期として評

価している．ダイオキシン類の半減期は非常に長

く，年単位で評価される．ダイオキシン類は体内

から排出されるだけでなく，環境中に存在するダ

イオキシン類が食物とともに新たに摂取され，半

減期に影響するため簡単には評価できない．体外

への排出による減少速度を「排出半減期」と呼ぶ

のに対し，血液検査等の測定結果から計算される

半減期を「見かけの半減期」と呼ばれる．見かけ

の半減期は，排出とともに摂取の影響を受けるだ

けでなく，測定時点における体重変動などの影響

も受ける．

当初の研究では，半減期は 7〜10 年程度と推定

されていた6)~9)．我々のグループも油症患者の

半減期について研究を行い，油症患者においては

ダイオキシン類がほとんど排出されない，つまり

半減期が無限大の患者が多くいることを示し

た10)11)．

ダイオキシン類は体内の総量（体内負荷量）を

直接測定することができないため，血液中の脂質

濃度を測定することで代用している．ダイオキシ

ン類が全身の脂質に万遍なく分布していると仮定

し，血中の脂質当たり濃度と脂質の量の積により

体内負荷量を推定可能である．体脂肪率を推定す

る式は，Deurenbergらによって提案されている

が12)，ある程度の年齢幅をもった人々を元にして

推定式を作成したものである．しかし，その推定

式の算出には油症患者に多い 75歳以上の高齢者

のデータは含まれていない．

最近の油症一斉検診では，体脂肪率を計測して

いる．本研究では，油症検診の体脂肪率計測結果

をもとに油症患者にあった体脂肪率推定式を作成

し，これを用いた場合に我々がこれまでに報告し

た研究結果がどのように変化するか検証した．

研 究 方 法

1．体脂肪率推定式の作成

⑴ 対象患者

2016 年度の油症一斉検診において，体脂肪率を

測定した患者 570名（男性 271名，女性 299名）

を対象とした．年齢別の分布を図 1 に示す．

⑵ 解析方法

Deurenbergらが作成した推定式と同じ変数を

用いた推定式と同じ変数を出発点として，年齢に

よる変化の複雑度を増やして，4パターンの推定

式を作成した．

・推定式①

Deurenbergらと同様に，性・年齢・BMIによ

る体脂肪率推定式を作成する．Deurenbergらと

同じ変数を用いることで，差を把握する．

・推定式②

年齢の変動に対してどのように影響するか検討

するため，最も単純な二次の項目を加えて推定式

を作成した．

・推定式③

男女別に年齢の影響を把握するため，男女別に

年齢を区分し線形の推定式を作成した．

・推定式④

二次式では急激な変化を表現できないので，二

次式の次に上に凸な形状を示す四次式を用いて推

定式を作成した．

2．個人の半減期の分布

⑴ 対象患者

2001 年から 2006 年までの間に 3回以上ダイオ

キシン類測定を行った患者を対象とした．濃度別

の人数の分布を表 1 に示す．

⑵ 解析方法

①濃度，②四次推定式による推定体内負荷量，

③ Deurenbergらによる推定体内負荷量に対して

対数をとり線形回帰を行い各患者の半減期を求め，

分布を確認した．また，男女別，年齢別で分布も

確認した．

3．半減期の変化

⑴ 対象患者

油症発生からの経過年数における半減期の変化

を観察するために，上記 2の「個人の半減期の分

布」で対象とした患者を前期とし，2002 年から

2010 年までの間に 3回以上ダイオキシン類測定

を行い，最初の測定から最後の測定まで 3 年以上

の患者を後期として，分析した．濃度別の分布を

表 2 に示す．

⑵ 解析方法

上記 2の「個人の半減期の分布」と同様に，①
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濃度，②四次推定式による推定体内負荷量，③

Deurenbergらによる推定体内負荷量に対して対

数をとり線形回帰を行い各患者の半減期を求めた．

前期と後期の分布形状の比較を行った．

結 果

1．体脂肪率推定式の作成

⑴ 推定式①

Deurenbergらと同じ変数を用いると，次の体

脂肪率（BF％）の推定式が作成された．

BF％＝1.45× BMI + 0.0223×年齢

− 7.82×性− 3.37

結果の統計量を表 3 に示す．

年齢の P値が 0.11を超えており変数として使

用すべきではないという結果であった．また，今

回作成した推定式は，Deurenbergらの作成した

式と異なる結果となった．

⑵ 推定式②

年齢による影響が線形でない可能性を考慮し，

年齢の二次の項を含めて体脂肪率の推定式を作成

したところ，次のようになった．

BF％＝1.42× BMI + 0.497×年齢

− 0.00382×年齢 2− 7.79×性− 16.9

結果の統計量を表 4 に示す．すべての変数で P

値が 0.001未満となっており，影響があると判定

された．年齢の二乗の係数が負であり，上に凸な

形状，つまり，年齢とともに体脂肪は上昇するが

ある年齢から減少することを示している．

⑶ 推定式③

年齢を「60歳未満」「60歳〜75歳未満」「75歳

以上」の 3区分に分割した．各区分における患者

の分布を図 1 に示す．年齢別・性別で作成された

推定式の係数を表 5 に示す．BMI を 22 に固定し，

それぞれの回帰直線を描いたグラフを図 2 に示す．

男性が青系統，女性が赤系統で，年齢が若い区分

を明るい色で描いている．推定の基準となった年

齢範囲では直線で，対象範囲から逸脱した年齢範

囲は破線で描いている．

男女で傾きや傾きが変化する年齢が異なるので，

男女別に推定式を作成したほうがよいと考えられ

る．若い年齢での増加速度とその後の減少速度が

異なるため，二次式での推定では難しく，二次式

の次に凸な形状を示す四次式にしたほうがよいと

判断できる．

⑷ 推定式④

高次式で回帰を行う場合には，独立変数の平均

が 0 からずれていることで，各係数の評価に影響

を与えることがある．今回は，いったん四次まで

の項をすべて投入し，三次の項がキャンセルされ

るように年齢をスライドすることにした．

男性患者の体脂肪率の推定式は次のようになっ

た．

BF％＝1.41× BMI + 0.127

×(年齢− 50.68)− 2.29

× 10−6×(年齢− 50.68)4− 10.0

年齢二次の項は P値が大きくなったため除外

した．各係数の統計量を表 6 に示す．

女性患者の体脂肪率の推定式は次のようになっ

た．

BF％＝1.47× BMI + 0.113

×(年齢− 42.36)− 2.1

× 10-6×(年齢− 42.36)4− 3.27

年齢二次の項は P値が大きくなったため除外

した．各係数の統計量を表 7 に示す．

作成された推定式を用いて，BMI を 22 に固定

して，体脂肪率の年齢での推移を図 3 にグラフ化

した．

2．個人の半減期の分布

図 4 に個人の半減期の分布を示す．1段目に濃

度，2段目に四次の体脂肪率推定式を用いた体内

負荷量，3段目に Deurenbergらの体脂肪率推定

式を用いた体内負荷量を用いて半減期を計算した．

左から 2,3,4,7,8-PeCDF の濃度が 500 pg/g 以

上，200以上 500 pg/g 未満，100以上 200 pg/g 未

満，50以上 100 pg/g 未満の患者グループの半減

期の結果を示す．

濃度の半減期では，100〜200 pg/g の患者で，

半減期 10 年程度のグループと半減期無限大のグ

ループが存在した．今回作成した体脂肪率推定式

による体内負荷量の半減期では，200〜500 pg/g

の範囲の患者で，半減期 10 年のグループと半減

期無限大のグループが存在した．Deurenbergら

の体脂肪率推定式を用いた体内負荷量の半減期の

推定では，200〜500 pg/gの範囲で，半減期 10 年

のグループと半減期無限大のグループが存在した．

図 5 に男女別の半減期の分布を示す．濃度の半

減期では，半減期無限大は女性が主体であった．
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100〜200 pg/g で，男性で半減期 10 年のグループ

と半減期無限大のグループが存在した．今回作成

した体脂肪率推定式による体内負荷量の半減期で

は，半減期無限大は女性が主体であった．

200〜500 pg/g の範囲では女性で半減期 10 年の

グループと半減期無限大のグループが存在した．

図 6 に年齢別の半減期の分布を示す．青色棒が

高齢患者で，朱色棒は非高齢患者を示す．濃度の

半減期では，100〜200pg/gの範囲で，若年群で，

半減期 10 年のグループと半減期無限大のグルー

プが存在した．今回の体脂肪率推定式による体内

負荷量の半減期では，高齢，非高齢のグループと

もに，200〜500pg/g の範囲で半減期 10 年のグ

ループと半減期無限大のグループが存在した．

Deurenbergらの体脂肪率推定式による体内負荷

量の半減期では，高齢・非高齢のグループともに，

200〜500pg/gの範囲で半減期 10 年のグループと

半減期無限大のグループが存在した．

3．半減期の変化

図 7 に後期における個人の半減期を示す．1段

目に濃度，2段目に四次の体脂肪率推定式を用い

た体内負荷量，3段目に Deurenbergらの体脂肪

率推定式を用いた体内負荷量を用いて半減期を計

算した結果を示す．左から 2,3,4,7,8-PeCDFの

濃度が 500pg/g 以上，200 以上 500pg/g 未満，

100 以上 200pg/g 未満，50 以上 100pg/g 未満の

患者グループの半減期の結果を示す．

濃度の半減期，今回の体脂肪率推定式による体

内負荷量の半減期，Deurenbergらの推定式によ

る体内負荷量の半減期，それぞれで，半減期無限

大に近い患者が多く，半減期 10 年という患者の

グループは存在しなかった．

図 8に前期と後期の比較を示す．前期では，二

つのグループが存在した．しかし，後期における

半 減 期は，濃 度，今回の 体 脂 肪 率 推 定 式，

Deurenbergらの推定式のすべてにおいて，半減

期の 10 年の患者のグループが消えていた．

考 察

Deurenbergらと同様の変数を用いた体脂肪率

の推定式①では，年齢の P値が 10％を超えてお

り，年齢と体脂肪率と関係がない（線形の関係が

ない）という結果が得られた．年齢の二次の変数

を投入すると，上に凸な形状であることが得られ

た．さらに，推定式④のように年齢の四次の変数

を投入したところ非常に良好なモデルが得られた．

これを用いて BMI を 22 に固定した体脂肪率の推

定値をグラフ化すると（図 3），60歳程度まで，男

女が並行してほぼ直線的に上昇している．つまり，

60歳以下の対象者で体脂肪率の推定式を作成し

た場合には，Deurenbergらが報告する変数に到

達することになると考えられ，Deurenbergらの

推定式と矛盾するものではないと考えられる．

前期の患者・期間では，「濃度」「今回の体脂肪

率推定式による体内負荷量」「Deurenbergらの推

定式による体内負荷量」における半減期推定の結

果，半減期 10 年程度のグループが存在した．体

脂肪率の推定式によらず，同様の結果が得られた．

後期の患者・期間では，「濃度」「今回の体脂肪率

推定式による体内負荷量」「Deurenbergらの推定

式による体内負荷量」における半減期推定の結果，

半減期 10 年程度のグループは存在しなかった．

体脂肪率の推定式によらず，同様の結果が得られ

た．つまり，体脂肪率推定の方法によらず，後期

の患者では半減期 10 年程度の群が存在せず，半

減期は伸びていることを示唆すると考えられる．

ま と め

油症患者の体脂肪率推定式はDeurenbergらの

体脂肪率推定式とは異なった式が得られたが，本

研究における推定式作成では，高年齢も対象とし

ていることにより，差異が現れたと考えられる．

また，このような差異があったとしても，これま

でに我々が報告してきた半減期の長さについては

大きな変化はみられなかった．
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表 1 分析 2 半減期の分布：濃度

別対象患者の分布

濃度範囲 患者数

1 500 pg/g以上 22

2 200≦ x＜ 500 63

3 100≦ x＜ 200 40

4 50≦ x＜ 100 36

5 20≦ x＜ 50 65

6 20 pg/g 未満 98

総 計 324

表 2 分析 3 半減期の変化：対象患者濃度

別の分布

濃度範囲 前期 後期

1 500 pg/g以上 22 18

2 200≦ x＜ 500 63 61

3 100≦ x＜ 200 40 44

4 50≦ x＜ 100 36 42

5 20≦ x＜ 50 65 83

6 20 pg/g 未満 98 151

総 計 324 399

表 3 推定式①の統計量

係数 標準誤差 t P −値

切片 − 3.37 1.4934 − 2.2595 0.024

BMI 1.45 0.0492 29.4556 ＜ 0.001

性 − 7.82 0.3645 − 21.4543 ＜ 0.001

年齢 0.0223 0.0142 1.5691 0.117

表 4 推定式②の統計量

係数 標準誤差 t P −値

切片 − 16.9 2.9430 − 5.7360 ＜ 0.001

BMI 1.42 0.0483 29.4686 ＜ 0.001

性別 − 7.79 0.3563 − 21.857 ＜ 0.001

年齢 0.497 0.0908 5.4682 ＜ 0.001

年齢2 − 0.00382 0.0007 − 5.2847 ＜ 0.001

表 5 推定式③年齢別・性別のBMIと年齢による推定式

60歳未満 60〜75歳未満 75歳以上

切片
女性 − 10.8 − 1.2 31.7

男性 − 21.8 − 17.5 6.3

BMI
女性 1.60 1.39 1.44

男性 1.50 1.32 1.49

年齢
女性 0.108 0.025 − 0.428

男性 0.192 0.169 − 0.202

表 7 推定式④女性患者の四次回帰式の統計量

係 数 t P −値

切片 − 3.27 − 2.8101 ＜ 0.001

BMI 1.47 31.1651 ＜ 0.001

年齢− 42.36 0.113 4.7226 ＜ 0.001

(年齢− 42.36)4 − 2.1× 10−6 − 7.4959 ＜ 0.001

表 6 推定式④男性患者の四次回帰式の統計量

係 数 t P −値

切片 − 10.0 − 4.5161 ＜ 0.001

BMI 1.41 15.6567 ＜ 0.001

年齢− 50.68 0.127 4.3105 ＜ 0.001

(年齢− 50.68)4 − 2.29× 10−6 − 2.8983 0.004
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図 1 体脂肪推定式作成用患者の年齢区分ごとの患者の分布

図 2 年齢別・性別の推定結果（BMI＝22 に固定）
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図 3 四次の体脂肪率推定式（BMI＝22）に固定

図 4 半減期の分布
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図 5 男女別半減期の分布

図 6 年齢別半減期の分布
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図 7 個人の半減期の分布

図 8 半減期の変化（前期と後期の比較）
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Abstract

Yusho, a mass food poisoning incident that occurred in western Japan in 1968, was caused by

ingestion of rice bran oil contaminated with various dioxins and dioxin-like compounds such as

polychlorinated biphenyls, polychlorinated dibenzo-p-dioxins, and polychlorinated dibenzofurans.

Annual medical examinations by the Yusho group revealed that Yusho patients had been suffering

from various symptoms over the years after the Yusho outbreak. Although most of the previous

surveys focused on physical symptoms, medical history (symptoms and patient-reported diseases), and

laboratory tests such as blood tests, the Yusho Group surveyed the subjective health status and

concerns of Yusho patients as free descriptions, with the cooperation of the Ministry of Health, Labor

andWelfare. In the present study, we conducted a text analysis using the free descriptions focusing on

the health conditions and concerns of Yusho patientsʼ children. The results of the text analysis showed

that black, oil, atopy, and rhinitis were typical words for Yusho patients. Black and atopy were words

related to baby/gum and skin, respectively.

Key words : Yusho, text mining, free text answer

は じ め に

油症は，1968年に九州北部を中心として西日本

で広く発生したダイオキシン類による食品中毒事

件である1)2)．発生当初，polychlorinated biphe-

nyl（PCB）が原因と考えられていたが，後に主た

る原因はダイオキシン類の一つである2,3,4,7,8-

Pentachlorodibenzofuran（PeCDF）であることが

明らかとなった3)~5)．

毎年，油症検診として血液検査を含めた油症患

者の健康状態の調査が行われ，様々な症状や疾患

とダイオキシン濃度との関連が報告されてい
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る6)7)．2008年にはカネミ油症患者の健康実態に

関するアンケート調査8)（以下，「患者実態調査」

とする）が実施され，自覚症状や健康状態に関す

る心配事等の調査も実施されている．我々の研究

チームは，患者実態調査の結果を分析し一般成人

を対象とした調査結果と比較し，油症患者の健康

状態（症状）の特性を報告した9)10)．しかしなが

ら，患者実態調査に含まれていた健康状態に関す

る心配事等の自由記載回答に関しては詳細な分析

は行われてこなかった．本研究では，患者実態調

査における自由記載項目を対象として，油症患者

と一般成人の健康意識に関するアンケート調査を

比較し，油症患者の特性を解析することを目的と

した．

対象および方法

2008年に，患者実態調査8) が実施されているが，

自由記載欄の分析は十分には行われておらず，比

較対象となる調査もない．そこで本研究では，患

者実態調査における油症患者の回答内容（自由記

載）を分析するとともに，一般成人を対象とした

アンケート調査を実施し，分析結果を比較した．

1．対象および倫理面への配慮

2008年度に実施された患者実態調査における

自由記載回答と 2019 年度に実施した一般成人を

対象としたウェブアンケート調査における自由記

載回答を本研究の分析対象とした．本研究は奈良

県立医科大学倫理審査委員会の承認を得て実施し

た（承認番号 335-3）．

2．患者実態調査

2007 年 4 月 24日時点で生存している認定患者

および 2008年度に新たに認定された計 1,420名

のうち，所在不明者等を除いた 1,331名の油症患

者を調査対象として，2008年度に実施された郵送

アンケート調査「患者実態調査」の結果を用いた．

調査への回答者は 1,131名（回収率 85.0％）であ

るが，調査員等が返送された調査票の内容を確認

し，必要に応じて回答者あるいはかかりつけ医等

に照会して回答内容を補足している．

調査項目「あなたのお子さんについて，出生時

から現在までの健康上の問題があれば教えてくだ

さい」に対する自由記載内容が確認できたものを

本研究における分析対象データとした．分析対象

となる子の認定状況によって認定患者群と未認定

患者群に区分して，それぞれの回答をテキスト分

析した．

3．一般成人に対する調査

比較対象として，一般成人を対象としたウェブ

アンケート調査を実施した．調査対象は，ネット

リサーチ等を実施している㈱マクロミルのモニ

ターに登録されている 25歳から 65歳未満の一般

成人男女とした．各年齢階級（10歳毎）で男女均

等に割り付けた 1,648名を抽出し，2019 年 12 月

にウェブ上でアンケート調査を実施した．調査項

目は患者実態調査の設問項目をベースとして，自

由記載形式での回答を求めた．患者実態調査と同

様にテキスト分析を行った．

4．テキスト分析

患者実態調査における「お子さんについて，出

生時から現在までの健康上の問題」に関する自由

記載内容に関して，テキスト分析を行った．一般

成人を対象として実施したウェブアンケート調査

では，同様に「お子さん」の健康上の問題に関す

る自由記載内容のテキスト分析を行った．分析は

フリーソフトである KH Coder311) を用いて実施

し，それぞれの調査における頻出語，共起ネット

ワークを用いた分析を行い，健康上の問題や心配

事に関する両調査の違いを比較した．

共起ネットワークの対象となる単語の最小出現

数は 10 とし，描画する共起関係を強いものに絞

り込むために Jaccard係数を用いた12)．なお，共

起ネットワークは「出現パターンの似通った語，

すなわち共起の程度が強い語を線で結んだネット

ワーク」であり，単に語が近くに布置されている

ということではなく，線で結ばれていることが強

い共起関係を示す12)．さらに，KWICコンコーダ

ンス機能を用いて特徴的な単語がどのような文脈

の中で使用されているか確認した．

結 果

1．患者実態調査におけるテキスト分析結果

患者実態調査における「お子さん」に関する回

答数は 2,248人であった．生年月日の記載に不備

があった 4名を除外した 2,244人を対象に，子の
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認定状況を確認したところ認定状況記載欄の記入

が無いものが 200人分あったためこれらを除外し

た．自由記載欄への記入が確認できた 1,076人を

本研究での分析対象とした．対象者を認定患者群

と未認定患者群に区分したところ，認定患者群が

351人，未認定患者群が 725人であった．

対象者全体（認定患者群と未認定患者群）での

上位にランクされた頻出語として，「元気」：131，

「皮膚」：124，「アトピー」：97，「弱い」：94，「病

院」：88，「油」：84，「黒い」：71，「鼻炎」：69回記

載されていた．認定患者群と未認定患者群別に品

詞ごとの頻出語を表 1 と 2 にそれぞれ示す．認定

患者群において頻出語の上位として，「元気」，

「油」，「病院」，「黒い」，「歯（歯茎）」の順であっ

た．一方，未認定患者群においては，「皮膚」，「出

る」，「アトピー」，「元気」，「弱い」であった．

共起ネットワークでみると，認定患者群におい

ては，「黒い」は「赤ちゃん」や「歯茎」，「続く」

と関連が高く，「体」は「弱い」と関連が高かった

（図 1）．未認定患者群においては，「皮膚」は「ア

トピー」，「弱い」は「体」と関連が大きかった（図

2）．主となる単語のネットワークは認定患者群で

14個，未認定患者群で 8個であった．

認定患者群に特徴的な単語として，「黒い」が使

用されている文脈を KWICコンコーダンス機能

を用いて確認した代表例を表 3（認定患者群）と

表 4（未認定患者群）に示す．

2．一般成人を対象とした調査におけるテキス

ト分析結果

一般成人を対象に実施したウェブ調査において

子ども有の割合は 61.8％（1,019名）であった．

この 1,019名を対象に，「お子さんの健康上の問

題や心配事」に関する自由記載内容をテキスト分

析したところ，頻出語として「健康」，「心配」，「病

気」，「自分」，「子ども」が上位にランクされてい

た．油症患者実態調査の未認定患者群において頻

度が高かった「アトピー」や「アレルギー」，「喘

息」の出現数はそれぞれ 2回，10回，9回であっ

た．

共起ネットワークでみると認定患者群，未認定

患者群とは異なり，特徴的な単語の出現は見られ

なかった（図 3）．油症認定患者群では「油」や

「黒い」等が特徴的に上位にランクされていたが，

一般成人に対する調査ではいずれの単語も上位に

はランクされず，これらの単語は油症認定患者群

の回答に特徴的なものであった．

考 察

本研究において，油症患者実態調査における

「お子さんについて，出生時から現在までの健康

上の問題」に関する自由記載内容のテキスト分析

を行ったところ，「黒い」や「油」等の油症患者群

で特徴的な単語の頻出が見られた．また，共起

ネットワークからも，油症認定患者群および未認

定患者群でそれぞれの健康状態や心配事に対する

内容が描き出されており，具体的で特徴的な単語

の関連が読み取れる．

油症患者が子世代に対して感じてきた健康状態

に対する心配事等の傾向が表されており，一般成

人を対象とした調査結果の傾向とは明らかに異

なっていた．「黒い」や「油」は一般成人を対象と

した調査では見られておらず，油症患者の健康状

態や感じている不安・心配事が反映されていると

考えられる．なお，「黒い」に関しては，認定患者

と未認定患者間で出現順位に差がみられていた．

図 1 から 3に示す共起ネットワークでは，強い

共起関係の単語が太い実線で示されており，点線

で結ばれるものは実線で結ばれるものに比べ弱い

関係を示している．また，出現数の多い単語の円

は大きく表されており，円の大きさがその単語の

出現数を示している．これまでの油症研究で指摘

されてきた症状や疾患等に関連する単語（「腹痛」，

「腰痛」，「便秘」，「吹き出物」等）の関係が描き出

されているだけでなく，日常生活に関連した単語，

例えば「仕事」，「学校」，「生活」，「病院」等も出

現頻度が比較的高く，いくつかのネットワークを

形成している．さらに「結婚」や「離婚」等の単

語もみられている点では，心配事や不安が健康面

だけでなく，社会生活面にも及んでいることも考

えられる．一方，一般成人を対象とした調査では

特定の症状や疾患に対する心配事ではなく，食生

活や事故などの日常に関するものがみられている．

油症研究班での研究が進むにつれて，ダイオキ

シン類による生体への影響や頻度の高い疾患や症

状が明らかとなってきた7)13)．また，ダイオキシ

ン類の生体内半減期の変化14)15) や母子間でのダ

イオキシン類濃度の研究16)，さらには次世代への
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状分泌物・結膜炎・⻭茎が ⿊い ・永久⻭が⽣えるのが
喘息、嘔吐、腹痛、肌が ⿊い 、下痢症状多し。１５
術⏎発症当時⽖が変形し ⿊く なった   元気に過ごして
疲れやすい。◇⽖は少し ⿊かっ た。体や顔にも吹き出
脂⾎症がある。◇⻭茎が ⿊く 、全⾝にでこぼこ⿊ニ

遠となってきた。◇⻭茎が ⿊く 、⾍⻭になりやすかっ
脂⾎症がある。◇⻭茎が ⿊く 、⿊ニキビがでこぼこ

遠になってきた。◇⻭茎が ⿊く 、⾍⻭になりやすかっ
油を⾷べてから、⿐上が ⿊く なりました。それから
     離婚◇⽪膚が ⿊い ⏎⽖、⻭茎が⿊かった  

◇⽪膚が⿊い⏎⽖、⻭茎が ⿊かっ た⏎眼が⼆重に⾒える  
ができやすい◇⽖、⻭茎が ⿊かっ た⏎眼が⼆重に⾒える  

を⾷べてから、⿐の上が ⿊く なりました。それから
ミの油を⾷べてから⿐上 ⿊く なりました。それから

⼦〜⽣まれた時、⽖が ⿊かっ た。⏎孫〜⽣まれてす
したが、油症発⽣当時に ⿊い ニキビや⼿⾜の⽖が⼜
や⼿⾜の⽖が⼜⻭茎等が ⿊く なりどうしたのか⼼配
び顔がたくさん出来て、 ⿊い しみも出来、⼦供なが

表 1 認定患者群における上位頻出語（度数）

順位 名詞 動詞 形容詞 形容動詞

1 油 51 出る 29 黒い 45 元気 61

2 病院 45 思う 28 やすい 31 健康 20

3 歯（歯茎） 39 生まれる 28 弱い 27 大変 10

4 入院 33 言う 25 痛い 26 困難 8

5 体 33 行く 20 悪い 25 不安 8

表 2 未認定患者群における上位頻出語（度数）

順位 名詞 動詞 形容詞 形容動詞

1 皮膚 100 出る 95 弱い 67 元気 70

2 アトピー 87 生まれる 45 悪い 40 異常 24

3 鼻炎 61 言う 39 小さい 30 不明 23

4 アレルギー 59 受ける 31 多い 29 健康 13

5 喘息 52 引く 28 黒い 26 普通 11

表 3 KWICコンコーダンス 認定患者群における「黒」

の例

表 4 KWICコンコーダンス 未認定患者群における

「黒」の例

ていない。◇当時⽖が ⿊く なっていた⏎料理の
肢に腺を引いたように ⿊く なっていた。
下が線を引いたように ⿊く なっていた。（⺟親
があった。当時⻭茎が ⿊く 、⽖が⿊くなってい
当時⻭茎が⿊く、⽖が ⿊く なっていた

      ⽪膚が ⿊く なる。発症前・・・
⽣まれたときから肌が ⿊かっ た。保育器に⼊るこ
かに⽐べてはだが少し ⿊い ⏎貧⾎、⻭並びが悪
なってから⻭茎の⾊が ⿊く なってきた。◇偏頭

⾊が ⿊かっ た。◇⼩さい頃は⼩
につれて⼼配◇背中に ⿊い あせものような吹き
ーター症候群◇背中に ⿊い あせものような吹き
息・⽪膚の⾊が異常に ⿊い 。熱が出やすい。・

・偏頭痛 ・⽪膚が ⿊い ・⼦供の頃、⿐⾎が
54年の出産時、 ⿊い ⼦で⽣まれた。⏎結

知的障害児   ⿊い ⾚ちゃん。⺟乳。⽣
⽣まれた時⽩かったが ⿊い ⼦供になった。⺟乳
中頚膿胞の疑い。肌が ⿊い ので気になっていま
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図 1 認定患者群における共起ネットワーク

図 2 未認定患者群における共起ネットワーク



影響に関する基礎的な研究成果も報告されてい

る17)．これらの成果に加えて，これまで十分な分

析が行われてこなかった患者実態調査における自

由記載回答を分析しその傾向を明らかにした点で，

本研究は意義のある研究であると考えられる．

本研究にはいくつかの研究の限界が含まれる．

一つ目として，患者実態調査結果の分析において

は，同一回答者が複数の子に対して同じ記載を行

うケースも存在しており，出現頻度の順位に対し

て多少影響していると考えられる．二つ目として，

生年月日を加味した組み合わせでの分析は行って

いない．油症発生年である 1968年を基準に発生

前後での子の誕生日で追加区分して分析を行うと

本研究結果とは異なる傾向が出ることも考えられ

る．三つ目として，本研究では一般成人を対象と

したウェブ調査を実施し患者実態調査結果と比較

したが，両調査の実施時期と実施方法に違いがあ

る．ウェブ調査の対象となった一般成人は，調査

会社へのモニター登録者であり，全国から抽出さ

れた回答者がインターネットを介してアンケート

調査票に回答している．抽出を九州地区あるいは

西日本地区とすれば多少は傾向が変わったかもし

れない．しかしながら本研究で実施した一般成人

から西日本地区の居住者だけに絞って分析した場

合でも患者実態調査の結果とは明らかな傾向の違

いがみられたため，影響は少ないと考えられる．

結 語

油症患者の健康実態に関するアンケート調査に

おける自由記載回答を分析したところ，「黒い」や

「油」等が頻出語として上位に位置していた．認

定患者群では「黒い」が「赤ちゃん」，「歯茎」と

関連が大きく，未認定患者群では「肌」と関連が

見られた．一般成人を対象とした調査結果と比較

したところ，これらの頻出語は油症実態調査に特

徴的であった．
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Abstract

The in vitro metabolism of a 2,4,6-trichloro-substituted PCB, 2,2ʼ,4,4ʼ,6,6ʼ-hexachlorobiphenyl

(PCB155), was studied using rat, guinea pig and human livermicrosomes, and human cytochrome P450

(CYP) isoforms. Three kinds of liver microsomes from untreated, phenobarbital (PB)-treated and

3-methylcholanthrene (MC) -treated rats and guinea pigs were also used. In rats, PCB155 was

metabolized toM1 by PB-microsomes with a remarkable high rate of 4.554 nmol/hr/mg protein, but

not by both untreated microsomes and MC-microsomes. In guinea pigs, both untreated microsomes

and MC-microsomes showed the M1-producing activity with rates of 0.056 and 0.060 nmol/hr/mg

protein, respectively, and the activity was increased to 3.5-fold of untreated microsomes by PB

treatment. GC-MS analysis demonstrated that themethylatedM1 had themolecularweight of 388 and

almost completely agreed with a synthesized authentic 3-methoxy-PCB155 with regard to the

retention times and mass fragmentation. Of four human CYP isoforms, only CYP2B6 showed high

activity to form M1 at a rate of 0.702 nmol/hr/nmol CYP. These results suggest that the major

metabolite formed by PB-inducible CYP2B enzymes in rats, guinea pigs and human is 3-hyd-

roxy-PCB155, and that CYP2B6 plays the most important role in PCB155 metabolism in human liver.
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は じ め に

Polychlorinated biphenyls（PCBs）は，周知の

通り，代表的な世界的環境汚染物質で高残留性有

機汚染物質（POPs，persistent organic pollu-

tants）として有名である．PCB異性体は理論的

に 209種類あるが，このうち，塩素数が 5個以下

の多くのものは，肝臓で比較的容易に水酸化され，

胆汁を介して糞中へと排出される1)2)．一方，塩

素数が 6個以上になると水酸化されにくくなり，

結果として長期にわたり体内に残留することにな

る．これらのうち，特に，2,4,5-三塩素置換ある

いは 2,3,4,5-四塩素置換の PCB異性体は，ヒト

の血液，脂肪組織および肝臓において，高濃度で

検出されている3)~5)．また，Todaka らは，ヒト

健常者と油症患者の血液中 PCB異性体の濃度を

調べ，いずれにおいても 2,2ʼ,4,4ʼ,5,5ʼ-hexach-

lorobiphenyl（hexaCB）（PCB153）が最も多く，次

いで 2,2ʼ,3,4,4ʼ,5,5ʼ-heptachlorobiphenyl（hep-

taCB）（PCB180）および 2,2ʼ,3,4,4ʼ,5ʼ-hexaCB

（PCB138）が多いこと，また，これらの PCB異性

体は，油症患者では健常者の 1.6〜2.2倍多いこ

と，さらに，2,2ʼ,3,4ʼ,5,5ʼ,6-heptaCB（PCB187），

2,2ʼ,3,3ʼ,4,4ʼ,5-heptaCB（PCB170）および2,3,

3ʼ,4,4ʼ,5-hexaCB（PCB156）については，健常者

の 2.2〜3.9倍多いことを報告した6)7)．

最近，当研究室では，2,4,6-三塩素置換の PCB

異性体である 2,2ʼ,3,4,4ʼ,5,6ʼ-heptaCB（PCB

182）の代謝について，ラットおよびモルモット肝

ミクロゾーム（Ms）を用いて調べたところ，いず

れの動物肝 Ms も主代謝物として 3ʼ-水酸化

（OH）体を生成すること，また，ラット肝Msに

よる 3ʼ-OH体の生成活性は，phenobarbital（PB）

前処理により顕著に増加すること，さらに，この

活性は，前述の 2,4,5-三塩素置換の heptaCB

（PCB187，PCB180，2,2ʼ,3,4,4ʼ,5ʼ,6-heptaCB

（PCB183））の場合に比べ，10〜50倍高いことを

明らかにした8)．その後，2,4,6-三塩素置換 PCB

異性体の 2,2ʼ,3,4ʼ,5,6,6ʼ-heptaCB（PCB188）に

ついても検討し，その結果，PCB182 と同様に，比

較的容易に 3ʼ-OH体へと代謝されること，この生

成が PB前処理により著しく促進されることを明

らかにした9)．ところで，これらの 2,4,6-三塩素

置換の PCB異性体は，ヒト組織中からほとんど

検出されていない．恐らく，PB誘導性のヒト肝

cytochrome P450（CYP）により高い活性で水酸

化され，胆汁中へと排泄されたため，体内に残留

していないものと考えられる．

そこで本研究では，この点をさらに確認するた

め，左右対称で 2つの 2,4,6-三塩素置換ベンゼン

から成る 2,2ʼ,4,4ʼ,6,6ʼ-hexaCB（PCB155）につ

いて，in vitro 代謝を調べた．PCB155 の代謝につ

いては，これまでに，数報報告されているにすぎ

ない．1975 年 Goto らは，PCB155投与ラット糞

中から主代謝物として，初めて 3-OH体を同定し

た10)．1980 年，Matthewsらは，PCB155を含む

4種類の対称的な PCB異性体をラットに静注し，

血液中および糞中における PCB とその代謝物の

動態を比較した．このうち，Fig. 1 に示した

PCB153 と PCB155 について見ると，① PCB155

は，高残留性の PCB153 より血中半減期が 3 分の

1 と短いこと，② PCB155 の糞中への排泄量は

PCB153 より数倍多いこと，さらに，③ PCB155

および PCB153 はともに 3-OH 体が主代謝物で
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Fig. 1 Chemical structures of PCB153 and PCB155



あるが，その量はそれぞれ投与量の 12％および

0.3％を占めること，を報告した11)12)．このよう

な背景で，本研究では，ラット，モルモットおよ

びヒト肝Msによる in vitro 代謝の動物種差を調

べるとともに，ヒト CYP 分子種による代謝も検

討した．

実 験 方 法

1．実験材料

⑴ 試薬

2,4,6-trichloroiodobenzene，2,4,6-trichlor-

oaniline，2,4,6-trichloroanisole，N, N-dimethyl-

formamide，tetrachloroethylene および isopentyl

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），

PB-Na 塩，3-methylcholanthrene（MC），G-6-P

脱水素酵素（G-6-PD）および 2-[4-(2-hydroxy-

ethyl) -1-p iperazine] ethanesu lfon ic ac id

（HEPES）は富士フィルム和光純薬（大阪）より

購入した．さらに，ウシ血清アルブミンは Sig-

ma-Aldrich社（USA）から購入した．

⑵ ヒト肝MsおよびヒトCYP分子種

ヒト肝 Ms（10 名の男性肝 Ms を混合したも

の）およびヒトリンパ芽球様細胞由来の 4種類の

ヒトCYP 分子種（CYP1A2，CYP2A6，CYP2B6，

CYP3A4）は，Corning社（USA）より購入した．

⑶ PCB155 の合成

Ariyoshiらの方法13) で行った．すなわち，N,

N-dimethylformamide 50 mL に 2,4,6-trichlor-

oiodobenzene（0.6 g）を溶解し，活性化銅 14 g を

入れて 185℃で加熱還流を 4時間行った．さらに

活性化銅を同量追加し，さらに 4時間加熱を続け

た．放冷後，反応液に蒸留水を加え chloroform

で抽出し，シリカゲル 60 カラム（70 g，Merck

製）および分取用 HPLCで精製した．HPLCの分

析条件は以下の通りである．分析機器，高速液体

クロマトグラフ LC-10AT（島津製）；カラム，

InertsilODS-HLカラム（250× 10mm i.d.，5 mm，

GL Sciences製）；ガードカラム，InertsilODS-HL

プレップガードカートリッジ（30× 7.6 mm i.d.，

GL-Sciences製）；移動相，acetonitrile；流速，4

mL/min；検出波長，254 nm．GC-MSの結果，分

子量 358 であり，同位体ピークから 6つの塩素が

置換されていることを確認した．収量は 23 mg

で，純度はほぼ 100％であった（データ未掲載）．

GC-MSの分析条件は次の通りである．分析機器，

GCMS2010（島津製）：カラム，DB-1 フューズド

シリカキャピラリーカラム（30m× 0.25mm i.d.，

0.25 mm膜厚，J&WScientific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)．

PCB155：MS (EI)m/z (relative intensity,%)：

358 (100) [M+]，360 (179) [M++ 2]，362 (147)

[M++ 4]，364 (62) [M++ 6]，366 (15) [M++ 8]，

288(70) [M+-Cl2].

⑷ 代謝物の合成

PCB155 代謝物として，3-OH体を想定し，そ

のメチル誘導体 3-methoxy (MeO)-PCB155 の合

成を，Cadogan の方法14) で行った．すなわち，

2,4,6-trichloroaniline 1.0 g および 2,4,6-trich-

loroanisole 1.3 g を tetrachloroethylene 10 mLで

溶解し，さらに isopentyl nitrite 0.5mLを加えて，

110℃で 24時間反応させた．反応液は蒸発乾固後，

n-hexane で溶解し，アルミナカラム（50 g，

Merck製）およびシリカゲル 60カラムで部分精

製し，HPLC にて精製した．得られた予想化合物

の分析は，GC-MSにて行った．

3-MeO-PCB155：MS (EI）m/z (relative in-

tensity, %) : 388 (100) [M+]，390 (198) [M++

2]，392 (153) [M++ 4]，394 (65) [M++ 6]，396

(19) [M++ 8]，373 (59) [M+ -CH3]，345 (92)

[M+-COCH3]，275 (56) [M+-COCH3Cl2].

⑸ 実験動物と薬物処理

Wistar系雄性ラット（体重約 200 g）12匹，お

よび Hartley系雄性モルモット（体重約 280 g）を

12匹用い，1群 4匹として，未処理群，PB前処理

群および MC前処理群の 3群に分けた．PB-Na

塩は生理食塩水に溶解し 80 mg/kg体重/day の

用量で，また，MCはコーン油に溶解し 20mg/kg

体重/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動物実験委員会

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．ラットの屠殺に際しては，「中村学園大

学における動物実験のための指針」に従い，苦痛
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をできるだけ軽減するため，セボフルランで麻酔

後，頸動脈からの脱血により死亡させた．

2．肝Msによる代謝

40 mM PCB155（Dimethylsulfoxide に溶解）を，

NADPH生成系（0.33 mM NADP，5 mM G-6-P，

G-6-PD 1 unit），6mMMgCl2，動物肝Ms（1mg

protein）および 100mMHEPES緩衝液（pH 7.4)

とともに合計 1.0mLとして，37℃で 60min イン

キュベート後，反応液に chloroform-methanol

（2：1）1mLと n-hexane 3mLを加えボルテック

スで振とう抽出した．ヒト肝Msの場合，0.5mg

proteinを用いて，その他すべてを 1/2 のスケー

ルで行った．抽出は 2回行い，有機層を合わせて

濃縮後，diazomethaneでメチル化し，GC-ECD

および GC-MS に供した．GC-ECD の分析条件

は次の通りである．分析機器，GC-ECD（Agi-

lent製）：カラム，DB-1 フューズドシリカキャピ

ラリーカラム（30m× 0.25mm i.d.，0.25 mm膜

厚，J&WScientific製）；オーブン温度，210℃；注

入口温度，270℃；キャリアーガス，N2（4.6

mL/min)．なお，代謝物の定量は，PCB155 の検

量線を用いて行った．

3．ヒト CYP分子種による代謝

40 mM PCB155を，NADPH生成系（0.33 mM

NADP，5 mM G-6-P，G-6-PD 1 unit），6 mM

MgCl2および 100 mM トリス-塩酸緩衝液（pH

7.4）とともに合計 0.5mLになるように，1.5mL

プラスチックチューブの中に入れて 37℃の恒温

槽に固定した後，ヒト CYP 分子種（0.19〜0.45

mg protein）の添加により反応を開始した．60

min後，chloroform-methanol（2：1）0.5mL添加

により反応停止後，n-hexane 1.5 mlで抽出した．

これを 3回繰り返した後，有機層 3回分を減圧濃

縮し，diazomethaneでメチル化後，GC-ECDに

供した．

4．その他

動物肝Msのタンパク質の定量は，Lowry らの

方法15)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．

実 験 結 果

1．PCB155 代謝物の化学構造

まず，PB前処理ラット肝Msにより生成され

た代謝物M1（メチル化）の分子量を GC-MSに

より調べた．Fig. 2 に，分析結果を示した．

PCB155は，保持時間 11.87 min に検出されたが，

これ以外に，代謝物と思われるM1（メチル化）が

保持時間 13.38 min に検出された．このピークの

分子量は 388 であり，PCB155 の分子量より 30 大

きかった．この結果から，M1（メチル化）は

3-OH体のメチル誘導体であることが推定された

（Fig. 2）．次に，予想代謝物として，別途合成し

た 3-MeO-PCB155 と比較したところ，両者は

GC-MSにおける保持時間およびマスフラグメン

トパターンが，いずれもほとんど完全に一致した

（Table 1)．

2．ラット，モルモットおよびヒト肝 Msによ

る PCB155 代謝

PCB155を，NADPH存在下，好気的にラット，

モルモットおよびヒト肝Msとともに，37℃，60

min反応させ，代謝物の生成を比較した．なお，

ラットとモルモットの場合，未処理動物肝Msと

ともに，CYP誘導剤を前処理した動物肝Msを用

いて比較した．M1 の定量は，分析機器として

GC-ECDを使用し，PCB155 の検量線から行った

（Table 2)．

まず，ラット肝では，PB前処理Msでのみ，保

持時間 5.58 min に M1が検出され，その生成活

性は，4.662 nmol/hr/mg protein と非常に高かっ

た．なお，未処理およびMC前処理Msでは代謝

物は全く生成されなかった．次に，モルモット肝

では，M1 の生成活性は未処理およびMC前処理

Msにおいても検出され，それぞれ 0.056 および

0.060 nmol/hr/mg proteinであった．また，ラッ

トと同様に，PB前処理Msで増加したが，未処理

Ms の約 3 倍と低いものであった（0.193 nmol/

hr/mg protein）．

一方，ヒト肝Ms でも，ラットおよびモルモッ

トと全く同じ保持時間にM1が検出された（Fig.

3）．その生成活性は 0.292 nmol/hr/mg protein

であった．この値を，ラットおよびモルモットの

未処理 Ms と比較すると，ヒト＞モルモット＞
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Fig. 2 GC-MS analysis of the methylated derivative of a PCB155 metabolite formed by liver

microsomes of PB-treated rats

(A)Mass chromatograms (B) Mass spectra of PCB155 and M1



ラットの順であり，ヒト肝が最も高かった．

3．ヒト CYP分子種による PCB155 代謝

ヒト CYP 分子種のうち，CYP1A2，CYP2A6，

CYP2B6 および CYP3A4を用いて，PCB155 代謝

を調べた．その結果，CYP1A2，CYP2A6 および

CYP3A4 では全く代謝物は見られなかったが，

CYP2B6でのみ，ヒト肝Msと全く同じ保持時間

に，代謝物M1が検出された（Fig. 3）．また，M1

は GC-MSにより，3-OH体であることが確認さ

れた．次に，PCB155 の検量線を用いて定量した

ところ，CYP2B6は 0.702 nmol/hr/nmol CYP と

かなり高い生成活性を示した（Table 3)．

考 察

本研究では，2,4,6-三塩素置換 PCB である

PCB155 の in vitro 代謝を調べた．その結果，

ラット肝Msだけではなく，モルモット肝Msお

よびヒト肝Ms でも，3-OH体のみが生成された

（Table 1，Fig. 4)．しかしながら､各動物間で3-

OH体の生成パターンは大きく異なっていた｡す

なわち，ラットでは PB前処理Ms でのみ著しく

高い活性を示したが､一方，モルモットでは未処

理Ms でも低いながら活性が見られ，さらに PB

前処理により約 3倍に増加した｡次に，ヒト肝Ms

を未処理と仮定して，ラットおよびモルモットと

比較すると，3-OH体の生成活性は，ヒト＞モル

モット＞ラットの順であった．この事実から，ヒ

ト肝は PCB155 代謝に関して，動物肝より 5倍以

上の高い活性を有していることが示唆された．

PCBの水酸化機構として，2つの経路が考えら

れている．1つは，PCB芳香環のC-H結合に，直

接酸素が挿入される経路である．本研究では，

ラット，モルモットおよびヒト肝ともに，3-OH

体しか生成されなかったことから，PCB1828) や

PCB1889)と同様に，直接水酸化で進行している

ものと考えられる．もう 1つは，エポキシド中間

体を経由し，塩素原子の NIH転位を伴い進行す

る経路である．これまでにも，PCB15316)，3,3ʼ,

4,4ʼ,5-pentachlorob iphenyl （pentaCB）

（PCB126)17)，PCB18718) など主要な PCB異性体

でも報告されている．例えば，PCB126投与ラッ

トの糞中から，4ʼ-OH-3,3ʼ,4,5,5ʼ-pentaCB が，

また，PCB187 代謝では､4ʼ-OH-2,2ʼ,3,3ʼ,5,5ʼ,
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Table 1 Mass spectral data and retention times of PCB155 and the methylated M1

Compound
Molecular

weight

Mass spectral data (Relative abundance, %) Retention

time (min)

in GC-MS[M+] [M+-15] [M+-35] [M+-43] [M+-50] [M+-70]

PCB155 358 100 - 5 - - 74 11.87

M1 388 100 54 - 35 10 - 13.37

3-MeO-PCB155 388 100 53 - 34 9 - 13.37

-, not detected.

Table 2 Metabolism of PCB155 by livermicrosomes of rats and guinea pigs, and human,

and the effect of CYP inducers on its metabolism

Animal
M1 formed (nmol/hr/mg protein)

Untreated PB-treated MC-treated

Rat N.D. 4.662 : 0.201 N.D.

Guinea pig 0.056 : 0.013

(100)

0.193 : 0.011

(345)

0.060 : 0.010

(107)

Human＊ 0.292 : 0.017

N.D., not detected.

Each value represents the mean : S.D. of four rats and guinea pigs.
＊The value represents the mean : S.D. of three determinations.



6-heptaCB や脱塩素化体の4ʼ-OH-2,2ʼ,3,5,5ʼ,

6-hexaCBが見つかっている．さらに，Ariyoshi

らは PB前処理イヌ肝Msによる PCB155 代謝を

調べ，主代謝物の 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-hexaCB や

4-OH-2,2ʼ,4ʼ,6,6ʼ-pentaCBを報告した13)．この

結果は，PB前処理イヌ肝Msにおいて，直接水酸

化および epoxide 中間体を経由した水酸化を触媒

する複数の CYPが存在することを示唆している．

これまでに，PB誘導性 CYP として，CYP2B

酵素が知られているが，今回の結果から，ラット

CYP2B119)およびモルモット CYP2B1819)20) が

PCB155 の 3-水酸化に強く関与していることが示

唆された．また，4種類の代表的なヒト CYP 分

子種（CYP1A2，CYP2A6，CYP2B6，CYP3A4）

を用いた検討から，CYP2B6だけが高い PCB155

代謝活性を有していた．ヒト肝の CYP2B6含量

は，総 CYP含量のうち，ほんの 1％以下である

が21)，全 CYPが関与する薬物代謝のうち，約 5％

に寄与しているといわれる22)．今回の結果から，

CYP2B6は多くの薬物代謝反応のうち，PCB異

性体のメタ位（3，3ʼ，5あるいは 5ʼ位）水酸化を

触媒しており，結果として PCB155 の体外への排

泄促進に大きく寄与していると思われる．一方，

CYP3A4 および CYP1A2は，ヒト肝総 CYP含量

のうち，それぞれ約 20％および 10％を占めてお

り21)，薬物代謝への寄与率の点では，非常に重要

な CYP として知られている22)．しかし，両 CYP

ともに PCB155 代謝には全く関与していなかった．

また，CYP2A6はヒト肝の総 CYP含量のうち，

約 5%を占めており21)，PCB異性体の 4位水酸化

に寄与していることが報告されているが23)24)，今

回 PCB155 代謝では，代謝活性を示さなかった．

最近，ヒトにおける PCB 代謝研究の 1つとし
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Fig. 3 GC-ECD chromatograms of the methylated derivative of M1 formed by

human liver microsomes and by human CYP2B6

Table 3 Metabolism of PCB155 by human CYP isoforms

CYP isoform
M1 formed

(nmol/hr/nmol CYP)

CYP1A2 N.D.

CYP2A6 N.D.

CYP2B6 0.702 : 0.024

CYP3A4 N.D.

N.D., not detected.

Each value represents themean: S.D. of three determinations.



て，in silico 分析におけるドッキングシミュレー

ションがヒトの各 CYP 分子種で試みられてい

る24)25)．その結果，CYP 分子種の活性中心と

PCB水酸化の標的部位との距離が 5Å以内である

場合，そのCYP 分子種は，その PCBに対する水

酸化活性を示す可能性が高いとされる．現在，5

種類のヒト CYP 分子種（CYP1A1，CYP1A2，

CYP1B1，CYP2A6，CYP2B6）が，PCB代謝に関

与しうると推定されている．ただし，今回検討し

た PCB155 をはじめとする 2,4,6-三塩素置換

PCB異性体はいずれも残留性が低いことから，in

silico解析はなされていない．今後，in silico法に

より，2,4,6-三塩素置換 PCB異性体が，なぜ代謝

されやすいかという点が明らかになることを期待

している．

総 括

1．2,4,6-三塩素置換 PCB異性体の PCB155 につ

いて，ラット，モルモットおよびヒト肝Msに

よる代謝を調べた．また，4種類のヒト CYP

分子種による代謝も調べた．

2．ラットでは，未処理およびMC前処理Ms で

代謝物は全く生成されなかったが，PB前処理

Msでのみ，代謝物M1 の顕著な生成が見られ

た（4.662 nmol/hr/mg protein)．一方，モル

モットでは，未処理およびMC前処理Ms で

もM1が生成されたが，いずれも 0.06 nmol/

hr/mg protein と低かった．また，PB前処理

Msでは未処理Msの 3.4倍に増加した．

3．ヒト肝Msでも，M1 のみが生成され，その生

成活性はモルモット未処理 Ms の 5.2 倍で

あった．4 種類のヒト CYP 分子種のうち，

CYP2B6 のみが高い M1 生成活性（0.702

nmol/hr/nmol CYP）を有していた．

4．主代謝物M1は，GC-MSの結果，別途合成し

た標品との比較により，3-OH-PCB155 であ

ることが明らかになった．

以上の結果から，PCB155 は，PB 誘導性の

CYP 分子種（ヒト CYP2B6，モルモットCYP2

B18，ラットCYP2B1）により，容易に 3-OH体へ

と代謝されることが示唆された．
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ダイオキシン低用量曝露母体の肝薬物代謝酵素活性に対する
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ノビレチンの in vitro阻害効果
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Abstract

In this study, we examined the effects of nobiletin, a polymethoxyflavonoid derived from Citrus

depressa, on cytochrome P450 (CYP, P450) activity in the livers of dams maternally exposed to

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD). PregnantWistar rats received TCDD (1 mg/kg, p.o.) on

gestational day 15 (GD15), and at GD20, we examined hepatic P450 activity and its inducibility by

TCDD. Ethoxyresorfin-O-deethylase (EROD) activity, a marker activity of CYP1A1, was found to be

significantly induced in TCDD-treated rats, whereas although CYP1A2 activity also increased by

TCDD, the effect was less pronounced than that observed for CYP1A1. In contrast, CYP3A and

CYP2C6 activities were significantly higher in the TCDD group than in the control group. These

results suggest that maternal exposure to TCDD elicits changes in the levels of drug-metabolizing

enzyme activities, including those of CYP1A1, CYP3A, and CYP2C6. To examine the effect of nobiletin,

P450-dependent activity was assayed in vitro in the presence or absence of this flavonoid. Although

the effects differed depending on P450 isoform, nobiletin exhibited inhibitory effects on CYP1A1,

CYP1A2, CYP2C6, and CYP3A. We accordingly anticipate that nobiletin will reduce the adverse

effects of maternal exposure to TCDD via its modulation of P450 activity.
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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 53 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)2)．

ダイオキシン類は多様な毒性を有する環境汚染

物質でもあり，現在の我が国ではその 80〜90％が

一般ごみ焼却施設での燃焼によって非意図的に発

生している．それらダイオキシン類の中でも2,3,

7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin（TCDD）（Fig.

1）は最強毒性を有し，極めて微量で皮膚障害，生

殖障害，肝障害，がん，奇形などの原因となるこ

とが知られている．ダイオキシン類の多様な毒性

の多くは，転写因子である芳香族炭化水素受容体

（aryl hydrocarbon receptor，AhR)3)に結合して

核内因子 AhR nuclear translocator とヘテロダイ

マーを形成し4)，cytochrome P450（P450，CYP）

1 ファミリーなどの標的遺伝子の転写を活性化す

ることによって生じる．現在，ダイオキシン類対

策特別措置法によってダイオキシン類対策が進め

られており，排出削減目標は達成されたことが評

価され，1日摂取量は年々減少傾向にある．しか

し，ダイオキシン類は化学的安定性，脂溶性が高

く，難分解性であるため，いったん排出されたダ

イオキシン類の環境からの除去は困難であり，生

物学的半減期は極めて長い．そのため，ダイオキ

シン類の慢性的な低用量曝露による影響と対策を

構築することは，現在もなお重要であると考えら

れる．

当研究室では，TCDD次世代毒性の解析のため，

妊娠母ラットへの TCDD（1 mg/kg，gestational

day（GD）15）投与による検討を行っている5)~8)．

妊娠母体への TCDD低用量曝露によっては，そ

の胎児に対して成長障害や性成熟障害9)~12)と

いった次世代毒性を生じさせることが広く知られ

ている．ダイオキシン類の多様な毒性のなかには

代謝酵素の誘導に起因するものがある2)．TCDD

による CYP1A1 の誘導による心血管疾患の発症

や13)，酸化ストレスの増加14) は TCDDによる毒

性の一端を担っていると考えられている．生体内

での薬物代謝には P450 による酸化をはじめとし

た第Ⅰ相反応，UDP-glucuronosyltransferase

（UGT）によるグルクロン酸抱合をはじめとした

第Ⅱ相反応が関与しており，TCDDは AhR を介

した誘導により，その中でも第Ⅰ相薬物代謝酵素

として CYP1A1，1B1，2A8等，第Ⅱ相薬物代謝

酵素として NAD(P)H : キノンオキシドレダク

ターゼ（Nqo1)，UGT1A6/7，グルタチオン S-ト

ランスフェラーゼ a1（Gsta1）などの多数の代謝

酵素を誘導する15)16)．また，妊娠母体への

TCDD低用量曝露（妊娠 15日目，1 mg/kg，経口

投与）の場合での代謝酵素活性の変動については，

妊娠 20日目における母体肝臓でマーカーとなる

CYP1A1 活性の誘導が確認されている17)．しか

しその他の代謝酵素については，児の発育障害に

母体側での代謝酵素の変動も一因と推測されてい

るにもかかわらず18)，mRNA レベルでの検討に

とどまり，これまで詳しい研究がなされていない．

よって，妊娠 15日目の母ラットへの TCDD（1 m

g/kg）投与の母体肝臓での代謝酵素への影響を解

析し，基礎的検討を行うことは，TCDDによる次

世代毒性発現に対する改善策の構築につながると

考えられる．そのため，本研究ではラット妊娠母

体に TCDD低用量曝露させた際の肝臓での薬物

代謝酵素の活性の変動とそれら変動に対する防御

策の検討を行った.

先行研究により，GD15妊娠母体への TCDD低

用量曝露（1 mg/kg）によって GD18において母

体でのコルチコステロンレベル低下が生じること

が確認されている18)．コルチコステロンはラッ

トやマウスなどにおいて副腎皮質束状層から分泌

される糖質（グルコ）コルチコイドのひとつであ

り，妊娠中は胎盤を介して母体−胎児間を循環し

ている．また，コルチコステロンは胎児の成長に

不可欠なホルモンである growth hormone（GH）

細胞の成熟19)20) や GH産生の開始の誘発に関与

する21)22)．よって，一般に知られている妊娠母体
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への TCDD曝露による胎児での成長障害の発生

は，その原因として胎児での GHレベルの低下が

考えられ，当研究室ではその胎児での GHレベル

低下に母体でのコルチコステロンレベル低下が関

係しているという仮説に基づいた検討を行ってい

る．コルチコステロンレベル低下の原因のひとつ

としてコルチコステロン代謝の亢進が考えられる．

コルチコステロンは 11b-hydroxysteroid dehyd-

rogenase（11b-HSD）または 20-hydroxysteroid

dehydrogenase（20-HSD）によってそれぞれ 11b

-デヒドロコルチコステロン，20-デヒドロコルチ

コステロンに代謝されることが広く認められてい

る23)24)．さらに，CYP3A25)26)，CYP2A27) がコ

ルチコステロン代謝に関与しているという報告も

ある．しかし，CYP3A及び CYP2A以外の P450

アイソフォームにおいてコルチコステロンに対す

る代謝の有無は未だ不明である．

ダイオキシン毒性に対しては多数のフラボノイ

ドがその防御策として検討されている．例えば，

柑橘系に含まれるヘスペリジン28)29)，ホップ系植

物由来のキサントフモール30)，甘草由来のグラブ

リジン31) などがその例である．本研究では

TCDD 毒性に対する防御策として期待されるノ

ビレチン（NBL，5,6,7,8,3ʼ,4ʼ-hexamethoxyfla-

vone）（Fig. 1）を in vitroでの検討に用いた．ノ

ビレチンは柑橘系植物，特にシークワーサーに多

く含まれるポリメトキシフラボノイドの一種であ

り，抗炎症作用32)33)，抗認知症作用34)，抗がん作

用35)36)及び抗肥満作用37)38) などの多様な作用が

報告されている．また，ノビレチンはラットにお

いて複数の P450 分子種（CYP1A1，1A2，2A1，

2B1，2C11，2C12，2D1，2E1，3A1，3A2) によっ

て代謝されることがわかっている17)．しかし，

TCDD 毒性に関する分野に限れば，MCF7 ヒト

乳腺がん細胞において自身が CYP1A の基質とな

ることで TCDDによって誘導された CYP1Aを

阻害すること39)，U937 ヒトマクロファージにお

いてTCDDによって誘導されたCYP1A1 mRNA

発現を抑制すること40) が認められている一方で，

その他の代謝酵素への影響や TCDDの妊娠曝露

母体での代謝酵素にもたらす影響については情報

が皆無である．よって本研究では，まず in vitro

でのノビレチンの影響を検討した．即ち，妊娠母

体への TCDD低用量曝露による代謝酵素活性変

動への in vitroでのノビレチン添加効果を解析す

ることで，ノビレチンの TCDD 毒性に対する有

用性について検討した．

実 験 方 法

1．試薬

ノビレチンは，INDOFINE Chemical Company

のものをフナコシ(株)より購入して使用した．

2．動物実験

本研究における動物実験は，九州大学動物実験

委員会による実験計画の承認を受けた上で実施し

た．雌雄のWistar系ラットを一晩交配し，翌朝

膣内に精子が確認された場合，その日を妊娠 0日

目とした．妊娠 15 日目に，TCDD（1 mg/kg/2

mLコーン油）を単回経口投与した．対照群には，

コーン油のみを投与した．胎生 20日（GD20）の

胎児は母体から摘出し，次世代毒性の解析に供し

た41)．また，母体の肝臓を摘出し，液体窒素にて

凍結したのち，使用まで-80℃にて凍結保存した．
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Fig. 1 Structures of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) and nobiletin.



3．S9 サンプル調製

GD20 母体 1匹分当たり肝臓 1 g を 0.25M suc-

rose 3mLでホモジナイズした．そののち，9,000

× g，4℃で 20 分間遠心分離した．得られた上清

（S9）を分注し，使用するまで−80℃にて保存し

た．タンパク質定量は，Lowry らの方法に基づい

て行った42)．なお，標準タンパク質として

bovine serum albumin（BSA）を用い，吸光度測

定には HITACHI U-1800 Spectrophotometer を

用いた．

4．P450 活性測定

1）Ethoxyresorfin-O-deethylase (EROD) assay

Burke らの方法に従って43)，7-ethoxhresor-

ufin の O-脱アルキル化反応により生じる resoru-

fin の蛍光を測定した（励起光，544 nm；測定光，

590 nm）．

2）CYP1A2，2C6 and 3A assay

それぞれの活性は P450-Glo ™ CYP1A2 Assay，

P450-G loTM CYP2C9 Assay，P450-G loTM

CYP3A4 Assay（Promega社）を用いて測定した．

NADPH（終濃度 0.1mM)の存在下，CYP1A2 測

定 で は luc i fer in-ME，CYP2C6 測 定 で は

luciferin-H，CYP3A 測定では luciferin-PFBE を

基質として使用した．発光測定及びインキュベー

ション，撹拌にはフルオロスキャンアセント FL

（Thermo Labsystems社）を使用し，付属のコン

ピュータソフトウェア（Ascent software）にて

データ解析を行った．なお，標準物質としては

luciferinを用いた．

5．統計処理

すべての 2群間の比較については，Studentʼs t

testを用いて解析した．また，他群間の比較につ

いては，1-way ANOVA及び Turkey の多重比較

検定を用いて解析した．なお，有意水準は p ＜

0.05 と し た．ま た，kinet ics の 結 果 は

Michaelis-Menten 式に非線形回帰を行い，各パ

ラメーターを算出した．

実 験 結 果

1．TCDD低用量曝露母体肝での薬物代謝酵素

活性の基礎的研究

CYP1A1 の指標となる EROD 活性，及び

CYP1A2，2C6 及び 3A の活性測定を実施した．

S9 のタンパク量を EROD 活性では 500 mg/100

mL，その他の assayでは 40 mg/well として解析

を行った．その結果，算出されたキネティックパ

ラメーター（Km，Vmax）はTable 1 に示す通り

である．速度論的解析の実施後，EROD 活性を

TCDD低用量曝露妊娠母体及び非曝露妊娠母体

の間で比較することで，CYP1A1 活性の変動を解

析した．7-Ethoxyresorufin 濃度は Table 1 の

Km 値を基に，40 nM で使用した．その結果，

Control群と比較して，TCDD曝露群では有意な

EROD活性の誘導が確認された（Fig. 2）．さらに，

TCDD低用量曝露妊娠母体及び非曝露妊娠母体

の間で比較することで，CYP1A2，2C6及び 3A

活 性 の変動を解析した．基質の終濃 度は

luciferin-ME，luciferin-H及び luciferin-PFBEそ

れぞれ 30 mM，300 mM及び 100 mMとして使用

した．基質濃度は実施した速度論的解析によって

明らかにされた Km値を基に決定した（Table 1）．
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Table 1 The kinetics parameters for cytochrome P450 activity toward 7-ethoxyresorufin, luciferin-

ME, luciferin-H and luciferin-PFBE in hepatic S9

Substrate Km Vmax (nmol/min/mg protein)

7-Ethoxyresorufin 41.1± 9.3a 1.25± 0.19

Luciferin-ME 29.8± 5.0b 223± 11

Luciferin-H 311± 192b 6.67± 2.90

Luciferin-PFBE 112± 22b 25.7± 3.2

anM ; bmM. S9 samples were prepared from the liver homogenate of pregnant rats (GD20) orally

treated with TCDD (1 mg/kg). S9 samples of 5 rats were pooled and subjected to the assay. Each value

represents the mean ± S.E.M. of triplicate assay.
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Fig. 2 Effect of maternal exposure to TCDD (1 mg/kg at GD15) on hepatic

EROD activity of dams at GD20.

EROD activity in the S9 is used as index of the induction of

CYP1A1. Each value represents the mean ± S. E.M. of 5 rats,

respectively. Significantly different from Control : ＊＊＊ p＜ 0.001.

Fig. 3 Effect of maternal exposure to TCDD (1 mg/kg at GD15) on hepatic

CYP1A2, 2C6 and 3A activity of dams at GD20.

Control group was treated with corn oil at GD15. Each value

represents themean± S.E.M. of 5 rats. Significantly different from

Control : ＊, p＜ 0.05 ; ＊＊, p＜ 0.01.



その結果，CYP2C6及び 3A において TCDD曝

露群での有意な活性の増加が確認された（Fig. 3）．

CYP1A2 については活性の上昇傾向があったも

のの有意ではなかった．

2．ノビレチンによる in vitroでの薬物代謝酵

素活性への阻害効果

次に，EROD 活性を用いてノビレチンの

CYP1A1 に対する阻害効果を検討した．7-

Ethoxyresorufin 濃度はFig. 2 の EROD活性解析

と同じ 40 nMで用いた．ノビレチンは 7-ethoxy-

resorufin と同じ DMSOに溶解し，7-ethoxyre-

sorufin と同時に終濃度 1，2，5，8及び 10 mMと

なるようにサンプルに添加することで反応を開始

させた．なお，ここでは酵素源として，5匹の母

ラット肝臓のサンプルを等量混和したプールド

S9 サンプルを用いている．上述（Fig.2）と同じく，

EROD活性は TCDD 曝露により対照と比較して

有意に高く，ノビレチンの終濃度 10 mMで有意

に活性を抑制することが示された（Fig. 4)．これ

は基質濃度 40 nMの 250倍の濃度である．次に，

CYP1A2，2C6及び 3A の活性について，ノビレ

チンの阻害効果を解析した（Fig. 5)．それぞれの

基質濃度は終濃度 30 mM，300 mM及び 100 mM

で用いた．その結果，CYP1A2 活性は TCDD曝

露により対照と比較して有意に高く，ノビレチン

の終濃度 80 mM以上で有意に活性を抑制するこ

とが示された．これは基質濃度 30 mM の約 2.7

倍の濃度である．また，CYP2C6 活性は TCDD

曝露により対照と比較して有意に高く，最低でも

ノビレチンの終濃度 10 mM以上で有意に活性を

抑制することが示された．これは基質濃度 300 m

Mの 1/30 の濃度である．さらに，CYP3A 活性

はTCDD曝露により対照と比較して有意に高く，

ノビレチンの終濃度 50 mM以上で有意に活性を

抑制することが示された．これは基質濃度 100 m

Mの 1/2 の濃度である．このように，ラット肝臓

S9 分画を用いた in vitroでの検討では，ノビレチ

ンは，CYP1A1，1A2，2C6及び 3Aを in vitroで

阻害するものの，阻害の強さは分子種ごとに異な

ることが示唆された．今回検討した条件では，

CYP2C6 に対する阻害効果が最も高かった（Fig.

5)．
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Fig. 4 Effect of nobiletin (NBL) in vitro on hepatic EROD activity of pregnant rats

(GD20) exposed to TCDD (1 mg/kg at GD15).

EROD activity in the S9 is used as index of the induction of CYP1A1. S9

samples of 5 rats of control and TCDD-treated group were pooled and

subjected to the assay, respectively. Each value represents themean± S.D. of

triplicate assays. Significantly different from TCDD (-) group : ＊＊＊, p ＜

0.001. Significantly different from {TCDD (+), NOB concentration 0 mM}

group : †††, p＜ 0.001.



考 察

本研究では，TCDD妊娠期低用量暴露した母

ラットの肝臓の P450 活性を比較し，それへのノ

ビレチンの影響について検討した．P450 分子種

のなかでも CYP1A1 の活性がTCDD曝露によっ

て著しく誘導されることが示された（Fig. 2）．

TCDD による CYP1A の誘導については広く知

られており，AhR活性化を介したそのメカニズ

ムについても考察されている3)44)．また，ラット

肝においてTCDDによる誘導は CYP1A2 に比べ

て CYP1A1がより強く誘導されることがわかっ

ている45)．TCDDと同じダイオキシン類であり，

油症原因物質である 2,3,4,7,8-pentachlor -

odibenzofuranがラット CYP1A2 に対して高親和

性で結合していることが当研究室の先行研究に

よって示されており46)，TCDD についても

CYP1A2 と結合することでその活性を抑制する

作用を持つことが認められている47)．本研究で

は，western blottingによるタンパク質レベルの

変動を確認していないが，TCDD低用量曝露に

よっても，CYP1A2が誘導されている可能性は否

めない．しかし，誘導されると同時に TCDDと

の結合による活性阻害も起こっているとすれば，
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Fig. 5 Effect of nobiletin (NBL) in vitro on hepatic CYP1A2, 2C6 and 3A activity of

pregnant rats (GD20) exposed to TCDD (1 mg/kg at GD15).

TCDD (-) group was treated with corn oil at GD15. S9 samples of 5 rats were

pooled and subjected to the assay. Each value represents the mean ± S.D. of

triplicate assays. Significantly different from TCDD (-) group : ＊, p ＜

0.05 ; ＊＊, p＜ 0.01 ; ＊＊＊, p＜ 0.001. Significantly different from {TCDD (+),

NOB concentration 0 mM} group : †, p＜ 0.05 ; ††, p＜ 0.01 ; †††, p＜

0.001.



本研究の結果と矛盾しない．これらの要因により，

TCDD低用量曝露によって CYP1A2 活性は増加

傾向にとどまったと推定される（Fig. 3）．

さらに，TCDD低用量曝露によって CYP3A活

性の有意な誘導が確認された（Fig. 3）．当研究室

の先行研究において妊娠 15日目母体への TCDD

（1 mg/kg）投与により CYP3A1 mRNA レベルの

GD17，GD18の母親では増加傾向，GD19 の胎児

では有意な増加が認められている18)．そのため，

本研究の結果は先行研究の結果と矛盾しない．

次いで，TCDDによって CYP2C6 活性の有意

な上昇が示された（Fig. 3）．CYP2C サブファミ

リーについては，これまでに TCDD を含む

aromatic hydrocarbonsによる抑制は分かってい

たが48)49)，誘導については，筆者が知る限り報告

されておらず，本研究によってはじめて CYP2C6

の TCDDによる誘導の可能性が示唆された．な

お，本研究では，CYP1A2特異的な luciferin-ME

と CYP2C6特異的な luciferin-H を用いた結果を

基に，それぞれを CYP1A2 および CYP2C6 活性

として取り扱った．TCDD 母体暴露による

luciferin-ME代謝活性への影響が上昇傾向にと

どまり，luciferin-H代謝活性の上昇が有意である

ことから CYP1A2 による活性上昇と CYP2C6 の

誘導が示唆されたとの観点で考察を加えている．

但し，luciferin-H は CYP2C6 に次いで CYP1A2

により代謝を受けることから，CYP1A2 および

CYP2C6 の誘導については今後mRNA レベルや

タンパク質レベルで精査する必要があろう．

前述の通り，当研究室での先行研究により，母

体への TCDD低用量曝露によって母体でのコル

チコステロンレベル，胎児での GH産生が低下す

ることが明 ら か にされている18)．ラ ッ ト

CYP3A1/2 mRNA レベルの下垂体切除による増

加，GH 添加による減少は報告されており50)，

CYP2C6は GHによってmRNA とタンパク質レ

ベルで抑制されることがわかっている51)．よっ

て，妊娠母体への TCDD低用量曝露によって母

体でのコルチコステロンレベルの低下が生じてい

るとすれば，胎児のみならず母体での GH産生に

ついても低下していると推定される．それにより

CYP3A及び 2C6がアップレギュレーションされ

た可能性が考察できる．ただし，ラットのグルコ

コルチコイドであるコルチコステロンレベルは

GD15 に TCDD（1 mg/kg）母体曝露後GD18 では

母体で低下が認められているが，GD19では有意

な変動はない18)．本研究では，P450 分子種の

マーカー活性を調べたが，今後，P450 のタンパク

質発現レベルについても検討することが望まれる．

また，妊娠母体への TCDD低用量曝露による母

体での GHへの影響の研究は，現時点では不十分

であるため，今後，母体における GHレベルの変

動についても検討が望まれる．よって，母体肝で

の CYP3A 及び 2C6 活性上昇の機構に関する考

察は，仮説にとどまる．

次に，Fig. 4及び 5 より，TCDD低用量曝露し

た妊娠母体肝において誘導された CYP1A1，1A2，

2C6及び 3Aはノビレチンによって有意に阻害さ

れることが示された．また，活性を有意に阻害で

きるノビレチン濃度はそれぞれ異なるが ,基質濃

度を Km を基に設定していることを考慮すると

基質濃度の 1/30 の濃度でも有意な阻害が確認さ

れた CYP2C6がノビレチンによる阻害効果が最

も高いことが示唆された．ノビレチンは P450 に

よる酸化によって，4ʼ-OH，7-OH，6-OH，3ʼ，

4ʼ-diOH及び 6，7-diOHに代謝される17)．ラット

では，4ʼ-OH代謝には CYP2C11 の寄与が最も大

きく，次いで CYP1A1 が主として関与してい

る17)．また，7-OH 生成に対しても CYP2C11 の

寄与が特出して大きく，次いで CYP3A1 及び

3A2が関与している17)．さらに，6-OH生成には

CYP2C11，2D1，3A1及び 3A2がほぼ同程度の寄

与で関与している17)．ラットでは 4ʼ-OH が主要

代謝物であることを考慮しても，ラットにおいて

ノビレチン代謝への寄与が大きい P450 分子種は

CYP2C11 である と 推察される17)．ラ ッ ト

CYP2C 分子種のうち，CYP2C11は雄に特異的，

CYP2C12が雌に特異的である一方で，本研究に

おいて検討を行った CYP2C6 については性差が

ない52)．CYP2C6 については先に示したノビレ

チンの代謝寄与について検討されていないが，雌

に特異的である CYP2C12はほとんどノビレチン

代謝に関与していないことから17)，本検討で用い

たラットの雌においては CYP2C6 が CYP2C11

に代わりノビレチンの酸化的代謝に関与している

可能性が考えられる．このことから，本研究で検

討した CYP1A1，1A2，2C6及び 3A の分子種の

うち，CYP2C6 が最もノビレチンによる阻害作用
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が高かったことは過去の研究を考慮しても矛盾し

ない．

また，CYP1A1はベンゾ[a]ピレンや 7,12-ジ

メチルベンズアントラセン，2-amino-1-met -

hyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine（PhIP）な

どの発がん物質への代謝に関与している53)54)．

よって，TCDD により誘導された CYP1A1 活性

に対するノビレチンの阻害（Fig. 4）は発がんリ

スクの抑制に有効であることが示唆される．さら

に，現段階では仮説にとどまるが，先に述べた通

りコルチコステロン代謝に CYP1A2が関与して

いる可能性を考慮すると，ノビレチンによる

CYP1A2 活性の抑制は胎児における成長障害の

改善につながることが期待される．

さらに CYP2C6はラットに特異的に発現する

酵素であり，ヒトアイソフォームでは CYP2C9

に対応する．CYP2C6 の役割の一つにはアラキ

ドン酸代謝がある．アラキドン酸はω-6多価不

飽和脂肪酸であり，シクロオキシゲナーゼ，リポ

キシゲナーゼ，P450 によって代謝される．ラッ

トでの P450 による代謝には主に CYP2C11，2C6，

1A1及び 1A2が関係しており，エポキシ化また

はヒドロキシ化によってエポキシエイコサトリエ

ン酸（EET）またはヒドロキシエイコサテトラエ

ン酸（HETE）に代謝される55)．CYP2C6 は

mid-chain（m）HETEを 48.3％，EETを 29.4％

生成する55)．mHETEの中でも特に 12位が水酸

化された 12-HETE の産生が一番多く，12-

HETEは炎症促進作用，アテローム性動脈硬化症

の発生，腫瘍細胞のアポトーシスの抑制，血管新

生，増殖の促進などに関わっている56)~59)．この

ことから，CYP2C6 活性の増加は細胞へ悪影響を

もたらす mHETEの産生につながり，ノビレチ

ンはその毒性に対する改善効果を示すことが予想

される．これまでに TCDDによる HETE量変動

への影響はHETE種全体，18，19，20-HETEの

増加については検討されているが60)~62)，TCDD

による 12-HETEの変動については未だ情報が不

十分である．そのため，CYP2C6 によるアラキド

ン酸代謝を介した毒性発現については，今後検討

の余地があると考えられる．

結 論

TCDD低用量曝露母体肝臓では多種の P450 に

よる薬物代謝活性の増加が確認されたため，それ

による内因性の生理活性物質の変動や発がん物質

の代謝活性化等が起こり得ると推察された．ノビ

レチンには，in vitroで CYP1A1，1A2，2C6及び

3A 活性の阻害効果が確認された．これにより，

ノビレチンが TCDDにより誘導された P450 活

性を抑制することで，代謝酵素活性上昇に起因す

る種々の毒性に対する防御策になり得ると期待さ

れ，今後 in vivoでのダイオキシン次世代毒性へ

の効果検証が望まれる．
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2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxinによる

出生児の性未成熟の機構解析：

ゴナドトロピン放出ホルモン神経への影響

1)九州大学大学院薬学研究院 分子衛生薬学分野
2)九州大学大学院薬学研究院 細胞生物薬学分野

西 田 恭 子1)，武 田 知 起1)，山 田 英 之1)，石 井 祐 次1)2)

Mechanism Whereby Maternal Exposure to Dioxin Causes

Sexual Immaturity of the Offspring : Effects on Neurons

Secreting Gonadotropin-Releasing Hormone

Kyoko NISHIDA1), Tomoki TAKEDA1), Hideyuki YAMADA1) and Yuji ISHII1)2)

1)
Laboratory of Molecular Life Sciences, Graduate School of Pharmaceutical Sciences,

Kyushu University
2)

Division of Pharmaceutical Cell Biology, Graduate School of Pharmaceutical Sciences,

Kyushu University

Abstract

Our previous studies have revealed thatmaternal exposure to 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin

(TCDD) attenuates the hypothalamic biosynthesis of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) in male

offspring, thereby imprinting sexual immaturity. To clarify the mechanisms underlying such

reductions in GnRH, we examined the effects of TCDD on the number and/or form of GnRH neurons.

Maternal exposure to TCDDwas found to have little effect on the number or location of GnRH neurons

in male offspring at gestational day 20 (GD20), postnatal day 4 (PND4), PND7, PND14, or PND28.

However, maternal exposure to TCDD was observed to attenuate the number of bipolar GnRH

neurons in the male offspring at PND14 and PND28, although no similar effect was observed for

unipolar neurons. Furthermore, we detected no obvious effect of TCDD on the axonal length of GnRH

neurons. These findings indicate that TCDD reduces the number of bipolar GnRH neurons beginning

at PND14when it causes GnRH attenuation. TCDDmay thus elicit the attenuation of GnRH neurons in

a bipolar neuron-selective manner.

Key words : Dioxin, GnRH neuron, LHRH, next generation, hypothalamus

は じ め に

妊娠期母体が，比較的低用量のダイオキシンに

曝露することによって，出生児に成長遅延や性特

異的行動障害などの様々な発育障害を惹起する1)．

カネミ油症の被害者追跡調査や出生コホート研究

からも，ダイオキシンがヒトこどもの発達に及ぼ

す影響が懸念され2)3)，早期の治療・予防法の確立

が待たれている．そのためにも，この毒性発現機

構の解明が必要である．

一般に，ダイオキシン毒性には，受容体型転写

因子である芳香族炭化水素受容体（aryl hydro-

carbon receptor ;AHR）が重要な役割を演じるこ

とが明らかにされている4)~6)．すなわち，AHR
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はダイオキシンとの結合により核内に移行し，

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への結合を介して，これらの発現を変動

させる．変動遺伝子は数百種類も存在し7)~9)，こ

れらが複合的に毒性に寄与すると考えられている．

妊娠期のダイオキシン曝露は，出生児に交尾行動

障害などの性未成熟を惹起する1)．これらは低用

量で発現し，一生涯にわたって影響が定着するた

め問題である．筆者らはこれまでの一連の研究に

よって，2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin

（TCDD ; 1 mg/kg，経口）の妊娠ラットへの曝露

が，出生前後の児の luteinizing hormone（LH）の

合成を低下させ，これを起点として成長後に交尾

行動が障害されること実証している10)11)．これ

らの影響は，AHR を介して引き起こされること，

また，AHR が性的二型性に必要不可欠なもので

あることも報告している12)．さらに，上記の障害

は視床下部より分泌される神経ペプチドホルモン

である gonadotropin-releasing hormone（GnRH）

の合成抑制が成長後にまで定着するためであるこ

とも見出した13)．しかし，GnRH発現低下が固定

化する原因は不明である．

GnRHニューロンは，鼻板で発生し脳内を遊走

することで，胎生後期には視床下部に到達する14)．

また，出生後より軸索成長やシナプス増加などの

形態学的な変化が始まるが，GnRHが生体で明確

な役割を担うと考えられているのは思春期（4〜6

週齢）以降である15)16)．TCDD依存的な GnRH

発現低下は，出生後早期より出現することから，

胎生後期から新生児期の GnRHニューロンの発

生，遊走および軸索成長などの初期成熟過程に及

ぼす影響が想定される．そこで本研究では，組織

免疫染色法を用いた細胞レベルでの解析を行うこ

とで，TCDDが胎児期から思春離乳期にかけての

雄児の GnRHニューロンに与える影響を検討し

た．

実 験 方 法

1．動物実験

本研究における動物実験は，九州大学動物実験

委員会および遺伝子組換え実験安全委員会による

実験計画の承認を受けた上で実施した．雌雄の

Wistar系ラットを一晩交配し，翌朝膣内に精子

が確認された場合，その日を妊娠 0日目とした．

妊娠 15日目に，TCDD（1mg/kg/2mLコーン油）

を単回経口投与した．対照群には，コーン油のみ

を投与した．胎生 20日（GD20）の雄児は母体か

ら摘出したのち，頭部を切除してパラホルムアル

デヒドに浸し，固定を行った．10〜30％のスク

ロース溶液（in 0.1 M PBS）で置換したのち，脳

を OCT compoundで包埋し，−80℃にて凍結保

存した．生後 4日（PND4），PND7，PND14 およ

び PND28の雄児はパラホルムアルデヒド（4％ in

0.1 M PBS）にて灌流固定した．4℃のパラホル

ムアルデヒド（4％ in 0.1M PBS）中で 1〜2日浸

したのち，同様にスクロース置換ならび包埋を

行った．

2．免疫染色

⑴ 脳切片の作製

脳の凍結ブロックを背側から腹側に向かって冠

状面を削り出したのち，連続して薄切した．脳切

片は適切な大きさのプレート内に一枚ずついれ，

各穴に 50 mM PBS を 1 mL 入れたのち，室温に

出し不要なOCT compoundを溶かした．

⑵ GnRH単染色

⑴によって得られた脳切片は，50 mM PBS で

15 分間× 3 回洗浄したのち，10％ normal goat

serum（NGS）中で 37℃ 30 分間静置した．次に，

50 mM PBS で 5 分間× 3回洗浄し，一次抗体液

中で 4℃ 60時間静置した．その後，50 mM PBS

で 10 分間× 3回洗浄し，二次抗体液中で 25℃ 2

時間静置した．再度，50 mM PBS で 10 分間× 3

回洗浄したのち，脳切片をスライドガラスに貼り

つけた．作製したスライドガラスを共焦点レー

ザー顕微鏡 LSM700（Carl Zeiss）を用いて観察し

た．画像取得のためのソフトウェアは ZEN 2011

Black edition（Carl Zeiss）を用いた．使用した抗

体の希釈倍率は以下の通りである．

一次抗体：Anti-LHRH antibody（1 I.U./ 1 L）

を 1％ NGS にて 400倍希釈．

二次抗体：Anti-Rabbit IgG, Alexa Fluor 647

conjugateを 1％ NGSにて 200倍希釈．

⑶ 多重染色

GnRH 単染色の二次抗体液の組成に，さらに

anti-neuronal nuclei（NeuN）Alexa Fluor 488

（100倍希釈）および 4ʼ,6-diamidino-2-phenylin-
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dole（DAPI）solution（1,000倍希釈）を加えたも

のを二次抗体液として用いた．二次抗体液以外は，

⑵に記載した操作および条件と同様に行った．

実 験 結 果

検討に先立ち，幼若ラットの脳において GnRH

ニューロンが検出できることを確認するため，

GnRH 抗体に加えてニューロンマーカーである

NeuN抗体および細胞核マーカーである DAPIの

多重染色を行った．PND7雄児での検討の結果，

GnRHと NeuNの陽性領域が完全にマージし，こ

れが GnRHニューロンであることが確認できた

（Fig. 1A)．さらに，本手法では，細胞体から出る

主な突起が 2 本の双極性ニューロンと（Fig. 1B)，

1 本のみの単極性ニューロン（Fig. 1C）というそ

れぞれ形態の異なる GnRHニューロンが明確に

分離可能であることも確認した．そこで，TCDD

母体曝露が胎児ならびに出生雄児の GnRH

ニューロンの発達（＝発生，遊走，形態および軸

索長）に影響を及ぼすか否かを検討した．GnRH

ニューロンが比較的高密度で分布する organum

vasculosum lamina terminalis（OVLT）を中心に

1.28 mm四方の領域で検討を行った．GD 20 か

ら PND 28 にかけて切片ごとの GnRH 陽性細胞

数を計測した結果を Fig. 2 に示す．グラフの縦

軸が測定領域に含まれる細胞数，横軸が OVLT

からの距離について吻側を負，尾側を正として示

す．GnRHニューロンは吻側にある嗅球から視床

下部がある尾側方向に遊走するため，遊走不良が

起きた場合は分布が吻側にずれる．検討の結果，

PND28の OVLT + 200 mm では総細胞数が減少

する傾向が見られたが，いずれの日齢においても

両群のグラフの形がよく一致していることが確認

された（Fig. 2）．従って，少なくともTCDDは発

達児における GnRHニューロンの発生や遊走に

は影響は小さいことが明らかになった．

一方，PND7 から PND28にかけて単極性およ

び双極性それぞれのニューロン数を計測した．そ

の結果，PND14 では OVLT + 200 mm 付近の

ニューロン局在領域で TCDD 依存的な双極性

ニューロンの減少ないし減少傾向が認められた

（Fig. 3）．単極性ニューロンには有意な影響は観

察されなかった（Fig. 3）．さらに，これらの傾向

はニューロン成熟が完了する PND28 でも継続し

た（Fig. 3）．なお，TCDDはGnRHニューロンの

軸索長には影響を及ぼさなかった（Fig. 4）．これ

らの結果から，TCDD母体曝露は雄児における

GnRHニューロンの遊走や軸索伸張には影響を及

ぼさないが，出生後に双極性ニューロン数を減少

させることが明らかになった.

考 察

本研究では，GD15 の母ラットへの 1 mg/kg

TCDD単回投与が，発達期の GnRH神経成熟に

及ぼす影響を検討した．雄児の GnRHニューロ

ンの数や形態に及ぼす影響を解析した結果，

PND14 ならびに PND28 では双極性 GnRH

ニューロンが有意に減少することが明らかになっ

た．胎児期から新生児期の性ステロイド刺激は，

軸索成長やシナプス形成などの形態的な成熟化に

も重要であるため17)18)，本研究の知見と成熟期に

見られる形態異常は共に性ステロイド合成低下に

よって生起する可能性がある．今後，性ステロイ

ド刺激との関連性を追求し，GnRH ニューロンの

成熟過程への影響を明確にすることが重要である．

GnRH プロモーターに enhanced green fluores-

cent protein（EGFP）を連結した遺伝子を導入し

た GnRH-EGFP ラットでは，思春期前の EGFP

発現が低い時期は単極性ニューロンの比率が高い

が，GnRH発現が高まる思春期にはEGFP陽性の

双極性ニューロンが高比率で検出される19)．

従って，双極性ニューロンの方が恒常的に GnRH

プロモーター活性が高いために，これの減少が

GnRH発現低下に関与する可能性が考えられる．

双極性 GnRHニューロンの有意な減少が認めら

れたのは，OVLTから尾側に 200 mmのニューロ

ン局在領域に限定された．OVLTには血液脳関

門が存在しないため，OVLT 近辺の GnRH

ニューロンは末梢からの刺激を受けやすく，他領

域のニューロンよりもスパインの分枝構造が複雑

であると言う20)．また，GnRH ニューロンは，

g-aminobutylic acid（GABA）およびセロトニン

などの神経伝達物質の制御を受けることが知られ

ている21)22)．ダイオキシンは GABA ニューロン

を標的として性分化を障害する可能性23)，ならび

に母マウスへの TCDD曝露によって児のセロト

ニン陽性細胞数が減少することが報告されてい

る24)．これらを総合すると，TCDDによる発達
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Fig. 1 Detection of GnRH neurons in the male offspring at PND 7 using an

immunofluorescence

(A) Each confocal image (× 40) is as follows : GnRH (red), NeuN (green)

and DAPI (blue). Panels (B) and (C) represent the bipolar and unipolar

neuron, respectively. Scale bar : 20 mm.

Fig. 2 Little effect of maternal exposure to TCDD on the number and location of GnRH neurons in the male

offspring at GD20, PND4, PND7, PND14 and PND28.

Pregnant dams were exposed to TCDD (1 mg/kg, orally) at GD15, and brain sections of themale offspring

were immunostained for detection of GnRH neurons. Each plot represents themean± S.E.M. of 3-6male

offspring which were removed (born) from different dams. Scale bar : 100 mm. Abbreviations used :

OVLT, organum vasculosum lamina terminalis ; POA, preoptic area.



期の性ステロイドや GABA およびセロトニンな

どの GnRH神経成熟に関わる因子の発現を抑制

し，双極性ニューロンへの成熟化を障害する可能

性が想定される．GnRHニューロンの発達障害の

実態を明らかにするため，引き続き性ステロイド

や神経伝達物質との相互作用とこれに対する

TCDDの影響を検証することが重要であろう．

結 論

胎生期から離乳期にかけての雄児脳を対象とし

て，GnRH抗体を用いて組織免疫染色を行った結

果，TCDD母体曝露によって生後 14日目および

28 日目の雄児において双極性 GnRHニューロン

数が有意に減少することが明らかになった．一方，

胎生期においては目立った影響は観察されず，

GnRH ニューロンの分布や軸索長についても

TCDDによる変化は認められなかった．これら

の結果から，TCDD胎児期曝露によって出生後に

起こる GnRH 発現低下には，双極性 GnRH

ニューロンの選択的な減少が寄与する可能性が見

出された．
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Fig. 3 Effect of maternal exposure to TCDD on the number of bipolar and unipolar GnRH neurons in the male

offspring at PND7, PND14 and PND28.

The number of bipolar and unipolar neurons was counted per section. Each plot represents themean± S.

E.M. of 3-6 male offspring which were born from different dams. Significantly different from the

control : ＊p＜ 0.05.

Fig. 4 Failure of the effect of TCDD on the axonal

length of GnRH neurons.

The length of GnRH neuronal axon of the male

offspring at PND14 were measured using 3D

images of immunofluorescence. Each bar repre-

sents the mean ± S.E.M. of 3 male offspring

which were born from different dams.
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Abstract

In this study, we investigated the effect of cinnamon on rats treated with benzo [a]pyrene. The

investigations were performed using quantitative threshold evaluations with three different sensory

stimuli at 5 Hz, 250 Hz, and 2,000 Hz, by measuring oxidative stress/antioxidants, and using Western

blotting for components of the associated pathways. We found that no significant threshold change

could be observed after a single dose of electrical stimulation frequencies of 5 Hz and 250 Hz during

benzo[a]pyrene acute poisoning in rats. The electrical stimulation frequency of 2,000 Hz resulted in an

increase in the sensory threshold of benzo [a] pyrene-treated rats. However, this increase in the

threshold tended to be suppressed by the administration of cinnamon. A significant improvement in

the oxidative stress state was observed among the cinnamon-treated rats compared with the benzo[a]

pyrene-treated rats. The western blot analysis revealed that the decreased expression of

myelin-associated glycoprotein (MAG) and the increased expression of cytochrome P450 (P450) 1A1

(CYP1A1) in the benzo [a] pyrene-treated rats were inhibited and increased upon cinnamon

administration, respectively. However, there was no significant difference between the groups in

terms of the expression of myelin basic protein (MBP). Administration of 3 mg/kg cinnamon, which

was effective in benzo[a]pyrene single dose rats, slightly improved the sensory threshold, oxidative

stress state, CYP1A1, MBP, and MAG protein expression in the rats exposed to benzo[a]pyrene for 2

weeks, but with no significant difference. These results indicate that the administration of benzo[a]

pyrenemay lead to paresthesia by causing demyelination due to its toxicity on Ab fibers that transmit
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tactile and pressure sensations. In addition, the administration of cinnamon may also improve

paresthesia by suppressing AHR activation and oxidative stress. However, it has been suggested that

the effective intake concentration and duration of exposure to cinnamon may differ depending on the

duration of exposure to benzo[a]pyrene.

Key words : benzo[a]pyrene, sensory threshold, cinnamon, arylhydrocarbon receptor

は じ め に

ダイオキシン類化合物による複合中毒であるカ

ネミ油症患者は，現在でも様々な後遺症で苦しん

でいる1)．特に，一部の患者では末梢の感覚鈍麻

やしびれ感，自律神経失調症等の末梢神経障害お

よび中枢神経障害等が報告されている2)~4)．近

年，ベンゾピレン（ダイオキシン類似化合物）を

用いた動物実験の結果，ベンゾピレン投与ラット

で末梢のしびれ感等に関連する Ab神経線維の伝

導速度が低下していることが確認された．Ab線

維の伝導速度の緩徐化は，末梢のしびれ感と関係

が有ると報告されている5)．ベンゾピレンの様な

ダイオキシン類の毒性の大半は，芳香族炭化水素

受容体（arylhydrocarbon receptor， 以下 AHR)

を介して発揮されることが報告されている．また，

Uchiら6)はその AHRの活性を様々な植物成分や

生薬で抑制させることが出来ると報告している．

特に，ケイヒの主成分であるシンナムアルデヒド

が AHR活性を阻害するとともに，抗酸化ストレ

ス作用を発揮することが明らかになっている．近

年我々は，ベンゾピレン投与ラットにケイヒを投

与してその効果を検討した結果，ケイヒの投与が

ベンゾピレン投与ラットの感覚異常を改善させる

可能性を確認した．しかし，そのケイヒの効果や

メカニズムはまだ明らかではない．そこで本実験

では，ベンゾピレン単回投与によるベンゾピレン

急性中毒ラットとベンゾピレンを 2週間連続暴露

させたラットにケイヒを投与し，5 Hz，250 Hz，

2,000 Hzの正弦波感覚刺激による定量的閾値評

価法，酸化ストレス・抗酸化力測定法, Western

blot法を用いて，ベンゾピレン投与ラットの感覚

異常に対するケイヒの効果を，より明確にするこ

とを目的とした．

実 験 方 法

1．実験動物

実験動物には，ホルモンの影響を排除するため，

Wistar系雄性ラット（5週齢）を用いて①コーン

オイル単回投与後蒸留水投与（CD）群，②ベンゾ

ピレン単回投与後蒸留水投与（Benz1）群，③ベン

ゾピレン単回投与後 1 mg/kg ケイヒ投与

（Benz11CNM）群，④ベンゾピレン単回投与後 3

mg/kgケイヒ投与（Benz13CNM）群，⑤ベンゾ

ピレン 2週間連続投与後蒸留水投与（Benz2）群，

⑥ベンゾピレン 2週間連続投与後 3 mg/kgケイ

ヒ投与（Benz23CNM）群に分け，ベンゾピレン投

与ラットに対するケイヒの効果を調べた．ラット

は市販の飼料（CE-2,日本クレア）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

暗のコントロールをし，室温 25.0℃，湿度 55±

5％の条件下で飼育した．

（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

18-10）を得て行った．3種混合麻酔薬の全身麻酔

下で心臓から採血後 ,左右の坐骨神経を採集し，

その後，過量の 3種混合麻酔薬を腹腔内に追加投

与後，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．試薬の投与

ベンゾピレン（Benzo[a]pyrene）は富士フイル

ム和光純薬㈱から購入した．ケイヒはスリランカ

産のオーガニックシナモンを使用した．コーンオ

イルとベンゾピレン単回投与群には，経口投与器

を用いて，コーンオイルと 30mg/kg ベンゾピレ

ンを 1回 500 m0ずつ胃に直接投与した．ベンゾ

ピレン 2週間連続投与群に対しては，500 m0ずつ

2週間連続して胃に直接投与した．コーンオイル

とベンゾピレン投与 1 日後又は 2 週間後から，
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コーンオイルとベンゾピレン投与群には蒸留水を，

ケイヒ投与群には 1 mgと 3 mg/kgのケイヒを，

それぞれ経口投与器を用いて 500 m0ずつ，2週間

胃に直接投与した．

3．感覚閾値の測定

時間的経過による感覚の変化は小動物用電気刺

激装置（STG2000バイオリサーチセンター）を用

いて電気刺激による感覚閾値を測定した．ラット

は拘束装置に入れ，一定時間放置し，ラットが環

境に慣れた頃合いをみて開始した．周波数 5 Hz，

250 Hz，2,000 Hzの正弦波電機刺激を覚醒下の

ラット右後肢足底部に与え，刺激を与えてから

ラットの逃避反応が観察された時点までの時間を

計測し，p-clamp ソフトウエア（Axon Instru-

ment社製）で，刺激時間から刺激強度（mA）を換

算した.

4．酸化ストレス・抗酸化力測定と CYP1A1，

MBP，MAGタンパク質の測定

最終日の行動実験実施後，直ちに 3種混合麻酔

薬を用いてラットを麻酔し，心臓からは採血，左

右足からは坐骨神経を採集し，血液は 4℃，坐骨

神経は-80℃に凍結した．血液試料は遠心分離し，

取り出した血清を用いて，採血後 72時間以内に

酸化ストレスと抗酸化力の測定を行った．測定機

器はフリーラジカル解析装置 FREE CARRIO

DUO（WISMERLL杜）を用いた．測定キットは，

酸化ストレスの測定に d-ROMsテスト（正常範

囲：200 から 300U. CARR）（Diacron社製），抗酸

化力の測定にBAPテスト（最適値：2,200 mM/L

以上)(Diacron社製)を使用した．d-ROMsテス

トでは，pH4.8の酢酸緩衝液キュベットを 37℃

まで加温し，保温したキュベットに血清 20 m0を

入れた後，呈色液クロモゲン（N，N ジエチエル

パラフェニレンジアミン）を 20 m0入れ混合し，

光度計に入れて活性酸素・フリーラジカルによる

代謝物であるヒドロペルオキシドの量を測定した．

単位はU. CARRが用いられ，1 U. CARR＝ 0.08

mg/100 mlH2O2になる．BAP テストは，チオシ

アン酸塩誘導体を含む試薬入りのキュベットを

37℃まで加温する．次に三価鉄塩を含む試薬を

50 m0滴下，混合し赤く呈色させる．その後光度

計で三価鉄イオン濃度を測定後，三価鉄イオンが

呈色している試薬に血清を 10 m0入れて混合する

と血清中の抗酸化物質の作用で二価鉄イオンに還

元され，脱色される．その色の変化を光度計で計

測し，血清の還元力を評価した．

凍結したラットの坐骨神経は解凍後，T-PER

Tissue Protein Extraction Reagent（Thermo

Fisher Scientific）を用いてタンパク質を抽出した．

得られたタンパク質抽出液は cytochrome P450

（P450）1A1（CYP1A1, Santa Cruz Biotechnolo-

gy），myelin basic protein（MBP, Cosmo Bio），

myelin-associated glycoprotein（MAG, Cosmo

Bio），2ʼ3ʼ-cyclic nucleotide 3ʼ-phosphodiesterase

（CNPase, GENETEX），b -Actin (Cell Signaling

Technology)の抗体を用いてタンパク質自動分析

装置 ,WES（Protein simple）により分離し分析を

実施した．

5．統計処理

感覚閾値の結果は，標準偏差（S.D.）で，酸化ス

トレス・抗酸化力とCYP1A1，MBP，MAGタン

パク質測定結果は平均±標準誤差（S.E.）でそれ

ぞれ算出した．各群間差は , 一元配置分散分析し

事後検定として Scheffe 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．

結 果

1．ベンゾピレン単回投与によるベンゾピレン

急性中毒ラットに対するケイヒの効果

1）感覚閾値の経時的変化

ベンゾピレン単回投与によるベンゾピレン急性

中毒ラットに対するケイヒの効果を，小動物用電

気刺激装置を用いた感覚閾値評価で測定した．そ

の結果，5Hzの電気刺激周波数による感覚閾値で

は，コーンオイル単回経口投与後蒸留水投与

（CD）群に対し，ベンゾピレン単回経口投与後蒸

留水投与（Benz1）群で 2週間後わずかな感覚閾

値の変化がみられたが，有意差は認められなかっ

た．また，ベンゾピレン単回経口投与後 1mg/kg，

3 mg/kg ケ イ ヒ 投 与（Benz11CNM，Benz13

CNM）群でも Benz1群と比較し有意な差は見ら

れなかった（Fig. 1A）．250Hzの電気刺激周波数

による感覚閾値に関しても，CD群，Benz1群，

Benz11CNM，Benz13CNM群共に投与 2週間後

でも群間の有意な感覚閾値の変化は見られなかっ
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た（Fig. 1B）．2000Hzの電気刺激周波数による感

覚閾値においては，CD群に対し，Benz1群で投

与 2週間後有意な感覚閾値の上昇が見られたが，

ケイヒ投与群ではその感覚閾値上昇の抑制が見ら

れた（Fig. 1C）．

2）酸化ストレス・抗酸化力に対する影響

ベンゾピレン単回投与とケイヒの投与が酸化ス

トレス度に及ぼす影響について検討した．その結

果，酸化ストレスに関しては，CD 群に対し，

Benz1群で酸化ストレスの増加傾向，ケイヒ投与

群ではその酸化ストレス増加の抑制がみられたが，

有意差は認められなかった（Fig. 2A）．抗酸化力

に関しては，CD群に対し，Benz1群で抗酸化力

の抑制傾向がみられたが，有意差は認められな

かった．しかし，ケイヒ投与群については，ベン

ゾピレンによる抗酸化力抑制が改善する傾向に

あったものの，有意差はなかった（Fig. 2B）．こ

れらの結果から酸化ストレス度を計算した結果が

Fig. 2Cである．BAP/d-ROMs≦ 12.5 の場合を

酸化ストレス状態とみなす．酸化ストレス度では，

Benz1群に対し，ケイヒ投与群で有意な酸化スト

レス状態の改善が見られた．

3）CYP1A1，MBP，MAGタンパク質の変化に

及ぼす影響

ベンゾピレン急性中毒ラットに対するケイヒの

効果のメカニズムを調べる為に取り出した坐骨神

経から CYP1A1（Fig. 3A），MBP（Fig. 3B），

MAG（Fig. 3C）タンパク質の変化を測定した．

AHRの標的遺伝子である CYP1A1 に関しては，

Benz1群において，CD群に比べ，CYP1A1タン

パク質の有意な発現増加が見られたが，ケイヒ投

与群においては，その発現増加の抑制傾向が見ら

申 敏 哲 ほか６名158

（100）

NS

*****

A B

C

A

C
N

Fig. 1 Effect of cinnamon in benzo [a]pyrene single dose rats by using quantitative threshold

evaluation

Sensory thresholds were measured with 5 Hz (A), 250 Hz (B), and 2,000 Hz (C) sine

electrostimulation. The four different electrostimulation frequencies that we used in this

study can stimulate Ab fibers (2,000 Hz), Ad fibers (250 Hz), and C fibers (5 Hz). DW,

Distilled water. Ben, benzo[a]pyrene. CNM, cinnamon. NS, no significant. ＊＊, P＜ 0.01.

＊＊＊, P＜ 0.001. Mean± S.D. n=6.



れた．また MBP，MAG タンパク質に関して，

MBP では群間有意な差は見られなかったが，

MAG タンパク質においては，Benz1群で CD群

より発現の低下がみられ，ケイヒ投与群において

その低下の抑制がみられた．

2．ベンゾピレン 2週間連続投与ラットに対す

るケイヒの効果

継続的なベンゾピレン暴露により発生する感覚

異常に対するケイヒの効果を，感覚刺激による定

量的閾値評価法，酸化ストレス・抗酸化力の測定

法，Western blot法で検討した．感覚閾値の経時

的変化の検討（Fig. 4A）では，ベンゾピレン単回

投与時と同様な結果が得られ，5Hz，250Hzの電

気刺激周波数では，各群有意な閾値の変化はみら

れなかった．また，2,000Hzの電気刺激周波数で

はベンゾピレン 2週間投与群（Benz2）で単回投

与時より 1.2倍程度の感覚閾値の有意な上昇がみ

られた．しかし，ベンゾピレン単回投与時に有効

であった 3 mg/kgケイヒの投与によって若干の

閾値上昇の抑制がみられたものの，有意差は認め

られなかった．酸化ストレス度（Fig. 4B），

CYP1A1，MBP，MAG タンパク質の発現（Fig.

4C）に対するケイヒの効果検討でも，若干の改善

傾向がみられたものの，有意な効果は認められな

かった．

考 察

本実験では，ベンゾピレン単回投与によるベン

ゾピレン急性中毒ラットに対するケイヒの効果を

電気刺激による感覚閾値の評価法を用いて検討し

た．その結果，5 Hzと 250 Hzの電気刺激を用い

た感覚閾値評価ではベンゾピレン単回投与後蒸留

水投与ラット群及びベンゾピレン単回投与後ケイ

ヒ投与ラット群共に有意な変化はみられなかった．

しかし，2,000Hzの電気刺激では，ベンゾピレン

単回投与後蒸留水投与ラット群で感覚閾値の上昇

がみられ，ベンゾピレン単回投与後ケイヒ投与
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Fig. 2 Effects of cinnamon on antioxidants and oxidative stress in benzo[a]pyrene single dose rats

The mean levels of serum d-ROMs (A), BAP (B), and Oxidant/antioxidant balance (C).

DW, Distilled water. Ben, benzo [a]pyrene. CNM, cinnamon. d-ROMs, Diacron reactive

oxygen metabolites. BAP, Biological antioxidant potential. NS, no significant. ＊＊, P ＜

0.01. Mean± S.E. n=6.



ラット群ではその感覚閾値上昇の抑制がみられた．

PCB，PCDF，dioxin等のダイオキシン類化合物

の複合中毒であるカネミ油症事件は，末梢神経障

害由来と考えられる感覚神経障害等が多く報告さ

れている．発症時には 39.1％であった自覚的感

覚異常をもつ患者が，約 30 年経過した近年では

患者の 59.4％に及ぶと報告されている7)．また，

古谷ら4)によるとカネミ油症患者には，感覚鈍麻

や神経のしびれ感などの末梢および中枢神経障害

が多く認められると報告している．末梢のしびれ

感は，Ab線維の伝導速度の緩徐化が関係してい

ると考えられ，近年我々はベンゾピレンが Ab神

経線維の伝導速度を低下させることを明らかにし

た5)．Ab神経線維は，2,000 Hz の電気刺激に

よって選択的に刺激することが出来ると植田ら8)

は報告しており，Koga ら9) はラットの DRGを用

いた実験で，2,000 Hz での刺激では Ab線維を，

5 Hzの刺激では主に C線維を選択的に刺激する

ことが出来ると報告している．これらの結果から，

本研究における 2,000 Hzの電気刺激による閾値

の上昇はベンゾピレンの毒性による Ab線維の異

常で発生した感覚異常である可能性が考えられる．

また，末梢神経の障害による感覚異常では，感覚

神経の伝導速度の遅延を認めることが多いとの報

告がある10)~12)．伝導速度遅延の原因の一つとし

て脱髄（脱ミエリン）が考えられる．一般に脱髄

とは神経細胞の軸索を取り巻く髄çには障害が生

じるが，中の軸索は保たれる現象である．脱髄性

病変による感覚障害の電気生理学的検討では，感

覚神経の伝導速度遅延が報告されている12)13)．

脱髄疾患は，神経を覆っているミエリンが消失し

（脱ミエリン化），神経信号がうまく伝達できなく

なるために四肢のしびれなど様々の神経症状が出

る原因不明の難病である．本研究では伝導速度の

遅延と脱ミエリンの関係を検討するためにMBP，

MAG タンパク質の発現を比較した結果，ベンゾ
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Fig. 3 Effects of cinnamon on the expression of CYP1A1, MBP, and MAG protein in benzo[a]

pyrene single dose rats

Themean levels of CYP1A1 (A), MBP (B), andMAG (C) protein expression. Thewhite bar

indicates application of benzo[a]pyrene. The gray bar indicates application of cinnamon.

CO, corn oil. DW, Distilled water. Ben, benzo [a] pyrene. CNM, cinnamon. CYP1A1,

cytochrome P450 (P450) 1A1. MBP, myelin basic protein. MAG, myelin-associated

glycoprotein. NS, no significant. ＊, P＜ 0.05. ＊＊, P＜ 0.01. Mean± S.E. n=6.



ピレン投与群でMAGタンパク質の有意な発現低

下がみられたが，ケイヒ投与群では発現低下の抑

制がみられた．Pronker ら14)によるとMAG は，

ミエリンçの形成と維持に重要なタンパク質であ

り，MAG遺伝子の変異は，脱髄疾患に関係する

と報告している．これらの結果から，ベンゾピレ

ン投与群における感覚閾値の上昇はベンゾピレン

の毒性により脱髄が起こることで，神経の伝導速

度が低下し，感覚閾値が上昇した可能性が考えら

れる．

本研究の結果，ケイヒの投与はベンゾピレン単

回投与後蒸留水投与群に対し，感覚閾値上昇の抑

制，酸化ストレス度の改善，CYP1A1 の発現増加

の抑制，MAGの発現低下を抑制させた．ダイオ

キシン類の毒性は，AHR を介して起こることと，

様々な植物成分や生薬がこの AHR活性を抑制す

ることが報告されている．特に，桂枝茯苓丸の生

薬の一つであるケイヒ，さらにその主成分である

シンナムアルデヒドが AHRの標的遺伝子である

CYP1A1タンパク質の発現を阻害するとともに，

抗酸化ストレス作用も持つことが明らかになって

いる6)．これらの結果は，AHRの活性化抑制と

抗酸化ストレス作用を持つケイヒはベンゾピレの

毒性により発生される AHRの活性化や酸化スト

レスを抑制させることを示唆している．

ダイオキシン類化合物の複合中毒で発生したカ
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Fig. 4 Effects of cinnamon on sensory thresholds (A), oxidative stress level (B), and CYP1A1,

MBP, andMAG protein expression (C) in the rats exposed to benzo[a]pyrene for 2 weeks

(A), Sensory threshold. (B), Antioxidants and oxidative stress state. (C), CYP1A1, MBP,

and MAG protein expression. The gray bar indicates application of benzo[a]pyrene. The

black bar indicates application of cinnamon. CO, corn oil. DW, Distilled water. Ben, benzo

[a]pyrene. CNM, cinnamon. NS, no significant. ＊, P＜ 0.05. ＊＊, P＜ 0.01. ＊＊＊, P＜

0.001. Mean± S.D. n=5.



ネミ油症患者の感覚異常は 30 年経過した近年で

も多く報告されているが，おそらくダイオキシン

類の長期暴露による慢性中毒の症状と考えられる．

本研究では生薬の一つであるケイヒがベンゾピレ

ン単回投与により発生した急性中毒には効果的で

有ることを確認したが，ベンゾピレン慢性中毒に

対する効果は不明であった為，ベンゾピレンを 2

週間連続暴露させたラットに対するケイヒの効果

も検討した．その結果，ベンゾピレン単回投与に

より発生した急性中毒に有効であった 3 mg/kg

ケイヒは，ベンゾピレン 2 週間連続して投与

（Benz2）することにより上昇した感覚閾値に対し，

若干の抑制効果が見られたものの，有意差は認め

られなかった．また，酸化ストレス度とCYP1A1，

MBP，MAGタンパク質の発現に対しても同様に，

若干の改善傾向がみられたものの有意な効果は認

められなかった．これらの結果から，AHRの活

性化抑制と抗酸化ストレス作用を持つケイヒは，

ベンゾピレ単回投与後の急性中毒により発生する

AHRの活性化や酸化ストレスを抑制させること

で，ベンゾピレンの毒性による脱髄を抑制させ，

神経異常を改善させるが，2週間連続して投与し

たことにより蓄積されたベンゾピレンの毒性に

よって発生する神経症状についてはその改善効果

が十分では無いことが示唆された．ケイヒなどの

生薬は，その効果が出るまで服用期間が長いこと

が多く，症状の程度に合わせて服用量を決めるこ

とが一般的である．従って，ベンゾピレンの暴露

期間，症状の程度に合わせてケイヒの投与濃度や

期間を検討する必要があると考えられる．

本研究の結果から，ベンゾピレン投与はその毒

性が AHR を介し，触・圧覚を伝える Ab線維に

作用することで脱髄（脱ミエリン）を起こし，感

覚異常等を発生させた可能性が示唆された．また，

抗酸化作用と AHR活性化の阻害作用があるケイ

ヒはベンゾピレンによる急性中毒の感覚異常の症

状改善に有効である可能性が示唆された．しかし，

ベンゾピレンの継続な暴露による中毒ではケイヒ

の投与濃度や期間を検討する必要があると考えら

れる．

結 論

本研究の結果から，抗酸化作用と AHR活性阻

害作用を持つケイヒ等の植物成分や生薬はダイオ

キシン類化合物による急性中毒で見られる感覚異

常等の症状改善に有効で有る可能性が示唆された．

しかし，ダイオキシン類の暴露期間により，同様

な摂取濃度や期間では有効ではない可能性が示唆

された．今後，更なる研究を通して，ダイオキシ

ン類の慢性中毒に対するケイヒの効果的な濃度や

服用期間を検討する必要がある．
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油症における末梢血 CD4陽性 T細胞亜集団に関する検討
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CD4 Positive T Lymphocyte Subpopulations

in Patients with Yusho
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2)
Department of Internal Medicine, Kitakyushu Wakasugi Hospital

Abstract

To investigate chronic immune effects of polychlorinated biphenyl (PCB) and 2,3,4,7,8-pentachlor-

odibenzofuran (PeCDF), CD4 positive T helper 0 (Th0), Th1 and Th2 cells in peripheral blood were

studied in 186 patients with Yusho and 31 control subjects in 2019. Significant relationships between

the concentrations of PCB in blood and the percentages of Th0 and Th2 cell subpopulation were

observed. However, there was no correlation between the blood 2,3,4,7,8-PeCDF levels and the

percentages of Th0, Th1 orTh2 cell subpopulation. The percentages of Th0 andTh2 cell subpopulation

were significantly increased in the Yusho patients with high PCB levels compared with those in the

subjects with low PCB levels. The percentages of Th2 cell subpopulation were significantly increased

in the Yusho patients with high 2,3,4,7,8-PeCDF levels comparedwith those in the subjects with low

2,3,4,7,8-PeCDF levels. We conclude that the percentages of Th0 and Th2 cell subpopulation

increase in the Yusho patients with high PCB levels, and itmay be associated with PCB levels in blood.

Key words : Yusho, Helper T lymphocyte subpopulation, PCB, 2,3,4,7,8-PeCDF

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− 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が，その

機構の詳細は未だ不明である3)．油症発生以来 50

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−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

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)．油症におけ

る免疫機能影響については，1996 年度福岡県油症

一斉検診において血中 PCB 濃度が高値の油症患

者に抗サイログロブリン抗体の出現を高頻度に認
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め油症患者における免疫機能の障害が推測され

た10)．そして，1997 年度の福岡県油症一斉検診

において免疫グロブリン IgA，IgG，IgMのいず

れか１分画以上の上昇を 40.0％に，自己抗体では

抗核抗体を 45.6％と高率に認め，油症において液

性免疫の障害を高頻度に認めることが報告されて

いる11)．

今回我々は，2019 年度福岡県油症一斉検診にお

いて細胞性免疫機能検査として末梢血 CD4陽性

T細胞の細胞内サイトカインを測定し，油症にお

ける細胞性免疫に対する慢性的影響について検討

した．

対象および方法

2019 年度福岡県油症一斉検診における 15歳以

上の受診者 225例中，細胞性免疫検査にアンケー

トにて同意が得られ，血中 2,3,4,7,8-pentach-

lorodibenzofuran（PeCDF）濃度の研究目的の使

用に同意が得られた 217例を対象者とした．

末梢血 CD4陽性 T 細胞の細胞内サイトカイン

の測定は抗ヒトマウスモノクローナル抗体を用い

フローサイトメトリー法により行った．細胞内サ

イトカインの産生は Phorbol 12-Myristate 13

Acetate（Sigma-Aldrich）および Ionomycin

（Sigma-Aldrich）により細胞を刺激した．細胞表

面染色は CD4-PC5（Immunotech）を用い，細胞

内サイトカイン interferon（IFN)-gおよび inter-

leukin（IL)-4 の染色は BD FastImmune Anti-

Human IFN-g FITC/IL-4 PE（BD Biosciences）

を用いて BD FACSCanto Ⅱフローサイトメー

ター（BD Biosciences）にて測定した．IFN-g産

生かつ IL-4産生細胞をTh0細胞，IFN-g産生か

つ IL-4非産生細胞をTh1細胞，IFN-g非産生か

つ IL-4産生細胞を Th2細胞として総 CD4陽性

細胞に対する比率で表した．

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行った．血中 PCB 濃度

は 2019 年度福岡県油症一斉検診において測定し

た 217例の測定値を用いて Th0細胞，Th1細胞

および Th2細胞亜集団との関連について検討し

た．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 2,3,4,7,8-PeCDF濃度は

2019 年度福岡県油症一斉検診に最も近い時期に

測定した 2016 年度 20例，2017 年度 59例，2018

年度 66例，2019 年度 72例の計 217例の測定値を

用いて Th0細胞，Th1細胞および Th2細胞亜集

団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 検定を用いた．

結 果

2019 年度福岡県油症一斉検診における 15歳以

上の受診者で細胞性免疫検査および血中

2,3,4,7,8-PeCDF濃度の研究目的の使用に同意

が得られた 217例の内訳は女性 125例，男性 92

例で，平均年齢は 65.2± 13.2（16〜92）歳であり，

油症患者 161例，油症患者（同居家族）25例，未

認定患者 31例であった．血中 PCB濃度と年齢の

間に有意の正の相関（r＝0.539，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＝0.434，P＜ 0.001）を認めた．

2019 年度福岡県油症一斉検診の受診者 217例

について血中 PCB 濃度と Th0細胞，Th1細胞お

よび Th2細胞との関連について検討した（Table

1）．血中 PCB 濃度と Th0細胞の間に弱いながら

も有意の正の相関（r＝0.151，P＜ 0.05）を，Th2

細胞との間にも弱いながらも有意の正の相関（r

＝0.141，P＜ 0.05）を認めた．血中 PCB濃度と

Th1細胞の間に相関をみなかった．

福岡県油症一斉検診受診者 217例について血中

PCB濃度上位 25％を PCB高濃度群，下位 25％を

PCB 低濃度群とし両群間の Th0細胞，Th1細胞

および Th2 細胞について検討した（Table 2）．

PCB高濃度群 54例の血中 PCB 濃度は 1.15 ppb

以上，平均血中 PCB 濃度は 1.95± 1.09 ppbで

あり，油症患者 51例，油症患者（同居家族）3例

であった．PCB 低濃度群 54例の血中 PCB 濃度

は 0.40 ppb以下，平均血中 PCB 濃度は 0.26±

0.08 ppbであり，未認定患者 16例，油症患者 30

例，油症患者（同居家族）8例であった．Th0細

胞は PCB 高濃度 2.0 ± 2.1％と PCB 低濃度群

1.3 ± 0.8％に比べ有意の上昇を認めた（P ＜

0.05）．Th1細胞は PCB高濃度群 24.7± 12.6％，

PCB 低濃度群 22.3± 9.8％であり，両群間に差

をみなかった．Th2細胞は PCB高濃度群 2.4±

1.5％と PCB 低濃度群 1.9± 0.7％に比べ有意の

上昇を認めた（P＜ 0.05）．
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Table 1 Correlation coefficients between helper T lymphocyte

subpopulation and PCB concentration in blood

r

Th0 cell (%) 0.151＊

Th1 cell (%) 0.050

Th2 cell (%) 0.141＊

＊P＜ 0.05．

Table 2 Th0, Th1 and Th2 cells in Yusho patients with high PCB concentration and

subjects with low PCB concentration

No.

PCB concentration

≧ 1.15 ppb

54

≦ 0.40 ppb

54

Th0 cell (%) 2.0± 2.1＊ 1.3± 0.8

Th1 cell (%) 24.7± 12.6 22.3± 9.8

Th2 cell (%) 2.4± 1.5＊ 1.9± 0.7

＊P＜ 0.05 vs. blood PCB concentration ≦ 0.40 ppb.

Table 3 Correlation coefficients between helper T lymphocyte

subpopulation and 2,3,4,7,8-PeCDF concentration in

blood

r

Th0 cell (%) 0.109

Th1 cell (%) 0.024

Th2 cell (%) 0.063

Table 4 Th0, Th1 and Th2 cells in Yusho patients with high 2,3,4,7,8-PeCDF

concentration and subjects with low 2,3,4,7,8-PeCDF concentration

No.

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

≧ 66.22 pg/g lipids

54

≦ 8.45 pg/ g lipids

54

Th0 cell (%) 1.9± 2.0 1.3± 0.9

Th1 cell (%) 23.8± 10.7 22.7± 9.7

Th2 cell (%) 2.8± 2.0＊ 2.0± 0.8

＊P ＜ 0.01 vs. blood 2,3,4,7,8-PeCDF concentration≦ 8.45 pg/g lipids.



2019 年度福岡県油症一斉検診の受診者 217例

について血中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度と Th0 細

胞，Th1細胞および Th2細胞との関連について

検討した（Table 3）．血中 2,3,4,7,8-PeCDF濃

度と Th0細胞，Th1細胞あるいは Th2細胞の間

に関連をみなかった．

福岡県油症一斉検診受診者 217例について血中

2,3,4,7,8-PeCDF 濃度上位 25％を2,3,4,7,8-

PeCDF高濃度群，下位 25％を2,3,4,7,8-PeCDF

低濃度群として両群間の Th0細胞，Th1細胞お

よび Th2 細胞について検討した（Table 4）．2,

3,4,7,8-PeCDF 高濃度群 54 例の血中2,3,4,7,

8-PeCDF濃度は 66.22 pg/g lipids以上，平均血

中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度は 205.36 ± 129.69

pg/g lipids であり，油症患者 54例であった．2,

3,4,7,8-PeCDF低濃度群 54例の血中 PCB 濃度

は 8.45 pg/g lipids 以下，平均血中2,3,4,7,8-

PeCDF 濃度は 5.80 ± 1.61 pg/g lipids であり，

油症患者 29例，油症患者（同居家族）9例，未認

定患者 16 例であった．Th0 細胞は2,3,4,7,8-

PeCDF 高 濃 度 群 1.9 ± 2.0％，2,3,4,7,8-

PeCDF低濃度群 1.3± 0.9％，Th1細胞は2,3,

4,7,8-PeCDF 高濃度群 23.8 ± 10.7％，2,3,

4,7,8-PeCDF低濃度群 22.7± 9.7％であり，両

群間に差をみなかった．Th2 細胞は2,3,4,7,8-

PeCDF 高濃 度群 2.8 ± 2.0％と 2,3,4,7,8-

PeCDF低濃度群 2.0± 0.8％に比べ有意の上昇

を認めた（P＜ 0.01）．

考 察

油症における免疫機能への影響については血中

PCB 濃度が高値の油症患者に抗サイログロブリ

ン抗体の出現を高頻度に認めることが報告されて

いる．油症発生 28年後の 1996 年の甲状腺機能検

査において，甲状腺ホルモンは血中 PCB濃度 3.0

ppb以上の PCB高濃度群と 3.0 ppb未満の PCB

低濃度群の間に差がみられなかったが，抗サイロ

グロブリン抗体を高濃度群の 19.5％と低濃度群

の 2.5％に比べ高頻度に認めた10)．そして，1997

年度福岡県油症一斉検診において免疫機能検査と

して免疫グロブリンおよび自己抗体を測定し，油

症患者において免疫グロブリン IgA，IgG，IgM

のいずれか１分画以上の上昇を 40.0％に，自己抗

体についてはリウマチ因子を 8.9％に，抗核抗体

を 45.6％と高率に認め，液性免疫を中心とする免

疫機能に対する慢性的影響が示唆された11)．さ

らに，2007 年度福岡県油症一斉検診において，血

中 2,3,4,7,8-PeCDF濃度と免疫グロブリン IgA

およびリウマチ因子との間に正の相関を，抗核抗

体を血中 2,3,4,7,8-PeCDF低濃度群に比べ高濃

度群に高頻度に認め，油症における免疫グロブリ

ン IgAおよびリウマチ因子の上昇，抗核抗体の出

現に 2,3,4,7,8-PeCDF が関与している可能性が

考えられ，液性免疫に対する 2,3,4,7,8-PeCDF

の慢性的影響が示唆された12)．また，油症におけ

るリンパ球亜集団への影響については 2008年度

福岡県油症一斉検診を受診した油症患者 156例に

ついて末梢血リンパ球亜集団を測定し，血中

2,3,4,7,8-PeCDF濃度との関連について報告さ

れている13)．血中 2,3,4,7,8-PeCDF濃度と末梢

血リンパ球数，CD4陽性細胞数の間に相関が認め

られ油症患者の末梢血リンパ球，CD4陽性細胞の

増加に 2,3,4,7,8-PeCDFの関与が示唆された．

また，血中 2,3,4,7,8-PeCDF濃度が高値の油症

患者において低値の油症患者に比べ末梢血リンパ

球，CD4陽性細胞の増加が認められ，細胞性免疫

に対する 2,3,4,7,8-PeCDFの慢性的影響が示唆

された．

Mosmann ら14)15) はマウス CD4陽性 T細胞が

産生されるサイトカインの違いにより Th1細胞

および Th2細胞の亜集団に分けられることを報

告した．ヒトにおいても Th1細胞および Th2細

胞の亜集団が認められ，ナイーブ CD4 陽性

（Th0）細胞が IFN-gや IL-2を産生する Th1細

胞，IL-4，IL-5，IL-13を産生する Th2細胞に分

化すると考えられている16)~18)．そして，Th1細

胞は T 細胞の活性化や細胞障害活性の増強によ

り細胞性免疫に，Th2細胞は B細胞の活性化によ

り液性免疫に関与すると考えられる．

2019 年度福岡県油症一斉検診の受診者につい

て PCB高濃度群では PCB 低濃度群に比べ Th0

細胞および Th2 細胞の上昇が，2,3,4,7,8-

PeCDF高濃度群では 2,3,4,7,8-PeCDF低濃度

群に比べ Th2 細胞の上昇が認められた．血中

PCB 濃度および血中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度が

高値の油症患者に認められる Th2細胞の上昇は，

これまで報告されてきた油症における免疫グロブ

リンの上昇や自己抗体の出現の原因となっている
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可能性も考えられる．そして，血中 PCB 濃度と

末梢血 Th0細胞，Th1細胞および Th2細胞亜集

団の関連について検討し，血中 PCB 濃度と Th0

細胞および Th2細胞との間に正の相関を認めた．

一方，血中 2,3,4,7,8-PeCDF濃度と Th0細胞，

Th1 細胞あるいは Th2 細胞の間に関連をみな

かった．油症における Th2細胞に対する慢性的

影響に PCBの関与が大きいことが示唆される．

油症発生 51 年後の 2019 年度福岡県油症一斉検

診受診者における末梢血 CD4陽性 T 細胞の細胞

内サイトカインを検討し，血中 PCB 濃度および

血中 2,3,4,7,8-PeCDF濃度が高値の油症患者に

Th2細胞の上昇を認め，血中 PCB 濃度と Th2細

胞の間に正の相関を認めた．油症における Th2

細胞に対する慢性的影響の機序は不明であるが，

Th2 細胞の上昇に PCB の関与が示唆される．

Th2細胞は気管支喘息，アトピー性皮膚炎等のア

レルギー疾患，全身性強皮症，特発性肺線維症等

の自己免疫疾患の発症や病態形成に関与すること

が報告されている19)~21)．油症と気管支喘息，ア

トピー性皮膚炎等のアレルギー疾患，全身性強皮

症，特発性肺線維症等の自己免疫疾患との関連に

ついての検討が必要と思われる．

総 括

油症発生 51 年後の 2019 年度福岡県油症一斉検

診受診者 217例について末梢血 CD4陽性 T 細胞

の細胞内サイトカインを測定し，血中 PCB 濃度

および血中 2,3,4,7,8-PeCDF濃度との関連につ

いて検討した．血中 PCB 濃度と Th0細胞および

Th2 細胞の間に正の相関を認めた．一方，血中

2,3,4,7,8-PeCDF濃度と Th0細胞，Th1細胞あ

るいは Th2細胞の間に関連をみなかった．そし

て，血中 PCB高濃度群では PCB低濃度群に比べ

Th0 細胞および Th2 細胞は上昇を認め，血中

2,3,4,7,8-PeCDF 高 濃 度 群 で は 2,3,4,7,8-

PeCDF低濃度群に比べ Th2細胞の上昇を認めた．

油症においてTh2細胞に対する PCB の慢性的影

響が示唆された．
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