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研究概要  

１．はじめに 

ディーゼル排気微粒子（Diesel Exhaust Particle: DEP）は大気汚染の主要な成分であり、これらの中には粒

径が50nm以下のナノ粒子も含まれている。これらの微粒子は非常に微小なために生体内への移行が容易で、

重量あたりの表面積が大きいために生物組織への侵害作用が大きい可能性が懸念されている。しかし現在のと

ころ、その生体影響の研究は充分に蓄積されているとはいえず、わが国において緊急性の高い課題となっている。

この研究の必要性に応えるため、国立環境研究所では平成 18年度よりナノ粒子を多く含むディーゼル排気

（Nanoparticle-rich Diesel Exhaust: NRDE）の曝露実験を開始し、呼吸・循環器系、炎症・免疫系への影響解

明に取り組みはじめた。このような背景の下、我々は平成19～20年度の環境技術開発等推進費で、ラットに

NRDEを曝露してその生殖器・次世代影響とメカニズム検証に関する研究を行ってきた。  

 

２．研究開発目的  

上記のような背景のもとで、本研究では、これまで研究してきた生殖・次世代影響の知見に加えて、NRDEに

曝露した動物における脳神経系、肝臓、腎臓、性腺ホルモン等への影響を多角的に評価し、さらにそれにとどま

らず、影響のバイオマーカーを創出し、それらのマーカーをNRDEの健康リスク評価、環境基準設定の際に参考と

なる知見として提唱することを計画した（図参照）。 
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３．研究開発の方法   

（１）ナノ粒子曝露の脳への影響のメカニズム解明と新たなバイオマーカーの創出・リスク評価  

マウスを中濃度～高濃度NRDEに亜急性に曝露させて、曝露がマウスの海馬依存的な学習能力に影響をお

よぼすかどうかを行動科学的に調べる。また海馬や嗅球組織を用いて分子生物学的な検査も加える。  

 

（２）ナノ粒子の肝臓、腎臓への影響のメカニズム解析と新たなバイオマーカー創出・リスク評価  

マウス・ラットを中濃度～高濃度NRDEに亜急性に曝露させて、NRDEが肝臓の炎症と脂質代謝の恒常性に撹

乱をもたらすかどうかを調べる。また曝露動物の肝臓を用いて分子生物学的な検査を行ない、肝臓の脂質代謝

の変化を詳細に調べる。 

 

（３）ナノ粒子曝露のホルモン系への影響と新たなバイオマーカーの創出・リスク評価  
マウス・ラットを中濃度～高濃度NRDEに亜急性に曝露させて、雌雄別に内分泌・生殖器系機能への影響を

調べる。階層的な支配関係にある内分泌・生殖器系の機能変化を系統だてて検証するために、マクロ観察から

分子生物学的手法にいたるまでの各種検査を行なう。 

 

４．結果及び考察  

（１）ナノ粒子曝露の脳への影響のメカニズム解明と新たなバイオマーカーの創出・リスク評価  

雌マウスに高濃度のNRDEを３ヶ月間曝露した結果、海馬依存的な空間学習（水迷路試験）および海馬依存

的な非空間学習（新奇物体探索試験）に影響が現れた。また、脳内での一部の炎症性サイトカイン・ケモカイン

およびグルタミン酸受容体のmRNA発現レベルにも変化が認められた。 

 

（２）ナノ粒子の肝臓、腎臓への影響のメカニズム解析と新たなバイオマーカー創出・リスク評価  

中濃度および高濃度NRDEの1ヶ月曝露により、肝臓に炎症が惹起されていることが明らかとなった。さらに肝

臓におけるPPARα標的遺伝子の蛋白合成が阻害されていることが判明した。さらに調べると、抗炎症作用を持

つPPARαの変化が肝毒性に関与していることが示唆された。NRDEの曝露 , 除粒子曝露ともに中性脂肪、総コ

レステロールの蓄積が観察され、脂質合成の促進が起こっていることが明らかとなった。  

NRDE曝露後の雄ラット肝臓を用いてDNAマイクロアレイ解析を行なったところ、アラキドン酸カスケードの変化

が観察された。また、血漿・肝臓中の脂肪酸分画の測定を行ったところ、血漿中のリノレイン酸量の減少と肝臓

中のEPA上昇が見られた。これらの脂質ホメオスタシスの撹乱は粒子成分よりもむしろガス成分によるものと考え

られた。腎臓については、明らかな影響は観察されなかった。  

 

（３）ナノ粒子曝露のホルモン系への影響と新たなバイオマーカーの創出・リスク評価  
ナノ粒子を多く含むディーゼル排気は、実験動物の精巣ライディヒ細胞・下垂体前葉細胞のホルモン分泌機

能に影響する内分泌撹乱作用を有することがうかがわれた。またナノ粒子と除粒子ガス成分では、ステロイドホ

ルモン分泌細胞と蛋白質ホルモン分泌細胞への作用が異なるものと推察された。  

NRDEに曝露された雄マウスで精巣ライディヒ細胞からのテストステロン分泌量が増加するメカニズムを調べた

結果、分泌増加作用は下垂体からの性腺刺激ホルモン分泌を介するものでは無く、精巣のライディヒ細胞への

直接作用であると推察された。いっぽう、ライディヒ細胞からのテストステロン分泌抑制メカニズムは不明であった。

さらに、NRDE曝露後の雄ラット精巣を用いてDNAマイクロアレイ解析を行なったところ、アラキドン酸カスケードの

変化が観察された。 

 

 

５ . 本研究により得られた主な成果  

（１）科学的意義  

ＮＲＤＥの亜急性曝露（１～１２か月）がマウス・ラットの脳・肝・腎・生殖器系に与える影響を検証した。まず、行

動科学的検査および脳組織の分子生物学的分析で得られた所見では、ＮＲＤＥ曝露により海馬依存的な学習

機能に影響が表れる可能性が示唆された。また、ＮＲＤＥ曝露による肝機能への影響の一端が明らかになった。

その影響の一部にPPARαが関与すること、脂質のホメオスタシスが1ヶ月曝露で撹乱されること、そして長期曝

露の結果として実際に肝臓に脂質の蓄積が起こることを本研究では明らかにした。さらに、先行研究で観察され

ていた曝露後のテストステロンの上昇は精巣への直接作用（精巣ラィディヒ細胞におけるステロイドホルモン生合

成酵素と関連因子の活性上昇、エイコサノイド合成系の関与）である可能性が示唆された。また、妊娠ラットの

高濃度曝露で認められる黄体機能の低下・コルチコステロン分泌増加は、曝露により流産や雄胎子の脳の脱雌

性化の阻害がおこりやすくなることも示唆された。 
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（２） 環境政策への貢献  

本研究の結果から、環境基準値よりはるかに低い相当の曝露（15 µg/m3）でも肝臓の脂質量に変化をもたら

すことが明らかとなった。同濃度の曝露は先行研究においてテストステロン濃度の有意な上昇が確認されている。

また、長期DE曝露マウスの結果では、粒子を除去したガス成分のみの曝露においても高濃度NRDE曝露群同様

に肝臓の脂質の蓄積が観察されている。これらのことから、環境基準値と粒子規制を主とする排気ガス規制の

見直しの検討が必要となるかもしれないが、その際の科学的知見として貢献できると考えられる。  

さらに、ナノ粒子曝露により雄の精巣機能に影響がでる可能性を示唆したことから、本研究は、ヒトを含んだ都

市部で生活する雄動物の生殖機能への作用メカニズムを研究することの必要性を提示した。また、ナノ粒子曝

露により妊娠動物の卵巣機能が抑制される可能性を示唆したことから、本研究は、都市部で生活する妊婦への

影響について研究を深める必要性を提示した。  
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C-0901 ディーゼル排気ナノ粒子の脳、肝、腎、生殖器への影響 

バイオマーカー創出・リスク評価  

 (1) ナノ粒子曝露の脳への影響のメカニズム解明と新たなバイオマーカーの創出・リスク評価 

(独)国立環境研究所環境リスク研究センター 

藤巻 秀和、山元 昭二、Tin Tin Win Shwe、黒河 佳香 

                   

平成21～23年度累計予算額：25,866 千円 

（うち、平成23年度予算額：  7,664 千円） 

予算額は、間接経費を含む。 

 

［要旨］二十数ｎｍ付近の粒径のナノ粒子を多く含んだディーゼル排気（ＮＲＤＥ：

nanoparticle-rich diesel exhaust）の亜急性曝露がマウスの脳機能に与える影響を検証した。

マウスに３カ月の曝露を行なった直後に強化学習を評価するオペラント行動試験を実施した結果、

有意な変化は観察されなかった。一方、海馬依存的な空間学習であるモリス水迷路試験および海

馬依存的な非空間学習である新奇物体探索試験を行なった結果、それぞれの学習成績の指標のう

えにＮＲＤＥ曝露によるものと思われる変化が観察された。同じく曝露マウスの脳組織を用いて

分子生物学的分析を行なったところ、海馬において学習に関連した分子の発現に曝露によると思

われる変化が認められた。以上より、ＮＲＤＥに亜急性に曝露されたマウスで海馬機能への影響

が観察され、本研究によりディーゼル排気中のナノ粒子が神経毒性をもつ可能性が示唆された。 

 

［キーワード］ディーゼル排気ガス、全身吸入曝露、ナノ粒子、脳、マウス 

 

１．はじめに 

ディーゼル排気微粒子（ＤＥＰ：diesel exhaust particle）は大気汚染の主要成分であり、こ

れらの中には粒径が50nm以下のナノ粒子も含まれている。これらのナノ粒子は非常に微小なため

に生体内への移行が容易で、重量あたりの表面積が大きいために生物組織への侵害作用が大きい

ことが懸念されるが、その生体影響の研究は非常に乏しく、わが国において緊急性の高い課題と

なっている。この研究の必要性に応えるため、（独）国立環境研究所では平成18年度よりナノ粒

子を多く含むディーゼル排気（ＮＲＤＥ：nanoparticle-rich diesel exhaust）の曝露実験を開

始し、呼吸・循環器系、炎症・免疫系への影響解明に取り組み始めた。このような背景の下、我々

は平成19,20年度の環境技術開発等推進費で、ラットにＮＲＤＥを曝露し、生殖器・次世代影響と

そのメカニズムに関する研究を行った。本研究では、これまで研究してきた生殖・次世代影響に

加えて、ＮＲＤＥに曝露した動物における脳神経系（特に認知・学習機能）への影響を評価し、

さらにそれにとどまらず影響のバイオマーカーを創出し、それらのマーカーをＮＲＤＥの健康リ

スク評価、環境基準設定の際に参考となる知見として提唱することをめざした。 

 

２．研究開発目的 

（独）国立環境研究所に設置されている実験動物用ＮＲＤＥ曝露システムを用いて、マウスに亜

急性にＮＲＤＥを全身曝露し、各種学習行動（強化学習、空間記憶学習、非空間記憶学習など）
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への影響を調べる。さらに、ＮＲＤＥの神経系機能分子（特に記憶学習にかかわるもの）をター

ゲットとして曝露マウスの脳標本を用いた分子生物学的検査を行ない、考えられるＮＲＤＥの神

経毒性のメカ二ズムを明らかにする。 

 

３．研究開発の方法 

 

（１）曝露装置 

すべての実験において、実験動物のナノ粒子への曝露は、独立行政法人国立環境研究所のナノ

粒子健康影響実験棟内で実施した。 

同棟の実験施設（図(1)－１）において、エンジンダイナモメータに接続した状態でディーゼル

エンジンを稼動運転し、その排気を清浄空気によって２段階に希釈したのち、動物曝露チャンバ

ーに導入した。曝露空間として幅1.5ｍ、奥行き1.5ｍ、高さ3.5ｍのチャンバーを独立して４基設

置し、その中で最大４条件の同時曝露を行なった。ＮＲＤＥの生成は、スス粒子（粒径約60～200nm）

の発生を極力おさえて発生粒子の個数モード径が20～30nmとなり、かつ排気中のガスが低濃度と

なるような無負荷高速回転条件でエンジンを駆動することにより行なった。 

今回の実験では、①コントロール曝露（新鮮濾過空気）、②中濃度ＮＲＤＥ曝露、③高濃度Ｎ

ＲＤＥ曝露、④除粒子曝露の４条件を設定した。除粒子の場合は、高濃度曝露と同じ希釈条件で

ＵＬＰＡフィルターをチャンバー前に設置し、粒子のみを除去した曝露を行なった（ただし、初

期に行なった一部の実験で低濃度曝露を実施した）。なお、この場合の中濃度曝露の粒子濃度は、

２００９年に環境省が定めたＰＭ2.5（粒径2.5μｍ以下の微小粒子状物質）の１日平均曝露の環

境基準（３５μｇ／ｍ３）に相当するレベルに設定した。 

曝露は基本的に１日のうちの２２時から３時の５時間に実施し、同スケジュールを週に５日間

実施した。今回の実験では、同曝露を１ヶ月間もしくは３ヶ月間のいずれかで実施した。曝露期

間中は、曝露空気質（粒子質量濃度、個数分布、粒径分布、無機ガス濃度）を毎回モニタリング

して、曝露条件の安定さを確認した。  
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図(1)－１．ナノ粒子曝露実験施設の模式図 
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（２）実験動物 

すべての実験において、動物は６～８週齢の BALB/cマウスを用いた。１ヶ月曝露では雄マウス

を、３ヶ月曝露では雌マウスを用いた。これは、マウスの集団飼育が長期にわたるほど雄では闘

争反応が増えることを配慮した結果である。 

 

（３）曝露方法 

１）曝露スケジュール① 

ＮＲＤＥへの４週間曝露と、細菌の細胞壁成分であるリポタイコ酸（ＬＴＡ）の腹腔内投与の組

み合わせにより、マウスを４群に分けた。ＬＴＡに関しては、マウス１匹あたり50μｇの腹腔内

注射を週に１回、計４回実施した。 

 

２）曝露スケジュール② 

実験群として、コントロール群（新鮮濾過空気）、中濃度曝露群、高濃度曝露群および除粒子

曝露群（ガス成分のみ）の４群を設定し、計４台の吸入曝露チャンバーで３ヶ月のＮＲＤＥ曝露

（5時間/日, 5日/週）を行なった。 

 

（４）行動学的検査 

１）モリス水迷路試験 

曝露終了より１～２日目に本試験を開始した。本試験では、マウスの遊泳を観察するために直

径１００ｃｍ、高さ３０ｃｍの円形の白色プラスチック製プールを用いた。プールに入れる液体

としては２５℃前後の水道水を用い、プールの底面より高さ２０ｃｍ程度にまで水を満たし、水

の透明性を低下させる特別な処置は行なわなかった。マウスの目標地点としてのプラットフォー

ムを設ける場合は、プールの縁より１５ｃｍ離した地点に直径１０ｃｍの円形のプレキシグラス

製透明板を固定し、水面より１ｃｍ沈んだ位置を保たせた。空間的な手がかりとしては、プール

の縁に円形のマークを固定し、周辺の壁にさまざまな形のつりさげ式オブジェクトとさまざまな

色のカーテンを設置した。 

円形プールを４分割して１区画にプラットフォームを置き、残り３区画をマウスの遊泳開始点

とした。マウスの遊泳の１単位を最長１２０秒に設定した。１日目はプラットフォームを置いた

状況で練習を行ない、２～４日目の三日間にプラットフォームを同じ位置に保った状態で

Acquisition Phase試験を行なった。５日目より１～２日間、プラットフォームを置かない状態で

Probe Trial試験を行なった。最後の日にプラットフォームを水面より上にある状態に保って

Visible Platform試験を行なった。それぞれの試験でのマウスの遊泳をプール直上のビデオカメ

ラで記録し、ビデオトラッキング用ソフトウェア（室町機械社製）によってプラットフォームに

到着するまでの時間と遊泳速度を解析した。 

 

２）新奇物体探索試験 

曝露終了より１～２日目に本試験を開始した。本試験では、マウスの行動を観察するために５

０×５０×４０ｃｍの大きさのアクリル製ボックスを使用し、オブジェクトとして６×７×８ｃｍ
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程度の大きさの２種類の陶器製模型を用いた。最初の２日間は、環境に馴れさせるため、マウス

を空のボックスの中に一日あたり15分間だけ放置した。３日目のTraining phaseでは、同じオブ

ジェクト２個をボックス内に配置（壁より最短１０ｃｍ）して10分間放置した。４日目（Test phase） 

では、ひとつのオブジェクトを別の種類のオブジェクトと交換して配置して5分間放置し、その間

のマウスの動作を直上のビデオカメラで記録し、ビデオトラッキング用ソフトウェア（室町機械

社製）によってオブジェクト（見慣れたオブジェクトと新奇なオブジェクト）探索時間を解析し

た。 

 

３）オペラント試験 

すべてのオペラント試験は、マウス用の標準的なオペラント試験箱（図(1)－２）を用いて行な

った。オペラント学習のスケジュールとして、２つのメニュー（①ある回数レバーを押せば報酬

がもられるFR（fixed ratio）セッション、②ある一定期間以上のレバー押し抑制ののちのレバー

押しで報酬がもらえるDRL（differential reinforcement of low rates）セッション）を効率よ

く学習することを目標とする試験方式を設定した。１日１セッションを基本とし、２週間の訓練

の後、４週間／計２１セッションの交替式多元スケジュールFR20－DRL10を１個体あたりの本試験

とした（図(1)－３）。各マウスの各セッションごとに、餌獲得効率（２つのメニューを一括した

うえでの、１分間あたりの獲得餌数）を算出した。 

 

図(1)－２ マウス用オペラント試験箱 
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オペラント学習試験のスケジュール

訓練期間（２週間）：
１日目：試験箱に入れるのみ
２日目：FR1

３日目：FR１
４日目：FR3

５日目：FR５
６日目：FR10

７日目：DRL5

８日目：DRL5

テスト期間（４週間）：
交替型多元スケジュール

FR20ｰDRL10

１セッション／日
５～６セッション／週
計２１セッション（４週間）

●FR： Fixed Ratio Schedule （定比率スケジュール）
FRx:  累積X回のレバー押しに対して、報酬（えさ粒１個）が提示される

●DRL:  Differential Reinforcement of Low Rates Schedule

（低反応率分化強化スケジュール）
DRLx:  X秒以上レバー押しを抑制した後のレバー押しに対して、

報酬（えさ粒１個）が提示される

 

図(1)－３ 本研究で設定したオペラント学習試験のスケジュール 

 

（４）分子生物学的・生化学的検査 

１）組織における遺伝子発現レベル、生理活性物質量の評価 

曝露および曝露後の行動学的検査がすべて終了した翌日に、マウスをネンブタールで深く麻酔

し、すみやかに頭部を切断して大脳を摘出した。さらにその標本よりすみやかに嗅球と海馬を分

離し、即座に凍結して－８０℃で保存した。後日、解凍した組織をホモジナイズして遠沈し、そ

の上清を用いて、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ法によるｍＲＮＡの定量およびＥＬＩＳＡ法による

生理活性物質の定量を行なった。 

ｍＲＮＡに関しては、嗅球・海馬における以下の物質由来のものを定量した。 

①記憶に関連したNMDA型グルタミン酸受容体サブユニット（NR1, NR2A, NR2B） 

②長期記憶関連転写因子のリン酸化に関わるCaMKⅣ 

③神経刺激伝達に関連したグルタミン酸トランスポーター(GLT1, EAAT4) 

④神経伝達物質ＧＡＢＡの合成酵素(GAD65, GAD67) 

⑤神経の分化・成長や炎症反応にかかわる神経栄養因子（NGF, BDNF） 
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⑥炎症性サイトカイン（TNF-α, IL-6）・ケモカイン（MCP-1/CCL2, MIP-1α/CCL3） 

⑦酸化ストレスマーカー（HO-1） 

 

（５）病理組織学的検索 

神経損傷・神経新生に関わる神経栄養因子ＮＧＦおよびミクログリアについて、その活性化を免

疫組織学的検査により調べた。 

 

４．結果及び考察 

（１）曝露条件ごとの曝露空気質 

曝露期間中にモニタリング計測した曝露空気質（粒子の粒径モード値、重量濃度、およびＮＯ

ガス／ＮＯ２ガス濃度）では、概ね、曝露空気中のナノ粒子の粒径はモード値にして２０数ｎｍで

あった。またナノ粒子の重量濃度は、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群でそれぞれ

４～５、４０～４５、１２０～１５０μｇ／ｍ３であり、除粒子曝露群ではコントロール群と同程

度の値が得られていた。またガス成分の濃度に関しては、中濃度および高濃度曝露群では粒子の

濃度と同じ傾向の大小関係にあり、さらに除粒子曝露群では高濃度群と同程度であった（表(1)－

１）。 

 

表(1)－１ 実験に使用したディーゼル排気の組成（計測結果の１例） 

Nanoparticles Gaseous compounds

Size Conc. CO SO2 NO2 NO CO2

(nm) (μg/m3) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (%)

コントロール曝露 － 10.5 0.29 0.001 0.00 0.01 0.06 

中濃度曝露 23.2 47.1 1.25 0.004 0.16 0.32 0.07 

高濃度曝露 25.2 128.9 3.15 0.009 0.50 0.93 0.08 

除粒子曝露 － 7.2 3.13 0.008 0.49 0.93 0.08 
 

 

（２）体重および組織重量 

ナノ粒子曝露マウスの体重と臓器重量を測定した。コントロール群と曝露群の間で体重、肝臓、

脾臓、腎臓、胸腺および脳の重量の有意な差は見られなかった。 

 

（３）曝露スケジュール①での結果 

ナノ粒子を多く含んだディーゼル排気（ＮＲＤＥ）への４週間曝露と、細菌の細胞壁成分であ

るリポタイコ酸（ＬＴＡ）の腹腔内投与の組み合わせによりBALB／c雄マウスを４群に分け（コン

トロール群、ナノ粒子曝露群、ＬＴＡ群、複合曝露群）、処置後の４群マウスについて以下の計

測を行なった。 

 

１）行動学的検査 

ａ．モリス水迷路試験 
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モリス水迷路試験において、平均遊泳速度に群間の差は見られなかった（図(1)－４(B)）。い

っぽう、水面下に隠れたプラットフォームへの到達において、複合曝露群ではコントロール群に

比べて到着に長い時間を要したが、ナノ粒子曝露群ではそれらに影響はみられなかった（図(1)－

４(A)）。 

 

(A) Acquisition phase
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(B) Swimming speed
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(A) プラットフォームへの平均到達時間 (B) 平均遊泳速度

主効果（session）： p<0.0001

主効果（treatment）：p<0.0001

相互作用： n.s.

主効果（session）： n.s.

主効果（treatment）：n.s.

相互作用： n.s.
 

図(1)－４．モーリス水迷路試験における (A)プラットフォームへの到達時間と (B)遊泳速度。 

 *P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 vs. clean air/LTA(-). 

 

２）分子生物学的・生化学的検査 

ａ．組織における遺伝子発現レベル、生理活性物質量の評価 

嗅球において、神経伝達物質の変動を調べたところ、高濃度曝露とＬＴＡとの併用、もしくは

それぞれ単独で、グルタミン酸レベルの有意な増加を引き起こした（図(1)－５Ａ）。しかしなが

ら、他の細胞外アミノ酸神経伝達物質について影響は見られなかった。 

海馬でのＮＭＤＡ受容体サブユニット（NR1、NR2A，NR2B）のmRNA発現レベルは、コントロール

群に比べて複合曝露群で有意に高かった（図(1)－５Ｂ）。また、嗅球におけるNR1、NR2A、NR2B

やプロテインキナーゼCaMKIV，転写因子CREB1等のmRNA発現の増加が複合曝露群において観察され

た。 

以上の結果から、ＮＲＤＥとＬＴＡの共曝露は、空間記憶学習機能、海馬・嗅球における記憶

関連遺伝子の発現、および嗅球でのグルタミン酸レベルに影響を及ぼすことが示唆された。 
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図(1)－５．ＮＲＤＥ曝露したマウスの嗅球における(A)細胞外グルタミン酸量と (B)NMDA受容体サブユニッ

ト(1)NR1, (2)NR2A, (3)NR2B mRNA発現量の変化。LTA;リポテイコ酸。平均値±標準誤差(n=6). 

      *P＜0.05 vs. clean air/LTA(-). 

 

（４）曝露スケジュール②での結果 

１）行動学的検査 

ａ．モリス水迷路試験 

ＮＲＤＥ３ヶ月曝露後のモリス水迷路試験において、高濃度曝露群では、コントロール群に比

べて水面下に隠れたプラットフォームへの到着に長い時間を要した（図(1)－６Ａ）。他の中濃度

曝露群、除粒子曝露群では差はなかった。訓練した場所とは異なる場所への到達時間では、やは

り高濃度曝露群で到達時間の遅れが観察された（図(1)－６Ｂ）。これらの結果からＮＲＤＥの亜

急性曝露はNMDA受容体を介して空間認識記憶学習障害を引き起こすことが考えられた。 
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図(1)－６．モリス水迷路測定における(A)the acquisition phase(プラットフォームへの到着時間)と

(B)reversal phase(プラットフォームを反対側に移したときの到着時間)の結果。平均値±標

準誤差(n=6)(*P＜0.05 vs. clean air; +P＜0.05 vs. M-NRDE; #P＜0.05 vs. F-DE). 

 

ｂ．新奇物体探索試験 

新奇オブジェクト認知テストの結果、training phaseでは、コントロール群と曝露群がオブジ

ェクトに近づく時間はだいたい同じであった。しかし、Test phaseでは、コントロール群、中濃

度曝露群では新しいオブジェクトに近づく時間が多いのが認められたが、高濃度曝露群で、コン

トロール群と中濃度曝露群に比べ、新しいオブジェクトを識別できない傾向が認められた（図(1)

－７）。 
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図(1)－７．新奇物体探索試験における (A) Training Phase, (B) Test Phase での結果。平均値±標準誤

差(n=6)(*P＜0.05). 

 

ｃ．オペラント試験 

それぞれのマウスの１日ごとの総合的な餌獲得効率（２つのメニューを一括したうえで算出し

た、１分間あたりの獲得餌数）を算出し、４群でその推移を比較した結果、曝露による有意な差

を認めなかった（図(1)－８）。すなわち、オペラント学習（強化学習）に与えるＮＲＤＥ曝露の

影響は否定的であった。 
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図(1)－８．オペラント試験における１分間あたり報酬獲得数の推移。プロットは、各群の平均値±標準誤

差（n＝６）を表す。 

 

２）分子生物学的・生化学的検査 

ａ．組織における遺伝子発現レベル、生理活性物質量の評価 

ｉ．第１回曝露 

実験群として、コントロール群（新鮮濾過空気；粒子濃度6.6μg/m3）および中濃度ＮＲＤＥ曝

露群（45.5μg/m3, モード粒径22.6 nm）、高濃度ＮＲＤＥ曝露群（156.3μg/m3, 24.7 nm）、除

粒子曝露群（ガス成分のみ, 5.1μg/m3）の４群を設定し、３ヶ月のＮＲＤＥ曝露を行った。 

曝露終了後、嗅球・海馬中の酸化ストレスマーカー（HO-1）や炎症性サイトカイン（TNF-α, 

IL-6）・ケモカイン（MCP-1/CCL2, MIP-1α/CCL3）、NMDA型グルタミン酸受容体サブユニット（NR1, 

NR2A, NR2B）、長期記憶関連転写因子のリン酸化に関わるCaMKⅣ等のmRNA発現レベルをリアルタ

イムRT-PCR法によって測定した。 

嗅球では、高濃度曝露群でCCL3の増加およびHO-1の増加傾向がみられ（図(1)－９）、また除粒

子曝露群でNR2A，NR2Bおよび CaMKIV mRNA の増加が示された（図(1)－10）。海馬では、高濃度

曝露群でNR2A の増加がみられ（図(1)－11）、また除粒子曝露群で CCL2 が増加傾向を示した（図

(1)－12）。 

以上の結果から、高濃度NRDEまたは除粒子（ガス成分のみ）の３ヶ月曝露は嗅球や海馬におい

て炎症や酸化ストレス、記憶等に関連する遺伝子発現に影響を及ぼし、ナノ粒子が脳にも移行し

ている可能性が示唆された。 
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図(1)－９．ＮＲＤＥ３ヶ月曝露による嗅球での炎症性ケモカインおよび酸化ストレスマーカー

HO-1のmRNA発現 
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図(1)－10． ＮＲＤＥ３ヶ月曝露による嗅球でのNMDA型グルタミン酸受容体サブユニットおよび

カル 

モジュリン依存性プロテインキナーゼのmRNA発現 
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図(1)－11．ＮＲＤＥ３ヶ月曝露による海馬でのNMDA型グルタミン酸受容体サブユニットのmRNA発

現 
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図(1)－12．ＮＲＤＥ３ヶ月曝露による海馬での炎症性ケモカインのmRNA発現 

 

ii．第２回曝露 

コントロール群(清浄空気のみ, 重量濃度6.02μg/m3), 中濃度曝露群（モード粒径23.06 nm、重

量濃度35.48μg/m3）、高濃度曝露群（モード粒径25.52 nm、重量濃度122.08μg/m3）、除粒子曝

露群（重量濃度5.50μg/m3）の４群に分けて、全身吸入曝露チャンバーで３ヶ月（５時間/日, ５

日/週）曝露した。 

海馬における記憶関連遺伝子、神経栄養因子や転写因子のmRNA発現レベルをリアルタイム

RT-PCR法によって解析した。 

海馬におけるグルタミン酸受容体遺伝子の発現では、海馬でのNMDA受容体サブユニットNR2Aの

mRNA発現レベルが、コントロール群に比べて高濃度曝露群で有意に高かった（図(1)－13）。これ

らの結果からNRDEの亜急性曝露はNMDA受容体を介して空間認識記憶学習障害を引き起こすことが

考えられた。 

神経の分化・成長や炎症反応にかかわる神経栄養因子の遺伝子発現では、神経成長因子のNGFで

は変化がみられなかったが、脳由来神経栄養因子BDNFでは、高濃度曝露群と除粒子曝露群で有意

な増加が認められた（図(1)－14）. 
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図(1)－13． ＮＲＤＥ曝露したマウスの海馬におけるNMDA受容体サブユニット(A)NR1, (B)NR2A, (C)NR2Bの

mRNA発現量の変化。平均値±標準誤差(n=6)(*P＜0.05 versus clean air). 

 

図(1)－14．ＮＲＤＥ曝露したマウスの海馬における神経栄養因子(A)NGF and (B)BDNF遺伝子のmRNA発現量。 

平均値±標準誤差(n=6)(*P＜0.05 versus clean air). 
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iii．第３回曝露 

コントロール群(重量濃度12.5μg/m3), 中濃度曝露群（モード粒径23.2 nm、重量濃度

47.8μg/m3）、高濃度曝露群（25.0 nm、129.0μg/m3）、除粒子群（8.5μg/m3）の４群に分けて、

曝露チャンバー内で３カ月（５時間／日, ５日／週）曝露した。 

神経毒性メカ二ズムを明らかにするため、海馬における記憶関連遺伝子、神経栄養因子や転写

因子、グルタミン酸トランスポーター(GLT1, EAAT4)、GABA合成酵素 (GAD65, GAD67)などのmRNA

発現レベルをリアルタイムRT-PCR法によって解析した。 

海馬におけるグルタミン酸受容体遺伝子の発現をリアルタイムRT-PCR 法で調べた結果、記憶関

連のグルタミン酸受容体NMDA subunitの発現には各群で差は見られなかったが、CaMKIV 遺伝子発

現の低下が高濃度曝露群で認められた。ナノ粒子曝露の脳への影響のメカニズムを解明するため、

グルタミン酸トランスポーター、GABA合成酵素も調べた。その結果、神経細胞におけるグルタミ

ン酸トランスポーターGLT1に影響が見られなかったが、アストロサイト細胞におけるEAAT4遺伝子

発現の低下が明らかになった（図(1)－15Ａ）。グルタミン酸から抑制性神経伝達物質であるアミ

ノ酸GABA を合成する酵素glutamic acid decarboxylase (GAD) 65 では、発現の増加が高濃度曝

露群で認められた。この増加は除粒子群では認められず、粒子による影響と考えられた（図(1)－

15Ｂ）。 

 

図(1)－15．NRDE曝露したマウスの海馬における (A)グルタミントランスポーターＥＡＡT４量、 (B)ＧＡ 

ＢＡ合成酵素ＧＡＤ６５量 の変化．平均値±標準誤差(n=6). *P＜0.05 vs. clean air/LTA(-). 
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３）病理組織学的検査 

コントロール群(重量濃度12.5μg/m3), 中濃度曝露群（モード粒径23.2 nm、重量濃度

47.8μg/m3）、高濃度曝露群（25.0 nm、129.0μg/m3）、除粒子曝露群（8.5μg/m3）の４群に分

けて、曝露チャンバー内で3カ月（5時間／日, 5日／週）曝露した。病理組織学的検索で神経成長

因子(NGF)やミクログリアの活性化を調べた。 

神経新生に関わる神経栄養因子NGFの反応性はコントロール群と曝露群との間に顕著な差は見

られなかった。しかし、神経毒性を示すミクログリアの活性化は、高濃度曝露群で有意に増加す

る傾向が認められた。 

 

４）まとめと考察 

４－３の結果から、ＮＲＤＥとＬＴＡの複合曝露は、空間記憶学習機能、海馬・嗅球における

記憶関連遺伝子の発現、および嗅球でのグルタミン酸レベルに影響を及ぼすことが示唆された。 

４－４の結果から、3ヶ月ＮＲＤＥ曝露により海馬依存の非空間学習が影響を受けることが明ら

かとなった。記憶に関連するNMDA受容体のリガンドであるグルタミン酸に関連した神経伝達経路

への影響が、記憶・学習能力への影響として現れていると考えられた。そこで、グルタミン酸の

代謝に関する遺伝子を調べたところ、グルタミン酸トランスポーターの発現低下やグルタミン酸

デカルボキシラーゼの発現増加が認められたことから、ＮＲＤＥは、グルタミン酸代謝の異常活

性化を介した神経損傷を引き起こしながら空間的学習能力に影響することが推察された。 

さらにこれらの影響は、概して除粒子曝露群では認められない場合が多く、ガス成分よりも粒子

成分によってもたらされた変化であることも推察された。 

 

５．本研究により得られた成果 
（１）科学的意義 

 ＮＲＤＥの亜急性曝露が海馬におけるＮＭＤＡ受容体を介して空間的および非空間的な認知・

記憶学習の障害を引き起こす可能性が推察され、先行研究で観察されていた海馬や嗅球における

炎症反応や記憶等に関連する遺伝子発現の影響を行動レベルで検証することができたと考える。 

 

（２）環境政策への貢献 

ディーゼル排ガスの吸入が脳機能に影響をあたえうることを示した研究成果であり、今回使っ

た曝露装置は世界でも類を見ない規模・精度のものであるために重要な科学的成果であると考え

られる。今回の結果は、今後のさらなる追試が必要であることを強く示すものであると言える。 

 

６．国際共同研究等の状況 

特に記載すべき事項はない。 

 

７．研究成果の発表状況 

（１）誌上発表 
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C-0901 ディーゼル排気ナノ粒子の脳、肝、腎、生殖器への影響 

バイオマーカー創出・リスク評価 

(2) ナノ粒子の肝臓、腎臓への影響のメカニズム解析と新たなバイオマーカー創出・リスク評価 

 

名古屋大学大学院 

大学院医学系研究科環境労働衛生学  那須 民江、柳場 由絵、林 由美、山岸 希、  

ラムダン ドニヒクマット  

名古屋市立大学大学院  

大学院医学研究科     上島 通浩、伊藤  由起 

                   

   平成21～23年度累計予算額：25,000 千円 
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［要旨］ＮＲＤＥの亜急性曝露がマウス・ラットの肝臓・腎臓に与える影響を検証した。中濃

度および高濃度ＮＲＤＥの１カ月曝露により、肝臓に炎症が惹起されていることが明らかとなっ

た。さらに肝臓におけるperoxisome proliferator activated receptor alpha (PPARα)標的遺伝

子の蛋白合成が阻害されていることが判明した。さらに調べると、抗炎症作用を持つPPARαの変

化が肝毒性に関与していることが示唆された。ＮＲＤＥの曝露, 除粒子曝露ともに中性脂肪、総

コレステロールの蓄積が観察され、脂質合成の促進が起こっていることが明らかとなった。ＮＲ

ＤＥ曝露後の雄ラット肝臓を用いてDNAマイクロアレイ解析を行なったところ、アラキドン酸カス

ケードの変化が観察された。また、血漿・肝臓中の脂肪酸分画の測定を行なったところ、血漿中

のリノレイン酸量の減少と肝臓中のEPA上昇が見られた。これらの脂質ホメオスタシスの撹乱は粒

子成分よりもむしろガス成分によるものと考えられた。腎臓については、明らかな影響は観察さ

れなかった。 

 

［キーワード］ディーゼル排気ガス、全身吸入曝露、ナノ粒子、肝臓、腎臓 

 

１．はじめに 

ディーゼル排気微粒子（ＤＥＰ：diesel exhaust particle）は大気汚染の主要成分であり、こ

れらの中には粒径が50nm以下のナノ粒子も含まれている。この微粒子は非常に微小なために生体

内への移行が容易で、重量あたりの表面積が大きいために生物組織への侵害作用が大きいことが

懸念されるが、その生体影響の研究は非常に乏しく、わが国において緊急性の高い課題となって

いる。この研究の必要性に応えるため、（独）国立環境研究所では平成18年度よりナノ粒子を多

く含むディーゼル排気（ＮＲＤＥ：nanoparticle-rich diesel exhaust）の曝露実験を開始し、

呼吸・循環器系、炎症・免疫系への影響解明に取り組み始めた。このような背景の下、我々は平

成19,20年度の環境技術開発等推進費で、ラットにＮＲＤＥを曝露し、生殖器・次世代影響とその

メカニズムに関する研究を行った。本研究では、ＮＲＤＥに曝露した動物における肝臓・腎臓へ

の影響を評価し、さらにそれにとどまらず影響のバイオマーカーを創出し、それらのマーカーを
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ＮＲＤＥの健康リスク評価、環境基準設定の際に参考となる知見として提唱することをめざした。 

 

２．研究開発目的 

（独）国立環境研究所に設置されている実験動物用ＮＲＤＥ曝露システムを用いて、マウス・ラ

ットに亜急性にＮＲＤＥを全身曝露し、肝臓・腎臓への影響を多角的に調べる。さらに、特に脂

質代謝にかかわる各種分子をターゲットとして曝露動物の肝臓標本を用いた分子生物学的検査を

行ない、考えられるＮＲＤＥの肝臓毒性のメカ二ズムを明らかにする。 

 

３．研究開発方法 

 

（１）曝露装置 

すべての実験において、実験動物のナノ粒子への曝露は、独立行政法人国立環境研究所のナノ

粒子健康影響実験棟内で実施した。詳細は、サブテーマ(1)の欄に記載した通りである。 

 

（２）実験動物 

 ラットへの曝露では、7～8週齢の雄F344ラットを使用した。  

マウスへの曝露では、①6週齢雄129/Sv（野生型）マウス・Pparα-nullマウス、および②7週齢

の雌BALB/cマウスを用いた。  

 

（３）曝露方法 

 

１）ラットへの曝露スケジュール 

1ヶ月、2ヶ月、3ヶ月間の曝露を行なった。１群８匹で、次の４群を設定した：コントロール群  

(89.8 ±53.7 nm, 15.5 ± 2.3 µg/m
3
, 3.36 ± 0.93個/cm

3
)、低濃度曝露群  (23.5 ± 1.0 nm, 23.8 ± 6.6 µg/m

3
, 

2.47 × 10
5個/cm

3
)、中濃度曝露群  (23.1 ± 1.0 nm, 39.0 ± 4.0 µg/m

3
, 5.60×10

5個/cm
3
)、高濃度曝露群  

(27.2 ± 2.0 nm, 137.6 ± 19.9 µg/m
3
, 1.61×10

6個/cm
3
)。 

 

２）マウスへの曝露スケジュール 

マウス①： ２週間、１、２ヶ月間の曝露を行なった。コントロール群、中濃度曝露群（粒径

22～27nm、31.44 µg/m3)、高濃度曝露群（128.56 µg/m3) 、除粒子曝露群の４群に分けた。 

マウス②： ６ヶ月と１２ヶ月の曝露を行なった。コントロール群(3.6 ± 3.2 µg/m3)、中濃度

曝露群 (36.35 ± 3.3 µg/m3)、高濃度曝露群 (168.34 ± 8.4 µg/m3)、 除粒子曝露群 (3.1 ± 1.9 

µg/m3)の４群に分けた。  

 

（４）摘出臓器の処理 

肝臓の一部は、３倍量の0.25 Mスクロースを含む10 mMリン酸緩衝溶液  (pH 7.4) を加え、ホモ

ジネートした。ホモジネートサンプルのタンパク濃度はProtein Assay kit (Bio-Rad社製)を用いて測

定した。また、肝臓の一部からCelLytic
TM 

NuCLEAR
TM

 Extraction Kit (SIGMA, Tokyo, Japan)を用い

て核抽出を行った。 
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一部の肝臓と腎臓は、4%パラホルムアルデヒドで固定しパラフィン包埋を行った後、切片を作

製した。また、一部の肝臓は10％中性緩衝ホルマリン液で固定をした。 

 

（５）病理組織学的検査 

肝臓はHE染色を、腎臓はPAS染色を行い鏡検した。肝臓は壊死、炎症、脂質蓄積を、腎臓はメサ

ンギウム拡大とメサンギウム細胞増殖を中心に観察した。また、1個の腎臓に対して50個の糸球体

を無作為に抽出し、メサンギウム拡大の程度により、5段階に分けてスコア化した（0: 0%、1: 0

～25%、2: 25～50%、3: 50～75%、4: 75～100％）。  

10％中性緩衝ホルマリン液で固定した肝臓は、パラフィン包埋を行った後3µm切片を作製し、HE

染色を行い鏡検した。肝臓の脂肪滴は、4段階に分けてスコア化した（0：0％、1：5～33％、2：

33～66％、3：66～100％）。  

 

（６）血液および組織の生化学的検査 

 

１）血漿アスパラギン酸アミノ基転移酵素 (AST)、アラニンアミノ基転移酵素  (ALT) 

血漿中のAST、ALT値を和光純薬工業のキットを用いて測定した。  

 

２）血漿中インターロイキン6 (IL-6) 

炎症マーカーであるIL-6 をELISAキット(Quantikine ELISA Kits, R&D systems, Inc, MN)で測定し

た。  

 

３）血液および肝臓の脂質濃度測定  

肝臓の脂質はFolchら (1957) の方法で抽出し、トリグリセライド(TG)、総コレステロール

(T-Chol)測定用の試料とした。血漿および肝臓のTG、T-Cholは、トリグリセライドE-テストワコー

(WAKO社製)及びコレステロールE-テストワコー(和光純薬工業)を用いて測定した。  

 

４）肝臓の脂肪酸分画の測定 

ａ．前処理 

肝臓は50mM K2HPO4/KH2PO4 buffer=1:3の割合でホモジナイズし、肝臓ホモジネートサンプルを作

成した。エッペンチューブに肝臓ホモジネート10μlと生理食塩水10μl、クロロホルム：メタノー

ル=2：1(v/v)溶液100μlを入れ、空気相を窒素置換した後、10分間ボルテックスした。20℃、12000rpm

で10分間遠心した。クロロホルム層(下層)を70μl採取し、ねじ蓋のガラス試験管に入れた。血漿

の場合は10μlを採取した。窒素気流中でクロロホルムを蒸発させた後、メタノール1.2ml、塩化ア

セチル75μl、10μg/100μl トリコサンエチル/メタノール(内部標準)25μlを入れ、空気相を窒素置

換した後蓋をした。それをヒートブロックに置き100℃で60分間加熱した後、室温まで冷ました。

次に試験管内の溶液中にヘキサンを500μl加え、30秒間ボルテックスし、3000rpmで2分間遠心した

後、上層をバイアルに移し空気層を窒素置換した後蓋をした。試験管に残った溶液にヘキサンを

250μl加え、30秒間ボルテックスし、3000rpmで2分間遠心した後、上層をバイアルに移し空気層を

窒素置換した後蓋をした。得られたヘキサン層1μlをGC/MSに供し、脂肪酸メチルエステル、トリ



 

 

C-0901-25 

コサンエチル濃度を測定した。測定対象物質は、飽和脂肪酸のパルミチン酸、ステアリン酸、n-9

系不飽和脂肪酸のパルミトレイン酸、オレイン酸、n-6系不飽和脂肪酸のリノール酸、アラキドン

酸、n-3系不飽和脂肪酸のリノレン酸、エイコサペンタエン酸(EPA),ドコサヘキサエン酸(DHA)の

計9種とした。 

ｂ．GC/MS分析システム 

ⅰ．カラム 

Capillary column 15m×100μｍ DB-FFAP(Agilent社製、特注品) 

ⅱ．分析条件 

初期条件： 注入口温度 150℃, カラム温度 150℃, インターフェース温度 280℃,  

分離カラム昇温プログラム： 150℃ 0～0.25min, 150～200℃ 0.25～1.25 min, 200℃ 1.25～

5.75min, 200～225℃ 5.75～7.75min, 225℃ 7.75～16.25min, 225～245℃ 16.25～16.5min, 

245℃ 16.5～18min   

キャリアーガス： ヘリウム（流量 0.2mL/min, 圧力 280.6kPa） 

サンプル注入量： １μl（スプリット比 200:1） 

イオン化エネルギー：  70eV 

分析モード：SIM m/z67(18:2n-6)  m/z74(16:0，16:1，18:0，18:1，23:0(内部標準)) 

      m/z79(18:3n-3，20:4n-6，20:5n-3，22:6n-6) 

 

（７）肝臓の分子生物学的検査  

１）定量リアルタイムPCR 

RNAは、RNeasy Mini kit (QIAGEN社製)を用いて抽出した。抽出したRNAの量・質をGene Quant 

II RNA/DNA分光光度計(Pharmacia Biotech社製)で確認した後、バイオアナライザー(Agilent)で電

気泳動を行い、不純物や分解のないRNAであることを確認した。 

相補的DNA (cDNA)はRNA 1μgからOligo (dT)20 primer、SuperScript III
TM

 reverse transcriptase 

(Invitrogen社製)反応溶液20μlを用いて合成した。プライマーは、Ito et al
3),4)

; Nakamura et al
5)

; 

Yanagiba et al
6)

; Ramdhan et al
7)に記載してあるものを用いたほか、一部のプライマーはPrimer 

Express 2.0.0 (Applied Biosystems)を使用して設計した。 

それぞれのmRNA発現量は、ABI PRISM 7000 Sequence Detector (Applied Biosystems Japan 社製)

で測定した。PCR反応は1×SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems)、100 nMプライマー溶液を

含む反応液25 μl を用いて行った。50°Cで2 min, 95°Cで10 minの反応の後、95°Cで15 sec, 60°Cで1 

minのサイクルを40回行った。Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)をハウスキーピン

グ遺伝子として使用してデータ解析に用いた。すべての遺伝子のmRNA発現量はGAPDH発現量に

よって補正した。  

６ヶ月の肝臓を用いて以下の物質由来のｍＲＮＡを調べた。 

・ PPARα、PPARγ、PPARαの標的遺伝子であり脂質代謝に関わるmedium chain acyl-CoA 

dehydrogenase (MCAD)、very long chain acyl-CoA dehydrogenase (VLCAD) 

・ 脂質合成に関与するfatty acid synthase (FAS)、microsomal triglyceride transporter 

protein (MTP) 、diglyceride acyltransferase (DGAT)1, 2 

・ コレステロールの動態に関与するLDL receptor (LDL-R)、Sterol Regulatory Element-Binding 
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Protein（SREBP） 

・ 過酸化脂質の除去に関与するsuperoxide dismutase (SOD)1, 2  

・ ＤＮＡマイクロアレイにおけるパスウェイ解析の結果ランキング上位であったもの（エイコサ

ノイド合成、PG合成・制御、脂肪酸生合成、コレステロール生合成、概日リズム、アンドロゲ

ン受容体シグナル、細胞周期、G1→S期細胞制御、ヘッジホッグシグナル、脂質代謝や毒性に

関与する核内受容体、ステロイド生合成経路）のうち、精巣のマイクロアレイの結果でも上位

に挙がっていたエイコサノイド合成、PG合成・制御の部分に関わる物質  

 

２）ウェスタンブロット  

肝ホモジネートの泳動用サンプルを用い、10%SDS-PAGEを行った後、ニトロセルロース膜0.45 

μm (Bio-Rad Laboratories 社製)に転写した。3%スキムミルクでブロッキングした後、各膜をそれぞ

れ1次抗体でインキュベーションした。50 mM Tris-HCl緩衝溶液  (pH 7.8)、0.05%Tween含有 50 mM 

Tris-HCl緩衝溶液  (pH 7.8) で洗浄後、2次抗体 (アルカリフォスファターゼ標識goat anti-rabbit IgG 

(Jackson Immuno Reseach社製))と反応させた。一次抗体はbifunctional protein (hydrase + 

3-hydroxylacyl-CoA dehydrogenase) (PH) (Osumi T et al., 1980)、Peroxisomal thiolase (PT) (Furuta et al., 

1981)、medium chain acyl-CoA dehydrogenase (MCAD) (Miyazawa et al., 1980)、very long chain 

acyl-CoA dehydrogenase (VLCAD) (Izai K et al., 1992) を使用しその他の一次抗体はSanta Cruz社よ

り購入した。発色は1-Step
TM

NBT/BCIP (PIERCE社製)を用いた。それぞれのバンドはLane & Spot 

Analyzer version 5.0 (ATTO社製)を用いて検出し、数値化した。  

 

３）PPARα/PPRE 結合試験  

PPARα は核内で peroxisome proliferator-activated receptor response element (PPRE) に結合し、転

写が行われる。そこで、肝臓中の PPARα の PPRE への結合能を PPARα transcription factor assay kit 

(Cayman chemical, Ann Arbor, MI) を用いて測定した。20 µg の核タンパクをサンプルとし、マニ

ュアルに従って測定した。  

 

４）DNA マイクロアレイによる網羅的解析  

DNAマイクロアレイは東レ株式会社に委託し実施した。高感度DNAチップ3D-Geneを用いて、1色

法で解析を行った。ノーマライゼーションによるデータの標準化ののち、変動比2倍を閾値にして

発現変動のある遺伝子を同定した。抽出された遺伝子をGenMAPPを用いてパスウェイ解析を、また

少なくとも1比較以上で閾値を越えた遺伝子2903個からクラスター解析ソフト(Cluster 3.0)で階

層クラスター解析を行った。 

 

（８）統計解析  

脂質蓄積のスコアに関してはFisherの正確検定を行い、定量リアルタイムPCRの結果については

Dunnetの多重比較を行った。それ以外のデータに関しては、一元配置の分散分析の後、Dunnetの

多重比較を行った。P<0.05を有意とした。  

 

４．結果及び考察 
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（１）曝露条件ごとの曝露空気質 

曝露期間中にモニタリング計測した曝露空気質（粒子の粒径モード値、質量濃度、およびＮＯ

ガス／ＮＯ２ガス濃度）では、概ね、曝露空気中のナノ粒子の粒径はモード値にして２０数ｎｍで

あった。またナノ粒子の質量濃度は、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群でそれぞれ

４～５、４０～４５、１２０～１５０μｇ／ｍ３であり、除粒子曝露群ではコントロールと同程度

の値が得られていた。またガス成分の濃度に関しては、中濃度および高濃度曝露群では粒子の濃

度と同じ傾向の大小関係にあり、さらに除粒子曝露群では高濃度群と同程度であった。 

 

（２）病理組織学的検査 

１）２週～２か月曝露マウス 

肝臓では、Pparα-null マウスで曝露により脂質の蓄積が促進している傾向が見られた(図(2)

－１)。一方野生型では除粒子曝露群で軽い壊死が観察された他は、曝露依存的な顕著な傾向は見

られなかった。 

腎臓では、糸球体、尿細管ともに形態学的に顕著な変化は見られなかった（図(2)－２）。高濃

度曝露群とコントロール群に関してはメサンギウムの拡大、細胞増殖のスコア化を行ったが、曝

露依存的な変化は見られなかった（表(2)－１）。 

 

図(2)－１ 野生型と Pparα-null マウスの肝臓病理所見。図中の control、Medium、High、

Filtered-High はそれぞれ、対照群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 
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図(2)－２ 腎臓の病理組織（弱拡大、強拡大）。図中のcontrol、High、F-Highはそれぞれ、コン

トロール群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

 

表(2)－１ 腎臓のメサンギウムの病理変化スコア 

個体No. 1 2 3 4 5 スコア 個体No. 1 2 3 4 5 スコア

1 11 5 5 5 4 1.53 1 5 11 3 2 6 1.74

2 8 7 4 2 8 1.83 2 10 3 7 7 4 1.74

3 9 5 8 3 10 2.00 3 9 4 6 4 7 1.87

4 5 7 7 10 8 2.24 4 6 6 6 6 14 2.42

5 7 5 10 8 7 2.08 5 6 7 10 8 12 2.30

6 6 7 4 6 7 2.03 6 7 7 8 20 8 2.30

7 6 4 4 2 7 2.00 7 1 7 9 4 11 2.53

8 12 5 9 10 5 1.78 8 3 5 7 8 9 2.47

1 8 5 5 11 10 2.26 1 7 7 3 10 12 2.33

2 12 10 10 5 7 1.66 2 7 5 3 6 7 2.04

3 12 10 7 7 3 1.46 3 4 4 7 11 5 2.29

4 2 8 8 7 4 2.10 4 4 4 7 8 6 2.28

5 7 4 7 4 7 2.00 5 9 3 17 18 5 2.13

6 8 10 8 4 8 1.84 6 7 5 9 10 6 2.08

7 3 4 5 5 6 2.30 7 3 7 4 5 4 2.00

8 6 8 7 6 8 2.06 8 9 4 7 9 3 1.78

Wild type

Control

Wild type

High

PPARα(-/-)

Control

PPARα(-/-)

High

 

 

２）６～１２カ月曝露マウス 

肝臓の病理学的変化を観察したところ、6ヶ月、12ヶ月曝露ともに除粒子曝露をふくめた曝露に

よって肝臓の脂質の蓄積がおこることが明らかとなった（表(2)－２、Fisher正確検定でp<0.01）。 

6ヶ月曝露後の肝臓の中性脂肪濃度はコントロール群に比べて全ての曝露群で上昇していたが、

12ヶ月曝露後では高濃度曝露群と除粒子曝露群のみで上昇していた（図(2)－３）。肝臓のコレス

テロール(T-chol)濃度は、コントロール群に比べて、6ヶ月曝露後では高濃度曝露群と除粒子群で、

12ヶ月曝露後では全ての曝露群で上昇していた。 

 

表(2)－２ NRDE 6、12 ヶ月曝露後の肝臓病理組織学的脂質の蓄積。図中の Control、Medium 

NR-DE、High NR-DE、F-DE はそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除
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粒子曝露群を表す。 

 

 

 

図(2)－３  NRDE 6、12 ヶ月曝露後の肝臓中のトリグリセライド、コレステロール量。図中の

Control、Medium、High、F-high はそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、

除粒子曝露群を表す。  

 

（３）血液および組織の生化学的検査 

 

１） 血漿アスパラギン酸アミノ基転移酵素 (AST)、アラニンアミノ基転移酵素  (ALT) 

ａ．１～３ヶ月曝露ラット  

血漿中の AST、ALT は 1 ヶ月曝露の中濃度曝露群、高濃度曝露群で上昇していた  (図(2)－４)。

しかし、2 ヶ月、3 ヶ月曝露後では変化は見られなかった。  
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図(2)－４ 血漿中の AST と ALT 値。グラフは平均  標準偏差を示す。白がコントロール、薄

い灰色が低濃度、濃い灰色が中濃度、黒が高濃度群を示す。*p<0.05 （同曝露期間の

コントロールと比較）  

 

ｂ．２週～２ヶ月曝露マウス  

血漿 ALT 活性には曝露による変化は見られなかった（図(2)－５）。 

 

図(2)－５ 血漿中の ALT 活性 

 

２）血漿中インターロイキン6 (IL-6) 

ａ．１～３ヶ月曝露ラット  

 血漿中の IL-6 は 1 ヶ月曝露後の高濃度曝露群で有意に上昇していた  (図(2)－６)。  

AST や ALT 同様、2 ヶ月、3 ヶ月曝露後には変化は見られなかった。  
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図(2)－６ 血漿中IL-6濃度。グラフは平均  標準偏差を示す。白がコントロール、薄い灰色が

低濃度、濃い灰色が中濃度、黒が高濃度群を示す。*p<0.05 （同曝露期間のコント

ロールと比較） 

 

３）血液および肝臓の脂質濃度測定  

ａ．１～３ヶ月曝露ラット  

 血漿中の T-chol は 1 ヶ月、2 ヶ月、3 ヶ月ともに変化が見られなかった  (図(2)－７)。血漿中の

TG は 3 ヶ月曝露の高濃度曝露群で有意に増加していたが、1 ヶ月、2 ヶ月曝露後では変化は見ら

れなかった。  

一方、肝臓中の T-chol は 2 ヶ月曝露の中濃度曝露群のみ有意に低下していたが、曝露濃度依存

的な変化は見られなかった  (図(2)－８)。肝臓中の TG は血漿中の TG 同様 3 ヶ月の高濃度曝露群

で有意に増加していたが、1 ヶ月、2 ヶ月曝露後では変化は見られなかった。  

 

図(2)－７ 血漿中T-cholとTG濃度。グラフは平均  標準偏差を示す。白がコントロール、薄い

灰色が低濃度、濃い灰色が中濃度、黒が高濃度群を示す。*p<0.05 （同曝露期間の

コントロールと比較） 
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図(2)－８ 肝臓中T-cholとTG濃度。グラフは平均  標準偏差を示す。白がコントロール、薄い

灰色が低濃度、濃い灰色が中濃度、黒が高濃度群を示す。*p<0.05 （同曝露期間の

コントロールと比較） 

 

ｂ．２週～２ヶ月曝露マウス  

 肝臓中の TG 量、T-chol 量ともに Pparα-null マウスの方が野生型マウスに比べ多かったが、

NRDE 曝露により、TG 量は 2 ヶ月曝露の野生型で上昇し、T-chol 量は両遺伝子型で上昇していた

（図(2)－９）。 

 

図(2)－９ 肝臓の TG、T-chol 値 

 

４）肝臓の脂肪酸分画の測定 

ａ．１～３ヶ月曝露マウス  

血漿中脂肪酸分画の結果を図(2)－10、肝臓中脂肪酸分画の結果を図(2)－11に示す。 

飽和脂肪酸であるパルミチン酸とステアリン酸、パルミチン酸の代謝物であるω-9系不飽和脂肪
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酸のパルミトレイン酸は血漿中、肝臓中ともに統計学的に有意な結果は見られなかった。しかし、

低濃度曝露により血漿中のパルミチン酸、パルミトレイン酸、ステアリン酸ともに減少する傾向

が見られた。一方、肝臓中では曝露濃度依存的に上昇する傾向が観察された。ステアリン酸の代

謝物であるω-9系不飽和脂肪酸オレイン酸の血漿中濃度は低濃度曝露群で有意な減少が観察され

た。肝臓中のオレイン酸はパルミチン酸、パルミトレイン酸、ステアリン酸同様に曝露濃度依存

的に上昇する傾向が見られたが、有意差は見られなかった。 

必須脂肪酸の1つであるω-6系不飽和脂肪酸のリノール酸は低濃度曝露群で血漿中の濃度が減少

していたが、その代謝物であるアラキドン酸に変化は見られなかった。ω-3系の必須脂肪酸である

α-リノレン酸は血漿において曝露群全てで有意な低下を示したが、その代謝物エイコサペンタエ

ン酸（EPA）は低濃度群のみ低下、ドコサヘキサエン酸（DHA）はどの群でも有意差は見られなか

った。一方、肝臓中では、中濃度曝露のEPA群で有意に上昇をしていたが、それ以外有意差は見ら

れなかった。 

測定した脂肪酸全ての合計をみると、有意ではないが、血漿中で低濃度曝露群が低下傾向、肝

臓中では濃度依存的に増加傾向を示した。 

 

図(2)－10 血漿脂肪酸分画。平均±標準偏差（単位はµg/ml）*Significant different from control 

group (p<0.05) 
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図(2)－11 肝臓中脂肪酸分画。平均±標準偏差（単位はµg/g）*Significant different from control 

group (p<0.05) 

 

（４）肝臓の分子生物学的検査 

 

１）定量リアルタイムPCR 

ａ．１～３ヶ月曝露ラット  

ⅰ．肝臓のPPARαとその標的遺伝子、およびTNFαのmRNA発現量 

 1 ヶ月の高濃度曝露群で PPARα の上昇が認められた。また、PPARα の標的遺伝子であり、脂質

代謝に関与する酵素 VLCAD、PH も同様に 1 ヶ月の高濃度曝露群で上昇していた。2 ヶ月、3 ヶ

月後は変化が見られなかった。PPARα による抗炎症作用の標的となる NFκB に関しては、p50, p65

の両サブユニットともに 1 ヶ月の高濃度曝露群で上昇が見られたが、2 ヶ月、3 ヶ月曝露後は変化

が見られなかった。炎症マーカーである TNFα は 1 ヶ月の中濃度、高濃度曝露群で有意に上昇し

ていたが、2 ヶ月、3 ヶ月曝露後は変化が見られなかった（図(2)－12）。  
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図(2)－12 肝臓の PPARα とその標的遺伝子と TNFα の mRNA 発現量。グラフは平均  標準偏

差を示す。白がコントロール、薄い灰色が低濃度、濃い灰色が中濃度、黒が高濃度

群を示す。*p<0.05 （同曝露期間のコントロールと比較）。1 ヶ月曝露 Control 群の

発現量を 1.0 として表した。  

 

ⅱ．肝臓の TG 合成と運搬に関わる物質の mRNA 発現量  

3 ヶ月曝露後に血中ならびに肝臓中の TG 量が増加していることから、TG 合成に関わる Dgat 1, 

2 と、TG の運搬に関わる MTP の mRNA 量を 3 ヶ月曝露後の肝臓を用いて調べた。いずれも有意

な変化は認められなかった（図(2)－13）。  

 

図(2)－13 3 カ月曝露ラットの肝臓中の TG 合成と運搬に関わる物質の mRNA 発現量。グラフ

は平均  標準偏差を示す。白がコントロール、薄い灰色が低濃度、濃い灰色が中

濃度、黒が高濃度群を示す。Control 群の発現量を 1.0 として表した。  

 

ⅲ．AhR とその標的遺伝子の mRNA 量  

ディーゼル排気ガス中には芳香族炭化水素が多く含まれるため、その標的となる AhR,について

炎症の観察された 1 ヶ月曝露の肝臓で調べた（図(2)－14）。AhR とその標的となる CYP1A1, 
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CYP1A2 ともに変化が見られなかった。  

 

図(2)－14  1 ヶ月曝露ラットの AhR とその標的遺伝子の mRNA 発現量。グラフは平均  標準

偏差を示す。Control 群の発現量を 1.0 として表した。  

 

ⅳ．酸化ストレス関連遺伝子の mRNA 量  

炎症の見られた 1 ヶ月曝露の肝臓で酸化ストレス関連遺伝子について調べた（図(2)－15）。好

中球走化因子である CINC が高濃度曝露群で有意に増加していた。スーパーオキサイドジスムタ

ーゼ（SOD）1, 2 については変化が見られなかった。  
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図(2)－15  一ヶ月曝露ラットの酸化ストレス関連遺伝子の mRNA 発現量。グラフは平均  標準

偏差を示す。コントロール群の発現量を 1.0 として表した。*p<0.05 （コントロー

ルと比較）  

 

ｂ．２週～２ヶ月曝露マウス  

  野生型マウスのPPARαは2週間と2ヶ月の除粒子曝露群で有意に上昇していたが、1ヶ月では有意

に減少していた(図(2)－16)。PPARαの脂質代謝の標的遺伝子であるPTは2ヶ月の除粒子曝露群で

上昇し、Pparα-nullマウスの除粒子曝露群では減少していた。炎症に関わるNFκB p50, p65は2

ヶ月曝露の野生型の除粒子曝露群でのみ有意に上昇していた。一方Pparα-nullマウスでは、2ヶ

月曝露のp50を除いたすべての曝露期間において、除粒子曝露群でNFκB p65とp50 mRNAが有意に

減少していた。  
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図(2)－16 2 週間～2 ヶ月曝露マウスの PPARα とその関連遺伝子発現の変化 

 

ｃ．１～３ヶ月曝露マウス  

PPARα、PPARγ、そしてPPARαの標的遺伝子のMCAD、VLCAD-mRNAはNRDE, F-DE曝露による統計

学的に有意な変化は見られなかったが、PPARαは除粒子曝露群で、PPARγは高濃度曝露群、除粒

子曝露群で上昇傾向が見られた(図(2)－17)。中濃度、高濃度曝露により脂肪酸合成に関わる

FAS-mRNAが上昇し、中濃度曝露群のみで肝臓から血中にTGを排泄するMTPとTGの合成に係る

DGAT1-mRNAが上昇していた。LDL-R、SREBPには変化は見られなかった。SOD1は中濃度曝露、除粒

子曝露により上昇していたが、SOD2-mRNAは変化が見られなかった。 
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図(2)－17 １ヶ月曝露ラットの定量リアルタイム PCR の結果  

 

２）ウェスタンブロット 

ａ．１ヶ月曝露ラット  

mRNA 量に変化のあった 1 ヶ月曝露後の肝臓を用いてタンパク発現量を測定した。mRNA 同様、

PPARα は高濃度曝露群で有意な増加が見られた。また、核内の NFkB p50, p65 の発現に関しても

p50 では中濃度、高濃度曝露群で、p65 では高濃度曝露群で有意な増加が見られた。一方 PPARα

の標的遺伝子であり、脂質のβ酸化に関わる PH, PT, VLCAD はいずれも変化が見られず、mRNA

とは異なっていた（図(2)－18）。 
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図(2)－18 １ヶ月曝露ラットの肝臓の PPARα とその標的遺伝子のタンパク発現量。グラフは平

均  標準偏差を示す。白がコントロール、薄い灰色が低濃度、濃い灰色が中濃度、

黒が高濃度群を示す。*p<0.05 （同曝露期間のコントロールと比較）Control 群の

発現量を 1.0 として表した。  

 

３）PPARα/PPRE 結合試験  

ａ．１ヶ月曝露ラット  

1 ヶ月曝露ラットの肝臓中の PPARα の PPRE への結合を測定した。中濃度、高濃度曝露群で有

意に結合が増加していた（図(2)－19）。  

 

図(2)－19 1 ヶ月曝露ラットの肝臓中の PPARα の PPRE 結合能。グラフは平均  標準偏差を
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示す。白がコントロール、薄い灰色が低濃度、濃い灰色が中濃度、黒が高濃度群を

示す。*p<0.05 （コントロールと比較）  

 

４）DNAマイクロアレイによる網羅的解析  

ａ．１～３ヶ月曝露マウス 

ⅰ．パスウェイ解析、クラスター解析  

Z score値を基にパスウェイのランキング化を行った結果、エイコサノイド合成、PG合成・制御、

脂肪酸生合成、コレステロール生合成、概日リズム、アンドロゲン受容体シグナル、細胞周期、

G1→S期細胞制御、ヘッジホッグシグナル、脂質代謝や毒性に関与する核内受容体、ステロイド生

合成経路が抽出された(表(2)－３)。脂肪酸やコレステロール、ステロイドの合成、エイコサノイ

ド合成、PG合成・制御、それらに関与する核内受容体といった脂質ホメオスタシスの撹乱が見ら

れていることが注目される（図(2)－20～26)。その他の注目遺伝子としては、これまでにＮＲＤ

Ｅ曝露によって上昇が確認され、脂質代謝や抗炎症作用に関与するペルオキシゾーム増殖剤活性

化受容体(PPAR)αは、本実験の結果は1.2-1.5倍程度の軽度の上昇であった。 

 

表(2)－３ パスウェイ解析により抽出された経路 

 13-3/10-1 13-5/10-1 13-3/10-4 13-5/10-4 

Up ・脂肪酸生合成 ・アンドロゲン受容体シグナル 

・細胞周期 

・G1→S 期細胞制御 

・ヘッジホッグシグナル 

・細胞周期 

・ステロイド

生合成 

なし 

Down ・エイコサノイド合成 

・PG 合成・制御 

・コレステロール生合成 

・概日リズム 

・PG 合成・制御 

・脂質代謝や

毒性に関与す

る核内受容体 

・コレステロ

ール生合成 

 

高濃度 NRDE 曝露群 13-3, 5 と対照群 10-1, 4 とを比した結果である。 

 

図(2)－20 パスウェイ解析結果の見かた（高濃度曝露群：13-3, 13-5とコントロール群：10-1, 

10-4の比） 
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肝臓プロスタグランジン合成・制御
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Ptger1
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Ptger4

Ptgfr
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PG Synthases
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Ptgds
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Gene

11-2/10-8
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図(2)－21 肝臓PG合成・制御経路      

 

肝臓ステロイド合成

To Glucocorticoid Synthesis

Cholesterol

Pregnenolone Progesterone To Mineralcorticoid Synthesis

Cyp17a1

17-alpha-OH-Pregnenolone 17-alpha-OH-Progesterone

Cyp17a1

DHA Androstenedione Estrone

Estradiol

Hsd17b1

Hsd17b2

Hsd17b3
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図(2)－22 肝臓ステロイド合成経路 

肝臓エイコサノイド合成
Cell Membrane

Pla2g2c

Pla2g2a

Pla2g6
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Ptgds
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図(2)－23 エイコサノイド合成経路 

 

肝臓脂肪酸合成
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図(2)－24 脂肪酸合成経路 

 

肝臓コレステロール合成
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図(2)－25 肝臓コレステロール合成 

 

脂質代謝や毒性に関与する核内受容体
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図(2)－26 脂質代謝や毒性に関与する核内受容体経路 
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クラスター解析を行い、上昇した遺伝子は 3 つに、低下した遺伝子は 4 つに大別された（図(2)

－27）。機能がまだ解明されていない遺伝子も含まれているが、クラスタリングされた結果から同

じ挙動を示す遺伝子であるとの推測が可能となった。 

 

図(2)－27 クラスター解析の結果 

 

ⅱ．総合的解析 

定量的リアルタイムPCRの結果をDNAマイクロアレイの結果と共に以下、図(2)－２８～３１に示

す。DNAマイクロアレイの結果は、高濃度NR-DE群2匹と新鮮空気群2匹の4通りの組み合わせを示し

ている。 

リン脂質からのアラキドン酸産生に関与するホスホリパーゼA2 group 4aは中濃度曝露群で上昇

していた（図(2)－28）。同様に、アラキドン酸からPGH2を合成するPtgs-1は高濃度群で、Ptgs -2

は中濃度群で上昇していた。一方、アラキドン酸合成酵素を抑制するannexinと相互作用するs100 

proteinは中濃度群で上昇していたが、Annexin1は高濃度曝露群で減少していた。 

PGH2からPGI2, D2, E2の合成酵素は、DNAマイクロアレイの結果では一定の結果が見られなかった

が、定量的リアルタイムPCRの結果、I2の合成酵素Ptgis、D2の合成酵素Ptgds、E2の合成酵素Ptges

ともに有意な変化は見られなかった（図(2)－29）。しかし、PGE受容体サブタイプ3は中濃度曝露

群で上昇していた。 

アラキドン酸からシクロオキシゲナーゼ系ではなくリポキシゲナーゼへの経路はDNAマイクロ

アレイの結果、ほとんど動いていなかったが、精巣で変化のあった一部のmRNAの測定を行った（図

(2)－30）。Alox15, Tgm2ともに変化は見られなかった。 

DNAマイクロアレイの結果、ＮＲＤＥ曝露により肝臓で非常に強い変化が見られたのは、Cyp26a1

とHsd17β2であったため、これらのmRNA発現量の測定を行った（図(2)－31）。Cyp26a1はDNAマイ

クロアレイのように強い減少は観察されなかったが、高濃度群で低下傾向を示した。一方、Hsd17β2

は、中濃度、高濃度曝露群で有意に上昇していた。また、これまでにNR-DEおよび除粒子曝露で誘

導が確認されているペルオキシゾーム増殖剤活性化受容体の、他のサブタイプであるPparβ-mRNA



 

 

C-0901-45 

は変化が見られなかった。 

以上をまとめると、定量リアルタイムPCR解析の結果、Pla2g4a, S100a10, S100a6, Ptgst1が中濃

度群で上昇、Ptgst2は高濃度で上昇、Annexin A1が高濃度で減少、Hsd17β2が中濃度、高濃度で上

昇していた。肝臓ではリン脂質からPGH2の産生する経路が亢進していることが明らかになったが、

その下流の明らかな変化は見られなかった。  

 

図(2)－28 phospholipase A2とその制御に関わるmRNA 

 

図(2)－29 PG産生に関わるmRNA 
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図(2)－30 リポキシゲナーゼ経路のmRNA 

 

図(2)－31 その他、注目のmRNA 

 

（５）全体のまとめと考察 

本実験では、ＮＲＤＥ曝露により肝臓の炎症が引き起こされることが明らかとなった。ナノ粒

子は大きい粒子に比べ血流に入りやすいことや、表面積が大きく様々な毒性物質を凝縮して運べ

るという性質 1)などから、肝臓などの全身の臓器に影響を及ぼすと考えられている 2)。しかし、

これまでにディーゼル排気ガス曝露により気道や肺で炎症が観察されるという報告は多数みられ

るが 8),9)、肝臓での炎症に着目した論文はほとんどない。その理由の一つは、粒子が凝集しやす

くナノ粒子のまま曝露することが難しいことにあると考えられる。国立環境研究所のＮＲＤＥ曝露

施設は、粒子の大部分がナノ粒子の状態で曝露をすることが可能であり 10)、それにより肝臓に影

響が見られたのではないかと考えられる。  

本研究では、肝臓での炎症は中濃度群から観察された。ディーゼル使用車ならびにバスからの

PM2.5 曝露は 73 µg/m
3 と見積もられている 11)。中濃度群はその濃度を下回っており、現実的にヒ

トの曝露が考えられる濃度である。ただし、実際の環境中でナノ粒子は多く観察されるが、一部

は凝集し PM10 等の比較的大きな粒子も含んだ状態で存在する。したがって、ヒトはナノ粒子と

して曝露されることは少ないので、今回ラットで観察された肝臓障害がヒトでも観察されるかど

図(2)-1 phospholipase A2とその制御に関わるmRNA 
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うかは、現時点では結論付けることはできない。しかし重量濃度で現在の環境基準値と同程度の

ナノ粒子曝露が今まで注目されることがなかった肝障害を誘発するという新たな知見は注目すべ

きであろう。  

本研究の結果から炎症は肝臓の NFκB を介していると考えられる。ディーゼル排気微粒子  

(DEP) 曝露後の NFκB の上昇は肝臓では報告されていないが、ヒトの気道等で報告されている  
12)。

DEP 曝露により肺胞マクロファージでは NFκB を介して TNFα を誘導することが報告されている

が 13)、肝臓でも同様に NFκB の誘導により TNFα が上昇したと考えられる。  

ディーゼル排気ガス曝露により肝臓中の PPARα が誘導される報告は初めてである。核内受容体

PPARα は NFκB の核内移行を抑制し抗炎症作用を発揮する 14)。しかし本研究では PPARα の上昇

は見られたが、NFκB も 1 ヶ月曝露時に上昇が見られた。この理由は今のところ不明である。一

方ディーゼル排気ガス中には多種類の芳香族炭化水素が含まれているが、今回の結果では芳香族

炭化水素の受容体である AhR やその標的遺伝子の発現量には変化は見られなかった。AhR はサイ

トカインを誘導することによって炎症を引き起こすが 15)、PPARα は AhR の発現量を増加させる

が、AhR の炎症作用を抑える働きを有している 16)。今回の結果では、AhR の発現量も増えておら

ず、また抗炎症作用も見られていない。このような観点から考えても、PPARα が機能していない

かもしれない。ただ、ベンゾピレンなどの芳香族炭化水素によるサイトカイン TNFα の上昇は AhR

ではなく Extracellurlar signal-regulated protein kinase (ERK) を介しているとの報告 17)もあり、今後

ERK についても検討が必要である。  

PPARα は β 酸化酵素の誘導を介して脂質代謝を亢進させることが知られている 18)。また、PPARα

の標的遺伝子は mRNA では上昇が見られたが、タンパク量では変化が見られなかった。3 ヶ月曝

露後には血中、肝臓中ともに TG の上昇が見られたが、TG 合成酵素である Dgat には変化が見ら

れなかった。db/db マウスにディーゼル排気ガスを曝露した実験においても新鮮空気を曝露した

ものに比べ肝臓中の脂肪肝の程度は上昇傾向にあるが統計的に有意ではなかった 19)。この実験で

は血漿中の TG の上昇は見られていないが、肝臓中の TG は測定しておらず、肝臓中の脂肪肝が

TG によるものかどうかはわからなかった。  

以上をまとめると、ＮＲＤＥ曝露により肝臓で炎症と脂質の蓄積が見られた。NRDE 曝露は AhR

ではなく PPARα を誘導した。しかし PPARα の抗炎症作用は見られなかった。  

続いて、マイクロアレイの結果では、全ての組み合わせで1.2-1.5倍程度の軽度の上昇であった。

しかし、Pparα-nullマウスを用いた実験結果より、NRDEの肝毒性においてPPARαは曝露期間によ

り反応が異なる（1又は3か月後はNRDEやF-DE曝露により誘導しているが、2か月では抑制されてい

る）。しかしながら、野生型で見られた影響がPparα-nullマウスでは観察されておらず、PPARα

は重要であることが示唆される。 

今回パスウェイ解析で抽出されたエイコサノイド合成経路やPG合成経路、脂肪酸生合成は内因

性のPPARのリガンドの生成経路であり、長鎖脂肪酸やエイコサノイドはPPARのすべてのサブタイ

プのアゴニストとして働くことが報告されている 8)。ラットにNRDEを1, 2, 3ヶ月曝露したところ、

1ヶ月では炎症が観察されたが、2ヶ月以降は炎症が抑えられている（22年度報告書）。今回のマ

イクロアレイはこの1ヶ月の肝臓を用いており、このような内因性のPPARのリガンドの合成が炎症

を抑えるのに働いた可能性がある。今後はＮＲＤＥ曝露の内因性のリガンドへの影響を測定を行

う必要がある。また、アラキドン酸からPGH2の合成が促進していること、アラキドン酸合成酵素
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を抑制するannexinが減っていることからアラキドン酸が一つのマーカーになる可能性が考えら

れる。 

F-DE曝露においてもNRDE同様PPARαが1又は3か月後誘導、2か月後は抑制されていることから、

ガス成分にPPARαに作用する物質が存在することが示唆される。このような外因性のPPARのリガ

ンドに加え、内因性のPPARのリガンド生成の撹乱により、脂質の代謝が抑えられ、長期曝露時の

脂質の蓄積につながったと考えられる。 

また、血中のテストステロンの上昇の結果と照らし合わせた際、肝臓でのコレステロール生合

成は低下していたが、プロジェステロンから17αOHプロジェステロンへの変換酵素CYP17a1の上昇

が見られたことが、精巣だけではなく、血中のテストステロン上昇につながっているかもしれな

い。エストロンとエストラジオールの間の変換酵素であるHSD17β2が強く誘導されていたことも

注目される。 

以上から、ＮＲＤＥ曝露、除粒子曝露ともに脂質ホメオスタシスを撹乱させ、TGやT-chol濃度

を上昇させることが明らかとなった。今後マイクロアレイで変化のあった他の経路についても検

討が必要である。 

DEP 曝露によって PG が産生されることは、過去にいくつか in vitro での報告がある。ヒト肺

胞上皮細胞 A549 で Cox, PGE2 の上昇 (Ahn et al., 2008)、肺のマクロファージでアラキドン酸、

PGE2 の産生上昇 (Beck-Speier et al., 2005) というように炎症に関与しているという報告があ

る一方、ヒトの単球での PGE2 産生を引き起こし LPS 刺激による炎症に対して抗炎症作用を示す 

(Hofer et al., 2004)との報告もある。PGE2, PGJ2 は TNFα を抑制する(Spengler et al., 1989; 

Petrova et al., 1999)ことから、NR-DE 曝露１か月では見られた炎症が２、３か月曝露後では見

られなかったところに PG が関与しているかもしれない。 

このように、DEP との関係が示唆されている PG は主に PGE2 である。しかし今回は PGE2 の合成酵

素の mRNA 発現は個体差が大きく、NR-DE による誘導は観察されなかった。一方、PGE の受容体が

中濃度で有意に上昇していた点は注目される。NR-DE によるこれらの PG 合成・制御への影響は今

後も検討する必要があると思われる。 

本研究で高濃度ＮＲＤＥによる低下が観察された Annexin 1 は細胞質ホスホリパーゼＡ２

(cPLA2α)に直接結合して活性を阻害すると考えられている（Kim et al., 1994）。また、炎症細

胞のアポトーシスを促進することが報告されているため (Parente and Solito. 2004)、 Annexin 

1 の低下は 1 カ月曝露後に観察された肝臓の炎症に寄与していると思われる。 本研究で調べた

Annexin 1 は s100a6 と s100a11 に結合するが、s100a10 は Annexin 2 に結合することから

(Streicher et al., 2009)、Annexin 2 も変化しているかもしれない。  

脂肪酸への影響については、パルミチン酸、ステアリン酸、オレイン酸、α-リノレン酸、アラ

キドン酸、ドコサテトラエン酸、ドコサペンタエン酸と DHA が、1 日 5 時間、週 1 回、16 週間、2 

mg/m3 の DEP を曝露した雄 Wistar Kyoto ラットの心臓のミトコンドリア画分中で報告されている

のみである(Kodavant et al., 2011)。この研究では、酸化ストレスにより心臓ミトコンドリア膜

の不飽和脂肪酸の組成が変わったのではないかと考察している。一方、DE 曝露により、肺組織の

ホスファチジルコリンへのパルミチン酸の取り込みが促進することが報告されている (Wright, 

1986)。本研究でも、血漿中の脂肪酸は NRDE 曝露により低下を示したのに対して、肝臓中での脂

肪酸量が増加傾向であったことは、このような肝臓への取り込みの促進によるものかもしれない。

http://ja.wikipedia.org/w/index.php?title=%E3%83%89%E3%82%B3%E3%82%B5%E3%83%9A%E3%83%B3%E3%82%BF%E3%82%A8%E3%83%B3%E9%85%B8&action=edit&redlink=1
http://ja.wikipedia.org/w/index.php?title=%E3%83%89%E3%82%B3%E3%82%B5%E3%83%9A%E3%83%B3%E3%82%BF%E3%82%A8%E3%83%B3%E9%85%B8&action=edit&redlink=1
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また、DE ではないが、DE に含まれる 1-ニトロピレンは stearoyl-CoA desaturase 1 の活性を低

下させ、脂質ホメオスタシスを撹乱していることが示唆されている (Podechard et al., 2011)。

本研究でも、stearoyl-CoA desaturase 1 の代謝物であるオレイン酸は血漿中で低下している。 

本研究で最も大きく低下していた脂肪酸は α-リノレン酸であった。ω-3 系／ω-6 系の比率が

低下すると、アラキドン酸カスケードで炎症に進むことが明らかになっている(Valenzuela and 

Videla, 2011)。また、魚油摂取による ω-3 系の EPA と DHA の補給が浮遊粒子状物質による心拍

変動を予防するということが報告されている(Romieu et al., 2005)ことから、ＮＲＤＥ曝露によ

る ω-3 系の α-リノレン酸、EPA の低下が、TNFα や IL-6 の上昇をもたらしていたかもしれない。 

 その他本研究では、Hsd17β2 はマイクロアレイ同様の上昇が中濃度、高濃度で観察された。

Hsd17β2 は肝臓や胎盤などに存在し、テストステロンからアンドロステンジオンへ、またエスト

ラジオールからエストロンへ酸化し、性ステロイドを生理的に不活性化させる酵素である(Labrie 

et al., 1997)。ＮＲＤＥの曝露による血中のテストステロンの上昇に伴い増加したのではないか

と考えられるが、高濃度でも上昇しており、更なる検討が必要である。  

以上から、ＮＲＤＥ曝露は脂質恒常性を撹乱させることが明らかになった。22 年度の研究にお

いて、NRDE、F-DE ともに、TG や T-chol 濃度を上昇させることが明らかとなっていることから、

ガス成分が脂質恒常性を攪乱することが示唆される。また、血漿中の α-リノレン酸は、NRDE 曝

露すべてで低下をしており、ＮＲＤＥの影響バイオマーカーになる可能性が考えられる。 

 

５．本研究により得られた成果 
（１）科学的意義 

本研究の結果、これまでほとんど注目されてこなかった、NRDE曝露による肝臓への影響の一端

が明らかになった。今回使った曝露装置は世界でも類を見ない規模・精度のものであるために重

要な科学的成果であると考えられる。 

（２）環境政策への貢献 

ディーゼル排ガスの吸入が肝臓機能に影響をあたえうることを示した研究成果であり、環境基

準値よりはるかに低い15 µg/m3の曝露相当の曝露でも肝臓の脂質量に変化をもたらすことが明ら

かとなった。同濃度は先行研究においてテストステロン濃度の有意な上昇が確認されているもの

と同じレベルのものであり、また今回の研究では粒子を除去したガス成分のみの曝露においても

高濃度ＮＲＤＥ曝露群同様に肝臓の脂質の蓄積が観察されている。これらのことから、環境基準

値と粒子規制を主とする排気ガス規制の見直しの検討が必要となるかもしれないが、その際の科

学的知見として貢献できると考えられる。 
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［要旨］二十数ｎｍ付近の粒径のナノ粒子を多く含んだディーゼル排気（Nanoparticle-rich 

Diesel Exhaust Particle: ＮＲＤＥ）の亜急性および３～１２カ月曝露がマウス・ラットの生殖・

内分泌系に与える影響を検証した。ＮＲＤＥは、実験動物の精巣ライディヒ細胞・下垂体前葉細

胞のホルモン分泌機能に影響する内分泌撹乱作用を有することがうかがわれた。またナノ粒子と

除粒子ガス成分では、ステロイドホルモン分泌細胞と蛋白質ホルモン分泌細胞への作用が異なる

ものと推察された。ＮＲＤＥに曝露された雄マウスで精巣ライディヒ細胞からのテストステロン

分泌量が増加するメカニズムを調べた結果、分泌増加作用は下垂体からの性腺刺激ホルモン分泌

を介するものでは無く、精巣のライディヒ細胞への直接作用であると推察された。いっぽう、ラ

イディヒ細胞からのテストステロン分泌抑制メカニズムは不明であった。さらに、ＮＲＤＥ曝露

後の雄ラット精巣を用いてＤＮＡマイクロアレイ解析を行なったところ、アラキドン酸カスケー

ドの変化が観察された。 

 

［キーワード］ディーゼル排気ガス、全身吸入曝露、ナノ粒子、性腺、副腎 

 

１．はじめに 

ディーゼル排気微粒子（ＤＥＰ）は大気汚染の主要成分であり、これらの中には粒径が50nm以

下の粒子も含まれている。これらのナノ粒子は非常に微小なために生体内への移行が容易で、重

量あたりの表面積が大きいために生物組織への侵害作用が大きいことが懸念されるが、その生体

影響の研究は非常に乏しく、わが国において緊急性の高い課題となっている。この研究の必要性

に応えるため、（独）国立環境研究所では平成18年度よりナノ粒子を多く含むディーゼル排ガス

（Nanoparticle-rich Diesel Exhaust: ＮＲＤＥ）DEの曝露実験を開始し、呼吸・循環器系、炎

症・免疫系への影響解明に取り組み始めた。このような背景の下、我々は平成19,20年度の環境技

術開発等推進費で、ラットにＮＲＤＥを曝露し、生殖器・次世代影響とそのメカニズムに関する

研究を行った。本研究では、これまで研究してきた生殖・次世代影響の研究をさらに深めるため

の詳細な内分泌学的・分子生物学的検査を実施し、さらにそれにとどまらず影響のバイオマーカ
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ーを創出し、それらのマーカーをＮＲＤＥの健康リスク評価、環境基準設定の際に参考となる知

見として提唱することをめざした。 

 

 

２．研究開発目的 

マウス・ラットを中濃度～高濃度ＮＲＤＥに亜急性に曝露させて、雌雄別に内分泌・生殖器系

機能への影響を調べる。階層的な支配関係にある内分泌・生殖器系の機能変化を系統だてて検証

するために、マクロ観察から分子生物学的手法にいたるまでの各種検査を行なう。 

 

３．研究開発方法 

 

（１）曝露装置 

すべての実験において、実験動物のナノ粒子への曝露は、独立行政法人国立環境研究所のナノ

粒子健康影響実験棟内で実施した。詳細は、サブテーマ(1)の欄に記載した通りである。 

 

（２）実験動物 

１） マウス 

６週令のマウスを用いた。雄マウスはC57BL/Jclマウス（Charles River Japan、東京、 日本）、

雌マウスはBALB/cマウス（SLC）を使用した。 

２）ラット 

雌ラットは、妊娠したFischer 系ラット(F344/DuCrlCrli) と離乳直後の21日齢の雌ラット（Wistar 

今道系）を使用した。 

雄ラットは、7～8週齢のFischer 系ラット(F344)を使用した。  

 

（３）曝露方法 

１）マウス 

マウスは、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群の４つの群に分けた。 

ａ．雄マウス 

 ８週間の曝露を行なった。各群、８～９匹を用いた。 

ｂ．雌マウス 

 曝露期間は３ヶ月、６ヶ月、１２ヶ月とした。３か月曝露実験では、各群12匹（計48匹）、６

か月曝露では各群12匹（計48匹）、１２か月曝露では各群14匹（計56匹）を用いた。 

 

２）ラット 

ａ．妊娠ラット 

発情前期の夜に雄と交配して、膣スメア内に精子を認めた日を妊娠０日として、Ｉと同様の条

件で、妊娠０日から20日間曝露を行った。コントロール群、高濃度曝露群、除粒子曝露群の３群

に分け、各群６匹のラットを使用した。 

ｂ．仔ラット（雌）  
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１ヶ月の曝露を行なった。コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群の4つ

の群に分け、各群１５匹づつ用いた。Room control群は、チャンバーには入れずに同条件下で飼

育した。曝露終了１日後に、東京農工大学に輸送した。輸送後は、プラスチックケージ（日本ク

レア、大阪、日本）に移動し、餌（日本農産工業、神奈川、日本）と水は自由摂取として飼育を

継続させた。東京農工大学に到着後４日目～８日目で動物の処理を行なった。 

ｃ．雄ラット 

ラットはランダムにコントロール群（新鮮空気）、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露

群の４群に分け  (8又は9匹/群)、1、2、3カ月の曝露を行った。  

 

（４）生体試料の処理 

１）臓器の摘出および処理 

曝露終了後、ペントバルビタール麻酔下で心臓採血し、肝臓、脾臓、腎臓、副腎を採取し、重

量を測定した。さらに雄動物の場合は、精巣、精巣上体、前立腺、精嚢腺を採取して重量を測定

した。雌動物の場合は、卵巣、子宮、副腎、膣を採取し、重量を測定した。 

採取した血液は、1700×gで15分、4℃の条件で遠心分離し、ホルモンアッセイまでの間-20℃で

保存した。精巣、卵巣と子宮は、重量測定後、10%ホルマリン液に保存した。下垂体は、生理食塩

水1mlが入ったプラスチックチューブに入れ、ホルモンの測定まで-20℃で保存した。一部のラッ

トでは海馬を摘出し、冷凍保存した。 

副腎細胞および精巣ライディヒ細胞、下垂体前葉細胞は、直ちに初代細胞培養を行った。 

 

２） 膣スメアおよび性周期判定 

仔ラット（雌）の場合は、解剖前に膣スメアを採取した。膣スメアは、2000倍希釈をしたオス

バン液を用いて、採取した。ステージの分類は、休止期は、上皮細胞の数が減り白血球があるも

の、発情前期は、有核で円形の上皮細胞と角化細胞が存在し白血球がないもの、発情期は、多く

の不整で核がない角化上皮細胞が多くあるものとした（Armenti et al.2008）。発情周期は、正

常周期、持続発情、持続休止期、発情周期の延長したものに分類した（Franczak et al.2006）。

正常発情周期は、休止期2日間と発情前期1日間と発情期1日間の4日間で周期が回帰するもの、持

続発情は、発情期が5日間以上続くもの、持続休止期は休止期が5日間以上続くもの、発情周期の

延長は、持続発情や持続休止期でなく5日間以上で１周期になるものとした。 

 

（５）ホルモン・アッセイ 

コルチコステロン及びプロジェステロン濃度の測定は、125Iで標識したリガンドを使用した二抗

体ラジオイムノアッセイ法を用いて行った。ステロイドホルモン、黄体形成ホルモン（LH）・卵

胞刺激ホルモン（FSH）の測定は、125I標識ホルモンを用いた二抗体法ラジオイムノアッセイ、も

しくはEIAキット (Cayman社製)により行った。血清中のインヒビン測定には、当研究室で開発し

たbovine インヒビンのラジオイムノアッセイ系を用いて測定した。海馬中のプレグネノロン、プ

ロジェステロン、17OH-プロジェステロン、アンドロステンジオン、テストステロン、エストラジ

オールは、あすか製薬に測定を依頼し、液体クロマトグラフィータンデムマススペクトロメトリ

ー(LC/MS/MS)によって定量した。  
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（６）初代細胞培養 

副腎細胞の培養は、Jaroenporn ら（2007）の方法によった。培養副腎細胞に、副腎皮質刺激ホ

ルモン（adrenocorticotropic hormone；ACTH）を 0、10-15～10-10M 加えた培養液を添加し、4 時

間培養した後、培養液を回収し、コルチコステロンとプロジェステロンのアッセイまで-20℃で保

存した。 

ライディヒ細胞と下垂体前葉細胞の初代細胞培養は、常法に従って行った。 

 

（７）生殖器系の検査 

１）精子数の測定 

 片側精巣を生理食塩水中でホモジナイズし、スパームヘッドカウント法により精子数を測定し

た。 

２）卵管・卵巣の検査 

発情期で採材した個体の卵管を、2枚のスライドグラスで挟み、実体顕微鏡を用いて、卵管内の

卵の数を確認した。 

常法でパラフィン包埋した卵巣は、回転式ミクロトーム(大和光機工業、埼玉、日本)で、厚さ

10㎛で薄切し、スライドグラス（松浪硝子工業、大阪、日本）に載せ、連続切片を作製し、一晩

37℃で伸展させた。 

発情前期で採材した個体の卵巣を各群３匹分（計6卵巣）ずつ用い、１個体が所有する胞状卵胞、

閉鎖卵胞を観察した。各卵胞は、卵の核が見られたところで、長径と短径を測定し、その平均値

をその卵胞の大きさとした。卵胞は、100μm以上の二次卵胞、胞状卵胞、閉鎖卵胞を数えた。直

径400μm以上の卵胞を大型卵胞とした。また、閉鎖卵胞は、過去の研究（Anne et al.1978、Fernanda 

et al.2008、Quinto et al.1983、Andreu et al.1998）を参考に、顆粒層細胞と卵細胞が残って

いるもので、200μm以下で卵胞腔があるもの、卵胞が早期黄体化を起こしているもの、卵胞腔内

に5個以上の単独の顆粒層細胞が落下しているもの、顆粒層細胞層がうすくなっているもの、卵細

胞が変形もしくは変性しているものとした。  

休止期で採材した個体の卵巣を各群2匹分ずつ用い、１個体が所有する二次卵胞、胞状卵胞、閉

鎖卵胞、黄体の数を観察した。各卵胞は、卵の核が見られたところで、長径と短径を測定し、そ

の平均値をその卵胞の大きさとした。 

卵胞の分類は、原始卵胞は卵母細胞のみで周りを囲む上皮細胞がないもの、一次卵胞は卵母細

胞を一層の卵胞上皮細胞が囲んでいるもの、二次卵胞は上皮細胞が重層化し、卵胞腔が形成され

ていないもの、胞状卵胞は卵胞腔が形成されているもの、成熟卵胞は卵丘が形成されているもの

とした。閉鎖卵胞は、顆粒層細胞と卵細胞が残っているもので、卵胞が早期黄体化を起こしてい

るもの、卵胞腔内に10個以上の単独の顆粒層細胞が落下しているもの、顆粒層細胞層がうすくな

っているもの、卵細胞が変形もしくは変性しているものとした。 

３）胎子の検査 

妊娠20日（分娩前日）に摘出した胎子について、体重、体長およびペニス(雄)あるいはクリト

リス(雌)から肛門までの距離を計測した。 
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（８）精巣の分子生物学的検査  

１）定量的リアルタイムPCR 

以下の物質のｍRNAを定量した。 

・ 精巣内コレステロール生合成に関与する①3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A(HMG-CoA)

と②HMG-CoA reductase 

・ 精巣細胞内のコレステロール輸送に関与し、HDLとLDLの取り込みに重要な③Scavenger 

receptor class B type1 (SR-B1)、④LDL receptor (LDL-R)、⑤Peripheral benzodiazepine 

receptor (PBR)、⑥ StAR 

・ テストステロン生合成に関与する⑦cytochrome P450 side-chain cleavage enzyme (P450scc)、

⑧3β-hydroxysteroid dehydrogenase/5-4-isomerase (3β-HSD)、⑨cytochrome P450 

17α-hydroxylase/C17-20 lyase (P450 17α)、⑩17β-HSD 

・ エイコサノイド合成系で始めに細胞膜脂質二重層のリン脂質にエステル結合したアラキドン

酸を遊離させるphospholipase A2, group IIA (platelets, synovial fluid) (Pla2g2a) 

・ エイコサノイド系のシクロオキシゲナーゼ経路に関わる遺伝子である、

prostaglandin-endoperoxide synthase 1 (Ptgs1)、prostaglandin-endoperoxide synthase 2 

(Ptgs2)、prostaglandin D2 synthase (brain) (Ptgds)、prostaglandin I2 (prostacyclin) 

synthase (Ptgis) 

・ エイコサノイド系のリポキシゲナーゼ経路に関わる遺伝子であるtransglutaminase 2, C 

polypeptide (Tgm2)、arachidonate 15-lipoxygenase (Alox15) 

・ プラスタグランジン合成・制御系に関わる遺伝子である、S100 calcium binding protein 

A10(S100a10)、S100 calcium binding protein A6(S100a6)、phospholipase A2, group IVA 

(cytosolic, calcium-dependent) (Pla2g4a)、annexin A1 (Anxa1)、prostaglandin E receptor 

3 (subtype EP3) (Ptger3) 

・ 肝臓のマイクロアレイ解析で変化が認められたhydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 2 

(Hsd17b2)、peroxisome proliferator-activated receptor beta (PPARb gene)、 cytochrome 

P450, family 26, subfamily a, polypeptide 1 (Cyp26a1) 

 

２）ウェスタンブロット  

タンパク濃度はプロテインアッセイキット(Bio-Rad社)を用いて行った。10%か12%のポリアクリ

ルアミドゲルで電気泳動を行った後、PVDF膜に転写をした。3%スキムミルクに1時間室温でイン

キュベーションした後、それぞれStAR (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), CYP11A (Chemicon 

Int.,Temecula, CA, USA), CYP17α, and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (Santa 

Cruz Biotechnology)に対する一次抗体に  4°Cで一夜反応をさせた。膜はTBSやTBSTバッファーで洗

浄後、アルカリフォスファターゼ結合の抗ウサギ又は抗ヤギ抗体 (Jackson ImmunoResearch, West 

Grove, PA, USA)を用いて反応させた。その後膜は再度TBSやTBSTバッファーで洗浄をし、

1-StepTM NBT/BCIP (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA)で可視化した。Lane and Spot Analyzer 

version 5.0 (ATTO Corporation, Tokyo, Japan)でバンドの濃度測定を行い、内部標準のGAPDHで補正

した。  
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３）RNA 抽出  

 RNeasy Mini kit (QIAGEN)を用いて行った。抽出したRNAは、ナノドロップで収量、波形を確認

した後、バイオアナライザー(Agilent)で電気泳動を行い、不純物や分解のないRNAであることを

確認した。 

 

４）DNA マイクロアレイによる網羅的解析  

 東レ株式会社に委託して実施した。高感度DNAチップ3D-Geneを用いて、1色法で解析を行った。

ノーマライゼーションによるデータの標準化ののち、対照群と全ての曝露群を比較し、変動比2倍

を閾値にして発現変動のある遺伝子を同定した。抽出された遺伝子をGenMAPPを用いてパスウェイ

解析をし、さらに少なくとも1比較以上で閾値を越えた遺伝子2903個からクラスター解析ソフト

(Cluster 3.0)で階層クラスター解析を行った。 

 

（９）統計解析  

統計処理は、Graph Pad Prism5（San Diego、CA、USA）もしくはJMPバージョン5.0 (SAS Institute 

Inc., Cary, NC, USA)を用いて行なった。 

臓器重量、血清中の各ホルモン濃度の群間の平均値の有意差検定には一元配置分散分析（one way 

ANOVA）を使用し、各曝露群と対照群との有意差検定にはDunnetの多重比較検定もしくはTukeyの

多重検定を用いた。 

培養液中のホルモン濃度については、群間の平均値の有意差検定には二元配置分散分析（two way 

ANOVA）を使用し、各曝露群と対照群との有意差検定にはBonferroniの多重比較検定を用いた。ま

た、ACTH添加群と、非添加群との有意差検定にはDunnetの多重比較検定を用いた。 

 

４．結果及び考察 

 

（１） 体重および臓器重量 

１）雄マウスの８週間曝露 

図(3)－１に体重、肝臓、脾臓、腎臓、副腎の重量を示した。いずれも各曝露群とコントロール

群との間で有意な差は認められなかった。 
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図(3)－１ 雄マウスへの８週曝露の体重、肝臓、膵臓、副腎、腎臓重量に及ぼす影響。図中の

Control、Low、High、F-DEはそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子

曝露群を表す。 

 

 

２）雌マウスの３～１２カ月曝露 

ａ．３ヶ月目 

体重、肝臓重量、右腎重量、左肺重量、脾臓重量は、コントロール群と比較して、各曝露群に有

意な差は認められなかった。卵巣重量、子宮重量、膣重量の結果は、膣スメアの観察から、休止

期と判断した個体のデータを用いて、検討した。卵巣重量、子宮重量、膣重量は、コントロール

群と比較して、各曝露群で有意差は認められなかった。 

ｂ．６ヶ月目 

体重と副腎重量は、コントロール群と比較して各曝露群に有意な差は認められなかった。腸管

の長さは、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群で、それぞれ52.02±1.52

㎝、51.75±0.98㎝、48.76±0.82㎝、47.78±0.34㎝（Mean±SEM）で、除粒子曝露群でコントロー

ル群と比較して有意な低値を示した（p<0.05）。卵巣重量、子宮重量、膣重量は、膣スメア観察

の結果により、休止期と発情期に分けて比較したが、コントロール群と各曝露群との間に有意な

差は認められなかった。 

ｃ．１２ヶ月目 
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体重は、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群でそれぞれ 25.24±0.92g、

27.01±0.69g、26.34±0.42g、28.00±0.76g であり、除粒子曝露群でコントロール群と比較して

有意な高値を示した(p<0.05)。 

肝臓の重量には、コントロール群と比較して、有意な高値が認められなかった。 

腎臓重量は、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群でそれぞれ 368.9

±7.0mg、387.2±8.3mg、375.7±9.0mg、406.7±10.6mg であり、除粒子曝露群でコントロール群

と比較して有意な高値を示した。副腎重量は、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、

除粒子曝露群でそれぞれ 10.29±0.63㎎、8.29±0.47㎎、8.29±0.29㎎、7.93±0.56㎎ であり、

コントロール群と比較して中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群で有意な低値を示した

(p<0.05)。腸管の長さ、膣スメアで休止期と判断した個体の卵巣重量および子宮重量は、コント

ロール群と比較して有意差は認められなかった。 

体重の有意差が認められたため、各臓器重量を体重あたりで比較した。どの臓器においても、

コントロール群と比較して各曝露群に有意な差は認められなかった。 

 

３）妊娠ラットの２０日間曝露 

 妊娠期間中に、妊娠8日、15日および20日に体重測定を行ったが、いずれの日でも３群間で体重

に差は認められなかった（図(3)－２）。また、妊娠期間中に流産する個体も認められなかった。 

 肝臓重量と脾臓重量が高濃度曝露群と除粒子曝露群でコントロール群と比較して有意な低値を

示した。副腎、子宮および卵巣重量には差が認められなかった。 

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
140

160

180

200

220

240
Clean air

NR-DE

F-DE

Day of pregnancy

B
o

d
y
 w

e
ig

h
t 

(g
)

 

図(3)－２ 妊娠ラットへの２０日間NR-DE曝露による体重増加に及ぼす影響。図中のClean air、

NR-DE、F-DEはそれぞれ、コントロール群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

 

４）仔ラット（雌）の１ヶ月曝露 

体重の変化は、全曝露期間においてコントロール群と曝露群の間に有意差はなかった。 
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肝臓、脾臓、胸腺、腎臓、副腎の重量に、コントロール群と曝露群で有意差は認められなかっ

た。肺重量は、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群でそれぞれ 1.151

±0.058g、0.9755±0.017g、1.027±0.026g、0.9895±0.029g、1.032±0.063g（Mean±SEM）であ

り、正常空気群と比較して中濃度曝露群および除粒子曝露群で有意な低値を示した(p<0.05)。し

かし、体重あたりの重量で比較すると、コントロール群と曝露群の間に有意な差は認められなか

った。 

子宮重量は、休止期で採材した個体で、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒

子曝露群でそれぞれ 0.1988±0.014g、0.2668±0.016g、0.2380±0.018g、0.2154±0.0081g（Mean

±SEM）であり、コントロール群と比較して中濃度曝露群で有意な高値を示した(p<0.05)。発情前

期と発情期で採材した個体の比較では、子宮重量に有意差は認められなかった。卵巣重量は、休

止期で採材した個体、発情前期で採材した個体、発情期で採材した個体ごとの比較において、コ

ントロール群と各曝露群との間で有意差は認められなかった。 

 

雄ラットの１～３ヶ月曝露 

（２）血中ホルモン濃度 

 

１）雄マウスの８週間曝露 

図(3)－３に血中プロジェステロン及びコルチコステロンの濃度を示した。血中コルチコステロ

ン及びプロジェステロンの濃度は、いずれも各曝露群とコントロール群との間で有意な差は認め

られなかった。 

図(3)－４に血中FSH、LH、テストステロン及びプロジェステロン濃度を示した。血中テストス

テロン濃度は、ナノ粒子曝露群がコントロール群に比べて高値を示した。その他のホルモン濃度

は各曝露群とコントロール群との間で有意差は認められなかった。 
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図(3)－３ 雄マウスへのNR-DE８週曝露の血清中のプロジェステロン（A）及びコルチコステン 

（B）濃度に及ぼす影響。図中のClean air、Low、High、F-DEはそれぞれ、コントロール群、中

濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 
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図(3)－４ 雄マウスへのNR-DE８週曝露の血中卵胞刺激ホルモン（FSH）、黄体形成ホルモン（LH）、

テストステロンおよびプロジェステロン濃度に及ぼす影響。図中のClean air、Low、High、

F-DEはそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

 

２）雌マウスの３～１２カ月曝露 

ａ．３ヶ月目 

プロジェステロン及びインヒビン濃度は、コントロール群と比較して各曝露群に有意な差は認

められなかった。 

ｂ．６ヶ月目 

エストラジオール-17β、プロジェステロン、インヒビン濃度のすべてにおいて、コントロール

群と比較して各曝露群に有意な差は認められなかった。 

ｃ．１２ヶ月目 

プロジェステロン濃度は、コントロール群と比較して各曝露群に有意差は認められなかった。

インヒビン濃度は、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群でそれぞれ 2.16

±0.51ng/ml、2.31±0.25 ng/ml、3.79±0.26 ng/ml、2.55±0.30 ng/ml（Mean±SEM）であり、コ

ントロール群と比較して中濃度曝露群で有意な高値を示した(p<0.05)。 

 

３）妊娠ラットの２０日間曝露 
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 血中LHとコルチコステロン濃度が高濃度曝露群と除粒子曝露群でコントロール群と比較して有

意に上昇し、血中プロジェステロン濃度は逆に有意に低下した。血中エストラジオール濃度は、

高濃度曝露群ではコントロール群と比較して高値を示したが、差は有意ではなかった。除粒子曝

露群では、コントロール群よりも有意な高値を示した（図(3)－５）。 
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図(3)－５ 妊娠ラットへの２０日間NR-DE曝露の血中各種ホルモン濃度への影響。図中のClean 

air、NR-DE、F-DEはそれぞれ、コントロール群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 



 

 

C-0901-68 

 

４）仔ラット（雌）の１ヶ月曝露 

血清中のプロジェステロン濃度は、休止期、発情前期、発情期ともに、コントロール群と各曝

露群で有意差は認められなかった。しかし、高濃度曝露群の休止期と発情期で、コントロール群

と比較して高い傾向を示した。また、除粒子曝露群の発情前期と発情期で、コントロール群と比

較して低い傾向を示した。 

 血清中のエストラジオール-17β濃度は、発情前期で採血した個体において、コントロール群、

中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群でそれぞれ 157.40±15.57pg/ml、105.00±14.93 pg/ml、

80.51±8.88 pg/ml、130.50±29.52 pg/ml（Mean±SEM）であり、コントロール群と比較して高濃

度曝露群で有意な低値が認められた(p<0.05)。休止期および発情期では、コントロール群と各曝

露群において有意差は認められなかった。 

血清中のFSH濃度は、休止期、発情前期、発情期において、コントロール群と各曝露群との間に

有意差は認められなかった。 

血清中LH濃度は、休止期ので採血した個体において、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度

曝露群、除粒子曝露群でそれぞれ 0.0760±0.021ng/ml、0.3128±0.071 ng/ml、0.1910±0.060 ng/ml、

0.04775±0.012ng/ml（Mean±SEM）であり、中濃度曝露群で、コントロール群と比較して有意な

高値を示した(p<0.05)。発情前期では、コントロール群と各曝露群の間に有意差は認められなか

ったが、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群は低い傾向を示した。発情期では、コント

ロール群と各曝露群の間に有意差は認められなかったが、高濃度曝露群で低い傾向を示した。 

血清中プロラクチン濃度は、休止期、発情前期、発情期において、コントロール群と各曝露群

との間に有意差は認められなかった。 

 

５）雄ラットの１～３ヶ月曝露 

２か月の曝露後、以前の研究(Li et al., 2009)同様に中濃度曝露群はコントロール群に比べて有意

に血漿中のテストステロン濃度を上昇させた(図(3)－６A)。高濃度曝露群は1か月曝露後血漿中テ

ストステロン濃度を上昇させたが、2、3か月後はこのような変化は見られなかった。除粒子曝露

群は2か月後血漿テストステロン濃度を上昇させた。高濃度曝露群と除粒子曝露群間には差は見ら

れなかった。  

LHはライディッヒ細胞内でのテストステロン生合成の重要な調節因子であり、テストステロン

の上昇によりLH放出が抑制される(Hutchison et al., 1975)。中濃度の3か月曝露によりコントロール

群と比較してLH濃度を有意に減少した(図(3)－６A B)。他の群はコントロール群との間に有意な変

化は見られなかった。また高濃度曝露群と除粒子曝露群間にも差は見られなかった。  
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図(3)－６ 雄ラットへの1～３ヶ月NR-DE曝露の血中テストステロン濃度に及ぼす影響。図中の

clean air、Medium NR-DE、high NR-DE、F-DEはそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃

度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

 

（３） 組織中のホルモン含有量 

１） 仔ラット（雌）の１ヶ月曝露 

ａ．下垂体中のＦＳＨ、ＬＨ及び プロラクチン 

下垂体中のFSH含有量は、休止期、発情前期、発情期において、コントロール群と各曝露群との

間に有意差は認められなかった。しかし、発情前期の中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露

群、および発情期の中濃度曝露群で、コントロール群と比較して低い傾向が認められた。 

下垂体中のLH含有量は、休止期で採材した個体において、コントロール群、中濃度曝露群、高

濃度曝露群、除粒子曝露群でそれぞれ 578.2±80.78ng/ml、1131±157.5 ng/ml、893.6±109.0 ng/ml、

967.3±59.77 ng/ml（Mean±SEM）であり、中濃度曝露群がコントロール群と比較して有意な高値

を示した(p<0.05)（血清中LH濃度の結果と一致）。発情前期では、コントロール群と各曝露群の

間に有意差は認められなかった。発情期においても、コントロール群と各曝露群の間に有意差は

認められなかったが、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群で、低い傾向を示した。 

下垂体中のプロラクチン含有量は、休止期、発情期において、コントロール群と各曝露群との

間に有意差は認められなかった。発情前期で採材した個体において、コントロール群、中濃度曝

露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群でそれぞれ 505.2±54.0ng/ml、480.0±43.6 ng/ml、993.1±

150.6 ng/ml、716.6±62.7ng/ml（Mean±SEM）であり、コントロール群と比較して、高濃度曝露

群が有意な高値を示した(p<0.05)。 

 

２）雄ラットの１～３ヶ月曝露 
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ａ．精巣中のテストステロン 

精巣のテストステロン濃度(重量濃度)は血漿中（体積濃度）に比べてかなり濃度が高かった (図(3)

－７). 高濃度1か月曝露により精巣中のテストステロン濃度はコントロール群に比べて有意に上

昇していた。３か月曝露では除粒子曝露群の精巣テストステロン濃度はコントロール群に比べて

有意に低下していた。高濃度曝露群と除粒子曝露群間には差は見られなかった。  

 

図(3)－７ １～３カ月曝露雄ラット精巣のテストステロン濃度(Mean±SEM, *: P<0.05)。図中の

clean air、Medium NR-DE、high NR-DE、F-DEはそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃

度曝露群、除粒子曝露群を表す。  

ｂ．海馬中のステロイド・ホルモン 

１ヶ月曝露ラットの海馬中の濃度は血漿中と同程度であり、精巣中よりも少なかった。1か月の

高濃度曝露や除粒子曝露によりプレグネノロン、17OH-プロジェステロン、プロジェステロン、テ

ストステロン、エストラジオール濃度に変化は見られなかった (図(3)-8)。コントロール群に比べ高

濃度の曝露のみでアンドロステンジオン濃度が上昇した (図(3)－８)。  

 

図(3)－８ 雄ラット海馬中のステロイドホルモン濃度。図中のclean air、Medium NR-DE、high 

NR-DE、F-DEはそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 
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（４） 初代培養細胞におけるホルモン分泌能 

１）雄マウスの８週間曝露の場合 

ａ．副腎細胞 

ⅰ．コルチコステロン 

図(3)－９に副腎細胞の培養液中のコルチコステロン濃度を示した。コントロール群のACTH刺激

に対するコルチコステロン分泌は、ACTH非添加群から10-13M添加群までは変化が認められなかった

が、10-12から10-10Mにかけては濃度依存的上昇を示し、ACTHを10-11、10-10M添加した群では、非添加

群と比較して有意な高値を示した。 

コントロール群と中濃度曝露群を比較すると、ACTHを10-12、10-11M添加した群ではコルチコステ

ロンの分泌量は中濃度曝露群が有意な高値を示した。ACTHを10-15、10-14、10-13M添加した群と、ACTH

刺激を行わなかった群では高い傾向を示したが、有意差は認められなかった。ACTHを10-10M添加し

た群の中濃度曝露群と高濃度曝露群では、ACTHで刺激したにもかかわらず、コルチコステロン分

泌に変化が認められなかった。 

コントロール群と高濃度曝露群を比較すると、ACTHを10-11、10-10M添加した群では、コルチコス

テロンの分泌量は高濃度曝露群で有意な低値を示し、10-12M添加した群と、ACTH刺激を行わなかっ

た群では低値を示したが有意差は認められなかった。10-15、10-14、10-13M添加した群では各群間に

差は認められなかった。 

コントロール群と除粒子曝露群を比較すると、ACTHを10-11、10-10M添加した群では、コルチコス

テロンの分泌量は有意な低値を示し、10-12M添加した群と、ACTH刺激を行わなかった群では低値を

示したが有意差は認められなかった。10-15、10-14、10-13M添加した群では各群間に差が認められな

かった。 

また、ACTH刺激に対するコルチコステロン分泌反応性は、中濃度曝露群ではACTH非添加群から

10-13M添加群までは変化が認められなかったが、10-12から10-10Mにかけては濃度依存的上昇を示し、

非添加群と比較して有意な高値を示した。高濃度曝露群は、ACTH10-15M添加群では有意な高値を示

したが、その他の群では変化が認められなかった。除粒子曝露群ではACTH非添加群から10-12M添加

群までは有意な変化が認められなかったが、10-11、10-10M添加した群では非添加群と比較して有意

な高値が認められた。  
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図(3)－９.雄マウスへのNR-DE8週間曝露の副腎細胞の培養液中のコルチコステロン濃度に及ぼす

影響。それぞれの群に対して0、10-15～10-10MのACTHで刺激した。 ＊は各曝露群とコン
トロール群との有意差を示し（＊＊p＜0.01）、＃はACTHで刺激した群と、刺激しなか
った群との有意差を示す(#＜0.05)。図中のClean air、NR-DE-Low、NR-DE-High、F-DE
はそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

 

ⅱ．プロジェステロン 

図(3)－10に副腎細胞の培養液中のプロジェステロン濃度を示した。 

コントロール群と中濃度曝露群を比較すると、ACTHを10-11M添加した群では、プロジェステロン

の分泌量は中濃度曝露群が有意な高値を示し、ACTHを10-15、10-14、10-13、10-12M添加した群と、ACTH

刺激を行わなかった群では有意差は認められなかった。ACTHを10-10Mを添加した群では非添加群と

比較して有意な低値を示した。 

コントロール群と高濃度曝露群を比較すると、ACTHを10-13、10-12、10-11、10-10M添加した群では、

プロジェステロンの分泌量は中濃度曝露群が有意な低値を示し、10-15、10-14M添加した群と、ACTH

刺激を行わなかった群では低値を示したが有意差は認められなかった。 

コントロール群と除粒子曝露群を比較すると、ACTHを10-13、10-12、10-11、10-10M添加した群では、

プロジェステロンの分泌量は除粒子曝露群が有意な低値を示し、10-15、10-14M添加した群と、ACTH

刺激を行わなかった群では低値を示したが有意差は認められなかった。 

また、ACTH刺激に対するプロジェステロン分泌反応性は、コントロール群ではACTH非添加群か

ら1 0-12M添加群までは変化が認められなかったが、10-11から10-10Mにかけては濃度依存的上昇を示

し、10-11、10-10Mでは非添加群と比較して有意な増加が認められた。中濃度曝露群では、ACTH非添

加群から10-12M添加群までは変化が認められなかったが、10-11から10-10Mにかけては濃度依存的上昇

を示し、10-11、10-10M添加群では非添加群と比較して有意な高値を示した。高濃度曝露群では、
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ACTH10-14M添加群では、有意な高値が認められたが、その他の群では変化が認められなかった。除

粒子曝露群では、ACTH非添加群から10-12M添加群までは変化が認められなかったが、10-11から10-10M

にかけては濃度依存的上昇を示し、10-11、1010Mでは非添加群と比較して有意な高値が認められた。 
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図(3)－10 雄マウスへのNR-DE8週間曝露の副腎細胞の培養液中のプロジェステロン濃度に及ぼ
す影響。それぞれの群に対して0、10-15～10-10MのACTHで刺激した。 ＊は各曝露群と対照
群との有意差を示し（＊p＜0.05、 ＊＊p＜0.01）、＃はACTHで刺激した群と、刺激しな
かった群との有意差を示す(#＜0.05)。図中のClean air、Low、High、F-DEはそれぞれ、
コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

 

ｂ．精巣ラィディヒ細胞 

図(3)－11に精巣ラィディヒ細胞の培養液中のテストステロン濃度を示した。基礎分泌量につい

ては、高濃度曝露群がコントロール群に比較して有意に高く、除粒子曝露群が有意に低い値を示

した。ヒト絨毛性ゴナドトロピン（hCG）に対するテストステロン分泌反応性は、コントロール群

ではhCG 10－２モル投与群から有意な上昇が認められたのに対して、中濃度曝露群と高濃度曝露群

ではhCG 10－１モル投与群から有意な上昇が認められた。除粒子曝露群では、hCG 10－３モル投与群

から有意な上昇が認められた。一方培養液中のテストステロン分泌量を比較すると高濃度曝露群

において、hCG 10－１モル投与群では、コントロール群と比較して有意な高値を示した。除粒子曝

露群では、いずれのhCG投与群においても培養液中テストステロン分泌量はコントロール群と比較

して有意な低値を示した。 
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図(3)－11 雄マウスへのNR-DE8週間曝露の精巣ラィディヒ細胞の培養液中のテストステロン 

濃度に及ぼす影響。図中のClean air、NR-DE-Low、NR-DE-High、F-DEはそれぞれ、コントロール

群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

 

ｃ．下垂体前葉細胞 

図(3)-12に下垂体細胞の培養液中のLH濃度を示した。 

LHの基礎分泌量は、各曝露群とコントロール群で差が認められなかった。コントロール群では、

ゴナドトロピン放出ホルモン（GnRH）の容量依存的なLH分泌量の増加が認められなかったが、高

濃度曝露群では、GnRH10－１０モルでLH分泌量がコントロール群よりも有意な高値を示した。また、

GnRH10－７モル投与群では、中濃度曝露群、高濃度曝露群及び除粒子曝露群がコントロール群と比

較してLH分泌量が有意な高値を示した。 
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図(3)－12 雄マウスへのNR-DE8週間曝露の下垂体前葉細胞の培養液中の黄体形成ホルモン（LH）

濃度に及ぼす影響。図中のClean air、NR-DE-Low、NR-DE-High、F-DEはそれぞれ、コントロール

群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

 

（５）生殖器系の検査 

１）雄マウスの８週間曝露の場合 

ａ．精巣・副生殖腺の重量と精子数の測定 

図(3)－13に精巣と副生殖腺（精巣上体、前立腺、精嚢腺）重量と精子数を示した。精巣、精巣

上体、前立腺、精嚢腺重量は、いずれも曝露群とコントロール群の間で有意差は認められなかっ

た。精子数は、いずれの曝露群でもコントロール群との間で有意差は認められなかった。 
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図(3)－13 雄マウスへのNR-DE8週間曝露の精巣、精巣上体、前立腺、精嚢腺重量と精子数に及ぼ

す影響。図中のClean air、Low、High、F-DEはそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃

度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

 

ｂ．精巣の検査 

 中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群では、精細管内における始原生殖細胞の欠落が認

められた（図(3)－14）。 
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図(3)－14 各曝露群と対照群マウスの精巣組織像。図中のClean air、Low NR-DE、High NR-DE、

F-DEはそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

 

２）雌マウスの３～１２カ月曝露 

ａ．膣スメア 

採材時の膣スメアの結果を、表(3)－４に示した。3ヶ月曝露実験では、全ての群で、66.67%が

休止期であった。6ヶ月曝露実験では、コントロール群、中濃度曝露群では55.33%、高濃度曝露群

では66.67%、除粒子曝露群では、45.45%が休止期を示した。12ヶ月曝露実験では、コントロール

群、中濃度曝露群では71.43%、高濃度曝露群では92.86%、除粒子曝露群では100%の動物が休止期

を示した。 

 

表(3)－４ 各曝露実験の採材時の膣スメアの結果。表中のclean air、NR-DE-M、NR-DE-H、F-DE

はそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

３ヶ月曝露 

 clean air NR-DE-M NR-DE-H F-DE 

休止期 8 8 8 8 

発情前期 3 4 2 4 

発情期 1 0 2 0 

休止期の割合 66.67% 66.67% 66.67% 66.67% 
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６ヶ月曝露 

 clean air NR-DE-M NR-DE-H F-DE 

休止期 7 7 8 5 

発情前期    1 

発情期 5 5 4 5 

不明    1 

休止期の割合 58.33% 58.33% 66.67% 45.45% 

１２ヶ月曝露 

 clean air NR-DE-M NR-DE-H F-DE 

休止期 10 10 13 14 

発情前期 2  1  

発情期 2 4   

休止期の割合 71.43% 71.43% 92.86% 100% 

 

ｂ．卵管・卵巣の検査 

表(3)－２に、卵巣の組織学的観察の結果を示した。二次卵胞数および直径100～300μmの小型

の胞状卵胞数に有意な差は認められなかった。直径300μm以上の胞状卵胞数は、除粒子曝露群で2

個体とも少なく、高濃度曝露群においても、非常に少ない個体が認められた。直径300μmまでの

大きさの閉鎖卵胞数は、コントロール群と比較して大きく増加している曝露群はなかった。直径

300μm以上の大きさの閉鎖卵胞数は、中濃度曝露群の2個体で多く、高濃度曝露群と除粒子曝露群

にも多い個体が認められた。黄体は、コントロール群と比較して除粒子曝露群で多くの黄体が観

察された。図(3)－15に、各群の卵巣の全体像を示した。 

 

表(3)－２  １２ヶ月曝露のマウスの卵巣観察結果。図中のclean air、NR-DE-M、NR-DE-H、F-DE

はそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

二次卵胞
100～300μ m
の胞状卵胞

300μ m以上
の胞状卵胞

300μ mまで
の閉鎖卵胞

300μ m以上
の閉鎖卵胞

黄体

clean air 1 37 16 6 5 2 23

clean air 2 38 19 14 4 4 35
NR-DE-M 1 39 18 11 8 9 42
NR-DE-M 2 49 37 12 2 10 25
NR-DE-H 1 28 22 11 4 4 19
NR-DE-H 2 17 13 1 4 7 24

F-DE 1 29 19 6 3 1 50
F-DE 2 29 22 5 1 7 54

正常卵胞 閉鎖卵胞

曝露群＼数
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＜clean air群＞ ＜NR-DE-M群＞

＜NR-DE-H群＞ ＜F-DE群＞

AF

AtF

CL

CL

AtF

 

図(3)－15  コントロール群と各曝露群の卵巣組織像（×40） AFは正常な胞状卵胞、AtFは閉鎖

卵胞、CLは黄体を示した。図中のclean air群、NR-DE-M群、NR-DE-H群、F-DE群はそれぞ

れ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

 

３）妊娠ラットの２０日間曝露 

ａ．胎子の検査 

妊娠20日（分娩前日)に摘出した胎子の体重、体長およびペニス(雄)あるいはクリトリス(雌)か

ら肛門までの距離を測定した。体重は、高濃度曝露群と除粒子曝露群で雌雄胎子共にコントロー

ル群よりも有意な高値を示した。体長は、高濃度曝露群と除粒子曝露群で雌雄胎子共にコントロ

ール群よりも有意な低値を示した。雌胎子では、クリトリスから肛門までの距離が除粒子曝露群

でコントロール群よりも有意に長かった。雄胎子では、3群間に差は認められなかった。 

 

４）仔ラット（雌）の１ヶ月曝露 

ａ．採材個体数 
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各曝露群での休止期、発情前期、発情期に採材した個体数を表(3)－３に示した。 

 

表(3)－３  各群での各発情周期の採材個体数。表中のClean air、NR-DE-L、NR-DE-H、F-DEはそ

れぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

 

 Clean air NR-DE-L NR-DE-H F-DE 
room 

control 

休止期1日目 4 4 5 5  

発情前期 5 6 5 5 5 

発情期 5 5 3 4  

除外個体 1  2 1 1  

 

ｂ．膣開口日齢 

膣開口日齢は、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群でそれぞれ、35.13

±0.52日、34.47±0.62日、33.33±0.61日、37.33±0.43日（Mean±SEM）で、コントロール群と比

較して、除粒子曝露群で膣開口日齢が有意に遅れた(p<0.05)（図(3)－16）。 
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図(3)－16  清浄空気群と各曝露群の膣開口日齢。図中のclean air、NR-DE-L、NR-DE-H、F-DEは

それぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

 

ｃ．排卵数 
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発情期の卵管内の観察では、全ての群の全個体で排卵が確認できた。コントロール群と各曝露

群で、有意差は認められなかったが、高濃度曝露群で多い傾向が認められた。 

ｄ．膣スメア 

50日齢からの膣スメアの観察で、休止期2日間、発情前期1日、発情期1日の4日間以外の異常周

期を示した個体は、コントロール群で33.33%、中濃度曝露群で13.33%、高濃度曝露群で26.67%、

除粒子曝露群で20．00%、room control群で33.33%であった。コントロール群では、連続休止期が

1個体、延長周期が4個体で認められた。延長周期が中濃度曝露群では1個体、高濃度曝露群では4

個体、除粒子曝露群では1個体、room control群では2個体で見られた。 

ｅ．卵巣の組織学的観察 

発情前期の卵巣の観察による直径100μm以上の正常な卵胞数と閉鎖卵胞数は、コントロール群

と比較して、各曝露群に有意差は認められなかった。 

直径100～200μm及び直径200～400μmの二次卵胞数と閉鎖卵胞数は、コントロール群と比較し

て各曝露群に有意差は認められなかった。また、400μmの胞状卵胞数と閉鎖卵胞数も、コントロ

ール群と比較して各曝露群に有意差は認められなかった。 

 

 

 

 

（６）リアルタイムＰＣＲ 

１）雄マウスの８週間曝露 

ａ．精巣内ステロイドホルモン生合成酵素 

ⅰ．コレステロール生合成 

 精巣内コレステロール生合成に関与する①3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A(HMG-CoA)

と②HMG-CoA reductase mRNA量を定量した。いずれも高濃度曝露群でコントロール群よりも有意

な高値を示した（図(3)－17）。中濃度曝露群と除粒子曝露群は、コントロール群と差が認められ

なかった。 

ⅱ．コレステロール輸送 

 精巣細胞内のコレステロール輸送に関与し、high-density lipoprotein (HDL)とlow-density 

lipoprotein (LDL)の取り込みに重要な③Scavenger receptor class B type1 (SR-B1)と④LDL 

receptor (LDL-R)、⑤Peripheral benzodiazepine receptor (PBR)、⑥ StARのmRNA量を定量した。 

 SR-B1、LRL-R、PBR共に高濃度曝露群でコントロール群と比べて有意な高値を示した（図(3)－

17）。StARは、高濃度曝露群がコントロール群よりも高値を示したが有意差は認められなかった。

中濃度曝露群と除粒子曝露群においては、SR-B1、LDL-R、PBR、StAR mRNA量共にコントロール群

と差は認められなかった。 

ⅲ．テストステロン生合成 

 テストステロン生合成に関与する⑦cytochrome P450 side-chain cleavage enzyme (P450scc)、

⑧3β-hydroxysteroid dehydrogenase/5-4-isomerase (3β-HSD)、⑨cytochrome P450 

17α-hydroxylase/C17-20 lyase (P450 17α)、⑩17β-HSD mRNA量を定量した。P450scc、3β-HSD、
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P450 17α、17β-HSDの全てにおいて、高濃度曝露群がコントロール群に比較して有意な高値を示

した。中濃度曝露群では、P450sccと17β-HSD mRNA量がコントロール群よりも高値を示したが有

意差は認められなかった。除粒子曝露群では、全ての項目においてコントロール群と差が認めら

れなかった（図(3)－17）。 
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図(3)－17 雄マウスへのNR-DE8週間曝露のの精巣テストステロン生合成酵素および関連因子

mRNA発現に及ぼす影響。図中のClean air、Low、High、F-DEはそれぞれ、コントロール群、中濃
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度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

 

２）妊娠ラットの２０日間曝露 

ａ．ステロイドホルモン合成関連因子およびＬＨリセプター 

 黄体中3β-HSDとP450SCCmRNAは、高濃度曝露群と除粒子曝露群でコントロール群よりも有意な

低値を示したが、StARmRNAは、3群間で差が認められなかった。LHリセプターmRNAは、高濃度曝露

群と除粒子曝露群がコントロール群よりも有意な低値を示した（図(3)－18）。 
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図(3)－18 妊娠ラットへのNR-DE20日間曝露のステロイドホルモン生合成関連因子mRNAとLHレセ

プターmRNA発現に及ぼす影響。図中のClean air、NR-DE、F-DEはそれぞれ、コントロ

ール群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

 

３）雄ラットの１～３ヶ月曝露 

ａ．精巣のステロイド合成関連物質  

ライディッヒ細胞のテストステロン合成は2つのステップ（コレステロールの合成およびミトコ

ンドリアへの輸送のステップとテストステロンやエストラジオールの生合成のステップ）に分け

られる。最初のステップでは、コレステロールはHMG-CoA synthase and HMG-CoA reductaseの触媒

反応によって合成され、これがコレステロール生合成の律促段階と考えられている (Goh and 

Heimberg, 1976)。2か月高濃度曝露群によりHMG-CoA reductaseが低下したほかは、NR-DEやF-DE

によるこれらの合成酵素、還元酵素への影響は見られなかった  (図(3)－19A、B)。フリーのコレス

テロールはミトコンドリア膜にあるStARやPBRによって運ばれる(West et al., 2001)。1か月高濃度

曝露や2、3か月中濃度曝露はコントロール群と比べてStAR mRNAを上昇させたが、除粒子曝露群
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では変化が見られなった(図(3)－19C)。PBR mRNA濃度はいずれの条件下でも変化が見られなかっ

た図(3)－19 D)。 

2番目のステップでは、コレステロールの側鎖がミトコンドリアのCYP11Aにより切断される

(Payne, 1990)。その後3β-HSDやCYP17αの作用を受けて、プロジェステロンやdehydroepiandrosterone 

(DHEA)からアンドロステンジオンに変換される。その後17β-HSDによってアンドロステンジオン

からテストステロンが合成される。アンドロステンジオンはアロマターゼによってエストラジオ

ールに変換される(Payne, 1990)。中濃度の2，3か月曝露によりCYP11A mRNA濃度は上昇したが、

高濃度曝露や除粒子曝露による変化は見られなかった(図(3)－19E)。いずれの条件下でもCYP17α, 

3β-HSD, 17β-HSD mRNAは変化が見られなかった(図(3)－19F, G, H, I)。 

 

 

図(3)－19 雄ラットへのNR-DE １～３ヶ月曝露の精巣のステロイド合成関連物質への影響。図中

のまとまった四色のバーはそれぞれ、（左より）コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、

除粒子曝露群を表す。 

 

ｂ．海馬のステロイド合成関連物質  

1か月の時点において、コントロール群の海馬と精巣のテストステロン合成に関わる因子の発現

量を比較した。海馬のHMG-CoA synthaseと17β-HSD mRNA量は精巣に比べ約４分の１であったが、

HMG-CoA reductase濃度は約２倍であった(表(3)－４)。海馬のアロマターゼ、StAR, CYP11A, 
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CYP17α, and 3β-HSD mRNA量は精巣に比べてそれぞれ約1/30, 1/75, 1/2000, 1/3500, 1/35000であっ

た。海馬のPBR mRNAは精巣と同程度であった。興味深い事に、高濃度曝露と除粒子曝露は海馬

におけるこれらのmRNA発現量に全く影響を与えなかった(data not shown)。 

 

表(3)－４. .清浄空気に曝露されたラットの精巣・海馬中のmRNA発現レベル 

40 ± 207 ± 3 GAPDH (x105) 

0.006 ± 0.0060.2 ± 0.1 Aromatase (x10-3) 

0.07 ± 0.070.3 ± 0.1 17β -HSD (x10-3) 

0.002 ± 0.00170 ± 30 3β -HSD (x10-3) 

0.002 ± 0.00067 ± 4 CYP17α (x10-3) 

0.04 ± 0.0280 ± 20 CYP11A (x10-3) 

9 ± 87 ± 2 PBR (x10-3) 

0.8 ± 0.660 ± 10 0StAR (x10-3)

8 ± 530 ± 8 HMG-CoA synthase (x10-3)  

20 ± 2010 ± 3HMG-CoA reductase (x10-3)  

HippocampusTestisGene

40 ± 207 ± 3 GAPDH (x105) 

0.006 ± 0.0060.2 ± 0.1 Aromatase (x10-3) 

0.07 ± 0.070.3 ± 0.1 17β -HSD (x10-3) 

0.002 ± 0.00170 ± 30 3β -HSD (x10-3) 

0.002 ± 0.00067 ± 4 CYP17α (x10-3) 

0.04 ± 0.0280 ± 20 CYP11A (x10-3) 

9 ± 87 ± 2 PBR (x10-3) 

0.8 ± 0.660 ± 10 0StAR (x10-3)

8 ± 530 ± 8 HMG-CoA synthase (x10-3)  

20 ± 2010 ± 3HMG-CoA reductase (x10-3)  

HippocampusTestisGene

 

 

ｃ．精巣のエイコサノイド合成関連物質 

エイコサノイド合成系において、Pla2g2aは最初に生体膜リン脂質からアラキドン酸の遊離させ

る酵素である。また、別の生理活性脂質であるリゾリン脂質の産生反応や、生体膜構成成分とし

てのリン脂質分子の再編成(remodeling)でも中心的に働く。Pla2g2aでは、除粒子曝露群のmRNA発

現量に有意な増加が認められた。 (図(3)－20 )。Ptgs1は構成型の酵素、Ptgs2は誘導型の酵素で、

それぞれエイコサノイド合成系のシクロオキシゲナーゼ経路で働き、アラキドン酸からのPGの合

成に関与する。これらのmRNA発現量に、曝露による影響はみられなかった(図(3)－21 A,B)。Ptgis

はPGからPGI2の合成に、PtgdsはPGからPGD2の合成に関与し、それぞれシクロオキシゲナーゼ経路

で働く酵素である。これらのうち、Ptgisの高濃度曝露群のmRNA発現量に有意な減少が認められた。

（図(3)－21 C,D）Alox15とTgm2はエイコサノイド合成系のリポキシゲナーゼ経路で働く。Alox15

はアラキドン酸に１分子の酸素を添加してヒドロペルオキシドを合成する酵素である。このうち、

中濃度曝露群、除粒子曝露群のmRNA発現量に有意な増加が認められた(図(3)－22 A)。Tgm2はロイ

コトリエンC4からのロイコトリエンD4の合成に働く酵素である。このうち、中濃度曝露群と除粒

子曝露群のmRNA発現量に、有意な減少が認められた (図(3)－22 B)。S100a10、S100a6、Pla2g4a、

Anxa1、Ptger3はPG合成・制御系で働く酵素である。S100a6はCa2+依存性インスリン分泌の刺激や

プロラクチン分泌の刺激、開口分泌において機能すると考えられている酵素であり、S100a10は開

口分泌と飲食作用において機能すると考えられている酵素である。これらのmRNA発現量において、

中濃度曝露群と除粒子曝露群のmRNA発現量に、有意な減少が認められた (図(3)－23 A,B)。Pla2g4a

はPla2g2aと同様に生体膜リン脂質からアラキドン酸の遊離させる酵素である。また、別の生理活

性脂質であるリゾリン脂質の産生反応や、生体膜構成成分としてのリン脂質分子の再編成
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(remodeling)でも中心的に働く。Pla2g4aのmRNA発現量に曝露による影響はみられなかった(図(3)

－23 c)。Anxa1は、ホスホリパーゼA2阻害活性を示す酵素である。このmRNA発現量に、曝露によ

る影響はみられなかった(図(3)－23 D)。Ptger3はPGE2に関して特定されている4つの受容体の1つ

であり、消化系、神経系、腎臓の再吸収、子宮収縮活性にかかわる多くの生物学的機能があると

考えられている。このうち、除粒子曝露群のmRNA発現量に有意な増加が認められた(図(3)－23 E)。 

Hsd17b2は、ステロイド系で働く酵素であり、アンドロステンジオンからエストロンへの合成や、

テストステロンからのエストラジオール合成に関与している酵素である。このmRNA発現量に、曝

露による影響はみられなかった(図(3)－24)。また、PPARβは生体内に広く分布し脳内脂質代謝、

HDL 代謝や脂肪生成、前脂肪細胞分化を調節する酵素である。このうち、除粒子曝露群のmRNA発

現量に有意な減少が認められた (図(3)－25 A)。Cyp26a1は生体内の脂質代謝に関与する酵素であ

る。このmRNA発現量では、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群において有意な減少が認

められた (図(3)－25B)。 
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図(3)－20 エイコサノイド合成系の遺伝子発現。図中のclean air、standard NR-DE、high NR-DE、

high F-DEはそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 
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図(3)－21 エイコサノイド合成系・シクロオキシゲナーゼ経路の遺伝子発現。図中のclean air、

standard NR-DE、high NR-DE、high F-DEはそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝

露群、除粒子曝露群を表す。 
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図(3)－22 エイコサノイド合成系・リポキシゲナーゼ経路の遺伝子発現。図中のclean air、

standard NR-DE、high NR-DE、high F-DEはそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝

露群、除粒子曝露群を表す。 
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図(3)－23 PG合成・制御系の遺伝子発現。図中のclean air、standard NR-DE、high NR-DE、high 

F-DEはそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 
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図(3)－24 ステロイド系の遺伝子発現。図中のclean air、standard NR-DE、high NR-DE、high F-DE

はそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 
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図(3)－25 PPAR、CYPの遺伝子発現。図中のclean air、standard NR-DE、high NR-DE、high F-DE

はそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

 

（７）ウェスタンブロット  

１）雄ラットの１～３ヶ月曝露 

ａ．精巣中タンパクのウェスタンブロット解析  

前述の通り、2か月後中濃度の曝露によりコントロール群と比較してStARとCYP11A mRNAが上

昇したが、CYP17α mRNAには変化が見られなかった。そこで、ウェスタンブロットでタンパクレ

ベルを確認した。2か月後中濃度のNR-DE曝露はStARとCYP11Aのタンパク量を有意に増加させた

(図(3)－26 A,B)。2か月曝露後ではコントロール群に比べて有意にCYP11Aタンパク量が減少した

が、高濃度曝露群と除粒子曝露群間には差は見られなかった。コントロール群に比べて除粒子曝

露群ではCYP17α量が有意に減少していた(図(3)－26C)。 

 
図(3)－26 精巣中タンパクのウェスタンブロット解析。図中のclean air、Medium NR-DE、high NR-DE、
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high F-DEはそれぞれ、コントロール群、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群を表す。 

 

（８）DNA マイクロアレイによる網羅的解析  

１）雄ラットの１～３ヶ月曝露 

ａ．パスウェイ解析結果 

Z score値を基にパスウェイのランキング化を行った結果、ヘッジホッグシグナル、ヌクレオチ

ドGタンパク質共役受容体、脂質生成、補体活性化、エイコサノイド合成、接着斑、炎症反応、PG

合成・制御、ペプチドGタンパク質共役受容体経路が抽出された。過去のテストステロンの結果同

様、中濃度曝露群でのみ変化している遺伝子が多数抽出された。肝臓で変化の見られたエイコサ

ノイド合成、PG合成・制御が精巣でも変化が見られた点が注目される。これまでに曝露によって

精巣での上昇が確認されていたStARは本実験の結果では2.6倍の上昇がみられた（表(3)－５、図

(3)－27～29）。 

 

表(3)－５ パスウェイ解析により抽出された経路 

 11-2/10-8 12-2/10-8 13-4/10-8 

Up ・脂質生成 

・補体活性化 

・エイコサノイド合成 

・接着斑 

・炎症反応 

・PG 合成・制御 

・ペプチド G タンパク質共

役受容体 

・ペプチド G タンパク質共

役受容体 

・ロドプシン様クラス A G

タンパク質共役受容体 

Down ・ヘッジホッグシグナル 

・ヌクレオチド G タンパ

ク質共役受容体 

・脂質生成 ・炎症反応 
Anxa1

Anxa2

Anxa3

Anxa8

Anxa4

Anxa5

Anxa6

Annexins PG Receptors

Ptgdr

Ptger1

Ptger2

Ptger3

Ptger4

Ptgfr

Ptgir

PG Synthases

Tbxas1

Ptgds

Ptgis

Gene

11-2/10-8

12-2/10-8

13-4/10-8

ratio>8

ratio>2

ratio<0.5

ratio>4

Not found

 

図(3)－27 パスウェイ解析結果の見かた（標準濃度曝露群：11-2、高濃度曝露群：12-2、高濃度

除粒子群13-4とコントロール群：10-8の比） 
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精巣プロスタグランジン合成・制御

Cell Membrane
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Ptgs1

Ptgs2

Prostaglandin H2

Annexins

S100a10 

S100a6Prolactin

release

Ca2＋

 

図(3)－28 精巣PG合成系 

 

 

図(3)－29 精巣エイコサノイド合成系 

 

 

 

 

 

ｂ．クラスター解析結果 

クラスター解析を行い、6 つに大別された（図(3)－30）。機能がまだ解明されていない遺伝子

も含まれているが、クラスタリングされた結果から同じ挙動を示す遺伝子であるとの推測が可能

となった。 

精巣エイコサノイド合成

Alox15

Alox12e

Alox15

12-HPETE

Arachadonic Acid

Alox5ap

Alox5

5-HPETE

Alox5ap

Alox5

LTA4

Ltc4s

LTC4

Tgm2

LTD4

Ptgs1

Ptgs2

PGH2

PtgdsPtgis

PGD2PGI2

Cell Membrane

Pla2g2c

Pla2g2a

Pla2g6

Pla2g2c
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クラス
ターNo.

精11-2/
精10-8

精12-2/
精10-8

精13-4/
精10-8

遺伝
子数

① down down 92
② up up up 785
③ up up 201
④ down down down 109
⑤ up up 174
⑥ up down down 365

 

図(3)－30 クラスター解析結果 

 

ｃ．マイクロアレイのまとめ 

マイクロアレイ解析の結果、精巣のエイコサノイド合成に関与するPla2g2aでは中濃度曝露群で

増加、高濃度曝露群と除粒子曝露群では減少が見られた。また、Ptgds、Alox15、Ptgis、Tgm2、

Ptgs1では中濃度曝露群で増加、Ptgs2では中濃度曝露群と除粒子曝露群で増加が見られた。 

精巣のPG合成・制御に関与するS100a10で中濃度曝露群で増加、Pla2g4aでは中濃度曝露群で増

加、S100a6では中濃度曝露群での増加と高濃度曝露群での減少が見られた。 

また、Anxa1、Ptger3では中濃度曝露群で増加が見られた。 

 

（９） 全体のまとめと考察  

１）雄マウスの８週間曝露 

 体重および臓器重量（肝臓、脾臓、腎臓、副腎）については、コントロール群と各曝露群との

間で有意な差は認められなかった。血清中のホルモンについては、プロジェステロン、コルチコ

ステロンは、いずれもコントロール群と曝露群との間で有意な差は認められなかった。ペントバ

ルビタール麻酔下での採血がマウスにストレス様刺激（図(3)－31）を与え、すべての群で血中コ

ルチコステロンとプロジェステロン濃度が上昇し、各群間の基底レベルの比較が困難であったも

のと推察される。  

副腎細胞からのコルチコステロンとプロジェステロン分泌量は、全体的な傾向として中濃度曝

露群で上昇した。この結果より、NRDEには中濃度で副腎機能を促進することが推察される。しか

し、高濃度曝露群と除粒子曝露群ではいずれの群のACTH添加でもこれらのホルモンの分泌量が低

下したことから、高濃度のディーゼル排気には、粒子の存在にかかわらずガス成分に副腎皮質機

能を抑制する効果があるものと推察される。以前の我々の研究から、ディーゼル排気中から単離

したニトロフェノール類に副腎機能を強く抑制する作用があることから 8,6）、ディーゼル排気のガ

ス成分中に含有するニトロフェノール等の化学物質が副腎機能を抑制した可能性が示唆された。  
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図(3)－31 ストレス負荷時における生体の内分泌変化。CRF：副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモ

ン、ACTH：副腎皮質刺激ホルモン、LH-RH：性腺刺激ホルモン放出ホルモン、LH：

黄体形成ホルモン、FSH：卵胞刺激ホルモン  

 

精巣重量や副生殖腺（精巣上体、前立腺、精のう腺）重量については、コントロール群と各曝

露群との間では有意な差が認められず、精子数についても同様の結果であった。  

血中ホルモン濃度については、主として精巣から分泌されるテストステロン、下垂体前葉から

分泌されるFSHとLH、副腎から分泌されるコルチコステロンとプロジェステロン濃度にもコント

ロール群と各曝露群との間で有意差は認められなかった。本研究では、マウスをペントバルビタ

ール麻酔下で採血した後に臓器を摘出していることから一定のストレスがかかっていると推察さ

れるが、血中コルチコステロン濃度の結果から、そのストレスの程度は各群間で差は無いものと

解釈された。  

精巣のラィディヒ細胞からのテストステロンの基礎分泌量は、コントロール群と比較して高濃

度曝露群では高く、除粒子曝露群では低い結果となった。hCGの刺激に対する反応性については、

中濃度曝露群でhCG10－１モルの投与によりコントロール群よりもテストステロン分泌量が多く、

hCGに対する反応後の上昇が認められた。一方、除粒子曝露群では、hCGの刺激に対してはテスト

ステロン分泌反応性は、コントロール群に比較して著しく低く、基礎分泌においても著しく低い

ことから、テストステロン分泌が著しく抑制されているものと推察された。  

下垂体前葉細胞の培養結果については、LHの基礎分泌量には、コントロール群と各曝露群で差

は認められないが、GnRH10－７モル投与群でいずれの曝露群でもコントロール群よりもLH分泌量

が有意に高く、反応性は増加したと解釈された。除粒子曝露群においても反応性の低下は認めら

れず、精巣ラィディヒ細胞と対照的な結果であった。  

平成21年度に行った副腎細胞の培養結果では除粒子曝露群において、コルチコステロンとプロ
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ジェステロン分泌が著しく抑制される結果となったことから、本年度の精巣ラィディヒ細胞の結

果と類似した結果であった。前年度と本年度の結果を統合して考察するとナノ粒子の曝露濃度に

より差はあるが、ステロイドホルモン分泌細胞においては、低濃度で促進、高濃度で抑制し、除

粒子曝露は著しく抑制作用を有すると解釈された。一方、蛋白ホルモンを分泌する下垂体前葉細

胞では、除粒子曝露により分泌抑制は認められないことから、ガス成分には、ステロイドホルモ

ン分泌細胞と蛋白質分泌細胞で明らかに異なった作用があるものと解釈された。  

今回曝露実験に用いたガス成分については、現時点においては明らかでは無いが、これまでの

研究でガス成分中にニトロフェノール類の含有が確認されている。また、ニトロフェノール類に

は、ステロイドホルモンの分泌抑制作用や肝臓機能を抑制する作用が認められていることから、

ガス成分の中でニトロフェノール類が有力な候補成分の一つと推察される 1-22)。 

図(3)－32に各種ホルモン分泌と代謝調節に関する模式図を示した。視床下部で神経分泌された

ペプチドホルモン(GnRHや副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン(CRH))が下垂体門脈を通って下垂

体前葉に到達しそれぞれの分泌細胞から蛋白質あるいは糖蛋白ホルモンの分泌を刺激し、これら

の刺激ホルモンが精巣や副腎に作用してステロイドホルモンの分泌を刺激する。分泌されたステ

ロイドホルモンは、各臓器で作用した後、肝臓で最終的に代謝され尿や糞中に排泄される。  

今回のナノ粒子曝露のマウスから得られた結果を考察すると、次のような仮説が提唱される。  

「ナノ粒子の全身曝露により視床下部・下垂体前葉系の機能に抑制作用はないが、精巣のライ

ディヒ細胞からのテストステロン分泌が著しく抑制される。しかし、血中テストステロン濃度に

は差がないことから、ナノ粒子が肝臓でのステロイドホルモンの代謝機能を低下させ、結果とし

てテストステロンが血中に長期間残存したものと推察される。  

7週齢の雄マウスを8週間ディーゼル排気ナノ粒子に曝露すると、高濃度曝露群において、 (1)血

中テストステロン濃度が上昇し、精巣ライディヒ細胞からのテストステロン基礎分泌量およびhCG

刺激分泌量の増加が明らかとなった。さらに、精巣内のステロイドホルモン生合成に関連する10

個の酵素や関連因子についてPCR法によりそれぞれのmRNA量を定量した結果、高濃度曝露群にお

いて9個の関連因子が有意な増加を示すことが明らかとなった。これらの結果を総合すると、ディ

ーゼル排気中に含有されるナノ粒子は、高濃度になると精巣ライディヒ細胞からのテストステロ

ン分泌量を増加させることが判明した。このナノ粒子のテストステロン分泌増加作用は、下垂体

からの性腺刺激ホルモン分泌を介するものでは無く、精巣のライディヒ細胞に直接作用してステ

ロイドホルモン生合成酵素や関連因子の発現量を増加させることによると判明された。また、平

成22年度の研究において、除粒子曝露群において初代培養ライディヒ細胞からのテストステロン

分泌量が基礎分泌量、hCG刺激分泌量共にコントロールよりも低下することが判明した。しかし、

除粒子曝露群においては、血中のLH、FSH、テストステロン濃度に精巣のステロイドホルモン分

泌関連因子のmRNA発現量にもコントロールとの間で有意差が認められなかった結果から、メカニ

ズムは不明であるがライディヒ細胞からのテストステロン分泌に何らかの抑制作用を有している

ものと推察された。  

 なお、今回明らかにした結果は、8週間のディーゼル排気ナノ粒子曝露による結果であり、曝露

期間がさらに長期に渡った場合の影響については、不明である。  
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図(3)－32 視床下部・下垂体・性腺（精巣・卵巣）軸と視床下部・下垂体・副腎軸における  

ホルモン分泌調節と代謝の関係  

 

２）妊娠ラットの２０日間曝露  

 妊娠期間中にディーゼル排気ナノ粒子曝露を受けた妊娠ラットでは、血中プロジェステロン濃

度の低下、血中LH、エストラジオールおよびコルチコステロン濃度の上昇が認められた。また、

黄体中の2種類ステロイドホルモン生合成酵素(3β-HSDとP450SCC)とLHリセプター数の低下が認

められた。これまでの研究から、妊娠中のラットでは、妊娠を維持するための (1)プロジェステロ

ンは、妊娠黄体から分泌され、胎盤はプロジェステロンを分泌しないこと、 (2)妊娠中期(15日頃)

には、胎盤がテストステロンを分泌し、このテストステロンが妊娠黄体に移行して、エストラジ

オールに変換され血中に分泌されるが妊娠末期の20日では、エストラジオールの分泌源は、卵胞

の顆粒層細胞が主体であること、(3)妊娠黄体からのホルモン分泌は、LH、プロラクチン及び胎盤

性ラクトージェンが促進することが明らかになっている。本研究においては、血中LHが高濃度曝

露群と除粒子曝露群で上昇していること及び血中プロラクチンは中濃度曝露群と除粒子曝露群で

上昇傾向にあることから、中濃度曝露群と除粒子曝露群の妊娠20日の黄体は、プロジェステロン

分泌能が低下したと推察される。血中プロジェステロン濃度の低下により、視床下部・下垂体へ

の負のフィードバック作用が減弱して下垂体前葉からのLH分泌が上昇したと推察される。この血

中LH濃度の上昇を受けて後分娩排卵に向かう卵胞の成熟が促進された結果血中エストラジオール

濃度が上昇したものと推察される。一方、黄体では、LHリセプターの減少により、血中LH濃度が

上昇してもプロジェステロン分泌量の増加は認められなかったと推察される。これまでの研究か

ら、エストラジオールは、妊娠後半期には、分娩に備えて子宮筋や膣のオキシトシンリセプター

とリラキシンリセプターの発現を促進する事実が明らかにされている。これらの事実と本研究に

おける結果を総合して考察すると、ディーゼル排気ナノ粒子が長期間に渡り妊娠動物に曝露され

た場合には、流産率が増加する可能性が示唆される。また、本研究の結果から、黄体からのプロ

ジェステロン分泌低下は、ナノ粒子や除粒子ガス成分が視床下部や下垂体前葉に作用するのでは

なく、卵巣の黄体に直接作用してプロジェステロン分泌に関与する因子の発現を抑制した結果で
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あろうと推察された。  

 一方中濃度曝露群と除粒子曝露群で血中コルチコステロン濃度が上昇したことについて考察す

ると、両群では副腎皮質機能の上昇が考えられる。本研究では、血中ACTHと副腎皮質刺激ホルモ

ン放出ホルモン(CRH)濃度を測定していないことから、ナノ粒子や除粒子ガス成分が直接副腎皮質

に直接作用した結果かあるいは視床下部・下垂体前葉にも作用した結果かについても考察できな

い。いずれにしても、妊娠ラットの血中コルチコステロン濃度が上昇する結果として雄胎子の脳

の性分化への影響が懸念される。これまでの研究から哺乳類の脳の性分化は、性的二型核が基本

的には雌型であり、雄では、胎子期に雄胎子自身の精巣から分泌されるテストステロンが脳の性

的二型核に移行し、アロマターゼの作用によりエストラジオールに変換され、このエストラジオ

ールが性的二型核の細胞を増殖して雄性化(脱雌性化)を誘導すると解釈されている。また、この脱

雌性化の起こる時期は、臨界期と呼ばれ動物種により異なるが、この臨界期の時期に妊娠中の母

親に強いストレスがかかり、母親の副腎から多量のグルココルチコイドが分泌されると、そのグ

ルココルチコイドが胎子の体内に移行し胎子精巣からのテストステロン分泌を抑制する結果とし

て、雄胎子の性的二型核の脱雌性化が阻害されることが実験動物や人で報告されている。これら

の事実を勘案すると妊娠中の動物が多量のナノ粒子や除粒子ガスに曝露された場合、胎子が雄で

ある場合には、性的二型核の脱雌性化が阻害される可能性が示唆される。  

 本研究では、胎子については、体重、体長およびペニス (雄)あるいはクリトリス(雌)から肛門ま

での距離を測定したのみであるが、体重は、中濃度曝露群と除粒子曝露群で雌雄胎子共にコント

ロール群よりも有意な高値を示し、体長は、中濃度曝露群と除粒子曝露群で雌雄胎子共にコント

ロール群よりも有意な低値を示した。また、雌胎子では、クリトリスから肛門までの距離が除粒

子曝露群でコントロール群よりも有意に長い結果が得られた。これらの変化は、ディーゼル排気

ナノ粒子が長期間に渡り妊娠動物に曝露された場合には、母動物に起こった内分泌学的変化が、

胎盤を通して、胎子の発達にも影響するものと解釈できる。この点については、今後胎子の脳や

様々な臓器の機能への詳細な研究が必要である。  

 

３）雌マウスの３～１２ヶ月間曝露  

本研究では、雌マウスを用いて、3ヶ月、6ヶ月および12ヶ月のナノ粒子を多く含むディーゼル

排気ガスの吸入曝露を行った。  

3ヶ月曝露では、各臓器、各ホルモン濃度において、コントロール群と各曝露群の間に有意差は

認められなかった。また、採材当日のみではあるが、膣スメアの観察結果は、休止期の割合がほ

ぼ同率であることから、本実験の曝露濃度の3ヶ月間の曝露では卵巣には際立った影響は起こらな

かったと推察された。  

6ヶ月曝露では、体重と副腎重量、卵巣重量、子宮重量および膣重量は、コントロール群と比較

して各曝露群に有意差は認められなかったが、腸管の長さは、除粒子曝露群でコントロール群と

比較して有意に減少していた。膣スメアの結果においても、曝露の影響は認められなかった。腸

管の長さの短縮は、潰瘍性大腸炎などが考えられるが、原因は不明である。  

 12ヶ月曝露では、体重と腎臓重量が、除粒子曝露群でコントロール群と比較して有意に増加

していた。副腎重量は、コントロール群と比較して、中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露

群で有意な低値が認められた。しかし、各臓器重量を体重あたりに換算して比較すると、どの臓



 

 

C-0901-97 

器においても、コントロール群と比較して、各曝露群に有意差は認められなかった。プロジェス

テロン濃度は、コントロール群と比較して各曝露群に有意な差は認められなかったが、各曝露群

ともに上昇傾向であった。インヒビン濃度は、コントロール群と比較して、中濃度曝露群で有意

な高値を示した。  

このことより、本実験の曝露濃度によって、成長に差がでることが判明したが、この影響は、

多くの化学物質の曝露によって生じるような体重減少ではなく、体重の増加であった。この体重

増加は、ディーゼル排気除粒子ガス自体が成長に毒性を示したというより、卵巣切除をマウスで

行うと体重が増加することに類似した、卵巣周期の異常により、エストロジェンなどのホルモン

に影響が出て、脂肪蓄積が起こりやすくなったことが原因と考えられる。また、TBTのような脂肪

細胞への分化を誘導する働きがある可能性も考えられる。  

膣スメアの観察から、高濃度曝露群および除粒子曝露群の休止期の割合が非常に高く、卵巣周

期の停止が考えられる。これに加え、プロジェステロン濃度の上昇傾向は、主な分泌源が黄体で

あることから、黄体退行に働くプロラクチンの分泌が低下している可能性を示唆している。  

高濃度曝露群のインヒビン濃度の上昇は、同時期のＦＳＨの低下を示唆しており、これより顆

粒層細胞の増殖など、卵胞の成長が促進されていることが考えられる。高インヒビンは、すでに

インヒビンを高濃度で分泌する卵胞の存在を示しており、ある程度成長した卵胞が残った状態で

維持されていると考えられる。また、インヒビン濃度の上昇は、高濃度群のみで、除粒子群では

起こっていないことから、ナノ粒子自体の影響、もしくはナノ粒子存在下での高濃度のガス成分

の影響である可能性が示唆された。  

卵巣の組織学的観察では、直径300μm以上の胞状卵胞数が、高濃度曝露群、除粒子曝露群で少

ないことが確認された。これはFSH、LHなどの卵胞の発育に関与するホルモンの低下がGnRH濃度

の低下により引き起こされた可能性が考えられる。中濃度曝露群では、直径300μm以上の正常な

胞状卵胞数には、大きな変化がないが、閉鎖卵胞数は多かった。これは、ある程度の大きさまで

卵胞を発育させるには十分なFSH、LHなどの性腺刺激ホルモンが分泌されているが、排卵前に閉

鎖するか、LHサージを受けたあとに排卵されない卵胞が多い可能性が考えられ、上記と同様に

GnRH、FSH、LHの濃度低下や、エストラジオールの分泌濃度が低く十分なLHサージが起こって

いない可能性が考えられる。  

黄体数は、除粒子曝露群で増加しており、黄体の退行が遅れていることが示唆された。この原

因としては、プロラクチンの分泌の低下による可能性が挙げられる。一部の個体は、これにより

周期が停止していることが予想される。これらの多くの黄体が存在することより、周期が停止し

ている個体であったとしても曝露終了に比較的近い時期まで排卵が行われていた可能性が考えら

れる。  

これらの卵巣の組織学的観察結果から、前述した膣スメア像の休止期の増加は、除粒子群で多

くの黄体が観察されたことより、PRL分泌が関係している可能性がより支持された。しかし、高濃

度群での血清中インヒビン濃度の増加につながる卵巣の組織学的変化は認められなかった。 

以上の結果より、ナノ粒子を多く含むディーゼル排気ガスの曝露は6ヶ月曝露まではマウスの卵

巣機能に目立った影響を及ぼさないが、12ヶ月の曝露では、卵巣機能へ大きな影響があると推察

された。  
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４）仔ラット（雌）の１ヶ月曝露  

本研究では、外部因子の影響を受けやすい離乳直後のラットを用いて、NR-DEの曝露実験を行

った。  

 本研究の結果から、１か月間のNR-DE曝露期間で、曝露による体重増加への影響は認められ

なかった。しかし、膣開口日齢が、除粒子曝露群で有意に遅延した。これより、除粒子曝露群の

ラットでは、性腺刺激ホルモン分泌の低下が起きていることが推察された。除粒子曝露群のガス

成分の中に含まれるいかなる化学物質が原因であるかは、不明であるが、抗エストロジェン作用

を持つ成分が含まれている可能性が示唆された。作用機序としては、エストロジェンレセプター

に結合能を有する外部因子がエストロジェンレセプターを塞ぎ、内因性のエストロジェンの作用

を妨害している可能性、視床下部や下垂体に影響を及ぼしている可能性、核内受容体ではなく

GPCR（G protein coupled receptor）の一種のGPR30などの細胞膜上レセプターを介して抗エストロ

ジェン作用を及ぼしている可能性が考えられる。GPR30を介した反応としては、抗エストロジェ

ン作用をもつタモキシフェンの投与によりエストロジェン作用が阻止されたという報告がある

(Thomas et al.2005)。また、tributyltin（TBT）で見られるようなステロイドホルモン合成に関わる

酵素（アロマターゼなど）の活性を下げている可能性もある。  

本研究で抗エストロジェン作用を起こした物質として、ニトロフェノール類が有力と考えられ

る。DEPから抽出したニトロフェノールのPNMC、PNMPPは、組み換え酵母スクリーンアッセイと

未成熟雌ラットを用いた実験で、エストロジェン作用があること（1）や、PNMC、PNMPP、PNP、

PNOCは、human androgen receptor(hAR)-yeast screen assayにより、抗アンドロゲン作用を持つなど

の内分泌撹乱物質が確認されている22）。日本ウズラにPNMCを筋肉注射した研究では、LH濃度と

濃エストラジオール-17β濃度の減少が確認されている3）。本研究では、除粒子群で膣開口が遅れ

たことより、内因性のエストラジオール-17βが出ていないことが考えられ、これはエストラジオ

ール-17βを分泌する卵胞が少ないことと推察される。卵胞の発育に影響を及ぼすものとして、

GnRHによるLHの分泌が抑制されていることが考えられるため、前述のウズラの研究のようにLH

の分泌にニトロフェノールが影響した可能性が考えられる。  

また、エストロジェン受容体を発現させた組み換えイースト菌を用いた実験で、ある種の多環

芳香族炭化水素（PAHs）  はエストロジェン受容体を介した遺伝子発現に影響を与えることが報

告され、ベンゼン、ジクロロメタンおよびメタノールにより抽出された DEP 抽出物が抗エスト

ロジェン様作用を有していることも報告されている 21）。PaH の一つである、ベンゾピレンは、

子宮の ERαに変化を与え、子宮の機能を変化させる抗エストロジェン作用も確認されている。

しかし、本研究では除粒子群と同濃度の高濃度ガス成分が含まれている高濃度群では、膣開口の

遅延は見られず、早まる傾向を示していることから、高濃度のガス成分には抗エストロジェン作

用があることが示唆されるが、ナノ粒子自体にはエストロジェン作用がある可能性、もしくはナ

ノ粒子存在下では除粒子曝露群で膣開口の遅延を引き起こした成分が異なる挙動を示す可能性が

考えられる。近年、除粒子中に、多量の PNP が含有されていることを示すデータがあることから、

ガス成分に混在するニトロフェーノール類が原因の 1 つとして考えられる。  

50日齢から観察した膣スメアは、4～7日間のみの観察であったが、コントロール群に比べ、曝

露群で異常周期が増えたという結果はなく、春機発動の指標である膣開口時に見られたような内
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分泌への影響は、性成熟後には回復して発情周期に影響を及ぼすレベルではなくなっていると考

えられる。  

 肝臓、胸腺、腎臓、副腎、脾臓の重量においては、曝露による影響は認められなかった。肺の

重量は、中濃度暴露群と除粒子曝露群で有意な減少が認められたが、体重あたりの重量に換算し

て比較すると、有意差はなかったことと、肉眼的な異常はなかったことより、肺に対しても大き

な影響は認められないといえる。  

 子宮重量は、休止期1日目の中濃度曝露群で有意な増加が見られたが、他の発情周期で採材した

個体については、有意差は認められなかった。また、卵巣重量においても、有意な差は認められ

なかった。  

 血中プロジェステロン濃度についても、コントロール群と曝露群の間に有意な差は認められな

かった。休止期での高濃度群の上昇傾向および発情期での高濃度曝露群の上昇傾向や、除粒子曝

露群の低下傾向は、排卵数の影響を受けていると考えられる。  

 血中エストラジオール-17β濃度については、発情前期の高濃度曝露群でコントロール群と比較

して有意な低下が認められた。この発情前期でのエストラジオール-17β濃度の低下は、十分な数

と十分な大きさの卵胞が発育していないことによると予想されたが、後に述べる卵巣組織の観察

の結果から、胞状卵胞の成長はコントロール群と差がないことから、卵胞の成熟度が低いことか

らエストラジオール-17βを分泌する能力が低い可能性が考えられる。  

血清中FSH濃度は、コントロール群と曝露群の間に有意差は認められなかった。下垂体FSH含有

量は、曝露による有意な影響は認められなかったが、発情前期の中濃度曝露群、高濃度曝露群、

除粒子曝露群で低下傾向であった。  

血清中LH濃度は、休止期で採血した個体の中濃度暴露群で、有意な上昇が認められた。また、

発情前期の中濃度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群では減少傾向であった。下垂体中LH含有

量は、休止期の中濃度曝露群でコントロール群と比較して有意な増加があり、発情期では、中濃

度曝露群、高濃度曝露群、除粒子曝露群で低下傾向であった。これより、休止期の中濃度曝露群

では、エストラジオール-17βおよびGnRHの濃度が低く、LHのパルス状分泌の幅が大きいことが

考えられる。  

血清中PRL濃度は、コントロール群と各曝露群の間に有意差は認められなかった。下垂体中PRL

含有量は、コントロール群と比較して、発情前期の高濃度曝露群で有意な上昇が認められた。こ

の高値は、発情期や休止期で高濃度曝露群でプロジェステロン濃度が上昇傾向であったため、黄

体退行を促すPRLが多く作られたと考えられる。  

排卵数は、高濃度曝露群で増加傾向が見られたが、コントロール群と曝露群との間に有意差は

認められなかった。また、卵胞数の結果では、100μm以上の総正常卵胞数および総閉鎖卵胞数も、

コントロール群と曝露群で有意差はなかった。100～200μm、200～400μm、400μm以上の卵胞に分

けて、正常卵胞数と閉鎖卵胞数を確認しても、有意差はないことから、曝露による卵胞発育には

影響はないと考えられる。卵胞数が変化する原因としては、エストラジオール-17β、LH、FSH、

インヒビンなどの濃度変化が考えられ、前述のように本研究でもこれらのホルモンにいくつかの

変化は認められたが、これらの変化が卵胞の発育を阻害するレベルには至っていないと推察され

た。他の研究では、ディーゼル排気ガスに胎生7日目から曝露された雌胎仔の卵巣では、原始卵胞

の形成が阻害されたという報告や（23）、胎仔期に高濃度の排出ガス（粒子状物質1.71㎎/㎥、NO
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２濃度は0.79ppm）もしくは除塵排出ガス（粒子状物質0.01㎎/㎥以下で50μm以上の粒子を除去、

NO２濃度は0.80ppm）に曝露されたラットの生後28日後の卵巣で、原始、一次、二次卵胞が少なく、

退行した卵胞が多く見られ、胎仔期・哺乳期に高濃度ガスおよび除塵排出ガス曝露を受けた個体

の生後90日後の卵巣では、発育段階にある卵胞が少なく、閉鎖卵胞と大きな黄体が目立ったとい

う報告がある（24）。これらの研究は、本研究のナノ粒子とは粒径などに違いはあるが、曝露時

期や曝露期間によっては卵巣機能に大きく影響する可能性を示唆している。  

 

５）雄ラットの１～３ヶ月曝露  

研究目的の１つは、ＮＲＤＥ曝露がラットにおいて精巣だけではなく、海馬のステロイド合成

に影響を与えるのかを明らかにすることである。１か月の高濃度曝露 (149 ± 8 μg/m3)と２か月の

中濃度曝露により有意に血漿及び精巣のテストステロン濃度の上昇が見られた。この結果はLiら

(2009)の同一条件で曝露を行った時の結果に似ている。１か月高濃度曝露の海馬において、コント

ロール群に比べ有意なアンドロステンジオンの上昇と、統計的に有意ではないがテストステロン

の上昇傾向が見られた。高濃度の１か月曝露後、海馬ではStAR mRNAやタンパク量に変化は見ら

れなかったが、精巣ではmRNAの若干の上昇がみられたことから、ＮＲＤＥは精巣のステロイド合

成は影響を与えるが、海馬のステロイド合成に影響を与えないかもしれない。実際、Hojoら(2009)

は海馬のテストステロンはほぼすべて精巣に由来することを報告している。以上から、血漿中と

海馬中のテストステロンは直線関係にあり、これらはＮＲＤＥ曝露ラットの精巣でのステロイド

合成を反映していることが示唆される。  

Wistarラットの海馬細胞のステロイド合成酵素の発現量は、17β-HSDが精巣の1/100、アロマター

ゼとCYP17αが1/500、3β-HSDとCYP11Aが1/5000、StARが1/100 ~1/1000であることが報告されてい

る(Kimoto et al., 2001)。今回の研究ではStAR mRNA量は前述の論文と同程度であるが、CYP11A, 

aromatase, and 17β-HSD mRNA量は約2.5-から20-fold高く、CYP17αは1/10であった。ステロイド合

成酵素はグリア細胞にも存在することが報告されている (Kimoto et al., 1997)。そのため、この違い

は動物の系統の違いか、サンプルの細胞種の違いによると思われる。以上から、海馬のステロイ

ド合成分子の発現量は精巣に比べてかなり低いと言える。このことからも海馬のテストステロン

は精巣での産生に依存していることが示唆される。  

今回の実験のＮＲＤＥ群にはガス成分と粒子成分の両方が含まれる。そこで、本研究のもう１

つの目的はどちらの成分が精巣や海馬のステロイド合成に影響を与えるかを明らかにすることで

ある。１か月の高濃度曝露群はコントロール群に比べて精巣中のテストステロン濃度が高いが、

除粒子曝露群はこのような変化が見られない。高濃度ＮＲＤＥ曝露は海馬においてアンドロステ

ンジオンを上昇させているが、除粒子曝露では影響が見られない。一方、2, 3か月の除粒子曝露は

それぞれ血漿中のテストステロンの上昇または精巣中のテストステロンの減少を引き起こしてい

るが、高濃度NR-DEではこれらの変化は見られていない。加えて、どの項目においても中濃度曝

露群と除粒子曝露群間には有意な変化は認められていない。サンプル数による統計の検出力の問

題があるが、ガスと粒子の両方がNRDEによるステロイド合成の影響をもたらしていると思われる。

この点に関してはさらなる研究が必要である。  

PM10に比べて小さい粒子の方がより有害影響をもたらす可能性があることから、2009年9月に

PM2.5の環境基準値は設定された(Ministry of the Environment, 2009; USEPA, 2006)。この環境基準値
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は平均15 μg/m3/年、平均35 μg/m3/日以下である。本研究の中濃度NR-DEは38 μg/m3, 5 時間/日, 5 

日/週で行ったものである。この濃度は日本のPM2.5の環境基準値とほぼ同程度であり、24時間平

均にすると9.3 μg/m3と明らかに環境基準値よりも低い濃度となる。興味深い事に、さらに低い低

濃度NRDE曝露(推定24時間平均値: 5.1 μg/m3)でも精巣中と血漿中のテストステロン濃度を上昇さ

せている(Ramdhan et al., 2009; Li et al., 2009)。このことから、本研究はPM2.5の環境基準値の見直

しの必要が示唆される。  

DNAマイクロアレイの結果、ヘッジホッグシグナル、ヌクレオチドGタンパク質共役受容体、脂

質生成、補体活性化、エイコサノイド合成、接着斑、炎症反応、PG合成・制御、ペプチドGタン

パク質共役受容体経路が抽出された。特に、PG合成・制御、エイコサノイド合成は肝臓でも変化

しておりNR-DEによる影響マーカーとして注目される。  

PGは一般的に、男性生殖器の雄性化に関わるとされている8)。GnRHのライディッヒ細胞のテス

トステロンへの直接の上昇作用に、PGF2やシクロオキシナーゼ1が必要との報告があり9)、ライデ

ィッヒ細胞でのテストステロン合成亢進に加え、PG合成が促進したことがテストステロンの上昇

につながっていた可能性が考えられる。さらに、PGの中にはPPARγのリガンドとなるものが存在

する10)。PPARγはStARの発現を上昇させることが報告されており 11)、この内因性のPGの合成亢進

が精巣のStARの発現上昇をもたらし精巣のテストステロン合成を促進させていた可能性もある。  

その他ピックアップされた経路のうち、補体の活性化は肺胞での報告がある 11)。標準濃度曝露

群では炎症反応経路も促進されており、好中球を遊走させるケモカインとして作用している可能

性がある。その他の経路はディーゼル排気ガスとの関連に関する報告は乏しく、また精巣での役

割がはっきりしないため、今後の検討課題である。  

今回個々の遺伝子のmRNA発現量の測定を行ったが、上記のマイクロアレイ解析の結果と個々の

遺伝子のmRNA解析の結果には相違があった。理由としては、マイクロアレイ解析では各群から1

匹ずつを選出し、コントロールとの比で値を出しているのに対し、定量リアルタイムPCRでは各群

8匹全てを解析して、平均の値を用いていることから、個体差によるばらつきが大きかったことが

考えられる。今回は、肝臓と精巣双方に変化の見られたエイコサノイド合成系について特に注目

して解析を行った。Pla2g2aはエイコサノイド系において最初に生体膜リン脂質からアラキドン酸

の遊離させる酵素である。今回はhigh F-DEでのみmRNA発現量に有意な増加が認められたので。

Pla2g2aの発現量の増加に関与するのは粒子ではなくガス成分であるのかもしれない。Pla2g2aはホ

スホリパーゼA2の中でも分泌型であり、前立腺癌のバイオマーカーとしても知られている 6)。しか

し、グループⅡ型のホスホリパーゼA2の身体内作用は未だに明らかにされていないため、今後の

検討課題である。エイコサノイドのシクロオキシゲナーゼ経路で働くPGISにおいては中濃度曝露

で顕著な減少が認められたが、アラキドン酸からPGD2を経由し、PGI2が合成される間のCOX-1に

は有意な差は認められなかったので、経路全体ではなくPGISが単独で減少しており、PGISの減少

に関与するのは粒子成分であるかもしれないと考えられる。PGISは、炎症のメディエーターとし

て働くこと、血管平滑筋の増殖抑制作用や虚血障害からの心筋保護に関与することなどが報告さ

れている。しかし精巣でのPGISの役割については、未だ報告が少ない。また、エイコサノイドの

リポキシゲナーゼ経路で働くAlox15のmRNA発現量において高濃度曝露群、除粒子曝露群で上昇が

確認された。中濃度曝露群でも増加していたが有意ではなかった。アラキドン酸代謝酵素の一つ

であるリポキシゲナーゼには、アラキドン酸への酸素添加部位の違いによって、5- LOX・8- LOX・
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12- LOX・15- LOXなど多くのアイソフォームが知られている。リポキシゲナーゼ産物が、ライデ

ィッヒ細胞のステロイド合成に強く関与することが報告されている 7)。昨年度までの研究で、2ヶ

月間曝露のラットで精巣テストステロンが有意に増加していたのは中濃度曝露群のみだったが、

今回PCR解析の結果で高濃度曝露群・除粒子曝露群でAlox15の発現量の増加が見られたことから、

少なくともAlox15に対してはNR-DEが容量反応的に作用していること、また両者に有意差がなか

ったことから、Alox15の発現量に影響するのは粒子成分でなくガス成分であるかもしれないこと、

テストステロン以外のステロイド合成系の新たなバイオマーカーになるかもしれないことなどが

考えられた。Alox15と同様に、エイコサノイドのリポキシゲナーゼ経路で働くトランスグルタミ

ナーゼ（Tgm2）においてもstandard NR-DEとhigh F-DEで有意な減少が認められているが、これも

経路全体ではなくTgm2が単独で減少しており、Tgm2の発現減少に関わるのは粒子成分ではなくガ

ス成分であるかもしれない。トランスグルタミナーゼは全組織に存在し、セルトリ細胞での卵胞

刺激ホルモン抑制に関与することが指摘されている 8)他、細胞膜の修復や死細胞の処理、細胞外マ

トリクスの強化などにも関与していることが知られている。また、PG合成・制御系で働くS100a6

とS100a10のmRNA発現量は、ともにstandard NR-DEとhigh F-DEで減少していた。このことから、

S100A6とS100A10の発現量に影響しているのは、粒子成分ではないかもしれない。S100A6と

S100A10はともに10－14kDaの小さなカルシウム結合タンパクで、さまざまな細胞内外のプロセス

に関与することが知られている9)。特にS100A10はマクロファージ上の重要なプラスミノミノゲン

結合部位であり、S100A10減少マクロファージではプラスミノゲン依存性侵襲能力が減退し、プラ

スミン生成やMMP-9活性化を減退させるという報告もある 10・11)。S100A6については細胞周期や細

胞骨格形成に関与しているという報告もある 12)。また、S100aA10、S100A6はAnnexin A2に結合す

ることが知られている。今回の実験ではAnnexin A2のmRNA量は測定していないので断定できない

が、中濃度曝露と除粒子曝露がAnnexin A2とS100A6、S100A10の複合体の減少に関与しているの

かもしれない。中濃度曝露によってS100A10の減少が引き起こされ、マクロファージ侵襲能力の減

退による免疫能の低下が起こっている可能性がある。また、CYP26A1ではコントロール群と比較

して中濃度曝露、高濃度曝露、除粒子曝露のいずれにおいても著名な減少が認められた。このこ

とから、CYP26a1の発現量にはガス成分であると考えられる。CYP26A1は細胞内のRA（retinoic 

acid）濃度や細胞増殖、主要RA標的遺伝子の転写規制、体腔内内胚葉へのES細胞の分化の調節に

関わると報告されている13)。CYP26A1の低下による生殖毒性が生じる可能性が示唆されたこと、

また中濃度のNR-DE曝露によって精巣内でCYP26A1の低下が生じたことは重要であり、今後更な

る研究が必要であると考えられる。PPARγはStARの発現を上昇させることが報告されている 17)。

そのため、内因性のPGの合成亢進が精巣のStARの発現上昇をもたらし精巣のテストステロン合成

を促進させていた可能性を考え、PG合成・制御系の中のPPARγ（PPARβ）の測定を行ったが、

PPARβはhigh F-DEでむしろ減少していた。このことからPPARβの発現量の減少に関与するのは、

粒子ではなくガス成分であるかもしれないと考えられた。また、昨年度の研究から、2ヶ月曝露の

ラットの除粒子曝露群ではテストステロン・StARの著名な変化は認めらなかったが、PPARβの減

少がStARの発現量減少・精巣テストステロン濃度減少を引き起こしていた可能性も考えられ、更

なる研究が必要であると言える。以上をまとめると、PCR解析の結果から、エイコサノイド系で最

初に働くPla2g2a、エイコサノイドのシクロオキシゲナーゼ経路で働くPGIS、エイコサノイドのリ

ポキシゲナーゼ経路で働くAox15・Tgm2、PG合成・制御系で働くS100a6・S100a10の他、CYP26a1
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でNR-DE、F-DEによる発現量の変化が認められたことから、テストステロン以外のバイオマーカ

ーになる可能性が考えられた。しかし、各々の精巣での役割が未だ明確にされていないため、今

後の更なる研究が必要であると考えられる。  

 

５．本研究により得られた成果 
（１）科学的意義 

本研究により、ＮＲＤＥの亜急性曝露によるテストステロンの上昇が精巣への直接作用（精巣

ラィディヒ細胞におけるステロイドホルモン生合成酵素と関連因子の活性上昇、エイコサノイド

合成系の関与）である可能性が示唆された。また、妊娠ラットの高濃度ＮＲＤＥ曝露により黄体

機能の低下が認められることから、曝露による流産率増加の可能性が示唆された。さらに妊娠ラ

ットのコルチコステロン分泌が増加することから、雄胎子の脳の脱雌性化が阻害される可能性も

示唆された。 

 

（２）環境政策への貢献 

ディーゼル排ガスの吸入が生殖器系機能に影響をあたえうることを示した研究成果であり、今

回使った曝露装置は世界でも類を見ない規模・精度のものであるために重要な科学的成果である

と考えられる。曝露により雄の精巣機能に影響のあることが判明したことから、本研究は、ヒト

を含めた都市部で生活する雄動物の生殖機能への作用メカニズムをさらに研究する必要性を提示

した。また、ナノ粒子曝露により妊娠動物の卵巣機能が抑制されることが判明したことから、本

研究は、都市部で生活する妊婦への影響について新たな研究を実施する必要性を提示した。 

 

６．国際共同研究等の状況 

特に記載すべき事項はない。 
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 [Abstract] 

 

Although a lot of nano-sized particles are contained in the diesel vehicle exhaust 

emission, the effect of such particles on living system is not clear yet. We aimed to 

investigate the biological effect of subacute exposure to nanoparticle-rich diesel exhaust 

(NRDE) in mice and rats. 

First, we investigated the influence of a few months exposure to NRDE on the 

function of recognition and learning in mice. After the exposure we did not find any 

effect of NRDE on the reinforcement learning ability by using operant task box. 

However, we detected the change in the results of spatial learning ability evaluated by 

Morris water maze test and of non-spatial memory evaluated by novel object recognition 

test. Moreover, we found the change in memory function-related gene expressions in the 

hippocampus after exposure to NRDE. These results suggest the effect of subacute 

NRDE exposure on the function of hippocampus in mice. 

Our previous studies clarified that NRDE exposure causes fat infiltration and 

PPARα activation in the liver of rats. Thus, in the present study, we investigated possible 

role of PPARα in the hepatotoxicity of NRDE or filtered DE using 129/Sv (wild type) 

mice and Pparα-null mice. Our results suggested that something like the ligand of 

PPARα are contained in filtered DE and it causes an increase of NFκB as inflammatory 

marker in liver. The results obtained after two months exposure to filtered DE in the 

wild-type mice indicated that PPARα has an anti-inflammation action and induced 

hepatotoxicity. In addition, our results of microarray and pathway analyses using the 

liver of rats exposed to NRDE for a month are consistent with above findings that 

indicated that NRDE disturbs lipid homeostasis. 
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Lastly, we investigated the effects of NRDE on the testicular and pituitary function 

in mice. Serum level of FSH, LH, testosterone, corticosterone and progesterone did not 

change significantly. To determine the effects of NRDE on testicular testosterone 

production, isolated interstitial cells were incubated with and without hCG. The 

testosterone production was significantly increased in both with and without hCG in the 

cells of high NRDE exposed groups, and significantly decreased in the cells of filtered 

DE exposed groups. To determine the effects of NRDE on pituitary LH production, 

isolated pituitary cells were incubated with and without GnRH. The LH production with 

GnRH was significantly increased in the cells of dense NRDE or filtered DE exposed 

groups. These results demonstrated that exposure to NRDE leads to disruption on 

testicular and pituitary endocrine function, and also suggest that effects of NRDE are 

different in cells producing steroid hormones and those producing protein or peptide 

hormones. 
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