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エチルターシャリーブチルエーテル（ETBE）はバイオ燃料として平成 22 年から本格的に導入された．ETBE に対す

る先行の毒性研究では，マウスやラットの種々の組織や機能に対する毒性が弱いことが示唆された．ETBE の肝臓影響

について，高濃度 ETBE の慢性ばく露後，動物肝臓の重量増加や肝細胞肥大が観察されたが，それ以外の影響について

の報告はない．本研究では，ETBE ばく露後，肝臓における障害，肝細胞の遺伝物質の損傷および ETBE の代謝に関与

している ALDH2 酵素の活性欠損による修飾作用について検討した．ETBE ばく露実験は高濃度と低濃度の二つのばく

露からなる．高濃度ばく露では，野生型とその ALDH2 遺伝子ノックアウトマウス（KO マウス）に 0，500，1,750 と

5,000 ppm の ETBE を，6 時間/日，5 日/週，13 週間ばく露させた．肝臓小葉中心性細胞肥大は雄の野生型マウスでは

高濃度ばく露群のみにおいて検出されたが，KO マウスは低，中濃度ばく露群においても認められた．コメットアッセ

イ法による肝細胞中の DNA 損傷度を解析した結果，野生型マウスの 5,000 ppm 群で有意に上昇したが，KO マウスは

いずれのばく露群も，非ばく露群との間に有意差が認められた．また，肝組織中の DNA 酸化ストレスマーカーである

8-OHdG 濃度（106 dG で算出した）の変化は，コメットアッセイと類似した挙動を示した．低濃度ばく露実験では，野

生型マウスと KO マウスのほか，ALDH2 遺伝子のヘテロノックアウト（HT）マウスも使用し，これらのマウスに 0 ，
50，200 と 500 ppm の ETBE を，6 時間/日，5 日/週，９週間反復ばく露させた．肝臓重量およびその体重比は ETBE
ばく露による有意な影響が認められなかった．肝臓の小葉中心性細胞腫大は WT マウスでは ETBE ばく露による増加は

なかったが，HT と KO マウスの高濃度ばく露群では有意に増加し，軽度のびまん性微細空胞変性も観察された．ETBE
ばく露による肝細胞 DNA 損傷は WT マウスにおいては認められなかったが，HT および KO マウスでは，低濃度の 50 
ppm ばく露群は対照群との間に有意な変化がなく，200 と 500 ppm ばく露群は対照群より有意に上昇した．このよう

に ALDH2 酵素活性の低い個体では 200 ppm の低い濃度の ETBE ばく露によって肝細胞における遺伝損傷などが検出

され，これらの個体においては ETBE の無毒性量が低く，その毒性に対する感受性が高いことが示唆された． 
 

キーワード: エチルターシャリーブチルエーテル，肝障害, コメットアッセイ, Aldh2 遺伝子ノックアウトマウ

ス，吸入ばく露.  

 
1 はじめに 

エチルターシャリーブチルエーテル（ETBE）はバイ

オ燃料としてＨ22 年から本格的に導入され，輸送車両の

燃料に使用されている 1)．ETBE に対する先行の毒性研

究では，マウスやラットの種々の組織や機能に対する毒

性が弱いことが示唆された 2)．高濃度 ETBE の慢性ばく

露後，動物肝臓の重量増加や肝細胞肥大が観察されたが，

それ以外の影響についての報告は殆どない．動物実験の

結果から，ETBE の最大無毒性量（NOAEL）は 500 ppm
と推定された 1)．平成 22 年には「ＥＴＢＥ発がん性試験

事業報告書」の概要も公表されて，ヒトへの外挿が否定

できない発がんプロモーション作用はあるものの，発が

ん性は弱いと報告されている 3)．一方では，体内で ETBE

からアセトアルデヒドなどのアルデヒド類が代謝される

2)．これらの中間代謝物は毒性を示す可能性があり，特

にアセトアルデヒドは潜在的な発がん物質として分類さ

れている．また，東アジア人の約 4 割はアルデヒドを解

毒する酵素（ALDH2）の活性を欠損しており，いわゆ

る，酒を飲めないタイプおよび酒に弱いタイプである 4)．

体内のアセトアルデヒドなどのアルデヒド類は ALDH2
の触媒ですぐに酢酸に代謝されて，これは一般の野生動

物ではその毒性の発現が弱い原因の一つと思われる．し

かし，ALDH2 酵素活性が欠損している場合，ETBE か

ら生成されたアセトアルデヒドなどのアルデヒド類は代

謝されにくく，体内に蓄積される可能性があり，そのた

め種々の生体影響が現れるかもしれない． 
ETBE が体内に入ってから主な代謝器官・組織は肝臓

である．また，アセトアルデヒドなどのアルデヒド類は

肝臓に毒性を有することがよく知られている 5)．今回の

実験では，野生型マウスおよび ALDH2 酵素活性欠損マ

ウスを使用し，ETBE ばく露後，肝組織の形態学および

肝細胞の早期 DNA 損傷，酸化ストレスレベルを解析す

ることによって，ETBE ばく露による生体影響を高感度

で検出し，ALDH2 活性欠損による感受性変化の有無を

検討した． 
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2 方法 

 
1) 動物および吸入ばく露 
本実験は「労働安全衛生総合研究所動物実験委員会」

の審査を受け承認され，労働安全衛生総合研究所動物実

験指針に従って行った．また,遺伝子改変動物の使用は

「労働安全衛生総合研究所組換え DNA 実験委員会」の

審査を受け承認された． 
高濃度レベルおよび低濃度レベルという二つのETBE

ばく露実験を行った．高濃度ばく露実験では，動物は雌

雄の 8 週齢の C57BL/6J 系マウス（野生型）を日本チャ

ールス・リバー株式会社より７週齢で購入（1 週間の馴

化）と自家繁殖した 8 週齢の雌雄の C57BL/6J 系 Aldh2
遺伝子ノックアウトマウス（KO 型）6)を用いた．これら

の動物は室温 22±1℃，湿度 55±5%の環境下で飼育され，

固形飼料（CE-2，日本クレア株式会社）や水は自由に摂

取させた．マウスを 0（対照群），500，1750，5000 ppm
群に分け，ETBE（純度 97%以上，東京化成）を毎日 6
時間，5 日/週のスケジュールで 13 週間吸入ばく露させ

た．ばく露濃度の選定は先行の研究を参照した 7-9)．最終

ばく露の 20 時間後に解剖した．肝臓を摘出して，少量

の組織を採集し，直ちにコメットアッセイ用に処理を行

った．一部は中性ホルマリンに固定し，H-E 染色後病理

検査を実施した． 
低濃度ばく露実験では，上記の野生型と KO 型マウス

を交配させ，生まれたヘテロマウスをさらに交配させ，

雄性仔マウスの尻尾から採取した組織から DNA を抽出

し，特異プライマーを用いて PCR 法で各個体の遺伝型

を同定して，その結果，野生型，KO 型およびヘテロ型

（HT）の 3 タイプに分けた 6)．また，実験に使用した個

体は実験終了後，肝組織を用いて，同様の方法で遺伝型

を確認し，実験前の結果と照合した．これらの 3 タイプ

雄マウスをそれぞれ 0（対照群），50，200，500 ppm 群

に分け，高濃度ばく露実験と同じスケジュールで合計 9
週間吸入ばく露させた．ばく露終了後の処置は同じであ

った． 
 

2) アルカリ性コメットアッセイ解析 
肝細胞における DNA 断裂を解析するため，インビボ

アルカリ性コメットアッセイ法を用いた 10,11)．簡潔に述

べると，少量の肝組織をミンスし，氷冷したバッファー

（0.075 M NaCl, 0.024 M Na2EDTA, pH 7.5）にサスペ

ンドして Potter 型ホモジナイザーで軽く研磨した後，遠

心法で細胞核分画を得た．38℃で溶解した 1％低溶点ア

ガロースと混合してすぐ20ウェルのCometSlideに移し

た．4℃で 15 分間冷却後，溶解液（2.5 M NaCl, 10% 
DMSO, 100 mM Trizma base, 1% Triton X-100 , 
pH=10）中で 60 分間溶解する．Trevigen 社の泳動シス

テムを用い 21 V（1 V/cm）の下で 15 分間泳動してから

中和バッファー（0.4 M Tris buffer, pH 7.5）で 3 回洗浄

した後，SYBR Green I で DNA 染色し，蛍光顕微鏡の

下で Perceptive Instruments 社の Comet IV を用いて 1
試料につき 100 個細胞のコメットテールを観察した．本

稿では DNA の損傷度にテール輝度（TI 値）を用いた． 
 

3) hOGG1 コメットアッセイ解析 
Smith 氏の hOGG1（8-オキソグアニン DNA グリコ

シラーゼ）コメットアッセイ法を用いて肝細胞 DNA の

酸化損傷の評価を行った 12)．8-OH-dG を解析した．基

本的にコメットアッセイは上記の方法と同じであったが，

異なった点は電気泳動後，hOGG1 バッファー（40 mM 
HEPES, 0.1 M KCl, 0.5 mM EDTAと 0.2 mg/ml bovine 
serum albumin）で洗浄し，その後各ウェルに 0.08 U

図1. マウスの肝臓顕微鏡像（H-E染色） 

A, 対照群マウス， B, ETBE ばく露群マウス（中度の小葉中心性肝細胞肥大）. 

  

A B 
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のhOGG1酵素を含むhOGG1バッファーを添加し 37℃，

15 分間処理した．この処理によって DNA 上の酸化塩基

8-OH-dG が特異的に切断される．コントロールウェルは

酵素なしのバッファーで同様の処理を行った．その後の

処理はアルカリ性コメットアッセイ法と同じであった．

このように hOGG1処理後のTI値増加分はDNAの酸化

損傷になる． 
 

4) 液クロ-電気化学検出器による 8-OH-dG の定量 
キアゲン社の EZ1 tissue DNA kit を用いて肝臓組織

から DNA を精製して 20 mM 酢酸ナトリウム溶液（pH 
4.8）に溶かした．その後，nuclease P1 とアルカリホス

ファターゼで 37℃においてそれぞれ 60 分間処理した後，

Ultrafree-Proind filter（Millipore 社）に入れて 10,000 
g で 5 分間遠心した．試料中の DNA 加水分解産物，

8-OH-dG およびデオキシングアノシン（dG）の分離・

定量は液クロ-電気化学検出器系を用いて行った．液クロ

は Agilent 社の HP 1100 系，分析カラムは同社の Zorbax 
SB-C18，溶離液は 8%メタノールを含む 10 mM リン酸

ナトリウム溶液であった．UV 検出器で 290 nm 波長に

おいて dG を検出・定量した．電気化学検出器は ESA 社

の CoulochemII および装備されている同社の 5020 
guard cell（0.35 V）と 5011 analytical cell（electode 1, 
0.15 V, electrode 2, 0.3 V）で，シリーズ濃度の標準試料

を用いて 8-OH-dG を検出・定量した．これらのデータ

から 106 dG あたりの 8-OH-dG 数を算出した． 
 

3 結果 

 
1) 肝臓の病理検査結果 

13 週間の高濃度 ETBE ばく露後，一部のマウス肝組

織において小葉中心性肝細胞肥大が観察された（図 1 で

示し）．各群におけるこの損傷の程度および頻度を表 1
にまとめた．雄性マウスでは，非ばく露群と比べてETBE
の 3 ばく露群に小葉中心性肝細胞肥大を示したマウス数，

さらに野生型と比べて KO マウスのほうは多くなる傾向

があったが，統計学的にはどちらの遺伝タイプマウスも

5,000 ppm 群のみは対照群との間に有意差が認められた．

雌性マウスにおいても雄性マウスと同じ傾向が見られた．

一方，雌性の KO マウスでは，5,000 ppm 群だけ損傷が

あったが，雄性 KO マウスではもっと低い濃度で損傷が

検出され，雌雄差があったことを示唆した．小葉中心性

肝細胞肥大以外の肝組織病理像は軽微なもので，おそら

く ETBE ばく露によるものではなかった． 
 

表 1.  ETBE 13 週間吸入ばく露後のマウス肝臓病理（小葉中心性肝細胞肥大の程度と発生頻度） 

Mice No. of
Mice

- ± + ++ +++ - ± + ++ +++ - ± + ++ +++ - ± + ++ ++

WT male  mice 5 4 1 0 0 0 5 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 1 3 1 0

KO  male  mice 5 5 0 0 0 0 2 3 0 0 0 3 1 1 0 0 0 1 2 2 0

WT female mice 5 5 0 0 0 0 5 0 0 0 0 4 1 0 0 0 0 1 4 0 0

KO  female mice 5 5 0 0 0 0 5 0 0 0 0 5 0 0 0 0 1 3 1 0 0

500 1,750 5,000 #

Histopathology (Centrilobular hypetrophy*)

ETBE (ppm)　

0

 

*: damaged degree, -: none; ±: extremely slight; +: slight; ++: moderate; +++: severe. 

#: Significantly different from controls by Chi-Square tests in both sexes mice of two genetic types, p < 0.05. 

図 2. ETBE 13 週間ばく露後のマウス肝細胞 DNA 損傷度 
コメットテールの輝度，TI値，バーは平均値と標準誤差を表

している． 
A, 雄性マウス，B, 雌性マウス. 
* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, 野生型マウ

ス対照群との比較（Dunnett’s post hoc test）． 
# p < 0.05, ## p < 0.01, △, p = 0.052, KO マウス対

照群との比較（Dunnett’s post hoc test）． 

A 
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2) 肝細胞 DNA 損傷 
アルカリ性コメットアッセイ解析から肝細胞の DNA

断裂程度（TI 値）が示された．13 週間の高濃度ばく露

実験について Two-way ANOVA 解析の結果，遺伝タイプ

と ETBE ばく露のいずれも TI 値に有意に影響を与えた

（ただし，雄性マウスの場合のみ，遺伝タイプは F=3.58，
p=0.063）．雄性の KO マウスでは 500，1,750 と 5,000 
ppm 群における TI 値はそれぞれ対照群の 1.76 倍，1.83
倍と 1.99 倍であって，いずれも統計的有意差が認められ

た．しかし，野生型マウスでは最高濃度の 5,000 ppm 群

のみ対照群より有意に上昇した（対照群の 1.93 倍）．一

方，雌性の KO マウスでは 5,000 ppm 群のみ対照群より

上昇し（対照群の 1.93 倍），野生型マウスでは，いずれ

の ETBE ばく露群においても TI 値の有意な上昇は認め

られなかった（図 2）． 
 

3) 肝細胞の DNA 酸化損傷 
hOGG1 コメットアッセイ法および標準のアルカリ性

測定法の結果比較からこの酵素が特異的に識別できる

DNA 酸化損傷の程度が判明できる．13 週間の高濃度ば

く露実験について，Two-way ANOVA 解析の結果，遺伝

タイプと ETBE ばく露のいずれも DNA 酸化損傷の上昇

に影響を与えた（ただし，雌性マウスの場合のみ，ETBE
ばく露濃度は F=2.28，p=0.053）．雄性の KO マウスで

は 500，1,750 と 5,000 ppm 群における DNA 酸化損傷

度はそれぞれ対照群の 2.71 倍，2.51 倍と 3.44 倍であっ

て，いずれも統計的有意差が認められた．野生型マウス

では最高濃度の 5,000 ppm 群のみ対照群より有意に上

昇した（対照群の 2.99 倍）．一方，雌性の KO マウスで

は 5,000 ppm 群のみ対照群より上昇した（対照群の 2.42
倍）．雌性の野生型マウスでは，いずれの ETBE ばく露

群においても DNA 酸化損傷度の有意な上昇は認められ

なかった（図 3）． 
 

4) DNA 上の 8-OH-dG 数 
13週間高濃度ETBEばく露後の 20時間において肝細

胞 DNA 上の 8-OH-dG 数（106 dG あたり）の変化を解

析した．DNA 酸化損傷と同様で，Two-way ANOVA 解

析の結果，遺伝タイプと ETBE ばく露のいずれも

8-OH-dG 数に影響を与えた（ただし，雌性マウスの場合

のみ，遺伝タイプは F=14.11，p=0.083）．雄性の KO マ

ウスでは 500，1,750 と 5,000 ppm 群における 8-OH-dG
数はそれぞれ対照群の 1.81 倍，1.74 倍と 1.93 倍であっ

て，いずれも統計的有意差が認められた．野生型マウス

では最高濃度の 5,000 ppm 群のみ対照群より有意に上

昇した（対照群の 1.31 倍）．一方，雌性の KO マウスで

は 5,000 ppm 群のみ対照群より上昇した（対照群の 1.61
倍）．雌性の野生型マウスの肝細胞 DNA 上の 8-OH-dG
数はいずれの ETBE ばく露群においても有意な増加が

認められなかった（図 4）． 
 

5) 低濃度ばく露実験の結果 
50～500 ppm の比較的低濃度の ETBE ばく露後，肝

図 3. ETBE 13 週間吸入ばく露後の肝細胞 DNA 酸化損傷 
hOGG1 コメットアッセイ測定から hOGG1 処理によるコメットテ

ール輝度の増加分. バーは平均値と標準誤差を表している. 
A, 雄性マウス，B, 雌性マウス. 
* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, △, p = 0.070,
 野生型マウス対照群との比較（Dunnett’s post hoc test）． 
# p < 0.05, ## p < 0.01, ### p < 0.001, KO マウス対照

群との比較（Dunnett’s post hoc test）． 

A 

図 4. ETBE 13 週間吸入ばく露後のマウス肝細胞 DNA 上の 
8-OHdG 数 

バーは平均値と標準誤差を表している. 
A, 雄性マウス，B, 雌性マウス. 
* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, 野生型マウス

対照群との比較（Dunnett’s post hoc test）． 
# p < 0.05, ## p < 0.01, ### p < 0.001, KO マウス対

照群との比較（Dunnett’s post hoc test）． 

A 
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臓重量およびその体重比は ETBE ばく露による有意な

影響が認められなかった．肝臓の小葉中心性細胞腫大は

野生型マウスでは ETBE ばく露による増加はなかった

が，HT と KO マウスでは有意差がないものの，増加傾

向が見られ，また軽度のびまん性微細空胞変性も観察さ

れた（データ未掲載）．ETBE ばく露による肝細胞 DNA
損傷はアルカリ性コメットアッセイ法を用いて行った．

その結果，野生型マウスにおいては DNA 損傷の上昇が

認められなかったが，HT および KO マウスでは，低濃

度の 50 ppm ばく露群は対照群との間に有意な変化がな

く，200 と 500 ppm ばく露群は対照群より有意に上昇

した（図 5）． 
 

4 考察 

ETBE について一般的にその急性毒性が低く，また高

濃度による肝臓病理変化以外の特異的作用は殆ど知られ

ていない 2)．しかし，ETBE と非常に似ているメチルタ

ーシャリーブチルエーテル（MTBE）は動物に発がん作

用がある．MTBE ばく露後，雄性ラットでは腎の尿細管

がん，マウスでは肝臓がんが誘発されると報告された 13)．

両物質は物理化学性質や体内での代謝など，類似してい

る点が多く 14)，そのため ETBE は MTBE と同様の毒性

を持っている可能性があると推測できる． 
本研究の肝臓組織病理検査から 13 週間 5,000 ppm ば

く露を受けた雄性と雌性の野生型および KO マウスでは

小葉中心性肝細胞肥大が検出され，他の報告と一致して

いる 9)．この損傷の程度および頻度は雄性の KO マウス

において雄性の野生型より多くなる傾向が見られたが，

両タイプのマウスの間，統計的有意差がなかった．全体

的に病理変化は小さく，上記の差は ALDH2 欠損との関

連について更に検討する必要がある． 
本研究では ETBE ばく露による肝細胞の DNA 損傷の

上昇は初めて検出できた．コメットアッセイ法によるこ

の DNA 鎖断裂の上昇は，野生型雄性マウスでは 5,000 
ppm のみにおいて検出されたが，雄性 KO マウスは 13
週間ばく露実験の低濃度（500 ppm）と中濃度（1,750 
ppm）においても検出され，ALDH2 活性欠損マウスで

は，報告された NOAEL の 500 ppm7,8)よりさらに低い

ことを示唆した．ETBE の低濃度領域において 9 週間吸

入ばく露実験でさらに検討した結果，野生型マウスでは

検出されなかったが，雄性 KO マウスでは 200 と 500 
ppm ばく露群で有意に上昇した．これらの結果から

ALDH2 酵素活性欠損マウスの場合，ETBE の NOAEL
は 50 ppm と推測され，野生型マウスより著しく低いこ

とが判明した．ETBE ばく露による肝細胞 DNA 損傷の

上昇はDNA酸化損傷の上昇や8-OH-dG数の増加などと

一致しており，この酸化損傷は少なくとも肝細胞 DNA
損傷上昇に関与していることも示唆された． 

ETBEの体内代謝過程でアセトアルデヒドが中間代謝

物として生成される．このアルデヒド物質の毒性は広く

検討された．アセトアルデヒドは種々の DNA 損傷（突

然変異，姉妹染色分体交換上昇，DNA 鎖の断裂，塩基

の酸化修飾，染色体異常，など）を誘発し，がん原性物

質として知られている 15,16)．エタノールの代謝実験から

KO マウスではアセトアルデヒドの血中濃度は野生型マ

ウスより高いことが Isse らに報告された 17)．われわれ

の代謝実験の結果，ETBE 急性吸入ばく露後，KO マウ

スの血中アセトアルデヒド濃度は野生型マウスより高か

ったことが観察された（未発表結果）．また，ETBE の

中間代謝物質であるターシャリーブチルアルコールが更

図 5.  ETBE ９週間ばく露後の３つの遺伝タイプ雄性マウスの肝細胞 DNA 損傷度 
左パネル:野生型マウス,中間パネル：HT マウス,右パネル：KO マウス 
縦軸はコメットテールの輝度（TI 値），バーは平均値と標準誤差を表している． 
* p < 0.05, それぞれの対照群との比較． 

* * * 
* 
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に代謝され，別のアルデヒド物質（2-hydroxy-2-methyl 
propanal）が作られ，この物質の作用による肝細胞 DNA
損傷への関与も可能であるが，詳細な検討が必要である． 
本研究は ETBE の主な代謝器官である肝臓の損傷に

注目し，アルコールやアルデヒド類の毒性検出に高感度

の Aldh2 遺伝子ノックアウトマウスを用いて，DNA 鎖

断裂や酸化損傷などの早期マーカーで検討を行った．

ETBEばく露は野生型マウスでは高濃度のみにおいて肝

細胞の DNA 損傷の上昇を誘発し，その NOAEL は先行

研究で報告された 5,000 ppm と一致している．しかし，

ALDH2 酵素活性欠損マウスでは更に低い濃度において

も遺伝毒性を示し，この場合の推定 NOAEL は前述値の

10 分の 1，つまり，50 ppm となる．ALDH2 活性欠損

個体は ETBE の毒性に対する感受性が高くなり，それは

中間代謝物質であるアセトアルデヒドなどのアルデヒド

類物質の蓄積によると思われる．これらの結果は ETBE
に対するリスク評価，作業環境の基準策定時に有意に参

考できる． 
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Nakajima T, Wang RS. Differential genotoxic effects of 
subchronic exposure to ethyl tertiary butyl ether in 
the livers of Aldh2 knockout and wild-type mice. Arch. 
Toxicol. 2012; 86:675-682． 
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