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ETBE は自動車のバイオ燃料として使用されており，現在その使用量がそれほど多くないが，増加している傾向であ

る．本研究は ETBE による免疫毒性を検討する目的でまずは ETBE による脾臓細胞への影響を検討した．C57BL/6J と

129/SV 雄性マウスは 6 時間/日，5 日/週のスケジュールで 0 ppm（対照），500 ppm，1,750 ppm および 5,000 ppm の
ETBE にそれぞれ 6 と 13 週間吸入ばく露し，最終ばく露の 20 時間後に解剖して脾臓を採取し，脾細胞を調製し，Flow 
cytometry 法を用いて以下の脾細胞表面マーカーを測定・解析した．(1) T 細胞（PerCP-Cy5.5-CD3e），(2) T 細胞サブ

セット（FITC-CD4 と PE-CD8a），(3) B 細胞（PerCP-Cy5.5-CD45R/B220），(4) NK 細胞（PE-NK1.1）及び (5) マ
クロファージ（FITC-CD11b）．末梢血 Hb 濃度，赤血球数，白血球数，血小板，体重及び脾臓対体重比も測定した． 

その結果，ETBE ばく露は一時的に末梢血 Hb 濃度，赤血球数を増加させたが，体重及び脾臓対体重比には影響を及

ぼさなかった．ETBE ばく露は，ばく露量に依存して脾臓 CD3+ T 細胞, CD4+ T 細胞，CD8+ T 細胞，CD4+ T 細胞陽

性率及び CD4+/CD8+ T 細胞比を有意に減少させることが明らかとなった．一方で ETBE ばく露は，脾臓 NK 細胞，B
細胞，マクロファージ及び脾臓細胞総数に影響を及ぼさなかった．結論として本研究は，ETBE 単独ばく露による免疫

毒性を初めて明らかにしたと共に,ETBE が選択的にマウス脾臓 T 細胞数を減少させることが判明した． 
 

キーワード: B 細胞， ETBE，flow cytometry，NK 細胞，脾臓細胞，T 細胞． 

 
 

1 はじめに 
ETBE は，二酸化炭素及び揮発性有機物の排出を減少

するために，酸素添加剤としてガソリンに添加し，

MTBE（methyl tertiary butyl ether）の代替物として

使用されている．ガソリン添加剤として ETBE が 17%
までガソリンに添加されると提案され，今後大量の

ETBE が市場に流通されると予測される．ETBE は主に

皮膚と呼吸を経由して生体内に入るが，飲用水を経由し

て経口ばく露も予想される 1). ヨーロッパではガソリン

添加剤として ETBE の使用量が増加しており，2010 年

では少なくともバイオ燃料の 5.75%を占めていると報告

されている 2). 日本の石油業界は，約 84 万 kL の ETBE
（約 63 万トン，バイオエタノールとして原油換算 21 万

kL 相当）を平成 22 年に導入することを目指している．

ETBE がガソリンに混合使用された場合，ETBE は他の

ガソリン成分とともに大気に排出される．現在のガソリ

ンに関する VOC 排出量の既存データをもとに，蒸気圧

とモル濃度を元に ETBE の総排出量を推計し，推計され

た排出源別の総排出量は，製油所，油槽所では約 2,100 t/
年，給油所では約 4,700 t/年，自動車から約 6,300 t/年と

試算されており 3)，ヒトへ潜在的なばく露が十分に考え

られる．単回ばく露毒性試験では ETBE の一般毒性が低

く，皮膚と目への刺激性及び感作性も認められず，遺伝

毒性も神経毒性も確認されていない 4, 5). しかし，ラット

において ETBE ばく露による腎臓及び肝臓への影響が

観察された 6,7)．Medinsky ら 6)の報告では 13 週間 ETBE
吸入ばく露によって腎臓毒性，臓器重量（雌ラットの心

臓）変化の lowest-observed adverse effect level
（LOAEL）は 500 ppm（2,090 mg/m3）で，肝臓毒性

の LOAEL は 1,750 ppm（7,315 mg/m3）である．経口

ばく露では生殖毒性と発生毒性が認められなかった 8). 
一方で 13 週間 1,750 ppm（7,315 mg/m3）と 5,000 ppm
（20,900 mg/m3）の ETBE 吸入ばく露はラットの精子

異常を起こした 6)．さらに ETBE ばく露による血中テス

トステロン及びエストロゲンレベルへの影響も報告され

ている 9)．ETBE の免疫毒性について White ら 10)は雌

Sprague-Dawley ラットにガソリン/ETBE 混合物

（2,000，10,000 及び 20,000 mg/m3）を 4 週間（6 時間

/日，5 日/週）吸入ばく露させた結果，抗体産生細胞（AFC）

が有意に減少し，ETBE の潜在的な液性免疫毒性が示唆

された．Yamaki と Yoshino11)は ETBE が in vitro では

IgE 誘発肥満細胞活性化を抑制することを報告したが，

しかし，in vivo において ETBE 単独ばく露による免疫

毒性に関する研究が見当たらない．この背景の下に，我々

は ETBE による免疫毒性を検討する目的で，まずは

ETBE による脾臓細胞への影響について検討した．  
 
 

2 材料と方法 
1) 動物 
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本研究は，雄性 C57BL/6J 系（日本 Charles River 
Laboratories から購入）と 129/SV 系（名古屋大学より

提供）の SPF マウスを用いた．8 週齢のマウスを，それ

ぞれ 5-6 匹ずつ対照群，500 ppm ETBE，1,750 ppm 
ETBE，5,000 ppm ETBE ばく露群に分けた（表 1）． 

 
2) ばく露経路とばく露期間 

ETBE（純度 97%以上 ）は東京化成から購入した．

マウスは 6 時間/日，5 日/週のスケジュールで 6 と 13 週

間 ETBE にそれぞれ吸入ばく露し（表 1），最終ばく露

の 20 時間後に解剖して脾臓を採取し，脾臓重量を測定

した後，脾細胞を調製した．Flow cytometry 法を用いて

以下の脾細胞表面マーカーが測定・解析された 12)． 
 

3) 測定項目 

(1) T 細胞：PerCP-Cy5.5 標識ラット抗マウス CD3e

表 1. 実験デザイン及び ETBE ばく露濃度 

 129/SV マウス 

6 週間ばく露 

C57BL/6J マウス 

6 週間ばく露 

C57BL/6J マウス 

13 週間ばく露 

ETBE の標的濃度

(ppm) 

ETBE の実測濃度(ppm)  

(Mean±SD) 

マウス

数 

ETBE の実測濃度(ppm) 

(Mean±SD) 

マウス

数 

ETBE の実測濃度(ppm) 

(Mean±SD) 

マウス

数 

0 0  6 0  6 0  5 

500 474.5 ± 25.2  6  474.7 ± 24.5  6 500.1 ± 24.7  5 

1,750 1,743.6 ± 101.2 6 1,742.0 ± 100.0 6 1,757.2 ± 101.1 5 

5,000 4,927.8 ± 314.7 6 4,922.8 ± 312.4 6 4,999.0 ± 239.3 5 

 

図 1.  ETBE ばく露による 129/SV と C57BL/6J マウスの RBC 計測値, Hb 濃度及び WBC 計測値への影響 
平均値±標準誤差（6 週間ばく露：n=6，13 週間ばく露：n=5）. 一元配置分散分析の結果，6 週間 ETBE ばく露は有意に

C57BL/6J と 129/SV マウスの RBC 計測値と Hb 濃度に影響を与えた（すべて p<0.05）． 
 *: p<0.05, **: p<0.01 は対照群との差を示している． 
Li et al. Int. J. Immunopathol. Pharmacol. 2011; 24(4): 837-47 より引用. 
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抗体を用いた． 
(2) T 細胞サブセット：FITC（fluorescein 

isothiocynate）標識ラット抗マウス CD4 抗体と PE
（phycoerythrin）標識ラット抗マウス CD8a 抗体を用

いた． 
(3) B 細胞：PerCP-Cy5.5 標識ラット抗マウス

CD45R/B220 抗体を用いた． 
(4) NK 細胞：PE 標識マウス抗マウス NK1.1

（PK136）抗体を用いた． 
(5) マクロファージ：FITC 標識ラット抗マウス

CD11b（Mac-1）抗体を用いた． 

(6) 赤血球芽細胞：PE 標識ラット抗マウス Ter-119
抗体を用いた． 
以上の抗体は BD PharMingen（San Diego, CA）よ

り購入した． 
またマウスの体重，末梢血 Hb 濃度，赤血球数，白血

球数及び血小板数も測定した．なお，本研究は労働安全

衛生総合研究所動物実験倫理委員会のガイドラインに従

って実施された． 
 

4) 統計処理 
SPSS 16.0J 解析ソフトを用いてデータの正規分布を

図 2.  6 週間 ETBE ばく露による 129/SV マウスの脾臓 CD3+ T 細胞数と陽性率（A, B）, CD4+ T 細胞数と陽性率（C, D）, 
 CD8+ T 細胞数と陽性率（E, F），脾臓細胞総数（G）及び CD4+/CD8+ T 細胞比（H）への影響 
平均値±標準誤差（n=6）. 一元配置分散分析の結果，ETBE ばく露は有意に 129/SV マウスの脾臓 CD3+ T 細胞数と CD4+ 

T 細胞数に影響を与えた（いずれも p<0.05）． 
 *: p<0.05, **: p<0.01 は対照群との差を示している． 
Li et al. Int. J. Immunopathol. Pharmacol. 2011; 24(4): 837-47 より引用. 
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確認した後，分散分析及び Tukey－検定法を用いてデー

タを解析した． 
 

3 結果 
1) ETBE ばく露による体重及び脾臓重量への影響  
6 週間または 13 週間の ETBE ばく露はマウスの体重

及び脾臓重量に影響を与えないことが判明した（データ

未掲載）． 
 
2) ETBE ばく露による血液学指標への影響 

図 1 に示されたように，6 週間 ETBE ばく露は有意に

129/SV 及び C57BL/6J マウスの赤血球数と Hb 濃度を

増加させることが明らかとなった．13 週間 ETBE ばく

露において C57BL/6J マウスの赤血球数と Hb 濃度は

増加傾向を示したが，統計学的な有意差は認められなか

った．一方で，ETBE ばく露は白血球数と血小板数には

影響を及ぼさなかった（データ未掲載）．  
 
3) 6 週間 ETBE ばく露による 129/SV と C57BL/6J 

マウスの脾臓細胞総数及び T 細胞への影響 

図 3.  6 週間 ETBE ばく露による C57BL/6J マウスの脾臓 CD3+ T 細胞数と陽性率（A, B）, CD4+ T 細胞数と陽性率（C, 
D），CD8+ T 細胞数と陽性率（E, F），脾臓細胞総数（G）及び CD4+/CD8+ T 細胞比（H）への影響 
平均値±標準誤差（n=6）. 一元配置分散分析の結果，ETBE ばく露は有意に C57BL/6J マウスの脾臓 CD3+ T 細胞数，CD4+ 

T 細胞数と CD8+ T 細胞数に影響を与えた（いずれも p<0.05）．  
*: p<0.05, **: p<0.01 は対照群との差を示している． 
Li et al. Int. J. Immunopathol. Pharmacol. 2011; 24(4): 837-47 より引用. 

 

Control 500ppm 1750ppm 5000ppm
0

0.5

1

1.5

2

2.5

N
um

be
r o

f C
D

4+
 T

 c
el

ls
 (x

10
^7

)

*

Control 500ppm 1750ppm 5000ppm
0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

N
um

be
r o

f C
D

3+
 T

 c
el

ls
 (x

10
^7

)

**

Control 500ppm 1750ppm 5000ppm
0

0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2
1.4
1.6
1.8

N
um

be
r o

f C
D

8+
 T

 c
el

ls
 (x

10
^7

)

*

*

Control 500ppm 1750ppm 5000ppm
0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

C
D

4/
C

D
8

C

A

E

H

control 500ppm 1750ppm 5000ppm
0

10

20

30

40

50

60

C
D

3+
 T

 c
el

ls
 (%

)

B

control 500ppm 1750ppm 5000ppm
0

5

10

15

20

25

30

35

C
D

4+
 T

 c
el

ls
 (%

)

D

control 500ppm 1750ppm 5000ppm
0

5

10

15

20

25

C
D

8+
 T

 c
el

ls
 (%

)

F

Control 500ppm 1750ppm 5000ppm
0

1

2

3

4

5

6

7

8

N
um

be
r o

f s
pl

en
oc

yt
es

 (x
10

^7
) G

－166－

労働安全衛生総合研究所特別研究報告　JNIOSH-SRR-NO.42(2012)



図 2 と 3 に示されたように，ETBE ばく露は顕著に T
細胞数を減少させたが（図 2AC と図 3ACE）， T 細胞

の陽性率（図 2BDF と 図 3BDF）及び CD4+/CD8+ T 細
胞比（図 2H と 3H）には影響を及ぼさなかった．

5,000ppm 群の CD3+, CD4+及び CD8+ T 細胞数はそ

れぞれ有意に対照群より低かった．さらに 129/SV マウ

スの500 ppm群のCD3+ T細胞数（図2A）及び 57BL/6J
マウスの 1,750 ppm 群の CD8+ T 細胞数（図 3E）はそ

れぞれの対照群より有意に低下した．一方で 6 週間

ETBEばく露は 129/SVとC57BL/6J マウスの脾臓細胞

総数には影響を及ぼさなかった（図 2G と 3G）． 

 
4) 13 週間 ETBE ばく露による C57BL/6J マウスの

脾臓細胞総数及び T 細胞への影響 
図 4 に示されたように，13 週間 ETBE ばく露は有意

に CD3+（図 4A）と CD4+ T 細胞数（図 4C），CD4+ T 
細胞陽性率（図 4D）及び CD4+/CD8+ T 細胞比（図 4H）

を減少させた．1,750 ppm 及び 5,000 ppm 群の CD3+と
CD4+ T 細胞数，CD4+/CD8+ T 細胞比及び 5,000 ppm
群の CD4+ T 細胞陽性率は有意にそれぞれの対照群よ

り低かった．さらに 1,750 ppm 及び 5,000 ppm 群の

CD4+ T 細胞数及び 5,000 ppm ばく露群の CD3+ T 細胞

図 4.  13 週間 ETBE ばく露による C57BL/6J マウスの脾臓 CD3+ T 細胞数と陽性率（A, B）, CD4+ T 細胞数と陽性率（C, D），

CD8+ T 細胞数と陽性率（E, F），脾臓細胞総数（G）及び CD4+/CD8+ T 細胞比（H）への影響 
平均値±標準誤差（n=5）. 一元配置分散分析の結果，ETBE ばく露は有意に C57BL/6J マウスの脾臓 CD3+ T 細胞数，CD4+ 
T 細胞数，CD4+ T 細胞陽性率及び CD4+/CD8+ T 細胞比に影響を与えた（いずれも p<0.05）.  
*: p<0.05, **: p<0.01 は対照群との差を示し，#: p<0.05, ##: p<0.01 は 500 ppm 群との差を示している． 
Li et al. Int. J. Immunopathol. Pharmacol. 2011; 24(4): 837-47 より引用. 
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数及び CD4+/CD8+ T 細胞比はそれぞれ 500 ppm 群よ

り有意に低下し，ETBE ばく露による CD4+ と CD3+ T
細胞への影響において量・反応関係が認められた．一方

で 13週間ETBEばく露はC57BL/6J マウスの脾臓細胞

総数には影響を及ぼさなかった（図 4G）． 
 
5) ETBE ばく露によるマウスの脾臓 B 細胞，NK 細

胞及びマクロファージへの影響 
図 5 に示したように 6 週間または 13 週間の ETBE ば

く露は 129/SV または C57BL/6J マウスの脾臓 B 細胞，

NK 細胞及びマクロファージに影響を与えないことが判

明した． 
 

4 考察 
本研究は亜慢性 ETBE 吸入ばく露によるマウス脾臓

リンパ球への影響を検討した．1,750 ppm 以上のETBE，

6 週間の吸入ばく露によってマウスの脾臓 CD3+, CD4+
及び CD8+ T 細胞数が有意に減少することが明らかと

なった．しかし，ETBE ばく露はマウスの脾臓 B 細胞, 
NK 細胞及び マクロファージに影響を与えなかったこ

とから，ETBE が選択的に T 細胞に影響を与えることが

示唆された．129/SV マウスの CD3+ と CD4+ T 細胞に

おいて6週間ETBE吸入ばく露のLOAEL は5,000 ppm
であるが，一方で C57BL/6J において CD8+ T 細胞では 
6 週間 ETBE 吸入ばく露の LOAEL は 1,750 ppm であ

り，CD3+ と CD4+ T 細胞では 6 週間 ETBE 吸入ばく

露の LOAEL は 5,000 ppm である． 
ETBE のばく露期間による影響を検討するために，

C57BL/6J を用いてさらに 13 週間吸入ばく露実験を行

った．その結果，13 週間ばく露によってもマウスの脾臓

CD3+，CD4+，CD8+ T 細胞数及び CD4+/CD8+T 細胞

比が有意に減少することが明らかとなった．6 週間ばく

露と同様に 13週間ETBEばく露もマウスの脾臓B細胞, 
NK 細胞及び マクロファージに影響を与えなかった．以

上の結果より，ETBE が選択的に T 細胞に影響を与える

ことが再確認された．さらにマウスの脾臓 CD3+，
CD4+T 細胞数，CD4+ T 細胞陽性率及び CD4+/CD8+T
細胞比において 13 週間ばく露が 6 週間ばく露よりも影

響が強かったことから，ばく露期間もその毒性に影響を

及ぼしていることが示唆された（図 3 と 4）．C57BL/6J 
マウスの CD3+，CD4+ T 細胞及び CD4+/CD8+T 細胞

比における LOAEL は 1,750 ppm（7,315 mg/m3）であ

ることが判明した．我々は過去の研究では

parachloronitrobenzene がマウス脾臓 T 細胞数と陽性

図 5.  ETBE ばく露による 129/SV と C57BL/6J マウスの脾臓 B 細胞数，NK 細胞数及びマクロファージ数への影響  
平均値±標準誤差（6 週間ばく露：n=6，13 週間ばく露：n=5）.  
Li et al. Int. J. Immunopathol. Pharmacol. 2011; 24(4): 837-47 より引用. 
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率を低下させることによって有意にマウスの CTL
（cytotoxic T lymphocytes）活性を抑制することを報告

した 13, 14)．この結果から ETBE による T 細胞の減少は

T 細胞の機能に影響を与えることも考えられる． 
White ら 10)の研究では，雌 Sprague-Dawley ラットが

吸入でガソリンと ETBE との混合物（2,000，10,000 と 
20,000 mg/m3）に 4 週間（6 時間/日，5 日/週）ばく露

した後，脾臓抗体産生細胞（AFC：antibody-forming cell）
が有意に低下したことが明らかにされ，ガソリンと

ETBEの混合ばく露は潜在的液性免疫毒性を有すること

が示唆された 15)．しかし，この研究は ETBE 単独ばく

露の免疫毒性を調べなかった． 従って我々の研究は初め

て ETBE 単独ばく露による免疫毒性を明らかにした． 
一方でラットが 0，250，500，または 1,000mg ETBE/kg
体重/日に 28 日間経口ばく露しても AFC と脾細胞の T
細胞依存性 IgM 抗体産生に異常は生じなかった 17)．こ

れは恐らく異なるばく露期間及びばく露経路が異なる影

響を生じたと推測される． 
t-Butanol （TBA）は ETBE の主要な代謝物である 16). 

Yamaki と Yoshino 11)は TBA がラットマストセル

RBL2H3 の脱顆粒を抑制することを報告したが， TBA
による脾臓細胞及び他の免疫機能への影響に関する報告

は見当たらない．従って ETBE による免疫毒性は ETBE
自身による影響か，それとも TBA による影響か，につ

いて不明であり，今後さらなる検討が必要である．  
本研究では ETBE ばく露がマウスの体重，脾臓重量及

び脾臓細胞数に影響を与えなかった．他の研究でもガソ

リンと ETBE の 4 週間混合吸入ばく露（2,000，10,000，
と 20,000 mg/m3）はラットの体重，脾臓と胸腺の絶対・

相対重量及び脾臓細胞数には影響を与えなかった 17). 
Banton ら 17)もラットに 0, 250, 500 と 1,000mg 
ETBE/kg BW/日を 28 日間連続経口投与しても体重，脾

臓と胸腺の絶対・相対重量及び脾臓細胞数には影響を与

えなかったと報告した．Medinsky ら 6)も 13 週間 ETBE
の吸入ばく露が CD-1 マウス及び Fischer-344 ラットの

死亡率，体重及び脾臓重量に影響を与えなかったと報告

している． 
6 週間 ETBE ばく露は C57BL/6J と 129/SV マウスの

RBC 計測値及び Hb 濃度を増加させたが，13 週間 ETBE
ばく露は C57BL/6J マウスの RBC 計測値及び Hb 濃度

に影響を及ぼさなかったことから，この反応は一時的，

可逆的な影響と示唆された．一方で ETBE ばく露は末梢

血のWBC計測値とPLT計測値には影響を与えなかった．

Medinsky ら 6)も 13 週間，1,750 ppm（7,315 mg/m3）

ETBE の吸入ばく露が CD-1 マウスの Hb 濃度とヘマト

クリット値を増加させたが，RBC 計測値と PLT 計測値

には影響を与えなかったと報告した． 
結論として本研究は，ETBE 単独ばく露による免疫毒

性を初めて明らかにしたと共に,ETBE が選択的にマウ

ス脾臓 T 細胞数を減少させることも判明した。また 6 週

間と 13 週間ばく露における LOAEL は 1,750 ppm
（7,315 mg/m3）である． 
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