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エチルターシャリーブチルエーテル（ETBE）はガソリンに混合して車両用の燃料として平成 22 年から本格的に使用

されている．動物を用いた毒性研究から，ETBE は基本的に低毒性物質であると判明している．しかし，この物質に対

する毒性評価は十分とは言えず，その生体影響に対する懸念からいくつかの国・地域で使用禁止となっている．現在ま

で，ETBE の毒性評価は一般的な実験動物で行われている．しかし，多様な労働者集団を考慮すると，性，年齢，代謝

酵素活性の欠損などの生体因子による修飾作用を検討し，ETBE 毒性に対する感受性の変化を明らかにする必要がある．

本研究では，種々のエンドポイントから ETBE の生体影響に雌雄差が存在することが判明し，雌性マウスより雄性マウ

スにおいて ETBE の生体影響が著しく大きいことを明らかにした．また，若年（2 か月）と老齢（15 か月）マウスを用

いて検討した結果，両者の間に大きな違いがなく，加齢による ETBE 作用への修飾はないことを明らかにした．さらに

ETBE の体内代謝に関与している CYP2E1 および ALDH2 酵素の遺伝子ノックアウトマウスを用いて検討した結果，

CYP2E1 の欠損は ETBE による種々の生体作用に対して殆ど影響を与えないこと，ALDH2 の欠損では ETBE の生体作

用がより大きく検出され，毒性に対する感受性が高くなることを明らかにした．これらの結果から ETBE の有害性評価

や職場のばく露限界値設定においては性差や代謝酵素などの生体因子を考慮する必要があることが示唆された． 
 

キーワード: エチルターシャリーブチルエーテル，DNA 損傷, 性差, 加齢, 遺伝子多型，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）はガソ

リンに混合して輸送車両用の燃料として平成 22 年から

本格的に使用されている 1)．動物を用いた毒性研究から，

ETBE は基本的に低毒性物質であると判明している．先

行の動物実験から，高濃度 ETBE の慢性曝露後，動物肝

臓の重量増加や肝細胞肥大が観察され，これらの結果か

ら ETBE の最大無毒性量（NOAEL）は 500 ppm と推

定された 1,2)．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，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)．

しかし，ETBE に対する毒性評価は必ずしも十分とは言

えず，その生体影響に対する懸念が依然としてある．オ

ーストラリアやアメリカのいくつの州では，ヒトの健康

への影響に対する懸念からその使用が禁止されている． 
ETBE は体内で CYP2E1 などの酵素の触媒作用によ

ってアセトアルデヒドとターシャリーブチルアルコール

（TBA）に代謝され，TBA はさらにアルコール系物質の

代謝経路で中間のアルデヒド類物質を経由して代謝・排

泄される（図 1）．この過程は性や加齢によって影響を受

ける可能性があり，その結果，ETBE の体内における毒

性発現が変わってくることが考えられる．特にアルデヒ

ド類の代謝に関与しているアルデヒド脱水素酵素の

ALDH2 は，多くの東アジア人にその酵素活性が低いこ

とが知られており 4,5)，これらの個体では ETBE は異な

る毒性発現を示す可能性がある．労働現場には女性や高

齢の労働者が多く進出しており，また，遺伝素因などに

よる代謝酵素活性の個人差も明らかに存在している．こ

れらの現状を考慮した ETBE の有害性評価を行う必要

があると思われる． 
本研究では，雌雄動物，若年と老齢動物，CYP2E1 や

ALDH2 酵素欠損動物を使用し，コメットアッセイによ

る ETBE ばく露による DNA 損傷程度や酸化ストレスの

*1 労働安全衛生総合研究所健康障害予防研究グループ. 

*2 現在所属：米国国立毒性研究センター（NCTR/FDA）システムトキ

シコロジー研究部 

*3 労働安全衛生総合研究所有害性評価研究グループ 

 

   連絡先：〒214-8585 川崎市多摩区長尾 6-21-1  

   労働安全衛生総合研究所 健康障害予防研究グループ 王 瑞生 

   E-mail: wang@h.jniosh.go.jp 
図１. ETBE の体内における代謝経路 
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検討や網状赤血球の小核含有を指標とした毒性評価によ

り，ETBE ばく露後の種々の生体影響を調べ，これらの

生体因子による修飾作用の有無を解明した． 
 

2 方法 

 
1) 性差についての実験 

本実験では，雌雄 C57BL/6J 系マウス（野生型，8 週

齢，日本チャールス・リバー株式会社より購入）及び雌

雄の Aldh2 遺伝子ノックアウトマウス（KO 型）を使用

した．KO 型マウスは自家繁殖で作製した 6)．全ての動

物は室温 22±1℃，湿度 55±5%の SPF 環境下で飼育さ

れ，餌（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 4 群に分け，ETBE（純度 97%以上，

東京化成）を 0（対照群），500，1750，5000 ppm の濃

度で各群に投与した．投与スケジュールは，毎日 6 時間，

5 日/週で 13 週間吸入曝露とした．ばく露濃度の選定は

先行の研究を参照した 7-9)．動物は，最終曝露の 20 時間

後に解剖した．腹腔静脈から採血して，白血球における

DNA 損傷を測定するためのコメットアッセイ用および

網状赤血球における小核頻度を評価するためのフローサ

イトメトリー分析用に分けた． 
アルカリ性コメットアッセイ（シングルセル電気泳動

アッセイ法）10,11)を行うため，EDTA 抗凝固剤を添加し

た新鮮血液を 5 µl を取って 200 µl の 1%低溶点アガロー

スと 38℃下で混合した後，30 µl を 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 分間溶解した．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 個の細胞のコメットテールを観察した．DNA
損傷度は最も使われているテールインテンシティ（tail 
intensity, TI）を用いた 12)． 
網状赤血球における小核頻度の測定は Dertinger らの

方法を使用した 13)．150 µl の生食水（500 U ヘパリン/ml
を含む）に 50 µl の血液を混合して，予め一晩-80℃で冷

却しておいたメタノールに素早く固定して，解析まで

-80℃で保存した．解析は Litron 社の MicroFlow Plus 
Kit を使用した．すなわち，幼若赤血球に特異的な CD71
抗原を使用して，網状赤血球の比率を測定し，小核の有

無は propiodium iodide の DNA に対する核染色で識別

することによりフローサイトメトリーを用いて網状赤血

球中の小核含有の比率を算出した． 
 

2) 加齢影響についての実験 
2 ヶ月および 15 ケ月の雄性 C57BL/6 系野生型（WT）

マウスと Aldh2 遺伝子ノックアウト（KO）マウスを使

図 2.  ETBE 13 週間ばく露後のマウス白血球における DN
A 損傷度． 

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.  
WT： 野生型マウス, KO：Aldh2 遺伝子ノックアウトマウス. 
** p < 0.01, 野生型マウス対照群との比較. 
# p < 0.05, ## p < 0.01, ### p < 0.001, KO マウス対

照群との比較. 

 
図 3.  ETBE 13 週間吸入ばく露後の白血球における DNA
酸化損傷． 

hOGG1 コメットアッセイ測定のコメットテール輝度（TI 値）の

増加分.  
WT： 野生型マウス, KO：Aldh2 遺伝子ノックアウトマウス. 
* p < 0.01, KO マウス対照群との比較. 

雌 
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用した．WT マウスは日本チャールス・リバー社から購

入し，KO マウスは自家繁殖したものであった．マウス

に 0，500，1,750 と 5,000 ppm の ETBE を 6 時間/日，

5 日/週，計 6 週間曝露させた．最終曝露が終了した 20
時間後，血液を採集し，コメットアッセイ（シングルセ

ル電気泳動アッセイ法）を用いて，白血球における DNA
の初期損傷を解析した．この測定は DNA 損傷の標準評

価法のアルカリ性コメットアッセイ法 11,12)とhOGG1（8-
オキソグアニンDNAグリコシラーゼ)処理後のコメット

アッセイ法 14)で行った．DNA 損傷度は最も使われてい

るコメットテールの輝度（テールインテンシティ, tail 
intensity, TI）を用いた．動物の購入または自家繁殖，

飼育環境などは本プロジェクト研究の他の報告記載と同

様である． 
 

3) Cyp2e1 遺伝子ノックアウトマウスを使用した実験 
SV129系野生型とそのCyp2e1遺伝子ノックアウトマ

ウス 15)は名古屋大学で自家繁殖されたものを導入して，

最低１週間順化した後，吸入ばく露実験に使用した．雌

雄のマウスに 0 ppm，500 ppm，1,750 ppm と 5,000 ppm
の ETBE を，6 時間/日，5 日/週，連続 6 週間反復曝露

させた．最終曝露が終了した 20 時間後，血液を採集し，

コメットアッセイ（シングルセル電気泳動アッセイ法）

を用いて，白血球における DNA の初期損傷を解析した．

この測定は DNA 損傷の標準評価法のアルカリ性コメッ

トアッセイ法 11,12)と hOGG1（8-オキソグアニン DNA
グリコシラーゼ）処理後のコメットアッセイ法 14)で行っ

た．飼育環境などは本プロジェクト研究の他の報告と同

様である． 

 
4) Aldh2 遺伝子ノックアウトマウスを使用した実験 
加齢影響の実験と並行して行ったため，動物等はその

中で記載した通りである． 
 
5) 統計解析 
データを分散分析で検討した後，Dunnett 法で各群間

の有意差検定を行った．統計的有意差水準は p＜0.05 を

使用した． 
 
上記一連の動物実験は「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み換え DNA 委

員会」の審査・承認を受け実施された． 
 

3 結果 

 
1) 性差についての実験結果 
雄性マウスは，野生型では 5,000 ppm 曝露群のみにお

いて白血球の TI 値が有意に上昇した．しかし，KO タイ

プでは，曝露濃度依存的に TI 値の上昇傾向があり，い

ずれの群も対照群より有意に高かった（図 2）．一方，雌

マウスは，野生型ではどちらの暴露群においても DNA
損傷の増加は認められなかった．KO タイプでも 5,000 
ppm 群のみ，TI 値の上昇が観察された．hOGG1 酵素処

理後，TI 値の増加分は細胞内の 8-OH-dG に相当すると

思われる．今回，この増加は雄の KO マウス暴露群で増

加傾向が認められ，有意差は高濃度群と対照群の間だけ

に検出されたが，雌性マウスでは有意な増加はなかった

（図 3）．網状赤血球小核の頻度はベースラインとして

KO マウスでは野生型マウスより著しく高かった．

ETBEばく露後の小核頻度はコメットアッセイと類似し

た結果が得られた．つまり，雄性マウスは，野生型では

5,000 ppm 曝露群のみにおいて小核頻度が有意に上昇し，

KO タイプでは，1750 ppm と 5000 ppm 群において有

意に上昇した．雌性マウスは，野生型ではいずれの群に

おいても変化が認められず， KO マウスでも高濃度群の

み対照群との差はあったが，p=0.052 で統計的に有意で

はなかった． 
 

2) 加齢影響についての実験結果 
若齢と老齢の野生型マウスにおいて，白血球 DNA 損

傷の上昇は高濃度曝露群のみにおいて有意に上昇した．

KO マウスにおいては両週齢のマウスのどちらも ETBE
ばく露濃度と DNA 損傷の間に有意な用量反応が示され

た（図 4）．また，DNA 酸化損傷度を表す hOGG1 識別

した TI 値の上昇値は，KO マウスの高ばく露群で認めら

れた（図 5）．これらの結果は私達が行った 13 週間ばく

露実験の結果と一致している．一方，同じばく露濃度で

は，若齢マウスと比べて，老齢マウスの DNA 損傷が高

かった．しかし，総 DNA 損傷からベースライン DNA

図 4.  ETBE 6 週間ばく露後の若齢と老齢雄性マウスの白血球

における 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． 
上の図は野生型マウス,下の図は Aldh2 遺伝子ノックアウトマウス． 
* p < 0.05, それぞれの対照群との比較． 
# p < 0.05, 若齢対照群との比較． 
△, p=0.060． 
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損傷を引いた後，ETBE ばく露によって誘発されたネッ

ト DNA 損傷は両遺伝タイプの老齢と若齢マウスの間に

有意な差が認められなかった． 
 

3) Cyp2e1 遺伝子ノックアウトマウスを使用した実験

結果 
野生型の雄マウスにおいて，低濃度曝露群と非曝露群

の間に TI 値の有意差が認められなかったが，中濃度と

高濃度曝露群は非曝露群と比べて，TI 値が有意に高く

なった（図 6）．雄の Cyp2e1 遺伝子ノックアウトマウス

は，高濃度曝露群のみにおいて TI 値が有意に上昇した． 
DNA 損傷修復酵素 hOGG1 の修飾コメットアッセイ法

では，雄の野生型または Cyp2e1 遺伝子ノックアウトマ

ウスはいずれの ETBE 曝露群においても，DNA 酸化損

傷を表す TI 値の上昇値は非曝露群に比べて，有意な上

昇は認められなかった（図 7）．一方，雌の野生型または

Cyp2e1 遺伝子ノックアウトマウスでは，すべての

ETBE 曝露群で，非曝露群と比べて，基礎 TI 値及び

hOGG1修飾法TI値の上昇値に有意な変化は認められな

かった． 
 
4) Aldh2 遺伝子ノックアウトマウスを使用した実験結

果 
加齢影響の実験結果の中で記載した通りである． 

 
4 考察 

ETBEの体内代謝の過程でアセトアルデヒドや他のア

ルデヒド類が生成される．アルデヒド類物質は種々の毒

性を有しており 16,17)，DNA や染色体に対しても毒性を

示しているため，国際がん研究機関はアセトアルデヒド

をグループ 2B（人に対して発がん性があるかもしれな

い）に分類している 18)．従って ETBE ばく露後，生体

内の細胞 DNA 上に損傷が発生する可能性があると思わ

れる．DNA またはそれで構成される染色体の損傷には

種々のものがあるが，アルカリ性コメットアッセイ法で

検出できる損傷は早期の損傷と言われている．また，末

梢血中に出た小核を持つ赤血球は異常赤血球であるが，

マウスでは脾臓でトラップされ壊されることなく，正常

な赤血球と同様の寿命（約 30 日）を全うする．従って，

網状赤血球の小核頻度は蓄積される遺伝子影響の指標と

して，被験物質の長期影響の評価が可能である．さらに

本研究で特異的に DNA 上の酸化損傷を識別できる

hOGG1 を用いた解析より，ETBE ばく露の DNA 損傷

における酸化損傷の寄与を評価することができた（図 3，
5）． 
性差についての実験結果から，野生型と Aldh2 遺伝子

ノックアウトマウスのいずれにおいても ETBE の生体

影響に有意な性差が観察された（図 2，3）．野生型の場

合，雄マウスでは 5000 ppm の ETBE ばく露で DNA 損

傷が検出されたが，雌マウスでは検出されなかった．

Aldh2 遺伝子ノックアウトマウスでも，雌では最高濃度

の 5,000 ppm ETBE ばく露群のみで損傷が認められた

が，雄マウスでは 500 ppm 群でも検出された．別の実験
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図5.  ETBE 6週間ばく露後の若齢と老齢雄性マウスの白血球

における DNA 酸化損傷 
hOGG1 コメットアッセイ測定の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． 
上の図, 野生型マウス,下の図, Aldh2 遺伝子ノックアウトマウス． 
* p < 0.05,それぞれの対照群との比較． 
# p < 0.05, 若齢対照群との比較． 

図 6.  ETBE 6 週間ばく露後の野生型（CYP2e1+/+）および C
YP2e1 遺伝子ノックアウト(CYP2e1-/-)マウス白血球DNA 損傷

度． 
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． 
上のパネルは 雄性マウス,下のパネルは雌性マウスである． 
* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, それぞれの対照
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では，この作用は 200 ppm の低い濃度でも検出され，雄，

雌マウスの ETBE 毒性に対する感度は 10 倍以上の差が

あり，ETBE の影響は雄マウスでより顕著であることを

示唆した．この遺伝損傷の性差のメカニズムについては

不明である．吸入ばく露時の ETBE 体内吸収率，ETBE
の代謝率や DNA 修復能に対する性ホルモンの影響など，

いくつかのステップにおける雌雄間の差が考えられるが，

さらなる検討が必要である． 
加齢の影響について検討した結果，老齢マウスにおい

ても ETBE ばく露によって DNA 損傷が誘発され，この

作用は両週齢のマウスの間に同程度であることが判明し

た（図 4，5）．また，若齢と同様，老齢マウスにおいて

もALDH2酵素活性の欠損によってETBEの遺伝毒性作

用が増強されることが確認された．一方，加齢によるベ

ースライン DNA 損傷への影響も示唆されたが，これは

老化に伴う DNA 修復能の低下によって内在性 DNA 損

傷が蓄積することと関係していると思われる 19)． 
CYP 2E1 酵素は ETBE の代謝に関与するが，本研究

ではその欠損があっても ETBE ばく露による遺伝子損

傷などに特に変化がないことが判明した（図 6）．これは，

CYP2E1 の欠損が，他の酵素（例えば CYP2A6）によっ

て補われた可能性を示唆するものと考えられた．今後，

タンパク質や mRNA レベルでの発現および酵素活性の

変動について検討して証明したい． 

Aldh2 遺伝子ノックアウトマウスを用いた一連の検討

から，この酵素が欠損した場合，ETBE ばく露による

DNA 損傷が白血球においても著しく高くなることが示

唆され，肝細胞での結果と一致したものとなった 20)．さ

らに蓄積した遺伝毒性の指標であるマウス外周血の小核

頻度の上昇からも，ETBE の毒性に対する Aldh2 遺伝子

ノックアウトマウスの高感受性が証明された．このタイ

プのマウスにおいては，エタノール投与後に血中アセト

アルデヒドが高濃度になること 17)や，ETBE 急性ばく露

時に血中アセトアルデヒドおよび TBA が高濃度になる

こと（未発表結果）が知られており，この遺伝毒性に対

する高感受性は少なくとも ETBE ばく露後にアルデヒ

ド類が体内で高濃度となることが寄与していると考えら

れる．また，この遺伝子損傷は少なくとも，一部は DNA
塩基の酸化損傷によるものと解釈できる． 
一連の実験の結果をまとめると以下のとおりである．

ETBE の吸入ばく露は白血球の DNA に酸化損傷などの

障害を与えて DNA 鎖の断裂や染色体の異常を誘発する．

このような遺伝損傷は，雌より雄のほうでより顕著に現

れる．加齢により細胞内の DNA 損傷レベルが上がるが，

ETBEばく露の遺伝影響に対しては特に修飾作用を有し

ていない．ETBE の代謝に関与している CYP2E1 酵素

の欠損により遺伝毒性は特に影響を受けないが，もう一

つの酵素であるALDH2の欠損によってETBEの遺伝毒

性作用は大きく増強される．このように化学物質の生体

影響は，その物質自身の物理化学性質に大きく左右され

るが，生体側の種々の因子にも著しく影響されることも

ある．未知の部分が多い新しい産業化学物質のリスク評

価や作業環境の基準値設定にあたっては，これらの因子

を考慮にいれる必要がある． 
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