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研究成果の概要（和文）：わが国で主に使用されたアスベストのうち、アモサイト（AM）は1000℃以上での焼成処理に
より酸化鉄（ヘマタイトとマグネタイト）、結晶質シリカ（クリストバライトとトリジマイト）から成る複合体が生成
され、その構成比率は焼成条件により異なる。本研究では、AMの焼成無害化処理品に含まれる鉄とシリカによる酸化ス
トレス、炎症作用を評価するため、細胞毒性試験とラット気管内投与試験を行った。AMの1200℃以上の焼成試料の慢性
呼吸器影響には、繊維形状だけでなく、結晶構造のうち結晶質シリカの関与が重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Amosite (AM) is one of the principal asbestos that was used in Japan. This AM is 
converted to crystalline silica and iron oxides by thermal treatment at 1000 °C or more, and the 
proportion of these compositions are different by thermal treatment condition. We conducted cytotoxicity 
tests of thermal transformed AM samples and intratracheal administration tests in rats to evaluate the 
role of crystal structure (crystalline silica and iron oxides) in the biological effects of thermal 
decomposition products of AM. When the material was thermal transformed at over 1200 °C, acute 
respiratory effects were reduced but chronic respiratory effects were increased in spite of fiber 
morphology of thermally transformed AM. These results suggested that the fiber morphology and crystal 
structure (especially crystalline silica) influence the chronic respiratory effects induced by thermal 
decomposition products of AM.

研究分野： 衛生学
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１．研究開始当初の背景 
わが国では建築物の解体により大量に排

出されるアスベスト含有廃棄物の安全で円
滑な処理を推進するため、環境省によるアス
ベストの無害化処理認定制度が開始された。
アスベストの無害化処理とは、無害化処理生
成物にアスベストが検出されないように処
理することである。しかし、アスベストが検
出されないだけでは無害化処理生成物の安
全性は担保されない。さらに、無害化処理生
成物の中には工業的に再利用されるものも
あり、幅広く利用されると多くのヒトがばく
露される危険性があることから、無害化処理
生成物の安全性に関する科学的検証が求め
られている。 
無害化処理を行うアスベスト含有廃棄物

にはクリソタイルとアモサイトの両者が含
まれる可能性があることから、両者を安全な
無害化処理物に転換できる処理条件を明ら
かにしなければならない。これまでに申請者
らはもっとも大量に使用されたアスベスト
であるクリソタイルについては、1000℃以上
の焼成処理により慢性影響や発がん性が低
下することが明らかにしてきた。しかし、ア
モサイトの無害化処理品の生体影響に関す
る国際的な研究成果は乏しく、アスベストの
結晶構造と繊維形状が破壊されても新たに
生成された酸化鉄と結晶質シリカの複合体
による有害性が懸念される。そのため、アモ
サイトの安全な無害化処理品の要件を明ら
かにすることが必要である。 
 
２．研究の目的 
アスベストの一つであるアモサイトは

1000℃以上での焼成処理により酸化鉄（ヘマ
タイトとマグネタイト）、結晶質シリカ（ク
リストバライトとトリジマイト）から成る複
合体が生成され、その構成比率は焼成条件に
より異なる。アモサイトの焼成無害化処理品
の生体影響については、アモサイトと同様な
鉄イオンによるラジカル反応を介した酸化
ストレスの関与が考えられる。さらに、シリ
カによるマクロファージの活性酸素種の誘
導とサイトカイン産生増加による炎症の関
与の可能性が考えられる。 
 本研究では、アモサイトの焼成無害化処理
品の生体影響の原因として、無害化処理品に
含まれる鉄とシリカの作用を細胞毒性実験
およびラット気管内投与実験により解明し、
アスベスト無害化処理生成物の安全性評価
に重要な基礎データの集積を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 被験試料 
① 被験試料の作製 

UICC アモサイト(AM)を電気炉で 1000℃、
1200℃、1400℃で 1 時間焼成して非石綿化し
た試料(AM1000, AM1200, AM1400)を作製し
た。さらに焼成試料の形状と生体影響との関
連を検討するために、AM 繊維に由来する見

かけの繊維形状が残っている AM1000, 
AM1200 について、粉砕機で 3 分間粉砕した
試料(AM1000G, AM1200G)を作製した。 

AM 焼成試料の結晶構造と生体影響との関
連を検討するために、結晶質シリカ（クリス
トバライト(CB)、トリジマイト(TR)）につい
ては（社）日本作業環境測定協会標準試料を、
酸化鉄（ヘマタイト(HM)、マグネタイト(MT)）
については関東化学株式会社 1 級試薬を粉
砕して、粒度をAM焼成後粉砕試料(AM1000G, 
AM1200G)と同程度に調製した。 
 

② 被験試料の物性 
 AM とその焼成試料、焼成後粉砕試料、結
晶質シリカ試料、酸化鉄試料に対して、X 線
回折基底標準吸収補正法による生成物含有
量の定量、透過型電子顕微鏡(TEM)によるサ
イズ分布等の測定を行った。 
 X 線回折分析の結果、AM1000 および
AM1000G では、酸化鉄であるヘマタイトと
マグネタイトが生成されていた。AM1200 お
よび AM1200G では酸化鉄であるマグネタイ
トに加えて、結晶質シリカのクリストバライ
トの生成が認められた。AM1400 ではマグネ
タイト、クリストバライトに加えて、結晶質
シリカのトリジマイトの生成も認められた。
TEM 観察では、AM1000 と AM1200 では、
AM の繊維を置換するように酸化鉄と結晶質
シリカの結晶構造が成長した見かけの繊維
形状が認められた。 
 
(2) 細胞毒性試験 
① マウスマクロファージ系細胞株（J774A.1
細胞）に AM と AM 焼成試料 (AM1000, 
AM1200, AM1400) お よ び そ の 粉 砕 試 料
(AM1000G, AM1200G)、結晶質シリカ試料(CB, 
TR)、酸化鉄試料(HM, MT)をそれぞれ添加し
た。24 時間ばく露終了後、5-(and-6)-carboxy-2', 
7’-dichlorodihydro-fluorescein diacetate 
 (H2DCFDA)染色による細胞内活性酸素種の
定量、培養上清中の Tumor necrosis factor-α 
(TNF-α)濃度の ELISA 法での測定等を行った。 
 
② ヒト肺胞上皮系細胞株（A549 細胞）に AM
と AM 焼成試料およびその粉砕試料、結晶質
シリカ試料、酸化鉄試料をそれぞれ添加した。
48 時間ばく露終了後、H2DCFDA 染色による
細胞内活性酸素種の定量等を行った。 
 
(3) ラット気管内一回投与試験 

AM と AM 焼成試料およびその粉砕試料、
結晶質シリカ試料、酸化鉄試料を生理食塩水
に懸濁して、2mg/ml の用量をラットに気管内
一回投与した。急性呼吸器影響については投
与後 30 日まで、慢性呼吸器影響については
投与後 1.5 年まで観察した。生体影響の評価
は、病理組織検査、気管支肺胞洗浄液
(Bronchoalveolar lavage fluid: BALF)中の炎症
細 胞 数 及 び サ イ ト カ イ ン （ Monocyte 
Chemotactic Protein-1; MCP-1 等）、その他の炎



症関連生化学指標（蛋白、乳酸脱水素酵素；
LDH 等）の測定等を実施した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞毒性試験 
① AM 焼成試料による細胞毒性 
 J774A.1細胞に AM, AM1000を 24時間ばく
露後、細胞内活性酸素種の生成が顕著に認め
られた。しかし AM1200, AM1400 をばく露し
た細胞内活性酸素種の生成量に顕著な変化
は認められなかった。さらに、粉砕処理した
AM1000G, AM1200G を 24 時間ばく露後の細
胞内活性酸素種の誘発は認められなかった。
とくに AM1000G は AM1000 に比較して細胞
内活性酸素種レベルの有意な低下が明確に
認められた。 
同様に、J774A.1 細胞に AM, AM1000 を 24

時間ばく露後、培養上清中の TNF-α 濃度の顕
著な上昇が認められた。一方、AM1200, 
AM1400 を 24 時間ばく露後の培養上清中の
TNF-α 濃度に変化は認められなかった。さら
に、粉砕処理した AM1000G, AM1200G をば
く露後の培養上清中の TNF-α 濃度に変化は
なく、とくに AM1000G は AM1000 に比較し
て TNF-α 濃度は有意に低値であった。 

一方、A549 細胞に AM, AM1000 を 48 時間
ばく露後、細胞内活性酸素種の生成が顕著に
認められたが、粉砕処理した AM1000G を 48
時間ばく露後の細胞内活性酸素種の誘発は
認められなかった。 
 
② 結晶質シリカ、酸化鉄による細胞毒性 

J774A.1細胞に AM1000G, AM1200Gと同程
度の粒度に調整した結晶質シリカ試料（CB, 
TR）、酸化鉄試料（HM, MT）を 24 時間ばく
露後の細胞内活性酸素種レベルは有意な増
加が認められず、培養上清中の TNF-α 濃度の
有意な変化も認められなかった。 

一方、A549 細胞に結晶質シリカ試料、酸
化鉄試料をばく露後の細胞内活性酸素種レ
ベルについて検討した結果、結晶質シリカ、
とくにCBを 48時間ばく露後の細胞内活性酸
素種の生成の増加傾向が認められた。 
 
(2) ラット気管内投与試験 
① AM 焼成試料の急性呼吸器影響 
 各試料 2mg/ml を気管内投与後 30 日まで観
察した結果、AM1000 では、AM と同様に急
性炎症反応および肉芽腫の形成が認められ
た。気道上皮細胞および炎症細胞において酸
化的 DNA 損傷のバイオマーカーである
8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG)の生成
は AM と同様に持続していた。一方、AM1200, 
AM1400 では、AM および AM1000 に比較し
て、急性炎症反応は軽度であったが、経時的
に炎症が進展し、投与後 30 日目の時点で、
炎症、8-OHdG の生成が持続していた。 
また、AM1000G では粉砕処理による炎症

反応の軽減が認められた。AM1200G につい
ても、急性炎症反応は AM, AM1000 に比較し

て軽度であった。 
気管内投与後の BALF の炎症細胞数および

炎症関連バイオマーカー（蛋白、LDH、
MCP-1）の分析結果より、AM1000 は AM に
比較して毒性の軽減が認められなかった。こ
れに対して、AM1000G では粉砕処理による
毒性の軽減が認められた。また、AM1200, 
AM1400 では投与後 30 日目の時点で BALF
中の炎症細胞数と炎症関連バイオマーカー
の上昇が認められた。 
 
② AM 焼成試料の慢性呼吸器影響 
各試料 2mg/ml を気管内投与後 30 日以降

1.5 年まで観察した結果、AM1000, AM1200
では肺の肉芽腫が長期間持続し、その周囲の
線維化が認められた。また、AM1400 では、
肺の線維化は明らかではなかったものの、慢
性炎症が持続していた。さらに、AM, AM1000, 
AM1200, AM1400 では、気道上皮細胞および
炎症細胞において 8-OHdG の生成が長期間持
続していた。一方、AM1000G では慢性呼吸
器影響はほぼ認められず、8-OHdG の生成も
炎症の回復に伴い軽減していた。しかし、
AM1200G では、投与後 180 日目以降に肺胞
領域の炎症と 8-OHdG の生成が観察された。 

気管内投与後の BALF の炎症細胞数および
炎症関連バイオマーカー（蛋白、LDH、
MCP-1）の分析結果より、AM1200, AM1400
では投与後 30 日目以降、AM1200G では投与
後 180 日目以降で BALF 中の炎症細胞数と炎
症関連バイオマーカーの上昇が認められた。 
以上の結果から、1000℃焼成処理により酸

化鉄が生成された AM1000 については、粉砕
処理による急性および慢性呼吸器影響の軽
減が認められた。しかし、1200℃焼成処理に
より酸化鉄に加えて結晶質シリカが生成さ
れた AM1200 については、粉砕処理による慢
性呼吸器影響の軽減効果が認められなかっ
た。さらに、1400℃焼成処理により酸化鉄に
加えて結晶質シリカが生成された AM1400 
においても慢性呼吸器影響が認められた。 
 
③ 結晶質シリカ、酸化鉄の呼吸器影響 
結晶質シリカ試料、酸化鉄試料 2mg/ml を

気管内投与後の呼吸器影響を経時的に観察
した結果、結晶質シリカである CB, TRでは、
投与後 30 日目の時点でも炎症反応は持続し
ており、気道上皮および炎症細胞で 8-OHdG
の生成の持続も認められた。BALF 中の好中
球数および炎症関連バイオマーカー（蛋白、
LDH、MCP-1）は投与後 30 日目にかけて増
加する傾向が認められ、とくに CB で顕著で
あった。しかし、CB, TR の投与後 30 日目の
時点での炎症反応は AM1000, AM1200, 
AM1400 よりも軽度であった。また、CB の方
が TR に比較して炎症反応がやや強い傾向に
あり、一部に肉芽腫形成が認められたが、明
らかな線維化は認められなかった。 
酸化鉄である HM, MT では、投与後 3 日目

で肺胞領域の急性炎症反応が認められ、気道



上皮およびマクロファージ等の炎症細胞で
8-OHdG の生成も認められた。しかし、これ
らの炎症反応は CB, TRよりも軽度であった。
HM、MT の炎症反応は結晶質シリカと異なり
経時的に回復傾向を示した。投与後 30 日目
の時点では、肺胞領域の炎症はごく軽度であ
り、肺組織における 8-OHdG の生成も減少し
ていた。BALF 中の好中球数および炎症関連
バイオマーカーの増加傾向も認められなか
った。 

 
(3) 総括 
細胞毒性試験の結果から、マクロファージ

系細胞および肺胞上皮系細胞のいずれにお
いても、AM 焼成試料による細胞毒性は、ア
スベストに由来する見かけの繊維形状の残
存が影響することが確認された。しかし、肺
胞上皮系細胞においては、試料の繊維形状だ
けでなく、結晶構造として結晶質シリカが影
響している可能性が考えられた。 
 一方、ラット気管内投与試験の結果から、
AM 焼成試料の急性呼吸器影響には細胞毒性
試験の結果と同様に、アスベストに由来する
見かけの繊維形状の残存が影響することが
示唆された。しかし、AM 焼成試料の慢性呼
吸器影響には、繊維形状の残存だけでなく結
晶構造が影響する可能性が考えられた。とく
に、慢性呼吸器影響には結晶質シリカの結晶
構造が影響することが示唆された。 
 すなわち、AM のように焼成処理により結
晶質シリカが生成されるアスベストにおい
ては、アスベストに由来する見かけの繊維形
状を破壊できる処理条件だけでは不十分で
あり、結晶構成成分も考慮して結晶質シリカ
が生成されないような焼成処理条件で無害
化処理を行うことが必要であると考えられ
た。本研究から、AM の 1000℃焼成後の粉砕
処理は最適な無害化処理条件の候補の一つ
であることが示された。 
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