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研究成果の概要（和文）：カーボンナノチューブと低温プラズマを融合させた治療法の開発のため基盤データを
取得した。多層カーボンナノチューブが特異的に吸着するタンパク質を網羅的に同定し、ヘモグロビン、ヒスト
ン、トランスフェリンを得た。低温プラズマの作用は、鉄を付加した処理で感受性が増加し、鉄除去性キレート
剤の処理により感受性が減少することが判明し、細胞内鉄濃度が低温プラズマへの細胞の感受性を決定する因子
であることを見いだした。その過程でエンドサイトーシス活発化とオートファジーの関与ならびに細胞内の触媒
性Fe(II)が増加することがわかり、中皮腫細胞では低温プラズマ処理はフェロトーシスを起こすことを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：We obtained fundamental data for the use of combinational therapy of 
non-thermal plasma (NTP) and carbon nanotubes. We identified hemoglobin, histones and transferrin as
 specifically adsorbed proteins on carbon nanotube surface with mass spectrometry. Biological 
effects of NTP exposure were recognized as oxidative stress with biochemical, FACS and 
immunostaining studies, which was promoted with preincubation with ferric ammonium citrate and 
repressed by preincubation with redox-inactive iron chelator, desferal. NTP exposure to mesothelioma
 cells caused an increase in intracellular catalytic Fe(II), lipid peroxidation with increased 
ferritin/decreased transferrin receptor, which was accompanied by promoted endocytosis and autophagy
 (ferritinophagy). These data suggest that NTP can cause ferroptosis in mesothelioma cells. As in 
vitro experiments we also observed that NTP exposure can directly destroy the ferritin core protein 
and reduce Fe(III) to Fe(II).

研究分野：実験病理学
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１．研究開始当初の背景 
(1) カーボンナノチューブ(CNT)は、1991年
に飯島が発見した炭素原子のみからなる合
成されたナノスケール筒状の化合物である。
剛性が高いが柔軟性にも富み、電子や熱伝導
性が高く、半導体にもなることから、日本の
産業を推進すると大いに期待された。しかし、
今世紀になり、一部の CNT の物理的性状が
アスベスト繊維と類似していることが指摘
され、応用にブレーキがかかった。実際、ラ
ット・マウスなど齧歯類実験等物で中皮腫を
おこすことが明らかとなった。しかし、この
10 年で研究が進展し、CNT において中皮腫
を引き起こしやすい因子が明らかにされ
(Nagai et al. PNAS 2011)、2014年 IARCは
直径~50 nm の多層 CNT を Group 2B 
(possible carcinogen)としたことで一定の決
着がついた。その過程で表層に修飾を施して
いない CNT の吸着性や標的細胞内外の鉄の
増加（過剰鉄）が発がんと関係していること
が明らかとなりつつある。同時に、多層・単
層にかかわらず、その太さにより種々の細胞
に取り込まれるあるいは突き刺さることも
観察されている。 
 
（2）一方、プラズマは宇宙空間に溢れてお
り、中でも太陽はプラズマそのものであり、
地球や生命の起源に関係するとされている。
プラズマは、電子・ガス・紫外線・活性種・
陽イオン・陰イオンなどよりなり、固体・液
体・気体を超えたエネルギーの高い第４の物
理状態と定義される。数千度にもなるためこ
れ ま で は 基 盤 の 作 成 な ど surface 
engineering として工業用途に主に使用され
てきたが 1990 年代後半より新たな電極の開
発により、50度以下の大気圧でプラズマを作
ることが可能となった。今世紀になり全世界
的に低温プラズマの医療応用に関する研究
が開始され、現在では殺菌や創傷治癒促進、
美容目的への治験や保険外診療がドイツな
どで始まったところである。日本では、2012
年に新領域「プラズマ医療科学の創生」が堀 
勝教授を中心に立ち上り、成果を見せつつあ
る。その成果として、既存の学問領域として
は酸化ストレスと密接な関係があり、酸化ス
トレスを制御したかたちで局所的に投与す
る技術であるということが認識されるよう
になった。 
 
（3）医工連携が大きな特色であり、しかも
CNTと低温プラズマの組み合わせは、日本発
の素材を使用しておりユニークである。何ら
かの相乗効果あるいは全く異なる作用を起
こす可能性があるが、いずれにしても CNT
の付加価値を著しく高める可能性がある。学
術的には、異物反応や酸化ストレスが関与す
るが、CNTは生体の骨格分子である炭素であ
るため、他の異物とは異なる反応があること
が判明している。また、CNTは電子や熱の伝
導性が高いマテリアルでありその点からも

興味が持たれる。 
 
２．研究の目的 
（1）CNTならびに低温プラズマともにホッ
トな領域であるが、まだその融合に関する研
究は始まっていない。本研究では、この２つ
の領域の最先端のデータを熟知する申請者
がこの２つの融合を考慮しながら、最適条件
で基盤となるデータを得るのが目的である。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞株への CNTの投与実験 
CNT は単層 CNT３種類と多層 CNT３種類
をすでに入手し準備している。これらを均一
に分散することが重要であり、生物学的な影
響も考慮し、超音波を使用してウシ血清アル
ブミンにこれらを分散する。可及的に多くの
細胞株に種々の濃度に曝露し、変化を観察す
る。まず、MTT アッセイを１つの指標とし
て、96穴ウェルプレートで細胞毒性のスクリ
ーニングを行う。さらに、光学顕微鏡レベル
で興味あるデータが得られた場合には、電子
顕微鏡による観察も行う。 
 
（2）動物への CNT投与実験 
これまでのデータと時間と予算の関係で、単
層 CNT の経口、腹腔内あるいは静脈投与に
絞って実験を行う。どの臓器に集積しやすい
かをウィスターラットなどを使用して光学
顕微鏡レベルあるいは電子顕微鏡による観
察で明らかにする。 
 

（3） 細胞株への低温プラズマ曝露実験 
低温プラズマ照射 24時間あるいは 48時間後
に、MTT アッセイを１つの指標としてスク
リーニングする。研究室は、細胞照射用と動
物照射用の２台のプラズマ照射装置を保有
している。動物は集積しやすい臓器に絞って、
表面から照射を行い、その影響を評価する。
通常の光学顕微鏡による形態学的変化のみ
ならず、 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine や
4-hyroxy-2-nonenal 修飾タンパク質に対す
る抗体を使用して酸化ストレスを評価し、ま
た凍結切片で触媒性２価鉄の評価も行う。 
 
（4） タンパク質でコーティングした CNT
の曝露実験 

これまでの実験で、CNT にはトランスフェリ
ンやヘモグロビンなどが吸着しやすいこと
が判明してきている。今回マススペクトメト
リーにより網羅的な同定を実施する。またト
ランスフェリンでコートしたCNTを使用し曝
露実験から施行し、次にヘムや吸着すること
が判明したタンパク質を使用して生物効果
の増強を検討する。 
 
４．研究成果 
（1）CNT と低温プラズマを融合させた新規治
療法の開発を目的として、培養細胞レベルの



実験を施行した。Met5A 中皮細胞株の可溶化
物を使用して、中皮腫発がん性の証明された
多層 CNT(NT50)と発がん性のないことかを証
明された多層 CNT(NTtngl)がそれぞれ特異的
に吸着するタンパク質を、マススペクトメト
リーにより網羅的に同定した。2 種類の CNT
に特異的に吸着するタンパク質を多数同定
したが、両者に共通するタンパク質としてヘ
モグロビン、ヒストン、トランスフェリンが
得られた。このうち、ヘモグロビンとヒスト
ンはアスベスト繊維に特異的に吸着するタ
ンパク質としてすでに知られていた。Met5A
中皮細胞の CNT 取り込みの解析においては
NT50 のみ効率的に取り込まれ、しかもヘモグ
ロビンあるいはトランスフェリンで前処理
をした繊維が有意に多く取り込まれ、同時に
細胞内の触媒性 2 価鉄量も有意に増加した。
この現象は、コメットアッセイによる DNA 傷

害と比例関係を示した。 
図 1：ヘモグロビンまたはトランスフェリン
でコートされた NT50 のみが中皮細胞に取り
込まれ、細胞内触媒性 Fe(II)を増加させる 

 
図 2：トランス
フェリン受容
体をフェリス
タチンIIで阻
害すると NT50
の取り込みは
有意に低下す

る 
 
（2）線維芽細胞と悪性中皮腫細胞を比較す
ると抗がん剤シスプラチンへの感受性に有
意差はないにもかかわらず、低温プラズマ照
射への感受性は悪性中皮種細胞において有
意に高いことが判明した。低温プラズマの作
用は、クエン酸アンモニウム鉄処理で感受性
が増加し、鉄除去性キレート剤デスフェラー
ルの処理により感受性が減少した。従って、
細胞内鉄濃度が低温プラズマへの細胞の感
受性を決定する重要因子であり、細胞死に脂
質過酸化を伴うことからフェロトーシスで
あることが判明した。低温プラズマ照射に伴
いIRP1/2や トランスフェリン受容体タンパ
ク質の有意な減少を認め、フェリチンタンパ
ク質の有意な増加を認めたため、細胞内の触
媒性 Fe(II)が増加していると考えられた。そ
の機構解明のため電子顕微鏡による解析を
実施すると、細胞死に至る過程で、エンドサ
イトーシスの活性化とオートファジーの関
与が明らかとなった。同時に LAMP1 の増加も
認めたため、ライソゾーム形成あるいはフェ
リチノファジーの関与が示唆された。さらに、
in vitroの実験でフェリチンに低温プラズマ
を照射すると、フェリチン殻の破壊と同時に
保管されていたFe(III)が Fe(II)に還元され
リリースされることも明らかになった。次に、
CNT が中皮細胞 に作用するときに分泌され
るタンパク質を網羅的に同定した。興味ある
ものとして CSF-1 が同定された。このタンパ
ク質はCNTの曝露でマクロファージ細胞から
も分泌され、その M2 分化を誘導することが
判明した。これらの結果から、低温プラズマ
もCNTもその細胞傷害性には細胞内の鉄が主

要な決定因子となっており、少なくとも中皮
腫細胞においてはフェロトーシスを起こす
ことが明らかとなった。  
 
図 3：抗がん剤シスプラチンは線維芽細胞
(IMR905V)と中皮腫細胞(SM2,EM2)の区別な
く細胞死を誘発するが、低温プラズマ照射で
はがん細胞特異的な細胞死が惹起され、この
効果はあらかじめ細胞にクエン酸アンモニ
ウム鉄を負荷することによって促進され、鉄



を除くキレート剤であるデスフェラールと
培養することによって抑制される 
 

図 4：中皮腫細胞に低温プラズマを 60 秒照射
することにより、その後オートファジーが誘
発され、ライソゾーム形成も観察される 
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