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研究成果の概要（和文）：粒子状物質は呼吸器で慢性炎症を起こし、線維化や発がんをもたらす。DAMPとは傷害
を受けた細胞から放出され、炎症反応を惹起する物質の総称であり、核蛋白HMGB1やS100蛋白などを含む。本研
究では、インジウム化合物に曝露したヒト肺上皮細胞からHMGB1が放出され、近傍の細胞で炎症反応を誘導して
DNA損傷を起こす機構を解明した。インジウム化合物を気管内投与したラットの肺ではS100蛋白の発現が劇的に
増加した。インジウム曝露作業者の血清インジウムと間質性肺炎の指標KL-6は長期にわたり高値であり、将来肺
癌の発生が懸念される。DAMPは粒子状物質による疾患のリスク評価に応用できる可能性が期待される

研究成果の概要（英文）：Particulate matters are accumulated in the respiratory systems by inhalation
 exposure and induce chronic inflammation, leading to carcinogenesis and fibrosis.  DAMPs include 
molecules that are released from damaged cells to mediate inflammatory responses, such as HMGB1 and 
S100 family proteins.  This study provided a new mechanism by which indium compounds induce DNA 
damage in human lung epithelial cells via the release of HMGB1 from exposed cells and inflammatory 
responses in neighboring cells.  In lung tissues of indium-exposed rats, the expression levels of 
S100 family proteins were dramatically elevated.  In workers with past indium exposure, serum indium
 and KL-6 levels remain to be high, raising concerns about the risk of lung carcinogenesis in the 
future.  DAMP, including HMGB1 and S100 family proteins, may be used for evaluation of the risk of 
diseases caused by particulate matters.

研究分野：衛生学、公衆衛生学、環境医学、産業医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、我々の実験研究により報告した粒子状物質による健康障害の新規分子機構に基づき、炎症反応に重
要な役割を果たすDAMPに注目して、従来と全く異なる発想に基づくバイオマーカーの開発を目指す点に学術的意
義および社会的意義がある。また、基礎研究および疫学研究の成果を基盤として、ヒト集団における産業化学物
質による健康影響のリスク評価に発展させ、労働者の健康管理に寄与する点に創造性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 粒子状物質とは、産業現場や一般環境の大気中に浮遊する微小な固体である。粒子状物質は吸
入曝露により肺に蓄積し、慢性的な炎症反応を惹起してがんや線維化などの疾病をもたらす。炎
症反応には、炎症細胞や上皮細胞におけるサイトカインや活性酸素・窒素種の産生などが含まれ
る。石綿（アスベスト）は肺癌や悪性中皮腫を起こす。ナノ素材として産業応用されているカー
ボンブラックやカーボンナノチューブは、実験動物でそれぞれ肺癌や中皮腫を起こす。レアメタ
ルの一種であるインジウムは、テレビや携帯電話の液晶パネルなどに使用される。研究分担者の
田中と中野らは、インジウム化合物の曝露を受けた労働者に間質性肺炎を起こすことを症例報
告と疫学研究で明らかにした。動物実験では、リン化インジウムとインジウム・スズ酸化物(ITO)
が吸入曝露により肺がんを起こすことが報告されており、国際がん研究機関(IARC)のワーキン
ググループは、ITOがヒトに発がん性を有する可能性がある(Group 2B)と評価している。しかし、
粒子状物質が炎症反応をもたらし、がんや線維化などの疾病をもたらす分子機構には不明な点
が多く、またこれらの物質に曝露した個人のリスク評価指標は確立されていない。 
 DAMP(Damage-Associated Molecular Pattern)とは、傷害を受けた細胞や死細胞から放出され、炎
症反応を惹起する物質の総称である。DAMPには核蛋白の HMGB1(high-mobility group box 1)、
S100蛋白質ファミリー、DNAなどが含まれる。研究代表者らは、培養細胞を用いた実験で、カ
ーボンナノチューブが肺上皮細胞を傷害して核蛋白 HMGB1と DNAが放出され、近傍の細胞に
作用して炎症反応を誘導するという、化学物質による健康障害の新たなメカニズムを提唱した
(Hiraku Y et al. Part Fibre Toxicol 2016)。しかし、粒子状物質の曝露を受けた個体における DAMP
の健康障害における役割は不明である。これらの知見から、我々は「DAMPは粒子状物質に起因
する呼吸器疾患の病態にどのような役割を果たすか」、また「DAMPは粒子状物質の曝露を受け
た個人の健康影響のリスク評価に資するバイオマーカーになりうるか」という学問的問いを得
るに至った。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、粒子状物質に曝露した培養細胞や動物を用いた実験研究を行う。培養細胞を用い
た実験では、レアメタルとしてインジウム化合物の DNA 損傷性を明らかにする。DNA 損傷性
は、炎症条件下で生成される 8-ニトログアニン(8-NitroG)を指標とし、その過程における DAMP
の役割を明らかにして発がんの分子機構を解明する。動物実験では、インジウム化合物を気管内
投与した動物の肺組織における遺伝子発現を網羅的に解析し、DAMP（特に HMGB1や S100蛋
白質ファミリー）の呼吸器疾患における役割を考察する。さらに、インジウム化合物に曝露した
作業者を対象としたコホート研究を行い、血清などの生体試料におけるインジウム濃度や間質
性肺炎の指標 KL-6 の年次推移の解析や、肺癌などの疾病の新規発生について観察研究を行う。
以上の研究成果に基づき、粒子状物質に曝露した個人の健康影響リスクを評価する方法の確立
を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
 （１）インジウム化合物に曝露した培養細胞における DNA損傷機構の解析 
 種々のインジウム化合物[酸化インジウム(In2O3)ナノ粒子、ITO ナノ粒子、塩化インジウム
(InCl3)]を細胞培地（5 %胎児ウシ血清含有 DMEM）に懸濁し、ヒト肺胞上皮細胞由来の A549細
胞に添加して、一定時間 37°C で培養した。DNA 損傷塩基 8-NitroG の生成については、我々が
独自に作成した抗体を用いて蛍光免疫細胞染色で解析した。染色強度については、蛍光顕微鏡で
撮影した画像を画像解析ソフト ImageJ により定量的に解析した。インジウム化合物による 8-
NitroG 生成の分子機構を解析するため、一酸化窒素(NO)合成酵素(iNOS)の阻害剤、エンドサイ
トーシス阻害剤、および HMGB1、RAGE(receptor for advanced glycation end products、細胞膜に存
在する HMGB1 などの受容体)、Toll-like receptor 9(TLR9、リソソーム膜に存在する)の発現を抑
制する siRNAや抗体で細胞を前処理し、8-NitroG生成の抑制効果を検討した。 
 
 （２）インジウム化合物曝露ラットの肺組織における遺伝子発現の解析 
 In2O3あるいは ITOの微粒子を蒸留水で懸濁し、週 2回、計 5回（インジウム量に換算して 10 
mg/kg/回）、Wisterラット（オス、8週齢）に気管内投与した。動物は投与終了後 12週間まで飼
育して肺組織を摘出した。肺組織から市販キット（Ambion 製）で抽出した RNA を蛍光色素で
標識し、マイクロアレイにハイブリダイズして専用スキャナー（Agilent Technologies製）で画像
を取り込んだ。画像処理ソフトウェアとデータ解析ソフトウェアを用いて、インジウム曝露によ
り発現量が対照群に比して統計学的に有意に増減する遺伝子を列挙した。これらの遺伝子のう
ち、DAMPを含む炎症関連分子についてリアルタイム PCRによる発現量の定量を行い、マイク



ロアレイ解析と同様の結果が得られるかを確認した。遺伝子発現の蛋白レベルの解析はウェス
タンブロッティングで行った。肺組織における遺伝子発現の局在は、肺組織のパラフィン切片を
作成して蛍光免疫組織染色により解析した。 
 
 （３）インジウム曝露作業者のコホート研究 
 インジウム化合物の曝露歴を有する作業者を対象として、曝露歴、呼吸器系の自覚症状、生活
習慣（喫煙歴など）を聴取する。対象者の生体試料（血清、全血、尿、毛髪）を採取し、インジ
ウム濃度と間質性肺炎の指標 KL-6を定量する。生体試料中のインジウム量は誘導結合プラズマ
質量分析法(ICP-MS)で定量する。長期にわたり経過観察しているインジウム曝露作業者につい
ては、これらの指標の年次推移を解析する。上記のヒトを対象とする研究については、福井大学
医学系研究倫理審査委員会（承認番号 20190041, 20200029）および研究分担者の所属機関におい
て承認を受けており、対象者からは書面同意を取得している。 
 
 （４）石綿曝露マウスの肺におけるマイクロ RNA発現解析と標的遺伝子の探索 
 マイクロ RNA(miRNA)とは、標的遺伝子のメッセンジャーRNA(mRNA)に結合してその発現を
抑制する短い RNA であり、発がんや線維化の様々な疾患や生命現象に関与する。本研究では、
ICRマウス（オス、6週齢）に 0.05 %(v/v) Tween 80で懸濁した石綿（UICCクリソタイルあるい
はクロシドライト、0.05 or 0.2 mg/回）を 1週間間隔で 4回気管内投与し、最終投与の翌日に肺
組織を摘出した。肺組織から抽出した RNAを蛍光色素で標識して、miRNAおよび遺伝子発現の
マイクロアレイ解析を行い、石綿曝露により発現量が有意に増減する miRNAと遺伝子を列挙し
た。miRNAの標的遺伝子候補は、国際的データベース(miRBase, TargetScan, PicTar)を用いて探索
した。標的遺伝子候補の発現変動については、ウェスタンブロッティングおよび蛍光免疫組織染
色により解析した。病理組織学的所見は肺組織のヘマトキシリン・エオジン(HE)染色およびマッ
ソン・トリクローム染色で観察し、標的遺伝子産物の発現部位と比較検討した。 
 
４．研究成果 
 
 （１）インジウム曝露細胞における DNA損傷機構の解明 
 ヒト肺胞上皮由来の A549 細胞をインジウム化合物(In2O3、ITO、InCl3)に曝露したところ、い
ずれの化合物も極めて低濃度(5 ng/ml)で有意に DNA 損傷塩基 8-NitroG の生成が増加した。8-
NitroG の生成は iNOS 阻害剤 1400W、エンドサイトーシス阻害剤 (methyl-β-cyclodextrin, 
monodansylcadaverine, cytochalasin D)、および HMGB1、RAGE、TLR9の発現を抑制する siRNA
や抗体の前処理により抑制された。以上の結果から、DNA 損傷の過程には、曝露を受けた細胞
から HMGB1が放出され、近傍の細胞膜上の RAGEと結合してリソソームに取り込まれて TLR9
を活性化し、NO産生を誘導するシグナル伝達機構が関与することを明らかにした。また、これ
らの現象は粒子状物質の In2O3 や ITO に限らず、水溶性の InCl3 にも起こっていることから、
DAMP を介した炎症反応が広範な化学物質の毒性発現に関与する可能性が示唆された(Ahmed S 
et al. Sci. Rep. 2020)。 
 
 （２）インジウム曝露ラットの肺組織における DAMPの発現 
 In2O3および ITOを気管内投与したラットの肺組織における遺伝子発現についてマイクロアレ
イ解析を行った結果、対照群に比して有意かつ顕著に発現量が増加した炎症関連分子は Lcn2、
S100a9、S100a8 などであった。これらの遺伝子の発現量をリアルタイム PCR で解析した結果、
インジウム曝露後0週から12週にわたり、いずれも対照群に比して有意な発現量の増加を認め、
マイクロアレイ解析と同様の結果を得た。LCN2発現の蛋白レベルの解析では、免疫組織染色で
は対照群とインジウム曝露群で気道上皮細胞において発現を認めたが、染色性に明瞭な差を認
めなかった。ウェスタンブロッティングでは、対照群と曝露群の間に明らかな発現量の差を認め
なかった。S100A9 と S100A8 については、免疫組織染色では対照群でほとんど発現を認めなか
たが、曝露群で肺胞上皮細胞や炎症細胞で顕著な発現を認めた。以上の結果から、S100 蛋白質
ファミリーはインジウム化合物による呼吸器疾患に関与し、リスク評価指標として応用できる
可能性が示唆された（論文作成中）。 
 
 （３）インジウム曝露作業者の生体試料分析と観察研究 
 研究代表者らは、長期にわたり経過観察しているインジウム曝露作業者から、血液（血清、全
血）、尿、毛髪を定期的に採取して、インジウム濃度および間質性肺炎の指標である血清 KL-6を
定量した。その結果、生体試料中のインジウム濃度および血清 KL-6の数値は、曝露後経年的に
減少しているが、最近 2〜3年は横ばい傾向であった。近年の血清インジウム濃度は、日本産業
衛生学会が定める生物学的許容値(3 µg/l)より依然高値である（論文作成中）。 
 研究分担者らは、インジウム曝露作業者の観察期間中に新たな肺癌症例が発生したことを報
告した。報告時点では、インジウム曝露により肺癌の罹患率が統計学的に有意に増加するとは言
えない状況であるが、ヒトへの発がん性の可能性は否定できないことから、今後さらなる経過観
察が重要と考えられる(Nakano M et al. J. Occup. Health 2019)。また研究分担者らは、曝露作業者
の血清インジウム濃度と肺組織の湿重量当たりインジウム量との相関を解析した。その結果、両



者が極めて高い正の相関を示したことから、血清インジウム濃度は肺におけるインジウムの蓄
積量を推定する指標となる可能性が考えられる(Hirata M et al. J. Occup. Health 2021)。 
 
 （４）石綿曝露マウスの肺組織における miRNAと標的遺伝子の発現抑制 
 石綿を気管内投与したマウスの肺組織におけるmiRNAの発現をマイクロアレイで網羅的に解
析した結果、クリソタイルあるいはクロシドライトで 2 倍以上統計学的に有意に変動する
miRNAが 14種存在した。データベース解析の結果から、有意に発現量が増加した miRNAのう
ち、miR-21 はがん抑制遺伝子 Pdcd4および Reckの発現を抑制すると考えられた。PDCD4 は、
mRNA から蛋白への翻訳および転写因子の活性化を阻害してがんの進展を抑制する。RECK は
マトリクスメタロプロテアーゼ(MMP)-9 に結合して細胞外マトリクス蛋白の分解を阻害し、が
んの浸潤や転移を抑制する。これらの遺伝子の発現をウェスタンブロッティングと蛍光免疫組
織染色で解析した結果、クリソタイルにより有意に PDCD4と RECKの発現量が減少した。対照
群では PDCD4と RECKは気道および肺胞上皮で発現するが、曝露群ではその発現が肺組織全体
で低下していた。クロシドライトの曝露でもこれらの分子の発現量が減少する傾向を認めたが、
統計学的な有意差を認めなかった。HE 染色およびマッソン・トリクローム染色を行った結果、
石綿曝露を受けた肺組織における線維化などの病理組織学的変化は一部に留まっており、
PDCD4 と RECK の発現抑制はこれらの変化に先駆けて起こると考えられた。miRNA と標的遺
伝子産物は石綿による疾患のリスク評価指標や予防・治療の標的になる可能性が考えられる（論
文投稿中）。 
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