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研究成果の概要（和文）：塩化ベンザルコニウムや塩化セチルピリジニウムなどの陽イオン界面活性剤をミスト
として吸入した場合、肺の炎症と呼吸不全に至ることが知られている。本研究では、まず物理化学的手法を用い
て、陽イオン界面活性剤が肺サーファクタントの表面張力を変化させることを明らかにした。また、陽イオン界
面活性剤がアポトーシスを誘導すること、細胞障害性が陽イオン界面活性剤のアルキル鎖長に依存すること、イ
ンフラマゾームを活性化すること、ストレス顆粒を誘導することなどを明らかにした。エアロゾルとして吸入し
た場合は、貪食レセプター介して細胞内に取込まれる可能性も示し、陽イオン界面活性剤よる肺の炎症機序を明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：Benzalkonium chloride (BAC) and cetylpyridinium chloride (CPC) are potential
 pulmonary toxicants, when inhaled as aerosols. The surface pressure/trough area (π-A) isotherm 
feature and atomic force microscopy (AFM) images of lipid monolayers indicated that BAC and CPC 
change physiological functions of the alveolar lining. Exposure to BAC and CPC caused caspase 
3-dependent apoptotic cell death in A549 cells and the cytotoxicity increased with the length of the
 alkyl chain of BAC. Our study indicates that aerosolized BAC and CPC can be internalized into 
alveolar cells via Macrophage Receptor with Collagenous Structure (MARCO) which recognizes the 
surface of unopsonized environmental particles. We have also shown that BAC and CPC activate the 
inflammasome in macrophages and induce stress granules in G3BP1-expressing cell. Together, the 
current study shows mechanistic pathways, whereby cationic detergents cause severe inflammation in 
the lung when inhaled as aerosols.

研究分野：毒性学

キーワード： 陽イオン　粒子状物質　表面活性　肺　マクロファージ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗菌作用があるため消毒用の日用品として広く使われている塩化ベンザルコニウムや塩化セチルピリジニウムな
どの陽イオン界面活性剤は、ミストとして吸入した場合、肺の炎症と呼吸不全を起こすことが知られている。本
研究では、これらの陽イオン界面活性剤が肺胞を被覆しているサーファクタントに及ぼす影響を、物理化学的手
法を用いることによりはじめて定量的に示した。また、陽イオン界面活性剤の細胞毒性をはじめ、炎症作用にア
ポトーシスやインフラマゾームが関与していることを明らかにした。これらの生体作用機序に関する研究成果
は、陽イオン界面活性剤の安全使用に関する重要な指針を与えるものと考えられる。

※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 
日常生活で汎用されているがゆえに、健康に大きな被害が及ぶ可能性があるにもかかわらず、不
用意に使用されている化学物質がある。韓国で加湿器を使用することにより 95 名が死亡した事
件は、我が国においても驚きをもって報道された。この事件は、加湿器の水槽内に添加された殺
菌剤であるポリヘキサメチレングアニジンを、エアロゾルとして吸入したことにより起こった
ものと考えられている。一方、我が国においても、病院内で用いた点滴液の中に殺菌作用をもつ
界面活性剤が混入していたため、点滴を受けた患者が死亡するという事件が起こった。この 2つ
の事件に共通することは、皮膚などを消毒するために一般的に使われている殺菌性の薬剤や界
面活性剤が、吸入や静脈内というルートで体内に取り込まれたことにより、死亡者がでる事態に
至ったという点である。しかし、この 2 つの事件に関して病因論的解明はなされていない。通
常、消毒に用いられる薬剤は、陽イオン系の界面活性剤である。医用機器や手指の消毒に用いら
れている塩化ベンザルコニウム、上記のポリヘキサメチレングアニジン、あるいは薬用液体歯磨
きとして用いられている塩化セチルピリジニウム等の医薬部外品も、陽イオン界面活性剤であ
る。また、ベンザルコニウムは市販の目薬の中にも防腐剤として添加されており、その安全性に
関しては様々な議論がなされているところである。これまでに、電荷の違いに着目した化学物質
の毒性研究や安全性評価が行われた例はほとんど見当たらないことから、陽イオン界面活性剤
による健康影響を毒性学的立場から早急に解明すべきであると考えられる 
 
２．研究の目的 
(1) 陽イオン界面活性剤が肺表面活性に及ぼす影響：手指の消毒などに用いられている塩化ベ
ンザルコニウムやポリヘキサメチレングアニジンのほか、薬用液体歯磨きとして用いられてい
る抗菌性薬剤も、すべて陽イオン界面活性剤である。その理由は、細菌の表面がマイナスにチャ
ージしており、陽イオンとの反応性が高いためであると考えられている。陽イオン界面活性剤を
ミストとして吸入した場合、リン脂質を主成分とする肺胞表面被覆物質であるサーファクタン
トの表面活性作用を撹乱し、その後呼吸不全に至るものと考えられる。そこで、まずサーファク
タントを模擬した脂質単層膜を用いて、陽イオン界面活性剤が肺サーファクタントの表面張力
に及ぼす物理化学的影響を Wilhelmy 法で解析し、またサーファクタント表面の形状変化を原子
間力顕微鏡を用いて観察することとした。 
(2) 粒子状物質と細胞表面との反応性：エアロゾルとして吸入された陽イオン界面活性剤は、粒
子状物質として肺胞表面に沈着し、マクロファージや肺上皮細胞に影響を与えるものと考えら
れる。そこで、マクロファージの細胞表面に多く発現し粒子の貪食に関して重要な役割を担って
いると考えられている Macrophage Receptor with Collagenous Structure (MARCO)を発現させ
た細胞を用いて、粒子の表面電荷と細胞膜との反応性について詳細な研究を進め、粒子状物質の
細胞内への取込み機構を明らかにする。 
(3) 陽イオン界面活性剤の細胞毒性と肺の炎症作用：陽イオン界面活性剤はアミノ基とアルキ
ル鎖から構成されている。分子構造の違いによる細胞障害性を調べるために、長さの異なるアル
キル鎖からなるベンザルコニウム化合物を用いて細胞障害性試験を行う。また、細胞障害性にア
ポトーシスが関与するかどうか、炎症の過程にインフラマゾームが活性化されるかどうか、さら
にストレス顆粒が誘導されるかどうかについても調べる。 
 
３．研究の方法 
陽イオン界面活性剤としては、抗菌性の日用品として汎用されている塩化セチルピリジニウム
と塩化ベンザルコニウムを、また陰性対照物質としてアルキル鎖のない塩化ピリジニウムを用
いて研究を進めた。 
(1) 陽イオン界面活性剤が肺表面活性に及ぼす影響：肺表面活性物質の主成分であるジパルミ
トイルホスファチジルコリン、ならびに人工肺表面活性物質であるサーファクテンの両親媒性
分子を用いて、単層リン脂質からなる Langmuir-Blodgett 膜（LB 膜）を作製した。陽イオン界
面活性剤を LB 膜作成時にジパルミトイルホスファチジルコリンとともに導入した場合、表面張
力と単層膜面積の関係を示すπ-A 曲線にどのような変化が現れるか測定した。また、雲母劈開
面に単層膜捕集し、原子間力顕微鏡を用いて陽イオン界面活性剤を添加したことによる LB 膜表
面の変化を画像解析した。これらの測定結果をもとにして、陽イオン界面活性剤が肺表面活性に
及ぼす影響について物理化学的に解析した。 
(2) 粒子状物質と細胞表面との反応性：マウス由来の mMARCO を、GFP タグとともに安定的に発
現させた CHO-K1 細胞、ならびにテトラサイクリン作動性として発現させた CHO-K1 細胞を用い
た。界面活性剤から生成するミセルを模擬した粒子状物質として、マウスあるいはヒト血清から
ExoQuick exosome extraction kit を用いて調製したエクソソームを用いた。CD9 and CD63 を
マーカーとしてエクソソームを確認するとともに、PKH26 red- or PKH67 green-fluorescent 
dye を用いてエクソソームを蛍光標識した。エクソソームの細胞内への取込みは、IN Cell 
Analyzer 6000、ならびに confocal super-resolution microscopy (SpinSR10)を用いて測定し、
また定量化した。 
(3) 陽イオン界面活性剤の細胞毒性と肺の炎症作用：A549, BEAS-2B, J774.1, THP-1 などのラ
イン化された細胞は、10% FBS を含む培地中で通常の条件下で培養を行った。骨髄由来マクロフ
ァージ(Bone Marrow-Derived Macrophages, BMDMs)は次のようにして調製した。管理された飼



育施設環境下において生まれた雄の C57BL/J マウスを用いた。１０週齢に達したマウスを頸椎
脱臼の処置を行い、規定の方法により頸骨と大腿骨を摘出した。生理食塩水で骨髄をファルコン
チューブに流出させ、2.5 x 106/mL の密度で 20 ng/mL mrM-CSF と 10% FBS を含む RPMI1640 培
地に懸濁後、４日間表面処理を行っていないペトリ皿培養し、培地交換の後さらに同条件で３日
間培養した。接着細胞をトリプシン-EDTA で回収し骨髄由来マクロファージとした。また、スト
レス顆粒の誘導は、マーカータンパク質である G3BP1 を GFP で蛍光標識した分子を安定的に発
現させた CHO-K1 細胞を用い、蛍光顕微鏡を用いて視覚的に確認した。細胞障害性試験は、WST-
8、あるいは alamarBlue を用いて行った。カスパーゼ活性の測定には化学発光法を用い、インフ
ラマゾーム誘導やオートファジー関連分子の変化は、主としてウエスタンブロット法を用いて
測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 陽イオン界面活性剤が肺表面活性に及ぼす影響：塩化セチルピリジニウムなどの陽イオン
界面活性剤である被検物質を単分子膜作製用のトローフ下層に添加したところ、濃度依存的に
ジパルミトイルホスファチジルコリンのπ-A曲線の liquid expanded (LE)相の傾きを低下させ
たことより、陽イオン界面活性剤がサーファクタントの膜崩壊圧を低下させている可能性が示
された。また、塩化ベンザルコニウムも同様にπ-A曲線の LE相の傾きを低下させることを確認
した。ジパルミトイルホスファチジルコリンの代わりに人工サーファクタントであるサーファ
クテンを用いて作製した単分子膜においても、同様の結果が得られた。一方、疎水基を持たず界
面活性作用のない塩化ピリジニウムは、ジパルミトイルホスファチジルコリンや人工サーファ
クタントの展開単分子膜のπ-A 曲線を変化させなかったことより、陽イオン界面活性剤の疎水
基部分が肺サーファクタントと強い相互作用をするものと考えられる。これらのことより、陽イ
オン性界面活性剤は吸入暴露により肺胞表面層に沈着すると、肺胞表面の伸縮性を低下させる
可能性が示された。小児呼吸器窮迫症候群は、サーファクタントが十分ないために肺が虚脱する
疾患であるが、陽イオン界面活性剤をエアロゾルとして吸入した場合も、肺サーファクタント活
性の低下が原因となって呼吸機能障害に至る可能性があるものと考えられる。 
(2) 粒子状物質と細胞表面との反応性：貪食細胞表面に発現しているレセプターである MARCO
は、粒子状物質の認識に重要な役割を果たしている。GFP で標識した MARCO、あるいはテトラサ
イクリン作動性因子下流に組み込まれた MARCO を細胞に強発現させ、MARCO を介した粒子の取り
込みを、20nm のポリスチレンナノビーズ、マウスあるいはヒト血清から調製したエクソソーム
をモデル粒子として調べた。これらの粒子は、ともに MARCO を介して細胞に取り込まれること、
さらにアクチン重合やダイナミンの関与が必要であることが分かった。これらのことは、肺に沈
着した陽イオン界面活性剤がミセル構造を形成していた場合は、MARCO を介して細胞内に取込ま
れる可能性を示している。 
(3) 陽イオン界面活性剤の細胞毒性と肺の炎症作用：ヒト肺上皮細胞である A549 細胞を使用し
た in vitro 毒性実験において、塩化ベンザルコニウムや塩化セチルピリジニウムの濃度依存的
細胞障害性を調べた。また、細胞障害性が認められない濃度においてもカスパーゼ 3/7 の活性上
昇が認められたことから、陽イオン界面活性剤が細胞にアポトーシスを起こすことが分かった。
塩化ベンザルコニウム分子におけるアルキル鎖長が細胞障害性に及ぼす影響を調べるために、
アルキル鎖の炭素数を C-12, C-14, C-16 と変えた場合の細胞生存率を調べたところ、C-12 と C-
14 は同程度の細胞毒性を示したが、C-16 では C-12,や C-14 に比べて有意に高い細胞障害性を示
すことが分かった。また、酸化ストレスを軽減することが知られている N-アセチルシステイン
は、塩化ベンザルコニウムや塩化セチルピリジニウムの細胞毒性を低減させたが、その効果は限
定的であった。A549 と BEAS-2B 細胞を用いて、陽イオン界面活性剤に曝露した細胞の形態学的
変化と細胞周期に及ぼす影響を調べた。走査電顕を用いた観察により、A549 細胞表面の稠密な
微絨毛構造が、陽イオン界面活性剤により著しく損傷を受けることを見いだした。また、細胞周
期を制御している Cdc6 が低下することをウエスタンブロッティングの結果より明らかにした。 
一方、陽イオン界面活性剤によるインフラマゾーム誘導過程についても詳細に調べた。陽イオ
ン界面活性剤をエアロゾルとして吸入すると肺に炎症が引き起こされが、韓国においては死亡
事例まで報告されている。そこで、陽イオン界面活性剤を曝露したマクロファージにおいてイン
フラマゾームが誘導されるかどうか、ホルボールエステルで刺激してマクロファージ様に分化
させたヒト単球系細胞である THP-1 を用いて調べた。塩化ベンザルコニウムや塩化セチルピリ
ジニウムを曝露した細胞では、カスパーゼ１の活性化とともに活性化インターロイキン１(IL-
1β)の産生が認められたのに対し、陰イオン界面活性剤である SDS を曝露した細胞ではインフ
ラマゾームの誘導が認められなかった。培養細胞である THP-1 細胞で観察された陽イオン界面
活性剤によりインフラマゾーム形成が、実際マウスより調製した BMDMs においても見られるこ
とを確認した。これらのことより、陽イオン界面活性剤の吸入に伴う肺の炎症のメカニズムとし
て、インフラマゾームの誘導を介する可能性を示ことができた。しかし、陽イオン界面活性剤に
よるインフラマゾームの活性化は、細胞障害性が認められる濃度ではじめてみられることから、
陽イオン界面活性剤に特異的な反応ではないものと考えられる。このことは、LC3-II/LC3-I 比
や p62/SQSTM 量などのオートファジーのマーカーが、細胞毒性が現れる濃度ではじめて上昇す
ることに類似している。また、GFP で蛍光標識した G3BP1 を安定的に発現させた CHO-K1 細胞を



用いてストレス顆粒の形成過程を詳細
に調べたところ、陽イオン界面活性剤
である塩化セチルピリジニウムや塩化
ベンザルコニウムは、明らかにストレ
ス顆粒を誘導することが分かった（左
図参照）。これらのことより、塩化セチ
ルピリジニウムや塩化ベンザルコニウ
ムなどの陽イオン界面活性剤には、細
胞質の相分離を促進する作用があるも
のと結論した。 
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