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研究成果の概要（和文）：アスベストばく露特異的な指標を探索するため、アスベストと結晶質シリカを用いた
培養細胞実験と気管内注入試験を行い、エクソソーム内包マイクロRNA（Exo-miRNA）の網羅的遺伝子解析、リア
ルタイムPCR解析を実施した。選定されたラット気管支肺胞洗浄液中Exo-miRNAは、ばく露急性期でアスベスト用
量依存性に発現が有意に低下し、肺炎症の指標とも相関が認められた。ラット血清中Exo-miRNAも急性期で、肺
内のアスベスト本数や肺炎症の指標と相関を認めた。これらのExo-miRNAは、アスベストばく露の有無を評価・
予測するExo-miRNAとして、特に急性期での評価に有用であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To search for asbestos exposure-specific indicators, cell culture 
experiments and intratracheal instillation using asbestos and crystalline silica were conducted, and
 comprehensive genetic and real-time PCR analyses of microRNAs in exosomes (Exo-miRNA) were 
performed. The expression of Exo-miRNA in rat bronchoalveolar lavage fluid was significantly 
decreased in a dose-dependent manner in the acute phase of asbestos exposure and was also correlated
 with indicators of lung inflammation. Exo-miRNAs in rat serum also correlated with the number of 
asbestos in the lungs and indicators of lung inflammation during the acute phase of exposure. These 
Exo-miRNAs were suggested to be useful as Exo-miRNAs to evaluate and predict the presence of 
asbestos exposure, especially in the acute phase.

研究分野： 呼吸病態学

キーワード： アスベスト　エクソソーム　マイクロRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アスベスト関連疾患の早期発見・診断指標の開発は、初発症状に乏しく進行して症状が発現することの多い悪性
胸膜中皮腫の発症予防にとって重要である。本試験では、ラットを用いたエクソソームに内包されたマイクロ
RNA（Exo-miRNA）の解析で選定されたExo-miRNAは、アスベストばく露の有無を評価・予測するとして、アスベ
ストばく露の急性期での評価に有用性が示唆された。将来的にExo-miRNAによるアスベストばく露の予測指標の
開発の一助となる可能性があり、悪性胸膜中皮腫発症のリスクを低下させることに貢献することが予測される。

※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 

悪性胸膜中皮腫はアスベストばく露が発生の原因と考えられている。悪性胸膜中皮腫は極めて

悪性度が高いにもかかわらず初発症状に乏しいことが多く、進行して症状が発現することが多

い。外科的治療は容易ではなく、たとえ切除ができても術後の QOL が低下することや再発率が

必ずしも低くはないことが問題となっている。このため、できるだけ早期にアスベストばく露に

よる生体変化を検出できることが望ましい。またアスベストによる影響は、悪性胸膜中皮腫以外

にもアスベスト肺や両性石綿胸水などのアスベスト関連疾患が起こることが知られており、ア

スベスト関連疾患の早期発見・診断指標の開発は悪性胸膜中皮腫発症予防にとっても重要であ

ると考えられる。 

 

２．研究の目的 

アスベストばく露特異的な指標を探索するため、気管内注入試験（in vivo 実験）と培養細胞実

験（in vitro 実験）を実施し、アスベストばく露量と分泌されたエクソソームに内包されたマイ

クロ RNA（Exo-miRNA）の解析の結果から、量反応関係がみられる、アスベスト特異的 Exo-

miRNA を探索した。 

 

３．研究の方法 

アスベスト(クリソタイル)と非アスベストとして結晶質シリカを用いて、ラットの気管内注入

試験と培養細胞実験（in vitro 実験）を実施した。気管内注入試験（in vivo 実験）は、クリソタ

イルと結晶質シリカをそれぞれお 3 用量（0.04、0.2、1.0 mg/rat）と溶媒の蒸留水をラットの気

管内に注入し、3 日、3 ヶ月後に解剖と採血を実施した(1 群 5 匹)。気管支肺胞洗浄液(BALF)お

よび血清中から精密濾過法でエクソソームを単離し、Exo-miRNA の網羅的な発現解析を実施し

た。培養細胞実験では、ヒト不死化正常中皮細胞とマウス不死化正常肺胞上皮細胞にそれぞれク

リソタイルと結晶質シリカを各２用量投与した（5.8、58 μg/ml）。投与後 72 時間の培養上清を

回収し、精密濾過法でエクソソームを単離し、Exo-miRNA の網羅的な発現解析を実施した。 

 次にアスベストと結晶質シリカの in vivo 解析と in vitro 解析から見出しされた Exo-miRNA

について、アスベストで増減する Exo-miRNA の発現レベルを RT -PCR を用いて解析し、肺組

織中のアスベスト本数や肺障害指標との相関解析を実施した。 

 

４．研究成果 
(1)気管内注入試験結果 
クリソタイル気管内注入では、注入 3 日後では用量依存性の BALF 中の好中球数 LDH 活性、

総蛋白濃度の上昇を認めたが、3 ヶ月後では、有意な上昇を認めなかった。一方で、結晶質シリ

カ気管内注入では、注入 3 日後、3 ヶ月後と用量依存性の BALF 中の好中球数の上昇、LDH 活

性、総蛋白濃度の上昇を認めた。 
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vs control; ＊：p＜0.05, ＊＊：p＜0.01 

肺病理組織標本の観察では、クリソタイル気管内注入では、注入 3 日後では用量依存性の BALF

炎症細胞浸潤を認め、3ヶ月後では、用量依存性に線維化を認めた。一方で、結晶質シリカ気管

内注入では、注入 3日後、3ヶ月後と用量依存性の炎症細胞浸潤を認めた。 
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(2)培養細胞試験結果 

ヒト不死化正常中皮細胞とマウス不死化正常肺胞上皮細胞にそれぞれクリソタイルと結晶質シ

リカを各２用量投与した（5.8、58 μg/ml）。投与後 72 時間後の細胞生存率の評価を行った。ク

リソタイルばく露では、ばく露群で対照群と比較し有意な細胞数の減少が認められたが、シリカ

については、有意な減少は認められなかった。 

アスベスト(クリソタイル) 結晶質シリカ 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

  
vs control; ＊：p＜0.05, ＊＊：p＜0.01 
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(3) Exo-miRNA 網羅的解析結果 
ラットの BALF,血清、培養細胞の培養液上清から回収したエクソソーム内包マイクロ RNA の

網羅的解析を実施し、それぞれのコントロール群より、グローバルノーマライゼーション値(Raw 

data から back ground を引いた値の中央値が 25 になるように補正した値)が 1.5 倍以上(Up)ま

たは 0.66 倍以下(Down)する遺伝子は以下通り、選定された。 
 アスベスト シリカ 

  Up Down Up Down 

BALF (3 日後) 39 45 60 50 

血清 (3 日後) 0 12 3 10 

BALF (3 ヶ月後) 28 4 16 3 

血清 (3 ヶ月後) 2 42 30 0 

マウス正常肺胞上皮細胞 84 109 5 14 

ヒト正常中皮細胞 104 39 65 20 

 
(4) Exo-miRNA のリアルタイム PCR 解析結果 
Exo-miRNA 網羅的解析結果から、気管内注入試験 3 ヶ月後の BALF と血清において、アスベ

ストのみで変化のみられる遺伝子かつ、培養細胞でもアスベストばく露で変化の認められる遺

伝子のうち、ヒトの遺伝子とシーケンスが一致するものを選定し、BALF では 7 種、血清では 1

種選定され、このうち、Exo-miRNA-A と Exo-miRNA-B について、リアルタイム PCR 解析を

おこなった。BALF 中の Exo-miRNA-A は、3 日後の急性期において、アスベストばく露の用量

依存性に発現が低下していた一方で、ばく露後 3 ヶ月においては、アスベストばく露用量依存

性の発現の変化は観察されなかった。同様に血清中の Exo-miRNA-B についてもリアルタイム

PCR 解析をおこなったが、アスベストばく露用量依存性の有意な発現の変化は観察されなかっ

た。 
 

アスベスト(クリソタイル)注入 結晶質シリカ注入 
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(5)肺障害性指標との相関解析 

気管支肺胞洗浄液中の Exo-miRNA-A は、3 日後の急性期において、肺組織中のアスベスト本

数、BALF 量中の好中球数、LDH 活性、総蛋白濃度とも相関が認められた。一方で、ばく露後

3 ヶ月においては、アスベスト本数とは有意な相関が認められなかったものの、BALF 中の好中

球数、総蛋白濃度との炎症関連指標との相関を認めたことから、肺炎症と関連し、急性期におい

ては肺炎症に関連するアスベスト特異的な指標であることが考えられた。 

 

  

肺組織中の 

アスベスト本数 

BALF 中 

好中球 

BALF 中 

LDH 活性 

BALF 中 

総蛋白濃度 

アスベ

スト 

注入 

3 日後 BALF 

Exo-miRNA-A 

相関係数 -0.730** -0.627** -0.594** -0.507* 

有意確率 0.000 0.003 0.006 0.027 

3 ヶ月後 BALF  

Exo-miRNA-A 

相関係数 -0.217 -0.558* 0.098 -0.647** 

有意確率 0.359 0.011 0.682 0.003 

シリカ 

注入 

3 日後 BALF  

Exo-miRNA-A 

相関係数 - -0.090 -0.271 -0.089 

有意確率 - 0.705 0.248 0.710 

3 ヶ月後 BALF  

Exo-miRNA-A 

相関係数 - -0.135 -0.456* -0.630** 

有意確率 - 0.569 0.050 0.004 

＊：p＜0.05, ＊＊：p＜0.01 
 

血清中の Exo-miRNA-B は、アスベストばく露用量依存性の発現の変化は観察されなかったが、

急性期においては、肺組織中のアスベスト本数や肺炎症関連指標と相関を認めた。ただし、慢性

期においては、シリカばく露においても、細胞傷害指標(総蛋白濃度)との相関が認められた。 

 

  

肺組織中の 

アスベスト本数 

BALF 中 

好中球 

BALF 中 

LDH 活性 

BALF 中 

総蛋白濃度 

アスベ

スト 

注入 

3 日後 血清  

Exo-miRNA-B 

相関係数 0.476* 0.426 0.412 0.529* 

有意確率 0.039 0.069 0.079 0.024 

3 ヶ月後 血清  

Exo-miRNA-B 

相関係数 -0.370 -0.154 -0.426 -0.416 

有意確率 0.119 0.528 0.069 0.086 

シリカ 

注入 

3 日後 血清  

Exo-miRNA-B 

相関係数 - 0.220 0.331 0.262 

有意確率 - 0.352 0.154 0.265 

3 ヶ月後 血清  

Exo-miRNA-B 

相関係数 - 0.391 0.398 0.465* 

有意確率 - 0.088 0.091 0.045 

   ＊：p＜0.05, ＊＊：p＜0.01 
(5)まとめ 

以上より、アスベストばく露の有無を評価・予測する Exo-miRNA として、気管支肺胞洗浄液中

の Exo-miRNA-A や血清中の Exo-miRNA-B は特に急性期での評価に有用であることが示唆さ

れた。 
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