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研究成果の概要（和文）：佐世保市において1年間にわたって捕集した大気中のPM2.5がインターロイキン-33遺
伝子プロモーター活性を示し、その活性がPM2.5中のエンドトキシン濃度と有意な正の相関関係にあることを明
らかにした。一方、プロモーター活性と救急外来を受診した喘息発作患者の数の間に有意な関連性は見られなか
った。胸腺間質性リンパ球新生因子（TSLP）遺伝子のプロモーター活性を測定する気道上皮細胞を作製し、京都
市および佐世保市において、それぞれ1年間にわたって捕集した大気中のPM10の全抽出物が同遺伝子プロモータ
ー活性を示し、それらの活性がPM10中のタンパク質濃度などと有意な正の相関関係にあることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We clarified that airborne fine particulate matter (PM2.5) collected for 
one-year period in Sasebo City showed interleukin-33 gene promoter activity, and that this activity 
was significantly positively correlated with the concentration of endotoxin in PM2.5. On the other 
hand, no significant association was found between the gene promoter activity and the number of 
asthma attack patients who visited the emergency department during the same period. We generated 
airway epithelial cells to measure the promoter activity of the thymic stromal lymphopoietin (TSLP) 
gene, and found that all extracts of airborne particulate matter (PM10) collected  for one-year 
period in Kyoto and Sasebo showed the promoter activity, and these promoter activities were 
significantly positively correlated with the concentrations of protein and other parameters in the 
PM10. 

研究分野：公衆衛生学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、健康影響が懸念される大気粉塵の炎症反応誘発性に関する新たな測定法と炎症反応誘発性に関す
る情報を社会に提供することができた。また、本測定法により、大気粉塵の喘息発作誘発に関するメカニズムに
ついて新たな知見を得ることができると考えられる。今後、大気中のエンドトキシン、真菌、酸化ストレス誘発
物質と喘息発作の関連性について新たな知見が得られ、喘息発作の予防のための貴重な情報を社会に提供できる
と期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 気管支喘息（喘息）患者は、気道に慢性的な炎症症状を有しており、環境要因により炎症
症状が悪化することで発作性の気道狭窄（呼吸困難）などを起こすと考えられている。エンドト
キシンは、炎症性サイトカイン誘導能を有することが知られており、吸入により気道の炎症症状
を悪化させることで喘息発作を誘発すると推測され、研究代表者らは、大気中のエンドトキシン
濃度が喘息発作により救急外来を受診した患者数と有意な正の関連性を示すことを初めて明ら
かにした 1, 2)。一方、大気粉塵中には、硫酸塩、硝酸塩やタンパク質なども含まれているが、そ
れらと炎症性サイトカイン誘導との関係についてはほとんど明らかにされていなかった。また、
喘息発作に関連する炎症性サイトカインとしてヒト腫瘍壊死因子-α（TNF-α）やインターロイ
キン（IL）-6 が報告されていたが、それらに加え、気道上皮細胞において産生される上皮サイ
トカインであるIL-33や胸腺間質性リンパ球新生因子（thymic stromal lymphopoietin (TSLP)）
なども喘息発作に関与することが近年明らかにされ、喘息患者の気道における TSLP の発現レベ
ルと喘息の重症度が相関することが報告された 3)。 
 
(2) 研究代表者らは、近年、TNF-α、IL-6、IL-33 の遺伝子のプロモーター遺伝子とルシフェ
ラーゼ遺伝子を含むレポータープラスミドをラット気道上皮由来細胞に導入した 3 種類の高感
度な遺伝子プロモーター活性試験細胞を作製した 4)。 
 
２．研究の目的 
(1) 研究代表者らが作製した IL-33 等の遺伝子発現を検出するレポーター遺伝子を導入した細
胞を用いて大気粉塵のそれらの遺伝子プロモーター活性を明らかにするとともに、それらの活
性と大気粉塵の成分ならびに喘息発作との関連性を明らかにする。 
 
(2) 喘息の重症度と喘息患者の気道における発現レベルが相関することが報告されている
TSLP の気道上皮細胞における大気粉塵による誘導を測定する細胞を作製し、その細胞を用いて、
大気粉塵の TSLP 誘導能を明らかにする。また、TSLP 誘導能と大気粉塵成分の関連性を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
(1) 研究代表者らが作製した IL-33 遺伝子プロモーター活性試験細胞（IL-33 試験細胞）4)を用
いて、長崎県佐世保市において捕集した大気 14～72 m3に相当する微小粒子状物質（PM2.5）の抽
出物について IL33 遺伝子プロモーター活性を測定した。また、PM2.5抽出物によるプロモーター
活性に対するポリミキシン B添加の影響を調べた。さらに、佐世保市において１年間にわたって
1週間分ずつ捕集した PM2.5（47 試料）の抽出物について IL33 遺伝子プロモーター活性を測定し
た。また、同試料について含まれるエンドトキシン量を limulus amebocyte lysate（LAL）カイ
ネティック法により測定した。 
 
(2) ヒト TSLP 遺伝子のプロモーター領域とホタルルシフェラーゼ遺伝子を含むレポータープ
ラスミドを作製し、本プラスミドをラット気道上皮 EGV-4T 細胞に導入して TSLP 遺伝子プロモ
ーター活性試験細胞（TSLP試験細胞）を作製し、本TSLP試験細胞の12-O -tetradecanoylphorbol-
13-acetate （TPA）とエンドトキシンに対する TSLP 遺伝子プロモーター活性をルシフェラーゼ
レポーターアッセイにより測定した。また、福岡県太宰府市において捕集した大気中の浮遊粒子
状物質（PM10）の抽出物（8.8～35.0 m3/ml）で TSLP 試験細胞を処置した時の発光強度を測定し
た。また、エンドトキシンと PM10抽出物による TSLP プロモーター活性の誘導に対するポリミキ
シン B添加の影響について試験した。さらに、京都市及び佐世保市において 1年間にわたり 1週
間分ずつ捕集した PM10の抽出物について、本試験系を用いて TSPL プロモーター活性を測定した。
さらに、同試料についてエンドトキシン、タンパク質および水溶性イオンの定量分析を行い、各
成分の濃度と PM10抽出物の TSPL 遺伝子プロモーター活性の関係を解析した。佐世保市において
捕集した PM10については、エンドトキシン、タンパク質および(1→3)-β-グルカンの定量分析お
よびジチオスレイトール（DTT）アッセイを用いた酸化能の測定を行い、各成分の濃度ならびに
酸化能と PM10抽出物の TSPL 遺伝子プロモーター活性の関係を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 佐世保市において捕集した大気 14～72 m3に相当する PM2.5の抽出物について IL-33 遺伝子
プロモーター活性を測定した結果、プロモーター活性は PM2.5抽出物の用量に依存して陰性対照
と比較して有意に上昇した。また、PM2.5抽出物によるプロモーター活性がポリミキシン B 添加
により有意に抑制されたことから、本活性の上昇が試料中のエンドトキシンによるものである
ことが示唆された。1年間にわたって捕集した大気 72 m3相当の PM2.5の抽出物では、すべての試
料が陰性対照と比較して有意に高いプロモーター活性を示し、28 m3相当抽出物では、一部の試



料において有意なプロモーター活性の上昇はみられなかった。大気 72 m3相当の PM2.5の抽出物
による IL-33 遺伝子プロモーター活性は、エンドトキシン濃度と有意な正の相関関係にあるこ
とがわかった。一方、同遺伝子プロモーター活性は同期間における救急外来を受診した喘息発作
患者の数と有意な関連性は見られなかった。 
 
(2) TSLP 遺伝子プロモーター活性を TPA とエンドトキシンを用いて試験した結果、いずれの物
質による処置においても、処置 2時間後から TSLP 遺伝子プロモーター活性が上昇し、処置 6～8
時間で最大となり、TPA では 1～10 ng/mL、エンドトキシンでは 1～10 EU/mL の範囲で用量依存
的に上昇した。また、TSLP 遺伝子プロモーター活性を太宰府市において異なる 2 つの時期に捕
集した PM10を用いて試験した結果、プロモーター活性は、いずれの PM10についても大気 8.8～
35.0 m3に相当する PM10の抽出物により用量依存的に上昇し、活性の上昇は陰性対照と比較して
有意であった。また、エンドトキシンと PM10抽出物によるプロモーター活性の上昇がポリミキシ
ン B の添加により有意に抑制された。いずれの PM10からもエンドトキシンが検出され、TSPL プ
ロモーター活性にエンドトキシンが関与することが示唆された。以上の結果から本細胞を用い
ることにより微量の PM10からの抽出物による TSLP 遺伝子の発現誘導を検出することが可能であ
ると考えられた。 
 
(3) 京都市において異なる 2つの時期に捕集した PM10の抽出物を用いて細胞を処理し、TSLP 遺
伝子プロモーター活性を測定した。その結果、いずれの抽出物でも 14.4 m3/ml 以上で用量依存
的に遺伝子プロモーター活性が上昇することが確認できた。そこで、2018 年 6 月から 2019 年 5
月までの 1年間にわたり捕集した PM10（50 検体）について TSLP 遺伝子プロモーター活性を測定
した。その結果、すべての週の PM10において、陰性対象と比較して有意に高いプロモーター活性
が確認され、2019 年 2 月第 1 週に捕集した PM10の抽出物において最も高いプロモーター活性が
みられた。また、PM10中の成分として、エンドトキシン、タンパク質、各種水溶性イオンの濃度
を測定したところ、エンドトキシン濃度は、2019 年 5 月第 3 週に捕集した PM10で最も 高く、
2018 年 6 月第 1週に最も低くかった。タンパク質濃度は 2019 年 2 月第 4週に最も高く、2018 年
10 月第 2週に捕集した PM10で最も低かった。硫酸イオンとアンモニウムイオンは いずれも 2018
年 7 月第 3週に捕集した PM10において濃度が最も高かった。一方、硝酸イオン、カリウムイオン
およびカルシウムイオンは、いずれも冬季に捕集した PM10において高濃度であった。PM10の TSLP
遺伝子プロモーター活性と PM10中の成分の濃度との関係を解析したところ、PM10のプロモーター
活性と PM10中のタンパク質、硝酸イオン、アンモニウムイオンの各濃度の間に有意な正の相関関
係がみられた。 
 
(4) 佐世保市において異なる 2つの時期に捕集した PM10の抽出物で細胞を処理し、TSLP 遺伝子
プロモーター活性を測定した。その結果、いずれの抽出物でも 14.4～57.6 m3/ml において用量
依存的に有意に遺伝子プロモーター活性が上昇した。また、両試料によるプロモーター活性の上
昇はポリミキシン B による処理で有意に抑制されたことから、PM10抽出物による TSLP の誘導に
エンドトキシンが関与していると考えられた。そこで、2020 年 4 月から 2021 年 3 月までの 1年
間にわたり捕集した PM10（48 検体）について TSLP 遺伝子プロモーター活性を測定した。2020 年
8月第1週に捕集したPM10以外のPM10の抽出物による処置群において陰性対照と比較して有意に
高いプロモーター活性が確認された。TSLP プロモーター活性は、2020 年 11 月第 1 週に捕集し
た試料において最も高く、2020 年 8 月第 1 週に捕集した試料において最も低かった。エンドト
キシン濃度は 2020 年 4 月第 3週に捕集した PM10で最も高く、2020 年 8 月第 1週に捕集した PM10
で最も低かった。(1→3)-β-グルカン濃度は 2020 年 6 月第 1 週に捕集した PM10で最も高く、
2021 年 3 月第 4週に捕集した PM10で最も低かった。タンパク質濃度は 2020 年 8月第 3週に捕集
した PM10で最も高く、2020 年 9 月第 2 週に捕集した PM10で最も低かった。DTT 消費速度は 2020
年 8 月第 3 週に捕集した PM10で最も高く、2020 年 8 月第 1 週に捕集した PM10で最も低かった。
PM10抽出物の TSLP 遺伝子プロモーター活性は、タンパク質濃度、DTT 消費速度と弱い正の相関
があることが確認された。以上の結果から、佐世保市内における大気粉塵が 1年間を通じて TSLP
誘導能を有し、その強度がタンパク質濃度及び酸化能と相関することを明らかにすることがで
きた。 
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