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研究成果の概要（和文）：  
 
繊維・粒子状物質は呼吸器で慢性炎症を惹起して発がんや線維化などを起こすため、リス
ク評価法の確立が急務である。マイクロ RNA(miRNA)は、種々の疾病のバイオマーカーと
して期待されている。本課題では、石綿、黄砂、シリカを気管内投与したマウスの肺組織
で、多くの miRNA の発現が有意に変動することを明らかにした。以上の結果から、miRNA
は繊維・粒子状物質のリスク評価指標として応用できる可能性が考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Fibrous and particulate matters cause inflammation in respiratory systems, leading to 
carcinogenesis and fibrosis.  It is necessary to establish the system to evaluate the risk of these 
matters.  microRNA (miRNA) is expected as a potential biomarker for various human diseases.  
In this study, we found that the expression of some miRNAs was significantly changed in the lung 
of mice exposed to asbestos, Asian dust and silica.  These results suggest that miRNA can be used 
as a biomarker to evaluate the risk of these matters. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 産業現場ではこれまで石綿 (アスベスト)
やシリカなどの繊維・粒子状物質が多く使用
されてきたが、吸入曝露により呼吸器で慢性
炎症を惹起し、発がんや線維化をもたらす。
近年では、カーボンナノチューブ (CNT) や
金属ナノ粒子などのナノ素材が種々の産業
に使用されている。しかし、CNT は実験動物
で悪性中皮腫を起こすとの報告があり、ヒト
への健康影響が強く懸念されている。黄砂に

関しては、韓国や台湾で黄砂期間中の循環器
および呼吸器系疾患による死亡が増加する
という報告があり、我が国でも健康影響が懸
念されている。これらの物質による健康障害
機構には未だ不明な点が多く、また曝露量や
健康障害リスクの評価指標が確立されてい
ないため、そのシステムの確立が急務である。 
 マイクロ RNA (miRNA) とは、22 塩基前後
の非コード RNA の一種であり、ヒトでは
1000 種類以上が存在する。miRNA は、相補
的な配列を持つメッセンジャーRNA (mRNA) 
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に結合あるいは分解して標的遺伝子の発現
を抑制し (図)、がんなどの様々な疾患に関与
すると考えられている。”MicroRNomics”とは、
個体における miRNA 発現の網羅的な解析を
行い、疾病のリスク評価や予防への実践応用
に資する分子を探索する研究手法である。こ
れまで化学物質の毒性評価に miRNA を応用
する研究はほとんど見当たらない。 

 
図 miRNA 発現と遺伝子発現制御の概略 

 
 
２．研究の目的 
 
 本課題では、繊維・粒子状物質に曝露した
実験動物や培養細胞における miRNA の発現
をマイクロアレイで網羅的に解析する。
miRNA の発現レベルの変動を統計学的に解
析し、新規バイオマーカー候補となりうる
miRNA を探索して、繊維・粒子状物質のリス
ク評価法の確立を目指す。本課題では、以下
のテーマについて研究を行った。 
 1) 石綿を気管内投与したマウスの肺組織
における miRNA 発現を解析し、クリソタイ
ル (白石綿) およびクロシドライト (青石綿) 
による発現量の変動を解析する。 
 2) 黄砂およびその主成分である二酸化珪
素 (シリカ) を気管内投与したマウスの肺組
織における miRNA 発現を解析する。 
 3) ナノ素材の多層カーボンナノチューブ 
(MWCNT)をヒトマクロファージ培養細胞に
添加して培養し、miRNA 発現を解析する。 
  本研究の学術的な特色は、miRNA 発現と
化学物質曝露との関連を毒性学的な観点か
ら明らかにし、健康障害の分子機構を新たな
視点から解明する点である。また、化学物質
により誘導される miRNA は、曝露・リスク
評価のバイオマーカーになりうるとともに、
疾病の予防や治療の標的分子として臨床的
に応用されること可能性が期待できる。その
結果、労働者や地域住民の健康保持と疾病予
防を目指す環境・産業医学分野の研究を学術
的かつ実践的な面で発展させることが期待
される。 
 
 

３．研究の方法 
 

(1) 繊維・粒子状物質に曝露した実験動物
モデルの作成：1) ICR 雄性マウス (6 週齢) に
石綿 (クリソタイルあるいはクロシドライト、
0.05 mg/回) を 1週間ごとに 4回気管内投与し、
翌日肺組織を摘出して凍結保存した。2) 上記
1)と同様のマウスに黄砂 (中国シャパトウ砂
漠から採取) あるいはその主成分である二酸
化珪素 (シリカ) を 1 週間ごとに 4 回 (0.2 
mg/回) 気管内投与し、翌日肺組織を摘出して
凍結保存した。 

(2) 培養細胞の繊維・粒子状物質への曝
露：ヒト単球系培養細胞株の THP-1 をホルボ
ールエステルの一種である phorbol-12- 
myristate-13-acetate (PMA) で二晩処理し、マ
クロファージ様細胞に分化させた。ナノ素材
の MWCNT を細胞培地に懸濁し、超音波ホモ
ジナイザーで凝集体を分散して実験に用い
た。分散した MWCNT を細胞に添加し、24
時間反応させた後で細胞を回収した。 

(3) miRNA 発現の網羅的解析：上記の動物
の肺組織および培養細胞から、mirVana™ 
miRNA Isolation Kit (Ambion 製) を用いて
miRNA を含む total RNA を抽出した。RNA を
蛍光色素 (Cy3) でラベルし、マイクロアレイ
と一晩ハイブリダイズした。専用スキャナー 
(Agilent Technology 製) を用いてマイクロア
レイを画像として読み取り、専用ソフトウェ
ア Feature Extraction で画像を解析して各
miRNA の発現量のデータを得た。さらにデー
タ解析ソフトウェア GeneSpring を用いて、
繊維・粒子状物質により統計学的に有意に発
現レベルが変動する miRNA を同定した。 
 
 
４．研究成果 
 

(1) 石綿曝露マウスの肺組織における
miRNA 発現：石綿 (クリソタイルあるいはク
ロシドライト) をマウスに気管内投与して肺
組織における miRNA 発現をマイクロアレイ
で網羅的に解析した。対照群、クリソタイル
曝露群およびクロシドライト曝露群の 3 群間
の miRNA の発現量の差を一元配置分散分析 
(ANOVA) により統計学的に解析した。その
結果、対照群に比して統計学的有意差を有し、
かつ 2 倍以上発現量が変動する miRNA が、
クリソタイル曝露群では 24 種類認められた
が、クロシドライト曝露群では 5 種類のみで
あった。クリソタイルとクロシドライトの両
者で有意に増加した miRNA は 3 種類、両者
で減少したのは 1 種類であった。また、クリ
ソタイルのみ有意に増加した miRNA は 1 種
類、減少したのは 19 種類存在した。クロシ
ドライトのみで増加したのは 1 種類であった。
またクリソタイルとクロシドライトの両群
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間で発現量の有意差を認めた miRNAは 17 種
類認められた。したがって、miRNA の発現パ
ターンは、石綿の種類によって異なる可能性
が示唆された。 
 

(2) 黄砂およびシリカ曝露マウスの肺組織
における miRNA 発現：黄砂あるいはその主
成分であるシリカを気管内投与してマウス
の肺組織の miRNA 発現を上記(1)と同様の方
法で解析した。その結果、対照群に比して統
計学的有意差を有し、かつ 2 倍以上発現量が
増加する miRNAが、黄砂曝露群では 19 種類、
シリカ曝露群では 21 種類認められた。両者
で有意に増加した miRNA が 10 種類、黄砂あ
るいはシリカの一方のみで有意に増加した
miRNA が、それぞれ 9 種類および 11 種類認
められた。上記(1)のクリソタイルおよびクロ
シドライトの両者で発現量が有意に増加し
た 3 種類の miRNA については、黄砂やシリ
カでも増加していた。しかし、その他の
miRNA については、石綿と異なる発現パター
ンを示す傾向があった。 

 
今後は、上記の(1)および (2)で同定した

miRNA の標的遺伝子を国際的なデータベー
スで探索するとともに、マイクロアレイによ
る遺伝子発現の網羅的解析、およびリアルタ
イム PCR やウェスタンブロッティングによ
る遺伝子発現解析を行う予定である。その結
果をもとに、バイオマーカーとして有用な
miRNA を同定し、その医学・生物学的意義を
明らかにしていく。 
 

(3) MWCNT で処理した培養細胞における
miRNA 発現： PMA でヒトマクロファージ様
細胞に分化させた THP-1 細胞に MWCNT を
添加して培養し、miRNA の発現を解析した。
マイクロアレイ解析では 7 種類の miRNA の
発現量の有意な変動が見られた。そのうちの
一つである miR-27a の標的遺伝子を、国際的
データベースの miRBase, TargetScan および
PicTar で探索した。これらの全てに共通して
収載されている標的遺伝子は 65 個あり、そ
のうち特にチオレドキシン 2 (TXN2) に注目
した。TXN2 はミトコンドリアを酸化ストレ
スから保護し、細胞死の一種であるアポトー
シスに関わるシトクロム c のミトコンドリア
から細胞質への放出を抑制している。リアル
タイム PCRで miR-27aおよびTXN2の発現を
解析した結果、MWCNT により、有意ではな
いがそれぞれの発現量が増加および減少し
た。したがって、miR-27a による TXN2 の発
現抑制が、MWCNT による細胞傷害に部分的
に寄与する可能性が考えられる。 

 
また、繊維・粒子状物質による DNA 損傷

に関しても研究を行っており、その成果を以

下に紹介する。 
 

(4) ヒト肺における石綿繊維量と DNA 損
傷との関連：ヒト肺組織の剖検あるいは手術
標本を得て、透過型分析電顕法により、乾燥
組織重量あたりの石綿 [クリソタイルおよび
角閃石系石綿 (クロシドライト、アモサイト
など) ] の繊維数を計測した。また、DNA 損
傷塩基の生成については、炎症条件下で生成
される 8-ニトログアニンに対する抗体を独
自に作成して免疫組織染色を行った。その染
色強度を画像解析ソフトで定量化し、石綿繊
維数との相関を統計学的に解析した。非常に
興味深いことに、8-ニトログアニンの染色強
度は角閃石系石綿の量と有意に相関したが、
クリソタイルの量とは相関を認めなかった。
以上の結果から、8-ニトログアニンは石綿の
曝露評価および発がんリスク評価の指標と
して応用できる可能性が期待される。この成
果は 2011 年日本産業衛生学会優秀演題に選
出された (論文作成中)。また本研究は、三重
大学医学部倫理審査委員会の承認のもとで
行った。 
 

(5) MWCNT で処理した培養細胞における
DNA 損傷：ヒト肺胞上皮由来の A549 細胞を
MWCNT で処理し、8-ニトログアニン生成に
ついて蛍光免疫染色法で解析した。8-ニトロ
グアニンの染色強度は MWCNT の濃度に依
存して増加し、類似の先行研究より低濃度か
つ短時間で有意に DNA 損傷が起こることを
明らかにした。また、8-ニトログアニンの生
成はエンドサイトーシス阻害剤により抑制
されたことから、細胞内に取り込まれた
MWCNT の粒子が、炎症反応の惹起および
DNA 損傷に重要な役割を果たすと考えられ
る(Toxicol Appl Pharmacol 2012)。さらに、繊
維長の長い MWCNT は短いものより強い細
胞毒性および 8-ニトログアニン生成能を有
することを明らかにしている(論文作成中)。 
 
以上の結果から、miRNA およびニトロ化

DNA 損傷塩基が繊維・粒子状物質の曝露ある
いはリスク評価指標となりうる可能性が示
唆された。 
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