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研究成果の概要（和文）：昨今、ナノ粒子やナノマテリアルの開発が急速に進み、アクシデンタルな曝露や日常的に体
内に取り込む可能性がある。繊維状ナノマテリアル（アスベストやカーボンナノチューブなど）の吸入暴露が炎症反応
を通して肺に疾患を引き起こすことが知られている。ナノマテリアル等の暴露による肺疾患に関与する炎症反応である
NLRP3インフラマソーム機構に、GTP effectorであるROCKsが関与することを細胞を用いて明らかとした。アクシデンタ
ルな暴露による生体影響の一部を明らかにすることができた。これらの毒性発現機序の解明の結果は、今後の繊維状粒
子の曝露時の治療や発症遅延にも貢献する貴重なデータであると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Long fibers, such as asbestos and carbon nanotubes (CNTs), are more potent 
activators of inflammatory and genotoxicity than short or tangled fibers. Fibrous particles trigger 
interleukin-1beta secretion and cause inflammatory diseases through NLRP3 inflammasomes in phagocytotic 
cells. This study clarified that GTPase effector Rho-kinases (ROCK1, and 2) are involved in inflammasome 
responses induced by fibrous particle, such as asbestos, CNTs and monosodium urate in THP-1 cells. Though 
further study is required to elucidate the function of ROCKs on NLRP3 inflammasomes activated by fibrous 
particles, present findings suggest that ROCKs inhibitor might directly or indirectly abrogate NLRP3 
inflammasomes, leading to several autoinflammatory diseases triggered by fibrous particles. I examined To 
clarified the mechanism of NLRP3 inflammasomes induced by fibrous particles.

研究分野：毒性学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 昨今、ナノ粒子やナノマテリアルの開発

が急速に進み、デオドラントスプレーや

化粧品から半導体などの工業製品まで広

い範囲で使用されつつある。昨今、ナノ

粒子およびナノマテリアルが広い範囲で

用いられつつある。ナノ粒子のアクシデ

ンタルな曝露による被害の報告が世界各

国でされた。中国ではナノ粒子塗料のス

プレー作業により死亡者が出て、各国メ

ディアが大きく報道した。我々が使用す

る機会がさらに増え、アクシデンタルな

曝露や日常的な体内への取り込みが、今

後増える可能性が考えられる。 

(2) ナノ粒子は大きな粒子に比べて毒性が高

いことが示唆されている。それにもかか

わらず、既存のナノ粒子・ナノマテリア

ルのガイドラインは化学物質を対象とし

て作製されており、同素体やサイズの規

定はない。つまり、その安全性が確保さ

れずに利用されているのが現状である。 

(3) ナノテクと呼ばれる時代になり、新時代

の新素材・新形状の早急な毒性評価が望

まれている。 

 
２．研究の目的 
(1) 今後さらにナノ粒子・ナノマテリアルが

量産され、アクシデンタルな曝露や日常

的に体内に取り込む可能性もある。しか

し、その一方で健康影響については明確

になっていない。 

(2) 本研究では、これらナノ粒子・ナノマテ

リアルの細胞による認識機構及び疾患と

の関連を明らかにすることにより、新素

材曝露による生体への毒性学的影響を検

討する。法中毒分野においても、今後起

こり得る曝露の可能性がある新素材の毒

性の解明が、曝露時の治療や対策のため

に必須であると考え研究を行う。 

(3) アクシデンタルにナノ粒子やナノマテリ

アルを吸入曝露した場合には、大きい粒

子と比較すると多くの割合で、肺の深部

の沈着しやすいことが知られている。肺

深部の沈着した粒子は、マクロファージ

に貪食され、生体内に取り込まれること

となる。そこで、今回の研究は、これら

の毒性を考える上でもとおも重要である

と考えられるマクロファージへの影響を

調べることを目的とした。 

(4) アスベストやシリカなどの繊維状の汚染

物質の吸入が、肺疾患に関係することが

知られている。最近の報告で、これらの

繊維状物質による、肺疾患に関連する炎

症誘発の機構として、細胞質にある

NLRP3 インフラマソームと呼ばれるた

んぱく質複合体が関与することが明らか

となった。これは、微小な繊維状物質が

細胞に貪食されると、病原体などと同様

に、Nalp3 インフラマソームを介し

caspase-1 が活性化され、最終的に炎症

性サイトカインであるインターロイキン

-1beta (IL-1 beta 産生を引き起こす機構

である。本研究では繊維状ナノマテリア

ルとして、アスベスト、及び形状がアス

ベストと似ており工業用に広い範囲で使

用され始めているカーボンナノチューブ

(CNT)を用いた。繊維状ナノマテリアル

による NLRP3 インフラマソーム誘導の

機構をさらに詳細に明らかにすることを

目的として実験を行った。Human 

monocytesへのこれらの暴露による IL-1 

beta 産生に、細胞骨格に関わる GTPase 

effectorである Rho-kinases (ROCK1, 2)

が関与するか否かを、阻害剤及び

Knockdown実験により調べた。 

(5) アスベストの代替品として建築資材に用

いられている繊維状ナノマテリアルの一

つであるロックウール (man-made 

vitreous fibers 10)が、インフラマソーム

を誘導するかいなかを検討した。 

(6) NLRP3 インフラマソームへの ROCKs



の関与が、株化された細胞だけでなく、

ヒト白血球由来マクロファージでも見ら

れるか否か、検証を行った。 

 
３．研究の方法 
(1) ナノマテリアルのマクロファージでの影

響をHuman monocytes (THP-1)を用い

て行った。 THP-1 細胞に phorbol 

myristate acetate (PMA)を添加しマク

ロファージ様に分化させた細胞を用いた。

阻害実験は、Y27632 (ROCKs阻害剤)又

は Z-YVAD (caspase-1 阻害剤)存在下で

アスベスト、CNT 又は陽性対照として

lipopolysaccharide (LPS)を暴露し、培養

液中に分泌された IL-1 betaを ELISAに

て定量した。また、ROCK1, 2の各 siRNA

を遺伝子導入した細胞に同様の暴露を行

い IL-1 betaを定量した。細胞に接着又は

取り込まれたアスベスト及び CNT量は、

比濁法にて定量した。ライソゾームの損

傷は培養液に流出した cathepsin B を

Western blottingにて検出することによ

り調べた。 

(2) THP-1 を 用 い て ロ ッ ク ウ ー ル

(man-made vitreous fibers 10) 曝露後

の細胞毒性、及び caspase-1 阻害剤存在

下又は非存在下での IL-1 beta 分泌量を

ELISAにて定量した。また、ヒト白血球

由来マクロファージに、ROCKs 阻害剤

存在下又は非存在下で CNT 又は陽性対

照として nigericin を曝露し、IL-1 beta

分泌への ROCKs 阻害剤の効果を調べた。 
 
４．研究成果 

(1) アスベスト、CNT及び LPSの暴露によ

り引き起こされた IL-1 beta産生は、

Z-YVADにより抑制されたことより、

IL-1 beta産生には caspase-1が関与して

いることが示唆された。また、Y27632

による阻害実験 (Fig. 1) 及び siRNA実

験 (Fig. 2) によりROCKsの発現量を抑

えた結果、アスベスト及び CNTによる

IL-1 beta産生は抑制された。一方、これ

らの実験では LPSによる IL-1 beta産生

は変化しなかった。THP-1に接着又は取

り込まれたアスベスト及び CNTの量は、

暴露により増加したが、ROCKs阻害剤

である Y27632によっては変化しなかっ

た。また、培養液中に分泌した活性型

cathepsin Bの量はアスベスト及び CNT

暴露により増加したが、LPSによっては

変化が見られなかった。

Fig. 1  Effects of ROCK inhibitor on CNT-, asbestos- or LPS-
induced IL-1β secretion in THP-1 cells.

Cells were cultured with 100 nM PMA for 24 hrs in a 96-well culture 
dish. For priming, the cells were incubated with 10 ng/mL LPS for 
the last 3 hrs of differentiation with PMA. The cells were washed 
with HBSS and exposed to 2-10 µg/mL CNT, 20-100 µg/mL asbestos 
or 0.1 µg/mL LPS in the presence or absence of Y27632, a ROCKs 
inhibitor, for 12 hrs. IL-1β secretion in culture supernatant of cells 
were measured by ELISA. #p < 0.05, compared to without Y27632; 
*p < 0.05, compared to control of priming.
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Fig.2  Effects of ROCK1 and ROCK2 siRNA on IL-1β secretion in 
THP-1 cells treated with CNT, asbestos or LPS.

Cells were cultured in the presence of 100 nM PMA for 24 hrs in a 
96-well culture dish. The differentiated cells were washed with 
HBSS and transfected with 2 independent antisence of each 
ROCK1 (S1 and 3) and ROCK2 (S4 and 6) siRNA or control 
siRNA (cont) for 48 hrs. After transfection, the cells were further 
cultured in fresh RPMI1640 complete medium with 10 µg/mL CNT, 
100 µg/mL asbestos or 0.1 µg/mL LPS for 12 hrs. IL-1β secretion in 
culture supernatant of cells were measured by ELISA. #p < 0.05, 
compared to each treatment.
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(2) ロックウール 0-1000 g/mL曝露 72時間

では細胞毒性は見られなかった。IL-1 

beta 分泌量はロックウールの濃度依存的

に増加し、caspase-1阻害剤にて抑制され

た。しかし、その分泌量はアスベストや

CNTに比べ顕著に低いことより、インフ



ラマソームを介した IL-1 beta分泌誘導能

は低いことが示唆された。 

CNT誘導 IL-1 beta分泌量の ROCKs阻

害剤による抑制は、THP-1のみならずヒ

ト単球由来マクロファージにおいても観

察されたことより、ROCKsが繊維状ナ

ノマテリアルによる IL-1 beta産生機構に

関与していることが明らかとなった。本

研究にて明らかとなった結果の模式図を

Fig. 3に示す。
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