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研究成果の概要（和文）：粒子状物質は呼吸器で慢性炎症を惹起し、発がんや線維化を起こす。本課題では、粒子状物
質がエンドソームやリソソームに存在する分子を介して炎症反応と疾患をもたらす機構を解析した。多層カーボンナノ
チューブで処理した肺上皮細胞を用いた実験では、細胞傷害に伴い核蛋白HMGB1とDNAが放出され、近傍の細胞のリソソ
ーム内のToll様受容体9を活性化して炎症反応とDNA損傷を起こす新規発がん機構を解明した。カーボンブラックや酸化
インジウムのナノ粒子も同様の機構で炎症反応と遺伝毒性を起こす可能性を示した。粒子状物質を気管内投与したラッ
トの肺組織では、多数の炎症およびリソソーム関連分子の発現上昇を認めた。

研究成果の概要（英文）：Inhalation exposure to fine particlate matters induces chronic inflammation, 
leading to carcinogenesis and fibrosis in respiratory systems. We examined the mechanism of infllamatory 
responses caused by these materials by focusing on molecules that reside in endosomes and lysosomes. 
Multi-walled carbon nanotube induced inflammatory responses and DNA damage in lung prithelial cells via 
the release of the nuclear protein HMGB1 and DNA and the activation of Toll-like receptor 9 in lysosomes 
of naiboring cells. This is a new mechanism of carcinogenesis induced by multi-walled carbon nanotube. 
Carbon black and indium oxide nanoparticles induced inflammatory responses and DNA damage in cultured 
cells via a similar mechanism. In lung tissues of rats exposed to indium compounds, numerous 
inflammation- and lysosome-related genes were significantly upregulated.

研究分野：衛生学
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１．研究開始当初の背景 
 
 労働現場や一般環境の大気中に浮遊する
石綿、シリカ、ナノ素材などの微小粒子状物
質は吸入曝露により呼吸器に蓄積し、発がん
や線維化をもたらす。その機構には慢性炎症
が重要な役割を果たすと考えられる。粒子状
物質はマクロファージなどの炎症細胞に貪
食され、サイトカインや活性酸素・窒素種な
どを産生して炎症を惹起する。しかし、詳細
な分子機構には不明な点が多い。 
 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微粒子が種々の産業
で使用されている。しかし、CNTを実験動物
に腹腔内投与すると悪性中皮腫を起こすこ
とが報告され、ヒトへの健康影響が強く懸念
されている。我々は多層 CNT(MWCNT)がエ
ンドサイトーシスにより肺胞上皮細胞に取
り込まれ、エンドソームやリソソームが粒子
状物質による炎症反応に重要な役割を果た
す可能性を世界に先駆けて報告した(Toxicol 
Appl Pharmacol 2012)。しかし、これらの細胞
内小器官が炎症反応を誘導する分子機構は
未だ解明されていない(図１)。インジウム化
合物は携帯電話、テレビ、コンピューターの
液晶画面などに使用されている。インジウム
化合物の曝露を受けた労働者では間質性肺
炎をもたらし、実験動物ではリン化インジウ
ムやインジウム・スズ化合物(ITO)の吸入曝露
により肺癌を起こす。その分子機構について
は未だ不明な点が多い。 

 
図１ 微小粒子状物質による炎症反応 

 
２．研究の目的 
 
 本課題では、微小粒子状物質(炭素ナノ材料、
インジウム化合物など)に曝露したマクロフ
ァージや肺上皮細胞などの培養細胞や実験
動物を用いて、エンドソームやリソソームに
存在し、かつ炎症関連分子の発現を誘導する
鍵となる分子を見いだす。さらにその分子の
機能を抑制した実験系を構築し、炎症反応へ
の影響について解析する。上記の結果から、
粒子状物質による炎症反応の分子機構を解
明し、呼吸器疾患の発症におけるエンドソー
ムやリソソームの役割を明らかにする。 
 本課題の学術的な特色は、粒子状物質によ
る疾患発症の分子機構を解明する上で、環境
医学分野では研究が進んでいないエンドソ
ームやリソソームに着目した点である。本課

題の成果により、一般環境や労働環境中の粒
子状物質に起因する疾病の予防や治療に資
する標的分子を明らかにするとともに、住民
や労働者の疾病のリスク評価や予防に寄与
することが出来る。 
 
３．研究の方法 
 

(1) 微小粒子状物質の調製：培養細胞を用
いた実験では以下の方法で粒子状物質を調
製した。炭素ナノ材料である MWCNT (長さ
1-2 µmあるいは 5-15 µm、幅 20-40 nm)やカー
ボンブラック(CB、一次粒径 56 nmあるいは
95 nm)、および酸化インジウム(In2O3)のナノ
粒子(一次粒径 30-50 nm)を細胞培地(5 %胎児
ウシ血清含有 DMEM)に懸濁した。その後、
超音波洗浄機あるいは超音波ホモジナイザ
ー(Branson 製)で凝集体を分散して実験に用
いた。 

(2) 微小粒子状物質に曝露した培養細胞に
おける炎症反応と DNA 損傷の解析：ヒト肺
上皮細胞(A549)、ヒト気道上皮細胞(HBEpC)、
マウスマクロファージ(RAW264.7)などの培
養細胞に(1)で分散した粒子状物質を添加し、
一定時間培養した。細胞をスライドグラスに
載せて乾燥させ、4%ホルムアルデヒドで固定
した。炎症条件下では炎症細胞などから一酸
化窒素(NO)やスーパーオキシド(O2

•-)が産生
され、グアニンと反応して DNA 損傷塩基 8-
ニトログアニン(8-nitroG)が生成される。我々
は独自にウサギポリクローナル抗体を作成
して免疫細胞染色を行い、8-nitroG の生成に
ついて解析した。また、リソソームに存在し
炎症シグナルに関わるToll-like receptor (TLR) 
9 やその関連分子の発現については、市販の
抗体を用いて免疫細胞染色で解析した。 

(3) インジウム化合物に曝露したラット肺
における遺伝子発現の網羅的解析：インジウ
ム化合物(In2O3あるいは ITO)の微粒子を蒸留
水で懸濁し、10 mg/kg/回(インジウム量に換
算)を週 2回、計 5回Wisterラット(オス、8
週齢)に気管内投与した。12 週間後に肺組
織を摘出し、mirVana miRNA Isolation Kit 
(Ambion製) を用いて全 RNA を抽出した。
RNAを蛍光色素 Cy3でラベルし、遺伝子発
現マイクロアレイと一晩ハイブリダイズし
た。現有のスキャナー(Agilent Technology製)
を用いてアレイの画像を読み取り、ソフトウ
ェア Feature Extractionで各遺伝子の発現量を
定量化した。さらにソフトウェア GeneSpring 
を用いて、インジウム化合物により統計学的
に有意に発現量が変動する遺伝子を列挙し
た。  

(4) ヒト肺における石綿繊維量と DNA 損
傷との関連の解析：非石綿関連疾患患者の肺
組織(n=21)の剖検あるいは手術標本を得て、
ホルマリン固定した。石綿繊維については透
過型分析電顕法により、乾燥組織重量あたり
の繊維数を計数した。またパラフィン包埋切
片を作成して 8-nitroGの生成を免疫組織染色



で解析し、染色強度と石綿繊維量との相関を
統計学的に解析した。本研究は、三重大学医
学部研究倫理審査委員会の承認のもとで行
った。 

 
４．研究成果 
 

 (1) MWCNTに曝露したヒト肺上皮細胞に
おける炎症反応と DNA 損傷の分子機構：ヒ
ト肺胞上皮由来の A549 細胞および気管支上
皮由来の HBEpC 細胞を MWCNT で処理し、
8-nitroG の生成を蛍光免疫染色で解析した。
MWCNT は A549 細胞(図２)と HBEpC 細胞
の両者で 8-nitroG 生成を誘導した。8-NitroG
生成は、繊維長の長いMWCNT(長さ 5-15 µm)
の方が短いMWCNT (長さ1-2 µm)より強く生
成する傾向があった。 

 
図２ MWCNTで処理した A549細胞に 

おける 8-NitroG生成 
 
8-NitroG生成はエンドサイトーシス阻害剤、
核蛋白 high-mobility group box-1 (HMGB1)と
その受容体 receptor for advanced glycation 
end-products (RAGE)に対する抗体、および
TLR9 の siRNA により抑制された。MWCNT
で処理した細胞の培養上清には HMGB1と二
本鎖 DNA の放出を認めた。免疫細胞染色お
よび免疫沈降法により、MWCNTに曝露した
細胞内では、TLR9がリソソーム内で HMGB1
および RAGE と相互作用することが明らか
になった(図３)。 
 

 
図３ MWCNTで処理した A549細胞に 
おける HMGB1と TLR9の共局在 

(細胞質内の黄色の輝点が共局在を示す) 
 
以上の結果から、MWCNTが肺上皮細胞で

炎症反応と DNA 損傷を起こす機構は以下の
ように考えられる。MWCNTは細胞を傷害し
て HMGB1 と DNA を放出させ、その複合体
が近傍の細胞表面の RAGE に認識される。
HMGB1-DNA 複合体は RAGE を介してリソ
ソームに取り込まれ、TLR9が CpG DNAを認
識して活性化され、NO 産生などの炎症反応
と DNA損傷を起こす (図４)。本研究により、
MWCNT による炎症反応と遺伝毒性に TLR9
が関わる可能性を初めて明らかにした(Part 
Fibre Toxicol 2016)。この機構はMWCNTによ
る新規発がん機構と考えられる。 
 

図４ MWCNTによる DNA損傷機構 
 
(2) カーボンブラック(CB)に曝露した培養
細胞における DNA 損傷の解析：粒径の異な
る CB (一次粒径 56 nmおよび 95  nm、それ
ぞれ CB56、CB95 とする)を RAW264.7 マウ
スマクロファージ培養細胞と A549 細胞に添
加して 8-nitroGの生成を検討した。その結果、
CB56 より CB95 の方が強い NO 産生と
8-nitroG 生成を起こす傾向があった。また
CB95 の方が CB56 より有意に多く細胞内に
取り込まれ、その過程にはクラスリン依存性
のエンドサイトーシスが関わると考えられ
た。以上の結果から、CB による炎症反応に
はリソソームが関与し、毒性発現には適当な
粒径や形状が存在する可能性が考えられる 
(論文投稿中)。 

(3) 酸化インジウム(In2O3)に曝露した培養
細胞における DNA 損傷の解析：RAW264.7
細胞に In2O3 のナノ粒子を添加すると 
8-nitroG の生成が認められた。8-NitroG の生
成は誘導性 NO合成酵素(iNOS)およびエンド
サイトーシスの阻害剤で抑制された。
8-NitroG 生成は Tlr9 および Hmgb1 に対する
siRNAでも抑制された。以上の結果から、イ
ンジウム化合物による炎症反応と遺伝毒性
は MWCNT と類似の機構によって起こると
考えられ、呼吸器の発がんや線維化に寄与す
る可能性が示唆された。 

(4) インジウム化合物に曝露したラット肺
における遺伝子発現の解析：インジウム化合
物(In2O3および ITO)を気管内投与したラット
の肺組織における遺伝子の発現をマイクロ
アレイで網羅的に解析した。In2O3および ITO
により有意に発現が 2倍以上変動した遺伝子
はそれぞれ 420 種(281 種増加、139 種減少)



および 1368 種(784 種増加、584 種減少)であ
った。特にリソソームに存在する分子として、
プロトンポンプのサブユニット、カテプシン、
DNA分解酵素、リパーゼなどの遺伝子発現が
有意に増加していた。また、多数のサイトカ
インやケモカイン類の発現量も増加してい
た。前述の培養細胞の実験結果と合わせて、
インジウム化合物による毒性発現には、リソ
ソームが重要な役割を果たしている可能性
が考えられる。 
 (5) ヒト肺における石綿繊維量と DNA 損
傷との関連：ヒト肺組織における乾燥組織重
量あたりの石綿繊維数と DNA 損傷との関連
について解析した。その結果、8-nitroG の染
色強度が総石綿量(R=0.560, p=0.008)および角
閃石系石綿量(R=0.534, p=0.013)と有意に相関
した。以上の結果から、8-nitroGなどの DNA
損傷塩基は、石綿の曝露量および発がんリス
クの評価指標として応用できる可能性が考
えられた(J Occup Health 2014)。 
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