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研究成果の概要（和文）：大気中浮遊微粒子はヒトに発がん性があり、粘膜付着や肺への進入により炎症を起こ
す。本研究では、黄砂を曝露したマウスの肺に炎症が認められた。また、酸化DNA損傷マーカーの8-oxodGの増加
や、ニトロ化DNA損傷マーカーの8-ニトログアニンの増加が示された。プロテオーム解析では、黄砂曝露により
発現量の増減がみられるタンパク質が見つかった。抗酸化および抗腫瘍に関わるタンパク質のひとつが増加傾
向、癌抑制に関わる可能性とヒト肺腫瘍での減少が報告されているタンパク質のひとつが減少傾向にあることが
分かった。以上、黄砂曝露によって炎症と酸化ニトロ化DNA損傷が起こる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Particulate matter in air pollution is estimated to carcinogenic to humans 
by the International Agency for Research on Cancer.  In this study, we found that intranasal 
exposure to Asian sand dust caused inflammation in murine lung.  We demonstrated that 8-oxodG, 
oxidative DNA damage, and 8-nitroguanine, nitrative DNA damage, were increased in lung tissues of 
mice exposed to Asian sand dust, by histochemical analysis.  The proteomic analysis revealed several
 tens of up-regulated or down-regulated proteins by Asian sand dust.  One of up-regulated proteins 
was identified to the protein that was reported to have relevance to anti-oxidation and anti-tumor. 
 One of down-regulated proteins was identified to the protein that was reported the possibility of 
anti-tumor and decrease in human lung tumor.  These suggest that Asian sand dust induces oxidative 
and nitrative DNA damage in the lung via inflammation.
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１．研究開始当初の背景 
中国大陸内陸部の砂漠地帯から飛来す

る黄砂は、地球規模で進んでいる砂 漠 広 域
化や気象変化にともない、飛来の頻度や地
域が増加している。日本には主として春に黄
砂が飛来するが、燃焼由来の浮遊粒子状物質
も飛来する。中国大陸における急速な経済発
展にともなう大気汚染物質の増加や越境汚
染が深刻な問題となっており、今後さらに健
康被害が拡大する可能性が高い。国際がん
研究機関 IARC は、大気汚染ならびに浮遊
粒子状物質を「ヒトに発がん性あり (グル
ープ 1)」に分類されている (Lancet Oncol., 
2013)。世界中では 2010 年に約 22 万 3 
千人が大気汚染 による肺がんで死亡してお
り (IARC Scientific Publication No.161, 
2013)、予防対策が急務である。 
浮遊粒子状物質は、黄砂などの土壌成

分と石炭やディーゼルなどの燃焼由来の微
粒子を含む。粒径 2.5 μm 以下の粒子状物
質 (PM 2.5) には燃焼由来成分が多く、粒径 
2.5-10 μm には土壌成分が多い。日本に飛
来する黄砂は粒径が数 μm で肺に進入する
ことから (Bailey et al. Ann. Occup. Hyg., 
1982)、 燃焼由来と土壌由来の両方の成分が
肺に障害を及ぼす可能性がある。 
黄砂の主成分の二酸化ケイ素は「ヒト

に発がん性あり」(IARC グループ 1) に分類
され、黄砂自体も発がん性が強く疑われるが
評価はされていない。飛来黄砂は、二酸化ケ
イ素のほか各種の微量金属を含み、土壌中の
微生物由来成分や飛来経路の燃焼由来大気
汚 染 物 質などを吸着しており、多くの混合
物である。微量金属は酸化ストレスの要因
となる可能性があり、微生物由来成分はア
レルギー性炎症の要因となる可能性がある。 
 

２．研究の目的 
我々は、炎症条件下では一酸化窒素 

(NO) などの活性窒素が産生され、変異誘発
性の酸化 DNA 損傷塩基の 8-oxodG（別名
8-OHdG）やニトロ化 DNA損傷塩基 8の-ニトロ
グアニンが生成することを報告してきた。8-
ニトログアニンは、慢性炎症を介したがんで
は、がん好発部位に発がん前 に 生 成 す る
(Kawanishi et al. Biol. Chem. 2006)。さ
らに 8-ニトログアニンは、変異型 KRAS によ
る NO 合成酵素 (iNOS) の異常活性化を介
してマウス肺腫瘍部位に生成すること 
(Ohnishi et al. BBRC. 2011)、炭素系ナノ
素材に曝露したヒト肺由来培養細胞に生成
すること(Guo et al. Toxicol Appl Pharmacol. 
2012) を報告してきた。 
本研究では、黄砂など大気汚染物質によ

る肺の障害作用、炎症、DNA 損傷を解析して、
発がんリスク評価と予防対策に繋がる基礎

的知見を得ることを目的としている。 
 

３．研究の方法 
（１）黄砂土壌採集 
中華人民共和国の黄砂発生地近くにお

いて、黄砂塵の元になると思われる土壌を採
集して持ち帰った。土壌は、試験研究目的の
持ち込みとして輸入禁止品輸入許可申請手
続きをあらかじめ行い、植物防疫法に基づき
農林水産大臣の許可を受けて輸入した。 
（２）マウス曝露実験 
正常マウスに黄砂などを鼻から投与し

た後、麻酔下で屠殺して解剖し、肺組織を採
取した。肺組織は一部をホルマリン固定、残
りは凍結保存して解析に用いた。 
（３）細胞曝露実験 
ヒト肺由来の細胞株と炎症細胞を培養

し、粒子状物質などを曝露した後、細胞を回
収し、DNA、タンパク質を抽出して解析を行
った。顕微鏡観察用シャーレで培養した細胞
に、被験物質を曝露した後、免疫染色により
DNA 損傷の局在を解析した。 
（４）単離 DNA 損傷実験 
大気汚染物質などを、中性緩衝液中試験

管内でプラスミドDNAや放射性標識した単離
DNA と反応させ、電気泳動により DNA 損傷性
を解析した。また、被験物質を仔牛胸腺 DNA
と反応させた後、8-oxodG を定量解析した。 
（５）解析 
① 組織学的解析：ホルマリン固定した肺組
織はパラフィン包埋し、薄切し、ヘマト
キシリン・エオジン(HE)染色および免
疫染色を行い、顕微鏡観察した。炎症所
見、DNA 損傷および関連因子の局在を解
析した。 

② プロテオーム解析：肺組織からタンパク
質を抽出し、蛍光標識 2次元ディファレ
ンスゲル電気泳動(2D-DIGE 法)によっ
て発現変動の解析を行った。別に 2次元
電気泳動を行い、CBB 染色して切り取っ
たスポットからタンパク質を抽出し
て、トリプシンによって消化処理し、
ペプチドを MALDI/TOF/TOF で解析し、
ペプチドマスフィンガープリンティン
グ法による同定を行った。 

③ 8-oxodG 定量解析：肺組織および細胞か
らは、8-oxodG 測定用の市販キットを用
いて DNA を抽出した。単離 DNA 損傷実験
では、エタノール沈殿により被験物質を
除去し、DNA を回収した。これら DNA を
酵素処理して、ヌクレオチドに分解し、
電気化学検出器付 HPLC により解析した。
8-oxodG 生成量はピーク面積から dG に
対する比として求めた。 

 
４．研究成果 



（１）黄砂投与マウスにおける肺障害 
組織学的解析により、黄砂投与群の肺組

織で炎症性細胞の浸潤と肺胞壁の肥厚が見
られ、肺障害性を確認できた。肺組織の免疫
染色により 8-oxodG の生成、iNOS の発現が傾
向として認められた。この結果から、黄砂の
吸入により肺組織に炎症が起こり、iNOS が発
現して NO などの活性種が生成し、酸化的 DNA
損傷が生じると考えられる。8-oxodG は変異
原性があることから、黄砂の曝露は発がんに
関与する可能性が示された。さらに、肺組織
から抽出したタンパク質を、二次元電気泳動
法による発現差解析2D-DIGEおよび質量分析
装置 TOF/MS/MS により解析した結果、抗酸化
および抗腫瘍に関わるタンパク質のひとつ
が増加傾向にあり、酸化的損傷に対する防御
反応と推察された。また、癌抑制に関わる可
能性とヒト肺腫瘍での減少が報告されてい
るタンパク質のひとつが減少傾向にあり、黄
砂の肺腫瘍への関与を示唆するものと推察
された。 
（２）微粒子の曝露による DNA 損傷 
微粒子は吸入曝露による発がんリスク

が懸念される。ナノ素材として最近利用が増
えているカーボンブラックや多層カーボン
ナノチューブなどは、吸入曝露した実験動物
に癌を引き起こす。粒子径が 56nm と 95nm の
カーボンブラックを培養細胞に曝露した実
験では、カーボンブラックが細胞に取り込ま
れて NO が産生し、8-ニトログアニン生成が
増加することを明らかにした。また粒子径に
よって結果が異なることを示した。多層カー
ボンナノチューブを培養細胞に曝露した実
験では、労働現場で起こりうる条件下で 8-
ニトログアニンの生成が有意に増加し、その
過程に TLR9 が関与することを初めて明らか
にした。 
（３）大気汚染物質による DNA 損傷 
大気汚染物質の成分に含まれるナフタ

レン、ナフトキノンおよびヒドロキシナフタ
レンは、飛来黄砂の粒子に付着している。ナ
フタレンは「ヒトに発がんの可能性あり」
(IARC グループ 2B) に分類されており、ナフ
トキノンおよびヒドロキシナフタレンはナ
フタレンが生体内で代謝されてできる成分
でもある。本研究では、ナフトキノンおよび
ヒドロキシナフタレンについて、DNA 損傷性
と機序を解明するため、放射性標識した単離
DNA 断片を用いて解析した。1,2-ヒドロキシ
ナフタレンと 1,4-ヒドロキシナフタレンは、
銅イオン存在下で濃度依存的に酸化的DNA損
傷をもたらした。生体内還元物質 NADH を添
加すると、1,2-ナフトキノンは顕著に DNA を
損傷したが、1,4-ナフトキノンは損傷しなか
った。これは 1,2-ナフトキノンの方が還元さ
れやすいためと考えられる。この酸化還元特
性から、DNA 損傷機序において、1,2-ナフト

キノン/1,2-ヒドロキシナフタレンの方が重
要である可能性を示した。（論文投稿中） 
 
 以上のように、本研究で、黄砂曝露による
肺障害性、微粒子や大気汚染物質による酸化
的DNA損傷性とその機序の一端が明らかとな
ったことは、黄砂の発がんリスクを評価する
うえで有用な知見となることが期待される。 
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