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研究成果の概要： 
HTLV-1不死化T細胞株MT-2にアスベスト繊維の一種であるクリソタイルを低濃度長期曝
露しクリソタイル耐性を獲得した細胞株を樹立することにより，アスベスト繊維曝露は
CD4 陽性 T 細胞の IFN-γ産生を抑制する一方で，IL-10，TGF-β1 産生を促進することを示
唆した。耐性株では Th1 型の T 細胞に発現しており細胞遊走に関わるケモカインレセプタ
ーCXCR3 の発現低下も生じており，アスベスト曝露による抗腫瘍免疫の減衰を推察できた。 
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１．研究開始当初の背景 
アスベスト（石綿）繊維は安価で耐久性，保
温性，電気絶縁性などの優れた性質を有する
ため多くの工業製品や建築資材に用いられ
てきた。しかしながらアスベスト曝露による
悪性中皮腫の発症が 2005 年に社会問題とな
り，その使用は厳しく禁止されることとなっ
た。また，悪性中皮腫は潜伏期間が 30〜50
年と長期に渡り，低濃度曝露であっても発症
することから，これまでのアスベスト使用量
から予想される患者数は増加を続け 2030 年

頃にピークを迎えると懸念されていた。この
問題を解決すべく，アスベスト曝露による中
皮細胞の発癌機構や，アスベストを取り込ん
だ肺胞マクロファージから産生される炎症
性物質の発癌への関与など様々な研究が行
われていたが，免疫担当細胞へのアスベスト
曝露と抗腫瘍免疫減衰の関連性は未解明で
あった。その上，中皮腫の治療としては外科
療法、放射線療法、化学療法発症を施される
が，進行が速く予後が悪い疾患のため早期的
な診断が重要視されており，免疫担当細胞へ
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のアスベスト曝露によって発現変動する分
子を同定し，新たな診断指標を確立すること
に期待が持たれた。 
 
２．研究の目的 
アスベスト繊維の骨格構造である珪酸吸入
曝露によって生じる珪肺症は全身性エリテ
マトーデス（SLE）や強皮症などの自己免疫
疾患を合併することが知られており，我々は
これに珪酸曝露によって慢性的に活性化さ
れた CD4 陽性 T 細胞が介在していることを
報告してきた。しかしながら，珪酸金属塩で
あるアスベスト繊維が免疫系に及ぼす影響
は未解明であり，CD4 陽性 T 細胞への曝露は
免疫異常を誘発し，腫瘍発生の一因となる抗
腫瘍免疫の減衰を低下させる可能性が考え
られた。興味深いことに，高濃度のアスベス
ト曝露はヒト末梢血単核球（PBMC）や
HTLV-1 不死化 T 細胞株 MT-2（MT-2Org）に
アポトーシスを誘導するが，MT-2Org へ使用
量の高いアスベスト繊維であるクリソタイ
ルを低濃度長期曝露（10 µg/ml，8 ヶ月間以上）
するとクリソタイルが誘導するアポトーシ
スに抵抗性を獲得する。これまでに，このア
スベスト耐性株（MT-2Rst）は Src family kinase
を介するシグナル経路が活性化しており，
IL-10 産生促進，STAT3 のリン酸化によって
抗アポトーシスタンパク質 bcl2 の発現が亢
進し，アスベスト耐性を獲得することを見出
してきた。そこで本研究では，MT-2 細胞を
用い，細胞増殖抑制能を有し T 細胞の活性化
や分化を抑制することにより抗腫瘍免疫を
減衰させる，もうひとつの抗炎症性サイトカ
イン TGF-β1 についてアスベスト低濃度長期
曝露による産生変化を解析するとともに，ア
スベスト耐性株の遺伝子発現変動をスクリ
ーニングし，予防医学的に有用なアスベスト
曝露あるいは中皮腫発症の前段階を示す指
標を同定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）MT-2Org と MT-2Rst の抗炎症性サイト
カイン TGF-β1 の遺伝子発現をリアルタイム
RT-PCR，産生量をELISA法により測定した。
TGF-β1 シグナリングに関与する TGF レセプ
ター2 や smad2，3，4 の発現はリアルタイム
RT-PCR により解析した。TGF-β1 による MT-2
細胞の増殖抑制は[3H]-チミジンの取り込み
により測定した。 
 
（2）MT-2Rst 細胞の TGF-β1 ノックダウンは
レンチウイルスベクターを用いた shRNA に
より行った。ノックダウンの効果はリアルタ
イム RT-PCR，ELISA 法により評価した。 
 
（3）健常人および悪性中皮腫症例の血漿中
IL-10 および TGF-β1 を ELISA 法により測定

した。PBMC 中に占める制御性 T 細胞の割合
は CD4，CD25，Foxp3 陽性細胞をフローサイ
トメトリー（FACS）で検出することにより求
めた。 
 
（4）すでに確立した方法を用い，HTLV-1 不
死化 T 細胞株 MT-2 にアスベスト繊維の一種
であるクリソタイル AあるいはB を 10 µg/ml
の濃度で 8 ヶ月間以上低濃度長期曝露し，ア
ポトーシス抵抗性を獲得したアスベスト耐
性亜株 MT-2Rst（CA1，CA2，CA3，CB1，
CB2，CB3）を 3 株ずつ樹立した。アポトー
シス誘導の検出は Annexin-V アッセイにより
行った。抗アポトーシスタンパク質 bcl2 の発
現はウエスタンブロッティングにより解析
した。 
 
（5）アスベスト低濃度長期曝露により発現
変動した遺伝子を同定するため DNA マイク
ロアレイ解析を行った。遺伝子発現が 2 倍以
上変動した遺伝子を抽出しクラスター解析
を行った。発現変動した遺伝子は Metacore の
Pathway 解析，Network 解析に供し，抗腫瘍免
疫低下を示唆する遺伝子をスクリーニング
した。 
 
（6）MT-2Org と MT-2Rsts の CXCR3 発現を
リアルタイム RT-PCR，FACS および免疫組織
染色で解析した。IFN-γ産生は ELISA 法によ
り測定した。 
 
（7）ヒト末梢血由来 CD4 陽性 T 細胞を抗
CD3/CD28 抗体で刺激し，IL-2 存在化で培養
する際に 10，25，50 µg/ml のクリソタイルを
1ヶ月間曝露しCXCR3の発現を FACSにより
モニターした。 
 
４．研究成果 
（1）抗炎症性サイトカイン TGF-β1 遺伝子発
現および産生量は MT-2Rst で有意に高まって
いた。TGF レセプター2 は遺伝子発現が
MT-2Rst でやや低下（p = 0.06）しており，そ
の下流に存在する smad2，3，4 の遺伝子発現
は MT-2Rst で有意に低下していた。更に，
MT-2Org および MT-2Rst を 0.5，5，10 ng/ml
の TGF-β1 で処理し，細胞増殖を[3H]-チミジ
ンの取り込みによって測定した結果，
MT-2Org の細胞増殖は有意に抑制されたが，
MT-2Rst の TGF-β1 による細胞増殖抑制は認
められなかった。この結果から，MT-2 細胞
はアスベスト低濃度長期曝露によって
TGF-β1 産生促進，TGF-β1 への低感受性を誘
導し細胞増殖の抑制を受けなくなることが
示された。TGF-β1は腫瘍細胞から産生され，
T 細胞や NK 細胞の細胞増殖を抑制し抗腫瘍
免疫を減弱させるため，アスベスト低濃度長
期曝露によって腫瘍部位に TGF-β1 による細



 

 

胞増殖抑制を受けないT細胞が動員されると，
腫瘍細胞の増殖や進展を促進すると推測さ
れた。 
 
（ 2）アスベスト低濃度長期曝露による
TGF-β1 産生促進を解明するため，TGF-β1 遺
伝子を標的とした shRNA をレンチウイルス
ベクターにより MT-2Rst で発現させた。その
結果，TGF-β1 への感受性を検討するために
必要となる TGF-β1 遺伝子発現および産生量
が著しく低下した細胞株を得ることが出来
た。 
 
（3）健常人（n = 8），悪性中皮腫症例（n = 8）
の血漿中 IL-10 および TGF-β1 を測定した結
果，TGF-β1 は悪性中皮腫症例で有意に高値
であった。TGF-β1 は CD4 陽性 CD25 陰性 T
細胞から CD4陽性 CD25陽性の制御性T細胞
を誘導することが知られているため，PBMC
中に存在する CD4，CD25，Foxp3 を発現した
制御性 T 細胞を FACS により解析したが，健
常人と悪性中皮腫症例の間に有意差は認め
られなかった。血漿中の TGF-β1 が末梢血中
の制御性T細胞誘導に直接関与しているとは
言えなかったが，制御性 T 細胞のサイトカイ
ン産生や細胞増殖抑制能に影響している可
能性も考えられ，今後，制御性 T 細胞の機能
について検討していかねばならない。また，
制御性T細胞は腫瘍に浸潤しやすい性質を有
するため，腫瘍部位における制御性 T 細胞の
解析も必要となるだろう。 
 
（4）MT-2Org にクリソタイル A あるいは B
を 10 µg/ml で曝露し続け，曝露開始から 8 ヶ
月を経過した時点でクリソタイル高濃度短
期曝露し，アポトーシス誘導を Annexin-V ア
ッセイで測定した。それぞれ 3 群ずつ曝露し
ており，CA1〜3，CB1〜3 いずれについても
クリソタイル高濃度短期曝露によって誘導
されるアポトーシスが低下しており，クリソ
タイル低濃度長期曝露は一様に MT-2 へクリ
ソタイル耐性を与えることが示された。また，
これまでの実験結果と同様に抗アポトーシ
スタンパク質 bcl2 の発現は MT-2Rsts で高ま
っていた。 
 
（5）MT-2Org と MT-2Rsts の RNA を用いて
行ったマイクロアレイ解析の結果，MT-2Org
に比べて MT-2Rsts 全てで 2 倍以上有意に発
現変動した遺伝子を 162 同定することが出来
た。クラスター解析から，MT-2Rsts はクリソ
タイル低濃度長期曝露によって同じような
遺伝子発現変動を示すが，クリソタイル A 曝
露群に比べてクリソタイルB曝露群でより発
現変動が大きいことが明らかとなった。クリ
ソタイル A とクリソタイル B は主に SiO2と
MgO を含んでいるが，その他の成分として

Fe2O3 や FeO の含有量がクリソタイル B でや
や高く，組成の僅かな違いが MT-2 細胞の遺
伝子発現変動に差を与えたと推察された。元
来，クロシドライトは鉄の含量が高いためク
リソタイルより発癌性が高いと言われてお
り，2 種類のクリソタイルの違いを説明する
上でも，クロシドライト耐性株の樹立を行わ
なくてはならない。Pathway 解析については，
抗腫瘍免疫を高める IFN-γシグナリングの下
流に存在する interferon regulatory factor 9 
(IRF9) ，IFN-stimulated gene factor-3（ISGF3）
の遺伝子発現が MT-2Rsts で有意に低下して
おり，アスベスト低濃度長期曝露によって
IFN-γシグナリングが減弱する可能性が示唆
された。また Network 解析についても，
MT-2Rsts において IRF9 遺伝子が発現制御に
関与しており IFN-γ依存的に発現誘導する
Th1 型のケモカインレセプターCXCR3 の遺
伝子発現の著しい低下が検出された。CXCR3
は 7 回膜貫通型タンパク質であり，リガンド
となるケモカインが豊富に存在する腫瘍部
位へ IFN-γ産生細胞を遊走させ抗腫瘍効果を
発揮するため，アスベスト曝露による抗腫瘍
免疫低下を示すマーカーとして CXCR3 を選
択し有用性を検討した。 
 
（6）MT-2Org，MT-2Rsts の CXCR3 遺伝子発
現は DNA マイクロアレイの結果と同様であ
り，MT-2Rsts で有意に発現低下していること
が確認できた。FACS 解析，免疫組織染色か
らも細胞膜上でのタンパク質レベルの
CXCR3 発現が MT-2Rsts で著しく低下してい
ることが明らかとなった。また，IFN-γ産生は
CXCR3 発現と相関しており，MT-2Rsts で有
意に低下していた。この結果から，遺伝子レ
ベルの推測をタンパク質レベルで確認する
ことが出来た。 
 
（7）培養細胞で示されたように，アスベス
ト曝露が CXCR3 発現を低下させることをよ
り強く支持するため，健常人末梢血 CD4 陽性
T 細胞へクリソタイル B 長期曝露を行い
CXCR3 発現の FACS による解析を行った。健
常人末梢血 CD4 陽性 T 細胞を抗 CD3/CD28
抗体により刺激し，IL-2 を含む培地にクリソ
タイルを 10，25，50 µg/ml で添加し曝露を一
ヶ月間続けた。その結果，クリソタイル長期
曝露によって CXCR3 発現の低下が認められ
た。T 細胞へのアスベスト長期曝露は CXCR3
の発現を低下させると推察され，今後 CXCR3
発現の低下した細胞における IFN-γ産生の測
定や，悪性中皮腫症例における PBMC 中の
CXCR3 発現を解析することにより，CXCR3
発現をアスベスト曝露による抗腫瘍免疫低
下を示すマーカーとして確実なものにでき
るといえよう。 
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