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研究成果の概要（和文）：石綿やシリカなどの微細粒子は細胞の炎症性応答を生じ、様々な疾患

の原因となる。本研究では微細粒子による細胞の炎症性サイトカイン産生機序について検討し

た。サイズを分けたシリカおよびサイズの明確なラッテクスビーズにより貪食能の高いマクロ

ファージを刺激し、炎症性サイトカイン IL-1βの産生を検討した結果、細胞には粒子の大きさ
に依存した異なる IL-1β産生経路があることを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：Small particles, such as asbestos and silica, cause inflammatory 
cellular responses, leading to various types of diseases. In this study, we investigated 
production mechanism of pro-inflammatory cytokine IL-1β. Using size-fractionated silica 
particles and size-defined latex beads as stimulators, it was indicated that bone 
marrow-derived macrophages use distinct cellular pathway of IL-1β production in a 
particle size-dependent manner. 
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１．研究開始当初の背景 
	 マクロファージ（Mφ）/樹状細胞（DC）
は微生物だけでなく、外来性の物質や生体内
の死細胞など多様な物質を捕捉する。近年注
目される石綿、カーボンナノチューブ、酸化
チタンやシリカ等に代表されるナノ物質や、
それらによって傷害された細胞も Mφ/DC
によって捕捉される。ナノ物質はサイズが小
さいが故に特有な性質 (サイズ効果)を持つ
ことが懸念されている (Oberdorster et al., 
2005, Environmental Health Perspectives 
113, 823-839)が、その詳細は明らかではない。
最近、Mφ/DCに取り込まれたシリカ、アス
ベストおよびミョウバン結晶などが
Inflammasomeを構成するNLRP3を活性化
し、炎症性サイトカイン IL-1βの産生を起こ

すことが報告され  (Destert et al., 2008, 
Science, 320, 674-677)、このシグナルの上流
には細胞内の Reactive oxygen species 
(ROS)または cathepsin Bが関与している事
も示唆されている。しかしながら、これらの
知見は広範な粒子サイズの混合物を対象と
した研究であり、ナノ物質のサイズ効果は明
らかではない。一方で、物性面の研究より、
20〜30 nm以下のナノ物質では、結晶あたり
の表出原子数割合の指数的な増加が認めら
れ、同時に熱力学的に安定なナノサイズ特有
の結晶構造をとることも示されている 
(Auffan et al., 2009, Nature Nanotech., 4, 
634)。したがって、このようなナノ物質特有
の物理化学的特性が生物活性・毒性を担う可
能性が考えられるが、その生物学的データは
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示されていない。我々は、平成 17-19年度に
産業技術総合研究所からの委託事業「ナノ粒
子の安全性評価方法の標準化」において、
種々のナノ物質の生物活性を細胞からのサ
イトカイン産生を指標に検討してきた。この
中で、ナノ物質に対して応答する細胞種が異
なることを見出した（平成１９年度経済産業
省委託事業-基準認証研究開発事業「ナノ粒子
の安全性評価方法の標準化」報告書参照）。
この結果より、細胞株によって異なるナノ物
質応答機構が存在することが強く示唆され
た。 
 
２．研究の目的 
	 上記の過程で、シリカ粒子を分級（サイズ
による分画）しこれらを貪食性の優れた骨髄
由来 Mφ（BMDM）に加えた場合、サイズの小
さなものに細胞内空胞の肥大化の形態変化
および炎症性サイトカイン IL-1βの産生昂進
を認めた。また、サイズの異なるラッテクス
ビーズ（LxB）においても同様の結果を得た。
これらの知見を基に、粒子サイズによる細胞
応答経路の違いを詳細に検討し、細胞レベル
でサイズ効果の実体を明らかにすることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
	 BMDM はマウス骨髄細胞より M-CSF を含む
L929 細胞の培養上清を用いて誘導した。粗シ
リカより 1.200	 nm 径のものをコンパクター
により、また粗シリカを懸濁した水分散液を
遠心(10,000	 x	 g,10 分)した上静より微細シ
リカを調製した。これらの粒子サイズは動的
散乱法にて測定した。また、粒子として径の
明確な 1,000、100 および 20	 nm の LxB を用
いた。BMDM をこれらの粒子と LPS で刺激し、
産生されるサイトカインを測定すると共に、
電顕等で細胞の形態および粒子の局在を検
討した。IL-1β産生経路を同定する為に、
cathepsin	 B 阻害剤（CA-075Me）および ROS
産生阻害剤（NAC、DPI）を用いた。また、
cathepsin	 B の働きは同遺伝子欠損マウス由
来 BMDM を用いて確認した。オートファゴソ
ームの形成は LC3-GFP トランスジェニックマ
ウス由来 BMDM を用いて検討した。	 
	 
４．研究成果	 
	 始めに BMDM を LPS 存在下で前述の様に分
級した 2つのシリカで刺激したところ、双方
共に炎症性サイトカイン IL-1βの産生を誘導
した。しかし、微細シリカのみで細胞内空胞
の形成を観察した。次に、1,000	 nm、100	 nm
および 20	 nm径の LxBで BMDMを刺激すると、
1,000	 nm および 20	 nm 径 LxB は共に IL-1βの
産生を誘導したが、後者のみで空胞の形成が
見られた。この過程で、100	 nm 径 LxB は IL-1β
の産生を誘導せず、1,000	 nm および 100	 nm

径 LxB はエンドソーム内に、20	 nm 径 LxB は
主に細胞質内に存在することが明らかとな
った。次に、LxB による IL-1β産生に対する
細胞外 K+および NLRP3 欠	 失の影響を検討し
た。その結果、1,000	 nm および 20	 nm 径 LxB
による IL-1β産生は共に顕著に低下した。続
いて、IL-1βの産生には細胞	 内の活性酸素種	 
(ROS)および cathepsin	 B が働くことが知ら
れているので、これらに対する阻害剤の影響
を検討した。その結果、ROS	 阻害剤 N-acetyl	 
cysteine	 (NAC)は 1,000	 nm による、cathepsin	 
B 阻害剤 Ca-074-Me は 20	 nm 径 LxB による
IL-1βの産生を阻害した。以上の結果より、
BMDM は LxB に対してサイズ依存的な IL-1β産
生経路を有することが示唆された。	 
	 次に、上記の結果を以下の方法で確かめた。	 
cathepsin	 B 阻害剤が 20	 nm 径 LxB の IL-1β
産生を阻害することから、当該 LxB が
cathepsin	 B の食胞からの漏出を生しる可能
性が考えられた。そこで、BMDM を 1,000 およ
び 20	 nm 径 LxB で刺激したところ、後者での
み細胞内に活性化 cathepsin	 B が存在する事
を蛍光基質を用いて確認した。さらに、
cathepsin	 B および D 欠失マウス BMDM では、
20	 nm 径 LxB による IL-1β産生が cathepsin	 B
欠失 BMDM でのみ減少する事を確認した。一
方で、1,000	 nm 径 LxB による IL-1β産生は ROS
阻害剤の影響を受けることから、ROS の産生
誘導を DHR-123 により検討したところ、
1,000nm 径 LxB に強い ROS 産生を認めた。ROS
産生源としてミトコンドリア(mt)を想定し、
刺激後の mt の挙動(体積および膜電位)を蛍
光基質を用いて検討したところ、1,000	 nm 径
LxB では弱いダメージを受けた mt が増加し、
20	 nm 径 LxB では強く傷害された mt が認めら
れたがその体積は大きく減じていた。よって、
1,000	 nm	 LxB の場合は呼吸能をある程度維持
した傷害 mt が ROS の産生源であると予想さ
れた。一方	 で、20	 nm 径 LxB は LC3-GFP マウ
ス由来 BMDM において多数のオートファゴゾ
ームを誘導することから、強く傷害を受けた
mt はこの機構により除去されると考えられ
た。以上の結果より、BMDM の IL-1β産生に粒
子のサイズに依存した経路が存在する事を
明らかにした（下図参照）。	 
	 これらの結果は、前述のナノ物質における
サイズ効果の機構を細胞側から説明する糸
口を与えるものである。また、これまでの微
粒子による炎症応答に関する多くの論文は
それらの粒子サイズ分布の重要性に着目し
ていない。このことが、幾つかの相反する結
果を導いている可能性がある。 
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