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研究成果の概要（和文）：　アスベストは肺がんや悪性中皮腫を引き起こすことが知られている。我々はアスベ
スト曝露が腫瘍免疫応答を低下させることを提唱しており、本研究では腫瘍免疫応答を抑制する制御性T細胞モ
デルMT-2に対するアスベスト曝露の影響を検討した。その結果、アスベスト短期高濃度曝露がミトコンドリアの
機能を阻害するとともに、活性酸素を介してDNA損傷を引き起こし、MT-2細胞のアポトーシスを誘導することを
明らかにした。また、長期曝露が上流転写因子やDNAメチル化とは独立のメカニズムを介して転写因子FoxP3の発
現を低下させることを見出した。

研究成果の概要（英文）： Asbestos is known to cause lung cancer and malignant mesothelioma.  We are 
proposing that asbestos inhibit tumor immune responses. In this study, we studied effect of exposure
 of asbestos on MT-2 as a regulatory T cell model. It was revealed that short-term exposure with 
high-dose asbestos induces mitochondrial dysfunction and DNA damage, and that long-term exposure of 
low-dose asbestos reduces transcription factor FoxP3 expression through the mechanisms independent 
of upstream transcription factors and DNA methylation.

研究分野： 衛生学

キーワード： アスベスト　腫瘍免疫　アポトーシス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 アスベストは建築資材などに利用されて
きたが、悪性中皮腫や肺がんを引き起こすこ
とが明らかとなり現在では使用が禁止され
ている。しかしながら、アスベストを使用し
た既存の建物の解体や震災後の瓦礫処理な
どにより今後もアスベスト曝露によるがん
患者数は増加すると考えられている。アスベ
スト曝露によるがん発症のメカニズムとし
ては、アスベストにより発生する活性酸素種
が DNA 損傷を引き起こすことが知られてい
るが、我々はこれに加えてアスベスト曝露が
腫瘍免疫を低下させることによりがんの成
長する体内環境を形成することを提唱して
いる。腫瘍免疫システムには様々な細胞が関
与することが知られており、CD8T 細胞や
NK/NKT 細胞は体内で発生するがん細胞を
攻撃する。一方、制御性 T 細胞は免疫応答の
抑制を司り、過剰な免疫応答を抑制すること
で免疫機構の恒常性を維持する細胞として
知られているが、腫瘍免疫においてはがん細
胞への攻撃を抑制し、がんの発症を促進する
と考えられている。我々は制御性 T 細胞に対
するアスベスト曝露の影響を検討するため、
制御性 T 細胞に由来する不死化細胞株 MT-2
を用いて、高濃度短期（1-2 日）および低濃
度長期のアスベスト曝露（8 ヶ月以上）の影
響を検討した。その結果、高濃度短期曝露は
MT-2 細胞のアポトーシス誘導すること、低
濃度長期曝露は IL-10 や TGFなどの抑制性
サイトカインの産生を増加させるとともに、
高濃度短期曝露への抵抗性を付与すること
を明らかにした。そこで、アスベスト低濃度
長期曝露による細胞の性質の変化の詳細を
明らかにするため、各種の遺伝子発現を検討
したところ、アスベスト長期曝露によりフォ
ークヘッド転写因子 FoxO1 と FoxP3 の発現
量が低下することを見出した。FoxO1 と
FoxP3 は制御性 T 細胞分化の調節やアポト
ーシスを誘導することが報告されているこ
とから、FoxO1 と FoxP3 の高発現やノック
ダウンを用いて MT-2 細胞のアポトーシス誘
導過程におけるこれらの転写因子の役割を
検討したところ、両転写因子がアスベスト高
濃度短期曝露によるアポトーシス誘導を担
うことを示す結果を得ている。しかしながら、
免疫細胞におけるアスベスト高濃度短期曝
露によるアポトーシスの誘導経路に関する
詳細な情報は少なく、これらの転写因子の発
現低下がアスベスト抵抗性をもたらす具体
的な作用点は明らかになっておらず、また、
アスベスト低濃度長期曝露が遺伝子発現を
変化させる仕組みについても不明な点が多
く残されている。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究から我々はアスベスト長
期曝露が FoxP3 や FoxO1 などの転写因子の
発現低下を介して制御性T細胞の性質を変化
させ、アスベスト短期曝露によるアポトーシ

スを回避させることを見出している。これら
の結果はアスベスト曝露を受けた生体内で
制御性 T 細胞機能が亢進し、腫瘍免疫を低下
させる可能性を示しており、アスベスト長期
曝露が制御性 T 細胞に与える影響の解明は、
アスベスト曝露に起因するがんの発症の予
防や診断、新たな治療法の開発への重要な手
がかりとなることが期待される。しかしなが
ら、アスベスト短期曝露が細胞のアポトーシ
スを誘導する仕組みやアスベスト長期曝露
が FoxP3 を始めとする各種の遺伝子発現を
変化させるメカニズムについてはほとんど
明らかにはなっていない。即ち、これまでの
アスベスト短期曝露の影響の解析は主に上
皮細胞株や中皮細胞株を用いて行われてお
り、アスベストが免疫細胞のアポトーシスを
誘導するメカニズムの詳細な研究はほとん
ど行われていない。また、FoxP3 は制御性 T
細胞のマスターレギュレーターとして免疫
学の基礎研究において注目されており、その
発現調節機構に関する多くの研究が行われ
ているものの、アスベストを始めとする環境
因子による発現調節機構の研究はほぼ皆無
である。そこで、本研究ではアスベスト高濃
度短期曝露が免疫担当細胞のアポトーシス
を誘導する経路を詳細に検討するとともに、
アスベスト低濃度長期曝露による FoxP3 の
発現低下のメカニズムを解析し、制御性 T 細
胞に対するアスベストの短期および長期曝
露の影響を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)アスベスト短期曝露によるアポトーシス
誘導経路の解析 
 これまでに中皮細胞株や上皮細胞株を用
いてアスベスト曝露によるアポトーシスを
誘導経路の研究が行われている。これらの細
胞ではアスベスト曝露はミトコンドリア機
能を低下させるとともに活性酸素を産生し、
DNA 損傷や小胞体ストレスなど様々なアポ
トーシス誘導経路を活性化することが報告
されている。そこで、中皮細胞株や上皮細胞
株を用いて得られた情報を参考に MT-2 細胞
におけるアポトーシス誘導経路を以下の方
法で解析した。 
①ミトコンドリア活性の検討 
 ミトコンドリア活性に依存してミトコン
ドリア内に移行し、赤色の蛍光を発する蛍光
指示薬 JC1 を用いて MT-2 細胞を染色し、フ
ローサイトメトリーを用いてミトコンドリ
ア活性の低下した細胞の割合を解析した。 
② DNA 損傷機構の解析 
 DNA 損傷はその損傷の種類により特異的
なシグナル伝達を誘導することが知られて
いる。そこで、ヒストン H2AX を始めとする
DNA 損傷のシグナル伝達分子に対する抗体
を用いてイムノブロット解析を実施し、アス
ベスト曝露による DNA 損傷の有無とそのシ
グナル伝達経路を検討した。 
③小胞体ストレスの解析 



 小胞体ストレスは正常なフォールディン
グを受けなかった異常な構造をもつタンパ
ク質が小胞体内に蓄積されることにより誘
導される。そこで、小胞体分子シャペロン
Bip を始めとする各種の小胞体ストレスのシ
グナル伝達分子に対する抗体を用いたイム
ノブロット解析を行い、アスベスト曝露によ
る小胞体ストレス誘導の有無を検討した。 
（2) FoxP3 発現調節機構の解析 
 FoxP3 の発現調節機構に関する様々な成
果が報告されており、FoxP3 の発現制御には
各種の転写因子の作用と FoxP3 プロモータ
ー・エンハンサー領域の DNA メチル化修飾
が重要であることが知られている。そこで、
以下の方法によりアスベスト長期曝露によ
る FoxP3 発現低下の分子機構を解析した。 
①レポーターアッセイによる上流転写因子
の解析  
 MT-2 細胞よりゲノム DNA より FoxP3 の
転写調節を担うプロモーター領域とエンハ
ンサー領域を PCR 法により増幅し、ルシフ
ェラーゼ cDNA の上流に挿入した FoxP3 レ
ポータープラスミドを作成した。本プラスミ
ドを MT-2 親細胞とアスベスト長期曝露細胞
に導入し、アスベスト長期曝露による FoxP3
発現低下をもたらす転写調節領域を検討し
た。 
②DNA メチル化の解析  
 MT-2 親細胞とアスベスト長期曝露細胞か
ら精製したゲノム DNA をバイサルフェート
処理したのち、PCR によりメチル化修飾を受
ける可能性のある領域を増幅し、プラスミド
ベクターにクローニングした。得られた複数
のクローンの DNA 配列を解析し、両領域の
DNA メチル化レベルを比較した。 
 
４．研究成果 
ミトコンドリア活性への影響 
 ミトコンドリア活性指示薬 JC-1 を用いて、
アスベストの一種であるクリソタイル曝露
が MT-2 細胞のミトコンドリア機能に与える
影響を解析した。その結果、クリソタイルの
濃度依存的にミトコンドリア活性の低下し
た細胞数が増加し、アスベスト曝露が免疫細
胞においてもミトコンドリア機能を低下さ
せることが明らかになった。さらに、他のア
スベスト種の作用も検討したところ、クリソ
タイルと同様にクロシドライトも MT-2 細胞
のミトコンドリア活性を低下させることが
示された。 
DNA 損傷の検討  
 DNA 損傷には二本鎖 DNA 切断を始めと
する様々な損傷の形式が知られており、様々
な損傷形式に共通する反応としてはヒスト
ン H2AX や p53 がリン酸化を受けることが
知られている。そこで、MT-2 細胞にクリソ
タイルを加えた後、イムノブロットにより
H2AXのリン酸化修飾を検討した。その結果、
クリソタイルの濃度依存的に H2AX のリン
酸化が亢進した。さらに、他のアスベスト種

についても検討したところ、クロシドライト
によっても H2AX のリン酸化は誘導された
ことから、アスベスト曝露が MT-2 細胞の
DNA損傷を誘導することが明らかになった。
そこで、アスベスト曝露による DNA 損傷の
形式を検討するため、二本鎖 DNA 切断によ
りリン酸化を受けるタンパク質リン酸化酵
素 Chk2 と一本鎖切断により誘導される
Chk1 のリン酸化特異抗体を用いたイムノブ
ロットを行った。その結果、アスベスト曝露
により Chk2 のリン酸化が誘導されることが
見出された。なお、Chk1 のリン酸化は検出
されなかった。アスベスト曝露は MT-2 細胞
に二本鎖 DNA 切断を引き起こすことが明ら
かになった。 
小胞体ストレス応答の検討 
 MT-2 細胞にアスベスト曝露を加え、小胞
体ストレスにより発現が誘導されることが
知られている Bip と PDI の発現をイムノブ
ロットにより検討した。その結果、アスベス
ト曝露はこれらのタンパク質の発現を誘導
せず、アスベスト曝露は上皮細胞株とは異な
り MT-2 細胞では小胞体ストレスを誘導しな
いことが示された。 
FoxP3 レポーターを用いた上流転写因子の
解析 
 FoxP3 の発現には NFAT や FoxO1 などの
各種の転写因子が FoxP3 のプロモーター領
域やエンハンサー領域に作用することが重
要であることが報告されている。そこで、上
記の DNA 領域をルシフェラーゼレポーター
プラスミドに導入した FoxP3 レポータープ
ラスミドを作成し、MT-2 親細胞とアスベス
ト長期曝露細胞にトランスフェクションし
た。発現したルシフェラーゼ活性を測定した
ところ両細胞間に顕著な違いは観察されな
かったことから、アスベスト長期曝露による
FoxP3 の発現低下にはこれらの領域に結合
する転写因子の作用は関与しないことが示
唆された。 
DNA メチル化解析 
 FoxP3 の発現調節に関与することが報告
されているプロモーター領域とエンハンサ
ー領域の DNA メチル化レベルをバイサルフ
ェート・シークエンス法により比較した。そ
の結果、MT-2 親細胞とアスベスト長期曝露
細胞の両者でプロモーター領域はほとんど
DNA メチル化を受けていないのに対し、エ
ンハンサー領域は高度にメチル化を受けて
いることが明らかになった。しかしながら、
親細胞とアスベスト長期曝露細胞間でこれ
らの領域のメチル化レベルに顕著な違いは
観察されず、アスベスト長期曝露による発現
低下にこれらの領域の DNA メチル化は関与
しないことが示された。 
 以上の結果から、アスベスト曝露は MT-2
細胞では主にミトコンドリアの傷害と DNA
損傷を誘導し、小胞体ストレスは誘導しない
ことが示された。これらの結果に加えて、こ
れまでに我々はアスベスト曝露が MT-2 細胞



内のミトコンドリアからの Cytochrome C の
放出と活性酸素の産生を引き起こすことを
報告しており、今回得られた結果とあわせて、
MT-2 細胞ではアスベスト短期曝露は主にミ
トコンドリアの機能低下と活性酸素による
DNA 損傷を介して細胞のアポトーシスを誘
導することが示唆された。従ってアスベスト
長期曝露細胞における FoxP3 や FoxO1 の発
現低下は、ミトコンドリア機能低下や DNA
損傷のシグナル伝達経路に作用し、高濃度ア
スベストへの抵抗性をもたらすことが考え
られる。一方、アスベスト長期曝露影響のひ
とつである FoxP3 の発現低下のメカニズム
の解析から、アスベスト長期曝露は FoxP3
プロモーター・エンハンサー領域へ作用する
転写因子群や DNA メチル化には影響を与え
ず、これらの発現調節機構とは独立の機構を
介して FoxP3 の発現を低下させることが示
された。FoxP3 の発現調節には上流転写因子
の作用や DNA メチル化に加えて、遺伝子領
域のヒストンのアセチル化やメチル化修飾
が関与することが報告されていることから、
アスベスト長期曝露による FoxP3 の発現低
下にはヒストンの修飾反応が関与する可能
性が示された。今後、本研究の成果に基づき、
ミトコンドリア機能低下や DNA 損傷を起点
とするアポトーシス誘導機構の詳細と
FoxP3 や FoxO1 の役割の検討、FoxP3 を始
めとするアスベスト低濃度長期曝露の影響
を受ける遺伝子の発現調節機構の解析を実
施することにより、腫瘍免疫に対するアスベ
スト曝露の影響が明らかになり、アスベスト
曝露ががんを引き起こすメカニズムの解明
や新たなのがん予防や診断法、治療法の開発
につながる重要な情報が得られることが期
待される。 
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