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研究成果の概要（和文）：疫学調査では大気中の微小粒子状物質による呼吸器疾患・心疾患による死亡率の増大
が危惧されている。大気中の微小粒子状物質を構成する粒子は、大きいもので約10 μm、小さいもので100 nm以
下であり、心血管毒性は粒径が小さいほど強いと考えられている。
そこで本申請課題は、シリカ粒子と酸化亜鉛粒子をモデル材料として用いた解析により、以下2つの新知見を見
出すことに成功した。
シリカ粒子を用いた解析では、直径70 nm以下の粒子がPI3Kシグナルを介し血管を弛緩した。酸化亜鉛ナノ粒子
を用いた解析では、直径100 nmの粒子がレニン-アンジオテンシン系を介し高血圧を惹起した。

研究成果の概要（英文）：This epidemiological investigation is concerned with the increase in death 
rate due to respiratory or cardiac diseases caused by atmospheric microparticles. Atmospheric 
microparticles can be as large as 10 μm and as small as 100 nm in size. The strength of the 
cardiovascular toxicity is considered to be inversely proportional to the size of the particle.
In the present study, we succeeded in finding two new results by analyses using silica particles and
 zinc oxide particles as model materials. In the analysis using silica particles, particles less 
than 70 nm in diameter relaxed blood vessels via the PI3K signaling pathway. In the analysis using 
zinc oxide particles, particles less than 100 nm in diameter caused high blood pressure via the 
renin-angiotensin system. 

研究分野： ナノ毒性学
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１． 研究開始当初の背景 
疫学調査によると、大気中の微小粒子状物

質はヒトの呼吸器疾患・心疾患による死亡率
を増大させる危険因子であることが危惧さ
れている。 
大気中の微小粒

子状物質の大きさ
は、大きいもので
約 10 µm、小さいも
ので 100 nm 以下で
あり、サイズが小
さい程体の深部へ
と移行・沈着する
（図 1）。心血管毒
性の惹起において
も、粒径が小さくなるほど毒性が強くなると
考えられており、様々なモデル粒子を用いた
研究が活発に進められている。一方で、どの
ような粒子が呼吸器疾患・心疾患を惹起する
のか？に関する実験的エビデンスが圧倒的
に不足しており、粒子の性状と心血管毒性発
現との関連を解明することが望まれている。 
 

２．研究の目的 
 大気中の微小粒子状物質は自然界に存在
する多数の元素で構成されている。北京市の
都市大気粉塵やゴビ砂漠に含まれる成分で
あればケイ素の含有率が最も高く、シリカに
由来する分析結果であると想定される。また、
ヒトが微小粒子状物質を曝露する一日の推
定量は数十 µg 程度であり、単一の成分と考
えればその曝露量は非常に少なく、心血管毒
性を惹起する成分は非常に高い触媒活性を
もつと想定され、本申請課題では金属粒子に
着目した。 
そこで本研究は、シリカ粒子、及び金属粒

子が心血管毒性のリスク因子となるか否か
を明らかにすることを目的に、粒子の性状・
毒性発現・作用メカニズムの三者連関の解明
を試みた。 
 
３．研究の方法 
３－１. 血管の弛緩収縮機能へのシリカ粒

子の影響評価 
5週齢のWistar系雄性ラットから胸部大動

脈を摘出し、幅約 3 mm の血管リング標本を 1
匹あたり 4 つ作製した。血管リング標本は、
マグヌス装置にセットし Krebs-Henseleit 
緩衝液で平衡化の後、各種解析に用いた。血
管収縮の解析は、各血管リング標本へ 3種類
のシリカ粒子（70 nm, 300 nm, 1000 nm）ま
たは 1種類の酸化亜鉛ナノ粒子(100 nm)を処
置し、収縮作用を測定した。なお、陽性コン
トロールは 1 µM のフェニレフリンを用いた。
血管弛緩の解析は、1 µM のフェニレフリンで
強制的に収縮させ血管へ3種類のシリカ粒子
（70 nm, 300 nm, 1000 nm）または 1種類の
酸化亜鉛ナノ粒子(100 nm)を処置し、弛緩作
用を測定した。なお、陽性コントロールには
1 µM のアセチルコリンを用いた。 

３－２. シリカナノ粒子による血管弛緩メ
カニズムの解明 

マグヌス装置にセットされた血管リング
標本へプロスタサイクリン（PGI2）シグナル、
PI3 キナーゼ（PI3K）シグナルの阻害剤を予
め処置し、70 nm のシリカ粒子による血管弛
緩への影響を測定した。PGI2シグナルは、シ
クロオキシゲナーゼ（COX）を Diclofenac で
阻 害 し た 。 PI3K シ グ ナ ル は PI3K を
Wortmannin で阻害し、さらに内皮型一酸化窒
素合成酵素（eNOS）を L-NAME で阻害した。
阻害剤の処置後、1 µM のフェニレフリンで血
管を収縮させ、70 nm のシリカ粒子による血
管弛緩を測定した。 
 
３－３. 酸化亜鉛ナノ粒子の心機能への影

響評価 
 4 週令の BALB/c 雄性マウスへ 100 nm の酸
化亜鉛ナノ粒子を腹腔内へ単回投与し、24・
48 及び 168 時間後の血圧と心拍数を
Tail-cuff 法で測定した。 
 
３－４. 酸化亜鉛ナノ粒子による血圧上昇

メカニズムの解明 
 4週令の BALB/c 雄性マウスへ 100 nm の酸化
亜鉛ナノ粒子を腹腔内へ単回投与し、24・48
または 168 時間後に血液を採取した。血清を
分離し、血清中のレニン活性をラジオイムノ
アッセイ（RIA）法により測定した。 
 
４．研究成果 
４－１. 70 nm のシリカナノ粒子は血管弛緩

を惹起する 
 心血管毒性は細胞障害による影響を除く
と心機能・血管機能へなんらかの影響を与え
ることで症状が現れると考えらえれる。本申
請課題は、粒子自体の作用を明らかにするこ
とが目的であるため、細胞障害や臓器障害が
観察されない処置濃度を予試験により決定
し、まず血管の弛緩収縮への影響を解析した。 
そこで本解析は、ラットより採取した胸部

大動脈を用い血管の弛緩や収縮を粒子が惹
起するか否かを追求した。 
 まず血管弛緩への影響は、直径 70 nm
（nSP70）シリカ粒子のみが 30-300 ng/mL の
濃度範囲で血管弛緩を惹起した（図 2）。 

一方、300・1000 nm のシリカ粒子や 100 nm
の酸化亜鉛ナノ粒子は、血管を弛緩させなか



った。 
 また、血管収縮への影響は、3 種のシリカ
粒子おより酸化亜鉛ナノ粒子いずれにおい
ても観察されなかった。 
 
４－２. 70 nm のシリカナノ粒子は PI3K シグ

ナルを介し血管弛緩を惹起する 
 粒子径 70 nm の素材はいわゆるナノマテリ
アルに分類され、従来の作用メカニズムとは
異なる生体作用を示すことが危惧されてい
る。本研究課題で見出した血管弛緩作用もそ
の一つと考えら、シリカ粒子の微小化により
血管機能をかく乱すると考えられた。 
そこで本研究は、nSP70 による血管弛緩が

既知のシグナル経路と関連するか否かにつ
いて追及した。 
血管弛緩の主要なシグナルの 1つに、アラ

キドン酸カスケードの PGI2 シグナルが知ら
れている。このシグナルを Dichofenac によ
り阻害したが、nSP70 による血管弛緩を抑制
することはできなかった（図 3）。 

次に PI3K シグナルを Wortmannin または
L-NAME により阻害したところ、nSP70 による
血管弛緩が劇的に抑制された（図 3）。 
すわなち、nSP70 による血管弛緩は、PI3K

シグナルを活性化することで惹起されるも
のと考えられた。 
 
４―３. 酸化亜鉛ナノ粒子は高血圧の原因

となる 
 酸化亜鉛ナノ粒子の心機能への影響を明
らかにするため、マウスの腹腔内へ単回投与
し、24・48 および 168 時間(7 日)後の収縮期
血圧を Tail -cuff 法で測定した。 
 24 時間後では、酸化亜鉛ナノ粒子の投与濃
度の増加に伴い収縮期血圧が増加し、12 

mg/kg ZnO の処置条件においては 48時間後も
血圧が上昇しており、短期的な持続性を示す
高血圧の原因となると考えられた（図 4）。 
 一方で、心拍数の増減は観察されておらず、
心機能とは関連しない高血圧であると考え
られた（図 5）。 

 
４－４. 酸化亜鉛ナノ粒子は、レニン活性を

増加させることで血圧を増加する。 
 血圧の増加は、血管の収縮や拍動の増加な
ど、心血管機能が正常に機能しない場合に生
じると考えられる。一方で、酸化亜鉛ナノ粒
子は心臓・血管系に作用することなく血圧を
上昇させることが前項までの解析により明
らかとなった。このような症状は、ヒトの降
圧薬治療の第一選択薬であるアンジオテン
シン変換酵素（ACE）阻害薬を必要とする血
圧の上昇メカニズム（レニン-アンジオテン
シン系：RA 系）と酷似していると考えられた。 
RA 系による血圧の調節は、まず肝臓で合成

されるアンジオテンシノーゲンが、腎臓で産
生されるレニンによってアンジオテンシン
Ⅰへと変換される。次に、アンジオテンシン
I が ACE によってアンジオテンシンⅡへ変換
され、これが血圧上昇の原因となるアルドス
テロン分泌や血管収縮・水・Na の再吸収を促
している。 
そこで本研究は、この一連の血圧上昇メカ

ニズムの引き金となる、レニン活性を RIA 法
により測定した。 
酸化亜鉛ナノ粒子の投与 24 時間後では、

投与濃度の増加に伴いレニン活性が増加し
た（図 6）。48 時間後においてもレニン活性
は増加しており、短期的な持続性を示す高血
圧がレニン活性の増加によるものと考えら
れた（図 6）。 
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