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研究成果の概要：

繊維・粒子状物質による発がんなどの呼吸器疾患には、慢性炎症が重要な役割を果たすと考え

られる。8-ニトログアニンとは、炎症条件下で生成される変異誘発性 DNA 損傷塩基である。
我々はアスベストを気管内投与したマウスの気道上皮で 8-ニトログアニンが生成され、アス
ベストの発がん性の強さを反映するという注目すべき知見を得た。また感染・炎症関連発がん

患者の臨床検体を用いた研究から、8-ニトログアニン生成は慢性炎症からがんの発生・進展に
至る過程を反映し、発がんリスクを評価するバイオマーカーとして応用可能であることを明ら

かにした。
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１．研究開始当初の背景

近年、アスベスト、ディーゼル排気微粒
子、黄砂などの繊維・粒子状物質による健
康障害が重大な社会問題となっている。繊
維・粒子状物質のうち、国際がん研究機関
(IARC)はアスベストと結晶質シリカを group
1(ヒトに発がん性を有する)、ディーゼル排

気微粒子を group 2A(ヒトに発がん性を有す
る可能性が高い)、ナノ素材として使用され
るカーボンブラックと酸化チタンを group
2B(ヒトに発がん性を有する可能性がある)と
評価している。

(1)アスベスト：2005 年、クボタがアスベ
ストの曝露を受けた労働者に加え、工場周
辺の住民にも悪性中皮腫を引き起こしたこ
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とを明らかにし、アスベストによる健康障
害について社会的に大きな関心を呼んだ。
アスベスト曝露から発がんには数十年とい
う長い期間を要することから、今後我が国
における中皮腫や肺がんによる死者数の増
加が強く懸念される。発がん機構には不明
な点が多いが、肺組織における機械的刺激
や慢性炎症が重要な役割を果たすと考えら
れる。

(2)黄砂：中国大陸より飛来する黄砂によ
る健康障害は近年深刻である。韓国や台湾
では、黄砂期間中に循環器・呼吸器系疾患
による死亡が増加した。日本でも黄砂飛来
時に咳、痰、目の粘膜や皮膚などの症状を
訴えるケースが増えている。黄砂にはシリ
カが含まれており、中国では砂漠の近くの
住民に塵肺症のような病的変化が認められ
ている。

(3)ナノ素材：近年、工業・医療分野への
応用を目的として種々のナノ素材(人為的に
生産される直径 100 nm以下の微粒子)が生産
されているが、ヒトへの安全性については
ほとんど解明されていない。
繊維・粒子状物質は一度吸入すると肺に

蓄積し、曝露源から離れても炎症が持続し
て病態が進行する可能性がある。したがっ
て、アスベストに代表されるように、既に
曝露を受けた個人の呼吸器疾患リスクの評
価法および予防法の開発が急務である。さ
らにアスベスト代替繊維やナノ素材のよう
に、産業応用を目的とした新規繊維・粒子
状物質のヒトへの安全性の予知法の開発も
必要である。

２．研究の目的

本課題では繊維・粒子状物質による慢性
炎症を介したニトロ化 DNA 損傷を指標とし
て、呼吸器障害、特に発がんの分子機構を
解明し、その知見を基盤として繊維・粒子
状物質の曝露を受けた個人の呼吸器疾患の
リスクを早期に評価し、さらに産業応用の
可能性のある新規物質がヒトに健康障害を
もたらす危険性を予知する評価システムの
構築を目的とする。

8-ニトログアニンとは、炎症条件下で生成
される変異誘発性 DNA 損傷塩基である(図
１)。本研究では、ヒトに呼吸器疾患を起こ
すことが明らかな、あるいはその可能性が
強く懸念されるアスベスト、黄砂などの繊
維・粒子状物質を気管内投与した実験動物
モデルを作製する。動物から肺組織を得て、
8-ニトログアニンなどの DNA 損傷塩基の生
成について免疫組織学的に解析する。また
炎症およびがん関連遺伝子発現の解析を行
い、8-ニトログアニン生成との関連を解析す
る。上記の研究をもとに、炎症から発がん

に至る分子機構を解明し、呼吸器疾患リス
クの評価に応用できる新規バイオマーカー
を確立する。
さらに繊維・粒子状物質をマクロファー

ジおよび肺胞上皮細胞などの培養細胞に添
加して呼吸器疾患のモデルを作成する。こ
のモデルを用いて、繊維・粒子状物質によ
る DNA 損傷性を解析し、産業応用の可能性
のある新規繊維・粒子状物質が呼吸器疾患
を起こすリスクを事前に予知するシステム
を構築する。本課題では、以上の実験で得
た知見を繊維・粒子状物質による健康障害
の予防に応用するための基盤を確立する。

図１　炎症関連発がんにおける酸化・
ニトロ化 DNA損傷塩基の生成

３．研究の方法

(1)繊維・粒子状物質の動物への投与：マ
ウスにアスベスト(クリソタイル(白石綿)あ
るいはクロシドライト(青石綿))、黄砂(中国
の砂漠で採取し粒径10 µm以下に精製。350°C
で加熱処理して表面のグラム陰性菌由来の
リポ多糖(LPS)を不活化。)などを気管内投与
し、肺疾患モデル動物を作製する。

(2)抗 8-ニトログアニン抗体の作製：高感
度かつ特異的な抗 8-ニトログアニンポリク
ローナル抗体は申請者らが報告した方法
(Nitric Oxide 2004)を用いて作製する。8-ニト
ログアノシンとウサギ血清アルブミンの複
合体をアジュバントと共にウサギに皮下注
射する。血液を採取し 8-ニトログアニンで
固定したアフィニティーカラムを用いて抗
体を精製する。

(3) 8-ニトログアニンの局在の検討：上記
で得た抗体を用いて免疫組織染色を行い、
動物の肺組織における 8-ニトログアニンお
よび酸化的 DNA 損傷の指標である 8-オキソ



デオキシグアノシン(8-oxodG)の生成部位を
光学顕微鏡および蛍光顕微鏡で解析する。
特に、癌化しやすい気管支上皮細胞におけ
る DNA 損傷に注目する。8-ニトログアニン
の相対的生成量を染色所見から画像解析ソ
フトを用いて定量化する。

(4)細胞内 DNA 損傷の検討：マクロファー
ジおよび気道上皮の培養細胞に種々の繊
維・粒子状物質を投与して一定時間培養後、
免疫細胞染色を行い、8-ニトログアニンの生
成について蛍光顕微鏡で観察する。

(5)炎症・がん関連分子の解析：動物の肺
組織や培養細胞を用いて、種々の炎症関連
蛋白、特に誘導型 NO 合成酵素(iNOS)の発現
およびその過程に関わる転写因子(NF-κB な
ど)の活性化について、免疫組織染色、ウェ
スタンブロッティング法で解析する。

(6)8-ニトログアニンの新規バイオマーカ
ーとしての応用：上記の研究により得た結
果を総合し、8-ニトログアニンおよびその生
成に関わる分子を指標とした、繊維・粒子
状物質による呼吸器疾患のリスク評価法を
確立する。

４．研究成果

(1)アスベスト：アスベストを気管内投与
したマウスの肺組織を得て免疫組織染色を
行った結果、8-ニトログアニンおよび 8-
oxodGは主に気管支上皮細胞で生成された。
RNA 分解酵素を用いると 8-ニトログアニン
の染色は核でより明瞭に認められ細胞質で
は消失したことから、8-ニトログアニンは
RNA のみならず核 DNA で生成されること
が判明した。iNOS および NF-κB 発現も気管
支上皮細胞で認められた。特に NF-κB の発
現は核で認められたことから、核移行に伴
う活性化が示唆された。画像解析の結果、8-
ニトログアニン、8-oxodG、iNOS、NF-κB は
いずれも、クロシドライトを投与した方が
クリソタイルの場合に比べて、特に低用量
(0.05 mg/回)で気道上皮における染色性が有
意に強かった。iNOS および NF-κB について
は、ウェスタンブロッティング法でも同様
の結果を得た。クロシドライトはクリソタ
イルより発がん性が強く、肺組織における
DNA 損傷および iNOS 発現の強さと合致す
るという結果は大変意義深い。以上の結果
から、アスベスト曝露により肺組織で慢性
炎症が惹起され、NF-κB 依存性の iNOS 発現
を介して、炎症細胞および上皮細胞から活
性酸素・窒素種が産生され、8-ニトログアニ
ンが生成されて発がんに関与すると考えら
れる。8-ニトログアニンおよびその生成過程
に関わる分子はアスベスト曝露などによる
炎症関連発がんの早期リスク評価を目的と
した新規バイオマーカーとして応用できる

ことが期待される。
(2)黄砂：中国の砂漠で採取された黄砂お

よびアリゾナ(米国)で採取された砂を気管内
投与したマウスより肺組織を得て免疫組織
染色を行った結果、気道上皮細胞で 8-ニト
ログアニンおよび 8-oxodGの生成を認めた。
また、iNOS 発現および NF-κB 活性化も認め
られた。また、黄砂の加熱処理により表面
に付着している LPS を除去した場合としな
かった場合のいずれでも肺組織における
DNA 損傷を認めたことから、微生物成分を
含まない粒子にも DNA 損傷性を有すること
が明らかになった。

(3)ナノ素材：ナノ素材(カーボンブラック、
カーボンナノチューブ)は液体中で非常に凝
集しやすい。したがって、培養細胞を用い
る実験に先立って、ナノ素材を細胞培地中
で懸濁して超音波処理で凝集体を分散し、
遠心沈降で粗大粒子を除去してナノサイズ
に調製する条件を確立した。これらのナノ
素材をマクロファージおよび気道上皮の培
養細胞に添加して免疫細胞染色を行った結
果、細胞内で 8-ニトログアニンの生成を認
めた。

(4)その他：種々の感染・炎症関連発がん
の臨床検体において以下の成果を得た。
①ヒトパピローマウイルス(HPV)：HPV

感染による子宮頸部異形成患者の生検標本
において、8-ニトログアニン生成が異形成細
胞の分布に一致して認められ、その強さは
異形成のグレードに有意に相関することを
明らかにした(Cancer Sci. 2007)。
②Epstein-Barr ウイルス(EBV)：EBV 感染

は、特に中国東南部では上咽頭癌の危険因
子である。本研究では中国・広西医科大学
との共同研究を行い、患者の生検標本を用
いた実験から、8-ニトログアニンの生成は、
EB ウイルス感染のない咽頭炎、感染を有す
る咽頭炎、上咽頭癌の順に有意に強くなる
ことを明らかにした(Int. J. Cancer, 2008)。
③8-ニトログアニンとがん患者の予後：軟

部腫瘍はしばしば炎症細胞の浸潤を伴う。
軟部腫瘍患者の手術標本を用いた実験から、
8-ニトログアニンの生成の強い群では、患者
の生存期間が有意に短縮することを明らか
にした(Cancer Sci. 2007)。
以上の結果から、8-ニトログアニンは種々

の環境因子による慢性炎症からがんの発
生・進展に至るリスクおよびがん患者の予
後をも評価する有効なバイオマーカーにな
りうることを明らかにした。繊維・粒子状
物質による疾病は慢性炎症を基盤として生
じると考えられるため、8-ニトログアニンは
現有の物質のみならず、今後新たに開発・
生産される物質(アスベスト代替繊維やナノ
素材など)の疾病リスクの予知に応用可能で
あることが期待される。
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