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研究成果の概要（和文）：本研究では、浮遊微粒子状物質（PM2.5）に代表される環境汚染物質の生物毒性・炎
症作用を可視化する研究を行った。期間中、福岡と川崎でPM2.5を採集し以下の研究を実施した。①新規人工発
光酵素の開発や基質合成を通じて、生物毒性・炎症作用可視化プローブの発光性能を大幅に改良した。②各プロ
ーブ遺伝子を動物細胞に導入し形質変換することによりPM2.5の生物毒性・炎症の発光評価システムを完成し
た。③この評価システムを、独自の多チャンネル光検出機などに適用して高速計測を可能とした。これらの研究
成果を取り纏め、国際研究論文8報、学会発表13件、単行本出版1件、総合論文など10報、特許出願7件の成果を
得た。

研究成果の概要（英文）：　The present study accomplished a unique assay system to illuminate 
cytotoxicity / proinflammatory effects of air-polluting substances: i.e., particulate matter with 
diameters of ca. 2.5 micrometers and smaller (PM2.5). During the designated research term, the 
researchers collected PM2.5 particles in Fukuoka and Kawasaki cities and made use of them for the 
following studies:① we greatly improved the optical performance of the bioluminescent probes, 
designed to image cytotoxicity or proinflammatory effects of PM2.5, by fabricating artificial 
luciferases or the specific substrates. ② The cDNA constructs encoding the probes were stably 
introduced into mammalian cells and thus accomplished the above assay system. ③ This assay system 
was then geared to a custom-made multichannel light detector, allowing a high throughput 
determination of light. The present studies ware finally reported in 8 scientific papers, 13 
presentation, 1 book publication, 10 review articles, and 7 patent filing.

研究分野： 分析化学、環境科学、遺伝子工学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
浮遊微粒子状物質（PM2.5）に適した生物

毒性・炎症作用評価法は未だ確立されておら
ず、フィルター捕集後、従来の機器分析に依
存してきた。PM2.5 の生体影響を評価する手
法として、フィルター捕集後、分散液を全排
水毒性試験法（Whole Effluent Toxicity；
WET）を適用することが可能であり、この技
術的背景は、魚類や藻類に対する半数致死量
LD50 測定法に基づいている（Nature 1991, 
353, 489）。しかしながらこの様な動物実験は
低度の毒性や炎症作用、ホルモン様活性の評
価には不向きであり煩雑である。 
 世界保健機関（WHO）の国際がん研究機
関（IARC）が 2013 年 10 月 17 日、微小粒
子状物質（PM2.5）を 5 段階のリスク評価で
最も危険度が高い「グループ１」に分類した
こと (読売新聞、同年 10 月 18 日)や、学術的
研究でもリンパ球（T 細胞、B 細胞）を通じ
た人免疫系への損傷が報告されるなど
（Occup Environ Med 2013,70,426）、PM2.5
の生体組織・臓器レベルでの毒性評価は喫緊
の課題になっている。 
 
２．研究の目的 

PM2.5 に代表される浮遊微粒子状物質の
生物毒性・炎症作用を評価する方法の開発は
喫緊の課題である。我々はこの課題に資する
研究として、各臓器由来の細胞株にそれぞれ
適した生物毒性・炎症作用の可視化プローブ
を導入して形質変換し、その細胞株アレイ下
で PM2.5 の生理活性を高速発光評価するシ
ステムを構築することを目的とする。このた
めの細目課題として、①既開発の生物毒性・
炎症作用可視化プローブの高輝度・高感度化
を行い、②各臓器を代表する細胞株に前記プ
ローブを安定発現させ、マイクロ流路上にア
レイ化することにより、PM2.5 の生物毒性・
炎症に応じて発光する細胞株アレイを構築
する。③我々既開発の多チャンネル多ポイン
ト同時計測式光検出機でその発光輝度を高
速同時計測し結果の解析を行う。 
 
３．研究の方法 
 研究期間中、以下の研究課題を解決する。 
(1) 浮遊微粒子状物質（PM2.5）の毒性・炎
症作用を各臓器由来の細胞株アレイ下で測
定する発光評価システムを構築する。 
(2) 臓器由来細胞株アレイ下での PM2.5 毒
性評価のために、我々既開発の細胞毒性（ア
ポトーシス）と炎症活性可視化プローブの分
子設計をそれぞれ改良し、既開発の超高輝度
人工生物発光酵素と合体させることにより
プローブの高輝度化・高感度化を目指す。必
要に応じて発光酵素の立体構造解析情報を
分子設計改良に用いる。 
(3) 前記可視化プローブを各臓器由来の細胞
株に導入し安定株を樹立し、マイクロ流路に
適用した細胞株アレイを作製する。 
(4) 既開発の多チャンネル式光検出装置を用
いて、PM2.5 刺激後の細胞株アレイから出る
生物発光を高速同時計測することにより、細
胞株別毒性・炎症作用を判定する。 
 
４．研究成果 
PM2.5 実サンプルの採集と溶媒特性の検討： 
採択時の研究計画に基づき、当該年度の研

究として、まず産総研独自に開発した PM2.5
収集装置を用いて、川崎と福岡で PM2.5 を
収集した（図 1, 2, 3）。PM2.5 の採集地点と
して川崎と福岡を選んだ理由としては、都市
起因の PM2.5(川崎)と長距離輸送による

PM2.5（福岡）を区別して計測するためであ
った。 
 

 

 
 
 

図 1. 左：今回の PM2.5 実験に用いた産総研
独自に開発したエアサンプラーの外見。装置
の上部から PM2.5 が採集される。中：装置
により得られた PM2.5 の分散液。右：共同
研究者の中里主任研究員による元素分析。 

 
図 2. 川崎で得られた PM2.5 採集量の日割分
布。 

 
図 3. 福岡で得られた PM2.5 採集量の日割分
布。 
 
 上記装置により採集された日別 PM2.5 の
生理活性を測定するために HEPA フィルタ
ーにトラップされている PM2.5 を溶媒へ分
散する手法に関する検討を行った。まず、
HEPA フィルターを紙片化し緩和条件で
PM2.5 を水溶液や培地へ分散させた。その結
果、最適な分散条件を見つけることができた。 
 
PM2.5 由来の重金属類の網羅的な発光測定： 
 前年度開発した多チャンネル式光計測装
置を用いて（図 4）、PM2.5 由来の重金属類
の有無を網羅的に簡易計測した。この際、前
述した知見に基づいて得られた PM2.5 分散
液を用いて、PM2.5 由来の重金属類を簡便に
検出する生物発光アッセイを実施した。 

図 4. 多チャンネル光検出装置の外見。 



 
 本研究の実施にあたり、本研究者らが独自
に開発した人工生物発光酵素群（ALuc）が 2
価重金属に特異的に発光減衰する現象を発
見しており、この成果を国際誌に発表した
（Anal Sci 2015; 業績欄参考）。 
  具体的には、図 5 で示すように、ALuc は
Ma2+や Ca2+などには発光輝度を若干強める
が、Mn2+、Co2+、Cu2+、Pb2+、Al3+などに対
しては発光輝度を失うことを発見した。この
現象を用いれば、2 価重金属の有無を環境現
場で簡易に測定できることに着目し、分析法
を開発した。 

図 5. 重金属特異的に発光減衰する ALuc を
用いた PM2.5 由来の重金属に対する発光イ
メージング研究。 
 
この現象を利用して、PM2.5 分散液中の重

金属の有無を発光で簡便に測定できた。この
測定には、前述した多チャンネル式光検出装
置を用いた（図 6）。 

図 6. 川崎で採集された PM2.5 由来の重金属
の計測結果。川崎サンプルを導入することに
より重金属と同様に発光輝度の減衰現象が
確認できた。 
 
図 6 で示したように、重金属特異的に反応

する結果が多チャンネル光検出装置により
測定できたことを、Methods in Molecular 
Biology (Springer-Humana)を通じて報告し
た（Meth Mol Biol 2016; 業績欄参考）。 
 
免疫毒性物質の可視化イメージングプロー
ブの開発と応用： 
 更に、本研究期間中に免疫毒性物質に対す
る可視化手法として分子歪みセンサーを開
発した（図 7）。 
本手法では、ALuc の全長を用いることが特
徴であり、センサーは全長の ALuc を真ん中
に挟み、その両端にタンパク質 A と B（実際
には FRB と FKBP）を繋げる独特な分子構
造をしている。免疫毒性物質（Rapamycin）
が存在した場合、このプローブに繋げた FRB
とFKBは結合する。この分子内結合により、
その間に挟んだ ALuc に分子歪みがかかるた
め、発光輝度の相違が発生する。 

 
 
図 7. 分子歪
みセンサーの
基礎概念。ホ
ルモンや毒性
化学物質に対
して、分子プ
ローブが分子
内結合を起こ
し発光する。 
 
 
 

  この発光輝度の相違は免疫毒性物質の濃
度依存的であるため、発光値による定量分析
が可能であることを見出した（図 8）。 
 この成果は、アメリカ化学会の国際誌に発
表した（Bioconjugate Chem 2016; 業績欄参
考）。 

 
 
図 8. 免疫
毒 性 物 質
（ Rapamy
cin）の濃度
依存的な発
光輝度の増
加。 
 
挿入図 a は、
発光輝度の
定量値であ
る。 
 
 
 
 
 

発光プローブの高輝度化に向けた新規人工
生物発光酵素群の開発： 
 前述した発光プローブの高性能化のため
には、搭載する発光酵素の性能が重要である。
当研究チームでは、高機能性を持つ新規人工
生物発光酵素の開発を行った。その結果、発
光性能を持ちながらカラム精製と細胞外分
泌能を併せ持つ多能性発光酵素群を開発し
（図 9）、国際論文誌に報告した（BBRC 2014; 
業績欄参考）。 

 
図 9．多
能性発光
酵素群の
設計概念
と機能の
概念図。 
 
 
 
 
マルチプ

レックスイメージングを可能とする発光基
質群の有機合成： 
 マルチプレックスイメージングは、効率的
な発光イメージングを可能とする手段であ
る。多数の発光標識の共存下で、マルチプレ
ックスイメージングを可能とする手法の一
つとして、それぞれの発光酵素に特異的な発
光基質を合成することが有効である。 
当研究チームでは、特定発光酵素をピンポ

イントイメージングできる発光基質の分子
設計と有機合成を行った。その結果、15 種類



の発光基質が新規合成され、その一部は、面
白いことに特定発光酵素に特異的に反応す
ることが明らかになった（図 10）。この結果
は、多数の発光標識共存下で行うマルチプレ
ックスイメージングを初めて可能とする成
果であった。この成果を纏め、国際誌に報告
した（Scientific Reports 2017 (NPG); 業績
欄参考）。 

 
図 10．多数
の発光酵素
共存下で、
特定発光酵
素のピンポ
イントイメ
ージング。 
 
 
 
 
 
その他の業

績： 
  前述した研究成果以外に、総説や多数の学
会発表、知財出願を行った。 
 その中でも特記すべき業績の一つとして、
当該発光研究プロトコルを纏めて、本を出版
したことである。この本は、2016 年 8 月に
Springer (New York)より出版され 2017 年 1
月時点で、オンラインで全世界的に 1 万部以
上が売れている。別途、ハードコピーが販売
されている。 
 

図 11．単行本の出版。 
“Bioluminescence”

（Publisher: Springer 
– Humana Press; 

ISBN: 
978-1-4939-3811-7） 
   Sung-Bae Kim, Ed. 
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