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研究成果の概要（和文）：炎症・アレルギー性物質の長距離大気輸送の実態を明らかにするため、大気粉塵の捕
集法、粉塵中のエンドトキシンとタンパク質の抽出法及び分析法について検討した。また、検討した方法を用い
て、中国大陸からの長距離輸送の影響が大きいと考えられる九州北部地域において大気粉塵を捕集し、エンドト
キシン、タンパク質、水溶性イオンによる大気汚染に関する調査を行った。その結果、九州北部地域では黄砂飛
散時にエンドトキシンの濃度が顕著に上昇することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：To clarify the state of long-range transport of inflammatory/allergic 
materials from mainland China, we examined the methodologies for collection of airborne particles, 
extraction and analysis of endotoxin and protein. Then, we collected airborne particles in the 
northern Japan, where large effect from the long-range transport is expected, and analyzed 
endotoxin, protein, and water-soluble ions. Our results suggested that concentration of endotoxin 
increased when Asian dust events occurred in that region.

研究分野：公衆衛生学
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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 
微小粒子状物質（PM2.5）及び黄砂が健康
に及ぼす影響について強い社会的な関心が
寄せられている。諸外国では PM2.5 が呼吸器
や循環器に影響を与えることが報告されて
いるが、国内では PM2.5 の全国的な測定がは
じまったところであり、成分及び健康影響に
関する知見を早急に得ることが求められて
いる。また、黄砂についても付着する成分に
関する情報は十分には得られていない。黄砂
の健康影響については東アジア地域の国々
から健康被害に関する報告が増えつつあり、
国内でも黄砂飛散時に喘息患者で呼吸器症
状の増悪がみられることが報告され、黄砂が
喘息の増悪因子として日本アレルギー学会
の「喘息予防・管理ガイドライン 2012」に掲
載された。しかし、黄砂等の中の喘息の増
悪・発症を引き起こす原因物質については十
分には解明されていなかった。 
エンドトキシンはグラム陰性細菌の細胞
外膜成分であり、マクロファージなどにおい
て炎症性サイトカインの産生を促進する。諸
外国において大気粉塵抽出物中のエンドト
キシンの定量分析結果が報告されているこ
とから、PM2.5 や黄砂粒子を含む大気粉塵に
エンドトキシンが付着していると推測され
るが、国内の大気粉塵におけるエンドトキシ
ンの分布についてほとんど明らかにされて
いなかった。一方、タンパク質はアレルギー
反応の原因物質であり、喘息発症（アレルギ
ー反応）の原因が大気粉塵に付着するタンパ
ク質である可能性がある。国内大気粉塵中の
タンパク質含量に関する報告はなく、タンパ
ク質の構造、生物活性など詳細については全
く明らかにされていなかった。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、大気粉塵中のエンドトキ
シン及びタンパク質の量的・質的特徴と長距
離輸送の関係並びにそれらの喘息の増悪・発
症への関与の可能性を明らかにすることで
ある。具体的には、①PM2.5 及び黄砂高濃度
飛来地点の大気粉塵について、エンドトキシ
ン及びタンパク質の分布状況及び PM2.5・黄
砂の飛来によるそれらの長距離輸送につい
て明らかにする。②PM2.5 による越境汚染発
生時、黄砂飛散時及びそれらのない平常時の
大気粉塵について、主要なタンパク質の化学
的性状を解析する。さらに、③大気粉塵の炎
症・アレルギー関連作用を測定し、それらの
喘息の増悪・発症への関与の可能性について
明らかにする。 
これまでの気象庁並びに環境省による調
査により、西日本において高濃度の黄砂及び
PM2.5 が高頻度に観測されていることから、
それらの影響が大きいと予想される九州北
部地域に位置する福岡県太宰府市と長崎県
佐世保市において炎症・アレルギー性物質の
長距離輸送について調査研究を行った。 
 

３．研究の方法 
(1) 大気粉塵の捕集方法 
恒湿恒量化後に秤量したフィルターを加
熱処理したのち、大気粉塵の捕集に使用した。
大気粉塵は、PM2.5 用インパクターを装着し
たハイボリウムエアサンプラーを用いて、
PM2.5 とそれ以外の粒子（粗大粒子）に分け
て１週間分ずつ捕集するかもしくはインパ
クター等を装着しないでハイボリウムエア
サンプラーを用いて総粉塵（TSP）を１日分
ずつ捕集した。なお、PM2.5 と TSP の捕集に
は石英繊維製フィルターを、粗大粒子の捕集
にはガラス繊維製フィルターを用いた。各フ
ィルターは、大気粉塵の捕集の後にも恒湿恒
量化したのち、秤量して、捕集前後の重量差
を求め、積算空気吸引量で除すことで大気中
の粉塵濃度を算出した。なお、粉塵は、いず
れの場合も1 m3/minで大気を吸引して捕集し
た。 
 
(2) 大気粉塵の捕集場所、捕集方法、捕集期
間 
 福岡県太宰府市において、2014 年 5月より
2015 年 11 月まで大気粉塵を PM2.5 と粗大粒
子に分けて1週間分ずつ捕集した。なお、2014
年 10 月は捕集しなかった。また、中国北京
市において、2013 年 12 月から 2014 年 3月ま
で TSP を 1 日分ずつ各月 5 日間、捕集した。
さらに、長崎県佐世保市において 2016 年 3
月から 2017 年 2 月まで TSP を 1 日分ずつ捕
集した。但し、3月から 5月と 9月から 11 月
は原則として全平日、6月から 8月と 12 月か
ら 2月は平日 5日分を捕集した。 
 
(3) 大気粉塵の抽出条件、エンドトキシン、
タンパク質及びイオンの分析 
フィルター及び粉塵からのエンドトキシ
ンとタンパク質の抽出は以下の3種類のうち
いずれかの方法で行った。①エンドトキシン
フリーの精製水を用いる振とう抽出、②エン
ドトキシンフリーの精製水を用いる超音波
抽出、③ エンドトキシンフリーの 0.025% 
Tween 20 溶液を用いる超音波抽出。エンドト
キシンはカブトガニの血球抽出成分より調
製されたライセート試薬を用いたカイネテ
ィック－比色法（リムルスカラーKY、和光純
薬工業製）を用いて測定した。なお、エンド
トキシンの定量にはエンドトキシンフリー
のプラスチック器具を使用した。タンパク質
はマイクロ BCA 法（Micro BCA Protein Assay 
Kit、Thermo Fisher Scientific 社製）によ
り分析した。粉塵中の水溶性イオンは、精製
水を用いて超音波抽出した。水溶性イオンと
して Ca2+、Mg2+、K+、Na+、NH4

+、NO3
-、SO4

2-、
Cl-をイオンクロマトグラフ法により定量し
た。 
 
(4) 大気粉塵中のタンパク質の化学的性状 
佐世保市において 2015 年 3 月から 5 月に
捕集したTSPについて精製水を用いて超音波



抽出して得た抽出液を凍結乾燥後、reducing 
sample buffer に再溶解し、SDS-ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）を行った。
また、陽性対照として牛血清アルブミンの希
釈溶液に reducing sample buffer を加え
SDS-PAGE 行った。SDS-PAGE 後のゲルを銀染
色しバンドを確認した。 
 
(5) 大気粉塵の炎症性サイトカイン産生能
の測定 
ヒト HEK293 細胞から調製したゲノム DNA
を鋳型に用いて TNF-α遺伝子プロモーター
領域を PCR 法により増幅・単離し、改良型ホ
タル・ルシフェラーゼ遺伝子をレポーター遺
伝子としてもつベクターに組込みレポータ
ープラスミドを作製した。このレポータープ
ラスミドをヒト単球由来細胞株THP-1細胞に
導入後、ピューロマイシン耐性細胞を選択、
単離し、炎症性サイトカイン誘導能を評価す
るための細胞（THP-TNF-α細胞）を作製し、
本細胞を大気粉塵抽出液またはポジティブ
コントロールとしてエンドトキシンを6時間
処理した。なお、2014 年 7月から 10 月、2015
年 3 月から 6 月、2015 年 9 月から 11 月の期
間に佐世保市において捕集したPM2.5と粗大
粒子の一定量についてエンドトキシンフリ
ーの精製水を用いて超音波抽出して得た抽
出物を凍結乾燥後、細胞培養液に再溶解し、
大気粉塵抽出液とした。処理後の細胞は、
PBS(-)で洗浄後、Glo lysis buffer (Promega
社)で溶解し、One Glo Luciferase assay 
substrate (Promega 社)を用いてルシフェラ
ーゼ活性を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 大気粉塵の捕集条件、抽出条件等の検討 
 捕集に用いるフィルターのエンドトキシ
ンによる汚染について試験するため、市販の
フィルターとそれを加熱処理したフィルタ
ーからエンドトキシンフリーの精製水を用
いて超音波抽出して得た抽出液についてエ
ンドトキシンの分析を行った。その結果、市
販フィルターではエンドトキシンが検出さ
れるが、加熱処理することにより、エンドト
キシンが検出限界以下まで低下することが
わかった。 
粉塵からエンドトキシン及びタンパク質
を抽出する方法について検討するため、京都
市において捕集した粉塵を用いて、３．研究
の方法(3)に記載した①から③の方法で抽出
液を調製し、エンドトキシン及びタンパク質
の分析を行った。その結果、いずれの試料か
らもエンドトキシンが検出され、③のエンド
トキシンフリーの 0.025% Tween 20 溶液を用
いる超音波抽出により得た抽出物から最も
高い濃度のエンドトキシンが検出された。一
方、①から③の方法で調製した抽出液中タン
パク質濃度はほとんど同じであり、タンパク
の抽出については①から③の方法で差がな
いことがわかった。そのため、エンドトキシ

ンとタンパク質分析用の試料溶液は③の方
法で調製することにした。イオンの分析につ
いては、以前より実施している方法、すなわ
ち、大気粉塵から、精製水で抽出した抽出液
を試料溶液とした。 
 
(2) 大気粉塵中のエンドトキシン、タンパク
質及び水溶性イオンの濃度 
2014年 5月から2015年 11月に太宰府市に
おいて捕集したPM2.5と粗大粒子についてエ
ンドトキシンとタンパク質の分析を行った。
その結果、エンドトキシン濃度は、粗大粒子
においては 1.0～28.3 mEU/m3であった。一方、
PM2.5 においては 0.1～13.2 mEU/m3であり、
ほとんどの週においてエンドトキシン濃度
は PM2.5 より粗大粒子において高かった。粗
大粒子におけるエンドトキシンの月別の平
均値は 2014 年 5月、9月、11 月、12 月、2015
年 2月、6月、9月、10 月に高く、8.8～14.7 
mEU/m3であった。（2015 年 10 月は PM2.5、粗
大粒子とも捕集しなかった）。これらの月の
うち 2014 年 5 月、2015 年 2 月、6 月には福
岡県において高濃度の黄砂飛散が観測され
ており、これらの月に検出された高濃度エン
ドトキシンは黄砂とともに飛来したことに
よるものと推測された。一方、2014 年 9 月、
11 月、2015 年 9 月、10 月にも高濃度のエン
ドトキシンが検出されたがこれらの月には
高濃度の黄砂は観測されなかった。秋季に検
出された高濃度のエンドトキシンの原因に
ついて今後さらに検討する必要があると考
えられた。 
タンパク質濃度は、粗大粒子においては 33
～300 ng/m3であり、PM2.5 においては 970～
3391 ng/m3であった。また、タンパク質は、
ほぼすべての週において粗大粒子より、
PM2.5 において高濃度であった。タンパク質
濃度の月別の平均値では、エンドトキシンの
ように特に高い月はみられなかった。 
中国北京市において捕集したTSPについて
エンドトキシンとタンパク質を分析した。そ
の結果、エンドトキシン濃度はほとんどが
200 mEU/m3以上であった。また、タンパク質
濃度は 1.6 μg/m3以上であった。このように
風上域である中国において日本よりエンド
トキシン、タンパク質とも濃度が高く、それ
らの日本への長距離輸送が起こる可能性あ
ることが示唆された。 
 長崎県佐世保市において 2016 年 3 月から
2017 年 2月までの 1年間にわたり、ハイボリ
ウムエアサンプラーを用いて大気粉塵を捕
集し、大気粉塵中のエンドトキシン及びタン
パク質を測定した。大気粉塵は、2014 年度と
2015 年度の福岡県太宰府市にける調査の結
果、高濃度のエンドトキシンが検出された 9
月から 11 月と高濃度の黄砂が飛散すること
の多い 3月から 5月については、ほぼ毎日捕
集し、それ以外の月は原則として各月の第 2
週目に 5日間分ずつ捕集した。その結果、大
気中のエンドトキシン濃度は 5、9、10 月に



高く、特に 9 月と 10 月に高濃度の日が多数
みられた。また、各大気粉塵について黄砂の
指標である Ca2+濃度を測定した結果、5 月に
高濃度の Ca2+が検出され、黄砂が飛散したと
考えられた日に高濃度のエンドトキシンが
検出されたことから、エンドトキシン濃度の
上昇に黄砂の飛散が関与した可能性が高い
と考えられた。一方、タンパク質はエンドト
キシンとは異なり、日間変動はみられるもの
の濃度変化は小さく、特に高濃度の日が多い
月は見られなかった。 
 
(3) 大気粉塵中のタンパク質の化学的性状 
アレルギー性鼻炎の原因となる花粉由来
のタンパク質が多く飛散したと予想される 3
月から5月に捕集した大気粉塵についてポリ
アクリルアミドゲル電気泳動を行った。牛血
清アルブミン希釈溶液では SDS-PAGE 後の銀
染色により約 66 kDa 付近に牛血清アルブミ
ンのバンドが検出された。一方、試料溶液で
はではいずれも、1.4 kDa 付近にバンドが検
出され、含まれるタンパク質は低分子のもの
であることが示唆された。 
 
(4) 大気粉塵の炎症性サイトカイン産生能 
TNF-α遺伝子プロモーター領域の発現を
検出するヒト細胞試験系を用い、大気粉塵抽
出物の活性を試験した結果、エンドトキシン
濃度の高い抽出物において、TNF-αプロモー
ター活性が検出された。今後、秋季における
エンドトキシン濃度の上昇のヒト健康への
影響について検討する必要があると考えら
れた。 
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