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緒　言

　近年，我が国では，国内起源の大気汚染のみならず国外の発生源に由来する｢越境大気汚染｣の問題がクローズアップ
されている．中でも，大気中の 2.5μm 以下の微小粒子状物質 (PM2.5) は，粒径が小さいため，吸気により細気管支や
肺胞へと達しやすいことから，健康影響の発現や増悪の可能性が強く危惧されている．これまでの疫学的研究による
と，PM2.5 を含めた粒子状物質の健康影響は，循環器系と共に呼吸器系や免疫･アレルギー系に出現しやすいことが示
されており，呼吸器系のアレルギー疾患である気管支喘息は，粒子状物質に脆弱性を示す代表的な疾患･病態であると
考えられている 1)．
　PM2.5 の発生源は多様であり，その粒径，形状，成分等も種々異なる．加えて，光化学反応等による二次的な生成や
変化も存在する．しかし，こうした成分や要因の相違･変化による健康影響の具体的な相違･変化や健康影響を決定する
成分･要因の探索，同定に関する研究は，ほとんど進んでいない．そのため， PM2.5 のいかなる成分あるいは要因が，
いかなる分子機構により，粒子状物質に脆弱性を示す気管支喘息を増悪するか，早急に明らかにする必要がある．そこ
で，本研究では，PM2.5 の成分である金属が呼吸器･免疫系に及ぼす影響と，その相違を評価し，健康影響決定成分の
絞り込みとその分子機構の解明を目指した．

方　法

１．PM2.5 含有各種金属成分
　今回使用した PM2.5 含有各種金属成分は，大気中に比較的多く存在し，かつ，その健康影響が危惧されているもの
から選出し，V，Cr，Mn，Ni，Zn，Pb を検討対象とした．V と Cr については，価数の相違も評価した．また，本研
究において，大気中に存在している微小汚染粒子の中でも水溶性成分に注目しているため，水溶性の高い硝酸塩や硫酸
塩を選択した．具体的には，V2O5，VOSO4･nH2O，Cr(NO3)3･9H2O，K2Cr2O7，MnSO4･nH2O，NiSO4･6H2O，ZnSO4･
7H2O，Pb(NO3)2 を使用した．

２．プロトコル
　呼吸器系の細胞として，ヒト気道上皮細胞株（BEAS-2B 細胞）を用いた．ヒト気道上皮細胞は，コラーゲン I コー
トされたプレートに細胞懸濁液を播種し，LHC-9 培地を用いて semi-confluent な状態まで培養後，0～500μM の各種
金属を曝露した．その 24 時間後，細胞障害性に及ぼす影響を Water soluble tetrazolium-1（WST-1 法）により，炎症
性サイトカインである Interleukin (IL)-6，IL-8 を Enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA 法）によりそれぞれ
解析した．
　免疫系の細胞として，雄性 NC/NgaTndCrlj マウスを頸椎脱臼にて安楽死させた後，大腿骨を摘出し，骨髄細胞を単
離した．その後，rmGM-CSF 入り R10 培地を用いて８日間培養し，骨髄由来抗原提示細胞を誘導した．骨髄由来抗原
提示細胞に，0～500μM の各種金属を曝露し，その 24 時間後，細胞障害性に及ぼす影響を WST-1 法，細胞表面
Dendritic and epithelial cells (DEC) 205 分子，Cluster of differentiation (CD) 86 分子発現をフローサイトメトリーによ
り解析した．同様に，雄性 NC/NgaTndCrlj マウスを頸椎脱臼にて安楽死させた後，脾臓を摘出し，脾細胞を単離し
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た．マウス脾細胞に，0～500μM の各種金属を曝露し，その 24 時間後に，細胞障害性に及ぼす影響を WST-1 法によ
り解析し，72 時間後に，細胞増殖能を Bromodexyuridine (BrdU) 法により解析した．なお，本研究における，動物実
験は，京都大学動物実験委員会の承認を受け，十分な動物擁護の配慮下で行った．

３．統計処理
　実験データは，n=3～4 とし，実験の平均値±標準誤差を代表例として示した．また，統計解析手法は，非曝露群に
対する各曝露群の差について Dunnett の多重比較検定を行い，P < 0.05 を有意とした．

結　果

１．PM2.5 含有金属成分が呼吸器系に及ぼす影響
　呼吸器系の気道上皮に対する細胞障害性は，金属曝露群と非曝露群を比較すると，濃度依存的に細胞障害性が増加す
るものや，ある濃度で活性化するもの，大きな細胞障害性がないものなど，金属によって影響が異なることが確認され
た（表 1）2)． 具体的には，V（５価, ４価），Cr（３価, ６価），Mn は，濃度依存的に細胞障害性が増加する傾向を示
し，特に Cr（６価）は 50μM の曝露で顕著に細胞障害性が増加するなど，同じ Cr でも３価よりも６価の方が細胞障
害性は強く認められた．さらに，Zn は曝露濃度が上昇する中で急激に細胞障害性が増加し，臨界濃度の存在が示唆さ
れた．また，Ni は 5，50μM で細胞障害性が認められたが，500μM の曝露で細胞を活性化した．Pb については大き
な細胞障害性は認められなかった．次に，催炎症反応に関与するサイトカインである IL-6，IL-8 の産生量を調べたと
ころ，増加するもの減少するものなど金属によってその影響は異なった（表 2，3）2)．Mn，Ni は 500μM の曝露によ
って IL-6，IL-8 の産生量が増加した．その他の金属については，IL-6，IL-8 の産生量が減少する傾向を示した．

表 1． PM2.5 含有各種金属成分の 24 時間曝露がヒト気道上皮細胞に及ぼす細胞障害性

*P < 0.05 versus 0μM (Dunnett's multiple comparison test).
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表 2． PM2.5 含有各種金属成分の 24 時間曝露がヒト気道上皮細胞の IL-6 産生に及ぼす影響

*P < 0.05 versus 0μM (Dunnett's multiple comparison test). ND: not detected.

表 3． PM2.5 含有各種金属成分の 24 時間曝露がヒト気道上皮細胞の IL-8 産生に及ぼす影響

*P < 0.05 versus 0μM (Dunnett's multiple comparison test).

２．PM2.5 含有各種金属成分が免疫系に及ぼす影響
　免疫応答の開始細胞として重要な役割を担うマウス骨髄由来抗原提示細胞に各種金属を曝露したところ，細胞障害性
への影響は金属によって異なった（表 4）．具体的には，V（５価, ４価），Cr（６価），Mn，Ni は，曝露によって細胞
障害性は増加した．Pb は，50，500μM の曝露によって細胞が活性化した．Zn は，50μM の曝露によって細胞が活性
化し，500μM の曝露によって細胞障害性が増加した．Cr（３価）は，大きな細胞障害性は無かった．ヒト気道上皮細
胞に対する細胞障害性と同様に，Cr は，６価の方が３価より強く，ここでも価数による相違が確認された．次に，細
胞障害を 50%以上引き起こさない濃度の各種金属を，骨髄由来抗原提示細胞に曝露し，その 24 時間後，抗原の取り込
みや抗原提示に関わる細胞表面分子 DEC205 および CD86 に対する影響について検討を行った．DEC205 の発現につ
いては Cr（3 価）の 50，500μM の曝露によって増加した．しかし，それ以外の全ての金属は影響を示さなかった（表
5）．CD86 の発現については，500μM の Ni の曝露によって減少し，それ以外の金属には影響がなかった（データ未掲
載）．
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　同様に，複数種の免疫細胞で構成されているマウス脾細胞に対する影響としては，各種金属を曝露することによる細
胞障害性への影響は金属によって異なった（表 6）．具体的には，V（４価），Cr（６価），Mn，Zn は，曝露によって
細胞障害性は増加した．V（５価），Ni は細胞が活性化する濃度と障害性が増加する濃度がそれぞれ存在した．Cr（３
価）と Pb は，大きな細胞障害性は無かった．マウス脾細胞に対しても Cr の細胞障害性は，６価の方が３価より強か
った．さらに，マウス脾細胞の細胞増殖能に対する影響を検討した（データ未掲載）．V（５価, ４価）の 0.5μM 曝露
によって細胞増殖能は増加したが，それ以外の濃度では低下した．Cr（６価），Ni，Zn は曝露によって細胞増殖能が
低下した．Cr（３価），Mn，Pb は，マウス脾細胞の増殖能に影響を及ぼさなかった．

表 4． PM2.5 含有各種金属成分の 24 時間曝露がマウス骨髄由来抗原提示細胞に及ぼす細胞障害性

*P < 0.05 versus 0μM (Dunnett's multiple comparison test).

表 5． PM2.5 含有各種金属成分の 24 時間曝露がマウス骨髄由来抗原提示細胞の細胞表面 (DEC205) 分子発現に　　　
及ぼす影響

*P < 0.05 versus 0μM (Dunnett's multiple comparison test). 骨髄由来抗原提示細胞に，細胞障害を 50%以上
引き起こさない濃度の PM2.5 含有各種金属成分を，それぞれ 24 時間曝露した．
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表 6． PM2.5 含有各種金属成分の 24 時間曝露がマウス脾細胞に及ぼす細胞障害性

*P < 0.05 versus 0μM (Dunnett's multiple comparison test).

考　察

　PM2.5 成分である各種金属は，呼吸器系に対する細胞障害性や IL-6 や IL-8 産生などの催炎症性反応を介して気管支
喘息を悪化させる可能性が示された．特に，Mn と Ni の影響は顕著であった．一方，免疫系に対しては，主に細胞障
害性を示すのみで，免疫応答に関わる指標を増加させることはほとんど無かった．ただし，Cr（３価）と Pb は，一
部，細胞の活性化や DEC205 の発現増加も観察された．現在，気管支喘息モデルを用いて in vivo の影響評価を進めて
いる．
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