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略語一覧 

 

Ag+: silver ion 

AgNO3: silver nitrate 

AgNPs: silver nanoparticles 

BSA: bovine serum albumin 

BSFGE: biased sinusoidal field gel electrophoresis 

CBB: coomassie brilliant blue 

CPDs: cyclobutane pyrimidine dimers 

DCFH-DA: 6-carboxy-2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate, di (acetoxymethyl ester) 

dG: deoxyguanosine 

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DSBs: DNA double-strand breaks 

DTNB: 5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) 

E. coli: Escherichia coli 

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay 

FBS: fetal bovine serum 

FCM: flow cytometry 

Fpg: formamidopyrimidine DNA glycosylase 

FS: forward-scattered light 

-H2AX: phosphorylation of histone H2AX 

GR: glutathione reductase 

GSH: glutathione 

HPLC: high-performance liquid chromatography 

ICP-AES: inductively coupled plasma - atomic emission spectrometry 

NADPH: nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate 

NER: nucleotide excision repaira 

8-OHdG: 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine 

PARP-1: poly(ADP-ribose)polymerase-1 

6-4PPs: (6-4) photoproducts 

ROS: reactive oxygen species 

SS: side-scattered light 

SSBs: DNA single-strand breaks 

UV: ultraviolet rays 

XPA: xeroderma pigmentosum group A protein 
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緒論 

 

水は人が生命を維持するために必要であり、様々な産業活動にも不可欠の物質であ

る。安全な水の供給は人の健康を確保するために重要であり、そのための水の殺菌技

術は日々進歩している。紫外線 (Ultraviolet rays: UV) による殺菌は、全ての水性病原

体に対して有効であり、UV を使用した消毒技術は、水処理の分野で進められている

[1]。例えば、SODIS (Solar water disinfection) と呼ばれる太陽光 UV による殺菌工程は

スイスの研究機関により広く研究され、少量の水の処理には利用可能であることが証

明されている[2]。UVはその波長によって UVA (320 – 400 nm)、UVB (280 – 320 nm)、

UVC (280 nm 以下) に分けられる[3]。波長の長い UVA は透過率が高いが殺菌効果は

低く、波長の短い UVB と UVC は殺菌効果は高いが透過率が低いため深部での殺菌

効率に問題がある。従って、近年 UVの殺菌効率を向上させることが重要な課題にな

っている。 

さて、最近になって銀の殺菌効果に多くの注目が集まっている。銀の広域な抗菌特

性は、水や空気の浄化、化粧品、衣類、および多数の家庭用製品など、多方面で利用

されている[4]。銀に殺菌効果があることはギリシャ・ローマの時代から知られ、アメ

リカの開拓時代には牛乳に銀コインを入れて殺菌したと言われている。近年では、ナ

ノテクノロジーの発展に伴い、金属銀ナノ粒子、銀塩化粒子、デンドリマー銀錯体、

ポリマー銀ナノ粒子等の様々な形態の銀材料が開発され、これらの全ての形態の銀材

料がある程度の抗菌活性を発揮することが明らかになっている[5,6]。特に、ナノサイ

ズの銀材料は、銀バルクや銀イオン (Ag+) では認められない付加的な抗菌力を示すこ

とが期待されている[5]。従って、銀ナノ粒子 (Silver nanoparticles: AgNPs) は最も一般

的に使用され、今後の利用に期待がかかるナノ材料の一つとなっている。一方、AgNPs

は、細菌、真菌、ウイルスを効果的に不活性化することが既に示されている[6]が、そ

の効果のメカニズムはまだ完全には理解されていない。 

近年、様々なナノ粒子と UVの併用が殺菌に応用されている。二酸化チタン(TiO2) 

ナノ粒子は光触媒として有名であり、水と空気浄化および複数の抗菌製品に使用さ

れている[7]。UV照射されたフラーレン (Fullerene: C60) は大腸菌 (Escherichia coli: E. 

coli) に殺菌効果を示すことが報告されている[8]。照射された C60は一重項酸素 (1O2) 

の形成を誘導し[9]、それが抗菌効果をもたらすと考えられている。酸化亜鉛 (Zinc 

oxide: ZnO) ナノ粒子では、UVAおよび UVBを用いて照射すると可視光を照射した

場合に比べ、細菌に対する毒性が上昇することが報告されている[10]。これは、UV

による ZnO粒子の溶解が原因と考えられる[11]。銀における研究では、硝酸銀 (Silver 

nitrate: AgNO3) と UV や可視光を複合作用することによって、ウイルス、細菌などの
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不活性化を増強することが示されている[12-14]。これは、酵素蛋白質の中のチオー

ル基 (SH基) が Ag+と錯体を形成し蛋白質機能が失われること、また、Ag+と SH基

の錯体は、UV 照射により、モノスルフィドラジカルやジスルフィドラジカルを生成

することが原因と考えられている[14]。 

 

一方、いくつかの研究において、銀粒子、特にナノサイズの粒子では、様々な種類

のヒト細胞に対して、顕著な毒性が示されることが報告されている。15 – 150 nm サイ

ズの AgNPs 作用は肝臓、皮膚、肺上皮、および神経細胞における細胞の生存率や増殖

活性を低下させることが報告されている[15-18]。例えば、Eom ら[17]は、ヒト Jurkat T

細胞における AgNPs の影響を、酸化ストレスに関連するエンドポイントに着目し毒

性試験を行った結果、AgNPs は Nrf-2 および NF-B シグナル伝達経路を介して p38-

MAPK を活性化し、その結果、DNA 損傷、細胞周期停止およびアポトーシスを誘導

することを示した。Foldbjerg ら[18]は、ヒト肺上皮細胞株 A549 における遺伝子発現

に対する AgNPs および Ag+の効果について、マイクロアレイ解析を用いて検討した。

作用 24 時間後、AgNPs はメタロチオネイン、熱ショック蛋白質およびヒストン蛋白

質の発現を上昇させることから、AgNPs 特異的な細胞の応答が引き起こされているこ

とが予想された。しかし、それらのメカニズムについてはまだ解明されていない。 

我々が日常生活を送る上で UV の曝露を避けることはできない。UV 存在下、様々

なナノ粒子が殺菌効果を増大する事実[7-11]は、私たちヒトの細胞にも何らかの影響

を表す可能性が考えられる。さらに、より高い殺菌効果が期待されている AgNPs は、

UV照射下、より顕著な影響をヒトに与える可能性が考えられる。これまでに、AgNPs

または UV単独の生体影響に焦点をおいた研究は数多くなされてきたが、それら複合

作用に関する研究報告はごく僅かである。実際の生活環境を考慮すると、複合作用に

よる生体影響を解明することは重要な課題であると考えられる。 

近年の研究によると、AgNPs は主に酸化型 DNA損傷を引き起こすことが判明して

いる[19,20]。また、UVAは代表的な酸化型DNA損傷である 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine 

(8-OHdG) を誘導することが報告されている[21]。UVB、UVC は直接 DNA 塩基に吸

収され、DNA 塩基を励起し、それらが基底状態に戻る際に、cyclobutane pyrimidine 

dimers (CPDs) や (6-4) photoproducts (6-4PPs) を形成する[22]。AgNPs と UVがそれぞ

れ、DNA 損傷を引き起こすということは、それらの複合曝露によって、より重篤な

DNA損傷が生成される可能性が高い。さらに、これらの損傷は、転写や DNA複製と

いう細胞機能を維持するために重要な DNA 代謝反応の傷害となり、細胞死や突然変

異の原因となる[21,22]。よって、DNA 損傷を評価することは AgNPs と UV のヒトへ

の複合影響を検討する上で重要である。 
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近年、クロマチン構造の変化と DNA 損傷生成、修復に密接な関係があることが報

告されている[23-25]。中でも、ヒストン蛋白質の様々な化学修飾は、クロマチン構造

の変化に関わっている[26,27]。例えば、ヒストンがアセチル化されると、クロマチン

構造が緩み、露出した DNAを増加することが報告されている[26]。そこに、UVを照

射した場合、DNA 損傷生成率が変化することが予想される。また、ヘテロクロマチン 

(凝集状態) 中に形成された DNA二本鎖切断 (Double-strand breaks: DSBs)、CPDs およ

び 6-4PPs 等の DNA 損傷は、ユークロマチン (弛緩状態) 中より、修復しにくいこと

が報告されている[23,24]。これらのことから、ヒストン修飾の変化は AgNPs と UVに

よる DNA損傷生成、修復に強く関連していることが予想される。従って、DNA損傷

の評価において、ヒストン修飾の変化も考慮すべきである。 

本研究では、UV照射と AgNPs による効果的な新規殺菌方法を検討すると共に、そ

のヒト培養細胞への影響を検討した。第 1 章では AgNPs と UV の複合作用による殺

菌効果を、E. coli を用いて検討した。第 2および 3章では、AgNPs と UVの複合曝露

後の DNA 損傷の生成、第 4 章では AgNPs 曝露後の DNA 損傷生成、修復に関連する

ヒストン修飾の変化について、ヒト培養細胞を用いて検討した。さらに、第 2、3 お

よび 4章の結果から、AgNPs のヒトへの影響評価が重要であることが強く示されたた

め、第 5章では、AgNPs によるヒストン修飾変化を利用して、AgNPs の影響を評価す

る簡易スクリーニング系の構築を試みた。  
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第 1章 紫外線照射下における銀ナノ粒子の新規殺菌方法の開発 

 

1-1 序論 

近年、AgNPs の殺菌特性に着目した製品が著しく増加している[4]。粒子径が 100 nm

以下のナノ粒子は、そのサイズがとても小さいので、より生物深部へと浸透しやすく、

また、粒子一つの粒子径が減少することに伴い、同質量における総表面積が増加する

ため、マイクロサイズ粒子に比べ顕著な、そして新しい特性を示す可能性を有してい

る。Choi ら[28]は、硝化細菌および E. coli を用いて AgNPs、Ag+および銀コロイドの

殺菌能力を調べた。AgNPs は Ag+および銀コロイド比べ、約 2倍の殺菌活性を持って

いることを明らかにした。また、62 nm より 9.2 nm サイズの AgNPs の方がはるかに

高い殺菌活性を有することが報告されており[29]、より小さいサイズの方が顕著な殺

菌効果があることが考えられる。さらに、AgNPs の中では、三角形および棒状より球

状の方がより殺菌活性を持っていることが報告され[30]、粒子径に加え、形状も抗菌

活性を左右する因子とされている。 

最近の研究によって、AgNO3と UVや可視光を複合作用させることにより、より高

い殺菌効果を得ようとする試みがなされている[12-14]。Butkus ら[13]は、飲料水の消

毒のために、Coliphage MS-2を含む飲料水を用いて、AgNO3と UVC の複合作用時の

殺菌効果について実験を行った。その結果、効果的な殺菌効果が示され、また、水の

濁度、pH 等の性質は影響を受けず、運転と管理コストが低いことから、飲料水の消

毒の新しい技術の一つとして提唱した。Kim ら[14]は、AgNO3 と UVA や可視光の複

合作用によって、E. coli および Coliphage MS-2に対する殺菌効果が増強されたことを

報告し、そのメカニズムとして細胞内 Ag+と SH 基の相互反応を提案している。これ

らの研究では AgNO3を用いているが、AgNPs と UV の複合曝露の方が、より顕著な

殺菌効果があることが AgNPs 単独の実験報告から予想される。しかし、AgNPs と UV

の複合曝露時の殺菌効果についての研究は報告されていない。 

そこで本章では、E. coli を用いて、AgNPs と UVの複合曝露による殺菌効果につい

て検討した。また、E. coli 内への AgNPs の取り込み量の変化、および AgNPs から放

出された Ag+量を測定し、殺菌効果亢進のメカニズムについて解析した。 

 

1-2 実験材料および方法 

 

1-2-1 実験材料 

E. coli (NBRC3972) は National Institute of Technology and Evaluation (Japan) から購入

した。サイズ: <0.1 m、2 – 3.5 m、5 – 8 m および<45 m の銀粒子は Sigma-Aldrich 
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(MO, USA) から、<1 m および<106 m はWako Pure Chemicals Ind. (Japan) から購入

した。波長: 320 – 390 nm (Peak: 352 nm) および波長: 350 – 400 nm (Peak: 369 nm) の

UVチューブは Hitachi Ltd. (Japan) から、波長: 280 – 320 nm (Peak: 310 nm) および波

長: 305 – 325 nm (Peak: 315 nm) のは Koninklijke Philips Electronics N.V. (Netherland) か

ら購入した。 

 

1-2-2 銀粒子ストック溶液の調製 

使用直前に 1.5 mL マイクロチューブ中で、銀粒子が 30 mg/mL の濃度になるよう

に、蒸留水に懸濁させた。その後、マイクロチューブを密閉式超音波破砕機 (Cosmo 

Bio, Japan) を用いて 1分間、超音波処理した。懸濁液中の銀粒子の平均直径 (二次粒

径) は、ゼータサイズーナノ (Malvern Ins., U.K.) により計測した。<0.1 m の銀粒子 

(AgNPs) は 425.9 nm だった。>2 – 3.5 m の銀粒子は、ゼータサイズーナノにより計

測できないので検討しなかった。 

UVA照射された銀粒子を調製するため、AgNPs (<0.1 nm) は 3 mL蒸留水を含む 35 

mm dish (Corning, MA, USA) に懸濁し (1 mg/mL)、0 – 50 kJ/m2の UVを照射した。ま

た、H2O2 で酸化された AgNPs を調製するため、1.5 mL マイクロチューブの中で、

AgNPs (1 mg/mL) と H2O2 (1 M) を 1 時間反応した。その後、それぞれ処理した AgNPs

は蒸留水で 3回洗浄し、30 mg/mLのストック濃度で蒸留水に再懸濁した。 

AgNO3ストック溶液は蒸留水で 10 mg/mLとなるように調製し、使用直前まで-20℃

で保存した。 

 

1-2-3 大腸菌の前培養 

E. coli は、グリセロールストック法によって-80℃で凍結保存されている。実験前日、

凍結した E. coli を氷上に置いて、凍ったままスパチュラの先でかき取り、30 mL LB

培地 (Bacto Trypton 10 g、Bacto Yeast extract 5 g、NaCl 10 g、5N NaOH 0.2 mLを蒸留

水 1 L に溶解し、オートクレーブで滅菌したもの) を含む 50 mL チューブに懸濁さ

せ、18時間前培養した。 

 

1-2-4 銀粒子作用および紫外線照射 

実験当日、前培養した E. coli (O.D600≒1) は 3 mL PBS を含む滅菌した 35 mm dish に

懸濁した。E. coli は暗室の中で室温で穏やかに振盪しながら、銀粒子 (サイズ依存性

の実験以外には、<0.1 m (<100 nm) サイズの AgNPs を使用した) (0.1 – 1 mg/mL)、

AgNO3 (0.5 – 50 g/mL) を 1 – 4時間で作用、および UV を 8 – 50 kJ/m2照射した。ま

た、UVの照射線量は検出器 (Atto, Japan) を用いて同時に測定した。検出器をサンプ
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ルと同じ距離に設置し、1 時間毎の照射量を 50 kJ/m2とするために、サンプルと UV

チューブの間の距離を調整した。 

SH基を有する N-acetylcysteine (NAC) を用いた実験では、E. coli は暗室の中、室温

で穏やかに振盪しながら、NAC (10-7 – 10-3 M) を 0.5時間前作用させた。 

 

1-2-5 大腸菌の生存率の測定 

銀粒子と UV 作用後の大腸菌の生存率は、コロニー形成法によって決定した。銀粒

子と UV で処理された E. coli を LB 培地に再懸濁し (300 倍希釈)、暗所に 37℃で 18

時間好気的に再培養した。再培養した E. coli の段階希釈液 (100 l) は、LBプレート 

(LB培地に Bacto Agar (Becton Dickinson, MD, USA) を 1.5% (w/w) となるように加え

たもの) に撒いて、37℃で培養した。24時間後に形成されたコロニー数を計測し、生

存率を決定した。生存率は Colony Forming Unit (CFU)/mLで表し、以下の計算式に基

づいて計算した。 

生存率 (CFU/mL) ＝ コロニー数×段階希釈倍数/mL 

 

1-2-6 大腸菌内への銀粒子の取り込み量の測定 

 AgNPs、UVA照射およびH2O2により酸化された銀粒子を E. coliに 4時間作用した。

処理後、E. coli を回収し、PBS で 3 回洗浄した。粒子の細胞内取り込み量は flow 

cytometry (FCM) (FACS CANTTM II: Becton Dickinson, NJ, USA) を用いて解析した。FCM

では、前方散乱光 (forward-scatter light: FS) と側方散乱光 (side-scatter light: SS) で、

細胞の大きさおよび密度を解析することが可能であり、FSおよび SSの値はそれぞれ、

“細胞の大きさ”と“細胞の密度”を反映している。取り込まれた粒子が多いほど SS の

値が高くなることが明らかとなっている[31]。 

 

1-2-7 銀イオンリリース量の測定 

 AgNPsの表面から放出されたAg+の濃度を inductively coupled plasma-atomic emission 

spectrometry (ICP-AES) (Varian 730ES) を用いて分析した。AgNPs、UVA 照射および

H2O2処理された AgNPs (500 L; 1 mg/mL) の水懸濁液を透析チューブ (GE Healthcare, 

NJ, USA) に加え、室温で 0.5 – 96 時間、10 mL の蒸留水の中に攪拌しながら透析し

た。また AgNO3 (100 M) 標準液を蒸留水で段階的に希釈し、25，12.5，6.25，3.125 

M および 0 M の AgNO3標準液を調製した。Ag+の放出量は AgNO3標準液で作製し

た検量線を用いて計算した。 

 

1-2-8 グルタチオン量の測定 



7 

 

GR (glutathione reductase) – DTNB (5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) リサイクル法 

(GSH assay) による試験管内および E. coli 内のグルタチオン (Glutathione: GSH) 量を

測定した。 

試験管の場合、AgNPs、UVA照射および H2O2処理された AgNPs (1 mg/mL) を穏や

かに振盪しながら 25℃で 24 時間インキュベーションした。遠心分離後、15 L の上

澄みと 15 Lの GSH (最終濃度 0 – 100 M) を混合し、室温で 0.5時間反応した。反

応後、30 Lの反応混合物を試料とした。 

E. coli の場合、E. coli は AgNPs と UVA作用 24時間後に回収し、GSH assayおよび

Protein assayで使用するために二つに分けた。GSH assayのために、E. coli を 300 L

の 10% 5-sulfasalicylic acid (SSA) 溶液に懸濁し、室温で 10 分間に静置した。サンプル

を遠心分離後、30 Lの上澄みを試料とした。 

上述した 30 Lの試料は、118 Lの NADPH 溶液 (0.4 mM) および 10 Lの GR 溶

液 (4 units/mL) と混合し、37℃で 1 時間インキュベータした。その後、50 Lの DTNB

溶液 (1 mM) を添加し、マイクロプレートリーダー (Bio-Tek, VT, USA) を用いて 412 

nm で吸光度を測定した。また、15 Lの GSH (1 mM) 標準液と 585 Lの SSA溶液を

混合し、さらに混合試料を SSA溶液で段階的に希釈し、25，12.5，6.25，3.125 M お

よび 0 M の GSH 標準液を調製し、上記アッセイの検量線を作成した。 

Protein assayのために、E. coli を 100 L Lysis Buffer 溶液 (100 mM Tris (pH8.0)、50 

mM EDTA、0.5% TritonX-100) に懸濁し、1 分間で超音波処理した。氷上に約 2 時間

静置した後、サンプルを遠心分離し、4 Lの上澄みを試料として、Bio-Rad protein assay 

kit (Bio-Rad Labo., CA, USA) を用いてタンパク定量を行った。E. coli 内の GSH 含量

は GSH標準曲線を用いて計算され、protein assayの結果に基づいて補正した。 

 

1-2-9 検定 

 全ての実験は、3 – 4回繰り返し、再現性のあることを確認した。データは 1回の実

験の平均値として表している (n=2 – 5)。有意差検定は Dunnett’s t test を用いて一元配

置 ANOVAにより行った。統計的な有意性は、*P <0.01 で表した。 

 

1-3 実験結果 

 

1-3-1 紫外線照射下における銀ナノ粒子による大腸菌に対する殺菌効果 

E. coli に AgNPs を 4時間作用した後、UVAチューブ (Peak: 352 nm) を用いて照射

した。Fig. 1 に生存率を示す。UVAの単独作用では、E. coli の殺菌効果は観察されな

かった。AgNPs 単独作用では、作用濃度依存的に低下したが、増殖能力を完全に抑制
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するには至らなかった。UVA照射下での AgNPs 作用では、AgNPs の作用濃度依存的

に顕著な殺菌効果が観察された (Fig. 1A)。この顕著な殺菌効果は UVAの照射量 (Fig. 

1B) および照射前の AgNPs の作用時間 (Fig. 1C) に依存した。また、AgNO3 に比べ

て、AgNPs は顕著な殺菌効果を示し (Fig. 1D)、さらに、銀粒子の粒径が小さいほど殺

菌効果は顕著であった (Fig. 1E)。 

 

 

Figure 1. Remarkable bactericidal activity of concomitant treatment with AgNPs and UVA 

(A) E. coli treated with AgNPs for 4 h was exposed to 50 kJ/m2 of UVA (peak: 352 nm). The survival was 

determined by colony formation assay and described as CFU/mL. : treated with only AgNPs; : 

treated with both AgNPs and UVA. 

(B) E. coli treated with AgNPs (1 mg/mL) for 4 h was exposed to several doses of UVA (peak: 352 nm). : 

untreated; : treated with both AgNPs and UVA. 

(C) E. coli treated with AgNPs (1 mg/mL) for several hours was exposed to 50 kJ/m2 of UVA (peak: 352 

nm). : untreated; : treated with both AgNPs and UVA. 

(D) The bactericidal effect of AgNPs (1 mg/mL) was compared with that of AgNO3 under the same 

conditions of UVA (peak: 352 nm).  

(E) E. coli treated with several sized Ag particles (1 mg/mL) for 4 h was exposed to 50 kJ/m2 of UVA (peak: 

352 nm). 
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異なる波長の紫外線における殺菌効果の変化を Fig. 2 に示す。各紫外線の波長スペ

クトルをグラフ内図にそれぞれ示している。UVA (Peak: 352 nm および Peak: 369 nm) 

(Fig. 2A and B) と比較して、UVB (Peak: 310 nm および Peak: 315 nm) (Fig. 2C and D) で

は、顕著な殺菌効果が認められなった。 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Contribution of UV wavelengths to the significant antibacterial effect after concomitant 

exposure to AgNPs and UV 
E. coli treated with AgNPs for 4 h was exposed to 50 kJ/m2 of UV. The wavelength characteristics of UVA 

(the peak is 352 nm (A) and 369 nm (B)) and UVB (the peak is 310 nm (C) and 315 nm (D)) were placed in 

the figures. Cell survival was determined by colony formation assay and described as CFU/mL. : treated 

with only AgNPs; : treated with both AgNPs and each UV. 
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1-3-2 銀ナノ粒子と紫外線の作用順番による大腸菌に対する殺菌効果 

AgNPs を最初に E. coli に作用した後、UVAを作用した (Ag-UV)、および AgNPs 自

体に UVA を照射して、それを E. coli に作用した順番 (Ag+UV) では顕著な殺菌効果

が観察されたが、UVA を最初に E. coli に照射した後、AgNPs を作用した順番 (UV-

Ag) では効果が認められなかった (Fig. 3A)。また、Ag+UVの殺菌効果は UVA照射量

に依存した (Fig. 3B)。このことから、AgNPs の表面が UVA で酸化されることが、効

果的な殺菌に寄与しているのではないかと考えられた。そこで、強い酸化能力がある

H2O2を用いて AgNPs を前処理し、表面が酸化された AgNPs を作成した。H2O2処理

をした AgNPs は H2O2処理濃度依存的に顕著な殺菌効果を示した (Fig. 3C)。 

以上の結果より、UVA照射下での AgNPs 作用によって効果的に E. coli を殺菌でき

ること、それには AgNPs の酸化が関連していることが明らかになった。以後の実験

では、なぜ UVA 照射下における AgNPs 作用では、それぞれの単独作用よりも、顕著

な殺菌効果が示されたのかを検討した。 

 

1-3-3 大腸菌への銀ナノ粒子の取り込み 

 AgNPs の殺菌効果は菌体内の AgNPs の取り込み量に強く関連していることが報告

されている[6,30]。そこで、UVA 照射や H2O2処理によって細胞内への AgNPs の取り

込み量が促進するか否かを FCM を用いて検討した。 

AgNPsの作用濃度を変えてE. coliへの取り込みを検討したところ、SS強度がAgNPs

作用濃度依存的に上昇したことより、AgNPs は E. coli 内に取り込まれることが判明

した (Fig. 4A)。また、小さいサイズの銀粒子ほど SS強度の上昇が観察され (Fig. 4B)、

小さいサイズの銀粒子は大腸菌内に取り込まれやすいことが示された。0.1 m サイズ

以下の AgNPs では、E. coli への取り込み量がはるかに多いことは、Fig. 1E で示され

た 0.1 m サイズ以下の AgNPs で殺菌効果が高い事実と一致した。しかしながら、UVA

および H2O2で酸化された AgNPs と処理されない AgNPs は、取り込み量に変化なか

った (Fig. 4C)。つまり、AgNPs 表面が酸化しても、E. coli 内への取り込みは上昇しな

かった。 
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Figure 3. Oxidation of AgNPs and the relationship with antibacterial activity 

(A) The order of treatments with AgNPs and UV was changed and a colony formation assay was performed. 

Ag: treated with only AgNPs (1 mg/mL); UV: exposed to only UVA (the peak is 352 nm); Ag-UV: 

treated with AgNPs (1 mg/mL), followed by exposure to UVA; UV-Ag: exposed to UVA, followed by 

treatment with AgNPs; Ag+UV: treated with AgNPs (1 mg/mL) pre-exposed to UVA (peak: 352 nm). 

(B) AgNPs were exposed to several doses of UVA. The pre-exposed AgNPs were added to the E. coli culture 

dish for 4 h and a colony formation assay was performed. : untreated; : treated with AgNPs pre-

exposed to UVA. 

(C) AgNPs were treated with several doses of H2O2 for 1 h. The oxidized AgNPs were added to the E. coli 

culture dish for 4 h and a colony formation assay was performed. : untreated; : treated with AgNPs 

treated with H2O2.  

The survival data was described as CFU/mL. The statistical significance of differences between untreated 

AgNPs, and AgNPs exposed to UVA or treated with H2O2, is represented *p < 0.01. 
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Figure 4. Incorporation of AgNPs after exposure to UVA or oxidation by H2O2 

The incorporation of AgNPs by E. coli was analyzed using FS/SS in FCM. 

(A) Dose-dependent incorporation of AgNPs. E. coli was treated with AgNPs (0.1, 0.3 and 1 mg/mL) for 4 

h and analyzed using FCM.  

(B) Incorporation of Ag particles (1 mg/mL) of different sizes for 4 h.  

(C) Incorporation of AgNPs (1 mg/mL) and AgNPs pre-exposed to UVA (50 kJ/m2, peak: 352 nm) and pre-

treated with 1 M H2O2 for 1 h. 

To make the increase of SS by incorporation of AgNPs clear, a line at the highest SS intensity of untreated 

cells was added in each dot plot and histogram. 
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1-3-4 紫外線による銀ナノ粒子の酸化と銀イオンリリース量の関与 

AgNPs のサイズは小さいほどより E. coli に取り込まれやすく、そして高い殺菌効

果を示すことが明らかになった。しかし、UVA 照射は AgNPs の殺菌能力を促進させ

るが、細胞内への AgNPs の取り込み量は変化させないことが示された。一方、AgNPs

の殺菌効果はAgNPsから放出されたAg+に起因していることが報告されている[28,29]。

そこで、UVA 照射による AgNPs の殺菌効果の亢進は、AgNPs から放出された Ag+量

の促進に依存するのかどうかを、放出した Ag+を ICP-AES で測定することにより検討

した。 

UVA照射によりAgNPsから水へのAg+の放出は、24時間インキュベーション後に、

約 2倍に増加し、さらに時間依存的に上昇した (Fig. 5A)。また、UV波長による放出

量の変化を検討したところ、Ag only、UVB (310 nm)、UVA (352 nm)、UVA (369 nm) 照

射後、それぞれ放出量は 5、7.6、10、24 M であった (Fig. 5B)。また、H2O2処理後は

29 M であった。それは、Fig. 2 の殺菌効果と一致し、Ag+放出量は UVBより UVA照

射された AgNPs の方が高かった。これらの結果は、UVA 照射による AgNPs の酸化に

よりAg+の放出量が増強されることが顕著な殺菌効果に寄与していることを示唆して

いた。 

 

 

 

Figure 5. Determination of Ag+ released from AgNPs 

Ag+ released from AgNPs was analyzed using ICP-AES. Water suspensions of AgNPs and UV- or 

H2O2-treated AgNPs (500 L, 1 mg/mL) were dialyzed against 10 mL of water for 0.5 to 120 h at 

room temperature.  
(A) Dialysis time-dependent release of Ag+. Dotted column: release of Ag+ from AgNPs, black column: 

release of Ag+ from AgNPs pre-exposed to UVA (50 kJ/m2, the peak is 352 nm) for 1 h.  

(B) UV wavelength-dependent release of Ag+. The release of Ag+ from AgNPs pre-exposed to several 

wavelengths of UV (50 kJ/m2) and from AgNPs pre-treated with H2O2 (1 M) for 1 h, was determined.  

The statistical significance of differences between untreated AgNPs, and AgNPs exposed to UVA or treated 

with H2O2, is represented *p < 0.01. 
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1-3-5 銀ナノ粒子と紫外線作用後の大腸菌内グルタチオン量の変化 

細胞では、GSH、Cysteine、Homocysteine等の SH基を有する分子は、過剰な細胞内

酸化の影響から細胞を保護する役割を有している。GSH は SH基を有する生体物質の

中では細胞内に最も豊富に存在する。Ag+は SH基と反応し、SH基を有する抗酸化分

子の機能を阻害することが報告されている[32]。特に、AgNPs では細胞内に取り込ま

れる際、活性酸素種 (Reactive oxygen species: ROS) が産生されるといった報告があり

[33,34]、Ag+と反応した生体内抗酸化分子は、ROS によって誘導される酸化的な損傷

を防御できないことが予想される。そこで、放出された Ag+が、細胞内分子、特に抗

酸化物質との結合を介して、殺菌効果に寄与しているかどうかを検討した。 

E. coli に NAC の存在下、UVA 照射下での AgNPs を作用させ、生存率を測定した 

(Fig. 6A and B)。AgNPs 作用、および酸化した AgNPs 作用による殺菌効果は、NAC に

よって完全に抑制された。つまり、Ag+が NAC の SH基を介して結合することで、そ

れらが細胞内 GSH 等の SH 基を有する分子と結合することが阻害される可能性が考

えられた。 

次に、AgNPs から放出される Ag+の GSHへの結合を検討した (Fig. 6C)。Ag+と GSH

が反応すると GSH assay では検出ができなくなる。GSH は AgNPs の作用により減少

した。さらに、AgNPs の単独作用より UVA 照射された AgNPs の方が、より GSH の

濃度が減少した。H2O2処理された AgNPs では、さらに顕著な減少が観察された。ま

た、AgNPs 作用後の E. coli 内の GSH の濃度においても、AgNPs の単独作用より UVA

照射およびH2O2で酸化されたAgNPsの方が、顕著なGSHの低下を示した (Fig. 6D)。 

以上の結果は、UVA 照射下での AgNPs 作用によって、E. coli 内に Ag+の放出量が

増加し、SH 基を有する細胞内分子等に結合することで機能を低下させ、その結果顕

著な殺菌効果を示したことを強く示唆した。 
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Figure 6. Reaction of Ag+ released from AgNPs with a molecule having a –SH group 
(A) E. coli was treated for 4 h with AgNPs (1 mg/mL) and exposed to 50 kJ/m2 of UVA (peak: 352 nm) in 

the presence of NAC. Cell survival was determined by colony formation assay and described as 

CFU/mL. : untreated; : treated with both AgNPs and UVA. 

(B) E. coli was treated for 4 h with AgNPs (1 mg/mL) pre-treated with H2O2 (1 M) in the presence of NAC. 

Cell survival was determined by colony formation assay and described as CFU/mL. : untreated; : 

treated with AgNPs pre-treated with H2O2. 

(C) Amount of GSH-Ag adduct formed after the mixing of AgNPs and GSH in vitro was determined by the 

GSH assay. : GSH only; ◆: GSH+AgNPs; ▲:GSH+AgNPs pre-exposed to 50 kJ/m2 of UVA (peak: 

352 nm); : GSH+AgNPs pre-treated with H2O2 (1 M). 

(D) Amount of GSH-Ag adduct formed in E. coli after treatment with AgNPs was determined by the GSH 

assay. Ag: treated with only AgNPs (1 mg/mL); UV: exposed to only UVA (50 kJ/m2, the peak is 352 

nm); Ag-UV: treated with AgNPs (1 mg/mL), followed by exposure to UVA; Ag+UV: treated with 

AgNPs (1 mg/mL) pre-exposed to UVA; Ag+H2O2: treated with AgNPs (1 mg/mL) pre-treated with 

H2O2 (1 M). The statistical significance of differences with untreated AgNPs is represented *p< 0.01. 
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1-4 考察 

本章では、E. coli を用いて、UVA 照射下における AgNPs による殺菌効果とそのメ

カニズムを中心に検討した。UVA 照射下での AgNPs作用は、顕著な殺菌効果を示し、

また、AgNO3 (Ag+) の殺菌効果と比較すると、AgNPs (1 mg/mL) の方が AgNO3 (50 

g/mL、約 300 M) よりも効果的であった。AgNPs から放出される Ag+の量は、ロー

ドされた銀の総量の約 0.1％であることが報告されている[29]。それに基づけば、今回

の実験では、使用した AgNPs (1 mg/mL) から約 1 g/mL (5 M) の Ag+が放出された

ことになる。この濃度は使用した AgNO3 (50 g/mL、約 300 M) の濃度より低かった

にもかかわらず、AgNO3 に比べ AgNPs の方が高い殺菌効果を示したことになる。よ

って、ナノ粒子特有の効果が顕著な殺菌機能に寄与することが考えられた。 

この殺菌効果は銀粒子のサイズに依存した。Fig. 1Eで使用した<0.1 m のサイズの

AgNPs は UVA 照射により高い殺菌効果を示したのに対し、これより大きい (>0.2 m) 

銀粒子はほとんど、あるいはまったく影響を与えなかった。近年、いくつかの研究で

は、ナノ粒子のサイズと形状は殺菌効果および細胞毒性に関連していることが報告さ

れている[29,30]。例えば、Lok ら[29]は 10 – 100 nm サイズの AgNPs を用いて E. coli

に対する AgNPs の毒性を検討し、それらが粒子のサイズに依存することを報告して

いる。Fig. 4 並びに Fig. 1Eにおいて E. coli への AgNPs の取り込み量と殺菌効果が 0.1 

m のサイズ以下の AgNPs で上昇することが判明したので、ナノサイズ粒子ゆえに細

胞内に取り込まれ、殺菌効果を示すことが示唆された。しかし、UVA照射によっては、

取り込み量は上昇しなかったことから、E. coli を殺傷するには 0.1 m 以下で細胞内

に取り込まれることが必須であるが、UVA により殺菌効果が上昇した理由ではない

と考えられた。 

Fig. 5において、AgNPs表面からのAg+リリース量を ICP-AESを用いて調べた結果、

UVA照射によって Ag+のリリース量が増加することが判明した。よって Ag+の放出増

加が顕著な殺菌効果に寄与していることが考えられた。いくつかの研究が Ag+に殺菌

効果があることを報告している[32, 35]。興味深いことに、UVA照射された AgNPs か

ら放出された Ag+の量は Fig. 1D で使用した AgNO3 の濃度よりかなり低かったが、

AgNO3より AgNPs と UVAの複合作用による殺菌効果が強かった。つまり、AgNPs は

E. coli の中に取り込まれ、UVA照射により酸化され、細胞内で連続的に Ag+放出する

ため、殺菌効果が高かったと考えられる。 

Ag+はNADHデヒドロゲナーゼなどの呼吸連鎖反応の酵素と相互作用し、その結果、

ATP 合成から呼吸の脱共役を生じる[29]。呼吸鎖の擾乱によって、ROS 生成の可能性

があり[33-36]、ROS は高い毒性を有することはよく知られている。また、Ag+は細胞

膜を浸透し、膜蛋白質に結合することによって、プロトン駆動力の崩壊を引き起こす
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[32]。本研究では、Ag+と細胞内分子である GSHの反応を検討した結果 (Fig. 5)、Ag+

が GSH と結合することを明らかにした。また、UVA 照射により E. coli 内の GSH の

減少が顕著であることも示した。よって、UVA照射によって放出された Ag+は、細胞

の機能的な蛋白質と反応し、その結果殺菌活性につながることが考えられた。 

生体内では、細胞内の H2O2と AgNPs の反応は、Ag+放出量の増加を引き起こす要

因の一つであると推定される[37]。また、ナノ粒子は細胞内に取り込まれた際、H2O2

を始めとする ROS の生成を誘導することが報告されている[38]。さらに、Ag+と SH

基を持つ GSH、Cysteine、Homocysteine などの抗酸化分子との反応は、抗酸化分子の

機能を失わせ、細胞内の酸化を増加させる[34]。本研究では、H2O2で処理された AgNPs

を用いて、Ag+の放出量を検討した結果 (Fig. 5)、Ag+の放出量が大幅に増加する結果

を得た。また、H2O2で処理された AgNPs は GSHの細胞内での減少とともに、顕著な

殺菌効果を示した (Fig. 3)。従って、AgNPs 作用による H2O2の細胞内濃度の上昇が、

AgNPs を酸化させ、Ag+リリース量の増加を引き起こし、毒性の上昇に関与したこと

も一因として考えられる。AgNPsとUVA、さらに細胞内H2O2の複合作用が加わって、

E. coli 内に Ag+の放出量が大幅に増加し、細胞内分子に結合することで機能を低下さ

せ、その結果顕著な殺菌効果を示したことが予想された。 

UVA照射下における AgNPs によって効果的に E. coli を殺菌できるが、UVBでは高

い効果は認められなかった。これは、UVA と比較して、UVB は波長が短いために、

E. coli 懸濁液に深く浸透することができなかったためと考えられる。また、UVB は

AgNPs の存在下で遮光されてしまう可能性がある。さらに、UVA照射は、粒子の表面

を酸化させると共に、E. coli の中でもヒドロキシルラジカルや H2O2など、ROS を生

成し、これらの ROS は侵入した粒子の表面をさらに酸化させる可能性もある。これ

らの理由から、UVA によって効果的な殺菌効果が可能であったと考えられる。さら

に、AgNPs 単独作用では、S. aureus、L. mesenteroides や Coliphage MS-2などに対する

抗菌効果を示すことが報告されているので[6,14]、E. coli 以外の微生物においても、

UVA存在下での AgNPs 作用はより顕著な殺菌効果を示すことが考えられる。 

第 1 章の内容を Fig. 7 にまとめた。第 1 章においては、主に UVA 照射下における

AgNPs による E. coli に対する効果的な殺菌を実証した。高い殺菌効果を示すために

は、E. coli 内への AgNPs の取り込みと、E. coli 内での持続的な Ag+の放出が両方必須

である。さらに、放出された Ag+は E. coli の生体分子と SH基を介して結合すること

で、それら分子を不活性化し、効果的な殺菌効果を示したのではないかと考えられた。

私は、AgNPs と UVA の併用が、将来、空気、水および医療材料等の消毒に適用され

ることを期待している。 
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Figure 7. Incorporation of AgNPs and bactericidal effect 
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第 2章 UVA照射下における銀ナノ粒子によるヒト培養細胞への影響 

 

2-1 序論 

第 1章において UVA照射下における AgNPs作用は E. coliに対して顕著な殺菌効果

を示すことを明らかにした。我々は、日常的に UV に曝露されている。UVA 存在下、

高い殺菌効果を AgNPs が示すのであれば、我々ヒトにも何らかの影響を示すことが

危惧される。 

UV の全太陽放射に占めるエネルギー比は約 6%であり、可視光 (約 52%)、赤外線 

(約 42%) に比べると量的に少ないが、その光子エネルギーが大きいため地球上の様々

な生物に影響を与える。UVの主要な生体影響は DNA損傷である。UVによって生じ

た DNA 損傷は、その後細胞内で突然変異発生の原因となり、これが老化、発がんに

結びつくと考えられている[21,22]。UV はその波長によって DNA を損傷する機構が

全く異なる。長い波長の UVA では、細胞内のニコチンアミドアデニンジヌクレオチ

ド (Nicotinamide adenine dinucleotide: NADH) やフラビンアデニンジヌクレオチド 

(Flavin adenine dinucleotide: FAD) 等の UVAを吸収する色素団が存在し、これらが UVA

を吸収し励起される。励起された NADHや FADが基底状態に戻る時、ROS を細胞内

に放出し、その結果、DNA損傷、蛋白質の切断や脂質の過酸化を引き起こす[21]。短

い波長の UVB、UVC では、CPDs および 6-4PPs が形成されることがよく知られてお

り[C9]、これについては第 3章に詳細に記載した。 

一方、AgNPs も様々な種類のヒト細胞に対して DNA 損傷を引き起こすことが報告

されている[17,19,20,39,40]。Ávalos ら[39]は、4種類のヒト培養細胞を用いて、AgNPs

作用後の DNA 損傷を検討した結果、全ての細胞株において、AgNPs の作用濃度およ

びサイズ依存的に DNA の切断を増加したことを示した。さらに、CHO-K1 細胞にお

いては、AgNPs を処理すると、細胞質と核内でそれらが凝集し、細胞内の酸化を誘発、

酸化型DNA損傷である8-OHdGを生成することが報告されている[19]。従って、AgNPs

と UVAはそれぞれ DNA損傷を引き起こすことから、複合作用させれば、より重篤な

DNA損傷を引き起こす可能性がある。 

近年、DNA 損傷評価の一つとしてヒストン H2AX セリン 139 番目のリン酸化 

(phosphorylated histone H2AX: -H2AX) が注目されている。DNA 損傷の中で、DSBs は

がんや遺伝性疾患の両方のリスクを高める突然変異につながる最も重篤な DNA 損傷

であると考えられている。-H2AX は DSBs の生成が起因となって生成するため、電

離放射線のように DSBs が直接的に生成される因子によって誘導される[41]。一方、

DNA付加体や DNAクロスリンク、DNA一本鎖切断 (Single-strand breaks: SSBs)、酸

化型 DNA 損傷および UV 誘発 DNA 損傷 (Pyrimidine dimers) 等を保有したまま細胞
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が複製期に入り、DNA 複製が行われた場合に、複製フォークが上記損傷に衝突、その

ストレスによってDSBsが生成、H2AXがリン酸化されることが報告されている[42]。

また、DNA損傷を修復する過程で DSBs が生じ、-H2AX が誘導されることが報告さ

れている[43]。-H2AXを用いたアッセイは高感度および低偽陽性率を有するため、現

在、DNA損傷を検出するための有用な手段と考えられている[43]。 

そこで本章では、UVA と AgNPs 同時曝露後のヒト細胞、特に DNAへの影響を、-

H2AXに着目し検討した。 

 

2-2 実験材料および方法 

 

2-2-1 実験材料 

ヒト皮膚細胞HaCaTはDr. Norbert Fusening (German Cancer Research Center, Germany) 

より提供された。ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞 A549 およびヒト乳癌細胞 MCF-7 は

Japanese Collection of Research Bioresources (Japan) から購入した。また、第 1 章 1-2-1

に示した銀粒子 (<0.1 m、2 – 3.5 m、5 – 8 m、<45 m および<106 m) および UVA

チューブ (320 – 390 nm (Peak: 352 nm)) を用いた。 

 

2-2-2 細胞の培養 

 HaCaT、A549 および MCF-7細胞は 37℃、5% CO2の条件下で培養し、80%コンフル

エントとなった時継代を行った。実験に用いる細胞は 35 mm dish にまき、実験当日に

dish に 80%コンフルエントの状態になるように調整した。 

 

2-2-3 銀粒子作用および UVA照射 

 細胞は実験当日に新しい 10% fetal bovine serum (FBS) を含む Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM) 培地に培地を交換した。実験当日は、第 1章 1-2-2を示した

ように使用直前に調製した銀粒子 (0.1 – 1 mg/mL) および AgNO3 (0 – 50 M) を 4時

間作用させた。PBS (+) 溶液(0.9 mM CaCl2・2H2O、0.5 mM MgCl2・6H2Oとなるよう

に PBS で調製したもの) に交換し、UVA (Peak: 352nm) を 50 kJ/m2照射した。照射後、

PBS (+) 溶液を 10% FBS を含む DMEM 培地に交換した。細胞は 37℃、5% CO2の条

件下、0 – 48時間で培養した。また、NAC を用いた実験では、細胞に NAC (20 mM) 

を 0.5時間前作用させた。 

 

2-2-4 細胞の生存率の測定 
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 銀粒子作用および UVA 照射した後、PBS で洗浄し、A549 および MCF-7 細胞用ト

リプシン (Trypsin (2.5%) 0.65 mL、EDTA (0.02%) 6.5 mL、PBS 5.85 mL) および HaCaT

細胞用トリプシン (Trypsin (2.5%) 0.2 mL、EDTA (0.02%) 5 mL、PBS 4.8 mL) 処理によ

り細胞を回収した。回収した細胞懸濁液 100 Lに対しトリパンブルー溶液 (PBS 100 

mL、NaN3 65 mg、trypan blue 1 g) 100 Lを加え、血球計算盤を用いて生細胞と死細胞

の数をカウントし、その割合から生存率を計算した。 

 

2-2-5 ウエスタンブロット法による-H2AX の検出 

Western blottingによって-H2AXの検出を行った。銀粒子作用および UVA照射した

後、細胞を回収し、1 mL MS Buffer (5 mM Tris-HCl (pH7.5)、1 mM EDTA (pH7.5)、210 

mM mannitol、70 mM sucrose、1% protease inhibitor) を加え、ホモジナイザーで 10回

ストロークした後、氷上で 10 分間静置した。その後、遠心分離し上清を捨てた後、

Western Blotting用 Lysis Buffer (50 mM Tris (pH8.0)、5 mM EDTA、150 mM NaCl、0.5% 

nonidet P-40) に懸濁し、1分間で超音波処理した。氷上に約 2時間静置し細胞を完全

に溶解した後、Bio-Rad protein assay kit を用いてタンパク定量を行った。全サンプル

のタンパク量を合わせて、12.5%ポリアクリルアミドゲルを用いて、泳動 Buffer (Tris 

(hydroxymethyl) aminomethane 3 g、glycine 14.4 g、SDS 1 gを蒸留水 1 Lにしたもの) 中

で 20 mA、約 2 時間泳動し分離した。分離した蛋白質を Blotting Buffer (Tris 

(hydroxymethyl) aminomethane 12.1 g、glycine 14.4 g、methanol 50 mLを蒸留水 1 Lにし

たもの) および Blotting 装置 (Atto, Japan) を用いて電気的に Polyvinylidine Fluoride 

(PVDF) (Millipore, MA, USA) 膜に転写した。転写した後 1% skim milk で 1時間ブロッ

キングした。その後、1% skim milk と 0.1% Tween 20を含む PBS (0.1% TPBS ) を等量

で割った混合液によって 1/1000 に希釈した一次抗体を 4℃で一晩反応させた。一次抗

体反応した後、0.1% TPBS で 3回洗浄し、同じく 1% skim milk と 0.1% TPBS を等量

で割った混合液によって 1/1000 に希釈した二次抗体を 2 時間反応させた。二次抗体

反応した後、0.3% TPBS で 3回、さらに 0.1% TPBS で 3 回洗浄した。目的タンパクの

バンドは化学発光検出キット Pierce Western Blotting Substrate Plus (Thermo Fisher 

Scientific, MA, USA) を用いて、ケミルミ撮影装置 (Atto, Japan) で検出した。 

-H2AX検出のための一次および二次抗体は以下の通りである。 

一次抗体：Anti-phospho-H2A.X (Ser139) (rabbit polyclonal) (Millipore, MA, USA) 

二次抗体：Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Jackson Immuno 

Research Labo., PA, USA) 

アクチン (Actin) 検出のための一次および二次抗体は以下の通りである。 

一次抗体：Anti-actin (C-11) (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) 
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二次抗体：Peroxidase-Conjugated AffiniPure Rabbit Anti-Goat IgG (H+L) (Jackson Immuno 

Research Labo., PA, USA) 

 

2-2-6 免疫染色法による-H2AX像の検出 

 免疫染色法によって-H2AX の検出 (フォ－カスの検出) を行った。MCF-7 細胞を

Micro Cover Glass (φ=10 mm; Matsunami Glass, Japan) を含む 35 mm dish にまき、2-2-3

に示したように培養した。AgNPs と UVA、および H2O2 (5 mM) を処理したMCF-7細

胞をまいたMicro Cover Glass を 3.7% Formalin で 15分間、固定した。PBS で 3回洗浄

し、2% TritonX-100 溶液を加え、3 分間に室温静置した。3 分間後、PBS で 3 回洗浄

し、抗体希釈用溶液 (0.2% TritonX-100, 1% bovine serum albumin (BSA)) によって 1/100

に希釈した一次抗体を 2時間反応させた。一次抗体を反応させた後、PBS で 3回洗浄

し、同じく抗体希釈用溶液によって 1/100 に希釈した二次抗体を 2 時間反応させた。

PBS で 3 回洗浄後、Propidium Iodide (PI) (20 g/mL) 溶液で核染色し、マウント溶液で

スライドガラスに固定した。蛍光顕微鏡 (Olympus, Japan) によって-H2AXのフォー

カスを検出した。 

-H2AX検出のための一次および二次抗体は以下の通りである。 

一次抗体：Anti-phospho-H2A.X (Ser139), clone JBW301 (mouse monoclonal) (Millipore, 

MA, USA) 

二次抗体：Flourescein (FITC)-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (Jackson 

Immuno Research Labo., PA, USA) 

 

2-2-7 DNA二本鎖切断の検出 

 バイアス正弦電場ゲル電気泳動 (Biased sinusoidal field gel electrophoresis: BSFGE) 

(Atto, Japan) によって MCF-7 細胞における DSBs の検出を行った。処理した MCF-7

細胞をトリプシンで回収し、36 Lの 10 mg/mL低融点アガロース (Lonza Group Ltd., 

Switzerland) 溶液 (10 mM Tris-HCl (pH8.0)、1 mM EDTA ) に懸濁し、サンプルブロッ

ク作成器を用いて、1ブロックサイズ 10 mm×5 mm、厚さ 1.5 mm のサンプルゲルを作

製した。サンプルゲルを 4℃で完全に固化させた後、1.5 mLチューブに移し 0.5 mg/mL 

proteinase K 溶液 (1% sodium n-lauroyl sarcosinate、0.5 M EDTA (pH8.0)、10 mM Tris-

HCL) を 1 mL加え 50℃、24時間反応させた。反応した後、サンプルゲルを 0.8%アガ

ロースゲル (Lonza Group Ltd., Switzerland) にアプライし電気泳動を行った。泳動は

DC 電圧 30 V、AC 電圧 198 V、AC 周波数 0.001 Hz から 0.005 Hz まで直線的に変化さ

せながら 32 時間行った。また泳動緩衝液は 0.5×TBE とし、緩衝液循環式熱交換器 

(Atto, Japan) および循環冷却恒温装置 (Atto, Japan) を用いて泳動中、常に 20℃を保持
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した。泳動終了後、ゲルを泳動緩衝液で希釈した ethidium bromide (EtBr) (10 g/mL) で

1時間染色しトランスイルミネーター (Bio-Rad Labo., CA, USA) を用いて写真を撮影

した。 

 

2-2-8 細胞内への銀粒子の取り込み量の測定 

 実験前日 80%コンフルエントの状態になった各細胞に銀粒子 (0 – 1 mg/mL) を 4時

間作用させた。その後、細胞をトリプシンで回収、懸濁し、第 1 章 1-2-6 に示したよ

うに細胞内の銀粒子の取り込み量を FCM を用いて測定した。 

 

2-2-9 8-OHdG の検出 

MCF-7細胞 (約 6×106個；100 mm dish 2 枚分) に AgNPs と UVAを作用させ、作用

終了直後に細胞を回収し、DNAはエタノール沈殿法を用いて抽出した。抽出した DNA

は最終的に水 100 L に溶解した後、窒素を充填した 1.5 mL Tube 中に 4 ℃で一晩放

置した。DNA 量は 260 nm の吸収波長によって測定した (Beckman Coulter, Inc., CA, 

USA)。100 mm dish 2 枚分のMCF-7 細胞から約 300 gの DNAが得られた。得られた

DNA 40 g を含む DNA 水溶液に精製水を加え 22.5 L に調整した上で、200 mM 酢

酸ナトリウム (pH 4.8) 2.5 Lと nuclease P1 4 L (500 units/mL) を加え、窒素置換後、

37 ℃で 2時間インキュベートした。その後、50 mM Tris-HCL 1.5 L (pH 7.4)、alkaline 

phosphatase 0.4 L (4000 units/mL) を添加して窒素置換後、さらに 37 ℃で 2時間イン

キュベートし加水分解を行った。加水分解物を Ultra-free MC (Millipore, MA, USA) を

用い、12000 rpm、15 分間遠心し除タンパクを行った。8-OHdG の検出には、ECD 付

き HPLC (Shimadzu, Japan) を用いて行い、105個のデオキシグアニン (deoxyguanosine: 

dG) に対する 8-OHdG の個数を算出した。 

 

2-2-10 グルタチオン量の測定 

 第 1章 1-2-8 と同様に、細胞内 GSH 量を測定した。 

 

2-2-11 活性酸素種の測定 

 細胞内ROS量は、細胞浸透性蛍光プローブ 6-Carboxy-2’,7’-dichlorodihydrofluorescein 

diacetate, di (acetoxymethyl ester) (DCFH-DA) を利用し測定した。DCFH-DA は細胞内

に散在され、細胞内エステラーゼにより脱アセチル化し非蛍光型 DCFH になり、さ

らに ROS により素早く酸化され、強く蛍光する DCFに変化する。蛍光強度は細胞質

ゾルの ROS レベルに比例する。MCF-7細胞に 10 mM DCFH-DAを 1 Lで 30 分作用

した後、AgNPs および AgNO3作用した。作用した MCF-7細胞を回収し、PBS で 3回
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洗浄した。FCM 専用チューブに PBS で 3 mL に調製したサンプルを添加した。FCM

の FITC に指標として測定した。 

 

2-2-12 検定 

 第 1章 1-2-9 と同様に有意差検定を行った。統計的な有意性は、*p <0.05, **p <0.01

で表した。 

 

2-3 実験結果 

 

2-3-1 UVA照射下における銀ナノ粒子作用後の細胞生存率 

ヒト皮膚細胞 HaCaT、ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞 A549 およびヒト乳癌細胞 MCF-

7、それぞれ各細胞に銀ナノ粒子を 4 時間作用した後、UVA (Peak: 352 nm) を用いて

照射した。その後、トリパンブルーアッセイを用いて、培養時間依存 (Fig. 8A)、およ

び AgNPs の作用濃度依存 (Fig. 8B) 的な細胞生存率を測定した。AgNPs および UVA

それぞれの単独作用では、全ての細胞株において生存率のわずかな低下が観察された。

また、UVA と AgNPs の複合作用によって、MCF-7 および A549 細胞において生存率

が顕著に減少した。しかし、HaCaT 細胞では、UVA照射下での AgNPs 作用による生

存の変化は認められなかった。これらの結果は、UVA 照射下での AgNPs 作用におい

ては、細胞株に依存的に細胞毒性が変化することを示していた。 

さらに、UVA 存在下において、AgNPs と AgNO3 (Ag+) 作用による生存率変化を比

較した (Fig. 8C)。UVA 照射下における AgNO3作用では、細胞株に関わらず、3種全

ての株において生存率の低下が引き起こされた。 
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Figure 8. Cytotoxicity of combined treatment with AgNPs and UVA in three types of cell lines 
Cell survival was determined after treatment with AgNPs or AgNO3 and UVA using the Trypan blue 

exclusion assay. 

(A) Time-dependent survival. Cells treated with AgNPs (1 mg/mL) for 4 h were exposed to 50 kJ/m2 of 

UVA and cultured for the indicated time. ●: treated with only AgNPs; ▲: treated with both AgNPs and 

UVA. 

(B) AgNP-dose-dependent survival at 24 h. Cells treated with AgNPs for 4 h were exposed to 50 kJ/m2 of 

UVA. ●: treated with only AgNPs; ▲: treated with both AgNPs and UVA.  

(C) AgNO3-dose-dependent survival at 24 h. Cells treated with AgNO3 for 4 h were exposed to 50 kJ/m2 of 

UVA. ●: treated with only AgNO3; ▲: treated with both AgNO3 and UVA. 

Data represent the mean ± S.D. (n= 3). *p< 0.05, **p< 0.01.  
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2-3-2 UVA照射下における銀ナノ粒子による DNA二本鎖切断の生成とそれに伴う-

H2AXの亢進 

 UVA照射下における AgNPs作用がMCF-7および A549細胞に顕著な細胞毒性を示

すことを明らかにした。次に、UVA 照射下での AgNPs 作用後の-H2AX を検討し、

DNA損傷性評価を行った (Fig. 9A)。MCF-7細胞では、UVA、AgNPs それぞれの単独

作用よりも複合作用の方が強い-H2AX が観察された。またそれは、照射後の培養時

間および UVA の照射量に依存した (Fig. 9B and C)。A549 細胞においても同じ傾向が

観察された。一方、-H2AXの誘導は、HaCaT 細胞では認められなかった。 

MCF-7細胞における、AgNPsと UVA作用後 1時間での-H2AXの免疫染色像を Fig. 

9Bに示す。UVA 照射では-H2AXは認められないが、AgNPs 単独作用では-H2AXの

フォーカスが出現した。また、UVA 照射下での AgNPs 作用により顕著な-H2AX の

フォーカスが出現した。-H2AXフォーカスの生成は、5 mM の H2O2を用いた作用で

も観察された。 

さらに、BSFGE によって DSBs の検出を行った (Fig. 9C)。MCF-7細胞に AgNPs を

単独作用すると、AgNPs の作用濃度依存的に DSBs が増加したが、UVA単独照射では

僅かな変化しか認められなかった。一方、UVA 照射下での AgNPs 作用により、AgNPs

の作用濃度に依存的により強い DSBs が観察された。これらの結果は、UVA 照射下で

のAgNPs作用では、-H2AXの起因になるDSBsの生成が亢進したことを示していた。 

Fig. 9Dは、AgNO3と UVAを作用した後の-H2AXの生成を示している。UVA 照射下

における AgNO3作用は、AgNO3の作用濃度に依存的に-H2AXの生成を亢進した。こ

の亢進した-H2AX は、Fig. 8C における細胞死の結果と一致して、全ての細胞株にお

いて観察された。これらの結果より、AgNPs からの Ag+の放出が、-H2AX の生成に

寄与していた可能性が予想された。 
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Figure 9. Generation of -H2AX and DSBs after combined treatment with AgNPs and UVA 

(A) -H2AX detected by western blotting. Cells were treated with AgNPs (~ 1 mg/mL) for 4 h and irradiated 

with UVA (6.25 – 50 kJ/m2). The cells were harvested at a predetermined time (1 – 6 h). Actin and CBB 

staining were used as a standard for equal loading of proteins. 

(B) γ-H2AX foci detected by immunofluorescence staining. MCF-7 cells were treated with AgNPs (1 

mg/mL) for 4 h and irradiated with UVA (50 kJ/m2) or H2O2 (5 mM) for 1 h. Cells were fixed for 6 h 

after treatment, and immunofluorescence staining was performed. Nuclei were stained with PI. 

(C) DSBs detected by BSFGE. MCF-7 cells were treated with AgNPs (~ 1 mg/mL) for 4 h and irradiated 

with UVA (50 kJ/m2) or H2O2 (5 mM) for 1 h. Cells were harvested 6 h after the treatment and then 

analyzed by BSFGE.  

(D) Generation of γ-H2AX after combined treatment with AgNO3 and UVA. Cells treated with AgNO3 (5 – 

50 M) for 4 h were exposed to 50 kJ/m2 of UVA. Cells were harvested 6 h after the treatment and then 

analyzed by western blotting. 
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2-3-3 銀ナノ粒子の取り込み量と-H2AX亢進の関与 

第 1章において、E. coli に対する殺菌には細胞内への取り込みが重要であることが

示されたので、細胞株の違いよる-H2AXの生成の違いは、細胞内の AgNPs の取り込

み量に関連していると考えた。そこで、各細胞における AgNPs の取り込み量を、FCM

の SS 強度により評価した (Fig. 10A)。SS 強度は、AgNPs の作用によって増加した。

SS 強度の上昇は、MCF-7細胞において最も高く、HaCaT 細胞では僅かであった。 

一方、UVA 照射下での AgNPs 作用が-H2AX を上昇させたことから、AgNPs の取

り込み量が UVA 照射により亢進された可能性が考えられる。そこで、MCF-7 細胞に

おいて、UVAを照射した後の SS の強度の変化を調べた (Fig. 10B)。SS 強度は AgNPs

の作用濃度依存的に増加したが、UVA の照射によって変化しなかった。細胞内へ

AgNPs の取り込みは細胞死および DNA 損傷の亢進に関連することが示唆されたが、

AgNPs の取り込みは UVA照射によって影響されなかった。 

さらに、AgNPs の取り込みと-H2AX生成の関係を明確するために、第一章で用い

た取り込み量が違う 5つの異なるサイズの銀粒子を用いて実験を行った (Fig. 11)。SS

強度の変化から、直径が<0.1 m および 2 – 3.5 m の粒子は、効果的に MCF-7細胞内

に取り込まれた。5 – 8 m 以上の粒子では細胞内に取り込まれなかった (Fig. 11A)。

しかし、UVA で照射しても、SS 強度は変化しなかった。細胞内に多く取り込まれる

<0.1 m および 2 – 3.5 m の銀粒子は、UVA 照射下高い細胞毒性を示した (Fig. 11B)。

また、UVA照射下による-H2AXの亢進も、<0.1 m の AgNPs のみで観察された (Fig. 

11C)。 

次に、MCF-7 細胞を用いて、銀粒子サイズ依存的な DSBs の形成を BSFGE により

調べた (Fig. 11D)。AgNPs 単独作用では、サイズ依存的に DNA の切断を引き起こし

た。また、UVA 照射下で 5 – 8 m 以上の銀粒子の複合作用では、僅かな変化しか認

められなかったが、< 0.1 m および 2 – 3.5 m の銀粒子作用では、強い DNAの切断

が観察された。これらの結果は、より小さいサイズの銀粒子は、細胞内に取り込まれ

やすく、UVA照射においてが強く DSBs を形成することを示唆した。 
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Figure 10. Difference in uptake of AgNPs depending on the cell line 
A) Intercellular uptake of AgNPs in the three cell lines. Cells were treated with AgNPs (1 mg/mL) for 4 h. 

FS and SS were analyzed using FCM, and SS intensity was expressed using the histograms. 

B) Intercellular uptake of AgNPs after combined treatment with AgNPs and UVA in MCF-7 cells. MCF-7 

cells were treated with several doses (100 – 1000 μg/mL) of AgNPs for 4 h and exposed to 50 kJ/m2 of 

UVA. FS and SS were analyzed using FCM, and SS intensity was expressed using the histograms. 
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Figure 11. Size-dependent uptake of Ag particles and -H2AX generation 
(A) Intercellular uptake of Ag particles. MCF-7 cells were treated with Ag particles (1 mg/mL) of different 

sizes (< 0.1 m, 2 – 3.5 m, 5 – 8 m, < 45 m and < 106 m) for 4 h and exposed to 50 kJ/m2 of UVA. 

FS and SS were analyzed using FCM, and SS intensity was expressed using the histograms.  

(B) Size-dependent survival at 24 h. MCF-7 cells were treated with Ag particles (1 mg/mL) for 4 h and 

irradiated with UVA (50 kJ/m2). Survival was determined by the Trypan blue exclusion assay. *p< 0.05, 

**p< 0.01. 

(C) Size-dependent generation of -H2AX. MCF-7 cells were treated with Ag particles (1 mg/mL) for 4 h 

and irradiated with UVA (50 kJ/m2). Cells were harvested for 6 h after the treatment and then analyzed 

by western blotting. 

(D) Size-dependent generation of DSBs. MCF-7 cells were treated with Ag particles (1 mg/mL) for 4 h and 

irradiated with UVA (50 kJ/m2). Cells were harvested for 6 h after the treatment and then analyzed by 

BSFGE. 
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2-3-4  DNA損傷に対する活性酸素種の関与 

AgNPs および UVAはそれぞれ ROS に関連する DNA 損傷の一つである 8-OHdGの

生成を誘導することが報告されている[19, 20]。Fig. 12A は、MCF-7 における UVA 照

射下での AgNPs による 8-OHdG の生成を示している。AgNPs 単独作用は 8-OHdG の

量を増加させた。UVA 単独では、わずかな変化しか示さなかった。UVAと AgNPs の

複合曝露後、8-OHdG の形成は相乗的に増強された。Fig. 12B は、銀粒子のサイズに

伴う 8-OHdGの変化を示している。AgNPs (<0.1 m) による 8-OHdGの増加に比べ、

2 – 3.5 m および<45 m の粒子では、ほとんど効果がなかった。さらに、UVA照射下

では、より小さなサイズの銀粒子において、8-OHdGの形成が亢進した。また、8-OHdG

の形成は、UVA 照射下において AgNO3により増強された (Fig. 12C)。 

AgNPs表面からリリースしたAg+は効果的に細胞内GSHのような抗酸化分子の SH

基と反応する。よって、細胞内が酸化し、酸化型 DNA 損傷が効果的に生成すること

が予想される。そこで、まず、AgNPs および UVA作用した後の細胞内 GSHの量を測

定した (Fig. 13A)。細胞内 GSH の濃度は AgNPs を作用することにより減少したが、

マイクロサイズの粒子では僅かな変化しか観察されなかった。また、GSHが UVA照

射によって有意に減少した。SH基を有する NAC は、抗酸化剤および Ag+の除去剤の

両方としての役割を果たしている。NAC の前処理によって、GSHの減少が回復した。

一方、AgNO3を作用しても GSH は減少し、NAC 作用はその減少を回復することが判

明した (Fig. 13B)。 

次に、MCF-7 細胞における AgNPs による細胞内の酸化を細胞浸透性蛍光プローブ

DCFH-DA を用いて解析した (Fig. 13C)。DCF 蛍光強度は、小さいサイズの銀粒子作

用により増加し、また、NAC によって抑制された。AgNO3 も作用濃度依存的に細胞

内酸化を増加させ、完全に NAC によって抑制された (Fig. 13D)。さらに、NAC の存

在下における、-H2AXの生成を調べた (Fig. 13E)。 NAC は、UVA 照射下での AgNPs

により誘導される-H2AXを部分的に阻害した。また、NAC の前処理によって、UVA 

照射下での AgNPs により亢進した DSBs の形成が抑制された (Fig. 13F)。これらの結

果は、AgNPs から放出された Ag+が抗酸化分子の SH 基と反応し、その結果、細胞内

の酸化状態を制御できず、8-OHdG の生成を誘導し、それが-H2AX の原因となった

ことを示唆した。 
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Figure 12. Formation of 8-OHdG after exposure to AgNPs and UVA 
(A) Generation of 8-OHdG after combined treatment with AgNPs and UVA. MCF-7 cells were treated with 

AgNPs (1 mg/mL) for 4 h and irradiated with UVA (50 kJ/m2). The level of 8-OHdG was measured 

using HPLC with an ECD as described in the Materials and Methods.  

(B) Particle size-dependent generation of 8-OHdG. MCF-7 cells were treated with Ag particles of three 

different sizes (1 mg/mL) for 4 h and irradiated with UVA (50 kJ/m2). 

(C) Generation of 8-OHdG after combined treatment with AgNO3 and UVA. MCF-7 cells were treated with 

AgNO3 (50 M) for 4 h and irradiated with UVA (50 kJ/m2). 

Data are presented as the mean ± S.D. (n= 5). *p< 0.05, **p< 0.01. 
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Figure 13. Intracellular oxidation after exposure to AgNPs and UVA 

(A) Intracellular GSH after coexposure to Ag particles of three different sizes and UVA. MCF-7 cells were 

treated with AgNPs (1 mg/mL) for 4 h and irradiated with UVA (50 kJ/m2). Cells were harvested 

immediately after the treatment and GSH was determined using the GSH assay. Values were corrected 

based on the results of the protein assay. To inhibit the effect of Ag ions, NAC (20 mM) was added 0.5 

h before addition of Ag particles. Data are presented as the mean ± S.D. (n= 3). *p< 0.05, **p< 0.01. 

(B) Intracellular GSH levels after coexposure to AgNO3 and UVA.  

(C) Intracellular oxidation dependent on the size of Ag particles. MCF-7 cells incubated in the presence of 

DCFH-DA (10 μM) for 0.5 h were treated with Ag particles (1 mg/mL) for 4 h, and DCF intensity were 

analyzed by FCM. NAC (20 mM) was added 0.5 h before treatment with Ag particles. 

(D) Intracellular oxidation after exposure to AgNO3. MCF-7 cells incubated in the presence of DCFH-DA 

(10 μM) for 0.5 h were treated with AgNO3 (5 – 50 M) for 4 h. 

(E) Generation of γ-H2AX in the presence of NAC after combined treatment with AgNPs and UVA. MCF-

7 cells were incubated with the antioxidant NAC (20 mM) for 0.5 h, then treatment with AgNPs (1 

mg/mL) and UVA (50 kJ/m2). Cells were harvested 6 h after the treatment and then analyzed by western 

blotting. 

(F) Formation of DSBs in the presence of NAC after combined treatment with AgNPs and UVA. MCF-7 

cells were incubated with NAC (20 mM) for 0.5 h, then treated with AgNPs (1 mg/mL) and UVA (50 

kJ/m2). Cells were harvested 6 h after the treatment and then analyzed by BSFGE. 
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2-4 考察 

-H2AXは、DSBs の形成後の早期の細胞応答である[41]。DSBs は、酸化型 DNA損

傷、DNA 付加体、SSBs および DNA クロスリンクなどの DNA 損傷の修復、DNA 複

製フォークの進行停止など、様々な原因により生じる[42,43]。従って、-H2AX は、

DNA損傷のマーカーとみなされている。AgNPs 単独作用は、明らかに-H2AXを誘導

し、また、AgNO3も同様の効果を示した (Fig. 9A and D)。AgNPs が-H2AXを誘導す

る理由を考えると、一つは細胞内に取り込まれた AgNPs が直接 DNAに作用し、物理

的に DSBs を引き起こした可能性である。しかし、AgNPs により誘導された-H2AX

は、その形成に長い培養時間 (Fig. 9) を必要としたことから、AgNPs は DNAを物理

的に切断しなかったと考えられる。一方、細胞内に取り込まれた AgNPs から放出さ

れた Ag+は、GSH などの抗酸化剤分子中の SH基と反応し、細胞内の酸化の形成を誘

導し、間接的に DSBs を引き起こす可能性が考えられる。細胞内の酸化および ROS の

形成は、8-OHdG を含むいくつかの酸化型 DNA 損傷を誘導し、それらの損傷は、複

製フォークの衝突の結果、DSBs を誘導することが報告されている[44,45]。また、8-

OHdG は反対鎖上の三つ以上のヌクレオチドを離れて位置する場合、DNA グリコシ

ラーゼを認識し、両方の損傷部位で切断され、DSBs を生じることが可能である[46,47]。

さらに、ROS は、SSBs を誘導することもよく知られている。8-OHdGおよび SSBs か

らなる多重損傷部位は、DSBs になる可能性が報告されている[48]。 

AgNPs による誘導される-H2AX の生成は UVA 照射下で著しく増強された。UVA

は ROS を誘導し、8-OHdGおよび SSBs を形成することが知られている[21]。しかし、

UVA 照射下での AgNPs による誘導された-H2AX は、それぞれ単独作用の相加とい

うよりも、相乗的であった。UVA照射では、ROS を形成し、細胞抗酸化能力をさらに

低下させることが考えられる。また、UVA 照射下では、酸化により AgNPs からリリ

ースする Ag+の量が大幅に増加することを第一章で証明し、これはさらに抗酸化剤分

子の SH基と反応することができる。Ag+と GSHおよび Cysteine のような細胞内抗酸

化剤分子の反応の増加は、細胞内の酸化をさらに亢進し、8-OHdG の生成につながる

ことが考えられる。 

亜ヒ酸、クロム、ニッケル、カドミウムおよび鉛などのいくつかのタイプの金属は、

UV 誘発性突然変異および発がん性を高めることが報告されている[49-51]。中でも、

亜ヒ酸のメカニズムはよく検討されてきた。ヌクレオチド除去修復および塩基除去修

復の阻害[52,53]によって、非変異原性の低濃度の亜ヒ酸は、UV による皮膚がんの発

がん率を高める[50]。亜ヒ酸は xeroderma pigmentosum group A protein (XPA)、poly(ADP-

ribose)polymerase-1 (PARP-1) および zinc finger DNA-binding proteins などのいくつかの

DNA 損傷修復蛋白質の活性を阻害する[52]。PARP-1 を阻害すると、ROS によって形
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成される 8-OHdG の修復が抑制される[54]。AgNPs は酸化されたプリンを認識および

除去する塩基除去修復酵素である formamidopyrimidine DNA glycosylase (Fpg) を阻害

し[55]、さらに、DNA損傷応答修復システムに関与する遺伝子をダウンレギュレーシ

ョンすることも報告されている[56]。このことから、UVA 照射下において、AgNPs に

よる DSBs および-H2AX の生成が相乗的に亢進するもう一つ可能性として、AgNPs

が DNA 損傷修復を阻害することが考えられる。これについては、今後詳細な検討を

行う必要がある。 

MCF-7 細胞は、3 つの細胞株の中で、UVA 照射下での AgNPs 作用に対する最も高

い感受性を持っていた。以前の報告では、腎上皮 A498 細胞およびマクロファージ

RAW 264.7 細胞は、AgNPs の毒性効果に対して高い感受性を示し、そして肺上皮 A549

細胞は低い感受性を有することが報告されている[16]。RAW 264.7細胞に対する高い、

そして A549 細胞に対する低い感受性は、銀および他の金属ナノ粒子を用いて実証さ

れている[57]。これらの研究は、本研究の結果と一致した。 

また、種々の細胞株に対する AgNPs の細胞毒性および遺伝毒性は、粒子サイズ依

存していることが報告されている[15,58]。3種類のAgNPs (<5、<20および<50 nm) を、

4種類の細胞に作用した場合、より小さな AgNPs の方が、より容易に細胞に入る[15]。

さらに、in vivo では、より小さな AgNPs がより容易に肺の炎症を誘発した[59]。本研

究では、MCF-7 細胞における AgNPs の細胞内の取り込み量は 3 つの細胞株の中で、

最も高いことを示した。また、MCF-7 細胞における AgNPs のサイズ依存的な取り込

みは、生存率の変化および-H2AX の誘導と相関していた。さらに、より小さなサイ

ズの AgNPs は、より効果的に細胞内を酸化し、酸化型 DNA 損傷を誘導した。 

一方、細胞死および-H2AXの生成には、細胞内に取り込まれた AgNPs からの Ag+

の放出が必要と考えられた。UVA 照射下での AgNO3作用では、生存率の低下および

-H2AXの生成は、全ての細胞株において観察された。本研究では、使用した AgNPs

から放出された Ag+の濃度は、使用する AgNO3 の濃度よりはるかに低かったが、

AgNPs が細胞内に取り込まれるのであれば (MCF-7 細胞)、AgNO3と同じ程度の細胞

死や-H2AXを引き起こすことが認められた (Fig. 8 and 9)。つまり、細胞内で Ag+が

連続的に放出されることは、細胞死および-H2AX の形成において重要であることが

考えられた。 

第 2章の内容を Fig. 14にまとめた。第 2章においては、UVA 照射下における AgNPs

作用によりヒト培養細胞における DSBs とそれに伴う-H2AX の生成が亢進すること

を実証した。強い-H2AXの生成は、ナノサイズの AgNPs の細胞内の取り込みおよび

細胞内での持続的な Ag+の放出による細胞内抗酸化能力の低下によりもたらされた。

DSBs および-H2AX の誘導は、UVAの照射によってさらに増強された。DSBs は修復
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ミスが起こりやすい損傷であることから、遺伝子的に不安定な状態となり発がんにつ

ながる可能性がある。この観点から、本研究が明らかにした UVA 照射下における

AgNPs による DSBs とそれに伴う-H2AX の増加は、複合曝露時の遺伝毒性評価にお

いて新しい知見を提案したことになる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. Incorporation of AgNPs and phosphorylation of histone H2AX 
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第 3章 銀イオン存在下における UVB 照射によるヒト培養細胞への影響 

 

3-1 序論 

第 1、2 章において、UVA 照射下における AgNPs 作用による E. coli に対する殺菌

効果の増大、およびヒト培養細胞に対する DNA 損傷の亢進を明らかにした。これま

で、UVAを用いて検討してきたが、実際は、我々は太陽光から UVAだけでなく、短

波長の UVBも同時に曝露されている。 

UVB と UVA では DNA を損傷する機構が全く異なる。DNA の吸光度は 260 nm 付

近に吸収極大を有する。UVBは高エネルギーを有するため、直接 DNA塩基に吸収さ

れ、それら塩基を励起する。励起された DNA塩基が基底状態に戻る際に CPDs や 6-

4PPs が形成される。CPDs や 6-4PPs が正常に修復されない場合は、突然変異を生じ、

がんのリスクの増加につながる[22]。 

一方、第 1、2章において、UVA照射下における AgNPs 作用による高い殺菌効果お

よび重篤な DNA 損傷は、E .coli およびヒト細胞内に取り込まれた AgNPs から Ag+が

放出されることが原因であることを明らかにした。従来、Ag+はヒトに対して非毒性

であると考えられてきた。ヒトに対する Ag+の影響を調査した研究は非常に限られて

いる。ヒトに対する Ag+の毒性を示す証拠は、近年の銀の使用増加に対する懸念に対

応して行われた最近の研究によりもたらされた。Ag+は SH を有する抗酸化分子との

反応を介して、ROS を生成し[60]、また、蛋白質および DNA と相互作用することが

報告されている[61,62]。Ag+と DNA の相互作用は、DNA 吸収エネルギーおよび DNA

の立体構造を変化させ、UVB による DNA 損傷生成に影響する可能性が考えられる。

例えば、Ag+と結合した DNA は、UVB 照射による CPDs の生成を増強するという報

告がある[63]。詳細は明らかにされていないが、おそらく、Ag+は重原子効果を引き起

こし、CPDs の前駆体を誘導すると考えられる。このことから、Ag+をリリースする

AgNPs が UVA だけでなく、UVB 照射下においても、より重篤な DNA 損傷を引き起

こす可能性が考えられる。従って、AgNPs と UVB の複合曝露による DNA 損傷生成

の変化を評価することは、ヒトへの複合影響を検討する上で重要である。 

本研究では、当初、ヒト培養細胞に AgNPs を作用し、UVB照射後、DNA損傷生成

の変化を検討する予定であった。しかしながら、本研究が採用している実験系では、

UVB は AgNPs の存在下で遮光されてしまうため、検討することが不可能だった。こ

れまでの検討で、AgNPs から遊離する Ag+が重要であることが分かってきたので、本

章では、AgNPs の代わりに AgNO3 (Ag+) を用いて、細胞内に取り込まれた AgNPs か

ら Ag+が放出される状態を模倣し、CPDs および 6-4PPs 生成の変化を中心に検討を行

った。 
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3-2 実験材料および方法 

 

3-2-1 実験材料 

第 2章 2-2-1 に示したヒト皮膚細胞 HaCaT、および第 1 章 1-2-1に示した UVBチュ

ーブ (280 – 320 nm (Peak: 310 nm)) を用いた。 

 

3-2-2 細胞の培養 

 第 2章 2-2-2 に示したヒト皮膚細胞 HaCaT を用い、培養した。 

 

3-2-3 硝酸銀作用および UVB照射 

 第 2章 2-2-3 に示したように AgNO3作用および UVB照射した。 

 

3-2-4 細胞の生存率の測定 

 第 2 章 2-2-4 と同様に、AgNO3作用および UVB 照射した後、細胞の生存率をトリ

パンブルー法で測定した。 

 

3-2-5 ウエスタンブロット法による-H2AX の検出 

第 2章 2-2-5 と同様に、Western blottingによって-H2AX の検出を行った。 

 

3-2-6 免疫染色法による-H2AX像の検出 

 第 2章 2-2-6 と同様に、免疫染色法によって-H2AXの検出 (フォ－カスの検出) を

行った。 

 

3-2-7 -H2AX と細胞周期の相関の解析 

FCM を用いて HaCaT 細胞における-H2AX の誘導と細胞周期の解析を行った。

AgNO3と UVB を処理した HaCaT 細胞をトリプシンで回収し、70%の ethanol にて 12

時間に固定した。PBS で 3 回洗浄後、200 L の FCM 用溶液 (0.2% TritonX-100, 1% 

BSA) に懸濁した。5 分間後、FCM 用溶液によって 1/100 に希釈した一次抗体を 0℃

で 2時間反応させた。さらに、FCM 用溶液で 3回洗浄し、同じく FCM 用溶液によっ

て 1/100 に希釈した二次抗体を 2 時間反応させた後、FCM 用溶液で 3 回洗浄した。

FCM 専用チューブの底に 2 Lの PI溶液 (20 g/mL) および 1 Lの RNase 溶液 (20 

g/mL) を加え、FCM 用溶液で 1 mL に調製したサンプルを添加した。FCM にて

fluorescein isothiocyanate (FITC)と PIの蛍光を測定した。 

-H2AX検出のための一次および二次抗体は以下の通りである。 



39 

 

一次抗体：Anti-phospho-H2A.X (Ser139), clone JBW301 (mouse monoclonal) (Millipore, 

MA, USA) 

二次抗体：Flourescein (FITC)-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (Jackson 

Immuno Research Labo., PA, USA) 

 

3-2-8 免疫染色法による CPDs 像の検出 

-H2AX の生成と CPDs 損傷の関与を解析するため、細胞核の一部のみに損傷を誘

発した。HaCaT 細胞を 35 mm ガラス底ディシュ (φ=12 mm; Iwaki, Japan) にまき、第

2章 2-2-2に示したようにHaCaT細胞を培養した。AgNO3を 1時間処理した後、DMEM

培地を除去した。メンブレンフィルター (φ=3 m; Millipore, MA, USA) の小孔を利用

して、細胞の 1-3ヶ所をスポット状に UVC (Peak: 254 nm) (Atto, Japan) を 0.1 kJ/m2 照

射した。また、UVC の照射線量は検出器 (Atto, Japan) を用いて同時に測定した。検

出器をサンプルと同じ距離に設置し、25 秒毎に照射量は 0.1 kJ/m2とするために、サ

ンプルと紫外線チューブの間の距離を調整した。照射後、メンブレンフィルターを除

去し、照射した直後および 1時間後の HaCaT 細胞を 6% formalin で 15分間、さらに、

2%の TritonX-100 溶液で 3 分間に固定された。3 分間後、PBS で 3 回洗浄し、0.2% 

TritonX-100, 1% BSA 溶液によって 1/100 に希釈した-H2AX の一次抗体を 2時間反応

させた。一次抗体を反応させた後、PBS で 3 回洗浄し、同じく 0.2% TritonX-100, 1% 

BSA 溶液 1/100 に希釈した-H2AX の二次抗体を 2 時間反応させた。2 時間後、細胞

をさらに 6% formalin で 15分間固定した。固定した後、2 mLの 2N HCL溶液で 30分

間に室温静置した。PBS で 3回洗浄し、PBS によって 1/3000 に希釈した CPDs の一次

抗体を 2時間反応させた。PBS で 3 回洗浄し、さらに PBS によって 1/100 に希釈した

CPDs の二次抗体を 2 時間反応させた。二次抗体反応後、PBS で 3 回洗浄し、4',6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI) 溶液 (20 g/mL) で染色した。マウント溶液を滴下し

た上にカバーガラスをかぶせた。蛍光顕微鏡によって検出した。 

-H2AX検出のための一次および二次抗体は 3-2-7に示した通りである。 

CPDs 検出のための一次および二次抗体は以下の通りである。 

一次抗体：Anti-cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs) (Cosmo Bio, Japan) 

二次抗体：Cy5-Conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (Jackson Immuno 

Research Labo., PA, USA) 

 

3-2-9 ELISA法による CPDs および 6-4PPsの検出 
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Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) 法による HaCaT細胞への、および細

胞から抽出した DNA への AgNO3存在下における UVB 照射後の CPDs および 6-4PPs

の検出を行った。 

細胞の場合は、HaCaT 細胞に AgNO3を作用した後、UVB (0.1 – 0.3 kJ/m2) を照射し

た。その後、QlAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Japan) を用いて DNAを抽出した。抽出し

た DNA は最終的に蒸留水 200 L に溶解した後、260 nm の吸収波長によって測定し

た (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific, MA, USA)。 

細胞から抽出した DNA の場合は、HaCaT 細胞から DNA を抽出し、実験サンプル

とした。DNA 濃度を 2 g/mL (CPDs) および 40 g/mL (6-4PPs) になるようにそれぞ

れ調整し、AgNO3と 20℃で 1時間反応した。反応した後、UVB (0.2 – 0.4 kJ/m2) を照

射した。 

 実験前日、96 well plate に 50 L 0.003% protamine sulfate solution 溶液を 37℃で一晩

コーティングした。上述抽出した DNAは、CPDs および 6-4PPs 用サンプルの DNA量

を 0.2、4 g/mLになるようにそれぞれ調製し、ウォーターバスを用いて、100℃で 10

分間 DNA変性した。氷上に 15分冷却し、一晩コーティングした 96 well plateによく

スピンダウンした CPDs および 6-4PPs 用サンプルを 50 L/well 加えた。37℃で一晩イ

ンキュベートした後、0.05% TPBS で 5 回洗浄し、well を乾かさないように 50 L の

2% FBS を入れた。さらに、フィルムで密閉し、37℃で 30 分間インキュベートした。

0.05% TPBSで 5回洗浄し、PBSによって 1/3000に希釈した Anti-cyclobutane pyrimidine 

dimers (CPDs) (Cosmo Bio, Japan) または、1/1500 に希釈した Anti-(6-4) photoproducts 

(6-4PPs) (Cosmo Bio, Japan) を 100 L/well 入れた。さらに、フィルムで密閉し、37℃

で 30 分間インキュベートした。0.05% TPBS で 5 回洗浄し、PBS によって 1/2000 に

希釈した Biotin-F (ab’) 2 Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (Invltrogen, CA, USA) 抗体を 100 

L/well 入れた。さらに、フィルムで密閉し、37℃で 30 分間インキュベートした。

0.05% TPBS で 5 回洗浄し、PBS によって 1/10000 に希釈した Streptavidin Horseradish 

Peroxidase (HRP) Conjugate (Invltrogen, CA, USA) を 100 L/well 入れた。さらに、フィ

ルムで密閉し、37℃で 30分間インキュベートした。0.05% TPBS で 5回洗浄し、クェ

ン酸 Buffer (citric acid monohydrate 5.1 g、Na2HPO4 7.3 gを蒸留水 1 Lにしたもの) を

150 L/well 入れた。5分間後、クェン酸 Bufferを除去し、基質溶液 (o-phenylene diamine 

8 mg、H2O2 4 L、クェン酸 Buffer 20 mL) を 100 L/well 入れた。さらに、フィルムで

密閉し、37℃で 30分間インキュベートした後、2 M H2SO4を 50 L/well 加え、マイク

ロプレートリーダーを用いて 492 nm で吸光度を測定した。 

 

3-2-10 DNAに結合した銀イオン量の測定 
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 DNA に結合した Ag+の濃度を ICP-AES を用いて分析した。AgNO3を作用した細胞

は、0.6 mL 1%の n-lauroylsarcosine sodium salt によって溶解した。溶解物は、0.6 mL 

CsCl (1.5 g/mL) の上に添加し、その後、298000 g (90000 rpm)、27°C で 12時間超遠心

する (Hitachi, Japan) ことによって細胞内 DNAを分離した。 

 

3-2-11 検定 

 第 1章 1-2-9を示したように、有意差検定は Dunnett’s testを用いて一元配置 ANOVA

により行った。また、Fig. 18 は Mann-Whitney U test により行った。統計的な有意性

は、*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 で表した。 

 

3-3 実験結果 

 

3-3-1 銀イオン存在下における UVB照射後の細胞生存率 

HaCaT 細胞に AgNO3 を 1 時間作用した後、UVB (Peak: 310nm) を照射した (Fig. 

15)。AgNO3単独では生存率の低下はわずかであった。UVB作用では照射量依存的に

生存率が低下した。一方、AgNO3存在下 UVB を照射させると顕著な生存率の低下が

観察された (Fig. 15A)。AgNO3 存在下における UVB 照射による生存率の低下は、 

AgNO3の作用濃度依存的、また UVBの照射量依存的に亢進した (Fig. 15B and C)。さ

らに、UVB照射前のAgNO3の作用時間が長いほど細胞毒性は顕著であった (Fig. 15D)。

これらの結果は、AgNO3と UVB 照射が相乗的にヒトの細胞に影響を与えることを示

唆していた。 

 

3-3-2 銀イオン存在下における UVB照射後の-H2AXの亢進と細胞周期の関与 

免疫染色法によって AgNO3 と UVB 作用後の-H2AX の検出を行った。核内の-

H2AX の画像を Fig. 16A に示す (左：拡大像; 右：全体像)。AgNO3 単独作用では-

H2AXのフォーカスは認められないが、UVB照射では、-H2AX のフォーカスが出現

した。また、AgNO3 存在下の UVB 照射により顕著な-H2AX のフォーカスが出現し

た。UVB照射により誘導される-H2AXは 3 つのパターンを示すことが報告されてい

る[64]。large foci (巨大な離散点状フォーカス)、small foci (小さいな離散点状フォーカ

ス)、および pan-nucleus distribution (核内全体が染まっているようなフォーカス)であ

る。本研究では、AgNO3存在下における UVB 照射により、数多くの small フォーカ

スが生じ、核内で高い蛍光を示した (Fig. 16A③–⑤)。 

次に、Western blotting によって AgNO3と UVB 作用後の-H2AX の検出を行った。

AgNO3 存在下における UVB 照射では、それぞれの単独作用よりも強い-H2AX が観
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察された (Fig. 16B)。またそれは、 AgNO3の作用濃度、UVBの照射量、AgNO3の照

射前の作用時間に依存した (Fig. 16C, D and E)。 

さらに、-H2AX の生成と細胞周期との関係を解析した (Fig. 17)。作用後 1時間に

おいては、AgNO3および UVB作用は細胞周期に影響を与えなかった (Fig. 17A)。UVB

照射後の-H2AX の誘導は細胞周期の全ての段階で観察され、複製期で特に強かった 

(Fig. 17B)。一方、AgNO3存在下における UVB 照射後の-H2AX の有意な誘導は、細

胞周期とは無関係であり、全ての周期で強い上昇が見られた (Fig. 17B)。 

 

 

 

 

Figure 15. Cytotoxicity of the combined treatment with Ag+ and UVB 

Cell survival was determined at each indicated time after treatment with AgNO3 and UVB by the Trypan 

blue exclusion assay. 

(A) Time-dependent survival. Cells were treated with AgNO3 (50 M) for 1 h and irradiated with UVB (0.3 

kJ/m2). ■: AgNO3; ◆: UVB; ●: AgNO3 + UVB. 

(B) AgNO3-dose-dependent survival at 24 h. Cells were treated with AgNO3 (5 – 50 M) for 1 h and 

irradiated with UVB (0.3 kJ/m2). ■: AgNO3; ●: AgNO3 + UVB. 

(C) UVB-dose-dependent survival at 24 h. Cells were treated with AgNO3 (50 M) for 1 h and irradiated 

with UVB (0.1 – 0.4 kJ/m2). ■: UVB; ●: AgNO3 + UVB. 

(D) AgNO3-treated time-dependent survival at 24 h. Cells were treated with AgNO3 (50 M) for a 

predetermined time (0 – 1 h) and irradiated with UVB (0.3 kJ/m2). ■: AgNO3; ●: AgNO3 + UVB. 
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Figure 16. Generation of -H2AX after the combined treatment with Ag+ and UVB 

(A) Left panels: magnified images of -H2AX signals 1 h after the treatment with AgNO3 (50 M) and UVB 

(0.3 kJ/m2). Right panels: images of -H2AX 1 h after the treatment with AgNO3 (50 M) and/or UVB 

(0.3 kJ/m2). Left side images: -H2AX, middle images: DAPI staining, right side images: merged images 

of -H2AX and DAPI. Numbered cells ( –  in right panels) are shown as magnified images in left 

panels. 

(B) Time-dependent generation of -H2AX foci. Cells were treated with AgNO3 (50 M) for 1 h and 

irradiated with UVB (0.3 kJ/m2). Cells were harvested at a predetermined time (1 – 8 h). 

(C) AgNO3-dose-dependent generation of -H2AX. Cells were treated with AgNO3 (5 – 50 M) for 1 h and 

irradiated with UVB (0.3 kJ/m2). Cells were harvested 1 h after the treatment. 

(D) UVB-dose-dependent generation of -H2AX. Cells were treated with AgNO3 (50 M) for 1 h and 

irradiated with UVB (0.1 – 0.4 kJ/m2). Cells were harvested 1 h after the treatment. 

(E) AgNO3-treated time-dependent generation of -H2AX. Cells were treated with AgNO3 (50 M) for each 

indicated time (0 – 1 h) and irradiated with UVB (0.3 kJ/m2). Cells were harvested 1 h after the treatment. 
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Figure 17. Relationship between generation of -H2AX and the cell cycle phase 

(A) Cells treated with AgNO3 (50 M, 1h) and/or UVB (0.3 kJ/m2) were fixed 1 h after the treatments, and 

stained with antibodies for -H2AX and PI. The cell cycle phase and corresponding generation of -

H2AX were analyzed using FCM. Inserts in dot-plots show cell cycle distribution analyzed by PI 

staining. 

(B) The cells in each cell phase in Figure 17A were gated and the distribution of the fluorescence intensities 

of -H2AX was shown as histograms. 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 

 

3-3-3 ピリミジン二量体の生成に与える銀イオンの影響 

 UVBが照射されると、細胞の中で CPDs および 6-4PPs が形成される[22]。これらの

損傷は、DNA 複製または修復の際に DSBs を引き起こし、H2AX をリン酸化させる。

そこで、AgNO3と UVB照射により-H2AXが亢進した理由を上記した CPDsや 6-4PPs

の生成率の違いに焦点をあて検討した。 

まず、UVC をフィルター越しに部分照射した。フィルターを通して UVC が照射さ

れた細胞核内部分に生成する丸状の-H2AX および CPDs フォーカスを分析した。-

H2AXフォーカスは、UVC 照射の直後には検出されなかったが、それらは 1 時間後、

明らかに CPDs と同じ位置で観察された (Fig. 18A)。また、UVC 照射により誘導され

た-H2AX フォーカスの蛍光強度は、AgNO3 未処理細胞に比べ AgNO3 を処理した細

胞で有意に高かった (Fig. 18B)。これらの結果は、AgNO3 処理した細胞における-

H2AX フォーカス生成の亢進は CPDs 形成の増加によるものであったことを示唆した。 

 

 

Figure 18. Generation of -H2AX at the site of CPDs 
(A) Cells were treated with AgNO3 for 1 h and local-irradiated with UVC (0.1 kJ/m2). They were fixed 

immediately (0 h) or 1 h after irradiation and double stained with anti-CPDs and -H2AX. Left side 

images: -H2AX, middle images: CPDs, right side images: merged images of -H2AX and CPDs. 

(B) Fluorescence intensities of CPDs (0 h) and -H2AX foci (1 h) at the site of CPDs were measured in 

individual cells using Image J (ver.1.38). At least 200 foci were analyzed and each fluorescence intensity 

was plotted. Average fluorescence intensity of the cell population in each treatment was presented as a 

dot-line. *p< 0.01. 
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次に、AgNO3存在下における UVB照射後の CPDs および 6-4PPs の生成を、ELISA

法によって定量した (Fig. 19)。細胞に UVB と AgNO3を作用させると、UVB 照射量

依存的に CPDs と 6-4PPs の生成量が増加し、AgNO3 存在下照射させると、さらに顕

著な CPDs、および 6-4PPs の増加が観察された (Fig. 19A)。また、抽出した DNA に

AgNO3 を作用させ、UVB を照射したところ、細胞に作用した場合と同じ結果が示さ

れた (Fig. 19B)。 

 

 

 

Figure 19. Determination of thymine dimers after the treatment with Ag+ and/or UVB 

(A) Cells were treated with AgNO3 (50 M) for 1h and irradiated with UVB (0.2 – 0.4 kJ/m2). Cells were 

harvested immediately after irradiation and DNA was extracted. The formation of CPDs and 6-4PPs 

was quantified by ELISA, as described in the Materials and Methods. 

(B) Cellular DNA extracted from HaCaT cells was treated with AgNO3 (50 M) for 1 h and irradiated with 

UVB (0.2 – 0.4 kJ/m2). Formation of CPDs and 6-4PPs was quantified by ELISA. *p< 0.05, **p< 0.01, 

***p< 0.001. 
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3-3-4 銀イオンと DNAの結合性 

HaCaT 細胞に AgNO3を 0 および 1 時間作用した後、核 DNA を塩化セシウム密度

勾配遠心分離により抽出した。抽出した DNAに結合した Ag+の濃度は ICP-AES を用

いて測定した。抽出した DNA に結合した Ag+の濃度は、AgNO3を 0 時間作用したも

のに比べ、1時間作用したものの方が有意に高かった (Fig. 20)。 

 

 

 

 

 

 

Figure 20. Detection of Ag+ bound to cellular DNA 

Cells were treated with AgNO3 for 1 h. Cellular DNA was recovered by CsCl density gradient centrifugation, 

as described in the Materials and Methods. Ag+ bound cellular DNA was detected using ICP-AES. The 

vertical axis shows the actual measurement value of Ag intensity. Background level means the value for a 

water sample. Data was represented as the mean ± S.D. by three independent experiments.  
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3-4 考察 

第 2 章において-H2AX の誘導を利用し、UVA 照射下における AgNPs による DNA

損傷生成を亢進することを明らかにした。本章では、ヒト皮膚培養細胞を用いて、Ag+

共存下、UVB照射による-H2AXが増加することを初めて示した。それは、UVB照射

による CPDs や 6-4PPsの生成の亢進に起因していた。 

Ag+存在下 UVB 照射により、CPDs および 6-4PPs の形成が亢進する理由として、

Ag+と DNA 塩基との相互作用によるエネルギー吸収の変化が考えられる。例えば、

DNA中のシトシンより、5-メチルシトシンの方がエネルギー吸収が高いため、シトシ

ンのメチル化は著しく UVB照射後のシトシンの CPDs と 6-4PPs の形成を増加させる

[65,66]。シトシンのメチル化と同様に、Ag+と結合したピリミジンがより UVBのエネ

ルギーを吸収することができれば、CPDs および 6-4PPs 形成の促進をもたらす。これ

については、今後詳細な検討を行う必要がある。 

 また、CPDs および 6-4PPs の形成を亢進する理由として、Ag+と DNA塩基との相互

作用によるエネルギー吸収の変化以外に、DNA 立体構造の変化も考えられる。CPDs

形成の頻度は、二つのピリミジンの 5,6 二重結合が重なる程度に依存することが知ら

れている[67]。Ag+は骨格リン酸および糖に比べ、核酸塩基と優先的に相互作用する。

また、Ag+はチミンの N(3) 原子、シトシンのカルボキシルおよびグアニンとアデニン

の N(7) 原子と結合することができる[68]。さらに、Ag+は、[Ag+]/[nucleotide]比に応じ

て、DNA 鎖間の AT および GC 付加物を形成する[69]。本研究では、ICP-AES を使用

して、Ag+と DNA が相互作用することを明らかにした (Fig. 20)。従来、DNA と Ag+

の相互作用は、DNA 分子の立体構造を変化することが知られている[61]ので、Ag+は

CPDsおよび 6-4PPsの形成に必要な光反応性立体構造の割合の増加を引き起こすこと

が可能である。また、Ag+と蛋白質の結合も、DNA の立体構造を変化させ、CPDs の

形成を調節する可能性がある。多くの転写因子は、おそらく隣接ピリミジンの立体構

造を変化させることにより、光産物の形成に影響を与えることが示されている[70,71]。

例えば、TATA 結合タンパク質は DNA 立体構造を曲げ、6-4PPs を形成しやすくする

[72,73]。CPDs の形成は c-jun、c-fos および PCNAのプロモーター領域で増強され、特

に c-fos のプロモーター領域で 25 倍増強されたことが明らかにされている[74]。本研

究では、UVB を照射する前に、Ag+を 1 時間作用した。Ag+に対する転写タンパク質

の応答および Ag+に結合した DNA に対する修復タンパク質の挙動は、光産物の形成

の増強に寄与するかもしれない。 

DNA損傷の指標として-H2AXを測定すると、AgNO3の存在下で UVB照射によっ

て誘導される-H2AX が増強されることが観察された (Fig. 16)。Bigniew ら[75]は、

UVB によって誘導される-H2AX は、特に S 期細胞で強く見られることを示してい
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る。G1、G2/M 期細胞で観察された-H2AX は、S 期細胞より著しく低かったが、UVB

照射量依存的であった。S 期で見られた-H2AXは、DNA 複製に依存して形成された

と考えられた。本研究における、Ag+の存在下での UVB照射による-H2AXの有意な

誘導は、細胞周期とは無関係だった。複製に依存して形成した-H2AX と異なって、

他のメカニズムが-H2AXの誘導に寄与することが示唆された。一つの可能性は、DNA

修復に依存して DSBs を形成することである。Hanasogeら[76]は、-H2AXが nucleotide 

excision repair (NER) の切開ステップによつて生成されたDNA修復中間体の蓄積によ

って誘導されることを報告している。Ag+は CPDs および 6-4PPs の形成を増加させる

ので、修復中間体は必然的に増加する。また、NER では、損傷認識に引き続いて損傷

の両側で一本鎖切断を引き起こし、その結果、損傷塩基が周囲の正常塩基とともにオ

リゴヌクレオチドの形で切り出される。損傷部位が切り出された後に残される一本鎖

のギャップにより-H2AXが誘導される[77]。Ag+はギャップ修復を阻害する可能性も

考えられる。最近の研究では、DNA-Ag+複合体の光還元反応から、効率的に金属銀ク

ラスターおよび DNA 骨格に沿って AgNPs のストリングが形成されることが示され

ている[78,79]。これらは、間接的に DSBs の修復阻害を介して-H2AX が誘導される

可能性を示唆している。 

CPDs および 6-4PPs の生成が増加すること、強い DSBs を誘導することは、どちら

もヒトに対して深刻な影響と考えられる。これらの損傷が修復されないまま残ると、

DNA 変異が誘発され、発がんにつながる。DNA 損傷部位においてはヒストン H2AX

がリン酸化されると、XPA、PCNA、TFIIH等の損傷修復タンパク質がこの部位に集積

する[80]。これらはさらに、様々な修復分子を損傷部位に集積させ、DNA修復を効率

よく行うと考えられている。Ag+の存在下では、これらの修復関連蛋白質をうまく集

積、機能させられない可能性もある。今後、これらについて解明していきたい。 

第 3章の内容を Fig. 21 にまとめた。第 3章においては、Ag+の存在により、UVB照

射によって形成される CPDs と 6-4PPs が増加することを明らかにした。これが起因と

なり、Ag+の存在下における UVB 照射後の-H2AX の生成を亢進させた。また、Ag+

の存在により、DNA 損傷の修復を遅延する可能性もあると考えられた。Ag+の存在が

UVBによる DNA損傷生成に影響を与えることは、本論文で初めて明らかにしたもの

である。 
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Figure 21. Ag+ enhance UVB-induced phosphorylation of histone H2AX 
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第 4章 銀ナノ粒子によるヒストン H3 リン酸化とその誘導メカニズム 

 

4-1 序論 

 第 2 および 3 章において、UV、AgNPs それぞれ単独作用により誘導される DNA

損傷が、両者の複合曝露により増加することを明らかにした。DNA 損傷を亢進する

理由として、Ag+と DNAの結合による UV 吸収の変化や、Ag+と蛋白質の結合による

細胞内酸化が考えられる。一方、AgNPs により DNAのクロマチン構造が変化し、UV

に対する感受性が変化する可能性も視野に入れなければならない。 

真核生物のゲノム DNA は、細胞核内でクロマチンとよばれる蛋白質複合体として

高度に折りたたまれて存在する[27]。近年、よく注目されているヒストンはクロマチ

ンを形成する構造タンパク質である。ヒストンの N末端を構成する 20 ~ 30 のアミノ

酸は立体構造に乏しく、ヒストンテールと呼ばれ、アセチル化，メチル化，リン酸化

など、様々な修飾を受け、ヒストンと DNA の相互作用に影響を及ぼし、クロマチン

構造が変化する。ヒストンタンパクはリジン、アルギニンの含有量が多い塩基性タン

パクであることから、通常はヒストン全体が酸性の DNA と親和性を持つ。ここで、

ヒストンのリジン・アルギニンのアミノ末端がアセチル化すると、電荷が中和される

ことでヒストンとDNAの相互作用が弱まり、クロマチン構造が弛緩し、露出したDNA

が増加することが報告されている[26]。そこに、UV 照射されると、DNA 損傷生成率

を変化させる可能性が予想される。一方、クロマチン構造の変化と DNA 損傷修復に

も密接な関係がある[80]。損傷した DNAを修復するにはクロマチン構造を緩め、そこ

に DNA修復に XPA、PCNA、TFIIH 等の必要な蛋白質を接近させる必要がある。よっ

て、ヒストン修飾における DNAクロマチン構造の変化は、DNA損傷修復に対して重

要な役割を果たしているかもしれない。 

そこで、本章では、AgNPsによるヒストン H3の化学修飾の変化について検討した。

その結果、ヒストン H3 10番目のセリンのリン酸化が強く、また持続的に誘導される

ことが明らかになったので、そのメカニズムを解析した。 

 

4-2 実験材料および方法 

 

4-2-1 実験材料 

第 2 章 2-2-1 に示したヒト皮膚細胞 HaCaT、ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞 A549 およ

びヒト乳癌細胞 MCF-7を用いた。また、第 1章 1-2-1に示した銀粒子 (<0.1 m、2 – 

3.5 m、5 – 8 m、<45 m および<106 m) を使用した。 
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4-2-2 細胞の培養 

 第 2章 2-2-2 に示したように HaCaT、A549 およびMCF-7細胞を培養した。 

 

4-2-3 銀粒子作用 

 細胞は実験前日に 0.5% FBS を含む DMEM 培地に培地を交換し、実験当日にさら

に交換した。実験当日は、第 1 章 1-2-2 に示したように AgNPs、AgNO3および UVA

照射 (AgNPs (UVA)) または H2O2酸化 (AgNPs (H2O2))された AgNPs (0.1 – 1 mg/mL) 

を 0 – 24時間作用させた。 

AgNPs の取り込みを阻害するため細胞に 10 mM sodium azide (NaN3) および 50 mM 

2-deoxyglucoe (2-DG) を、リリースした Ag+を除去するため 20 mM NAC を、アクチン

の脱重合を阻害するため Phalloidin (Pha; 0 – 100 M) (Wako Pure Chemicals Ind., Japan) 

を、アクチンの重合を阻害するため、LatrunculinB (LatB; 0 – 100 M) (Wako Pure 

Chemicals Ind., Japan) または Cytochalasin B (CCB; 0 – 20 M) を、Aurora kinase B 

(AURKB) の活性を阻害するため ZM 447439 (ZM; 5 M) (Santa Cruz Biotechnology, CA, 

USA) を、それぞれを 30分前に作用させた。 

 

4-2-4 ウエスタンブロット法による p-H3S10、G-actin および p-AURK の検出 

G-actin および p-AURKを検出するため、銀粒子作用した後、細胞を回収し、0.1 mL 

MS Buffer を加え、氷上で 30分間静置した。その後、遠心分離し上清を試料として回

収した。p-H3S10 を検出するため、銀粒子作用した後、細胞を回収し、第 2章 2-2-5に

示したように前処理した。その後、第 2 章 2-2-5 と同様に、Western blotting によって

p-H3S10、G-actin および p-AURKの検出を行った。 

p-H3S10 検出のための一次および二次抗体は以下の通りである。 

一次抗体：Anti-phospho-Histone H3 (Ser10) clone 3H10 (rabbit polyclonal) (Millipore, MA, 

USA) 

二次抗体：Peroxidase-Conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Jackson Immuno 

Research Labo., PA, USA) 

Ac-H3K9、K14 および Total-Ac-H3 検出のための一次および二次抗体は以下の通りで

ある。 

一次抗体：Anti-acetyl-Histone H3 (Lys9 or 14, Total) (rabbit polyclonal) (Millipore, MA, 

USA) 

二次抗体：Peroxidase-Conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Jackson Immuno 

Research Labo., PA, USA) 
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Tri-Me-K4、K27 および Di-Me-H3K9 検出のための一次および二次抗体は以下の通

りである。 

一次抗体：Anti-di- or tri-methyl-Histone H3 (Lys4, 9 or 27) (mouse polyclonal) (Monoclonal 

antibody labo., Japan) 

二次抗体：Peroxidase-Conjugated AffiniPure Goat Anti- Mouse IgG (H+L) (Jackson Immuno 

Research Labo., PA, USA) 

G-actin 検出のための一次および二次抗体は以下の通りである。 

一次抗体：Anti-actin (C-11) (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) 

二次抗体：Peroxidase-Conjugated AffiniPure Rabbit Anti-Goat IgG (H+L) (Jackson Immuno 

Research Labo., PA, USA) 

p-AURK検出のための一次および二次抗体は以下の通りである。 

一次抗体: Phospho-Aurora A (Thr288)/Aurora B (Thr232)/Auroa C (Thr98) (D13A11) XPTM 

Rabbit mAb および Aurora B/AM1 Antibody (Cell Signaling Technology, MA, USA) 

二次抗体：Peroxidase-Conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Jackson Immuno 

Research Labo., PA, USA) 

 

4-2-5 免疫染色法による p-H3S10 および F-actin 像の検出 

 第 2 章 2-2-6 と同様に、免疫染色法によって p-H3S10 および F-actin の検出を行っ

た。p-H3S10 検出のための一次および二次抗体は、4-2-4 に示した抗体を使用した。ま

た、F-actin 検出のために、Anti-stainTM 555 Fluorescent Phalloidin (Cytoskeleton, CO, USA) 

を使用した。 

 

4-2-6 細胞内への銀粒子の取り込み量の測定 

 実験前日 80%コンフルエントの状態になった各細胞に銀粒子 (0 – 1 mg/mL) を 1時

間作用させた。その後、細胞をトリプシンで回収、懸濁し、第 2 章 2-2-8 に示したよ

うに細胞内の銀粒子の取り込み量を FCM を用いて測定した。 

 

4-2-7 グルタチオン量の測定 

 第 1章 1-2-8 と同様に細胞内 GSH 量を測定した。 

 

4-2-8 FCM による F-actin 量の検出 

FCM を用いて A549細胞に対する AgNPs 作用後における細胞内 F-actin 量の検出を

行った。処理した A549 細胞をトリプシンで回収し、3.7% formalin で 15分間に固定し

た。FCM 用溶液 (0.2% TritonX-100, 1% BSA) で 3 回洗浄後、FCM 用溶液によって
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1/500に希釈したAnti-stainTM 555 Fluorescent Phalloidinを 25℃で 1時間反応させた後、

FCM 用溶液で 3 回洗浄した。FCM 用溶液で 1mL に調製したサンプルを添加した。

FCM によって、555 Fluorescent Phalloidin の蛍光を測定した。 

 

4-2-9 Cofilin 1 ノックアウト細胞の作製 

 Stealth RNAi™ siRNA target human Cofilin 1 (oligo ID: HSS141560; HSS141561; 

HSS173851) および Negative control siRNA は、Life Technologies 社から購入した。A549

細胞は、35 mm dish に播き、第 2 章 1-1-2 に示したように培養し、30%コンフルエン

トになった時、RNAi MAXトランス試薬 (Life Technologies Co., Japan) を使用して、

siRNAを細胞に 0.1 nM になるようにトランスフェクトした。さらに、細胞は 37℃、

5% CO2の条件下で 24時間培養した後、10% FBS を含む DMEM培地に培地を交換し

た。24時間後、0.5% FBS を含む DMEM 培地に培地を交換し、さらに 24時間培養し

た。実験当日に dish に 80%コンフルエントの状態になるように調整した。 

また、ノックダウン効率を確認するため、Cofilin 1 の mRNA 発現量を測定した。 

RNAは total RNA isolation kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Germany) を用いて抽

出した。抽出した RNA は PrimeScript® RT reagent kit (Takara, Japan) を用いて

complementary DNA (cDNA) に逆転写した。その後、SYBR Green PCR Master Mix (Roche 

Applied Science, Germany) を用いて LightCycler® Nano System (F. Hoffmann-La Roche, 

Switzerland) で、リアルタイム PCR 反応を行った。95℃、10 分 → 95℃、10 秒 → 

60℃、10秒 → 72℃、15秒 → 95℃、30秒 → Melting carve from 60℃ → 95℃の通

りで PCR を設定した。使用した Primer (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) は以下の

通りである。 

Cofilin 1: 5’-GGTGCTCTTCTGCCTGAGTG-3’; 5’-TCTTGACAAAGGTGGCGTAG-3’ 

GAPDH: 5’-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3’; 5’-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-3’ 

 

4-2-10 がん原遺伝子発現の検出 

がん原遺伝子 c-fos、c-jun の mRNA 発現量は 4-2-9 と同様に検討した。使用した

Primer (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) は以下の通りである。 

c-jun: 5’-TGCCTCCAAGTGCCGAAAAA-3’; 5’-GACTTTCTGTTTAAGCTGTGCC-3’ 

c-fos: 5’-CGGGCTTCAACGCAGACTA-3’; 5’-GGTCCGTGCAGAAGTCCTG-3’ 

GAPDH: 5’-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3’; 5’-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-3’ 

 

4-2-11 クロマチン免疫沈降 (Chromation Immunoprecipitation; ChIP) 法 

(1) Primerの設計法 
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 目的遺伝子 c-jun のプロモーターの配列情報は DBTSS (Data Base of Transcriptional 

Start Sites) から入手した。Primerの設計はフリーの Primer 設計ソフトである Primer 3

を利用した。c-jun 遺伝子の転写開始点を基準として、-1000 bp、-80 bp、+150 bp、+1000 

bp、+2000 bpの地点の Primerを設計した。DBTSS を使って所得した塩基配列を Primer 

3 に入力し、プロダクトサイズが 150 bP 以下となるように条件を設定して Primer を

設計した。設計した Primerは Operon社に注文した。設計した Primerを以下に示した。 

-1000 F: 5’-GCGTGTTGTGTTAAGCGTGT-3’; R: 5’-CTCGGAGGGGCAGTTTTTAT-3’ 

-80 F: 5’-GCGACGCGAGCCAATG-3’; R: 5’-AGCCCGAGCTCAACACTTATCT-3’ 

+150 F: 5’-GGCAGACAGACAGACACAGC-3’; R: 5’-GAGACCAGGCTCTCTGGACA-3’ 

+1000 F: 5’-GCAGCCCAAACTAACCTCAC-3’; R: 5’-CAGGGTCATGCTCTGTTTCA-3’ 

+2000 F: 5’-CAGGTGGCACAGCTTAAACA-3’; R: 5’-TTTTTCTCTCCGTCGCAACT-3’ 

 

(2) クロマチンの断片化 

 100 mm dish に A549細胞を播き、第 2章 2-2-3に示したように細胞を培養した。細

胞に 4-2-3を示したように AgNPs を作用させた後、トリプシン処理により細胞を回収

した。細胞数をカウントし、細胞数が 5.0×106となるように調整した。3000 rpm、3分

間の遠心により細胞を落とした後上清を捨て、FACS buffer (2% FBS、0.1% NaN3とな

るように PBSで調製したもの) を 10 mL加えた。11×固定液 (formaldehyde溶液 (37%) 

を 11%濃度となるように FACS bufferで希釈) を 1 mL加え室温 8分間反応させた。そ

の後、1 mLグリシンを加え固定反応を停止させた後、1300 rpm、5分間遠心後、上清

を捨て 4℃で 10 分間シェイカーにかけた。再度 1300 rpm、5 分間遠心後、上清を捨

て、ペレットにプロテアーゼ阻害剤 (F. Hoffmann-LaRoche, Switzerland) を含む SDS 溶

解液 (50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、10 mM EDTA、1% SDS) を加えピペッティングにより

シングルセルにした。全量をシリコナイズドチューブ (Watoson, Japan) に移した後、

氷上で 10分間静置した。密閉式超音波破砕機で 30秒超音波処理を 7回行い、クロマ

チンを断片化した。2000 rpm、8 分間遠心し、上清を新しいシリコナイズドチューブ

に移した。 

 

(3) クロマチン免疫沈降過程 

 クロマチン免疫沈降過程は One day ChIP kit (Nippon gene, Japan) を使用した。断片

化クロマチン 132 Lに当たり、ChIP 希釈 buffer を 484 L加え混合し、出来た溶液を

新しいシリコナイズドチューブ 2 本に 280 L ずつ分注し、もう 1 本の新しいシリコ

ナイズドチューブには 28 L分注し、これは Input 用として-80℃で保存した。一方の

チューブはキット付属の IgG を 2 L、もう一方のチューブには Anti-phospho-Histone 
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H3 (Ser10) (rabbit polyclonal) を 2 L加え、キャップロックをして一晩 4℃にてローテ

ーターで攪拌した。次の日、12000 rpm、10分間遠心した後、上清を ChIP buffer を用

いて洗浄を行た Sepharose ビーズ入りのチューブに移し攪拌した後、4℃にて 30 分間

ローテーターで振盪した。また、-80℃で保存しておいた Input から DNA を抽出する

ために 150 Lの ethanol を加えて 10 分間静置後、10000 rpm、10分間遠心した。遠心

終了後上清を除き、風乾させておいた。30分の振盪が終わったら、1 mLの ChIP buffer

を加えて混合した後、3000 rpm、2分間の遠心にかけた。上清を除いた後、再度 1 mL

の ChIP buffer を加えてサスペンドし、新しく用意した 15 mLチューブに予め 8 mLの

ChIP bufferを加えて置いたものに全量移した。氷上で 5分間静置させた後、2000 rpm、

3分間遠心し、上清を残り 1 mLまで捨てた後、残り 1 mLを新しいシリコナイズドチ

ューブに移した。再度 3000 rpm、2 分間遠心後上清を完全に除き、ここに Purifying 

slurryを 100 L加えた。キャップロックをして 10分間ボイルした後、proteinase Kを

1 L添加した。これを 55℃のサーモミキサーにかけ 30分シェイクした。30分後再度

10分間ボイルした後、12000 rpm、1 分間遠心し、70 L上清を新しいチューブに移し

た。さらに、残りの液に H2Oを 130 L加えて、攪拌にかけた。ここから、130 L取

り先ほどのチューブに移した。この液中には精製された DNAが含まれており、-20℃

で冷凍保存した。 

 

(4) リアルタイム PCR 

 4-2-11 (1) で設計した Primerおよび Master Mix (5 L ChIP DNA、10 L Master Mix 

(Taq)、2 L Forward and reverse primer mix (each 0.2 L) と 3 L H2Oを混合したもの) 

で混合し、反応液を作製、8連チューブ (F. Hoffmann-La Roche, Switzerland) に 15 L

ずつ分注した。次に、精製した DNAを 5 Lずつ加え、軽く攪拌した後、卓上型遠心

機でスピンダウンした。4-2-9に示したように同様の設定でリアルタイム PCR 反応を

行った。使用した各 Primer を 4-2-11 (1) Primer の設計法に示した。検量線は Input を

10、30、100倍希釈したサンプルを利用して作成し、その検量線より ChIP サンプルの

初期鋳型量を算出した。なお、Primerごとの増幅効率 (AE) を次の式から求めた。 

AE = 10(-1/検量線の傾き) 

特定ゲノム領域の p-H3S10亢進については Inputの値を基準として%Inputとして算出

した。%Input を求める式は以下の通りである。 

%Input = AE(Ct Input-Ct ChIP)×100% 

なお、Ct Inputと Ct ChIPは Real-time PCR の結果得られたスレッシホウルド値であり、

LightCycler nano software 1.0 の Automatic Quantification により算出した。 
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4-2-12 検定 

 第 1章 1-2-9 と同様に有意差検定を行った。統計的な有意性は、*p <0.05, **p <0.01

で表した。 

 

4-3 実験結果 

 

4-3-1 銀ナノ粒子によるヒストン H3 のリン酸化 

 AgNPs によるヒストン H3各修飾の変化を Fig. 22Aに示す。特に大きな変化があっ

たのは、ヒストン H3 10番目のセリンのリン酸化 (p-H3S10) で、強くまた持続的に誘

導された。ヒストンH3 9番目、14番目のリジンおよび Totalのアセチル化 (Ac-H3K9、

Ac-H3K14 および Total-Ac-H3 それぞれ) については、AgNPs 作用 2 時間以後低下し

た。ヒストン H3 4番目のリジンのトリメチル化 (Tri-Me-H3K4) は、アセチル化と同

じ傾向が認められた。さらに、ヒストンH3 9番目のリジンのジメチル化 (Di-Me-H3K9) 

は、AgNPs 作用後 2時間から強く誘導されたが、ヒストン H3 27番目のリジンのトリ

メチル化 (Tri-Me-H3K27) は、有意な変化が観察されなかった。以下の実験は AgNPs

による p-H3S10 に着目し、p-H3S10 の誘導メカニズムを詳細に解明した。 

HaCaT、A549 およびMCF-7、それぞれ各細胞に AgNPs を 1時間作用した後、Western 

blottingによって p-H3S10 の検出を行った (Fig. 22B)。p-H3S10 は、AgNPs の作用濃度

依存的に誘導された。p-H3S10 の強度は、MCF-7 > A549 > HaCaT である。第 2章にお

いて、HaCaT 細胞より A549 および MCF-7 細胞内に AgNPs の取り込み量が多かった

ことを明らかにした (Fig. 10A)。このことから、細胞株の違いよる p-H3S10 の誘導の

違いは、-H2AX の生成と同様に細胞内の AgNPs の取り込み量に関連していると考え

られた。 

環境中に放出された AgNPs の主要なターゲットは、ヒトの肺および皮膚と考えら

れる。ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞 A549における、AgNPs によって誘導される p-H3S10

の免疫染色像を Fig. 22C に示す。未処理細胞の多くは p-H3S10 がほとんど見られない

が、有糸分裂期に特徴的な染色体構造を示す細胞においてのみ非常に強い p-H3S10 の

誘導が見られた (Fig. 22C①)。一方、AgNPs 作用細胞では、ほぼ全ての細胞において

核内全体が均一に染まっている像が観察された。この染色のされ方から、細胞核全体

がリン酸化されていることが考えられ、有糸分裂に伴うリン酸化とは異なることが示

された (Fig. 22C② and ③)。 

さらに、AgNPs による誘導される時間依存的な p-H3S10 の変化を検討した (Fig. 

22D)。A549 および HaCaT 細胞に AgNPs を作用すると、p-H3S10 が作用直後から 24
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時間まで持続的に引き起こされた。以上の結果より、AgNPs は有糸分裂と異なった p-

H3S10 を持続的に誘導することを明らかにした。 

 

 

 

 

Figure 22. Histone modifications after the treatment with AgNPs. 
(A) Time-dependent histone modifications after the treatment with AgNPs. A549 cells were treated with 

AgNPs (1 mg/mL). The nuclear fraction was extracted and western blotting was carried out using several 

antibodies for modified histones. H3 (CBB staining) was used as a standard for the equal loading of 

proteins for SDS-PAGE. 

(B) p-H3S10 after treatment with AgNPs. HaCaT, A549 and MCF-7 cells were treated with AgNPs (0 – 0.3 

mg/mL) for 1 h. H3 (CBB staining) was used as a standard for the equal loading of proteins for SDS-

PAGE.  

(C) Images of p-H3S10 after treatment with AgNPs. A549T cells treated with AgNPs (1 mg/mL) for 1 h 

were stained with the antibody for p-H3S10 and PI. Left side images: p-H3S10; middle images: PI 

staining; right side images: merged images of p-H3S10 and PI. Numbered cells ( –  in right panels) 

are shown as magnified images in left panels. 

(D) p-H3S10 after treatment with AgNPs. HaCaT and A549 cells were treated with AgNPs (1 mg/mL) for 

~24 h. H3 (CBB staining) was used as a standard for the equal loading of proteins for SDS-PAGE. 
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4-3-2 銀ナノ粒子によるヒストン H3 リン酸化と細胞内取り込み量の関連性 

AgNPs による p-H3S10 の誘導と細胞内の AgNPs 取り込みとの関係を明確するため

に、HaCaTおよび A549 細胞を用いて、AgNPs の作用濃度を変えて実験を行った (Fig. 

23)。2つの細胞株において、AgNPs で 1時間作用した後、SS 強度は AgNPs の作用濃

度依存的に増加した (Fig. 23A)。また、p-H3S10 の誘導は AgNPs の作用濃度依存的で

あった (Fig. 23B)。 

次に、第 2章で用いた 5種の異なるサイズの銀粒子を用いて実験を行った (Fig. 23C)。

SS 強度の変化から、直径が< 0.1 m および 2 – 3.5 m の粒子は、HaCaTおよび A549

細胞内に取り込まれた。5 – 8 m 以上の粒子では細胞内に取り込まれなかった。取り

込まれた AgNPs および 2 – 3.5 m の銀粒子の SS 強度の増加に伴い p-H3S10 が増強し

た (Fig. 23D)。これらの結果より、小さいサイズの銀粒子、特にナノ粒子は、細胞内

に取り込まれると p-H3S10 を誘導することが示された。 

AgNPs の取り込みは p-H3S10 にどのように影響するかをさらに調べるため、取り

込み阻害剤である NaN3 および 2-DG を用いて検討を行った。阻害剤の前処理によっ

て、細胞内の AgNPs の取り込み量が抑制された (Fig. 23E)。また、このときの AgNPs

による p-H3S10 の誘導は、阻害剤の前処理によって抑制された (Fig. 23F)。以上の結

果により、AgNPs による p-H3S10 の誘導は AgNPs の取り込みに強く依存しているこ

とが確認された。 
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Figure 23. Incorporation of Ag particles into cells, and subsequent p-H3S10 

HaCaT and A549 cells were treated with several doses (0 – 1 mg/mL) of AgNPs for 1 h. 

(A) Intercellular uptake of AgNPs. HaCaT and A549 cells were treated with several doses (0 – 1 mg/mL) of 

AgNPs for 1 h. FS and SS were analyzed using FCM. 

(B) p-H3S10 after treatment with AgNPs. H3 (CBB staining) was used as a standard for the equal loading 

of proteins for SDS-PAGE.  

(C) Intercellular uptake of Ag particles. HaCaT and A549 cells were treated with Ag particles (1 mg/mL) of 

different sizes (< 0.1 m, 2 – 3.5 m, 5 – 8 m, < 45 m and < 106 m) for 1 h.  FS and SS were 

analyzed using FCM.  

(D) p-H3S10 after treatment with Ag particles. H3 (CBB staining) was used as a standard for the equal 

loading of proteins for SDS-PAGE. 

(E) Intercellular uptake of AgNPs in the presence of endocytosis inhibitors. HaCaT and A549 cells were 

treated with AgNPs in the presence of 10 mM NaN3 and 50 mM 2-DG to inhibit endocytosis. SS was 

analyzed using FCM. 

(F) p-H3S10 in the presence of endocytosis inhibitors. H3 (CBB staining) was used as a standard for the 

equal loading of proteins for SDS-PAGE. 
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4-3-3 銀ナノ粒子によるヒストン H3 リン酸化と銀イオンの関連性 

次に、AgNPs の細胞内の Ag+のリリースと p-H3S10 の関係を検討した (Fig. 24)。初

めに、AgNO3作用による p-H3S10 の誘導について検討した。AgNO3は、作用後 1 時

間近辺で p-H3S10 を起こしたが、それ以後は持続しなかった (Fig. 24A)。また、NAC

の前処理による Ag+除去によって、AgNPs による p-H3S10 は抑制された (Fig. 24B)。

その際、NAC は細胞内に AgNPs の取り込みに影響を与えなかった (Fig. 24C) ことか

ら、AgNPs による p-H3S10 の持続的な誘導は、細胞内に取り込まれた AgNPs から Ag+

が連続的に放出することが重要であると考えられた。 

 

 

 

Figure 24. Release of Ag ions from AgNPs and p-H3S10 

(A) p-H3S10 after treatment with AgNO3. HaCaT and A549 cells were treated with AgNO3 (50 M) for 10 

h. H3 (CBB staining) was used as a standard for the equal loading of proteins for SDS-PAGE. 

(B) p-H3S10 after treatment with AgNPs in the presence of NAC (20 mM). HaCaT and A549 cells were 

treated with NAC for 0.5 h and treated with AgNPs (1 mg/mL) for 1 h. 

(C) Intercellular uptake of AgNPs in the presence of NAC (20 mM). HaCaT and A549 cells were treated 

with NAC for 0.5 h and treated with AgNPs (1 mg/mL) for 1 h. The cells were analyzed using SS in 

FCM. 
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 次に、AgNPs による p-H3S10 の誘導と、細胞内で AgNPs 表面からリリースした Ag+

との関係を明確するために、第 1 章で通常状態の AgNPs 表面からリリースした Ag+

よりリリース量が大幅に増加した UVA および H2O2によって酸化された AgNPs を用

いて実験を行った (Fig. 25)。通常状態の AgNPs に比べ、UVAおよび H2O2を処理した

AgNPs では、より強い p-H3S10 の誘導が認められた (Fig. 25A)。また、粒子表面の酸

化状態の違いによって、細胞への取り込み量に変化がないことを確認した (Fig. 25B)。 

 さらに、GSH assay を用いて、細胞内の AgNPs から放出される Ag+の量を調べた 

(Fig. 25C)。通常状態の AgNPs に比べ、UVAおよび H2O2を処理した AgNPs では、よ

り GSHレベルの減少が観察された。これらの結果から、p-H3S10 は Ag+によって引き

起こされることが再確認された。また、細胞内に AgNPs から Ag+が持続的にリリース

することは、AgNPs の取り込み後、長時間にわたり p-H3S10 が誘導されることに寄与

していると考えられた。 

 

 

 

Figure 25. p-H3S10 after treatment with oxidized AgNPs 

A549 cells were treated with AgNPs (0.3, 0.5 and 1 mg/mL) pre-exposed to UVA (50 kJ/m2, peak: 369 nm) 

or 1 M H2O2 for 1 h. 

(A) p-H3S10 after the treatment with oxidized AgNPs. H3 (CBB staining) was used as a standard for the 

equal loading of proteins for SDS-PAGE. The western blotting bands were determined using Image J 

version 1.38 and the data are represented as a ratio to the untreated control. *p < 0.05, **p < 0.01. 

(B) Intercellular uptake of oxidized AgNPs, SS was analyzed by FCM. 

(C) Intracellular GSH after treatment with oxidized AgNPs. The amount of intracellular GSH was 

determined by the GSH assay. Values were corrected based on the results of the protein assay. *p < 0.05. 
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4-3-4 銀ナノ粒子によるヒストン H3 リン酸化とアクチンフィラメントの関与 

 これまでに、AgNPs による p-H3S10 には、AgNPs が細胞内に取り込まれ、そして、

その後の AgNPs 表面から Ag+をリリースすることが必須であると明らかにした。し

かし、AgNPs による p-H3S10 の分子メカニズムはまだ不明である。Greulich ら[81]は、

細胞はマクロピノサイトーシスおよびクラスリン依存性エンドサイトーシスによっ

て AgNPs を取り込むことを報告した。一方、細胞内で最も豊富に存在するアクチン

蛋白質から構成されるアクチン細胞骨格が、細胞の形態維持や細胞運動に必須な構造

であることは広く知られている。分子量が約 42 Kb の球形アクチンは G-actin と呼ば

れ、G-actin が多数重合した糸状の重合体は F-actin と呼ばれる。これらの重合と脱重

合の繰り返しによってエンドサイトーシスが制御されていることが報告されている

[82]。そこで、AgNPs による p-H3S10 がアクチン重合および脱重合に関連しているか

どうか検討した。 

AgNPs 作用後 24 時間までの細胞内 G-actin 量の変化を Fig. 26A に示した。AgNPs

作用直後から、G-actin の量は 2、8および 16時間時点をピークに時間依存的な増加を

示した。また、AgNPs 作用 1時間後、濃度依存的に G-actin の量が増加した。よって、

AgNPs 作用は、アクチンの脱重合を亢進させることが示唆された。さらに、AgNPs 作

用 1時間後の細胞内 F-actin の動態を検討した。まず、FCM を用いて、AgNPs 作用後

の細胞内 F-actin の量を検出した。細胞内 F-actin の量は、AgNPs の作用濃度依存的に

減少した (Fig. 26B)。また、AgNPs 作用 1時間後、未作用細胞では、きれいな糸状 F-

actin が観察されたが、AgNPs の作用濃度依存的な F-actin の崩壊が認められた (Fig. 

26C)。これらの結果から、AgNPs によりアクチンが脱重合することが確認された。 

次に、アクチンの重合および脱重合阻害剤を用いて、アクチンの重合および脱重合

を阻害した時、AgNPs による p-H3S10 の誘導が阻害されるかどうかを検討した。ま

ず、アクチン重合阻害剤 LatBおよび脱重合阻害剤 Pha作用後の細胞内 G-actin の量を

Fig. 27A に示した。LatB の前作用では、アクチンの重合を阻害し、細胞内 G-actin の

量が上昇した。それに対して、Phaの前作用では、細胞内 G-actin の量が低下した。ま

た、Phaの前作用によって、Pha の作用濃度依存的にAgNPsによる誘導される p-H3S10

が抑えられた(Fig. 27B)。さらに、LatBおよび同じアクチンの重合阻害剤である CCB

の前作用によっても、AgNPs による誘導される p-H3S10 が抑制された (Fig. 27C)。ま

た、免疫染色を用いて、LatBおよび Phaの前作用によって、p-H3S10 誘導が阻害され

ることを確認した (Fig. 27D)。 

次に、阻害剤の前作用によって、AgNPs の細胞内への取り込み量が変化するが否か

を調べた (Fig. 27E)。SS 強度は AgNPs の作用濃度依存的に増加したが、CCB の前作

用によって影響されなかった。 
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Figure 26. Depolymerization of actin after treatment with AgNPs 

(A) Release of G-actin after treatment with AgNPs. A549 cells were treated with AgNPs (0 – 1 mg/mL) for 

0 – 24 h. Actin (CBB staining) was used as a standard for the equal loading of proteins for SDS-PAGE.  

(B) Depolymerization of F-actin after treatment with AgNPs. A549 cells were treated with AgNPs (0 – 1 

mg/mL) for 1 h, and stained with Anti-stainTM 555 Fluorescent Phalloidin for F-actin. The 

depolymerization of F-actin were analyzed using FCM. 

(C) Images of F-actin after treatment with AgNPs. HaCaT or A549 cells treated with AgNPs (0 – 1 mg/mL) 

for 1 h were stained with the Anti-stainTM 555 Fluorescent Phalloidin for F-actin and DAPI. Left side 

images: F-actin, middle images: DAPI staining, right side images: merged images of F-actin and DAPI.  
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Figure 27. Dynamic state of actin after treatment with AgNPs and p-H3S10 

(A) Dynamic state of Actin after treatment with LatrunculinB (LatB) or Phalloidin (Pha). A549 cells were 

treated with LatB (0 – 100 M) or Pha (0 – 100 M) for 1 h. Actin (CBB staining) was used as a 

standard for the equal loading of proteins for SDS-PAGE. 

(B) p-H3S10 after treatment with AgNPs in the presence of Pha (0 – 100 M). A549 cells were treated with 

Pha for 0.5 h and treated with AgNPs (0 – 1 mg/mL) for 1 h. 

(C) p-H3S10 after treatment with AgNPs in the presence of LatB (0 – 10 M) or Cytochalasin B (CCB; 0 

– 20 M). A549 cells were treated with LatB or CCB for 0.5 h and treated with AgNPs (0 – 1 mg/mL) 

for 1 h. 

(D) Images of p-H3S10 after treatment with AgNPs in the presence of Pha (10 M), LatB (5 M) or CCB 

(20 M). A549 cells were treated with Pha, LatB or CCB for 0.5 h and treated with AgNPs (1 mg/mL) 

for 1 h. They were stained with the antibody for p-H3S10 and PI. Upper side images: p-H3S10, middle 

images: PI staining, lower side images: merged images of p-H3S10 and PI.  

(E) Intercellular uptake of AgNPs in the presence of CCB (20 M). A549 cells were treated with CCB for 

0.5 h and treated with AgNPs (0 – 1 mg/mL) for 1 h. The cells were analyzed using SS in FCM. 
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さらに、細胞内に取り込まれた AgNPs からリリースした Ag+とアクチンフィラメ

ント動態の関与を検討した (Fig. 28)。AgNPs によるアクチンの脱重合は、NAC の前

作用によって阻害された (Fig. 28A)。また、細胞内 G-actin の量は、AgNO3の作用濃度

依存的に増加した (Fig. 28B)。さらに、AgNO3による p-H3S10 の誘導は、LatBおよび

CCB の前作用によって抑制された (Fig. 28C)。以上の結果により、AgNPs による p-

H3S10 の誘導では、主に細胞内に取り込まれた AgNPs からリリースした Ag+がアク

チンを脱重合し、その後のアクチン重合と脱重合を繰り返す過程が p-H3S10 の誘導に

関連していると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

Figure 28. Release of Ag ions from AgNPs and depolymerization of actin 

(A) Release of G-actin after treatment with AgNPs in the presence of NAC (20 mM). A549 cells were treated 

with NAC for 0.5 h and treated with AgNPs (0 – 1 mg/mL) for 1 h. Actin (CBB staining) was used as a 

standard for the equal loading of proteins for SDS-PAGE. 

(B) Release of G-actin after treatment with AgNO3. A549 cells were treated with AgNO3 (0 – 50 M) for 

0.5 h.  

(C) p-H3S10 after treatment with AgNO3 in the presence of LatB (50 M) or CCB (20 M). A549 cells 

were treated with LatB or CCB for 0.5 h and treated with AgNO3 (0-50 M) for 1 h. 
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4-3-5 銀ナノ粒子によるヒストン H3 リン酸化と Aurora kinaseの関与 

 Aurora kinase (AURK) familyは、セリン・スレオニンキナーゼのひとつであり、細

胞分裂を制御する。ヒトにおいて AURK family には 3種類 (AURKA、B、C) 存在し、

その中、AURKB の活性 (リン酸化：p-AURKB) は、p-H3S10 に強く関連しているこ

とが報告されている[83]。そこで、AgNPs による p-H3S10 は AURK、特に AURKBの

活性を介して誘導されるものか否か検討した。 

AgNPs 作用後 10 時間までの細胞内 AURK のリン酸化のパターンを Fig. 29A に示

す。AgNPs 作用直後から、AURKA、Bおよび C のリン酸化が時間依存的に誘導され、

6時間以降の時間帯で未作用細胞のレベルまで回復した。また、AgNPs による AURK

のリン酸化の中で、p-AURKB は一番強かった。さらに、AURKB の特異的な阻害剤

ZM を用いて、AURKB が p-H3S10 に関与するか否かを検討した (Fig. 29B)。AgNPs 作

用後、濃度および時間依存的に誘導される p-H3S10 は、阻害剤の前作用によって抑制

された。また、免疫染色にて、ZM の前作用によって、p-H3S10 の誘導が阻害される

ことを確認した (Fig. 29C)。一方、阻害剤の前作用によって、AgNPs 細胞内の取り込

み量は変化しなかった (Fig. 29D)。以上の結果より、AgNPs が誘導する p-H3S10 は、

AURK family中の AURKB経路を介していることが明らかになった。 

次に、AgNPsによるアクチンフィラメント動態と p-AURKBの関係を決定するため、

ZM の存在下におけるアクチンの変化および LatB の存在下における p-AURKB の変

化を検討した (Fig. 29E and F)。ZM の前作用によって、AgNPs によるアクチンの脱重

合は変化しなかったが、LatBの前作用によって、AgNPs による p-AURKBの誘導が阻

害された。この結果より、AURKB経路は AgNPs によるアクチン重合脱重合変化の下

流経路の一つであり、p-H3S10 の誘導に関連していると考えられた。 

Cofilin 1 は、F-actin に結合し、F-actin を切断および脱重合する活性を有する蛋白質

である。Cofilin 1 をノックダウンすると、F-actin の脱重合を阻害することが報告され

ている[84]。そこで、Cofilin 1 のノックダウン細胞を作製し、AgNPs による p-H3S10

の誘導とアクチン重合脱重合、およびその後の AURKB の活性化の関連を検討した。

今回購入した Life Technologies 社の Stealth RNAi™ siRNA target human Cofilin 1 のノッ

クダウン効率を Fig. 30Aに示す。3つの siRNA全てにおいて高いノックダウン効率が

認められ、以下の実験は oligo ID: HSS141560 の siRNAを用いて行った。 

脱重合阻害剤 Pha は、AgNPs による誘導される p-H3S10 を抑えることを前述した 

(Fig. 27B)。Phaを作用した後と同じ状態であることが予想される Cofilin 1 ノックダウ

ン細胞を用いて検討した結果、Cofilin 1 のノックダウンでは AgNPs の取り込み量は

変化しないが、Cofilin 1 のノックダウンにより、AgNPs と AgNO3による p-H3S10 の

誘導が抑制されることが示された (Fig. 30B and C)。 
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以上の結果により、AgNPs による p-H3S10 の誘導には、AgNPs が細胞内に取り込

まれることが必須であると考えられた。また、細胞内に取り込まれた AgNPs からリ

リースした Ag+がアクチンを重合、脱重合させ、それが原因となり AURKBをリン酸

化し、p-H3S10 を引き起こすことが考えらた。 

 

 

 

 

Figure 29. Phosphorylation of Aurora kinase after treatment with AgNPs and p-H3S10 

(A) p-AURKA, B, C and AURKB after treatment with AgNPs. A549 cells were treated with AgNPs (1 

mg/mL) for ~10 h.  

(B) p-H3S10 after treatment with AgNPs in the presence of ZM 447439 (ZM; 5 M). A549 cells were 

treated with ZM for 0.5 h and treated with AgNPs (0 – 1 mg/mL) for 0 – 10 h. 

(C) Images of p-H3S10 after treatment with AgNPs in the presence of ZM (5 M). A549 cells were treated 

with ZM for 0.5 h and treated with AgNPs (1 mg/mL) for 1 h. They were stained with the antibody for 

p-H3S10 and PI. Upper side images: p-H3S10, middle images: PI staining, lower side images: merged 

images of p-H3S10 and PI.  

(D) Intercellular uptake of AgNPs in the presence of ZM (5 M). A549 cells were treated with ZM for 0.5 

h and treated with AgNPs (0 – 1 mg/mL) for 1 h. The cells were analyzed using SS in FCM. 

(E) Release of G-actin after treatment with AgNPs in the presence of ZM (5 M). A549 cells were treated 

with ZM for 0.5 h and treated with AgNPs (0 – 1 mg/mL) for 1 h. 

(F) p-AURKB after treatment with AgNPs in the presence of LatB (0 – 10 M). A549 cells were treated 

with LatB for 0.5 h and treated with AgNPs (1 mg/mL) for 1 h. p-AURK was determined using western 

blotting, where the intensity of each band was extracted using Image J version 1.38. The extent of p-

AURK in cells treated with AgNPs, versus untreated control cells, was calculated. Correlations were 

calculated using the least-squares method. 
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Figure 30. Relationship between actin and the generation of p-H3S10. 

(A) Expression of cofilin 1 mRNA in cells knocked down using siRNA. A549 cells were transfected with 

siRNA (oligo ID: HSS141560; HSS141561 and HSS173851) or negative control siRNA as described in 

the experimental procedures. Fold-changes were normalized to GAPDH levels and the ratio to untreated 

samples was calculated. Stealth siRNA oligo ID: HSS141560 was used in the following experiments. 

(B) Intercellular uptake of AgNPs in cofilin 1-knockdown cells after the treatment with AgNPs or AgNO3. 

Cells in which cofilin 1 was knocked down using siRNA were treated with AgNPs (1 mg/mL) for 1 h, 

or AgNO3 (50 M) for 0.5 h. The cells were analyzed using SS in FCM.  

(C) p-H3S10 or G-actin in cofilin 1-knockdown cells after the treatment with AgNPs or AgNO3. Cells in 

which cofilin 1 was knocked down using siRNA were treated with AgNPs (1 mg/mL) for 1 h, or AgNO3 

(50 M) for 0.5 h. H3 or Actin (CBB staining) was used as a standard for the equal loading of proteins 

for SDS-PAGE. Con: control, siC: control siRNA, siR: cofilin 1 siRNA. 
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4-3-6 銀ナノ粒子によるヒストン H3 リン酸化とがん原遺伝子発現制御 

c-fos や c-jun 等のがん原遺伝子の転写活性における p-H3S10 の関与はよく調べら

れ、発がんプロモーターが p-H3S10 を介してがん原遺伝子転写を活性化することでが

んの促進に関与する可能性が考えられている[85,86]。c-fos や c-jun はがん原遺伝子の

中で最も古くからヒストンの化学修飾と転写活性との関連性が検討されてきた遺伝

子であり、12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate 等の発がんプロモーターによって強い

誘導がかかることから化学物質の発がんプロモーション活性と密接な関連があると

考えられている[87,88]。そこで、AgNPs による誘導される p-H3S10 が、がん原遺伝子

の c-fos、c-jun の転写に関与するのか否かを ChIP 法を用いて検討した。 

AgNPs 作用後、濃度および時間依存的に c-jun 遺伝子が誘導された。一方、c-fos の

誘導は認められなかった (Fig. 31A)。また、AgNPs による誘導される p-H3S10 のがん

原遺伝子の転写活性化への寄与を ChIP 法を用いて検討した (Fig. 31B)。がん原遺伝子

の c-jun 遺伝子の転写開始点周辺部 2地点と転写開始点から上流および下流に数千 bp

離れた部位における p-H3S10 の誘導を調べた。その結果、c-jun に転写開始点周辺部

においてのみ、AgNPs 作用後、顕著な p-H3S10 の増加が確認された。リン酸化の亢進

は転写開始点周辺部に限られていることから、p-H3S10 が転写因子のリクルートメン

トに関与する可能性が示唆された。 
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Figure 31. p-H3S10 at promoter regions for c-jun after treatment with AgNPs. 

(A) Induction of c-jun or c-fos mRNA after the treatment with AgNPs. A549 cells were treated with several 

doses (0.001, 0.01, 0.1 and 1 mg/mL) of AgNPs for ~8 h. Data were normalized to GAPDH levels and 

the ratio of c-jun or c-fos induction in treated samples versus untreated samples was calculated. 

**p < 0.01. 

(B) p-H3S10 at promoter regions for c-jun. Schematic diagram representing the relative positions of the c-
jun regions amplified by the primers used in the PCR step of ChIP assays. Untranslated regions are 

indicated by open boxes and coding regions are shown by filled boxes. Cross-linked chromatin 

fragments were prepared from A549 cells treated with AgNPs (1 mg/mL) for 1.5 h. The data are given 

as enrichment values against input and represented as a ratio to the untreated (−1000). Gray column: 

untreated, black column: treated with AgNPs. **p < 0.01. 
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4-4 考察 

本章では、AgNPs は、ヒト培養細胞において、p-H3S10 を持続的に誘導することを

初めて明らかにした。その誘導メカニズムとして、AgNPs が細胞内に取り込まれ、そ

して、細胞内に取り込まれた AgNPs からリリースした Ag+がアクチンを重合、脱重合

させ、それが原因となり AURKBをリン酸化し、p-H3S10を引き起こすと考えられた。 

AgNPs による誘導された p-H3S10 の強度は細胞株依存的に変化することを明らか

にした (Fig. 22A)。また、リン酸化の誘導強度は、銀粒子のサイズが小さい方が強か

った (Fig. 23D)。これは、前述した-H2AX の誘導と同様に、AgNPs の細胞内の取り

込み量に強く関連していることが考えられた。さらに、第 1章に示したように AgNPs

の殺菌効果においても、小さいサイズの AgNPs が E. coli 内に取り込まれることが必

須であった。これらのことを合わせると、AgNPs の取り込みは、AgNPs により引き起

こされる様々な生体反応において重要な因子と考えられる。 

p-H3S10 は細胞分裂期におけるクロマチンの凝集に関与するとともに[89,90]、各種

刺激によって遺伝子の転写が活性化される際にも誘導されることが知られている

[85,86]。前者の場合、有糸分裂に伴う染色体構造の部分でリン酸化が見られるが、Fig. 

22Bの免疫染色法による p-H3S10 の観察の結果、細胞核全体にリン酸化される特徴を

示した。また、p-H3S10 が誘導された時間帯が 30分と非常に早いことから、AgNPs に

よる p-H3S10 の誘導は有糸分裂に伴うものではなく、がん原遺伝子等の特定の遺伝子

の転写活性化に関与していると考えられた。近年、ニッケルおよびヒ素等の様々の金

属による p-H3S10 を誘導し、その後、遺伝子発現と発がんにつながることが報告され

ている[91,92]。ヒ素による誘導された p-H3S10 はがん原遺伝子 (c-junおよび c-fos) の

転写活性を高めることから、発がんにつながる可能性がある[91]。また、ニッケルイ

オンは、Mitogen-activated protein kinase pathway (MAPK) を介して p-H3S10 を誘導す

ることも明らかにされている[92]。本研究において、AgNPs による c-fos および c-jun

の転写活性を検討した結果、AgNPs により誘導された p-H3S10 は c-jun 遺伝子に強く

関連していることが明らかとなった。上述した報告は本研究と一致し、AgNPs 曝露後、

発がんに結びつく可能性が考えられる。 

また、AgNPs による p-H3S10 の誘導は、AURK family中の AURKB の活性化に強く

関連することを明らかにした。遺伝子の転写活性化に関連する p-H3S10 は、Snf1、

MSK、IKK-等のキナーゼにより誘導されることが報告されている[93-95]。例えば、

MSK1/MSK2をノックアウトした細胞では，増殖刺激によるリン酸化は見られないが、

分裂期特異的なリン酸化は起きることが報告されている[93]。一方、AURK familyは、

細胞内分裂期特異的に H3 をリン酸化するキナーゼの候補として，最初、出芽酵母と

線虫を用いた解析から挙げられた[96]。その中で、AURKBは、Inner centromere protein 
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(INCENP)と Survivin と複合体を形成し、共同で紡錘体集合チェックポイントの維持を

行っていることがよく知られている[97]。本研究では、AURKBは、前述した分裂期特

異的に H3 リン酸化を誘導すること以外、がん原遺伝子に関連する p-H3S10 も誘導す

ることが観察された。しかし、AUKRB によりリン酸化された他のキナーゼを介して

p-H3S10 が起きている可能性もあり、これについてさらに詳細な解析が必要と考えら

れる。 

さらに、AgNPs による AURKB の活性化は、アクチン重合阻害剤 LatB の前作用に

より抑制された (Fig. 29F)。AgNPs はエンドサイトーシスを介して細胞内に取り込ま

れることがよく知られている[81]。アクチンは、細胞の形状変化、ならびに細胞運動

性、接着性、細胞質分裂、エンドサイトーシス等の多数の細胞プロセスで重要な役割

を果たしている[82]。Rho famliy をはじめとした低分子量 G 蛋白質やその下流分子 

(WASP／WAVE famliy蛋白質や Arp 2/3 複合体) の活性化により、アクチンは重合と

脱重合を繰り返す過程を制御することが報告されている[98]。また、分裂期において

Rho famliyと AURK familyは、Cdk1-cyclin B 依存的にリン酸化 (活性化) を受けるこ

とが明らかにされている[83,99]。このことから、AgNPs 作用後、Cdk1-cyclin Bを活性

化し、アクチンの脱重合を亢進させ、さらに、同時に AURKBをリン酸化し、p-H3S10

を引き起こす可能性が考えられる。 

AgNPs による誘導された持続的な p-H3S10 に対して、ヒストン H3 のアセチル化 

(Ac-H3K9、Ac-H3K14 および Total-Ac-H3) は、AgNPs 曝露後、2時間以降の時間帯で

は速やかに減少することが認められた (Fig. 22A)。最近まで、ヒストン修飾はそれぞ

れ独立して機能すると考えられ、互いにその働きには関連性はないと思われていた。

しかし、現在では、ヒストン修飾は一体となって働き、異なる修飾でも相互に関連す

ることが明らかとなっている[100,101]。例えば、H3セリン 10番目がリン酸化される

とヒストンアセチル化酵素による 14 番目のリジンのアセチル化が促進されることが

報告されている[101] 。これは本研究で得られた結果とは一致しなかった。ヒストン

がアセチル化を受けると、クロマチン構造を緩め、露出した DNA を増加することが

考えられる。本研究で示された AgNPs によるヒストン修飾の攪乱は、クロマチン構

造を変化させ、UV による DNA 損傷生成に影響した可能性が考えられる。これにつ

いては、今後の検討課題である。 

また、以前の研究において、アクチンが DNA 損傷に応答する p53 に関与している

ことが報告されている[102,103]。アクチンフィラメントは密接に p53の初期増加の段

階に関連し、その後、p53 と F-actin を結合し、DNA 損傷に応答する。本研究では、

AgNPs 作用後のアクチンを検討した結果、AgNPs 作用によりアクチンが明らかに脱

重合することを明らかにした (Fig. 26)。このことから、AgNPs 曝露後、アクチンの変
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化が DNA 損傷応答経路に影響する可能性も十分考えられ、これについて、今後より

詳細な検討が求められる。 

AgNPs による p-H3S10 の誘導メカニズムに加えて、興味深いことは、AgNPs 単独

作用は p-H3S10 を著しく誘導したにもかかわらず、細胞の生存率にはほとんど影響が

ないことである (Fig. 8)。AgNPs 作用によって生じた DNA 損傷が完全に修復されれ

ば問題は無いが、AgNPs 作用による-H2AX が継続的に検出されることは前述した通

りであり (Fig. 9)、また、AgNPs 作用による p-H3S10 はがん原遺伝子の発現に関連す

ることが本章で明らかになった。これらの知見は AgNPs 作用による発がんとの関連

性を示唆するものであり、今後の AgNPs の生体影響研究において重要な知見である

と考えられる。 

第 4章の内容を Fig. 31 にまとめた。第 4章においては、主に AgNPs により p-H3S10

が持続的に誘導されることを実証した。AgNPs による p-H3S10 の誘導には、AgNPs が

細胞内に取り込まれることが必須であると考えられた。また、細胞内に取り込まれた

AgNPs からリリースした Ag+がアクチンを重合、脱重合させ、それが原因となり

AURKB をリン酸化し、p-H3S10 を引き起こすことが考えらた。さらに、がん原遺伝

子である c-jun のプロモーター領域の近辺のヒストンは、AgNPs によりリン酸化しや

すいことが示された。 

 

 

Figure 32. AgNPs-induced phosphorylation of histone H3 at Ser 10 
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第 5 章 ヒストン H3 リン酸化とフローサイトメーターの側方散乱光を指標した銀

ナノ粒子の生体影響評価手法の開発 

 

5-1 序論 

 近年、多種多様なナノサイズの粒子が各種産業に使用されるようになった。粒子を

ナノサイズ化することにより、従来の粒子にはない新しい物理化学的特性等が備わる

ため各種産業で精力的な開発が進められている。その一方で、その小ささゆえに発揮

されるナノサイズ特異的な毒性「ナノ毒性」が危惧されている。ナノ粒子は生体内に

取り込まれやすく、血流に入った場合、様々な器官に分散、蓄積され、毒性を示す可

能性がある事が指摘されている[104,105]。また細胞内に取り込まれたナノ粒子はDNA

やミトコンドリア、細胞膜といった細胞器官に損傷を与えることが懸念されている。

今後、様々な形態でナノ粒子が我々の生活環境にますます浸透していくと考えられる。

このような状況下で、我々はこれらナノ粒子の安全性や毒性について十分な知識を持

つ必要があり、それを知るためのナノ毒性評価方法の確立が望まれる。しかし現状で

はナノ毒性を評価するための有用な指標は定まっておらず、その評価方法は暗中模索

の状態である。 

 本研究室ではこれまでに、フローサイトメーターの側方散乱光 SS 強度を利用して、

細胞内への粒子の取込みを簡単かつ迅速に検出できる方法を見出している[31]。また、

この方法は、第 1および 2章で使用した様に微生物 (E. coli)、ヒト培養細胞 (HaCaT、

A549、MCF-7) 等、様々の評価対象に適応可能である。これを利用すれば、どの様な

形状の、どの様なサイズの粒子が取り込まれやすいかを簡易スクリーニングできる。 

しかし、フローサイトメーターの SS 強度では粒子の取り込みしか評価できない。

取り込まれた粒子全てが生体に影響するとは限らず、たくさん取り込まれても何の影

響も引き起こさなければ毒性は示さないであろう。つまり、AgNPs の生体影響を評価

するためのもう一つの因子を SS 強度と同時に検討すれば、取り込まれた粒子の生体

影響をより確実にすることができる。そこで、本章では、その評価対象の一つとして、

第 4 章で述べた p-H3S10 に注目し、SS と同時測定し、AgNPs の生体影響の評価に利

用することが有用であるか否かを検討した。 

 

5-2 実験材料および方法 

 

5-2-1 実験材料 
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第 2章 2-2-1 に示したヒト皮膚細胞 HaCaT、およびヒト肺胞基底上皮腺癌細胞 A549

を用いた。また、第 1章 1-2-1に示した銀粒子 (<0.1 m、2 – 3.5 m、5 – 8 m、<45 

m および<106m) を使用した。 

 

5-2-2 細胞の培養 

 第 2章 2-2-3 に示したように HaCaT、および A549細胞を培養した。 

 

5-2-3 銀粒子作用 

 第 4章 4-2-3 と同様に銀粒子を作用した。 

 

5-2-4 ウエスタンブロット法による p-H3S10 の検出 

第 4章 4-2-4 と同様に、Western blottingによって p-H3S10 の検出を行った。 

 

5-2-5 細胞内への銀粒子の取り込み量の測定 

第 4章 4-2-6 と同様に、細胞内の銀粒子の取り込み量は FCM を用いて測定した。 

 

5-2-6 銀粒子の取り込み量とヒストン H3リン酸化強度の解析法 

 FCM の SS 強度を指標とした粒子の細胞内への取り込みと p-H3S10、両方を測定す

ることにより、AgNPs の効果的な影響の指標となる可能性を検討するため、細胞内へ

AgNPs の取り込み（SS の平均値）と p-H3S10 の強度との相関を解析した。Western 

blottingによって検出した p-H3S10のバンドの強度は ImageJ (version 1.38) を用いて定

量した。また、AgNPs を作用した細胞における p-H3S10 の程度は、未作用の対照細胞

に対して算出された。相関係数は、最小二乗法を用いて計算した。 

 

5-3 実験結果 

 

5-3-1 銀ナノ粒子によるヒストン H3 リン酸化と細胞内取り込み量の相関 

 AgNPs の取り込みと p-H3S10 との関係を明確にするために、Fig. 23 および 24に示

した A549および HaCaT細胞の p-H3S10 のバンドを定量化し、FCM の SS と p-H3S10

の強度の平均値をプロットした (Fig. 33 and 34)。AgNPs の作用濃度の増加に伴い、

AgNPs の取り込み量 (FCM の SS 強度平均値) および AgNPs による p-H3S10 の強度

は直線的に増加した (Fig. 33A and 34A)。また、AgNPs の取り込み量と AgNPs による

p-H3S10 の強度は比例した。それぞれの相関係数は、R2=0.9602、R2=0.9001 および

R2=0.9260である。 
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 次に、異なるサイズ銀粒子による細胞内の取り込み量と p-H3S10 の相関を解析した 

(Fig. 33B and 34B)。その結果、取り込み量が多かった AgNPs および 2 – 3.5 m の粒子

だけ p-H3S10 を検出したため、AgNPs の取り込み量と p-H3S10 の相関は認められな

かった。また、NaN3および 2-DGの存在下において、AgNPs の作用濃度、取り込み量

およびリン酸化の相関性を解析した結果を Fig. 33C and 34C に示した。AgNPs の作用

濃度と取り込み量、作用濃度と p-H3S10、さらに、取り込み量と p-H3S10 の相関を示

す直線は、阻害剤の存在下では直線の傾斜が平坦になって、x 軸と平行になった。 

 

5-3-2 銀ナノ粒子によるヒストン H3 リン酸化と銀イオンの相関 

AgNPs の取り込み量と p-H3S10 の強い相関より、p-H3S10 は、AgNPs の取り込みを

反映していると考えられるが、実は、粒子の取り込み量が同じでも、AgNPs の表面か

らリリースしたAg+の量は、粒子の形状や凝集状態等によって違う場合も考えられる。

そこで、Fig. 33D and 34Dは NAC の存在下および非存在下における、AgNPs の取り込

み量と p-H3S10 の強度の平均値をプロットした。AgNPs の作用濃度と SS 強度の相関

には、NAC の前作用は影響しなかった。しかし、NAC の前作用は、AgNPs の作用濃

度に伴い誘導される p-H3S10、および AgNPs の取り込み量の増加に伴うと p-H3S10

の傾きを減少させた。これは、p-H3S10 を誘導するため、Ag+が必要であることを示し

ていた。 

以上の結果により、AgNPs による p-H3S10 には、AgNPs が細胞内に取り込まれる

こと、そして、細胞内に取り込まれた粒子から Ag+が放出すること、両方が関与して

いることを再確認した。従って、FCM の SS 強度を指標とした粒子の細胞内への取り

込みと p-H3S10 の両方を測定することにより、AgNPs の効果的な影響の指標となる

可能性が考えられた。 
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Figure 33. Correlation between intercellular uptake of AgNPs and p-H3S10 in A549 cells. 

 

(A)  A549 cells were treated with several doses (1 – 1000 g/mL) of AgNPs for 1 h. Correlation between 

intercellular uptake of AgNPs (average values of SS) and p-H3S10. p-H3S10 was determined using 

western blotting, where the intensity of each band was extracted using Image J version 1.38. The extent 

of p-H3S10 in cells treated with AgNPs, versus untreated control cells, was calculated. Correlations 

were calculated using the least-squares method. 

(B)  A549 cells were treated with Ag particles (1 mg/mL) of different sizes (< 0.1 m, 2 – 3.5 m, 5 – 8 

m, < 45 m and < 106 m) for 1 h. Red circles: AgNPs (listed size: < 0.1 m), Black circles: Ag 

particles (listed size: 2 – 3.5 m, 5 – 8 m, < 45 m and < 106 m). 

(C)  A549 cells were treated with AgNPs in the presence of 10 mM NaN3 and 50 mM 2-DG to inhibit 

endocytosis. Circles: inhibitors (−); triangles: inhibitors (+). Solid line: inhibitors (−); dotted line: 

inhibitors (+). 

(D)  A549 cells were treated with AgNPs in the presence of 20 mM NAC to remover of Ag ions. Circles: 

NAC (-); triangles: NAC (+). Solid line: NAC (-); dotted line: NAC (+). 
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Figure 34. Correlation between intercellular uptake of AgNPs and p-H3S10 in HaCaT cells. 

 

(A)  HaCaT cells were treated with several doses (1 – 1000 g/mL) of AgNPs for 1 h. Correlation between 

intercellular uptake of AgNPs (average values of SS) and p-H3S10. p-H3S10 was determined using 

western blotting, where the intensity of each band was extracted using Image J version 1.38. The extent 

of p-H3S10 in cells treated with AgNPs, versus untreated control cells, was calculated. Correlations 

were calculated using the least-squares method. 

(B)  HaCaT cells were treated with Ag particles (1 mg/mL) of different sizes (< 0.1 m, 2 – 3.5 m, 5 – 8 

m, < 45 m and < 106 m) for 1 h. Red circles: AgNPs (listed size: < 0.1 m); Black circles: Ag 

particles (listed size: 2 – 3.5 m, 5 – 8 m, < 45 m and < 106 m). 

(C)  HaCaT cells were treated with AgNPs in the presence of 10 mM NaN3 and 50 mM 2-DG to inhibit 

endocytosis. Circles: inhibitors (−); triangles: inhibitors (+). Solid line: inhibitors (−); dotted line: 

inhibitors (+). 

(D)  HaCaT cells were treated with AgNPs in the presence of 20 mM NAC to remover of Ag ions. Circles: 
NAC (-); triangles: NAC (+). Solid line: NAC (-); dotted line: NAC (+). 
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5-4 考察 

 近年のナノ産業の発達に伴って、小ささゆえに発揮されるナノサイズ特異的な毒性、

いわゆる「ナノ毒性」が危惧されている。一方、ナノ毒性を評価するための有用な指

標は定まっていない。本研究では、AgNPs が p-H3S10 を誘導することを明らかにし

た。それは、細胞内に取り込まれた AgNPs からの Ag+の放出に強く依存している。

FCM の SS 強度を指標として、ナノ粒子の取り込みを評価できることは、本研究室鈴

木らの報告以来、他の多くの研究者により使用されている[106-108]。これを利用すれ

ば、どの様な形状の、どの様なサイズの粒子が取り込まれやすいかをスクリーニング

できる。 

しかし、この方法はナノ粒子の取り込みを評価するだけに限定され、他の毒性学的

反応を反映しない。また、SS 強度は粒子から放出したイオンの毒性も評価できない。

前述した p-H3S10 には、細胞内への AgNPs の取り込み、そして、その後の Ag+の放

出、両方を必要とするため、同時に SS 強度と p-H3S10 を検出することは、単独の SS

強度を検出することに比べ、より意味がある分析結果が得られると考えられる。 

FCMの SS強度分析のもう一つの利点は、生きている細胞を解析できることである。

本研究では、AgNPs の取り込み量および p-H3S10 を別々の方法を用いて検討、解析し

たが、将来、p-H3S10 との高い親和性を有する蛍光標識タンパク質の開発を行い、FCM

を用いて、生きている細胞内での同時に SS 強度と p-H3S10 の測定を可能にすること

を目標にしている。 

p-H3S10 は 0.1 mg/mL という比較的な低濃度の AgNPs 作用によって誘導されるこ

とが確認された (Fig. 33A and 34A)。一方で、AgNPs の細胞生存率に与える影響は 1 

mg/mLでも僅かな変化しか認められなかった (Fig. 8B)。この結果は、p-H3S10 を指標

に、AgNPs の影響を高感度に検出することが出来るということを示していた。また、

AgNPs 作用による p-H3S10 はがん原遺伝子の発現に関連することが認められ、発が

んに結びつく可能性は第 4章考察に記した通りである。さらに、この結果の視点を変

えると、p-H3S10 を指標に生存率変化では捉えることができない AgNPs の影響を検

出が可能であるということになり、p-H3S10 が AgNPs の生体影響を評価するための

有用な指標の一候補になることが期待される。 
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総括 

 

銀の広域な抗菌特性は、水や空気の浄化、化粧品、衣類、家庭用製品など、多方面

で利用されている。近年、ナノテクノロジーの発展に伴い、サイズが 100 nm 以下の

AgNPs が開発されている。従来の銀粒子に比べサイズが小さく、総表面積が増加する

ため、より顕著的な殺菌効果を示すことが期待される。一方、UV による殺菌は、全

ての菌種に対して有効であり、特に水処理の分野で進められている。また、最近では、

UV の殺菌効率を向上させるため、様々な金属ナノ粒子と UV の併用が殺菌に応用さ

れている。しかし、AgNPs と UVの組み合わせによる殺菌効果の研究はほとんど行わ

れていない。 

第 1 章では、AgNPs と UV の組み合わせによる E. coli に対する殺菌効果とその殺

菌メカニズムを中心に検討した。UVA (320 – 400 nm) 照射下における AgNPs 作用は、

それぞれの単独作用に比して、劇的な殺菌効果を示した。また、顕著な殺菌効果を示

すためには、E. coli 内への AgNPs の取り込みと、E. coli 内での持続的な Ag+の放出の

両方が必須であった。さらに、AgNPs と UVAの複合曝露が、菌体内 GSH量を有意に

減少させたことより、UVA 照射下での AgNPs 作用では、E. coli 内に取り込まれた

AgNPs が、その菌体内で UVA照射されることにより多量の Ag+を放出、SH基を有す

る分子と結合することで効果的な殺菌効果を示すことが明らかになった。 

我々は、日常的に UV に曝露されている。UVA 存在下、高い殺菌効果を AgNPs が

示すのであれば、我々ヒトにも何らかの影響を示すことが危惧される。第 2 章では、

ヒト培養細胞を用いて、UVA 照射下での AgNPs 作用後の DNA 損傷生成を、DNA 損

傷を高感度に検出できるバイオマーカーである-H2AX を指標に検討した。これまで

に、AgNPs、UVA はそれぞれヒト細胞において DNA損傷を引き起こすことが報告さ

れており、生じた DNA 損傷は突然変異発生の原因となり、発がん等に結びつくとさ

れている。本研究では 3 種類のヒト培養細胞に AgNPs を作用した後、UVA を照射し

た。AgNPs の作用濃度依存的に-H2AXが観察され、UVA 照射下では、より顕著な-

H2AX の誘導が示された。また、-H2AX の誘導はマイクロサイズの銀粒子では認め

られず、ナノサイズの AgNPs に特異的であった。E. coli の時と同様に、細胞内 GSH

量は、UVA 照射下での AgNPs 作用により減少したことから、細胞内の酸化が上昇し

たことが考えられた。そこで、酸化型 DNA 損傷である 8-OHdG を検討した結果、

AgNPs と UVA 複合曝露は、8-OHdGの生成を亢進させた。8-OHdGの修復過程や DNA

複製時に、DSBs が生じ-H2AX が誘導されることが報告されている。BSFGE を用い

た解析により、AgNPs 作用による DSBs の生成が、UVA 照射により亢進することが示

された。さらに、DSBs とそれに伴う-H2AXの生成は Ag+除去剤の存在下で軽減され
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たことより、UVA 照射により AgNPs 表面から多量に放出された Ag+が細胞内抗酸化

分子の SH基と反応し、細胞内酸化を亢進させ、8-OHdG の生成が増加、DSBs ならび

に-H2AXの亢進につながったと考えられた。 

 Ag+は、SH 基を有する分子に結合するだけでなく、DNA にも作用することが報告

されている。Ag+が結合した DNA では、短波長 UV 吸収領域が変化する可能性があ

る。第 3章では、Ag+存在下での UVB (310 nm) 照射後の DNA損傷生成を検討した。

その結果、Ag+の存在により、UVB照射によって形成される CPDsおよび 6-4PPs が増

加し、誘導される DSBs も増加した。以上、第 2および 3 章において、UV、AgNPs そ

れぞれ単独作用により誘導される数種類の DNA 損傷が、両者の複合曝露により増加

することを明らかにした。本研究では、in vitro 系 (細胞系) で実験を行ったが、in vivo

系 (実験動物) において、今後、より慎重に評価することが重要と考えられる。 

AgNPs と UV の複合曝露時に DNA損傷が亢進する理由の一つとして、AgNPs によ

り DNAクロマチン構造が変化し、UVに対する感受性が変化したことが考えられる。

例えば、クロマチン構造中の主要蛋白質であるヒストンがアセチル化されると、クロ

マチン構造が緩んで、DNA損傷の修復率を変化させる。そこで、第 4章では、AgNPs

によるヒストンの修飾変化について検討した。AgNPsによるヒストン H3のリン酸化、

アセチル化、メチル化を解析した結果、がん原遺伝子の転写制御に関わっている p-

H3S10 が強くまた、持続的に起こることを見出した。p-H3S10 の誘導は、マイクロサ

イズの銀粒子では起こらず、AgNPs 特異的であった。Ag+除去剤を用いた解析により、

p-H3S10 が長時間にわたり誘導されるのは、サイズの小さい AgNPs が細胞内に取り

込まれ、そこから Ag+が持続的に放出されるためと考えられた。また、p-H3S10 の誘

導メカニズムを解析ところ、細胞内に取り込まれた AgNPs からリリースした Ag+が

アクチンを重合、脱重合させ、それが原因となりセリン・スレオニンキナーゼの一つ

である AURKB をリン酸化し、p-H3S10 を引き起こすことが考えられた。さらに、

AgNPs による p-H3S10 の亢進が、がん原遺伝子である c-jun の転写活性化をすること

を明らかにし、発がんに関与している可能性を示した。以上、第 4章において、AgNPs

によって p-H3S10 が誘導されることが明らかとなり、AgNPs が DNAを取り巻く蛋白

質にも影響し、DNA 損傷生成、修復を変化させる可能性が示唆された。 

以上の結果からナノサイズの AgNPs がヒトに影響を与えることが懸念されるが、

様々な種類の AgNPs が開発される中、AgNPs のヒトへの影響を評価可能な検出法は

存在しない。そこで、第 5章では、AgNPs によるヒストン修飾変化を利用して、AgNPs

の影響を評価する簡易スクリーニング系の構築を試みた。AgNPs が DNA損傷を誘導

したり、ヒストンを修飾するには、細胞内に効果的に取り込まれることが必須である

ことが本研究で明らかになったので、粒子の取り込みを検出可能な FCM の側方散乱
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光 SS 強度を第一の指標とした。そして、第 4章で明らかにした p-H3S10 の誘導を第

二の指標にして、FCM で同時測定する系を考案し、両者の相関を検討した。細胞内に

取り込まれ易い AgNPs は高い SS 強度を示し、それに対応して p-H3S10 が上昇した。

一方、マイクロサイズの銀粒子では SS 強度、p-H3S10 とも上昇しなかった。本スク

リーニング系は、粒子の取り込まれ易さと細胞応答を同時解析するシステムであり、

今後細胞応答の指標を増やすことで、より効果的な簡易スクリーニング系が構築され

ることが期待された。 

以上本研究において、UV照射下での AgNPs 作用は、効果の高い殺菌法の一つであ

ることを明らかにした。一方、その作用は、ヒト細胞においては DNA 損傷の生成を

亢進することを示し、AgNPs が UV 照射下ではヒトに影響を与える危険性を提示し

た。銀はこれまで安全性が高いと考えられ、様々な分野に使用されてきたが、粒子サ

イズが小さくなること、また UVをはじめとする別の環境要因と複合曝露されること

により、異なった影響を及ぼす可能性がある。今後、AgNPs の開発においては、それ

らを考慮し、利点とリスク、両方を考えて検討していく必要があると考える。 
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