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A. 研究目的 

 ナノマテリアル曝露のin vitroにおける影

響に関しては、細胞の生死あるいは細胞内

の特定酵素の活性が細胞毒性の指標となっ

ている。しかしながら、ナノマテリアル曝

露に細胞毒性が観察された場合、その毒性

がどのような細胞機能に影響するのか、そ

の分子機構に関する詳細な解析は行われて

いない。たとえば、ナノマテリアルが細胞

内で活性酸素を発生させ、その活性酸素が

細胞毒性を誘導するという報告は多いが、

活性酸素が細胞機能にどのような影響を及

ぼし、どのように生理状態が変化するのか

に関しては詳しくわかっていない。 

 本研究では、近年、様々な遺伝子の制御

因子として注目されている microRNA 

(miRNA)が、ナノマテリアルに曝露された

細胞でどのように変化するのかを解析する

ことによって、ナノマテリアル曝露のマー

カーとしてのmiRNAを探索するとともに、

同定されたmiRNAが制御する遺伝子を探索

し、ナノマテリアルの細胞毒性に関する分

子応答機構についての情報を得ることを目

的とする。 

 

B. 研究方法 

非修飾/カルボキシル基修飾磁性体ナノ粒子

(Fe3O4NPs，Fe3O4NPs-COOH)を A549 細胞

に 24 時間あるいは 72 時間曝露し、RNA を

回収した後、Agilent G4870A SurePrint 

G3 Human v16 miRNA 8x60K Microarray 

Kit にて miRNA の発現を解析した。アレ

イ上の各スポットの蛍光強度は Agilent 

G2600D SureScan Microarray Scanner に

より計測し、Agilent Feature Extraction 

v11.5 によって数値化した。 

 なお、それぞれの曝露サンプルは、以下

のようにサンプル名を付した。 

C-24h：NPs で曝露せずに 24 時間培養した

細胞 

NM100-24h：修飾していない (non-modified) 

 本研究では、非修飾/カルボキシル基修飾磁性体ナノ粒子の肺上皮細胞A549への曝

露実験において、マイクロRNA（miRNA）の網羅的発現解析を行い、そのクラスタ

リング解析からナノマテリアルにより変動する特徴的なmiRNAの同定を試みた。mi

RNAの発現挙動は、培養バッチや培養時間に大きく依存したが、カルボキシ修飾の

有無は暴露量よりもmiRNA発現に影響することが明らかとなった。また、磁性ナノ

粒子により変動するmiRNAとしてmiR-1260が同定された。このmiRNAは、曝露72時

間において発現量が増加するが、現在のところ、このmiRNAが細胞機能にどのよう

に影響しているのかは不明である。 
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NPs を 100 μg/ml の濃度で 24 時間曝露した

細胞 

NM200-24h：修飾していない (non-modified) 

NPs を 200 μg/ml の濃度で 24 時間曝露した

細胞 

M100-24h：修飾した (modified) NPs を 100 

μg/ml の濃度で 24 時間曝露した細胞 

M200-24h：修飾飾した  (modified) NPs を

200 μg/ml の濃度で 24 時間曝露した細胞 

C-72h：NPs で曝露せずに 72 時間培養した

細胞 

NM200-72h：修飾していない (non-modified) 

NPs を 200 μg/ml の濃度で 72 時間曝露した

細胞 M200-72h：修飾飾した (modified) NPs

を 200 μg/ml の濃度で 72 時間曝露した細胞 

 

C. 研究結果 

miRNA マイクロアレイから得られたデー

タにおいて、シグナルが検出されなかった

miRNA は発現していないと仮定して、シグ

ナル強度を 0 とした。シグナル強度はサン

プル間の誤差が含まれている可能性がある

ので、グローバルノーマライゼーションに

より各サンプルのシグナル強度を補正した。 

マイクロアレイに搭載されている

miRNA プローブ 2549 種類に対して、各曝

露条件において検出された miRNA 数は

103～166 個であった。昨年度の同様な条件

での検出数は 77～111 個であったので、今

年度の検出数の方が若干多い。これは、使

用したマイクロアレイのバージョンが変わ

ったことに依存すると考えられる。すなわ

ち、昨年度使用したマイクロアレイ（旧版

の G4870A、v16）はプローブ数が 1347 種

類であったの対して、今年度使用した新バ

ージョンでは、2549 種類のプローブが搭載

されている。新旧で共通するプローブは

1189 個、旧版から削除されたプローブは

158 個、新版に追加されたプローブは 1360

個であり、プローブ構成が変わっている。

これが昨年度と今年度の検出数に影響を与

えたと考えられる。 

各曝露条件において、いずれか 1 つ以上

の条件でシグナル強度が得られた miRNA

プローブは 68 個あり、この 68 個について

階層的クラスタリングを行なった。得られ

た clustering tree を図 1a に示す。この

clustering tree において、2 つの大きなグル

ープが検出された。ひとつは C-24h、

NM100-24h 、 NM200-24h 、 M100-24h 、

M200-24h からなり、もう一方は NM200-

72h、C-72h、M200-72h からなっていた。す

なわち、前者は、磁性ナノ粒子の暴露の有

無にかかわらず培養後 24 時間経過した細胞

のグループであり、後者は磁性ナノ粒子の

有無にかかわらず培養後 72 時間経過した細

胞のグループである。24 時間培養した細胞

グループにおいては、C-24h が単独でグル

ープを形成し、NM100-24h、NM200-24h、

M100-24h、M200-24h からなるグループと

は分離している。これは、培養 24 時間後に

おいて、磁性ナノ粒子に暴露された細胞の

miRNA の発現パターンが、暴露されていな

い細胞の発現パターンとは異なっているこ

とを示している。さらに、NM100-24h、

NM200-24h、M100-24h、M200-24h からなる

グループは、NM100-24h と NM200-24h から

なるグループと M100-24h、M200-24h から

なるグループに分かれている。このことか

ら非修飾磁性ナノ粒子と修飾磁性ナノ粒子

に暴露された細胞での miRNA 発現パター

ンは異なるが、これらの磁性ナノ粒子の濃

度の違いは miRNA の発現パターンに大き

な影響を及ぼさないことが推測された。一

方、72 時間培養したグループにおいては、

C-72h と M200-72h がグループを形成し、

NM200-72h とは分離していた。これは、培

養後 72 時間において、修飾磁性ナノ粒子に

暴露された細胞の miRNA 発現パターンは
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磁性ナノ粒子に暴露されていない細胞と大

きな違いはないが、非修飾磁性ナノ粒子に

暴露された細胞の miRNA 発現パターンは

磁性ナノ粒子に暴露されていない細胞とは

異なることを示唆している。今年度の

clustering tree を昨年度の clustering tree（図

1b）と比較すると、tree の形状は全く同一

であった。これは、上記した miRNA の発

現に与える培養および暴露条件の影響が再

現性あるものであることを意味している。

これら 2 つの trees の再現性が確認されたこ

とから、磁性ナノ粒子が細胞に与える影響

は、培養時間における細胞の生理的変化よ

りも小さいことがわかる。 

さらに、昨年度と今年度の miRNA 発現

データを使って clustering tree を作成した。

昨年度使用した旧版のマイクロアレイと今

回使用した新版のマイクロアレイで共通す

るプローブ 1189 個のうち昨年度と今年度

のデータを合わせた 16 条件のいずれか 1

つ以上でシグナル強度が得られた miRNA

プローブ 142 個について階層的クラスタリ

ングを行なった。その結果、昨年度と今年

度の結果は別々のグループに分配された

（図 2）。これは、昨年度と今年度の培養の

違いが miRNA の発現パターンに大きな影

響を及ぼしていることが判明した。すなわ

ち、昨年度と今年度では、同じ培養時間に

おいても細胞の生理状態が大きく異なって

いることを示している。さらに、今年度の

tree の形状は、図 1a に示した単独でクラス

タリング解析したときの形状とは異なって

いた。特に、今年度の tree では磁性ナノ粒

子で暴露していないコントロールの 24 時間

と 72 時間がクラスターを形成していること

から、今年度の培養時間の影響は、昨年度

に比べて小さいことが示唆された。昨年度

と今年度の培養の違いが大きかったので、

142 プローブについて条件ごとに昨年度と

今年度のピアソンの相関係数を求めたとこ

ろ、特に 72 時間後のコントロールとカルボ

キシル基修飾磁性ナノ粒子の再現性が低い

ことが示された（表 1）。 

次に、磁性ナノ粒子の影響で発現が変化

する miRNA の同定を試みた。いずれかの

条件で発現量がコントロールに比べて変動

した miRNA のリストを表 2 に示す。この

リストから磁性ナノ粒子の影響が顕著に反

映されている miRNA を見出すことは困難

であったが、昨年度のリストとの比較から

miR-1260b が昨年度と同様の傾向を示すこ

とが見出された。すなわち、この miRNA

は 72 時間曝露されると修飾の有無にかかわ

らず、24 時間曝露のときよりも発現量が高

くなる傾向を示す。ただし、昨年度の結果

では、この miRNA は 24 時間ではコントロ

ールと同程度であり、72 時間で発現量が増

加したのに対し、今年度では、24 時間の曝

露で発現量が低下し、72 時間で発現量が増

加してコントロールと同程度になった。昨

年度と今年度では、72 時間曝露されると修

飾の有無にかかわらず、24 時間曝露のとき

よりも発現量が高くなるという傾向は同じ

であるが、その内容は異なっている。miR-

1260b ほどではないが、miR-1260a も同様

な傾向を示した。 

 

D. 考察 

 miRNA マイクロアレイによる網羅的な

解析から、本研究の問題点が明らかになっ

た。すなわち、磁性ナノ粒子の影響は、培

養の違いあるいは培養時間の違いによる細

胞の生理的変化よりも小さいため、培養条

件の影響により隠れてしまうことである。

これは、磁性ナノ粒子の miRNA 発現に与

える影響は、非常に小さいということを示

唆している。磁性ナノ粒子の細胞活性に与

える影響も 100 あるいは 200 μg/ml という高

い曝露量においても 10～20％程度の低下で

あるため、細胞全体の平均として考えると、
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細胞機能あるいは細胞の生理状態にほとん

ど影響していないということができる。す

なわち、磁性ナノ粒子でアポトーシスやネ

クローシスが誘導されても、あるいは細胞

活性が低下しても、それは特定の細胞に起

こった現象であり、全体から見ると無視し

てもよい程度のものであると考えることが

できる。 
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図 1. miRNA の網羅的解析から得られたクラスタリングツリー.  

a, 今年度のマイクロアレイデータの階層型クラスタリングから得られたツリー. b, 昨年度

のマイクロアレイデータの階層型クラスタリングから得られたツリー. 

 

 

 

 

図 2．昨年度と今年度の miRNA 発現データを階層型クラスタリングして得られたツリー. 
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表 1 各条件ごとに求めた昨年度と今年度の発現データにおけるピアソンの相関係数 

 

 

表 2 発現がコントロールに比べて変動した（Log2 値が 1 以上または-1 以下）miRNA のリ

スト 

Sample 24h
Control

24h
Bare
100

24h
Bare
200

24h
COOH
100

24h
COOH
200

72h
Control

72h
Bare
200

72h
COOH
200

相関係数（142プローブについて） 0.881 0.895 0.941 0.891 0.878 0.678 0.820 0.661

SystematicName
24h

Bare100
/ Control

24h
Bare 200
/ Control

24h
COOH 100
/ Control

24h
COOH 200
/ Control

72h
Bare 200
/ Control

72h
COOH 200
/ Control

hsa-miR-26a-2-3p 3.39
hsa-miR-34b-3p 1.82
hsa-miR-1281 -0.32 -1.01 -0.34 0.11 1.56
hsa-miR-595 -0.76 -0.68 -0.59 0.03 1.54
hsa-miR-4726-5p 1.40
hsa-miR-513b-5p 0.31 -0.24 1.25 -0.10 -0.12
hsa-miR-5001-5p 1.19 0.50 0.38 0.34 -0.10 -0.16
hsa-miR-572 1.07 0.49 0.27 -0.02
hsa-miR-4430 -0.77 -1.01
hsa-miR-6739-5p -0.46 0.10 -0.50 0.00 -1.03 0.29
hsa-miR-6130 -1.08 -0.90 -0.63 0.35
hsa-miR-4465 0.05 -0.10 -1.08 -0.03 0.30 0.19
hsa-miR-320e -0.98 -0.38 -1.10 -0.93 -0.77 -0.44
hsa-miR-320d -1.12 -0.65 -1.05 -1.02 -0.80 -0.71
hsa-miR-5006-5p -1.13 0.06 -0.81 0.24 0.72
hsa-miR-4284 -1.16 -0.79 -0.36 -0.27 -0.63 -0.79
hsa-miR-6514-3p -0.37 -1.19 -0.39 0.61
hsa-miR-4669 -1.20
hsa-miR-1273g-3p -1.14 -1.00 -0.50 -0.49 -0.54 -1.20
hsa-miR-3591-3p -0.39 -1.25 -0.23 0.70
hsa-miR-8071 -1.12 -0.98 -1.33 -0.43 0.69
hsa-miR-7641 -1.05 -1.08 -1.37 -0.63 0.18 -0.54
hsa-miR-574-5p -0.13 -1.40 -0.43 -0.34 -0.24 0.35
hsa-miR-6132 -0.10 0.86 0.16 -1.29 -1.45
hsa-miR-320b -1.16 -0.77 -1.47 -1.18 -0.93 -0.37
hsa-miR-1260b -1.35 -1.01 -1.51 -0.85 0.00 -0.33
hsa-miR-6847-5p -1.60 0.63
hsa-miR-7977 -1.45 -0.74 -1.60 -0.91 0.57 -0.54
hsa-miR-197-3p -1.57 -1.47 -1.67 -0.12 1.32
hsa-miR-331-3p -1.35 -1.21 -1.04 -0.80 -1.18 -1.77
hsa-miR-7975 -1.01 -0.78 -1.81 -0.66 0.28 -0.95
hsa-miR-205-3p -1.85 1.24
hsa-miR-1260a -1.77 -1.82 -1.86 -1.26 -0.11 -0.26
hsa-miR-6740-5p -1.19 -1.87
hsa-miR-6817-5p -1.91 0.50
hsa-miR-4701-3p -0.59 -1.95 -0.22 -1.16
hsa-let-7e-5p -1.97 -0.46 -0.99 -1.24 -1.58 -1.55
hsa-miR-6807-5p -1.12 -1.32 -2.02 -0.74 0.42
hsa-miR-4455 -0.08 -2.06 -0.50 -0.43 0.03 0.42
hsa-miR-6805-5p -1.10 -2.07 -1.77 0.57
hsa-miR-5194 -0.92 -2.14 -2.23 -0.70 -0.25
hsa-miR-8485 -0.53 -2.35 -0.86 -0.73 -0.19 0.76
hsa-miR-32-3p 0.11 -2.63 -0.09 -0.23 0.04 0.09
hsa-miR-574-3p -0.60 -3.15 -0.87 -0.98 0.00 0.99
hsa-miR-4730 0.13 -4.32 0.02 -0.75 -0.29 0.00


