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研究要旨 

ナノマテリアルの免疫システムへの慢性的な影響に関しては詳しく知られていない。本研

究では、Taquann 処理されたナノマテリアルの長期における免疫システム全体への慢性的な

影響を観察することによって、ナノマテリアルの免疫制御システムへの影響を評価した。

前年度までに、正常マウスあるいは自己免疫疾患モデルマウス（MRL／lpr）への Taquann

処理された多層化カーボンナノチューブ（T-CNT）の腹腔内投与によって、線維化を伴う慢

性腹膜炎が誘導された。今年度は、T-CNT に加えチタン酸カリウムの腹腔内投与による免

疫系への影響を検討した。腹腔投与 1 年後では、T-CNT 投与群で誘導された腹膜炎は、チ

タン酸カリウム投与群では誘導されなかった。また、T-CNT 投与群に比較して、チタン酸

カリウム投与群では M1 型のマクロファージ分化が亢進していた。さらに、MWCNT 投与群

では血清 IgM の濃度が対照群より上昇していた。IgG2a に関してはチタン酸カリウム、

MWCNT いずれの投与においても濃度が上昇していた。以上のことから、チタン酸カリウ

ムと MWCNT を比較すると、MWCNT の線維化を伴う腹膜炎の誘導能は高く、両者で腹腔

内のマクロファージ分化が異なり、慢性炎症への機転も異なっていることが判明した。 

 

Ａ．研究目的 

ナノマテリアルの暴露による免疫系

への影響に関しては、カーボンナノチュ

ーブの吸引による肺胞マクロファージ
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の活性化を検討した研究がよく知られ

ている。さらに、カーボンナノチューブ

の吸入暴露により、T細胞のマイトージ

ェンに対する反応性が低下し、NK活性

に関してもカーボンナノチューブ暴露

により抑制されることが報告されてい

る。これまでに報告されてきたin vivoの

研究は暴露後数週間での解析がほとん

どで、ナノマテリアルの暴露から慢性的

な免疫システムへの詳細な影響に関し

ては不明のままである。本研究では、ナ

ノマテリアルの投与による免疫システ

ムへの影響を長期間観察することによ

り、ナノマテリアルの免疫制御システム

全体に対する効果を評価することを目

的としている。 

平成27年度までに正常C57BL/6マウ

ス へ の Taquann 処 理 さ れ た MWCNT

（T-CNT）の腹腔内投与により、M2マ

クロファージの集簇が亢進すること、

MRL/lprマウスへのT-CNT腹腔内投与に

より線維化を伴う慢性腹膜炎の病態が

亢進することが判明した。平成28年度は、

T-CNTに加えて、チタン酸カリウムの腹

腔内投与による免疫システムの影響に

関して比較検討することによって、ナノ

マテリアルの暴露と免疫システムとの

関係性を明らかにすることを目的とし

た。 

 

Ｂ．方法 

マウス 

 8 週齢の雌 C57BL/6(B6)マウス（各群

10 匹）に腹腔内に T-CNT、チタン酸カリ

ウムを投与後、1年にて解析した。マウ

スを用いた動物実験に関しては、実験動

物に関する取り扱いについて使用する

動物の苦痛の軽減や安楽死の方法など

を中心として徳島大学実験動物委員会

において定められている倫理面に配慮

した実験動物運営規定に基づき、厳格な

審査を経た上で実施されている。また、

ナノマテリアルの暴露・漏洩を防止する

対策については万全を期して実施して

いる。 

 

MWCNT、チタン酸カリウム 

 多層化カーボンナノチューブは

MWCNT-7（保土ヶ谷化学）を用い、国

立食品衛生研究所・高橋主任研究官によ

りTaquann処理されたMWCNT（T-CNT）

を供与された。Taquann 処理されたチタ

ン酸カリウムに関しても国立食品衛生

研究所・高橋主任研究官より供与された。

溶媒として 0.1％Tween80／生理食塩水

が用いられ、1μg および 10μg の

MWCNT が腹腔内に注射された。 

 

フローサイトメトリー解析 

 ナノマテリアル投与マウスの脾臓、腸

間膜リンパ節、腹腔内滲出細胞から単核

球を採取し、蛍光色素標識された各種リ

ンパ球表面マーカー（Ly5.2、CD4、CD8、

CD19、CD11b、CD11c、F4/80、CD206、

CD44、CD62L）に対する抗体にて染色

後、解析装置（FACSCant BD Biosciences）
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にてそれらの発現を経時的に検討した。 

 

免疫細胞の採取 

腹腔滲出細胞の解析マウスの腹腔内を

5ml の PBS で洗浄し、採取した滲出細胞

を用いて、フローサイトメトリー解析を

行った。腸間膜リンパ節は、ホモジナイ

ズ後、洗浄、ろ過によってリンパ節細胞

を採取した。脾臓に関しては、ホモジナ

イズ、ろ過、洗浄後、塩化アンモニウム

水溶液（0.83％）にて溶血、洗浄、ろ過

によって脾細胞を採取した。 

 

ELISA 法 

 血清を用いて、、IgG1、IgG2b、IgM を

ELISA 法にて定量化した。各イムノグロ

ブリンサブセットの検出には、HRP 標

識された二次抗体を用い、通法に従って

定量化した。 

 

Ｃ．研究結果 

B6マウスへのT-CNT及びチタン酸カリ

ウム腹腔投与 

 8週齢メスB6マウスにT-CNT（10μg）

あるいはチタン酸カリウム（10μg）を腹

腔内投与した。対照群（溶媒のみ）を含

め各群10匹ずつとした。投与後、12ヶ月

にて屠殺、解析を行った。投与後3ヶ月

ごとの体重変化を検討したところ、各群

で有意な変化は観察されなかった（図

1A）。投与後12ヶ月での各群の体重（図

1B）、脾重量（図1C）、肝重量（図1D）

に各群で有意な差は見られなかった（図

1B, C, D）。 

 

T-CNT及びチタン酸カリウム腹腔投与

による腹腔内所見 

 T-CNT及びチタン酸カリウムの腹腔

内投与後12ヶ月における腹腔内臓器の

外表所見では、T-CNT投与群での肝臓の

分葉状変化、脾臓表面、肝臓表面、腹膜

の白濁化が観察されたが、対照群、チタ

ン酸カリウム投与群では変化は認めら

れなかった（図2）。 

 

腹腔滲出細胞（PEC）、腸間膜リンパ節、

脾臓における細胞数の変化 

 PEC中の全細胞数は対照群に比較し

て、チタン酸カリウム投与群、T-CNT投

与群にて有意に増加していた（図3A）。

腸間膜リンパ節における細胞数は、チタ

ン酸カリウム投与群、T-CNT投与群にて

有意に減少していた（図3B）。脾臓にお

いては、T-CNT投与群にて有意に増加し

ていた（図3C）。 

 

PEC中の免疫細胞分画 

 PEC中のLy5.2+CD11b+F4/80+マクロフ

ァージにおけるCD11c（M1マーカー）

/CD206（M2マーカー）分画を検討した

（図４A）。マクロファージ全体の細胞

数は対照群に比較して、チタン酸カリウ

ム投与群、T-CNT投与群両者とも有意に

増加していた（図４B）。CD11c+CD206+

分画もチタン酸カリウム投与群、T-CNT

投与群両者とも有意に増加していた（図
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4C）。CD11c+CD206−M1マクロファージ

はチタン酸カリウム投与群で有意に増

加しているのに対し、T-CNT投与群では

有 意 に 減少 し て いた （ 図 ４ D ）。

CD11c−CD206+M2マクロファージは、

T-CNT投与群では有意に増加していた

（図４E）。 

 PEC中のT細胞及びB細胞に関して検

討すると、CD4+T細胞における活性化マ

ーカー（CD44/CD62L）では、チタン酸

カリウム投与群、T-CNT投与群ともに

CD44lowCD62L+のナイーブ型T細胞の割

合が減少し、CD44highCD62L−のメモリー

型T細胞の割合が増加していた（図５A）。

CD4+T細胞、CD8+T細胞、CD19+B細胞数

は各群で有意な変化は認められなかっ

た（図５B, C, D）。 

 

腸間膜リンパ節（mLN）の免疫細胞分画 

 腸 間 膜 リ ン パ 節 細 胞 中 の

Ly5.2+CD11b+F4/80+マクロファージにお

けるCD11c（M1マーカー）/CD206（M2

マーカー）分画を検討した（図６A）。

マクロファージ数は、チタン酸カリウム

投与群、T-CNT投与群で有意な変化はな

かった（図６B）。CD11c+CD206+分画も

チタン酸カリウム投与群、T-CNT投与群

両者とも有意な変化は認められなかっ

た（図６C）。M1マクロファージは、

T-CNT投与群で有意に減少していた（図

６D）。さらに、M2マクロファージの細

胞数では、T-CNT投与群で有意に増加し

ていた（図６E）。 

 腸間膜リンパ節細胞におけるT細胞、

B細胞分画について検討した（図７A）。

CD4+T細胞の活性化状態は、チタン酸カ

リウム投与群、T-CNT投与群で大きな変

化はなかった（図７A）。CD4+T細胞数は、

チタン酸カリウム投与群、T-CNT投与群

で有意に減少していた（図７B）。CD8+T

細胞に関して変化はなかった（図７C）。

CD19+B細胞数は  

T-CNT投与群で有意に減少していた（図

７D）。 

 

脾臓における免疫細胞分画 

 脾細胞中のLy5.2+CD11b+F4/80+マクロ

ファージにおけるCD11c（M1マーカー）

/CD206（M2マーカー）分画を検討した

（図８A）。マクロファージ細胞数は

T-CNT投与群で有意に増加していた（図

８B）。CD11c+CD206+分画に変化は見ら

れなかった（図８C）。M1マクロファー

ジは、T-CNT投与群で有意に増加してい

た（図８D）。M2マクロファージに関し

てはそれぞれの投与によって変化は観

察されなかった（図８E）。 

 脾臓におけるT細胞、B細胞分画につ

いて検討した（図９A）。CD4+T細胞の活

性化状態は、T-CNT投与群で大きくメモ

リー型にシフトしていた（図９A）。

CD4+T細胞数では、変化は見られなかっ

たが（図９B）、CD8+T細胞数はチタン酸

カリウム投与群で、有意に増加していた

（図９C）。一方、CD19+B細胞に関して

変化は観察されなかった（図９D）。 
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血清イムノグロブリンの変化 

 チタン酸カリウムおよびT-CNT腹腔

内投与による液性免疫への影響を検討

するために、ELISAにて、血清中の各種

イムノグロブリン分画を検討した。IgM

に関しては、対照群に比較して、T-CNT

投与群で有意にその濃度が上昇してい

た（図10A）。IgG1では、チタン酸カリ

ウム投与群、T-CNT投与群で変化は見ら

れなかった（図10B）。IgG2aでは、チタ

ン酸カリウム投与群、T-CNT投与群とも

に有意に上昇していた（図10C）。 

  

Ｄ．考察 

昨年度までの研究で、正常 B6 マウス

への MWCNT 腹腔内投与による長期暴

露によって、腹膜および腹腔臓器表層部

に反応性の変化が観察され、慢性の腹膜

炎が持続することが明らかにされた。ま

た、MRL/lpr マウスへの MWCNT の腹

腔内投与により、強い腹膜炎が惹起され、

全身の自己免疫性病変は増悪すること

が判明した（平成２６年度）。さらに、

B6 マウスへの MWCNT 及び Zymosan 投

与では、投与後 3 日の初期の段階では、

Zymosan による PEC 中の各免疫細胞の

増加に加えて MWCNT により、その影

響は増強されることが判明し、経時的に

観察すると、投与後 60 日では各免疫細

胞が減少する一方で、M2 マクロファー

ジの細胞数が MWCNT のみあるいは

MXCNT+Zymosan 投与群で増加するこ

とが明らかになった。したがって、PEC

中では MWCNT の暴露で M2 マクロフ

ァージが活性化することが判明し、その

活性化シグナルは TLR との協調作用が

ある可能性が示された（平成２７年度）。 

今年度は、T-CNT に加えて Taquann

処理済みのチタン酸カリウムの腹腔内

投与実験を実施し、MWCNT とチタン酸

カリウムの免疫系への影響を比較検討

した。これまで T-CNT の腹腔内投与で

観察されていた肝臓の分葉状変化や腹

膜の白濁化は、投与後 1 年にてチタン酸

カリウム投与群では観察されなかった。

このことは、T-CNT の物性の特徴、慢

性炎症の持続性、免疫システムへの影響

の違いなどが要因と考えられる。腹腔マ

クロファージへの影響では、T-CNT、チ

タン酸カリウム投与群ともに、細胞数は

増加していたが、チタン酸カリウム投与

群では M1 マクロファージへの分化、

T-CNT 投与群では M2 マクロファージ

への分化が亢進していた。 

腸間膜リンパ節の解析では、T-CNT

投与群のM2マクロファージへの分化促

進が観察され、T-CNT、チタン酸カリウ

ム投与群ともに CD4+T 細胞数の減少が

見られた。また、T-CNT投与群でCD19+B

細胞数も減少していた。脾臓での変化は、

T-CNT 投与群で M1 マクロファージ数

が増加し、チタン酸カリウム投与群で

CD8+T 細胞数が増加していた。このこと

は、腹腔内へのナノマテリアル投与によ

って、腸間膜リンパ節への炎症の波及、
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獲得免疫系への影響が考えられた。 

 炎症の遷延化の指標として、ナノマテ

リアル暴露による抗体産生への影響が

挙げられる。T-CNT 投与群では IgM、

IgG2a の濃度が高くなっていた。また、

チタン酸カリウム投与群で IgG2a の濃

度が高くなっていた。T-CNT の暴露で

は腹膜での炎症の慢性化が持続するこ

とと関連がある可能性が考えられた。

IgG2a 分画は Th1 型の免疫反応と関係し

ていることが知られているので、T-CNT

の暴露は Th1 型の炎症反応を誘導して

いる可能性が考えられた。 

 T-CNT の長期暴露によって腹膜炎の

遷延化が観察され、チタン酸カリウム暴

露と異なった影響が存在することが明

らかとなった。今後、T-CNT の暴露と

慢性炎症、線維化などの機転に焦点を当

てて、さらなる検討が必要である。 

 

Ｅ．結論 

4. B6マウスへのT-CNT及びチタン酸カ

リウムの腹腔内投与後1年での腹腔内

所見として、投与では、T-CNT投与で

観察される肝臓の分葉状変化はチタ

ン酸カリウム投与では観察されなか

った。 

5. B6マウスへのT-CNT及びチタン酸カ

リウムの腹腔内投与で、それぞれM1、

M2マクロファージ分化に大きな相違

があった。 

6. B6マウスへのT-CNT及びチタン酸カ

リウムの腹腔内投与で、腸間膜あるい

は脾臓への炎症の影響が確認された。 

7. B6マウスへのT-CNT及びチタン酸カ

リウムの腹腔内投与後1年で、Th1型

の免疫反応あるいは抗体産生が亢進

する可能性が示された。 

8. ナノマテリアルの種類によって免疫

システムへの影響は異なっており、

T-CNTの暴露は炎症の遷延化につな

がる可能性が高いことが示唆された。 
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