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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 処理された形状や性状の異なるナノマテリアルの暴露における

免疫制御システムへの影響評価について、in vivo での解析を中心に実施した。Taquann

処理された長さの異なる二層化カーボンナノチューブ（T-DWCNT）の腹腔投与によ

る各免疫担当細胞分画の変化を観察するとともに Taquann 処理されたカーボンナノ

チューブ（T-CNT）およびチタン酸カリウム（Ti）の腹腔内投与によって腹腔滲出細

胞における Reactive oxygen species (ROS)関連遺伝子に関して網羅的に解析した。

T-DWCNT の長さよって腹腔内のマクロファージの活性化や機能に違いがある可能

性が示された。T-CNT 投与では、Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (Ptgs2)、

Myeloperoxidase (Mpo)、IL-19 遺伝子などの発現が上昇していた。また、Ti 投与では

Mpo、Albumin、Recombination activating gene 2、Ptgs2 遺伝子などの発現が上昇してい

た。T-CNT と Ti 投与の比較では Ti 投与によって Flavin containing monooxygenase 2 遺

伝子の発現が優位に上昇していた。以上のことから、ナノマテリアルの形状や種類に

よって腹腔マクロファージの ROS を介した活性化機構が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

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
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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。ナノマテリアルの暴露による慢性的

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

ノマテリアルの暴露による免疫システ

ムへの影響の評価系を確立することな

らびにナノマテリアル暴露による詳細

な免疫反応に関して、マクロファージに

焦点を当てて検討を進めた。 

今年度は長さの異なるT-DWCNTの腹

腔投与による各免疫担当細胞分画の変化

を観察するとともに、T-CNTとTiの腹腔内

曝露によるPECのROS関連遺伝子の発現

に関して検討を加えた。 

 

Ｂ．方法 

マウス 

 9 週齢の雌 C57BL/6 (B6)マウス（を用

い、DWCNT（78 本）の１μm 投与群（6

匹）、７μm 投与群（5 匹）、１５μm 投

与群（５匹）及び対照群（5 匹）を準備

した。腹腔投与から５週後に屠殺、解析

を実施した。また、8 週齢の雌 B6 マウ

ス（各群 3匹）を用い、T-CNT、Ti をそ

れぞれ 10μg／マウスで腹腔内投与後、

6 時間にて解析を実施した。 

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、DWCNT、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 DWCNT（１μm、７μm、１５μm）、

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（Ti）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、いずれも腹腔内に注射

された。 

 

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。 

また、PEC の遺伝子発現に関して、マ

ウスの腹腔内を 5ml の PBS で洗浄し、

採取した滲出細胞から RNA 抽出キット
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を用いて Total RNA を抽出した。 

 

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、CD19、

CD11b、F4/80、CD206、CD192、CD36、

CD204、CD4、CD8、CD44、CD25）に

対する抗体にて染色後、解析装置

（FACSCant BD Biosciences）にてそれら

の発現を経時的に検討した。 

 

PCR アレイ 

 Oxidative Stress RT2 Profiler PCR Array 

(QIAGEN)を用いて下記の遺伝子発現に

ついて解析した。 

(1)Antioxidants  

a. Glutathione Peroxidases 

(GPx): Gpx1, Gpx2, Gpx3, Gpx4, Gpx5, Gpx

6, Gpx7, Gstk1, Gstp1.  

b. Peroxiredoxins 

(TPx):  Ehd2, Prdx1, Prdx2, Prdx3, Prdx4, 

Prdx5, Prdx6 (Aop2)  

c. Other Antioxidants 

Alb, Gsr, Sod1, Sod3, Srxn1, Txnrd1, Txnr

d2, Txnrd3 

(2) Reactive Oxygen Species (ROS) 

Metabolism 

a. Superoxide Dismutases (SOD): Sod1, 

Sod 2, Sod3 

b. Other Superoxide Metabolism 

Genes:  Ccs, Cyba, Ncf1, Ncf2, Nos2 (iNOS

), Nox1, Nox4, Noxa1, Noxo1, Recql4, Scd1, 

Ucp2 

c. Other Reactive Oxygen Species (ROS) 

Metabolism Genes: Aox1, Fmo2, Il19, 

Il22 

d. Oxidative Stress Responsive 

Genes:  Als2, Apoe, Cat, Ccl5 (RANTES),

 Ctsb, Duox1, Epx, Ercc2 (XPD), Ercc6, Ft

h1, Gclc, Gclm, Gpx1, Gpx2, Gpx3, Gpx4, 

Gpx5, Gpx6, Gpx7, Gsr, Gss, Hmox1, Hspa

1a(hsp70A1), Idh1, Krt1, Mpo, Nqo1, Park

7, Prdx1, Prdx2, Prdx6 (Aop2), Prnp, Psmb

5, Sod1, Sqstm1, Tpo, Txn1, Txnip, Txnrd1

, Txnrd2, Ucp3, Xpa. 

(3) Oxygen Transporters 

Atr, Cygb, Dnm2, Fancc, Ift172, Mb, Ngb, Sl

c38a1, Vim. 

各群 3匹の平均値を用いて遺伝子発現

の比較を行った。 

 

Ｃ．研究結果 

長さの異なる2層化カーボンナノチュ

ーブ（1、7、15㎛：本数：78本）を正常

雌B6マウス（9週齢）に腹腔内投与し、5

週後に解析した（図1A）。腹腔内の肉眼

的所見として、15㎛投与群の中に肝臓の

表面あるいは腹膜表層に黒色の集積物

が観察された（図1B）。腹腔内の洗浄液

を遠心後、15㎛投与群では黒色の沈殿物

が肉眼的に観察された（図1C）。さらに、

組織学的に検討したところ、腹膜表層部

に黒色線維の集積物周囲に多核異物巨

細胞の出現を伴う肉芽が確認された（図
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1D）。PEC中のF4/80+CD11b+マクロファ

ージは割合、細胞数共に対照群に比較し

て大きな変化は認められなかった（図2）。

また、腹腔内マクロファージのM1 

(CD192)あるいはM2 (CD206)マーカー

を検討すると、DWCNT投与群と対照群

で有意な変化は見られなかったが、1㎛

投与群でCD206の発現が高い傾向にあ

った（図2）。加えて、スカベンジャー受

容体に関して検討したところ、7㎛投与

群でCD36の発現が有意に上昇していた

（図2）。 

正常B6雌マウス（8週齢）に、T-CNT、

Tiおよび生理食塩水（対照群）を腹腔内

投与6時間後、屠殺、解析を実施した（図

3）。 

 T-CNT投与群と対照群との比較では、

Ptgs2, Mpo, Il19, Ngb, Nqo1, Cygbの遺伝

子発現が有意に上昇していた（図3）。ま

た、Ti投与群と対照群との比較では、

Mpo, Alb, Rag2, Ptgs2, Ngb, Il22, Cygb, 

Noxa1, Nqo1の遺伝子発現が有意に上昇

していた（図4）。さらに、T-CNT投与群

とTi投与群の遺伝子発現を比較すると、

Ti投与群で遺伝子発現が強くなってい

るものが多く、Fmo2, Alb, Rag2, Duox1, 

Ucp3, Nox1, Recql4, Mpoなどの遺伝子が

あげられる（図5）。T-CNT投与群で発現

上昇していた遺伝子はPtgs2, Il19であっ

た（図5）。 

 

Ｄ．考察 

本研究では、ナノマテリアルの曝露に

よる免疫担当細胞への影響を検討する

上で、腹腔への投与によって、体内の限

られた曝露空間のモデルが用いられた。

腹腔内滲出細胞としてマクロファージ

をはじめ好中球やリンパ球なども含ま

れている。本研究で実施された長さの異

なる DWCNT の腹腔内投与では、スカベ

ンジャー受容体のひとつである CD36

の発現が 7μm の長径の T-DWCNT 投

与で上昇していたことから、ナノマテリ

アルの大きさ、形状によってマクロファ

ージの活性化に大きな違いが生じるこ

とが示された。 

また、本研究で検討を行ったサンプル

は様々な細胞分画を含んでおり、遺伝子

の変化がどの細胞分画を反映している

のかは不明であるが、ROS 関連遺伝子

に関してはマクロファージや好中球な

どの自然免疫に関与する免疫担当細胞

で変動が大きいことがすでに知られて

いるとともに、ナノマテリアルの暴露で

はマクロファージや好中球が多く腹腔

内に遊走されることが知られているの

で、今回の実験でも主に腹腔内のマクロ

ファージや好中球における遺伝子変化

が反映されているものと推測される。 

T-CNT 投与群と対照群との比較では、

Ptgs2, Mpo, Il19, Ngb, Nqo1, Cygb の遺伝

子発現が有意に上昇していたが、Ptgs2

は Cox2 シクロオキシナーゼとして知ら

れており、プロスタグランジン E2 の誘

導を介して免疫細胞の活性化に作用し

ている。Mpo は主に好中球から分泌され
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る酵素で、過酸化水素と塩素イオンから

次亜塩素酸を産生することによって異

物処理に働くことが知られている。また、

IL-19 に関しては、IL-20 受容体と結合す

すことによって、STAT3 のリン酸化を介

した転写制御の亢進が報告されている。

Ngb は細胞活性化でのシグナル伝達に

重要である。Nqo1 は NADPH キノン還

元酵素で異物の代謝酵素群の一つであ

る。Cygb は酸素や一酸化窒素などと結

合し、カルシウム依存性 NADPH オキシ

ダーゼとして働く。T-CNT の曝露によ

ってマクロファージあるいは好中球の

これらの遺伝子群の発現が上昇するこ

とで、生体内での免疫反応のきっかけに

なる可能性を有している。 

Ti 投与では Mpo, Alb, Rag2, Ptgs2, Ngb, 

Il22, Cygb, Noxa1, Nqo1 などの遺伝子群

の発現上昇が確認されたが、T-CNT で

共通の遺伝子として、Mpo, Ptgs2, Ngb, 

Cygb, Nqo1 があげられる。Alb が上昇し

ていることがマクロファージや好中球

のエナルギー代謝に影響している可能

性が考えられた。Rag2, IL-22, Noxa1 の

発現上昇も Ti 暴露による ROS 経路の活

性化に重要であると考えられる。 

T-CNT と Ti 投与群の比較では Ti 投与

群で大幅に遺伝子発現が偏っていたの

は Fmo2 と Alb 遺伝子であった。Alb 遺

伝子の上昇は T-CNT 暴露よりも Ti 暴露

の方がエネルギー代謝に影響を与えて

いる可能性が考えられた。また、Fmo2

はフラビン含有モノオキシゲナーゼで

NADPH 依存的に含窒素、硫黄、リン酸

化合物の酸化を触媒することが知られ

ており、細胞のエネルギー代謝に関与し

ている。 

今回の実験では腹腔内に限定されたナ

ノマテリアルに対する免疫反応を観察

してが、今後は呼吸器でのナノマテリア

ルの暴露による免疫担当細胞のスカベ

ンジャー受容体あるいは ROS を介した

反応を検討する予定である。 

 

Ｅ．結論 

1 長さの異なるDWCNTの腹腔内投与に

よって、長さの違いによってマクロフ

ァージにおけるスカベンジャー受容

体の発現が異なっていた。 

2 C-CNTあるいはTiの腹腔内曝露によっ

て免疫担当細胞のROS関連遺伝子の

中で共通の遺伝子の変化とともに異

なった遺伝子変化が認められた。 

3 異なったナノマテリアルの曝露によ

って好中球やマクロファージのROS

を介した多様な免疫反応が生じる可

能性が示された。 

4 ナノマテリアルの生体内での暴露は

その性状および形状によってマクロ

ファージを主体とした自然免疫反応

が大きく影響を受けることが示され

た。 

 

F.健康危険情報 

なし 
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