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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、ナノマテリアルの長期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MWCNT-7の長期暴露に

よって常在型の肺胞マクロファージ（CD11b−CD11c+）は一定の細胞数を保っている

ものの、未分化な単球細胞あるいは異常マクロファージ分画が増加し、ナノマテリア

ルの処理にあたっている可能性が考えられた。また、MWCNT-7の長期暴露によって

肺胞マクロファージにおけるMMP12 mRNA発現が亢進しており、MMP12がナノマテ

リアルの暴露のマーカーの一つとして重要であることが分かった。また、MWCNT-7

の長期暴露によってIL-6などの炎症性サイトカインの発現亢進、VEGFなどの再生性

増殖因子の発現上昇、スカベンジャー受容体の発現変化などを介して慢性の炎症が肺

組織で持続している可能性が示された。したがって、ナノマテリアルの長期暴露で肺

胞マクロファージの分布、分化あるいは機能に持続的な影響が及ぶことが示された。 

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。一方で、ナノ
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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。また、一定期間のカーボンナ

ノチューブの暴露後の長期観察により肺

の線維化ならびに慢性炎症の持続が確認

されているのもの、長期間の全身暴露によ

る免疫系システムへの影響を観察した研

究はない。本研究では、ナノマテリアルの

長期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 カ ーボ ン ナ ノチ ュ ー ブ

（MWCNT-7）長期暴露による肺の免疫系

への影響に関して、暴露６カ月ならびに１

２カ月後の解析を実施した。 

 

Ｂ．方法 

・マウス 

 12 週齢の C57BL/6（雄）を用い、各群 6

匹ずつで多層化カーボンナノチューブ

（MWCNT-7、三井）を全身吸入暴露装置

（Taquann 直噴全身吸入装置、Ver.3.0、国

立医薬品食品衛生研究所）により吸入を実

施し、４週毎断続的に暴露後、６ヶ月（7

回暴露）及び１２ヶ月（14 回暴露）におい

て適切に屠殺後解析を行った。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

国立医薬品食品衛生研究所において定め

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-7 

 国立食品衛生研究所にて Taquann 処理

（ 53μm メッシュ濾過処理）された

MWCNT-7（0, 3.0, 6.0 mg/㎥ 6hr/D ４週毎）

を用いた。対象群はフィルターを通したキ

ャリーエアー吸入とした。 

・フローサイトメトリー解析 

 頸部リンパ節、脾臓は摘出後、保存液

に浸漬し、冷蔵保存した。リンパ節に関

しては、ガラスホモジナイザー、メッシ

ュフィルターを用い、単核球を採取し

た。脾臓に関してはホモジナイズ後、

0.83%塩化アンモニウム水溶液にて溶

血、洗浄、濾過を行った。また、気管支

肺胞洗浄液（Bronchoalveolar lavage fluid: 

BALF）中の単核球（BALF 細胞）を採取

するために、気管にサーフロー留置針

(SR-OT1851C, TERUMO)を留置し、1ml

のシリンジ（SS-01T 針無しシリンジ, 

TERUMO）に 1ml の PBS を 2 回流し込

み、回収後、洗浄、遠心する。蛍光色素

標識（fluorescein isothiocyanate ：FITC, 

phycoerythin : PE, Peridinin chlorophyll 

protein-cyanin 5.5 : PE-Cy5.5, PE-cyanin 7 : 

PE-Cy7,                  

allophycocyanin：APC, APC–Cy7）された

各種リンパ球表面マーカーCD3, CD4, 

CD8, CD19, CD45.2, CD11b, F4/80, 

MARCO, CD163 に対する抗体
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（eBioscience, San Diego, CA）にて染色、

0.9%-PFA-PBS で固定後、解析装置

（FACSCant BD Biosciences）にてそれら

の発現を解析した。なお、12 ヶ月暴露群

の実験では、BALF 細胞、頚部リンパ

節、脾臓を臓器保存液（MACS Tissue 

Strage Solution）に冷蔵保存、輸送後 48

時間以内に解析に使用した。 

・定量化 RT-PCR 法 

 BALF 細胞および肺組織の一部を RNAl

ater に浸漬し、冷蔵保存した。後日、通法

に従い、全 RNA を抽出後、逆転写反応に

より cDNA を得た。下記のプライマーセ

ットを用いて、PCR 反応によって各遺伝

子 mRNA を定量化した。転写レベルは 73

00 Real-Time PCR System (Applied Biosy

stems)を用いた。IL-6; forward, 5′-GATGG

ATGCTACCAAACTGGAT-3′, reverse, 5′- 

CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGA-3′, M

ARCO; forward, 5′- AGAAAGGGAGACA

CTGGAAGC-3′, and reverse, 5′-CCTCTG

GAGTAACCGAGCAT-3′, SRB1; forward, 

5′-GGCTGCTGTTTGCTGCG-3′, and rever

se, 5′-CTGCTTGATGAGGGAGGG-3′, Cox

2; forward, 5′- AGGAGACATCCTGATCC

TGGT-3′, and reverse, 5′-GTTCAGCCTGG

CAAGTCTTT -3′; MMP12; forward, 5′-T

GGTATTCAAGGAGATGCACATTT-3', rev

erse, 5′-GGTTTGTGCCTTGAAAACTTTT

AGT-3′, β-actin; forward, 5′-GTGGGCCGC

TCTAGGCACCA-3′, and reverse, 5′-CGG

TTGGCCTTAGGGTTCAGGGGG-3′. 

 

Ｃ．研究結果 

Taquann処理されたMWCNT-7の長期暴露

における肺組織を中心とした免疫システ

ムへの影響を明らかにするために、図１の

ような実験プロトーコールで解析を進め

た。各群６匹とし、その中で３匹より

BALF細胞のフローサイトメータ解析、残

り３匹のBALF細胞を遺伝子解析（定量RT-

PCR）に使用した。肺組織、リンパ節、脾

臓に関しては、６匹全てを用いて解析に使

用した（図１）。 

BALF細胞のフローサイトメータ解析

についてのゲーティングはFSC/SSCから

生細胞を分離し、シングル細胞のみにゲー

ト 後 、 CD3−CD19−7AAD− 細 胞 か ら

CD11c/CD11bにて展開することによって、

肺胞マクロファージ（Alveolar macrophage: 

AM）、好酸球（Eosinophil: Eo）、単球

（Monocyte: Mo）に分類した（図２）。ま

た、F4/80とCD11bをマーカーとした分画

も検討した（図２）。 

 

６ヶ月暴露群の解析 

 ６ヶ月間のMWCNT-7暴露後の、BALF

細胞中の肺胞マクロファージ（AM）、単球

（Mo）、好酸球（Eo）の割合をフローサイ

トメータ解析にて検討した。生細胞の割合

はMWCNT-7暴露によって増加していた

（図１C）。AMの割合はMWCNT-7暴露に

よって有意に減少していた（図３A, C）。

一方で、単球と好酸球の割合は対照群に比

較して、MWCNT-7暴露群で有意に低下し

ていた（図３A, C）。また、MWCNT-7暴露
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群でCD11b−CD11c−の未分化な単球分画が

多く含まれていることが明らかになった

（図３A）。F4/80とCD11bを肺胞マクロフ

ァージマーカーとして検討すると、対照群

で は 90 ％ 以 上 が CD11b− で あ る が 、

MWCNT-7暴露群では、CD11b+になってお

り、より未分化な単球あるいは異常マクロ

ファージ分画が含まれていることが判明

した（図３B, C）。 

 肺胞マクロファージにおけるスカベンジ

ャー受容体の発現とMWCNT-7暴露の関

係を検討するために、CD163及びMARCO

の細胞表面上の発現をフローサイトメー

タにて解析すると、MWCNT-7暴露群にお

いて、対照群に比較して有意に低下してい

ることが分かった（図４A, B）。 

 BALF細胞におけるMMP12 mRNA発現を

qRT-PCR法にて検討すると、MWCNT-7暴

露群では対照群に比較して、有意に増加し

ていた（図５A）。さらに、肺組織での

MMP12 mRNA発現を確認すると、BALF細

胞での発現パターンと同様にMWCNT-7

暴露群で対照群と比較して有意に増加し

ていた（図５B）。 

 BALF細胞における酸化ストレス関連遺

伝子であるCox2 mRNA、スカベンジャー

受容体遺伝子であるSRB1及びMARCO 

mRNA発現を検討すると、数値にばらつき

があり、有意な変化は認められなかった

（図６）。 

 肺組織における各種遺伝子mRNA発現

を検討すると、IL-6 mRNA、SRB1 mRNA、

MARCO mRNA発現がMWCNT-7暴露で上

昇することが分かった（図７）。 

 BALF中のサイトカイン産生について、

マルチプレックス法にて検討したところ、

検出できた３種のサイトカインの中で、

VEGFに関して対照群に比較して高濃度

のMWCNT-7暴露群で有意に増加してい

た（図８）。 

 MWCNT-7暴露による全身の免疫シス

テムへの影響を確認するために、脾臓およ

び頸部リンパ節について検討すると、脾重

量にMWCNT-7暴露の影響はなく、脾臓の

細胞数、リンパ節の細胞数も変化は認めら

れなかった（図９）。 

 さらに、脾臓、リンパ節におけるB細胞、

T細胞分画を検討した（図１0）。また、T細

胞の活性化について、CD4ならびにCD8陽

性T細胞におけるCD44あるいはCD62Lの

細胞表面の発現を用いて検討した（図１0）。

脾臓、リンパ節のリンパ球分画（CD45.2+）、

B細胞分画（CD19+）、T細胞分画（CD4+な

ら び に CD8+ ） T 細 胞 の 活 性 化 分 画

(CD4+CD44highCD62L− な ら び に

CD8+CD44highCD62L−）に関して、MWCNT-

7の暴露による影響は認められなかった

（図１１）。 

 

１２ヶ月暴露群の解析 

 BALF細胞の細胞数、細胞の直径を自動

細胞計測装置で検討したところ、

MWCNT-7の暴露によって対照群と比較

して有意に増加していることが分かり（図

１２A）、細胞の直径は、MWCNT-7の暴露

によって対照群と比較して有意に低下し
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ていることが明らかになった（図１２B）。 

  BALF 細胞を用いたフローサイトメー

タ解析では、MWCNT-7 の暴露によっ

て、対照群に比較して FSC（細胞の大き

さ）の蛍光強度がより低い分画に集積し

ていることが明らかとなった（図１３

A）。このことは図１２での細胞の直径が

MWCNT-7 の暴露によって低下している

ことと一致している。  

 CD11b/CD11c 分画の展開では、対照群

は大部分が AM 分画であるが、MWCNT-

7 の暴露では、AM 分画は極端に減少し

た（図１３A, C）。Mo 及び Eo は対照群

に比較して MWCNT-7 暴露群では有意に

増加した（図１３A, C）。６カ月間の暴露

実験でも同様に、MWCNT-7 暴露によっ

て CD11c−CD11b−の分画への集積が目立

つ（図１３A）。F4/80 及び CD11b をマー

カーにすると、MWCNT-7 暴露によって

CD11b+F4/0+の分画が有意に増加している

ことが分かる（図１３B, C）。 

 BALF 細胞数に関して検討すると、

BALF 細胞中の生細胞数は MWCNT-7 暴

露で有意に増加することが判明した（図

１４A）。一方で、AM の割合は MWCNT-

7 暴露で極端に低下していたが（図１

３）、実際の細胞数には変化がなく、Mo

の細胞数は MWCNT-7 暴露で有意に増加

することが分かった（図１４）。また、

F4/80+の BALF 細胞数も MWCNT-7 暴露

で増加することが明らかになった（図１

４B）。 

 BALF 細胞におけるスカベンジャー受容

体の発現についてフローサイトメータ解

析にて検討すると、６カ月暴露実験と同

様に、MWCNT-7 暴露によって CD163 の

発現が対照群に比較して、有意に低下し

ていた（図１５）。 

 BALF 細胞における MMP12 mRNA 発

現を qRT-PCR 法にて定量化すると、

MWCNT-7 暴露で対照群に比較して、有

意に上昇していた（図１６A）。また、肺

組織における MMP12 mRNA 発現に関し

ても、MWCNT-7 暴露によって対照群に

比較して、有意に増加することが分かっ

た（図１６）。 

 BALF 細胞における各種遺伝子 mRNA

発現を qRT-PCR 法にて定量化すると、高

濃度 MWCNT-7 暴露群で MARCO mRNA

発現が対照群に比較して高くなってお

り、IL-6 mRNA 発現は低濃度 MWCNT-7

暴露群で上昇していたが統計学的な有意

差は見られなかった（図１７A）。また、

肺組織における各種遺伝子 mRNA 発現を

qRT-PCR 法にて定量化すると、MARCO

および IL-6 mRNA 発現は対照群に比較し

て有意に高くなっていた（図１７B）。 

 MWCNT-7 暴露による全身免疫システム

への影響を検討するために、脾臓、頸部

リンパ節の細胞数を測定すると、脾細胞

およびリンパ節細胞ともに MWCNT-7 暴

露によって対照群に比較して、有意な変

化は認められなかった（図１８）。 

Ｄ．考察 

今年度の研究では、Taquann 処理された
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MWCNT-7 の長期全身暴露による肺胞を

中心とした免疫担当細胞の動態を 6 ヶ月

間あるいは 12 ヶ月間の曝露群に分けて検

討した。6 ヶ月、12 ヶ月曝露の両方で、

CD11b/CD11c をマーカーとした肺胞マク

ロファージの割合は、対照群に比較して極

端に減少していた。一方で、12 ヶ月での

実際の細胞数を計測したデータからは、曝

露によって肺胞マクロファージの細胞数

は変化がしないものの、単球の細胞数、

CD11b−CD11c−分画の細胞数が極端に増加

していた。このことは 

MWCNT-7 の長期暴露によって常在型の

肺胞マクロファージ（CD11b−CD11c+）は

一定数を保っているものの、未分化な単球

細胞が増加し、ナノマテリアルの処理にあ

たっている可能性が考えられた。さらに、

12 ヶ月曝露群で、MWCNT-7 曝露によっ

て、増加している大多数の単球の大きさが

対照群の細胞に比較して有意に小型化し

ていることからも、より未分化な単球が

MWCNT-7 曝露で増加していることを示

唆している。 

 肺胞マクロファージのスカベンジャー

受容体の発現に関しては、6 ヶ月、12 ヶ月

で MWCNT-7 曝露によって CD163 の発現

低下が見られたことから、ナノマテリアル

の長期曝露によって肺胞マクロファージ

の機能異常が生じていることを示唆して

いる。スカベンジャー受容体遺伝子mRNA

発現に関しては BALF 細胞全体を用いて

いるので、フローサイトメータ解析のデー

タとの乖離があった。 

 以前に実施したカーボンナノチューブ

の期間限定曝露実験から肺胞マクロファ

ージにおける MMP12 mRNA 発現が重要

なマーカーになる可能性が示されている

ことから（PLoS One 13:e0205702, 2018）、

今回も BALF 細胞ならびに BALF 細胞採

取後の肺組織における MMP12 mRNA 発

現を検討したところ、6 ヶ月および 12 ヶ

月暴露で MWCNT-7 暴露によって BALF

細胞、肺組織の両方で対照群に比較して有

意に MMP12 mRNA 発現が高いことが明

らかになった。このことは、以前の結果と

同様に MMP12 がカーボンナノチューブ

暴露のマーカーの一つとして重要である

ことを示している。BALF 採取後の肺組織

においても MMP12 の発現が高かった点

に関しては、肺胞マクロファージが残存し

ている可能性あるいは肺の間質に存在す

る細胞における発現が考えられる。 

 MMP12 は Macrophage metalloelastase 

(MME)あるいは Macrophage elasetase とも

言われる MMP ファミリーの酵素である。

ヒト肺胞マクロファージからクローニン

グされ（J Biol Chem 268:23824-9, 1993）、

胎児発生、生殖、組織再生、血液凝固など

の生理的現象や癌の浸潤・転移、COPD、

静脈瘤、関節リウマチの病態において重要

な役割を果たすことが報告されている（J 

Clin Invest 102:1900-10, 1998, Am J Pathol 

165:1375-83, 2004, Arthritis Rheum 50:3112-

7, 2004, Curr Opin Lipidol 17:705-7, 2006, 

Allergol Int 60:253-8, 2011）。喫煙による肺

胞マクロファージの活性化に伴って、
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MMP12の発現が上昇することも明らかに

されている（Am J Respir Crit Care Med 

172:1382-92, 2005）。我々の以前の研究に

おいても、カーボンナノチューブの暴露に

よって肺胞マクロファージにおける

MMP12の発現が亢進していることが分か

っており（PLoS One 13:e0205702, 2018）、

今回の研究においても MWCNT-7 の長期

暴露によって有意に MMP12 の発現が上

昇していたので、ナノマテリアルを処理す

るためにこの酵素の発現が上昇する可能

性と慢性炎症に伴う組織修復のために発

現が上がっている可能性が考えられた。 

BALF 細胞あるいは肺組織における酸化

ストレス関連遺伝子の発現解析では、6 ヶ

月、12 ヶ月で IL-6 mRNA 発現が MWCNT-

7 暴露で上がっており、ナノマテリアルの

長期曝露によって、慢性炎症が持続してい

る可能性が示された。 

 BALF 中の各種サイトカイン産生に関

しては、今回の実験では 6 ヶ月曝露群で、

MWCNT-7 の高濃度曝露で VEGF の産生

が対照群に比較して有意に上昇していた。

このことは肺胞での組織修復の機転を示

唆している。他のサイトカインに関しては

検出限界以下であったことから、今後の

BALF 採取法など改善の余地がある。 

Ｅ．結論 

1. MWCNT-7の長期暴露によって常在型

の肺胞マクロファージ（CD11b−CD11c+）

は一定数を保っているものの、未分化

な単球細胞が増加し、ナノマテリアル

の処理にあたっている可能性が考えら

れた。 

2. MWCNT-7の長期暴露によって肺胞マ

クロファージにおけるMMP12 mRNA

発現が亢進しており、MMP12がナノマ

テリアルの暴露のマーカーの一つとし

て重要であることが分かった。 

3. MWCNT-7の長期暴露によって慢性の

炎症が肺組織で持続している可能性が

示された。 
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