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研究要旨 
ナノマテリアル（NM）はその組成や形状によってマクロファージなどの貪食細胞の

反応性は大きく異なっている。令和 3 年度の本分担研究では、令和 2 年度の研究に引

き続いて、in vivo において針状酸化チタン（TiDW）の吸入暴露による肺の免疫システ

ムに関して、気管支肺胞洗浄液（BALF）細胞を中心に細胞表面分子、サイトカイン、

ケモカインおよび炎症関連分子の遺伝子およびタンパク発現を免疫学的手法にて検討

を加えた。針状酸化チタンの吸入暴露実験では、肺胞マクロファージの分画に著変が見

られなかったことから、ナノマテリアルの形状および性状によって免疫反応に相違が

ある可能性が示された。また、T-CNT および針状酸化チタンを用いた in vitro の実験

によってマクロファージからの MMP-12 を介した慢性炎症機転が示唆された。さらに、

針状酸化チタンの暴露で炎症性サイトカインの産生亢進の機序が考えられた。一方で、

in vitro での RAW264.7 細胞を用いた検討では、TiDW 添加では細胞増殖、細胞毒性に

大きな影響はなく、さらに、MMP12 の発現も観察されなかったことから、MWCNT で

みられたマクロファージへの影響とは異なっていることが示された。以上から、NM の

形状によってマクロファージの反応性は大きく異なっていることが明らかになった。 
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A. 研究目的 
R3 年度の本研究では、昨年度から継続し

て実施している針状酸化チタンの全身吸

入暴露による肺胞マクロファージを中心

とした肺免疫システムへの影響に関して、

免疫学的手法を用いて検討を加えた。また、

多層化カーボンナノチューブおよび針状

酸化チタンを in vitro での細胞株を用い

た実験系にて MMP-12 を介した細胞の変化

を詳細に検討した。ナノマテリアルの形状

あるいは性状による免疫系の変化を詳し

く検討することで、ナノマテリアルの毒性

の評価系の確立を目指した。 

 

B. 研究方法 
R2 年度に実施した実験で得られたサンプ

ル解析の継続を実施した。Taquann 処理した

針状酸化チタン（TiDW）の吸入暴露後、4 週

および 8 週での肺組織および BALF 細胞か

ら RNA を抽出し、定量 RT-PCR 法にて各種

関連遺伝子mRNA発現を検討した。加えて、

加えて、次年度に計画しているナノシリカ

（NM-204）の全身吸入による肺免疫反応の

解析を準備しており、これまでの NM 吸入

暴露実験との比較検討を行う予定である。

また、RAW264.7 細胞を用いて、T-CNT およ

び FLT-300 (TiDW)を添加することによる細

胞形態、増殖、MMP12 mRNA 発現を検討し

た。 
以下に定量 RT-PCR で用いたプライマー配

列 を 示 す 。 MMP12; forward (f) 5′-
TGGTATTCAAGGAGATGCACATTT-3', reverse (r) 
5′-GGTTTGTGCCTTGAAAACTTTTAGT-3′, 
F4/80; (f) 5′-CTTTGGCTATGGGCTTCCAGTC-3′, 
(r) 5′-GCAAGGAGGACAGAGTTTATCGTG-
3′, MCP-1; (f) 5′-CTGGATCGGAACCAAATGAG-
3′, (r) 5′-TGAGGTGGTTGTGGAAAAGG-3′, TLR-
4; (f) 5′-CAGTGGTCAGTGTGATTGTGG-3′, (r) 5′-
TTCCTGGATGATGATGTTGGCAGC-3′, IL-1β; (f) 

5′-TGATGAGAATGACCTGTTCT-3′, (r) 5′-
CTTCTTCAAAGATGAAGGAAA-3′, IL-6; (f) 5′-
GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA-3′, 
 (r) 5′-CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA 
-3′, IFN-γ; (f) 5′-
AGCGGCTGACTGAACTCAGATTGTAG-3′, (r) 5′-
GTCACAGTTTTCAGCTGTATAGGG-3′, IL-10; (f) 
5′-ATCGATTTCTCCCCTGTGAA-3′, (r) 5′-
TGTCAAATTCATTCATGGCCT-3′, TGF-β; (f) 5′-
GACCGCAACAACGCCATCTAT-3′, (r) 5′-
GGCGTATCAGTGGGGGTCAG-3′, iNOS; (f), 5'-
CTGCAGCACTTGGATCAGGAACCTG-3′, (r), 5′- 
GGGAGTAGCCTGTGTGCACCTGGAA-3′, 
CCR2/CD192; (f) 5′-
CCATGCAAGTTCAGCTGCCT-3', (r) 5'-
TGCCGTGGATGAACTGAGG-3', CD206; (f) 5′- 
GTACCTCACAGGATTAACCAGTTC-3′, (r), 5′-
CAGGGTTTAGTGACACACAGCTC-3′,Tim4; (f) 
5′-GCTGCTTCCAACAACAGTCA-3′, (r) 5′-
GTGATTGGATGCAGGCAGAG-3′,Arginase-1; (f) 
5′-CAGAAGAATGGAAGAGTCAG-3′, (r) 5′-
CAGATATGCAGGGAGTCACC-3′, β-actin; (f) 5′-
GTGGGCCGCTCT 
AGGCACCA-3′, (r) 5′-CGGTTGGCCTTAGGGTTC 
AGGGGG-3 。 
 
（倫理面への配慮） 
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および徳

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。 
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C. 研究結果 
TiDW の吸入暴露後（図 1）、4 週および

8週において肺組織におけるF4/80、iNOS、
CCR2、CD206、Arg1、IL-1β、IL-6、TGF-β、
TLR-4、CD54/ICAM-1、Tim4 の mRNA の

発現は対照群と比較して変化はなかった

が、TiDW 暴露後 8 週において、MCP-1、
TNF-α、IFN-γ mRNA 発現が対照群に比較

して有意に上昇していた（図 2、3）。一方、

BALF 細胞における F4/80、MCP-1、iNOS、
CCR2、CD206、TNF-α、IL-1β、TGF-β、TLR-
4、CD54/ICAM-1 および Tim4 mRNA 発現

は TiDW暴露で変化は認められなかったが、

暴露後 4 週での MMP-12 mRNA 発現は対

照群に比較して有意に上昇していた（図 4、
5、6）。この結果は肺組織における MMP12 
mRNA の発現上昇と一致する（令和 2 年度

報告済み）。 
RAW264.7 細胞への T-CNT および TiDW
の添加による変化を観察すると、T-CNT の

添加で細胞のサイズが対照細胞に比較し

て有意に大きくなっていたが、TiDW の添

加では T-CNT 処理ほどは大きくなってい

なかった（図 7）。また、TiDW 暴露によっ

て細胞数あるいるいは生存率に影響は観

察されなかった。加えて、T-CNT の添加で

上昇していた MMP12 mRNA 発現は TiDW
刺激では上昇しなかった（図 8、9）。 
 
D. 考察 

TiDW 吸入暴露後 4 週にて肺組織ならび

に BALF 細胞にて MMP12 mRNA 発現が上

昇し、暴露後 8 週の肺組織で MCP-1、TNF-
α、IFN-γ mRNA 発現が上昇したことから、

TiDW が肺内で暴露されると、肺胞マクロ

ファージの MMP12 を介したが活性化が誘

導され、その後炎症性変化が肺組織に広が

っていった可能性が考えられる。In vitro で

は TiDWのマクロファージへの直接の作用

を確認すると、T-CNT で見られたような

MMP12 発現上昇は確認されなかったこと

から、ナノマテリアルの形状や性状によっ

てマクロファージの動態は大きく異なっ

ていることが示唆された。 
なお、本実験を通してマウスへの健康危

機に関する症状、兆候などは観察されなか

った。 
 
E. 結論 
マクロファージのMMP12 を起点と活性化

機構がナノマテリアルの毒性評価法の確立

に重要な位置を占めている可能性が考えら

れ、in vitro および in vivo の評価系を総合し

た毒性試験が必要であると考える。 
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