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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。本年度の研究は、昨年度の長期暴露（24ヶ月）における免疫制御システム

への影響評価に加えて、新たなカーボンナノチューブであるNT-7の短期暴露実験

を実施した。さらに、in vitroでのRAW264.7細胞を用いた実験系ならびにNF-κB1

遺伝子欠損マウスを用いたMWCNT-7による慢性腹膜炎モデルを用いたin vivoの

実験を実施した。Taquann処理されたMWCNT-7の長期暴露によって肺胞マクロフ

ァージの活性化が継続していることがわかった。一方で、Taquann処理されたNT-

7の短期吸入暴露によって、減少した肺胞マクロファージは暴露後４週で回復す

ることが判明し、MMP-12あるいはCD54を介した肺胞マクロファージの活性化が

短期試験においても確認された。また、MWCNT-7の直接の刺激に対してマクロフ

ァージからのMMP-12を介した線維芽細胞の活性化機構が存在し、マクロファー

ジを起点としてNF-κBを介した活性化とMMP-12による線維化の制御機序が明ら

かになった。 

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。一方で、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。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

システムへの影響に関して不明な点が

多い。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）の長期暴露による肺にお

ける免疫系への影響に関して、暴露から

24ヶ月後の昨年度の報告できなかった

点について解析を実施した。また、NT-7

の短期暴露による肺免疫の変化につい

て検討した。加えて、MWCNTのin vitro

およびin vivoでの線維化の分子機構につ

いて検討を進めた。 

 
Ｂ．研究方法 
・マウスへの吸入暴露 

MWCNT 長期暴露実験：12 週齢の

C57BL/6（B6）（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（24 ヶ

月間）において適切に屠殺後解析を行っ

た。 

NT-7 短期暴露実験：12 週齢の C57BL/6

（B6）（雄）を用い、各群 5 匹ずつで NT-

7 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、暴露後

0、7、14 および 28 日後において適切に

屠殺後解析を行った。 

・フローサイトメトリー解析 

 肺胞洗浄液（BALF）中の単核球を採

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 を流し込み、

回収後、洗浄、遠心し、組織保存液(MACS

ⓇTissue Storage solution, Militenyi Biotec）

に浸漬した。また、脾臓は摘出後、保存

液に浸漬し、冷蔵保存した。その後、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。

蛍 光 色 素 標 識 （ fluorescein 

isothiocyanate ：FITC, phycoerythrin : PE, 

Peridinin chlorphyll protein-cyanin 5.5 : 

PerCP-Cy5.5, PE-cyanin 7 : PE-Cy7, 

allophycocyanin：APC, APC–Cy7, APC-

Alexa Fluor 700）された各種表面マーカ

ーCD3, CD19, CD45.2, CD11b, CD11c, 

F4/80, CCR2 (CD192), CD206, CD54, 
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CD163 に対する抗体（eBioscience, San 

Diego, CA）にて染色ならびに 7-amino-

actinomycin D (7-AAD) 処 理 、 0.9%-

formalin-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。頚部リンパ節に関し

ても、染色後固定した上で解析した。 

・In vitro 実験系 

 マウス単球細胞株 RAW264.7 を培養

系に用いた。培養系で Taquann 処理

MWCNT-7(T-CNT)を 0〜125 ng/ml の濃

度で刺激した。細胞数、細胞の大きさ、

MMP-12 mRNA の発現、線維芽細胞関連

因子の mRNA 発現を定量 RT-PCR で検

討した。 

・定量化 RT-PCR 法 

 BALF 細胞、肺組織、培養系の細胞

からの RNA 抽出に関して通法に従い全

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

7300 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems)を用いた。 

MMP12; forward, 5′-

TGGTATTCAAGGAGATGCACATTT-3', 

reverse, 5′-

GGTTTGTGCCTTGAAAACTTTTAGT-3′, 

F4/80: forward, 5′-

CTTTGGCTATGGGCTTCCAGTC-3′, and 

reverse, 5′-

GCAAGGAGGACAGAGTTTATCGTG-

3′; MARCO, forward, 5′- 

AGAAAGGGAGACACTGGAAGC-3′, 

and reverse, 5′-

CCTCTGGAGTAACCGAGCAT-3′; SRB1, 

forward, 5′-GGCTGCTGTTTGCTGCG-3′, 

and reverse, 5′-

CTGCTTGATGAGGGAGGG-3′; Cox2, 

forward, 5′- 

AGGAGACATCCTGATCCTGGT-3′ 

β-actin; forward, 5′-

GTGGGCCGCTCTAGGCACCA-3′, and reverse, 

5′-CGGTTGGCCTTAGGGTTCAGGGGG-3 。 

・MWCNT の腹腔内投与実験：雄 B6 マウ

ス（10 週齢）に腹腔内に 0、1、10 μg（1 匹

あたり）の Taquann 処理済みのMWCNTを

投与し、6〜12 ヶ月にて肝臓、脾臓、腹腔

内滲出細胞を用いて病理学的および免疫

学的検討を実施した。さらに、NF-κB1 遺

伝子欠損マウスを用いて MWCNT の腹腔

内投与実験を実施した。 
 
＜倫理面への配慮＞ 
本研究では、人を対象とした研究、人の遺伝

子解析、疫学研究は行っていない。動物試

験を実施した研究は、試験実施機関によ

る動物実験に関する倫理委員会の承認を

得るなど、実験動物に対する動物愛護の

配慮の上で実施した。 
 
Ｃ．研究結果 
MWCNT 長期暴露実験  

2 年間の MWCNT の吸入暴露による肺

および全身の免疫系について解析し報告

した（R2 報告済み）。今年度は、BALF 細

胞を用いた MWCNT の長期暴露による各

種遺伝子発現の変動に関して解析した
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（図１）。MMP-12 mRNA 発現は MWCNT
の暴露によって BALF 細胞ならびに肺組

織において濃度依存的に有意に上昇した

（図２）。さらに、低濃度の MWCNT 暴露

によってBALF細胞におけるCD54 mRNA
発現の上昇が認められた（図３）。また、

MWCNT 暴露によって BALF 細胞におけ

る Cox2 mRNA 発現は有意に上昇した（図

４）。 
 
NT-7 短期暴露実験 

図５のような実験スケジュールで実施し

た。NT-7 暴露直後では、BALF 細胞の生

細胞の割合は減少し、暴露 4 週では回復

することがわかった（図６）。BALF 細胞数

は暴露後、1、2、4 週で対照群に比較して

高くなっていた（図７）。BALF 細胞のサイ

ズに関しては、暴露後、2 週にて NT-7 暴

露群で有意に低下していた（図７）。 
NT-7 暴露後の BALF 細胞中の肺胞マク

ロ フ ァ ー ジ (Alveolar macrophage:AM 
CD11c+CD11b−）に関して、2週での高濃度

暴露群で有意に減少していたが、その他

の週で変化はなかった（図８、９）。また、

F4/80+の未熟な単球を含めた割合に関し

ては、0 週と 2 週で NT-7 暴露によって割合

が有意に上昇していることがわかった（図

９ ） 。 CD192 (M1 MΦ marker) お よ び

CD206 (M2 MΦ marker)によって分化パタ

ーンを検討すると、暴露後 2 週での低濃度

NT-7 暴露群で、対照群に比較して有意に

M2 MΦへの分化が進んでいた（図１０）。 
AM における CD54 および CD163 の発

現について検討すると、暴露後 0 週、1 週

および 2 週にて NT-7 暴露群で有意に発

現が上昇していた（図１１）。なお、CD163

の発現に関して変化は認められなかった

（図１１）。 
肺組織における MMP-12 mRNA および

CD54 mRNA の発現に関して、定量 RT-
PCR にて検討すると、暴露後 0 週、1 週、4
週で MMP-12 mRNA の発現が有意に上

昇していた（図１２）。CD54 mRNA 発現

に関して変化は認められなかった（図１

２）。なお、暴露後 2 週のサンプルに関し

ては、mRNA の採取ができなかった。 
脾臓の細胞数、細胞のサイズに関しては、

暴露による影響は確認されなかった（図１

３）。一方、MΦ の M1/M2 分化を検討する

と、CD206 陽性 MΦ の割合が暴露後 0 週

で有意に低下していた（図１４）。 
頸部のリンパ節の細胞数、細胞のサイズ

に関しては暴露による影響は認められなか

った（図１５）。リンパ節における MΦ の分

化パターンに関しては、暴露後 2 週での高

濃度群で CD206 陽性細胞の割合が有意

に減少していた（図１６）。 
 
MWCNT の腹腔内投与実験 

B6 マウスに Taquann 処理をした

MWCNT (T-CNT)を腹腔内に投与後、10

ヶ月で線維化を伴う腹膜炎を発症する

ことがわかり（図１７ A〜G）、その発症

機序に NF-κB を介した MMP-12 の関与

が NF-κB 遺伝子ノックアウトマウスを

用いて、明らかになった（図１８ A〜

D）。 

さらに、RAW264.7細胞を用いた in vitro
の実験で、T-CNT の添加によって直接

MMP-12 mRNA 発現が上昇することが

明らかになった（図１９ A〜E）。 
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Ｅ．結論 
MWCNT-7 の全身吸入の長期暴露（24 ヶ

月）後の BALF 細胞中の肺胞マクロファー

ジの割合が増加するともに、脾臓あるいは

リンパ節など全身のマクロファージ分化に

も影響が生じることが示された。 
NT-7 の全身吸入による短期暴露実験で

は、暴露後の BALF 細胞は減少し、経時

的に回復することがわかった。NT-7吸入暴

露によって BALF 中の単球および未分化

マクロファージが増加することがわかった。

また、NT-7 吸入暴露によって、肺胞マクロ

ファージは M2 マクロファージへの分化が

認められた。NT-7 吸入暴露によって、

CD54 陽性肺胞マクロファージが増加した。

加えて、肺組織における MMP-12 mRNA
発現が増加した。NT-7吸入暴露によって、

脾臓、頸部リンパ節での免疫担当細胞の

分画へは大きな影響はなかったが、M2 型

マクロファージの肺への動員の可能性が

考えられた。 
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