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A. 研究目的 
本研究は、短期吸入曝露された各種 NM の

免疫系に与える影響について in vitro/in vivo

試験の連携体制による毒性メカニズムの解

明と評価系の開発を行い、in vitro 試験法の

確立と将来的な OECD ガイドライン化を目

指すための基盤的知見の収集を目的として

いる。そのため本分担研究では、様々な特徴

を有する各種 NM の抗原提示細胞活性化能

の評価を行うことで in vivo 試験や物性値の

測定および情報収集から得られた情報との

統合データセットを確立する。 

B. 研究方法 
今年度は様々な物性を有するカーボンナ

ノチューブ（以下、CNT）4 種について検

討を行った。被験物質は、OECD において

物性と毒性情報が収集されている NM-400, 
NM-401, NM-402 および NM-203 を欧州委

員会 Joint Research Center より供給を受け

抗原提示細胞活性化能を評価した。 
抗原提示細胞活性化能の評価方法は、前年

度同様 THP-1 細胞の活性化を指標とする

in vitro 皮膚感作性試験法である h-CLAT
（OECD TG442E）に準拠して実施し、陽性・

陰性の判断だけでなく強度の指標として

研究要旨 
本分担研究は、様々な特徴を有する各種ナノマテリアル(NM)の抗原提示細胞活性

化能の評価を行うことで in vivo 試験や物性値の測定および情報収集から得られた知

見と統合データセットを確立することを目的としている。 
これまで様々な NM がヒト単球細胞株 THP-1 の CD54 発現を著しく亢進すること

を見出し、またそうした活性化の程度は NM により大きく異なること、代表的な発熱

性物質である LPS は NM-204 による THP-1 細胞の活性化を相乗的に亢進すること

などを見出した。さらに、カーボンナノチューブ(CNT)であるNT-7もTHP-1のCD54
発現を強く亢進することを明らかとした。本年度は THP-1 細胞の活性化を指標とす

る OECD 皮膚感作性試験テストガイドライン 442E (h-CLAT)を用いて、OECD に

おいて物性と毒性情報が収集されている CNT である NM-400、NM-401、NM-402
及び NM-403 の評価を行い、今回検討したカーボンナノチューブすべてが CD54 発

現を大きく亢進させ、in vitro で抗原提示細胞を活性化することが示された。今後物

性と抗原提示活性化能の関連を解析するとともに、細胞レベルでの活性化メカニズム

の解明や in vivo 吸入曝露試験における評価を行う予定である。 
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発現の濃度閾値（EC150 for CD86 と EC200 
for CD54）を求めた。 
 h-CLAT試験は、被験物質適用のための懸

濁液を調製し、以下のように行った。24ウェ

ルプレートの各ウェルに2.0×106 cells/ml 
THP-1細胞懸濁液500 mlおよび各被験物質

の分散液500 mlを添加し、CO2インキュベー

ター内で 24時間静置した。被験物質の曝露

濃度は予備試験の結果から最高濃度を1000 
µg/mlとし、公比√10で希釈して合計8濃度を

設定した。暴露後のTHP-1細胞を10% BSA含

有リン酸緩衝液（PBS）（FB）で洗浄後、0.01%
グロブリン, 10% BSA含有PBSにて15分間ブ

ロッキングした。96ウェルプレートの各ウ

ェルに分注した細胞をそれぞれFITC修飾さ

れた抗CD54抗体、抗CD86抗体およびIgGで

30分間処理した後、FBで細胞を洗浄、ヨウ

化プロピジウムを添加した。フローサイト

メトリーを用いてFL-1チャネルおよびFL2
チャネルの強度を測定し、CD54, CD86の発

現を培地処理群（control）に対する相対蛍光

強度（RFI）として求めるとともに、細胞生

存率を算出した。独立した試験を3回行った。

陽性判定基準は、OECDテストガイドライン

に従い、3回の試験のうち2回以上の試験で、

1濃度でもCD86の発現量(RFI)が150%以上、

またはCD54の発現量(RFI)が200%以上にな

った場合とした。 
 
（倫理面への配慮） 
全て in vitro 試験であり、倫理上の問題は

ないと考える。 
 
C. 研究結果 
今回検討した CNT について、すべての被

験物質について、1000 mg/ml においても細

胞生存率が 75%以上であったため、1000 
mg/ml を最高用量と設定した。その結果、

今回検討したカーボンナノチューブ 4 品す

べてが CD54 発現を大きく亢進させ、in 
vitro で抗原提示細胞を活性化することが

示された。それぞれの被験物質の結果を図

1 から図 4 に示した。 
 

図 1 NM-400 の RFI 及び細胞生存率 

 

図 2 NM-401 の RFI 及び細胞生存率 
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図 3 NM-402 の RFI 及び細胞生存率 
 
 

図 3 NM-403 の RFI 及び細胞生存率 
 
 
 
 
さらに各被験物質の EC150（CD86 発現濃

度閾値）と EC200（CD54 発現濃度閾値）

を算出し、表 1 にまとめた。 
 
表 1  各 CNT の EC150 及び EC200 

 
抗原提示活性化能は、CD54 の発現閾値で

ある EC200 値が小さいほど強いことが知

られている。今回検討した 4 品の EC200 値

は、0.40-6.61 µg/mL の範囲となり、最小の

NM-402 の 0.40 µg/mL と最大の NM-400 の

6.61 µg/mL で約 16 倍の差があった。また

順位としては、NM-400 > NM-401 > NM-403 
> NM-402 となった。 
 
D. 考察 
今回検討した CNT 全てにおいて in vitro で

抗原提示細胞を活性化することが示され

た。また、本研究ではこれまで酸化チタン、

二酸化ケイ素および銀のNMの評価を行っ

てきたが、CNT の EC200 値は他の NM の

それより低く、このことは少なくとも in 
vitro において CNT の抗原提示活性化能は

高いと考えられた。したがってそのメカニ

ズムの解明と共に、in vivo における CNT に

よる炎症誘導能を評価すべきと考えられ

た。なお最近、ヒト抗原提示細胞における

CNTの受容体がTim4や Siglec-14であるこ

とが見いだされ、こうした受容体による

CNT の細胞内取り込みにより NLRP3 イン

フラマソームが活性化することが報告さ

れた(Kato et al., Nature Nanotechnology, 2023, 
DOI:10.1038/s41565-023-01363-w) 。 今 後

CNT のこうした受容体を介した抗原提示

活性化と生体における炎症誘導能に関す

る詳細な研究が必要と考えられる。 
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E. 結論 
今回 h-CLAT法を用いて各種 CNTの抗原

提示活性化能を評価したところ、NM-

400、NM-401、NM-402及び NM-403は、程

度に違いはあるものの、いずれも in 

vitro で抗原提示細胞を活性化すること

が示された。今後物性と抗原提示活性化

能の関連を解析するとともに、細胞レベ

ルでの活性化メカニズムの解明や in 

vivo 吸入曝露試験における評価を行う予

定である。 
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