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ナノマテリアルの短期吸入曝露等による免疫毒性に関するin vitro/in vivo評価手法

開発のための研究
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ナノマテリアルのin vitro評価系に関する研究 
―様々な特徴を有するナノマテリアルの抗原提示細胞活性化能等の評価と 

細胞レベルでの毒性発現メカニズムの解明に関する研究― 

研究分担者 飯島 一智 横浜国立大学大学院工学研究院 准教授

A. 研究目的

本研究では短期吸入曝露された各種ナ

ノマテリアル（NM）が免疫系に与える影響

について毒性メカニズムの解明と in vitro
評価系の開発を行い、得られた知見を基に

各種NMの短期吸入曝露による毒性発現の

AOP（毒性発現経路）および 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

とする。今年度は、前年度までに確立した

THP-1 細胞の CD86, CD54 発現を指標とし

た手法を用いて、二酸化セリウムおよび酸

化亜鉛の各種ナノ粒子を評価するととも

に、リポ多糖とシリカナノ粒子の共曝露に
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本研究は短期吸入曝露された各種ナノマテリアル（NM）が免疫系に与える影響につい

て毒性メカニズムの解明と in vitro 評価系の開発を行い、各種 NM の短期吸入曝露によ

る毒性発現の AOP および 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する。まず、前年度までに確立した THP-1 細胞の

CD86, CD54 発現を指標とする手法により、二酸化セリウムおよび酸化亜鉛の各種ナノ

粒子を評価した。二酸化セリウムはいずれも THP-1 細胞の CD86, CD54 発現を亢進せ

ず、酸化亜鉛は主に CD54 発現を亢進した。次に、リポ多糖とシリカナノ粒子の共曝露

について評価を行った。同時共曝露において顕著な CD54 発現亢進がみられ、シリカナ

ノ粒子がリポ多糖による抗原提示細胞活性化を増強したと考えられた。本手法が NM 単

体だけでなく、他の化合物との共曝露にも適用できる可能性が示唆された。また、気管

支上皮細胞より作製した気管支上皮モデルと抗原提示細胞の共培養系を構築し、生体で

の短期吸入曝露を模倣した評価系の開発を行った。気管支上皮モデルの上部よりシリカ

ナノ粒子分散液を適用すると、下部の THP-1 細胞の CD54 発現の発現が上昇した。これ

は、シリカナノ粒子が気管支上皮モデルを透過し作用した、もしくは、シリカナノ粒子

に曝された気管支上皮モデルが分泌したサイトカインにより THP-1 細胞が活性化した、

と考えられる。メンブレンアッセイにより、関連するサイトカイン候補として、IL-8、
GRO-α/β/γ、IL-6 が同定された。以上より、気管支上皮モデルと抗原提示細胞の共培養

系が NM 吸入曝露の in vitro モデルとしての可能性が示された。 
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ついても評価を行い、本手法の有用性を評

価することを目的とした。また、気管支上

皮細胞と抗原提示細胞の共培養系を用い、

生体での短期吸入曝露を模倣した評価系

の開発を目指した。 
 
B. 研究方法 
B.1. 各種 NM 分散液の調製と評価 
シリカナノ粒子 
 シリカナノ粒子は NM-204（JRC）および

Sicastar-F（micromod 社）を用いた。NM-204
はあらかじめバイアル瓶に移し、アルミホ

イルで包んで電気炉で 220ºC, 18 時間の条

件で乾熱滅菌を行った。25 mg/ml の濃度に

なるようにシリカナノ粒子を超純水に懸

濁し、プローブ型超音波装置（VP-050N, タ
イテック株式会社）を用いて氷中で 40 W, 
5 分の条件で 2 回処理した。これを培養液

を用いて所定濃度に希釈した。 
二酸化セリウムナノ粒子 
 二酸化セリウムナノ粒子は NM-211, 
NM-212（以上 JRC）および S211575（Sigma-
Aldrich）を用いた。二酸化セリウムナノ粒

子もシリカナノ粒子と同様に乾熱滅菌を

行った。25 mg/ml の濃度になるように二酸

化セリウムナノ粒子を超純水に懸濁し、プ

ローブ型超音波装置を用いて氷中で 40 W, 
5 分の条件で 2 回処理した。これを培養液

を用いて所定濃度に希釈した。 
酸化亜鉛ナノ粒子 
 酸化亜鉛ナノ粒子はNM-110, NM-111（以

上 JRC）, S677450 および S544906（以上

Sigma-Aldrich）を用いた。酸化亜鉛ナノ粒

子もシリカナノ粒子と同様に乾熱滅菌を

行った。25 mg/ml の濃度になるように酸化

亜鉛ナノ粒子を超純水に懸濁し、プローブ

型超音波装置を用いて氷中で 40 W, 5 分の

条件で 2 回処理した。NM-111 はあらかじ

め少量の 99.5%エタノールを添加したのち

超純水で 25 mg/ml に懸濁し、同様の超音波

処理を行った。これを培養液を用いて所定

濃度に希釈した。培養液で CV75 の濃度に

希釈し 24 時間 37℃でインキュベーション

した酸化亜鉛ナノ粒子分散液の亜鉛イオ

ン濃度を ICP-AES により測定した。 
 
B.2. NM の抗原提示細胞活性化能の評価 
 24 ウェルプレートの各ウェルに 2.0×106 
cells/ml ヒト単球系細胞株 THP-1 細胞懸濁

液 500 µlおよび各被験物質の分散液または

溶液 500 µl を添加し、CO2 インキュベータ

ー（37ºC, 5% CO2）内で 24 時間静置した。

被験物質の曝露濃度は CV75 を基準とし、

公比 2 で上下合計 8 濃度を設定した。曝露

後の THP-1 細胞を 10% ウシ血清アルブミ

ン（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 CD86 抗体、

抗 CD54 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。フローサイトメーター（BD 
AccuriTM C6 Plus Flow Cytometer）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、CD86 および CD54 の発現を培

養液処理群（control）に対する相対蛍光強

度（RFI）として求め、EC150（CD86 発現

が 150%を超える濃度）, EC200（CD54 発現

が 200%を超える濃度）を算出した。FL-2
チャネルより細胞生存率を求め、CV75 を

算出した。 
 
B.3. ナノ粒子取り込み阻害剤の評価 
ナノ粒子取り込み阻害剤として、

Amiloride, Chlorpromazine, Colchicine, 
Cytochalasin D, Latrunculin A, お よ び

Nystatin を用いて評価した。各阻害剤を超
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純水、PBS または DMSO で溶解し、培養液

で所定濃度に希釈した。THP-1 細胞を

2.5×106 cells/ml に調製し、24 well プレート

に阻害剤溶液 100 µl と細胞懸濁液を 400 µl
ずつ播種して 37°C CO2 インキュベータ内

で 1 時間前培養した。阻害剤で前処理した

THP-1 細胞に、 500 µg/ml に調製した

Siacastar 溶液を 500 µl 添加し、CO2インキ

ュベータ内で 24 時間培養した。細胞を 1.5 
ml チューブに移し、FB 1 ml で 2 回洗浄し

た。上清除去後、FB 500 µl で再懸濁した。

フローサイトメーターを用いて Sicastar に

由来する平均蛍光強度（MFI）を測定した。 
 
B.4. 気管支上皮モデルと抗原提示細胞の

共培養系の構築とNMの抗原提示細胞活性

化能の評価 
ヒト初代気管支上皮細胞を市販の分化

誘導培地を用いてセルカルチャーインサ

ート中で気-液界面培養を行い、気管支上皮

モデルを作製した。作製した気管支上皮モ

デルは、光学顕微鏡による繊毛運動の確認、

経上皮電気抵抗（TEER）測定、気管支上皮

マーカー遺伝子発現、および標本の形態観

察により評価した。ウェルプレートのウェ

ルに THP-1 細胞懸濁液を入れ、気管支上皮

モデルを含むセルカルチャーインサート

を設置した。セルカルチャーインサート上

部より被検物質を添加し、24 時間培養後、

B.2.の手法にて THP-1 細胞の CD86, CD54
の発現および細胞生存率を測定した。 
気管支上皮細胞から分泌されるサイト

カインについてはメンブレンアッセイキ

ット（Ray Bio® C-Series Human Cytokine 
Antibody Array C5）を用い、プロトコルに

従い測定、解析を行った。 
 

（倫理面への配慮） 
該当なし 
 
C. 研究結果 
C.1. 各種 NM の評価 
 培養液中での各種 NM の一次径、流体力

学的直径、多分散指数（PDI）およびζ-ポテ

ンシャルを表 1 に示す。一次径は、提供元

から情報が提供されているものはその値を、

提供されていないものは透過型電子顕微鏡

または走査型電子顕微鏡を用いた観察によ

り求めた値を示した。 
 

表 1. 本研究で用いた二酸化セリウムナノ粒子および酸化亜鉛ナノ粒子の物性値 
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C.2. 各種 NM の抗原提示細胞活性化能の評

価 
 各種 NM 曝露後の THP-1 細胞の EC150
（CD86 発現が 150%を超える濃度）, EC200
（CD54 発現が 200%を超える濃度）および

CV75 を表 2 に示す。 

 
二酸化セリウムナノ粒子 
 S211575, NM-211, NM-212 いずれのナノ

粒子においても CD86, CD54 の発現は基準

値を上回らなかった。 
酸化亜鉛ナノ粒子 

S677450, S544906, NM-110, NM-111 いず

れの酸化亜鉛粒子においても CD54 発現は

基準値を超え、EC200 には大きな差を認め

なかった。NM-111 のみ CD86 発現が基準値

を上回った。 
 
C.3. NM 取り込み阻害剤の評価と取り込み

阻害の抗原提示細胞活性化への影響 
 FCM を用いた THP-1 細胞の蛍光標識シ

リカナノ粒子 (Sicastar) の取り込み量の評

価より、Amiloride, Colchicine, Cytochalasin 
D および Latrunculin A が THP-1 細胞のシ

リカナノ粒子取り込み阻害能を有するこ

とがわかった。しかし、Colchicine および

Cytochalasin D は阻害剤のみで THP-1 細胞

の CD86 および CD54 の発現を亢進するこ

とがわかった。シリカナノ粒子によるTHP-
1 細胞活性化に対する Amiloride 処理の効

果を解析した（図 1）。Amiloride 処理によ

り、シリカナノ粒子（Sicastar）による CD54
の発現亢進は顕著に抑制された。 
 
C.4. リポ多糖とシリカナノ粒子の共曝露 

  リポ多糖（LPS）とシリカナノ粒子をあら

かじめ混合した上で THP-1 へ曝露する共曝

露により、LPS およびシリカナノ粒子をそ

れぞれ単独で曝露した場合と比較して

CD54 の発現が顕著に亢進した（図 2A）。一

方、シリカナノ粒子を 24 時間曝露し洗浄後

に LPS を曝露した場合（図 2B）、または、

LPSを 24時間曝露し洗浄後にシリカナノ粒

子を曝露した場合（図 2C）ではそのような

顕著なCD54の発現亢進は見られなかった。 
 遺伝子発現解析では、同時共曝露におい

て CD54 および CD86 遺伝子の発現亢進が

確認された。その他、MMP-12, CCL-3 遺伝

子の発現も同時共曝露において顕著に増加

した。 
 

表 2. 各ナノ粒子の抗原提示細胞活性化能 

図1. シリカナノ粒子によるTHP-1細胞活
性化に対するAmilorideの効果. 
 

図2. シリカナノ粒子とLPSの共曝露によ
るTHP-1細胞活性化. (A) 同時共曝露, (B) 
時差共曝露 (シリカナノ粒子>LPS), (C) 
時差共曝露 (LPS>シリカナノ粒子) 
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C.5. 気管支上皮モデルと抗原提示細胞の共

培養系の構築と NM の抗原提示細胞活性化

能の評価 

  気-液界面培養後、繊毛運動がみられ、経

上皮電気抵抗（TEER）の上昇、気管支上皮

マーカー遺伝子の発現亢進より、気管支上

皮モデルの作製が確認された。まず、気管支

上皮モデルと抗原提示細胞の共培養におけ

る培養液について検討した。単培養と気管

支上皮モデルとの共培養いずれにおいても、

THP-1 細胞用培養液である RPMI-1640 を用

いた場合には CD86, CD54 の発現や細胞生

存率に差は見られず、気管支上皮細胞用培

養液を用いた場合には CD54 の発現が顕著

に上昇した。よって、気管支上皮モデルと

THP-1 細胞の共培養においては RPMI-1640
を用いることとした。 
 次に、h-CLAT において陽性対照として用

いられる硫酸ニッケル水溶液を気管支上皮

モデルの上部より曝露し、24 時間後に下部

の THP-1 細胞の CD86, CD54 発現を測定し

た（図 3, n=1）。単培養と比較し、はるかに

高い濃度において CD54 の発現亢進が見ら

れた。 
シリカナノ粒子分散液を気管支上皮モデ

ルの上部および下部より曝露し、24 時間後

図3. 気管支上皮モデルとTHP-1細胞共培
養への硫酸ニッケル水溶液曝露による
THP-1細胞の活性化. 

図 4. 気管支上皮モデルと THP-1 細胞共培養へのシリカナノ粒子曝露による THP-1 細
胞の活性化. (A) 気管支上皮モデル上部より曝露, (B) 気管支上皮モデル下部より曝露 
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に下部の THP-1 細胞の CD86, CD54 発現を

測定した（図 4）。気管支上皮モデルの上部

からの曝露において、CD54 の発現亢進が見

られた（図 4A）。気管支上皮モデルの下部

からの曝露において、CD54 の発現亢進が見

られ、単培養での発現よりも高かった（図

4B）。 
 メンブレンアッセイより、気管支上皮モ

デル培養後の培地に IL-8 が含まれること、

シリカナノ粒子の曝露により培地中への

GRO-α/β/γおよび IL-6 の分泌が増加するこ

とがわかった。 
 
D. 考察 
D.1. 各種NM の抗原提示細胞活性化能の評

価 
二酸化セリウムナノ粒子 

二酸化セリウムナノ粒子はいずれも

CD86, CD54 の発現を亢進しなかった。二酸

化セリウムはROSスカベンジャーとしての

作用が報告されている。二酸化セリウムナ

ノ粒子の結果は、その ROS スカベンジャー

作用と対応している可能性が考えられた。 
酸化亜鉛ナノ粒子 
酸化亜鉛ナノ粒子はいずれも CD54 発現

を亢進し、流体力学径による EC200 の大き

な差異は見られなかった。また、7-15%が亜

鉛イオンとして溶出していた。酸化亜鉛粒

子は取り込まれず、溶出する亜鉛イオンに

より活性化が引き起こされている可能性が

考えられる。 
 
D.2. シリカナノ粒子による抗原提示細胞

活性化の機序について 
 Amiloride によりシリカナノ粒子の取り

込みと CD54 の発現亢進が抑制されたこと

から、シリカナノ粒子が主にマクロピノサ

イトーシスにより THP-1 に取り込まれる

こと、細胞内に取り込まれることが抗原提

示細胞の活性化に重要であることが示唆

された。 
 
D.3. リポ多糖とシリカナノ粒子の共曝露 
  LPS とシリカナノ粒子をあらかじめ混合

した上で THP-1 へ曝露する共曝露により、

CD54 の発現が顕著に亢進し、時差共曝露で

はそのような作用は見られなかった。シリ

カナノ粒子表面へ LPS が吸着し、細胞膜受

容体 TLR4 に多価効果を示す可能性、また

は、それぞれの経路で細胞に作用し、細胞内

でシグナル伝達が増強される可能性、が考

えられる。また、抗原提示細胞活性化能を指

標とする本手法は、NM 単体だけでなく、他

の化合物との共曝露にも適用できることが

わかり、有用性が示された。 
 
D.4. 気管支上皮モデルと抗原提示細胞の共

培養系を用いた抗原提示細胞活性化能の評

価 

 気管支上皮モデルの上部よりシリカナノ

粒子分散液を適用すると、下部の THP-1 細

胞のCD54発現の発現が上昇した。これは、

シリカナノ粒子が気管支上皮モデルを透過

し作用した、もしくは、シリカナノ粒子に曝

された気管支上皮モデルが分泌したサイト

カインにより THP-1 細胞が活性化した、と

考えられる。後者の気管支上皮モデルから

THP-1 細胞へのシグナル伝達を担うサイト

カインの候補として、メンブレンアッセイ

の結果より IL-8、GRO-α/β/γ、IL-6 が同定さ

れた。 

 
E. 結論 
 前年度までに進めてきた単球系細胞株

THP-1 細胞の CD54, CD86 を指標とした抗

原提示細胞活性化能の評価法による NM の

解析について、新たに二酸化セリウム、酸化
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亜鉛を対象としてデータを得た。また、NM

と LPS の同時共曝露により活性化が顕著に

亢進することが明らかとなり、NM と他物

質との共曝露の評価も可能であることが示

唆された。気管支上皮モデルと THP-1 細胞

の共培養系を用いた、吸入曝露を模した評

価法を開発し、気管支モデル上部（体外側）

より曝露された NM によりモデル下部（体

内側）の抗原提示細胞が活性化することを

示し、吸入曝露の in vitro モデルとしての可

能性が示された。 

 
F. 研究発表 
F.1. 論文発表 
 該当なし 
 
F.2 学会発表 
1. 飯島一智, 鈴尾美穂, 三浦結美, 西田明

日香, 大野彰子, 足利太可雄: 未分化お

よび分化THP-1細胞を用いたナノマテリ

アルの免疫毒性評価, 第49回日本毒性学

会学術年会(2022.6.30〜7.2) 
2. 西田明日香, 足利太可雄, 大野彰子, 飯

島一智: ヒト気管支上皮細胞/THP-1細胞

共培養系によるナノマテリアルの吸入毒

性評価法の開発, 日本動物実験代替法学

会第35回大会(2022.11.18-20) 
3. 山城真輝, 足利太可雄, 大野彰子, 飯島

一智: THP-1 細胞を用いた二酸化セリウ

ムおよび酸化亜鉛ナノ粒子の免疫毒性の

評価, 日本動物実験代替法学会第35回大

会(2022.11.18-20) 
4. 荒井りおん, 足利太可雄, 大野彰子, 飯

島一智: h-CLAT を用いたナノマテリア

ルのアジュバント効果の評価とメカニズ

ムの解析, 日本動物実験代替法学会第35
回大会(2022.11.18-20) 

5. 飯島一智, 鈴尾美穂, 山城真輝, 大野彰

子, 足利太可雄: THP-1細胞を用いたナ

ノマテリアルの抗原提示細胞活性化能評

価における新規指標の探索, 日本動物実

験代替法学会第35回大会(2022.11.118-20) 
6. Iijima K, Nishida A, Ohno A, Ashikaga 

T: Construction of co-culture system of h
uman bronchial epithelial cells and immu
ne cells for evaluation of inhalation toxic
ity potential of nanomaterials, 第32回日

本MRS年次大会 (2022.12.5-7) 
 
G. 知的財産権の出願・登録状況 
1. 特許取得 
 該当なし 
2. 実用新案登録 
該当なし 

3. その他 
該当なし
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