
厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 
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 

令和４年度 分担研究報告書 

ナノマテリアルの免疫制御システムへの影響評価研究 

 
研究分担者  石丸 直澄   徳島大学大学院医歯薬学研究部 教授 

研究協力者 常松 貴明  徳島大学大学院医歯薬学研究部 

牛尾  綾  徳島大学大学院医歯薬学研究部 

木野 倫子  徳島大学大学院医歯薬学研究部 

大塚 邦紘  徳島大学病院 

菅 野  純   国立医薬品食品衛生研究所  

高橋 祐次   国立医薬品食品衛生研究所  

  横 田  理  国立医薬品食品衛生研究所  

辻  昌 貴  国立医薬品食品衛生研究所  

森田 紘一  国立医薬品食品衛生研究所  

菅  康 佑  国立医薬品食品衛生研究所  

 
 

 
 

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４年度の本分担研究では、マウスへのナノシリカ

（NM201）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。NM201 の全身吸入暴露後４週間での肺

胞マクロファージの M2 タイプへの分化亢進が認められた。また、NM201 の吸入暴露に

よって BALF 細胞の CD54 及び CD163 の発現には影響はなかったが、暴露後４週での

MMP12 の発現の亢進が確認された。一方で、暴露マウスの脾細胞での単球・マクロファ

ージの細胞数が減少していたこと、脾臓でのマクロファージにおける CD54 ならびに

CD163 発現に変化が見られたことから、NM201 暴露による肺胞マクロファージの増加は

脾臓を含めたリンパ組織から遊走した可能性が考えられた。以上のことから、ナノマテリ

アルの形状及び性状によって、暴露による肺胞マクロファージの分化パターンが異なって

おり、NM201 の場合は M2 タイプへの分化が進み、経時的にその分化傾向は無くなって

いくものと考えられた。 
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A. 研究目的 
R４年度の本研究では、ナノシリカ

（NM201）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、ナノシリカを含めたナノ

マテリアルに対する骨髄由来マクロファー

ジを用いて、in vitro での実験系を確立する

ことで、ナノシリカとマクロファージの詳

細な反応性を検討した。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 
 Taquann 処理を施した NM201 を０、１５、

３０ mg/m3 の濃度で 1 日６時間５日間の暴

露を全身暴露装置を用いて実施した。本実験

では雄 C57BL/6NCrSlc マウスを用いた（８

週齢、各群 N=5）。BALF 細胞、肺組織、頸

部リンパ節、脾臓のサンプリングを行なった。 
 BALF 細胞、頸部リンパ節細胞、脾細胞を

用いて、各種表面抗原に対する抗体を用いて

フローサイトメータによる解析を行なった。

用いた抗体は以下である。FITC、PE、PE-Cy7、
APCまたはAPC-Cy7標識CD4、CD8、CD11b、
CD11c、F4/80、CD192、CD206、CD54、CD163
抗体（BioLegend、Tombo）を用いた。 

BALF 細胞および肺組織より mRNA を抽出

し、cDNA 合成後定量 RT-PCR により遺伝子

発現を評価した。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′,  
 (r) 5′-CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA 
-3′, Tim4; (f) 5′-GCTGCTTCCAACAACAGTCA-3′, 
(r) 5′-GTGATTGGATGCAGGCAGAG-3′,β-actin; (f) 

5′-GTGGGCCGCTCTAGGCACCA-3′, (r) 5′-
CGGTTGGCCTTAGGGTTCAGGGGG-3 。 
 マウス骨髄由来マクロファージの作成に

関しては、雄マウス（C57BL/6、7 週齢）の

大腿骨より骨髄細胞を採取し、リコンビナ

ント M-CFS (100 ng/mL)添加培地にて 7 日

間培養することで成熟マクロファージに分

化させた。 
 
（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。 
 
C. 研究結果 
 図１に示すスケジュールにて 1 日６時間

で３群にそれぞれの濃度で NM201 を暴露

後、４週ならびに８週で解析を実施した。 
 BALF 細胞中の肺胞マクロファージの解

析に関しては図２（上段）のような gating 
strategy にて実施した。BALF 細胞の細胞数、

BALF細胞中のCD45.2陽性リンパ球分画の

細胞数、BALF細胞中の肺胞マクロファージ

の割合ならびにその細胞数に関してそれぞ

れの群、暴露後４週、８週での変化を検討し

たが、それぞれの群間で有意な差は確認さ

れなかった（図２下段）。 
 NM201 暴露後４週での肺胞マクロファー

ジの M1 及び M2 への分化パターンを細胞

表面抗原（CD192: M1/ CD206: M2）を用い

てフローサイトメータにて検討したところ、

NM201 暴露にて M1 への分化、M2 への分
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化ともに認められたが、特に、M2 タイプへ

の分化が対象群に比較して有意に亢進して

いた（図３）。暴露後８週では対象群と暴露

群（高濃度、低濃度）に分化パターンの差は

認められなかった（図３）。 
NM201 吸入暴露による脾臓でのマクロフ

ァージの動態を検討すると、暴露後４週及

び８週にて対象群に比較してマクロファー

ジの割合は有意に減少していた（図４）。マ

クロファージの細胞数に大きな変化はなか

った（図４）。頸部リンパ節での暴露による

マクロファージの割合、細胞数に変化は見

られなかった（図４）。 
脾臓ならびに頸部リンパ節でのマクロフ

ァージ分化について検討を加えたところ、

脾臓においてNM201暴露によってM1なら

びに M2 への分化が抑制されていることが

判明した（図５）。頸部リンパ節では暴露に

よる M1/M2 分化に影響は認められなかっ

た（図５）。 
続いて BALF 中の肺胞マクロファージに

おける CD54 および CD163 の発現に関して、

検討したところ、暴露による影響は確認で

きなかった（図６）。加えて、脾臓および頸

部リンパ節での CD54 ならび CD163 の発現

を検討したところ、NM201 暴露４週での

CD54 ならびに CD163 の発現が対象群に比

較して有意に低下していることが判明した

（図７）。暴露８週では影響は確認できなか

った（図７）。頸部リンパ節では、暴露４週

での低濃度群で CD54 の発現低下、８週で

の高濃度群で CD163+マクロファージの割

合が減少していた（図７）。 
NM201 吸入暴露後 4 週および 8 週での脾

臓、頸部リンパ節細胞における T 細胞分画

についてフローサイトメータにて検討した

ところ、暴露後 8 週で対象群に比較して

CD8 陽性 T 細胞数が有意に増加していたが、

その他の検討項目での変化は認められなか

った（図８）。さらに CD4 ならびに CD8 陽

性 T 細胞における活性化を CD44highCD62L−

分画を指標に検討したところ、脾臓、頸部リ

ンパ節ともに NM201 吸入暴露により変化

は観察されなかった（図９）。 
NM201 の吸入暴露による BALF 細胞なら

びに肺組織におけるCD54、MMP12、TIM4、
F4/80 mRNA 発現を定量 RT-PCR にて検討

すると、BALF 細胞では CD54 mRNA 発現

の暴露による変化はなく、MMP12 mRNA 発

現は暴露後 4 週で対象群に比較して有意に

上昇していたが、8 週では変化はなかった

（図１０上段）。TIM4 mRNA に関しては暴

露後 4 週で発現上昇傾向にあるが対象群に

比較して有意な差は認められなかった（図

１０上段）。肺組織では、暴露後 8 週での

MMP12 mRNA 発現が上昇傾向にあるが有

意な差ではなかった（図１０下段）。CD54 な

らびに F4/80 (Adgre1) mRNA 発現に関して

は暴露による変化は観察されなかった（図

１０下段）。 
In vitro にてマクロファージにおけるナノ

マテリアルの影響を検討するために、マウ

ス骨髄誘導性マクロファージを作成し、ナ

ノシリカ（NM204）の添加培養による影響

を検討したところ、カーボンナノチューブ

（CNT）の添加で低下した生細胞の割合お

よび細胞数は、NM204 添加では変化が認め

られなかった（図１１）。さらに、NM204 添

加による MMP12 および CD54(ICAM-
1)mRNA 発現を定量 RT-PCR にて検討した

ところ対象群に比較して変化は認められな

かった（図１１）。 
 
D. 考察 
本年度は本研究分担の 3 年目の研究であ

り、R2 (2020)年度では針状酸化チタン

（TiDW）、R3 (2021)年度でのナノシリカ

（NM204）に続いてのナノシリカ（NM201）
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の吸入暴露による肺免疫への影響評価を検

討した。 
NM201 の吸入暴露実験において、BALF 細

胞数、肺胞マクロファージの割合および細

胞数に関して、暴露による有意な変化は観

察されなかった。また、肺胞マクロファージ

の M1/M2 への分化に関しては、NM201 暴

露による M1/M2 の偏りはなく両者への分

化が促進していた。特に、暴露後 4 週にお

いて対象群で M2 タイプにシフトしていた

マクロファージが暴露によってさらに M2
タイプに分化が促進していた。8 週後での暴

露による変化は認められなかったことから、

暴露後初期段階での変化が大きいものと推

測される。 
NM201 吸入暴露による脾臓、頸部リンパ

節を含む全身リンパ組織への影響に関して

は、脾臓において暴露によってマクロファ

ージの割合が減少していたことから、脾臓

から肺組織に動員された可能性が考えられ

た。このことは以前に実施したカーボンナ

ノチューブの吸入暴露実験においても同様

の所見があったことから、ナノマテリアル

の吸入暴露による脾臓と肺との臓器間のク

ロストークが存在することが示唆された。 
 NM201吸入暴露による肺胞マクロファー

ジの活性化を CD54 および CD163（スカベ

ンジャー受容体）の発現を指標に検討する

と、暴露による影響は確認できなかった。暴

露 4 週以前に活性化した可能性が考えられ

るとともに、カーボンナノチューブなどの

ナノマテリアルとの形状や性質の違いがあ

るものと推測する。 
 ナノマテリアルの吸入暴露の指標として

これまでに MMP12 や CD54 などの分子が

挙げられてきた。NM201 の暴露後 4 週にお

いて BALF 細胞における MMP12 mRNA 発

現が上昇していたものの、8 週では上昇は確

認できなかった。CD54 の発現に関しては、

NM201の吸入暴露で変化は見られなかった。

また、カーボンナノチューブの受容体の可

能性が指摘されている Tim4 mRNA 発現は

暴露 4 週で上昇傾向にあった。暴露後さら

に初期段階でこれらの分子の動態に影響が

観察される可能性が考えられる。 
 マウス骨髄由来マクロファージを用いた

in vitro の実験はマクロファージとナノマテ

リアルとの直接的な関係を明らかにできる

有用な実験系である。本年度の研究ではナ

ノシリカ（NM204）に対する反応性を確認

したところ、カーボンナノチューブで見ら

れた細胞死や MMP12 の発現上昇は確認で

きなかったことから、ナノマテリアルの大

きさ、形状、性質によってマクロファージの

活性化、増殖、貪食機能などが大きく変化す

ることが考えられた。なお、in vivo での実

験で用いられた NM201 に関して、今後 in 
vitro で検討を加える予定である。 
 
E. 結論 
NM201 の吸入暴露後 4 週での肺胞マクロ

ファージの M2 タイプへの分化亢進が認め

られ、脾臓からの単球・マクロファージの遊

走の可能性が示された。また、NM201 の吸

入暴露によって、BALF 細胞での CD54 およ

び CD163 の発現に変動は認められなかった。

さらに、吸入暴露後 4 週での BALF 細胞の

MMP12 の発現亢進が確認された。したがっ

て、ナノマテリアルの形状および性状によっ

て、肺胞マクロファージの分化パターンが異

なっている可能性が考えられた。 
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