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研究要旨 

多様なナノマテリアル(NM)の吸入曝露による毒性を効率的かつ高精度に評価できる試験

法の開発は喫緊の課題であり、我々は異物排除の根幹を担う肺胞マクロファージなどの抗

原提示細胞に対する NM の影響評価に着目し、毒性メカニズムに基づいた in vitro 毒性試験

法の確立を目指した研究を行っている。 

抗原提示細胞活性化能を指標にした in vitro 皮膚感作性試験(OECD TG442E)である h-

CLAT により、各種 NM（銀 2 種、二酸化チタン 6 種、二酸化ケイ素（シリカ）6 種、カー

ボンナノチューブ 6 種、酸化亜鉛 4 種及び二酸化セリウム 3 種）を評価し、その多くは細

胞毒性を示さない濃度において CD54 発現を亢進させることを明らかとした。さらにそれ

らの各種 NM の一次粒子径、流体力学的直径、多分散指数（PDI）および ζ-ポテンシャルを

収集または測定し、h-CLAT 試験結果と合わせたデータセットから、抗原提示細胞活性化能

と NM の物性との関係性を解析した。さらに OPLS 法による多変量解析を実施し、酸化チ

タンについては h-CLAT 陽性と結晶形態の Anatase 型に関連性があること、二酸化ケイ素に

ついては h-CLAT 陽性と不純物に相関性が認められることを見出した。これまで各種 NM

の吸入曝露により、肺組織において MMP-12 の発現誘導が生じることを明らかにしてきた

が、二酸化ケイ素は in vitro において THP-1 細胞の MMP-12 の発現も誘導することを明ら

かにした。NM による THP-1 細胞の活性化メカニズム解明のため、エンドサイトーシスを

阻害する Amiloride 処理下で THP-1 細胞に二酸化ケイ素を処理したところ、取り込み阻害

と共に CD54 の発現亢進は顕著に抑制された。さらにウェスタンブロッティング解析より、

二酸化ケイ素による THP-1 細胞活性化は NLRP3 インフラマソーム活性化を介することが

示された。また気管支上皮モデルと THP-1 細胞の共培養系を構築し、NM を気管支上皮モ

デルの上部より曝露したところ、CD54 の発現亢進が見られた。以上の研究から、in vitro に

おいて抗原提示細胞は NM を取り込むことで活性化し、その活性化能は NM の物性に依存

していることが示唆された。 

別添３ 
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Ａ．研究目的

短期吸入曝露された各種NMが免疫系に

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、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。In vitro 試験法研究では、様々な特

徴を有する各種 NM の in vitro 試験による

抗原提示細胞活性化能の評価、物性の測定

及び収集・整理を引き続き行い（令和 3 年

度）、その比較解析結果から毒性メカニズ

ムを解明する（令和 3-4 年度）。また、気管

支上皮細胞と抗原提示細胞の共培養系を

開発し、吸入曝露された各種 NM が免疫系

に与える毒性評価法の基盤技術を確立す

る（令和 4 年度）。In vivo 試験法研究では、

先行研究で開発した高分散手法を用いて

In vivo 吸入曝露試験において、酸化チタン TiDW、二酸化ケイ素 NM-201 および NM-204

を被験物質とする高分散乾燥検体の調製方法を確立し、肺胞領域まで到達する空力学的特

性を有するエアロゾルを発生させることを可能とした。NM-201 については吸入暴露後 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るとともに脾臓からの単球・

マクロファージの遊走の可能性が示され、さらに BALF 細胞の MMP12 の発現亢進が確認

されたことから、MMP12 を介したナノマテリアルによる肺胞マクロファージの活性化機構

が吸入毒性の評価系の確立に重要であることが示唆された。感染性免疫系への影響評価に

ついて NM-204 曝露マウスに RSV を感染させたところ、肺炎の代表的なマーカーであるケ

モカイン CCL5 および CCL3 の BALF 中のレベルは曝露量に依存し有意に上昇しており、

NW-204 自身は炎症を惹起するような免疫刺激にならないが、RSV 感染肺炎の増悪因子で

あることが示唆された。さらに、マウス肺全葉を検討したところ、NM-204 高用量曝露群の

みにおいて、肺胞壁の肥厚や胸膜下へのリンパ球とマクロファージの浸潤が認められた。

以上により in vivo において吸入曝露された NM は肺胞マクロファージを活性化し、炎症を

惹起する要因になりうることが示された。
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各種NMのマウスへの短期全身曝露吸入を

実施し、肺胞マクロファージに与える影響

など、感染免疫を含め免疫機能への影響評

価を行う（令和 3-4 年度）ことで、in vitro

試験法の改良や結果の生理学的意味に関

する知見を得る。 

 

Ｂ．研究方法 

B.1. 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によるデー

タベース作成（足利） 

 被験物質は、以下に示す各種 NM およ

び THP-1 細胞活性化物質とした。二酸化ケ

イ素 NM（以下、ナノシリカ）については、

OECD において物性と毒性情報が収集さ

れている NM-200, NM-201, NM-202, NM-

203 および NM-204 とした。さらに NM-204

を用いて、他の活性化物質との混合曝露に

ついて検討を行った。活性化物質として、

代表的な皮膚感作性物質である 2,4-

Dinitrochlorobenzene（DNCB）および代表的

な発熱性物質である Lipopolysaccharide 

(LPS)を用いた。カーボンナノチューブに

ついては、先行研究で確立された Taquann

法により分散させた NT-7、非分散型 NT-7、

および 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

及び NM-403 を用いた。 

方法は、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、陽性の場合、強度

の指標として発現の濃度閾値（EC150 for 

CD86 と EC200 for CD54）を求めた。LPS

のコンタミネーションによる影響を避け

るため、試験には乾熱滅菌（220°C、18 時

間）した被験物質を使用した。h-CLAT で

は被験物質が細胞適用時に均一に分散さ

れていることが必要なため、プローブ型超

音波装置（Digital Sonifier 250D、最大出力

200W）を用い、様々な条件で分散させ、最

終的に細胞培養液中での分散状態を確認

した。 

 

B.2. ナノマテリアルの物性とTHP-1細胞に

与える影響の関連性解析および評価（大野） 

B.2.1．本研究の解析で実施された対象化合

物 

6 種の二酸化チタンナノ粒子（TiO2 NPs: 

MT-150A, MT-500B, AMT-100, TKP-102, 

AMT600, TiDW）、5 種の二酸化ケイ素ナノ

粒 子 (NM200-JRCNM02000: NM-200, 

NM201-JRCNM02001: NM-201, NM202- 

JRCNM02002: NM-202, NM203-

JRCNM10404: NM-203, NM204-

JRCNM02004: NM-204）、2 種の銀ナノ粒子

と銀イオン（BioPure10、BioPure50、AgNO3）。 

令和２､３年度は、各々の被験物質（二酸化

チタンナノ粒子、二酸化ケイ素ナノ粒子）に

ついて個別に毒性結果との解析を実施した。

令和 4 年度は、これらの被験物質について

統合データセットを作成し、MMP12 がナノ

マテリアルによる THP-1 細胞活性化の新し

い指標となる可能性について予試験的な解

析を実施し検討した。 

 

B2.2．物理化学的性状・有害性情報の情報整

理項目 

物理化学的性状データは、凝集、結晶子サイ

ズ、比表面積、ゼータ電位、表面化学、その

他のプロパティ等 について測定・収集・整

理した（銀ナノ粒子は一部の項目について
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適応外）。 

有害性情報データは、6種の二酸化チタンナ

ノ粒子において本研究班で実施したin vitro

試験でのh-CLAT試験法による毒性試験結

果の他、厚生労働科学研究成果データベー

スMHLW GRANTS SYSTEMで公表された

二酸化チタンナノ粒子の厚労科学研究費補

助金化学物質リスク研究事業研究報告書、

及びこれらの研究成果として公表された原

著論文の公表分（in vitro試験結果：細胞毒性

試験、遺伝毒性試験等のEC50値等、in vivo試

験結果：吸入ばく露試験、気管内投与試験、

腹腔内投与・経口投与試験による急性毒性、

免疫毒性、アジュバント効果等）を調査対象

情報源として収集・整理した。また、5種の

二酸化ケイ素ナノ粒子においてはOECDで

公 表 さ れ て い る Silicon dioxide (NM-

200―NM-204) - Manufactured nanomaterialの

Summary dossierと関連する個別dossier、

ANNEXの情報、及びこれらの研究成果とし

て公表された原著論文、本研究班の足利研

究代表者が実施したh-CLAT毒性試験結果

を収集した。すべての被験物質の物性項目

においては、飯島分担研究者が実施した1次

粒子径(nm)、 h-CLAT毒性試験の溶媒中の物

性評価（Z-average(nm) , Zeta potential: (mV) , 

Pdi）についても調査対象情報源とした。 
 
B.2.3. 多変量解析法 
収集したデータについて多変量解析ソフ

トウェアSIMCA17 (Umetrix社製)で以下の

解析を実施した。これらの解析を行うこと

により物質間の類似性や毒性の変動に寄与

している物理化学的性状について同定した。 
 

B.3. 細胞レベルでの毒性発現メカニズムの

解明（飯島） 

B3.1 各種ナノマテリアル分散液の調製と

評価 

銀ナノ粒子 

 銀ナノ粒子はBioPureTM 銀ナノ粒子分散

液（ nanoComposix, AGCB10（一次粒径

10.3±1.9 nm, 濃度 0.99 mg/ml ）および 

AGCB50（一次粒径 52±6 nm, 濃度 1.04 

mg/ml））を用いた。40 mg/ml ウシ血清アル

ブミン（BSA）溶液 in 5%グルコース溶液を

用いて希釈した後、培養液を用いて所定濃

度まで希釈した。購入時および培養液で

CV75 の濃度に希釈し 24 時間 37℃インキ

ュベーションした銀ナノ粒子分散液の銀

イオン濃度を誘導結合プラズマ発光分光

分析（ICP-AES）により測定した。 

シリカナノ粒子 

 シリカナノ粒子はNM-200, NM-201, NM-

202, NM-203, NM-204（以上 JRC）および

Sicastar-F（micromod 社）を用いた。分散液

として購入した Sicastar-F 以外のシリカナ

ノ粒子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培養

液に懸濁し、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 PWM 80%, 5 min の条件で 2 回処理した。

これを 2 倍希釈することで stock 溶液とし、

培養液を用いて所定濃度に希釈した。 

二酸化チタンナノ粒子 

 二酸化チタンナノ粒子は MT-150A, MT-

500B, AMT-100, TKP-102, AMT-600（以上テ

イカ株式会社）および TiDW（石原産業株

式会社）を用いた。シリカナノ粒子と同様

に乾熱滅菌を行った。4 mg/ml の濃度にな

るように二酸化チタンナノ粒子を培養液
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に懸濁し、プローブ型超音波装置を用いて

氷中でPWM 80%, 1 minの条件で処理した。

培養液を用いて所定濃度に希釈し、再度プ

ローブ型超音波装置により同様の条件で

処理した。 

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。4 mg/ml の濃度になるように二酸

化セリウムナノ粒子を培養液に懸濁し、プ

ローブ型超音波装置を用いて氷中で PWM 

80%, 1 min の条件で処理した。培養液を用

いて所定濃度に希釈し、再度プローブ型超

音波装置により同様の条件で処理した。 

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。4 mg/ml の濃度になるように酸化

亜鉛ナノ粒子を培養液に懸濁し、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 PWM 80%, 1 min の

条件で処理した。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培養

液で 4 mg/ml に懸濁した。培養液を用いて

所定濃度に希釈し、再度プローブ型超音波

装置により同様の条件で処理した。培養液

で CV75 の濃度に希釈し 24 時間 37℃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.3.2. ナノマテリアルの抗原提示細胞活

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 ml および各被験物質の分散液また

は溶液 500 ml 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。被験物質の暴露濃度は THP-1 細胞の生

存率が 75%となる濃度（CV75）を基準とし、

公比 2 で上下合計 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算出

した。 

 

B.3.3. 遺伝子発現に基づくナノマテリア

ルの抗原提示細胞活性化能の評価 

THP-1細胞のマクロファージ様細胞への

分化は、24 ウェルプレートの各ウェルに

2.0×106 cells の THP-1 細胞を播種し、400 

nM Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) を

含む培養液で 3 日間、その後 PMA 不含培

養液で 5 日間培養することで行った。24 ウ

ェルプレートに播種・培養された未分化お

よび分化 THP-1 細胞に対し、所定濃度の各
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被験物質の分散液を添加し、CO2 インキュ

ベーター内で 24 時間静置した。培養後の

未分化および分化 THP-1 細胞は PBS で 2

回洗浄し、RNeasy mini を用いて添付のプ

ロトコルに従い、total RNA を抽出した。

ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with 

gDNA Remover（東洋紡）を用いて添付のプ

ロトコルに従い、cDNA を合成した。

THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（東洋紡）

を用いて、リアルタイム PCRにより、CD86, 

CD54, MMP-12, GAPDH 遺伝子の発現を測

定し、GAPDH を対照とする DDCt 法によ

り遺伝子発現量を定量した 

 

B.3.4. 細胞内活性酸素種（ROS）の定量 

 THP-1 細胞を 10 mM CM-H2DCFDA PBS

溶液で 1 時間処理し、培養液に再懸濁した。

24 プレートの各ウェルに 2.0×106 cells/ml 

THP-1 細胞懸濁液 500 ml および銀ナノ粒

子分散液または硝酸銀溶液を 500 ml 添加

し、CO2 インキュベーター内で 24 時間培

養した。細胞を回収し、10 % BSA 含有 PBS

で 2 回洗浄したのち、10 % BSA 含有 PBS

に再懸濁した。フローサイトメトリーを用

いて、FL-1 チャネルの強度を測定した。 

 

B.3.5. 細胞内に取り込まれた銀の定量 

 24 ウェルプレートの各ウェルに 2×106 

cells/ml THP-1 細胞分散液 500 ml および同

量の銀ナノ粒子分散液もしくは硝酸銀溶液

を添加し、CO2 インキュベーター内で 24 時

間培養した。上清を捨て、PBS で 3 回洗浄

した。HNO3 500 ml 加えて 70ºC のウォータ

ーバスで 30 分間処理したのち、氷上で 1 分

間冷却した。それを 3 ml の超純水で希釈し、

ICP-AES 測定を行い、銀濃度を定量した。 

 

B3.6. 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 を用いた。各阻害剤を RPMI 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 ml と細胞懸濁液を 400 ml 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 mg/ml に調製した Siacastar 溶

液を 500 ml 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、FACS buffer 1 ml で 2 回洗浄し

た。上清除去後、FACS buffer 500 ml で再

懸濁した。フローサイトメーター  (BD 

AccuriTM C6 Plus Flow Cytometer) を用い

て Sicastar に由来する平均蛍光強度（MFI）

を測定した。 

 

B3.7. ウェスタンブロッティング 

ナノマテリアル曝露後の細胞懸濁液を

全量回収し、Tris-buffered saline (TBS) で 2

回洗浄した。TBS を除去後、 Protease 

Inhibitor, Phosphatase Inhibitor 含有 RIPA 

Lysis Buffer を 200 ml 添加し、再懸濁して

30 min, 4°C で静置した。30 分後、ソニケー

ション (50 %, 15 秒×3 回) してから遠心分

離（15000 rpm, 30 min, 4°C）した後、上清

を回収した。プロテインアッセイにより各

サンプルの濃度を求めた。電気泳動後、メ

ンブレンに転写し、抗 IL-1b 抗体 , 抗

ASC/TSC抗体, 抗NLRP3抗体, 抗Caspase-

1 抗体, 抗 b-Actin 抗体により検出を行った。 
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B.3.8. 気管支上皮モデルと抗原提示細胞

の共培養系の構築とナノマテリアルの抗

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

トのウェルに未分化 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、B3.2.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。 

 

B.4. 異物除去に重要な役割を果たすマクロ

ファージの機能に基づいたナノマテリアル

の吸入毒性評価法の基盤となる情報の整備

（高橋、石丸） 

C57BL/6NCrSlc 雄マウスを用い、Taquann

処理を施したナノシリカ（NM201）を全身

吸入暴露装置にて暴露後（0、15、30 mg/m3 

6h/day × 5 days）、4 週間ならびに 8 週間経過

した時点で屠殺、解析を行った。肺胞洗浄液

(BALF)、肺組織、頸部リンパ節、脾臓より

リンパ球を調整し、フローサイトメーター

による細胞表面ならびに細胞内分子の発現

を解析した。また、定量 RT-PCR 法により核

遺伝子mRNA発現を検討した（高橋、石丸）。 

（1）検体 

針状酸化チタン TiDW（R2 年度）、ナノシリ

カ NM204（R3 年度）並びにナノシリカ

NM201（R4 年度）を使用した。全ての検体

は、先行研究で開発した Taquann 法（J 

Toxicol Sci. 2013）により高分散処理を行な

った。 

（2）動物 

マウスは 2 系統を使用した。マクロファ

ー ジ の 機 能 評 価 に つ い て は 、

C57BL/6NcrSLC（日本エスエルシー株式会

社）雄性マウスを 10 週齢で購入し 2 週間の

馴化期間を経たのち 12 週齢にて使用した。

RS ウイルスを用いた感染性免疫の評価に

際しては、BALB/cCrSlc を 3 週齢で購入し

4 週齢から使用した。 

飼育ケージは、ポリカーボネイト製のア

ウターケージと PET 製インナーケージを使

用した。紙製の床敷を使用し、1 ケージ当り

5 匹のマウスを収容した。ケージラックはケ

ミカルセーフティ対応のケージ個別換気式

飼育装置（RAIR HD SUPER MOUSE 750TM 

個別換気式飼育装置 特型）を使用した。飼

育条件は、温度；25±1℃、湿度；55±5％、換

気回数；約 20 回/h、照明時間；8 時～20 時

点灯（照明明暗サイクル 12 時間）とし、固

型飼料 CRF-1（オリエンタル酵母工業株式

会社）を自由摂取させ、飲水は市水をフィル

ター濾過し自動給水装置により自由摂取さ

せた。ケージ内の環境を改善する目的で、シ

ェファードシャック（Shepherd Specialty 

Papers 社）をケージ内に設置した。 

HEPA フィルターを通した清浄空気のみ

を送気した群（対照群）、検体曝露群は低用

量及び高用量群の 2 群構成とした（TiDW は

１用量のみ）。 

マクロファージの機能評価については、

各群 48 匹のマウスを使用し、肺沈着量測定

用に 9 匹、病理組織用に 6 匹、免疫機能実

験用に 10 匹を割り当てた。1 日 6 時間（10：
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00～16：00）、5 日間の連続の全身曝露吸入

を行った。 

RS ウイルスを用いた感染性免疫の評価

に際しては、各群 24 匹のマウスを使用し、

肺沈着量測定用に 9 匹、RS ウイルス感染用

に 9 匹、RS ウイルス非感染用に 9 匹を割り

当てた。1 日 6 時間（10：00～16：00）、隔

日 3 日間の全身曝露吸入を行った。 

（3）エアロゾル発生装置及び曝露チャンバ

ー 

検体のエアロゾル化は、先行研究におい

て独自に開発した Taquann システム Ver3.0

を使用した。（共同開発 柴田科学株式会社、

特許所得済）。この装置は、検体を充填する

金属製カートリッジ、圧縮空気をカートリ

ッジに噴射する噴射装置、噴射した検体を

気相に分散させるサブチャンバー（気積 43 

L）、及び動物を収容する曝露チャンバー（気

積 179 L、マウスは 25 匹収容可能）から構

成される。 

カートリッジはインナーカートリッジと

アウターカートリッジから構成される。検

体を収容するインナーカートリッジ（容量：

25 mL、内寸：直径 20 mm 高さ 80 mm）は

ステンレス製であり、これを樹脂製のアウ

ターカートリッジに収容して使用する。カ

ートリッジのキャップ部には圧縮空気を注

入するセンターノズルと、エアロゾル噴出

孔が設計されている。 

噴射装置からカートリッジへの圧縮空気

の供給圧力は 0.48 Mpa、噴射時間は 0.2 秒、

1 カートリッジ当たり 3 回の噴射を行った。

曝露チャンバーの総換気流量は 32.5 L/min

（基礎換気流量；29.5 L/min、エアロゾルモ

ニター用サンプリング（CPC）；1.5 L/min、

質量濃度測定；1.5 L/min）と設定した。 

目標濃度に速やかに到達させるため、曝

露開始時に 2 本を 1 分間隔で噴射した。そ

の後は濃度を監視しつつ 4 分間隔で噴射し、

設定濃度を維持した。2 時間の吸入曝露実験

において、合計 88 本のカートリッジを使用

し、カートリッジの交換、噴射は完全自動化

で実施した。 

曝露チャンバー内の温度、湿度並びに圧

力変動を曝露時間の 6 時間を通してモニタ

リングした。曝露時間中は水分補給用の寒

天（日本 SLC）をメインチャンバー内に配

置して動物に与えた。 

（4）曝露チャンバー内のエアロゾルモニタ

リング 

曝露チャンバー内のエアロゾル濃度のモ

ニタリングは、相対濃度（CPM; count per 

minutes）と質量濃度（mg/m3）測定を並行し

て行った。 

相対濃度測定は、凝縮粒子計数装置

（Condensation Particle Counter：CPC、CPC-

BL01、サンプリング流量：1.5 L/min、柴田

科学）を用いた。高濃度での測定は、CPC に

負荷がかかるため、CPC の前段に希釈機（柴

田科学）を設置した。 

質量濃度測定は、ローボリウムサンプラ

ー（080050-155 特注品、φ55 mm ろ紙ホルダ

ー、柴田科学）にフッ素樹脂バインダ－ガラ

ス繊維フィルター（Model TX40HI20-WW、

φ55mm、東京ダイレック）を装着し、サン

プリングポンプ（Asbestos sampling pump 

AIP-105、柴田科学）に接続して 1.5 L/min の

流量で曝露時間の 2 時間を通してエアロゾ

ルを吸引しフィルターに検体を捕集した。

ろ過捕集後のフィルターの重量から予め秤

量したフィルターの重量を差し引いた値を

検体の重量とし、吸引空気量 1.5 L/min × 
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120min＝180 L から 1 m3 当りの質量濃度を

算出した。フィルターの秤量にはマイクロ

天秤（XP26V、METTLER TOLEDO）を使用

した。 

6 時間の吸入曝露時間を通して使用した

総検体量と 6 時間の総換気流量から得られ

る名目上の質量濃度と実際にえら得た質量

濃度からエアロゾル化効率を計算した。 

（5）エアロゾルの空気動力学的中位径測定

Mass Median Aerodynamic Diameter 

(MMAD) 

エアロゾルの肺内への到達に重要な特性

である空気動力学的中位径測定は、Micro-

Orifice Uniform Deposit Impactors (MOUDI)を

用いた。 

10 L/min の流量で曝露チャンバー内のエ

アロゾルを吸引して MOUDI（Model 125 

Nano MOUDI、KANOMAX）に導いた。吸引

時間は 20 分とした。各分級ステージには専

用のアルミホイルにシリコンオイルを塗布

したものを装着し検体を回収した。マイク

ロ天秤（XP26V、METTLER TOLEDO）を使

用してアルミホイルの質量を、MOUDI 装着

前と、MWCNT 回収後に測定し、その差分

を検体質量とした。 

（6）解剖とサンプリング 

肺と縦隔、顎下リンパ節のサンプリング

のため、曝露終了直後（0W）、4 週後（4W）

及び 8 週後（8W）に定期解剖を行った。 

マウスは吸入麻酔器（TK-7、バイオマシ

ナリー）を用いイソフルラン（DS ファーマ

アニマルヘルス）麻酔下で、眼窩より採血を

行い、腋窩動脈を切断して放血致死後に解

剖した。被毛からコンタミを防止するため、

開胸前に全ての被毛を除去した。 

免疫機能解析用の動物は、開胸後に留置

針（サーフローフラッシュ 18G、テルモ）を

気管に挿入し PBS を 1 mL 注入・吸引採取

する操作を 2 回繰り返し、BAL を採取した。

病理標本用の動物は、気道内に吸引された

検体の人為的移動を避けるため、気管から

の固定液の注入は行わず、点滴回路を用い

た灌流装置により灌流固定した。 

 

B.5 感染性免疫系免疫系への影響評価（高

橋、渡辺） 

ナノシリカ吸入曝露試験 

 国立衛研において Taquann 全身曝露吸入

装置（ver.3.0）を用い、NM-204 を質量濃度

10 および 30 ㎎/m3 になるように調整して、

BALB/c 雌、4 週齢のマウスに 6 時間吸入さ

せた。この実験を 1日おきに 3回実施した。

最終曝露の 1 日後に曝露マウスは、先行研

究と同様に SLC（実験動物ブリーダー）に

委託して九州保健福祉大学動物実験施設へ

移送した。NM-201 についても同様に実施す

る予定である。 

RSV マウス感染実験 

吸入曝露処置を行ったマウスに RSV A2

株 3 × 105 PFU を麻酔下（ketamine 40 μg/g, 

xylazine 6 μg/g、筋注）で経鼻感染させた。

RSV 感染 5 日後に麻酔下でマウス気道にカ

テーテル経由で冷 PBS 0.8 mL を注入し、肺

胞洗浄液（BALF）を取得した。BALF は使

用時まで-80℃に保管した。肺は中性ホルマ

リンを気道より注入し、結索後に摘出しホ

ルマリン固定を行った。NM-201 についても

同様に実施する予定である。 

BALF 中の CCL5 (RANTES)、CCL3 (MIP-

1α)および sCD54(sICAM-1)の定量は R&D 

Systems 社製の Quantikine mouse ELISA キ

ットを用いた。なお添付のプロトコールに

9



準じて実験を実施した。 

肺の標本作成は（株）バイオ病理研究所に

委託した。評価は HE、マッソントリクロム

および PAS 染色下で検鏡観察により実施し

た。 

RSV 感染 THP-1 細胞実験 

 THP-1 細胞に PMA 刺激有無および NM-

204（0, 10, 100 μg/mL）添加有無の 4 条件で

1 晩培養後、RSV を感染してさらに 1 晩培

養した。培養上清中のヒト CCL5 レベルを

上述のように定量した。 

 

倫理面への配慮 

本研究は動物実験の 3Rs に配慮して、動物

実験委員会の承認のもとに基本指針を遵

守して実施し、動物使用数や動物に与える

苦痛は最小限に留めた。ボランティアおよ

びヒト組織は使用しなかった。これらのこ

とから、倫理的問題は無いと考える。 

 

Ｃ．研究結果 

C.1. 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によるデー

タベース作成（足利） 

ナノシリカについて濃度設定試験を行

ったところ、5 品すべてが最高用量である

1000 mg/ml においても細胞生存率が 75%

以上であり、細胞生存率 75%に相当する適

用濃度であるCV75を算出できなかったた

め、1000 mg/ml を最高用量と設定したが、

いずれのナノシリカも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。EC200（CD54 発現濃

度閾値）の値は、最小の NM-204 と最大の

NM-201 で約 8.7 倍の差が見られた。これ

は、THP-1 の CD54 発現を亢進させるのに

必要な濃度がナノシリカ間でも 9 倍程度

異なることを示している。また、CD54 の

相対発現量(RFI)についても、最大の NM-

202 と最小の NM-201 で約 11.1 倍の差が見

られた。 

THP-1 活性化物質とナノシリカとの混

合培養については、DNCB の適用濃度を固

定（4 µg/mL）し、NM-204 と混合曝露（適

用濃度：0.00316～100 µg/mL）したところ、

混合暴露により相加・相乗効果はないと判

断された。次に適用濃度を固定した発熱性

物質 LPS（1 ng/mL）と適用濃度を振った

NM-204（0.00316～100 µg/mL）との混合曝

露では、CD86, CD54 とも相乗効果が認め

られた。 

カーボンナノチューブについても、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%以上であり、1000 

mg/ml を最高用量と設定した。今回検討し

たカーボンナノチューブ 6 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。

EC200（CD54 発現濃度閾値）の値は、最小

の NM-402 と最大の NT-7（非分散型）で約

10.3 倍の差が見られ、このことは THP-1 の

CD54 発現を亢進させるのに必要な濃度が

カーボンナノチューブ間でも 10 倍程度異

なることを示している。また、CD54 の相

対発現量(RFI)についても、最大の NT-7（分

散型）と最小の NM-401 で約 2.0 倍の差が

見られた。 

 

C.2. ナノマテリアルの物性と THP-1 細胞

に与える影響の関連性解析および評価

（大野） 

C.2.1．データマイニング 
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物理化学的性状データ項目は主に先行

研究で得られた OECD からの試験情報に

基づいて作成しており、二酸化チタンナノ

粒子は約 30 項目、二酸化ケイ素ナノ粒子

は約 65 項目、銀ナノ粒子は 5 項目の二次

粒子径についてデータを収集した。収集・

整理された物理化学的性状データシート

および in vitro / in vivo有害性情報シートは、

多変量解析のためデータマイニングを実

施した。 

 
C.2.2 成分分析（化学分析） 
二酸化チタンナノ粒子は、下記の物性項

目について測定を実施した。 
定性分析は日本電子（株）製エネルギー分

散型蛍光 X 線分析装置 JSX-3100RⅡを用

いて蛍光X 線分析（EDX）により実施され、

定量分析は ICP 発光分光分析装置 島津製

作所  ICPS8100、原子吸光装置  Varian 
AA240、炭素・硫黄分析装置 CS-844 を用

いての ICP 発光分光分析法、原子吸光分析

法、燃焼－赤外線吸収法によって実施した。

その結果、セリウム(Ce)＜0.01、ニオブ(Nb)
＜0.4 が検出された。細孔分布・比表面積測

定（粒子解析）は、マイクロメリティクス

製 細孔分布測定装置 ASAP-2020 を用い

て真空中、300℃×3Hr 前処理を行い、窒素

吸着 BET 多点法によって実施した。粒子

解析は、比表面積は BET プロットの傾き

及び切片を用い、BET 式より単分子層吸着

量を求め、単分子層吸着量にガス分子一個

の占める断面積（分子占有断面積）をかけ

て算出した。一方、細孔分布は、BJH 解析

による細孔分布曲線を用いて求めた。表面

化学分析は、親水性および疎水性評価には

二つの測定方法（粒体浸透速度測定および

粒体接触角測定）によって実施した。粒体

浸透速度測定は、協和界面科学製 高機能

表面張力測定装置 DY-500（温度：26±1℃
湿度：40±5℃液体：蒸留水、粉体カラム半

径：5mm）によって実施し、試料をカラム

に充填し、カラムを液体表面に鉛直に接液

させた。その後、毛管現象により液体が粉

体粒子の空壁（毛管）を上昇（浸透）した

ことによるカラムの重量変化を測定する

ことにより浸透速度を求めた。粒体接触角

測定は、協和界面科学製 高機能表面張力

測定装置  DY-500（温度：26±1℃湿度：

40±5℃、毛管半径測定用液体：イソプロパ

ノール（IPA）粉体カラム半径：5mm）を用

いて、浸透速度法によって分析した。 
 
C.2.3. 階層的クラスタリング解析による

類似度の評価 

収集・整理した 6 種の二酸化チタンナノ

粒子および 5 種の二酸化ケイ素ナノ粒子の

物理化学的性状についてデータマイニング

をした後、PCA 法および、階層的クラスタ

リング法（HCA）による類似度調査の解析

を実施した。その結果、各々の被験物質につ

いてクラスター化され、その類似性が示さ

れた。最初に大きくクラスター化した要因

は、PCA（主成分分析法）の結果より二酸化

チタンナノ粒子では、結晶構造の違いや不

純物のニオブ(Nb)、リン(P)等で、二酸化ケ

イ素ナノ粒子ではりコーティングの有無で

あった。 
 
C.2.4. 物性データと抗原提示細胞活性化

能の関連性解析 

物性データと in vitro 毒性試験結果データ

との関連性解析は、直交部分的最小二乗回

帰分析（ OPLS ： Orthogonal Partial Least 

Squares Regression）により実施された。信頼

度を加味した解析（S-plot）を進めた結果、

6 種の二酸化チタンナノ粒子は、毒性が
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Negative である MT-150A MT-500B に寄与

（寄与度 0.2 以上、信頼性 0.8 以上）する変

数（物性項目）は、Crystal Phase(Rutile)、 Pore 

volume(cm3/g)、Ca が挙げられた。また、毒

性が PositiveなTKP-102 AMT-600に寄与（寄

与度 0.2 以上、信頼性 0.8 以上）する変数

（物性項目）は、Crystal Phase(Anatase)、 P

が挙げられた。一方、寄与度 0.2 以上、信頼

性が 0.5-0.6 付近でのインパクトが大きく、

ばらつきも大きいような、毒性が Negative

に影響している変数（物性項目）は、Na や 

Porediameter(nm)が挙げられ、毒性の Positive

に影響している変数（物性項目）はジルコニ

ウム(Zr)、ニオブ(Nb)、Zeta potential(ｍV)が

挙げられた。 

5 種の二酸化ケイ素ナノ粒子について

OECD の公開データと分担研究の飯島先生

からのDLS測定データより収集した物性デ

ータと in vitro 毒性試験データ（h-CLAT 試

験法結果）との関連性について多変量解析

（OPLS 法）を実施した。信頼度を加味した

解析（S-plot）を進めた結果、寄与度 0.2 以

上、信頼性 0．6 以上の場合の毒性に寄与す

る変数（物性項目）として、毒性が強い

（NM201）のは、正の相関の高い変数（物

性 項 目 _AggZaverage_Buffer 、  Total 

impurity:Total non-SiO2 content including 

coating and impurities (% w/w)、 Impurity_Al）

として、また、毒性が極めて強い（NM204）

のは、負の相関の高い変数（物性項目

_DustinessInhaSD 、 DustinessRespSD 、

Morphology of aggregates/agglomerates: 

Angular_low sphericity、Pdi:Ultra-pure water 

dispersion、Aspect ratio）として示唆された。 

 
C.2.5. 物性データと in vivo 毒性試験デー

タの関連性解析 

本研究で用いた二酸化チタンナノ粒子の

in vivo 毒性試験データは解析に資する試験

検体数は揃っていなかったが、MHLW 

GRANTS SYSTEM から反復投与毒性試験

（吸入暴露および気管内投与試験）の有害

性情報を収集した。MT-500B、AMT-600 が

実施されており、その情報によると、肺胞マ

クロファージの影響による増加はみられた

が、全身吸入暴露による顕著な病変への影

響は認められなかったと述べられていた。 

5 種の二酸化ケイ素ナノ粒子の OECD の

公開データから収集した物性データと in 

vivo 毒性試験データ（鼻部吸入暴露試験）と

の関連性について調べるため、多変量解析

（OPLS 法）を実施した。鼻部吸入暴露試験

結果の毒性に寄与する重要な物性項目とし

た特徴変数を解析した結果、毒性が弱い

（NM200、NM201、NM204）は、正の相関

の高い変数（物性項目 _ParticleSize_1、

CoatingYorN(Yes)、AggZaverage_1、Agg2Rg1、

CrystalImpurity、Micropore_Vol、Sphericity、

PourWaterContent、MicroporeVol、MMAD1、

MMAD2）として、また、毒性が強い（NM202、

NM203）は、負の相関の高い変数（物性項

目 _FeretMin(nm) 、 Impurity_Ca 、

Coating_N(No)、AggD、AggMorphology(nm)、

AggIsoElecPointMean(pH) 、 AspectRatio 、

SAXS_SurfArea(m²/g)）として挙げられた。 

 
C.2.6.  in vitro / in vivo 毒性試験結果デー

タ間の共通の物性項目の探索 

二酸化ケイ素ナノ粒子の物性データとin 
vitro / in vivo毒性試験結果データ間の毒性に

共通する物性の相関をScatter plotにて探索

した結果、相関係数（R=0.4128）は、正の相
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関であった。 
 

C.2.7. THP-1 細 胞 の Matrix 
Metallopeptidase 12（MMP12）との関連性

解析 
3 種の銀ナノ粒子と６種の二酸化チタン

ナノ粒子、5 種の二酸化ケイ素ナノ粒子に

ついて MMP12 が新しいナノマテリアルに

よる抗原提示細胞活性化の指標としての

可能性を解 析した 結果 、 MMP12Max
（MMP12 の最大値の相対発現量％）や

MMP12MaxConc（MMP12 の最大値の相対

発現量％）の各変数に対する相関は、全て

低かった。 
 
C.3. 細胞レベルでの毒性発現メカニズム

の解明（飯島） 
C.3.1 各種ナノマテリアルの評価 

 培養液中での各種ナノマテリアルの一次

径、流体力学的直径、多分散指数（PDI）お

よび z-ポテンシャルを収集または測定した。

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採用した。

銀ナノ粒子および酸化亜鉛ナノ粒子につい

て、培養液に CV75 の濃度にて懸濁後 24 時

間の溶出イオン濃度および溶出率を測定し

た。 

 

C.3.2 各種ナノマテリアルの抗原提示細胞

活性化能の評価 

 各種ナノマテリアル曝露後の 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 を算出した。 

銀ナノ粒子 

 直径約 10 nm および 50 nm いずれの銀ナ

ノ粒子処理においても CD86 および CD54

の発現の増加が見られた。直径約 10 nm の

銀ナノ粒子の EC150 および EC200 は直径

約 50 nm の銀ナノ粒子よりわずかに低濃度

であった。銀イオンの EC150 および EC200

は両銀ナノ粒子の値と比較してはるかに低

かった。 

二酸化チタンナノ粒子 

アナターゼ型ナノ粒子  (AMT-100 、

AMYT-600、TKP-102) において CD54 の発

現が基準値を上回り、ルチル型ナノ粒子 

(MT-150A, MT-500B) およびルチル型針状

結晶 (TiDW) では基準値を上回らなかった。

一方、ルチル型 TiO2 では、MT-500B およ

び TiDW において CD86 の発現量が基準値

を上回った。 アナターゼ型 TiO2 のうち、

TKP-102 の  EC200 は、AMT-100 および 

AMT-600 よりも低濃度であった。 

二酸化セリウム粒子 

 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.3.3.遺伝子発現に基づくナノマテリアル

の抗原提示細胞活性化能の評価 

 各種シリカナノ粒子処理後の未分化お

よび、分化 THP-1 細胞における MMP-12, 
CD86, CD54 遺伝子の発現量を測定した。

ナノ粒子の種類により、異なる MMP-12 お
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よび CD54 の発現亢進が見られた。全体的

な傾向として、未分化 THP-1 の方が遺伝子

発現の上昇幅が大きい傾向が見られた。一

方、ナノ粒子曝露による CD86 の発現変化

はほとんど認めなかった。 
 二酸化チタンナノ粒子処理後の未分化

および、分化 THP-1 細胞における MMP-12, 
CD86, CD54 遺伝子の発現を測定した。ナ

ノ粒子の種類により、異なる MMP-12 およ

び CD54 の発現亢進が見られた。ナノシリ

カ粒子と同様にナノ粒子曝露による CD86
の発現変化はほとんど認めなかった。 
 

C.3.4. 銀ナノ粒子、銀イオン処理後の細胞

内銀濃度および細胞内活性酸素種（ROS）

産生の定量 

 直径約 10 nm 銀ナノ粒子（AGCB10）と銀

イオン処理後の銀ナノ粒子、銀イオン処理

後の細胞内銀濃度および細胞内活性酸素種

（ROS）産生の定量を行った。同程度の生存

率を示す濃度（CV75）で暴露した場合にお

いて、銀ナノ粒子を処理した THP-1 細胞の

方が細胞内の銀濃度が高く、取り込み量が

多いことがわかった。同程度の生存率を示

す濃度（CV75）での暴露において、銀ナノ

粒子と銀イオンどちらも細胞内ROS量を増

加させたが、銀ナノ粒子の方が ROS 産生量

は多かった。 

 

C3.5. ナノ粒子取り込み阻害剤の評価 

 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 は取り込み阻害剤のみの処

理においても THP-1 細胞 CD54 および

CD86 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 の効果を評価した。

Amiloride 処理により、シリカナノ粒子によ

る CD54 の発現亢進は顕著に抑制された。 

 

C3.6. シリカナノ粒子処理後の細胞内シグ

ナル伝達 

 シリカナノ粒子 (Sicastar) 処理THP-1細

胞後の細胞抽出サンプルのウェスタンブ

ロッティングを図 7 に示す。シリカナノ粒

子 (Sicastar) の濃度依存的に IL-1b, cleaved 

caspase-1 の増加が示された。また、スメア

であるが、NLRP3 と思われるバンドも確認

された。 

 

C.3.7. 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 へ暴露する共

曝露により、LPS およびシリカナノ粒子を

それぞれ単独で暴露した場合と比較して

CD54 の発現が顕著に亢進した。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、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

合ではそのような顕著な CD54 の発現亢進

は見られなかった。 

 

C.3.8. 気管支上皮モデルと抗原提示細胞の

共培養系の構築とナノマテリアルの抗原提

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が見られ、気管

支上皮モデルの作製が確認された。まず、気
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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、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なかった一方、気管

支上皮細胞用培養液を用いた場合には

THP-1 細胞の CD54 の発現上昇が見られた。

よって、気管支上皮モデルとの共培養にお

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 NiSO4 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。その

結果単培養と比較し、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

に下部の THP-1 細胞の CD86, CD54 発現を

測定した。気管支上皮モデルの上部からの

暴露において、CD54 の発現亢進が見られた。

気管支上皮モデルの下部からの暴露におい

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。 

 

C.4. 異物除去に重要な役割を果たすマクロ

ファージの機能に基づいたナノマテリアル

の吸入毒性評価法の基盤となる情報の整備

（高橋、石丸） 

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

められた。また NM201 の吸入暴露によっ

て、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。さらに、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

められず、脾細胞での CD54 および

CD163 の発現低下が示された。一方で、

NM201 の吸入暴露後 4 週での BALF 細

胞の MMP12 の発現亢進が確認された

（石丸）。 
TiDW については、質量濃度 25.0±3.2 

mg/m3、MMAD は 2,251nm（σg:3.2～4.9）で

あった。エアロゾル化効率は 33.1％であっ

た。 

ナノシリカ NM204 については、低濃度

群：質量濃度 10.3±1.1 mg/m3、MMAD 1439 

nm（σg:3.2～4.2）、高濃度群：質量濃度

25.6±2.5 mg/m3、MMAD 1468 nm（σg:3.5～

4.0）、であった。エアロゾル化効率は低濃度

群 19.6％、高濃度群 16.2％であった。 

ナノシリカ NM201 については、低濃度

群：質量濃度 7.8±1.8 mg/m3、MMAD 1658 

nm（σg:3.4～4.1）、高濃度群：質量濃度

33.6±2.4 mg/m3、MMAD 2030 nm（σg:3.4～

4.6）であった。エアロゾル化効率は低濃度

群 14.8％、高濃度群 21.3％であった。（高橋） 

 

C. 5. 感染性免疫系免疫系への影響評価（高

橋、渡辺） 

RSV マウス感染実験 

 RSV 感染による肺炎の代表的なマーカ

ーであるケモカイン CCL5 の BALF 中のレ

ベルは、曝露量に依存し有意に上昇し、30 

㎎/m3（高用量）曝露群では感染対照群と比

較して約 2 倍まで上昇していた。また、多

様な炎症の場において誘導される CCL3 も

RSV 感染マウスでは、同様に NM-204 曝露

で上昇していた。一方、これらのケモカイ

ンは非感染群では NM-204 曝露の有無にか

かわらず、何れのマウスでも検出限界以下

であった。これらの結果より、NW-204 が
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RSV 感染肺炎の増悪因子であることが示

唆された。 

前年度までの班研究において、CD54 

(ICAM-1)がナノシリカ曝露による影響指

標の一つであることが示されてきている。

細胞表面に発現した CD54 分子は、その発

現量に比例して可溶性 CD54（sCD54）が産

生されることが知られているため、ELISA

法でBALF中の定量を行った。sCD54量は、

RSV 感染により約 3 倍増加したが、NM-

204 曝露による影響は 10～20%程度の上乗

せ効果に留まった。 

HE 染色およびマッソントリクロム染色

プレパラートの検鏡により、マウス肺全葉

を検討した。RSV 感染のみ（0 ㎎/m3 曝露）

では、葉における偏りは少なく、動脈と細

気管支周囲にリンパ球の浸潤など軽度の

間質性の肺炎が認められた。NM-204 低用

量（10 ㎎/m3）曝露/RSV 感染群では、これ

らの特徴に加えて局所的なマクロファー

ジの集束が散見され、さらに胸膜下への浸

潤も見られた。高用量曝露ではさらに炎症

が強まり、肺胞壁の肥厚や胸膜下へのリン

パ球とマクロファージの浸潤が認められ

た。一方、非感染マウスでは、高用量曝露

で部分的に細気管支周囲のリンパ球浸潤

はあったが、マクロファージの集束などは

全く認められなかった。このように、BALF
中のケモカイン・サイトカインレベルの評

価結果を反映して、NM-204 曝露は RSV 感

染肺炎を増悪化することが明らかとなっ

た。 
NM-201 についても、同様の評価を実施

する（R5.1～2 月）。 

RSV 感染 THP-1 細胞実験 

THP-1 細胞では、RSV 感染および PMA

刺激により上清中の CCL5 量が 10 倍程度

上昇していた。しかし、NM-204 添加では、

濃度に依存してそのレベルが低下してお

り、マウス感染実験の結果とは異なった影

響が認められた。  

 

 

Ｄ．考察 

D.1. 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によるデー

タベース作成（足利） 

 本研究では、OECD in vitro 皮膚感作性

テストガイドラインである h-CLAT を用い、

NM の抗原提示細胞活性化能についてデ

ータベース作成を行った。その結果、多く

の NM が抗原提示細胞株である THP-1 細

胞を活性化することを見出した。このこと

は、NM がマクロファージの SR-B1 やTim4

などのスカベンジャーレセプターを介し

て取り込まれて活性化するという従来の

知見を裏付けるものであると考えられる。

さらに、今回検討したすべてのナノシリカ

とカーボンナノチューブは THP-1 細胞の

CD54 発現を非常に強く亢進すること、さ

らにその亢進の程度が検体により異なる

ことを明らかとした。CD54 の発現を亢進

させる最小濃度(EC200)は、in vivo 皮膚感

作性試験である LLNA (Local Lymph Node 

Assay, OECD TG429)における強度の指標

である EC3 値と相関性が認められており、

EC200 が低いほど感作性強度が強くなる

傾向がある。今回得られた様々な NM の

EC200 と、既知の物性や毒性情報との比較

を行うことで、ナノシリカの物性と抗原提

示細胞活性化の関係を明らかにするとと

もに、OECD において標準化された試験系
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である h-CLAT法のNMの免疫毒性試験と

しての有用性を検証していきたい。 

無機化合物の固体である NM が THP-1 細

胞を活性化させるメカニズムは、抗原と

して提示される一般的な感作性物質によ

るそれとは異なり、いわゆるアジュバン

ト効果と考えられるが、そのメカニズム

を解明するために、同様に活性化能があ

る皮膚感作性物質と発熱性物質との混合

曝露を検討した。その結果、代表的な皮

膚感作性物質である DNCB は NM-204 に

よる THP-1 の活性化をむしろ抑制し、代

表的な発熱性物質である LPS は NM-204

による THP-1 の活性化を相乗的に亢進す

ることが明らかとなった。以上のことか

ら、NM-204 による THP-1 の活性化は、

皮膚感作性物質や発熱性物質による活性

化とは異なるメカニズムによる可能性が

考えられた。  

 

D.2. ナノマテリアルの物性と THP-1 細胞

に与える影響の関連性解析および評価

（大野） 

成分分析の定性分析によるセリウム(Ce)
の検出は、定量分析結果から偏析の可能性

として、また、ニオブ(Nb)は、製造元より

酸化チタン製造に用いる原料に 0.1‐0.2％
程度含まれているとの情報より、本試験結

果と一致し二酸化チタンナノ粒子そのも

のには含有していたものではないことが

わかった。また、TiDW に細孔が検出され

なかった理由として、針状の形状によるも

のと考えられた。TiDW は、他の検体に比

べて、ばらつきが大きく、その要因として、

検体調整で一様の状態の作成が難しかっ

た事や、針状結晶のため圧縮成形のばらつ

きが発生していることが示唆された。令和

4 年度の全体の PCA による解析では TiDW
が 95%信頼区間に入らなかったことから、

他の被験物質との性質が逸脱していると

考えられた。 
6 種の TiO2 NPs の物性データの階層的ク

ラスタリング解析では、大きく 3 ブロック

でクラス分類され、その結果と in vitro 毒性

試験結果（h-CLAT 試験法結果）との比較で

は、毒性結果との関連性は見いだせなかっ

たが、物性データと有害性データとの関連

性について OPLS 法による多変量解析を実

施した。その結果、毒性と関連する変数（物

性項目）が横軸から探査可能であることが

示唆された。さらに解析を進めた結果、毒

性が Positive および Negative に寄与する相

関の高い主な物性項目の組み合わせとし

て挙げられた。毒性が Positive である物性

項目の組み合わせの中で結晶形態の

Anatase 型が得られた。Anatase 型は Rutile
型よりも毒性情報として比較的報告があ

ることや、不純物の量や、一次粒子径より

も分散性に伴う二次粒子径の影響が毒性

に寄与していることを反映していた。 
次に、in vitro 試験の毒性試験データと in 

vivo 試験の毒性試験データとの関連性解析

（紐付け）を行うため、Y 変数を h-CLAT 試

験法データ（h-CLAT2：数値化したもの）、

X 変数を in vivo 毒性試験データとして 
OPLS 法にて検証した結果では、in vitro 毒

性試験結果に関連する相関の高い in vivo 毒

性結果が導き出された。別の解析手法とし

て、マルチブロック解析により全ブロック

間で共通している部分だけを抽出してくる

MOCA 法を予試験的に解析したところ、

OPLS 法により検証されたにもかかわらず、

MOCA 法ではこの情報が計算過程で埋もれ

てしまい、この手法では解析ができなかっ

た。この理由として物性のデータが一番確
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からしくでていることより、物性のデータ

にかなりひっぱられていたことや、in vivo
毒性試験結果から全体的にばらつきが大き

いことが考えられた。従って、OPLS 法によ

り in vitro／in vivo の毒性試験結果との紐付

けが可能であることが示唆され本手法の有

用性を証明するものであった。 
二酸化ケイ素ナノ粒子の物性データと全

ての被験物質において positive な結果とな

った抗原提示細胞活性化能（h-CLAT 試験法

結果）の関連性解析では、毒性の極めて強い

NM204 の物性は、巻き上がり度が高いこと

が示唆された。一方で、NM201 は、他の検

体よりも二次粒子径としての凝集性が高く、

また全体の不純物の含有率が多く、不純物

としてのアルミニウムが特徴的に挙がって

きている。アルミニウムは恐らくコーティ

ング材由来と推察され、NM204 に比べて

NM201 の毒性試験結果が若干弱かったの

は、凝集のし易さやコーティング材（有）と

しての物性の性質が影響しているものと考

えられた。一方、in vitro / in vivo 毒性試験結

果データ間の毒性に共通する物性項目の探

索では、相関が低かった理由の一つに、

NM204 の物性の欠損データが多いことが

影響したと考えられたことから、欠損デー

タを作らないことや解析では補っていくこ

との検討が必要であると考えられた。 

in vitro h-CLAT 試験結果の MMP12 との関

連性解析では、pEC200[EC200 の変数とし

て対数（ーLog）を取った値 ]に対して

MMP12Max は正の相関がありそうだが、

95％信頼区間が正負に跨っているため、 

MMP12Max は pEC200 の指標としては難

しいことが分かった。従って現時点では代

替の指標としは難しいことが示唆された。 

 

D.3. 細胞レベルでの毒性発現メカニズムの

解明（飯島） 

D.3.1. 各種ナノマテリアルの抗原提示細胞

活性化能の評価 

銀ナノ粒子 

EC150（CD86 発現が 150%を超える濃度）

の比較において、直径約 10 nm の銀ナノ粒

子が 127.6 mg/ml に対し、直径約 50 nm の銀

ナノ粒子は 159.5 mg/ml であり、直径約 10 

nm の銀ナノ粒子の方が、抗原提示細胞活性

化能がわずかに高い可能性が示された。こ

の要因として、粒子径による取り込み挙動

の変化と溶出銀イオン濃度の影響が考えら

れる。銀ナノ粒子からは銀イオンの溶出が

見られ、溶出率は直径約 50 nm の銀ナノ粒

子の 0.1%に対し、直径約 10 nm の銀ナノ粒

子では 2.0%と高くなっている。銀ナノ粒子

としてだけでなく銀イオンとして作用して

いることが示唆された。 

二酸化チタンナノ粒子 

アナターゼ型ナノ粒子はルチル型ナノ粒

子よりも活性酸素種（ROS）の生成と DNA 

損傷による毒性が高いこと、IL-1β、IL-10、

INF-β などのサイトカインの産生が高いこ

とが報告されている。今回の結果は、これら

の以前の報告と一致しており、THP-1 細胞

の CD86, CD54 発現を指標とした本手法が

結晶型に基づく免疫毒性の可能性の違いを

正しく評価できたことを示唆している。ま

た、ルチル型ナノ粒子間での比較において、

MT-500B は MT-150A より一次粒子径は大

きいものの流体力学径は小さく、EC150 は

より低濃度であった。ナノ粒子の細胞への

取り込みは二次粒子径に依存することが報

告されており、それと対応する結果であっ

た。 
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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。後述のシリカナノ

粒子におけるROSを介した活性化メカニズ

ムを踏まえると、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 

 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。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、現在亜鉛イオンの THP-1 細胞の活

性化能の評価を進めている。 

 

D.3.2. 遺伝子発現に基づくナノマテリアル

の抗原提示細胞活性化能の評価 

 未分化および分化 THP-1 細胞いずれにお

いても、ナノ粒子処理により濃度依存的、粒

子種依存的な MMP-12 の発現亢進が見られ、

ナノマテリアルの抗原提示細胞活性化能の

新たな指標としての有効性が示された。 

未分化 THP-1 においては、沈降法により

調製された粒子（NM-204, NM200, NM201）

と比較して、高熱法（NM-203、NM-202）お

よびストーバー法により調製された粒子の

方が CD54, MMP-12 の発現上昇が大きい傾

向が見られ、合成法による抗原提示細胞活

性化能の違いが評価できることが示唆され

た。同一調製法においては、流体力学径が小

さいものほど CD54, MMP-12 の発現上昇が

大きい傾向が見られ、取り込みの依存性が

考えられた。一方、分化 THP-1 においては、

流体力学径の影響はほとんど見られず、分

化による貪食能が高まったためと考えられ

た。高熱法により調製されたナノ粒子にお

いて CD54 が発現亢進したのに対し、MM-

12 の発現はほとんど変化せず、CD54 と

MMP-12 の発現の乖離が見られた。 

 

D.3.3 銀ナノ粒子による抗原提示細胞活性

化作用の機序について 

 銀ナノ粒子は細胞培養条件下で銀イオン

の溶出が認められたことから、銀ナノ粒子

の暴露において、銀ナノ粒子としてだけで

なく銀イオンとして作用していることが考

えられる。銀ナノ粒子は銀イオン同様、THP-

1 細胞のCD86 およびCD54 発現を亢進した

が、銀イオンの方がはるかに低濃度で活性

が見られた。これは、銀イオンの方が高い抗

原提示細胞活性化能力を有していることを

示唆している。 

 一方、同程度の細胞生存率を示す濃度

（CV75）で暴露した場合において、銀ナノ

粒子の方が細胞内への取り込み量が多く、

ROS 産生も高いことがわかった。THP-1 細

胞への銀の取り込み量、ROS 産生と CD86

および CD54 発現亢進に乖離が見られ、銀

ナノ粒子と銀イオンとで異なる活性化経路

が存在する可能性も考えられた。 

 

D.3.4 シリカナノ粒子による抗原提示細胞

活性化作用の機序について 

 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、細胞内において作用することが示唆

された。ウェスタンブロッティングの結果

19



より、シリカナノ粒子による抗原提示細胞

活性化は NLRP3 インフラマソーム活性化

を介することが示された。 

 

D.3.5. 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 へ暴露する共曝露により、

CD54 の発現が顕著に亢進し、時差共暴露で

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、高原提示細胞活性化能を指

標とする本手法は、ナノマテリアル単体だ

けでなく、他の化合物との共暴露にも適用

できることがわかり、有用性が示された。 

 

D.3.6. 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、シリカナノ粒子にさ

ら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。今後、共培養系に適用された

シリカナノ粒子の分布を調査し、そのメカ

ニズムの解析をすすめる。 

 

D.4. 異物除去に重要な役割を果たすマクロ

ファージの機能に基づいたナノマテリアル

の吸入毒性評価法の基盤となる情報の整備

（高橋、石丸） 

ナノシリカの全身吸入実験において、

肺胞マクロファージの分化パターンは

カーボンナノチューブの吸入実験とは

異なっている可能性が示された。一方

で、肺胞マクロファージにおける

MMP12 の発現は NM201 の暴露におい

ても上昇することが判明し、ナノマテ

リアルに共通の評価系となる可能性が

考えられた(石丸)。 
粒子状物質の吸入において、粒径は鼻腔

から肺胞に至る各部位への沈着量を決める

重要な因子であり、一般に MMAD を指標と

しており、肺胞領域まで到達可能とされる

MMAD は 3μm 以下である。本研究では、物

理化学的性質が異なる 3 種類のナノマテリ

アル検体について、高分散乾燥検体の調製

方法と肺胞領域まで到達する空力学的特性

を有するエアロゾルを発生させることを可

能とした。一方、曝露濃度モニタリング上の

課題として、希釈装置を利用しても目標濃

度（30mg/m3）周辺では測定上限を超過する。

質量濃度については、安定しているため曝

露方法に問題はないと考えられるが、高濃

度での曝露ではCPC以外のリアルタイムモ

ニタリング方法を考慮する必要がある。現

在のところ、光学的に検出ができない0.3µm

以下の粒子に対してリアルタイムで測定が

可能で、30 万個/cm3 超の粒子数を測定でき

る装置は市販されていないことから、全く

異なる方法による測定を考える必要がある。

（高橋） 

 

D.5. 感染性免疫系免疫系への影響評価（高

橋、渡辺） 

RSV 感染マウスの BALF では、RSV 肺

炎の代表的なマーカーである CCL5 
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(RANTES)と炎症性ケモカイン CCL3 (MIP-
1α)レベルは、NM-204 曝露により先行研究

でのカーボンナノチューブと同様に有意

に上昇していた。一方、非感染マウスにお

いて、カーボンナノチューブ曝露では

CCL3 の上昇が見られていたのに対して、

NM-204 は全く影響が認められなかった。

同様の結果は、sCD54の曝露でも得られた。

これらの結果より、今回の NM-204 の吸入

曝露は、正常マウスにおいて炎症を惹起す

るような免疫刺激にならず、その後の RSV
感染により、細胞に取り込まれていた NM-
204 が感染免疫応答を刺激して炎症を誘導

したことが強く示唆された。 
肺の病理組織学的な検討では、NM-204

曝露のみではリンパ球浸潤などの炎症像

はあまり認められず、サイトカイン・ケモ

カインレベルの結果を良く反映するもの

であった。そして NM-204 曝露/ RSV 感染

群では、ナノシリカ粒子こそ確認されなか

ったがマクロファージの集束が亢進して

おり、これはナノシリカ粒子にプライミン

グを受けた肺胞マクロファージ類が RSV
感染の刺激により遊走と貪食を進めてい

った結果と考えられる。特に胸膜下への細

胞浸潤は RSV 感染のみ、あるいは NM-204
曝露のみではほとんど観察されなかった。

仮にナノシリカ粒子を貪食した細胞が

RSV 感染により浸潤しているのであれば、

胸膜へのナノシリカの集積に繋がり、中皮

腫のようなより重篤な疾患へのリスクを

高める可能性も否定的できない。 
In vitro の影響評価については、マクロフ

ァージ系細胞だけでなく、気道上皮細胞へ

の影響やマクロファージ-上皮細胞共培養

系での評価系を構築して評価を実施した

い。 
現在、NM-201 の実験を準備しており、h-

CLAT など in vitro での結果と併せて NM-

204 との比較評価を実施する。 

 

Ｅ．結論 

E.1. 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によるデー

タベース作成（足利） 

 様々な NM が、抗原提示細胞の活性化

を指標とする OECD テストガイドライン

である h-CLAT で陽性となり、また CD54

の発現閾値である EC200 が被験物質間で

大きく異なっていることから、今後物性や

in vivo における毒性との関係性解析の指

標としてだけでなく、in vitro における NM

の毒性評価試験の指標になりうると考え

られた。 

さらに、NM による抗原提示細胞の活性化

は皮膚感作性物質や発熱性物質による活

性化とは異なるメカニズムによるものと

考えられ、今後細胞内シグナル伝達系の解

析により活性化のメカニズムを明らかに

することで、in vivo における実際の毒性発

現メカニズム解明につながることが期待

できる。 

 

E.2. ナノマテリアルの物性と THP-1 細胞

に与える影響の関連性解析および評価

（大野） 

本研究では、被験物質として 3 種の銀ナ

ノ粒子、6 種の二酸化チタンナノ粒子、5 種

の二酸化ケイ素ナノ粒子について検討した。

物性および in vitro / in vitro 有害性情報は、

公開された文献や本研究班の分担研究者の

測定値などから収集・整理した。in vitro 有

害性情報は本研究班の足利代表者研究者が

実施した h-CLAT 法による各被験物質の
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THP-1 細胞を用いた細胞生存率、CD86 およ

びCD54発現に与える影響について、また、

in vitro 有害性情報は、OECD の公開データ

より鼻部吸入暴露試験_気管内投与試験結

果について纏めた。これらの物性および in 

vitro/in vivo の有害性情報の収集データに

ついては、解析用データに整理・データマイ

ニング後、収集した物性についての特性解

析や in vitro/in vivo 有害性データとの関連性

解析により幾つかの物性項目の特徴を見出

した。本解析では、MMP12 がナノマテリア

ルの in vitro h-CLAT 試験結果の新しい指標

として見出だせなかったが、引き続き試験

結果のデータの集積や、in vitro/in vivo 間の

有害性データに共通な物性との相関解析の

算出方法について改善し進めていく予定で

ある。 

 

E.3. 細胞レベルでの毒性発現メカニズムの

解明（飯島） 

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

法を確立した。銀ナノ粒子や酸化亜鉛ナノ

粒子では溶出イオン、シリカナノ粒子では

細胞への粒子の取り込みと NLRP3 インフ

ラマソームの活性化を介することがわかっ

た。また、ナノマテリアルと LPS の同時共

曝露により、活性化が顕著に亢進すること

が明らかとなった。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）より曝露されたナノマテリアル

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。 

 

E.4. 異物除去に重要な役割を果たすマクロ

ファージの機能に基づいたナノマテリアル

の吸入毒性評価法の基盤となる情報の整備

（高橋、石丸） 

 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

るとともに、MMP12 を介したナノマテ

リアルによる肺胞マクロファージの活

性化機構が吸入毒性の評価系の確立に

重要であることが示唆された（石丸）。 
物理化学的性質が異なる 3 種類のナノマ

テリアル検体について、高分散乾燥検体の

調製方法と肺胞領域まで到達する空力学的

特性を有するエアロゾルを発生させて、1 日

6 時間、5 日間連続全身曝露吸入を実施する

ことを可能とした（高橋）。 

 

E.5. 感染性免疫系免疫系への影響評価（高

橋、渡辺） 

1. RSV 感染マウスモデルにおいて、ナ

ノシリカ NM-204 の Taquaan 法での吸

入曝露により、RSV 肺炎は増悪化し

た。 
2. 肺炎増悪化の指標に、ケモカイン

CCL3、CCL5 および sCD54 が利用で

きる可能性が示された。 
3. NM-204 曝露/RSV 感染により、集束

化した肺胞マクロファージ類が胸膜下

まで局在化していることが判明した。 
4. NM-201 の評価を実施し、in vitro での

結果と併せて NM-204 との比較評価を

総合的に実施する。 
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的アプローチによる口腔癌の発生・進展

の分子機構の解明 第 62 回歯科基礎医

学会学術大会 先端歯学国際教育研究ネ

ットワーク・シンポジウム「歯学研究の

今昔と次世代研究」（2020.9.11-10.9, web
開催） 

15. 吉田邦嵩, 石川晋吉, 橋爪恒夫, 足利

太可雄. ヒト気管支上皮と抗原提示細

胞の共培養系を用いた化学物質の in 
vitro 呼吸器感作性評価法 の開発, 第
47 回 日 本 毒 性 学 会 学 術 年 会

（2020.6.29-7.1, web 開催） 

16. 三浦結美, 足利太可雄, 板垣 宏, 飯島

一智. 表皮モデルと免疫細胞を組み合

わせたタンパク質感作性評価システム

の開発, 日本動物実験代替法学会 第
33 回大会（2020.11.12, web 開催） 

17. 西田明日香 , 足利太可雄 , 大野彰子 , 
飯島一智. 銀ナノ粒子の抗原提示細胞

活性化能の解析, 日本動物実験代替法

学会 第 33 回大会（2020.11.12, web 開

催） 
18. 鈴木政晴, 安部賀央里, 頭金正博, 山

田隆志, 足利太可雄. Cosmetics Europe 
database を使用した in silico 皮膚感作

性予測回帰モデルの開発, 日本動物実

験代替法学会 第 33 回大会（2020.11.12, 
web 開催） 

19. 赤木隆美, 村上将登, 宮崎裕美, 田口

浩之, 池田英史, 加藤雅一, 山田知美, 
Mura S, Couvreur P, 足利太可雄 , 小島 
肇 , 明石  満 . 三次元培養皮膚モデル

LbL-3D Skin を用いた皮膚刺激性試験

代替法の バリデーション研究, 日本動

物実験代替法学会  第 33 回大会

（2020.11.12, web 開催） 
20. 水町秀之, 渡辺美香, 生悦住茉友, 梶

原三智香, 安田美智代, 水野 誠, 今井

教安, 佐久間めぐみ, 芝田桃子, 渡辺真

一 , 上野順子 , Basketter D, Eskes C, 
Hoffmann S, Lehmann D, 足利太可雄, 寒
水孝司, 武吉正博, 宮澤正明, 小島 肇. 
皮 膚 感 作 性 試 験 代 替法 Epidermal 
Sensitization Assay (EpiSensA) の

Validation 研究(施設内再現性 Phase I), 
日本動物実験代替法学会 第 33 回大会

（2020.11.12, web 開催） 
21.  Taquahashi Y, Yokota S, Morita K, Tsuji 

M, Kuwagata M, Hojyo M, Hirose A, Kanno 
J. Interim report of four-week interval 
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intermittent inhalation study on multi-walled 
carbon nanotube in mice, 9th Nano 
Conference (2020.11.12,Virtual meeting) 

22. 浅野哲秀, 笠松俊夫, 北本幸子, 山本

美佳, 足利太可雄, 小島 肇. Bhas42 細

胞形質転換試験法（Bhas 42 CTA）の評

価, 日本環境変異原学会第 49 回大会

（2020.11.27, 沼津,静岡および web 開

催） 
23. 髙橋祐次、森田紘一、辻 昌貴、菅 康

佑、相崎健一、大久保佑亮、種村健太郎、

北嶋 聡. シンポジウム 4 『医薬品以

外の毒性から学ぶ』、急性毒性試験の近

代化による毒性機序研究、日本毒性学会 

医薬品毒性機序研究部会主催、第 3 回医

薬品毒性機序研究会（2021.1.15, web 開

催） 
24. 石丸直澄. 自己免疫疾患モデルを用い

た発症機序の解明と治療戦略 東京工業

大学化学生命科学研究所ウェブ講演会

（2021.1.28, web 開催）  
25. Taquahashi Y, Yokota S, Morita K, Tsuji M, 

Kuwagata M, Hojyo M, Hirose A, Kanno J. 
Interim report of the 4-week-interval 
intermittent whole body inhalation study on 
multi-walled carbon nanotube in mice, SOT 
2021 Annual Meeting Virtual (2021.3.17, 
Vir tual meeting)  

26. 福原潔, 中西郁夫, 大久保敬, 今井耕

平, 水野美麗, 松本謙一郎, 大野彰子. C-
メチルフィセチンのラジカル消去作用, 
日本農芸化学会 2021 年度大会（2021. 
3.18-3.21, web 開催） 

27. Iijima K, Nishida A, Ohno A, Hirose 
A, Ashikaga T. Comparison of 
Sensitization Potentials between Silver 
Nanoparticles and Silver Ions using 
Monocytic Cell LineTHP-1, 2021 SOT 

Virtual Annual Meeting (2021.3.22,USA, 
Vir tual meeting) 

28. 大野彰子, 沖山佳生, 広瀬明彦, 福原潔. 
ニトロ多環芳香族炭化水素の構造と変

異原性に関するドッキングスタディ,日
本薬学会第 141 年会（2021. 3.26-3.29, web
開催） 

29. 新垣理恵子, 清水朱里, 佐藤真美, 俵宏

彰, 常松貴明, 石丸直澄. 唾液腺におけ

る常在型自然リンパ球の同定とシェー

グレン症候群病態への関与 第110回日

本病理学会学術集会（2021.4.23, 東京） 
30. 佐藤真美, 牛尾綾, 常松貴明, 新垣理恵

子, 石丸直澄. シェーグレン症候群モデ

ルマウスにおける肺病変の解析 第

110 回日本病理学会学術集会（2021.4.23, 
東京） 

31. 髙橋祐次. 粉体の吸入剤研究開発を推

進する非臨床安全性評価手法の開発、ラ

ウンドテーブルセッション、日本薬剤学

会第 36 年会、招待講演（2021.5.14, On 
line） 

32. 石丸直澄. 口腔科学を牽引する基礎研

究の展望 日本補綴歯科学会 第 130
回記念学術大会シンポジウム（2021.6.20, 
On line） 

33. 西田明日香, 足利太可雄, 大野彰子, 飯

島一智. 銀ナノ粒子の抗原提示細胞活

性化能の解析, 第48回日本毒性学会学

術年会(2021.7.7-9, 神戸） 
34. 石丸直澄, 新垣理恵子, 常松貴明, 高橋祐

次, 菅野純. ナノマテリアルの吸入暴

露による肺免疫応答と線維化の分子機

構 第 48 回日本毒性学会学術年会

（2021.7.9, 神戸） 
35. 山本 栄一、 髙橋祐次. 吸入剤に係る薬

物動態の新規イメージング技術、第 48
回日本毒性学会学術年会、シンポジウム
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（2021.7.9, 神戸） 
36. 田邉郁也, 石川晋吉, 石森かな江, 橋

爪恒夫, 善本隆之, 足利太可雄. 呼吸

器特異的な免疫応答を再現した in 
vitro 呼吸器感作性試験の開発, 第 48
回日本毒性学会学術年会(2021.7.7-9, 
神戸) 

37. Ohno A, Watanabe M, Hirose A. ナノマ

テリアルの物理化学的性状に基づく

毒性評価手法への応用, 第 48 回日本

毒性学会学術年会（2021.7.7-9, 神戸） 
38. Ashikaga T. Skin Sensitization Testing 

Strategy for Japan, 11th World Congress 
on Alternatives and Animal Use in the 
Life Sciences (WC11)(2021.8.24, On 
line) 

39. Ohno A, Okiyama Y, Hirose A, Fukuhara K. 
Docking study on the position of nitro 
groups affecting the mutagenicity of 
nitroarenes, 262nd ACS National Meeting 
& Exposition（online 開催）, Aug 22 - Aug 
26, 2021（Atlanta, GA, On line） 

40. Fukuhara K, Ohno A. C-Methylated fisetins 
with strong antioxidative activities, 262nd 
ACS National Meeting & Exposition
（online 開催）, Aug 22 - Aug 26, 2021
（Atlanta, GA, On line） 

41. Ashikaga T, Ambe K, Suzuki M, Kurimoto 
M, Yamada T, Tohkin M. Establishment of a 
risk assessment method and threshold of 
toxicological concern (TTC) concept for skin 
sensitization by non-animal approaches, 11th 
World Congress on Alternatives and Animal 
Use in the Life Sciences (WC11) 
(2021.8.27&31, On line) 

42. 相場節也, 木村裕, 足利太可雄, 小島肇. 
Multi-ImmunoToxicity Assay とガイダン

ス化状況 , 第 28 回日本免疫毒性学会学

術年会(2021.9.7, On line) 
43. 足利太可雄. 皮膚感作性-IATA に基づく

OECD ガイドライン-, 第 28 回日本免疫

毒性学会学術年会(2021.9.7, On Line) 
44. 佐藤真美, 牛尾綾, 福田一稀, 俵宏彰, 大塚

邦紘, 常松貴明, 新垣理恵子, 石丸直澄. 
シェーグレン症候群モデルマウスにお

ける肺病変の病態探索 第 29 回日本シ

ェ ー グ レ ン 症 候 群 学 会 学 術 集 会

（2021.9.24, On line） 
45. 田村海, 新垣理恵子, 太田康, 石丸直澄. 

シェーグレン症候群モデルマウスを用

いたドライノーズ病態の解析 第 29 回

日本シェーグレン症候群学会学術集会

（2021.9.24, On line） 
46. 俵宏彰, 新垣理恵子, 大塚邦紘, 石丸直澄. 

シェーグレン症候群モデルマウスを用

いた M3PAM を用いた治療効果とその

作用機序 第 29 回日本シェーグレン症

候群学会学術集会（2021.9.24, On line） 
47. Fukuhara K, OhnoA. Potent radical-

scavenging activities of C-methyl fisetins、
第 80 回日本癌学会学術総会（ハイブリ

ッド開催）（2021.9.30-10.2, 横浜） 
48. 石丸直澄. 基礎歯学研究の進化と展望 

第 63 回歯科基礎医学会先端歯学国際教

育ネットワークシンポジウム（2022.10.9, 
On line） 

49. Ohno A, Okiyama Y, Hirose A, , Fukuhara K. 
In silico analysis of mutagenicity of nitro 
polycyclic aromatic hydrocarbons,日本環

境変異原ゲノム学会第 50 回記念大会

（ハイブリッド開催）（2021.11.1-2, 横
須賀）  

50. Taquahashi Y, Yamamoto E, makiko 
Kuwagata M, Saito H and Kitajima S. 
Development of an inhalation exposure 
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system of a pressurized metered-dose 
inhaler formulation for small experimental 
animal and visualizing the spatial 
localization of an inhalant in rat lungs by 
mass spectrometry imaging, The 37th 
Annual Meeting of KSOT/KEMS, Invited
（2021.11.2, On line） 

51. 常松貴明, 新垣理恵子, 石丸直澄. HPV
陽性癌細胞の増殖に必須の脱ユビキチ

ン化酵素の同定とその分子メカニズム

の解明 第 57 回口腔組織培養学会学術

大会（2021.11.6, On line） 
52. 水町秀之, 渡辺美香, 生悦住茉友, 梶

原三智香, 安田美智代, 水野 誠, 今井

教安, 佐久間めぐみ, 芝田桃子, 渡辺真

一 , 上野順子 , David Basketter, Chantra 
Eskes, Sebastian Hoffmann, David M. 
Lehmann, 足利太可雄, 寒水孝司, 武吉

正博, 鈴木 将, 宮澤正明, 小島 肇. 皮
膚 感 作 性 試 験 代 替 法 Epidermal 
Sensitization Assay (EpiSensA) の

Validation 研究, 日本動物実験代替法学

会第 34 回大会(2021.11.11-13, 沖縄) 
53. 足利太可雄. 非動物実験アプローチに

よる皮膚感作のリスク評価と TTC, 日
本動物実験代替法学会第 34 回大会

(2021.11.13, 沖縄) 
54. 西田明日香, 足利太可雄, 大野彰子, 飯

島一智. THP-1細胞を用いたナノマテリ

アルによる抗原提示細胞活性化能の評

価, 日本動物実験代替法学会第34回大

会(2021.11.11-13, 沖縄) 
55. 鈴尾美穂, 三浦結美, 西田明日香, 足利

太可雄, 大野彰子, 飯島一智. 未分化

および分化THP-1細胞を用いたシリカ

ナノ粒子による抗原提示細胞の活性化

およびMMP-12遺伝子発現の解析, 日本

動 物 実 験 代 替 法 学 会 第 34 回 大 会

(2021.11.11-13, 沖縄) 
56. 足利太可雄. 動物実験代替法の国際動

向と国内への影響 -OECD ガイドライ

ン No.497 を中心に-, 日本安全性試験受

託研究機関協議会 第 3 回定期総会及び

講演会(2021.11.19) 
57. Fukuhara K, Mori K, Okiyama Y, Ohno A, 

Misawa T, Mizuno M, Demizu Y, 
Shibanuma M. Rationally designed peptide 
modulators of Aß toxicity in Alzheimer’s 
disease, AIMECS2021_13thAFMC 
International  Medicinal Chemistry 
Symposium (2021.11.29-12.2, On line) 

58. Ashikaga T. In vitro method development 
for evaluating inhalation toxicity of 
nanomaterials, Second expert workshop for 
Applicability of Test Guideline 442D in 
vitro skin sensitization for nanomaterials 
(2021. 12. 3) 

59. Arakaki R, Tsunematsu T, Ishimaru N. 
Pulmonary immune response and molecular 
mechanism of fibrosis by inhalation 
exposure to nanomaterials. 第 50 回日本免

疫学会学術集会（2021.12.9 奈良） 
60. Otsuka K, Tsukumo S, Arakaki R, Yagita H, 

Ishimaru N, Yasutomo K. Single-cell RNA 
sequencing reveals accumulation of CD4 
and CD8 T cells with unique phenotypes in 
salivary glands of Sjögren’s syndrome 
model mice. 第 50 回日本免疫学会学術

集会（2021.12.9 奈良） 
61. Ohno A, Watanabe M, Hirose A. Application 

to toxicity evaluation of silicone dioxide 
nanoparticles based on physicochemical 
properties using multivariate analysis 
method, The international chemical 
congress of PACIFIC BASIN SOCIETIES 
2021 (2021.12.16-21, On line) 
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62. Iijima K, Nishida A, Suzuo M, Miura 
Y,Ashikaga T, Ohno A. Analysis of 
Antigen-presenting Cell Activation by 
Nanomaterials Using Monocytic Cell Line, 
APA NANOFORUM-2022 (2022.2.24-26) 
(Invited talk) 

63. 福原潔、森一憲、沖山佳生、三澤隆史、

水野美麗、出水庸介、柴沼質子、大野彰

子. アミロイドβの神経毒性を抑制する

新規ペプチドの開発、日本農芸化学会

2022 年度大会（2022.3.15-18, 京都） 
64. 足利太可雄. THP-1 細胞の活性化を指標

にしたナノマテリアルの免疫毒性評価

の 試 み , 日 本 薬 学 会 第 142 年 会

(2022.3.26, On line) 
65. 大野彰子. ナノマテリアルの有害性評

価と今後の課題：in silico 手法によるナ

ノマテリアル有害性評価へのアプロー

チ、日本薬学会第 142 年会シンポジウ

ム（オンライン開催）（2022. 3. 26, On line） 
66. 伊藤潤, 安部賀央里, 足利太可雄, 頭金

正博. ヒト皮膚感作性データを用いた

機械学習による in silico予測モデルの開

発, 日本薬学会第 142 年会(2022.3.27, 
On line) 

67. Ishimaru N, Fukuda K, Tsunematsu T, 
Arakaki R, Sato M, Otsuka K. Exposure to 
carbon nanotubes sustains chronic 
inflammation by macrophage activation via 
MMP-12. 第 111 回日本病理学会総会

（2022.4.14-16, 神戸） 
68. 佐藤真美、新垣理恵子、常松貴明、工藤

保誠、石丸直澄. シェーグレン症候群疾

患モデルにおける肺病変発症への

CCL6 の役割第 111 回日本病理学会総会

（2022.4.14, 神戸） 
69. 大塚邦紘、九十九伸一、近藤博之、新垣

理恵子、佐藤真美、福田一稀、俵宏彰、

常松貴明、石丸直澄、安友康二. シング

ルセル RNA-seq で紐解くシェーグレン

症候群モデルに特徴的に出現する T 細

胞集団の解析第 111 回日本病理学会総

会（2022.4.15, 神戸） 
70. 常松貴明、新垣理恵子、工藤保誠、石丸

直 澄 . 口 腔 扁 平 上 皮 癌 に お け る 
Borealin の高発現がもたらす Survivin 
安定化機構の解明 第 111 回日本病理学

会総会（2022.4.16, 神戸） 
71. 田村海、新垣理恵子、石丸直澄. シェー

グレン症候群モデルマウス鼻腔組織の

病態解析 第 111 回日本病理学会総会

（2022.4.16, 神戸） 
72. 安部賀央里, 成田和人, 小林睦, 立花滋

博, 村崎亘, 鈴木政晴, 頭金正博, 足利

太可雄. 機械学習アプローチを用いた

in silico モデルによるヘアカラー原料の

皮膚感作性強度予測, 第 47 回日本香粧

品学会（2022.6.10, On line) 
73. 佐藤真美、牛尾綾、福田一稀, 俵宏彰、

大塚邦紘、常松貴明、新垣理恵子、石丸

直澄 . Extraglandular lesions in Sjogren's 
syndrome model mice 第 20 回四国免疫

フォーラム（2022.6.11, On line） 
74. 足利太可雄. THP-1 細胞の活性化を指標

にしたナノマテリアル(NM)の in vitro 免

疫毒性試験法の開発, 第 49 回日本毒性

学会学術年会（2022.6.30, 札幌) 
75. 村崎亘, 安部賀央里, 頭金正博, 山田隆

志, 足利太可雄. 機械学習アプローチに

よる皮膚感作性強度を予測する回帰モ

デルの開発, 第 49 回日本毒性学会学術

年会（2022.6.30, 札幌) 
76. Taquahashi Y, Yokota S, Hirose A, Kanno J. 

Streamline of chronic inhalation exposure 
study protocol for nanomaterial, 第 49 回

日本毒性学会学術年会 シンポジウム
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(2022.6.30, 札幌) 
77. Taquahashi Y, Tsuruoka S, Aisaki K, Okubo 

Y Kitajima S. An approach to prediction of 
mortality in acute toxicity studies by 
integrated assessment of vital signs, 第 49
回日本毒性学会学術年会 シンポジウム

(2022.6.30, 札幌) 
78. 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（2022.7.1, 札幌) 
79. Taquahashi Y. Non-clinical Safety Issue in 

Pediatric Drug Development: What issues 
are to be considered from now on? 第 49 回
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