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ナノマテリアルを含む化学物質の短期吸入曝露等による免疫毒性評価手法開発のための研究 

令和５年度 分担研究報告書 

感染影響評価 

～In vivo 吸入曝露実験方法の開発及びNMのRSV感染マクロファージ機能への

影響評価に関する研究～ 
研究分担者 渡辺 渡 

九州保健福祉大学 生命医科学部 生命医科学科 教授 

A. 研究目的 
我々の先行研究（20KD1004）では、

Taquann 全身吸入曝露試験により、NM が

肺胞マクロファージに作用し、また RSV 感

染マウスモデルにおいて肺炎を増悪化す

ることを見出してきた。本研究では、短期

吸入曝露されたNMを含む化学物質の免疫

毒性評価手法の開発と将来的な 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、NM の吸入曝露によ

る RSV 感染マウス病態への影響評価をす

るとともに、RSV 感染マクロファージへの

作用を in vitro で解析する。 
 

 
B. 研究方法 
ナノシリカ NM-202 吸入曝露 RSV 感染実

験 
国立衛研において Taquann 全身吸入曝露

装置（ver.3.0）を用い、NM-202 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、日

本動物輸送株式会社に委託して九州保健

福祉大学動物実験施設へ移送させた。 
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, 

研究要旨 
ナノマテリアルの短期全身吸入曝露による感染性免疫系への影響評価系を構築するた

め、ナノシリカ NM-202 の複数回の Taquaan 法吸入曝露による respiratory syncytial virus 
(RSV) 感染マウスモデルでの影響評価を実施した。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 や CCL3 の BALF 中のレベルは、NM-202 曝露により有意に

上昇したが、非感染マウスでは誘導されなかった。肺病理組織学的検討でもこれらサイト

カイン・ケモカイン類の結果を反映して、RSV 感染マウスでは NM-202 曝露によりリンパ

球の浸潤や肺胞マクロファージ類の集簇などが認められ、先行研究での結果と合わせて、

感染影響指標としてケモカイン CCL5 および CCL3 が利用できる可能性が示された。さら

に、NM-202 曝露/RSV 感染により、気管支上皮での杯細胞の過形成と思われる病変が観察

された。一方、RAW264.7 細胞を用いた in vitro 評価系では、ナノシリカ NM-201, 202 およ

び 204 の RSV 感染マウスでの評価結果を反映した影響評価が出来なかった。今後、THP-
1 細胞での in vitro 評価系構築を目指す。 
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xylazine 6 μg/g、筋注）で経鼻感染させ、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 中の

CCL5 など複数種類のケモカイン・サイト

カインについて ELISA にて定量解析を行

った。さらに、ホルマリン固定肺について、

バイオ病理研究所株式会社に委託して標

本を作製し、病理組織学的な解析を実施し

た。また、NM-202 の肺負荷量を測定する

ために、免疫・病理実験とは別にマウスを

確保した。体外に残存している NM-202 の

コンタミネーションを避けるため、マウス

表皮を除去した上で肺を摘出して、ろ紙に

て余分な水分を除去後に電子天秤で計量

した。-80℃での凍結保管後、国立衛研へ冷

凍輸送した。 
 
NM の RSV 感染マクロファージ機能への

影響評価 
マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7

を利用した。NM は、物性の異なるナノシ

リカ NM-201,、202 および 204 について比

較検討を行った。RAW264.7 細胞に、超音

波破砕機で培地中に懸濁した NMs（0, 10 
and 100 μg/mL）を添加して一晩培養した。

続いて RSV A2 株を MOI（感染多価）1.0 で

感染させ、さらに一晩培養した。培養後の

上清中の TNF-α、sCD54 および CCL5 量を

ELISA にて定量した。 
 
（倫理面への配慮） 
動物実験は九州保健福祉大学動物実験

規定等に則り、動物倫理に配慮して安全に

実施した（承認番号: 5-1-03）。 
 
C. 研究結果 
(1) BALF 中のケモカイン・サイトカインレ

ベルの評価結果 

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、NM-202 曝露により有意に上昇し、

30 ㎎/m3（高用量）曝露群では感染対照群

と比較して約 1.5 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、NM-202 曝

露で約 2.5 倍有意に上昇した。一方、これ

らのケモカインは非感染群では NM-202 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、

NM-202がRSV感染肺炎の増悪因子である

ことが示唆された。また、sCD54 レベルに

ついては、NM-202 曝露により上昇してい

たが、CCL3 と CCL5 ほど顕著ではなかっ

た。 
 
(2)肺病理組織学的評価の結果 

HE 染色、マッソントリクロム染色およ

び PAS 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。HE 染色により、

RSV 感染対照（0 ㎎/m3 曝露）では、葉に

おける偏りは若干あるが、全体として肺動

脈と細気管支周囲にリンパ球の浸潤など

軽度の炎症が認められた。なお、マクロフ

ァージは少なかった。NM-202 低用量（10 
㎎/m3）曝露/RSV 感染群では、感染対照よ

り炎症が若干強まり、局所的なマクロファ

ージの集簇やリンパ球浸潤が目立った。高

用量曝露では、これらの特徴が顕著になり、

一部で胸膜下へのリンパ球浸潤が見られ

た。一方、非感染マウスでは、NM-202 曝

露によるリンパ球浸潤など炎症性の病変

は認められなかったが、細気管支終末部に

空胞をもったマクロファージが見られ、集

簇も散見された。PAS 染色により粘性多糖

産生細胞を観察し、感染対照で気管支上皮

の一部に陽性細胞が認められた。NM-202
高用量曝露では、細気管支も含めて顕著に
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陽性細胞が多く見られた。なお、マッソン

トリクロム染色標本では、何れも繊維化な

ど特徴的な変化は認められなかった。 
 
(3)NM の感染マクロファージへの影響 

RAW264.7 細胞からの TNF-α産生量は、

NM の全てで添加量に依存して上昇したが、

NMs 間での大きな差は認められなかった。

また、CCL5 については、先行研究の in vivo
感染試験での影響結果と異なり、NM-201
と-204 間で誘導能に差がなかった。さらに、

sCD54もサンプル間での明確な差は認めら

れなかった。 
 
D. 考察 

先行研究では、Taquann 全身曝露システ

ムを用い、物性の異なるナノシリカ NM-
201 および-204 の 3 回の吸入曝露による

RSV 感染最盛期での影響評価を実施した。

そして、NM-204 は感染マウスでの肺炎病

態を増悪化するが、非感染マウスでは影響

がほぼ無いこと、および NM-201 は RSV 感

染の有無に関わらず影響を示さないこと

を報告してきた。今年度は、他の評価シス

テム（h-CLAT 等）における作用が NM-201
と NM-204 の中庸にあたる NM-202 を RSV
感染マウスモデルにより評価した。 

NM-202のRSV肺炎の代表的なマーカー

である CCL5 (RANTES)、炎症性ケモカイ

ン CCL3 (MIP-1α)および sCD54 レベルへの

影響は、NM-204 と程度の差はあるものの

同様の傾向を示した。そして非感染マウス

への作用も NM-204 と同様にほぼ無く、

NM-202 は正常時には炎症性の免疫刺激は

なく、その後の RSV 感染により感染細胞

に取り込まれて免疫応答を刺激すること

で炎症を惹起することが強く示唆された。 
HE 染色標本での病理組織学的検討では、

NM-202 曝露/ RSV 感染マウスでは、肺動

脈や細気管支周囲でのリンパ球浸潤が亢

進しており、マクロファージの集簇も認め

られ、NM-204 と同様に肺炎が増悪化して

いた。そして、NM-202 曝露のみでも NM-
204 と同様にリンパ球浸潤などの炎症像は

ほぼ認められず、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。しかし、NM-202 曝露により非感染

マウスでも細気管支終末部において空胞

を伴ったマクロファージが散見され、その

数は RSV 感染により増加していた。この

ような所見は NM-204 では認められず、物

性の異なるナノシリカ粒子の肺胞マクロ

ファージによる貪食が RSV 感染で亢進し

たと考えられる。また、NM-204 曝露で観

察された胸膜下でのマクロファージ集簇

は、NM-202 曝露では認められず、これも

物性の相違を反映している可能性が高い。

PAS染色により粘性多糖が赤色に染色され

るが、その産生細胞の多くは杯細胞である。

NM-202 曝露/ RSV 感染マウスにおいて陽

性細胞が多いという現象は、気管支上皮で

の杯細胞の過形成を示唆しており、NM-
202 が気道リモデリング様病変を引き起こ

す可能性が高い。これらの結果は、ナノマ

テリアルのリスク評価法としての本評価

システムの有用性を示すものであり、詳細

な解析をさらに進めていく。 
In vitro 評価法として、本年度はマウスマ

クロファージ細胞株 RAW264.7 を用いた。

この細胞は RSV 感染マウスモデルで用い

ている BALB/c マウス由来の細胞であるこ

と、RSV 感染許容であることから評価に用

いた。しかしながら、NM-201、-202 および

-204 の RSV 感染マウス病態へ対する作用

と本細胞での結果が大きく異なった。さら

に RSV 感染により本細胞からウイルス産

生が確認できず、ウイルス感染許容細胞と

しても in vivo での評価結果と比較するう
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えで不充分であることが判明した。今後は

先行研究で用いた THP-1 細胞を標的とし

て新たな評価を実施していく。 
 
E. 結論 
1. RSV 感染マウスモデルにおいて、ナノシ

リカ NM-202 の Taquaan 法での吸入曝露に

より、RSV 肺炎は増悪化した。 

 

2. NM-202 曝露のみでは肺での炎症はほぼ

認められず、先行研究での NM-204 の結果

と同じ傾向を示した。 

 

3. 先行研究での結果と合わせて、NM-202

の感染影響指標としてケモカイン CCL3 お

よびCCL5が利用できる可能性が示された。 

 

4. NM-202 曝露/RSV 感染により、気管支上

皮での杯細胞の過形成と思われる病変が観

察された。 

 

5. RAW264.7 細胞を用いた in vitro 評価系で

は、ナノシリカ NM-201, 202 および 204 の

RSV 感染マウスでの結果を反映した影響評

価が出来なかった。 
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