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研究要旨 

ナノマテリアルの産業応用が進展する中、健康被害の防止のために、ヒトで想定され

る曝露経路に即した動物実験により、曝露したナノマテリアルがどのようにして体内に分

布し、上皮間葉移行（ EMT）や内皮間葉移行（ EndoMT） の誘導を介して肺組織を変

容させていくかについて時空間的な解析をする必要がある。  

本分担研究では、曝露したナノマテリアルの体内分布に対するリンパ系の役割を明ら

かにすることを目的として、リンパ管内皮細胞を遺伝学的に蛍光タンパク質で標識した

Prox1-GFP トランスジェニックマウスに対して、ナノマテリアルの吸入曝露実験を実施した。ナ

ノマテリアルの吸入曝露を行ったマウスの肺組織においては、気管支の分岐部分において

NT-7 と考えられる粒子が集積し、曝露量依存的に粒子の集積が増加することが観察さ

れた。今回 3 週間にわたり NT-7 の吸入曝露を行った Prox1-GFP マウスの肺を透明化

し、ライトシート顕微鏡を用いてリンパ管の構造を 3 次元で解析したところ、NT-7 の吸入

曝露により、肺周縁部の微小リンパ管の増生などの変化が観察された。今後 NT-7 の吸

入曝露を行った肺組織における遺伝子発現解析を進める予定である。  

肺の微小環境における TGF-β は肺胞上皮細胞の EMT を誘導するのみならず、血管

やリンパ管内皮細胞の EndoMT を誘導することが報告されている。今回 TGF-β 存在下

で培 養 して EndoMT が誘 導 された EndoMT レポーター細 胞 から分 画 した部 分 的

EndoMT が誘導されている細胞の特異的マーカーとして CD40 を同定した。CD40 の発

現を siRNA で低下させることで TGF-β による EndoMT の誘導が亢進されたことから、

CD40 は部分的 EndoMT から完全 EndoMT への移行を抑制していることが示唆され

た。以上の結果から CD40 はナノマテリアルの吸入曝露による EndoMT の進行を抑制

するための標的となることが期待される。  
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A．研究目的 

工業的に大量生産されるナノマテリア

ルの産業応用が進展する中、製造者及

び製 品 利 用 者 の健 康 被 害 の防 止 のた

めに、ナノマテリアル吸 入 曝 露 による影

響を評価するための効率的な慢性試験

法 を開 発 することは急 務 である。そのた

めにはヒトで想定される曝露経路に即し

た動物実験により、曝露したナノマテリア

ルがどのようにして体内に分布していくか

時空間的な解析をする必要がある。ナノ

マテリアルに関して最も重要な曝露経路

である吸入曝露に関しては、曝露したナ

ノマテリアルが肺胞から脈管系に移行し

ていくことがこれまでの研究によって明ら

かとなっている。リンパ管は肺を含む全身

に分布しており、末梢組織における体液

や老廃物を汲み出し、末梢リンパ管から

集合リンパ管・ リンパ節を介して静脈へと

還流することで全身の体液の恒常性維

持に重要な役割を果たしている。しかし、

ナノマテリアルの体内分布の変化におけ

るリンパ系の役割については未解明な部

分が多い。  
本分担研究では、曝露したナノマテリ

アルの体 内 分 布 に対 するリンパ系 の役

割を明らかにすることを目的として、これ

まで観察が困難であったリンパ管をリンパ

管内皮細胞特異マーカーである Prox1
遺伝子のプロモーターにより緑色蛍光タ

ンパク質（ GFP）を発現するトランスジェニ

ックマウス（ Prox1-GFP マウス：参考文献

参照）に対して、ナノマテリアルの吸入曝

露実験を実施した。  
さらに、血管内皮細胞を遺伝学的に

蛍光タンパク質で標識したトランスジェニ

ックマウス（血管レポーターマウス： Cdh5-
BAC-CreERT2-ROSA-lox-stop-lox-
tdTomato-SMA-GFP ） マウスから樹 立 し

た内 皮 間 葉 移 行 (EndoMT)レポーター

細胞を用いて、肺胞上皮細胞の内皮間

葉 移 行 (EndoMT) の 誘 導 因 子 で あ る

TGF-β の作用を検討した。  
 
B．研究方法 

本年度では、Prox1-GFP マウスに対して

ナノマテリアルの全身曝露実験を行った。

吸入曝露実験の検体は多層カーボンナ

ノチューブ（ NT- ７ ） を用 いた。対 照 群

（ Ctrl 群、清浄空気のみ： 1 頭） 、低濃

度曝露群（Low concentration 群：3 頭）、高濃

度曝露群（High concentration 群：3 頭）の 3
群構成とした。Taquann 全身曝露吸入装置

Ver.3.0 を使用し、1 日 6 時間（ 10： 00～
16： 00）の全身曝露吸入を 3 回行った。  

肺組織のサンプリングは最終曝露後

に行った。左肺は免疫組織染色用に、

右肺は透明化用に採取した。今年度は、

本分担研究において、肺組織における

吸入ナノマテリアルの分布を観察するた

めに、定法に従って肺組織の透明化を

行 い 、 3 次 元 レベルの観 察 を Leica 
THUNDER モデル生物 実体顕微 鏡を

用いて施行した。  

EndoMT レポーター細胞を TGF-β 存

在下で 72 時間培養し、内皮細胞由来

の細胞を標識する蛍光タンパク質である

tdTomato、間葉系細胞を標識する GFP、
そして内皮細胞を標識する VEGFR2 に

対 する抗 体 で FACS ソーティングし、

TGF-β の作用を αSMA などの間葉系細

胞のマーカーの発現を定量的 RT-PCR
で測定することで検討した。定量的 RT-
PCR は定法に従って行った。  

FACS 分画した細胞集団における遺伝

子発現を網羅的に解析するために、

RNA sequencing を定法に従って施行

し、TGF-β 刺激によって発現が上昇し、
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EndoMT が進行するとともにその発現が

低下する細胞膜に分布する因子を探索

した。  

 

C．研究結果 
低濃度ならびに高濃度のナノマテリア

ル（ NT-7 ） を吸 入 曝 露 した Prox1-GFP
マウスから肺組織をサンプリングし、透明

化処置を行い、実体顕微鏡によって観

察したところ、ナノマテリアルの吸入量依

存的に気管が黒ずんでいることが観察さ

れた（図 1） 。 
さらに、透明化した肺における GFP で標識

されたリンパ管を蛍光顕微鏡で観察した。NT-
7 を吸入曝露していない群では規則正しい構

造の毛細リンパ管が観察されたのに対して、

高濃度で曝露した群ではその構造が観察され

なかった（図 2） 。さらにこれらの肺におけるリ

ンパ管の構造をライトシート顕微鏡で観察した

ところ、NT-7 の吸入曝露によるリンパ管の構造

の変化が 3 次元でより詳細に観察された（図

3）。 
また、明視野での観察により、ナノマテリア

ルと考えられる黒い物質が粒状に特に気管支

の分岐部分に観察された（図 2） 。また、蓄積

物はリンパ管付近に分布している可能性が示

唆された。 
肺の微小環境における TGF-β は肺胞

上皮細胞の EMT を誘導するのみならず、

血管やリンパ管内皮細胞の EndoMT を

誘 導 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。

EndoMT 誘導の分子機構を明らかにす

る た め に 、 昨 年 度 ま で に 樹 立 し た

EndoMT レポーター細胞（ EMREC）を用

いて、EndoMT の遷移状態を解析した。

TGF-β 刺激した EMREC を VEGFR2（内
皮細胞マーカー）と SMA-GFP（間葉系

細胞マーカー） の発現を指標 に FACS
分画した。TGF-β 無処理の細胞におけ

る VEGFR2 陽性（ +） :SMA-GFP 陰性（ -）
の細胞画分を「内皮細胞（ EC） 」 とした。

また、TGF-β 存在下で 72 時間培養した

EMREC における VEGFR2+:SMA-GFP-
の細胞画分を「 TGF-β 処理した内皮細

胞 （ Tβ-EC ） 」 、 VEGFR2+:SMA-GFP+
の 細 胞 画 分 を 「 Partial  EndoMT
（ Part ial） 」 、VEGFR2-:SMA-GFP+の細

胞画分を「 Full  EndoMT（ Full） 」 として

遺伝子発現解析を施行した（図 4A） 。

その結 果 、EndoMT の進 展 （ EC⇒Tβ-
EC ⇒ Partial ⇒ Full ） と ともに段 階 的 に

VEGFR2 の発現が減少し、αSMA の発

現が上昇することが見出された。  
Part ial  EndoMT に お い て は 、

EndoMT の誘導のために重要な様々な

細 胞 変 化 が 起 こ っ て お り 、 Partial  
EndoMT を誘導する分子的機構を解明

することは需要な意義を持つが、その特

異的なマーカーが同定されていなかった

ため、その解 析 は困 難 であった。今 回

EC と比較して、Tβ-EC と Partia l におい

て発現が上昇して Full で低下する候補

因子を RNA sequencing の結果を解析

して同定した。Partia l  EndoMT の特異マ

ーカーとして同定された CD40 の発現は

Tβ-EC において最も高く、EndoMT の進

行とともに低下することが明らかとなった。  
また、CD40 の発現を siRNA で低下さ

せたところ、TGF-βによるαSMA ならび

に TGF- β フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー で あ る

Activin の発現上昇が亢進することが示

された（図 4B） 。  

 

D．考察 

本分担研究では Prox1-GFP マウスに対して

ナノマテリアルの吸入曝露を行い、採取した

肺組織を透明化処理して 3 次元で観察した。

得られた結果からナノマテリアルの全身曝
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露によりナノマテリアルが気管そしてリン

パ管の近傍に集積している可能性が推

察された。現在、病理組織標本を作製中であ

るが、ナノマテリアルの体内分布がどのように

変化するかを経時的に肺のサンプルを回収し

て検討する必要がある。 

また、EndoMT レポーター細胞を用い

た検討により、EndoMT レポーター細胞

を用いた本実験系は、EndoMT 移行段

階を検出・分取できる初の解析システム

である。この実験系により、EndoMT は段

階 的 に起 こっているこ とが証 明 され、

Partial  EndoMT 特異的なマーカーとし

て同定された CD40 が Full  EndoMT へ

の移行を抑制することで EndoMT を制

御していることが明らかとなった（図 4C） 。  

 

E．結論 

ナノマテリアルの吸入曝露をリンパ管の可

視化が可能な Prox1-GFP マウスに対して行い、

肺組織において線維化が経時的に進行して

いることを確認した。今後、この実験系を用い

て曝露したナノマテリアルがどのようにし

て体内に分布するかを観察するとともに、

リ ン パ 系 の 関 与 を 検 討 す る 。 ま た 、

EndoMT レポーター細胞によって同定し

た EndoMT 制御因子を標的とした治療

薬 を開 発 することでナノマテリアルの曝

露に対する治療法の開発につなげたい。  
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図 1 ナノマテリアル吸入曝露した Prox1-GFP マウスの肺の透明化 
低濃度ならびに高濃度のナノマテリアル（NT-7）を吸入曝露（1 回 6 時間、2 週間）した Prox1-GFP
マウスから肺組織をサンプリングし、透明化処置を行った。実体顕微鏡によって観察し

たところ、ナノマテリアルの吸入量依存的に気管が黒ずんでいることが観察された。  
 
 

図 2．ナノマテリアル吸入曝露した

Prox1-GFP マウスの肺におけるリン

パ管とナノマテリアルの観察 
透明化した肺を蛍光 （ GFP） なら

びに明 視 野 （ Bright f ield ： BF ）

で顕微鏡観察した。NT-7 を吸入

曝露していない群（上段）では規

則 正 しい構 造 の毛 細 リンパ管

（ GFP で標識）が観察されたのに

対 し て 、 高 濃 度 で 曝 露 し た 群

（下段）ではその構造が観察され

なかった。また、明視野での観察

により、ナノマテリアルと考えられ

る黒 い物 質 が粒 状 に特 に気 管

支の分岐部分に観察された。  
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図 3．ナノマテリアル吸入曝露した Prox1-GFP マウスの肺におけるリンパ管とナノマテリアルの観

察 
透 明 化 した肺 をライトシート顕 微 鏡 で観 察 した。 NT-7 を吸 入 曝 露 していない群

（ Control）では規則正しい構造の毛細リンパ管（ GFP で標識）が観察されたのに対し

て、低濃度（ Low dose）そして高濃度（ High dose）で曝露した群ではその構造が用量

依存的に乱れていることが観察された。  
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図 4．EndoMT レポーター細胞を用いた Partial EndoMT 特異マーカーの同定 
（ A） EndoMT の遷移状態を TGF-β 刺激した EndoMT レポーター細胞を VEGFR2
（内皮細胞マーカー）と SMA-GFP（間葉系細胞マーカー）の発現を指標に FACS 分

画した。TGF-β 無処理の細胞における VEGFR2+:SMA-GFP-の細胞画分を「内皮細

胞 （ EC ） 」 とし、TGF-β 処 理 の細 胞 における VEGFR2+:SMA-GFP-の細 胞 画 分 を

「 TGF-β 処 理 した内 皮 細 胞 （ Tβ-EC ） 」 、 VEGFR2+:SMA-GFP+ の細 胞 画 分 を

「 Partia l  EndoMT（ Part ial） 」 、VEGFR2-:SMA-GFP+の細胞画分を「 Full  EndoMT
（ Full） 」 として遺伝子発現解析を施行した。EndoMT の進展とともに段階的 VEGFR2
の発現が減少し、αSMA の発現が上昇することが見出された。Partial  EndoMT の特

異マーカーとして同定された因子の発現が Tβ-EC において最も高く、EndoMT の進

行とともに低下することが明らかとなった。（ B） CD40 の発現を siRNA で低下させたと

ころ、TGF-β による αSMA ならびに TGF-β ファミリーメンバーである Activin の発現上

昇が亢進することが示された。（ C） EndoMT レポーター細胞を用いた本実験系は、

EndoMT 移行段階を検出・分取できる初の解析システムである。この実験系により、

EndoMT は段階的に起こっていることが証明され、Part ial  EndoMT 特異的なマーカー

として同定された CD40 が Full  EndoMT への移行を抑制することで EndoMT を制御

していることが明らかとなった。  
 
 
 


