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A. 研究目的

化学物質の吸入曝露によりアレルギー

性喘息を生じる呼吸器感作については、未

だ行政が受け入れ可能な試験法が開発さ

れておらず、昨年欧州各国より in vitro 試

験法開発を目標とした作業計画が OECD
に提案された。また、ナノマテリアル(NM)
は吸入曝露後に異物処理に重要な役割を

果たす肺胞マクロファージよって貪食さ

れるが、化学物質とは異なり肺内に蓄積さ

れるため、従来の in vivo 吸入曝露試験のみ

では毒性評価が十分に行えない状況にあ

る。

 そこで本研究班では、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

とする。本分担研究では、先行研究で見出

研究要旨

化学物質の吸入曝露による健康影響が懸念されている一方、現在の OECD ガイドラ

インである in vivo 吸入曝露試験は多大な費用と時間が課題とされており、毒性発現機

構に基づいた効率的で精度の高い試験法の開発が強く望まれている。特に化学物質の呼

吸器感作については、未だ行政が受け入れ可能な試験法が開発されておらず、また、ナ

ノマテリアル(NM)については、従来の in vivo 吸入曝露試験のみでは毒性評価が十分に

行えない状況にある。

本分担研究では、生体の肺組織を模倣した 3 次元共培養系による免疫毒性評価試験法

を開発することを目的として、国内で入手可能な肺胞マクロファージ細胞の調査を行

い、ヒト肺の模倣性が高い気道・肺胞上皮細胞および肺胞マクロファージとして、

HiLung 株式会社が iPS 細胞より作成した細胞を見出した。NM の in vitro 抗原提示細

胞活性化試験法に関しては、h-CLAT 法を用いて、亜鉛イオン溶出量を検出限界以下ま

で低減化した表面処理の異なる 2 種類の酸化亜鉛 NM の評価を行った結果、いずれも

CD54 の強い発現増強が認められ、イオン交換水への亜鉛イオンの溶出濃度と THP-1 細

胞の活性化能に関連は認められなかったことから、酸化亜鉛 NM による THP-1 活性化

能は固体としての貪食によるものと考えられた。

今後本分担研究では、肺胞上皮細胞と肺胞マクロファージの共培養系による NM を含

む免疫毒性試験法の開発と、酸化亜鉛 NM による抗原提示細胞活性化機構の解明を目指

す。
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したバイオマーカー等を測定指標とする

ことで、NM の抗原提示細胞活性化能およ

び化学物質の呼吸器感作性のメカニズム

の解明とそれに基づく試験法開発を行う。 
 
B. 研究方法 
1. 国内で利用可能な可能な肺胞マクロフ

ァージ細胞の調査 
MPS World Summit 2024（2024 年 6 月、シ

アトル）および Lung for In Vitro Event 2024 
(2024 年 6 月、ニース)に参加し、in vitro 肺

モデルの調査を行った。 
2. NM の in vitro 抗原提示細胞活性化試験

法の開発 
イオン交換水への亜鉛イオン溶出量が測

定限界未満であるとされる酸化亜鉛 NM
（MZN-B0）とその表面処理品（MZN-B0HP）
の 2 種の in vitro における抗原提示細胞活

性化能を、human Cell Line Activation Test（h-
CLAT）により評価した。具体的方法は

OECD TG442E に準拠した。いずれの被験

物質についても、100 μg/mL を最高用量と

し、公比 √10 で希釈した計 8 用量を設定

した本試験を各 3 回実施した。本試験では、

被験物質を細胞に 24 時間ばく露し、細胞

表面の CD86 及び CD54 の発現量をフロー

サイトメトリーによって測定した。 
 
（倫理面への配慮） 
全て文献調査と in vitro 試験であり、倫理

上の問題はないと考える。 
 
C. 研究結果 
1. 国内で利用可能な可能な肺胞マクロフ

ァージ細胞の調査 
京都大学医学部呼吸器内科発の企業であ

る HiLung 株式会社は、 世界的にも唯一の

iPS 細胞より呼吸器細胞を作成するコア技

術を有する研究開発型企業であり、本技術

を活用して極めてヒト肺の模倣性が高い

気道・肺胞上皮細胞や肺胞マクロファージ

を安定的製造するとともに、オルガノイド

などの肺構造を再現した高度な組織培養・

工学技術も有しており、これらを組み合わ

せた高機能ヒト肺モデルで医薬品の薬効

評価、毒性評価評価を手掛けた豊富な実績

を有することが明らかとなった。 
 
2. NM の in vitro 抗原提示細胞活性化試験

法の開発 
用量設定試験の結果、CV75（生存率が 75%
に相当する被験物質濃度）は MZN-B0 で

36.6 μg/mL、MZN-B0HP で 36.5 μg/mL
と算出された。いずれの被験物質について

も、3 回の本試験のいずれにおいても、

CD86 発現についてはすべての用量で陰性

となったが、CD54 発現については 2 品と

も複数濃度で相対発現量が 200%以上とな

り陽性と判断された。特に適用濃度31.6 μ
g/mL において CD54 の相対発現量は無処

理と比較して約 30-50 倍と著しい亢進が認

められた。抗原提示細胞活性化の指標であ

る EC200（CD54 が陽性となる濃度閾値）

について、MZN-B0 と MZN-B0HP ではそ

れぞれ 9.37 μg/mL, 10.1 μg/mL と算出さ

れた。図 1 と 2 に MZN-B0 と MZN-B0HP
の h-CLAT 試験結果を示した。 
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発現量と生存率(N=3) 
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D. 考察 
1. 国内で利用可能な可能な肺胞マクロフ

ァージ細胞の調査 
次年度は HiLung 株式会社とともに以下の

ように研究を進める予定である。 
A. iPS 細胞より段階的方法を用いて肺前駆

細胞を分化誘導する。分化誘導された肺前

駆細胞を特異的な表面マーカーによる細

胞ソーティングによって単離し、肺線維芽

細胞と共培養することで肺胞オルガノイ

ドを形成する。 
B. ヒト iPS 細胞由来肺胞マクロファージ

の作製 
iPS 細胞より段階的方法を用いて組織在住

マクロファージを分化誘導する。その後、

成熟化培地を用いて、肺胞マクロファージ

を作製する。 
C. 共培養による評価系 
工程 A および B で作製した肺胞オルガノ

イドと肺胞マクロファージを、共培養専用

培地において共培養系を作製する。そこに

先行研究で THP-1 細胞の強い活性化能が

認められた二酸化ケイ素 NM (NM204)を処

理し、CD54, MMP-12 など活性化の指標と

なりうる遺伝子の発現量を測定し、本共養

系の有用性を評価する。 
 

2. NM の in vitro 抗原提示細胞活性化試験

法の開発 
今回、亜鉛イオンの溶出が酸化亜鉛 NM に

よる抗原提示細胞活性化の原因ではない

かとの仮説から、イオン交換水への亜鉛イ

オンの溶出が検出限界未満とされる 2 種の

酸化亜鉛 NM（基材及び表面処理品）につ

いて h-CLAT 試験を行ったところ、いずれ

も CD54 の強い発現誘導が認められ、細胞

毒性、抗原提示細胞活性化能とも従来の酸

化亜鉛NM とほぼ同程度であった。表 1に、

昨年度同様に評価した 2 種類の酸化亜鉛

NM の結果も加えて 4 種類の亜鉛イオン溶

出量と h-CLAT 試験による THP-1 細胞の活

性化能の関係を示した。 
表 1 各種酸化亜鉛 NM の亜鉛イオン溶

出量と h-CLAT 試験による THP-1 細胞活性

化能 

 
表 1 に示すように、亜鉛イオンの溶出量に

かかわらず THP-1 の活性化能（EC200: 値
が低いほど活性化能が高いと考えられる）

はほぼ同じであったことから、活性化には

溶出した亜鉛イオンではなく、固体として

の酸化亜鉛NMの細胞内取り込みが関与し

ている可能性が考えられた。今後培地中で

の亜鉛イオンの溶出量の測定や、THP-1 細

胞の NM 貪食阻害が認められた Amiloride
を前処理することで、酸化亜鉛 NM による

抗原提示細胞活性化のメカニズム解明を

目指す。 
 
 

サンプル名 LotNo.
Znイオン溶出量※(ppm)

下段２つは水質測定器/ICP
h-CLAT CD54

EC200 (ug/mL)
MZ-500 5111025 9.4 10.1

MZ-500HP 2.5 2.5 10.5
MZN-B0 N-5230702 ≒0/0.03 9.37

MZN-B0HP 240726 ≒0/7.5 10.1
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図 2 MZN-B0HP 処理 THP-1 細胞の CD86/54
発現量と生存率(n=3) 
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E. 結論 
1. 国内で利用可能な可能な肺胞マクロフ

ァージ細胞の調査 
肺胞オルガノイドと肺胞マクロファージの

作成技術を有する国内研究機関を見出し

た。今後これらの細胞を用いた共培養系に

よる、NMを含む化学物質の吸入曝露によ

る免疫毒性評価系を開発する。 

 
2. NM の in vitro 抗原提示細胞活性化試験

法の開発 
h-CLAT 法を用いて、亜鉛イオン溶出量を

検出限界以下まで低減化した表面処理の異

なる 2種類の酸化亜鉛 NMの評価を行った

結果、いずれも CD54 の強い発現増強が認

められ、イオン交換水への亜鉛イオンの溶

出濃度と THP-1細胞の活性化能に関連は認

められなかったことから、酸化亜鉛 NMに

よる THP-1活性化能は固体としての貪食に

よるものと考えられた。 
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