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A. 研究目的

ナノマテリアル（NM）の吸入曝露による

健康影響に対する懸念が高まっている。従

来の in vivo 吸入曝露試験のみでは NM の

毒性評価は十分ではなく、さらに NM は粒

子径や結晶多形、表面状態などバリエーシ

ョンが豊かであり、特性も大きく異なるこ

とが知られている。このような背景より、

NM の毒性発現機序に基づいたハイスルー

ププットな in vitro 試験法の開発が強く求

められている。

我々はこれまでに種々のNMがTHP-1細

胞の主に CD54 発現を顕著に亢進し、その

度合いがNMの種類により異なることを見

出している。また、生体における NM 吸入

曝露環境を模倣した呼吸器 THP-1 細胞気

管支上皮細胞との共培養系の確立にも取

り組んできた。

本研究では、THP-1 細胞の活性化を指標

とした NM の免疫毒性評価について、シリ

カナノ粒子と酸化亜鉛ナノ粒子を用いて、

THP-細胞と気管支上皮モデルとの共培養

系における条件最適化と機序解析を行い、

短期吸入曝露されたNMの免疫毒性評価手
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リカナノ粒子へ亜鉛イオンをあらかじめ吸着させた場合、処理した亜鉛イオン溶液の濃

度依存的に活性化の指標である CD54 の発現が増加した。NM による免疫細胞活性化

は、NM 自体の持つ活性化能に加え、吸着物質による影響を受けうる可能性が示唆され

た。気管支上皮モデルと THP-1 細胞との共培養系では、気管支モデル上部よりシリカ

ナノ粒子曝露した 72 時間後において THP-1 細胞の CD54 の発現増加傾向がみられた。

NM の気管支上皮モデルへの取り込み、透過を考慮すると、単培養の THP-1 細胞での

曝露時間（24 時間）より長い曝露時間が必要であったと考えられる。また、シリカナノ

粒子の種類により気管支上皮モデル下部の THP-1 細胞の活性化が異なっていた。THP-
1 細胞の活性化を指標とした手法、さらに気管支上皮モデルと THP-1 の共培養系は NM
の短期吸入曝露による免疫毒性評価手法として期待される。
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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データの収集を

進めた。 
 
B. 研究方法 
B.1. 各種 NM 分散液の調製と評価 
シ リ カ ナ ノ 粒 子 は Sicastar-red F
（micromod）, NM-201, NM-202（以上 JRC）
を用いた。分散液として市販されている

Sicastar-red F は培養液を用いて所定濃度に

希釈した。NM-201, NM-202 は 5 mg/mL の

濃度になるように培養液に懸濁し、プロー

ブ型超音波装置を用いて氷中で 40 W, 5 分

の条件で 1 回処理した。酸化亜鉛ナノ粒子

は MZ-500 およびそのシリカ被覆体である

MZ-500HP、MZN-B0 およびその亜鉛イオ

ン溶出が抑制された MZN-B0HP（以上テイ

カ）を用いた。1 mg/mL の濃度になるよう

に酸化亜鉛ナノ粒子を超純水に懸濁し、プ

ローブ型超音波装置を用いて氷中で 40 W, 
5 分の条件で 2 回処理した。MZN-B0 およ

びその亜鉛イオン溶出を抑制した MZN-
B0HP については超純水（1000 µg/mL）で

の流体力学的直径およびζ-potential を ELS-
Z2（大塚電子）により測定した。 
B.2. NM の抗原提示細胞活性化能の評価 
 2.0×106 cells/mL ヒト単球系細胞株 THP-
1 細胞懸濁液 500 µL を分注した 24 ウェル

プレートの各ウェルへ各NM分散液または

対照物質の溶液 500 µL を添加し、CO2イン

キュベーター（37ºC, 5% CO2）内で 24 時間

培養した。細胞を洗浄後、フローサイトメ

ーター（BD AccuriTM C6 Plus Flow Cytometer）
を用いて THP-1 細胞の CD86 および CD54
発現量を培養液処理群（control）に対する

相対蛍光強度（RFI）として定量するととも

に、ヨウ化プロピジウム PI 染色より細胞生

存率を求めた。 
B.3. イオン吸着シリカナノ粒子の調製と

の抗原提示細胞活性化能の評価 
シリカナノ粒子 Sicastar-red F を所定濃度

の硝酸亜鉛水溶液および塩化カルシウム

水溶液にて 24 時間処理した後、超純水に

て 3 回洗浄した。処理済み Sicastar-red F を

再分散させ、B.2.の手法により THP-1 細胞

の活性化能を評価した。Sicastar-red F への

各イオンの吸着量は、処理後の溶液および

洗液のイオン濃度を誘導結合プラズマ発

光分光分析装置（ICP-AES, ICPE-9000, 島
津製作所）により測定し、算出した。 
B.4. 気管支上皮モデルと抗原提示細胞の

共培養系の構築とNMの抗原提示細胞活性

化能の評価 
市販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セルカルチャーイ

ンサート内で気-液界面培養を行い、気管支

上皮モデルを構築した。気管支上皮モデル

は、光学顕微鏡による繊毛運動の観察およ

び経上皮電気抵抗（TEER）測定により評価

した。THP-1 細胞懸濁液を分注した 24 ウ

ェルプレートの各ウェルに、気管支上皮モ

デルを設置し、セルカルチャーインサート

上部または下部より被検物質を添加し、所

定時間培養した。 
培養後、THP-1 細胞については B.2.3 の

手法にて CD86 および CD54 の発現量およ

び細胞生存率を測定した。気管支上皮モデ

ルについては RNeasy mini kit（QIAGEN）

を用いて total RNAを抽出し、ReverTra Ace® 
qPCR RT Master Mix with gDNA Remover
（TOYOBO）を用いて cDNA を合成し、

THUNDERBIRD® SYBR qPCR Mix
（TOYOBO）を用いて、リアルタイム PCR
により、各遺伝子の発現を解析した。 

 
C. 研究結果 
C.1. 各種 NM 分散液の評価 

MZN-B0およびその亜鉛イオン溶出を抑
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制した MZN-B0HP の超純水中での流体力

学的直径およびζ-potential は、それぞれ

483.8 ± 26.68 nm、707.4 ± 49.14 nm、-26.52 
± 1.09 mV、-46.45 ± 3.80 mV であった。 
 
C.2. イオン吸着シリカナノ粒子の調製と

の抗原提示細胞活性化能の評価 
亜鉛イオンおよびカルシウムイオンを

吸着させた Sicastar-red F を調製し、THP-1
細胞の活性化能の評価を行なった。亜鉛イ

オンをあらかじめ吸着させた場合、処理し

た亜鉛イオン溶液の濃度依存的に CD54 の

発現が増加した（図 C.1 (A).）。一方、カル

シウムイオンをあらかじめ吸着させた場

合は、今回設定した条件で最も高濃度の

250 mg/ml においてのみ CD54 発現の増加

がみられた（図 C.2.1 (B).）。 
 
 

図 C.1. イオン吸着シリカナノ粒子による

THP-1 細胞の活性化. (A)亜鉛イオン, (B) 
カルシウムイオン 
 
C.3. 気管支上皮モデルと抗原提示細胞の

共培養系を用いたナノマテリアルの抗原

提示細胞活性化能の評価 
まず、シリカナノ粒子 Sicastar-red F を用

いて、曝露時間の検討を行なった。気管支

上皮モデル上部よりシリカナノ粒子

Sicastar-red F 分散液を曝露し、24, 48, 72 時

間後に THP-1 細胞の活性化能を評価した

（図 C.2 (A).）。72 時間後において、Sicastar-
red F 曝露により CD54 の発現が亢進する

傾向がみられた。一方、72 時間曝露での粒

子間の比較では（図 C.2 (B).）、NM-201, 
NM202 の曝露は CD54 の発現を亢進しな

かった。気管支モデルの遺伝子発現解析に

おいて、モデル上部からの Sicastar-red F 分

散液曝露により CXCL-3, CCL-20 遺伝子の

発現亢進傾向がみられた。下部からの曝露

では、CXCL-3, CCL-20 に加えて CXCL-1, 
CXCL-2 遺伝子の発現亢進傾向もみられた。 
 
 

図 C.2. 気管支上皮モデル-THP-1 細胞共培

養系を用いたシリカナノ粒子の評価. (A) 
曝露時間の検討, (B) シリカナノ粒子間の

比較. 
 
また、酸化亜鉛ナノ粒子 MZ-500 および

そのシリカ被覆体であるMZ-500HPの評価

を行なった（図 C.2.3）。24 時間後において

CD86 および CD54 の発現亢進はみられな

かった。72 時間後では、MZ-500 およびそ

のシリカ被覆体であるMZ-500HPいずれに

おいても細胞生存率の大幅な低下が見ら

れ、CD86 および CD54 の発現量を定量す

ることはできなかった。一方、MZ-500 およ
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びMZ-500HPの流体力学的直径より小さな

ポアを有するセルカルチャーインサート

を用いた場合は、72 時間においても細胞

生存率の大幅な低下は見られなかった。気

管支モデルの遺伝子発現解析において、モ

デル上部からの MZ-500 および MZ-500HP
分散液の曝露により IL-6, CXCL-3, CXCL-12, 
CCL-22 など各遺伝子の発現亢進傾向がみ

られた。 

 
図 C.3. 気管支上皮モデル-THP-1 細胞共培

養系を用いた酸化亜鉛ナノ粒子の評価. 
 
D. 考察 
D.2.2. 気管支上皮モデルと抗原提示細胞

の共培養系を用いたナノマテリアルの抗

原提示細胞活性化能の評価 
亜鉛イオンを吸着させた Sicastar-red F に

おいて、CD54 の発現が増加した。我々は

これまでに亜鉛イオン曝露が THP-1 細胞

の CD54 発現を亢進することを見出してい

る。シリカナノ粒子表面に主に静電相互作

用により吸着した亜鉛イオンがシリカナ

ノ粒子とともに THP-1 細胞に取り込まれ、

後期エンドソーム〜リソソームにおける

pH の低下により粒子表面より脱離し、

THP-1 細胞を活性化したと考えられる。シ

リカナノ粒子による THP-1 細胞の活性化

は、シリカナノ粒子自体の持つ活性化能に

加え、その高い物質吸着性による吸着物質

によっても引き起こされている可能性が

示唆された。今後、細胞内の環境を模倣し

た溶液中でのシリカナノ粒子からのイオ

ンの乖離挙動の評価を進める。 
D.2.3. 気管支上皮モデルと抗原提示細胞

の共培養系を用いたナノマテリアルの抗

原提示細胞活性化能の評価 
シリカナノ粒子 Sicastar-red F を用いた曝

露時間の検討により、72 時間が適している

可能性が示された。これまで、気管支モデ

ル-THP-1 細胞共培養系における曝露時間

は THP-1 細胞に直接 NM を作用させる際

と同じ 24 時間としていたが、NM の気管支

上皮モデルへの取り込み、透過を考慮する

と、より長い曝露時間が必要であったと考

えられる。興味深いことに、シリカナノ粒

子の種類により気管支上皮モデル下部の

THP-1 細胞の活性化が異なっていた。気管

支モデルの透過挙動や曝露された気管支

モデルの分泌するサイトカインの種類や

量が異なっている可能性が考えられる。気

管支モデルの遺伝子発現解析やサイトカ

インアッセイにより共培養系での THP-1
細胞の活性化メカニズムの解析を引き続

き行う。 
酸化亜鉛ナノ粒子を対象とした試験で

は、24 時間後において CD86 および CD54
の発現亢進はみられず、72 時間後では細胞

生存率の大幅な低下がみられた。シリカナ

ノ粒子で得られた知見と同様に、共培養系

への NM の曝露では 24 時間の曝露時間は

不十分であることが示唆された。酸化亜鉛

ナノ粒子の流体力学的直径より小さな径

0.4 µm のポアを有するセルカルチャーイ

ンサートを用いた場合には細胞生存率の

大幅な低下は見られなかったことから、72
時間後における細胞生存率の大幅な低下

は亜鉛イオンによる作用ではなく、気管支

上皮モデルを透過した酸化亜鉛粒子によ

る作用であることが考えられた。単培養

THP-1 細胞を用いた評価においても、酸化

亜鉛ナノ粒子は狭い濃度域において CD54
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の発現亢進および細胞生存率の低下がみ

られており、共培養系を用いた THP-1 細胞

活性化能の評価においても試験濃度をい

かに設定するかが重要であることが示唆

された。 
 
E. 結論 

シリカナノ粒子による THP-1 細胞の活

性化はシリカナノ粒子自体に加え、表面

に吸着するイオンも関与している可能性

が示唆された。NM による抗原提示細胞活

性化の評価法の確立、その活性化メカニ

ズムの解明のいずれにおいても表面吸着

分子を考慮することが重要である。 
気管支モデル-THP-1 細胞共培養系を用

いた評価においては、曝露時間の検討を

行い、その他のシリカナノ粒子および酸

化亜鉛ナノ粒子を対象とした評価を行っ

た。曝露する NM により下部の THP-1 細

胞の活性化挙動や気管支上皮モデルにお

いて変化するサイトカイン遺伝子が異な

っており、NM による抗原提示細胞活性化

能を評価できる可能性が示された。 
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