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A. 研究目的

R 7 年度の本研究では、前年度に実施し

た NM202 の全身吸入暴露実験の継続解析と

して、肺組織の詳細な病理組織解析を実施

した。特に、前年度までに in vivoおよび

in vitroでナノマテリアル関連分子とし

て示された MARCO 分子の発現に関して、肺

組織を用いて解析を加えた。 

B. 研究方法

Taquann 処理を施した NM202 を０、１５、

３０ mg/m3 の濃度で 1 日６時間５日間の

暴露を全身暴露装置を用いて実施した。本

実験では雄 C57BL/6NCrSlc マウスを用い

研究要旨

ナノマテリアル（NM）はその組成や形状によってマクロファージなどの貪食細胞の

反応性は大きく異なっている。令和７年度の本分担研究では、Taqann 処理した二酸化ケ

イ素（NM202）の全身吸入暴露による肺組織における病理組織学的検討と実施するとと

もに、前年度までに得られた情報に基づいて MARCO 分子の発現を、NM202 吸入暴露

マウスの肺組織を用いて検討した。NM202 暴露 8 週後に肺胞構造の変化、肺胞マクロ

ファージの集簇像を有する領域が観察された。また、肺の間質における線維化が部分的

に確認された。さらに、MARCO の免疫染色を実施すると、NM202 暴露マウスの肺胞

に集簇したマクロファージに強く発現していることが示された。

NM202 の全身吸入暴露では、肺胞構造の変化、肺胞マクロファージの集簇に加え、

軽度の線維化を伴う可能性が示された。また、肺胞マクロファージにおける MARCO 分

子がナノマテリアル暴露に関与していることが示唆された。
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た（８週齢、各群 N=5）（図 1）。暴露後 4 週

および 8 週目で屠殺解析を実施した。 
 屠殺時に肺組織は 10％中性緩衝ホルマ

リンにて注入固定を行った後、標本作成ま

で同液に浸漬した状態で常温にて保存し

た。パラフィン包埋、薄切により標本を作

成した。キシレン、エタノールにて脱パラ

フィン後、ヘマトキシリン・エオジンある

いはマッソン・トリクロームにて染色、封

入を行った。また、パラフィン標本を用い

て、免疫染色を実施した。脱パラフィン、

ブロッキング溶液による処理後 1 次抗体と

して、抗マウス F4/80 抗体（70076, Cell 
Signaling Technology）、抗マウス MARCO 抗

体（ab239369, abcam）を用いた。2 次抗体

として HRP 標識抗体（VECTASTAIN Elite 
ABC  Kit, #PK-610, funakoshi）を使用し、

DAB (049-22831, FUJIFILM Wako Chemical）
にて発色を行った。ヘマトキシリンによる

核染色後、封入処理を行った。 
 
（倫理面への配慮） 
マウスを用いた動物実験に関しては、実験

動物に関する取り扱いについて使用する動

物の苦痛の軽減や安楽死の方法などを中心

として国立医薬品食品衛生研究所および東

京科学大学実験動物委員会において定めら

れている倫理面に配慮した実験動物運営規

定に基づき、厳格な審査を経た上で実施さ

れている。また、ナノマテリアルの暴露・漏

洩を防止する対策については万全を期して

実施している。 

 
C. 研究結果 
NM202 の全身吸入暴露による肺組織の病

理組織学的評価 
NM202 暴露後 4 週では、大きな変化は認

められないが、高濃度暴露群の一部の肺組

織に肺胞構造の乱れが観察された（図 1）。

肺の胸膜側に肺胞の狭窄する領域が認め

られ、強拡大での観察では、軽度の肺胞壁

の肥厚、肺胞腔内に肺胞マクロファージの

集簇像が確認された。暴露後 8 週では、肺

胞構造の不明瞭な領域は高濃度暴露群で

広がり（図 2）、強拡大でも肺胞壁の肥厚、

肺胞腔内での肺胞マクロファージの集簇

像が目立つ部分が増加していた（図 2）。 
NM202 の全身吸入暴露による肺組織の線

維化の評価 
 NM202 暴露によって肺組織の HE 染色

において肺胞壁の肥厚は確認される部分

があるものの、間質における線維化は確認

できなかったため、マッソン・トリクロム

染色にて膠原線維増生の有無を検討した。

暴露後 4 週の標本では膠原線維の増生は観

察されなかったが、暴露後 8 週での高濃度

暴露群にて脈管周囲の間質の一部に膠原

線維の増生像が確認された（図 3）。低濃度

暴露群での膠原線維の増生は目立たなか

った。 
NM202 の全身吸入暴露による肺組織の肺

胞マクロファージの変化 
 NM202 の吸入暴露によって、肺胞マクロ

ファージの変化を F4/80 の発現を用いた免

疫染色法による評価を行うと、F4/80 陽性

肺胞マクロファージ数は高濃度暴露群で

対象群に比較して増加していたが、対象群

と暴露群では有意な差は認められなかっ

た（図 4、5）。また、MARCO 分子の発現

に関して免疫染色法にて検討すると、

MARCO 陽性肺胞マクロファージが暴露群

で対象群に比較して有意に増加していた

（図 4、5）。 
 
D. 考察 
 本年度は昨年度からの継続研究として、

NM202 の全身吸入暴露による肺組織の病

理学的解析に焦点を当てた解析を進めた。
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前年度までに MARCO 分子の重要性が in 
vitro および in vivo の実験から示されてい

たことから、本年度の解析結果を踏まえ、

シリカナノマテリアルの暴露による肺胞

マクロファージの活性化における MARCO
分子が重要なマーカーになることが確認

された。前年度における in vivo 実験の

BALF 細胞の Marco mRNA 発現、in vitro に

おける RAW264.7 細胞を用いた実験の結果

とも矛盾しない結果であることから、

MARCO 分子がナノマテリアルの暴露によ

って発現が大きく変動することが明らか

になった。 

MARCO 分子はスカベンジャー受容体で

あり、Pattern recognition receptor の一つと考

えられている。多陰性分子や低密度リポタ

ンパク質（LDL）と呼ばれるコレステロー

ルの修飾型タンパクに結合することが知

られている。また、シリカなどのナノマテ

リアルに対しての反応性も報告されてい

ることから、本研究の結果もこれまでの報

告と矛盾するものではない。一方で、

MARCO 分子を介したシグナル伝達の詳細

な分子機構やナノマテリアルの認識機構

やその分子制御機構に関しては不明な点

が多い。今後、シリカを含めたナノマテリ

アルによる MARCO 分子を介したマクロ

ファージの反応性が従来報告されてきた

微生物との反応性の詳細な相違に関して

明らかにすることによって、ナノマテリア

ルに対する詳細な免疫反応ならびに免疫

毒性が解明される可能性がある。 
 
E. 結論 
ナノシリカの暴露による肺胞マクロファー

ジの活性化には MARCO 分子が重要な役割を

果たしていることが明らかになり、MARCO

分子がナノマテリアルの重要なバイオマー

カーの一つになる可能性が示された。 
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