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研究要旨 

ナノマテリアル(NM)を含む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。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 in vitro 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た。 

In vitro 呼吸器感作性試験法の開発については、ヒト気管支上皮細胞株 BEAS-2B とヒト

単球細胞株 CD14-ML 由来未成熟樹状細胞（DC）の scaffold を用いた 3 次元 DC 共培養系を

構築し、皮膚感作性と呼吸器感作性を識別するバイオマーカーとして TNFSF4 (OX40L) を

見出してきたが、この遺伝子のみで両者を区別することが困難であることがわかったため、

Th2 タイプ免疫応答に関わる細胞表面マーカー等の遺伝子を検討し、両者を識別可能な新

たなバイオマーカー候補を見出した。なお、本試験法は OECD において in vitro 呼吸器感作

性試験法開発を目的として作成された Detailed Review Paper (DRP)に、テストガイドライン

の有力候補として収載された。またヒト肺胞マクロファージのシングルセル RNA シーケン

ス解析を行い、細胞群の不均一性とそれを定義づける種々の遺伝子群を明らかにすること

ができた。 

吸入曝露された NM の in vitro 免疫毒性評価法の開発については、THP-1 細胞を用い、細

胞内取り込みや ROS の関与を中心にメカニズムの解明を進めるとともに、バイオ―マーカ

ー候補の探索を行い、IL1A 遺伝子および MACRO 遺伝子が利用できる可能性を示した。さ

らに、THP-1 細胞と比べよりヒト肺胞マクロファージに近い iPS 細胞由来の HiTRAM 細

胞において NM による活性化が検出でき、一部のバイオマーカー候補については THP-1 細

胞より反応性が高かったことから、今後本細胞を用いた in vitro 試験法開発が可能になっ

たと考える。 

In vivo 吸入曝露研究では、ナノシリカによる肺胞マクロファージの集簇の増加と軽度の

線維化が誘導される可能性が示されたが、多層化カーボンナノチューブの吸入暴露に比較

して、肺胞マクロファージの変化、線維化の程度は弱いものと考えられた。 

また、BALF 中の CCL5 の ED150 値を指標としてナノシリカの感染影響を差別化できた

（NM-201＜-202＜-204）。この順位は THP-1細胞活性化能と一致したことから、抗原提示細

胞の活性化を指標とする in vitro試験法開発の根拠になりうると考えられた。さらに、in 

silico 解析により、BALF 中の CCL5 発現を亢進するナノシリカほど粒子径が小さく、不

純物による表面被覆が少なく、かつ多孔質ではないソリッドな構造を持つことが示唆され

た。こうした in vivo 及び in silico 研究から得られた知見は、開発する in vitro 試験法の理論

的妥当性の基盤情報となることが期待される。 

別添３ 
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Ａ．研究目的 

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。 

我々の先行研究（20KD1004）では、in vivo

吸入曝露試験により、NM が肺胞マクロフ

ァージの MMP-12 発現を有意に増加させる

こと、RSV 感染マウスモデルにおいて肺炎

を増悪させること、in vitro 試験において

様々な NM が THP-1 細胞の CD54 発現を顕

著に亢進させることなどを見出してきた。

また気管支上皮細胞と THP-1 細胞の共培養

系も確立した。また研究分担者の善本らは、

3 次元共培養系を開発し、Th2 分化に重要

の副刺激分子 OX40 リガンド（OX40L）の

発現が呼吸器感作性物質特異的に亢進する

ことを見出している。 

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。 

Ｂ．研究方法 

B.1. 化学物質の in vitro 呼吸器感作性試験

法の開発 

B1.1 肺胞マクロファージ活性化機構の解

析 

吸入曝露された微粒子は主に肺胞マクロ

ファージにより貪食されると考えられてい

る。本年度は、微粒子感作に関与する遺伝子

の探索とその欠損マウスを用い、微粒子に

よるアレルギー性炎症のメカニズム解析を

進めた。またヒト肺胞マクロファージのシ

ングルセル RNA シーケンス解析を行い、ヒ

ト肺胞マクロファージに発現するシグネチ

ャー遺伝子についての検討を行った。 

EPITHELIX 社より購入したヒト肺胞マク

ロファージ（Batch Number： MΦ0889 およ

び 0940）を in vitro にて２日間培養した。そ

の後細胞を回収し、大阪大学微生物病研究

所ゲノム解析室にシングルセル RNA シー

ケンス解析を依頼した。得られた解析デー
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タは Python を用い、Scanpy パッケージにて

解析した。検出遺伝子数や転写産物の数な

どの指標を元に低品質の細胞を除外し、遺

伝子発現の正規化と対数変換を行うことで、

細胞間の発現比較が可能となるデータを作

成した。遺伝子発現データの特徴について

は主成分分析(PCA)による次元削減を行な

い、その情報をもとに遺伝子発現パターン

の類似性に基づいて細胞集団を分類した。

クラスタリングは t-SNE により可視化した。

本研究ではさらにヒト肺胞マクロファージ

に発現するシグネチャー遺伝子について、

dot plot を用いて各クラスターにおける発現

量および発現細胞割合を比較解析し、クラ

スター間の特徴の違いを評価した。

マウス肺胞マクロファージの微粒子応

答については、研究分担者らが見出した微

粒子応答に関連する遺伝子Xおよび遺伝子

Y の遺伝子欠損マウスを作製した。それら

のマウスの気道に抗原（卵白アルブミン：

OVA、10 ug/マウス）とアルミニウム塩（ア

ラム、50 ug/マウス）を投与し、さらに 2 週

間後に OVA を３回暴露することで誘導さ

れる OVA 特異的 IgE 量を測定した。誘導

された IgE 量から微粒子のアレルギー性炎

症感作性における両遺伝子の関与につい

て評価した。また、マウスの肺胞マクロフ

ァージから樹立した細胞株 ALV3.7 を用い

て、遺伝子 X および遺伝子 Y の活性化で

誘導される因子に対するリポーター遺伝

子を導入し、細胞株が微粒子によって活性

化した際にルシフェラーゼを発現するシ

ステムの構築を試みた。

B1.2. In vitro 呼吸器感作性試験法の開発 

BEAS-2B と CD14-ML から IL-4 で分化

誘導した未成熟 DC を用いて、別々の

Alvetex® scaffold で 3 次元培養を 48 時間行

い、その後、BEAS-2B の scaffold を上側に、

未成熟 DC の scaffold を下側にして重ね、

トランスウェルインサートの底に装着し、

さらに培養した。24 時間後、培養上清を一

度取り除き、上方から 10% DMSO+10% 

FBS/MEM で溶解した化学物質を 2 倍の範

囲内で 4 段階希釈した濃度、または、0.8 倍

希釈した 3 濃度を、それぞれ 5 L ずつ 5 箇

所、合計 25 L を添加した。その後 20 分間

静置し、2.5 mL の medium を加えそのまま

37℃で培養した。6 時間培養後、DC の

scaffold のみを回収し、RNA を抽出し、RT-

qPCR で指標分子の mRNA 発現量を定量し

た。HPRT mRNA 発現が、10% DMSO の溶

媒のみに対して 1/10 以上のサンプルを使

用した。指標分子としては、TNFSF4 の他

に、上皮細胞由来サイトカイン TSLP や IL-

25、IL-33 の受容体サブユニットや Th2 細

胞の分化誘導に関与する Conventional DC2

（cDC2）のマーカー分子など、約 20 種類

の分子について、代表的な 10 個の皮膚感

作性化学物質と 8 個の呼吸器感作性物質、

5 個の非感作性物質を用いて検討した。細

胞生存率は、WST-8 アッセイを用いても検

討した。 

B.2. NMの in vitro抗原提示細胞活性化試験

法の開発 

B2.1 各種 NM 分散液の調製と評価 

本研究では、シリカナノ粒子 (SiO2 NPs) 

として Sicastar-red F (micromod), NM-201, 

NM-202 (以上 JRC)、多層カーボンナノチュ

ーブ (MWCNT) として T-MWCNT-7 (分散

型)、酸化亜鉛ナノ粒子 (ZnO NPs) として

MZ-500 および MZN-B0、それらのそのシ

リカ被覆体である MZ-500HP および MZN-
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B0HP (以上テイカ)、銀ナノ粒子 (Ag NPs) 

として BioPureTM AGCB10 (nanoComposix) 

をそれぞれ用いた。SiO2 NPs のうち、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 回理

した。MWCNT は分散剤として Polysorbate 

80 を用い、プローブ型超音波装置を用いて

分散液を調製した。ZnO NPs は 1 mg/mL の

濃度になるように水に懸濁し、ボルテック

スミキサーで 2 分間処理した。Ag NPs は

40 mg/ml ウシ血清アルブミン溶液 in 5%グ

ルコース溶液を用いて希釈した後、培養液

を用いて所定濃度に希釈した。 

ZnO NPs の形態および元素分布は、透過

型電子顕微鏡 (TEM) およびエネルギー分

散型 X 線分光器 (EDS) (日本電子, JEM-

2100F) を用いて解析した。ZnO NPs からの

亜鉛イオンの溶出は、水または培養液を用

いて 31.6 mg/mL の分散液を調製し、CO2イ

ンキュベーター (37 ºC, 5% CO2) 内で 24時

間静置し、遠心分離後の上清中の亜鉛イオ

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.2.2. MWCNT の細胞内取り込み挙動の解

析 

ヒト単球系細胞株THP-1細胞に各濃度の

MWCNT 分散液を曝露し、 CO2 インキュ

ベーター (37 ºC, 5% CO2) 内で所定時間培

養後に光学顕微鏡 (ライカマイクロシステ

ムズ DMI3000 B) により観察した。

B.2.3. NMs の THP-1 細胞活性化能の評価

2.0×106 cells/mL THP-1細胞懸濁液 500 L 

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 

L を添加し、CO2インキュベーター（37 ºC, 

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.2.4. 遺伝子発現に基づく NM の THP-1 細

胞活性化能の評価 

B.2.3 の手法にて NM 分散液を曝露した

THP-1 細胞より RNeasy mini kit (QIAGEN) 

を用いてトータル 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 CD86, CD54, CCL3, CCL5, MMP-12, 

IL1A, IL1B, GAPDH 各遺伝子の発現を解析

した。 

B2.5. NMs による THP-1 細胞活性化能メカ

ニズムの解析

細胞内活性酸素種 (ROS) の阻害は、N

M 曝露前に THP-1 細胞を 5 mM または 10 

mM の  ROS 阻害剤 N-Acetyl cysteine 

(NAC) で 1 時間処理することで行った。

NM の細胞内取込の阻害は、NM 曝露前に

THP-1 細胞を 250 M のマクロピノサイト

ーシス阻害剤 Amiloride で 2 時間処理する

ことで行った。 

B2.6. ヒト iPS 細胞肺胞マクロファージを

用いた in vitro 試験法の開発 
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 iPS 細胞から組織常在性肺胞マクロファ

ージ(HiTRAM)を作成する手法が開発され

た。本細胞は肺胞マクロファージのマーカ

ーとされる CD169 や PPARγを高効率に

発現していることが明らかとなっている。

本研究では、肺胞マクロファージに可能な

限り近いHiTRAMを用い、これまで in vivo

吸入曝露試験や THP-1 細胞などを用いた

in vitro 試験により得られた NM による抗

原提示細胞活性化が本細胞においても確認

されるかどうか検討した。具体的には、まず

代表的な皮膚感作性物質である DNCB を

用いて HiTRAM の CD54, CD86, IL-1, 

CCL-3, CCL-5 および MMP-12 が亢進する

かどうかを検討した。その後、先行研究によ

り、ナノシリカである NM-204 を適用した

THP-1細胞において発現が亢進したこれら

バイオマーカーの発現が更新するかどうか

を検討した。 

B.3. In vivo 吸入曝露実験方法の開発

B.3.1. ナノシリカ吸入曝露 RSV 感染実験

マウス BALF 中の CCL3 および CCL5 レ

ベルについて、感染影響度の指標として活

用するため、ED150値(mg/m3)を算出した。 

ナノシリカの感染影響に対する質的な

相違を明らかにするため、NM-201, 202 お

よび 204 吸入曝露/RSV 感染マウス肺病理

組織標本について、免疫染色を実施した。

抗体はマウス抗 CCL3 および CCL5 モノク

ロ ー ナ ル 抗 体 （ 何 れ も Santa Cruz

Biotechonology 製）、抗 RSV モノクローナ

ル 抗 体 （ 抗 Fusion protein お よ び 抗

Glycoprotein, 何れも LS Bio 製）および抗

MUC5B モノクローナル抗体（Abcam 製）

を用いた。それぞれの抗体に対するアイソ

タイプコントロールを対照にして、条件検

討を実施（1:50～1:750）した。肺組織切片

はパラフィン包埋ブロックより調製し、

Vector Laboratories 製のキットを用いて常

法により脱パラフィン等後に免疫染色を

実施した。なお、DAB 基質を発色させて検

出を行った。 

B.3.2. ナノシリカ吸入曝露実験

R６年度より継続して実施している

NM202 の吸入暴露実験での肺組織の病理

組織切片を作成した上で、HE 染色、Masson-

Trichrome 染色による線維化の評価を実施

した。さらに、NM202 吸入暴露マウスの肺

のパラフィンブロック切片を用いて、マク

ロファージを検出するために F4/80 抗体に

て免疫染色を実施した。一方で、in vitro で

の RAW264.7 マクロファージ細胞株を用い

た検証では、昨年度に NM202 の添加暴露に

よって変化が観察された MARCO の mRNA

などマクロファージ関連遺伝子および細胞

表面タンパク発現を定量 RT-PCR および

Flow cytometry 解析にて検討を加えた（石

丸）。 

先行研究で開発した全身ばく露吸入装置

（Taquann システム Ver3.0）により、ナノシ

リカ（NM202、JRC）を高分散エアロゾルと

して、C57BL/NcrSlc 雄性マウス 12 週齢に

6hr/day、連続 5 日間（合計 30 時間）の全身

ばく露吸入を行った。対照群は HEPA フィ

ルターで濾過したクリーンエアーを吸入さ

せた。エアロゾルの目標濃度は、低濃度群

10 mg/m3、高濃度群 30 mg/m3 とした。（髙

橋）。 

B.3.3. 呼吸器感作性物質の評価方法の検討

従来の動物を用いた呼吸器感作性試験で

は、吸入または全身曝露により感作を誘導

してきたが、刺激性・全身性毒性との交絡に
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より、真に抗原特異的な感作応答を識別す

ることが困難であった。そのため、本研究で

は、BALB/c マウスを用い、左側肺のみを感

作曝露、右側肺を無処置として保持し、一定

期間後に右側肺のみへ被験物質をチャレン

ジすることにより、刺激性や全身影響を最

小化した状態で、全身免疫記憶の成立と局

所応答の関係を明確に評価する方法を計画

した。しかしながら、呼吸器感作陽性とされ

ている TDI,TMA は水によって速やかに加

水分解されることから、水以外の溶媒を選

択する必要がある。このため溶媒検討と検

体の溶媒へ分散性の検討を行った。 

動物への投与手技は以下のように実施し

た。マウスを三種混合麻酔薬にて麻酔して、

小動物用気管内挿管器（BRC バイオリサー

チ）で開口固定した。内視鏡（テレパック＋

TP101、KARL STORZ）に、HDIG スコープ

（住田光学ガラス、φ0.6mm、特注品）を組

み合わせ、HDIG スコープに留置針の外筒

（20G）を被せて、マウスの左肺の気管支分

岐部まで留置針外筒を挿入した。その後、

HDIG スコープを留置針外筒から抜き、ハミ

ルトンシリンジを留置心外筒に装着して検

体を噴霧した。なお NM および呼吸器感作

性物質の in vivo 免疫毒性解析は１月以降に

行う予定である。 

B.4. NM の RSV 感染マクロファージ機能へ

の影響評価 

 THP-1 細胞と A549 細胞を利用した二重

培養法での検討を実施した。NM-204 を被

検試料として用いた。A549 細胞をあらか

じめ 2 日間セルカルチャーインサート

（Falcon）で培養し、無血清培地（VP-

SFM,GIBCO）下で RSV A2 株を MOI 0.01

で感染させた。THP-1 細胞は 24 ウェルプ

レートで 1 日培養し、PMA (0, 100 nM)を添

加してさらに 1 日培養後、NM-204(1, 10 

ug/mL)を添加した。THP-1 細胞に NM-204

を吸着させるため 4 時間培養後、無血清培

地で洗浄し、A549 細胞培養セルカルチャ

ーインサートを導入して共培養を開始し

た。培養 1,2 日後の上清を回収して、CCL5

を ELISA で定量した。 

B.5. NM および呼吸器感作性物質の in vivo

免疫毒性解析 

マウス骨髄由来マクロファージを用いて、

Taquann 処理を施したナノシリカ（NM202

および NM204）に対する炎症反応を検討す

るとともに、多層化カーボンナノチューブ

（MWCNT）による MMP-12 を介したマク

ロファージの活性化機構について検討した。

また、in vivo での NM（NM202）の影響に

ついての実験の準備を進めた。 

雄マウス（C57BL/6、7 週齢）の大腿骨よ

り骨髄細胞を採取し、リコンビナント M-

CFS (100 ng/mL)添加培地にて 7 日間培養す

ることで成熟マクロファージに分化させた。

NM202、NM204 (250 ng/ml~1000 ng/ml)およ

び T-CNT (MWCNT) (167 ng/ml)を培養系に

用いた。また、MMP-12 特異的阻害剤

MMP408(12.5, 25, 50, 100 nM; Calbiochem)を

T-CNT とともに用いた。培養したマクロフ

ァージから mRNA を抽出し、cDNA 合成後

定量RT-PCRにより遺伝子発現を評価した。 

B.6. 既存情報と in vitro/in vivo 研究データ

による in silico 解析 

B.6-1. 二酸化ケイ素ナノマテリアル（SiO2

NMs）の in silico による特性解析

今年度の本研究における対象物質は、昨

年に引き続き、3 種の二酸化ケイ素ナノ粒子

（SiO2NMs: NM-201, NM-202, NM-204）とし
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た。 解析用資料の作成にあたり、これら被

験物質の物理化学的性状（物性）および毒性

評価結果について、既存の評価文書（Dossier）

に加え、新規試験データや当研究班の実測

データを収集・整理した。具体的には、in 

vitro 試験（h-CLAT 法）の結果や、in vivo 吸

入曝露試験に関する知見（Dossier および当

研究班の実施結果）を統合している。 

【物理化学的性状および有害性情報の調査

対象・情報源】 

・ OECD ナノマテリアル安全性評価プロ

グラム公表文書：

"Silicon dioxide - Manufactured 

nanomaterial" Summary Dossier 

・ 関連する個別 Dossier および ANNEX

・ 欧州委員会共同研究センター（JRC）に

よる情報、および関連する原著論文

・ 本研究班で実施した in vitro h-CLAT 毒

性試験結果

なお、新たな物性項目である重金属不純

物（As, Cd, Pb, Hg）および比表面積比

（Specific surface area ratio: H2O / N2）につい

ては、測定が終了したので追記予定である。 

B.6-2. 呼吸器感作性物質の in silico による

特性解析 

これまでに収集した呼吸器ならびに皮膚

感作性被検物質 33 化合物 

① 呼吸器感作物質として 9 化合物

② 皮膚感作物質として 13 化合物

③ 非感作性物質として 11 化合物

について、昨年度には情報化学ならびに量

子化学の観点から、物性値ならびに構造的

特徴量の収集を行ない、併せて多変量解析

による感作性判別を試行してきた。 

R7 年度は、昨年度までの微視的特徴量と

の対比として、巨視的・熱力学的物性値を収

集し、感作性判別能に関する調査を行うこ

ととした。 

熱力学的量の取得は、OECD の眼刺激性

に関するディファインド・アプローチとし

ても用いられている OPERA プログラムを

用いて、R6 年度に作成した被験物質の正準

SMILESに基づくQSAR予測値を取得した。

各被験物質に対して取得した具体的な物性

値は、融点、沸点、オクタノール水分配係

数（LogP および LogD）、水溶解度、蒸気圧、

ヘンリーの法則、および pKa である。

これらの物性値を元に PLS-DA 解析によ

る感作性の分類を実施した。この時、物性値

に対する PCA 解析において LogP とほぼ差

がなかった LogD と、比較的多くの被検物

質で定義されなかった pKa については、今

回はプレリミナリーな解析として除外した。 

各種データ処理は Python 言語を、多変量解

析は R および ropls ライブラリを用いた。 

倫理面への配慮 

本研究は動物実験の 3Rs に配慮して、動物

実験委員会の承認のもとに基本指針を遵

守して実施し、動物使用数や動物に与える

苦痛は最小限に留めた。ボランティアおよ

びヒト組織は使用しなかった。これらのこ

とから、倫理的問題は無いと考える。 

Ｃ．研究結果 

C.1. 化学物質の in vitro 呼吸器感作性試験

法の開発 

C1.1 肺胞マクロファージ活性化機構の解

析 

EPITHELIX 社より購入したヒト肺胞マ

クロファージは線維芽細胞のコンタミが

7



認められた。線維芽細胞は通常の状態でも

増殖するため、最初の株化誘導実験では線

維芽細胞に埋もれてしまい、マクロファー

ジの株化細胞（線維芽細胞に比べてはるか

に増殖が遅い）を得ることはできなかった。

そこで不死化したマウスに変異型 RAS の

遺伝子を導入したが、増殖スピードの改善

は認められなかった。そこで、肺胞マクロ

ファージ内に蓄積された IL-1αを可視化す

る目的で IL-1αのプロモーター下に蛍光物

質であるmCherryを挿入した IL-1αリポー

ターマウスを作製した。このマウスから肺

胞マクロファージを回収し、mCherry の蛍

光を観察したところ、IL-1αの放出と同様

に約 10%のマクロファージがmCherryを強

く発現していた。シングルセル RNA シー

ケンス解析についてはドナーが異なる 2 種

の細胞について解析した。 

B1.2. In vitro 呼吸器感作性試験法の開発 

まず、プロトコルの精密化や最適化のた

め測定条件の再検討を行った。当初の方法

では、細胞生存率を RT-qPCR で得たハウ

スキーピング遺伝子HPRTの発現量で評価

し、10%DMSO の溶媒のみに対して、その

HPRT の発現量が 1/10以下に下がるサンプ

ルは除外するとしていた。細胞生存率は、

通常、WST-8 アッセイなどの細胞内の脱水

素酵素の還元能を測定する生細胞数測定

キットで測定する場合が多く、通常、75%

の細胞生存率を示すサンプルの濃度

CV75%を基準にする場合が多い。HPRT の

発現量が 1/10 以下になるサンプル濃度で

WST-8 アッセイを行うと、細胞生存率がか

なり下がることがわかった。そこで、HPRT

の発現量が 1/4 以下に下がるサンプルは除

外すると基準を変えると、WST-8 アッセイ

での細胞生存率が上昇したが、TNFSF4 だ

けを指標にすると呼吸器と皮膚感作性化

学物質の識別が難しくなった。 

そこで、次に、TNFSF4 の他に指標とな

る良いマーカーがないかとTh2分化誘導に

関わる分子や cDC2 への分化誘導や cDC2

のマーカー分子などについて、RT-qPCR 解

析を行った。その結果、単独の指標だけで

呼吸器と皮膚を識別可能な分子は見つか

らなかった。そこで、複数の分子を指標に

用いて両者を識別できないかと検討する

と、TNFSF4 と CRLP2（TSLP 受容体のサ

ブユニットの 1 つ）、IL-7Rα（TSLP 受容体

のサブユニットのもう 1 つ）、ST2（IL-33

受容体サブユニットの 1 つ）、TIM-1（Th2

反応の誘導に関与）、CD1A（ランゲルハン

ス細胞で発現）、FCER1A（IgE 受容体のサ

ブユニットの 1 つ）、CLEC10A（Th2 分化

に関与するC型レクチン受容体）、NOTCH2

（cCD2 細胞への分化誘導に関与）の 9 種

類の分子が候補分子となった。例えば、そ

の内、TNFSF4 と ST2、CD1A、NOTCH2 の

4 種類の複数分子を指標とすると、感度、

特異性、正確性ともに 80%以上となり、両

者の識別が可能である可能性が示された。 

技術移転性については、施設 A に、プロ

トコールとその方法の説明を行い、全ての

必要な材料や機器はその施設で独自に用

意して貰って行い、代表的な化学物質を用

いて、DCsens を独自に動かすことが可能で

あることがわかった。施設 B についても、

同様に説明し、技術移転を行っている。 

C.2. NMの in vitro抗原提示細胞活性化試験

法の開発 

NM による THP-1 細胞活性化能メカニズ

ムの解析として、まず、SiO2 NPs および ZnO

NPs 曝露後の細胞内 ROS について、蛍光プ
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ローブ CM-H2DCFDA を用いて定量した。

SiO2 NPs 曝露では 1000 g/mL の濃度にお

いてわずかに蛍光強度の増大が見られ、細

胞内 ROS の増加が示された。一方、ZnO NPs

では、MZ-500 においてのみわずかに蛍光強

度の増大が見られ、シリカ被覆 MZ-500HP

では蛍光強度の増大は見られなかった。

酸化亜鉛ナノ粒子およびそれらの分散液

の評価については、MZ-500 および MZN-B0、

それらのそのシリカ被覆体である MZ-

500HP および MZN-B0HP の TEM 観察およ

び TEM-EDX による元素マッピングを行っ

た。MZ-500HP および MZN-B0HP はその表

面がシリカにより被覆されていることが確

認された。ICP-AES を用いてボルテックス

を用いて調製した ZnO NPs 分散液における

ZnO NP からの亜鉛イオン溶出率を求めた

ところ、シリカ被覆体である MZ-500HP お

よび MZN-B0HP からの亜鉛イオン溶出率

は、水中においては未被覆のものと比較し

て抑制されていることが示されたが、培地

中においては溶出率に差はみられなった。 

 硝酸亜鉛の抗原提示細胞活性化能の評価

については、濃度に依存した顕著なCD54発

現の増加が見られた。 

亜鉛の細胞内取り込みの定量については、

MZ-500 と MZ-500HP との比較より、シリカ

により被覆された MZ-500HP 曝露時の細胞

内亜鉛取り込み量は顕著に少ないことが示

された。 

イオン吸着シリカナノ粒子の調製との

THP-1 細胞活性化能の評価については、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。 

 被覆 ZnO NP による THP-1 細胞活性化能

の評価については、未処理 ZnO NPs である

MZN-B0 およびそのシリカ被覆体 MZN-

B0HP 曝露後の THP-1 細胞における CD86

および CD54 発現を解析したところ、MZN-

B0HP 曝露 THP-1 細胞における CD54 発現

は MZN-B0 を曝露したものよりも高かった。 

 NM による THP-1 細胞活性化能メカニ

ズムの解析については、細胞内 ROS につい

て、蛍光プローブ CM-H2DCFDA を用いて

定量したところ、SiO2 暴露により細胞内

ROS の増加が示された。次に、ZnO NP 曝露

THP-1 細胞における CD86 および CD54 発

現に対するマクロピノサイトーシス阻害剤

Amiloride の効果を評価したところ、ZnO NP

曝露により増加した CD54 発現が Amiloride

処理により部分的に抑制されることが示さ

れた。MWCNT の細胞内取り込み挙動の解

析については、特に高濃度での曝露条件に

おいて、曝露 4 時間後に THP-1 細胞表面へ

の吸着、8 時間後において細胞表面への吸着

と細胞内への部分的な取り込み、曝露 24 時

間後において細胞への取り込みがそれぞれ

観察された。 

遺伝子発現に基づく NM の抗原提示細胞

活性化能の評価については、ZnO NPs (MZ-

500 および MZ-500HP) 曝露後の THP-1 細

胞における遺伝子発現をリアルタイム PCR

により解析したところ、CD86, CD54, MMP-

12 に加え CCL3, CCL5, IL1A, IL1B 遺伝子の

発現亢進が示された。 

 気管支上皮モデルと THP-1 細胞の共培養

系を用いた NM の THP-1 細胞活性化能の評

価については、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、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。

ヒト iPS 細胞肺胞マクロファージを用い

た in vitro 試験法の開発については、 
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HiTRAM細胞はDNCB処理により、mRNA

レベルにおいて CD54, CD86, IL-1, CCL-

3, CCL-5 および MMP-12 の発現を亢進し

た。THP-1 細胞においてに CD86 を除くバ

イオマーカーの発現亢進を誘導したナノシ

リカ NM-204 を処理したところ、CD54,

IL-1, CCL-3, CCL-5 および MMP-12 の発

現亢進が認められ、CCL3, CCL5, MMP12

などでは、条件によって THP-1 より強い変

化が見られた。 

C.3. In vivo 吸入曝露実験方法の開発

ナノシリカ NM-202 吸入曝露 RSV 感染実

験については、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。肺病理組織像では、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。 

PAS陽性細胞の分布を指標としたRSV感

染マウスでの影響評価については、NM-204

はスコアの中央値による比較から、RSV 感

染マウスでは NM-201 より粘性多糖産生細

胞の分布が広い傾向が認められた。 

 免疫染色法による NMs の作用解析につ

いては、CCL3 陽性細胞は、NM-202 曝露で

はマクロファージおよびリンパ球に多く、

NM-204 曝露ではこれらの細胞で多いがさ

らに肺胞上皮も多いとの相違が見られた。

また、CCL5 陽性細胞は、 NM-204 曝露に

おいてマクロファージ、リンパ球および肺

胞上皮に非常に多かった。 

ナノマテリアルのマウス全身ばく露吸

入実験については、R5 年度の 3 回全身ば

く露吸入において、NM202 の平均質量濃

度は低濃度群 8.0±1.1 mg/m3、高濃度群

28.3±0.9 mg/m3 であり、MMAD はそれ

ぞれ 507 nm および 667 nm であった。R6

年度の 5 回全身ばく露吸入では、平均質量

濃度は低濃度群 6.9±0.4 mg/m3、高濃度群

25.1±6.4 mg/m3 であり、MMAD はそれ

ぞれ 562 nm および 709 nm であった。い

ずれの条件でも MMAD は 3 µm 以下であ

り、肺胞に到達し得るエアロゾル特性を有

していた。 

マウス気道感作モデル作製については、

DI および TMA について油性溶媒を用い

たミスト化の可能性を検討した。気管内投

与用検体の調製法を検討し、アマニ油を用

いてメノウ乳鉢で混練、超音波照射によっ

て分散させることにより、TDIおよびTMA

の良好な調製検体を得ることが可能とな

った。さらに片肺感作・対側肺チャレンジ

モデルの予備検討として、溶媒対照群、

TMA 0.5％群および DNCB 0.5％群を設定

し、左肺のみに投与した。その結果、溶媒

対照群および DNCB 群では、投与側左肺

および未投与側右肺のいずれにも肉眼的、

組織学的異常は認められなかった。一方、

TMA 群では一般状態の悪化が認められた。 

C.4. NM の RSV 感染マクロファージ機能へ

の影響評価 

 PMA 処置 THP-1 細胞/RSV 感染系におい

ては、感染後経時的に CCL2、CCL3、CCL5

および IL-8 が上清中に産生されていること

がプロテインアレイ法で確認された。また

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。 
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C.5. NM および呼吸器感作性物質の in vivo

免疫毒性解析 

マウス骨髄由来マクロファージならびに

RAW264.7細胞を用いた in vitroの実験系と、

Taqann 処理した二酸化ケイ素（NM202）の

全身吸入暴露による in vivo の実験系を応用

することによって、ナノマテリアルの免疫

毒性あるいはその制御機構を検討した。 In 

vitro の実験では、ナノシリカ（NM202, 

NM204）とカーボンナノチューブ（MWCNT）

に対するマクロファージの反応性は異なっ

ており、NM の認識、貪食のプロセスに伴う

NM 関連分子の発現パターンが NM の種類

によって多様性がある可能性が示された。 

一方、NM202 の全身吸入暴露による BALF

細胞中の肺胞マクロファージの動態をフロ

ーサイトトメトリー解析、マクロファージ

関連遺伝子の mRNA 発現の qRT-PCR によ

る解析、病理学的解析を実施した。NM202

の吸入暴露では肺組織での炎症の起点は弱

く、多層カーボンナノチューブなどに比較

して免疫毒性は低いものの、線維化の要因

となる可能性が考えられた。さらに、マクロ

ファージの NM202 に対する反応性は

MARCO 分子が関与している可能性が示さ

れた。

C.6. 既存情報と in vitro/in vivo 研究データ

による in silico 解析 

6 種 の 多層 カ ー ボ ン ナ ノ チ ュ ー ブ

（MWCNTs: NM-400, 401, 402, 403, NT-7 (ND), 

NT-7 (D)）を対象とし、物理化学的性状と毒性

発現の関連性を解析し、さらに 3 種の二酸化

ケイ素ナノ粒子（SiO2 NMs: NM-201, 202, 204）

に対象を広げ、分担研究者が実施した吸入曝

露試験データを用いて、物性が in vivo毒性に

与える影響について検証を行った。

併せて、呼吸器感作性物質の評価体系を

整理するため、呼吸器感作物質（9 化合物）、

皮膚感作物質（13化合物）、非感作性物質（11

化合物）の計 33 化合物を対象として選定した。

これら化学物質の物性収集項目の検討および

整理を行い、in vitro/in vivo試験結果との関連

性解析を通じた毒性予測基盤の構築を推進し

た。 

Ｄ．考察 

D.1. 化学物質の in vitro 呼吸器感作性試験

法の開発 

肺胞マクロファージを準備し、株化を

進めたが、十分な増殖スピードを持った細

胞株を得ることができなかったため、国内

で開発された、iPS 細胞からヒト肺胞マク

ロファージを誘導する方式に引き継ぐこ

とになった。細胞株のプロジェクトと並行

して、微粒子による炎症誘導のメカニズム

の解析を進めている。ライブイメージング

を用いた解析により、微粒子によって肺の

炎症を引き起こしている肺胞マクロファ

ージは全体のごく一部であったことから、

それらの細胞を用いた微粒子の安全性の

評価が必要であると考えられる。2 種のヒ

ト肺胞マクロファージを用いてシングル

RNA シーケンス解析を行ったところ、不均

一性が明確に示された。 

In vitro 試験法開発については、プロトコ

ルの精密化や最適化のための測定条件を

再検討すると、TNFSF4 発現増強の指標だ

けでは呼吸器と皮膚感作性の識別ができ

なくなった。そこで、さらに約 20 種類のマ

ーカーを用いて検討すると、単独マーカー

での識別は不可であったが、9 種類の候補

分子の内、例えば 4 種類の複数分子を指標

にすると、両者の識別が可能となった。こ

の内、NOTCH2 は、Th2 分化に関与する
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cCD2 細胞への分化誘導に関与し、約半分

近い呼吸器感作性化学物質で陽性と判定

された。一方、DECTIN2（C 型レクチン受

容体で Th17 分化誘導に関与）は、皮膚感

作化学物質で高い傾向で、呼吸器と非感作

性化学物質では、殆ど上昇が見られず、指

標の一つになる可能性もあると考えられ

る。また呼吸器感作性発症の機序は複雑で

あるため、その評価法も簡単ではなく、現

在、複数の方法を組み合わせて総合的に評

価する IATA の開発も進めるべきと考える。 

D.2. NM の in vitro 抗原提示細胞活性化試

験法の開発 

 被覆 ZnO NPs のキャラクタリゼーション

と THP-1 細胞活性化については、MZN-

B0HP 曝露 THP-1 細胞における CD54 は

MZN-B0 曝露のものより高発現であった。

亜鉛イオンの溶出抑制による CD54 発現抑

制を予想していたが、それと反する結果で

あった。SiO2 NPs も THP-1 細胞における

CD54 発現を亢進することから、被覆された

シリカによっても活性化が誘起された可能

性が考えられる。 

NMs による THP-1 細胞活性化メカニズ

ムについては、THP-1 細胞の活性化には、

細胞外で溶出した亜鉛イオンだけでなく、

粒子としての作用が関与していることが

示唆された。また、ICP-AES を用いた細胞

内に取り込まれた亜鉛の定量より、ZnO 

NPs の曝露により細胞内に取り込まれてい

ること、その取り込み量は亜鉛イオンと比

較して非常に多いことがわかった。 

 Ag NPs 曝露による THP-1 細胞の活性化

は ROS を介する経路により引き起こされ

ている一方、O2 NPs 曝露による THP-1 細

胞の活性化は ROS に依存しない経路によ

り活性化されている可能性が示唆された。 

 SiO2 NPs による THP-1 細胞活性化にお

ける表面吸着イオンの影響については、

SiO2 NPs表面に主に静電相互作用により吸

着した亜鉛イオンが SiO2 NPs 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。

 遺伝子発現に基づくNMの抗原提示細胞

活性化能の評価については、新たに CCL3, 

CCL5, IL1A, IL1B 各遺伝子の発現が亢進す

ることを見出した。中でも IL1A 遺伝子が

コードする IL-1は研究分担者黒田教授の

グループにおいて微粒子に応答してマク

ロファージより放出される因子として同

定されており、新たな評価指標として使用

できる可能性が示された。 

気管支上皮モデルと THP-1 細胞の共培

養系を用いた NM の THP-1 細胞活性化能

の評価については、SiO2 NPs 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ことから、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た。 

D.3. In vivo 吸入曝露実験方法の開発

ナノシリカ NM-202 吸入曝露 RSV 感染実

験については、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。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

められたのに対し、そのような所見は NM-

204 では認められず、物性の相違を反映して
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いる可能性が高いと考えられた。 

PAS 陽性細胞の分布を指標とした RSV

感染マウスでの影響評価については、NM-

202 および-204 曝露/ RSV 感染マウスにお

いて粘性多糖産生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、これらのナノマテリアルが気道

リモデリング様病変を引き起こす可能性

が高い。 

ケモカインに対する ED150 値による評価に

ついては、ナノシリカの RSV 感染影響度

は、BALF 中 CCL5 の ED150 値を用いて、

差別化できた（NM-201＜-202＜-204）。この

傾向は h-CLAT 法の結果と同様であること

から、吸入曝露負荷量の相違というよりナ

ノシリカの物性を反映していると考えら

れた。 

免疫染色法による NMs の作用解析につ

いては、CCL5 陽性細胞は NM-204 曝露組

織で多く、次いで-202 となり、BALF 中で

の量的差異を良く反映していたことから、

このケモカインが感染影響評価の良い指

標となる可能性が示唆された。 

呼吸器局所への曝露を基盤とする免疫

毒性評価系の構築という観点から、ナノマ

テリアルの短期吸入曝露条件の整備と、気

道感作モデルの開発を並行して進めた。ナ

ノシリカ NM202 については、R5 年度お

よび R6 年度のいずれにおいても、目標濃

度に概ね対応した全身吸入曝露を実施で

き、MMAD は一貫して 1 µm 未満の範囲

にあり、肺胞到達性を有する高分散エアロ

ゾルが得られた。これにより、免疫毒性評

価に供し得る吸入曝露条件が整備された

と考えられる。一方で、NM202 は既に検

討してきた他のナノシリカ検体よりも微

細で機器への吸着が強く、エアロゾル化効

率が著しく低いことが明らかとなった。こ

の点は、被験物質の物性が実験系の成立性

そのものに影響することを示しており、今

後の吸入曝露系の標準化において重要な

知見である。一方、気道感作性の評価法に

ついては、従来法で問題となる刺激性・全

身性毒性との交絡を回避するため、左肺感

作・右肺惹起という新しい局所曝露モデル

を設計した点に意義がある。R5 年度の検

討により、TDI および TMA を吸入エアロ

ゾルとして扱うことには化学的安定性と

環境管理の両面で制約が大きいことが判

明し、R6 年度には気管内投与法への転換

とアマニ油を用いた検体調製法の確立に

つながった。R7 年度の予備検討では、アマ

ニ油自体および DNCB 0.5％が肺に明らか

な炎症を誘発しなかった一方、TMA 0.5％

では投与側左肺に強い局所刺激性が認め

られた。右肺に異常が認められなかったこ

とは、少なくとも本条件下では、投与局所

の直接刺激と未処置肺の応答を切り分け

得る可能性を示している。 

D.4. NM の RSV 感染マクロファージ機能へ

の影響評価 

NM の RSV 感染マクロファージ機能への

影響評価については、RAW264.7 細胞、THP-

1 細胞ともに in vitro 評価系として利用する

には十分ではなかった。 

D.5. NM および呼吸器感作性物質の in vivo

免疫毒性解析 

ナノシリカ（NM202, NM204）とカーボ

ンナノチューブに対するマクロファージ

の反応性は異なっており、カーボンナノチ

ューブに対しては従来の報告通り MMP-12

を介した反応性が観察されたが、ナノシリ

カでは MMP-12 の発現に変動は見られな

かった。ナノシリカに対しては Il1b の
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mRNA 発現上昇が認められた。 

一方ナノシリカを含めナノマテリアル

の取り込みに関係している Scavenger 

receptor の一つである MARCO（Front 

Immunol 9:103, 2018）の mRNA 発現が濃度

依存的に増加していたことから、MARCO

分子を介したナノシリカに対するマクロ

ファージの反応が存在しているもと考え

る。今回の実験系では LPS の刺激で M1 型

に誘導した場合に、MARCO の発現に変化

が認められ、LPS は TLR4 シグナルの活性

化に重要であることから、マクロファージ

のナノシリカに対する反応性には TLR と

Scavenger receptor の相互作用が重要である

可能性が示された。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。 

D.6. 既存情報と in vitro/in vivo 研究データ

による in silico 解析 

ナノマテリアルの in silicoによる特性解析に

ついては、SiO2 NMs の毒性発現メカニズムと

して、微細化による取り込み促進と、表面の純

度による「活性シラノール基（Si-OH）」の露出と

いう二つの側面が極めて重要であることが見

出された。微細で多分散指数（PDI）が小さく、

巨大凝集が少ない粒子特性は、マクロファー

ジによる貪食を容易にし、細胞内小器官との

接触面積を広げることで、ROS 産生や NF-κB

経路等の炎症シグナルを活性化させやすい。

加えて、不純物やコーティング剤といった非

SiO2 成分による被覆（マスキング）が少ない高

純度な粒子ほど、露出した活性シラノール基

が細胞膜成分と直接相互作用し、膜損傷や強

い炎症惹起能を示すと推察された。これは、ナ

ノマテリアルの毒性が単純な化学組成だけで

なく、粒子の物理的形状や表面の化学的状態

に密接に関連することを示す知見である。 

 さらに、in vitro試験の結果が in vivoでの

肺炎症指標（BALF中 CCL5値）と整合したこ

とから、これらの物性因子を記述子として用い

ることで、動物実験を代替し得る高精度な in 

silico 毒性予測プラットフォームの構築が可能

であることが示唆された。 

呼吸器感作性物質の in silicoによる特性解

析については、微視的性質である RDKit や

Mordred による構造記述子、および PySCF を

用いた量化化学計算（HOMO/LUMO、双極

子モーメント等）が「感作性の有無」を捉える指

標となり、巨視的性質である熱力学的物性（融

点、沸点、log P、水溶解度、蒸気圧等）は、呼

吸器感作性と皮膚感作性を分離する「器官特

異性」の指標となりうることを明らかとした。した

がって、in silico モデルによる 3 群（呼吸器感

作性・皮膚感作性・非感作性）の完全な分離

には、単一の解析手法ではなく、各指標の得

意領域を組み合わせた、以下の段階的アプロ
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ーチが考えられた。 

➢ 第一段階（微視的評価）： 量子化学的

反応性に基づき、感作性を判別する。

➢ 第二段階（巨視的評価）： 熱力学的物

性に基づき、標的器官（呼吸器/皮膚）

を判別する。

Ｅ．結論 

化学物質の呼吸器感作性を評価する試験

法の開発を目的に、ヒト気管支上皮細胞株

BEAS-2B とヒト単球細胞株 CD14-ML 由来

未成熟樹状細胞（DC）の scaffold を用いた

3 次元 DC 共培養系を構築し、開発された試

験法は OECD において in vitro 呼吸器感作

性試験法開発を目的として作成された

Detailed Review Paper (DRP)に、テストガイ

ドラインの有力候補として収載された。 

また肺胞マクロファージの活性化を指

標としたNMによる免疫毒性評価法の開発

に向け、ナノマテリアル曝露による免疫系

の活性化メカニズムについて in vitro, in 

vivo および in silico における解析を行い、

多くの知見を得た。さらに、新たなバイオ

マーカーの探索を行い、 IL1A および

MARCO 遺伝子が利用できる可能性を示し

た。最終年度において THP-1 細胞と比べよ

りヒト肺胞マクロファージに近い iPS 細胞

由来の HiTRAM 細胞を用いた試験法開発

に着手し、その可能性を示した。
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