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研究成果の概要（和文）：本研究では、今後その応用が期待されているナノカーボンに注目し、動脈硬化や血管
修復に対する影響を検討し、その作用機序を解明することを目的とした。二層カーボンナノチューブの高濃度投
与にて、動脈硬化モデルマウスの大動脈弓における粥腫面積が増加し、インフラマソームの中心的構成因子であ
るNLRP3の発現と、炎症性因子（VCAM-1, ICAM-1）とサイトカイン（MCP-1）の発現が増加した。二層カーボンナ
ノチューブの高濃度投与は、動脈硬化巣形成を誘発し、その作用機序として、インフラマソームによる炎症誘導
機構が関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Apolipoprotein E-deficient (ApoE-/-) mice treated with double wall carbon 
nanotubes (DWCNTs) at the high dose showed increased plaque area in the aorta by oil red O staining.
 The expression of NLRP3, which is a central constitutive factor of inflammasome, and the expression
 of inflammatory factors (VCAM-1, ICAM-1) and cytokine (MCP-1) were significantly increased in 
ApoE-/- mice treated with long DWCNTs at the high dose. Furthermore, in human umbilical vein 
endothelial cells (HUVECs) treated with the high dose of DWCNTs the level of cytokine (IL-1β) was 
significantly elevated. The results suggested that DWCNTs induced the formation of arteriosclerotic 
lesion due to enhancing inflammatory responses triggered by inflammasome activation.

研究分野：環境衛生学
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１．研究開始当初の背景 
ナノサイズ（100 ナノメートル以下）に物
質のサイズを制御することが可能となり、新
たな物質・材料としてその応用性が期待され
ている。反面、新たな物性を持つため、従来
の測定法では有害性の定量評価が出来ず、ヒ
トに対する未知の有害性リスクを有する可
能性が懸念されている。工業的ナノ素材によ
る重大なリスクを回避して有効利用するた
めにも、早期の生体影響に関する安全性評価
の実施が必要である。 
 
２．研究の目的 
ナノ素材は、肺胞を取り囲む毛細血管内皮
細胞と基底膜で形成される血液空気関門を
通過し、血液循環に到達する可能性があり、
工業的ナノ素材の血管系への影響に対する
影響評価とその作用機序の解明が待たれて
いる。本研究では、今後その応用が期待され
ているナノカーボン（カーボンナノチュー
ブ）に注目し、動脈硬化や血管修復に対する
影響を検討し、その作用機序を解明すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト大動脈内皮細胞(HAECs)を培養し、単
層カーボンナノチューブと二層カーボンナ
ノチューブを投与し、MTS assay法にて細胞
生存率を検討した。ナノ素材投与後の細胞上
清で、細胞遊走に関与する単球走化性タンパ
ク質(MCP-1)の活性を分析し、ナノ素材投与
後の血管内皮細胞における接着因子の発現
をウェスタンブロット法で解析した。また、
単球の血管内皮細胞への接着や侵入の程度
を解析した。 
 
(2) 動脈硬化モデルマウスであるアポリポプ
ロテイン E (ApoE)欠損マウスを使用し、単層
カーボンナノチューブと二層カーボンナノ
チューブを 14 日間、咽頭内投与し、血管障
害への影響を検討した。カーボンナノチュー
ブ投与後に、大動脈弓における動脈硬化の程
度を検討し、また、末梢血と骨髄における血
管内皮前駆細胞数を測定し、動脈に対する影
響への役割を分析した。 
 
(3) 動脈硬化モデルマウス:ApoE 欠損マウス
に shortと long二層カーボンナノチューブを
1週間に 1回、連続 8週間、咽頭吸引法によ
り投与した。その後、大動脈弓を oil red染色
し、粥腫形成の程度を評価した。また、胸部
大動脈から RNA を抽出し、インフラマソー
ム構成因子の発現を解析した。さらに、ヒト
臍帯静脈内皮細胞(HUVECs)に二層カーボン
ナノチューブを投与し、インフラマソーム構
成因子への影響を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 培養した血管内皮細胞に単層および二層
カーボンナノチューブを投与したところ、濃

度依存的に細胞生存率を減少させた。さらに、
単層および二層カーボンナノチューブの投
与は単球と内皮細胞との接着を著しく増加
させた（図１）。以上の結果より、血管内皮
細胞における接着能の亢進が動脈硬化の進
展を引き起こす可能性が示唆された。 

 
 (2) ApoE 欠損マウスに単層カーボンナノチ
ューブと二層カーボンナノチューブを 14 日
間投与したところ、高濃度群で大動脈の粥腫
形成の亢進が認められた。また、大動脈にお
ける接着因子(ICAM-1)の発現の増加が確認
された。血管内皮前駆細胞(EPC)は、骨髄か
ら循環血中に動員され、その後、血管内皮損
傷部位に移動すると言われている。カーボン
ナノチューブ投与後の骨髄中の EPC の機能
への影響を検討したところ、カーボンナノチ
ューブの投与は EPC のコロニー形成単位を
減少させ、遊走機能を減弱させた（図２）。
これらの結果より、単層および二層カーボン
ナノチューブは、単球の内皮細胞への接着を
促進し、EPC機能不全を誘発することにより、
粥腫形成を増強する可能性が示唆された。 

 
(3) 二層カーボンナノチューブの高濃度投与
にて、動脈硬化モデルマウスの大動脈弓にお
ける粥腫面積が増加した。また、インフラマ



ソームの中心的構成因子である NLRP3 の発
現と、炎症性因子（VCAM-1, ICAM-1）とサ
イトカイン（MCP-1）の発現は、long二層カ
ーボンナノチューブの高濃度投与群で有意
に増加していた。また、培養細胞の実験では、
DWCNT の高濃度投与で、サイトカイン
（IL-1β）のレベルが有意に上昇した（図３）。
以上の結果より、二層カーボンナノチューブ
の高濃度曝露は、動脈硬化巣形成を誘発し、
その作用機序として、インフラマソームによ
る炎症誘導機構が関与している可能性が示
唆された。 
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