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研究成果の概要（和文）：再生医療やDDS製剤、生体イメージングの分野において、病変部への標的指向性を持
つ機能性ナノマテリアルは、新規の物質であるため、その有用性だけでなく体内動態および生体安全性の評価が
重要である。皮下や腹腔、腫瘍内に投与された粒子は脈管系に入り特にナノサイズのコロイド粒子や高分子物質
は微小循環であるリンパ系に移行するが、リンパ管やリンパ節に与える影響は明らかでない。本研究ではナノマ
テリアルの通過経路となるリンパに注目し、生きた摘出リンパ管腔にナノ粒子を灌流させ評価を行うシステムを
構築し、ナノ粒子動態解析やリンパ管自発性収縮へのリアルタイムでの影響、組織学的評価による新規の生体安
全性評価法を確立した。

研究成果の概要（英文）：In the fields of regenerative medicine, DDS preparations and bioimaging, 
functional nanomaterials with targeting to lesions are novel substances, so evaluation of their 
pharmacokinetics and biosafety is important as well as their usefulness. Particles administered 
subcutaneously, in the abdominal cavity, and in tumors enter the vascular system, and in particular,
 nano-sized colloidal particles and macromolecular substances are transferred to the lymphatic 
system, which is a microcirculation, but the effect on lymphatic vessels and lymph nodes is unclear.
 In this study, we focused on the lymphatic vessels that passes through the nanomaterial, and 
constructed a system to perfuse nanoparticles in the living isolated lymphatic lumen and perform 
evaluation. Furthermore, using this system, we analyzed the dynamics of nanoparticles and the 
real-time effects on spontaneous contraction of lymphatic vessels, and established a new biosafety 
evaluation method together with histological evaluation.

研究分野：微小循環生理学

キーワード： 脈管　ナノ粒子　生体安全性評価　イメージング　リンパ管　ナノバイオマテリアル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
病変部への標的指向性を持つ機能性ナノマテリアルの実用化にはその有用性だけでなく体内動態および生体安全
性の評価が重要である。投与されたナノマテリアルが生体内で移動経路となるリンパ管腔にナノ粒子を灌流させ
安全性評価を行うシステムを構築した。このシステムによりナノ粒子動態解析と同時に、リンパ管自発性収縮へ
のリアルタイムでの影響の評価が可能となり、組織学的評価と共に併用することで新規の生体安全性評価法を確
立した。この摘出リンパ管腔灌流システムは、ナノバイオマテリアルの生体安全性を評価する手法の一つとして
今後有用であり、ナノマテリアルのみならず薬剤など新規のDDS製剤の開発に貢献できることが期待される。



新規の生体安全性評価法の確立を目指した摘出リンパ管腔灌流システムの構築 
 
 
１． 研究開始当初の背景 
 近年、drug delivery system（DDS）や再生医療、生体イメージングなど様々な分野においてバイオマテリ
アルとしてナノマテリアルを材料にした研究が盛んに行われており、DDS 製剤などへの適用も拡大している
1,2。このような病変部への標的指向性を持つ機能性ナノマテリアルは、生体にとって従来にない新規物質であ
り、その有用性だけでなく体内動態の評価についての研究は非常に重要である 3,4,5。皮下や腹腔、腫瘍内に投
与された粒子は、リンパ管や血管に入り、特にナノサイズのコロイド粒子や高分子物質はリンパ系に移行する
こと、またリンパ節に蓄積することが知られているが、生体内でリンパ管に与える影響についてはほとんど明
らかにされていない。そこで、本研究ではナノマテリアルの生体内での移動経路となるリンパ系に注目しナノ
マテリアルの新規の生体安全性評価法の確立を目指して摘出リンパ管腔灌流システムを構築し、評価を行った。
ラットの生体から摘出したリンパ管内にナノマテリアルを灌流させ、灌流中のリンパ管内の観察、自発性収縮
の経過観察、観察を行ったリンパ管の組織学的評価、電子顕微鏡での評価を可能とするシステムを作製した。
本実験システムを in vitroや in vivoと組み合わせて使用することでナノバイオマテリアルに対する新規の生
体安全性評価法として利用することが期待される。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、DDS などでナノマテリアルの通過、回収経路となるリンパ系においてナノマテリアルの動き
がリンパ管の自発性収縮や組織に及ぼす影響を調べるための新規の生体安全性評価法を確立するため、摘出リ
ンパ管腔灌流実験システムを構築することを目的とした。この摘出リンパ管腔灌流システムを用いてナノマテ
リアルの生体への影響についての解析は、in vitro培養細胞系よりもより生体組織に近いレベルで観察可能と
なり、さらに in vivoでの観察が困難であるリンパ組織の反応をより詳細に高解像度で明らかにすることが出
来るため、種々のナノマテリアルの動態解析やリンパ系における安全性評価が可能となる。さらにこのシステ
ムはナノマテリアルのみならず新規化合物や薬物、DDS 製剤の動態解析や生体安全性評価そして開発につな
がる可能性を秘めている。 
 
３．研究の方法     
実験システム全体の概要 
 摘出リンパ管腔灌流システムは、ラットから摘出したリンパ管とそれを固定する臓器槽チャンバー、リンパ
管とその中に灌流させたナノマテリアル観察するための光学顕微鏡、CCDカメラ、テレビモニター、DVDレ
コーダー、リンパ管径追尾装置、パーソナルコンピューターから構成される。臓器槽チャンバー内には、リン
パ管の内腔に溶液を流す内腔灌流システムとリンパ管が浸されているチャンバー内の溶液を流す外腔灌流シ
ステムの二つの流れの仕組みを作製した。これらの灌流システムを用いてリンパ管内部にナノマテリアルの粒
子を灌流し、リンパ管外液には生理活性物質を灌流することにより、リンパ管の収縮弛緩反応を比較しリンパ
管組織の評価を行った。 
リンパ管の内腔灌流システム 
摘出リンパ管の内腔灌流システムは、ナノマテリアル分散液や緩衝液を
リンパ管内に流し込むために考案した。内腔灌流システムは臓器槽チャン
バー内のガラスピペットと、そこにカニュレーションさせたリンパ管内部
を流れる回路とした（図１）。リンパ管内に灌流させる力は、リンパ管とガ
ラスピペットにつながる流入口と流出口にかける静水圧差でリンパ管内
部に流れる粒子溶液の速度が調節可能となった。内腔灌流経路の in 側に
は、リンパ管内腔に灌流させるナノマテリアル分散液、分散剤である 2% 
FBS を含んだ 2% FBS-DPBS、Krebs 緩衝液を入れ水面の高さを調節し
た。溶液が短時間でガラスピペットの先端に到達する二重管腔構造を考案
した。摘出リンパ管の両端をカニュレーションした２本のガラスピペット
は可動性に設計し、摘出リンパ管標本が生体内と同じ長さになるように伸長させた。                                         
リンパ管の外腔灌流システム                   図 1 摘出リンパ管腔灌流実験システム 
 リンパ管が浸っている臓器槽チャンバー内の溶液の灌流システムは、保温した Krebs 緩衝液を流し摘出リ
ンパ管を急性で一過性に 収縮弛緩反応させる生理活性物質として acetylcholine、トロンボキサン A2 
analogueを投与するという 2点を目的として作製された。臓器槽チャンバー内に流し込む力は Smooth flow 
pump を用い、Krebs 緩衝液を生体内リンパ系の低酸素分圧に近づけるため 5%CO2-95%N2 ガスを通気させ
てから使用した。摘出リンパ管に接する溶液の温度を正確に維持し摘出リンパ管の自発性収縮が均一な収縮幅
で持続し最大約 8時間継続させることが可能となった。 
摘出リンパ管標本の作製 
 この実験は信州大学動物実験委員会の承認を得て行った（承認番号 No.270009, 300027）。Wistarラットに
ペントバルビタールを腹腔内投与し麻酔下で開腹後腸骨リンパ節とその周囲のリンパ管、動脈、静脈、脂肪組



織を併せて結紮し摘出した。腸骨リンパ節輸入リンパ管を脂肪組織から剥離しリンパ管両端をチャンバー内の
ガラスマイクロピペットにカニュレーションし固定した。この摘出リンパ管を灌流標本とした 6。標本内腔に
は 6 cmH2Oの内圧を負荷し緩衝液で標本外腔を灌流してリンパ管の自発性収縮を誘導した。 
生理活性物質刺激によるリンパ管標本の反応の検証 
自発性収縮開始後 U-46619 を外灌流システムに灌流し平滑筋細胞が健在であるかを確認した。平滑筋細胞
が健在である場合にはリンパ管は一時的に自発性収縮を停止する。U-46619 を新しい Krebs 緩衝液で wash 
out して自発性収縮が再開したら ACh を外灌流に灌流させ、リンパ管が弛緩することでリンパ管内皮細胞が
健在であるかを確認した。2つの生理活性物質により摘出リンパ管が生きている状態であることを薬理学的に
確認した。ナノマテリアル灌流後も同様の手順でリンパ管内皮細胞と平滑筋細胞それぞれの確認を行った。 
ナノマテリアルの灌流 
ナノマテリアルの分散には 2% FBS-DPBS を使用した。チャンバーの二重管腔構造を用いてリンパ管に抵
抗負荷をかけることなくナノマテリアルをガラスピペットまで到達させたのち、0 mmH2Oの静水圧差でリン
パ管の自発性収縮の力でナノマテリアル分散液を灌流させた。ナノマテリアルの灌流後は再び Krebs 緩衝液
でリンパ管内を灌流させ washした。 
灌流させるナノマテリアルの調製・評価 
 使用したナノマテリアルはMulti-walled CNTs (MWCNTs)、Carbon nanohorns (CNHs)、銀ナノ粒子を使
用した。それぞれの粒子の分散は超音波処理機 PR-1を用いて出力 140W、40℃以下で 1時間行った 7。分散
した溶液は、灌流実験でリンパ管に灌流させる   直前に希釈し、実際に灌流させる濃度で水槽式超音波処理
機 US-1R を用い超音波処理を行ってから使用した。
分散は 2%FBS-DPBSを用い、分散濃度は 1 mg/mlと
した。分散後のナノマテリアルの構造は TEM を用い
て観察した。分散処理を行ったナノマテリアル分散液
中の FT911 の粒子径、ゼータ電位は Zetasizer Nano 
ZSを用いて測定した。 
リンパ管内の灌流粒子のイメージング            表 1 リンパ管内灌流したナノマテリアルサイズと Z電位 
リンパ管内を流れる粒子およびリンパ管壁のイメージングおよび計測は、リンパ管径追尾装置、ハイスピー
ドカメラ FAST CAM AX50を使用した。 
自発性収縮に伴うリンパ管径の経時的測定 
顕微鏡で観察した映像は CCDカメラ、テレビモ
ニターおよびリンパ管径追尾装置に接続し自発性
収縮に伴うリンパ管径の変化を経時的に追尾し計
測した。計測されたリンパ管径の値は計測ソフト
Skinos Mod2を使用して記録した。                図 2 リンパ管内灌流したナノマテリアルの TEM像 
ナノマテリアル灌流後のリンパ管組織の検証              
灌流実験でナノマテリアルを灌流させたリンパ管は、4%PFAで固定後、2% agarose埋入しパラフィン包埋
した。HE染色およびリンパ管内皮細胞と平滑筋細胞、核の三重染色を行った。リンパ管内皮細胞と平滑筋細
胞の状態やカーボン粒子の接着などを蛍光顕微鏡を用いて観察した。またナノマテリアル灌流後のリンパ管を
2.5％ glutaraldehydeおよび 1% osmic acidで固定後樹脂包埋し TEMで観察を行った。 
 
４．研究の成果 
使用したナノマテリアルの分散状態（粒子径とゼータ電位） 
 CNHs、MWCNTs、Agの TEM像と粒子径、Z電位の結果を表 1に示す。使用したナノマテリアルの平均
粒子径は CNHが約 180 nm、MWCNTが約 120−130 nm、Agが約 110−130 nm程であった。使用したすべ
てのナノマテリアルの Zeta potentialは−11から−13 mV程でマイナスにチャージしていた。ナノマテリアル
分散液の透過型電子顕微鏡による観察では、CNHs（図 2a, b）、MWCNT（図 2c, d）、Ag（図 2e, f）はそれぞ
れ黒い粒子として観察され、均一に分散されていた。 
リンパ管の自発性収縮に与える影響 
リンパ管の自発性収縮に与える影響についてグラフに示した（図 3）。縦軸がリンパ管径、横軸が時間を示
し、直径約 200－300 mのリンパ管が数秒に 1回収縮と拡張を示す自発性収縮の動きを波状のグラフで示し
ている。U-46619で刺激するとリンパ管の自発性収縮は一時的に停止しリンパ管は収縮した。一方、Achで刺
激すると同様にリンパ管自発性収縮は停止しリンパ管は弛緩した。試薬がチャンバー内から除去されると自発
性収縮は再開した。ナノマテリアルを分散した分散剤 2％ FBS-DPBS を灌流したグラフの典型例を図 3A に
示す。分散剤灌流による自発性収縮の変化は見られず、灌流前後での生理活性物質の反応が見られた。0.1 
mg/ml CNHs をリンパ管内に灌流させると、リンパ管内に到達直後に自発性収縮に一時的に変化が見られた
（図 3B）。ナノマテリアルの灌流前後どちらでも生理活性物質の反応が見られた。1 mg/ml CNHsを灌流させ
た場合も、自発性収縮に一時的な変化が見られた（図 3C）。0.1 mg/ml MWCNTsを灌流させると、自発性収
縮が弱まったり一時的に収縮したりする変化が観察されたが、1時間灌流を終えるまで完全に自発性収縮が停
止するものはなかった（図 3D）。生理活性物質の反応はMWCNTsの灌流前後で見られた。 



1 mg/ml MWCNTs灌流すると自発性収縮が停止したり再開
したりと不規則な動きを示し（図 3E）、MWCNT灌流前後の
生理活性物質の反応は見られた。0.1 , 1 mg/ml Agを灌流し
た場合には到達後でリンパ管が収縮し自発性収縮が停止し
た(図 3F, G)。収縮後、１時間程かけてリンパ管は弛緩しその
後自発性収縮は全く戻らなかった。Ag 灌流前の生理活性物
質の反応は有ったが灌流後は U46619, AChのどちらも反応
が見られなかった。               
粒子の流れのイメージング 
ナノマテリアル灌流中の摘出リンパ管内を撮影した（図

4）。ハイスピードカメラを用いリンパ管内部に流れるマテリ
アルの流れや動きを観察することが可能となった。分散剤と
CNHs、MWCNTs、Agをリンパ管内に灌流させると、CNHs
とMWCNTsではリンパ管の自発性収縮と共に黒い粒子が流
れている様子が見られた。Ag を灌流させたリンパ管は強い
収縮反応の後に弛緩し自発性収縮が停止したが、リンパ管内
の Ag粒子の存在は観察できた。 
ナノマテリアル灌流によるリンパ管組織への影響 
ナノマテリアル灌流後のリンパ管組織像と TEM像を図 5, 

6に示す。ナノマテリアル灌流後は intactのリンパ管と比較
すると粒子が付着している様子が観察された。TEM 像では
灌流したナノマテリアルの局在が明らかとなった。CNHs 
(0.1 mg/ml)を灌流したリンパ管（図 6E, F）では CNHs粒子
の局在は見られなかったが、CNHs（1 mg/ml）を灌流したリ
ンパ管（図 6G, H）ではリンパ管内皮細胞間 に CNHsが入
り込んでいる様子が観察された。MWCNTs を灌流させたリ
ンパ管（図 6I, J, K, L）も CNHs（1 mg/ml）と同様に内皮
細胞間にマテリアルが入り込んでいる様子が観察された。一
方 Ag を灌流させたリンパ管は 0.1 mg/ml（図 6M, N）、1 
mg/ml（図 6O, P）ともにリンパ管内壁組織が傷害されてい
る様子が見られた。            

 図 3 ナノマテリアル灌流時のリンパ管の自発性収縮の変化 
考察 
本研究では、DDS においてナノマテリアルの通過、回収経路となるリンパ系に着目し、自発性収縮をして
いる生きたリンパ管内をナノマテリアルの 1粒子がどのような動きを示し移動するのかを可視化すること、リ
ンパ管の自発性収縮に対して粒子がどのような影響を及ぼすのかを検証しリンパ管組織へ与える影響を評価
する手法としてこの実験システムを構築した。高分散された 1粒子の動きを追尾しナノマテリアルの動きの傾
向を捉えられることが分かった。xy 軸だけでなく z 軸方向のナノ粒子の動きを時間軸で捉えるためにはさら
に高解像度の顕微鏡システムや技術が必要であるが体内循環系を移動するナノマテリアルの動態を詳細に把
握することは今後 DDSの発展には必要不可欠であると思われる。リンパ管の自発性収縮は周囲の環境の変化
に非常に敏感であり、温度、光、リンパ管内圧、チャンバー内の Krebs液の振動、緩衝液の pHなどの様々な
条件の変化で、自発性収縮が減衰、停止や不規則な動きを示したりする事が明らかになった。リンパ管の環境
への感度の高さによりリンパ管に与える影響を ex vivoで確認すること
が可能となり、生体内でのナノマテリア
ルが微小循環に与える影響を検討するの
に役立つと思われる。        
図 4 ナノマテリアル灌流中の摘出リン
パ管像（左） 
図 5 ナノマテリアル灌流後のリンパ管
組織像（右） 



またリンパ管の自発性収縮による収縮弛緩の動きは、生理活性物質に
よる刺激によって敏感に反応する 8。CNHsやMWCNTsでは粒子到
達とともに自発性収縮の振幅が一時的に変化し、動きも不規則になる
様子が観察された。自発性収縮が起きる機序はリンパ管内皮細胞やそ
こから誘導される NO などが自発性収縮の収縮リズムや収縮力など
を制御していると考えられている 8。このような一時的なリンパ流量
低下や自発性収縮の減衰はずり応力も関与している可能性も考えら
れナノマテリアル分散液の性質など更なる検討が必要である。また
Ag を流した際には、リンパ管が自発性収縮が停止し、急性的に収縮
した後弛緩反応を示す様子が観察された。Ag 粒子等を用いてリンパ
管内皮を傷害するメカニズムを解明可能であると考えられる。               
粒子灌流後リンパ管組織切片には、カーボン粒子がリンパ管内壁に付
着している様子が観察された。CNHs や CNTs は大きな比表面積と
構造、表面官能基などによりタンパク質を吸着しやすくリンパ管内壁
に接着した可能性が考えられる。今後は細胞内への取り込み、集積、
貪食、細胞障害の機構等検証し、更に in vivoでのナノマテリアル体
内動態や蓄積、排出、毒性も検討することが重要である。リンパ管を
経由する可能性のあるマテリアルや DDS製剤目的のものは、本実験
システムを利用することで微小循環に対する安全性について評価を
行うことが可能である。これまでナノマテリアルは凝集状態や形状、
サイズによって細胞内に取り込まれかたや炎症反応が異なることを
明らかにしてきたが 9、この摘出リンパ管腔灌流実験システムを用い
て様々な材料やその修飾を検討することで、脈管系に傷害を与えない
ナノマテリアル DDS製剤の臨床応用や開発に役立つと期待される。
この実験システムは、in vitroや in vivoでの評価と組み合わせて使
用することで、ナノマテリアルが生体に与える影響を細胞レベルから
生体レベルまで検討する新しい生体安全性評価法として利用できる
と考えられる。 
結論 
本研究で構築してきた摘出リンパ管腔灌流実験システムを用いる
ことで、リンパ管の自発性収縮およびリンパ管組織に対する粒子の影
響を評価することが可能となった。そしてこの摘出リンパ管腔灌流実
験システムはナノバイオマテリアルのみならず薬剤などに対する新
規の生体安全性評価法になるだけでなく、新規の DDS製剤の開発に
貢献できることが期待される。     

図 6 ナノマテリアル灌流後のリンパ管TEM像 
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