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研究成果の概要（和文）：汎用プラスチックとして、ポリエチレン（PE）、ポリプロピレン（アイソタクチッ
ク、iPP）を用いて、異なる波長、強度、パルス幅のレーザー光を照射することによって、レーザーアブレーシ
ョンによるナノ粒子の生成を確認した。また、ゲノム編集により高感度に免疫応答を検出できるマクロファージ
細胞株を樹立し、ポリエチレンテレフタレート（PET）マイクロプラスチックモデルの細胞傷害性ならびに免疫
応答性について評価した。マイクロプラスチックの機械的特性が免疫応答に影響を及ぼすことを見いだした。

研究成果の概要（英文）：Using polyethylene (PE) and polypropylene (isotactic, iPP) as conventional 
plastics, we confirmed the formation of nanoparticles by laser ablation by irradiating laser light 
of different wavelengths, intensities, and pulse widths. By genome editing, we established a 
macrophage cell line that can detect immune responses with high sensitivity, and evaluated the 
cytotoxicity and immune response to poly(ethylene terephthalate) (PET) microplastic model. We found 
that the mechanical property of the microplastic affected the immune response.

研究分野： 生体材料学

キーワード： ナノプラスチック　ナノ医薬品　腸管免疫チップ　環境問題
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研究成果の学術的意義や社会的意義
微量かつサイズが小さいために自然環境からの回収が困難なナノプラスチックを、レーザーアブレーションによ
り実験室で調製できることを汎用プラスチックを用いて明らかにした。また、細胞を用いた様々な評価技術があ
る中、細胞に対して非侵襲的に高感度で免疫応答を検出できるシステムによりナノ・マイクロプラスチックの細
胞傷害性を評価できるようになった。いずれも、今後のナノ・マイクロプラスチック研究への応用展開が期待で
き、ヒトへの影響を含めた環境問題に対する研究進展に寄与できることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
プラスチックによる海洋汚染は、国際的に深刻な環境問題である。特に、ナノプラスチック

(NP)は、マイクロプラスチック(MP)と比べて極めて小さく、その濃縮や体内での観察が困難とい
う問題点から、未開拓な研究対象である（J. P. da Costa et al., Sci. Total. Environ. 2016）。さらに、
NP が血管と脳との間にあるバリアを超えて魚の脳に蓄積することが報告され（K. Mattsson et al., 
Sci. Rep., 2017）、MP にはない、ナノサイズ特有の新たな問題が認識されつつある。一方、ナノ
物質が血管から漏出し、癌組織にのみ蓄積されるというナノサイズ特有の体内動態は、高い効率
の癌治療を目指したナノ医薬品研究を開拓した。さらに、癌組織を模倣したモデルを体外で構築
する技術が開発されつつあり、ナノ医薬品の癌組織内動態を観察可能な体外で解析する研究が
始まっている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ナノ医薬品による癌治療研究で積み重ねられてきた知見を、全く異なる研究

分野である環境問題 NP 研究へと展開する斬新な発想に基づき、環境科学における新しい方向
性の探索に挑戦することである。この実現のため、潜在的共通点であるナノの視点を探索する。
NP は、MP と比べて極めて小さく、その濃縮や体内での観察が困難という問題点から、未開拓
な研究対象である。さらに、NP が血管と脳との間にあるバリアを超えて魚の脳に蓄積すること
が報告され、MP にはない、ナノサイズ特有の新たな問題が認識されつつある。本研究では、ナ
ノ医薬品に対する最新の研究アプローチを NP の解析へ展開するナノの視点の探索を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）光分解反応制御によるナノプラスチックの定量的調製 
 研究体制が有するナノ医薬品やレーザー光学（Mater Stage 2018）の強みを活かし、海洋汚染で
問題となる、ポリエチレン（PE）などの熱可塑性プラスチックに対して、独自の光学系を利用し
て様々な波長や強度のレーザー光を照射し、レーザーアブレーションにより NP を調製した。得
られた種々の NP の化学構造、サイズ、表面電位などについて、赤外分光測定（FT-IR）、動的光
散乱測定（DLS）、ゼータ電位測定、走査型電子顕微鏡（SEM）観察などを利用して評価した。 
 
（2）ゲノム編集マクロファージを用いた免疫応答評価系の検討 
自然環境に放出されたプラスチックは、紫外線（UV）による光酸化分解、微生物による生分

解、物理的衝撃による機械的破壊などにより細片化された MP となる。この MP の特徴として、
不規則な形状であること、表面が酸化されていることなどが挙げられる。そこで、光酸化分解と
機械的破壊とのプロセスに着目し、UV 照射および超音波（US）処理を組み合わせることにより
MP モデルを作製し、ヒト単球系白血病細胞株（THP-1）から誘導したマクロファージの応答に
ついて検討した。炎症性サイトカインのひとつである IL-1β に化学発光タグを融合させたタンパ
ク質を発現するようにゲノム編集した THP-1 を用いた。 
 
４．研究成果 
（1）光分解反応制御によるナノプラスチックの定量的調製 

Sigma-Aldrich の低密度ポリエチレン（LDPE）より、膜厚 50 μm のフィルムを作製した。超純
水を満たしたセル内に作製した LDPEフィルムを浸漬し、ナノ秒レーザー（照射波長 266 nm、
パルス時間 15 ns以下、繰り返し周波数 10 Hz、VM-TIM VM-
HG-SH/FH with Q-switched YAG:Nd3+ laser）を照射した。得ら
れた微粒子の粒子径を、動的光散乱法（DLS）により評価し
た。また、電界放出形走査電子顕微鏡(FE-SEM)を用いて微粒
子を観察した。 

100 – 2000 d.nm の範囲における散乱強度別粒度分布を示す
（Fig. 1）。レーザーの照射強度が低い場合、レーザーの照射
時間が長くなるにつれて粒子径が減少した。一方、レーザー
の照射強度が高い場合、レーザー照射時間が長くなるにつれ
て粒子径が増加した。これらの結果は、ナノ秒レーザーの熱
的影響から微粒子が凝集し、粒子径が増加したことを示唆し
ている。次に、レーザー光を 12 時間照射後に得られた微粒
子の SEM 観察結果を示す（Fig.1）。レーザーアブレーション
により得られた粒子は、多様な形状および凝集していること
がわかった。 
 
 

Fig. 1. DLS and SEM 
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（2）ゲノム編集マクロファージを用いた免疫応答評価系の検討 
ポリエチレンテレフタレート（PET）をダイヤモンド研磨プレート（READ社製）により粒子
径 12.5 µm程度に細片化した後、UV 照射（250 W、4時間）と US処理（40 kHz、20時間）とを
1 サイクルとするプロセスを 4回繰り返し行った。UV/US処理した PET細片（UV/US g-MP）で
は、未処理 PET細片（g-MP）と比較して、粒子径が 4.4 µm に減少したが（Fig.2）、X線光電子
分光測定では O/C 比が 39.8%から 49.0%に増加、示差走査熱量測定では結晶化度が増加（Fig. 3a）、
ナノインデンテーションでは Young 率が増加した（Fig.3b）。UV/US処理による PET の光酸化が
示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2. Light and SEM observations for g-MP and UV/US g-MP 
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Fig. 3. DSC and AFM measurements for g-MP and UV/US g-MP 
(a) DSC and (b) AFM measurements. 

 
 
次に、これらの PET細片を THP-1 から誘導した異なる分極をもつマクロファージに対して曝
露したところ、いずれの PET細片でも添加量 500 µg/mL で生細胞数が減少することがわかった
（Figs. 4a, 4b）。一方、IL-1β の分泌量は、M1 マクロファージにおいて、UV/US treated により有
意に増強された（Fig.4c）。PET細片表面へのタンパク質吸着、PET細片のサイズや力学的性質な
どがマクロファージの応答性に対し、影響を及ぼしたことが示唆された。 
 

Fig. 4. Cell viability after 24 h of (a) Untreated (g-MP) and (b) UV/US treated MP (UV/US g-MP) 
exposure to M0, M1, and M2 macrophages. (c) IL-1β secretion from M0, M1, and M2 macrophages after 
24 h of the MP exposure. *, **, ***, ****: significance with p values of 0.05, 0.01. 0.001, and 0.0001, 
respectively. 
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