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研究成果の概要（和文）：ナノカーボン（NC)は体内でマクロファージに取り込まれることが多く、過剰に取り込まれ
ると細胞死をひきおこす。細胞死が起こる際には、活性酸素（ROS)産生が亢進するので、そのメカにズムについて検討
した結果、ROS産生亢進はミトコンドリアの膜障害が関係していることが明らかとなった。NCによる細胞死メカニズム
解明と同時に、NCの表面被覆剤を検討し、表面被覆剤の量に最適値があること、表面被覆剤が細胞死を起こす場合があ
ることなどを明らかにした。また、マクロファージによる貪食を阻害する効果的なNC表面修飾剤を見出し、その効果を
細胞実験とマウス実験で確認した。

研究成果の概要（英文）：Nanocarbons are often engulfed by macrophages in the body. We have studied the 
macrophage death mechanism caused by carbon nanohorns (CNH), a type of nanocarbons. It is reported that 
CNHs induced the lysosome membrane instability when macrophages engulfed too many CNHs. With lysosome 
membrane instability, cathepsin was released from lysosome, causing mitochondrial membrane dysfunction 
and the cell apoptosis. Reactive oxygen species were also upregulated, and its mechanism has been 
clarified in this study. The surface coating for NC to avoid the macrophage uptake has been also studied, 
and could find the very effective one, which was confirmed by cell experiments and animal studies.

研究分野： ナノバイオ
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１．研究開始当初の背景 
ナノカーボン（ＮＣ）の応用研究が進み、実
用化されているものもあるが、懸念される毒
性に関してははっきりしていない。マウス体
内に入ったＮＣの一種であるカーボンナノ
ホーンは、分解あるいは体外排出されるもの
が 40%程度で①、他はマクロファージに取り
込まれ長期間体内に滞在する。従って、ＮＣ
の毒性はマクロファージに注目して行うこ
とが妥当である。マクロファージがカギであ
ることは、多層カーボンナノチューブ（ＭＷ
ＮＴ）のなかでもアスベストに形状が近い物
の毒性からもわかる。アスベスト形状のＭＷ
ＮＴはＮＣの中でも例外的に毒性がはっき
りしているものであり、発がん性すら疑われ
ている②。この場合の毒性は、太くて長いＭ
ＷＮＴをマクロファージが処理しきれず、フ
ラストレーションをおこし、活性酸素を発生
することによるとされている。このように、
ＮＣを取り込んだ後のマクロファージの反
応が重要であることは明らかであるものの、
活性酸素発生機構がはっきりせず、毒性発現
機構の解明が望まれている。 
これまで、我々はＮＣの一種であるカーボン
ナノホーン（ＣＮＨ）のマクロファージに対
する毒性を研究してきた。ＣＮＨはマウス体
内でマクロファージに取り込まれるものの、
炎症反応などといった悪影響は現れず、低毒
性である。そこで、ＣＮＨの潜在的毒性を引
き出すために、ＣＮＨを細胞に過剰に取り込
ませることで細胞死を起こさせ、その際の、
細胞死メカニズムを調べた。その結果、ＣＮ
Ｈはマクロファージ中のリソソームに入り、
リソソーム膜に接触して膜障害を起こさせ、
それが発端となってアポトーシスに至るこ
とが明らかとなった③。リソソーム膜障害は、
他のＮＣにおいても毒性発現の主要な原因
の一つと考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、ＮＣによるリソソーム膜
障害により細胞死が起こる際のＲＯＳ発生
機構について検討し、リソソーム膜障害によ
るＮＣの毒性発現機構を確定する。毒性発現
においてＮＣの表面修飾剤の効果があるこ
とは知られているがその詳細は明らかでは
なく、表面修飾剤由来の毒性発現について検
討する。検討結果を参考にして、マクロファ
ージにとらわれにくい表面修飾剤を探索す
る。 
 
３．研究の方法 
（１）ＣＮＨが引き起こすＲＡＷ264.7 細胞
のリソソーム膜障害-アポトーシスにおける
ＲＯＳ産生機構解明 
ＲＡＷ264.7 細胞培養培地にＣＮＨを大量に
投与し、ＣＮＨによるリソソーム膜障害-ア
ポトーシスを起こさせ、その際のＲＯＳ発生
とミトコンドリアのＲＯＳ産生との関係を
ミトコンドリアに対する抗酸化剤を用いて

調べた。 
 
（２）ＣＮＨ表面被覆と細胞死機構との関連 
リン脂質ＰＥＧ（ＰＬＰＥＧ)によりＣＮＨ
が安定的に表面被覆されることを以前確認
している④が、奇妙なことに、ＣＮＨのＲＡ
Ｗ２64.7 細胞に対する毒性は、ＰＬＰＥＧに
よる被覆率に対してＵ字形に変化していた。
この現象を解明するために、ＰＬＰＥＧ被覆
率とＣＮＨ量を変化させて細胞死との関連
を明らかにし、さらに、細胞へのＣＮＨ取り
込み量を計測し、細胞死とＣＮＨあるいは被
覆剤との関連を解明した。 
 
（３）ＣＮＨの被覆分子が及ぼすリソソーム
膜障害 
以前の研究によるとセラミド系の脂質ＰＥ
Ｇ（ＣＰＥＧ）で表面被覆するとＣＮＨの毒
性が高まることがわかっている④。そこで、
ＣＰＥＧで被覆したＣＮＨを用いて、リソソ
ーム膜障害との関連を、マウスの肝臓・脾臓
の組織観察により調べた。 
 
（４）ＮＣがマクロファージにより貪食され
にくくなる表面被覆剤の探索 
ＮＣの毒性低減化を目的とし、ＮＣをマクロ
ファージに貪食されにくくする表面被覆材
を探索した。見出した表面被覆剤がＣＮＨの
みならず、単層カーボンナノチューブにも効
果的であることを細胞実験とマウス実験に
より確認した。 
 
４．研究成果 
（１）ＣＮＨが引き起こすＲＡＷ264.7 細胞
のリソソーム膜障害-アポトーシスにおける
ＲＯＳ産生機構解明 
以前の研究において、マクロファージが大量
にＣＮＨをとり込むとマクロファージが細
胞死することを In vitro 実験により見出し
た。また、その後の研究により、ＣＮＨはマ
クロファージの中の、リソソーム内に存在し、
大量に存在する際には、リソソーム膜障害を
起こし、カテプシンなどのリソソーム内酵素
を細胞質に放出し、ミトコンドリア膜障害を
起こし Caspasae が活性化され、細胞はアポ
トーシスに至ることも明らかにした③⑤。ア
ポトーシスが起こると同時に、活性酸素産生
も活性化されるので、本科研費研究において、
活性酸素産生機構を調べた結果、ミトコンド
リアが関与していることが判明した。つまり、
ＲＯＳ産生は、ＣＮＨのリソソーム膜障害が
引き起こすミトコンドリア膜障害によるも
のであると結論された。 
本科研費研究成果とそれ以前に行われた研
究の成果をまとめて、誌上発表した⑤。 
 
（２）ＣＮＨ表面被覆と細胞死との関連 
ＰＬＰＥＧ被覆によりＣＮＨを水中に分散
させる際にＰＬＰＥＧ：ＣＮＨ（重量）を変
化させて、RAW264.7 細胞培養用培地に添加し、



添加後 24時間での細胞死を Bradford アッセ
イと G6PD アッセイにより評価した。以前に
得られた予備実験結果を詳細に検討し、細胞
生存率がＰＬＰＥＧ：ＣＮＨ増加に伴いいっ
たん増加した後、減少をすることと、その傾
向が投与ＣＮＨ量に依存することを確認し
た。具体的には、投与ＣＮＨ量が 0.03 mg/mL
であれば、ＰＬＰＥＧ量をＰＬＰＥ：ＣＮＨ
=3:1 まで増加させても細胞生存率が減少す
ることはないが、投与ＣＮＨ量 0.1 mg/mL で
は、ＰＬＰＥＧ：ＣＮＨ=3:1 におおいて細胞
生存率が 40%程度へる。ＣＮＨ投与量を 0.3 
mg/mL まで増加させるとＰＬＰＥＧ：ＣＮＨ
＝1:1 以上での細胞死が増加し、3:1 の時に
は細胞生存率 10%となる。 
細胞がとり込んだＣＮＨ量を、細胞溶解液の
700 nmにおける光吸収強度により測定した結
果、細胞死の投与ＣＮＨ量とＰＬＰＥＧ：Ｃ
ＮＨ比率依存は、細胞内に取り込まれたＣＮ
Ｈ量とよく相関していた。また、ＰＬＰＥＧ
とＣＮＨ量がともに多く投与されたときの
結果は、培地中でのＣＮＨ凝集粒子サイズ増
加とも相関していた。従って、投与ＰＬＰＥ
Ｇ量が増えることにより、培地中のＰＬＰＥ
Ｇ濃度が臨界ミセル濃度以上となり、ＰＬＰ
ＥＧがミセル形成とＣＮＨへの吸着という
平衡状態に移行したことにより、ＣＮＨ被覆
しているＰＬＰＥＧ量が減少し、ＣＮＨの凝
集が進み、凝集サイズが大きくなったと考え
られる。このサイズが大きくなったことで、
RAW264.7 マクロファージに貪食されやすく
なり、細胞内のＣＮＨ量が増加し細胞死を引
き起こしたと推定した。この結果は論文投稿
準備中である。 
ナノカーボンの細胞毒性試験に際しては、界
面活性剤を用いてナノカーボンの水溶液分
散性を改良する場合が多いが、上述の結果は
界面活性剤の多様ふるまいにより、ナノカー
ボンの毒性評価が影響を受けることを示唆
していた。 
 
（３）ＣＮＨの被覆分子が及ぼすリソソーム
膜障害 
以前の研究によると、セラミド系の脂質ＰＥ
Ｇ（ＣＰＥＧ）で表面被覆するとＣＮＨの毒
性が高まる④。そこで、ＣＰＥＧで被覆した
ＣＮＨとＰＬＰＥＧで被覆したＣＮＨをマ
ウスに尾静脈投与したマウスの肝臓と脾臓
の保存組織（パラフィン包埋）を用いて、Ｃ
ＮＨのマクロファージ内での存在場所とそ
の組織構造を明らかにするために組織学的
観察と電子顕微鏡観察を行い、また、鉄の組
織内分布を計測することにより以下のこと
が明らかとなった。 
ＣＰＥＧ－ＣＮＨは肝臓においてクッパー
細胞（マクロファージ）内のリソソーム内に
存在していた。これは、従来の結果と一致す
るが、従来結果と異なり、リソソーム膜が部
分的に壊れていた。それと同時に、ＣＮＨは
ヘモジデリンといわれる鉄を含むタンパク

質（赤血球が壊れた結果できる物質）ととも
に凝集体を形成していた。こうした特殊な凝
集体ができる理由としては、ＣＰＥＧがリソ
ソーム内で分解されてできたスフィンゴシ
ンがリソソーム膜障害を誘発し、その結果リ
ソソーム内の化学的雰囲気を変化させ、その
結果、ヘモジデリンとＣＰＥＧ－ＣＮＨが凝
集することになったと推定された。同様なリ
ソソーム膜障害は、脾臓においても見られた。 
コントロール実験として、ＣＰＥＧではなく
ＰＬＰＥＧを用いてＣＮＨ表面を被覆し得
られたＰＬＰＥＧ－ＣＮＨを尾静脈投与し
たマウスの肝臓組織観察を行った。その結果、
ＣＮＨは同じくクッパー細胞のリソソーム
内に集積していたが、リソソーム膜障害は見
出されず、また、ＰＬＰＥＧ－ＣＮＨとヘモ
ジデリンとの凝集体も形成されていなかっ
た。 
従って、ＣＰＥＧ－ＣＮＨが肝臓や脾臓のマ
クロファージ内でリソソーム膜障害を引き
起こしたのは、ＣＮＨが原因ではなく、ＣＮ
Ｈの表面被覆剤であるＣＰＥＧによるもの
と結論された。この研究成果は、誌上にて発
表した⑥。 
 
（４）ＮＣがマクロファージにより貪食され
にくくなる表面被覆剤の探索 
ナノカーボンの毒性低減化は、ナノカーボン
が体内でマクロファージにとらわれずに排
泄されるようにすることでも達成される。Ｐ
ＬＰＥＧなどＰＥＧ系物質により被覆した
ナノカーボンは、これまでの報告によれば、
大部分マクロファージにとらわれて体内に
長期間滞留する。マクロファージ内のリソソ
ームに入ったナノカーボンはリソソーム膜
障害を起こす可能性があり、毒性発現が懸念
される。 
そこで、マクロ―ジに捕えられないようなナ
ノカーボンの表面修飾を検討してみた。その
結果、ＰＬＰＥＧに比べて著しく効果的にマ
クロファージの貪食を逃れることができる
表面修飾剤（Ｘ）を見出した（特許申請中）。
表面修飾剤ＸがＣＮＨをマクロファージに
貪食されにくくしている効果は、おもにＸが
ＣＮＨを表面修飾する際の安定性にある。Ｐ
ＬＰＥＧに比べて、ＸはＣＮＨ表面からはが
れにくく、従ってＣＮＨ同士の凝縮を阻止し、
サイズが大きくなることでマクロファージ
に貪食されやすくなることがない。図 1にマ
クロファージ RAW264.7 細胞培養の培地にＸ
－ＣＮＨとＰＬＰＥＧ－ＣＮＨを添加した
際の顕微鏡写真を示した。ＰＬＰＥＧ－ＣＮ
Ｈでは培地中で凝縮し黒い粒となっている
のに対し、Ｘ－ＣＮＨでは黒い粒が現れてい
ない。Ｘ被覆によるこのような効果はIn vivo
実験ではさらに顕著な効果を表していた（特
許申請中、論文投稿準備中）。 
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(a) (b)

図 1 RAW264.7細胞の共焦点顕微鏡写真。
培地に X-CNH(a)あるいは PLPEG-CNH 
(b)を添加後 18 時間経過後に撮影。CNH 濃
度： 0.01 mg/mL 。 X: CNH あるいは 
PLPEG:CNH は 1:1（重量）。 
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