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研究成果の概要（和文）：チタン酸ナノシート（TiNS）は期待のナノ材料であるが、このようなシート状無機材
料の毒性影響に関する情報は皆無であった。そこで、ヒト末梢血単核球（PBMC）および単離した細胞の培養を行
い、TiNSの免疫毒性影響を解析した。TiNS曝露はアスベストと同程度の強さでカスパーゼ依存性アポトーシスを
引き起こすことが明らかとなった。また誘導は特徴的で、アスベスト曝露のように迅速ではなく、単球において
は巨大な空胞形成を観察された。空胞内部にはTiNSが同定され、空胞形成とエンドソームとの関連も示された。
研究結果はTiNSの生体影響を示唆する。TiNS毒性の解析は新たな機序を照らす可能性があり期待される。

研究成果の概要（英文）：Titanate nanosheet (TiNS) is promissing nano-scale 2D material, but nobody 
has not ever studied toxicity of such sheet-like inorganic material. The present study examined the 
toxicological effect of TiNS on immune cells by culturing human peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) or sorted cell populations with TiNS, TiO2 particle or asbestos fiber. Exposure to TiNS 
caused caspase-dependent apoptosis with dose dependency comparable to asbestos, but it was 
interesting that the apoptosis was observed at day 7 of the culture, but not at day 2,  and  
associated with formation of giant vacuoles in monocytes differently from asbestos. The observation 
with TEM and SEM followed by energy dispersion x-ray spectrometry identified TiNS on the surface of 
inner membrane of vacuoles. In addition, fluorescence dextran clarified the relationship between 
vacuole formation and endosome pathway. Our results suggest that incorporation of TiNS might cause 
adverse effects on the body.

研究分野： 免疫毒性学, 免疫学, 産業衛生
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１．研究開始当初の背景 
チタン酸化物はセラミックスや複合酸化物
等の原料や光触媒材料、或いは食品添加物を
含め幅広く利用されている。しかし、近年そ
のナノ粒子について従来の知見とは異なる
毒性が明らかとなり健康影響は危惧される
ところにある。IARC は、酸化チタンナノ粒子
の吸入曝露によるラットに認められた肺腫
瘍を根拠とし、2010 年に titanium dioxide 
(TiO2) を 2B に分類変更した。チタン酸ナノ
シート（TiNS）は 1nm 程度の数分子からなる
厚みと平らな結晶構造を持つ代表的な 2D マ
テリアルである。緻密で平滑性の高い膜を形
成するため、紫外線遮断バリア膜、半導体材
料、耐食膜、触媒等としての産業利用が見込
まれ研究開発が進められている。TiNS は TiO2

粒子と同様にチタンと酸素からなる結晶構
造を持つが、レピドクロサイド型の結晶構造
を持ち、アナターゼ型やルチル型構造を持つ
従来の TiO2粒子と元素位置が異なる。 
 
２．研究の目的 
上記のように TiNS は将来有望なナノ 2Dマテ
リアルであるが、このようなシート状ナノ無
機材料の毒性影響に関する情報は皆無であ
った。我々はこれまで無機粒子・繊維（シリ
カ・石綿）の免疫細胞への曝露影響に注目し、
その幾つかを明らかにしてきた。そこで、ヒ
ト末梢血単核球（PBMC）および単離した細胞
集団を用いて TiNS の免疫毒性影響を解析し
た。 
 
３．研究の方法 
(1)TiNS の合成および特性の確認 
TiNS は既報に倣い液相合成法により合成さ
れた。合成した TiNS の XRD 解析およびラマ
ンスペクトル解析を行い、ナノシート特有の
ピーク位置を示すことを確認した。また、縦
横約 20x30 nm の平らな菱形の形状が TEM 像
より観察された。Zetasizer の解析から TiNS
が水懸濁液中で 25.03±1.24 nm の粒径を示
す一方、培地中では 422.13±64.74 nm の二
次粒径を持つことが分かった。またゼータ電
位は-22.10±6.16 mV であった。 
(2)細胞の調整と培養 
同意を得た健常人より提供された末梢血か
ら Ficoll-Hypaque 法にて PBMC を調整した。
細胞集団の単離には磁気ビーズを用いた。
PBMC または単離した細胞を 10 µg/mlの TiNS
曝露下で培養し、石綿 chrysotile asbestos
または TiO2粒子曝露群と比較し、各種解析に
用いた。一部、汎カスパーゼ阻害剤として
Q-VD-OPh を添加し培養した。細胞培養には、
10%FBS 含 RPMI1640 培地を用いた。培養後の
細胞の形態変化を光学顕微鏡で観察し、一部
では蛍光標識抗体の前処理後に培養し、蛍光
顕微鏡（BZ-9000）での観察を行った。 
(3)アポトーシスの測定 
アポトーシス細胞は FITC 標識アネキシン
V(Anx)と臭化プロピディウム(PI)の二重染

色および Sub-G1 細胞集団の出現により確認
しFACSCaliburで細胞比率（％）を測定した。 
(4)電子顕微鏡による細胞内部構造の観察お
よびチタン元素の同定 
細胞を固定、予備包埋後、酸化オスミウムで
後固定し、脱水、エポキシ樹脂包埋後、超薄
切片を作成し、透過型電子顕微鏡（TEM, 
JEM-1400）で解析した。予備包埋細胞をパラ
フィン包埋した後、切片を作成し、走査型電
子顕微鏡（SEM, S-3400N）で空胞内部を解析
し、エネルギー分散型 X線分析でチタンの有
無を確認した。 
(5)エンドソームの観察 
PBMCをカバーガラスボトムチャンバーにて1
日培養し接着細胞として単球を得て、3 日間
の予備培養後 Alexa 568 標識 Dextran
（A-Dex）で標識し、TiNS を加え 12 時間培養
し空胞形成とエンドソーム構造を蛍光顕微
鏡（BZ-9000）で解析した。 
 
４．研究成果 
(1)研究の主な成果 
①TiNSを PBMC培養時に添加曝露すると、TiO2

ミクロンサイズ粒子曝露時と異なり、培養 7
日後には空砲が成長し巨大化した細胞が多
数観察された。蛍光標識抗体による染色によ
り TiNS 曝露下培養時 PBMC 中の空砲形成細胞
の大部分がCD14+単球であることが分かった。
他方、石綿曝露時には貪食を試み細胞死に至
った収縮した細胞像が観察された。 
②石綿曝露下培養 2 日目には Anx+PI-アポト
ーシス細胞の用量依存的増加が見られたが、
TiNS 曝露下条件には見られず、培養 7日目に
なると TiNS 曝露時においてもアポトーシス
細胞の増加が見られ、その用量依存性は石綿
と同程度であった。TiNS 曝露後のアポトーシ
スは、低 DNA 細胞である Sub-G1 集団の増加
によっても確認された。また、TiNS 曝露によ
るアポトーシスは貪食能を持つ単球のみな
らず CD4+リンパ球でも確認されたが、前者で
は Anx+PI-細胞である一方、後者では Anx+PI+

細胞であった。Q-VD-POh 添加により石綿およ
びTiNS曝露によるAnx+細胞増加は阻害され、
TiNS 曝露によるアポトーシスのカスパーゼ
依存性が確認された。 
③単球における著明な空胞形成は、細胞内へ
の TiNS の取り込みを示唆した。そこで PBMC
より単離した単球を TiNS 曝露下で培養し、
培養後の細胞内部の構造を観察した。超薄切
片の TEM像は培養 1日後から空砲形成を示し、
2 日後にかけて空砲は増加、増大した。空砲
内には TiNS 様の物質が観察され、特に空砲
内壁近傍に存在した。TiNS 曝露下培養後単球
のパラフィン切片SEM像は空砲内部を明瞭に
写し、空胞内壁の粗面な領域を示した。エネ
ルギー分散型 X 線分析（EDX）の結果、その
領域からチタンが同定され、即ち TiNS が単
球に取り込まれ空砲内部に存在することが
明らかとなった。カバーガラス底面上に単球
由来接着細胞を分離し、A-Dex 添加前培養に



よりエンドソームを可視化し、TiNS 曝露下培
養した。TiNS 曝露により形成誘導された多く
の空砲が A-Dex との共局在性を示し、TiNS 曝
露後の空胞形成とエンドソームとの関わり
が確認された。 
(2)得られた成果の国内外における位置づけ
とインパクト 
本研究により TiNS がカスパーゼ依存性アポ
トーシスを免疫細胞に誘導することが明ら
かとなった。このアポトーシスは石綿曝露時
と同程度の容量依存性を示し、決して無視で
きない TiNS の生体影響を示唆する。一方、
TiNS 曝露が誘導するアポトーシスは緩やか
に進行し、特に単球において著明な巨大空胞
形成を伴うという特徴は、TiNS の特有な毒性
機序の存在を示唆する。実際、TiNS は空胞内
壁近傍に多く存在し、空胞形成におけるエン
ドソーム機能との関わりも確認され、TiNS 毒
性におけるベシクル, エンドリソソーム, 
オートファゴゾームといった細胞内膜系と
の関わりが示唆される。我々の研究成果は期
待の 2Dナノマテリアルである TiNS の毒性影
響を初めて世に伝える内容で有り、国内外を
問わず重要な一知見であると言える。 
(3)今後の展望 
オートファジーは細胞内膜系が関わるオー
トファゴソームの形成に始まる細胞内分解
機能であり、その機能不全はアポトーシスを
引き起こす。オートファジーはオートファゴ
ソームとリソソームとの融合により完了し、
従ってエンドリソソーム機能と密接に関連
する。また、酸化ストレスなど種々の刺激は
lysosome 膜の統合性を崩壊させ、所謂
lysosomal-membrane permeabilization 
(LMP)を引き起こし、LMP はカスパーゼ依存性
アポトーシスを含む細胞死の誘因と成る。空
砲内壁近傍に位置する TiNS を示す TEM・SEM
像および EDX の知見は、上述の細胞内膜系が
関連する細胞死の機序を示唆する。TiNS が持
つレピドクロサイド型結晶構造の特徴は毒
性機序と関わる可能性があり、金属ナノマテ
リアルの毒性影響の理解に示唆を与える。巨
大な空胞形成を伴うTiNSの毒性は特徴的で、
その毒性機序の解析は他のナノ材料には無
い機序を明らかにする可能性があり、今後の
更なる研究が期待される。 
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