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研究成果の概要（和文）：本研究では、近年化粧品や食品などに広く利用されている二酸化チタンや酸化亜鉛のナノ粒
子について、THP-1マクロファージ様細胞および大腸癌細胞Caco2を用いて炎症反応の誘導および炎症性疾患増悪作用の
検討を行った。その結果、二酸化チタンのナノ粒子による炎症反応誘導作用は、ルチル型よりアナターゼ型で強く認め
られた。
また、THP-1マクロファージ様細胞において、酸化亜鉛のナノ粒子により粥状動脈硬化進行の原因とされるマクロファ
ージ泡沫化の促進が認められたが、二酸化チタンのナノ粒子では認められなかった。酸化亜鉛ナノ粒子はマクロファー
ジの泡沫化を促進し、粥状動脈硬化症を増悪する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The present study was designed to determine the effects of five TiO2 particles of 
different crystal structures and sizes in human epithelial colorectal adenocarcinoma (Caco-2) cells and 
THP-1 monocyte-derived macrophages. Exposure of THP-1 macrophages to 50μg/mL of anatase (50nm) TiO2 
particles increased IL-1β expression level, and exposure of Caco-2 cells to 50μg/mL of anatase (50nm) 
TiO2 particles also increased IL-8 expression. The results indicated that anatase TiO2 nanoparticles 
induced inflammatory responses compared with other types of TiO2　particles. 　
Moreover, we found that exposure to ZnO particles increased macrophage cholesterol uptake, which was 
mediated by an upregulation of membrane scavenger receptors of modified LDL. The results suggested that 
nanosized ZnO particles could potentially enhance atherosclerogenesis and accelerate foam cell formation.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
近年、二酸化チタンや酸化亜鉛、シリカな

どのナノ材料は、化粧品や医薬品、食品添加

物などの用途として広く利用されている。そ

の一方で、ナノ材料は表面積が大きいことか

ら粒子そのものの表面性状が毒性に関連し

ており、酸化ストレスや炎症反応を惹起する

と指摘されている（Nel, Nat Mate, 2009）。炎

症反応が持続すると、炎症性腸疾患や炎症関

連発がん、動脈硬化など、様々な炎症性の疾

患が引き起こされる。 

マクロファージは、病原体などの異物に対

する最初の応答システムとして炎症反応を

誘導する。これまでに、二酸化チタン、シリ

カのナノ粒子曝露によりマクロファージに

おいて炎症性サイトカインの産生、活性酸素 

(ROS) および一酸化窒素 (NO) の増加が報

告されている（Park, Toxicology Let, 2009; 

Nemmar, Exp Biol Med, 2007）。しかし、ナノ

粒子の詳細な炎症反応誘導機構は未だ明ら

かではない。 

２．研究の目的 
（１）本研究では、ナノ粒子の炎症反応の誘

導機構を解明するため、二酸化チタンや

酸化亜鉛のナノ粒子についてヒト単球細

胞 THP-1を phorbol 12-myristate 13-acetate 

(PMA) で刺激しマクロファージ様に分化

させた細胞およびヒト大腸癌細胞 Caco-2

を用いて、活性酸素（ROS）や炎症性サイ

トカイン（インターロイキン (IL) -1、

TNF-など）の産生、さらに、NLR pyrin 

domein containing 3（Nlrp3）インフラマソ

ームや nuclear factor-κB（NF-κB）などの

炎症関連因子の発現を解析する。 

（２）空気中に浮遊するナノ粒子は、吸入に

より取り込まれた後肺胞にまで達し、肺

循環により心血管系に移行すると考えら

れている。ナノ粒子による心血管系に対

する影響が懸念されるが、その詳細は不

明である。粥状動脈硬化の発生過程では、

変性 LDLを取り込み泡沫化したマクロフ

ァージが動脈壁内で崩壊し、変性 LDLが

細胞間に放出されるに伴い粥腫が形成さ

れる。本研究では、酸化金属（二酸化チ

タン、酸化亜鉛）のナノ粒子のマクロフ

ァージ泡沫化に対する影響について検討

を行う。 

（３）ナノ粒子による炎症性疾患の誘導・増

悪作用を解明するため、炎症性腸疾患モ

デルマウスに二酸化チタン、酸化亜鉛、

シリカのナノ粒子を経口投与し、大腸炎

の増悪作用を解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）ナノ粒子は、その種類と溶媒によって

様々な凝集パターンを形成することから、

各実験に用いるナノ粒子の分散状態を評

価する必要がある。ナノ粒子を溶媒（培地）

に添加した後、超音波破砕装置（Branson

社，Sonifier model 450）を用いて分散し、

粒度分布測定を Zetasizer Nano Z（Malvern

社）を用いて、動的光散乱法（Dynamic Light 

Scattering : DLS）により行った。 

（２）THP-1マクロファージ様細胞および

Caco-2に種々の結晶型、粒子径の二酸化チ

タン粒子（アナターゼ型、A50 (50nm), 

A100 (100nm)；ルチル型、R50 (50nm), 

R250 (250nm)；80％アナターゼ／20％ル

チル、P25 (21nm)）を曝露し、活性酸素種

（ROS）の産生を検出プローブ、

5-(and-6)-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofl

uorescein diacetate, acetyl ester 

(CM-H2DCFDA)を使用し、フローサイトメ

ーター（FACS Canto II, BD Biosciences）に

より解析した。また、Enzyme-linked 

immunosorbent assay（ELISA）法により培

養上清における炎症性サイトカイン（IL-1β, 

TNF-α）の産生を測定した。さらに炎症関

連因子、Nlrp3，NF-κBのタンパク質レベル

での発現をウェスタンブロット法にて、

IL-8発現のRNAレベルでの発現をRT-PCR



法にて解析した。 

（３）THP-1を酸化亜鉛および二酸化チタン

のナノ粒子（一次粒径：約 20nm）で曝露

後 phorbol 12-myristate 13-acetate刺激によ

りマクロファージ様に分化させ、蛍光色素

1,1′-dioctadecyl-3,3,3′,3′-tetramethylin 

docarbocyaninet (DiI)で標識した変性 LDL

の取り込みをフローサイトメーターによ

り解析した。さらに、変性 LDLの取り込み

に関するスカベンジャーレセプター（CD36, 

SR-A）の発現を解析した。 

（４）デキストラン硫酸ナトリウム（DSS）の

飲水投与により大腸炎を誘導した炎症性

腸疾患モデルマウスに、酸化亜鉛および二

酸化チタン、シリカのナノ粒子溶液を経口

投与し、体重および大腸の長さの減少を指

標に、大腸炎の増悪を評価した。 
 
４．研究成果 

（１）種々の二酸化チタン粒子を THP-1マク

ロファージ様細胞および Caco-2に 3時間

曝露し、ROSの産生を CM-H2DCFDA染

色によりフローサイトメーターで解析し

た結果、どのナノ粒子においても細胞内

ROSの産生が認められた（図１A, B）。一

方、ELISA法による IL-1βの産生（図２）

および RT-PCR法による IL-8発現は、A50

のみ増加が認められた（図３）。炎症関連

因子、Nlrp3インフラマソームは THP-1マ

クロファージ様細胞において、二酸化チタ

ン粒子による有意な発現の増加は認めら

れなかった。また、NF-κBの活性化（核へ

の移行）については、どの二酸化チタン粒

子についても、THP-1マクロファージ様細

胞および Caco-2において認められる傾向

にあったが、結晶型、粒子径による差は認

められなかった。さらに検討を行う必要が

ある。 

以上より、二酸化チタンナノ粒子は、炎

症反応の誘導に重要な役割を果たしてい

る可能性が示唆された。特に、アナターゼ

型の二酸化チタンナノ粒子が、他の二酸化

チタン粒子に比べ、強い炎症反応誘導作用

を持つことが示された。 

（２）ナノ粒子の THP-1マクロファージ様細

胞の泡沫化への影響を解析した結果、酸

化亜鉛ナノ粒子の曝露により、THP-1マ

クロファージ様細胞において変性 LDL取

り込み量の増加が認められた。一方、二

酸化チタンナノ粒子では認められなかっ

た（図４）。また、スカベンジャーレセプ

ターの CD36および SR-Aの発現も、酸化

亜鉛ナノ粒子の曝露により増加したが、

二酸化チタンナノ粒子の曝露では認めら

れなかった。以上より、酸化亜鉛ナノ粒

子はマクロファージの泡沫化を促進し、

粥状動脈硬化症を増悪する可能性が示唆

された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 二酸化チタン粒子による（A）THP-1マクロ
ファージおよび（B）Caco-2における活性酸素主の
産生（3時間曝露） 

A 

Values  are means  ± SD.   **, p<0.01; *, p<0.05 : 
significant differences from controls (0 µg/ml) by one-way  
ANOVA with Dunnett’s post-comparison test 

B 
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（３）C57BL/6マウスに DSS（2.5％あるい

は 1.25% ）の飲水投与を行い、酸化亜鉛、

二酸化チタン、シリカのナノ粒子溶液を経口

投与し、体重および大腸の長さの減少を指標

に、大腸炎の増悪を評価した。その結果各種

ナノ粒子による大腸炎の有意な増悪作用は

認められなかった。今後、DSSの濃度を見直

すなどの検討を行う必要があると考えられ

る。 
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