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研究成果の概要（和文）：ナノ素材の血管系に対する影響とその障害機構を解明することを目的とし、遺伝子改
変ゼブラフィッシュに酸化金属ナノ粒子を投与した結果、イオン化する酸化金属ナノ粒子が、血管形成に影響を
及ぼす結果が得られた。また、血管内皮コロニー形成細胞にナノサイズとマイクロサイズの酸化亜鉛粒子を投与
したところ、酸化亜鉛ナノ粒子が脈管形成に関連する受容体の発現低下を介して、脈管形成を抑制するが、これ
らの効果は放出された亜鉛イオンの濃度に規定されていることが確認された。動脈硬化モデル動物を使用した実
験では、カーボンナノチューブは、単球の内皮細胞への接着を促進し、大動脈内腔の粥腫形成を増強する可能性
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We research adverse effects of the“environmental stress", including 
physical or chemical factors on the cardiovascular system and investigate the mechanisms underlying 
the effects. Now we focus on elucidation of the effects of fine particles or nanoparticles on 
vascular endothelial function and the mechanism of inflammation induced by particles. Our results 
showed that zinc oxide (ZnO) nanoparticles suppressed vasculogenesis in human endothelial colony 
forming cells through downregulation of the expression of receptors related to vasculogenesis. 
Moreover, we showed that carbon nanotubes enhanced atherosclerogenesis by promoting monocyte 
adhesion to endothelial cells using animal model of human atherosclerosis.

研究分野： 環境保健学
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１． 研究開始当初の背景 
環境による健康問題として、PM2.5（微小

粒子状物質）などによる環境中の粒子に加え、
ナノ素材などの新規工業的素材の健康への
影響に社会的関心が高まり、生体影響に関す
るリスク評価や環境基準値の設定が求めら
れている。これまでに、ヒ素などの環境化学
物質やナノ粒子は、中枢神経症状と同時に末
梢血管障害を惹起することが報告されてい
る。したがって、ナノ素材の動脈硬化や血管
新生など循環器系システムへの影響機構を
検討することは学術的に意義がある。 
 
２． 研究の目的 
本研究では、動物実験および培養細胞実験

を活用し、ナノ素材の血管系に対する影響と
その障害機構を解明し、外部環境ストレスに
よる血管系に対するリスク評価のための科
学的基礎資料を作成することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 工業的によく使用されている酸化金属ナ
ノ粒子（酸化チタン・酸化銅・酸化シリカ・
酸化亜鉛）を飼育水に入れ、超音波にて分散
後、血管内皮細胞に特異的な fli1 プロモー
ター制御下で緑色蛍光蛋白質（ Green 
fluorescence protein: GFP）を発現する遺伝
子改変 (fli1:egfp) ゼブラフィッシュの受精
卵に投与し、酸化金属ナノ粒子の血管新生へ
の関与を検討した。 
 
(2) 血管内皮コロニー形成細胞を培養し、サ
イズの異なる酸化亜鉛粒子を投与し、生細胞
定量法（MTS assay）にて細胞生存率を検討
した。また、粒子投与後の血管内皮コロニー
形成細胞のチューブ形成の程度を解析し、細
胞における血管新生関連因子の発現を定量
的リアルタイム PCR 法で解析した。 
 
(3) 動脈硬化モデルであるアポリポプロテイ
ン E（ApoE）欠損マウスに、カーボンナノ
チューブ（CNT）の中で、単層カーボンナノ
チューブ（SWCNT）と二層カーボンナノチ
ューブ（DWCNT）を投与した。2 か月後に
オイルレッド染色法にて、大動脈の粥腫形成
の程度を観察した。また、末梢血と骨髄にお
ける血管内皮前駆細胞数を測定し、その機能
を分析した。 
 
４．研究成果 
(1)-① 遺伝子改変 (fli1:egfp) ゼブラフィッ
シュの受精卵に受精後 5 日間、酸化金属ナノ
粒子（酸化チタン・酸化銅・酸化シリカ・酸
化亜鉛）を 0.01, 1, 100 μg/mlの濃度で投与
したところ、高濃度の酸化銅ナノ粒子の投与
で、ゼブラフィッシュ腹部の横断方向に走る
脈管数が減少していた（図１）。 
 
(1)-② 異なる酸化金属ナノ粒子を投与後、血
管内皮細胞を単離し、RNA を抽出し、定量

的リアルタイム PCR 法で解析したところ、
酸化銅ナノ粒子の投与では、血管内皮増殖因
子(VEGF)とその受容体の遺伝子発現が減少
していた。 
 

 
(1)-③ 培養した血管内皮細胞に酸化銅ナノ
粒子を投与したところ、濃度依存的に細胞生
存率を減少させ、アポトーシス指数を増加さ
せた。これらの結果より、イオン化する酸化
銅ナノ粒子が、血管増殖因子の発現の減少お
よびアポトーシスの誘導を介して、血管形成
に影響を及ぼすことが示唆された。 
 
(2)-① ナノサイズとマイクロサイズの酸化
亜鉛粒子を、培養した血管内皮コロニー形成
細胞に投与したところ、濃度依存的に生存率
が減少し、アポトーシスの誘導が認められた。
酸化亜鉛ナノ粒子と同程度の亜鉛イオン濃
度になるよう塩化亜鉛を投与したところ、同
様の結果が得られた（図 2）。 
 

 
(2)-② 血管内皮コロニー形成細胞のマトリ
ックスゲル上のチューブ形成を解析したと
ころ、酸化亜鉛粒子や塩化亜鉛の投与は、コ



ントロール群と比較し、同程度にチューブ形
成を抑制することが確認された。これらの効
果は、血管内皮増殖因子の受容体(VEGFR2)
やケモカインの受容体(CXCR4)の発現の低
下と関係していた。以上より、酸化亜鉛ナノ
粒子は脈管形成に関連する受容体の発現低
下を介して、脈管形成を抑制するが、これら
の効果は放出された亜鉛イオンの濃度に規
定されていることが明らかになった。 
 
(3)-① ApoE 欠損マウスに、単層カーボンナ
ノチューブ（SWCNT）と二層カーボンナノ
チューブ（DWCNT）を投与したところ、高
濃度投与群で、2 か月後に大動脈の粥腫形成
の亢進が認められた。また、大動脈から RNA
を抽出し、接着因子(ICAM-1)の発現を解析し
たところ、CNT 投与で、ICAM-1 の発現の増
加を確認した（図 3）。 

 
(3)-② 血管内皮前駆細胞(EPC)は、骨髄から
循環血中に動員され、その後、血管内皮損傷
部位に移動すると言われている。CNT 投与後
の骨髄中の EPC の機能への影響を検討した
ところ、CNT の投与は EPC のコロニー形成
単位を減少させ、遊走機能を減弱させた。こ
れらの結果より、SWCNT および DWCNT
は、単球の内皮細胞への接着を促進し、EPC
機能不全を誘発することにより、粥腫形成を
増強する可能性が示唆された。 
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