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A．研究目的 

 本研究グループの目的は、ナノマテリア

ルの物性解析後、新規 in vitro 評価系の確立、

細胞内応答機構等の解析で従来の評価系と

の比較検討、新たなマーカーの確立、適切

な動物実験等による妥当性の検証である。

本研究の分担者は、細胞株を利用した in 

vitro 系での各種ナノ粒子の細胞毒性、遺伝

毒性の解析、およびジェネティクスおよび

エピジェネティクスな変化を解析する事に

よりその機構の解明を目指してきた。本研

究での分担は、（１）切片担体培養系を用い

たナノマテリアルのリスク評価系の構築、

（２）エピジェネティクスマーカーの検索、

（３）ナノマテリアルの細胞内動態の解析

である。（１）に関して、過去の切片担体培

養の条件で、A549 細胞の試行培養を行った。

既に作成された凍結切片を用いて（本学動

物実験取扱い委員会に過去提出済み）、担体

培養を行った。細胞懸濁液の濃度を設定し、

各臓器のスライドガラスを準備し、細胞を

播種し、接着性と増殖性を解析した。A549

細胞の担体培養を行ったが、総じて細胞接

着が悪く、その後の十分な増殖も認められ

なかった。従って、（３）について、報告を

まとめた。前立腺癌細胞株 DU145 に対し

て、Fe3O4NPs と Fe3O4NPs-COOH を各濃度

に調整し、24 時間あるいは 72 時間曝露を

行った。その後、原子間力顕微鏡(AFM)を

用いて、非修飾磁性体ナノ粒子(Fe3O4 NPs)、

 今年度は、ナノマテリアルの細胞内動態の解析について報告する。前立腺癌細胞

株DU145に対して、Fe3O4 NPsとFe3O4 NPs-COOHを各濃度に調整し、24時間あるい

は72 時間曝露を行った。その後、原子間力顕微鏡(AFM)を用いて、Fe3O4 NPs，Fe3O

4 NPs-COOHの細胞膜上での状況を観察した。Alamar Blue assayを用いて、生存率を

求めた。活性酸素種（ROS）の測定はCM-H2DCFDAを使用した。Western blotting

で、細胞内の基本的なシグナリングの解析を行った。Fe3O4 NPs，Fe3O4 NPs-COOHの

DU145細胞に対する細胞生存率は濃度依存的に低下し、200 g/mL曝露時には有意に

低下した。また、ROS産生はFe3O4 NPsでは濃度依存的に増加，Fe3O4NPs-COOHは抑

制されていた。AFMでは、Fe3O4 NPs-COOHが細胞表面に付着する数は多く、粒子凝

集体の粒径については、違いは認められなかった。胞内の生存シグナルであるNFB

の発現量は、Fe3O4 NPsでは抑制され，Fe3O4 NPs-COOHでは増強されるのを認めた。

同一細胞に対して、磁性体ナノ粒子の修飾の有無による影響が確認できた。 
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カルボキシル基修飾磁性体ナノ粒子(Fe3O4 

NPs-COOH)の細胞膜上の状態を観察した。

また、Alamar Blue assay を用いて、生存率

を求めた。活性酸素種（ROS）の測定は

CM-H2DCFDA を使用した。また、Western 

blotting で、細胞内の基本的なシグナリング

の解析を行った。 

 

B．研究方法 

1)使用細胞株と細胞培養 

本実験ではアンドロゲン非依存性前立腺

癌細胞株 DU145 を使用した。同細胞株は

ATCC (American Type Culture Collection)

より入手した。DU145 は RPMI 1640 培

養液(10 %FBS、1 % penicillin & 

streptomycin 含有)を用いて 37 ℃、CO2濃

度 5 %加湿インキュベーターで培養した。 

2) 使用した磁性体ナノ粒子(Fe3O4 NPs、

Fe3O4 NPs-COOH)  

磁性体ナノ粒子の一次粒径は約 10 nm で

あり主成分は Fe3O4(マグネタイト)で構成さ

れている。Fe3O4 は空気中の酸素によって酸

化され粒子表面はγ-Fe2O3 へ成分に変化が

あるがどちらの場合も磁性を示す酸化物で

ある。 

非修飾磁性体ナノ粒子(Fe3O4 NPs)は戸田

工業株式会社より購入し、また、表面をカ

ルボキシル基で修飾した磁性体ナノ粒子

(Fe3O4 NPs-COOH) は 、 Institute for 

Integrated Cell-Material Sciences (iCeMS)、

京都大学より購入した。各々1 µg/ml、10 

µg/ml、100 µg/ml で培養液に調整して、超

音波破砕機 (Ultrasonic homogenizer VP-050、

TAITEC 社) にて、分散処理を行い、Fe3O4 

NPs の凝集を取り除き使用した。細胞への

Fe3O4 NPs 曝露前には、培養液中における

Fe3O4 NPs の大きさ、粒径の分布を濃厚系粒

径 ア ナ ラ イ ザ ー  (Fiber-Optics Particle 

Analyzer FPAR-1000、大塚電子) にて測定

を行った。 

３）Cell viability の測定 

生細胞の細胞数の変化を測定するために

本実験においては Alamar Blue (Alamar 

Bioscience，Sacrament、California、 USA)を

用いた。細胞は細胞密度が 1.0×104 cells/well

となるように 24 well プレートに再播種，培

養した。Fe3O4 NPs 曝露後に、培養液を取り

除き、PBS を用いて細胞上に付着した Fe3O4 

NPs をウォッシュアウトする。そして、培

養液で 10 倍希釈した Alamar Blue 溶液を

500 µl/well ずつ添加した。37 ℃、5 %CO2

加湿インキュベーター内で 3 時間培養後、

細胞内や細胞に付着した NPs の影響を考慮

し、Alamar Blue 溶液の上澄みを 450 µl/well

ずつ別の 24 well plate に移し替えた。その

後に、分光光度計(Viento XS、DS Pharma 

Biomedical Co.、Ltd)により 570 nm と 600 

nm の波長を測定し、生存率を求めた。 

4) 活性酸素種（Reactive Oxygen Species：

ROS）の測定 

5- (and 6) -chloromethyl-2' 、 7'-

dichlorodihydrofluorescein diacetate 、 acetyl 

ester CM-H2DCFDA  (Invitrogen 社) を用い

て、活性酸素種(ROS)の測定を行った。6 

well plate に細胞濃度が 1.0×105 cells/well に

なるように播種した。まず、PBS 8.54 ml

に CM-H2DCFDA の試薬を溶かし 10 µM に

調整する。6 well plate の培地を吸引して、

その well に PBS 1ml に 10 µM に調整した試

薬を 200 µl 加えた。その後 30 分インキュベ

ートを行い、蛍光顕微鏡で観察を行った。 

蛍光顕微鏡で撮影した画像を、Imaging 

Soft (Photoshop Elements 8 ;Adobe )を用いて、

画像の輝度と細胞の接着の面積(Pixel 数)を

求めて、定量化を行った。 

６）AFM による DU145 細胞上の NPs 観察 

 以下の工程でゼラチンコートを作成した。

ゼラチン粉末＋純水で1 mg/ml (0.1%)のゼラ

チン溶液を作製し、オートクレーブで

120 ℃、10 分で溶解させた。35 mm dishに
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ガラス基板を入れて3 mlゼラチン溶液を入

れて60 分静置し、最終的にゼラチン溶液を

除去し、クリーンベンチUV下で乾燥させた。

AFM観察用に細胞を培養するためガラス基

板にゼラチンをコートした。ゼラチンコー

ト済のガラス基板に細胞を播種した。播種

24時間後、細胞をカバーガラス上に接着さ

せたまま固定(グルタルアルデヒド)した。

固定した細胞をAFM装置（プローブステーシ

ョンSPI3800N (NanoNavi II Station)、 

SIIナノテクノロジー社;顕微鏡ユニット： 

SPA-400、SII ナノテクノロジー社）で測定

し、写真撮影を行った。 

7) NF-κB の発現量の測定 

 細胞密度が 2.0×105 cells/well(24 時間曝露)、

0.8×105 cells/well(72 時間曝露)となるように

細胞を 6 well plate に播種した。細胞接着後、

Fe3O4 NPs あるいは Fe3O4 NPs-COOH 曝露を

行った。一定時間後、PBS を用いて NPs を

ウォッシュアウトし、Trypsin/EDTA 250 µl

を添加して細胞を剥離し、回収した。回収

した全ての細胞を 1000 rpm、5 分の条件で

遠心分離し上清を除去した後、PBS に懸濁

した。15000×g、3 分の条件で遠心分離し、

細胞をペレット状にした後上清を除去した。

RIPA buffer 30 µl/sample に protease inhibitor, 

phosphatase inhibitor を 0.3 µl/sample ずつ混

ぜ Mix を作り、各サンプルに 30 µl ずつ添

加したあとホモジナイズした。 4℃、

15000×g、30 分の条件で遠心分離し、その

上清を WB sample とした。 

Sample のタンパク質濃度を Brad ford 法に

よって測定し、全量 10µl, タンパク質量が

10 µg となるように sample と PBS を混合し

た。そこに同量の 2×SDS sample buffer(10% 

メルカプトエタノール含有)を加え計 20 µl

とし、95℃, 5 分の条件でタンパク質を変性

させた。 

 その後、 E SDS-PAGE(Sodium Dodecyl 

Sulfate Poly-Acrylamide Gel lectrophoresis)を

行い、タンパク質を分離した。電気泳動を

行ったゲルから PVDF membrane に分離した

タンパク質を転写し、吸着させた。転写後、

membrane を TBS-T buffer(2％ BSA 含有)に

1 時間振盪させ、ブロッキングを行った。 

 ブロッツキング後、Signal Booster を用い

て、一次抗体であるβ-actin 抗体(abcam)を

5000 倍希釈、NF-κB 抗体を 1000 倍希釈

し、membrane を浸透させ、4℃で一昼夜処

理した。その後、TBS-T buffer に membrane

を 10 分振盪し、洗浄した。この操作を 3

回繰り返した。 

それぞれの抗体の動物種由来に対応する

HRP 標識二次抗体を Signal Booster を用いて

10000 倍に希釈し、membrane を室温で 1 時

間振盪した。その後、 TBS-T buffer に

membrane を 10 分振盪させ、洗浄した。こ

の操作を 3 回繰り返した。洗浄後、発光試

薬を membrane の表面に垂らし、5 分ほど反

応させ、検出器を用いて化学発光を検出し、

バンドの検出を行った。各 Sample のバン

ドの定量化は Image J を用いて行った。 

 なお、抗癌剤 docetaxel（DTX）は前立腺

癌細胞で NF-κB の発現を誘導する事が知

られているので，positive control として用い

た。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究では、既に樹立された細胞株を用

いる in vitro 実験主体である。また、遺伝子

実験において、必要とする場合は各施設の

遺伝子組換え実験の安全管理規則に従い行

う。ナノマテリアルの取扱いに関して、

「ナノマテリアルに対するばく露防止等の

ための予防的対応について」（基発第

0331013 号）に準じて行う。 

C．研究結果 

１）細胞生存率 

前立腺癌細胞株 DU145 において（図 1）、

Fe3O4NPs および Fe3O4 NPs-COOH の曝露量
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が増えるに従い、ともに細胞生存率は低下

し、200 g/ml 曝露時には有意に低下した

(p<0.05)。しかし、Fe3O4NPs 曝露時に比べ、

Fe3O4 NPs-COOH 曝露時は細胞生存率の低

下は抑制されるも両者の間に有意差は認め

なかった。 

２）ROS 生成の測定 

DU145 細胞内の ROS の生成量について、定

量化した結果を図 2 に示す。ROS の産生量

を、Control 時を 1.00 [－]として数値化を行

った。Fe3O4 NPs 曝露では、100 g/ml 曝露

時より有意に ROS 産生が確認された

(p<0.05)。一方、Fe3O4 NPs-COOH 曝露では、

濃度に関係なく変化を認めなかった。 

3) DU145 細胞上の NPs 観察  

図 3 は NPs を曝露していない時の DU145

細胞の AFM 像を示した。図 4 および図 5

はそれぞれ Fe3O4 NPs と Fe3O4 NPs-COOH を

添加した場合の DU145 細胞を示している。

観察範囲について比較すると、Fe3O4 NPs に

比べて Fe3O4 NPs-COOH の方が細胞表面に

付着している粒子量が多いことが認められ

た。細胞表面に付着している NPs 凝集体の

粒径については、表面修飾の有無による違

いは認められなかった。 

５）NF-κB の発現量の測定 

Control 時 1.00 [-]、DTX 1 nM 処理時 1.89 

[-]、Fe3O4 NPs-COOH 100 μg/ml 曝露時 1.65 

[-]、DTX 1nM と Fe3O4 NPs-COOH 100 μg/ml

曝露時 1.29 [-]、Fe3O4 NPs 100 μg/ml 曝露時 

0.86 [-]、DTX 1nM と Fe3O4 NPs 100 μg/ml 曝

露時 0.80 [-]であった（図 6）。 

D. まとめ 

同一細胞に対する非修飾・カルボキシル基

修飾の磁性体ナノ粒子の影響を調べた。カ

ルボキシル基修飾により，非修飾と比較し

て有意差を認められなかったが，細胞生存

率の減少を抑制することが出来た。また，

ROS 産生も抑制することが確認出来た。一

方，非修飾磁性体ナノ粒子とカルボキシル

基修飾磁性体ナノ粒子の細胞への影響で，

細胞の生存シグナルとして重要な NFB の

発現への影響に差を認めた。加えて，細胞

膜表面上の磁性体ナノ粒子の観察で，その

分布状態に差を認めたが，これの細胞毒性

への影響については更なる解析が必要と考

えられた。 
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図 1. Fe3O4 NPs/ Fe3O4 NPs-COOH 曝露時の DU145 細胞の生存率  

 

図 2. Fe3O4 NPs/ Fe3O4 NPs-COOH 曝露時の DU145 細胞の ROS 生成 
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図 3. AFM によるナノ粒子を曝露していない DU145 細胞像 

 
図 4. AFM による Fe3O4 NPs を曝露した DU145 細胞像 
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図 5. AFM による Fe3O4 NPs-COOH を曝露した DU145 細胞像 

 
図 6. Fe3O4 NPs/ Fe3O4 NPs-COOH 曝露時の DU145 細胞の NF-B 発現量 

 


