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共培養系及び 3D 皮膚モデルを用いたナノマテリアルの遺伝毒性評価系の構築 

 

研究代表者 戸塚 ゆ加里  国立がん研究センター研究所 発がん・予防研究分野 ユニット長

 
A. 研究目的 
 既存の in vitro 遺伝毒性試験としては、
Ames 試験（変異原性試験）、コメットアッ
セイ（DNA 損傷試験）、小核試験（染色体
異常試験）などが簡便な試験法として汎用
されている。しかしながら、これらの in 
vitro 試験のみでは微粒子などの化学物質
の遺伝毒性評価は難しく、別の視点から遺
伝毒性を評価する試験法を更に追加するこ
とが必要であると考える。これまで我々は、
LC-MS/MS により DNA 付加体を網羅的に解
析する方法（アダクトーム法）を用い、DNA
損傷のより詳細な評価を行ない、化学物質
の in vitro 安全性評価法として妥当かどう
かについて確かめてきた。 

一方、ナノマテリアルの気道毒性の in 
vitro リスク評価は主として肺胞上皮由来細
胞を単独で用いた系で為されているが、当
該毒性の発現機構には肺胞マクロファージ
による貪食と液性因子放出が関与すること
が示唆されている。そこで、我々は、生体
を模倣した新規 in vitro 試験系の構築が必要

であると考え、マクロファージ様細胞と肺
由来の細胞の共培養系を利用して、新しい
in vitro 気道毒性試験系を開発することを試
みている。本年度は、毒性の低減化も考慮
して、繊維長の違いが遺伝特性に対する影
響について観察した。 
 
B. 研究方法 
① in vivo 遺伝毒性試験法 

10 週齢の雄性 gpt delta マウスに、繊維長
の異なる MWCNT (MWCNT-L; 85〜200 nm, 
MWCNT-S; 40〜70 nm)を 2%カルボキシメチ
ル セ ル ロ ー ス (CMC) 水 に 懸 濁 し 、 0.2 
mg/body の用量で気管内反復投与（1 回/週
x４週）を行った。最終投与 2 ヶ月後にマウ
スを屠殺後、肺を摘出し、突然変異の解析
に用いた。gpt 遺伝子解析は、ゲノム DNA 
を抽出して行った。 
② 共培養システムによる遺伝毒性試験

法 
GDL1 細胞を播種して 24 時間培養した後、
ThinCertTM (pore size; 0.4 µm、high density: 
greiner bio-one) を各 well に入れ、インサー

 昨年度より、ナノマテリアルの遺伝毒性メカニズムに基づいた in vitro 毒性評価システム確立の検
討を行っており、肺の遺伝毒性評価系として共培養システムを構築した。今年度は、この評価系の
妥当性について、多層カーボンナノチューブ(MWCNT)を用いて検証した。また、毒性の低減化も
考慮して、繊維長の違いの状態が遺伝 毒性に対する影響についても観察した。繊維長の異なる
MWCNT（MWCNT-S 及び MWCNT-L)を gpt delta mouse に気管内反復投与し、肺における点突然変
異の解析をおこなった結果、コントロールと比較して両 MWCNT ともに変異頻度の上昇が観察され
たものの、繊維長の違いによる変異頻度への影響は観察されなかった。同じ MWCNT を用いて行っ
た、共培養系による in vitro 試験系でも、MWCNT の曝露による変異頻度の上昇は観察されたが、
繊維長の違いによる変異頻度の影響は観察されず、in vivo 変異原性試験の結果を支持するものとな
った。更に、変異原性誘発のメカニズム探索のため、本研究で用いた MWCNT により誘発される変
異スペクトルの解析を試みた。何の MWCNT 投与でも G:C→A:T 変異が増加しており、繊維長の違
いによる変異スペクトルの影響は殆どないものと思われた。これらのことから、共培養システム
は、生体を模倣する試験系として有用であることが示唆された。現在、これら試験系を用いて、表
面修飾の異なる金属ナノ粒子の毒性評価を行っている。 
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ト内に RAW264 を播種し、24 時間培養した。
MWCNT-L 及び MWCNT-S を RAW264 のみ、
または RAW 264 と GDL1 の両方に 24 時間
曝露させた後にトリプシン処理により
GDL1 を回収し、一定期間培養した後に突
然変異の解析に供した。 
③ gpt 遺伝子を指標とした変異原性試験 

気管内投与及び共培養系において、ナノマ
テリアルを曝露した組織、細胞から DNA
を抽出し、in vitro パッケージングによって
トランスジーン λEG10 をファージ粒子とし
て回収した。回収したファージを Cre 組替
え酵素発現している大腸菌 YG6020 株に感
染させると、λEG10 上にある一組の loxP 配
列に挟まれた領域が Cre 組替え酵素によっ
て切り出され、プラスミドに転換する。感
染後の YG6020 菌液を 6-thioguanin (6-TG) 
と chloramphenicol (Cm) を含む M9 寒天培
地に播いて 37℃で培養すると、プラスミド
上の gpt 遺伝子が不活化している変異体の
みが、6-TG を含む寒天培地上でコロニーを
形成する。また、Cm を含む M9 寒天培地に
播いて生じたコロニー数から、感染ファー
ジ由来のプラスムドによる形質転換効率を
求め、変異コロニー数を形質転換コロニー
数で除去して突然変異頻度を算出した。 
 
（倫理面への配慮） 
 本研究で行う動物実験にあたっては、国
立がん研究センターを含む各施設における
動物実験に関する指針に則って実施し、可
能な限り実験動物の苦痛軽減処置を行う。 
 
Ｃ．研究結果 
① in vivo 遺伝毒性試験法 

繊維長の異なる MWCNT の遺伝毒性を in 
vivo 及び in vitro 共培養系で評価し、得られ
た遺伝毒性の結果を比較した。まず in vivo
遺伝毒性試験から検討を行った。MWCNT-
L 及び MWCNT-S を gpt delta mouse に気管
内反復投与し、肺における点突然変異の解
析をおこなった。解析の結果、MWCNT 投
与により肺の変異頻度は溶媒対象群 (2% 
CMC)に比べて約 3〜4 倍に上昇したが、繊
維長の違いによる変異頻度に対する影響は
観察されなかった (図 1)。次に、繊維長の
異なる MWCNT による変異パターンを解析
した。まだ、変異クローンの解析数が少な
いが、コントロールの変異パターンと比較

して、MWCNT 投与により G:C→A:T 変異
が上昇する傾向が観察された。また、変異
頻度と同様に、繊維長の違いによる変異ス
ペクトルへの影響はほとんど観察されなか
った（図２）。 
② 共培養システムによる遺伝毒性試験

法 
共培養条件下の RAW 細胞または RAW 及び
GDL1 の両細胞に繊維長の異なる MWCNT
を 24 時間暴露し、6〜7 日間培養した後、
GDL1 細胞から DNA を抽出し、gpt 遺伝子
を標的とした変異原性試験を行った。
MWCNT の RAW のみ、及び RAW と GDL1
の両細胞への暴露群ともに、コントロール
と比較して変異頻度の上昇傾向が観察され
た。また、この時に観察された変異頻度に
対して、MWCNT の繊維長の違いは影響し
ていないことがわかった (図 2)。 
 
Ｄ．考察 
 昨年度、ナノマテリアルの遺伝毒性メカ
ニズムに基づいた肺の遺伝毒性評価系とし
て共培養システムを構築した。今年度は、
この評価系を用い、多層カーボンナノチュ
ーブ(MWCNT)の遺伝毒性に対する繊維長
の影響を観察した。 
繊維長の異なるMWCNT（MWCNT-S及び
MWCNT-L)をgpt delta mouseに気管内反復投
与し、肺における点突然変異の解析をおこ
なった結果、コントロールと比較して両
MWCNTともに変異頻度の上昇が観察され
たものの、繊維長の違いによる変異頻度へ
の影響は観察されなかった。同じMWCNT
を用いて行った、共培養系によるin vitro試
験系でも、MWCNTの暴露による変異頻度
の上昇は観察されたが、繊維長の違いによ
る変異頻度の影響は観察されず、in vivo変異
原性試験の結果をサポートするものとなっ
た。変異原性誘発のメカニズム探索のため、
本研究で用いたMWCNTにより誘発される
変異スペクトルの解析を試みた。現在のと
ころ、in vivo試験で得られた一部の変異クロ
ーンの解析データのみではあるが、何の
MWCNT投与でもG:C→A:T変異が増加して
おり、繊維長の違いによる変異スペクトル
の影響は殆どないものと思われた。（一部
変異がMWCNT-Lで増加しているよ
うに思われるが、解析サンプル数が少なく、
まだ結論できない。さらに解析数を追加し
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て検討する必要がある）我々の以前の報告
によると、本研究で用いたものとは異なる
MWCNT (MWCNT-7)を用いて行ったin vivo
遺伝毒性試験の結果では、MWCNT-7投与に
より、マウス肺ではG:C→C:G変異が上昇し
たことを見出している。このことは、変異
誘発のメカニズムがMWCNT-7と本研究で用
いたMWCNT-S/-Lでは異なる可能性が考え
られる。その要因にはどのようなメカニズ
ムが存在し、どういった物理的な性質が寄
与するのかについてはまだよくわかってい
ない。おそらく、細胞内への取り込みや
ROS産生能などを介したものと推測される
ので、今後は、これらの点についても検討
を行う必要があると思われる。毒性誘発の
メカニズムが明らかになれば、有用なナノ
マテリアルの毒性低減化方法の提言へとつ
ながると思われる。 
 

 
 
図1.繊維長の異なるMWCNTのin vivo遺伝毒性 
 

 
 
図2. gpt deltaマウス肺に観察された変異スペクトル 
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図 3.単培養及び共培養下に GDL1 細胞に観察された gpt 変異頻度 
 
E. 結論 
 昨年度までに肺毒性試験系として、マウ
ス肺より樹立した細胞株(GDL1細胞) とマク
ロファージ(RAW264.7)を共培養システムの
構築を行った。本年度は、多層カーボンナ
ノチューブ(MWCNT)を用いて、本システム
の妥当性の検証及び、毒性の低減化も考慮
して、繊維長の違いに対する影響について
も観察した。繊維長の異なる MWCNT
（MWCNT-S及びMWCNT-L)をgpt delta マウ
スに気管内反復投与し、肺における点突然
変異の解析をおこなった結果、コントロー
ルと比較して両MWCNTともに変異頻度の
上昇が観察されたものの、繊維長の違いに
よる変異頻度への影響は観察されなかった。
同じMWCNTを用いて行った、共培養系に
よるin vitro試験系でも、MWCNTの曝露によ
る変異頻度の上昇は観察されたが、繊維長
の違いによる変異頻度の影響は観察されず、
in vivo変異原性試験の結果をサポートするも
のとなった。これらのことから、共培養シ
ステムは、生体を模倣する試験系として有
用であることが示唆された。また、現在、
これら試験系を用いて、金属ナノ粒子の毒
性評価を行う準備をしている。 
今後さらに、本解析の妥当性を検討すると
ともに、形状やサイズの異なるナノマテリ
アルや様々な表面修飾を施したナノマテリ
アルの毒性評価を行なうことで、有用なナ
ノマテリアルのリスク低減化を検討する。 
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F. 健康危険情報 
 特になし。 
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H. 知的財産権の出願・登録状況 
  （予定を含む。） 
１．特許取得 
 該当なし。 
２．実用新案登録 
 該当なし。 
３．その他 
 該当なし。 
 

 

 


