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平成 29 年度 分担研究年度終了報告書 
 

新規 in vitro評価系とマーカーの開発によるナノマテリアルのリスク評価及びリスク低減化に関する研 
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、

マグネタイトナノ粒子 (MGT)を用いて検証した。
また、毒性の低減化も考慮して表面修飾の有無の

状態が遺伝	 毒性に対する影響についても観察し

た。なお、本研究ではポリアクリル酸修飾を施し

た MGT (BMSC-5)と 修飾 を 施し て いな い
MGT(BMS-10)を使用した。 
 
B．研究方法 

① 細胞毒性試験 
96well plate に GDL1 及び RAW264.7 を 1.0×104 
cells/well及び 4.0×104 cells/wellで播種し、24時間
前培養した。各細胞に BMS-10及びBMSC-5を 200 
µg/mLから 2段階希釈で各 wellに加え、24時間曝
露した後、培地を吸引除去し、基本培地を 100 µL

研究要旨：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、マグネタイトナノ粒子 (MGT)を用いて検証した。また、毒性の低減化も
考慮して表面修飾の有無の状態が遺伝	 毒性に対する影響についても観察した。MGTの細胞毒性を
調べた結果、GDL1 単培養では、MGT の表面修飾の有無に関わらず、いずれの濃度においても殆ど
毒性を示さなかった。一方、RAW264単培養では、表面修飾を有さないMGT(BMS-10)は 200 µg/mL
で表面修飾を有する MGT(BMSC-5)は 6.25 µg/mL で生存率が減少し、毒性が見られ、表面修飾の有
無で毒性強度に差があることがわかった。次に RAW264 と GDL1 細胞を共培養し、BMSC-5 及び
BMS-10 を両細胞に曝露し、誘発される変異頻度を解析した。その結果、MGT 曝露群では溶媒対照
群と比較して変異頻度の増加が認められた。また、BMS-10と比較して BMSC-5の方が変異頻度が高
い傾向が観察された。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MGTにより誘
発される変異スペクトルの解析を試みた結果、両者では観察された変異スペクトルが大きく異なる

ことがわかった。これらのことから、ポリアクリル酸の表面修飾が遺伝毒性発現に何かしらの影響

を及ぼしていることがわかった。さらに、細胞への取り込みを観察した結果、BMSC-5 は BMS-10
よりも細胞内に取り込まれなかった。このことからポリアクリル酸の表面修飾を施すことによって、

貪食細胞に認識されず貪食されにくくなり、細胞内に取り込まれにくくなったと考えられる。しか

しながら、変異原性試験の結果では BMSC-5 の方が強い変異原性を示していたことから、ポリアク
リル酸自身の細胞毒性や遺伝毒性への影響が考えられる。現在、ポリアクリル酸修飾により毒性が

強く観察されるメカニズムについて検討を行なっている。また、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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加えた。 
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、インサート内に
RAW264を播種し、24時間培養した。BMSC-5及
び BMS-10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。 
③ ナノマグネタイト粒子の細胞への取り込み 

6 well plate に GDL1 及び RAW264.7 を 1.0×106 
cells/well及び 2.0×106 cells/wellで播種し、24時間
前培養した。各細胞に BMS-10及び BMSC-5を 50 
µg/mLで 24時間曝露した後、トリプシン処理によ
り細胞を回収し、1mlの PBSで再懸濁した後、10 %
ホルマリン溶液を入れ細胞固定を行なった。フロ

ーサイトメーター(FCM)を用いて、得られた細胞
固定サンプルの解析を行った。 
 
（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 細胞毒性試験 
各 MGT(BMS-10、BMSC-5)を単培養の GDL1 に
6.25〜200 �g/mlで、RAW264.7に3.125〜200 �g/ml
で 24時間曝露し、曝露した際の細胞生存率を NR 
assay により測定した。GDL1 単培養では、MGT
の表面修飾の有無に関わらず、いずれの濃度にお

いても殆ど毒性を示さなかった。一方、RAW264
単培養では、BMS-10は 200 �g/mlで BMSC-5は
6.25 �g/mlで生存率が減少し、毒性が見られ、表

面修飾の有無で毒性強度に差があることがわかっ

た（図 1）。 
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
の両細胞に各 MGT(BMS-10、BMSC-5)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。結果を図２に示す。MGT曝露群では溶媒
対照群と比較して変異頻度が増加する傾向が観察

された。また、BMS-10 では、単培養に比較して
RAW264.7 との共培養条件下で変異頻度が上昇す
る傾向が観察されたが、BMSC-5 では単培養条件
下で高い変異頻度が観察されており、共培養条件

下では MF が減少する傾向が観察された。また、
両MGTを比較すると、BMSC-5の方が高い変異頻
度を示していた(図２)。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 MGT によ
り誘発される変異スペクトルの解析を試みた。そ

の結果、両者では観察された変異スペクトルが大

きく異なることがわかった。これらのことから、

ポリアクリル酸の表面修飾が遺伝毒性発現に何か

しらの影響を及ぼしていることがわかった。 
③ ナノマグネタイト粒子の細胞への取り込み 

各 MGT(BMS-10、BMSC-5)を 24 時間曝露した各
細胞固定サンプルをフローサイトメーターで解析

を行った。FCMでは、細胞の大きさの指標である
前方散乱光(FS)と細胞内の複雑さの指標である側
方散乱光(SS)を測定した。結果を図 4 に示す。
BMS-10 曝露群は溶媒対照群と比較してどちらの
細胞も SS 値が増加した細胞数が増加し、細胞内
取り込み量が増加した。また貪食細胞である

RAW264.7 の方が GDL1 よりも取り込み量が多い
ことが観察された。対して BMSC-5曝露群は溶媒
対照群と比較して、SS値が増加した細胞数に変化
がなく、細胞内に殆ど取り込まれていないことが

観察された。 
 
D．考察 
	 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、MGTの遺
伝毒性を行い、同時に遺伝毒性に対する表面修飾

（ポリアクリル酸）の有無の影響を観察した。 
表面修飾の異なるMGT（BMS-10及びBMSC-5）の
RAW264.7およびGDL1細胞に対する毒性は、GDL1
に対してはBMS-10の方が強い毒性が見られ、
RAW264.7に対してはBMSC-5の方が強い毒性が見
られた。これは表面修飾の違いによってそれぞれ

の細胞に対する毒性メカニズムが異なっているの

ではないかと考えられる。 
また、共培養系によるin vitro遺伝毒性試験系では、
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BMS-10とBMSC-5で異なる変異頻度の増加が観察
された。BMS-10は共培養条件下でMFが増加して
おり、対して、BMSC-5は単培養条件下でMFの増
加が観察された。このことから、BMS-10は
RAW264.7による間接的な影響が強くでており、
BMSC-5はGDL1への直接的な影響が強くでている
ため、遺伝毒性メカニズムが異なり、遺伝毒性に

違いが出たと考えられる。変異原性誘発のメカニ

ズム探索のため、本研究で用いたMGTにより誘発
される変異スペクトルの解析を試みたところ、各

MGTで大きく異なる変異スペクトルが確認された。
特にBMSC-5曝露群ではBMS-10曝露群では見られ
なかったGC>ATの変異が見られた。表面修飾の違
いにより大きく異なる変異スペクトルを示したこ

とから、表面修飾が遺伝毒性発現に強い影響を示

していると考えられる。さらに、細胞への取り込

みを観察した結果、BMSC-5はBMS-10よりも細胞
内に取り込まれなかった。このことからポリアク

リル酸の表面修飾を施すことによって、貪食細胞

に認識されず貪食されにくくなり、細胞内に取り

込まれにくくなったと考えられる。今後は、これ

らナノマテリアルによるROS産生や炎症性サイト
カインの放出などについて検討を行う予定である。

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.	 表面修飾の異なるMGTの細胞毒性 
 

 
図2.	 GDL1細胞に観察された変異頻度 
 

 
図 3.	 変異スペクトラム 
 

 
図 4.	 各MGTの細胞への取り込み 
 
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、MGT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、表面修飾の違

いに対する影響についても観察した。修飾を施し

ていないMGTと比較して、ポリアクリル酸の表面
修飾を施したMGTは細胞種によって異なる細胞毒
性を示し細胞内には取り込まれにくいが、遺伝毒

性は強く、また変異スペクトルは全く異なるとい

う結果となった。貪食細胞に貪食されにくくなる

ことから、表面修飾によりMGTの特性は変化した
が、遺伝毒性が強くでてしまっているため、ポリ

アクリル酸自身の細胞毒性や遺伝毒性への影響が

考えられる。現在、ポリアクリル酸修飾により毒

性が強く観察されるメカニズムについて検討を行

なっている。 
また、今後更に、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。 
 
Ｆ．健康危険情報 
	 特になし。 
（分担研究報告書には記入せずに、総括研究報告

書にまとめて記入） 
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	 	 （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。 
 

 
 
 


