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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。そこで我々は、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検討を行った。 
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

研究要旨：ナノマテリアルのより適切な安全性評価系の構築を目指し、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、ナノマテリアルにより誘発される DNA損傷のより詳細な評価
を行なったところ、炎症及び酸化ストレスに起因する付加体が複数個抽出された。よってナノマテ

リアル投与により、マウス肺に炎症及び酸化ストレスが誘発され、これにより変異原性が誘発され

ることが推測された。この結果に基づき、ナノマテリアルの遺伝毒性メカニズムに基づいた in vitro
遺伝毒性評価法として、マウス肺由来の GDL1細胞とマクロファージ様の RAW264を共培養する系
の構築を行った。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。

更に、この評価系を用い、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）で異なる変異頻度の増加が観察された。BMS-10は
共培養条件下で変異頻度が増加しており、対して、BMSC-5は単培養条件下で変異頻度の増加が観察
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、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。これらMGTの細胞への取り込みを観察した結果、
BMSC-5は BMS-10よりも細胞内への取り込みが低いことがわかった。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ったと考えられる。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。 
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。引き続き、本解析システムの妥当性を更に検討するとともに、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が、有用なナノマ

テリアルのリスク低減化を検討する上で重要と思われた。 
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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。本研究で

は、多層カーボンナノチューブ(MWCNT)、マグネ
タイトナノ粒子 (MGT)を用いて共培養系を用い
た in vitro気道毒性試験系の妥当性検討を行った。
また、毒性の低減化も考慮して表面修飾の有無や

サイズ違いなどの物理化学的な状態変化が遺伝	

毒性に対する影響についても観察した。 
 
B. 研究方法 

• 使用したナノマテリアル 
本研究では、繊維長の異なるMWCNT (MWCNT-L; 
85〜200 nm, MWCNT-S; 40〜70 nm)、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。 
 

u ナノマテリアルによる DNA の直接及び間接的損
傷性評価系の構築 
非修飾マグネタイト(BMS-10, 0.05% Tween20に懸
濁)を経気道的に ICR マウス(オス、7 週齢)に曝露
した。その際、同時に 0.05% Tween20のみを投与
したマウスを準備しコントロールとした。投与か

ら 24 時間後に屠殺し、肺を摘出した。肺から
DNaseI、ヌクレアーゼ P1、アルカリホスファター
ゼ、ホスホジエステラーゼによりモノデオキシリ

ボヌクレオシドに消化した後、水－メタノールの

溶媒系を用い LC-QTof-MS で DNA 付加体を網羅
的に分析した。得られたデータの主成分解析から

複数の付加体が MGT 投与群に特徴的なものとし
てスクリーニングされた。これら付加体の同定は

既に構築済みの DNA 付加体リストとの比較によ
り行った。 
 

u 多層カーボンナノチューブ(MWCNT)による共培
養系 in vitro気道毒性試験の妥当性検討 
本研究では繊維長の異なる MWCNT (MWCNT-L; 
85〜200 nm, MWCNT-S; 40〜70 nm)を使用した。 
 

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。 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 
本研究で用いた共培養システムを図１に示す。 

 
図１	 共培養システムによる in vitro気道毒性試験 

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。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。 
 

u マグネタイト(MGT)による共培養系 in vitro 気道
毒性試験の妥当性検討 
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。 

① 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、前述の方法に従って
gpt遺伝子の変異を解析した。 
 

② ナノマグネタイト粒子の細胞への取り込み 
6well 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
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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 

u ナノマテリアルによる DNA の直接及び間接的損
傷性評価系の構築 
BMS-10をマウスに経気道曝露し、投与後 24時間
後に肺を摘出し DNA を抽出後、HPLC-QTof-MS
を用いて DNA 付加体を分析した。その結果、
vehicle 投与群と比べて、MGT 投与群においてよ
り多くの DNA 付加体が生成されていた（図２）。
PCA解析の結果、幾つかの付加体が MGT 投与に
特徴的なものとしてスクリーニングされた（図３）。

これら付加体の m/z 値を既知の DNA 付加体の標
品と比較したところ、酸化ストレス及び炎症由来

の付加体であるエテノ-dC(edC)などであることが
示唆された(表 1)。 

 
図２ MGT投与群及びコントロール群のDNA付加体マップ 

 
図3 PCA解析の結果 
表１ MGT 曝露に特徴的な付加体としてスクリーニングされたもの 

 
 

u 多層カーボンナノチューブ(MWCNT)による共培
養系 in vitro気道毒性試験の妥当性検討 

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４)。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５）。 
 

 
図 4	 繊維長の異なるMWCNTの in vivo遺伝毒性 
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図5  gpt deltaマウス肺に観察された変異スペクトル 
 

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 6)。 
 

 
図 6	 単培養及び共培養下に GDL1細胞に観察された gpt変異頻度 
 
次に、繊維長の異なるMWCNTによる変異スペク
トルを解析した。その結果、MWCNT-S ではコン
トロールと比較して G:C→C:Gおよび A：T→C：
Gが、MWCNT-Lでは G:C→T:Aおよび A：T→C：
Gが増加しており、繊維長の異なるMWCNTでは
変異スペクトルのパターンに違いが観察された

（図 7）。 
 

 
図7  GDL１細胞に観察された変異スペクトル 
 

u マグネタイト(MGT)による共培養系 in vitro 気道
毒性試験の妥当性検討 
 

① 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 8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 9)。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。 
 
 

 
図8	 GDL1細胞に観察された変異頻度 
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図 9	 MGT暴露により GDL１細胞に観察された変異スペクトル 
 

② 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 10 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。 
 
 

 
図 10	 各MGTの細胞への取り込み 
 
Ｄ．考察 
	 MGTを投与したマウスの肺からDNAを抽出し、
アダクトーム法を用いてDNA付加体の網羅的な解
析を行なったところ、炎症及び酸化ストレスに起

因する付加体が複数個抽出された。よってMGT投
与により、マウス肺に炎症及び酸化ストレスが誘

発され、これにより変異原性が誘発されることが

推測された。このようなナノマテリアルの遺伝毒

性メカニズムに基づいたin vitro遺伝毒性評価法と
して、マウス肺由来のGDL1細胞とマクロファージ
様のRAW264を共培養する系を考えた。本手法を
用いてMWCNTの変異原性を評価してみた。まず、
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。これらのことから、in 
vitro共培養系を用いた遺伝毒性評価は生体を模倣
した新たな遺伝毒性評価システムとして、ナノマ

テリアルなどの化学物質の毒性評価に有用である

ことが示唆された。 
更に、この評価系を用い、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）で
異なる変異頻度の増加が観察された。BMS-10は共
培養条件下で変異頻度が増加しており、対して、

BMSC-5は単培養条件下で変異頻度の増加が観察
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。 
 
Ｅ．結論 
	 MGTを投与したマウスの肺からDNAを抽出し、
アダクトーム法を用いてDNA付加体の網羅的な解
析を行なったところ、炎症及び酸化ストレスに起

因する付加体が複数個抽出された。よってMGT投
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与により、マウス肺に炎症及び酸化ストレスが誘

発され、これにより変異原性が誘発されることが

推測された。この結果に基づき、ナノマテリアル

の遺伝毒性メカニズムに基づいたin vitro遺伝毒性
評価法として、マウス肺由来のGDL1細胞とマクロ
ファージ様のRAW264を共培養する系の構築を行
った。この手法を用いて、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。 
更に同システムを用い、遺伝毒性に対する表面修

飾の違いが及ぼす影響についても観察した。表面

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は細胞内には取り込
まれにくいが、遺伝毒性は強く、また観察された

変異スペクトルは両者で全く異なるという結果と

なった。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。 
今後は更に、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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