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研究要旨 

  金属粒子、炭素線維などは生体内で分解されないため、肺、胸膜等に沈着して、異物炎症

を誘発する。本研究では、フラーレン分子（FL）およびフラーレンから成り鉄を含有しないナノサ

イズ物質、フラーレンウィスカー（FLW）による肺、胸膜中皮の細胞障害性、増殖活性および発

がん性に対する酸化ストレスの役割についての解析を行った。F344 ラットに対し被検物質であ

る FL、FLW あるいは陽性対照であるカーボンナノチューブ(MWCNT-7、N)の 2 週間経気管内

噴霧（TIPS）投与を実施し、3 週間目の途中剖検を行った肺を用いて、活性酸素種 (ROS)の蓄

積とマイクロアレイによる遺伝子発現変化を解析した。その結果、ROS は MWCNT-7 および N

投与群で有意に増加したが、被検物質では明らかな変化を認めなかった。マイクロアレイおよ

び qRT-PCR では、Ccl9, Cstk, Serpin2, ApoE や Igf1 など、ROS 蓄積と一致して MWCNT-7,N

群で有意に発現上昇する遺伝子が同定された。さらに現在解析途中であるが、2年間の最終剖

検では、肉眼的な肺腫瘍発生頻度は、MWCNT-7 および N の高用量群でのみ、有意な上昇を

認めた。以上より、本試験では陽性コントロールには肺発がん性が認められ、FLW には見られ

ない可能性が示唆された。 

 

Ａ．研究目的 

  FLW の生体内動態は不明であるが、長さや形状

からは MWCNT と同様に肺や胸膜に対する異物炎

症の誘発や、発がん性を有する可能性が考えられる。

本研究では、FL、FLW 短期間気管内投与によるラッ

ト肺・胸膜における細胞障害および発がん性に対す

る影響について、陽性コントロールとして

MWCNT-7,N 群を同時に設けることにより、明らかに

する。本年度は、前年度剖検が終了した、投与後 1

週間(3 週間目)の肺組織を用いて、活性酸素種 

(ROS)の蓄積や肺の遺伝子発現変化の解析を行っ

た。 

Ｂ．研究方法 

 FW、FLW、MWCNT-7、MWCNT-N は、 PF ポリ

マー分散液に懸濁し、肺内噴霧ゾンデにより経気道

的に投与する。12 週齢雄性 F344 ラットに、イソフルラ

ン深麻酔下にて、それぞれ 31.25、62.5μg/0.5ml/ラ

ットの用量で 2 週間に 8 回（合計投与量 0.25 および

0.5mg/ラット）気管内投与する。対照群として、無処

置および PF ポリマー液投与（対照）群を設ける。3 週

間目と 104 週間目にイソフルラン深麻酔下に大動脈

より採血屠殺（3 週目は 無処置群、対照群および FL、

FLW、MWCNT-7、MWCNT-N の高用量群から各群

5 匹、104 週目は各群 20 匹）して、肺・胸膜の急性と

慢性病変について、肺・胸膜の病理組織学的変化、

胸膜洗浄液における炎症関連サイトカイン遺伝子発

現や酸化ストレスを解析する。 

 3 週目の剖検時、肺重量、肺胞内好中球浸潤や
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胸腔洗浄液中の Myeloperoxidase が、陽性コントロー

ルである MWCNT-7, N とともに FLW 群においても有

意に上昇し、FLW による肺野胸膜発がんリスクの可

能性が示唆された。そこで、本年度はさらに、肺にお

ける酸化ストレスや遺伝子発現変化を解析することと

した。肺凍結組織を用いて、ROS に反応して蛍光発

色する dihydroethidium (DHE）による染色を行い、核

における蛍光シグナルを蛍光顕微鏡により検出・数

値化し、肺組織における ROS の定量を行った。

cDNA マイクロアレイ解析により、肺組織における各

物質による遺伝子発現変化を網羅的に解析した。マ

イクロアレイによる変化は、定量 RT-PCR (qRT-PCR)

により確認した。 

（倫理面への配慮） 

動物実験については、平成 18 年 4 月 28 日環境省

告示第 88 号「実験動物の飼養及び保管並びに苦痛

の軽減に関する基準」に従った。本研究では、薬物

投与を行い、その変化を検証するとともに、動物を安

楽死させて組織を摘出し、標本作製に用いた。実験

の範囲を研究目的に必要な最小限度として、動物の

福祉に十分配慮した。今回行った動物実験は全て、

名古屋市立大学内の医学研究科実験動物研究教

育センターのコンベンショナルエリアで行い、当該施

設の動物実験指針に基づいた、倫理審査および遺

伝子組み換え実験の審査を受け、承認されたうえで

実施しており（H28M-45）、当施設での動物実験規程

を遵守し、生命の尊厳に十分配慮した方法で動物実

験を行った。 

Ｃ．研究結果 

 3 週目の剖検時、肺における ROS 蓄積量は、FLW

（38.4±3.1 O.D.,）、MWCNT-7（74.2±0.4 O.D., 

P<0.001）、MWCNT-N（60.7±3.8 O.D., P<0.001）群

であり、MWCNT 群において、対照群（25.2±2.1 

O.D.）と比較して有意に上昇した。対照群、FL、

MWCNT-7 および N 群の肺組織から抽出した RNA

によりマイクロアレイを行った。対照群と比較して遺伝

子変化を認めた数が多かった MWCNT-7では、対照

群と比較して 2 倍以上発現上昇した遺伝子は 152 個、

2 倍以下に低下した遺伝子数は 70 個認めた。

MWCNT-7 で発現上昇を認める遺伝子は、

MWCNT-N においても発現上昇しているものが散見

された。それらの遺伝子群には、前年度に

MWCNT-7、N で有意に発現上昇することを報告した、

Ccl2 も含まれていた。それ以外の遺伝子としては、

Ccl9, Cstk, Serpin2, ApoE や Igf1 が検出され、

qRT-PCR において、いずれの遺伝子も対照群と比

較して、MWCNT-7、N 群で有意な発現上昇を確認

した。                                                

 最終剖検には各群 20 匹のラットを設定した。経過

中に途中死亡動物が発生し、最終的に無処置群（12

匹）、対照群（13 匹）、FL0.25 群（14 匹）、FL0.5 群

（12 匹）、FLW0.25 群（15 匹）、FLW0.5 群（13 匹）、

MWCNT-70.25 群（15 匹）、MWCNT-70.5 群（15 匹）、

MWCNT-N0.25群（17匹）、MWCNT-N0.5群（12匹）

で実施した。途中死亡例では、MWCNT-7 高用量群

において、1 匹肺癌の発生を認めたが、その他の死

亡例は、肺や胸膜発がんを認めず、自然発生の白

血病、皮下腫瘍や甲状腺腫瘍などが死因であった。 

体重、臓器重量（肺、肝、腎、脾、脳）については、

MWCNT-N0.25 群の全体肺重量、相対肺重量（1.74

±0.39g, P<0.05、0.40±0.08%, P<0.05）が、対照群

（1.35±0.38g、0.31±0.08%）と比較して有意に高値

であった。その他には有意な変化は認めなかった。

剖検時の肉眼所見では、胸郭の胸膜に明らかな腫

瘍性変化は見られなかった。一方、肺では白色結節

性病変が観察され、発生頻度はそれぞれ無処置群

（1/20）、対照群（0/17）、FL0.25 群（1/19）、FL0.5 群

（1/19）、FLW0.25 群（3/20 匹）、FLW0.5 群（1/18

匹）、MWCNT-70.25 群（3/20）、MWCNT-70.5 群

（8/20）、MWCNT-N0.25 群（2/20）、MWCNT-N0.5

群（7/20）であり MWCNT-7, N の高用量群で対照群

と比較して有意な発生頻度の上昇を認めた。 

Ｄ．考察 

 短期試験では、FLW、MWCNT-7、N で、肺好中球

浸潤の誘導、有意な肺重量および肺胞マクロファー

ジの増加を認めたが、電子顕微鏡による観察では、

肺胞内に MWCNT-7、N のみが検出可能であった。

さらに、肺における ROS 蓄積や Ccl2、Ccl3 mRNA 発

現上昇は、陽性コントロールである MWCNT-7、N 群

でのみ有意な上昇を認めた。またマイクロアレイによ
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る遺伝子発現解析では、MWCNT-7、N 群において、

有意に発現上昇する遺伝子群を検出したが、これら

の遺伝子は FL や FLW 群では有意な発現変化を示

さなかった。これらの結果から、FL および FL から構

成されるナノウィスカーである FLW は、MWCNT と異

なる肺毒性を示し、肺発がん性を有さない可能性が

示唆された。このような短期試験の結果は、2 年間の

最終剖検における肉眼的肺結節が、MWCNT-7,N

のそれぞれ高用量群でのみ有意な増加を示したこと

と、関連していることが示唆された。組織学的な腫瘍

性病変の解析ともに、肺および胸腔におけるナノチュ

ーブの定量、長さを明らかにし、両者の関連を解明し

ていく予定である。 

Ｅ．結論 

 ラット短期間気管内投与モデルを用いて、フラーレ

ンおよびフラーレンウィスカーの肺・胸膜毒性につい

て検討した。短期剖検では、フラーレンウィスカーは、

陽性対照であるカーボンナノチューブと一部異なる

肺、胸膜毒性を示し、最終剖検の肉眼所見では明ら

かな腫瘍性病変の増加を認めなかった。このことから、

フラーレンウィスカーは、肺癌や中皮腫のリスク増加

に関与しない可能性が示唆された。 
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