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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

性試験系を開発し、その妥当性を多層カーボンナ

ノチューブやマグネタイトナノ粒子 (MGT)を用

いて検証してきた。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、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
使用して検討している。先行研究において、表面

修飾を有する BMSC-5 は表面修飾を有さない

BMS-10 に比べ細胞への取り込みが悪いにも関わ

らず、細胞毒性や変異原性が強いことがわかった。

このことは、BMSC-5 懸濁液内の鉄イオン濃度が

BMS-10 に比べ高く、鉄イオンが直接細胞内に取

り込まれ毒性が発現したと推測した。今年度は、

この推測を検証することを目的に、BMSC-5 を遠

心して鉄イオンを含む上清を取り除き、BMSC-5
を再懸濁して、gpt 遺伝子に対する変異原性を調

べた。 

また、本手法を他のナノマテリアル（二酸化チ

タン）の遺伝毒性評価に応用するための条件設定
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BMSC-5 を再懸濁して、gpt 遺伝子に対する変異原性を調べた。その結果、予想に反して、

GDL1 細胞の単培養条件下で鉄イオンを含む上清を取り除き、再懸濁した BMSC-5 が高い変

異頻度誘発を示し、先行研究で観察された結果と同じ傾向を示した。今後、単培養条件下で

BMSC-5 により誘発された変異スペクトルの解析および変異誘発メカニズムの検討を行う。

また、今年度は本手法用いて他のナノ粒子（各種二酸化チタンナノ粒子）の遺伝毒性評価を

行う予定であり、現在、マテリアルの用量や培養条件などの検討を行っている。 
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についても検討する。 
 

B.研究方法 

① 共培養システムによる遺伝毒性試験法 

まず、被験物質の調整を行なった。BMSC-5 を 4℃、

10000 rpm、10 min で遠心分離をし、上清と沈殿に

分けた。沈殿した BMSC-5 は超純水で再懸濁して

遺伝毒性試験に供した。 

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。さらに、

MGT により誘発される変異スペクトルの解析は、

変異コロニーを用いたダイレクト PCR 法により

実施した。 
② 共培養システムを用いて酸化チタンナノ粒子

の遺伝毒性評価における各種条件検討 
先行研究では、細胞毒性試験にニュートラルレッ

ド(NR)を用いていたが、ナノマテリアルが凝集し

た際に NR がナノ物質の凝集塊に吸着してしまう

などの問題点があった。酸化チタンナノ粒子は特

に凝集しやすいことから、WST-1 法を用いて細胞

毒性試験を行うこととし、その条件検討から開始

した。実験に供した細胞は、gpt delta マウスより

樹立された GDL1、マクロファージ様細胞の

RAW246 の 2 種類。96well プレートにそれぞれ

1x104cells/well、4x104cells/well の濃度で播種し、一

晩培養した。その後、TiO2を 1mg/ml から 2 段階

希釈の濃度で 24 時間曝露させた。培養液に WST-1
試薬を加え、37℃で 2 時間インキュベートし、分

光光度計にて 450nm の吸光度を測定した。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究では該当しない。 
 

C.研究結果 

① 共培養システムによる遺伝毒性試験法 

GDL1 単独および共培養条件下の RAW 細胞また

は RAW 及び GDL1 の両細胞に BMSC-5 の遠心上

清および下層の再懸濁を 24 時間曝露し、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１に示す。BMSC-5 の遠心上清および下層の

再懸濁画分曝露群のいずれも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。さらに、

遠心上清および下層の再懸濁画分曝露群で誘発さ

れた変異スペクトルについて解析を行ったところ、

共培養条件下における再懸濁画分曝露群で特異的

な変異スペクトルを示した（図 2）。 
② 共培養システムを用いて酸化チタンナノ粒子

の遺伝毒性評価における各種条件検討 

酸化チタンナノ粒子による細胞毒性を調べるため

に、WST-1 Assay 試薬を用いた。この方法では、

生細胞中のミトコンドリア脱水素酵素によるテト

ラゾリウム塩(WST-1)のホルマザン色素への変換

を検出する。実験に供した細胞は、gpt delta マウ

スより樹立された GDL1、マクロファージ様細胞

の RAW246 の 2 種類。96well プレートにそれぞれ

1x104cells/well、4x104cells/well の濃度で播種し、一

晩培養した。その後、酸化チタンナノ粒子を

1mg/ml から 2 段階希釈の濃度で 24 時間曝露させ

た。培養液に WST-1 試薬を加え、37℃で 2 時間イ

ンキュベートし、分光光度計にて 450nm の吸光度

を測定した。この細胞数で実験したところ、細胞

数が多かったため 0mg/ml で分光光度計の検出限

界を超えていた。そのため最適な細胞数を決める

ために、2 段階希釈で細胞濃度を変えて同様の実

験をした。その結果、GDL1 では 5x103cells/well、
RAW246 では 1x104cells/well が最適であることが

観察された。今後は、分散性の確認された濃度を

含む酸化チタンナノ粒子溶液に曝露させて細胞毒

性を調べ、それを基に共培養系での曝露実験、遺
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伝毒性試験へと進めていく予定である。 

 

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、その妥当性の評価を行ってきた。先行研究

において、表面修飾を有する BMSC-5 は表面修飾

を有さない BMS-10 に比べ細胞への取り込みが悪

いにも関わらず、細胞毒性や変異原性が強いこと

がわかった。このことは、BMSC-5 懸濁液内の鉄

イオン濃度が BMS-10 に比べ高く、鉄イオンが直

接細胞内に取り込まれ毒性が発現したと推測した。

今年度は、この推測を検証することを目的に、

BMSC-5 を遠心して鉄イオンを含む上清を取り除

き、BMSC-5 を再懸濁して、gpt 遺伝子に対する変

異原性を調べた。GDL1 単独および共培養条件下

の RAW 細胞または RAW 及び GDL1 の両細胞に

BMSC-5 の遠心上清および下層の再懸濁を曝露し、

gpt 遺伝子を標的とした変異原性試験を行ったと

ころ、BMSC-5 の遠心上清および下層の再懸濁画

分の GDL1 単独曝露群のいずれも溶媒対照群と比

較して変異頻度が増加する傾向が観察された。こ

のことは、GDL1 単培養に対する遺伝毒性は鉄イ

オンと関係がないか、遠心分離では完全に鉄イオ

ンが除去されていないか、あるいは BMSC-5 から

常に飽和状態になるべく鉄イオンが放出されてい

る等の可能性が考察された。 

 
図1. BMSC-5の遠心上清および下層の再懸濁画
分の遺伝毒性評価 
 
さらに、変異原性誘発のメカニズム探索のため、

各条件下で誘発される変異スペクトラムの解析を

行ったところ、共培養条件下における再懸濁画分

曝露群で GC>TA 変異の上昇が確認された。 
今後は、再懸濁画分の鉄イオン濃度の測定を行

い、鉄イオンが変異に及ぼす影響について検討す

る。さらに、酸化チタンナノ粒子においても、細

胞毒性の有無を確認し、それを基に共培養系での

曝露実験、遺伝毒性試験へと進めていく予定であ

る。 
 

 

図 2. BMSC-5 の遠心上清および下層の再懸濁画

分における変異スペクトラム 
 

E.結論 

これ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ない、多

層カーボンナノチューブや MGT を用いて、本シ

ステムの妥当性の検証を行ってきた。先行研究に

おいて、表面修飾を有する BMSC-5 は表面修飾を

有さない BMS-10 に比べ細胞への取り込みが悪い

にも関わらず、細胞毒性や変異原性が強いことが

わかった。このことは、BMSC-5 懸濁液内の鉄イ

オン濃度が BMS-10 に比べ高く、鉄イオンが直接

細胞内に取り込まれ毒性が発現したと推測した。

今年度は、この推測を検証することを目的に、

BMSC-5 を遠心して鉄イオンを含む上清を取り除

き、BMSC-5 を再懸濁して、gpt 遺伝子に対する

変異原性を調べた。GDL1 単独および共培養条件

下のRAW細胞またはRAW及びGDL1の両細胞に

BMSC-5 の遠心上清および下層の再懸濁を曝露し、

gpt 遺伝子を標的とした変異原性試験を行ったと

ころ、BMSC-5 の遠心上清および下層の再懸濁画

分の GDL1 単独曝露群のいずれも溶媒対照群と比

較して変異頻度が増加する傾向が観察された。こ

のことは、GDL1 単培養に対する遺伝毒性は鉄イ

オンと関係がないか、もしくは、遠心分離では完

全に鉄イオンが除去されていないか、あるいは
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BMSC-5 から常に飽和状態になるべく鉄イオンが

放出されている等の可能性が考察された。また、

変異スペクトラムの解析を行ったところ、共培養

条件下における再懸濁画分曝露群で GC>TA 変異

の上昇が確認された。 
今後は、再懸濁画分の鉄イオン濃度の測定を行

い、鉄イオンが変異に及ぼす影響の有無を確認す

るとともに、BMSC-5 の細胞毒性や変異原性の要

因についてさらなる検討を重ねる。さらに、酸化

チタンナノ粒子においても、細胞毒性の有無を確

認し、それを基に共培養系での曝露実験、遺伝毒

性試験へと進めていく予定である。 
また、今後、本手法を用いて他のナノマテリアル

の遺伝毒性を検討するための条件検討を行ってい

る。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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