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研究要旨 

ナノ物質の中でも、カーボンナノチューブ（CNT）はその物理化学的性状がアスベスト

に類似しているため、吸入による肺組織での発がん性が懸念されている。我々はこれま

でに、マウス肺を標的とする in vivo-in vitro 法を用いた小核試験法の確立を試み、そ

れを用いて CNT 全身吸入曝露群ではマウス肺小核試験陽性となることを明らかにした。

他方、CNT 気管内投与下における肺小核試験の予備試験の結果、CNT 気管内投与群およ

び陽性対照群において小核誘発の有意な増加は認められなかった。これらの結果は曝露

方法の違いにより CNT 遺伝毒性の発現形態が異なる可能性を示唆する一方で、肺小核試

験法の最適な試験条件をより詳細に検討する必要性があることを示している。そこで、

本研究では他の in vivo 遺伝毒性試験法等で推奨されている採材時期を参照し、陽性対

照の最終投与 3時間後、24 時間後または 5日後に肺組織を採材して in vivo-in vitro法

を用いた小核試験法を実施し、肺小核試験法における最適な採材タイミングを検証した。

その結果、in vivo-in vitro 法を用いた小核試験法では最終投与 24時間後での採材にお

いてのみ明瞭な陽性となることを明らかにした。 

 

A. 研究目的 

ナノ技術の向上により、現在では様々な

ナノマテリアルが開発されているが、その

中のカーボンナノチューブ（CNT）は電子的、

化学的にユニークであることから、様々な

分野で様々な用途に用いられている。例え

ば、プラスの電荷を持つ CNT はマイナスの

電荷を持つ DNA と結合しやすいという性質

を応用し、CNT が DNA のセンサーに応用さ

れているが、これは、CNTが DNA と作用し、

遺伝的変異を誘発する可能性を示唆してい

る。また、CNT が酸化ストレスや炎症、線

維症、肉芽腫の発生を促進し、線維症は CNT

が肺のマクロファージに結合することで細

胞間の構造を変化させることが原因と考え

られている。その他、CNT は青石綿と同様

に p53 ヘテロ欠損マウス腹腔内投与モデル

において中皮腫を生じさせることが明らか

になっている。このように CNT は、酸化ス

トレスや炎症反応により間接的に発がん性

に関与し、また、DNA や分裂装置と直接結

合することで発がん性を示すと考えられて

いる。 

CNT の in vivo 遺伝毒性に関しては、Kato
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らが野生型 ICRマウスに MWCNT（幅 70-110nm、

長さ 1-4μm）を気管内注入し、肺組織のコ

メットアッセイ、酸化的 DNA 付加体の定量、

そして一酸化窒素合成酵素の免疫組織化学

的解析を行ったところ、すべて陽性の結果

が得られた。よって MWCNT の遺伝毒性は、

過剰な炎症反応による酸化的ストレスが主

な原因であるとされている。 

しかしながら、他の遺伝毒性エンドポイ

ントでの CNT の評価はほとんど検討されて

おらず、上記で観察された遺伝毒性と発が

ん性との関係は不明である。これは、ナノ

物質の標的臓器である肺での遺伝毒性試験

マーカーがほとんど開発されてこなかった

ことが原因である。 

これまで、我々は肺における CNT の in 

vivo 遺伝毒性評価のために、in vivo-in 

vitro 法を用いたマウス肺小核試験系の開

発を試みている。この試験系の特徴は in 

vivo で曝露したマウスの肺を摘出後、in 

vitro で肺細胞を培養する方法であり、培

養により細胞分裂を惹起させ、小核を含む

分裂細胞を効率よく得ることができる。こ

れまでの研究から、陽性対照を用いた試験

によりマウス肺小核試験系の技術基盤を検

討し、それを用いて CNT 全身吸入曝露によ

って誘導される遺伝毒性評価を実施した。

その結果、CNT 全身吸入曝露群ではマウス

肺小核試験陽性となることを明らかにした。

他方、CNT の曝露方法の違いにより毒性の

発現形態が異なる可能性が指摘されている。

そこで、我々は投与方法による影響を明ら

かにするため、CNT 気管内投与下における

in vivo-in vitro 法を用いた肺小核試験の

予備試験を実施した結果、CNT 気管内投与

群および陽性対照群において小核誘発の有

意な増加は認められなかった。これらの結

果は曝露方法の違いにより CNT 遺伝毒性の

発現形態が異なる可能性を示唆する一方で、

陽性対照群においても陰性となったことか

ら肺小核試験法の最適な試験条件をより詳

細に検証する必要性があることを示すもの

である。 

広く用いられている in vivo 遺伝毒性試

験である in vivo 骨髄小核試験や in vivo

コメットアッセイでは、小核の出現と消失

の反応速度や DNA 損傷の修復・残存速度が

解析されており、in vivo 骨髄小核試験で

は最終投与後 24-48時間内で、また in vivo

コメットアッセイでは終投与後 2-6 時間内

での組織採材が推奨されている。一方で、

in vivo-in vitro 法を用いた肺小核試験に

ついては、これまでの報告例はほとんど無

く、小核の出現と消失の時間経過による影

響についての解析はなされていない（表 1）。 

そこで、今回我々は陽性対照である Ethyl 

methanesulfonate（EMS）を用いて、先行試

験、in vivo 骨髄小核試験および in vivo

コメットアッセイに倣い、最終投与 3 時間

後、24時間後および 5 日後に肺組織を採材

して in vivo-in vitro 法を用いた肺小核試

験を実施し、本試験法における最適な採材

時期を明らかにすることを研究目的とした。 

 

B. 研究方法 

（１）被検物質 

Ethyl methanesulfonate （ EMS, 

Sigma-Aldrich Corporation, lot#: 

BCBZ8402）を陽性対照に使用した。 

 

（２）動物   

日本エスエルシー株式会社より 7 週齢の

雄性 C57BL/6NCrSlc（SPF）マウスを購入し

て試験に用いた。各群 3 匹とし、陰性対照

群および中高の EMS投与群（25 mg/kgおよ

び 50 mg/kg）の 3 処理群を設定し、最終投

与後 3時間、24時間または 5日後に肺組織

を採材する 3 つの群構成、すなわち全 9 群

合計 27 匹を設定した（表 2）。馴化期間は

動物入荷後 1 週間とし、8 週齢の動物を試
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験に使用した。 

 

（３）投与 

 EMS を使用直前に生理食塩液（日本薬局

方、株式会社大塚製薬工場）に溶解して、

2.5 mg/mLまたは 5 mg/mL投与液を調製し、

25 mg/kg または 50 mg/kg の投与用量で腹

腔内投与した。投与は 1 日 1 回、2 日連続

で実施した。 

 

（４）細胞分離培養および標本作製 

 投与後それぞれ 3時間後、24 時間後また

は 5 日後に、Lindberg らの方法を参考に下

記の方法で肺細胞（Clara 細胞及び AT-II

細胞と推定される細胞）を分離した（図 1）。 

 

i. マウスを麻酔下で放血して安楽死させ

た。 

ii. 生理食塩液で気管・肺内を洗浄した後、

0.25% トリプシン液で満たした。 

iii. 両肺を 50 mL遠沈管に入れて、37˚C温浴

中で 30 分間処理した後、気管及び目視

できる気管支を除去して肺組織を細切

した。 

iv. 牛胎仔血清と 250 µg/mL DNaseI を含む

液を加えて、37˚C 温浴中で 10 分間処理

した。 

v. セルストレーナーでろ過した後、300×g

で 10 分間遠心分離して肺細胞（沈査）

を回収した。 

vi. Percoll の密度勾配（密度：1.089 及び

1.040 g/cm3）により遠心分離（250×g、

常温、20分間）して、回収した細胞集団

を Waymouth培地で 37˚C、48 時間培養し

た。 

vii. 培養後、酢酸-エタノール（1:3）固定液

で細胞を固定してスライド標本を作製

した。 

 

（５） 標本染色および標本観察 

i. 上記で作製したスライド標本を DAPI

含有封入剤(Antifade Mounting Medium 

ii. with DAPI、VECTASHIELD 社)で染色し

て、蛍光顕微鏡下（U 励起）で観察し

た。 

iii. 1000個以上／匹の肺細胞をそれぞれ数

え、小核を有する細胞の誘発率を算出

した。 

 

（６）統計学的解析、試験結果の評価 

肺細胞における小核誘発頻度について、

各系統における陰性対照群と各 EMS 投与群

との間で Fisher の正確検定により有意差

検定を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

 動物を用いた実験は、所属機関における

「動物実験の適正な実施に関する規定」、わ

が国における「動物の保護及び管理に関す

る法律」、「実験動物の飼育及び保管等に関

する基準」ならびに厚生労働省の所管する

実施機関における動物実験等の実施に関す

る基本指針に準拠して行った。加えて、試

験実施機関による動物実験に関する倫理委

員会の承認を得るなど、実験動物に対する

動物愛護を配慮の上で実施した。 

 

C. 研究結果および考察 

 各群における小核をもつ肺細胞の出現頻

度の結果を図 2 および表 3 に示した。最終

投与 3 時間後に肺を採取した各群において、

陰性対照群の平均値は 1.767 ± 0.115%、

EMS 25 mg/kg 投与群の平均値は 1.390± 

0.182%、EMS 50 mg/kg 投与群の平均値は

1.560± 0.342%であり、最終投与 3 時間後

に肺を採取した EMS 投与群は陰性対照群と

比較して有意な小核誘発率の増加は認めら

れなかった(図 2)。最終投与 24 時間後に肺

を採取した各群においては、陰性対照群の

平均値は 1.730 ± 0.214%、EMS 25 mg/kg
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投 与 群 の 平 均 値 は 3.113 ±  1.451% 

（p=0.0007）、EMS 50 mg/kg 投与群の平均

値は 3.017± 0.575%（p=0.0014）であり、

最終投与 24時間後に肺を採取した EMS投与

群は 25 mg/kg 投与群および 50 mg/kg 投与

群ともに陰性対照群と比較して十分に有意

な小核誘発率の増加が認められた (図 2)。

最終投与 5 日後に肺を採取した各群におい

ては、陰性対照群の平均値は 1.763 ± 

0.465%、EMS 25 mg/kg 投与群の平均値は

2.557± 0.902%（p=0.0436）、EMS 50 mg/kg

投 与 群 の 平 均 値 は 2.053 ±  0.255%

（p=0.4572）であり、最終投与 5 日後に肺

を採取した EMS 投与群は 25 mg/kg投与群に

おいてのみ陰性対照群と比較してわずかに

有意な小核誘発率の増加が認められた(図

2)。 

 以上の結果から、in vivo-in vitro法を

用いた肺小核試験における適切な採材時期

は最終投与 24 時間後であることが明らか

になった。最終投与 3 時間後の採材では陽

性対照最終投与後の肺曝露時間が十分では

なく、in vivo-in vitro法を用いた肺小核

試験で検出可能な小核誘発に十分な DNA 損

傷が誘導されていない可能性が考えられる。

また、最終投与 5 日後の採材では、陽性対

照曝露後に DNA 損傷が誘導されてはいるが、

EMS は速やかに生体内で代謝・排泄され、

誘導された DNA 損傷は 5 日の間に修復され

る、または DNA 損傷細胞が死滅することで、

in vivo-in vitro 法を用いた肺小核試験に

おいて検出可能な小核誘発が十分ではない

可能性が考えられる。 

 先行して実施した CNT 全身吸入曝露試験

では、陽性対照群は EMS を 5 日連続腹腔内

投与（25 及び 50mg/kg）、CNT全身吸入曝露

群は 5 日連続曝露であり、両群ともに最終

曝露 5 日後に採材している。結果は両群と

もに陽性であった。他方、昨年度我々が実

施した CNT 気管内投与下における in 

vivo-in vitro 法を用いた肺小核試験の予

備試験では、CNT 気管内投与群および陽性

対照群においても小核誘発の有意な増加は

認められなかった。この際の陽性対照群は

EMS単回腹腔内投与（25 及び 50mg/kg）、CNT

気管内投与群は単回投与であり、先行して

実施した全身吸入曝露試験条件に倣い投与

5 日後に肺を採材している(表 1)。CNT 気管

内投与群では投与後も CNT が気管内・肺内

に残存するため、採材までの期間、気管・

肺は CNT に曝露され続けていると考えられ

る一方で、陽性対照群は単回投与であるこ

とに加えて採材時期が不適切であったため、

陰性結果の原因となった可能性が考えられ

る。 

 

D. 結論 

陽性対照である EMS を用いて、 in 

vivo-in vitro 法を用いた肺小核試験にお

ける適切な採材時期を解析した。EMS を 25 

mg/kg または 50 mg/kg の投与用量でマウス

に腹腔内投与した。投与は 1 日 1 回、2 日

連続で実施した。各 in vivo 遺伝毒性試験

法で推奨される採材時期等を勘案し、最終

投与 3時間後、24 時間後または 5日後に肺

組織を採材して in vivo-in vitro法を用い

た小核試験により小核誘発率を解析した。

その結果、最終投与 3 時間後に肺を採取し

た EMS 投与群は陰性対照群と比較して有意

な小核誘発率の増加は認められなかった。

最終投与 24時間後に肺を採取した EMS投与

群は 25 mg/kg 投与群および 50 mg/kg 投与

群ともに陰性対照群と比較して十分に有意

な小核誘発率の増加が認められた。最終投

与 5 日後に肺を採取した EMS 投与群は 25 

mg/kg 投与群においてのみ陰性対照群と比

較してわずかに有意な小核誘発率の増加が

認められた。以上のことから、in vivo-in 

vitro 法を用いた小核試験法では最終曝露

24時間後での採材が適切であると結論した。 
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表 1: 各 in vivo 遺伝毒性試験における試験条件 
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表 2: 群構成 
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図 1. in vivo-in vitro 法を用いた肺小核試験 
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図 2. 各採材時期における in vivo-in vitro 法を用いた肺小核試験の小核誘発率 
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表 3: 各群における小核誘発率 

 

 


