
 
 

 

 

 

 

 

 厚生労働科学研究費補助金研究報告書 

化学物質リスク研究事業 

 
 
 

カーボンおよび金属ナノマテリアルによる肺および 

全身臓器障害と発がん作用の機序解析と 

それに基づく中期検索法の開発に関する研究 

 
平成 27 年度 

総括・分担研究報告書 

 

 

 

 

 

 研究代表者 津田 洋幸 

  

 平成 28 年（2016 年）5 月 



 
 



 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

厚生労働科学研究費補助金 

 
化学物質リスク研究事業 

 
カーボンおよび金属ナノマテリアルによる肺および全身臓器障害と 

発がん作用の機序解析とそれに基づく中期検索法の開発に関する研究 

（H25-化学-一般-004） 

 
平成 27 年度 総括・分担研究報告書 

研究代表者  津田 洋幸 

 
 
 

平成 28 年（2016 年）5 月



 



 
 

目   次 

 
Ⅰ．総括研究報告書 ······················································ 1 

カーボンおよび金属ナノマテリアルによる肺および全身臓器障害と 

発がん作用の機序解析とそれに基づく中期検索法の開発に関する研究  

津田 洋幸 ·························································· 2 

 

Ⅱ．研究分担報告書 ······················································ 12 

１．ナノマテリアルのin vitro毒性評価に関する研究 

  内野 正 ···························································· 13 

２．ナノマテリアル曝露による炎症誘発で生じるがん原性物質の探索 

三好 規之 ·························································· 19 

３．呼吸器系細胞における細胞障害評価系の確立 

今泉 祐治 ·························································· 22 

４．カーボンナノマテリアル肺内投与に伴うサイトカイン発現プロファイル 

  酒々井 眞澄 ························································ 25 

５．カーボンおよび金属ナノマテリアルによる肺および全身臓器障害と 

  発がん作用の機序解析とそれに基づく中期検索法の開発に関する研究 

津田 洋幸 ·························································· 32 

 

 

Ⅲ．研究成果の刊行に関する一覧表 ········································ 37 

 

Ⅳ．研究成果の刊行物・別冊 ·············································· 40 

 



 



 -1-

 

 

 

 

 

 

平成 27 年度厚生労働科学研究費補助金 

（化学物質リスク研究事業） 

 

 

Ⅰ．総括研究報告書 



 -2-

 

平成 27 年度 厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

総括研究報告書 

 

研究課題名：カーボンおよび金属ナノマテリアルによる肺および全身臓器障害と発がん作用の機序解析

とそれに基づく中期検索法の開発に関する研究 

 

研究代表者：津田 洋幸   名古屋市立大学津田特任教授研究室 特任教授         

   

研究要旨 

ナノサイズの金属粒子、炭素粒子、線維等の生体内で代謝分解されない個体はそのまま

細胞・組織に長く沈着するために、従来の ADME の概念では障害作用の評価はできない。

カーボンナノチューブ（CNT）等個体ナノマテリアルは急速な研究開発が進められる一

方、健康への影響、とくに呼吸器における中・長期毒性と発癌性評価は遅れている。こ

のためには吸入暴露試験が必要であり、実施には高額な専用吸入施設と稼働コストが必

要であるためである。 

多層カーボンナノチューブ（MWCNT）の毒性と発がん性の評価について、長期試験に代替

可能な評価プロトコルとして、❶短期 in vitro試験法、❷吸入暴露に替わる１〜２週経

気管肺内噴霧投与（TIPS）による in vivo 短期試験法、❷より派生した❸2-8 週間短期

間投与後２年まで放置観察する実験系を構築し有用性を検証した。その結果、❶❷方法

における中皮の過形成所見に基づき発がん性を予測できること、その機序解析手段とし

て胸腔洗浄液が有用であること、❷❸の結果より、凝集体が針状または棒状の MWCNT と

綿菓子状凝集体の MWCNT では、肺と胸膜中皮に対する障害作用・増殖刺激作用の程度に

差異があることが示された。❷ において、MWCNT は気管支上皮に対する強い障害作用を

示し、機序として MWCNT の線毛への付着による直接の強い線毛輸送障害が観察された。

また、MWCNT による肺と胸膜中皮の障害作用の機序として、肺炎症病巣における脂肪酸

由来の DNA 障害性アルデヒド類を含む活性カルボニル化合物 （RCs）の産生を確認した。

❸において肺と胸膜中皮に対する発がん性を予測通り見出し、この一連の評価法の妥当

性を得た（Cancer Science, 2016, in press）。 

 

研究分担者 

内野 正  国立医薬品食品衛生研究所 

      生活衛生化学部 主任研究官 

三好 規之 静岡県立大学大学院 薬食生命科

学総合学府 食品栄養環境科学研

究院 助教 

今泉  祐治 名古屋市立大学大学院薬学研究

科 細胞分子薬効解析学分野 教授 

酒々井 眞澄 名古屋市立大学大学院医学研究

科分子医学講座分子毒性学分野 教

授 

 

研究協力者 

神野 透人 名城大学薬学部 教授 

五十嵐 良明 国立医薬品食品衛生研究所 生

活衛生化学部第一室 部長 

秋山 卓美 国立医薬品食品衛生研究所 生活

衛生化学部 室長 

伴野 勤  静岡県立大学大学院 薬食生命科

学総合学府 食品栄養環境科学研究
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院 客員共同研究員 

山田 茜   名古屋市立大学大学院薬学研究科 

細胞分子薬効解析学分野 

神藤 秀基 名古屋市立大学大学院薬学研究科 

細胞分子薬効解析学分野 

鈴木 良明 名古屋市立大学大学院薬学研究科 

細胞分子薬効解析学分野 助教 

山村 寿男  名古屋市立大学大学院薬学研究科 

細胞分子薬効解析学分野 准教授 

二口 充  名古屋市立大学大学院医学研究科

分子医学講座分子毒性学分野 准

教授 

深町 勝巳 名古屋市立大学大学院医学研究科 

分子医学講座分子毒性学分野 講師 

吉本 恵理 名古屋市立大学大学院医学研究科 

分子医学講座分子毒性学分野 技

術職員 

徐 結苟  名古屋市立大学特任教授 

David B. Alexander 名古屋市立大学特任教授  

Mohamed Ahmed Mahmoud Abd El-gied 名古屋

市立大学大学院医学研究科院生 

飯郷 正明 名古屋市立大学大学院医学研究科  

研究員 

William T. Alexander  名古屋市立大学津田特

任教授研究室 研究員  

 

Ａ．研究目的 

 カーボンナノチューブ等の急速な研究開発が

進む一方、その健康影響、とくに呼吸器におけ

る中・長期毒性および発癌性の評価は必須であ

り、それには吸入暴露が望まれている。しかし、

吸入暴露試験の実施には高額な専用吸入暴露施

設が必要であるために実施は困難である。日本

においてはバイオアッセイ研究センターのみで

実施が可能であり、現状では世界でただ１種

MWCNT-7（M-H社）について実施され、肺は

発がん性が報告されている（報告書 H26年５月

26日）。世界では次々と新しいCNTが生産され

市場に導入されつつあり、MWCNT-7以外は慢

性毒性/発がん性リスク評価がなされていない。

他方、試験管内試験や短期の試験で得られるデ

ータは極めて限定的である。そこで、吸入暴露

に代替できる信頼性の高いリスク評価法の開発

が不可欠である。本研究では、サイズと形状の

異なるMWCNT種を対象に、Mφを介した傷害

作用を評価する in vitro 短期試験法ならびに

ラットを用いた経気管肺内噴霧投与（TIPS）法

を用いて、中期・長期２種の in vivo 試験系を

開発し、実際のリスク評価に資する機序に基づ

く信頼性の高い評価法の開発を目指した。 

 

Ｂ．研究方法 

 ❶ 肺胞Mφのin vitro における炎症・細胞増

殖作用と機序の解析 

１）10週齢の雌F344ラットにチオグリコレート

をTIPS投与して肺胞内にMφを誘導した後に肺

を取り出し、メッシュ濾過にてMφを採取（現状

で採取細胞の95%）する。一定量のMφ（106個）

を RPMI 1640（10% FBS）培地に移し、0.1％Tween

含有生理食塩水に懸濁した各種のMWCNT

（500μg/ml）を培地に加えて24時間培養した。

この上清を採取して、ヒト由来のMet5A(中皮細

胞)、MESO-1/2（中皮腫細胞上皮型/肉腫型）、

CCD34（肺線維芽細胞）、A549（肺癌）、SNU-475

（肝癌）、Caki-1（腎癌）、A2780（卵巣癌）、

MCF-7/T47D（乳癌）等の培地に加えて12時間培

養し、これらの細胞に対する増殖活性を観察し

た。またCNTを貪食した培養Mφが分泌する炎症

性サイトカイン、増殖因子等について遺伝子・

蛋白発現のアレイ解析を行い、関与する責任サ

イトカイン遺伝子/蛋白の同定をおこなった

（Western/ELISA法、蛋白アレイ解析）（津田・

酒々井）。 

２）気管支上皮に対する障害作用の検索は、一

次培養気管支上皮細胞の線毛運動に対する影響

について、蛍光ビーズ（TetraSpeck Fluorescent 

Microsphere Standards）の搬送能指標としてin 

vivoとin vitroで観察できる評価法を検討した

（今泉）。 

３）ナノマテリアルのMφにおける影響をより直
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接的に観察するために、マクロファージ様に分

化させたTHP-1細胞に対する白金ナノコロイド

PtNP-1（平均一次粒子径2 nm，水懸濁液，白金

濃度2%，表面保護剤ポリアクリル酸，田中貴金

属製）及び水系白金ナノ分散液PtNP-2（平均一

次粒子径100 nm未満，エタノール・水（1:1）懸

濁液，白金濃度1%，保護剤なし，四国計測工業

製）の影響を比較検討した。ヒト急性単球性白

血病由来THP-1細胞を96-well plateに105 

cells/wellずつ播種し、Phorbol 12-myristate 

13-acetate (PMA) 200 nMで20時間処理した後に、

終濃度として200 µg/mLから公比2で6段階希釈

した試料溶液を加えた。24時間培養後に培地を

交換し、各wellにWST-8 (Cell Counting Kit-8) 

10 µLを添加してCO2インキュベーター内で1時間

静置した。マイクロプレートリーダーを用いて

450 nmにおける吸光度を測定し、コントロール

に対する吸光度の比から細胞生存率 (%) を算

出した。細胞内の活性酸素種をTotal 

ROS/Superoxide Detection Kitを用いて測定し

た。細胞内グルタチオン濃度をGSH-GloTM 

Glutathione Assay を用いて定量した（五十嵐—

内野）。 

❷短期投与試験および短期投与-回復試験にお

ける炎症・増殖性病変の解析 

１）被検物質のMWCNT-L（A社）（直径=150 nm、

針状凝集体）、MWCNT-7（直径=80-90 nm、針状

凝集体）、Crocidolite（UICC gradeアスベスト）

を250および500μg/mlを、肺毒性は僅少でMWCNT

の分散性能の良いことを確認している0.5％

pluronic 68コポリマー分散剤（PF68）に懸濁し

て0.5mlを２週間に8回TIPS投与を行い、投与終

了後１日と、12週に屠殺して病変発生とその回

復の程度を検討した（津田、酒々井）。 

２）同様にMWCNT-LとMWCNT−S（直径=15 nm）（A

社）の中期毒性を評価するために、0.5mlを24

週間に13回TIPS投与（1.625mg/ラット）後に屠

殺した。この実験において、通常の肺、胸壁繊

維化、中皮細胞の増殖の観察に加え、腹腔から

経横隔膜にてRPMI 1640を胸腔内に５ml注入し

て胸腔洗浄液を回収して遠沈して得られた上清

の炎症性蛋白の解析、沈渣成分は病理標本を作

成して炎症細胞の種類とMWCNTの局在を偏光顕

微鏡にて解析した（津田）。 

３）MWCNT による障害・発がん機序の解析のため

に、形状の異なる 2種の MWCNT-L および MWCNT-S

を 250 および 500μg/ml を 0.5％PF68 分散剤に懸

濁して 0.5ml を 2週間に 8回 TIPS 投与を行い（計

1mg/ラット）、14 日後、解剖した肺組織 20 mg を

取り、DNA を抽出し、それを酵素的にヌクレオシ

ドに加水分解した。得られた DNA 加水分解物を

LC/ESI-MS/MS 解析試料とした。それを DNA 付加体

の分子イオンピーク[M+H]+からデオキシリボース

の脱離によって生じる[M+H－116]+という特徴的

なフラグメントを利用した LC/ESI-MS/MS（SRM）

により、肺組織中の核酸と結合するアルデヒドや

ケトン基を有する活性カルボニル化合物

（Reactive carbonyl species; RCs）の生成につ

いて、網羅的解析を行った（大島—三好）。 

❸ MWCNTの短期投与後長期観察による発がん性

の検索 

MWCNT-N（N 社）（針状凝集体、長さ 3.5μm、直径

30nm）を 250 および 500μg/ml を 0.5％PF68 分散

剤に懸濁して 0.5ml を 2 週間に 8 回 TIPS 投与を

行い（計 1mg/ラット）、投与終了後無処置で２年

間観察し、発がん性について検討した（津田、酒々

井）。また MWCNT-L と MWCNT-S について短期投与

後２年観察する試験は現在標本作成中である（津

田）。 

 

倫理面への配慮 

本研究における倫理面への配慮については、各班

員は動物実験及び所属施設において、我が国の

「動物の保護及び管理に関する法律(昭和48年10

月 1日、法律第 105)」並びに「実験動物の飼育及

び保管等に関する基準(昭和 53 年 3月 27 日、総

理府告示第 6号)を遵守するとともに、当該規程

に基づく各施設の動物実験倫理委員会の審査を

経た上で研究を実施する。ヒト組織から得た材料

を用いる研究は実施しない。（全員） 
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Ｃ．研究結果 

 ❶ 肺胞Mφのin vitro における炎症・細胞増

殖作用と機序の解析 

１）ラットのチオグリコレート誘導Mφに

MWCNT-7、MWCNT-N及びCrocidoliteを貪食させて

得られた培養上清は、ヒト由来のMet5A(中皮細

胞)、MESO-1/2（中皮腫細胞上皮型/肉腫型）と

A549（肺癌）に対して増殖活性（対照の1.5〜2

倍）を示したが、CCD34（肺線維芽細胞）、SNU-475

（肝癌）、Caki-1（腎癌）、A2780（卵巣癌）、

MCF-7/T47D（乳癌）細胞に対する増殖活性は無

かった。またCNTを貪食した培養Mφの分泌する

炎症性サイトカイン、増殖因子等について遺伝

子・蛋白発現のアレイ解析を行い、関与する責

任サイトカイン遺伝子/蛋白の同定では、IL2、

IL18、CCL2、CCL3、GRP/KC等が増加していた（対

照の２〜５倍）。これらの発現は肺組織では

MWCNT-Sに、胸腔洗浄液ではMWCNT-Lにそれぞれ

より高い値を示した（津田・酒々井）。 

２）気管における 0.1μm蛍光ビーズクリアラン

スは MWCNT-L 群と MWCNT-S 群で PF68 群より増加

し、MWCNT-L 群で MWCNT-S 群よりも有意に減少し

た。肺では0.1μm 、0.5μm、3.0μmの蛍光ビー

ズで蛍光量が両投与群で PF68 群と比較して減少

した。（今泉）。 

３）PtNP-1 は THP-1 細胞の生存率の低下を起こ

さなかったが、PtNP-2 は顕著な細胞生存率の低

下が観察され、LC50 値は約 30 µg/ mL であった。

細胞内活性酸素種の産生では、細胞生存率の有意

な低下が認められる濃度の PtNP-2（5 µg/mL お

よび 200 µg/mL）を PMA 処理 THP-1 細胞に曝

露し、10 分後及び 30 分後に Total ROS 並びに

Superoxide の産生量は、PtNP-2 曝露 10 分後に

おいて顕著な Total ROS レベルの上昇が認めら

れ、曝露濃度 25 µg/mL 時ではコントロール群の

約 5 倍、200 µg/mL ではコントロール群の約 50

倍まで増加し、曝露 30 分後においても同レベル

の上昇が観察された 。Superoxide 産生量につい

ては、PtNP-2 曝露 10 分後に 200 µg/mL 曝露群

でコントロール群の約 2 倍の上昇が認められ、処

理 30 分後においても同レベルであった（五十嵐—

内野）。 

❷ 短期投与試験および短期投与-回復試験によ

る炎症・増殖性病変の解析 

１）MWCNT-L, MWCNT-7（WHO/IARC Group 2B）お

よび crocidolite (UICC grade)投与による a)胸

膜の肥厚、b)中皮の増殖、および c)胸腔洗浄液の

細胞とサイトカイン組成変化の程度とそれらの

回復（Reversibility）の状態について、投与終

了１日と 12 週後における回復の程度について検

討した。a) 臓側（肺側）と壁側（胸腔側）胸膜

の線維性肥厚は、いずれの検体群でも PF68 群よ

り投与群に有意に増加した（P<0.001）。検体群間

では壁則胸膜肥厚は 12 週において MWCNT-7 群が

他の検体よりも最も高値であった（P＜0.01）。b)

臓則（肺側）と壁側（胸腔側）胸膜中皮細胞の PCNA

ラベル率は、すべての投与群において１日と 12

週とも溶媒群の約４〜６倍に増加し（P<0.001）、

それらの値は 12 週まで減少なく維持された。c)

胸腔洗浄液中の炎症浸出細胞数（Mφ、好中球、

リンパ球等の合計）はすべての検体で 12 週にお

いて１週の 70〜60％に減少したが、MWCNT-７では

他の約１.５〜２倍の高値（有意）であった。胸

空洗浄液中の主として Mφ中の投与検体（繊維）

の数（/100,000 個細胞）は、12 週で明らかな減

少を示したが、MWCNT-7 が最も高値を維持した。

胸空洗浄液のサイトカインアレイ解析では IL-2 

IL-18 が検体間では MWCNT-7 がより高値でしかも

持続した。肺の組織変化ではいずれの検体も 12

週では異物肉芽中に被包化されて観察された。1

日群では一部で特にcrocidoliteで肺胞上皮の過

形成増殖を見たが、12 週では全く消退していた

（津田）。 

２）MWCNT-L と MWCNT−S を 24 週間に 1.625 mg/ラ

ットに投与した実験では、肺胞の肉芽形成と Mφ
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を主とする炎症細胞浸潤はMWCNT-Sにより著名で

あった。臓側（肺側）胸膜では PCNA ラベルでみ

る中皮の増殖像はMWCNT-Lのほうがより高値であ

った。胸膜洗浄液と肺組織の蛋白アレイ解析では、

胸膜洗浄液において MWCNT-L のほうで IP10、

RTANTES、IL-2、IL-18 が高値を示し、肺組織では

これとは逆の傾向でMWCNT-SにおいてCCL2、CCL3、

IP10、IL1b、IL-18、VEGF がより高値であった（津

田）。 

３）MWCNT-L と MWCNT−S について、肺組織中の核

酸と結合するアルデヒドやケトン基を有する活

性 カ ル ボ ニ ル 化 合 物 （ Reactive carbonyl 

species; RCs）について、DNA 付加体の網羅的解

析を行った結果、対照群で 611、MWCNT-L、MWCNT-S

投与ラットでそれぞれ 693、676 分画のピークが

検出され、そのうち MWCNT-L、MWCNT-S 投与ラッ

トで27、26分画のピークが有意に増加していた。

そのうち、脂質過酸化物由来のアルデヒド化合物

である4-hydroxy-2-nonenalのデオキシグアノシ

ン（dG）付加体である HNE-dG や malondialdehyde

の dG 付加体である M1-dG が対照群と比較して

MWCNT-L、MWCNT-S 曝露ラット共に有意に増加して

いた。また、MWCNT-S において 2-hexenal と dG の

付加体である 2-HE-dG や 4-hydroxy-2-hexenal と

dG の付加体である HHE-dG の有意な増加が確認さ

れ た 。 ま た 、 acetaldehyde 、 acrolein 、

crotonaldehyde や長鎖脂肪酸アルデヒド類など

の様々な脂質過酸化物由来のアルデヒド化合物

と dG との付加体の存在を確認した。この付加体

は対照群と比較して、MWCNT 投与ラットにおいて

有意差は見られなかったが増加傾向を示した。こ

れらの結果より、脂質過酸化物の付加反応によっ

て生じるDNA付加体の増加が発がんに関与する可

能性が示唆された（大島—三好）。 

❸ MWCNTの短期投与・長期観察による発がん性

の検索法 

MWCNT-N を 250 および 500μg/ml を 0.5％PF68 分

散剤に懸濁して 0.5ml を 2週間に 8回 TIPS 投与

を行い（計 1mg/ラット）、投与終了後無処置で２

年間観察した実験では、分画による有意差はなく

各分画を併せた発生頻度は、対照群（生食と PF68

群の合計）では胸膜中皮と肺の腫瘍の発生頻度は

0であったのに対し、心嚢、胸膜の悪性中皮腫

（6/38, 15.8%）と肺胞上皮腺腫（４例）と腺が

ん（10 例）の両者合計で 14/41,36.8％（P<0.01）

であり、肺胞上皮と胸膜中皮に発がん性が有るこ

とがわかった。これらの発生頻度の分画による差

異はなかった。また発がんには 65 週以上の長期

を要することがわかった(Cancer Science, 

2016,in press)（酒々井、津田）。MWCNT-L と

MWCNT-S についての同様の試験は現在病理標本作

中である。 

 

D.考察 

❶ における肺胞Mφのin vitro における炎症・細

胞増殖作用と機序の解析において、MWCNTをMφに

貪食させて得られた培養液中には肺がん細胞と悪

性中皮腫細胞に対する増殖活性を示す因子が存在

することが示され、かつ他の臓器由来の細胞には

その作用がないことになる。すなわち発がん性が

あれば標的細胞は肺と中皮ということを示唆する。

さらにその因子にはIL2、IL18、CCL2、CCL3等のサ

イトカイン群が関与することが明らかとなった。

今後これらの暴露、障害マーカーとしての有用性

について検討する予定である。 

❷ TIPS法による短期投与（２〜４週）による炎

症・増殖性病変の in vivo-回復状態の解析では、

胸膜の肥厚、中皮の増殖は投与中止後でも半年近

くでも持続することが明らかとなった。これは

MWCNT のような固形物質は体内で代謝分解される

ことなく沈着局所において炎症反応を惹起して

慢性的な組織・細胞損傷が長期間持続することに

よる。また、胸腔洗浄液の炎症細胞とサイトカイ

ンにも同様に持続した。これらのことは慢性毒性

•発がん性併合試験を実施する場合に、従来の化

学物質の評価のような長期投与は不必要で短期
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間投与で結果が得られることを示唆し、今回報告

するMWCNT-Nの発がん性結果と一致すると考える。

また胸腔洗浄液の細胞とサイトカインに組成お

よびMWCNTの肺からの移動の評価等における有用

性が明らかとなり、実際の短期代替評価法におい

て極めて有用な成果である。 

一方、MWCNT には様々なサイズ、形態があって

それらの細胞・組織障害と発がん性に対する影響

については、全く未知である。そこで、2種のMWCNT

（MWCNT-L、針状の凝集体）、MWCNT-S（S 社）（長

さ 3 m, 直径=15 nm、綿状の凝集体）について、

４週間または２４週間投与して、比較検討したと

ころ、MWCNT-L と同様形態の MWCNT-7 は胸膜に対

して、MWCNT-S は肺においてより強い障害性を示

すことがわかってきた。とくに MWCNT-L はすでに

腹腔内投与にて中皮腫を発生させることのわか

っている MWCNT-7（IARC G2B）とサイズと形状の

類似点があって興味深い。さらに、この実験にお

ける回復観察では、肺と胸膜中皮の障害作用は投

与中止後も長く持続することは、発がん性を考慮

する上で重要である。MWCNT-L と MWCNT-S の短期

投与（８週）後より２年間無処置観察実験は現在

病理標本を作成中である（津田）。 

TIPS 法による投与で、MWCNT-L には気管支上皮

に対する強い障害作用があり、多くの粘膜面で糜

爛または潰瘍を形成し、その修復は遅延した。こ

の理由はMWCNT-L自体の線毛運動による排出機能

が障害されることによると考えられた。障害機序

については今後の課題である（今泉）。 

MWCNT−７の肺または中皮における発がん性を

予測して、MWCNT-L および MWCNT-S について、肺

内における過酸化脂質のDNA付加体の発生につい

て検討したところ、4-hydroxy-2-nonenal のデオ

キシグアノシン（dG）付加体の HNE-dG、

malondialdehyde の dG 付加体である M1-dG が

MWCNT-L、MWCNT-S 群に有意に増加していた。これ

らより、脂質過酸化物の付加反応によって生じる

DNA 付加体の増加が発がんに関与する可能性が示

され、細胞障害あるいは発がん機序として重要で

ある可能性が示された（大島—三好）。 

❸ MWCNTのTIPS法による短期投与後に長期観察

による発がん性検索法においては、MWCNT-Nの経

気管肺内投与によって肺と胸膜中皮における発

がん性が明らかとなった。世界で初めてこれは

international journalにおいてMWCNTに肺と胸

膜中皮に発がん性のあることを見出した報告で

ある。将来このモデルによって吸入暴露施設を

使わないで発がん性の評価が可能であることが

示されたことになる。今後多種のCNTや線維性物

質を用いてvalidation を行うことが必要であ

る。その祭に、今回の経験では発がんの平均発

生週は最終発生頻度がかなり高いにも関わらず

95週であることは、今後試験法の短縮を試みる

上で注意すべき知見と考える。（酒々井、津田）。 

 

Ｅ．結論 

 １）in vitro において、肺胞MφにMWCNTを貪食

させると、その培養上清には肺がん細胞と悪性中

皮腫細胞に対する増殖因子が含まれる。同様な細

胞増殖作用は、MWCNTを投与したラットの胸膜洗浄

液でも観察された。このin vitro 試験系はMWCNT

による細胞増殖因子の産生の短期検索法として有

用となる。 

２）MWCNT の組織・細胞障害、増殖関連因子とし

て主としてMφを介するCCL3、IL-2、IP10、IL−18、

VEGF 等の関与が示唆される。 

３）ラットを用いた短期回復試験、中期投与試験、

および短期投与・長期観察試験の結果より、TIPS

法は全身暴露法に代替でき得る。この方法におけ

る胸腔洗浄液の解析は胸腔内炎症の解析に有用

な手段である。また MWCNT は肺胞以外に気管支上

皮の線毛運動に対して強い阻害作用を示し、顕著
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な粘膜上皮の損傷を起こす。 

４）MWCNT のサイズと形状（直径、針状、綿状）

の差異は肺と胸膜中皮に対する炎症と障害作用

において異なる可能性がある。 

５）MWCNT-N の肺内投与による肺と胸膜中皮に対

する発がんがん性を予測通り見出し、この一連の

評価法の妥当性を得た（Cancer Science, 2016, in 

press）。 

６）発がん機序として、MWCNT 投与ラットの肺に

DNA 障害性の acrolein、glyoxal、crotonaldehyde

等の生成が見出された。 
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61 回日本薬学会東海支部総会・大会 2015; 

名古屋: 2015 年 7 月 4 日 

18. 加賀志稀、深町勝巳、二口充、津田洋幸、

酒々井眞澄. 多層カーボンナノチューブの

肺障害性と遺伝子発現への影響. 第 42 回

日本毒性学会学術年会; 金沢: 2015 年 6 月

29 日 

19. 安藤さえこ、佐藤圭悟、礒田泰彰、深町勝巳、

二口充、酒々井眞澄. 新規抗がん物質の個

体レベルにおける効果の検証. がん予防学

術大会 2015; 埼玉県さいたま市: 2015 年 6

月 5 日 

20. 松本晴年、礒田泰彰、木村和哲、酒々井眞

澄. 沖縄県産植物芭蕉（バショウ、Musa 

basjoo）抽出物のがん細胞増殖抑制効果. 

日本薬学会第 135 年会; 神戸: 2015 年 3 月

28 日 

21. 安藤さえこ、佐藤圭悟、礒田泰彰、深町勝

巳、二口充、酒々井眞澄. パルミチン酸誘

導体の in vivo 抗がん効果. 個体レベルで

の癌研究の新展開; 大津: 2015 年 2 月 6 日 

22. 加賀志稀、安藤さえこ、佐藤圭悟、深町勝

巳、二口充、酒々井眞澄. 多層カーボンナ

ノチューブの長さの違いによる肺障害と

遺伝子発現への影響. 個体レベルでの癌

研究の新展開; 大津: 2015 年 2 月 6 日 

23. 酒々井眞澄、沼野琢旬、深町勝巳、二口充、

津田洋幸. 多層カーボンナノチューブの

腫瘍発生プロファイル. 第 31 回日本毒性

病理学会総会及び学術集会; 江戸川: 2015

年 1 月 30 日 

24. 深町勝巳、二口充、津田洋幸、酒々井眞澄. 

血清診断マーカーN-ERC/mesothelin によ

る抗がん剤の治療効果の判定. 第 31 回日

本毒性病理学会総会及び学術集会; 江戸

川: 2015 年 1 月 30 日 

25. 山田茜, 大羽輝弥, 鈴木良明, 山村寿男, 

今泉祐治. マウス気道上皮繊毛細胞におけ

る繊毛運動制御に対する Cｌ-チャネル活性

の寄与. 第 89 回日本薬理学会年会, 2016

年 3 月 9 日（横浜）. 

26. 酒々井真澄、沼野琢旬、深町勝巳。二口

充、津田洋幸（2015）多層カーボンナノ

チューブの腫瘍発生プロファイル；第３

１回日本毒性病理学会総会 東京 1 月

29 日-30 日 

27. 津田洋幸、徐結旬、Alexander D.B.,酒々

井真澄、二口充、深町勝巳、広瀬明彦、

菅野純 (2015) 多層カーボンナノチュ

ーブの発がん標的性組織；第 14 回分子予

防環境医学研究会大会 大阪, 2月13日−2

月 14 日． 

28. 松本晴年、深町勝巳、二口充、津田洋幸、

酒々井真澄（2016）多層カーボンナノチ

ューブ（MWCNT）の肺障害性と遺伝子発現

への影響；第 32 回日本毒性病理学会総会 

高松 1 月 28 日-29 日 

 

国際学会 

1. Shiki Kaga, Saeko Ando, Katsumi Fukamachi, 
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Mitsuru Futakuchi, Hiroyuki Tsuda, Masumi 

Suzui. Effects of multiwall carbon nanotube 

on the pulmonary injury and expression status 

of specific cytokines. The 7th International 

Congress of Asis society of Toxicology; Jeju 

Island, Korea: Jun, 25th, 2015. 

2. 津田洋幸（2015）Mechanisms of 

nanotoxicology: The 7th International 

Congress of Asian Society of Toxicology 

韓国（済州）6月 23-26 日 

 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況（予定を含む） 

1．特許取得 

なし 

 

2．実用新案登録 

なし 

 

3．その他 

なし 
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平成 27 年度 厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 

カーボンおよび金属ナノマテリアルによる肺および全身臓器障害と発がん作用の機序解析と 

それに基づく中期検索法の開発に関する研究 

 

ナノマテリアルの in vitro 毒性評価に関する研究 

   

分担研究者  内野 正   国立医薬品食品衛生研究所生活衛生化学部 主任研究官 

研究協力者  神野 透人  名城大学薬学部 教授 

  五十嵐 良明 国立医薬品食品衛生研究所生活衛生化学部 部長 

  秋山 卓美  国立医薬品食品衛生研究所生活衛生化学部 室長 

 

研究要旨 

シリカ、酸化チタンなどの微粒子の細胞傷害が NLRP3 Inflammasome の活性化で生

じることが明らかにされつつある。白金ナノマテリアルについても同様のメカニズムが

働くのかを明らかにするため、Inflammasome 活性化に伴って生じることが知られる

ASC Speck に着目し、その形成を発現指標とする評価系を構築することを目的とした。

pCMV6-Entry ベクターに挿入されたヒト ASC (PYCARD) 遺伝子を、C-末端 mGFP 融

合タンパク質発現ベクターpCMV6-AC-mGFP ベクターにサブクローニングし、両鎖の

塩基配列が NM_013258 に一致することを確認した。これをトランスフェクションした

細胞では ASC-m GFP 融合タンパク質を発現し、Inflammasome 活性化評価系に適用で

きることがわかった。 

白金イオンの細胞毒性強度を評価するとともに、白金ナノ粒子分散液を限外ろ過膜で

分別してイオン濃度を定量した。白金イオンは試験した最高濃度で細胞毒性を示さず、

分散液中に定量されなかったことから、白金ナノ粒子自体が毒性を示すことが改めて明

らかとなった。ASC Speck タンパク質発現を指標とする評価系を確立し、表面非修飾の

白金粒子を用いて試験することにより、白金ナノ粒子の細胞毒性発現機構として

Inflammasome 活性化の関与について明らかにすることができると考える。 

 

A．研究目的 

 金属ナノマテリアルは化粧品、抗菌・消臭剤な

どの消費生活用製品から食品に至るまで様々な

製品に用いられており、製品の使用や食品の摂取

に伴う直接的な曝露に加えて、室内空気・ハウス

ダストなどの環境媒体を介した曝露が懸念され

る。酸化チタンナノ粒子など一部の金属ナノマテ

リアルの健康影響に関しては、比較的多くの情報

が集積されている。一方、白金はナノコロイドと

して化粧品や健康食品に利用されており、有害性

に関する報告はほとんど認められない。 

26 年度までの研究では、保護剤としてポリアク

リル酸を使用した白金ナノコロイド (PtNP-1)、

ならびに保護剤を含まない水系白金ナノ分散液 

(PtNP-2) について、Macrophage に分化させた

THP-1 細胞に対する毒性を比較、検討した。その
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結果、PtNP-2 が PtNP-1 に比べて強い細胞毒性

を示すことが明らかとなった。 

26 年度の研究ではPtNP-1 及びPtNP-2 につい

て遠心分離によるイオンと粒子の分別定量を試

み、細胞毒性への関与について検討を行った。

PtNP-2 の細胞毒性は、分散液に存在するイオン

ではなく白金粒子自体によるものである可能性

が示唆されたものの、イオンと粒子を完全に分離

しているとまでは言えず、結論づけることはでき

なかった。今年度は限外ろ過膜を用いてイオンと

粒子を分別し、改めてイオンの有無について調査

するとともに、白金イオンの細胞毒性を検討した。 

 粒子の細胞毒性の発現機構として、シリカ、酸

化 チ タ ン 、 Alum な ど の 粒 子 状 物 質 は

Macrophage などの NLRP3(Nod-Like Receptor 

family Pyrin domain containing 3) 

Inflammasome を活性化し、それに引き続いて

Caspase-1 の活性化及び Interleukin-1β分泌の

亢進を引き起こすとの報告がある。しかしながら

これを証明する評価系に対しての知見はほとん

どない。そこで本年度は Inflammasome 活性化に

伴って生じることが知られているASCの凝集体、

すなわち ASC Speck 形成に着目し、これを指標

とする Inflammasome 活性化評価系を構築する

ことを目的として、評価系確立に必要なベクター

にかかわる基礎的検討を行った。 

 

B．研究方法 

1．材料及び試薬 

平均一次粒子径 2 nm の白金ナノコロイド 

(PtNP-1; 水懸濁液、表面保護剤としてポリアク

リル酸で処理) は田中貴金属から、平均一次粒子

径 100 nm 未満の水系白金ナノ分散液 (PtNP-2; 

50% Ethanol 懸濁液、保護剤なし、四国計測工業

製) は関東化学から購入した。 

2．粒度分布の測定 

ナノ白金粒子懸濁液は、超純水で 100 μg/mL

に希釈した後、5 分間超音波処理し、動的光散乱

法による粒度分布を測定した。 

また、上記希釈懸濁液を 20℃、10,000 g で 30

分間遠心後、上清をナノセップ 3K（分画分子量

3K，透過分子サイズ 1～2 nm 以下）に入れ、

PtNP-2 は 10,000 g で 1 時間の遠心を 1 回、

PtNP-1 は 3 回行った後、ろ液の粒度分布を測定

した。 

3．白金含量の定量 

 上記のようにろ過して得た試料溶液を 1％硝酸

溶液で希釈し、0.2 µm のフィルターでろ過した後、

ICP-MS で測定した。 

4．細胞毒性試験 

THP-1 細胞を 96-well Plate に 105 cells/well

の細胞密度で播種し、Phorbol Myristate Acetate 

(PMA) 200 nM 処理 24 時間後に 10%FBS を含む

RPMI1640 培地を除き、種々の濃度の白金イオン

（H2PtCl6）溶液 100 µL を添加した。試験は 1

濃度当たり 6 穴で実施した。被験物質を添加して

24 時間経過後に培地を交換し、各 Well に WST-8 

試薬(同仁化学研究所製) 10 µL を添加して 2 時間

インキュベーター内で反応させた。マイクロプレ

ートリーダーを用いて測定波長 450 nm における

吸光度を測定し、コントロールに対する吸光度の

比から細胞生存率 (%) を算出した。 

5．ASC Speck 遺伝子の THP-1 細胞へのトラン

スフェクション 

pCMV6-Entry に 挿 入 さ れ た ヒ ト

ASC(PYCARD)遺伝子を制限酵素 Sgf I および

Mlu I で切り出し、C-末端 mGFP 融合タンパク質

発現ベクターpCMV6-AC-mGFP ベクターにサブ

クローニングした。 

Lipofectamine 3000 試薬を用いて THP-1 細胞

にトランスフェクションした。トランスフェクシ

ョンから 24 時間後に細胞を 96-well コラーゲン

コートプレートに播き換え、200 nM Phorbol 

12-myristate 13-acetate (PMA) 処理を行った。

さらに 24 時間培養したのちに、発現した GFP 融

合タンパク質をオールインワン蛍光顕微鏡

BZ-X700 を用いて観察した。 

 

C．研究結果 

1．粒度分布 
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PtNP-1 及び PtNP-2 を水で（白金濃度）100 

µg/mL に希釈した直後の平均粒子径はそれぞれ

86 nm 及び 70 nm であった（n=3 の平均）。散乱

強度分布でみた場合、PtNP-1 は約 40%が、

PtNP-2は約80%が100 nm以下であった。一方、

個数分布で見た場合、ほとんどが 100 nm 以下で

あった（図１）。各懸濁液の限外ろ過後のろ液に

ついては、測定可能な粒子濃度になかった。 

 

2．白金イオンの定量と細胞毒性 

限外ろ過液の白金濃度を定量した。PtNP-2 に

ついては、定量下限値（約 0.03 ng/mL）以下で

あった。一方、PtNP-1 については 0.695±0.021 

µg/mL（n=3）であった。 

白金イオンについては試験した最大濃度 1 

µg/mL までは細胞生存率の有意な減少は認めら

れなかった(図 2)。 

 

3．ASC Speck 遺伝子発現ベクターの構築 

pCMV6-Entry ベクターにクローニングされた

ヒト ASC cDNA を C-末端モノメリック GFP 融

合タンパク質発現ベクターpCMV6-AC-mGFP に

サブクローニングし、両鎖について CDS のシー

クエンシングを行い、塩基配列が NM_013258 に

一致することを確認した。 

得られた発現ベクターを THP-1 細胞にトラン

スフェクションし、24 時間後に PMA 処理してマ

クロファージに分化させたところ、ASC-mGFP

融合タンパク質の発現を確認した（図 3）。 

 

D．考察 

白金ナノ粒子の細胞毒性が粒子自体によるも

のか、それとも溶出した白金イオンによる影響な

のか明らかにするため、限外ろ過膜を用いてイオ

ンと粒子を分別すると共に、白金イオンの細胞毒

性について検討した。PtNP-2 について、限外ろ

過したろ液には定量下限値以上の白金は検出さ

れなかった。試験した最高濃度の 1 µg/mL の白金

イオンの曝露でも細胞毒性が見られなかったこ

とから、PtNP-2 の毒性は白金粒子自体によるも

のと思われるが、TEM などでろ液について粒子

の存在の有無を確認する必要がある。 

更にこの細胞毒性に Inflammasome 活性化が

関与するかを評価するために ASC Speck を指標

とする評価系の構築を試みた。遺伝子発現ベクタ

ーを構築し、THP-1 細胞へのトランスフェクショ

ンしたところ、細胞に ASC-mGFP 融合タンパク

質の発現がみられた。 

本研究でクローニングされたベクターを用い

ることによって Inflammasome 活性化評価法の

構築が可能であり、表面非修飾の白金粒子を用い

ることによって、白金ナノ粒子の細胞毒性の発現

機構について明らかにすることができると考え

られた。 

 

E．結論 

保護剤を含まない白金ナノマテリアルの細胞

毒性は粒子自体が関与することが明らかとなっ

た。Inflammasome 活性化の評価指標とする ASC 

Speck 遺伝子のクローニングを行った。ASC 

Speckタンパク質発現系と保護剤を含まない表面

非修飾白金ナノ粒子懸濁液を用いて試験するこ

とにより、白金ナノ粒子の細胞毒性の発現機構を

明らかにすることができると思われた。 

 

F．健康危機情報 

 なし 

 

G. 研究発表 

1．論文発表 

なし 

2．学会発表 

内野 正，神野透人，香川聡子，秋山卓美， 

五十嵐良明：化粧品原料として用いられる白金ナ

ノマテリアル粒子の分散状態とその細胞毒性等

への寄与．第 52 回全国衛生化学技術協議会年会

（2015.12） 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況（予定を含む） 

1．特許取得 
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なし 

2．実用新案登録 

なし 

3．その他 

なし 
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図 1．白金ナノ粒子懸濁液の粒度分布 

白金粒子として 100 として懸濁の濃度になるよう水で希釈して 5 分間超音波処理後、粒度分布を測定

した. 

 

 

 

 

図 2．白金イオンの細胞毒性 

PMA で処理した THP-1 細胞（105 cells/well）に H2PtCl6の溶液を 24 時間曝露したのち生存率を測定

した． 
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図 3． ASC-mGFP 融合タンパク質を発現させた THP-1 細胞の位相差 (Left) および蛍光 (Right) 顕微

鏡像 
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平成２７年度 厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 

研究課題名：カーボンおよび金属ナノマテリアルによる肺および全身臓器障害と発がん作用の機序解析と 

それに基づく中期検索法の開発に関する研究 

 

    分担研究課題名：多層カーボンナノチューブ肺内投与によって生じる DNA付加体の網羅的解析 

   

 分担研究者 三好 規之 静岡県立大学大学院 薬食生命科学総合学府  

             食品栄養環境科学研究院 助教 

         研究協力者 伴野 勧 静岡県立大学大学院 薬食生命科学総合学府  

     食品栄養環境科学研究院 客員共同研究員 

 

研究要旨 

 多層カーボンナノチューブ（MWCNT）曝露によって生じるがん原性物質の探索を目的とし

て、MWCNT肺内投与されたラット肺組織中のDNA 付加体の網羅的解析をLC/ESI-MS/MS

を用いて行った。その結果、対照群と比較して直径の異なる 2 種の MWCNT を曝露した群

で、既知、未知を含めて DNA 付加体の生成量が増加することがわかった。そのうち、

malondialdehyde や 4-hydroxy-2-nonenal、4-hydroxy-2-hexenal など脂質過酸化物由来

の活性カルボニル化合物（RCs）の DNA 付加体が有意に増加していることを確認した。

これらの RCs は強い細胞傷害性を有することから、MWCNT 曝露による発がん要因の

一つである可能性が示唆された。 

 

Ａ．研究目的 

 これまでの検討で、MWCTNs 曝露ラット肺

組織中においてアルデヒドやケトン基を有する

活性カルボニル化合物（ Reactive carbonyl 

species; RCs）が生成し、様々な分子種の RCs が

増加することがわかってきた。酸化ストレス下で

増加する RCs は核酸付加体を形成するがん原性

物質であることが示唆されている。そこで本研究

では、MWCNTs 曝露による発がん機構の解明を

目的として、MWCNTs 肺内投与ラット肺組織中

DNA 付加体の網羅的解析を行った。 

 

Ｂ．研究方法 

 8-9週齢の雄性F344ラットに 0.5 mLの 0.5% 

PF68 saline または、250 mg/mL になるように

0.5% PF68 溶液に懸濁した形状の異なる 2 種の

MWCNT （ MWCNT-L; 8m, d=150 nm, 

MWCNT-S; 3 m, d=15 nm）を 2 日に 1 回、14

日間（計 8 回）経気管肺内噴霧投与した。14 日後、

解剖し、肺組織を採取した。採取した肺組織のう

ち 20 mg を取り、DNA を抽出した。次に抽出し

た DNA を酵素的にヌクレオシドに加水分解した。

得られた DNA 加水分解物を LC/ESI-MS/MS 解

析試料とした。それを DNA 付加体の分子イオン

ピーク[M+H]+からデオキシリボースの脱離によ

って生じる[M+H－116]+という特徴的なフラグ

メントを利用した LC/ESI-MS/MS（SRM）によ

り網羅的解析を行った。 

調製した試料は LC/ESI-MS/MS〔HPLC: 

Agilent 1200 (Agilent Technologies), MS: 

G6410B Triple Quadrupole (Agilent 

Technologies)〕により測定した。被験試料の注入
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量は 10 µL とした。カラムは TSK-GEL 

Super-ODS 2.3 µm (東ソー(株)、100×内径 2.0 

mm）、流速は 200 µL/min、分離･流出は A 液：

H2O (0.1% FA) B 液：ACN (0.1% FA) によるグ

ラジェント方式でおこなった。グラジェント条件

は 0 分で A 液 99%、B 液 1%、15 分で A 液 20%、

B 液 80%、30 分で A 液 20%、B 液 80%、30.01

分で A 液 99%、B 液 1%で、40 分で A 液 99%、

B 液 1%とした。測定モードは SRM モードで m/z 

[M+H]+ (228~727)/ [M-116+H]+をモニターした。 

（倫理面への配慮） 

動物実験は、研究者の所属機関における規定に

従い、事前に動物実験倫理委員会に計画書を提出

して実施承認を得た後、実施機関における実験動物

等の実施に関する基本指針に従い、動物へ苦痛を

与えないよう留意するともに、使用する動物数を最小

限に留めるなど、動物の愛護に十分配慮して行っ

た。 

Ｃ．研究結果 

 DNA 付加体の網羅的解析を行った結果、対照

群で 611、MWCNT-L、MWCNT-S 投与ラットで

それぞれ 693、676 ピークが検出され、そのうち

MWCNT-L、MWCNT-S 投与ラットで 27、26 ピ

ークが有意に増加していた。そのうち、脂質過酸

化 物 由 来 の ア ル デ ヒ ド 化 合 物 で あ る

4-hydroxy-2-nonenal（HNE）のデオキシグアノ

シ ン （ dG ） 付 加 体 で あ る HNE-dG や

malondialdehyde の dG 付加体である M1-dG が

対照群と比較して MWCNT-L、MWCNT-S 曝露

ラット共に有意に増加していた。また、

MWCNT-S において 2-hexenal と dG の付加体で

ある 2-HE-dG や 4-hydroxy-2-hexenal（HHE）

とdGの付加体であるHHE-dGの有意な増加が確

認された。また、 acetaldehyde 、 acrolein 、

crotonaldehyde や長鎖脂肪酸アルデヒド類など

の様々な脂質過酸化物由来のアルデヒド化合物

と dG との付加体の存在を確認した。この付加体

は対照群と比較して、MWCNT 投与ラットにおい

て有意差は見られなかったが増加傾向を示した。

これらの結果より、脂質過酸化物の付加反応によ

って生じる DNA 付加体の増加が発がんに関与す

る可能性が示唆された。 

 さら m/z 336.1、343.1、344.1、355.1 などの

ピークが MWCNTs 曝露によって顕著に増加して

いた。これらの有意に増加したピークはいずれも

化学構造や付加化合物の詳細が決定されていな

い未知の DNA 付加体であった。 

 

Ｄ．考察 

 MWCNTs 肺内投与ラットの肺組織ではこれ

までにマクロファージの浸潤による炎症惹起や

活性酸素種産生による酸化ストレスの亢進によ

り脂質過酸化物由来の RCs が増加することが知

られている。本研究結果においても脂質過酸化物

由来RCsのDNA付加体が有意に増加したことか

ら、MWCNTs 曝露による DNA 付加体の増加は

RCs の生成・増加による DNA の修飾増加が一因

であると推察された。 

 

Ｅ．結論 

 MWCNTs曝露群で対照群と比較してDNA付

加体が有意に増加していた。このことから、

MWCNTs の曝露は 14 日間という比較的短期間

においても RCs を含むがん原性物質の生成・増加

により、DNA を損傷し、発がん機構に関与する

可能性が示唆された。 

 

F．健康危機情報 

 なし 

 

 

G. 研究発表 

1．論文発表 

1. Tomono S, Miyoshi N, Ohshima H, 

Comprehensive analysis of the lipophilic 

reactive carbonyls present in biological 

specimens by LC/ESI-MS/MS. (2015) J. 

Chromatogr. B., 149-156. 

2．学会発表 

1. 伴野勧、三好規之、徐結苟、津田洋幸、大島
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寛史。多層カーボンナノチューブ肺内投与に

よって生じる活性カルボニル化合物の網羅

的解析。2014 年 9 月 4 日～5 日 京都 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況（予定を含む） 

1．特許取得 

  なし 

2．実用新案登録 

  なし 

3．その他 

  なし 
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平成２７年度 厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 

研究課題名：カーボンおよび金属ナノマテリアルによる肺および全身臓器障害と発がん作用の機序解析と 

それに基づく中期検索法の開発に関する研究 

 

分担研究課題名：呼吸器系細胞における細胞障害評価系の確立 

   

     分担研究者 今泉祐治 名古屋市立大学大学院薬学研究科 細胞分子薬効解析学分野 教授 

   研究協力者 山田 茜 名古屋市立大学大学院薬学研究科 細胞分子薬効解析学分野  

         神藤秀基 名古屋市立大学薬学部薬学研究科 細胞分子薬効解析学分野  

         鈴木良明 名古屋市立大学大学院薬学研究科 細胞分子薬効解析学分野 助教 

         山村寿男 名古屋市立大学大学院薬学研究科 細胞分子薬効解析学分野 准教授 

 

研究要旨  

 カーボンナノマテリアルの呼吸器に対する毒性および発ガン機構解明にあたり、被検物曝露

のごく初期に起こる直接的な気道上皮繊毛細胞の細胞障害性とその機構の解明を目指した。

気道上皮繊毛細胞は異物の口腔側への輸送を直接的に担っているため、細胞障害による繊毛

運動の機能低下は、異物排泄の機能低下に直結する。本研究では、気道上皮繊毛運動による

異物排泄機能を評価する簡便な気道クリアランス測定法を確立することを目指した。さらに、そ

の測定法を活用して、気道クリアランスにおける多層カーボンナノチューブ（MWCNT）の影響に

ついて解析した。蛍光シリカビーズを用いて気道クリアランスを測定したところ、気管および肺に

おいて時間依存的な蛍光シリカビーズの排泄が認められた。MWCNT 吸入モデル動物では、

気管クリアランスは低下する傾向にあった。以上の結果は、蛍光シリカビーズを用いた簡便な気

道クリアランス評価系が構築できたことを示している。この評価系を用いて、MWCNT は気道上

皮繊毛細胞の機能障害を引き起こし、また気管および肺内に沈着することで、気道クリアランス

を低下させることが明らかとなった。本研究成果は、MWCNT の人体への影響を予測する上で

重要な知見になると考えられる。 

 

Ａ．研究目的 

 各種ナノマテリアル、特にカーボンナノチューブの

呼吸器に対する毒性および発ガン機構を解明するに

あたり、被検物曝露のごく初期における直接的な呼

吸器細胞障害を生化学的・生理学的・薬理学的手法

を駆使して評価することが肝要である。本研究では、

特に異物の口腔側への輸送を直接的に担っている

気道上皮繊毛細胞に注目し、その細胞障害性を定

量的に評価可能な簡便な気道クリアランス評価系を

確立することを目指した。さらに、その評価系を活用

し、多層カーボンナノチューブ（MWCNT）を気管内

噴霧した際の気道クリアランスを評価することも目的と

した。 

 

Ｂ．研究方法 

１）蛍光ビーズを用いた気道クリアランスの測定法 

蛍光ポリスチレンビーズ（粒子径、4901.5 nm：

TetraSpeck Fluoresent Microsphere Standards 、

Invitrogen：最大励起波長、365 nm、505 nm、560 nm、

660 nm）または蛍光シリカビーズ（粒子径、3.0 m、
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500 nm 、 100 nm ： Sicastar-redF 、 Micromod 

Partikeltechnologie：最大励起波長、569 nm）の各

100 l を PBS(-)溶液（100 l）に懸濁し、ラットの気管

内に噴霧した。噴霧後、2、4、8、24 時間後に気管お

よび肺を摘出し、2 ml の PBS(-)溶液中に浸した。摘

出した気管は、内部を洗浄して洗浄液を回収した。

肺はダウンス型ホモジナイザーを使用して肺全体を

すり潰し、これを洗浄液として肺組織内の蛍光ビーズ

を回収した。回収した洗浄液に 1 mg/ml コラゲナーゼ

（Worthington Biochemical）を加え、37C で 5 時間イ

ンキュベーションした。さらに、20% SDS/50% DMF 溶

液に置換し、37Cで 12 時間インキュベーションした。

その後、メッシュおよびシリンジフィルターを用いて、

組織および細胞の残渣を除去し、遠心機を用いてサ

ンプル量を 100 l までスケールダウンし、マルチラベ

ルカウンター（1420 ARVO、 Perkin Elmer）を用いて

蛍光強度を測定した。ポリスチレンビーズの蛍光強度

は、励起波長485 nm、測定波長535 nmで測定した。

シリカビーズの蛍光強度は、励起波長 560 nm、測定

波長 590 nm で測定した。 

２）MWCNT 吸入モデル動物の作製法とその気道クリ

アランス測定法 

ラット（雄性、Wistar/ST、8～10 週齢：日本 SLC）に

MWCNT-L（250 ppm：昭和電工）、MWCNT-S（250 

ppm：昭和電工）、PF68（0.5%、溶媒対照群）を含有す

る生理食塩水（0.3 ml）をそれぞれ初回投与した。3

日後と 6 日後にも噴霧し、MWCNT 吸入モデル動物

とした。噴霧開始から 7 日目に実験に使用した。蛍光

シリカビーズを気管内に噴霧した 2 時間後に気管お

よび肺を摘出して蛍光シリカビーズを上述した方法

で回収し、その蛍光強度を測定した。 

 

（倫理面への配慮） 

動物実験は、名古屋市立大学の動物実験指針に

基づき適正に行った。本実験は、名古屋市立大学・

動物バイオ倫理委員会で承認済である（承認番号：

H24-P-13）。 

 

Ｃ．研究結果 

１）気道クリアランス評価系に適した蛍光ビーズ素材

の検討 

以前までに報告した気道クリアランス評価系では、

多波長励起・蛍光の特性を有するポリスチレン製の

蛍 光 ビ ー ズ （ TetraSpeck Fluoresent Microsphere 

Standards、Invitrogen：最大励起波長、365 nm、505 

nm、560 nm、660 nm）を使用していた。しかし、その

回収率が非常に低かった（3～24%）。これは、組織洗

浄液から蛍光ビーズを回収する際の遠心分離にお

いて、十分に回収できていなかったためだと考えられ

た。そこで、蛍光ポリスチレンビーズ（1 g/ccm）よりも

比重が大きい蛍光シリカビーズ（1.8～2.0 g/ccm）を

用いて、同様の実験を行った。その結果、蛍光ビー

ズの回収率が飛躍的に改善し（70～91%）、その蛍光

強度は 4～23 倍に増大した。使用した蛍光シリカビ

ーズ（Sicastar-redF、Micromod Partikeltechnologie：

最大励起波長、569 nm）の励起・蛍光波長ともに単

波長だが、気道クリアランス評価系の構築に関しては

特段の問題はないと考えられる。 

２）気道クリアランス評価系の構築 

ラットに粒子径の異なる 3 種類の蛍光シリカビーズ

（粒子径：3.0 m、500 nm、100 nm）を気管内噴霧し

た。蛍光シリカビーズの粒子径は、体外から侵入する

異物の代表例として、花粉、タバコの煙に含まれる粒

子、ウイルスなど想定して選択した。気管内噴霧し、2

～24 時間後の気管および肺の洗浄液の蛍光強度を

測定した。蛍光ビーズは、気管では時間依存的に体

外へと排泄された（24 時間後の排泄率：約 80%）。肺

でも時間依存的に排泄されたが、その速度は気管と

比較するとかなり遅く、24 時間後でも約 50%程度の蛍

光強度を示した。 

３）MWCNT の気道クリアランスに対する影響 

MWCNT-L、MWCNT-S、PF68（溶媒対照群）をそ

れぞれ投与したラット群に蛍光シリカビーズを気管内

噴霧し、2 時間後の気道クリアランスについて解析し

た。気管では、MWCNT 群において、蛍光強度が増

加（1.3～3 倍）、すなわち異物排泄率が低下する傾

向にあった。一方、肺においては、MWCNT 群の蛍

光強度は有意に減少した（0.2～0.7 倍）。また、

MWCNT-L と MWCNT-S では、気道クリアランスに対

する影響の程度が一部異なっていた。 
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Ｄ．考察 

従来使用していた蛍光ポリスチレンビーズを蛍光

シリカビーズに変更することによって、より正確で感度

の高い気道スクリーニング系を構築することができた。

さらに、構築した気道クリアランス評価系を用いて、気

管内噴霧した蛍光シリカビーズの気管および肺にお

ける排泄の経時変化を示すことができた。気管では

蛍光シリカビーズ噴霧後、数時間以内に殆どの蛍光

ビーズが組織内より排泄された。一方、気管と比較し

て肺での排泄速度は遅く、蛍光シリカビーズ噴霧 24

時間後でも、蛍光シリカビーズの半数程度が肺組織

内に貯留したままだった。これは、蛍光ビーズが肺胞

マクロファージに貪食された後に気管支終末へと輸

送される、また排泄されなかった蛍光ビーズは肺胞

壁などに沈着して貯留するためだと推測される。 

MWCNT 吸入モデル動物において、蛍光シリカビ

ーズに対する気道クリアランスを測定した。その結果、

MWCNT 吸入モデルラットの気管クリアランスは低下

していた。これは、噴霧した MWCNT によって気道上

皮 に 炎 症 が 生 じ る た め だ と 考 え ら れ る 。 一 方 、

MWCNT 吸入モデルラットの肺クリアランスは増加し

ているような結果が得られたが、炎症により細気管支

が狭窄し、蛍光ビーズが肺の深部まで到達しなかっ

たためではないかと推測される。また、MWCNT の形

状（MWCNT-L は針状の形態、MWCNT-S は綿飴状

の凝集体）によって気道クリアランスに対する影響の

程度が一部異なっていたが、形状と気道クリアランス

に対する影響の相関関係については今後の検討課

題である。 

 

Ｅ．結論 

MWCNT は既に様々な分野で使用されており、今

後さらにその使用量および応用分野は拡大されてい

くと考えられている。しかし、その形状からアスベスト

様の症状を起こすことが報告されている。肺組織へ

の投与では炎症や酸化ストレスなどを引き起こし、腹

腔内投与などにより中皮腫が生じ、マクロファージへ

の毒性も多数報告されている。そのため、本研究で

は蛍光シリカビーズを用いた簡便な気道クリアランス

評価系を確立し、MWCNT が気道クリアランスにおよ

ぼす影響を評価した。MWCNT は気道上皮繊毛細

胞の機能障害や気管および肺組織内に沈着するこ

とによって、気道クリアランスを低下させることが分か

った。気道クリアランスの低下は、さらに侵入した異物

によるさらなる炎症の促進や感染症の誘発につなが

ると考えられる。本研究成果は、MWCNT の使用方

法や人体への影響を予測する上で重要な知見と考

えられる。 

 

F．健康危機情報 

特にありません。 

 

Ｇ．研究発表 

1．論文発表 

 なし。 

 

2．学会発表 

山田茜, 大羽輝弥, 鈴木良明, 山村寿男, 今泉

祐治. マウス気道上皮繊毛細胞における繊毛運動

制御に対する Cｌ-チャネル活性の寄与. 第 89 回日本

薬理学会年会, 2016 年 3 月 9 日（横浜）. 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況（予定を含む） 

1．特許取得 

 なし。 

 

2．実用新案登録 

 なし。 

 

3．その他 

 なし。 
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研究要旨 

 ヒトに外挿できる作用機序解析モデルの構築を目的として本研究では多層カーボンナノチュ

ーブ（MWCNT-N）のラット肺内投与に伴う肺障害とサイトカイン発現との関連を解析した。

MWCNT-N を flow through（FT）分画、primary mixed（P）分画、remaining（R）分画に分け、各

分画をラット肺内に投与後 2 年経過の肺組織を検体として用いた。分画後の平均長（m, 

mean±SD）はそれぞれ 2.6±2.9 、4.2±1.6 、>2.6、肺組織中の平均長はそれぞれ 2.6±0.8、

2.7±1.0、3.1±0.9 であった。平均長に大きな差は認めなかったことから、投与された MWCNT は

形態的に大きな影響を受けることなく肺内に長期間残留したと考えられ、その平均長は 2.6 µm

以上である。サイトカイン/ケモカインの持続的な発現が、肺がんの発生に関与しているか否かを

調べるために 2 年経過後に発生した腫瘍のサンプルを用いて腫瘍組織中の発現レベルを解析

した。我々の先行研究により肺発がんとの関連が示唆された 4 つのサイトカイン（Csf3、IL6、

Cxcl2、Ccl4）を解析対象として、凍結サンプルから totalRNA とタンパクを抽出し半定量的

RT-PCR アッセイおよび western blot アッセイにて各分画ごとの mRNA およびタンパク発現レベ

ルを調べた。各サンプルは中分化腺がん（moderately differentiated adenocarcinoma）あるいは

肉芽腫（granuloma）であった。がん組織では Csf3 および IL6 の mRNA 発現が溶媒対照群より

も 2～5 倍有意に増加していた。Csf3、Cxcl2 および Ccl4 のタンパク発現は溶媒対照群に比べ

6～11 倍有意に高い値を示した。一方、肉芽腫では溶媒対照群よりも低値であった。まとめる

と、本実験システムにおいて平均長 2.6 m 以上の MWCNT 投与 52 週経過後の時点では腫瘍

は発生せず、平均して 90～100 週経過後に腫瘍が発生するので 52～90 週目までの期間に、

Csf3、Cxcl2 および Ccl4 は発がんプロモーション効果を発揮する可能性がある。これらの 3 つの

サイトカイン/ケモカイン発現は腫瘍組織でも有意に高値を示している。よって 65 週以上の炎症

の持続と Csf3、Cxcl2 および Ccl4 の発現レベル増加は肺発がんに重要な役割を果たしている。 
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Ａ．研究目的 

 ヒトに外挿できる作用機序解析モデルの構築を目

的として本研究では、MWCNT の肺内投与に伴う炎

症および腫瘍性病変とサイトカイン/ケモカイン発現の

関連を調べた。MWCNT 投与後 2 年経過した時点で

生存したラット肺組織を検体にサイトカイン/ケモカイ

ン IL6、Csf3、Cxcl2 および Ccl4 の mRNA/タンパク

発現レベルを解析した。 

 

Ｂ．研究方法 

 本研究では日機装社製多層カーボンナノチューブ

（MWCNT-N）を用いた。MWCNT-N を 25 mm mesh

の篩（ふるい）により各分画 flow through（FT）、

primary mixed（P）、remaining（R）に分け、ラット肺内

に投与後 2 年経過の肺組織を検体として用いた。組

織学的検索には HE 染色を行った。非腫瘍組織は各

群 3～5 匹、腫瘍組織は 2 匹から凍結検体を採取し

た。腫瘍組織では凍結検体をホルマリン固定し HE

染色することで正確に診断した。各検体から

totalRNA およびタンパクを抽出し半定量的 RT-PCR

アッセイおよび western blot アッセイにて各分画ごと

の mRNA およびタンパク発現レベルを調べた。解析

対象のサイトカイン/ケモカインは先行研究にて初代

培養肺 macrophage に MWCNR-N をばく露し網羅的

にスクリーニング（Toray3D-GeneChip 20k）した結果

発現量の高かった Csf3（colony stimulating factor3）、

IL6（interleukin6）、Ccl4（macrophage inflammatory 

protein1beta）、Cxcl2（macrophage inflammatory 

protein2）とした。Total RNA を trizol reagent を用いて

抽出し oligo dT primer（Invitrogen）にて cDNA を合

成後、これを template として DNA を合成、発現レベ

ルを actin にて標準化した（ImageJ）。タンパクを RIPA 

lysis buffer にて抽出し SDS-PAGE 後に各 1 次抗体

にて反応させ発現レベルを actin にて標準化した。1

個体につき複数の検体を採取し、各検体につき複数

回アッセイすることで発現量を平均した。使用した 1

次抗体は Csf3（sc13102, 200 倍希釈, SantaCruz）、

IL6（RD53324, 250 倍希釈, RD Systems）、Ccl4

（GTX45129, 2000 倍希釈, GeneTex）、Cxcl2

（GTX29777, 1500 倍希釈, GeneTex）、actin（A5441, 

Sigma）である。mRNA およびタンパク発現量の検定

には、Dr.SPSS II（SPSS）を用い等分散性の検定には

Levene 検定、3 群以上の平均値の比較に一元配置

分散分析 one-way ANOVA を用いた。等分散の多事

比較には Bonferroni の多重比較および Dunnett 法を

用いた。不等分散の多重比較には Dunnett’C 法およ

び Games-Howell 検定を用いて統計学的解析を行っ

た。P<0.05 を有意差があると判定した。以下の文章

で発現量とするのは各検体の発現量/actin の平均値

である。 

 

（倫理面への配慮） 

我が国の「動物の保護及び管理に関する法律（昭和

48 年 10 月１日、法律第 105）並びに「動物の飼育及

び保管等に関する基準（昭和 53 年 3 月 27 日、総理

府告示第 6 号）を遵守し、名古屋市立大学医学部実

験動物教育センターでの動物の愛護と使用のガイド

ラインに則り、動物運営委員会の承認を経て行った

（H22M-19）。 

 

Ｃ．研究結果 

 分画後の平均長（m, mean±SD）は FT: 2.6±2.9 、

P: 4.2±1.6 、R: >2.6、肺組織中の平均長は FT: 

2.6±0.8、P: 2.7±1.0、R: 3.1±0.9 であった。非腫瘍組

織の mRNA 発現量：Csf3 発現量は VEH（溶媒対照

群）と比較すると、P 分画および FT 分画で低く、R 分

画において高かった。IL6 発現量は VEH と比較する

と、P 分画において低かった。FT 分画においてわず

かに高く、R 分画において低かった。Cxcl2 では、

VEH に比べ P, FT, R 分画においていずれの mRNA

発現量は高かった。Ccl4発現量はP分画において低

く、FT 分画では高く、R 分画において低かった。FT

分画は Notx（無処置群）に比べ有意に高かった
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（P<0.05）。 

非腫瘍組織のタンパク発現量：Csf3 発現量は VEH

（溶媒対照群）と比較すると、P 分画において高く、FT

分画においてわずかに高く、R 分画において低かっ

た。IL6 では VEH に比べ P, FT, R 分画においていず

れも低かった。Cxcl2 発現量は VEH と比較すると、P

分画において低く、FT 分画において高く、R 分画で

はわずかに低かった。Ccl4 発現量は VEH と比較す

ると、P 分画および FT 分画において高く、R 分画では

低かった。Notx（無処置群）よりも高い発現を示した

のは Csf3 の P 分画のみであった。 

腫瘍組織の mRNA およびタンパク発現量：計 15 匹

のラットの中で実験終了時まで生存し屠殺時に結節

性病変が確認された個体は 2 匹（個体 A と B とする、

共に R 分画投与）であった。この個体の結節性病変

より凍結組織を採取、解析に用いた。個体 A では 4

個、個体 B では 2 個の結節性病変が観察された。個

体 A に観察された 4 個の結節（A1～A4）は、組織学

的にはいずれも中分化型の腺がんであった。個体 B

で観察された 2 個の結節性病変（B1, B2）のうち、1 つ

は肉芽腫（B1）で、1 つは中分化型腺がん（B2）であ

った。VEH（溶媒対象）および Notx（無処置）群のラッ

トの肺組織には、結節性病変も炎症性変化も観察さ

れなかった。各腺がん組織の Csf3 および IL6 の

mRNA 発現量は、VEH（溶媒対照群）平均値に比べ

A1～A4 で 2～5 倍、B2 で 2.5 倍高かった（P<0.05）。

肉芽腫 B1 発現量は VEH より低値であった。Cxcl2

および Ccl4 の発現量は VEH（溶媒対照群）平均値

に比べ同等か低値であった。各腺がん組織の Csf3、

Cxcl2 および Ccl4 のタンパク発現量は、VEH（溶媒

対照群）平均値に比べ A1～A4 では 6～11 倍、B2

は 10～11 倍高かった（P<0.05）。肉芽腫 B1 発現量は

VEH より低値であった。IL6 の発現量は VEH（溶媒

対照群）平均値に比べ同等か低値であった。 

 

Ｄ．考察 

 本 研 究 で は 、 多 層 カ ー ボ ン ナ ノ チ ュ ー ブ

（MWCNT）の肺内投与に伴う肺病変（炎症および腫

瘍）とサイトカイン発現との関連について調べた。肺

内投与前の液相分離での MWCNT の平均長は 2.6

～4.2 µm、実際に肺内に存在した MWCNT の平均

長は 2.6～3.1 µm であった。平均長に大きな差は認

めなかったことから、投与された MWCNT は形態的

に大きな影響を受けることなく肺内に長期間残留した

と考えられ、その平均長は 2.6 µm 以上である。 

我々の先行研究で、ラットの初代培養肺マクロファー

ジを作成し MWCNT をばく露しマイクロアレイ解析に

より 25,000 遺伝子の中で発現量の高かった 2 つのサ

イトカイン（Csf3, IL6）および 2 つのケモカイン（Cxcl2, 

Ccl4）に本研究では着目した。Csf3、Cxcl2、Ccl4 の

タンパク発現は MWCNT投与後1 年経過まで炎症の

存在とよくリンクしていた（我々の先行研究）。本研究

を始めた時点では、25 µm メッシュで分画化した

MWCNT の平均長に依存して炎症の程度とサイトカ

イン/ケモカイン発現への影響が異なると予測してい

た。しかし、炎症の程度（我々の先行研究）およびサ

イトカイン/ケモカイン発現（本研究）について分画間

で一定の差はみられなかった。よって、今回の実験

で試験した平均長 2.6～4.2 µm の MWCNT の肺内

投与では炎症とサイトカイン/ケモカイン発現に対して

サイズに依存した影響は少ないと考えられる。 

MWCNT 投与 2 週間経過後では VEH 群よりも高い

値を示していた mRNA は Csf3 および Ccl4、タンパク

発現では Csf3、Cxcl2 および Ccl4 であった。1 年経

過後も mRNA あるいはタンパクが持続的に発現して

いるものは Csf3、Cxcl2 および Ccl4 であり、これらは

炎症や肉芽腫の惹起に関連していると考えられる。こ

れら 3 種類のサイトカイン/ケモカインは好中球の役割

に関わるものである。好中球は異物を認識し、異物

除去を行う。本研究では、ラット肺胞マクロファージが
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MWCNT を貪食し、マクロファージにより放出された

Csf3 が好中球の増殖動員および機能強化を行いケ

モカイン Cxcl2 および Ccl4 により好中球および単球

が遊走しマクロファージさらに動員するという循環が

生じると考えられる。肺組織での持続的な炎症像とサ

イトカイン/ケモカイン発現プロファイルはこの循環状

態を反映している。MWCNT 投与 1 年経過後の時点

では腫瘍は発生せず、平均して90～100週経過後に

腫瘍が発生するので 52～90 週目までの期間に Csf3、

Cxcl2 および Ccl4 は発がんプロモーション効果を発

揮する可能性がある。 

まとめると、少なくとも本実験システムにおいて

MWCNT の肺内投与は炎症と腫瘍（中皮腫、原発性

肺がん）を誘発する。炎症は 1 年経過後も持続してみ

られ Csf3、Cxcl2 および Ccl4 のタンパク発現状況と

炎症像はリンクしていると考えられる。これらの 3 つの

サイトカイン/ケモカイン発現は腫瘍組織でも有意に

高値を示している。よって 65 週以上の炎症と Csf3、

Cxcl2 および Ccl4 の発現レベル増加は肺発がんに

重要な役割を果たしている。 

 

Ｅ．結論 

 投与された平均長 2.6 µm 以上の MWCNT は形態

的に大きな影響を受けることなく肺内に長期間残留

する。平均長 2.6～4.2 µm の MWCNT の肺内投与で

は炎症とサイトカイン/ケモカイン発現に対してサイズ

に依存した影響は少ない。65 週以上の炎症と Csf3、

Cxcl2 および Ccl4 の発現レベル増加は肺発がんに

重要な役割を果たしている。 
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平成２７年度 厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 

研究課題名：カーボンおよび金属ナノマテリアルによる肺および全身臓器障害と発がん作用の機序解析と 

それに基づく中期検索法の開発に関する研究 

 

分担研究課題名：カーボンおよび金属ナノマテリアルによる肺および全身臓器障害と発がん作用の機序解析と 

それに基づく中期検索法の開発に関する研究 

   

  研究分担者 津田 洋幸 名古屋市立大学津田特任教授研究室 特任教授 

  研究協力者 徐  結苟 名古屋市立大学大学特任教授 

 David B. Alexander 名古屋市立大学大学特任教授 

     Mohamed Ahmed Mahmoud Abd El-gied 名古屋市立大学大学院医学研究科院生 

飯郷 正明 名古屋市立大学大学院医学研究科 研究員 

        William T. Alexander 名古屋市立大学津田特任教授研究室 研究員 

 

研究要旨 

 カーボンナノチューブ（CNT）等個体ナノマテリアルは急速な研究開発が進められ

る一方、健康への影響、とくに呼吸器における中・長期毒性と発癌性評価は遅れて

いる。このためには吸入暴露試験が必要であり、実施には高額な専用吸入施設と稼

働コストが必要であるためである。さらにこれらの炭素粒子は生体内で代謝分解さ

れず、細胞・組織に長く沈着するために、従来の化学物質の ADME の概念では障害•

発がん作用の機序の評価はできない。本研究では、MWCNT の毒性、発がん性について、

生体・細胞への沈着と Mφの活性化に着目して、長期吸入暴露試験に代替可能な一連

の試験系として、❶ラット肺マクロファージ（Mφ）を用いた短期 in vitro試験法、

❷吸入暴露に替わる全経過２週のラット肺内噴霧投与（TIPS）による in vivo 毒性

の観察と回復の解析法、❷より派生した❸２〜８週投与後に長期（２年）観察する

発がん性試験による❶❷❸における病変発がん性との関連の検証試験について検討

した。その結果、❶および❷法における中皮の増殖所見および❷では凝集体が針状

の MWCNT-L と綿菓子状凝集体の MWCNT-S の胸膜中皮に対する持続的障害作用・増殖

刺激作用が示された。❸において両者の８週投与後２年の観察実験が終了し、病理

組織学的解析を実施中である。 

 

Ａ．研究目的 

 カーボンナノチューブ等の急速な研究開発

が進む一方、その健康影響、とくに呼吸器に

おける中・長期毒性および発癌性の評価は必

須であり、それには吸入暴露が望まれている。

しかし、吸入暴露試験の実施には高額な専用

吸入暴露施設が必要であるために実施は困難

である。日本においてはバイオアッセイ研究

センターのみで実施が可能であり、現状では

世界でただ１種MWCNT-7（M-H社）について実

施されているのみである。従って、世界では

次々に生産される多種のナノカーボンはリス
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ク評価がなされないまま市場に導入されつつ

ある。他方、試験管内試験や短期の試験で得

られるデータは極めて限定的である。そこで、

吸入暴露に代替できる信頼性の高いリスク評

価法の開発が不可欠である。本研究では、サ

イズと形状の異なるMWCNT種を対象に、マクロ

ファージ（Mφ）を介した傷害作用を評価する 

in vitro 短期試験法、ラットを用いた経気管

肺内噴霧投与（TIPS）法を用いて、中期・長

期２種の in vivo 試験系を開発し、実際のリ

スク評価に資する機序に基づく信頼性の高い

評価法の開発を目指した。 

 

Ｂ．研究方法 

 ❶ 肺胞Mφのin vitro における炎症・細胞

増殖作用と機序の解析 

１）10 週齢の雌 F344 ラットにチオグリコレー

トをTIPS投与して肺胞内にMφを誘導した後に

肺を取り出し、メッシュ濾過にて Mφを採取（現

状で採取細胞の 95%）する。一定量の Mφ（106

個）を RPMI 1640（10% FBS）培地に移し、0.1％

Tween 含有生理食塩水に懸濁した各種の MWCNT

（500μg/ml）を培地に加えて24時間培養した。

この上清を採取して、ヒト由来の Met5A(中皮細

胞)、MESO-1/2（中皮腫細胞上皮型/肉腫型）、

CCD34（肺線維芽細胞）、A549（肺癌）、SNU-475

（肝癌）、Caki-1（腎癌）、A2780（卵巣癌）、

MCF-7/T47D（乳癌）等の培地に加えて 12 時間

培養し、これらの細胞に対する増殖活性を観察

した。また CNT を貪食した培養 Mφが分泌する

主として炎症性サイトカインと増殖因子等に

ついて肺組織の免疫染色、ELISA および蛋白ア

レイ解析を実施した。 

❷ 回復試験における炎症・増殖性病変の解析 

１）被検物質のMWCNT-L（A社）（直径=150 nm、

針状凝集体）、MWCNT-7（直径=70-130nm針状

凝集体）、Crocidolite（UICC gradeアスベス

ト、直径=0.01-1.5μm、針状凝集体）を250

および500μg/mlを、肺毒性は僅少でMWCNTの

分散性能の高いことを確認している生食中に

0.5％pluronic 68コポリマー分散剤（PF68）

に懸濁して0.5mlを２週間に8回TIPS投与（合

計1mg/ラット）を行い、投与終了後１日と、

12週に屠殺して病変発生（2週目）とその回復

の程度（14週目）を検討した（津田、酒々井）。 

❸ MWCNTの短期投与・長期観察による発がん

性の簡便検索法 

MWCNT-N（N 社）（針状凝集体、長さ 3.5μm、直

径 30nm）を 250 および 500μg/ml を 0.5％PF68

分散剤に懸濁して 0.5ml を 2 週間に 8回 TIPS

投与を行い（計 1mg/ラット）、投与終了後無処

置で２年間観察し、発がん性について検討した。

またMWCNT-Lについて８週投与後２年観察する

試験結果は解析中である。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究における倫理面への配慮については、

各班員は動物実験及び所属施設において、我が

国の「動物の保護及び管理に関する法律(昭和

48 年 10 月 1 日、法律第 105)」並びに「実験動

物の飼育及び保管等に関する基準(昭和 53 年 3

月 27 日、総理府告示第 6号)を遵守するととも

に、当該規程に基づく各施設の動物実験倫理委

員会の審査を経た上で研究を実施する。ヒト組

織から得た材料を用いる実験は実施しなかっ

た。 

 

Ｃ．研究結果 

❶ 肺胞Mφのin vitro における炎症・細胞増

殖作用と機序の解析 

１）ラットのチオグリコレート誘導Mφに

MWCNT-7、MWCNT-N及びCrocidoliteを貪食させ

て得られた培養上清は、ヒト由来のMet5A(中

皮細胞)、MESO-1/2（中皮腫細胞上皮型/肉腫

型）とA549（肺癌）に対して増殖活性（対照

の1.5〜2倍）を示したが、CCD34（肺線維芽細

胞）、SNU-475（肝癌）、Caki-1（腎癌）、A2780

（卵巣癌）、MCF-7/T47D（乳癌）細胞に対す

る増殖活性は無かった。またCNTを貪食した培
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養Mφの分泌する炎症性サイトカイン、増殖因

子等について遺伝子・蛋白発現のアレイ解析

を行い、関与する責任サイトカイン遺伝子/

蛋白の同定では、IL2、IL18、CCL2、CCL3、GRP/KC

等が増加していた（対照の２〜５倍）（津田・

酒々井）。 

❷ 短期投与試験および短期投与-回復試験に

よる炎症・増殖性病変の解析 

１）MWCNT-L, MWCNT-7（WHO/IARC Group 2B）

および crocidolite (UICC grade)投与による

a)胸膜の肥厚、b)中皮の増殖、および c)胸腔洗

浄液の細胞とサイトカイン組成変化の程度と

それらの回復（Reversibility）の状態につい

て、投与終了１日と 12 週後における回復の程

度について検討した。a) 臓側（肺側）と壁側

（胸腔側）胸膜の線維性肥厚は、いずれの検体

群でも PF68 群より投与群に有意に増加した

（P<0.001）。検体群間では壁則胸膜肥厚は 12

週においてMWCNT-7群が他の検体よりも最も高

値であった（P＜0.01）。b)臓則（肺側）と壁側

（胸腔側）胸膜中皮細胞の PCNA ラベル率は、

すべての投与群において１日と 12 週とも溶媒

群の約４〜６倍に増加し（P<0.001）、それらの

値は 12 週まで減少なく維持された。c)胸腔洗

浄液中の炎症浸出細胞数（Mφ、好中球、リン

パ球等の合計）はすべての検体で 12 週におい

て１週の 70〜60％に減少したが、MWCNT-７では

他の約１.５〜２倍の高値（有意）であった。

胸空洗浄液中の主として Mφ中の投与検体（繊

維）の数（/100,000 個細胞）は、12 週で明ら

かな減少を示したが、MWCNT-7 が最も高値を維

持した。胸空洗浄液のサイトカインアレイ解析

では IL-2 IL-18 が検体間では MWCNT-7 がより

高値でしかも持続した。肺の組織変化ではいず

れの検体も 12 週では異物肉芽中に被包化され

て観察された。1日群では一部で特に

crocidolite で肺胞上皮の過形成増殖を見たが、

12 週では全く消退していた（津田）。 

２）MWCNT-L を 24 週間に 1.625 mg/ラットに投

与した実験では、肺胞の肉芽形成と Mφを主と

する炎症細胞浸潤はMWCNT-Sにより著名であっ

た。臓側（肺側）胸膜では PCNA ラベルでみる

中皮の増殖像は MWCNT-7 と同程度であった（津

田）。 

❸ MWCNTの短期投与・長期観察による発がん

性の簡易検索法 

MWCNT-N を 250 および 500μg/ml を 0.5％PF68

分散剤に懸濁して 0.5ml を 2 週間に 8回 TIPS

投与を行い（計 1mg/ラット）、投与終了後無処

置で２年間観察した実験では、心嚢、胸膜の悪

性中皮腫（6/41, 14.6%）と肺胞上皮腺腫（14/41, 

34.4%）と腺がん（3例）（計 12/41 匹）、両者合

計で 20/41,48.8％（すべて有意差）に発生した。

発がんまでの平均経過は 94 週と極めて長期間

を要する事が分かった。なお、肺組織中の

MWCNT-N は、篩板通過分画では 2.6±0.8μm,残

存分画では 3.1±0.9μm 以上であった。悪性中

皮腫の発生は 65 週以後であり、発がんには長

期を要することがわかった（酒々井、津田）。

さらに、MWCNT-L についての同様の試験は現在

病理標本作中で、発がん性については組織票本

を解析中である。 

 

Ｄ．考察 

 ❶ における肺胞Mφのin vitro における炎

症・細胞増殖作用と機序の解析において、MWCNT

をMφに貪食させて得られた培養液中には肺が

ん細胞と悪性中皮腫細胞に対する増殖活性を示

す因子が存在することが示され、かつ他の臓器

由来の細胞にはその作用がないことになる。す

なわち発がん性があれば標的細胞は肺と中皮と

いうこと示唆する。さらにその因子にはIL2、
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IL18、CCL2、CCL3等のサイトカイン群が関与す

ることが明らかとなった。今後これらの暴露、

障害マーカーとしての有用性について検討する

予定である。 

❷ TIPS 法による短期投与（２〜４週）による

炎症・増殖性病変の in vivo-回復状態の解析で

は、胸膜の肥厚、中皮の増殖は投与中止後でも

半年近くでも持続することが明らかとなった。

これはMWCNTのような固形物質は体内で代謝分

解されることなく沈着局所において炎症反応

を惹起して慢性的な組織・細胞損傷が長期間持

続することによる。また、胸腔洗浄液の炎症細

胞とサイトカインにも同様に持続した。これら

のことは慢性毒性•発がん性併合試験を実施す

る場合に、従来の化学物質の評価のような長期

投与は不必要で短期間投与のみでも結果が得

られることを示し、今回報告する MWCNT-N の発

がん性結果と一致すると考える。また胸腔洗浄

液の細胞とサイトカインに組成およびMWCNTの

肺からの移動の評価等における有用性が明ら

かとなり、実際の短期代替評価法において極め

て有用な成果である。 

一方、MWCNT には様々なサイズ、形態があっ

てそれらは製造会社によって様々である。

MWCNT-L（針状の凝集体）について、４週間ま

たは２４週間投与して、比較検討したところ、

MWCNT-N と同様形態の MWCNT-L は胸膜に対して

よく似た障害性を示すことがわかった。さらに、

この実験における回復観察では、肺と胸膜中皮

の障害作用は投与中止後も長く持続すること

は、発がん性を考慮する上で重要である。

MWCNT-L の短期投与（８週）後２年間無処置観

察結果について解析中である（津田）。 

❸ MWCNTの短期投与・長期観察による発がん

性の簡便検索法においては、TIPS法による短

期投与後に２年間観察するモデルにて

MWCNT-Nの肺と胸膜中皮における発がん性が

明らかとなった。このことはこのモデルでは

検体の短期間の投与後放置観察することで発

がん評価が可能であることが示されたことに

なる。この方法について多種のMWCNTについて

の試験を行い、モデルのvalidation を行うこ

とが必要である。その祭に、今回の実験では

発がんは64週以後に見られ、担がん動物の平

均発生週は64週であり、さらに最終発生頻度

がかなり高い（48%）にも関わらず95週である

ことは、今後試験法の短縮を試みる上で注意

すべき知見と考える。（酒々井、津田）。 

 

 

Ｅ．結論 

１）in vitro において、肺胞MφにMWCNTを貪食

させると、その培養上清には肺がん細胞と悪性

中皮腫細胞に対する増殖因子が含まれる。同様

な細胞増殖作用は、MWCNTを投与したラットの胸

膜洗浄液でも観察された。このin vitro 試験系

はMWCNTによる細胞増殖因子の産生の短期検索

法として有用となる。 

２）MWCNT の組織・細胞障害、増殖関連因子と

して主として Mφを介する CCL3、IL-2、IP10、

IL−18、VEGF 等の関与が示唆される。 

３）ラットを用いた短期回復試験、中期投与試

験、および短期投与・長期観察試験の結果より、

TIPS 法は全身暴露法に代替でき得る。この方法

における胸腔洗浄液の解析は胸腔内炎症の解

析に有用な手段である。また MWCNT は肺胞以外

に気管支上皮の線毛運動に対して強い阻害作

用を示し、顕著な粘膜上皮の損傷を起こす。 

４）MWCNT のサイズと形状（直径、針状、綿状）

の差異は肺と胸膜中皮に対する炎症と障害作

用において異なる可能性がある。 
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