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Ａ．研究目的 

生活環境には様々な化学物質が存在し、経気道的に

体内に取り込まれる物質は多い。ナノマテリアルの一

種で、炭素原子より構成されるカーボンナノチューブ

（CNT）は難分解性であり、体内蓄積による持続的生

体反応により肺胞上皮や中皮に毒性および発がん性

を誘発する。そのため、吸入暴露による実用的な健康

影響評価手法を開発することは極めて重要である。

OECD では、CNT を含むナノマテリアルの健康影響評価

手法として吸入暴露試験を求めている。しかし、吸入

暴露試験施設の稼働には高額な費用を要するため、今

までに１物質（MWCNT-7）が日本バイオアッセイ研究

センター（JBRC）で試験されたのみである。申請者ら

はこれまでに、ナノサイズの繊維・粒子体の有害性試

験法として、簡便な経気管肺内噴霧投与法（TIPS法）

を用いた試験デザインを開発し、4種の MWCNT につい

て肺と胸膜中皮における障害性と発がん性を明らか

にしてきた。 

健康影響評価の一つのエンドポイントとして、遺伝

研究要旨 
 ナノサイズの金属・カーボン・有機物粒子・繊維状物質は非常に安定であり、吸入されると組織・細胞に長

期間沈着する。従来の化学物質が、物質自体の代謝変換によって障害や発がんを誘発するのとは異なり、ナノ

マテリアルの障害性及び発がん性には、不可逆的な蓄積とそれに対する慢性的な炎症や異物反応が関与する。

申請者らはこれまでに、吸入暴露試験で発がん性を認めた MVCNT-7を含めた複数のカーボンナノチューブ（CNT）

について、経気管肺内噴霧投与法（TIPS法）を用いた肺および中皮発がん性の検出に成功した。本研究では、

物性の異なる CNTs をモデル物質として、TIPS 投与によるラット肺・胸膜中皮発がん性の有無、および発がん

性の程度を規定する毒性機序を詳細に解明する。それにより求められた CNT の Adverse Outcome Pathway (AOP)

を、吸入暴露試験に代替しうるナノマテリアルの健康影響評価試験法の考案に活用することを目的として行う。 

R2年度には肺発がん陽性対照である多層 CNTs (MWCNT-7、MWCNT-N)と、肺発がん性未知のフラーレン（FL）、

フラーレンウィスカー（FLW）の TIPS 投与による肺腫瘍性病変と酸化的 DNA 損傷を解析した。MWCNT-7、MWCNT-

N投与により肺腺癌が発生する条件において、FLおよび FLWでは肺腫瘍性病変は発生せず、肺発がん性を示さ

ないことと、104 週における肺発がん性と酸化的 DNA 損傷マーカー (8-OHdG）発現が相関することが明らかに

なった。本年度は、TIPS 投与による MWCNT-7, MWCNT-N と肺発がん性未知の単層 CNT（SWCNT）による in vivo
肺、胸膜有害性・発がん性試験を開始し、経時的に、病理組織、酸化ストレスなど基本的な毒性について定量

解析することとした。これまでに、亜急性 (4 週)および亜慢性 (13週) 毒性についてサンプルを回収し解析し

た。その結果、MWCNT-7, MWCNT-N投与により、肺胞上皮の 8-OHdG 形成レベルと DNA 損傷マーカー陽性率が有

意に上昇し、肺胞上皮および胸膜中皮の増殖活性が増加したのに対し、SWCNT による有意な変化は見られなか

った。また肺におけるケモカイン (Ccl2、Ccl3、Ccl9)mRNA発現は、それらの因子と相関して変動した。In vitro
においても、MWCNTs はマクロファージによる活性酸素種の産生を誘導するのに対し、SWCNT では誘導されなか

った。以上より、酸化的 DNA 損傷と細胞増殖活性化は CNT による AOPとして重要で、発がん機序に強く関与す

ること、また発がん性の短期予測指標になりえる可能性が示唆された。  

現在、in vivo 試験は順調に経過中で、引き続き慢性期・発がん期についても解析する。またさらなる有害性

指標となりえる遺伝子候補を追求するべく、亜急性、亜慢性期の肺サンプルを用いて RNA シーケンシング解析

中で、本年度中に解析結果が得らえる予定である。In vitro 試験では、in vivo試験で有用であった指標につ

いて、肺オルガノイドの培養条件を検討し、CNT 暴露による毒性変化を解析している。また CNT の AOP または

発がん要因の解明に有用と考えらえる変異シグネチャーについては、既存の MWCNT-7 誘発ラット胸膜中皮腫サ

ンプル（FFPE）を用いて、解析を進めている。現在ゲノム DNA の抽出が終了し、今年度中に全ゲノム解析を実

施する。これにより変異シグネチャー解析の方法が確立し、次年度以降は今後得られる予定の CNT あるいは既

知の発癌物質誘発腫瘍組織や、今年度までに採取した腫瘍発生前組織を用いた解析を進める。 
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毒性は有用な指標となることが知られている。近年、

次世代シークエンサー(NGS)によるノンバイアスかつ

グローバルなゲノム変異解析が進み、環境要因の暴露

に固有の体細胞変異のパターン（変異シグネチャー）

が存在することが明らかになってきた。さらに、この

変異シグネチャー情報を用いることで、化学物質が誘

発する毒性の Adverse Outcome Pathway (AOP)を得る

ことも可能であることが示されている。 

本年度は、多層 CNTs (MWCNT-7, MWCNT-N)と単層 CNT 

(SWCNT)の TIPS 投与による肺と胸膜中皮に対する障

害性および発がん性について、酸化的 DNA 障害、増殖

活性や遺伝子発現変化との関連を解析する。また NGS

により CNT 発がんに関与する変異シグネチャーを同

定し、CNT の物性（層数、形状や鉄含有量）と照合す

ることにより、発がんに寄与する責任因子を推定する

ことが可能であると考える。また、同定した遺伝子変

化 の情報 を 用 い て 、 CNT の Adverse Outcome 

Pathway(AOP)を構築し、有害性評価指標として応用可

能で信頼の高いものを選出することを目標とする。ま

た、TIPS投与後、発がん期に至る以前の亜急性・亜慢

性期の非腫瘍部や in vitro投与においても検出する

ことが可能な AOPは、in vitro 試験法を含む短期・

簡便な試験法における評価指標に利用できる可能性

を含み、それらに言及する成果体を得ることも目指す。 

 

Ｂ．研究方法 

(1)In vivo 実験：TIPS投与によるCNT負荷試験と有害

性の解析（梯、津田、内木） 
MWCNT-7、MWCNT-NとSWCNT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、
それぞれ合計投与量が0.1あるいは0.5mg/ラットとな
るように8回TIPS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。以後無処
置にて、投与終了後4週、13週, 52週、および104週に
剖検する。4週、13週は高用量のみで、以降の52週お
よび104週は低と高用量を観察する（1物質77匹：4週
(10匹)、13週(7匹)、52週(10匹×2)、104週(20匹×2)。
剖検時に胸腔内RPMI-640培地注入により胸腔洗浄液
を採取し、遠心分離して炎症細胞やタンパク質（総タ
ンパク、アルブミン）解析に供する（内木・津田）。
イソフルラン深麻酔下に大動脈より採血屠殺する。右
肺は4％緩衝パラホルムアルデヒドを気管より注入し、
パラフィン包埋を用いて、マクロファージ (Mφ)局在
 (抗CD68抗体、BIO-RAD)、増殖活性 (抗Ki67抗体、A
bcam)、アポトーシス (TUNEL、タカラバイオ)や DNA
損傷 (抗gH2AX抗体、CST)の程度について免疫組織学
的に解析する（内木）。また酸化ストレスは、ROSに
よるDNA損傷により蓄積される8-OHdGを指標として、
ブアン固定パラフィン包埋肺標本を用いた免疫染色
法（抗8-OHdGマウスモノクローナル抗体、日本老化制
御研究所)により定量解析をする（梯）。右肺の一部
から1-2mm角の組織片を切り出し、2%グルタールアル
デヒドで固定し、透過電子顕微鏡 (TEM)によるCNT観
察に用いる。左肺は凍結し、RNA抽出（ISOGEN、ニッ
ポンジーン）と定量的RT-PCRによりCCL種、IL種等の
炎症性サイトカイン発現を定量する（内木）。さらに
NGSを用いたRNAシーケンシング解析（マクロジェン）
に用いる（内木）。 

(2)In vivo 実験：NGSによるCNT変異シグネチャー解

析（戸塚、内木） 

MWCNT-7のTIPS投与により雄F344ラット胸膜に発生

した、既存の中皮腫サンプルを用いて、MWCNTに由来

する変異シグネチャーの同定を試みる。中皮腫のFFPE

サンプルを薄切し、組織像を確認し、腫瘍領域を選択

する（内木）。腫瘍部分を削り取り、ゲノムDNAを

truXTRAC FFPE DNA microTUBE Kit (Covaris)を用い

て抽出する（戸塚）。同一個体の非腫瘍部に相当する

組織（心あるいは肝）からも同様にゲノムDNAを抽出

する。抽出したゲノムDNAを用いて、NGS（NovaSeq）

により全ゲノム解析を行い、腫瘍に検出される体細胞

変異の 解析を行う。得ら れ たデータを NMF 

(Nonnegative Matrix. Factorization; 非 負 値 行 

列 因 子 分 解）にて解析し、変異シグネチャーの抽

出を行う（戸塚）。 

本研究では、CNTによる肺発がん機序についての比

較 対 照 と し て 、 既 知 の 発 癌 物 質 N-bis(2-

hydroxypropyl) nitrosamine (DHPN)を4,000mg/kg、

タ バ コ 煙 発 癌 物 質 4-(metyl-nitrosamin)-1-(3-

pyridyl)-1-butanone (NNK)を200mg/kgの用量で、1回

/週にて4週間（計4回）投与し、雄F344ラット肺に腫

瘍を誘発する。変異シグネチャーの解析方法が確立し

た後、得られた化学発癌による腫瘍組織と(1)のCNT誘

発腫瘍組織を用いて解析する。 

(3)In vitro実験：Mφ細胞と肺オルガノイドを用いた

CNTによる毒性の解析（内木） 

1．Mφ細胞における毒性解析 

マウスMφ細胞（RAW264.7）に、(１)で用いたCNTs

を投与し（25-100 µg/ml）、48時間培養する。マウス

Mφ細胞の細胞生存率（WST-1、ロッシュ）、産生され

る炎症性サイトカイン（定量的RT-PCR）やROS（DCF-

DAアッセイ、サーモフィッシャーサイエンティフィッ

ク）を定量する（内木）。 

2．肺オルガノイドにおける毒性解析 
本研究で用いる肺オルガノイドは、C57BL/6Jマウス

肺から採取する。単層の嚢胞状を呈し幹細胞のほか線
毛をもつような分化した細胞から構成される。このオ
ルガノイド培養は、マトリゲル (Corning）コート上
に、増殖因子含有培地下に播種し、さらにマトリゲル
を重層化することにより行う。この方法は、肺オルガ
ノイドに対する被験物質の投与に制限をきたす可能
性があるため、肺オルガノイドの至適培養条件を検討
する（内木）。(3)-1のCNT処理マウスMφ細胞培養上
清を、肺オルガノイドに48時間暴露する。細胞生存率
や炎症性サイトカインのmRNA発現解析を行う（内木）。 

 
（倫理面の配慮） 
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
ョナルエリアあるいはSPF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
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換え実験の審査を受け、承認されたうえで実施してお
り（医動20-028）、当施設での動物実験規程遵守し、
生命の尊厳に十分配慮した方法で動物実験を行う。 
 

Ｃ．研究結果 

(1) In vivo 実験：CNTによる肺・中皮有害性の解析 

(1)-1. CNTによる臓器重量の変化 

4 週の剖検時、体重および肝、腎、心、脾の重量

に群間差は認めなかった。肺重量は、無処置 (No 

treatment)群（絶対重量 1.1±0.1g）と比較して、

対照 (vehicle)群（1.3±0.1g、P<0.05）で有意な上

昇を認めた。また、対照群と比較して、MWCNT-7群

（1.5±0.1g）、MWCNT-N群（1.8±0.2g、P<0.001）、

SWCNT群（2.0±0.2g、P<0.001）で増加傾向を認

め、MWCNT-N と SWCNT で有意に増加した。この傾向

は、13週でも同様であった。無処置群（1.1±

0.1g）、対照群（1.3±0.0g、P<0.05）、MWCNT-7群

（1.4±0.1g）、MWCNT-N群（1.8±0.0g、P<0.001）、

SWCNT群（2.1±0.1g、P<0.001）。 

(1)-2. CNT の TIPS 投与による肺胞 Mφ誘導と沈着 

 4 週、13週、いずれにおいても、CD68免疫染色に

より、CNT投与群では対照群と比較して肺胞 Mφが有

意に誘導された (MWCNT-7、MWCNT-N、SWCNTいずれ

も P<0.001)。偏光顕微鏡により肺胞 Mφに貪食され

る形で MWCNT-7、MWCNT-N と SWCNT を認めた。SWCNT

投与群では好中球浸潤を高度に伴っていた。電子顕

微鏡 (TEM)観察において、CNTsの線維径は、MWCNT-

7（76.3±25.2nm）、MWCNT-N（46.6±11.7nm）であ

り、SWCNT は検出不可であった（図 1、参考資料では

3nm）。 

 
図 1.肺胞 Mφによる CNT の貪食（TEM像）。 

 

(1)-3. CNT による肺有害性の解析 
 4週、13週、いずれにおいても、増殖活性、酸化スト
レス、DNA障害やアポトーシスについて、免疫染色によ
る定量解析を行った。その結果、肺胞上皮細胞におけ
るKi67標識率は、対照群と比較してMWCNT-7、MWCNT-N
投与群で有意に上昇し、増殖活性の亢進が見られた一
方、SWCNTでは明らかな変化は見られなかった（図2）。
MWCNT-7、MWCNT-N投与により、8-OHdG陽性細胞数の有
意な上昇が認められた。SWCNT投与群において、8-OHd
G陽性細胞が観察されたが、無処置群、対処群に対して
有意な増加は認められなかった（図3）。gH2AX標識率
は、MWCNT-7、MWCNT-N投与群で高い傾向があり、4週で
はいずれにおいても、13週ではMWCNT-Nに有意な上昇
を見た（図4）。TUNEL染色では、4週においてMWCNT-7、
MWCNT-N投与群で有意に陽性率が高く、SWCNTに変化は
見られなかった。13週ではCNT投与群で高い傾向があ
ったが、個体差が大きく有意差は認めなかった（図5）。 
 

 
図2.CNT投与による肺胞上皮増殖活性の変化（Ki67免

疫染色）、*P < 0.05、***P < 0.001 vs Vehicle。 

 

 
図3.CNT投与による肺胞上皮酸化的DNA損傷の変化（8-

OHdG免疫染色）、***P < 0.001 vs Vehicle。 

 

 
図4.CNT投与による肺胞上皮DNA障害の変化（gH2AX免
疫染色）、*P < 0.05、***P < 0.001 vs Vehicle。 

 

 
図5.CNT投与による肺胞上皮アポトーシスの変化

（TUNEL染色）、*P < 0.05、***P < 0.001 vs Vehicle。 
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(1)-4. CNT による胸膜中皮有害性の解析 

4週に採取した胸腔洗浄液や心組織を用いて、胸膜

中皮細胞の有害性を解析した。胸腔洗浄液における総

タンパクおよびアルブミン値について、無処置群（そ

れぞれ25.9±3.5mg/dl、73.0±6.3µg/ml）、対照群

（23.8±5.2mg/dl、66.5±12.1µg/ml）と比較して、

MWCNT-N（39.9±9.6mg/dl、P<0.05、96.0±19.1µg/ml、
P<0.05）で有意に増加した。MWCNT-7（34.6±8.7mg/dl、

86.0±19.0µg/ml）とSWCNT（28.6±4.5mg/dl、76.5±

10.6µg/ml）では有意な変化は見られなかった。胸腔洗

浄液中のMφ量は、群間で有意差を認めなかった。心膜

中皮細胞におけるKi67標識率は、対照群と比較して

MWCNT-7、MWCNT-N投与群で有意に上昇し、SWCNTでは明

らかな変化は見られなかった（図6A）。gH2AX標識率に

は有意な変化を認めなかった。 

 

 
図6.CNT投与による心膜中皮細胞の(A)増殖活性（Ki67

免疫染色）と(B) DNA障害（gH2AX免疫染色）の変化、

4週、*P < 0.05 vs Vehicle。 

 

(1)-5.肺におけるサイトカインmRNA発現の定量 

 肺におけるサイトカインmRNA発現レベルを定量RT-

PCRにより解析した。4週では、Ccl2、Ccl3mRNA発現は、

CNTs投与群でいずれにおいても有意に上昇した。Ccl9

発現は、MWCNT-7、MWCNT-N投与群で有意に高く、SWCNT

では明らかな変化を認めなかった。Tnf-a、Il-1bや
Tgf-bでは、CNT投与に特異的な発現変動を示さなかっ

たが、Tnf-aおよびIl-1b発現は、CNTs投与により軽度

上昇する傾向があり、MWCNT-NとSWCNTで有意差を認め

た（図7）。13週においても4週とほぼ同様の結果を認 

めた。現時点までに、4週の肺RNAサンプルを用いたRNA

シーケンシングが終了し、今年度中に解析結果が得ら

える予定である。 
 

(2)In vivo 実験：NGSによるCNT誘発中皮腫の全ゲノ

ム解析 

これまでにCNTによる肺あるいは中皮発癌における

体細胞変異や、化学発癌の変異との差異は明らかにな

っておらず、本研究において新たに検索する点である。

R2年度に検索に用いたMWCNTs誘発肺癌組織からは良

質のゲノムDNAが得られず、NGS解析が不能であった。

ホルマリン固定時間の長さがゲノムDNAの質に影響す 

 

 

図7.CNT投与による肺サイトカインmRNA発現量の変化、

4週（定量RT-RCR）、*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001 

vs Vehicle。 

 

ると推測されたため、今年度は固定時間がより短い既

存組織を用いて、再度ゲノムDNAの抽出を試みた。雄

F344ラットにMWCNT-7をTIPS投与し誘発した心膜中皮

腫組織FFPEサンプル2検体から腫瘍と非腫瘍部分を分

離して削り取り回収した。ゲノムDNAは、truXTRAC 

FFPE DNA microTUBE Kit (Covaris)を用いて抽出し

た。ゲノムDNAのクオリティを確認したところ、ゲノム

分解度の客観的評価（DIN）値は依然として低く、DNA

が分解していることがわかったが、昨年度のサンプル

よりかはDIN値が高く（図8）、サンプルの平均長も566-

988bpと断片長を保てていた（図9）。これらのサンプ

ルよりライブラリを調製し、NGSによる全ゲノムシー

クエンスを行ったところ、問題なく解析が行われてい

ることを確認できた。 
この結果を受け、さらにサンプル3例（非腫瘍部：3検

体、腫瘍部：11検体）を追加し、ゲノムDNA抽出を同様
の方法で行った。今年度中にNGS解析を行う予定であ
る。 

図8．MWCNT-7誘発ラット心膜中皮腫FFPEサンプル由来

ゲノムDNAの客観的評価値。 
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図9．MWCNT-7誘発ラット心膜中皮腫FFPEサンプル由来

ゲノムDNAの断片長。 

 

(3)In vitro実験：Mφ細胞と肺オルガノイドを用いた

CNTによる毒性の解析 

マウスMφ細胞（RAW264.7）にCNTsを投与し、細胞

生存率と活性酸素種 (ROS)の産生量を定量した。細胞

生存率は各CNTs投与により有意に低下し、MWCNT-7と

MWCNT-Nではその程度が顕著であった（図10）。Mφ細

胞中のROS産生は、MWCNT-7およびMWCNT-Nにより有意

に増加し、特にMWCNT-7で高値を示した（図11）。一

方で、SWCNTでは投与による変化は全く見られなかっ

た。In vivo試験においてCNTs投与により発現高値を

認めたCcl2のmRNA発現レベルを定量RT-PCRにより解

析した。In vitroにおいても、CNTs投与によりいずれ

も有意な発現上昇を認め、in vivoと類似したパター

ンを示した（図12）。 

 

 
図10.CNT投与によるマウスMφ細胞（RAW264.7）の細

胞生存率の変化（WST-1アッセイ）、***P < 0.001 vs 

Control。 

 

 
図11.CNT投与によるマウスMφ細胞（RAW264.7）のROS

産生量の変化（DCF-DAアッセイ）、***P < 0.001 vs 

Control。 

 
 

図12.CNT投与によるマウスMφ細胞（RAW264.7）のCcl2

発現の変化（DCF-DAアッセイ）、**P < 0.01、***P < 

0.001 vs Control。 

 

次に、肺オルガノイドの培養条件を検討するために、

以下の条件で培養を行った。①従来法：コーティング

したマトリゲル上にオルガノイドを播種し、さらにマ

トリゲルを重層化して培養する、②3次元回転培養法：

3次元回転培養装置を用いて、5%マトリゲル含有培養

液中で培養する、③超低接着培養法：超低結合の表面

処理をされたフラスコあるいはプレートにより、5%マ

トリゲル含有培養液中で培養する。その結果、①従来

法と比較して、②③はオルガノイドの生育状態が良好

で、培養方法はより簡便であった。また①と比較して

②③は高価なマトリゲル使用量が少なく、安価に暴露

試験が実施できることがわかった。今年度は③の手法

で、CNTを暴露しROS産生の程度が明らかになったMφ

培養上清を、オルガノイドに投与した。すでにオルガ

ノイドRNAは抽出済みで、現在定量RT-PCRによりmRNA

発現解析を進めている。 

 

Ｄ．考察 

R2年度は、CNTと同様に炭素原子から構成され、肺

発がん性が未知のナノマテリアルであるFLとFLWにつ

いて、肺発がん性を示すMWCNT-7やMWCNT-Nを陽性対照

に設定し、TIPS投与104週（2年）後の肺を解析した。

その結果、FLとFLWはMWCNT-7やMWCNT-Nと異なり、肺

発がん性を示さないことが明らかになった。急性試験

（1週）では、MWCNT-7、MWCNT-NとFLWにおいて、肺好

中球浸潤の誘導、有意な肺重量および肺胞Mφの増加

を認めた一方、肺におけるROS蓄積やCcl2、Ccl3mRNA
発現上昇は、MWCNT-7、MWCNT-Nでのみ認めた。また104

週において、肺胞上皮の酸化的DNA損傷レベルは

MWCNT-7、MWCNT-Nで高値を示し、FLやFLW投与群にお

ける変化は見られなかった。このことから、酸化スト

レスの誘導やそれに伴うゲノム障害は、CNTによるAOP

として重要で、発がん性を含めた有害性に関連するこ

とが示唆された。 

今年度はさらに、発がん性が未知のSWCNTと、陽性

対照のMWCNT-7、MWCNT-Nを同条件でTIPS投与すること

により、層数、鉄含有量、形状などのCNTの物性の差

異と肺、中皮に対する有害性の関連を明らかにするこ

ととした。またCNTの有害性について、安定した解析

手法により経時的に解析することより、CNTの有害性

を正確に描出することが可能となる。それらにより、
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CNTのAOPや発がん性に特異的で、有害性の評価指標に

として有用な遺伝子変化および遺伝子変異を抽出す

ることを試みた。現在、亜急性期（4週）と亜慢性期

（13週）までのサンプルを得ており、R2年度の解析結

果と類似して、陽性対照のMWCNT-NおよびMWCNT-7投与

による、肺胞上皮および中皮におけるDNA損傷の増加

と、それと相関した細胞増殖活性の亢進が検出された。

いずれの期間においても、肺と中皮に増殖性病変は形

成されておらず、DNA損傷マーカー (gH2AX)と増殖活

性マーカー (Ki67)は、腫瘍発生前の短期試験による

CNTの有害性指標として有用であると考えられる。 
DNAとROSの反応により形成される付加体である8-O

HdGは、酸化的DNA損傷の良く知られたマーカーであり、
多くの実験モデルにおいて発がん性に関与している
ことが知られている。8-OHdGは、突然変異、特にGか
らTへの塩基置換の原因となっている。組織中におけ
る実際の8-OHdGレベルは、ROSの産生とその修復の比
率の変化により決定される。本試験において、MWCNT
-7およびMWCNT-N投与による8-OHdGの蓄積は、肺気管
支上皮と肺胞上皮とともに、多くの肺胞Mφに認めら
れた。これらの所見から、肺胞上皮細胞における酸化
的ストレスの産生とDNA損傷は、肺胞Mφの増加による
ROS放出の誘導と関連していることが考えられる。SW
CNT投与群では肺胞上皮や気管支上皮に有意な8-OHdG
陽性細胞の数を認められなかったことから、SWCNTは
上皮において強い酸化的DNA損傷を誘発しないと考え
られた。 

健康影響評価の一つのエンドポイントとして、遺伝
毒性は有用な指標となることが知られている。NGS解
析によりCNTに固有の体細胞変異パターンである変異
シグネチャーは、CNTのAOPとして期待され、本研究に
おける新規同定を目指している。R2年度は、MWCNT-7
あるいはMWCNT-N誘発肺腺癌FFPEサンプルを用い、ゲ
ノムDNAの抽出を行ったが、DNAの分解・切断が進んで
おり、解析データを得るに至らなかった。これはホル
マリンの過固定による影響であったと考えられ、今年
度はホルマリンの固定時間の短いサンプルを用いた
ところ、DIN値の上昇が見られ、NGS解析可能なゲノム
DNAを得ることができた。現在、追加サンプルのゲノ
ムDNAの抽出を終了し、今年度中にNGS解析を行う予定
である。 
MWCNTを暴露させたラット中皮腫のNGS解析により、

MWCNTに由来する変異シグネチャーが同定することが

できたら、アスベスト暴露の症例を含む99例のヒト中

皮腫のデータ（Bueno R., et al. Nat. Genet. 2016）

と比較する予定である。本研究で用いているMWCNTは

アスベストと形状が類似しており、MWCNT固有の変異

シグネチャーが同定できた場合、ヒト中皮腫のシグネ

チャーとの類似性などについて検討し、これら新規マ

テリアルがヒト発がんに寄与するか否かについて検

討を行うことができると考える。また次年度以降には、

本年度からTIPS投与を開始している、 MWCNT-7, 

MWCNT-Nを含む、壁層数・形状・長さが様々なCNTsに

ついて、段階的にサンプルが得られ、CNT暴露動物の

非腫瘍部分を用いた変異シグネチャーの解析も予定

しており、得られるデータは発がんメカニズム解明や

リスク評価などに有用な情報となると思われる。 

 TIPS法は、大規模な吸入暴露施設を必要とせず、ナ

ノマテリアルの肺、中皮毒性の評価が可能である。こ

れまでのTIPS法による研究の蓄積から、複数のMWCNTs

の発がん性が明らかになってきた。亜急性期のサンプ

ルや非腫瘍性のサンプルからも検出されるAOPは、in 
vitroにおいても毒性指標となりうることから、今年

度の解析から有望な、酸化的DNA損傷マーカー (8-

OHdG)DNA損傷マーカー (gH2AX)や増殖活性マーカー 

(Ki67)とともに、引き続き遺伝子発現変化や遺伝子変

異について追及していく。Mφに対するCNT投与in 
vitro解析では、酸化的ストレスやサイトカイン発現

等、in vivo試験と同様に変動する指標が得られてお

り、生体の肺胞Mφと類似した環境を現わしているも

のと考えられる。本年度は、肺オルガノイド培養条件

を検討し、マトリゲル重層下で培養する従来法と比較

して、マトリゲル含有培地内で培養する手法の方が、

CNT投与、共培養やオルガノイドからのRNA、タンパク

抽出に適していることが示唆された。肺オルガノイド

培養系においても、酸化的ストレス、サイトカイン発

現やNGSによるゲノム変化を解析し、さらにin vivoと
連動する指標を蓄積させる。 

 

Ｅ．結論 

R2年度に行った104週TIPS試験では、FLおよびFLWは

肺発がん性がないことが明らかとなり、MWCNT-7と

MWCNT-Nの肺発がん性には、肺胞上皮核における8-

OHdG発現レベルの上昇が関与していた。また今年度は、

同様にMWCNT-7, MWCNT-Nと肺発がん性が未知のSWCNT

をTIPS投与し、亜急性 (4週)および亜慢性毒性 (13

週)まで解析した。その結果、MWCNT-7 及びMWCNT-N投

与群では、104週と同様に、肺胞上皮の核DNA 8-OHdG

形成レベルの上昇が認められ、サイトカイン発現量や、

増殖活性も相関して増加した。以上より、CNTの発が

ん機序に酸化的DNA損傷による細胞増殖の活性化が関

与していると考えられる。一方でSWCNT投与群ではそ

れらの変化はないか非常に少なかったことから、

SWCNTによる有害性はないか少ないことが予測され、

今後の解析が待たれる。In vitro試験では、in vivo
試験で有用であった指標について、CNT暴露による毒

性変化を解析している。Mφでは、酸化的ストレスや

サイトカイン発現等、in vivo試験と同様にCNTにより

変動する指標が得られており、引き続き肺オルガノイ

ドを用いて同様の解析をする。 
 R2年度に引き続き、MWCNT関連の既存腫瘍サンプル
（FFPE）を用い、NGSによる体細胞変異解析を実施す
ることとした。MWCNTをTIPS投与したラット胸膜の腫
瘍および正常部分の既存サンプルより、ホルマリン固
定時間の短いサンプルを選び、Covaris 社のキットで
あるtruXTRAC FFPE DNA microTUBE Kitを用いて、ゲ
ノムDNAを抽出したところ、DIN値の改善が見られたこ
とから、NGS解析を行い問題なく解析が行われたこと
が確認できた。現在、残りのサンプルのゲノムDNAの
抽出を終了し、今年度中にNGS解析を行う予定として
いる。本研究の結果、MWCNTに固有のシグネチャーが
同定できた場合には、ヒト中皮腫のシグネチャーとの
類似性などについて検討し、これら新規マテリアルが
ヒト発がんに寄与するのかどうかについて検討を行
う。また、次年度以降ではMWCNT暴露動物の非腫瘍部
分を用いた変異シグネチャーの解析も予定しており、
得られるデータは発がんメカニズム解明やリスク評
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価などに有用な情報となると思われる。 
 

Ｆ．健康危険情報 

 なし 

 

Ｇ. 研究発表 

１．論文発表 

1. Aoyama Y, Naiki-Ito A (Corresponding), Xiaochen 
K, Komura M, Kato H, Nagayasu Y, Inaguma S, 
Tsuda H, Tomita M, Matsuo Y, Takiguchi S, 
Takahashi S. Lactoferrin prevents hepatic injury and 
fibrosis via the inhibition of NF-κB signaling in a rat 
non-alcoholic steatohepatitis model. Nutrients. 14: 
42, 2022. 

2. Isobe T, Naiki T, Sugiyama Y, Naiki-Ito A, Nagai T, 
Etani T, Nozaki S, Iida K, Noda Y, Shimizu N, 
Tomiyama N, Banno R, Kubota H, Hamamoto S, 
Ando R, Kawai N, Yasui T. Chronological transition 
in outcome of second-line treatment in patients with 
metastatic urothelial cancer after pembrolizumab 
approval: a multicenter retrospective analysis. Int J 
Clin Oncol. 27:165-174, 2021. 

3. Nakagawa M, Naiki T, Naiki-Ito A, Ozawa Y, 
Shimohira M, Ohnishi M, Shibamoto Y. Usefulness 
of advanced monoenergetic reconstruction technique 
in dual-energy computed tomography for detecting 
bladder cancer. Jpn J Radiol. 40:177-183, 2021. 

4. Kachi K, Kato H, Naiki-Ito A, Komura M, Nagano-
Matsuo A, Naitoh I, Hayashi K, Kataoka H, Inaguma 
S, Takahashi S. Anti-Allergic Drug Suppressed 
Pancreatic Carcinogenesis via Down-Regulation of 
Cellular Proliferation. Int J Mol Sci. 22:7444, 2021. 

5. Subhawa S, Naiki-Ito A (Corresponding), Kato H, 
Naiki T, Komura M, Nagano-Matsuo A, Yeewa R, 
Inaguma S, Chewonarin T, Banjerdpongchai R, 
Takahashi S. Suppressive Effect and Molecular 
Mechanism of Houttuynia cordata Thunb. Extract 
against Prostate Carcinogenesis and Castration-
Resistant Prostate Cancer. Cancers (Basel). 13:3403, 
2021. 

6. Matsui T, Hamada-Tsutsumi S, Naito Y, Nojima M, 
Iio E, Tamori A, Kubo S, Ide T, Kondo Y, Eguchi Y, 
Komori A, Morine Y, Shimada M, Utsunomiya T, 
Shirabe K, Kimura K, Hiasa Y, Chuaypen N, 
Tangkijvanich P, Naiki-Ito A, Takahashi S, Ochiya T, 
Tanaka Y. Identification of microRNA-96-5p as a 
postoperative, prognostic microRNA predictor in 
nonviral hepatocellular carcinoma. Hepatol Res. 
52:93-104, 2021. 

7. Isobe T, Naiki T, Naiki-Ito A, Kawai T, Etani T, 
Nagai T, Nozaki S, Kobayakawa Y, Iwatsuki S, 
Matsuyama N, Kato H, Kawai N, Yasui T. Rare case 
of immunoglobulin G4-related disease arising in 
gonadal glands with long-term remission without 
steroid treatment: Discussion and literature review. 
IJU Case Rep. 4:188-191, 2021.  

8. Naiki-Ito A. [The roles of gap junctional 
intercellular communication in non-alcoholic 
steatohepatitis (NASH) and liver fibrosis]. Nihon 
Yakurigaku Zasshi. 156:152-156, 2021.  

9. Tasaki Y, Suzuki M, Katsushima K, Shinjo K, Iijima 
K, Murofushi Y, Naiki-Ito A, Hayashi K, Qiu C, 

Takahashi A, Tanaka Y, Kawaguchi T, Sugawara M, 
Kataoka T, Naito M, Miyata K, Kataoka K, Noda T, 
Gao W, Kataoka H, Takahashi S, Kimura K, Kondo 
Y. Cancer-Specific Targeting of Taurine-Upregulated 
Gene 1 Enhances the Effects of Chemotherapy in 
Pancreatic Cancer. Cancer Res. 81:1654-1666, 2021.  

10. Kato H, Naiki-Ito A (Corresponding), Suzuki S, 
Inaguma S, Komura M, Nakao K, Naiki T, Kachi K, 
Kato A, Matsuo Y, Takahashi S. DPYD, down-
regulated by the potentially chemopreventive agent 
luteolin, interacts with STAT3 in pancreatic cancer. 
Carcinogenesis. 42:940-950, 2021. 

11. Nagano-Matsuo A, Inoue S, Koshino A, Ota A, 
Nakao K, Komura M, Kato H, Naiki-Ito A, 
Watanabe K, Nagayasu Y, Hosokawa Y, Takiguchi S, 
Kasugai K, Kasai K, Inaguma S, Takahashi S. PBK 
expression predicts favorable survival in colorectal 
cancer patients. Virchows Arch. 479:277-284, 2021. 

12. Suzuki S, Cohen SM, Arnold LL, Pennington KL, Gi 
M, Kato H, Naiki T, Naiki-Ito A, Wanibuchi H, 
Takahashi S. Cell proliferation of rat bladder 
urothelium induced by nicotine is suppressed by the 
NADPH oxidase inhibitor, apocynin. Toxicol Lett. 
336:32-38, 2021. 

13. Narita T, Tsunematsu Y, Miyoshi N, Komiya M, 
Hamoya T, Fujii G, Yoshikawa Y, Sato M, Kawanishi 
M, Sugimura H, Iwashita Y, Totsuka Y, Terasaki M, 
Watanabe K, Wakabayashi K, Mutoh M. Induction of 
DNA Damage in Mouse Colorectum by 
Administration of Colibactin-producing Escherichia 
coli, Isolated from a Patient with Colorectal Cancer. 
In Vivo. 36: 628-634, 2022. 

14. Komiya M, Ishigamori R, Naruse M, Ochiai M, 
Miyoshi N, Imai T, Totsuka Y. Establishment of 
novel genotoxicity assay system using murine 
normal epithelial tissue-derived organoids. Front 
Genet. 18:768781, 2021. 

15. Takahashi M, Hamoya T, Narita T, Fujii G, Totsuka 
Y, Hagio M, Tashiro K, Komiya M, Mutoh M. 
Complex Modulating Effects of Dietary Calcium 
Intake on Obese Mice. In Vivo. 35:2107-2114, 2021. 

16. Kobayashi T, Toyoda T, Tajima Y, Kishimoto S, 
Tsunematsu Y, Sato M, Matsushita K, Yamada T, 
Shimamura Y, Masuda S, Ochiai M, Ogawa K, 
Watanabe K, Takamura-Enya T, Totsuka Y, 
Wakabayashi K, Miyoshi N. o-Anisidine Dimer, 2-
Methoxy-N4-(2-methoxyphenyl) Benzene-1,4-
diamine, in Rat Urine Associated with Urinary 
bladder Carcinogenesis. Chem Res Toxicol. 34:912-
919, 2021. 

17. Totsuka Y, Watanabe M, Lin Y. New horizons of 
DNA adductome for exploring environmental causes 
of cancer. Cancer Sci. 112, 7-15, 2021. 

18. Tagami M, Kakehashi A, Katsuyama-Yoshikawa A, 
Misawa N, Sakai A, Wanibuchi H, Azumi A, Honda 
S. FOXP3 and CXCR4-positive regulatory T cells in 
the tumor stroma as indicators of tumor immunity in 
the conjunctival squamous cell carcinoma 
microenvironment. PLoS One. 17, e0263895, 2022. 

19.  Kakehashi A, Suzuki S, Shiota M, Raymo N, Gi M, 
Tachibana T, Stefanov V, Wanibuchi H. Canopy 
Homolog 2 as a Novel Molecular Target in 
Hepatocarcinogenesis. Cancers. 13: 3613, 2021. 
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20.  Kakehashi A, Chariyakornkul A, Suzuki S, 
Khuanphram N, Tatsumi K, Yamano S, Fujioka M, 
Gi M, Wongpoomchai R, Wanibuchi H. Cache 
Domain Containing 1 Is a Novel Marker of Non-
Alcoholic Steatohepatitis-Associated 
Hepatocarcinogenesis. Cancers. 13(6): 1216, 2021. 

21.  Tagami M, Kakehashi A, Sakai A, Misawa N, 
Katsuyama-Yoshikawa A, Wanibuchi H, Azumi A, 
Honda S. Expression of thrombospondin-1 in 
conjunctival squamous cell carcinoma is correlated 
to the Ki67 index and associated with progression-
free survival. Graefes Arch Clin Expe Ophthalmol. 
259: 3127-3136, 2021.  

22. Wang Qiqi, Wang Qiong, Zhao Z, Fan J, Qin L, 
Alexander DB, Tsuda H, Zhao D and Xu J. 
Surfactant Proteins A/D–CD14 on Alveolar 
Macrophages Is a Common Pathway Associated 
With Phagocytosis of Nanomaterials and Cytokine 
Production. Frontiers in Immunology. 12: 1-13, 
2021. 

23. Tanaka H, Gunasekaran S, Saleh D, Alexander TW, 
Alexander DB, Ohara H, Tsuda H. Effects of oral 
bovine lactoferrin on a mouse model of inflammation 
associated colon cancer. Biochem Cell Biol. 99: 159-
165, 2021. 

 
2．学会発表 

1. 内木綾、加藤寛之、小村理行、稲熊真悟、高橋

智. 非アルコール性脂肪肝炎および肝線維化

に対する紫米抽出物の抑制効果、第110回日本

病理学会（2021年4月、東京都新宿区／ハイブ

リッド開催） 
2. 加藤寛之、内木綾．STAT3-DPYD 経路を介し

た Luteolin の膵癌化学予防効果の検討．日本

食品化学学会第 27回総会・学術大会（2021 年

6月、Web 開催） 
3. Aya Naiki-Ito, Ranchana Yeewa, Hiroyuki Kato, 

Teera Chewonarin, Satoru Takahashi. 
Chemopreventive effect of purple rice extract on rat 
non-alcoholic steatohepatitis and 
hepatocarcinogenesis, 第80回日本癌学会学術総

会（2021年10月、横浜／ハイブリッド開催） 
4. 内木綾、加藤寛之、小村理行、高橋智. ラット

非アルコール性脂肪肝炎に対する紫米抽出物

の化学予防効果、第38回日本毒性病理学会

（2022年1月、神戸／ハイブリッド開催） 
5. Sheema Asraful Nahar, Aya Naiki-Ito, Hiroyuki 

Kato, Masayuki Komura, Hiroyuki Tsuda, Satoru 
Takahashi. Evaluation of lung and mesothelial 
carcinogenicity of single-walled carbon nanotube 
compared with MWCNT-7 and MWCNT-N、第38
回日本毒性病理学会（2022年1月、神戸／ハイ

ブリッド開催） 
6. 内木綾．非アルコール性脂肪肝炎・肝線維症に

対する細胞間コミュニケーションの役割と予

防剤の探索．第99回日本生理学会大会シンポジ

ウム（2022年3月、仙台／ハイブリッド開催） 
7. 戸塚ゆ加里 質量分析機器を用いたDNA付加

体の網羅的解析手法（DNAアダクトーム）の現

状と将来展望 第81回分析化学討論会（2021

年5月 Web開催） 
8. 戸塚ゆ加里 DNA付加体の網羅的解析手法

（DNAアダクトーム）の現状と将来展望 第

144回日本薬理学会関東支部会（2021年6月 
Web開催） 

9. 戸塚ゆ加里 Comprehensive analyses of genome 
and DNA adducts elucidate association between 
environmental factors and human cancer 
development  第 80回日本癌学会学術総会

（2021年10月、横浜/ハイブリッド開催） 
10. 戸塚ゆ加里 生体を模倣したin vitro遺伝毒性

評価  第50回 環境変異原学会（2021年11月、

横須賀） 
11. 戸塚ゆ加里 ゲノムおよびDNA付加体の網羅

的解析により環境因子とがん発生との関連を

解明する 第95回日本薬理学会（2022年3月、福

岡） 
12. 戸塚ゆ加里 ナノマテリアルに特化した新規

in vitro生体模倣評価系の開発 日本薬学会第

142年会（2022年3月、Web開催） 

13. 梯アンナ、藤岡正喜、魏民、鰐渕英機．Pueraria 
mirifica のエストロゲン作用による Donryu ラ
ットにおける乳がんの発生．日本食品化学学

会第 27回総会・学術大会（2021 年 6月、東京

/ハイブリッド開催） 
14. 藤岡正喜、梯アンナ、魏民、鰐渕英機．アグリ

コン型イソフラボンによるホルモン活性が

Donryu ラットにおける乳がん及び子宮内膜が

んの発生を促進する．日本食品化学学会第 27
回総会・学術大会（2021 年 6月、東京/ハイブ

リッド開催） 
15. 鈴木周五、魏民、藤岡正喜、梯アンナ、鰐渕英

機．職業性ばく露を認めた芳香族アミン類に

よる尿中代謝物と膀胱尿路上皮影響の関係．

第 48 回日本毒性学会学術年会（2021 年７月、

神戸/ハイブリッド開催） 
16. 藤岡正喜、魏民、鈴木周五、大石裕司、梯アン

ナ、鰐渕英機．有機ヒ素化合物 DPAAのマウス

経胎盤曝露による次世代に対する発がん影響

およびその機序の検討．2021 年度新学術領域

研究「学術研究支援基盤形成【先端モデル動物

支援プラットフォーム(AdAMS)】」若手支援技

術講習会（2021 年 9月、オンライン開催） 
17. 梯アンナ、鈴木周五、藤岡正喜、魏民、鰐渕英

機．肝発がんにおける特異的候補分子として

CNPY2 の役割．第 80 回日本癌学会学術総会

（2021 年 10月、横浜/ハイブリッド開催） 
18. 鈴木周五、魏民、藤岡正喜、梯アンナ、鰐渕英

機．職業性ばく露香族アミンによる膀胱尿路

上皮への影響と尿中代謝の関係．第 80回日本

癌学会学術総会（2021 年 10 月、横浜/ハイブ

リッド開催） 
19. 魏民、鈴木周五、藤岡正喜、梯アンナ、鰐渕英

機．遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん

超短期検出法．第 80 回日本癌学会学術総会

（2021 年 10月、横浜/ハイブリッド開催） 
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20. 藤岡正喜、魏民、鈴木周五、大石裕司、山口貴

嗣、松江泰佑、梯アンナ、鰐渕英機．ジフェニ

ルアルシン酸のマウス経胎盤ばく露による発

がん性の検討．第 80 回日本癌学会学術総会

（2021 年 10月、横浜/ハイブリッド開催） 
21. 梯アンナ、鰐渕英機. NAFLD/NASH 肝発がん

の促進機序への最近の洞察．第 38回日本毒性

病理学会総会及び学術集会（2022 年 1 月、神

戸／ハイブリッド開催） 
22. 鈴木周五、魏民、藤岡正喜、梯アンナ、鰐渕英

機. 職業性膀胱がん関連芳香族アミンの膀胱

尿路上皮への影響および尿中代謝物との関係. 
第 38 回日本毒性病理学会総会及び学術集会

（2022 年 1月、神戸／ハイブリッド開催） 
23. 魏民、鈴木周五、藤岡正喜、梯アンナ、鰐渕英

機. 1,4- ジオキサンの in vivo 変異原性お

よび発がん性の定量解析. 第 38回日本毒性病

理学会総会及び学術集会（2022 年 1月、神戸

／ハイブリッド開催） 
24. 藤岡正喜、魏民、鈴木周五、梯アンナ、大石裕

司、山口貴嗣、鰐渕英機. 有機ヒ素化合物 

DPAA のマウス経胎盤曝露による次世代に対す

る発がん影響およびその機序の検討. 第 38回
日本毒性病理学会総会及び学術集会（2022 年

1月、神戸／ハイブリッド開催） 
25. 西土井悠作、鈴木周五、魏民、梯アンナ、松江 

泰佑、鰐渕 英機.肺組織におけるタバコの短

期曝露による初期反応バイオマーカーの探索. 
第 38 回日本毒性病理学会総会及び学術集会

（2022 年 1月、神戸／ハイブリッド開催） 
26. 松江泰佑、魏民、塩田正之、鈴木周五、藤岡正

喜、梯アンナ、内田潤次、 鰐渕英機．炭酸脱

水素酵素阻害剤 Acetazolamide の Wnt/βカ

テニンシグナル経路抑制を介した膀胱癌浸潤

抑制効果. 第 38回日本毒性病理学会総会及び

学術集会（2022 年 1 月、神戸／ハイブリッド

開催） 
27. Dina Mourad Saleh, Shengyong Luo, David B. 

Alexander, Ahmed M. EL-Gazzar, Mohammed 
Abdelgaied, Omnia Hosny Mohammed, William T. 
Alexander, Sivagami Gunasekaran, Takamasa 
Numano, Hiroshi Takase, Makoto Ohnishi, Satoru 

Takahashi, Hiroyuki Tsuda. Comparative toxicity 
and carcinogenicity pulmonary study of double 
walled carbon nanotubes (DWCNT) with multi 
walled   carbon nanotubes-7 (MWCNTS-7) in rat 
model,  第 48 回日本毒性学会学術年会（2021
年７月、神戸/ハイブリッド開催） 

28. Dina Mourad Saleh, Omnia Hosny Mohamed 
Ahmed, David B. Alexander, William T. Alexander, 
Sivagami Gunasekaran, Takamasa Numano, 
Hiroshi Takase, Makoto Ohnishi, Satoru Takahashi, 
Masako Yudasaka, Ryota Yuge, Hiroyuki Tsuda. 
Short term pulmonary toxicity study of carbon 
nano-horns (CNH) and carbon nano-brushes (CNB) 
using intra tracheal method, 第 38回日本毒性病

理学会、（2022 年 1月、神戸／ハイブリッド開

催） 
29. Dina Mourad Saleh, Omnia Hosny Mohamed 

Ahmed, David B. Alexander, William T. 
Alexander, Hiroshi Takase, Makoto Ohnishi, 
Susumu Tomono, Jun Kanno, Akihiko Hirose, 
Satoru Takahashi, Hiroyuki Tsuda. Two-Year 
study for the Assessment of the carcinogenic and 
toxic effect of double walled carbon nanotubes in 
the rat lung after intratracheal instillation, Society 
of Toxicology, (2022年3月, San Diego) 

 
Ｈ.知的所有権の取得状況 
１．特許取得 
 該当なし。 
２．実用新案登録 
該当なし。 
３．その他 
該当なし。 
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別添 4 

厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

令和 3年度 分担研究報告書 

 

ナノマテリアルの物理化学的性状を考慮した肺、胸腔及び全身臓器における 

有害性の評価ならびに新規 in vitro 予測手法の開発に関する研究（20KD1003） 

 

分担研究課題名：カーボンナノチューブの肺・胸膜有害性の比較と有害性指標の検索 

 

研究代表者  内木 綾  名古屋市立大学大学院医学研究科 実験病態病理学 准教授 

Ａ．研究目的 
生活環境には様々な化学物質が存在し、経気道的に

体内に取り込まれる物質は多い。ナノマテリアルの一
種で、炭素原子より構成されるカーボンナノチューブ
（CNT）は難分解性であり、体内蓄積による持続的生
体反応により肺胞上皮や中皮に毒性および発がん性
を誘発する。そのため、吸入暴露による実用的な健康
影響評価手法を開発することは極めて重要である。
OECD では、CNT を含むナノマテリアルの健康影響評価
手法として吸入暴露試験を求めている。しかし、吸入
暴露試験施設の稼働には高額な費用を要するため、今
までに１物質（多層 CNT, MWCNT-7）が日本バイオア
ッセイ研究センター（JBRC）で試験されたのみである。
申請者らはこれまでに、ナノサイズの繊維・粒子体の
有害性試験法として、簡便な経気管肺内噴霧投与法
（TIPS 法）を用いた試験デザインを開発し、4 種の
MWCNT について肺と胸膜中皮における障害性と発が
ん性を明らかにしてきた。しかしながら、CNT の発が
ん性を規定する Adverse Outcome Pathway(AOP)は明
らかにされていない。 

 

 
本研究では、多層 CNTs (MWCNT-7, MWCNT-N)と単層

CNT (SWCNT)の TIPS 投与による肺と胸膜中皮に対す
る障害性および発がん性について、酸化的 DNA 障害、
増殖活性や遺伝子発現変化との関連を解析し、CNT の
物性（層数、形状や鉄含有量）と照合することにより、
発がんに寄与する責任因子を推定することが可能で
あると考える。また、同定した遺伝子変化の情報を用
いて、CNT の AOPを構築し、有害性評価指標として応
用可能で信頼の高いものを選出することを目標とす
る。また、TIPS 投与後、発がん期に至る以前の亜急
性・亜慢性期の非腫瘍部や in vitro投与においても
検出することが可能な AOPは、in vitro 試験法を含
む短期・簡便な試験法における評価指標に利用できる
可能性を含み、それらに言及する成果体を得ることも
目指す。 

 

Ｂ．研究方法 

(1)In vivo 実験：TIPS投与によるCNT負荷試験と有害
性の解析 

MWCNT-7、MWCNT-NとSWCNTは、 PFポリマー分散液に

研究要旨 
 ナノサイズの金属・カーボン・有機物粒子・繊維状物質は非常に安定であり、吸入された場合は組織・細胞

に長期間沈着する。従来の化学物質が、物質自体の代謝変換によって障害や発がんを誘発するのとは異なり、

ナノマテリアルの障害性及び発がん性には、不可逆的な蓄積とそれに対する慢性的な炎症や異物反応が関与す

る。申請者らはこれまでに、吸入暴露試験で発がん性を認めた MVCNT-7 を含めた複数のカーボンナノチューブ

（CNT）について、経気管肺内噴霧投与法（TIPS法）を用いた肺および中皮発がん性の検出に成功した。本研究

では、物性の異なる CNTsをモデル物質として、TIPS 投与によるラット肺・胸膜中皮発がん性の有無、および発

がん性の程度を規定する毒性機序を詳細に解明する。それにより求められた CNT の Adverse Outcome Pathway 

(AOP)を、吸入暴露試験に代替しうるナノマテリアルの健康影響評価試験法の考案に活用することを目的として

行う。本年度は、TIPS 投与による多層 CNT （MWCNT-7, MWCNT-N）と肺発がん性未知の単層 CNT（SWCNT）による

in vivo 肺、胸膜有害性・発がん性試験を開始し、経時的に、病理組織、酸化ストレスなど基本的な毒性につい

て定量解析することとした。 

これまでに、亜急性 (4週)および亜慢性 (13週) 毒性についてサンプルを回収し解析した。その結果、MWCNT-

7, MWCNT-N投与により、肺胞上皮の 8-OHdG 形成レベルと DNA 損傷マーカー陽性率が有意に上昇し、肺胞上皮

および胸膜中皮の増殖活性が増加したのに対し、SWCNT による有意な変化は見られなかった。またケモカイン 

(Ccl2、Ccl3、Ccl9)の肺 mRNA発現は、それらの因子と相関して変動した。In vitroにおいても、MWCNTsはマ

クロファージによる活性酸素種の産生を誘導するのに対し、SWCNT では誘導されなかった。以上より、酸化的

DNA 損傷と細胞増殖活性化は CNT による AOP として重要で、発がん機序に強く関与すること、また発がん性の

短期予測指標になりえる可能性が示唆された。  

現在、in vivo 試験は順調に経過中で、慢性期（52週）の剖検まで完了した。亜急性、亜慢性期の肺サンプ

ルを用いて RNA シーケンシング解析中で、多数のケモカイン、サイトカインとともに、細胞周期、免疫応答遺

伝子の発現上昇を認め、さらなる有害性指標となりえる遺伝子候補として追求していく。In vitro 試験では、

in vivo 試験で有用であった指標について、肺オルガノイドの培養条件を検討し、CNT 暴露による毒性変化を解

析している。 
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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、
それぞれ合計投与量が0.1あるいは0.5mg/ラットとな
るように8回TIPS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。以後無処
置にて、投与終了後4週、13週, 52週、および104週に
剖検する。4週、13週は高用量のみで、以降の52週お
よび104週は低と高用量を観察する（1物質77匹：4週
(10匹)、13週(7匹)、52週(10匹×2)、104週(20匹×2)。
剖検時に胸腔内RPMI-640培地注入により胸腔洗浄液
を採取し、遠心分離して炎症細胞やタンパク質（総タ
ンパク、アルブミン）解析に供する。イソフルラン深
麻酔下に大動脈より採血屠殺して、肺の急性病変と発
がんについて解析する。右肺は4％緩衝パラホルムア
ルデヒドを気管より注入し、パラフィン包埋を用いて、
マクロファージ (Mφ)局在 (抗CD68抗体、BIO-RAD)、
増殖活性 (抗Ki67抗体、Abcam)、アポトーシス (TUNEL、
タカラバイオ)や DNA損傷 (抗gH2AX抗体、CST)の程度
について免疫組織学的に解析する（内木）。右肺の一
部から1-2mm角の組織片を切り出し、2%グルタールア
ルデヒドで固定し、透過電子顕微鏡 (TEM)によるCNT
観察に用いる。左肺は凍結し、RNA抽出（ISOGEN、ニ
ッポンジーン）と定量的RT-PCRによりCCL種、IL種等
の炎症性サイトカイン発現を定量する。さらにNGSを
用いたRNAシーケンシング解析（マクロジェン）に用
いる。 
(2) In vitro実験：Mφ細胞と肺オルガノイドを用い

たCNTによる毒性の解析 

1．Mφ細胞における毒性解析 

マウスMφ細胞（RAW264.7）に、(１)で用いたCNTs

を投与し（25-100 µg/ml）、48時間培養する。マウス

Mφ細胞の細胞生存率（WST-1、ロッシュ）、産生され

る炎症性サイトカイン（定量的RT-PCR）やROS（DCF-

DAアッセイ、サーモフィッシャーサイエンティフィッ

ク）を定量する。 

2．肺オルガノイドにおける毒性解析 

本研究で用いる肺オルガノイドは、C57BL/6Jマウス

肺から採取する。単層の嚢胞状を呈し幹細胞のほか線

毛をもつような分化した細胞から構成される。このオ

ルガノイド培養は、マトリゲル (Corning）コート上

に、増殖因子含有培地下に播種し、さらにマトリゲル

を重層化することにより行う。この方法は、肺オルガ

ノイドに対する被験物質の投与に制限をきたす可能

性があるため、肺オルガノイドの至適培養条件を検討

する（内木）。(2)-1のCNT処理マウスMφ細胞培養上

清を、肺オルガノイドに48時間暴露する。細胞生存率

や炎症性サイトカインのmRNA発現解析を行う（内木）。 

 
（倫理面の配慮） 
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
ンショナルエリアあるいは SPF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（医動 20-028）、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
う。 
 

Ｃ．研究結果 

(1) In vivo 実験：CNTによる肺・中皮有害性の解析 
(1)-1. CNTによる臓器重量の変化 

4週の剖検時、体重および肝、腎、心、脾の重量に
群間差は認めなかった。肺重量は、無処置 (No 
treatment)群（絶対重量1.1±0.1g）と比較して、対
照 (vehicle)群（1.3±0.1g、P<0.05）で有意な上昇
を認めた。また、対照群と比較して、MWCNT-7群
（1.5±0.1g）、MWCNT-N群（1.8±0.2g、P<0.001）、
SWCNT群（2.0±0.2g、P<0.001）で増加傾向を認め、
MWCNT-NとSWCNTで有意に増加した。この傾向は、13週
でも同様であった。無処置群（1.1±0.1g）、対照群
（1.3±0.0g、P<0.05）、MWCNT-7群（1.4±0.1g）、
MWCNT-N群（1.8±0.0g、P<0.001）、SWCNT群（2.1±0.1g、
P<0.001）。 
(1)-2. CNTのTIPS投与による肺胞Mφ誘導と沈着 

4週、13週、いずれにおいても、CD68免疫染色によ
り、CNT投与群では対照群と比較して肺胞Mφが有意に
誘導された (MWCNT-7、MWCNT-N、SWCNTいずれも
P<0.001)。偏光顕微鏡により肺胞Mφに貪食される形
でMWCNT-7、MWCNT-NとSWCNTを認めた。SWCNT投与群で
は好中球浸潤を高度に伴っていた。電子顕微鏡 (TEM)
観 察 に お い て 、 CNTs の 線 維 径 は 、 MWCNT-7
（76.3±25.2nm）、MWCNT-N（46.6±11.7nm）であり、
SWCNTは検出不可であった（図1、参考資料では3nm）。 

 
図1.肺胞MφによるCNTの貪食（TEM像）。 

 

(1)-3. CNTによる肺有害性の解析 

4週、13週、いずれにおいても、増殖活性、酸化ス

トレス、DNA障害やアポトーシスについて、免疫染色

による定量解析を行った。その結果、肺胞上皮細胞に

おけるKi67標識率は、対照群と比較してMWCNT-7、

MWCNT-N投与群で有意に上昇し、増殖活性の亢進が見

られた一方、SWCNTでは明らかな変化は見られなかっ

た（図2）。MWCNT-7、MWCNT-N投与により、8-OHdG陽

性細胞数が有意に増加した。SWCNT投与群において、

8-OHdG陽性細胞を検出したが、無処置群、対処群に対

して有意な増加は認められなかった（梯の稿）。gH2AX
標識率は、MWCNT-7、MWCNT-N投与群で高い傾向があり、

4週ではいずれにおいても、13週ではMWCNT-Nに有意な

上昇を見た（図3）。TUNEL染色では、4週においてMWCNT-

7、MWCNT-N投与群で有意に陽性率が高く、SWCNTに変

化は見られなかった。13週ではCNT投与群で高い傾向

があったが、個体差が大きく有意差は認めなかった

（図4）。 
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図2.CNT投与による肺胞上皮増殖活性の変化（Ki67免

疫染色）、*P < 0.05、***P < 0.001 vs Vehicle。 

 
図3.CNT投与による肺胞上皮DNA障害の変化（gH2AX免
疫染色）、*P < 0.05、***P < 0.001 vs Vehicle。 

 
図4.CNT投与による肺胞上皮アポトーシスの変化

（TUNEL染色）、*P < 0.05、***P < 0.001 vs Vehicle。 

 

(1)-4. CNTによる胸膜中皮有害性の解析 

 4週に採取した胸腔洗浄液や心組織を用いて、胸膜

中皮細胞の有害性を解析した。胸腔洗浄液における総

タンパクおよびアルブミン値について、無処置群（そ

れぞれ 25.9±3.5mg/dl、73.0±6.3µg/ml）、対照群
（23.8±5.2mg/dl、66.5±12.1µg/ml）と比較して、

MWCNT-N（39.9±9.6mg/dl、P<0.05、96.0±19.1µg/ml、
P<0.05）で有意に増加した。MWCNT-7（34.6±8.7mg/dl、

86.0±19.0µg/ml）と SWCNT（28.6±4.5mg/dl、76.5±

10.6µg/ml）では有意な変化は見られなかった。胸腔

洗浄液中の Mφ量は、群間で有意差を認めなかった。

心膜中皮細胞における Ki67標識率は、対照群と比較

して MWCNT-7、MWCNT-N投与群で有意に上昇し、SWCNT

では明らかな変化は見られなかった（図 5A）。gH2AX標
識率には有意な変化を認めなかった。（図 5B）。 

 
図5.CNT投与による⼼膜中⽪細胞の(A)増殖活性（Ki67

免疫染⾊）と(B) DNA障害（gH2AX免疫染⾊）の変化、
4週、*P < 0.05 vs Vehicle。 

 

(1)-5.肺におけるサイトカインmRNA発現の定量 

肺におけるケモカインmRNA発現レベルを定量RT-

PCRにより解析した。4週では、Ccl2、Ccl3発現は、CNTs

投与群でいずれにおいても有意に上昇した。Ccl9発現

は、MWCNT-7、MWCNT-N投与群で有意に高く、SWCNTで

は明らかな変化を認めなかった。Tnf-a、Il-1bやTgf-

bでは、CNT投与に特異的な発現変動を示さなかったが、

Tnf-aおよびIl-1b発現は、CNTs投与により軽度上昇

する傾向があり、MWCNT-NとSWCNTで有意差を認めた

（図6）。13週も4週とほぼ同様の結果を認めた。 

図6.CNT投与による肺サイトカインmRNA発現量の変化、

4週（定量RT-RCR）、*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 

0.001 vs Vehicle。 
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(3)In vitro実験：Mφ細胞と肺オルガノイドを用いた

CNTによる毒性の解析 

マウスMφ細胞（RAW264.7）にCNTsを投与し、細胞

生存率と活性酸素種 (ROS)の産生量を定量した。細胞

生存率は各CNTs投与により有意に低下し、MWCNT-7と

MWCNT-Nではその程度が顕著であった（図7）。Mφ細

胞中のROS産生は、MWCNT-7およびMWCNT-Nにより有意

に増加し、特にMWCNT-7で高値を示した（図8）。一方

で、SWCNTでは投与による変化は全く見られなかった。

In vivo試験においてCNTs投与により発現高値を認め

たCcl2のmRNA発現レベルを定量RT-PCRにより解析し

た。In vitroにおいても、CNTs投与によりいずれも有

意な発現上昇を認め、in vivoと類似したパターンを

示した（図9）。 

次に、肺オルガノイドの培養条件を検討するために、

以下の条件で培養を行った。①従来法：コーティング

したマトリゲル上にオルガノイドを播種し、さらにマ

トリゲルを重層化して培養する、②3次元回転培養法：

3次元回転培養装置を用いて、5%マトリゲル含有培養

液中で培養する、③超低接着培養法：超低結合の表面

処理をされたフラスコあるいはプレートにより、5%マ

トリゲル含有培養液中で培養する。その結果、①従来

法と比較して、②③はオルガノイドの生育状態が良好

で、培養方法はより簡便であった。また①と比較して

②③は高価なマトリゲル使用量が少なく、安価に暴露

試験が実施できることがわかった。今年度は③の手法

で、CNTを暴露しROS産生の程度が明らかになったMφ

培養上清を、オルガノイドに投与した。すでにオルガ

ノイドRNAは抽出済みで、現在定量RT-PCRによりmRNA

発現解析を進めている。 

 
図7.CNT投与によるマウスMφ細胞RAW264.7の細胞生

存率の変化（WST-1アッセイ）、***P < 0.001 vs Control。 

 
図8.CNT投与によるマウスMφ細胞RAW264.7のROS産生

量の変化（DCF-DAアッセイ）、***P < 0.001 vs Control。 

 

 

 

 

 
 

図9.CNT投与によるマウスMφ細胞（RAW264.7）のCcl2

発現の変化（DCF-DAアッセイ）、**P < 0.01、***P < 

0.001 vs Control。 

 

Ｄ．考察 
今年度は、CNTの物性（層数、鉄含有量、形状）の

差異と肺、中皮に対する有害性の関連を明らかにする
ために、発がん性が未知のSWCNTと、陽性対照のMWCN
T-7、MWCNT-Nを同条件でTIPS投与し比較検討した。安
定した投与、解析手法により経時的に観察することよ
り、CNTの有害性を正確に捉えることが可能となる。
特に健康影響評価法として、有害性指標を活用する際
に、手法の固定化は必須と考えられる。それらにより、
CNTのAOPや発がん性に特異的で、有害性の評価指標に
として有用な遺伝子変化および遺伝子変異を抽出す
ることを試みた。現在、亜急性期（4週）と亜慢性期
（13週）まで解析が進み、陽性対照のMWCNT-Nおよび
MWCNT-7投与による、肺胞上皮および中皮におけるDN
A損傷の増加と、それと相関した細胞増殖活性の亢進
が検出された。いずれの期間においても、肺と中皮に
増殖性病変は形成されておらず、DNA損傷マーカー (g
H2AX)と増殖活性マーカー (Ki67)は、腫瘍発生前の短
期試験によるCNTの有害性指標として有用であると考
えられる。これまでの結果から、MWCNTs投与後1週間
の時点で、肺胞内のROS産生が確認されており、DNA損
傷や細胞増殖の変化との関連が示唆された。 
 TIPS法は、大規模な吸入暴露施設を必要とせず、ナ

ノマテリアルの肺、中皮毒性の評価が可能である。こ

れまでのTIPS法による研究の蓄積から、複数のMWCNTs

の発がん性が明らかになってきた。亜急性期のサンプ

ルや非腫瘍性のサンプルからも検出されるAOPは、in 
vitroにおいても毒性指標となりうる。今年度の解析

から、酸化的DNA損傷マーカー(8-OHdG)、DNA損傷マー

カー (gH2AX)や、増殖活性マーカー(Ki67)とともに、

Ccl種の発現が有望な指標である可能性が示唆された。

また現在解析を行っている肺のRNAシーケンシングで

は、今回検討したCcl種以外の多数のケモカインやサ

イトカインとともに、細胞周期、免疫応答遺伝子の発

現上昇を認めることが明らかになり、AOPの妥当性に

ついて検討していく。 

Mφに対するCNT投与in vitro解析では、酸化的スト

レスやCcl種等、in vivo試験と同様に変動する指標が

得られており、生体の肺胞Mφと類似した環境を現わ

しているものと考えられる。本年度は、肺オルガノイ

ド培養条件を検討し、マトリゲル重層下で培養する従

来法と比較して、マトリゲル含有培地内で培養する手

法の方が、CNT投与、共培養やオルガノイドからのRNA、

タンパク抽出に適していることが示唆された。肺オル
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ガノイド培養系においても、酸化的ストレス、サイト

カイン発現やNGSによるゲノム変化を解析し、さらに

in vivoと連動する指標を蓄積させる。 

 

Ｅ．結論 

今年度は、MWCNT-7, MWCNT-Nと肺発がん性が未知の

SWCNTをTIPS投与し、亜急性 (4週)および亜慢性毒性 

(13週)まで解析した。その結果、MWCNT-7 及びMWCNT-

N投与群では、104週と同様に、肺胞上皮のDNA損傷が促

進され、ケモカイン、サイトカイン発現量や、増殖活

性も相関して増加した。以上より、CNTの発がん機序に

酸化的DNA損傷による細胞増殖の活性化が関与してい

ると考えられる。一方でSWCNT投与群ではそれらの変

化はないか非常に少なかったことから、SWCNTによる

有害性はないか少ないことが予測され、今後の解析が

待たれる。In vitro試験では、in vivo試験で有用で

あった指標について、CNT暴露による毒性変化を解析

している。Mφでは、酸化的ストレスやサイトカイン発

現等、in vivo試験と同様にCNTにより変動する指標が

得られており、引き続き肺オルガノイドを用いて同様

の解析をする。 

 

Ｆ．研究発表 

1．論文発表 

1. Aoyama Y, Naiki-Ito A (Corresponding), Xiaochen 
K, Komura M, Kato H, Nagayasu Y, Inaguma S, 
Tsuda H, Tomita M, Matsuo Y, Takiguchi S, 
Takahashi S. Lactoferrin prevents hepatic injury and 
fibrosis via the inhibition of NF-κB signaling in a rat 
non-alcoholic steatohepatitis model. Nutrients. 14: 
42, 2022. 

2. Isobe T, Naiki T, Sugiyama Y, Naiki-Ito A, Nagai T, 
Etani T, Nozaki S, Iida K, Noda Y, Shimizu N, 
Tomiyama N, Banno R, Kubota H, Hamamoto S, 
Ando R, Kawai N, Yasui T. Chronological transition 
in outcome of second-line treatment in patients with 
metastatic urothelial cancer after pembrolizumab 
approval: a multicenter retrospective analysis. Int J 
Clin Oncol. 27:165-174, 2021. 

3. Nakagawa M, Naiki T, Naiki-Ito A, Ozawa Y, 
Shimohira M, Ohnishi M, Shibamoto Y. Usefulness 
of advanced monoenergetic reconstruction technique 
in dual-energy computed tomography for detecting 
bladder cancer. Jpn J Radiol. 40:177-183, 2021. 

4. Kachi K, Kato H, Naiki-Ito A, Komura M, Nagano-
Matsuo A, Naitoh I, Hayashi K, Kataoka H, Inaguma 
S, Takahashi S. Anti-Allergic Drug Suppressed 
Pancreatic Carcinogenesis via Down-Regulation of 
Cellular Proliferation. Int J Mol Sci. 22:7444, 2021. 

5. Subhawa S, Naiki-Ito A (Corresponding), Kato H, 
Naiki T, Komura M, Nagano-Matsuo A, Yeewa R, 
Inaguma S, Chewonarin T, Banjerdpongchai R, 
Takahashi S. Suppressive Effect and Molecular 
Mechanism of Houttuynia cordata Thunb. Extract 
against Prostate Carcinogenesis and Castration-
Resistant Prostate Cancer. Cancers (Basel). 13:3403, 
2021. 

6. Matsui T, Hamada-Tsutsumi S, Naito Y, Nojima M, 
Iio E, Tamori A, Kubo S, Ide T, Kondo Y, Eguchi Y, 
Komori A, Morine Y, Shimada M, Utsunomiya T, 

Shirabe K, Kimura K, Hiasa Y, Chuaypen N, 
Tangkijvanich P, Naiki-Ito A, Takahashi S, Ochiya T, 
Tanaka Y. Identification of microRNA-96-5p as a 
postoperative, prognostic microRNA predictor in 
nonviral hepatocellular carcinoma. Hepatol Res. 
52:93-104, 2021. 

7. Isobe T, Naiki T, Naiki-Ito A, Kawai T, Etani T, 
Nagai T, Nozaki S, Kobayakawa Y, Iwatsuki S, 
Matsuyama N, Kato H, Kawai N, Yasui T. Rare case 
of immunoglobulin G4-related disease arising in 
gonadal glands with long-term remission without 
steroid treatment: Discussion and literature review. 
IJU Case Rep. 4:188-191, 2021.  

8. Naiki-Ito A. [The roles of gap junctional 
intercellular communication in non-alcoholic 
steatohepatitis (NASH) and liver fibrosis]. Nihon 
Yakurigaku Zasshi. 156:152-156, 2021.  

9. Tasaki Y, Suzuki M, Katsushima K, Shinjo K, Iijima 
K, Murofushi Y, Naiki-Ito A, Hayashi K, Qiu C, 
Takahashi A, Tanaka Y, Kawaguchi T, Sugawara M, 
Kataoka T, Naito M, Miyata K, Kataoka K, Noda T, 
Gao W, Kataoka H, Takahashi S, Kimura K, Kondo 
Y. Cancer-Specific Targeting of Taurine-Upregulated 
Gene 1 Enhances the Effects of Chemotherapy in 
Pancreatic Cancer. Cancer Res. 81:1654-1666, 2021.  

10. Kato H, Naiki-Ito A (Corresponding), Suzuki S, 
Inaguma S, Komura M, Nakao K, Naiki T, Kachi K, 
Kato A, Matsuo Y, Takahashi S. DPYD, down-
regulated by the potentially chemopreventive agent 
luteolin, interacts with STAT3 in pancreatic cancer. 
Carcinogenesis. 42:940-950, 2021. 

11. Nagano-Matsuo A, Inoue S, Koshino A, Ota A, 
Nakao K, Komura M, Kato H, Naiki-Ito A, 
Watanabe K, Nagayasu Y, Hosokawa Y, Takiguchi S, 
Kasugai K, Kasai K, Inaguma S, Takahashi S. PBK 
expression predicts favorable survival in colorectal 
cancer patients. Virchows Arch. 479:277-284, 2021. 

12. Suzuki S, Cohen SM, Arnold LL, Pennington KL, Gi 
M, Kato H, Naiki T, Naiki-Ito A, Wanibuchi H, 
Takahashi S. Cell proliferation of rat bladder 
urothelium induced by nicotine is suppressed by the 
NADPH oxidase inhibitor, apocynin. Toxicol Lett. 
336:32-38, 2021. 

 

2．学会発表 

1. 内⽊綾、加藤寛之、⼩村理⾏、稲熊真悟、⾼橋
智. ⾮アルコール性脂肪肝炎および肝線維化に
対する紫⽶抽出物の抑制効果、第110回⽇本病理
学会（2021年4⽉、東京都新宿区／ハイブリッド
開催） 

2. 加藤寛之、内木綾．STAT3-DPYD 経路を介した

Luteolin の膵癌化学予防効果の検討．日本食品

化学学会第27回総会・学術大会（2021年6月、

Web開催） 

3. Aya Naiki-Ito, Ranchana Yeewa, Hiroyuki Kato, 
Teera Chewonarin, Satoru Takahashi. 
Chemopreventive effect of purple rice extract on rat 
non-alcoholic steatohepatitis and 
hepatocarcinogenesis, 第80回⽇本癌学会学術総会
（2021年10⽉、横浜／ハイブリッド開催） 
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4. 内⽊綾、加藤寛之、⼩村理⾏、⾼橋智. ラット
⾮アルコール性脂肪肝炎に対する紫⽶抽出物の
化学予防効果、第38回⽇本毒性病理学会（2022
年1⽉、神⼾／ハイブリッド開催） 

5. Sheema Asraful Nahar, Aya Naiki-Ito, Hiroyuki 
Kato, Masayuki Komura, Hiroyuki Tsuda, Satoru 
Takahashi. Evaluation of lung and mesothelial 
carcinogenicity of single-walled carbon nanotube 
compared with MWCNT-7 and MWCNT-N、第38
回⽇本毒性病理学会（2022年1⽉、神⼾／ハイブ
リッド開催） 

6. 内⽊綾．⾮アルコール性脂肪肝炎・肝線維症に
対する細胞間コミュニケーションの役割と予防
剤の探索．第99回⽇本⽣理学会⼤会シンポジウ
ム（2022年3⽉、仙台／ハイブリッド開催） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ｈ．知的所有権の取得状況 
１．特許取得 
 該当なし。 
２．実用新案登録 
該当なし。 
３．その他 
該当なし。 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

令和 3年度 分担研究報告書 

 

ナノマテリアルの物理化学的性状を考慮した肺、胸腔及び全身臓器における 

有害性の評価ならびに新規 in vitro 予測手法の開発に関する研究（20KD1003） 

 

分担研究課題名：次世代シーケンサー（NGS）によるゲノム変異解析 

 

研究分担者  戸塚 ゆ加里  日本大学薬学部 教授

Ａ．研究目的 

 生活環境には様々な化学物質が存在し、経気道的

に体内に取り込まれる物質は多い。カーボンナノチ

ューブ（CNT）は難分解性であり、体内蓄積による

持続的生体反応が誘発される。そのため、吸入曝露

による実用的な健康影響評価手法を開発すること

は極めて重要である。 

健康影響評価の一つのエンドポイントとして、遺伝

毒性は有用な指標となることが知られている。近年、

次世代シークエンサー(NGS)によるノンバイアスか

つグローバルなゲノム変異解析が進み、環境要因の

暴露に固有の体細胞変異のパターン（変異シグネチ

ャー）が存在することが明らかになってきた。さら

に、この変異シグネチャー情報を用いることで、化

学物質が誘発する毒性の Adverse Outcome Pathway 

(AOP)を得ることも可能であることが示されている。 

本研究の目的は複数種類の CNT による遺伝毒性を

NGS により解析し、変異シグネチャーの同定とその

情報を用いて各種 CNT安全性の新規手法を構築し、

OECD TGに提案できる評価法を開発するものである。 

 

Ｂ．研究方法 

 MWCNT を SD ラットに経気管肺内噴霧(TIPS)投与

を実施し、発生した中皮腫瘍サンプルを用いて

MWCNT に由来する変異シグネチャーの同定を試み

る。ラットに MWCNT を TIPS投与し誘発した中皮腫

の FFPEサンプルから腫瘍部分を削り取り、ゲノム

DNA を truXTRAC FFPE DNA microTUBE Kit 

(Covaris)を用いて抽出する。同一個体から非腫瘍

部に相当する箇所も削り出し、同様にゲノム DNAを

抽出する。抽出したゲノムDNA を次世代シークエン

サー（NovaSeq）で全ゲノム解析を行い、腫瘍に検

出される体細胞変異の解析を行う。得られたデータ

を NMF (Nonnegative Matrix. Factorization; 非 

負 値 行 列 因 子 分 解）にて解析し、変異シグ

ネチャーの抽出を行う。 

 

（倫理面の配慮） 

 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。 

研究要旨 
 生活環境には様々な化学物質が存在し、経気道的に体内に取り込まれる物質は多い。カーボンナノチューブ

（CNT）は難分解性であり、体内蓄積による持続的生体反応が誘発される。そのため、吸入曝露による実用的な

健康影響評価手法を開発することは極めて重要である。健康影響評価の一つのエンドポイントとして、遺伝毒

性は有用な指標となることが知られている。近年、次世代シークエンサー(NGS)によるノンバイアスかつグロ

ーバルなゲノム変異解析が進み、環境要因の曝露に固有の体細胞変異のパターン（変異シグネチャー）が存在

することが明らかになってきた。さらに、この変異シグネチャー情報を用いることで、化学物質が誘発する毒

性の Adverse Outcome Pathway (AOP)を得ることも可能であることが示されている。昨年度はまず、MWCNT関

連の既存腫瘍サンプル（FFPE）を用い、NGS による体細胞変異解析を実施することとした。MWCNT を TIPS投与

したラット肺の腫瘍および正常部分より Covaris 社のキットである truXTRAC FFPE DNA microTUBE Kit を用

いて DNA の抽出を試みたが、NGS 解析が可能な、状態の良いゲノム DNA の抽出に至らなかった。今年度はホル

マリンによる固定時間の短い CNT 誘発ラット中皮腫の FFPEサンプルを用い、上記方法で DNA の抽出を行った。

その結果、問題なく NGS 解析が行えたため、サンプル数を増やして DNA を抽出した。現在、NGS による全ゲノ

ム解析を行っている。本研究の結果、MWCNT に固有のシグネチャーが同定できた場合には、ヒト中皮腫のシグ

ネチャーとの類似性などについて検討し、これら新規マテリアルがヒト発がんに寄与するのかどうかについて

検討を行う。また、次年度以降では MWCNT 曝露動物の非腫瘍部分を用いた変異シグネチャーの解析も予定して

おり、得られるデータは発がんメカニズム解明やリスク評価などに有用な情報となると思われる。 
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Ｃ．研究結果 

 ラットに MWCNT を TIPS投与し誘発した中皮腫の

FFPE サンプル 2 検体から腫瘍／非腫瘍部分を削り

取り、ゲノム DNA を truXTRAC FFPE DNA microTUBE 

Kit (Covaris)を用いて抽出した。ゲノム DNA の QC

を行ったところ、ゲノム分解度の客観的評価（DIN）

値は依然として低く、DNA が分解していることがわ

かったが、昨年度のサンプルよりかは DIN値が高く

（図 1）、サンプルの平均長も 566-988bp と断片長

を保てていた（図 2）。これらのサンプルよりライ

ブラリを調製し、NGS による全ゲノムシークエンス

を行ったところ、問題なく解析が行われていること

を確認できた。 

図 1 

図2 

この結果を受け、残りのサンプル 3例（腫瘍／非腫

瘍部）のゲノム DNA抽出を上記と同じ方法で行い、

ライブラリを調製した（図 3,4）。 

図 3 

 

 

図 4 

現在、3例についての NGS による全ゲノム解析を行

っている。全サンプルの解析が終了し次第、変異検

出および変異シグネチャーの同定を試みる予定で

ある。 

 

Ｄ．考察 

 昨年度、MWCNT 関連の既存腫瘍サンプル（FFPE）

を用い、ゲノムDNAを抽出し、NGS解析を行ったが、

DNA の分解・切断が進んでおり、解析データを得る

に至らなかった。これはホルマリン固定による影響

であったと考えられたため、今回、ホルマリンの固

定時間の短いサンプルを用いたところ、DIN値の上

昇が見られ、NGS 解析可能なゲノム DNA を得ること

ができた。現在、残りのサンプルのゲノム DNA の抽

出、ライブラリ調製が終了し、NGS解析を行ってい

る。 

MWCNT を曝露させたラット中皮腫の NGS 解析によ

り、MWCNT に由来する変異シグネチャーが同定する

ことができたら、アスベスト曝露の症例を含む 99

例のヒト中皮腫のデータ（Bueno R., et al. Nat. 

Genet. 2016）と比較する予定である。本研究で用

いている MWCNT はアスベストと形状が類似してお

り、MWCNT 固有の変異シグネチャーが同定できた場

合、ヒト中皮腫のシグネチャーとの類似性などにつ

いて検討し、これら新規マテリアルがヒト発がんに

寄与するか否かについて検討を行うことができる

と考える。また、次年度以降では、MWCNT曝露動物

の非腫瘍部分を用いた変異シグネチャーの解析も

行い、得られるデータは発がんメカニズム解明やリ

スク評価などに有用な情報となると思われる。 

 

Ｅ．結論 

 昨年度に引き続き、MWCNT関連の既存腫瘍サンプ

ル（FFPE）を用い、NGS による体細胞変異解析を実

施することとした。MWCNT を TIPS 投与したラット

胸膜の腫瘍および正常部分の既存サンプルより、ホ

ルマリン固定時間の短いサンプルを選び、Covaris 

社のキットである truXTRAC FFPE DNA microTUBE 

Kit を用いて、ゲノム DNA を抽出したところ、DIN

値の改善が見られたことから、次世代シークエンサ
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ー解析を行い、問題なく解析が行われたことが確認

できた。現在、残りのサンプルのゲノム DNA の抽出

が終了し、NGS 解析を行っている。 

本研究の結果、MWCNT に固有のシグネチャーが同定

できた場合には、ヒト中皮腫のシグネチャーとの類

似性などについて検討し、これら新規マテリアルが

ヒト発がんに寄与するのかどうかについて検討を

行う。また、次年度以降では MWCNT曝露動物の非腫

瘍部分を用いた変異シグネチャーの解析も予定し

ており、得られるデータは発がんメカニズム解明や

リスク評価などに有用な情報となると思われる。 

 

Ｆ．研究発表 

1. 論文発表 

1. Narita T, Tsunematsu Y, Miyoshi N, Komiya M, 
Hamoya T, Fujii G, Yoshikawa Y, Sato M, 
Kawanishi M, Sugimura H, Iwashita Y, Totsuka 
Y, Terasaki M, Watanabe K, Wakabayashi K, 
Mutoh M. Induction of DNA Damage in Mouse 
Colorectum by Administration of Colibactin-
producing Escherichia coli, Isolated from a Patient 
with Colorectal Cancer. In Vivo. Mar-Apr;36(2): 
628-634, 2022. 

2. Komiya M, Ishigamori R, Naruse M, Ochiai M, 
Miyoshi N, Imai T, Totsuka Y. Establishment of 
novel genotoxicity assay system using murine 
normal epithelial tissue-derived organoids. Front 
Genet. 18:768781, 2021. 

3. Takahashi M, Hamoya T, Narita T, Fujii G, 
Totsuka Y, Hagio M, Tashiro K, Komiya M, 
Mutoh M. Complex Modulating Effects of Dietary 
Calcium Intake on Obese Mice. In Vivo. 35:2107-
2114, 2021. 

4. Kobayashi T, Toyoda T, Tajima Y, Kishimoto S, 
Tsunematsu Y, Sato M, Matsushita K, Yamada T, 
Shimamura Y, Masuda S, Ochiai M, Ogawa K, 
Watanabe K, Takamura-Enya T, Totsuka Y, 
Wakabayashi K, Miyoshi N. o-Anisidine Dimer, 2-
Methoxy-N4-(2-methoxyphenyl) Benzene-1,4-
diamine, in Rat Urine Associated with Urinary 
bladder Carcinogenesis. Chem Res Toxicol. 
34:912-919, 2021. 

5. Totsuka Y, Watanabe M, Lin Y. New horizons of 
DNA adductome for exploring environmental 
causes of cancer. Cancer Sci. 112, 7-15, 2021. 

 

 

 

2. 学会発表 

1. 戸塚ゆ加里 質量分析機器を用いたDNA付
加体の網羅的解析手法（DNAアダクトーム）

の現状と将来展望 第81回分析化学討論会

（2021年5月 Web開催） 
2. 戸塚ゆ加里 DNA付加体の網羅的解析手法

（DNAアダクトーム）の現状と将来展望 

第144回日本薬理学会関東支部会（2021年6
月 Web開催） 

3. 戸 塚 ゆ 加 里  Comprehensive analyses of 
genome and DNA adducts elucidate association 
between environmental factors and human 
cancer development 第80回日本癌学会学術

総会（2021年10月、横浜/ハイブリッド開催） 
4. 戸塚ゆ加里 生体を模倣したin vitro遺伝毒

性評価 第50回環境変異原学会（2021年11
月、横須賀） 

5. 戸塚ゆ加里 ゲノムおよびDNA付加体の網

羅的解析により環境因子とがん発生との関

連を解明する 第95回日本薬理学会（2022年
3月、福岡） 

6. 戸塚ゆ加里 ナノマテリアルに特化した新

規in vitro生体模倣評価系の開発 日本薬学

会第142年会（2022年3月、Web開催） 

 

Ｇ.知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得 

 該当なし。 

２．実用新案登録 

 該当なし。 

３．その他 

 該当なし。 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

令和 3年度 分担研究報告書 

 

ナノマテリアルの物理化学的性状を考慮した肺、胸腔及び全身臓器における 

有害性の評価ならびに新規 in vitro 予測手法の開発に関する研究（20KD1003） 

 

分担研究課題名：カーボンナノチューブおよびフラーレンウィスカーによる肺内酸化ストレス解析 

 

研究分担者  梯 アンナ  大阪市立大学大学院医学研究科分子病理学 講師

Ａ．研究目的 

 ナノマテリアルにはリスクと利益が存在し、そのリ

スクの程度を知ることが重要である。そのためには、

毒性を検出する必要があり、吸入暴露試験の代替法は、

検査に役立つと思われる。将来、ナノマテリアルの発

がん性、特に CNT の発がん性が証明される場合、リス

ク評価の研究が必要となる。本実験では F344 ラット

を用いてin vivo系の実験ではナノマテリアルの発が

ん性メカニズムについて検討し、肺において発がんに

関与する因子および発がん性機序を解明することを

目的とした。 

 

Ｂ．研究方法 

 実験１．F344 雄性ラット 200 匹を用いて実験開始

時より Fullerene （FL）、Fullerene whisker (FLW)、 

MWCNT-7、MWCNT-N を 0.25 および 0.5 mg/rat の濃度

で TIPS法を用いて 8 回投与を行った。ラット肺にお

ける免疫染色法および Elisa 法を用いて、8-OHdG 形

成レベルの変化を調べた。 

 実験 2．F344 雄性ラット 320 匹を用いて実験開始時

より、 MWCNT-7、MWCNT-N および SWCNT を 0.5 mg/rat

の濃度で TIPS 法を用いて 8 回投与した。投与開始 4

週間および 13週間後にラット肺における免疫組織学

的解析を用いて DNA8-OHdG 形成レベルの変化を検討

した。 

１． ラット肺からの DNAの抽出 

 ラット左肺サンプル（300 mg）からの DNAの抽出

は、以前に報告されている方法を少し改良して行な

った。簡略に記載すると、核の DNAは、細胞内小器

官を溶かすために抗酸化剤 NaI 液を含む DNA 

Extractor WB kit （和光純薬工業㈱）を用いて抽出

した。 更に、細胞溶解の段階における自己酸化を

防止するため、deferoxamine mesylate （Sigma 

Chemical, St. Louis, MO, USA）を細胞溶解剤に添

加した。DNAは、nuclease P1（ヤマサ醤油㈱、千葉）

とアルカリフォスファターゼ （Sigma Chemical, St. 

Louis, MO, USA）によりデオキシヌクレオチドに断

片化し、8-OHdG 形成レベルは ELISA法により測定し

た。 

 

２． 8-OHdG 形成の測定（ELISA法） 

 左肺から抽出した DNA サンプルにおける高感度

8-OHdG Check ELISA キット （日研ザイル株式会

社 日本老化制御研究所、静岡、日本）を用いて

メーカーの説明に従って 8-OHdG 形成レベルを測

定した。 

 

 

研究要旨 
 本研究ではナノマテリアルの肺発がん性メカニズムについて検討し、肺発がんに関予する因子および発がん

性機序を解明することを目的としている。実験１では F344 雄性ラット 200 匹を用いて実験開始時より

Fullerene （FL）、Fullerene whisker (FLW)、 MWCNT-7、MWCNT-N を 0.25 および 0.5 mg/rat の濃度で TIPS

法を用いて投与し、投与開始104週間後にDNAの酸化的損傷マーカー、8-hydroxy-2’-deoxyguanosine（8-OHdG）

形成レベルを調べた。実験２では F344 雄性ラット 320 匹を用いて MWCNT-7、MWCNT-N および SWCNT を 0.25 お

よび 0.5 mg/rat の濃度で TIPS法を用いて投与し、実験開始 4および 13週間後に 8-OHdG 形成レベルを測定し

た。実験１ではラット肺における免疫染色を用いた解析では MWCNT-7 および MWCNT-N 投与したラット肺の肺胞

上皮細胞、過形成および気管支において 8-OHdG 形成レベルの有意な上昇が認められた。肺の凍結サンプルを

用いた ELISA法解析では 8-OHdG 形成レベルは MWCNT-N の高用量群でのみ、有意に誘導されていた。実験２で

は肺胞上皮細胞において MWCNT-7および MWCNT-Nを 4週間および 13週間投与後では 8-OHdG形成レベルの有意

な上昇が本研究認められたが、SWCNT投与群では有意な変化を見られなかった。したがって、F344 ラット肺に

おいて MWCNT-7 および MWCNT-N 投与群において核 DNA 8-OHdG 形成レベルの強い増加が認められ、その二つの

CNT において発がん性が見られたことから、その発がん機序に酸化的ストレスや 8-OHdG 形成の誘導が関与して

いると考えられる。SWCNT が強い酸化的 DNA損傷を誘導されないことが明らかになった。 
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３． 免疫組織化学的 8-OHdG検査 

 実験１では右肺は 4％緩衝パラホルムアルデ

ヒドで固定し、免疫染色 ABC 法を用いて 8-OHdG

の形成レベルを解析した。肺のパラフィンブロ

ックを 3 µm に薄切した。切片は内因性ペルオキ

シダーゼをブロックするため 0.3%水素水で処理

した。馬血清で背景染色をブロッキング処理後、

切片は抗 8-OHdGマウスモノクローナル抗体 

（1:100、日本老化制御研究所製、静岡、日本）

をかけて 4℃で一晩反応させた。免疫染色キット

（VECTASTAIN Elite ABC kit、Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, USA）を用いて

2次抗体以降を行い、DAB 

(3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride; 

Dojindo Laboratories, 株式会社, 熊本，日本）

およびヘマトキシリンによる対比染色を実施し

た。 

 実験 2 では右肺はﾌﾞｱﾝ（Bouin’s solution）

で固定し実験１と同様な免疫染色方法を用いて

8-OHdG 形成レベを検討した。切片は抗 8-OHdG

マウスモノクローナル抗体 （1:500、日本老化

制御研究所製、静岡、日本）をかけて 4℃で一晩

反応させた。 

 

４． p62, COX2, GRP78, P-p38および P-PERK免

疫組織化学的検討 

 ラット肺4％緩衝パラホルムアルデヒド固定パ

ラフィン包埋切片について、ABC法による免疫組織

化学染色を実施した。マイクロウェーブ照射によ

る抗原賦活化（クエン酸バッファー pH 6）および

3%過酸化水素水による内因性ペルオキシダーゼの

不活化を行った。一次抗体として、anti-p62

（SQSTM1）（1:300, PM045, MBL, 東京, 日本）；

anti-GRP78 （ 78-kDa glucose-regulated 

protein,1:250, ab21685, Abcam, 東京, 日本）; 

anti-p38 （phosphor T180+Y182,1:100, ab4822, 

Abcam, 東京 , 日本 ); anti-COX2（ 1:200, aa 

584-598,No.160126, Cayman Chemical, MI, USA）; 

anti-PERK （phosphor T982）（protein kinase R 

（ PKR ） -like endoplasmic reticulum 

kinase)(1:100, ab192559, Abcam, 東 京 , 日

本)rabbit polyclonal抗体を用い、4℃にて一晩反

応させた。 

 

５． 統計処理―試験実施施設 

 対照群と各投与群との間の統計学的な有意差検定

を行い、危険率 5% （P<0.05)又は 1%（P<0.01）のレ

ベルで判定した。統計学的解析は、8-OHdG 形成レベ

ル平均値の差について、5%有意水準で Bartlett 法に

よる等分散検定を行い、等分散の場合は、パラメトリ

ックの Dunnett 法による両側検定を、不等分散の場合

は、ノンパラメトリックの Bartlett’s 法による両側

検定を行った。 

 

Ｃ．研究結果 

1．実験１ 

1－1．ラット肺における8-OHdG形成（ELISA法で測

定） 

 DNA中における 8-OHdG形成の分析結果を 図１

に示した。ラット肺より抽出した DNAにおける

8-OHdGは、0.5 mg/rat MWCNT-N群においてのみ、

対照群値と比較して統計学的に有意な増加がみら

れた。他のナノマテリアルの投与群では 8-OHdG 形

成の上昇が見られなかった。 
 

図1．ラット肺DNAの8-OHdG形成レベルの変更（EL

ISA法） 

 

1－2．ラット肺における8-OHdG形成レベル（免疫染

色） 

 免疫染色を用いた解析結果を図2および3に示す。 

 0.25および0.5 mg/rat MWCNT-7およびMWCNT-Nを投

与したラットの肺胞および気管支上皮細胞において、

8-OHdG陽性細胞数の有意な増加が見られた。 

 FL 0.25および0.5 mg/rat投与群では8-OHdG陽性細

胞数は対照群値と同等であった。FLW 0.25および

0.5 mg/rat投与群では8-OHdG陽性細胞数の増加傾向

が見られた(図2，3)。 
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図 2．免疫染色で観察されたラット肺 8-OHdG 形成

レベルの上昇 

図 3．実験 1における 8-OHdG 免疫染色の代表的な

写真 

 

2. 実験２ 

2－1．ラット肺における8-OHdG形成レベル 

（免疫染色） 

 免疫染色を用いた解析結果を図4と図5に示す。0.5 

mg/rat MWCNT-7およびMWCNT-N投与群のラット肺胞お

よび気管支上皮細胞において、投与開始4週間および

13週間後の8-OHdG陽性細胞数の有意な上昇が認めら

れた(図4(A, B))。 

 SWCNT 0.5 mg/rat投与群では第 4週および第 13

週に 8-OHdG 陽性細胞が観察されたが、無処置群と

対処群に対して有意な増加は認められなかった。 

図 4．免疫染色で観察された CNT投与 4週間（A）

および 13週間後（B）ラット肺上皮細胞の 8-OHdG

形成レベル 

図 5．実験 2(4週間および 13週間投与後)におけ

る 8-OHdG 免疫染色の代表的な写真 
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 MWCNT-7 および MWCNT-N 0.5 mg/rat 投与群の

ラット 8-OHdG 陽性肺胞上皮細胞の数が上昇して

いた。また、肺に浸潤した多くのマクロファージ

(Mφ)(細胞質や核内)や好中球(核内)が 8-OHdG

陽性であった(図 5)。MWCNT-7 および MWCNT-N投

与後のラット肺に多くの 8-OHdG陽性の Mφが観

察された。しかし、SWCNT 投与群では 8-OHdG 陽

性の好中球が多く見られた。 

 

2－2．ラット肺におけるP-p38,p62, COX2, GRP78  

およびP-PERKの発現（免疫染色） 

 実験2 では0.5 mg/ratの量でMWCNT-7又はMWCNT-N

投与した群において、開始13週間後、上皮細胞におい

て酸化的ストレス・小胞体ストレスマーカー(p62)お

よび細胞増殖マーカー（リン酸化p38(P-p38)）の高発

現上昇が見られた (図６)。 

 MWCNT-7、MWCNT-NおよびSWCNT投与ラットの肺上

皮細胞、Mφおよび好中球においてCOX2(図6), GRP78

とP-PERKの高発現が観察された。 

図６．実験 2における肺砲上皮細胞における

8-OHdG, p62, P-p38および COX2 の免疫染色の代

表的な写真（13週間投与後） 

 

Ｄ．考察 

 DNAと ROS(活性酸素)の反応により形成される付

加体である 8-OHdGは、酸化的 DNA 損傷の良く知ら

れたマーカーであり、多くの実験モデルにおいて発

がん性に関与していることが知られている。 

8-OHdG は、突然変異、特に G から T への塩基置換

の原因となっている。組織中における実際の

8-OHdGレベルは、ROSの産生とその修復の比率の変

化により決定される。 

 実験１では、0.25 および 0.5 mg/rat の量で

MWCNT-7又は MWCNT-N を投与した群では、投与 104

週間後に肺腺がんの有意な発生が認められており、

肺胞および気管支上皮 DNA中における 8-OHdG蓄積

に関連していると考えられる。 

 また、実験 2 では 0.5 mg/rat の量で MWCNT-7又

は MWCNT-N 投与した群において、開始 4 および 13

週間後の 8-OHdG陽性肺胞上皮細胞が増加するとと

もに、多くの 8-OHdG陽性 Mφ数の上昇が認められ

たことから、肺胞上皮細胞における酸化的ストレス

の産生と DNA 損傷は、Mφの増加による ROS放出の

誘導と関連していることが考えられる。 

 SWCNT 投与群では有意な 8-OHdG 陽性肺胞上皮細

胞の数を認められなかったことから、SWCNT が強い

酸化的 DNA 損傷が引き起こさないと考えられた。肺

胞上皮細胞における酸化的ストレスの産生と DNA

損傷（8-OHdG）は、Mφの増加による ROS放出の誘

導と関連していることが考えられる。 

 実験２で観察されたMWCNT-7又はMWCNT-Nおよび

SWCNT 投与のラット肺上皮細胞の酸化的ストレ

ス・小胞体ストレスマーカー(p62)および細胞増殖

マーカー（リン酸化 p38(P-p38)）の発現が 8-OHdG

形成レベルの変化と相関していることが認められ、

MWCNT-7およびMWCNT-N投与群では高い発現が観察

された。COX2 の発現が全 CNT 投与群において上昇

していた。 

 

Ｅ．結論 

 F344ラットの肺においてMWCNT-7 およびMWCNT-N

投与群では肺胞上皮および気管支細胞の核 DNA 

8-OHdG 形成レベルの強い上昇が認められた。しかし、

SWCNT 投与群では有意な上昇が認められなかった。

MWCNT-7 およびMWCNT-N投与 104週間後に発がん性

が見られたことから、その発がん機序に酸化的スト

レスや 8-OHdG 形成の誘導が関与していると考えら

れる。 
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Ａ.研究目的 

 ２層以上の多層壁カーボンナノチューブ（MWVNT）

は、肺または胸膜中皮に発がん性のあることを明

らかにしてきた。それらは肺内では異物として体

内に残留するが代謝分解はされない。一方、ニトロ

サミン類のような化学発癌物質は生体内で代謝活

性化されて最終的に DNA 障害をもたらす。MWCNT の

発がんリスク評価をについて両者の発がんにおけ

る遺伝子発現差異を明らかにして、MWCNT の発がん

の分子機序を明らかにする。 

 

Ｂ.研究方法 

 F344 雄ラットに剛質線維（Rigid fiber）型の

MWCNT-N（肺と胸膜中皮に発癌性あり）と綿菓子線

維（Tangled fiber）型の MWCNT-B（肺に発癌性あ

り）を１回/週にて総投与量 1.5mg/ラットを投与

し、肺発がん機序についての比較対照として既知

の発癌物質 N-bis(2-hydroxypropyl)nitrosamine 

(DHPN)を 4000mgh/kg およびタバコ煙発癌物質 4-

(metyl-nitrosamin)-1-(3-pyridyl)-1-butanone 

(NNK)を 200mg/kg となるように１回/週にて４週

間（計４回）投与した。これらの処置による肺発

がんについて RNA マイクロアレイ発現解析、病理

所見に関連する遺伝子変化、とくに腫瘍病変にお

ける標的シグネチャーを詳細に解析する。結果は

国際的に通用する Adverse Outcome Pathway(AOP)

を構築し、 OECD ナノマテテリアル作業グループ

（WPMN）に提案できる評価法開発に資するデータ

の提示をめざす。 

 

（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「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、当該法令の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行わない。 

研究要旨 
 15層以上の多層壁カーボンナノチューブ（MWVNT）およびチタン酸カリウム線維には肺または胸膜中皮

に発がん性のあることを明らかにしてきた。それらは肺内では異物として体内に残留するが代謝分解は

されない。一方、ニトロサミン類のような化学発癌物質は生体内で代謝活性化されて最終的に DNA障害を

もたらす。MWCNT の発がんリスク評価をについて両者の発がんにおける遺伝子発現差異を明らかにする。

方法は F344雄ラットに剛質線維型（Rigid fibrous）の MWCNT-N（肺・胸膜中皮に発癌性あり）ともつれ

線維型（Tangled）の MWCNT-B（肺発癌性あり）を１回/週にて総投与量 1.5mg/ラットを投与し、肺発がん

機序についての比較対照として既知の発癌物質 N-bis(2-hydroxypropyl)nitrosamine (DHPN)を

4000mgh/kg およびタバコ煙発癌物質 4-(metyl-nitrosamin)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK)を

200mg/kg となるように１回/週にて４週間（計４回）投与した。これらの処置による肺発がんについて 
RNA マイクロアレイ発現解析、病理所見に関連する遺伝子変化、とくに腫瘍病変における標的シグネチ

ャーを詳細に解析する。結果は国際的に通用する Adverse Outcome Pathway(AOP)を構築し、 OECD ナ

ノマテテリアル作業グループ（WPMN）に提案できる評価法の開発に資するデータの提示をめざす。投

与終了後無処置にて１７ヶ月経過中で、DHPN 投与群の肺胞上皮がんの発生が得られ、現在腫瘍における

マイクロアレイ解析および DNAシグネチャー解析を実施中である。 
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実験デザイン図 

 

Ｃ.研究結果 

 現在 52 週を経過した状態で DHPN群において衰

弱屠殺ラットより肺腫瘍が得られていてシグネチ

ャーを詳細に解析中にある。ほかの発癌物質投与

群ついては解析に適する肺腫瘍はまだ得られてい

ない。来年度中に腫瘍発生が得られる予定である。

また、非腫瘍部について病理組織学的ならびに増

殖並びに発がん関連遺伝子等についてマイクロア

レイ解析を進めつつある。 

 

Ｄ.考察 

まだ結果が得られていない。 
 

Ｅ.結論 

まだ結果が得られていない。 
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