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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

研究要旨 
 化学物質のナノサイズ化により、機能や特性が飛躍的に向上することから、ナノマテリアル(NM)の新素材と

しての使用や生産が増大する一方で、吸入暴露による毒性影響が懸念される。カーボンナノチューブ(CNT)の

ような不溶性繊維状 NMは、長期間体内に蓄積され持続的な炎症を誘発する。従って NMの吸入暴露による実用

的な健康影響評価手法の開発は極めて重要である。申請者らはこれまでに、大規模施設と高額費用を要する吸

入暴露試験を代替しうる NM の有害性試験法として、簡便な経気管肺内噴霧投与(TIPS)法を用いた試験デザイ

ンを開発し、吸入暴露試験で発がん性が見出された多層 CNT(MWCNT)-7 を含めた 4 種の MWCNT について、肺・

胸膜中皮における障害性と発がん性を明らかにした。さらに R2-5 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）においては、発がん性陽性 MWCNT では、活性化マクロファージ(Mφ)によるケモカイン、活

性酸素種(ROS)の産生と、肺胞上皮の増殖活性・酸化的 DNA 損傷の促進を投与後早期に検出し、CNT 毒性の

Adverse Outcome Pathway (AOP)と期待される。本研究では、TIPS 投与により発がん性が未知の単層 CNT（SWCNT）

の肺・胸腔中皮発がん性の有無を明らかにし、発がん性の有無や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 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する。 

肺発がん陽性対照である多層 CNTs (MWCNT-7、MWCNT-N)と、SWCNT の TIPS 投与(0.1または 0,5 mg/rat)によ

る肺腫瘍性病変と増殖、酸化的 DNA 損傷について、亜急性 (4 週)、亜慢性 (13週)、慢性（52 週）、発がん（104

週）期のサンプルを解析した。さらに、発がん性陽性（MWCNT-B, DWCNT）、陰性（CNH）を被験 CNT として追加

し、亜急性期の遺伝子変化と発がん性の関連について、RNA シーケンシング (RNA-seq)で解析した。未知であ

る CNT による体細胞変異のパターン（変異シグネチャー）を明らかにするために、MWCNT または DHPN 暴露のラ

ット中皮腫/肺腫瘍 15サンプルからゲノム DNAを抽出し、NGS解析による WGS解析を行った。 

その結果、MWCNTs、SWCNT により、投与 4 週後から肺胞上皮の増殖（Ki67）、炎症関連 DNA 損傷

(8-nitrosoguanosine, 8-NG）マーカー、Ccl 種の mRNA 発現は有意に増加した。104 週における肺胞上皮腺

癌の発生は、MWCNT-N、SWCNT、MWCNT-7 群で観察された。胸膜中皮腫の発生は、MWCNTsで認めた。さらに亜急

性期の RNA-seq解析による発がん性陽性、陰性 CNT の比較では、発がん性陽性群において複数の炎症関連パス

ウェイが抽出された。NMF解析の結果から、検出された SNVの数は DHPN で 60,000〜160,000 程度、MWCNT-7で

は 250〜16,000 程度と、暴露した化学物質で大きく異なることがわかった。変異シグネチャー解析の結果から、

C:G to T:A 変異が顕著な２つの変異シグネチャー(Rat_SBS_A, Rat_SBS_B)といずれの変異パターンもまんべん

なく検出される Rat_SBS_C が同定された。全ての DHPNサンプルにおいて Rat_SBS_Aが 90%以上を占めているこ

とから、Rat_SBS_A が DHPN に由来するシグネチャーであると同定した。一方、MWCNT-7では、Rat_SBS_B 及び 

Rat_SBS_C がメジャーなシグネチャーであり、これら 2種の変異シグネチャーが MWCNT-7に由来することが示

唆された。Rat_SBS_B 及び Cは自然発生突然変異などのシグネチャーと比較的類似していたことから、MWCNT-7

の発がんメカニズムとして、宿主側の 2 次的反応などを介することが示唆された。また、MWCNT-7暴露におい

て比較的多くの SNV 数が観察された検体では、Rat_SBS_Bの寄与率が非常に高く、アスベスト暴露の症例を含

むヒト中皮腫データから抽出された変異シグネチャーの報告と類似したことから、MWCNT 暴露ラット発癌とヒ

ト中皮腫の発生メカニズムは類似していることが示唆された。 

以上より、増殖、酸化的 DNA 損傷やケモカイン発現などの毒性所見は CNT の AOPの Key Event (KE)と考えら

れ、発がん機序への関与と発がん性短期予測指標への応用の可能性が示唆された。また変異シグネチャー解析

では、化学発癌とは異なる CNT 特異的な変異シグネチャーが得られ、さらに Indel解析や変異のストランドバ

イアス、ゲノム構造異常などの解析を行うことで、in vitro 系開発にも応用しうる、発がん機序解明やリスク

評価などに有用な情報が追加できるものと考えられる。 
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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。

さらに R2-5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）においては、発がん性陽性 MWCNT で

は、活性化マクロファージ(Mφ)によるケモカイン、活

性酸素種(ROS)の産生と、肺胞上皮の増殖活性・酸化的

DNA 損傷の促進を投与後早期に検出し、CNT 毒性の

Adverse Outcome Pathway (AOP)として期待される。 

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 AOP を得ることも可能であることが示さ

れている。本研究では、TIPS 投与により発がん性が未

知の単層 CNT（SWCNT）の肺・胸腔中皮発がん性の有無

を明らかにし、発がん性の有無や程度を規定する毒性

機序を詳細に解明する。それにより、これまでに得ら

れた CNT の AOPの高精度化や新規 AOPの樹立を試み、

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する。 

本年度は、多層 CNTs (MWCNT-7, MWCNT-N)と SWCNT

の TIPS 投与後、発がん期（104 週）における肺と胸膜

中皮の発がん性について解析し、亜急性期（4 週）にお

ける酸化的 DNA 損傷、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、化学発がんと比較する

ことにより、CNT 発がん特異的に寄与する責任因子を推

定する。これらにより 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

とを目標とし、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。1
2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（No
 treatment）およびPFポリマー液投与（対照、vehicle）
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
（1CNTにつき77匹設定：4週(10匹)、13週(7匹)、52週(1
0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、Mφ
局在 (抗CD68抗体、BIO-RAD)、増殖活性 (抗Ki67抗体、
Abcam)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、酸化的DNA損傷により蓄積される
8-OHdG、炎症関連DNA損傷マーカー8-nitrosoguanosine
（8-NG）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)、anti-8-NG rabbit 
polyclonal抗体（1:20,10µg/ml)、KMU-P01, Cosmo B
io Co. LTD）により定量解析をする（梯）。52週以降
では、肺及び胸膜中皮の腫瘍性病変についても定量解
析する。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種やTnf-α等の
炎症性サイトカイン発現を定量する（内木）。また凍
結肺からはRIPA buffer（1×）でタンパク抽出し、Bra
dford法を用いて濃度を測定する。40μgのタンパク質
サンプルをアクリルアミドゲルに電気泳動し、ウエス
タンブロット解析を行う。一次抗体には、以下に記載
した抗体を記載した希釈濃度で使用する。Rabbit anti
-Nrf2 phospho S40 (SAB5701902, Sigma-Aldrich, 1:
1000); rabbit anti-p62 (1:1000, ab91526, Abcam);
 anti-iNOS/NOS mouse 抗体(1:2000, No. 610329, B
D Transduction Laboratories）。 
(2)In vivo 実験：TIPS投与によるCNT負荷試験と亜急

性期遺伝子変化の解析（津田、内木） 
 (1)In vivo試験と同様の方法で、発がん性陽性（MWC
NT-7, MWCNT-N, MWCNT-B, DWCNT）、陰性（CNH）、未知
(SWCNT)を被験CNTとしてTIPS投与し、4週後に肺組織を
採取、凍結保存し、NGSを用いたRNAシーケンシング (R
NA-seq)解析（マクロジェン）に用いる（内木）。CNT
により変化するトランスクリプトームについて、GO解
析、パスウェイ解析を行う。 
(3)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をF344ラットにTIPS投与し、発生した肺がん

及び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。同時に、肺がんの陽性

対 照 と し て ニ ト ロ ソ 化 合 物 で あ る DHPN 

(N-bis(2-hydroxypropyl)nitrosamine)を F344ラット

に皮下投与して作成した肺腫瘍についても解析を行な

う。MWCNT-7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。一方、F344ラ

ットにMWCNT-7またはDHPNを投与して得られた胸膜中

皮腫及び肺癌は凍結サンプルよりDNAを抽出し、同様に

全ゲノム解析を実施する。得られたデータから、

Mutect(Ver2), Strelka(Ver2)を用いて変異検出を行い、

SigProfilerExtractor (v.1.1.3)にて解析し、変異シ

グネチャーの抽出を行う（戸塚）。 
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(4)In vitro実験：Mφ細胞を用いたCNTによる毒性の解

析（内木） 

マウスMφ細胞（RAW264.7）に、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）を定量する（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、医動 23-047）、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 
 104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1.5±0.5g）と対照 (vehicle)
群（1.5±0.1g）で差は見られなかった。また、対照群
と比較して、MWCNT-7（低用量群1.5±0.1g）、MWCNT-N
（低用量群1.8±0.5g、高用量群1.9±0.1g）、SWCNT（低
用量群1.6±0.3g、高用量群2.4±0.7g、P<0.001）で増
加傾向を認め、SWCNT高用量群で有意に増加した。なお、
MWCNT-7高用量群では、52週剖検以降全例が中皮腫発生
で途中死亡したため、104週の解析は不能であった。 
(1)-2. CNT による肺有害性の解析 
 4、13、52週において、増殖活性と酸化的あるいは炎
症関連DNA損傷について定量解析を行った。比較のため
に4週、52週の結果とともに提示する。肺胞上皮細胞に
おけるKi67、8-OHdGおよび8-NG陽性細胞率は、対照群と
比較してMWCNT-7、MWCNT-N投与群において有意に上昇し
た。そのうち、Ki67および8-NGについては、SWCNTにお
いても有意に増加した（図1-3）。 

 
図1．CNT投与による肺胞上皮増殖活性の変化（Ki67免疫

染色）、***P < 0.001 vs Vehicle． 

 

 
図2. 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3. CNT投与による肺胞上皮炎症関連DNA損傷の変化
（8-NG免疫染色）、*P < 0.05、**P < 0.01 vs Vehicle． 
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(1)-3. CNTによる胸膜中皮有害性の解析 
52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。胸腔洗浄液中の総タン

パクおよびアルブミン値は、対照群と比較して、

MWCNT-7高用量群で上昇し、総タンパクにおいて有意な

変化を示した（図4）。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5）。 

 

 
 

図4．CNT投与による胸腔洗浄液中総タンパクとアルブミ

ン値の変化、*P < 0.05 vs Vehicle．  

 

 
 

図5．CNT投与による心膜中皮細胞増殖活性の変化（Ki67

免疫染色）、***P < 0.001 vs Vehicle 

 
(1)-4．肺および胸膜中皮における増殖性病変の定量 
104週における肺胞上皮過形成の発生頻度は、無処置

群（1/17匹）、対照群（3/18匹）、MWCNT-7低用量群（0/19

匹）、MWCNT-7高用量群（1/21匹）、MWCNT-N低用量群（7/18

匹）、MWCNT-N高用量群群（6/19匹）、SWCNT低用量群（3/18

匹）、SWCNT高用量群群（3/17匹）であった。肺胞上皮

腺腫の発生頻度は、無処置群（0/17匹）、対照群（0/18

匹）、MWCNT-7低用量群（0/19匹）、MWCNT-7高用量群（1/21

匹）、MWCNT-N低用量群（3/18匹）、MWCNT-N高用量群群

（3/19匹）、SWCNT低用量群（2/18匹）、SWCNT高用量群

群（0/17匹）であった。肺胞上皮腺癌の発生頻度は、無

処置群（0/17匹）、対照群（1/18匹）、MWCNT-7低用量

群（0/19匹）、MWCNT-7高用量群（1/21匹）、MWCNT-N 

低用量群（1/18匹）、MWCNT-N高用量群群（6/19匹、P<0.05）、

SWCNT低用量群（0/18匹）、SWCNT高用量群群（11/17匹、

P<0.001）で、MWCNT-NとSWCNTの高用量群で有意な上昇

を認めた。 

胸膜中皮腫の発生は、無処置群（0/17匹）、対照群（0/18

匹）、MWCNT-7低用量群（4/19匹）、MWCNT-7高用量群（20/21

匹、P<0.001）、MWCNT-N 低用量群（1/18匹）、MWCNT-N

高用量群群（8/19匹、P<0.001）、SWCNT低用量群（1/18

匹）、SWCNT高用量群群（1/17匹）で、MWCNT-7とMWCNT-N

の高用量群で有意な上昇を認めた。 

 

(1)-5．肺におけるサイトカインmRNA発現の定量 

4、13、52 週における肺のケモカインおよびサイトカ

イン mRNA 発現レベルを定量 RT-PCR により解析した。

いずれも同様の傾向で、4 週の結果を示す（図 6）。CNTs

投与による遺伝子発現の増加傾向は見られ、肺発がん

感受性の高いと考えられる MWCNT-N は、Ccl2、Ccl3、
Ccl9、Tnfαおよび Il-1βで有意に上昇した。SWCNT で

は Ccl2、Ccl3 で有意に上昇し、肺発がん性と相関を示

した。 

 
 

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 < 0.01、***P < 0.001 vs Vehicle. 

 

(1)-6．肺における遺伝子発現解析 

TIPS 投与後 4 週の肺凍結サンプルを用いた RNA-seq

解析により、CNT により変動する遺伝子群を解析した。

その結果、対照群と比較して MWCNTsで 2倍以上に有意

に上昇する遺伝子を 586 個、低下する遺伝子を 150 個

得た。有意な変化が見られるパスウェイとして、Mφ由

来のケモカイン、サイトカイン遺伝子、細胞周期関連

遺伝子群が検出された。また IPA を用いてシグナルパ

スウェイ解析を行った結果、MWCNT-7 および MWCNT-N

投与群のみにおいて、窒素および酸化ラジカルの産生、
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p38MAPK シグナルや Rac シグナルの活性化が予測され

た一方、SWCNT投与群では Mφによるフリーラジカルの

誘導および p38/Rac1の活性化が認められなかった。ま

た、SWCNT投与群ではオートファジーの活性化が予測さ

れた。 

(1)-7．肺におけるタンパク発現解析 

 TIPS 投与後 4 週におけるウエスタンブロット解析で

は、MWCNT-7, MWCNT-N および SWCNT投与群のラット

肺組織において p62 の発現が有意に上昇していた

（図 7）。また、P-Nrf2の発現は p62と同じ変化が示

された。さらに、4 週間投与後、全投与群において

iNOS/NOSの発現の増加傾向が認められた。 

 
図7．CNT投与による肺タンパク発現量の変化、4週（ウ

エスタンブロット）、*P < 0.05 vs Vehicle. 

 

(2) In vivo 実験：CNTによる亜急性期遺伝子変化の解

析 

TIPS 投与後 4 週の肺凍結サンプルを用いた RNA-seq

解析により、実験(1)より発がん性の違いをもつ CNT を

さらに追加し、変動遺伝子を解析した。その結果、発

がん陰性 CNT と比較して、陽性 CNTsで 2倍以上に有意

に上昇する遺伝子を 75 個、低下する遺伝子を 27 個得

た。有意な変化が見られるパスウェイとして、ケモカ

イン、サイトカイン遺伝子などの炎症関連因子が検出

された（図 8、9）。 

図 8．CNT投与による RNA シーケンシング解析、GO エン

リッチメント解析 (Biological Function)、4 週、***P < 

0.001 vs Negative. 

 

 
 

図9．CNT投与によるRNAシーケンシング解析、GOエンリ

ッチメント解析 (Molecular Function)、4週、***P < 

0.001 vs Negative. 

 

(3)In vivo 実験：NGSによるCNT誘発中皮腫の全ゲノム

解析 

ラットにMWCNT及びDHPNを投与し誘発した中皮腫/肺

がん15検体（MWCNT：9検体、DHPN:6検体）から抽出した

DNAよりライブラリを調製し、イルミナ社のNovaSeq6000

による全ゲノムシークエンス(150bp Paired End)を行っ

た。得られたゲノムデータを既存のラットゲノム配列

(rn6)にマップし、変異Caller (MuTect2およびStrelka)

により体細胞変異の検出を行った。その結果を表1に示

す。表1からわかるように、DHPNによる肺がんでは

MWCNT-7による中皮腫と比較して非常に多くの変異が

観察さ れ て い る こ と がわか った。 さ ら に 、

SigProfilerExtractorで解析した結果3種類の変異シグ

ネチャー（Rat_SBS_A〜C）が同定された（図10）。  こ

のうち、Rat_SBS_A 及びBはC:G to T:A変異が顕著な特

徴を持つ変異シグネチャーであった。また、各サンプル

における変異数と3種類の変異シグネチャー分布につい

て図11-1に示す。DHPNによる肺がんではMWCNT-7による

中皮腫と比較して非常に多くの変異が観察され、同定さ

れた変異シグネチャーの分布も、全てのDHPNサンプルに

おいてRat_SBS_A（黄緑色）が90%以上を占めていること

がわかった。一方、MWCNT-7ではサンプル毎のばらつき

が大きく、比較的多い変異数が観察されたサンプルでも

16,000程度であり、化学発がん物質であるDHPNと比較し

ても圧倒的に少ない変異数であることがわかった。また、

MWCNT-7では、9検体中7検体でRat_SBS_B（黄土色）が観

察され、そのうち4検体でRat_SBS_Bの占める割合が多く、

次いでRat_SBS_C（紫色）の占める割合が多いことがわ

かった（図11-2）。さらに、9検体中2検体では、Rat_SBS_C

のみが観察されていた。 
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表1．ラット肺がん及び中皮腫に検出された変異数． 

 

これら変異シグネチャーと既存の変異シグネチャー

（https://cancer.sanger.ac.uk/signatures/sbs/）と

の類似度について検討した結果を表2に示す。一般的に

Cosine similarityは0.85以上で類似していると考えら

れていることから、Rat_SBS_Aは、アルキル化剤投与に

よるシグネチャーと類似していることがわかった。一

方、Rat_SBS_B及びCは、Thiopurine chemotherapy,5-

メチルシトシンの脱アミノ化などによる自然発生突然

変異などのシグネチャーと比較的類似しているが、新

規の変異シグネチャーである可能性も示唆された。 

また、Rat_SBS_Bはヒト中皮腫で比較的寄与が高い変異

シグネチャーと類似することもわかった（Bueno et al, 

nat. genet. (2016)、図 12）。さらに、非常に多くの

SNV 数（15,000〜16,000）が観察された２検体では、こ

の Rat_SBS_B の寄与率が非常に高いが、変異数の少な

い検体では Rat_SBS_C の寄与率が高かった(図 11-2)。 
現在、MWCNT及び化学物質暴露による中皮腫及び肺が
んの追加解析を行いつつ、Indel解析や変異のストラン
ドバイアスなどの解析を行っている。 

 

 

 
図 10．MWCNT/DHPN 暴露により誘発した中皮腫/肺腫瘍

サンプルから同定された変異シグネチャー． 

図 11-1. サンプル毎の変異数と 3 種類の変異シグネチ

ャー分布． 

 

 
図 11-2. サンプル毎の 3 種類の変異シグネチャー分布

割合． 

 

 

 
表 2．ラット中皮腫より同定された変異シグネチャーと

既存の変異シグネチャーとの類似性及びその要因． 

 

 

 
図 12．ヒト中皮腫を含む肺がんで観察された変異シグ

ネチャー． 
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(4)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

存率を定量した。細胞生存率は各CNTs投与により有意

に低下した（図13）。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
似した発現パターンと発がん性との相関を示した（図

14）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図13．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14．CNT投与によるマウスMφ細胞（RAW264.7）のCcl2
発現の変化（定量RT-PCR）、**P < 0.01、***P < 0.001 vs 

Control． 

 

Ｄ．考察 

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り、2年

間発がん性試験により複数のMWCNTsの発がん性が明ら

かになってきた。このことからTIPS法による投与手法

と解析法を固定化することにより、得られた有害性指

標を健康影響評価法の迅速化に活用することが可能に

なると考えられる。すなわち、安定した投与、解析手

法により経時的に観察しCNTの有害性を正確に捉える

ことにより、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

異の抽出や毒性発現機構の解明が期待できる。 

今年度は、発がん性未知の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。

その結果、陽性対照のMWCNT-NおよびMWCNT-7に加えて、

SWCNTでは中皮に対する発がん性は陰性であったもの

の、肺発がん性陽性であることが新たに明らかになっ

た（非公開データ）。肺胞上皮および中皮における細

胞増殖活性とDNA損傷の増加がいずれの実験期間にお

いても検出され、増殖活性マーカー (Ki67)と炎症関連

DNA損傷マーカー (8-NG)の定量結果は、発がん性と相

関しており、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可能性が示唆された。遺伝子発

現レベルでは、TIPS投与後早期およびin vitro系にお

いてケモカイン、特にCcl種の発現変化が発がん性と相

関する可能性が明らかになってきており、CNTのAOPと

して重要かつ簡便なCNT有害性検出指標となりうるこ

とが示唆された。 
DNAとROSの反応により形成される付加体である8-OH
dG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。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
が、8-NG陽性細胞の上昇が見られたことから、SWCNTが
強い炎症を伴うDNAおよびRNAの8-NGが誘導することが
認められた。また、SWCNT投与群では肺上皮細胞におい
てiNOS/NOSの発現上昇が観察され、オートファジーの
誘導が予測できた。8-NGの形成がSWCNTの肺発がん性に
関用している可能性が考えられる。 
MWCNT または DHPN 暴露のラット中皮腫/肺腫瘍 15サ

ンプルからゲノム DNA を抽出し、NGS 解析による WGS

解析を行った。その結果、検出された SNVの数は DHPN

では 60,000〜160,000 程度であり、MWCNT-7では 250〜

16,000 程度と暴露した化学物質で大きく異なることが

わかった。また、変異シグネチャー解析の結果から、

C:G to T:A 変異が顕著な２つの変異シグネチャー

(Rat_SBS_A, Rat_SBS_B)といずれの変異パターンもま

んべんなく検出される Rat_SBS_C が同定された。全て

の DHPN サンプルにおいて Rat_SBS_A（黄緑色）が 90%

以上を占めていることから、Rat_SBS_A が DHPN に由来

するシグネチャーであると同定した。既存の変異シグ

ネチャーとの類似解析の結果、Rat_SBS_Aは、アルキル

化剤投与によるシグネチャーと類似していた。DHPN は

ニトロソ化合物であるが、既存のアルキル化剤と同様

に DNA のグアニン塩基にアルキル化付加体を形成し、

これが高頻度に G to A（相補鎖だとC to T）の変異を

導入していることが考えられる。一方、MWCNT-7 では、

９検体中７検体で Rat_SBS_B が観察され、そのうち４

検体で Rat_SBS_B の占める割合が多く、次いで

Rat_SBS_C（紫色）の占める割合が多いことがわかった。

さらに、9 検体中 2検体では、Rat_SBS_C のみが観察さ

れていた。このことから、これら２種の変異シグネチ

ャーが MWCNT-7 に由来することが示唆された。類似解

析の結果から、Rat_SBS_B 及び Cは自然発生突然変異な

どのシグネチャーと比較的類似していたことから、
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MWCNT-7 の発がん機序としては、DHPN のように直接的

に DNAに作用して変異を導入するというよりはむしろ、

MWCNT-7 暴露による宿主側の 2 次的な反応などを介し

ていることが示唆される。これまでの報告により、

MWCNT などのナノマテリアルによる変異誘発機序とし

ては、宿主の炎症反応などが惹起されることが要因と

されており、今回の変異シグネチャーの結果はそれを

サポートするようなデータであると考えられる。一方、

Rat_SBS_C の割合が高く観察された検体は凍結サンプ

ルから DNA を抽出したものであることから、組織の不

均一性が影響している可能性も示唆された。 

また、今回、比較的多くの SNV 数が観察された検体で

は、アスベスト暴露の症例を含む 99例のヒト中皮腫の

データから抽出された変異シグネチャーと類似する

Rat_SBS_Bの寄与率が非常に高かったことから、MWCNT

暴露により誘発した中皮腫とヒト中皮腫の発生機序は

類似していることが示唆された。現在のところ、これ

らシグネチャーは中皮腫に特徴的なものなのか、ある

いは、アスベストや MWCNT のような繊維状の物質の暴

露に特徴的なのかが不明であるが、さらに検体を追加

して解析することで、この点も明らかになると考えて

いる。現在、Indel 解析や変異のストランドバイアス、

ゲノム構造異常などの解析を行っている。得られるデ

ータは発がん機序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 

肺発がん陽性対照である多層 CNTs (MWCNT-7、

MWCNT-N)と、未知のSWCNTのTIPS投与(0.1または0,5 

mg/rat)による肺腫瘍性病変と増殖、酸化的DNA損傷に

ついて、亜急性 (4週)、亜慢性 (13週)、慢性（52週）、

発がん（104週）期のサンプルを解析した。さらに、発

がん性陽性（MWCNT-B, DWCNT）、陰性（CNH）を被験CNT

として追加し、亜急性期の遺伝子変化と発がん性の関

連について、RNA-seqで解析した。その結果、MWCNT-7、

MWCNT-Nに加えてSWCNTの肺発がん性が明らかになる一

方で、SWCNTによる中皮発がん性は認めなかった。TIPS

投与後早期に、肺胞上皮における増殖活性、炎症関連

DNA損傷レベルとケモカイン発現の上昇を認めたこと

から、CNTの発がん機序に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。In vitro試験では、

Mφにおける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、今後は引き続き肺オルガノイドを用いて同様の

解析をする。 

 MWCNTまたはDHPN暴露のラット中皮腫/肺腫瘍につい

て、NGS解析によるWGS解析を行った。その結果、検出

されたCNTによるSNVの数はDHPNと大きく異なることが

わかった。また、変異シグネチャー解析の結果から3つ

の 変 異 シ グ ネ チ ャ ー (Rat_SBS_A, Rat_SBS_B, 

Rat_SBS_C)が同定された。全てのDHPNサンプルにおい

てRat_SBS_A（黄緑色）が90%以上を占めていることか

ら、Rat_SBS_A がDHPNに由来するシグネチャーである

と同定した。一方、MWCNT-7では、Rat_SBS_B、次いで

Rat_SBS_C（紫色）の占める割合が多く、これら2種の

変異シグネチャーがMWCNT-7に由来することが示唆さ

れた。類似解析の結果から、Rat_SBS_B及びCは自然発

生突然変異などのシグネチャーと比較的類似していた

ことから、MWCNT-7の発がん機序としては、DHPNのよう

に直接的にDNAに作用して変異を導入するというより

はむしろ、MWCNT-7暴露による宿主側の2次的な反応な

どを介していることが示唆される。これまでの報告に

より、MWCNTなどのナノマテリアルによる変異誘発機序

としては、宿主の炎症反応などが惹起されることが要

因とされており、今回の変異シグネチャーの結果はそ

れをサポートするようなデータであると考えられる。

また、今回、比較的多くのSNV数が観察された検体では、

アスベスト暴露の症例を含む99例のヒト中皮腫のデー

タから抽出された変異シグネチャーと類似する

Rat_SBS_Bの寄与率が非常に高かったことから、MWCNT

暴露により誘発した中皮腫とヒト中皮腫の発生機序は

類似していることが示唆された。さらに、Indel解析や

変異のストランドバイアス、ゲノム構造異常などの解

析を行うことで、発がん機序解明やリスク評価などに

有用な情報が得られると思われる。 
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理学会総会及び学術集会（2024 年 1 ⽉、品川区） 

44. 鈴⽊周五、魏⺠、藤岡正喜、Arpamas 
Vachiraarunwon, 梯アンナ、鰐渕英機. ジメチル
アルシン酸の経胎盤ばく露による肝発がんに脂
質代謝異常が関与する、第 40 回⽇本毒性病理学
会総会及び学術集会（2024 年 1 ⽉、品川区） 

45. Vachiraarunwong A, Pharapirom A, Wongpoomchai 
R, Gi M, Suzuki S, Kakehashi A, Fujioka M, 
Wanibuchi H. Glutelin hydrolysate of purple rice 
bran exhibited cancer chemopreventive activity 
against liver and colon carcinogenesis, がん予防学

術大会 2023（2023 年 9 ⽉、⾦沢） 
46. 梯アンナ、西土井悠作、Qiu Guiyu、鈴木周五、

藤岡正喜、Arpamas Vachiraarunwong、魏民、鰐

渕英機. ヒト浸潤性膵管癌の新規バイオマーカ

ー候補の検討、第 82回日本癌学会学術総会

（2023 年 9月、横浜） 
47. Arpamas Vachiraarunwong, Min Gi, Shugo Suzuki, 

Kana Shibano, Guiya Qiu, Runjie Guo, Aroonrat 
Pharapirom, Anna Kakehashi, Masaki Fujioka, 
Hideki Wanibuchi. Comparison of carcinogenicity 
of arsenicals on immortalized human bladder 
epithelial cells, 第 82回日本癌学会学術総会

（2023 年 9月、横浜） 
48. 藤岡正喜、魏民、鈴木周五、大石裕司、ワチラ

アルンウオン アルパマス、邱桂ギョク、芝野佳

奈、梯アンナ、鰐渕英機. 有機ヒ素化合物ジフ

ェニルアルシン酸経胎盤ばく露マウスにおける

肝発がん過程には DNA メチル化異常が関与す

る、 第 82回日本癌学会学術総会（2023 年 9月、

横浜） 
49. 鈴木周五、魏民、藤岡正喜、梯アンナ、鰐渕英

機. ジメチルアルシン酸の経胎盤ばく露による

肝発がんに脂質代謝異常が関与する、第 82回日

本癌学会学術総会（2023 年 9月、横浜） 
50. ⽥上瑞記、笠島裕明、梯アンナ、吉川敦⼦、坂

井淳、三澤宣彦、鰐渕英機、安積淳、⼋代正和、
本⽥茂. 結膜MALTリンパ腫と眼窩MALTリン
パ腫の遺伝⼦発現クラスターの⽐較、眼科臨床
紀要会、眼科臨床紀要  (眼臨紀)、巻： 16  号： 
5 ページ： 391、JST資料番号：Z0319C 講演・
⼝頭（2023 年 5 ⽉） 

51. Tsuda H.  Carbon nanotubes (CNT),  innovative 
materials of the 21st century: carcinogenicity 
evaluation of CNT with differebt wall strucrures, 
The 51st International Symposium of the Princess 
Takamatsu Cancer Research Fund (2023年11月、東

京) 
 

Ｇ.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５年度 分担研究報告書 

 

ナノマテリアルの有害性評価を迅速化・高度化する 

短期経気管肺内噴霧暴露評価系および in vitro 予測手法の開発（23KD1002） 

 

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  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（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。

さらに R2-5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）においては、発がん性陽性 MWCNT で

は、活性化マクロファージ(Mφ)によるケモカイン、活 

 

性酸素種(ROS)の産生と、肺胞上皮の増殖活性・酸化的

DNA 損傷の促進を投与後早期に検出し、CNT 毒性の

Adverse Outcome Pathway (AOP)として期待される。 

本研究では、TIPS 投与により発がん性が未知の単層

CNT（SWCNT）の肺・胸腔中皮発がん性の有無を明らか

にし、発がん性の有無や程度を規定する毒性機序を詳

細に解明する。それにより、これまでに得られた CNT

の AOP の高精度化や新規 AOP の樹立を試み、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する。 

本年度は、多層 CNTs (MWCNT-7, MWCNT-N)と SWCNT

の TIPS 投与後、発がん期（104週）における肺と胸膜

中皮の発がん性について解析し、亜急性期（4週）にお

ける酸化的 DNA 損傷、増殖活性や遺伝子発現変化との

関連を解析する。これにより 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

することを目標とし、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成果体を得

ることも目指す。 

研究要旨 
 化学物質のナノサイズ化により、機能や特性が飛躍的に向上することから、ナノマテリアル(NM)の新素材と

しての使用や生産が増大する一方で、吸入暴露による毒性影響が懸念される。カーボンナノチューブ(CNT)の

ような不溶性繊維状 NM は、長期間体内に蓄積され持続的な炎症を誘発する。従って NMの吸入暴露による実用

的な健康影響評価手法の開発は極めて重要である。申請者らはこれまでに、大規模施設と高額費用を要する吸

入暴露試験を代替しうる NM の有害性試験法として、簡便な経気管肺内噴霧投与(TIPS)法を用いた試験デザイ

ンを開発し、吸入暴露試験で発がん性が見出された多層 CNT(MWCNT)-7 を含めた 4 種の MWCNT について、肺・

胸膜中皮における障害性と発がん性を明らかにした。さらに R2-5 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）においては、発がん性陽性 MWCNT では、活性化マクロファージ(Mφ)によるケモカイン、活

性酸素種(ROS)の産生と、肺胞上皮の増殖活性・酸化的 DNA 損傷の促進を投与後早期に検出し、CNT 毒性の

Adverse Outcome Pathway (AOP)と期待される。本研究では、TIPS 投与により発がん性が未知の単層 CNT（SWCNT）

の肺・胸腔中皮発がん性の有無を明らかにし、発がん性の有無や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 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する。 

肺発がん陽性対照である多層 CNTs (MWCNT-7、MWCNT-N)と、SWCNT の TIPS 投与(0.1 または 0,5 mg/rat)によ

る肺腫瘍性病変と増殖、酸化的 DNA 損傷について、亜急性 (4週)、亜慢性 (13週)、慢性（52週）、発がん（104

週）期のサンプルを解析した。さらに、発がん性陽性（MWCNT-B, DWCNT）、陰性（CNH）を被験 CNT として追加

し、亜急性期の遺伝子変化と発がん性の関連について、RNA シーケンシング (RNA-seq)で解析した。 

その結果、MWCNTs、SWCNT により、投与 4週後から肺胞上皮の増殖（Ki67）、Ccl種の mRNA発現は有意に増

加した。104 週における肺胞上皮腺癌の発生は、MWCNT-N、SWCNT、MWCNT-7 群で観察された。胸膜中皮腫の発

生は、MWCNTsで認めた。さらに亜急性期の RNA-seq解析による発がん性陽性、陰性 CNT の比較では、発がん性

陽性群において複数の炎症関連パスウェイが抽出された。 

以上より、増殖、酸化的 DNA 損傷やケモカイン発現などの毒性所見は CNT の AOPの Key Event (KE)と考えら

れ、発がん機序への関与と発がん性短期予測指標への応用の可能性が示唆された。 
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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

懸濁し、肺内噴霧ゾンデにより経気道的に投与する。1
2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（No
 treatment）およびPFポリマー液投与（対照、vehicle）
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
（1CNTにつき77匹設定：4週(10匹)、13週(7匹)、52週(1
0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
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、増殖活性 (抗Ki67
抗体、Abcam)の程度について免疫組織学的に解析する。
52週以降では、肺及び胸膜中皮の腫瘍性病変について
も定量解析する。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種やTn
f-α等の炎症性サイトカイン発現を定量する。 
(2)In vivo 実験：TIPS投与によるCNT負荷試験と亜急

性期遺伝子変化の解析 
 (1)In vivo試験と同様の方法で、発がん性陽性（MWC
NT-7, MWCNT-N, MWCNT-B, DWCNT）、陰性（CNH）、未知
(SWCNT)を被験CNTとしてTIPS投与し、4週後に肺組織を
採取、凍結保存し、NGSを用いたRNAシーケンシング (R
NA-seq)解析（マクロジェン）に用いる。CNTにより変
化するトランスクリプトームについて、GO解析、パスウ
ェイ解析を行う。 
(3)In vitro実験：Mφ細胞を用いたCNTによる毒性の解

析 

マウスMφ細胞（RAW264.7）に、CNTsを投与し（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）を定量する（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、医動 23-047）、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 
 104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1.5±0.5g）と対照 (vehicle)
群（1.5±0.1g）で差は見られなかった。また、対照群
と比較して、MWCNT-7（低用量群1.5±0.1g）、MWCNT-N
（低用量群1.8±0.5g、高用量群1.9±0.1g）、SWCNT（低
用量群1.6±0.3g、高用量群2.4±0.7g、P<0.001）で増
加傾向を認め、SWCNT高用量群で有意に増加した。なお、
MWCNT-7高用量群では、52週剖検以降全例が中皮腫発生
で途中死亡したため、104週の解析は不能であった。 
(1)-2. CNT による肺有害性の解析 
 4、13、52週において、増殖活性について定量解析を
行った。比較のために4週、52週の結果とともに提示す
る。肺胞上皮細胞におけるKi67陽性細胞率は、対照群と
比較してMWCNT-7、MWCNT-N投与群において有意に上昇し
し、SWCNTにおいても有意に増加した（図1）。 

 
図1．CNT投与による肺胞上皮増殖活性の変化（Ki67免疫

染色）、***P < 0.001 vs Vehicle． 

 
(1)-3. CNTによる胸膜中皮有害性の解析 
52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。胸腔洗浄液中の総タン

パクおよびアルブミン値は、対照群と比較して、

MWCNT-7高用量群で上昇し、総タンパクにおいて有意な

変化を示した（図2）。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3）。 

 

 
図2．CNT投与による胸腔洗浄液中総タンパクとアルブミ

ン値の変化、*P < 0.05 vs Vehicle．  
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図3．CNT投与による心膜中皮細胞増殖活性の変化（Ki67

免疫染色）、***P < 0.001 vs Vehicle 

 
(1)-4．肺および胸膜中皮における増殖性病変の定量 
104週における肺胞上皮過形成の発生頻度は、無処置

群（1/17匹）、対照群（3/18匹）、MWCNT-7低用量群（0/19

匹）、MWCNT-7高用量群（1/21匹）、MWCNT-N低用量群（7/18

匹）、MWCNT-N高用量群群（6/19匹）、SWCNT低用量群（3/18

匹）、SWCNT高用量群群（3/17匹）であった。肺胞上皮

腺腫の発生頻度は、無処置群（0/17匹）、対照群（0/18

匹）、MWCNT-7低用量群（0/19匹）、MWCNT-7高用量群（1/21

匹）、MWCNT-N低用量群（3/18匹）、MWCNT-N高用量群群

（3/19匹）、SWCNT低用量群（2/18匹）、SWCNT高用量群

群（0/17匹）であった。肺胞上皮腺癌の発生頻度は、無

処置群（0/17匹）、対照群（1/18匹）、MWCNT-7低用量

群（0/19匹）、MWCNT-7高用量群（1/21匹）、MWCNT-N 

低用量群（1/18匹）、MWCNT-N高用量群群（6/19匹、P<0.05）、

SWCNT低用量群（0/18匹）、SWCNT高用量群群（11/17匹、

P<0.001）で、MWCNT-NとSWCNTの高用量群で有意な上昇

を認めた。 

胸膜中皮腫の発生は、無処置群（0/17匹）、対照群（0/18

匹）、MWCNT-7低用量群（4/19匹）、MWCNT-7高用量群（20/21

匹、P<0.001）、MWCNT-N 低用量群（1/18匹）、MWCNT-N

高用量群群（8/19匹、P<0.001）、SWCNT低用量群（1/18

匹）、SWCNT高用量群群（1/17匹）で、MWCNT-7とMWCNT-N

の高用量群で有意な上昇を認めた。 

(1)-5．肺におけるサイトカインmRNA発現の定量 

4、13、52週における肺のケモカインおよびサイトカ

イン mRNA 発現レベルを定量 RT-PCR により解析した。

いずれも同様の傾向で、4週の結果を示す（図 4）。CNTs

投与による遺伝子発現の増加傾向は見られ、肺発がん

感受性の高いと考えられる MWCNT-N は、Ccl2、Ccl3、
Ccl9、Tnfαおよび Il-1βで有意に上昇した。SWCNT で

は Ccl2、Ccl3 で有意に上昇し、肺発がん性と相関を示

した。 

(1)-6．肺における遺伝子発現解析 

TIPS 投与後 4週の肺凍結サンプルを用いた RNA-seq解

析により、CNT により変動する遺伝子群を解析した。そ

の結果、対照群と比較して MWCNTsで 2倍以上に有意に

上昇する遺伝子を 586 個、低下する遺伝子を 150 個得

た。有意な変化が見られるパスウェイとして、Mφ由来

のケモカイン、サイトカイン遺伝子、細胞周期関連遺

伝子群が検出された。 

 

 
 

図4．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 < 0.01、***P < 0.001 vs Vehicle. 

 

(2) In vivo 実験：CNTによる亜急性期遺伝子変化の解

析 

TIPS 投与後 4 週の肺凍結サンプルを用いた RNA-seq

解析により、実験(1)より発がん性の違いをもつ CNT を

さらに追加し、変動遺伝子を解析した。その結果、発

がん陰性 CNT と比較して、陽性 CNTsで 2倍以上に有意

に上昇する遺伝子を 75 個、低下する遺伝子を 27 個得

た。有意な変化が見られるパスウェイとして、ケモカ

イン、サイトカイン遺伝子などの炎症関連因子が検出

された（図 5、6）。 
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図5．CNT投与によるRNAシーケンシング解析、GOエンリ

ッチメント解析 (Biological Function)、4週、***P < 

0.001 vs Negative. 

 

 
図6．CNT投与によるRNAシーケンシング解析、GOエンリ

ッチメント解析 (Molecular Function)、4週、***P < 

0.001 vs Negative. 

 

(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

存率を定量した。細胞生存率は各CNTs投与により有意

に低下した（図7）。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
似した発現パターンと発がん性との相関を示した（図

8）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
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Ccl2
発現の変化（定量RT-PCR）、**P < 0.01、***P < 0.001 vs 

Control． 

 

Ｄ．考察 

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り、2年

間発がん性試験により複数のMWCNTsの発がん性が明ら

かになってきた。このことからTIPS法による投与手法

と解析法を固定化することにより、得られた有害性指

標を健康影響評価法の迅速化に活用することが可能に

なると考えられる。すなわち、安定した投与、解析手

法により経時的に観察しCNTの有害性を正確に捉える

ことにより、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

異の抽出や毒性発現機構の解明が期待できる。 

今年度は、発がん性未知の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。

その結果、陽性対照のMWCNT-NおよびMWCNT-7に加えて、

SWCNTでは中皮に対する発がん性は陰性であったもの

の、肺発がん性陽性であることが新たに明らかになっ

た（非公開データ）。肺胞上皮および中皮における細

胞増殖活性とDNA損傷の増加がいずれの実験期間にお

いても検出され、増殖活性マーカー (Ki67)の定量結果

は、発がん性と相関しており、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可能性が示

唆された。遺伝子発現レベルでは、TIPS投与後早期お

よびin vitro系においてケモカイン、特にCcl種の発現

変化が発がん性と相関する可能性が明らかになってき

ており、CNTのAOPとして重要かつ簡便なCNT有害性検出
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指標となりうることが示唆された。 

 

Ｅ．結論 

肺発がん陽性対照である多層 CNTs (MWCNT-7、

MWCNT-N)と、未知のSWCNTのTIPS投与(0.1または0,5 

mg/rat)による肺腫瘍性病変と増殖、酸化的DNA損傷に

ついて、亜急性 (4週)、亜慢性 (13週)、慢性（52週）、

発がん（104週）期のサンプルを解析した。さらに、発

がん性陽性（MWCNT-B, DWCNT）、陰性（CNH）を被験CNT

として追加し、亜急性期の遺伝子変化と発がん性の関

連について、RNA-seqで解析した。その結果、MWCNT-7、

MWCNT-Nに加えてSWCNTの肺発がん性が明らかになる一

方で、SWCNTによる中皮発がん性は認めなかった。TIPS

投与後早期に、肺胞上皮における増殖活性、DNA損傷レ

ベルとケモカイン発現の上昇を認めたことから、CNTの

発がん機序に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。In vitro試験では、Mφにおけ

る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、今後

は引き続き肺オルガノイドを用いて同様の解析をする。 
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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 5年度 分担研究報告書 

 

ナノマテリアルの有害性評価を迅速化・高度化する 

短期経気管肺内噴霧暴露評価系および in vitro 予測手法の開発（23KD1002） 

 

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-7 を SD 及び F344 ラットに経気管肺内噴霧

(TIPS)投与を実施し、発生した肺がん及び中皮腫瘍サ

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。同時に、肺がんの陽性対照としてニト

ロ ソ 化 合 物 で あ る DHPN 

(N-bis(2-hydroxypropyl)nitrosamine)を F344 ラット

に皮下投与して作成した肺腫瘍についても解析を行な

った。SDラットに MWCNT-7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。一方、F344 ラットに MWCNT-7 または DHPN

を投与して得られた胸膜中皮腫及び中皮腫は凍結サン

プルより DNA を抽出し、SDラットサンプルと同様に全

ゲノム解析を実施した。得られたデータから、

Mutect(Ver2), Strelka(Ver2)を用いて変異検出を行い、

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。今年度は MWCNT または

DHPN 曝露のラット中皮腫/肺腫瘍 15 サンプルからゲノム DNA を抽出し、NGS 解析による WGS 解析を行った。そ

の結果、検出された SNVの数は DHPN では 60,000〜160,000程度であり、MWVNT-7では 250〜16,000程度と曝露

した化学物質で大きく異なることがわかった。また、変異シグネチャー解析の結果から、C:G to T:A 変異が顕

著な２つの変異シグネチャー(Rat_SBS_A, Rat_SBS_B)といずれの変異パターンもまんべんなく検出される

Rat_SBS_Cが同定された。全てのDHPNサンプルにおいてRat_SBS_Aが90%以上を占めていることから、Rat_SBS_A 

が DHPN に由来するシグネチャーであると同定した。一方、MWCNT-7では、Rat_SBS_B 及び Rat_SBS_C がメジャ

ーなシグネチャーであり、これら２種の変異シグネチャーが MWCNT-7に由来することが示唆された。類似解析

の結果から、Rat_SBS_B 及び C は自然発生突然変異などのシグネチャーと比較的類似していたことから、

MWCNT-7 の発がんメカニズムとしては、MWCNT-7 曝露による宿主側の 2 次的な反応などを介していることが示

唆された。また、MWCNT-7曝露において、比較的多くの SNV 数が観察された検体では、アスベスト曝露の症例

を含むヒト中皮腫のデータから抽出された変異シグネチャーと類似する変異シグネチャー（Rat_SBS_B）の寄

与率が非常に高かったことから、MWCNT 曝露により誘発した中皮腫とヒト中皮腫の発生メカニズムは類似して

いることが示唆された。さらに、Indel 解析や変異のストランドバイアス、ゲノム構造異常などの解析を行う

ことで、発がんメカニズム解明やリスク評価などに有用な情報が得られると思われる。 
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SigProfilerExtractor (v.1.1.3)にて解析し、変異シ

グネチャーの抽出を行なった。 

（倫理面の配慮） 

該当なし 

 

Ｃ．研究結果 

 ラットに MWCNT 及び DHPN を投与し誘発した中皮腫/

肺がん 15検体（MWCNT：９検体、DHPN:6 検体）から抽

出した DNA よりライブラリを調製し、イルミナ社の

NovaSeq6000 による全ゲノムシークエンス(150bp 

Paired End)を行った。得られたゲノムデータを既存の

ラットゲノム配列(rn6)にマップし、変異 Caller 

(MuTect2およびStrelka)により体細胞変異の検出を行

った。その結果を表１に示す。表１からわかるように、

DHPN による肺がんでは MWCNT-7による中皮腫と比較し

て非常に多くの変異が観察されていることがわかった。 
 
表１ ラット肺がん及び中皮腫に検出された変異数 

 
さらに、SigProfilerExtractorで解析した結果３種類の

変異シグネチャー（Rat_SBS_A〜C）が同定された（図１）。

このうち、Rat_SBS_A 及びBはC:G to T:A変異が顕著な

特徴を持つ変異シグネチャーであった。 

また、各サンプルにおける変異数と３種類の変異シグネ

チャー分布について図２− １に示す。図２− １からわ

かるように、DHPNによる肺がんではMWCNT-7による中皮

腫と比較して非常に多くの変異が観察され、同定され

た変異シグネチャーの分布も、全てのDHPNサンプルに

おいてRat_SBS_A（黄緑色）が90%以上を占めているこ

とがわかった。一方、MWCNT-7ではサンプル毎のばらつ

きが大きく、比較的多い変異数が観察されたサンプル

でも16,000程度であり、化学発がん物質であるDHPNと

比較しても圧倒的に少ない変異数であることがわかっ

た。また、MWCNT-7では、９検体中７検体でRat_SBS_B

（黄土色）が観察され、そのうち４検体でRat_SBS_Bの

占める割合が多く、次いでRat_SBS_C（紫色）の占める

割合が多いことがわかった（図２− 2）。さらに、９検 

体中２検体では、Rat_SBS_Cのみが観察されていた。 

 
図１ MWCNT/DHPN曝露により誘発した中皮腫/肺腫瘍
サンプルから同定された変異シグネチャー 

 
図２− １ サンプル毎の変異数と３種類の変異シグネ
チャー分布 

 
図２− ２ サンプル毎の３種類の変異シグネチャー分
布割合 

 
これら変異シグネチャーと既存の変異シグネチャー
（https://cancer.sanger.ac.uk/signatures/sbs/）と
の類似度について検討した結果を表２に示す。 
 
表２ ラット中皮腫より同定された変異シグネチャー
と既存の変異シグネチャーとの類似性及びその要因 

Chemicals Tumor Total Numbers of SNVs
DHPN Lung 82176
DHPN Lung 74235
DHPN Lung 65035
DHPN Lung 90249
DHPN Lung 108435
DHPN Lung 161228
MWCNT-7 Lung 431
MWCNT-7 Mesothelioma 462
MWCNT-7 Mesothelioma 255
MWCNT-7 Mesothelioma 2971
MWCNT-7 Mesothelioma 16162
MWCNT-7 Mesothelioma 1146
MWCNT-7 Mesothelioma 2287
MWCNT-7 Mesothelioma 15379
MWCNT-7 Mesothelioma 1001
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 一般的にCosine similarityは0.85以上で類似してい

ると考えられていることから、Rat_SBS_Aは、アルキル

化剤投与によるシグネチャーと類似していることがわ

か った。一方、 Rat_SBS_B 及び C は、 Thiopurine 

chemotherapy,5-メチルシトシンの脱アミノ化などに

よる自然発生突然変異などのシグネチャーと比較的類

似しているが、新規の変異シグネチャーである可能性

も示唆された。 

また、Rat_SBS_Bはヒト中皮腫で比較的寄与が高い変異

シグネチャーと類似することもわかった（Bueno et al, 

nat. genet. (2016)、図３）。 

さらに、非常に多くのSNV数（15,000〜16,000）が観察

された２検体では、このRat_SBS_Bの寄与率が非常に高

いが、変異数の少ない検体ではRat_SBS_Cの寄与率が高

いことがわかった(図２− ２)。 

 
図３ヒト中皮腫を含む肺がんで観察された変異シグネ
チャー 

 
現在、MWCNT及び化学物質曝露による中皮腫及び肺がん

の追加解析を行いつつ、Indel解析や変異のストランド

バイアスなどの解析を行っている。 
 
Ｄ．考察 

 MWCNT または DHPN 曝露のラット中皮腫/肺腫瘍 15 サ

ンプルからゲノム DNA を抽出し、NGS 解析による WGS

解析を行った。その結果、検出された SNVの数は DHPN

では 60,000〜160,000程度であり、MWVNT-7では 250〜

16,000 程度と曝露した化学物質で大きく異なることが

わかった。また、変異シグネチャー解析の結果から、

C:G to T:A 変異が顕著な２つの変異シグネチャー

(Rat_SBS_A, Rat_SBS_B)といずれの変異パターンもま

んべんなく検出される Rat_SBS_C が同定された。全て

の DHPN サンプルにおいて Rat_SBS_A（黄緑色）が 90%

以上を占めていることから、Rat_SBS_A が DHPN に由来

するシグネチャーであると同定した。既存の変異シグ

ネチャーとの類似解析の結果、Rat_SBS_A は、アルキル

化剤投与によるシグネチャーと類似していた。DHPN は

ニトロソ化合物であるが、既存のアルキル化剤と同様

に DNA のグアニン塩基にアルキル化付加体を形成し、

これが高頻度に G to A（相補鎖だとC to T）の変異を

導入していることが考えられる。一方、MWCNT-7 では、

９検体中７検体で Rat_SBS_B が観察され、そのうち４

検体で Rat_SBS_B の占める割合が多く、次いで

Rat_SBS_C（紫色）の占める割合が多いことがわかった。

さらに、９検体中２検体では、Rat_SBS_C のみが観察さ

れていた。このことから、これら２種の変異シグネチ

ャーが MWCNT-7 に由来することが示唆された。類似解

析の結果から、Rat_SBS_B 及び Cは自然発生突然変異な

どのシグネチャーと比較的類似していたことから、

MWCNT-7 の発がんメカニズムとしては、DHPN のように

直接的に DNA に作用して変異を導入するというよりは

むしろ、MWCNT-7曝露による宿主側の 2次的な反応など

を介していることが示唆される。これまでの報告によ

り、MWCNT などのナノマテリアルによる変異誘発メカニ

ズムとしては、宿主の炎症反応などが惹起されること

が要因とされており、今回の変異シグネチャーの結果

はそれをサポートするようなデータであると考えられ

る。一方、Rat_SBS_C の割合が高く観察された検体は凍

結サンプルから DNA を抽出したものであることから、

組織の不均一性が影響している可能性も示唆された。 

また、今回、比較的多くの SNV 数が観察された検体で

は、アスベスト曝露の症例を含む 99例のヒト中皮腫の

データから抽出された変異シグネチャーと類似する

Rat_SBS_Bの寄与率が非常に高かったことから、MWCNT

曝露により誘発した中皮腫とヒト中皮腫の発生メカニ

ズムは類似していることが示唆された。現在のところ、

これらシグネチャーは中皮腫に特徴的なものなのか、

あるいは、アスベストや MWCNT のような繊維状の物質

の曝露に特徴的なのかが不明であるが、さらに検体を

追加して解析することで、この点も明らかになると考

えている。 

現在、Indel解析や変異のストランドバイアス、ゲノム

構造異常などの解析を行っている。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 

 MWCNT または DHPN 曝露のラット中皮腫/肺腫瘍 15 サ

ンプルからゲノム DNA を抽出し、NGS 解析による WGS

解析を行った。その結果、検出された SNVの数は DHPN

では 60,000〜160,000程度であり、MWVNT-7では 250〜

16,000 程度と曝露した化学物質で大きく異なることが

わかった。また、変異シグネチャー解析の結果から、

C:G to T:A 変異が顕著な２つの変異シグネチャー

(Rat_SBS_A, Rat_SBS_B)といずれの変異パターンもま

んべんなく検出される Rat_SBS_C が同定された。全て

の DHPN サンプルにおいて Rat_SBS_A（黄緑色）が 90%

以上を占めていることから、Rat_SBS_A が DHPN に由来

するシグネチャーであると同定した。既存の変異シグ

ネチャーとの類似解析の結果、Rat_SBS_A は、アルキル

化剤投与によるシグネチャーと類似していた。DHPN は

ニトロソ化合物であるが、既存のアルキル化剤と同様

に DNA のグアニン塩基にアルキル化付加体を形成し、

これが高頻度に G to A（相補鎖だとC to T）の変異を

導入していることが考えられる。一方、MWCNT-7 では、

９検体中７検体で Rat_SBS_B が観察され、そのうち４

検体で Rat_SBS_B の占める割合が多く、次いで

Rat_SBS_C（紫色）の占める割合が多いことがわかった。

さらに、９検体中２検体では、Rat_SBS_C のみが観察さ
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れていた。このことから、これら２種の変異シグネチ

ャーが MWCNT-7 に由来することが示唆された。類似解

析の結果から、Rat_SBS_B 及び Cは自然発生突然変異な

どのシグネチャーと比較的類似していたことから、

MWCNT-7 の発がんメカニズムとしては、DHPN のように

直接的に DNA に作用して変異を導入するというよりは

むしろ、MWCNT-7曝露による宿主側の 2次的な反応など

を介していることが示唆される。これまでの報告によ

り、MWCNT などのナノマテリアルによる変異誘発メカニ

ズムとしては、宿主の炎症反応などが惹起されること

が要因とされており、今回の変異シグネチャーの結果

はそれをサポートするようなデータであると考えられ

る。また、今回、比較的多くの SNV 数が観察された検

体では、アスベスト曝露の症例を含む 99例のヒト中皮

腫のデータから抽出された変異シグネチャーと類似す

る Rat_SBS_B の寄与率が非常に高かったことから、

MWCNT 曝露により誘発した中皮腫とヒト中皮腫の発生

メカニズムは類似していることが示唆された。さらに、

Indel解析や変異のストランドバイアス、ゲノム構造異

常などの解析を行うことで、発がんメカニズム解明や

リスク評価などに有用な情報が得られると思われる。 
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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 5年度 分担研究報告書 

 

ナノマテリアルの有害性評価を迅速化・高度化する 

短期経気管肺内噴霧暴露評価系および in vitro 予測手法の開発（23KD1002） 

 

分担研究課題名：カーボンナノチューブによる肺内酸化ストレス解析 

 

研究分担者  梯 アンナ  大阪公立大学大学院医学研究科 准教授 

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。 

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、13 およ

び 52週間後に 8-OHdGおよび 8-nitrosoguanosine（8-NG）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

皮および気管支上皮細胞において MWCNT-7 および MWCNT-N を 4、13 および 52週間投与後では 8-OHdG 形成

レベルの有意な上昇が認められた。また、13週目から炎症関連 DNA 損傷マーカー、8-NGの誘導が見られ

た。一方、SWCNT 投与したラット肺上皮細胞において 8-OHdGの有意な増加が見られなかったが、4週目か

ら 8-NG 形成レベルの有意な上昇と iNOS/NOS の誘導が見出された。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および 8-NG 形成レベルの強い増加が認められ、その二つの CNT

の発がん機序に酸化的ストレスや 8-OHdG/8-NG 形成の誘導および p38、Rac1 および Nrf2 の活性化が関与

していることが明らかになった。一方、SWCNT 投与により肺上皮細胞 DNAおよび RNAの 8-NGの有意な上

昇が、SWCNTの肺発がん性機序の一つであると考えられる。 
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2． 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. 免疫組織化学的8-nitroguanosine (8-NG)検査 

 実験2では右肺はﾌﾞｱﾝ（Bouin’s solution）で固

定し免疫染色ABC方法を用いて8-NG形成レベを調べ

た。切片は anti-8-NG rabbit polyclonal抗体

（1:20,10µg/ml)、KMU-P01, Cosmo Bio Co. LTD、

東京、日本）をかけて4℃で一晩反応させた。 

 

5. P-p38, P-Nrf2, p62, iNOS/NOS, COX2, GRP78, Ogg1, 

P-PERKおよびGRP78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-p38 （phospho T180+Y182,1:100, 

ab4822, Abcam, 東京, 日本); anti-Nrf2 (phospho 

S40) (1:100, ab76026, Abcam, 東京, 日本)、anti-p62

（SQSTM1）（1:300, PM045, MBL, 東京, 日本）；

anti-iNOS/NOS mouse 抗体(1:100, No. 610329, BD 

Transduction Laboratories, 東京, 日本）; anti-COX2

（1:200, aa 584-598, No.160126, Cayman Chemical, MI, 

USA）; anti-GRP78 (78-kDa glucose-regulated protein, 

1:250, ab21685, Abcam, 東京, 日本）; anti-PERK 

（ phospho T982）（ protein kinase R (PKR)-like 

endoplasmic reticulum kinase)(1:100, ab192559, 

Abcam, 東京, 日本)；anti-Rac1/cdc42 (phospho S71) 

(1:100, #2461, Cell Signaling Technology, Danvers, 

MA, USA) rabbit polyclonal抗体、anti-oxoguanine 

glycosylase 1 (Ogg1) (1:50, sc-12075, Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) goat 

polyclonal抗体を用い、4℃にて一晩反応させた。 

 

6．RNA シークエンシング（RNA-Seq）およびIngenuity 

pathway Analysis (IPA) を用いたシグナリング解析 

 投与開始4週間後のMWCNT-7, MWCNT-N, SWCNTおよ

び対処群の凍結したラット肺凍結サンプル(12)を用

いて、RNAシークエンシング解析（Macrogen Japan 

Corp., 日本）を行い、トランスクリプトームの変化

を調べた。ラットの肺の凍結サンプルを用いた。 

 RNA-seq解析によって対処群のラット肺に比して、

過剰発現が確認された蛋白から、IPA (Ingenuity 

Systems, MountainView, CA, USA)を用いて機能解析、

やシグナリング解析を行った。 

 

7. ウェスタンブロットを用いたP-Nrf2, p62およびi

NOS/NOS蛋白の発現解析 

 RIPA buffer（1×）で筋伸展刺激群および対照群

の筋管細胞をセルスクレーパーにて蛋白を回収し

た。回収した蛋白は Bradford法を用いて濃度を測

定した。測定は各サンプルを Duplicate で行い、

各サンプルの蛋白濃度は濃度の異なるウシ血清ア

ルブミン（Bovine Serum Albumin: BSA）（Sigma-A

ldrich）の吸光度から作成した回帰式より算出した。 

 蛋白濃度測定後にウェスタンブロットを行った。

方法は、回収した蛋白をポリアクリルアミドゲルに

て分離後、メンブレンに転写し抗体と反応させ目的

とする蛋白を検出した。ポリアクリルアミドゲルは

目的の蛋白の分子量に応じた 7～15%の分離ゲルに

 4.5%の濃縮ゲルを重層したものを使用し、蛋白は

各サンプルを 40μg ロードして電気泳動した。ま

た、分子量マーカーとして 3-Color Prestained XL

-Ladder（APRO Co. 徳島, 日本）もロードした。電

気泳動終了後、分離した蛋白を PVDF Hybond P 0.4

5 メンブレン(Amersham, Germany)に転写した。転

写確認後、メンブレンを蒸留水および 0.1%の Twee

n_20 を含む Tris-buffered saline（1×TBS）（TB

ST）にて洗浄した。洗浄後、メンブレンは 5%のス

キムミルクを含有した PBST で 1 時間室温にて緩

やかに振盪を行い、抗体の非特異的な結合を回避し

た。その後、目的とするタンパクに結合する一次抗

体と 4℃で一晩反応させた。一次抗体には、以下に

記載した抗体を記載した希釈濃度で使用した。Rabb

it anti-Nrf2 phospho S40 (SAB5701902, Sigma-A

ldrich, 1:1000); rabbit anti-p62 (1:1000, ab9

1526, Abcam,東京, 日本); anti-iNOS/NOS mouse 

抗体(1:2000, No. 610329, BD Transduction Labo

ratories, 東京, 日本）; anti-HIF1 mouse 抗体

(1:200, No. MAB1935, R and D Systems Biotechn

e, 東京, 日本）。 

 

8．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 や

8-NG 形成レベル平均値の差について、5%有意水準で
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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 
（ELISA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)。 

 

 
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） 

 8-OHdG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、13および

52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, C))。 

 SWCNT 0.5 mg/rat投与群では第4、13および第52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。 

 52週間後の 0.1 mg/rat MWCNT-7 および MWCNT-N 投

与群では、ラット 8-OHdG陽性肺胞上皮細胞の数が無

処置群と対処群に対して有意に上昇していた。さらに、

4、13および 52週間投与後、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(図 5)。 
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図 4．免疫染色で観察された CNT 投与 4週間（A）、13

週間（B) および 52週間後（C）ラット肺上皮細胞の

8-OHdG 形成レベル 

 

図 5．実験 2における 8-OHdG 免疫染色の代表的な

写真(4、13および 52週間投与後) 

 
2-2．ラット肺における8-NG形成レベルおよびiNOS/NOS

の発現（免疫染色）  

 8-NG 免疫染色を用いた解析結果を図 6と図 7 に示

す。SWCNT 投与群では 13週目からラット 8-NG陽性肺

上皮細胞、Mφおよび好中球において投与開始 4、13

および 52週間後の 8-NG陽性細胞数（核、細胞質）の

有意な上昇が認められた(図 6(A, B, C)、図７)。肺

に浸潤した多くの 8-NG陽性マクロファージ(Mφ)や

好中球(細胞質)が観察された(図 7)。また、13週目か

ら MWCNT-7 および MWCNT-N 0.5 mg/rat 投与群のラッ

ト 8-NG陽性肺胞上皮細胞の数が増加していた(図 6、

7)。 

 

図６.免疫染色で観察されたCNT投与4週間（A）、13週

間（B) および52週間後（C）ラット肺上皮細胞の8-NG

形成レベル 

 

 実験2 ではSWCNT, MWCNT-7、又はMWCNT-N 0.5mg/rat

投与した群のラット肺上皮細胞およびMφや好中球に

おいて、開始52週間後、ラット8-NGの発現上昇と相関

し、nitric oxide (NO)産生酵素、iNOS/NOSの発現上昇

が観察された(図７)。 
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図７．実験 2における免疫染色で観察された CNT 投与

の肺上皮細胞の DNA や RNAの 8-NG 形成レベルおよび

iNOS/NOS の発現(52週間投与後) 

 

2-3. RNA シークエンシング（RNA-Seq）および IPA

によるシグナリング解析  

 実験 2 におけるナノマテリアル 4週間投与後の肺

組織の RNA-Seq 解析し、IPA を用いてシグナリング

パスウェー解析を行った。その結果、短期投与の場

合は 0.5 mg/rat MWCNT-7 および MWCNT-N 投与群のみ

では窒素および酸化ラジカルの産生、p38 および Rac

シグナリングの活性化が予測された。   

 RNA-Seq解析では0.5 mg/rat SWCNT短期投与後は

Mφによるフリーラジカルの誘導およびp38/Rac1の

活性化が認められなかったが、オートファジーの活

性化が予測された（表１）。 

 

 

 

 

 

 

 

2-4．ラット肺におけるP-p38、P-Rac1/Cdc42、P-Nrf2、

p62、Ogg1およびCOX2の発現 

 実験2 では0.5 mg/ratの量でMWCNT-7、MWCNT-N又は

SWCNT 0.5mg/rat投与した群において、開始4および13

週間後、ラット肺上皮細胞において8-OHdGの発現上昇

とともに、細胞増殖マーカー（リン酸化p38(P-p38)）

およびリン酸化Rac1/cdc42 (P-Rac1/cdc42)の高発現

と酸化的ストレス・小胞体ストレスマーカー(p62)お

よびリン酸化(Ser40) Nrf2 (P-Nrf2)の発現上昇が見

られた(図8、9)。SWCNT短期や中期投与後、ラット肺

上皮細胞においてP-p38、P-Nrf2の高い発現が見られ

なかったが、p62の発現が上昇していた(図9)。 

 

図 8．実験 2 におけるラット肺砲上皮細胞における

P-p38 および P-Rac1/Cdc42 の発現(4週間投与後) 

 表 1. RNA-Seq 解析および IPA によるナノマテ

リアル 4 週間投与後のラット肺組織におけるシグ

ナリングパスウェーの活性化 

Canonical Pathways 

MWCNT-7 
0.5/ 
Vehicle 

MWCNT-N 
0.5 
Vehicle 

SWCNT/ 
0.5/ 
Vehicle 

Production of Nitric 
Oxide and Reactive 
Oxygen Species in 
Mφ 2.18 1.90 1.16 
p38 MAPK 
Signaling 3.53 2.03 1.77 
RAC Signaling 2.29 2.19 1.47 
Autophagy 1.41 1.72 2.06 
Data are z-score (z-score>2: activation) 
© 2000-2022 QIAGEN. All rights reserved.   
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 また、Ogg1、P-PERKおよびGRP78の免疫染色を行い、

全群のラット肺上皮細胞において染色が観察されて、

CNTs群では対処群に比べて有意な変化が認められな

かった。さらに、MWCNT-7、MWCNT-NおよびSWCNT投与

後ラットの肺上皮細胞、Mφおよび好中球において

cyclooxygenase 2 (COX2)の高発現が観察された(図9)。 

 

図 9．実験 2における肺砲上皮細胞における 8-OHdG, 

P-p38, P-Nrf2, p62 および COX2 の免疫染色の代表的

な写真（13週間投与後） 

 
 ウェスタン・ブロットを用いた解析では、MWCNT-7, 

MWCNT-N および SWCNT 0.5mg/ml 投与群のラット肺組

織において p62 の発現が有意に上昇していた（図 10）。

また、P-Nrf2 の発現は p62 と同じ変化が示された。さ

らに、4週間投与後、全投与群において iNOS/NOS の発

現と MWCNT-N および SWCNT 群において HIF1 の発現の

増加傾向が認められた。 
 

図 10．実験2におけるラット肺におけるP-Nrf2(S40)、 

p62、 iNOS/NOS および HIF1aの発現（4週間投与後、

n=5） 

 

Ｄ．考察 

 DNA と ROS/RNS(活性酸素/窒素)の反応により形成さ

れる付加体である 8-OHdGおよび 8-NGは、酸化的/炎症

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/8-NG 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、13

および 52 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。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、M

φ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 投与後の

ラット肺上皮細胞の酸化的ストレス・小胞体ストレス

および細胞増殖マーカーP-Nrf2、p62、P-p38 および

P-Rac1/cdc42 の誘導が 8-OHdG形成レベルと相関し、高

い値が見られた。SWCNT の短期投与後での場合は p38

および P-Rac1の有意な活性化が認められなかった。一

方、iNOS/NOS および COX2 の発現が全 CNT 投与群の M

φや好中球において上昇していた。 

 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が、8-NG 陽性細胞が見られたこ

とから、SWCNTが強い炎症を伴う DNAおよび RNAの8-NG

が誘導することが認められた。また、SWCNT 投与群では

肺上皮細胞においてiNOS/NOSおよび p62の発現上昇が

観察され、オートファジーの障害や加速される細胞の

老化が予測できた。8-NGの形成がSWCNT の肺発がん性

に関用している可能性が考えられる。 

 

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上皮細胞の核 DNA 

8-OHdG形成レベルの強い上昇および p38/Rac1および

Nrf2 の活性化が認められた。また、SWCNT 投与群では、

ラット肺上皮細胞の DNA や RNA において有意な 8-NG

上昇が認められた。 MWCNT-7、MWCNT-N および SWCNT

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(MWCNT)および

8-NG(SWCNT)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（MWCNT）は、

肺または/同時に胸膜中皮に発がん性のあることを明

らかにしてきた。それらは体内に入ると分解されるこ

となく異物として残留して沈着組織細胞に発がんさせ

る。このことは発がん性ニトロサミン類のように、生

体内で代謝分解または活性化されて最終的に DNA 障害

をもたらすという従来の発がん物質とは全く異なる。

すなわち MWCNT は生体内で分解する事なく長く残留し

て、残留部位に癌を発生させる。本研究では MWCNT の

発がん機序を明らかにして、その予測法を明らかにす

ることにある。 

 

Ｂ．研究方法 

 １）短期（６w）実験のプロトコルにおいて既存の肺

/胸膜中皮に発がん性の観察されたカーボンナノチュ

ーブの MWCNT-７、MWCNT-N、MWCNT-B、DWCNT（TIPS 投

与・0.5mg/ラット）及び既知の変異原性性肺発がんニ

ト ロ サ ミ ン N-bis(2-hydroxypropyl) nitrosamine 

(DHPN) 4000mgh/kg 投与ラットの発がん関連因子の RNA 

microarray 発現解析を実施した。RNA Sequence heat 

Map では Up regulation は Down regulation の 7.4 倍

以上（701/95）に対して 4 種の CNT では 2.7 倍（75/27）

を示し、絶対的、相対的に異なった発現パターンであ

った。 

 ２）長期実験（〜104 週）において 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）ともつれ型線維（Tangled fiber）の

MWCNT-B（肺発癌性あり）を１回/週にて総投与量 1.5mg/

ラットを経気管内肺内噴霧（TIPS）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-nitrosamine)-1-(3-pyridyl)-1- butanone 

(NNK)を 200mg/kg となるように週１回にて４週間（計

４回）投与し、初回投与より 52-104 週にて終了した。 

 

（倫理面の配慮） 

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。 

 

Ｃ．研究結果 

 １）短期試験：肺発がん性においてニトロサミンの

DHPN と４種の CNT では RNA Sequence heat Mapの発現

は全く異なり、発がん機序が全く異なる可能性が示さ

れた。 

 ２）同様に肺発がん性ニトロサミンと MWCNT によ

って発生した肺がんのDNAシグナチャー解析ではCNT
の肺発がんにかる発がん機序は全く異なる可能性が示

唆された。 

 

Ｄ．考察 

 本研究によって、MWCNT の肺・胸膜中皮における発が

ん機序はニトロサミンとは全く異なる経路が明らかに

なりつつある。 

 

Ｅ．結論 

 MWCNT の発がん予防に新しい道を拓くことになる。 
 
Ｆ．研究発表 

１．論文発表 

1. Sultana N, Fukamachi K, Jiegou Xu, Tsuda H, 
Suzui M. mRNA expression profile of cytokines in 

研究要旨 
１）短期（６w）のプロトコルにおいて発がん性の観察されたカーボンナノチューブのMWCNT-７、MWCNT-N、MWCNT-B、

DWCNT（TIPS 投与・0.5mg/ラット、）の発がん関連因子の RNA microarray 発現解析を実施した。 

２）長期投与（〜104 週）においては既知の肺発がん物質４種を TIPS 投与した。２）ニトロサミンの DHPN（４回・

計 800mg/ラット）、タバコ煙ニトロサミン NNK（40mg）、MWCNT-N（1.5mg/ラット）、MWCNT-B 投与（1.5mg/ラット）

群の肺がん組織の DNA 変異シグネチャー解析による遺伝子変化を分析による発がんに関わる遺伝子変化機序解析を

行なっている。その結果、MWCNT による肺・胸膜中皮における RNA発現、DNAシグナチャー解析において、発がん

性ニトロサミンとは全く異なる発がん経路が考えられた。 
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