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生体影響予測を基盤としたナノマテリアルの統合的健康影響評価方法の提案 
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研究分担者：戸塚 ゆ加里  国立がん研究センター研究所 発がんモデル開発部門 ユニット長

研究要旨：先行研究により、ナノマテリアルの遺伝毒性メカニズムに基づいた in vitro毒性評価システム
確立の検討を行っており、肺毒性試験系として、マウス肺より樹立した細胞株(GDL1細胞) とマクロファ
ージ(RAW264.7)を用い、共培養システムの構築を行なった。本研究では、この評価系の妥当性について、
マグネタイトナノ粒子 (MGT)を用いて検証した。また、毒性の低減化も考慮して表面修飾の有無の状態
が遺伝毒性に対する影響についても観察した。MGTの細胞毒性を調べた結果、GDL1単培養では、MGT
の表面修飾の有無に関わらず、いずれの濃度においても殆ど毒性を示さなかった。一方、RAW264.7単培
養では、表面修飾を有さないMGT(BMS-10)は 200 ug/mlで表面修飾を有するMGT(BMSC-5)は 6.25 ug/ml
で生存率が減少し、毒性が見られ、表面修飾の有無で毒性強度に差があることがわかった。次に RAW264.7
と GDL1細胞を共培養し、BMSC-5及び BMS-10を両細胞に曝露し、誘発される変異頻度を解析した。そ
の結果、MGT 曝露群では溶媒対照群と比較して変異頻度の増加が認められた。また、BMS-10 と比較し
て BMSC-5 の方が変異頻度が高い傾向が観察された。更に、変異原性誘発のメカニズム探索のため、本
研究で用いたMGTにより誘発される変異スペクトルの解析を試みた結果、両者では観察された変異スペ
クトルが大きく異なることがわかり、また BMSC-5 曝露群では酸化ストレス由来の変異が多く観察され
た。さらに、細胞への取り込みを観察した結果、BMSC-5は BMS-10よりも細胞内に取り込まれなかった。
変異スペクトルから酸化ストレス由来の変異が観察されたため活性酸素種(ROS)の産生を評価した結果、
BMSC-5曝露で BMS-10よりも強い ROS 産生の増加が確認された。さらに RAW264.7における炎症性サ
イトカイン TNF-a産生を定量した結果、BMSC-5曝露で有意な増加が見られた。BMSC-5曝露で細胞毒性
や強い変異原性および ROS や炎症性サイトカインの増加が確認されたが、ポリアクリル酸修飾による
MGTの特性の変化から貪食細胞に認識されにくくなり、細胞内に取り込まれないためポリアクリル酸修
飾による影響が示唆された。さらに酸化ストレス由来の変異が確認されたことから Fenton 反応による影
響も示唆された。そこで BMSC-5液内の鉄イオン濃度を調べた結果、BMS-10の 9倍近い鉄イオンが検出
された。これらの結果から鉄イオンが直接細胞内に取り込まれ毒性が発現したと考えられた。さらに、同

手法を用いて酸化チタンナノ粒子の形状や粒径などの物理化学的な性質が毒性に及ぼす影響を明らかに

することを目的に、5 種の酸化チタンナノ粒子（JRCNM01001a, JRCNM1005a, MT-150A, AMT-100, 
TKP-102）を用いて検討した。まず、細胞毒性について調べた結果、RAW264及び GDL1に対して、いず
れの酸化チタンナノ粒子も用量依存的に細胞生存率を低下させることがわかった。また、細胞毒性の程度

は GDL1に比べ RAW264で顕著であることがわかった。これは RAW264がマクロファージ様細胞である
ため、酸化チタンを貪食した後、分解できずに細胞破裂が起こったと考えられた。さらに、RAW264.7と
GDL1のどちらの細胞でもアナターゼ とルチルでの結晶の違いでの差は見られなかった。次に AMT-100
と TKP-102暴露における gpt遺伝子を標的とした変異原性試験を実施した。いずれも酸化チタンナノ粒子
の用量非依存的であり、共培養よりも単培養で変異頻度が高い傾向が観察された。この結果は先行研究の

ナノマグネタイトや多層カーボンナノチューブの結果とは異なる結果となったが、各サンプルのタイター

からも、解析が不十分であることが考えられるため、最終的な評価には更なる検討が必要であると思われ

る。In vitro変異原性試験において AMT-100の方が TKP-102より変異頻度が上昇する傾向が観察された。
AMT-100は一次粒子径が 6 nmで比表面積が 280 m2/gに対し TKP-102は AMTより大きく一次粒子径が
15 nmで比表面積が 110 m2/gである。一般的には一次粒子径が小さく、比表面積が大きいほど細胞や組
織に取り込まれやすく、毒性が現れることから、AMT-100 の方が変異が起きやすいという結果になった
と考えられた。今後、酸化チタンナノ粒子の形状や粒径などの物理化学的な性質が遺伝毒性に及ぼす影響

についてさらに詳細に明らかにするために、その他の酸化チタンナノ粒子（JRCNM01001a, JRCNM1005a, 
MT-150A,）の gpt 遺伝子に対する変異原性についても解析することが必要だと思われる。 
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A．研究目的 
 既存の in vitro 遺伝毒性試験としては、Ames 試
験（変異原性試験）、コメットアッセイ（DNA 損

傷試験）、小核試験（染色体異常試験）などが簡便

な試験法として汎用されている。しかしながら、

これらの in vitro 試験のみでは微粒子などの化学

物質の遺伝毒性評価は難しく、別の視点から遺伝

毒性を評価する試験法を更に追加することが必要

であると考える。これまで我々は、LC-MS/MS に

より DNA 付加体を網羅的に解析する方法（アダ

クトーム法）を用い、DNA 損傷のより詳細な評価

を行ない、化学物質の in vitro 安全性評価法として

妥当かどうかについて確かめてきた。 
一方、ナノマテリアルの気道毒性の in vitro リス

ク評価は主として肺胞上皮由来細胞を単独で用い

た系で為されているが、当該毒性の発現機構には

肺胞マクロファージによる貪食と液性因子放出が

関与することが示唆されている。そこで、我々は、

生体を模倣した新規 in vitro 試験系の構築が必要

であると考え、マクロファージ様細胞と肺由来の

細胞の共培養系を利用して、新しい in vitro 気道毒

性試験系を開発し、その妥当性を多層カーボンナ

ノチューブを用いて検証してきた。本研究では、

毒性の低減化も考慮して表面修飾の有無の状態が

遺伝毒性に対する影響についても観察するため、

ポリアクリル酸修飾を施したマグネタイトナノ粒

子 (MGT)である BMSC-5 と修飾を施していない

BMS-10 を使用した。さらに、同手法用いて各種

酸化チタンナノ粒子の遺伝毒性評価についても実

施した。 
 
B．研究方法 
 [MGT を用いた試験] 
① MGT の細胞毒性試験 

96well plate に GDL1 及び RAW264.7 を 1.0×104 
cells/well及び 4.0×104 cells/well で播種し、24時間
前培養した。各細胞に BMS-10及び BMSC-5 を 200 
µg/ml から 2段階希釈で各 well に加え、24時間曝
露した後、培地を吸引除去し、基本培地を 100 �l
加えた。 
② 共培養システムによる遺伝毒性試験法 

GDL1 細胞を播種して 24 時間培養した後、

ThinCertTM (pore size; 0.4 µm、high density: greiner 
bio-one) を各 well に入れ、インサート内に

RAW264 を播種し、24時間培養した。BMSC-5及
び BMS-10 を RAW264 のみ、または RAW 264 と

GDL1の両方に 24時間曝露させた後にトリプシン

処理により GDL1 を回収し、一定期間培養した後

に細胞から DNA を抽出し、in vitroパッケージン

グによってトランスジーンλEG10をファージ粒子

として回収した。回収したファージを Cre 組替え

酵素発現している大腸菌 YG6020 株に感染させる

と、λEG10 上にある一組の loxP配列に挟まれた領

域が Cre 組替え酵素によって切り出され、プラス

ミドに転換する。感染後の YG6020 菌液を

6-thioguanin (6-TG) と chloramphenicol (Cm) を含
む M9寒天培地に播いて 37℃で培養すると、プラ

スミド上の gpt 遺伝子が不活化している変異体の

みが、6-TG を含む寒天培地上でコロニーを形成す

る。また、Cm を含むM9寒天培地に播いて生じた

コロニー数から、感染ファージ由来のプラスムド

による形質転換効率を求め、変異コロニー数を形

質転換コロニー数で除去して突然変異頻度を算出

した。 
③ ナノマグネタイト粒子の細胞への取り込み 

6well plate に GDL1 及び RAW264.7 を 1.0×106 
cells/well及び 2.0×106 cells/well で播種し、24時間
前培養した。各細胞に BMS-10及び BMSC-5 を 50 
µg/ml で 24時間曝露した後、トリプシン処理によ

り細胞を回収し、1ml の PBS で再懸濁した後、10%
ホルマリン溶液を入れ細胞固定を行なった。フロ

ーサイトメーター(FCM)を用いて、得られた細胞

固定サンプルの解析を行った。 
④ マグネタイトナノ粒子処理による活性酸素

種(ROS)産生 
6well plate に GDL1 及び RAW264.7 を 2.0×106 
cells/well で播種し、24時間前培養した。各細胞に

BMS-10及び BMSC-5 を 50 µg/ml で 2時間曝露し

た後、Lysis buffer を加え、セルスクレイパーで細

胞を剥がし、1.5 ml チューブに移した。遠心分離

を行い上清を新しいチューブに回収し、OxiSelect 
in vitro ROS/RNS assay kit を用い ROS産生評価を

行った。 
⑤ RAW264 細胞へのマグネタイトナノ粒子処

理による炎症性サイトカイン放出 
6 well plate に RAW264.7 を 2.0×106 cells/well で播
種し、24時間前培養した。細胞に BMS-10および

BMSC-5 をそれぞれ 25 µg/ml及び 50 µg/ml で 24
時間曝露した後、培養上清をチューブに移した。

この上清をサンプル液とし、Quantikine Mouse 
TNF-α を用いて培養上清中の TNF-aを定量した。 
⑥ Ferrozine assay を用いた培地中の鉄イオン

濃度の定量 
1.5 mlのエッペンチューブにDMEMを1 ml加え、

50 µg /ml になるように各MNPs を加え、voltex を

用いてよく混合した。4℃、10000 rpm、10 min で

遠心分離をし、上清をアッセイ検体とした。

Ferrozine assay にて培地中の鉄イオン濃度 (µg /dl)
を算出した。 
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[酸化チタンナノ粒子を用いた試験] 
① 酸化チタンナノ粒子の細胞毒性 
まず、被験物質の調整を行なった。本試験で用い

た酸化チタンは、JRCNM01001a, JRCNM1005a, 
MT-150A, AMT-100, TKP-102 である。このうち、

JRCNM01001a, JRCNM1005a は EU の Joint 
Research Center (Ispra, Italy) よ り 、 MT-150A, 
AMT-100, TKP-102 は本研究班の大野先生より供

給いただいた。これらマテリアルは DMEM+10% 
FBS+1% penicillin/streptomycin 基本培地に懸濁し

て超音波処理を行い以下の試験に供した。先行研

究では、細胞毒性試験にニュートラルレッド(NR)
を用いていたが、ナノマテリアルが凝集した際に

NR がナノ物質の凝集塊に吸着してしまうなどの

問題点があった。酸化チタンナノ粒子は特に凝集

しやすいことから、トリパンブルーの取り込みを

指標に細胞毒性試験を行うこととし、その条件検

討から開始した。実験に供した細胞は、gpt delta
マウスより樹立された GDL1、マクロファージ様

細胞の RAW246 の 2種類。6well plate に RAW264
及び GDL1 を 1x106 cell/well及び 5x105 cell/well で
播種し、24時間培養した。その後、各細胞に 5種
の酸化チタンナノ粒子を RAW264 に 125, 250, 500 
µg/mL、GDL1 には 250, 500 µg/mL を各 well に添
加し、24時間曝露後にトリパンブルーを用いて細

胞生存率を測定した。 
⑦ 共培養システムによる遺伝毒性試験法 

GDL1 細胞を播種した後、ThinCertTM (pore size; 
0.4 µm、high density: greiner bio-one) を各 well に入
れ、インサート内に RAW264 を播種し、24時間培

養した。各種酸化チタンナノ粒子をRAW264のみ、

または RAW 264 と GDL1 の両方に 24時間曝露さ

せた後にトリプシン処理により GDL1 を回収し、

一定期間培養した後に細胞から DNA を抽出し、in 
vitro パッケージングによってトランスジーン

λEG10 をファージ粒子として回収した。回収した

ファージを Cre 組替え酵素発現している大腸菌

YG6020 株に感染させると、λEG10 上にある一組

の loxP配列に挟まれた領域が Cre組替え酵素によ

って切り出され、プラスミドに転換する。感染後

の YG6020 菌 液 を 6-thioguanin (6-TG) と

chloramphenicol (Cm) を含む M9 寒天培地に播い

て 37℃で培養すると、プラスミド上の gpt 遺伝子

が不活化している変異体のみが、6-TG を含む寒天

培地上でコロニーを形成する。また、Cm を含む

M9 寒天培地に播いて生じたコロニー数から、感

染ファージ由来のプラスミドによる形質転換効率

を求め、変異コロニー数を形質転換コロニー数で

除して突然変異頻度を算出した。 
 

（倫理面への配慮） 
 本研究では該当しない。 
 
C．研究結果 
[MGT を用いた試験] 
① 細胞毒性試験 
各 MGT(BMS-10、BMSC-5)を単培養の GDL1 に

6.25〜200 µg/ml で、RAW264.7 に 3.125〜200 �g/ml
で 24時間曝露し、曝露した際の細胞生存率を NR 
assay により測定した。GDL1 単培養では、MGT
の表面修飾の有無に関わらず、いずれの濃度にお

いても殆ど毒性を示さなかった。一方、RAW264
単培養では、BMS-10 は 200 µg/ml で BMSC-5 は

6.25 µg/ml で生存率が減少し、毒性が見られ、表

面修飾の有無で毒性強度に差があることがわかっ

た（図 1）。 
 

 
 
図 1. 表面修飾の異なる MGT の細胞毒性 
② 共培養システムによる遺伝毒性試験法 

共培養条件下の RAW 細胞または RAW及びGDL1
の両細胞に各 MGT(BMS-10、BMSC-5)を 24 時間
暴露し、6〜7日間培養した後、GDL1細胞からDNA
を抽出し、gpt 遺伝子を標的とした変異原性試験を

行った。結果を図 2 に示す。MGT曝露群では溶媒

対照群と比較して変異頻度が増加する傾向が観察

された。また、BMS-10 では、単培養に比較して

RAW264.7 との共培養条件下で変異頻度が上昇す

る傾向が観察されたが、BMSC-5 ではたん培養条

件下で高い変異頻度が観察されており、共培養条

件下では MF が減少する傾向が観察された。また、

両MGT を比較すると、BMSC-5 の方が高い変異頻

度を示していた(図 2)。更に、変異原性誘発のメカ

ニズム探索のため、本研究で用いた MGT により

誘発される変異スペクトルの解析を試みた。その

結果、両者では観察された変異スペクトルが大き

く異なることがわかった（図 3）。これらのことか

ら、ポリアクリル酸の表面修飾が遺伝毒性発現に

何かしらの影響を及ぼしていることがわかった。 
③ ナノマグネタイト粒子の細胞への取り込み 
各 MGT(BMS-10、BMSC-5)を 24 時間曝露した各
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細胞固定サンプルをフローサイトメーターで解析

を行った。FCM では、細胞の大きさの指標である

前方散乱光(FS)と細胞内の複雑さの指標である側

方散乱光(SS)を測定した。結果を図 4 に示す。

BMS-10 曝露群は溶媒対照群と比較してどちらの

細胞も SS 値が増加した細胞数が増加し、細胞内

取り込み量が増加した。また貪食細胞である

RAW264.7 の方が GDL1 よりも取り込み量が多い

ことが観察された。対して BMSC-5曝露群は溶媒

対照群と比較して、SS値が増加した細胞数に変化

がなく、細胞内に殆ど取り込まれていないことが

観察された。 
 

 
 

図2. GDL1細胞に観察された変異頻度 
 

 
図 3. 変異スペクトラム 

 

 
図 4. 各MGT の細胞への取り込み 

 
 
④ マグネタイトナノ粒子処理による活性酸素

種(ROS)産生 
各MGT (BMS-10、BMSC-5)を 2時間曝露した各細

胞ライセート用いて ROS産生を評価した。結果を

図 5 に示す。各細胞の BMS-10 曝露群、BMSC-5
曝露群において非曝露群と比較して ROS 産生の

増加が見られ、RAW264.7 では有意な増加が確認

された。また BMS-10曝露群と BMSC-5曝露群を

比較するとBMSC-5曝露群の方がROSが多く産生

しており、より強い ROS産生を誘導することが確

認された。 
⑤ RAW264 細胞へのマグネタイトナノ粒子処

理による炎症性サイトカイン放出 
各 MGT (BMS-10、BMSC-5)を単培養 RAW264.7
に 25 µg/ml及び 50 µg/ml で 24時間曝露後、培養

上清を回収し TNF-aを定量した。結果を図 6 に示

す。BMS-10曝露群では 25 µg/ml及び 50 µg/ml で
TNF-a の有意な増加が見られ、BMSC-5 曝露群で

は 50 µg/ml で有意な増加がみられた。また TNF-a
産生量は BMS-10曝露群の方が BMSC-5曝露群よ

りも多いということが確認された。 
 

 
 
図 5. 各MGT処理による活性酸素種産生 

 

 
図 6. RAW264.7 における各MNPs の TNF-a産生 
 
 
⑥ Ferrozine assay を用いた培地中の鉄イオン

濃度 
各 MNPs において、BMS-10 を加えた培地から

は 15.4±4.0 µg /dl の鉄イオンが検出された。一方、

BMSC-5 を加えた培地からは 138.4±9.89 µg /dl
の鉄イオンが検出され、BMS-10 と比較すると有

意な差が見られた。 
 

[酸化チタンナノ粒子を用いた試験] 
① 酸化チタンナノ粒子の細胞毒性 
酸化チタンナノ粒子による細胞毒性を調べる

ために、トリパンブルー試薬を用いた。この方法

は、生細胞はトリパンブルーを取り込まないが死

細胞はその色素を取り込み青色に染色される、と

いう原理に基づいている。実験に供した細胞は、

gpt delta マウスより樹立された GDL1、マクロファ

ージ様細胞の RAW246 の 2 種類。6well plate に

RAW264 及び GDL1 を 1x106 cell/well 及び 5x105 
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cell/well で播種し、24 時間培養した。その後、各

細胞に 5種の酸化チタンナノ粒子（JRCNM01001a, 
JRCNM1005a, MT-150A, AMT-100, TKP-102）を

RAW264 に 125, 250, 500 µg/mL、GDL1 には 250, 
500 µg/mL を各 well に添加し、24時間曝露後にト

リパンブルーを用いて細胞生存率を測定した。 
RAW264.7 ではどの酸化チタンナノ粒子でも

濃度依存的に細胞生存率減少が見られた(図 7)。コ
ントロールと比べ、TKP-102、JRCNM01001a では

有意な差が見られたが MT-150A では 250 µg/ml の
みで有意な差が見られ、AMT-100 では 250、500 
µg/ml の濃度で、JRCNM01005a では 125、250 µg/ml
の場合に有意な差が見られた。 
GDL1 では今回使用した全ての酸化チタンナノ粒

子でコントロールと比べ、濃度依存的に細胞数が

優位に減少した(図８)。 
RAW264.7 と GDL1 のどちらの細胞でもアナター

ゼ とルチルでの結晶の違いでの差は見られなか

った。 
以上の結果から、RAW264及び GDL1 に対して、

いずれの酸化チタンナノ粒子も用量依存的に細胞

生存率を低下させることがわかった。また、細胞

毒性の程度は GDL1 に比べRAW264 で顕著である

ことがわかった。この結果から、遺伝毒性試験に

おける各種酸化チタンナノ粒子の用量としては、

125, 250 µg/mL で行うことに決定した。 
 

 
図7. 各種酸化チタンナノ粒子のRAW264に対する細胞毒性 
 

 
 
図8. 各種酸化チタンナノ粒子のGDL1に対する細胞毒性 
 

② 共培養システムによる遺伝毒性試験法 
GDL1 単独および共培養条件下の RAW 細胞ま

たは RAW及び GDL1 の両細胞に 5種の酸化チタ

ン ナ ノ 粒 子 （ JRCNM01001a, JRCNM1005a, 
MT-150A, AMT-100, TKP-102）を 125, 250 µg/mL 
の用量で 24時間暴露した。暴露後、培地交換によ

り酸化チタンナノ粒子を取り除き、更に 6〜7日間
培養した。それら GDL1 細胞から DNA を抽出し

た。まずは AMT-100 と TKP-102暴露における gpt
遺伝子を標的とした変異原性試験を実施した。変

異頻度(MF)を算出した結果を表 1 に示す。 
 
表 1. 酸化チタンナノ粒子を曝露した変異頻度

(MF)の結果 

 
 
gpt mitation assay を行なった結果をグラフにまと

めた（図 9）。タイターが十分稼げていない結果も

あり、Preliminary なデータではあるが AMT-100 と

TKP-102 のどちらの酸化チタンナノ粒子でも共培

養した時より単培養した時の方が変異頻度の増加

が見られた。しかし、AMT-100 の 250 µg/ml の単

培養と共培養では共培養した時の方が変異頻度の

増加が見られた。 
 

 
図 9. 酸化チタンナノ粒子の gpt 変異結果 
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D．考察 
先行研究で肺毒性試験系として、マウス肺より

樹立した細胞株(GDL1 細胞) とマクロファージ

(RAW264.7)の共培養システムの構築を行った。本

研究では、MGT を用いて、本システムの妥当性の

検証及び、毒性の低減化も考慮して、表面修飾の

違いに対する影響について観察した。修飾を施し

ていない MGT と比較して、ポリアクリル酸の表

面修飾を施した MGT は細胞種によって異なる細

胞毒性を示し細胞内には取り込まれにくいが、遺

伝毒性は強く、また変異スペクトルは全く異なり、

ROSや炎症性サイトカイン産生の増加がみられる

という結果となった。貪食細胞に貪食されにくく

なることから、表面修飾により MGT の特性は変

化したが、遺伝毒性が強くでてしまっているため、

ポリアクリル酸自身の細胞毒性や遺伝毒性への影

響やFenton反応による酸化ストレスの増大による

影響が考えられ、事実、培地中の鉄イオンを測定

したところ、各 MGT による毒性の違いは鉄イオ

ン濃度が異なっていることが原因であると推察さ

れた。今後は BMSC-5 液内に存在している鉄イオ

ンは製造過程中に発生した夾雑物なのか、安定性

の低下等により BMSC-5自体から発生したのかを

調べることや、鉄キレート剤を加えることで

BMSC-5 の毒性が軽減するのかを調べることで毒

性原因を追求すると共にナノマテリアルの安全性

を検討していく。 
また、更に、形状やサイズの異なるナノマテリ

アルの毒性評価について各種酸化チタンナノ粒子

を用いて同手法により検討した。 
まず、曝露濃度を検討するために、各種酸化チ

タンナノ粒子をRAW264.7及びGDL1に 24時間曝
露し、細胞生存率をトリパンブルーを用いて測定

した。その結果 RAW264 と GDL１のどちらの細胞

でも濃度依存的に減少した。また、RAW264 は

GDL1 より酸化チタンの影響が大きいことが分か

った。これは RAW264 がマクロファージ様細胞で

あるため、酸化チタンを貪食した後、分解できず

に細胞破裂が起こったと考えられた。また、以降

の実験は 125 、250 µg/ml の曝露濃度で行なった。 
次に、gpt 遺伝子に対する変異原性の結果、

いずれも酸化チタンナノ粒子の用量非依存的であ

り、共培養よりも単培養で変異頻度が高い傾向が

観察された。この結果は先行研究のナノマグネタ

イトや多層カーボンナノチューブの結果とは異な

る結果となった。多層カーボンナノチューブの場

合では、マクロファージ様細胞である RAW264.7
細胞が MWCNT を貪食した後、IL-1βや TNF-α が

炎症性遺伝子の誘導を行い、さらに一酸化窒素が

誘導され、ROS が誘導されることで酸化ストレス

によりGDL1に 8-oxo-dGが形成され変異が誘発さ

れたと考えられている。今回行なった実験で共培

養よりも単培養での曝露の方が変異頻度が上昇し

たのはマクロファージ様細胞である RAW264.7 か

らの炎症性サイトカインまたは ROS の分泌が

GDL1 への変異原性を上昇させるレベルではなか

ったか、あるいは酸化チタンナノ粒子自身が

GDL1 に対して直接的な変異原性を十分に持つ可

能性が考えられた。しかしながら、各サンプルの

タイター数からも、解析が不十分であることが考

えられるため、最終的な評価には更なる検討が必

要であると思われる。In vitro 変異原性試験におい

て AMT-100 の方が TKP-102 より変異頻度が上昇

した。AMT-100 は一次粒子径が 6 nm で比表面積

が 280 m2/g に対し TKP-102 は AMT より大きく一

次粒子径が 15 nm で比表面積が 110 m2/g である。

一般的には一次粒子径が小さく、比表面積が大き

いほど細胞や組織に取り込まれやすく、毒性が現

れることから、AMT-100 の方が変異が起きやすい

という結果になったと考えられた。 
今 後 、 そ の 他 の 酸 化 チ タ ン ナ ノ 粒 子

（JRCNM01001a, JRCNM1005a, MT-150A,）の gpt 
遺伝子に対する変異原性を調べることで、酸化チ

タンナノ粒子の形状や粒径などの物理化学的な性

質が遺伝毒性に及ぼす影響についてさらに詳細に

明らかになると思われる。 
 
E．結論 
 これまでに肺毒性試験系として、マウス肺より

樹立した細胞株(GDL1細胞) とマクロファージ

(RAW264.7)を用い、共培養システムの構築を行な

った。本研究では、この評価系の妥当性について、

MGTを用いて検証した。また、毒性の低減化も考

慮して表面修飾の有無の状態が遺伝毒性に対する

影響についても観察した。MGTの細胞毒性を調べ

た結果、GDL1単培養では、MGTの表面修飾の有無

に関わらず、いずれの濃度においても殆ど毒性を

示さなかった。一方、RAW264.7単培養では、表面

修飾を有さないMGT(BMS-10)は200 µg/mlで表面
修飾を有するMGT(BMSC-5)は6.25 µg/mlで生存率

が減少し、毒性が見られ、表面修飾の有無で毒性

強度に差があることがわかった。次にRAW264.7
とGDL1細胞を共培養し、BMSC-5及びBMS-10を両
細胞に曝露し、誘発される変異頻度を解析した。

その結果、MGT曝露群では溶媒対照群と比較して

変異頻度の増加が認められた。また、BMS-10と比
較してBMSC-5の方が変異頻度が高い傾向が観察

された。更に、変異原性誘発のメカニズム探索の

ため、本研究で用いたMGTにより誘発される変異

スペクトルの解析を試みた結果、両者では観察さ

れた変異スペクトルが大きく異なることがわかり、

またBMSC-5曝露群では酸化ストレス由来の変異
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が多く観察された。さらに、細胞への取り込みを

観察した結果、BMSC-5はBMS-10よりも細胞内に

取り込まれなかった。変異スペクトルから酸化ス

トレス由来の変異が観察されたため活性酸素種

(ROS)の産生を評価した結果、BMSC-5曝露で

BMS-10よりも強いROS産生の増加が確認された。

さらにRAW264.7における炎症性サイトカイン

TNF-a産生を定量した結果、BMSC-5曝露で有意な

増加が見られた。BMSC-5曝露で細胞毒性や強い変

異原性およびROSや炎症性サイトカインの増加が

確認されたが、ポリアクリル酸修飾によるMGTの
特性の変化から貪食細胞に認識されにくくなり、

細胞内に取り込まれないためポリアクリル酸修飾

による影響が示唆された。さらに酸化ストレス由

来の変異が確認されたことからFenton反応による

影響も示唆された。そこでBMSC-5液内の鉄イオン

濃度を調べた結果、BMS-10の9倍近い鉄イオンが

検出された。これらの結果から鉄イオンが直接細

胞内に取り込まれ毒性が発現したと考えられた。

さらに、同手法を用いて酸化チタンナノ粒子の形

状や粒径などの物理化学的な性質が毒性に及ぼす

影響を明らかにすることを目的に、5種の酸化チタ

ン ナ ノ 粒 子 （ JRCNM01001a, JRCNM1005a, 
MT-150A, AMT-100, TKP-102）を用いて検討した。 
まず、細胞毒性について調べた結果、RAW264 及
び GDL1 に対して、いずれの酸化チタンナノ粒子

も用量依存的に細胞生存率を低下させることがわ

かった。また、細胞毒性の程度は GDL1 に比べ

RAW264 で顕著であることがわかった。これは

RAW264 がマクロファージ様細胞であるため、酸

化チタンを貪食した後、分解できずに細胞破裂が

起こったと考えられた。さらに、RAW264.7 と

GDL1 のどちらの細胞でもアナターゼ とルチル

での結晶の違いでの差は見られなかった。 
次に gpt 遺伝子における変異原性を調べた。ま

ずはAMT-100 と TKP-102暴露における gpt 遺伝子

を標的とした変異原性試験を実施した。いずれも

酸化チタンナノ粒子の用量非依存的であり、共培

養よりも単培養で変異頻度が高い傾向が観察され

た。この結果は先行研究のナノマグネタイトや多

層カーボンナノチューブの結果とは異なる結果と

なったが、各サンプルのタイター数からも、解析

が不十分であることが考えられるため、最終的な

評価には更なる検討が必要であると思われる。In 
vitro 変異原性試験において AMT-100 の方が

TKP-102 より変異頻度が上昇する傾向が観察され

た。AMT-100 は一次粒子径が 6 nm で比表面積が

280 m2/g に対し TKP-102 は AMT より大きく一次

粒子径が 15 nm で比表面積が 110 m2/g である。一

般的には一次粒子径が小さく、比表面積が大きい

ほど細胞や組織に取り込まれやすく、毒性が現れ

ることから、AMT-100 の方が変異が起きやすいと

いう結果になったと考えられた。 
今後、酸化チタンナノ粒子の形状や粒径などの

物理化学的な性質が遺伝毒性に及ぼす影響につい

てさらに詳細に明らかにするために、その他の酸

化チタンナノ粒子（JRCNM01001a, JRCNM1005a, 
MT-150A,）のgpt 遺伝子に対する変異原性につい

ても解析することが必要だと思われる。 
また、本手法を用いて更に他のナノマテリアル

についても検討し、毒性評価に資する情報として

活用することを目指す。また、形状やサイズの異

なるナノマテリアルや様々な表面修飾を施したナ

ノマテリアルの毒性評価を行なうことで、有用な

ナノマテリアルのリスク低減化についても検討す

る。 
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