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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 

 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法を用いて投与した。形成レベルの変

化を調べた。 

 

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 1)。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 - O H d G  形成の測定（ E L I S A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。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

た。ラット肺における免疫染色及び ELISA法を用いて 8-OHdGの形成レベルを解析した。免疫染色を用いた解

析では MWCNT-7 及び MWCNT-N 投与したラット肺の過形成、気管支および肺胞上皮細胞において核 DNAの酸化

的損傷マーカー、8-hydroxy-2’- deoxyguanosine （8-OHdG）形成レベルの有意な上昇が認められた。また、

FLW投与群では 8-OHdG 形成レベルの誘導が気管支上皮細胞のみで見られ、上昇傾向が観察された。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。本研究では F344ラット肺において MWCNT-7 および MWCNT-N投与群では核 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。 
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3 ． 免 疫 組 織 化 学 的 8 - O H d G 検 査 

 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。8-OHdGの免疫染色方法が以前報

告されている。肺のパラフィンブロックを3µm
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。 

 

4．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．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） 

 

２． ラット肺における8-OHdG形成（免疫染色

で測定） 

 免疫染色を用いた解析結果は図2と図3に示

した。 

 免疫染色解析では0.25及び0.5 mg/rat 

MWCNT-7及びMWCNT-Nを投与したラットの肺で

は8-OHdG形成レベルの有意な上昇が確認され

た(図2，3)。MWCNT-7及びMWCNT-N 低用量及び

高用量投与群のラット肺過形成、気管支及び

肺胞上皮細胞において8-OHdG陽性な細胞が多

く見られた。 

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3．8-OHdG免疫染色の代表的な写真 
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 FL 0.25及び0.5 mg/rat投与群では8-OHdG

形成レベルは対照群値と同等であった。 FLW

 0.25及び0.5 mg/rat投与群では   8-OHd

G形成レベルの増加傾向が見られた(図2，3)。 

 

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。 

 本試験において、0.25 および 0.5mg/ml 

MWCNT-7又は MWCNT-N を 104週間投与後、肺腺

がんの有意な発生が認められており、肺胞、気

管支上皮および肺過形成細胞の DNA 中におけ

る 8-OHdG 蓄積に関連していると考えられる。

更に、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、マクロファージの増加

による ROS 放出の誘導と関連していることが

考えられる。 

 

Ｅ．結論 

 F344 ラットの肺において MWCNT-7 および

MWCNT-N 投与群では気管支および肺胞上皮細

胞の核 DNA 8-OHdG形成レベルの強い上昇が認

められた。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。 
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