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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。 
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