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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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