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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種の

多層(MW)CNT（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。本研究グループ

ではこれまでに、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R2-6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

MWCNTs による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（4週）に検出

し、CNT 毒性の Adverse Outcome Pathway (AOP)として

期待された。さらに R6 年度は、単層(SW)CNT の TIPS 投

与後 2 年間の解析により、MWCNT-7 および MWCNT-N が

肺・胸膜発がんを発生させる条件において、SWCNT が肺

発がん性を有し、胸膜発がん性は有さないことを初め

て明らかにするとともに、投与後 4週において、MWCNT

と同様の AOP が観察されることを確認した。 

本年度は、MWCNTs (MWCNT-7, MWCNT-N)と SWCNT の

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）は

難分解性で体内に蓄積し得ることから、肺胞上皮および胸膜中皮に毒性・発がん性を誘発する可能性がある。

一方、OECD が求める吸入暴露試験は施設・費用面の制約が大きく、動物使用の削減（3R）を意識した、より実

用的かつ効率的な評価体系の確立が課題である。そこで本研究は、大規模吸入施設を必要としない経気管肺内

噴霧投与（TIPS）法を基盤に、長期発がん性（104週）と整合する短期（4週・13 週）有害性指標および Adverse 

Outcome Pathway (AOP)の同定と、陰性 CNT および化学発癌物質（DHPN/NNK）との比較による発がん機序を整

理することで、将来的に in vitro評価へ移行可能な in vivo 参照軸を提供し、OECD TG化に資する基盤データ

を構築することを目的とする。 

本年度は、発がん性陽性対照（MWCNT-7、MWCNT-N）と発がん性が未知であった SWCNT を同条件で TIPS 投与

し、104週発がん性と短期（4週・13 週）指標の対応を検討した。あわせて、Ki67、γH2AX 等の病理・分子指

標と炎症性遺伝子を用いて、腫瘍発生前段階の Key Event (KE)候補を評価し、発がん性陰性 CNT、化学発癌物

質との比較により発がん性と連結する KE の絞り込みを行った。さらに、投与後 4 週肺サンプルの RNA-seq に

基づく GO/KEGG解析と qRT-PCR により陽性 CNT に特異的な経路および候補マーカーを抽出・検証した。 

その結果、SWCNT は肺発がん性が陽性である一方、胸膜中皮腫誘発性は明確に支持されないという発がんプ

ロファイルを示し、CNT 種（物性）により標的臓器・機序が異なる可能性が示唆された。短期指標として、Ki67

およびγH2AXは複数 CNT で 4週から上昇し 13 週まで持続し、腫瘍発生前のスクリーニング指標として有用で

あった。炎症性遺伝子では Ccl2/Ccl3 が共通して上昇し、Il-1b/Tnfa は高発がん感受性群で持続上昇した。

RNA-seq では陽性 CNT で炎症・自然免疫／異物応答経路が一貫して富化し、Spp1/Ccl2/Mmp12 が候補マーカー

として抽出・検証された。 

以上より、本分担研究では、TIPS 法により CNT の長期発がん性と腫瘍発生前段階で検出可能な短期 KE候補

を対応づけた。SWCNT は肺発がん性を示す一方、本試験条件下では胸膜中皮腫誘発性は明確には支持されず、

MWCNT とは異なる発がんプロファイルを示した。また、Ki67、γH2AX、Ccl2/Ccl3、Il-1b/Tnfa 等は、CNT の発

がん性や発がん感受性を反映する短期有害性指標として有用であると考えられた。さらに、発がん性陽性 CNT

と陰性 CNT の比較解析により、Spp1、Ccl2、Mmp12等を候補マーカーとして抽出・検証した。これらの成果は、

CNT の短期有害性評価および in vitro評価系で測定すべき反応の選定に資する in vivo 参照軸となりうる。 
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TIPS 投与後、発がん期（104週）における肺発がん性と

一致する、亜急性期（4週）、亜慢性期（13 週）に観察

可能な有害性指標を選定するため、4、13 週における各

指標の経時的変化を病理学的解析、遺伝子解析により

明らかにするとともに発がん性陰性物質における変動

も確認する。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や OECD 

TG/IATA に提案できる評価法を開発する。 

 

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。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（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(10匹×

2)、104週(20匹×2)]。剖検時に胸腔内RPMI-1640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、Mφ局在 (抗CD68抗体、BIO-

RAD)、増殖活性 (抗Ki67抗体、Abcam)、DNA損傷（γH2AX

抗体、CST）の程度について免疫組織学的に解析する（内

木）。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によるCcl種、Il種や

Tnf-α等の炎症性ケモカイン、サイトカイン発現の定

量に用いる。 
(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、肺発がん性陽性CNT
（MWCNT-7, MWCNT-N, MWCNT-B, DWCNT, SWCNT）、最近
長期試験において肺発がん性陰性を実証したCNT（CNH、
CNB）（論文投稿中）を被験CNTとしてTIPS投与し、4週
後に肺組織を採取し、免疫染色、NGSを用いたRNA-seq解
析、定量的RT-PCR解析に用いる。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。既知の発癌物質N-bis(2-hydroxypropyl) nitr
osamine (DHPN)を4,000mg/kg、タバコ煙発癌物質4-(me
thylnitrosamino)-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、
CNTによる肺発がん機序との比較対照として用いる。 
(3)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48時間

培養する。マウスMφ細胞から産生される炎症性サイト

カイン（定量的RT-PCR）を定量する。 

 

（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)-1. CNTのTIPS投与による肺胞沈着と免疫細胞の反

応 

まず、R6年度までに明らかとなり、本研究の基盤とな

る2年間発がん性試験の結果を概説する。 
胸膜中皮発がん：臓側および壁側胸膜における悪性中皮
腫の発生率は、MWCNT-7およびMWCNT-Nの高用量群（0.5
 mg/rat）において有意に増加した。一方、SWCNT投与群
においても低用量・高用量群で各1例の発生が見られた
が、統計学的な有意差は認められず、本試験においてS
WCNTによる中皮腫誘発性は結論づけられなかった。 
肺発がん：肺腺癌の発生率は、MWCNT-NおよびSWCNTの高
用量群において有意に増加した。また、肺腫瘍全体（腺
腫と腺癌の合計）の発生率においても、これら2群で有
意な上昇が確認された。なお、既知の肺発がん物質であ
るMWCNT-7において有意な肺癌発生頻度の上昇が見られ
なかった要因は、中皮腫による早期死亡例が多発し、肺
がん発生に必要な観察期間が十分に確保できなかった
ためと結論づけられた。 
以上の発がんプロファイルの違いを踏まえ、CNT投与

後の肺における沈着状況と免疫細胞の反応を検討した。

4、13、52、104週の全観察期間を通じ、CD68免疫染色に

よりCNT投与群における肺胞Mφの集積が確認された。特

にSWCNT投与群では、高度な好中球浸潤の併発が認めら

れた（図1）。光顕およびSEM観察において、MWCNTs群で

は肺胞Mφによる貪食像に加え、線維が細胞膜から突き

刺さる「突出像」が確認された。対照的にSWCNT群では、

Mφによる貪食は確認されたものの、線維は細胞内に完

全に内包されており、表面への露出は明らかではなかっ

た。また同群では、Mφの崩壊に伴いSWCNTが肺胞内へ再

放出される像も観察された（図2）。 
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図1.肺胞MφによるCNTの貪食とSWCNTによる好中球遊走

（HE像）． 

 

 
図2.肺胞MφによるCNTの貪食（SEM像）． 

 

(1)-2. CNTによる肺有害性指標の動態解析(Ki67、γ

H2AX) 

増殖活性およびDNA損傷指標について4週と13週の定

量的比較を行ったところ、多くの指標で4週からの変化

が持続していた。 Ki67およびγH2AX陽性率は、MWCNT-

7、MWCNT-N、SWCNTのいずれの群においても、4週時点で

すでに有意な上昇を示し、その傾向は13週まで持続した

（図3、4）。 

 
 

図3．CNT投与による肺胞上皮増殖活性の変化（Ki67免疫

染色）、**P < 0.01、***P < 0.001 vs Vehicle． 

 

 
 

図4. CNT投与による肺胞上皮DNA損傷の変化（γH2AX免

疫染色）、*P < 0.05、***P < 0.001 vs Vehicle． 

 

(1)-3．CNTによるケモカイン、サイトカインmRNA発現の

動態解析（定量的RT-PCR） 

4および13週における肺のケモカイン、サイトカイ

ンおよび炎症関連遺伝子のmRNA発現レベルを定量RT-

PCRにより解析した（図5,6）。ケモカインCcl2および

Ccl3の発現は、4週・13週の両時点において、MWCNT-

7、MWCNT-N、SWCNTの全投与群で一貫して有意に上昇

した。Ccl9はMWCNTs群では両時点で、SWCNT群では13

週時点で有意な上昇を示した。炎症性サイトカインに

ついては、Il6が全投与群の4週時点で有意に上昇し

た。Il-1b、Tnfaは高発がん感受性であるMWCNT-Nおよ

びSWCNT群において、4週・13週を通じて有意な上昇を

認めた。すなわち、曝露早期からのCcl2/Ccl3の共通

した上昇はCNTの発がん性の有無を鋭敏に捉えるスク

リーニング指標として有用であり、さらにIl-1bや

Tnfa等の発現プロファイルは、MWCNT-NやSWCNTが示す

より高い発がん性強度を反映する指標となり得ること

が示唆された。 

 

(2)-1. 発がん性陰性CNT、既存化学発癌物質との網羅的

遺伝子発現変化の比較(RNA-seq) 

 本研究グループの長期発がん性試験により肺腫瘍誘

発性が確認されたCNTを肺発がん性陽性CNT（MWCNT-7、

MWCNT-N、MWCNT-B、DWCNT、SWCNT）として用いた。また、

長期試験で肺発がん性が認められていないCNT（CNH、C

NB）を肺発がん性陰性CNTとして比較対象に用いた。TI

PS投与後4週または化学発癌物質投与後4週の肺凍結サ

ンプルを用いたRNA-seq解析により、発がん性陽性CNTに

より変動する遺伝子群を解析した。まず発がん性陰性C

NTと比較して発がん性陽性CNT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。GO解析

では、発がん性陽性CNT群で優位に変動する遺伝子セッ

トは、免疫・炎症応答、とくに白血球の遊走・走化性に

関連する機能カテゴリに強く集約された(図7,8)。KEGG

解析では、発がん性陽性CNTで補体系／凝固系およびサ

イトカイン・ケモカインを中心とした炎症性ネットワー

クが優位に富化していた。加えて、細胞骨格調節やリソ

ソーム、酸化的リン酸化などの経路も抽出され、炎症に

伴う細胞機能変化・ストレス応答の関与が示唆された

(図9)。GO解析とKEGG解析をまとめると、発がん性陽性

CNTでは、免疫細胞の動員と炎症性シグナルの持続を基

盤として、補体・凝固系を含む組織傷害・修復の反復や
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自然免疫の活性化が進行し、これに細胞機能・代謝の変

化（細胞骨格、リソソーム、ミトコンドリア代謝など）

が重なることで、腫瘍微小環境の形成や発がん過程に寄

与する可能性が考えられた。 

次に化学発癌物質DHPNと比較して発がん性陽性CNTで

2倍以上に有意に上昇する遺伝子を701個、低下する遺伝

子を95個得た。GO解析では、骨髄系・好中球などの免疫

細胞の活性化と動員、受容体リガンドを介したサイトカ

イン／ケモカインシグナルに強く富化した。また、エン

ドソーム・リソソーム系、NADPHオキシダーゼ複合体、

細胞外小胞が上位に抽出され、異物処理・ROS関連経路

を含む炎症性微小環境形成が関与する可能性が示され

た。KEGG解析では、発がん性陽性CNTはDHPNと比べて、

炎症性サイトカイン／ケモカイン、補体・凝固、貪食―

リソソーム、NOD様受容体を軸とする 自然免疫・異物応

答型の分子経路が強く富化しており、炎症性微小環境形

成、すなわち非遺伝毒性寄りのプロモーション要素がメ

カニズムとして示唆された。 

 さらにCNT発がん性予測バイオマーカー候補を得るた

め、発がん性陰性CNTと比較して発がん性陽性CNTで有意

に上昇する上位遺伝子群を抽出した(図10)。その結果、

先に示したGO/KEGG結果と整合し、発がん性陽性CNTでは

マクロファージマーカー（Spp1、Mmp12）、ケモカイン

群（Ccl2, Ccl7, Ccl9, Cxcl6）の発現上昇が認められ、

炎症性微小環境の形成が強く誘導されることが示され

た。 

 

 
 

図5．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-PCR）、*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001 

vs Vehicle. 

 

 
 

図6．CNT投与による肺サイトカインmRNA発現量の変化、

13週（定量RT-PCR）、*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001 

vs Vehicle. 

 

 
図 7．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 発がん性陽性 CNT vs 発がん性陰性 CNT. 
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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 (Molecular Function)、4週、***P < 

0.001 発がん性陽性CNT vs 発がん性陰性CNT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図9．CNT投与によるRNAシーケンシング解析、KEGG解析、

4週、***P < 0.001 発がん性陽性CNT vs 発がん性陰性

CNT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図10．CNT投与によるRNAシーケンシング解析、TOP高発

現遺伝子、発がん性陽性CNT vs 発がん性陰性CNT． 
 

(2)-2. 発がん性陰性CNT、既存化学発癌物質との網羅的

遺伝子発現変化の比較(定量的RT-PCR) 

 そこで、次にSpp1、Mmp12およびCcl2遺伝子発現につ

いて、定量的RT-PCRにて確認した。その結果、発がん性

陽性CNTでは Spp1、Ccl2、Mmp12発現が誘導されること

が確認された。これらは陰性CNTでは相対的に弱く、ま

たDHPNでは同等の誘導が目立たない傾向を示したこと

から、CNT特有の炎症性微小環境形成と組織改変を反映

する発がん性予測マーカー候補として有望であると考

えられた(図11)。 

 
図11．肺mRNA発現量の変化、4週（定量RT-PCR）、*P < 

0.05、**P < 0.01、***P < 0.001 vs Vehicle. 

 

(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、in vivo
試験においてCNTs投与により発現高値を認めたCcl種
のmRNA発現レベルを定量RT-PCRにより解析した。

10μg/mlの濃度では、肺発がん感受性の高いMWCNT-Nで

は発現上昇傾向が見られたが、肺発がん性陽性 

(Positive)と陰性(Neg)で有意な変化は見られなかっ

た（図12）。そこでMWCNT-7、MWCNT-NおよびSWCNTにお

いて、さらに高濃度で投与した結果、濃度依存性に有意

なCcl2発現の上昇を認めた（図13）。 
Transcript_ID G ene_Sym bol D escription

P ositive

/N egative.fc

N M _012881 Spp1 secreted phosphoprotein 1 5.705335

N M _053963 M m p12 m atrix m etallopeptidase 12 5.557572

N M _001108643 Tm em 72 transm em brane protein 72 4.649582

N M _019224 R gs9 regulator of G -protein signaling 9 4.033824

N M _001007612 C cl7 C -C  m otif chem okine ligand 7 3.966989

N M _001012357 C cl9 chem okine (C -C  m otif) ligand 9 3.706637

N M _001100990 R spo3 R -spondin 3 3.591108

N M _001107642 Tulp1 tubby like protein 1 3.435893

N M _013182 M c5r m elanocortin 5 receptor 2.809814

N M _022214 C xcl6 C -X -C  m otif chem okine ligand 6 2.773024

N M _031560 C tsk cathepsin K 2.748505

N M _031530 C cl2 C -C  m otif chem okine ligand 2 2.742889
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図12．CNT投与によるマウスMφ細胞（RAW264.7）のCcl
種発現の変化（定量RT-PCR）、**P < 0.01、***P < 0.001 

vs Vehicle． 

 

 
 

図13．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、大規模吸入暴露施設を必要とせず、ナノマ

テリアルの肺・胸膜中皮における毒性および発がん性

評価を可能にする。複数のMWCNTで2年発がん性が示さ

れてきた背景を踏まえると、投与・解析手順の標準化に

より、得られた有害性指標を迅速な健康影響評価へ展

開できる可能性が高い。安定した投与手法、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。 
本年度の解析では、SWCNTは肺発がん性を示す一方、

本試験条件下では胸膜中皮腫誘発性は明確には支持さ
れず、MWCNTとは異なる発がんプロファイルを示した。
短期指標として、肺胞上皮の増殖活性（Ki67）およびD
NA損傷（γH2AX）は、MWCNT-7、MWCNT-N、SWCNTのいず
れにおいても4週から上昇し、13週まで持続した。した
がって、Ki67およびγH2AXは、腫瘍発生前段階でCNT有
害性を捉えるスクリーニング指標として有用である可
能性が高い。また、炎症性遺伝子応答では、Ccl2/Ccl3
が4週・13週を通じて広く上昇し、Il-1bおよびTnfaはM
WCNT-N、SWCNTなど高い肺発がん感受性を示す群で持続
的に上昇した。これらの結果から、Ccl2/Ccl3はCNT曝露
に共通する早期反応を反映し、Il-1b/Tnfaは発がん性
の強度や持続的炎症を反映するKey Event（KE）候補と
して位置づけられる。 
RNA-seqに基づくGO/KEGG解析では、発がん性陽性CNT

において、サイトカイン／ケモカインシグナル、免疫細
胞の動員・活性化、補体系、貪食―リソソーム系、NOD
様受容体など、炎症・自然免疫／異物応答を中心とする
経路が一貫して富化していた。これらの所見は、CNTに
よる反応が単なる一過性の急性炎症ではなく、免疫細
胞集積を伴う持続的炎症および異物応答を反映してい
る可能性を示すものである。さらに、qRT-PCRにより、
Spp1、Ccl2、Mmp12の発現上昇が発がん性陽性CNTで確
認された。Spp1およびCcl2はマクロファージを中心と
した炎症性微小環境形成や免疫細胞リクルートに関与
し、Mmp12は慢性炎症下でのマクロファージ活性化およ
び組織リモデリングを反映する。したがって、これらの
候補マーカーは、CNT曝露後早期に生じる炎症・組織改
変反応を捉える短期KE候補として有用であると考えら

れる。  
また、発がん性陰性CNTおよび化学発癌物質との比較

により、発がん性陽性CNTでは、炎症・自然免疫応答、
免疫細胞動員、貪食―リソソーム系、組織リモデリング
関連経路が相対的に強く誘導されることが示された。こ
れらの結果は、CNT発がんにおいて、DNAへの直接作用の
みならず、マクロファージ／ケモカイン系を中心とした
持続的炎症、組織傷害・修復反応の反復、および炎症性
微小環境形成が重要である可能性を支持する。 
本研究で得られた長期発がん性に裏付けられた短期K

E候補は、in vitro評価系の妥当性確認に用いるin viv
o参照軸として重要である。今後、in vitro評価へ応用
するためには、in vivoで抽出されたKE候補が培養系で
再現されるかを確認するとともに、被験物質の分散条件、
暴露濃度、暴露時間、細胞種・共培養条件など、評価系
としての条件設定を整理する必要がある。これらの検討
により、TIPS法で得られたin vivo知見を、3Rに資する
短期・簡便な評価体系へ橋渡しでき、将来的にOECD TG
/IATAへの接続を検討する上でも基盤情報となると考え
られる。 
 

Ｅ．結論 
TIPS法を用いて、CNTの長期発がん性（104週）と腫瘍

発生前段階（4週・13週）で観察可能な短期指標との対
応を検討した。発がん性陽性対照であるMWCNT-7、
MWCNT-Nと同条件でSWCNTを評価した結果、SWCNTは肺発
がん性を示す一方、本試験条件下では胸膜中皮腫誘発
性は明確には支持されず、CNT種により標的臓器や発が
んプロファイルが異なる可能性が示された。短期指標
として、Ki67およびγH2AXは複数CNTで上昇・持続し、
Ccl2/Ccl3、Il-1b/Tnfa等の炎症性遺伝子応答も発がん
性や発がん感受性を反映する指標となり得ると考えら
れた。さらに、RNA-seqおよびqRT-PCR解析により、発が
ん性陽性CNTでは炎症・自然免疫／異物応答経路が一貫
して富化し、Spp1、Ccl2、Mmp12等が候補マーカーとし
て抽出・検証された。以上より、本分担研究では、CNT
の長期発がん性に裏付けられた短期KE候補と候補マー
カーを整理し、in vitro評価系で測定すべき反応の選
定に資するin vivo参照軸を提示した。 
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