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Ａ．研究目的 

  ナノマテリアルには有用な利益がある一方でリス

クも存在し、その程度を正しく評価することが重要で

ある。リスク評価には毒性の検出が不可欠であり、吸

入暴露試験の代替法は効率的な検査に有用と考えられ

る。特にカーボンナノチューブ（CNT）など、将来的に

発がん性が証明される可能性のある材料については、

詳細なリスク評価研究が必要となる。 

 本研究では、F344 ラットを用いた in vivo 試験によ

り、ナノマテリアルの発がん性メカニズムを検討し、

肺における発がん関連因子およびその発がん機序を解

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、実験開始時に

フラーレン（FL）、フラーレンウィスカー（FLW）、MWCNT-

7、MWCNT-N を 0.25 および 0.5 mg/rat の濃度で TIPS

法により計 8回肺内投与した。投与終了後、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解析した。 

実験 2. F344 雄性ラット 320 匹を用い、実験開始時よ

り MWCNT-7、MWCNT-N および SWCNT を 0.1 および 0.5 

mg/rat の濃度で TIPS 法により計 8 回投与した。投与

開始 4 週間および 13 週間後に、ラット肺の免疫組織

学的解析を行い、DNA の 8-OHdG および 8-NG 形成レベ

ルの変化を検討した。 

実験 3. F344 雄性ラット 142 匹を用い、実験開始時よ

りカーボンナノホーン（CNH）、カーボンナノブラシ

（CNB）および MWCNT-7 を 0.5 および 1 mg/rat の濃度

で TIPS 法により計 8 回投与した。投与開始 6 週間後

に、ラット肺の免疫組織学的解析を用いて、8-OHdG お

よび 8-NG 形成レベルの変化を調べた。 

1. ラット肺からの DNA 抽出 

 ラット左肺サンプル（300 mg）からの DNA 抽出は、
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 本研究では、ナノマテリアル（NM）の肺発がん性について検討し、発がんに関与する因子およびその機

序を解明することを目的とした。 

実験 1 では、F344 雄性ラット 200 匹を用い、フラーレン（FL）、フラーレンウィスカー（FLW）、多層カー

ボンナノチューブ（MWCNT-7, MWCNT-N）を 0.25 および 0.5 mg/rat の濃度で、簡便な経気管肺内噴霧投与

（TIPS）法により投与した。投与開始 104 週間後に DNA 酸化的損傷マーカーである 8-hydroxy-2’-

deoxyguanosine（8-OHdG）の形成レベルを解析した結果、MWCNT-7 および MWCNT-N 投与群の肺胞上皮細胞

および過形成病変において、8-OHdG 形成レベルの有意な上昇が認められた。 

実験 2 では、F344 雄性ラット 320 匹を用い、MWCNT-7、MWCNT-N および単層 CNT（SWCNT）を 0.25 および

0.5 mg/rat の濃度で TIPS 投与し、4、13、52 週間後に 8-OHdG および 8-nitroguanosine（8-NG）の形成レ

ベルを測定した。MWCNT-7 および MWCNT-N 投与群では、全期間において、マクロファージ（Mφ）由来の活

性酸素・窒素種（ROS/RNS）に起因する肺胞上皮細胞の 8-OHdG/8-NG 形成レベルが有意に上昇していた。一

方、SWCNT 投与群では、4 週目から Mφや好中球（Nφ）由来の 8-NG 形成レベルの有意な上昇、または 8-

OHdG の増加傾向と iNOS の誘導が見出された。RNA-Seqおよび IPAシグナリングパスウェー解析の結果、4

週間投与後の全 CNT 投与群において、ROS/RNS産生、炎症調節因子、酸化的ストレス抵抗性、細胞増殖お

よびオートファジーに関与する TNFa、NFkB、RELA、p38、Rac1、Nrf2シグナリングの活性化が認められた。

さらに、リン酸化 NFkB（p65, Ser536）の核内過剰発現が認められ、細胞増殖の誘導に関連していた。以

上のことから、NFkBの活性化が CNT の発がんに関与していると考えられた。 

実験 3 では、カーボンナノホーン（CNH）、カーボンナノブラシ（CNB）および MWCNT-7 を 0.5 および 1 mg/rat

の濃度で TIPS 投与し、6週間後の 8-OHdG/8-NG 形成を測定した。CNH および CNBは F344 ラット肺におい

て有意な発がん性を示さなかった。高用量（1 mg/rat）の CNH、CNBおよび MWCNT-7 群で 8-OHdG の有意な

上昇が認められたが、CNH、CNB群の上昇レベルは MWCNT-7 群と比較して有意に低かった。また、8-NG の有

意な上昇は MWCNT-7 群のみで認められた。 

 結論として、F344 ラット肺において、MWCNT-7、MWCNT-N および SWCNT の発がん機序には、Mφ・Nφ由来

の ROS/RNS による上皮細胞の DNA 損傷（8-OHdG/8-NG）、および NFkB、p38、Rac1、Nrf2シグナリングを介

した細胞増殖、オートファジー、酸化的ストレス抵抗性の活性化が関連していることが明らかとなった。 
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既存の報告を一部改変して行った。 

簡略に記載すると、核 DNA の抽出には、細胞内小器官

を融解する抗酸化剤 NaI液を含む「DNA Extractor WB 

kit」（和光純薬工業株式会社）を使用した。さらに、

細胞溶解時の自己酸化を防止する目的で、溶解液に

deferoxamine mesylate（Sigma Chemical, St. Louis, 

MO, USA）を添加した。得られた DNA は、nuclease P1

（ヤマサ醤油株式会社）およびアルカリフォスファタ

ーゼ（Sigma Chemical）を用いてデオキシヌクレオシ

ドに断片化し、8-OHdG の形成レベルを 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。 

 

3．免疫組織化学的 8-OHdG 検査 

 実験1および実験3において、右肺を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。固定した肺組織はパラフィ

ン包埋後、厚さ(3 µm)の薄切切片を作製した。 

内因性ペルオキシダーゼをブロックするため、切片を0.

3%過酸化水素水で処理した。馬血清にて非特異的反応

をブロッキングした後、一次抗体として抗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、

静岡、日本）を適用し、4℃で一晩反応させた。検出に

は免疫染色キット（VECTASTAIN Elite ABC kit、Vecto

r Laboratories、Burlingame、CA、USA）を用い、DAB 

(3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride; 同仁

化学研究所、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、右肺をブアン液（Bouin's solution）で

固定した。その後、実験1と同様の免疫染色法（抗8-OH

dGマウスモノクローナル抗体、1:500）にて8-OHdGの形

成レベルを検討した。 

 

4. 免疫組織化学的8-nitroguanosine (8-NG) 染色 

 実験2では、摘出した右肺をブアン液を用いて固定し

た。8-NGの形成レベルは、ABC法（avidin-biotinylated 

peroxidase complex method）を用いた免疫組織化学染

色により解析した。切片は抗8-NGウサギポリクローナ

ル抗体（1:20、10 µg/mL、KMU-P01、コスモ・バイオ株

式会社、東京、日本）を用いて4℃で一晩反応させた。 

 実験3では、右肺を4％緩衝パラホルムアルデヒドで

固定し、実験2と同様の条件（ABC法）で免疫組織化学染

色を行い、8-NGの形成レベルを解析した。 

 

 
5.免疫組織化学的検討 
 ラット肺の4％パラホルムアルデヒド緩衝液固定パ
ラフィン包埋切片を用い、ABC法による免疫組織化学
染色を実施した。クエン酸緩衝液（pH 6.0）を用いた
マイクロウェーブ照射による抗原賦活化、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

化処理を行った。 
 一次抗体には、anti-phospho-p38 (T180/Y182) (1:
100, ab4822, Abcam, 東京)、anti-phospho-Nrf2 (S4
0) (1:100, ab76026, Abcam, 東京)、anti-phospho-N
F-κB p65 (S536) (1:100, #3031, Cell Signaling 
Technology, MA, USA)、anti-p62/SQSTM1 (1:300, PM
045, MBL, 名古屋)、anti-iNOS/NOS2 (1:100, No. 61
0329, BD Transduction Laboratories, 東京)、anti-
COX2 (1:200, aa 584-598, No. 160126, Cayman Che
mical, MI, USA)、anti-phospho-PERK (T982) (1:10
0, ab192559, Abcam, 東京)、anti-phospho-Rac1/Cdc
42 (S71) (1:100, #2461, Cell Signaling Technolo
gy, MA, USA)、anti-OGG1 (1:50, sc-12075, Santa C
ruz Biotechnology, CA, USA)、およびanti-PCNA マ
ウスモノクローナル抗体 (1:500, M0879, DAKO, 京
都) を用い、4℃で一晩反応させた。 
 
6．RNA シークエンシング（RNA-Seq）およびシグナリ

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) 、また は KEGG Pathway 

Analysisを用いて機能解析、上流転写制御因子やシグ

ナリング解析を行った。 

 

7. ウェスタンブロットを用いた蛋白の発現解析 

 RIPA buffer（1×）を用いてラット肺から蛋白を回収

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（B

ovine Serum Albumin: BSA）（Sigma-Aldrich）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 40

µg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 0.45 メンブレン(Amersham, German

y)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 Tween 20 を含む Tris-buffered saline（1×

TBS）（TBST）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、目的とする蛋白に結合する一次抗体と 4℃

で一晩反応させた。使用した一次抗体と希釈倍率は以

下の通りである。Rabbit anti-Nrf2 phospho S40 (SA

B5701902, Sigma-Aldrich, 1:1000); rabbit anti-p6

2 (1:1000, ab91526, Abcam,東京, 日本); anti-iNO

S/NOS mouse 抗体(1:2000, No. 610329, BD Transduc
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tion Laboratories, 東京, 日本); anti- NFkB mouse

 mAb (p65) (1:800, #6956, Cell Signaling Technol

ogy, MA, USA); anti-NFkB p65 (phospho-S536) rabb

it mAb (1:700, #3031, Cell Signaling Technology,

 MA, USA); anti-STAT3 (phospho-Tyr705)rabbit mAb

 (1: 1000, #9145, Cell Signaling Technology, MA,

 USA); anti-Stat3 rabbit mAb(1: 1000, #30835, Ce

ll Signaling Technology, MA, USA);	 β-actin (1:1

00,000, ab49900,Abcam, Japan)。 

 

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的有意差検定を行い、

危険率5%（P<0.05）又は1%（P<0.01）を基準とした。8-

OHdG及び8-NG形成レベルの平均値について、まず5%有

意水準でBartlett法による等分散性の検定を行った。

その結果、等分散の場合はパラメトリックなDunnettの

多重比較検定を、不等分散の場合はノンパラメトリッ

クなSteelの検定を用いた。 

 

Ｃ．研究結果 

1．実験１ 
1－1．ラット肺における8-OHdGの形成（ELISA法で測定） 
DNAの8-OHdG形成レベルの分析結果を図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における8-OHdG形成レベルの測定 
（ELISA法） 
 
 

1－2．ラット肺における8-OHdGの免疫組織学的検索 

 免疫染色の解析結果を図2および3に示す。MWCNT-7お

よびMWCNT-Nを0.25および0.5 mg/rat投与した群では、

ラットの肺胞上皮細胞において8-OHdG陽性細胞数の有

意な増加が認められた。一方、FLの0.25および0.5 

mg/rat投与群における8-OHdG陽性細胞数は対照群と同

等であったが、FLWの0.25および0.5 mg/rat投与群では

増加傾向が見られた(図2，3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2．免疫染色により観察されたラット肺の8-OHdG形成レ

ベル 

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および図5に

示す。0.5 mg/ratのMWCNT-7およびMWCNT-N投与群のラ

ット肺胞上皮細胞において、投与開始4、13および52

週間後に8-OHdG陽性細胞数の有意な増加が認められた

（図4(a, b, c)、図5）。 

 一方、SWCNT 0.5 mg/rat投与群では第4、13週にお

いて8-OHdG陽性細胞数の上昇傾向が見られたが、第52

週では無処置群および対照群と比較して有意な増加は

認められなかった（図4(a, b, c)、図5） 

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 

 

 また、0.1 mg/ratのMWCNT-7およびMWCNT-Nを投与し

た52週間後において、ラット肺胞上皮細胞の8-OHdG陽

性率は、無処置および対照群に対し有意に増加した。
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一方、SWCNT群では有意な上昇は認められなかった

（図4）。 

図5．実験2における8-OHdG免疫染色の代表像（投与4、

13、52週後） 

 

 MWCNT-7、MWCNT-N および SWCNT の 4、13、52、104

週間後、浸潤した多くの 8-OHdG陽性マクロファージ

(Mφ)(細胞質や核)や好中球（Nφ）(核)が観察され、

その数が有意に増加していた(図 5，6)。特に、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。SWCNT 投与群では 8-OHdG

陽性 Mφや Nφが多く見られた(図 5)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6．実験 2における CNT 13 週間投与後ラット肺

の 8-OHdG陽性マクロファージ(Mφ)と 好中球(Nφ)

数の上昇 
 

2-2．ラット肺における8-NG形成レベルおよび

iNOS/NOSとCOX2の発現（免疫染色） 

 肺に浸潤した多くの8-NG陽性 MφやNφ (核と細胞

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7、8)。 

 ラット肺における8-NG形成レベルおよびiNOS/COX-2

の発現（免疫組織化学染色）解析結果を図7、図8および

図9に示す。SWCNT投与群では、投与開始4、13、52週後

の各時点において、ラットの8-NG陽性肺上皮細胞、マ

クロファージ（Mφ）および好中球（Nφ）数に有意な上

昇が認められた（図7(a, b, c)、図8）。肺へ浸潤した

MφおよびNφの核と細胞質において、顕著な8-NG陽性

所見が観察された（図8）。また、13週目以降、MWCNT-

7およびMWCNT-N 0.5 mg/rat投与群においても、8-NG陽

性肺胞上皮細胞数の有意な増加が確認された（図7、8） 

 

 

図７．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 

図 8．実験 2における 8-NG 免疫染色の代表像（投与

4、13、52 週後） 

  

 実験 2では、MWCNT-7、MWCNT-N、または SWCNT

（0.1 mg/ratまたは 0.5 mg/rat）を投与したラット

において、投与開始 4〜52 週間後、肺上皮細胞、マク

ロファージ(Mφ)、および好中球(Nφ)で 8-NG の発現

上昇が認められた。これは免疫染色およびウェスタン

ブロット(WB)解析により（4週）、NO産生酵素

iNOS/NOS および炎症マーカーCOX2 の発現増加と連動

していた（図 9）。 

図 9．ラット肺における iNOS および COX-2 の発現

上昇（上段：13 週間投与後の免疫染色、下段：4週

間投与後のウェスタンブロット、n=5） 
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2-3. RNA シークエンシング（RNA-Seq）およびシグ

ナリング解析 

  実験2におけるナノマテリアル4週間投与後のラ

ット肺組織についてRNA-Seq解析を行い、IPAやKEGG

を用いてシグナリングパスウェー解析を実施した。

その結果、0.5 mg/ratのMWCNT-7、MWCNT-Nおよび

SWCNT投与群では、ファゴソーム形成、オートファジ

ー、G protein-coupled受容体（GPCR）およびFAKシ

グナリングの活性化が認められた。また、MWCNT-7お

よびMWCNT-N投与群においてのみ、活性酸素（ROS）

産生に起因するp38およびRacシグナリングの有意な

活性化が予測された（表1）。 

 

表 1. RNA-Seq解析および IPA を用いたナノマテリ

アル投与ラット肺における活性化シグナルパスウェ

イの解析 

 

 

表2. RNA-SeqおよびIPAを用いたナノマテリアル曝露

ラット肺における活性化上流因子の解析 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 実験2におけるIPAの上流調節因子解析により、0.5 

mg/ratのMWCNT-7、MWCNT-NおよびSWCNTの4週間投与

群において、免疫反応関連因子（TNFα、CSF2、

CSF3、interleukins (ILs)、interferons (INFs)、

INF調節因子(IRF3,7)、Toll-like receptor 4, 7 

(TLR4, TLR7)、転写因子STAT1, 2, 3、TICAM1、

MAVS、EIF2AK2）の活性化が予測された（表1）。さ

らに、細胞増殖やオートファジーの調節因子である

NFkB、RELA、IKBKEの活性化も認められた。 

 

2-4．ラット肺におけるP-p38、P-Rac1/Cdc42、P-

NFκB、PCNA、P-Nrf2およびp62の発現 

 実験 2では 0.5 mg/rat の量では肺中皮腫が発生し

た MWCNT-7、MWCNT-N 投与群では、投与開始 4および

13 週間後、ラット肺上皮細胞において高い 8-OHdG の

発現上昇とともに、細胞増殖調節因子（リン酸化 p38 

(P-p38),リン酸化 Rac1/cdc42 (P-Rac1/cdc42)が見

られた（図 10）。  

図 10.実験 2 における CNT 投与後ラット肺における

P-p38 および P-Rac1 の発現上昇 

 

 さらに、すべての CNT 投与群において、肺上皮細

胞、過形成（HPL）、腺癌（AdCa）、および中皮腫

（Mesothelioma）細胞の核におけるリン酸化 NFkB（P-

NFkB, p65, S536）および細胞増殖マーカーPCNA の発

現が高いことが確認された（図 11）。 

図 11．実験 2 において、CNT を投与したラット肺砲

上皮、過形成および腫瘍における P-NFkB (p65, 

S536)(a)および PCNA(b)の発現 

 SWCNT短期や中期投与後、ラット肺上皮細胞におい

てP-NFkB, PCNA, p62発現の有意な上昇が観察された

Canonical Pathways 
MWCNT-7 0.5/ 
Vehicle 

MWCNT-N 0.5 
Vehicle 

SWCNT 0.5/ 
Vehicle 

Phagosome formation 4.56 4.59 4.59 
G protein-coupled 
receptor signaling 1.83 2.08 2.32 
p38 MAPK Signaling 3.53 2.03 1.77 
RAC Signaling 2.29 2.19 1.47 
FAK signaling 2.99 3.26 3.26 
Autophagy 1.41 1.72 2.06 
Data are z-score (z-score>2: activation) 
© 2000-2025 QIAGEN. All rights reserved.   

Regulators   MWCNT-7 MWCNT-N SWCNT 
Immune response   
TNFa 8.05 8.24 8.28 
CSF2 8.00 8.16 8.16 
CSF3 3.45 3.47 4.57 
IL1A 5.55 5.85 5.85 
IL1B 5.09 5.61 5.85 
IL2 5.42 5.81 5.50 
IL6 5.50 5.86 5.86 
IL17A 3.90 4.11 4.11 
IFNA4 1.94 2.36 3.16 
IFNL1 3.65 5.22 5.70 
IFNA2 4.00 5.51 5.92 
IFNA8 N/A 2.43 2.61 
IFNA21 N/A 2.41 2.59 
IFNB1 0.64 2.79 2.50 
IFNG 7.02 7.42 7.74 
IRF3 2.35 4.34 4.61 
IRF7 3.71 6.24 6.14 
STAT1 3.26 4.23 3.87 
STAT2 2.07 3.27 3.73 
STAT3 3.94 3.94 4.22 
TLR7 4.86 5.13 5.13 
TLR4 4.72 4.92 4.92 
EIF2AK2 2.81 4.29 4.79 
TICAM1 5.03 5.48 5.75 
MAVS 5.12 6.04 6.35 
Cell proliferation, autophagy 

  

NFkB  5.33 5.87 6.20 
RELA 3.25 3.98 4.27 
IKBKE 2.93 3.23 3.51 

Data are z-score (z-score>2: activation) 
© 2000-2025 QIAGEN. All rights reserved. 



 32 

(図11,12)。ウェスタン・ブロットを用いた解析で

は、MWCNT-7投与群のラット肺組織においてNF-kB 

(p65)の有意な発現上昇がみられ、MWCNT-N投与群にお

いても同様の上昇傾向が示された（図12）。また、

MWCNT投与群ではp-STAT3の発現が上昇傾向を示した。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図12．実験2ラット肺におけるNF-kB (p65), P-NFkB 

(p65), Stat3 およびP-Stat33(S40)の発現（WB, 4週

間投与後, n=5） 

 ウェスタン・ブロット解析の結果、0.5 mg/ml の

MWCNT-7、MWCNT-N、および SWCNT 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た（図 13）。

また、MWCNT 投与群では P-Nrf2 の発現も p62 と同様

に上昇した。 

図 13．ラット肺における P-Nrf2(S40)および p62 の

発現（WB, 4 週間投与後, n=5）（実験 2） 

 

 また 、 8-OHdG 修復酵素で あ る oxoguanine 

glycosylase 1 (Ogg1)、P-PERKおよび GRP78 の免疫

染色を行ったところ、全群のラット肺上皮において染

色が観察されたが、CNTs 群では対照群に比べて有意

な変化は認められなかった。 

3. 実験 3 

3－1．ラット肺におけるCNH, CNBおよびMWCNT-7投与

後の8-OHdG形成レベル（免疫染色） 

 8-OHdG および 8-NG 免疫染色の解析結果を図 14

および図 16 に示す。MWCNT-7 1mg/rat を投与して 6

週間後のラット肺胞上皮細胞において、無処置群お

よび Vehicle 群と比較して 8-OHdG陽性細胞数の有

意な上昇が認められた(図 13, 16)。 

 

 
 
 
 
 
 

 
 

図 14. 免疫染色で観察された CNH, CNB および

MWCNT 投与 6週間ラット肺上皮細胞の 8-OHdG 形成

レベル 

 

 CNHおよびCNB 高容量(1 mg/rat)投与群ではラット

肺胞上皮細胞において8-OHdG陽性な細胞の数が有意

に増加した（図14）。また、MWCNT-7投与群では8-

OHdG形成レベルの上昇がCNHおよびCNB 1mg/rat投与

群に比べて、有意に高い値を示した。 

 

3－2．ラット肺における8-NG形成レベル（免疫染

色） 

 8-NG免疫染色を用いた解析結果を図15および図16に

示した。ラットの肺胞および気管支上皮細胞におい

て、MWCNT-7を1 mg/ratで投与してから6週間後、無処

置群およびVehicle群と比較して8-NG陽性細胞数が有

意に増加していることが確認された（図15、図16）。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

図 15. 免疫染色で観察された CNH, CNB および

MWCNT 投与 6週間ラット肺上皮細胞の 8-NG 形成レ

ベル 

図 16.免疫染色で観察された CNH, CNB および MWCNT

投与 6週間ラット肺上皮細胞の 8-NG 形成レベル 
 CNH および CNB 投与群ではラット肺胞および気 
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管支上皮細胞において 8-NG 形成レベルの変化は見

られなかった。MWCNT-7 投与群では 8-NG 形成レベ

ルの上昇が CNH および CNB 1 mg/rat 投与群に比べ

て、有意上昇していた。 

 

 

Ｄ．考察 

 DNA と ROS/RNS（活性酸素/窒素種）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損傷の指標として知られ、多くの実

験モデルにおいて発がんに関与している。これらは

突然変異、特にGからTへの塩基置換の原因となる。

組織中における 8-OHdG レベルは、ROS の産生と修復

のバランスによって決定される。 

 実験 1 では、0.25 および 0.5 mg/rat の MWCNT-7

または MWCNT-N を投与した群において、投与 104 週

間後に肺腺がんの有意な発生が認められ、これは肺

胞上皮 DNA 中における 8-OHdG の蓄積に関連してい

ると考えられる。 

 実験 2では、0.1 および 0.5 mg/rat の MWCNT-7ま

たは MWCNT-N 投与群において、投与開始 4、13 およ

び 52 週間後に 8-OHdG陽性肺胞上皮細胞の大幅な増

加と、8-OHdG陽性マクロファージ数の上昇が認めら

れた。このことから、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、主に Mφの増加に伴

う ROS放出の誘導に関連していると考えられる。さ

らに、MWCNT-7、MWCNT-N、または SWCNT 投与後のラ

ット肺上皮や腫瘍細胞では、細胞増殖調節因子 P-NF

κB の核内過剰発現が観察された。また、MWCNT 投与

群では酸化的ストレス・小胞体ストレスマーカーや

P-Nrf2、p62、P-p38、P-Rac1/cdc42 の誘導が 8-OHdG

形成レベルと相関し、高い値を示した。SWCNT の短期

投与では p38 および P-Rac1 の有意な活性化は認め

られなかったが、13 週目以降は上昇した。一方、iNOS

および COX2 の発現は、全 CNT 投与群のマクロファー

ジや好中球において上昇していた。SWCNT 投与群で

は有意な 8-NG陽性細胞が観察され、強い炎症を伴う

8-NG の形成が誘導された。また、同群では肺上皮細

胞において iNOS の発現上昇が認められた。全 CNT 投

与群において NFκB の活性化が認められ、細胞増殖

との関連が示唆された。したがって、肺上皮細胞に

おける 8-NG の形成が、SWCNT の肺発がん性に関与し

ていると考えられる。 

 実験 3では、CNH と CNB（1mg/rat）において 8-OHdG

形成レベルの増加が認められたが、8-NG レベルの有

意な上昇は見られなかった。また、MWCNT-7 投与群の

8-OHdG/8-NG 形成レベルの上昇と比較して、CNH/CNB

投与群のレベルは有意に低く、強い変化は観察され

なかった。今後、CNH/CNB と SWCNT、MWCNT の発がん

性とそのメカニズムについてさらなる検討が必要で

ある。 

 

 

 

 

 

Ｅ．結論 

 F344 ラットに対する MWCNT-7 および MWCNT-N の投

与群では、肺胞上皮細胞において、核 DNA の 8-OHdG

形成レベルの強い上昇とともに、NFkB、p38/Rac1、

Nrf2 シグナル経路の活性化が認められた。また、

SWCNT 投与群では、ラット肺上皮細胞にて有意な 8-

NG の上昇を伴う NFkB の活性化が示された。これら

CNT 投与 104 週間後に発がんが見られたことから、そ

の機序として、炎症細胞（マクロファージ、好中球）

由来の活性酸素・窒素ラジカル（ROS/RNS）による DNA

損傷（8-OHdG および 8-NG の形成）の誘導が関与して

いると考えられる。 
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