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研究成果の概要（和文）：カーボンナノチューブの生体影響を、ヒト由来胸膜中皮細胞を用いて

評価した。本研究では, 癌化が懸念される標的組織であるヒト胸膜中皮に由来する細胞である

MeT-5A に対し,高度に精製された CNT を曝露することで，その細胞毒性について調べ,次いで

コメットアッセイにより遺伝毒性の評価を行った。また,核内に蓄積する 8-OHdG 量の変化を

定量すると共に,新たな試みとして,酸化 DNA 除去修復酵素の発現変動についても解析するこ

とで,CNT 曝露による酸化的 DNA 損傷の可能性について検証した。その結果, 高純度の単層及

び多層カーボンナノチューブの曝露では、8-OHdG の蓄積やカルボニルタンパク質の生成とい

ったような、酸化的な細胞障害は観察されなかった。しかし、高純度の CNT を用いた場合に

も，有意な細胞増殖の抑制と変異原性が認められたことから、誘発される胸膜中皮細胞の DNA
損傷は，ゲノム DNA あるいはヌクレオチドプールの単純な酸化によってのみ起こるものでは

ないことが示唆された。今後、アスベストとは異なる機序によるカーボンナノチューブによる

DNA 損傷作用の機序について更なる解析が望まれる。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the potential risk of single-walled carbon nanotube 
(SWCNT) and multi-walled carbon nanotube (MWCNT) exposure in human pleural 
mesothelial cells. CNT cytotoxicity was determined using a trypan blue exclusion assay, 
and DNA damage was detected using an alkaline comet assay. The concentration of 
8-oxodeoxyguanosine (8-OHdG) in DNA was measured using HPLC with electrochemical 
detection. The expression of base excision repair enzymes in the cell was estimated by 
immunoblot analysis. We observed inhibitory effects on cell proliferation and induction of 
DNA damage following exposure of cells to purified CNTs that were suspended in 
dispersion medium. However, accumulation of 8-OHdG in DNA was not found. In addition, 
the expression levels of base excision enzymes that are involved in hOGG1, hMTH1 and 
MYH in MeT-5A cells remained unchanged for 24 h after carbon nanotube exposure.CNTs 
significantly inhibit cell proliferation and decrease DNA damage in human pleural 
mesothelial cells. Our results indicate that the mechanism of CNT-induced genotoxicity is 
different from that of exposure to reactive oxygen species, which causes oxidative DNA 
modifications and 8-OHdG production. Further investigation is required to characterize 
the specific DNA mutations following CNT exposure. 
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１．研究開始当初の背景 
産業界においてナノマテリアルは夢の化

学物質として期待され、開発が盛んに行われ
ると共に、一部は既に使用されていた。ナノ
テクノロジーは、非常に注目を集めている科
学技術であり、エレクトロニクス、医療応用
を始めとして、人類に非常に大きな貢献をも
たらすものと期待されている。ナノ材料には
既に製品化されているものも多く、2015 年
において全世界で 1 兆ドルといわれるなど、
今後、市場の拡大が予測される。その一方で、
そのリスクの存在が懸念されており、リスク
を最小に抑えながらその発展を図ろうとす
るいわゆる「責任あるナノテクノロジーの展
開」は、世界的なコンセンサスとなっている。
しかしナノ粒子の有害性については、現時点
において、研究の蓄積が少なく、国際的なコ
ンセンサスは未だ形成されていない状態で
ある。即ち、その安全性は担保されておらず、
生体影響を懸念する声も多い状況にあった。
特にアスベストとの類似性が指摘されるカ
ーボンナノチューブ（CNT）について、その
発ガン性の有無を明確にすることが、焦眉の
急を要するものであると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、アスベストとの比較も含め、

単層及び多層 CNT の生体影響に注目した。い
まだ不明瞭であるナノ粒子の毒性評価の一
環として、CNT が胸膜中皮細胞に取り込まれ
るとき、酸化的な DNA の損傷が観られるのか
否か、また、どのような遺伝子変動が起こり、
それが毒性発現に繋がるのかという点を明
らかにすることを目的とする。まず中皮細胞
あるいは肺胞上皮細胞に起こる酸化的損傷
を詳細に解析する。次いで CNT 暴露による遺
伝子の発現変動を解析し、更にその遺伝子の
ｍRNA 量の変化をリアルタイム PCR 法により

経時的に調べると共に、発現するタンパク質
を解析し、中皮細胞が悪性細胞腫となる可能
性を、その初期的かつ微細な変化から類推す
べく、検討を試みる。また、それに先立って、
CNT の暴露実験により、新しい試みとして、
取り込まれたナノ粒子のみならず、中皮細胞
内での活性酸素あるいは NO の発生を観察す
る。また、ヒト胸膜中皮由来樹立細胞
(Met-5A)、肺胞上皮由来細胞株、更に正常細
胞をも視野に入れて暴露を行い、CNT による
毒性発現のメカニズムを解析することで、
「責任あるナノテクノロジーの展開」の一助
とすることを目標とする。動物実験で投与法
やその量的問題が討議される中、本研究は細
胞レベルでの評価に徹し、CNT の取り込みの
メカニズムと、細胞応答(主に酸化ストレス)
を肺胸膜中皮と肺胞上皮で詳細に解析し、そ
の状態を把握した上で、生じる酸化生成物を
見極める。発症までに 30 年余を要するとい
う腫瘍の微細な変化を見出すべく、DNA 損傷
に焦点を当て、現在知られる方法だけでなく、
新たな検出法として、細胞内腫瘍マーカーと
もいえる、3 種の修復酵素の発現変動と、従
来殆ど解析されていない変異に発展する可
能性のある DNA-付加体の検出についても試
みる。 
 
3．研究の方法 
(１)使用するクリソタイル及び CNTに混入

する遷移金属の洗浄、除去を徹底して行った。
また、取り込みに関わる肺胞サーファクタン
ト成分によるコーティングの条件などを検
討した。 
(２)ヒト由来肺胞上皮及び胸膜中皮細胞

を用いて、アスベストであるクロシドライト、
クリソタイル、単層及び多層 CNT、更には酸
化チタンなどのナノ粒子を分散後、曝露して
一定時間培養した。具体的には、ヒト胸膜中



 

 

皮由来細胞 MeT-5A あるいはヒト肺胞上皮
A549 細胞を 10％FBS 含有 M199 培地あるいは
MEM 培地で 37℃、5%CO2条件下で培養した。1
×104 cells/cm2となるように播種し4-5日間
あるいは 2-3 日間培養して 1×105 cells/ cm2

になる前に継代した。 
本研究において、SWCNT は L-Purified 

Single-wall Nanotube (long) (SES Research、 
Outer diameter<2nm、Length 5-15μm、Ash 
content: < 2%) 、 MWCNT は L-Purified 
Multi-Wall Nanotube (long) (SES Research、 
Outer diameter 10-30nm、Length 5-15μm、
Ash content: < 0.2%)を用いた。 

CNT の分散に用いた擬似肺胞内液 [5.5mM 
D-glucose 、 0.6mg/mL BSA 、 0.01mg/mL 
dipalmitoly phosphatidil cholin(DPPC)]は、
Porter らの方法に従って調製した。DPPC は
使用時に、DPPC を加え、室温下にて発振子型
超音波処理することで懸濁し、擬似肺胞内液
を均一な懸濁液状態とした。SWCNT及び MWCNT
の分散は、ガラス試験管に CNT を精量し、
1mg/mLとなるようにPBSを加えて懸濁させる。
水浴型超音波発生器中で音波処理した後、よ
く撹拌する操作を 3回繰り返し、その懸濁液
を遠心分離した。その上清を除去し、1mg 
CNT/mL となるように用時調製した擬似肺胞
内液を添加して混和した後、ポリスチレン製
チューブに移し、発振子型超音波発生器を用
いて室温下で処理を行ない均一な懸濁液と
した。 
MeT-5A 細胞あるいは A549 細胞を 2 ×104 

cells/cm2となるように播種し、37℃、5% CO2

条件下で 24 時間培養後、分散させた CNT 懸
濁液を添加し、37℃、5%CO2インキュベーター
内で一定時間培養した。その後、培養培地を
吸引除去し、PBS で洗浄後、細胞を剥がして
集めた。細胞毒性の実験では、5mL 培養液を
用い、約 5×105 cells の MeT-5A を播種し、
37℃、5% CO2 条件下で 24 時間培養し、細胞
を接着させた。その培地中 20μg/mL(4μg/cm2)
及び 100 μg/mL (20μg/cm2)の CNT を添加し、
0、 24、 48、 72 時間後にトリプシン処理に
より剥がした細胞を培養培地に懸濁後、0.4%
トリパンブル－溶液と混和して死細胞を染
色し、生細胞数を計測した。 

DNA 損傷作用(変異原性)はコメットアッセ
イ法により測定を行った。 

コメット像の解析には蛍光顕微鏡付属の
デジタルカメラと制御ソフトを用い、その
Tail lengthをマニュアルに従って計測した。
各実験から得られた画像からランダムに選
択した 100個ずつのコメット像について測定
し、3 回の独立した実験から得た合計 300 個
のコメット像から平均値を求めた。 

DNA 損傷修復酵素の発現変動は、以下の方
法により測定した。調製した細胞分画液を
SDS-PAGE (12.5% ゲル)で展開後、ゲルから

タンパク質を PVDF 膜に転写した。転写後、
PVDF 膜をブロッキング剤で処理し、洗浄後、
抗体希釈液で希釈した各酵素に対する一次
抗体を用いて反応を行った。洗浄後、PVDF 膜
と抗体希釈液で希釈した二次抗体と反応さ
せた。PVDF 膜を洗浄後、化学発光試薬を用い
て各酵素を検出した。 
8-OHdG の測定は、Kim らの方法に準じて行

った。8-OHdG 及び dG は、逆相カラムを用い 
て分離後、電気化学検出機と紫外可視検出機
によりそれぞれ検出した。8-OHdG 及び dG 標
準液より得られたピーク面積から、実試料中
の 8-OＨdG 及び dG 量を求めた。 
有 意 差 検 定 は Excel 、 2007(Ver.12.0 

Microsoft)を用い、2 群間の比較は対応のな
い t 検定法により行い、3 群間の比較では
Bonferroni 法により検定を行った。いずれの
場合も危険率 5％未満(p<0.05)の場合を有意
差有と判定した。 
(３)アスベストを曝露した肺胞上皮細胞

A549 については、グルタチオン濃度の変化、
各種酵素の活性変動及びカルボニルタンパ
ク質の検出を試みた。酸化チタンナノ粒子及
び非晶系ナノシリカを暴露した胸膜中皮細
胞 MeT-5A を試料として、8-OHｄG の測定、DNA
損傷修復酵素の発現変動、コメットアッセイ
による変異原性及び細胞内活性酸素種の発
生について解析を行い、その遺伝毒性と DNA
損傷作用の有無を調べた。 
 
４．研究成果 
(1)発癌性が強い事が知られるクロシドラ

イトと、白石綿として知られるクリソタイル
を用いて、ヒト肺胞上皮由来細胞株 A549 に
対するより曝露により誘導される酸化スト
レスについて評価した。クロシドライト及び
クリソタイルを曝露したとき、低分子 SH 基
の減少と、膜脂質の酸化二次産物であるアル
デヒドの生成が認められた。更に、そのアル
デヒドがタンパク質と反応して生成すると
考えられるカルボニル化タンパク質が観察
された。一方、そのカルボニル化に伴いグル
コース 6 リン酸脱水素酵素（G6PDH）の活性
の著しい低下が起こり、本酵素が活性部位に
Lys 残基を有する事から、生成するカルボニ
ルタンパク質が（G6PDH）であることを予想
し、免疫沈降法とイムノブロット法を用いて
詳細な解析を行った。その結果、タンパク質
のリジン残基と反応して生成すると考えら
れる一つのカルボニル化タンパク質を見出
し、そのカルボニル化し易いタンパク質が
G6PDH であることを証明し、カルボニル化
G6PDH が、アスベスト曝露の新たなバイオマ
ーカーの一つとなる可能性が示唆された。 
(2) CNT の分散法を検討した結果、擬似

肺胞液を用いて、2 段階の超音波処理を行う
事で、少なくとも 24 時間以内は沈殿を生じ



 

 

ることのない CNT懸濁液を得ることが出来た。
その懸濁液を用いて、MeT-5A に対して SWCNT
及び MWCNT を曝露し,各々の細胞毒性をトリ
パンブルー排除能の変化を観ることにより
評価した。SWCNT 及び MWCNT を終濃度
20,100μg/mL (4、 20μg/cm2)となるように培
養培地中に添加し、３日間培養した。その結
果,100μg/mL の曝露では SWCNT、MWCNT ともに
MeT-5A の増殖を顕著に阻害し、死細胞数も増
加した。20μg/mL の条件においても 48 時間以
降で、SWCNT 及び MWCNT 曝露による細胞増殖
の有意な低下が観察されたが、その程度は小
さく、72 時間培養後における阻害率は、
Control 群に比べ 30%程度であった。 

DNA 損傷に伴う修復の過程で、DNA の切断
が起こる事から、過酸化水素を添加した場合
には、未処理の場合に比べ明瞭なコメット
Tail(ほどけた DNA 鎖)が確認された。また、
MWCNT を曝露した細胞のコメット像において、
細胞核上に、多くの影が観察された。 

本実験では。このコメット Tail の長さか
ら DNA 損傷作用を評価した。コメットアッセ
イの結果、曝露 8 時間及び 24 時間後におい
て MeT-5A の DNA が損傷、修復を受けている
事が明らかとなった 。 

この実験において, SWCNT を 8 時間曝露し
た群では有意差は認められなかったが,24 時
間の曝露では約 3 倍の長さのコメット Tail
が観察された。また,MWCNT 群では曝露 8、24
時間後において,いずれも有意な DNA 損傷が
観察され、24時間後の損傷の程度はコントロ
ール群の約 2.5 倍であった。 
 次に、CNT 曝露後の MeT-5A に対し,酸化

的損傷のマーカーである細胞内 8-OHdG 量の
変動を調べた。具体的には、同一サンプル中
の dG を UV 検出器により定量することで、dG
に対する 8-OHdGの割合を求めた。その結果、
20μg/mLの SWCNT及びMWCNTを 24時間曝露し
た MeT-5A から DNA 断片を抽出し、ヌクレア
ーゼ及びアルカリホスファターゼ処理を行
った後、8-OHdG 及び dG 量を測定した。その
結果、陽性対照である 50μM H2O2 処理群では
対照群と比較して約 2.5 倍の 8-OHdG の増加
が観察されたのに対し、SWCNT 及び MWCNT 曝
露群においては,未処理群と比較して 8-OHdG
量の有意な変化は認められなかった。 

DNA損傷がCNT曝露 8時間及び24時間後に
観察されたことから、MeT-5A に対し SWCNT 及
び MWCNTを 20μg/mlの濃度で曝露することで
8時間、24 時間後における酸化 DNA 修復酵素
の発現変動をタンパク質レベルで解析した。
MeT-5A より核画分を抽出し、hOGG1(35kDa)
及び MYH(55kDa)の発現量を経時的に調べた
結果、発現量の変化は認められなかった。ま
た、MeT-5A の全抽出物においてミトコンドリ
ア及びサイトゾルに局在する hMTH1(18kDa)
の発現量についても調べたところ、同様に変

化は見られなかった。以上の結果から,本研
究で用いた SWCNT 及び MWCNT の曝露 24 時間
以内において、MeT-5A 細胞内の代表的な酸化
DNA 除去修復酵素はいずれも量的には変動し
ていない事が示された。  
(3）副次的な成果として、同時に検討に用

いた、ナノサイズ酸化チタン(nTiO2)につい
て以下の結果が得られた。nTiO2 を暴露した
ヒト胸膜中皮由来細胞内における活性酸素
種の発生の程度を DCF-DA を用いた蛍光法で
評価したところ、有意な ROS の産生増大が観
察された。アナターゼ型及びルチル型の 2 種
の結晶構造の異なる nTiO2 をヒト胸膜中皮
由来細胞に暴露して酸化的 DNA 損傷マーカ
ーである 8-OHdG の生、成量の変化を HPLC 法
により測定した結果、カーボンナノ中で得ら
れた結果とは異なり、8-OHdG の生成量は、
非暴露群に対して優位に増大し、その程度は
ルチル型 nTiO2 暴露群によりも、アナターゼ
型 nTiO2 暴露群において顕著であった。また、
コメットアッセイの結果においても、ルチル
型 nTiO2 暴露群、アナターゼ型 nTiO2 暴露
群で、共に有意な変化が観察された。 
(4)今後の課題としては、これまでの研究

で見出された、CNT が誘発した DNA 損傷作用
の機序を明確にするために、変異スペクトル
の解析、及び LC/MS/MS を用いた DNA 付加物
の解析を行う事が望まれる。次いで CNT 曝露
時におけるヒト胸膜中皮細胞内の DNA損傷修
復酵素の発現変動を、qPCR アレイを用いた網
羅的な解析を行うことで、どのような反応過
程で損傷が起こるのかを推定し、変異を引き
起こす CNT の物性及び DNA との直接、あるい
は間接的な関わりを解析することで、変異が
起こるメカニズムの解明が可能になると考
える。本研究は、in vivo の実験の結果を考
慮し、相補的に進める細胞レベルの検討で、
CNT の安全な使用法あるいは取扱いにおける
安全基準を定める上で、有益なデータを提示
することを目指すものである。 
 CNT 処理を行った細胞に対して、変異スペ
クトルを解析して、そのパターンを詳細化す
ることによって、酸化的な損傷とは異なる原
因による変異原性発現の機作解明の糸口に
なる事が期待される。 
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