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研究成果の概要（和文）：本課題では、ナノ炭素材料のDDSへの利用を視野に、ナノ炭素材料の生体に対する安
全性、および生体が有する異物処理機能に及ぼす影響を明らかにすることを目的として、ナノ炭素材料が、ヒト
およびラット肝において、第Ⅰ相および第Ⅱ相薬物代謝酵素の発現と酵素活性に及ぼす影響、ヒト消化管由来細
胞の薬物トランスポーターの発現に及ぼす影響を中心として検討した。その結果、ナノ炭素材料は薬物代謝酵素
の発現や酵素活性、ならびに薬物トランスポーターの発現に影響を及ぼすものが存在することが明らかになっ
た。したがって、ナノ炭素材料をDDSに利用するためには、異物処理機能に及ぼす影響についてさらなる検討が
必要である。

研究成果の概要（英文）：Recently, clinical application of nanocarbon, including single-walled carbon
 nanotube (SWCNTs), has been proposed as drug delivery agents. However, there is a growing concern 
about the toxicity of SWCNTs on the biological systems.
The present study aimed to elucidate the effect of nanocarbon, especially SWCNTs, on the expression 
and activities of phase I and phase II drug-metabolizing enzymes in the human and rat liver in 
vitro. In addition, the effects of nanocarbon on the expression of drug transporters in Caco-2 cell 
and Cellartis Intestinal Epithelial Cells, which are small intestinal epithelial cells derived from 
human iPS cells, were examined.  
Results of this study suggested that SWCNTs affect the expression and activities of 
drug-metabolizing enzymes and drug transporters. The effects of SWCNTs were different among isoforms
 of the enzymes or transporters, and that the effect may be dependent on the physicochemical 
properties of SWCNT.

研究分野： 薬物動態学

キーワード： ナノ炭素材料　単層カーボンナノチューブ　第Ⅰ相薬物代謝酵素　第Ⅱ相薬物代謝酵素　薬物トランス
ポーター　肝臓　消化管
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研究成果の学術的意義や社会的意義
カーボンナノチューブ等のナノ炭素材料は、医療材料としての需要拡大と同時に、その生体に対する安全性の評
価が求められている。
生体の主要な異物処理臓器である肝臓や腎臓では、薬物代謝酵素やトランスポーターの発現が高いが、ナノ炭素
材料がこれら臓器及び細胞の生理状態や異物処理機能に影響を及ぼす可能性がある。したがって、ナノ炭素材料
を生体主要臓器（細胞）に暴露した際の生理学的・生化学的変化について、生体の異物処理機構である薬物代謝
酵素やトランスポーターに及ぼす影響を中心に、毒性学、薬物動態学的観点から検討することは、ナノ炭素材料
の工学材料、医療材料としての安全性と有用性の評価に不可欠である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
カーボンナノチューブ（CNT）やフラーレン、グラフェン等のナノ炭素材料は、構造部材、導

電性材料のほか、薬物デリバリー（DDS）のキャリアへの利用が考えられている。その一方で、
これらナノ炭素材料、特に CNT の生体内挙動は、そのアスベスト様構造に由来するところが大
きいと考えられ、生体に対する安全性についての情報は十分とは言い難い。そこで、ナノ炭素材
料の工業材料、医療材料としての需要拡大の進展と同時に、その生体に対する影響を明らかにし、
安全性を評価することが求められている。 
ナノ炭素材料の生体への影響を評価するには、その侵入経路と、処理・排泄経路について考え

る必要がある。外的環境と生体を隔てている肺や小腸、大腸などの消化管では、上皮細胞のバリ
ア機能が発達し、異物の侵入を阻止するとともに、受動拡散により細胞膜を通過した異物を代謝
する薬物代謝酵素や、能動的に細胞外へ排出するトランスポーターが存在している。我々は単層
CNT（SWCNT）の暴露が、呼吸器由来細胞のストレス関連遺伝子や、一部の薬物代謝酵素の遺
伝の子発現が低下すること、またヒト肝由来のミクロソームにおいて薬物代謝酵素活性変化さ
せることを明らかにしているが、その詳細なメカニズムは不明である。また、生体の主要な異物
処理臓器である肝臓や腎臓では、薬物代謝酵素やトランスポーターの発現が高いが、ナノ炭素材
料がこれら臓器及び細胞の生理状態や異物処理機能に影響を及ぼす可能性がある。すなわち、ナ
ノ炭素材料自身の代謝（解毒）、排泄に影響を及ぼすのみならず、ナノ炭素材料を DDS のキャリ
アとして投与した薬物の体内動態が変化し、期待した薬理効果が得られない可能性も懸念され
る。したがって、ナノ炭素材料を生体主要臓器（細胞）に暴露した際の生理学的・生化学的変化
について、生体の異物処理機構である薬物代謝酵素やトランスポーターに及ぼす影響を中心に、
毒性学、薬物動態学的観点から検討することで、ナノ炭素材料の工学材料、医療材料としての安
全性と有用性の評価が不可欠である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、ナノ炭素材料の DDS への利用を視野に入れ、ナノ炭素材料の生体に対する安全

性、および生体が有する異物処理機能に及ぼす影響を明らかにすることを目的として検討を行
った。 
 
 
３．研究の方法 
 本実験は名城大学動物実験委員会の承認を得て実施した。 
(1) ナノ炭素材料 
SO-SWCNT、FH-P-SWCNT、EC1.5-P-SWNCT は名城ナノカーボン (愛知) より購入した。また、カ

ーボンブラック、フラーレン-C60 およびフラーレン-C70、多層 CNT は、Sigma-Aldrich（USA）
より購入した。 
 
(2) SO-SWCNT によるラット肝第Ⅰ相薬物代謝酵素の発現変動 
 5-6 週齢雄性 Wistar 系ラットを用い、2 段階コラゲナーゼ灌流法によってラット肝細胞を分
離し、100 µg/mL SO-SWCNT 分散液を 24 時間暴露した。その後、肝細胞から RNA を抽出し、逆転
写反応により cDNA を得た。得られた cDNA を用いて、RT2 Profiler PCR Array System (Rat Drug 
Metabolism: Phase I Enzymes、Qiagen、Netherlands)により、ラット第Ⅰ相薬物代謝酵素の発
現変動を解析した。また、SO-SWCNT 分散液を 50から 1000 µg/mLの濃度でラット肝細胞に曝露
し、CYP3A2 と CYP3A1/23 の mRNA 発現量をリアルタイム PCR 法で定量した。 
 
(3) SO-SWCNT によるヒト肝第Ⅰ相薬物代謝酵素の発現変動 
ヒト肝細胞は Corning（USA）から購入した。ヒト肝細胞に 100 µg/mL SO-SWCNT 分散液を 24

時間暴露した。RT2 Profiler PCR Array Human Drug Metabolism: Phase I Enzymes（Qiagen)
により、ヒト第Ⅰ相薬物代謝酵素の発現変動を解析した。得られたデータを QIAGEN 社ポータル
サイトの RT2 Profiler PCR Array Data Analysis を用いて解析し、比較定量法にて fold change
を算出した。 
 
(4) SO-SWCNT によるラット肝第Ⅱ相薬物代謝酵素の発現変動 
(2)と同様にラット肝細胞を調製し、100 µg/mL SO-SWCNT 分散液を 24 時間暴露した。RT2 

Profiler PCR Array Rat Drug Metabolism: Phase Ⅱ Enzymes（Qiagen)により、ヒト第Ⅱ相薬
物代謝酵素の発現変動を解析した。 
 



(5) ナノ炭素材料によるヒト CYP 酵素活性の変動 
プールドヒト肝ミクロソーム（Corning）を用いて、100 µg/mLナノ炭素材料存在下において、

CYP2D6 の指標活性であるデキストロメトルファン O-脱メチル酵素活性と CYP3A4/5 の指標活性
であるミダゾラム 1’-水酸化酵素活性を測定した。生成した代謝物は全て LC-MS/MS にて定量し
た。 
(6) ナノ炭素材料によるヒト UGT 酵素活性の変動 
プールドヒト肝ミクロソーム（Corning）を用いて、100 µg/mLナノ炭素材料存在下において、

UGT1A1 の指標活性である ß-エストラジオール 3-グルクロン酸抱合活性、UGT1A4 の指標活性で
あるイミプラミン N-グルクロン酸抱合活性、UGT1A6 の指標活性であるセロトニングルクロン酸
抱合活性、UGT1A9 の指標活性であるプロポフォールグルクロン酸抱合活性を、100 µg/mLナノ炭
素材料存在下で測定した。生成した代謝物は全て LC-MS/MS にて定量した。 
 
(7) ナノ炭素材料とヒト UGT との相互作用の検討 
ヒト肝ミクロソームとナノ炭素材料分散液を混合した後、遠心分離し、上清に存在するナノ炭

素材料と結合していない遊離型の UGT1A1 タンパク質を、SDS-PAGE/ウェスタンブロット分析に
て定量した。一次抗体として、ウサギ抗 UGT1A1 抗体（ab157476、Abcam、UK）を用いた。 
 
(8) ナノ炭素材料によるヒト薬物トランスポーターの発現変動 
ヒト結腸癌由来 Caco-2 細胞に、EC1.5-P-SWCNT と SO-SWCNT、および多層カーボンナノチュー

ブを 100 µg/mL の濃度で 3日間曝露した。得られた cDNA を用いて、RT2 Profiler PCR Array 
Human Drug Transporters（Qiagen)により、薬物トランスポーターの発現変動を解析した。また、
ヒト iPS 細胞由来小腸型腸管上皮細胞である Cellartis Intestinal Epithelial Cells（タカラ
バイオ、滋賀）に 100 µg/mL EC1.5-P-SWNCT を 3日間曝露し、同様に RT2 Profiler PCR Array 
Human Drug Transporters により、薬物トランスポーターの発現変動を解析した。 
 

(9) 統計学的処理 
 有意差検定には Student’s-t 検定を用いた。なお、p < 0.05 の時、有意差ありとした。 
 
 
４．研究成果 
(1) SO-SWCNT によるラット肝第Ⅰ相薬物代謝酵素の
発現変動 
PCR array に搭載されている 84 遺伝子のうち、コ

ントロール群と比較して 1/2 倍以下の有意な減少が
認められた遺伝子はアルデヒド脱水素酵素や CYP、ジ
ヒドロピリミジン脱水素酵素、フラビン含有モノオ
キシゲナーゼなど、13 種であった。一方、2 倍以上
の有意な増加が認められた遺伝子は CYP3A9、CYP7B1、
Ubiquitin carboxyl-terminal esterase L3 の 3種
であった（図 1）。 
 肝で薬物代謝を担う主要な酵素である CYP3A2 お
よび CYP3A1/23 は、SO-SWCNT 濃度依存的な発現量の
低下が認められた（図 2）。 
 
 
(2) SO-SWCNT によるヒト肝第Ⅰ相薬物代謝酵素
の発現変動 
PCR arrayに搭載されている84遺伝子のうち、

コントロールと比較して 1/2 以下の有意な減少
が認められた遺伝子は、ラットと類似しており、
アルデヒド脱水素酵素や CYP、フラビン含有モノ
オキシゲナーゼなど、14種であった。また、2倍
以上の有意な増加が認められた遺伝子は
Dehydrogenase/reductase 2、 Prostaglandin-
endoperoxide synthase 2 の 2種であった（図 3）。 
 
 
 

図 1. SO-SWCNT によるラット肝第Ⅰ相
薬物代謝酵素の発現変動 

図 2. SO-SWCNT によるラット肝 CYP3A
の発現変動 



(3) SO-SWCNT によるラット肝第Ⅱ相薬物代謝酵素の発現変動 
PCR array に搭載されている 84遺伝子のうち、コントロール群と比較して 2倍以上の有意な

増加が認められた遺伝子は Prostaglandin E synthase のみであった。第Ⅰ相薬物代謝酵素と比
べて、第Ⅱ相薬物代謝酵素では、SO-SWCNT による影響はほとんど認められず、薬物代謝酵素に
より受ける影響が異なることが明らかになった（図 4）。 
 

 
 

(4) ナノ炭素材料によるヒト CYP 酵素活性の変動 
デキストロメトルファン O-脱メチル酵素活性は SO-SWCNT により 40%阻害された。また、ミダ

ゾラム 1’-水酸化酵素活性は SO-SWCNT により 15％阻害された。しかし、極めて強い阻害作用が
認められたわけではなかった。 
 
 
(5) ナノ炭素材料によるヒト UGT 酵素活性の変動 
ß-エストラジオール 3-グルクロン酸抱合活性（図 5A）、イミプラミン N-グルクロン酸抱合活

性（図 5B）は、10 µg/mLの EC1.5-P-SWCNT と FH-P-SWCNT により低下したが、その他のナノ炭素
材料では影響が認められなかった。また、セロトニングルクロン酸抱合活性（図 5C）は、検討し
た全てのナノ炭素材料で大きな変動は認められなかった。一方、プロポフォールグルクロン酸抱
合活性（図 5D）は、FH-P-SWCNT の存在下で有意に上昇することが明らかになった。 
 

 
 
 
 
 

図 3. SO-SWCNT によるヒト肝第Ⅰ相薬物代謝
酵素の発現変動 

図 4. SO-SWCNT によるラット肝第Ⅱ相薬物代謝
酵素の発現変動 

図 5. ナノ炭素材料によるヒト UGT1A 酵素活性に及ぼす影響 



FH-P-SWCNT 存在下でのプロポフォールグルクロン酸
酵素活性について、速度論的解析を行ったところ、ミカ
エリス定数はコントロールで 6.2 ± 0.8 µM、FH-P-SWCNT
存在下で 5.6 ± 0.7 µMであり、大きな変化は認められ
なかったが、最大酵素反応速度（Vmax）は、コントロー
ルで 903.3 ± 48.4 pmol/min/mg protein、FH-P-SWCNT
存在下で 1,589.7 ± 48.3 pmol/min/mg protein であ
り、上昇したことが明らかになった。 
 
 

(6) ナノ炭素材料とヒト UGT1A1 との相互作用の検討 
EC1.5-P-SWCNT と FH-P-SWNCT 存在下では遊離型の

UGT1A1 タンパク質が減少し、カーボンブラックでは影響
が認められなかったため（図 7）、SWCNT による UGT1A1 酵
素活性の低下は、SWCNT と UGT1A1 タンパク質との直接的
な相互作用に起因することが明らかになった。 
 
 

(7) ナノ炭素材料によるヒト薬物トランスポーターの発
現変動 

Caco-2 細胞において、PCR array に搭載されている 84
遺伝子のうち、コントロールと比較して EC1.5-P SWCNT、
SO-SWCNT ともに 1/2 以下の有意な減少が認められた遺
伝子は、一部の ABC トランスポーターであり、SLC トラ
ンスポーターには影響を及ぼさなかった。一方で、多層
カーボンナノチューブでは、いずれのトランスポーター
でも変動は認められなかった。また、2 倍以上の有意な
増加が認められた遺伝子はなかった。Caco-2 細胞におい
て、PCR array に搭載されている薬物トランスポーター
の一部の発現量が低かったことから、変動した遺伝子数
が少ない可能性がある。
そこで、ヒトiPS細胞由来小腸型腸管上皮細胞であるCellartis Intestinal Epithelial Cells

に EC1.5-P-SWCNT を曝露し、同様の検討を行った。その結果、1/2 以下の有意な減少が認められ
た遺伝子は 2種であり、いずれも ABC トランスポーターであった。また、2倍以上の有意な増加
が認められた遺伝子は 7種であり、そのうち 6種は SCL トランスポーターであった。iPS 由来腸
管上皮細胞では Caco-2 よりも薬物トランスポーターの発現量が高いものが多かったため、多く
のトランスポーターに影響を及ぼした可能性が考えられる。特に、iPS 由来腸管上皮細胞では SLC
トランスポーターに多く変動が認められた。 
以上より、ナノ炭素材料は薬物代謝酵素の発現や酵素活性、ならびに薬物トランスポーターの

発現に影響を及ぼすものが存在することが明らかになった。したがって、ナノ炭素材料の DDS
への利用を推進するためには、本研究で認められたナノ炭素材料による薬物代謝酵素の発現や
活性、ならびに薬物トランスポーターの発現の変化を、今後さらに詳細に検討し、その情報を集
積することで、デリバリーを必要とする薬物の体内動態や薬理作用に及ぼす影響、ひいては DDS
キャリアとしての有効性、安全性を確保することが不可欠である。 
 
 

図 6. FH-P-SWCNT によるプロポフォ
ールグルクロン酸抱合活性の速度論的
解析 

図 7. ナノ炭素材料とUGT1A1の相互
作用 
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