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微細粒子 状物質 の DNA 損傷性 の 評価
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Nanomaterials　have　been　 used 　in　 various 　hldustrial　fields，
however，　genietoxicity　to　higher　aliimals 　is　still 　un   own ．
In　the　present　s加 dy，　we 　evaluated 　genotoxicity　of 　multiwalled

carbon 　nanotubes （MWCNTs ），血 11erelles，正ヒrrites　and 　kaolilles
to　mammalian 　ceUs 　by　the　micronucleus （MN ）assay ，　the　sister

chromatid 　exohange 　（SCE ）　assay 　and 　phosphorylation　of

histone　H2AX ．」皿 the　MN 　assay 　and 　the 　SCE 　assay ，　all　fbur
nanomaterials 　induced　MN 　 and 　SCE

，
　 and 　the　 nanomaterials

except 　for　MWCNTs 　caused 　phosphorylation　of 　histone　H2AX

（γH2AX ）．　In　A549 　ce 且ls　treated　with 　200　pg！mL 　MWCNTs ，
fUllerenes，　ferrites　a1ユd　kaolines　fbr　6　hours．　the 丘equencies 　of

cellswidl 　MN 　were 　7，3，13．8，2．9　alld　5．1　times 　higher　than　that
of 　the　solvent　control，

　 respectively 」 Sinゴlarly，　the　frequencies
of　SCE 　（il　 CHO 　cells　 treated　with 　 2　pg〆mL 　 of 　the

llanomaterials 　for　 l　hour ）rose 　to　2．6，11．2，5．7　 and 　7．3　times．
Also，γH2AX 　levels（in　A549 　cells 　treated　with 　200 μg！mL 　of

tlle　nanornaterials 　f〜）r　l　houT）increased　2．8．2．1，and 　2．6・fbld．
We 　 will 　fil曲 er　 clarify 　dle　 mechanisms 　 of 　DNA 　 repair 　 and

mutagenesis 　 fronl　the　 resUlts 　 of 　various 　 assays 　 using 　DNA
repair −Cleficient　cells ．

　 ナ ノ材 料 は 様 々 な 産 業 分 野への 応 用 が期 待 され て い る

が、高等動物 に対す る 遺伝毒性は あま りわか っ て い ない、、
　そ こ で 本研究 で は 、小 核試験、姉妹染色分体交換（SCE ）

試験、ピ ス トン H2AX の リン 酸化 試験 に よ り、多層 カ
ー

ボ ン ナ ノ チ ュ
ーブ（MWCN

’
rs）、フ ラ

ー
レ ン 、フ ェ ライ ト、

カ オ リ ン の 哺乳 類 細 胞 に 対 す る遺 伝 毒 性 を 評 価 し た。そ の

結果、小 核試験、SCE 試験で は 4 種 す べ て の ナ ノ 材料が

小 核 出 現 頻 度 、SCE 頻度 を 上 昇 させ 、ヒ ス トン H2AX の

リン 酸 化 試験 で は MWCNTs 以 外 の ナ ノ 材料 が ピ ス トン

H2AX リ ン 酸 化 を 引 き 起 こ し た 。即 ち A549 細 胞 を

MWCNTs 、フ ラーレ ン 、フ ェ ラ イ ト、カ オ リン （す
べ て 20e

F暫 mL ）で そ れ ぞ れ 6 時 間処理 す る と、小 核 出 現頻度 は 順

に 溶媒対照 の 7．3 倍、13．8 倍、2．9 倍、5．1 倍 に 上 昇 し た．
同 様 に SCE 頻度（CHO 細胞 を 2 μgrmL の ナ ノ材料 で 1 時問

処 理 し た）は 2．6 倍、Il．2 倍、5．7 倍 、7．3倍 に 上 昇 した n ま

た、γH2AX の レベ ル （A549 細胞 を 200　pg〆inl．の ナ ノ 材 料

で 1 時 聞 処 理 した ）は 2．8 倍 、2．1 倍、2．6 倍 に 上 昇 した．
現在、各種 DNA 修復欠損細胞侏を 用 い た 様 々 な試験 を実

施 中 で あ る。こ れ に よ り、ナ ノ材料 に よ る DNA 損 傷 の 修

復 機 構 と上 記 の 遺伝毒性 が 誘 導 され る メ カ ニ ズ ム を 明 ら

か にす る、、
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　Carbon　bIaok（CB ）is　used 　as　a　nanomateriahn 　industry，　and
caus ¢ s　 lung　 cancer 　 in　 experimental 　 a面 ma 璽s．　 τhere　 is　 a

growing　concem 　 of 　 carcinogenicity 　 of 　 nanomaterials 　 via

chronic 　infiammation　in　the　lung．　 In重his　stud 弊 we 　perfbrmed
i    OCytOChemiStry 　 tO　eXamine 　 tlle 責brmatiOn　Of

8・nitroguan 血 e，　 a　 mutagenic 　 DNA 　 lesion　 forrned　 d燃 g
inflammation，　 in　 CB （56　 and 　 95　 nm ）−treated　RAW 　 264．7
maerephage 　cell　line．　 CB 　 was 　sonicated　and 　centr 孟fし1ged 　to

remove 　coarse 　agglomerates
，
　and 　the　supematant 　was 　used 　f｛）r

the　experiment ．　 We 　co 面 rmed 　tha正 most 　agglomerates 　in　the
supernatant 　 were 　less　than　 l　 Fm 　in　diameter．　 CB 　induced
8・nitroguanine 　fbrmation　in　the　nucleus ．　 CB 　of 　different　sizes

tended 　to　exllibit 　diff6ren重　time 　courses 　in　8−nitroguanile
f（｝rmation ．　 The　addition 　of 　1400W ，　 all　 iNOS 　inhibitor，
completely 　lnhibited　8−nitrogualline 　fornlation．】rhese　results
suggest 　that　macrophages 　phagocytose　CB 　and 　then　iNOS 　is

expressed ，　 resulti ロ g　in　nitrative　DNA 　damage　 and

carcinogenesis 　hl　a （亜iacellt　airway 　and 　alveolar　epithe且ial　ce11s．
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　 カ ーボ ン ブ ラ ッ ク （CB ）は ナ ノ 素 材 と して 種 々 の 産 業 で

使 用 され て い る が、実 験 動 物 で 肺 が ん を起 こ す。ナ ノ 素 材

は 肺 組 織 で 慢性 炎症 を 惹起 し て 発 が ん を もた らす 可能性

が 懸念 され る。8一ニ トロ グ ア ニ ン とは 炎症 条件 下 で 産 生 さ

れ る変異誘発 Ml　DNA 損傷塩基で あ る。本研究 で は、マ ク

ロ フ ァ
ージ 培養細胞 RAW264 ．7 を 用 い て 、　CB（粒径 ：56 お

よび 95nm ）に よる 8一ニ トロ グア ニ ン の 生成 に っ い て 免疫

細胞染色法 に よ り解析 し た。CB は 超音波処理 に よ り凝集

体 を 分散 し た後、遠 心 に よ り粗 大粒 子 を除 去 し て 上 清 を 実

験 に 用い た。上 清中の 凝集体 は 粒径が ほ と ん ど lpm 以 下

で あ っ た uCB は い ず れ の 粒 径 で も細 胞 核 で 8一二 ト ロ グア

ニ ン の 生 成 を誘導 した が、粒 径 に よ り経時 変 化が 異 な る傾

向 を 認 めた。8一ニ トロ グ ア ニ ン 生 成 は iNos 阻 害剤 1400w
の 添 加 に よ り完 全 に抑制 され た。以 ．ヒの 結 果 か ら、マ ク ロ

フ ァ
ー

ジ は CB を貪食 して iNOS 発 現 お よび活 性窒素種 の

産 生 を誘 導 し、隣接す る 気道 お よ び 肺胞上 皮 細 胞 で DNA

損傷 を起 こ して 発 が ん に 関 与す る 可能性 が 考え られ る。
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