
 

主論文の要旨 

 

 

 

Copper Oxide Nanoparticles Reduce Vasculogenesis in 

Transgenic Zebrafish Through Down-Regulation of 

Vascular Endothelial Growth Factor Expression and 

Induction of Apoptosis 
 

酸化銅ナノ粒子はトランスジェニックゼブラフィッシュにおける血管新生を 

血管内皮細胞増殖因子の発現低下およびアポトーシスの誘導を介して抑制する 
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【目的】  

酸化金属ナノ粒子は様々な分野で利用されている。ナノレベルの粒子は表面積が大

きく、粒子そのものの表面性状が毒性と関連し、活性酸素の産生、酸化ストレスや炎

症反応を惹起すると指摘されている。そのため、ナノマテリアルのリスク評価やナノ

マテリアル製造、取扱い職場に働く労働者の健康影響の評価が求められている。工業

ナノマテリアルの安全性に関する研究は、国際的にも注目を集め、2007 年の英国王立

協会ワークショップでは、その研究戦略として、培養細胞、微生物、メダカ/ゼブラフ

ィッシュ、げっ歯類、霊長類、ヒト研究の相互比較の重要性が指摘された。また、工

業ナノマテリアルは、妊娠マウスへのナノ酸化チタン粒子、カーボンブラック曝露に

よる胎児脳発達、胎児脳傍血管マクロファージへの障害、アストロサイトの活性化が

報告されている 1,2)。さらに、最近注目されている環境中の微小粒子状物質 PM2.5 が

虚血性疾患の発症に関係あると報告されている 3)。しかし、血管発達や血管新生に対

する工業ナノマテリアルの影響は十分に調べられていない。ゼブラフィッシュは初期

発生の解析が容易で、分子生物学的解析が可能であることから、近年脊椎動物のモデ

ル生物として盛んに用いられるようになってきた。本研究は、in vitro および in vivo 

で酸化金属ナノ粒子曝露による血管新生の影響および細胞毒性を検討した。 

 

【方法】 

1. ナノ粒子は状態が不安定で、時間や粒子濃度などの条件によって分散や凝集などの

変化を起こしやすい測定対象である。そのため、凝集体を含む溶液中ナノ粒子の粒径

を動的光散乱（DLS）法で測定することにより、ナノ酸化金属粒子の溶媒における分

散状況と安定性について検討を行った。 

2. In vivo として、血管で特異的に緑色蛍光タンパク（GFP）を発現するトランスジ

ェニックゼブラフィッシュを用い、受精後１日目に、酸化金属ナノ粒子 TiO2 、SiO2 、

CuO、ZnO を曝露濃度 0.01, 1, 100 μg/ml で投与し、受精後 5 日目のゼブラフィッシ

ュを顕微鏡で撮影し、Image Xpress イメージ解析システムで解析し、腹部血管内皮

の GFP 強度や血管数を分析し、血管の新生状況を検討した。曝露したトランスジェ

ニックゼブラフィッシュは BD FACS Aria セルソーターで GFP 陽性の血管内皮細胞

を単離させ、RNA を抽出し、RT-PCR 法を用いて、血管新生に関連している遺伝子の

発現について検討した。 

3．In vitro として、正常ヒト臍帯静脈内皮細胞（Normal Human Umbilical Vein 

Endothelial Cells : HUVEC）を培養し、酸化金属ナノ粒子 TiO2 、SiO2 、CuO、ZnO

を曝露濃度 1, 10, 25, 100 μg/ml で 24 時間曝露し、細胞生存率およびアポトーシスを

検討した。 

 

【結果】  

「ナノ粒子分散」 

酸化金属ナノ粒子は培養液(E3 medium/ EBM-2)に超音波分散させた。DLS 法で測定
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した二次粒径の結果を表 1 に示す。 

「ゼブラフィッシュ形態学および遺伝子発現分析」 

1. 曝露したゼブラフィッシュを蛍光顕微鏡で観察した上、撮影した写真でゼブラフ

ィッシュの腹部血管を計数した結果、ナノ酸化銅粒子の曝露によりゼブラフィッ

シュの腹部の血管数の減少が認められた(Figure.1)。 

2. BD FACS Aria セルソーターでゼブラフィッシュの GFP 陽性血管内皮細胞を単離

したところ、ナノ酸化シリカ粒子の曝露による影響はなかったが、ナノ酸化チタ

ンとナノ酸化銅粒子の 100μg/ml 群曝露で有意に細胞数が低下していた(Figure.2)。 

3. ナノ酸化銅粒子を曝露したゼブラフィッシュの血管内皮細胞を単離し、RNA を抽

出、RT-PCR を実施した結果、血管内皮細胞増殖因子 VEGF と受容体 VEGFR の

遺伝子発現量はともに低下していた(Figure.3)。 

「細胞毒性およびアポトーシス解析」 

1. HUVEC による細胞実験にて、MTS assay で細胞生存率を測定した結果、ナノ酸

化シリカとナノ酸化チタン粒子曝露による変化は見られなかったが、ナノ酸化銅

粒子の曝露によって有意な生存率の減少が認められた(Figure.4)。  

2. アポトーシスを解析したところ、ナノ酸化チタン粒子の高濃度曝露により、アポ

トーシスが促進され、ナノ酸化銅粒子の曝露により、濃度依存的にアポトーシス

が促進された(Figure.5)。 

 

【考察】 

近年、低濃度の環境化学物質などの長期曝露による影響が問題となってきている、

疫学研究でも、環境中の PM2.5 などは呼吸器系疾患や心血管系疾患の罹病率や死亡率

の増加と関連することを示している 4,5)。血管内皮細胞増殖因子(VEGF)は血管内皮細

胞の増殖を促進し、血管新生に重要な役割を果たすことが報告されている。血管新生

は腫瘍の成長、慢性炎症および心血管疾患など、様々な生体機能に関与している。近

年、ナノテクノロジーの産業化に伴い、ナノマテリアルによる健康影響が懸念されて

いる。これまでに、二酸化チタン(TiO2)ナノ粒子曝露により肺の炎症反応が誘導され

ることが示され、酸化銅(CuO)ナノ粒子は、細胞毒性と DNA 損傷を強く引き起こす

との報告がある。本研究では、酸化銅ナノ粒子の曝露により、ゼブラフィッシュの腹

部血管数が有意に減少し、さらに、正常ヒト臍帯内皮細胞で、細胞生存率やアポトー

シスの促進が認められた。この結果より、酸化銅ナノ粒子の高濃度曝露は、血管内皮

細胞のアポトーシスを誘導し、血管新生を阻害する可能性が考えられる。従来、血管

新生を抑制することはがん治療や炎症の減弱に有利なことであると考えられている。

一方、血管新生は妊娠初期や心疾患における側副血行路の形成にも重要な役割があり、

血管新生の抑制は、胎児への影響や虚血性心疾患の促進や心筋梗塞の側副血行路の形

成を阻害することも懸念される。本研究では、酸化銅ナノ粒子曝露によって、ゼブラ

フィッシュにおける血管新生が血管内皮細胞増殖因子の発現低下およびアポトーシス

の誘導を介して抑制されることを示した。 
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【結語】 

ナノ粒子曝露による in vivo と in vitro での血管新生の影響および細胞毒性評価を

通して、高濃度の酸化銅ナノ粒子は血管新生の抑制作用を有することが示唆された。

本研究の結果は、よりヒトに近いモデルである、げっ歯類を用いた発達毒性実験によ

る確認が必要である。さらに、培養細胞、ゼブラフィッシュ、げっ歯類、ヒトにおけ

る研究を相互に比較するために、ナノ酸化金属の体内動態研究をすすめる必要がある

と考える。 
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