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総括研究報告書 

 

研究課題名：ナノマテリアル曝露による生体毒性の慢性移行及び遅発性に関わる評価手法の

開発研究 

 

研究代表者： 広瀬 明彦 国立医薬品食品衛生研究所 総合評価研究室長 

 

研究要旨 

 新たな物理化学的特性を持つ新素材であるナノマテリアルの曝露により懸念される健康影響について、国際

的に先導されてきた研究支援のもとに有害性情報の収集が行われている。しかしながら未だ適切な健康リスク

評価手法開発に資する基盤的知見が十分に集積したとは言えない。特に、最も懸念すべきである、ナノマテリ

アルの体内残留性に基づいた慢性影響や遅発毒性、さらには免疫機能や胎児への影響についての研究は、

それほど多くは報告されていない。本研究では、(亜)急性毒性試験等では捉えられない慢性および遅発的影

響に対する評価手法確立に資する知見を取得することを目的とし、①発がん性を含む慢性影響、②免疫システ

ムへの影響、③次世代への発達に関する影響に焦点を当てた研究体制を取っている。25 年度は①慢性影響

評価のための検討として、高度分散処理（Taquann 法）した MWCNT を野生型マウスに単回腹腔内投与し、

p53+/-マウスと同様の中皮腫誘発性を確認した。また MWCNTによる 52週間経気管反復投与（1回/4週間）

においても、腹腔内投与よりも頻度は低いものの中皮腫誘発性を有することが確認されたが、今回の試

験で投与試料として調整したMWCNTのサイズが短くなっていた可能性がある。MWCNTに関する発が

んメカニズムに関しては、サイトキネシス障害による二核細胞化の引き金であることを確認した。ナノサイ

ズ酸化チタンにおけるラット肺胞上皮・間質細胞に対する毒性比較検討では、光活性の強いアナターゼ型の方

が、ルチル型よりMip-1α発現量、8-OHdGの増加率および初代マクロファージ培養上清のA549肺がん細胞の

増殖活性が弱いことが示され、毒性の強さと表面構造との間にそれほどの関連性が示されなかった。②免疫シ

ステムに対する検討としては、野生型マウスへの MWCNTの単回曝露長期（18 ヶ月）観察実験結果より末梢免

疫細胞の M1 マクロファージ分化への促進が確認された。また、自己免疫疾患モデルを用いた実験では血清

中のリウマチ因子の有意な低下が見られ、自己抗体産生に影響がある可能性が示された。感染免疫系への影

響として、MWCNT をマウスに曝露した後の RS ウィルス感染性に及ぼす影響を検討した結果、通常分散およ

び Taquann法処理したMWNT -7において、肺洗浄液中のケモカイン上昇と肺炎の増悪化が促進することが

示唆された。さらに THP-1 マクロファージを用いた in vitro解析により、繊維長の長い MWCNTや焼結型のカ

ーボンウィスカ－が、IL-1βと同様に、NLRP3依存的に IL-6および IL-1α分泌を促進することが示された。③次

世代への影響としては、MWNT-7の 2度の単回気管内投与試験（3 mg/kg）で催奇性の再現性が得られたが、

胎盤におけるMWCNTの沈着は確認できなかった。一方反復気管内投与試験では、高用量群（2mg/kg/回：合

計 8 mg/kg）でも催奇形性が認められず、一度の大量投与に起因して奇形が発現する可能性が推定された。さ

らに、アスベストの大量（40mg/kg）腹腔内投与でも催奇形性作用のあることが確認され、奇形発現要因の要因

として繊維長や繊維本数との関連も示唆された。今後は、これまでの長期投与や長期観察期間で得られた知

見、免疫学的影響等について、分子メカニズム的な解析を進めると共に、催奇性についても用量反応性や影

響発現のメカニズム解析を行い、リスク評価に資する基盤情報を取得すること目指す。 
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研究分担者 

菅野 純   国立医薬品食品衛生研究所  

 毒性部 部長 

津田 洋幸  名古屋市立大学大学 特任教

授 

小林 憲弘 国立医薬品食品衛生研究所 

 生活衛生化学部 第 3室長 

本間 正充  国立医薬品食品衛生研究所 

 変異遺伝部 部長 

宮澤 薫一  (独)物質・材料研究機構先端的

共通技術部門先端材料プロセ

スユニット･フラーレン工学グル

ープ グループリーダー 

最上 知子 国立医薬品食品衛生研究所 

代謝生化学部 部長 

渡辺 渡 九州保健福祉大学大学院･医療

薬学研究科･微生物学 教授 

石丸 直澄 徳島大学大学院ヘルスバイオサ

イエンス研究部･医療創生科学

部門･分子口腔医学講座･口腔

分子病態学 教授 

 

研究協力者 

高木 篤也  国立医薬品食品衛生研究所  

毒性部 室長 

高橋 祐次 国立医薬品食品衛生研究所  

毒性部 主任研究官 

酒々井 眞澄 名古屋市立大学大学院医学研

究科 分子毒性学分野 教授 

二口 充  名古屋市立大学大学院医学研

究科 分子毒性学分野 准教 

深町 勝巳 名古屋市立大学大学院医学研

究科 分子毒性学分野 講師 

沼野 琢旬  名古屋市立大学大学院医学研

究科 分子毒性学分野 大学院

生 

徐 結苟    名古屋市立大学大学院医学研

究科 分子毒性学分野 研究員 

David B. Alexander 名古屋市立大学大学院

医学研究科分子毒性学分野 

研究員・非常勤講師 

久保田領志 国立医薬品食品衛生研究所 生

活衛生化学部 主任研究官 

安井  学 国立医薬品食品衛生研究所変

異遺伝部 主任研究官 

西村 哲治 帝京平成大学薬学部薬学科 

教授 

吉田 裕樹  九州保健福祉大学薬学部   

講師 

若原 孝次 (独)物質・材料研究機構 先端

材料プロセスユニット フラ

ーレン工学グループ 主幹研

究員 

平田 千佳 (独)物質・材料研究機構 先端

材料プロセスユニット フラ

ーレン工学グループ 研究業

務員 

今野 俊生 (独)物質・材料研究機構 先端

材料プロセスユニット フラ

ーレン工学グループ 研究業

務員 

小縣 昭夫 東京都健康安全研究センター 

薬事環境科学部主任研究員 

坂本 義光 東京都健康安全研究センター 

薬事環境科学部主任 

山本 行男 東京都健康安全研究センター 

薬事環境科学部主任 

藤谷 知子 東京都健康安全研究センター 

薬事環境科学部主任 

北條 幹 東京都健康安全研究センター 

薬事環境科学部主任 
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猪又 明子 東京都健康安全研究センター 

薬事環境科学部科長    

中江 大 東京都健康安全研究センター

薬事環境科学部長 

平田 睦子 国立医薬品食品衛生研究所 

総合評価研究室 主任研究員 

小野 敦 国立医薬品食品衛生研究所 

総合評価研究室 主任研究員 

高橋 美加 国立医薬品食品衛生研究所 

総合評価研究室 研究員 

松本 真理子 国立医薬品食品衛生研究所 

総合評価研究室 研究員 

加藤 日奈 国立医薬品食品衛生研究所 

総合評価研究室 研究員 

川村 智子 国立医薬品食品衛生研究所 

総合評価研究室 研究員 

小林 克己 国立医薬品食品衛生研究所 

総合評価研究室 研究員 

江馬 眞 国立医薬品食品衛生研究所 

客員研究員 

 

Ａ．研究目的 

近年、一般消費者向けにも使用されている

新素材としての産業用ナノマテリアルは、期待

されている物理化学特性が新たなものである

が故に、ヒト健康に未知の影響もたらす可能

性が指摘されているが、適切な健康リスク評価

を行えるほどの知見は未だ十分に集積したと

は言えない。本問題は、2004 年頃から国内外

共に注目が高まり、国際機関として OECD が

2006 年から産業用ナノマテリアルの作業グル

ープを設置し、加盟国のスポンサーシッププロ

グラムによる有害性情報の収集が行なわれて

いる。現在はPhaseⅠまでに得られた情報を整

理し初期的な評価行われており、PhaseⅡに

向けた更なる知見収集の必要性と共に議論が

行われているところである。しかし、欧州では

既に化学物質や食品添加物の登録システム

等では、規制化の方向にあり、本格的な施行

の前に科学的議論の成熟が待たれるところで

ある。一方、我々は 2004 年当初より体内残留

性に基づいた慢性影響が最も懸念すべき健

康影響であるとの認識に則り研究を進めてき

た。特にアスベスト様形状を持つ多層型カー

ボンナノチューブ（MWCNT）については中皮

腫を誘発するポテンシャルを持つことを明らか

にしてきた。また、一旦体内に入ったナノマテ

リアルは全身に再分布することや、発がんプロ

モーション作用を考慮に入れた毒性評価法が

重要であることも指摘してきた。さらに、我々は

MWCNT 投与により催奇形性ポテンシャルが

あることを平成 23 年度までの研究で明らかに

した。他方、最近の知見としては、ナノマテリア

ルはアレルギー反応などの免疫機能を修飾

するという報告も増えてきているところである。

本研究では、初期的なスクリーニング評価とし

ての(亜)急性毒性試験では捉えられない慢性

および遅発的影響に焦点を当てて研究を進

める。 

 

Ｂ．研究方法 

①慢性影響評価のための検討： MWCNT を

高度に分散する検体調製方法（Taquann 法、

特許出願中）を独自に開発し、吸入曝露実験

への適用に加えて、腹腔内投与による解析へ

の適用を検討した。H25年度は Taquann法処

理した 10μg/animalのMWCNT を野生型マウ

スの腹腔内に単回投与する実験を行った。

（菅野） 

経気管反復投与による MWCNT のラット呼吸

器系への影響を観察した。MWNT-７を分散液

（２０倍量のショ糖と Tween 80 で順次らい解し

た後、イオン交換水で 0.25%に調整）に懸濁し、
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0.01、 0.05及び 0.25 mg/kg体重の用量で 1

回/4週間、計 12回、経気管噴霧投与した。動

物は、投与後 52週間を目処に飼育し、 終了

時生存例について、病理学的な検索を行った。

また、中皮腫誘発における血清タンパクのプロ

テオーム解析において、F344 ラットの腹腔

内に2種類のMWCNT（S社製 SD-1: L= 8μm、 

φ= 150 nm ; SD-2: L= 3μm、 φ= 10-15 nm) 

を単回投与後、50週前後の血清を二次元電

気泳動による発現差異解析および

LC/MS/MS による有意変動タンパク質の同

定を行った。（広瀬） 

WMCNT による遺伝毒性の解析 MWNT-7

を 0.5%MC+1.0％Tween 80+超音波で分散さ

せた後、染色体および動原体を蛍光タンパク

質で染色した可視化細胞（MDA-435 細胞）に

適用し、ライブセルイメージングによる経時観

察を行った。（本間） 

また、サイズと関連性をより詳細に検討する

材料として長いタイプのナノウィスカー（NW）

の作成を目的に、NW の成長制御法に関する

構造解析を進めており、H25年度は、フラーレ

ンの飽和トルエン溶液とイソプロピルアルコー

ルを用いる液－液界面析出法（LLIP 法）によ

って、5～23 質量%C70 の仕込み組成を持つ 

C60-C702 成分ナノウィスカー（C60-C70NW）

を合成し、それらの長さと直径、ヤング率の測

定を行った。（宮澤） 

光触媒活性がルチル型酸化チタン

（ruTiO2）より強いとされているアナターゼ型酸

化チタン（anTiO2）に対して、ラットへの肺内短

期投与による肺胞上皮・間質細胞に対する毒

性とその機序の比較、および in vitroにおける

初代培養肺胞マクロファージ（Mφ）を介する肺

がん細胞株に対する毒性と増殖誘導作用、お

よび UVB 照射下における直接の細胞毒性の

比較を行なった。（津田） 

②免疫システムに対する検討： MWCNT の

長期暴露による免疫システムへの影響を検討

するために、８週齢の雌 C57BL/6 (B6)マウス

にMWCNTを 0、1、10μg∕匹を腹腔内に投与

し、１８ヶ月後の変化を免疫学的手法にて検

討した。さらに、自己免疫疾患モデルである

MRL/lpr マウスと対照として MRL+/+マウスへ

MWCNTをを 0、1、10μg∕匹を腹腔内に投与し、

６ヶ月後の変化を免疫学的手法（種々の細胞

表面あるいは細胞内マーカー）にて検討した。

（石丸） 

感染性免疫系への影響に関する研究に関

しては、3種の MWCNT(MWNT-7 及び SD-1、

SD-2）について、respiratory syncytial 

virus (RSV)感染マウスモデルを用いて肺

炎マーカーを指標に影響の比較評価を行っ

た。MWCNT は 0.02% Tween20-PBS に懸濁し、

感染前 BALB/c マウス（♀、6W）に経鼻投与

し、その後 RSV A2 株 5 x 10^5 PFU を経鼻

感染させ、5 日後に、肺胞洗浄液中のカモ

カイン解析や肺組織の病理検査等を行った。

（渡辺） 

in vitro 試験件による検討では、大きさ・形

状の異なる MWCNT（SD-1、SD-2、MWNT-

７）および高温焼結フラーレンナノウィスカー

（HTCFNW）を THP-1 マクロファージに暴露し、

細胞への取り込みをフローサイトメトリーで側

方散乱光SSCの測定により評価した。また、炎

症性サイトカイン IL-6および IL-1α分泌へ

の影響を調べるとともに、自然免疫受容体

NLRP3 の関与を siRNA ノックダウンによ

り解析した。（最上） 

③次世代への影響： ナノマテリアルの催奇形

性に関する検討において、24 年度実施した

マウス単回気管内投与試験の外表検査にお



 
 

6 
 

いて胎児の奇形がみられたことから、奇形

がみられた胎児の骨格検査と、これらの胎

仔を出産した母動物の胎盤および肺の病理

組織学的検査を行った。また、再現性を確

認するため各群の動物数を 10 匹に増やし

たマウス単回気管内投与試験を実施した。

さらに、単回投与における妊娠 9 日以外の

MWCNT 曝露によっても発生毒性が発現する

かどうかを確認するため、器官形成期（妊

娠 6～17 日）を通じた反復気管内投与試験

を実施した。（小林） 

 また、MWCNTによる催奇形性の形状による

類似性としてアスベストによる腹腔内投与によ

る催奇形性試験を行った。UICC のアスベスト

（クロシドライト、クリソタイルおよびアモサイト）

を 2％カルボキシメチルセルロースナトリウムで

懸濁後、妊娠 9 日のマウスに 4mg あるいは

40mg/kg 体重を腹腔内投与し、胎仔の外表奇

形と骨格奇形を検査した。（広瀬） 

 

＜倫理面への配慮＞ 

実験動物を用いる実験では、「動物の愛護及び

管理に関する法律」等の精神に則り、該当研

究所でそれぞれ定められている実験動物取り扱

いに関する倫理規定等の規則に準拠した対応が

とられている。 

 

Ｃ．研究結果 

 ①慢性影響評価のための検討： 高度に分

散処理（Taquann 法）した MWCNT を野生型

マウスに単回腹腔内投与（10μg/動物）を行

った結果、野生型マウスにおいてもp53＋/-

マウスと同様に中皮腫が誘発されることが

明らかとなった。一方、50 週を経過した時

点で陽性対照のクロシドライト群には中皮

腫が観察されていない。中皮腫が誘発され

て切迫殺を実施した例では、p53+/-マウス

で中皮腫が誘発され切迫殺した所見と同様

に血性腹水の貯留、胃大弯部に壁外発育型

の腫瘤、及び横隔膜、腹壁内側、盲腸漿膜

面に微細白色顆粒状の播種様の中皮腫病変

を認めた。 

MWCNT の経気管反復投与実験最終投与終

了後 52 週目の MWCNT の肺内沈着量は、

0.25mg/kg 群で顕著に多かった。また肺の呼

吸細気管支、肺胞管及び肺胞における、末梢

性の増殖性病変が 0.25mg/kg 群で有意に認

められた。中皮組織の組織学的変化では、

0.05 及び 0.25 mg/kg 群で腹腔内中皮腫各１

例が、また 0.25 mg/kg 群に心嚢膜中皮腫が 1

例、臓側胸膜中皮細胞の肥大及び過形成が

夫々1 例ずつ観察された。また、2 種類の

MWCNT を腹腔内投与後 52 週の血清プロテ

オーム解析では、951 検出スポット中、対照群

に比べて 2倍以上且つ有意に変動したタンパ

クは、SD-1 投与群で 20スポットと SD-2 投

与群で 9スポットであった。そのうち SD-1

で変動した酵素ではタンパク質分解の調節

作用、酸化酵素、ヘムタンパク質の結合調

節作用、リポタンパク質の運搬作用を持つ

タンパク質が同定された。 

MDA-435細胞を用いたMWCNTの細胞分

裂への影響を観察した結果、約20μmの長い

MWCNTが関与する細胞分裂は、約 3時間を

必要とした。MWCNT繊維が長いと、anaphase

で２つの娘細胞の間でブリッジ構造を形成し、

収縮環内に取り残され、その後、２細胞の境界

線が消失することで、結果として二核細胞が

形成されることが示された。 

C60-C702 成 分 ナ ノ ウ ィ ス カ ー

（C60-C70NW）の合成検討において、直線形

状で成長軸方向に沿って一様な直径を持つ

C60-C70NW が合成された。C70 含量の増加

とともに C60-C70NW の直径が増加するのに
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対して、長さは C60-10mass%C70NW で最小

となった。また、C70 を添加することにより、600

～ 1100 nm の範囲の直径において 、

C60-C70NW のヤング率が著しく増加すること

がわかった。 

アナターゼ型酸化チタン（anTiO2）を投与し

たラット肺胞内では、anTiO2 およびルチル型

酸化チタン（ruTiO2）貪食 Mφの数、Mip1α発

現および 8-OHdG の増加は ruTiO2＞anTiO2

であった。 in vitro 初代培養 Mφ に両者を曝

露した培養上清のA549肺がん細胞の増殖活

性は、ruTiO2＞anTiO2 であった。Mφ と培養

上清中タンパク量は ruTiO2＞anTiO2であった。

UVB照射下での ruTiO2及び anTiO2両粒子

の A549に対する毒性に明瞭な差はかった。 

 

②免疫システムに対する検討： B6 マウスへ

のMWCNTの腹腔内投与後 18 ヶ月では、腸

間膜リンパ節の細胞数が減少し、脾臓におけ

る M1 マクロファージの割合が増加しているこ

とが判明した。自己免疫疾患モデルである

MRL/lpr マウスへの MWCNT の腹腔内投与

にて、末梢の T 細胞、B 細胞、マクロファージ

及び樹状細胞の分画に大きな影響はみられ

なかったが、投与後、1、2 ヶ月で血清中のリウ

マチ因子の有意な低下が見られた。 

 感染性免疫系に関しては、3種類の

MWCNTについて、RSウィルス感染マウスモ

デルによる炎症増悪化作用を評価した結果、

SD-1曝露（0.25 mg/kg）マウスのBALF中では、

肺炎増悪化のマーカーであるRANTESと

MIP-1αのレベルが対照と比較して20～30％

程度上昇し、間質性肺炎の若干の増悪化が

確認できた。MWNT-7では、複数回の曝露に

より低用量（0.025 mg/kg/day）で有意な

MIP-1αの減少が、高用量（0.25 mg/kg/day）で

は有意な上昇が認められた。病理組織像では

高用量で顕著な炎症性細胞の浸潤が確認さ

れた。また、Taquannで高度分散化処理した

MWNT-7を単回曝露で同様に評価したが、通

常分散処理したサンプルとの差別化はできな

かった。 

in vitro試験系による THP-1マクロファージ

を用いた検討結果として、フローサイトメトリー

による側方散乱光解析では MWCNT-M、

-SD1、HTCFNW-L、および-Sは THP-1マクロ

ファージに暴露するとフローサイトメトリーで側

方散乱光 SSCが有意に増加し、細胞への取り

こみが示唆された。MWCNT-M 、 -SD1 、

HTCFNW-Lは IL-6および IL-1α分泌を促進

し、これらの炎症性サイトカイン産生は、IL-1

βの場合と同様にNLRP3のノックダウンにより

抑制されることが示された。 

③次世代への影響： ナノマテリアルの催奇形

性に関する検討において、MWNT-7 の単回

気管内投与試験では、2 回の試験で再現性

が得られ、血清および CMC-Na を溶媒として

MWCNT を 3 mg/kg 以上の用量で妊娠 9 日の

ICR マウスに気管内投与した結果、生存胎

児重量および胎児の外表および骨格形成に

影響を及ぼすことが分かった。しかし、胎

盤における MWCNT の沈着は確認できなかっ

た。一方、反復気管内投与においては、反

復気管内投与試験においては、単回気管内

投与試験においてマウス胎児の奇形がみら

れた MWCNT の用量（3 mg/kg）よりも高用量

（合計で最大 8 mg/kg）を投与しても、外

表検査までの結果からは MWCNT の催奇形性

は認められなかった。 

 MWCNT との催奇形性における類似性を検

討するためにアスベスト類クロシドライト、

クリソタイルおよびアモサイト）の 4mg/kg
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体重の腹腔内投与では、外表奇形のの発現

頻度は、対照群と有意差はなかった。しか

し、投与量を 40mg/kg 体重にすると、クロ

シドライト投与群で着床数中の生存胎仔の

割合の低、クリソタイル投与群およびアモ

サイト投与群で早期死胚を有する母体の頻

度が有意に増加した。また、アモサイト投

与群で外表奇形および骨格奇形が、クロシ

ドライト投与群およびクリソタイル投与群

でも脊柱の癒合を主とする骨格奇形が有意

に発現した。 

 

D．考察 

H24年度は、高度に分散処理（Taquann法）

した MWCNT（10μg/animal）を単回腹腔内に

投与することにより、単離 MWCNT 繊維が重

量当たりで、分散処理する前の 20倍濃縮され

ていることを示唆した。今年度は、同じ用量の

Taquann処理MWCNTを野生型にマウスに投

与することでも、中皮腫の発生を確認すること

ができ、基本的な発症メカニズムは p53+/-マウ

スと野生型マウスに違いの無いことを示唆した。

一方、陽性対照クロシドライトでは 50週までに

中皮腫の発生は、認められていない。本研究

で投与した繊維数は、総 CNT 本数は約 3×

107本/動物、クロシドライトは約 9×107本/動物

であり、MWCNT は重量においても、繊維数

においてもクロシドライトよりも中皮腫誘発能が

高いと考えられた。MWCNT は、 frustrated 

phagocytosis を引き起こす長い繊維が多く含

まれていることが考えられたが、表面活性の差

の可能性については、さらなる検討が必要で

ある。 

MWCNT の経気管反復投与実験において、

腹腔内投与よりも頻度は低いが気管投与で

も中皮腫誘発性を有することが確認された。

しかし、今回、経気管投与用に調製した分

散液中のMWNT-7繊維サイズの分布は、繊

維長が 1-4μm 以下が 95.8%、5μm 以上が

4.2%と既報の腹腔内投与に用いた MWCNT よ

り繊維長の短いものであったことから。今

回の試験で呼吸器系上皮及び体腔膜上皮の

反応が想定される反応より、弱かった理由

としては、投与試料として調整した MWCNT

のサイズが短くなっていた可能性がある。 

中皮腫誘発性に関する血清中蛋白の発現

差異解析から、長さおよび径の相対的に大

きな構造をもつ WMCNT(SD-1)が、小さな構

造を持つ MWCNTD-2(SD-2)に比較して、血清

中のタンパク質の発現変動に与える影響が

大きかった。このことは、MWCNT のラット

投与後 50 週前後で、結節や中皮腫など組織

細胞の病理変化が全身性の病態変化を引き

起こした結果と考えられる。しかし今回同

定されたタンパク質と中皮腫発症との関連

性については今後の課題である。 

MWCNT の細胞分裂に及ぼす影響を染色

体可視化した細胞にて検討した結果、比較的

長い MWCNT（約 20μm 以上）は、細胞分裂

時にサイトキネシスを抑制し、二核細胞を

形成させ、その毒性作用機序は青石綿のそ

れと類似していることが示された。 

C60-C702成分ナノウィスカーの作成検討で

は C70 の添加量が増加すると、C70 はフラー

レン分子の脱溶媒和反応を促進すると共に

C70 分子による固溶硬化を誘発する効果も求

められ、より強固なナノウィスカーの作成が期

待できると考えられた。 

アナターゼ二酸化チタニウムは、特に光度

度を調整しない実験条件下では組織・細胞毒

性、細胞増殖作用ははルチル型より弱いもの

と考えられたが、UVB 照射による細胞毒性作
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用解析でも両者に差異はなく、生体系に取り

込まれた二酸化チタンでは、表面構造に基づ

く光反応性にそれほど大きな差異は示されな

いものと推定された。 

免疫制御システムへの影響検討では、昨年

度報告した MWCNT 暴露の初期の変化では

T 細胞分化やサイトカイン産生に影響が見ら

れたが、今年度得られた長期暴露実験の結

果より、末梢免疫細胞への影響はM1マクロフ

ァージ分化への促進が確認された。また、自

己免疫疾患モデルへのMWCNTの暴露では

自己抗体産生に影響がある可能性が示され、

このことは免疫制御システム全体への影響を

評価する上で重要な所見であると考えられ

た。 

感染免疫系への影響として MWNT-7 およ

び SD-1 をマウスに曝露した後の感染性に及

ぼす影響を検討する実験では、MIP-1α など

BALF 中の肺炎マーカーの変動を肺の病理

組織学的な検証から、炎症細胞の浸潤など増

悪化を確認し、これらのケモカインが重要な影

響指標と考えられた。MWNT-7 の複数回曝露

では、このマーカーが二相性の変動を示し、in 

vitro 培養マクロファージ細胞などを利用して

生理的な意義や増悪化への寄与などを検証

する必要がある。今後、Taquannサンプルの複

数回曝露による感染影響も検討する必要があ

ると考えられた。 

THP-1マクロファージを用いた in vitro試験

検討結果において、MWCNT は大きさと形状

により細胞への取りこみが異なること、

HTCFNW は長さに関わらず細胞に取り込ま

れるが、IL-1β産生促進には大きさが関係す

ることを見いだした。これらのナノファイバー類

は炎症性サイトカイン IL-1αおよび IL-6 の産

生も Nod様受容体 NLRP3依存的に増強して

おり、炎症性の遷延化との関わりが推定され

る。 

ナノマテリアルの催奇形性に関する検討に

おいて、MWCNT の単回気管内投与試験で

は、母動物の体重低下、肺の炎症、および血

液中の細胞組成の変化がみられているものの、

MWCNT の胎盤への沈着は確認されなかっ

たことから、胎児における奇形発現は、

MWCNT の気管内投与による母動物の肺の

炎症等による二次的な影響による可能性が示

唆された。また、単回気管内投与と反復気管

内投与で催奇形性に違いがみられた原因とし

ては、1回に投与するMWCNTの用量の差が

考えられる。繰り返し少量の MWCNT を投与

し、結果として大量に体内に蓄積するよりも、

一度に大量の MWCNT を投与する方が、投

与に伴う肺の炎症反応が大きく、それに起因

して胎児の奇形が発現することが考えられた。 

さらに、MWCNT類似物質として試験した 3

種のアスベスト（クロシドライト、クリソタイルおよ

びアモサイト）の 40mg/kg 体重の腹腔内投与

でも、H23 年に報告した M 社製 MWNT-7 や

H24 年に報告した N 社製 MWCNT を投与し

た実験と同様の奇形が認められた、その発現

用量は MWCNTに比べると、はるかに高用量

によるものであったが、アスベストにも催奇形

性作用のあることが確認されると共に、M 社製

MWCNTや N社製MWCNT との発現する奇

形の類似性を考えると、奇形発現要因の一つ

には繊維本数や繊維長との関連も示唆された。

今後は、繊維長や分散性の異なる CNT にお

いても検討を加えていく必要があると考えられ

た。 

最終年度は、これらの知見を元に、in vitro

系も活用しながら、分子生物学的解析技術を

用いて詳細な病理解析や曝露・観察期間の

及ぼす影響を検討しつつ、トリガーとなる分子

機構や、毒性発現メカニズム関する知見を収
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集し、将来的な試験法改正やスクリーニング

手法開発に向けての基盤情報を取得すること

を目的とする。 

 

Ｅ．結論 

 慢性および遅発的影響に対する評価手法

確立に資する知見を取得することを目的として、

発がん性を含む慢性影響、免疫システムへの

影響、次世代への発達に関する影響に焦点

を当てた研究体制を取っている。25 年度は、

慢性影響として、野生型マウスへの MWCNT

単回腹腔内投与において、p53+/-マウスと同

様の中皮腫誘発性を確認し、MWCNT による

52週間経気管反復投与でも、頻度は低いが

中皮腫誘発性を有することが確認された。

MWCNT の発がんメカニズムに関しては、サ

イトキネシス障害による二核細胞化の引き

金であることを確認した。光活性の異なる粒

子形状をもつナノサイズ酸化チタンにおけるラ

ット肺胞上皮・間質細胞に対する増殖活性等

の比較検討では、その強さと表面構造との間

にそれほどの関連性が示されなかった。免疫

システムに対する検討としては、単回曝露長

期観察によりM1マクロファージ分化への促進

と、自己免疫疾患モデルを用いた実験により、

自己抗体産生に影響がある可能性が示され

た。RS ウィルス感染性に及ぼす MWCNT 曝

露の影響については、通常分散および

Taquann法処理したMWNT -7において、肺

洗浄液中のケモカイン上昇と肺炎の増悪化が

示唆された。in vitro 解析では、NLRP3 依存

的な IL-6 および IL-1α分泌の促進が、繊維

長の長いカーボンウィスカ－で引き起こされる

ことが示された。③次世代への影響としては、

MWNT-7 の単回気管内投与試験）において

催奇性の再現性が得られたが、反復気管内

投与試験では催奇性は認められず、一度の

大量投与に起因した奇形誘発性が推定され

た。さらに、アスベストの大量腹腔内投与にお

いても催奇形性作用のあることが確認され、奇

形発現要因として、繊維長や繊維本数との関

連も示唆された。 
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