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研究要旨 

ナノサイズの金属粒子、炭素粒子、線維等の生体内で代謝分解されない個体はそのまま

細胞・組織に長く沈着するために、従来の ADME の概念では障害作用の評価はできない。

カーボンナノチューブ（CNT）等個体ナノマテリアルは急速な研究開発が進められる一

方、健康への影響、とくに呼吸器における中・長期毒性と発癌性評価は遅れている。こ

のためには吸入暴露試験が必要であり、実施には高額な専用吸入施設と稼働コストが必

要であるためである。 

多層カーボンナノチューブ（MWCNT）の毒性と発がん性の評価について、長期試験に代替

可能な評価プロトコルとして、❶短期 in vitro試験法、❷吸入暴露に替わる１〜２週経

気管肺内噴霧投与（TIPS）による in vivo 短期試験法、❷より派生した❸2-8 週間短期

間投与後２年まで放置観察する実験系を構築し有用性を検証した。その結果、❶❷方法

における中皮の過形成所見に基づき発がん性を予測できること、その機序解析手段とし

て胸腔洗浄液が有用であること、❷❸の結果より、凝集体が針状または棒状の MWCNT と

綿菓子状凝集体の MWCNT では、肺と胸膜中皮に対する障害作用・増殖刺激作用の程度に

差異があることが示された。❷ において、MWCNT は気管支上皮に対する強い障害作用を

示し、機序として MWCNT の線毛への付着による直接の強い線毛輸送障害が観察された。

また、MWCNT による肺と胸膜中皮の障害作用の機序として、肺炎症病巣における脂肪酸

由来の DNA 障害性アルデヒド類を含む活性カルボニル化合物 （RCs）の産生を確認した。

❸において肺と胸膜中皮に対する発がん性を予測通り見出し、この一連の評価法の妥当

性を得た（Cancer Science, 2016, in press）。 
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Ａ．研究目的 

 カーボンナノチューブ等の急速な研究開発が

進む一方、その健康影響、とくに呼吸器におけ

る中・長期毒性および発癌性の評価は必須であ

り、それには吸入暴露が望まれている。しかし、

吸入暴露試験の実施には高額な専用吸入暴露施

設が必要であるために実施は困難である。日本

においてはバイオアッセイ研究センターのみで

実施が可能であり、現状では世界でただ１種

MWCNT-7（M-H社）について実施され、肺は

発がん性が報告されている（報告書 H26年５月

26日）。世界では次々と新しいCNTが生産され

市場に導入されつつあり、MWCNT-7以外は慢

性毒性/発がん性リスク評価がなされていない。

他方、試験管内試験や短期の試験で得られるデ

ータは極めて限定的である。そこで、吸入暴露

に代替できる信頼性の高いリスク評価法の開発

が不可欠である。本研究では、サイズと形状の

異なるMWCNT種を対象に、Mφを介した傷害

作用を評価する in vitro 短期試験法ならびに

ラットを用いた経気管肺内噴霧投与（TIPS）法

を用いて、中期・長期２種の in vivo 試験系を

開発し、実際のリスク評価に資する機序に基づ

く信頼性の高い評価法の開発を目指した。 

 

Ｂ．研究方法 

 ❶ 肺胞Mφのin vitro における炎症・細胞増

殖作用と機序の解析 

１）10週齢の雌F344ラットにチオグリコレート

をTIPS投与して肺胞内にMφを誘導した後に肺

を取り出し、メッシュ濾過にてMφを採取（現状

で採取細胞の95%）する。一定量のMφ（106個）

を RPMI 1640（10% FBS）培地に移し、0.1％Tween

含有生理食塩水に懸濁した各種のMWCNT

（500μg/ml）を培地に加えて24時間培養した。

この上清を採取して、ヒト由来のMet5A(中皮細

胞)、MESO-1/2（中皮腫細胞上皮型/肉腫型）、

CCD34（肺線維芽細胞）、A549（肺癌）、SNU-475

（肝癌）、Caki-1（腎癌）、A2780（卵巣癌）、

MCF-7/T47D（乳癌）等の培地に加えて12時間培

養し、これらの細胞に対する増殖活性を観察し

た。またCNTを貪食した培養Mφが分泌する炎症

性サイトカイン、増殖因子等について遺伝子・

蛋白発現のアレイ解析を行い、関与する責任サ

イトカイン遺伝子/蛋白の同定をおこなった

（Western/ELISA法、蛋白アレイ解析）（津田・

酒々井）。 

２）気管支上皮に対する障害作用の検索は、一

次培養気管支上皮細胞の線毛運動に対する影響

について、蛍光ビーズ（TetraSpeck Fluorescent 

Microsphere Standards）の搬送能指標としてin 

vivoとin vitroで観察できる評価法を検討した

（今泉）。 

３）ナノマテリアルのMφにおける影響をより直
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接的に観察するために、マクロファージ様に分

化させたTHP-1細胞に対する白金ナノコロイド

PtNP-1（平均一次粒子径2 nm，水懸濁液，白金

濃度2%，表面保護剤ポリアクリル酸，田中貴金

属製）及び水系白金ナノ分散液PtNP-2（平均一

次粒子径100 nm未満，エタノール・水（1:1）懸

濁液，白金濃度1%，保護剤なし，四国計測工業

製）の影響を比較検討した。ヒト急性単球性白

血病由来THP-1細胞を96-well plateに105 

cells/wellずつ播種し、Phorbol 12-myristate 

13-acetate (PMA) 200 nMで20時間処理した後に、

終濃度として200 µg/mLから公比2で6段階希釈

した試料溶液を加えた。24時間培養後に培地を

交換し、各wellにWST-8 (Cell Counting Kit-8) 

10 µLを添加してCO2インキュベーター内で1時間

静置した。マイクロプレートリーダーを用いて

450 nmにおける吸光度を測定し、コントロール

に対する吸光度の比から細胞生存率 (%) を算

出した。細胞内の活性酸素種をTotal 

ROS/Superoxide Detection Kitを用いて測定し

た。細胞内グルタチオン濃度をGSH-GloTM 

Glutathione Assay を用いて定量した（五十嵐—

内野）。 

❷短期投与試験および短期投与-回復試験にお

ける炎症・増殖性病変の解析 

１）被検物質のMWCNT-L（A社）（直径=150 nm、

針状凝集体）、MWCNT-7（直径=80-90 nm、針状

凝集体）、Crocidolite（UICC gradeアスベスト）

を250および500μg/mlを、肺毒性は僅少でMWCNT

の分散性能の良いことを確認している0.5％

pluronic 68コポリマー分散剤（PF68）に懸濁し

て0.5mlを２週間に8回TIPS投与を行い、投与終

了後１日と、12週に屠殺して病変発生とその回

復の程度を検討した（津田、酒々井）。 

２）同様にMWCNT-LとMWCNT−S（直径=15 nm）（A

社）の中期毒性を評価するために、0.5mlを24

週間に13回TIPS投与（1.625mg/ラット）後に屠

殺した。この実験において、通常の肺、胸壁繊

維化、中皮細胞の増殖の観察に加え、腹腔から

経横隔膜にてRPMI 1640を胸腔内に５ml注入し

て胸腔洗浄液を回収して遠沈して得られた上清

の炎症性蛋白の解析、沈渣成分は病理標本を作

成して炎症細胞の種類とMWCNTの局在を偏光顕

微鏡にて解析した（津田）。 

３）MWCNT による障害・発がん機序の解析のため

に、形状の異なる 2種の MWCNT-L および MWCNT-S

を 250 および 500μg/ml を 0.5％PF68 分散剤に懸

濁して 0.5ml を 2週間に 8回 TIPS 投与を行い（計

1mg/ラット）、14 日後、解剖した肺組織 20 mg を

取り、DNA を抽出し、それを酵素的にヌクレオシ

ドに加水分解した。得られた DNA 加水分解物を

LC/ESI-MS/MS 解析試料とした。それを DNA 付加体

の分子イオンピーク[M+H]+からデオキシリボース

の脱離によって生じる[M+H－116]+という特徴的

なフラグメントを利用した LC/ESI-MS/MS（SRM）

により、肺組織中の核酸と結合するアルデヒドや

ケトン基を有する活性カルボニル化合物

（Reactive carbonyl species; RCs）の生成につ

いて、網羅的解析を行った（大島—三好）。 

❸ MWCNTの短期投与後長期観察による発がん性

の検索 

MWCNT-N（N 社）（針状凝集体、長さ 3.5μm、直径

30nm）を 250 および 500μg/ml を 0.5％PF68 分散

剤に懸濁して 0.5ml を 2 週間に 8 回 TIPS 投与を

行い（計 1mg/ラット）、投与終了後無処置で２年

間観察し、発がん性について検討した（津田、酒々

井）。また MWCNT-L と MWCNT-S について短期投与

後２年観察する試験は現在標本作成中である（津

田）。 

 

倫理面への配慮 

本研究における倫理面への配慮については、各班

員は動物実験及び所属施設において、我が国の

「動物の保護及び管理に関する法律(昭和48年10

月 1日、法律第 105)」並びに「実験動物の飼育及

び保管等に関する基準(昭和 53 年 3月 27 日、総

理府告示第 6号)を遵守するとともに、当該規程

に基づく各施設の動物実験倫理委員会の審査を

経た上で研究を実施する。ヒト組織から得た材料

を用いる研究は実施しない。（全員） 
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Ｃ．研究結果 

 ❶ 肺胞Mφのin vitro における炎症・細胞増

殖作用と機序の解析 

１）ラットのチオグリコレート誘導Mφに

MWCNT-7、MWCNT-N及びCrocidoliteを貪食させて

得られた培養上清は、ヒト由来のMet5A(中皮細

胞)、MESO-1/2（中皮腫細胞上皮型/肉腫型）と

A549（肺癌）に対して増殖活性（対照の1.5〜2

倍）を示したが、CCD34（肺線維芽細胞）、SNU-475

（肝癌）、Caki-1（腎癌）、A2780（卵巣癌）、

MCF-7/T47D（乳癌）細胞に対する増殖活性は無

かった。またCNTを貪食した培養Mφの分泌する

炎症性サイトカイン、増殖因子等について遺伝

子・蛋白発現のアレイ解析を行い、関与する責

任サイトカイン遺伝子/蛋白の同定では、IL2、

IL18、CCL2、CCL3、GRP/KC等が増加していた（対

照の２〜５倍）。これらの発現は肺組織では

MWCNT-Sに、胸腔洗浄液ではMWCNT-Lにそれぞれ

より高い値を示した（津田・酒々井）。 

２）気管における 0.1μm蛍光ビーズクリアラン

スは MWCNT-L 群と MWCNT-S 群で PF68 群より増加

し、MWCNT-L 群で MWCNT-S 群よりも有意に減少し

た。肺では0.1μm 、0.5μm、3.0μmの蛍光ビー

ズで蛍光量が両投与群で PF68 群と比較して減少

した。（今泉）。 

３）PtNP-1 は THP-1 細胞の生存率の低下を起こ

さなかったが、PtNP-2 は顕著な細胞生存率の低

下が観察され、LC50 値は約 30 µg/ mL であった。

細胞内活性酸素種の産生では、細胞生存率の有意

な低下が認められる濃度の PtNP-2（5 µg/mL お

よび 200 µg/mL）を PMA 処理 THP-1 細胞に曝

露し、10 分後及び 30 分後に Total ROS 並びに

Superoxide の産生量は、PtNP-2 曝露 10 分後に

おいて顕著な Total ROS レベルの上昇が認めら

れ、曝露濃度 25 µg/mL 時ではコントロール群の

約 5 倍、200 µg/mL ではコントロール群の約 50

倍まで増加し、曝露 30 分後においても同レベル

の上昇が観察された 。Superoxide 産生量につい

ては、PtNP-2 曝露 10 分後に 200 µg/mL 曝露群

でコントロール群の約 2 倍の上昇が認められ、処

理 30 分後においても同レベルであった（五十嵐—

内野）。 

❷ 短期投与試験および短期投与-回復試験によ

る炎症・増殖性病変の解析 

１）MWCNT-L, MWCNT-7（WHO/IARC Group 2B）お

よび crocidolite (UICC grade)投与による a)胸

膜の肥厚、b)中皮の増殖、および c)胸腔洗浄液の

細胞とサイトカイン組成変化の程度とそれらの

回復（Reversibility）の状態について、投与終

了１日と 12 週後における回復の程度について検

討した。a) 臓側（肺側）と壁側（胸腔側）胸膜

の線維性肥厚は、いずれの検体群でも PF68 群よ

り投与群に有意に増加した（P<0.001）。検体群間

では壁則胸膜肥厚は 12 週において MWCNT-7 群が

他の検体よりも最も高値であった（P＜0.01）。b)

臓則（肺側）と壁側（胸腔側）胸膜中皮細胞の PCNA

ラベル率は、すべての投与群において１日と 12

週とも溶媒群の約４〜６倍に増加し（P<0.001）、

それらの値は 12 週まで減少なく維持された。c)

胸腔洗浄液中の炎症浸出細胞数（Mφ、好中球、

リンパ球等の合計）はすべての検体で 12 週にお

いて１週の 70〜60％に減少したが、MWCNT-７では

他の約１.５〜２倍の高値（有意）であった。胸

空洗浄液中の主として Mφ中の投与検体（繊維）

の数（/100,000 個細胞）は、12 週で明らかな減

少を示したが、MWCNT-7 が最も高値を維持した。

胸空洗浄液のサイトカインアレイ解析では IL-2 

IL-18 が検体間では MWCNT-7 がより高値でしかも

持続した。肺の組織変化ではいずれの検体も 12

週では異物肉芽中に被包化されて観察された。1

日群では一部で特にcrocidoliteで肺胞上皮の過

形成増殖を見たが、12 週では全く消退していた

（津田）。 

２）MWCNT-L と MWCNT−S を 24 週間に 1.625 mg/ラ

ットに投与した実験では、肺胞の肉芽形成と Mφ
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を主とする炎症細胞浸潤はMWCNT-Sにより著名で

あった。臓側（肺側）胸膜では PCNA ラベルでみ

る中皮の増殖像はMWCNT-Lのほうがより高値であ

った。胸膜洗浄液と肺組織の蛋白アレイ解析では、

胸膜洗浄液において MWCNT-L のほうで IP10、

RTANTES、IL-2、IL-18 が高値を示し、肺組織では

これとは逆の傾向でMWCNT-SにおいてCCL2、CCL3、

IP10、IL1b、IL-18、VEGF がより高値であった（津

田）。 

３）MWCNT-L と MWCNT−S について、肺組織中の核

酸と結合するアルデヒドやケトン基を有する活

性 カ ル ボ ニ ル 化 合 物 （ Reactive carbonyl 

species; RCs）について、DNA 付加体の網羅的解

析を行った結果、対照群で 611、MWCNT-L、MWCNT-S

投与ラットでそれぞれ 693、676 分画のピークが

検出され、そのうち MWCNT-L、MWCNT-S 投与ラッ

トで27、26分画のピークが有意に増加していた。

そのうち、脂質過酸化物由来のアルデヒド化合物

である4-hydroxy-2-nonenalのデオキシグアノシ

ン（dG）付加体である HNE-dG や malondialdehyde

の dG 付加体である M1-dG が対照群と比較して

MWCNT-L、MWCNT-S 曝露ラット共に有意に増加して

いた。また、MWCNT-S において 2-hexenal と dG の

付加体である 2-HE-dG や 4-hydroxy-2-hexenal と

dG の付加体である HHE-dG の有意な増加が確認さ

れ た 。 ま た 、 acetaldehyde 、 acrolein 、

crotonaldehyde や長鎖脂肪酸アルデヒド類など

の様々な脂質過酸化物由来のアルデヒド化合物

と dG との付加体の存在を確認した。この付加体

は対照群と比較して、MWCNT 投与ラットにおいて

有意差は見られなかったが増加傾向を示した。こ

れらの結果より、脂質過酸化物の付加反応によっ

て生じるDNA付加体の増加が発がんに関与する可

能性が示唆された（大島—三好）。 

❸ MWCNTの短期投与・長期観察による発がん性

の検索法 

MWCNT-N を 250 および 500μg/ml を 0.5％PF68 分

散剤に懸濁して 0.5ml を 2週間に 8回 TIPS 投与

を行い（計 1mg/ラット）、投与終了後無処置で２

年間観察した実験では、分画による有意差はなく

各分画を併せた発生頻度は、対照群（生食と PF68

群の合計）では胸膜中皮と肺の腫瘍の発生頻度は

0であったのに対し、心嚢、胸膜の悪性中皮腫

（6/38, 15.8%）と肺胞上皮腺腫（４例）と腺が

ん（10 例）の両者合計で 14/41,36.8％（P<0.01）

であり、肺胞上皮と胸膜中皮に発がん性が有るこ

とがわかった。これらの発生頻度の分画による差

異はなかった。また発がんには 65 週以上の長期

を要することがわかった(Cancer Science, 

2016,in press)（酒々井、津田）。MWCNT-L と

MWCNT-S についての同様の試験は現在病理標本作

中である。 

 

D.考察 

❶ における肺胞Mφのin vitro における炎症・細

胞増殖作用と機序の解析において、MWCNTをMφに

貪食させて得られた培養液中には肺がん細胞と悪

性中皮腫細胞に対する増殖活性を示す因子が存在

することが示され、かつ他の臓器由来の細胞には

その作用がないことになる。すなわち発がん性が

あれば標的細胞は肺と中皮ということを示唆する。

さらにその因子にはIL2、IL18、CCL2、CCL3等のサ

イトカイン群が関与することが明らかとなった。

今後これらの暴露、障害マーカーとしての有用性

について検討する予定である。 

❷ TIPS法による短期投与（２〜４週）による炎

症・増殖性病変の in vivo-回復状態の解析では、

胸膜の肥厚、中皮の増殖は投与中止後でも半年近

くでも持続することが明らかとなった。これは

MWCNT のような固形物質は体内で代謝分解される

ことなく沈着局所において炎症反応を惹起して

慢性的な組織・細胞損傷が長期間持続することに

よる。また、胸腔洗浄液の炎症細胞とサイトカイ

ンにも同様に持続した。これらのことは慢性毒性

•発がん性併合試験を実施する場合に、従来の化

学物質の評価のような長期投与は不必要で短期
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間投与で結果が得られることを示唆し、今回報告

するMWCNT-Nの発がん性結果と一致すると考える。

また胸腔洗浄液の細胞とサイトカインに組成お

よびMWCNTの肺からの移動の評価等における有用

性が明らかとなり、実際の短期代替評価法におい

て極めて有用な成果である。 

一方、MWCNT には様々なサイズ、形態があって

それらの細胞・組織障害と発がん性に対する影響

については、全く未知である。そこで、2種のMWCNT

（MWCNT-L、針状の凝集体）、MWCNT-S（S 社）（長

さ 3 m, 直径=15 nm、綿状の凝集体）について、

４週間または２４週間投与して、比較検討したと

ころ、MWCNT-L と同様形態の MWCNT-7 は胸膜に対

して、MWCNT-S は肺においてより強い障害性を示

すことがわかってきた。とくに MWCNT-L はすでに

腹腔内投与にて中皮腫を発生させることのわか

っている MWCNT-7（IARC G2B）とサイズと形状の

類似点があって興味深い。さらに、この実験にお

ける回復観察では、肺と胸膜中皮の障害作用は投

与中止後も長く持続することは、発がん性を考慮

する上で重要である。MWCNT-L と MWCNT-S の短期

投与（８週）後より２年間無処置観察実験は現在

病理標本を作成中である（津田）。 

TIPS 法による投与で、MWCNT-L には気管支上皮

に対する強い障害作用があり、多くの粘膜面で糜

爛または潰瘍を形成し、その修復は遅延した。こ

の理由はMWCNT-L自体の線毛運動による排出機能

が障害されることによると考えられた。障害機序

については今後の課題である（今泉）。 

MWCNT−７の肺または中皮における発がん性を

予測して、MWCNT-L および MWCNT-S について、肺

内における過酸化脂質のDNA付加体の発生につい

て検討したところ、4-hydroxy-2-nonenal のデオ

キシグアノシン（dG）付加体の HNE-dG、

malondialdehyde の dG 付加体である M1-dG が

MWCNT-L、MWCNT-S 群に有意に増加していた。これ

らより、脂質過酸化物の付加反応によって生じる

DNA 付加体の増加が発がんに関与する可能性が示

され、細胞障害あるいは発がん機序として重要で

ある可能性が示された（大島—三好）。 

❸ MWCNTのTIPS法による短期投与後に長期観察

による発がん性検索法においては、MWCNT-Nの経

気管肺内投与によって肺と胸膜中皮における発

がん性が明らかとなった。世界で初めてこれは

international journalにおいてMWCNTに肺と胸

膜中皮に発がん性のあることを見出した報告で

ある。将来このモデルによって吸入暴露施設を

使わないで発がん性の評価が可能であることが

示されたことになる。今後多種のCNTや線維性物

質を用いてvalidation を行うことが必要であ

る。その祭に、今回の経験では発がんの平均発

生週は最終発生頻度がかなり高いにも関わらず

95週であることは、今後試験法の短縮を試みる

上で注意すべき知見と考える。（酒々井、津田）。 

 

Ｅ．結論 

 １）in vitro において、肺胞MφにMWCNTを貪食

させると、その培養上清には肺がん細胞と悪性中

皮腫細胞に対する増殖因子が含まれる。同様な細

胞増殖作用は、MWCNTを投与したラットの胸膜洗浄

液でも観察された。このin vitro 試験系はMWCNT

による細胞増殖因子の産生の短期検索法として有

用となる。 

２）MWCNT の組織・細胞障害、増殖関連因子とし

て主としてMφを介するCCL3、IL-2、IP10、IL−18、

VEGF 等の関与が示唆される。 

３）ラットを用いた短期回復試験、中期投与試験、

および短期投与・長期観察試験の結果より、TIPS

法は全身暴露法に代替でき得る。この方法におけ

る胸腔洗浄液の解析は胸腔内炎症の解析に有用

な手段である。また MWCNT は肺胞以外に気管支上

皮の線毛運動に対して強い阻害作用を示し、顕著
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な粘膜上皮の損傷を起こす。 

４）MWCNT のサイズと形状（直径、針状、綿状）

の差異は肺と胸膜中皮に対する炎症と障害作用

において異なる可能性がある。 

５）MWCNT-N の肺内投与による肺と胸膜中皮に対

する発がんがん性を予測通り見出し、この一連の

評価法の妥当性を得た（Cancer Science, 2016, in 

press）。 

６）発がん機序として、MWCNT 投与ラットの肺に

DNA 障害性の acrolein、glyoxal、crotonaldehyde

等の生成が見出された。 
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