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研究要旨 
 カーボンナノチューブ（CNT）は生体内で難分解性であるために吸入されると肺・胸膜等に
沈着して異物炎症を誘発する。このような粉体・線維状物質の有害作用の評価には吸入曝露試
験が要求されている。しかし、現状ではその専用設備と高額な稼働費用のために、世界で唯一
MWCNT-7の吸入暴露試験が実施され、その肺発がん性が報告されたのみである。本研究では、
経気管肺内噴霧投与（TIPS）によって、多層カーボンナノチューブ（MWCNT）の肺胞Mφを介す
る肺障害と細胞増殖刺激作用の評価、胸腔洗浄液による胸膜病変の把握、短期（投与終了後１
日〜４週）及び長期（52週と104週）観察による発がんの早期病変と発がん性の検証を行った。
検体は、既に発がん性が明らかにされているMWCNT-7（吸入曝露試験・日本バイオアッセイ研
究センターで実施）、および申請者らがTIPS投与後２年の観察にて発がん性を明らかにした
MWCNT-N（Cancer Science,2016）を陽性対照として、長さ・形状・層数の異なるいくつかのMWCNT
とチタニウム化合物について解析を進め、普遍性のある高効率の気管内投与評価系を確立しつ
つある。 
津田は、❶２週間TIPS投与ラットの肺胞・細気管支中のMφの培養上清および胸腔洗浄液につ
いて、肺胞と胸膜中皮由来の不死化細胞等に対する増殖活性とその因子の把握を行っている。
また投与物質の分散性のさらなるの向上のために、凝集体・凝固体を除去し単繊維成分
のみを高度に分散した乾燥検体を得る方法（Taquann法を）を改良している。
❷同様の２週間TIPS投与・無処置観察試験：２週間のTIPS投与後に無処置にて２年までの経時
的観察を行い、発がん性の簡易スクリーニング法の開発とその早期病変の把握を試みた。その
結果、発がん陽性検体のMWNCT-7とMWCNT-Nを含めて幾つかのMWCNTを貪食させたMφ初代培養上
清の肺胞と胸膜中皮細胞等に対する増殖活性試験が観察され、胸腔洗浄液等の解析とほぼ同じ
結果が得られた。この系において２層カーボンナノチユーブ（DWCNT）について上記の方法に
て解析を進めている（津田）。 
内木は、フラーレン分子（FL）およびフラーレンから構成され鉄を全く含まないフラーレン
ウィスカー（FLW）、発がん性において陽性対照の MWCNT-7 による肺、胸膜中皮の細胞障害性、
増殖活性および発がん性に対する酸化ストレスの役割についての解析を津田と同じ❶、❷の
結果を解析中、❸の実験は経過中である 
菅野は、Taquann 法の超音波の出力を上げることによって MWCNT-N について検討したところ、
2.5 mm 以下の繊維は 14.7％、5 mm 以上は 85.7％、10 mm 以上は 52.0％、平均
繊維径は 70nm であり、中皮腫発がんに寄与する可能性のある繊維が高率に含
まれていると考えられた。 
山村は、TIPS 法にて投与した MWCNT-7 の気道および肺での異物排除機構を担う気道上皮繊毛
細胞と肺胞マクロファージに注目して、蛍光ビーズを用いた気道クリアランス評価系にて暴
露により細気管支の炎症によって閉塞するため、肺への異物侵入が少なかったが、MWCNT-L（針
状）暴露によって、肺胞マクロファージの生存率は有意に減少した。一方、MWCNT-S（毛玉状）
の肺胞マクロファージに対する毒性は弱いことが分かった。 
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Ａ．研究目的 

金属粒子、炭素線維等は生体内で分解されないた

めに、肺内に吸引されたCNTは肺胞・肺胞壁、胸膜

等に沈着して異物炎症を誘発するために発がん性

が疑われてきた。事実、MWCNTのひとつである

MWCNT-7は全身暴露吸入曝露試験によって肺発が

ん性が見出された（労働者安全機構・日本バイオ

アッセイ研究センター）が、MWCNTは事業者によっ

て形状・物性が異なるために、この結果をほかの

すべてのMWCNTに適用することはできない。MWCNT

の年間生産量は本邦で100t、世界で300t程度であ

るが（経済産業省ナノマテリアル情報提供シート

等）、吸入曝露試験には高額な専用設備と稼働費

用が要求されるために、多くは毒性・発がん性試

験が実施され無いままに上市されようとしている

（IARC Group 3の状態）。最近では２層のDWCNT

が多く生産されるようになった。 

申請者らは、MWCNTのTIPS投与による胸腔の顕著な

炎症と胸膜中皮増殖、それに対するMφ分泌サイト

カインの関与（Cancer Sci, 2010）を見出し、

MWCNT-N（N社製、MWCNT-7とは別の事業者）投与後

の観察によって胸膜中皮の持続増殖（Cancer Sci, 

2012）が誘導されて２年後にはがんの発生に至る

ことを見出した（Suzui,Cancer Sci, 2016）。こ

の知見に基づき、本研究では、津田らが開発した

経気管肺内噴霧投与（TIPS）法によってラットを

用いて生産量の最も多い多層カーボンナノチュー

ブ（MWCNT）について、特にMφによる検体の貪食

によって分泌される肺胞、気管・気管支、胸膜組

織におけるサイトカインおよび酸化ストレス

（ROS）に注目した有害性・発がん性について、安

価にして信頼性の高い評価法の確立と前駆病変の

把握についての研究を行った。 

Ｂ．研究方法 

１）❶ 短期TIPS投与による炎症・増殖性病変の解

析： 

MWCNTは気中分散後にt-butylalcohol（TBA）に懸

濁凍結させた状態（Taquann法）

(Taquahashi,Toxicology Lett,2016)にして、投与

直前にTBAを凍結乾燥後直ちにPF68コポリマー液

含有生食中に分散させて125μg/0.5mlを15日間に

８回（計0.25〜1mg/ラット）投与後に屠殺する。

肺は、１）メッシュ濾過法または肺胞細気管支洗
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浄液にてMφを採取し、一定量のMφをRPMI 1640

（10% FBS）培地に移し24時間培養して得られた培

養上清のヒトがん細胞A549肺がん・Met5A(中皮細

胞)・MESO-1/2（悪性中皮腫細胞上皮型/肉腫型）・

CCD34（肺線維芽細胞）等に対する増殖活性を観察

する。胸膜洗浄液についても同様の解析を行った。

２）凍結試料とパラホルムアルデヒド１日固定後

病理標本とする。凍結試料からRNA、蛋白を抽出し

て炎症性サイトカインと酸化損傷マーカーの解析

を行い、サイズと形態との関連について相関性を

明らかにする。MWCNTの量はB(ghi)P 吸着による定

量測定（日本バイオアッセイ研究センター・大西

法）を行う予定である。さらに検体のTaquann分散

法について、エアロソル分散後TBA分散剤中にてさ

らに強力な超音波（出力160W）で30秒間の超

音波照射を繰り返し、分散状態の向上を

図った（津田、内木、菅野）。 

❷ 短期TIPS投与後２年までの経時観察による慢

性毒性•発がん性観察： 

２週間TIPS投与終了後に無処置にて２年までの無

処置群を置いて観察する。各検体について、投与

終了時、52週、104週で屠殺して病変の持続性と可

逆性並びに最終的な発がんに関して、各検体の特

性を考慮しつつ検討する。具体的には、胸腔洗浄

液の解析、血清サイトカイン解析、全身臓器の病

理組織学的観察及び肺と胸膜中皮の前がん病変を

含めた腫瘍病変の発生頻度・個数を解析する。ま

た被検物質の肺、胸腔以外に、肝、腎、脾、リン

パ節及び全身臓器への移行について偏光顕微鏡観

察にて明らかにする。さらにパラフィンブロック

から戻し電顕標本とし、走査・透過電顕により粒

子凝集体の組織と細胞内局在の同定を行っている。

この長期実験は経過中にある。 

以上❶❷において、MWCNT-7（針状、長さ3.5μm・

直径30〜80nm）及びMWCNT-N（日機装、針状、長さ

2〜４μm・直径30〜80nm）（以上発がん陽性対照）

を陽性対照として、幾つかのMWCNTについての実験

が進行中である（津田、内木）。 

２）MWCNTの気道クリアランスの測定をするために、

蛍光シリカビーズをマーカーとしてPBS(-)溶液に

懸濁し、ラット気管内に噴霧した後に気管と肺を

摘出した。摘出した器官の洗浄液から蛍光ビーズ

を回収し、蛍光強度を測定した。またラット肺胞

マクロファージにMWCNT-S、MWCNT-L、PF68（溶媒）

をそれぞれ添加し、細胞生存率をMTT法で測定した。

また、細胞障害性は乳酸脱水素酵素（LDH）アッセ

イで行った（山村）。 

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

該法令の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行わない（全員）。 

Ｃ．研究結果 

 １）❶MWCNT を貪食させた培養上清の肺胞と

胸膜中皮細胞等に対する増殖活性試験は、層数の

少ない（柔らかい）二層 CNT（DWCNT）について、

陽性対照のMWCNT-7と同様に肺がんと胸膜悪性中

皮腫細胞に対する増殖刺激作用がみられた（津

田）。また、このモデルにおいて FLと FLW を投与

した実験では投与終了１週目の剖検を実施した。

肺重量は、無処置群（絶対重量 0.96±0.04g、相

対重量 0.32±0.01g）と比較して、対照群（絶対

重量1.34±0.03g、P<0.001、相対重量0.47±0.01g、

P<0.001）、FL群（絶対重量1.40±0.08g、P<0.001、

相対重量 0.50±0.03g、P<0.001）、FLW 群（絶対

重量1.50±0.09g、P<0.001、相対重量0.54±0.04g、

P<0.001）、MWCNT-7 群（絶対重量 1.60±0.07g、

P<0.001、相対重量 0.56±0.03g、P<0.001）、

MWCNT-N 群（絶対重量 1.64±0.04g、P<0.001、相

対重量 0.59±0.01g、P<0.001）で有意な増加を認

めた。また、対照群と比較して、FL 群では肺の絶

対および相対重量に有意な変化はなかったが、

FLW、MWCNT-7、MWCNT-N 投与により、有意に増加

した（いずれも P<0.001）。現在増殖刺激、病理検

査等の解析を実施中である（内木）。 

検体の分散性において、MWCNT-N の原末 500 mg
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に35℃に加温して溶解したTBA約250mLを加えて

小型ホイッパーで攪拌混合した。次に、混合液を

氷冷しながら MWCNT-N と TBA を十分に混和し

1,000 mL 容量のメディウム瓶に移し、-25℃で凍

結した。約 60℃に加温した TBA を添加し全量を

1,000mL とした。凍結再融解した MWCNT-N の TBA

懸濁液をサンプル密閉式超音波破砕装置 160W で

30 秒間照射を繰り返して混合液を得た。続いて

MWNT-7 と同様に濾過、凍結・固化した。MWCNT-N

の平均繊維長は 8.5±5.5 mm（N=279）、最大値 36.4 

mm、最小値 0.7 mm であった。繊維長のヒストグ

ラムから、2.5 mm 以下の繊維は 14.7％、5 mm 以

上は 85.7％、10 mm 以上は 52.0％であった（菅野）。 

❷ MWCNT を２週投与後２年観察する長期試験は

経過中である（津田・内木）。 

２）MWCNT 気道クリアランス評価系の構築 

a）ラットに蛍光ビーズを気管内噴霧した。気管

では、噴霧 2 時間後に 3.0 m ビーズが 69%、500 

nm ビーズが 85%、100 nm ビーズが 94%排泄された。

24 時間後では、3.0 m ビーズが 95%、500 nm ビ

ーズが 97%、100 nm ビーズが 97%排泄された。一

方、肺では、2時間後に3.0 mビーズが5%以下、

500 nm ビーズが 13%、100 nm ビーズが 62%の排泄

率だった。24時間後でも、3.0 m ビーズが 5%以

下、500 nm ビーズが 63%、100 nm ビーズが 67%の

排泄率だった。 

b）MWCNT 吸入暴露後の気道クリアランスの障害 

MWCNT-L、MWCNT-S、溶媒群に蛍光ビーズを気

管内噴霧し、気道クリアランスを測定した。噴

霧直後に気管内に取り込まれたビーズの蛍光強

度は同程度だった。2時間後には、蛍光ビーズの

80%以上が排泄され、MWCNT 群の気管クリアラン

スも溶媒群と同程度だった。一方、噴霧直後に

肺内に取り込まれたビーズの蛍光強度は MWCNT群

で約 50%低下していた。 

c）MWCNT 吸入暴露後の肺胞マクロファージ 

肺胞マクロファージの細胞生存率は、時間依存

的に減少した（2時間後 52%、1日後 80%、7日後

84%減少）。同様の結果が LDH アッセイによって

も認められた（山村）。 

D.考察 

１.TIPS投与では一定量の検体を末梢肺胞腔まで

確実に送達できる。吸入暴露が本来であるかも

知れないが、毒性試験が容易に実施できないの

であれば、事実上、簡便にして低コストのTIPS

法しかないと考える。また実際の暴露経路を考

えるとラット・マウスでは複雑な構造の鼻腔で

トラップされるので（口腔呼吸はできない）、

そのまま人に外挿ルートではない。ヒトは口か

ら直接肺に吸気が入る場合が多々あるので（タ

バコ等）、気管内投与が現実にそぐわないとは

言い切れない。その意味で、TIPS投与はリスク

評価上妥当性がある。 

２.さらに、従来の発がん試験はヒトには起こり得

ない腹腔内暴露（投与）であることに較べて、

リスク評価への外挿において合理性がある。 

３.検体の分散性においてTaquann法にて分散後の

ものを使用することによって分散性に改良が

加えられた。 

４.胸腔洗浄液の解析は線維状物質に特異的とも

言える胸膜病変の発生について多くの有用な

情報が得られつある。 

５. MWCNTに対するMφの動態に注目した解析法は、

肺胞上皮細胞と胸膜中皮の増殖の機序の解析

として有効であり、早期病変の検出法の開発に

つながると考える。WHO/IARC発がん性モノグラ

フでは、発がん機序が動物とヒトで共通して作

動するという知見によって、今までに62物質が

再評価され、そのうち５物質はG2A（おそらく

ヒト発がん要因） からG1（ヒト発がん要因）

評価になった。こうした意味でも本法によるM

φ活性の解析による発がん機序解析手法は有

用である。 

６.厚生労働省の有害物質リスク対策における

「職場で使用される化学物質の発がん性評価の

加速化」作業では「前がん病変を指標とした中

期発がん性試験」が通例の２年発がん性試験の

代替法として採用されている。本法における経

時観察によって前がん病変を把握できれば、中
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期検索法として評価スキームに組み込むこと

によって、発がん性リスク評価の高速化に大い

に貢献できる。また、発がん性の有無を重視す

る場合でも「２週TIPS投与—２年無処置観察モ

デル」は、２年吸入曝露法に比べ圧倒的に低コ

ストであり、MWCNTの有害・発がんリスク評価

の加速化が可能となる。また多種のMWCNTにつ

いて試験を実施することによって、提案の試験

方法の普遍性を検証出来る。 

Ｅ．結論 

 １. H28度の申請の❶検体を TIPS法にて２週間

の短期に投与したラットについて、１）❶肺、気

管、胸腔、胸腔洗浄液等の炎症/毒性/増殖病変と

その作用因子解析にける炎症反応の解析と、２）

❷投与後２年までの経時観察による慢性毒性•発

がん性観察の試験系において、現在❶について結

果が得られつつある。❷については MWCNT-N につ

いてすでに肺と胸膜中皮に発がん性が見出され

おり（Cancer Sci. 2014）現在進行中の長期実験

で同様の結果が観察されれば、短期試験の病変と

の関連を明らかにして、試験期間の短縮に利用す

ることが出来る。 

２. TIPS投与では一定量の検体を末梢肺胞腔まで

確実に送達できる。また腹腔内投与法に較べてヒ

トのリスク評価への外挿において合理性がある。

さらに、胸腔洗浄液の解析は線維状物質に特異的

とも言える胸膜病変について多くの有用な情報が

得られる。 

３．この方法「TIPS投与２週直後—２年無処置観察

モデル」は、２年吸入曝露法に比べ圧倒的に低コ

ストであり、MWCNTの有害・発がんリスク評価の加

速化が可能となる。また多種のMWCNTについて試験

を実施することによって、提案の試験方法の普遍

性を検証できる。 
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