
 -1-

平成28年度厚生労働科学研究費補助金 化学物質リスク研究事業 

カーボンナノチューブ等の肺、胸腔及び全身臓器における有害性並びに発癌リス

クの新規高効率評価手法の開発（H28-化学-一般-004） 

分担研究報告 

 

分担研究課題 「動物実験 遺伝子蛋白解析」  

 

研究分担者 菅野 純   国立医薬品食品衛生研究所 客員研究員  

独立行政法人労働者健康安全機構  

             日本バイオアッセイ研究センター 所長  

研究協力者 髙橋祐次   国立医薬品食品衛生研究所  

安全性生物試験研究センター 毒性部 室長  

 

 

研究要旨 

本研究の目的は、ナノマテリアルの中でも生産量の最も多い多層カーボンナノチ

ューブ（MWCNT）の有害作用 /発癌性評価の加速化を可能にする普遍性と信頼性の

ある新たな高効率評価手法の確立を行うことにある。具体的には、ラットを用いて

吸入曝露実験の簡便法として経気管肺内噴霧（TIPS）投与方法により、有害作用 /

発癌性の発生機序に基づく高効率な評価方法の開発を行う。本分担研究では、ラッ

トを用いた 2 週間の TIPS 投与試験に供する MWCNT 検体について、独自に開発し

た第三級ブチルアルコール（TB）を用いる Taquann 法により処理を行い、凝集体成

分を除去し、単離繊維成分が豊富な分散性の高い検体を調製し調製し研究代表者に

供給した。具体的には、MWCNT の一つである MWNT-7（三井物産）を事例対象と

して、研究分担者が独自に開発した凝集体・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）により検体処理を行った。Taquann 法

は汎用性が高く、これまで、各種二酸化チタン、チタン酸カリウムにおいて MWNT-7

と同様の方法により分散性の高い検体が得られることを確認している。本年度の分

担研究では、MWNT-7 とは性状が異なる MWCNT-N への適用を試みた。MWCNT-N

は MWNT-7 よりも繊維が長く細いため、原体は繊維が絡まった不織布状を呈し、従

来のプロトコールを適用した場合の TB への懸濁性が極めて不良であった。そのた

め、分散条件の検討を行った結果、超音波処理の出力を増加させることで良好な分

散検体が得られることが判明した。以上より、本研究結果として、MWNT-7 と性状

の異なる MWCNT にも、条件の微調整により Taquann 法処理が適用可能であること

が示された。  

なお、この検体の繊維長を走査型電子顕微鏡により測定した結果、2.5 m 以下の

繊維は 14.7％、5 m 以上は 85.7％、10 m 以上は 52.0％、平均繊維径は 70nm であ



 -2-

り、中皮腫発癌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。  

 
A. 研究目的 

本研究の目的は、ナノマテリアルの

中でも生産量の最も多い多層カーボン

ナノチューブ（MWCNT）の有害作用 /

発癌性評価の加速化を可能にする普遍

性と信頼性のある新たな高効率評価手

法の確立を行うことにある。具体的に

は、ラットを用いて吸入曝露実験の簡

便法として経気管肺内噴霧（TIPS）投

与方法により、有害作用 /発癌性の発生

機序に基づく高効率な評価方法の開発

を行う。  

本分担研究では、ラットを用いた 2

週間の TIPS投与試験に供する MWCNT

検体について、独自に開発した Taquann

法により処理を行い、凝集体成分を除

去し、単離繊維成分が豊富な分散性の

高い検体を調製し研究代表者に供給す

る。  

MWCNT は製造過程で共有結合によ

り分岐あるいは凝集状態を示す成分が

含まれている。この凝集成分が気道末

梢の比較的近位に捕捉されるため、そ

れよりも末梢の肺胞レベルへの単離繊

維の進入を阻害する可能性がある。ヒ

トに比較して細い気道径を有するげっ

歯類を用いた動物実験では、凝集体に

よるこの様な影響が大きいことが推察

されるため、ヒトへの外挿性の高いデ

ータを得るためには、凝集成分を除去

した上で分散性に優れた検体を使用す

る必要がある。  

そこで、研究分担者らは、MWCNT

の一つである MWNT-7（三井物産）を

対象に、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）を独自開発し

た。Taquann 法は走査型電子顕微鏡の試

料作製方法である「臨界点乾燥」に着

想を得た技術である。乾燥時に表面張

力を受けないため再凝集せず、分散性

が確保される事を利用したものである。

具体的には、MWCNT 原末を  第三級ブ

チルアルコール（TB、融点；25.69 ℃）

に分散、懸濁させて、金属製フィルタ

ー（目開き 25 m）でろ過し大型の凝

集体を除くとともに、分散を図り、ろ

液を直ちに液体窒素で凍結・固化させ

る。固化した状態の MWCNT 懸濁液を

固相のまま溶媒回収型真空ポンプで液

相を介さずに乾燥させ、TB を分離除去

することで分散性の高い乾燥状態の

MWCNT を得る方法である（図 1）。  

Taquann 法は汎用性が高く、原理的に

は TB に耐性のある検体に適応可能で

ある。これまで、各種二酸化チタン、

チタン酸カリウムにおいて MWNT-7と

同様の方法により分散性の高い検体が

得られることを確認している。本年度

の分担研究では、MWNT-7 とは性状が

異なる NWCNT-N への適用を試みた。

MWCNT-N は、従来のプロトコールを

適用した場合の TB への懸濁性が極め

て不良であったため、分散条件を再検

討した。また、走査型電子顕微鏡観察

により、Taquann 法処理した MWCNT-N

の繊維長及び繊維径について測定を行

った。  

 

B. 研究方法 
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B-1 MWNT-7 Taquann 処理検体 

MWNT-7の原末500 mgをビーカーに

入れ、35℃に加温して溶解したTB約250 

mLを加えてステンレス製のスパーテ

ルで攪拌して混合した。次に、混合液

を氷冷しながらスパーテルで攪拌しTB

が シ ャ ー ベ ッ ト 状 な っ た 状 態 で

MWNT-7とTBを十分に混和し、 1,000 

mL容量のメディウム瓶に移し、-25℃で

一晩凍結した。約60℃に加温したTBを

添加し全量を1,000 mLとした（凍結再

融解処理）。凍結再融解したMWNT-7の

TB懸濁液を超音波洗浄器SU-3TH（柴田

科学株式会社）にて、40Wの出力によ

り15分間の処理を行い、高分散性の懸

濁液を得た。  

MWNT-7の懸濁液を約50℃に加温し、

金属製フィルター（セイシン企業、目

開き25 m）にてろ過し大型の凝集体を

除去した。金属製フィルターには携帯

電話に使用されている振動モーター

（FM34F T.P.C. DC MOTOR、振動量：

17.6m/s2）をリムに4個装着し、フィル

ターを振動させながらろ過を行った。

得られたろ液を直ちに液体窒素で凍

結・固化させた。固化した状態の

MWCNT-N懸濁液を固相のまま溶媒回

収型真空ポンプ（Vacuubrand、MD4C 

NT+AK+EK）で液相を介さずに乾燥さ

せ、TBを分離除去し高分散性の乾燥検

体を得た。  

これまでの研究により、Taquann法処

理を行ったMWNT-7の繊維長の平均は

7.1±6.0 m、繊維径の平均は115±74 

nmであることが示されている1）。  

 

B-2 MWCNT-N Taquann 処理検体 

（１）MWCNT-N の TB への懸濁方法と

Taquann 法処理  

MWCNT-Nの原末は、肉眼的にはフレ

ーク状を呈し、走査型電子顕微鏡によ

る観察では、繊維が絡みあって不織布

状の様相を呈している（図2）。これは、

粉末～繭状凝集体の外観を呈する

MWNT-7と は 大き く異 な る。 TBに

MWNT-7と同様の方法で分散を試みた

が分散性の高い懸濁液が得られなかっ

たため、TBへの分散方法の検討を行っ

た。幾つかの条件を試み、以下の方法

で良好な懸濁液を得た。  

MWCNT-Nの原末500 mgをビーカー

に入れ、35℃に加温して溶解したTB約

250mLを加えてステンレス製の小型ホ

イッパーで攪拌して混合した。次に、

混合液を氷冷しながらホイッパーで攪

拌しTBがシャーベット状なった状態で

MWCNT-Nと TBを十分に混和し 1,000 

mL容量のメディウム瓶に移し、-25℃で

一晩凍結した。約60℃に加温したTBを

添加し全量を1,000mLとした。  

凍結再融解したMWCNT-NのTB懸濁

液をサンプル密閉式超音波破砕装置

BIORUPTOR®UCD-250HSA（コスモ・

バイオ株式会社）にて、160Wの出力で

30秒間の超音波照射を6回繰り返し、

MWCNT-Nが十分に懸濁した混合液を

得た（図3a）。以降は、MWNT-7と同様

に濾過、凍結・固化、TBの分離を行い、

分散性の高い乾燥検体を得た（図3b、

図4）。  

 

（２）MWCNT-Nの形態観察  

 アルミナフィルター（Anodisc、孔径

0.02 m、φ12mm、  ワットマン）をロ
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ート型ガラス濾過器（51G-1、三商）に

載せ、ピペッティングにより十分に分

散させた Taquann 法処理 MWCNT-N 懸

濁液 1 L を滴下し吸引濾過した。フィ

ルターを室温で乾燥し、真鍮製 SEM 観

察台（S-GA、φ15×5 mm、日新 EM）に

カーボンシール（φ12 mm、日新 EM）

で固定した。オスミウムコーター（HPC-

１SW 型、真空デバイス）により 5 秒間

処理を行い走査型顕微鏡（VE-9800、

KEYENSE）によって 400～10,000 倍、

加速電圧 2.5～5.0 kVの条件で観察した。

MWCNT の繊維長の計測は ImageJ

（http://rsbweb.nih.gov/ij/）を用いて行

った。  

 

C. 研究結果 

MWNT-7 と 同 様 の 方 法 で は

MWCNT-N は TB への分散性が不良で

あった。そのため分散工程において、

①TB と MWCNT-N を混合する器具を

スパーテルからホイッパーに変更、②

超音波処理を 40W×15分から 160W×3

分処理に変更することで良好な懸濁液

を得ることが可能となった。  

走査型電子顕微鏡による観察の結果、

Taquann 法処理を行った MWCNT-N の

平均繊維長は 8.5±5.5 m（N=279）、最

大値 36.4 m、最小値 0.7 m であった

（図 5a）。繊維の平均直径は 69±22 nm

（N=100）、最大値 129 nm、最小値 29 nm

であった（図 5b）。繊維長のヒストグラ

ムから、2.5 m以下の繊維は 14.7％、5 

m 以上は 85.7％、10 m 以上は 52.0％

であった。  
 

D. 考察及び結論 

MWCNT-N の原末は、肉眼観察では

フレーク状を呈し、走査型電子顕微鏡

による観察では、繊維が絡みあって不

織布状の様相と呈している。繊維長の

平均値は MWNT-7 よりも若干長く、ま

た繊維径は細いため繊維が絡みやすい

と考えられる。MWNT-７の調製で使用

していた超音波処理条件（ 40W×15

分；36,000J）では TB への懸濁性が不

良であった。本研究では、より高出力

が得られる超音波処理装置を用い、

160W ×3 分；28,800J の条件において

良好な懸濁液が得られた。総エネルギ

ーは従来法が大きいが、単位時間当た

りのエネルギーは従来法の 20倍である。

超音波処理は溶液中に圧力差によるキ

ャビテーションを発生させることで、

溶液中の物質に激しい衝撃を与えて分

散を図る方法である。そのため、強力

な超音波処理では、MWCNT-N の繊維

長に影響を与える可能性がある。走査

型電子顕微鏡による繊維長の測定では、

5 m 以上の長さの繊維が約 85％、10 

m 以上は 52.0％であった。処置前の繊

維長の正確な値は不明であるが、極端

な断片化は生じていなと考えられた。

なお、処理の検体に中皮腫発癌に寄与

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。繊維状物質の中

皮腫発癌性はサイズに依存するため 2)、

繊維長の分布が処置後も保持される点

は重要であると考えられる。  
本研究結果から、MWNT-7 とは性状

の異なる MWCNT にも Taquann 法処理

が適用可能であることが示された。  
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図１ Taquann 法の概要  
MWCNT 原末を  第三級ブチルアルコール（ TB）に混合する。氷冷下でスパーテルを用いて攪拌し
TB をシャーベット状にして十分に混和する（ a）。 TB への分散性を向上させることを目的として、
-25℃で一晩凍結したのち 60℃に加温した TB を加え凍結再融解を行う (b)。金属製フィルター (目開
き 25  ｍ）でろ過し大型の凝集体を除く（ c）。ろ液は直ちに液体窒素で凍結・固化させる（ d）。固
化した状態の MWCNT 懸濁液を固相のまま溶媒回収型真空ポンプで液相を介さずに乾燥させ、 TB
を分離除去することで、分散性の高い乾燥状態の MWCNT を得る (Taquahash i  e t  a l . ,  JTS,  2013)。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 MWCNT-N 原末の走査型電子顕微鏡像  

b a 
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MWCNT-N の原末は、肉眼観察ではフレーク状を呈し、走査型電子顕微鏡による観察では繊維が絡
みあって不織布状の様相を呈している。本画像から繊維長の正確な値は計測できないが、 10m よ
りも長い繊維が高頻度に確認される。 a:  400 倍、 b:1 ,000 倍  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 MWCNT-N の Taquann 法処理検体（懸濁液と乾燥後の肉眼像）   
MWNT-7 と同様の方法で分散処理では MWCNT-N は TB に殆ど分散しない（ a 右）。高出力の超音波
処理装置により分散し、良好な懸濁液が得られた（ a 左）。 Taquann 法処理検体（ b 左）は、粉末状
の外観を呈し原末（ b 右）に比較して嵩高い（試料はいずれも 5  mg）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 MWCNT-N の Taquann 法処理検体の SEM 像  
原末に比し良く分散され、単離した繊維として観察される。  

 

  

a左：160W ×3分処理 超音波処理 （TB懸濁液
） 

a右：  

b左：Taquann処置 MWCNT-N （乾
燥後） 

b  

a b 
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図 5 MWCNT-N Taquann 法処理検体の

繊維長及び繊維径の分布  
走査型電子顕微鏡による観察の結果、 Taquann
法 処 理 を 行 っ た MWCNT-N の 平 均 繊 維 長 は
8 .5±5 .5 m（N=279）、最大値 36 .4 m、最小値
0 .7  m であった（ a）。繊維の平均直径は 69±22 
n m（N=100）、最大値 129  n m、最小値 29  nm で
あった（ b）。繊維長のヒストグラムから 2 .5  m
以下の繊維は 14 .7％、5  m 以上は 85 .7％、10  m
以上は 52 .0％であった。  
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