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研究要旨 
ナノマテリアル曝露によるヒトへの健康影響を総合的に評価するためには，発がん性等

の慢性毒性に加えて，生殖・発生毒性等の遅発毒性影響を評価する必要がある。 

我々はこれまで，妊娠マウスおよびラットを用いて，MWCNT（MWNT-7）の発生毒性を

評価してきた。これまでの試験では，マウスに投与した MWCNT は，全て同じ被験物質を

同じ超音波処理方法によって調製した。しかし，同一の被験物質であっても，投与に用い

る懸濁液の調製方法によって，形状や凝集状態が異なることから，それに伴い発生毒性も

異なることが考えられる。 

そこで今年度は，同一試料から調製方法の異なる 4 種類の MWCNT 懸濁液（未処理，熱

処理，Taquann 処理および Taquann+熱処理）を調製し，これらを妊娠マウスに反復気管内

投与して，試料の違いによる影響の差異について考察することとした。 

その結果，本試験条件下では，MWCNT のいずれの調製方法（未処理，熱処理，Taquann

処理および Taquann+熱処理）においても，その 4 mg/kg 反復投与（妊娠期間を通じて 16 

mg/kg）によって，母動物に対する体重増加抑制または摂餌量減少が認められた。また，熱

処理あるいは Taquann+熱処理された MWCNT の投与によって，胎児に発育抑制が認められ

た。本試験で認められた母動物および胎児に対する影響は，特に熱処理された MWCNT の

投与によって顕著に認められた．さらに，熱処理された MWCNT の投与によって，受胎率

が低値傾向を示し，妊娠早期（着床または胚の発生）に何らかの影響を及ぼす可能性が示

唆された。 

なお，本試験の外表検査までの結果において，MWCNT の催奇形性は判断できなかった

が，過去実施の試験では，未処理 MWCNT の 4 mg/kg 投与で内臓異常および骨格異常を伴

う胎児の発生率が有意な高値を示しており，当該試験の内臓および骨格検査においても同

様の変化が生じる可能性が考えられたことから，今後は内臓および骨格検査を行い，内臓

および骨格への影響を確認する必要があると考えられる。 
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A. 研究目的 
ナノマテリアル曝露によるヒトへの健康

影響を総合的に評価するためには，発がん

性等の慢性毒性に加えて，生殖・発生毒性

等の遅発毒性影響を評価する必要がある。 

ナノマテリアル曝露による生殖・発生毒

性に関しては，現段階で利用可能な情報は

多くはないが，以下のような研究結果が報

告されている。二酸化チタン (TiO2) ナノ粒

子については，妊娠マウスへの皮下投与に

より，曝露後に胎児に移行して発達・機能

障害を引き起こしたとの報告がある(Takeda 

et al., 2009; Shimizu et al., 2009)。また，カー

ボンナノチューブについては，単層カーボ

ンナノチューブ (SWCNT), 多層カーボン

ナノチューブ (MWCNT) の妊娠マウスへ

の腹腔内・気管内投与により胎児の奇形が

みられたとの報告 (Pietroiusti et al., 2011; 

Fujitani et al., 2012)や，SWCNT のマウス単

回経口投与により，吸収胚の有意な増加お

よび胎仔の骨格異常がみられたとの報告

(Philbrook et al., 2011)がある．一方，MWCNT

を妊娠ラットに反復経口投与しても生殖・

発生毒性はみられなかったとの報告もある

(Lim et al., 2011)。しかし，これらの試験結

果をヒトに外挿し，ヒト健康リスク評価を

行うだけの十分なデータは得られていない

ため，より詳細な検討が必要である。 

我々はこれまで，妊娠マウスおよびラッ

トを用いて，MWCNT（MWNT-7）の発生

毒性を評価してきた。これまでの結果では，

妊娠 9 日のマウスに 3 mg/kg 以上の

MWCNT を単回気管内投与した場合，胎児

の奇形がみられたが，妊娠 6～15 日のマウ

スに MWCNT を合計 16 mg/kg（4 mg/kg×4

回）反復気管内投与しても，胎児の奇形は

みられなかったことから，感受性の強い時

期に曝露を受けると低用量でも胎児への影

響が発現すると考えられる（ただし，胎児

の体重増加抑制は 2 mg/kg 以上でみられた）。 

以上のことから，ナノマテリアルの発生

毒性を，安全側に立って評価するためには，

感受性の強い時期を探った上で試験を行う

必要があると考えられる。 

一方，これらの試験において，マウスに

投与した MWCNT は，全て同じ被験物質を

同じ超音波処理方法によって調製している。

同一の被験物質であっても，投与に用いる

懸濁液の調製方法によって，形状や凝集状

態が異なることから，それに伴い発生毒性

も異なることが考えらえる。 

そこで今年度は，同一試料から調製方法

の異なる 4 種類の MWCNT 懸濁液を調製し，

これらを妊娠マウスに反復気管内投与して，

試料の違いによる影響の差異について考察

することとした。 

 

B. 研究方法 
1. 被験物質懸濁液の調製 
 マウス反復気管内投与の被験物質として，

MWNT-7 (ナノカーボンテクノロジーズ，現

在は保土谷工業から提供) を用いた。 

これまでの検討によって，MWNT-7 はマ

ウス・ラット血清および 1～2%CMC-Na PBS

溶液中によく分散し，これらの媒体を用い

た試験間で，胎児への影響に有意な差がみ

られなかった。今回は，生体由来試料では

な い た め 用 時 調 製 を 必 要 と し な い

CMC-Na(1%) PBS 溶液を用いて MWCNT 懸

濁液を調製した。 

本研究では，MWCNT の調製方法によっ

て発生毒性に違いが見られるかどうかを評

価するために，以下に示す種々の方法で

MWCNT 懸濁液を調製した。 
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①未処理 MWCNT（陽性対照） 

MWCNT 原末 16 mg を 4 mL の 1%-CMC

（カルボキシメチルセルロース）-Na 含有

PBS（リン酸緩衝液）に添加し，超音波バ

スを用いて 30 分～1 時間程度分散処理を行

って懸濁液を調製した。 

 

②熱処理 MWCNT 

MWCNT 原末を 250℃で 2 時間加熱して

から，上記①と同様の分散処理により懸濁

液を調製した。 

 

③Taquann 処理 MWCNT 

 MWCNT を Taquann 処理により高度に分

散させた後，上記①と同様の分散処理によ

り懸濁液を調製した。 

 

④Taquann 処理＋熱処理 MWCNT 

MWCNT を上記③の Taquann 処理により

高度に分散させた後，さらに上記②の熱処

理を行い，上記①と同様の分散処理により

懸濁液を調製した。 

 

2. マウス反復気管内投与試験 
マウス反復気管内投与試験のプロトコル

を図 1 に示す。 

上記 4 種類の方法で調製した MWCNT 懸

濁液および媒体（1%-CMS-Na 含有 PBS）を，

いずれも 4 mg/kg の用量で ICR マウスに妊

娠 6, 9, 12, 15日に合計 4回（合計 16 mg/kg），

イソフルラン麻酔下で気管内投与した（胎

児の器官形成期を通じた投与を行った）。 

 

3. 母動物の観察 
各投与群とも，解剖日まで 1 日 1 回，一

般状態の観察および体重測定を行った。ま

た，妊娠 0，3，6，9，12，15 および 17 日

に給餌器を含めた餌重量を測定し，測定日

間の餌重量の差から，平均 1 日摂餌量を算

出した。 

妊娠 17 日にイソフルラン麻酔下で腹大

動脈切断により放血安楽死させた後，病理

学的検査として，器官・組織の肉眼的観察

（剖検）を行った。剖検では，動物の体表，

自然開孔部等を観察し，腹腔，胸腔，骨盤

腔および頭蓋腔内の器官・組織をはじめと

する全身諸器官・組織を検査した。全ての

肉眼的異常について，部位，大きさ，色調

等を記録した。 

また，全生存例について，肺および子宮

重量（子宮内容物を含む）を測定し，解剖

日の体重を基に相対重量を算出した。 

妊娠 17 日に，全生存例について子宮内検

査を行った。卵巣および子宮内を検査し，

妊娠黄体数，着床数，生存胎児数および死

亡胚・胎児数（早期死亡胚：脱落膜腫，後

期死亡胚：胎盤および羊膜形成のある形態

不明瞭な死亡胚，死亡胎児：浸軟胎児も含

む）を記録し，着床率，胎児生存率および

死亡胚・胎児率を算出した。生存胎児の胎

盤については，異常の有無を肉眼的に観察

した後，重量を測定し，母動物ごとの雌雄

別平均胎盤重量を算出した。測定後の胎盤

は，10 vol%中性緩衝ホルマリン液で固定し，

保管した。 

 

4. 胎児の観察 
妊娠 17 日の帝王切開で得られた生存胎

児全例について，母動物ごとに性比を算出

した。また，個体別に体重を測定し，母動

物ごとの雌雄別平均胎児重量を算出した。

また，全例について外表検査を行い，母動

物ごとに外表異常発生率を算出した。 
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なお，安楽死後の胎児は，内蔵および骨

格検査が可能なように，各固定液で固定し

た．各群の検査動物数（親）は 11～16 匹と

した。 

 

3. データ処理 
磁気データは，コンピュータ・システム

［安全性試験システム（LATOX-F/V5）］を

用いて記録し，処理した．胎児に関する成

績（性比，胎児体重，胎盤重量および外表

異常発生率）については，1 母体当たりの

平均を 1 標本として集計した。各測定値お

よび集計値の平均±標準偏差を算出した。

なお，不妊動物から得られたすべてのデー

タは，集計から除外した。 

 

4. 統計解析 
体重，体重増加量，摂餌量，器官重量（絶

対および相対重量），妊娠黄体数，着床数，

生存胎児数，死亡胚・胎児数（着床痕数），

胎児体重ならびに胎盤重量については，最

初に Bartlett の等分散検定（Snedecor & 

Cochran., 2012）を 5%の両側有意水準で実施

した。ここで等分散（非有意）の場合には

Dunnett の多重比較検定（Yoshida, 1988）を

行い，不等分散（有意）の場合には Steel

の検定（Steel, 1959）を行った。いずれも陰

性対照群と各投与群間の有意性を，両側 5%

および 1%の有意水準で判定した。 

着床率，胎児生存率，死亡胚・胎児率，

性比および外表異常発生率については，

Steel の検定を行い，陰性対照群と各投与群

間の有意性を，両側 5%および 1%の有意水

準で判定した。 

受胎率については，χ2 検定を行い，陰

性対照群と各投与群間の有意性を，両側 5%

および 1%の有意水準で判定した。 

一般状態所見および剖検所見については，

有意差検定を行わなかった。 

 

 

C. 研究結果 
1 母動物の検査結果 
1.1 一般状態 
媒体投与群で妊娠 12 日の投与後に 1 例，

熱処理 MWCNT 投与群で妊娠 15 日の投与

後に 1 例が死亡した。 

妊娠期間を通じて，いずれの投与群も一

般状態に異常は認められなかった。 

 

1.2 体重 
母動物の体重推移を図 2 に示す。 

熱処理 MWCNT 投与群で妊娠 8～17 日の

体重が，Taquann+熱処理 MWCNT 投与群で

妊娠 7 日の体重が媒体投与群と比べて統計

学的に有意な低値を示した。また，熱処理

MWCNT 投与群で妊娠 6～16 および 0～17

日の体重増加量が，MWCNT 原末投与群で

妊娠 6～16 日の体重増加量が有意な低値を

示した。 

 

1.3 摂餌量 
全ての MWCNT 投与群で，妊娠 6～12 日

の平均 1 日摂餌量が媒体投与群と比べて統

計学的に有意な低値を示した。また，熱処

理 MWCNT 投与群では，妊娠 12～17 日の

平均 1 日摂餌量が有意な低値を示した。 

 

1.4 器官重量 
すべての MWCNT 投与群で，肺の絶対お

よび相対重量が陰性対照群と比べて統計学

的に有意な高値を示した。また，熱処理

MWCNT 投与群および未処理 MWCNT 投与

群で，妊娠子宮の絶対および相対重量が有
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意な低値を示した。 

 

1.5 受胎能 
交尾成立した雌のうち，媒体投与群，熱

処理MWCNT投与群，Taquann処理MWCNT

投与群，Taquann+熱処理 MWCNT 投与群お

よび未処理 MWCNT 投与群で，それぞれ

2/15，8/19，3/15，2/15 および 2/15 例に不妊

が認められ，受胎率はそれぞれ 86.7，57.9，

80.0， 86.7 および 86.7%であった。各

MWCNT 投与群の受胎率に陰性対照群との

間で統計学的な有意差は認められなかった

が，熱処理 MWCNT 投与群で受胎率の低値

傾向が認められた。 

 

2 胎児の検査結果 
2.1 帝王切開 
熱処理 MWCNT 投与群では，媒体投与群

と比べて統計学的な有意差は認められない

ものの，早期死亡胚率の上昇に伴う死亡

胚・胎児率の高値傾向および胎児生存率の

低値傾向が認められた。なお，死亡胚・胎

児率の高値傾向は Taquann+熱処理 MWCNT

投与群においても認められたが，その変化

は熱処理 MWCNT 群に比べて僅かであった。 

胎盤観察では，いずれの動物にも異常所

見は認められなかった。妊娠黄体数，着床

数，生存胎児数，死亡胚・胎児数，着床率

および胎盤重量に，各 MWCNT 投与群と陰

性対照群との間に統計学的な有意差は認め

られなかった。 

熱処理 MWCNT 投与群，Taquann+熱処理

MWCNT 投与群および未処理 MWCNT 投与

群で，雌雄の胎児体重が媒体投与群と比べ

て統計学的に有意な低値を示した。 

性比に，各 MWCNT 投与群と陰性対照群

との間に統計学的な有意差は認められなか

った。 

 
2.2 外表検査 
外表異常を伴う胎児の発生率ならびに各

異常の発現率に，各 MWCNT 投与群と媒体

投与群との間に統計学的な有意差は認めら

れなかった。 

外表異常を伴う胎児は，熱処理 MWCNT

および未処理 MWCNT 投与群で，それぞれ

2（2.5%）および 1（0.6%）例であった．所

見としては，熱処理 MWCNT 投与群で屈曲

尾および短尾が各 1 例，未処理 MWCNT 投

与群で無尾および鎖肛が同一の 1 例に認め

られた。 

 

D. 考察 
1 母動物への影響 
妊娠 12 日の投与後に陰性対照群の 1 例，

妊娠 15 日の投与後に熱処理 MWCNT 投与

群の 1 例が死亡した。死亡動物では肺の赤

色斑点または赤色化が認められ，投与時に

呼吸障害が発生した可能性が疑われたが，

死因は不明であった。 

熱処理 MWCNT 投与群では，妊娠 8～17

日の体重ならびに妊娠 6～16 および 0～17

日の体重増加量が低値を示した。なお，妊

娠 0～17 日の体重増加量は，妊娠子宮重量

を差し引いた体重補正値においても低値を

示した。また，同群では妊娠 6～17 日の平

均 1 日摂餌量が低値を示していることから，

被験物質投与による摂餌量減少を伴った体

重増加抑制が示唆された。平均 1 日摂餌量

の低値は，他の MWCNT 投与群でも妊娠 6

～ 12 日に認められ， Taquann+ 熱処理

MWCNT投与群では妊娠7日の体重が低値，

陽性対照群では妊娠 6～16 日の体重増加量

が低値を示したことから，その影響は熱処
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理 MWCNT 投与群に比べて弱いものの，い

ずれも被験物質投与による影響と考えられ

た。 

熱処理および未処理 MWCNT 投与群で認

められた妊娠子宮重量の有意な低値は，こ

れらの投与群の胎児体重が有意な低値を示

していることを反映した変化と考えられた。

また，熱処理 MWCNT および Taquann+熱処

理 MWCNT 投与群では，有意差はないもの

の陰性対照群に比べて早期死亡胚率が高値

傾向を示し，加えて熱処理 MWCNT 投与群

では受胎率が他の投与群に比べて明らかな

低値傾向を示した。早期死亡胚率の高値傾

向は，受精卵の着床後，妊娠状態を維持で

きずに発生が止まった（胚が吸収された）

母動物の増加を示しており，Taquann 処理の

みの MWCNT 投与では同様の変化はみられ

ないことから，熱処理された MWCNT が母

動物に何らかの影響を及ぼした可能性が考

えられた。また，受胎率の低値傾向がみら

れたが，マウスの場合，受精卵の着床は受

精後 6 日目とされており，当該試験では着

床予定日である妊娠 6 日に初回投与を行っ

ていることから，熱処理された MWCNT が

直接的または間接的に着床を阻害した可能

性も考えられたが，その機序は不明であっ

た。 

一般状態，妊娠黄体数，着床数，生存胎

児数，死亡胚・胎児数，着床率，胎盤重量

および胎盤観察において，被験物質投与に

関連した変化は認められなかった。 

 

2 胎児への影響 
熱 処 理 MWCNT ， Taquann+ 熱 処 理

MWCNT および未処理 MWCNT 投与群の雌

雄の胎児体重が有意な低値を示した。熱処

理MWCNTおよびTaquann+熱処理MWCNT

投与群では死亡胚・胎児率の高値傾向また

は生存胎児率の低値傾向が認められている

ことから，被験物質投与による胎児の発育

抑制が示唆された。 

外表検査では，熱処理 MWCNT 投与群で

屈曲尾および短尾，未処理 MWCNT 投与群

で無尾および鎖肛が認められた。MWCNT

を用いた過去実施の催奇形性試験または既

存の報告（Fujitani et al., 2012）において，

短尾または曲尾等の尾の変化が認められて

おり，当該試験での尾の変化も同様または

同時期の発生過程における変化と考えられ

た。ただし，いずれも単発性の発生であり，

同様の変化が過去実施の試験の媒体対照群

でもみられていることから，被験物質投与

と関連のない変化の可能性も考えられた。 

過去実施の試験では，未処理 MWCNT の

4 mg/kg 投与で内臓異常および骨格異常を

伴う胎児の発生率が有意な高値を示してお

り，当該試験の内臓および骨格検査におい

ても同様の変化が生じる可能性が考えられ

たことから，今後は内臓および骨格検査を

行い，内臓および骨格への影響を確認する

必要があると考えられる。 

 

E. 結論 
今回の検討によって，本試験条件下では，

MWCNT のいずれの調製方法（未処理，熱

処理，Taquann 処理および Taquann+熱処理）

においても，その 4 mg/kg 反復投与（妊娠

期間を通じて 16 mg/kg）によって，母動物

に対する体重増加抑制または摂餌量減少

が認められた。また，熱処理あるいは

Taquann+熱処理された MWCNT の投与に

よって，胎児に発育抑制が認められた。本

試験で認められた母動物および胎児に対

する影響は，特に熱処理された MWCNT の
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投与によって顕著に認められた．さらに，

熱処理された MWCNT の投与によって，受

胎率が低値傾向を示し，妊娠早期（着床ま

たは胚の発生）に何らかの影響を及ぼす可

能性が示唆された。 

なお，本試験の外表検査までの結果にお

いて，MWCNT の催奇形性は判断できなか

ったが，過去実施の試験では，未処理

MWCNT の 4 mg/kg 投与で内臓異常および

骨格異常を伴う胎児の発生率が有意な高

値を示しており，当該試験の内臓および骨

格検査においても同様の変化が生じる可

能性が考えられたことから，今後は内臓お

よび骨格検査を行い，内臓および骨格への

影響を確認する必要があると考えられる。 
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図1. 試験プロトコル 

 
 

 
図2. 母動物の体重推移 
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