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研究要旨 

本研究では、ナノマテリアル曝露による生体毒性の慢性及び遅発毒性に関わる研究の

一環として、多層カーボンナノチューブ(MWCNT)の腹腔内投与および気管内投与による

発がん性と、催奇形性について解析を行っている。MWCNT-7 の腹腔内投与により誘発さ

れるラット腹膜中皮腫の経時的な観察において、少なくとも 32 週間にわたって腹腔内

の炎症反応が持続し、腹膜周囲で CINC-1 や MCP-1 等の分泌が亢進することが示された。

病理組織学的には、投与 8週後より、観察期間を通して肉芽腫形成、中皮下組織の肥厚、

肥満細胞および好酸球の集簇が腹膜全般に認められた。16 週から 24 週後にかけて、腹

膜表層の組織球の集簇巣は減少し、間質で線維化が進行した。また、３種の MWCNT の単

回噴霧投与終生飼育実験（投与後 156 週迄）を行った結果、SD-1 および MWNT-7 投与群

で中皮腫が胸腔内あるいは腹腔内で有意ではないが単発的に認められた。投与検体の前

処理が MWCNT の腹腔内投与発がん性に与える影響を検討した実験において、投与後 44

週が経過し、低濃度群および対照群を除く各 MWCNT 投与群で、中皮腫によると思われる

死亡が 27 週後から認められた。中皮腫による死亡数の中間評価では、熱処理でその誘

発能が減弱した催奇形性とは異なり、熱処理により MWCNT の発がん性が顕著に変化する

可能性は少ないことが考えられる。また、OECD や EU の活動において規制当局、産業界

に提言するナノマテリアルの評価に必要な評価手法に関して、H28 年度に行われた専門

家会議などの国際動向を調査した。 

 

Ａ．研究目的 

新素材として一般消費者向けにも使用され

ている産業用ナノマテリアルについては、物

理化学特性が従来の粒子とは異なることから、

未知のヒト健康影響がもたらされる可能性と

共に、既存の毒性試験法がその評価に適切か

どうかについて問題視されている。これまで、

およそ 10 年近くにわたり OECD や各国がこの

問題に取り組んできており、ナノマテリアル

の特性に配慮した毒性試験用サンプル分散法
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や、試験ガイドラインの改訂の必要性が示さ

れつつあるものの、ナノマテリアル特有の多

様な物理特性に応じた体系的な評価アプロー

チが見いだせずにいる状況である。一方、我々

は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、in 

vivo 試験研究を中心に進めており、形状的に

アスベストに類似した多層型カーボンナノチ

ューブ（MWCNT）が中皮腫誘発性を持つことを

明らかにしてきた。本研究では、MWCNT によ

るラット中皮腫誘発の経過とそのメカニズム

解析と気管内投与による発がん誘発能につい

て解析を行っている。 

 

Ｂ．研究方法 

MWCNT によるラット中皮腫誘発過程の経時

的観察 

MWCNT の腹腔内投与により誘発されるラ

ット腹膜中皮腫について、その発現前から

発現までの病理組織学的および免疫学的性

状を経時的に解析した。MWNT-7 を 2%CMC 溶

液に懸濁分散させ、 1ｍｇ/kg 体重の用量

で F344 雄性ラット（8週齢）の腹腔内に単

回投与した。8・16・24・32 週間目後に各々

10匹から 15 匹を解剖し、病理学的検索と、

腹腔洗浄液の各種液性因子（IL-1β・4・6・

10・12、TNF-α、IFN-γ、CINC-1、MCP-1/CCL-2、

CTGF、メソテリン）の濃度測定を行った。 

ラットにおける多層カ－ボンナノチュ－ブ

（MWCNT）の経気管噴霧単回投与および投与

後終生飼育実験 

MWCNT を経気管単回投与後、終生飼育実

験を行うことで、長期間に亘って体内に滞

留する MWCNT の呼吸器系及び体腔中皮への

影響、また加齢に伴って発現する腫瘍性及

び非腫瘍性病変発現に対する影響について

観察した。３種の MWCNT｛MWNT-7：平均長、

5.48μm、径、66.8nm； SD-1：平均長、4.51

μm、径、177nm；SD-2：長さ 3μm、径

10-15nm(提供企業データ）｝をそれぞれ

2%CMC 溶液に懸濁分散させ、0.5mg/kg 体重

の用量で F344 雄性ラット（10 週齢）各群

15 匹に、経気管肺内噴霧法（TIPS）により

単回投与した。動物はいずれも投与後終生

飼育し,途中死亡例および瀕死屠殺例につ

いて、病理組織学的解析を行った。 

投与検体の前処理が MWCNT の発がん性に与

える影響 

熱処理（250℃、2時間）が、MWCNT のマ

ウス催奇形性の結果に影響を与えることが

示されため、熱処理 MWCNT を用い、ラット

腹膜中皮腫の誘発性を検討することとした。

また、熱処理は懸濁媒への分散性に影響す

ることが疑われたため、Taquann 処理 MWCNT

についても検討した。MWNT-7 に対し、熱処

理あるいは Taquann 処理を施し、 

0.1%Tween80 に懸濁分散させ、以下の用量

で７群（①から⑦）の F344 雄性ラット（10

週齢）各群 20 匹に、腹腔単回投与し、途中

死亡例および瀕死屠殺例について、病理組

織学的解析を行った：①Taquann 処理 CNT、

1mg/kg 体重（高濃度）、②Taquann 処理 CNT、

0.05mg/kg 体重（低濃度）、③熱処理後

-Taquann 処理 CNT、1mg/kg 体重（高濃度）、

④熱処理後-Taquann 処理 CNT、0.05mg/kg

体重（低濃度）、⑤未処理 CNT、1mg/kg 体重、

⑥熱処理 CNT、1mg/kg 体重、⑦対照。 

国際動向調査 

 H28 年 4 月に EU のホスト（ブリュッセル）で

開催された「産業用ナノマテリアルの有害性

評価におけるグループ及びカテゴリー評価

に関する OECD 専門家会合（The OECD 
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Working Party on Manufactured 

Nanomaterials (WPMN) Expert Meeting 

on Grouping and Read-Across for the 

Hazard Assessment of Manufactured 

Nanomaterials）」と H28 年 11-12 月に

OECD 本部の会議センター（パリ）開催された

「ProSafe と OECD の合同科学会議（Joint 

scientific conference of ProSafe & 

OECD）」、および H29 年 2 月に EU の FP7

プロジェクトで開催（マラガ）された「ナノ材料安

全性評価における新規ツールとアプローチ会

議 （ New tools and approaches for 

nanomaterial safety assessment）」の調査

を行った。 

 

＜倫理面への配慮＞ 

本研究では、人を対象とした研究、人の遺伝

子解析、疫学研究は行っていない。動物試験

を実施した研究では、試験実施機関による動

物実験に関する倫理委員会の承認を得るなど、

実験動物に対する動物愛護の配慮の上で実

施した 

 

Ｃ．研究結果 

MWCNT によるラット中皮腫誘発過程の経時

的観察 

病理組織学的に、肉芽腫形成、中皮下組

織の肥厚、肥満細胞および好酸球の集簇が

投与 8 週後より、観察期間を通して腹膜全

般に認められた。一方、腹膜表層の組織球

の集簇巣は 16 週から 24 週にかけて減少し

（表 1）、間質では線維化が進行した。投与

後 16 週に中皮細胞の過形成が初めて観察

され、32 週にはほとんどの個体に中皮腫が

認められた（表 2）。腫瘍は、結節状あるい

は肥厚した被膜状に腹膜全般にび漫性に広

がっていた。腫瘍組織は、長円形あるいは

維芽細胞様の細胞が多く、免疫組織化学的

に E-Cadherin は最表層の細胞を除き陰性

であり、Desmin がび漫性に陽性であること

など、間葉系の性質が強い傾向を示した。

投与 32 週後は、24 週後に比べ、細胞形態

および組織像が比較的多様で、周辺組織へ

の浸潤等悪性度が高かった（図 1） 

また、腹腔洗浄液中の各種分子のうち、

CINC-1、MCP-1/CCL-2、CTGF、メソテリン濃

度は、各時期とも投与群が対照群より有意

に高値であるが、経時的な傾向や組織変化

との関連は明らかでなかった（図 2）。  

 

ラットにおける多層カ－ボンナノチュ－ブ

（MWCNT）の経気管噴霧単回投与および投与

後終生飼育実験 

投与後 156 週で実験を終了した。対照群を

含む全個体について、途中死亡あるいは瀕死

の動物の剖検を実施した。投与後 104 週まで

の体重及び生存率には、対照群と各投与群

間で顕著な差はなかった。  

解剖時の肉眼的観察および組織所見から、

いずれの MWCNT を投与した群においても、

縦隔リンパ節および肺表面に MWCNT の沈着

が認められ、単回投与によって摂取された

MWCNT が非常に長い期間、体内に滞留し続

けることがわかった。 

組織学的に、胸腔内あるいは腹腔内で中

皮腫が SD-1 および MWNT-7 投与群のみで見

られたが、いずれも単発的な発現であった

（有意差なし）（表 3）。肺の増殖性病変お

よび腫瘍性病変の発現率についても投与と

の関連は認められなかった。また、全群に

共通した変化として、単核細胞白血病、精

巣間細胞腫、下垂体腫瘍および皮下線維腫
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などが認められた（表 3）。これらの腫瘍の発

生率について投与による影響を疑わせるもの

はなかった。 

 

投与検体の前処理が MWCNT の発がん性に与

える影響 

投与後 44 週を経過し、低濃度群および対

照群を除く各 MWCNT 投与群で、中皮腫によ

ると思われる死亡が 27 週後から認められ

た。各群 20 匹中の解剖例数は以下の通りで

ある。 

①Taquann 処理 CNT、1mg/kg 体重（高濃

度）：18/20、②Taquann 処理 CNT、0.05mg/kg

体重（低濃度）：0/20、③熱処理後-Taquann

処理 CNT、1mg/kg 体重（高濃度）：9/20、④

熱処理後-Taquann 処理 CNT、0.05mg/kg 体

重（低濃度）：0/20、⑤未処理 CNT、1mg/kg

体重：10/20、⑥熱処理 CNT、1mg/kg 体重：

14/20、⑦対照：0/20。 

⑤群と⑥群の早期死亡の各 1 例ずつを除

き、肉眼所見から、すべての個体で中皮腫

の発現が認められた 

 

国際動向調査 

OECD WPMN Expert Meeting on 

Grouping and Read-Across for the 

Hazard Assessment of Manufactured 

Nanomaterials は、OECD の WPMN プロ

グラムの一環としてナノマテリアルの有害

性評価における、グループ評価とリーアク

ロス手法の適用を検討するために開催され

ることとなった専門家会合の 1 つで OECD

の 22 の代表団体から 69 名の専門家が出席

して行われた。当該会議には、当研究班で

様々な MWCNT を用いて、腹腔内投与など

や in vitro 実験を行ってカテゴリー評価を

行った研究成果を紹介した。本会議の主要

なアウトプットは、ナノマテリアルの有害

性評価におけるデータギャップを埋めるた

めには、グルーピングとリードアクロス手

法は必要であり適切なツールであることで

あった。しかしナノマテリアルの特性に応

じて各種のパラメータのリストを適合させ

る必要と指針の作成が必要である。そのた

めに、まず OECD の一般の化学物質に対応

したグルーピングガイダンスのナノマテリ

アルに関する章を改定することが合意され

た。また、今後テストガイドラインやガイ

ダンス改定により信頼性のあるデータを取

得し、グルーピングやリードアクロスに関

連したパラメータの同定を進めるべきであ

ることが示された。 

Joint scientific conference of ProSafe & 

OECD は、OECD 主催でオランダのインフ

ラ・環境省が調整し、EU H2020 プロジェ

クト ProSafe がホストした会議であると同

時に EUNANoREG の最終会議でもあった。

会議の結果は、ナノ物質の影響とリスクを

どのように試験･評価するかについて、政策

立案者、規制当局、産業界に ProSafe プロ

ジェクトから勧告するために基礎となる。

また、OECD 試験ガイドラインプログラム

にも提供される。会議は物化性状の同定評

価、暴露評価、環境動態･代謝、ヒト健康お

よび環境影響とそれらの評価戦略と幅広い

分野で議論が行われた。ヒト健康に関する

in vivo データの評価に関しては、現存の吸

入試験は、ナノマテリアルの評価に適用で

きるが、可能であれば肺負荷量を計測し、

グルーピングのパラメータとして検討する

他に代替試験法の開発に重要な因子となる

かもしれない。吸入試験結果、in vitro 試験
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結果、短期吸入試験結果などをリンクでき

るベンチマーク基準の開発が必要であるこ

と、in vitro 関係では、試験法の標準化の必

要性に加えて、経口暴露毒性評価、免疫毒

性評価、線維化のための in vitro 評価系が

現状で不足していることなどが、結論とし

て採用された。 

New tools and approaches for 

nanomaterial safety assessment は、EU

のFP7プロジェクトで行われたナノマテリ

アルの安全性にかかわる 5 つのプロジェク

ト NANOSOLUTIONS、GUIDEnano、

SUN、NanoMILE、eNanoMapper が共同

で開催した会議である。ナノマテリアルの

安全性分野の今後の研究プログラムの可能

性に関する議論を促進するためにプロジェ

クト成果を発表することを目的としている。

会議のトピックスとしては、ナノ対応製品

のライフサイクルに沿ったハザード評価と

暴露評価、リスクアセスメントと管理、ナ

ノ安全評価におけるシステム生物学のアプ

ローチ、ナノマテリアルの特徴とグルーピ

ング、ナノセーフティインフラ、セーフバ

イデザイン（設計による安全性）と広範囲

であった。しかし、詳細な解析やモデリン

グは、溶解性が高いことから培養細胞を用

いた試験において短期に強い反応が出やす

い酸化金属系のナノマテリアルに偏ってい

るという指摘がなされるなど、更なるデー

タの集積が必要であるいう報告が多かった。 

 

Ｄ．考察 

MWCNT の腹腔単回投与後の経時観察か

ら、少なくとも32週間にわたって炎症反応が持

続し、腹膜周囲で CINC-1 や MCP-1 等の分

泌が亢進することが示された。投与 16 から 24

週後の時期は、障害修復に関連した反応が減

弱し、中皮細胞の増殖が開始するため、中皮

腫発症に関連した質的変化が起こる時期と推

察される。本実験で見られた中皮腫の初期像

として長円形から類円形の細胞が、肥厚した

中皮下組織と境界不明瞭に、被膜状に増生し

ているのが特徴的であった。 

気管内単回噴霧投与の終生飼育実験から、

今回の条件下においては、MWCNT は呼吸器

系の腫瘍あるいは中皮腫を誘発せず、その他

臓器の自然発生性の腫瘍の発現率にも影響

を与えなかった。しかしながら、SD-1 および

MWNT-7 投与群でのみ、体腔での中皮腫が

数例認められており、長期間体内に滞留した

MWCNT の中皮組織に対する影響の可能性も

考えられる。 今回とは別の日機装の MWCNT

の単回気管内投与により、体腔内に中皮腫を

有意に誘発した報告を再現していると考えら

れる。 

 熱処理 MWCNT の腹膜中皮腫誘発性に

ついては実験が継続中であるが、催奇形性と

は異なり、熱処理により MWCNT の毒性が顕

著に変化することは無いと考えられる。投与

104 週後まで実験を継続し、生存率および生

存曲線の解析あるいは病理組織学的解析か

ら、熱処理および Taquann 処理の影響を分析

する予定である。  

 国際動向調査の結果、様々なナノマテリアル

製品を現実的に評価するためには、グルーピ

ングなリードアクロス評価手法を使う必要のあ

ることは、基本的な認識として定着していること

が示された。さらに、現実的な評価のために in 

vitro や短期の試験系が必要であるが（長期間

の）in vivo 試験結果との間をつなぐパラメータ

の同定には至っていないのも現状であることが

認識されている。OECD_WPMN では、炎症反
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応などを標的とした AOP（毒性発現経路）の開

発プロジェクトが開始されているが、ナノマテリ

アルによって引き起こされる慢性影響のメカニ

ズム解析を行うことが、今後評価系の確立にも

っとも上葉なことであると再認識できた。 

 

Ｅ．結論 

 MWCNT-7 の腹腔内投与により誘発される

ラット腹膜中皮腫の経時的な観察において、

少なくとも 32 週間にわたって腹腔内の炎

症反応が持続し、腹膜周囲で CINC-1 や

MCP-1 等の分泌が亢進することが示された。

病理組織学的には、投与 8週後より、観察

期間を通して肉芽腫形成、中皮下組織の肥

厚、肥満細胞および好酸球の集簇が腹膜全

般に認められた。16 週から 24 週後にかけ

て、腹膜表層の組織球の集簇巣は減少し、

間質で線維化が進行した。 

また、３種の MWCNT の単回噴霧投与終生

飼育実験（投与後 156 週迄）を行った結果、

SD-1 および MWNT-7 投与群で中皮腫が胸腔

内あるいは腹腔内で有意ではないが単発的

に認められた。 

投与検体の前処理が MWCNT の腹腔内投与

発がん性に与える影響を検討した実験にお

いて、投与後 44 週が経過し、低濃度群およ

び対照群を除く各 MWCNT 投与群で、中皮腫

によると思われる死亡が 27 週後から認め

られた。中皮腫による死亡数の中間評価で

は、熱処理でその誘発能が減弱した催奇形

性とは異なり、熱処理により MWCNT の発が

ん性が顕著に変化する可能性は少ないこと

が考えられる。 

また、OECD や EU の活動において規制当

局、産業界に提言するナノマテリアルの評

価に必要な評価手法に関して、H28 年度に

行われた専門家会議などの国際動向を調査

した。 
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表 1. 腹膜における組織球/マクロファージを含む炎症巣の程度 

 

 

表２. 増殖性病変の発現頻度 
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表 3. 経気管噴霧単回投与および投与後終生飼育実験における組織所見 

（腫瘍性病変および肺における過形成） 
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図 1 腹膜中皮腫の典型的な組織像（H&E）および免疫組織染色 

 

 

図 2 腹腔洗浄液中の液性因子
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