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平成 25 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） 

総括研究報告書 

 

研究課題名：ナノマテリアル曝露による生体毒性の慢性移行及び遅発性に関わる評価手法の

開発研究 

 

研究代表者： 広瀬 明彦 国立医薬品食品衛生研究所 総合評価研究室長 

 

研究要旨 

 新たな物理化学的特性を持つ新素材であるナノマテリアルの曝露により懸念される健康影響について、国際

的に先導されてきた研究支援のもとに有害性情報の収集が行われている。しかしながら未だ適切な健康リスク

評価手法開発に資する基盤的知見が十分に集積したとは言えない。特に、最も懸念すべきである、ナノマテリ

アルの体内残留性に基づいた慢性影響や遅発毒性、さらには免疫機能や胎児への影響についての研究は、

それほど多くは報告されていない。本研究では、(亜)急性毒性試験等では捉えられない慢性および遅発的影

響に対する評価手法確立に資する知見を取得することを目的とし、①発がん性を含む慢性影響、②免疫システ

ムへの影響、③次世代への発達に関する影響に焦点を当てた研究体制を取っている。25 年度は①慢性影響

評価のための検討として、高度分散処理（Taquann 法）した MWCNT を野生型マウスに単回腹腔内投与し、

p53+/-マウスと同様の中皮腫誘発性を確認した。また MWCNT による 52 週間経気管反復投与（1 回/4 週間）

においても、腹腔内投与よりも頻度は低いものの中皮腫誘発性を有することが確認されたが、今回の試

験で投与試料として調整した MWCNT のサイズが短くなっていた可能性がある。MWCNT に関する発が

んメカニズムに関しては、サイトキネシス障害による二核細胞化の引き金であることを確認した。ナノサイ

ズ酸化チタンにおけるラット肺胞上皮・間質細胞に対する毒性比較検討では、光活性の強いアナターゼ型の方

が、ルチル型より Mip-1α 発現量、8-OHdG の増加率および初代マクロファージ培養上清の A549 肺がん細胞の

増殖活性が弱いことが示され、毒性の強さと表面構造との間にそれほどの関連性が示されなかった。②免疫シ

ステムに対する検討としては、野生型マウスへの MWCNT の単回曝露長期（18 ヶ月）観察実験結果より末梢免

疫細胞の M1 マクロファージ分化への促進が確認された。また、自己免疫疾患モデルを用いた実験では血清

中のリウマチ因子の有意な低下が見られ、自己抗体産生に影響がある可能性が示された。感染免疫系への影

響として、MWCNT をマウスに曝露した後の RS ウィルス感染性に及ぼす影響を検討した結果、通常分散およ

び Taquann 法処理した MWNT -7 において、肺洗浄液中のケモカイン上昇と肺炎の増悪化が促進することが

示唆された。さらに THP-1 マクロファージを用いた in vitro 解析により、繊維長の長い MWCNT や焼結型のカ

ーボンウィスカ－が、IL-1β と同様に、NLRP3 依存的に IL-6 および IL-1α分泌を促進することが示された。③次

世代への影響としては、MWNT-7 の 2 度の単回気管内投与試験（3 mg/kg）で催奇性の再現性が得られたが、

胎盤における MWCNT の沈着は確認できなかった。一方反復気管内投与試験では、高用量群（2mg/kg/回：合

計 8 mg/kg）でも催奇形性が認められず、一度の大量投与に起因して奇形が発現する可能性が推定された。さ

らに、アスベストの大量（40mg/kg）腹腔内投与でも催奇形性作用のあることが確認され、奇形発現要因の要因

として繊維長や繊維本数との関連も示唆された。今後は、これまでの長期投与や長期観察期間で得られた知

見、免疫学的影響等について、分子メカニズム的な解析を進めると共に、催奇性についても用量反応性や影

響発現のメカニズム解析を行い、リスク評価に資する基盤情報を取得すること目指す。 
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Ａ．研究目的 

近年、一般消費者向けにも使用されている

新素材としての産業用ナノマテリアルは、期待

されている物理化学特性が新たなものである

が故に、ヒト健康に未知の影響もたらす可能

性が指摘されているが、適切な健康リスク評価

を行えるほどの知見は未だ十分に集積したと

は言えない。本問題は、2004 年頃から国内外

共に注目が高まり、国際機関として OECD が

2006 年から産業用ナノマテリアルの作業グル

ープを設置し、加盟国のスポンサーシッププロ

グラムによる有害性情報の収集が行なわれて

いる。現在は PhaseⅠまでに得られた情報を整

理し初期的な評価行われており、PhaseⅡに

向けた更なる知見収集の必要性と共に議論が

行われているところである。しかし、欧州では

既に化学物質や食品添加物の登録システム

等では、規制化の方向にあり、本格的な施行

の前に科学的議論の成熟が待たれるところで

ある。一方、我々は 2004 年当初より体内残留

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研究を進めてき

た。特にアスベスト様形状を持つ多層型カー

ボンナノチューブ（MWCNT）については中皮

腫を誘発するポテンシャルを持つことを明らか

にしてきた。また、一旦体内に入ったナノマテ

リアルは全身に再分布することや、発がんプロ

モーション作用を考慮に入れた毒性評価法が

重要であることも指摘してきた。さらに、我々は

MWCNT 投与により催奇形性ポテンシャルが

あることを平成 23 年度までの研究で明らかに

した。他方、最近の知見としては、ナノマテリア

ルはアレルギー反応などの免疫機能を修飾

するという報告も増えてきているところである。

本研究では、初期的なスクリーニング評価とし

ての(亜)急性毒性試験では捉えられない慢性

および遅発的影響に焦点を当てて研究を進

める。 

 

Ｂ．研究方法 

①慢性影響評価のための検討： MWCNT を

高度に分散する検体調製方法（Taquann 法、

特許出願中）を独自に開発し、吸入曝露実験

への適用に加えて、腹腔内投与による解析へ

の適用を検討した。H25 年度は Taquann 法処

理した 10μg/animal の MWCNT を野生型マウ

スの腹腔内に単回投与する実験を行った。

（菅野） 

経気管反復投与による MWCNT のラット呼吸

器系への影響を観察した。MWNT-７を分散液

（２０倍量のショ糖と Tween 80 で順次らい解し

た後、イオン交換水で 0.25%に調整）に懸濁し、
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0.01、 0.05 及び 0.25 mg/kg 体重の用量で 1

回/4 週間、計 12 回、経気管噴霧投与した。動

物は、投与後 52 週間を目処に飼育し、 終了

時生存例について、病理学的な検索を行った。

また、中皮腫誘発における血清タンパクのプロ

テオーム解析において、F344 ラットの腹腔

内に2種類のMWCNT（S社製 SD-1: L= 8μm、 

φ= 150 nm ; SD-2: L= 3μm、 φ= 10-15 nm) 

を単回投与後、50 週前後の血清を二次元電

気 泳 動 に よ る 発 現 差 異 解 析 お よ び

LC/MS/MS による有意変動タンパク質の同

定を行った。（広瀬） 

WMCNT による遺伝毒性の解析 MWNT-7

を 0.5%MC+1.0％Tween 80+超音波で分散さ

せた後、染色体および動原体を蛍光タンパク

質で染色した可視化細胞（MDA-435 細胞）に

適用し、ライブセルイメージングによる経時観

察を行った。（本間） 

また、サイズと関連性をより詳細に検討する

材料として長いタイプのナノウィスカー（NW）

の作成を目的に、NW の成長制御法に関する

構造解析を進めており、H25 年度は、フラーレ

ンの飽和トルエン溶液とイソプロピルアルコー

ルを用いる液－液界面析出法（LLIP 法）によ

って、5～23 質量%C70 の仕込み組成を持つ 

C60-C702 成分ナノウィスカー（C60-C70NW）

を合成し、それらの長さと直径、ヤング率の測

定を行った。（宮澤） 

光 触 媒 活 性 が ル チ ル 型 酸 化 チ タ ン

（ruTiO2）より強いとされているアナターゼ型酸

化チタン（anTiO2）に対して、ラットへの肺内短

期投与による肺胞上皮・間質細胞に対する毒

性とその機序の比較、および in vitro における

初代培養肺胞マクロファージ（Mφ）を介する肺

がん細胞株に対する毒性と増殖誘導作用、お

よび UVB 照射下における直接の細胞毒性の

比較を行なった。（津田） 

②免疫システムに対する検討： MWCNT の

長期暴露による免疫システムへの影響を検討

するために、８週齢の雌 C57BL/6 (B6)マウス

に MWCNT を 0、1、10μg∕匹を腹腔内に投与

し、１８ヶ月後の変化を免疫学的手法にて検

討した。さらに、自己免疫疾患モデルである

MRL/lpr マウスと対照として MRL+/+マウスへ

MWCNT をを 0、1、10μg∕匹を腹腔内に投与し、

６ヶ月後の変化を免疫学的手法（種々の細胞

表面あるいは細胞内マーカー）にて検討した。

（石丸） 

感染性免疫系への影響に関する研究に関

しては、3 種の MWCNT(MWNT-7 及び SD-1、

SD-2）について、respiratory syncytial 

virus (RSV)感染マウスモデルを用いて肺

炎マーカーを指標に影響の比較評価を行っ

た。MWCNT は 0.02% Tween20-PBS に懸濁し、

感染前 BALB/c マウス（♀、6W）に経鼻投与

し、その後 RSV A2 株 5 x 10^5 PFU を経鼻

感染させ、5 日後に、肺胞洗浄液中のカモ

カイン解析や肺組織の病理検査等を行った。

（渡辺） 

in vitro 試験件による検討では、大きさ・形

状の異なる MWCNT（SD-1、SD-2、MWNT-

７）および高温焼結フラーレンナノウィスカー

（HTCFNW）を THP-1 マクロファージに暴露し、

細胞への取り込みをフローサイトメトリーで側

方散乱光SSCの測定により評価した。また、炎

症性サイトカイン IL-6および IL-1α分泌へ

の影響を調べるとともに、自然免疫受容体

NLRP3 の関与を siRNA ノックダウンによ

り解析した。（最上） 

③次世代への影響： ナノマテリアルの催奇形

性に関する検討において、24 年度実施した

マウス単回気管内投与試験の外表検査にお
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いて胎児の奇形がみられたことから、奇形

がみられた胎児の骨格検査と、これらの胎

仔を出産した母動物の胎盤および肺の病理

組織学的検査を行った。また、再現性を確

認するため各群の動物数を 10 匹に増やし

たマウス単回気管内投与試験を実施した。

さらに、単回投与における妊娠 9 日以外の

MWCNT 曝露によっても発生毒性が発現する

かどうかを確認するため、器官形成期（妊

娠 6～17 日）を通じた反復気管内投与試験

を実施した。（小林） 

 また、MWCNT による催奇形性の形状による

類似性としてアスベストによる腹腔内投与によ

る催奇形性試験を行った。UICC のアスベスト

（クロシドライト、クリソタイルおよびアモサイト）

を 2％カルボキシメチルセルロースナトリウムで

懸濁後、妊娠 9 日のマウスに 4mg あるいは

40mg/kg 体重を腹腔内投与し、胎仔の外表奇

形と骨格奇形を検査した。（広瀬） 

 

＜倫理面への配慮＞ 

実験動物を用いる実験では、「動物の愛護及び

管理に関する法律」等の精神に則り、該当研

究所でそれぞれ定められている実験動物取り扱

いに関する倫理規定等の規則に準拠した対応が

とられている。 

 

Ｃ．研究結果 

 ①慢性影響評価のための検討： 高度に分

散処理（Taquann 法）した MWCNT を野生型

マウスに単回腹腔内投与（10μg/動物）を行

った結果、野生型マウスにおいてもp53＋/-

マウスと同様に中皮腫が誘発されることが

明らかとなった。一方、50 週を経過した時

点で陽性対照のクロシドライト群には中皮

腫が観察されていない。中皮腫が誘発され

て切迫殺を実施した例では、p53+/-マウス

で中皮腫が誘発され切迫殺した所見と同様

に血性腹水の貯留、胃大弯部に壁外発育型

の腫瘤、及び横隔膜、腹壁内側、盲腸漿膜

面に微細白色顆粒状の播種様の中皮腫病変

を認めた。 

MWCNT の経気管反復投与実験最終投与終

了後 52 週目の MWCNT の肺内沈着量は、

0.25mg/kg 群で顕著に多かった。また肺の呼

吸細気管支、肺胞管及び肺胞における、末梢

性の増殖性病変が 0.25mg/kg 群で有意に認

められた。中皮組織の組織学的変化では、

0.05 及び 0.25 mg/kg 群で腹腔内中皮腫各１

例が、また 0.25 mg/kg 群に心嚢膜中皮腫が 1

例、臓側胸膜中皮細胞の肥大及び過形成が

夫々1 例ずつ観察された。また、2 種類の

MWCNT を腹腔内投与後 52 週の血清プロテ

オーム解析では、951 検出スポット中、対照群

に比べて 2 倍以上且つ有意に変動したタンパ

クは、SD-1 投与群で 20スポットと SD-2 投

与群で 9スポットであった。そのうち SD-1

で変動した酵素ではタンパク質分解の調節

作用、酸化酵素、ヘムタンパク質の結合調

節作用、リポタンパク質の運搬作用を持つ

タンパク質が同定された。 

MDA-435 細胞を用いた MWCNT の細胞分

裂への影響を観察した結果、約20μmの長い

MWCNT が関与する細胞分裂は、約 3 時間を

必要とした。MWCNT 繊維が長いと、anaphase

で２つの娘細胞の間でブリッジ構造を形成し、

収縮環内に取り残され、その後、２細胞の境界

線が消失することで、結果として二核細胞が

形成されることが示された。 

C60-C702 成 分 ナ ノ ウ ィ ス カ ー

（C60-C70NW）の合成検討において、直線形

状で成長軸方向に沿って一様な直径を持つ

C60-C70NW が合成された。C70 含量の増加

とともに C60-C70NW の直径が増加するのに
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対して、長さは C60-10mass%C70NW で最小

となった。また、C70 を添加することにより、600

～ 1100 nm の 範 囲 の 直 径 に お い て 、

C60-C70NW のヤング率が著しく増加すること

がわかった。 

アナターゼ型酸化チタン（anTiO2）を投与し

たラット肺胞内では、anTiO2 およびルチル型

酸化チタン（ruTiO2）貪食 Mφ の数、Mip1α 発

現および 8-OHdG の増加は ruTiO2＞anTiO2

であった。 in vitro 初代培養 Mφ に両者を曝

露した培養上清の A549 肺がん細胞の増殖活

性は、ruTiO2＞anTiO2 であった。Mφ と培養

上清中タンパク量は ruTiO2＞anTiO2であった。

UVB 照射下での ruTiO2 及び anTiO2 両粒子

の A549 に対する毒性に明瞭な差はかった。 

 

②免疫システムに対する検討： B6 マウスへ

の MWCNT の腹腔内投与後 18 ヶ月では、腸

間膜リンパ節の細胞数が減少し、脾臓におけ

る M1 マクロファージの割合が増加しているこ

とが判明した。自己免疫疾患モデルである

MRL/lpr マウスへの MWCNT の腹腔内投与

にて、末梢の T 細胞、B 細胞、マクロファージ

及び樹状細胞の分画に大きな影響はみられ

なかったが、投与後、1、2 ヶ月で血清中のリウ

マチ因子の有意な低下が見られた。 

 感染性免疫系に関しては、3種類の

MWCNTについて、RSウィルス感染マウスモ

デルによる炎症増悪化作用を評価した結果、

SD-1曝露（0.25 mg/kg）マウスのBALF中では、

肺炎増悪化のマーカーであるRANTESと

MIP-1αのレベルが対照と比較して20～30％

程度上昇し、間質性肺炎の若干の増悪化が

確認できた。MWNT-7では、複数回の曝露に

より低用量（0.025 mg/kg/day）で有意な

MIP-1αの減少が、高用量（0.25 mg/kg/day）で

は有意な上昇が認められた。病理組織像では

高用量で顕著な炎症性細胞の浸潤が確認さ

れた。また、Taquannで高度分散化処理した

MWNT-7を単回曝露で同様に評価したが、通

常分散処理したサンプルとの差別化はできな

かった。 

in vitro 試験系による THP-1 マクロファージ

を用いた検討結果として、フローサイトメトリー

による側方散乱光解析では MWCNT-M、

-SD1、HTCFNW-L、および-S は THP-1 マクロ

ファージに暴露するとフローサイトメトリーで側

方散乱光 SSC が有意に増加し、細胞への取り

こ み が 示 唆 さ れ た 。 MWCNT-M 、 -SD1 、

HTCFNW-L は IL-6 および IL-1α分泌を促進

し、これらの炎症性サイトカイン産生は、IL-1

βの場合と同様に NLRP3 のノックダウンにより

抑制されることが示された。 

③次世代への影響： ナノマテリアルの催奇形

性に関する検討において、MWNT-7 の単回

気管内投与試験では、2 回の試験で再現性

が得られ、血清および CMC-Na を溶媒として

MWCNT を 3 mg/kg 以上の用量で妊娠 9 日の

ICR マウスに気管内投与した結果、生存胎

児重量および胎児の外表および骨格形成に

影響を及ぼすことが分かった。しかし、胎

盤における MWCNT の沈着は確認できなかっ

た。一方、反復気管内投与においては、反

復気管内投与試験においては、単回気管内

投与試験においてマウス胎児の奇形がみら

れた MWCNT の用量（3 mg/kg）よりも高用量

（合計で最大 8 mg/kg）を投与しても、外

表検査までの結果からは MWCNT の催奇形性

は認められなかった。 

 MWCNT との催奇形性における類似性を検

討するためにアスベスト類クロシドライト、

クリソタイルおよびアモサイト）の 4mg/kg
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体重の腹腔内投与では、外表奇形のの発現

頻度は、対照群と有意差はなかった。しか

し、投与量を 40mg/kg 体重にすると、クロ

シドライト投与群で着床数中の生存胎仔の

割合の低、クリソタイル投与群およびアモ

サイト投与群で早期死胚を有する母体の頻

度が有意に増加した。また、アモサイト投

与群で外表奇形および骨格奇形が、クロシ

ドライト投与群およびクリソタイル投与群

でも脊柱の癒合を主とする骨格奇形が有意

に発現した。 

 

D．考察 

H24 年度は、高度に分散処理（Taquann 法）

した MWCNT（10μg/animal）を単回腹腔内に

投与することにより、単離 MWCNT 繊維が重

量当たりで、分散処理する前の 20 倍濃縮され

ていることを示唆した。今年度は、同じ用量の

Taquann 処理 MWCNT を野生型にマウスに投

与することでも、中皮腫の発生を確認すること

ができ、基本的な発症メカニズムは p53+/-マウ

スと野生型マウスに違いの無いことを示唆した。

一方、陽性対照クロシドライトでは 50 週までに

中皮腫の発生は、認められていない。本研究

で投与した繊維数は、総 CNT 本数は約 3×

107 本/動物、クロシドライトは約 9×107 本/動物

であり、MWCNT は重量においても、繊維数

においてもクロシドライトよりも中皮腫誘発能が

高いと考えられた。MWCNT は、 frustrated 

phagocytosis を引き起こす長い繊維が多く含

まれていることが考えられたが、表面活性の差

の可能性については、さらなる検討が必要で

ある。 

MWCNT の経気管反復投与実験において、

腹腔内投与よりも頻度は低いが気管投与で

も中皮腫誘発性を有することが確認された。

しかし、今回、経気管投与用に調製した分

散液中の MWNT-7 繊維サイズの分布は、繊

維長が 1-4μm 以下が 95.8%、5μm 以上が

4.2%と既報の腹腔内投与に用いた MWCNT よ

り繊維長の短いものであったことから。今

回の試験で呼吸器系上皮及び体腔膜上皮の

反応が想定される反応より、弱かった理由

としては、投与試料として調整した MWCNT

のサイズが短くなっていた可能性がある。 

中皮腫誘発性に関する血清中蛋白の発現

差異解析から、長さおよび径の相対的に大

きな構造をもつ WMCNT(SD-1)が、小さな構

造を持つ MWCNTD-2(SD-2)に比較して、血清

中のタンパク質の発現変動に与える影響が

大きかった。このことは、MWCNT のラット

投与後 50 週前後で、結節や中皮腫など組織

細胞の病理変化が全身性の病態変化を引き

起こした結果と考えられる。しかし今回同

定されたタンパク質と中皮腫発症との関連

性については今後の課題である。 

MWCNT の細胞分裂に及ぼす影響を染色

体可視化した細胞にて検討した結果、比較的

長い MWCNT（約 20μm 以上）は、細胞分裂

時にサイトキネシスを抑制し、二核細胞を

形成させ、その毒性作用機序は青石綿のそ

れと類似していることが示された。 

C60-C702 成分ナノウィスカーの作成検討で

は C70 の添加量が増加すると、C70 はフラー

レン分子の脱溶媒和反応を促進すると共に

C70 分子による固溶硬化を誘発する効果も求

められ、より強固なナノウィスカーの作成が期

待できると考えられた。 

アナターゼ二酸化チタニウムは、特に光度

度を調整しない実験条件下では組織・細胞毒

性、細胞増殖作用ははルチル型より弱いもの

と考えられたが、UVB 照射による細胞毒性作
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用解析でも両者に差異はなく、生体系に取り

込まれた二酸化チタンでは、表面構造に基づ

く光反応性にそれほど大きな差異は示されな

いものと推定された。 

免疫制御システムへの影響検討では、昨年

度報告した MWCNT 暴露の初期の変化では

T 細胞分化やサイトカイン産生に影響が見ら

れたが、今年度得られた長期暴露実験の結

果より、末梢免疫細胞への影響は M1 マクロフ

ァージ分化への促進が確認された。また、自

己免疫疾患モデルへの MWCNT の暴露では

自己抗体産生に影響がある可能性が示され、

このことは免疫制御システム全体への影響を

評価する上で重要な所見であると考えられ

た。 

感染免疫系への影響として MWNT-7 およ

び SD-1 をマウスに曝露した後の感染性に及

ぼす影響を検討する実験では、MIP-1α など

BALF 中の肺炎マーカーの変動を肺の病理

組織学的な検証から、炎症細胞の浸潤など増

悪化を確認し、これらのケモカインが重要な影

響指標と考えられた。MWNT-7 の複数回曝露

では、このマーカーが二相性の変動を示し、in 

vitro 培養マクロファージ細胞などを利用して

生理的な意義や増悪化への寄与などを検証

する必要がある。今後、Taquann サンプルの複

数回曝露による感染影響も検討する必要があ

ると考えられた。 

THP-1 マクロファージを用いた in vitro 試験

検討結果において、MWCNT は大きさと形状

に よ り 細 胞 へ の 取 り こ み が 異 な る こ と 、

HTCFNW は長さに関わらず細胞に取り込ま

れるが、IL-1β産生促進には大きさが関係す

ることを見いだした。これらのナノファイバー類

は炎症性サイトカイン IL-1αおよび IL-6 の産

生も Nod 様受容体 NLRP3 依存的に増強して

おり、炎症性の遷延化との関わりが推定され

る。 

ナノマテリアルの催奇形性に関する検討に

おいて、MWCNT の単回気管内投与試験で

は、母動物の体重低下、肺の炎症、および血

液中の細胞組成の変化がみられているものの、

MWCNT の胎盤への沈着は確認されなかっ

た こ と か ら 、 胎 児 に お け る 奇 形 発 現 は 、

MWCNT の気管内投与による母動物の肺の

炎症等による二次的な影響による可能性が示

唆された。また、単回気管内投与と反復気管

内投与で催奇形性に違いがみられた原因とし

ては、1 回に投与する MWCNT の用量の差が

考えられる。繰り返し少量の MWCNT を投与

し、結果として大量に体内に蓄積するよりも、

一度に大量の MWCNT を投与する方が、投

与に伴う肺の炎症反応が大きく、それに起因

して胎児の奇形が発現することが考えられた。 

さらに、MWCNT 類似物質として試験した 3

種のアスベスト（クロシドライト、クリソタイルおよ

びアモサイト）の 40mg/kg 体重の腹腔内投与

でも、H23 年に報告した M 社製 MWNT-7 や

H24 年に報告した N 社製 MWCNT を投与し

た実験と同様の奇形が認められた、その発現

用量は MWCNT に比べると、はるかに高用量

によるものであったが、アスベストにも催奇形

性作用のあることが確認されると共に、M 社製

MWCNT や N 社製 MWCNT との発現する奇

形の類似性を考えると、奇形発現要因の一つ

には繊維本数や繊維長との関連も示唆された。

今後は、繊維長や分散性の異なる CNT にお

いても検討を加えていく必要があると考えられ

た。 

最終年度は、これらの知見を元に、in vitro

系も活用しながら、分子生物学的解析技術を

用いて詳細な病理解析や曝露・観察期間の

及ぼす影響を検討しつつ、トリガーとなる分子

機構や、毒性発現メカニズム関する知見を収
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集し、将来的な試験法改正やスクリーニング

手法開発に向けての基盤情報を取得すること

を目的とする。 

 

Ｅ．結論 

 慢性および遅発的影響に対する評価手法

確立に資する知見を取得することを目的として、

発がん性を含む慢性影響、免疫システムへの

影響、次世代への発達に関する影響に焦点

を当てた研究体制を取っている。25 年度は、

慢性影響として、野生型マウスへの MWCNT

単回腹腔内投与において、p53+/-マウスと同

様の中皮腫誘発性を確認し、MWCNT による

52 週間経気管反復投与でも、頻度は低いが

中皮腫誘発性を有することが確認された。

MWCNT の発がんメカニズムに関しては、サ

イトキネシス障害による二核細胞化の引き

金であることを確認した。光活性の異なる粒

子形状をもつナノサイズ酸化チタンにおけるラ

ット肺胞上皮・間質細胞に対する増殖活性等

の比較検討では、その強さと表面構造との間

にそれほどの関連性が示されなかった。免疫

システムに対する検討としては、単回曝露長

期観察により M1 マクロファージ分化への促進

と、自己免疫疾患モデルを用いた実験により、

自己抗体産生に影響がある可能性が示され

た。RS ウィルス感染性に及ぼす MWCNT 曝

露 の 影 響 に つ い て は 、 通 常 分 散 お よ び

Taquann 法処理した MWNT -7 において、肺

洗浄液中のケモカイン上昇と肺炎の増悪化が

示唆された。in vitro 解析では、NLRP3 依存

的な IL-6 および IL-1α分泌の促進が、繊維

長の長いカーボンウィスカ－で引き起こされる

ことが示された。③次世代への影響としては、

MWNT-7 の単回気管内投与試験）において

催奇性の再現性が得られたが、反復気管内

投与試験では催奇性は認められず、一度の

大量投与に起因した奇形誘発性が推定され

た。さらに、アスベストの大量腹腔内投与にお

いても催奇形性作用のあることが確認され、奇

形発現要因として、繊維長や繊維本数との関

連も示唆された。 

  

F．健康危機情報 

 該当無し 

 

Ｇ. 研究発表 

１．論文発表 

Numano T, Xu J, Futakuchi M, Fukamachi K, 

Alexander DB, Furukawa F, Kanno J, Hirose 

A, Tsuda H, Suzui M. Comparative study of 

toxic effects of anatase and rutile type 

nanosized titanium dioxide particles in vivo 

and in vitro. Asian Pac J Cancer Prev. 

15(2):929-935. (2014） 

Xu J, Futakuchi M, Alexander DB, Fukamachi 

K, Numano T, Suzui M, Shimizu H, Omori T, 

Kanno J, Hirose A, Tsuda H. Nanosized zinc 

oxide particles do not promote 

DHPN-induced lung carcinogenesis but 

cause reversible epithelial hyperplasia of 

terminal bronchioles. Arch Toxicol. 

88:65–75. (2014) 

Taquahashi, Y, Ogawa, Y, Takagi, A, Tsuji, M, 

Morita, K, Kanno, J. An improved dispersion 

method of multi-wall carbon nanotube for 

inhalation toxicity studies of experimental 

animals. J Toxicol Sci. 38(4):619-28. (2013) 

Ohba T., Sagawa E., Suzuki Y., Yamamura H., 

Ohya S., Tsuda H., and Imaizumi Y. 

Enhancement of Ca2+ Influx and Ciliary 

Beating by Membrane Hyperpolarization 

due to ATP-Sensitive K+ Channel Opening 

in Mouse Airway Epthelial Cells. J 
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Pharmacol Exp Ther 347:145-153, 2013. 

Kumiko Shimizu, Reiji Kubota, Norihiro 

Kobayashi, Maiko Tahara, Naoki Sugimoto, 

Tetsuji Nishimura, Yoshiaki Ikarashi: 

Cytotoxic Effects of Hydroxylated 

Fullerenes in Three Types of Liver Cells. 

Materials, 6(7), 2713–2722 (2013). 

Stefan Pfuhler, Rosalie Elespuru, Marilyn 

Aardema, Shareen H. Doak, E. Maria 

Donner, Masamitsu Honma, Micheline 

Kirsch-Volders, Robert Landsiedel, 

Mugimane Manjanatha, Tim Singer, James 

H. Kim, Genotoxicity of Nanomaterials: 

Refining Strategies and Tests for Hazard 

Identification. Environment Mol. Mutagen. 

54, 229-239 (2013) 

K. Miyazawa, C. Hirata, R. Kano, T. Wakahara, 

H. Takeya, T. Yamaguchi,Y. Takano, J. Tang, 

Y. Lin and M. Tachibana, “Structural 

characterization of the C60 nanowhiskers 

heat-treated at high temperatures for 
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Mat. Res. Soc. Japan, 38[4]:517-520. (2013) 

広瀬明彦，ナノマテリアルの健康影響評価指針

の国際動向，薬学雑誌，133（2），175-180. 

(2013) 

 

２．学会発表 

Jun Kanno, An Improved Dispersion Method 

(Taquann Method) of Multiwall Carbon 

Nanotube for a Whole-Body Inhalation 

Exposure System, . the 53rd Annual Meeting 

of the Society of Toxicology (2014.3.26) 

Phoenix, USA, poster 

菅野 純、炎症と癌‐異物発癌としての中皮腫

繊維発癌からの考察‐、平成 25 年度「個体

レベルでのがん研究支援活動」ワークショッ

プ、(2014.2.17)、大津、基調講演 

高橋 祐次、小川 幸男、高木 篤也、辻 昌貴、

森田 紘一、菅野 純、多層カーボンナノチ

ューブの p53+/-マウス全身暴露吸入実験、

平成 25 年度「個体レベルでのがん研究支

援活動」ワークショップ、2014 年 2 月 18 日、

大津、ポスター 

菅野 純、高橋祐次、多層カーボンナノチュー

ブの中皮腫発がん性をモデル標的としたナ

ノマテリアル高度分散全身吸入 Taquann シ

ステムによるマウス吸入毒性病変評価、第

30 回日本毒性病理学会総会および学術集

会、(2014.1.31)、徳島、シンポジウム 

Jun Kanno, Nanotoxicology-its chronic aspects, 

6th International Symposium on 

Nanotechnology, Occupational and 

Environmental Health（NanOEH2013), 
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MWCNT for Whole Body Inhalation 

Exposure System, 6th International 
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菅野 純、高橋祐次、ナノマテリアルの高分散
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Norihiro Kobayashi, Takamasa Numano, Reiji 

Kubota, Yoshiaki Ikarashi, Akihiko Hirose: 
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Nishimaki-Mogami, T., Cui, H., Wu, W., 

Okuhira, K., Naito, M., Nishimura, T., 

Sakamoto, Y., Ogata, A., Maeno, T., Inomata, 
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今野俊生，若原孝次，宮澤薫一，“C60-C702

成分ナノウィスカーの合成”，ナノファイバー

学会第４回年次大会講演予稿集,P.26, 2013
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平成 25 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） 

分担研究報告書 

 

研究課題：ナノマテリアル曝露による生体毒性の慢性移行及び遅発性に関わる評価手法

の開発研究（H24-化学-指定-009） 

 

分担研究課題名：ナノマテリアルの慢性影響指標の開発に関する研究 

 

研究分担者： 菅野 純 国立医薬品食品衛生研究所  毒性部 部長 

研究協力者： 高木 篤也  国立医薬品食品衛生研究所  毒性部 室長 

研究協力者： 高橋 祐次  国立医薬品食品衛生研究所  毒性部 主任研究官 

 

研究要旨 

本研究では、高生産量ナノマテリアルに対する安全性評価手法の開発検討を優先

して行い、ナノマテリアルによる生体影響評価のための、特に慢性影響･遅発影響を

適切に検出する評価手法の開発を目標としている。先行研究において、多層カーボン

ナノチューブ（MWCNT）をアスベスト中皮腫発癌に高い感受性を示す p53+/-マウス腹

腔内投与モデルに適用して評価し、MWCNT が 3～3,000μg/動物の範囲で用量依存的に

中皮腫を誘発することを示した。その際、中皮腫の誘発には散在性の MWCNT 孤立繊維

を貪食したマクロファージを伴う非肉芽腫性の局所慢性炎症が重要であり、他方、凝

集したMWCNT繊維塊を取り囲む類上皮細胞肉芽種及びその線維化瘢痕形成は中皮腫発

癌に寄与しないことが示唆された。ナノマテリアル検体の分散状況が毒性強度、性質

に大きく寄与することが判明したことから、我々は MWCNT を例に、高度に分散する検

体調製方法（Taquann 法、特許出願中）を独自に開発し、研究を進めた。H24 年度は、

Taquann 法処理検体を用い、腹腔内投与時の生体反応が分散状態に依存することを明

らかにすることと、中皮腫発癌過程と血中 Mesothelin 値の関係を明らかにすること

を兼ね、10μg/動物の Taquann 法処理 MWCNT（T-CNT）を p53+/-マウス腹腔内に単回

投与する実験を行った。その結果、中皮腫誘発は、初発までの潜伏期間、初期病理組

織像を含め、今までの我々の実験結果と良く一致した。その際、検体の重量ベースで、

発癌性が従来法による検体の大凡 200 μg/動物に相当することが判明した。これは、

T-CNTが殆ど凝集体を含まず単離MWCNT繊維が重量当たり20倍含まれていることと良

く一致していた。この結果は、繊維一本が中皮腫を誘発する確率が等しいこと、散在

した繊維を貪食したマクロファージによる所謂 frustrated phagocytosis に相当する

と考えられる非肉芽腫性の局所性遷延性慢性炎症巣が重要であるという仮説を支持

するものであった。 

H25 年度は、MWCNT がアスベストと同様の機序で野生型マウスにおいても中皮腫を

誘発するか否かを確認する目的の実験を行った。その結果、T-CNT 10μg/動物の単

回腹腔内投与により、野生型マウスにおいても中皮腫が誘発されることを確認した。

p53+/-マウスに単回腹腔内投与した実験の中皮腫発癌の初発時期は 134 日、野生型マ

ウスでの初発時期は 204 日であった。何れも、文献で報告されている Crocidolite の

初発時期よりも早期であった。本研究で投与した繊維数は、T-CNT は約 3×107 本/動

物、Crocidolite は約 9×107本/動物であり、繊維数は Crocidolite が約 3 倍程度多
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い。重量ベース、繊維数ベースにおいても MWCNT は Crocidolite よりも中皮腫誘発能

が高いと考えられた。その理由として、MWCNT は、frustrated phagocytosis を引き

起こす長さの繊維が多く含まれることが考えられた。表面活性の差の可能性について

は、さらなる検討が必要であると考えられた。 

 

A. 研究目的 

本研究では、高生産量ナノマテリアルに

対する安全性評価手法の開発検討を優先し

て行い、ナノマテリアルによる生体影響評

価のための、特に慢性影響･遅発影響を適切

に検出する評価手法の開発を目標としてい

る。 

平成 18～20 年度の厚生労働科学研究「ナ

ノマテリアルのヒト健康影響の評価手法の

開発のための有害性評価及び体内動態評価

に関する基盤研究」の分担研究課題「高生

産量ナノマテリアルの有害性評価指標の開

発に関する研究」では、過去にアスベスト

代替繊維の発癌性評価に用いられた腹腔内

投与試験系と、Agnes Kane らの p53+/-マウ

スにおけるアスベスト中皮腫発癌の知見 1）

を基盤に、MWCNT が雄性 p53 +/-マウス腹腔

内投与により 3μg/動物から 3,000μg/動

物の範囲で、用量依存的に中皮腫を誘発す

ることを示した 2,3）。 

その際、初発までの潜伏期間に用量依存

性が認められないこと、及び、中皮腫前駆

病変と考えられる異型中皮過形成巣の誘発

には散在性の MWCNT 単離繊維を貪食したマ

クロファージを伴う非肉芽腫性の局所慢性

炎症が重要であり、凝集した MWCNT 繊維塊

を取り囲む類上皮細胞肉芽腫及びその線維

化瘢痕はそれに寄与しないことが示唆され

た。尚、これらの実験では MWCNT 原末を一

般的な分散方法で調製しており、投与検体

には凝集体を含んでいた。ここでの経験、

及び気管内投与文献の知見から、MWCNT の

生体影響を正しく評価するためには、凝集

体を含まない、より高度に分散された検体

を使用することが重要であることが再認識

された。 

そこで、本研究では実験動物による MWCNT

の生体影響の評価・予測の人への外挿を高

める為に、MWCNT の原末に含まれる凝集体

を高率に除去し単離繊維を高度に分散する

方法（Taquann 法、特許出願済）を開発し、

動物実験用の検体として使用している 4）。 

H24 年度には、Taquann 法処理した MWCNT

を p53+/-マウス腹腔内投与モデルに適用し、

経時的に採血を行い、血清 Meshothelin 測

定の試料に供すると共に、中皮腫発癌まで

を経時的に組織観察し、既に実施した実験

（MWCNT 原末を一般的分散法により投与）

の組織変化との比較を行った。その結果、

中皮腫誘発は、初発までの潜伏期間、初期

病理組織像を含め、先行研究の実験結果と

良く一致した。一方、検体の重量ベースで、

Taquann 処理検体の 10μg/動物の発癌性が

従来法による検体の大凡 200μg/動物に相

当することが判明した。これは、Taquann

処理検体が殆ど凝集体を含まず単離 MWCNT

繊維が重量当たり 20 倍含まれていること

と良く一致していた。 

H25 年度は、MWCNT がアスベストと同様の

機序で野生型マウスにおいても中皮腫を誘

発するか否かを確認する目的で実験を行っ

た。H24年度の実験と同様に、T-CNT 10μg/

動物を野生型マウスに単回腹腔内投与し、

その後 1 年６箇月の観察を行う計画で実験

を開始した。 

 

B. 研究方法 

B-1．検体 

1) MWCNT 

 MWCNT は三井物産の MWNT-7 を使用した。 

繊維径   70-170 nm (平均 100 nm) a) 

長さ    1-19 μm (> 5 um 27.5％) a) 

繊維数   3.55 ×1011本/g a) 

製品形状  繭状凝集体及び単離繊維 
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化学組成 炭素純度 99.5％以上 

       鉄：3500 ppm(0.35%) a) 

       硫黄：470 ppm a) 

         塩素：20 ppm a) 

       フッ素： <5 ppm a) 

       臭素： <40 ppm a) 
a)東京都健康安全研究センターの測定デー

タ 2,3） 

  

MWNT-7の原末はTaquann法 4)を適用して

使用した。以下、T-CNT と記載する。  

Taquann 法は、走査型電子顕微鏡（SEM）

の試料作製方法である「臨界点乾燥」の概

念と、液相での分散と濾過を組み合わせた

技術であり、濾液の分散媒を除去する際に

表面張力を生じないため、分散質の分散性

が確保される事を利用したものである。具

体的には、MWCNT原末を三級ブタノール（TB、

融点；25.69℃、関東化学株式会社 特級）

に分散、懸濁させて、凍結融解による分散

促進を一回行った後、金属製フィルター(セ

イシン企業、目開き 25μm）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。

固相状態のろ液を溶媒回収型真空ポンプ

（Vacuubrand、MD4C NT+AK+EK）により減圧

し、液相を介さずに昇華させ、TB を分離除

去することで、分散性の保たれた乾燥状態

の MWCNT を得る。 

 T-CNT には、3×106本/μg の繊維数が含

まれる 4）。 

 

2) Crocidolite（陽性対照） 

  Crocidolite（UICC-grade）は国立医薬

品食品衛生研究所で保管している検体を使

用した 2）。 Crocidolite には 2.93×109本

/mg の繊維数が含まれる 2,5）。 

    

3) 溶媒 

溶媒は 0.1％Tween80（「日局」ポリソル

ベート 80（HX）、日油株式会社）を含む生

理食塩液（大塚製薬工場）を用いた。 

 

４） 検体の調製方法 

T-CNT と Crocidolite はガラスバイアル

内で生理食塩液と混合、オートクレーブで

滅菌処理した後に Twenn80 を添加し、超音

波浴槽（SU-3TH、出力 40W、発振周波数 34kHz、

柴田科学）で超音波を 5 分間照射し、懸濁

液とした。 

 

B-2．使用動物、飼育管理 

１）使用動物 

先行研究では、C57BL/6NCrSlc（日本エ

スエルシー株式会社） をバックグラウン

ド（40 代以上）とする p53+/-マウス（自

家繁殖）を使用して研究を進めてきたのに

対し、本研究では、C57BL/6NCrSｌｃの野

生型雄性マウスを使用した。合計 260 匹の

6 週齢マウスを 1 週間の期間を空けて 130

匹ずつ 2 回に分けて購入し、6 週間の馴化

期間を設け 12 週齢で実験に供した。 

 

２）飼育管理 

ポリカーボネイト製のケージに紙製の

床敷を使用し、1 ケージ当り 10 匹のマウス

を収容した。ケージラックはケミカルセー

フティ対応のケージ個別換気式飼育装置

（VIC システム、ダイダン株式会社）を使

用した。飼育条件は、温度；25±1℃、湿

度；55±5％、換気回数；約 20 回/h、照明

時間；8 時～20 時点灯（照明明暗サイクル

12 時間）とし、固型飼料 CRF-1（オリエン

タル酵母工業株式会社）を付属の給餌器を

使用して自由摂取させ、飲水は市水をフィ

ルター濾過し自動給水装置により自由摂

取させた。 

個体識別は、耳介にハサミで切り込みを

入れる方法で行った。 

全ての動物について、一般状態観察を２

日毎、体重測定を 4 週間毎に実施した。一

般状態の悪化が認められた動物は直ちに

解剖に供した。 
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B-3 群構成、投与（表１） 

1 )群構成 

動物は媒体対照群80匹、T-CNT100匹、

Crocidolite投与群80匹に設定した。最初

に購入した130匹の動物をAグループ、2回

目に購入した130匹をBグループのサブグ

ループとし、それぞれのサブグループ毎に、

投与前日の体重を指標にして群わけを行

った。投与前日の体重の平均は、Aグルー

プ27.2±1.6g、Bグループ26.2±1.5gであ

り、グループ間に差は認められなかった。 

 

2）投与 

投与液量は0.5mL/動物とした。媒体対照

群には溶媒のみ、T-CNT群には10μg/動物、

Crocidolite群には30μg/動物を単回腹腔

内投与した。T-CNT群では、動物1匹当たり

に投与した繊維数は、約3×107本である。

Crocidolite群では、動物1匹当たりに投与

した繊維数は約9×107本である。 

 

B-4 解剖及び病理組織標本 

1）解剖及びサンプリング 

投与後20週毎に10～20匹の動物を定期

解剖に供し、観察期間1年6カ月（80週）の

計画とした。 

動物は吸入麻酔器（TK-7、バイオマシナ

リー）を用いイソフルラン（イソフル、DS

ファーマアニマルヘルス）麻酔下で眼窩よ

り採血し、腋下動脈を切断して放血による

安楽死後に剖検を行った。血液は、室温で

約30分静置後、4℃、2,500×gで血清を分

離し-80℃で保存した。肝、腎（左右）、脾、

心は固定前重量を測定した。全ての臓器は

10％中性緩衝ホルマリンで固定した。横隔

膜は胸郭下口に付着させた状態で固定し

た。腹壁はろ紙に伸展させ、ゴム板に虫ピ

ンで固定した後に固定液に浸漬した。 

 

2）病理組織標本 

固定後に臓器を切り出しし、常法に従っ

て脱水、パラフィン包埋し、薄切してH&E

染色標本を作製した。 

 組織中のMWCNTの観察は、偏光フィルタ

ーを装着した通常の光学顕微鏡（オリンパ

スBX50+DP70）及び、高分解能暗視野コン

デンサを用いた散乱光によるナノ粒子の

検出システム(High Resolution Adapter 

(HRA)、CytoViva®）を使用した。 

 

倫理面への配慮 

 本実験は動物愛護に関する法律、基準、

指針を遵守し国立医薬品食品衛生研究所・

動物実験委員会の承認のもとに人道的実施

された。ナノマテリアルの実験に際しては、

当研究所の専用特殊実験施設内で、その運

用規則に従い実施しており、暴露・漏洩を

防止する対策については万全を期して実験

を行った。 

 

C. 研究結果 

本年度、投与後 20 週及び 40 週の定期解

剖を実施した。現在、投与後 50 週を経過し

観察を継続中である。 

 

C-1 体重推移 

投与開始時の平均体重は媒体対照群 26.8

±1.6g、T-CNT 群 26.8±1.8g、Crocidolite

群 26.5±1.6ｇであった。 

T-CNT 群では、投与 16～32 週、44 週に有

意な体重増加抑制が認められた。 

Crocidolite 群では、投与後４～32 週、

40～44週に有意な体重増加抑制が認められ

た。 

 

C-2 臓器重量 

１）投与後 20 週の定期解剖 

 各群 19 匹の解剖を行った。 

 T-CNT 群の腎、脾の絶対重量の有意な増

加、心、腎及び脾の相対重量の有意増加が

認められた。 

Crocidolite 群では、脾の絶対重量の有

意な増加、心、腎及び脾の相対重量の有意

増加が認められた。 

 

2）投与後 40 週の定期解剖 

各群 10 匹の解剖を行った。 
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T-CNT 群では、臓器絶対重量及び相対重

量に媒体対照群との間に差は認められなか

った。 

Crocidolite 群では、肝の相対重量に有

意な増加が認められた。 

 

C-3 剖検所見 

１）定期解剖 

(1) 投与後 20 週 

媒体対照群では、全ての動物に異常は

認められなかった。 

T-CNT 群では、腎、脾の被膜（漿膜）

のびまん性網状肥厚が 10/19 例、肝の辺

縁鈍化が 16/19 例に認められた。 

Crocidolite 群では、全ての動物に異

常は認められなかった。 

 

（2）投与後 40 週 

媒体対照群では、全ての動物に異常は

認められなかった。 

T-CNT 群では、肉眼的に腎、脾の被膜

（漿膜）のびまん性網状肥厚が10/10例、

及び、被膜肥厚起因すると考えられる肝

の辺縁鈍化が 9/10 例に認められた。 

Crocidolite 群では、全ての動物に異

常は認められなかった。 

 

2) 途中死亡例と切迫屠殺例（投与後 50 週

まで） 

（１）媒体対照群 

2 例の死亡が認められ、3 例を切迫屠

殺に供した。死亡例はファイティングに

よる外傷 1例、尿の排泄障害とそれに伴

う水腎症が疑われる腎腫大を認めたも

の 1例であった。切迫屠殺例は、肺水腫

とそれに伴う心拡張（肺性心）が 1 例、

尿の排泄障害とそれに伴う水腎症が疑

われる腎腫大を認めたもの 1例、斜頚と

体重減少を認めたのも 1例であった。 

 

(2)T-CNT 群 

3 例の死亡が認められ、８例を切迫屠

殺に供した。死亡例は、肺水腫とそれに

伴う肺性心が 1例、尿の排泄障害とそれ

に伴う水腎症が疑われる腎腫大 1例、自

己融解が強く死因を同定できなかった

もの 1 例であった。切迫屠殺例では、5

例に中皮腫を認め、初発例の解剖は投与

後 204 日であった。一般状態観察におい

て腹部膨満を認め、解剖では血性腹水の

貯留、胃大弯部に壁外発育型の腫瘤病変、

横隔膜、腹壁内側、盲腸漿膜面に微細白

色顆粒状の播種様の中皮腫病変を認め

た。その他、尿の排泄障害とそれに伴う

水腎症が疑われる腎腫大 1 例、胸腺腫 1

例、胸腺の黄緑色、腎及び脾の漿膜のび

まん性網状肥厚、肝の辺縁鈍化認めたも

の 1例であった。 

 

（3）Crocidolite 群 

2 例の死亡が認められ、5 例を切迫屠

殺に供した。死亡例は腎と腹壁の癒着を

認めたもの 1例、自己融解が強く死因を

同定できなかったもの 1例であった。切

迫屠殺例では、ファイティングによる外

傷 1例、嚢胞腎 2例、脾及び鼠径リンパ

節腫大と精嚢硬化を認めたもの 1例、肺

水腫とそれに伴う肺性心を認めたもの 1

例であった。 

 

C-４ 病理組織検査 

T-CNT 群で認められた辺縁が鈍を呈した

肝臓では、漿膜がび漫性に 20～100ｍ程度

の線維性肥厚を示していた。現在、詳細な

評価を進めている。 

 

C-５ Kaplan-Meier 法による中皮腫による

死亡率 

投与後 50 週目までを観察期間として、中

皮腫による死亡率について、Kaplan-Meier

法により計算した結果、p53+/-マウスでは

中皮腫発癌による死亡の初発時期は 134 日、

野生型マウスでの初発時期は 204 日であっ

た。 



 21

 

D．考察 

 本分担研究では、MWCNT がアスベスト

と同様の機序で野生型マウスにおいても中

皮腫を誘発するか否かを確認する目的で実

験を行った。T-CNT 10μg/動物を単回腹腔

内投与し、野生型マウスにおいても p53＋

/-マウスと同様に中皮腫が誘発されること

が明らかとなった。病理組織の詳細な評価

については現在実施中である。中皮腫が誘

発されて切迫屠殺を実施した例では、一般

状態観察において腹部膨満を認め、解剖で

は血性腹水の貯留、胃大弯部に壁外発育型

の中皮腫、横隔膜、腹壁内側、盲腸漿膜面

に微細白色顆粒状の中皮腫を認めた。これ

らの所見は、p53+/-マウスで中皮腫が誘発

され切迫屠殺した際の所見と同様であった。 

 野生型マウスに比較して、p53+/-マウス

はアスベスト腹腔内投与による中皮腫発癌

に高い感受性を示すことが報告されている
1 ）。 p53+/- マ ウ ス で は 、 200μg の

Crocidolite を週 1 回、12 週間の腹腔内投

与により約 30 週後に中皮腫が誘発される

が、野生型マウスでは 60 週を超えた時期に

観察されている。 

先行研究では、このモデルを適用し、

MWCNT が 3～3,000μg/動物の範囲で用量依

存的に中皮腫を誘発することを示した 2、3）。

その際、初発時期に用量依存性の早期化が

認められないこと、及び、中皮腫の誘発に

は散在性の MWCNT 単離繊維を貪食したマク

ロファージを伴う非肉芽腫性の局所慢性炎

症が重要であり、他方、凝集した MWCNT 繊

維塊を取り囲む類上皮細胞肉芽種及びその

線維化瘢痕形成は中皮腫発癌に寄与しない

ことが示唆された。 

 H24 年度の分担研究では、検体の重量ベ

ースで、Taquann 処理検体の 10μg/動物の

発癌性が従来法による検体の大凡 200μg/

動物に相当することが判明した。これは、

T-CNT が殆ど凝集体を含まず単離 MWCNT 繊

維が重量当たり 20 倍含まれていることと

良く一致していた。この結果は、繊維一本

が中皮腫を誘発する確率が等しいこと、散

在性の繊維を貪食したマクロファージによ

る所謂 frustrated phagocytosis に相当す

ると考えられる非肉芽腫性の局所性遷延性

慢性炎症巣が重要であるという仮説を支持

するものであった。 

T-CNT 10μg/動物を p53+/-マウスに単

回腹腔内投与した実験では中皮腫発癌の初

発時期は 134 日、野生型マウスに投与した

場合の初発時期は 204 日であった。何れも、

文献で報告されている Crocidolite の初発

時期よりも早期である。本研究においても、

50週を経過した時点で Crocidolite 群には

中皮腫が観察されていない。 

T-CNTには、約3×106本/μgの繊維が含まれ
4）、Crocidoliteには2.93×109本/mgの繊維

が含まれる2、5）。本実験で投与した繊維数は、

T-CNTで約3×107本/動物、Crocidoliteでは

約9×107本/動物であり、繊維数は

Crocidoliteが約3倍程度多い。本研究結果

からは、重量ベース、繊維数ベースにおい

てもMWCNTはCrocidoliteよりも中皮腫誘発

能が高いと考えられる。その理由の一つと

して、繊維長の分布が異なっていることが

考えられる。T-CNTの繊維長分布は、5μm

以下が32～40％、5μmを超える繊維が60～

64％である。本研究で使用したCrocidolite

の繊維長は測定していないが、5μm以下が

72.5～98.9％、5μmを超える繊維が1.1～

27.4％という報告がある6,7）。MWCNTは、

frustrated phagocytosisを引き起こす長

さの繊維が多く含まれるため、中皮腫発癌

をCrocidoliteより早期に誘発する可能性

がある。 

 

E. 結論 

本分担研究では、MWCNT が野生型マウス

においても中皮腫を誘発することを明らか

にした。MWCNT は重量ベース、繊維数ベー

スにおいても Crocidolite よりも中皮腫誘

発能が高いと考えられ、その機序として
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frustrated phagocytosis を引き起こす長

さの繊維が多く含まれることが原因である

可能性がある。MWCNT の表面特性による差

については、さらなる検討が必要である。 
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Dose Concentration Volume

(mg/animal) (mg/mL) (mL/animal)

20W（140D）

40W（280D）

60W(420D) 

80W（560D）

20W（140D）

40W（280D）

60W(420D) 

80W（560D）

20W（140D）

40W（280D）

60W(420D) 

80W（560D）

T-CNT

Vehicle Control

Group

0 0 0.5

Crocidolite
(Positive control)

30 60 0.5 80

10 20 0.5 100

scheduled
sacrifice

Number of
animals

80
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分担研究報告書 

 
研究課題名：ナノマテリアル曝露による生体毒性の慢性移行及び遅発性に関わる評価

手法の開発研究 
 

分担研究課題名：ナノマテリアルの発がん性評価手法の開発に関する研究 
 

研究分担者： 津田 洋幸  名古屋市立大学 特任教授 

研究協力者： 酒々井 眞澄 名古屋市立大学大学院医学研究科 分子毒性学分野 教授 

      二口 充  名古屋市立大学大学院医学研究科 分子毒性学分野 准教授 

 深町 勝巳  名古屋市立大学大学院医学研究科 分子毒性学分野 講師 

       沼野 琢  名古屋市立大学大学院医学研究科 分子毒性学分野 大学院生 
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             David B. Alexander 名古屋市立大学大学院医学研究科 分子毒性学分野  

研究員・非常勤講師 

 

研究要旨 
目的と方法：ナノサイズ二酸化チタニウム（TiO2）のうち、光触媒活性の強い特性を

利用して屋外建造物等の被覆塗料等に用いられているアナターゼ型の（anTiO2）の毒

性と発がん性関連作用について、光触媒活性が低く化粧品等に多く使われているルチ

ル型（ruTiO2）と対比しつつ in vivo と in vitro の系において比較検討した。 
方法：我々が開発した経気管肺内噴霧法を用い、➊アナターゼ型（非コーティイング、

直径 25nm）およびルチル型（非コーティイング、直径 20nm）の雌ラットへの短期投

与（500ppm, 14 日間に計８回）による肺組織における肺胞上皮・間質細胞に対する毒

性とその機序の比較、❷in vitro における初代培養（正常ラットの肺より得た）肺胞マ

クロファージ（Mφ）を介する肺がん細胞株、間質細胞株に対する毒性と増殖作用、お

よび UVB 照射下における両粒子の直接の細胞毒性の比較も行なった。結果：アナター

ゼ二酸化チタニウム（anTiO2）をラットに２週投与した実験では肺組織における Mip1α
の蛋白発現、8-OHdG 値はルチル型より低値であった。In vitro おける Mφ からの Mip1α
発現はルチル型二酸化チタニウム（anTiO2）より低値またはその傾向が示された。さら

にヒト肺線維芽細胞（CCD34）、ヒト肺がん細胞（A549）に対する細胞増殖活性におい

てもアナターゼ型はルチル型より低値であった。in vitro における紫外線（UVB）照射

下においてもアナターゼ型とルチル型の細胞毒性に明らかな差異は無かった。これら

の結果より、少なくとも強い光の当たらない条件下では生物・細胞毒性、細胞増殖作

用は anTiO2はる TiO2よりつよいと言う所見は得られなかった。 
 
A. 研究目的 
二酸化チタニウム（TiO2）粒子は塗料・化

粧品の材料として広く利用されている。し

かし、WHO 国際がん研究機関（IARC）は、

TiO2粒子をラットに吸入曝露した場合に肺

発がん性を示す（動物において発がん性を

示す充分な証拠がある）ことから Group2B

（ヒトに対して発がんの可能性がある）と

分類している。鉱物として製錬された TiO2

粒子は製造過程で熱処理によりアナター

ゼ型、ルチル型およびブルカイト型に分け

られている。このうち、アナターゼ型
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（anTiO2）は主として外壁塗料に、ルチル

型（ruTiO2）は化粧品等に用いられている。

これまでに我々は、ruTiO2 にはラットにお

いて肺発がんプロモーション作用がみら

れ、その機序には ruTiO2を貪食した Mφ の

産生するラジカルによる細胞障害、および

分泌される炎症性タンパク（Mip1α）の細

胞増殖誘導作用が関与する事を明らかに

してきた。一方、アナターゼ型はその強い

光触媒活性を利用して外壁塗装用等に大

量に生産されているが、UV 照射下でヒト

皮膚線維芽細胞およびヒト肺がん細胞に

対してルチル型の 100 倍以上の細胞毒性を

有するという報告がある（Wu, J., et al., 

Toxicol Lett, 191, 2009）。anTiO2はその光触

媒活性を利用して、塗料用として大量に生

産されているが、毒性学的影響についての

知見は乏しく、光・UV 照射下でのリスク

知見は乏しい。本研究ではアナターゼ型の

毒性について、in vivo および in vitro の実験

系においてルチル型との比較しつつ検討

した。 
 

B. 研究方法 
試料の anTiO2と ruTiO2は日本化粧品工

業会より提供された（広瀬明彦主任研究

者経由）。 
❶14 日間投与による肺発がん機序の

検索 
SD ラットを用い、anTiO2 および ruTiO2

を 500μg/ml の濃度にて 0.05% Tween20 含

有生理食塩水に懸濁して２日に１回の割

合で合計８回肺内噴霧投与した。14 日目

の最終投与の６時間後に屠殺剖検した。

対照群は 0.05% Tween20 含有生理食塩水

のみを投与した。右肺はパラホルムアル

デヒド固定後、肺胞 Mφ による貪食の状

態、炎症の程度ならびにパラフィンブロ

ックからの戻しエポン再包埋電顕試料に

よる観察を行った。左肺は凍結し、肺組

織における Mip1αmRNA 発現（RT-PCR

法）、タンパク発現（ELISA 法）および

8-OHdG 量（ELISA 法）にて測定した。 
❷ in vitro 系における細胞毒性、発がん

メカニズムの検索 
１）ラットの肺内に気管よりチオグリコ

レートを噴霧投与して肺胞 Mφ を誘導し、

肺組織より初代培養 Mφ を採取分離し、

この培養液に最終濃度が 10μg/ml となる

ように anTiO2 および ruTiO2 を加え、24
時間後に培養上清を回収した。この培養

上清によるヒト肺腺癌細胞（A549）およ

びヒト肺線維芽細胞（CCD34）の細胞増

殖に対する影響を Cell Counting Kit-8 を

用いて測定した。 
２）上記の anTiO2および ruTiO2を貪食し

た Mφ と培養上清における Mip1α の

mRNA を RT-PCR 法、とタンパク量を

ELISA 法にて測定した。 
３）UVB による光触媒活性による直接の

毒性発現の解析のために、UVB 照射下で

A549 に対する細胞毒性を比較検討した。

UVB の照射には Transilluminator (Vilber 
Lourmat, France) を用い、照射波長は

312nm（270nm〜330nm）、照射エネルギ

ーは 1000 mW/cm2,とし、培養細胞が死滅

しない UVB 照射時間を設定して、照射下

におけるルチル型とアナターゼ型の細胞

毒性の発現と程度を比較した。 
 
（倫理面への配慮） 
動物の飼育は、名古屋市立大学大学院医

学研究科 実験動物教育センターで行

った。実験計画書は、動物の愛護と使用

のガイドラインに則り、名古屋市立大学

大学院医学研究科 動物運営委員会の

承認を経て行った(H22-M19)。 
 
C. 研究結果 
❶ 14 日間投与による肺毒性・肺発がん

機序の検索 
病理組織学的にはMφ主体の炎症細胞浸
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潤が見られた。誘導された肺胞内 Mφ の

数はルチル型のほうにより多かった（対

ルチル比 77％）。Mφ の細胞質内には貪

食された anTiO2および ruTiO2の凝集体

が多数みられ、これらには X 線解析でチ

タニウム元素が検出された。肺組織にお

ける Mip1αの mRNA 発現量は生食対照

群を１とするとルチルは 5.35、アナター

ゼ 2.79 であった（対ルチル比 77％、

p<0.001）。さらに、MIP1α のタンパク発

現量は対照に比べルチル 4.84 倍、アナ

ターゼ 1.34 倍であったが、ルチル型よ

りアナターゼ型は有意の低値（対ルチル

比 27％、p＜0.001）となった。我々が見

出した曝露指標である血清 Mip1α値

（Xu et al., Carcinogenesis, 31, 927, 2010）
は対照群と較べてルチルで 1.45 倍

（p<0.05）、アナターゼで 1.21 倍（有意

差なし）であった。血清の 8-OHdG値は、

対照群（0.05% Tween20 含有生理食塩水）

と較べてルチルで 2.13 倍（p<0.05）、ア

ナターゼでは 1.36 倍であったが、対ルチ

ル比では 64％であり有意差はなかった。 
❷ in vitro 発がん・毒性比較とそのメカ

ニズムの検索 
１）ヒト肺がん細胞およびヒト肺線維芽

細胞増殖促進作用（肺胞上皮および間質

に対する毒性と増殖作用の観察）： 
ラットの肺から採取した初代培養Mφの

培養皿中に anTiO2または ruTiO2を加え

て Mφ に貪食させ、その培養上清を取り

出して肺がん細胞（A549）とヒト肺線維

芽細胞(CCD34)に対する毒性と細胞増殖

促進作用を検討した。その結果、ルチル

型は A549 細胞増殖を 115%に増加させ

たが、アナターゼ型には両作用は観察さ

れ無かった。 
２）貪食 Mφ における Mip1α 発現量： 
上記の In vitro での anTiO2または ruTiO2

貪食 Mφ における Mip1α mRNA 発現量

（RT-PCR）の対照比はルチル 15.26 倍、

アナターゼ 11.96 倍であったが、両者の

差はなかった。Mip1α の蛋白発現では対

照比はルチル 2.70 倍、アナターゼ 1.51
倍でありアナターゼでルチル型より有

意の低値（対ルチル比 56％、p＜0.001）
であった。培養上清の Mip1α のタンパク

発現では対照比はルチル 2.70 倍、アナタ

ーゼ 1.51 倍であり、ルチル型より有意の

低値（対ルチル比 56％、p＜0.001）であ

った。 
３）UVB 照射下における細胞毒性の比

較： 
UVB 照射エネルギー1000 mW/cm2、照射

波長 312nm の条件下にて、照射時間 0 秒、

30 秒、1 分、2 分、5 分および 10 分にお

いて、観察対象の A549 細胞の死滅しな

い照射時間は２分以内であることを見出

した。この条件において、A549 細胞培養

液中にアナターゼとルチル型を０（対照）

〜10ppm の用量で加えた場合の viability
を観察したところ、総ての用量で両者の

差は無かった。以上から、紫外線照射下

において、A549 細胞に対する毒作用はア

ナターゼとルチル型は同等であると考え

られた。 
 
D. 考察 
我々の開発したナノ粒子吸入曝露短・中

期毒性・発がん性リスク評価法、❶ 14 日

間投与による肺毒性・肺発がん機序の検

索および、❷ in vitro 発がん・毒性比較と

そのメカニズムの検索において、すでに

ラットにおいて肺発がん性の明らかにさ

れている（WHO/IARC Group2B）ruTiO2

（無コーティング）について Mφ の分泌

する Mip1α を介するが発がん促進作用を

見出した（Xu et al., Carcinogenesis, 31, 927, 
2010）。また、ruTiO2を障害された皮膚に

塗布して場合には障害作用は見られなか

った（Xu et al., Food Chem Toxicol. 
49:1298-302. 2011 および Sagawa et al., J 
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Toxicol Sciences, 37, 317, 2012）。 
以上の知見に基づき、光触媒活性による

生物毒性が強力である可能性が危惧さ

れている anTiO2について、➊❷の方法に

て毒性と発がんに関与する細胞増殖誘

発作用について ruTiO2 との比較対照実

験を実施した。 
本研究では、➊ ２週投与実験では肺組

織における Mip1α の蛋白発現はアナタ

ーゼ型のほうが低く（p＜0.001）、8-OHdG
値もアナターゼ型が低値傾向であった。

In vitro おける Mφ からの Mip1α 発現に

おいてもアナターゼ型のほうが低値

（p<0.001）であった。さらに❷ ヒト肺

がん細胞（A549）とヒト肺線維芽細胞

（CCD34）に対する細胞増殖活性におい

てもアナターゼ型が低値であった。UVB
照射下においては、肺がん A549 細胞に

対する毒作用はアナターゼとルチル型

に差異はないことも明らかとなった。以

上から、in vivo においてのみならず、in 
vitro における紫外線（UVB）照射下にお

いても、アナターゼ型がルチル型より細

胞毒性において顕著であることは無か

った。今後発がん性については、代替法

としての中期の発がんプロモーション

試験、さらには吸入慢性毒性実験がに実

施が望ましい。 
 
E. 結論 
以下のことが明らかとなった。 
アナターゼ二酸化チタニウム（anTiO2）

を 
雌 SD ラットに２週投与した実験では肺

組織における Mip1α の蛋白発現、

8-OHdG 値はルチル型より低値であった。

In vitro おける Mφ からの Mip1α 発現は

ルチル型二酸化チタニウム（anTiO2）よ

り低値またはその傾向が示された。さら

にヒト肺線維芽細胞（CCD34）、ヒト肺

がん細胞（A549）に対する細胞増殖活性

においてもアナターゼ型はルチル型よ

り低値であった。さらに in vitro におけ

る紫外線（UVB）照射下においてもアナ

ターゼ型とルチル型の細胞毒性に明ら

かな差異は無かった。これらの結果より、

少なくとも強い光の当たらない条件下

では生物・細胞毒性、細胞増殖作用は

anTiO2はる TiO2よりつよいと言う所見

は得られなかった。 
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平成 25 年度厚生労働科学研究補助金（化学物質リスク研究事業） 

「ナノマテリアル曝露による生体毒性の慢性移行及び遅発性に関わる評価手法の開発研

究」分担研究報告書 

 

 

ナノマテリアルの体内動態及び発生毒性評価手法に関する研究 

 

 

研究分担者：小林 憲弘 国立医薬品食品衛生研究所 生活衛生化学部 第三室 室長 

研究協力者：久保田領志 国立医薬品食品衛生研究所 生活衛生化学部 第三室 主任研究官 

         

 

研究要旨 

近年，ナノマテリアルの曝露による生殖・発生毒性に関する研究報告例がみられるように

なった．ナノマテリアルの慢性毒性影響を評価する上で，生殖・発生毒性に関する評価は

重要であるが，作用機序や曝露後の体内動態についてはまだ解明されておらず，より詳細

な検討が必要と考えられる．既存研究から示唆されるように，「生体内に曝露したナノマテ

リアルが細胞膜を通過し血流に乗って全身を循環し，胎盤や胎児に移行することによって

生殖・発生毒性が誘発」しているのかどうかを検証するためには，ナノマテリアルの生殖・

発生毒性が発現する条件と，体内動態を評価することが必要である．そこで本研究では，

ナノマテリアル曝露によって生殖・発生毒性が発現する作用機序と，体内動態に関する知

見を得ることを目的に，妊娠マウスを用いた単回気管内投与および反復気管内投与試験を

行った． 

その結果，妊娠マウス単回気管内投与試験においては，血清および CMC-Na を溶媒として

MWCNT を 3 mg/kg 以上の用量で妊娠 9 日の ICR マウスに気管内投与した結果，生存胎児

重量および胎児の外表および骨格形成に影響を及ぼすことが分かった．母動物においては

体重低下，肺の炎症，および血液中の細胞組成の変化がみられているものの，MWCNT の

胎盤への沈着は確認されなかったことから，胎児におけるこれらの影響発現は，MWCNT

の気管内投与による母動物の肺の炎症等による二次的な影響による可能性が示唆された． 

一方，反復気管内投与においては，単回気管内投与試験①および②においてマウス胎児の

奇形がみられた MWCNT の用量（3 mg/kg）よりも高用量（合計で最大 8 mg/kg）を投与し

ても，外表検査までの結果からは MWCNT の催奇形性は認められなかった． 

今後は，一度に 3 mg/kg/day 以上の MWCNT を投与する反復気管内投与試験を行うことで，

単回気管内投与と反復気管内投与の結果を比較するともに，投与による肺の炎症性変化と

胎児の奇形との関連性について更なる検討を行う予定である． 
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A. 研究目的 

近年，ナノマテリアルの曝露による生殖・

発生毒性に関する研究報告例がみられるよ

うになった．例えば，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)． 

ナノマテリアルの慢性毒性影響を評価する

上で，生殖・発生毒性に関する評価は重要

であるが，作用機序や曝露後の体内動態に

ついてはまだ解明されておらず，より詳細

な検討が必要と考えられる． 

既存研究から示唆されるように，「生体内に

曝露したナノマテリアルが細胞膜を通過し

血流に乗って全身を循環し，胎盤や胎児に

移行することによって生殖・発生毒性が誘

発」しているのかどうかを検証するために

は，ナノマテリアルの生殖・発生毒性が発

現する条件と，体内動態を評価することが

必要である．そこで本研究では，ナノマテ

リアル曝露によって生殖・発生毒性が発現

する作用機序と，体内動態に関する知見を

得ることを目的に，MWCNT を対象とした

催奇形性試験を行った． 

昨年度は，妊娠ラットおよびマウスを用い

た単回尾静脈内投与試験を実施し，投与可

能な最大量の MWCNT を妊娠 7～10 日の母

動物に単回尾静脈内投与しても，胎児の奇

形はみられないことが分かった． 

また，妊娠マウスを用いた単回気管内投与

試験を実施し，血清，CMC-Na のどちらを

MWCNT 懸濁液の媒体に用いた場合でも，

妊娠 9 日の ICR マウスに 3～5 mg/kg の用量

で単回気管内投与すると，生存胎児体重お

よび胎盤重量の減少と，胎児の奇形を引き

起こすことが示唆された． 

今年度は，引き続き MWCNT の発生毒性評

価を行うため以下の検討を行った． 

 

1. マウス単回気管内投与試験の外表検査

において胎児の奇形がみられたことか

ら，奇形がみられた胎児の骨格検査と

これらの胎仔を出産した母動物の胎盤

全ての病理組織学的検査を行った．ま

た，胎児の奇形と肺の炎症反応との関

係について調べるため，MWCNT 投与

各群 1 例の母動物の肺の病理組織学的

検査を行った． 

 

2. 上述のマウス単回気管内投与試験（以

下，試験①）は各群 5 匹のみの結果で

あり，用量-反応関係が明確ではなかっ

たことから，再現性を確認するため各

群の動物数を 10 匹に増やしたマウス

単回気管内投与試験（以下，試験②）

を再度実施した． 

 

3. マウス単回気管内投与試験①および②

では妊娠 9 日の投与しか行っておらず，

妊娠 9 日以外に MWCNT を曝露した場

合においても，発生毒性が発現するか
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どうかを確認するため，器官形成期（妊

娠 6～17 日）を通じた反復気管内投与

試験を実施した． 

 

 

B. 研究方法 

1. 被験物質の調製 

 本研究では，実験動物に投与する

MWCNT として，MWNT-7 (三井物産，現在

は保土谷工業から提供 ) を用いた．

MWNT-7 の概要を以下に示す． 

 

サイズ： 50–100 μm の凝集体 

炭素含量：99.8 % (蛍光 X 線分析) 

G/D 比：11 (ラマン分光法) 

BET 比表面積：36.7 m2/g (N2ガス吸着法) 

 

昨年度の検討により，MWNT-7 はマウス血

清および 2%CMC-Na PBS 溶液中によく分

散することが示されたことから，引き続き

これらの媒体を用いて MWCNT を調製した． 

なお，反復気管内投与試験においては，媒

体中の CMC-Na 濃度について再検討を行っ

てから懸濁液を調製した． 

 

2. マウス単回気管内投与試験①の骨格検

査，胎盤および肺の病理組織学的検査 

マウス単回気管内投与試験の外表検査にお

いて胎児の奇形がみられたことから，奇形

がみられた胎児 13匹のうち 5匹についての

骨格検査を行った．また，本試験では，剖

検時に外表異常のみられた胎児の胎盤を個

別保存しなかったため，外表検査において

異常のみられた胎児 13 匹を出産した母動

物の胎盤全てについて病理組織学的検査を

実施した． 

マウス単回気管内投与試験のプロトコルを

図 1 に示す．本試験では，マウス血清ある

いは 2%CMC-Na を用いて分散させた

MWCNT を妊娠 9 日の ICR マウスに 0，3，

および 5 mg/kg bw の用量で単回気管内投与

した． 各投与群ともに妊娠 18 日に帝王切

開して病理組織学的に MWCNT の組織への

沈着を確認するとともに，胎児への影響に

ついて検討した． 

胎児の骨格検査については，胎児の外表観

察において外表奇形がみられたマウス胎児

5 標本をアリザリンレッド S で染色し，50%

グリセリン水溶液に浸漬して透明骨格標本

を作製し，実体顕微鏡下で骨化数を計測し

評価した． 

胎盤の病理組織学的検査については，生存

胎児のうち外表検査で異常のみられた胎児

9 匹を出産した母動物 5 匹から採取した胎

盤全て（60 標本）について病理組織学的検

査を実施するとともに，胎盤への MWCNT

の沈着の有無について検査した． 

肺の病理組織学的検査においては，肉眼的

病理学検査で肺の変色がみられた動物を各

群 1 匹選択し，10%緩衝ホルマリン液にて

固定された肺を常法に従いパラフィン包埋，

薄切し，ヘマトキシリン・エオジンを用い

て染色標本を作製して鏡検した． 

 

3. マウス単回気管内投与試験② 

上記のマウス単回気管内投与試験は，各群

の動物数が 5 匹のみの試験であり，また，

結果についても用量-反応関係が明確では

なかったことから，各群の動物数を 10 匹に

増やした追試を行った． 

なお，追試においては，CMC-Na 分散液を

用いた催奇形性試験については既存研究 

(Fujitani et al., 2012) が存在することから，

本研究では，マウス血清分散液を中心に催
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奇形性の用量-反応関係を詳細に調べるこ

ととした． 

試験プロトコルを図 2 に示す．本試験では，

妊娠 9 日の ICR マウスに，マウス血清を用

いて分散させたMWCNTを 0, 3, 5, および 7 

mg/kg の用量で，2%CMC-Na を用いて分散

させた MWCNT を 5 mg/kg の用量で単回投

与した．各投与群ともに妊娠 17 日に帝王切

開して病理組織学的に MWCNT の組織への

沈着を確認するとともに，胎児への影響に

ついて検討した．各群の検査動物数（親）

は 10 匹とした． 

 

4. マウス反復気管内投与試験 

試験プロトコルを図 3 に示す．1%CMC-Na 

PBS 溶液を用いて分散させた MWCNT を 0, 

0.5, 1, 2 mg/kg の用量で ICR マウスに妊娠 6, 

9, 12, 15 日に反復気管内投与した．通常の

反復投与試験では，投与期間内に毎日投与

を行うが，投与した MWCNT はすぐに体外

に排出されないと考えられることから，気

管内投与を繰り返すことによる母動物へ負

荷を減らすため，3 日毎に合計 4 回の投与

とした．また，無処置群と麻酔群を設定し，

反復気管内投与自体の影響を調べた．妊娠

17 日に帝王切開を行い，病理組織学的に

MWCNT の組織への沈着を確認するととも

に，胎仔への影響について検討した．各群

の検査動物数（親）は 9～11 匹とした． 

 

5. 統計解析 

一般状態を除く各検査項目について，コン

トロール群と MWCNT 投与群との統計学的

有意差検定を行った．平均値の有意差検定

は，5%有意水準で Bartlett 法による等分散

検定を行った．等分散の場合は，パラメト

リックの Dunnett 法による両側検定を行い，

不等分散の場合は，ノンパラメトリックの

Steel 法による両側検定を行った．発生頻度

については Fisher の直接確率検定（片側）

を行い，病理所見については Wilcoxon 検定

（両側）を行った． 

 

 

C. 研究結果 

1. 被験物質の調製 

超音波による分散処理後の MWCNT 懸濁液

の光学顕微鏡写真を撮影したところ，マウ

ス血清および 2%CMC-Na PBS 溶液で分散

させた MWCNT ともに液中に均一に分散し

ていた（図 4）．液中の MWCNT は 10 μm 程

度の長さの孤立分散した状態で存在してい

たが，一部凝集塊も見られた．これらは原

末の状態で既にチューブ同士が融合してい

るものと思われる．また，血清分散液の方

が，2%CMC-Na 分散液よりも凝集体が大き

い傾向があった． 

反復気管内投与試験においては，媒体中の

CMC-Na 濃度について検討したところ，濃

度を 1%とした方が，より分散状態がよく，

なおかつ媒体自体の投与による実験動物へ

の負荷も軽減できるため，1%CMC-Na PBS

溶液を媒体として用いた． 

 

2. マウス単回気管内投与試験①の骨格検

査，胎盤および肺の病理組織学的検査 

2.1 骨格検査 

マウス胎児の骨格検査結果を表 1 にまとめ

た． 

骨格異常所見として，口蓋骨分離，腰椎弓

癒合，腰椎弓と仙椎弓の癒合，仙椎弓癒合，

中手骨欠損（前肢），指節骨欠損（前肢），

および尺骨欠損がみられた． 

骨格変異では 1 例に胸骨分節配列異常がみ
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られたが，検査施設の背景データの範囲内

であった． 

骨化数では，中手骨および指節骨欠損に伴

う中手骨，前肢基節骨及び前肢中節骨化数

の低値が 3 例，指節骨欠損に伴う前肢基節

骨および前肢中節骨化数の低値および中手

骨および指節骨欠損に伴う前肢基節骨及び

前肢中節骨化数の低値が 1 例にみられた．

また，仙尾椎体骨化数の低値が 4 例にみら

れた． 

なお，骨化不全はいずれの動物においても

観察されなかった． 

 

2.2 胎盤の病理組織学的検査 

母動物 5匹から採取した胎盤 60標本のいず

れにおいても MWCNT の沈着やそれに伴う

異物反応はみられず，外表異常と胎盤にお

ける MWCNT 沈着との関連性を明らかにす

ることはできなかった． 

 

2.3 肺の病理組織学的検査 

病理組織学的検査の結果を表 2 に示す． 

血清分散 MWCNT の 3 mg/kg を投与した母

動物においては，肺胞における軽微な

MWCNT の沈着および肺胞マクロファージ

の集簇，軽微なリンパ球の浸潤，肉芽腫お

よび肺胞上皮の肥厚がみられた． 

血清分散 MWCNT の 5 mg/kg を投与した母

動物においては，肺胞における顕著な

MWCNT の沈着，肺胞マクロファージの集

簇，肺胞における肉芽腫，軽度なリンパ球

の浸潤，および肺胞上皮の肥厚がみられた． 

CMC-Na 分散 MWCNT の 3 mg/kg を投与し

た母動物においては，肺胞における顕著な

MWCNT の沈着，中等度の肺胞マクロファ

ージの集簇，肺胞における軽度の肉芽腫，

および肺胞上皮の肥厚がみられた． 

CMC-Na 分散 MWCNT の 5 mg/kg を投与し

た母動物においては，肺の中皮における顕

著な MWCNT の沈着，中皮の肉芽腫および

肥厚がみられた．また，軽度な肺胞マクロ

ファージの集簇および中皮の過形成がみら

れた． 

 

3. マウス単回気管内投与試験② 

3.1 母動物への影響 

3.1.1 一般状態  

 対象群および MWCNT 投与群の全動物に

おいて，投与後に捻髪音がしたが，投与翌

日には回復した．また，MWCNT を投与し

た全動物において，投与後に緩徐呼吸およ

び自発運動の低下がみられたが，自発運動

の低下は投与翌日に，緩徐呼吸は投与 3 日

後までには回復した．また，血清分散

MWCNT の 7 mg/kg 投与群の 1 匹において

立毛がみられたが投与翌日には回復した．

その他の機関には，いずれの動物において

も一般状態の変化はみられなかった． 

 

3.1.2 体重  

各群の平均体重を表 3に示す．妊娠 14日（投

与 5 日後）および妊娠 17 日（投与 8 日後）

では，MWCNT の投与群全てにおいて，対

照群と比較して体重の有意な低値あるいは

低値傾向がみられた． 

これらの体重変化に分散媒体や用量との明

確な関連はみられなかったが，MWCNT の

投与群全てにおいて体重の有意な低値ある

いは低値傾向がみられたことから，

MWCNT 投与による変化であると考えられ

る． 

 

3.1.3 血液学的検査 

 各群の血液学的検査結果を表 4 に示す．
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CMC-Na 分散 MWCNT 投与群において，対

照群と比較して好中球比率の有意な高値お

よびリンパ球比率の有意な低値が認められ

たが，他の投与群では対照群との間に有意

差は認められなかった． 

 

3.1.4 血液ガス検査 

各群の血液ガス検査結果を表 5 に示す．水

素イオン濃度(pH)，酸素分圧(pO2)，および

炭酸ガス分圧(pCO2)のいずれの項目につい

ても対照群と MWCNT 投与群との間に有意

差は認められなかった． 

 

3.2 胎児への影響 

帝王切開時の検査結果を表 6 にまとめた． 

全ての MWCNT 投与群において，対照群と

比較して胎児体重の有意な低値が認められ

た．胎盤重量においては，血清分散 MWCNT

の 7 mg/kg 投与群を除く全ての群で，対照

群と比較して有意な低値が認められた．ま

た，血清分散 MWCNT の 3 mg/kg 投与群に

おいて，母動物あたりの着床痕数が有意な

低値を示したが，用量との関連は認められ

なかった． 

外表検査の結果，血清分散 MWCNT 投与群

およびCMC-Na分散MWCNT投与群におい

て，気管内投与試験①と同様に，胎児の外

表異常（曲尾，短尾，唇裂，口蓋裂，無顎，

欠指，湾曲手，および伸展拘縮）がみられ

た．しかし，総胎児数に対する外表異常の

発生率（%）にばらつきが大きく，対照群

との統計学的な有意差は認められなかった． 

 

4. マウス反復気管内投与試験 

4.1 母動物への影響 

4.1.1 一般状態 

いずれの投与群においても死亡動物は認め

られず，一般状態の変化も認められなかっ

た． 

 

4.1.2 体重 

母動物の体重推移を表 7および図 5に示す．

妊娠期間を通じて対照群と被験物質投与群

との間で，統計学的な有意差は認められな

かったが，2 mg/kg 群で対照群に比べ，妊娠

10 日以降体重の低値傾向が認められた． 

なお，妊娠 17 日の体重については，母動物

の体重に対する妊娠子宮の影響を除外する

ため，妊娠子宮重量を差し引いた補正値も

算出した（表 7）．その補正値の比較では体

重値および妊娠 0～17 日の体重増加量とも

に 2 mg/kg 群と対照群との差は少なく，2 

mg/kg 群で認められた体重の増加抑制傾向

には，主として妊娠子宮重量が関与してい

ることが示唆された． 

無処置群は対照群・麻酔群と比べ体重が高

値傾向を示したが，麻酔群と対照群との間

に差は認められなかった． 

 

4.1.3 摂餌量 

対照群に比べ 2 mg/kg 群で妊娠 6～9 日およ

び 9～12 日の平均 1 日摂餌量が統計学的に

有意な低値を示した．対照群と無処置群な

らびに麻酔群との間に差は認められなかっ

た． 

 

4.1.4 剖検所見 

全ての被験物質投与群において，黒色斑点

を伴う肺の黒色化が全例に認められた．ま

た，対照群（11 例中 3 例，27%）も含め，

リンパ節（傍胸腺）の腫大が 0.5，1 および

2 mg/kg 群の，それぞれ 11 例中 5 例（45%），

9 例中 6 例（67%）および 11 例中 9 例（82%）

でみられた．その他，心臓の白色斑点・脾
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臓の腫大・肺の褐色斑点・肝臓の赤色化お

よび白色斑点・唾液腺の白色化・腎臓およ

び卵巣の嚢胞ならびに眼の白色化が認めら

れたが，いずれも発生例数が各群 1～3 例で，

リンパ節の腫大でみられたような投与ある

いは投与用量に関連した発生例数の増加が

認められないため，自然発生病変あるいは

偶発病変と考えられた． 

 

4.1.5 妊娠子宮および肺重量 

剖検日の体重，妊娠子宮および肺重量なら

びにそれぞれの相対重量を表 8 に示す．対

照群に比べすべての被験物質投与群で肺重

量が絶対および相対重量ともに統計学的に

有意な高値を示し，用量に関連した増加が

認められた．また，無処置群および麻酔群

では，対照群に比べ肺重量が絶対および相

対重量ともに有意な低値を示した．妊娠子

宮重量では対照群と被験物質投与群との間

で有意差は認められなかったが，2 mg/kg 群

で絶対および相対重量ともに低値傾向が認

められた． 

 

4.2 胎児への影響 

帝王切開による検査結果を表 9 に示す．対

照群と比べ，2 mg/kg 群で雄の胎児重量が統

計学的に有意な低値を示し，雌の胎児重量

も低値傾向を示した．また，0.5 mg/kg 群で

平均死亡胚・胎児数が有意な高値を示した

が，1 mg/kg 以上の群では対照群との間に有

意差は認められなかった．その他，妊娠黄

体数，着床数，生存胎児数，性比，胎盤重

量，着床率，胎児生存率および死亡胚・胎

児率のいずれにも対照群と被験物質投与群

との間に有意な差は認められなかった．ま

た，対照群と無処置群ならびに麻酔群との

間にはいずれの指標にも有意な差は認めら

れなかった．生存胎児の胎盤の異常として

は，癒着胎盤が麻酔群および 0.5 mg/kg 群で

各 1 例に観察されたが，自然発生病変ある

いは偶発病変と考えられた． 

 

 

D. 考察 

マウス単回気管内投与試験①の保存臓器を

用いた骨格検査では，口蓋骨分離，腰椎弓

癒合，腰椎弓と仙椎弓の癒合，仙椎弓癒合，

中手骨欠損（前肢），指節骨欠損（前肢）お

よび尺骨欠損がみられた．また，中手骨お

よび指節骨の欠損に伴う骨化数の低値がみ

られ，検査施設の背景データと比較して仙

尾椎体骨化数の低値がみられた． 

また，肺の病理組織学的検査では，血清分

散 MWCNT の 3, 5 mg/kg 投与群および

CMC-Na 分散 MWCNT の 3 mg/kg 投与群に

おいて，肺胞における MWCNT の沈着，肺

胞マクロファージの集簇あるいはリンパ球

の浸潤，肉芽腫および肺胞上皮の肥厚がみ

られた．これらの変化は，MWCNT の気管

内投与や吸入暴露 (Kobayashi et al., 2009; 

Morimoto et al., 2012) で見られている所見

とほぼ同じであった．なお，CMC-Na 分散

MWCNT の 5 mg/kg 投与群では中皮におけ

る MWCNT の沈着，顕著な肥厚・過形成，

肉芽腫がみられ，肺胞内における MWCNT

の沈着はわずかであったことから，被験物

質の誤投与による影響と考えられた． 

以上の結果から，MWCNTを妊娠 9日の ICR

マウスに気管内投与することにより，病理

組織学的には MWCNT の肺胞内への沈着お

よびそれに伴う異物反応がみられ，また，

胎児の外表異常だけでなく骨格形成にも影

響を及ぼす可能性が示唆された． 

一方，胎盤の病理組織学的検査では，検査
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を行ったいずれの標本についても MWCNT

の沈着やそれに伴う異物反応はみられなか

った．したがって，単回気管内投与によっ

て胎児の外表・骨格異常がみられた原因は，

投与した MWCNT が胎盤を通じて胎児へ移

行することによるものではなく，母動物へ

の影響（肺の炎症，酸素欠乏，あるいは他

の何らかのストレス）に起因するものと考

えられる．これらのストレス因子は，マウ

ス，ウサギにおいて奇形の要因となること

が報告されている（谷村, 1992; Datta et al., 

1999）．この仮説を検証するには，MWCNT

を投与した妊娠マウスにおいて，肺の炎症

パラメーターの変化について詳細に検討す

るだけでなく，血中の酸素欠乏パラメータ

ーの変化についても確認する必要がある． 

マウス単回気管内投与試験②においては，

各投与群の動物数を 10 匹に増やし，用量反

応関係についてより詳細に検討するととも

に，MWCNT 投与による母動物の血中酸素

濃度および炎症性パラメーターについて検

索し，胎児への影響との関連性について検

索した． 

その結果，気管内投与試験①と同様に，血

清分散MWCNT投与群およびCMC-Na分散

MWCNT 投与群において，胎児の外表異常

が多数みられ，MWCNT の投与による影響

と考えられた．また，全ての MWCNT 投与

群において，対照群と比較して胎児体重の

有意な低値が認められた．胎盤重量におい

ては，血清分散 MWCNT の 7 mg/kg 投与群

を除く全ての群で，対照群と比較して有意

な低値が認められた． 

血液学的検査においては，CMC-Na 分散

MWCNT の 5 mg/kg 投与群において好中球

数比率の有意な高値およびリンパ球数比率

の有意な低値が認められ，血清分散

MWCNT 投与群と比較して，炎症性変化が

強くみられているものと考えられた．一方，

血液ガス検査の結果，MWCNT 投与による

血中の水素イオン濃度，酸素分圧及び炭酸

ガス分圧の影響は認められなかった． 

以上の結果から，これまでに実施した気管

内投与試験（①および②）の結果を総括す

ると，血清および CMC-Na を溶媒として

MWCNT を 3 mg/kg 以上の用量で妊娠 9 日

の ICR マウスに気管内投与した結果，生存

胎児重量および胎児の外表および骨格形成

に影響を及ぼすことが分かった．また，母

動物においては体重低下，肺の炎症，およ

び血液中の細胞組成の変化がみられている

ものの，MWCNT の胎盤への沈着は確認さ

れなかったことから，胎児におけるこれら

の影響発現は，MWCNT の気管内投与によ

る母動物の肺の炎症等による二次的な影響

による可能性が示唆された． 

ただし，上記の試験では妊娠 9 日の投与に

よる影響のみしか分からないため，他の妊

娠日の投与による影響について検索するた

め行ったマウス反復気管内投与試験におい

ては，2 mg/kg 群で雌雄の胎児重量が低値を

示し，被験物質投与による胎児の発育抑制

と考えられた．また，0.5 mg/kg 群で平均死

亡胚・胎児数が有意な高値を示したが，1 

mg/kg 以上の群ではその変化は認められず

用量に関連しないことから被験物質投与の

影響とは判断しなかった．その他，妊娠黄

体数，着床数，生存胎児数，性比，胎盤重

量，着床率，胎児生存率および死亡胚・胎

児率のいずれにも対照群と被験物質投与群

との間に有意な差は認められなかった．胎

盤の異常として，0.5 mg/kg群で癒着胎盤が，

生存胎児の外表異常として，1 mg/kg 群で短

尾が観察されたが，いずれも単発性に認め
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られたものであり，2 mg/kg 群では認められ

ていないことから，用量と関連性のない，

自然発生性の変化と考えられた． 

また，対照群と無処置群および麻酔群との

比較では，いずれの指標にも差は認められ

なかったことから，反復気管内投与自体の

胎児に及ぼす影響はないと考えられた． 

単回気管内投与と反復気管内投与で催奇形

性に違いがみられた原因として，1 回に投

与する MWCNT の用量の差が考えられる．

すなわち，反復気管内投与試験では，合計

で最大 8 mg/kg/day の MWCNT を投与して

いるが，1 回の投与量は最大で 2 mg/kg/day

であり，これは単回気管内投与で影響がみ

られた 3 mg/kg/dayよりも 1回あたりの用量

は低い．繰り返し少量の MWCNT を投与し，

結果として大量に体内に蓄積するよりも，

一度に大量の MWCNT を投与する方が，投

与に伴う肺の炎症反応が大きく，それに起

因して胎児の奇形が引き起こされることが

考えられる． 

 

 

E. 結論 

ナノマテリアルの一種である MWCNT を吸

入等によって呼吸器系に曝露した場合の発

生毒性の発現について評価するため，妊娠

マウスを用いた単回気管内投与および反復

気管内投与試験を行った． 

妊娠マウス単回気管内投与試験の結果から，

血清および CMC-Na を溶媒として MWCNT

を 3 mg/kg 以上の用量で妊娠 9 日の ICR マ

ウスに気管内投与した結果，生存胎児重量

および胎児の外表および骨格形成に影響を

及ぼすことが分かった．母動物においては

体重低下，肺の炎症，および血液中の細胞

組成の変化がみられているものの，

MWCNT の胎盤への沈着は確認されなかっ

たことから，胎児におけるこれらの影響発

現は，MWCNT の気管内投与による母動物

の肺の炎症等による二次的な影響による可

能性が示唆された． 

一方，反復気管内投与においては，単回気

管内投与試験①および②においてマウス胎

児の奇形がみられた MWCNT の用量（3 

mg/kg）よりも高用量（合計で最大 8 mg/kg）

を投与しても，外表検査までの結果からは

MWCNT の催奇形性は認められなかった． 

今後は，一度に 3 mg/kg/day 以上の MWCNT

を投与する反復気管内投与試験を行うこと

で，単回気管内投与と反復気管内投与の結

果を比較するともに，投与による肺の炎症

性変化と胎児の奇形との関連性について更

なる検討を行う予定である．これらの検討

により，MWCNT の発生毒性に関する無毒

性量（ NOAEL ）あるいは最小毒性量

（LOAEL）を明らかにすることで，ヒトの

リスク評価に有用な基礎情報を提示するこ

とができると考える． 
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妊娠9日 妊娠18日

気管内投与(0, 3, 5 mg/kg)

Crlj:CD1(ICR)
マウス

MWNT-7
マウス血清分散液

MWNT-7
2% CMC-Na 分散液

母動物検査
（各群5匹）

脳，肝臓，腎臓，脾臓，肺，心臓，胎盤における肉眼的所見，光学顕微鏡による病理検査
およびMWCNT沈着の確認

胎児検査 着床痕数，黄体数，胚・胎児死亡数（早期・後期吸収胚に分類），生存胎児数，性別，生存
胎児体重，生存胎児胎盤重量，生存胎児外表検査，生存胎児骨格検査

その他の検査 母動物の体重（妊娠9, 14, 17日），一般状態観察（1日1回）

母動物検査
胎児検査

気管内投与(0, 3, 5 mg/kg)

 
図1. マウス単回気管内投与試験①のプロトコル 
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妊娠9日 妊娠17日

気管内投与 (5 mg/kg)

Crlj:CD1(ICR)
マウス

MWNT-7
マウス血清分散液

MWNT-7
2% CMC-Na分散液

気管内投与(0, 3, 5, 7 mg/kg)

母動物検査
（各群10匹）

脳，肝臓，腎臓，脾臓，肺，心臓，胎盤における肉眼的所見，光学顕微鏡による病理検査
およびMWCNT沈着の確認

胎児検査 着床痕数，黄体数，胚・胎児死亡数（早期・後期吸収胚に分類），生存胎児数，性別，生存
胎児体重，生存胎仔胎盤重量，生存胎児外表検査，生存胎仔骨格検査

その他の検査 母動物の体重（妊娠9, 14, 17日），一般状態観察（1日1回）

母動物検査
胎児検査

 

図2. マウス単回気管内投与試験②のプロトコル 
 
 
 
 
 

妊娠6日 妊娠17日

母動物検査
胎児検査

母動物検査
（各群10匹）

脳，肝臓，腎臓，脾臓，肺，心臓，胎盤における肉眼的所見，光学顕微鏡による病理検査
およびMWCNT沈着の確認

胎児検査 着床痕数，黄体数，胚・胎児死亡数（早期・後期吸収胚に分類），生存胎児数，性別，生存
胎児体重，生存胎仔胎盤重量，生存胎児外表検査・内臓・骨格検査

その他の検査 母動物の体重（投与日～解剖日までの毎日），一般状態観察（1日1回），摂餌量

MWNT-7
1% CMC-Na分散液

妊娠9日 妊娠12日 妊娠15日

反復気管内投与
(無処置群，麻酔群，0, 0.5, 1, 2 mg/kg×4)

Crlj:CD1(ICR)
マウス

 
図3. マウス反復気管内投与試験のプロトコル 
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20 μm

100 μm

20 μm

100 μm

2% CMC-Na PBS分散MWCNTマウス血清分散MWCNT 

 
図4. MWCNT懸濁液の光学顕微鏡写真 
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表1. マウス単回気管内投与試験①における胎児の骨格検査結果 

胎児 検査項目 所見 

1 

骨格異常 口蓋骨分離，腰椎弓癒合，中手骨欠損，指節骨欠損（前肢） 

骨格変異 なし 

骨化数 中手骨および指節骨欠損に伴う中手骨，前肢基節骨および前肢中節
骨化数の低値，仙尾椎体骨化数の低値 

骨化不全 なし 

2 

骨格異常 口蓋骨分離，腰椎弓と仙椎弓の癒合，指節骨欠損（前肢） 

骨格変異 なし 

骨化数 指節骨欠損に伴う前肢基節骨および前肢中節骨化数の低値，仙尾椎
体骨化数の低値 

骨化不全 なし 

3 

骨格異常 口蓋骨分離，腰椎弓と仙椎弓の癒合，仙椎弓癒合，中手骨欠損，指
節骨欠損（前肢） 

骨格変異 なし 

骨化数 中手骨および指節骨欠損に伴う中手骨，前肢基節骨および前肢中節
骨化数の低値 

骨化不全 なし 

4 

骨格異常 中手骨欠損，指節骨欠損（前肢） 

骨格変異 なし 

骨化数 中手骨および指節骨欠損に伴う中手骨，前肢基節骨および前肢中節
骨化数の低値，仙尾椎体骨化数の低値 

骨化不全 なし 

5 

骨格異常 仙椎弓癒合，尺骨欠損，中手骨欠損（前肢），指節骨欠損（前肢） 

骨格変異 胸骨分節配列異常がみられたが，検査施設の背景データにも認めら
れている 

骨化数 中手骨および指節骨欠損に伴う前肢基節骨および前肢中節骨化数
の低値，仙尾椎体骨化数の低値 

骨化不全 なし 
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表2. マウス単回気管内投与試験①における母動物の肺の病理組織学的検査結果 

所見 
分散媒体 血清  2%CMC-Na 

投与量 3 mg/kg 5 mg/kg  3 mg/kg 5 mg/kg 

肺胞におけるMWCNT沈着  2+ 4+  4+ - 
中皮におけるMWCNT沈着  - -  - 4+ 
マクロファージ集簇  2+ 4+  3+ 2+ 
リンパ球浸潤  1+ 2+  - - 
肺胞における肉芽腫  1+ 4+  2+ - 
中皮における肉芽腫  - -  - 4+ 
肺胞上皮の肥厚  1+ 2+  2+ - 
中皮の肥厚  - -  - 4+ 
中皮の過形成  - -  - 1+ 

1+: Minimal, 2+: Slight, 3+: Moderate, 4+: Severe 
 

表3. マウス単回気管内投与試験②における母動物の体重変化（単位：g） 

測定日 
分散媒体 血清 

 
2%CMC-Na 

投与量 0 mg/kg 3 mg/kg 5 mg/kg 7 mg/kg 
 

5 mg/kg 

妊娠 9 日 平均±S.D. 37.03±2.20 36.25±2.06 37.17±2.78 37.35±3.10  36.68±2.13 

妊娠 14 日 平均±S.D. 48.69±3.17 41.48±4.24* 43.60±4.95* 45.72±5.58  44.54±4.10* 

妊娠 17 日 平均±S.D. 61.41±4.81 51.69±5.73* 54.95±6.90 57.86±7.70  56.26±5.62* 

*: 対照群との統計学的有意差あり（p<0.05） 
 

表4. マウス単回気管内投与試験②における母動物の血液学的検査結果 

検査項目 
分散媒体 血清 

 
2%CMC-Na 

投与量 0 mg/kg 3 mg/kg 5 mg/kg 7 mg/kg 
 

5 mg/kg 

HGB (g/dL) 平均±S.D. 11.40±1.57 12.02±1.37 11.53±1.06 10.88±0.79  11.80±0.93 

リンパ球 (%) 平均±S.D. 66.66±2.76 55.94±9.72 63.08±6.95 59.20±7.08  56.46±3.03* 

好中球 (%) 平均±S.D. 29.04±3.78 36.32±10.46 29.88±5.82 35.53±7.61  36.96±4.08* 

単球 (%) 平均±S.D. 2.38±0.95 3.20±1.11 3.15±1.58 2.73±0.74  3.36±1.62 

好酸球 (%) 平均±S.D. 1.92±0.81 4.54±2.61 3.90±1.46 2.55±0.81  3.22±1.34 

好塩基球 (%) 平均±S.D. 0 0 0 0  0 

*: 対照群との統計学的有意差あり（p<0.05） 
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表5. マウス単回気管内投与試験②における母動物の血液ガス検査結果 

検査項目 
分散媒体 血清 

 
2%CMC-Na 

投与量 0 mg/kg 3 mg/kg 5 mg/kg 7 mg/kg 
 

5 mg/kg 

pH 平均±S.D. 7.458±0.028 7.476±0.043 7.443±0.051 7.489±0.017  7.422±0.044 

pCO2 平均±S.D. 28.16±2.23 25.90±4.45 28.80±6.10 24.93±2.76  32.90±7.49 

pO2 平均±S.D. 117.4±13.36 115.0±11.28 112.9±28.02 128.0±5.35  116.0±31.11 

 



48 

表6. マウス単回気管内投与試験②における帝王切開時の検査結果 

検査項目 
分散媒体 血清 

 
2%CMC-Na 

投与量 0 mg/kg 3 mg/kg 5 mg/kg 7 mg/kg 
 

5 mg/kg 

検査母動物数  10 10 10 10 
 

10 

        

黄体数 合計 158 137 153 155  152 

 平均±S.D. 15.8±2.1 13.7±1.8 15.3±2.3 15.5±1.8  15.2±1.1 

        

着床痕数 合計 156 131 151 151  149 

 平均±S.D. 15.6±2.3 13.1±2.0* 15.1±2.5 15.1±2.1  14.9±1.0 

        

死亡胎児 合計 (%) 19 (11.8) 24 (18.4) 18 (12.0) 16 (12.6)  10 (6.6) 

        

早期吸収胚 合計 (%) 15 (9.3) 17 (13.3) 14 (9.3) 15 (11.9)  8 (5.3) 

        

後期吸収胚 合計 (%) 4 (2.5) 7 (5.0) 4 (2.8) 1 (0.7)  2 (6.6) 

        

生存胎児数 合計 137 108 133 136  140 

 平均±S.D. 13.7±3.0 10.8±3.1 13.3±2.9 13.6±4.1  14.0±2.4 

        

性比（雄/雌） 平均±S.D. 1.46±0.47 1.31±1.02 1.64±1.08 1.20±1.06 
 

0.98±0.57 

        

胎児体重 (g) 平均±S.D. 1.13±0.08 0.87±0.13* 0.86±0.17* 0.98±0.13* 
 

0.95±0.13* 

        

胎盤重量 (g) 平均±S.D. 0.10±0.01 0.08±0.01* 0.08±0.01* 0.09±0.01  0.08±0.01* 

        

外表異常数 合計 (%) 0 (0) 13 (12.3) 20 (18.6) 9 (8.7) 
 

10 (9.0) 

*: 対照群との統計学的有意差あり（p<0.05）
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表7. マウス反復気管内投与試験における母動物の体重推移（単位：g） 

妊娠日数 
投与群 無処置群 麻酔群 対照群 MWCNT投与群 
投与量 0 mg/kg 0 mg/kg 0 mg/kg 0.5 mg/kg 1.0 mg/kg 2.0 mg/kg 

0日 平均±S.D. 28.3±2.0 28.8±2.2 28.8±2.2 28.8±2.3 28.4±1.6 28.7±2.5 
3日 平均±S.D. 28.9±2.0 29.2±2.7 29.5±2.4 29.6±2.5 29.5±1.6 29.4±2.8 
6日 平均±S.D. 30.5±2.0 30.7±1.8 31.2±2.7 31.3±2.5 31.0±1.7 31.4±2.9 
7日 平均±S.D. 31.3±2.4 31.5±1.9 31.3±2.9 30.2±2.6 29.6±1.9 28.8±2.9 
8日 平均±S.D. 32.1±2.4 31.7±1.8 31.9±2.8 30.9±3.1 31.1±1.9 30.6±3.2 
9日 平均±S.D. 33.2±2.4 32.9±2.1 33.3±2.7 32.6±2.8 32.4±1.7 31.9±2.9 
10日 平均±S.D. 34.7±2.7 34.2±2.2 34.0±2.6 33.6±2.6 32.8±1.9 31.5±2.9 
11日 平均±S.D. 37.1±2.8 36.3±2.5 36.4±2.8 35.9±2.9 35.5±2.1 34.1±3.1 
12日 平均±S.D. 39.4±3.0 38.7±2.7 38.9±3.2 38.8±3.1 38.7±2.1 37.0±4.0 
13日 平均±S.D. 41.8±3.3 40.9±2.4 40.6±3.5 40.5±3.1 40.8±2.2 38.8±3.8 
14日 平均±S.D. 44.8±3.6 43.4±2.7 43.6±3.9 43.2±3.4 43.5±2.5 41.4±4.3 
15日 平均±S.D. 48.5±4.2 46.9±3.0 47.0±4.2 46.5±3.8 47.4±3.0 44.4±4.9 
16日 平均±S.D. 51.9±4.6 50.3±3.1 50.1±4.7 50.0±4.1 50.6±3.6 47.3±5.3 
17日 平均±S.D. 56.0±5.0 53.7±3.5 53.6±5.0 53.0±4.9 54.6±4.0 50.6±6.1 
        
17日* 平均±S.D. 36.7±3.0 35.5±1.9 35.7±2.7 35.8±2.7 35.9±2.2 34.6±2.8 

*: 体重－妊娠子宮重量 
 

表8. マウス反復気管内投与試験における妊娠子宮および肺重量 

検査項目 
投与群 無処置群 麻酔群 対照群 MWCNT投与群 
投与量 0 mg/kg 0 mg/kg 0 mg/kg 0.5 mg/kg 1.0 mg/kg 2.0 mg/kg 

体重 (g) 平均±S.D. 56.0±5.0 53.7±3.5 53.6±5.0 53.0±4.9 54.6±4.0 50.6±6.1 
        
肺重量 (g) 平均±S.D. 0.19±0.02* 0.19±0.01* 0.24±0.02 0.30±0.02* 0.34±0.03* 0.35±0.05* 
肺重量 (%) 平均±S.D. 0.34±0.02* 0.36±0.02* 0.46±0.04 0.57±0.06* 0.62±0.07* 0.70±0.09* 
        
子宮重量 (g) 平均±S.D. 19.33±2.25 18.13±2.10 17.90±2.41 17.20±2.76 18.66±2.11 16.01±4.01 
子宮重量 (%) 平均±S.D. 34.45±1.43 33.72±2.28 33.29±1.79 32.31±3.01 34.12±1.78 31.23±4.59 

*: 対照群との統計学的有意差あり（p<0.05） 
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表9. マウス反復気管内投与試験における帝王切開時の検査結果 

検査項目 
投与群 無処置群 麻酔群 対照群 MWCNT投与群 
投与量 0 mg/kg 0 mg/kg 0 mg/kg 0.5 mg/kg 1.0 mg/kg 2.0 mg/kg 

検査母動物数  11 10 11 11 9 11 
        
黄体数 合計 156 133 146 155 127 146 
 平均±S.D. 14.2±1.3 13.3±1.2 13.3±2.1 14.1±1.3 14.1±1.4 13.3±2.4 
        
着床痕数 合計 (%) 155 (99.4) 131 (98.6) 145 (99.2) 154 (99.4) 127 (100) 142 (97.3) 
 平均±S.D. 14.1±1.4 13.1±1.2 13.2±2.2 14.0±1.2 14.1±1.4 12.9±2.3 
        
子宮内死亡 合計 (%) 5 (3.2) 3 (2.4) 6 (3.4) 17 (11.3) 5 (4.1) 12 (8.9) 
 平均±S.D. 0.5±0.7 0.3±0.5 0.5±1.0 1.5±1.2* 0.6±0.7 1.1±0.9 
        

早期吸収胚 合計 (%) 4 (2.5) 2 (1.6) 4 (2.4) 5 (3.3) 2 (1.6) 10 (7.5) 
 平均±S.D. 0.4±0.5 0.2±0.4 0.4±0.7 0.5±0.9 0.2±0.4 0.9±1.0 
        

後期吸収胚 合計 (%) 0 (0) 0 (0) 1 (0.5) 9 (6.0) 1 (0.9) 0 (0) 
 平均±S.D. 0 0 0.1±0.3 0.8±1.2 0.1±0.3 0 
        

死亡胎児 合計 (%) 1 (0.6) 1 (0.8) 1 (0.5) 3 (2.0) 2 (1.6) 2 (1.4) 
 平均±S.D. 0.1±0.3 0.1±0.3 0.1±0.3 0.3±0.5 0.2±0.4 0.2±0.4 
        
生存胎児数 合計 (%) 150 (96.8) 128 (97.6) 139 (96.6) 137(88.7) 122 (96.0) 130 (91.1) 
 平均±S.D. 13.6±1.4 12.8±1.5 12.6±1.6 12.5±1.9 13.6±1.7 11.8±2.6 
        
性比（雄%） 平均±S.D. 57.3±9.4 56.8±16.5 60.3±16.0 53.1±17.2 58.0±20.3 48.3±15.5 
        
雄体重 (g) 平均±S.D. 1.03±0.08 1.05±0.09 1.03±0.07 0.97±0.10 0.96±0.08 0.94±0.06* 
雌体重 (g) 平均±S.D. 1.00±0.07 1.00±0.09 0.97±0.08 0.92±0.11 0.92±0.10 0.90±0.07 
        
雄胎盤重量(g) 平均±S.D. 0.10±0.01 0.10±0.01 0.10±0.01 0.11±0.01 0.09±0.01 0.10±0.01 
雌胎盤重量(g) 平均±S.D. 0.09±0.01 0.09±0.01 0.09±0.01 0.10±0.01 0.09±0.02 0.09±0.02 
        
異常胎児数 合計 (%) 0 (0) 0 (0) 1 (0.6) a 0 (0) 1 (0.7) b 0 (0) 

*: 対照群との統計学的有意差あり（p<0.05） 
a: 裂手および巻尾，b: 短尾 
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研究要旨 

ナノマテリアルとして広く知られている多層カーボンナノチューブ

（MWCNT）について、これまで長さ、外径が大きな MWCNT が染色体の倍数性を

誘発する知見を得た。今回、MWCNT 暴露時における細胞分裂の倍数化および多

核化の発生機序に焦点をあて、染色体と動原体を蛍光タンパク質で可視化さ

せたヒト細胞MDA-435を用いて共焦点ライブセルイメージング解析を行った。

MWCNT（MWCNT-7、 Lot No.060125-01k）0、 12.7、 25.3、 50.6 μg/ml を含

む培地で MDA-435 細胞の挙動を 37 度で 72 時間タイムラプス撮影した結果、

二核細胞の形成が MWCNT 濃度 25.3 および 50.6 μg/ml でそれぞれ 3.0、0.4 %

の頻度で観察された。MWCNT は積極的に細胞内に取り込まれ、分裂期に入って

も染色体と相互作用せず、小核や染色体異常を形成させる原因とはならなか

った。分裂後期において、比較的短い MWCNT 繊維（約 5μm）は娘細胞のどち

らかに速やかに移動できたが、長い MWCNT 繊維（約 20μm）は収縮環内に残留

することがあるため、サイトキネシス障害が起き結果的に二核細胞を形成さ

せた。この毒性機序は、青石綿でも示唆されていることから、MWCNT の倍数性

誘発機序は青石綿のそれと類似しているものと推察された。 

 

キーワード：カーボンナノチューブ（MWCNT）、染色体異常、遺伝毒性、発が

ん性 

 

A. 研究目的 

ナノ技術が向上し、様々なナノマテリア

ルが開発されているが、その中の多層カー

ボンナノチューブ（MWCNT）は電子的、化学

的にユニークであることから、様々な分野

で様々な用途に用いられている。例えば、

プラスの電荷を持つ MWCNT はマイナスの電

荷を持つ DNA と結合しやすいという性質を

応用し、MWCNT が DNA のセンサーに応用さ

れているが、これは、CNT が DNA と作用し、

遺伝的変異を誘発する可能性を示唆してい

る。 

また、MWCNT が酸化ストレスや炎症、線

維症、肉芽腫の発生を促進し、線維症は

MWCNT が肺のマクロファージに結合するこ

とで細胞間の構造を変化させることが原因
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と考えられている。その他、MWCNT は青石

綿と同様に p53+/-のトランスジェニックマ

ウスに中皮腫を生じさせることが明らかに

なっている。このように MWCNT は、酸化ス

トレスや炎症反応により間接的に発がん性

に関与し、また、DNA や分裂装置と直接結

合することで発がん性を示すと考えられて

いる。 

太くて長い MWCNT は、青石綿の物理的形

状と似ていることから毒性の類似性が指摘

されている。いくつかの研究グループは、

動物実験において腹腔内投与させた MWCNT

は、青石綿と同様に中皮腫を高頻度に誘発

させることを報告している。その結果は、

石綿繊維の径が 0.25μm以下でかつ長さ 20

μm 以上の形状で発癌性が強いという“ス

タントン・ポットの仮説”とほぼ一致して

いる。MWCNT の遺伝毒性に関しては、Kato

らが野生型ICRマウスにMWCNT（幅70-110nm、

長さ 1-4μm）を気管内注入し、肺組織のコ

メットアッセイ、酸化的 DNA 付加体の定量、

そして一酸化窒素合成酵素の免疫組織化学

的解析を行ったところ、すべて陽性の結果

が得られた。よって MWCNT の遺伝毒性は、

過剰な炎症反応による酸化的ストレスが主

な原因であるとされている。 

培養細胞レベルでも、MWCNT と青石綿の

遺伝毒性の特徴は類似しており、ともに倍

数性細胞（および多核細胞）を高頻度に誘

発させることが知られている。これまでの

我々の研究でも、6 種の多層カーボンナノ

チューブ（MWCNT）を用いて染色体異常誘発

作用を検討した結果、染色体の構造異常や

in vitro発がん性は示さないが、太くて長

い MWCNT は染色体の倍数性を誘発し、MWCNT

の形状と染色体の数的異常誘発との関連性

が示唆された。染色体の倍数化や異数化に

よる染色体異常は、癌化に関与する様々な

遺伝子発現を変化させるため、実験動物で

観察できる石綿由来の中皮腫や気管支癌と

深く関わっていると考えられる。Jensen ら

は、石綿繊維がどのような機序で異常な二

核細胞や多核細胞を発生させるかを調べる

ために、ライブセル観察が可能な顕微鏡を

用いてタイムラプス解析した。その論文で

は、比較的長い青石綿（15-50μm）は、

LLC-MK2 上皮細胞の分裂後期で収縮環内に

トラップされ、サイトキネシスを物理的に

ブロックすることで、最終的に二核細胞を

発生させることを報告した。一方、MWCNT

に関しては、細胞の多核化および倍数化の

因果関係を示す報告は数多くあるが、その

発生機序を直接的に示す報告はほとんどな

い。 

そこで本研究では、染色体と動原体を

別々の蛍光タンパク質で染めた 2 色可視化

ヒト細胞を用いて、MWCNT がどのように倍

数性細胞を誘発させるのか、その発生機序

を解明するために、高分解能な共焦点ライ

ブセルイメージングシステムによるタイム

ラプス解析をした。我々は、約 5μmの短い

CNT 繊維は、染色体分離後すぐに娘細胞の

どちらかに移動するが、約 20μm の長い繊

維は、anaphase において２つの娘細胞の間

でブリッジ構造を形成し、サイトキネシス

障害によって二核細胞を形成していること

を確認した。この物理的なサイトキネシス

障害は、前述の石綿で起きるそれと大変類

似していた。 

 

B. 研究方法 

（１）多層カーボンナノチューブ（MWCNT) 

 本研究で使用された MWCNT は、MITSUI 製 

MWCNT-7（Lot No.060125-01k）である。

Takagi らの報告によると、その MWCNT 繊維

の幅の長さは約 100nm、そして、長さ 5μm

以上のMWCNTが27.5%含んでいる。MWCNTは、

0.5% メ チ ル セ ル ロ ー ス （ Shin-Etsu 

Chemical Co.，Ltd.）溶液で 3mg/ml に懸濁

させ、121 度で 15分間オートクレーブした。
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その後、Tween 80（Tokyo Chemical Industry 

Co.，Ltd.）が最終濃度 1.0％になるように

添加された。その溶液は、ultrasonic 

homogenizer（VP30s、 TAITEC Co.Japan）

を用いて超音波処理を行った。 

 

（２）細胞培養   

 我々は、染色体を赤（mCharry 融合

HistoneH3）、および動原体を緑（EGFP 融合

CENP-A）の蛍光タンパク質で染色した２色

の 可 視 化 MDA-435 細 胞 を Dr. Kenji 

Sugimoto（Osaka Prefecture University, 

Osaka, Japan）から分与して頂いた。その

細胞を D-MEM 培地（10%牛胎児血清）中で、

37oC で培養（二酸化炭素５％、湿度１０

０％）した。 

 

（３）ライブセルイメージング解析 

我々は、細胞を培養しながら撮影するた

めにヒューミッドチャンバーを備えたレー

ザー蛍光顕微鏡 FV1000(Olympus Corp.)を

使った。また、multi-Ar と He–Ne G レーザ

ー、および 60 倍(1.20 NA)の対物レンズを

用いた。撮影中は、35mm ガラスベースディ

ッシュ（ IWAKI, ASAHI GLASS CO.Ltd., 

Tokyo)を用いて、5×105 の MDA-435 細胞を

2ml の D-MEM 培地中で培養（37oC、二酸化

炭素５％、湿度１００％）した。細胞毒性

を有するレーザー出力に対して、コントロ

ール細胞が２４時間後に 50%以上の細胞分

裂が認められるようなマイルドなレーザー

出力（細胞毒性を最小限にするため）で実

験を行った。得られた画像は、ボロシティ

ソフトウェア(Improvision Inc., USA)で編

集し動画を解析した。タイムラプス解析は、

MWCNT（最終濃度 0、 12.7、 25.3、 50.6 μ

g/ml）を培地に添加してから、分裂中期の

細胞が多い撮影視野について５分ごとに４

８～７２時間撮影した（z 軸方向は 2.0μm

毎に撮影)。各濃度において、撮影視野にあ

る全細胞をカウントし、そのなかで細胞分

裂できた細胞、分裂できずに死に至る細胞、

および二核を形成する細胞のそれぞれの頻

度（％）をその全細胞数で除することによ

って算出した。 

 

C. 研究結果および考察 

（１） MWCNT のエンドサイトーシス 

MWCNT のエンドサイトーシスがどのよう

に行われるかを調べるために、50.6μg/mL

の MWCNT 濃度でタイムラプス撮影を行った。

その結果、MWCNT 添加後、数時間のうちに

CNT 繊維を積極的に収集し取り込む細胞

（Fig.1A、Supplementary movie 1）とそう

でない細胞が存在した。human neonatal 

epidermal keratinocytes 細胞を用いる実

験でも24時間以内でMWCNTを容易に取り込

むことが報告されている。そして、細胞内

に取り込まれた CNT 繊維は、細胞外に排出

されること無く長時間とどまり、細胞分裂

後も娘細胞のどちらかに移動した。また、

細胞の表面に刺さる CNT 繊維が頻繁に観察

された（Fig.1B）。72 時間後、未処理のコ

ントロール細胞群では、多核など異常な細

胞はほとんど観察されなかった（Fig.1C）。

一方、MWCNT 処理の細胞群では、ほとんど

の細胞が CNT 繊維と絡み合った状態にあり、

多核細胞の存在を多く観察することができ

た（Fig.1C）。 

 

（２）MWCNT の細胞毒性および二核細胞の

出現頻度 

MWCNT（0、 12.7、 25.3、 50.6 μg/ml）

を含む培地でMDA-435細胞の挙動を37度で

72 時間タイムラプス撮影した。各濃度にお

いて３度実験を行い、それぞれ 232、112、

170、282の細胞を撮影した（Table１）。MWCNT

未処理の細胞では、232 細胞中 93(40%)が細

胞分裂を完了することができ、わずか 4 細

胞（1.7%）が細胞分裂中に死に至った。MWCNT
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処理群では、各濃度（12.7、 25.3、 50.6 μ

g/ml）に対して、細胞分裂できた細胞数は

それぞれ 40 (38%)、 49 (27%)、 34 (12%)、

そして、細胞死に至った数はそれぞれ 4

（3.2%）、11（5.9%）、21（7.6%）であった。

MWCNT 濃度の増加に相関して細胞分裂数は

減少し、細胞死数は増加したことから、

MWCNT の濃度依存的に細胞毒性が上昇して

いた。また、二核細胞の数は、それぞれ 0、

5（3%）、1（0.4%）になった。二核細胞の出

現頻度が 25.3μg/ml よりも最高用量の

50.6μg/ml が低くなった理由は、前述のと

おり最高用量では細胞分裂できる頻度が低

く、また、そもそも分裂期に入れず撮影時

間のあいだ間期の状態にある細胞が非常に

多かったことが考えられる。 

 

（３）サイトキネシス障害による二核細胞

の形成 

MWCNT が関与する典型的な細胞分裂のタ

イムラプスを Fig.2 に示した。正常な細胞

分裂は、metaphase の染色体分離から 30 分

以内に完了した（Supplementary movie 2）。

Fig.2A で示した約 5μm の CNT 繊維が関与

する細胞分裂は、未処理の細胞群と同じよ

うにスムーズに行われ 30 分以内に完了し

た Supplementary movie 3。その短い CNT

繊維は、染色体分離後すぐに娘細胞に移動

（白い矢印 in Fig.2A）し、核および細胞

質の分裂時に致命的なダメージを与えてい

ないものと予想できた。一方、約 20μm の

CNT が関与する細胞分裂は、約 3 時間を必

要とした（Fig.2B and Supplementary movie 

4）。CNT 繊維が長いと、anaphase で２つの

娘細胞の間でブリッジ構造を形成し

（arrowheads in Fig.2B）、収縮環内に取り

残された（2:30）。その後、核分裂はわずか

に遅延するが、小核を発生させずに正常に

完了した（2:50）。しかしながら、同時期に

サイトキネシスが抑制されるため、次第に

収縮環のくびれが消失した（3:20）。その後、

２細胞の境界線が消失する（4:40）ことで、

結果として二核細胞が形成した（5:40、白

い点線）。このサイトキネシス障害は、青石

綿のそれと非常に良く似ていた。 

 

（４）MWCNT による酸化的 DNA 損傷 

使用された MWCNT は、約 3500ppm の鉄が

含まれており、フェントン反応による活性

酸素種が細胞ゲノムに酸化的 DNA 損傷を形

成させる可能性がある。しかしながら、非

常にサイズの小さい小核も検出できる本研

究の解析システムであっても、今回の 72 時

間の撮影中には CNT 繊維による小核、およ

び染色体の数的異常や複数の中心体が関与

する多極分裂の形成等を観察することはな

かった。Asakura らも同じメーカーが製造

する MWCNT-7（長さ 5μm 以上は 38.9%、鉄

含有は 4400ppm）を用いて、Chinese hamster 

lung（CHL/IU）細胞による染色体異常試験、

in vitro 小核試験、そして hgprt アッセイ

を行った結果、すべて陰性という報告があ

る。しかし、MWCNT 暴露濃度の上昇にとも

ない二核および多核細胞の増加が観察され

た。これらの結果は、本研究で得られた減

少と非常に一致している。つまり、CNT 繊

維の毒性は、活性酸素種による DNA 損傷よ

りも、前述のような物理的なサイトキネシ

ス障害による影響が大きいと考えられる。

そして、それは核や染色体に細胞分裂を止

めるほど致命的なダメージを与えないため、

サイトキネシスの抑制はするが、細胞の二

核化、そして倍数化へと分裂させ続けられ

たものと予想できる（Fig.1C 中央）。 

 

D. 結論 

これまで実施した 6 種類の MWCNT の染色

体異常試験の結果から、外径の長い MWCNT

が倍数性細胞を誘発し、比較的外形が短い

MWCNTは倍数性細胞を誘発しないことから、
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染色体の倍数性誘発には MWCNT の形状、特

に太さが関与していると考えられた。MWCNT

暴露時による細胞分裂時の倍数化の発生機

序を解明するために共焦点ライブセルイメ

ージング解析を行った。その結果、比較的

長い MWCNT（約 20μm 以上）は、細胞分裂

時にサイトキネシスを抑制し、二核細胞を

形成させたが、短い MWCNT はそうでなかっ

た。よって、MWCNT の初期の毒性作用機序

は青石綿のそれと非常に類似していること

が明らかとなった。 

 

E. 健康危機情報 

特にになし 

 

F. 研究発表 

１．論文発表 

Stefan Pfuhler, Rosalie Elespuru, Marilyn 

Aardema, Shareen H. Doak, E. Maria Donner, 

Masamitsu Honma, Micheline Kirsch-Volders, 

Robert Landsiedel, Mugimane Manjanatha, Tim 

Singer, James H. Kim, Genotoxicity of 

Nanomaterials: Refining Strategies and 

Tests for Hazard Identification. 

Environment Mol. Mutagen. 54, 229-239 

(2013) 

２．学会発表 

 特になし 

 

G．知的所有権の取得状況 
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細胞内および外の MWCNT 繊維の分布。（A）細胞のエンドサイトーシス，（B）細胞膜に刺さ

る MWCNT 繊維，（C）MWCNT 未処理（control）および処理の細胞の比較(72 時間後) 
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Fig.2. MWCNT 繊維が関与する細胞分裂のタイムラプス解析。(A) 短い MWCNT 繊維（約 5μ

m）は細胞分裂を妨げない。(B) 長い MWCNT 繊維(約 20μm)は、サイトキネシスを妨げ、二

核細胞を形成させた（5h40min の画像の白い点線）。Time (in h:min) in upper. Bar, 41

μm. 
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Table 1. ライブセルイメージングを用いたMWCNTが関与する細胞分裂の観察 

MWCNT(µg/mL) Experiments Recorded cells  Divided cells Dead cells Binucleated 

cells 

0 1 76  37 1 0 

 2 74  27 2 0 

 3 82  29 1 0 

 total 232  93 (40%) 4 (1.7%) 0 

12.7 1 33  16 0 0 

 2 32  13 1 0 

 3 47  11 3 0 

 total 112  40 (38%) 4 (3.2%) 0 

25.3 1 38  5 2 1 

 2 51  19 2 2 

 3 81  25 7 2 

 total 170  49 (27%) 11 (5.9%) 5 (3.0%) 

50.6 1 86  12 10 1 

 2 101  11 5 0 

 3 95  11 6 0 

 total 282  34 (12%) 21 (7.6%) 1 (0.4%) 
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平成 25 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） 

分担研究報告書 

 

研究課題名：ナノマテリアル曝露による生体毒性の慢性移行及び遅発性に関わる 

評価手法の開発研究 

 

分担研究課題名：ナノマテリアルの細胞内異物処理メカニズムに関する研究 

 

分担研究者：最上 知子 国立医薬品食品衛生研究所 代謝生化学部 部長 

         

研究要旨 

多層カーボンナノチューブ（MWCNT）ならびに高温焼結フラーレンナノウィスカー

（HTCFNW）のマクロファージへの取り込みを、フローサイトメトリーを用いて側方

散乱光（SSC）の増加により測定した。また MWCNT-7 および MWCNT-SD1 がマクロ

ファージから IL-6 および IL-1αの放出を促進すること、これらの応答は自然免疫受容

体 NLR pyrin domain containing 3 (NLRP3)に依存していることを siRNA ノックダウンに

より明らかにした。 

 

A．研究目的 

 産業用ナノマテリアルは、特異な物理化学

特性から未知の生理作用を有する可能性が

あり、とりわけ多層カーボンナノチューブ

（MWCNT）はアスベストと似た形状を持つ

ことから、ヒトへの健康影響が懸念されてい

る。 

気道暴露などにより体内に入ったナノマ

テリアルは、マクロファージ等の貪食系細胞

が異物として処理にあたる。炎症は免疫応答

を誘導して病原体などの異物を排除する生

体防御反応である。昨年度までの研究におい

て、針状の多層カーボンナノチューブ

MWCNT-7 および-SD1、また高温焼結したフ

ラーレンナノウィスカー（HTCFNW）をマ

クロファージに暴露すると炎症性サイトカ

イン IL-1βの産生が亢進すること、またこの

応答には NLR pyrin domain containing 3 

(NLRP3)を含む インフラマソームが関与す

ることを明らかとした。IL-1βは免疫細胞の

活性化や炎症応答の誘導などの多彩な役割

を有しており、MWCNT が排除されずに細

胞組織に滞れば、炎症が慢性化することが懸

念される。本研究ではナノマテリアルの細胞

内での挙動を追跡し、インフラマソーム活性

化を介した炎症の慢性化機構を明らかにし、

慢性影響の評価につなげることを目的とす

る。 

今年度はMWCNTおよびHTCFNWのマク

ロファージへの取り込みと NLRP3 インフラ

マソーム活性化との関係を解明するととも

に、これらのナノマテリアルが他の炎症性サ

イトカイン産生を促進する可能性とその機

序を検討した。 

 

Ｂ．研究方法 

１．実験材料および試薬 

多層カーボンナノチューブ（MWCNT）は

Ｍ社より提供された MWCNT-7（平均長 3.3

μm、径 40-50 nm）、Ｓ社より提供された

MWCNT-SD1（長さ 8 μm, 径 150 nm）およ

びSD2（長さ3 μm, 径10-15 nm）を用いた。

高温焼結フラーレンナノウィスカー

（HTCFNW）-L（長さ 7.6±4.5 μm, 径 586 
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nm）および CNF-S（長さ 1.8±0.8 μm, 径 365 

nm）は 900℃熱処理したフラーレンナノウィ

スカーであり、独立行政法人物質・材料研究

機構の宮沢薫一博士が作成したものである。   

サイトカイン測定にはミリポア社の

MILLIPLEXTM MAP アッセイキットを用い

た。StealthTM Select RNAi （NLRP3）およ

び Stealth RNAi negative control は Invitrogen

社から購入した。 

 

２．MWCNT および HTCFNW の分散 

MWCNT-7、SD1 および-SD2 は 0.5%Tween 

20 あるいは Tween 80 を含む PBS に 5 mg/mL

の濃度で懸濁し、1～5 分間バス型超音波発

生装置での処理、ピペッティングにより分散

した。 

 高温焼結フラーレンナノウィスカー

HTCFNW は、昨年度の報告書においては、

非晶質カーボンナノファイバーCNF と記載

している。本所毒性部において、0.1%Tween 

80 を含む PBS に懸濁・超音波処理し、最終

濃度を HTCFNW-L（0.58 mg/mL）および

HTCFNW-S（0.62 mg/mL）に調整されたもの

を用いた。 

 

３．マクロファージ系細胞からのサイトカイ

ン放出の測定 

ヒト単球由来 THP-1 細胞は 24well プレー

トに播種し、0.3M PMA と 10%FCS を含む

RPM1 培地中で 72 時間培養してマクロファ

ージ様に分化し、さらに PMA を除いた培地

中で 24 時間培養したのちに、分散 MWCNT

あるいは対照となる溶剤を培地に添加し 6

時間培養した。最終 Tween 濃度は 0.002%と

した。培養上清を回収後、MILLIPLEXTMMAP

アッセイを用いてサイトカイン濃度の測定

を行った。 

 

４．フローサイトメトリーによる細胞への

MWCNT の取り込みの測定 

PMA 分化した THP-1 細胞を各種 MWCNT

あるいは HTCFNW （Tween 80 を最終濃度

0.002%として分散）に 20 時間暴露した。細

胞を洗浄後、トリプシン処理し、10%FBS を

含む PBS に懸濁し、100μm ナイロンメッシ

ュで濾過した。細胞へのナノチューブ類の取

込はフローサイトメトリー（FACSCalibur、

BD Biosciences）で側方散乱光 SSC および前

方散乱光 FCS を 10,000 カウント測定した。 

 

５．RNA 抽出および定量的リアルタイム

RT-PCR  

細胞からRNAはRNeasy Mini Kitを用いて

抽出し DNAse 処理を行った。 TaqMan 

one-step RT-PCR Master Mix Reagent Kit

（Applied Biosystems）と ABI Prism 7300 を

用いて定量的リアルタイム RT-PCR を行っ

た。発現量データは 18S rRNA の量で補正し

た。 

 

C.研究結果 

1．MWCNT および HTCFNW のマクロファ

ージへの取り込みの測定 

フローサイトメトリーを用いて MWCNT

の細胞への取り込みを解析した。側方散乱光

（SSC）は細胞の内部構造や細胞内顆粒の性

状に直接に関係しており、マクロファージが

ラテックスビーズ等を貪食すると SSC 値が

増加することが知られている。細胞に

MWCNT-7 および-SD1 を 3，6，12μg/mL の

濃度で暴露すると、6  g/mL までは濃度依

存的に SSC が増加した。6  g/mL における

増加はそれぞれ約 40%、 50%であり、

cytochalasin D （0.2 M）処理により抑制さ

れることから、これら MWCNT は貪食によ

る細胞内への取り込みが起こったことが推

定される。一方、MWCNT-SD2 を暴露した

場合には有意な増加は認められなかった。ま

た高温焼結したフラーレンナノウィスカー

HTCFNW-L と HTCFNW-S はどちらも 20%
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の SSC 増加を引き起こし、HTCFNW は長短

に関わらず、貪食されることが示唆された。 

2． MWCNT-7，-SD1 および HRCFNW-L は

IL-6 および IL-1α産生を促進する 

MWCNT-7，-SD1 および HTCFNW-L を 2.2

～6.6 g/mL の濃度でマクロファージに暴露

すると、濃度依存的な IL-6 放出促進が認め

られた。また MWCNT-7 および-SD1 暴露マ

クロファージからは IL-1αの放出が認めら

れた。 

 

3．MWCNT-SD-1 は NLRP3 を介して IL-6 お

よび IL-1α産生を促進する 

昨年度までの MWCNT-7 による IL-1β産

生には、Nod 様受容体の一つ NLR pyrin 

domain containing 3 (NLRP3)が関与すること

を明らかにした。そこで MWCNT-SD-1 が引

き起こす IL-6 および IL-1α分泌も NLRP3 を

介するものかどうか、特異的 siRNA を用い

て NLRP3 をノックダウンし調べた。NLRP3

に対する NLRP3 siRNA 三種類(#1, #2, #3)は

いずれも細胞内の NLRP3 mRNAの発現量を

negative control siRNA（GC high）の約 40%

にまで低下させた。このとき MWCNT-SD1

（6.6μg/mL）による IL-6 分泌は対象の 9～

12%にまで低下した。また IL-1α分泌も対象

の 4～20%にまで低下した。したがって、

MWCNT-SD-1 が引き起こす IL-6 および IL-1

α分泌には NLRP3 が関与すると結論される。 

 

D．考察 

 昨年度までの研究において、多層カーボン

ナノチューブおよび高温焼結フラーレンナ

ノウィスカーをマクロファージに暴露する

と、針状の形状と長さに依存して IL-1β放出

を 促 進 す る こ と を 明 ら か に し た 。

MWCNT-SD1 および-M、HTCFNW-L は強力

に IL-1β分泌を促進するが、MWCNT-SD2

および HTCFNW-S の作用は上記物質の数%

と極めて低いことを報告している。 

今年度はこれらのナノチューブ類のマク

ロファージへの取り込みを、フローサイトメ

トリーを用いて評価した。多層カーボンナノ

チューブ MWCNT-SD1 および-M は 40-50%

の SSC 増加により顕著な取り込みが示され

たが、MWCNT-SD2 の取り込みは検出でき

ず、取り込みと IL-1β分泌とに関係が示され

た。一方高温焼結フラーレンナノウィスカー

HTCFNW は長さに関わらず同程度の SSC 増

加を示したことから、短い HTCFNW-S は細

胞に取り込まれても IL-1β分泌を誘導しな

いことが示唆された。 

引き続き多層カーボンナノチューブや高

温焼結フラーレンナノウィスカーをマクロ

ファージに暴露すると、炎症性サイトカイン

IL-6 および IL-1αの産生も促進することを

見いだした。特に作用が顕著な MWCNT-SD1

を用いて検討を行い、これらのサイトカイン

産生誘導においても Nod 様受容体 NLRP3 が

関与することを siRNA でノックダウンによ

り明らかにした。 

NLRP3 を含むインフラマソームは内外の

危険因子により活性化され、IL-1βおよび

IL-18 の切断による成熟を促進し、炎症応答

の中心として様々な慢性疾患の病態に関わ

ることが明らかにされている。本研究により

多層カーボンナノチューブならびに高温焼

結フラーレンナノウィスカーが NLRP3 に依

存して IL-1αや IL-6 の産生も誘導すること

を見いだした。このように複数の炎症性サイ

トカイン産生を誘導することが、炎症の遷延

化や慢性化の機序に関わる可能性が推定さ

れる。 

  

Ｅ．結論 

 MWCNTならびにHTCFNWをマクロファ

ージに暴露し、側方散乱光の増加により細胞

への取り込みを評価した。またこれらのナノ

マテリアルは炎症性サイトカイン IL-6 およ

び IL-1αの産生を NLRP3 依存的に促進する
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ことを見いだした。 

 

F．研究発表 

１．学会発表 

1.  Nishimaki-Mogami, T, Cui H, Wu W, 

Okuhira K, Naito M, Nishimura T, 

Sakamoto Y, Ogata A, Maeno T, Inomata A, 

Nakae D, Miyazawa K, Hirose, A. 

High-temperature calcined fullerene 

nanowhiskers and multi-wall carbon 

nanotubes have abilities to induce IL-1beta 

secretion through NLRP3- dependent 

mechanism, depending on their lengths 

EUROTOX 2013 (9.3) (Interlaken, 

Switzerland) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  63
 

平成 25 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） 

分担研究報告書 

 

研究課題名：ナノマテリアル曝露による生体毒性の慢性移行及び遅発性に関わる評

価手法の開発研究 

 

分担研究課題名：ナノマテリアルの感染性免疫系への影響に関する研究 

 

 研究分担者： 渡辺 渡  九州保健福祉大学薬学部 教授 

 研究協力者： 吉田 裕樹  九州保健福祉大学薬学部 講師 

 

研究要旨 

 多層型カーボンナノチューブMWNT-7およびSD-1について、respiratory syncytial 

virus (RSV)感染マウスモデルを用いて肺炎マーカーを指標に影響評価を行った。

SD-1 曝露（0.25 mg/kg）マウスの BALF 中では、肺炎増悪化のマーカーであるケ

モカイン RANTES と MIP-1α のレベルが対照と比較して 20～30％程度上昇し、病

理組織像で間質性肺炎の若干の増悪化が確認できた。MWNT-7 では、複数回の曝

露により低用量（0.025 mg/kg/day）では有意な MIP-1α の減少が、逆に高用量（0.25 

mg/kg/day）では有意な上昇が認められた。さらに病理組織像では高用量で顕著な

炎症性細胞の浸潤が確認された。また、高度分散化処置 MWNT-7（Taquann サン

プル）を単回曝露で同様に評価したが、通常サンプルとの差別化はできなかった。 

 

Ａ．研究目的 

多 層 型 カ ー ボ ン ナ ノ チ ュ ー ブ

（MWCNT）は、その物理的特性からIC

基盤の材料などに汎用されている。その

一方でマウス腹腔内投与により中皮腫

を誘導するなど、アスベスト様の生物災

害を引き起こす危険性が多方面から指

摘されている。 

本研究では、MWCNTの免疫系への影

響、その中でも感染性免疫系への影響を

respiratory syncytial virus (RSV) 感染マウ

スモデルを用いて評価を行っている。この

モデルではマウスにおけるウイルス由来

の肺炎病態の変動を通じて、臭素化難燃剤

や有機リン系農薬など化学物質の免疫毒

性が評価できることが知られている。 

今年度は、BALF中のRANTESやMIP-1α

などケモカインの変動と肺の病理組織学

的な変化の連動性を確認するとともに、

MWCNTの複数回曝露の効果を確認する
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ことを目的としている。 

 

Ｂ．方法 

RSV マウス感染実験 

MWNT-7 （ MITSUI ）、 高 度 分 散 化

MWNT-7（Taquann サンプル）および SD-1

（Ｓ社製）を実験に用いた。これらの

MWCNT について、秤量後に超音波破砕

機や 27G シリンジを用いて懸濁しなが

ら段階的に希釈し、最終的に 0.02% 

Tween 20 -phosphate buffered saline (PBS)

に均一懸濁した。これらの MWCNT

（0.01 および 0.1 mg/mL）を 50 uL ずつ

BALB/c マウス（雌性、6 週齢）に麻酔

下（ketamine 40 ug/g, xylazine 6 ug/g、筋

注）で経鼻投与した。なお、対照には

0.02% Tween 20-PBS を投与した。

MWCNT 曝露 5 日後あるいは 1、3、5

日後に RSV A2 株 5 × 105 PFU を麻酔下

で経鼻感染させた。陽性対照にはシクロ

フォスファミド（CY）を用い、PBS に

溶解させてウイルス感染の 5 日前に 100 

mg/kg を腹腔内に投与した。RSV 感染 5

日後に麻酔下でマウス気道にカテーテ

ル経由で冷 PBS 0.8  mL を注入し、肺胞

洗浄液（BALF）を取得した。BALF は

使用時まで-80℃に保管した。その後に

肺を無菌的に摘出し液体窒素中で急速

凍結した。 

BALF 中のサイトカインの定量 

IFN-γの定量はeBioscience社製のMouse 

Ready-to-Go ELISAキットシリーズを用

い、RANTESおよびMIP-1αの定量は

R&D Systems社製のQuantikine ELISA

キットシリーズを用いた。なおそれぞれ

の定量は添付のプロトコルに準じて実

施した。 

肺組織の病理組織学的解析 

肺の病理組織学的検討を行う際は

BALF を取得せず、麻酔下で摘出した肺

を中性緩衝ホルマリンで一晩固定した。

なお、標本作成は(有)ヴィペック社に委

託し、評価は HE 染色下で実施した。 

 

 （倫理面への配慮） 

 動物実験は九州保健福祉大学動物実

験に関する規則に従って、安全面および

倫理面に配慮して適正に実施した。 

 

Ｃ．研究結果 

 SD-1の感染影響 

RSV感染5日前にSD-1曝露（0.25 mg/kg）

を実施したマウスのBALF中では、肺炎増悪

化のマーカーであるケモカインRANTES

とMIP-1αのレベルが対照と比較して20～

30％程度上昇していた。その際、肺の病理

組織学的検討では、肺胞への炎症細胞の浸

潤や肺動脈周辺の巣状リンパ球の浸潤な

ど間質性肺炎の若干の増悪化が確認でき

た。 

MWNT-7の複数回曝露による感染影響 

MWNT-7を感染5、3、1日前に3回曝露し

て評価を実施した。その結果、BALF中の

IFN-γ量はあまり変動しなかったのに対

して、低用量（0.025 mg/kg/day）曝露群で

はRANTESとMIP-1αの有意な（P<0.001）
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減少が認められた。一方、高用量（0.25 

mg/kg/day）では逆に有意な（P<0.001）上

昇が認められた。病理組織学的な検討を実

施したところ、高用量では肺胞中隔へのリ

ンパ球や好中球の浸潤による肺胞中隔の

肥厚がコントロール群と比較して顕著で

あった。なお、低用量ではその差が小さか

った。 

 高度分散化MWNT-7曝露による影響 

高度分散化処置MWNT-7（Taquannサンプ

ル）をRSV感染5日前に単回曝露（0.025 

mg/kg/day）し同様に評価した。その結果、

BALF中のIFN-γレベルやRANTES、

MIP-1αレベルは通常のMWNT-7と比較し

て顕著な優位性は示さなかった。今後、複

数回曝露および高用量曝露において検討

を実施する。 

 

Ｄ．考察 

 MWNT-7および SD-1を曝露したRSV

感染マウスでは、MIP-1α など BALF 中

の肺炎マーカーの変動を肺の病理組織

学的な検討で確認できた。とくに肺胞中

隔への炎症細胞の浸潤など RSV 感染で

の間質性肺炎の増悪化を良く反映して

いた。今後も MIP-1α 等のケモカインが

重要な影響指標と考えている。   

MWNT-7 の頻回曝露では、RANTES

を含め、これらのマーカーが二相性の変

動（低用量での減少と高用量での増加）

を示した。しかしながら、病理組織的な

検討では、低用量での増悪化はあまり顕

著ではなかった。MIP-1α の産生は主に

マクロファージであるため、RAW264.7

など in vitro 培養マクロファージ細胞を

利用して生理的な意義や増悪化への寄

与などを検証する予定である。 

高度分散化サンプルでは、肺組織への

分布能が高いことが推測されるため、今

後Taquannサンプルの頻回曝露による感

染影響を検討する予定である。そしてこ

れらの結果を総括してナノマテリアル

の感染影響の標的細胞を明らかにして

いきたい。 

 

Ｅ．結論 

1. MWNT-7およびSD-1曝露マウスでは、

MIP-1αなどBALF中の肺炎マーカーの

変動について病理組織学的に肺炎増悪

化を確認できた。 

2. MWNT-7の頻回曝露では、MIP-1α等の

肺炎マーカーが二相性の変動を示した。 
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平成 24 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） 

分担研究報告書 

 

研究課題名：ナノマテリアル曝露による生体毒性の慢性移行及び遅発性に関わる評価

手法の開発研究 

 

分担研究課題名：ナノマテリアルの免疫制御システムへの影響評価研究 

 

研究分担者：石丸 直澄 徳島大学大学院ヘルスバイオサイエンス研究部教授 

研究協力者：菅野 純 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部長 

研究協力者：高木 篤也 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部室長 

研究協力者：高橋 祐次 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部主任研究官 

 

Ａ．研究目的 

ナノマテリアルの暴露による免疫系へ

の影響に関しては、カーボンナノチュー

ブの吸引による肺胞マクロファージの活

性化を検討した研究がよく知られている。

さらに、カーボンナノチューブの吸入暴

露により、T細胞のマイトージェンに対す

る反応性が低下し、NK活性に関してもカ

ーボンナノチューブ暴露により抑制され

ることが報告されている。これまでに報

告されてきたin vivoの研究は暴露後数週

間での解析がほとんどで、ナノマテリア

ルの暴露から慢性的な免疫システムへの

詳細な影響に関しては不明のままである。

本研究では、カーボンナノチューブの投

与による免疫システムへの影響を長期間

観察することにより、ナノマテリアルの

免疫制御システム全体に対する効果を評

価することを目的としている。平成24年

度には、カーボンナノチューブの投与後7

研究要旨 

 ナノマテリアルの免疫システムへの慢性的な影響に関しては詳しく知られ

ていない。本研究では、多層化カーボンナノチューブの長期における免疫シス

テム全体への慢性的な影響を観察することによって、ナノマテリアルの免疫制

御システムへの影響を評価した。正常マウスへのカーボンナノチューブの腹腔

内投与後 18 ヶ月では、脾臓における M1 マクロファージの割合が増加してい

ることが判明した。自己免疫疾患モデルである MRL/lpr マウスへのカーボンナ

ノチューブの腹腔内投与により、投与後、1、2 ヶ月で血清中のリウマチ因子

の有意な低下が見られた。 
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ヶ月までの解析を行い、末梢でのT細胞分

化(CD4、CD8、Th17)に影響が及ぼされて

いる可能性、サイトカイン分泌に変化が

生じる可能性が示された。今年度はさら

にカーボンナノチューブ投与後18ヶ月に

おける、免疫システムへの影響を解析し

た。加えて、自己免疫疾患モデルマウス

にカーボンナノチューブを投与すること

による免疫制御機構への影響を検討した。 

 

Ｂ．方法 

マウス 

 2 ヶ月齢の C57BL/6 マウス（雌）（日本

SLC）、MRL/lpr（雌）（チャールスリバー）

を用い、各群 5 匹ずつで多層化カーボン

ナノチューブ(MWCNT)を腹腔内に投与し、

1 ヶ月毎に末梢血単核球を分離した。B6

マウスに関しては投与後18ヶ月にて解析

し、MRL/lpr マウスに関しては投与後 6

ヶ月で解析した。。マウスを用いた動物実

験に関しては、実験動物に関する取り扱

いについて使用する動物の苦痛の軽減や

安楽死の方法などを中心として徳島大学

実験動物委員会において定められている

倫理面に配慮した実験動物運営規定に基

づき、厳格な審査を経た上で実施されて

いる。また、ナノマテリアルの暴露・漏

洩を防止する対策については万全を期し

て実施している。 

 

MWCNT 

 多層化カーボンナノチューブは

MWCNT-7（保土ヶ谷化学）を用い、国立

食品衛生研究所・高橋主任研究官により

Taquann 処理された MWCNT を供与され

た。溶媒として 0.1％Tween80／生理食塩

水が用いられ、1μg および 10μg の

MWCNT が腹腔内に注射された。 

フローサイトメトリー解析 

 MWCNT の投与マウスの脾臓及び腸間

膜リンパ節から単核球を採取し、蛍光色

素標識された各種リンパ球表面マーカー

（CD4、CD8、B220、NK1.1、CD11b、CD11c）

に対する抗体にて染色後、解析装置

（FACSCant BD Biosciences）にてそれら

の発現を経時的に検討した。また、細胞

内転写因子（Foxp3）の発現に関しては、

表面マーカー抗体染色後に、0.2％パラホ

ルムアルデヒド含有固定液（eBioscience）

にて固定、洗浄後、サポニン含有処理液

（eBioscience）を用いて細胞膜透過性を向

上させ、蛍光標識転写因子抗体にて染色、

洗浄を行った。 

ELISA 法 

 MRL/lpr の血清を用いて、リウマチ因

子（RF）を ELISA 法にて定量化した。測

定 に は Mouse Rheumatoid Factor Ig’s 

ELISA Kit (AlphaDiagnostic International)を

使い、添付のプロトコールに従って解析

した。 

 

 

Ｃ．研究結果 

 実験プロトコールは図1に示す。8週齢

雌C57BL/6マウスに 0、 1、 10μg量の

MWCNTを腹腔内投与後、体重は投与18

ヶ月まで3、6、12ヶ月の時点でそれぞれ

の群で有意な差は観察されなかった（図

2）。 

 MWCNTの投与による肉眼的変化とし

て、腹膜の粗造な肥厚（図3A）、乳糜腹水

の貯留（図3B）、脾臓および腎臓被膜の白

濁（図3B）に加えて、肝臓の分葉状変化

（図3C）が投与群5匹中2匹あるいは3匹で
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認められた。腸間膜リンパ節の細胞数は

MWCNT投与で有意に減少していた（図4）。

MWCNT投与後１８ヶ月での脾臓と腸間

膜リンパ節におけるT細胞分画をフロー

サイトメーターで検討すると、脾臓にお

いてCD4陽性及びCD8陽性T細胞の割合

が減少傾向であったが統計学的な有意差

はなかった（図５）。さらに、Foxp3陽性

CD4陽性の制御性T細胞の割合に関して

も、脾臓、腸間膜リンパ節での割合は

WMCNT投与によって変化は観察されな

かった（図６）。また、脾臓、腸間膜リン

パ節におけるマクロファージ分画につい

て検討した。B220陰性Thy1.2陰性F4/80陽

性におけるCD11cあるいはCD206にてM1

マクロファージ（炎症性マクロファージ）

とM2マクロファージ（抗炎症性マクロフ

ァージ）の分化パターンを解析すると、

WMCNT投与によって脾臓におけるM1マ

クロファージに分画の割合が対照群に比

較して有意に増加していることが判明し

た（図7）。さらに、M1/M2比を検討する

と、高濃度のMWCNT投与で有意に上昇し

ていることも明らかになった（図7）。腸

間膜リンパ節ではM1およびM2マクロフ

ァージへの分化パターンにMWCNT投与

で変化は見られなかった（図7）。 

 自己免疫疾患（関節リウマチ、SLE）の

代表的動物モデルマウスであるMRL/lpr

マウスおよび対照マウスであるMRL+/+

マウスを用いて、MWCNTを8週齢にて腹

腔内に投与して、投与後6ヶ月にて免疫系

の解析を加えた（図8）。投与後6ヶ月での

体重に関しては、MWCNT投与で各群とも

に変化は無かった（図9）。脾臓の重量に

関しては、 MRL/lpr マウスにおいて

MWCNT投与にて低下していた（図10）。

さらに、脾細胞数は MRL/lpr および

MRL+/+マウスのいずれもMWCNT投与

で減少することが判った（図10）。 

 T細胞分画に関して検討すると、

MRL/lprマウス、MRL+/+ともにMWCNT

投与にてCD4/CD8分画に大きな変化は認

められなかった（図11）。また、脾臓にお

けるFoxp3陽性CD4陽性の制御性T細胞の

割合はMWCNT投与にて変化はなかった

（図12）。さらに、MWCNT投与によるT

細胞の活性化に対する影響をCD44およ

びCD62Lにて検討すると、それぞれのの

群でMWCNTの投与による影響は認めら

れなかった（図12）。 

 一方で、MWCNT投与によるマクロファ

ージおよび樹状細胞の分画への影響を検

討すると、それぞれの群でMWCNT投与に

よる変化は観察されなかった（図13）。 

 MWCNTの投与から1ヶ月毎に血清中の

リウマチ因子をELISAにて検討すると、投

与後1ヶ月および2ヶ月でのリウマチ因子

の濃度が高濃度のMWCNT投与群で有意

に低下していることが判明した（図14）。

3ヶ月以降はMWCNT投与による影響は見

られなくなった（図14）。 

  

Ｄ．考察 

MWCNT の暴露に関しての in vivo の

研究では、吸引による暴露の影響を評価

したものが多く、肺を中心としたマクロ

ファージの活性化や分布などが焦点とさ

れてきた。今回の研究では、腹腔内への

MWCNT 投与でによる長期暴露を通して、

全身の免疫システムへの影響を正常マウ

ス及び自己免疫疾患モデルマウスを用い

て検討を加えた。 

正常 B6 マウスへの MWCNT 腹腔内投
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与では投与後６ヶ月前後での末梢血の T

細胞分化やサイトカイン分泌に影響があ

ることを、平成２４年度の研究で見出し

ていたが、投与後１８ヶ月では T 細胞分

化に大きな影響は見られなかった。１８

ヶ月後の変化として、MWCNT 投与によ

る腹膜の肥厚、乳糜腹水貯留、肝臓の分

葉状変化などの肉眼て変化が観察された。

また、M1 マクロファージへの分化が促進

していることも判明した。M1 マクロファ

ージは炎症性サイトカインであるTNF-α、

IFN-γなどを産生することが知られてお

り、炎症を促進するような役割を有して

いることが知られている。１８ヶ月にお

ける加齢的変化と MWCNT 投与がどのよ

うに関連しているかは不明であるが、

MWCNT の長期暴露により、マクロファ

ージを介したサイトカインシフトの可能

性が考えられる。 

 自己免疫疾患モデルである MRL/lpr マ

ウスは Fas 遺伝子の変異を有し、全身の

リンパ節腫脹に加え、関節リウマチ、SLE、

シェーグレン症候群の疾患モデルとして

知られている。病態は末梢での T 細胞の

Fas を介した維持機構に異常を来すこと

によって、自己反応性 T 細胞の増殖が促

進されてしまうと考えられており、活性

化した T 細胞中に自己反応性 T 細胞を含

んでいる可能性が知られている。MRL/lpr

マウスでの、すでに偏った免疫状態にお

ける MWCNT の暴露では、末梢の免疫シ

ステムへの影響は細胞分画の点では大き

な影響は観察されなかったが、投与後、

１、２ヶ月の段階で自己抗体の一つであ

るリウマチ因子が MWCNT 投与によって

低下することが判明した。自己抗体の産

生と炎症状態は相関していることが知ら

れているが、投与後１、２ヶ月は３、４

ヶ月齢に相当し、MRL/lpr マウスのリウ

マチ因子が上昇してくる時期である。

MWCNT 投与直後の免疫システムへの影

響、特に自己抗体産生機序への影響が考

えられた。 

 今後、自己免疫疾患病変への MWCNT

の長期暴露の影響を確認する必要があり、

自己抗体への影響を含め、免疫システム

全体への影響を評価する予定である。

MRL/lpr マウスの６ヶ月齢を過ぎると死

亡し始めることから、このモデルでの投

与実験は投与後６ヶ月が限度であると考

えられる。 

来年度は自己免疫疾患病変への

MWCNT 長期暴露の影響、吸引実験との

比較などを通してナノマテリアルの免疫

システムへの影響を検討する予定である。 

 

Ｅ．結論 

3. 正常B6マウスへのMWCNT腹腔内投与

による長期暴露によって、腹膜および

腹腔臓器表層部に反応性の変化が観察

された。 

4. B6マウスへのMWCNT長期暴露によっ

て腸間膜リンパ節の細胞数が減少して

いた。 

5. B6マウスへのMWCNT長期暴露によっ

てT細胞への影響は確認されなかった。 

6. B6マウスへのMWCNT長期暴露によっ

て末梢でのM1マクロファージへの分

化が促進していることが判明した。 

7. MRL/lprマウスへのMWCNT暴露によ

って免疫細胞の分画には大きな影響は

観察されなかった。 

8. MRL/lprマウスへのMWCNT暴露にお

いて、投与後１、２ヶ月で自己抗体の
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産生が低下していた。 
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研究要旨 

C60ナノウィスカーに、C60よりもわずかに大きな C70分子を固溶させることによって

C60 ナノウィスカーの物性を様々に変化させることができると期待される。そこで、本

研究では、C60 ナノウィスカーの成長が C70 の添加によってどのように変化するかを調

査した。また、C60ナノウィスカーの機械的な性質について、C70の添加によってヤング

率がどのように変化するのかを複合型透過電子顕微鏡を用いて調べた。その結果、固溶

硬化の発現によって、C60 ナノウィスカーのヤング率が C70 の添加によって著しく増大

することが見出された。 

 

 

 

Ａ．研究目的 

フラーレンナノウィスカーは、C60、C70、

C60[C(COOC2H5)2]、Sc3N@C80などの様々なフラー

レン分子から構成される細いひげ結晶であり、そ

の直径は 1000nm 未満と定義されている[1]。C60

は直径 0.71nm の球形分子であり、C70 は長径

0.85nm、短径 0.72nm のラグビーボール形の分子

である。C60 は紫外光も可視光も吸収するが、C70

は C60 に比べてより長波長の光を吸収する。それ

ゆえ、C60と C70の両成分を含むフラーレンナノウ

ィスカー(FNW)は広い波長の光を吸収することが

可能となり、C60ナノウィスカー(C60NW)に比べて

太陽電池や光センサーなどの光学デバイスにお

いて、より広い波長での応用範囲が可能となる。

また、C70分子は C60分子に比べて少し大きいため、

C60ナノウィスカー(C60NW)母相中に C70を固溶さ

せることにより、結晶格子を歪ませる効果や転位

の移動を妨げる効果によって、変形しにくくなり、

C60NW の機械的な強度が増大することが期待さ

れる。そこで、本研究では、C60-C702 成分ナノウ

ィスカー(C60-C70NW)の合成を行い、その機械的な

性質を調べることを目的とした。 

 

Ｂ．研究方法 

１. C60-C70NW の合成 
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C60 飽和トルエン溶液と C70 飽和トルエン溶液

を作製し、それらを混合することによって、C60

と C70 の２成分を含有するトルエン溶液を作製し

た。この混合溶液を用いて、貧溶媒をイソプロピ

ルアルコール(IPA)とする液－液界面析出法（LLIP

法）によって、仕込み組成で、C60-5mass%C70NW、

C60-10mass%C70NW 、 C60-15mass%C70NW 、

C60-23mass%C70NW を合成した。 

 

２. C60-C70NW の機械的性質の評価 

筑波大学木塚研究室の複合機能型透過電子顕

微鏡（複合 TEM）によって、C60-C70NW のヤング

率を測定した。この複合 TEM は、原子間力顕微

鏡(AFM)の探針を用いて試料に荷重を印加し、そ

の荷重－変位曲線から試料のヤング率を計測で

きるように設計されている。 

 

C. 研究結果 

直線形状で成長軸方向に沿って一様な直径を

持つ C60-C70NW が合成された。表１に C60-C70NW

の長さと直径の測定結果を示す。C70 含量の増加

とともに直径が増加するのに対して、長さは

C60-10mass%C70NW で最小となっている。 

複合 TEM により測定された C60-C70NW のヤン

グ率の組成依存性を検討した結果、 

C70を添加することにより、600nm～1200 

 

表１ C60-C70NW の長さと直径の平均値 

 

 

 

 

 

nm 未満の範囲の直径において、C60-C70NW のヤ

ング率が著しく増加することがわかった[2]。 

 

Ｄ．考察 

表１で C60-10mass%C70NW のときに長さが最

小となることが分かった。これは C70 の添加量が

小さい場合は、C70は C60NW の成長を阻害するよ

うに働くこと、すなわち、C70が C60NW 上での C60

の拡散を阻害することを示している。しかし、C70

の添加量をさらに増加させると、より長く成長す

ることがわかる。この現象は、添加量が少ないと

きは、C60の拡散を阻害する不純物として C70が作

用するが、添加量がさらに増加すると、C70 はフ

ラーレン分子の脱溶媒和反応を促進して、フラー

レン分子のウィスカー中への取り込みが容易に

なる結果、より長く成長するためと考察される。 

直径 600nm～1100nm の C60-C70NW において、

C70無添加のものに比べて、C70を添加したものの

ヤング率は、2～5 倍程度高くなった[2]。これは、

C70分子による固溶硬化によるものと理解される。 

C70無添加の C60NW のヤング率は直径の減少と

ともに増加したが、これは、C60NW の内部が軟ら

かく、外表面が硬いコア－シェル構造になってい

るためである[3]。また、C60-23 mass%C70の組成の

ものにおいては、直径の増加とともにヤング率が

急速に減少しており[2]、C60-23 mass%C70NW にお

いても、コア－シェル構造となっていることが示

唆される。 

約 1350nm の直径の C60-23 mass%C70NW のヤン

グ率は、C70無添加の C60NW と同程度のヤング率

となっており、C70 の固溶硬化現象が反映されて

いないように観察された。これは、 C60-23 

mass%C70NW が太く多孔質なコアが支配的であ

るためと考察される。つまり、C70 による固溶硬

化の寄与に比べて、多孔質構造による軟化の寄与

が強く働いているためであると考察される。 

 

Ｅ．結論 

(1) C60-C70NW の直径は、C70の添加ととも

に増加した。しかし、C60-C70NW の長さは、C70

の添加量が小さい場合は抑制されるが、添加量を

さらに増加させると長さが増加することが見出

された。 

(2) C60NW のヤング率は、C70を添加するこ

とによってもたらされる固溶硬化の発現によっ

仕込み組成 長さ(m) 直径(nm) 

C60-5mass%C70NW 5.8±1.8 478±134 

C60-10mass%C70NW 3.5±1.7 629±145 

C60-15mass%C70NW 11.9±4.7 1040±375 
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て、著しく増大することが判明した。 
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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移行及び遅発性に関わる研究

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

る中皮腫誘発性につてい繊維長が及ぼす影響、MWCNT により誘発されたラット中皮腫の

プロテオーム解析および、ナノマテリアルの催奇形性について解析を行っている。25

年度は、経気管反復投与においても誘発率としては弱いものの MWCNT が中皮腫誘発性を

示すことを確認した。また、投与した試料の繊維長の解析からは、気管内投与による中

皮腫誘発性にも繊維長が関連していることが示唆された。また、中皮腫誘発性の高い形

状を持つ MWCNT の方が、誘発率の弱いものに比べて血清中のタンパク質の発現変動に与

える影響も大きいことが、プロテオーム解析から検証された。しかし、そこで発現する

タンパク質と中皮腫との関連性についてはさらなる検討は必要である。一方、多層カー

ボンナノチューブに形状が類似しているアスベストについても CNT の 10 倍量の大量投

与により催奇形性作用を示すことが確認され、奇形発現要因の一つとしても繊維本数や

繊維長との関連性のあることが示唆された。 
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Ａ．研究目的 

近年、新素材である産業用ナノマテリアルは、

新たな用途や特性をもたらすと期待されている

物理化学特性により、ヒト健康にも未知の影響を

及ぼす可能性が指摘されているが、そのための適

切な健康リスク評価を行えるほどの知見は未だ

十分に集積したとは言えない。この問題は 2004

年頃から現在まで国内外共に社会的な関心とし

て高い状態である。国際機関においても OECD が

2006 年から産業用ナノマテリアルの作業グルー

プを設置し、有害性情報の収集、評価に対してス

ポンサーシッププログラムを中心とした活動が

行なわれている。このプログラムでは、現在まで

に得られた情報を整理すると共に、更なる知見の

必要性やガイドラインの見直し等の検討が行わ

れているところである。我々のこれまでの研究で

は、その研究開始当初より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、特にアスベスト様形状を持つ多層型

カーボンナノチューブ（MWCNT）については中皮

腫を誘発するポテンシャルを持つことを明らか

にしてきた。さらに、我々は MWCNT の曝露が催奇

形性ポテンシャルを持つことも平成 23 年度の研

究で明らかにした。25 年度は MWCNT による気管内

投与による慢性影響と中皮腫誘発時におけるプ

ロテオーム解析、及び催奇形性誘発関するアスベ

ストとの類似性に関する研究を行うことを目的

とした。 

Ｂ．研究方法 

１．多層カ－ボンナノチュ－ブのラットによる経

気管反復投与及び投与後 52 週間飼育実験 

ヒトへのばく露条件を考慮した経気管反復投与及

び投与終了後長期飼育による多層カ－ボンナノチ

ュ－ブ（MWCNT）のラット呼吸器系への影響を観察

した。動物は，RccHanTM：WIST 系，雄性ラット 10 週

齢を用いた．MWCNT は，M 社製 MWCNT-７［長さ 2

μm，径 75 nm，Fe 含有量 0.344%］を分散液に懸濁し，

0.01（L 群）, 0.05（M 群）及び 0.25 mg/kg 体重(H 群)

の用量で，各群 20 匹に，1 回/４週間，計 12 回，経気

管噴霧投与した．分散液の調整は MWCNT の２０倍

量のショ糖でらい解した後、さらに 20 倍量の Tween 

80 を加え、らい解した後、イオン交換水で MWCNT

濃度として 0.25%になるよう調整した（特許公開

2008-230935）。動物は，投与後 52 週間を目処に飼

育し, 終了時生存例について，病理学的に検索し

た． 

２． 多層カーボンナノチューブ(MWCNT)により

誘発されたラット中皮腫のプロテオーム解析 

 MWCNT 投与実験：F344(12 週令, n=10))の腹腔

内に形状の異なるMWCNT（S社製SD-1: L= 8μm, φ

= 150 nm ; SD-2: L= 3μm, φ= 10-15 nm) を単

回投与（1.0mg/kg) 後、50 週前後で血液を採取し

血清に分離した。 

 二次元電気泳動による発現差異解析および

LC/MS/MS による有意変動タンパク質の同定：血

清サンプルは前処理により、アルブミンと IgG を

分離除去した。次いで、サンプル（対照群,  SD-1

投与群、SD-2 投与群）各 25μg を蛍光色素（Cy2, 

Cy3, Cy5: 各 200 pmol/25μｇ）で標識した。標識

サンプルは、蛍光ディフェレンスゲル二次元電気

泳動法（２D-DIGE）に従い、等電点電気泳動そ

して SDS 電気泳動を行なった。二次元に分離展開

したタンパク質スポットの画像を取り込み 、

DeCyder 解析ソフトを用いて発現スポットの検出、

マッチング、有意差検定を行った。得られた有意

スポットをトリプシン消化後、LC/MS/MS 法にて

分析し、候補タンパク質を同定した。 

３． 多層カーボンナノチューブ類似物質として

のアスベストの催奇形性（腹腔内投与） 

UICC のアスベスト（クロシドライト、クリソタ

イルおよびアモサイト）を 2％カルボキシメチル

セルロースナトリウム（東京化成工業）/りん酸

緩衝生理食塩水を用いて、磁気端子攪拌機および

超音波処理により懸濁した後、高圧蒸気滅菌し、

妊娠 9日目の CD1 マウスに 4mg あるいは 40mg/kg

体重を腹腔内投与した。妊娠 18 日に胎仔の外表

奇形と骨格奇形を検査した。 

Ｃ．研究結果 
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１．多層カ－ボンナノチュ－ブのラットによる

経気管反復投与及び投与後 52 週間飼育実験 

投与期間中の途中死亡例，瀕死例の発現，終了

時生存例の一般症状及び体重増加推移に投与と関

連した異常は認められなかった．終了時生存例につ

いて，組織学的に， MWCNT の沈着は，主にマクロ

ファージに貪食された状態で肺胞内，細気管支や血

管壁周囲のリンパ組織内に認められた．最終投与終

了後 52 週目の MWCNT の肺内沈着量は、L,M 群に

比べて、H 群で顕著に多かった．また肺の呼吸細気

管支，肺胞管及び肺胞における，末梢性の増殖性

病変が認められた(表 1)。中皮組織の組織学的変化

では、M 及び H 群で腹腔内中皮腫各１例が、また H

群に心嚢膜中皮腫が 1 例、臓側胸膜中皮細胞の肥

大及び過形成が夫々1 例ずつ観察された(表 2)。 

２． 多層カーボンナノチューブ(MWCNT)により

誘発されたラット中皮腫のプロテオーム解析 

血清サンプルの発現差異解析は、各群 6サンプ

ルずつ 2回行った。本解析では、マスターゲル上

で 951 ヶのタンパク質スポットを検出した。対照

群に対する投与群のサンプルにおける発現量の

変化は、T 検定(p<0.05)において SD-1 投与群が

5.3％、SD-2 投与群が 3.7％の有意変動を認めた。

また、2倍以上の発現量比を示すものは、SD-1 投

与群が 17.9％と SD-2 投与群が 12％であった。更

に両方の条件を満たすものは、それぞれ 2.1％（20

ヶ）と 0.9％（9 ヶ）のタンパク質が認められた

（表 3）。これらのスポットのうち、発現変動の影

響が大きいSD-1 投与群の6ヶについて、LC/MS/MS

による同定を行った。その結果、タンパク質分解

の調節作用、酸化酵素、ヘムタンパク質の結合調

節作用、リポタンパク質の運搬作用を持つタンパ

ク質が同定され、現在、確認作業を行っている(表

4)。 

３．多層カーボンナノチューブ類似物質としての

アスベストの催奇形性（腹腔内投与） 

 クロシドライト、クリソタイルおよびアモサイ

トの 4mg/kg 体重の投与では、母体あたりの，総

着床数と，早期死胚数，後期死胚数，生存胎仔数

およびそれらの総着床数中の％，生存胎仔総重量

および胎仔の平均重量（雌雄）は，対照群と各投

与群間で有意差はなかった。クロシドライト投与

群で外脳と多指がそれぞれ１例ずつ、アモサイト

投与群で眼瞼開裂が１例見られたが、その発現頻

度は、対照群と有意差はなかった(表 5)。 

しかし、投与量 40mg/kg 体重では、クロシドラ

イト投与群で着床数中の生存胎仔の割合（％）が

有意に低下し、クリソタイル投与群およびアモサ

イト投与群で早期死胚を有する母体の頻度が有

意に増加した。また、アモサイト投与群で四肢減

形成を主とする外表奇形および脊柱の癒合・四肢

減形成を主とする骨格奇形が、クロシドライト投

与群およびクリソタイル投与群で脊柱の癒合を

主とする骨格奇形が有意に発現した（表 6）。 

Ｄ．考察 

気管内投与で認められた中皮細胞の増殖性病

変としては，0.05 及び 0.25 mg/kg 群で腹腔内中

皮腫、0.25mg/kg 群で心嚢膜の中皮腫、臓側胸膜

の中皮細胞の過形成及び肥大が認められたが、い

ずれも発現率が低かった。また MWCNT 投与群にお

ける肺実質及び胸膜における腫瘍の発現は認め

られなかった。ラットに経気管投与した MWCNT は

肺の増殖性病変と低頻度ながら中皮種を誘発す

る可能性を示したが，その生物学的意義について

は現在なお検討中である。 

今回の MWCNT の経気管反復投与実験において、

経気管投与用に調製した分散液中のMWCNT-7繊維

サイズの分布は、繊維長が 1-4μm 以下が 95.8%、

5μm 以上が 4.2%と既報の腹腔内投与に用いた

MWCNT より繊維長の短いものであったが、この試

料を 0.25 mg/kg で腹腔内単回投与した場合の腹

膜中皮腫の発現率は 4/20 例(20%)であった。尚、

参考データとして表 2 に示したように、MWCNT-7

の 2％CMC で懸濁液を 0.1 及び 0.3mg/kg 体重で単

回腹腔内投与し約 52 週後の中皮腫発生率は

64-83％であることから、今回の試験で呼吸器系上

皮及び体腔膜上皮の反応が想定される反応より、

弱かった理由としては、投与試料とした MWCNT の
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サイズが短かった可能性がある。しかし、この経

気管投与のための試料でも中皮腫誘発性を有す

ることが確認された。 

中皮腫誘発性に関する血清中タンパク質の発

現差異解析から、長さおよび径の相対的に大きな

構造をもつ SD-1 投与が、小さな構造を持つ SD-2

投与に比較して、血清中のタンパク質の発現変動

に与える影響が大きかった。このことは、MWCNT

のラット投与後 50 週前後で、結節や中皮腫など

の病理組織所見に認められるように全身性の病

態変化を引き起こし、投与部位から血液循環系へ

影響が波及した結果と考えられる。現在、

LC/MS/MS の結果から同定されたタンパク質は、中

皮腫発症との関連性について解っておらず今後

の課題となっている。今後、病理組織所見による

結節および中皮腫の発現がある病変組織をサン

プルとして、解析を進めていくことが重要と考え

られる。 

多層カーボンナノチューブ類似物質として試

験した３種のアスベスト（クロシドライト、クリ

ソタイルおよびアモサイト）の 40mg/kg 体重の腹

腔内投与でも、H23 年に報告した M 社製 MWCNT-7

や H24 年に報告した N社製 MWCNT を投与した実験

と同様の奇形が認められた、その発現用量は

MWCNT に比べると、はるかに高用量によるもので

あった。しかしながら、今回の試験によりアスベ

ストにも催奇形性作用のあることが確認される

と共に、M 社製 MWCNT や N 社製 MWCNT との発現す

る奇形の類似性を考えると、奇形発現要因の一つ

には繊維本数や繊維長との関連も示唆された。今

後は、繊維長や分散性の異なる CNT においても検

討を加えていく必要があると考えられた。 

 

Ｅ．結論 

 今回の研究では、経気管反復投与においても誘

発率としては弱いもののMWCNTが中皮腫誘発性を

示すことを実証した。また、投与した試料の繊維

長の解析からは、気管内投与による中皮腫誘発性

にも繊維長が関連していることが示唆された。ま

た、中皮腫誘発性の高い形状を持つMWCNTの方が、

誘発率の弱いものに比べて血清中のタンパク質

の発現変動に与える影響も大きいことが、プロテ

オーム解析から検証された。しかし、そこで発現

するタンパク質と中皮腫との関連性については

さらなる検討は必要である。一方、多層カーボン

ナノチューブに形状が類似しているアスベスト

についても CNT の 10 倍量の大量投与により催奇

形性作用を示すことが確認され、奇形発現要因の

一つにも繊維本数や繊維長との関連性のあるこ

とが示唆された。 
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細気管支

非線毛性 非線毛性 線毛性

対照群(分散液) 18  4 (22) 4 (22) 6 (35) 2 (11) 1 (6) 1 (6) 0

0.01 15  2 (13) 3 (20) 4 (56) 5 (33)  2 (13) 1 (7) 0

0.05 16 4 (25) 6 (40) 8 (52) 6 (40)  3 (19)  3 (19) 0

0.25 15 5 (37)  12 (82)* 14 (98)* 4 (29) 4 (29)  5 (33) 7(48)*

増殖性病変

　肺胞領域
　 細気管支
　  /肺胞上皮細胞

　　実験群/
　　　　　用量
　　 (mg/kg)

観察
例数 終末細気管支－肺胞

泡沫細胞
集簇 炎症 線維化

表１ 呼吸器系組織所見

肺胞上皮
過形成

細気管支
上皮化

神経内分泌細胞
過形成

( )内％
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肥大 過形成 中皮腫 肥大 過形成 中皮腫 肥大 過形成 中皮腫

対照群 19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.01 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0.05 20 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1(5%)

0.25 17 0 0 0 0 0 1(6%) 1 1 0 0 0 1(6%)

対照群 19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.25 20 0 0 1 0 0 0 0 0 0 7 1 4 (20%)

0.1 11   7 (64%)
0.3 12 10 (83%)

肉眼所見
　 　腫瘍結節

     　出血性体液

心膜 胸膜 腹膜
心膜 胸膜

観察
例数

 (参考データ：既報の試料による腹腔内投与実験)

組織所見　　実験群/
　　　　　用量
　　 (mg/kg)

腹膜

腹腔内投与群

気管内投与群

表２ 中皮細胞増殖性病変
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表 3 プレロテオーム発現差異解析の結果 

グループ 検出スポット数 
T 検定（P<0.05） （A）   

スポット数 

発現量比（2 倍の増減）（B)        

スポット数 
（A)＆(B) 

SD-1 951 50（5.3％） 167（16.7％） 20（2.1％） 

SD-2 951 35（3.7％） 114（12.0％） 9（0.9％） 

検出スポット数はマスターゲル上の数を示す。（Ａ）コントロールに対する発現強度の T 検定では、

SD-1 投与群と SD-2 投与群では、5.3％と 3.7%と有意の変動が得られた。（Ｂ）2 倍以上の発現量比を

示すものは、SD-1 投与群で 16.7％、一方、SD-2 投与群で 12％だった。 有意かつ 2 倍以上の変動を示

すものとしては、各群それぞれで 2.1％と 0.9％であった。 

 
表 4 有意の発現差異を示すスポット（対照群と SD-1 投与群間）の MS/MS デ

ータ 
ID 番号 タンパク質名 分子量 等電点 マッチ数 回収率(%) PGDS スコア 

P14046 α-1 inhibitor III 163669 5.63 6 5.7 133.1 

P13635 Ceruloplasmin EC 1 16 3 1 120763 5.22 5 4.8 176.8 

P04639 Apolipoprotein A-IV 44428 4.94 4 12.4 279.1 

P06866 Haptoglobin 38524 6.09 2 18.7 163.1 

LC/MS/MS 分析は、Waters 社の nano-Ａcquity-Synapt を用いて行った。 
マッチ数は、トリプシン消化後のペプチドの数を示し、回収率は、全配列に対する回収したペプチ

ドの割合を示す。 
PGDS スコアは、同定に対する信頼性を示す数値で、50 より大きい数値ほど信頼性が高い。 
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表 5 アスベスト 4mg/kg 体重の腹腔内投与の影響                                    

 対照群 クロシドライト クリソタイル アモサイト    
                                                                                                                
母体数 9 10 10 10 

体重 投与時 39.0±1.9 35.8±4.2 36.3±2.8 37.0±3.2 

 最終 70.2±6.0 65.0±2.0 66.7±8.3 65.3±7.8 

黄体数 16.8±1.5 16.6±1.5 16.7±1.3 16.5±1.8 

着床数 16.0±2.1 14.6±1.6 145.1±2.3 15.2±2.3 

吸収胚 早期(数/母体) 1.0±0.7 0.3±0.5 0.6±0.7 1.5±2.5 

  後期(数/母体) 0±0 0.3±0.5 0.1±0.3 0.1±0.3 

生存胎仔数  15.0±2.4 14.0±1.6 14.2±2.5 13.6±3.5 

生存胎仔平均重量 雄 1.45±0.09 1.45±0.08 1.45±0.08 1.49±0.06 

  雌 1.40±0.08 1.37±0.08 1.39±0.06 1.41±0.06 

外表奇形を有した母体数 0 2 0 1 

外表奇形を有した胎仔数/全胎仔数 0/135 2/140 0/142 1/136 

 観察された奇形   外脳・眼瞼開裂・多指  眼瞼開裂 

骨格奇形を有した母体数 0 2 0 0 

骨格奇形を有した胎仔数/全胎仔数 0/135 2/140 0/142 0/136            

 観察された奇形   頭骨形成不全・多指   

数値は、母体毎の平均値±標準偏差、あるいは、観察された頻度。  

表 6  アスベスト 40mg/kg 体重の腹腔内投与の影響                                    

 対照群 クロシドライト クリソタイル アモサイト    
                                                                                                                
母体数 9 10 9 10 

体重 投与時 37.5±2.1 37.9±1.1 36.6±1.8 37.6±2.0 

 最終 67.0±6.0 59.5±8.7 60.0±6.9 65.1±8.2 

黄体数 17.9±1.8 19.3±1.3 18.7±1.3 18.5±1.4 

着床数 14.6±2.5 14.4±1.6 14.2±1.2 14.9±1.4 

吸収胚 早期(数/母体) 0.1±0.3 5.1±5.5 3.9±4.3 3.2±3.3 

  (吸収胚を有する母体数) 1 5 8** 8** 

  後期(数/母体) 0±0 0.2±0.4 0±0 0.1±0.3 

生存胎仔数  14.4±2.7 9.2±5.3 10.3±3.9 11.6±3.7 

生存胎仔平均重量 雄 1.47±0.08 1.42±0.12 1.43±0.04 1.40±0.08 

  雌 1.39±0.08 1.33±0.09 1.35±0.06 1.33±0.08 

外表奇形を有した母体数 0 1 1 4* 

外表奇形を有した胎仔数/全胎仔数 0/130 1/92 1/93 5/116* 

 観察された奇形   少指 眼瞼開裂 少指、顔面裂、無尾 

骨格奇形を有した母体数 0 3 4* 7** 

骨格奇形を有した胎仔数/全胎仔数 0/130 6/92* 5/93* 13/116***            

 観察された奇形   少指・脊椎癒合 脊椎癒合・肋骨癒合 少指・脊椎癒合・肋骨癒合 

数値は、母体毎の平均値±標準偏差、あるいは、観察された頻度。  
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