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研究要旨 

MWCNT の 2 年間の吸入試験の報告は MWNT-7 をラットに吸入させた Kasai らの試験 1

報のみである。本研究では、この吸入試験と同レベルの評価が可能な慢性試験方法の開

発を目指し、気管内反復投与による、MWNT-7 の肺腫瘍および胸膜中皮腫の誘発性につい

て十分な用量反応性データを得ることを目的とした。 

今回使用する保土ヶ谷製の MWNT-7（NT-7）の投与分散液における二次粒子径は 571.4 

nm であり、三井製の MWNT-7 に比べやや小さかった。F344 雄性ラットを 4 群に分け、

0.0175、0.07、0.28 および 0.42 mg/kg 体重の条件で 4 回の反復気管内投与を行い、予

備的に肺負荷量を測定したところ、それぞれ、7.1、55.8、182.9 および 274.0μg/Lung

であった。蓄積率は最も低い用量では 40%、他の群では 60％から 80%であった。 

予備試験の結果を確認後、同じ投与条件で２年間の本試験を行うこととした。F344 雄

性ラットを対照群（C 群）、低用量群（L 群）、中用量群（M 群）高用量群（H 群）および

超高用量群（EH 群）の５群に分け、動物数はそれぞれ 40、50、50、50 および 30匹とし

た（投与群については肺負荷量測定のためのサテライト動物 10 匹を含む）。10 週齢か

ら、C 群には 0.1％Tween 含有生理食塩水を、0.0175、0.07、0.28 および 0.42 mg/kg体

重の用量で MWNT-7（保土ヶ谷）を 1週間毎に 1回、合計 13回、気管内に投与した。最

終投与の翌日に、投与群の 5 匹ずつを剖検し、MWCNT の肺負荷量を測定した結果、それ

ぞれ 30、191、980 および 1369 µg/Lung であった。蓄積率は、L 群が 47％、M 群が 75％



51 
 

であり、H 群と EH 群で 90％を超えていた。既報と比較する限りでは、用量依存的に肺腫

瘍および胸膜中皮腫の誘発が期待できるレベルと考えられる。 

現在、残りの動物は観察中であり、途中解剖および 2 年後の最終解剖の病理組織学的

検索により、MWNT-7 の発癌性を評価する。 

 

Ａ．研究目的 

ナノマテリアルは、多様かつ特殊な物理

特性のために in vitro試験等の簡便な評価

手法が確立しておらず、特に慢性毒性につ

いては in vivo 試験を元にした毒性の評価

手法の検討が依然として重要である。過去

には、Kasaiらにより MWNT-7 の 2 年間の全

身吸入曝露試験が実施され、肺の腺腫およ

び腺癌が発症することが報告されたが 1）、

吸入試験の実施には特殊な設備とコストが

必要となるため、2年間の連続吸入による発

癌試験の報告は他に無く、慢性影響を評価

できる効率的評価手法が求められている。 

気管内投与法による慢性試験は有力な代

替手法の候補の一つであり、Suzui らは

MWNT-7 に類似する形状の MWCNT―N につい

て、2 週間で合計 8 回の反復気管内投与

（TIPS 法）を行い、その後、2 年間飼育し、

肺腫瘍および胸腔内中皮腫が発症すること

を報告した 2）。一方で、2019 年には Numano

らは、TIPS 法により MWNT-7 を投与した結

結果、5％の動物に肺腫瘍が、95％の動物に

胸膜中皮腫が発生した。3)これらの TIPS 法

による試験では MWCNT の最大肺負荷量は吸

入曝露試験と同程度のであったが、吸入曝

露では 2 年間にわたり次第に肺内に MWCNT

が蓄積し、AUC（Area Under the Curve）は

右肩上がりの形状になるのに対し 1)、TIPS

試験では、肺負荷量が実験開始直後に最大

となり次第に減少するという右肩下がりと

なるため、AUC の形状等点で違いがあった

2) ,3）。胸膜中皮腫の発症には長い時間を要

すると考えられるため、両実験における胸

腔内中皮腫の発症の有無は AUC の形状の違

いに起因すると考えられてきた。 

しかし、昨年度の我々の MWNT-7 の 2 年間

の間欠気管内投与試験で AUC を右肩上がり

にした結果、TIPS 試験の結果より頻度が低

いものの、やはり胸膜中皮腫が誘発され、胸

膜中皮腫は気管内投与で発生しやすいこと

が示された。また、これは、胸腔への MWCNT

繊維の移行効率が高いことが原因と考えら

れる。我々の結果と、Numano らの報告とを

踏まえると、気管内投与による呼吸器毒性

の評価には、中皮腫による早期死亡を考慮

した用量設定が重要である。 

一方で、肺腫瘍に関しては、我々の試験結

果を AUC をもとに Kasai らの試験と比較す

ると、用量反応性が異なることが示唆され

た。ただし、我々の試験では、2 用量しか設

定できなかったことと、上記の通り中皮腫

の発症により、肺発がんを評価できる個体

数が減少したことから、MWNT-7 による肺発

がん性について十分な用量反応性を把握す

ることはできなかった。 

そこで、本研究では、2 年間の吸入曝露試

験を代替しリスク評価へ活用できる試験法

の開発を目指し、気管内投与による肺発が

んの用量反応性を把握できる 2 年試験を行

うこととした。TIPS 試験のように 2 年間の

実験期間の初期に 13 回の反復投与後に無

処置で飼育するプロトコールを採用し、胸

膜中皮腫が発生し得る超高用量から NOAEL

になることが想定される低用量まで投与群

を 4 用量設定した。また、被験物質は、過

去の試験で利用してきた三井製の MWNT-7

ではなく、Kasai らが使用した保土ヶ谷製

（NT-7）を用いることにした。 
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今年度は、予備試験として、サンプル分散

状態の確認と 4 回反復投与後の肺負荷量の

測定を行った後、2年間の本試験を開始した。 

 

Ｂ．研究方法 

i)MWCNT の調製と二次粒子径の測定 

保土ヶ谷製の MWNT-7（NT-7）を Taquann

処理（53µm メッシュ）4)した。この T-NT-7 を、

200℃で 2時間処理し、0.1% Tween80（ポリソル

ベート、日油）含有生理食塩水を加え超音波

浴槽（100Ｗ）で 30 分以上分散させた。サンプ

ル濃度は、0.0175、0.07、0.28 および 0.42 

mg/mL とし、それぞれを低用量群（L 群）、中

用量群（M群）、高用量（H群）および超高用量

群（EH 群）の投与に用いた。 

また、0.01 mg/mL の分散液の二次粒子径

を DLS で測定した。 

ii)動物飼育および投与 

5週齢の F344/DuCrlCrlj の雄性ラットを

購入し（ジャクソンラボラトリー・ジャパ

ン）、コンベンショナル飼育室にて、床敷入

りのプラスチック製ケージに 3 匹ずつ収容

し、基礎飼料 CE-2（日本クレア）と、限外

ろ過した水道水を自由摂取させ、室温 24±

1℃、湿度 50±5％、換気回数毎時 10回（HEPA

フィルター経由）、12時間蛍光灯照明の条件

下で飼育した。 

予備実験として、4 回の反復投与による肺蓄

積のレベルを確認するため 10 週齢のラットに

1 週間に 1 度、合計 4 回、T-NT-7 を気管内

投与した。投与用量は、L 群、M 群、H 群およ

び EH 群の各 4 匹の動物対し、0.0175、0.07、

0.28 および 0.42 mg/kg 体重とした。イソフルラ

ン吸入麻酔下で、動物に 1 mL/kg体重の投与

量でマイクロスプレイヤー（PennCentury）を用

いて投与した。 

2 年間の本試験の実験デザインは、1 週間

に 1 度、13 回投与後に 2 年間観察飼育するこ

ととした。F344 雄ラットを、対照群（C 群）、L 群、

M 群、H 群および EH 群の 5 群に分け、動物

数は C 群は 40 匹、L・M・H 群は 50 匹、EH 群

は 30 匹とした（投与群については肺負荷量の

サテライト動物を含む）。 

10週齢の時点から、1週間に 1度、1 mL/kg

体重の投与量で、マイクロスプレイヤーを用い

て合計 13回投与した。投与用量は、予備試験

と同様に、L 群、M 群、H 群および EH 群の各

群について、0.0175、0.07、0.28 および 0.42 

mg/kg 体重と設定した。 

全動物について、1 週間に一度、体重を測

定した。 

 

iii)剖検 

予備試験では、4 回目の投与 1 週間後に全

動物をイソフルラン深麻酔下の全採血により安

楽死させ、肺の全葉を摘出し、ホルマリン固定

した。 

本試験については、13回目の投与翌日に、

全投与群（4群）について、サテライト動物

5 匹を剖検し、肺の全葉をホルマリン固定した。 

 

vi)肺負荷量の測定 

肺内の MWCNT の測定は、Ohnishi らの蛍

光マーカーを用いて検出する手法（大西法）

に従った 5),6）。肺組織をアルカリ溶液で溶

解し、十分に分散させ、残存する肺組織を酸

で溶解した後、MWCNTにベンゾ-ジ-ペリレン

（B[ghi]P）を吸着させた。フィルターで

MWCNT繊維を捕捉してから、アセトニトリル

溶液に B[ghi]P を脱着させ、HPLC の分析に

供した。 
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＜倫理面への配慮＞ 

本研究では、人を対象とした研究、人の

遺伝子解析および疫学研究は行っていな

い。動物飼育及び動物実験は東京都健康安

全研究センター動物実験実施規程に基づい

て、動物実験委員会の事前審査および承認

を受け、その管理のもと実施された。 

 

Ｃ．研究結果 

i)T-NT-7 の分散状態 

Taquann 処理サンプル（T-NT-7#53）は、

0.1% Tween80 含有生理食塩水に良好に分散

し、目視では三井製の T-MWNT-7＃53 よりも

速やかな分散性が確認された。 

DLS による二次粒子径のピーク値は

571.4 nm であり、三井製のサンプルと比較

すると小さかった（図１）。 

 

ii)予備試験 

4 回の反復投与の結果、剖検時、肺には、

び漫性に黒色斑が観察され、用量に応じて

色味は強くなっていた。L 群、M 群、H 群お

よび EH 群の総投与量の平均値は、それぞれ、

17.2、68.8、275.3 および 413.0 μg/Lung

であった（図２・灰色棒グラフ）。一方、肺

内の MWCNT量の測定結果は、それぞれ、7.1、

55.8、182.9 および 274.0μg/Lung であっ

た（図２）。蓄積率は L群でおよそ 40%、他

の群では 60％から 80%であった。 

 

 iii)本試験（13 回投与） 

全投与群で、投与期間中に体重の抑制傾

向が認められ、投与終了後には、いずれの群

も平均体重が投与群に比べ 5％程度低い値

となった（図３）。 

本試験における、13 回投与後の L 群、M

群、H 群および EH 群の、総投与量の平均値

は、それぞれ、64、255、1014 および 1519

であった（図４・灰色棒グラフ）。一方、肺

内の MWCNT量の測定結果はそれぞれ 30、191、

980 および 1369 µg/Lung であった。蓄積率

は、L 群が 47％、M 群が 75％であり、H 群と

EH 群で 90％を超えていた。（図４）。 

なお、実験開始21週後に、H群の1匹が死

亡した。膀胱内に出血が見られ、投与との

関連は無いと考えられた。 

現在、残りの動物は観察中であり、途中

解剖および2年後の最終解剖から、発癌性

を評価する。なお、最終解剖時にも各群5匹

のサテライト動物について肺負荷量を測

定する予定である。 

 

Ｄ．考察 

今回の研究班で用いるNT-7は、これまで

使用してきた三井製のMWNT-7に比べて性

状が異なることが示唆されている。原末の

凝集体の形状が異なることや平均長が短

いことが報告されており（横田研究分担

者）、我々のDLSの測定結果も、T-MWNT-7と

比べるとやや小さい粒子径であることが

示された。Kasaiらの2年間の吸入試験と比

較するためには、今回の保土ヶ谷製のNT-7

を使うことは、より適切であると考えられ

る。例えば、平均長が異なることは、胸膜

中皮腫の誘発性に影響を与える可能性が

ある。三井製を用いたNumanoらの報告や、

我々の昨年度の試験で、中皮腫発生率が高

かったのに対し、保土ヶ谷製を用いた

Kasaiらの報告で中皮腫が発生しなかった

ことに関係があるかもしれない。 

13回投与後のＨ群とＥＨ群における肺

負荷量の蓄積率は、予備試験に比べると、
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かなり高くなった。4回目以降から次第に

クリアランス機能が低下したためと推測

される。この結果から、EH群では、Numano

らの報告と同様に、早期の胸膜中皮腫の発

生が予想される。いっぽう、仮にH群で胸膜

中皮腫の発生率が高くなりすぎると、本研

究の目的を果たせない恐れがあるが、H群

は、Suzuiらの試験と同程度の肺負荷量で

あったため、彼らの結果と同様に、肺腫瘍

と胸膜中皮腫の発生率が有意に増加する

ことが期待される。一方、L群ではクリアラ

ンスが良好であったことから、肺腫瘍が認

められないレベル（NOAEL）が得られると思

われる。 

 

Ｅ．結論 

T-NT-7 の投与サンプルの性状は三井製

MWNT-7 とはやや異なることがわかった。

また、予備的に 4 回の反復投与による肺内

負荷量の確認を行った。本試験の 13 回投

与後の肺負荷量は、予想よりも蓄積率が高

くなってしまったが、既報の情報から、用

量依存的に肺腫瘍および胸膜中皮腫の誘発

が期待できるレベルと考えられる。 
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図１．MWNT-7 の投与用分散液のＤＬＳ測定結果 

（三井製 MWNT-7 と保土ヶ谷製 NT-7 の比較） 

 

 

 

 

 

図２．予備試験（４回投与）における投与総量（灰色）と肺負荷量の測定結果 
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図３．本試験における体重推移（年度末時点） 

投与 11 週目は欠測 

 

 

 

図４．本試験（１３回投与）における投与総量（灰色）と肺負荷量の測定結果 
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