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研究要旨 
MWCNT の 2 年間の吸入試験の報告は、保土ヶ谷製 MWNT-7（NT-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 NT-7 の肺腫瘍および胸

膜中皮腫の誘発性について用量反応性データを得ることを目的とした。 
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、40、40、40 お

よび 20 匹とした。10 週齢から、C 群には 0.1％Tween 含有生理食塩水を、L 群、M 群、

H 群および EH 群にはそれぞれ 0.0175、0.07、0.28 および 0.42 mg/kg 体重の用量で

Taquann 処理 NT-7 を 1 週間毎に 1 回、合計 13 回、気管内に投与し、試験開始から

104 週目まで経過観察した。 
最終投与の翌日に、サテライト動物を剖検し、肺内の MWCNT の量を測定した結果、

L 群、M 群、H 群および EH 群の負荷量はそれぞれ 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。試験開始 73 週時点以降、H 群・EH 群で最終解剖までに胸膜中皮腫と疑われ

る病変により、9 例・11 例を剖検した。最終解剖の標本は、組織検索の途中だが、肉眼

観察結果をもとにすると、肺の腫瘤を認めた例数とその頻度（％）は、C、L、M、H お

よび EH 群において、それぞれ、2 例（5.2%）、4 例（10.5%）、13 例（33.3%）、5 例

（13.1%）および 3 例（15.0%）であった。一方、胸膜中皮腫は、C 群・L 群では観察

されず、M 群、H 群および EH 群の例数と頻度はそれぞれ 1 例（2.6%）、11 例（28.9%）

および 12 例（60.0%）であった。 
本研究では、4 用量を設定した NT-7 の 13 週間の反復気管内投与による 2 年試験を

実施した結果、肺腫瘍と胸膜中皮腫が発生し、総負荷量に対する用量反応性を把握する

ことができた。肺腫瘍発生の用量反応性は、基本的には Kasai らの吸入試験と類似する
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ものと考えられた。従って、IT による 2 年間試験も、総肺負荷量（AUC 面積）を合わ

せることで、2 年間の慢性吸入試験をある程度代替し得ること、すなわち、リスク評価

に活用し得ることが示された。ただし、高用量の気管内投与は中皮腫による早期死亡が

多発させ、腫腫瘍の評価困難になることが再確認された。 
 

Ａ．研究目的 
欧州では、近年ナノマテリアルの

REACH 登録制度が開始し、in vitro を中心

とした新しい評価法も整備されつつある。

しかし、ナノマテリアルの最も重要なエン

ドポイントと考えられる慢性毒性を in 
vitro 試験で捕捉することは困難である。例

えば、CNT 等のナノマテリアルの発癌性が

指摘されてきたが、その機序は、長期体内蓄

積によるものと推測され、Ames 試験など

現状の in vitro 遺伝毒性試験は有効ではな

い。このことから、ナノマテリアルの慢性吸

入毒性については、動物を用いた評価手法

の検討が依然として重要である。過去には、

日本バイオアッセイセンターの Kasai らに

より MWNT-7（保土ヶ谷製）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。1）し

かし、吸入試験の実施には特殊な設備とコ

ストが必要である。また発がん性試験を実

施できる施設は世界的にもごく限られてお

り、2 年間の連続吸入による発がん試験に

代わって慢性の呼吸器影響を評価できる評

価手法が求められている。 
ラット気管内投与を用いた慢性試験は有

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 回の気管内噴

霧投与 Intra-Tracheal Intra-Plumonary 
Spray（TIPS）後に 2 年間観察する実験で、

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、Numano らは、TIPS
法により MWNT-7（三井製）を 12 週間で

合計 12 回投与した結果、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) さらに、我々が実施した MWNT-7（三井

製）を 4 週間に 1 度、2 年間の間欠気管内

投与した試験では、上記 TIPS 試験の結果

より頻度が低いものの、やはり胸膜中皮腫

が発生し、胸膜中皮腫は気管内投与試験に

特有の結果であることが示された（Hojo ら）

4)。これは、総曝露量が吸入と同程度だとし

ても、気管内投与では Dose Rate が著しく

高いために胸腔への 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 3)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投

与頻度や用量設定が重要である。 
一方で、我々の間欠投与試験では肺腫瘍

が発生したものの 4)、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。2 年間の実験期間の初期

（13 週間）に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

生し得る高い用量域から NOAEL になるこ

とが想定される低い用量域まで投与群を 4
用量設定した。また、被験物質は、過去に本

研究班で使用されてきた三井製の MWNT-
7 ではなく、Kasai らが使用した保土ヶ谷製
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（NT-7）を用いることにした。 
最終年度にあたる今年度は、途中死亡例

および 2 年後の最終解剖の結果を報告する。 
 

Ｂ．研究方法 
i)MWCNT の調製 

保土ヶ谷製の MWNT-7 （ NT-7 ）を

Taquann 処理（53µm メッシュ）5)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。 
なお、0.01 mg/mL の分散液を DLS で測

定した二次粒子径は 571.4 nm であった。 
 

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 23.0
±0.2℃、湿度 49.7±6％、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。 
1 週間に 1 度、13 回投与後に 2 年間観察

飼育した。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、L・M・H 群は 40 匹、EH 群は

20 匹とした。ただし、投与群については、

13 週時点・最終解剖時点での肺負荷量の測

定のため、別途、サテライト動物を用意し

た。 
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（PennCentury 製）を用いて合計 13 回

投与した。投与用量は、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週間から４週間に一

度以上の頻度で、体重を測定した。 
 

iii)剖検・採材 
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 10％中性緩衝ホルマリン溶液

にて固定し、肺負荷量の測定に供した。 
試験開始 104 週後に最終解剖を実施した。

全動物について、イソフルラン麻酔下で全

採血し、全臓器を摘出し、ホルマリン溶液で

固定した。肺は、30cm 水柱圧で気管からホ

ルマリン溶液を注入っすることにより固定

した。 
また、最終解剖以前に、人道的エンドポイ

ントに達した動物および死亡動物について

も同様に剖検した。最終解剖では、各群８匹

について、右葉にリン酸緩衝液（PBS）を注

入して BALF を回収した。ただし、EH 群

の生存率が著しく低かったため、EH 群を

除く 4 群に関して解析した。BALF は遠心

分離し、沈殿は白血球数の計数に、上清は

LDH および総タンパク質量の測定に用い

た。 
また、MWCNT 投与群のサテライト動物

（4 ないし 5 匹）の肺は、全葉をホルマリ

ン溶液で固定後、肺負荷量の測定の 
 

iv)病理組織学的解析 
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固定した臓器から、定法によりヘマトキ

シリン・エオジン染色標本を作製し、光学顕

微鏡による病理組織検索を行った。 
 
v)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 6),7）。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。 
 

vi)気管支肺胞洗浄液（BALF）の分析 
 BALF の沈殿を 2％の BSA 含有 PBS で

再懸濁し、チュルク液で染色後に総細胞数

の計測を行った。また、再懸濁液から自動遠

心塗抹装置によって塗抹標本を作製し、メ

イグリュンワルド・ギムザ染色し、白血球を

分類・計数し、各種の白血球の個数を算出し

た。 
 BALF の上清の総タンパク質量は、2-D 
Quant Kit（Cytiva）により、乳酸脱水素酵

素 （ LDH ） 活 性 は LDH Cytotoxicity 
Detection kit（タカラバイオ）により、測定

した。 
 
vii)統計学的解析 

体重、臓器重量、BALF 中の白血球数、

総タンパク質量および LDH 活性の結果に

ついてはDunnettの多重比較検定を用いた。

生存率については、Kaplan-Meier 法により

生存期間を解析し、log-rank test により検

定を行った。 

 

＜倫理面への配慮＞ 
本研究では、人を対象とした研究、人の

遺伝子解析および疫学研究は行っていな

い。動物飼育およ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 
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１・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

１）。 

実験開始後73週時点で、EH群で初めて

胸膜中皮腫が観察された。その後、H群お

よびEH群で最終解剖までに胸膜中皮腫と

疑われる病変により、9および11例を剖検

した。 
Kaplan-Meierによる生存曲線の通り

（図2）、H群・EH群はC群に対し有意な生

存率の低下が認められた。 
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。また最終解剖時点では H 群のみ

でC群に対する有意な減少を認めた（図3）。 

事故等の途中死亡の動物を除外し、最終

的に発がん性の評価に供する動物の有効

数は、C群38匹、L群38匹、M群39匹、H群

38匹およびEH群20匹であった。最終解剖
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の標本については、現在、組織検索の途中

だが、肉眼観察結果をもとにすると、肺の

腫瘤を認めた例数とその頻度（%）は、C、

L、M、HおよびEH群において、それぞれ、

2例（5.2%）、4例（10.5%）、13例（33.3%）、

5例（13.1%）および3例（15.0%）であっ

た。一方、胸膜中皮腫は、C群・L群では観

察されず、M群、H群およびEH群の例数と

頻度はそれぞれ1例（2.6%）、11例（28.9%）

および12例（60.0%）であった。 
観察済みの個体の増殖性病変の組織像

のいくつかを図4に示す。EH群で認められ

た直径約7 mmのドーム状の腫瘤は腺がん

と診断され（図4A）、乳頭状の増殖を示し

た（図4B）。免疫染色の結果、大半の腫瘍

細胞はTTF1陽性であった（図4C）。胸膜中

皮腫は2年間間欠投与の時と同様に、縦隔

胸膜、特に Retrocardiac pleural folds
（RPF）周辺から発生した（図4D）。また、

組織学的には、上皮性（epithelioid）、肉腫

性（sarcomatoid）および二相性（biphasic；
図4E）の3種の組織型が確認されており、

肉腫性の中には一部骨化する例もあった

（図4F）。 
最終解剖におけるBALF内の白血球の構

成は大半がマクロファージであり、投与群

の動物でも顆粒球やリンパ球の増加は認

められなかった。また、BALF上清の総タ

ンパク質量は、肺胞領域の血管透過性の指

標として、BALF上清のLDH活性は、呼吸

器上皮の細胞毒性の指標として、それぞれ

測定したが、投与に関連した変化は認めら

れなかった。 
 
Ｄ．考察 

Taquann処理NT-7を、13週間のIT投与

による反復曝露した結果、ラットにおいて

肺腫瘍と胸膜中皮腫が誘発された。肺腫瘤

の観察頻度は、L群・M群に関しては用量

依存性に増加した。M群は、13週後の肺負

荷量の値（2年間のピーク値）は191 µg/rat
で、腫瘤の観察頻度は33.3%であった。こ

の結果は、Kasaiらの吸入試験の0.2 mg/m3

群の結果：2年後の肺負荷量152 µg/lung；
肺腫瘍の発現頻度26.0%に、概ね一致する

ものであった。吸入試験の結果では、2 
mg/m3群（負荷量1369 µg/lung）において

さらに発現頻度が高くなったが（33.3%）、

本研究では、H群、EH群では頻度が低下し

た。これは、試験前からの予想通り、中皮

腫により早期死亡が多く発生したため、発

生時期の遅い肺腫瘍の頻度が見かけ上、低

下したものと思われる。仮に、中皮腫の途

中死亡個体を除いて肺腫瘤の観察頻度を

算出すると、H群・EH群の頻度は、16.1%・
33.3%となる。肺負荷量を横軸に、肺腫瘍

の頻度を縦軸にとった用量反応曲線は、大

きな傾きで立ち上がり、30％前後の頻度で

プラトーになるKasaiらの吸入試験の結果

の形状とよく似たものになる。 
本研究において、2年間の肺負荷量の

Area Under the Curve（AUC）の形状は、

Kasaiらの週5日・2年間の曝露実験のよう

に右肩上がりではなく、13週をピークに減

少する台形である。にも関わらず、吸入試

験と同程度の肺発がんの反応性が認めら

れたことから、CNTの肺発がんの評価には

曝露方法や曝露期間の違いは大きな影響

は与えず、総負荷量およびAUC面積が重要

であったことが示唆される。 
一方、中皮腫の発生頻度は、用量反応性

に、直線的に増加することがわかった。H
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群・EH群における高頻度の誘発（それぞれ

28.9%・60.0%）は、上記のとおり、肺腫瘍

の評価を妨げることになった。過去のIT投
与による２年間の反復試験の結果を踏ま

えると、投与プロトコールの違いに関わら

ず、MWNT-7の反復投与は1000 µg/ratの
総投与量を超える場合、肺腫瘍の評価が困

難であることが推察される。しかし、今回

の中皮腫の発現頻度は、既報を踏まえた予

想よりやや低く、早期死亡の発生時期もや

や後半にシフトした。Numanoらの試験

（総投与量1500 µg/ratの1用量で実施）

EH群の投与プロトコールはとほぼ同一で

あったが、47週から最終解剖直前までの期

間に95％の動物が中皮腫により死亡して

いた。また、Satoらの、3用量を設定した2
年間試験でも、総投与量200 µg程度の中用

量群・1000 µg程度の高用量群で、発現頻

度は、60.0%、94.9%であった8)。これら2
つの既報との差異は、本研究で用いた検体

が、Numanoら、Satoらが用いた三井製の

MWNT-7ではなく保土ヶ谷製のNT-7であ

ったことが理由かもしれない。MWNT-7と
比較して、原末の凝集体の形状が異なり、

平均長が短いこと（横田）、DLSによる二次

粒子径のサイズがやや小さいこと（北條・

1年目報告）、in vitroでのマクロファージ

に対する毒性が弱いこと（石丸）等が本研

究班で示されている。 
なお、Kasaiらの吸入試験や、2年間の間

欠反復投与の結果とは異なり、最終解剖の

BALFの解析で、毒性影響は観察されなっ

た。これは、反復投与終了後（13週以降）、

2年間の飼育の間に、気管支および肺胞に

受けた急性的な傷害は回復したためと考

えられる。また、このことは、肺がんや中

皮腫の誘発には、実験期間の後半に加えら

れた急性的な作用ではなく、実験期間の初

期に組織に蓄積したMWCNTが与える低

レベルかつ持続的な作用が重要であった

ことを示唆している。 
 

Ｅ．結論 

本研究では、保土ヶ谷製のMWNT-7
（NT-7）を用い、4用量を設定した13週間

のラット反復気管内投与を実施した結果、

肺腫瘍と胸膜中皮腫が発生し、総負荷量に

対する用量反応性を把握することができ

た。肺腫瘍発生の用量反応性は、基本的に

はKasaiら1)の2年間の吸入試験と類似す

るものと考えられた。従って、ITによる2
年間試験も、総肺負荷量（AUC面積）をそ

ろえることで、2年間の慢性吸入試験をあ

る程度代替し得ること、すなわち、リスク

評価に活用し得ることが示された。 
ただし、総投与量1000 µg/rat以上の高用

量の気管内投与は中皮腫による早期死亡

が多発させ、腫腫瘍の評価困難になること

が再確認された。投与期間やCNTの種類に

より異なるものの、この総投与量を最高用

量の目安に、3から4群程度の用量設定する

ことが、肺腫瘍および胸膜中皮腫を正しく

評価するために重要であると考えられる。 
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図１．総投与量（灰色）と 13 週時点の肺負荷量測定結果 

 

図２．Kaplan-Meier 法による生存曲線 
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図３．平均体重の推移 

 

図４．病理組織像（増殖性病変） 

 

 

 
 

図５．BALFの解析 

（エラーバー：SD） 

 


