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Manufactured nanomaterials are one of the most important substances for the nanotechnology. The nanomateri-
als possess different physicochemical properties from bulk materials. The new properties may lead to novel bio-
logical effects and also may or may not cause unknown adverse effects. However, the toxicological evidences 
are very limited, and there are no standardized evaluation methods at present. Some domestic and international 
activities are ongoing, in order to share the information or to standardize the methods. In 2005, our institute 
launched the research on the establishment of health risk assessment methodology of manufactured nanomateri-
als by funding from the research grants of the Japanese Ministry of Health, Labour and Welfare. The project 
contains four themes. The fi rst is development of measurement methods of nanomaterials from biological sam-
ples. The second is development of dispersion methods in in vitro  systems. The third is development of inhala-
tion exposure systems. And the last is development of in vivo  systems for evaluating long-term health effects. 
As evaluation materials, fullerene, titanium oxide and multi-walled carbon nanotubes were chosen because of 
their high production volumes.
　In the course of the research project, we revealed that the nanomaterials were competent to cause chronic 
effects, by analyzing intraperitoneal administration studies and carcinogenic promotion studies. These studies 
suggested that even aggregated nanomaterials were crumbled into nano-sized particles inside the body during 
the long-term, and the particles were transferred to other organs. Additionally, long lasting particles/fibers in 
the particular tissues may cause chronic adverse effects. The phsyco-chemical properties or toxicity mechanism 
related with these chronic effects were considered to be different from those properties or mechanism related to 
acute toxicity. Therefore, we suggested that the toxicological characterization of chronic effects by nanomateri-
als would be important for the future research. Also, investigations of the toxicokinetic properties and biological 
interaction with nanomaterials are important to predict the chronically targeted tissues after exposure. 
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はじめに

　ナノテクノロジーは， 「ナノメートルサイズのスケー

ルで物質の構造・配列を制御することで， 新機能や優れ

た特性を持つ物質を作り出す技術」とされ， 国家戦略と

してその技術開発が進められており， ナノ物質（ナノマ

テリアル）として定義される新規物質･材料は， このナ

ノテクノロジーの中心的な役割を担っている．産業用と

して生産されるナノマテリアルは， 一般に少なくとも大

きさの一次元が100ナノメートル以下である物質として

定義されているが， このような化合物は典型的にナノ構

造依存的な性状（化学的， 機械的， 電気的， 光学的， 磁

気的， 生物学的）を有している．これらの特徴によりナ

ノマテリアルは， 商業的あるいは医学的な有益性あるい

は効率化の目的のために， 電磁光学， 構造材料を中心と

してとして一般家庭用品から食品にいたるまでの新しい

応用の展望が期待され， 薬物輸送を含む医療への展開も

期待されている．このように様々な分野に応用が見込ま

れるため， ナノマテリアルも様々な種類のものが開発さ

れてきており， その分類法も様々ではあるが， 基とな

る化学物質の種類から以下のように分類できると考え

られる．

　・ 酸化金属・金属:二酸化珪素(SiO2)， 二酸化チタン

(TiO2)， アルミナ(Al2O3)， 酸化鉄(Fe3O4， Fe2O3)， 酸
化亜鉛(ZnO)， 酸化インジウム-スズ（ITO）など

　・ 炭素系:フラーレン， カーボンナノチューブ（CNT）， 
カーボンファイバーなど
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図１.想定される暴露状態と吸収後の体内動態
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　・ナノクレイ:特殊な層構造を持たせたケイ酸塩

　・ 有機ナノ粒子:ナノ粒子化された薬品・化合物（医

薬品， ビタミン， 色素など）ポリマー， 高分子， ミ
セル， リポソームなど

　その他， ナノコンポジットとして， ナノ粒子を特殊な

役割のために構成成分としてポリマーやセラミック， 金
属マトリックス製品中に再配合することもある．

　このようなナノマテリアルの多方面にわたる利用拡大

は， 我々がこれらの物質に直接， あるいは商品を通して

間接的に接する機会が増えてくることを意味している．

そうなると， 本来の目的や使用方法以外による接触や暴

露も増える可能性が高くなる他， 本来の使用方法でも想

定外の長期間暴露， さらには物質， 商品等が廃棄された

後の環境経由による暴露の機会も増すことが想定され

る．しかし， これらの特定の機能を意図して合成された

純粋な単体としてのナノ物質が生体に及ぼす影響につい

ては多くの点で未知である．従って， ナノマテリアルが

本格的にその使用が拡大する前に， ナノマテリアルの有

用性だけでなく安全性に関する知見も十分に蓄積し， ナ
ノマテリアルの利用が安心して進められるように対応す

ることが求められている．

体内動態（ADME）情報の重要性

　一般的に， 化学物質の健康影響評価（リスクアセスメ

ント）の基本的なフレームは， 有害性評価と暴露評価， 
および各々の評価内容を比較・統合化する過程のリスク

判定のコンポーネントから成り立っている．さらに有害

性評価は， 有害性の確認（hazard identifi cation）と用量反

応評価（dose-response assessment）に分けられる．この

基本フレーム自体は， ナノマテリアルの健康影響評価に

適用できるものであると考えられる1-5)が， ナノマテリア

ルに特徴的な新たな物理化学的性質を鑑みると， 体内動

態（（吸収absorption， 分布distribution， 代謝metabolism， 
排泄excretion （ADME）情報は， 一般の化学物質より重

要な意味を持つと考えられる．例えば， 粒子サイズの微

小化はそれまでその大きさのために生体内に侵入するこ

とはないと考えられていた物質が， 生体内に侵入が可能

になり生体組織との新たな反応性を示すようになる．重

量あるいは1粒子あたりの表面積が増大することにより

相対的に増加した表面活性のため，それまで反応性が乏

しいために無害であると考えられた粒子であっても，生

理学的反応を示すようになることなどが推測される．ま

た， 用量反応評価や暴露評価においては， 従来使われて

きている重量よりも表面積や表面活性の強さなどの別の

スケールを用いて記述した方が適切な定量的評価が可能

になることも指摘されている．このことは， ナノマテリ

アルによる生体影響はその構成生成分である化学物質特

有の性質として一義的に決定されるものではなく， 粒子

の大きさや形状にも依存することを示めしている．また， 
暴露時における暴露環境（分散状態であるか凝集状態で

あるか）や暴露経路（吸入， 経口， 経皮など）との組み

合わせによって生体侵入時あるいは侵入後の粒子の体内

挙動は異なってくることが想定され（図1）， 有害性影響

評価では一般の化学物質に比べて，粉体毒性を含む多く

の要因を考慮しなければならないこと意味している．ま

た， ナノマテリアルの凝集しやすい性質は， 分布される

組織によって蓄積性の動態を示すことが予想される．し

たがって， ナノマテリアルの場合はADMEの性質の違い

により毒性（生体影響）の質や強さも大きく変える可能

性を持っており， これらの情報は， 一般の化学物質より

大きな意味合いを持つようになると考えられる．

生体試料中の検出法の開発の必要性

　ADME情報を取得するためには， 影響発現部位もしく

は作用を及ぼすと想定される部位にナノマテリアルの存

在することを示すことが必要であり， まず生体試料中で

検出， 同定・定量できる方法を確立しなくてはならない．

存在の検出には， 存在量を定量する目的と， 生体内の存

在状態を同定する目的がある．存在量を定量する目的と

して， 対象物質を生体試料から分離・単離し， 検出する

方法をとることができる．たとえば， 金属ナノ粒子は生

体試料を硝酸加熱分解後， 燃焼灰化した試料中の金属元

素の量を誘導結合プラズマ-質量分析計で分析する方法

を採ることができ， フラーレンの場合は， 生体試料から

抽出後， 液体クロマトグラフィー質量分析計で分析する

方法が有用である．しかし， これらの方法では， ナノマ

テリアルの存在やその量を評価することは可能である

が， 生体内でも実際にナノの状態で存在しているのか， 
あるいは再凝集などはしていないかなど， 標的組織にお
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ける最終的な生体内反応に影響を及ぼすと考えられる実

際のナノマテリアルの存在状態を把握することはできな

い．最終的には， 組織標本の電顕などによる確認が必要

である．一方， カーボンナノチューブでは， 機器による

定量測定が困難であり， 測定組織を硝酸加熱分解と加熱

灰化で処理し， 透過型電子顕微鏡で本数や形態を， 手動

で計測する方法以外に確実に測定する方法はない状況で

ある．将来的には， 生体内に取り込んだ後， 感度良く， 
精度高く検出できる方法を開発するために， 対象物質に

標識を付けて分析する方法の開発も有効であると考えら

れるが， 標識化することによりナノマテリアルの吸収性

や生体反応に影響を及ぼす可能性を考慮しなければなら

ない．

影響評価法確立の必要性

　粒子のナノサイズ化による表面活性の増大は， 一般的

に粒子の凝集性を増強することが知られており， この凝

集性は上記の体内動態を大きく左右する因子であるだけ

でなく， 生体影響を評価するための試験系開発において

も重要な制御因子である．in vitro試験系では， 水系の培

養液を用いた試験法になるため， 水難溶性で凝集しやす

いナノマテリアルを培養液中に凝集することなく， 均一

に分散させることが最も重要な課題となる．分散剤とし

て， 界面活性剤や親水・疎水両領域をもつ媒体となる物

質の共存が必要となるが， 評価対象の物質以外に共存す

る物質や溶媒が生体に影響を及ぼす可能性を考慮して， 
生体影響の少ない物質を使用するか， もしくは影響の出

にくい量（濃度）の使用を考えなければならない．例え

ば， フラーレンはトルエンにある程度まで容易に溶解す

るが， 有機溶媒の毒性や溶媒自身の溶解性のためにトル

エン溶液の暴露において量的な制限がかかる．分散剤と

して有効な界面活性剤も， 高濃度では細胞溶解性がある

ため制限があり， 細胞の生理作用や検出する測定系に影

響を与えない適切な濃度の選択が必要である．一方， 生
体成分に近い分散剤としては， 血液中脂質やリポタンパ

ク質がある．これらは， 細胞毒性等の影響を及ぼす可能

性が低く， 培養の重要成分として添加されていることか

らも優れた分散剤と言えるが， 培養液当たりの添加濃度

には制限がある．また， 人工脂質二重膜構造のリポソー

ムも有用な分散剤であると考えられるが， リポソーム自

身にも使用する細胞によっては毒性を示すことがある．

しかし， リポソーム膜と細胞膜の相互作用により， ナノ

マテリアルを細胞膜中に導入して， 評価する手法として

は有用性が高いと考えられる．また， 水系への分散性を

あまり考慮しなくてもよいin vitro系として， 経皮暴露の

三次元皮膚モデルの系が皮膚透過性や細胞内分布， 細胞

レベルの作用機構を解明するために有力な手段となると

期待される．

　最終的な生体影響評価をするためにはin vivoの実験動

物を用いた研究が必要である．しかし， 投与時の溶媒や

分散状態が吸収性や生体反応にも影響を及ぼすと考えら

れ， in vivo系でも適切に分散した投与方法の検討が必要

である．経口暴露媒体としては， 消化管系へ過度な刺激

を与えることは望ましくないため， 可能な限り， 通常使

用している溶媒を用いての分散が検討される．溶剤の候

補として， 食品中油脂， スクァラン， 膜構成脂質成分， 
血清中脂質， リポタンパク質， リポソーム， 低刺激の有

機溶媒等の使用が検討される．水溶液として投与するた

めには， 界面活性剤（Tween20やTriton X-100等）， γ-シ
クロデキストリン等の包接体を用いて水に分散させる方

法もある．フラーレンでは， コーン油に溶解して経口投

与することが可能であることが知られている．経皮暴露

の場合は， 経口暴露の場合と異なり対象が皮膚であるた

め， 溶剤の種類が異なる．溶媒として， 発揮性の高いト

ルエンやキシレン等の有機溶媒と揮発性の低い有機溶

媒， もしくは界面活性剤などの分散剤を用いた水溶液が

検討されるが， 塗布時あるいは塗布後の皮膚表面での凝

集性や， ナノマテリアルの残留性や浸透性が変化するこ

とを考慮しなくてはならない．

吸入暴露試験系の開発の必要性

　現在のところ， 生体内吸収の観点から最も可能性の高

い暴露経路は吸入暴露であると考えられている．これま

で， ナノマテリアルに限らず微粒子の吸入暴露研究は， 
金属， 鉱物粒子， 排ガス粒子などを中心に数多く行われ

ているところであり， 生体影響についても， これらの過

去の知見が有用であることは明らかである．しかし， 実
験的検証を行う際には， 先に述べたナノマテリアルに特

有の凝集化しやすい性質をどのように扱うかについての

検討が必要となる．特に凝集体が大きいままであると， 
肺組織中の細気管支等を詰まらせることによる物理的な

二次影響を見ることになり， 少なくとも肺胞まで到達可

能な分散技術は必要であると思われる．実験的暴露方法

には， 一個体ずつ暴露する吸引法や気管内投与法と， 吸
入設備を用いる吸入暴露法がある．どちらを採用するに

しても， ナノマテリアルの吸入暴露試験系として， 特に

凝集しやすい特有の性状のため新たな分散法の開発が必

要である．特に吸引・気管内投与の場合には， 投与溶媒

の選択， エアロゾル化するための技術と分散媒体の選択

が必要である．分散媒体としてTween等の界面活性剤や

肺サーファクタントの使用が見込まれている．吸入設備

の開発においても， 粉体をより微細にする方法やエアロ

ゾル化による粒子発生装置の開発が必要である．

　一方， 繊維状粒子については， これまでアスベストや
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アスベスト代替物である人工繊維による研究で蓄積され

た情報が有益であると考えられる．アスベスト様繊維に

ついては， 肺がんや中皮腫， 肺線維症の誘発は重要な影

響であり， これらも吸入暴露実験による実験的検証が可

能であるが， 中皮腫誘発性に関して腹腔内投与による試

験も有用で感受性の高い試験であるとされている．その

強さを規定している最も重要な因子は， 特有の繊維の径

と長さに加えて， 数～数十年にわたる生体内における残

留性であると考えられている．そのため， 現時点ではin 
vitro試験系や短期動物試験により実証することが困難で

あり， 長期の動物試験が必須となるが， この問題に関す

る詳細な議論は後述する．

ナノマテリアルに関する有害影響情報の現状

　非常に多岐にわたる工業用ナノ粒子を一括して生体影

響を検討することは実質的には不可能であると考えら

れ， そのため安全性評価を念頭においた各ナノマテリア

ルの国際的な標準化作業も進んでいる．将来的には， こ
れらの標準化されたナノマテリアルに関しての評価が進

んでいくものと考えられるが， 現時点では， 個別の物質

についての断片的な生体影響に関する情報しか得られて

いない．しかも， 生産量や使用量を反映して， 二酸化チ

タンやフラーレン， カーボンナノチューブといった物質

に関しての情報に限られているというのが状況である．

　二酸化チタン:酸化チタン自体は， 古くから白色顔料

として使われてきており， 着色の目的で食品添加物と

しても使用されてきている．顔料としては， 一次粒径は

2 ～ 300ナノメートルぐらいであるが， 通常大きな凝集・

集合体を形成している．近年は， 紫外線防御や光触媒活

性を目的としたより一次粒径の小さいナノ粒子（1-50ナ
ノメートル）が使用されるようになってきた．工業的製

品の多くは粒子の形状としてルチル型とアナターゼ型に

分類され， アナターゼ型の光触媒作用がより強いと考え

られている．顔料としての使用が主流であった1989年
のIARCの発がん性評価では， ラットへの吸入実験で高

用量群においてのみ肺線維腫の増加が認められる6)もの

の， 経口， 皮下， 気管内および腹腔内投与のいずれにお

いても動物実験において催腫瘍性が認められず， 不十分

な疫学データのためグループ3に分類された7)．しかし， 
その後， 顔料タイプおよびナノ粒子の両方において， 吸
入および気管内投与によるラットでの肺がん発生率の

増加を示す報告を考慮し， 2006年2月のIARCの評価で

は， Group2Bに変更された8)．ナノサイズの粒子（ultrafi ne 
particle）とサブミクロンサイズの粒子(fi ne particle)の吸

入暴露による炎症性を比較した研究からは， ナノサイズ

粒子による炎症反応の方が強いとする研究が報告されて

いる9， 10)が， 二酸化チタンを気管内滴下した研究では， 

顔料系のサイズとナノサイズの粒子で炎症反応に違い

のないことも報告されている11)．しかし， ルチル型とア

ナターゼ型を比較した研究では， 粒子サイズが同等でも

アナターゼ型の方が， 炎症反応が強く， 表面活性の違い

が重要な因子であることも示唆されている12)．一方酸化

チタンは， 日焼け止め剤の中に紫外線防護の目的で使用

され， 近年は使用時の透明性を高める等の目的でナノサ

イズ化されたものが使用されており， ナノサイズ粒子の

皮膚暴露による影響は， 検討すべき暴露経路の一つであ

る．しかし， 局所刺激や感作性， 全身影響に関してサイ

ズの違いによる影響を検討した報告はなく， 吸収性に関

して行われた小数の研究がある．日焼け止め剤中の二酸

化チタンが， 角質層や毛嚢の中に浸透していることを示

した報告があるが， この毛嚢への浸透部分は角質層に覆

われている部分のみであった13)．また別の報告では， 二
酸化チタンナノ粒子による皮膚への透過性はほとんど示

されていない14)．しかし， 5-20nmというような超微細二

酸化チタンが皮膚を透過し， 皮内の免疫系と相互作用す

る可能性は指摘されており15)， 今後， 慢性暴露による影

響を考慮した研究が必要であると考えられる．

　フラーレン:フラーレンは， 空気から分子酸素を容易

に吸着させることができ， 光照射により得た余分な励起

エネルギーを近くの酸素分子に渡し， 反応性の高い一重

項酸素を生成することが知られている．遺伝子突然変異

誘発性に関しては， 可視光線照射時と代謝活性化系存在

時にいくつかのサルモネラ菌種で変異原性が示された
16)．発生した一重項酸素から間接的にラット肝臓ミクロ

ゾームの作用により生成した過酸化脂質が酸化的DNA
を引き起こしたことが示唆されている．しかし， マク

ロファージを用いた初期の実験では， フラーレンによる

活性酸素生成に対する影響はほとんど認められていな

い17)．フラーレンの毒性に関する報告は， ほとんどが修

飾されたフラーレンに関するもので， 未修飾のフラーレ

ンに関する情報は少ない．未修飾のフラーレンと水酸

化フラーレンのin vitroでの細胞障害性に関する研究で

は， 未修飾のフラーレンの方が細胞毒性の強いことが示

されている18， 19)が， 両フラーレンに関して3mg/kgまでの

ラットへ気管内滴下によるin vivo単回投与実験では， ど
ちらも一過性の炎症反応を示し， その反応性には違いが

認められなかった20)．経口投与した未修飾のフラーレン

の毒性影響を調べた報告はないが， フラーレンはマウス

の皮膚塗布に対しての局所炎症作用や発がん促進作用を

示さないことが報告されている21)．また， UVA 照射下で

C60フラーレンのトルエン溶液をマウスの皮膚に反復投

与した実験では， 紅斑はみられたが， 皮膚がんはみられ

なかった22)．未修飾フラーレンについては， 溶媒や培地

への分散化が極めて困難であり， in vitro系では使用した
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溶媒や分散剤の影響を受ける他， in vivo系における情報

も少なく， 系統だった毒性研究の進展が望まれる．

　カーボンナノチューブ(CNT):CNTは単層または複層の

形状を持ち， それぞれSWCNTおよびMWCNTとして分

類されるが， その製法により層の数や構造， 繊維の長

さ， 使用する触媒金属などが異なる様々な種類が存在す

る．また， ある種のMWCNTの形状がアスベストに類似

していることから， その潜在的な懸念について関心が

持たれている．まず， SWCNTについて， ラット及びマ

ウスに気管内投与し， 肺への影響を検討した実験にお

いて， 肉芽腫形成と間質性炎症を引き起こすことが報

告された23， 24)．Warheitらのラットの実験では多発性肉

芽腫が観察され， 高倍率の検査によりナノチューブの固

まりの周りを覆う単核性の肉芽腫が認められた．この

変化は用量非依存的で生体の単なる異物反応と捉える

ことができ， 生理学的関連性を持たないかもしれないと

考えられている．また， Lamらのマウスを用いた気管内

投与実験では， 慢性暴露で傷害性のあるクオーツ粒子

より炎症反応の強いことが示された．一方， SWCNTを
咽頭吸引によりマウスに暴露させた実験では， BALの
炎症細胞， 炎症サイトカイン， 蛋白質の迅速な増加によ

り， SWCNTが急性炎症反応を起こすことを示したが， 
SWCNTのマクロファージとの反応性は一過性で， 炎症

性細胞浸潤を伴わない間質の線維化が認められている
25)．さらに， 咽頭に滴下した実験では， 大動脈ミトコン

ドリアのグルタチオン量， 蛋白カルボニル化活性の変化

を伴うミトコンドリアDNA障害が示され， ApoE–/–トラ

ンスジェニックマウスで， アテローム性動脈硬化症の進

行を増強することが示され， 体循環に吸収されて， 全身

影響を示す可能性が示唆されている26)．ラットに気管内

投与したMWCNTは， 投与後60日後にも肺に残存し， 濃
度依存性の炎症反応を起こしコラーゲンリッチな肉芽腫

を形成した．この実験では， 平均5.9μmと0.9μmに粉砕

したMWCNTの投与による比較研究が行われ， 粉砕前の

MWCNTの多くが気道に蓄積し炎症を示していたが， 粉
砕した方は肺胞域に達し肺実質における肉芽腫を形成し

ていた27)．マウスにMWCNT（200-400μg）を気管内滴

下した実験では， 肺の炎症反応は一過性で弱かったが， 
投与に依存した血小板の活性化と凝固作用の活性化を促

進している可能性が示唆された28)．一方， アスベストと

の形状の類似性から想定される吸入暴露による発がん性

や中皮腫の誘発性の懸念については， 最近腹腔内投与に

より中皮腫誘発性を示唆する3つの研究結果が報告され

た29-31)．これらの腹腔内投与による研究は， 過去に行わ

れた一連の研究を参考として実施されているが， アスベ

スト様の繊維状粒子による中皮腫誘発性に特化した評価

系であるので， その妥当性や結果の詳細については後述

する．

　その他の工業用ナノマテリアルに関する研究は， さら

に断片的な研究しか報告されていない．しかし， 上記3
種のナノマテリアルに関する報告を見る限りにおいて

も， 粒子の大きさや表面積だけでなく， 表面活性や形状

に依存した毒性研究が必要であることが示されている．

健康影響評価法開発における課題

　ナノマテリアルの直接的または間接的な暴露による生

体影響や環境に対する研究情報は現在のところ上記の

ように限られており， 影響を定量的に評価する指針も定

まっていない．また， 評価するための安全性試験法に関

して， ナノマテリアルの物理化学的特長を考慮すると， 
試料の投与方法， 投与形態， 存在状態の要素がこれまで

の化学物質の評価方法に比べて重要性が高いと考えられ

る他， 物性に基づいて基礎的な研究も必要であると思わ

れる．また， ナノマテリアルの定義や応用分野の広さか

ら， 今後， 対象となる物質は， 多種多様の組成と構造を

持つことが考えられ， 全ての対象について標準的な生体

影響試験法を策定することは困難で， 実際にはケースバ

イケースの対応が必要になると考えられる．しかし， ナ
ノマテリアルの物理化学的特長を考慮して， 個別の生体

影響試験において， その後の影響評価に適切に使用する

ために予め測定しておくべき項目や， 分散法を主とした

暴露法などにおける改良点や検討項目について整理して

おくことは可能であると考えられ， 標準的な毒性手法を

適用する場合のガイダンスや最適化手法についての国際

的な議論が進みつつある．この点に関しては， 後述する

ようにOECDなど国際機関が中心となって， 様々な形で

の情報共有や共同プロジェクトが進められている．

国立医薬品食品衛生研究所の厚生労働科学研究班におけ

る取り組み

　このような状況の下， 我々が所属する研究班では， 評
価法の確立のための総合的な基盤研究を行うことを目的

とした研究を進めてきた．まずは， 高生産量のナノマテ

リアルを検証物質として選び， in vivo生体影響評価手法

の開発， ナノ粒子の吸入毒性評価手法の開発， 暴露測定

法および動態解析法の開発， in vitro試験系の開発および， 
国際動向調査の5部門による研究を行ってきた．その結

果， in vivo試験法では， p53(+/-)マウスに多層カーボンナ

ノチューブ（MWCNT）を腹腔内投与することにより， 
中皮腫が発生することを確認すると共に， 経気管肺内噴

霧法を用いた酸化チタンによるc-Ha-rasラットとフラーレ

ン（C60）による通常ラットへの発がんプロモーション

作用を見いだした．吸入試験法では， MWCNTのTween20
を用いたミスト状態での安定した暴露実験が可能なこと
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を確認した．暴露測定法および動態解析では， フラーレ

ンのラットへの強制単回経口投与と， MWCNTの気管内

投与による生体試料での定量的な検出が可能であること

を確認した．in vitro試験法の研究においては， リポソー

ム懸濁フラーレンの暴露により， 小核誘発性， 神経細胞

機能蛋白質に対する影響， Caco-2細胞を使った細胞透過

性， マクロファージ細胞からのサイトカイン放出に関し

て， 特に強い影響が見られなかったことを確認してきた．

国際動向調査においては， OECDに設置されたワーキン

ググループ内での討議で， 加盟各国でのボランタリーな

初期評価研究を進めることが合意されており， 本研究班

の成果も積極的に取り入れていくべきことが示された．

　これらの研究成果をとおして， MWCNTの吸入暴露シス

テムや生体内検出法やin vitro試験法のための基礎的技術

を確立することを可能にすると共に， MWCNT腹腔内投与

での繊維状粒子として観察された事象や気管内投与によ

る発がんプロモーション作用の結果により， in vivo長期

暴露研究の必要性を強く示すことができたと考えている．

アスベスト様サイズの繊維状粒子の腹腔内投与試験の妥当性

　我々のMWCNT腹腔内投与研究を含めて， 最近報告さ

れている様々な長さを持つカーボンナノチューブ類の中

皮腫誘発性研究については， アスベスト様の繊維状粒子

に関する過去の研究を参考としてデザインされている．

ここでは， これらの研究が行われた理由を説明するため

に， まず過去の経緯についての概説を行う．

　アスベストなどの繊維状粒子の吸入暴露による肺発が

ん性ポテンシャルは， 繊維径と長さおよび体内残留性に

依存することが知られている．Davis(1989)ら32)のラッ

トを使った吸入実験では， 20μm以上の繊維数の多いク

リソタイルでアスベスト線維症と発がん性が強くなる

傾向が示唆された．それまでの様々な治験をもとにPott
（1978）33)は， 繊維系と繊維長を関数として発がんポテ

ンシャルの強さを示す仮説を提唱した（図2）．一方， ア
スベストによる実験動物による中皮腫の誘発は， 最初

にラットへの胸腔内へのアスベスト埋入実験によって， 
Wangerによって証明された．さらに， Stanton（1981）ら
34)による様々な径と長さの分布を持つアスベストを含む

鉱物系繊維を胸膜に埋入した実験により， 径が1．5μm
以下で， 長さが4μm以上の繊維の割合が多いものが， 発
がん性の強いことが示唆されている．これらの知見をも

とに， WHO(1986) 35)では， 繊維長， 径および化学組成

は体内での沈着， クリアランス， 移動に重要な因子であ

り， 胸腔内あるいは腹腔内へ直接投与して中皮腫を誘発

させる一連の研究結果からは， 繊維長と径が主要な因子

であるとした．



図３． 繊維状粒子の肺胞域への到達性と生理学

的難除去性
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　この形状に依存した繊維性粒子の発がん性などの慢性

影響は， 肺の中での体内残留性に関連していると考えら

れている．WHOでは， PCOMサンプラーでカウント可能

な， 繊維長5μm以上で， 繊維径が3μm以下で且つ， 繊維

長:繊維径のアスペクト比3:1以上の粒子（WHO fi ber）を， 
職域環境でのモニター粒子として推奨してきた．これは， 
繊毛のある気道を通り抜けて， 胚胞まで到達できる粒子

(respirable)は空気力学的な繊維径が5 ～ 10μm以下とされ

ているが， 繊維長は空気力学的な繊維径に影響を与えな

いことが示されている36， 37)ことや， 5μm以上の大きさの

繊維は， マクロファージで除去するには大きすぎること

によるものであると解釈されている．その結果， これら

の繊維状粒子の肺胞域への到達性と， 生理学的な難除去

性が， 繊維長の長い繊維の有害性を示す根拠の一つであ

ると考えられている（図3）．

　アスベストや鉱物系の繊維以外の人工的なガラス質

繊維を用いた試験でも， 繊維長に依存した発がんポテン

シャルを示す結果が得られている．しかし， 同じ形状を

持つ繊維でもその化学組成の違いで， 発がん･慢性影響

に違いがあることが示された．また， アスベストの一種

クリソタイル（白石綿）も不純物の少ないものは， クロ

シドライトやアモサイトよりも， 繊維数あたりの催腫瘍

性が弱いことが知られている38)．化学組成の内， 鉄原子

が， 活性酸素発生に強く関わっており， 発がん機序の因

子と考えられている， 実際， クリソタイルを含めたアス

ベストや人工ガラス質繊維の不純物としても混在してい

る．しかし， その混在量は， 同じ物質でもサンプルごと

に異なるほか， どのタイプの鉄原子が発がん性に関わっ

ているかは依然不明であり， 鉄の混在量と活性酸素の発

生量に明らかな相関関係は認められていない39)．鉄含量

は中皮腫誘発の増強要因であるが，絶対要因ではない．

　一方， 体内残量性は慢性影響に関して， 形状因子（線

維長と径）の以外に他に最も重要であると認識されてい

る因子としては， 化学組成に基づく繊維の体内での耐久

性（durability）が知られている40)．形状的には， 体内残

留性が高いと思われる形状の物質でも， 長期間体内に残

留している間に， 粒子表面の収縮や侵食などにより， 繊
維が分解されたり短くなったりすることにより， 物質の

組成によっては， 肺胞内から除去されていくメカニズム

のあることが示唆されている．実際， 肺内からの繊維

（特に繊維長の長い（20μm以上）繊維）の排出半減期の

長さが， 肺への障害性と相関していることが， 人工ガラ

ス質繊維を用いた研究で示されている41)．一方， 腹腔内

投与による中皮腫の誘発の強さも， 繊維長の長い繊維の

肺からの排出半減期の長さとよく相関していることが

示されている42)．1997年のECのガラス性繊維の有害性

物資の分類， 包装， 表示に関する指定（EC Commission 
directive 97/69/EC）43)の中では， 上記のような知見を受

けて， 腹腔内投与あるいは吸入試験での発がん性試験で

の知見に加えて， 20μm以上の繊維の肺からの消失半減

期（吸入の場合10日， 気管内投与の場合40日より短い場

合は発がん物質としての表示から除外している）を基準

として採用している．

　最近のアスベスト代替繊維の評価に関するWHO/
IPCSの2005年のワークショップ（WHO Workshop on 
Mechanisms of Fibre Carcinogenesis and Assessment of 
Chrysotile Asbestos Substitutes． 8-12 November， 2005， 
Lyon， France ）でもサマリーレポートのなかで， 
　　　 「物理化学的性質として， 化学組成は， 繊維の構

造と物理化学的性質（表面積や表面活性）を決定

する主要因子であり， 繊維粒子成分から発生する

フリーラジカルはDNA障害や変異原性を引き起こ

す．また， 繊維表面の物理化学的性質は炎症反応

を決定する因子となる．また， 繊維の半径･長さ

と蓄積性に関しては， 繊維の長さに依存して生体

内残留性が大きくなれば， 繊維粒子による発がん

性が強くなる傾向にあるとされているが， これは

ガラス製の繊維によって確認されている事項であ

り， 他の種類の繊維状粒子でも証明されている訳

ではない．」

という有害性評価に関するコメントが参加者によるコン

センサスとしてまとめられている．

　以上のようにこれまで繊維状粒子と中皮腫の誘発能に

関しては， 繊維の径と長さ， 構成成分， 生体内半減期等

様々な因子を用いた数多くの研究がなされてきており， 
アスベストとガラス性繊維に関してはある程度のコンセ

ンサスが得られているものの， 繊維性粒子全体の評価と

しては， 依然， 明確な国際的コンセンサスは確立してい

ない状況である．しかし，frustrated phagocytosisを仮説

とし，組成に関わらず粒子のサイズと形状を重視する考
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えも否定されていない．

　合成有機繊維やカーボンナノチューブ等の新しい素材

の繊維性粒子に関しては， 上記のような知見が当てはま

るかどうかについては確認の必要性が提言されていた44)．

そこで， 我々の研究班では， 炭素原子が主成分である

カーボンナノチューブについて， その形状（繊維長や径）

から予想される中皮腫誘発能を検証することとした．

繊維長の長いタイプのMWCNTの腹腔内投与試験の結果

　我々の研究で使用した多層カーボンナノチューブ

（MWCNT）について， その繊維径と長さを測定したと

ころ図2の結果を得ている．これらの大きさは， 初期に

提唱された発がんポテンシャルを示す大きさのレンジと

重なることが示された．その発がん性を評価するにあた

り， 暴露経路を考慮すると吸入暴露による実験が適切で

あるとは考えられたが， カーボンナノチューブは， 凝集

しやすい性質を持っており， 研究班がスタートした直後

においては， 液体等に分散するなどして気管内投与を行

うことを念頭においても， 適切に分散して投与/吸入暴

露を行う手法が存在していなかった．また吸入暴露に

よる検証の必要性についても， 論議の分かれるところで

あり， 過去の吸入暴露実験による齧歯類の発がん感受性

が人のそれに対して著しく低く， 発がんポテンシャルを

過小評価する可能性， そして， むしろ齧歯類における腹

腔内投与結果との対応の方が， 人における発がんポテン

シャルを正当に評価するのではないかとの指摘もあるた

め， 上述した腹腔内投与法の妥当性に鑑み， 最初の試験

の暴露経路として検出力の高い腹腔内暴露を選定した．

しかし， 最も発がんポテンシャルの強いアスベスト（ク

ロシドライト）を用いた腹腔内投与研究でも， 中皮腫の

誘発には， 1年以上の期間が必要であることが知られて

いたため， より短期間での検出法を検討した．その結果， 
P53(+/-)ヘテロノックアウトマウスを使った腹腔内投与

手法により， アスベストによる中皮腫誘発を約半年まで

短縮できる研究が報告45， 46)されており， この手法を用

いてナノチューブとフラーレンを検討することとした．

P53(+/-)マウスを用いたオリジナルの手法では， 200μg
（5.8×108 fi bre）を週に一回35週間腹腔内投与している

が， 複数回投与による繊維長非依存的な毒性を回避す

るために単回投与で行うこととした．また， 未だ最終

化はされていないが， 1997年にECのEuropean Chemical 
Bureauの合同研究センター（Joint Research Center）で作

成されたManMadeMineralFibres（MMMF）試験法のドラ

フト案47)では， 繊維数として1×109 WHO fi ber/ratの単回

投与を標準としている．また， Rollerら（1997）48)の様々

な繊維粒子を腹腔内投与した際の用量（繊維数）依存性

からは， 109fi ber/animal程度を投与すれば， 様々な繊維で

の中皮腫の発生を捉え得ることができることが示されて

いる．研究結果としては， p53のヘテロノックアウトマ

ウスに3mg/miceを腹腔内単回投与した場合に， 投与後半

年までの間に， ほとんどのマウスに中皮腫の発生が認め

られた30)．（尚， 現在解析中の追加試験では， 1000分の

一の用量である3μg/mouseの腹腔内投与でも， 中皮腫の

発生することを確認している）．同時に投与したクロシ

ドライト（3mg/mice）においても， ほとんどのマウスに

中皮腫を誘発したが， 未修飾フラーレンを同用量（3mg/
mouse）投与した場合は， 対象群と同様に中皮腫の発生

を認めなかった．

　ほぼ同時期に発表された別の研究では， 長さの違う4
種類のMWCNTを50μg/kgの用量で腹腔内単回投与して， 
7日後の中皮細胞の増殖性を検証したところ， 長いタイ

プの2種類について腹腔側にCNTを取り込んだ群におい

てのみ細胞が集合した肉芽の形成が認められた29)．この

結果は， 我々の結果を支持する結果である49)．さらに， 
我々が用いた長いタイプのMWCNTは， 野生型のラット

を用いた腹腔（陰嚢腔）内投与研究によっても， 中皮腫

を誘発する能力を持つことが明らかにされた31)． 尚，短

いタイプやその他の様々な形状のMWCNTにおける慢性

毒性は別途検証する必要性がある．

慢性影響研究の重要性

　p53のヘテロノックアウトマウスにナノマテリアルを

腹腔内投与した我々の研究では， 分散したMWCNT繊維

が食細胞によって貪食された像として認められ， 繊維を

含んだ細胞が腹膜の病変部のみならず肝類洞内又は肝葉

間の線維性中隔に沿って及び腸間膜リンパ節の中にも認

められることが示されている．また， 中皮腫誘発性を示

さなかったフラーレンについては， 腹膜において小さな

暗褐色斑を漿膜表面に認めるのみであったが， この暗褐

色斑は投与したフラーレン凝集塊のサイズと形が一致し

ており， その裂隙の辺縁が褐色に染まった像が捕らえら

れている．これは，食細胞によるフラーレン粒子の表面

の生体による細分散の可能性を示唆しているものと推定

された．この実験を再解析した結果， フラーレン投与群

において， 体重増加抑制， 腎の巣状萎縮， 組織学的に尿

細管上皮の空胞変性（PAS染色陰性， 脂肪染色陰性）～

尿細管の萎縮と円柱形成によるネフロン萎縮ないし脱落

が誘発されていることが示唆され，現在，追試による確

認を進めている．少なくともフラーレン凝集体が貪食細

胞等により細粒化され， 全身に再分布して影響を引き起

こした可能性が示唆された．

　以上のことは， アスベスト様の繊維状粒子の慢性暴露

による中皮腫誘発性だけではなく， 体内に取り込まれ得

るサイズのナノマテリアルの長期体内残留とそれに対
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する生体反応の様式が， 慢性的に身体に大きく影響する

ことを示唆しており， ナノマテリアルの未知の生体影響

を検索していくための慢性影響研究は， より重要な研究

テーマとして取り上げるべきであると考えられる．

おわりに

　産業用ナノマテリアルはナノテクノロジーの中心的な

新規物質として， 近年急速にその種類や生産量が増加し

つつあるが， 産業用途として期待されている物理化学特

性は， 同一化学組成を持つ大きな構造体とは異なる生理

活性やヒト健康影響に対する懸念をもたらす可能性を含

んでいる．このような懸念に対して， ナノマテリアルの

特性を考慮した有害性評価手法の開発と評価の実施が急

務となっており， 我々は， 本問題に対処するための体内

動態モニタリング法， in vitro及びin vivoの評価法開発の

為の基礎的研究を進めてきたところである．ナノマテリ

アルによる健康影響評価法について論点の整理では， 基
本的な評価概念については， 従来の化学物質と同様であ

ると考えられものの， ナノマテリアル特有の物理化学的

性状のため， 特に分散法や体内蓄積性といった観点で新

しい技術の導入や手法開発が必要であることが示され

た．一方， ナノマテリアルの想定された体内動態に従い

最も懸念された慢性影響として， 繊維状粒子による中皮

腫形成について， アスベスト同様の大きさと形の繊維を

含むカーボンナノチューブが腹腔内投与試験よりそのポ

テンシャルを持つことを明らかにしてきた．加えて， こ
の研究は短い繊維状のナノチューブやフラーレンが， 細
胞による貪食作用等を介して体内に再分布する可能性を

示唆した．これらのことは， ナノマテリアルの長期体内

残留とそれに対する生体反応の様式が， 慢性影響に大き

く影響することを示唆すると共に， 表面活性の高いナノ

マテリアルと体内成分（細胞を含む）との基礎的な相互

作用， 体内残留様式， 及び慢性有害性影響の同定が， ナ
ノマテリアルの健康影響評価研究の中で最も重要な検討

事項であることを示したものであると考えている．多く

の点で未確定の部分が多いナノマテリアルの健康影響評

価において， in vitro及びin vivoの評価などの様々なアプ

ローチが必要であることに異論の余地はないところであ

る．しかし， 闇雲にあらゆるエンドポイントやスクリー

ニング手法の検証を進めることより， 回り道のようにみ

えるかもしれないが， 想定される重要なin vivo影響を同

定し， その影響の発現メカニズムや検出マーカーを検索

しながら評価手法を整備していくことの方が， より早く

評価手法の確立に繋がるのではないかと考えている．
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