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研究成果の概要（和文）： 

 石綿は、肺がん、中皮腫の原因となることが明らかになったため、現在使用が禁止されてい

る。現在使用されている石綿代替品は、年月が浅いため安全性が明らかになっていないものが

多く、安全性評価が急務となっている。本研究では、人造繊維状物質のうち、RF3 種、RCF、RW2

種を調査対象物質とした。試験管内試験や吸入曝露実験などで評価した結果、細胞や肺の障害

性は少ないことが示唆された。  

 

研究成果の概要（英文）： 

As for the asbestos, the use is prohibited now to cause lung cancer, the mesothelioma. 

The used asbestos substitutes has many things that safety does not become clear so that 

time is not long, and safety evaluation becomes urgent business now. In this study, we 

assumed RF3 class, RCF, RW2 class an investigation object material among synthetic 

fiber-shaped materials. As a result of having evaluated it by intratracheal instillation 

or inhalation exposure, as for the obstacle characteristics of a cell and lungs, few things 

were suggested.  
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１．研究開始当初の背景 

石綿は、肺がん、中皮腫の原因となること

が明らかになったため、現在使用が禁止され

ている。このため石綿代替品が使用されてい

る。しかし、代替品は使用されてから年月が

浅いため安全性が明らかになっていないも

のが多く、安全性評価が急務となっている。

人造繊維状物質の一種である RF、RCF は耐火

性、耐熱性等に優れているため、産業廃棄物

用高炉や工業炉に石綿代替繊維の一つとし

て使用されている。また、RW は石綿代替繊維

の一種であり、耐熱性や耐久性等に優れてい

るため幅広く使用されている。今回、産業界

で幅広く使用されている繊維について、研究

を行った。 

 

２．研究の目的 

 線維増殖性および発がん性が認められる

石綿に替わる人造繊維状物質のうち、RF3 種、

RCF、RW2 種を調査対象物質とした。 

評価手法は、in vitro 実験で、細胞磁界測

定法、LDH 逸脱酵素測定法、形態学的観察、 

in vivo 実験で、鼻部吸入曝露後の肺磁界

測定法、肺内滞留性評価、また気管内投与後、

マクロファージから産生されるサイトカイ

ンの測定、肺病理学的評価で、各々の組合せ

による安全衛生評価体系の開発と実証をす

る。 

 

３．研究の方法 

 （１）マウス由来腹腔マクロファージ様培

養細胞 RAW264.7 を用いた RF3 種の安全性の

検討 

試料は、RF1､RF2､RF3（日本繊維状物質研

究協議会）を用いた。培養液（DMEM）で前培

養した RAW264.7 細胞を回収し、計算盤で算

出した後、25×104個/ml となるよう培養液で

調製した。ガラス秤量瓶に播種した細胞に、

細胞磁界測定の指標となる Fe3O4を添加し、

実験群にはRF1､2､3を各250､500､1000μg/ml

添加、対照群には PBS を添加した（n=6）。48

時間培養後、細胞磁界測定装置にて外部より

磁化、その後 20 分間の残留磁界をフラック

スゲート磁束計にて測定した。測定後、上清

を回収し、マイクロプレートリーダーで

RAW264.7細胞から培養液中へのLDH逸脱量を

求めた。 

群毎に、得られたデータの平均値を算出し

一元配置分散分析で統計解析した。電子顕微

鏡による形態学的観察では、RAW264.7 細胞に

1000μg/ml の試料を添加し、48 時間培養し

た。前処理後、走査型および透過型電子顕微

鏡を用いて、核、細胞小器官、細胞膜の観察

を行った。 

 

（２）オス Wistar ラットを用いた RCF

（1200℃、1500℃、ムライト）の安全性の検

討 

RCF は加熱温度が上昇すると非晶質のムラ

イト、結晶質のクリストバライト（結晶性シ

リカ）が生じる。また、加熱温度が上昇する

につれて結晶質シリカの割合が増加する。 

そこで本研究では加熱した RCFの生体影響

を評価するため 1200℃および 1500℃に加熱

した RCF、その生成物であるムライトを用い

た。調製は、各 RCF0.5mg を 0.3ml の生理的

食塩水に懸濁した。オス Wistar ラット 7週

令に、各 RCF を 1 日 1回 4日連続で気管内投

与した。また、対照群は生理的食塩水 0.3ml

を同様に投与した（n=3～5）。 

その後、気管支肺胞洗浄を行い、マクロフ

ァージを回収した。遠心分離後の上清を用い

てマクロファージから産生されるサイトカ

イン(TNF-α、TGF-β)を測定した。また、遠

心分離後の沈殿した細胞について、種類の分

類や計数を行い各々の割合を算出した。 

さらに、肺の病理組織標本を作製し病理学

的影響を評価した。 

 

(３)オス Fischer344 ラットを用いた NC社製

RW の安全性の検討 

試料は NC 社製 RW を使用した。鼻部吸入曝

露実験装置を用いてオス Fischer344 ラット

（6～9週齢）に 1日 6時間 5 日間の連続曝露

を行った（n=24）。曝露濃度は長径(L)＞20μm

が 93.08fiber/m3であった。曝露終了 1、90、



180 日後にラットを屠殺し、肺を摘出した。 

灰化・ろ過捕集などの処理後、電子顕微鏡

写真にて、肺内繊維サイズ(長径・短径)の計

測と肺内滞留繊維数の計数を行った。 

得られた結果の平均値を算出し、一元配置

分散分析、Scheffe 法による多重比較の検定

を行った。さらに肺内滞留繊維数の 1日後群

の幾何平均値を 100％とした時の指数近似曲

線から RW の半減期を求めた。 

 

（４）オス Wistar ラットを用いた NT 社製 RW

の安全性の検討 

試料は NT 社製の RW を用いた。鼻部吸入曝

露実験装置を用いてオス Wistar ラット(8 週

齢)に 1日 6 時間、5日間連続曝露を行った

（n=10）。 

Fe3O43mg を生理食塩水 0.2ml に懸濁した試

料を、曝露終了 1日後に気管内投与した。 

曝露終了 1、3、7、14、28 日後、胸部全体

をヘルムホルツ型コイルにより 50mT で 1 秒

間磁化し、その後 40 分間、胸部の残留磁界

をフラックスゲート磁束計にて肺磁界測定

した。非曝露のラットを対照群とし、実験群

と同様の条件で測定を行った（n=12）。得ら

れた結果について、t検定による両群間の統

計学的解析を行った。 

 

４．研究成果 

（１）細胞磁界測定では、RF 添加により緩和

の遅延が認められ、対照群と比較して、RF1

では 500μg/ml、1000μg/ml、RF2 では 1000

μg/ml、RF3 では 1000μg/ml の添加群におい

て有意に遅延した。LDH 酵素測定においても、

RF添加による培養液中へのLDHの逸脱が認め

られた。対照群と比較して、RF1 では 500μ

g/ml 以上、RF2 では 250μg/ml、500μg/ml、

1000μg/ml、RF3 では 500μg/ml、1000μg/ml

の各添加群において有意に逸脱した。また、

細胞磁界測定および LDH 酵素測定において、

RF 添加量と細胞毒性の間には量影響関係が

認められた。 

形態学的観察においては、走査型電子顕微

鏡では、RF1､2､3 ともに RAW264.7 細胞が繊維

を不完全に貪食し、微絨毛が減少している像

が観察された。透過型電子顕微鏡では RF1､2､

3 ともに微絨毛の減少、核のクロマチンの凝

集が観察された。また、細胞質内に繊維が観

察されたものの、比較的細胞小器官は保たれ

ている様子が観察された。 

今回の実験において、細胞磁界測定法によ

る緩和の遅延より細胞機能への障害性、LDH

酵素測定法による LDH逸脱量より細胞膜の傷

害性、形態学的観察より形態学的変化から、

RF による RAW264.7 細胞への細胞毒性が示唆

された。緩和の遅延は、RF 繊維により細胞骨

格が障害されたために起こったと考えられ

る。また、RF1 が RF2､3 より毒性が強かった

理由として、RF1 は RF2､3 に比べ、1μg当り

の繊維数が多いこと、長径が長く短径が短い

ことが関与していると考えられる。 

 

（２）サイトカイン（TNF-α、TGF-β）を測

定した結果、対照群およびムライト投与群に、

有意差はなかった。細胞の種類の分類では、

1200℃および 1500℃加熱処理群、ムライト投

与群で 1 日後、3 日後にわずかに好中球が増

加したものの有意な増加ではなく、炎症は生

じていなかった。 

病理学的影響評価では 1200℃および

1500℃加熱処理群、ムライト投与群で 1日後、

3 日後に肺胞壁の肥厚、肺胞内にマクロファ

ージがみられたが、これは繊維を処理する際

の肺の防御反応であり、肺に異常はみられな

かった。以上より、RCF が肺胞マクロファー

ジに貧食され、肺内で繊維の溶解が生じたた

めと考えられる。さらに、1200℃および

1500℃加熱処理群、ムライト投与群ともに 28

日間という短期間の観察において肺の影響

はなかった。 

 

（３）ろ過処理後の検体を、繊維の判断基準

に従い肺内繊維サイズを計測した結果、長

径・短径ともに 1日後から 90、180 日後にか

けて有意に減少した。肺内滞留繊維数は 1 日

後から 90、180日後にかけて有意に減少した。

以上より、体液による溶解、肺胞マクロファ

ージの貪食作用後、気管・気管支の粘液線毛

運動による体外への排出、肺間質からリンパ

管への輸送が生じたためと考えられる。また、

半減期は L＞20μm で 55 日、WHO 繊維で 74 日

であり、石綿の半減期と比較して短かった。 

 



（４）肺磁界測定を行い、磁化後 40 分間の

残留磁界を経時的に観察し緩和の程度を示

す緩和曲線を求めた。7 日後の測定で、実験

群と対照群で有意差を認めたが、それ以外の

測定日では有意差は認められなかった。また、

すべての緩和曲線で緩和は迅速に認められ

た。磁化後 2 分間の残留磁界を対数変換して

得られた直線と Y軸との交点を B0（磁化直後

の残留磁界）、磁化中止 t秒後の残留磁界を B

とし、緩和係数（λ）を、B=B0e(-λt)の式

により求めたところ、両群間で 3、7、14、28

日後に有意差が認められた。しかし緩和係数

は経時的に変化が見られた。また、曝露終了

1日後を 100％として各測定日での B0 値をプ

ロットし、Fe3O4のクリアランスを求めたとこ

ろ、実験群と対照群間に有意差は認められず、

両群ともに迅速な減衰がみられた。以上より、

肺胞マクロファージが RW を貪食し、細胞骨

格による食胞の回転が迅速に行われたこと

が考えられる。つまり、RW による肺障害性は

低いことが示唆された。 

 

今後は組織、白血球、尿中 8-OHdG と 8-NG

の免疫組織化学的および機器分析による定

量的な DNA 損傷の測定を行い、調査対象物質

の毒性に関して総合的に評価する。また、上

記した人造繊維状物質曝露動物について、肺、

胸膜・腹膜からの悪性腫瘍の発生を経時的に

病理組織診断を行い、発がん性の有無につい

て信頼性の高い結論を作成する。また、胸水

中のヒアルロン酸、血液中の腫瘍マーカー

（CEA など）を測定し、中皮腫の早期診断の

ためのスクリーニング法を確立することが

必要である。また、他の代替繊維（シリコン

カーバイトウイスカー、ガラス繊維、グラス

ウールなど）についての安全性についても同

様に評価を進める必要がある。 
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