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研究要旨 
 本研究の目的は、ナノマテリアルの毒性評価を人の現実的な暴露経路である全身暴露吸

入試験法を用いて実施すること、及び、吸入により惹起される病変の詳細分析により評価

基準を策定することにある。ナノマテリアルは多くの産業に貢献する革新的な基盤技術と

してその応用が急速進展する中、製造者及び製品利用者の健康被害防止のために並行して

進められるべき有害性評価は十分ではない。ナノカーボン技術で先駆的役割を果たしてい

る日本において、国際競争力を保持しつつナノマテリアルの継続的な進展のためにも、基

礎的定量的な毒性評価の確立が急がれる。 
本研究班では、吸入試験として二つの方法を用いた。一つは、先行研究[H23-化学一般-005]

において独自に開発を行った凝集体／凝固体を除去し高度に分散した乾燥検体を得る方法

（Taquann 法）及び、それをエアロゾル化するカートリッジ直噴式ダスト発生装置(Taquann
直噴全身吸入装置)を用いたマウス吸入試験である。本システムを開発する際に事例対象と

した検体は、先行研究[H20-化学-一般-006] において中皮腫発癌性の検討に用いた多層カー

ボンナノチューブ（MWCNT）であるが、本システムは原理的に他のナノマテリアルに適応

可能な汎用性も備え、かつ、少ない検体量で吸入試験の実施が可能である。もう一つの方

法は、日本バイオアッセイ研究センターにおいて開発された吸入暴露装置を用いたラット

吸入試験である。本装置は MWCNT（MWNT-7）の 2 年間ラット発がん性試験を GLP 試験

として実施した実績を有する。本研究では、ナノマテリアルの中で産業応用が進んでいる

各種 MWCNT、酸化チタンについて吸入試験を行い、組織負荷量、病理組織学的評価（光

顕、電顕、免疫染色）、免疫系機能評価にわたり、計画的経時解析により、腫瘍性及び非腫

瘍性の組織病変の同定、それらの形成に関連する病態の急性から慢性への経時変化、及び

それらに先行する機能的変化の検出を試みた。マウスの知見からは、分散性の高いナノマ

テリアルを吸入させた結果、生体内に長期間留まり持続性の炎症反応を引き起こす可能性

を示した。マクロファージが重要な役割を担っており、慢性炎症によって誘発される増殖

性の腫瘍性病変の評価をより長期に亘って実施する必要がある。また、マウスの免疫系へ

の影響を調べた結果、MWCNT 暴露後 1 年を経過した肺組織では散在性の肉芽腫病変に加

え肺胞壁の肥厚、間質の線維化の亢進が観察された。肺胞マクロファージの M1/M2 比は

MWCNT 暴露で有意に上昇していた。M1 マクロファージに関連する遺伝子発現は MWCNT

暴露後、長期間の経過によって変化が見られなかった。MWCNT 暴露によって MMP-12 産
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生肺胞マクロファージが増加することが判明し、マクロファージを介した肺組織の線維化

機構が示唆された。ラットの知見から、MWCNT の長期吸入暴露ではラットの生涯に渡り

肺胞上皮の細胞回転が亢進状態にある中で、加齢とともに DNA の修復エラーが累積して II

型肺胞上皮由来の腫瘍化を促進したものと推察された。 
本研究において使用した Taquann 法と Taquann 直噴式システムは、ナノマテリアルの吸入

試験における課題を克服した吸入試験方法である。分散性の高いナノマテリアルを用意し、

人体にとって重要であると想定される暴露様式に即した全身暴露吸入を実施することで、

事前に毒性情報の存在しない新規のナノマテリアルについての、遺漏のない吸入毒性評価

が可能になると期待される。 
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A. 研究目的 

本研究の目的は、工業的に大量生産されるナ

ノマテリアル（以下、ナノマテリアル）の毒性

評価を、人で想定される現実的な暴露経路であ

る全身暴露吸入毒性試験法（以下、吸入試験）

を用いて実施すること、及び、吸入により惹起

される病変の詳細分析により評価基準を策定

することにある。 
ナノマテリアルは多くの産業に貢献する革

新的な基盤技術として注目されており、製品開

発への応用が急速に進展している。一方で、製

造者及び製品利用者の健康被害防止のために

並行して進められるべき有害性評価はそれに

比較すると十分ではない。ナノカーボン技術で

先駆的役割を果たしている日本において、国際

競争力を保持しつつナノマテリアルの継続的

な進展のためにも、人へ外挿性の高い基礎的定

量的な毒性評価の確立が急がれる。 

本研究班では、吸入試験として二つの方法を

用いた。一つは、先行研究[H23-化学一般-005]
において独自に開発を行った凝集体／凝固体

を除去し高度に分散した乾燥検体を得る方法

（Taquann 法）及び、それをエアロゾル化する

カートリッジ直噴式ダスト発生装置（Taquann

直噴全身吸入装置）を用いたマウス吸入試験で

ある。本システムを開発する際に事例対象とし

た検体は、先行研究[H20-化学-一般-006] におい

て中皮腫発癌性の検討に用いた多層カーボン

ナノチューブ（MWCNT）であるが、本システ

ムは原理的に他のナノマテリアルに適応可能

な汎用性も備え、かつ、少ない検体量で吸入試

験の実施が可能である。 
もう一つの方法は、日本バイオアッセイ研究

センターにおいて開発された吸入暴露装置を

用いたラット吸入試験である。本装置は

MWCNT（MWNT-7）の2年間ラット発がん性

試験をGLP試験として実施した実績を有する。 
本研究では、ナノマテリアルの中で産業応用

が進んでいる各種MWCNT、酸化チタンについ

て吸入試験を行い、組織負荷量、病理組織学的

評価（光顕、電顕、免疫染色）、免疫系機能評

価にわたり、計画的経時解析により、腫瘍性及

び非腫瘍性の組織病変の同定、それらの形成に

関連する病態の急性から慢性への経時変化、及
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びそれらに先行する機能的変化の検出を試み

た。 
 

B. 研究方法 
B-１. マウス全身暴露吸入試験と組織負荷量の

測定 

検体は、MWCNT（MWNT-7、三井物産）及

び酸化チタン（MT-500B、テイカ）を用いた。

検体はTaquann法処理を行い、Taquann直噴全身

吸入装置によりマウス（系統；C57BL/6NcrSlc、
野生型、p53+/-）に対照群、低用量群(1 mg/m3)、
高用量群（2 mg/m3）の構成で1日2時間、合計10

時間の吸入試験を実施した。長期観察と計画的

定期解剖を行い各研究分担者に生体試料を供

給した。 

MWCNTについては、原末（U-CNT）
と、Taquann法処理検体（T-CNT）を、

マウスに質量濃度を約2 mg/m3の同等

の条件で全身暴露吸入し、肺に沈着し

た繊維の量と長さを経時的に測定し比

較した。  

並行して、難溶性粒子の反復吸入曝

露では経時的に肺沈着量が増加してい

くため長期間の吸入曝露では過負荷の

影響が懸念される。そこで本研究では、

MWCNTを事例対象として肺負荷量の

Cmaxを一定の範囲にとどめ、暴露期間

中のAUCが均一になるプロトコルでの

暴露方法を検討した（高橋）。 
 

B-2. ナノマテリアル吸入暴露による病理組織

学的評価（マウス） 
MWCNTまたは、酸化チタンを吸入させたマ

ウスの肺胞上皮の変化や増殖性病変を

International Harmonization of Nomenclature and 
Diagnostic Criteria (INHAND)に従った病理組織

学的評価を行った。 
病理組織学的評価は HE染色標本を作成し、

通常の光学顕微鏡を用いて行った。極小の針状

構造物である T-CNT は通常の光学顕微鏡では

観察しにくく、その存在がと捉えにくいため、

偏光顕微鏡による観察も合わせて行った。さら

に、SP-C、CC10、CD68、CD3、calretininによ

る免疫組織化学染色を行い、HE染色標本の組織

構築と免疫組織学的特性について比較検討し、

増殖性の腫瘍性病変の発生母地の評価、組織球

系細胞の浸潤様態を評価した（今井田）。 

 
B-3. ナノマテリアル吸入暴露による病理組織

学的評価研究（ラット） 

MWCNTの肺発がん機序についてより詳細

な検討を進めるため、ラットの吸入試験を、

OECD化学物質テストガイドライン451（がん原

生試験）にGLP対応した試験実績がある日本バ

イオアッセイ研究センター（JBRC）にて実施し、

肺発がんMOAを解明する一端として、昨年度の

吸入暴露実験を実施し、採材して保存した肺の

サンプルに対して詳細な病理組織学的検査を

実施し、気道や肺胞の上皮に生じる組織反応と

肺胞壁を経由するMWNT-7の体内移行の実態

を調べた。 
吸入暴露実験は、雄性F344/DuCrlCrljラットを

使用し、乾式篩分け分級機構を組み込んだ大規

模吸入施設で、JBRCによる発がん性試験と同じ

0、0.2、2 mg/m3の濃度で1日6時間の暴露を実施

した。暴露期間は最長で4週（6時間/日、5日/週）

とした。また実験開始から3箇月で屠殺する回

復群を併設した。また、先の発がん性試験でラ

ットの肺に誘発された前腫瘍性及び腫瘍性病

変の病理組織学的特徴の詳細検索も実施した。

具体的には、定法に従ってパラフィン包埋によ

り肺のHE標本、免疫組織化学染色（CD-68、SP-C、
CC-10、E-カドヘリン、TTF-1）、超微細形態学

的検索を行った（相磯）。 

 
B-4. ナノマテリアルの免疫制御システムへの

影響評価研究 

マウスを用い、ナノマテリアルを吸入後の各

種免疫担当細胞の分画の変化を経時的に観察

するとともに、吸入後長期間での免疫システム

への影響を多角的なアプローチにより解析し

た。具体的には、対照群、低用量群（1 mg/m3）、
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高用量群（2mg/m3）の構成で1日2時間、合計10
時間の吸入試験を実施した野生型C57BL/6マウ

スを対象に、経時的なフローサイトメトリー解

析、病理組織解析、蛍光色素標識抗体による共

焦点顕微鏡解析及び定量化RT-PCR法による解

析を実施した。組織のサンプリングは吸入暴露

後6箇月及び12箇月に実施した。 
フローサイトメトリー解析では、頸部リンパ節、

脾臓、肺胞洗浄液から採取した単核球を対象に、

リンパ球表面マーカーCD45.2, CD11b, F4/80, 

CCR2 (CD192), CD206に対する抗体にて染色し

それらの発現を解析した。病理組織解析では、

パラフィン包埋標本のHE染色、アザン染色標

本並びにcollagen type IV抗体による免疫染色を

行い観察した。共焦点顕微鏡解析では、肺組織

の凍結切片を作成し、F4/80、MMP-12に対する

抗体染色及び DAPIにて核染色を行い、解析し

た。定量化RT-PCR法解析では、肺、脾臓から

抽出した mRNA を対象とし、MCP-1, iNOS, 

Arginase-1, IL-1β, IFN-γ, TNF-α, IL-12, IL-10, 

IL-13, IL-5, TGF-β1, Col3A, Col IV, MMP-2, 

MMP-9, MMP-12, TIMP-2, TIPM-3及びβ-actinの

発現を調べた（石丸）。 

 

倫理面への配慮 
 本研究における動物実験の使用は、

科学的及び動物愛護的配慮を十分行い、

動物の愛護及び管理に関する法律（昭

和 48 年法律第 105 号、平成 17 年法律

第 68 号一部改正）、実験動物の飼養及

び保管並びに苦痛の軽減に関する基準

（平成 18 年環境省告示第 88 号）、厚生

労働省の所轄する実施機関における動

物実験等の実施に関する基本指針（平

成 18 年 6 月 1 日付厚生労働省大臣官房

厚生科学課長通知）、動物実験の適正な

実施に向けたガイドライン（平成 19 年

6 月 1 日日本学術会議）、遺伝子組換え

生物等の使用等の規則による生物多様

性の確保に関する法律（平成 15 年法律

第 97 号）及び所属の研究機関が定める

規定；香川大学では香川大学動物実験

委員会が定める香川大学動物実験規則

（平成 19 年 2 月 1 日）、国立医薬品食

品衛生研究所では国立医薬品食品衛生

研究所動物実験委員会が定める国立医

薬品食品衛生研究所・動物実験の適正

な実施に関する規程（平成 19 年 4 月 1
日）、日本バイオアッセイ研究センター

では日本バイオアッセイ研究センター

の動物実験委員会が定める動物実験等

に関する規定（平成 24 年 4 月 25 日）、

徳島大学では徳島大学動物実験管理規

則（平成 24 年 3 月 21 日）を遵守した。

動物実験については、動物愛護に関す

る法律、基準、指針及び所属研究機関

が定める動物実験に関する規定、指針

を遵守した。  
 

C. 研究結果 
C-１. 全身暴露吸入試験と組織負荷量の測定 

U-CNTとT-CNTを質量濃度が約2 mg/m3の同

等の条件で暴露を行ったがMWCNTの肺負荷

量の平均値は、T-CNT群ではDay0、Day7及び

13Wにおいてそれぞれ、8.2 g/動物、4.4 g/動

物、1.4 g/動物であるのに対し、U-CNT群では

4.3 g/動物、1.6 g/動物、1.2 g/動物と、肺に到

達する量がU-CNT吸入では半減していた。これ

に呼応し、鼻腔粘膜に実体顕微鏡で観察可能な

黒色の凝集体・凝固体の沈着がU-CNT吸入マウ

スに多く観察された。肺負荷量が半減した

原因の一つとして、U-CNTでは鼻腔内

に多く補足された可能性が考えられる

ことから、鼻腔内に捕捉されたMWCNT

の定量的な解析及び形状の観察を行っ

た。その結果、電子顕微鏡観察では繊

維数として計測できない凝集体成分が

数多く認められ、測定可能な繊維数か

らは算出した鼻腔沈着量からは肺負荷

量の差異の全てを説明することはでき

なかった。肺の病理組織評価において

大きな差異を見出すことはできなかっ
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た。  
肺負荷量の Cmax を一定の範囲にと

どめ、暴露期間中の AUC が均一になる

ようなプロトコルでの暴露方法の検討

では、これまでの研究で得られた肺負

荷量の経時的変化から暴露条件を計算

し、2 時間 /日の暴露を 5 日間実施し、

その後 13 週毎に暴露を 1 回繰り返すプ

ロトコルで実施した。26 週の時点にお

ける実測値は、予測値の約半分であっ

た。  
 

C-2. ナノマテリアル吸入暴露による病理組織

学的評価（マウス） 
T-CNT全身暴露後の52週のマウスの壁側胸膜

側に、リンパ球浸潤を伴う小肉芽様病変が認め

られた。同部位の中心部には､偏光で白色に輝

く針状物質が確認され、投与したT-CNTの周囲

に発生した病変と考えられた。肺の胸膜直下の

肺実質から､胸腔内にかけてリンパ球の強い集

簇像が認められたが、悪性リンパ腫などで認め

られるリンパ球のmonoclonarityは認めなかった。 
酸化チタンの全身吸入暴露直後のマウス肺

には、細気管支の気管支上皮に接するように、

微細な粒状物質を貪食したマクロファージを

認めた。CC-10の免疫染色でCC-10陽性のクララ

細胞の増殖を伴い、粒状物質はCD68陽性の活性

型マクロファージに貪食されていることを確

認した。暴露終了後13週目の肺では肉眼的に顕

著な変化は見られず、また、病理組織学的にも

変化に乏しく、酸化チタンの全身吸入暴露によ

る影響はほとんど認めなかったが、限局的に肺

胞の線維化を伴うリンパ球の集簇像を認め、小

肉芽腫様変化と考えた。同部位はCC-10陽性の

細胞に変化は見られず、SPC陽性の二型肺胞上

皮細胞増生が見られた。また、CD68陽性の活性

型マクロファージの集簇像も認めた。ただし、

これらの変化はごく限局的に認められたのみ

であり、酸化チタンの全身吸入暴露後13週での

変化としては極軽微な変化であった。 
 

C-3. ナノマテリアル吸入暴露による病理組織

学的評価研究（ラット）  
暴露終了直後ではII型肺胞上皮細胞の増生

がみられたが、2箇月月の回復期間後では減少

していた。線維化は2週暴露から認められ、4
週暴露群と4週暴露後の回復群は同様の線維

化であった。肉芽腫様変化は4週暴露群に1匹、

4週暴露後の回復群では3匹に増加していた。 
肺胞内でMWNT-7貪食マクロファージを囲

むように増生する細胞はSP-C陽性のⅡ型肺

胞上皮細胞と、CD68及びSP-C陰性の細胞で

あった。SP-Cに弱い陽性反応を示す細胞も認

められ、これらは、TTF-1とE-カドヘリンの

二重免疫染色の結果、TTF-1陽性細胞、陰性

細胞いずれもE-カドヘリン陽性であったこと

から、上皮系細胞であることが示された。

TTF-1陽性・E-カドヘリン陽性細胞はⅡ型肺

胞上皮細胞、TTF-1陰性・E-カドヘリン陽性

細胞はI型肺胞上皮細胞であることが示され

た。CD68及びSP-C陰性の細胞は未熟なII型肺

胞上皮細胞または、II型肺胞上皮細胞からI型

肺胞上皮細胞に移行した細胞である可能性が

考えられた。 
TTF-1免疫染色標本で認めたラングハンス

型巨細胞に類似した花環状の核配列がみられ

る肉芽腫様病変部をTEMで検索して、この病

変がマクロファージ由来か、上皮細胞由来か

を調べた。花環状に配列する核の外側には細

胞境界と思われる構造の一部が認められ、発

達したラーソゾムの存在は確認できなかった。

肺胞壁に接する最外層にはコラーゲン線維束

が認められたことから、増生した上皮系細と

既存の肺胞壁の間に線維化が起こっているこ

とが示された。内層で核が花環状に配列する

部分では、核と核の間に細胞境界と考えられ

る構造物は認められなかった。 

これらのラットの脾臓におけるマクロファ

ージサブタイプを調べたところ、1週間暴露群

では2 mg/m3の濃度で、TNF-α mRNA発現が有

意に増加した。4週間暴露群では、全ての炎症

系ケモカイン/サイトカインで用量依存的な
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増加が認められたが、有意差は認められなか

った。回復群では、1週間暴露でTNF-α, IL-1β, 
MIP-1α, MCP-1 mRNA発現が有意に低下した

が、4週間暴露群では変化は認められなかった。

脾臓のマクロファージ数は、1週間暴露群の

0.2及び2 mg/m3の濃度においてM1マクロフ

ァージ数が有意に増加した。4週間暴露群では

M1及びM2マクロファージの数に差はなかっ

た。回復群では、1週間暴露群の0.2及び2 

mg/m3の濃度と4週間暴露群の0.2 mg/m3の濃

度で対照群よりM2マクロファージが有意に

増加した。 

  発がん性試験でラットの肺に誘発された

前腫瘍性及び腫瘍性病変の病理組織学的特徴

を詳細に検索したところ、雄の0.2 mg/m3以上

の群と雌の2 mg/m3群で肺腫瘍の発生が増加

した。肺腫瘍は細気管支肺胞上皮癌及び同腺

腫が大多数であり、腺扁平上皮癌、扁平上皮

癌及び低分化腺癌が少数発生した。細気管支

肺胞上皮癌は肉芽腫等の背景病変を巻き込む

浸潤性増殖を示していた。前腫瘍性変化とし

て細気管支肺胞上皮過形成、肺胞上皮過形成

及び異型過形成を認めた。これらの腫瘍性及

び前腫瘍性病変ではSP-Cに陽性反応を示し

た。また、また、細気管支―肺胞上皮癌では

腫瘍組織内に線維化を伴うことが多く、線維

化を起こした部位の上皮成分もSP-C陽性を

示した。雄 2 mg/m3暴露群で肺腫瘍と過形成

の初発例は88週であるが、過形成は100週以降、

肺腫瘍は105週に集中していた。雌2 mg/m3暴

露群では、肺癌の初発例は99週、過形成の初

発例は42週であった。肺腫瘍及び過形成は105
週に集中していた。雄2 mg/m3群で非腫瘍性肺

病変では、43週から肉芽腫形成、66週から肺

胞壁の線維化による限局性肥厚を認め、85週
以降程度が増強した。これらの所見は、終末

細気管支肺胞管接合部（BADJ）とその近傍

の肺胞に多く見られた。臓側胸膜の肥厚を45
週から認め105週の計画屠殺を含めた38%の

動物に認めた。 
 

C-4. ナノマテリアルの免疫制御システムへの

影響評価研究 
暴露後12箇月では、肺胞内にマクロファージ

の集簇像、肉芽腫様病変が低用量群、高用量群

で散在性に見られた。また、T-CNT暴露によっ

て肺胞壁の肥厚が認められた。マクロファージ

内や肺胞上皮内にT-CNT線維が確認された。加

えて、気管支周囲の間質における線維化をアザ

ン染色で観察すると、T-CNT暴露によって線維

化の亢進が認められ、線維化領域の面積は対照

に比較して有意に増加していた 
 肺胞ではF4/80+マクロファージの割合が高

用量T-CNT暴露において有意に上昇した。

CD11blow分画は高用量T-CNT暴露群で有意に増

加し、CD11bhigh分画は低用量、高用量暴露群で

有意に増加した。M1及びM2マクロファージマ

ーカーを検討したところ、肺胞マクロファージ

では、高用量暴露群でM1マーカー（CD192）の

上昇に加えM2マーカー（CD206）の低下が確認

され、M1/M2比からT-CNT暴露によって、M1
マクロファージの割合が増加したことが明ら

かとなった。脾臓ではM2マクロファージが増加

した。気管支周囲のリンパ節ではT-CNT暴露に

よってM1/M2マクロファージの割合に変化は

見られなかった。 
 肺組織における各種マクロファージ関連遺

伝子発現（MCP-1、iNOS、Arginase-1）及び各

種サイトカイン遺伝子発現（IL-10、IFN-γ、TNF-α、
IL-12、IL-10、IL-13）に有意な変化は認められ

なかった。 

肺組織における線維化関連遺伝子発現解析

では、Col IVが高用量群において有意な増加が

認められた。その他、IL-5、TGF-β1、ColA2、

Col3Aについては影響が認められなかった。

MMP関連遺伝子発現解析では、MMP-12、
TIMP2及びTIMP3が高用量群で有意に上昇した。

MMP-12タンパクの発現を共焦点レーザー顕微

鏡で解析すると、F4/80陽性マクロファージに

MMP-12の発現が確認された。また、Collagen 

type IVの免疫組織化学染色では、高用量群の肺

組織の間質あるいは肺胞壁において発現が亢
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進した。 
 
D．考察 

凝集体・凝固体が吸入暴露に影響を調べるた

め、MWCNTの原末と、凝集体・凝固体を除去

し高分散化処理を行った検体の吸入暴露実験

において、質量濃度が同等の条件で暴露を行っ

たがMWCNTの肺負荷量の平均値はU-CNT吸

入では半減していた。これに呼応し、鼻腔粘膜

に実体顕微鏡で観察可能な黒色の凝集体・凝固

体の沈着が U-CNT 吸入マウスに多く観察され

た。鼻腔内に沈着した MWCNT の繊維長の分

布及び沈着量に差異は認められなかった。一方、

凝集体として観察される MWCNT の出現頻度

は U-CNT 群において高かった。本研究におけ

る組織沈着量測定は、単繊維として計測可能な

繊維数を基に算出しているため、差が見いだせ

なかった可能性が考えられる。また、初期の肺

負荷量は2倍程度の差があっても、13週後の肺

負荷量はT-CNT、U-CNT共に約1 g/動物であ

ることから、T-CNT の 8 g/動物はクリアラン

スに影響する負荷量ではなかったと考えられ

る。13週後における肺組織像においてもT-CNT

群と U-CNT 群に大きな差異を認められなかっ

た。しかしながら、肺から除去されるMWCNT

の量は T-CNT が多いため、トランスロケーシ

ョンによる慢性影響は T-CNT が強く発現する

可能性がある。これまでの研究で、吸入した

MWCNTの一部は胸腔に達し、壁側胸膜面に中

皮腫発癌を示唆する顕微鏡的病変を誘発する

ことを確認している。長期間の観察によりその

影響を捉えられるかもしれない。 

肺負荷量一定となる間欠吸入暴露実験では、

初期の肺負荷量はこれまでの実験と同様であ

ったが、13週後に吸入曝露を1回繰り返す条件

における 26 週後の肺負荷量は予測値よりも低

値であった。初期負荷量に差はないため、肺か

らの除去が予測よりも速やかであった可能性

がある。本実験の予測モデルではp53+/-マウス

を用いた吸入曝露実験の肺負荷量推移の実験

データを基にしているが、野生型マウスでは肺

からのMWCNTの除去が速いのかもしれない。

本研究結果を解析し肺負荷量一定となる予測

モデルを再考する必要がある。 

マウスの吸入試験の肺病理組織評価におい

ては、繊維状のナノ物質であるT-CNT、粒状の

ナノ物質である酸化チタンの全身吸入暴露実

験を行い、形状の異なるナノマテリアルによる

全身吸入暴露による肺への影響を検討した。そ

の結果、酸化チタンと思われる微細物質を貪食

したマクロファージを細気管支上皮に認め、全

身吸入暴露実験による有用性を確認した。更に、

投与後 13 週の肺に限局的ながらもマクロファ

ージの集簇像を伴う小肉芽様病変の発生を確

認し、酸化チタンによる影響と考えられたが、

極限局性で軽微な変化であった。 

ラットの吸入試験の肺病変についての検討

の結果、MWCNTの連続吸入暴露ではMWCNT

の肺内沈着が不断に起こるため肺胞内での上

皮の再生・MWCNT 貪食マクロファージの崩

壊・肉芽形成・線維化組織中への MWCNT の

封じ込めが繰り返し起こると考えられた。肺胞

内腔は MWCNT を大量に含む肉芽・線維化組

織で充満されるが、その表層は再生Ⅰ型肺胞上

皮細胞で被覆され直すため、ガス交換能（肺機

能）は維持され、肉芽・線維化組織中に封じ込

められた大量の MWCNT は病巣部の陳旧化に

より沈着部位に固定されて長く肺内に留まる

と考えられた。また、MWCNTの長期吸入暴露

ではラットの生涯に渡り肺胞上皮の細胞回転

が亢進状態にある中で、加齢とともにDNA の

修復エラーが累積して II 型肺胞上皮由来の腫

瘍化を促進したものと推察された。 

免疫システムへの影響においては、肺胞洗浄
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液より採取した単核球の解析では、暴露後6箇

月での結果と同様に、肺胞マクロファージの細

胞数は MWCNT 暴露により増加していた。肺

胞マクロファージは F4/80+CD11blow を示すこ

とが知られ、加齢的に減少することが知られて

いるが、MWCNT暴露によってその分画は増加

することが判明し、さらに、F4/80+CD11bhighを

示す異常なマクロファージが増加することが

明らかになった。加えて、M1 及び M2 マクロ

ファージ分化パターンを CD192 および CD206

を用いて検討すると、M1 マクロファージへの

分化シフトが確認された。マクロファージ関連

遺伝子では、MWCNT暴露によって大きな影響

がなく、サイトカイン遺伝子に関しても影響が

確認できなかった。細胞表面上のマーカーでは

M1 マクロファージへの分化が促進されていた

が、遺伝子発現、機能分化を反映する結果が観

察されなかった。肺組織におけるレジデントマ

クロファージの分化、活性化の機序に関しては

不明な点が多く、今後更なる検討が必要である

と考える。一方、MMP-12産生肺胞マクロファ

ージの増加と肺組織の線維化促進が明らかに

された。MMP-12産生肺胞マクロファージが線

維化に関連することは知られており、MWCNT

の暴露、貪食によりMMP-12産生が亢進する詳

細な分子メカニズムの解析が今後の大きな課

題となるものと考えられる。 

 

E. 結論 

マウスの知見からは、分散性の高いナノマテ

リアルを吸入させた結果、生体内に長期間留ま

り持続性の炎症反応を引き起こす可能性を示

した。マクロファージが重要な役割を担ってお

り、慢性炎症によって誘発される増殖性の腫瘍

性病変の評価をより長期に亘って実施する必

要がある。また、マウスの免疫系への影響を調

べた結果、MWCNT暴露後1年を経過した肺組

織では散在性の肉芽腫病変に加え肺胞壁の肥

厚、間質の線維化の亢進が観察された。肺胞マ

クロファージのM1/M2比はMWCNT暴露で有

意に上昇していた。M1 マクロファージに関連

する遺伝子発現は MWCNT 暴露後、長期間の

経過によって変化が見られなかった。MWCNT

暴露によって MMP-12 産生肺胞マクロファー

ジが増加することが判明し、マクロファージを

介した肺組織の線維化機構が示唆された。 

ラットの知見から、MWCNTの長期吸入暴露

ではラットの生涯に渡り肺胞上皮の細胞回転

が亢進状態にある中で、加齢とともにDNA の

修復エラーが累積して II 型肺胞上皮由来の腫

瘍化を促進したものと推察された。 

本研究において使用した Taquann 法と

Taquann 直噴式システムは、ナノマテリアルの

吸入試験における課題を克服した吸入試験方

法である。分散性の高いナノマテリアルを用意

し、人体にとって重要であると想定される暴露

様式に即した全身暴露吸入を実施することで、

事前に毒性情報の存在しない新規のナノマテ

リアルについての、遺漏のない吸入毒性評価が

可能になると期待される。 
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