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研究要旨 

本研究の目的は、工業的ナノマテリアルの非意図的曝露経路であり有害性発現が最も

懸念される吸入曝露において、異物除去に重要な役割を果たすマクロファージの in 

vivo 生体内反応に着目し生体影響を評価することにより、国際的に通用する高速で高

効率な有害性スクリーニング評価手法を開発することである。具体的には、ナノマテリア

ルの肺胞マクロファージ胞体内の蓄積様式（長繊維貫通、毛玉状凝集、粒状凝集）と蓄

積量を基に、Frustrated phagocytosis 誘発の程度に着目したカテゴリー評価を試み

る。本分担研究は、モデルとなるナノマテリアルの全身曝露吸入実験を行い、定期解剖

により試料をサンプリングし研究協力者に提供することを担当した。H30 年度は、粒状

凝集のモデルとして AMT-600 （一次粒径 30 nm、テイカ、T-TiO2）と、多層カーボン

ナノチューブ（MWCNT）の一つであるMWNT-7（三井）を高分散処理（Taquann

法）する際の濾過工程において、先行研究で使用してきた金属製フィルターより

も大きな目開き（53 m）を使用することで粗大な成分の割合を多くした

（T-CNT7#53）。吸入曝露実験には、先行研究において開発したカートリッジ直噴

式全身曝露吸入装置（Taquann 直噴全身曝露吸入装置 ver.3.0）を用いた。動物

は、C57BL/NcrSlc雄性 12週齢を使用し、2hr/day/week、5週間（合計 10時間）

の全身曝露吸入を行い、曝露終了直後、1、4および 8週後に定期解剖を行ってサ

ンプリングして病理組織学的評価、免疫機能評価用に供した。5日間反復全身曝露

吸入実験において、質量濃度は、T-TiO2群、T-CNT7#53群それぞれ 34.8±3.1 mg/m3、

3.0±0.1 mg/m3、平均 CPC カウントは、T-TiO2群、T-CNT7#53 群それぞれ 560,817±

56,441/cm3、1,449±155/cm3であった。MMAD は T-TiO2群、T-CNT7#53 群それぞれ

893～1,060nm(g:3.5～4.2)、522～1,114 nm（g:5.3～7.9）であった。

実験期間を通して、目標濃度を達成し、安定した濃度推移による吸入曝露

が達成された。  
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Ａ．研究目的 

 本研究の目的は、工業的ナノマテリアルの非意図

的曝露経路であり有害性発現が最も懸念される吸入

曝露において、異物除去に重要な役割を果たすマク

ロファージの in vivo 生体内反応に着目し生体影響

を評価することにより、国際的に通用する高速で高効

率な有害性スクリーニング評価手法を開発することで

ある。具体的には、ナノマテリアル の肺胞マクロファ

ージ胞体内の蓄積様式（長繊維貫通、毛玉状凝集、

粒 状 凝 集 ） と 蓄 積 量 を 基 に 、 Frustrated 

phagocytosis誘発の程度に着目したカテゴリー評価

を試みる。 

H29年度の本分担研究では、マクロファージ

胞体内に取り込まれたマクロファージの 3種の

蓄積様式のうち、「長繊維貫通型」のモデルと

して多層カーボンナノチューブ（MWCNT）の

一つである MWNT-7（三井）を選択した。

MWNT-7 は、先行研究において開発した

Taquann法により 25 mのメッシュを用いて

濾過し高分散処理を行った（以下、T-CNT7#25）。 

引き続きH30年度では、「粒状凝集」のモデ

ルとして二酸化チタン（AMT-600、テイカ）と、

粗大な成分が多いと想定されるMWNT-7を 53 

mのメッシュで濾過した検体を使用した。 

検体は、カートリッジ直噴式全身曝露吸入装

置（Taquann直噴全身曝露吸入装置 ver.3.0）

を用いて吸入曝露を行った。動物は、

C57BL/NcrSlc 雄性 12 週齢を使用し、目標濃

度を、二酸化チタンは 30 mg/m3、設定し、

2hr/day/week、5 週間（合計 10 時間）の全身

曝露吸入を行い、曝露終了直後、1 週後、4 週

後及び 8週後に定期解剖を行ってサンプリング

して病理組織学的評価、免疫機能評価用に供し

た。 

 

Ｂ．研究方法 

B-1.検体の高分散化処理（Taquann法） 

MWNT-7は、Taquann法処理により、凝集体・凝

固体を含まない高分散検体として実験に供した。 

粒子状物質の吸入において、粒径分布は呼吸器

系の部位への沈着量を決める重要なファクターであ

る。微細な粒子は肺胞まで到達するが、大きな粒子

は気道の上層部で効果的に除去される。一方、ナノ

マテリアルの全身曝露吸入実験において問題となる

のが、検体の凝集である。また、検体に用いた

MWCNT には製造過程で共有結合により分岐ある

いは凝集状態を示す成分が含まれている。ヒトが現

実的に曝露される環境下では、凝集体は先に落下し、

肺に到達するのは高度に分散されたものであること

が想定される。ヒトに比較して細い気道径を有するマ

ウスを用いた吸入実験では、この凝集成分が気道末

梢の比較的近位に捕捉されるため、それよりも末梢

の肺胞レベルへの単離繊維の吸入を阻害あるいは

肺胞病変を修飾する可能性がある。そのため、実験

動物からヒトへの外挿性の高いデータを得るために

は、凝集成分を除去した上で分散性に優れた検体を

使用する必要がある（図１）。以上の点から、先行研

究において、凝集成分による影響が少なく、実際にヒ

トに吸入されることが想定される単離繊維のみからな

る分散性の高い検体を得る処理法（Taquann 法、特

許取得済）を独自に開発した。 

Taquann 法は、走査型電子顕微鏡（SEM）の試

料作製方法である「臨界点乾燥」の概念を、液相で

の分散と濾過に組み合わせた技術であり、濾液の乾

燥時に表面張力を受けないため、分散性が確保され

る事を利用したものである。具体的には、検体を三級

ブタノール（TB、融点；25.69 °C、関東化学株式会

社 特級）に分散、懸濁させて、凍結融解による分散

促進を一回行った後、金属製フィルターで濾過し大

型の凝集体を除くとともに、分散を図り、濾液を直ち

に液体窒素で凍結・固化させる。固相状態の濾液を

溶媒回収型真空ポンプにより減圧し、液相を介さず

に昇華させ、TB を分離除去することで、分散性の高

い乾燥状態の検体が得られる（図 2）。 

本分担研究で使用した二酸化チタン及び

MWNT-7 ともに Taquann法処理を行った。 

 

（1）二酸化チタン 
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 二酸化チタンは AMT-600を使用した。 

 以下の性状はテイカ株式会社のウェブサイトの情報

である。 

 

結晶形  アナタース 

TiO2 含量 98％ 

一次粒径 30 nm 

pH  弱酸性 

比表面積 52 m2/g 

 

二酸化チタンは、ガラス製メディウム瓶内で TB と

混合し 1 mg/mL の懸濁液とした。超音波洗浄器

（SU-3TH、出力40W、発信周波数34kHz）に15分

静置して分散処理を行い、金属製フィルター（セイシ

ン企業、目開き25 m）で濾過した。濾液を液体窒素

で凍結 ・固化させ 、溶媒回収型真空ポンプ

（Vacuubrand、MD4C NT+AK+EK）により減圧し

て TB を昇華させて乾燥検体を得た。以下、

Taquann 法処理を行った二酸化チタンを T‐TiO2 

と記載する。 

 

（2）MWCNT 

MWCNTは三井物産のMWNT-7を使用した。以

下の各測定値は先に共同研究を行った東京都健康

安全研究センターによる測定値である。 
 

繊維径 70-170 nm （平均 100 nm）  

長さ 1-19 m （> 5 m  27.5％）  

繊維数 3.55×1011本/g  

形状 繭状凝集体を含む単離繊維 

化学組成  炭素純度 99.5％以上 

鉄：3500 ppm  

硫黄：470 ppm 

塩素：20 ppm 

フッ素： <5 ppm  

臭素： <40 ppm 

 

 MWCNT 原末をガラス製ビーカーで TB に混合し

た。氷冷化で TB をシャーベット状にして金属製スパ

ーテルで十分に混合した後、凍結融解による分散促

進を一回行った。超音波洗浄器（SU-3TH、出力

40W、発信周波数 34kHz）に 15 分静置して分散さ

せ、金属製フィルター（セイシン企業、目開き 53 m）

で濾過し大型の凝集体を除くとともに、分散を図り、

濾液を直ちに液体窒素で凍結・固化させ、溶媒回収

型真空ポンプにより減圧して TBを昇華させて除去し

MWCNTの乾燥検体を得た。 

 H29年度では、目開き 25 mの金属製フィルター

を用いているが、H30 年度ではタングル状成分が多

いと想定される目開き 53 m の金属製フィルターを

用いた。以下、目開き 25 m 金属フィルターで

Taquann法処理を行ったMWNT-7を T-CNT7#25、

目開き 53 m 金属フィルターでTaquann法処理を

行った MWNT-7 を T-CNT7#53 と記載する。

T-CNT7#25 と T-CNT7#53 のエアロゾルの性状に

ついては、予備試験において、曝露チャンバー内の

エアロゾルをアルミナフィルター（ワットマン、孔径

0.02 m、φ25mm, Anodisc）に吸着させてサンプリ

ングし、オスミウムコーター（HPC-１SW 型、真

空デバイス）により 5秒間オスミウムコートを行

い走査型電子顕微鏡（VE-9800、KEYENSE）で

2,500倍、加速電圧 2～2.8kVの条件で観察した。 

 

B-2.マウス全身曝露吸入実験  

（1）動物 

C57BL/6NcrSLC（日本エスエルシー株式会社）

雄性マウスを 10 週齢で購入し 2 週間の馴化期間を

経たのち 12 週齢にて使用した。このマウスは当研究

部において、MWCNT を含めてナノマテリアルの吸

入曝露実験に使用した実績がある。個体識別は耳パ

ンチにより行った。 

 

（2）飼育条件 

飼育ケージは、ポリカーボネイト製のアウターケー

ジと PET 製インナーケージを使用した。紙製の床敷

を使用し、1ケージ当り4匹のマウスを収容した。ケー

ジラックはケミカルセーフティ対応のケージ個別換気

式飼育装置（RAIR HD SUPER MOUSE 750TM 
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個別換気式飼育装置 特型）を使用した。飼育条件

は、温度；25±1℃、湿度；55±5％、換気回数；約 20

回/h、照明時間；8時～20時点灯（照明明暗サイクル

12時間）とし、固型飼料 CRF-1（オリエンタル酵母工

業株式会社）を自由摂取させ、飲水は市水をフィルタ

ー濾過し自動給水装置により自由摂取させた。 

ケージ内の環境を改善する目的で、シェファードシ

ャック（Shepherd Specialty Papers社）をケージ内

に設置した。 

 

（3）群構成 

対照群、T‐TiO2 群（目標濃度 30 mg/m3）、

T-CNT7#53群（目標濃度 3 mg/m3）の 3群構成と

した。各群 48匹のマウスを使用し、病理組織用に 16

匹、組織沈着量測定用に 12匹、免疫機能実験用に

20 匹を割り当てた。曝露チャンバーに収容できるマ

ウスの匹数が 25匹であることから、各群を 25匹のサ

ブグループ（Sub-group A、Sub-group B）に分け、

1日 2時間（10：00～12：00）の週 1回の吸入曝露を

5週間反復し、合計 10時間の曝露を行った（表 1）。 

 

（4）ダスト発生装置 

MWCNT のエアロゾル化は、既設の Taquann 直

噴全身吸入装置Ver3.0を使用した（共同開発 柴田

科学株式会社）（図 3）。 

この装置は、検体を充填する金属製カートリッジ、圧

縮空気をカートリッジに噴射する噴射装置、及び、噴

射した検体を気相に分散させるサブチャンバーから

構成される。カートリッジはインナーカートリッジとアウ

ターカートリッジから構成される。検体を収容するイン

ナーカートリッジ（容量：25 mL、内寸：直径 20 mm 

高さ 80 mm）はステンレス製であり、これを樹脂製の

アウターカートリッジに収容して使用する。カートリッ

ジのキャップ部には圧縮空気を注入するセンターノ

ズルと、エアロゾル噴出孔が設計されている（図 4）。 

カートリッジへの検体の充填は、T-TiO2 では

1mg/mL の懸濁液 13mL を各カートリッジに、

T-CNT7#53では 0.05 mg/mLの懸濁液を各カート

リッジに 10 mLを分注して液体窒素で固化させた後、

デシケーターに格納して溶媒回収型ポンプで TB を

昇華除去することで達成した。すなわち、T-TiO2 は

13 mg/カートリッジ、T-CNT7#53では 0.5 mg/カート

リッジを充填した。 

噴射装置は、サブチャンバー（容量：43 L）に接続

されている。噴射に伴う圧力上昇を減じるため、サブ

チャンバーから側方に煙突状のダクトを設け、その先

端部にはポリエチレン製の袋で覆った ULPA フィル

ターが接続されている。煙突部から加湿したキャリア

エアを一定の流量で送り込み、噴射された検体は煙

突内に逆流した検体を含め、サブチャンバー内で効

果的に分散された後、希釈されつつ曝露チャンバー

に導く構造となっている。 

噴射装置からカートリッジへの圧縮空気の供給圧

力は 0.4 Mpa、噴射時間は 0.2秒、1カートリッジ当

たり 3 回の噴射を行った。曝露チャンバーの総換気

流量は 32.5 L/min（基礎換気流量；29.5 L/min、エ

アロゾルモニター用サンプリング（CPC）；1.5 L/min、

質量濃度測定；1.5 L/min）と設定した。 

目標濃度に速やかに到達させるため、曝露開始時

に 2本を 1分間隔で噴射した。その後は濃度を監視

しつつ4分間隔で噴射し、設定濃度を維持した。2時

間の吸入曝露実験において、合計 30 本のカートリッ

ジを使用した。なお、Ver.2.5 までは手動にてカートリ

ッジの交換、噴射を行っていたが、Ver3.0 からは完

全自動化されている。 

曝露チャンバー内の温度、湿度並びに圧力変動

を曝露時間の 2時間を通してモニタリングした。 

 

（5）曝露チャンバー 

動物を収容し検体を曝露する曝露チャンバーは、

先行研究において独自に開発したものを、Ver3.0用

に改変したものを使用した。（共同開発 柴田科学株

式会社、特許所得済）。動物は、メインチャンバー内

に設置した円筒形ステンレス金網製のケージに個別

に収容する。マウスは最大 25 匹収容が可能である。

曝露チャンバーはアクリル製のアウターチャンバーと

PET 樹脂で作製したインナーチャンバー（直径 660 

mm、高さ 477 mm）の二重構造となっており、検体
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が触れるインナーチャンバーは交換可能であり、検

体の変更に容易に対応できるシステムとなっている。

メインーチャンバーの上部は円錐状となってサブチャ

ンバーに接続されており、メインチャンバーの気積

179 Lである。 

 

（6）曝露チャンバー内のエアロゾル濃度測定 

曝露チャンバー内のエアロゾル濃度のモニタリン

グは、相対濃度（CPM; count per minutes）と質量

濃度（mg/m3）測定を並行して行った。 

相対濃度測定は、対応濃度 3×105 個/mL、2.5 

nm の粒径が測定可能な凝縮粒子計数装置

(Condensation Particle Counter ； CPC 、 

CPC3776、サンプリング流量：1.5 L/min、TSI、MN、

USA） を用いた。この情報はリアルタイムに得られる

ことからエアロゾルの濃度コントロールに使用した。 

曝露チャンバーと CPC を接続するチューブは、銅

管を使用してサンプリングによる損失を最小限にし

た。 

先行研究において、CPCによるMWCNTの測定

では 1×103個/mL程度の粒子数測定であっても、一

時的に低値で推移することが散見されたことから、

T-CNT7#53群では 10倍希釈して CPCによる測定

を行った。CPC の測定原理では、理論上、測定セル

内で一つの粒子だけを検出する構造となっているが、

MWCNTのように繊維径は 100 nm程度であるが、

繊維長は 10 mを超える粒子が含まれているため、

測定セル内で繊維が重なり、過小評価されると想定

される。 

T-TiO2群では、目標濃度がCPCの測定上限を超

えると想定されることから、15 倍希釈して測定を行っ

た。 

また、質量濃度測定は、ローボリウムサンプラー

（080050-155、φ55 mm ろ紙ホルダー、柴田科学）

にフッ素樹脂バインダ－ガラス繊維フィルター

（Model TX40HI20-WW 、 φ55mm 、捕集効率

（DOP 0.3 m）: 99.9%、東京ダイレック）を装着し、

サンプリングポンプ（Asbestos sampling pump 

AIP-105、柴田科学）に接続して 1.5 L/min の流量

で曝露時間の 2時間を通してエアロゾルを吸引しフィ

ルターに検体を捕集した。ろ過捕集後のフィルター

の重量から予め秤量したフィルターの重量を差し引

いた値を検体の重量とし、吸引空気量 1.5 L/min × 

120min＝180 Lから 1 m3当りの質量濃度を算出し

た。フィルターの秤量にはマイクロ天秤（XP26V、

METTLER TOLEDO）を使用した。 

 

（7）エアロゾルの粒度分布 

 エアロゾルの粒度分布は、二つの方法で実施した。

一つは、T-TiO2とT-CNT7#53ともにMicro-Orifice 

Uniform Deposit Impactors (MOUDI)を用いた

Mass Median Aerodynamic Diameter (MMAD)

である。10 L/minの流量で曝露チャンバー内のエア

ロゾルを吸引して MOUDI （Model 125 Nano 

MOUDI、KANOMAX、分級サイズ；No.1； 10 m、

No.2； 5.6 m、No.3； 3.2 m、No.4； 1.8 m、

No.5； 1.0 m、No.6； 0.56 m、No.7； 0.32 m、

No.8； 0.1 m、No.9； 0.10 m、No.10； 0.056 

m、No.11 ；  0.032 m、No.12 ；  0.018 m、

No.13； 0.01 m）に導いた。吸引時間は T-TiO2で

は 10分、T-CNT7#53は 20分とした。各分級ステー

ジには専用のアルミホイルにシリコンオイルを塗布し

たものを装着し検体を回収した。尚、シリコンオイル

塗布アルミホイルは、使用前に 50℃のインキュベー

ター内で 3日以上留置しシリコンオイルに含まれる溶

媒を除去した。マイクロ天秤（XP26V、METTLER 

TOLEDO ）を使用してアルミホイルの質量を、

MOUDI装着前と、MWCNT回収後に測定し、その

差分を検体質量とした。 

もう一つの方法は、粒子の電気移動度によって測

定する Scanning Mobility Particle Sizer （SMPS, 

Model 3034, サンプリング流量：1.0 L/min、TSI、

MN、USA）である。SMPS は粒子径の測定範囲が

10~500 m であるため、T-TiO2のみを対象とした。

エアロゾル濃度が SMPSの測定上限を超える濃度と

想定されるため、25倍希釈して測定を行った。 

エアロゾルの粒度分布測定は、測定機器の数が

限られること、曝露チャンバーの気積が約 180L と比
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較的小さいため、測定機器のサンプリング流量を加

味した流量調整が必要となることから、測定回数を限

定して行った。具体的な曝露実験とエアロゾル測定

スケジュールを表 2に示した。 

 

（8）解剖 

肺組織のサンプリングのため、曝露終了直後（Day 

0）、1 週後(1W)、4 週後(4W)及び 8 週後(8W)に定

期解剖を行った。 

マウスは吸入麻酔器（TK-7、バイオマシナリー）を

用いイソフルラン（DS ファーマアニマルヘルス）麻酔

下で、眼窩より採血を行い、腋窩動脈を切断して放

血致死後に解剖した。被毛からコンタミを防止するた

め、開胸前に全ての被毛を除去した。 

病理標本用の動物は、気道内の T-CNT7 の人為

的移動を避けるため、気管からの固定液の注入は行

わず、点滴回路を用いた灌流装置により灌流固定し

た。具体的には、喉頭部を絹糸で結紮して開胸時の

肺の虚脱を防止した後、開胸し、右心室に翼状針

（21G、SV-21CLK-2、テルモ株式会社）を刺入して

生理食塩水（大塚生食注、大塚製薬工場）を約

40cm水柱の静水圧により注入し、右心耳を切開して

血液を除去した。その後、右心室から翼状針を引き

抜いて左心室に刺入して血液を除去した後、回路を

切り替えて 4％パラホルムアルデヒド・リン酸緩衝液

（和光純薬工業、組織固定用、用時調製）を同静水

圧にて約 3 分灌流して固定後、同組成固定液に浸

漬固定を行った。流量は点滴調節器により適宜調節

した。組織沈着量測定用の動物は、開胸して肺を取

り出し、肺門部で気管を除去して湿重量測定後ホル

マリン固定した。免疫機能解析用の動物は、開胸後

に留置針を気管に挿入し PBS を１ mL 注入して

BALを採取した。 

  

（倫理面への配慮） 

本実験は動物愛護に関する法律、基準、指針

を遵守し国立医薬品食品衛生研究所・動物実験

委員会の承認のもとに人道的実施された。ナノ

マテリアルの実験に際しては、当研究所の専用

実験施設内で実施しており、曝露・漏洩を防止

する対策については万全を期して実験を行っ

た。 

 

Ｃ．研究結果 

（1）T-CNT7#25 と T-CNT7#53のエアロゾルの性状 

 アルミナフィルターに吸着させたエアロゾルを

2,500倍の倍率で 50視野（51 m×38 m）を観察

し、共有結合した状態のエアロゾル（Aggregates）と、

複数の繊維が絡まったエアロゾル（Agglomerates）

の数、およびその比率を比較した。その結果、

Aggregates の数は、T-CNT7#25、T-CNT7#53 そ

れぞれ 0.5個/視野、1.4個/視野、Agglomeratesの

数は、T-CNT7#25、T-CNT7#53 それぞれ 1.5 個/

視野、4.1 個 /視野であった。想定されたように、

T-CNT7#53は T-CNT7#25よりも Aggregatesおよ

び Agglomerates の数が多く観察された。一方、

AggregatesとAgglomeratesの比はフィルターのサ

イズに係らず、それぞれ 25％と 75％と同じ割合であ

った（図 5）。 

 

（2）T-TiO2の吸入曝露実験 

実験に供したマウスは、いずれも体重推移に異常

は認められなかった（図6）。一般状態観察において

ファイティングによる咬傷、脱毛が散見されたが検体

曝露との関係は認められなかった。 

T-TiO2の5日間反復全身曝露吸入実験にお

ける全体の平均質量濃度（Sub-Group A×

5回、Sub-Group B×5回、計 10回）は34.8

±3.1 mg/m3（平均値±SD）であった。平均

CPC カ ウ ン ト （ 同 10 回 ） は 560,817 ±

56,441/cm3（平均値±SD）であった（図 7、

図 8）。  

MMADは 893～ 1,060nm(g:3.5～ 4.2)

であり、全体の平均（5回）は、975.3 nmであ

った（図 8）。  

SMPSの測定では、1回の吸入曝露実験

で約 30のデータが生成され、合計 150程度

のデータが得られたが、ほとんど同様の値を
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示していた。代表例として、Sub-Group Bの

三回目のデータを示した（図 8）。粒子径の中

央値は149.4 nm、平均値は177.6 nmであ

った。  

2時間の吸入曝露実験において使用した

総検体量は、390 mgである。2時間の曝露

チャンバーの総換気量は3.9 m3であることか

ら名目上の濃度は100 mg/m3と計算される。

実際に測定した濃度の平均は34.8 mg/m3

から、エアロゾル化効率を計算すると34.8%

であった。  

 

（3）T-CNT7の吸入曝露実験 

実験に供したマウスは、いずれも体重推移に異常

は認められなかった（図6）。一般状態観察において

ファイティングによる咬傷、脱毛が散見されたが検体

曝露との関係は認められなかった。 

T-CNT7の5日間反復全身曝露吸入実験に

おける全体の平均質量濃度（Sub-Group A

×5回、Sub-Group B×5回、計 10回）は3.0

±0.1 mg/m3であった。平均CPCカウント（同

10回 ）は1,449±155/cm3であった（図 9、図

10）。  

MMADは522～1,114 nm(g:5.3～7.9)

であり、5回の平均は、788.2 nmであった（図

10）。  

2時間の吸入曝露実験において使用した

総検体量は、15 mgである。2時間の曝露チ

ャンバーの総換気量は3.9 m3であることから

名目上のエアロゾル濃度は3.8 mg/m3と計算

される。実 際 に測定 した濃 度 の平 均 値 3.0 

mg/m3から、エアロゾル化効率を計算すると

78.9%であった。  

 

(4)剖検所見  

 本実験において定期解剖した全ての個体

に剖検所見に肉眼的異常は認められなかっ

た。  

 

Ｄ．考察 

 ナノマテリアルの吸入曝露実験においては、検体

の凝集が問題となるが、これまでの研究において

Taquann法とTaquann全身曝露吸入装置はこれを

解決する手段として有効であることを示してきた。 

Taquann 法では、大型の凝集体を除去するため

金属製フィルターにて濾過する工程がある。これまで、

目開き 25 m のフィルターを用いてきたが、今年度

の研究では、より荒い検体を目開き53 mのフィルタ

ーを用いた。実際にエアロゾル化した粒子の形状を

観察した結果、T-CNT7#53 は T-CNT7#25 に比較

して、タングル状の成分が含まれていたが、その比

率は同じであった。タングル状成分はマクロファー

ジに貪食された際に、毛玉状に凝集することが想

定されるため、T-CNT7#25 とは異なった影響を示

す可能性がある。 

Taquann 吸入曝露装置は、Ver3.0 を使用した。

Ver2.5 からの主な改良点は、①カートリッジの装填・

噴射の自動化、②カートリッジへの圧縮空気注入方

向をカートリッジ後方から前方へ変更、③カートリッジ

をインナーカートリッジとアウターカートリッジの二重

構造に変更、④マウスの収納匹数を 16匹から 25匹

へ増加、⑤メインチャンバーの昇降に空気圧と金属

バネを用いたサポートシステムの導入、である。

Ver2.5 以前は実験者が時間を確認しながら手動で

カートリッジの装填・噴射を行っていたが、Ver3.0 で

完全に自動化されたことから、実験者の負担が減り、

より多くのカートリッジを使用することが可能となった。

そのため、酸化チタンのように比重の大きな検体でも

噴射インターバルを短くすることにより安定したエアロ

ゾルの発生が可能となった。 

カートリッジの二重構造化は、コストダウンと検体調

製の効率化に大きく寄与した。カートリッジへの検体

充填作業のボトルネックは溶媒回収型真空ポンプを

使用した乾燥過程である。多数のカートリッジを準備

することができれば効率的な充填作業、短いインター

バルでのエアロゾル発生、並びにより長い曝露時間

を設定することが可能となる。Ver3.0 のインナーカー

トリッジは検体の充填を担う部分であり、ステンレス製
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の単純なチューブ構造である。そのため、大量生産

が可能となりコストダウンが図れた。アウターカートリッ

ジは噴射部分を担う。この部分は構造が複雑である

ため高価であるが、噴射終了後にインナーカートリッ

ジを交換することで使いまわしが可能である。 

MWCNT に関しては、カートリッジへの圧縮空気

噴射方向を見直しはエアロゾル発生効率の向上に

寄与したと考えられる。Ver2.5までのカートリッジでは、

MWNT-7 のエアロゾル化効率は 40%程度であるが、

Ver3.0では 80%程度とこれまでの 2倍の効率が得ら

れた。Ver2.5 までのカートリッジは、後方から圧縮空

気を注入するため、圧縮空気が直接吹き付けられな

いスライドバルブの上部に検体の残存が散見されて

いた。Ver3.0 では前方からインナーカートリッジの底

に向けて圧縮空気を注入するため、すべての検体に

均等に圧縮空気を吹き付けることが可能となり、エア

ロゾル化の効率が向上したと考えられる。 

酸化チタンに関しては、Ver2.5 でのエアロゾル化

効率は 35%程度であり、Ver3.0での向上は見られな

かった。その理由には 2 つの理由が考えられる。一

つは、酸化チタンは MWCNT に比較して金属面に

付着しやすく、また微細な粒子であるため、加圧によ

って凝集しやすい。全ての検体に上方から均等に加

圧空気が吹き付けられると、インナーカートリッジの中

心に位置する検体はインナーカートリッジの底面に

押し付けられることによって凝集し残存する可能性が

考えられる。実際に、インナーカートリッジの底部に

酸化チタンは検体の残存がみられた（MWCNTには

残存が認められない）。そのため、乱流が生じるよう

に圧縮空気の吹き出し口を非対称に加工することで

改善できるかもしれない。もう一つの理由は、粒子の

比重が大きいため、沈降速度が速く、サブチャンバ

ー内でトラップされる割合が多い可能性がある。実際

に、サブチャンバーの内面には多く検体が付着して

いる様子がうかがえた。この粒子は、比較的、粒径が

大きいと想定されることから、本研究の目的とする高

分散検体を動物に曝露するという目的は達成されて

いると考えられる。 

Ver3.0におけるこれらの改良点は、実験者の負担

を減じ、効率的な吸入曝露実験の実施が可能となっ

た。 

 

Ｅ．結論 

 一次粒径30 nmの酸化チタンを25 m のフィルタ

ーで濾過し Taquann 法処理した検体（T-TiO2）、及

び MWNT-7 を 53 m のフィルターで濾過し

Taquann 法処理した検体（T-CNT7#53）をマウス 5

日間反復全身曝露吸入実験において、質量濃度は、

T-TiO2 群、T-CNT7#53 群それぞれ 34.8±3.1 

mg/m3、3.0±0.1 mg/m3、平均 CPC カウントは、

T-TiO2 群、T-CNT7#53 群それぞれ 560,817±

56,441/cm3、1,449±155/cm3 であり実験期間を通

して安定した濃度推移が得られた。MMAD は

T-TiO2 群 、 T-CNT7#53 群それぞれ 893 ～

1,060nm(g:3.5 ～ 4.2) 、 522 ～ 1,114 

nm(g:5.3～7.9)であった。定期解剖を行い、

病理組織評価、免疫機能評価及び肺負荷量測定に

供した。 
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図 1 ヒトの現実的な曝露シナリオに基づいたナノマテリアルの吸入毒性評価方法  

粒子状物質の吸入において、粒径分布は内径が徐々に狭くなる鼻腔から肺胞に至る各部位への沈着量を決める重要な因子

である。微細な粒子は肺胞まで到達するが、大きな粒子は気道の上層部で効果的に除去される。ヒトが現実的にナノマテ

リアルに曝露される環境下では、緩徐な風速であるため気相にナノマテリアルの凝集体/凝固体は速く沈降する。また、

ヒトの上気道は長いため、凝集体/凝固体が効果的に取り除かれて肺胞レベルには高度に分散されたものが優先的に到達

すると想定される。一方、実験動物を用いた粉体の吸入曝露試験では、エアロゾルの均一性を保つためチャンバー内の空

気は強く攪拌されている。凝集体/凝固体を含む検体をエアロゾル化すると、ヒトに比較して細く短い気道を有するげっ

歯類では、この凝集成分が気道末梢の比較的近位に捕捉されるため、それよりも末梢の肺胞レベルへの単離繊維の吸入を

阻害あるいは肺胞病変を修飾する可能性がある。以上のことから、吸入曝露試験において実験動物からヒトへの外挿性の

高いデータを得るためには、凝集体/凝固体を除去した上で分散性が高い検体を使用する必要がある。 
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図 2 Taquann 法の概要  
（ a）  MWCNT 原末（U-CNT）を三級ブタノール（ TB）に混合して氷冷して TB をシャーベット状
にして金属性スパーテルで混ぜ十分に混和する。（ b） -25℃で一晩凍結したのち再融解を行う。（ c）
金属製フィルター（セイシン企業）で濾過し大型の凝集体を除く。濾過効率を向上させるため、金
属製フィルターには携帯電話に使用されている振動モーター（ FM34F T.P.C.  DC M OTOR、振動量：
17 .6  m/ s 2）をリムに 4 個装着し、フィルターを振動させる。（ d）濾液は直ちに液体窒素で凍結・固
化し固相のまま溶媒回収型真空ポンプにより減圧し、液相を介さずに昇華させ、分散性の高い乾燥
状態の MWCNT を得る。H30 年度は、目開き 53  ｍの金属製フィルターを用いた。Taquah ash i  e t  a l . ,  
JTS,  2013;38（ 4） :619-28 

 

 

表１ 群構成 
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図 3 Taquann直噴全身曝露吸入装置の模式図（Ver 3.0） 

噴射装置は、サブチャンバー（容量：43 L）に接続されている。噴射に伴う圧力上昇を減じるため、サブチャンバーか

ら側方に煙突状のダクトを設け、その先端部にはポリエチレン製の袋で覆った ULPA フィルターが接続されている。煙

突部から加湿したキャリアエアを一定の流量で送り込み、噴射された検体は煙突内に逆流した検体を含め、サブチャンバ

ー内で効果的に分散された後、希釈されつつ曝露チャンバーに導く構造となっている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 Taquann直噴全身曝露吸入装置のカートリッジ 

検体を収容するインナーカートリッジ（容量：25 mL、内寸：直径 20 mm 高さ 80 mm）はステンレス製であり、これ

を樹脂製のアウターカートリッジに収容して使用する。カートリッジのキャップ部には圧縮空気を注入するセンターノズ



60 
 

ルと、エアロゾル噴出孔が設計されている。 

表 2 曝露実験とエアロゾル測定スケジュール 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5  T-CNT7#25と T-CNT7#53のエアロゾルの性状比較 

アルミナフィルターに吸着させたエアロゾルを 2,500倍の倍率で 50視野（51 m×38 m）を観察し、共有結合した状態のエアロ

ゾル（Aggregates）と、複数の繊維が絡まったエアロゾル（Agglomerates）の数、およびその比率を比較した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 吸入曝露後の体重推移 

体重推移に異常は認められなかった。一般状態では、ファイティングによる咬傷、脱毛が散見されたが検体曝露との関係は認められな

かった。 

 



61 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7  T-TiO2の吸入曝露実験における CPCカウントの経時的変化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8 T-TiO2の吸入曝露実験におけるエアロゾル特性 
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図 9  T-CNT7#53の吸入曝露実験における CPCカウントの経時的変化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10  T-CNT7#53の吸入曝露実験におけるエアロゾル特性 

 


