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研究要旨 

生活環境には様々な化学物質が存在し、経気道的に体内に取り込まれる物質は多いため、吸

入曝露による実用的な健康影響評価手法を開発することは極めて重要である。本研究の目的

は、ナノサイズの繊維・粒子体の有害性試験法として開発した経気管肺内噴霧投与法（TIPS

法）を、毒劇法指定物質の有害性評価に応用することにある。本年度は TIPS法による毒性評価

指標の確立のため、経気道的曝露による有害性、特に発がん性が未知であるフラーレンウィス

カー（FLW）と陽性対照のカーボンナノチューブ(MWCNT-7、N)を F344 ラットに 2 週間 TIPS 投

与し、1 週間（急性毒性）の肺に対する毒性を比較検討した。また既に吸入曝露試験が実施さ

れた 1,4-dioxane（dxn）をモデル物質として選択し、その LC50 値 51.3mg/L/4h を換算値

481mg/300ｇラットとし、実施するモデル試験の用量範囲に入る様に試行実験を繰り返した。そ

の結果、肺重量、マクロファージは FLW、MWCNT-7、MWCNT-N 投与群で有意に増加し、い

ずれの物質も肺胞内に残留していた。一方で、肺胞内活性酸素種 (ROS) や Ccl2、Ccl3、Ccl9

などのサイトカイン発現は、MWCNT-7、MWVNMT-N 投与群で有意に増加したが、FLW では

明らかな変化を認めず、曝露物質により肺内酸化ストレスの誘発は異なり、有害性の指標になる

可能性が示唆された。また、dxn については、同様の変化について検討している。初日に１時間

に１回、４時間で投与終了、その後一週間程度の観察が肺障害は軽微で、全身臓器における

毒性評価にモデルとして最適であると考えられた。 

 

Ａ．研究目的 

 生活環境には様々な化学物質が存在し、経気道

的に体内に取り込まれる物質は多いため、吸入曝

露による実用的な健康影響評価手法を開発するこ

とは極めて重要である。しかしながら毒物及び劇物

取締法（毒劇法）によって指定された、空気中有害

物質の多くは、経口、皮膚塗布や腹腔内投与など

別経路の投与による動物試験により代替されてい

る。この背景には、吸入曝露試験を実施するため

の特殊施設や高額な費用が関係している。 

申請者らはこれまでに、ナノサイズの繊維・粒子

体の有害性試験法として、簡便な経気管肺内噴霧

投与法（TIPS 法）を用いた試験デザインを開発し

てきた。本研究では、毒劇法指定物質の有害性評

価を高度化および迅速化するべく、TIPS 法による

評価を応用することにある。 

今年度は、TIPS 法による毒性評価指標の確立

するため、経気道的曝露による有害性、特に発が

ん性が未知であるフラーレンウィスカー（FLW）と発

がん性を含めた有害性を以前に証明している、カ

ーボンナノチューブ(MWCNT-7、N)を F344 ラット

に 2 週間 TIPS 投与し、1 週間（急性毒性）の肺に
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対する毒性を比較検討した。また既に日本バイオ

アッセイ研究センター（JBRC）における吸入曝露試

験にて LC50（LC50 値 51.3mg/L/4h を、ラットの肺

一回換気量、呼吸数、体重等を勘案して

481mg/300-350ｇラットに換算）の得られている

1,4-dioxane（dxn）を選択し、F344 ラットを用いて

TIPS 法による実験を行った。 

Ｂ．研究方法 

➀FLW および陽性対照の MWCNT-7、MWCNT-N

は、PF ポリマー分散液（0.5% Pluronic F68 含有生理

食塩水）に懸濁し、肺内噴霧ゾンデにより TIPS 投与

する。12 週齢雄性 F344 ラットに、FLW、MWCNT-7

および MWCNT-N を、イソフルラン深麻酔下にて、そ

れぞれ 62.5μg/0.5ml/ラットの用量で 2 週間に 8 回

（合計投与量 0.5mg/ラット）気管内投与した。3 週間

目（投与終了後 1 週間）にイソフルラン深麻酔下に大

動脈より採血屠殺した。肺の病理組織学的変化、増

殖活性、炎症性サイトカイン発現レベルや ROS レベ

ルを定量した。（各群５匹） 

②１）dxnを、11-12週齢雄ラット（330-350g）11日間に

６回（合計投与量60、150、300、450，600，750，1050，

1200mg/ラット）をTIPS投与しLD50値の得られる投与

量を探索した（各群２匹）。 

２）上記の結果に基づき急性肺障害による斃死が少

なく、腎、肝に対する毒性の観察され得る用量と投与

期間、回数を検討するために4回投与（合計投与量

200、300または400mg/ラット）し、投与終了後1週間に

おける肺、肝および腎障害を組織学的に解析した。 

Group 1 (G1):１時間に１回、４時間で投与終了 

G2：３時間に１回、12時間で投与終了 

G3：12時間に１回、48時間で投与終了 

G4：１日１回、４日で投与終了 

（倫理面への配慮） 

動物実験については、平成 18 年 4 月 28 日環境省

告示第 88 号「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」に従った。本研究では、薬物

投与を行い、その変化を検証するとともに、動物を安

楽死させて組織を摘出し、標本作製に用いた。実験

の範囲を研究目的に必要な最小限度として、動物の

福祉に十分配慮した。今回行った動物実験は全て、

名古屋市立大学内の医学研究科実験動物研究教

育センターのコンベンショナルエリアで行い、当該施

設の動物実験指針に基づいた、倫理審査および遺

伝子組み換え実験の審査を受け、承認されたうえで

実施しており（H28M-45、医動 19-35）、当施設での

動物実験規程を遵守し、生命の尊厳に十分配慮した

方法で動物実験を行った。 

Ｃ．研究結果 

➀体 重お よび肝、腎 、脾、膵、脳 の 重量に群間差は

認めなかった。肺重量は、無処置群（絶対重量 0.96

±0.04g、相対重量 0.32±0.01g）と比較して、対照群

（絶対重量 1.34±0.03g、P<0.001、相対重量 0.47±

0.01g、P<0.001）、FLW 群（絶対重量 1.50±0.09g、

P<0.001、相対重量 0.54±0.04g、P<0.001）、

MWCNT-7 群（絶対重量 1.60±0.07g、P<0.001、相

対重量 0.56±0.03g、P<0.001）、MWCNT-N 群（絶対

重量 1.64±0.04g、P<0.001、相対重量 0.59±0.01g、

P<0.001）で有意な上昇を認めた。また、対照群と比

較して、FLW、MWCNT-7、MWCNT-N 投与により、

有意に増加した（いずれも P<0.001）。肺胞内 CD68

陽性マクロファージ量は、対照群と比較して各投与

群で有意に増加した（FLW：P<0.01、MWCNT-7、

MWCNT-N：P<0.001）。電子顕微鏡（SEM、TEM）観

察では、肺胞内に各被検物質が確認された。一方肺

における Ccl2、Ccl3 および Ccl9 mRNA 発現レベル

及び ROS 量は、MWCNT-7、MWCNT-N のみ対照と

比較して有意に上昇した（いずれも P<0.001）。 

② 

１）dxn 投与量が 750mg では肺毒性（肺胞内出血）が

軽度〜中 程度に見られた。さらに高用 量（1050、

1200mg）では、高度の急性びまん性肺出血のために

実験中で死亡したため、腎、肝の障害はほとんど見

られなかった。従って、合計投与量は 750mg 以下と

算定され、以下の実験を実施した。 

２）G1-G4 いずれも生存率は 100%を示した。G1 にお

いて、肺障害が軽微で、腎の近位尿細管上皮のアポ

トーシス誘導が最も顕著であった。従って、短期投与

を終了し、１週間程度の観察後に屠殺するモデルが

最適と考えられられた。すなわち、１時間に１回、計４

回で投与終了後、1 週間程度における全身臓器の毒

性をみるのが急性毒性の評価に最適であることが確
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認された。 

Ｄ．考察 

 FLW、MWCNT-7 および MWCNT-N においては、

対照群と比較して有意な肺重量や肺胞マクロファー

ジの増加を認めた。一方で、炎症性サイトカイン発現

や ROS 蓄積量は、MWCNTsのみで有意な上昇を伴

っており、FLW ではそれらの酸化ストレス因子に変化

はなかった。MWCNT-N については、TIPS 投与によ

る肺、胸膜発がん性（Cancer Sci、107:924-935、

2016）を津田らが報告している。また MWCNT-7 も 2

年間吸入試験による肺発がん性が示されている

（Part Fibre Toxicol、13:53、2016）。これらのことから、

TIPS 投与による被験物質の毒性評価の指標の一つ

として、酸化ストレスが有用である可能性が示唆され

た。 

 またdxnをモデル物質として、TIPS投与の普遍性を

吸入曝露試験と比較検討した結果、dxnのLC50に相

当する481mg/300-350gラットをカバーできる総用量

にて1時間ごとに4回投与後８日まで観察するのが最

適であることがわかり、acrolein、1,2-dichloropropane、

dichloromethane、N,N-dimethylformamide、

tetrachloroethylene、glycidol、xyrol等について、次年

度以降にTIPS法による有害性を検証する目処がつい

た。 

Ｅ．結論 

 ラット短期間気管内投与モデルを用いて、フラーレ

ンウィスカーとカーボンナノチューブの肺毒性につい

て比較検討した。その結果、酸化ストレスは物質によ

って異なることが分かり、急性毒性の指標に使用でき

る可能性が示唆された。また、比較的毒性の強い毒劇

物の評価においてのLC50値に近い用量にて実施した

気管内投与の実験では、意外に肺に対する直接毒性

が顕著にみられ、それによる短期の斃死率が高いことに

よって肺を除く全身臓器における毒性評価は困難とな

ることがわかった。この面での工夫とデータの集積を重

ねつつ手法を構築する必要がある。 
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