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研究要旨 

 本研究は未だにナノマテリアル曝露により最も懸念されている体内蓄積に伴う慢性影響を検討した慢性

実験が殆どない上に、定量的リスク評価に必要な慢性吸入曝露は多層カーボンナノチューブ（MWCNT）の

うちの MWNT-7 による報告のみである現状を鑑み、2 年間の慢性吸入試験と同レベルの評価が可能な代

替慢性試験法の開発を行うことを目的としている。また、これまでに他のナノマテリアルで検討してきた遺伝

毒性や免疫影響に関する指標についても今回開発する慢性試験プロトコルへの適用性を検証すると共に、

本研究班の研究成果をもって本代替試験法の有用性を国際的に発信していくことを目的としている。 

慢性影響に関する研究に関して、2 年間の慢性吸入毒性試験と同レベルの肺内負荷量を達成するため

に短期間曝露の慢性観察試験のプロトコルを確立し、2 年間の MWNT-7 間欠曝露試験（4 週毎に 1 回曝

露）を開始した。Taquann 全身曝露吸入装置を用いた吸入曝露実験については、現在まで 12 ヵ月の中間

定期解剖を終えた。気管内投与については、1 年間の反復曝露により肉芽腫性炎症や II 型肺胞上皮細胞

の反応性過形成が広範囲に認められ、投与群の 2 例で細気管支肺胞上皮過形成が認められた。現時点で

曝露後 1 年を経過しており肺負荷量は現在分析中である。短期間気管内噴霧（2 週 8 回投与）＋慢性観察

（TIPS）法によるチタン酸カリウムの曝露（104 週後）で肺胞上皮過形成・腺腫・腺がんの合計および胸膜中

皮過形成と悪性中皮腫の合計頻度において有意な増加が見られた。長さの異なる二層ナノチューブ曝露

による慢性影響は現在解析中である。慢性影響指標に関する研究では、遺伝毒性指標としてマウスでの in 

vivo 肺小核試験遺伝毒性試験における陽性対照の適用性および採材時期の最適化を検証し、in vivo-in 

vitro 法を用いる肺小核試験において最終投与 24 時間後の採材が最適であることが示された。免疫ネットワ

ークへの影響では、MWCNT-7 の吸入曝露の慢性影響として肺胞マクロファージの分化、成熟が大きく変

化することが示された。一方、感染性に対する影響としては、Taquann 法による MWNT-7 の複数回の吸入

曝露後の RSV 感染マウスへの影響を検討した。前年度実施の単回曝露では見出せなかった肺炎マーカー

CCL5 の有意な上昇が認められた。また、カーボン貪食マクロファージの集束など特徴的な肺病変が観察さ

れた。In vitro メカニズム解析研究では、様々なナノマテリアルによる NLRP3 インフラマソームを介する炎症

応答が、酸化チタンや MWCNT 等の物性の違いにより薬物 X による抑制効果が異なることを見いだした。

海外動向調査では、本研究班で検証している短期曝露による慢性観察試験法の有用性の周知を目的とし

て、OECD のナノマテテリアル作業グループ（WPMN）において、慢性吸入曝露ガイドライン試験との相同性

に関する比較研究として紹介を行った。また、OECD では新規の先端材料（Advanced Materials）に関するリ

スク評価の問題も WPMN で取り扱う方針となった。今後もナノ材料のリスク評価法などのバリデーション試験

に関する情報収集を継続する予定である。 

以上、今年度の成果としては、間欠曝露型の吸入及び気管内投与の慢性実験について、ほぼ順調に一

年を経過しようとしていることであるとともに。チタン酸カリウムや二層ナノチューブの慢性影響の確認と免疫

系における慢性マーカーの確認や感染性への吸入曝露の影響とマクロファージ細胞を用いた慢性影響の

メカニズム解析を行うことができたと考えられる。 
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Ａ．研究目的 

新素材としての産業用ナノマテリアルについ

ては、新しい物性に伴う未知のヒト健康影響の

懸念に対して適正な安全性評価手法の確立

が急務となっているが、既に 10 年以上にわた

りOECD や各国が各種研究を精力的に行って

きたにもかかわらず、未だにナノマテリアル曝

露による最も懸念されている体内蓄積に伴う

慢性影響を検討した慢性実験はほとんど行わ

れてきていない。特に近年では、動物試験を

用いない in vitro試験系を中心とした評価法の

確立が重要視されているが、肝心の in vivo 影

響の評価や AOP が確立していなければ、信

頼性の高い n vitro 試験系の開発は不可能で

ある。我々は､先行する研究において当初より

慢性影響を中心とした in vivo 試験研究を進め

てきており、発がん性を主とした慢性影響の評

価法を検討してきた。一方、定量的な慢性吸

入曝露によるリスク評価には、多層カーボンナ

ノチューブ（MWNT-7）で報告されたように 2 年

間の慢性吸入試験を行うことが必須であるが、

現実的にあらゆるナノマテリアルで慢性吸入

試験を行うことはできない。その為、慢性影響

を効率的に評価できる評価手法の確立は急

務である。そこで、先行研究で開発してきたナ

ノマテリアル分散法および気管内投法を用い

て、先ず通常の2年間の連続吸入曝露試験法

を代替できる試験法として、短期間曝露と慢性

観察による慢性影響評価法を確立することを

本研究班の目的とした。 

理想的な代替試験法としては、短期の曝露

での連続吸入曝露試験法と同等性の結果を

得ることができることでえあると考えられる。しか

し、短期曝露の試験と 2 年間連続曝露の試験

の NOAEL を単純に比較することでは、試験条

件の違いがあまりにも大きいので、数字上の相

関性を示すのみで、リスク評価への有用性を

示すには限界があると考えた。そこで、本研究

では、まずは 2 年間の間欠吸入曝露と、2 年間

の連続吸入曝露ではどのくらい異なるのかを

調べて、連続曝露と間隔を開けた曝露との同

等性について検討することとした。つまり、一

日あたりの投与量、あるいは総投与量、あるい

は肺内の負荷量のいずれが発がん性の強さと

相関するかについて調べることを目的としてい

ます。現在時点で吸入曝露によるナノマテリア

ルの慢性試験データが利用出来るMWCNTを

中心として吸入曝露法と気管内曝露法の比較

研究を行う。 

本研究における試験条件の違いと毒性の違

いを検証した結果を用いて、間欠吸入曝露の

回数をどのくらい短くすれば、2 年間の間欠気

管内投与と比較できるかの検証を継続研究で

行うことにより、将来的に短期吸入曝露の試験

と 2 年間連続吸入曝露の試験の定量的な同

等性を明らかにすることができると考えている。 

また、将来的なスクリーニング試験法や in 
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vitro 試験法を開発する為には、AOP（Adverse 

Effect Pathway）の確立（同定）が必要であり、

慢性曝露による Adverse Effect に至る生体反

応のキーとなる影響指標を endpoint として試

験系を開発しておけば、短期曝露による慢性

影響を評価するために有用な試験法の開発

に寄与できると考えられるため、発がん性や炎

症反応に関連する遺伝毒性や免疫毒性指標

に関する研究も同時に行うことを目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

 本研究班は、吸入曝露法と気管内曝露法の

比較研究をとおして慢性吸入曝露試験の代替

性を模索する研究と、慢性影響評価に必要な

AOP に基づいた短期間曝露による慢性影響

指標に関する研究、及び国際動向収集と共に

研究班の成果を OECD 等に提案していくこと

を目指す研究体制で構成している。 

慢性吸入曝露試験の代替手法検討： 

 H30年度に、MWNT-7を用いた慢性試験に

おける体内負荷量を測定するため手法として、

走査電顕にて繊維数を基盤として測定する方

法（SEM法）と、Benzo[ghi]peryleneをマーカー

として定量する方法（大西法）がTaquann法処

理したMWNT-7を用いた場合の比較可能性

についてバリデーションを行っており（菅野）、

必要に応じて両手法使い分けて肺負荷量を

測定した。 

 H30年度の予備試験の結果を参考にして、

国立衛研に新たに設置したTaquann全身曝露

吸入装置（ver.3.0）を用い、53µmメッシュ濾過

したMWNT-7の2年間吸入曝露実験を開始し

た。C57BL/6NcrSLC雄性マウスを使用し、12

週齢時に吸入曝露を実施した。曝露は4週間

に一回の頻度で実施し、一日当たりの曝露時

間は6時間とした。群構成は、対照群、低濃度

群（目標濃度2 ㎎/m3）、高濃度群（目標濃度6 

㎎/m3）の3群構成とした。エアロゾルの特性は、

質量濃度、エアロゾル粒子数（CPC）、空気力

学的質量中央値（MMAD）の測定を行った。本

年度はH30年度に実施した6か月中間定期解

剖の肺組織の病理検査及び本年度実施した

12か月中間定期解剖のBALF解析を行った

（肺組織標本は作製中）（高橋）。 

 ラット気管内投与試験にはTaquann処理

（53µmメッシュ）したMWNT-7を用いた。200℃

で2時間処理したMWCNTに、0.1% Tween80含

有生理食塩水を加え超音波浴槽で30分以上

分散させた。低用量の試料は0.125mg/mL、高

用量の試料は0.5mg/mLの濃度にそれぞれ調

製した。投与試料のキャラクタリゼーションとし

て、DLSにより二次粒径分布を、SEM法により

繊維長の分布を解析した（小林、北條）。 

2年間のラット反復投与試験は、経口ゾンデ

あるいはスプレーゾンデにより、4週間に１度、

実施した。F344雄性ラットにMWCNT懸濁液を、

低用量群には、0.125mg/kg/回、高用量群及

び高用量スプレー群には 0.5mg/kg/回の用

量で投与した。経過観察として、投与開始から

半年経過後と1年経過後に、各群5匹ずつを病

理組織学的および生化学的に評価した。また、

肺のMWCNTの含有量を大西法により測定し

た（北條、広瀬）． 

 一方、短期間気管内噴霧＋慢性観察（２週８

回投与 、 TIPS 法） によ るチタ ン 酸カ リウ ム

（POT）、アナターゼ型二酸化チタニウムの炎

症、発がん性をMWNT-7と比較した。また、長

さの異なる二層ナノチューブ（DWCNT）（15, 7, 

1 µm）についてPOTの場合と同じプロトコル

にて、各群14〜16匹として1匹あたりの２週

における全投与量は22ｘ1012本/ラットとなる

ように調整して、投与終了後6時間、４、52、

104週後に屠殺し、慢性影響の比較を行って

いる（津田）。 
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慢性影響指標に関する研究： 

 発がん性の指標となる遺伝毒性試験につい

て、先行研究で実施した気管内投与下におけ

るin vivo肺小核試験の陰性結果の妥当性を

検証するために、in vivo-in vitro法を用いた肺

小核試験法における陽性対照の適切性と採

材時期の検証を行った。陽性対照としてEthyl 

methanesulfonate（EMS, 25 mg/kgおよび50 

mg/kgの用量を設定）を各群3匹の8週齢雄性

C57BL/6NCrSlc マウスに2日連続腹腔内投

与し、他のin vivo遺伝毒性試験法等で推奨さ

れている採材時期を参照し、陽性対照の最終

投与3時間後、24時間後または5日後にそれぞ

れ肺組織を採材し、肺胞由来AT-II細胞およ

び細気管支由来Clara細胞を得て、ex vivo培

養法を応用したin vivo-in vitro法を用いた小

核試験法を実施した（堀端）。 

 免疫系への吸入曝露による慢性影響につい

ては、MWNT-7の2年間の吸入曝露実験の6ヵ

月曝露の定期解剖から得られたサンプルを用

いて肺を中心とした免疫細胞分画あるいは各

種遺伝子発現に関して検討を加えた（石丸）。

感染性への影響評価については、MWNT-7

のTaquann法による複数回（3回）の吸入曝露

マウスに対してRSV感染実験を行った。方法と

しては、BALB/cマウスに対して、RSV感染の7、

5および3日前にMWNT-7を0, 3 および6 

mg/m3, 6時間吸入曝露を実施した。続いて

RSVを経鼻感染させ、5日後の肺胞洗浄液

（BALF）中のサイトカイン・ケモカイン定量や肺

病理組織学的な解析を行った（渡辺）。一方、

炎症反応の最初反応であるマクロファージへ

の影響に関しては、ナノマテリアルの物性によ

るインフラマソーム活性化応答の違いを、薬物

によ る 抑制の差異 に着目して 検討 した 。

THP-1マクロファージに各種MWNT類を曝露

し、NLRP3インフラマソーム依存的なIL-1β分

泌への薬物Xの影響を解析した（最上）。 

 国際動向に関する研究： 

 OECDのナノマテリアル作業グループにおい

て、慢性吸入試験法の代替法としてのin vivo

短期間曝露試験の開発の有用性について発

表すると共に、本研究班の成果の学会発表や

気管内投与法の有用性の海外発信を行った

（小林、広瀬）。 

＜倫理面への配慮＞ 
本研究では、人を対象とした研究、人の遺伝

子解析、疫学研究は行っていない。動物試験

を実施した研究は、試験実施機関による

動物実験に関する倫理委員会の承認を得

るなど、実験動物に対する動物愛護の配

慮の上で実施した 
 
Ｃ．研究結果 
慢性影響評価手法検討：  
 2 年間の MWNT-7 吸入曝露実験では、

Taquann法処理に目開き53 μmの金属製

フィルターを用いて、C57BL/6NcrSLC
雄性マウスに、対照群、低濃度群、高濃

度群の 3 群構成で 4 週毎に 6 時間/日の吸

入曝露を行い 12 ヵ月までの曝露を行っ

た。曝露装置は、Taquann 直噴全身吸入

装置 ver.3.0 を使用した。曝露 13 回の平

均質量濃度は低濃度群、高濃度群それぞ

れ 2.6±0.1 mg/m3、5.0±0.2 mg/m3、

MMAD は 400～500nm と考えられた。

曝露開始後6及び12ヵ月の定期解剖を行

った。吸入曝露肺の肉眼所見では僅かに

灰色を呈していた。BALF 採取後の吸入

曝露露肺の病理組織は現在作成中である。

6 ヵ月の定期解剖時の肺病理組織検査の

結果を得た。肺内に吸入された T-CNT7#53

のほとんどは、終末気管支内および肺胞管へ

の移行部（中間帯）に存在しており、この領域
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の既存の線維成分が反応性に増殖していた

が、その程度は対照群（図１）に比して軽微で

あった（図２）。大部分の T-CNT7#53 は大小の

凝集体を形成し、大型の凝集体は複数のマク

ロファージに取り囲まれて存在していた。小型

の凝集体は単一のマクロファージに貪食され

ており、そのうち、やや大型の凝集体について

は多核化したマクロファージが貪食する像も認

められた。これら貪食マクロファージが終末細

気管支に近い肺胞内に集簇する像（以下、肺

胞内集簇巣）を認めた（図３）。末梢の肺胞領

域 に は 少 数 な が ら 、 単 一 乃 至 少 数 の

T-CNT#53 線維を貪食したマクロファージが散

在する像を認めた（BALF 後の検体の為、定

量性は保証されない所見であると考える）。ま

た、T-CNT7#53 線維が貪食されずに肺を構成

する細胞に刺さった像、肺胞壁に付着したよう

な像も観察された（電子顕微鏡による確認予

定）。6 カ月解剖における肺負荷量は、低濃度

群、高濃度群そ れぞれ 6.4±1.1 µg/動物

（N=3）、15.2±1.0 µg/動物（N=3）であった。 
2 年間のラット反復投与試験に用いた

MWCNT 試料の二次粒子径は平均 720.2 

nm で あ り 、 繊 維 の 長 さ の 平 均 値 は

6.03±3.86 µm であった。肺重量、BALF 中

の総細胞数・好中球数・リンパ球数および

BALF 中の総タンパク質は、投与群で有意

に増加し、用量依存的な増加、さらに経時

的な増加が認められた。組織学的には、半

年経過後、1 年経過後のいずれについても、

MWCNT 繊維の沈着や MWCNT を貪食した

マクロファージの凝集が肺実質全体にびま

ん性に認められ、MWCNT の沈着部位に関

連して、II 型肺胞上皮細胞の反応性過形成

が認められた。反応性過形成は、投与用量

に依存して増加したが、経時的な増加は低

用量群のみで見られた。肺腫瘍は認められ

ておらず、細気管支肺胞上皮過形成が投与

群の 2 例に観察された。胸腔内に中皮腫は

観察されなかったが、横隔膜などの中皮組

織における炎症反応が半年経過後から観察

され、特に、1 年経過後には多くの個体で認

められ、胸腔内への繊維の移行が示唆され

た。1 年経過後の肺負荷量は、低用量群、

高用量群および高用量スプレー群で、それ

ぞ れ 244±33 、 1364±270 お よ び

1436±100µg/Lung であった。 
TIPS 法による POT と酸化チタンの比

較では、2 週投与＋４週観察群において、

投与肺と胸膜における炎症と障害作用は

球状 TiO2 より POT により顕著な傾向が

見られた。52 週では POT（0.5mg）と

MWCNT-7 における肺組織と胸腔洗浄液

における炎症像、Mφ増加、肺胞上皮、

胸膜中皮の 8-OHdG 値、PCNA 値、CCL2
レベルの有意の増加が見られた。104 週

では、肺胞上皮過形成・腺腫・腺がんの

合計および胸膜中皮過形成と悪性中皮腫

の合計頻度において POT（0.25 と 0.5mg
合計）と MWCNT-7 群で有意の増加が見

られた。長さの異なる DWCNT 曝露によ

る慢性影響は現在解析中である。陽性対

照の MWCNT-7 では 104 週に達する前に

すべてのラットは胸膜悪性中皮腫悪性中

皮腫で死亡している。 
慢性影響指標に関する研究： 
 遺伝毒性指標としての in vivo-in vitro
法を用いた肺小核試験法において、最終

投与3時間後に肺を採取したEMS投与群

は陰性対照群と比較して有意な小核誘発

率の増加は認められなかった。最終投与

24 時間後に肺を採取した EMS 投与群は

25 mg/kg 投与群および 50 mg/kg 投与群

ともに陰性対照群と比較して十分に有意
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な小核誘発率の増加が認められた。最終

投与5日後に肺を採取したEMS投与群は

25 mg/kg投与群においてのみ陰性対照群

と比較してわずかに有意な小核誘発率の

増加が認められた。以上のことから、陽

性対照である EMS 最終投与 24 時間後で

の採材においてのみ明瞭な陽性となるこ

とを明らかにした。 
 MWCNT-7 の全身吸入曝露後（６ヶ月

および 12 ヶ月）での肺胞洗浄液（BALF）
細胞における免疫細胞分画に関して、フ

ローサイトメーターにて解析したところ、

MWCNT-7 曝露によって正常マクロファ

ージ分画の割合は大きく減少するととも

に、未熟あるいは異常マクロファージ分

画の割合が増加することが判明した。ま

た、BALF 細胞あるいは肺組織における

線維化関連遺伝子の一つである MMP12 
mRNA 発現が対照群に比較して有意に上

昇していた。さらに、肺組織での IL-6 な

どの炎症性サイ トカインの 発現が

MWCNT-7 曝露によって高まっていたこ

とから、慢性炎症が長期に渡って継続し

ていることが明らかになった。複数回の

MWNT-7 吸入曝露試験に合わせて RSV
感染実験を実施した。感染5日後のBALF
中の肺炎指標である CCL5 レベルは前年

度実施の単回曝露と異なり、複数回曝露

により有意に上昇した。一方、カーボン

貪食マクロファージの集束など特徴的な

病変は見れたが、病理組織学的なスコア

リングでは増悪化の程度は明確でなかっ

た。肺の線維化に関する指標 TGF-βは有

意に上昇したが、感染の有無に関わらな

い現象であることが明らかとなった。マ

クロファージにおいて MWCNT による

NLRP3 インフラマソーム活性化・IL-1

β分泌を抑制する薬物 X（論文公表時ま

で非公表の予定）を見いだしているが、

各種酸化チタンナノマテリアルに加えて

MWCNT 類によるインフラマソーム活性

化への影響を調べたところ、薬物 X によ

る抑制効果には、ナノマテリアルの物性

により差異があることを見い出した。そ

こで各種ナノマテリアルについて、認識

受容体の役割を解析中である。 
 国際動向に関する研究： 
気管内投与手法の利便性の周知を目的と

して、国内外の研究者と共同で単行本の執

筆を行った。さらに、第 19 回 OECD ナノ

マテテリアルの作業グループ（WPMN）に

おいて、本研究班で検討している短期間吸

入（および気管内投与）曝露による慢性影

響試験プロトコルの慢性吸入曝露試験との

相同性に関する比較研究を紹介した。また、

OECD で は新規 の先 端材料 （ Advanced 
Materials ） に 関 す る リ ス ク 評 価 の 問 題 も

WPMN で取り扱う方針となった。今後もナノ材

料のリスク評価法などのバリデーション試験に

関する情報収集を継続する予定である。 
 

D．考察 

 慢性影響評価手法検討に関する研究に

関しては、まず、昨年度末から開始した

MWNT-7 によるマウス Taquann 全身吸

入および Taquann 処理 MWNT-7 のラッ

ト気管内投与の 2 つの反復曝露試験を継

続してきた。得られたデータを基に、慢

性の連続吸入試験の肺内負荷量と同レベ

ルにすることができる短期間曝露の慢性

観察試験のプロココルとして、2 年間にわ

たる間欠的吸入曝露および気管内投与の

投与量の目安を設定することが可能とな

った。 
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Taquann 全身曝露吸入装置（ver.3.0）
を用いた吸入曝露実験については、移転

の伴い設備を新しくしたところであるが、

曝露条件を確立し、2 年間の曝露実験を開

始した。現在まで 6 ヵ月の定期解剖を終

え、3 月には 1 年目の定期解剖を実施す

る計画である。エアロゾル特性の測定に

おいて、安定した質量濃度が得られてい

るが、エアロゾル粒子数を測定する CPC
並びに MMAD 測定においては値のバラ

ツキが大きい。これに対応するため、CPC
に関しては、希釈装置の改良を行ってい

る。 MMAD に関しては、測定装置

（MOUDI、カノマックス）内でのサンプ

ルの再飛散が多いが、σg が比較的小さな

値に着目すると、400～500nm の範囲と

考えられた。6 カ月の中間定期解剖の

BALF 採取後の曝露肺の病理組織標本で

は、明確な線維性肉芽腫形成は認められず、

肺胞構造の改変所見も明らかでなかった。肉

眼的、或いは、弱拡大顕微鏡観察において

T-CNT#53 線維の凝集体が黒色班として観察

されなかったことから、肺内には高分散状態で

吸入されたことがうかがわれた。このような高分

散状態である検体の場合には、肉芽腫の誘発

能が低いことが考えられた。肺負荷量に関し

ては、6 ヵ月の時点の成績から 2 年後の

肺負荷量は低濃度群、高濃度群それぞれ

24 µg/動物、56 µg/動物と予測されること

から、当初の目標値を達成できる見込み

である。 
ラットの気管内投与については、反復

曝露によって、MWCMT が肺実質にびま

ん性に沈着し、既報の長期試験の結果と

同様に、肉芽腫性炎症や II 型肺胞上皮の

反応性過形成を引き起こし、投与用量と

回数に応じた毒性の強さを示すことが確

認された。少数例の経過観察ではあるが、

細気管支肺胞上皮過形成や中皮細胞の過

形成が認められており、継続した曝露に

より腫瘍性病変が誘発されることが期待

される。また、4 週間に 1 度の投与によ

り MWCNT が肺内に予想通り蓄積され

ており、最終的にはラット 2 年間の吸入

試験（Kasai et al. 2016）と同等以上に蓄

積することが見込まれ、発がん性と肺負

荷量の関係を議論できると考えている。

なお、高用量群および高用量スプレー群

では、低用量群に比べると肺負荷量のバ

ラツキが大きく、負荷が重い場合にクリ

アランスの個体差が生じやすいことが示

唆された。 
 一方、先行研究から引き続き行ってい

る気管内投与法のプロトコルとしての

TIP法について、慢性実験の結果POTは、

その炎症や傷害性について、MWCNT-7
よりは良いものの球状 TiO2 よりも顕著

であり、は、作用や催腫瘍性が明らかと

なり、肺胞上皮過形成・腺腫・腺がんの

合計および胸膜中皮過形成と悪性中皮腫

の合計頻度において、有意の催腫瘍性の

あることが示された。また、長さの異なる

DWCNT について 、 こ れまでの報告で

0.7micro-m の MWCNT の腹腔内投与で

は発がん性はみられなかった報告(Muller, 
2009)から、1.5、7.0、15μm の DWCNT に

ついて TIPS 投与を行った。現在解析中の

発がんについて病理学的結果が待たれる。 
 慢性影響指標に関する研究では、遺伝

毒性を検出する in vivo-in vitro 法を用い

た肺小核試験における適切な採材時期は

最終投与 24 時間後であることが明らか

になった。先行して実施した CNT 全身吸

入曝露試験では、陽性対照群は EMS を 5
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日連続腹腔内投与（25 及び 50mg/kg）、
CNT 全身吸入曝露群は 5 日連続曝露であ

り、両群ともに最終曝露 5 日後に採材し

ている。結果は両群ともに陽性であった。

他方、昨年度実施した CNT 気管内投与

下における in vivo-in vitro 法を用いた肺

小核試験の予備試験では、CNT 気管内投

与群および陽性対照群においても小核誘

発の有意な増加は認められなかった。こ

の際の陽性対照群は EMS 単回腹腔内投

与（25 及び 50mg/kg）、CNT 気管内投与

群は単回投与であり、先行して実施した

全身吸入曝露試験条件に倣い投与 5 日後

に肺を採材している。これらの結果と今

回の結果を踏まえ、CNT 気管内投与群で

は投与後も CNT が気管内・肺内に残存す

るため、採材までの期間、気管・肺は CNT
に曝露され続けていると考えられる一方

で、陽性対照群は単回投与であることに

加えて採材時期が不適切であったため、

陰性結果の原因となった可能性が考えら

れる。 
免疫ネットワークへの影響については、

MWCNT-7 の全身吸入曝露による慢性影

響として、肺胞マクロファージの分化、

成熟が大きく変化することが明らかにな

り、胞免疫の機能不全に関与する可能性

が示唆された。また、曝露経路によるマ

クロファージの動態の違いについても検

討を進めている。一方、感染性に対する

影響としては、前年度実施した Taquaan
法による単回の吸入曝露でのRSV感染影

響が弱かったので、複数回の吸入曝露で

検証した。肺炎マーカーCCL5 の有意な

上昇が認められたが、やはり肺炎増悪度

は低かった。一方で貪食マクロファージ

の集束など特徴的な病変が認められ、現

在所得中の MWNT-7 の肺負荷量データ

と併せて、マクロファージを中心に CCL5
などの感染影響指標としての有用性を検

討していく。さらに肺の線維化指標 TGF-
βも有意に上昇しており、今後 RSV 感染

からの回復期・慢性期における繊維化な

どの評価により、影響指標としての可能

性を探る予定である。 
 In vito メカニズム解析研究において、

様々なナノマテリアルにより惹起される

NLRP3 インフラマソームを介する炎症

応答は、酸化チタンや MWCNT 等の物性

の違いにより薬物 X による抑制効果が異

なることを見いだした。引き続き物性の

違いによるマクロファージによる認識・

取り込み過程の差異に着目してメカニズ

ムを解明し、慢性影響の in vitro 予測に

つながる細胞応答・分子マーカーを同定

することを目指している。 
 OECD のナノマテリアル作業グループ

において提案していた短期間 in vivo曝露

試験の有用性検証プロジェクトは、製品

開発時のスクリーニングやカテゴリー評

価等への補助ツールとしての適用の可能

性はあるものの、現在のレギュラトリー

における審査等の評価項目として採用で

きるほどのレベルではないというのが

OECD 加盟国の判断であり、短期 in vivo
試験法という概念だけでは、プロジェク

ト案を推し進めるのは困難であると考え

られた。そこで、より慢性毒性試験の影

響を正確に代替できる手法開発として、

本研究班の研究成果は有用な候補である

と考えている。本研究の最終的な成果も

加えて、OECD に慢性毒性試験をより効

率的に評価する手法として将来提案する

ことを目指す予定である。 
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 以上、今年度の成果としては、間欠曝露型

の吸入及び気管内投与の慢性実験について、

ほぼ順調に一年を経過し、2 年目に入ったとこ

ろである。チタン酸カリウムや二層ナノチュー

ブの慢性影響の確認と免疫系における慢性マ

ーカーの確認や感染性への吸入曝露の影響

とマクロファージ(in vitro)を用いた慢性影響

のメカニズム解析を行うことができたと考えられ

る。 
 
Ｅ．結論 
 慢性影響に関する研究に関して、2 年間

の慢性吸入毒性試験と同レベルの肺内負

荷量を達成するために短期間曝露の慢性

観察試験のプロトコルを確立し、2 年間の

間欠曝露試験（4 週毎に 1 回曝露）を開

始した。Taquann 全身曝露吸入装置

（ver.3.0）を用いた吸入曝露実験につい

ては、現在まで 6 及び 12 ヵ月の定期解剖

を終えた。エアロゾル特性の測定におい

て、安定した質量濃度が得られている。6
カ月の BALF 採取後の曝露肺では、曝露

肺に明確な線維性肉芽腫形成は認められず、

肺胞構造の改変所見も明らかでなかったこと

から、高分散状態である検体の場合には、肉

芽腫の誘発能が低いことが考えられた。 
ラット気管内投与については、1 年経過時

点において、慢性炎症と II 型肺胞上皮細

胞の反応性過形成が広範囲に引き起こさ

れ、少数例で細気管支肺胞上皮過形成が

認められた。肺内の MWCNT 量は、すで

に、2 年経過後に肺腫瘍の発症が期待され

るレベルまで達していた。TIPS 法による

POT と酸化チタンの比較では、2 週投与

＋４週観察群において、投与肺と胸膜に

おける炎症と障害作用は球状 TiO2 より

POT により顕著な傾向が見られた。104

週では、肺胞上皮過形成・腺腫・腺がん

の合計および胸膜中皮過形成と悪性中皮

腫 の 合 計 頻 度 に お い て POT と

MWCNT-7 群で有意の増加が見られた。

長さの異なる DWCNT 曝露による慢性影

響については、観察期間が終了し、結果

の解析中である。 
 慢性影響指標に関する研究では、全身

吸入曝露および気管内投与を実施した先

行試験結果を踏まえて、肺小核試験の陽

性対照を用いた試験法の適切性を検証し

た。その結果、肺小核試験の最適な条件

を明らかにし、これにより先行試験結果

の妥当性を明らかにすることができた。

免疫ネットワークへの影響については、

MWCNT-7 の全身吸入曝露の慢性影響と

して、肺胞マ肺胞マクロファージの分化、

成熟が大きく変化することが示された。

一方、感染性に対する影響としては、

Taquann 法による MWNT-7 の複数回の

吸入曝露により、急性期での影響度は高

くないが肺炎マーカーCCL5 の有意な上

昇や肺組織での貪食マクロファージの集

束などが認められた。In vitro メカニズム

解析研究において、様々なナノマテリア

ルにより惹起される NLRP3 インフラマ

ソームを介する炎症応答は、酸化チタ

ン・MWCNT 等の物性の違いにより薬物

X による抑制効果が異なることを見いだ

した。 
 海外動向調査では、本研究班で検証してい

る短期曝露による慢性観察試験法の有用性の

周知を目的として OECD のナノマテテリアル

作業グループ（WPMN）において、慢性吸入

曝露ガイドライン試験との相同性に関する比較

研究として紹介を行った。また、OECD では新

規の先端材料（Advanced Materials）に関す
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るリスク評価の問題も WPMN で取り扱う方針

となった。今後もナノ材料のリスク評価法など

のバリデーション試験に関する情報収集を継

続する予定である。 
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