
48 

 

令和元年度 厚生労働行政推進調査事業費補助金（化学物質リスク研究事業）分担研究報告書 

 

研究課題名：ナノマテリアル曝露による慢性影響の効率的評価手法開発に関する研究 

 

分担研究課題名：慢性影響を考慮した気管内投与法の確立に関する研究 

 

研究分担者：  北條 幹 東京都健康安全研究センター 薬事環境科学部 主任研究員 

研究分担者：  広瀬 明彦 国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部 部長 

研究分担者： 高橋 祐次 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 室長 

研究分担者：  小林 憲弘 国立医薬品食品衛生研究所 生活衛生科学部 室長 

研究分担者：  菅野 純 日本バイオアッセイ研究センター 所長 

研究協力者：  中江 大 東京農業大学 応用生物科学部  教授 

研究協力者：  坂本 義光 東京都健康安全研究センター 薬事環境科学部 

研究協力者： 前野 愛    東京都健康安全研究センター 薬事環境科学部 

研究協力者： 山本 行男  東京都健康安全研究センター 薬事環境科学部 

研究協力者：  大貫 文    東京都健康安全研究センター 薬事環境科学部 主任研究員 

研究協力者：  横田 理  国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 主任研究官 

研究協力者：  大西 誠     日本バイオアッセイ研究センター 試験管理部 技術専門役 

研究協力者：  後藤 裕子   日本バイオアッセイ研究センター 試験管理部 主任研究員 

研究協力者： 牛田 和夫 国立医薬品食品衛生研究所  安全性予測評価部 研究員 

  

研究要旨 

ナノマテリアルの呼吸器系を介した慢性影響に関するデータの蓄積は不十分であり、

MWCNT の慢性吸入試験については Kasai ら 1）の報告のみである。本研究では、2 年間の

吸入試験と同レベルの評価が可能なラットによる代替慢性試験法を開発することを目

的とした。昨年度末から、2年間にわたり気管内投与を間欠的に行う長期試験（合計 26

回の投与）を実施中であり、今年度は、実験開始から半年経過後および 1 年経過後の経

過観察について報告する。 

F344 雄性ラットを、対照群（C 群）、低用量群（L 群）、高用量群（H 群）および高用

量スプレー式ゾンデ群（HS 群）の 4群に分け、動物数はそれぞれ 30、55、55および 55

匹とした。9週齢から、C群には 0.1％Tween 含有生理食塩水を、L 群には 0.125 mg/kg

体重、H群および HS群には 0.5 mg/kg体重の用量で MWNT-7を 4週間毎に 1 回、気管内

に投与した。投与には HS 群のみスプレー式ゾンデを用い、その他の群は経口ゾンデを

用いた。投与開始から半年経過後（7回投与後）と 1 年経過後（13 回投与後）に、病理

組織学的検索および気管支肺胞洗浄液分析用に 4ないし 5匹、肺負荷量測定用に 4ない

し 5 匹を、それぞれ剖検した。 

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、

C 群に比べて、各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。これらの評価項目について H 群と HS 群を比較すると、1年経過後には、わず

かに H群での影響が強かった。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でびまん性
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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 L 群のみで見

られた。肺腫瘍は認められず、細気管支肺胞上皮過形成が 1 年経過後の L 群と HS 群で

1 例ずつ確認されたのみであった。胸腔内に中皮腫は観察されなかったが、中皮組織の

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横隔膜や心嚢

膜における炎症反応が見られ、繊維の胸腔内への移行が示唆された。肺負荷量は、１年

経過時点において L群で 250µg/Lung 程度、H 群および HS 群では 1500µg/Lung 程度であ

った。負荷量としては、すでに、Kasaiら 1）の報告の実験終了時に近い量となり、肺腫瘍の

発症が期待されるレベルまで蓄積していることがわかった。 

 

Ａ．研究目的 

ナノマテリアルの健康影響については、

その特有の物理特性のために in vitro試験

等の簡便な評価手法が確立しておらず、in 

vivo試験を元にした毒性の評価手法の検討

が依然として重要である。MWCNTはアスベス

トに類似する性質を持つため、慢性毒性と

して肺がんや胸膜中皮腫などの呼吸器系へ

の影響が懸念されている。ナノマテリアル

の毒性評価方法としては、欧米ではヒトへ

の曝露形態に近い吸入試験が推奨されてい

るが、慢性吸入試験の実施には多大なコス

トがかかる。過去には、MWNT-7 の 2 年間の

全身吸入曝露試験が実施され、肺の腺腫お

よび腺がんが発症することが Kasai らによ

り報告されたが 1）、上市される多数のナノ

マテリアルに慢性吸入試験を課すことは事

実上不可能である。そこで、慢性影響を評価

できる効率的評価手法が求められている。 

気管内投与法による慢性試験は有力な代

替手法の候補の一つであるが、報告例は少

ない。Suzui らは 2 週間で 8 回の MWCNT

（Nikkiso）の投与を行い、その後、2年間

の観察により、肺腫瘍に加え胸腔内に中皮

腫が発症することを報告した 2）。MWCNT の

肺負荷量に注目すると、吸入試験と気管内

投与試験のどちらも最大で1000 µg/Lungを

超えているが 1),2）、吸入試験では、2 年間に

わたり次第に肺内に MWCNT が蓄積し、AUC

（Area Under the Curve）は右肩上がりの

形状になるのに対し 1)、Suzuiらの気管内投

与試験では、肺負荷量が実験開始直後に最

大となり、次第に減少するという右肩下が

りの AUC の形状となった（図 1）2) ,3）。ヒ

トのアスベスト中皮腫と同様に、ラットの

胸膜中皮腫の発症にも長い時間を要すると

考えられるため、両実験における胸腔内中

皮腫の発症の有無は AUC の形状の違いに起

因すると推測されている 3）。なお、2019 年

には Nuano らが、反復気管内投与により 1

匹あたり合計 1500µg の MWNT-7 を曝露した

後に 2 年間経過観察する実験を行った 4)。

その結果、5％の動物に肺腫瘍が、95％の動

物に胸膜中皮腫が発生し、気管内投与によ

り初期に投与負荷を高くすると胸膜中皮腫

が発症することが明確に示された。 

本研究では、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を開発

することを目的とした（図 1）。4 週間に 1

度の間隔で MWNT-7 の気管内投与を実施し、

右肩上がりの形状の AUC を描きながら最終

的に Kasai らの結果と同程度以上の肺負荷

量を達成できるように投与量を設定した。

この試験で得られる結果を、Kasaiらの吸入

試験 1）と Suzui ら 2）や Numano ら 4)の気管

内投与試験の結果と比較することで、肺負

荷量に着目した MWCNT の発がん性評価の重

要性を示すことができ、また、気管内投与試

験の有用性が再認識されることが期待でき

る（図 1）。 
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現在、昨年度の条件検討から設定した実

験条件、すなわち、低用量群に 0.125 mg/kg

体重、高用量群に 0.5 mg/kg 体重の用量で 4

週間に１度、2年間で合計 26回の気管内投与

を行う長期試験を実施中である。肺負荷量は、

実験終了時に低用量群で 600 µg/Lung 前後

に、高用量では 2400 µg/Lung 前後になるこ

とが予測される（図 2）。 

今年度は、実験の経過観察を目的として、

投与開始から半年経過後および 1 年経過後

に少数例の剖検を行い、慢性毒性と MWCNT

の肺負荷量を評価した。 

 

Ｂ．研究方法 

i)MWCNT の調製およびキャラクタリゼーシ

ョン 

Taquann 処理（53µm メッシュ）5)した MWNT-

7 を 200℃で 2 時間処理し、0.1% Tween80（ポ

リソルベート、日油）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。低用量群

の試料は 0.125 mg/mL、高用量群の試料は

0.5 mg/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、

0.01 mg/mL の濃度で分散させた試料につい

て、動的光散乱（DLS）により二次粒径分布を

（小林の分担報告参照）、走査電子顕微鏡

（SEM）により繊維長の分布を、それぞれ解析

した。 

 

ii)動物飼育および投与 

5 週齢の F344/DuCrlCrljの雄性ラットを

購入し（日本チャールス・リバー）、コンベ

ンショナル飼育室にて、床敷（アルファドラ

イプラス、ESP益新）入りのプラスチック製

ケージに 3匹ずつ収容し、基礎飼料 CE-2（日

本クレア）と、限外ろ過した水道水を自由摂

取させ、室温 24±1℃、湿度 50±5％、換気

回数毎時 10回（HEPA フィルター経由）、12

時間蛍光灯照明の条件下で飼育した。 

7 週齢の時点で、対照群（C群）30匹、低

用量群（L 群）55匹、高用量群（H群）55 匹

および高用量スプレーゾンデ群（HS群）55

匹の 4 群に分けた（図 3）。1 週間に一度、

体重を測定した。 

9週齢から、イソフルラン吸入麻酔下で、

C 群、L群および H 群については経口ゾンデ

（夏目製作所）を、HS 群についてはスプレ

ー式ゾンデ（PennCentury）をそれぞれ用い

て、1 mL/kg 体重の投与量で 4 週間に 1 度

の頻度で反復気管内投与を行った。MWCNTの

投与用量は、L 群で 0.125 mg/kg 体重、H 群

および HS 群で 0.5 mg/kg 体重となる（図 3）。 

 

iii)剖検 

半年経過後（7 回投与後）、また、1 年経

過後（13回投与後）に、各群 5 匹を病理組

織観察および気管支肺胞洗浄液（BALF）回収

用に、別の 5 匹を MWCNT の肺負荷量測定用

に、それぞれ解剖した（図 3）。ただし、C 群

については肺負荷量測定は行わず、各時期

に 5 匹ずつ剖検した。 

各群 5匹については、主要臓器を 10％中

性緩衝ホルマリン溶液で固定した。ただし、

肺は右葉については PBSを注入して BALFを

回収した後に、左葉については湿重量を測

定した後に、それぞれホルマリン溶液を注

入して固定した。BALFは遠心分離し、沈殿

は白血球数の計数に、上清は総タンパク質

量の測定に用いた。 

一方、MWCNT投与群の肺負荷量測定用の 5

匹については、各葉を切り離し、ホルマリン

溶液に浸漬してからおよそ 1 か月後に解析
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に用いた。 

 

iv)病理組織学的解析 

固定した臓器から、定法により HE染色標

本を作製し、光学顕微鏡による病理組織検

索を行った。II型肺胞上皮細胞の反応性過

形成を定量化するため、抗 TTF-1 抗体（ア

ブカム；ab72876）で染色した各群 3 例の左

葉の 10 枚の肺胞領域の画像に関して、

ImageJにより視野あたり(23444 µm2)の DAB

陽性細胞核を計数した。 

 

v)BALFの分析 

 BALF の沈殿を 2％の BSA 含有 PBS で再懸

濁し、チュルク液で染色後に総細胞数の計

測を行った。また、再懸濁液から自動遠心塗

抹装置によって塗抹標本を作製し、メイグ

リュンワルド・ギムザ染色し、白血球を分

類・計数し、各種の白血球の個数を算出し

た。 

 BALF の上清の総タンパク質量は、2-D 

Quant Kit（GE ヘルスケア）により測定した。 

 

vi)肺負荷量の測定 

肺内の MWCNT の測定は、Ohnishi らの蛍

光マーカーを用いて検出する手法（大西法）

に従った 6),7）。肺組織をアルカリ溶液で溶

解し、十分に分散させ、残存する肺組織を酸

で溶解した後、MWCNTにベンゾ-ジ-ペリレン

（B[ghi]P）を吸着させた。フィルターで

MWCNT繊維を捕捉してから、アセトニトリル

溶液に B[ghi]Pを脱着させ、HPLCの分析に

供した。 

 

＜倫理面への配慮＞ 

本研究では、人を対象とした研究、人の

遺伝子解析および疫学研究は行っていな

い。動物飼育及び動物実験は東京都健康安

全研究センター動物実験実施規程に基づい

て、動物実験委員会の事前審査および承認

を受け、その管理のもと実施された。 

 

Ｃ．研究結果 

i)投与試料の性状 

DLSによる二次粒子径は、平均 720.2 nm

であった（図 4；詳細は小林の分担報告書に

掲載）。いっぽう、SEMによる、繊維長の分

布は、2841 本の繊維を観察した結果、平均

6.03±3.9 μmであった（図 4）。いずれの

結果も、既報の同様の実験結果と類似する

ものであった。 

 

ii)体重および解剖動物数 

 実験開始時、平均 206.5g だった体重は 1

年後には 400ｇ前後まで増加した。1 年後の

C 群、L 群、H群および HS群の平均体重は、

それぞれ、406.5±24g、398.9±24g、391.0

±22g および 391.7±21g であり、C 群に対

し、H 群、HS 群の体重は有意に低下してい

た。 

 1年経過時点で、合計 70例を解剖した（表

1）。半年経過後および 1 年経過後の計画解

剖では合計 65 匹を、死亡あるいは人道的エ

ンドポイント（瀕死解剖）により 5 例を途

中解剖した。半年後と 1 年後の計画解剖の

合計数は 70例の予定であったが、途中解剖

動物で肺負荷量の測定を代用できること等

から、定期解剖の数は 65匹に変更した。途

中解剖の動物に、肺腫瘍及び中皮腫は認め

られなかった（表 1）。 

 

iii)BALF の生化学および細胞学的解析 
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BALF 上清の総タンパク質量は、C 群に対

し、各投与群で有意に上昇し、また、半年経

過後に比べて 1 年経過後のほうが高値であ

った（図 5）。 

BALF の沈殿の総細胞数や、好中球数・リ

ンパ球数・マクロファージ数等の各分画に

ついても、C群に対して投与群で有意な増加

を認め、用量依存的および時間依存的な増

加が見られた（図 5）。 

 

iv)病理組織学的解析 

肺の左葉の湿重量は、半年経過後・1 年経

過後、どちらについても、C 群に対して有意

に増加しており、特に、L群よりも H 群およ

び HS 群での増加が顕著であった（図 6）。ま

た、投与群に関しては、半年経過後よりも 1

年経過後のほうが重量が大きかった。 

肉眼的に、投与群の肺は MWCNT の沈着に

より黒色を呈し、投与用量と解剖時期に応

じて色味は強かった（図 7）。ただし、経口

ゾンデを用いた L群および H群については、

MWCNTの沈着が尾側に偏ることが多く、頭側

先端部の沈着が極端に少ない個体も認めら

れた（図 8）。また、群によらず、右葉の中

葉では沈着量が比較的少なかった（図 7、8）。

HS群においては、すべての動物に気管分岐

部の付近に複数個の黒色班が認められた

（図 7；矢印）。これは昨年度報告したよう

に、スプレー式ゾンデの先端が位置する気

管粘膜部位で局所的に沈着した MWCNT と考

えられる。 

組織学的には、1年経過後までに、肺腫瘍・

中皮腫は確認されず、肺実質における非腫

瘍性の増殖性病変と中皮組織における炎症

反応が主な所見であった（表 2）。 

各投与群において、肺実質にびまん性に

MWCNT 繊維を貪食したマクロファージの凝

集および線維化を伴う肉芽腫様の炎症反応

が認められた（図 9）。また、MWCNT 繊維の

沈着に関連した部位に反応性の II 型肺胞

上皮細胞の過形成が見られた。抗 TTF-1 抗

体による免疫染色により増生の程度を群間

および経時的に比較したところ、用量依存

的な陽性核の増加を認めた（図 10）。いっぽ

う、経時的な増加は L 群のみで認められ、

HS 群ではむしろ半年経過後よりも 1 年経過

後のほうが有意に陽性核数が少なかった。 

細気管支肺胞上皮過形成は、半年経過後

には、C 群で自然発生性の 1例を除き、認め

られなかったのに対し、1 年経過後には、

MWCNT投与に関連するとみられる過形成が、

L 群に 1 例、HS 群に１例の合計 2 例認めら

れた（表 2）。組織学的には、HS 群の 1例は

（図 11）、やや細胞の異形性が見られ、周囲

への圧排がわずかにみられるものの、肺胞

構造をある程度保った状態で間質をほとん

ど伴わないため、過形成と診断された。増生

した細胞の核は TTF-1 陽性であった。 

いっぽう、胸腔内の中皮組織の反応は、半

年経過時点で観察された（表 2）。H 群に 3

例、HS 群に 2例、横隔膜の線維化を伴う炎

症反応が観察され、1例については中皮細胞

の過形成も認められた（図 12）。1年経過後

には、多くの個体の横隔膜の中皮組織にお

ける炎症反応および中皮細胞の肥大や過形

成が観察された（表 2、図 13）。また、臓側

胸膜（図 14）と心嚢膜においても炎症反応

が見られた（図 15）。 

 

v)MWCNTの肺負荷量 

肺内の MWCNT 量は、L 群ではほぼ予想ど

おりであったのに対し、H群および HS群で
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は、予測よりもやや蓄積量が多かった（図

16）。H 群と HS 群で顕著な差異はなかった。

半年経過後には、L 群、H 群および HS 群で、

それぞれ 147±20、764±160 および 687±

160µg/Lung であった。いっぽう、1 年経過

後は、L 群、H 群および HS 群で、それぞれ

244 ± 33 、 1364 ± 270 お よ び 1436 ±

100µg/Lungであった。 

 

Ｄ．考察 

間欠気管内投与で連続吸入曝露に類似し

た肺負荷を与える実験系の開発という目標

について、1 年経過時点の評価では、おおむ

ね予想通りに達成できたと考えられる。ま

ず、MWCNT投与直後には体重が減少し、次第

に回復することを繰り返すものの（データ

は未掲載）、顕著な体重抑制は起こらず、ま

た、1年経過時点までに、のべ 2080 匹を超

える動物に投与を実施しているが、投与に

よる事故死（表 1 参照）の確率は極めて低

い（0.14%）。また、半年経過後と 1 年経過

後を比較すると、各項目で、投与用量と投与

回数（解剖時期）に応じた毒性の増強が認め

られている。特に、肺負荷量について、予想

通り、Kasai ら 1)や Suzui ら 2)の報告と比較

可能なレベルに蓄積していることが確認で

きたことが重要である。1年経過時点で肺腫

瘍は認められないが、これは MWCNT に限ら

ず、粒子状物質・繊維状物質によるラット肺

発がんの既報と比較すれば妥当なものと考

える。 

H 群と HS 群の結果を比較すると、いくつ

かの差異が見られた。まず、肉眼的にはスプ

レー式ゾンデのほうが均一に MWCNT が沈着

しやすいことが明らかだった。昨年度の単

回投与や 3 回投与よりも反復回数が多い分、

両器具による差異が顕著になったと考えら

れる。頭尾軸に沿った負荷の偏りが腫瘍発

生率に影響するか、2 年経過後に、注意深く

評価する必要がある。スプレー式ゾンデは

投与時に気管に MWCNT を含有する巨大な肉

芽組織を形成することが分かっており、反

復投与による気管の狭窄等の可能性も否定

できないため、こちらも 2 年経過後の評価

が重要である。また、1 年経過後の 5 匹程度

の観察結果では、横隔膜や臓側胸膜におけ

る炎症反応は、両群で顕著な違いは見られ

なかったものの、HS 群で、心嚢膜での反応

性が特に強い個体が見られた。経口ゾンデ

とスプレー式ゾンデで上記のように繊維の

沈着様式に違いがあることから、胸腔への

繊維の移行についても（ルートは不明だが）、

量や部位に差異がある可能性は否定できな

い。中皮腫の発症の有無を含め、2年経過後

の中皮組織の反応性が両群で異なるかどう

かも重要な点である。 

また、H群・HS 群の肺負荷量は、L群より

も個体間のバラツキが大きく、一回の投与

にかかる負荷量が重い場合にはクリアラン

スの個体差が生じやすいのかもしれない。1

年経過後のいくつかの評価項目で H 群のほ

うが HS 群よりも影響が強いデータが得ら

れているが、これも、1 年経過後に剖検した

5 匹の肺負荷量のバラツキに起因する可能

性もある（ただし、肺負荷量を測定した個体

では他の項目を評価できてないため、肺負

荷量の大小と毒性との具体的な関係は不明

である）。 

 

Ｅ．結論 

ラットへの MWNT-7 の 4 週間に 1 度の

気管内反復投与実験を実施し、半年および
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１年後に経過観察した結果、繊維の沈着に

関連した慢性的な炎症反応や II 型肺胞上

皮細胞の反応性過形成が全個体に観察さ

れ、これらの毒性の程度は、用量や投与回

数に応じて強くなった。また、1 年経過後

時点で肺腫瘍は観察されず、2 例で細気管

支肺胞上皮過形成が認められるのみであっ

た。MWCNT の肺負荷量は、１年経過時

点において低用量の投与で 250µg/Lung 程

度、高用量の投与で 1500µg/Lung 程度とな

り、肺腫瘍の発症が期待されるレベルまで沈

着していた。なお、1 年経過時点で、胸腔内中

皮腫は発症していないが、横隔膜の肥厚や中

皮細胞の過形成等の組織学的所見から、

MWCNT 繊維の胸腔内への移行が示唆され

た。 
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表 1.実験開始 1年後までに解剖した動物数 

群 動物数 
実験開始後

（週） 
解剖種別  備考 

L 群 1 12 死亡 投与直後に窒息死 

H 群 1 16 死亡 投与直後に窒息死 

C 群 5 26 計画解剖  

L 群 10 26 計画解剖  

H 群 10 26 計画解剖  

HS群 9 26 計画解剖  

L 群 1 38 瀕死解剖 骨肉腫、寛骨（肺・胸腔内転移） 

H 群 1 40 死亡 投与直後に窒息死 

H 群 1 44 死亡 不明 

C 群 5 52 計画解剖  

L 群 8 52 計画解剖  

H 群 8 52 計画解剖  

HS群 10 52 計画解剖  

合計 70    

 

 

 

 

表 2.病理組織検索結果 
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図 1.既報の MWNCT 慢性毒性評価と本研究の肺負荷量と研究の意義 

 

 

図 2.MWCNTの肺負荷量の経時変化の予測および既報との比較 実験概要 

 

 

 

 

 

図 3.実験概要 



別添 5 

58 

 

図 4.MWCNT（MWNT-7）投与試料の性状 

 

 

図 5.BALF の生化学的解析および細胞診断（N=5） 

 

 

 

図 6.肺の湿重量（左葉）（N=5） 
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図 7.肺の肉眼所見 

矢印は HS 群の気管にのみ認められた黒色斑 
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図 8.経口ゾンデとスプレー式ゾンデの MWCNTの沈着パターンの比較 

H 群（経口ゾンデ）では、沈着する領域が尾側に偏る個体が見られた（中央写真） 
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図 9.肺実質の病理組織像（HE染色） 

1 年経過時点の代表的な像。上から、L群、H群、HS群 
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図 10. 抗 TTF-1抗体の免疫染色による反応性 II 型上皮過形成の定量化 

 

 

 

 

 

図 11. 気管支肺胞上皮過形成の病理組織像（HE 染色；HS 群） 
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図 12.横隔膜の炎症像および過形成像（HE染色；半年経過後） 

 

 

 

 

図 13.横隔膜の炎症像および過形成像（HE染色；1年経過後） 
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図 14.臓側胸膜の肥厚（HE 染色；1年経過後） 

 

 

 

 

図 15.心嚢膜の肥厚（HE染色；1 年経過後） 
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図 16.MWCNTの肺負荷量（N=5） 

 

 

 

 


