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平成２７年度厚生労働科学研究費補助金 化学物質リスク研究事業 
総括研究報告書 

 
ナノマテリアルのヒト健康影響の評価手法に関する総合研究 

-全身暴露吸入による毒性評価研究 – 

 

研究代表者 今井田 克己 

香川大学医学部医学科腫瘍病理学 教授 

  

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。

従来、粉体の吸入暴露実験には、検体毎に粉塵発生装置の開発が必要であり、時間と費用を要

することから、多種に及ぶナノマテリアルの評価に気管内投与等の簡便法が多く用いられてきた。

しかし、人が吸入することが想定されるナノマテリアルの分散状態と異なること、そのために惹起さ

れる肺病変の質が異なるとの指摘があった。すなわち、ナノマテリアルは容易に凝集体を形成し、

原体を投与すると凝集体による毒性病変が誘発され、ナノ粒子の毒性を必ずしも反映しないことが

指摘されてきた。本研究班では、先行研究 [H20-化学-一般-006] において中皮腫発癌性を明ら

かにした MWCNT を事例対象として、高度分散法（Taquann 法）及び、それをエアロゾル化する

Taquann 直噴全身吸入装置を独自開発した。Taquann 法処理を行った MWCNT（T-CNT）を吸入

暴露したマウスの肺では、凝集体/凝固体を含む原末（U-CNT）とは異なり、肉芽種性病変を欠き、

単繊維による均一で広範囲な病変が誘発され、そ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た。本手法は種々のナノマテリアル検体に適用

可能な汎用性を備え、かつ、少ない検体量で吸入試験の実施が可能である。本研究はこの新シス

テムによる吸入試験を用いる点を特徴としている。具体的には、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、ナノセルロースについて、マウス（野生型、p53+/-、

MRL/lp）及びラットを使用して吸入試験を行い、体内動態、病理組織学的評価（光顕、電顕、免疫

染色）、免疫系機能評価等を計画的経時解析により、組織病変の同定、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る。初年度から現在までに、マウスを用いた

MWCNT（MWNT-7、三井物産）の吸入試験を実施し、T-CNTとU-CNT吸入暴露による肺組織負

荷量の測定と比較、p53+/-マウスの肺の病理組織評価、野生型マウスの免疫系の影響評価を行

った。並行して、ラットを用いた MWCNT 原末の吸入試験による肺病理組織評価を実施した。

T-CNT と U-CNT の吸入暴露における肺組織負荷量の比較実験成績から、吸入暴露試験おいて

も、検体の分散状態、凝集体・凝固体の有無が、少なくとも肺負荷量に影響を与えることを示した。

ヒトに比較して細い気道径を有するマウスを用いた動物実験では、凝集体・凝固体によるこの様な

影響が大きいことが推察されるため、実験動物を使用して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。肺の病理組織像で
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は、MWCNT はマクロファージに取り込まれた状態、あるいは繊維単独で沈着しているが、

MWCNT を取り込んだマクロファージの周辺に炎症性の変化をもたらすと考えられた。細気管支や

肺胞表面で幼若上皮細胞の増生、器質化による MWCNT の埋め込み、Ⅱ型肺胞上皮細胞の増

生が認められ、肺胞構造の再構築過程での肺がん発生が示唆された。この結果は、免疫制御シス

テムへ影響評価において、M1 マクロファージへの分化偏向が認められ iNOS の発現が上昇してい

ることから、持続的な炎症が生じている可能性が示唆されたことからも支持される。本研究は、人で

想定される暴露経路に即した毒性情報を得ることで、毒性未知の新規ナノマテリアルの吸入毒性

評価を遺漏なく、迅速且つ比較的安価に実施することが可能となることが期待される。 

 

 

研究体制 

研究代表者 

今井田克己 香川大学医学部医学科 病態病

理 生態防御医学講座 腫瘍病

理学 実験病理学 教授 

研究分担者 

相磯 成敏 中央労働災害防止協会・日本バ

イオアッセイ研究センター・病

理検査部 部長 

石丸 直澄 徳島大学大学院ヘルスバイオ

サイエンス研究部 医療創生科

学部門 分子口腔医学講座 口

腔分子病態学 

高橋 祐次 国立医薬品食品衛生研究所・安

全性生物試験研究センター・毒

性部 室長 

 

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。 

ナノマテリアルに限らず、従来、粉体の

吸入暴露実験は、検体毎に粉塵発生装置の

開発と工夫が必要であり、時間と費用を要

することから大規模な実験施設に限られて

きた。そのため、多種に及ぶナノマテリア

ルの評価に気管内投与等の簡便法が多く用

いられてきた。しかし、人が吸入すること

が想定されるナノマテリアルの分散状態と

異なること、そのために惹起される肺病変

の質が異なるとの指摘があった。すなわち、

ナノマテリアルは容易に凝集体を形成し、

ナノマテリアル原体を投与すると凝集体に

よる毒性病変が誘発され、個々のナノ粒子

の毒性を必ずしも反映しないことが指摘さ

れてきた。 

そこで、本研究班では、先行研究［H23-

化学一般-005］において凝集体／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)を独自に開発

し、国立医薬品食品衛生研究所 環境保全

型動物飼育棟内（26号館）に設置した。こ

の際に事例対象とした検体は、先行研究
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[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。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、ナノセルロースについ

て、マウス（野生型、p53+/-、MRL/lp）を

用いて評価を行う計画である。 

本研究の特色は、独自開発のシステムに

よる吸入試験を用い、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る点である。 

初年度から現在までに、マウスを用いた

Taquan 法処理 MWCNT（MWNT-7、三井物

産）の吸入試験を実施し、T-CNT とU-CNT 吸

入暴露による肺組織負荷量の測定と比較、

p53+/-マウスの肺の病理組織評価、野生型マ

ウスの免疫系の影響評価を行った。並行して、

ラットを用いた MWCNT原末の吸入試験による

病理組織評価を実施した。 

 

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 

マウスの吸入試験ではTaquann直噴全身

吸 入 装 置 を 用 い 、 対 照 群 、 低 用 量 群

(1mg/m3)、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。 

Taquann法処理を行った検体を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(1mg/m3)、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。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（高

橋）。 

並行してMWCNT の 原 末 （ U-CNT ） と 、

Taquann法 により凝 集 体 ・凝 固 体 を除 去

し高 分 散 状 態 とした検 体 （T-CNT）を、マ

ウスに質 量 濃 度 を約 2mg/m 3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。

（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） 

ナノマテリアル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
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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、2mg/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ヶ月で屠殺する回復群を併設した。 

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。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、 

RM-4、SP-C、CC-10、Vimentin）、超微細形

態学的検索を実施した。MWNT-7の光学顕

微鏡観察においては偏光装置を利用した。

（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

(1mg/m3)、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、CD4、CD8、CD19、CD11b、CD11c、

F4/80、CD206、CD44、CD62L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標本

を観察した。共焦点顕微鏡解析では、肺組

織の凍結切片を作成し、F4/80、CD206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、F4/80、 

MCP-1、CCR2、iNOS、CD206、Arginase-1

及びβ-actin の発現を調べた。 

 

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。 
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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2mg/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。肺内の繊維長の平均はU-CNT、

T-CNT共に約7m、最大約40mで差はな

かった。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） 

免疫染色による評価では、CD68､CC10､

sSP-Cの抗体を用いた評価のほか、CD3によ

るリンパ球の評価、ならびにcalretininによる

中皮細胞の特定を試みた。26週後並びに52

週後の肺では carcinoma in adenoma が認め

られ､adenoma 成分ではSP-C抗体が強陽性

を示す一方で、carcinoma 成分ではSPC抗

体 は 弱 陽 性 で あ っ た 。 な お 、 CC10 は 、

adenoma成分、carcinoma成分のいずれにお

いても陰性であった。また、52週後の動物で

は、胸壁の壁側胸膜にリンパ球の集簇像や

中皮細胞の増殖像を認めたが、限局的なも

のであった。 

 

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）  

肺内に吸引されたMWNT-7に対する異物

処理機構として細気管支や肺胞表面で幼若

上 皮 細 胞 の 増 生 と 器 質 化 組 織 中 へ の

MWNT-7の埋め込み、これに伴う増生したII

型肺胞上皮細胞から1型肺胞上皮細胞への

変化、毛細血管の新生など肺のガス交換機

能の確保を目的とした肺胞構造の再構築が

示唆された。一般に考えられている肺胞壁を

経由するMWNT-7の体内移行が行われてい

る証拠は認められず、肺内に吸引された

MWNT-7の処理機構として新たな仮説を提

案した。MWNT-7による肺発がんには、異物

処理機構での2型肺胞上皮細胞の増生との

係わりが疑われた。 

 

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 

MWCNTを吸入後１箇月では、気管支ある

いは肺胞腔内にマクロファージの集簇が見ら

れ、肺組織でのF4/80遺伝子の発現の亢進

が確認されたが、M1及びM2への分化を示す

遺伝子の発現に偏りはなかった。 

肺胞マクロファージはF4/80+CD11blowを示

すことが知られ、加齢的に減少する一方で、

T-CNT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も明らかに

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、脾臓やリンパ節でのM1/M2パタ

ーンと異なり、肺胞内ではCD206+CD192lowを

示 す マ ク ロ フ ァ ー ジ分画 が 多く 存在 し 、

T-CNT暴露後12ヶ月で、CD206+マクロファー

ジは減少していることがわかった。 

６箇月後では、肺胞マクロファージの細胞

数は減少し、生存するマクロファージはM1マ

クロファージへの分化偏向が認められiNOS

の発現が上昇していることから、持続的な炎

症が生じている可能性が示唆された。さらに、

マクロファージ関連遺伝子の発現はT-CNT

暴露後12ヶ月で肺組織とともに脾臓でも変化

していた。したがって、T-CNTの吸入暴露後

の晩発性の影響が肺胞マクロファージの分
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化とともに、全身のマクロファージを主体とし

た免疫システムに影響を及ぼす可能性が示

された。 

 

D．考察 

以上のように、初年度から２年目となる H27 年

度は、マウスを用いた Taquan 法処理 MWCNT

（MWNT-7、三井物産）の吸入試験を実施し、

T-CNT と U-CNT の肺組織負荷量の比較、

p53+/-マウスの肺の病理組織評価、野生型マ

ウスの免疫系の影響評価を行い、並行して、ラ

ットを用いた MWCNT 原末の吸入試験と病理

組織評価を実施した。 

T-CNTとU-CNTの吸入暴露における肺組

織負荷量の比較実験成績から、吸入暴露試験

おいても、検体の分散状態、凝集体・凝固体の

有無が、少なくとも肺負荷量に影響を与えるこ

とを示した。ヒトに比較して細い気道径を有す

るマウスを用いた動物実験では、凝集体・凝固

体によるこの様な影響が大きいことが推察され

るため、実験動物を使用してヒトへの外挿性の

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。 

肺の病理組織像では、MWCNTはマクロファ

ージに取り込まれた状態、あるいは繊維単独

で沈着しているが、MWCNTを取り込んだマク

ロファージの周辺に炎症性の変化をもたらすと

考えられた。細気管支や肺胞表面で幼若上皮

細胞の増生、器質化によるMWCNTの埋め込

み、Ⅱ型肺胞上皮細胞の増生が認められ、肺

胞構造の再構築過程での肺がん発生が示唆

された。この結果は、免疫制御システムへ影響

評価において、M1マクロファージへの分化偏

向が認められiNOSの発現が上昇していること

から、持続的な炎症が生じている可能性が示

唆されたことからも支持される。 

以上、独自開発のシステムによる吸入試験

を用い、組織負荷量、病理組織学的評価（光

顕、電顕、免疫染色）、免疫系機能評価と多岐

に亘る評価により、ナノマテリアル暴露による生

体影響の基礎的かつ定量的な情報が得られ

た。 

 

E. 結論 

分散性の高いナノマテリアルを吸入させた

結果、異物肉芽腫は形成しないが、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。 

本研究が使用する Taquan 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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