
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 

 

ナノマテリアル曝露による慢性及び遅発毒性 

評価手法の開発に関する研究 

（H27-化学-指定-004） 

 

平成２７年度～２９年度 総合研究報告書 

研究代表者  広瀬 明彦 

 

 

 

平成３０年（２０１８年）３月 

 

 

  



 

 
 

 

目   次 

 

Ⅰ．総合研究報告書 ꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏ 1 

ナノマテリアル曝露による慢性及び遅発毒性評価手法の開発に関する研究 

広瀬 明彦、菅野 純、高橋 祐次、津田 洋幸、小林 憲弘、本間 正充、最上 

知子、渡辺 渡、石丸 直澄、北條 幹 ꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏ 2 

 

Ⅱ．研究成果の刊行に関する一覧表 ꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏꞏ 16 

 



 

1 
 

 

 

 

 

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） 
 

ナノマテリアル曝露による慢性及び遅発毒性 

評価手法の開発に関する研究 

 

 

Ⅰ．総合研究報告書
  



 

 2

  厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

総合研究報告書（平成２７年度～平成２９年度） 

 

 

研究課題名：ナノマテリアル曝露による慢性及び遅発毒性評価手法の開発に

関する研究 

 

研究代表者： 広瀬 明彦 国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部長 

 

研究要旨 

本研究は、これまでの研究で多層ナノチューブ（MWCNT）や酸化チタンを中心にして確立してきた

慢性影響研究や新規に開発した高度分散手法(Taquann 法）を基にして、他のナノマテリアル（チタン

酸カリウムや二層ナノチューブ）を用いて発癌性や免疫影響、発生影響に関するメカニズム解析や分

散手法である Taquann 法の適用拡大研究を行うことにより、評価系の開発のために基礎的条件を確

立することを目的とした。 

検討材料としては、毒性が明らかとなっている多層ナノチューブ（MWCNT）に加えて、同様の形状

で化学組成の異なるチタン酸カリウムと繊維形状の異なる二層ナノチューブを用いた。毒性エンドポイ

ントとしては、これまでの研究で in vivo 影響が比較的明確化している発がん性を含む慢性影響、免疫

系への影響、次世代への発達に関する影響を評価した。慢性影響検討では、taquann 法で分散した

吸入および気管内噴霧試験と遺伝毒性評価法を、免疫影響については免疫系異常動物モデルや感

染性免疫評価動物モデルを用いた分子生物学的解析を、次世代への影響については、催奇形性に

関与する因子の解析を中心に行った。 

慢性影響に関する研究として、Taquann 法を適用してチタン酸カリウム及び繊維長が異なる 3 種類

の二層ナノチューブを実際にマウスに単回及び反復吸入曝露し経時的な曝露肺のサンプリングによ

り、肺への影響と肺内負荷量測定を行った。いずれの検体も曝露初期には急性炎症像は認められず、

チタン酸カリウムについては、曝露後 26 週の肺において増殖性の病変は認められたが肉芽腫及び線

維化は認められなかった。経気管肺内噴霧法を用いた研究では、現在、チタン酸カリウムの長期観察

実験を実施中である。分散性の異なる MWNT-７は腹腔投与による MWNT-7 の中皮腫発症能には影

響しないことがわかり、母体への急性的な影響と慢性影響とは作用が異なることが示唆された。遺伝毒

性評価に関しては、in situ 肺小核試験法を確立し、Taquann 法処理した MWNT-7 を全身暴露さ

せ、小核試験を実施した結果、高い頻度で小核の誘発を観察した。免疫システムへの影響に関して、

MWCNTは腹腔内でのマクロファージの分化異常を介して、全身の免疫制御システムあるいは抗体産

生機構に影響を及ぼす可能性が示された。チタン酸カリウム投与後のマクロファージ活性化を

MWCNT 投与と比較すると、マクロファージの集簇が有意に低いことが判明した。感染性への影響に

関して、チタン酸カリウムは MWNT-7 よりは炎症の程度は弱いが、同様に感染初期からの RSV 肺炎

の増悪化を示すことを確認し、二層カーボンナノチューブの肺炎の増悪化効果も認めた。Invitro 系で

は各種多層カーボンナノチューブ、チタン酸カリウム、二層ナノチューブは、いずれもマクロファージに

NLRP3 インフラマソームを介した IL-1β分泌を促進することを明らかにした。多層ナノチューブでは
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NLRP3 を介した TNFα分泌も促進され、分泌された IL-1βのオートクラインによる機構が判明した。発

生影響に関する検討では、気管内投与における MWNT-7 の分散性の違いは、妊娠マウスの呼吸器

に異なった影響を与え、それが胎児の発育不良に関係することを示した。ナノマテリアルの毒性評価手

法に関する国際動向調査では、様々なナノマテリアル製品の評価に必要なグルーピング評価やリード

アクロス評価手法を適用することが指摘されていたが、同時に、慢性影響の in vivo 試験データが現時

点で不足していることも浮き彫りとなった。さらに、最近の OECD の動向からは、ナノマテリアルの評価

手法の国際的な標準化を目指して、OECD テストガイドラインやガイダンスの改定活動が本格してきて

おり、EU を中心に様々なプロジェクトが立ち上がりつつある。 

以上のことより、ナノマテリアルの評価手法としての吸入曝露および気管内投与手法、in vitro 評価

系において、MWCNT、チタン酸カリウムや二層ナノチューブに Taquann 法が有効であることを示す

ことができた。しかし、現実に規制当局でのリスク評価で使用されるのは吸入曝露手法であるが、全て

のナノマテリルで慢性吸入曝露試験を行うのは不可能である。今後は、本研究班で検討している慢性

影響評価に関する成果についても、OECD のガイダンス等に取り入れられるように、本研究で確立した

吸入試験法や気管内投与手法を生かして、より短期の吸入曝露や気管内曝露試験法､in vitro 評価

系試験法から慢性影響を評価できることを示すデータを積み上げて OECD 等に提案できるような実証

研究を行っていくことが必要であると考えられえた。 
 
 
 

研究分担者 

菅野 純   国立医薬品食品衛生研究所   

安全性予測評価部 客員研究員 

高橋 祐次 国立医薬品食品衛生研究所  

毒性部 第三室長 

津田 洋幸 名古屋市立大学 津田特任教授

研究室 特任教授 

小林 憲弘 国立医薬品食品衛生研究所 

 生活衛生化学部 第三室長 

本間 正充 国立医薬品食品衛生研究所  

変異遺伝部 部長 

最上 知子 国立医薬品食品衛生研究所   

生化学部 主任研究官 

渡辺 渡 九州保健福祉大学大学院･医療

薬学研究科･微生物学 教授 

石丸 直澄 徳島大学大学院医歯薬学研究部 

教授 

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 

 

Ａ．研究目的 

およそ 10 年近くにわたり OECD 等が取り組

んできているものの、ナノマテリアルに適した体

系的な評価アプローチが未だ見いだせない状

況である。我々は、本問題に関する研究開始

当初より体内残留性に伴う慢性影響が最も懸

念すべき健康影響であるとの認識に則り、in 

vivo 試験研究を進めてきており、アスベストに

形状が類似した多層カーボンナノチューブ

（MWCNT）が中皮腫誘発性を持つことを明らか

にしてきた。さらにこれまでの研究で in vivo 影

響を解析することこそが in vitro 試験系開発に

有用な知見の集積に必要であることを示しつつ

ある。そこで、本研究では in vivo 研究において

MWCNT を用いて得られた知見を基にナノマテ

リアルの体系的な評価手法の確立を目指し、

同様の形状を持ちながら化学組成の全く異な

るチタン酸カリウムと繊維形状の異なる二層ナ

ノチューブについて、高分散手法（taquann 法）

を適用しつつ、検討材料として選択することに
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より、国際的に信頼性が高い安全性評価指針

策定や試験法ガイドラインの改訂などに必要な

科学的なエビデンスの集積を目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

 本研究では、これまでの研究でin vivo影響が

比較的明確化している発がん性を含む慢性影

響と、今後その影響への関心が高くなると考え

られている免疫影響および発生影響に関する

評価法を解析する研究体制を構築している。こ

れまでに研究対象としてきた多層ナノチューブ

（MWCNT）や酸化チタンに加えてチタン酸カリ

ウムや二層ナノチューブを用いて発癌性や免

疫影響、発生影響に関するメカニズム解析や

分散手法である Taquann 法の適用拡大研究を

行うっている。また、H27 年度に、MWNT-7 の

投与液の分散性の違いが催奇形性の強さに影

響を及ぼしていたことが示唆されたため、その

再現性と検証のための実験を開始した。 

慢性影響評価手法検討：チタン酸カリウム及び

繊維長が揃った3種類の二層ナノチューブ

（DWCNT）にTaquann法を適用して高分散化処

理を行い、カートリッジ直噴式全身暴露吸入装

置によりC57BL/6マウスに2時間/日の単回また

は5日間反復吸入曝露を行い肺沈着量及び肺

病変について調べた。チタン酸カリウムは

MWCNTに比較して比重が大きくエアロゾルの

沈降が速い性質を有するため、吸入曝露実験

プロトコールの検討を行った。DWCNTは

岡山大学工学部の林靖彦先生が考案した

製造法により合成された、繊維長が1 m、

7 m及び15 mの3種類について検討した。

これらは高純度・高結晶のCNTで繊維径

は1~3nmである。検体は、触媒となる鉄

をコーティングしたシリコン基板（20 

mm×20 mm）に高密度（2.8×1010 本/mm2）

に垂直方向にブラシ状に合成されている。

実験に先立ち、シリコン基板からの剥離方法と

分散方法を検討し、マウスに単回吸入曝露を

行った。（高橋、菅野）。気管肺内噴霧投与方

法においては、Taquann法にて分散した線維

状のチタン酸カリウムと対象検体として二

酸化チタン（anatase型およびrutile型）を

用いて、生食に250と500µｇ/mLに懸濁し、

0.5mLを２週間に８回投与した（1および

2mg/ラット）、最終投与の６時間後と４週後

に、急性/亜急性毒性を解析した。また、慢

性毒性・発がん性併合実験も進行中である

（津田）。MWCNT腹腔内投与による中皮腫誘

発のメカニズム解析の一環として投与後8・16・

24・32週間後に腹腔内洗浄液のサイトカイン・

ケモカイン等の液性因子の経時変化を観察し，

中皮腫発症の初期に発現変動するタンパク質

の探索を行った。また、H27年度に熱処理

（250℃，2時間）が，MWCNTの催奇形性の結

果に影響を与えることが予備的に示されため，

熱処理およびTaquann処理による懸濁液の分

散性の違いが、ラット腹腔中皮腫の誘発性（10

週齢のF344雄ラット、20匹/群）に影響を及ぼ

すかについて検討した。（北條）。遺伝毒性評

価においては、マウスにTaquann法処理した

MWNT-7を20 mg/m3で、1日2時間、5日間全

身暴露させ、肺細胞を分離、培養し、肺での小

核誘発性を検討した。(本間)。 

免疫影響評価法検討：免疫システムへの影響

評価に関しては Taquann 処理を施した多層

化カーボンナノチューブ（MWCNT）または

チタン酸カリウムを腹腔内に投与すること

によって誘導される慢性腹膜炎の病態にお

けるマクロファージを中心と免疫制御シス

テムの解析についてマウスを用いて実施し

た。二層ナノチューブの腹腔内に投与実験実

施した（石丸）。感染性免疫系への影響に関

する研究に関しては、Taquann 処理 MWNT-7

とチタン酸カリウムについて、respiratory 

syncytial virus (RSV)感染マウスモデルを用
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いて感染病態を指標に影響評価を行った。サ

ンプルを複数回曝露後、RSV をマウスに感

染させ、1,5 および 14 日後の肺病理組織と肺

胞洗浄液中のサイトカインを解析した。また、

二層カーボンナノチューブは、3 種類の長さ

の異なったサンプル（DWCNT-1, 1 μm; -7, 

7μm; -15, 15 μm）をそれぞれ同様に複数回曝

露して評価を行った（渡辺）。in vitro 試験

件による検討では、各種ナノチューブ類に

よるインフラマソーム活性化を検討した。

MWCNT類をTHP-1マクロファージに曝

露し、培地に放出される IL-1β、TNFα

を Milliplex 法により測定した（最上）。 

③発生影響評価法検討：同一の多層カーボ

ンナノチューブ（MWCNT）であっても、

実験動物への投与時の性状によって影響

に差がみられるかどうかを明らかにする

ため、4 種類の異なる処理をした MWCNT

を妊娠 Crlj:CD1(ICR)マウスに妊娠 6, 9, 

12, 15 日にそれぞれ 4 mg/kg の用量で反

復気管内投与し、妊娠 17 日に帝王切開し

て母動物への影響及び胎児の発生毒性に

ついて評価した。投与した MWCNT は、

①原末、②250℃で 2 時間熱処理したもの

（熱処理 MWCNT）、③Taquann 処理に

より高度に分散化したもの（Taquann 処

理 MWCNT）、④Taquann 処理後に②の

方法で熱処理したもの（Taquann+熱処理

MWCNT）である。（小林）また、①、②、

③について、妊娠 6、9、12 日の 3 回投与

し、妊娠 15 日に母体を解剖し、母体の肺

の障害性や炎症反応について生化学的・分

子生物学的に評価した（北條）。 

国際動向調査： 

ナノマテリアル毒性評価手法に関する

OECD や EU の活動においてガイダンス

やドキュメント、評価手法などの発案等に

係る専門家会議などの国際動向を調査し

た。（広瀬、菅野、高橋） 

 

＜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：  

チタン酸カリウムの繊維長及び繊維径の

平均値は、それぞれ 4.5±3.9 m（最大長

27.9m）、283±171 nm、（最大径 1,743 nm）、

単位重量当たりの繊維数は、1.2 x 106本/g

であった。チタン酸カリウムは比重が大きく

（MWNT-7；1.9-2.1、チタン酸カリウム；3.3

～3.5）沈降が速いため、噴射間隔を短くす

る曝露プロトコールにより安定したエアロ

ゾル濃度が得られた。その結果、質量濃度

4.1 mg/m3、CPC カウント 7575/cm3の条件

で 2 時間/日、連続 5 日間の反復曝露を行

った。エアロゾル化の効率は 30％であり、

MWCNT と同じであった。曝露終了直後の

肺負荷量は 15.0 g/動物であり、繊維数に換

算すると 18.0×106 本/動物であった（肺沈着

量の繊維数は MWNT-7 と同様の値）。肺に沈

着した繊維長の平均値は 4.2±3.5 m、最長は

36.8m であり、原末と同様の繊維長分布で

あると考えられた。曝露 26 週後の曝露肺で

は一部の個体に細気管支から肺胞周囲に増

殖性の病変が観察されたが、肉芽腫及び線維

化は観察されなかった。 

DWCNT については、まずシリコン基

板からの剥離と分散方法について検討し

た。シリコン基板を 10％塩酸に浸漬して

鉄を溶解後、超純水に浸漬して塩酸を除去
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し tert-ブチルアルコールで脱水した。そ

の後、tert-ブチルアルコールを所定量入れ

たバイアルにシリコン基板を浸漬して低

出力の超音波洗浄器（SU-3TH、出力 40W、

発信周波数 34kHz、柴田科学株式会社）

にて超音波を照射してシリコン基板から

DWCNT を剥離し、懸濁液を得た。 

分散処理のため、高出力の超音波破砕装

置（サンプル密閉式超音波破砕装置

BIORUPTOR®UCD-250HSA、コスモ・

バイオ株式会社）にて懸濁液に 160W×90

秒の処理を行った。これを Taquann 直噴

式全身曝露装置に使用するカートリッジ

に充填し、tert-ブチルアルコールを凍結後、

溶媒回収型真空ポンプにて tert-ブチルア

ルコールを昇華回収し乾燥検体を得た。こ

の方法によりカートリッジ 1 本につきシ

リコン基板 3枚分のDWCNTを充填した。

カートリッジ 1 本当たりに充填した繊維

数は、何れも 33×1012 本であるが、重量

は 1 m、7 m、15 m それぞれ 51 g、

360g 及び 765 g であった。 

以上の処理を行った DWCNT を用いて、

マウスに 2 時間の単回全身吸入ばく露を

実施した。質量濃度は、1 m： 0.49 mg/m3、

7 m： 0.51 mg/m3、15 m：0.57 mg/m3

であった。CPC によるエアロゾル粒子数

の 2 時間の平均値は、1 m： 76 /mL、7 

m：83 /mL、15 m：145/mL であった。

エアロゾル化の効率は 1 m DWCNT で

は 68％、7 m DWCNT では 10％、15 m 

DWCNTでは 5.3％であり繊維長が長いほ

ど低下した。エアロゾルの形態観察におい

て、原末のサイズよりも長い繊維が観察さ

れた。マウスの吸入曝露肺では、15 m 

DWCNT の検 体 において数は少ないもの

マクロファージに貪食された繊維が観察

されたが、1 及び 7 m の検 体 においては

光 学 顕 微 鏡 で検 出 が困 難 であった。  

チタン酸カリウムの経気管肺内噴霧法

を用いた研究では、２週と６週の動物にお

いて、H&E 標本の解析で、肺組織中のマ

クロファージ数は、チタン酸カリウムが最

も高値であった。肺組織中の４ｗの

anatase 二酸化チタンとチタン酸カリウ

ムは約１/６〜１/８に減少したがチタン酸

カリウムが一番多く残存した。胸腔内（縦

隔）における残存はチタン酸カリウムが最

も多かった。104 週までの慢性毒性・発が

ん性併合実験は 52 週中間屠殺を行い経過

中である。MWCNT の発がんメカニズム

研究としては、腹腔洗浄液中の各種分子の

うち、CINC-1、CCL-2、CTGF およびメ

ソテリン濃度は、投与後、一貫して有意に

高値であったのに対し、投与 32 週後のプ

ロ テ オ ー ム 解 析 で 見 つ か っ た

Apolipoprotein A-VI は投与群で低値であ

り、かつ、経時的に減少していた。また、

当懸濁液の分散性による中皮腫誘発性の

検討実験においては、投与後 63 週以内に

高用量の全例の解剖が終わり、Taquann

処理あるいは熱処理された MWCNT は、

いずれも未処理と同程度の誘発能であっ

た。一方、in vivo 遺伝毒性評価として、

新たに開発した in situ 肺小核試験法にお

いて、MWNT-7 はマウスの肺に有意に小核を

誘発した。この結果は再現性を認めた。 

免疫影響評価法検討：正常 C57BL/6 マウスへ

の MWCNT の腹腔内投与により、腹腔内の M2

マクロファージの細胞数が増加し、線維化を伴

う慢性腹膜炎が観察された。腹腔内マクロファ

ージの IL-5、MMP12 あるいは MMP9 の発現が

MWCNT 投与で亢進していた。また、MWCNT

投与によって IgM、IgG2a、IgA 分画のイムノグ

ロブリン濃度が上昇していた。また、チタン酸カ

リウム投与と MWCNT 投与を比較すると、腹腔
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内のマクロファージの集簇数はチタン酸カリウ

ム投与群で有意に減少していた。二層化カー

ボンナノチューブの腹腔内投与では、繊維長

の違いによってマクロファージのスカベンジャー

受容体を介した反応に違いが見られた。感染

性への検討では、MWNT-7 曝露マウスの感染

1 日後の肺組織において CCL3 の発現上昇が

認められたが、発現細胞と MWNT-7 貪食細胞

は異なっていた。感染 14 日後では、MWNT-7

曝露マウスは肺炎回復の遅延が認められ、マッ

ソントリクロム染色により繊維化の亢進も確認さ

れた。一方、チタン酸カリウム曝露マウスにおい

て、感染１日後の BALF 中の炎症性サイトカイ

ンの上昇が認められ、貪食細胞周囲での炎症

形成の亢進も確認された。二層カーボンナノチ

ューブでは、3 種類とも肺炎への影響が見られ

たが、特に最も短い DWCNT-1 曝露の増悪化

効果が明確であった。各種多層カーボンナノチ

ューブ MWCNT-WL、-WS、-T、-SD1、および

長 さ の 異 な る 二 層 カ ー ボ ン ナ ノ チ ュ ー ブ

DWCNT（1, 7.5, 15μm）、チタン酸カリウムをマ

クロファージに暴露し、いずれも NLRP3 を介し

た IL-1β産生を促進し、caspase-1、ならびにリ

ソソーム酵素 cathepsin B が関与すること、二層

ナノチューブは長さに大きく依存することが判

明した。多層ナノチューブとチタン酸カリウムは

TNFα分泌も NLRP3 を介して強力に促進し、

分泌された IL-1βのオートクラインによるＴＮＦ

α産生促進機構を明らかにした。 

発生影響評価法検討：4 種類の異なる処理

をした MWCNT を妊娠マウスに投与した

結果、母動物の体重推移は、熱処理

MWCNT 投与群で媒体投与群と比べて有

意な低値がみられ、未処理 MWCNT 投与

群と Taquann+熱処理 MWCNT 投与群で

低値傾向であった。胎児への影響は、対照

群と比較して死亡胎児数の増加と生存胎

児数の減少が、熱処理 MWCNT 投与群の

みでみられた。また、生存胎児体重の減少

が、MWCNT 原末、熱処理 MWCNT、

Taquann+熱処理 MWCNT 投与群でみら

れた。さらに、胎児の外表異常（曲尾&短

尾）が、熱処理 MWCNT 投与群で 2 例

（3.8%）みられ、熱処理 MWCNT 投与群

において胎児への影響が最も大きい結果

となった。内臓および骨格所見の発生頻度

についても同様であり， Taquann 処理群

は未処理 MWCNT 投与群よりも軽度であ

り，熱処理群および Taquann 処理+熱処

理群は未処理 MWCNT 投与群よりも若干

強い影響がみられた。3 回の反復投与後に

15 日目に解剖された妊娠マウスの肺の毒

性の強さは、胎仔や胎盤に及ぼす影響の強

さとおおむね合致していた。 

国際動向調査：OECD WPMN Expert 

Meeting on Grouping and Read-Across 

for the Hazard Assessment of 

Manufactured Nanomaterials（H28 年 4

月，ブリュッセル）では、OECD におけ

るグループ評価とリーアクロス手法の適

用を検討するために開催され、当研究班で

のこれまでの研究成果を紹介した。Joint 

scientific conference of ProSafe & OECD

（H28 年 11-12 月，パリ）では、欧州に

おけるナノマテリアル関係のプロジェク

ト成果をレギュレーションに用いるため

のデスカッションが行われた。ヒト健康に

関する in vivo データの評価に関しては、

現存の吸入試験は、ナノマテリアルの評価

に適用できるが、可能であれば肺負荷量を

計測し、グルーピングのパラメータとして

検討する他に代替試験法の開発に重要な

因子となることなどが確認された。H29

年 4 月に開催された OECD WNT テスト

ガイドライン・プログラムのナショナル・

コーディネーター作業部会では、ナノマテ
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リアル評価に適応させるために吸入試験

法のガイドライン TG412 と TG413（28

日間と 90 日間の吸入毒性試験）の改定が

了承された。H29 年 5 月に開催された第

17回 OECDナノマテリアル作業会合では，

日本は BIAC と共同で、ナノマテリアルの

短期間曝露による in vivo 試験（短期吸入

曝露と、気管内投与）の評価手法に関する

有効性を検討するプロジェクトを提案し

たが、H30 年 2 月に開催された第 18 回

OECDナノマテリアル作業会合では､現在

改定が進められている吸入試験法のガイ

ダンス（GD39）の改定作業とのタイミン

グから延期することとなった。一方この作

業会合では、EU が行っている OECD ガ

イドラインの改訂や新規ガイドラインの

作成作業を促進するプロジェクト活動を

受けて 7 つの新規プロジェクトが提案さ

れた。 

 

D．考察 

慢性影響に関する研究に関して、MWCNT

とは性質が大きく異なるチタン酸カリウム

と DWCNT について Taquann 法を適用し全

身曝露吸入実験を実施した。 

チタン酸カリウムは比重が大きいことか

らカートリッジからの打ち込み間隔を

MWCNT の半分の 4 分にすることで安定し

た曝露濃度で実験が実施可能であった。一方

で、現在保有しているカートリッジ数では

16 匹×１用量のみの群構成であり、そのため

観察期間も 26 週までとなった。肺病変では

一部の個体で増殖性の病変が観察されたが、

慢性影響の詳細な検討には、動物数を増やし

てより長期間の観察が必要である。 

DWCNT のマウス全身曝露吸入実験を実

施した。暴露チャンバー内に打ち込んだ

DWCNT の検体量は長さが 1 m、7 m、

15 m のものに対してそれぞれ 0.9 mg、

6.1 mg 及び 13 mg であるのに対し、エア

ロゾルの質量濃度はそれぞれ、0.49 mg/m3、

0.51 mg/m3、0.57 mg/m3であった。2 時

間の曝露時間の総換気量は 1.2 m3 である

ため、計算上、1 m の検体では 68％、7 m

の検体では 10％、15 m の検体では 5.3％

がエアロゾル化したことになり、エアロゾ

ル化 の効 率 は繊 維 長 が長 いほど低 下 し

た。また、エアロゾルの形 態 観 察 では、原

末 のサイズよりも長 い繊 維 が多 数 確 認 さ

れた。これは、DWCNT が長 軸 方 向 にそ

っ て 自 動 的 に 配 列 し 、 相 互 結 合 す る 性

質 に よ る も の と 考 え ら れ た 。 現 在 、

DWCNT はシリコン基 盤 から一 部 を引 き

出 す と 相 互 に 結 合 （ フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス

力 によるとされる）して長 繊 維 化 することが

知 られており、この性 質 を利 用 して数 十 メ

ートルの長 繊 維 が製 造 されている。カート

リッジの噴 射 口 から圧 縮 空 気 によって放

出 さ れ る 際 に 同 様 の 現 象 が 生 じ て 長 線

維 化 していることが想 定 される。そのため、

長 い 繊 維 で あ る ほ ど 相 互 に 結 合 す る 確

率 が高 くなるため長 線 維 化 する傾 向 が強

ま り 、 エ ア ロ ゾ ル 化 の 効 率 が 低 下 し た 可

能 性 がある。また、本 実 験 では質 量 濃 度

ではなく繊 維 数 を一 定 にする曝 露 条 件 を

設 定 したため、カートリッジ 1 本 当 りに充

填 する DWCNT の重 量 は長 繊 維 である

ほど多 かったことも原 因 の一 つとして考 え

られた。DWCNT を曝 露 した肺 では、数は

少ないものの細気管支から肺胞周囲にマクロフ

ァージが貪食した DWCNT が観察された。

DWCNT を貪 食 したマクロファージは胞

体 が細 長 く進 展 している様 子 が観 察 され

た 。 こ の 現 象 は 、 先 行 研 究 に お い て

MWCNT を曝 露 した肺 でも観 察 されてい

る。一 方 、急 性 炎 症 と考 えられる反 応 は
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認 められなかった。1 及び 7 m DWCNT を

曝露した肺では、DWCNT を検出できなかった。

その理由として、単回の曝露であるため吸入さ

れた検体が少ないことと、繊維長が短く、観察

が困難であることが考えられた。DWCNT の供

給量に制限があったことから単回の吸入曝

露となったが、1mg 未満の検体量であっても

エアロゾル化が可能であることがカートリ

ッジ直噴式ダスト発生装置（Taquann 直噴全

身吸入装置）の利点である。 

経気管肺内噴霧研究において、検索した範

囲の炎症/毒性指標では anatase TiO2とKTに

強く発現していた。４週時点でも両者の作用

はより強く残存した。チタン酸カリウムの縦

隔への残存は MWCNT-N における中皮発が

ん性と縦隔への集積との関連において注意

深く観察する必要がある。MWCNT の単回

腹腔投与は，少なくとも 32 週間にわたる慢

性炎症を引き起こすが，早期から持続して機

能すると思われる具体的な因子を複数特定

することができた。また、腹腔洗浄液中で早

期から投与群で低値を示し、中皮腫発症まで

次第に減少し、瀕死動物では血清でも有意な

低値を示す Apolipoprotein A-VI を発見した。  

また投与懸濁液の分散性の違いは誘発能に

影響せず、H27 年度の催奇形性とは異なる結

果であった。このことは、急性炎症（による

催奇形性や胎児の発育不良）と慢性炎症とい

う作用の違いに起因すると思われる。今回、

in situ 肺小核試験法において、MWNT-7

はマウスの肺に有意に小核を誘発することを明

らかにした。本誘発機構が、染色体の構造異常

に由来するか、数的異常に由来するかを検討

する必要がある。 

免疫系への影響の検討では、正常マウスへ

のMWCNTの腹腔内投与により、腹腔内での

マクロファージの分化異常を介して、全身の

免疫制御システムあるいは抗体産生機構に

影響を及ぼす可能性が示された。チタン酸カ

リウム投与の免疫系への影響はMWCNTに

比較して低い可能性が示された。二層化カ

ーボンナノチューブはMWCNTに比較して腹

腔内での暴露反応は低いものと考えられ、

DWCNTの処理反応にはスカベンジャー受

容体が関与していることが示された。 

RSV 感染に対する MWNT-7 曝露による肺

炎の増悪化機序は、感染直後から間接的に炎

症形成を亢進することと、回復期でも炎症継

続や肺線維化などの影響が持続的であるこ

とが判明した。一方、チタン酸カリウムでも

MWNT-7 よりは炎症の程度が弱いが、同様

に感染初期からの RSV 肺炎の増悪化現象が

認められた。しかし、回復期への影響は明確

でなかった。二層カーボンナノチューブでは、

最も短い DWCNT-1 などで感染初期から肺

胞マクロファージ等での貪食が見られ、感染

進行と共に肺胞壁の肥厚や肺胞内への単核

球の浸潤増加が認められた。 

In vitro 系での検討で、MWCNT 類やチタ

ン酸カリウムは NLRP3 活性化に応じて

caspase-1 が直接切断産生する IL-1βのみな

らず、そのオートクライン作用により重要な

炎症性サイトカイン TNFαの産生促進効果

を示し、炎症性サイトカインカスケードを開

始することが示唆された。二層ナノチューブ

DWCNT は長さに応じて NLRP3 依存の IL-1

β産生を促すものの、TNFα産生を欠く点で

多層ナノチューブとの差異が認められた。 

発生影響に関する検討では、MWCNT

の処理方法に起因する実験動物への投与

時の分散状態が、内臓，骨格異常を含む胎

児のへ発生毒性に影響を及ぼすことが示

唆された。また、母体の体重の抑制や肺の

炎症反応の強さが発生毒性の強さと相関

しており、MWCNT の気管内投与による

発生毒性は肺炎症によることが示された。 
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また，今回検査した項目のうち，骨格異常

（骨化遅延）において有意差がみられる項

目が最も多かったことから，発生毒性の中

では骨格異常（骨化遅延）が最も鋭敏な指

標であると考えられた。 

国際動向調査では、様々なナノマテリア

ル製品を現実的に評価するために、グルー

ピング評価やリードアクロス評価手法を

使う必要のあることは、基本的な認識とし

て定着していることが示された。さらに、

現実的な評価のために in vitroや短期の試

験系が必要であるが（長期間の）in vivo

試験結果との間をつなぐパラメータの同

定には至っていないのも現状であること

が認識されている。ナノマテリアルによっ

て引き起こされる慢性影響のメカニズム

解析を行うことが、今後の効果的な評価系

の確立にもっとも重要なことであると再

認識できた。さらに、最近の OECD の動

向からは、ナノマテリアルの評価手法の国

際的な標準化を目指して、OECD テスト

ガイドラインやガイダンスの改定活動が

本格してきており、EU を中心に様々なプ

ロジェクトが立ち上がりつつある。 

以上のことより、ナノマテリアルの評価手法と

しての吸入曝露および気管内投与手法、in 

vitro 評価系において、MWCNT、チタン酸カ

リウムや二層ナノチューブに Taquann 法が有

効であることを示すことができた。しかし、現実

に規制当局でのリスク評価で使用されるのは吸

入曝露手法であるが、全てのナノマテリルで慢

性吸入曝露試験を行うのは不可能である。今

後は、本研究班で検討している慢性影響評

価に関する成果についても、OECD のガ

イダンス等に取り入れられるように、本研

究で確立した吸入試験法や気管内投与手

法を生かして、より短期の吸入曝露や気管

内曝露試験法､in vitro 評価系試験法から

慢性影響を評価できることを示すデータ

を積み上げて OECD 等に提案できるよう

な実証研究を行っていくことが必要であ

ると考えられえた。 

 

Ｅ．結論 

 慢性影響に関する研究に関して、

Taquann 法とカートリッジ直噴全身曝露

吸入装置を用い、MWCNT とは性質が異

なるチタン酸カリウムと DWCNT を実際

にマウスに吸入曝露することが可能であ

った。チタン酸カリウムでは 16 匹のマウ

スに 4.1 mg/m3、2 時間/日×5 日間（合計 10

時間）の全身曝露吸入実験を行い、使用した

検体量は 80 mg である。一方、1 m DWCNT

では、計算上 25 mg の検体が入手できれば、

マウス 16 匹に 2.5 mg/m3 の質量濃度で 2 時

間/日×5 日間（合計 10 時間）の全身曝露吸入

実 験 が 可 能 で あ る 。 こ の 曝 露 条 件 は 、

MWCNT の先行研究において何らかの生体

影響を検出することが可能であった条件である。

本試験方法は少量・新規のナノマテリアル評価

に有用であると考えられる。 

経気管肺内噴霧法を用いた研究では、現

在、チタン酸カリウムの長期観察実験を実

施中である。MWNT-7 の分散性の違いは、

発生毒性の場合と異なり、中皮腫発症能に

は影響を与えず、一定量の繊維が腹腔内に

長期間滞留すれば毒性が生じることが分

かった。遺伝毒性評価に関しては、新たに

開発した in situ 肺小核試験法を用いて、

Taquann法処理したMWNT-7を全身暴露

したマウスで有意に肺小核が誘発するこ

とを明らかにした。 

免疫システムへの影響に関して、

MWCNT は腹腔内でのマクロファージの

分化異常を介して、全身の免疫制御システ

ムあるいは抗体産生機構に影響を及ぼす
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可能性が示された。チタン酸カリウムの免

疫系への影響は WWCNT より低い可能性

がある。感染性への影響に関して、

MWNT-7のRSV感染による肺炎増悪化の

効果は持続的であり、チタン酸カリウムは

MWNT-7 よりは炎症の程度は弱いが、同

様に感染初期からの RSV 肺炎の増悪化を

示すことを確認した。二層カーボンナノチ

ューブの肺炎増悪化の効果も認められた。各

種カーボンナノチューブ、チタン酸カリウム、二

層ナノチューブは、いずれもマクロファージに

NLRP3 インフラマソームを介した IL-1β産生を

促進した。多層ナノチューブは NLRP3 を介した

TNFα分泌も強力に促進し、IL-1βの受容体

を介するオートクラインによる機構が判明した。 

発生影響に関する検討では、MWCNT

の Taquann 処理を含めた投与時の分散状

態の違いが、母体の肺の炎症の程度に影響

を与え、その結果、発生毒性の強さが変化

することが分かった。 

ナノマテリアルの毒性評価手法に関す

る国際動向調査では、様々なナノマテリア

ル製品の評価に必要なグルーピング評価

やリードアクロス評価手法を適用するた

めに、in vivo 試験結果と代替試験法との

関連づけを行うためのパラメータの同定

が必要であることが指摘されていた。しか

し、慢性影響の in vivo 試験データが不足

していることも浮き彫りとなった。 

 ナノマテリアルの評価手法としての吸入曝露

および気管内投与手法、in vitro 評価系にお

いて、MWCNT、チタン酸カリウムや二層ナノ

チューブに Taquann 法が有効であることを示

すことができた。今後は、本研究で確立した in 

vivo 試験法等を生かして、より短期の吸入曝露

や気管内曝露試験法､in vitro 評価系試験法

から慢性影響を評価できることを示すデータを

積み上げて OECD 等に提案できるような実証

研究を行っていくことが必要であると考えられえ

た。 
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