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令和５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） 
総括研究報告書 

 
ナノマテリアル吸入曝露影響評価のための効率的慢性試験法の開発に関する研究 

 
研究代表者： 広瀬 明彦 一般財団法人化学物質評価研究機構 安全性評価技術研究所 技術顧問 

 

研究要旨 
本研究では、2年間の連続慢性吸入曝露試験をより高越的に評価するための間欠型の慢性吸

入曝露評価手法の開発を目指す研究を行っている。今年度は、昨年度に引き続き検体調製工

程の自動化装置の開発、短期間間欠吸入慢性観察実験、短期間の間欠気管内投与結果の解

析と用量依存性の解析研究の経過観察、吸入後の体内分布の把握とマクロファージを介したメカ

ニズム研究と共にナノマテリアルの曝露評価手法の最新国際情報の入手を行った。 
ナノマテリアルの吸入曝露システムの効率化に関しては、ボトルネックとなっている検体調製工

程の自動化を検討し、良好な懸濁状態を維持しつつ、濾過工程を簡便に実施可能な装置を開

発した。これにより、効率的な吸入曝露実験の実施並びに実験実施者の労働安全への貢献が期

待される。従来使用してきた MWNT-7 同様の製造方法で作成した NT-7 について、単回吸入曝

露試験における肺負荷量の経時的変化の結果より、NT-7 の半減期はおよそ 7 日であることを明

らかにし、この結果をもとに、野生型マウス、リンパ管マウス、ラットに対して 1 週間毎に 1 回の 13
回の間欠吸入曝露試験を実施した。一方、13 週間のラット反復気管内投与の試験では、肺腫瘍

と胸膜中皮腫が発生し、総負荷量に対する用量反応性のデータを得ることができた。肺腫瘍発生

の用量反応性は、基本的に吸入試験と類似するものと考えられ、肺負荷量をベースとして 2 年間

の慢性吸入試験をある程度代替し得ることが示された。Ｐrox1-GFP マウスに NT-7 を 3 週間（1 回

/週）吸入曝露した結果、肺組織においては、気管支の分岐部分において NT-7 と考えられる粒子

が集積し、曝露量依存的に粒子の集積が増加することが観察された。抗 GFP 抗体による免疫染

色肺切片の観察において集積部位の細胞組織反応の詳細解析が可能であることが示された。凝

集体は、終末細気管支周囲の領域に気管支に沿って規則的な模様を描くように局在することが

示され、リンパ管の形状に影響することが示唆された。さらに吸入曝露した肺を 3 次元で解析した

ところ、肺周縁部の微小リンパ管の増生などの変化が観察された。また、EndoMTレポーター細胞

を用いた検討により、CD40 が部分的 EndoMT から完全 EndoMT への移行を抑制していること示

され、ナノマテリアルの吸入曝露による EndoMT の進行を抑制するための標的となり得ると考えら

れた。一方、TIPS 法で多層ナノチューブを投与した際の用量依存性と発がん標的組織の関係を

明らかにするために MWCNT-7 を低用量域（0.00008mg/ラット）から 5 用量群で投与した慢性観

察研究では、74 週までに最高用量群（0.5mg/ラット）の 4 例に腫瘍病変が肉眼所見として認めら

れた。免疫系への影響では、NT-7 の単回吸入長期暴露による肺免疫への影響は MWCNT-7 吸

入暴露と類似していた。加えて、骨髄由来マクロファージを用いて in vitro での NT-7 と MWCNT-
7 の反応性に違いが見られた。曝露評価手法の情報収集に関しては、OECD の TG 126 に記載

されている疎水性指標は他の物性パラメータの中でも ナノマテリアルの様々な相互作用に関す

るより多くの情報を提供する可能性があると考えられた。 
以上、効率的慢性試験法の開発に関して、13 週間の短期間欠型の気管内曝露実験により既

報の 2 年間連続慢性曝露吸入試験の結果と中用量群まではよく似た用量依存性を示すことが明
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らかにでき、気管内投与でもある程度吸入試験の代替になりうることを示すことができた。さらに、

現在進行中のマウスへの同様の間欠吸入曝露試験結果と比較も可能となり、肺への負荷量解析

と慢性影響に関しての種差を明らかにすることも可能となると考えられる。 

研究分担者 
髙橋 祐次 国立医薬品食品衛生研究所  

毒性部 動物管理室長 
津田 洋幸 名古屋市立大学大学院医学研

究科 特任教授 
横田 理 国立医薬品食品衛生研究所 

毒性部 主任研究官 
菅野 純   国立医薬品食品衛生研究所 

毒性部 客員研究員 
渡部 徹郎 東京医科歯科大学大学院 

医歯学総合研究科 教授 
石丸 直澄 徳島大学大学院医歯薬学研究

部 （歯学域） 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 
北條 幹 東京都健康安全研究センター 

薬事環境科学部生体影響研究

科 主任研究員 
 

Ａ．研究目的 
ナノマテリル曝露により懸念された健康・環

境へのリスク評価の必要性の国際的な高まり

を受けて、従前の化学物質のリスク評価手法

を拡張する方向で研究開発が進められてきて

おり、2019 年にはナノマテリアルが欧州の

REACH登録制度の本格的な対象となったこと

を受け、その評価に必要な OECD 試験法ガイ

ドラインの開発や改良が欧州を中心に急ピッ

チで進められている。さらに、近年ではナノマ

テリアルを含めた先端的材料やそれらを複合

的に組み合わせた新規物質をアドバンスドマ

テリアルと呼び、より広い分野の新材料マテリ

アルの安全性評価に焦点が移りつつある。毒

性学的観点からは、評価対象がアドバンスドマ

テリアルに拡大することになっても、生体内へ

の吸収性や蓄積性、表面活性の増強による重

要な生体影響が慢性影響であることには変わ

りは無い。しかも、国際的な SDG（持続可能な

開発目標）に向けた合意の中、2019 年発表さ

れた欧州グリーンデール政策では化学物質の

ライフサイクル全体のヒトや環境への影響に対

処する戦略が始まっている。そのため新材料

マテリアルはより広範且つ長期に渡り使用され

続けることが求められ、慢性影響評価はこれま

で以上に重要な評価手法として位置づけられ

る。我々は、先行する研究において、費用と時

間のかかる二年間連続吸入曝露試験をより省

力化した試験法として改良することにより、効

率的にナノマテリアルの慢性影響評価を行う

試験系を開発することに取り組んでいる。その

手始めとして先行研究において二年間連続吸

入曝露試験の結果を概ね間歇曝露法で代替

可能であることを確認してきた。しかし、曝露に

は依然 2 年間の期間を必要とすることに加え、

曝露設備の占有率も高いという問題が残って

いた。そこで、本研究ではさらにその効率を高

める試験法の開発に加え、長期間の体内蓄積

性による影響をより詳細に解析して、慢性影響

の予測性を評価できる指標の検討を行い、将

来的な短期間試験の開発に資する基盤的研

究を進めることを目的としている。 

具体的には、曝露手法をより効率化するた

めに、間歇型曝露手法の利点を更に活かして、

同じ設備を使って曝露日程をずらすことにより

複数の慢性試験を同じ2年間に効率的に曝露

できる手法を開発することを目的とする。本研

究では、この新規手法を ISO の TC229 におい

て標準化することを目指している。 

また、先行研究ではカーボンナノチューブ

曝露で誘発される肺がんと中皮腫について、

それぞれ異なったリスク評価を行う必要のある

ことも明らかとなった。その為、本研究ではそ
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れぞれのエンドポイントの誘発性評価に対して

吸入曝露後の体内分布と毒性発現メカニズム

が及ぼす影響を明らかにすることも目的とする。

さらに、本研究で得られた指標をリスク管理基

準等に適用するためには、管理の対象となる

曝露シナリオを設定して基準値等を検討する

必要が出てくると考えられる。そこで、将来的

なリスク評価や管理に備えて、ナノマテリアル

の曝露評価手法の最新情報を入手することも

目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

本研究班は、慢性吸入曝露による実験デ

ータが利用出来るカーボンナノチューブを中

心として、Taquann 法の曝露手法のさらなる効

率化のための自動化等を含めた曝露装置の

改良と曝露プロトコルの改良を検討する。装置

の改良のめどが立った段階で 2 年間の慢性吸

入試験を行う。体内分布と毒性発現メカニズム

の解析に関してリンパ系経路の解析を可能と

するトランスジェニックマウスの適用法を検討し

た後、吸入後のナノチューブの体内移行の解

析を行う。曝露評価モデル等の情報に関して

は OECD 作業グループの活動を中心に情報

収集を行う。 

慢性影響評価法の改良と吸入曝露装置の効

率化： 
国立衛研に設置されたTaquann全身曝露吸

入装置（ver.3.0）は、長期曝露実験に備え改修

作業を検討している。高分散性乾燥検体を得

る工程では、検体を Tert-ブチルアルコール

（TBA）に分散、濾過、瞬間凍結、凍結乾燥と

煩雑な作業と人手を要する。複数のナノマテリ

アルを同時並行して効率の良い吸入ばく露実

験方法の開発の律速段階となっているため、こ

の工程の自動化するための研究を進めた。本

年度は、これまで自動化に向けて検討してきた

個々の装置を統合的に配置し、自動化装置と

して完成させることに注力した。（髙橋）。 

上述の方法をもとに、NT-7の高度分散法

（Taquann法）処理による短期間欠吸入曝露試

験を実施した。吸入曝露装置での質量濃度、

エアロゾル粒子数（CPC）、空気力学的質量中

央値（MMAD）、繊維長（SEM）を測定した。野

生型マウス、遺伝学的にリンパ管内皮細胞を

蛍光標識したトランスジェニックマウス（Prox1-

GFP）、ラットに対して間欠吸入曝露試験（1週

間に1回6時間、13週にわたって間欠曝露）を

実施した（横田）。曝露5回目と13回目、曝露経

過1年目に解剖し肺組織のサンプリングを行い、

肺負荷量を測定した（横田）。 

慢性吸入試験と比較可能な気管内投与法

の開発として、TIPSに類似する初期集中型の

反復投与によるラットの2年間の発がん試験を

実施した。Taquann処理（53µmメッシュ）された

NT-7（T-NT7#53）を、0.1% Tween80含有生理

食塩水を加えて超音波浴槽で分散させた。

F344雄ラットを対照群（C群）、低用量群（L群）、

中用量群（M群）、高用量群（H群）および超高

用量群（EH群）の5群に分け、一回当たり、そ

れぞれ0、0.0175、0.07、0.28および0.42 mg/kg

体 重 の 用 量 で 、 マ イ ク ロ ス プ レ イ ヤ ー

（PennCentury）を用いて、1週間に1度、13回投

与した。試験開始104週後に最終解剖を行い、

定法により病理検索を実施した（北條、広瀬）。 

体内分布と慢性影響発現部位の解析： 

 本年度では、Prox1-GFPマウスに対して多層

カーボンナノチューブ（NT-７）の全身曝露実験

を行った。対照群（1頭）、低濃度曝露群（3頭）、

高濃度曝露群（ 3頭）の 3群構成とした。

Taquann全身曝露吸入装置Ver.3.0を使用し、1

日6時間（10：00～16：00）の全身曝露吸入を3

回行った。最終曝露後に左肺は免疫組織染

色用に、右肺は透明化用に採取した。今年度

は、肺組織における吸入ナノマテリアルの分布
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を観察するために、定法に従って肺組織の透

明化を行い、 3次元レベルの観察をLeica 

THUNDER モデル生物実体顕微鏡を用いて

施行した（渡部・菅野）。さらに、ナノマテリアル

吸入曝露によって活性化されるTGF-βシグナ

ルの内皮細胞に対する作用を明らかにするた

めに、EndoMTレポーター細胞をTGF-β存在

下で72時間培養し、内皮細胞由来の細胞を標

識する蛍光タンパク質であるtdTomato、間葉

系細胞を標識するGFP、そして内皮細胞を標

識するVEGFR2に対する抗体でFACSソーティ

ングし、TGF-βの作用をαSMAなどの間葉系細

胞のマーカーの発現を定量的RT-PCRで測定

することで検討した。また、FACS分画した細胞

集団における遺伝子発現をRNA sequencing

法で網羅的に解析した（渡部）。 

TIPS（経気管肺内噴霧投与）法で多層ナノ

チューブを投与した際の用量と発がん標的組

織（肺、胸膜中皮）の関係を明らかにする事を

目的として、F344雄ラットを用いてMWCNT-7

を実験開始の１〜4日間に1日１回/・TIPS法に

て0.00008mgから0.5mg/ラットで投与を行った。

各群構成は25匹として、投与終了後52週（５

匹）、72週（５匹）解剖例では腫瘍発生につい

て詳細に検討中である（津田）。 

免疫系への吸入曝露による慢性影響につ

いては、NWNT-7 (NT-7)の全身吸入曝露後12

ヶ月での長期観察を実施し、免疫学的な解析

を行った。BALF細胞における肺胞マクロファ

ージの表面マーカー、BALF細胞あるいは肺

組織における各種遺伝子mRNA発現を検討し

た。さらに、リンパ節あるいは脾臓におけるNT-

7長期暴露の影響を検討した。また、in vitroの

実験系として、マウス骨髄細胞誘導マクロファ

ージのNT-7に対する反応性を検討した（石丸）。 

曝露評価手法の情報収集： 

 OECDの工業用ナノ材料作業部会（WPMN）

の会合に参加し，曝露評価プロジェクト（SG8）

で進められているプロジェクトの情報収集を行

った。2023年7月にOECDより「Test Guideline 

No.126: Determination of the Hydrophobicity 

Index of Nanomaterials Through an Affinity 

Measurement（親和力計測によるナノマテリア

ルの疎水性指数の測定）」（以下、TG225）が

出版されたことから，TG126について調査し，

その内容を整理した（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 

慢性影響評価法の改良と吸入曝露装置の効

率化： 

自動化装置は、低湿度状態と、濾過条件に

最適な温度管理を行うため、全体を風防で覆

う設計とした。低湿度の条件を実現させるため

風防上部に除湿した圧縮空気の導入部を設

けた。撹拌子は、耐摩耗性・耐薬品性・低吸水

性・高機械的強度を有している熱可塑性の

Polyoxymethylene 樹脂（POM 樹脂）を素材を

使用し、十字状の形状とした。シーブ面への

衝突をさけるため、撹拌子の位置は固定し、シ

ーブ面を上下に±70mm 稼働させるダンパー

を組み込んだシステムを採用した。シーブに

検体の懸濁液を輸送する方法は、ナノマテリ

アルの懸濁状態が良好な状態であることが望

まれる。そのため、耐圧容器に懸濁液を入れ、

圧縮空気をもちいて圧送する方式とした。濾過

後のシーブの洗浄は、洗浄用のチャネルにシ

ーブを移動してイソプロピルアルコールを噴霧

する仕様とした。ろ液の凍結にはドライアイスを
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使用するため濾過装置近傍の温度低下により

ろ液が凝固することが想定される。そのため、

シーブ及び漏斗を電熱線ヒータにて被覆して

加温する方法を採用した。また、濾過装置上

層部に温風ヒータを設置した。最終的に、これ

らの装置をすべて組み込み自動化装置を完

成させた。装置のサイズは、装置のコントロー

ラ部分を除き、安全キャビネット内に収納可能

なサイズとなった。 

Taquann 全身曝露吸入装置 ver 3.0 を用い

た NT-7 の間欠吸入曝露試験における質量濃

度の平均結果は、低濃度は 0.8 mg/カートリッ

ジで 2.5〜2.7 mg/m3（エアロゾル効率 45 %）、

高濃度は 1.6 mg/カートリッジで 4.4〜4.7 

mg/m3（エアロゾル効率 39 %）となった。

MMAD のデータは、低濃度群で 1.1〜1.4 µm

（σg 6.0）と 高濃度群で 1.2〜1.6 µm（σg 4.5） 

を示した。肺負荷量については、間欠吸入曝

露 5 回目（5th）: 低用量群 6.4 µg/Lung、高用

量群 13.4 µg/Lung、13 回目（13th）: 低用量群

18.4 µg/Lung、高用量群 40.6 µg/Lung、曝露

1 年経過時：低用量群 4.6 µg/Lung、高用量群

22.3 µg/Lung の値を示した。 

ラット 13回反復気管内投与実験については、

試験開始後 73週時点で、EH群で初めて胸膜

中皮腫が観察された。その後、H 群および EH

群で最終解剖までに胸膜中皮腫と疑われる病

変により、9 および 11 例を剖検した。現在、最

終解剖の標本は観察途中だが、肉眼観察結

果をもとにすると、肺の腫瘤を認めた例数とそ

の頻度（%）は、C、L、M、H および EH 群にお

いて、それぞれ、2 例（5.2%）、4 例（10.5%）、

13例（33.3%）、5例（13.1%）および3例（15.0%）

であった。一方、胸膜中皮腫は、C 群・L 群で

は観察されず、M 群、H 群および EH 群の例

数と頻度はそれぞれ1例（2.6%）、11例（28.9%）

および 12 例（60.0%）であった。 

体内分布と慢性影響発現部位の解析： 

体内動態に関する研究において、リンパ管

内皮細胞を遺伝学的に蛍光タンパク質で標識

した Prox1-GFP トランスジェニックマウスに対し

て、ナノマテリアルの吸入曝露実験を実施した

ところ、ナノマテリアルの吸入曝露を行ったマ

ウスの肺組織においては、気管支の分岐部分

において NT-7 と考えられる粒子が集積し、曝

露量依存的に粒子の集積が増加することが観

察された。今回 3 週間にわたり NT-7 の吸入曝

露を行ったProx1-GFPマウスの肺を透明化し、

ライトシート顕微鏡を用いてリンパ管の構造を3

次元で解析したところ、NT-7 の吸入曝露により、

肺周縁部の微小リンパ管の増生などの変化が

観察された。病理学的には、終末細気管支周

囲の領域に気管支に沿ってに規則的な模様

を描くように局在することが示された。抗 GFP

抗体を用いた DAB 発色免疫染色切において、

リンパ管が終末細気管支の壁外側、および、

静脈に接して、そして、胸膜近傍まで分布する

事を確認した。また、連続切片の画像情報をト

レースすることで、3 次元構築を再確認できた。

ヘマトキシレン単染色においても、リンパ管、

および NT-7 と、それらの周囲に位置する細胞

の種類の同定が凡そ可能なことが示された。さ

らに、今回 TGF-β 存在下で培養して EndoMT

が誘導された EndoMT レポーター細胞から分

画した部分的 EndoMT が誘導されている細胞

の特異的マーカーとして CD40 を同定した。

CD40 の発現を siRNA で低下させることで

TGF-β による EndoMT の誘導が亢進されたこ

とから、CD40 は部分的 EndoMT から完全

EndoMT への移行を抑制していることが示唆さ

れた。 

2 年間の TIPS 法投与後２年間観察実験で

は 74 週までに無処置及び溶媒対照群で 3 例、

0.0008 mg/ラット群で 1 例、0.004 mg/ラット群で



別添 3  

 

 7 

1例、0.5mg/ラット群 4例の死亡がみられた。そ

のうち 0.5mg/ラット群に肉眼的肺腫瘍/中皮腫

が認められた。 

免疫系への影響として、NT-7 の単回長期暴

露での BALF 細胞中の肺胞マクロファージ数

は増加し、M1 および M2 のマクロファージの

分化マーカーの発現は低下し、身分化マクロ

ファージ・単球が増加していた。また、BALF細

胞および肺組織における Mmp12 mRNA 発現

は NT-7 の長期暴露によって増加した。一方で、

マウス骨髄由来マクロファージ（MBDM）を用

いて T-CNT ならびに NT-7 を添加刺激し、

Mmp12 、Icam1、Tim4 mRNA 発現を定量 RT-

PCR にて検討すると、Mmp12 mRNA 発現は

T-CNT にて有意に上昇するが、NT-7 の添加

では変化が認められなかった。さらに、Icam1

ならびに Tim4 mRNA 発現は T-CNT の刺激で

低下する一方で、NT-7 の添加では変化が確

認されなかった。 

 曝露評価手法の情報収集： 

OECD Test Guideline No. 126 では，親和力 

(affinity)計測によるナノマテリアル (NMs)の疎

水性指数 (Hy) の測定方法を記載している。 

ガイドラインで疎水性指数(Hy) は「水が非

極性分子を排除する傾向から生じる，水環境

における非極性基または分子の会合」と定義

される。様々な加工表面 (コレクター) への結

合率を測定することにより，Hy は NM が非極

性 (疎水性) 表面への結合を好む（水に対す

る親和性が低い）傾向を示す。 

この方法は推奨プロトコルを使用し，界面活

性剤の有無に関わらず水溶液に分散された

NM または NM 粉末に適用される。 

 

D．考察 

本研究では、MWCNT の間欠吸入曝露をよ

り効率的に実施することを目的とし、肺への負

荷量を考慮した間欠吸入曝露プロトコルを提

案し、慢性影響評価を進めており、この本研究

で提案している試験法については、現在 ISO

の標準化に向けて標準化プロジェクトに入る前

段活動として本研究班のプロトコルを TC229

会議に提案して議論を行っている。 

検体のTaquann処理とTaquann全身曝露吸

入装置（ver.3.0）の組み合わせによる吸入曝露

は、汎用性が高く、少量の検体で全身曝露吸

入実験が可能であることが特徴である。

Taquann 法の効率化に関して、検体調整自動

化装置に求められる条件は、①TBA が凝固し

ない温度帯（37℃程度）を維持した環境にてろ

過を行えること。②液体窒素を用いないろ液の

瞬間凍結方法、③ろ過工程におけるケーキの

生成抑制ができること、④フィルターの自動洗

浄が可能であること、⑤装置のサイズは一般

的な冷蔵庫程度のサイズであること、である。

ナノマテリアルは凝集する性質が強く、また、

Taquann 法で使用する溶媒のターシャルブチ

ルアルコールは室温で凝固するため、作業者

はこの二つに注意しながら作業をする必要が

あった。本分担研究は、良好な懸濁状態を維

持しつつ、濾過工程を簡便に実施することに

注力して自動化装置の開発に取り組んだ。今

年度は、これらの条件を個別に検討し、自動

化装置に実装した結果、濾過工程を実施する

装置は安全キャビネット内に収まるサイズとし

て完成させた。これにより、効率的な検体調製

並びに吸入曝露実験が可能となる。また、濾

過工程における作業者の労働安全にも貢献

が期待される。 

昨年度実施の野生型マウスの単回吸入曝

露試験における肺への負荷量推移の結果に

ついて半減期はおよそ 1 週間という結果を得

ていた。この結果をもとに、間欠吸入曝露試験

プロトコルについて、隔週で13週にわたり吸入
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曝露実験をすることとした。間欠吸入曝露試験

における質量濃度測定の結果から、目標濃度

は概ね達成され、エアロゾル効率も 40 %程度

とエアロゾル濃度設定試験（動物なし）におけ

るそれよりも低値を示したが、これは動物被毛

への NT-7 の吸着によるロスが考えられた。 

MMAD に関しては、OECD TG451 により

実施された先行試験（Particle Fibre Tox 2016）

における MMAD（1.3～1.4 µm、σg 2.6～3.0) 

とほぼ同等の結果を示した。また、低用量群と

高用量群とで同一の MMAD が得られたことか

ら、Taquann 法の有用性が示された。 

肺負荷量に関しては、野生型マウス間欠吸

入曝露 5 回目（5th）と 13 回目（13th）、1 年経

過時（52 週目）の肺負荷量を定量した。昨年

度実施の、単回吸入曝露の時に得られた肺負

荷量の半減期はおよそ 1 週間であったが、今

回、13 回の間欠吸入曝露直後の肺負荷量が

半減にするのにおよそ 39 週間を要した。この

ように、単回曝露の時と比べて間欠曝露にお

いては、肺負荷量のクリアランスの低下が示唆

されたものの、時間経過とともに、肺負荷量は

減少したため、過負荷のない間欠吸入曝露プ

ロトコルが提案された。 

一方、今年度ラットの吸入曝露実験を開始

した。マウスの曝露実験結果と概ね同様の結

果を示し、本装置はマウスのみならずラットにも

適用可能であることを確認した。今後、2 年間

の慢性影響評価を実施し、先行の 2 年間連続

吸入暴露試験の結果との相違を明らかにする。 

ラットの 13 週間反復投与試験の結果、肺腫

瘤の観察頻度は、L 群・M 群に関しては用量

依存性に増加し、M 群の肺負荷量と肺腫瘤の

観察頻度は、Kasai らの吸入試験の 0.2 mg/m3

群の結果と、概ね一致するものであった。吸入

試験の結果では、2 mg/m3 群においてさらに

発現頻度が高くなったのに対し（33.3%）、本研

究では、H 群、EH 群では頻度が低下した。こ

れは、中皮腫により早期死亡が多く発生したた

め、発生時期の遅い肺腫瘍の頻度が、見かけ

上、低下したものと思われる。また、2 年間の肺

負荷量の Area Under the Curve（AUC）の形状

は、吸入試験とは異なるにもかかわらず、同程

度の肺発がんの反応性が認められたことから、

早期に投与を完了させる IT による 2 年試験も

慢性吸入試験の代替になり得ると考えられる。

一方、胸膜中皮腫の発生頻度は、直線的に増

加し、特に、1000 µg/rat の総投与量を超える

場合、CNT の肺発がんの評価に影響すること

がわかった。なお、今回の中皮腫の発現頻度

や早期死亡の例数は MWNT-7 を用いた既報

の TIPS 試験結果よりも低く、これは、保土ヶ谷

製の NT-7 を用いたことが理由かもしれない。 

Prox1-GFP マウスへのナノマテリアルの吸入

曝露により採取した肺組織の透明化処理後の

観察結果からナノマテリアルが気管そしてリン

パ管の近傍に集積している可能性が推察され

た。実体顕微鏡下で GFP 蛍光観察を実施

した結果、終末細気管支・気管支細動脈の系

列（BA）のリンパ管周囲に限局して大型の

MWNT-7 の凝集体が局在すること、末梢毛細

リンパ管の形状が、MWNT-7 の吸入により変

化している可能性が示唆された。他方、大型

の MWNT-7 の凝集体が局在しない肺細静脈

系列（V系列）の近傍の肺胞には、MWNT-7を

貪食した肺胞マクロファージが孤在性に認め

られた。BA系列領域における組織反応とV系

列領域近傍の肺胞領域における組織反応に

は、差異があることが確認された。両領域にお

ける、マクロファージとリンパ管、特に内皮の

内 皮 間 葉 移 行 （ EndoMT ） を含 めた細

胞の詳細解析を透明化肺をパラフィンブロ

ック化し作成した連続パラフィン切片において

詳細に進める予定である。また、EndoMT レポ
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ーター細胞を用いた検討により、EndoMT は

段階的に起こっていることが証明され、Partial 

EndoMT 特異的なマーカーとして同定された

CD40 が Full EndoMT への移行を抑制するこ

とで EndoMT を制御していることが明らかとな

った。このことから、CD40 がナノマテリアルの

吸入曝露による EndoMT の進行を抑制するた

めの標的となり得ると考えられた。 

TIPS法による慢性影響研究では、74週まで

に 0.5mg/ラット群で 4 匹の死亡と肺の腫瘍性

病変（肉眼所見）が認められたが、その他の群

では MWCNT-7 曝露による腫瘍性病変を伴う

死亡は認められていない。終了時には、TIPS

法により MWCNT-7 の低用量域における発が

んの用量依存性と発がん標的組織（肺、胸膜

中皮）の標的性を明らかにすることが可能にな

ると考えられる。 

NT-7 の単回吸入長期暴露によって肺胞マ

クロファージの割合ならびに細胞数は有意に

増加しており、M1/M2 への分化に至らない未

分化なマクロファージあるいは単球の分画の

増加が認められた。R4 年度までに NT-7 吸入

暴露後の肺胞マクロファージは減少し、経時

的 28日までに回復することが判明していた。こ

の後 12 ヶ月まで漸増していたものと考えられ

る。従来用いられた MWCNT-7 の長期暴露に

おいても未分化分画のマクロファージ・単球が

増加していた点は共通の現象である。 

NT-7 の長期暴露での肺組織および BALF

細胞における指標マーカーとして、CD54、

Tim4 あるいは MMP12 を検討したところ、

Mmp12 mRNA の濃度依存的な上昇が確認さ

れた。これまでに、肺胞マクロファージにおけ

るカーボンナノチューブの反応として MMP-12

が注目されてきたが、NT-7 の長期暴露におい

てもMMP-12が有用な毒性マーカーになりうる

可能性が高い。一方で、in vitro の実験系では

NT-7 の反応性と T-CNT の反応性が異なって

いた。さらに、NT-7 の短期暴露実では肺胞マ

クロファージの M2 への分化が亢進している点

と T-CNT の短期暴露では M1 への分化にシフ

トしている点から両者のナノマテリアルに対す

る反応性の違いがある可能が考えられる。 

 OECD の WPMN の曝露評価プロジェクト

（SG8 ）の情報収集として、今年度行った

TG126 における調査では、水性指数 (Hy) の

潜在的な利用可能性として，次の 3 点が挙げ

られていた。まずナノ粒子の環境中挙動の指

標として使えると考えられる。カルボキシル基

が付加したポリスチレンでは，-COOH の含量

が増加するほど，疎水性が減少することが報

告されている。また，生物濃縮性の指標として

も活用できると考えられる。Hy が高いほど，微

生物への吸着量が増加することが報告されて

いる。さらに，異なる種類のナノ粒子の凝集の

指標としても活用できる可能性がある。 

 

Ｅ．結論 
今年度は、先行研究において開発してきた

通常の二年間連続吸入曝露試験結果と比較

可能な慢性間歇型曝露手法をさらに効率化す

るための曝露装置の改良と曝露回数を少なく

した気管内投与プロトコルの開発を目的とする。

さらに、定量的なリスク評価に備えて吸入曝露

後の体内分布の把握とそのメカニズム解析を

行うと共に、ナノマテリアルの曝露評価手法の

最新情報を入手することも目的とする。 

ナノマテリアルの吸入曝露システムの効率

化では、ボトルネックとなっている検体調製工

程の自動化を検討し、ナノマテリアル吸入曝露

方法を効率化するため、現在ボトルネックとな

っているナノマテリアルの高分散検体を得る方

法である Taquann 法の自動化について種々の

条件を検討し、これらの機能を統合した形で組
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み込み、最終的には安全キャビネット内に収ま

るサイズの自動化装置として完成させた。 
Taquann 全身曝露吸入装置 Ver.3.0 を使用

し、NT-7 をマウスに 6 時間の単回全身曝露吸

入を実施し、肺負荷量の経時的変化を明らか

にした。NT-7 の半減期はおおよそ 7 日と計算

され、その結果をもとに 1 週間に 1 回（1 日 6
時間）、13 週にわたる間欠吸入曝露実験を実

施した。その結果、13 回にわたり安定した曝露

濃度と MMAD の結果を得ることに成功した。

また、肺負荷量の経時的変化についても明ら

かにした。13 週間のラット反復気管内投与の

試験では、肺腫瘍と胸膜中皮腫が発生し、総

負荷量に対する用量反応性のデータを得るこ

とができた。肺腫瘍発生の用量反応性は、基

本的に吸入試験と類似するものと考えられ、肺

負荷量をベースとして 2 年間の慢性吸入試験

をある程度代替し得ることが示された。 

Prox1-GFP に対するナノマテリアル吸入曝露

の結果、肺組織においては、気管支の分岐部

分において NT-7 と考えられる粒子が集積し、

曝露量依存的に粒子の集積が増加することが

観察された。凝集体は、終末細気管支周

囲の領域に気管支に沿って規則的な模

様を描くように局在することが示された。

GFP 励起光蛍光観察においては、終末

細気管支領域（BA 系列）への集積と、肺細静

脈系列（V 系列）の近傍の肺胞マクロファージ

への集積が確認された。今後、リンパ管内皮

細胞の内皮間葉移行（EndoMT）を含めた肺

病変の形成過程の詳細解析を、透明化肺を

パラフィンブロック化し、連続組織切片とする

事、等により進める。さらにProx1-GFPマウスに

NT-7 を 3 週間（1 回/週）吸入曝露した肺を 3

次元で解析したところ、肺周縁部の微小リンパ

管の増生などの変化が観察された。また、

EndoMT レポーター細胞を用いた検討により、

CD40 が部分的 EndoMT から完全 EndoMT へ

の移行を抑制していること示され、ナノマテリア

ルの吸入曝露による EndoMTの進行を抑制す

るための標的となり得ると考えられた。一方、

TIPS 法で多層ナノチューブを投与した際の用

量依存性と発がん標的組織の関係を明らかに

す る た め に MWCNT-7 を 低 用 量 域

（0.00008mg/ラット）から 5 用量群で投与した慢

性観察研究では、74 週までに最高用量群

（0.5mg/ラット）の 4 例に腫瘍病変が肉眼所見

として認められた。免疫系への影響では、NT-
7 吸入長期暴露後の BALF 中の肺胞マクロ

ファージは増加した。NT-7 吸入長期暴露に

よって、肺胞マクロファージは未分化な分画

が増加し、肺組織および BALF 細胞におけ

る Mmp12 mRNA 発現上昇が確認された。さ

らに、BMDM を用いた in vitro の実験系で

MWCNT-7とNT-7の反応性の違いが示され

た。曝露評価に関しては、OECD の TG 126 に

記載されている疎水性指標は他の物性パラメ

ータの中でも ナノマテリアルの様々な相互作

用に関するより多くの情報を提供する可能性

があると考えられた。 
以上、効率的慢性試験法の開発に関して、

13 週間の短期間欠型の気管内曝露実験によ

り既報の 2 年間連続慢性曝露吸入試験の結

果と中用量群まではよく似た用量依存性を示

すことが明らかにでき、気管内投与でもある程

度吸入試験の代替になりうることを示すことが

できた。さらに、現在進行中のマウスへの同様

の間欠吸入曝露試験結果と比較も可能とな

り、肺への負荷量解析と慢性影響に関しての

種差を明らかにすることも可能となると考えら

れる。 
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Hojo M, Maeno A, Sakamoto Y, Yamamoto Y, 
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令和 5 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：ナノマテリアル吸入曝露影響評価のための効率的慢性試験法 
の開発に関する研究（21KD2004） 

 
分担研究課題名：ナノマテリアル吸入曝露システムの効率化に関する研究 

 
研究分担者： 髙橋 祐次  国立医薬品食品衛生研究所  毒性部 室長 
研究協力者： 菅野 純   国立医薬品食品衛生研究所客員研究員 

公益財団法人 日産厚生会 玉川病院 病理診断科 部長 
 

研究要旨 
工業的に大量生産されるナノマテリアルの産業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の防止のための規制決定、及び、業界における安全面からの

国際競争力の保持の観点から、基礎的定量的な毒性情報を得る評価法の確立が急

がれる。毒性が不明である物質を取り扱う基本的な戦略は、ヒトで想定される曝露経路

に即した動物実験によりハザード同定、メカニズム同定、用量作用関係の情報の取得

を行い、これらの情報からヒトに対する毒性の推定と用量相関性の推定を行うことであ

る。しかしながら、ナノマテリアルに関して最も重要な曝露経路である吸入に関しては、動

物実験を遂行する際の技術的障壁が高く、実施例は数少ない。  

研究分担者らは、吸入毒性試験を実施する際のナノマテリアル特有の問題点を解

決する目的で、高度分散法（ 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を独自開発した（ Taquann 直噴全身吸入装置）。本装置により、

多層カーボンナノチューブの 2 年間のマウス間欠曝露吸入実験をはじめとして、複数の

ナノマテリアルの吸入曝露実験を実施可能となった。しかしながら、より効率的な吸入曝

露実験を行なうためには、ボトルネックとなる工程の Taquann 法による高分散処理を自

動化する必要がある。Taquann 法は、tert-ブチルアルコール（TBA）に懸濁した検体を金

属シーブで濾過して凝集体・凝固体を除去、液体窒素によってろ液を急速凍結、その

後、溶媒回収型真空ポンプにて表面張力による再凝集を防ぎながら乾燥検体を得る

手法である。本分担研究では、Taquan 法において、最も時間と人手を要している工程

を効率に自動化するための方法を検討した。最終的に、安全キャビネット内に収まるサ

イズの自動化装置が完成した。これにより、効率的な吸入曝露実験が可能となり、ま

た、作業者の労働安全にも貢献することが期待される。  
 

A．研究目的 
工業的に大量生産されるナノマテリア

ルの産業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の防止

のための規 制 決 定 及 び、業 界 における

安全面からの国際競争力の保持の観点

から、基礎的定量的な毒性情報を得る

評価法の確立が急がれる。毒性未知の
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物質を取 り扱 う基本的な戦略は、ヒトで

想定される暴露経路に即した動物実験

によりハザードを同定し、メカニズムを同

定 し、用 量 作 用 関 係 を情 報 の取 得 し、

そこからヒトに対 する毒性の推定 と用量

相関性の推定を行うことであるが、ナノマ

テリアルに関して最も重要な曝露経路で

ある吸 入 曝 露 に関 しては、動 物 実 験 を

遂行する際の技術的障壁が高く、実施

例は数少ない。  
研究分担者らは、吸入毒性試験を実

施する際のナノマテリアル特有の問題点

を解決する目的で、今までの諸研究から

その物 性 や毒 性 の情 報 が利 用 可 能 な

MWNT-7（ Mitsui） をモデル物質として、

高度分散法（ 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 を 独 自 開 発 し た

（ Taquann 直噴全身吸入装置） 。そし

て、本装置により、一般的なナノマテリア

ルについても、従来法に比較して容易に、

高分散状態の検体として、マウスやラット

を用いた全身曝露吸入試験を実施する

ことが可能となり、MWNT-7 以外の多層

カーボンナノチューブ、複数種類の二酸

化チタン及びナノシリカの曝露実験を進

めてきた。  
その一方で高分散乾燥検体を得るための

Taquann 法は、人手、時間を要する工程

があり、特に濾過工程は煩雑であるため

連続作業が難しい（図 1） 。本分担研究

では、検 体調 製を自動 化 し、ナノマテリ

アルの吸入曝露実験の効率化を目的と

した。  
 

B．研究方法 
現在まで、シーブは直径 750 mm、容器の

高さ 50 mm を使用している（セイシン企業、

目開き 53 μ、特注品）。シーブのフレームに

は濾過効率を上げるため、円形の振動モータ

を取り付ける加工を施してある。MWNT-7
（ 三井 ） を検体として使用した場合 、約

80％の回収率であるが、MWNT-7 がシー

ブ面に堆積（ケーキ生成）することを防止する

ことが必要である。手動ではセルスクレイパー

でろ液を撹拌してケーキ生成を抑制している。

自動化に際しては、撹拌子をモータによって

動作させる方法とした。シーブ面に撹拌子が

衝突しない方法、撹拌子の形状も検討した。 

ろ液に含まれる検体の凝集をさけるため、こ

れまでは液体窒素をろ液内に投入して瞬間的

に凍結させている。液体窒素を用いた自動化

は、液体窒素が輸送するラインを通過する際

にその殆どが気化してしまうこと、液体窒素を

保管場所から実験室に輸送するまで時間を要

し、かつ、長期保存が難しいことから、これに

替わる方法が望まれる。昨年度の検討により、

ドライアイスを冷媒として用いた方法が有効で

あることが示されたことから、この手法を採用し

た。 
Taquann 法ではターシャルブチルアルコー

ルを溶媒としている。ターシャルブチルアルコ

ールは約 25℃で凝固するため、室温条件で

の凍結乾燥には都合が良いが、濾過する際に

は凝固を防止する措置が必要となる。この手

法についても検討を行った。また、ターシャル

ブチルアルコールは非常に吸湿しやすい。先

行研究では、吸湿したターシャルブチルアル

コールは凝固しにくく、また、検体の分散性も

低下する。これを防止するための手法につい

ても検討を行った。 
 

C．研究結果 
自動化装置は、低湿度状態と、濾過条件に

最適な温度管理を行うため、全体を風防で覆

う設計とした。低湿度の条件を実現させるため

風防上部に除湿した圧縮空気の導入部を設
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けた。 
撹拌子は、耐摩耗性・耐薬品性・低吸水性・

高機械的強度を有している熱可塑性の

Polyoxymethylene 樹脂（POM 樹脂）を素材

を使用し、十字状の形状とした。シーブ面への

衝突をさけるため、撹拌子の位置は固定し、シ

ーブ面を上下に±70mm 稼働させるダンパー

を組み込んだシステムを採用した。 
シーブに検体の懸濁液を輸送する方法は、

ナノマテリアルの懸濁状態が良好な状態であ

ることが望まれる。そのため、耐圧容器に懸濁

液を入れ、圧縮空気をもちいて圧送する方式

とした。 
濾過後のシーブの洗浄は、洗浄用のチャネ

ルにシーブを移動してイソプロピルアルコール

を噴霧する仕様とした。 
ろ液の凍結にはドライアイスを使用するため

濾過装置近傍の温度低下によりろ液が凝固す

ることが想定される。そのため、シーブ及び漏

斗を電熱線ヒータにて被覆して加温する方法

を採用した。また、濾過装置上層部に温風ヒー

タを設置した。 
最終的に、これらの装置をすべて組み込み

自動化装置を完成させた（図 2）。 
 
D．考察 
検体調整自動化装置に求められる条件は、

①TBA が凝固しない温度帯（37℃程度）を維

持した環境にて濾過を行えること。②液体窒素

を用いないろ液の瞬間凍結方法、③濾過工程

におけるケーキの生成抑制ができること、④フ

ィルターの自動洗浄が可能であること、⑤装置

のサイズは一般的な冷蔵庫程度のサイズであ

ること、である。 
ナノマテリアルは溶媒中でも凝集する性質

が強く、また、Taquann 法で使用する溶媒の

ターシャルブチルアルコールは室温で凝固す

るため、作業者はこの二つに注意しながら作

業をする必要があった。本分担研究は、良好

な懸濁状態を維持しつつ、濾過工程を簡便に

実施することに注力して自動化装置の開発に

取り組んだ。これらの条件を個別に検討し、自

動化装置に実装した結果、濾過工程を実施す

る装置は安全キャビネット内に収まるサイズとし、

コントローラ部分は安全キャビネットの外部に

設置する仕様となった。これにより、効率的な

検体調製並びに吸入曝露実験が可能となる。

また、濾過工程における作業者の労働安全に

も貢献が期待される。 
 
E．結論 
ナノマテリアル吸入曝露方法を効率化する

ため、現在ボトルネックとなっているナノマテリ

ア ル の 高 分 散 検 体 を 得 る 方 法 で あ る

Taquann 法の自動化について種々の条件を

検討した。その結果、最終的には安全キャビ

ネット内に収まるサイズの自動化装置として完

成させた。 
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図 1 Taquann 法の律速段階を自動化する構想図 
Taquann 法の工程において、律速段階となっているのは濾過工程（左図 黄色でハイライト）であ

るため、この工程を自動化するための装置を開発し、凍結するための冷媒は液体窒素から、管理

が容易なドライアイスに変更する。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 一連の装置を組み込んだ濾過装置の全体像 
濾過効率を向上させるケーキ生成抑制のための撹拌子、振動子を装着したシーブ、溶媒として使

用するターシャルブチルアルコールの凝固を防ぐ加温装置等を組み込みこんだ自動化装置を開

発した。 
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分担研究報告書 
 

研究課題：ナノマテリアル吸入曝露影響評価のための効率的慢性試験法の開発に関する研究 
（21KD2004） 

 
分担研究課題名：ナノマテリアルの慢性吸入曝露手法の改良に関する研究  

 
研究分担者： 横田 理  国立医薬品食品衛生研究所  毒性部 第二室 室長 
研究協力者： 髙橋 祐次 国立医薬品食品衛生研究所  毒性部 動物管理室 室長 
研究協力者： 菅野 純 国立医薬品食品衛生研究所  毒性部 客員研究員 
研究協力者： 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 

 
研究要旨 
ナノテク産業の発展に伴い、ナノマテリアルの安全性評価の実施が国民の健康

被害防止の観点から急務とされている。しかし、ナノマテリアルに関して最も重要な

曝露経路である吸入曝露に関しては、動物実験を遂行する際の技術的障壁が高

く、実施例は数少ないという現状にある。  
研究分担者らは、吸入毒性試験を実施する際のナノマテリアル特有の問題点

を解決する目的で、先行研究からその物性や毒性の情報が利用可能な多層カー

ボンナノチューブをモデル物質として、高度分散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を用いている。本分担研究の目的は、先行で実施した

2 年にわたる長期間欠吸入曝露試験の研究成果を踏まえ、より効率的な短期間欠吸入曝露プ

ロトコルの確立を目指し、一度に複数の吸入毒性試験を実施可能な基盤を整備することであ

る。 
今年度は、昨年度実施した野生型マウスの多層カーボンナノチューブ短期間

欠吸入曝露試験の肺負荷量の経時変化に関する解析、ならびに、その体内分布

を把握するためのリンパ管マウスを用いた短期間欠吸入曝露試験を実施した。加

えて、動物種差を考慮するため、ラットに対しても同様の曝露実験を実施した。  
いずれの曝露実験においても、週に 1 回 6 時間、13 週にわたって、多層カーボンナノチュ

ーブの短期間欠吸入曝露試験を行った。群構成は、対照群（C 群）、低濃度群（L 群）、高濃

度群（H 群）の 3 群構成とした。質量濃度は L 群、H 群それぞれ 2.5 mg/m3、4.4 mg/m3、

MMAD は L、H 群ともに 1.1-1.6 µm を示した。今後、肺負荷量と体内動態に関する経時変

化に関するデータと慢性影響に関するデータとを照合し、迅速かつ効率的な短期間欠吸入曝

露プロトコルの確立に向けて研究を進めていく。 
 
A．研究目的 

先行研究では、Taquann 直噴全身

吸入装置を用い MWNT-7 の 2 年間の

長 期間欠全 身曝露吸 入試験を実施 し

た。その結果、我々は 2 年間連続吸入曝露

試験の結果を概ね間欠曝露試験法で代替可

能であることを確認した。しかし、曝露には依

然2年間の期間を要することに加え、曝露設備
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の占有率も高いため、一度に複数のナノマテリ

アルを用いた吸入曝露による慢性影響評価の

実施は困難という問題が残されていた。 

本研究では、間欠曝露法の効率をさらに高

める短期間欠吸入曝露プロトコルを開発するこ

とを目的としている。 

 
B．研究方法 
B-1．NT-7 の高分散化処理（Taquann 法） 
多層カーボンナノチューブ（MWCNT）はナ

ノテクノロジービジネス推進協議会より入手し

た NT-7 を MWCNT のベンチマーク物質とし

て使用した。 

NT-7原 末 をガラス製 ビーカー中 で

tert-butyl alcohol (TB) に懸濁した。

氷冷化でTBをシャーベット状にして金

属製スパーテルで十分に混合した後、

凍 結 融 解 による分 散 促 進 を一 回 行 っ

た。超 音 波 洗 浄 器 （ SU-3TH 、出 力

40W、発 信 周 波 数 34kHz ） に15分 静

置して分散させた後、金属製フィルター

（セイシン企業、目開き53 μm）で濾過

し大型の凝集体を除くとともに、分散を

図 りつつ濾 液 を直 ちに液 体 窒 素 で凍

結・固化させ、溶媒回収型真空ポンプ

により減圧してTBを昇華させて除去し、

NT-7の乾燥検体（ T-NT-7#53）を得た

（図１ ） 。  
 
B-2．マウス全身曝露吸入実験  
1） 動物 
(1) 短期間欠吸入曝露試験（野生型マウス） 

C57BL/6NcrSLC（日本エスエルシー株式

会社）雄性マウスを 5 週齢で購入し 2 週間の

馴化期間を経たのち7週齢にてT-NT-7#53
を 1 週間に 1 回、１日６時間、13 週にわたっ

て合計 13 回の短期間欠吸入曝露を実施した。

このマウスは当研究部において、これまでのナ

ノマテリアルの吸入曝露実験に使用した実績

がある。個体識別は耳パンチにより行った。 
 
(2) 短期間欠吸入曝露試験（リンパ管マウス） 

NT-7の体内動態を評価するため、遺伝学

的にリンパ管内皮細胞を蛍光標識したトラン

スジェニックマウス（Prox1-GFP）に対して、

T-NT-7#53を1週間に1回、１日６時間、13
週にわたって合計13回の短期間欠吸入曝露

を実施した。このマウスは、リンパ管 内 皮

細 胞 がGFP（ 緑 ） で蛍光 標 識されたマ

ウスで、NT-7の体内動態評価に資する

研究リソースとして東京医科歯科大学

の渡部徹郎の提供により、当研究所に

6週齢にて搬入され、1週間の馴化期間を

経て7週齢より吸入曝露試験を実施した。

（詳細は、研究分担者東京医科歯科

大学・教授  渡部徹郎の項を参照）。  
 
(3) 短期間欠吸入曝露試験（ラット） 

F344/DuCrlCrlj（日本エスエルシー株式

会社）雌性ラットを 5 週齢で購入し 1 週間の馴

化期間を経たのち 6 週齢にて T-NT-7#53
を 1 週間に 1 回、１日６時間、13 週にわたっ

て合計 13 回の短期間欠吸入曝露を実施した。 

 
2）飼育条件  

飼育ケージは、ポリカーボネート製の

アウターケージとPET製インナーケージ

を使用した。紙製の床敷を使用し、1ケ
ージ当り5匹のマウスまたは1ケージ当り

1匹のラットを収容した。ケージラックは

ケミカルセーフティ対応のケージ個別換

気 式 飼 育 装 置 （ RAIR HD SUPER 
MOUSE 750T M 個別換気式飼育装

置  特 型 ） を使 用 した。飼 育 条 件 は、

温度； 25±1℃、湿度； 55±5％、換気回

数；約 20回 /h、照明時間； 8時～ 20時
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点灯（照明明暗サイクル12時間）とし、

固型飼料 CRF-1（ オリエンタル酵母工

業株式会社）を自由摂取させた。また、

飲水は給水用寒天（日本エスエルシー株

式会社） を自由摂取させた。体重測定

を週 1回実施した。ケージ内の飼育環

境を改善する目的で、マウスにはシェフ

ァードシャック （ Shepherd Specialty 
Papers社 ）を、ラットには積木 （日本ク

レア株式会社）をケージ内に設置した。  
 
3)  群構成  

対照群 、T-NT-7#53 低濃度群（目標濃

度 2.5 mg/m3）、T-NT-7#53 高濃度群（目標

濃度 5.0 mg/m3） の 3 群構成とした。1 週

間に 1 回、１日６時間（ 10： 00～ 16： 00） 、
13 週にわたって合計 13 回の短期間欠吸入

曝露を実施した。曝露チャンバーはマウ

スを 25 匹収容するデザインであるため、

野生型マウスの実験においては、各群を二

つのサブグループ（ Sub-Group A, B）

に分けて 50 匹に対し曝露を実施し（表

1） 、リンパ管マウスにおいては、25 匹に

曝露を実施した（表 1, 2） 。一方、ラット

においては、曝露チャンバーに 20 匹収

容するデザインであるため、20 匹に曝露

を実施した（表 3） 。  
 
4） ダスト発生装置 

T-NT-7#53のエアロゾル化は、既設の

Taquann 直 噴 全 身 吸 入 装 置 Ver3.0
を使用した（図 ２ ） 。この装置は、検体

を充填する金属製カートリッジ、圧縮空

気をカートリッジに噴射する噴射装置、

及び、噴射した検体を気相に分散させ

るサブチャンバーから構成される。カート

リッジはインナーカートリッジとアウターカ

ートリッジから構成される。検体を収容

するインナーカートリッジ（容量： 25 mL、

内寸：直径 20 mm  高さ80 mm）はス

テンレス製であり、これを樹脂製のアウ

ターカートリッジに収容して使用する。カ

ートリッジのキャップ部には圧縮空気を

注 入 するセンターノズルと、エアロゾル

噴出孔が設計されている。  
カートリッジへの検 体 の充 填 は、T-

NT-7#53をTBに0.08 mg/mLの濃 度

で再 度 懸 濁 し、低 濃 度 群 では10 mL
（ 0.8 mg） 、高濃度群では20 mL（ 1.6 
mg） の容量を各カートリッジに分注し、

直ちに液体窒素で固化させた後、デシ

ケーターに格納して溶媒回収型真空ポ

ンプで減圧し、TBを昇華除去すること

で達成した。  
噴射装置は、サブチャンバー（容量：

43 L）に接続されている。噴射に伴う圧

力上昇を減じるため、サブチャンバーか

ら側方に煙突状のダクトを設け、その先

端 部 にはポリエチレン製 の袋 で覆 った

ULPAフィルターが接続され、袋を隔て

外 気 へ圧 を逃 がす設 計 となっている。

煙突部から加湿したキャリアエアを一定

の流量で送り込み、噴射された検体は

煙突内に逆流した検体を含め、サブチ

ャンバー内で効果的に分散された後、

希釈されつつ曝露チャンバーに導く構

造となっている。  
噴 射 装 置 からカートリッジへの圧 縮

空気の供給圧力は0.48 Mpa、噴射時

間 は 0.2秒 、1カートリッジ当 たり0.3秒

間 隔 3回 の噴 射 を行 った。曝 露 チャン

バーの総換気流量は32.5 L/min（ 基

礎換気流量； 29.5 L/min、エアロゾル

モニター用 サンプリング （ CPC ） ； 1.5 
L/min、質量濃度測定； 1.5 L/min） と
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設定した。  
目標濃度に速やかに到達させるため、

曝露開始時に2本を2分間隔で噴射し

た。その後 は濃 度 を維 持 するため 4分

間 隔 で噴射 し、目 標 設 定 濃 度での曝

露を実施した。6時間の吸入曝露実験

において、合計 89本のカートリッジを使

用した。  
曝露チャンバー内の温度、湿度並び

に圧力変動を曝露の6時間を通してモ

ニタリングした。  
 
5）曝露チャンバー  

動物を収容し検体を曝露するチャン

バーは、アクリル製 のアウターチャンバ

ーとPET樹脂 で作 製 したインナーチャ

ンバー（直径 660 mm、高さ477 mm）

の二重構造となっており、検体が触れる

インナーチャンバーは交換可能であり、

検体の変更に容易に対応できるシステ

ムとなっている（ 共 同 開 発  柴 田 科 学

株式会社、特許所得済） 。メインチャン

バーの気積は179 Lである。メインチャ

ンバーの上部は円錐状となってサブチ

ャンバーに接続されている。動物は、メ

インチャンバー内に設置した円形一段

のステンレス金網製 のケージを個別 に

仕 切 り収 容 する。ケージには給 水 ・ 給

餌装置がないため、6時間曝露時の動

物 への負 荷 軽 減 のため給 水 用 寒 天

（日本エスエルシー株式会社）をケージ内

に留置した。  
 
6）エアロゾル濃度測定  

曝露チャンバー内のエアロゾル濃度

のモニタ リングは、相 対 濃 度 （ CPM; 
count per minutes ） と 、 質 量 濃 度

（mg/m3）測定を並行して行った。  
相 対 濃度測 定 は、対応 濃 度 3×105

個 /mL、2.5 nmの粒径が測定可能な

凝 縮 粒 子 計 数 装 置 (Condensation 
Particle Counter；CPC、CPC3776、
サンプリング流 量 ： 1.5 L/min、TSI、
MN、USA）  を用いた。この情報はリア

ルタイムに得られることからエアロゾルの

濃度コントロールに使用した。曝露チャ

ンバーとCPCを接続するチューブは、銅

管 を使 用 してサンプリング損 失 を最 小

限にした。  
先 行 研 究 に お い て 、 CPC に よ る

MWCNT の測 定 において 、 1×103 個

/mL程度の粒子数測定であっても、一

時的に低値で推移することが散見され

たことから、6倍 希 釈 してCPCによる測

定を行った。CPCの測定原理では、理

論上、測定セル内で一つの粒子だけを

検 出 す る 構 造 と な っ て い る が 、

MWCNTのように繊維径は100 nm程

度であるが、繊維長は10 μmを超える

粒子が含まれているため、測定セル内

で繊 維 が重 なり、過 小 評 価 されると想

定される。  
質 量 濃 度 測 定 は、ローボリウムサン

プラー（ 080050-155、φ55 mmろ紙ホ

ルダー、柴田科学）にフッ素樹脂バイン

ダ － ガ ラ ス 繊 維 フ ィ ル タ ー （ Model 
TX40HI20-WW、φ55mm、捕集効率

（ DOP 0.3 μm） :  99.9%、東京ダイレッ

ク ） を 装 着 し 、 サ ン プ リ ン グ ポ ン プ

（ Asbestos sampling pump AIP-
105、柴田科学）に接続して1.5 L/min
の流量で曝露時間の6時間において、

0~1hr、2～ 3hrおよび4～ 5hrの3回実

施 した。エアロゾルを吸 引 しフィルター
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に検体 を捕集した。ろ過捕集後のフィ

ルターの重量から予め秤量したフィルタ

ーの重量を差し引いた値を検体の重量

とし、吸引空気量 1.5 L/min × 60min
＝ 90 Lから1 m3当りの質量濃度を算

出 した。フィルターの秤 量 にはマイクロ

天秤（XP26V、METTLER TOLEDO）

を使用した。  
 
7）エアロゾルの粒度分布 
エアロゾルの粒度分布は、Micro-Orifice 

Uniform Deposit Impactors (MOUDI)を用

いた Mass Median Aerodynamic Diameter 
(MMAD)である。10 L/minの流量で曝露チャ

ンバー内のエアロゾルを吸引して MOUDI
（Model 125 Nano MOUDI、KANOMAX、

分級サイズ；No.1； 10 μm、No.2； 5.6 μm、

No.3； 3.2 μm、No.4； 1.8 μm、No.5； 1.0 
μm、No.6；  0.56 μm、No.7；  0.32 μm、

No.8；  0.1 μm、No.9；  0.10 μm、No.10； 
0.056 μm 、 No.11 ；  0.032 μm 、 No.12 ； 
0.018 μm、No.13； 0.01 μm）に導いた。 

吸引時間は 30 分（低濃度群）または

40 分（高濃度群）とした。各分級ステージ

には専用のアルミホイルにシリコンオイル

を塗布したものを装着し検体を回収した。

尚 、シリコンオイル塗布アルミホイルは、

使用前に 50℃のインキュベーター内で 3
日以上留置しシリコンオイルに含まれる

溶媒を除去した。マイクロ天秤 （ XP26V、

METTLER TOLEDO）を使用してアル

ミホイルの質量を、MOUDI 装着前と、

MWCNT 回収後に測定し、その差分を

検体質量とした（図３ ）。  
エアロゾルの粒度分布測定は、測定

機器の数が限られることから、低濃度群

と高濃度群を交互に実施した。  

 
倫理面への配慮 

本実験は動物愛護に関する法律、基準、指

針を遵守し国立医薬品食品衛生研究所・動物

実験委員会の承認のもとに人道的実施された。

ナノマテリアルの実験に際しては、当研究所の

専用実験施設内で、その運用規則に従い実

施しており、曝露・漏洩を防止する対策につい

ては万全を期して実験を行った。 
 
C．研究結果 
1）T-NT-7#53 の短期間欠吸入曝露試験 

Taquann全身曝露吸入装置ver 3.0を用

いたT-NT-7#53の短期間欠吸入曝露試験に

おける質量濃度の平均結果は、低濃度は 
0.8 mg/カートリッジで2.5〜2.7 mg/m3（エア

ロゾル効率45 %）、高濃度は 1.6 mg/カート

リッジで 4.4〜4.7 mg/m3（エアロゾル効率

39 %）となった（図4）。MMADのデータは、

低濃度群で1.1〜1.4 µm（σg 6.0）と 高濃度

群で1.2〜1.6 µm（σg 4.5） を示した。 
 
2)野生型マウス肺負荷量の結果 

肺負荷量については、間欠吸入曝露 5 回

目（5th）: 低用量群 6.4 µg/Lung、高用量群

13.4 µg/Lung、13 回目（13th）: 低用量群 18.4 

µg/Lung、高用量群 40.6 µg/Lung、曝露 1 年

経過時：低用量群 4.6 µg/Lung、高用量群

22.3 µg/Lung の値を示した（図 5）。曝露 2 年

経過時のデータは今後の解剖にて、また、リ

ンパ管マウスやラットの肺負荷量データに関

しては現在測定中である。 

 
D．考察 
本分担研究は、先行研究で実施した

MWCNT の長期間欠吸入曝露をより効率的

に実施することを目的とし、肺への負荷量を考

慮した短期間欠吸入曝露プロトコルを提案し、

慢性影響評価を進めるものである。今年度は
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短期間欠吸入曝露試験のマウス・ラットへの実

施ならびに肺負荷量の解析を行った。 
昨年度実施のマウス単回吸入曝露試験に

おける肺への負荷量推移の結果から半減期を

算出し、t1/2=6.7日（およそ1週間）という結果

を得ている。この結果をもとに、短期間欠吸入

曝露試験プロトコルについて、隔週で 13 週に

わたり吸入曝露実験をすることとした。間欠吸

入曝露試験における質量濃度測定の結果か

ら、目標濃度は概ね達成され、エアロゾル効

率も 40 %程度とエアロゾル濃度設定試験（動

物なし）におけるそれよりも低値を示したが、こ

れは動物被毛への NT-7 の吸着によるロスが

考えられた。 
MMAD に関しては、OECD TG451 により

実施された先行試験（Particle Fibre Tox 
2016）における MMAD（1.3～1.4 µm、σg 2.6
～3.0) とほぼ同等の結果を示した。また、低

用量群と高用量群とで同一の MMAD が得ら

れたことから、本法の有用性が示された。 
肺負荷量に関しては、野生型マウス間欠吸

入曝露 5回目（5th）と 13回目（13th）、1年経

過時（52 週目）の肺負荷量を定量した。昨年

度実施の、単回吸入曝露の時に得られた NT-
7 肺負荷量の半減期はおよそ 1 週間であった

が、13 回の短期間欠吸入曝露試験直後の肺

負荷量が半減にするのにおよそ 39 週間を要

した。このように、単回曝露の時と比べて短期

間欠曝露においては、肺負荷量のクリアランス

の低下が示唆されたものの、時間経過とともに、

肺負荷量は減少したため、過負荷のない間欠

吸入曝露プロトコルを提案できたものと考えて

いる。 
一方、今年度 F344 ラットにおける曝露実験

を開始した。マウスの曝露実験結果と概ね同

様の結果を示し、本装置はマウスのみならずラ

ットにも適用可能であることを確認した。今回、

本システムを用いて初めてラット吸入曝露試験

を実施し、今後、マウスの試験結果とを比較し、

肺への負荷量および慢性影響に関する種差

を明らかにしていく。さらに、先行のラット 2 年

間連続吸入曝露試験の結果との相違を明らか

にし、本研究で提案する短期間欠吸入曝露プ

ロトコルの有用性について検証を進めていく。 
以上、本分担研究の遂行により、ナノマテリ

アルの吸入曝露による慢性影響評価において

課題とされていた「希少検体」を「少量」で吸入

曝露することを可能とし、今後、本成果をもとに

間欠曝露プロトコルの効率化を提案していくこ

とで「一度に複数検体」を吸入曝露する体制

整備が見込まれる。 
 

E．結論 
Taquann 全身曝露吸入装置 Ver.3.0 を使

用し、T-NT-7#53 をマウスおよびラットに間欠

全身曝露吸入を実施し、肺負荷量の経時的

変化を明らかにした。 
今後、間欠吸入曝露による肺負荷量の時間

経過を定量的に評価し、リンパ管マウスによる

NT-7 の体内動態評価とともに、ん病理組織学

解析と免疫応答解析の結果を踏まえ、適切な

短期間欠吸入曝露試験プロトコルを提案した

い。 
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表１ 野生型マウス：短期間欠吸入曝露実験の群構成 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 2 リンパ管マウス：短期間欠吸入曝露実験の群構成 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



28 
 

 
 
表 3 ラット：短期間欠吸入曝露実験の群構成 
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図 1  Taquann 法の概要 
Taquann 法はこれまで目開き 25 μm の金属製フィルターを用いているが、H30 年度からの事業

では、先行試験（Particle Fibre Tox 2016）で用いられたものと同じ目開き 53 μm の金属製フィ

ルターを用いた。 
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図 2  Taquann 直噴全身吸入装置 Ver3.0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3  エアロゾルモニタリングの概要 
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図 4  間欠吸入曝露試験の結果  
1 週間に 1 回（6 時間：10:00~16:00）、13 週にわたり NT-7 の間欠吸入曝露試験を実施した。 
（左図）Low volume sampler（LVS）を用い、フィルターに捕集された NT-7 の質量 (mg) を、吸

引空気量 1.5L/min x 60 min= 90L から 1m3あたりの質量濃度を算出した。 
（右図）凝縮粒子計数装置 (Condensation Particle Counter；CPC、CPC3776、
サンプリング流量： 1.5 L/min、TSI、MN、USA）  を用い、定量範囲に入るように 6
倍希釈し粒子数を測定した。低用量群は 3000 p/cc、高用量群は 4800 p/cc を示し

た。MMAD は、低濃度群において 1,128 nm (σg: 5.8)、高濃度群において 1,193 
nm (σg: 5.3) となり、同様の物理化学的特性を示した。  
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図 5  肺負荷量（単回吸入曝露試験の結果） 

間欠吸入曝露試験 5 回目（5th）と 13 回目（13th）、1 年（52 週目）経過時の肺負荷量を測定した

結果、5th: 低用量群 6.4 µg/Lung、高用量群 13.4 µg/Lung、13th: 低用量群 18.4 µg/Lung、
高用量群 40.6 µg/Lung、曝露 1 年経過時：低用量群 4.6 µg/Lung、高用量群 22.3 µg/Lung の

値を示した。単回吸入曝露の時に得られた NT-7 肺負荷量の半減期はおよそ 1 週間であったが、

13 回の間欠吸入曝露直後の肺負荷量がおよそ半減にするのに 39 週間を要した。 
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令和 5 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：ナノマテリアル吸入曝露影響評価のための効率的慢性試験法の開発に関する研究 

 

分担研究課題名：慢性影響を考慮した効率的気管内投与法の確立に関する研究 
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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 

 

研究要旨 
MWCNT の 2 年間の吸入試験の報告は、保土ヶ谷製 MWNT-7（NT-7）をラットに吸

入させた Kasai らの試験 1 報のみである。本研究では、この吸入試験と同レベルの評価

が可能な慢性試験方法の開発を目指し、気管内反復投与による NT-7 の肺腫瘍および胸

膜中皮腫の誘発性について用量反応性データを得ることを目的とした。 
F344 雄性ラットを対照群（C 群）、低用量群（L 群）、中用量群（M 群）高用量群（H

群）および超高用量群（EH 群）の５群に分け、動物数はそれぞれ 40、40、40、40 お

よび 20 匹とした。10 週齢から、C 群には 0.1％Tween 含有生理食塩水を、L 群、M 群、

H 群および EH 群にはそれぞれ 0.0175、0.07、0.28 および 0.42 mg/kg 体重の用量で

Taquann 処理 NT-7 を 1 週間毎に 1 回、合計 13 回、気管内に投与し、試験開始から

104 週目まで経過観察した。 
最終投与の翌日に、サテライト動物を剖検し、肺内の MWCNT の量を測定した結果、

L 群、M 群、H 群および EH 群の負荷量はそれぞれ 30、191、980 および 1369 µg/lung
であった。蓄積率は、L 群が 47％、M 群が 75％であり、H 群と EH 群で 90％を超え

ていた。試験開始 73 週時点以降、H 群・EH 群で最終解剖までに胸膜中皮腫と疑われ

る病変により、9 例・11 例を剖検した。最終解剖の標本は、組織検索の途中だが、肉眼

観察結果をもとにすると、肺の腫瘤を認めた例数とその頻度（％）は、C、L、M、H お

よび EH 群において、それぞれ、2 例（5.2%）、4 例（10.5%）、13 例（33.3%）、5 例

（13.1%）および 3 例（15.0%）であった。一方、胸膜中皮腫は、C 群・L 群では観察

されず、M 群、H 群および EH 群の例数と頻度はそれぞれ 1 例（2.6%）、11 例（28.9%）

および 12 例（60.0%）であった。 
本研究では、4 用量を設定した NT-7 の 13 週間の反復気管内投与による 2 年試験を

実施した結果、肺腫瘍と胸膜中皮腫が発生し、総負荷量に対する用量反応性を把握する

ことができた。肺腫瘍発生の用量反応性は、基本的には Kasai らの吸入試験と類似する
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ものと考えられた。従って、IT による 2 年間試験も、総肺負荷量（AUC 面積）を合わ

せることで、2 年間の慢性吸入試験をある程度代替し得ること、すなわち、リスク評価

に活用し得ることが示された。ただし、高用量の気管内投与は中皮腫による早期死亡が

多発させ、腫腫瘍の評価困難になることが再確認された。 
 

Ａ．研究目的 
欧州では、近年ナノマテリアルの

REACH 登録制度が開始し、in vitro を中心

とした新しい評価法も整備されつつある。

しかし、ナノマテリアルの最も重要なエン

ドポイントと考えられる慢性毒性を in 
vitro 試験で捕捉することは困難である。例

えば、CNT 等のナノマテリアルの発癌性が

指摘されてきたが、その機序は、長期体内蓄

積によるものと推測され、Ames 試験など

現状の in vitro 遺伝毒性試験は有効ではな

い。このことから、ナノマテリアルの慢性吸

入毒性については、動物を用いた評価手法

の検討が依然として重要である。過去には、

日本バイオアッセイセンターの Kasai らに

より MWNT-7（保土ヶ谷製）の 2 年間の全

身吸入曝露試験が実施され、肺の腺腫およ

び腺癌が発症することが報告された。1）し

かし、吸入試験の実施には特殊な設備とコ

ストが必要である。また発がん性試験を実

施できる施設は世界的にもごく限られてお

り、2 年間の連続吸入による発がん試験に

代わって慢性の呼吸器影響を評価できる評

価手法が求められている。 
ラット気管内投与を用いた慢性試験は有

力な代替手法の候補の一つであり、Suzui
らは MWNT-7 に類似する形状の MWCNT-
N について、2 週間で合計 8 回の気管内噴

霧投与 Intra-Tracheal Intra-Plumonary 
Spray（TIPS）後に 2 年間観察する実験で、

肺腫瘍および胸腔内中皮腫が発症すること

を報告した 2）。一方、Numano らは、TIPS
法により MWNT-7（三井製）を 12 週間で

合計 12 回投与した結果、5％の動物に肺腫

瘍が、95％の動物に胸膜中皮腫が発生した。

3) さらに、我々が実施した MWNT-7（三井

製）を 4 週間に 1 度、2 年間の間欠気管内

投与した試験では、上記 TIPS 試験の結果

より頻度が低いものの、やはり胸膜中皮腫

が発生し、胸膜中皮腫は気管内投与試験に

特有の結果であることが示された（Hojo ら）

4)。これは、総曝露量が吸入と同程度だとし

ても、気管内投与では Dose Rate が著しく

高いために胸腔への MWCNT 繊維の移行

効率が高いことが原因と考えられる。我々

の結果と、Numano ら 3)の報告とを踏まえ

ると、気管内投与による呼吸器毒性の評価

には、中皮腫による早期死亡を考慮した投

与頻度や用量設定が重要である。 
一方で、我々の間欠投与試験では肺腫瘍

が発生したものの 4)、2 用量しか設定できな

かったことと、上記の通り中皮腫の発症に

より、肺発がんを評価できる個体数が減少

したことから、MWNT-7 による肺発がん性

について十分な用量反応性を把握すること

はできなかった。 
そこで、本研究では、2 年間の吸入曝露試

験を代替し、リスク評価へ活用できる試験

法の開発を目指し、気管内投与による肺発

がんの用量反応性を把握できる 2 年試験を

行うこととした。2 年間の実験期間の初期

（13 週間）に反復投与後に無処置で飼育す

るプロトコールを採用し、胸膜中皮腫が発

生し得る高い用量域から NOAEL になるこ

とが想定される低い用量域まで投与群を 4
用量設定した。また、被験物質は、過去に本

研究班で使用されてきた三井製の MWNT-
7 ではなく、Kasai らが使用した保土ヶ谷製
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（NT-7）を用いることにした。 
最終年度にあたる今年度は、途中死亡例

および 2 年後の最終解剖の結果を報告する。 
 

Ｂ．研究方法 
i)MWCNT の調製 

保土ヶ谷製の MWNT-7 （ NT-7 ）を

Taquann 処理（53µm メッシュ）5)した。こ

の T-NT-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（100Ｗ）で 30 分

以上分散させた。サンプル濃度は、0.0175、
0.07、0.28 および 0.42 mg/mL とし、それ

ぞれを低用量群（L 群）、中用量群（M 群）、

高用量（H 群）および超高用量群（EH 群）

の投与に用いた。 
なお、0.01 mg/mL の分散液を DLS で測

定した二次粒子径は 571.4 nm であった。 
 

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（ジャクソンラボラトリー・ジャパ

ン）、コンベンショナル飼育室にて、床敷入

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 23.0
±0.2℃、湿度 49.7±6％、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。 
1 週間に 1 度、13 回投与後に 2 年間観察

飼育した。ラットを、対照群（C 群）、L 群、

M 群、H 群および EH 群の 5 群に分け、動

物数は C、L・M・H 群は 40 匹、EH 群は

20 匹とした。ただし、投与群については、

13 週時点・最終解剖時点での肺負荷量の測

定のため、別途、サテライト動物を用意し

た。 
10 週齢の時点から、1 週間に 1 度、1 

mL/kg 体重の投与量で、マイクロスプレイ

ヤー（PennCentury 製）を用いて合計 13 回

投与した。投与用量は、L 群、M 群、H 群

および EH 群の各群について、0.0175、0.07、
0.28 および 0.42 mg/kg 体重と設定した。 
全動物について、１週間から４週間に一

度以上の頻度で、体重を測定した。 
 

iii)剖検・採材 
13 回目の投与翌日に、全投与群（4 群）

について、サテライト動物 5 匹を剖検し、

肺の全葉を 10％中性緩衝ホルマリン溶液

にて固定し、肺負荷量の測定に供した。 
試験開始 104 週後に最終解剖を実施した。

全動物について、イソフルラン麻酔下で全

採血し、全臓器を摘出し、ホルマリン溶液で

固定した。肺は、30cm 水柱圧で気管からホ

ルマリン溶液を注入っすることにより固定

した。 
また、最終解剖以前に、人道的エンドポイ

ントに達した動物および死亡動物について

も同様に剖検した。最終解剖では、各群８匹

について、右葉にリン酸緩衝液（PBS）を注

入して BALF を回収した。ただし、EH 群

の生存率が著しく低かったため、EH 群を

除く 4 群に関して解析した。BALF は遠心

分離し、沈殿は白血球数の計数に、上清は

LDH および総タンパク質量の測定に用い

た。 
また、MWCNT 投与群のサテライト動物

（4 ないし 5 匹）の肺は、全葉をホルマリ

ン溶液で固定後、肺負荷量の測定の 
 

iv)病理組織学的解析 
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固定した臓器から、定法によりヘマトキ

シリン・エオジン染色標本を作製し、光学顕

微鏡による病理組織検索を行った。 
 
v)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。 
 

vi)気管支肺胞洗浄液（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（Cytiva）により、乳酸脱水素酵

素 （ LDH ） 活 性 は LDH Cytotoxicity 
Detection kit（タカラバイオ）により、測定

した。 
 
vii)統計学的解析 

体重、臓器重量、BALF 中の白血球数、

総タンパク質量および LDH 活性の結果に

ついてはDunnettの多重比較検定を用いた。

生存率については、Kaplan-Meier 法により

生存期間を解析し、log-rank test により検

定を行った。 

 

＜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。動物飼育およ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 
本試験における、13 回投与後の L 群、M

群、H 群および EH 群の、総投与量の平均

値は、それぞれ、64、255、1014 および 1519
であった（図１・灰色棒グラフ）。一方、肺

内のMWCNT量の測定結果はそれぞれ30、
191、980 および 1369 µg/lung であった。

蓄積率は、L 群が 47％、M 群が 75％であ

り、H 群と EH 群で 90％を超えていた。（図

１）。 

実験開始後73週時点で、EH群で初めて

胸膜中皮腫が観察された。その後、H群お

よびEH群で最終解剖までに胸膜中皮腫と

疑われる病変により、9および11例を剖検

した。 
Kaplan-Meierによる生存曲線の通り

（図2）、H群・EH群はC群に対し有意な生

存率の低下が認められた。 
全投与群で、投与期間中に体重の抑制傾

向が認められ、投与終了後には、いずれの群

も平均体重が投与群に比べ 5%程度低い値

となった。また最終解剖時点では H 群のみ

でC群に対する有意な減少を認めた（図3）。 

事故等の途中死亡の動物を除外し、最終

的に発がん性の評価に供する動物の有効

数は、C群38匹、L群38匹、M群39匹、H群

38匹およびEH群20匹であった。最終解剖
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の標本については、現在、組織検索の途中

だが、肉眼観察結果をもとにすると、肺の

腫瘤を認めた例数とその頻度（%）は、C、

L、M、HおよびEH群において、それぞれ、

2例（5.2%）、4例（10.5%）、13例（33.3%）、

5例（13.1%）および3例（15.0%）であっ

た。一方、胸膜中皮腫は、C群・L群では観

察されず、M群、H群およびEH群の例数と

頻度はそれぞれ1例（2.6%）、11例（28.9%）

および12例（60.0%）であった。 
観察済みの個体の増殖性病変の組織像

のいくつかを図4に示す。EH群で認められ

た直径約7 mmのドーム状の腫瘤は腺がん

と診断され（図4A）、乳頭状の増殖を示し

た（図4B）。免疫染色の結果、大半の腫瘍

細胞はTTF1陽性であった（図4C）。胸膜中

皮腫は2年間間欠投与の時と同様に、縦隔

胸膜、特に Retrocardiac pleural folds
（RPF）周辺から発生した（図4D）。また、

組織学的には、上皮性（epithelioid）、肉腫

性（sarcomatoid）および二相性（biphasic；
図4E）の3種の組織型が確認されており、

肉腫性の中には一部骨化する例もあった

（図4F）。 
最終解剖におけるBALF内の白血球の構

成は大半がマクロファージであり、投与群

の動物でも顆粒球やリンパ球の増加は認

められなかった。また、BALF上清の総タ

ンパク質量は、肺胞領域の血管透過性の指

標として、BALF上清のLDH活性は、呼吸

器上皮の細胞毒性の指標として、それぞれ

測定したが、投与に関連した変化は認めら

れなかった。 
 
Ｄ．考察 

Taquann処理NT-7を、13週間のIT投与

による反復曝露した結果、ラットにおいて

肺腫瘍と胸膜中皮腫が誘発された。肺腫瘤

の観察頻度は、L群・M群に関しては用量

依存性に増加した。M群は、13週後の肺負

荷量の値（2年間のピーク値）は191 µg/rat
で、腫瘤の観察頻度は33.3%であった。こ

の結果は、Kasaiらの吸入試験の0.2 mg/m3

群の結果：2年後の肺負荷量152 µg/lung；
肺腫瘍の発現頻度26.0%に、概ね一致する

ものであった。吸入試験の結果では、2 
mg/m3群（負荷量1369 µg/lung）において

さらに発現頻度が高くなったが（33.3%）、

本研究では、H群、EH群では頻度が低下し

た。これは、試験前からの予想通り、中皮

腫により早期死亡が多く発生したため、発

生時期の遅い肺腫瘍の頻度が見かけ上、低

下したものと思われる。仮に、中皮腫の途

中死亡個体を除いて肺腫瘤の観察頻度を

算出すると、H群・EH群の頻度は、16.1%・
33.3%となる。肺負荷量を横軸に、肺腫瘍

の頻度を縦軸にとった用量反応曲線は、大

きな傾きで立ち上がり、30％前後の頻度で

プラトーになるKasaiらの吸入試験の結果

の形状とよく似たものになる。 
本研究において、2年間の肺負荷量の

Area Under the Curve（AUC）の形状は、

Kasaiらの週5日・2年間の曝露実験のよう

に右肩上がりではなく、13週をピークに減

少する台形である。にも関わらず、吸入試

験と同程度の肺発がんの反応性が認めら

れたことから、CNTの肺発がんの評価には

曝露方法や曝露期間の違いは大きな影響

は与えず、総負荷量およびAUC面積が重要

であったことが示唆される。 
一方、中皮腫の発生頻度は、用量反応性

に、直線的に増加することがわかった。H
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群・EH群における高頻度の誘発（それぞれ

28.9%・60.0%）は、上記のとおり、肺腫瘍

の評価を妨げることになった。過去のIT投
与による２年間の反復試験の結果を踏ま

えると、投与プロトコールの違いに関わら

ず、MWNT-7の反復投与は1000 µg/ratの
総投与量を超える場合、肺腫瘍の評価が困

難であることが推察される。しかし、今回

の中皮腫の発現頻度は、既報を踏まえた予

想よりやや低く、早期死亡の発生時期もや

や後半にシフトした。Numanoらの試験

（総投与量1500 µg/ratの1用量で実施）

EH群の投与プロトコールはとほぼ同一で

あったが、47週から最終解剖直前までの期

間に95％の動物が中皮腫により死亡して

いた。また、Satoらの、3用量を設定した2
年間試験でも、総投与量200 µg程度の中用

量群・1000 µg程度の高用量群で、発現頻

度は、60.0%、94.9%であった8)。これら2
つの既報との差異は、本研究で用いた検体

が、Numanoら、Satoらが用いた三井製の

MWNT-7ではなく保土ヶ谷製のNT-7であ

ったことが理由かもしれない。MWNT-7と
比較して、原末の凝集体の形状が異なり、

平均長が短いこと（横田）、DLSによる二次

粒子径のサイズがやや小さいこと（北條・

1年目報告）、in vitroでのマクロファージ

に対する毒性が弱いこと（石丸）等が本研

究班で示されている。 
なお、Kasaiらの吸入試験や、2年間の間

欠反復投与の結果とは異なり、最終解剖の

BALFの解析で、毒性影響は観察されなっ

た。これは、反復投与終了後（13週以降）、

2年間の飼育の間に、気管支および肺胞に

受けた急性的な傷害は回復したためと考

えられる。また、このことは、肺がんや中

皮腫の誘発には、実験期間の後半に加えら

れた急性的な作用ではなく、実験期間の初

期に組織に蓄積したMWCNTが与える低

レベルかつ持続的な作用が重要であった

ことを示唆している。 
 

Ｅ．結論 

本研究では、保土ヶ谷製のMWNT-7
（NT-7）を用い、4用量を設定した13週間

のラット反復気管内投与を実施した結果、

肺腫瘍と胸膜中皮腫が発生し、総負荷量に

対する用量反応性を把握することができ

た。肺腫瘍発生の用量反応性は、基本的に

はKasaiら1)の2年間の吸入試験と類似す

るものと考えられた。従って、ITによる2
年間試験も、総肺負荷量（AUC面積）をそ

ろえることで、2年間の慢性吸入試験をあ

る程度代替し得ること、すなわち、リスク

評価に活用し得ることが示された。 
ただし、総投与量1000 µg/rat以上の高用

量の気管内投与は中皮腫による早期死亡

が多発させ、腫腫瘍の評価困難になること

が再確認された。投与期間やCNTの種類に

より異なるものの、この総投与量を最高用

量の目安に、3から4群程度の用量設定する

ことが、肺腫瘍および胸膜中皮腫を正しく

評価するために重要であると考えられる。 
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図１．総投与量（灰色）と 13 週時点の肺負荷量測定結果 

 

図２．Kaplan-Meier 法による生存曲線 
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図３．平均体重の推移 

 

図４．病理組織像（増殖性病変） 

 

 

 
 

図５．BALFの解析 

（エラーバー：SD） 
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研究分担者： 津田 洋幸 名古屋市立大学大学院医学研究科・特任教授 

 

 
A. 研究目的 
MWCNT-7 は日本バイオアッセイ研究セン

ターで実施された吸入曝露試験では肺に発

がん性を示し（Kasai et al., Particle and Fibre 
Toxicol, 2016）、当該研究室が開発した経気

管肺内噴霧投与（TIPS 法）では胸腔に悪性

中皮腫を発生させる（Numano et al., Cancer 
Sci, 2019）。同じ物質で投与方法の差異によ

って異なる組織形態の腫瘍が発生する機序

は明らかではない。吸入曝露試験における

MWCNT-7 の肺内蓄積量 2 年後には約 1.0〜
2.0m/g ラット、TIPS では、12 週後には約

半量となる。よって、吸入曝露では初期に

は肺内蓄積量は TIPS 法より圧倒敵に少な

い事になる。吸入曝露試験の実施には高額

な経費が要求されるために、低用量領域か

ら発がん用量まで試験を実施することは全

く困難であり、今後実施されることは恐ら

研究要旨 
MWCNT-7 は、日本バイオアッセイ研究センターで実施された吸入曝露試験（Kaeai et 

al.,Particleand Fibre Toxicol, 2016）において肺に発がん性を示すことが分かったが、当研

究室が開発した経気管肺内噴霧投与（TIPS 法）では胸腔に悪性中皮腫を発生させた

（Numano et al.,Cancer Sci, 2019）。このように、同一の MWCNT が投与方法によって発

がん標的臓器・細胞が異なってしまう機序は明らかではなく、リスク評価において問題

となっている。Kadsai 論文における MWCNT-7 の肺内蓄積量は、吸入曝露試験では 2 年

後に 1.0〜2.0m/g ラットに達し、Numano の気管内投与（TIPS）法では、投与終了の 12
週に 1.5mg/ラットとなり２年後までに約半量が残存する。よって、投与した MWCNT
の肺内蓄積量は吸入曝露において TIPS より少ないことになり、それが肺と胸膜中皮に

おける発がんがんの差異に関与した可能性があり、投与用量の差異（吸入暴露の方が少

ない）が関与した可能性がある。。本研究では、MWCNT-7 を TIPS 法にて投与して、低

用量域における発がん頻度と発がん標的組織（肺・胸膜中皮）を明らかにする事を目的

とした。F344 雄ラットを用いて、MWCNT-7 を 0.5%PF68 溶液にて分散させて TIPS 法に

おいて 1 日１回・4 日間（合計 4 回）に、0.00008mg から既知の 0.5mg/ラットの群構成

にて投与し、投与開始 52 週（５匹）、75 週（５匹）、104 週（15 匹）後に解剖し、肺と

胸膜中皮の炎症程度と腫瘍発生について解析する実験を実施中である。現在 74 週まで

に 0.5mg/ラット群で 4 匹の死亡と肉眼所見として肺に腫瘍性病変が認められた。終了時

には MWCNT-7 の低用量域における発がんの用量依存性と発がん標的組織（肺、胸膜中

皮）の標的性を明らかにすることが可能になると考えられる。 
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くあり得ない。しかし、実際には行政（リ

スク評価）において大きな問題となってい

る。 
本研究では、MWCNT-7 を TIPS 法にて投

与して、吸入暴露法を考慮した低用量域に

おける発がん標的組織（肺・胸膜中皮）に

於けるリスクを明らかにする事を目的とし

た。 

 
B. 研究方法 

F344 雄ラットを用いて、MWCNT-7 を実験

開始の１〜4 日間に 1 日１回/・TIPS 法に

て 0.00008mg から既知の 0.5mg/ラットの群

構成にて投与終了後 52 週（５匹）、75 週

（５匹）、104 週（15 匹）後に解剖し、肺

と胸膜中皮の炎症程度と腫瘍発生について

解析する。 

G１：無処置 

G２：溶媒（生食 0.5mL＋0.5%PF68）X 4 

G３：0.0008 mg/rat MWCNT-7 

(0.0002mg/0.5mLx 4) 

G４：0.004 mg/rat MWCNT-7 

(0.001mg/0.5mLx 4)  

G５：0.02 mg/rat MWCNT-7 

(0.005mg/0.5mLx4 ) 

G６：0.1 mg/rat MWCNT-7 

(0.025mg/0.5mLx 4) 

G７：0.5 mg/rat MWCNT-7 

(0.125mg/0.5mLx 4) 

 

各群構成は 25 匹として、投与終了後 52 週

（５匹）、72 週（５匹）解剖例では腫瘍発

生について詳細に検討中である。104 週

（15 匹以上）後に解剖し、肺と胸膜中皮

の炎症程度と腫瘍発生について解析する。

104 週における解剖時には胸郭洗浄液、血

液、胸膜（中皮）、肺、肝、腎、脾、骨髄

等を採取して炎症の程度、前がん病変を含

む腫瘍病変の発生について詳しく解析す

る。 
 
C. 結果 
52 週に死亡した 0.5mg/ラット群１匹に肺腫

瘍と背側胸膜中皮腫（肉眼所見）が観察さ

れた。その後、74 週までに無処置群で 1
匹、溶媒対照群で 2 匹、0.0008 mg/ラット

群で 1 匹、0.004 mg/ラット群で 1 匹、

0.5mg/ラット群 3 匹の死亡がみられた。そ

のうち 0.5mg/ラット群では肉眼的肺腫瘍/中
皮腫が見られたが、他の群では白血病また

は肺うっ血が認められた。 

 
D. 考察 

74 週までに 0.5mg/ラット群で 4 匹の死

亡と肺の腫瘍性病変（肉眼所見）が認め

られたが、その他の群では MWCNT-7 曝

露による腫瘍性病変を伴う死亡は認めら

れていない。終了時には、TIPS 法により

MWCNT-7 の低用量域における発がんの用

量依存性と発がん標的組織（肺、胸膜中

皮）の標的性を明らかにすることが可能

になると考えられる。 
 
E. 結論 
 TIPS 法で多層ナノチューブを投与した

際の用量依存性と発がん標的組織の関係

を明らかにするために MWCNT-7 を

0.00008～0.5mg/ラットで投与する慢性観

察研究を開始し、74 週までに 0.5mg/ラッ

ト群で 4 匹の死亡と肉眼所見として肺に

腫瘍性病変が認められた。 
 
Ｆ.研究発表 
1. 論文発表 
Sultana N., Fukamachi K., Jiegou Xu., Tsuda 

H., Suzui M mRNA expression profile of 
cytokines in rat primary alveolar 
macrophages treated with multiwalled 
carbon nanotube (MWCNT).  Fundam. 
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Toxicol. Sci., Vol.10(1), 27-30 (2023)  
Sultana N., Fukamachi K., Roy DC., Jiegou 

Xu., Tsuda H., Suzui M mRNA expression 
levels of CCL4, IL6, and CXCL2 in 
multiwalled carbon nanotube induced lung 
tumors in rats.  Fundam. Toxicol. Sci., Vol. 
10(4), 137-141 (2023)  

 
2. 学会発表 
Tsuda H.  CARBON NANOTUBES, 

INNOVATIVE MATERIALS OF THE 
21TH CENTRY: CARCINOGENICITY 
EVALUATION OF CARBON 
NANOTUBES WITH DIFFERENT WALL 
STRUCTURES The 51st International 
Symposium of The Princess Takamatsu 
Cancer Research Fund 東京 １１月 

 
Ｇ.知的財産所有権の出願・登録状況 
1. 特許取得 
 該当なし。 
2. 実用新案登録 
 該当なし。 
3. その他 
 該当なし。 
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研究分担者：渡部 徹郎 東京医科歯科大学 大学院医歯学総合研究科 教授 
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研究要旨 

ナノマテリアルの産業応用が進展する中、健康被害の防止のために、ヒトで想定され

る曝露経路に即した動物実験により、曝露したナノマテリアルがどのようにして体内に分

布し、上皮間葉移行（ EMT）や内皮間葉移行（ EndoMT） の誘導を介して肺組織を変

容させていくかについて時空間的な解析をする必要がある。  

本分担研究では、曝露したナノマテリアルの体内分布に対するリンパ系の役割を明ら

かにすることを目的として、リンパ管内皮細胞を遺伝学的に蛍光タンパク質で標識した

Prox1-GFP トランスジェニックマウスに対して、ナノマテリアルの吸入曝露実験を実施した。ナ

ノマテリアルの吸入曝露を行ったマウスの肺組織においては、気管支の分岐部分において

NT-7 と考えられる粒子が集積し、曝露量依存的に粒子の集積が増加することが観察さ

れた。今回 3 週間にわたり NT-7 の吸入曝露を行った Prox1-GFP マウスの肺を透明化

し、ライトシート顕微鏡を用いてリンパ管の構造を 3 次元で解析したところ、NT-7 の吸入

曝露により、肺周縁部の微小リンパ管の増生などの変化が観察された。今後 NT-7 の吸

入曝露を行った肺組織における遺伝子発現解析を進める予定である。  

肺の微小環境における TGF-β は肺胞上皮細胞の EMT を誘導するのみならず、血管

やリンパ管内皮細胞の EndoMT を誘導することが報告されている。今回 TGF-β 存在下

で培 養 して EndoMT が誘 導 された EndoMT レポーター細 胞 から分 画 した部 分 的

EndoMT が誘導されている細胞の特異的マーカーとして CD40 を同定した。CD40 の発

現を siRNA で低下させることで TGF-β による EndoMT の誘導が亢進されたことから、

CD40 は部分的 EndoMT から完全 EndoMT への移行を抑制していることが示唆され

た。以上の結果から CD40 はナノマテリアルの吸入曝露による EndoMT の進行を抑制

するための標的となることが期待される。  
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A．研究目的 

工業的に大量生産されるナノマテリア

ルの産業応用が進展する中、製造者及

び製 品 利 用 者 の健 康 被 害 の防 止 のた

めに、ナノマテリアル吸 入 曝 露 による影

響を評価するための効率的な慢性試験

法 を開 発 することは急 務 である。そのた

めにはヒトで想定される曝露経路に即し

た動物実験により、曝露したナノマテリア

ルがどのようにして体内に分布していくか

時空間的な解析をする必要がある。ナノ

マテリアルに関して最も重要な曝露経路

である吸入曝露に関しては、曝露したナ

ノマテリアルが肺胞から脈管系に移行し

ていくことがこれまでの研究によって明ら

かとなっている。リンパ管は肺を含む全身

に分布しており、末梢組織における体液

や老廃物を汲み出し、末梢リンパ管から

集合リンパ管・ リンパ節を介して静脈へと

還流することで全身の体液の恒常性維

持に重要な役割を果たしている。しかし、

ナノマテリアルの体内分布の変化におけ

るリンパ系の役割については未解明な部

分が多い。  
本分担研究では、曝露したナノマテリ

アルの体 内 分 布 に対 するリンパ系 の役

割を明らかにすることを目的として、これ

まで観察が困難であったリンパ管をリンパ

管内皮細胞特異マーカーである Prox1
遺伝子のプロモーターにより緑色蛍光タ

ンパク質（ GFP）を発現するトランスジェニ

ックマウス（ Prox1-GFP マウス：参考文献

参照）に対して、ナノマテリアルの吸入曝

露実験を実施した。  
さらに、血管内皮細胞を遺伝学的に

蛍光タンパク質で標識したトランスジェニ

ックマウス（血管レポーターマウス： Cdh5-
BAC-CreERT2-ROSA-lox-stop-lox-
tdTomato-SMA-GFP ） マウスから樹 立 し

た内 皮 間 葉 移 行 (EndoMT)レポーター

細胞を用いて、肺胞上皮細胞の内皮間

葉 移 行 (EndoMT) の 誘 導 因 子 で あ る

TGF-β の作用を検討した。  
 
B．研究方法 

本年度では、Prox1-GFP マウスに対して

ナノマテリアルの全身曝露実験を行った。

吸入曝露実験の検体は多層カーボンナ

ノチューブ（ NT- ７ ） を用 いた。対 照 群

（ Ctrl 群、清浄空気のみ： 1 頭） 、低濃

度曝露群（Low concentration 群：3 頭）、高濃

度曝露群（High concentration 群：3 頭）の 3
群構成とした。Taquann 全身曝露吸入装置

Ver.3.0 を使用し、1 日 6 時間（ 10： 00～
16： 00）の全身曝露吸入を 3 回行った。  

肺組織のサンプリングは最終曝露後

に行った。左肺は免疫組織染色用に、

右肺は透明化用に採取した。今年度は、

本分担研究において、肺組織における

吸入ナノマテリアルの分布を観察するた

めに、定法に従って肺組織の透明化を

行 い 、 3 次 元 レベルの観 察 を Leica 
THUNDER モデル生物 実体顕微 鏡を

用いて施行した。  

EndoMT レポーター細胞を TGF-β 存

在下で 72 時間培養し、内皮細胞由来

の細胞を標識する蛍光タンパク質である

tdTomato、間葉系細胞を標識する GFP、
そして内皮細胞を標識する VEGFR2 に

対 する抗 体 で FACS ソーティングし、

TGF-β の作用を αSMA などの間葉系細

胞のマーカーの発現を定量的 RT-PCR
で測定することで検討した。定量的 RT-
PCR は定法に従って行った。  

FACS 分画した細胞集団における遺伝

子発現を網羅的に解析するために、

RNA sequencing を定法に従って施行

し、TGF-β 刺激によって発現が上昇し、
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EndoMT が進行するとともにその発現が

低下する細胞膜に分布する因子を探索

した。  

 

C．研究結果 
低濃度ならびに高濃度のナノマテリア

ル（ NT-7 ） を吸 入 曝 露 した Prox1-GFP
マウスから肺組織をサンプリングし、透明

化処置を行い、実体顕微鏡によって観

察したところ、ナノマテリアルの吸入量依

存的に気管が黒ずんでいることが観察さ

れた（図 1） 。 
さらに、透明化した肺における GFP で標識

されたリンパ管を蛍光顕微鏡で観察した。NT-
7 を吸入曝露していない群では規則正しい構

造の毛細リンパ管が観察されたのに対して、

高濃度で曝露した群ではその構造が観察され

なかった（図 2） 。さらにこれらの肺におけるリ

ンパ管の構造をライトシート顕微鏡で観察した

ところ、NT-7 の吸入曝露によるリンパ管の構造

の変化が 3 次元でより詳細に観察された（図

3）。 
また、明視野での観察により、ナノマテリア

ルと考えられる黒い物質が粒状に特に気管支

の分岐部分に観察された（図 2） 。また、蓄積

物はリンパ管付近に分布している可能性が示

唆された。 
肺の微小環境における TGF-β は肺胞

上皮細胞の EMT を誘導するのみならず、

血管やリンパ管内皮細胞の EndoMT を

誘 導 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。

EndoMT 誘導の分子機構を明らかにす

る た め に 、 昨 年 度 ま で に 樹 立 し た

EndoMT レポーター細胞（ EMREC）を用

いて、EndoMT の遷移状態を解析した。

TGF-β 刺激した EMREC を VEGFR2（内
皮細胞マーカー）と SMA-GFP（間葉系

細胞マーカー） の発現を指標 に FACS
分画した。TGF-β 無処理の細胞におけ

る VEGFR2 陽性（ +） :SMA-GFP 陰性（ -）
の細胞画分を「内皮細胞（ EC） 」 とした。

また、TGF-β 存在下で 72 時間培養した

EMREC における VEGFR2+:SMA-GFP-
の細胞画分を「 TGF-β 処理した内皮細

胞 （ Tβ-EC ） 」 、 VEGFR2+:SMA-GFP+
の 細 胞 画 分 を 「 Partial  EndoMT
（ Part ial） 」 、VEGFR2-:SMA-GFP+の細

胞画分を「 Full  EndoMT（ Full） 」 として

遺伝子発現解析を施行した（図 4A） 。

その結 果 、EndoMT の進 展 （ EC⇒Tβ-
EC ⇒ Partial ⇒ Full ） と ともに段 階 的 に

VEGFR2 の発現が減少し、αSMA の発

現が上昇することが見出された。  
Part ial  EndoMT に お い て は 、

EndoMT の誘導のために重要な様々な

細 胞 変 化 が 起 こ っ て お り 、 Partial  
EndoMT を誘導する分子的機構を解明

することは需要な意義を持つが、その特

異的なマーカーが同定されていなかった

ため、その解 析 は困 難 であった。今 回

EC と比較して、Tβ-EC と Partia l におい

て発現が上昇して Full で低下する候補

因子を RNA sequencing の結果を解析

して同定した。Partia l  EndoMT の特異マ

ーカーとして同定された CD40 の発現は

Tβ-EC において最も高く、EndoMT の進

行とともに低下することが明らかとなった。  
また、CD40 の発現を siRNA で低下さ

せたところ、TGF-βによるαSMA ならび

に TGF- β フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー で あ る

Activin の発現上昇が亢進することが示

された（図 4B） 。  

 

D．考察 

本分担研究では Prox1-GFP マウスに対して

ナノマテリアルの吸入曝露を行い、採取した

肺組織を透明化処理して 3 次元で観察した。

得られた結果からナノマテリアルの全身曝



 49 

露によりナノマテリアルが気管そしてリン

パ管の近傍に集積している可能性が推

察された。現在、病理組織標本を作製中であ

るが、ナノマテリアルの体内分布がどのように

変化するかを経時的に肺のサンプルを回収し

て検討する必要がある。 

また、EndoMT レポーター細胞を用い

た検討により、EndoMT レポーター細胞

を用いた本実験系は、EndoMT 移行段

階を検出・分取できる初の解析システム

である。この実験系により、EndoMT は段

階 的 に起 こっているこ とが証 明 され、

Partial  EndoMT 特異的なマーカーとし

て同定された CD40 が Full  EndoMT へ

の移行を抑制することで EndoMT を制

御していることが明らかとなった（図 4C） 。  

 

E．結論 

ナノマテリアルの吸入曝露をリンパ管の可

視化が可能な Prox1-GFP マウスに対して行い、

肺組織において線維化が経時的に進行して

いることを確認した。今後、この実験系を用い

て曝露したナノマテリアルがどのようにし

て体内に分布するかを観察するとともに、

リ ン パ 系 の 関 与 を 検 討 す る 。 ま た 、

EndoMT レポーター細胞によって同定し

た EndoMT 制御因子を標的とした治療

薬 を開 発 することでナノマテリアルの曝

露に対する治療法の開発につなげたい。  
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図 1 ナノマテリアル吸入曝露した Prox1-GFP マウスの肺の透明化 
低濃度ならびに高濃度のナノマテリアル（NT-7）を吸入曝露（1 回 6 時間、2 週間）した Prox1-GFP
マウスから肺組織をサンプリングし、透明化処置を行った。実体顕微鏡によって観察し

たところ、ナノマテリアルの吸入量依存的に気管が黒ずんでいることが観察された。  
 
 

図 2．ナノマテリアル吸入曝露した

Prox1-GFP マウスの肺におけるリン

パ管とナノマテリアルの観察 
透明化した肺を蛍光 （ GFP） なら

びに明 視 野 （ Bright f ield ： BF ）

で顕微鏡観察した。NT-7 を吸入

曝露していない群（上段）では規

則 正 しい構 造 の毛 細 リンパ管

（ GFP で標識）が観察されたのに

対 し て 、 高 濃 度 で 曝 露 し た 群

（下段）ではその構造が観察され

なかった。また、明視野での観察

により、ナノマテリアルと考えられ

る黒 い物 質 が粒 状 に特 に気 管

支の分岐部分に観察された。  
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図 3．ナノマテリアル吸入曝露した Prox1-GFP マウスの肺におけるリンパ管とナノマテリアルの観

察 
透 明 化 した肺 をライトシート顕 微 鏡 で観 察 した。 NT-7 を吸 入 曝 露 していない群

（ Control）では規則正しい構造の毛細リンパ管（ GFP で標識）が観察されたのに対し

て、低濃度（ Low dose）そして高濃度（ High dose）で曝露した群ではその構造が用量

依存的に乱れていることが観察された。  
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図 4．EndoMT レポーター細胞を用いた Partial EndoMT 特異マーカーの同定 
（ A） EndoMT の遷移状態を TGF-β 刺激した EndoMT レポーター細胞を VEGFR2
（内皮細胞マーカー）と SMA-GFP（間葉系細胞マーカー）の発現を指標に FACS 分

画した。TGF-β 無処理の細胞における VEGFR2+:SMA-GFP-の細胞画分を「内皮細

胞 （ EC ） 」 とし、TGF-β 処 理 の細 胞 における VEGFR2+:SMA-GFP-の細 胞 画 分 を

「 TGF-β 処 理 した内 皮 細 胞 （ Tβ-EC ） 」 、 VEGFR2+:SMA-GFP+ の細 胞 画 分 を

「 Partia l  EndoMT（ Part ial） 」 、VEGFR2-:SMA-GFP+の細胞画分を「 Full  EndoMT
（ Full） 」 として遺伝子発現解析を施行した。EndoMT の進展とともに段階的 VEGFR2
の発現が減少し、αSMA の発現が上昇することが見出された。Partial  EndoMT の特

異マーカーとして同定された因子の発現が Tβ-EC において最も高く、EndoMT の進

行とともに低下することが明らかとなった。（ B） CD40 の発現を siRNA で低下させたと

ころ、TGF-β による αSMA ならびに TGF-β ファミリーメンバーである Activin の発現上

昇が亢進することが示された。（ C） EndoMT レポーター細胞を用いた本実験系は、

EndoMT 移行段階を検出・分取できる初の解析システムである。この実験系により、

EndoMT は段階的に起こっていることが証明され、Part ial  EndoMT 特異的なマーカー

として同定された CD40 が Full  EndoMT への移行を抑制することで EndoMT を制御

していることが明らかとなった。  
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ナノマテリアル吸入曝露影響評価のための効率的慢性試験法の開発に関する研究

（ 21KD2004 ） 
 

分担研究課題名：間歇吸入曝露による慢性影響評価に関する病理学的研究 
 

研究分担者：菅野 純 国立医薬品食品衛生研究所客員研究員 
公益財団法人 日産厚生会 玉川病院 病理診断科 部長 

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：高橋 祐次 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 室長 
研究要旨 

ナノマテリル曝露により懸念された健康 ·環境へのリスク評価の必要性の国際的な高まり

を受けて  17 年近くが過ぎ、従前の化学物質のリスク評価 ·管理の枠組みを拡張する方

向で様々な評価法の開発が進められてきた。さらに、ナノマテリアルよりも広い分野の新

材料の安全性評価に焦点が移りつつある。毒性学的観点からは、評価対象がアドバン

スドマテリアルに拡大することになっても、生体における吸収性や蓄積性、表面活性の

増強による生体影響の最大の焦点が慢性影響であることには変わりは無い。この社会

的ニーズにかなった新材料は広範且つ長期に渡り使用され続けることが求められ、慢性

影響評価はこれまで以上に重要な位置を占めると考えられる。本研究では、この間歇型

曝露手法の利点を活かして、複数の慢性試験を同時期に効率的に曝露できる手法を

開発することを目的とする。初年度に OECD TG451 により実施された MWNT-7（NT-7）の先行

試験（Particle Fibre Tox 2016, 13:53）との比較、および、本事業において並行して実施される気管内

投与実験との比較を目的とした 2 年間の間歇吸入曝露実験（曝露時間 6 時間/回、4 週毎、計 26
回、曝露濃度は低濃度群（ L 群） ； 2.7±0.1 mg/m3、高濃度群（ H 群） ； 5.2±0.2 mg/m3）

の結果を解析し、2 年目の肺負荷量は、L 群；61.1±2.2 µg/lung、H 群；91.6±21.5 µg/lung で

TTF-1 陽性の腺癌を L 群に 2 例にみとめた。2 年度目は、Ⅱ型肺胞上皮の過形成の背景病変の

解析を継続するとともに、過形成初期の病変の局在、及び NT-7 を貪食したマクロファージの肺内局

在と、リンパ管の走行との関係を解明する目的で、リンパ管内皮を可視化可能な Prox1-GFP マウ

スの国立衛研動物施設への導入および、Taquann 吸入装置による NT-7 の吸入実験を実施した。

これらにより NT-7 の終末細気管支領域への集積と、それによる組織反応の様態の解析を実施し

た。 
 

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、

これまで 1７年近くにわたり 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、未だに体系的な評価手法

は見いだせない。我々は。これまでの研

究 において、慢性影響に関する知見 を
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積み上げ、二年間の連続吸入曝露との

結 果 を比較 可 能 な間 歇 型曝露 手 法 の

開発を行ってきた。本研究では、間歇型

曝露手法をより効率的なものとすることを

目 的 とする 。本 分 担 研 究 では、 OECD 
TG451 により実施された MWNT-7（NT-7）の先

行試験（Particle Fibre Tox 2016, 13:53）との比

較、および、本事業において並行して実施され

た気管内投与実験との比較を目的とした 2 年

間の間歇吸入曝露実験の結果の解析結果を

もとに、昨年度は、Ⅱ型肺胞上皮の過形成初期

の病変の局在、及び NT-7 を貪食したマクロフ

ァージの肺内局在と、リンパ管の走行との関係

を解明するため、リンパ系経路を可視化可能

な Prox1-GFP マウスの国立衛研動物施設へ

の導入、および、Taquann吸入装置によるNT-
7 の吸入実験を実施した。本年度はこれらに

より NT-7 の終末細気管支領域への集積と、

それによる組織反応の様態の解析を進めた。 
 
B．研究方法 

光学顕微鏡及び、3 次元蛍光顕微鏡による

肺の病理組織学的な検討を実施した。以下

に検体、曝露方法、使用動物の概要を記載

する（詳細は研究分担者 国立医薬品食品衛

生研究所  毒性部 室長 髙橋祐次、及び

研究分担者、東京医科歯科大学 大学院医歯

学総合研究科 教授 ：渡部 徹郎の項を参

照）。 
 

B-1．検体 
検体は多層カーボンナノチューブの一つで

ある MWNT-7（ NT-7）をナノテクノロジービ

ジネス推進協議会より入手した。高分散性の

乾燥検体とするため、tert-ブチルアルコール

（特級、関東化学株式会社）に懸濁、53µm の

金属シーブ（特注品、セイシン企業）でろ過、

凍結乾燥によって乾燥検体を得る Taquann 法

処理を行った。 
 

B-2．マウス全身曝露吸入実験 
1）動物 

Prox1-GFP トランスジェニック雄性マウ

スを使用した。 

 

2）群構成  
①実験１ （実験コード  NANO-BU） ：

吸入曝露実験の検体は NT-7 を用いた。

対照群（ Ctrl 群、清浄空気のみ： 1 頭）、

低濃度曝露群（ Low concentrat ion 群：

3 頭 ） 、 高 濃 度 曝 露 群 （ High 
concentrat ion 群： 3 頭）の 3 群構成とし

た。Taquann 全身曝露吸入装置 Ver.3.0
を使用し、1 日 6 時間（ 10： 00～ 16： 00）
の全身曝露吸入を 3 回行った。３回の

曝 露 の平 均 濃 度 は、Low ： 2.7mg/m3、

および High： 4.7mg/m3であった。  
②実験２ （実験コード  NANO-BX） ：

吸入曝露実験の検体は NT-7 を用いた。

対照群（ Ctrl 群、清浄空気のみ： 10 頭）、

低濃度曝露群（ Low concentrat ion 群：

10 頭 ） 、 高 濃 度 曝 露 群 （ High 
concentrat ion 群： 10 頭）の 3 群構成と

し た 。 Taquann 全 身 曝 露 吸 入 装 置

Ver.3.0 を使用し、1 日 6 時間（ 10： 00～
16： 00）の全身曝露吸入を 13 回行った。

13 回 の 曝 露 の 平 均 濃 度 は 、 Low ：

2.5mg/m3、および High： 4.4mg/m3 であ

った。  
 
3）吸入曝露実験装置 

NT-7 の エ ア ロ ゾ ル 化 は 、 既 設 の

Taquann 直 噴 全 身 吸 入 装 置 Ver3.0 を

使 用 した（ 共 同 開 発  柴 田 科 学 株 式

会社、特許  5899592、特許  7112685、

特 許  7111296、特 開  2019-190914、

特開  2019-190915） 。  

 
B-3．解剖  
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肺組織のサンプリングは最終曝露後

に行った。肺は透明化用に採取した。今

年 度 も、昨年 度 に引 き続 き、本 分担 研

究において、肺組織における吸入ナノマ

テリアルの分布を観察するために、定法

に従って肺組織の透明化を行い、3 次

元レベルの観察を Leica THUNDER モ

デル生物実体顕微鏡を用いて施行した。  
さらに、透 明 化 した肺 をパラフィン包

埋し、光学顕微鏡用の 10μm 厚の連続

切 片 を作 成 し、抗 GFP 抗 体 を用 いた

DAB 発色免疫染色切片を作成し、ヘマ

トキシリンによる各 染 色 を加 え、組 織 切

片上でのリンパ管内皮細胞の永久免疫

染色標本を作製し、3 次元蛍光像との

対比の検討を行った。  

 

倫理面への配慮 

本実験は動物愛護に関する法律、基準、指

針を遵守し国立医薬品食品衛生研究所・動物

実験委員会の承認のもとに人道的実施された。

ナノマテリアルの実験に際しては、当研究所の

専用実験施設内で、その運用規則に従い実

施しており、暴露・漏洩を防止する対策につい

ては万全を期して実験を行った。 

 

 

C．研究結果 
低濃度ならびに高濃度の NT-7 を吸

入曝露した Prox1-GFP トランスジェニック

マウスから肺組織をサンプリングし、透明

化処置を行い、実体顕微鏡によって観

察した。その結果、NT-7 の凝集体は、

終末細気管支周囲の領域に気管支に

沿って規則的な模様を描くように局在す

ることが示された。透明化肺を GFP 励起光

（455nm）にて蛍光観察を実施した結果、終末

細気管支・気管支細動脈の系列（BA）のリン

パ管と、肺細静脈系列（V）のリンパ管の二つ

の系列が交互に、肺門から末梢に向けて放射

状に分布する事が確認された。そして、前者

BA 系列のリンパ管周囲に限局して NT-7 の凝

集体が局在し、V 系列のリンパ管の周囲には

凝集体は局在しない事が判明した。また、末

梢の毛細リンパ管の形状が、NT-7 の吸入によ

り変化している可能性が示唆された（図１）。 
抗 GFP 抗体を用いた DAB 発色免疫

染 色 切 において、リンパ管 が終 末 細 気

管支の壁外側、および、静脈に接して、

そして、胸 膜 近 傍 まで分 布 する事 を確

認した。また、連続切片の画像情報をト

レースすることで、3 次元構築を再確認

できた。ヘマトキシレン単染色においても、

リンパ管、および NT-7 と、それらの周囲

に位置する細胞の種類の同定が凡そ可

能なことが示された。  
今後、NT-7 の沈着部位の細胞構成を確認

する為に、連続パラフィン切片における複数の

免疫染色を検討し、解析を進める予定である。

その際に、現行の染色プロトコールにお

いてはマクロファージの共染が問題とな

ることが判明したことから、染色プロトコー

ルの改良も進める予定である。また、細胞

レベルの空間的遺伝子発現解析（Xenium, 
10x Genomics）の導入も考慮された。 
 

D．考察 

2年間の間歇曝露実験における前駆病変の

解析の結果、終末細気管支近傍における NT-

7を貪食したマクロファージの集簇を多く認め、

それによる局所的な慢性炎症の領域にほぼ一

致して TTF-1 陽性細胞の密度の増加を認め

た。この密集像は病理組織診断学的には過形

成性の範疇に留まるが、その原因と考えられる

NT-7 が恒久的にその部位に存在すると想定さ

れることから、腫瘍性増生に発展する基盤とな

る病変であると考える必要性が残った。 
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この様な初期病変の局在には NT-7
を貪食したマクロファージの肺内挙動と

特定の部位への局在、及び、マクロファ

ージと密 接な関係 の存 在が想定 される

肺内リンパ管の局在と反応の解析が重

要であると考えた。その為に国立医薬品

食品衛生研究所に導入した Prox1-GFP
トランスジェニックマウスから肺組織をサ

ンプリングし、透明化処置を行い、実体

顕微鏡下で GFP蛍光観察を実施した結果、

終末細気管支・気管支細動脈の系列（BA）の

リンパ管周囲に限局して大型の NT-7 の凝集

体が局在すること、末梢毛細リンパ管の形状が、

NT-7 の吸入により変化している可能性が示唆

された。他方、大型の NT-7 の凝集体が局在し

ない肺細静脈系列（V 系列）の近傍の肺胞に

は、NT-7 を貪食した肺胞マクロファージが孤

在性に認められた。BA 系列領域における組

織反応と V 系列領域近傍の肺胞領域におけ

る組織反応には、差異があることが確認された。

両領域における、マクロファージとリンパ管、特

に内皮の内皮間葉移行 （ EndoMT） を含

めた細胞の詳細解析を透明化肺をパラフ

ィンブロック化し作成した連続パラフィン切片

において詳細に進める予定である。遺伝子発

現解析には、細胞レベルの空間的遺伝子発

現解析（Xenium）の導入も考慮される。 

 

E．結論 
リンパ系経路を可視化可能な Prox1-GFP

マウスの国立医薬品食品衛生研究の動物施

設への導入および、Taquann吸入装置による

NT-7 の吸入実験により NT-7 の終末細気管

支領域（BA 系列）への集積と、肺細静脈系列

（V 系列）の近傍の肺胞マクロファージへの集

積による組織反応の様態の解析を開始した。

今後、リンパ管内皮細胞の内 皮 間 葉 移 行

（ EndoMT）を含めた肺病変の形成過程

の詳細解析を、透明化肺をパラフィンブロッ

ク化し連続組織切片とする事により進める。 
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図 1：透明化した肺の同一部位の、GFP 蛍光像に NT-7 の２値化強調像を重ねたものを示す。系

列（BA）に黒色粒状のNT-7の局在が確認される（黒色）。NT-7の大型の凝集体のうち、２本のGFP
陽性線に挟まれたものは、気管支内の凝集体であり、GFP 陽性線の外にあるものが、終末細気管

支から肺胞洞付近の凝集体である。 

 

 

 

図２：透明化した肺をパラフィン包埋し、DAB 発色抗 GFP 抗体免疫染色により、リンパ管の局在を

示した肺細静脈系列（V）の領域の顕微鏡像。黄色＊が静脈に伴行するリンパ管を示す。偏光によ

り NT-7 を発光させており、黄色矢印は、NT-7 を貪食した肺胞マクロファージ(DAB 発色あり)を示

す。肺細静脈系列（V）の領域には NT-7 の大型の凝集体は認められないが、NT-7 を貪食した肺

胞マクロファージが確認される。赤※印の部分の白色偏光は静脈壁の平滑筋及び線維成分による。 
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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：ナノマテリアル慢性曝露における免疫応答に関する研究 
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研究要旨 

ナノマテリアルの免疫システムへの慢性的な影響に関しては詳しく知られていない。本

年度の研究は、新たなカーボンナノチューブであるNT-7の単回暴露後12ヶ月での解析

を実施した。NT-7の単回長期暴露でのBALF細胞中の肺胞マクロファージ数は増加

し、M1およびM2のマクロファージの分化マーカーの発現は低下し、身分化マクロファ

ージ・単球が増加していた。BALF細胞および肺組織におけるMmp12 mRNA発現は

NT-7の長期暴露によって増加した。今年度の実験の結果から、NT-7の長期暴露によっ

て肺胞マクロファージの分化異常が生じる可能性が示され、従来検討されてきた

MWCNT-7の長期暴露との類似性が示された。骨髄由来マクロファージを用いてin vitro

でのNT-7とMWCNT-7の反応性に違いが見られたこと、前年度のNT-7の短期暴露実験

の結果を考慮すると、両者のナノマテリアルで初期の反応性に違いがあるものと考えら

れる。 
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Ａ．研究目的 
ナノマテリアルの暴露による免疫系への

影響に関しては、カーボンナノチューブの吸

引による肺胞マクロファージの活性化を検討

した研究がよく知られている。一方で、ナノマ

テリアルの暴露による慢性的な免疫システム

への詳細な影響に関しては、一定期間のカ

ーボンナノチューブの暴露後の長期観察に

より肺の線維化ならびに慢性炎症の持続が

確認されているものの不明な点が多い。本

研究では、ナノマテリアルの暴露による免疫

システムへの影響の評価系を確立すること

ならびにナノマテリアル暴露による詳細な免

疫反応に関して、マクロファージに焦点を当

てて検討を進めた。 
今年度は昨年度に実施したカーボンナノ

チューブNT-7の短期暴露に引き続いて暴露

後12ヶ月での長期暴露による肺免疫の変化

について検討を加えた。さらに、in vitroでの

NT-7およびMWCNT-7の比較検討を行った。 

 
Ｂ．研究方法 
・マウスへの吸入暴露 
NT-7 短期暴露実験：12 週齢の C57BL/6

（B6）（雄）を用い、各群 6 匹ずつで NT-7 を

全身吸入暴露装置（Taquann 直噴全身吸入

装置、Ver.3.0、国立医薬品食品衛生研究所）

により吸入を実施し、暴露後 12 ヶ月におい

て適切に屠殺後解析を行った。 
・フローサイトメトリー解析 
 肺胞洗浄液（BALF）中の単核球を採取す

るために、気管にサーフロー留置針 (SR-
OT1851C, TERUMO)を留置し、1 ml のシリ

ンジ（SS-01T 針無しシリンジ, TERUMO）に 1 
ml の PBS を流し込み、回収後、洗浄、遠心

し、組織保存液 (MACSⓇTissue Storage 
solution, Militenyi Biotec）に浸漬した。蛍光

色素標識（fluorescein isothiocyanate ：FITC, 
phycoerythrin : PE, Peridinin chlorphyll 
protein-cyanin 5.5 : PerCP-Cy5.5, PE-cyanin 

7 : PE-Cy7, allophycocyanin：APC, APC–Cy7, 
APC-Alexa Fluor 700）された各種表面マー

カーCD3, CD19, CD45.2, CD11b, CD11c, 
F4/80, CCR2 (CD192), CD206, CD54, 
CD163 に対する抗体（ eBioscience, San 
Diego, CA ）にて染色ならびに 7-amino-
actinomycin D (7-AAD) 処 理 、 0.9%-
formalin-PBS で 固 定 後 、 解 析 装 置

（FACSCant BD Biosciences）にてそれらの発

現を解析した。頚部リンパ節に関しても、染

色後固定した上で解析した。 
・In vitro 実験系 
 雄マウス（C57BL/6、7 週齢）の大腿骨

より骨髄細胞を採取し、リコンビナント M-
CFS (100 ng/mL)添加培地にて 7 日間培

養することで成熟マクロファージに分化

させた。マウス骨髄由来マクロファージ

（ Mouse bone marrow-derived 
macrophage: MBDM）への Taquann 処理

MWCNT-7 (T-CNT: 0~125 ng/ml)ならび

に NT-7（0〜250 ng/ml）の添加による反

応が検討された。 
・定量化 RT-PCR 法 
 BALF 細胞、肺組織、培養系の細胞からの

RNA 抽出に関して通法に従い全 RNA を抽

出後、逆転写反応により cDNAを得た。下記

のプライマーセットを用いて、PCR 反応によ

って各遺伝子 mRNA を定量化した。転写レ

ベ ル は 7300 Real-Time PCR System 
(Applied Biosystems)を用いた。 
MMP12; (f) 5′-
TGGTATTCAAGGAGATGCACATTT-3', (r) 5′-
GGTTTGTGCCTTGAAAACTTTTAGT-3′, 
ICAM-1 (CD54); (f) 5′-
AACTGTGGCACCGTGCAGTC-3′, (r) 5′-
AGGGTGAGGTCCTTGCCTACTTG-3′ 
Tim4; (f) 5′-
GCTGCTTCCAACAACAGTCA-3′, (r) 5′-
GTGATTGGATGCAGGCAGAG-3′  β-actin; 
forward, 5′-GTGGGCCGCTCTAGGCACCA-3′, 
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and reverse, 5′-
CGGTTGGCCTTAGGGTTCAGGGGG-3 。 
 
＜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 
NT-7 長期暴露実験 

12 週齢雄 B6 マウスに NT-7 を単回吸入

暴露した後、12 ヶ月にてサンプルを採取し

た（図 1）。BALF 細胞中の F4/80+肺胞マクロ

ファージの割合は対象群に比較して高濃度

群で優位に上昇していた（図 2A, B）。M1 お

よび M2 マクロファージへの分化マーカー

（CD192, CD206, CD54, CD163）についてフ

ローサイトメーターにて検討すると、CD192、
CD206、CD163 分子の表面発現は NT-7 の

暴露によって低下することがわかった（図３

〜６）。CD54 の発現は優位な変化は認めら

れなかった（図 7）。 
頸部リンパ節ならびに脾臓におけるマクロ

ファージの割合、細胞数に関して、暴露によ

る変化は認められなかった（図 8）。さらに、

M1/M2 マーカーの発現に関しても NT-7 の

長期暴露で変化は観察されなかった（図 9、

10）。 
BALF 細胞における Icam1 (CD54)、

Timd4（Tim4）および Mmp12 mRNA 発現を

定量 RT-PCR にて検討すると、Icam1 なら

びに Tim4 mRNA 発現に関しては長期暴

露による変化は認められなかったが、

Mmp12 mRNA 発現は NT-7 の暴露濃度依

存的に有意に上昇することことが明らかに

なった（図１１）。 
肺組織における Mmp12 ならびに Adgre1 

(F4/80) mRNA 発現は NT-7 の長期暴露で

有意に上昇していたが、CD54 mRNA に関

しては変化が」認められなかった（図１２）。 
脾臓における CD4＋T 細胞、CD8＋T 細胞、

CD19＋B 細胞の割合、細胞数に関して、

NT-7 の長期暴露による変化は認められな

かった（図１３）。頸部リンパ節における T
細胞分画、B 細胞の割合および細胞数に

関しても NT-7 暴露による変化は観察され

なかった（図１４）。さらに、脾臓ならびの

頸部リンパ節での CD4＋細胞ならびに CD8
＋T 細胞の活性化状態（effector marker: 
CD44highCD62L−）を検討すると、NT-7 の長

期暴露による変化は認められなかった（図

１５）。 
 

マウス骨髄由来マクロファージを用いた

実験系 

 マウス骨髄由来マクロファージ

（MBDM）を用いて T-CNT ならびに NT-
7 を添加刺激し、Mmp12 、Icam1、Tim4 
mRNA 発現を定量 RT-PCR にて検討する

と、Mmp12 mRNA 発現は T-CNT にて有意

に上昇するが、NT-7 の添加では変化が認

められなかった（図１６）。また、Icam1 な

らびに Tim4 mRNA 発現は T-CNT の刺激

で低下する一方で、NT-7 の添加では変化

が確認されなかった（図１６）。 
 
D． 考察 

R５年度の研究では、NT-7の単回吸入長

期暴露によって肺胞マクロファージの割合な

らびに細胞数は有意に増加しており、

M1/M2 への分化に至らない未分化なマクロ
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ファージあるいは単球の分画の増加が認め

られた。R4 年度までに NT-7 吸入暴露後の

肺胞マクロファージは減少し、経時的 28 日

までに回復することが判明していた。この後

12 ヶ月まで漸増していたものと考えられる。

従来用いられた MWCNT-7 の長期暴露に

おいても未分化分画のマクロファージ・単球

が増加していた点は共通の現象である。 
NT-7 の長期暴露での肺組織および

BALF 細胞における指標マーカーとして、

CD54、Tim4 あるいは MMP12 を検討したと

ころ、Mmp12 mRNAの濃度依存的な上昇が

確認された。これまでに、肺胞マクロファー

ジにおけるカーボンナノチューブの反応とし

て MMP-12 が注目されてきたが、NT-7 の長

期暴露においてもMMP-12が有用な毒性マ

ーカーになりうる可能性が高い。一方で、in 
vitro の実験系では NT-7 の反応性と T-CNT
の反応性が異なっていた。さらに、NT-7 の

短期暴露実では肺胞マクロファージの M2
への分化が亢進している点と T-CNT の短期

暴露では M1 への分化にシフトしている点か

ら両者のナノマテリアルに対する反応性の

違いがある可能が考えられる。 
同種の炭素からなるカーボンナノチュー

ブであるが、製造過程、濾過状態、マテリア

ル長など性状が異なっているものと推測され

る。性状の異なるカーボンナノチューブに対

するマクロファージの反応性の違いはナノマ

テリアルの大きさ、分散性などで大きく異な

る可能性が考えられる。ナノマテリアルの毒

性評価指標として最終的には in vivo の実験

系がが極めて有用であるが、in vitro での簡

便性のある実験系も併用しながら検討を進

める必要がある。 
 
Ｅ．結論 

・NT-7 吸入長期暴露後の BALF 中の肺胞

マクロファージは増加した。 
・NT-7 吸入長期暴露によって、肺胞マクロフ

ァージは未分化な分画が増加した。 
・NT-7 吸入長期暴露によって、肺組織およ

び BALF 細胞における Mmp12 mRNA 発現

上昇が確認された 
・BMDM を用いた in vitro の実験系で

MWCNT-7とNT-7の反応性の違いが示され

た。 
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令和 5 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：ナノマテリアル吸入曝露影響評価のための効率的慢性試験法の開発に関する研究 

 

分担研究課題名： 曝露評価手法に関する調査研究 

 

研究分担者： 小林 憲弘 国立医薬品食品衛生研究所 生活衛生化学部 室長 

研究協力者：  広瀬 明彦 国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部・客員研究員 

 

  

研究要旨 

本研究班全体で得られたナノマテリアルの吸入暴露試験の結果を適切な管理基準に

適用するためには，曝露シナリオを設定する必要がある。そこで本研究では，ナノ材料

および先端材料のリスク評価の支援を目的とし，OECD を主とした中心とした国際機関

におけるグループ化およびリードアクロスの方法について調査した。 

2023 年 7 月に OECD より「 Test Guideline No.126: Determination of the 

Hydrophobicity Index of Nanomaterials Through an Affinity Measurement（親和力

計測によるナノマテリアルの疎水性指数の測定）」（以下、TG126）が出版されたことか

ら，TG126 について調査し，その内容を整理した。 

TG126 において疎水性指数(Hy) は「水が非極性分子を排除する傾向から生じる，水環

境における非極性基または分子の会合」と定義される。様々な加工表面 (コレクター) 

への結合率を測定することにより，Hy は NM が非極性 (疎水性) 表面への結合を好む

（水に対する親和性が低い）傾向を示す。この方法は推奨プロトコルを使用し，界面活

性剤の有無に関わらず水溶液に分散された NMまたは NM 粉末に適用される。 

Hyは他のパラメータの中でも ナノマテリアルの様々な相互作用に関する情報をより

多く提供する可能性があると考えられる。 

 

Ａ．研究目的 

本研究班全体で得られたナノマテリアル

の吸入暴露試験の結果を適切な管理基準に

適用するためには，曝露シナリオを設定す

る必要がある。そこで本研究では，ナノ材料

および先端材料のリスク評価の支援を目的

とし，OECDを主とした中心とした国際機関

におけるグループ化およびリードアクロス

の方法について調査した。具体的には，OECD

のナノマテリアル作業グループ（WPMN）の会

合に参加し，曝露評価プロジェクト（SG8）

で進められているプロジェクトの動向調査

を行った。 

 

Ｂ．研究方法 

2023年 7 月に OECD より「Test 

Guideline No.126: Determination of the 

Hydrophobicity Index of Nanomaterials 

Through an Affinity Measurement（親和

力計測によるナノマテリアルの疎水性指数

の測定）」（以下、TG126）が出版された。

また，同 9月には上記 TG126 に関するウェ

ビナーが開催された。そこで，TG1261）を

調査し，その内容を整理した。 

 

OECD Guidelines for the Testing of 
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Chemicals, Section 1，Test Guideline 

No.126: Determination of the 

Hydrophobicity Index of Nanomaterials 

Through an Affinity Measurement 

 

OECD Test Guideline No. 126 では，親

和力 (affinity)計測によるナノマテリア

ル (NMs)の疎水性指数 (Hy) の測定方法を

記載している。 

ガイドラインで，疎水性指数(Hy) は「水

が非極性分子を排除する傾向から生じる，

水環境における非極性基または分子の会合」

と定義される。 

様々な加工表面 (コレクター) への結合

率を測定することにより，Hy は NM が非極

性 (疎水性) 表面への結合を好む（水に対

する親和性が低い）傾向を示す。 

この方法は推奨プロトコルを使用し，界面

活性剤の有無に関わらず水溶液に分散され

た NM または NM 粉末に適用される。 

 

Ｃ．研究結果 

i) TG126 の背景 

法的枠組み（REACH）では，オクタノール

/水分配係数 (Kow) の報告が義務付けられ

ている。Kowは，水環境における化学物質の

挙動と輸送の指標であり，環境暴露モデル

の主要パラメータや，ヒトへのリスク評価

に用いられる。しかし，Kow はナノマテリ

アルの評価には適用されない。そこで，液体

中の NM の挙動に関する情報を取得する手

順を開発する必要がある。 

疎水性は「OECD の工業ナノマテリアルの

物理化学的決定枠組み」において関連パラ

メータとして指定されており，他のパラメ

ータの中でも NM の相互作用に関する情報

をより多く提供する可能性がある。水生生

物および陸生生物（生物蓄積および残留性

を含む），ヒトの細胞表面との接触（皮膚・

肺を通した人体への輸送と，その結果とし

ての組織・器官への蓄積または血液循環か

らの除去を含む）。 

化学物質の疎水性は次のような影響を与

える 

・ 細胞への取り込み 

・ 毒性 

・ 免疫応答 / 免疫細胞相互作用 

・ 溶血 

・ タンパク質の吸着 

 

疎水性，サイズ，表面電荷は，ナノ粒子の

生体適合性に影響を与える主なパラメータ

である。欧州委員会 (EC)の JRC の，OECD テ

ストガイドラインプログラム (TGP) への

ナノマテリアルの疎水性に対処する新しい

TG を開発する提案が，2019 年の TGP作業計

画の新規項目として受け入れられた。 

最終的な新しい TG126「親和性測定による

ナノマテリアルの疎水性指数の決定」が，

2023 年に採用された。 

 

ii) 測定原理 

この試験では、分散した NM と異なるコレ

クターとの結合率を測定することにより、

NM の疎水性指数（Hy）を定量化することが

できる（図 1）。コレクターは、異なる特性

を示すように設計された表面である。パラ

メータ𝐻𝐻ᵆは、NM が水相に留まらずに疎水性

表面に結合する傾向を直接測定するもので

ある。テストでは 3 種類のコレクターを使

用する。疎水性コレクターは NM の疎水性を

測定するもので、すなわち NM とコレクター
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間の疎水性相互作用を伴う。他の 2 つのコ

レクターは親水性で、正と負に帯電してお

り、リファレンスとネガティブコントロー

ルの役割を果たす。負に帯電した NMs の場

合、親水性の正に帯電したコレクターがリ

ファレンスとなり、静電相互作用を促進す

ることで結合率が最大になる。プラスに荷

電した NM の場合、親水性のマイナスに荷電

したコレクターがこの役割を果たす。参照

コレクターへの結合率は、NM の表面への輸

送によってのみ制限される。もう 1 つのコ

レクター（NM と同じ表面電荷を持つ）はネ

ガティブコントロールである。疎水性イン

デックスは、疎水性コレクター上の NM の結

合率と、参照コレクター（結合率が最大にな

る親水性コレクター）上の NM の結合率との

比の対数として定義される。コレクターは、

異なる疎水性と表面電荷を示すように設計

されている。それらは以下の特性を示す：- 

非常に低い表面粗さ（<< NM サイズ）- 以下

に述べるように表面自由エネルギーの極性

成分のある値- 以下に述べるように測定媒

体中のあるζ電位。Owens-Fowkes-Wendt 理

論によると、固体の全表面エネルギーは、γ

LW（Lifschitz-van der Waals 成分）と呼ば

れる分散成分（非極性相互作用を考慮）と、

γAB（酸塩基成分）と呼ばれる極性成分の和

である。γAB が低い固体材料は「疎水性」

とみなされる。固体のγAB の増加は、その

親水性の増加に対応する。疎水性コレクタ

ーは、熟練度試験のようにフルオロカーボ

ンコーティングをベースとすることができ、

非常に低いγAB を提供する。その後、親水

性材料の層を追加することで、γAB を増加

させることができる。 

すでに水性媒体に分散している NMは、測

定を行う前にリン酸緩衝液（PB）で希釈され

る。粉末の場合、NMは PBに分散される。疎

水性の高い NM の分散を促進するために、界

面活性剤を添加することができる。この場

合、界面活性剤の濃度を漸減させながら（安

定した分散を得ることができる最小濃度

で）、4 回の測定を行う。各濃度で測定した 

𝐻𝐻 値から、界面活性剤無添加の NMの𝑦𝑦値を

外挿することができる（[界面活性剤]=0 に

おける Hyx）。分散液は脱気された後、液体

セルによってコレクターに注入され、表面

に運ばれる。時間の関数としてコレクター

に結合する粒子の数(結合率)は、コレクタ

ーへの親和性を決定する。時間の関数とし

ての結合粒子の画像化は、暗視野顕微鏡と

カメラによって行われる。画像解析ソフト

ウェアを使用して、粒子を自動的に検出し、

カウントし、結合曲線を作成する。結合粒子

は、画像シーケンス上の位置を追跡するこ

とにより、結合していない粒子と区別され

る。テストは、異なるコレクターに結合する

粒子の数を時間の関数として返す。これら

の実験データは、最初に NM の疎水性を定性

的に評価するために使用できる。 

 

 

図 1.Hy の測定原理 
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Hy は下記の式で表される。 

 

すなわち，ナノマテリアルの疎水性が高

ければ，Hyは 0 に近づき，浸水性が高けれ

ば，Hy < -1となる。Hy = -1 であれば，T5

と比較して T0に 10%結合していることを示

す。 

 

iii) 方法の詳細 

試料は水性媒体中に分散させ、脱気する

必要がある。NM の表面特性や化学的性質を

変化させることなく、安定性の条件を満た

す分散を保証する分散プロトコルを使用す

ることを推奨する。例えば、非常に強力な超

音波処理プロトコルは、NM の表面からコー

ティングを除去する可能性があり、これは

NMの特性を変化させるので避けるべきであ

る。表面処理は、ここでは改質ではなく、被

検物質固有の性質であり、この方法は表面

処理された NM にも適用できる。水性媒体に

すでに分散している NM を PB で希釈する。

粉末状の場合、NMは PBに分散される。他の

方法では分散しない疎水性の高い NM の分

散を促進するために、界面活性剤を添加す

ることができる。この場合、安定した分散を

得るのに必要な最小濃度から始めて、界面

活性剤の濃度を 4 段階上昇させた一連の溶

液を調製する。それぞれ同じプロトコール

に従って測定する。3つの異なる表面または

コレクター（疎水性、陽性、陰性）を透明基

板上に調製するか、機能化スライドプロバ

イダーから購入する。調製プロトコルの例

は、付録の「マイクロ流体セルの取り付け」

に記載されている。暗視野顕微鏡で表面に

焦点を合わせやすくするため、図 3 に示す

ように、コレクターをスライドの中央部（幅

方向） に、横から縦にきれいに傷をつける

必要がある。次に、各基板に、体積、表面、

高さを制御したマイクロ流体セルを取り付

ける。市販の多チャンネル粘着スライド

（Ibidi 社製、6 チャンネル粘着スライドや

Chipshop 社製 16 チャンネル粘着スライド

など）または自作のマイクロ流体セルを、試

験手順で示した条件に従って測定に使用す

ることができる。 

 

 

図 3.コレクターの準備方法 

 

測定は，コレクターに電荷を掛け，結合し

ている粒子数を暗視野顕微鏡により測定す

る。 

1 フレームあたりのコレクターに結合す

る粒子数の測定は、フリーソフト ImageJ と

その Trackmateプラグイン 2を用いて行う。

暗視野顕微鏡では、粒子は背景よりも明る

い。粒子の検出は、ピクセル強度分布の閾値

処理によって行われる。解析は、各フレーム

の粒子の自動検出と、一連のフレーム内で

の粒子の位置の追跡からなる。最後のフレ

ームから数えて 2 フレーム以上連続して動

いていないオブジェクトがカウントされる。

この自動計算により、1フレームあたりの結

合粒子数が定量化される。時間は、フレーム

番号にフレーム遅延(30秒)を掛けることに

よって計算され、コレクタ上の物質の結合
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速度に対応する単位時間あたりの結合粒子

の数に達する。結果のテキストファイルは、

フィッティング用のデータ処理ソフトウェ

アにインポートできる 34。各コレクタ上の

結合粒子数を時間の平方根の関数としてプ

ロットすると、図 4 に示すような線形トレ

ンドラインが得られる。この関数はコレク

ターごとに計算される。これは、Microsoft 

Excel® または任意の種類のデータ処理ソ

フトウェアで利用可能なフィッティングウ

ィザードを使用して、線形関数でフィッテ

ィングできる。フィットは、異なるコレクタ

ーに NMが結合する速度を表す vと呼ばれる

直線の傾きを返す。 

 

 

 

図 4. 疎水性（a）及び親水性（b）物質の解

析結果の例 

 

結合速度は、疎水性コレクターの結合速

度 vHy と、支配的な静電引力 vmax を示す親

水性コレクター（測定媒体中で一般的なよ

うに、負に帯電した物質に対しては親水性

の正に帯電したコレクター、正に帯電した

物質に対しては親水性の負に帯電したコレ

クター）の結合速度の値の比の対数として

定義される疎水性指数 Hy の計算に使用さ

れる。この指数の値が 0～-1 である場合、

NM は疎水性であるとみなされ、-1より低い

値を示す場合は親水性であるとみなされる。

0に近いほど疎水性が高い。界面活性剤を使

用して分散を行う疎水性 NM の場合、界面活

性剤の各濃度について𝐻𝐻↪Ll46↩の値が計算

される。それぞれの 𝐻𝐻 は、界面活性剤によ

って特性が変更された NM の疎水性指数に

対応する。次にこれらの値をプロットし、界

面活性剤無添加の Ńņ の値を線形回帰によ

って外挿する（図 5）。この外挿は、a が界面

活性剤濃度に直線的に比例する濃度範囲で

行われる。プロットが直線的でない場合は、

飽和を避けるために界面活性剤濃度を下げ

る必要がある。最初の定性的評価は、試験媒

体中への NMの分散性から得られる。この条

件が達成できない場合、NM は疎水性が高い

と考えられ、 𝐻𝐻ᵆは 0に近いと仮定される。

この場合𝐻𝐻ᵆを定量化するために、、疎水性

の高い NM の分散を促進する界面活性剤を

添加しする。 

 

 

図 5. 疎水性 NM（NM103、疎水性コーティン
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グ TiO2）、および親水性 NM（SiO2）を、界

面活性剤の濃度を減少させながら測定した

結果に基づく。𝐻𝐻ᵆx は、[界面活性剤]=0 に

対する外挿値。 

 

vHy/vmax の比の対数を用いて𝐻𝐻𝐻𝐻を計算

することで、測定された NM の疎水性指数を

定量的に評価することができる。𝐻𝐻 が負の

値であればあるほど、その NM は疎水性が

低いことを意味する。図 6 に測定物質の指

標を示す。 

 

図 6. 本方法で試験した材料の疎水性指数

（𝐻𝐻ᵆ）の指標スケール。0 に近いほど疎水

性が高い。 

 

Ｄ．考察・結論 

Hy の潜在的な利用可能性として，次の 3

点が挙げられる。 

1. ナノ粒子の環境中挙動の指標として使

えると考えられる。カルボキシル基が

付加したポリスチレンでは，-COOH の

含量が増加するほど，疎水性が減少す

ることが報告されている。 

2. また，生物濃縮性の指標としても活用

できると考えられる。Hy が高いほど，

微生物への吸着量が増加することが報

告されている。 

3. さらに，異なる種類のナノ粒子の凝集

の指標としても活用できる可能性があ

る。 

 

以上のことから，Hy は他の物性パラメ

ータの中でも ナノマテリアルの様々な相互

作用に関する情報をより多く提供する可能

性があると考えられる。 
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