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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 

 

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 

 本研究では、2 年間の慢性吸入曝露による公表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、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。慢性影響評価法の改良

と吸入曝露装置の効率化研究においては、今年度は短期間に高濃度曝露して慢性影響観察

を行うプロトコルの開発、Taquann 法自動化装置の開発検討と短期曝露に応じた分散手法

の検討を行った。体内分布と慢性影響発現部位の解析に関して、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（Prox-1マウス）の導入、肺のリンパ管内皮間葉移行

(EndMT)に関する検討を行うと共に、先行研究で行われた 2 年間の MWNT-7 の間歇曝露研究

結果の病理及び免疫ネットワークの詳細な解析、TIPS 法による二層ナノチューブ(DWCNT)

発がん実験の解析を行った。また、OECD 作業グループ活動から曝露評価モデル等の情報収

集を行った。本研究からは従来から使用してきた MWNT-7 同様の製造方法で作成した NT-7

を使用することとしたが、Taquann 法による繊維長や、繊維長分布、吸入暴露時

の MMAD は従来のものとの同性を確認した。マウスへの NT-7 の単回吸入曝露でも

肺胞マクロファージの M2 マクロファージへの分化が認められた。一方、ナノマテリアル

の吸入曝露システムの効率化に関する吸入曝露装置の改修については、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、シーブの大型化ではろ過効率の低下を招いた

が、シーブの洗浄方法において逆洗することにより自動化の目処が立った。ろ液の凍結方

法について噴霧凍結法が大量のろ液を瞬時に凍結可能あったが凍結検体の回収に課題が

残り今後の改良の必要性が示された。短期間の間歇気管内投与実験では、全 13 回の投与

が完了し、肺の MWCNT蓄積率は予想よりも高くなったが、既報の情報から、用量依存的に

肺腫瘍および胸膜中皮腫の誘発が期待できるレベルと考えられた。リンパ管を可視化でき

るリンパ管レポーターマウス：Prox1-GFP に対するナノマテリアル吸入曝露の結果、肺組

織の線維化や肺胞上皮細胞の内皮間葉移行(EMT)の誘導因子である TGF-βの受容体の発現

が上昇していた。これに関連して肺胞上皮細胞の TGF-βの作用を検討したところ、EMT の

分子機構の解明が可能となることを示すことができた。先行研究で行われた NMNT-7 の 2

年間の間歇吸入曝露試験データの解析では、群間に死亡率の差は認められなかった。肺負

荷量と肺重量、及び、体重の関係からは高用量暴露群の吸入量は、発癌性に関する用量相

関性の保証されない高負荷量である可能性が考えられたが、肺組織について免疫染色を用

いた詳細な解析を行った結果、前駆病変に当たる組織変化などの検討を進める必要性が示

された。また、長期曝露後の BALF 細胞の解析では、肺胞マクロファージの割合が増加す

るともに、脾臓あるいはリンパ節など全身のマクロファージ分化にも影響が生じることが

示された。一方、先行研究から行っている長さの異なる DWCNT（1.5、7.0 および 15μm）

について発がん性において線維の長さによる差異はないことが示された。海外動向調査で
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は、OECD の工業用ナノ材料作業部会（WPMN）及び OECD が主催するナノマテリアルの曝露

評価手法に関するウェビナーに参加し，OECDが開発あるいは評価したナノマテリアルの曝

露評価ツール・モデルに関する情報を得た。ただし，現状ではモデルの使用にあたって幾

つか課題も見られ，今後も開発・評価が継続される見通しであることから，引き続き情報

収集を行う必要があると考えられた。 

以上、現時点までの成果としては、間歇曝露型の吸入曝露装置の改良が進んでおり、慢

性実験に向けた準備が整った。気管内投与では、短期間の間歇曝露による慢性観察試験を

開始した。2 年間の間歇曝露による影響と、通常の連続曝露慢性実験の結果についての分

子マーカーによる比較や Prox-1 マウスの活用によるナノマテリル曝露の体内分布の解析

を行える環境と、短期曝露に対応する分散性の確認ができたところである。曝露評価に関

しては、曝露評価ツール・モデルに関する OECD の最新動向を入手できた。 

 

研究分担者 

高橋 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 津田特任教

授研究室 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
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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試汁基盤的研究

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。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： 

 これまで、多層カーボンナノチューブ

（ MWCNT ） は 三 井 物 産 か ら 提 供 さ れ た

MWNT-7 を使用して研究を進めてきたが、保

有する検体をほぼ使い切った状況であるが、

三井物産では MWNT-7 の生産はすでに終了

していることから、MWNT-7 と同様の製造法で

生産された 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、今後の実験における

MWCNT のベンチマーク物質として使用するこ

ととした。まず、NT-7 の物理化学的性状を評

価し、高度分散法（Taquann 法）処理による影

響を評価した。次に、Taquann 処理で得られた

NT-7（T-NT7#53）のエアロゾル濃度設定試験

として、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。（横田）。

次に、C57/BL/6 雄性マウスとダブルトランスジ

ェ ニ ッ ク マ ウ ス

（ Prox1-GFP/Cdh5-BAC-CreERT2-ROSA-lo

x-stop-lox-tdTomato-SMA-GFP）に対して、

T-NT7#53 の単回吸入曝露試験（６時間/日）

を実施し、曝露直後、1, 7, 14, 28 日経過後に

解剖し肺組織や肺胞洗浄液（BALF）のサンプ

リングを行った（横田）。尚、国立衛研に設置さ

れた Taquann 全身曝露吸入装置（ver.3.0）は、

今後の長期曝露実験に備え改修作業を本研

究班で検討している。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ている。

この検体調製の工程を改善するため、①ろ過

に用いるシーブの大型化、②シーブの洗浄方

法の検討、③ろ液の瞬間凍結方法の検討を行
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なった。（高橋）。 

気管内投与法の開発として、ラットの気管内

投与による2年間の発癌試験を実施した。

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。0.01 

mg/mLの分散液の二次粒子径をDLSで測定し

た。また、予備試験として、F344雄ラットに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）を用いて4回投与し

た。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4群を設

定し、0.0175、0.07、0.28および0.42 mg/kg体

重となるように投与し、肺のMWCNT含有量を

大西法により測定した。発癌試験は、TIPSに

類似する初期集中型の反復投与とし、1週間

に1度、13回投与後に2年間観察飼育する方

法とした。F344雄ラットを、対照群（C群）、L群、

M群、H群およびEH群の5群に分け、予備実

験と同様の投与用量で、1週間に1度、合計13

回の投与を行い、投与完了後にサテライト動

物の肺負荷量を測定した（北條、広瀬）。 

体内分布と慢性影響発現部位の解析： 

 先ず、先行研究においてOECD TG451によ

り実施されたMWNT-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

曝露実験の結果を解析した（菅野）。また、気

管内内噴霧法（TIPS法）により投与後１０４週ま

で観察した３種の異なる長さの2層カーボンナ

ノチューブ（DWCNT）線維（1.5、7.0および15

μm・各群21x1012の同一動物の本数）による肺

と胸膜中皮における障害および発がんについ

て解析を行った（津田）。 

 体内分布の解析に関して、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トラ

ンスジェニックマウス（リンパ管レポーターマウ

ス：Prox1-GFP）に対して粒子状物質を、１日６

時間で単回吸入曝露させて、体内分布と慢性

影響発現部位の解析を行い、粒子状物質の

吸入による組織炎症の惹起や、肺胞上皮細胞

の上皮間葉移行(EMT)や肺におけるリンパ管

の内皮間葉移行(EndMT)の誘導を検討し、そ

のメカニズムを明らかにする（菅野、渡部）。ま

た、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-td

Tomato-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、

肺胞上皮細胞の上皮間葉移行(EMT)の誘導

因子であるTGF-βの作用を検討した（渡部）。 

免疫系への吸入曝露による慢性影響につ

いては、MWNT-7の2年間の吸入曝露後に得

られたサンプルを用いて肺を中心とした免疫

細胞分画あるいは各種遺伝子発現に関して検

討を加えた。さらに、NWNT-7 (NT-7)の全身

吸入曝露実験を実施し、曝露後0、1、7、14お

よび28日での肺組織、BALF細胞などを用い

て、免疫学的な解析を行った。また、in vitroの

実験系として、RAW264.7（マウスマクロファー

ジ細胞株）およびNIH3T3細胞（マウス線維芽

細胞株）を用いてMWCNT-7曝露による線維

化の機転に関して、TGF-β、NF-κBシグナ

ルを中心として解析を進めるとともに、in vivoで

のMMP-12を介した線維化の機転を解析した

（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）

及びOECDが主催するナノマテリアルの曝露

評価手法に関するウェビナーに参加し（2021

年12月2日），既存あるいは新たに開発された

ツールやモデルに関する情報収集を行った。



別添 3  

 

 6 

また，OECDから公開された報告書を調査し，

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： 

NT-7原末の外観はMWNT-7に比較して嵩

が低く、また平均繊維長は 4.4 ± 3.4 μm で

あり、MWNT-7（平均繊維長約 7 μm）に比較

して短かった。Taquann 法処理した NT-7

（T-NT7#53）の繊維長は4.7 ± 3.4 μmであ

り、平均繊維長には Taquann 処理による影響

はみられなかった。Taquann 全身曝露吸入装

置 ver 3.0 を用いた T-NT7#53 のエアロゾル濃

度設定試験における質量濃度は、低濃度では

1.5 mg/m3、高濃度では 3.1 mg/m3、MMAD

は 2 回のデータを取得しており、0.90 µm（σg 

5.82）と 1.11 µm（σg 5.64）の結果が得られた。

エアロゾル化した T-NT7#53 の繊維長は 5.6 

± 3.5 μm であった。次に、T-NT7#53 低濃度

群 の 全 身 曝 露 吸 入 実 験 を 実 施 し た 。

Sub-group A と B で実施した 2 回の平均質量

濃度は 2.8 mg/m3、高濃度群では 5.0 mg/m3

となった。MMAD は低濃度群において 0.96 

µm (σg: 7.4) と 1.08 µm (σg: 6.8)、高濃度群に

おいて 1.4 µm (σg: 5.0) と 1.3 µm (σg: 5.1) の

値を示した。 

一方、BALF 細胞の観察を行った結果、曝

露後 1 日経過した時点では L 群、H 群ともに

好中球が観察された。また、L 群、H 群とも曝

露から時間が経過するにつれて、NT7 を貪食

した肺胞マクロファージの数は減少傾向にある

ことを明らかにした。 

Taquann 全身曝露吸入装置の改修では、①

シーブの改良（大型化）の検討では、ろ過効率

は 28％という結果が得られたが、手動による方

法では約 80％であるため、ろ過効率は低下し

た。②シーブの洗浄方法の検討は、2-プロパ

ノールによる逆洗によるシーブの洗浄は手動

方法に比較して効率良く洗浄が可能であっ、

たが辺縁部分には若干の残渣が残留した。③

ろ液の瞬間凍結方法の検討では、ナノマテリ

アル検体を含む濾液は、瞬間凍結する必要が

あり、そのため凍結工程及びその検体を掻き

取って凍結乾燥工程とする装置の設計を行な

った。凍結板への噴霧法では、噴霧された

TBA は速やかに固化したが、10 回以上の操

作では、固化した TBA の掻き取が十分にでき

なくなり、板に TBA が次第に厚く堆積すること

となった。噴霧凍結法では、ステンレス製の容

器内部一面には固化した TBA が付着した状

態となり、スクレイパーを用いた TBA の回収作

業において、温度差による結露が発生し、理

想的な状態の TBA が得られなかった。 

気 管 内 投 与 実 験 に つ い て は 、 ま ず 、

Taquann 処 理 保 土 ヶ 谷 製 サ ン プ ル

（T-NT-7#53）の DLS による二次粒子径を確

認したところ、ピーク値は 571.4 nm であり、三

井製のサンプルよりやや低い値だった。4 回の

反復投与の結果、肺内 MWCNTの蓄積率は L

群でおよそ 40%、他の群では 60 から 80%であっ

た。また、発癌試験の 13 回の投与が完了した。

最終投与翌日の L 群、M 群、H 群および EH

群の肺負荷量は、それぞれ 30、191、980 およ

び 1369 µg/Lung であった。総投与量と比べる

と蓄積率は、L 群が 47％、M 群が 75％であり、

H 群と EH 群で 90％を超えていた。 

体内分布と慢性影響発現部位の解析： 



別添 3  

 

 7 

2 年間の間歇吸入曝露による低濃度群（L

群）；2.7±0.1 mg/m3 と高濃度群（H 群）；

5.2±0.2 mg/m3 の群間に死亡率の差は認めら

れなかった。肉眼的に肺は曝露濃度依存的に

灰白色から灰色を呈して腫大し、肺重量は増

加した。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 であった。

肉眼的に L 群に 2 例に結節性病変を確認し、

組織学的に腺癌であった。免疫染色において

TTF-1 陽性、CC10 陰性であり、Ⅱ型肺胞上

皮由来の腺癌である事が示された。2 年間の

TIPS 法投与後２年間観察実験では、肺におい

ては腺腫と腺がんの発生頻度は 1.5、7、

15μm 群の合計数で有意であった（9/32、

p<0.05）。これに肺胞上皮過形成を加えた数

でも高度に有意（23/32、p<0.0001）であった。

また MWCNT-7 群では悪性中皮腫が高頻度

（11/13、p<0.0001）に発生した。すなわち、前

がんと腫瘍病変の発生において 1.5、7.0 およ

び 15μm 間の有意差はなく、また 1.5μ の短

い DWCNTでも発がんする可能性のあることが

示された。 

体内動態に関する研究において、EMT に

関わるマーカー分子を文献的に検索し、過去

に MWNT-7 の気管内投与後の肺遺伝子発現

を GeneChip により網羅的に測定した結果と対

比し、この条件下で変動が確認された。その変

動の意義について解析を継続中である。また、

リンパ管を可視化できるリンパ管レポーターマ

ウス：Prox1-GFP に対してナノマテリアル吸入

曝露実験を施行し、肺組織において線維化な

らびに、肺胞上皮細胞の EMT の誘導因子で

ある TGF-β の受容体の発現が上昇している

ことを見出した。さらに、TGF-β の内皮細胞

に対する作用を EndoMT レポーター細胞を用

いて検討した結果、TGF-β存在下で培養し

た細胞から、間葉系細胞マーカーであるα

SMA を発現する細胞（EndoMT が誘導された

細 胞 ） が 出 現 す る こ と を 見 出 し た 。 ま た 、

EndoMT が誘導された細胞においては、内皮

細胞マーカーである VEGFR2 の発現が維持さ

れている細胞（部分的 EndoMT が誘導されて

いる細胞）と VEGFR2 発現が消失している細

胞（完全に EndoMT が誘導されている細胞）が

存在することを明らかにし、それぞれの細胞画

分を FACS ソーティングした。 

免疫系への影響として、2年間のMWNT-7の

吸入曝露によって BALF 細胞数は増加した。

また、BALF 細胞のサイズは有意に低下した。

また、高濃度の MWNT-7 曝露によって BALF

細胞内の肺胞マクロファージの割合は有意に

増加した。MMP-12 mRNA 発現は MWNT-7

の曝露によって BALF 細胞ならびに肺組織に

おいて濃度依存的に有意に上昇した。さらに、

低濃度の MWNT-7 曝露によって BALF 細胞

における CD54 mRNA 発現の上昇が認められ

た。また、MWNT-7 曝露によって BALF 細胞

における Cox2 mRNA 発現は有意に上昇した。

一方で、MWNT-7 曝露によって脾臓での M1

マクロファージ分画が低下し、頸部リンパ節で

は M2 マクロファージ分画が低下した。 また、

Taquann 処理された NT-7 の短期吸入暴露に

よって、減少した肺胞マクロファージは暴露後

４週で回復することが判明し、MMP-12 あるい

は CD54 を介した肺胞マクロファージの活性化

が短期試験においても確認された。一方で、

RAW264.7 細胞を用いた in vitro の実験にお

いて、Taquann 処理 MWCNT-7 の添加によ

って直接 MMP-12 mRNA 発現が上昇するこ

とが明らかになった。加えて、NF-κB を介

した MMP-12 の関与が NF-κB 遺伝子ノック

アウトマウスを用いて、明らかになった。 

 曝露評価手法の情報収集： 

OECD が主催したナノマテリアルの曝露評
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価手法に関するウェビナーでは、毎年，上市さ

れるナノ関連製品が年々増加している状況か

ら，人や環境への曝露は避けられず，新規ナ

ノマテリアルの健康及び安全への懸念が高ま

っていることを受けて，OECD では新しい曝露

評価ツール及びモデルの開発を行っているこ

とが紹介されていた。ナノマテリアルの職業，

消費者および環境曝露の評価に利用可能と

考えられるツールおよびモデルを網羅的に情

報収集し，54 のツールおよびモデルの詳細評

価を行った結果，10 の職業曝露，7 の消費者

曝露，6 の環境曝露評価ツール・モデルがナノ

マテリアルの曝露評価に適したものであると判

断された。 

 

D．考察 

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。

今回、NT-7 を MWNT-7 に替わるベンチマー

ク物質として使用するにあたり、NT-7 原末の

特性を明らかにするとともに、Taquann 処理に

よる影響についても調べた。その結果、NT-7

の 繊 維 長 は MWNT-7 より も 短 い 。 ま た 、

Taquann 処理による繊維長分布への影響は認

められなかった。今後は、エアロゾル化した線

維の Aggregate/Agglomerate の割合の比較、

MMAD 測定などの情報からエアロゾルの特性

を明らかにする。次に、先行研究で実施した

MWCNT の間歇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

間歇吸入曝露プロトコルを提案し、慢性影響

評価を進める。今年度はまず、単回吸入曝露

試験を実施し、肺への負荷量の経時変化に関

する基礎データを取得し、また、肺組織の免疫

応答や病理組織学的解析との結果とを合わせ

て、間歇曝露のプロトコルの立案を行う。肺負

荷量の分析に先立ち、回収した BALF 細胞か

ら肺胞マクロファージへの取り込みについて観

察した結果、吸入曝露から時間が経過するに

つれて、NT-7 を貪食した肺胞マクロファージ

の数は減少傾向を示したため、今後実施予定

の肺負荷量についても、曝露から時間経過す

るにつれて減少すると予想される。単回吸入

曝露試験における質量濃度測定の結果から、

目標濃度を概ね達成し、エアロゾル効率も

40-42%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。この結果は、先行研究における MWNT-7

と同様の結果であり、Taquann 吸入曝露装置

の精度の高さを示した。MMAD に関しても先

行試験（Particle Fibre Tox 2016）における

MMAD とほぼ同等の結果を示した。 

Taquann 全身曝露吸入装置の改修に関し

て、大型化したシーブでは、十分なろ過効率

が得られなかった。シーブの洗浄方法につい

ては、逆洗することにより自動化の目処が立っ

た。ろ液の凍結方法については、滴下掻き取

り凍結法と 1 流体噴霧ノズルを用いた噴霧凍

結方法を試みた。滴下掻き取り凍結は大量の

検体処理は困難であり、噴霧凍結法は、大量

のろ液を瞬時に凍結可能あるが、作業環境中

に微細な凍結検体が漏れ出すこと、凍結検体

を回収する際に空気中の水分を吸収し溶け出

すことが課題となった。今後、これらの点を改

良した方法により、Taquann 法の工程の自動

化処理を進める必要がある。 

ラットの気管内投与については、13 回投与

後のＨ群とＥＨ群における肺負荷量の蓄積率

は、予備試験に比べると、かなり高くなった。仮

に H 群で胸膜中皮腫の発生率が高すぎると、

本研究の目的を果たせない恐れがあるが、H
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群は、Suzui らの試験と同程度の肺負荷量であ

ったため、彼らの結果と同様に、肺腫瘍と胸膜

中皮腫の発生率が有意に増加することが期待

される。一方、L 群ではクリアランスが良好であ

ったことから、肺腫瘍が認められないレベル

（NOAEL）が得られると思われる。現在は、経

過観察中であり、最終年度に全動物の剖検を

行う。 

慢性吸入曝露による影響の解析では、群間

に死亡率の差は認められなかった。肺の外観

は、曝露濃度依存的に灰白色から灰色を呈し

て腫大し、肺重量が増加した。肺負荷量と肺

重量、及び、体重の関係からは H 群の吸入量

は、肺毒性を超えて一般毒性が強く誘導され

る量に達しており、発癌性に関しては用量相

関性が保証されない曝露濃度であったと考察

するのが妥当であると考えられたが、肺組織に

ついて免疫染色を用いた詳細な解析を行った

結果、用量相関性について、前駆病変に当た

る組織変化などの検討を進める必要性が明ら

かとなり、今後、いくつかの遺伝子情報を含め

た 解 析 の 必 要 性 が 示 さ れ た 。 ま た 、

Prox1-GFP に対するナノマテリアル吸入曝露

の結果、肺組織の線維化、肺胞上皮細胞の

EMT 誘導因子の高進が示された。肺胞上皮

細胞の TGF-βの作用を検討した結果から、

ナノマテリル曝露により肺組織において惹起さ

れる EndoMT は血管・リンパ管の透過性を上

昇させることでナノマテリルの体内取り込みの

亢進の原因となることが予想される。今回同定

した「部分的 EndoMT が誘導されている細胞」

において発現している EndoMT 誘導因子を明

らかにすることで、ナノマテリル曝露による健康

リスクの低減に寄与することが期待される。 

 一方、TIPS 法による慢性影響研究では、長

さの異なる DWCNT（1.5、7.0 および 15μm）に

ついて同じ本数を肺内噴霧投与して 104 週の

発がん実験を行ったが、この長さにおいては

発がん頻度に差異はなく、線維長と発がんと

の相関はなかった。また 1.5μ の短い DWCNT

でも発がんする可能性が示された。 

2 年間の MWNT-7 の吸入曝露による BALF

細胞やサイトカインの発現量の解析において、

長期曝露（24 ヶ月）後の BALF 細胞中の肺胞

マクロファージの割合が増加するともに、脾臓

あるいはリンパ節など全身のマクロファージ分

化にも影響が生じることが示された。加えて、in 

vitro の実験系および腹腔内投与による慢性

腹膜炎モデルの系により MWNT-7 曝露による

マクロファージによる MMP-12 を介した慢性炎

症の機転が示された。また、NT-7 吸入暴露に

よって、肺胞マクロファージは M2 マクロファー

ジへの分化が認められた。NT-7 吸入暴露によ

って、CD54 陽性肺胞マクロファージが増加し

た。加えて、肺組織における MMP-12 mRNA

発現が増加した。NT-7 吸入暴露によって、脾

臓、頸部リンパ節での免疫担当細胞の分画へ

は大きな影響はなかったが、M2 型マクロファ

ージの肺への動員の可能性が考えられた。 

 OECD において，ナノマテリアルの曝露評

価ツール・モデルの評価が行われ，幾つかの

モデルが曝露評価に適したものであると判断

された。ただし，これらのツールやモデルの使

用にあたっては，製品中のナノマテリアルの含

有量，排出量，曝露中の粒径分布等のナノマ

テリアルのキャラクタリゼーションに関するデー

タが適切なものである必要があるため，これら

のデータの正確性がモデルの予測結果に大

きく影響すると考えられた。 

 

Ｅ．結論 

 研究要旨 

 本研究では、2 年間の慢性吸入曝露によ

る公表データが利用出来るカーボンナノチュ
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ーブを中心として、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。慢性影響評価法の改良と吸入曝露

装置の効率化研究においては、今年度は短

期間に高濃度曝露して慢性影響観察を行うプ

ロトコルの開発、Taquann 法自動化装置の開

発検討と短期曝露に応じた分散手法の検討を

行った。体内分布と慢性影響発現部位の解析

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（Prox-1 マウス）の導入、

肺のリンパ管内皮間葉移行(EndMT)に関する

検討を行うと共に、先行研究で行われた 2 年

間の MWNT-7 の間歇曝露研究結果の病理及

び免疫ネットワークの詳細な解析、TIPS 法によ

る二層ナノチューブ(DWCNT)発がん実験の解

析を行った。また、OECD 作業グループ活動

から曝露評価モデル等の情報収集を行った。

本研究からは従来から使用してきた MWNT-7

同様の製造方法で作成した NT-7 を使用する

ことしたが、Taquann 法による繊 維 長 や、繊

維 長 分 布 、吸 入 暴 露 時 の MMAD は従

来 のものとの同 性 を確 認 した。マウスへの

NT-7 の単回吸入曝露でも肺胞マクロファージ

の M2 マクロファージへの分化が認められた。

一方、ナノマテリアルの吸入曝露システムの効

率化に関する吸入曝露装置の改修について

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、シーブの大型化ではろ過効

率の低下を招いたが、シーブの洗浄方法にお

いて逆洗することにより自動化の目処が立った。

ろ液の凍結方法について噴霧凍結法が大量

のろ液を瞬時に凍結可能あったが凍結検体の

回収に課題が残り今後の改良の必要性が示さ

れた。短期間の間歇気管内投与実験では、全

13 回の投与が完了し、肺の MWCNT 蓄積率

は予想よりも高くなったが、既報の情報から、

用量依存的に肺腫瘍および胸膜中皮腫の誘

発が期待できるレベルと考えられた。リンパ管

を可視化できるリンパ管レポーターマウ

ス：Prox1-GFP に対するナノマテリアル吸

入曝露の結果、肺組織の線維化や肺胞上皮

細胞の内皮間葉移行(EMT)の誘導因子であ

る TGF-β の受容体の発現が上昇していた。

これに関連して肺胞上皮細胞の TGF-βの作

用を検討したところ、EMT の分子機構の解

明が可能となることを示すことができた。

先行研究で行われた NMNT-7 の 2 年間の間

歇吸入曝露試験データの解析では、群間に

死亡率の差は認められなかった。肺負荷量と

肺重量、及び、体重の関係からは高用量暴露

群の吸入量は、発癌性に関する用量相関性

の保証されない高負荷量である可能性が考え

られたが、肺組織について免疫染色を用いた

詳細な解析を行った結果、前駆病変に当たる

組織変化などの検討を進める必要性が示され

た。また、長期曝露後の BALF 細胞の解析で

は、肺胞マクロファージの割合が増加するとも

に、脾臓あるいはリンパ節など全身のマクロフ

ァージ分化にも影響が生じることが示された。

一方、先行研究から行っている長さの異なる

DWCNT（1.5、7.0 および 15μm）について発

がん性において線維の長さによる差異はない

ことが示された。海外動向調査では、OECD の

工 業 用 ナ ノ 材 料 作 業 部 会 （ WPMN ） 及 び

OECD が主催するナノマテリアルの曝露評価

手法に関するウェビナーに参加し，OECD が

開発あるいは評価したナノマテリアルの曝露評

価ツール・モデルに関する情報を得た。ただし，

現状ではモデルの使用にあたって幾つか課題

も見られ，今後も開発・評価が継続される見通

しであることから，引き続き情報収集を行う必
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要があると考えられた。 

以上、現時点までの成果としては、間歇曝露

型の吸入曝露装置の改良が進んでおり、慢性

実験に向けた準備が整った。気管内投与では、

短期間の間歇曝露による慢性観察試験を開

始した。2 年間の間歇曝露による影響と、通常

の連続曝露慢性実験の結果についての分子

マーカーによる比較や Prox-1 マウスの活用に

よるナノマテリル曝露の体内分布の解析を行

える環境と、短期曝露に対応する分散性の確

認ができたところである。曝露評価に関しては、

曝露評価ツール・モデルに関する OECD の最

新動向を入手できた。 
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