
34 
 

令和４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 

 

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

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

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 

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

研究分担者：菅野  純    国立医薬品食品衛生研究所      毒性部 客員研究員 

研究分担者：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：前野 愛  東京都健康安全研究センター      薬事環境科学部 

研究協力者：坂本 義光  東京都健康安全研究センター      薬事環境科学部 

研究協力者：中江 大  帝京平成大学健康医療ｽﾎﾟｰﾂ学部  教授 

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

研究協力者：稲葉 涼太 東京都健康安全研究センター      精度管理室 

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

 

研究要旨 

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十分な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、50、50、50 および 30

匹とした（投与群については肺負荷量測定のためのサテライト動物 10匹を含む）。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、気管内に投与した。 

最終投与の翌日に、投与群の 5 匹ずつを剖検し、MWCNT の肺負荷量を測定した結果、

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。既報と比較する限りでは、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る。試験開始後 81 週経

過時点において、投与に関連した死亡は認められていない。現在、残りの動物は観察中

であり、途中解剖および 2 年後の最終解剖の病理組織学的検索により、NT-7 の発癌性を

評価する。 

また、前回の研究班で報告した三井製 MWNT-7 の 2 年間の間欠気管内投与試験では、

胸膜中皮腫が高頻度に発生し、その発生部位が縦隔部であることが示唆されたため、今

回、発生部位について詳細な組織学的な解析を行うため、別途、EH 群と同条件で少数の

動物に NT-7を反復投与し 1 週間後に剖検し、胸郭全体を固定し標本を作製した。 
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Ａ．研究目的 

ナノマテリアルは、多様かつ特殊な物理

特性のために in vitro試験等の簡便な評価

手法が確立しておらず、特に慢性毒性につ

いては in vivo 試験を元にした毒性の評価

手法の検討が依然として重要である。過去

には、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

されたが 1）、吸入試験の実施には特殊な設

備とコストが必要となるため、2年間の連続

吸入による発癌試験の報告は他に無く、慢

性影響を評価できる効率的評価手法が求め

られている。 

気管内投与法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 回の反復気管内投与

（TIPS 法）を行い、その後、2 年間飼育し、

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）。一方で、2019 年には Numano

らは、TIPS法により MWNT-7（三井製）を投

与した結結果、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、

我々の MWNT-7（三井製）の 2 年間の間欠気

管内投与試験では、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誘発

され、胸膜中皮腫は気管内投与で発生しや

すいことが示された（Hojo ら）4)。これは、

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、肺腫瘍に関しては、我々の間欠投

与試験の結果を Kasai らの試験と比較する

と、用量反応性が異なることが示唆された。

ただし、我々の試験では、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（１

３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

し得る超高用量から NOAEL になることが想

定される低用量まで投与群を 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（NT-7）を用

いることにした。 

13週間の反復投与は令和３年度に終了し

ており、今年度は、経過観察を行った。 

また、Hojoらの間欠投与試験で発生した

胸膜中皮腫の詳細な組織学的解析からは、

その発生部位が縦隔部、特に Retrocardiac 

Pleural Fold（RPF）周辺であることが示唆

された。そこで、追加試験として、中皮腫の

発生が期待される超高用量群（EH群）と同

じ条件で投与した少数の動物に関して、RPF

を含む胸膜全体の組織学的な解析を行うこ

ととした。 

 

Ｂ．研究方法 

i)MWCNT の調製 
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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 24±

1℃、湿度 50±5％、換気回数毎時 10回（HEPA

フィルター経由）、12時間蛍光灯照明の条件

下で飼育した。 

2年間の本試験については、1週間に 1度、

13 回投与後に 2 年間観察飼育した。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、動物数は C 群は 40

匹、L・M・H 群は 50 匹、EH 群は 30 匹とした

（投与群については肺負荷量測定のサテライト

動物を含む）。 

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、予備試験と同様に、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。 

胸膜の詳細観察用の追加試験については、

本試験の EH 群と同様に 5 匹の雄性 F344 ラ

ットについて実施し、13 回の反復投与終了

の１週間後に剖検した。 

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 

本試験については、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％中性ホルマリ

ン溶液にて固定した。 

追加試験については、胸腔内全体の胸膜

の状態を詳細に観察するため、横隔膜およ

び胸郭を部分的に除去した後、胸郭全体を

ホルマリン固定した。RPFを含む縦隔胸膜や

横隔膜組織の強い収縮を避けるため、また、

胸郭全体の切片を作製するため、セロイジ

ン包埋を行った。脱灰後、水洗、脱水（70％、

80％、90％、95%、100％アルコールの順にそ

れぞれ 24 時間以上）を行い、ジエチルエー

テル・アルコール等量混合液に 24 時間浸漬

させた。次に、１％セロイジン液に 3 日間

浸漬した後、１％セロイジン液を交換し、液

量が 2/3 になるまで濃縮させ、クロロホル

ム蒸気で硬化させた（24 時間）。ブロックを

頭尾軸に沿って、一定間隔で切り出した。 

vi)肺負荷量の測定 

肺内の MWCNT の測定は、Ohnishi らの蛍

光マーカーを用いて検出する手法（大西法）

に従った 6),7）。肺組織をアルカリ溶液で溶

解し、十分に分散させ、残存する肺組織を酸

で溶解した後、MWCNTにベンゾ-ジ-ペリレン

（B[ghi]P）を吸着させた。フィルターで

MWCNT繊維を捕捉してから、アセトニトリル

溶液に B[ghi]P を脱着させ、HPLC の分析に

供した。 

＜倫理面への配慮＞ 

本研究では、人を対象とした研究、人の
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遺伝子解析および疫学研究は行っていな

い。動物飼育及び動物実験は東京都健康安

全研究センター動物実験実施規程に基づい

て、動物実験委員会の事前審査および承認

を受け、その管理のもと実施された。 

 

Ｃ．研究結果 

i)本試験 

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（図１）。 

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２・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２）。 

今年度末（試験開始後81週経過）までに

途中解剖した個体は、各群2匹程度で、いず

れも、投与との関連は無いものと考えられ

た（表１）。餌詰まりによる死亡が目立った

ため、体重減少など、状態の悪い個体につ

いては同じ成分の粉末飼料に変更して対

応することとする。現在、残りの動物は観

察中であり、途中解剖および2年後の最終

解剖から、発癌性を評価する。なお、最終

解剖時にも各群5匹のサテライト動物につ

いて肺負荷量を測定する予定である。 

胸膜の詳細観察用の標本については、セ

ロイジン包埋を実施し、ブロックの作製を

完了したところである（図３）。 

 

Ｄ．考察 

今回の研究班で用いるNT-7は、これまで

使用してきた三井製のMWNT-7に比べて性

状が異なることが示唆されている。原末の

凝集体の形状が異なることや平均長が短

いことが報告されており（横田研究分担

者）、我々の昨年度のDLSの測定結果も、T-

MWNT-7と比べるとやや小さい粒子径であ

ることが示された。Kasaiらの2年間の吸入

試験と比較するためには、今回の保土ヶ谷

製のNT-7を使うことは、より適切であると

考えられる。例えば、平均長が異なること

は、胸膜中皮腫の誘発性に影響を与える可

能性がある。中皮腫が高頻度で発生した

NumanoらやHojoらの試験は三井製を用い

ていたのに対し、中皮腫が発生しなかった

Kasaiらの報告では、保土ヶ谷製を用いて

いた。試験方法だけではなく、製造元の違

いもこの差異に寄与したのかもしれない。 

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。4回目以降から次第に

クリアランス機能が低下したためと推測

される。この結果から、EH群では、Numano

らの報告と同様に、胸膜中皮腫の発生が予

想される。いっぽう、仮にH群で胸膜中皮腫

の発生率が高くなりすぎると、本研究の目

的を果たせない恐れがあるが、H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。 

本試験の投与プロトコールはNumanoら

の試験と類似しているため、EH群では早期
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の中皮腫死亡が予想された。Numanoらの報

告では試験開始後47週時点で初めて中皮

腫個体が発生し、次々と死亡したのに対し、

本試験では、試験開始後81週経過時点にお

いて、１例も中皮腫の個体は確認されてい

ない。これは、前述のようにNT-7の繊維長

が短いために、中皮腫誘発性が弱いからか

もしれない。引き続き、注意して観察を行

う。 

 

Ｅ．結論 

T-NT-7 の投与サンプルの性状は三井製

MWNT-7 とはやや異なることがわかった。

本試験の 13回投与後の肺負荷量は、予想

よりも蓄積率が高くなってしまったが、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

えられる。試験開始後 81 週経過時点にお

いて、投与に関連した死亡は認められてい

ない。 
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表１ 途中解剖個体の一覧（2023年 3 月時点） D：斃死、MS：瀕死 

群名 動物番号 剖検種別 解剖日 経過週 所見 

H 14 D 2022/4/11 21 膀胱内出血 

M 24 D 2022/8/24 40 急激な体重減少。餌詰まり 

L 40 D 2022/11/9 51 体重減少後、回復せず。餌詰まり 

H 29 MS 2022/11/11 51 脳出血あり 

C 7 MS 2022/12/13 56 下半身麻痺状態で発見、肉眼的には異常なし 

EH 4 MS 2023/1/16 61 下垂体腫瘍 

H 37 D 2023/2/8 64 持続的な体重減少。餌詰まり 

L 14 D 2023/3/14 69 突然死、餌詰まり 

C 6 D 2023/3/20 70 持続的な体重減少。餌詰まり 

H 22 MS 2023/3/20 70 貧血、黄疸、脾臓腫大 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１．本試験における体重推移（令和４年度末時点） 
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図２．本試験における投与総量（灰色）と肺負荷量の測定結果 

 

 

 

 

 

 

 

図３．追加試験におけるラット胸郭部のセロイジン包埋後の切り出しサンプル 


