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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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