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研究成果の概要（和文）：工業用ナノ材料の有害性を評価することは、労働者が安心・安全に作業するために重
要である。本研究では、実験動物の犠牲を最小限に抑え、肺腫瘍の発生前に見られる持続炎症を予測するシステ
ムの開発を試みた。ナノ材料を気管内投与したラット肺のCT画像を定期的に撮影することで炎症と腫瘍発生が評
価できることが示唆された。また、尾静脈中のエクソソームに含まれるmicroRNAの発現プロファイルを使った機
械学習は持続炎症を投与後1ヶ月で予測できる可能性を示した。これらの結果から、実験動物の犠牲を最小限に
抑えたCT検査とエクソソーム内包microRNA解析はナノ材料による有害性の評価と予測に貢献できる可能性があ
る。

研究成果の概要（英文）：Assessing the harmfulness of industrial nanomaterials is important for 
workers to work safely. In this study, we attempted to develop a system that minimizes the sacrifice
 of experimental animals and predicts persistent inflammation that occurs before the development of 
lung tumors. It was suggested that CT images of rat lungs intratracheally administered with 
nanomaterials could evaluate the inflammation and tumor development. In addition, machine learning 
using the expression profile of microRNAs contained in exosomes collected from the tail vein showed 
that persistent inflammation could be predicted one month after administration. From these results, 
it is possible that CT images of lungs and expression profiles of exosomal microRNAs that minimize 
the sacrifice of experimental animals can contribute to the evaluation and prediction of the 
harmfulness of nanomaterials.

研究分野：分子生物学

キーワード： ナノ材料　気管内投与　持続炎症　エクソソーム　microRNA　機械学習　CT検査　実験動物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
技術革新に伴い様々なナノ材料が開発され、多くは肺への有害性が不明のまま使用されているのが現状である。
労働者が安心して作業するにはナノ材料の有害性を評価して適切に使用することが必要である。ナノ材料の有害
性評価においては現在でも動物実験が主流であるが、動物愛護の観点から実験動物を使う場合には犠牲を最小限
に抑えることが求められる。本研究の学術的意義は、実験動物を定期的にCT撮影することで肺の炎症や腫瘍発生
を評価できること、採取した血液を解析することで持続炎症を予測できることにある。社会的意義は、これらの
解析が少数の実験動物で実施できること、これらの成果は労働者の安全に貢献できることにある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
空気中には様々な粒子が存在し、呼吸とともに気管内に侵入してくる。大きな粒子であれば気
道粘膜上皮細胞の線毛運動によって排除されるが、一般的に 5 μm以下の粒子は肺胞内に侵入す
る（日本産業衛生学会 許容濃度等に関する委員会「粉塵等の許容値の暫定値の提案理由書（2011
年度））。肺胞に達する粒子の中でも 20 nmのナノ粒子が最も沈着率が高く、慢性気管支炎や肺気
腫などの慢性閉塞性肺疾患や肺がんとの関連が指摘されている（Eur J Pharmacol 533: 341-350, 
2006）。肺胞内に沈着したナノ粒子はマクロファージに代表される食細胞の貪食・輸送などのク
リアランス機構により徐々に排除されるが、多くの場合炎症反応を誘導する（Toxicology 294: 61-
79, 2012）。炎症の程度や期間は、ナノ粒子の大きさや形、表面の素材、親水性・疎水性などによ
り異なることが報告されている（Environ. Health Perspect 113: 823-840, 2005, Inhal Toxicol 21: 55-
60, 2009, Occup Environ Med 61: 442-447, 2004, Part Fibre Toxicol 5: 17, 2008）。一方、ナノテクノロ
ジーの発展にはナノ材料の開発が不可欠であり、これまで多くのナノ材料が開発され、今後も
様々なナノ材料が開発されることが予想される。これらのナノ材料を吸入する確率が高い人は、
これらを扱う製造現場で働く労働者であり、労働者が安心・安全に作業するためにはナノ材料の
肺に対する有害性を正しく評価する必要がある。 
肺の有害性で重大な事象は、急性炎症の毒性による個体死と慢性炎症後に発生する腫瘍によ
る個体死である。本研究では後者の腫瘍発生に焦点を置く。ナノ材料の吸入によって肺腫瘍が発
生するかどうかを評価するには動物実験が必須であり、その観察も動物の寿命まで行う必要が
ある。ナノ材料の肺に対する有害性の試験方法として、全身ばく露による吸入試験がゴールドス
タンダードであるが、高額な機器や高度な技術が必要であること、ナノ材料の肺内沈着量を調節
することが難しいなどの問題点がある。一方、気管内にゾンデを挿入し、液体に分散させたナノ
材料を肺に流し込む気管内投与試験は、手技が簡便で安価であり、肺への投与量を容易に調節で
きる。我々は、ラットを用いた全身ばく露と気管内投与法の比較解析を行い、肺の有害性評価の
スクリーニングにおいて気管内投与試験は有用であることを報告した[1-3]。未発表ではあるが、
ナノ酸化ニッケルナノ材料を気管内に投与したラットにおいて 24 か月後の肺に腫瘍が 22 匹の
ラットのうち 3匹に確認された。 
肺における腫瘍発生の有無を確認するには
ナノ材料を投与後ラットの寿命である 2 年ま
で観察する必要があるが、定期的に解剖する
と多くの犠牲が必要になり動物愛護の観点か
ら懸念が生じる。また、今後開発されるナノ材
料は劇的に増加することが予想されることか
ら、産業的には早期に有害性を評価すること
が求められる。そこで、本研究では、少数のラ
ットを用いて簡便な気管内投与を行い、定期
的な肺の CT 画像から肺の炎症を評価するこ
と、尾静脈から採取した血液を使って腫瘍発
生の前段階である持続炎症を予測するシステムの開発を目指す。 
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２．研究の目的 
 少数のラットに有害性が既知のナノ材料を気管内投与し、肺の CT画像から肺の炎症が評価で
きるか検討すること、尾静脈から採取した血液からエクソソームを単離し、エクソソーム内の
microRNA の発現プロファイルを使った機械学習からナノ材料の有害性が予測できるか検討す
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 4 種類のナノ材料（ナノ酸化ニッケル、ナノ酸化セリウム、ナノ酸化亜鉛、ナノ二酸化チタ
ン）を蒸留水に分散し、ゾンデを使って 8週齢のWistarラット（雄）の気管内に投与した（各群
9 匹合計 45 匹）。投与量は 1 mg（0.4 mL）で対照群には蒸留水を 0.4 mL 投与した。投与後、1
週、2週、3週、1ヶ月、2ヶ月、3ヶ月、4ヶ月、5ヶ月、6ヶ月、8ヶ月、12ヶ月、16ヶ月、
20ヶ月に麻酔下で肺の 3Dマイクロ X線 CT検査を実施した。CT撮影時にラットの呼吸を同調
させ、吸気時における CT画像を解析に用いた。全肺を 3D化して炎症部位の体積を測定するこ
とが理想と考えたが、撮影範囲がラットの肺より小さいため、3ヶ所の横断面（図１：第 2カリ
ーナ部位、下大静脈流入部位、横隔膜直上部位）における「高吸収域の割合」を測定し平均した。
また、同時に尾静脈より 1～2 mL採血し、血漿に分離したのち解析まで-80℃で保存した。投与



後 16ヶ月以降において約半数のラットが死亡したため、20ヶ月で全解剖を実施した。定期的に
CT 検査と採血を行うラット以外に、ナノ酸化ニッケルとナノ二酸化チタンの投与後、3 週で解
剖するラットを用意した。気管内投与、飼育、解剖は産業医科大の動物実験管理規程に則り苦痛
が伴わないように配慮した。 
(2) ラットの血漿 0.5 mL から精密ろ過法でエクソソームを単離した。具体的には、血漿を 200 
nmのシリンジフィルターを通過させ、さらに 50 nmのシリンジフィルターを通過させた。50 nm
のシリンジフィルターに捕捉されたエクソソームに含まれる全 RNAをフェノールで抽出して精
製した。精製した全 RNA を使って microRNA のマイクロアレイ解析（東レの 3D-Gene®）を実
施した。チップには 761種類のプローブが搭載されている。 
 
４．研究成果 
これまでに 4種類のナノ材料（ナノ酸化ニッケル、ナノ酸化セリウム、ナノ酸化亜鉛、ナノ二
酸化チタン）の有害性は、ラットを使った動物実験の病理組織診断と肺胞洗浄液中の炎症指標
（炎症細胞浸潤や各種サイトカインの濃度など）からナノ酸化ニッケルとナノ酸化セリウムは
有害性が高く、ナノ酸化亜鉛とナノ二酸化チタンは有害性が低いと報告した。経時的にラットを
解剖した場合、有害性のスクリーニングは投与後 1 ヶ月から 3 ヶ月の結果で可能であると考え
ている。そこで、早期に有害性を予測するため、ナノ材料を投与後 1ヶ月の肺 CT画像とエクソ
ソーム内包 microRNAの解析に注力した。 
(1) ナノ材料の気管内注入による肺の悪性腫瘍の発生 
本研究では、再度 4種類のナノ材料（ナノ酸化ニッケル、ナノ酸化セリウム、ナノ酸化亜鉛、
ナノ二酸化チタン）を各 1 mgを気管内投与した。16ヶ月以降に死亡するラットが増えたため 20
ヶ月で全ラットを解剖した。20 ヶ月以前に死亡したラットについてはその都度解剖を行い、肺
腫瘍の有無を評価した。その結果、ナノ酸化ニッケルを投与したラット肺に扁平上皮がん（図 2：
投与後 19ヶ月で死亡）と浸潤性粘液腺がん（図 3：投与後 20ヶ月に解剖を実施）を各 1匹ずつ
観察した。他のナノ材料を投与したラットおよび蒸留水を投与したラットでは肺に腫瘍は観察
されなかった。肺に扁平上皮がんを発生し 19ヶ月で死亡したラットは直近の 16ヶ月の CT画像
において腫瘍の陰影は確認できなかった。一方、肺に浸潤性粘液腺がんを発生したラットは最終
解剖時である 20 ヶ月まで生きており、解剖の直前に撮影した CT 画像で腫瘍陰影が確認できた
（図 4：赤の矢印）。 

 

(2) 有害性の高いナノ酸化ニッケルと低いナノ二酸化チタンの投与肺における病理学的評価と
CT画像の比較 
未処理のラット肺（8週齢）の CT画像を図 5に示す。ナノ酸化ニッケルとナノ二酸化チタン
を各 1 mg投与した 3ヶ月後のラット肺の CT画像と HE染色を図 6に示す。有害性の高いナノ
酸化ニッケルでは肺胞内に炎症細胞の浸潤が観察されたが、有害性の低いナノ二酸化チタンで
は炎症細胞の浸潤は少なかった。肺の CT画像では、蒸留水あるいはナノ二酸化チタンを投与し
た肺に比べてナノ酸化ニッケルを投与した肺では高吸収域の割合が高く、高吸収域は炎症細胞
の浸潤と関連することが示唆された。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3) 3Dマイクロ X線 CT検査による炎症の推移 
4 種類のナノ材料および蒸留水を
投与した肺の吸収域を数値化した。こ
れらの結果から各ナノ材料における
吸収域から蒸留水の吸収域の平均を
引いて、高吸収域の割合を求めた。図
7 に各ナノ材料における高吸収域の
割合の経時的推移を示す。有害性の高
いナノ酸化ニッケルとナノ酸化セリ
ウムは高吸収域の割合が高く、12 ヶ
月後まで高い値が持続していた。一
方、有害性が低いナノ二酸化チタンと
ナノ酸化亜鉛では高吸収域の割合は
12ヶ月後まで低い値であった。 

 
 
 

図 7 
 



(4) 血漿エクソソーム内包 microRNAの発現プロファイルによる有害性予測の機械学習 
4 種類のナノ材料と対照群から各 4匹を選定（合計 20 匹）し、血漿からエクソソームを単離
した。エクソソームに含まれる microRNA のマイクロアレイ解析から 1 匹以上に発現が確認さ
れた microRNAは 603種類あった（20匹すべておいて発現が確認されなかった microRNAは 158
種類）。603種類の microRNAの発現量を統計解析ソフト（JMP14 pro）で分析した。実測値とし
て蒸留水を有害性「無」、ナノ酸化亜鉛とナノ二酸化チタンを有害性「低」、ナノ酸化ニッケルと
ナノ酸化セリウムを有害性「高」の 3群に分けて判別分析を行った（図 8）。 

図 8 
 
図 8の行の番号 1～4は蒸留水、5～8はナノ二酸化チタン、9～12はナノ酸化亜鉛、13～16は
ナノ酸化ニッケル、17～20はナノ酸化セリウムである。20匹のうち 17匹は正しく判別したが、
蒸留水を投与したラット 1 匹を有害性「高」に、ナノ酸化亜鉛を投与したラット 1 匹を有害性
「無」に、ナノ酸化セリウムを投与したラット 1匹を有害性「低」に誤判別し、正解率は 85%で
あった。しかしながら、ナノ二酸化チタンではすべてを有害性「低」に、ナノ酸化ニッケルでは
すべてを有害性「高」に判別し、ナノ酸化亜鉛では 3匹を有害性「低」に、ナノ酸化セリウムで
は 3匹を有害性「高」に判別しているので、群としては適正に判別していると考えている。 
 
(5) まとめ 
 本研究の成果は、肺の CT画像から炎症を定量できる可能性や腫瘍陰影を発見できる可能性を
示唆している。CT画像で観察される高吸収域は炎症細胞の浸潤だけでなく、線維化でも認めら
れる可能性があるが、今回使用した 3Dマイクロ X線 CT検査装置の解像度では両者を区別する
ことは難しいと考える。また、エクソソーム内包 microRNAの発現プロファイルを機械学習させ
ることで、ナノ材料の有害性を予測できることが示唆された。 
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