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【研究要旨】アクリル酸系ポリマーの基本型である、もっともシンプルな構造の「非架橋型のポリ

アクリル酸」を用いて、アクリル酸系ポリマーの基本構造の肺障害への関与について実験的検

証を行い、物理化学的特性を決定する主要な因子のひとつである分子量の違いよる肺障害

の程度についても併せて検討した。さらに、非アクリル酸系ポリマーである「ポリエチレンオキ

シド（非架橋型）」を用いた実験も行い、構成成分の違いが肺障害性に与える影響も検討し

た。また、これまでの気管内注入試験において、肺障害性が高いことが示唆された「架橋型の

ポリアクリル酸」を用いて吸入曝露試験を行い、肺障害性について実験的検証を行った。 

 

・ 前年度に開始した、北九州大学グループで RAFT 重合により合成した分子量の異

なるポリアクリル酸（非架橋型）（ポリマー①(分子量大)、②(分子量小)）の気管内

注入試験を継続した。 

・ 非アクリル酸系ポリマーのひとつである、ポリエチレングリコシド（非架橋型）（市

販品）（ポリマー③）を用いて、気管内注入試験を行った。 

・ 気管内注入後、定期的に解剖を行い、肺内の炎症や線維化を検討した。 

・ ポリマー①注入群は、注入の 3 ヶ月後、6 ヶ月後の解剖を行った（注入 3 日後、1 週間

後、1 ヶ月後は前年度までに終了）。気管支肺胞洗浄液や肺組織では、急性期に認めら

れた用量依存性の好中球性の炎症所見は経時的に回復傾向であった。肺組織へのコ

ラーゲン沈着（線維化）は 1 週間後をピークにその後は経時的に回復傾向であっ

たが、観察期間中持続して認められた。 

・ ポリマー②注入群は、注入の1ヶ月後、3ヶ月後、6ヶ月後の解剖を行った（注入3日後、

1週間後は前年度までに終了）。 

・ ポリマー①と同様に用量依存性の著明な好中球性の炎症所見は経時的に回復傾向で

あった。肺組織へのコラーゲン沈着（線維化）も 1 週間後をピークにその後は経時

的に回復傾向であったが、観察期間中持続して認められた。 

・ ポリマー①注入群とポリマー②注入群との比較では、ポリマー①注入群の方が急性期の 

・ 市販の架橋ポリマーAを Fischer雄性ラット 12週齢に吸入曝露させた。 

【研究要旨】アクリル酸系ポリマーの肺障害性を検討するために、1)種々のポリマーの物性評

価および合成、2)気管内注入試験（ラット）、3)吸入ばく露試験（ラット・マウス）を行い、以下の

結果・知見を得た。 

① 1)分子量 75.3 万と 25.8 万の非架橋型ポリアクリル酸では、同程度の高い肺の炎症

能や線維化能を有し、分子量が数十万レベルの比較的大きい非架橋型ポリアクリ

ル酸は肺障害性があることを認めた。 

2)架橋型ポリアクリル酸（架橋度 0.1%以下）と非架橋型のポリアクリル酸では、

架橋型ポリアクリル酸（架橋度 0.1%以下）のほうが、細胞傷害性や線維化が強か

ったことから、0.1%以下の架橋度では線維化などの肺障害性が増強することが示

唆された。 

② 13 週間の架橋型ポリアクリル酸の吸入ばく露試験（ラット）では、最大濃度 2.0 

mg/m3 にて肺組織の炎症や線維化が観察された。これらの所見は 1 ヶ月まで持続

したが、その後消退した。本試験における NOAEL は 0.2 mg/m3であった。 

③ クラブ細胞除去マウスへの 13 週間の架橋型ポリアクリル酸の吸入ばく露試験で

は、クラブ細胞の除去で、架橋型ポリアクリル酸による炎症や線維化が増強した。

これらの結果から、クラブ細胞は、炎症や線維化を抑制する役割を有することが

示唆された。 

 

⚫ 研究内容の概要を示す。 

1) ばく露物質の物性評価 

・ 複数のアクリル酸系・非アクリル酸系ポリマーの物理化学的特性を評価し、労働者の情

報や我々がこれまでに行ってきた実験の結果なども考慮し、下記をばく露物質に選定し

た。ポリマー①～④は気管内注入試験に、ポリマーAは吸入曝露試験に用いた。 

サンプル 
重量平均分子量

(Mw) 

慣性半径

(Rg)(nm) 
備考 

ポリマー① 

（非架橋型ポリアクリル酸） 
7.53×105 74.9 研究チーム内で合成 

ポリマー② 

（非架橋型ポリアクリル酸） 
2.58×105 42.1 研究チーム内で合成 

ポリマー③ 

（ポリエチレンオキシド） 
7.63×105 75.1 市販品 

ポリマー④ 

（非架橋型ポリアクリル酸ナトリウム） 
6.17×105 60.1 研究チーム内で合成 

ポリマーA 

（架橋型ポリアクリル酸） 
7.65×105 68.7 市販品 

 

・ 吸入ばく露試験に用いたポリマーAの空気動力学的直径（MMAD）は、2.0 µm (設定濃

度 0.2 mg/m3)、2.1 µm (設定濃度 2.0 mg/m3)であった。 

 

2) 気管内注入試験 

・ ポリマー①～④を蒸留水に懸濁し、2 用量でラットに気管内注入した。対照群には、分散

媒である蒸留水を投与した。注入 3日後、1週後、1ヶ月後、3ヶ月後、6ヶ月後に 3Dマ 
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イクロ CTを撮影し、その後、解剖を行い、気管支肺胞洗浄液や肺組織を採取した。アク

リル酸系ポリマーであるポリマー①、②および④では、気管内注入後に強い炎症が起き

た。炎症は 1 ヶ月ほど持続した。3 ヶ月以降は炎症は消退傾向であった。また、ポリマー 

①、②および④のいずれのポリマーにおいても線維化を認めたが、ポリマー①と②では

観察期間(6 ヶ月間)を通して線維化が持続したのに対し、ポリマー④では線維化は 1 ヶ

月ほど持続した後、3ヶ月以降は消退傾向であり、6ヶ月後には消失した。いっぽう、非ア

クリル酸系ポリマーであるポリマー③では、観察期間(6 ヶ月間)を通して軽度の炎症を認

めたが、線維化はほぼ皆無であった。これらの所見はいずれも用量依存性であった。 

・ ポリマー①、②および④では、気管支肺胞洗浄液中で、好中球やマクロファージを主体 

とする炎症細胞、細胞傷害性のマーカーである LDH、好中球走化性因子である 

CINC-1や CINC-2が、対照群と比較して、有意な増加が 1 ヶ月程度持続していた。ま 

た、肺組織中の HO-1 も、対照群と比較して、有意な増加が持続していたが、HO-1値 

は、ポリマー①、②のほうが、ポリマー④と比較して、高値であり、有意な増加の持続期間 

も、ポリマー①、②のほうが、ポリマー④と比較して、長かった。これらの所見はいずれも 

用量依存性であった。 

・ 我々がこれまでに行ったポリマーAを気管内注入した肺組織を用いて行ったmRNAの

マイクロアレイでは、アポトーシスや PI3K-AKT経路に関連する遺伝子発現の上昇を認

めた。 

 

3) <肺組織の遺伝子解析> 

・ アクリル酸系ポリマーの肺障害性と架橋の関係を調べるために、架橋以外の物理化学的

特性の差異がない、異なるポリマーを用いて、肺障害性の比較や遺伝子発現のプロファ

イルを調べた。 

・ 非架橋型ポリアクリル酸であるポリマー①を気管内注入した肺組織と、これまで我々が行

った架橋型ポリアクリル酸であるポリマーA（架橋 0.1%以下）を気管内注入した肺組織を

用いて、肺障害性を比較した。その結果、ポリマーAは、ポリマー①よりも、細胞傷害性

や線維化が強く、0.1％以下の架橋度では線維化などの肺障害性が増強することが示唆

された。 

・ ポリマーAを気管内注入した肺組織を用いたmRNAのマイクロアレイでは、アポトーシス

や PI3K-AKT経路に関連する遺伝子発現の上昇を認めた。 

 

4) 吸入ばく露試験 

〈ラット〉 

・ 市販の架橋型ポリアクリル酸（ポリマーA）をラットに吸入ばく露した。設定濃度は低濃度

群 0.2 mg/m3・高濃度群 2.0 mg/m3とし、対照群には大気を吸入させた。ばく露時間は

6時間/日×5日間/週、ばく露期間は 5日間または 13週間とした。 

・ 5 日間の吸入ばく露試験では、ばく露群において、濃度依存性に一過性の炎症が起き

たが、1 ヶ月後には消退した。線維化は認めなかった。 

・ 13週間の吸入ばく露試験では、高濃度群において、炎症が 1ヶ月程度持続したが、3ヶ

月目以降は消退傾向であった。線維化は軽微なものが 1 ヶ月程度持続したが、3 ヶ月以

降はほぼ消退し、6 ヶ月では消失した。低濃度群でも炎症は起きたが軽度でかつ一過性

であった。線維化はほぼ皆無であった。 

〈マウス（クラブ細胞除去モデル含む）〉 

・ 市販の架橋型ポリアクリル酸（ポリマーA）をマウスに吸入ばく露した。設定濃度は低濃度

群 0.2 mg/m3、高濃度群 2.0 mg/m3とし、対照群には大気を吸入させた。ばく露時間は

6時間/日×5日間/週、ばく露期間は 13週間とした。各群において、クラブ細胞除去なし

群とクラブ細胞除去あり群を設けた。吸入ばく露終了の 3日後、1 ヶ月後、3か月後、6 ヶ

月後に解剖を行った。 
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・ クラブ細胞の除去は、ナフタレン 200 mg/kg（コーン油に溶解）を、吸入ばく露開始の前

日から 3週間毎に腹腔内注射を行う方法を用いて行った。クラブ細胞除去なし群には、コ

ーン油のみを同様のスケジュールで腹腔内注射した。 

・ 観察期間（6 ヶ月間）を通して、クラブ細胞除去あり群では、クラブ細胞除去なし群と比較

して、炎症や線維化が強い傾向にあった。 

・ クラブ細胞除去なし群では、吸入ばく露終了 3日後の低濃度群と 3 ヶ月後の高濃度群で 

のみ軽度の炎症を認めた。線維化は、吸入ばく露終了１ヶ月後の低濃度群でごくわずか

に認めたのみであった。 

・ クラブ細胞除去あり群では、炎症は、対照群含めた全群で、吸入ばく露終了 3日後から 6 

ヶ月後までの間認めた。線維化は、3 日後の対照群を除き、全群の各観察ポイントにおい

て認めたが、全般的に軽度であった。これらの所見において、濃度依存性は一定ではな

かった。 

 

結果のまとめを以下に示す。 

1) アクリル酸系ポリマーの肺障害性は、分子量や架橋構造、構成成分に関連する。 

2) 架橋型ポリアクリル酸の0.2 mg/m3の吸入ばく露では肺障害性は明らかでなかった。 

3) クラブ細胞除去によって、架橋型ポリアクリル酸による炎症や線維化が増強された。 
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Ａ．研究目的 

気管内注入試験・吸入ばく露試験や物理化学的

特性の分析により、「架橋型アクリル酸系水溶性高

分子化合物」（（以下、アクリル酸系ポリマー）の 1）

肺障害性（特に線維化能や腫瘍能）の評価、2）肺

障害性に関わる物理化学的特性の特定、3）肺障害

背の機序の解明を行い、ヒトの臨床所見・経過等と

の整合性を検証し、ばく露と疾病発症との因果関係

を解明することを目的とする。 

平成 29（2017）年 4月に有機高分子化合物であ

るアクリル酸系ポリマーの粉体による肺疾患が発生

したと厚生労働省から発表があり、平成 31（2019）

年には労災認定が行われた。肺疾患発症者はいず

れも同じ作業場において、本物質を主成分とする吸

入性粉じんに日常的に高濃度でばく露し、多くがば

く露開始から 2 年前後の短期間に、じん肺を含むさ

まざまな肺疾患を発症していたことが判明している。 

じん肺とは粉じんを吸入することによって肺に生じ

た線維増殖性変化を主体とする疾病であるが、これ

まで報告されたじん肺症例の多くは無機粉じんによ

るものである。さらに、通常のじん肺はばく露から 20

年程度以上かけて緩徐に進行する場合が多いこと

に対し、本物質によるじん肺は、驚くべきことに、ばく

露期間が 2 年前後という非常に短い期間で発症し

ており、通常のじん肺よりも著しく進行が早い。 

アクリル酸系ポリマーは、単量体（モノマー）の種

類、分子量、架橋構造の有無や程度、粒径などを

調整し特性を制御することにより、医薬品の中間体

などを含め様々な用途で国際的に広く用いられて

いるが、これまでに肺への有害性の報告はない。 

このような状況を鑑みると、本物質の肺障害性を

検証し、研究成果についての情報を社会に提供す

ることで、産業医学的介入や啓発による疾病の予防

を徹底させること、本物質による肺疾患の発症機序

を解明することが喫緊の課題と言える。 

 

Ｂ．研究方法 

  複数のポリマーの物性を評価し、これまでに我々

が行ってきた実験結果や労働者の情報などを踏ま

え、実験に使用するばく露物質を選定した。また、

研究チームにおいて、ポリマーの合成を行った。 

気管内注入試験（非架橋型アクリル酸系ポリマー

3種類と非架橋型非アクリル酸系ポリマー1種類）お

よび吸入ばく露試験（架橋型ポリアクリル酸）を行い、

肺障害性を検討した。気管内注入または吸入ばく

露後、定期的に、3Dマイクロ CT、気管支肺胞洗浄

および肺組織採取を行い、各種解析を行った。 

 

《ポリマーの合成・物性評価》 

・ 北九州市立大学グループにおいて、分子量が

異なる非架橋型のポリアクリル酸を RAFT重合

により合成した。RAFT 重合は、分子量が制御

でき、分子量分布の狭いポリマーを合成するこ

とができる重合法である。合成したポリマーの

重量平均分子量（Mw）と慣性半径（Rg）とを、

ゲル浸透クロマトグラフィー（GPC）と多角度光

散 乱 検 出 器 (MALS) の 組 み 合 わ せ

（GPC-MALS）を用いて測定した。また、架橋

構造の有無、分子量や構成成分の違いによる

肺障害性の相関を調査するために、市販の架

橋が施されたポリマーや非アクリル酸系ポリマ

ーに対しても GPC-MALS 測定により Mw と

Rg とを決定した。GPC は Shodex の GF-7M

の2本カラムを使用し、溶離液は0.1 M重炭酸

バッファー（pH=10.1）を使用した。サンプルは、

そ れ ぞ れ 、 0.1 M 重 炭 酸 バ ッ フ ァ ー

（pH=10.1）に溶解させた後に一度 2 N の

NaOH水溶液を加え、強アルカリ性にした後に

1 NのHCl水溶液を加え中性に戻したもの（分

子分散されている状態）を使用した。物性評価

を行ったポリマーは、産業医科大学グループで

のラットへの気管内注入試験へ供された。 

・ 吸入ばく露試験に用いた架橋型ポリアクリル酸

（ポリマーA）の空気動力学的直径（MMAD）は、

ローボリュームエアーサンプラーを用いて行っ

た。 

・ 申請者らが入手している労働者の情報（当該

物質の使用頻度やばく露状況、物質特性など）
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やこれまでの予備検討の結果なども考慮し、気

管内注入や吸入ばく露を行うポリマーの条件を

選定した。 

 

気管内注入試験には、非架橋型ポリアクリル酸（分

子量大）（ポリマー①）、非架橋型ポリアクリル酸（分

子量小）（ポリマー②）、非架橋型ポリエチレンオキ

シド（ポリマー③）、非架橋型ポリアクリル酸ナトリウム

（ポリマー④）を用いた。吸入ばく露試験には、架橋

型ポリアクリル酸（ポリマーA）を用いた。 

 

《気管内注入試験》 

1) ポリマー①～④は、いずれも、蒸留水で懸濁し、

低濃度群は 0.2 mg/rat、高濃度群は 1.0 

mg/rat の用量で、F344 雄ラット 12 週齢に気

管内注入した。対照群には蒸留水を注入した。 

2) 観察各ポイントは、ポリマー①②④では、気管

内注入の 3日後、1週後、1ヶ月後、3ヶ月後、

6 ヶ月後および 2 年後、ポリマー③では、気管

内注入の 3日後、1週後、1ヶ月後、3ヶ月後、

6 ヶ月後とした。 

3) 観察各ポイントにおいて、3Dマイクロ CT（各群

3 匹）を行い、その後、解剖をし、体重および肺

重量の測定、気管支肺胞洗浄、肺の摘出を行

った。注入 3日後～6 ヶ月後は 1群あたり 5匹

を、2年後は 1群あたり 5～10匹を割り当てた。 

・ 3D マイクロ CT 装置（CosmoScan GX、

Rigaku Co., Tokyo, Japan）の撮影条件は以

下の通りである：時間 4.0 分、平均全身被曝

量 161.9 mGy/スキャン、管電圧 90kV、管

電流 88 µA、FOV（視野）60 mm (ボクセル

サイズ：120 × 120 × 120 µm）。ラットは腹

臥位にし、セボフルラン（Pfizer Japan Inc., 

Tokyo, Japan）吸入による麻酔下で、呼吸同

期のもと、撮影を行った。画像は、吸気と呼気

の両方の呼吸相で遡及的にゲート処理され

た。 

・ 解剖時は、イソフルラン（Pfizer Japan Inc., 

Tokyo, Japan）吸入による麻酔下で行った。体

重を測定した後、腹部大動脈を切断し、失血死

させた。両肺を生理食塩水で灌流後、左主気

管支をクランプした状態で、右肺に 20cmH2O

の圧力で生理食塩水を 2 回注入し、気管支肺

胞洗浄（BAL）を行った。気管支肺胞洗浄液

（BALF）は自由落下により回収した。その後、

右肺と左肺とを分離し、右肺は-80℃で凍結保

存し 、左肺は 10％ホルムアルデヒドを

25cmH2O の圧力下で注入し固定し、病理組

織学的評価に使用した。 

4) 気管支肺胞洗浄液：細胞数、細胞分画および

LDH 活性、好中球走化性因子（CINC-1、

CINC-2）を測定した。 

・ 得られた BALFを 400 g、4℃で 15分間遠心

分離し、上清を新しいチューブに移し、保存し

た。細胞ペレットを多形核白血球（PMN）バッ

ファー（137.9 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.2 

mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, 5.6 mM 

C6H12O6）に懸濁して洗浄し、400 g、4°C、

15 分間遠心分離した。上清を除去した後、細

胞ペレットを 1mLのPMN Bufferで再度懸濁

した。BALF 中の細胞数を ADAM-MC（AR 

BROWN CO., LTD, Tokyo, Japan）でカウン

トし、サイトスピンを用いてスライドグラス上に細

胞を散布した。その後、スライドグラス上の細胞

を固定し、Diff-Quik（Sysmex Corp., Kobe, 

Hyogo, Japan）で染色した後、光学顕微鏡観

察下で、細胞数の測定を行った。 

・ BALF 上清の LDH 活性は、Cytotoxicity 

Detection KitPLUS (LDH) (Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Nordrhein-Westfalen, Germany)により測定

した。LDH 活性は、既知の濃度のウサギ筋肉

由来のリコンビナントLDHから得た標準曲線を

用いて推定した。ケモカインである CINC-1 お

よび  CINC-2 は、それぞれ  ELISA キット 

#RCN100 、 #RCN200 (R&D Systems, 

Minneapolis, Minnesota, USA)によって測

定した。 

5) 肺組織：病理標本にて、炎症や線維化などの

評価を行った。また、蛋白を抽出し、酸化ストレ

スのマーカーである HO-1を測定した。 

・ 肺組織の酸化ストレスの解析解剖で得られた

右肺の第 3 葉を、タンパク質阻害剤カクテル 

(P8340, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Missouri, USA) および  cOmplete Mini 

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Nordrhein-Westfalen, Germany) を 含 む 

T-PER 組織タンパク質抽出試薬  (Thermo 

Scientific Inc., Rockford, Illinois, USA) を

使用して Tissue Rupotor (Qiagen, Hilden, 

Nordrhein-Westfalen, Germaney) でホモ

ジナイズした。得られたホモジネートを遠心分

離 (20,400 g, 4°C , 10分間) した。ホモジネ

ート上清中のタンパク質濃度を、標準としてウシ

血清アルブミンを使用して、Pierce 660nm 

Protein Assay Reagent (Thermo Scientific 

Inc., Rockford, Illinois, USA) によって測定

し、酸化ストレスのマーカーである HO-1 を
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ELISA キット (ADI-EKS-810A (Enzo Life 

Sciences, Farmingdale, NY, USA) または

(CSB-E08267r (Cusabio, Houston, TX, 

USA)を使用し測定した。HO-1 測定結果は、

ホモジネート上清中のタンパク質濃度によって

補正して、肺組織中の最終的な HO-1 濃度を

計算した。 

・ 肺病理組織標本の評価 

10%ホルムアルデヒドで固定した肺組織をパラ

フィンに包埋し、4 µm の厚さで切片にした後、

ヘマトキシリン・エオシン(HE)染色およびマッソ

ントリクローム(MT)染色を行った。肺の炎症と

線維化は、それぞれ炎症細胞浸潤スコとアシュ

クロフトスコアを使用して評価した。炎症細胞浸

潤スコアは、肺組織における炎症細胞浸潤の

程度をマクロファージと好中球とに分けて、スコ

ア化（炎症細胞なし (0)、極微 (0.5)、軽度 (1)、

中等度 (2)、重度 (3)）し、各群における合計

点数で評価を実施した。肺の線維化は、アシュ

クロフトスコアの修正スケールを使用して、肺の

病理組織学的所見を 0〜8のスケールでスコア

化し、スコアの平均および標準偏差を各群で計

算した。 

 

6) 肺組織の遺伝子解析 

遺伝子解析では、我々が以前実施した架橋型

ポリアクリル酸(ポリマーA)の気管内注入後

の肺組織と今回実施したポリマー①の気管

内注入後の肺組織を用いて、遺伝子発現のプ

ロファイルを比較検証した。それぞれの注入

1 ヶ月後の解剖で得られた右肺の第 3 葉 

(各群 5 匹) を、QIAzol 溶解試薬(Qiagen, 

Hilden, Nordrhein-Westfalen, Germane)を

使用し、Tissue Rupotor (Qiagen, Hilden, 

Nordrhein-Westfalen, Germaney) でホモ

ジナイズした。得られたホモジネートから、

miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, 

Nordrhein-Westfalen, Germane) を使用し

て、全 RNA の抽出を実施した。 RNA は、

NanoDrop 2000 分光光度計  (Thermo 

Fisher Scientific Inc., Waltham, 

Massachusetts, USA) を使用して定量し、

Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, 

Santa Clara, CA, USA) で品質を分析した。

DNA マイクロアレイ解析には、20,174 個の遺

伝子を搭載している三次元（3D）Gene Rat 

Oligo Chips 20K（バージョン 1.1）（TORAY, 

Tokyo, Japan）を使用した。 ポリマーA とポリ

マー①をそれぞれの高用量投与した各 5 匹の

ラットの肺から抽出した全 RNA を等量混合し

て、それぞれ 1 つのサンプルとし、Amino 

Allyl MessageAmp II aRNA Amplification 

Kit (Ambion, Inc., Austin, CA, USA) を使

用して増幅させた。アンチセンス  RNA 

(aRNA) を 、 Amersham Cy5 

Mono-Reactive Dye (GE Healthcare, 

Buckinghamshire, UK) を使用して Cy5 で

標識し、標識された aRNA を 37 ℃ で 16 

時間ハイブリダイズさせた。チップを洗浄および

乾燥し、オゾンのない環境で  3D-Gene 

Scanner 3000 (TORAY, Tokyo, Japan)を使

用してスキャンし、3D Gene 抽出ソフトウェア 

(TORAY, Tokyo, Japan) を使用して分析した。

各生データのシグナル強度を、サンプル中の

既知の内部標準である  ACTB および 

GAPDH のシグナル強度で割って、それぞれ 

ポリマーA およびポリマー①の遺伝子発現レベ

ルを比較した。得られたマイクロアレイデータは、

The Database for Annotation, 

Visualization and Integrated Discovery 

(DAVID) バ ー ジ ョ ン 2021 （ https: 

//david.ncifcrf.gov/home.jsp) を 使 用 し 、

Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes（KEGG）パスウェイ解析を実施し

た。 

 

《吸入ばく露試験》 

<ラット> 

1) ポリマーA を用いて、F344 雄ラットへの吸入ば

く露試験（12週齢からばく露開始）を実施した。

ばく露濃度設定は、低濃度群 0.2 mg/m3、高

濃度群 2.0 mg/m3 とし、対照群には大気を吸

入させた。ばく露は、「1 日 6 時間を週 5 日間

（短期）」もしくは「1 日 6 時間・週 5 日間を 13

週間（長期）」とした。 

2) 観察ポイントは、短期吸入ばく露試験ではばく

露終了の 3日後、1 ヶ月後、長期吸入ばく露試

験ではばく露終了の 3 日後、1 ヶ月後、3 ヶ月

後、6 ヶ月後および 2年とした。 

3) 吸入ばく露開始時より、定期的に体重測定を

行った。 

4) 観察各ポイントにおいて、3Dマイクロ CT（各群

3 匹）を行い、その後解剖をし、気管支肺胞洗

浄、肺の摘出を行った。吸入ばく露終了 3日後

～6 ヶ月後は 1群あたり 5匹を、2年後は 1群

あたり 10匹を割り当てた。 
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・ 3D マイクロ CT 装置（CosmoScan GX、

Rigaku Co., Tokyo, Japan）の撮影条件は以

下の通りである：時間 4.0 分、平均全身被曝

量 161.9 mGy/スキャン、管電圧 90kV、管

電流 88 µA、FOV（視野）60 mm (ボクセル

サイズ：120 × 120 × 120 µm）。ラットは腹

臥位にし、セボフルラン（Pfizer Japan Inc., 

Tokyo, Japan）吸入による麻酔下で、呼吸同

期のもと、撮影を行った。画像は、吸気と呼気

の両方の呼吸相で遡及的にゲート処理され

た。 

・ 解剖時は、イソフルラン（Pfizer Japan Inc., 

Tokyo, Japan）吸入による麻酔下で行った。

体重を測定した後、腹部大動脈を切断し、失

血死させた。両肺を生理食塩水で灌流後、左

主気管支をクランプした状態で、右肺に

20cmH2O の圧力で生理食塩水を 2 回注入し、

気管支肺胞洗浄（BAL）を行った。気管支肺胞

洗浄液（BALF）は自由落下により回収した。そ

の後、右肺と左肺とを分離し、右肺は-80 ℃で

凍結保存し、左肺は 10％ホルムアルデヒドを

25 cmH2O の圧力下で注入し固定し、病理組

織学的評価に使用した。 

5) 気管支肺胞洗浄液：細胞数、細胞分画および

LDH活性を測定した。 

・ 得られたBALFを 400 g、4 ℃で 15分間遠心

分離し、上清を新しいチューブに移し、保存し

た。細胞ペレットを多形核白血球（PMN）バッ

ファー（137.9 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.2 

mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, 5.6 mM 

C6H12O6）に懸濁して洗浄し、400 g、4°C、

15 分間遠心分離した。上清を除去した後、細

胞ペレットを1 mLのPMN Bufferで再度懸濁

した。BALF 中の細胞数を ADAM-MC（AR 

BROWN CO., LTD, Tokyo, Japan）でカウン

トし、サイトスピンを用いてスライドグラス上に細

胞を散布した。その後、スライドグラス上の細胞

を固定し、Diff-Quik（Sysmex Corp., Kobe, 

Hyogo, Japan）で染色した後、光学顕微鏡観

察下で、細胞数の測定を行った。 

・ BALF 上清中の LDH 活性は、Cytotoxicity 

Detection KitPLUS (LDH) (Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Nordrhein-Westfalen, Germany)により測定

した。LDH 活性は、既知の濃度のウサギ筋肉

由来のリコンビナントLDHから得た標準曲線を

用いて推定した。ケモカインである CINC-1 お

よび  CINC-2 を、それぞれ  ELISA キット 

#RCN100 、 #RCN200 (R&D Systems, 

Minneapolis, Minnesota, USA)によって測

定した。 

6) 肺組織：病理標本にて、炎症や線維化などの

評価を行った。10%ホルムアルデヒドで固定し

た肺組織をパラフィンに包埋し、4 µmの厚さで

切片にした後、ヘマトキシリン・エオシン(HE)染

色およびマッソントリクローム(MT)染色を行っ

た。 

 

〈マウス〉 

1) ポリマーA を用いて、C57B6Ｊ雄マウスへの吸

入ばく露試験（8週齢からばく露開始）を実施し

た。ばく露濃度設定は、低濃度群 0.2 mg/m3、

高濃度群 2.0 mg/m3 とし、対照群には大気を

吸入させた。ばく露は、「1日 6時間・週 5日間

を 13週間」とした。各ばく露群において、クラブ

細胞除去あり群とクラブ細胞除去なし群を設け

た。クラブ細胞除去は、過去の報告と予備検討

の結果から、 ナフタレン 200 mg/kg（コーン

油に溶解）を、吸入ばく露開始の前日から 3 週

間毎に腹腔内注射を行う方法を用いた。クラブ

細胞除去なし群には、コーン油のみを同じスケ

ジュールで腹腔内注射を行った。 

2) 観察ポイントは、吸入ばく露終了の 3 日後、1

週後、1ヶ月後、3ヶ月後、6ヶ月後および 2年

後とした。 

3) 吸入ばく露開始時より、定期的に体重測定を

行った。 

4) 各観察ポイントにおいて、3DマイクロCT（各群

2 匹）を行い、その後解剖をし、気管支肺胞洗

浄、肺の摘出を行った。注入 3日後～6ヶ月後

では 1群あたり 6匹(気管支肺胞洗浄群 4匹、

肺病理組織群 2匹)を、2年後では 1群あたり

12匹(気管支肺胞洗浄群 8匹、肺病理組織群 

4匹)を割り当てた。 

・ 3D マイクロ CT 装置（CosmoScan GX、

Rigaku Co., Tokyo, Japan）の撮影条件は以

下の通りである：時間 4.0 分、平均全身被曝

量 161.9 mGy/スキャン、管電圧 90kV、管

電流 88 µA、FOV（視野）25 mm (ボクセル

サイズ：60 × 60 × 60 µm）。マウスは腹臥位

にし、セボフルラン（Pfizer Japan Inc., 

Tokyo, Japan）吸入による麻酔下で、呼吸同

期のもと、撮影を行った。画像は、吸気と呼気

の両方の呼吸相で遡及的にゲート処理され

た。 

・ 解剖時には、イソフルラン（Pfizer Japan Inc., 

Tokyo, Japan）吸入による麻酔下で行った。体



8 

 

重を測定した後、腹部大動脈を切断し、失血死

させた。両肺を生理食塩水で灌流後、気管支

肺胞洗浄群では、気管をカニュレーションし、

シリンジを用いて手動で両肺に生理食塩水

0.5mL を注入し、気管支肺胞洗浄（BAL）を行

った。気管支肺胞洗浄液（BALF）は生理食塩

水を注入したシリンジを用いて手動で回収した。

この合計 3回行った。その後、右肺は-80 ℃で

凍結保存した。肺病理組織群では、両肺を摘

出後に、右主気管支をクランプし、左肺に 10%

ホルムアルデヒドを 25 cmH2O の圧力下で注

入して固定し、病理組織学的評価に使用した。 

5) 気管支肺胞洗浄液：細胞数、細胞分画および

LDH活性を測定した。 

・ 得られたBALFを 800 g、4 ℃で 10分間遠心

分離し、上清を新しいチューブに移し、保存し

た。細胞ペレットを多形核白血球（PMN）バッ

ファー（137.9 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.2 

mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, 5.6 mM 

C6H12O6）に懸濁して洗浄し、400 g、4°C、

15 分間遠心分離した。上清を除去した後、細

胞ペレットを 0.5 µLの PMN Bufferで再度懸

濁した。BALF中の細胞数をADAM-MC（AR 

BROWN CO., LTD, Tokyo, Japan）でカウン

トし、サイトスピンを用いてスライドグラス上に細

胞を散布した。その後、スライドグラス上の細胞

を固定し、Diff-Quik（Sysmex Corp., Kobe, 

Hyogo, Japan）で染色した後、光学顕微鏡観

察下で、細胞数の測定を行った。 

・ BALF 上清中の LDH 活性は、Cytotoxicity 

Detection KitPLUS (LDH) (Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Nordrhein-Westfalen, Germany)により測定

した。LDH 活性は、既知の濃度のウサギ筋肉

由来のリコンビナントLDHから得た標準曲線を

用いて推定した。 

6) 肺組織：病理標本にて、炎症や線維化などの

評価を行った。10%ホルムアルデヒドで固定し

た肺組織をパラフィンに包埋し、4 µmの厚さで

切片にした後、ヘマトキシリン・エオシン(HE)染

色およびマッソントリクローム(MT)染色を行っ

た。 

 

なお、マウスの吸入ばく露試験における各群の

略称を以下の通りとする。 

 

群名称 略称 

対照群  

 クラブ細胞除去なし群 C(-)群 

 クラブ細胞除去あり群 C(+)群 

低濃度群  

 クラブ細胞除去なし群 L(-)群 

 クラブ細胞除去あり群 L(+)群 

高濃度群  

 クラブ細胞除去なし群 H(-)群 

 クラブ細胞除去あり群 H(+)群 

 

（倫理面での配慮） 

本研究を実施するにあたり産業医科大学動物実

験委員会の審査承認を受けた。実験時には、必要

に応じて適切な麻酔を行い、十分な麻酔深度に達

していることを確認してから行った。 

 

Ｃ．研究結果 

《ポリマーの合成・物性評価》 

⚫ アクリル酸系ポリマーおよび非アクリル酸系ポリ

マーの物性評価の結果を表 1(A)に示す。 

⚫ ポリマーの物性評価の過程において、「分子分

散されている状態（一度、強アルカリに溶解し

た後に、中性に戻す）」と「最初から水に分散さ

せた状態」とでは、粒子の分散のしかたが大き

くことなることが分かった（データ未掲載）。 

⚫ ラットおよびマウスの吸入ばく露試験に用いた

ポリマーAのMMADは、2.0 µm（低濃度群）、

2.1 µm（高濃度群）であった（表 1(B)）。 

 

《気管内注入試験》 

⚫ ポリマー①～④の気管内注入試験の結果を示

す。 

〈ポリマー①〉 

・ ポリマー①を注入した肺では、用量依存性に、

強い炎症とそれに引き続く線維化が起き、観察

期間中持続した。 

 

1) 肺の肉眼的所見を図 1(A)に示す。注入 3日後

～1 ヶ月後のばく露群では、対照群と比較し、

肺は浮腫状であった。 

2) 体重と相対肺重量の結果を図 2(A), 図 3(A)

に示す。体重は、注入後の観察期間の 6 ヶ月

間において、対照群とばく露群との間で有意差

を認めなかった。相対肺重量は、ばく露群では、

対照群と比較し、注入 1 ヶ月後まで、有意な増

加があり、高用量群では、観察期間（6 ヶ月間）

を通して、対照群と比較して、有意な増加が持

続していた。 

3) 3Dマイクロ CT：注入 3日後～1 ヶ月後では浸

潤影やすりガラス影を認めたが、注入 3 ヶ月後

および 6ヶ月後では陰影はほとんど消退してい



9 

 

た（図 4(A)）。 

4) 気管支肺胞洗浄液：炎症の指標である、LDH

活性、総細胞数、好中球数および好中球割合

が、注入3日後および1週後のばく露群で著し

い増加を認めた。注入 1か月後では 3日後・1

週後と比較すると各パラメータは減少していた

ものの、高用量群においては対照群と比較し

て有意な増加が持続していた。注入 3 ヶ月後

および 6 ヶ月後では総細胞数のみ高用量群に

おいて対照群と比較して有意な増加が持続し

ていた。好中球走化性因子である CINC-1、

CINC-2は、注入 1週間後～1 ヶ月後まで、対

照群と比較して、有意な増加が持続していた

(図 5(A)-1, 図 6(A)-2, 図 7(A)-3, 図 8(A)-4, 

図 9(A)-5, 図 10(A)-5)。サイトスピンの写真を

図 12(A)に示す。 

5) 肺組織：酸化ストレスのマーカーである HO-1

は、注入 1 ヶ月後～3 ヶ月後まで、対照群と比

較して有意な増加が持続していた （図

11(A)-7）。病理組織標本では、注入 3 日後お

よび 1 週後では、肺胞腔内および肺胞隔壁へ

の著明な炎症細胞浸潤を認めた。炎症は経時

的に消退傾向であったが、観察期間を通して

認められた（HE 染色）(図 13(A))。線維化は、

注入 3 日後から認められ、観察期間中持続し

た（MT染色）（図 13(A)）。 

 

〈ポリマー②〉 

・ ポリマー②を注入した肺では、用量依存性に、

強い炎症とそれに引き続く線維化が起き、観察

期間中持続した。 

 

1) 肺の肉眼所見を図 1(B)に示す。注入 3日後～

1 ヶ月後のばく露群では、対照群と比較し、肺

は浮腫状であった。 

2) 体重と相対肺重量の結果を図 2(B), 図 3(B)に

示す。体重は、高用量群では、対照群と比較し、

注入 1週後まで、有意な減少があった。相対肺

重量は、ばく露群では、対照群と比較し、注入

1 ヶ月後まで、有意な増加があり、高用量群で

は、注入 3 ヶ月後まで、対照群と比較して、有

意な増加が持続していた。 

3) 3Dマイクロ CT：注入 3日後～1 ヶ月後では浸

潤影やすりガラス影を認めたが、3 ヶ月後およ

び 6 ヶ月後では陰影はほとんど消退してい

た。（図 4(B)）。 

4) 気管支肺胞洗浄液：炎症の指標である、LDH

活性、総細胞数、好中球数、好中球割合が、

注入 3 日後および 1 週後のばく露群で著しい

増加を認めた。注入 1 ヶ月後では 3 日後・1

週後と比較すると各パラメータは減少して

いたものの、高用量群においては対照群と比

較して有意な増加が持続していた。注入 3

ヶ月後および 6 ヶ月後では総細胞数のみ高

用量群において対照群と比較して有意な増

加が持続していた。好中球走化性因子である

CINC-1、CINC-2 は、注入 1 週間後～1 ヶ

月後まで、対照群と比較して、有意な増加が

持続していた （図 5(B)-1, 図 6(B)-2, 図

7(B)-3, 図 8(B)-4, 図 9(B)-5, 図 10(B)-5）。

サイトスピンの写真を図 12(B)に示す。 

5) 肺組織：酸化ストレスのマーカーである HO-1

は、注入 1週間後まで、対照群と比較して有意

な増加が持続していた（図11(B)-7）。病理組織

標本では、肺胞腔内および肺胞隔壁への著明

な炎症細胞浸潤を認めた。炎症は経時的に消

退傾向であったが、観察期間を通して認められ

た（HE染色）（図 13(B)）。線維化は、注入 1週

後から認められ、観察期間中持続した（MT 染

色）（図 13(B)）。 

 

〈ポリマー③〉 

・ ポリマー③を注入した肺では、用量依存性に炎

症が起き、高用量群では観察期間中持続した

もの、経過を通して、軽度の炎症であった。線

維化はほぼ皆無であった。 

 

1) 肺の肉眼的所見を図 1(C)に示す。観察期間を

通して、対照群とばく露群との間で、肉眼的な

所見に明らかではなかった。 

2) 体重と相対肺重量の結果を図 2(C), 図 3(C)に

示す。体重は、注入 3 日後の低用量群で、対

照群と比較し、有意な減少があった。相対肺重

量は、高用量群では、注入 1週後まで、対照群

と比較して、有意な増加を認めた。 

3) 3DマイクロCT：注入3日後の高用量群のみで、

すりガラス影を認めたが、ほかは明らかな異常

陰影は認めなかった（図 4(C)）。 

4) 気管支肺胞洗浄液：LDH活性は、注入 1 ヶ月

後の高用量群でのみ、対照群と比較して有意

な増加を認めた。総細胞数の増加は、注入 1

週後と 1 ヶ月後の高用量群で、好中球数は、3

日後～1 週後の高濃度群で、好中球割合の増

加は、3日後低用量群・高用量群および1週後

の高用量群でみられた。好中球走化性因子で

ある CINC-1 は高用量群において注入 3 日

後のみ、CINC-2 は高用量群において注入 3
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日後と 1 ヶ月後のみにおいて、対照群と比

較して、有意な増加を認めた（図 5(C)-1, 図

6(C)-2, 図 7(C)-3, 図 8(C)-4, 図 9(C)-5, 図

10(C)-5）。サイトスピンの写真を図 13(C)に示

す。 

5) 肺組織：酸化ストレスのマーカーである HO-1

は、高用量群において、注入 3 ヶ月後と 6 ヶ月

後のみ、対照群と比較して有意な増加を認め

た（図 2(C)-7）。病理組織標本では、肺胞腔内

および肺胞隔壁への軽微な炎症細胞浸潤を認

めた。炎症は、高用量群では観察期間中持続

したが、低用量群では注入 3日後と 1ヶ月後の

みであった。いずれも軽度であった（HE 染色）

（図 13(C)）。線維化はほぼすべての個体で認

めなかった（MT染色）（図 13(C)）（注入 1週後

の 1個体で部分的に認めたのみ）。 

 

〈ポリマー④〉 

・ ポリマー④を注入した肺では、用量依存性に、

強い炎症とそれに引き続く線維化が起きた。炎

症は注入 1 ヶ月後まで持続したが、3 ヶ月後以

降は消退傾向であった。線維化は注入 3 日後

～1 ヶ月後まで認めたが、3 ヶ月後以降ではほ

ぼ消退した。 

 

1) 肺の肉眼的所見を図 1(D)に示す。注入 3日後

～1 ヶ月後のばく露群では、対照群と比較し、

肺は浮腫状であった。 

2) 体重と相対肺重量の結果を図 2(D), 図 3(D)

に示す。体重は、注入 1 週後の高用量群にお

いて、有意な減少があった。相対肺重量は、ば

く露群では、対照群と比較し、注入 1 ヶ月後ま

で、有意な増加があり、高用量群では、注入 6

ヶ月後まで、対照群と比較して、有意な増加が

持続していた。 

3) 3Dマイクロ CT：注入 3日後～1 ヶ月後では浸

潤影やすりガラス影を認めたが、3 ヶ月以降で

は陰影はほとんど消退していた（図 4(D)）。 

4) 気管支肺胞洗浄液：炎症の指標である、総細

胞数は、注入 3日後～1週間後のばく露群で、

対照群と比較して、有意な増加があり、高用量

群では、観察期間中（注入後 6 ヶ月間）、有意

な増加を認めた。LDH 活性、好中球数および

好中球割合は、注入 3 日後～1 週間後のばく

露群で、対照群と比較して、有意な増加を認め

た。注入 1 ヶ月後では、高用量群でのみ、対照

群と比較して有意な増加を認めた。好中球走

化性因子である CINC-1、CINC-2 は、注入

1 週間後～1 ヶ月後まで、対照群と比較して、

有意な増加が持続していた（図 5(D)-1, 図

6(D)-2, 図 7(D)-3, 図 8(D)-4, 図 9(D)-5, 図

10(D)-5）。サイトスピンの写真を図 12(D)に示

す。 

5) 肺組織：酸化ストレスのマーカーである HO-1

は、注入 1週間後まで、対照群と比較して有意

な増加が持続していた（図 11(D)-7）。病理組

織標本では、注入 3 日後および 1 週間後では、

肺胞腔内および肺胞隔壁への著明な炎症細

胞浸潤を認めた。炎症は 1 ヶ月程度持続した

が、それ以降は経時的に消退傾向であった

（HE染色）（図13(D)）。線維化は、注入3日後

～1 ヶ月後まで認めたが、3 カ月後以降はほぼ

消退した。（MT染色）（図 13(D)）。 

 

〈架橋構造の有無による肺障害性評価〉 

重量平均分子量(Mw)が同程度の、架橋型ポリア

クリル酸（ポリマーA）と非架橋型ポリアクリル酸(ポリ

マー①)のラットへの気管内注入試験の結果を比較

し、ポリアクリル酸の架橋構造が及ぼす肺障害性の

影響について、検証をおこない、以下の結果を得

た。 

1) 気管支肺胞洗浄液 

・ 気管支肺胞洗浄液中の炎症細胞数は、注入 3 

日後から 1 週後までのすべてのばく露群にお

いて、対照群と比較し、総細胞数、好中球数、

好中球割合に有意な増加が見られ、総細胞数

においては、注入 1 ヶ月後までその傾向を認

めた (図 14(A)~(C) )。 

・ 総タンパク質および LDH 活性も、注入 3 日

後から 1 週後までのすべてのばく露群におい

て、対照群と比較し、有意な増加が見られ、 

注入 1ヶ月後までその傾向を認めた(図 14(D), 

(E))。  

・ 気管支肺胞洗浄液中の炎症細胞は、ポリマー

Ａよりもポリマー①でより増加したが、LDH 活

性はポリマーAの方が高かった。 

・ 気管支肺胞洗浄液中の CINC-1 および 

CINC-2 は、注入 3 日後から 1 週後までの

ほぼすべてのばく露群において、対照群と比

較し、有意な増加が見られた (図 14(F), (G))。  

・ 肺組織中の HO-1 は 、注入 3 日後から 1 

ヶ月後のほぼすべてのばく露群において、対

照群と比較し、有意な増加を見られ、注入 6 ヶ

月後まで増加傾向を示した（図 14(H)）。 

・ 上記はいずれも用量依存性であった。 

2) 肺組織 
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・ 病理組織標本においては、ポリマーA とポリマ

ー①のいずれにおいても、注入 3 日後では、

肺胞腔への好中球およびマクロファージを主

体とする炎症細胞浸潤が用量依存的に顕著で

あった。 ばく露 3 日後から 1 週後で著明な

炎症細胞浸潤が観察され、重度の肺炎症が認

められた。特に、ポリマーA ばく露群では、ポリ

マー①に比べて、より著しい炎症細胞の集簇

が観察された。炎症細胞浸潤スコアによる評価

では、いずれのポリマーにおいても、用量依存

的にスコアが上昇し、ポリマーA では、ポリマー

①と比較しスコアが高くなる傾向が見られた。

炎症細胞浸潤と同様に、架橋、非架橋にかか

わらずいずれのポリマーの 1.0 mgばく露群に

おいても線維化が観察されたが、ポリマーＡで

は、線維化がより広範囲に広がっていた（図

14(I), (K)）。アシュクロフトスコアによる評価で

は、ポリマーＡとポリマー①のどいずれにおい

ても、スコアの用量依存的な増加を認めた。ポ

リマーA は、ポリマー① のスコアよりも高く、架

橋型ポリアクリル酸は、非架橋型ポリアクリル酸

と比較して、線維化形成能が高かった。 (図

14(J), (L) )。 

・ ラットにポリマーA、ポリマー①をそれぞれ気管

内注入して 1 ヶ月後に採取した肺組織の

mRNAのマイクロアレイから、20,177遺伝子を

解析した。その結果、ポリマーＡで線維芽細胞

に関連する遺伝子の発現上昇を認め、パスウ

ェイ解析では、ポリマーA でアポトーシスや

PI3K-AKT 経路に関連する遺伝子発現の上

昇を認めた（図 15(A)~(C)）。これらの遺伝子

発現の傾向は、ポリマーA で線維化能がポリマ

ー①よりも高い傾向と一致していた。 

 

《吸入ばく露試験》 

⚫ ポリマーA の吸入ばく露試験（ラット）の結果を

示す。 

・ ばく露期間中の平均ばく露濃度は、短期：低濃

度群；0.26±0.03 mg/m3、高濃度群；2.13±

0.13 mg/m3 、長期：低濃度； 0.26± 0.04 

mg/m3、高濃度；2.41±0.41 mg/m3 であっ

た。 

・ 吸入ばく露期間におけるポリマーA のばく露濃

度の結果を図 16(A)に示す。 

 

〈吸入ばく露試験（ラット/短期）〉 

1) 肺の肉眼所見を図 17(A)に示す。観察期間を

通して、対照群とばく露群との間で、肉眼的な

所見に明らかではなかった。 

2) 吸入ばく露中の体重の推移および解剖時の体

重の結果を図 18, 図 19(A)に示す。体重は、

注入 3日後の高用量群および 1ヶ月後の両ば

く露群において、対照群と比較して、有意に増

加していた。相対肺重量は、注入 3 日後の高

用量群において、対照群と比較して、有意に

増加していた。 

3) 3D マイクロ CT：吸入ばく露終了 3 日後およ

び 1 ヶ月後において、低濃度群・高濃度群

においても CT 上では明らかな異常陰影は

みられなかった（図 21(A)）。 

4) 気管支肺胞洗浄液：LDH活性は、観察期間を

通して、ばく露群と対照群との間に有意差はな

かった。吸入ばく露終了3日後では、総細胞数

は、高濃度群において、対照群と比較し、有意

な増加を認めた。好中球数、好中球割合は、

両ばく露群で、対照群と比較して、濃度依存性

に有意な増加があった。吸入ばく露終了 1ヶ月

後では、各パラメータとも対照群との有意差を

認めなかった（図 22(A)）。サイトスピンの写真

を図 23(A)に示す。 

5) 肺組織：病理組織標本では、吸入ばく露終了3

日後では、両ばく露群とも、肺胞腔内および肺

胞隔壁に、濃度依存性に、炎症細胞浸潤を

認めた。吸入ばく露終了１ヶ月後では、炎

症は消退していた（HE 染色）（図 24(A)）。

線維化は、観察期間中では特に認められな

かった（MT 染色）（図 24(A)）。 

 

〈吸入ばく露試験（ラット/長期）〉 

1) 肺の肉眼所見を図 17(B)に示す。注入 3 日後

～1 ヶ月後の高濃度ばく露群では、対照群と比

較し、やや肺は浮腫状であった。 

2) 吸入曝露開始後の体重の推移を図 18, 図

19(B)に示す。体重は、観察期間の 6 ヶ月間に

おいて、対照群とばく露群との間で有意差を認

めなかった。相対肺重量は、高用量群では、観

察期間中、対照群と比較して、有意に増加して

いた。 

3) 3D マイクロ CT：吸入ばく露終了 3 日後では、

高濃度群で浸潤影およびすりガラス影を認め

たが、1 ヶ月以降は対照群とほとんど相違なか

った（図 21(B)）。 

4) 気管支肺胞洗浄液：吸入ばく露終了 3 日後で

は、高濃度群において、LDH 活性、総細胞数、

好中球数、好中球割合の有意な増加があった

が、吸入ばく露終了 1 ヶ月後以降は、各パラメ
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ータとも対照群との有意差は認めなかった。低

濃度群では、吸入ばく露終了 3 日後～6 ヶ月

後において、いずれのパラメータも対照群との

有意差を認めなかった（図 22(B)）。サイトスピ

ンの写真を図 23(B)に示す。 

5) 肺組織：病理組織標本では、吸入ばく露終了3

日後では、両ばく露群とも、肺胞腔内および肺

胞隔壁に、濃度依存性に、炎症細胞浸潤を認

めた。炎症は、1 ヶ月後以降は消退傾向であっ

た（HE 染色）（図 24(B)）。線維化は、低濃度

群では、吸入ばく露終了 3 日後に解剖した個

体のうちの 1 匹において限局性の肺胞壁の肥

厚を認めたのみであり、高濃度群では、吸入ば

く露終了 3日後～1ヶ月後で軽微なものを認め

た（MT染色）（図 24(B)）。 

 

〈吸入ばく露試験（マウス/長期）〉 

1) ばく露期間中の平均ばく露濃度は、低濃度群

で 0.24±0.04 mg/m3、高濃度群で 2.52±

0.31 mg/m3 であった。吸入ばく露期間におけ

るポリマーA のばく露濃度の結果を図 25(A), 

(B)に示す。 

2) 吸入ばく露中の体重の推移および解剖時の体

重の結果を図26, 図27に示す。体重は、観察

期間を通して、クラブ細胞除去あり群のほうが、

クラブ細胞除去なし群と比較して、少ない傾向

にあった。 

3) 3Dマイクロ CT：図 28 

・ クラブ細胞除去なし群では、いずれの群におい

ても、異常陰影は認めなかった。 

・ クラブ細胞除去あり群では、3日後〜3ヶ月後ま

で浸潤影やすりガラス影を認めた。 

4) 気管支肺胞洗浄液：図 29 

・ 全体として明らかな濃度依存性はみられなかっ

たが、クラブ細胞除去あり群は、クラブ細胞除

去なし群と比較して、総じて、各パラメータが高

い傾向であった。 

・ 吸入ばく露終了3日後では、L(+)群では、他の

すべて群と比較して、総細胞数、好中球数、好

中球割合の有意な増加を認めた。 

・ 吸入ばく露終了 1 ヶ月後では、クラブ細胞除去

あり群の各群において、クラブ細胞除去なし群

の各群と比較して、LDH 活性の有意な増加を

認めた。 

・ 吸入ばく露終了 3 ヶ月後では、クラブ細胞除去

あり群のばく露群において、クラブ細胞除去な

し群の各群と比較して、総細胞数の上昇を認め

た。また、L(+)群では、C(-)群および H(-)群と

比較して、LDH活性の有意な増加を認めた。 

・ 吸入ばく露終了 6 ヶ月後では、L(+)群では、

C(-)群および H(-)群と比較して、LDH 活性の

有意な増加を認めた。 

・ サイトスピンの写真を図 30に示す。 

5) 肺組織：図 31 

病理組織標本において、 

・ クラブ細胞除去なし群では、3 日後の L(-)群お

よび 3 ヶ月後の H(-)群において、軽微な炎症

を認めた。また、1ヶ月後のL(-)群において、ご

く軽微な線維化を 1 ヶ所のみ認めた。 

・ クラブ細胞除去あり群では、吸入ばく露終了す

べての観察ポイント（3日後、1ヶ月後、3ヶ月後、

6 ヶ月後）において、対照群を含む全群で炎症

を認めた。ばく露群では、対照群と比較して、

炎症が強かった（HE 染色）。また、吸入ばく露

終了後 3 日後ではばく露群で、吸入ばく露終

了 1ヶ月後、3ヶ月後および 6ヶ月後では対照

群を含む全群において、軽微な線維化を認め

た（MT染色）。これらの所見に、濃度依存性は

明らかではなかった。 

・ 各観察ポイントにおいて、クラブ細胞に特徴的

なマーカーである CCSP の免疫染色を行った。

定期的なナフタレンの腹腔内注射によって、気

道のクラブ細胞は除去されていた（図 32）。 

 

Ｄ．考察 

今回の研究から、以下の結果を得た。 

1) アクリル酸系ポリマーの肺障害性は、分子量や

架橋構造、構成成分に関連する。 

2) 架橋型ポリアクリル酸の 0.2 mg/m3の吸入ばく

露では肺障害性は明らかでなかった。 

3) クラブ細胞の除去によって、架橋型ポリアクリル

酸による炎症や線維化が増強された。 

 

1) ・アクリル酸系ポリマーの基本構造である

非架橋型ポリアクリル酸のうち、ポリマー

①（分子量 69.7 万）とポリマー②（分子量

25.8 万）の気管内注入試験では、ポリマー

①②とも同程度の高い肺障害性を有した。

いっぽう、我々がこれまで行った気管内注

入試験において、同じ非架橋型ポリアクリ

ル酸でも分子量がおよそ 3 万程度のもので

は、ポリマー①②と比較して、炎症や線維

化の程度は弱く、持続期間も短く、肺障害

性は低かった。よって、非架橋型ポリアク

リル酸の肺障害性には、分子量が関連する

ことが示唆された。また、ポリマー①と②
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の高い肺障害性の程度に大きな違いがなく、

分子量 3 万程度のものでは肺障害性が低か

ったことから、非架橋型ポリアクリル酸の

肺障害性において、3 万～26 万の間に分子

量のしきい値が存在する可能性が考えられ

た。 

・さらに、ポリマーの構成成分に着目すると、

肺障害性は、ポリアクリル酸＞ポリアクリル酸ナ

トリウム＞＞ポリエチレンオキシドであり、アクリ

ル酸系ポリマーの肺障害性には、ポリマーの構

成成分が影響する可能性が考えられた。また、

アクリル酸系ポリマーは、分散媒によって大きく

分散のしかたが変わり、これに関しては、粒度

分布を正確に測定して、調整方法と粒度分布、

さらには肺障害性との関係を明らかにすること

を目指す。 

・今回の研究で行った非架橋型ポリアクリル酸

であるポリマー①を気管内注入した肺組織と、

我々がこれまでに行った架橋型ポリアクリル酸

であるポリマーA（架橋度 0.1%以下）を気管内

注入した肺組織を用いて、肺障害性を比較し

た。その結果、ポリマーAは、ポリマー①よりも、

細胞傷害性や線維化が強く、架橋度 0.1%以

下のポリアクリル酸のほうが、非架橋型ポリアク

リル酸よりも肺障害性が高かった。よって、ポリ

アクリル酸の肺障害性に、架橋構造が関連す

ることが示唆された。また、ポリマーA を気管内

注入した肺組織を用いた mRNA のマイクロア

レイでは、Eln(elastin)や Col1a1(collagen, 

typeⅠ, alpha1)などの遺伝子発現の上昇を

認め、アポトーシスや PI3K-AKT 経路が架橋

型ポリアクリル酸の肺障害性に関連することが

示唆された。 

2) ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸）のラットの短

期吸入ばく露試験においては、炎症は一過性

であり、線維化は認めなかった。BALF の解析

においては、低濃度群（0.2 mg/m3）において

も、ばく露終了3日後に、BALF中の好中球数

および好中球割合が、対照群と比較して有意

な増加を認めていた。しかし、短期吸入ばく露

試験よりも肺内沈着量が多くなる長期吸入ばく

露試験において、ばく露終了 3 日後の低濃度

群の BALF 中好中球数や好中球割合は対照

群との差はなかった。類似の事象は、ほかの吸

入性化学物質の短期ばく露終了直後でも報告

されている。例えば、肺障害性が低い酸化亜

鉛ナノ粒子の短期吸入ばく露試験終了直後に

も一過性に BALF 中の好中球数の有意な増

加があったものの、13 週間の吸入ばく露試験

では、対照群との間に好中球数の差がなかっ

たことが示されている（Adamcakova-Dodd A, 

et. al., Part Fibre Toxicol., 2014.）。こうした

反応は、吸入性粉じんなどの異物にばく露され

た際に起こる、恒常性を保つための生体反応と

も捉えられ、肺障害性が低い物質や濃度への

ばく露でも認められることが示唆される。ラット

の長期ばく露試験でも 、低濃度群（ 0.2 

mg/m3）において炎症は起きたが一過性の軽

微なものであった。線維化はほぼ皆無であった。

これらのことから、架橋型ポリアクリル酸の 0.2 

mg/m3の濃度での吸入ばく露では肺障害性は

明らかでなく、吸入性粉じんとしてのポリアクリ

ル酸の NOAEL（無毒性量）を設定する際に、

0.2 mg/m3 という濃度がひとつの目安となると

考えた。既報（Takeda T. et. al., Part Fibre 

Toxicol., 2022.）においても、対象となった架

橋型ポリアクリル酸の物理化学的特性の詳細

は不明であるものの、吸入性粉じんとしての架

橋型ポリアクリル酸のNOAELを 0.3 mg/m3と

しており、本研究の結果と類似していた。 

3) ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸）のマウスへの

吸入ばく露試験の結果からは、クラブ細胞を除

去することで、架橋型ポリアクリル酸による炎症

や線維化が増強した可能性が考えられた。今

回の研究において、クラブ細胞を除去した目的

は、クラブ細胞が肺腺癌の発生母地になること

が報告されている（Shimkin MB, et. al., Adv 

Cancer Res., 1975.）ことに基づき、クラブ細胞

がアクリル酸系ポリマーなどの有害性物質によ

る肺腫瘍形成につながるのかを検証すること、

またはその機序を解明することであった。しかし、

今回の研究結果は、クラブ細胞が、肺腫瘍に

つながると考えられる炎症や線維化を抑制する

作用があること、つまり生体の防御作用として

の働きを有していることを示すものであった。ク

ラブ細胞などの気道上皮細胞は、一般的に、

炎症などを誘発するケモカインなどを含むサイ

トカインを産生することが知られているいっぽう

で、炎症や線維化に抑制的に作用するクラブ

細胞分泌タンパク（CCSP）を産生することも示

されている（Zhu L, et. al., PLoS ONE., 

2015., Lesur O, et. al., Am J Respir Crit 

Care Med., 1995.）。このように、クラブ細胞は、

炎症や線維化を増強する、あるいは、抑制する

といった、相反する作用を併せ持つことが考え

られる。本研究では、クラブ細胞の炎症や線維
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化を抑制する作用を主体的に認めた。しかし、

本研究は 13 週間の吸入ばく露の結果であり、

腫瘍形成にはより長期的なスパンで考える必

要がある。長期的なばく露、つまり”刺激”によっ

て正常細胞の phenotype が変化することが考

えられ、クラブ細胞の phenotype の変化がお

きるか否かを、より長期のばく露試験で検討す

る必要があると考える。 

 

なお、ラットとマウス（クラブ細胞除去なし）とでは、

マウスのほうが炎症やそれに引き続いて起こる線維

化は比較的軽度であった。ラットはマウスに比べて

肺炎症を起こしやすいことが既報（Dekkers S. et 

al., Inhal Toxicol., 2018.）でも指摘されており、本

研究の結果も既報に矛盾しなかった。 

今後、より長期間の観察や詳細な解析等を行うこ

とで、アクリル酸系ポリマーの肺障害性について、更

なる検討を行うことが、産業医学的に重要であると

考えている。 

 

Ｅ．結論 

・ アクリル酸系ポリマーは、肺障害性には、分子

量、架橋構造、構成成分などの物理化学的特

性が関与することが示唆された。 

・ クラブ細胞と炎症や線維化との関連について

はより長期的な検討を要する。 
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表 1 

(A) 各サンプルの GPC-MALS測定の結果 

Sample Mw  Rｇ (nm） 備考 

ポリマー① 

（非架橋型ポリアクリル酸） 
7.53×105 74.9 研究チーム内で合成 

ポリマー② 

（非架橋型ポリアクリル酸） 
2.58×105 42.1 研究チーム内で合成 

ポリマー③ 

（ポリエチレンオキシド） 
7.63×105 75.1 市販品 

ポリマー④ 

（非架橋型ポリアクリル酸ナトリウム） 
6.17×105 60.1 研究チーム内で合成 

ポリマー⑤ 

（非架橋型ポリアクリル酸） 
1.85×104 32.5 研究チーム内で合成 

ポリマー⑥ 

（非架橋型ポリアクリル酸） 
1.55×104 18.5 研究チーム内で合成 

ポリマー⑦ 

（非架橋型ポリアクリル酸） 
8.09×104 8.07 研究チーム内で合成 

ポリマー⑧ 

（非架橋型ポリアクリル酸） 
5.01×104 7.04 研究チーム内で合成 

ポリマー⑨ 

（非架橋型ポリアクリル酸） 
5.04×104 50.5 研究チーム内で合成 

ポリマー⑩ 

（架橋型ポリアクリル酸） 
- 660 研究チーム内で合成 

ポリマー⑥ 

（架橋型ポリアクリル酸） 
- 318 研究チーム内で合成 

ポリマーA 

（架橋型ポリアクリル酸） 
7.65×105 68.7 市販品 

ポリマーB 

（非架橋型ポリアクリル酸） 
3.09×104 13.5 市販品 

 

(B) 吸入ばく露試験における空気動力学的直径 
 

ポリマーA   

 低濃度群 高濃度群 

吸入ばく露試験 

（ラット、マウス） 
2.0 µm (σg=2.0) 2.1 µm (σg=1.9) 
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図 1 肺の肉眼的所見 

(A)ポリマー① Control 0.2 mg/rat 1.0 mg/rat 

3 days 

   

1 week 

   

1 month 

   

3 months 

   

6 months 
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図 1 肺の肉眼的所見 

(B)ポリマー② Control 0.2 mg/rat 1.0 mg/rat 

3 days 

   

1 week 

   

1 month 

   

3 months 

   

6 months 
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図 1 肺の肉眼的所見 

(C)ポリマー③ Control 0.2 mg/rat 1.0 mg/rat 

3 days 

   

1 week 

   

1 month 

   

3 months 

 
  

6 months 
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図 1 肺の肉眼的所見 

(D)ポリマー④ Control 0.2 mg/rat 1.0 mg/rat 

3 days 

   

1 week 

  
 

1 month 

   

3 months 

   

6 months 
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図2 体重 
 
 
 
 
 

(A)：ポリマー①（非架橋型ポリアクリル酸） 

 

Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 

 

 

 

 

 

(B)：ポリマー②（非架橋型・ポリアクリル酸） 

 

Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 
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図2 体重 
 
 
 
 
 

(C)：ポリマー③（非架橋型ポリエチレンオキシド） 

 

Dunnett 検定；*p<0.05, **p<0.01 

 

 

 

 

 

(D)：ポリマー④（非架橋型ポリアクリル酸ナトリウム） 

 

Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 
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図3 相対肺重量（肺重量/体重） 
 
 
 
 
 

(A)：ポリマー①（非架橋型ポリアクリル酸） 

 

Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 

 

 

 

 

 

(B)：ポリマー②（非架橋型・ポリアクリル酸） 

 

Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 
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図3 相対肺重量（肺重量/体重） 
 
 
 
 
 

(C)：ポリマー③（非架橋型ポリエチレンオキシド） 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 

 
 
 
 
 
 

(D)：ポリマー④（非架橋型ポリアクリル酸ナトリウム） 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 
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図 4 3D マイクロ CT 

(A)気管内注入試験：ポリマー①（非架橋型ポリアクリル酸（分子量大）） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Before IT：Before intratracheal instillation 
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図 4 3D マイクロ CT 

(B)気管内注入試験：ポリマー②（非架橋型ポリアクリル酸（分子量小）） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Before IT：Before intratracheal instillation 
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図 4 3D マイクロ CT 

(C)気管内注入試験：ポリマー③（非架橋型ポリエチレンオキシド） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Before IT：Before intratracheal instillation 
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図 4 3D マイクロ CT 

(D)気管内注入試験：ポリマー④（非架橋型ポリアクリル酸ナトリウム） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Before IT：Before intratracheal instillation 
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図5 気管支肺胞洗浄液の解析；炎症細胞（総細胞数） 
 
 
 
 
 

(A)-1：ポリマー①（非架橋型ポリアクリル酸）（分子量大） 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 

 

 

 

 

 

(B)-1：ポリマー②（非架橋型・ポリアクリル酸）（分子量小） 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 
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図5 気管支肺胞洗浄液の解析；炎症細胞（総細胞数） 
 
 
 
 
 

(C)-1：ポリマー③（非架橋型ポリエチレンオキシド） 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 

 

 

 

 

 

(D)-1：ポリマー④（非架橋型ポリアクリル酸ナトリウム） 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 
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図６ 気管支肺胞洗浄液の解析；炎症細胞（好中球数） 
 
 
 
 
 

(A)-2：ポリマー①（非架橋型ポリアクリル酸）（分子量大） 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 

 

 

 

 

 

(B)-2：ポリマー②（非架橋型・ポリアクリル酸）（分子量小） 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 
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図６ 気管支肺胞洗浄液の解析；炎症細胞（好中球数） 
 
 
 
 
 

(C)-2：ポリマー③（非架橋型ポリエチレンオキシド） 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 

 

 

 

 

 

(D)-2：ポリマー④（非架橋型ポリアクリル酸ナトリウム） 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 
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図７ 気管支肺胞洗浄液の解析；炎症細胞（好中球割合） 
 
 
 
 
 

(A)-3：ポリマー①（非架橋型ポリアクリル酸）（分子量大） 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 

 

 

 

 

 

(B)-3：ポリマー②（非架橋型・ポリアクリル酸）（分子量小） 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 



34 

 

 
図７ 気管支肺胞洗浄液の解析；炎症細胞（好中球割合） 
 
 
 
 
 

(C)-3：ポリマー③（非架橋型ポリエチレンオキシド） 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 

 

 

 

 

 

 

(D)-3：ポリマー④（非架橋型ポリアクリル酸ナトリウム） 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 
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図８ 気管支肺胞洗浄液の解析；細胞傷害性のマーカー 
 
 
 
 
 

(A)-4：ポリマー①（非架橋型ポリアクリル酸）（分子量大） 

 
Dunnett検定；** p<0.01, *p<0.05 

 

 

 

 

 

(B)-4：ポリマー②（非架橋型・ポリアクリル酸）（分子量小） 

 
Dunnett検定；** p<0.01, *p<0.05 
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図８ 気管支肺胞洗浄液の解析；細胞傷害性のマーカー 
 
 
 
 
 

(C)-4：ポリマー③（非架橋型ポリエチレンオキシド） 

 
Dunnett検定；** p<0.01, *p<0.05 

 

 

 

 

 

(D)-4：ポリマー④（非架橋型ポリアクリル酸ナトリウム） 

 
Dunnett 検定； 
** p<0.01, *p<0.05（対照群と比較し、有意な増加） 
** p<0.01, *p<0.05（対照群と比較し、有意な減少） 
 



37 

 

 
図９ 気管支肺胞洗浄液の解析；好中球走化性因子（CINC-1） 
 
 
 
 
 

(A)-5：ポリマー①（非架橋型ポリアクリル酸）（分子量大） 

 
Dunnett 検定； 

** p<0.01, *p<0.05（対照群と比較し、有意な増加） 

** p<0.01, *p<0.05（対照群と比較し、有意な減少） 

 

 

 

 

 

(B)-5：ポリマー②（非架橋型・ポリアクリル酸）（分子量小） 

 
Dunnett 検定； 

** p<0.01, *p<0.05（対照群と比較し、有意な増加） 

** p<0.01, *p<0.05（対照群と比較し、有意な減少） 
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図９ 気管支肺胞洗浄液の解析；好中球走化性因子（CINC-1） 
 
 
 
 
 

(C)-5：ポリマー③（非架橋型ポリエチレンオキシド） 

 
Dunnett 検定； 

** p<0.01, *p<0.05（対照群と比較し、有意な増加） 

** p<0.01, *p<0.05（対照群と比較し、有意な減少） 

 

 

 

 

 

(D)-5：ポリマー④（非架橋型ポリアクリル酸ナトリウム） 

 
Dunnett 検定； 

** p<0.01, *p<0.05（対照群と比較し、有意な増加） 

** p<0.01, *p<0.05（対照群と比較し、有意な減少） 
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図１０ 気管支肺胞洗浄液の解析；好中球走化性因子（CINC-2） 
 
 
 
 
 

(A)-6：ポリマー①（非架橋型ポリアクリル酸）（分子量大） 

 
Dunnett 検定； 
** p<0.01, *p<0.05（対照群と比較し、有意な増加） 
** p<0.01, *p<0.05（対照群と比較し、有意な減少） 

 

 

 

 

 

(B)-6：ポリマー②（非架橋型・ポリアクリル酸）（分子量小） 

 
Dunnett 検定； 
** p<0.01, *p<0.05（対照群と比較し、有意な増加） 
** p<0.01, *p<0.05（対照群と比較し、有意な減少） 
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図１０ 気管支肺胞洗浄液の解析；好中球走化性因子（CINC-2） 
 
 
 
 
 

(C)-6：ポリマー③（非架橋型ポリエチレンオキシド） 

 
Dunnett検定；** p<0.01, *p<0.05 

 

 

 

 

 

(D)-6：ポリマー④（非架橋型ポリアクリル酸ナトリウム） 

 
Dunnett検定；** p<0.01, *p<0.05 
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図１１ 肺組織の解析；酸化ストレスのマーカー 
 
 
 
 
 

(A)-7：ポリマー①（非架橋型ポリアクリル酸）（分子量大） 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 
＊実験進行中に、従来使用していたHO-1測定試薬が販売中止となったため、ポリ
マー③および④は、新たな試薬で測定した。従って、対照群との比によって比
較を行っている。 

 

 

 

 

 

(B)-7：ポリマー②（非架橋型・ポリアクリル酸）（分子量小） 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 
＊実験進行中に、従来使用していたHO-1測定試薬が販売中止となったため、ポリ
マー③および④は、新たな試薬で測定した。従って、対照群との比によって比
較を行っている。 
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図１１ 肺組織の解析；酸化ストレスのマーカー 
 
 
 
 
 

(C)-7：ポリマー③（非架橋型ポリエチレンオキシド） 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 

＊実験進行中に、従来使用していた HO-1 測定試薬が販売中止となったため、ポ

リマー③および④は、新たな試薬で測定した。従って、対照群との比によって比

較を行っている。 

 

 

 

 

(D)-7：ポリマー④（非架橋型ポリアクリル酸ナトリウム） 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 
＊実験進行中に、従来使用していたHO-1測定試薬が販売中止となったため、ポリ
マー③および④は、新たな試薬で測定した。従って、対照群との比によって比較
を行っている。 
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図１２ サイトスピン所見 

(A) 

ポリマ

ー① 

Control 0.2 mg/rat 1.0 mg/rat 

3 days 

   

1 week 

   

1 month 

   

3 months 

   

6 months 

   
Scale bar=25 µm 
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図１２ サイトスピン所見 

(B) 

ポリマ

ー② 

Control 0.2 mg/rat 1.0 mg/rat 

3 days 

   

1 week 

   

1 month 

   

3 months 

   

6 months 

   
Scale bar=25 µm 
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図１２ サイトスピン所見 

(C) 

ポリマ

ー③ 

Control 0.2 mg/rat 1.0 mg/rat 

3 days 

   

1 week 

   

1 month 

   

3 months 

   

6 months 

   
Scale bar=25 µm 
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図１２ サイトスピン所見 

(D) 

ポリマ

ー④ 

Control 0.2 mg/rat 1.0 mg/rat 

3 days 

   

1 week 

   

1 month 

   

3 months 

   

6 months 

   
Scale bar=25 µm 
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図１３ 肺病理組織 

(A)気管内注入試験：ポリマー①（非架橋型ポリアクリル酸（分子量大））；3日 
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図１３ 肺病理組織 

(A)気管内注入試験：ポリマー①（非架橋型ポリアクリル酸（分子量大））；1週 
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図１３ 肺病理組織 

(A)気管内注入試験：ポリマー①（非架橋型ポリアクリル酸（分子量大））；1ヶ月 
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図１３ 肺病理組織 

(A)気管内注入試験：ポリマー①（非架橋型ポリアクリル酸（分子量大））；3ヶ月 
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図１３ 肺病理組織 

(A)気管内注入試験：ポリマー①（非架橋型ポリアクリル酸（分子量大））；6ヶ月 
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図１３ 肺病理組織 

(B)気管内注入試験：ポリマー②（非架橋型ポリアクリル酸（分子量小））；3日 
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図１３ 肺病理組織 

(B)気管内注入試験：ポリマー②（非架橋型ポリアクリル酸（分子量小））；1週 
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図１３ 肺病理組織 

(B)気管内注入試験：ポリマー②（非架橋型ポリアクリル酸（分子量小））；1ヶ月 
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図１３ 肺病理組織 

(B)気管内注入試験：ポリマー②（非架橋型ポリアクリル酸（分子量小））；3ヶ月 
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図１３ 肺病理組織 

(B)気管内注入試験：ポリマー②（非架橋型ポリアクリル酸（分子量小））；6ヶ月 
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図１３ 肺病理組織 

(C)気管内注入試験：ポリマー③（非架橋型ポリエチレンオキシド）；3日 

 
Scale bar= 250 µm 
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図１３ 肺病理組織 

(C)気管内注入試験：ポリマー③（非架橋型ポリエチレンオキシド）；1週 

 
Scale bar= 250 µm 
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図１３ 肺病理組織 

(C)気管内注入試験：ポリマー③（非架橋型ポリエチレンオキシド）；1ヶ月 

 
Scale bar= 250 µm 
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図１３ 肺病理組織 

(C)気管内注入試験：ポリマー③（非架橋型ポリエチレンオキシド）；3ヶ月 

 
Scale bar= 250 µm 
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図１３ 肺病理組織 

(C)気管内注入試験：ポリマー③（非架橋型ポリエチレンオキシド）；6ヶ月 

 
Scale bar= 250 µm 
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図１３ 肺病理組織 

(D)気管内注入試験：ポリマー④（非架橋型ポリアクリル酸ナトリウム）；3日 

 
Scale bar= 250 µm 



63 

 

 

図１３ 肺病理組織 

(D)気管内注入試験：ポリマー④（非架橋型ポリアクリル酸ナトリウム）；1週 

 
Scale bar= 250 µm 
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図１３ 肺病理組織 

(D)気管内注入試験：ポリマー④（非架橋型ポリアクリル酸ナトリウム）；1ヶ月 

 
Scale bar= 250 µm 
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図１３ 肺病理組織 

(D)気管内注入試験：ポリマー④（非架橋型ポリアクリル酸ナトリウム）；3ヶ月 

 
Scale bar= 250 µm 
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図１３ 肺病理組織 

(D)気管内注入試験：ポリマー④（非架橋型ポリアクリル酸ナトリウム）；6ヶ月 

 
Scale bar= 250 µm 
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図１４ 架橋構造の有無による肺障害性評価 

(A)気管支肺胞洗浄液中の総細胞数 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

(B)気管支肺胞洗浄液中の好中球数 
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図１４ 架橋構造の有無による肺障害性評価 

(C)気管支肺胞洗浄液中の好中球割合 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

(D)気管支肺胞洗浄液中の総蛋白濃度 
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図１４ 架橋構造の有無による肺障害性評価 

(E)気管支肺胞洗浄液中のLDH活性 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

(F)気管支肺胞洗浄液中のCINC-1濃度 
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図１４ 架橋構造の有無による肺障害性評価 

(G)気管支肺胞洗浄液中のCINC-2濃度 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

 

 

 

(H)肺組織中のHO-1濃度 
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図１４ 架橋構造の有無による肺障害性評価 

（I）肺病理組織（HE染色） 
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図１４ 架橋構造の有無による肺障害性評価 

（J）肺病理組織（MT染色） 
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図１４ 架橋構造の有無による肺障害性評価 

（K）炎症細胞浸潤スコア 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

図１４ 架橋構造の有無による肺障害性評価 

（L）アシュクロフトスコア 
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図１５(A) ポリマーAを気管内注入した1ヶ月後のラット肺で、対照群と比較して、 

発現が上昇していた上位20個の遺伝子 

Gene symbol Gene description 
Fold change 

(ACTB) 

Fold change 

(GAPDH) 

Mt3 metallothionein 3 5.6 8.0 

AABR07056026.1 - 3.1 4.4 

Olr1523 olfactory receptor 1523 3.0 4.3 

Hbq1b hemoglobin, theta 1B 2.8 4.1 

Mt2A metallothionein 2A 2.8 4.1 

Rab24 RAB24, member RAS oncogene family 2.8 4.0 

Tuba3b tubulin, alpha 3B 2.8 4.0 

Nr1d1 nuclear receptor subfamily 1, group D, 

member 1 
2.6 3.8 

Igh-6 immunoglobulin heavy chain 6 2.6 3.7 

RGD1565617 similar to Ig variable region, light chain 2.6 3.7 

Ttll11 tubulin tyrosine ligase like11 2.5 3.6 

Atp13a2 ATPase 13A2 2.4 3.4 

Sec14l1 SEC14-like lipid binding 1 2.3 3.3 

Igsf8 immunoglobulin superfamily, member 8 2.2 3.1 

Egfl7 EGF-like-domain, multiple 7 2.2 3.1 

Fau Finkel-Biskis-Reilly murine sarcoma virus 

(FBR-MuSV) ubiquitously expressed 
2.1 3.0 

Eln elastin 2.1 3.0 

Ep300 E1A binding protein p300 2.0 2.9 

Arl2 ADP-ribosylation factor like GTPase 2 2.0 2.9 

Otop2 otopetrin 2 1.5 2.1 
 

 
 
 
図１５(B) ポリマーAを気管内注入した1ヶ月後のラット肺で、対照群と比較して、 

発現上昇を認める遺伝子のうち、線維芽細胞に関連する上位10個の遺伝子 

Gene symbol Gene description 
Fold change 

(ACTB) 

Fold change 

(GAPDH) 

Eln elastin 2.1 3.0 

Akt1 
v-akt murine thymoma viral oncogene 

homolog 1 
1.8 2.6 

Ccm2l CCM2 like scaffolding protein 1.7 2.4 

Mif 
macrophage migration inhibitory factor 

(glycosylation-inhibiting factor) 
1.6 2.3 

Parp10 
poly (ADP-ribose) polymerase family, 

member 10 
1.6 2.3 

Pdgfrb platelet derived growth factor receptor beta 1.5 2.1 

Col1a1 collagen, type I, alpha 1 1.4 2.1 

Fgfr4 fibroblast growth factor receptor 4 1.4 2.0 

Ctgf connective tissue growth factor 1.4 2.0 

Hyal2 hyaluronoglucosaminidase 2 1.4 2.0 
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図１５(C) KEGG pathwayによる解析 

Terms of KEGG pathway 
Gene  

Counts 
% P Value 

Benjamini 

Salmonella infection 10 5.08 0.0012 0.151 

Alzheimer disease 12 6.09 0.0021 0.151 

Tuberculosis 8 4.06 0.0022 0.151 

Apoptosis 7 3.55 0.0027 0.151 

Fluid shear stress and atherosclerosis 7 3.55 0.0045 0.202 

PI3K-Akt signaling pathway 10 5.08 0.0088 0.284 

Sphingolipid signaling pathway 6 3.05 0.0089 0.284 
 

＊対照群と比較して、1.5倍以上の発現の増加を認めた遺伝子を解析対象とした。 
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図１６(A) 吸入ばく露試験中のポリマーAのばく露濃度（ラット（短期/長期））：低濃度群 

Day 曝露日 ろ紙 ろ紙 粉体捕集量 測定時間 吸引流量 曝露濃度 

  測定後(mg) 測定前(mg) (mg） (min) （ℓ /min） （mg/ｍ3） 

1 2021年7月12日 20.910 20.709 0.201 360 2.5 0.22 

2 2021年7月13日 20.733 20.467 0.266 360 2.5 0.30 

3 2021年7月14日 20.901 20.689 0.212 360 2.5 0.24 

4 2021年7月15日 20.899 20.650 0.249 360 2.5 0.28 

5 2021年7月16日 21.001 20.743 0.258 360 2.5 0.29 

6 2021年7月19日 20.741 20.535 0.206 360 2.5 0.23 

7 2021年7月20日 20.719 20.479 0.240 360 2.5 0.27 

8 2021年7月21日 20.987 20.747 0.240 360 2.5 0.27 

9 2021年7月26日 20.920 20.617 0.303 360 2.5 0.34 

10 2021年7月27日 20.892 20.692 0.200 360 2.5 0.22 

11 2021年7月28日 20.906 20.601 0.305 360 2.5 0.34 

12 2021年7月29日 20.408 20.207 0.201 360 2.5 0.22 

13 2021年7月30日 20.918 20.712 0.206 360 2.5 0.23 

14 2021年8月2日 20.542 20.241 0.301 360 2.5 0.33 

15 2021年8月3日 21.434 21.121 0.313 360 2.5 0.35 

16 2021年8月4日 20.938 20.737 0.201 360 2.5 0.22 

17 2021年8月5日 20.366 20.165 0.201 360 2.5 0.22 

18 2021年8月6日 20.382 20.117 0.265 360 2.5 0.29 

19 2021年8月10日 19.350 19.167 0.183 360 2.5 0.20 

20 2021年8月11日 22.423 22.09 0.333 360 2.5 0.37 

21 2021年8月12日 20.579 20.322 0.257 360 2.5 0.29 

22 2021年8月13日 19.896 19.656 0.240 360 2.5 0.27 

23 2021年8月16日 20.609 20.420 0.189 360 2.5 0.21 

24 2021年8月17日 19.192 18.980 0.212 360 2.5 0.24 

25 2021年8月18日 19.784 19.543 0.241 360 2.5 0.27 

26 2021年8月19日 19.768 19.515 0.253 360 2.5 0.28 

27 2021年8月20日 19.116 18.898 0.218 360 2.5 0.24 

28 2021年8月23日 19.720 19.468 0.252 360 2.5 0.28 

29 2021年8月24日 19.640 19.385 0.255 360 2.5 0.28 

30 2021年8月25日 20.818 20.581 0.237 360 2.5 0.26 

31 2021年8月26日 20.953 20.717 0.236 360 2.5 0.26 

32 2021年8月27日 20.995 20.794 0.201 360 2.5 0.22 

33 2021年8月30日 20.733 20.528 0.205 360 2.5 0.23 

34 2021年8月31日 20.571 20.289 0.282 360 2.5 0.31 

35 2021年9月1日 20.711 20.482 0.229 360 2.5 0.25 
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36 2021年9月2日 20.998 20.791 0.207 360 2.5 0.23 

37 2021年9月3日 20.399 20.211 0.188 360 2.5 0.21 

38 2021年9月6日 20.959 20.761 0.198 360 2.5 0.22 

39 2021年9月7日 21.005 20.816 0.189 360 2.5 0.21 

40 2021年9月8日 20.798 20.573 0.225 360 2.5 0.25 

41 2021年9月9日 20.608 20.418 0.190 360 2.5 0.21 

42 2021年9月10日 21.092 20.775 0.317 360 2.5 0.35 

43 2021年9月13日 21.040 20.792 0.248 360 2.5 0.28 

44 2021年9月14日 20.936 20.736 0.200 360 2.5 0.22 

45 2021年9月15日 20.719 20.549 0.170 360 2.5 0.19 

46 2021年9月16日 20.838 20.642 0.196 360 2.5 0.22 

47 2021年9月17日 20.968 20.72 0.248 360 2.5 0.28 

48 2021年9月21日 20.703 20.478 0.225 360 2.5 0.25 

49 2021年9月22日 20.937 20.736 0.201 360 2.5 0.22 

50 2021年9月24日 21.127 20.864 0.263 360 2.5 0.29 

51 2021年9月27日 20.564 20.311 0.253 360 2.5 0.28 

52 2021年9月28日 20.932 20.710 0.222 360 2.5 0.25 

53 2021年9月29日 20.752 20.550 0.202 360 2.5 0.22 

54 2021年9月30日 20.922 20.662 0.260 360 2.5 0.29 

55 2021年10月1日 21.229 20.953 0.276 360 2.5 0.31 

56 2021年10月4日 21.386 21.183 0.203 360 2.5 0.23 

57 2021年10月5日 20.702 20.489 0.213 360 2.5 0.24 

58 2021年10月6日 20.849 20.624 0.225 360 2.5 0.25 

59 2021年10月7日 20.559 20.358 0.201 360 2.5 0.22 

60 2021年10月8日 21.655 21.393 0.262 360 2.5 0.29 

61 2021年10月11日 20.219 19.990 0.229 360 2.5 0.25 

62 2021年10月12日 20.949 20.733 0.216 360 2.5 0.24 

63 2021年10月13日 19.581 19.335 0.246 360 2.5 0.27 

64 2021年10月14日 21.682 21.478 0.204 360 2.5 0.23 

65 2021年10月15日 20.179 19.916 0.263 360 2.5 0.29 

      平均 0.26 

      標準偏差 0.04 
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図１６(B) 吸入ばく露試験中のポリマーAのばく露濃度（ラット（短期/長期））：高濃度群 

実験 曝露日 ろ紙 ろ紙 粉体捕集量 測定時間 吸引流量 曝露濃度 

  測定後(mg) 測定前(mg) (mg） (min) （ℓ /min） （mg/ｍ3） 

1 2021年7月12日 22.768 20.693 2.075 360 2.5 2.31 

2 2021年7月13日 22.478 20.467 2.011 360 2.5 2.23 

3 2021年7月14日 22.629 20.813 1.816 360 2.5 2.02 

4 2021年7月15日 22.451 20.628 1.823 360 2.5 2.03 

5 2021年7月16日 22.195 20.351 1.844 360 2.5 2.05 

6 2021年7月19日 21.689 19.891 1.798 360 2.5 2.00 

7 2021年7月20日 22.339 20.553 1.786 360 2.5 1.98 

8 2021年7月21日 22.375 20.59 1.785 360 2.5 1.98 

9 2021年7月26日 22.277 20.497 1.780 360 2.5 1.98 

10 2021年7月27日 22.158 20.313 1.845 360 2.5 2.05 

11 2021年7月28日 22.225 20.460 1.765 360 2.5 1.96 

12 2021年7月29日 23.301 21.177 2.124 360 2.5 2.36 

13 2021年7月30日 22.126 20.304 1.822 360 2.5 2.02 

14 2021年8月2日 21.226 20.321 0.905 360 2.5 1.01 

15 2021年8月3日 22.933 20.675 2.258 360 2.5 2.51 

16 2021年8月4日 22.019 20.027 1.992 360 2.5 2.21 

17 2021年8月5日 22.815 20.325 2.490 360 2.5 2.77 

18 2021年8月6日 20.223 18.406 1.817 360 2.5 2.02 

19 2021年8月10日 23.932 21.245 2.687 360 2.5 2.99 

20 2021年8月11日 22.153 19.511 2.642 360 2.5 2.94 

21 2021年8月12日 23.007 20.309 2.698 360 2.5 3.00 

22 2021年8月13日 21.280 18.780 2.500 360 2.5 2.78 

23 2021年8月16日 21.566 19.016 2.550 360 2.5 2.83 

24 2021年8月17日 22.426 19.425 3.001 360 2.5 3.33 

25 2021年8月18日 21.021 19.067 1.954 360 2.5 2.17 

26 2021年8月19日 21.421 19.425 1.996 360 2.5 2.22 

27 2021年8月20日 21.572 19.124 2.448 360 2.5 2.72 

28 2021年8月23日 21.523 18.997 2.526 360 2.5 2.81 

29 2021年8月24日 21.076 19.329 1.747 360 2.5 1.94 

30 2021年8月25日 22.555 20.527 2.028 360 2.5 2.25 

31 2021年8月26日 22.544 20.628 1.916 360 2.5 2.13 

32 2021年8月27日 22.684 20.682 2.002 360 2.5 2.22 

33 2021年8月30日 22.656 20.075 2.581 360 2.5 2.87 

34 2021年8月31日 23.155 20.553 2.602 360 2.5 2.89 

35 2021年9月1日 22.410 20.518 1.892 360 2.5 2.10 
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36 2021年9月2日 23.289 20.767 2.522 360 2.5 2.80 

37 2021年9月3日 22.775 20.639 2.136 360 2.5 2.37 

38 2021年9月6日 22.521 20.617 1.904 360 2.5 2.12 

39 2021年9月7日 23.016 20.681 2.335 360 2.5 2.59 

40 2021年9月8日 22.247 20.427 1.820 360 2.5 2.02 

41 2021年9月9日 22.460 20.620 1.840 360 2.5 2.04 

42 2021年9月10日 22.382 20.462 1.920 360 2.5 2.13 

43 2021年9月13日 23.151 20.593 2.558 360 2.5 2.84 

44 2021年9月14日 22.724 20.350 2.374 360 2.5 2.64 

45 2021年9月15日 22.886 20.935 1.951 360 2.5 2.17 

46 2021年9月16日 22.461 20.325 2.136 360 2.5 2.37 

47 2021年9月17日 23.393 20.804 2.589 360 2.5 2.88 

48 2021年9月21日 23.260 20.580 2.680 360 2.5 2.98 

49 2021年9月22日 22.419 20.657 1.762 360 2.5 1.96 

50 2021年9月24日 22.974 20.350 2.624 360 2.5 2.92 

51 2021年9月27日 22.570 20.532 2.038 360 2.5 2.26 

52 2021年9月28日 23.362 20.634 2.728 360 2.5 3.03 

53 2021年9月29日 22.936 20.433 2.503 360 2.5 2.78 

54 2021年9月30日 22.938 20.452 2.486 360 2.5 2.76 

55 2021年10月1日 22.884 20.773 2.111 360 2.5 2.35 

56 2021年10月4日 22.559 20.556 2.003 360 2.5 2.23 

57 2021年10月5日 22.660 20.537 2.123 360 2.5 2.36 

58 2021年10月6日 22.001 19.893 2.108 360 2.5 2.34 

59 2021年10月7日 23.001 21.173 1.828 360 2.5 2.03 

60 2021年10月8日 22.653 19.997 2.656 360 2.5 2.95 

61 2021年10月11日 22.789 20.616 2.173 360 2.5 2.41 

62 2021年10月12日 24.124 21.528 2.596 360 2.5 2.88 

63 2021年10月13日 22.001 19.606 2.395 360 2.5 2.66 

64 2021年10月14日 22.145 19.657 2.488 360 2.5 2.76 

65 2021年10月15日 20.998 18.972 2.026 360 2.5 2.25 

      平均 2.41 

      標準偏差 0.41 
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図１７ 肺の肉眼的所見  

(A) 

ラット・短期 

吸入ばく露試験 

Control 0.2 mg/m3 2.0 mg/m3 

3 days 

   

1 month 
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図１７ 肺の肉眼的所見 

(B) 

ラット・長期 

吸入ばく露試験 

Control 0.2 mg/m3 2.0 mg/m3 

3 days 

   

1 month 

   

3 months 

   

6 months 
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図１８ 吸入ばく露中の体重推移 

吸入ばく露試験（ラット/短期・長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 
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図１９ 体重（解剖時） 

(A)吸入ばく露試験（ラット/短期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 

 

 

 

 

 

 

図１９ 体重（解剖時） 

(B)吸入ばく露試験（ラット/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dunnett検定；有意差なし 
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図２０ 相対肺体重 

(A)吸入ばく露試験（ラット/短期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 
 
 
 
 
 
 
 

図２０ 相対肺体重 

(B)吸入ばく露試験（ラット/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 
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図２１ 3D マイクロ CT 

(A)吸入ばく露試験（ラット/短期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 

 

Low conc.: Low concentration, High conc.: High concentration 
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図２１ 3D マイクロ CT 

(B)吸入ばく露試験（ラット/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 

 

Low conc.: Low concentration, High conc.: High concentration 
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図２１ 3D マイクロ CT 

(B)吸入ばく露試験（ラット/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Low conc.: Low concentration, High conc.: High concentration 
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図２２ 気管支肺胞洗浄液の解析 

(A)吸入ばく露試験（ラット/短期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 

 
 
 
 
 

LDH 活性 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 

 

 

 

 

 

総細胞数 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 
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図２２ 気管支肺胞洗浄液の解析 

(A)吸入ばく露試験（ラット/短期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 

 

 

 

 

 

好中球数 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 

 

 

 

 

 

好中球割合 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 
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図２２ 気管支肺胞洗浄液の解析 

(B)吸入ばく露試験（ラット/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 
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Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 

 

 

 

 

 

総細胞数 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 
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図２２ 気管支肺胞洗浄液の解析 

(B)吸入ばく露試験（ラット/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 

 

 

 

 

 

好中球数 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 

 

 

 

 

 

好中球割合 

 
Dunnett検定；*p<0.05, **p<0.01 
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図２３ サイトスピン所見 

（A） 

ラット・短期 

吸入ばく露試験 

Control 0.2 mg/m3 2.0 mg/m3 

3 days 

   

1 month 
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図２３ サイトスピン所見 

（B） 

ラット・長期 

吸入ばく露試験 

Control 0.2 mg/m3 2.0 mg/m3 

3 days 

   

1 month 

   

3 months 

   

6 months 
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図２４ 肺病理組織  

(A)吸入ばく露試験（ラット/短期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸）；3 日 
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図２４ 肺病理組織 

(A)吸入ばく露試験（ラット/短期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸）；1 ヶ月 
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図２４ 肺病理組織  

(B)吸入ばく露試験（ラット/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸）；3 日 
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図２４ 肺病理組織 

(B)吸入ばく露試験（ラット/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸）；1 ヶ月 
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図２４ 肺病理組織  

(B)吸入ばく露試験（ラット/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸）；3 ヶ月 
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図２４ 肺病理組織 

(B)吸入ばく露試験（ラット/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸）；6 ヶ月 
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図２５（A） 吸入ばく露試験中のポリマーAのばく露濃度（マウス）：低濃度群 

実験 曝露日 ろ紙 ろ紙 粉体捕集量 測定時間 吸引流量 曝露濃度 

  測定後(mg) 測定前(mg) (mg） (min) （ℓ /min） （mg/ｍ3） 

1 2022年1月31日 20.888 20.666 0.222 360 2.5 0.25 

2 2022年2月1日 21.091 20.832 0.259 360 2.5 0.29 

3 2022年2月2日 20.770 20.577 0.193 360 2.5 0.21 

4 2022年2月3日 20.930 20.729 0.201 360 2.5 0.22 

5 2022年2月4日 21.000 20.778 0.222 360 2.5 0.25 

6 2022年2月7日 21.244 21.073 0.171 360 2.5 0.19 

7 2022年2月8日 21.436 21.236 0.200 360 2.5 0.22 

8 2022年2月9日 20.694 20.505 0.189 360 2.5 0.21 

9 2022年2月10日 21.191 20.981 0.210 360 2.5 0.23 

10 2022年2月14日 21.124 20.871 0.253 360 2.5 0.28 

11 2022年2月15日 21.487 21.166 0.321 360 2.5 0.36 

12 2022年2月16日 19.645 19.467 0.178 360 2.5 0.20 

13 2022年2月17日 21.222 20.971 0.251 360 2.5 0.28 

14 2022年2月18日 21.317 21.078 0.239 360 2.5 0.27 

15 2022年2月21日 21.257 21.082 0.175 360 2.5 0.19 

16 2022年2月22日 21.134 20.987 0.147 360 2.5 0.16 

17 2022年2月24日 21.259 21.068 0.191 360 2.5 0.21 

18 2022年2月25日 20.109 19.850 0.259 360 2.5 0.29 

19 2022年2月28日 21.227 21.015 0.212 360 2.5 0.24 

20 2022年3月1日 21.361 21.174 0.187 360 2.5 0.21 

21 2022年3月2日 21.233 21.043 0.190 360 2.5 0.21 

22 2022年3月3日 21.032 20.794 0.238 360 2.5 0.26 

23 2022年3月4日 21.454 21.185 0.269 360 2.5 0.30 

24 2022年3月7日 21.675 21.447 0.228 360 2.5 0.25 

25 2022年3月8日 20.944 20.763 0.181 360 2.5 0.20 

26 2022年3月9日 21.733 21.485 0.248 360 2.5 0.28 

27 2022年3月10日 21.421 21.156 0.265 360 2.5 0.29 

28 2022年3月11日 21.728 21.489 0.239 360 2.5 0.27 

29 2022年3月14日 21.655 21.458 0.197 360 2.5 0.22 

30 2022年3月15日 21.435 21.223 0.212 360 2.5 0.24 

31 2022年3月16日 21.241 21.042 0.199 360 2.5 0.22 

32 2022年3月17日 21.310 21.065 0.245 360 2.5 0.27 

33 2022年3月18日 20.871 20.630 0.241 360 2.5 0.27 

34 2022年3月22日 21.235 20.992 0.243 360 2.5 0.27 

35 2022年3月23日 21.535 21.282 0.253 360 2.5 0.28 
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36 2022年3月24日 21.882 21.658 0.224 360 2.5 0.25 

37 2022年3月25日 21.019 20.757 0.262 360 2.5 0.29 

38 2022年3月28日 21.158 20.982 0.176 360 2.5 0.20 

39 2022年3月29日 21.589 21.392 0.197 360 2.5 0.22 

40 2022年3月30日 21.392 21.146 0.246 360 2.5 0.27 

41 2022年3月31日 20.986 20.796 0.190 360 2.5 0.21 

42 2022年4月1日 21.213 20.949 0.264 360 2.5 0.29 

43 2022年4月4日 21.431 21.189 0.242 360 2.5 0.27 

44 2022年4月5日 21.354 21.135 0.219 360 2.5 0.24 

45 2022年4月6日 21.232 21.051 0.181 360 2.5 0.20 

46 2022年4月7日 21.134 20.922 0.212 360 2.5 0.24 

47 2022年4月8日 21.269 21.020 0.249 360 2.5 0.28 

48 2022年4月11日 21.505 21.274 0.231 360 2.5 0.26 

49 2022年4月12日 21.538 21.359 0.179 360 2.5 0.20 

50 2022年4月13日 21.618 21.440 0.178 360 2.5 0.20 

51 2022年4月14日 21.339 21.123 0.216 360 2.5 0.24 

52 2022年4月15日 21.359 21.164 0.195 360 2.5 0.22 

53 2022年4月18日 21.603 21.347 0.256 360 2.5 0.28 

54 2022年4月19日 21.103 20.924 0.179 360 2.5 0.20 

55 2022年4月20日 19.727 19.485 0.242 360 2.5 0.27 

56 2022年4月21日 19.377 19.177 0.200 360 2.5 0.22 

57 2022年4月25日 21.301 21.045 0.256 360 2.5 0.28 

58 2022年4月26日 21.089 20.889 0.200 360 2.5 0.22 

59 2022年4月27日 22.222 21.993 0.229 360 2.5 0.25 

60 2022年5月2日 21.386 21.183 0.203 360 2.5 0.23 

61 2022年5月9日 21.867 21.657 0.210 360 2.5 0.23 

62 2022年5月10日 20.930 20.671 0.259 360 2.5 0.29 

63 2022年5月11日 21.752 21.542 0.210 360 2.5 0.23 

64 2022年5月12日 21.005 20.823 0.182 360 2.5 0.20 

65 2022年5月13日 21.013 20.773 0.240 360 2.5 0.27 

      平均 0.24 

      標準偏差 0.04 
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図２５（B） 吸入ばく露試験中のポリマーAのばく露濃度（マウス）：高濃度群 

実験 曝露日 ろ紙 ろ紙 粉体捕集量 測定時間 吸引流量 曝露濃度 

  測定後(mg) 測定前(mg) (mg） (min) （ℓ /min） （mg/ｍ3） 

1 2022年1月31日 22.680 20.821 1.859 360 2.5 2.07 

2 2022年2月1日 22.582 20.628 1.954 360 2.5 2.17 

3 2022年2月2日 23.011 20.808 2.203 360 2.5 2.45 

4 2022年2月3日 23.183 20.749 2.434 360 2.5 2.70 

5 2022年2月4日 22.559 20.520 2.039 360 2.5 2.27 

6 2022年2月7日 23.433 20.991 2.442 360 2.5 2.71 

7 2022年2月8日 23.202 20.981 2.221 360 2.5 2.47 

8 2022年2月9日 23.455 21.355 2.100 360 2.5 2.33 

9 2022年2月10日 24.028 21.369 2.659 360 2.5 2.95 

10 2022年2月14日 23.104 20.468 2.636 360 2.5 2.93 

11 2022年2月15日 23.516 21.503 2.013 360 2.5 2.24 

12 2022年2月16日 23.841 21.230 2.611 360 2.5 2.90 

13 2022年2月17日 23.508 21.214 2.294 360 2.5 2.55 

14 2022年2月18日 23.652 21.183 2.469 360 2.5 2.74 

15 2022年2月21日 23.628 21.059 2.569 360 2.5 2.85 

16 2022年2月22日 23.223 21.131 2.092 360 2.5 2.32 

17 2022年2月24日 23.880 21.240 2.640 360 2.5 2.93 

18 2022年2月25日 23.557 20.683 2.874 360 2.5 3.19 

19 2022年2月28日 23.343 21.038 2.305 360 2.5 2.56 

20 2022年3月1日 22.940 20.481 2.459 360 2.5 2.73 

21 2022年3月2日 23.893 21.282 2.611 360 2.5 2.90 

22 2022年3月3日 22.884 21.056 1.829 360 2.5 2.03 

23 2022年3月4日 23.786 21.379 2.407 360 2.5 2.67 

24 2022年3月7日 21.420 19.310 2.110 360 2.5 2.34 

25 2022年3月8日 21.264 19.341 1.923 360 2.5 2.14 

26 2022年3月9日 22.774 20.953 1.821 360 2.5 2.02 

27 2022年3月10日 23.377 20.980 2.397 360 2.5 2.66 

28 2022年3月11日 23.418 21.325 2.093 360 2.5 2.33 

29 2022年3月14日 23.315 21.065 2.250 360 2.5 2.50 

30 2022年3月15日 23.126 21.103 2.023 360 2.5 2.25 

31 2022年3月16日 21.577 19.623 1.954 360 2.5 2.17 

32 2022年3月17日 23.135 21.176 1.959 360 2.5 2.18 

33 2022年3月18日 23.876 21.384 2.492 360 2.5 2.77 

34 2022年3月22日 23.511 21.266 2.245 360 2.5 2.49 

35 2022年3月23日 23.378 21.208 2.170 360 2.5 2.41 
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36 2022年3月24日 23.354 20.854 2.500 360 2.5 2.78 

37 2022年3月25日 23.293 20.922 2.371 360 2.5 2.63 

38 2022年3月28日 23.381 21.242 2.139 360 2.5 2.38 

39 2022年3月29日 23.055 21.034 2.021 360 2.5 2.25 

40 2022年3月30日 24.148 21.484 2.664 360 2.5 2.96 

41 2022年3月31日 23.778 21.182 2.596 360 2.5 2.88 

42 2022年4月1日 23.570 21.138 2.432 360 2.5 2.70 

43 2022年4月4日 21.941 19.333 2.608 360 2.5 2.90 

44 2022年4月5日 23.625 21.046 2.579 360 2.5 2.87 

45 2022年4月6日 23.281 21.551 1.730 360 2.5 1.92 

46 2022年4月7日 22.568 20.593 1.975 360 2.5 2.19 

47 2022年4月8日 23.224 20.930 2.294 360 2.5 2.55 

48 2022年4月11日 23.788 21.805 1.983 360 2.5 2.20 

49 2022年4月12日 23.785 21.245 2.540 360 2.5 2.82 

50 2022年4月13日 23.315 20.766 2.549 360 2.5 2.83 

51 2022年4月14日 22.999 21.188 1.811 360 2.5 2.01 

52 2022年4月15日 23.289 21.306 1.983 360 2.5 2.20 

53 2022年4月18日 23.409 20.850 2.559 360 2.5 2.84 

54 2022年4月19日 23.483 21.474 2.009 360 2.5 2.23 

55 2022年4月20日 23.071 20.941 2.130 360 2.5 2.37 

56 2022年4月21日 23.381 21.109 2.272 360 2.5 2.52 

57 2022年4月25日 21.268 19.257 2.011 360 2.5 2.23 

58 2022年4月26日 21.679 19.025 2.654 360 2.5 2.95 

59 2022年4月27日 23.282 21.254 2.028 360 2.5 2.25 

60 2022年5月2日 23.281 21.295 1.986 360 2.5 2.21 

61 2022年5月9日 23.608 21.283 2.325 360 2.5 2.58 

62 2022年5月10日 23.991 21.303 2.688 360 2.5 2.99 

63 2022年5月11日 22.808 20.952 1.856 360 2.5 2.06 

64 2022年5月12日 24.426 22.051 2.375 360 2.5 2.64 

65 2022年5月13日 23.421 21.010 2.411 360 2.5 2.68 

      平均 2.52 

      標準偏差 0.31 
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図２６ 吸入ばく露中の体重推移 

吸入ばく露試験（マウス/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 
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図２７ 体重（解剖時） 

吸入ばく露試験（マウス/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Turkey検定；*p<0.05, **p<0.01 
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図２８ 3D マイクロ CT 

吸入ばく露試験（長期/マウス） クラブ細胞除去なし：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Low conc.: Low concentration, High conc.: High concentration 
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図２８ 3D マイクロ CT 

吸入ばく露試験（長期/マウス） クラブ細胞除去なし：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Low conc.: Low concentration, High conc.: High concentration 
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図２８ 3D マイクロ CT 

吸入ばく露試験（長期/マウス） クラブ細胞除去あり：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Low conc.: Low concentration, High conc.: High concentration 
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図２８ 3D マイクロ CT 

吸入ばく露試験（長期/マウス） クラブ細胞除去あり：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Low conc.: Low concentration, High conc.: High concentration 
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図２９ 気管支肺胞洗浄液の解析 

 吸入ばく露試験（マウス/長期） ：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 
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図２９ 気管支肺胞洗浄液の解析 

 吸入ばく露試験（マウス/長期） ：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 
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群名称 略称 

対照群  

 クラブ細胞除去なし群 C(-)群 

 クラブ細胞除去あり群 C(+)群 

低濃度群  

 クラブ細胞除去なし群 L(-)群 

 クラブ細胞除去あり群 L(+)群 

高濃度群  

 クラブ細胞除去なし群 H(-)群 

 クラブ細胞除去あり群 H(+)群 



113 

 

 

図３０ サイトスピン所見 

マウス・長期 

吸入ばく露試験 
Control 0.2 mg/m3 2.0 mg/m3 

3 days    

クラブ細胞 

除去なし群 

   

クラブ細胞 

除去あり群 

   
1 month    

クラブ細胞 

除去なし群 

   

クラブ細胞 

除去あり群 
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図３０ サイトスピン所見 

マウス・長期 

吸入ばく露試験 
Control 0.2 mg/m3 2.0 mg/m3 

3 months    

クラブ細胞 

除去なし群 

   

クラブ細胞 

除去あり群 

   
6 months    

クラブ細胞 

除去なし群 

   

クラブ細胞 

除去あり群 
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図３１ 肺病理組織  

吸入ばく露試験（マウス/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸）；3日 

クラブ細胞除去なし群 
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図３１ 肺病理組織  

吸入ばく露試験（マウス/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸）；3日 

クラブ細胞除去あり群 
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図３１ 肺病理組織 

吸入ばく露試験（マウス/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸）；1ヶ月 

クラブ細胞除去なし群 
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図３１ 肺病理組織  

吸入ばく露試験（マウス/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸）；1ヶ月 

クラブ細胞除去あり群 

 



119 

 

 

図３１ 肺病理組織 

吸入ばく露試験（マウス/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸）；3ヶ月 

クラブ細胞除去なし群 
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図３１ 肺病理組織  

吸入ばく露試験（マウス/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸）；3ヶ月 

クラブ細胞除去あり群 
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図３１ 肺病理組織 

吸入ばく露試験（マウス/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸）；6ヶ月 

クラブ細胞除去なし群 
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図３１ 肺病理組織  

吸入ばく露試験（マウス/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸）；6ヶ月 

クラブ細胞除去あり群 
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図３２ CCSP免疫染色 

吸入ばく露試験（マウス/長期）：ポリマーA（架橋型ポリアクリル酸） 
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 １．「Ａ．研究目的」について                                                               

    労災補償行政の課題との関連性を含めて記入すること。                                 
  ２．「Ｂ．研究方法」について                                                               
   (1) 実施経過が分かるように具体的に記入すること。                                         
      (2) 「（倫理面への配慮）」には、研究対象者に対する人権擁護上の配慮、研究方法による研究対 
    象者に対する不利益、危険性の排除や説明と同意（インフォームド・コンセント）に関わる状況、 
    実験動物に対する動物愛護上の配慮など、当該研究を行った際に実施した倫理面への配慮の内容 
    及び方法について、具体的に記入すること。倫理面の問題がないと判断した場合には、その旨を 
    記入するとともに必ず理由を明記すること。 

なお、人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理指針（令和３年文部科学省・厚生労
働省・経済産業省告示第１号）､遺伝子治療等臨床研究に関する指針（平成31年厚生労働省告示
第48号）、厚生労働省の所管する実施機関における動物実験等の実施に関する基本指針（平成18
年６月１日付厚生労働省大臣官房厚生科学課長通知）及び申請者が所属する研究機関で定めた倫
理規定等を遵守するとともに、あらかじめ当該研究機関の長等の承認、届出、確認等が必要な研
究については、研究開始前に所定の手続を行うこと。 

  ３．「Ｃ．研究結果」について                                                               
   ・全体の研究成果が明らかになるように具体的に記入すること。                               
    ４．その他                                                                                 
     (1) 日本産業規格Ａ列４番の用紙を用いること。                                             
    (2) 文字の大きさは、10～12ポイント程度とする。                                       
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