
 1 

 厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

平成 30年度総括研究報告書 

 

生体影響予測を基盤としたナノマテリアルの統合的健康影響評価方法の提案 

 

 

研究代表者 渡邉 昌俊 三重大学大学院医学系研究科 教授 

 

研究分担者： 

林 幸壱朗   九州大学大学院歯学研究院 准教授 

戸塚 ゆ加里  国立がん研究センター研究所・発がん・予防研究 

       分野 ユニット長 

中江 大      東京農業大学応用生物学部食品安全健康学科 教授 

花方 信孝    国立研究開発法人物質・材料研究開発機構  

              技術開発・共用部門 副部門長 

大野 彰子   国立医薬品食品衛生研究所安全性予測評価部 主任研究官 

三宅 祐一  静岡県立大学食品栄養科学部 助教 

研究協力者： 

美谷島 克宏 東京農業大学応用生物学部食品安全健康学科 准教授 

煙山 紀子  東京農業大学応用生物学部食品安全健康学科 助教 

広瀬 明彦   国立医薬品食品衛生研究所安全性予測評価部 部長 

A．研究目的 

 開発・使用されているナノマテリアルの

社会的受容には、十分な安全性評価と、仮

にリスクがある場合、ベネフィット・リス

クバランスを考慮した低減化が必要である。

加えて、欧米では、これらの安全性評価や

リスク低減が通商政策で戦略的に実施され、

我が国でも同様の戦略が必須であり、安全

性評価の高度化・標準化も必須である。こ

のような背景で、一般化学物質と同様にナ

ノマテリアルも作用メカニズムに基づいて

研究要旨： 本研究は、① 共培養、切片担体培養、ヒト皮膚三次元再構成系などのナノ
マテリアルの in vitro 安全性評価法の高度化と in vivo 実験による当該評価法の検証、②
自験、文献などのデータによる有害性発現経路の確立、③ ナノマテリアル毒性試験デー
タベースの作成：試験データ項目の収集・探索・精査、④ それらの成果に機械学習など
による in silico 生体影響予測を組合せたナノマテリアルの統合的健康影響評価方法を構

築することが目的である。 

ナノマテリアルの in vitro安全性評価法の高度化に関して、共培養、切片担体培養、ヒ

ト皮膚三次元再構成系を用いて、旧来の二次元培養とは異なる特性およびナノ粒子の性

状による細胞反応性の差などを明らかにした。加えて、gpt 遺伝子を標的とした変異原

性試験や小核試験と組み合わせる評価方法を試みた。有害性発現経路の確立に関して、

microRNAの発現誘導に着目した。ナノ粒子のROS産生に関わるmiRNA5787を抽出し、

その標的と思われるタンパク質 eIF5 を同定した。機械学習のための予備的準備やナノ

マテリアル毒性試験データベースの作成、ナノマテリアルの使用状況、安全性などの既

存情報の収集・整理を行った。物理化学的性状と毒性を結びつけることが出来る可能性

も得られたが、一方入手可能なデータの標準化などの問題も明らかになった。2 年目に

向けて、ナノマテリアルの in vitro 安全性評価法の高度化グループからの自験データな

どを組み合わせた in silico生体影響予測を組合せたナノマテリアルの統合的健康影響評

価方法を構築することを目指す。 
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有害性発現経路（Adverse Outcome Pathway, 

AOP）の確立や定量的構造活性相関

(Quantitative Structure Activity Relationship, 

QSAR)・リードアクロス（類推、Read-

across）などのin silico解析と、所謂「ウエッ

ト」な評価を組合せた統合的手法が求めら

れ る [Regul.Toxicol.Pharmacol., 71, S1-27, 

2015]。また、動物愛護の3R (Replacement・

Reduction・Refinement)原則より、動物実験

代替法としてのin vitro評価法も重視される。

申請者らは、現在までに、動物代替法とし

て、ナノマテリアル曝露経路として皮膚・

肺を想定し、ヒト生体環境を反映した新規in 

vitro評価系を開発し、これにDNAアダクト

ーム法を組合わせ、ナノマテリアル誘導遺

伝子変異頻度・様式を解析する統合的シス

テムの構築を行い、また遺伝子などの生体

応答を解析し、AOPを確立している。本研

究（図１）は、上記の成果を踏まえて、①
共培養、切片担体培養、ヒト皮膚三次元再

構成系などのナノマテリアルのin vitro安全

性評価法の高度化とin vivo実験による当該評

価法の検証、② 自験、文献などのデータに
よる有害性発現経路の確立、③ ナノマテリ
アル毒性試験データベースの作成：試験デ

ータ項目の収集・探索・精査、④ それらの
成果に機械学習などによるin silico生体影響

予測を組合せたナノマテリアルの統合的健

康影響評価方法を構築することが目的であ

る。 

 

図 1 本研究の流れおよび目的 

B．研究方法及び結果 
B1 ナノマテリアルの特性評価（林） 
酸化鉄ナノ粒子の作製方法の確立と得られ

た酸化鉄ナノ粒子の物理化学的特性評価を

行い、酸化鉄ナノ粒子の可能性を探った。

詳細は林分担研究者の項目を参照されたい。 

B1-1 酸化鉄ナノ粒子の作製方法の確立：

Fe(acac)3 のエタノール溶液を作製した。こ

の溶液にヒドラジン一水和物および 0.3%コ

ラーゲン水溶液を添加し、80℃で 24 時間撹

拌した。この作製方法では、酸化鉄ナノ粒

子の粒径をナノメートルスケールで制御す

ることができ、5～8 nmの酸化鉄ナノ粒子を

作製することができた。また、得られた酸

化鉄ナノ粒子は超常磁性を示すことを確認

した。 

B2 in vitro評価系の高度化（渡邉） 

詳細は渡邉分担研究者の項目を参照された

い。 

B2-1 切片担体培養系を用いたナノマテリア

ルのリスク評価系の構築 

A549 細胞の組織切片担体培養に磁性体ナノ

粒子を 24 時間曝露し、組織切片担体上の

A549 細胞の磁性体ナノ粒子取り込みを

Flowcytometry により測定を行った。曝露前

後の細胞の Integrin-1 および上皮成長因子

受容体(Epidermal growth factor receptor, 

EGFR)の発現を、プロトコールに従い RNA

抽出、 cDNA 合成後リアルタイム PCR

（ CFX Connect Real-Time PCR Detection 

System, Bio-Rad Labo., Hercules, California, 

USA）で解析をした。切片担体培養系を用

いたA549の磁性体ナノ粒子の取込みは、従

来法の培養細胞のナノ粒子取込みに比べ有

意に低下することが示され、細胞-細胞外マ

トリックス間の接着に関与する Integrin-β1

や細胞表面に発現する EGFR の発現解析よ

り、二次元培養では Integrin-β1 は磁性体

ナノ粒子により発現が減少することを認め

た。一方、切片担体培養系では Integrin-β1
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の発現が有意に亢進した。またナノ粒子を

曝露した状態でも、二次元培養と比較して

Integrin-β1の発現が維持されるのを確認した。

EGFR の発現量は、肺切片担体上での発現

が高い傾向が認められた。 

B2-2ナノマテリアルの傷害機構の解析： 

国立研究開発法人物質・材料研究機構の花

方分担研究者により、SurePrint G3 Human 

v16 miRNA 8x60K microarray kit (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA) を用いて

microRNA 網羅的解析を行った。miRNA 

Microarray解析結果より、細胞種に関わらず

発現が大きく上昇した miR-5787を標的とし

た。100〜400 g/mLの磁性体ナノ粒子を曝

露後 24〜72 時間における miR5787 の発現

を Real-Time PCRで解析を行った。濃度依

存的に発現量は増加し、72 時間後まで発現

量が増加した。また、N-acetylcystein (NAC)

で活性酸素種(ROS)産生を抑制すると、

miR5787 の発現量が抑制されるのを認めた。 

 miR5787 が線維芽細胞の細胞増殖や成長に

関与する eukaryotic translation Initiation Factor 

5 (eIF5) の発現を抑制するという報告

[BBRC, 415, 567-72, 2011]があることから、

磁性体ナノ粒子曝露後のA549細胞における

eIF5 の mRNA発現量・タンパク量を解析し

た。磁性体ナノ粒子曝露により、いずれも

発現量が減少するのを認めた。 

B3 生体を模倣した in vitro 試験系を用いた

遺伝毒性評価（戸塚） 

詳細は戸塚分担研究者の項目を参照された

い。本研究ではポリアクリル酸修飾を施し

た磁性体ナノ粒子 (MGT, BMSC-5)と修飾を

施していない磁性体ナノ粒子(MGT, BMS-

10)を使用した。 

B3-1 細胞毒性試験 

各磁性体ナノ粒(MGT, BMS-10、BMSC-5)を

単培養の GDL1 に 6.25〜200 g/ml で、

RAW264.7 に 3.125〜200 g/ml で 24 時間曝

露し、曝露した際の細胞生存率を NR assay

により測定した。GDL1 単培養では、MGT

の表面修飾の有無に関わらず、いずれの濃

度においても殆ど毒性を示さなかった。一

方、RAW264 単培養では、BMS-10 は 200 

g/mlで BMSC-5は 6.25 g/mlで生存率が減

少し、毒性が見られ、表面修飾の有無で毒

性強度に差があることを認めた。 

B3-2 共培養システムによる遺伝毒性試験法 

共培養条件下の RAW 細胞または RAW 及

び GDL1 の両細胞に各 MGT(BMS-10、

BMSC-5)を 24時間暴露し、6〜7日間培養し

た後、GDL1細胞からDNAを抽出し、gpt遺

伝子を標的とした変異原性試験を行った。

MGT 曝露群では溶媒対照群と比較して変異

頻度が増加する傾向が観察された。また、

BMS-10 では、単培養に比較して RAW264.7

との共培養条件下で変異頻度が上昇する傾

向が観察されたが、BMSC-5 では単培養条

件下で高い変異頻度が観察されており、共

培養条件下では MF が減少する傾向が観察

された。また、両 MGT を比較すると、

BMSC-5 の方が高い変異頻度を示していた。

更に、変異原性誘発のメカニズム探索のた

め、本研究で用いたMGTにより誘発される

変異スペクトルの解析を試みた。その結果、

両者では観察された変異スペクトルが大き

く異なることがわかった。これらのことか

ら、ポリアクリル酸の表面修飾が遺伝毒性

発現に何らかの影響を及ぼしていることを

認めた。 

B3-3 ナノマグネタイト粒子の細胞への取り

込み 

各MGT(BMS-10、BMSC-5)を 24時間曝露し

た各細胞固定サンプルをフローサイトメー

ターで解析を行った。BMS-10曝露群は溶媒

対照群と比較してどちらの細胞も SS値が増

加した細胞数が増加し、細胞内取り込み量

が増加した。また貪食細胞であるRAW264.7

の方が GDL1 よりも取り込み量が多いこと

が観察された。対して BMSC-5 曝露群は溶
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媒対照群と比較して、SS 値が増加した細胞

数に変化がなく、細胞内に殆ど取り込まれ

ていないことが観察された。 

B3-4 マグネタイトナノ粒子処理による活性

酸素種(ROS)産生 

各 MGT (BMS-10、BMSC-5)を 2時間曝露し

た各細胞ライセート用いて ROS 産生を評価

した。各細胞のBMS-10曝露群、BMSC-5曝

露群において非曝露群と比較して ROS 産生

の増加が見られ、RAW264.7では有意な増加

が確認された。また BMS-10 曝露群と

BMSC-5 曝露群を比較すると BMSC-5 曝露

群の方が ROS が多く産生しており、より強

い ROS産生を誘導することを認めた。 

B3-5 RAW264 細胞へのマグネタイトナノ粒

子処理による炎症性サイトカイン放出 

各 MGT (BMS-10 、 BMSC-5) を 単 培 養

RAW264.7に 25 g/ml及び 50 g/mlで 24時

間曝露後、培養上清を回収し TNF-を定量

した。BMS-10 曝露群では 25 g/ml 及び 50 

g/ml で TNF-a の有意な増加が見られ、

BMSC-5 曝露群では 50 g/ml で有意な増加

がみられた。また TNF-産生量は BMS-10

曝露群の方が BMSC-5 曝露群よりも多いと

いうことを認めた。 

B3-6 Ferrozine assay を用いた培地中の鉄イ

オン濃度 

各MNPsにおいて、BMS-10を加えた培地か

らは 15.4±4.0 g /dlの鉄イオンが検出された。

一方、 BMSC-5 を加えた培地からは

138.4±9.89 g /dl の鉄イオンが検出され、

BMS-10と比較すると有意な差を認めた。 

B4  In vitro評価系の高度化、毒性病理学的

研究監修（中江） 

詳細は中江分担研究者の項目を参照された

い。3D ヒト皮膚再構成系を用いた小核試験

法を確立するための予備的検討を行った。

陽性対照物質には、マイトマイシン C また

はベンツピレンを、陰性対照物質には、蒸

留水（dH2O）を用いた。ナノマテリアル 

は、BMS-10および BMSC-5の 2種類のマグ

ネタイトを用いた。 

B4-1 単層培養系での評価 

単層培養系としては，チャイニーズハムス

ターの肺由来線維芽細胞CHL/IUまたは正常

ヒト表皮由来ケラチノサイト NKEK（クラ

ボウ）を適宜継代して用いた。9mix 非存在

下の CHL/IUにおいては、マイトマイシン C

の 3または 24時間曝露により 2核の「小核

あり」が増加した。S9mix 存在下の CHL/IU

においては、ベンツピレンの 3 時間曝露に

より、2核の「小核あり」が若干増加したが、

2 核細胞が少なく、それ以外が多かった。

S9mix 非存在下の NHEK においては、マイ

トマイシン Cの 3または 24時間曝露しても、

主に１核が多く、細胞分裂が行われてない

ようで、細胞の数も少なかった。S9mix 非

存在下のCHL/IUにおいては、BMS-10の10-

200 µg/mL で 24 時間曝露しても、2 核細胞

中の小核出現頻度が陰性対照と t同等であっ

た。S9mix非存在下の CHL/IUにおいては、

BMSC-5の 10-200 µg/mLで 24時間曝露して

も、2核細胞中の小核出現頻度が陰性対照と

同等であった。 

S9mix非存在下または存在下の CHL/IUにお

いては、3時間曝露した BMS-10で 2核細胞

中の小核出現頻度が陰性対照より高かった。

3時間曝露した BMSC-5の 2核細胞中の小核

出現頻度は、S9mix 非存在下で陰性対照よ

りやや高く、存在下で同等であった。両マ

グネタイト共、S9miｘ存在下の方が非存在

下より、２核細胞中の小核出現頻度が高か

った。 

B4-2 3Dヒト皮膚再構成系での評価 

マイトマイシン C を用いて 3 回実施したが、

1回目は、2核細胞を確認するものの 500個

に満たず小核を確認できなかった。2回目は、

わずかに小核を認めたが、そもそも細胞数

が極めて少なく、その中でも１核細胞が大

多数を占め、2核細胞が 500個に満たなかっ
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た。3 回目は，2 核細胞を確認するものの

500個に満たず小核を確認できなかった。 

B5 ナノマテリアルによる細胞内網羅的遺伝

子発現データベースの構築および機械学習

による生体影響予測の試み  

詳細は花方分担研究者の項目を参照された

い。 

B5-1 ナノマテリアルによる細胞内網羅的遺

伝子発現データベースの構築 

生命科学系データベースのカタログである

Integbio データベースカタログ（科学技術振

興機構、https://integbio.jp/dbcatalog/）に登録

された 1,684件（調査時）のデータベースを

中心にインターネット上で公開されている

データベースの中から遺伝子発現や化学物

質の暴露などに関するものなど本研究目的

に適したものを検索して調査した。 

また、使用するコンピュータの OS は MS 

Windows と Cent OS (Linux)の両方を用意し

た。ディープラーニング等の機械学習のラ

イブラリとして Googleの Keras / Tensor Flow

を採用した。プログラムを組むための言語

は Python を使用することとした。Python の

ディストリビューションとして Anacondaを

インストールした。 

Integbio データベースカタログを中心に調

査を行なったところ、本研究の目的に適す

るいくつかのデータベースが見出された。

そのうち最大のものはよく知られている

NCBI運営の Gene Expression Omnibus (GEO)

であり、DataSets で 4,348 件、Series で

105,964件、Samplesで 2,783,483件の遺伝子

発現データが登録されている（2018/12/14

調査時点）。今後はこの GEO のデータを主

に利用することとした。また、Integbio デー

タベースカタログには収録されていないが、

化学物質の曝露と遺伝子や病気との関連を

まとめたデータベースとしてノースカロラ

イ ナ 州 立 大 学 運 営 の Comparative 

Toxicogenomics Database (CTD)が存在し、補

足的に利用可能と思われる。なお、公開さ

れている既存データベースの中でも、全デ

ータを一括ダウンロードして再利用可能な

データベースと、検索はできるものの一部

データしかダウンロードできないデータベ

ースが存在した。後者のタイプのデータベ

ースからウェブスクレイピングにより全デ

ータをダウンロードすることは可能かもし

れないが、当該データベースのライセンス

条件的に問題がないかどうか慎重な検討が

必要と思われる。 

機械学習ライブラリ Keras / Tensor Flowを

インストールしてプログラムが実行可能で

あることを確認した。マイクロアレイ発現

データを用いた機械学習の前に、GEO デー

タベース上のデータと実測したマイクロア

レイ発現データを用いたデータマイニング

を試みたが、まだ結果はまとまっていない。 

B5-2  ZnO曝露細胞のマイクロアレイ解析 

機械学習を実施するためにコンピュータ環

境に関する調査および実環境の整備、機械

学習に用いる実測データを得るためにナノ

マテリアルを曝露した場合の遺伝子発現マ

イクロアレイ解析を実施することとした。

これらのナノマテリアルの THP-1 細胞など

への影響を同様に解析した。 

発現比（生データ）： 全 8 アレイおよび

カラースワップ間で再現性が取れたデータ

の発現比の分布より、THP1 細胞の 24 時間

後は ZnOの影響を大きく受け、A549細胞の

6時間後は、他の条件よりも遺伝子発現の変

動が小さいものの ZnO の影響を明らかに受

けている。 

階層的クラスタリングその１： 全 8 アレ

イのデータのうち 8 アレイとも発現比が求

まったプローブ 20,090 個の発現比データで

階層的クラスタリングより、それぞれのサ

ンプル条件のカラースワップ間でクラスタ

が形成され、マイクロアレイのサンプル条

件ごとの再現性が取れていることが確認さ
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れた。続いて A549 細胞の 6 時間後と 24 時

間後がクラスタを形成した。THP1細胞の24

時間後は他とは大きく異なる発現パターン

であると示されており、やはり ZnO の影響

が大きいことの表れだと考えられた。 

階層的クラスタリングその 2： 続いて、

カラースワップ間で再現性を取ったデータ

のうち 4 つとも発現比が求まったプローブ

17,167 個の発現比データで階層的クラスタ

リングを行なった場合も同様にクラスタが

形成された。やはり、THP1 細胞の 24 時間

後は他とは大きく異なる。そして、THP1細

胞と A549 細胞では ZnO に対する感受性が

異なると考えられた。 

発現比（転写産物）： 複数のプローブが1

つの転写産物に対応する場合があるので、

転写産物単位でまとめた発現比データのう

ち RefSeq (Reference Sequence)の分布を示し

た。なお、1つの遺伝子から複数の転写産物

が転写されるケースがある（ transcript 

variant）。この分布からも THP1細胞の 24時

間後は ZnO の影響を強く受けていることが

分かる。 

Gene Ontology 解析： 転写産物単位の発

現比について Gene Ontology解析を行なった。

ZnOの影響を最も受けた THP1細胞の 24時

間 後 は 発 現 が 上 昇 す る 群 に お い て

GO:0006954 inflammatory response（炎症反応）

の転写産物が顕著に多かった。inflammatory 

responseは THP1細胞の 6時間後でも有意に

多かったことから、ナノマテリアル ZnO は

THP1細胞に対して早期から影響を与えてい

ることが分かる。一方で、A549 細胞では

inflammatory response の転写物が有意に増え

ているとは認められなかった。また、THP1

細胞の 6 時間後では GO:0006364 rRNA 

processing に分類される転写産物の発現が減

少しており、ZnO を曝露した初期段階でｒ

RNA 系が障害を受けていると考えらえる。

ただし、THP1 細胞の 24 時間後では rRNA 

processing の転写物は有意に発現が減少して

いるとは言えず、時間の経過により rRNA 

processing は回復しているのかもしれない。

一方で、A549細胞では rRNA processingの転

写物は特に発現が減少しておらず、障害を

受けていないと考えられた。 

B6 in silico評価系に関する研究（大野） 

ナノマテリアルの安全性評価に関わる試験

データ項目および QSAR/Read-across 解析に

向けた有用なナノマテリアルの安全評価に

関する情報の項目について探索・精査する。

今年度は、二酸化チタンナノ粒子（TiO2 

NPs）について、OECDのナノマテリアル安

全性評価プログラムにおいて作成され評価

文書等に収載された物理化学的性状情報と

有害性情報について収集・整理し、解析に

資するデータの資料作成を行った。さらに

収集・整理した物理化学的性状データと有

害性データとの関連性について解析を実施

した。詳細は大野分担研究者の項目を参照

されたい。 

(1) 調査・収集対象情報源：OECD関連資料

（Summary dossierと関連する個別dossier、

ANNEX の情報）、その他の関連資料

（物理化学的性状の情報の情報源として、

Case study on grouping and read-across for 

nanomaterials –Genotoxicity of nano-TiO2 

(以下、Case study report)、in vitro細胞毒

性試験の情報源として、eNanoMapperデ

ータベース）。収載された情報のうち原

著文献の収集を行い、文献に記載された

情報について収集・整理を実施した。  

(2) 物理化学的性状、有害性情報を情報整理

の対象とした：物理化学的性状（凝集、

結晶子サイズ、比表面積、ゼータ電位、

表面化学、酸化還元電位、その他のプロ

パティとして 168 項目）、有害性情報

（吸入暴露または気管内投与試験、in 

vitro 細胞毒性試験 (遺伝毒性試験を除

く)）。なお、eNanoMapper データベース
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については、以下の 4種類の試験につい

てデータの収集対象とした： LDH 

release assay、Cell viability assay (MST-1, 

MST-8)、MTT assay、その他の細胞毒性

試験。  

(3) 収集した情報について MS-Excel のデー

タシートにて作成した：有害性情報に関

しては、今後、HESS DB(「有害性評価

支援システム統合プラットフォーム

（ Hazard Evaluation Support System 

Integrated Platform、通称：HESS）:ラッ

トを対象とした化学物質の反復投与毒性

試験データ及び毒性にかかわる作用機序

情報などを集積した毒性知識情報データ

ベース」)に搭載できるように形式を整

理し作成した。  

(4) 収集したデータについて多変量解析ソフ

トウェア SIMCA15 (Umetrix社製)で以下

の解析を実施した。これらの解析を行う

ことにより変動に寄与している物理化学

的性状について同定した。 

物理化学的性状データシートについては

解析を実施するため、データマイニングを

実施した。主に OECD からの情報に基づい

て作成しており、それ以外のデータは Case 

study reportの情報から得た。その結果、168

項目のデータを収集した。データマイニン

グ後の物理化学的性状のエクセルシートに

ついて階層的クラスタリング解析を行った。

その結果、全 6 物質の TiO2 NPs の 168 項目

についてクラスター化させた類似性を示し

た。さらに PCA 解析の実施をしたスコアプ

ロットの結果より、5 物質の TiO2 NPs 間の

変動について第一主成分（PC1）および第

二主成分（PC2）によって特徴づけられた。 

収集・整理したデータの中で OECD の

TG412 に 準 拠 し て Fraunhofer Institute 

(Germany)で 3物質の NPs（NM103、NM104、

P25）を用いて吸入毒性試験が実施されてい

たことから、解析対象とした。これらの試

験では、肺間質の細胞浸潤・繊維化が認め

ら れ 、 気 管 支 肺 胞 洗 浄 液 （ BALF: 

Bronchoalveolar Lavage Fluid）中の総細胞数、

多形核白血球（ PMN: polymorphonuclear 

leukocytes）数、マクロファージ数、総蛋白、

酵素活性 (LDH, ALP, γ-GTP (GGT)等)、マク

ロファージの粒子の蓄積性（Accumulation 

of particle-laden macrophages）の増加が認め

られたので、これらの Endopointを中心に解

析した。 

その結果、毒性の強さは NM104＞NM103 

>NM105 であった。物性値と関連づけるた

め各 NPsの BMDを用いて PCA解析を実施

した結果、最も強い毒性を示した NM104は、

Specific surface area (m²/g)の SAXS surface 

(m2/g)：空孔、および BET surface (m2/g)：比

表面積等が寄与している事が示唆された。

次に毒性が強かった NM103 は、Dustiness

（粒子の巻き上がり性）での Number 

Dustiness index (1/mg)：全体量に対する巻き

上がり粒子数、Porosity：多孔性等が主に寄

与している事が示唆された。最も毒性の低

かった NM105は、Mass median aerodynamic 

diameter (MMAD)(μm)：半径順に並べて質量

の和が全体の半分になるところの直径：値

が大きいと沈着しにくい性質を示す）、

Compositionでの inpurityで Tiが主に寄与し

ている事が示唆された。 

異なる粒子径を有する二酸化チタン P25 に

よる影響を比較した単一濃度の反復投与吸

入毒性試験は、二箇所の機関（University of 

Rochester と BASF）で実施された 6 試験

（University of Rochester：5 試験、BASF：1

試験）より得た。これらの亜急性試験の結

果、TiO2 微粒子ではいずれの試験機関にお

いても毒性を示す所見は認められなかった。

一方、TiO2 NPs を暴露した群では、試験毎

による多少の違いはあるが肺間質の細胞浸

潤・繊維化が認められ、BALF 中の総細胞

数、多形核白血球数、マクロファージ数、
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総蛋白、酵素活性 (LDH, ALP, γ-GTP (GGT), 

N-acetyl-β-glucosaminidase (NAG), and/or β-

glucuronidase)の増加が認められた。これら

の試験結果から、TiO2 NPs にのみ毒性が認

められた。但し、対象とした TiO2微粒子に

ついての物理化学的性状のデータが揃って

いないため、解析には至らなかった。 

OECDの In vitro細胞毒性結果の収集デー

タ（NM102を除く 5物質の TiO2 NPs）では、

いずれの試験データからも EC50は算出され

ず、細胞毒性は認められなかった。一方、

eNanoMapper データベースからの収集デー

タ（（NM100を除く 5物質の TiO2 NPs）の細

胞毒性試験結果について、曝露（時間）、ア

ッセイ法、細胞種および EC50（g/mL）の

項 目 に つ い て 収 集 し た 。 さ ら に 、

eNanoMapper データベースにおいて NM103

のみ EC50（g/mL）＞100が記載されていた。

曝露（時間）と細胞アッセイ法および細胞

腫において同一条件を満たすものはなかっ

た。 

B7 ナノマテリアルの使用状況、安全性な

どの既存情報の収集と整理（三宅） 

ナノマテリアルの安全性評価に関わる試

験データ項目の探索・精査を行った。具体

的には、国内省庁のリスク評価書および報

告書や文献情報を収集・整理し、ナノマテ

リアルに関する物性（サイズ、形態、表面

修飾など）、物理化学的特性、用途情報など

のデータベースの構築を行った。詳細は三

宅分担研究者の項目を参照されたい。 

B7-1 ナノマテリアルを含む市販製品に関す

る情報の調査方法 

経済産業省が行っているナノマテリアル情

報収集・発信プログラムおよび産業技術総

合研究所 化学物質リスク管理研究センター

が編集したナノテクノロジー消費者製品一

覧より、製品名やナノマテリアルの種類、

製造元などについての情報を収集した。カ

ーボンナノチューブは 4 社、カーボンブラ

ック 5 社は、アセチレンブラックは 1 社、

二酸化チタンは 7 社、フラーレンは 1 社、

酸化亜鉛は 3社、シリカは 3社、酸化鉄は 1

社、非磁性 α2 Fe3+酸化鉄ナノ粒子は 1 社か

らのナノマテリアルに関する情報を収集し

た。 

B7-2 ナノ粒子の毒性情報の調査方法 

2011年 7月 22日に報告された産業技術総

合研究所の NEDO プロジェクト（P06041）

「ナノ粒子特性評価手法の研究開発」にて

まとめられた「ナノ材料リスク評価書-二酸

化チタン-」より、二酸化チタンに関する毒

性情報を収集した。また、厚生労働省の有

害性評価書および上述の経済産業省のナノ

マテリアル情報収集・発信プログラムより

二酸化チタンの毒性情報を収集した。使用

動物、被験物質、投与期間、投与濃度が試

験ごとに異なるために、試験結果を単純に

比較することは困難であるが、経口投与さ

れた二酸化チタンはナノおよび顔料グレー

ドに関わらず、吸収され、全身に分布する

と考えられる。二酸化チタンナノ粒子の

LD50は 5000 mg/kg以上であった。80 nmお

よび 155 nm 二酸化チタン投与群において、

海馬領域の細胞減少、肝臓に中心静脈周囲

の水腫性変性および肝細胞の散在性壊死が

観察された。マウスに腹腔内投与し、骨髄

細胞を観察した。染色体異常試験や姉妹分

体交換試験では陰性であった。ラットの経

口投与による LD50は 10,000 mg/kg以上との

記述を認めた。 

C．結論  

C1-1酸化鉄ナノ粒子の作製方法の確立： 

今回使用した Fe(acac)3 は空気中で安定であ

り、加水分解を受けにくく、空気中で取り

扱うことが容易である。従って、同じ特性

を有する酸化鉄ナノ粒子を安定的に作製す

ることが可能であった。また、添加剤の濃

度により、加水分解－縮合速度を制御する

ことができた。これにより、粒径をシング
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ルナノメートルオーダーで制御することが

できた。ナノ粒子の場合、結晶子サイズや

粒径が 1 nm異なると磁気特性も大きく変化

するため、シングルナノメートルオーダー

で粒径を制御できたことは有意義である。 

C2-1 切片担体培養系を用いたナノマテリア

ルのリスク評価系の構築： 

Integrin-β1 や EGFR は細胞の物質取込み経

路に係わることが報告されている[EMBO J, 

33(18), 2098-2112, 2014]。細胞の物質取込み

経路の一つであるエンドサイトーシスは複

数のシステムにより進行するが、そのうち

の一つにクラスリン介在性エンドサイトー

シスがある。このエンドサイトーシスは切

断タンパク質 Dynamin 2 が小胞の切断を行

うが、切断には Girdin という制御因子と相

互作用を起こす必要がある。しかし、Girdin

は Integrin-β1 あるいは EGFR の存在下では

この二因子と結合し、Dynamin 2とは相互作

用を起こすことができなくなり、結果とし

てエンドサイトーシスによる物質の取込み

が抑制される。 

 以上より、通常の in vitro 培養系とは異な

る切片担体培養系は細胞外マトリックスを

含む組織の微小環境を培養細胞に提供する

ことで、細胞-組織間の接着を担う接着因子

や表面に発現する増殖因子受容体を制御し、

生体内での環境を模している可能性がある

と考えられた。 

C2-2ナノマテリアルの傷害機構の解析： 

磁性体ナノ粒子の暴露により、miR5787 の

発現上昇、その標的遺伝子である eIF5 の発

現減少が認められた。また、miR5787 は

ROS を減少させると発現量が減少すること

を認めた。磁性体ナノ粒子による ROS 産生

が miR5787 発現を誘導するという経路が想

定された。今後、miRNA5787 の抑制による

eIF5 の発現制御および eIF5 の機能、特に細

胞傷害への関与について解析する必要があ

る。 

C3 共培養系及び 3D皮膚モデルを用いたナ

ノマテリアルの遺伝毒性評価系の構築 

ナノマテリアルの遺伝毒性メカニズムに

基づいた肺の遺伝毒性評価系として共培養

システムを構築した。今年度は、この評価

系を用い、MGTの遺伝毒性を行い、同時に

遺伝毒性に対する表面修飾（ポリアクリル

酸）の有無の影響を観察した。 

C3-1 細胞毒性試験 

表面修飾の異なるMGT（BMS-10及び

BMSC-5）のRAW264.7およびGDL1細胞に対

する毒性は、GDL1に対してはBMS-10の方

が強い毒性が見られ、RAW264.7に対しては

BMSC-5の方が強い毒性が見られた。これは

表面修飾の違いによってそれぞれの細胞に

対する毒性メカニズムが異なっているので

はないかと考えられる。 

C3-2 共培養システムによる遺伝毒性試験法 

共培養系によるin vitro遺伝毒性試験系の

結果より、BMS-10はRAW264.7による間接

的な影響が強くでており、BMSC-5はGDL1

への直接的な影響および間接的な影響との

相乗効果が強く出ており、これは遺伝毒性

メカニズムが異なり、遺伝毒性に違いが出

たと考えられる。変異原性誘発のメカニズ

ム探索のため、本研究で用いたMGTにより

誘発される変異スペクトルの解析を試みた

ところ、各MGTで大きく異なる変異スペク

トルが確認された。GC>CGやAT>CGといっ

た酸化ストレスが増大することによって増

える変異や、AT>GCといったBMS-10曝露群

では確認されなかった変異が確認された。

表面修飾の違いにより大きく異なる変異ス

ペクトルを示したことから、表面修飾が遺

伝毒性発現に強い影響を示していると考え

られる。 

C3-3 ナノマグネタイト粒子の細胞への取り

込み 

細胞への取り込みを観察した結果、

BMSC-5はBMS-10よりも細胞内に取り込ま
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れなかった。このことからポリアクリル酸

の表面修飾を施すことによって、貪食細胞

に認識されず貪食されにくくなり、細胞内

に取り込まれにくくなったと考えられる。 

C3-4 マグネタイトナノ粒子処理による活性

酸素種(ROS)産生 

 各MGT曝露細胞の活性酸素種産生を評価

した結果、BMSC-5は活性酸素種をより多く

産生していたため突然変異頻度が増加した

と考えられる。 

C3-5 RAW264細胞へのマグネタイトナノ粒

子処理による炎症性サイトカイン放出 

RAW264.7から産生された炎症性サイトカ

インTNF-の定量より、50 g/ml曝露ではど

ちらのMGTもTNF-の有意な増加が見られ、

BMS-10の方がBMSC-5よりもより多くの

TNF-を産生していた。このことからBMS-

10曝露群で間接的な影響が強く出ていたの

は炎症性サイトカインが原因であると考え

られる。 

C3-6 Ferrozine assay を用いた培地中の鉄イ

オン濃度 

 Ferrozine assayによって鉄イオン濃度を定

量した結果より、培地中の多量の鉄イオン

が細胞内に直接取り込まれたのではないか

と考えられる。実際に細胞には培養培地中

に存在するトランスフェリンを介した鉄イ

オン取り込み機構が存在することや、MNPs

の毒性は溶出した鉄イオンが Fenton 反応に

よってヒドロキシラジカルなどの ROS を生

成することで発現するとされており、

deferoxamineのような鉄キレート剤を使用す

ることで MNPs の毒性を軽減させたという

報告も知られている。またアスベストの細

胞毒性において鉄 (Fe2+) の含有量が多いほ

ど毒性が強くなったという報告もある。こ

のことから MNPs の毒性には鉄イオンが大

きく関わっており、BMS-10 よりも強い

BMSC-5 の毒性は鉄イオンの含有量が大き

く関係していると考えられた。 

C4 in vitro評価系の高度化、毒性病理学的研

究監修 

C4-1 単層培養系での評価 

BMS-10については、代謝活性化を必要と

しないが、それによって増強される遺伝毒

性がある可能性がある。しかしながら、24

時間曝露で陰性であることを考え合わせる

と、この非修飾マグネタイトの「遺伝毒性」

については、この段階で結論できず、Ames

試験など他の in vitro試験や in vivo試験の結

果と併せて総合的に評価すべきである。一

方、BMSC-5 については、S9mix 非存在下 3

時間培養で陽性であったが、当該陽性の程

度が弱く、S9mix 存在下、また、その非存

在・存在にかかわらず 24 時間培養で陰性で

あったことから、総合的に遺伝毒性を有し

ないと考える。もちろん、このカルボキシ

ル基修飾マグネタイトの「遺伝毒性」につ

いては、前述の BMS-10 の場合と同様、他

の in vitro試験や in vivo試験の結果と併せて

総合的に評価すべきである。 

C4-2 3Dヒト皮膚再構成系での評価 

本年度の実験条件においては、3D ヒト皮

膚再構築系への小核試験導入ができなかっ

た。要因として、現在のところ細胞の大き

さと細胞増殖活性の 2 点が関係しているも

のと考えている。3D ヒト皮膚再構成系では、

細胞の大きさが単層培養系よりも小さく、

光学顕微鏡の 40 倍程度の倍率では、2 核細

胞や小核の観察が困難である。また、共焦

点顕微鏡を用いてみたが、問題の解決に至

らかった。来年度は、油浸レンズを用いて

高高倍率での観察を試みるほか、細胞回収

方法についても検討する予定である。 

C5 ナノマテリアルによる細胞内網羅的遺伝

子発現データベースの構築および機械学習

による生体影響予測の試み  

既存の生命科学系データベースは多種多

様であったが、本研究に最も適しているの

はマイクロアレイ解析の生データが登録さ
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れている GEOデータベースであると考える。

補足的に CTD データベースが利用可能と思

われる。これらのデータを利用して機械学

習を行なう場合に一番の問題になると思わ

れることは、サンプル条件などのラベル付

けである。人間が手動でラベルを付けるの

は困難なため、データのメタ情報からうま

くラベルを生成する方法を検討する必要が

ある。また、Gene Ontology 解析の結果をラ

ベルとして利用することも検討する価値が

あると思われる。 

機械学習を実行するコンピュータ環境と

して小規模な Windows ワークステーション

およびLinuxサーバーを整備したが、演算能

力が不足して現実的な実行速度が得られな

いことが今後発生した場合にはスパコンの

利用も検討するべきかもしれない。 

遺伝子発現マイクロアレイ解析の実測デー

タとして ZnO を曝露した細胞の解析を実施

したが、mRNA 発現だけでなく microRNA

発現も測定したり、化学物質の毒性のモデ

ルとして ZnO 以外の金属酸化物なども測定

したりして、機械学習に利用するデータの

幅を広げることを検討したい。 

C6 in silico評価系に関する研究 

本研究では、TiO2 ナノ粒子に着目し、

OECD 関連資料およびその他の関連資料

（Case study report、eNanoMapper データベ

ース）を調査・収集対象の情報源として、

物理化学的性状情報および有害性情報（反

復投与毒性：吸入暴露および気管内投与試

験、遺伝毒性情報を除く in vitro 細胞毒性）

を収集した。 

 TiO2 NPs（NM100-NM105）の物理化学的

性状の全データから階層的クラスタリング

解析を実施した結果、クラスター化による

類似性を示すことが出来た。さらに PCA 解

析の実施をしたスコアプロットの結果より、

5 物質の TiO2 NPs 間の変動について第一主

成分（PC1）および第二主成分（PC2）によ

って特徴づけることが出来た（Figure 2）。

PC1では、Crystal typeのAnatase型の Crystal 

size (nm)や Primary particle diameter (nm)の物

理化学的性状の項目が特徴づけられ、PC2

は Crystal type の Rutile型や不純物として多

く含まれている元素等が特徴付けられた。 

反復投与吸入毒性試験の結果から、肺の所

見として毒性影響が明らかに認められた

Endpointについて BMDによる暴露濃度を再

算 出 し 、 3 物 質 間 の 毒 性 の 強 さ は

NM104>NM103>NM105となった。物理化学

的性状と毒性と関連性について PCA 解析を

実施し、解析した結果、NM104 の毒性の強

さを特徴づける物理化学的性状は、空孔が

大きく、かつ比表面積が大きいことで生体

への吸着能が高くなり、さらに、MMAD の

値が小さいことで生体へ沈着率が高まるこ

とが示唆された。 

今回、P25 単用量の反復投与毒性試験（吸

入試験）の収集データから、TiO2 のナノ粒

子の対象物質となる TiO2微粒子の物理化学

的性状の情報が少なかったため、物理化学

的性状と毒性を関連付ける解析に至らなか

った。解析を実施するためには両者の同様

な物理化学的性状の項目の測定値が必要と

なるため、今後の収集課題の一つと考えら

れた。 

本研究で課題となった点として、物理化学

的性状に関しては、単位の統一や桁数の調

整、結晶型への分類など、適正な形式に変

換が必要であった。一方、有害性情報（in 

vivo）に関しては、HESS DB に搭載するた

めに、規格化されたシートをひな形として、

情報収集した TiO2 NPs のデータコンテンツ

に特化した項目を追加することで新たな規

格データシートを作成する必要があった。

さらに、物理化学的性状と Endpoint からの

毒性影響について関連付ける解析を実施す

るにあたり、より正確な毒性濃度の値を算

出するため、LOEL値を参照して原典 48に戻
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り BDMとして再計算する必要があった。 

C7 ナノマテリアルの使用状況、安全性な

どの既存情報の収集と整理 

ナノマテリアルはすでに実用化され、身の
回りの製品に含まれていることが明らかと
なった。しかし、詳細な情報は公開されて
いないため、リスク評価に必要な情報の公
開が望まれる。 
 来年度も引き続きナノマテリアルの安全
性評価に関わる情報の探索・精査を行って
いく。特に、既存の文献データなどから
QSAR/Read-across 解析を行うために有用な
ナノマテリアルの安全評価に関する情報の
探索・精査を行っていく 
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