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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。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み合わせ、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。   

 
 

図 1. 本研究の流れ 

研究要旨：本研究は 2 年目として、①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 AOP の確立、③自験、

文献などのデータによる生体影響に関するワールドワイドなデータの集積に基づくデータ

ベースの構築、④それらの成果に機械学習などによる in silico 生体影響予測を組み合わせた

ナノマテリアルの統合的健康影響評価方法の提案の 4 点を引き続き目標とした。①に関し

て、ヒト 3D 皮膚再構成系による金属ナノマテリアル の一般毒性評価系の確立し、共培養系

を用いたナノマテリアル の遺伝性毒性評価の構築および二酸化チタンでの評価準備を行っ

た（中江、戸塚、林、渡邉）。②に関して、microRNA の挙動から、ナノマテリアル依存性、

非依存性の経路で細胞毒性を誘発する可能性及び新規評価項目を見出した（渡邉、花方、林）。

③に関して、ナノマテリアル の安全性評価に関わる試験データおよび 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項目について精査を行った

（大野、三宅）。④に関して、マイクロアレイ解析の一色法と二色法のデータ変換法の開発、

機械学習における学習用サンプル情報のラベリング方法および入力特徴量の調整と検討、機

械学習に用いる実測データを得るために酸化亜鉛、二酸化チタンを曝露した細胞毒性を含め

た条件の決定を実施した（花方）。 
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本研究は、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（図 1）。以下に平成

31/令和元年度の研究報告の概要を記載する。 
 

B. 研究方法、結果および考察 
B1.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 
B1-1. 共培養システムによる遺伝毒性試験法（戸

塚）：始めに被験物質の調整を行なった。

BMSC-5（カルボキシル基修飾マグネタイトナノ

粒子）を4℃、10000 rpm、10 minで遠心分離を

し、上清と沈殿に分けた。沈殿したBMSC-5は超

純水で再懸濁して遺伝毒性試験に供した。GDL1
細胞を播種して24時間培養した後、ThinCertTM 
(pore size; 0.4 µm、high density: greiner bio-one) を
各wellに入れ、インサート内にRAW264を播種

し、24時間培養した。BMSC-5をRAW264のみ、

またはRAW 264とGDL1の両方に24時間曝露させ

た後にトリプシン処理によりGDL1を回収し、一

定期間培養した後に細胞からDNAを抽出し、in 
vitroパッケージングによってトランスジーン

λEG10をファージ粒子として回収した。回収した

ファージをCre組替え酵素発現している大腸菌

YG6020株に感染させると、λEG10上にある一組

のloxP配列に挟まれた領域がCre組替え酵素によ

って切り出され、プラスミドに転換する。感染後

のYG6020菌液を6-thioguanin (6-TG) と
chloramphenicol (Cm) を含むM9寒天培地に播いて

37℃で培養すると、プラスミド上のgpt遺伝子が

不活化している変異体のみが、6-TGを含む寒天

培地上でコロニーを形成する。また、Cmを含む

M9寒天培地に播いて生じたコロニー数から、感

染ファージ由来のプラスムドによる形質転換効率

を求め、変異コロニー数を形質転換コロニー数で

除去して突然変異頻度を算出した。 
 GDL1 単独および共培養条件下の RAW264 細

胞または RAW264 及び GDL1 の両細胞に BMSC-
5 の遠心上清および下層の再懸濁を 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。結果を図 2 に示す。BMSC-5 の遠心上

清および下層の再懸濁画分曝露群のいずれも溶媒

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。 

 
図2. BMSC-5の遠心上清および下層の再懸濁画

分の遺伝毒性評価(SC：単層培養、CC：共培養) 
 
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、その妥当性の評価を行ってきた。先行研究

において、表面修飾を有する BMSC-5 は表面修飾

を有さない BMS-10（非修飾マグネタイトナノ粒

子）に比べ細胞への取り込みが悪いにも関わら

ず、細胞毒性や変異原性が強いことを認めてい

る。このことは、BMSC-5 懸濁液内の鉄イオン濃

度が BMS-10 に比べ高く、鉄イオンが直接細胞内

に取り込まれ毒性が発現したと推測した。今年度

は、この推測を検証するために、BMSC-5 を遠心

して鉄イオンを含む上清を取り除き、BMSC-5 を

再懸濁して、gpt 遺伝子に対する変異原性を調べ

た。GDL1 単独および共培養条件下の RAW264
細胞または RAW264 及び GDL1 の両細胞に

BMSC-5 の遠心上清および下層の再懸濁を暴露

し、gpt 遺伝子を標的とした変異原性試験を行っ

たところ、BMSC-5 の遠心上清および下層の再懸

濁画分の GDL1 単独曝露群のいずれも溶媒対照群

と比較して変異頻度が増加する傾向が観察され

た。 

 
図 3. BMSC-5 の遠心上清および下層の再懸濁画

分における変異スペクトラム 

さらに、さらに、変異原性誘発のメカニズム探

索のため、各条件下で誘発される変異スペクトラ
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ムの解析を行ったところ、共培養条件下における

再懸濁画分曝露群で GC>TA 変異の上昇が確認さ

れた（図 3）。 

このことは、GDL1 単培養に対する遺伝毒性は

鉄イオンと関係がないか、もしくは、遠心分離で

は完全に鉄イオンが除去されていないか、BMSC-
5 から常に鉄イオンが放出されているなどの可能

性が示唆された。 
今後は、再懸濁画分の鉄イオン濃度の測定を行

い、鉄イオンが変異に及ぼす影響について検討す

る。さらに、酸化チタンナノ粒子においても、細

胞毒性の有無を確認し、それを基に共培養系での

曝露実験、遺伝毒性試験へと進めていく予定であ

る。 
 
B1-2. 共培養システムを用いて二酸化チタンナノ

粒子の遺伝毒性評価における各種条件検討（戸

塚、林、渡邉）：今年度は、③自験、文献など

のデータによる生体影響に関するワールドワイド

なデータの集積に基づくデータベースの構築と

①ナノマテリアルの in vitro 安全性評価法の高度

化という目的に合わせて共通のナノ粒子：二酸化

チタンナノ粒子を用いることにした。すなわち、

JRC から標準品である二酸化チタン 2 種類（JRC 
ID: JRCNM01005a  (NM-105) , JRC ID: JRCNM01001a  (NM-101) ）の
利用である。先行研究では、細胞毒性試験にニュ

ートラルレッド(NR)を用いていたが、ナノマテリ

アルが凝集した際に NR がナノ物質の凝集塊に吸

着する問題点があった。二酸化チタンナノ粒子は

特に凝集しやすいことから、WST-1 法を用いて

細胞毒性試験を行うこととし、その条件検討から

開始した。実験に供した細胞は、gpt delta マウス

より樹立された GDL1、マクロファージ様細胞の

RAW246 の 2 種類。96well プレートにそれぞれ

1x104 cells/well、4x104 cells/well の濃度で播種し、

一晩培養した。その後、二酸化チタンナノ粒子を

1mg/m L から 2 段階希釈の濃度で 24 時間曝露さ

せた。培養液に WST-1 試薬を加え、37℃で 2 時

間インキュベートし、分光光度計にて 450 nm の

吸光度を測定した。この細胞数で実験したとこ

ろ、細胞数が多かったため 0 mg/mL で分光光度

計の検出限界を超えていた。そのため 適な細胞

数を決めるために、2 段階希釈で細胞濃度を変え

て同様の実験をした。その結果、GDL1 では

5x103 cells/well、RAW246 では 1x104 cells/well が
適であることが観察された。今後は、分散性の

確認された濃度を含む二酸化チタンナノ粒子溶液

に曝露させて細胞毒性を調べ、それを基に共培養

系での曝露実験、遺伝毒性試験へと進めていく予

定である。 
 

B1-3.ヒト 3D 皮膚再構成系によるナノマテリアル

の一般毒性評価系の確立（中江）：昨年までに確

立した J-TEC 製 LabCyte EPI-MODEL を用いたヒ

ト 3D 皮膚再構成系による金属ナノマテリアルの

一般毒性評価系を用いて、二酸化チタンナノ粒子

の評価を行った。ナノマテリアル二酸化チタン

は，JRCNM01001a・01005a 共に，125 µg/mL 以

上の濃度になると，著しく凝集した。 

 
図 4. JRCNM01001a01, NHEK 単層培養系，細胞

毒性（WST-8 アッセイ；縦軸，%；横軸，µg/mL） 
 
JRCNM01001a は，NHEK 細胞（正常ヒトケラチ

ノサイト）単層培養系で 72 時間培養では 62.5 
µg/mL 群より濃度依存的に強い細胞毒性を示した

（図 4）。JRCNM01001a05 は、72 時間培養では

濃度依存的に細胞毒性を示す傾向にあった。一

方、ヒト 3D 皮膚再構成系において、いずれの二

酸化チタンナノ粒子は、MTT アッセイおよび

LDH アッセイを試みた結果，いずれの用量でも

細胞毒性を示さなかった。このことは、本研究で

用いた二酸化チタンナノ粒子 JRCNM01001a01・
001a05 は表皮の重層構造を通過しないと考えら

れ、そのことが表皮の重層構造が二酸化チタンナ

ノ粒子の細胞傷害作用に対する防御効果に関与す

る可能性が示唆された。また、ヒト 3D 皮膚再構

成系の培地中の二酸化チタン濃度測定と、表皮組

織の病理組織学的評価を行った。

JRCNM01001a01・001a05 は、接触する表皮表面

に明らかな傷害を与えなかった。 
B1-4. ヒト 3D 皮膚再構成系を用いた遺伝毒性

評価系の開発（中江）：遺伝毒性評価法としては

小核試験およびコメットアッセイを候補とし，本

年度はまず小核試験から作業を開始した。ヒト

3D 皮膚再構成系である LabCyte EPI-MODEL を用

いた小核試験系の開発に向け，まず，NHEK 細胞

単層培養系への小核試験導入を試行した。その結

果、常法である CHL/IU 細胞を用いた小核試験は
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24 時間培養で行うが、NHEK 細胞では 72 時間培

養を行う必要があることが判明した。現在まで

に、陽性コントロールである MMC 処置では、小

核誘発が成功している（表 1）。 
表 1. NHEK 細胞を用いた小核試験における培養時間の検討 

 
（MMC 曝露では S9mix 非使用、*p<0.01、空欄

は 2 核細胞が少数のため実施せず） 
 

B2.有害性発現経路の確立 
B2-1. microRNA の挙動からの酸化鉄ナノ粒子

(Fe3O4-NPs)の細胞への影響解析（渡邉・林・花

方）：酸化鉄ナノ粒子(Fe3O4-NPs)の A549 細胞へ

の影響を microRNA(miR)の発現とその標的につい

て、前年度に引き続き解析を行った。酸化鉄ナノ

粒子(Fe3O4-NPs)を各濃度で A549 細胞に 24 時間

の曝露後、リアルタイム PCR を用いて miR-
5787、494-3p、1207-5p の発現解析を行った（図

3）。miR-1207-5pm において、濃度依存的に発現

量は増加し、miR-5787、miR-494-3p では、400 
µg/mL より 200 µg/mL において、発現量が増加

した。また、N-acetylcystein (NAC)で活性酸素種

(ROS)発生を抑制すると、いずれもの発現量が抑

制されるも、完全には抑制されなかった。過酸化

水素で処理した場合、いずれも発現量が上昇し、

なおかつ NAC 処理において、発現がほぼ抑制さ

れるのを認めた。これら 3 種類の microRNA は

ROS を減少させると発現量が減少するが、必ず

しも完全には抑制されなかった。これはナノ粒子

による ROS 依存的な発現制御のみならず、ナノ

粒子自体の細胞への影響による可能性も考えられ

た。miR-1207-5p の発現は ROS 依存的と考えられ

た。 
miR の標的遺伝子である eIF5 の発現が抑制され

ることを報告してきたが、過酸化水素では抑制さ

れず、eIF5 の挙動は活性酸素種非依存的と考えら

れた。 

 
図5. 酸化鉄ナノ粒子24時間曝露後のmiRの発現 
 
磁性体ナノ粒子曝露により、特に200 µg/mL に

おいて、eIF5の発現量は半分程度まで減少する

も、NAC処理によりコントロール程度まで回復す

るのを認めた。ROS依存的eiF5発現の変化が確認

された。 

 
図6.酸化鉄ナノ粒子曝露後のeIF5の発現 

 
B2-2. 新規ナノマテリアル毒性評価指標の探索 
今年度は、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に関して、新規ナノマテ

リアル毒性評価指標の可能性について、解析を始

めた。その指標は、一次線毛動態である。一次線

毛は細胞膜上に生じる不動性の突起物であり、こ

の出現は中心体の消失とともに細胞周期を停止さ

せる。比較的容易に観察できることより、A549 細

胞での一次線毛を特異的な抗体で確認をした（図

6）。同細胞に障害を与えると、消失することより、

細胞への障害と一次線毛の動態が関係する可能性

を考え、ナノマテリアルの毒性との関係を探る予

定である。 

 
図7. 一次線毛について 

 
B2-3. 本研究グループが使用する酸化チタンナノ

粒子の物性評価と細胞毒性評価（林、渡邉）： 
B1-2と同様に新たに追加の共通のナノ粒子：二酸

化チタンナノ粒子を用いることにした：二酸化チ

タンナノ粒子（AMT100, AMT600, MT150, 
MT500, TKP102, テイカ株式会社, 大阪）。ゼー

タ電位・ナノ粒子径測定装置（DelsaMax PRO, 
Beckman Coulter, Inc., Georgia）を用いて、これら

二酸化チタンナノ粒子の超純水中およびFBS含有

DMEM中での粒度分布およびゼータ電位を測定し

た。測定は酸化チタンナノ粒子濃度15.6, 31.3, 
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62.5 µg/mLで行った。 
AMT100, AMT600, MT150, MT500, TKP102の一

次粒子径は6, 30, 15, 35, 15 nmである。しかし、超

純水中での粒度分布（図7）をみてみると、いず

れのナノ粒子も凝集しており、一次粒子径のピー

クは存在せず、サブミクロン～ミクロンサイズ領

域にピークがみられた。つまり、これらの酸化チ

タンナノ粒子は超純水中でサブミクロン～ミクロ

ンサイズの凝集体として存在していることが明ら

かになった。 
図8にFBS含有DMEM中での粒度分布を示す。

超純水中よりも大きな凝集体を形成していた。ま

た、FBS含有DMEM中では、超純水中に比べて、

凝集体の粒度分布が広いことが明らかになった。 
表2に超純水中およびFBS含有DMEM中でのゼー

タ電位を示す。超純水中およびFBS含有DMEM中

ではいずれの二酸化チタンナノ粒子もネガティブ

チャージであったが、超純水中においてその絶対

値が大きくなった。 
表2. FBS含有DMEM培養液と超純水中での 

二酸化チタンナノ粒子のゼータ電位 

 
 

 
図8. 超純水中での二酸化チタンナノ粒子の粒度分布 

 
図9. FBS含有DMEM中の二酸化チタンナノ粒子の粒度分布 
 
二酸化チタンナノ粒子は超純水中およびFBS含
有DMEM中では一次粒子としては存在しておら

ず、サブミクロン～ミクロンサイズの凝集体とし

て存在していた。特にFBS含有DMEM中におい

て、凝集の程度が強く、大きな凝集体を形成して

いた。FBS含有DMEM中では超純水中に比べてゼ

ータ電位の絶対値が小さくなっていた。以上よ

り、FBS含有DMEM中ではFBSがナノ粒子に吸着

し、ゼータ電位の絶対値が小さくなることから、

凝集しやすくなり、超純水中に比べて大きな凝集

体が形成されたと考えられる。また、FBS間の相

互作用も、酸化チタンナノ粒子の凝集を引き起こ

した原因であると考えられる。 
一次粒子径が等しいMT150とTKP102を比較す

ると、これらは異なる粒度分布を示していた。こ

れは各ナノ粒子の表面処理の違いが反映されてい

ると考えられる。具体的な表面処理方法は不明で

あるが、MT150は有機酸により表面処理されてい

るため、TKP102よりも超純水中での粒子径が小

さく、ゼータ電位の絶対値が大きくなったと考え

られる。酸化チタンナノ粒子濃度が高くなるにつ

れて、二次粒子径が増大する傾向がみられた。こ

れは濃度が高くになるにつれて、粒子間距離が短

くなり、凝集しやすくなることが原因であると考

えられる。 
また、これらの二酸化チタンナノ粒子をA549細

胞に曝露し、細胞毒性の評価を行った。不溶性の

二酸化チタンナノ粒子の評価方法を新たに作成し

た。結果的には、既存報告と同様にいずれも

Control群（非曝露群）に対して曝露群の多くにお

いて、細胞増殖が促進するのを認め、MT150や
AMT100などでは、細胞増殖は低濃度域では

Control群と同等程度か以下である可能性を認め

た。 

B3. 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 
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B3-1. ナノマテリアル の安全性評価に関わる試験

データの探索・精査（三宅）：ナノマテリアルを

含むスプレー等の消費者製品を使用した際、使用

者へのナノマテリアルのリスクを評価するために

は、曝露量を調査することが必要である。ただ

し、ナノマテリアルの曝露量を実測することは困

難であるため、一般的に曝露評価ツールを使用し

て曝露量の推算が行われている。消費者製品から

の化学物質や粒子の曝露評価ツールとしては、産

業技術総合研究所（AIST）が開発した室内製品曝

露評価ツールAIST-ICET（Indoor Consumer 
Exposure Assessment Tool）とオランダ国立公衆衛

生環境研究所 (RIVM)が開発したConsExpo-nanoが
よく知られており、この2種のツールについてナ

ノマテリアル曝露評価に必要な情報を調査した。

AIST-ICETは、消費者製品を含む室内製品に含ま

れる化学物質のヒトへの経気道・経口曝露量に加

え、経皮曝露量を推定するために開発されたツー

ルである。混合物（例えば、洗剤や殺虫剤など）

だけでなく、成形品（例えば、家電や家具など）

からの曝露量の推定も可能であり、製品開発時の

安全性評価や製品事故時のリスク評価への活用が

想定されている。一方、ConsExpo-nanoは、塗料

や洗浄剤、パーソナルケア製品などの消費者製品

からの化学物質の曝露量を評価するツールである

ConsExpoをナノマテリアルの評価に特化させたツ

ールである。スプレー型の消費者製品に含まれる

ナノマテリアルの消費者への曝露量を推定するこ

とが可能なツールである。 
ナノマテリアルを含むスプレー型の消費者製品を

使用した際、使用者へのナノマテリアルの曝露量

を推定するために必要なパラメータを、AIST-
ICETおよびConsExpo-nanoごとに列挙し、まとめ

た。AIST-ICETの場合は、噴霧時間（sec）、噴霧

量（g/sec）、化学物質比率（wt%）、気中画分

（%）、10 µm以下粒子比率（%）、初期クラウド

体積（m3）が推定に必要なパラメータであった。

このうち1秒あたりの噴霧量（製品の分類と方式

によってそれぞれデフォルト値が用意されてい

る）、対象成分比率、気中比率、粒径が10 µm以

下の粒子比率、初期クラウド体積は、デフォルト

値が用意されており、それぞれ0.028−2.0 g/sec、
0.4−9%、100%、0.1−38%、0.0625 m3であった。た

だし、化学物質の曝露評価が主な目的であるため

に、ナノマテリアルの性状に関するパラメータは

設定できず、ナノマテリアルの曝露評価を適切に

行えるのかの検証が必要であると考えられる。一

方、Consexpo-nanoで設定できるパラメータは、曝

露時間（min）、エアロゾル粒子密度（g/cm3）、

製品に含まれる対象物質の重量割合（−）、エア

ロゾルの直径（µm）、変動係数（-）、 大粒径

（µm）、噴霧速度（g/sec）、製品に含まれる不 

図10. Consexpo-nanoを用いた評価結果例 
 

揮発性物質の重量割合（−）、気中比率（%）、

噴霧時間（sec）、部屋の体積（m3）、部屋の高

さ（m）、換気速度（h-1）、ナノマテリアル密度

（g/cm3）、ナノ粒子直径（nm）、ナノ粒子高さ

（nm）、ナノ粒子厚み（nm）、ナノ粒子表面積

（nm2）、溶解率（day）、曝露頻度（year）、シ

ミュレーション時間（day）、呼吸速度（m3/h）、

噴霧1秒後の雲の体積（m3）、平均粒径（µm）で

あり、ナノマテリアルの性状を条件設定すること

が可能であった。ほとんどのパラメータにおいて

デフォルト値が設定されていたが、ナノマテリア

ル密度（g/cm3）、ナノ粒子直径（nm）、ナノ粒

子高さ（nm）、ナノ粒子厚み（nm）、ナノ粒子

表面積（nm2）のようなナノマテリアルの性状に

ついては入力する必要があった。これらの情報を

収集・整理しておくことができれば、効果的に曝

露評価することが可能となる。Consexpo-nanoを用

いた評価結果例を図7示す。 
今後、ナノマテリアルの曝露量の推定に必要な

パラメータの感度解析を行うことで、各パラメー

タのアウトプットに対する影響を定量的に評価

し、曝露量評価に重要なパラメータを特定する。

これらの結果から、推定に必要なパラメータをよ

り効率的に収集し、実用的なデータベースの構築

を行う。また、行政関係者および事業者などが効

率的にナノマテリアルの曝露・リスク評価を行え

るようにするために、ナノマテリアルを含むスプ

レーを使用した際の曝露量推定などをケーススタ

ディとして、上記ツールのテクニカルガイダンス

を作成する予定である。 
 
B3-2. ナノマテリアル の各種毒性試験に基づく有

害性情報のデータベースの作成（大野）： 
本研究で実施する対象化合物は、6 種の二酸化

チタンナノ粒子（TiO2 NPs：NM100-NM105, P25)
とした。  
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[調査対象物質]表 3 に示す。 
表 3 調査対象物質 

 
 

[調査対象情報源] 
OECD 関連資料：Titanium dioxide (NM100-NM 

105) - Manufactured nanomaterial にて公表された

Summary dossier と関連する個別 dossier、ANNEX
の情報について収集した 。 
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 データベースを用い

た。 
[調査対象情報源] 
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 項目を収集・整理を行った（表 4）。 
有害性情報に関して、吸入暴露または気管内投

与試験反復投与試験が 14 試験、2 つの発がん性

試験を含む反復投与以外の 9 試験の毒性試験デー

タを収集した。これらの試験種類、動物種、試験

条件、BAL 細胞数の増加、炎症、生化学値等の

約 170 項目の Endpoint について調査し、LOEL 値

等について収集・整理を行った。また、in vitro
細胞毒性試験 (遺伝毒性試験を除く)に関して

は、試験種類、細胞種、試験条件、曝露量（時

間）、EC50 等を収集項目とした。収集対象は、

eNanoMapper データベースに公開されている以下

の 4 種類の試験法（LDH release assay, cell viability 
assay, MTT assay, その他）について実施した。 

表 4 物理化学的性状データ例 

 

[解析方法] 
多変量解析法：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。物理化学的性状の情報に基づ

くクラスタリング解析法と主成分分析法（PCA：

principal component analysis）を実施した。物理化

学的性状と吸入毒試験結果との関連性について、

主成分分析法（PCA：principal component 
analysis）を実施した。 

LC20：有害性情報として多変量解析に資する

吸入毒試験情報で収集した毒性データの結果

（LOEL 値）に対し、原典へ戻り暴露濃度の再計

算を実施した。 
[6 種類の二酸化チタンナノ粒子間の物理化学的

性状の特性解析] 
デンドログラムを作成した（図 11）。Anatase

型と Rutile 型に分けられた。 
加えて、PCA 解析より、第一、第二主成分に

主として寄与する物理生化学的性状項目が以下の

ように得られた（図）。PC1（第一主成分）のプ

ラス方向には、Dustiness での Inhalable Mass 
Dustiness index (mg/kg)、Agglomeration/aggregation 
での 1 min sonifier/DMEM + 1% or 5% FBS の Zeta 
Potential (mV)、 Anatase 型の Crystal size (nm)や
Primary particle diameter (nm)、等の項目が特徴づ

けられた。PC1 （第一主成分）のマイナス方向

には、Agglomeration/aggregation での 20 min US-
bath/DMEM + 5% or 10% FBS の Z-Average (d. 
nm)、等の項目が特徴づけられた。PC2 （第二主

成分）のプラス方向には、Crystal type の Rutile 型
や、Agglomeration/aggregation での untreated/MQ 
Water の Z-Average (d.nm)や PdI、等の項目が特徴

づけられた。PC2 （第二主成分）のマイナス方

向には、 Crystal type の Anatse 型や、Al、Mg 等

の組成量の項目が特徴づけられた。 

図 11. デンドログラム 
 

 
* Priciple material: Aeroxide®P 25 (P25) was chosen as principle material, meaning all endpoints will 
be addressed for this material, because of its widespread use on the market and within the scientific 
community to perform comprehensive investigations.  
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図 12. PCA 解析の結果 

 
[3 種類の二酸化チタンナノ粒子の反復投与吸入

毒性試験の多変量解析] 
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、エンドポイントとして肺の毒

性結果が明らかとなっていたことから、本データ

を解析対象とし、LC20 の算出と多変量解析を行

った。 
LC20：Endopoint として毒性影響が明らかな総

細胞数（LOEL 値：NM103(12 mg/m3）、

NM104(12 mg/m3）、NM105(48 mg/m3））、多形

核白血球数（LOEL 値：NM103(48 mg/m3）、

NM104(12 mg/m3）、NM105(48 mg/m3）につい

て、原典に戻り細胞数から推定される対照群から

高用量群で増加する細胞数の約 20％付近（0 
mg/m3を control とした Total cell numbers ：3
倍、PMN ：100 倍付近の値）の曝露濃度を LC20
として暴露濃度を再算出した結果、毒性の強さは

NM104＞NM103 >NM105 であった。 
多変量解析の結果は表 5 に示す。 

表 5 多変量解析の結果 

 
 

[in vitro 細胞毒性試験について] 
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、暴露（時間）、アッセイ

法、細胞種および EC50（ug/mL）の項目につい

て収集した。①同一アッセイ条件（暴露時間、

アッセイ法、細胞種）の組み合わせにおいて、統

一されたデータ条件と、②TiO2 NPs 間で横断的

に細胞毒性評価の試験データが揃っていない（ア

ッセイ法や細胞種の違いにより毒性の結果が異な

る）ことから、今後、体系的な実験的データの収

集が必要であった。 

eNanoMapper データベース：NM103 のみ EC50
（ug/mL）＞100 が記載されていた項目について

収集した。しかしながら、暴露（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。 
[二酸化チタンナノ粒子の HESS DB 搭載に向けた

情報整理及びデータシートの作成] 
有害性情報に関しては、今後、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、規格化されたシートをひな形として用い、今

回情報収集した 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

タシートを作成した（図 13）。 

 
図 13. HESS DB 搭載に向けたデータシートの作

成 
 

 
図 14. デンドログラム 
現在、同様に二酸化ケイ素ナノ粒子（SiO2 

NPs）も解析を行った。SiO2 NPs の情報収集は、

試験データ項目（特に有害情報）が多く揃ってい

る 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た評価文書（dossier）より５

種の SiO2 NPs (NM200-NM204)および EU FP7 
eNanoMapper project で開発されたナノマテリアル

の毒性データベース https://data.enanomapper.net/
（以下、｢eNanoMapper｣と記載）とし、これらに

収載された物理化学的性状データと有害性情報に

ついてデータシートの作成を行った。有害性情報

は、ナノマテリアルの投与試験で、特に肺への毒
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性所見をエンドポイントとした吸入毒性試験およ

び気管内投与試験法の反復投与毒性試験、in vivo/ 
in vitro 遺伝毒性試験、in vitro 細胞毒性試験を対

象としている。 
階層的クラスタリング解析を実施し、全 5 物質

の SiO2 NPs の 62 項目についてクラスター化し類

似性が示された（図 14）。以下、詳細は分担報

告書を参照いただきたい。 
 
B4. 機械学習などによるin silico生体影響予測の準

備 （花方）： 
B4-1. ZnO曝露細胞の一色法マイクロアレイ解析

及び一色法と二色法の比較：マイクロアレイ解析

の既存の遺伝子発現データベースを利用するには

一色法と二色法のデータをコンバートする必要が

あり、その手法の開発、機械学習においてはサン

プル情報をラベリングしなければならないが、そ

の方法の検討、および機械学習における入力特徴

量についての調整を目指した。 
THP-1 細胞および A549 細胞に対して、酸化亜

鉛（ZnO）300 µg/mL (THP-1 細胞) または 60 
µg/mL (A549 細胞) で、6 時間または 24 時間曝露

し、Agilent SurePrint G3 Human GE Microarray 
8x60K Ver. 3.0 (G4851C; GEO platform:GPL21185) 
を用いてマイクロアレイ解析を行った。また、前

年度に行った二色法のデータを利用し、比較を行

った。一色法のデータから二色法のデータに変換

した結果、4 つのケースのうち 3 つでは良好な対

応関係が見られた。しかしながら、残り 1 つのケ

ースでは適切な対応関係が得られなかった。原因

は実験サンプルの問題と思われるが、データ変換

について良好な対応が見られる場合でもピアソン

の相関係数は高々0.76～0.90 となっており、一色

法から二色法にデータ変換した場合にはこれくら

いの誤差を含むことに留意する必要がある。一方

で二色法から一色法への変換についても考える

と、二色法における 2 つのサンプルのうち 1 方の

発現強度について既知であれば、変換は可能と思

われる。 
 
同一RNAサンプルに対する一色法と二色法のマ

イクロアレイ解析データからコンバート手法の開

発に関して、遺伝子発現データベースは主にGEO
データベースを利用した。機械学習におけるサン

プル情報のラベリングを手動で行うのは大量のデ

ータについては困難なので、サンプルのディスク

リプション情報から自動でラベリングしてみた

が、精度に問題があることが判明した。入力特徴

量については計算機の能力からある程度削減する

必要があり、変動の小さい遺伝子を除く方向で検

討している。 

B4-2. 二酸化チタンの毒性試験：標準ナノマテリ

アルとして7種類の酸化チタン（MT-150A, MT-
500B, AMT-100, AMT-600, TKP-102, TiO2-1001, 
TiO2-1005）を細胞に曝露した時の遺伝子発現マ

イクロアレイ解析の前段階としてこれらの二酸化

チタンの毒性をCCK-8法により評価した。使用し

た細胞はTHP-1細胞とRAW264細胞の2種類で、96
ウェルプレートを使用。THP-1細胞は500,000 
cells/mLを50 µL/wellで播種し、酸化チタンは1 
mg/mLに調製し、1時間のソニケーションで分散

させて、0, 500, 1000 µg/mLになるように加えて、

ウェルの終量は100 µLとした。37℃で24時間培養

した後、CCK-8を10 µL/well加えて4時間後に450 
nmの吸光度を測定した。RAW264細胞は70,000 
cells/mLを100 µL/wellで播種し、37℃で24時間培

養した後、二酸化チタンを同様に加えて、さらに

24時間培養してから、CCK-8で同様に吸光度を測

定した。 
7種類の酸化チタンについてCCK-8による毒性

試験を実施した結果、THP-1細胞に対しては7種
類とも顕著な影響は認められなかった（図15）。 

図 15. THP-1 への影響 
 

一方でRAW264細胞においては、MT-150A, 
MT-500B, TiO2-1005の3種類では影響がみられな

かったものの、AMT-100, AMT-600, TKP-102, 
TiO2-1001の4種類では毒性が認められた（図

16）。今回は7種類に酸化チタンについて毒性評価

を行なったが、THP-1細胞とRAW264細胞で異なる

結果を示すナノ粒子もあった。これらについてマイ

クロアレイ解析も実測し、機械学習のモデルを検証

するデータとして利用したい。 
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と機械学習による生体影響予

測を目指しており、機械学習のモデルについて検

討を続けているが、データ量を増やしていく必要

がある。標準ナノマテリアルとしての二酸化チタ

ンは種類によっては細胞毒性を示しており、マイ

クロアレイ解析を行って実測データとして利用す
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る予定である。 

図16. RAW264への影響 
 

C．結論 
本年度の研究のまとめを図15に示す。in vitro系

とin silico系の統合を図るべく、共通のナノ粒子

（二酸化チタンナノ粒子など）を用い、①ナノ

マテリアルのin vitro安全性評価法の高度化、③自

験、文献などのデータによる生体影響に関するワ

ールドワイドなデータの集積に基づくデータベー

スの構築の実現化を目指した。特に、③に関して

は、6種の二酸化チタンナノ粒子（TiO2 NPs）及

び5種類の二酸化ケイ素ナノ粒子(SiO2NPs)を利用

し、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たドシエの評価文書およびナ

ノマテリアルのデータベースeNanoMapperに収載

されている物性データと有害性情報の試験データ

について収集し、可能な限りの物性について、

様々な統計方法による特性解析および毒性評価を

行い本解析手法の有用性ついて検討した。ナノマ

テリアルの安全性評価において、多変量解析法は

物性と有害性の関連性について有用な解析手法で

あることが示唆された。この手法を用いて、酸化

鉄、二酸化ケイ素ナノ粒子についても解析を進め

る。酸化鉄（マグネタイト）で構築されたin vitro
系評価系について、自験データを③に組み込むよ

うに、また本研究のin vitro評価系の有用性につい

ての評価のために二酸化チタンナノ粒子などを用

いた解析をさらに進める。 

 
図15 本研究のまとめ 

 

（倫理面の配慮） 

本研究においては、樹立培養細胞株を使用す

る。遺伝子実験の必要性が出た場合に関しては、

大学を含む各施設における組換えDNA実験安全管

理規則に則って行い、必要に応じて所属研究機関

の関連委員会に計画を申請、審査を受けた上で研

究を進める。動物実験を行う場合には、動物愛護

の観点から、実験動物に無用の苦痛を与える実験

計画を避け、動物に対する苦痛が 小となるよう

に努め、所属研究機関の関連委員会の承認を得

る。また、ヒト由来試料を用いて研究する場合

は、各研究者の所属施設の倫理委員会の承諾を得

るものとする。 

通達「ナノマテリアル製造・取扱い作業現場に

おける当面のばく露防止のための予防的対応につ

いて」（厚生労働省労働基準局，基発第0207004
号，平成20年2月７日）に基づいて，実験環境管

理を行う。 
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