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（H30-化学 -一般 -004）令和元年度分担研究報告書  

 
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  

分担研究課題名： in silico 評価系に関する研究  
 

分担研究者：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  
研究協力者：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  
 

研究要旨：ナノマテリアルは、同じ物質でも粒径サイズが 1－100 nm と定義されてお

り結晶構造など物性の違いにより、多彩な機能を生ずる特性を有している。近年、ナ

ノマテリアルは、生産現場のほか家庭用品などへの利用の拡大と共に、ヒトへの健康

影響の評価が重大な課題となっている。ナノマテリアルの有害性については、物理化

学的特性や表面修飾により有害性が異なることが知られており、物理化学的性状と有

害性情報を関連付けるような評価法が必要とされる。国内では、こうした評価を行う

ための情報整理が未だされていないのが現状である。一方、海外では、EU US がナノ

マテリアルの規制への枠組みを進めており、さらに経済協力開発機構（以下、｢OECD｣

と記載）では、ナノマテリアルの規制に向けた代表的なナノマテリアルについての特

有の物理化学的性状と有害性情報等を収載した報告書  (dossier：有害性評価書 )を公

開している。本研究では、ナノマテリアルの生体への健康影響に対する安全性評価に

向けて in vitro / in vivo の自験データおよび文献などのデータによるナノマテリアル

の安全性評価のデータの集積とデータベースの構築を目的として、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、5 種の二酸化ケイ素ナノ粒子（SiO2 NPs:NM200、NM201、NM202、NM203、
NM204）について、OECD のナノマテリアル安全性評価プログラムで作成し評価文書

およびナノマテリアルの公開データベース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・整理を行い、解析に資するデータの資料作成を実施した。さら

に収集・整理した物理化学的性状と有害性情報との関連性について多変量解析法を実

施し、本解析手法の有用性について検討した。  
 
A. 研究目的 

2011 年に欧州において、ナノマテリアルの定

義が確定し、各国でナノマテリアルに対する登録

制度に向けて整備を進めている。しかし、一般の

化学物質の登録システムを中心としていることか

ら、食品接触剤、医療器具、化粧品、農薬、食品

および飼料は適応除外となっている。さらに、ナ

ノマテリアルの安全性や暴露に関するような情報

の十分なデータについては、未だ乏しい状況であ

る。産業用ナノマテリアルのナノ粒子は、粒径サ

イズが 1－100 nm とされ、それよりも大きな粒径

のものは微粒子に分類されている。一方、ナノマ

テリアルは物理化学的特性が従来の粒子と異なる

ことから、既存の毒性試験法が適応可能かどうか

について問題となっている。また、近年、ヒト健

康影響への可能性が指摘されておりナノマテリア

ルの安全性に対する懸念は年々高まってきてい

る。冒頭で述べたように、欧州連合では、ナノ材

料の安全性のデータの届出・登録の義務化への整

備が進められており、一方、国内では、カーボン

ナノチューブ等で形状やサイズによって毒性が異

なる可能性を指摘している。 
二酸化ケイ素（SiO2）のナノ粒子は、医薬品・

食品等では吸湿防止、流動性向上、歯磨き粉の研
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磨剤などや、ゴムの強度向上、インク・塗料では

発色や着色性の向上のため等、工業的にも幅広く

利用されている。また、二酸化ケイ素ナノ粒子の

結晶多形は、圧力や温度などの条件により様々に

形成し、結晶質や、非晶質(アモルファス)に大別

される。 
国際がん研究機関（IARC)は、結晶質シリカ

（石英やクリストバル石 CAS:14808-60-7）をヒ

トへの発がん物質（グループ 1 ）と分類してい

る。炭素（C）とケイ素（Si）の 1:1 の化合物で

ある髭状炭化ケイ素(CAS: 409-21-2)は、ヒトに対

しておそらく発がん性がある物質（グループ２

A）、また、繊維状炭化ケイ素(CAS: 308076-74-6)
はヒトに対して発がん性の可能性がある物質（グ

ループ２B）、非晶質二酸化ケイ素のヒトへの発

ガン性は分類できない（グループ３）としてい

る。しかし、二酸化ケイ素のナノ粒子の安全性評

価は進んでおらず、ヒトへの暴露による健康影響

の評価が重要な課題となっている。 
ナノマテリアルの特性から、その有害性は他の

化学物質とは異なることが指摘されており、ナノ

マテリアルの健康影響を評価するためには物理化

学的性状と有害性情報を関連付けた評価法が必要

となる。しかし、現状ではこうした評価を行うた

めの情報が殆ど整理されていない。近年、OECD
のナノマテリアル安全性評価プログラムでは、代

表的なナノマテリアルについて、ナノマテリアル

特有の物理化学的性状情報と有害性情報を収載し

た dossier(ドシエ：安全性データ集)試験データの

報告書を公開している。 
本研究では、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、

二酸化ケイ素ナノ粒子（SiO2 NPs）について、

OECD の dossier およびナノマテリアルの公開デ

ータベース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。 
 
B. 研究方法 

１． 対象物質 
OECD ウェブサイト上の Silicon dioxide - 

Manufactured nanomaterial１にて公表されている

Summary dossier２に収載された二酸化ケイ素ナノ

粒子 (NM-200、NM-201、NM-202、NM-203、
NM-204) を対象とした (Table 1) 。 
 
2. 調査対象情報源 
 以下の情報源を調査対象情報源とした。 
(1) OECD 関連資料 

Summary dossier 及び関連する個別 dossier、
ANNEX の情報を収集した。各調査対象物質に関

連する個別 dossier 及び ANNEX の情報を収集し

た（Table 2）。 
 
(2) eNanoMapper３ 

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）。eNanoMapper に収載さ

れた情報のうち、in vitro 細胞毒性試験に関する

エンドポイントを対象とした（Table 2）。 
 
(3) 文献情報 4-36 

(1)、(2) に収載された情報について原著文献の

収集を行い、文献に記載された情報を収集整理の

対象とした。 
 
3. 情報整理の項目 
  以下の物理化学的性状、有害性情報を情報整理

の対象とした。 
(1) 物理化学的性状 

組成、凝集、結晶子サイズ、比表面積、ゼー

タ電位、表面化学、その他のプロパティとし

て約 62 項目についてデータを収集・整理を行

った（Table 3）。 
 
(2) 有害性情報 

以下のエンドポイントを情報整理の対象とし

た。 
Ø 反復投与毒性試験 (吸入暴露経路：17 試

験、気管内投与経路：5 試験)  
試験種類、動物種、試験条件の他、Endpoint とし

て B AL 細胞数の増加、炎症、生化学値等の変動
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が生じた LOAEL 等について、約 519 項目の調査

し収集・整理を行った（Table 7）。 
Ø in vivo/ in vitro 遺伝毒性試験 
試験種類、試験動物、細胞種、試験条件、結果 
(陽性/陰性等) を収集・整理した（Table 4、Table 
5）。 
Ø in vitro 細胞毒性試験 
試験種類、細胞種、試験条件、結果 (EC50等) を
収集・整理した（Table 6）。 
尚、eNanoMapper については、以下の 4 項目を収

集対象とした。 
- LDH release assay 
- Cell viability assay 
- Cytotoxicity assay 
- Genotoxicity assay 

 
４．情報整理及びデータベース（DB）搭載用の

データシートの作成 
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（Table 7）。 
 
５．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。これらの解析を行うことにより物質間の類似

性や毒性の変動に寄与している物理化学的性状に

ついて同定した。 
Ø 物理化学的情報に基づく主成分分析法

（PCA：Principal Component Analysis）からに

よる階層的クラスタリング解析法の実施

（Figure 1A、Figure 1B） 
Ø 収集したデータに基づく物理化学的性状情報

と毒試験情報との関連性についての直交部分

的最小二乗回帰分析（OPLS：Orthogonal 
Partial Least Squares Regression）の実施

（Figure 2） 

Ø OPLS 法：X 変数を使って Y 変数のモデルを

構築し、X から Y を予測する PLS 法の改良

型であり、今回の解析では X を説明変数と

して物性値とし、Y を目的変数として毒性値

を設定した。 
 
C. 研究結果 
SiO2 NPs の解析用データシートの作成および解

析方法 
１．物理化学的性状 

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、以下についてデータマイニングを

実施した。これらのデータは主に OECD からの

情報に基づいて作成しており、約 62 項目のデー

タを収集した。 
Ø データマイニング 

- Particle size, size distribution：Elementary 
particle size of agglomerated Silica (nm)の
NM200 は平均値を算出した。 

- Composition：inpurity の各項目について、

下限値を採用した。 
- Agglomeration/aggregation：Isoelectric Point 

(Mean) (pH)について、2：<2、3：2-4 と定

義した。 
- Shape：Sphericity について、1: low / 2: low 

to medium / 3: medium と定義した。 
- Solubility：NM203 は平均値を採用。

NM204 は 1mol=60.08430g から換算し

た。 
 
２． 階層的クラスタリング解析 

収集・整理した SiO2 NPs の物理化学的性状に

ついてデータマイニングをした後、PCA 解析後

（Figure 1A）、階層的クラスタリング解析を実施

した。その結果、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

（Figure 1B）。 
 
３．反復投与吸入毒性試験結果および多変量解析 

有害性情報の項目において反復投与毒性試験

（吸入暴露および気管内投与試験）では、吸入暴

露試験が 17 試験、気管内投与試験が 5 試験の毒

性試験データについて収集した。これらの試験種
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類、動物種、試験条件の他、Endopoint として

BAL 細胞数の増加、炎症、生化学値等の変動が

生じた LOAEL 等について、合計約 519 項目につ

いて調査し、収集・整理を行った。 
Ø 吸入毒性試験 

- 収集・整理した反復投与吸入毒性試験の

中で、OECD のテストガイドライン

TG412 に準拠し TNO Division of Nutrition 
and Food Research, Zeist (NL)で実施された

亜急性吸入毒性試験結果では、Wister 雌雄

ラット（NM202,NM203 は雄ラットのみ）

に各種 SiO2ナノ粒子［NM200: 粒径： 
Mass median aerodynamic diameter (MMAD) 
(µm)：2.83-3.27、NM201: MMAD (µm)：
2.83-3.27、NM202: MMAD (µm)：1.2-1.3 or 
2.2-3.5、NM203: MMAD (µm)：1.2-1.3 or 
2.2-3.5、NM204: MMAD (µm)：2.83-3.27］
を含むエアロゾルを 1.16 (± 0.36), 5.39 
(±0.58)および 25.2 (± 1.5) mg/m3の濃度

で、5 日間（6 時間/日）吸入暴露した。試

験結果では、肺の絶対及び相対重量の増

加肺間質の細胞浸潤・繊維化が認められ

た。 
- 気管支肺胞洗浄液（BALF: Bronchoalveolar 

Lavage Fluid）中の多形核白血球（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)の増加が認められた

ことから、これらの肺炎症所見の

Endopoint を中心に解析対象とした。気管

内投与毒性試験結果では、SD 雌雄ラット

に各種 SiO2ナノ粒子(NM200、NM201、
NM202、NM203)を含むサンプル溶液を

3、6 及び 12 mg/kg 体重の濃度で、サンプ

リング前の 48、24、3 時間前にそれぞれ 3
回、気管内注入が実施されていた。試験

結果では、全ての SiO2ナノ粒子におい

て、考慮された用量にかかわらず、最小

用量（3 mg/kg 重量）で BAL 中の PMN
数、総細胞数、酵素活性 (LDH, ALP, γ-
GTP (GGT)等)、好中球数の有意な増加が

みられたことにより肺への炎症所見が確

認された。従って、気管内投与毒性試験

を実施した全ての SiO2 NPs において最小

用量で炎症所見がみられたことから解析

には至らなかった。 
Ø 多変量解析（直交部分的最小二乗回帰分析：

Orthogonal Partial Least Squares Regression, 
OPLS 法） 
OECD のテストガイドライン TG412 に準拠

し実施された亜急性吸入毒性試験結果におい

て、病理組織学的所見の結果から BALF 中の

総蛋白の LOEL 値（NM200: 26.2 mg/m3、

NM201: 26.2 mg/m3、NM202: 5.41 mg/m3、

NM203: 5.41 mg/m3、NM204: 26.2 mg/m3）か

らの 5 物質間の毒性の強さは NM202・
NM203＞NM200・NM201・NM204 であっ

た。物性値（項目）と有害性情報との関連性

について調べるため、収集した物性値と各

SiO2 NPs の LOEL 値を用いて、OPLS 法によ

る多変量解析を実施した（Figure 2）。Figure 
2 で、横軸は Y 変数（毒性値）の変動、縦軸

は X 変数（物性：Y 変数グループ内の変動）

を示した。従って、本解析法により毒性と関

連する物性値が横軸から探査可能であること

が示唆された。さらに解析を進めた結果、毒

性に寄与する変数（物性）の共通項目とし

て、毒性の強い化合物は、Impurity(Si)、
Coating：無し、Morphology of 
aggregates/agglomerates (nm)：凝集体の形態：

Angular・low sphericity、Specific surface area 
(m²/g)の SAXS surface (m2/g)：空孔や、BET 
surface (m2/g)：比表面積、

Impurity(S/Na/Mg/Zr/K)等の相関の高い物性項

目の組み合わせが挙げられた。 
 

４．HESS DB 搭載のための情報整理およびデ

ータシートの作成 
HESS 搭載用に規格化されたシートをひな形とし

て用いて今回情報収集した SiO2 NPs のデータコ

ンテンツに特化した項目を追加した。その結果、

実施期間、被験物質、試験動物、試験条件情報等

について約 26 項目と、毒性試験結果情報

（NOEL、LOEL）血液学的検査、生理学的検

査、尿の一般検査、病理組織学的所見等の約 493
項目について、新たな規格データシートを作成し
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た（Table 7）。 
 
５．in vivo / in vitro 遺伝毒性試験（OECD による

試験対象物質は 4 物質：NM200-NM203） 
in vivo / in vitro 遺伝毒性試験および in vitro 細胞

毒性試験では、試験種類、試験動物、細胞種、試

験条件、曝露量（時間）、陽性/陰性、EC50等の計

7 項目について収集・整理を行った。 
in vivo の遺伝毒性試験結果は、いずれの試験デ

ータからも陽性は認められなかった（Table 4）。
しかし、in vitro 遺伝毒性試験の Comet 試験結果

（試験対象物質は 4 物質：NM200-NM203）は、

A549 細胞（3h）で NM203 を除く 3 物質間、24ｈ
で NM200 を除く NM201、NM202、NM203 の 3
物質間にて陽性を示した（Table 5）。一方、Caco-
2 細胞では、3h で NM201 を除く 3 物質間、24ｈ
で 4 物質間全てに陽性を示した（Table 5）。
OECD TG 487 試験法に準拠した Micronucleus 試
験（試験対象物質は 4 物質：NM200-NM203）結

果は、A549 細胞（48ｈ）で NM201、NM202 の 2
物質間で陽性を示した。一方、同試験の Caco-2
細胞の結果は、52 時間で 4 物質間全てに陽性を

示した（Table 5）。in vitro 遺伝毒性試験の結果よ

り、試験時間が長くなるにつれて、A549 細胞で

は、NM201、NM202、NM203 が陽性を示し、

Caco-2 細胞では、全て陽性を示す傾向であっ

た。 
 
6．in vitro 細胞毒性試験(EC50) 

in vitro 細胞毒性試験結果(Endpoint：EC50)で 
SiO2 NPs の試験報告について 26 試験について収

集・整理した（Table 6）。物性が揃っている

OECD の SiO2 NPs は、主に NM200 および

NM203 の 2 物質間のみであった。その結果、２

物質間の毒性の強さの傾向は NM200＜NM203 と
なった(24ｈの LDH assay 結果を除く)。 
 
D. 考察 
近年、ナノマテリアルを用いた材料は、日焼け

止め製品としての化粧品や、塗料・抗菌雑貨など

家庭用品等、一般消費者に向け幅広く利用されて

おり、電子材料などの産業分野においても、今

後、新素材として更なる応用が期待されている。

本研究では、二酸化ケイ素ナノ粒子（SiO2 NPs）
に着目し、情報源として OECD の関連資料(評価

文書:dossier）およびその他の関連資料として

eNanoMapper を調査・収集とした。また、主に物

理化学的性状データと有害性情報（ラットを用い

た吸入暴露および気管内経路の毒性試験、および

in vivo/ in vitro 遺伝毒性試験、in vitro 細胞毒性試

験）について収集し、データシートの策定に向け

た各々の項目について整理した。 
2003 年に TNO Division of Nutrition and Food 

Research, Zeist (NL)で実施されたラット亜急性吸

入毒性試験結果から、Endpoint として肺への毒性

影響が明らかな BALF 中の総細胞数や多型核白血

球数について、より詳細な毒性影響の値について

調べる（算出する）ため、原典に戻り細胞数から

推定される高用量群で増加する細胞数の割合

（差）が認められる付近の暴露濃度について再算

出を試みようとした。しかし、原典情報の入手に

至らなかったことから、毒性値は LOEL 値を利用

して、その後の物性と有害性との関連性について

多変量解析を実施した。多変量解析結果から、毒

性の強い NM202、NM203 の物性値（項目）の特

徴として、不純物は少なくシリカ（Si）の純度が

高いが、コーティングが無く、また、比表面積が

大きい項目が挙げられた。また、空孔や、比表面

積の値が大きいものは細胞（生体）への吸着のし

易さ（吸着能）が高くなり、排出されにくい性質

を有する事が示唆された。 
2013 年に NANOGENOTOX で実施されたラッ

ト気管内投与試験（48h）は、遺伝毒性試験を主

目的として行なわれた試験と記載されていた。毒

性の Endpoint として肺への毒性影響が明らかな

BALF 中の BAL の細胞数、酵素活性への影響を

観察していた。その結果、4 種の全ての SiO2 NPs
（NM200-NM203）において最小用量の 3 mg/kg
で BAL 中の好中球数の有意な増加がみられてい

た。気管内投与試験法は、投与器具として金属製

経口ゾンデ針（以下、経口ゾンデ）のほか、投与

液をエアロゾル状に噴出するタイプのゾンデ（以

下、スプレーゾンデ）を用いて、直接、試験動物

への経気道投与を可能とする。また、全身暴露試

験法と比較した際、目的とする投与量を正確に投

与でき、且つ、用量反応関係が分かる。従って、
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気管内投与試験法は実験動物の気管内に被験物質

を液体中に分散させて直接投与することから、主

に被験物質の肺有害性を評価する試験法である。

気管内投与試験でのばく露形態は直接投与により

局所的な強い反応が出やすいことなど、実環境と

は異なることから、上部気道への毒性影響を評価

できないため、吸入毒性試験の完全な代替試験に

はなりにくいと考えられている。しかし、被験物

質の相対的な毒性比較評価に有用であることは広

く認知されている。今回、投与後、一般的な毒性

エンドポイントと、気管支肺胞洗浄（BAL）液検

査が実施されデータを収集したが、実施された全

ての SiO2 NPs において一番低い濃度（最小用

量）にて肺への炎症所見が得られていたことか

ら、解析には至らなかった。この結果は吸入暴露

試験の肺毒性影響よりもさらに低い濃度であっ

た。気管内投与試験法は OECD でのガイドライ

ン化には未だ至っておらず、通常、対照群をもう

ける必要があると考えられるものの本試験では対

照群の記載はされていなかった。 
 
E. 結論 
今年度の収集データの対象ナノマテリアルは、

5 種の二酸化ケイ素ナノ粒子（SiO2 NPs）とし

た。SiO2 NPs の情報収集源は、各種試験データ

項目が多く揃っている 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

書およびナノマテリアルの毒性データベース

（eNanoMapper）とした。これらに収載された物

性と有害性情報についてデータシートの作成を行

った。物性情報は約 62 項目について収集した。

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

験と、in vivo/ in vitro 遺伝毒性試験、in vitro 細胞

毒性試験を収集対象とした。しかし、物性と有害

性との関連性についての多変量解析の実施は、一

機関の吸入毒性試験のみであった。解析の実施に

あたり、データマイニングのリソースの選択や高

精度なデータの収集が必要であった。さらに、有

害性評価の横並びに試験されたデータ数の不足か

ら、今後、更なるデータ収集や、自験データを組

み込むことが必要とされた。 
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Table 1.  Surveyed substances: Silicon dioxide nanoparticles (SiO2 NPs, NM200-NM204). 

 
 
Table 2.   Target materials (SiO2 NPs, NM200-NM204) collected from the organization for 
economic co-operation and development (OECD). 

 
  

NM Label name Crystal type Surface coating
Composition
（SiO2, > %）

NM-200  Synthetic Amorphous Silica PR-A-02 Precipitated Yes(or H2O) 96
NM-201  Synthetic Amorphous Silica PR-B-01 Precipitated Yes(or H2O) 97
NM-202  Synthetic Amorphous Silica PY-AB-03 Pyrogenic uncoating 99

NM-203  Synthetic Amorphous Silica PY-A-04 Pyrogenic uncoating 99

NM-204  Synthetic Amorphous Silica PR-A-05 Precipitated Yes(or H2O) 98

項目 タイトル 備考

物理化学的性状 PhysChem_Summary
Summary dossier、個別dossier、ANNEXの情報を委託者提供の参考シート 

(Physicchemical properties of the TiO2 NPs) の項目に沿って整理

PhysChem_OECD Part 6 (AIST etc)
個別dossier (Part 6 – JP AIST data on SiO2 UFP-80 and NanoTek) に収載され

た物理化学的性状データ(データなし)

有害性
反復投与毒性 (吸入、気管内投

与)_OECD
Summary dossierに収載された反復投与毒性 (吸入、気管内投与) の情報

反復投与毒性 (吸入、気管内投与) 

_OECD_詳細
“反復投与毒性 (吸入、気管内投与)_OECD” データシートに整理した情報

の詳細情報 (HESS DB形式)

細胞毒性 (in vitro)_EC50
EC50が得られたin vitro細胞毒性試験結果のばく露時間、試験法、細胞
種、EC50を要約

細胞毒性 (in vitro)_EC50 (>100)
EC50 > 100 µg/mLと報告されたin vitro細胞毒性試験結果のばく露時間、試
験法、細胞種、EC50を要約

Mutagenicity (in vitro)_Summary In vitro遺伝毒性試験結果を要約

Mutagenicity (in vivo)_Summary In vivo遺伝毒性試験結果を要約

細胞毒性 (in vitro)_OECD Summary dossierに収載されたin vitro細胞毒性 (遺伝毒性情報を除く)

細胞毒性 (in vitro)_　eNanoMapper
eNanoMapperのLDH release assay、Cell viability assay、Cytotoxicity assay、

Genotoxicity assayの情報

Mutagenicity (in vitro)_OECD Summary dossierに収載されたin vitro遺伝毒性情報

Mutagenicity (in vivo)_OECD Summary dossierに収載されたin vivo遺伝毒性情報

PhysChem_OECD Part 4 (NM203)

PhysChem_OECD Part 5 (NM204)

個別dossier (Part 3 – NM 202) に収載された物理化学的性状データ

個別dossier (Part 4 – NM 203) に収載された物理化学的性状データ

個別dossier (Part 5 – NM 204) に収載された物理化学的性状データ

PhysChem_OECD Part 2 (NM201)

PhysChem_OECD_Summary dossier

PhysChem_Case study Report

PhysChem_OECD Part 1 (NM200)

PhysChem_OECD Part 3 (NM202)

Summary dossier、個別dossier、ANNEXの情報

Summary dossier、個別dossier、ANNEXの情報をTiO2のCase study report の

項目に沿って整理した

個別dossier (Part 1 – NM 200) に収載された物理化学的性状データ

個別dossier (Part 2 – NM 201) に収載された物理化学的性状データ
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Table 3.  SiO2 NPs: Physicochemical properties. 

  

Property Method/
Instrument NM200 NM201 NM202 NM203 NM204

Particle size, size d istribution Primary particle size (nm) Equ ivalenet d iameter for spheresSAXS 1 22 22 15 16 21

Primary particle size (nm) TEM 2 14±7 17±8 15±7 13±619 (manual measurements:  10-15)

Primary particle size (nm) TEM 3 23±8 19±4 18±3 16±3 -

Primary particle size (nm) TEM 4 18 18 20 45 -

M ean d iamater (nm) TEM 5 31±3 43±4 53±9 48±4 -

Feret M in  (nm) TEM 6 21.9 33 58 53 -

Feret M ax (nm) TEM 7 34.5 51 37.2 33.5 -

Elementary particle size of agglomerated  Silica (nm) TEM 85-20 (average size main ly around 10-15) - - - -

Composition Total non-SiO2 content includ ing coating and  impurities (%  w/w)EDS 9 1.5 2.21 1.64 0.63 0.47

Impurity (%  w/w Al) EDS 10 0.46 0.74 0.45 0.43 0.48

Impurity (%  w/w S) EDS 11 0.87 0.46 0 0.04 0.21

Impurity (%  w/w Na) EDS 12 0.88 0.44 0 0 0.18

Impurity (%  w/w Ca) EDS 13 - 0 0.18 - 0

Impurity (%  w/w K) ICP-OES 14 0.005-0.01 0.001-0.005 - - -

Impurity (%  w/w Fe) ICP-OES 15 0.005-0.01 0.001-0.005 - - 0.001-0.005

Impurity (%  w/w Zr) ICP-OES 16 0.001-0.005 0.005-0.01 - - 0.005-0.01

Impurity (%  w/w M g) ICP-OES 17 0.001-0.005 0.001-0.005 - - -

O (wt% ) EDS 18 53.02 53.08 53.14 53.21 53.17

Si (wt% ) EDS 19 44.77 45.27 46.23 46.32 45.96

Coating TGA 20 Yes (or H2O) Yes (or H2O) No No Yes (or H2O)

W eight of coating (wt% ) TGA 21 3 3 - - 3

Agglomeration/aggregation Z-average (nm) U ltra-pure water d ispersion (in tra vial study)DLS 22 207.1±12.3 208.1±34.5 175.9±4.5 172.9±9.2 -

Pd I U ltra-pure water d ispersion (in tra vial study)DLS 23 0.390±0.041 0.352±0.028 0.355±0.001 0.427±0.025 -

Z-average (nm) U ltra-pure water d ispersion (in tra vial study)DLS 24 - 197.0±15.7 - 147.5±4.5 -

Pd I U ltra-pure water d ispersion (in tra vial study)DLS 25 - 0.337±0.020 - 0.244±0.017 -

Z-average (nm) U ltra-pure water d ispersion (in tra vial study)DLS 26 181.5±4.3 - - - -

Pd I U ltra-pure water d ispersion (in tra vial study)DLS 27 0.238±0.006 - - - -

Z-average (nm) U ltra-pure water d ispersion (in tra vial study)DLS 28 - - - 146.8±0.6 -

Pd I U ltra-pure water d ispersion (in tra vial study)DLS 29 - - - 0.229±0.015 -

Z-average (nm) U ltra-pure water d ispersion (in tra vial study)DLS 30 240.5±2.3 - - 245.7±37.2 -

Pd I U ltra-pure water d ispersion (in tra vial study)DLS 31 0.248±0.006 - - 0.299±0.024 -

2Rg1 (nm) Gyration  rad ius of p rimary particles and  aggregatesSAXS 32 18 20 16 - -

2Rg2 (nm) Gyration  rad ius of p rimary particles and  aggregatesSAXS 33 440 180 100 - -

Df Gyration  rad ius of p rimary particles and  aggregatesSAXS 34 2.45 2.45 2.5 - -

Npart/agg Gyration  rad ius of p rimary particles and  aggregatesSAXS 35 3600 457 200 - -

M orphology of aggregates/agglomerates (nm) TEM 36Sub-rounded , low to med ium sphericityRounded , med ium sphericityAngu lar, low sphericityAngu lar, low sphericity -

Zeta Potential around pH 7 (mV) Lazer-Dpp ler-Electrophoresis37 -45 -40 -40 -35 -

Isoelectric Point (M ean) (pH ) Lazer-Dpp ler-Electrophoresis38 <  2 <  2 2-4 2-4 -

Crystalline phase Crystalline type XRD 39 amorphous amorphous amorphous amorphous amorphous

Crystalline impurities XRD 40Na2SO4, Boehmite (Al2O4)Na2SO4, Boehmite (Al2O4)Na2SO4, Bohemite (AlO(OH)), Boehmite (Al2O4)Na2SO4, Bohemite (AlO(OH)) -

Crystalline size (mean) - 41 - - - - -

Aspect ratio 42 1480 1461 1518 1533 -

Specific surface area SAXS surface area (m² /g) SAXS 43 123±4.9 123±8.3 184±17.8 167±13.4 131±22.9

BET surface area (m² /g) BET 44 189.16 140.46 204.11 203.92 136.6

Total pore volume (mL/g) BET 45 0.7905 0.5815 0.5136 0.499 0.5057

M icropore surface area (m 2/g) BET 46 30.044 - - - 0

M icropore volume (mL/g) BET 47 0.01181 0.00916 0.00084 0 0.00666

Shape Sphericity TEM 48 low to med ium med ium low low -

Surface coating W eight of coating (wt% ) - 49 3 3 - - 3

Density Density (g/mL) W eigh ing 50 0.12 0.28 0.13 0.03 0.16

Dustiness Inhalab le M ass Dustiness index (mg/kg) Small rotating Drum (SD)51 6459±273 6034±199 4988±1866 5800±1488 24969±601

Resp irab le M ass Dustiness index  (mg/kg) Small rotating Drum (SD)52 293±193 218±24 91±11 354±6 1058±1

Resp irab le M ass Dustiness index  (mg/kg) Vortex Shaker (VS)53 34000 6500 17000 51000 14000

Surface chemistry O (% ) EDS 54 71.43 67.9 - - -

Si (% ) EDS 55 20.3 20.83 - - -

C (% ) EDS 56 5.96 8.28 - - -

Na (% ) EDS 57 1.83 2.89 - - -

Pour density W ater content (wt%  d ry) W eigh ing 58 8 8 1 1 6

Bu lk density (g/cm3) W eigh ing 59 0.12 0.28 0.13 0.03 0.16

Porosity Total pore volume (mL/g) BET 60 0.7905 0.5815 0.5136 0.499 0.5057

M icropore volume (mL/g) BET 61 0.01181 0.00916 0.00084 0 0.00666

Solub ility Saturation  concentration  (mmol/L) Flask method 62 2.4±0.03 2.4±0.03 2-2.5 201 mg/l -

24h 0.05%  BSA (µg/L Ti) - 63 - - - - -

24h Gamb les solution  (µg/L Ti) - 64 - - - - -

24hCaco2 (µg/L Ti) - 65 - - - - -

Biodurab ility Biodurab ility (µg/g Ti) - 66 - - - - -

Biodurab ility (µg/g Al) - 67 - - - - -

Biodurab ility (µg/g Si) - 68 - - - - -

Redox Redox caco2 med ium - 69 - - - - -

Redox Gamb le's solution - 70 - - - - -

Redox BSA - 71 - - - - -
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Table 4.  Mutagenicity (in vivo) 

 
 
  

NM 200 NM 201 NM 202 NM 203 Aerosil 200

Colloidal silica

Levasil from  HC

Stark

Lev 50,  Lev 200

3 adm inistrations at 0, 24 and 45 h .

Sacrifice 3 h after the last

adm inistration

Comet assay (BAL cells, lung,

b lood , liver, sp leen, kidney, bone

marrow )

Intratracheal

Rat

(Sprague-Daw ley,

male)

- - - -

M icronucleus assay in bone

marrow  (OECD TG 474)
Intratracheal

Rat

(Sprague-Daw ley,

male)

- - - -

Comet assay
Oral

(gavage)

Rat

(Sprague-Daw ley,

male)

- - - equivocal

M icronucleus assay in bone

marrow  (OECD TG 474)

Oral

(gavage)

Rat

(Sprague-Daw ley,

male)

- - - equivocal

M icronucleus assay in colon
Oral

(gavage)

Rat

(Sprague-Daw ley,

male)

- - - equivocal

Comet assay (BAL cells, lung,

b lood , liver, sp leen, kidney, bone

marrow )

Intravenous

Rat

(Sprague-Daw ley,

male)

-

M icronucleus assay in bone

marrow  (OECD TG 474)
Intravenous

Rat

(Sprague-Daw ley,

male)

-

3 in jections on 3 consecutive days.

Sacrifice 4 h after the last in jection
Comet assay ( lung, liver, b lood) Intravenous Rat (male)

+

(only at h igh

dose)

M icronucleus assay in peripheral

b lood reticulocytes
Intravenous Rat (male)

+

(only at h igh

dose)

Inflammation Intravenous Rat (male)

+

(only at h igh

dose)

6 h/d , 5 d/wk for 90 days

ex-vivo/in vitro gene mutation

assay (HPRT assay)  in alveolar

ep ithelial cells

Inhalation

(whole

body)

Rat (Fiscer 344,

male)
-

Time Cell assay
Adm inistrati

on route

Test

Organism/System

Restult
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Table 5.  Mutagenicity (in vitro) 

 
 
BEAS-2B : Human bronchial epithelium 
16HBE : Human bronchial epithelial cell 
A549 : Human bronchoalveolar carcinoma 
Caco-2 : Human intestinal epithelial cells 

  

NM 200 NM 201 NM 202 NM 203 NM 204
equivalent

to NM  202

equivalent

to NM  203

Commercial

colloidal and

laboratory

synthesized

silica

Purposely

synthesized

SAS (2) :

Stöber SAS

(16, 60 and

104 nm)

Amorphou

s SiO2,

fumed

(Sigma)

(14 nm)

no data

Bacterial Reverse M utation

Assay

(OECD TG 471)

S.typhimurium  TA

1535, TA 1537, TA

98 and TA 100

- -

3 (hr) Comet assay BEAS-2B + + +

4 (hr)

In vitro mammalian cell gene

mutation tests

(OECD TG 476)

L5178Y TK + /-

mouse lymphoma

cells

-

In Vitro M ammalian

Chromosome Aberration Test

(OECD TG 473)

Chinese hamster

lung fibrob lasts

(V79)

-

Fpg-modified comet assay Caco-2 -

5 (hr)

In vitro mammalian cell gene

mutation tests

(OECD TG 476)

Chinese hamster

Ovary (CHO)
- -

2 h (+ S9)

18 h (-S9)

In vitro mammalian cell gene

mutation Test

(OECD TG 476)

Chinese hamster

Ovary (CHO)
-

In Vitro M ammalian

Chromosome Aberration Test

(OECD TG 473)

Chinese hamster

lung fibrob lasts

(V79)

-

18-20 (hr)

DNA Damage and Repair,

Unscheduled DNA Synthesis in

M ammalian Cells

(OECD TG 482)

Primary rat

hepatocytes
- -

3, 24 (hr) Comet assay 16-HBE + /- -/- -/- -/-

A549
Equivocal/

-

+ /Equivoc

al

+ /Equivoc

al
-/+

Caco-2 + /+
-

/Equivocal

Equivoca/

Equivocal
+ /+

3 (hr) Comet assay BEAS-2B + Equivocal + +

4, 24 (hr) Comet assay

Primary rat (W istar)

alveolar

macrophage

-

3, 6, 24 (hr) Comet assay
M ouse embryonic

fibrob last cells
-

24 (hr)

In vitro mammalian cell gene

mutation tests

(OECD TG 476)

L5178Y TK + /-

mouse lymphoma

cells

- - - -

Comet assay BEAS-2B Equivocal/-

Caco-2 -/+

30 (hr)
M icronucleus assay

(OECD TG 487)

Human primary

peripheral b lood
- - - -

40 (hr)

M icronucleus assay (OECD TG

487)

Comet assay

A549 +

41 (hr)
M icronucleus assay

(OECD TG 487)
16HBE - - - -

48 (hr)
M icronucleus assay

(OECD TG 487)
BEAS-2B - - -

-

/+ /Equivoca

l

A549 - + + -

Caco-2 -/+

52 (hr)
M icronucleus assay

(OECD TG 487)
Caco-2 + + + +

Time Cell assay Test cell type

Restult
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Table 6. Cytotoxicity (in vitro), endpoint: EC50 

 
Caco-2 : Human intestinal epithelial cells    
Colon HT29 : Human colorectal adenocarcinoma    
RAW 264.7 : Mouse peritoneal macrophage    
J774 : Mouse monocyte    
HMDM : Human monocyte-derived macrophages    
THP-1 : Human monocytic leukaemia    
EAHY926 : Human endothelial cells    
L-02 : Human hepatic cell line    
HaCaT : Human keratinocyte cell line    
MH-S : Mouse alveolar macrophage    
A549 : Human bronchoalveolar carcinoma    
NRK-52E : Normal rat kidney cell    
NIH3T3 : Mouse fibroblast cell    
mES : D3 mouse embryonic stem cell    

  

Time Cell assay
M easurement

condition
No. NM 200 NM 201 NM 202 NM 203 NM 204

JP AIST

data on

SiO2

UFP-80

and

NanoTe

k

Ludox

L-14 (14

nm)

Ludox

L-15 (15

nm)

Stöber

silica S-

16 (16

nm)

Stöber

silica S-

19 (19

nm)

Stöber

silica

nanopar

ticles

(29 nm)

Stöber

silica S-

60 (60

nm)

Stöber

silica S-

104 (104

nm)

Stöber

silica S-

335 (335

nm)

unspeci

fied 15

nm

silica

nanopar

ticles

from

M erck

SAS

colloids

(21 nm)

SAS

colloids

(48 nm ,

or 86

nm)

SAS

from

W ang

Jung

New

M aterial

Co (15

nm)

SAS

from

W ang

Jung

New

M aterial

Co (30

nm)

SAS

from

W ang

Jung

New

M aterial

Co

(m icro-

sised ,

365 nm)

Fl-25

SiO2

Fl-50

SiO2

SiO2_ 15

nm

SiO2_ 60

nm

SiO2_ 20

0nm

Amorph

ous

SiO2

ASP30

(Nyacol

Nano

Technol

ogies)

4 (hr) Lum inescence

assay
EC50 (μg/mL) 470

Test cell type Caco-2

M TT assay EC50 (μg/mL) 60

Test cell type

Colon

HT29,

Caco-2

6 (hr) Rasazurin assay,

NRU assay
EC50 (μg/mL) 64-86

Test cell type
RAW

264.7

LDH assay EC50 (μg/mL) 75-100

Test cell type HM DM

8 (hr)
M TT assay EC50 (μg/mL) 60

Test cell type

Colon

HT29,

Caco-2

24

(hr)

Rasazurin assay,

NRU assay
EC50 (μg/mL) 25-60 <  10

Test cell type M H-S M H-S

EC50 (μg/mL) 64-86

Test cell type
RAW

264.7

crystal violet stain ingEC50 (μg/mL) 37

Test cell type J774

W ST-1 assay EC50 (μg/mL) 1500 421 75 144 16 50 145

Test cell type A549 A549 A549 A549 A549 A549 A549

EC50 (μg/mL) 112 1155 17 59 1244

Test cell type NRK-52E NRK-52E NRK-52ENRK-52ENRK-52E

EC50 (μg/mL) 619 106 8.3 19 126

Test cell type THP-1 THP-1 THP-1 THP-1 THP-1

EC50 (μg/mL) 51 70 3006

Test cell type HaCaT HaCaT HaCaT

EC50 (μg/mL) 94 286

Test cell type 16HBE 16HBE

W ST-8 assay EC50 (μg/mL) 23 27.3 34.8

Test cell type HaCaT HaCaT HaCaT

EC50 (μg/mL)

Test cell type

EC50 (μg/mL)

Test cell type

LDH assay EC50 (μg/mL) 184 2602

Test cell type A549 A549

EC50 (μg/mL) 75-100

Test cell type HM DM

EC50 (μg/mL) 2881 311 37

Test cell type NRK-52E NRK-52E J774

EC50 (μg/mL) 329 121

Test cell type THP-1 THP-1

EC50 (μg/mL)
32  μ

g/cm2

36  μ

g/cm2

41 μ

g/cm2

82  μ

g/cm2
150

336  μ

g/cm2

>  1212

μg/cm2

>  1212

μg/cm2

Test cell type
EAHY92

6

EAHY92

6

EAHY92

6

EAHY92

6

EAHY92

6

EAHY92

6

EAHY92

6

EAHY92

6

M TT assay EC50 (μg/mL) 50

Test cell type A549

EC50 (μg/mL)
33  μ

g/cm2

39  μ

g/cm2

47  μ

g/cm2

89  μ

g/cm2
150

254  μ

g/cm2

1095  μ

g/cm2

1087  μ

g/cm2

Test cell type
EAHY92

6

EAHY92

6

EAHY92

6

EAHY92

6

EAHY92

6

EAHY92

6

EAHY92

6

EAHY92

6

EC50 (μg/mL) 550 >  1000

Test cell type L-02 L-02

EC50 (μg/mL) 60

Test cell type

Colon

HT29,

Caco-2

48

(hr)

Rasazurin assay,

NRU assay
EC50 (μg/mL) 25-60 <  10

Test cell type M H-S M H-S

W ST-1 assay EC50 (μg/mL) 73 166

Test cell type A549 A549

EC50 (μg/mL) 145 210

Test cell type 16HBE 16HBE

EC50 (μg/mL) 104

Test cell type THP-1

72

(hr)

Rasazurin assay,

NRU assay
EC50 (μg/mL) 25-60 <  10

Test cell type M H-S M H-S

240 (hr)W ST-1 assay EC50 (μg/mL) 45 52

Test cell type NIH3T3 NIH3T3

EC50 (μg/mL) 21.8

Test cell type mES
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Table 7. HESS database sheet. 
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Figure 1A.  PCA based on physicochemical properties of SiO2 NPs.  
 

 
 
 
Figure1B.  Dendrogram for PCA based on physicochemical properties of SiO2 NPs.  
 

 
 
 
Figure 2.  Multivariate analysis results for repeated dose toxicity (inhalation). 
 

 
 
 
 

 


