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研究要旨 

ナノマテリアルの呼吸器毒性の評価として，これまでの研究により、MWCNT（MWNT-7）

分散液の調製方法（分散状態）によって、毒性試験結果に差が見られる 1)〜3)ことか

ら，今年度は、東京都健康安全研究センターにおいて実施する長期の反復気管内投与試

験の試料の分散状態を比較するためのひとつの指標として，動的光散乱法（DLS）によ

る二次粒子径を分析した。 

一方，ナノマテリアルの毒性試験における試料の調製方法とその計測方法の標準化に

ついて，OECD のナノマテリアル作業部会(WPMN)においても議論が続けられている。 

WPMN において我が国は、短期間 in vivo 曝露試験の有用性検証の為の評価文書の作

成プロジェクトを提案していることから，令和元年 12月に OECD 会議センターにおいて

開催された WPMNに参加して最新の国際動向を収集した。 

DLS による MWCNT 分散液試料の測定の結果，1 回目の測定における散乱強度の平均は

720 nmであったが，3 回の DLS 測定および各測定内での 3回のレコードの粒径分布は，

測定毎に粒径分布が大きくなる側にシフトする傾向が見られた。 

DLSにより MWCNT分散液試料の分散状態の特徴を定量的に明らかにすることは限界が

あるものの、分散液中での MWCNT の状態をある程度表すことができるのではないかと考

えられる一方で，OECD においては，繊維の粒径分布の測定として DLS は推奨されてお

らず，粒子としての粒径分布の測定に DLSは有効であるとしている。また，測定にあた

って，試料の安定性及び繰り返し測定の再現性が重視されている。本研究における測定

は，測定毎に粒径分布の変化が見られたことから，OECD のテストガイドライン案で提

案されている条件を満たすものではなかった。今後，粒径分布を測定する上では，より

安定的な結果を得るために，測定中に沈殿が生じない媒体及び調製方法を検討する必要

があると考えられる。  
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Ａ．研究目的 

ナノマテリアルの呼吸器毒性の評価とし

て，これまでの研究により、MWCNT（MWNT-7）

分散液の調製方法（分散状態）によって、

毒性試験結果に差が見られる 1)〜3)ことから，

今年度は、東京都健康安全研究センターに

おいて実施する長期の反復気管内投与試験

の試料の分散状態を比較するためのひとつ

の指標として，動的光散乱法（DLS）による

二次粒子径を分析した。 動的光散乱法

（Dynamic Light Scattering: DLS）は、溶

液中のナノメートルオーダの微粒子を計測

する，かつ ISOにも記載（ISO 22412:2017）

された実用的かつ簡便な手法であり，溶液

中におけるナノ粒子の「運動速度」を計測

し、そのデータから各種の数値計算（吸収

率、粘度等のパラメータを考慮）を利用し

て「大きさ＝径」に換算する（図 1）。DLS

によるサンプルの観察は、本研究班で実施

するラット気管内投与実験で用いる試料の

状態を把握するために重要と考えられる。 

一方，ナノマテリアルの毒性試験におけ

る試料の調製方法とその計測方法の標準化

について，OECDのナノマテリアル作業部会

(WPMN)においても議論が続けられている。 

WPMN において我が国は、短期間 in vivo

曝露試験の有用性検証の為の評価文書の作

成プロジェクトを提案していることから，

令和元年 12 月に OECD 会議センターにおい

て開催された WPMN に参加して最新の国際

動向を収集した。 

 

Ｂ．研究方法 

i)MWCNT分散液の調製及び DLSの測定 

MWCNT 試料を 0.1%Tween 80 含有 PBS 溶液

で 30～60 分間、超音波処理をして分散液を

調製し、調製当日にゼータサイザーナノ

（Malvern 社）を用いて DLS モードで粒径

分布を測定した。 

測定に当たっては，MWCNT 濃度 0.5mg/mL 

の試料を PBSで 50 倍希釈（0.01 mg/mL）し、

超音波処理で再分散させてからすぐに測定

した。各試料は 3 回測定し、1 回の測定に

つき、120 秒の安定後に 3 回のレコードを

取った。 

 

ii)国際動向の調査 

令和元年 12 月 15 日～令和元年 12 月 20

日にかけて OECD会議センター（パリ、フラ

ンス）において開催された工業ナノ用材料

の安全性評価に関するワーキンググループ

の各作業プログラムのロードマップ会議に

参加し、ナノマテリアル評価の為のガイド

ライン作成及び改訂に関する各種プロジェ

クトの進捗状況について最新動向の情報収

集を行った。 

 

Ｃ．研究結果 

i) MWCNT 分散液の調製及び DLS の測定 

MWCNT 分散液試料の DLS 測定結果を図 2

に示す。1 回目の測定における散乱強度の

平均は 720 nm であったが，3回の DLS測定

および各測定内での 3 回のレコードの粒径

分布は，測定毎に粒径分布が大きくなる側

にシフトする傾向が見られた。 

 

ii)国際動向の調査 

令和元年 12 月に開催された WPMN に合わ

せて，粒径分布測定に関する専門家会合が

併せて開催された（WPMN and Joint Expert 

Group Meetings， Meeting of the JOINT 

EXPERT GROUP WNT-WPMN on Physical 

Properties of NMs; WNT Project 1.4 - TG 

on Particle size distribution）。 

この会合の中で，現在 WPMN において作成

中である「ナノマテリアルの粒径及び粒径

分布のテストガイドライン案」（ TEST 

GUIDELINE ON PARTICLE SIZE AND PARTICLE 
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SIZE DISTRIBUTION OF MANUFACTURED 

NANOMATERIALS [DRAFT]）について議論が行

われた。 

このテストガイドライン案では，ナノマ

テリアルを「粒子」と「繊維」に分けて，

それぞれに対して適切な粒径分布の測定手

法とその手順について示している。 

直径 1〜1000 nmの範囲の「粒子」に関し

ては，以下の 8 つの計測手法が適用できる

と記載している。 

 

・ 電子顕微鏡(EM) 

・ 動的光散乱法(DLS) 

・ 遠心液体沈殿法(CLS) 

・ 粒子トラッキング分析法(PTA) 

・ 微分型電気移動度分級器(DMAS) 

・ 原子間力顕微鏡(AFM) 

・ 単一粒子誘導結合プラズマ-質量分析

法 (sp ICP-MS) 

・ 小角 X線散乱法(SAXS) 

 

一方，「繊維」に関しては，透過型電子顕

微鏡(TEM) と走査型電子顕微鏡(SEM) のみ

が，粒径分布を測定できる唯一の方法であ

ると結論している。 

また，本研究で用いた DLS の測定および

データ解析に当たっては，以下の注意点が

記載された。 

 

・ 測定中に沈殿が生じない調製方法を検

討すること 

・ 少なくとも 2 濃度で 3 試料を測定し、

平均値を採用する 

・ 濃度により測定結果に違いみられた場

合、変化が見られなくなるまで希釈し

て再測定する 

・ 測定中に沈殿がみられた場合、安定な

状態で再測定する 

 

Ｄ．考察 

昨年度の研究では、DLS により測定した

未処理および熱処理 MWCNT 分散液試料の主

要ピークの粒径は 1500～2000 nm 程度、

Taquann 処理 MWCNT 試料分散液の主要ピー

クの粒径は 1 nm程度であった。 

未処理および熱処理 MWCNT 分散液試料で

は、ピークの分布の裾が測定上限（16 µm）

まで広がっていたが、Taquann 処理試料で

は粒径の大きいピークは見られなかった。 

このことから、DLS により得られた測定

結果（主要ピーク）は、分散した MWCNT あ

るいはその凝集体ではなく、光顕の画像で

もみられる MWCNT 周辺の細かい粒子に相当

しているのではないかと考えられる。 

DLS により MWCNT 分散液試料の分散状態

の特徴を定量的に明らかにすることは限界

があるものの、分散液中での MWCNT の状態

をある程度表すことができるのではないか

と考えられる。 

一方，OECD においては，繊維の粒径分布

の測定として DLS は推奨されておらず，粒

子としての粒径分布の測定に DLS は有効で

あるとしている。また，測定にあたって，

試料の安定性及び繰り返し測定の再現性が

重視されている。本研究における測定は，

測定毎に粒径分布の変化が見られたことか

ら，OECD のテストガイドライン案で提案さ

れている条件を満たすものではなかった。

今後，粒径分布を測定する上では，より安

定的な結果を得るために，測定中に沈殿が

生じない媒体及び調製方法を検討する必要

があると考えられる。 
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Ｅ．結論 

ナノマテリアルの粒子径を DLS で測定す

る場合には，現在，OECDにおいて作成中の

ガイドライン案に従い、以下の事項に留意

して測定を行う必要があると考えられる。 

 

 測定中に沈殿が生じない調製方法を検

討する 

 少なくとも 2 濃度で 3 試料を測定し、

平均値を採用する 

 濃度により測定結果に違いみられた場

合、変化が見られなくなるまで希釈し

て再測定する 

 測定中に沈殿がみられた場合、安定な

状態で再測定する 
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図 1：動的光散乱法の原理 

 

 

 

図 2：DLS の測定結果 

 


