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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



 

 3 

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。そのため最適な細胞

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
最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（-）、最大粒径

（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最小となるよう

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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よびその製造方法、特願 2020-063503、2020
年 3 月 31 日 
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厚⽣労働科学 研究費補 助⾦（化 学物質リ スク研究事業 ）  
（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：ナ ノマテリ アルの 特性評 価 
 

分担研究者：林 幸壱朗 九州大学大学院歯学研究院 准教授 

 

A.研究目的 

研究班内で共通に使用する二酸化チタンナノ粒子

の蒸留水および細胞培地中での粒度分布を測定す

ることを目的とした。 

 

B.研究方法 

 以下の 5 種類のテイカ株式会社製酸化チタンナ

ノ粒子を使用した：AMT100、AMT600、
MT150、MT500、TKP102。これらの酸化チタン

ナノ粒子を 15.63、 31.25、 62.5 μg/mL の濃度

で蒸留水またはウシ胎児血清含有ダルベッコ改変

イーグル培地（DMEM+FBS）に分散させた。調

製した懸濁液中の粒度分布およびゼータ電位をベ

ックマンコールター製 DelsaMax Pro を用いて、

動的光散乱法により求めた。懸濁液の調整条件

（二酸化チタン、溶媒、濃度）を表 1に示す。 

 

C.研究結果 

 各懸濁液の蒸留水中での粒度分布を図 1に示

す。AMT100、AMT600、MT150 は 100～200 nm
と 200 nm～3μm の凝集体を形成していた。粒子

濃度が高くなるにつれて、若干、粒径が増加して

いた。MT500 は粒子濃度によらず、100～1000 
nm の凝集体を形成した。TKP102 は粒子濃度に

よる粒度分布の違いはほとんどなく、100～200 
nm、200 nm～3μm、3～20μm の凝集体を形成し

ていた。つまり、いずれの二酸化チタンナノ粒子

も一次粒子としては存在しておらず、凝集してい

ることが明らかになった。 

 

表 1. 粒度分布およびゼータ電位測定に用いた懸濁液 

 

 

TiO2サンプル名 溶媒 濃度 (μg/mL)

AMT100 蒸留水 15.6

AMT100 蒸留水 31.3

AMT100 蒸留水 62.5

AMT600 蒸留水 15.6

AMT600 蒸留水 31.3

AMT600 蒸留水 62.5

MT150 蒸留水 15.6

MT150 蒸留水 31.3

MT150 蒸留水 62.5

MT500 蒸留水 15.6

MT500 蒸留水 31.3

MT500 蒸留水 62.5

TKP102 蒸留水 15.6

TKP102 蒸留水 31.3

TKP102 蒸留水 62.5

AMT100 DMEM+FBS 15.6

AMT100 DMEM+FBS 31.3

AMT100 DMEM+FBS 62.5

AMT600 DMEM+FBS 15.6

AMT600 DMEM+FBS 31.3

AMT600 DMEM+FBS 62.5

MT150 DMEM+FBS 15.6

MT150 DMEM+FBS 31.3

MT150 DMEM+FBS 62.5

MT500 DMEM+FBS 15.6

MT500 DMEM+FBS 31.3

MT500 DMEM+FBS 62.5

TKP102 DMEM+FBS 15.6

TKP102 DMEM+FBS 31.3

TKP102 DMEM+FBS 62.5

研究要旨：研究班内で共通に使用する 5 種類の二酸化チタンナノ粒子の粒度分

布を蒸留水および細胞培養培地中で測定した。二酸化チタンナノ粒子は種類お

よび分散濃度によらず蒸留水および細胞培地中で凝集していた。各酸化チタン

ナノ粒子の一次粒径は数ナノメートルから数十ナノメートルであるが、溶液中

ではサブミクロンから数十マイクロメートルの凝集体として存在していること

が明らかになった。 
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 各懸濁液の DMEM+FBS 中での粒度分布を図 2
に示す。AMT100 は濃度によらず 200 nm 以下と

200 nm～20μm の 2 種類の凝集体として存在して

いた。AMT600 も濃度によらず 200 nm 以下と

200 nm～10μm の 2 種類の凝集体として存在して

いた。MT150 は、40 nm 以下、40～400 nm、400 
nm～5μm の 3 種類の凝集体として存在してい

た。MT500 は、100 nm 以下と 100～1000 nm の 2
種類の凝集体を形成していた。TKP102 は粒子濃

度により粒度分布が異なり、粒子濃度が高くなる

につれて、粒径が増大していた。以上の結果か

ら、蒸留水中と同様に、DMEM+FBS 中でもこれ

らの二酸化チタンナノ粒子は凝集体として存在し

ていることが明らかになった。 

 表 2 に各懸濁液のゼータ電位を示す。いずれの

二酸化チタンも負電荷を帯びており、蒸留水中の

方が絶対値が大きくなった。MT500 および

TKP102 はその他の二酸化チタンに比べゼータ電

位の絶対値が小さい傾向があった。 

 

D.考察 

 いずれの二酸化チタンナノ粒子も溶液中では凝

集しており、実際の二酸化チタンを使用する際

に、一次粒子として存在する二酸化チタンナノ粒

子に暴露されることは少ないと考えられる。これ

は酸化チタンナノ粒子に限らず、他組成のナノ粒

子にも言えることである。ナノ粒子の毒性を評価

するにあたり、二次粒子の毒性を評価している可

能性があることを考慮に入れる必要があると思わ

れる。 

 

E.結論 

 今回測定に用いた 5種類の二酸化チタンナノ粒

子はいずれも蒸留水及びウシ胎児血清含有ダルベ

ッコ改変イーグル培地では凝集体として存在して

いた。 

 

 

 
図 1. 各懸濁液の蒸留水中での粒度分布 
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図 1. 各懸濁液の DMEM+FBS 中での粒度分布 

 
 
 
 
 
 

表 2. 各懸濁液のゼータ電位 
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Honeycomb blocks composed of carbonate 
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TiO2サンプル名 濃度 (μg/mL) 蒸留水のゼータ電位
(mV)

DMEM+FBS中での
ゼータ電位 (mV)

AMT100 15.6 －64.4 －4.9

AMT100 31.3 －75.9 －5.6

AMT100 62.5 －56.6 －6.4

AMT600 15.6 －24.9 －6.2

AMT600 31.3 －99.5 －4.6

AMT600 62.5 －89.6 －6.9

MT150 15.6 －45.3 －1.4

MT150 31.3 －77.6 －7.2

MT150 62.5 －68.4 －5.8

MT500 15.6 －30.3 －3.0

MT500 31.3 －32.0 －4.8

MT500 62.5 －22.8 －6.7

TKP102 15.6 －25.9 －2.3

TKP102 31.3 －26.1 －0.4

TKP102 62.5 －27.8 －3.1
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 厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業）  
（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 vitro 評価系の高度化と有害性発現経路の確立 

 

研究分担者 渡邉 昌俊 三重大学大学院医学系研究科 教授 

 
A．研究目的 
 本研究の目的は、新しい in vitro 評価系と

して考えられる切片担体培養系を用いたナ

ノリスクマテリアルの毒性評価系の構築及

び磁性体ナノ粒子(Fe3O4 NPs/MNPs)の細胞

傷害機構の解明である。本研究の分担者は、

細胞株を利用した in vitro 系での各種ナノ粒

子の細胞毒性、遺伝毒性の解析、およびそ

の細胞傷害機構の解明を報告してきた。本

研究での分担は、(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、

(2) 磁性体ナノ粒子(Fe3O4 NPs/MNPs)の細胞

傷害機構の解明およびエピジェネティクス

マーカーの検索である。(1)に関して、共培

養系を用いたナノマテリアルの遺伝性毒性

評価の構築のために共通して使用する二酸

化チタンの評価を行った。(2)に関して、物

質・材料研究機構の花方分担研究者との共

同研究のデータをもとに、microRNA のさら

なる解析を行った。 
 
B．研究方法 
共通して使用する二酸化チタンの評価方法

の確立、 ナノマテリアルの傷害機構の解析

の研究方法について以下に示す。 

二酸化チタンナノ粒子の毒性評価： 
1) 使用細胞株と細胞培養： 
本実験では、ヒト肺上皮細胞由来細胞株

A549 を使用した。細胞株は JCRB 細胞バン

クより入手した。A549 は MEM および添加

物を加えた培養液を用いて 37 ℃、CO2濃度

5 %加湿インキュベーターで培養した。 
2) 使用した二酸化チタンナノ粒子 (TiO2 
NPs) ： 
本研究班の中で共通して使用する５種類

の二酸化チタンナノ粒子（ MT150A 、

MT500B、AMT100、AMT600、TKP102、テ

イカ株式会社、大阪）が国立医薬品食品衛

生研究所から供与された。所定の濃度に培

養液で調整して、超音波破砕機 (Ultrasonic 
homogenizer VP-050、TAITEC 社) にて、分

散処理を行い、凝集を取り除き使用した。

培養液中における大きさ、粒径の分布を濃

厚系粒径アナライザー  (DelsaMax PRO, 
Beckman Coulter, Inc., Georgia) で測定を行っ

た。詳細は林分担研究者の報告書を参照い

ただきたい。細胞毒性評価には、Cell 
Counting Kit-8 (CCK8, Dojindo, Kumamoto)を
使用した。 
3) 二酸化チタンナノ粒子の調整： 

研究要旨：本分担研究では、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 の確立を目標とした。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のために共通して使用する二

酸化チタンの評価を行った。水に不溶性である二酸化チタンナノ粒子の

取り扱い方法の改善とその細胞毒性の評価を行った。②に関して、

microRNA の挙動は活性酸素種 (ROS)依存性、活性酸素種 (ROS)非依存性

（ナノ粒子依存性）が存在し、抽出した miRNA-5787 の標的遺伝子 eIF5
の発現を抑制させ、細胞毒性を誘発する可能性を見出した。  
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1000-15.63 µg/mL の TiO2の希釈系列を作製

した。 
①4000 µg/mL の TiO2を作製のため 15 mL チ

ューブに 20 mg の TiO2 を量り 5 mL のメデ

ィウムに溶かした。 
②氷中にてソニケーター設定 PWM 30 %で

15 mL チューブの中で 1 分間、プローブを上

下に動かし分散させた。 
③TiO2 が分散浮遊しているうちに短時間で

希釈系列を作製した。 
4) 二酸化チタンナノ粒子の毒性評価： 

96 well に 5000 cells の A549 細胞を 100 µL
で播種した。播種して 24 時間後に、すべて

のwellの上清を50 µL抜いて、希釈系列TiO2

溶液を 50 µL 添加し計 100 µL になるように

して 6、12、24、48 時間インキュベートし

た。各インキュベート終了時間に到達した

ものより、CCK8 を 10 µL 各プレートに添加

し、2時間後にプレート遠心機で 5000 rpm、

3 分遠心後、上清 80 µL を新しい 96 well プ
レートに移し替えて、450 nm の吸光度で測

定した。 
系列 
① TiO2+メディウム+CCK8：Blank 
② メディウム+Cells+CCK8：Control 
③  TiO2+メディウム+Cells+CCK8：Sample 

細胞生存率＝ ③－ ① ×100 
② 

ナノマテリアルの傷害機構の解析 
5) 網羅的 microRNA 発現解析： 
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、microRNA 網羅的解

析は、SurePrint G3 Human v16 miRNA 8x60K 
microarray kit (Agilent Technologies, Santa 
Clara, CA, USA) を用いて行われた。 
6) 候補 microRNA 発現解析: 
細胞は100 mm dishで予め培養を行い、細

胞密度が曝露24時間の場合は1.0×105 
cells/well、48時間の場合は8.0×104 
cells/well、72時間の場合は6.0×104 cells/well
となるように6 well plateに播種した。細胞

接着後、各ナノ粒子をControl (0 µg/mL)、
100 µg/mL、200 µg/mL、400 µg/mLの各濃度

で曝露した。曝露24、48、72時間後にまず

培養液を除去し、PBSを用いてナノ粒子を

ウォッシュアウトした後、Trypsin/EDTA 
200 µLを用いて細胞を剥離して回収した。

回収したすべての細胞を1000 rpm、5分の条

件で遠心分離して細胞を洗浄した。続い

て、上清を吸引除去し、再度PBS 1 mLに懸

濁し、1.5 mLチューブへ移した。さらに、

15000×g、3分の条件で遠心分離を行い、上

清を吸引除去し、-80℃で保存し、これを回

収操作とした。 _ 
次に、miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, 

Netherland) を用いてプロトコルに従って

total RNA の抽出を行った。抽出した total 
RNA はキットおよびプロトコルに従い、

cDNA を合成した。合成した cDNA の濃度

を測定し、cDNA 濃度が 4000 ng/mL となる

ように DEPC 水を加えて 20 µL に希釈した。

それぞれのサンプル 1 µL と、ハウスキーピ

ングとして用いる GAPDH を測定する際は

濃 度 Primer F/R そ れ ぞ れ 0.24 µL 、

THUNDER BIRDTM SYBER®qPCR Mix 10 µl 
(TOYOBO, Osaka, Japan)、蒸留水（DW） 
8.52 µL を測定用 96 well プレートに入れ、

miRNA を定量したいサンプルに関しては、

それぞれのサンプル 1 µL と、特定の miRNA
を 定 量 化 す る 各 miRNA 特 有 の

TaqMan®MicroRNA Assays (Thermo Fisher 
Scientific, Massachusetts, USA) 0.8 µL、Sso 
AdvancedTM Universal Probes Supermix 
(BIORAD, California, USA) 10 µL、DEPC 水

8.2 µL を測定用 96 well プレートに入れ、

GAPDH はインターカレーター法で、

miRNA は TaqMan プローブ法で、CFX 
Connect™ Real-Time System (BIORAD, 
California, USA) を用いて 95℃10 分加熱後、

95℃15 秒、60℃で 1 分加温しそれを 55 サイ

クル繰り返した。定量化は、ΔΔCt 法を用い

て行った。 
 また、活性酸素種 (ROS: reactive oxygen 
species)の影響を検討するために、NAC (N-
Acetyl-L-Cysteine)を培養液に溶かし、10 mM
となるように調整した。調整培養液を播種
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24 時間後の細胞に添加し、3 時間 37℃、

CO2 濃度 5%加湿インキュベーター内でイン

キュベートした後に吸引し、1x PBS で洗浄

した。その後に磁性体ナノ粒子や過酸化水

素に暴露した。 
7) eIF5 の発現解析： 

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。 
回収したサンプルに RIPA Buffer (ATTO, 

NewYork, USA) を 30 µL、Protease Inhibitor 
(Sigma-Aldrich, Missouri, USA) を 0.3 µL を加

え、ホモジナイザーペッスル  (AS ONE, 
Osaka, Japan) を用いて細胞塊が見えなくな

るまでホモジナイズした後、15000×g 30 分

で遠心した。上清を回収し、サンプルとし

た。保存は-20℃で冷凍保存した。調製した

サンプルを Bradford 法により濃度を測定し

た。20 µg にタンパク量を調製したサンプル

10 µL に 2×sample buffer を 10 µL 加え、95℃
で 5 分 間 加 熱 し た 。 sample buffer は

2×Laemmli Sample Buffer (BIORAD, Californa, 
USA) を 950 µL の 2-mercaptoethanol (Sigma-
Aldrich, Missouri, USA) を 50 µL で調製した。

1×Running buffer を泳動槽 (ATTO, NewYork, 
USA) に入れ、ウェルを洗浄後、サンプル

を 20 µL アプライし AE-6531 パジェラン

(ATTO, NewYork, USA) を用いて 80 分間泳

動した。Instruction Manual 記載のブロッテ

ィング用溶液を 3 種 (A,B,C) 調製した _(下
記参照)。A 液に 2 枚, B 液に 1 枚, C 液に 3
枚のろ紙 (85×90 mm) (ATTO, NewYork, USA) 
を浸した。メンブレン(85×90 mm) (ATTO, 
NewYork, USA) を methanol に 20-30 秒間浸

し、B 液に入れ 30 分以上振とうした。泳動

終了後、Manual 記載の順にろ紙、メンブレ

ン、ゲルを重ね、AE-6685 パワーブロッ

ト・ミニ (ATTO, NewYork, USA) を用いて

60 分で転写した。転写終了後、 AE-1477 

EzBlock CAS (ATTO, NewYork, USA) (リン酸

化の場合は AE-1475 EzBlock Chemi (ATTO, 
NewYork, USA)) にメンブレンを浸し、60 
分間振とうした。ブロッキング終了後、メ

ンブレンを洗浄し、各希釈率で希釈した一

次抗体に、4℃、一晩で振とうした。一次抗

体の希釈は Signal Booster A (Beacle, Kyoto, 
Japan) で行った。一次抗体反応終了後、

TBS-T で 10 分洗浄を 3 回行い、一次抗体と

同様に二次抗体反応を常温で 60 分間行った。

二次抗体の希釈は Signal Booster B (Beacle, 
Kyoto, Japan) で行った。二次抗体反応終了

後、TBS-Tで 10 分洗浄を 3回行い、ECLTM 
Prime Western Blotting Detection Reagent (GE 
Healthcare, Illinois, USA) の試薬を調製しメ

ンブレンに添加、5 分反応させた。メンブ

レンをスリーブにはさみ込み Light-Capture
Ⅱ (ATTO, NewYork, USA) で検出した。得

られたバンドの結果を Image J を用いて輝度

を算出し、解析を行った。一次抗体として、

eIF5 (#2480, CST, Danvers, Massachusetts, 
USA) お よ び b-actin (ab6276, Abcam, 
Cambridge, UK)、二次抗体 (#934&931, GE 
Healthcare, Illinois, USA)を用いた。 
（倫理面への配慮）  
 本研究では、既に樹立された細胞株を用

いる in vitro 実験主体である。また、遺伝子

実験において、必要とする場合は当該施設

の遺伝子組換え実験の安全管理規則に従い

行った。ナノマテリアルの取扱いに関して、

「ナノマテリアルに対するばく露防止等の

ための予防的対応について」（基発第

0331013 号）に準じて行った。 
 
C．研究結果 
1) 二酸化チタンナノ粒子の毒性評価：不溶

性である二酸化チタンナノ粒子の細胞増殖

への影響を評価するために、新たなプロト

コールを作成し、評価を行った。 
図 1-4 に、5 種類の二酸化チタンナノ粒子

の濃度別、時間経過による細胞増殖への影

響について示す。また、Table1 に希釈濃度

と時間経過による細胞増殖促進あるいは抑



 

 20 

制した条件を記す。 

 
図１二酸化チタンナノ粒子曝露による細胞

増殖への影響 (A)1000 µg/mL 、 (B)500 
µg/mL 
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

のを認めた。TIO2 が比較的低濃度域（15.6-
62.5 µg/mL）では AMT600 や TKP102 の細胞

増殖が Control 群に対して高い結果となった。

高濃度域（ 500-1000 µg/mL）においても

MT500、AMT600 などでは増殖が促進を認

めた。 

図

2 二酸化チタンナノ粒子曝露による細胞増

殖への影響 (C)250 µg/mL、(D)125 µg/mL 

 
図 3 二酸化チタンナノ粒子曝露による細胞

増殖への影響 (E)62.5 µg/mL、 (F)31.25 
µg/mL 
一方, 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。さらに Control 群
に対して細胞増殖が減少したものは MT150
および TKP102 であり濃度は 125、  500 
µg/mL の添加量であった。  
表 1. 5 種類の二酸化チタンナノ粒子の細胞増殖への影響 

 
2) ナノマテリアルの傷害機構の解析 
ナノマテリアルの傷害機構を microRNA の

挙動から解析を行った。 
候補 microRNA 発現解析 :200 及び 400 

µg/mL の磁性体ナノ粒子を曝露後 24 時間に

おける miR-5787、miR-494-3p、miR-1207-5p
の発現を Real-Time PCR で解析を行った。 
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図 4. 磁性体ナノ粒子暴露による miR-5787 発現

量変化 

 
図 5. 磁性体ナノ粒子暴露による miR-494-3p 発

現量変化 

 
図 6. 磁性体ナノ粒子暴露による miR-1207-5p
発現量変化 

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。 

 
図 7. H2O2 暴露による miR-5787 発現量変化 

 

図 8. H2O2 暴露による miR-494-3p 発現量変化 
 

 
図 9. H202 暴露による miR-1207-5p 発現量変化 

 
eIF5 の発現解析：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。 
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図 10. 磁性体ナノ粒子暴露時の eIF5 mRNA 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。 

 
図 11. 磁性体ナノ粒子暴露時の eIF5 タンパク発現 
タンパクレベルでも、同様に磁性体ナノ粒

子により、特に ROS の影響を受けた抑制を

認めた。 
 

D. まとめ 
今年度の分担研究として、A549 細胞の切

片担体培養系に使用するための班共通の二

酸化チタンナノ粒子の毒性評価方法の構築

と毒性評価を行った。二酸化チタンナノ粒

子は不溶性であり、in vitro 系においての評

価では注意しなければならない。今回行っ

た方法は、分散に注意し、測定時における

残存二酸化チタンの影響を排除した方法で

ある。結果は一部の粒子を除いて、細胞増

殖を抑制させる方向には働かなかった。む

しろ、高濃度の二酸化チタンナノ粒子曝露

において、細胞増殖が促進される結果とな

った。これはすでに出されている各種報告

における二酸化チタンナノ粒子の毒性情報

と一致する。今後は、このナノ粒子を用い

て、A549 細胞の切片担体培養系への使用を

図る。 
 磁性体ナノ粒子の暴露により、3 種類の

microRNA(miR5787、494-3p、1207-5p)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、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。

ROS 依存的に eiF5 の発現の変化は確認され

た。したがって、miRNA5787 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。 

 
図 12. まとめ 

E.提案 
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

[Nishimura Y, Watanabe M, et al., Acv Sci, 6(1), 
1801138, 2018]。 
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図7. 一次線毛について 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業）  
（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：生体を模倣した in vitro 試験系を用いた遺伝毒性評価 

 

分担研究者：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 

 

A.研究目的 

 既存の in vitro 遺伝毒性試験としては、Ames 試
験（変異原性試験）、コメットアッセイ（DNA 損

傷試験）、小核試験（染色体異常試験）などが簡便

な試験法として汎用されている。しかしながら、

これらの in vitro 試験のみでは微粒子などの化学

物質の遺伝毒性評価は難しく、別の視点から遺伝

毒性を評価する試験法を更に追加することが必要

であると考える。これまで我々は、LC-MS/MS に

より DNA 付加体を網羅的に解析する方法（アダ

クトーム法）を用い、DNA 損傷のより詳細な評価

を行ない、化学物質の in vitro 安全性評価法として

妥当かどうかについて確かめてきた。 

一方、ナノマテリアルの気道毒性の in vitro リス

ク評価は主として肺胞上皮由来細胞を単独で用い

た系で為されているが、当該毒性の発現機構には

肺胞マクロファージによる貪食と液性因子放出が

関与することが示唆されている。そこで、我々は、

生体を模倣した新規 in vitro 試験系の構築が必要

であると考え、マクロファージ様細胞と肺由来の

細胞の共培養系を利用して、新しい in vitro 気道毒

性試験系を開発し、その妥当性を多層カーボンナ

ノチューブやマグネタイトナノ粒子 (MGT)を用

いて検証してきた。また、毒性の低減化も考慮し

て表面修飾の有無の状態が遺伝毒性に対する影響

について、ポリアクリル酸修飾を施した MGT 
(BMSC-5)と修飾を施していない MGT(BMS-10)を
使用して検討している。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 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がわかった。

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ことを目的に、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。 

また、本手法を他のナノマテリアル（二酸化チ

タン）の遺伝毒性評価に応用するための条件設定

研究要旨：先行研究により、ナノマテリアルの遺伝毒性メカニズムに基づいた in vitro 毒性

評価システム確立の検討を行っており、肺の遺伝毒性評価系として共培養システムを構築し

た。マグネタイトナノ粒子 (MGT)を用いて本評価系の検証を行った。また、毒性の低減化

も考慮して表面修飾の有無の状態が遺伝毒性に対する影響についても観察した。表面修飾を

有する MGT(BMSC-5)は表面修飾を有さない MGT(BMS-10)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かった。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、これを検証するために、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。その結果、予想に反して、

GDL1 細胞の単培養条件下で鉄イオンを含む上清を取り除き、再懸濁した BMSC-5 が高い変

異頻度誘発を示し、先行研究で観察された結果と同じ傾向を示した。今後、単培養条件下で

BMSC-5 により誘発された変異スペクトルの解析および変異誘発メカニズムの検討を行う。

また、今年度は本手法用いて他のナノ粒子（各種二酸化チタンナノ粒子）の遺伝毒性評価を

行う予定であり、現在、マテリアルの用量や培養条件などの検討を行っている。 
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についても検討する。 
 

B.研究方法 

① 共培養システムによる遺伝毒性試験法 

まず、被験物質の調整を行なった。BMSC-5 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 及び BMS-10
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。さらに、

MGT により誘発される変異スペクトルの解析は、

変異コロニーを用いたダイレクト PCR 法により

実施した。 
② 共培養システムを用いて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 
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してしまう

などの問題点があった。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

1x104cells/well、4x104cells/well の濃度で播種し、一

晩培養した。その後、TiO2を 1mg/ml 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 450nm の吸光度を測定した。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究では該当しない。 
 

C.研究結果 

① 共培養システムによる遺伝毒性試験法 

GDL1 単独および共培養条件下の RAW 細胞また

は RAW 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 時間曝露し、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１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。さらに、

遠心上清および下層の再懸濁画分曝露群で誘発さ

れた変異スペクトルについて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特異的

な変異スペクトルを示した（図 2）。 
② 共培養システムを用いて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 

酸化チタンナノ粒子による細胞毒性を調べるため

に、WST-1 Assay 試薬を用いた。この方法では、

生細胞中のミトコンドリア脱水素酵素によるテト

ラゾリウム塩(WST-1)のホルマザン色素への変換

を検出する。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

1x104cells/well、4x104cells/well の濃度で播種し、一

晩培養した。その後、酸化チタンナノ粒子を

1mg/ml 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 450nm 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 0mg/ml で分光光度計の検出限

界を超えていた。そのため最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 5x103cells/well、
RAW246 では 1x104cells/well が最適であることが

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
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伝毒性試験へと進めていく予定である。 

 

D.考察 

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 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

がわかった。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ことを目的に、

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 RAW 細胞または RAW 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曝露し、

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。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、遠心分離では完全に鉄イオ

ンが除去されていないか、あるいは BMSC-5 から

常に飽和状態になるべく鉄イオンが放出されてい

る等の可能性が考察された。 

 
図1. 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 
 
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。 
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。 
 

 

図 2. 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 
 

E.結論 

これまでに肺毒性試験系として、マウス肺より

樹立した細胞株(GDL1 細胞) とマクロファージ

(RAW264.7)を共培養システムの構築を行ない、多

層カーボンナノチューブや MGT を用いて、本シ

ステムの妥当性の検証を行ってきた。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 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が

わかった。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ことを目的に、

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RAW細胞またはRAW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曝露し、

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。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、あるいは
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BMSC-5 から常に飽和状態になるべく鉄イオンが

放出されている等の可能性が考察された。また、

変異スペクトラ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。 
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の有無を確認す

るとともに、BMSC-5 の細胞毒性や変異原性の要

因についてさらなる検討を重ねる。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。 
また、今後、本手法を用いて他のナノマテリアル

の遺伝毒性を検討するための条件検討を行ってい

る。形状やサイズの異なるナノマテリアルや様々

な表面修飾を施したナノマテリアルの毒性評価を

行なうことで、有用なナノマテリアルのリスク低

減化を検討する。 
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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 vitro 評価系の高度化、毒性病理学的研究監修  
 

 研究分担者：中江 大     東京農業大学応用生物科学部食品安全健康学科 教授 

研究協力者：美谷島 克宏 東京農業大学応用生物科学部食品安全健康学科 教授 

研究協力者：煙山 紀子   東京農業大学応用生物科学部食品安全健康学科 助教 

 

A. 研究目的 
近年急ピッチで開発と実用化が進んでいる

ナノマテリアルの社会的受容には，十分な

リスク評価と，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そ

の低減化が必要である．加えて，欧米では

これらのリスク評価や リスク低減が通商政

策上から戦略的に実施されいていて，我が

国でも同様の戦略が必須であり，そのため

にはリスク評価の高度化・標準化も必須で

ある．また，当該リスク評価に当たって

は，動物福祉の3R原則の観点から，動物実

験代替法の開発も重視される．本研究は，

全体として，①共培養・切片担体培養・ヒ

ト3D皮膚再構成系 などを用いたナノマテ

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，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

法を構築することを目的として行われてい

る．その中で，本分担研究の目的は，ヒト

3D皮膚再構成系を用いて，金属ナノ粒子の

経皮一般/遺伝毒性に関する新規in vitro評価

系を構築することである．本年度は，ヒト

3D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うと共に，二酸

化チタンナノ粒子（JRCNM01001a・
01005a）の表皮傷害性と表皮侵入性につい

て，正常ヒト表皮由来ケラチノサイト

NKEK（クラボウ）を用いた単層培養系，

またはLabCyte EPIモデル（株式会社ジャパ

ン・ティッシュ・エンジニアリング）を用

いたヒト3D皮膚再構成系において解析を行

った． 
 
B. 研究方法 
1) 細胞 

研究要旨：本分担研究の目的は，ヒト 3D 皮膚再構成系を用いて，金属ナノ粒子の  
経皮一般 /遺伝毒性に関する新規 in vitro 評価系を構築することである．本年度は，

ヒト 3D 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うと共

に，二酸化チタンナノ粒子（ JRCNM01001a・01005a）の表皮傷害性と表皮侵入性に

ついて，正常ヒト表皮由来ケラチノサイト NKEK（クラボウ）を用いた単層培養

系，または LabCyte EPI モデル（株式会社ジャパン・ティッシュ・エンジニアリン

グ）を用いたヒト 3D 皮膚再構成系において解析を行った．その結果，NHEK 単層

培養系による試行では，24 時間培養だと 2 核細胞数が著しく少なくて試験が実施で

きず，72 時間培養することで実施可能になることが判明した．二酸化チタンナノ粒

子における検討では，NHEK 単層培養系において 62.5 µg/mL 以上の 72 時間暴露に

おいて細胞障害性を示したのに対し、ヒト 3D 皮膚再構成系においては 20 mg/mL の

72 時間暴露においても細胞傷害性・病理組織学的な変化・表皮通過を示さなかっ

た．このことから，表皮の重層構造は，二酸化チタンナノ粒子の細胞毒性を防御し

得るものである可能性が示唆された．  
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1-1) 単層培養系 
単層培養系としては，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．実験時の培養条件は，温度

37℃，受動湿潤，気相条件 95%空気・5%二

酸化炭素とした． 
1-2) ヒト3D皮膚再構成系 
ヒト3D皮膚再構成系としては，LabCyte EPI 
24 モデル（株式会社ジャパン・ティッ シ
ュ・エンジニアリング）（図１）を，当該

モデルに添付の培養液と共に用いた．実験

時の培養条件は，温度37℃，受動湿潤，気

相条件 95%空気・5%二酸化炭素とした． 
2) 被験物質 
2-1) 対照物質 
NHEKの細胞増殖性を検討するため，

keratinocyte growth factor (KGF）を用いた．

小核試験の陽性対照物質としては，マイト

マイシンCを用いた．陰性対照物質として

は，dimethyl sulfoxide （DMSO）を用い

た． 
2-2) 金属ナノ粒子 
金属ナノ粒子としては，二酸化チタンを用

いた．二酸化チタンナノ粒子は本研究の研

究代表者である渡邊 昌俊 博士（三重大学

大学院医学系研究科）から，本研究班構成

者に配布されたものであるため，その物性

等の詳細については渡邉博士の報告書を参

照されたい．本年度の本研究では，配付さ

れたものの内，JRCNM01001a01および

JRCNM01005aの2種類を用いた． 
3) 実験および解析 
被験物質への曝露は，ヒト3D皮膚再構成系

において表皮組織上面から（図1），単層培

養系において培地中へ，それぞれ行った．

詳細な実験条件は，結果の項に記す． 
細胞毒性は，細胞死による培養液中への乳

酸脱水素酵素漏出（LDHアッセイ），生細

胞による3-（4,5-ジ-メチルチアゾール-2-イ
ル）-2,5-ジフェニルテトラゾリウム臭化物

取り込み（MTTアッセイ），生細胞による

テトラゾリウム塩ホルマザン生成（WST-1
またはWST-8アッセイ）を指標として，そ

れぞれ生化学的に解析した． 
小核試験は，チャイニーズハムスターの肺

由来線維芽細胞CHL/IUを用いた常法の条件

を改変し，マイトマイシンCの暴露から24
時間後と72時間後の小核誘発について解析

した． 
ヒト3D皮膚再構成系においては，さらに，

以下の解析を行った． 
3-1) ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色

を行い，表皮傷害性について病理組織学的

に解析した． 
3-2) 金属ナノ粒子の表皮透過性について解

析するため，培地を回収してチタンの含有

量をICP-MSにより測定した（東海技術セン

ター）． 
 
（倫理面への配慮） 
細胞生物学的研究に関する国際的・国内

的・東京農業大学学内的な諸規則に基づ

き，必要な倫理的配慮を施した． 
 
C. 研究結果 
1) 小核試験 
1-1) NHEK 増殖に対する KGF の影響 
培養液に KGF を 10・20・40 ng/mL となる

ように添加し，3 日間培養したが，KGF は

NHEK の増殖に影響しなかった（図 2)． 
1-2) NHEK 単層培養系における小核試験 
CHL/IU 細胞を用いた小核試験は常法として

24 時間培養で行うが，NHEK 細胞では 24
時間培養だと 2 核細胞数が著しく少なく，

試験が実施できなかった．一方，マイトマ

イシンＣ（0.2 µg/mL）を 3 時間または 6 時

間暴露し，計 72 時間培養を行って解析した

ところ，マイトマイシンＣ3 時間および 6
時間暴露両方において，小核細胞比率を有

意に増加させた（表１）． 
 
2) 二酸化チタンナノ粒子 
2-1) NKEK 単層培養系 
JRCNM01001a01 は，最終濃度 500 µg/mL を

最高濃度として 3.91 µg/mL まで倍々希釈を

行い，24 または 72 時間曝露した．WST-8
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アッセイを試みた結果，24 時間培養ではい

ずれの用量でも細胞毒性を示さなかった

が，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 3）． 
JRCNM01001a05 も，最終濃度 500 µg/mL を

最高濃度として 3.91µg/mL まで倍々希釈を

行い，24 または 72 時間曝露した．WST-8
アッセイを試みた結果，24 時間培養では

500 µg/mL の濃度暴露で細胞毒性を示し

た．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．しかしながら，24 時

間・72 時間培養ともに結果のバラツキが大

きかった（図 4）． 
なお，JRCNM01001a01・001a05 ともに，

62.5 µg/mL 以上の濃度になると，著しく凝

集した． 
2-2) ヒト 3D 皮膚再構成系 
JRCNM01001a01 は，最終濃度 0・0.2・2・
20 mg/mL で 24 時間または 72 時間暴露し

た．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（図 5）．しかし凝集が強かっ

たため，凝集がみられない濃度を含む 0・
25・50・100 µg/mL で 72 時間暴露した．

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（図 6）． 
JRCNM01001a05，最終濃度 0・0.2・2・20 
mg/mL，または 0・25・50・100 µg/mL で，

それぞれ 24 時間または 72 時間暴露した．

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（図 7，図 8）． 
病理組織学的解析において，

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（表

2，表 3）． 
ICP-MS 解析は，JRCNM01001a01・001a05
のいずれの用量でも，ヒト 3D 皮膚再構成

系培地中にチタンを検出しなかった

（JRCNM001a05 20 mg/mL の 1 試料におい

て検出限界をわずかにこえる値が得られた

が，他の 3 試料が検出限界未満なので有意

でないと判断した）（表 4）． 
 
D. 考察 
ヒト3D皮膚再構成系は，一般に培養カップ

の底にメンブレンフィルターがあり，その

上に表皮細胞が培養されている．表皮細胞

は，in vivoの場合と同様，上部に向かって増

殖・分化し，培養時間経過と共に表層部に

角質層を構築する．したがって，組織学的

には，ヒト正常皮膚と類似する．本研究で

用いたJ-TEC LabCyte EPI-MODELは，他の

表皮組織のみタイプのヒト3D皮膚再構成系

に類似し，経済協力開発機構（OECD）テス

トガイドライン（TG）431（in vitro皮膚腐食

性試験）には記載されていないものの，

OECD TG439（in vitro皮膚刺激性試験）には

後から記載された．なお，OECD TG431/439
は，定量的評価ができないという欠点があ

る． 
二酸化チタンナノ粒子JRCNM01001a01は，

単層培養ヒトケラチノサイトで62.5 µg/mL以
上の72時間暴露で細胞毒性を示したが，ヒ

ト3D皮膚再構成系において，20 mg/mL・72
時間という高濃度・長時間の暴露において

も細胞毒性を示さなかった．また，62.5 
µg/mL以上の濃度になると，著しく凝集した

ため，ナノ粒子としての特性を失っている

可能性を考慮し，凝集がみられない濃度を

含む0・25・50・100 µg/mLでも試験を試み

たが，やはり細胞毒性は認められなかっ

た．JRCNM01005aにおいても，結果は同様

の傾向であったが，粒子がきわめて細かい

ため，結果のバラつきが大きかった．以上

より，表皮の重層構造は二酸化チタンナノ

粒子の細胞毒性に対して防御効果を発揮す

ることが示唆された．二酸化チタンナノ粒

子が単層培養したヒトケラチノサイトを傷

害した事実は，それをサポートするもので

ある．さらに，ヒト3D皮膚再構成系の培地

においてチタンを検出しなかったことか

ら，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
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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． 
なお，本研究で用いた二酸化チタンナノ粒

子JRCNM01001a01・001a05は，いずれも凝

集がしやすく，正確な評価の為に，分散制

御方法の見直しも必要だと考えられた． 
本年度の小核試験の試行において，NHEKを

用いた小核試験では細胞増殖活性が低く，

CHL/IU細胞を用いた常法と同条件では２核

細胞および小核の検出が極めて困難であっ

た．この課題を解決するため，KGF処置に

よる細胞増殖促進と，培養時間延長の２つ

の実験条件の効果を検討した．その結果、

KGF添加によってもNHEKの細胞増殖率には

ほぼ変化が見られず，この方法は有用でな

いことが判明した．一方，培養時間を常法

の２４時間から７２時間まで延長させる条

件下では，マイトマイシンC暴露による小核

の誘発を確認した．以上の結果から，NHEK
を用いた小核試験は，72時間培養を行こと

で実施可能であることが判明した．ヒト3D
皮膚再構成系における小核試験について

は，来年度に検討する予定である． 
E. 結論 
NHEKを用いた小核試験は，培養時間を７２

時間まで延長することで実施が可能と判明

した．今後はヒト3D皮膚再構成系を用いた

小核試験への応用について検討してく予定

である． 
本研究で用いた二酸化チタンナノ粒子は，

NHEK単層培養系において細胞傷害を示した

が，ヒト3D皮膚再構成系において当該傷害

が防御された．この細胞傷害防御には，表

皮の重層構造と，それによる二酸化チタン

ナノ粒子の通過阻止が関与している可能性

が示唆された．一方，二酸化チタンナノ粒

子は凝集しやすく，これらの正確な評価の

為には分散制御方法の再検討が必要である

と考えれた． 
 
F. 研究発表 
1. 論文発表 
なし 
 
2. 学会発表 
1. 政所陽菜 他．ヒト3D皮膚再構成系によ

るfolpetの経皮毒性評価法の検討．第36回日

本毒性病理学会総会及び学術集会（2020年2
月13日，東京都世田谷区）． 
2. 小川秀治 他．ヒト3D皮膚再構成系を用

いた金属ナノマテリアルの経皮膚毒性評

価．第36回日本毒性病理学会総会及び学術

集会（2020年2月14日，東京都世田谷区）． 
 
G．知的財産権の取得状況 
1. 特許取得 
なし 
 
2. 実用新案登録 
なし 
 
3. その他 
なし 
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図１．LabCyte EPI 24 モデル 
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内装カップ  

再構成ヒト皮膚組織 
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図 2. NHEK の増殖に及ぼす KGF の影響 

 

 

図 3. JRCNM01001a01, NHEK 単層培養系，細胞毒性（WST-8 アッセイ；縦軸，%；横軸，µg/mL） 
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図 4. JRCNM01001a05, NHEK 単層培養系，細胞毒性（WST-8 アッセイ；縦軸，%；横軸，µg/mL） 
 

 

 

 
図 5. JRCNM01001a01, ヒト 3D 皮膚再構成系，細胞毒性（MTT アッセイ；縦軸，%；横軸，µg/mL） 
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図 6. JRCNM01001a01, ヒト 3D 皮膚再構成系，細胞毒性（MTT アッセイ；縦軸，%；横軸，µg/mL） 
 

 

 

 

図 7. JRCNM01001a05, ヒト 3D 皮膚再構成系，細胞毒性（MTT アッセイ；縦軸，%；横軸，µg/mL） 

 

図 8. JRCNM01001a05, ヒト 3D 皮膚再構成系，細胞毒性（MTT アッセイ；縦軸，%；横軸，µg/mL） 
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表 1. NHEK を用いた小核試験における培養時間の検討*: p < 0.01 (カイ 2 乗検定)-: 2 核細胞が少数のため実施せず 

 

 

 

表 2．ヒト 3D 皮膚再構成系 組織観察 所見 
TiO2JRCNM01001, 0・0.2・2・20 mg/mL 72 時間暴露 

 

 

表 3．3D 再構成皮膚系 組織観察 所見 
TiO2JRCNM01005，0・0.2・2・20 mg/mL 72 時間暴露 

 

尚，表 2 と表 3 における陰性対照群（ミリ Q）および陽性対照群（Lysis Buffer）は，共通とする． 

 

  

項目 ミリQ-1 ミリQ-2 ミリQ-3 ミリQ-4 0.2-1 0.2-2 0.2-3 0.2-4 2.0-1 2.0-2 2.0-3 2.0-4 20.0-1 20.0-2 20.0-3 20.0-4

基底層の層数 8 9 9 9 9 9 8 9 9 10 8 10 8 8 9 8

角質近くの核の個数(1視野当たり) 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 3 1

顆粒の出現 4 4 5 5 5 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 5

顆粒の塊の有無 − − − − − − − − − − − − − − − −

細胞整列の乱れ + + + + + + + + + + + + + + + +

変性

①空胞化の有無 + + + + + + + + + + + + + + + +

②核の隣以外での空胞化の有無 + + + + + + + + + + + + + + + +

③角質での核の有無 − − − − − − − − − − − − − − + −

項目 0.2-1 0.2-2 0.2-3 0.2-4 2.0-1 2.0-2 2.0-3 2.0-4 20.0-1 20.0-220.0-3 20.0-4
Lysis

Buffer-1

Lysis

Buffer-2

Lysis

Buffer-3

Lysis

Buffer-4

基底層の層数 8 8 9 7 8 7 6 7 8 8 7 10 7 8 7 8

角質近くの核の個数(1視野当たり) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 0 0 0 0

顆粒の出現 5 5 5 5 6 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

顆粒の塊の有無 − − − − − − − − − − − − + + + +

細胞整列の乱れ + + + + + + − + + + + + + + + +

変性

①空胞化の有無 + + + + + + + + + + + + + + + +

②核の隣以外での空胞化の有無 + + + + + + + + + + + + + + + +

③角質での核の有無 − − − − − − − − − − − − + + + +
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表 4．ヒト 3D 皮膚再構成系 培地中チタン濃度 

 

試料名 Ti 結果(μg/g)

Control 1 <0.5

Control 2 <0.5

Control 3 <0.5

Control 4 <0.5

TiO2 JRCNM 01001a 0.2mg/mL 1 <0.5

TiO2 JRCNM 01001a 0.2mg/mL 2 <0.5

TiO2 JRCNM 01001a 0.2mg/mL 3 <0.5

TiO2 JRCNM 01001a 0.2mg/mL 4 <0.5

TiO2 JRCNM 01001a 2mg/mL 1 <0.5

TiO2 JRCNM 01001a 2mg/mL 2 <0.5

TiO2 JRCNM 01001a 2mg/mL 3 <0.5

TiO2 JRCNM 01001a 2mg/mL 4 <0.5

TiO2 JRCNM 01001a 20mg/mL 1 <0.5

TiO2 JRCNM 01001a 20mg/mL 2 <0.5

TiO2 JRCNM 01001a 20mg/mL 3 <0.5

TiO2 JRCNM 01001a 20mg/mL 4 <0.5

Control 5 <0.5

Control 6 <0.5

Control 7 <0.5

Control 8 <0.5

TiO2 JRCNM 01005a 0.2mg/mL 1 <0.5

TiO2 JRCNM 01005a 0.2mg/mL 2 <0.5

TiO2 JRCNM 01005a 0.2mg/mL 3 <0.5

TiO2 JRCNM 01005a 0.2mg/mL 4 <0.5

TiO2 JRCNM 01005a 2mg/mL 1 <0.5

TiO2 JRCNM 01005a 2mg/mL 2 <0.5

TiO2 JRCNM 01005a 2mg/mL 3 <0.5

TiO2 JRCNM 01005a 2mg/mL 4 <0.5

TiO2 JRCNM 01005a 20mg/mL 1 1.0

TiO2 JRCNM 01005a 20mg/mL 2 <0.5

TiO2 JRCNM 01005a 20mg/mL 3 <0.5

TiO2 JRCNM 01005a 20mg/mL 4 <0.5
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

（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：(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、

(2)機械学習による生体影響予測の試み 

 

研究分担者 花方信孝 物質・材料研究機構 技術開発・共用部門 副部門長

A.研究目的 
現在一般社会で開発・使用されているナノマテリア

ルが社会的に受容されるためには、そのリスクについ

て十分な安全評価手法が必要である。しかしながら、

その手法として代表的な動物実験は費用的にも時間的

にも高コストであることに加えて、近年の動物愛護原

則から敬遠され、代替手法が求められている。そこで

in vitro 評価法の一環として、初年度はナノマテリアル

による細胞内網羅的遺伝子発現データベースの構築方

法および機械学習による生体影響予測モデルを検討す

ることを研究目的とした。 
本年度は、細胞内網羅的遺伝子発現データベースの

構築法および機械学習の予測モデルを実際に開発する

ことを目的とした。具体的には、遺伝子発現データベ

ースを構築する上で元データとして使用する既存の生

命科学系データベースを決定し、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、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、標準ナノマテリアルとして酸

化チタン曝露時の毒性試験の実施および遺伝子発現マ

イクロアレイ解析を目指した。 
 
B.研究方法 
B-1. ZnO曝露細胞の一色法マイクロアレイ解析 
・ 細胞： THP-1細胞およびA549細胞 
・ 暴露ナノマテリアル： 酸化亜鉛（ZnO） 
・ 暴露濃度： 300µg/mL (THP-1細胞) または 

60µg/mL (A549 細胞)  
・ 暴露時間： 6時間または 24時間 
・ マイクロアレイ： Agilent SurePrint G3 Human GE 

Microarray 8x60K Ver. 3.0 (G4851C; GEO 
platform:GPL21185) １枚 

・ ハイブリダイゼーション： 一色法 
・ マイクロアレイの割り当て: 表 1 
・ マイクロアレイスキャナー： Agilent SuresScan 

G2600D 
・ 画像数値化処理ソフトウェア： Agilent Feature 

Extraction v11.5 
B-2.マイクロアレイの一色法と二色法の比較 
マイクロアレイ解析には一色法と二色法が存在する

が、この 2 種類では遺伝子発現を測定する根本原理が

異なり遺伝子発現データの取り扱い方に影響するた

め、同一サンプルに対して実施した一色法と二色法の

データを比較し、そのデータ変換の妥当性を検証する

こととした。一色法のデータはプローブとハイブリダ

イズしたサンプル量に比例し、二色法のデータは 2種

表 1 ZnO 曝露実験におけるマイクロアレイ（一色法）
Slide ID Slide No. Pos. Block C y3
AH73 257236319389 1_1 B1 THP-1_ZnO =0µg/m L_6hr
AH73 257236319389 1_2 B2 THP-1_ZnO =300µg/m L_6hr
AH73 257236319389 1_3 B3 THP-1_ZnO =0µg/m L_24hr
AH73 257236319389 1_4 B4 THP-1_ZnO =300µg/m L_24hr
AH73 257236319389 2_1 B5 A549_ZnO =0µg/m L_6hr
AH73 257236319389 2_2 B6 A549_ZnO =60µg/m L_6hr
AH73 257236319389 2_3 B7 A549_ZnO =0µg/m L_24hr
AH73 257236319389 2_4 B8 A549_ZnO =60µg/m L_24hr

研究要旨：二年度目は細胞内網羅的遺伝子発現データベースを構築する上で元データとして

使用する既存の生命科学系データベースを調査して決定した。生体影響予測の基盤となる機

械学習における学習用遺伝子発現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

検討を行なった。また、マイクロアレイ解析の一色法と二色法のデータを双方利用するため相

互のデータ変換法の開発を進めた。他の分担研究と比較するため標準ナノマテリアルとして二

酸化チタン曝露時の毒性試験の実施および遺伝子発現マイクロアレイ解析の準備を行なっ

た。 
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類のサンプルのプローブへの競合ハイブリダイゼーシ

ョンの結果である。そのため、一色法で測定した 2つ
のサンプルのシグナル強度をSA, SBとすると、二色法

のデータへの変換式はSA/SBと書ける。一色法のデー

タから二色法にデータ変換したものと二色法で測定し

たデータを相関係数などで比較した。 
B-3.二酸化チタンの毒性評価 
標準ナノマテリアルとして酸化チタンのナノ粒子を

使用することとし、先ずは毒性評価を行なうため

WST-8 アッセイを実施した。評価を行なった酸化チ

タンは国立医薬品食品衛生研究所より分与された以下

の 7サンプル。 
・ MT-150A (Lot#651105) 
・ MT-500B (Lot#1880902) 
・ AMT-100 (Lot#181102) 
・ TKP-102 (Lot#4190101) 
・ AMT-600 (Lot#6553) 
・ TiO2 (Lot#1001) 
・ TiO2 (Lot#1005) 

WST-8 アッセイには株式会社同仁化学研究所のCell 
Counting Kit-8 (CCK-8)を使用した。細胞はTHP-1細胞

とRAW264 細胞を用いて、それぞれ 500,000cells/mL, 
70,000cells/mLに調製した。96ウェルプレートにそれ

ぞれ 50µL/well, 100µL/well で播種した。THP-1細胞に

は酸化チタンを 50µL/well添加し、37℃で 24時間後

にCCK-8を 10µL/well添加し 4時間後に波長 450nm
で吸光度を測定した。RAW264細胞は播種から 24時
間後に培地を除去してから酸化チタンを 100µL/well
添加し、さらに 24時間後にCCK-8を同様に添加して

測定した。 
なお、酸化チタンのナノ粒子の大きさは動的光散乱

光度計（DLS）により測定した。 
 

C.研究結果 
C-1.ZnO曝露細胞のマイクロアレイ解析 
発現強度（生データ）： 全 8アレイの発現強度デー

タの分布を表 2と図 1に示す。なお、図はボックスプ

ロットで、縦線の下端が最小値、箱の下端が第 1四分

位値、箱の中線が中央値、箱の上端が第 3四分位値、

縦線の上端が最大値を表す。今回は一色法のデータで

あるため、アレイ間の発現強度は直接比較することが

できない。そのためノーマライズ処理を行なう。 
発現強度（ノーマライズ）： ノーマライズ方法は第

3 四分位値を基準とする 75パーセンタイル法を使用

した。ノーマライズした結果を表 3と図 2に示す。発

現強度の分布は概ね均等である。 
発現強度（プローブ）： 今回使用したマイクロアレ

イスライドはスポット数としては 1アレイあたり

60,901個あるが、1つのプローブが複数のスポットに

ある場合があるので、プローブ単位で発現強度をまと

めた。なお、プローブの総数は 58,201個である。 
階層的クラスタリング： 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 22,003 個

の発現強度データで階層的クラスタリングを行なった

（図 3）。まず、THP-1細胞とA549細胞でクラスタが

大きく分かれている。そしてそれぞれの細胞において

ZnO に暴露したかしていないかでクラスタが分かれ

た。6時間後と 24時間後の違いは比較的小さいこと

が分かった。また、A549細胞よりもTHP-1細胞の方

がZnOの影響が大きいことが明らかになった。 
 
C-2.マイクロアレイの一色法と二色法の比較 
今回の一色法で測定したマイクロアレイ解析のデー

タと前年度に二色法で測定したデータを比較すること 

 
とした。使用したデータは、プローブ単位でまとめた

データのうち、RefSeq に該当する 25,685プローブの

サンプル AH73B1 AH73B2 AH73B3 AH73B4 AH73B5 AH73B6 AH73B7 AH73B8
スポット数 60901 60901 60901 60901 60901 60901 60901 60901
検出数 33242 43488 39214 42951 38535 35137 35778 38237

検出割合(%) 54.6% 71.4% 64.4% 70.5% 63.3% 57.7% 58.7% 62.8%
最小値 4 3 3 3 4 4 4 4

第1四分位数 19 13 14 13 16 16 16 15
中央値 101 78 94 65 95 94 102 83

第3四分位数 683 650 847 508 913 733 896 698
最大値 261313 307037 267983 277060 291821 275958 291556 302075
算術平均 1749 2210 2513 1660 2595 2315 2377 2180
標準偏差 8175 11219 11144 8468 11569 10924 10282 10238

表 2 マイクロアレイ解析発現強度分
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図 1 マイクロアレイ解析発現強度分布（生データ）。 
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データ。二色法で測定したZnO/ctrlの発現比（2を底

とする対数） 4種類（THP-1細胞とA549細胞それぞ

れについて 6時間後と 24時間後）に対応する一色法

の発現強度 SAとSBから ln(SA/SB)で発現比を求めた。

そして、横軸に一色法から求めた発現比を縦軸に二色

法による発現比をプロットしたのが図 4である。 
THP-1 細胞の 6時間後、A549 細胞の 6時間後と 24

時間後は一色法と二色法のデータが一致する傾向を示

している。ピアソンの相関係数を求めるとそれぞれ

0.763, 0.898, 0.884と高い値であった。しかしながら、

THP-1 細胞の 24時間後では一色法のデータと二色法

のデータの相関性が低く、相関係数も 0.255と低かっ

た。この原因は不明であるが、THP-1細胞の 24 時間

後のZnO暴露またはコントロールのサンプルに問題

があった可能性がある。 
参考のため一色法と二色法のデータで異なるサンプ

ルの発現比の相関係数も求めた（表 4）。THP-1細胞

とA549 細胞の間での相関係数は 0.45を下回っており

発現パターンの差が大きいことが分かる。A549 細胞

の 6時間ごと 24時間後の間では 0.714と比較的高く

発現パターンが近いことが分かる。一方でTHP-1細
胞の 6時間ごと 24時間後の間では 0.235と細胞間の

相関係数よりも低く原因は不明である。 
 

 
 
 

 

図4 マイクロアレイ解析の一色法と二色法の比較 

 
C-3.酸化チタンの毒性評価 
標準ナノマテリアルとして酸化チタンのナノ粒子の

使用することとした。これにより各分担研究間の比較

も可能となる。まずはMMT-8アッセイによる毒性評

価を行なった（図 5、図 6）。浮遊細胞の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。一方で付着細胞のRAW264 細胞においては、MT-

図3 階層的クラスタリン

図2 マイクロアレイ解析発現強度分
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normalized data

サンプル AH73B1 AH73B2 AH73B3 AH73B4 AH73B5 AH73B6 AH73B7 AH73B8
スポット数 60901 60901 60901 60901 60901 60901 60901 60901
検出数 33242 43488 39214 42951 38535 35137 35778 38237

検出割合(%) 54.6% 71.4% 64.4% 70.5% 63.3% 57.7% 58.7% 62.8%
最小値 6 5 4 6 4 5 4 5

第1四分位数 28 20 17 26 17 22 18 22
中央値 148 119 111 128 104 129 114 118

第3四分位数 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
最大値 382452 472686 316311 545421 319670 376275 325505 432948
算術平均 2560 3402 2966 3268 2843 3157 2654 3124
標準偏差 11964 17272 13153 16670 12673 14895 11479 14673

表3 マイクロアレイ解析発現強度分

布（ノーマライズ）。 

ZnO/ctrl
6h

THP1

ZnO/ctrl
24h

THP1

ZnO/ctrl
6h

A549

ZnO/ctrl
24h

A549
ZnO/ctrl

6h
THP1

0.763 0.235 0.344 0.328

ZnO/ctrl
24h

THP1
0.255 0.441 0.419

ZnO/ctrl
6h

A549
0.898 0.714

ZnO/ctrl
24h

A549
0.884

2color

1 color

表4 マイクロアレイ解析の一色法と二色法のデータの

ピアソンの相関係数。 
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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。THP-1細胞と

RAW細胞で実験の日時に差があり、ナノ粒子径はそ

の都度DLSにより測定したが多少のばらつきがあ

る。しかしながら、RAW細胞に毒性を示した酸化チ

タンとナノ粒子径との間に相関は認められない。 

 

D.考察 
網羅的遺伝子発現データとしてマイクロアレイ解析

のデータを利用する際には原理的に一色法と二色法の

2 種類のデータがあり、それらを双方ともに扱うには 
データの変換が必要となる。原理的には一色法はマイ

クロアレイ上のプローブ量が一定であることを前提と

しており、製造上の誤差が小さい必要がある。一方で

二色法は製造上の誤差があっても問題ない方法であ

り、2種類のサンプルを異なる蛍光色素で標識し競合

ハイブリダイゼーションを行なうことで発現比を測定

する。前年度に実施した二色法のデータに対して本年

度は同じサンプルについて一色法によるマイクロアレ

イ解析を行い、二色法と比較した。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。 
生命科学系データベースとしてマイクロアレイ解析

の生データが登録されているGEOデータベースを選

択したが、サンプル条件などのラベル付けが課題であ

る。今のところ手動でラベルを付けているが、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、前年度に行なったGene 
Ontology エンリッチメント解析のような結果をラベル

として利用することも検討しているが、有意な結果が

でないケースがあるので、利用は限定的となる。 
機械学習を実行する上で、ヒトの遺伝子の数は

RefSeqデータベースに限っても 26,000個ほどもある

ため、入力特徴量としては扱いにくい。そのため顕著

の遺伝子に限って 1/10程度の量に減らしてモデルを

作成し機械学習を実行させている。この部分の効率的

なデータの選択が本研究において重要である。 
実測データとしてZnOを曝露した細胞の系を扱っ

ていたが、他の分担研究と協調するためにも共通とな

る標準ナノマテリアルを使うことが適切として酸化チ

タンのナノ粒子を用いることとした。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。 
以上を踏まえて、次年度は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・検討の結果と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を元に、中途であった最小規

模のデータベースの構築を完成させ、拡大・拡張す

る。機械学習の実行にあたってはアルゴリズムの最適

化が解決すべき課題となる。標準ナノマテリアルとし

て酸化チタン曝露時の実測した遺伝子発現マイクロア

レイ解析結果を用いて生体影響予測の精度を検討す

図5 THP-1細胞に対する酸化チタンの毒性評価。 

図6 RAW264細胞に対する酸化チタンの毒性評価。 
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る。最終的には完成したデータベースと生体影響予測

機能を提示する。 
 
E.結論 
本年度は、細胞内網羅的遺伝子発現データベースの

構築法および機械学習の予測モデルを開発することを

目的として、網羅的遺伝子発現データの基礎となるマ

イクロアレイ解析の一色法と二色法ついて検討し、一

定の精度で一色法から二色法へのデータ変換を行なう

ことができた。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削減方法につい

て検討した。分担研究間で共通して使用する標準ナノ

マテリアルとして酸化チタンのナノ粒子を採用し曝露

時の毒性試験を実施した。 
 
F.研究発表 
本年度はなし 
 
G.知的所有権の出願・登録状況 
本年度はなし 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業）  
（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



 

 
 

47 

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). 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業）  
（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：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  
 

分担研究者：三宅 祐一  静岡県立大学食品栄養科学部  助教  
 

研究要旨：本サブテーマではナノマテリアルを含む消費者製品として、スプレー型

の製品を使用した際の、使用者へのナノマテリアルの経口曝露量の評価法につい

て、曝露評価ツールの比較・検討を行った。一般的に広く認知されている産業技術

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 を対象とした。両者を比較すると、曝露量の推算に必要な

インプット値や、結果として得られるアウトプット値（推算値）に大きな違いがみ

られた。これは、それぞれの曝露評価ツールの推算メカニズムが異なることが理由

であると考えらえる。ナノマテリアルを含む製品の想定される曝露経路に合わせ

て、それぞれの曝露評価ツールの特性を考慮しながら適宜最適なものを選択する必

要性が示唆された。  
 
A.研究目的 
本年度は、ナノマテリアルを含む消費者製品を使

用した際の、使用者へのナノマテリアルのリスクを

評価するため、曝露評価法の検討を行った。ナノマ

テリアルを含む消費者製品として、曝露量が多くな

ることが懸念されているスプレー型の製品を対象と

し、曝露経路としては経口曝露を考慮した。 
 
B.研究方法 
B-1. ナノマテリアルの安全性評価に関わる曝露評

価ツールの探索・精査 
ナノマテリアルを含むスプレー等の消費者製品を

使用した際の、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やアウトプット値

などを調査し、まとめた。 
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

化学物質の曝露量を推定することが可能であり、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。 
AIST-ICET では、室内でスプレー製品を使用した

際の室内空気中化学物質濃度を推定するために、4
つのスプレーモデルが搭載されている。これらのス

プレーモデルは，次の 3 種のサブモデルが利用でき

る。1.「対象化学物質が揮発性であり、噴霧された

物質は噴霧者周辺空間（クラウド）でとどまり、ク

ラウド以外の濃度と比較して濃度が高くなる状況を

想定したモデル」、2.「対象化学物質が非揮発性で

あり、噴霧された物質は部屋全体に速やかに拡散し

た後に重力沈降が加味したモデル」、3.「対象化学

物質が非揮発性であり、かつ、噴霧された物質は噴

霧者周辺空間でとどまり、クラウド以外の濃度と比

較して濃度が高くなる状況を表したモデル」、4「対

象化学物質が非揮発性であり、噴霧された物質は部

屋全体に速やかに拡散することを想定したモデル」
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が含まれる。これらのモデルにより、壁や床などへ

の吸脱着を考慮した、住宅の室内空気中の化学物質

濃度の時間変化を推算することができる。また，長

期間における曝露量を簡易的に推算するために、定

常状態を仮定した推定も行える。スプレー製品につ

いては、独自に行われた噴霧実験の結果に基づい

て，噴霧者（製品使用者）の周辺空間（クラウド）

や粒子沈降を考慮した推定式を搭載している。 
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に含まれる化学物質のヒト

への曝露量を評価するツールである。前身となる

ConsExpo という曝露評価ツールを、ナノマテリア

ルに特化させたツールである。本ツールを用いてス

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であ

り、また、空気中ナノマテリアル濃度に基づいた曝

露評価を行うことも可能である。さらに、粒子径毎

のナノマテリアルの肺胞到達比率をシミュレートす

ることもできる。 
 
C.結果 
C-1. ナノマテリアルの安全性評価に関わる曝露評

価ツールの探索・精査 
ナノマテリアルを含むスプレー型の消費者製品を

使用した際の、使用者へのナノマテリアルの経口曝

露量の推定に必要なパラメータを、AIST-ICET、
ConsExpo-nano ごとに列挙し、まとめた。 

AIST-ICET の使用方法は、まず、サイト

（https://icet.aist-riss.jp/）にアクセスし、AIST-ICET
をダウンロードしてインストールする。計算ケース

名を入力し、曝露経路として吸入曝露、製品は家庭

用塗料（スプレー）を選択する（図 1）。放散モデ

ルは、クラウド-非揮発性を選択し、計算に必要な

インプット値を入力して実行する。表 1 に 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

際の、使用者へのナノマテリアルの経口曝露量の推

定に必要なインプット値を示す。AIST-ICET では、

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

（製品の分類や方式によって、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、AIST-ICET 内に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について、検

証が必要であると考えられる。 
 AIST-ICET を用いた、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の、使用者へのナ

ノマテリアルの経口曝露量の推定結果を図 2 に示

す。また、アウトプットされる結果を表 2 にまとめ

る。AIST-ICET の場合、室内空気中濃度（µg/m3）、

吸入曝露量（µg/kg/day）、時間変化に伴う濃度変化

（µg/m3）がアウトプットされた。 
ConsExpo-nano の使用方法は、まず、サイト

（https://www.consexponano.nl）にアクセスする。

AIST-ICET と異なり、Web 上で計算を完結すること

ができるため、ツールをインストールする必要がな

い。ConsExpo-nano ではシナリオタイプとして、ス

プレーシナリオとカスタムシナリオが存在する。ナ

ノマテリアルを含むスプレー型の消費者製品を使用

した際の、使用者へのナノマテリアルの経口曝露量

の推定には、スプレーシナリオを選択する。図 3 に

推算に必要なインプット値を入力する画面を示す。

表 3 に推算に必要なインプット値をまとめた。任意

に設定できるパラメータとしては曝露時間（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（−）、最大粒径（µm）、噴霧速度（g/sec）、
製品に含まれる不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）、換気回数（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（%）、曝露頻度（days）、シミュレ

ーション時間（day）、呼吸速度（m3/h）、噴霧 1 秒

後のクラウドの体積（m3）、平均粒径（µm）があ

り、ナノマテリアルの性状に関する情報を入力する

ことが可能であった。以上のほとんどのパラメータ

においては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

ついての情報は入力する必要があった。これらの情
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報を収集・整理しておくことができれば、効率的か

つ迅速にナノマテリアルの曝露評価をすることが可

能となると考えらえる。 
Consexpo-nano を用いた、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の、使用者へ

のナノマテリアルの経口曝露量の推定結果の例を図

4 に示す。ConsExpo-nano の場合、吸入曝露量

（mg）、エアロゾル粒子径の沈降率（%）、ナノ粒子

の体積（m3）、エアロゾル粒子の体積（m3）がアウ

トプットされた。アウトプット値を表 4 にまとめ

る。ConsExpo-nano では、ナノマテリアルの粒径ご

との曝露量（図 5）や、粒径ごとの沈着部位別の沈

着比率（図 6）や沈着量（図 7）を推算することも

可能である。また、以上の結果は、Microsoft Excel
へのエクスポートも可能である。 
 
D.考察 

ナノマテリアルを含むスプレー型の消費者製品を

使用した際の、使用者へのナノマテリアルの経口曝

露量の推定において、AIST-ICET および Consexpo-
nano の両者を比較すると、ナノマテリアの曝露量

の推算に必要なインプット値や、結果として得られ

るアウトプット値（推算値）の項目に大きな違いが

みられた。これは、それぞれの曝露評価ツールの推

算メカニズムが異なることが理由であると考えらえ

る。特に、Consexpo-nano は、ナノマテリアの曝露

評価に特化しているため、ナノマテリアの性状を考

慮した曝露評価が可能である。しかし、推算に必要

な項目が多いことから、その適切なインプット値の

収集が難しい。 
 
E.結論 

ナノマテリアルを含む製品の想定される曝露経路

に合わせて、それぞれの曝露評価ツールの特性を考

慮しながら適宜最適なツールを選択する必要性が示

唆された。 
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

評価に特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。 
 
F. 研究発表 
1.  論文発表 
なし 

 
2.  学会発表 
 なし 
 
G. 知的財産権の出願・登録状況 
1. 特許取得 
なし 

 
2. 実用新案登録 
なし 

 
3. その他 
なし 
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図 1.  AIST-ICET の計算ケース設定画面 

 
 

 
 
図 2. スプレー型の消費者製品を使用した際のナノマテリアル経口曝露量の推定結果の例（AIST-ICET）
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図 3. インプット値の入力画面（ConsExpo-nano）
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図 4. スプレー型の消費者製品を使用した際のナノマテリアル経口曝露量の推定結果の例（ConsExpo-nano） 

 

 
 

図 5. ナノマテリアルの粒径ごとの曝露量（ConsExpo-nano） 
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図 6. ナノマテリアルの粒径ごとの沈着部位別の沈着比率（ConsExpo-nano）

 
図 7. ナノマテリアルの粒径ごとの沈着部位別の沈着量（ConsExpo-nano） 
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表 1. スプレー型の消費者製品を使用した際のナノマテリアル経口曝露量の推定に必要な

インプット値（AIST-ICET） 
 変数名 単位 備考 

スプレー 

噴霧時間 sec スプレー製品の使用１回当たり噴霧時間 
噴霧量 g/sec スプレー製品の１秒当たり噴霧量 

化学物質比率 wt% スプレー中の化学物質重量比率 

気中画分 % 
スプレー製品における非揮発性物質の 

浮遊量割合 
10 µm 以下粒子

比率 % 
スプレー製品における非揮発性物質の 
全粒径のうち粒径 10 µm 以下の比率 

初期クラウド体

積 m3 スプレーモデルにおける 
初期クラウド体積 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 2.  AIST-ICET のアウトプット値 
  単位 

室内空気中濃度 最高濃度 µg/m3 
平均濃度 µg/m3 

吸入 
24 時間平均 µg/kg/day 

全計算期間平均 µg/kg/day 
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表 3. スプレー型の消費者製品を使用した際のナノマテリアル経口曝露量の推定に必要なインプット値

（ConsExpo-nano） 
  Variable Putty spray Splay glue Unit 

Scenario type Spray scenario 
Exposure duration 30 240 min 

Density aerosol particle - - g/cm³ 
Weight fraction nano material in aerosol particle - -  

Diameter distribution 

Monodisperse Aerosol diameter (mass median) 15.1 15.1 µm 

Log normal 
Aerosol diameter (mass median) 15.1 15.1 µm 

Arithmetic coefficient of variation 1.2 1.2  

Maximum aerosol diameter 10 10 µm 

Exposure 
Pattern 

Single event Simulation duration S S day 

Deposition model 
ICRP: Male (light exercise) S S  

ICRP: Female (light exercise) S S  

Inhalation rate 1.4 1.4 m³/h 

Exposure 
frequency unit 

Per day S S  

Per week S S  

Per month S S  

Per year 1 12  

Simulation duration 365 365 day 

Deposition model 
ICRP: Male (light exercise) S S  

ICRP: Female (light exercise) S S  

Inhalation rate 1.4 1.4 m³/h 
＊「-」は入力が必要な値 
＊「S」は画面上に候補が示される 
 

表 4. ConsExpo-nano のアウトプット値 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Event doses 

Dose measure 
Inhaled dose per event, Alveolar dose per event 

Mass 
Number of nano particles 

Surface of area nano particles 
Volume of nano particles 

Surface area of aerosol particles 
Number of aerosol particles 
Volume of aerosol particles 

Distributions 
Inhaled mass distribution 

Deposition fraction mass distribution 
Deposited mass distribution 

Dose-time plots 
Inhaled and alveolar dose one event 

Alveolar load 
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